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(57)【要約】
本発明は、固定炭素源としてキシロースを用いて油保有微生物を培養する方法を提供する
。固定炭素源としてキシロースを代謝して、キシロースを油に転化できるるように遺伝子
遺伝子操作されている微生物も提供される。本明細書中で提供される製法の特別な利点は
、キシロースを利用する微生物発酵製法による、アルコールではなく、むしろ油の生産を
包含する。本発明の一局面において、植物界の微生物であって、活性キシロース代謝経路
酵素を産生するように作用可能な組換え核酸を含む微生物が提供される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　植物界の微生物であって、活性キシロース代謝経路酵素を産生するように作用可能な組
換え核酸を含む微生物。
【請求項２】
　本質的にキシロースからなる炭素源上で培養される際に、細胞数を増大し、または脂質
を産生することができる請求項１記載の微生物。
【請求項３】
　キシロースをトリグリセリドに転化する請求項１または２記載の微生物。
【請求項４】
　グルコースを炭素源として用いて培養される際に、乾燥細胞重量単位で１０、２０、３
０、４０、５０、６０、７０または８０％のトリグリセリドを蓄積することができる請求
項１～３のいずれかに記載の微生物。
【請求項５】
　純キシロース上で培養される際に、乾燥細胞重量単位で少なくとも１０、２０、３０、
４０、５０、６０、７０または８０％のトリグリセリドを蓄積することができる請求項１
～４のいずれかに記載の微生物。
【請求項６】
　炭素源としてのグルコース上で培養される際に、前記微生物が、乾燥細胞重量単位で少
なくとも５０％のトリグリセリドを蓄積することができ、純キシロース上で培養される際
に、乾燥細胞重量単位で少なくとも２０％のトリグリセリドを蓄積することができる請求
項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記微生物が、窒素制限条件下で６０％グルコースおよび４０％キシロースである炭素
源上で培養される際に、炭素原子が、同位体追跡により測定して、少なくとも５、１０、
２０、３０、４０または５０％がキシロースの炭素元素に由来する脂質を細胞が産生する
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記微生物が、２１、１４または７日以下で、単独炭素源として２．５％キシロースを
有する培地中のキシロースの少なくとも９０％を消費することができる請求項１～７のい
ずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記組換え核酸が、活性キシロース輸送体、キシルロース－５－ホスフェート輸送体、
キシロースイソメラーゼ、キシルロキナーゼ、キシリトールデヒドロゲナーゼまたはキシ
ロースレダクターゼのうちの１つ以上をコードするように作用可能である請求項１～８の
いずれかに記載の微生物。
【請求項１０】
　前記組換え核酸が、色素体ターゲッティングシグナル配列と作用可能連結で活性キシル
ロース－５－ホスフェート輸送体をコードし、前記キシルロース－５－ホスフェート輸送
体が色素体中にキシルロース－５－ホスフェートを輸送するように作用可能である請求項
９記載の微生物。
【請求項１１】
　前記組換え核酸が、（ａ）色素体中へのキシルロース－５－ホスフェートの輸送を引き
起こす；ように、色素体ターゲッティングシグナル配列を有するキシルロース－５－ホス
フェート輸送体タンパク質を、（ｂ）キシルロキナーゼを、および（ｃ）キシロースイソ
メラーゼ、またはキシリトールデヒドロゲナーゼおよびキシロースレダクターゼの両方を
コードするように作用可能である請求項１～１０のいずれかに記載の微生物。
【請求項１２】
　緑色植物亜界に属するものである前記請求項のいずれかに記載の微生物。
【請求項１３】
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　緑藻植物下界または門の、テトラ藻亜門の、トレボウクシア藻綱の、またはクロレラ目
に属するものである前記請求項のいずれかに記載の微生物。
【請求項１４】
　クロレラ属またはプロトテカ属に属するものである前記請求項のいずれかに記載の微生
物。
【請求項１５】
　プロトテカ・モリフォルミスまたはクロレラ・プロトテコイデス種に属するものである
前記請求項のいずれかに記載の微生物。
【請求項１６】
　前記微生物により産生される脂質の脂肪酸プロフィールを変更するように作用可能であ
る組換え修飾をさらに含む前記請求項のいずれかに記載の微生物。
【請求項１７】
　前記組換え修飾が、活性アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、ケトアシル－ＡＣＰシンタ
ーゼまたは脂肪酸デサチュラーゼをコードする外因性遺伝子を含むか、あるいはアシル－
ＡＣＰチオエステラーゼ、ケトアシル－ＡＣＰシンターゼまたは脂肪酸デサチュラーゼを
低減するかまたは除去するように作用可能である請求項１６記載の微生物。
【請求項１８】
　微生物バイオマスまたは前記バイオマスから生産される製品の製造方法であって、キシ
ロースを微生物バイオマスに転化させるためにキシロースを含む培地中で請求項１～１７
のいずれかに記載の組換え微生物を従属栄養的に培養することを包含する方法。
【請求項１９】
　前記微生物バイオマスが微生物脂質を含む請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　前記脂質が、以下からなる群から選択される製品を製造するために用いられる請求項１
８または１９記載の方法：化学製品、潤滑剤、洗剤、燃料、食用油および化粧品成分。
【請求項２１】
　前記製品が、バイオディーゼルまたは再生可能ディーゼルから選択される燃料である請
求項２０記載の方法。
【請求項２２】
　前記培地が、キシロース５０％超である炭素源を含む請求項１８～２０のいずれかに記
載の方法。
【請求項２３】
　前記炭素源が、キシロース５５％超、６０％超、６５％超、７０％超、７５％超、８０
％超、８５％超、９０％超または９５％超である請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
　請求項１～１７記載の微生物のいずれか、または請求項１８～２３記載の方法のいずれ
かにより産生される天然油。
【請求項２５】
　請求項２４記載の前記天然油から生産される油脂化学製品、食用油、燃料またはその他
の製品。
【請求項２６】
　キシローストランスロケータータンパク質をコードするように作用可能な外因性遺伝子
を含む組換え油性微生物。
【請求項２７】
　微細藻類、油性酵母、油性真菌および油性細菌からなる群から選択される請求項２６記
載の微生物。
【請求項２８】
　微細藻類である請求項２７記載の微生物。
【請求項２９】
　プロトテカ属の一種である請求項２８記載の微細藻類。
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【請求項３０】
　プロトテカ・モリフォルミスである請求項２９記載の微細藻類。
【請求項３１】
　前記外因性遺伝子が、組換え油性微生物中での発現のためにコドン最適化されている請
求項２６～３０のいずれかに記載の微生物。
【請求項３２】
　キシローストランスロケーターの自然色素体標的配列が、微細藻類からの色素体標的配
列と取り替えられている請求項２６記載の微生物。
【請求項３３】
　前記キシローストランスロケーターが、シロイヌナズナ属（Arabidopsis）からのＸＰ
Ｔタンパク質のアミノ酸配列を含む請求項２６～３２のいずれか一項に記載の微生物。
【請求項３４】
　１つ以上の外因性遺伝子を含む組換え油性微生物であって、前記１つ以上の外因性遺伝
子が、オキシドレダクターゼ経路タンパク質、キシロースイソメラーゼ経路タンパク質ま
たはキシロース輸送体タンパク質のうちの１つ以上をコードするように作用可能である微
生物。
【請求項３５】
　少なくとも１つの追加の外因性遺伝子をさらに含む請求項３４記載の微生物であって、
前記追加外因性遺伝子が、スクロースインベルターゼ、脂肪アシル－ＡＣＰチオエステラ
ーゼ、脂肪アシル－ＣｏＡ／アルデヒドレダクターゼ、脂肪アシル－ＣｏＡレダクターゼ
、脂肪アルデヒドレダクターゼ、脂肪アルデヒドデカルボニラーゼ、アシル輸送タンパク
質、デサチュラーゼ、多糖分解酵素、ならびに抗生物質に対する耐性を付与するタンパク
質からなる群から選択されるタンパク質をコードするように作用可能である微生物。
【請求項３６】
　微細藻類、油性酵母、油性真菌および油性細菌からなる群から選択される請求項３４ま
たは３５記載の微生物。
【請求項３７】
　微細藻類である請求項３６記載の微生物。
【請求項３８】
　プロトテカ属の一種である請求項３７記載の微細藻類。
【請求項３９】
　プロトテカ・モリフォルミスである請求項３８記載の微細藻類。
【請求項４０】
　前記１つ以上の外因性遺伝子が、キシロースレダクターゼ、キシリトールデヒドロゲナ
ーゼおよびキシルロキナーゼからなる群から選択されるオキシドレダクターゼ経路タンパ
ク質をコードするように作用可能である請求項３４～３９のいずれか一項に記載の微生物
。
【請求項４１】
　前記１つ以上の外因性遺伝子が、キシルロキナーゼをコードするように作用可能である
請求項４０記載の微生物。
【請求項４２】
　前記キシルロキナーゼが、ピキア属からのＸＹＬ３タンパク質のアミノ酸配列を含む請
求項４１記載の微生物。
【請求項４３】
　前記１つ以上の外因性遺伝子が、キシリトールデヒドロゲナーゼをコードするように作
用可能である請求項４０記載の微生物。
【請求項４４】
　前記キシリトールデヒドロゲナーゼが、ピキア属からのＸＹＬ２タンパク質のアミノ酸
配列を含む請求項４３記載の微生物。
【請求項４５】
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　前記１つ以上の外因性遺伝子が、キシロースレダクターゼをコードするように作用可能
である請求項４０記載の微生物。
【請求項４６】
　前記キシロースレダクターゼが、ピキア属からのＸＹＬ１タンパク質のアミノ酸配列を
含む請求項４５記載の微生物。
【請求項４７】
　前記１つ以上の外因性遺伝子が、キシロースイソメラーゼおよびキシルロキナーゼから
なる群から選択されるキシロースイソメラーゼ経路タンパク質をコードするように作用可
能である請求項３４～３９のいずれか一項に記載の微生物。
【請求項４８】
　前記キシロースイソメラーゼ経路タンパク質がキシロースイソメラーゼである請求項４
７記載の微生物。
【請求項４９】
　前記キシロースイソメラーゼが、ピロミセス属からのＸＹＬＡタンパク質のアミノ酸配
列を含む請求項４８記載の微生物。
【請求項５０】
　前記キシロースイソメラーゼ経路タンパク質がキシルロキナーゼである請求項４７記載
の微生物。
【請求項５１】
　前記キシルロキナーゼが、ピキア属からのＸＹＬ３タンパク質のアミノ酸配列を含む請
求項５０記載の微生物。
【請求項５２】
　前記１つ以上の外因性遺伝子が、ＸＹＬＡ、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３およびＸＰＴからなる
群から選択されるタンパク質をコードするように作用可能である請求項３４～３９のいず
れか一項に記載の微生物。
【請求項５３】
　前記キシローストランスロケーターの自然色素体標的配列が、微細藻類からの色素体標
的配列と取り替えられている請求項５２記載の微生物。
【請求項５４】
　前記キシロース輸送体が、シロイヌナズナ属からのＸＰＴタンパク質のアミノ酸配列を
含む請求項５３記載の微生物。
【請求項５５】
　前記１つ以上の外因性遺伝子が、キシロース輸送体をコードするように作用可能である
請求項３４～３９のいずれか一項に記載の微生物。
【請求項５６】
　前記キシロース輸送体が、トリコデルマ属からのＸＬＴ１タンパク質のアミノ酸配列を
含む請求項５５記載の微生物。
【請求項５７】
　ＧＰＴ－Ａ－ＸＰＴ（配列番号４５）、ＧＰＴ－Ｆ－ＸＰＴ（配列番号４７）またはＳ
１０６ＳＡＤ－ＸＰＴ（配列番号４９）から選択される１つ以上のキシローストランスロ
ケータータンパク質をコードする第一の外因性遺伝子、ＳＵＴ１（配列番号３７）、ＧＸ
Ｓ１（配列番号３９）、ＸＬＴ１（配列番号４３）または共輸送体（配列番号４１）から
選択される１つ以上のキシロース輸送体タンパク質をコードする第二の外因性遺伝子、Ｘ
ｙｌＡ（配列番号１５）またはＸＹＬ３（配列番号５１）から選択される１つ以上のオキ
シドレダクターゼ経路タンパク質をコードする第三の外因性遺伝子、およびＸＹＬ１（配
列番号３５）、ＸＹＬ２（配列番号５０）またはＸＹＬ３（配列番号５１）から選択され
る１つ以上のキシロースイソメラーゼ経路タンパク質をコードする第四の外因性遺伝子を
含む組換え油性微生物。
【請求項５８】
　ＸｙｌＡ、ＸＹＬ３、ＳＵＴ１およびＧＰＴ－Ｆ－ＸＰＴをコードするように作用可能
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な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項５９】
　ＸｙｌＡ、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、ＸＬＴ１およびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴをコードする
ように作用可能な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項６０】
　ＸｙｌＡ、ＸＹＬ１、ＸＹＬ３、ＸＬＴ１およびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴをコードする
ように作用可能な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項６１】
　ＸｙｌＡ、ＸＹＬ１、ＸＹＬ３、ＧＸＳ１およびＧＰＴ－Ａ－ＸＰＴをコードするよう
に作用可能な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項６２】
　ＸＹＬ１、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、共輸送体およびＧＰＴ－Ｆ－ＸＰＴをコードするよう
に作用可能な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項６３】
　ＸＹＬ１、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、ＧＸＳ１およびＧＰＴ－Ｆ－ＸＰＴをコードするよう
に作用可能な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項６４】
　ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、共輸送体およびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴをコードするように作用
可能な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項６５】
　ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、ＸＬＴ１およびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴをコードするように作用
可能な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項６６】
　ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、ＧＸＳ１およびＧＰＴ－Ａ－ＸＰＴをコードするように作用可能
な外因性遺伝子を含む請求項５７記載の微生物。
【請求項６７】
　キシロース５０％超である炭素源を含む培地中で増殖または脂質産生ができる請求項２
６～６６のいずれか一項に記載の微生物。
【請求項６８】
　キシロース５５％超、６０％超、６５％超、７０％超、７５％超、８０％超、８５％超
、９０％超または９５％超である炭素源を含む培地中で増殖または脂質産生ができる請求
項６７記載の微生物。
【請求項６９】
　単独炭素源としてキシロースを含む培地中で増殖または脂質産生ができる請求項６８記
載の微生物。
【請求項７０】
　単独炭素源としてグルコースを含む培地中で培養される、１つ以上の外因性遺伝子を欠
く同等の微生物細胞により産生される脂質の少なくとも２５％、少なくとも３０％、少な
くとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％または少なくと
も６０％を産生することができる請求項６９記載の微生物。
【請求項７１】
　請求項２６～６６のいずれか一項に記載の微生物を増殖させるかまたは培養することに
より産生される微生物脂質組成物であって、前記産生は以下のステップを包含する組成物
：
　　（ａ）キシロースを含む培地中で前記微生物を増殖させるかまたは培養すること、お
よび
　　（ｂ）前記微生物を溶解し、そして前記微生物脂質組成物を単離すること。
。
【請求項７２】
　前記培地がグルコースをさらに含む請求項７１記載の微生物脂質組成物。
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【請求項７３】
　前記培地が、キシロース５０％超である炭素源を含む請求項７１記載の微生物脂質組成
物。
【請求項７４】
　炭素源が、キシロース５５％超、６０％超、６５％超、７０％超、７５％超、８０％超
、８５％超、９０％超または９５％超である請求項７３記載の微生物脂質組成物。
【請求項７５】
　前記培地が単独炭素源としてキシロースを含む請求項７４記載の微生物脂質組成物。
【請求項７６】
　請求項２６～６６のいずれか一項に記載の微生物を増殖させるかまたは培養することに
より産生される微生物脂質組成物であって、前記産生は以下のステップを包含する組成物
：
　　（ａ）培地中に微生物を提供すること、
　　（ｂ）前記培地に脱重合化セルロース系材料を付加すること（ここで、前記セルロー
ス系材料はキシロースを含む）、
　　（ｃ）前記微生物が脂質としてその乾燥重量の少なくとも約２０％を蓄積するまで、
前記微生物を増殖させるかまたは培養すること、および
　　（ｄ）前記微生物を溶解し、そして前記微生物脂質組成物を単離すること。
【請求項７７】
　前記脱重合化セルロース系材料のキシロース濃度が少なくとも約１００ｇ／Ｌである請
求項７６記載の微生物脂質組成物。
【請求項７８】
　前記脱重合化セルロース系材料のキシロース濃度が少なくとも約４００ｇ／Ｌである請
求項７７記載の微生物脂質組成物。
【請求項７９】
　前記脱重合化セルロース系材料がグルコースをさらに含む請求項７７記載の微生物脂質
組成物。
【請求項８０】
　前記脱重合化セルロース系材料のグルコース濃度が少なくとも約１００ｇ／Ｌである請
求項７９記載の微生物脂質組成物。
【請求項８１】
　前記脱重合化セルロース系材料のグルコース濃度が少なくとも約４００ｇ／Ｌである請
求項７９記載の微生物脂質組成物。
【請求項８２】
　前記脱重合化セルロース系材料のキシロースおよびグルコースの総濃度が少なくとも約
１００ｇ／Ｌである請求項８１記載の微生物脂質組成物。
【請求項８３】
　前記脱重合化セルロース系材料のキシロースおよびグルコースの総濃度が少なくとも約
４００ｇ／Ｌである請求項７６記載の微生物脂質組成物。
【請求項８４】
　前記脱重合化セルロース系材料のキシロースおよびグルコースの総濃度が少なくとも約
６００ｇ／Ｌである請求項７６記載の微生物脂質組成物。
【請求項８５】
　前記脱重合化セルロース系材料のキシロースおよびグルコースの総濃度が少なくとも約
８００ｇ／Ｌである請求項７６記載の微生物脂質組成物。
【請求項８６】
　請求項２６～６６のいずれか一項に記載の微生物を増殖させるかまたは培養することを
包含する微生物脂質組成物の産生方法であって、以下のステップを包含する方法：
　　（ａ）キシロースを含む培地中で前記微生物を増殖させるかまたは培養すること、お
よび
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　　（ｂ）前記微生物を溶解し、前記微生物脂質組成物を単離すること。
【請求項８７】
　前記培地が、キシロース５０％超である炭素源を含む請求項８６記載の方法。
【請求項８８】
　前記炭素源が、キシロース５５％超、６０％超、６５％超、７０％超、７５％超、８０
％超、８５％超、９０％超または９５％超である請求項８７記載の方法。
【請求項８９】
　前記培地が単独炭素源としてキシロースを含む請求項８８記載の方法。
【請求項９０】
　単独炭素源としてグルコースを含む培地中で増殖されるかまたは培養される、１つ以上
の外因性遺伝子を欠く同等の微生物細胞により産生される脂質の少なくとも２５％、少な
くとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５
５％または少なくとも６０％を、前記微生物が産生する請求項８９記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連する出願の相互参照）
　本出願は、米国特許法第１１９条（ｅ）に基づき、２０１１年５月６日に出願した米国
仮出願第６１／４８３，５５０号および２０１１年６月１５日に出願した米国仮出願第６
１／４９７，５０１号の利益を請求する。これらの出願は、それぞれ、あらゆる目的のた
めに内容全体が参照により組み込まれる。
【０００２】
　（配列表の参照）
　本明細書は、詳細な説明の最後に示されるように、配列表を含んでいる。
【０００３】
　（政府利益）
　本発明は、カリフォルニア・エネルギー委員会補助金番号ＰＩＲ－０８－０１８に基づ
いたカリフォルニア州の支援でなされた。エネルギー委員会は、本発明に対して一定の権
利を有する。
【０００４】
　本発明は、脂質またはその他の有用なバイオマスを生成するために、キシロースを代謝
できるようにする油性微生物におけるキシロース代謝経路の発現に、ならびにそのバイオ
マスから生成される油脂化学製品、食品、燃料およびその他の製品に関する。
【背景技術】
【０００５】
　バイオテクノロジーにおける重要で且つ困難な課題は、液体燃料、化学製品、食品およ
びその他の製品のような有益な物質への変換のために、セルロース系材料中の炭素捕獲の
膨大な可能性を開放することである。具体的課題の１つは、微生物の従属栄養的培養のた
めの炭素源として、脱重合化ヘミセルロース中に一般に見出されるキシロースを用いるこ
とである。酵母を用いるエタノールの生成においてキシロースを使用して多くの研究が実
行されているが、ほとんどの酵母株は、キシロースを利用できないか、またはキシロース
単独を利用するのは非常に非効率的である（Jeffries, 2006, Curr. Op.Biotech. 17: 32
0-326；およびWang et al., 2004,Biotechnol. Lett. 26(11): 885-890参照）。
【０００６】
　ある種の油性微生物（例えば、油性酵母および油性微細藻類）は、固定炭素エネルギー
をより高価値の生成物、例えばトリグリセリド、脂肪酸、炭水化物およびタンパク質に転
化することができる。さらに、微細藻類それ自体は、食物源として役に立ち得る。例えば
、油性微細藻類のある種は、「テーラードオイル」を生成するよう遺伝子操作されており
、これは、それらのトリグリセリド含量が、それらが得られた系統に比して、脂肪酸鎖長
および飽和の変更された分布を示す、ということを意味する。特許文献１、特許文献２、
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特許文献３、特許文献４および特許文献５ならびにＰＣＴ出願ＵＳ１１／０３８，４６３
号およびＵＳ１１／０３８，４６４号参照。
【０００７】
　油性微生物を用いて、有意量で、キシロースを脂質およびその他の生成物に転化する能
力は、それが、化石燃料への依存を低減し、微生物油のコストを低減するという理由で、
大きな環境的意義を有する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第２００８／１５１１４９号
【特許文献２】国際公開第２００９／１２６８４３号
【特許文献３】国際公開第２０１０／０４５３５８号
【特許文献４】国際公開第２０１０／０６３０３１号
【特許文献５】国際公開第２０１０／０６３０３２号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　一態様において、本発明は、植物界の微生物であって、活性キシロース代謝経路酵素を
産生するように作用可能な組換え核酸を含む微生物を提供する。いくつかの場合には、微
生物は、本質的にキシロースからなる炭素源上で培養される場合、細胞数を増大し、また
は脂質を産生し得る。いくつかの場合には、微生物は、キシロースをトリグリセリドに転
化する。いくつかの場合には、微生物は、グルコースを炭素源として用いて培養される場
合、乾燥細胞重量単位で１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０または８０％のトリ
グリセリドを蓄積することができる。いくつかの場合には、微生物は、純キシロース上で
培養される場合、乾燥細胞重量単位で少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、
７０または８０％のトリグリセリドを蓄積することができる。いくつかの場合には、微生
物は、炭素源としてのグルコース上で培養される場合、乾燥細胞重量単位で少なくとも５
０％のトリグリセリドを蓄積することができ、そして純キシロース上で培養される場合、
乾燥細胞重量単位で少なくとも２０％のトリグリセリドを蓄積することができる。いくつ
かの場合には、微生物は、窒素制限条件下で６０％グルコースおよび４０％キシロースで
ある炭素源上で培養され、炭素原子が、同位体追跡により測定して少なくとも５、１０、
２０、３０、４０または５０％がキシロースの炭素元素に由来する脂質を細胞は産生する
。いくつかの場合には、微生物は、２１、１４または７日以下で、単独炭素源として２．
５％キシロースを有する培地中のキシロースの少なくとも９０％を消費することができる
。
【００１０】
　いくつかの場合には、組換え核酸は、活性キシロース輸送体、キシルロース－５－ホス
フェート輸送体、キシロースイソメラーゼ、キシルロキナーゼ、キシリトールデヒドロゲ
ナーゼまたはキシロースレダクターゼのうちの１つ以上をコードするように作用できる。
いくつかの場合には、組換え核酸は、色素体ターゲッティングシグナル配列と作用可能に
連結して活性キシルロース－５－ホスフェート輸送体をコードし、そしてキシルロース－
５－ホスフェート輸送体は、色素体中にキシルロース－５－ホスフェートを輸送するよう
に作用可能である。いくつかの場合には、組換え核酸は、（ａ）色素体中へのキシルロー
ス－５－ホスフェートの輸送を引き起こすように、色素体ターゲッティングシグナル配列
を有するキシルロース－５－ホスフェート輸送体タンパク質、（ｂ）キシルロキナーゼ、
および（ｃ）キシロースイソメラーゼ、またはキシリトールデヒドロゲナーゼおよびキシ
ロースレダクターゼの両方をコードするように作用可能である。
【００１１】
　いくつかの場合には、微生物は、緑色植物亜界に属するものである。いくつかの場合に
は、微生物は、緑藻植物下界または門の、テトラ藻亜門の、トレボウクシア藻綱の、また
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はクロレラ目に属するものである。いくつかの場合には、微生物は、クロレラ属またはプ
ロトテカ属に属するものである。いくつかの場合には、微生物は、プロトテカ・モリフォ
ルミスまたはクロレラ・プロトテコイデス種に属するものである。
【００１２】
　いくつかの場合には、微生物は、微生物により産生される脂質の脂肪酸プロフィールを
変更するように作用可能である組換え修飾をさらに含む。いくつかの場合には、組換え修
飾は、活性アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、ケトアシル－ＡＣＰシンターゼまたは脂肪
酸デサチュラーゼをコードする、あるいはアシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、ケトアシル
－ＡＣＰシンターゼまたは脂肪酸デサチュラーゼを低減するかまたは除去するように作用
可能である外因性遺伝子を含む。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、微生物バイオマスまたはバイオマスから生産される製品
の製造方法であって、キシロースを微生物バイオマスに転化させるように、キシロースを
含む培地中で、本明細書中で上述のように、組換え微生物を従属栄養的に培養することを
包含する方法を提供する。いくつかの場合には、微生物バイオマスは微生物脂質を含む。
いくつかの場合には、脂質は、以下からなる群から選択される製品を製造するために用い
られる：化学製品、潤滑剤、洗剤、燃料、食用油および化粧品成分。いくつかの場合には
、製品は、バイオディーゼルまたは再生可能ディーゼルから選択される燃料である。
【００１４】
　いくつかの場合には、培地は、キシロース５０％超である炭素源を含む。いくつかの場
合には、炭素源は、キシロースが５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８
５％、９０％または９５％より多い。
【００１５】
　別の態様では、本発明は、上記のまたは本明細書中に記載するような微生物のいずれか
により産生される、あるいは上記のまたは本明細書中に記載するような方法のいずれかに
より生成される天然油を提供する。
【００１６】
　別の態様では、本発明は、上記の天然油から生産される油脂化学製品、食用油、燃料ま
たはその他の製品を提供する。
【００１７】
　別の態様では、本発明は、炭素源としてキシロースを利用する組換え油性微生物を提供
する。一実施形態では、油性微生物は、微細藻類、油性酵母、油性真菌または油性細菌で
ある。別の実施形態では、組換え微生物は、細胞に、炭素源としてキシロースを利用する
ことを可能にするか、またはより効率的に利用することを可能にする１つ以上の外因性遺
伝子を含む微細藻類細胞、例えば、プロトテカ属の細胞（これに限定されない）である。
いくつかの実施形態では、細胞は、プロトテカ・モリフォルミス、プロトテカ・クルガニ
、プロトテカ・スタグノラまたはプロトテカ・ゾフィー種のうちの一系統であり、他の実
施形態では、細胞は、配列番号１～９のうちの１つ以上と少なくとも７０、７５、８０、
８５または９５％のヌクレオチド同一性を有する２３ＳｒＲＮＡ配列を有する。外因性遺
伝子は、プロモーターと作用可能連結でコード配列を含み、いくつかの実施形態では、プ
ロモーターは、プロトテカ属の１つの種に内在する遺伝子に由来する。さらなる実施形態
では、コード配列は、オキシドレダクターゼ経路タンパク質、キシロースイソメラーゼ経
路タンパク質、キシローストランスロケータータンパク質およびキシロース輸送体タンパ
ク質からなる群から選択されるタンパク質をコードする。
【００１８】
　種々の実施形態において、微細藻類細胞は、細胞に、炭素源としてキシロースを利用す
ることを可能にするか、またはより効率的に利用することを可能にする１つ以上の外因性
遺伝子を含む。例えば、本発明の微細藻類細胞は、以下を含むように遺伝子操作されてい
るものを含む：（ｉ）キシロースイソメラーゼ経路タンパク質をコードする１つ以上の遺
伝子、または（ｉｉ）オキシドレダクターゼ経路タンパク質をコードする１つ以上の遺伝
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子、または（ｉｉｉ）キシロースイソメラーゼ経路タンパク質をコードする１つ以上の遺
伝子、（ｉｖ）キシロース輸送体タンパク質をコードする１つ以上の遺伝子、または（ｖ
）キシローストランスロケータータンパク質をコードする１つ以上の遺伝子、あるいは（
ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）、（ｉｖ）および（ｖ）の組合せ。一実施形態では、微生物
細胞は、キシロース輸送体タンパク質およびキシロースイソメラーゼ経路タンパク質を発
現するよう遺伝子操作される。別の実施形態では、微生物細胞は、キシロース輸送体タン
パク質およびオキシドレダクターゼ経路タンパク質を発現するよう遺伝子操作される。さ
らなる一実施形態では、微生物細胞は、キシロース輸送体タンパク質、オキシドレダクタ
ーゼ経路タンパク質およびキシロースイソメラーゼタンパク質を発現するよう遺伝子操作
される。さらなる別の実施形態では、微生物細胞は、キシロース輸送体タンパク質、オキ
シドレダクターゼ経路タンパク質およびキシローストランスロケータータンパク質を発現
するよう遺伝子操作される。別の実施形態では微生物細胞は、キシロース輸送体タンパク
質、キシロースイソメラーゼ経路タンパク質およびキシローストランスロケーターを発現
するよう遺伝子操作される。別の実施形態では、微生物細胞は、キシロース輸送体タンパ
ク質、キシロースイソメラーゼ経路タンパク質、キシロースイソメラーゼ経路タンパク質
およびキシローストランスロケータータンパク質を発現するよう遺伝子操作される。
【００１９】
　本発明のいくつかの実施形態では、組換え油性微生物は、ＧＰＴ－Ａ－ＸＰＴ（配列番
号４５）、ＧＰＴ－Ｆ－ＸＰＴ（配列番号４７）またはＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴ（配列番
号４９）から選択されるキシローストランスロケータータンパク質をコードする第一外因
性遺伝子、ＳＵＴ１（配列番号３７）、ＧＸＳ１（配列番号３９）、ＸＬＴ１（配列番号
４３）または共輸送体（配列番号４１）から選択されるキシロース輸送体タンパク質をコ
ードする第二外因性遺伝子、ＸｙｌＡ（配列番号１５）またはＸＹＬ３（配列番号５１）
から選択されるオキシドレダクターゼ経路タンパク質をコードする第三外因性遺伝子、お
よびＸＹＬ１（配列番号３５）、ＸＹＬ２（配列番号５０）またはＸＹＬ３（配列番号５
１）から選択されるキシロースイソメラーゼ経路タンパク質をコードする第四外因性遺伝
子を含む。
【００２０】
　一実施形態では、組換え油性微生物は、ＸｙｌＡ、ＸＹＬ３、ＳＵＴ１およびＧＰＴ－
Ｆ－ＸＰＴをコードする外因性遺伝子を含む。一実施形態では、組換え油性微生物は、Ｘ
ｙｌＡ、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、ＸＬＴ１およびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴをコードする外因
性遺伝子を含む。一実施形態では、組換え油性微生物は、ＸｙｌＡ、ＸＹＬ１、ＸＹＬ３
、ＸＬＴ１およびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴをコードする外因性遺伝子を含む。一実施形態
では、組換え油性微生物は、ＸｙｌＡ、ＸＹＬ１、ＸＹＬ３、ＧＸＳ１およびＧＰＴ－Ａ
－ＸＰＴをコードする外因性遺伝子を含む。一実施形態では、組換え油性微生物は、ＸＹ
Ｌ１、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、共輸送体およびＧＰＴ－Ｆ－ＸＰＴをコードする外因性遺伝
子を含む。一実施形態では、組換え油性微生物は、ＸＹＬ１、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、ＧＸ
Ｓ１およびＧＰＴ－Ｆ－ＸＰＴをコードする外因性遺伝子を含む。一実施形態では、組換
え油性微生物は、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、共輸送体およびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴをコード
する外因性遺伝子を含む。一実施形態では、組換え油性微生物は、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、
ＸＬＴ１およびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴをコードする外因性遺伝子を含む。一実施形態で
は、組換え油性微生物は、ＸＹＬ２、ＸＹＬ３、ＧＸＳ１およびＧＰＴ－Ａ－ＸＰＴをコ
ードする外因性遺伝子を含む。
【００２１】
　いくつかの場合には、組換え油性微生物は、キシロース５０％超である炭素源を含む培
地中で増殖または培養される。いくつかの場合には、微生物は、キシロース５５％超、６
０％超、６５％超、７０％超、７５％超、８０％超、８５％超、９０％超または９５％超
である炭素源を含む培地中で増殖または培養される。いくつかの場合には、微生物は、単
独炭素源としてキシロースを含む培地中で増殖または培養される。いくつかの場合には、
微生物は、キシロース５０％超である炭素減を含む培地または単独炭素源としてキシロー
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スを含む培地中で増殖されるかまたは培養される場合、単独炭素源としてグルコースを含
み、１つ以上の外因性遺伝子を欠く培地中で増殖されるかまたは培養される同等の微生物
細胞により産生される脂質の少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも３５％、
少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％または少な
くとも６０％を産生する。
【００２２】
　別記しない限り、特定されたタンパク質をコードする外因性遺伝子への、上記のおよび
本明細書全体を通しての言及は、特定されたタンパク質をコードするように作用可能であ
る遺伝子を指す。
【００２３】
　本発明の別の実施形態は、キシロースの存在下で組換え油性微生物を増殖させるかまた
は培養することにより産生される微生物脂質組成物である。一実施形態では、本明細書中
で論じる組換え油性微生物は、キシロースを含むセルロース系材料の存在下で増殖されお
よび／または培養される。任意に、セルロース系材料は、グルコースおよびスクロースを
さらに含み得る。微生物脂質組成物は、微生物細胞を溶解し、油を単離することにより生
成される。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　（本発明の詳細な説明）
　Ｉ．定義
　「活性な」は、細胞内で機能を発揮する核酸を指す。例えば、微細藻類に抗生物質耐性
を付与するために、抗生物質耐性遺伝子を作動させるために用いられるプロモーターは、
微細藻類内で活性である。
【００２５】
　「面積百分率」は、実験中に生成されるクロマトグラフ的、分光学的およびその他のピ
ークの面積百分率の決定を指す。ピークの曲線下面積および特定ピークの面積百分率の決
定は、当業者により慣例的に達成される。例えば、試料中の脂肪酸分子が脂肪酸メチルエ
ステル（ＦＡＭＥ）に転化されるＦＡＭＥ　ＧＣ／ＦＩＤ検出方法において、任意の他の
脂肪酸、例えばＣ１４：１と比較した場合、不飽和（Ｃ１４：０）を有さない炭素原子１
４個の脂肪酸に関して、別個のピークが観察される。それぞれの種類のＦＡＭＥに対する
ピーク面積は、混合物中のその組成物における割合と正比例しており、試料中に存在する
全ピークの合計に基づいて算出される（すなわち、［特定のピーク下の面積／測定した全
ピークの合計面積］×１００）。本発明の油及び細胞の脂質プロフィールについて述べる
場合、「Ｃ８～Ｃ１４が少なくとも４％」は、細胞中、又は抽出したグリセロ脂質組成物
中の総脂肪酸のうち、少なくとも４％が、炭素原子が８個、１０個、１２個又は１４個の
鎖長を有することを意味している。
【００２６】
　「バイオディーゼル」は、ディーゼルエンジンの燃料として使用するのに適した、生物
によって生成された脂肪酸アルキルエステルである。
【００２７】
　「バイオマス」は、細胞の成長及び／又は増殖によって生成する物質である。バイオマ
スは、細胞及び／又は細胞内成分、並びに、限定されないが、細胞によって分泌された化
合物のような細胞外物質を含有していてもよい。
【００２８】
　「バイオリアクター」は、細胞を場合により懸濁液中で培養する、閉じられた筐体又は
部分的に閉じられた筐体である。
【００２９】
　「セルロース系材料」は、繊維性物質の消化産物であり、典型的には、グルコース及び
キシロース（例えば、ヘミセルロースから）を、場合により、二糖類、オリゴ糖、リグニ
ン、フルフラール類及び他の化合物のようなさらなる化合物を含む。セルロース系材料の
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供給源の非限定的な例としては、サトウキビの絞りかす、テンサイパルプ、トウモロコシ
茎葉、木片、おがくず、スイッチグラスが挙げられる。
【００３０】
　「発現ベクター」または「発現構築物」または「プラスミド」または「組み換えＤＮＡ
構築物」は、例えば、組み換え手段又は直接的な化学合成によって、人の介入によって発
生した核酸を指し、一連の特定の核酸エレメントは、宿主細胞内で特定の核酸を転写及び
／又は翻訳することができる。発現ベクターは、プラスミド、ウイルス又は核酸フラグメ
ントの一部分であってもよい。典型的には、発現ベクターは、プロモーターに作用可能に
連結した、転写されるべき核酸を含む。
【００３１】
　「外因性遺伝子」は、細胞に導入された（「形質転換された」）ＲＮＡ及び／又はタン
パク質を発現するようなコードを有する核酸である。形質転換された細胞は、組み換え細
胞と呼ばれることもあり、この細胞に、さらなる外因性遺伝子が導入されてもよい。外因
性遺伝子は、形質転換される細胞と異なる種に由来していてもよく（つまり、異種）、同
じ種に由来していてもよい（つまり、同種）。従って、外因性遺伝子は、この細胞のゲノ
ムでは異なる位置にあるような同種遺伝子を含んでいてもよく、内在する遺伝子複製物と
比較して、異なる制御下にある同種遺伝子を含んでいてもよい。外因性遺伝子は、この細
胞の２種類以上の複製物中に存在していてもよい。外因性遺伝子は、ゲノムへの挿入物と
して細胞中に維持されてもよく、又はエピソーム分子として細胞中に維持されてもよい。
【００３２】
　「外部から与えられた」は、細胞培養物の培地に与えられた分子を指す。
【００３３】
　「脂肪酸プロフィール」は、鎖長および／または飽和パターンに関する細胞中のまたは
細胞由来の油中の脂肪酸の分布を意味するものとする。この状況において、飽和パターン
は、飽和対不飽和酸の測定値、あるいは細胞の種々の脂肪酸中の二重結合の一の分布のよ
り詳細な分析を含み得る。
【００３４】
　「固定炭素源」は、培地中で、周囲温度及び周囲圧力で固体又は液体の形態として存在
し、培地で培養されている微生物が利用することが可能な、炭素を含有する分子（単数ま
たは複数）、典型的には有機分子である。
【００３５】
　「従属栄養的培養」およびその変形、例えば「従属栄養的培養」および「従属栄養的発
酵」は、固定炭素源の存在下での成長（細胞サイズ、細胞内容物および／または細胞活性
の増大）の意図的促進を指す。典型的には、従属栄養的培養は、光の非存在下で実施され
る。しかしながら、光の非存在は、従属栄養的培養のための一要件ではない。光の非存在
下での培養は、光の完全な非存在またはほぼ完全な非存在下での微生物細胞の培養を意味
する。
【００３６】
　「脂質収量の増加」は、例えば、培養物１リットルあたりの細胞乾燥重量が増加するこ
と、脂質を構築する細胞の割合が増えること、又は、単位時間あたりの培養容積１リット
ルあたり、脂質の合計量が増えることのような、微生物培養物の生産性の増加を指す。
【００３７】
　「作用可能に連結した状態で」は、制御配列（典型的には、プロモーター）、連結した
配列（典型的には、タンパク質をコードする配列、コード配列とも呼ばれる）のような、
２個の核酸配列間の機能的な連結である。プロモーターは、遺伝子の転写に介在すること
ができる場合、外因性遺伝子と作用可能に連結した状態である。
【００３８】
　「微細藻類」は、葉緑体又は色素体を含み、場合により、光合成を行うことができる真
核性微生物であるか、又は、光合成を行うことができる原核性微生物である。微細藻類に
は、固定炭素源をエネルギーとして代謝することができない偏性光合成独立栄養生物と、



(14) JP 2014-513964 A 2014.6.19

10

20

30

40

50

単に固定炭素源がないと生存することができない従属栄養生物とが存在する。微細藻類に
は、細胞分裂の直後に、姉妹細胞から分離するクラミドモナスのような単細胞生物体、２
種類の別個の細胞型を有する単純な多細胞光合成微生物である、例えば、ボルボックスの
ような微生物が含まれる。微細藻類は、クロレラ、ドナリエラ、プロトテカのような細胞
を含む。また、微細藻類には、アグメネルム（Agmenellum）、アナベナ、ピロボトリスの
ような、細胞－細胞接着性を示す他の微生物光合成生物体も含まれる。また、微細藻類に
は、ある種の渦鞭毛藻類種、及びプロトテカ属の種のような、光合成を行う能力が失われ
ている偏性従属栄養微生物も含まれる。
【００３９】
　「微生物（Microorganism）」及び「微生物（Microbe）」は、顕微鏡的単細胞生物体で
ある。
【００４０】
　「天然油」は、生物体から得られる優勢なトリグリセリド油を意味するものとし、この
場合、油は、別の天然または合成油と配合されていないか、あるいはトリグリセリドの脂
肪酸プロフィールを実質的に変更するために分留されていない。ここで、「分留」という
用語は、生物体により産生されるプロフィールに比して、その脂肪酸プロフィールを変え
るように、（任意の方法により）油から物質を除去することを意味する。天然油は、油が
、トリグリセリドプロフィールを実質的に変えない、最低限の加工処理、例えば精製、漂
白および／または脱ガム処理を受けているような、生物体から得られる油を包含する。天
然油は、「非エステル交換天然油」でもあり得るが、これは、脂肪酸がそのアシル結合に
おいてグリセロールに再配分されて、実質的に生物体から回収された時点と同一形状で残
存する製法を天然油が受けていない、ということを意味する。
【００４１】
　「自然に共発現する」は、２種類のタンパク質あるいは遺伝子に関して、例えば、２種
類のタンパク質をコードする遺伝子が、共通の制御配列の制御下にあるため、又は、上述
の２種類のタンパク質をコードする遺伝子が、同じ刺激に応答して発現するため、そのタ
ンパク質又は遺伝子が、これらが誘導される組織又は生物体中で自然に共発現することを
意味する。
【００４２】
　「オキシドレダクターゼ経路」は、キシロースレダクターゼ（キシロースをキシリトー
ルに転化する）、キシリトールデヒドロゲナーゼ（キシリトールをキシルロースに転化す
る）およびキシルロキナーゼ（キシルロースをキシルロース５－ホスフェートに転化する
）（これらに限定されない）を含めたキシリトールおよびキシルロース中間体を介して、
キシロースをキシルロース５－ホスフェートに転化し得るタンパク質および／またはそれ
をコードする遺伝子である。例示的オキシドレダクターゼ経路遺伝子としては、ピキア・
スチピチスからのＸＹＬ１、ＸＹＬ２およびＸＹＬ３遺伝子が挙げられるが、これらに限
定されない。
【００４３】
　「プロモーター」は、核酸の転写を指図する核酸制御配列である。本明細書で使用され
る場合、プロモーターは、転写開始部位の近くに、必要な核酸配列を含み、例えば、ポリ
メラーゼＩＩ型プロモーターの場合には、ＴＡＴＡエレメントを含む。また、プロモータ
ーは、場合により、遠位エンハンサーエレメント又はリプレッサーエレメントを含み、こ
れらは、転写開始部位から数千塩基対離れた位置にあってもよい。
【００４４】
　「組み換え体」は、外因性の核酸を導入するか、又は天然の核酸を変えることによって
改変された細胞、核酸、タンパク質又はベクターである。従って、例えば、組み換え細胞
は、この細胞の天然の（組み換えされていない）形態にはみられない遺伝子を発現するか
、又は、組み換えされていない細胞によって発現される遺伝子とは異なる天然遺伝子を発
現する。「組み換え核酸」は、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、一般的に核酸を遺伝子操作
することによって元々作られている核酸が、ポリメラーゼ及びエンドヌクレアーゼ、又は
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それ以外のものを用いて、天然には通常みられない形態になっているような核酸である。
組み換え核酸は、例えば、作用可能に連結した状態にある２種類以上の核酸を配置するた
めに生成させてもよい。従って、天然では通常は接続していないＤＮＡ分子を結紮するこ
とによってｉｎ　ｖｉｔｒｏで生成した核酸又は発現ベクターの単離物は、両方とも本発
明の目的のための組み換え体であると考える。組み換え核酸が作られ、宿主細胞又は生物
体に導入されると、宿主細胞の細胞機構を用いてｉｎ　ｖｉｖｏで複製し得るが、そのよ
うな核酸は、いったん組み換え状態で産生すると、その後に細胞内で複製されたものであ
っても、本発明の目的のための組み換え体とみなされる。同様に、「組み換えタンパク質
」は、組み換え技術によって、すなわち、組み換え核酸の発現によって作られるタンパク
質である。
【００４５】
　「再生可能なディーゼル」は、脂質の水素化及び脱酸素によって生成するアルカン混合
物（例えば、Ｃ１０：０、Ｃ１２：０、Ｃ１４：０、Ｃ１６：０、Ｃ１８：０）である。
【００４６】
　「糖化」は、バイオマス、通常はセルロース系バイオマス又はリグノセルロース系バイ
オマスを、グルコース及びキシロースのような単糖類に変換するプロセスである。「糖化
された」又は「解重合された」セルロース系材料又はバイオマスは、糖化によって単糖類
に変換されたセルロース系材料又はバイオマスを指す。
【００４７】
　「ショ糖利用遺伝子」は、発現すると、ショ糖をエネルギー（炭素）源として利用する
能力を補助する遺伝子である。ショ糖利用遺伝子によってコードされるタンパク質は、本
明細書では「ショ糖利用酵素」と呼ばれ、ショ糖トランスポーター、ショ糖インベルター
ゼ、グルコキナーゼやフルクトキナーゼのようなヘキソキナーゼを含む。
【００４８】
　「キシロースイソメラーゼ経路」は、キシロースイソメラーゼ（キシロースをキシルロ
ースに転化する）およびキシルロキナーゼ（キシルロースをキシルロース５－ホスフェー
トに転化する）（これらに限定されない）を含めたキシルロース中間体を介して、キシロ
ースをキシルロース５－ホスフェートに転化し得るタンパク質および／またはそれをコー
ドする遺伝子である。例となるキシロースイソメラーゼ経路遺伝子としては、ピロミセス
種遺伝子ＸｙｌＡおよびピキア・スチピチス遺伝子ＸＹＬ３が挙げられるが、これらに限
定されない。
【００４９】
　「キシルロース５－ホスフェート・トランスロケーター」、「キシルロース５－ホスフ
ェート輸送体」または「色素体ペントースホスフェート・トランスロケーター」は、キシ
ルロース５－ホスフェートを輸送する色素体膜タンパク質およびそのようなタンパク質を
コードする遺伝子の一ファミリーである。キシロース・トランスロケーターの非限定例は
、シロイヌナズナからのキシルロース５－ホスフェート・トランスロケーターをコードす
るＸＰＴ遺伝子である。
【００５０】
　「キシロース輸送体」は、細胞培地から細胞中にキシロースを輸送するタンパク質およ
びそのようなタンパク質をコードする遺伝子であって、例としては、受動輸送体および能
動輸送体ならびにトランスロケーターが挙げられるが、これらに限定されない。受動輸送
体は、エネルギーを消費せずに、濃度勾配を下降して（高濃度域から低濃度域へ）分子の
輸送を助長し、例としては、ピキア・スチピチスＳＵＴ１、ＳＵＴ２およびＳＵＴ３輸送
体、ならびに出芽酵母ＨＸＴ輸送体が挙げられるが、これらに限定されない。能動輸送体
は、濃度勾配に逆らって分子を輸送する（したがって、低濃度域から高濃度域へと輸送す
る）に際して、エネルギーを消費する。能動輸送体としては、一次能動輸送体（エネルギ
ー源としてＡＴＰを使用。すなわち、ＡＴＰ結合カセット（ＡＢＣ）輸送体）および二次
能動輸送体（化学浸透圧性勾配からのエネルギーを使用。例としては、対向輸送体および
共輸送体、すなわち、カンジダ・インターメディアのＧＸＳ１タンパク質、シロイヌナズ
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ナからのＨ＋－共輸送体様タンパク質（例えば、Ａｔ５ｇ５９２５０ｎ）およびトリコデ
ルマ・リーセイからのＸＬＴ１タンパク質が挙げられるがこれらに限定されない）が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００５１】
　「キシロース利用遺伝子」は、発現されると、（例えば、エネルギーを産生するため、
および／または同化作用のため）炭素源としてキシロースを利用する細胞の能力を手助け
する。キシロース利用遺伝子によりコードされるタンパク質は、本明細書中では「キシロ
ース利用酵素」と呼ばれ、例としては、キシロース輸送体、キシロース・トランスロケー
ター、オキシドレダクターゼ経路タンパク質およびキシロースイソメラーゼ経路タンパク
質が挙げられる。
　ＩＩ．概要
【００５２】
　本発明の例証的実施形態は、キシロースを代謝する能力を従来は欠いていた生物体中に
キシロース利用経路を遺伝子操作により組み入れることによる、キシロースを高値細胞バ
イオマスに転換するための細胞培養の使用で、長年の課題を克服する。種々の態様におい
て、本発明の開示は、植物界の生物体、特に微生物（本明細書中では微細生物とも呼ばれ
る）への活性キシロース代謝経路の遺伝子操作による組入れを提供する。そのような生物
体としては、微細藻類が挙げられる。別の態様では、本開示は、色素体およびＩＩ型脂肪
酸生合成経路の両方を有する生物体、特に微生物に活性キシロース代謝経路の遺伝子操作
による組み込む入れを提供する。
【００５３】
　分裂酵母においてキシロースを用いたエタノール産生が他で得られているかもしれない
が、そのような生物体は、脂質の商業的規模の生産には有用でない。それに対比して、油
性微生物、例えば油性酵母および油性微細藻類は、ほとんどをトリグリセリドとして、乾
燥細胞重量単位で２０％超の脂質を蓄積することができる。油性酵母は脂質を産生するの
に有用であるが、微細藻類は、ＩＩ型脂肪酸生合成経路を有しており、これは、細胞によ
り産生される脂質、特にトリグリセリドの脂肪酸プロフィールを適合させるための遺伝子
遺伝子操作の使用を促す（ＰＣＴ公告ＷＯ２０１１／１５１１４９、ＷＯ２０１０／０６
３０３２およびＷＯ２０１１／１５０４０参照）。脂質を産生することに加えて、本明細
書中に記載される生物体は、タンパク質、ビタミン、繊維、ならびに天然に、またはさら
なる遺伝子遺伝子操作の結果として産生される他の物質を産生するために用いることがで
きる。
【００５４】
　本発明の一実施形態に従うと、外因性核酸が、細胞の色素体中へのキシルロース－５－
ホスフェートの輸送を生じるよう作用可能であるキシロース－５－ホスフェート輸送体（
例えばキシルロース－５－ホスフェート・トランスロケーター）タンパク質を産生するよ
う作用可能である色素体を有する細胞中に導入される。特定の一実施形態では、細胞は、
色素体標的配列と作用可能的連結しているキシルロース－５－ホスフェート輸送体をコー
ドする外因性ＤＮＡで形質転換される。色素体標的配列は、色素体中にキシルロース－５
－ホスフェートを有効に輸送するために、輸送体タンパク質を色素体膜（好ましくは色素
体内膜）に向けることができ、そこでそれは、脂肪酸に代謝され得る。例えば、生物体は
、色素体中に、キシルロース－５－ホスフェートを代謝する内因性ペントース代謝経路を
有し得る。以下の実施例で示すように、これは、細胞増殖および／または脂質産生と共存
するキシロース利用を高める有効な方法であることが見出された。
【００５５】
　任意に、またはさらに、細胞は、外部環境からキシロースを取り込んで、キシロースを
キシルロース－５－ホスフェートに転化し得る。外因性遺伝子が、これらの機能を実施す
るために、活性タンパク質を産生するために必要とされ得る。例えば、そして以下の実施
例で記載されるように、細胞は、外部環境から細胞中にキシロースを輸送するための活性
キシロース輸送体を、ならびにキシロースをキシルロース－５－ホスフェートに転化する
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ための経路をコードするように作用可能なＤＮＡで形質転換され得る。例えば、キシロー
スをキシルロース－５－ホスフェートに転化するための経路は、キシロースをキシルロー
ス－５－ホスフェートに転化するためのキシルロキナーゼと、キシロースをキシルロース
に転化するための経路との組合せであり得る。キシロースをキシルロースに転化するため
の経路は、キシロースイソメラーゼまたはキシロースレダクターゼとキシリトールデヒド
ロゲナーゼとの組合せを含み得る。代替的には、細胞中へのキシロース輸送は、自然のタ
ンパク質、例えばヘキソース輸送タンパク質の活性に頼り得る。
【００５６】
　任意に、上記の実施形態のさらなる改良では、細胞は、活性キシリトールデヒドロゲナ
ーゼを発現するように形質転換され得る。この修飾は、キシリトールによるキシロースイ
ソメラーゼの抑制を低減するかまたは排除するよう機能し得る。
【００５７】
　種々の遺伝子は、生物体の染色体中に組み込まれ得るし、あるいはエピソームであり得
る。好ましくは、遺伝子は安定的に発現され、多重コピーで存在し得る。種々の実施形態
では、遺伝子は、調節または構成プロモーターの制御下にある。形質転換後、そして任意
に安定性を保持するために、細胞は選択可能マーカーで形質転換され得る。
【００５８】
　細胞は、従属栄養的成長条件下で増殖しおよび／または脂質蓄積することができる。任
意に、細胞は、偏性従属栄養のもの、例えば微細藻類のプロトテカ属に属するものであり
得る。細胞は、例えばプロトテカ・モリフォルミスに属するものであり得る。下記の実施
例において、プロトテカ細胞が、活性キシロース代謝経路を発現するよう形質転換される
。しかしながら、本発明の実施形態は多数の他の種に適用可能である、ということに留意
すべきである。好ましい種としては、植物界に属するもの、緑色植物亜界に属するもの、
緑藻植物下界または門に属するもの、テトラ藻亜門に属するもの、トレボウクシア藻綱に
属するもの、またはクロレラ目に属するものが挙げられる。具体例としては、プロトテカ
・モリフォルミスおよびクロレラ・プロトテコイデスが挙げられる。
【００５９】
　好ましい一実施形態では、結果的に生じる組換え生物体は、炭素源としてグルコースを
用いて培養される場合、乾燥細胞重量単位で少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、
６０、７０または８０％のトリグリセリドを蓄積することができる。さらに、当該生物体
は、純キシロース上で培養される場合、乾燥細胞重量単位で少なくとも１０、２０、３０
、４０、５０、６０、７０または８０％のトリグリセリドを蓄積することができる。例え
ば、微生物は、炭素源としてのグルコース上で培養される場合、乾燥細胞重量単位で少な
くとも５０％のトリグリセリドを蓄積することができ、そして純キシロース上で培養され
る場合、乾燥細胞重量単位で少なくとも２０％のトリグリセリドを蓄積することができる
。別の実施形態では、組換え生物体の細胞が窒素制限条件下で６０％グルコースおよび４
０％キシロースである炭素源上で培養される場合、細胞は、炭素原子が同位体追跡により
測定して少なくとも５、１０、２０、３０、４０または５０％がキシロースの炭素元素に
由来する脂質を産生する。さらに別の実施形態では、組換え生物体の細胞は、３５、２８
、２１、１４または７日以下で、単独炭素源として２．５％キシロースを有する培地中の
キシロースの少なくとも９０％を消費することができる。
【００６０】
　キシロース代謝経路の導入のほかに、生物体は、微生物により産生される脂質の脂肪酸
プロフィールを変更するように作用可能である遺伝子を導入することにより遺伝子遺伝子
操作することができる。その結果、キシロースは、変更脂肪酸プロフィールを有するアシ
ルグリセリドに転化され得る。例えば、細胞は、活性アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、
ケトアシル－ＡＣＰシンターゼまたは脂肪酸デサチュラーゼをコードする１つ以上の外因
性遺伝子を含む組換え修飾を有することができる。代替的には、またはさらに、細胞は、
アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、ケトアシル－ＡＣＰシンターゼまたは脂肪酸デサチュ
ラーゼを低減するかまたは除去するように作用可能である組換え修飾を有することができ
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る。そのような遺伝子操作を実施するための方法は、ＰＣＴ公告ＷＯ２０１１／１５１１
４９、ＷＯ２０１０／０６３０３２およびＷＯ２０１１／１５０４０で提供されている。
【００６１】
　好ましい一実施形態では、キシロース代謝細胞は、キシロース含有培地中で培養される
。その結果、バイオマスが産生される。具体的な一実施形態では、キシロースは、細胞バ
イオマス、特にトリグリセリドに転化される。これは、同位体追跡により、例えば同位体
標識化キシロースを用いて、示され得る。トリグリセリドを産生するために、油性微生物
が、栄養制限条件下で、例えば窒素制限下で培養され得る。その結果生じる天然油が採取
される。採取は、油を放出するための細胞溶解を含み得る。次に、油は、油脂化学製品、
潤滑剤、洗剤、燃料、食用油、化粧品成分またはその他の製品を生産するために用いられ
得る。例えば、油は、バイオディーゼル（脂肪酸エステル）または再生可能ディーゼル（
クラッキングにより油から生成される燃料）を生産するために用いられ得る。
【００６２】
　一実施形態では、当該方法は、キシロース５０％以上である炭素源を含む培地中で細胞
を培養することを包含する。例えば、炭素源は、キシロース５５％、６０％、６５％、７
０％、７５％、８０％、８５％、９０％または９５％以上であり得る。
【００６３】
　したがって、本発明の具体的一実施形態は、外因性遺伝子の導入および発現に起因する
色素体および作用可能なキシロース代謝経路を有する微生物を含む。当該遺伝子は、キシ
ロースをキシルロース－５－ホスフェートに転化するために、そしてキシルロース－５－
ホスフェートをさらなる代謝のために色素体中に輸送するために活性である。微生物は、
任意に、キシロースを外部環境から細胞中に輸送するためのキシロース輸送体を有する。
外因性遺伝子の発現の結果として、細胞は、純キシロース上で増殖することとができ、好
ましくは、例えば２１、１４または７日以下で、単独炭素源として２．５％キシロースを
有する培地中のキシロースの少なくとも９０％を消費することができる。
　ＩＩＩ．培養
【００６４】
　本発明は、一般的に、油性微生物、例えば微細藻類、油性酵母、油性真菌および油性細
菌（これらに限定されない）の培養に関する。いくつかの実施形態では、微細藻類株、特
に組換えクロレラおよびプロトテカ株は、脂質の産生のために適している。読者が読みや
すいように、この章をいくつかの節に分けている。第１節は、プロトテカ種及びプロトテ
カ株と、新しいプロトテカ種及びプロトテカ株、関連する微細藻類をゲノムＤＮＡ比較に
よって同定する方法について記載している。第２節は、培養に有用なバイオリアクターに
ついて記載している。第３節は、培養のための培地について記載している。第４節は、本
発明の例となる培養方法に従って油を生成することについて記載している。
　　１．プロトテカ種およびプロトテカ株
【００６５】
　プロトテカは、高濃度の脂質を産生することができ、特に、燃料生成に適した脂質を産
生することができるため、脂質の生成に使用するのに卓越した微生物である。プロトテカ
によって産生される脂質は、他の微細藻類によって産生される脂質よりも鎖長が短く、飽
和度が高い炭化水素鎖を含んでいる。さらに、プロトテカの脂質は、一般的に、色素を含
まず（クロロフィル及び特定のカロチノイドの濃度が検出不可能なほど低く）、いかなる
状況でも、他の微細藻類から得られる脂質よりもかなり色素の含有量が低い。さらに、本
発明によって与えられる組み換えプロトテカ細胞を用い、炭素減としてキシロースを利用
するその能力増大に基づいて、他の微生物から脂質を産生する場合と比較して、低コスト
で、高収率及び高効率で脂質を生成させることができる。それに加え、この微細藻類は、
従属栄養性で成長し、遺伝子操作され得る。本発明の方法に用いるためのレイショウテキ
プロトテカ株としては、プロトテカ・ウィッカーハミー、プロトテカ・スタグノラ（ＵＴ
ＥＸ　３２７を含む）、プロトテカ・ポルトリセンシス、プロトテカ・モリフォルミス（
ＵＴＥＸ株１４４１、１４３５を含む）、プロトテカ・ゾフィーガ挙げられる。プロトテ
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カ属の種は、偏性従属栄養生物である。
【００６６】
　本発明で使用するプロトテカの種は、ゲノムの特定標的領域を増幅させることによって
同定することができる。例えば、特定のプロトテカ種又はプロトテカ株の同定は、プライ
マーを用いる核および／または葉緑体ＤＮＡの増幅およびシーケンシングと、任意のゲノ
ム領域を用いる方法とによって、例えば、Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｏｔ．Ｂｕｌｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｉｎ．（２００１）４２：１１５－１２１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｓｐｐ．　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ｒｉｂｏｓｏｍａ
ｌ　ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓに記載されている方法を用いて達成され得る。プロトテ
カだけではなく、同様の脂質プロフィール及び産生能を有する他の炭化水素及び脂質を産
生する生物体の種を同定するために、リボソームの内部に転写されたスペーサー（ＩＴＳ
１及びＩＴＳ２　ｒＤＮＡ）、２３Ｓ　ｒＲＮＡ、１８Ｓ　ｒＲＮＡ、及び他の保存され
たゲノム領域を増幅させ、塩基配列を決定する、当業者によって十分に確率された系統発
生解析の方法を用いてもよい。例えば、藻類を同定し、分類する方法は、例えば、Ｇｅｎ
ｅｔｉｃｓ、２００５年８月；１７０（４）：１６０１－１０及びＲＮＡ、２００５年４
月；１１（４）：３６１－４を参照。
【００６７】
　したがって、ゲノムＤＮＡ比較を用いて、本発明で使用すべき微細藻類の適切な種を同
定することができる。保存されたゲノムＤＮＡ領域、例えば、限定されないが、２３Ｓ　
ｒＲＮＡをコードするＤＮＡを、微細藻類の種から増幅させ、本発明で使用する好ましい
微細藻類に分類学的に関連する微細藻類の種をスクリーニングするために、コンセンサス
配列を比較することができる。プロトテカ属に含まれる種に対し、そのようなＤＮＡ配列
比較を行った例を以下に示す。ゲノムＤＮＡ比較は、株の収集中にうまく同定できなかっ
た微細藻類の種を同定するのにも有用な場合がある。株の収集では、表現型及び形態学的
特徴に基づいて、微細藻類の種を同定することが多いだろう。これらの特徴を使用すると
、微細藻類の種又は属を間違ってカテゴリー分けしてしまうことがある。ゲノムＤＮＡ比
較を用いることは、系統発生的関係に基づいて微細藻類種をカテゴリー分けする良好な方
法であろう。
【００６８】
　本発明で使用する微細藻類は、典型的には、配列番号１～９に列挙されている少なくと
も１つの配列に対するヌクレオチド同一性が少なくとも９９％、少なくとも９５％、少な
くとも９０％、又は少なくとも８５％の２３Ｓ　ｒＲＮＡをコードするゲノムＤＮＡ配列
を有する。
【００６９】
　ヌクレオチド同一性又はアミノ酸同一性の割合を決定するために配列を比較する場合、
典型的には、ある配列を参照配列とし、これと試験配列とを比較する。配列比較アルゴリ
ズムを用いた場合、試験配列及び参照配列をコンピューターに入力し、部分配列の座標を
指定し、必要な場合、配列アルゴリズムプログラムのパラメーターを指定する。次いで、
配列比較アルゴリズムが、指定したプログラムパラメーターに基づいて、試験配列を参照
配列と比較して配列同一性の割合を算出する。
【００７０】
　比較のために、例えば、Ｓｍｉｔｈ　＆　Ｗａｔｅｒｍａｎ、Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａ
ｔｈ．２：４８２（１９８１）による局地的ホモロジーアルゴリズムによって、Ｎｅｅｄ
ｌｅｍａｎ　＆　Ｗｕｎｓｃｈ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３（１９７０）によ
るホモロジーアラインメントアルゴリズムによって、Ｐｅａｒｓｏｎ　＆　Ｌｉｐｍａｎ
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４（１９８８）と同
様の方法で検索することによって、これらのアルゴリズムをコンピューター制御によって
実施することによって（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐ
ａｃｋａｇｅ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、５７５　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　Ｄｒ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩの、ＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、ＴＦＡ
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ＳＴＡ）、又は、視覚的な観察（一般的に、前出のＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．を参照
）によって、配列の最適アラインメントを行なうことができる。
【００７１】
　配列同一性の割合及び配列類似性を決定するのに適した他のアルゴリズムの例は、ＢＬ
ＡＳＴアルゴリズムであり、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
２１５：４０３－４１０（１９９０）に記載されている。ＢＬＡＳＴ分析を行うためのソ
フトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ウェブアドレスはｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏ
ｖ）に公開されている。このアルゴリズムは、検索配列の中で、データベース配列中の同
じ長さの文字列と整列させたときに、ある正の値である閾値Ｔとマッチするか、又は閾値
Ｔを満足するような長さＷの短い文字列を特定することによって、スコアが最も大きくな
る配列対（ＨＳＰ）をまず特定することを含む。Ｔは、近隣の文字列スコアの閾値と呼ば
れる（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．、前出）。これらの初期の近隣の文字列ヒットが
、これらの配列に含まれるもっと長いＨＳＰを見つけるための初期検索の出発点として作
用する。この文字列のヒットを、累積アラインメントスコアが増加していく限りは、それ
ぞれの配列に沿って両方向に拡張していく。累積スコアは、ヌクレオチド配列の場合、パ
ラメーターＭ（マッチングした残基対に対するリワードスコア；常に０より大きい）及び
パラメーターＮ（マッチングしない残基に対するペナルティースコア；常に０より小さい
）を用いて算出される。アミノ酸配列の場合、スコアの行列を用いて累積スコアを算出す
る。それぞれの方向への文字列ヒットの拡張は、累積アラインメントスコアが、到達した
最大値からＸの大きさだけ下がった場合、１つ以上のマイナス値のスコアをもつ残基のア
ラインメントの累積のため、累積スコアが０又は０未満になった場合、又は、いずれかの
配列が末端まできた場合に中止される。核酸又はポリペプチドが本発明の範囲内にあるか
どうかを特定するためには、ＢＬＡＳＴプログラムのデフォルトパラメーターが適してい
る。ＢＬＡＳＴＮプログラム（ヌクレオチド配列の場合）は、文字列長（Ｗ）１１、期待
値（Ｅ）１０、Ｍ＝５、Ｎ＝－４をデフォルトとして用い、両鎖を比較する。アミノ酸配
列の場合、ＢＬＡＳＴＰプロフラムを、文字列長（Ｗ）３、期待値（Ｅ）１０、ＢＬＯＳ
ＵＭ６２スコア行列をデフォルトとして用いる。ＴＢＬＡＴＮプログラム（ヌクレオチド
配列のタンパク質配列を用いる）は、文字列長（Ｗ）３、期待値（Ｅ）１０、ＢＬＯＳＵ
Ｍ６２スコア行列をデフォルトとして用いる（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ　＆　Ｈｅｎｉｋｏｆｆ
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：１０９１５（１９８９）を参
照）。
【００７２】
　ＢＬＡＳＴアルゴリズムは、配列同一性の割合を算出することに加え、２つの配列間の
類似性の統計分析も行う（例えば、Ｋａｒｌｉｎ　＆　Ａｌｔｓｃｈｕｌ、Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：５８７３－５７８７（１９９３）を参照）
。ＢＬＡＳＴアルゴリズムによって与えられる類似性の測定値は、ひとつには最小合計確
率（Ｐ（Ｎ））があり、この値は、２つのヌクレオチド又はアミノ酸配列が偶然マッチす
る確率の指標を与える。例えば、試験核酸と参照核酸とを比較したときの最小合計確率が
、０．１未満、より好ましくは、約０．０１未満、最も好ましくは、約０．００１未満で
あるときに、この核酸は、参照配列と類似していると考える。
【００７３】
　本発明で用いるための微生物の選択に影響を及ぼす他の考慮事項としては、油、燃料、
油脂化学品を生成するのに適した脂質又は炭化水素の生成に加え、（１）細胞重量を基準
とした割合で脂質含有量が高いこと；（２）成長が容易であること；（３）遺伝子操作が
容易であること；（４）バイオマスの処理が容易であることが挙げられる。特定の実施形
態では、野生型の微生物又は遺伝子操作された微生物から、少なくとも４０％、少なくと
も４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％
、又は少なくとも７０％、又はそれ以上が脂質である細胞が得られる。好ましい有機体は
、従属栄養的に成長する有機体である（光が存在しない状態で、糖を用いる）。
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　　２．バイオリアクター
【００７４】
　微生物を、遺伝子操作を行うという目的で、及び炭化水素（例えば、脂質、脂肪酸、ア
ルデヒド、アルコール、アルカン）を生成するという目的で培養する。前者の種類の培養
では、小規模で実施し、最初は、少なくとも、原料微生物が成長可能な条件下で実施する
。炭化水素を生成させるための培養は、通常は、バイオリアクター中、大規模で実施する
（例えば、１０，０００リットル、４０，０００リットル、１００，０００リットル、又
はそれより大きなバイオリアクター）。プロトテカを、典型的には、バイオリアクター内
のキシロースを含有する液体培地にて、本発明の方法で培養する。一実施形態では、微細
藻類、例えばプロトテカは、フェドバッチ法を用いてバイオリアクター中で培養する。典
型的には、バイオリアクターは光を進入させず、微生物は従属栄養的に培養されて、実質
的に光の非存在下で、固定炭素源を代謝する。
【００７５】
　バイオリアクター又は発酵槽を用い、生理学的周期の種々の段階を経て、微細藻類細胞
を培養する。バイオリアクターは、従属栄養を成長及び増殖させる方法で用いると、多く
の利点を与える。食品において用いるためのバイオマスを生成させるために、微細藻類を
、好ましくは、液体中で、一例として懸濁培養物中で、大量に発酵させる。鋼鉄製発酵槽
のようなバイオリアクターは、非常に大きな容積の培養物を収容する（種々の本発明の実
施形態では、４０，０００リットル以上の容量を有するバイオリアクターを用いる）。ま
た、バイオリアクターによって、典型的には、温度、ｐＨ、酸素圧、二酸化炭素濃度のよ
うな培養条件を制御することができる。例えば、バイオリアクターは、典型的には、例え
ば、酸素又は窒素のような気体成分を液体培養物にバブリングすることが可能な配管に接
続したポートを用いて構築することができる。また、培地のｐＨ、微量元素が何であるか
及びその濃度、他の培地構成要素のような他の培養パラメーターは、バイオリアクターを
用いて簡単に操作することができる。
【００７６】
　バイオリアクターは、微細藻類が繁殖され、数が増える間、培地がバイオリアクターを
流れるような構成であってもよい。いくつかの実施形態では、例えば、播種した後である
が、細胞が所望の密度になる前に、培地をバイオリアクターに注入してもよい。別の状況
では、培養開始時にバイオリアクターを培地で満たし、培養物を播種した後は、培地を注
入しない。言い換えると、微細藻類のバイオマスを、微細藻類が繁殖され、数が増える間
、水性媒体中で培養する。しかし、水性培地の量は、この期間全体でバイオリアクターを
流れていない。従って、いくつかの実施形態では、水性培地は、播種した後に、バイオリ
アクターを流れない。
【００７７】
　スピニングブレード、インペラー、揺動機構、撹拌棒、加圧気体を注入する手段のよう
なデバイスを備えるバイオリアクターを用い、微細藻類の培養物を混合することができる
。混合は、連続的であってもよく、断続的であってもよい。例えば、いくつかの実施形態
では、微細藻類が望ましい数に増えるまで、気体及び培地を入れるのに乱流を用いる形態
は維持されない。
【００７８】
　気体、固体、半固体、液体を、微細藻類を含むバイオリアクターチャンバーに入れるた
め、又は抽出するために、バイオリアクターポートを用いてもよい。多くのバイオリアク
ターは、２個以上のポートを備えているが（例えば、１つは培地を入れるため、他方はサ
ンプリングのため）、１種類の基質だけを１個のポートから入れたり、出したりする必要
はない。例えば、バイオリアクターに培地を流し、その後で、サンプリングしたり、ガス
を入れたり、ガスを出したり、又は他の目的のために１個のポートを使用してもよい。好
ましくは、培養物の純培養性を損なうことなく、サンプリングポートを繰り返し用いるこ
とができる。サンプリングポートは、サンプルの流れを止めるか、開始させるか、又は連
続的なサンプリング手段を与えるようなバルブ又は他のデバイスを備えるような構成であ
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ってもよい。バイオリアクターは、典型的には、培養物を播種することができるような少
なくとも１個のポートを備えており、そのようなポートを、培地又は気体を入れるような
他の目的で用いることもできる。
【００７９】
　バイオリアクターポートによって、微細藻類の培養物の気体内容物を操作することがで
きる。説明のために、バイオリアクターの容積の一部分は、液体ではなく気体であっても
よく、バイオリアクターの気体注入口から、ポンプによって気体をバイオリアクターに入
れることができる。ポンプによってバイオリアクターへと有益に入れることが可能な気体
としては、空気、空気／ＣＯ２混合物、アルゴンのような希ガス、他の気体が挙げられる
。バイオリアクターは、典型的には、バイオリアクターにガスを入れる速度をユーザーが
制御することができるように取り付けられている。上述のように、バイオリアクターへの
気体の流れを増やすことによって、培養物の混合性を高めることができる。
【００８０】
　気体の流れを増やすことは、培地の濁度にも影響を及ぼす。乱流は、バイオリアクター
に入った気体が培地表面でバブリングするように、水性培地の液量より低いところに気体
注入ポートを配置することによって起こすことができる。１種類以上の気体がポートを出
て行き、気体が外に逃げ、それにより、バイオリアクター中に圧力が蓄積されるのを防ぐ
。好ましくは、気体流出ポートは、バイオリアクターに微生物が入り込んで汚染されるこ
とを防ぐような「一方向」バルブにつながっている。
　　３．培地
【００８１】
　微細藻類の培地は、典型的には、固定窒素源、固定炭素源、微量元素、場合により、ｐ
Ｈを維持するためのバッファー、ホスフェート（典型的には、リン酸塩として与えられる
）のような成分を含有する。他の成分は、特に、海水微細藻類の場合には、塩化ナトリウ
ムのような塩を含んでいてもよい。窒素源としては、有機窒素源及び無機窒素源が挙げら
れ、例えば、限定されないが、分子状窒素、硝酸エステル、硝酸塩、アンモニア（純水な
もの、又は塩形態、例えば、（ＮＨ４）２ＳＯ４及びＮＨ４ＯＨ）、タンパク質、大豆ミ
ール、コーンスティープリカー、酵母抽出物が挙げられる。微量元素の例としては、例え
ば、それぞれＺｎＣｌ２、Ｈ３ＢＯ３、ＣｏＣｌ２・６Ｈ２Ｏ、ＣｕＣｌ２・２Ｈ２Ｏ、
ＭｎＣｌ２・４Ｈ２Ｏ、（ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４・４Ｈ２Ｏのような形態の亜鉛、ホウ
素、コバルト、銅、マンガン、モリブデンが挙げられる。
【００８２】
　固体及び液体の成長培地は、一般的に、さまざまな供給源から入手可能であり、さまざ
まな微生物株に適した特定の培地を調製する方法の説明は、例えば、オンラインでは、藻
類の培養物を収集するためのＡｕｓｔｉｎ、１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｓｔａｔｉｏｎ
　Ａ６７００、Ａｕｓｔｉｎ、Ｔｅｘａｓ、７８７１２－０１８３のテキサス大学によっ
て運営されているサイトｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｔｅｘ．ｏｒｇ／で見つけることがで
きる（ＵＴＥＸ）。例えば、種々の淡水培地及び塩水培地としては、ＰＣＴ公開番号第２
００８／１５１１４９号に記載されているものが挙げられ、この文献は、参照により組み
込まれる。
【００８３】
　特定の例では、プロテオース培地は、純培養の培地に適しており、培地１リットル（ｐ
Ｈ約６．８）は、プロテオースペプトン１ｇを、Ｂｒｉｓｔｏｌ　Ｍｅｄｉｕｍ　１リッ
トルに加えることによって調製することができる。Ｂｒｉｓｔｏｌ　ｍｅｄｉｕｍは、水
溶液中に、２．９４ｍＭのＮａＮＯ３、０．１７ｍＭのＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ、０．３ｍ
ＭのＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ、０．４３ｍＭ、１．２９ｍＭのＫＨ２ＰＯ４、１．４３ｍＭ
のＮａＣｌを含む。１．５％寒天培地の場合、寒天１５ｇを上述の溶液１リットルに加え
ればよい。この溶液に蓋をし、オートクレーブにかけ、次いで、使用するまで冷蔵温度で
保存する。別の例は、プロトテカ単離培地（ＰＩＭ）であり、１０ｇ／Ｌのフタル酸水素
カリウム（ＫＨＰ）、０．９ｇ／Ｌの水酸化ナトリウム、０．１ｇ／Ｌの硫酸マグネシウ
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ム、０．２ｇ／Ｌのリン酸水素カリウム、０．３ｇ／Ｌの塩化アンモニウム、１０ｇ／Ｌ
のグルコース、０．００１ｇ／Ｌの塩酸チアミン、２０ｇ／Ｌの寒天、０．２５ｇ／Ｌの
５－フルオロシトシンを含み、ｐＨ範囲が５．０～５．２である（Ｐｏｒｅ、１９７３、
Ａｐｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、２６：６４８－６４９を参照）。本発明の方法と共
に用いるのに適した他の培地は、上に特定したＵＲＬを閲覧することによって、又はＳＡ
Ｇ、ＣＣＡＰ又はＣＣＡＬＡのような、微生物の培地を保有している他の機関に助言を求
めることによって、簡単に特定することができる。ＳＡＧは、ゲッティンゲン大学（ドイ
ツ、ゲッティンゲン）のＣｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｌｇａｅを指
し、ＣＣＡＰは、Ｓｃｏｔｔｉｓｈ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｍａｒｉｎｅ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ（英国、スコットランド）によって管理されている藻及び原生動物の培養
株保存機関を指し、ＣＣＡＬＡは、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｂｏｔａｎｙ（トシェボ
ニュ、チェコ共和国）の藻研究所の培養株保存機関を指す。さらに、米国特許第５，９０
０，３７０号は、プロトテカ種の従属栄養性発酵に適した培地の処方及び条件について記
載している。
【００８４】
　油の生成について、固定炭素源の費用は、油生成を経済的なものにするには十分低くな
ければならないため、固定炭素源の選択が重要である。一実施形態では、固定炭素現はキ
シロースである。キシロースは、ヘミセルロースの構成成分として見出される五炭糖であ
る。ヘミセルロースは、ほとんどすべての植物細胞壁中に見出される複合多糖類であって
、全植物物質の約３０％を構成する。キシロースのほかに、他の炭素源、例えばアセテー
ト、フロリドシド、フルクトース、ガラクトース、グルクロン酸、グルコース、グリセロ
ール、ラクトース、マンノース、Ｎ－アセチルグルコサミン、ラムノース、ショ糖、及び
／又はキシロースが含まれるが、これらの化合物、特にキシロースを含有する原材料の選
択は、本発明の方法の重要な態様である。
【００８５】
　本発明の方法で有用なその他の適切な原材料としては、例えば、黒液、トウモロコシデ
ンプン、解重合されたセルロース系材料、乳清、糖液、ジャガイモ、ソルガム、ショ糖、
テンサイ、テンサイ汁、サトウキビ、サトウキビ汁、煮詰めたサトウキビ汁、イネ、小麦
が挙げられる。また、炭素源は、混合物として、例えば、ショ糖またはキシロースと解重
合されたテンサイパルプ、解重合セルロース系材料等の混合物として与えられてもよい。
１つ以上の炭素源を、１つ以上の外から与えられた固定炭素源の少なくとも約５０μＭ、
少なくとも約１００μＭ、少なくとも約２５０μＭ、少なくとも約５００μＭ、少なくと
も約１ｍＭ、少なくとも約２．５ｍＭ、少なくとも約５ｍＭ、少なくとも約１０ｍＭ、少
なくとも約２５ｍＭ、少なくとも約５０ｍＭ、少なくとも約１００ｍＭ、少なくとも約２
５０ｍＭおよび少なくとも約５００ｍＭの濃度で供給することができる。いくつかの場合
に、フェドバッチ式発酵のための原料として、１つ以上の炭素源を、発酵培地中に外因的
に提供される固定炭素源の少なくとも約１００ｇ／Ｌ、少なくとも約２００ｇ／Ｌ、少な
くとも約３００ｇ／Ｌ、少なくとも約４００ｇ／Ｌ、少なくとも約５００ｇ／Ｌ、少なく
とも約６００ｇ／Ｌ、少なくとも約７００ｇ／Ｌ、少なくとも約８００ｇ／Ｌまたはそれ
以上の濃度で供給することができる。本発明のための特に関心のある炭素源としては、キ
シロース、解重合セルロース系材料、グリセロール、ショ糖、ソルガムが挙げられ、これ
らについては、以下にさらに詳細に記載する。
【００８６】
　本発明によれば、原材料として解重合されたセルロース系バイオマスを用い、微生物を
培養し得る。セルロース系バイオマス（例えば、トウモロコシ茎葉のような茎葉）は安価
であり、入手が容易である。微細藻類は、処理したセルロース系材料を用いて成長するこ
とができ、本発明の微細藻類は、高効率を有する炭素源としてキシロースを利用するよう
特に意図されている。セルロース系材料は、一般的に、約４０～６０％のセルロースと；
約２０～４０％のヘミセルロースと；１０～３０％のリグニンとを含む。
【００８７】
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　適切なセルロース系材料としては、草及び木のエネルギー作物、及び農業用作物から得
られた残渣、すなわち、主要な食品又は繊維製品の分野から除去されなかった植物の一部
、主に茎及び葉が挙げられる。例としては、農業廃棄物、例えば、サトウキビの絞りかす
、モミ殻、トウモロコシ繊維（茎、葉、皮及び穂軸を含む）、麦わら、稲わら、テンサイ
パルプ、シトラスパルプ、柑橘類の皮；森林の廃棄物、例えば、硬材及び軟材の間伐、伐
採作業から得られる硬材及び軟材の残渣；木材廃棄物、例えば、製材工場の廃棄物（木片
、おがくず）、パルプ工場の廃棄物；都市廃棄物、例えば、都市固形廃棄物の紙片、都会
の廃材、都市の伐採した草のような、都市の緑廃棄物；木材製造の廃棄物が挙げられる。
さらなるセルロース含有材料としては、スイッチグラス、ハイブリッドポプラ材、Ｍｉｓ
ｃａｎｔｈｕｓ、テンサイ繊維、ソルガム繊維のような専用のセルロース含有作物が挙げ
られる。そのような材料から生成する五炭糖としては、キシロースが挙げられる。
【００８８】
　細菌が材料内に含まれる糖類を利用することができる効率を高めるために、セルロース
系材料を処理する。上述のように、リグノセルロース系バイオマスは、セルロース、β１
，４結合したグルコース（六炭糖）の結晶性ポリマー、ヘミセルロース、主にキシロース
（五炭糖）で構成され、少量のマンノース、ガラクトース、アラビノース、リグニンで構
成されている、ゆるく会合したポリマー、シナピルアルコール及びその誘導体で構成され
る複雑な芳香族ポリマー、α１，４結合したポリガラクツロン酸の直鎖であるペクチンの
ような、種々の画分で構成されている。セルロース及びヘミセルロースがポリマー構造で
あるため、これらの中に含まれる糖類（例えば、単糖類のグルコース及びキシロース）は
、多くの細菌によって有効に使用する（代謝する）ことができるような形態ではない。そ
のような細菌の場合、セルロース系バイオマスをさらに処理し、このポリマーを構成して
いる単糖類を作成することは、セルロース系材料を原材料（炭素源）として有効に利用す
るのに非常に役立つ場合がある。
【００８９】
　セルロース又はセルロース系バイオマスに、「爆発」と呼ばれるプロセスを行い、この
プロセスで、バイオマスは、高温高圧で、希硫酸（又は他の酸）で処理される。このプロ
セスは、セルロース系及びヘミセルロース系の画分をグルコースモノマー及びキシロース
モノマーにする酵素加水分解を効率よく行うことができるようにバイオマスを調節する。
得られた単糖類は、セルロース系糖と呼ばれる。その後に、セルロース系糖が微生物に利
用され、種々の代謝物（例えば、脂質）を産生する。酸爆発ステップによって、ヘミセル
ロース画分が、構成成分である単糖類へと部分的に加水分解する。これらの糖類を、さら
なる処理によって、バイオマスから完全に遊離させることができる。いくつかの実施形態
では、さらなる処理は、爆発した材料を熱水で洗浄することを含む熱水処理であり、これ
によって、塩のような混入物質が除去される。このステップは、セルロース系エタノール
発酵では、そのようなプロセスで用いられる糖の濃度はもっと薄いため、必要ではない。
他の実施形態では、さらなる処理は、さらなる酸処理である。さらに他の実施形態では、
さらなる処理は、爆発した材料の酵素加水分解である。また、これらの処理を任意の組み
合わせで用いてもよい。この種の処理は、遊離する糖の種類（例えば、五炭糖対六炭糖）
、このプロセス中で糖類が遊離する段階に影響を及ぼし得る。その結果、五炭糖又は六炭
糖のどちらかが主成分の異なる糖の流れを作成することができる。これらの五炭糖又は六
炭糖を豊富に含む流れは、異なる炭素利用能を有する特定の微生物用に向けることができ
る。本発明の方法のある特定の実施形態では、五炭糖キシロース濃化流が選択される。他
の実施形態では、五炭糖、六炭糖または五炭糖／六炭糖の組合せ（糖化されている）を含
有する異なる糖流が組み合わされて、微生物発酵に用いられ、高細胞密度脂質産生微生物
バイオマスを生じる。
【００９０】
　脂質製造に関する本発明の実施形態は、エタノール発酵で達成されるよりも高い細胞密
度になるまで発酵することを含み得る。従属栄養セルロース系の油を生成するための培養
物の密度が高いため、固定炭素源（例えば、セルロース系から誘導される糖の流れ）は、
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好ましくは、濃縮された形態である。例えば、解重合されたセルロース系材料のグルコー
ス濃度またはキシロース濃度、またはグルコースおよびキシロース濃度の合計は、培養ス
テップの前に、少なくとも約１００ｇ／Ｌ、少なくとも約２００ｇ／Ｌ、少なくとも約３
００ｇ／Ｌ、少なくとも約４００ｇ／Ｌ、少なくとも約５００ｇ／Ｌ、少なくとも約６０
０ｇ／Ｌ、少なくとも約７００ｇ／Ｌ、少なくとも約８００ｇ／Ｌまたはそれ以上の原料
中のグルコースまたはキシロースまたはグルコースとキシロースの組合せであり、場合に
より、細胞が成長し、脂質を蓄積する間ずっと、上述の物質を細胞に供給するような流加
回分式の培養である。そのような糖化方法および微細藻類発酵に用いるためのセルロース
系物質を加工処理するための他の方法といった種々の方法は、米国特許出願公開第２０１
００１５１１１２号に記載されている。
【００９１】
　セルロース系材料の爆発プロセスによる処理は、かなりの量の硫酸、熱、圧力を利用す
るため、炭水化物の副産物、つまり、フルフラール類及びヒドロキシメチルフルフラール
類が遊離する。フルフラール類及びヒドロキシメチルフルフラール類は、ヘミセルロース
の加水分解中に、キシロースを水和してフルフラール及び水にすることによって生成する
。キシロースの子の損失は本発明の多くの実施形態では望ましくなく、したがって非爆発
プロセスが用いられるか、あるいはフルフラールおよびヒドロキシメチルフルフラールの
生成は、それらが用いられる場合、最小限にされるが、これらの副産物（例えば、フルフ
ラール類及びヒドロキシメチルフルフラール類）は、バイオリアクターに入れる前に、糖
化されたリグノセルロース系材料から除去され、そして爆発プロセスに起因するセルロー
ス系材料の伝導度は、米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号に記載される方法に
より低減され得る。
【００９２】
　他の実施形態では、爆発プロセス自体を、塩が許容されない高濃度で生成するのを避け
るように変更する。例えば、セルロース系バイオマスを硫酸（又は他の酸）で爆発させる
のに代わる代替法は、セルロース系バイオマスが酵素加水分解（糖化）を受けやすくなる
ような機械的なパルプ化である。さらに他の実施形態では、高濃度の塩に耐性の天然微生
物株、又は高濃度の塩に耐性を有するように遺伝子操作された株を用いる。本発明のため
の濃縮原料として用いるのに適しているようにセルロース系糖類を処置する方法の非限定
例は、米国特許出願公開第２０１００１５１５３８号（この記載内容は参照により本明細
書中で援用される）に記載されている。一実施形態では、糖化リグノセルロース系糖は、
毒素（例えばフルフラールおよびヒドロキシメチルフルフラール）および塩レベルの両方
を低減するように処理され、次いで、濃縮糖流または固定炭素源供給原料中の糖単量体の
濃度を少なくとも６００ｇ／Ｌに濃縮されている。他の実施形態では、そのような濃縮糖
化リグのセルロース系糖は、７００ｍＭ未満のナトリウム当量という塩レベルを有する。
他の実施形態では、そのような濃縮糖化リグノセルロース系糖は、１００ｍＭ未満のナト
リウム当量、２００ｍＭ未満のナトリウム当量、３００ｍＭ未満のナトリウム当量、４０
０ｍＭ未満のナトリウム当量、５００ｍＭ未満のナトリウム当量、６００ｍＭ未満のナト
リウム当量、７００ｍＭ未満のナトリウム当量または１０００ｍＭ未満のナトリウム当量
を有する。さらなる他の実施形態では、そのような濃縮糖化リグノセルロース系糖供給原
料は、２０，０００μＳ／ｃｍ未満１５，０００μＳ／ｃｍ未満、１０，０００μＳ／ｃ
ｍ未満、７，５００μＳ／ｃｍ未満、５，０００μＳ／ｃｍ未満、１，０００μＳ／ｃｍ
未満、５００μＳ／ｃｍ未満、３００μＳ／ｃｍ未満または２００μＳ／ｃｍ未満の伝導
度を有する。さらなる他の実施形態では、そのような濃縮糖化リグノセルロース系糖供給
原料は、五炭糖単量体または六炭糖単量体または五炭糖および六炭糖単量体の組合せに関
して富化されている。
【００９３】
　本発明の方法の別の実施形態では、炭素源は、グリセロール、例えばバイオディーゼル
のトランスエステル化から得られる、酸性化された及び酸性化されていないグリセロール
副産物を含む。一実施形態では、炭素源は、グリセロールおよびキシロースを含む。ある
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場合では、グリセロール及びキシロースの全てが、発酵開始時に微生物に与えられる。あ
る場合では、グリセロール及びキシロースが、微生物に対して所定の比率で同時に与えら
れる。ある場合では、グリセロール及びキシロースが、発酵している間、所定の速度で細
菌に供給される。
【００９４】
　ある種の微細藻類は、グルコースが存在する状態よりも、グリセロールが存在する状態
ですばやく細胞分裂を経る（ＰＣＴ公開番号第２００８／１５１１４９号）。これがグリ
セロールおよびキシロースに当てはまる場合、細胞に、細胞の密度をすばやく上げるため
にグリセロールを供給し、次いで、脂質の蓄積を高めるためにキシロースを供給するよう
な二段階成長プロセスによって、脂質が産生する効率を改良し得る。トランスエステル化
プロセスのグリセロール副産物を使用することによって、この物質が生成プロセスに戻さ
れると、経済的に顕著な利点を与える。例えば、グリセロール及びキシロースの混合物の
ような他の供給方法も同様に与えられる。また、そのような混合物を供給することによっ
て、同じ経済的な利点が得られる。したがって、本発明は、キシロースのような代わりと
なる糖をグリセロールとの種々の組み合わせで微細藻類に供給する方法を提供する。
【００９５】
　本発明の方法の種々の実施形態では、炭素源はキシロースであり、キシロースを含む複
合供給原料、例えば、セルロース化合物由来材料を含む。一実施形態では、培地は、少な
くとも１つのキシロース利用酵素をさらに含む。キシロースを含有する複合供給原料の使
用は、炭化水素およびその他の油の生成における有意の経費節減を提供し得る。
　　４．油生成
【００９６】
　本発明の方法に従って油を生成する場合、例えば、光が培養物にあたらないような、き
わめて大きな（４０，０００リットル以上の）発酵槽を用いる場合のように、細胞を暗所
で（または実質的に暗所で）培養することが好ましい。プロトテカ種のような偏性従属栄
養種は、固定炭素源を含有する培地内で、光が存在しない状態で、油を生成するように成
長し、増殖する。そのような成長は、従属栄養性の成長として知られている。
【００９７】
　一例として、脂質を生成する微細藻類細胞の播種物質が培地に入れられ、細胞が増殖し
始めるまでに遅延期間（遅延期）が存在する。遅延期間の後、増殖速度は徐々に上がって
いき、対数期すなわち指数増殖期に入る。次いで、指数増殖期の後、窒素のような栄養物
が少なくなったり、毒性基質が増えたり、菌体数感知機構のために増殖が遅くなる。この
ように増殖が遅くなった後、増殖が止まり、細胞は、細胞に与えられている特定の環境に
依存して、静止期又は安定成長状態に入る。脂質を豊富に含むバイオマスを得るために、
培養物は、典型的には、指数増殖期が終わった後に良好に収穫され、指数増殖期は、窒素
又は別の鍵となる栄養物（炭素以外のもの）を枯渇させることによって初期に終わらせて
もよく、細胞は、過剰に存在する炭素源を脂質に変換する。培養条件のパラメーターは、
油の合計生成量、生成する脂質種の組み合わせ、及び／又は特定の油の生成を最適にする
ように操作することができる。
【００９８】
　上述のように、細胞が成長周期の種々の期間を経るように、バイオリアクター又は発酵
槽を用いる。一例として、脂質を生成する細胞の播種物質が培地に入れられ、細胞が増殖
し始めるまでに遅延期間（遅延期）が存在する。遅延期間の後、増殖速度は徐々に上がっ
ていき、対数期すなわち指数増殖期に入る。次いで、指数増殖期の後、栄養物が少なくな
ったり、及び／又は毒性基質が増えたりするために増殖が遅くなる。このように増殖が遅
くなった後、増殖が止まり、細胞は、細胞に与えられている特定の環境に依存して、静止
期又は安定成長状態に入る。本明細書に開示されている細胞による脂質の生成は、対数期
の間に行ってもよく、細胞分裂しない状態で、脂質を生成し続けるように、栄養物を供給
するか、又は栄養物がまだ利用可能であるような静止期を含め、ｌｏｇ期の後に行っても
よい。
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【００９９】
　好ましくは、本明細書に記載されている条件及び当該技術分野で既知の条件を用いて成
長させた微生物は、脂質を少なくとも約２０重量％、少なくとも約４０重量％、少なくと
も約５０重量％、少なくとも約６０重量％および少なくとも約７０重量％含む。プロセス
の条件は、特定の用途に適した脂質の収量を高めるように、及び／又は、生成費用を減ら
すように調節することができる。例えば、ある特定の実施形態では、微細藻類を、グルコ
ースのような固定炭素エネルギーを過剰量与えつつ、制限濃度の１つ以上の栄養物、例え
ば、窒素、リン又は硫黄が存在する状態で培養する。窒素による制限は、窒素が過剰に与
えられている培地における微生物脂質収量よりも、微生物脂質収量を増やす傾向がある。
特定の実施形態では、脂質収量の増加率は、窒素が豊富な条件下で得られる場合より、少
なくとも約１０％、約５０％、約１００％、約２００％、又は約５００％大きい。全培養
期間の一部又は全期間にわたって、制限量の栄養物が存在する状態で細菌を培養してもよ
い。特定の実施形態では、栄養物の濃度は、全培養期間の間に、制限濃度及び非制限濃度
を少なくとも２回繰り返す。過剰量の炭素を与えつつ、窒素量を制限するか、又はまった
く窒素を含まない状態で、時間を延長させて培養を続けることによって、細胞の脂質含有
量を増やすことができる。
【０１００】
　別の実施形態では、脂質経路に関連する酵素（例えば、脂肪酸合成酵素）のための１つ
以上の補因子が存在する状態で、脂質を産生する細菌（例えば、微細藻類）を培養するこ
とによって、脂質収量を増やす。一般的に、補因子の濃度は、補因子が存在しない状態で
の微生物脂質収量よりも、微生物脂質（例えば、脂肪酸）の量を増やすのに十分な濃度で
ある。ある特定の実施形態では、補因子をコードする外因性遺伝子を含む細菌（例えば、
微細藻類）を培養物に含むことによって、培養物に補因子を与える。又は、補因子の合成
に関与するタンパク質をコードする外因性遺伝子を含有する細菌（例えば、微細藻類）を
含むことによって、培養物に補因子を与えてもよい。特定の実施形態では、適切な　補因
子は、ビオチン、パントテン酸化合物のような、脂質経路に関連する酵素に必要な任意の
ビタミンを含む。本発明で使用するのに適した補因子をコードする遺伝子、又はそのよう
な補因子の合成に関与する遺伝子は、十分に知られており、上述のような構築物及び技術
を用い、細菌（例えば、微細藻類）に導入することができる。
【０１０１】
　本明細書に記載されているバイオリアクター、培養条件、従属栄養性成長及び増殖方法
の特定の例を任意の適切な様式で組み合わせ、微生物の成長効率、及び脂質及び／又はタ
ンパク質の生成効率を高めることができる。
【０１０２】
　乾燥重量で、高い割合の油／脂質が蓄積した微細藻類のバイオマスは、異なる培養方法
を用いて作成されており、この方法は、当該技術分野で知られている（ＰＣＴ公開番号第
２００８／１５１１４９号）。本明細書に記載されている培養方法で作成され、本発明で
有用な微細藻類のバイオマスは、乾燥重量で、少なくとも１０％の微細藻類の油を含む。
いくつかの実施形態では、微細藻類のバイオマスは、乾燥重量で、微細藻類の油を少なく
とも２５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％または少なくとも
７０％含む。いくつかの実施形態では、微細藻類のバイオマスは、乾燥重量で、微細藻類
の油を１０～９０％、２５～７５％、４０～７５％、又は５０～７０％含む。
【０１０３】
　本明細書に記載されているバイオマスの微細藻類の油、又は本発明の方法及び組成物で
使用するために、バイオマスから抽出された微細藻類の油は、１つ以上の別個の脂肪酸エ
ステル側鎖を有するグリセロ脂質を含む。グリセロ脂質は、１個、２個又は３個の脂肪酸
分子でエステル化されたグリセロール分子から成り、脂肪酸分子は、長さはさまざまであ
ってもよく、種々の飽和度を有していてもよい。脂肪酸分子（及び微細藻類の油）の長さ
及び飽和度の特徴によって、以下の第Ｖ章にさらに詳細に記載されるように、培養条件又
は脂質経路の遺伝子操作によって、本発明の微細藻類の油中の脂肪酸分子の性質又は比率
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を改変するように操作することができる。従って、藻の油の特定のブレンドは、２種類以
上の微細藻類に由来するバイオマス又は藻の油を混合することによって、１種類の藻の中
で調製されてもよく、又は、本発明の藻の油と、大豆、菜種、キャノーラ、パーム、パー
ム核、ココナツ、トウモロコシ、野菜くず、ナンキンハゼ、オリーブ、ヒマワリ、綿実、
鶏脂、牛脂、豚脂、微細藻類、大型藻類、クフェア、亜麻、ピーナッツ、上質のホワイト
グリース、ラード、カメリナ・サティバ、カラシの種子、カシューナッツ、オーツ麦、ハ
ウチワマメ、ケナフ、キンセンカ、麻、コーヒー、亜麻仁（亜麻）、ヘーゼルナッツ、ユ
ーホルビア、カボチャの種、コリアンダー、ツバキ、ゴマ、ベニバナ、イネ、アブラギリ
、ココア、コプラ、ケシ（ｐｉｕｍ　ｐｏｐｐｙ）、トウゴマの実、ピーカン、ホホバ、
ジャトロファ、マカダミア、ブラジルナッツ、アボカド、石油、又は上述のいずれかの油
の留分のような他の供給源に由来する油とをブレンドすることによって調製されてもよい
。
【０１０４】
　油の組成、すなわち、グリセロ脂質の脂肪酸構成要素の性質及び比率も、少なくとも２
種類の別個の微細藻類に由来するバイオマス又は油を混ぜあわせることによって操作する
ことができる。いくつかの実施形態では、少なくとも２種類の別個の微細藻類は、異なる
グリセロ脂質プロフィールを有している。この別個の種類の微細藻類を、好ましくは、そ
れぞれの油を生成するような従属栄養条件下で、本明細書に記載されるように一緒に培養
してもよく、又は別個に培養してもよい。異なる種類の微細藻類は、細胞のグリセロ脂質
の構成成分である別個の脂肪酸を異なる割合で含有していてもよい。
【０１０５】
　一般的に、野生型プロトテカ株は、鎖長がＣ８～Ｃ１４の脂肪酸をほとんど含まないか
、まったく含まない。例えば、プロトテカ　ｍｏｒｉｆｏｒｍｉｓ（ＵＴＥＸ　１４３５
）、プロトテカ　ｋｒｕｇａｎｉ（ＵＴＥＸ　３２９）、プロトテカ　ｓｔａｇｎｏｒａ
（ＵＴＥＸ　１４４２）、プロトテカ　ｚｏｐｆｉｉ（ＵＴＥＸ　１４３８）は、Ｃ８脂
肪酸をまったく含まず（又は検出可能な量含まず）、Ｃ１０脂肪酸を０～０．０１％、Ｃ
１２脂肪酸を０．０３～２．１％、Ｃ１４脂肪酸を１．０～１．７％含んでいる。
【０１０６】
　また、微細藻類の油は、微細藻類が産生する他の構成要素を含んでいてもよく、培地か
ら微細藻類の油に組み込まれた他の構成要素を含んでいてもよい。これらの他の構成要素
は、微細藻類の種、バイオマスから微細藻類の油を回収するのに用いられる抽出方法、微
細藻類の油組成に影響を与え得る他の因子のような微細藻類を培養するために用いられる
培養条件に基づいて、さまざまな量で存在してもよい。そのような構成要素の非限定的な
例としては、０．１～０．４μｇ／ｍｌの量で存在するカロチノイド、０～０．０２ｍｇ
／ｋｇの量で存在するクロロフィル、０．４～０．６ｍｇ／油１００ｇの量で存在するγ
－トコフェロール、０．２～０．５ｍｇ／油ｇの量で存在する総トコトリエノールが挙げ
られる。
【０１０７】
　他の構成要素としては、限定されないが、リン脂質、トコフェロール、トコトリエノー
ル、カロチノイド（例えば、α－カロチン、β－カロチン、リコピンなど）、キサントフ
ィル（例えば、ルテイン、ゼアキサンチン、α－クリプトキサンチン、β－クリプトキサ
ンチン）、及び種々の有機化合物又は無機化合物が挙げられる。
【０１０８】
　ある場合では、プロトテカ種から抽出した油は、０．０２ｍｇ／ｋｇ以下のクロロフィ
ルを含む。ある場合では、プロトテカ種から抽出した油は、０．４ｍｃｇ／ｍｌ以下の総
カロチノイドを含む。ある場合では、プロトテカの油は、油１００ｇあたり、０．４０～
０．６０ｍｇのγ－トコフェロールを含む。その他の場合では、プロトテカの油は、油１
ｇあたり、０．２～０．５ｍｇの総トコトリエノールを含む。
　ＩＶ．遺伝子操作方法および材料
【０１０９】
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　本発明の実施形態は、本発明の方法で有用な細胞及び組み換え宿主細胞、例えば組み換
え油性微生物、微細藻類および油性微細藻類、例えばプロトテカ・モリフォルミス、プロ
トテカ・ゾフィー、プロトテカ・クルガニ、プロトテカ・スタグノラ宿主細胞（これらに
限定されない）を遺伝的に修飾する方法及び材料を提供する。読者が読みやすいように、
これらの方法及び材料の記載をいくつかの節に分けている。第１節では、形質転換方法に
ついて記載している。第２節では、相同組み換え法を記載している。第３節では、発現ベ
クター及びベクター構成成分について記載している。
　　１．形質転換方法
【０１１０】
　細胞を、例えば、微粒子銃、エレクトロポレーション（Ｍａｒｕｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ
．（２００４）、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　８：８２１－８
２６）、ガラスビーズによる形質転換、及び炭化ケイ素ウィスカーによる形質転換のよう
な任意の適切な技術によって形質転換することができる。使用可能な別の方法は、プロト
プラストを作成し、ＣａＣｌ２及びポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を用い、組み換え
ＤＮＡを微細藻類細胞に導入することを含む（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）、Ｍａ
ｒ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４：６３－７３、この論文は、Ｃｈｏｒｅｌｌａ　ｅｌｌｉ
ｐｓｏｉｄｅａを形質転換するために、この方法を用いることを報告している）。微細藻
類の共形質転換を利用し、２種類の別個のベクター分子を細胞に同時に導入することがで
きる（例えば、Ｐｒｏｔｉｓｔ　２００４　Ｄｅｃ；１５５（４）：３８１－９３）。
【０１１１】
　微粒子銃による方法（例えば、Ｓａｎｆｏｒｄ、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
．（１９８８）６：２９９　３０２、米国特許第４，９４５，０５０号；エレクトロポレ
ーション（Ｆｒｏｍｍ　ｅｔ　ａｌ．、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（
ＵＳＡ）（１９８５）８２：５８２４　５８２８）；レーザービーム、マイクロインジェ
クション、又はＤＮＡを微細藻類に導入することが可能な任意の他の方法の使用を、プロ
トテカ細胞を形質転換するために用いることができる。
　　２．相同組換え方法
【０１１２】
　相同組み換えは、相同領域を整列し、交換する宿主細胞中の相補的ＤＮＡ配列の能力を
指す。標的となるゲノム配列（「テンプレート」）と同種の配列を含むトランスジェニッ
クＤＮＡ（「ドナー」）を宿主細胞に導入し、次いで、対応するゲノム同種配列の部位に
あるゲノムで組み換えが起こる。このプロセスの機構的なステップは、ほとんどの場合、
（１）同種ＤＮＡセグメントを対にすることと；（２）ドナーＤＮＡ分子内に二本鎖開裂
部分を導入することと；（３）自由になったドナーＤＮＡ末端が、テンプレートＤＮＡ分
子に侵入した後、ＤＮＡ合成が起こることと；（４）二本鎖開裂部分の修復事象が起こり
、最終的な組み換え産物が得られることとを含む。
【０１１３】
　宿主又は有機体で相同組み換えを行う能力は、分子の遺伝子レベルで行うことができ、
用途に応じた油を産生することができる油産生細菌の生成に有用であるといった多くの実
用的意義がある。相同組み換えは、それ自体の本来の性質により、正確な遺伝子標的事象
であり、従って、同じ標的配列を用いて作られたほとんどのトランスジェニック系は、表
現型の観点では本質的に同一であり、それほど多くの形質転換事象をスクリーニングする
必要はない。また、相同組み換えは、遺伝子が宿主の染色体に挿入される事象を標的とし
ており、これにより、遺伝子の選択が存在しない状態であっても、優れた遺伝子安定性が
得られる。染色体上の遺伝子座が異なることは、異種プロモーター／ＵＴＲに由来するも
のであっても、遺伝子発現に影響を与え得るため、相同組み換えは、よく知られていない
ゲノム環境にある遺伝子座を検索し、これらの環境が遺伝子発現に与える影響を評価する
方法になり得る。
【０１１４】
　相同組み換えを用いる特に有用な遺伝子操作は、プロモーター／ＵＴＲのような選択特
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異的な宿主制御エレメントが、非常に特異的な様式で異種遺伝子を発現させることである
。例えば、異種Ｃ１２：０特異的なＦＡＴＢ（チオエステラーゼ）遺伝子カセット及び適
切な選択マーカーを用いて内在するステアロイルＡＣＰデサチュラーゼ遺伝子を正確に切
断すると、Ｃ１８：１脂肪酸の内在濃度が顕著に減るとともに、Ｃ１２：０脂肪酸の濃度
が増加すると予想され得る（米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号参照）。
【０１１５】
　相同組み換えが、正確な遺伝子標的事象であるため、十分なフランキング領域が特定さ
れていれば、目的の遺伝子又は領域の中にある任意のヌクレオチドを修飾するために用い
ることができる。従って、相同組み換えは、ＲＮＡ及び／又はタンパク質の遺伝子発現に
影響を及ぼす制御配列を改変する手段として用いることもできる。また、相同組み換えは
、基質特異性、親和性及びＫｍのような酵素活性を改変する試みにおいて、タンパク質コ
ード領域を修飾するために用いることもでき、これにより、宿主細胞の代謝に望ましい変
化を起こすことができる。相同組み換えは、宿主ゲノムを操作して、遺伝子標的化、遺伝
子変換、遺伝子欠失、遺伝子重複、遺伝子反転を、そしてプロモーター、エンハンサー、
３’ＵＴＲのような遺伝子発現制御エレメントの交換を生じるための強力な手段を与える
。
【０１１６】
　相同組み換えは、内在する宿主細胞ゲノム内にある目的の遺伝子又は領域を「標的とす
る」ために、内在する配列の一部を含む標的構築物を用いることによって達成され得る。
そのような標的配列は、目的の遺伝子又は領域の５’末端に位置し、目的の遺伝子／領域
の３’末端に位置し得るし、または目的の遺伝子／領域に隣接し得る。そのような標的構
築物を、さらなるベクター骨格を有する超らせん構造のプラスミドＤＮＡとして、ベクタ
ー骨格を有さないＰＣＲ産物として、又は線状分子として宿主細胞内で形質転換してもよ
い。ある場合では、まず、制限酵素を用いて、トランスジェニックＤＮＡ（ドナーＤＮＡ
）内にある同種配列にさらすことが有益な場合がある。このステップによって、組み換え
効率が増し、望ましくない事象の発生を減らすことができる。組み換え効率を高める他の
方法としては、処理されるゲノム配列に対して同種の線状末端を含有する形質転換された
トランスジェニックＤＮＡを作成するためにＰＣＲを用いることが挙げられる。
　　３．ベクターおよびベクター構成成分
【０１１７】
　本発明に従う微生物を形質転換するためのベクターは、本明細書の開示を考慮して、当
業者には有名な既知の技術によって調製することができる。ベクターは、典型的には、１
つ以上の遺伝子を含有しており、それぞれの遺伝子は、望ましい生成物（遺伝子産物）を
発現するようにコードしており、この遺伝子発現を制御し、組み換え細胞内の特定の位置
に向かうように遺伝子産物を標的化するような１つ以上の制御配列に作用可能に連結して
いる（またはそれらを含有する）。読者の助けとなるように、この節をいくつかの副節に
分けている。Ａ副節は、制御配列、典型的には、ベクター上に含まれている制御配列、な
らびに、特に微細藻類、例えばプロトテカにおいて用いるための制御配列について記載し
ている。Ｂ副節は、遺伝子、典型的には、ベクターに含まれる遺伝子、ならびに特に微細
藻類、例えばプロトテカにおいて用いるためのコドン最適化方法およびそれを用いて調製
される遺伝子について記載している。
　　　Ａ．制御配列
【０１１８】
　制御配列は、コード配列の発現を制御するか、又は遺伝子産物を、細胞内又は細胞外の
特定の位置に向かわせる核酸である。発現を制御する制御配列としては、例えば、コード
配列の転写を制御するプロモーター、コード配列の転写を止めるターミネーターが挙げら
れる。別の制御配列は、コード配列の末端に位置する３’非翻訳配列であり、ポリアデニ
ル化シグナルをコードする。遺伝子産物を特定の位置に向かわせる制御配列としては、シ
グナルペプチドをコードする配列が挙げられ、この配列は、細胞内又は細胞外の特定の位
置に、この配列が結合したタンパク質を向かわせる。
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【０１１９】
　従って、微細藻類において外因性遺伝子を発現するような例示的なベクターの設計は、
望ましい遺伝子産物（例えば、選択可能なマーカー、脂質経路修飾酵素、またはキシロー
ス利用酵素）のためのコード配列を、微細藻類内で活性なプロモーターと作用可能に連結
した状態で含む。又は、ベクターが、目的のコード配列と作用可能に連結した状態でプロ
モーターを含まない場合、コード配列を、ベクターの組み込み位置で内在するプロモータ
ーに作用可能に連結するように、細胞内で形質転換してもよい。
【０１２０】
　多くのプロモーターは、微細藻類内で活性であり、形質転換される藻に内在するプロモ
ーター、形質転換される藻に内在しないプロモーター（すなわち、他の藻に由来するプロ
モーター、高等植物に由来するプロモーター、植物ウイルス又は藻ウイルスに由来するプ
ロモーター）を含む。微細藻類内で活性な、具体的な外因性のプロモーター及び／又は内
在するプロモーター（微細藻類中で機能する抗生物質耐性のある遺伝子）は、ＰＣＴ公開
番号第２００８／１５１１４９号及びこの明細書に引用されている参考文献に記載されて
いる）。米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号も参照。
【０１２１】
　外因性遺伝子を発現させるために用いられるプロモーターは、その外因性遺伝子に天然
で連結しているプロモーターであってもよく、又は、異種遺伝子であってもよい。ある種
のプロモーターは、１つより多い微細藻類において活性である。他のプロモーターは、種
に特異的である。具体的なプロモーターとしては、以下の実施例で用いられる、Ｃｈｌａ
ｍｙｄｏｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉに由来するβ－チューブリンのようなプロ
モーター、カリフラワーモザイクウイルス（ＣＭＶ）及びクロレラウイルスのような、微
細藻類の複数の種の中で活性であることが示されているウイルスプロモーターが挙げられ
る（例えば、Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐ．２００５　Ｍａｒ；２３（１０－１１）：
７２７－３５；Ｊ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．２００５　Ａｕｇ；４３（４）：３６１－５；
Ｍａｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（ＮＹ）．２００２　Ｊａｎ；４（１）：６３－７３）。
プロトテカ内で外因性遺伝子を発現させるのに適切な別のプロモーターは、Ｃｈｌｏｒｅ
ｌｌａ　ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａグルタミン酸脱水素酵素プロモーター／５’ＵＴＲ（配
列番号１０）である。場合により、これらの配列のうち、プロモーターを含有し、少なく
とも１０、２０、３０、４０、５０、又は６０ヌクレオチド、又はそれ以上が使用される
。プロトテカ内で外因性遺伝子を発現させるのに有用な代表的なプロモーターは、本明細
書の配列表に列挙されており、例えば、Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ＨＵＰ１遺伝子のプロモー
ター（配列番号１１）、Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｅｌｌｉｐｓｏｉｄｅａ硝酸還元酵素プロ
モーター（配列番号１２）がある。Ｃｈｌｏｒｅｌｌａウイルスプロモーターを、プロト
テカ内で遺伝子を発現させるために用いることもでき、例えば、米国特許第６，３９５，
９６５号の配列番号１～７が挙げられる。プロトテカ内で活性なさらなるプロモーターは
、例えば、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．１９９４　Ｏｃｔ
　１４；２０４（１）：１８７－９４；Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．１９９４　Ｏｃ
ｔ；２６（１）：８５－９３；Ｖｉｒｏｌｏｇｙ．２００４　Ａｕｇ　１５；３２６（１
）：１５０－９；及び、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ．２００４　Ｊａｎ　５；３１８（１）：２１
４－２３に見いだすことができる。
【０１２２】
　プロモーターは、一般的に、構成的であるか、又は誘発性であると特徴づけることがで
きる。構成的プロモーターは、一般的に、いつでも（又は、細胞周期の特定の時期に）同
じレベルで活性であるか、又は発現を起こすように機能する。誘発性プロモーターは、こ
れとは異なり、刺激に応答したときのみ、活性である（又は不活性化する）か、又は顕著
に上方調節されるか、又は下方調節される。どちらの種類のプロモーターも、本発明の方
法での用途がある。本発明で有用な誘発性プロモーターとしては、例えば、外から与えら
れる低分子（例えば、配列番号１１の場合には、グルコース）、温度（熱いか、又は冷た
い）、培地中の窒素不足などの刺激に応答して、作用可能に連結した遺伝子の転写に介在
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するプロモーターが挙げられる。適切なプロモーターは、本質的にサイレント遺伝子であ
る遺伝子の転写を活性化させることができるか、又は、低濃度で転写されるような作用可
能に連結した遺伝子の転写を上方調節し、好ましくは、かなり上方調節することができる
。
【０１２３】
　停止領域の制御配列の包含は任意であり、利用される場合には、停止領域は比較的置き
換え可能であるため、その選択は、主に簡便なものである。停止領域は、転写開始領域（
プロモーター）に由来するものであってもよく、目的のＤＮＡ配列に由来するものであっ
てもよく、又は、別の供給源から得られるものであってもよい。例えば、Ｃｈｅｎ　ａｎ
ｄ　Ｏｒｏｚｃｏ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９８８）１６：８４１１
。
【０１２４】
　また、本発明は、制御配列及び組み換え遺伝子、及び目的の遺伝子を区画化して発現す
るための、これらを含むベクターを提供する。標的とするための細胞小器官は、葉緑体、
色素体、ミトコンドリア、小胞体である。それに加え、本発明は、制御配列及び組み換え
遺伝子、細胞の外側にタンパク質を分泌するための、これらを含むベクターを提供する。
【０１２５】
　プロトテカの核ゲノム内で発現するタンパク質は、色素体標的シグナルを用い、色素体
を標的としてもよい。Ｃｈｌｏｒｅｌｌａに内在する色素体標的配列は知られており、例
えば、色素体を標的とするタンパク質をコードする、Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ核ゲノム内の遺
伝子、例えば、ＧｅｎＢａｎｋ寄託番号ＡＹ６４６１９７及びＡＦ４９９６８４が挙げら
れ、一実施形態では、そのような制御配列は、プロトテカ色素体でタンパク質を発現させ
ることを標的とするために、本発明のベクター内で使用される。
【０１２６】
　宿主細胞の正しい区画に異種タンパク質を向かわせるために、藻類色素体標的配列を使
用することが、記載されている（米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号の実施例
１１および１２参照）。一実施形態では、異種タンパク質の自然色素体標的配列を用いて
、異種タンパク質を色素体／葉緑体に輸送する。いくつかの実施形態では、色素体／葉緑
体への組換えまたは異種タンパク質の輸送を増大するために、自然色素体標的配列は、異
種色素体標的配列と取り替えられる。いくつかの実施形態では、自然色素体標的配列は、
微細藻類タンパク質の色素体標的配列と取り替えられる。配列をＢＬＡＳＴに供し、色素
体／葉緑体へと向かう既知のタンパク質に対する相同性について分析した。これらのタン
パク質をコードするｃＤＮＡをクローン化し、これらのｃＤＮＡから色素体ターゲッティ
ング配列を単離した。そのような藻類の色素体標的配列を、本発明の細胞および方法にお
いて有用な発現ベクターに用いることができる。
【０１２７】
　本発明の別の実施形態では、プロトテカ内でのポリペプチドの発現は、小胞体を標的と
している。発現ベクター内の適切な保持シグナル又は選別シグナルによって、タンパク質
が確実に小胞体（ＥＲ）に保持され、ゴルジ体の下流には行かない。例えば、Ｗａｇｅｎ
ｉｎｇｅｎ　ＵＲ－Ｐｌａｎｔ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌのＩＭ
ＰＡＣＴベクター１．３ベクターは、よく知られているＫＤＥＬ保持シグナル又は選別シ
グナルを含んでいる。このベクターを用い、ＥＲを保持することは、発現レベルが５倍以
上に高まることが報告されているという点で、実益がある。この現象の主な理由は、ＥＲ
が、細胞質に存在するプロテアーゼより低い濃度のプロテアーゼを含んでいるか、及び／
又は、細胞質に存在するプロテアーゼとは異なる、発現したタンパク質の翻訳後の分解に
関与するプロテアーゼを含んでいるからだと思われる。緑色微細藻類内で機能するＥＲ保
持シグナルが知られている。例えば、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．
２００５　Ａｐｒ　２６；１０２（１７）：６２２５－３０を参照。
【０１２８】
　本発明の別の実施形態では、ポリペプチドは、細胞から出て、培地に分泌することを標
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的としている。本発明の方法に従ってプロトテカ内で使用することが可能な、Ｃｈｌｏｒ
ｅｌｌａ内で活性なシグナルの分泌については、Ｈａｗｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．３８（１９９９）、ｐｐ．３３５－３４
１を参照。
　　　Ｂ．遺伝子およびコドン最適化
【０１２９】
　典型的には、遺伝子は、プロモーターと、コード配列と、停止制御配列とを含む。組み
換えＤＮＡ技術によって組み立てられる場合、遺伝子は、発現カセットと呼ばれることも
あり、組み換え遺伝子を宿主細胞に導入するために使用されるベクターに簡便に挿入する
ために、制限配列に隣接していてもよい。発現カセットは、ゲノム由来のＤＮＡ配列、又
は相同組み換えによって発現カセットをゲノムに安定に組み込みやすくすることを標的と
した他の核酸に隣接していてもよい。又は、ベクター及びその発現カセットは、組み込ま
れないままであってもよく、この場合には、ベクターは、典型的には、異種ベクターＤＮ
Ａを複製するために与えることができるような、複製起源を含んでいてもよい。
【０１３０】
　ベクター上に存在する共通の遺伝子は、タンパク質をコードする遺伝子であり、この発
現によって、このタンパク質を含有する組み換え細胞が、このタンパク質を発現しない細
胞と分化する。そのような遺伝子、及びその対応する遺伝子産物は、選択可能なマーカー
と呼ばれる。選択可能なマーカーが、プロトテカを形質転換するのに有用な導入遺伝子構
築物中で用いられてもよい。適切な選択可能なマーカーの例としては、Ｇ４１８耐性遺伝
子、硝酸還元酵素遺伝子（Ｄａｗｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　３５：３５６－３６２を参照）、ハイグロマイシンホスホト
ランスフェラーゼ遺伝子（ＨＰＴ；Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）、Ｍａｒ．　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ．４：６３－７３を参照）、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺
伝子、フレオマイシン対する耐性を付与するｂｌｅ遺伝子（Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（
２００７）、Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．７２：１９７－２
０５）が挙げられる。微細藻類の抗生物質に対する感度を決める方法はよく知られている
。例えば、Ｍｏｌ　Ｇｅｎ　Ｇｅｎｅｔ．１９９６　Ｏｃｔ　１６；２５２（５）：５７
２－９。
【０１３１】
　本発明の目的のために、本発明の組み換え宿主細胞を調製するために用いられる発現ベ
クターは、遺伝子のひとつが選択可能なマーカーである場合、少なくとも２個、多くは３
個の遺伝子を含み得る。例えば、本発明の遺伝子遺伝子操作プロトテカは、選択可能なマ
ーカーに加え、例えば、キシロース利用遺伝子またはキシロース利用遺伝子およびアシル
ＡＣＰ－チオエステラーゼ遺伝子のような１つ以上の外因性遺伝子を含む本発明のベクタ
ーで形質転換させることによって作られ得る。１個又は全部の遺伝子が、誘発性プロモー
ターを用いて発現してもよく、これにより、これらの遺伝子が発現する相対的なタイミン
グを制御し、脂質収量及び脂肪酸エステルへの変換を高めることができる。２種以上の外
因性遺伝子の発現は、同じ誘発性プロモーターで制御されていてもよく、異なる誘発性（
又は構成的）プロモーターで制御されていてもよい。後者の状況では、第１の外因性遺伝
子の発現は、第１の期間に誘発されてもよく（この間に、第２の外因性遺伝子の発現が誘
発されてもよく、誘発されなくてもよく）、第２の外因性遺伝子の発現は、第２の期間に
誘発されてもよい（この間に、第１の外因性遺伝子の発現が誘発されてもよく、誘発され
なくてもよい）。
【０１３２】
　他の実施形態では、２種以上の外因性遺伝子（任意の選択可能なマーカーに加えて）は
、キシロース利用遺伝子、脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、ケト－アシル－ＡＣ
Ｐシンターゼ、ステロイル－ＡＣＰデサチュラーゼ、脂肪酸デサチュラーゼおよび脂肪酸
アシル－ＣｏＡ／アルデヒド還元酵素であり、この組合せ作用がアルコール産物を産生す
る。さらに、キシロース利用遺伝子のほかに、限定されないが、アルデヒドを生成するた
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外因性遺伝子の他の組み合わせも提供される。一実施形態では、ベクターは、キシロース
利用遺伝子のほかに、アルカンを生成するための、脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラー
ゼ、脂肪酸アシル－ＣｏＡ還元酵素、脂肪族アルデヒド脱炭酸酵素の組み合わせを提供す
る。これらのそれぞれの実施形態では、１つ以上の外因性遺伝子は、誘発性プロモーター
を用いて発現され得る。
【０１３３】
　２種以上の外因性遺伝子を発現する他の例示的ベクターとしては、キシロース利用酵素
および選択可能マーカーの両方をコードするものが挙げられる。本発明のベクターで形質
転換された組み換えプロトテカは、炭素源としてキシロースを使用する遺伝子操作された
能力のため、低い製造コストで脂質を産生するために用いられ得る。上記の外因性遺伝子
の挿入は、定方向変異誘発法及び／又はランダム変異導入法によって多糖生合成を乱すこ
とと組み合わせることができ、脂質産生へと進む炭素の流れがさらに大きくなる方向に進
む。個々に、及び組み合わせて、栄養転換、脂質の産生を変えるような遺伝子操作、外因
性の酵素を用いた処理によって、微生物が産生する脂質の組成が変わる。この変化によっ
て、産生する脂質の量、他の脂質に対する１つ以上の炭化水素種の相対量、及び／又は微
生物が産生する脂質種の種類を変えることができる。例えば、微細藻類を、ＴＡＧの量及
び／又は割合を増やすように遺伝子操作することができる。
【０１３４】
　組み換えタンパク質の最適な発現のために、形質転換されるべき宿主細胞で優先的に用
いられるコドンを用いてｍＲＮＡを生成するコード配列を利用することが有益である。従
って、導入遺伝子の適切な発現は、導入遺伝子のコドンの使用が、導入遺伝子を発現する
有機体の特定のコドンの偏りと適合していることが必要な場合がある。この影響の元にな
る正確な機構は多くあるが、利用可能なアミノアシル化されたｔＲＮＡプールと、細胞内
で合成されるタンパク質との適切なバランス、この要求を満たす場合に、トランスジェニ
ックメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）をもっと効果的な翻訳との組み合わせを含む。導
入遺伝子内のコドンの使用が最適化されていない場合、利用可能なｔＲＮＡプールは、異
種ｍＲＮＡの効率的な翻訳を可能にするのに十分ではなく、その結果、リボソームが失速
し、停止し、トランスジェニックｍＲＮＡが不安定になる場合がある。
【０１３５】
　本発明は、プロトテカ内で組み換えタンパク質が首尾よく発現するのに有用な、コドン
が最適化された核酸を提供する。プロトテカ種内のコドンの使用を、プロトテカ　ｍｏｒ
ｉｆｏｒｍｉｓから単離されたｃＤＮＡ配列を研究することによって分析した。この分析
から、２４，０００を超えるコドンを調べ、以下の表１に結果を示している。
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【表１】

【０１３６】
　他の実施形態では、組み換えベクター内の遺伝子は、プロトテカ株以外の微細藻類株に
関して言うと、コドンが最適化されている。例えば、微細藻類内で発現させるために遺伝
子を記録する方法は、米国特許第７，１３５，２９０号に記載されている。コドンの最適
化に関するさらなる情報は、例えば、ＧｅｎＢａｎｋのコドン利用に関するデータベース
が利用可能である。
【０１３７】
　本発明の方法及び材料によって、外因性遺伝子をプロトテカに導入することが可能であ
るが、キシロースの利用及び脂質経路の改変に関する遺伝子は、以下の章で記載するよう
に、特に興味深い。
　Ｖ．キシロース利用
【０１３８】
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　本発明の一実施形態は、セルロース系物質源中に豊富であるキシロースのようなペント
ース糖を含む異なる供給原料を代謝する微生物の能力を変更するよう修飾されている組換
え油性微生物も提供する。そのような組換え油性微生物は、色素体およびＩＩ型脂肪酸合
成経路を有するものを包含し、植物界、微細藻類、油性酵母、油性細菌および油性真菌に
属するものである。いくつかの実施形態では、組換え油性微生物は、微細藻類である。他
の実施形態では、組換え油性微生物は、プロトテカ属の微細藻類である。一実施形態では
、組換え油性微生物は、キシロース利用に関与する１つ以上の外因性遺伝子を含有するよ
う遺伝子操作される。キシロース利用に関与する遺伝子は、以下で詳細に記載される。キ
シロース利用に関与する遺伝子は、単独で、またはキシロース利用に関与する他の遺伝子
と組合せて用いられ得る（そのような遺伝子の数または組合せ（単数または複数）は限定
されない）、ということが、本発明の１つ以上の実施形態で意図される。キシロース利用
に関与する遺伝子は、他の炭素源の利用または脂質産生に関与する他の外因性遺伝子と組
合せて用いられ得る（そのような遺伝子の数または組合せ（単数または複数）は限定され
ない）、ということが本発明の１つ以上の実施形態で意図される。
【０１３９】
　一実施形態では、本発明の組換え細胞は、１つ以上の外因性キシロース利用遺伝子をさ
らに含有する。キシロースを代謝するために真核生物により利用される少なくとも２つの
異なる経路が存在する。そのような経路の１つは、オキソ還元（オキシドレダクターゼ）
経路またはアルドケトレダクターゼ経路である。この経路における第一ステップでは、キ
シロースレダクターゼによりＤ－キシロースがキシリトールに還元される。次いで、キシ
リトールは、キシリトールデヒドロゲナーゼにより、キシルロースに酸化される。キシル
ロースは、次に、キシルロースキナーゼによりキシルロース－５－ホスフェートに転化さ
れ、次いで、ペントースホスフェート経路を介して代謝される。キシロースを代謝するた
めに利用される別の経路は、キシロースイソメラーゼ経路である。キシロースイソメラー
ゼ経路における第一ステップでは、キシロースイソメラーゼにより、キシロースはキシル
ロースに異性体化される。キシルロースは、次に、キシルロースキナーゼによりキシルロ
ース－５－ホスフェートに転化される。次いで、キシルロース－５－ホスフェートは、ペ
ントースホスフェート経路を介して代謝される。
【０１４０】
　いくつかの生物体では、これらの経路のうち１つ以上が存在し、同時に利用される。い
くつかの生物体では、オキソ還元経路およびキシロースイソメラーゼ経路の両方が存在す
る。そのような生物体では、キシリトールの生成は、キシロースイソメラーゼ活性を抑制
し得る。そのような場合、キシリトールデヒドロゲナーゼが発現されて、そのような抑制
を軽減する。
【０１４１】
　キシロースを利用しない、またはキシロースを効率的に利用できない生物体では、上記
経路の一方または両方が存在しないか、これらの生物体中に部分的に存在するに過ぎない
。キシロースを効率的に利用するためにそのような生物体を遺伝子操作することは、これ
らの経路の一方または両方の１つまたはいくつかの（またはすべての）成員の導入を包含
し得る。輸送体タンパク質の導入は、細胞外環境から細胞中にキシロースを輸送するため
に、またはキシロースをより効率的に輸送するために必要であり得る。輸送体タンパク質
、例えばキシロースのようなペントース糖に対する特異性を有する輸送体タンパク質は、
細胞外環境、例えば培地から、細胞の細胞基質中に糖（例えばキシロース）を輸送する細
胞膜タンパク質およびそのようなタンパク質をコードする遺伝子の一ファミリーである。
輸送体は、能動的または受動的であり得る。受動輸送体は、エネルギーを消費せずに、濃
度勾配を下降して（高濃度域から低濃度域へ）分子の輸送を助長する。いくつかの実施形
態では、輸送体は、ペントース糖に対する特異性を有するペントース輸送体である。他の
実施形態では、輸送体は、ピキア・スチピチス由来の輸送体である。さらなる他の実施形
態では、輸送体は、ピキア・スチピチスＳＵＴ１（GenBank寄託番号ＸＰ＿００１３８７
（参照により本明細書中に組入れられる）；配列番号３７（これに限定されない））、Ｓ
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ＵＴ２および／またはＳＵＴ３輸送体由来の、ならびに出芽酵母ＨＸＴ輸送体由来のもの
である。能動輸送体は、通常は、濃度勾配に逆らって分子を輸送するに際して、エネルギ
ーを消費する。能動輸送体としては、一次能動輸送体（エネルギー源としてＡＴＰを使用
。すなわち、ＡＴＰ結合カセット（ＡＢＣ）輸送体）および二次能動輸送体（化学浸透圧
性勾配からのエネルギーを使用。例としては、対向輸送体および共輸送体、すなわち、カ
ンジダ・インターメディアのＧＸＳ１タンパク質（配列番号３９）（GenBank寄託番号Ｃ
ＡＩ４４９３２．１；参照により本明細書中に組入れられる）（これに限定されない）、
ならびにＨ＋－共輸送体様タンパク質（例えば、配列番号４１）が挙げられる。いくつか
の実施形態では、輸送体は、シロイヌナズナからのＡｔ５ｇ５９２５０ｎ遺伝子由来のも
のである。他の実施形態では、輸送体は、トリコデルマ・リーセイからのＸＬＴ１タンパ
ク質（配列番号４３）をコードする遺伝子由来のものである。
【０１４２】
　加えて、輸送体タンパク質（例えば、キシルロース－５－ホスフェート）の導入は、さ
らにまた、微生物の正しい副区画中に正しい基質を分配するために必要であるか、または
好ましい。ペントース糖代謝は、ペントースホスフェート経路を通して生じると考えられ
るが、これは、色素体中で主に生じる。そのようなトランスロケーターは、細胞基質から
色素体にこれらの分子のヘキソース、トリオースまたはペントースあるいはホスフェート
・バージョンを輸送する色素体膜タンパク質およびそのようなタンパク質をコードする遺
伝子の一ファミリーである。一実施形態では、そのようなトランスロケーターは、ヘキソ
ース／ヘキソースホスフェートまたはトリオース／トリオースホスフェートを上回る、ペ
ントースまたはペントースホスフェートに対する選択性を有する。別の実施形態では、ト
ランスロケーターは、キシロース５－ホスフェート・トランスロケータータンパク質をコ
ードする遺伝子に由来する。別の実施形態では、トランスロケーターは、シロイヌナズナ
からのＸＰＴ遺伝子に由来する。いくつかの場合、トランスロケーターは、キシロースを
利用するよう遺伝子操作されている微生物に対して内因性である輸送ペプチドを含むキメ
ラタンパク質である。例えば、プロトテカに対して内因性である輸送ペプチドを有するキ
メラトランスロケーター（例えば、配列番号４５、４７および４９）は、いくつかの実施
形態において有用である。
【０１４３】
　いくつかの実施形態では、微生物中に導入される異種外因性遺伝子は、オキソ還元また
はアルドケトレダクターゼ経路の一部である。いくつかの場合、異種外因性遺伝子は、キ
シロースレダクターゼである。他の場合、異種外因性遺伝子は、キシリトールデヒドロゲ
ナーゼである。他の実施形態では、キシリトールデヒドロゲナーゼは、ピキア・スチピチ
スからのＸＹＬ２遺伝子である。
【０１４４】
　他の実施形態では、微生物中に導入される異種外因性遺伝子は、キシロースイソメラー
ゼ経路の一部である。いくつかの場合、異種外因性遺伝子は、キシロースイソメラーゼで
ある。いくつかの場合、キシロースイソメラーゼは、ピロミセス種からのＸＹＬＡ遺伝子
によりコードされる。他の実施形態では、異種外因性遺伝子は、キシルロースキナーゼで
ある。いくつかの実施形態では、キシルロースキナーゼは、ピキア・スチピチスからのＸ
ＹＬ３遺伝子によりコードされる。
【０１４５】
　いくつかの実施形態では、異種外因性遺伝子は、トランスロケータータンパク質をコー
ドする。他の実施形態では、そのようなトランスロケーターは、ペントースホスフェート
トランスロケーターである。さらなる別の実施形態では、ペントースホスフェートトラン
スロケーターは、シロイヌナズナからのＸＰＴ遺伝子によりコードされる。さらに他の実
施形態では、遺伝子操作微生物は、前述の外因性異種遺伝子のうちの１つ以上を含む。他
の実施形態では、遺伝子操作微生物は、前述の外因性異種遺伝子のすべてを含む。
【０１４６】
　以下の実施例３は、従属栄養条件下で培養される場合に、固定炭素源としてキシロース
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を利用できる遺伝子操作微細藻類細胞を生成するために、キシロースイソメラーゼ経路タ
ンパク質、オキソ還元経路酵素およびキシローストランスロケーターの異なる成員を微細
藻類に首尾よく導入したことを実証する。
【０１４７】
　実施例７は、プロトテカ中への、キシロース輸送体、キシロースオキシドレダクターゼ
／イソメラーゼ酵素、およびキシローストランスロケーターの種々の組合せ（表６参照）
の導入を実証する。実施例８は、いくつかの選択株の脂質産生能力を実証する。
【０１４８】
　いくつかの実施形態では、細胞は、米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号に記
載されたような１つ以上の外因性スクロース利用遺伝子をさらに含有し得る。そのような
細胞は、キシロースおよびスクロースの両方を代謝することができる。
　ＶＩ．脂質経路遺伝子操作
【０１４９】
　キシロース含有供給原料のような供給原料を利用するプロトテカの能力を変更すること
のほかに、本発明は、産生される脂質の特性および／または割合を変更するようさらに修
飾されている組換えプロトテカも提供する。当該経路は、さらに、または代替的に、脂肪
酸経路における脂質および中間体の酵素的処理により産生される種々の脂質分子の特性お
よび／または割合を変更するよう修飾され得る。種々の実施形態において、本発明の組換
えプロトテカ細胞は、それらの非形質転換同等物に比して、単位体積当たりのおよび／ま
たは単位時間当たりの最適化された脂質収率、炭素鎖長（例えば、再生可能ディーゼル生
産のための、または脂質供給原料を必要とする産業的化学物質用途のための）、二重また
は三重結合数の低減（任意にゼロへの低減）、ならびに特定種の脂質の、または異なる脂
質の一集団の水素：炭素比の増大を示す。
【０１５０】
　特定の実施形態では、脂肪酸合成に対して代謝を制御する１つ以上の鍵となる酵素は、
脂質産生を改良するために、「上方調節」または「下方調節」されている。上方調節は、
例えば、転写を増やす強力なプロモーターエレメント及び／又はエンハンサーエレメント
を用い、例えば、目的の酵素をコードする遺伝子が発現するような発現構築物を用いて細
胞を形質転換することによって達成することができる。そのような構築物は、形質転換体
を選択することができるような選択可能なマーカーを含んでいてもよく、それにより、構
築物が維持されるかまたは増幅され、コードされた酵素の発現量が増える。本発明の方法
に従って上方調節するのに適した酵素の例は、米国特許出願公開第２０１００１５１１１
２号に記載されている。
【０１５１】
　遺伝子の上方調節及び／又は下方調節は、脂肪酸の生合成経路に関する遺伝子の発現を
制御する包括的な制御因子に適用することができる。従って、脂肪酸合成の１つ以上の包
括的な制御因子を、適切な場合に上方調節するか、又は下方調節し、それぞれ、複数の脂
肪酸合成遺伝子の発現を阻害するか、又は高め、最終的に、脂質の産生量を増やすことが
できる。例としては、ステロール制御エレメント結合タンパク質（ＳＲＥＢＰ）、例えば
、ＳＲＥＢＰ－１ａ及びＳＲＥＢＰ－１ｃ（例えば、Ｇｅｎｂａｎｋ寄託番号ＮＰ＿０３
５６１０及びＱ９ＷＴＮ３を参照）。
【０１５２】
　本発明の実施形態は、さらにまた、脂質修飾酵素、例えば、脂肪族アシル－ＡＣＰチオ
エステラーゼ、脂肪酸アシル－ＣｏＡ／アルデヒド還元酵素、脂肪酸アシル－ＣｏＡ還元
酵素、脂肪族アルデヒド脱炭酸酵素、脂肪族アルデヒド還元酵素およびスクアレンシンタ
ーゼをコードする１つ以上の外因性遺伝子を含むように修飾されている組み換微細藻類細
胞を提供する（米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号参照）。
【０１５３】
　したがって、特定の実施形態では、本発明の細菌は、キシロース利用遺伝子、ならびに
アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、アシル－ＣｏＡ／アルデヒド還元酵素、脂肪酸アシル
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－ＣｏＡ還元酵素、脂肪族アルデヒド還元酵素、脂肪族アルデヒド脱炭酸酵素、又は自然
に共発現するアシルキャリアータンパク質から選択される１つ以上の外因性遺伝子を発現
するように遺伝子操作される。適切な発現方法は、リパーゼ遺伝子の発現に関して上に記
載されており、他の方法の中で、特に、誘発的発現及び区画化された発現が挙げられる。
脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラーゼは、脂質合成中に、アシルキャリアータンパク質
（ＡＣＰ）から脂肪酸を開裂させる。さらなる酵素処理によって、開裂した脂肪酸と補酵
素とが組み合わさって、アシル－ＣｏＡ分子が得られる。このアシル－ＣｏＡは、脂肪酸
アシル－ＣｏＡ還元酵素が酵素活性を発揮してアルデヒドを生じるための基質であり、脂
肪酸アシル－ＣｏＡ／アルデヒド還元酵素が酵素活性を発揮してアルコールを生じるため
の基質である。上述のように特定した、脂肪酸アシル－ＣｏＡ還元酵素の作用によって産
生するアルデヒドは、さらに、脂肪族アルデヒド還元酵素が酵素活性を発揮してアルコー
ルを生じるための基質であるか、又は、脂肪族アルデヒド脱炭酸酵素が酵素活性を発揮し
てアルカン又はアルケンを生じるための基質である。
【０１５４】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の方法によって生成する脂肪酸、グリセロ脂
質、又は対応する一級アルコール、アルデヒド、アルカン又はアルケンは、８個、１０個
、１２個、又は１４個の炭素原子を含む。ディーゼル、バイオディーゼル、再生可能なデ
ィーゼル又はジェット燃料を生成するために好ましい脂肪酸、又は工業用途のための、対
応する一級アルコール、アルデヒド、アルカン及びアルケンは、８～１４個の炭素原子を
含む。ある特定の実施形態では、上述の脂肪酸、及び他の対応する炭化水素分子は、飽和
であり（炭素－炭素二重結合又は三重結合を含まない）；一価飽和であり（二重結合が１
個）；多価不飽和であり（２種以上の二重結合）；直鎖であるか（環状ではない）、又は
分枝鎖である。燃料生成の場合、飽和度が高い方が好ましい。
【０１５５】
　すぐ上に記載されている酵素は、特定の数の炭素原子を含む基質の加水分解に対し、優
先的な特異性を有する。例えば、脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラーゼは、炭素原子を
１２個含む脂肪酸をＡＣＰから優先的に開裂させ得る。いくつかの実施形態では、ＡＣＰ
及び長さ特異的なチオエステラーゼは、組み合わせると特に有用なような、お互いに対す
る親和性を有する場合がある（例えば、外因性のＡＣＰ及びチオエステラーゼ遺伝子は、
これらが誘導される特定の組織又は有機体で自然に共発現する場合がある）。従って、種
々の実施形態では、本発明の一実施形態の組み換え体細胞は、酵素活性（例えば、ＡＣＰ
からの脂肪酸開裂、アシル－ＣｏＡをアルデヒド又はアルコールに還元すること、又は、
アルデヒドからアルカンへの変換、またはＫＡＳ、ＳＡＤまたはＦＡＤ遺伝子の遺伝子産
物）を、基質に含まれる炭素原子の数および飽和パターンによって特異的に触媒するよう
なタンパク質をコードする外因性遺伝子を含んでいてもよい。外因性チオエステラーゼを
発現するための種々のベクターおよび方法に関しては、米国特許出願公開第２０１００１
５１１１２号参照。したがって、本発明の一実施形態では、遺伝的に修飾された細胞が、
キシロースを代謝し、そして変更脂肪酸プロフィールを生成する（すなわち、細胞により
産生される脂肪酸における鎖長および／または飽和パターンの分布）。
【０１５６】
　したがって、本発明は、同じ種の野生型細胞と比較して、変更されたレベルでキシロー
ス利用酵素および１つ以上の脂質経路酵素を発現するよう遺伝子操作された細胞（具体的
実施形態では、プロトテカ細胞）を提供する。ある場合では、遺伝子操作された細胞は、
野生型細胞と同じ条件で成長させた場合に、野生型細胞と比べて脂質を多く産生する。あ
る場合では、上述の細胞は、野生型細胞よりも高いレベルで脂質経路に関連する酵素を発
現するように遺伝子操作されているか、及び／又は、野生型細胞よりも高いレベルで脂質
経路に関連する酵素を発現するように選択される。ある場合では、脂質経路に関連する酵
素は、ピルビン酸脱水素酵素、アセチル－ＣｏＡカルボキシラーゼ、アシルキャリアータ
ンパク質、グリセロール－３　ホスフェートアシルトランスフェラーゼからなる群から選
択される。ある場合では、上述の細胞は、野生型細胞よりも低いレベルで脂質経路に関連
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する酵素を発現するように遺伝子遺伝子操作されているか、及び／又は、野生型細胞より
も低いレベルで脂質経路に関連する酵素を発現するように選択される。細胞が、脂質経路
に関連する酵素を低いレベルで発現する少なくとも１つの実施形態では、脂質経路に関連
する酵素は、クエン酸シンターゼを含む。
【０１５７】
　いくつかの実施形態では、上述の細胞は、野生型細胞と比べ、異なるレベルで脂肪酸合
成の包括的な制御因子を発現するように遺伝子操作されているか、及び／又は、異なるレ
ベルで脂肪酸合成の包括的な制御因子を発現するように選択され、それにより、複数の脂
肪酸合成遺伝子の発現レベルは、野生型細胞と比べて変化している。ある場合では、脂質
経路に関連する酵素は、脂肪酸を修飾する酵素を含む。ある場合では、脂質経路に関連す
る酵素は、ステアロイル－ＡＣＰデサチュラーゼ、グリセロ脂質デサチュラーゼから選択
される。
【０１５８】
　他の実施形態では、本発明は、１つ以上の外因性遺伝子を含有する油産生細菌に関し、
ここで、外因性遺伝子は、キシロース利用酵素から選択されるタンパク質、ならびに脂肪
族アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、脂肪酸アシル－ＣｏＡ還元酵素、脂肪族アルデヒド
還元酵素、脂肪酸アシル－ＣｏＡ／アルデヒド還元酵素、脂肪族アルデヒド脱炭酸酵素、
アシルキャリアータンパク質からなる群から選択されるタンパク質をコードする。一実施
形態では、外因性遺伝子は、プロモーターに作用可能に連結した状態であり、すなわち、
刺激に応答して、誘発的であるか、又は抑制的である。いくつかの場合では、刺激は、外
から与えられる低分子、熱さ、冷たさ、培地中の窒素が制限されていること、又は窒素が
ないことからなる群から選択される。いくつかの場合では、外因性遺伝子は、細胞内のあ
る区画で発現する。いくつかの実施形態では、細胞内の区画は、葉緑体、色素体、ミトコ
ンドリアからなる群から選択される。いくつかの実施形態では、細菌は、プロトテカ・モ
リフォルミス、プロトテカ・クルガニ、プロトテカ・スタグノラまたはプロトテカ・ゾフ
ィーである。脂質経路修飾のための種々の外因性遺伝子および遺伝子の組合せは、米国特
許出願公開第２０１００１５１１１２号に記載されている。
【０１５９】
　本発明の一実施形態は、アルコール産生方法であって、培地中で組換えプロトテカ細胞
の集団を培養することを包含する方法も提供し、細胞は、キシロース利用酵素をコードす
る第一の外因性遺伝子；脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラーゼをコードする第二の外因
性遺伝子；および脂肪族アシルＣｏＡ／アルデヒド還元酵素をコードする第三の外因性遺
伝子を含有し、細胞は、アシルキャリアータンパク質（ＡＣＰ）に結合した脂肪酸を合成
し、脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラーゼは、ＡＣＰから脂肪酸が開裂するのを触媒し
て、さらなる処理によって脂肪酸アシル－ＣｏＡを得て、脂肪酸アシル－ＣｏＡ／アルデ
ヒド還元酵素は、アシル－ＣｏＡからアルコールへの還元を触媒する。
【０１６０】
　本発明の一実施形態は、プロトテカ細胞内でアルデヒドを生成する方法も提供する。一
実施形態では、この方法は、培地中でプロトテカ細胞の集団を培養することを含み、この
細胞は、キシロース利用酵素をコードする第一外因性遺伝子；脂肪族アシル－ＡＣＰチオ
エステラーゼをコードする第二の外因性遺伝子；および脂肪族アシル－ＣｏＡ／アルデヒ
ド還元酵素をコードする第三の外因性遺伝子を含有し、そして細菌は、アシルキャリアー
タンパク質（ＡＣＰ）に結合した脂肪酸を合成し、脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラー
ゼは、ＡＣＰから脂肪酸が開裂するのを触媒し、さらなる処理によって脂肪酸アシル－Ｃ
ｏＡが得られ、脂肪酸アシル－ＣｏＡ還元酵素は、アシル－ＣｏＡからアルデヒドへの還
元を触媒する。
【０１６１】
　本発明の一実施形態は、外因性キシロース利用遺伝子を含有するプロトテカ細胞内で、
特定の炭素鎖長を有する脂肪酸分子を生成する方法も提供する。一実施形態では、この方
法は、培地中でプロトテカ細胞の集合を培養することを含み、ここで、この細胞は、外因
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性キシロース利用遺伝子および脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラーゼをコードする外因
性遺伝子を含み、特定の炭素鎖長、例えば、炭素原子が８個、１０個、１２個、又は１４
個の炭素鎖長に対して特異的であるか、これらの鎖長を好む活性を有しており、細菌は、
アシルキャリアータンパク質（ＡＣＰ）に結合した脂肪酸を合成し、チオエステラーゼは
、脂肪酸が特定の炭素鎖長を有するように合成された場合には、ＡＣＰから、その脂肪酸
を開裂することを触媒する。
【０１６２】
　上述の種々の実施形態では、細胞は、脂質経路に関連する酵素をコードする少なくとも
１つの外因性遺伝子を含むことができる。ある場合では、脂質経路に関連する酵素は、ス
テアロイル－ＡＣＰデサチュラーゼ、グリセロ脂質デサチュラーゼ、ピルビン酸脱水素酵
素、アセチル－ＣｏＡカルボキシラーゼ、アシルキャリアータンパク質、グリセロール－
３　ホスフェートアシルトランスフェラーゼからなる群から選択される。他の場合では、
細胞は、脂肪族アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ、脂肪酸アシル－ＣｏＡ／アルデヒド還
元酵素、脂肪酸アシル－ＣｏＡ還元酵素、脂肪族アルデヒド還元酵素、脂肪族アルデヒド
脱炭酸酵素、及び／又はアシルキャリアータンパク質からなる群から選択される脂質修飾
酵素を含有する。
　ＶＩＩ．燃料および化学物質または他の製品の生成
【０１６３】
　本発明の実施形態に従って燃料を生成するために、本発明の細胞が産生する細胞を収穫
するか、又は任意の便利な方法により、それ以外の方法で集める。全細胞の抽出によって
脂質を単離することができる。まず、細胞を破壊し、次いで、例えば、上述のような遠心
分離を用いることによって、細胞内の脂質及び細胞膜／細胞壁に関連する脂質、及び細胞
外の炭化水素を細胞塊から分けることができる。微生物中で生成する細胞内脂質を、いく
つかの実施形態では、微生物の細胞を溶解させた後に抽出する。抽出したら、脂質をさら
に精製し、油、燃料又は油脂化学製品を作り出す。
【０１６４】
　培養が終了したら、微生物を発酵ブロスから分離することができる。場合により、分離
は、遠心分離によって行い、濃縮ペーストを作成する。次いで、バイオマスを場合により
、洗浄溶液（例えば、脱イオン水）を用いて洗浄し、発酵ブロス及び発酵片を取り除く。
場合により、洗浄した微生物バイオマスを乾燥させ（乾燥機で乾燥させる、凍結乾燥させ
る、など）、その後に細胞を破壊してもよい。又は、発酵が完全に終わっている場合には
、細胞を発酵ブロスの一部又は全部と分離することなく溶解させてもよい。例えば、細胞
を溶解させたときに、細胞と細胞外の液体とのｖ：ｖ比が１：１未満であってもよい。
【０１６５】
　脂質を含有する微生物を溶解し、溶解物を作成してもよい。本明細書で詳細に記載する
ように、微生物を溶解するステップ（細胞溶解とも呼ばれる）は、熱による溶解、塩基を
加えること、酸を加えること、プロテアーゼのような酵素および多糖分解酵素を用いるこ
と、超音波を用いること、機械的な溶解、浸透圧衝撃を用いること、溶解性ウイルスに感
染させること、及び／又は１つ以上の溶解遺伝子の発現を含む、任意の簡便な手段によっ
て行うことができる。溶解を行い、微生物によって産生された細胞内分子を放出させる。
微生物を溶解させるための、これらのそれぞれの方法を単独の方法として用いてもよく、
同時又は連続して、組み合わせとして用いてもよい。細胞の破壊度は、顕微鏡分析によっ
て観察することができる。本明細書に記載した１つ以上の方法を用い、典型的には、７０
％を超える細胞の破壊が観察される。好ましくは、細胞の破壊は、８０％を超えており、
より好ましくは、９０％を超えており、最も好ましくは、約１００％である。
【０１６６】
　特定の実施形態では、成長した後に微生物を溶解させ、例えば、抽出又はさらなる処理
のために、細胞内の脂質及び／又は炭化水素がさらされる程度を増やす。リパーゼ発現（
例えば、誘発性プロモーターによる）又は細胞溶解のタイミングは、脂質及び／又は炭水
化物の収量を最適化するように調節することができる。以下に、いくつかの溶解技術を記
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載している。これらの技術を個々に用いてもよく、組み合わせて用いてもよい。
【０１６７】
　本発明の一実施形態では、微生物を溶解するステップは、微生物を含有する細胞懸濁物
を加熱することを含む。この実施形態では、微生物を含む発酵ブロス（又は、発酵ブロス
から単離した微生物の懸濁物）を、微生物、すなわち、微生物の細胞壁及び細胞膜が分解
するか、又は破壊するまで加熱する。典型的には、かけられる温度は、少なくとも５０℃
である。もっと効率よく細胞を溶解させるために、もっと高い温度、例えば、少なくとも
６０℃、少なくとも７０℃、少なくとも８０℃、少なくとも９０℃、少なくとも１００℃
、少なくとも１１０℃、少なくとも１２０℃、少なくとも１３０℃、又はそれ以上の温度
を使用する。熱処理によって細胞を溶解することは、微生物を沸騰させることによって行
ってもよい。又は、熱処理（沸騰させない）をオートクレーブ中で行ってもよい。熱処理
された溶解物を、さらなる処理のために冷却してもよい。また、細胞の破壊は、蒸気によ
る処理によって、すなわち、加圧した蒸気を加えることによって行ってもよい。細胞を破
壊するための微細藻類の蒸気処理は、例えば、米国特許第６，７５０，０４８号に記載さ
れている。いくつかの実施形態では、蒸気処理は、蒸気を発酵槽に吹き込み、ブロスを所
望の温度に約９０分未満、好ましくは約６０分未満、より好ましくは約３０分未満維持す
ることによって行ってもよい。
【０１６８】
　本発明の別の実施形態では、微生物を溶解するステップは、微生物を含有する細胞懸濁
物に塩基を加えることを含む。塩基は、少なくとも、使用した微生物の水系タンパク質化
合物の一部分を加水分解するのに十分なほど強いことが必要である。タンパク質を溶解す
るのに有用な塩基は、化学分野で知られている。本発明の方法で有用な、例示的な塩基と
しては、限定されないが、リチウム、ナトリウム、カリウム、カルシウムの水酸化物、炭
酸塩、炭酸水素塩、及びこれらの混合物が挙げられる。好ましい塩基はＫＯＨである。細
胞を破壊するための微細藻類の塩基処理は、例えば、米国特許第６，７５０，０４８号に
記載されている。
【０１６９】
　本発明の別の実施形態では、微生物を溶解するステップは、微生物を含有する細胞懸濁
物に酸を加えることを含む。酸による溶解は、１０～５００ｍＮの濃度、又は好ましくは
、４０～１６０ｍＮの濃度の酸を用いて行うことができる。酸による溶解は、好ましくは
、室温より高い温度（例えば、４０～１６０℃、好ましくは、５０～１３０℃の温度）で
行われる。中程度の温度（例えば、室温～１００℃、特に、室温～６５℃）の場合、酸に
よる処理は、有益には、音波処理又は他の細胞破壊方法と組み合わせてもよい。
【０１７０】
　本発明の別の実施形態では、微生物を溶解するステップは、酵素を用いることによって
微生物を溶解することを含む。微生物を溶解するのに好ましい酵素は、プロテアーゼ、及
びヘミセルラーゼのような多糖分解酵素（例えば、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ
に由来するヘミセルラーゼ；Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、セントルイス、モントリオー
ル；＃Ｈ２１２５）、ペクチナーゼ（例えば、Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ｓｐ．に由来するペク
チナーゼ；Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、セントルイス、モントリオール；＃Ｐ２４０１
）、Ｍａｎｎａｗａｙ　４．０Ｌ（Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ）、セルラーゼ（例えば、Ｔｒｉ
ｃｈｏｄｅｒｍａ　ｖｉｒｉｄｅに由来するセルロース；Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、
セントルイス、モントリオール；＃Ｃ９４２２）、ドリセラーゼ（例えば、Ｂａｓｉｄｉ
ｏｍｙｃｅｔｅｓ　ｓｐ．に由来するドリセラーゼ；Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、セン
トルイス、モントリオール；＃Ｄ９５１５）である。
【０１７１】
　本発明の他の実施形態では、溶解は、例えば、多糖分解酵素のようなセルラーゼ、場合
により、Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ又はＣｈｌｏｒｅｌｌａウイルスに由来するもの、又は、プ
ロテアーゼ、例えば、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｇｒｉｓｅｕｓプロテアーゼ、キモト
リプシン、プロテイナーゼＫ、Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅ
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　ｂｙ　Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ　Ｐｒｏｔｅａｓｅｓ、Ｏｄａ　Ｙｅｔ　ａｌ．、Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ、第８巻
、Ｎｕｍｂｅｒ　１、２０００年１月、ｐｐ．２９－３２（４）、Ａｌｃａｌａｓｅ　２
．４　ＦＧ（Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ）、に列挙されているプロテアーゼ、Ｆｌａｖｏｕｒｚ
ｙｍｅ　１００Ｌ（Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ）のような酵素によって行われる。先に示したプ
ロテアーゼ及び多糖分解酵素の任意の組み合わせを含む、プロテアーゼと多糖分解酵素の
任意の組み合わせを用いてもよい。
【０１７２】
　溶解は、連続圧搾機を用いて行うことができる。このプロセスでは、バイオマスに、高
圧状態で、スクリュー型デバイスを用いて力を加え、細胞を溶解させ、細胞内脂質を放出
させ、細胞内のタンパク質及び繊維（及び他の成分）と分離させる。ＰＣＴ特許出願ＵＳ
１０／０３１１０８参照（参照により本明細書中に組入れられる）。
【０１７３】
　いくつかの場合には、微生物を溶解するステップは、超音波を用いて、すなわち、音波
処理によって行われる。従って、高周波数の音を用いて細胞を溶解させることができる。
音は、電子的に発生させ、適切に濃縮した細胞懸濁物に対し、金属片を介して伝搬させて
もよい。この音波処理（又は超音波処理）は、細胞懸濁物中に空洞を作り出すことに基づ
いて、細胞の一体性を破壊する。
【０１７４】
　いくつかの場合には、微生物を溶解するステップは、機械的な溶解によって行われる。
細胞は、機械的に溶解されてもよく、場合により、炭化水素（例えば、脂質）を集めやす
いように均質化してもよい。例えば、加圧による破壊を利用し、細胞を含有するスラリー
を制水型オリフィス弁にポンプで圧送してもよい。高圧（１５００ｂａｒまで）をかけ、
その後、出口ノズルを通して瞬間的に拡散させてもよい。細胞の破壊は、弁での衝撃、オ
リフィス内での大きな液体剪断力、放出による急な圧力低下といった３種類の異なる機構
によって行われ、これにより、細胞が爆発する。この方法によって、細胞内の分子が放出
される。又は、ボールミルを用いてもよい。ボールミルの場合、ビーズのような小さな研
磨粒子を含む懸濁物中で細胞を撹拌する。細胞は、剪断力、ビーズ間で研磨されること、
ビーズと衝突することによって破壊される。ビーズは、細胞を破壊して、細胞内容物を放
出させる。また、細胞は、細胞を破壊するためのブレンド（例えば、例として高速ブレン
ダー又はＷａｒｉｎｇブレンダー）を用いるか、フレンチプレスを用いるか、又は細胞壁
が弱い場合には、遠心分離を用い、剪断力によって破壊されてもよい。
【０１７５】
　いくつかの場合には、微生物を溶解するステップは、浸透圧衝撃を与えることによって
行われる。
【０１７６】
　いくつかの場合には、微生物を溶解するステップは、微生物を溶解性ウイルスに感染さ
せることを含む。本発明で用いるのに微生物を溶解するのに適したさまざまなウイルスが
知られており、特定の微生物に特定の溶解性ウイルスを選択し、使用することは、当業者
の知識の範囲内である。例えば、緑ゾウリムシ・クロレラウイルス（ＰＢＣＶ－１）は、
特定の単細胞性の、真核性のクロレラに似た緑色の藻の中で複製し、溶解させる、大きな
２０面体のプラークを形成する二本鎖ＤＮＡウイルスのグループ（フィコドナウイルス科
、クロロウイルス属）の原型である。従って、培養物を任意の適切なクロレラウイルスに
感染させることによって、任意の感染しやすい微細藻類を溶解させることができる。クロ
レラ種を、クロレラウイルスを用いて感染させる方法は知られている。例えば、Ａｄｖ．
Ｖｉｒｕｓ　Ｒｅｓ．２００６；６６：２９３－３３６；Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、１９９９年
４月２５日；２５７（１）：１５－２３；Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、２００４年１月５日；３１
８（１）：２１４－２３；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ．２０００；
（４４）：１６１－２；Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．２００６年３月；８０（５）：２４３７－４４
；Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．１９９９；５３：４４７－９４を参照。
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【０１７７】
　いくつかの場合には、微生物を溶解するステップは、自己消化を含む。この実施形態で
は、本発明の微生物を、微生物を溶解する溶解性タンパク質を生成するように遺伝子遺伝
子操作する。この溶解遺伝子を、誘発性プロモーターを用いて発現させ、まず、細胞は、
発酵槽内で望ましい密度まで成長し、その後、プロモーターの誘発によって、細胞を溶解
させる溶解遺伝子が発現する。一実施形態では、溶解遺伝子は、多糖分解酵素をコードし
ている。特定の他の実施形態では、溶解遺伝子は、溶解性ウイルスに由来する遺伝子であ
る。従って、例えば、クロレラウイルスに由来する溶解遺伝子を、藻の細胞中で発現させ
てもよい。Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２６０、３０８－３１５（１９９９）；ＦＥＭＳ　Ｍｉｃ
ｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　１８０（１９９９）４５－５３；Ｖｉｒｏｌｏｇ
ｙ　２６３、３７６－３８７（１９９９）；Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２３０、３６１－３６８
（１９９７）を参照。溶解遺伝子の発現は、好ましくは、誘発性プロモーター、例えば、
低分子、光、熱及び他の刺激の存在のような刺激によって誘発される、微細藻類内で活性
なプロモーターを用いてなされる。
【０１７８】
　上述の方法によって生成した細胞溶解物から脂質を分離するための種々の方法が利用可
能である。例えば、脂質及び脂質誘導体、例えば、脂肪族アルデヒド、脂肪族アルコール
、アルカンのような炭化水素を、疎水性溶媒、例えば、ヘキサンで抽出してもよい（Ｆｒ
ｅｎｚ　ｅｔ　ａｌ．１９８９、Ｅｎｚｙｍｅ　Ｍｉｃｒｏｂ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．、１１
：７１７を参照）。また、脂質及び脂質誘導体を、液化によって抽出してもよく（例えば
、Ｓａｗａｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．１９９９、Ｂｉｏｍａｓｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｅｒ
ｇｙ　１７：３３－３９、及びＩｎｏｕｅ　ｅｔ　ａｌ．１９９３、Ｂｉｏｍａｓｓ　Ｂ
ｉｏｅｎｅｒｇｙ　６（４）：２６９－２７４を参照）；油の液化によって抽出してもよ
く（例えば　Ｍｉｎｏｗａ　ｅｔ　ａｌ．１９９５、Ｆｕｅｌ　７４（１２）：１７３５
－１７３８を参照）；超臨界ＣＯ２抽出によって抽出してもよい（例えば、Ｍｅｎｄｅｓ
　ｅｔ　ａｌ．２００３、Ｉｎｏｒｇａｎｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔａ　３５６：
３２８－３３４を参照）。Ｍｉａｏ及びＷｕは、Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｐｒｏｔｏｔｈｅ
ｏｃｏｉｄｅｓの培養物から、微細藻類の脂質を回収するプロトコルを記載しており、こ
のプロトコルでは、細胞を遠心分離処理によって集め、蒸留水で洗浄し、凍結乾燥によっ
て乾燥させた。得られた細胞粉末を乳鉢で細かく粉砕し、次いで、ｎ－ヘキサンで抽出し
た。Ｍｉａｏ及びＷｕ、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（２００６）９７：
８４１－８４６。
【０１７９】
　従って、本発明の微生物によって生成した脂質、脂質誘導体、炭化水素を、有機溶媒を
用いた抽出によって回収することができる。ある場合では、好ましい有機溶媒は、ヘキサ
ンである。典型的には、事前に溶解物成分を分離させることなく、溶解物に有機溶媒を直
接加える。一実施形態では、上述の１つ以上の方法によって生成した溶解物を、脂質及び
／又は炭化水素成分が有機溶媒と溶液を形成するのに十分な時間、有機溶媒と接触させる
。ある場合では、溶液をその後にさらに精製し、特定の望ましい脂質成分又は炭化水素成
分を回収する。ヘキサンによる抽出方法は、当該技術分野でよく知られている。
【０１８０】
　本明細書に記載されるように、細胞によって産生される脂質及び脂質誘導体、例えば、
脂肪族アルデヒド、脂肪族アルコール、アルカンのような炭化水素を、上述のように、リ
パーゼのような１つ以上の酵素を用いて改変してもよい。炭化水素が、細胞の外の環境に
存在する場合、１つ以上の酵素を、この酵素が炭化水素を改変するか、又は炭化水素前駆
体からの合成を完結させるような条件下で、この環境に加えてもよい。又は、炭化水素を
、細胞材料から部分的又は完全に単離してから、酵素のような１つ以上の触媒を加えても
よい。そのような触媒は、外から加えられ、触媒の活性は、細胞の外で生じるか、又はｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで生じる。
【０１８１】
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　従って、ｉｎ　ｖｉｖｏで細胞によって産生されるか、又は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで酵素
によって改変される脂質及び炭化水素は、本明細書に記載されるように、従来の手段によ
ってさらに処理されてもよい。処理は、「クラッキング」して、炭化水素分子を小さくし
、水素：炭素比を大きくすることを含んでいてもよい。触媒によるクラッキング方法及び
熱によるクラッキング方法は、炭化水素及びトリグリセリド油脂の処理において通常用い
られる。触媒による方法は、固体酸触媒のような触媒の使用を含む。例えば触媒は、シリ
カ－アルミナ又はゼオライトであってもよく、この触媒により、炭素－炭素結合が不均衡
又は非対称に破壊され、カルボカチオンとヒドリドアニオンが生じる。これらの反応性中
間体は、次いで、転移するか、又は別の炭化水素にヒドリドが移動する。このように、こ
の反応によって、中間体が再生し、自己連鎖的な機構を生じ得る。また、炭化水素を処理
し、炭化水素中の炭素－炭素二重結合又は三重結合を減らしてもよく、場合によりゼロに
してもよい。また、炭化水素を処理し、炭化水素中の環又は環状構造を除去するか、又は
取り除いてもよい。また、水素：炭素比が大きくなるように、炭化水素を処理してもよい
。この処理は、水素添加（「水素化」）及び／又は炭化水素を小さな炭化水素にする「ク
ラッキング」を含んでいてもよい。
【０１８２】
　熱による方法は、炭化水素を小さくするために、高温及び高圧の使用を含む。約８００
℃の高温及び約７００ｋＰａの高圧を用いてもよい。これらの条件によって「軽質」のも
のが発生し、軽質との用語は、水素を多く含む炭化水素分子を指すために用いられ（光量
子束によって区別する場合）、また、縮合により、水素が相対的に失われた、重い炭化水
素分子によっても生成する。この方法によって、均衡、又は対称的に破壊され、アルケン
を生じ、このアルケンは、場合により、上述のように酵素によって飽和になってもよい。
【０１８３】
　触媒による方法及び熱による方法は、植物において、炭化水素の処理及び油の精製を行
うのに標準的な方法である。従って、本明細書に記載されるような細胞が産生した炭化水
素を集め、従来の手段によって処理するか、又は精製することができる。微細藻類が産生
した炭化水素のハイドロクラッキングに関する論文は、Ｈｉｌｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、Ｖｏｌ．ＸＸＩＶ
：１９３－２０５（１９８２））を参照。代替的な実施形態では、画分を、有機化合物、
熱及び／又は無機化合物のような別の触媒で処理する。バイオディーゼル内の脂質を処理
する場合、本明細書の第Ｖ章に記載されているようにトランスエステル化プロセスを使用
し得る。
【０１８４】
　本発明の方法によって生成する炭化水素は、さまざまな工業用途で有用である。例えば
、ほぼあらゆる種類の洗浄剤及び洗浄調製物で用いられるイオン系界面活性剤である直鎖
アルキルベンゼンスルホネート（ＬＡＳ）の生成は、一般的に、炭素原子が１０～１４の
鎖を含む炭化水素を利用する。例えば、米国特許第６，９４６，４３０号；第５，５０６
，２０１号；第６，６９２，７３０号；第６，２６８，５１７号；第６，０２０，５０９
号；第６，１４０，３０２号；第５，０８０，８４８号；第５，５６７，３５９号を参照
。例えば、米国特許第５，９４２，４７９号；第６，０８６，９０３号；第５，８３３，
９９９号；第６，４６８，９５５号；第６，４０７，０４４号に記載されるように、界面
活性剤、例えば、ＬＡＳを、パーソナルケア組成物及び洗浄剤で用いてもよい。
【０１８５】
　再生可能な生物由来の出発物質を、化石燃料から誘導される出発物質と置き換えて利用
可能であり、その使用が望ましいために、バイオディーゼル、再生可能なディーゼル、ジ
ェット燃料といった燃料に、生物由来の炭化水素成分を用いることに関心が高まっている
。生物由来の材料から炭化水素成分を生成する方法が緊急に必要とされている。本発明は
、本明細書に記載の方法によって生成した脂質を生物由来の原料として用い、バイオディ
ーゼル、再生可能なディーゼル、ジェット燃料を生成するような、バイオディーゼル、再
生可能なディーゼル、ジェット燃料を生成する方法を提供することによって、この要求を
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満たす。
【０１８６】
　従来のディーゼル燃料は、パラフィン系炭化水素を豊富に含む石油留分である。これら
の沸点範囲は、３７０°Ｆ～７８０°Ｆ（約１８８°Ｃ～約４１６°Ｃ）と広範囲であり
、ディーゼルエンジン車のような圧縮点火エンジンでの燃焼に適している。Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ａｎｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ（ＡＳＴＭ
）は、例えば、セタン価、曇り点、引火点、粘度、アニリン点、硫黄含有量、含水量、灰
分、銅板腐食、炭素残渣のような他の燃料特性の許容範囲とともに、沸点範囲に従って、
ディーゼルのグレードを確立している。技術的には、バイオマス、又は適切なＡＳＴＭ仕
様を満たすそれ以外のものから誘導される任意の炭化水素留分を、ディーゼル燃料（ＡＳ
ＴＭ　Ｄ９７５）、ジェット燃料（ＡＳＴＭ　Ｄ１６５５）、又は脂肪酸メチルエステル
である場合にはバイオディーゼル（ＡＳＴＭ　Ｄ６７５１）と定義できる。
【０１８７】
　抽出の後、本明細書に記載されているような微生物バイオマスから回収した脂質成分及
び／又は炭化水素成分を、化学処理し、ディーゼル車及びジェットエンジン用の燃料を製
造することができる。
【０１８８】
　バイオディーゼルは、生成物の原材料に依存して、金色から濃い褐色までの色をした液
体である。実質的に水には混和せず、高い沸点を有し、蒸気圧が低い。バイオディーゼル
は、ディーゼルエンジン車で使用するために、ディーゼルと等価な処理した燃料を指す。
バイオディーゼルは、生分解性であり、毒性がない。従来のディーゼル燃料に比べて、バ
イオディーゼルのさらなる利点は、エンジンの摩耗が少ないことである。典型的には、バ
イオディーゼルは、Ｃ１４～Ｃ１８のアルキルエステルを含む。種々のプロセスによって
、バイオマス又は脂質が生成し、本明細書に記載されるように、単離してディーゼル燃料
にする。バイオディーゼルを生成する好ましい方法は、本明細書に記載されるような脂質
のトランスエステル化である。バイオディーゼルで用いるのに好ましいアルキルエステル
は、メチルエステル又はエチルエステルである。
【０１８９】
　本明細書に記載の方法によって生成するバイオディーゼルは、単独で用いてもよく、ほ
とんどのディーゼルエンジン車における任意の濃度で、従来のディーゼル燃料とブレンド
してもよい。従来のディーゼル燃料（石油ディーゼル）とブレンドする場合、バイオディ
ーゼルは、約０．１％～約９９．９％存在してもよい。世界のほとんどで、燃料混合物中
のバイオディーゼルの量を述べるために、「Ｂ」ファクターとして知られるシステムを用
いる。例えば、２０％のバイオディーゼルを含む燃料は、Ｂ２０というラベルが付けられ
る。純粋なバイオディーゼルは、Ｂ１００と呼ばれる。
【０１９０】
　また、バイオディーゼルを、家庭用ボイラ及び商業用ボイラの加熱燃料として用いても
よい。既存の灯油式ボイラは、ゴム部材を備える可能性があり、バイオディーゼルで動か
すために改造する必要がある。改造プロセスは、通常は、比較的単純なものであり、バイ
オディーゼルが強い溶媒であるため、ゴム部材を合成部材と交換することを含む。バイオ
ディーゼルの溶媒力が強いため、バイオディーゼルを燃やすと、ボイラの効率は上がるだ
ろう。バイオディーゼルを、純粋な超低硫黄ディーゼル（ＵＬＳＤ）燃料の潤滑性を向上
させるために、ディーゼル配合物の添加剤として用いてもよく、バイオディーゼルは硫黄
を含有しないため、有益である。バイオディーゼルは、石油系ディーゼルよりも良好な溶
媒であり、石油系ディーゼルで走っていた車両の燃料ラインに残る残留分の沈殿を分解す
るために用いてもよい。
【０１９１】
　バイオディーゼルは、油を豊富に含むバイオマスに含まれるトリグリセリドのトランス
エステル化によって生成することができる。従って、本発明の別の態様では、バイオディ
ーゼルを生成する方法が提供されている。好ましい実施形態では、バイオディーゼルを生
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成する方法は、（ａ）本明細書に開示されている方法を用い、脂質を含有する微生物を育
てるステップと、（ｂ）脂質を含有する微生物を溶解させ、溶解物を生成するステップと
、（ｃ）溶解した微生物から脂質を単離するステップと、（ｄ）脂質組成物をトランスエ
ステル化するステップとを含み、これによってバイオディーゼルが生成する。微生物を成
長させ、微生物を溶解させ、溶解物を生成し、有機溶媒を含む培地中、溶解物を処理し、
不均一な混合物を生成し、処理した溶解物を脂質組成物に分離する方法は、上に記載され
ており、バイオディーゼルを生成する方法でも用いることができる。
【０１９２】
　バイオディーゼルの脂質プロフィールは、通常は、原材料である油の脂質プロフィール
と非常によく似ている。本発明の方法及び組成物によって与えられる他の油をトランスエ
ステル化し、（ａ）Ｃ８～Ｃ１４が少なくとも４％であり；（ｂ）Ｃ８が少なくとも０．
３％であり；（ｃ）Ｃ１０が少なくとも２％であり；（ｄ）Ｃ１２が少なくとも２％であ
り；（３）Ｃ８～Ｃ１４が少なくとも３０％である脂質プロフィールを有するバイオディ
ーゼルを得ることができる。
【０１９３】
　脂質組成物をトランスエステル化し、バイオディーゼルとして有用な長鎖脂肪酸エステ
ルを得ることができる。好ましいトランスエステル化反応について、以下に概略を説明し
ており、塩基触媒によるトランスエステル化と、組み換えリパーゼを用いたトランスエス
テル化を含む。塩基触媒によるトランスエステル化プロセスでは、トリアシルグリセリド
を、アルカリ触媒、典型的には、水酸化カリウム存在下、メタノール又はエタノールのよ
うなアルコールと反応させる。この反応から、メチルエステル又はエチルエステルと、副
生成物としてグリセリン（グリセロール）とが生成する。
【０１９４】
　動物性油及び植物性油は、典型的には、遊離脂肪酸と三価アルコールであるグリセロー
ルとのエステルであるトリグリセリドから作られる。トランスエステル化において、トリ
アシルグリセリド（ＴＡＧ）中のグリセロールを、メタノール又はエタノールのような短
鎖アルコールと交換する。典型的な反応スキームは、以下のとおりである。
【化１】

　この反応では、アルコールを塩基で脱プロトン化し、もっと強い求核試薬にする。一般
的に、エタノール又はメタノールを大過剰に用いる（最大５０倍まで）。通常は、この反
応は、非常にゆっくりと進むか、まったく進まないであろう。反応をもっとすばやく進め
るために、熱とともに、酸又は塩基を用いてもよい。トランスエステル化反応によって酸
又は塩基は消費されず、従って、これらは反応剤ではなく、触媒である。ほとんど全ての
バイオディーゼルは、低い温度及び低い圧力のみを必要とし、変換収率が９８％を超える
ため、塩基触媒による技術を用いて生成されている（但し、出発原料の油は、水分量が低
く、遊離脂肪酸の量が少ないことを条件とする）。
【０１９５】
　また、トランスエステル化は、塩基の代わりに、リパーゼのような酵素を用いて上述の
ように行われている。リパーゼによって触媒されるトランスエステル化は、例えば、ＴＡ
Ｇと低級アルコールとのモル比が、１：１より大きく、好ましくは約３：１の比率で、室
温～８０℃の温度で行われ得る。トランスエステル化で用いるのに適したリパーゼとして
は、限定されないが、表７に列挙されるものが挙げられる。トランスエステル化に有用な
リパーゼの他の例は、例えば、米国特許第４，７９８，７９３号；第４，９４０，８４５
号、第５，１５６，９６３号；第５，３４２，７６８号；第５，７７６，７４１号、ＷＯ
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８９／０１０３２号に見いだされる。そのようなリパーゼとしては、クモノスカビ、アス
ペルギルス、カンジダ、ケカビ、シュードモナス、リゾムコール、カンジダおよびフミコ
ラ属の微生物によって産生されるリパーゼ、ならびに膵臓リパーゼが挙げられるが、これ
らに限定されない。トランスエステル化に用いるのに適したリパーゼは、米国特許出願公
開第２０１００１５１１１２号の表７に記載されている。
【０１９６】
　バイオディーゼルに適した脂肪酸エステルを生成するために、リパーゼを用いることの
課題の１つは、リパーゼの価格が、強塩基プロセスで用いる水酸化ナトリウム（ＮａＯＨ
）の価格よりもかなり高いことである。この課題は、リサイクル可能な固定化されたリパ
ーゼを用いることによって対処されている。しかし、固定化されたリパーゼの活性は、生
成費用の観点で、リパーゼによるプロセスが、強塩基プロセスと匹敵するようになるよう
な最低限のサイクル数リサイクルした後にも維持されていなければならない。固定化され
たリパーゼは、典型的にトランスエステル化で用いられる低級アルコールによって毒化さ
れやすい。米国特許第６，３９８，７０７号（Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．に対し、２００２年６
月４日発行）は、固定化されたリパーゼを高める方法、及び活性が低下した、固定化され
たリパーゼを再生する方法を記載している。いくつかの適切な方法は、固定化されたリパ
ーゼを、炭素原子数が３個未満のアルコールに所定時間、好ましくは、０．５～４８時間
、より好ましくは、０．５～１．５時間浸すことを含む。また、いくつかの適切な方法は
、不活性化した、固定化されたリパーゼを、炭素原子が３個を超えないアルコールで洗浄
し、次いで、この不活性化した、固定化されたリパーゼを、植物油に０．５～４８時間浸
すことを含む。
【０１９７】
　特定の実施形態では、組み換えリパーゼを、リパーゼが作用して脂質を産生するのと同
じ微生物中で発現する。適切な組み換えリパーゼとしては、上に列挙されているもの、及
び／又は米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号の表７に列挙されているＧｅｎｂ
ａｎｋ寄託番号を有するもの、又は、その表７に列挙されているリパーゼの１つとのアミ
ノ酸同一性が少なくとも７０％であり、リパーゼ活性を示すポリペプチドが挙げられる。
さらなる実施形態では、酵素活性は、上に記載した配列の１つとの同一性が少なくとも約
７５％、少なくとも約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約
９５％、又は少なくとも約９９％の配列に存在し、これらは全て、完全に記載されている
かのように参照により組み込まれる。リパーゼ及び選択可能なマーカーをコードするＤＮ
Ａは、好ましくは、コドンが最適化されたｃＤＮＡである。微細藻類において発現させる
ための遺伝子を書き換える方法は、本明細書中に、ならびに米国特許第７，１３５，２９
０号に記載されている。
【０１９８】
　バイオディーゼルに関する一般的な国際標準は、ＥＮ　１４２１４である。ＡＳＴＭ　
Ｄ６７５１は、米国及びカナダで参照されている最も一般的なバイオディーゼル標準であ
る。ドイツは、ＤＩＮ　ＥＮ　１４２１４を使用しており、英国は、ＢＳ　ＥＮ　１４２
１４の順守が必要である。上述の製品がこれらの標準を満たしているか否かを決定するた
めの基本的な工業用試験としては、典型的には、ガスクロマトグラフィー、ＨＰＬＣなど
が挙げられる。上述の品質表寿を満たすバイオディーゼルは、非常に毒性が低く、毒性の
評価（ＬＤ５０）は、５０ｍＬ／ｋｇより大きい。
【０１９９】
　ＡＳＴＭ標準を満たすバイオディーゼルは、毒性が低くなければならないが、堆積物と
して溶液から結晶化し、及び／又は沈殿し、沈む傾向のある混入物質が存在している場合
がある。堆積物の生成は、バイオディーゼルが低い温度で使用される場合、特に問題であ
る。堆積物又は沈殿は、燃料の流れを減らし、燃料ラインを詰まらせ、フィルターを詰ま
らせるなどの問題を引き起こす場合がある。もっと品質の高い製品を製造するために、バ
イオディーゼル中の上述の混入物質及び堆積物を除去することに特に対処するプロセスが
、当該技術分野でよく知られている。そのようなプロセスの例としては、限定されないが
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、リン脂質及び遊離脂肪酸のような混入物質を除去するための、油の前処理（例えば、ガ
ム状物質の除去、苛性ソーダによる精製、シリカ吸着剤による濾過）及び冷却状態での濾
過が挙げられる。冷却状態での濾過は、生成した後のバイオディーゼル中に存在する任意
の粒状物及び堆積物を除去するために特に開発されたプロセスである。このプロセスは、
バイオディーゼルを冷却し、低い温度で燃料を用いる場合に生成するかもしれない任意の
堆積物又は沈殿を濾別する。そのようなプロセスは、当該技術分野でよく知られており、
米国特許公開第２００７－０１７５０９１号に記載されている。適切な方法は、バイオデ
ィーゼルを約３８℃より低い温度まで冷却し、不純物及び混入物質をバイオディーゼル液
体中、粒状物として析出させる。次いで、この冷却したバイオディーゼル材料に、珪藻土
又は他の濾過材料を加えてスラリーを作成し、次いで、これを葉状圧力フィルター又は他
の種類のフィルターで濾過し、粒状物を除去する。次いで、濾過したバイオディーゼルを
、最終的なバイオディーゼル製品が得られるように、研磨フィルターに通し、残った任意
の堆積物及び珪藻土を除去する。
【０２００】
　米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号の実施例１４は、プロトテカ　ｍｏｒｉ
ｆｏｒｍｉｓに由来するトリグリセリド油脂を用いた、バイオディーゼルの生成について
記載している。その実施例１４で生成したバイオディーゼルのＡＳＴＭ　Ｄ６７５１　Ａ
１法による、Ｃｏｌｄ　Ｓｏａｋ　Ｆｉｌｔｅｒａｂｉｌｉｔｙは、容積３００ｍｌで１
２０秒であった。この試験は、Ｂ１００　３００ｍｌを濾過し、これを、４０°Ｆ（約４
．５°Ｃ）で１６時間冷却し、室温まで加温し、減圧下、ステンレス鋼の支持材を取り付
けた０．７マイクロメートルガラス繊維を用いて濾過する。本発明の油を、トランスエス
テル化し、冷状態浸漬時間が、１２０秒未満、１００秒未満、９０秒未満のバイオディー
ゼルを得ることができる。
【０２０１】
　バイオディーゼルが、特定の冷温で使用される場合、次のプロセスを用いてもよい。そ
のようなプロセスは、脱ろう及び画分化を含む。両プロセスは、曇り点（バイオディーゼ
ルが結晶化し始める温度）を下げることによって、冷状態での流動性を高め、冬の燃料の
性能を高める。バイオディーゼルを脱ろうするために、いくつかのアプローチが存在する
。アプローチのひとつは、バイオディーゼルと、石油ディーゼルとをブレンドすることで
ある。別のアプローチは、バイオディーゼルの曇り点を下げることが可能な添加剤を使用
することである。別のアプローチは、添加剤中で混合し、飽和物質を結晶化させ、次いで
結晶を濾別することによって、飽和メチルエステルを無差別に除去することである。画分
化は、メチルエステルを個々の成分又は画分に選択的に分離し、これにより、特定のメチ
ルエステルを除去するか、又は含むようにすることができる。画分化方法は、尿素による
画分化、溶媒による画分化、熱による蒸留が挙げられる。
【０２０２】
　本発明の方法によって提供される別の価値の高い燃料は、再生可能なディーゼルであり
、Ｃ１０：０、Ｃ１２：０、Ｃ１４：０、Ｃ１６：０及びＣ１８：０のようなアルカンを
含み、従って、バイオディーゼルとは区別することができる。高品質の再生可能なディー
ゼルは、ＡＳＴＭ　Ｄ９７５の標準に適合している。本発明の方法によって生成する脂質
は、再生可能なディーゼルを製造する原材料として役立たせることができる。従って、本
発明の別の態様では、再生可能なディーゼルを製造する方法が提供される。再生可能なデ
ィーゼルは、熱水で処理すること（熱水処理）；水素化処理；間接的な液化といった、少
なくとも３種類のプロセスで製造することができる。これらのプロセスによって、エステ
ルではない留分が得られる。これらのプロセスの間、本明細書に記載されるように生成し
、単離されたトリアシルグリセリドを、アルカンへと変換する。
【０２０３】
　一実施形態では、再生可能なディーゼルを生成する方法は、（ａ）脂質を含有する微生
物を本明細書に開示されている方法を用いて育てることと、（ｂ）微生物を溶解させ、溶
解物を生成するステップと、（ｃ）溶解した微生物から脂質を単離するステップと、（ｄ



(50) JP 2014-513964 A 2014.6.19

10

20

30

40

50

）脂質を脱酸素し、熱水処理してアルカンを生成することとを含み、これによって再生可
能なディーゼルが得られる。再生可能なディーゼルを製造するのに適した脂質は、ヘキサ
ンのような有機溶媒を用い、微生物バイオマスから抽出することによって、又は米国特許
第５，９２８，６９６号に記載されるような他の方法によって得ることができる。いくつ
かの適切な方法は、機械的に加圧し、遠心分離処理することを含んでいてもよい。ＰＣＴ
特許出願ＵＳ１０／０３１１０８（参照により本明細書中に組入れられる）参照。
【０２０４】
　いくつかの方法では、まず、微生物脂質を、熱処理と組み合わせてクラッキングし、そ
れぞれ、炭素鎖長を短くし、二重結合を飽和させる。次いで、この物質を異性化し、これ
も熱水処理と組み合わせる。次いで、ナフサ画分を蒸留によって除去し、次いで、さらに
蒸留し、ＡＳＴＭ　Ｄ９７５の標準を満たすように、ディーゼル燃料中の望ましい成分を
蒸気にし、蒸留しつつ、Ｄ９７５の標準を満たすのに望ましいものよりも重い成分は残す
。トリグリセリド油脂を含む油を化学的に改変する熱水処理方法、ハイドロクラッキング
方法、脱酸素方法、異性化方法は、当該技術分野でよく知られている。例えば、Ｅｕｒｏ
ｐｅａｎ　ｐａｔｅｎｔ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ＥＰ１７４１７６８（Ａ１）；Ｅ
Ｐ１７４１７６７（Ａ１）；ＥＰ１６８２４６６（Ａ１）；ＥＰ１６４０４３７（Ａ１）
；ＥＰ１６８１３３７（Ａ１）；ＥＰ１７９５５７６（Ａ１）；米国特許第７，２３８，
２７７号；第６，６３０，０６６号；第６，５９６，１５５号；第６，９７７，３２２号
；第７，０４１，８６６号；第６，２１７，７４６号；第５，８８５，４４０号；第６，
８８１，８７３号を参照。
【０２０５】
　再生可能なディーゼルを生成する方法の一実施形態では、脂質を処理してアルカンを得
ることは、脂質組成物の熱水処理によって行われる。熱水処理において、典型的には、バ
イオマスを、高温高圧下、水中で反応させて、油と残留する固体を生成させる。変換温度
は、典型的には、３００°Ｆ～６６０°Ｆ（約１４９°Ｃ～約３４９°Ｃ）であり、圧力
は、水が主に液体のままであるのに十分な圧力であり、１００～１７０標準大気圧（ａｔ
ｍ）である。反応時間は、１５～３０分程度である。反応が終了した後、有機物を水から
分離する。それにより、ディーゼルに適した留分が得られる。
【０２０６】
　再生可能なディーゼルを製造するいくつかの方法では、トリグリセリドを処理する第１
のステップは、二重結合を飽和させる水素化処理であり、次いで、水素及び触媒存在下、
高温で脱酸素させる。いくつかの方法では、水素化及び脱酸素は、同じ反応中に起こる。
他の方法では、水素化の前に脱酸素が起こる。次いで、場合により、これも水素及び触媒
が存在する条件で、異性化を行う。ナフサ成分は、好ましくは、蒸留によって除去される
。例えば、米国特許第５，４７５，１６０号（ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒ
ｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ）；第５，０９１，１１６号（ｄｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ｈ
ｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｇａｓ　ｒｅｍｏｖａｌ）；第６，３９１，８１５
号（ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ）；第５，８８８，９４７号（ｉｓｏｍｅｒｉｚａｔｉ
ｏｎ）を参照。
【０２０７】
　トリグリセリドを水素化するのに適した方法のひとつは、銅、亜鉛、マグネシウム、ラ
ンタニウムの塩の水溶液と、アルカリ金属、又は好ましくは、炭酸アンモニウムの別の溶
液とを調製することを含む。この２種類の溶液を、約２０℃～約８５℃の温度まで加熱し
、触媒を生成させるために、沈殿容器のｐＨが５．５～７．５に維持されるように、沈殿
容器に秤量しながら一緒に加える。沈殿容器にさらなる水を最初に入れておいてもよく、
又は、塩溶液及び沈殿溶液と同時に入れてもよい。得られた沈殿を十分に洗浄し、乾燥さ
せ、約３００℃で焼結し、約１００℃～約４００℃の範囲の温度で、水素で活性化する。
次いで、容器中、１つ以上のトリグリセリドを接触させ、上述の触媒存在下、水素と反応
させてもよい。この反応槽は、トリクルベッド反応槽、固定床気体－固体反応槽、充填気
泡反応槽、連続撹拌型タンク反応槽、スラリー相反応槽、又は当該技術分野で既知の任意
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の他の適切な反応槽であってもよい。このプロセスは、バッチ式で行ってもよく、連続的
な様式で行ってもよい。反応温度は、典型的には、約１７０℃～約２５０℃の範囲であり
、一方、反応圧力は、典型的には、約３００ｐｓｉｇ～約２０００ｐｓｉｇの範囲内にあ
る。さらに、本発明のプロセスにおいて、水素とトリグリセリドとのモル比は、典型的に
は、約２０：１～約７００：１の範囲にある。このプロセスは、典型的には、約０．１ｈ
ｒ－１～約５ｈｒ－１の範囲の重量空間速度（ＷＨＳＶ）で行われる。当業者は、反応に
必要な時間は、使用する温度、水素とトリグリセリドとのモル比、水素の分圧によってさ
まざまであることを認識するだろう。そのような水素化プロセスで生成する生成物は、脂
肪族アルコール、グリセロール、微量のパラフィン及び未反応のトリグリセリドを含む。
これらの生成物を、典型的には、例えば、蒸留、抽出、濾過、結晶化などの従来の手段に
よって分離する。
【０２０８】
　石油精製業者は、水素化処理を利用し、原料を水素で処理することによって不純物を除
去する。水素化処理による変換温度は、典型的には、３００°Ｆ～７００°Ｆ（約１４９
°Ｃ～約３７１°Ｃ）である。圧力は、典型的には、４０～１００ａｔｍである。反応時
間は、典型的には、１０～６０分程度である。固体触媒を利用し、特定の反応速度を上げ
、特定の生成物の選択性を上げ、水素の消費量を最適化する。
【０２０９】
　油を脱酸素するのに適した方法は、油を約３５０°Ｆ～約５５０°Ｆ（約１７７°Ｃ～
約２８８°Ｃ）の範囲の温度まで加熱することと、少なくとも大気圧よりも高い圧力で、
少なくとも５分間、加熱した油を窒素と連続的に接触させることとを含む。
【０２１０】
　異性化に適した方法は、アルカリ異性化、及び当該技術分野で既知の他の油異性化を含
む。
【０２１１】
　熱水処理及び水素化処理によって、最終的に、トリグリセリド供給物の分子量が低下す
る。トリグリセリド分子は、水素化処理条件で、プロパン分子と、３種類のこれより重い
炭化水素分子、典型的には、Ｃ８～Ｃ１８の範囲の炭化水素分子の４種類の炭化水素へと
還元される。
【０２１２】
　従って、一実施形態では、本発明の脂質組成物で行われる１つ以上の化学反応の生成物
は、ＡＳＴＭ　Ｄ９７５の再生可能なディーゼルを有するアルカン混合物である。微生物
による炭化水素の産生は、Ｍｅｔｚｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ａｐｐｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（２００５）６６：４８６－４９６及びＡ　Ｌｏｏｋ　Ｂａｃｋ
　ａｔ　ｔｈｅ　Ｕ．Ｓ．　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｅｎｅｒｇｙ’ｓ　Ａｑｕａ
ｔｉｃ　Ｓｐｅｃｉｅｓ　Ｐｒｏｇｒａｍ：Ｂｉｏｄｉｅｓｅｌ　ｆｒｏｍ　Ａｌｇａｅ
、ＮＲＥＬ／ＴＰ－５８０－２４１９０、Ｊｏｈｎ　Ｓｈｅｅｈａｎ、Ｔｅｒｒｉ　Ｄｕ
ｎａｈａｙ、Ｊｏｈｎ　Ｂｅｎｅｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｐａｕｌ　Ｒｏｅｓｓｌｅｒ（１９
９８）にまとめられている。
【０２１３】
　ディーゼル燃料の蒸留特性は、Ｔ１０－Ｔ９０（それぞれ、容積で１０％及び９０％が
留出した温度）の観点で記載される。再生可能なディーゼルは、米国特許出願公開第２０
１００１５１１１２号の実施例１４に記載されているように、プロトテカ・モリフォルミ
ストリグリセリド油脂から生成することができる。その実施例１４で作られた物質のＴ１
０－Ｔ９０は、５７．９℃であった。本明細書に開示されている油の水素化処理、異性化
、他の共有結合の改変、及び、本明細書に開示されている蒸留及び画分化（例えば、冷状
態での濾過）を利用し、本明細書に開示されている方法に従って作られるトリグリセリド
油脂を用い、他のＴ１０－Ｔ９０範囲、例えば、２０℃、２５℃、３０℃、３５℃、４０
℃、４５℃、５０℃、６０℃、６５℃の再生可能なディーゼル組成物を生成することがで
きる。
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【０２１４】
　米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号の実施例１４で作られる材料のＴ１０は
、２４２．１℃であった。本明細書に開示されている油の方法水素化処理、異性化、他の
共有結合の改変、及び、本明細書に開示されている蒸留及び画分化（例えば、冷状態での
濾過）を利用し、他のＴ１０値、例えば、Ｔ１０が１８０～２９５、１９０～２７０、２
１０～２５０、２２５～２４５、少なくとも２９０の再生可能なディーゼル組成物を生成
してもよい。
【０２１５】
　米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号の実施例１４で作られる材料のＴ９０は
、３００℃であった。本明細書に開示されている油の方法水素化処理、異性化、他の共有
結合の改変、及び、本明細書に開示されている蒸留及び画分化（例えば、冷状態での濾過
）を利用し、他のＴ９０値、例えば、Ｔ９０が２８０～３８０、２９０～３６０、３００
～３５０、３１０～３４０、少なくとも２９０の再生可能なディーゼル組成物を生成して
もよい。
【０２１６】
　米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号の実施例１４で作られる材料の最終沸点
（ＦＢＰ）は、３００℃であった。本明細書に開示されている油の方法は、水素化処理、
異性化、他の共有結合の改変、及び、本明細書に開示されている蒸留及び画分化（例えば
、冷状態での濾過）を利用し、他のＦＢＰ値、例えば、ＦＢＰが２９０～４００、３００
～３８５、３１０～３７０、３１５～３６０、少なくとも３００の再生可能なディーゼル
組成物を生成してもよい。
【０２１７】
　本発明の方法及び組成物によって提供される他の油に、水素化処理、異性化、他の共有
結合の改変を組み合わせて行ってもよく、（ａ）Ｃ８～Ｃ１４が少なくとも４％であり、
；（ｂ）Ｃ８が少なくとも０．３％；（ｃ）Ｃ１０が少なくとも２％；（ｄ）Ｃ１２が少
なくとも２％；（３）Ｃ８～Ｃ１４が少なくとも３０％の脂質プロフィールを有する油を
含む。
【０２１８】
　従来の超低硫黄ディーゼルは、２ステッププロセスによって、バイオマスの任意の形態
から製造してもよい。第１に、バイオマスを、水素及び一酸化炭素を豊富に含む気体状混
合物である合成ガスに変換する。次いで、この合成ガスを、触媒によって液体に変換する
。典型的には、液体の生成は、Ｆｉｓｃｈｅｒ－Ｔｒｏｐｓｃｈ（ＦＴ）合成を用いて行
われる。この技術は、石炭、天然ガス、重油に応用される。従って、再生可能なディーゼ
ルを製造する方法のさらに別の好ましい実施形態では、脂質組成物を処理し、アルカンを
得ることは、脂質組成物を間接的に液状化することによって行われる。
【０２１９】
　また、本発明は、ジェット燃料を生成する方法を提供する。ジェット燃料は、透明から
麦わら色である。最も一般的な燃料は、航空機Ａ－１と分類される、鉛を含んでいない／
パラフィン油系の燃料であり、国際的な標準化された一連の仕様を満たすように製造され
る。ジェット燃料は、多種類の異なる炭化水素の混合物であり、おそらく、数千種類以上
が含まれているだろう。これらの物質の大きさの範囲（分子量又は炭素数）は、例えば、
凍結点又は発煙点のような生成物の要求によって制限される。ケロシン（Ｋｅｒｏｓｏｎ
ｅ）型の航空機燃料（Ｊｅｔ　Ａ及びＪｅｔ　Ａ－１を含む）は、炭素数が約８～１６の
炭素分布を有する。ワイドカット型又はナフサ型の航空機燃料（Ｊｅｔ　Ｂを含む）は、
典型的には、炭素数が約５～１５の炭素分布を有する。
【０２２０】
　両方の航空機燃料（Ｊｅｔ　Ａ及びＪｅｔ　Ｂ）は、多くの添加剤を含み得る。有用な
添加剤としては、限定されないが、酸化防止剤、帯電防止剤、腐食阻害剤、燃料計凍結阻
害（ＦＳＩＩ）剤が挙げられる。酸化防止剤は、ガム化を防ぎ、通常は、アルキル化フェ
ノール系のものであり、例えば、ＡＯ－３０、ＡＯ－３１又はＡＯ－３７である。帯電防
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止剤は、静電気を発散させ、火花を防ぐ。ジノニルナフチルスルホン酸（ＤＩＮＮＳＡ）
を活性な成分として含むＳｔａｄｉｓ　４５０は、一例である。腐食阻害剤、例えば、Ｄ
ＣＩ－４Ａは、民間用燃料及び軍事用燃料に用いることができ、ＤＣＩ－６Ａは、軍事用
燃料に用いられる。ＦＳＩＩ剤としては、例えば、Ｄｉ－ＥＧＭＥが挙げられる。
【０２２１】
　本発明の一実施形態では、ジェット燃料は、藻の燃料と、既存のジェット燃料とをブレ
ンドすることによって作られる。本発明の方法によって生成した脂質を、原材料として使
い、ジェット燃料を製造する。従って、本発明の別の態様では、ジェット燃料を生成する
方法が提供される。これとともに、本発明の方法によって生成される脂質からジェット燃
料を製造する、流体触媒クラッキング（ＦＣＣ）及び水素化脱酸素（ＨＤＯ）の２つの方
法が提供される。
【０２２２】
　流体触媒クラッキング（ＦＣＣ）は、重い未精製画分から、オレフィン、特にプロプレ
ンを製造するのに用いられる方法のひとつである。本発明の方法によって生成した脂質を
、オレフィンへと変換することができる。このプロセスは、生成した脂質をＦＣＣゾーン
に流すことと、ジェット燃料として有用な、オレフィンを含む生成物流を集めることとを
含む。生成した脂質を、クラッキング条件で、クラッキング触媒と接触させ、ジェット燃
料として有用なオレフィン及び炭化水素を含む生成物流を得る。
【０２２３】
　一実施形態では、ジェット燃料を生成する方法は、（ａ）プロトテカ細胞および本明細
書中に開示される方法を用いて、キシロース含有培地中で脂質含有微細微生物を培養する
こと、（ｂ）微生物を溶解させ、溶解物を生成するステップと、（ｃ）溶解した微生物か
ら脂質を単離するステップと、（ｄ）脂質組成物を処理することとを含み、それによって
、ジェット燃料が作られる。ジェット燃料を生成する方法の一実施形態では、脂質組成物
は、流体触媒クラッキングゾーンへと流れてもよく、一実施形態では、脂質組成物と、ク
ラッキング触媒とをクラッキング条件で接触させ、Ｃ２～Ｃ５オレフィンを含む生成物流
を得てもよい。
【０２２４】
　この方法のある特定の実施形態では、脂質組成物に存在し得る任意の混入物質を除去す
ることが望ましい場合がある。従って、脂質組成物を、流体触媒クラッキングゾーンに流
す前に、脂質組成物を前処理する。前処理は、脂質組成物と、イオン交換樹脂とを接触さ
せることを含み得る。イオン交換樹脂は、ＡｍｂｅｒｌｙｓｔＴＭ－１５のような酸性イ
オン交換樹脂であり、脂質組成物が上向又は下向に流れる、反応槽中の床として用いても
よい。他の前処理は、脂質組成物を、硫酸、酢酸、硝酸又は塩酸のような酸と接触させる
ことによる、穏和な酸洗浄を含んでいてもよい。接触は、通常は、周囲温度及び周囲圧力
で、希釈酸溶液を用いて行われる。
【０２２５】
　脂質組成物は、場合により前処理されており、これをＦＣＣゾーンに流し、このゾーン
で、炭化水素系成分をクラッキングしてオレフィンにする。触媒クラッキングは、反応ゾ
ーンで、脂質組成物を、細かく分割した粒状物質で構成される触媒と接触させることによ
って行われる。反応は、ハイドロクラッキングとは対照的な触媒クラッキングであり、水
素を加えない状態で行われるか、又は水素を消費する状態で行われる。クラッキング反応
が進むにつれて、かなりの量のコークスが触媒上に蓄積する。再生ゾーンで、触媒から高
温でコークスを燃焼させることによって、触媒は再生する。コークスを含有する触媒は、
本明細書では「コークス化触媒」と呼ばれ、反応ゾーンから再生ゾーンへと連続的に移動
し、再生し、再生ゾーンから、本質的にコークスを含まない再生された触媒に置き換わる
。種々の気体流によって触媒粒子を流動化すると、反応ゾーンと再生ゾーンとの間を触媒
が移動することができる。炭化水素をクラッキングする方法、例えば、流動化した触媒流
の中で本明細書に記載の脂質組成物の炭化水素をクラッキングし、反応ゾーンと再生ゾー
ンとの間を触媒が移動し、再生槽でコークスを燃焼させる方法は、ＦＣＣプロセスの分野
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で当業者には周知である。例示的なＦＣＣ用途、及びＣ２～Ｃ５オレフィンを得るために
、脂質組成物をクラッキングするのに有用な触媒は、米国特許第６，５３８，１６９号お
よび第７，２８８，６８５号に記載されており、これらの文献は、内容全体が参照により
本明細書中に組み込まれる。
【０２２６】
　適切なＦＣＣ触媒は、一般的に、少なくとも２つの成分を含み、この２つの成分は、同
じマトリックス上にあってもよく、同じマトリックス上になくてもよい。いくつかの実施
形態では、両成分は、反応容器全体を循環していてもよい。第１の成分は、一般的に、流
動化した触媒クラッキングの分野で用いられる、よく知られている任意の触媒、例えば、
活性アモルファスクレイ型触媒及び／又は高い活性を有する結晶性分子ふるいを含んでい
る。分子ふるい触媒は、時としては、望ましい生成物に対する選択性がかなり向上してい
るため、アモルファス触媒よりも好ましい場合がある。いくつかの好ましい実施形態では
、ゼオライトを、ＦＣＣプロセスの分子ふるいとして用いてもよい。好ましくは、第１の
触媒成分は、大きな孔のゼオライト、例えば、Ｙ型ゼオライト、活性アルミナ材料、シリ
カ又はアルミナのいずれかを含むバインダー材料、カオリンのような不活性フィラーを含
んでいる。
【０２２７】
　一実施形態では、本発明の脂質組成物のクラッキングは、ＦＣＣゾーンのライザー部分
、又はリフト部分で起こる。脂質組成物は、ノズルによってライザー部分に導入され、そ
の結果、脂質組成物がすばやく蒸気になる。触媒を接触させる前に、脂質組成物は、一般
的には、約１４９℃～約３１６℃（３００°Ｆ～６００°Ｆ）の温度を有しているであろ
う。この触媒は、ブレンド容器からライザー部分に流れ、この部分で、約２秒又はそれよ
り短い時間、脂質組成物と接触する。
【０２２８】
　ブレンドされた触媒及び反応した脂質組成物の蒸気は、出口を通って、ライザー上部か
ら排出され、オレフィンを含むクラッキングした生成物の蒸気流の中で分離し、かなりの
量のコークスで覆われた、一般的に「コークス触媒」と呼ばれる触媒粒子を集める。望ま
しい生成物が望ましくない他の生成物にさらに変換されるのを促進するおそれがある、脂
質組成物と触媒とが接触している時間を最小限にする試みにおいて、旋回アームの配置の
ような、セパレーターの配置を利用し、生成物流からコークス化触媒をすばやく離すこと
ができる。セパレーター、例えば、旋回アームセパレーターは、チャンバの下側部分に位
置するストリッピングゾーンを備えるチャンバの上側部分に位置している。旋回アームの
配置から離れた触媒は、ストリッピングゾーンに落ちる。軽質オレフィン及びいくらかの
触媒を含む、クラッキングした炭化水素を含むクラッキングした生成物の蒸気流は、サイ
クロンとつながった管を通ってチャンバを出る。サイクロンは、生成物の蒸気流から、残
留する触媒粒子を除去し、粒子の濃度を非常に低いレベルまで下げる。次いで、生成物の
蒸気流は、分離容器の上側を出る。サイクロンによって分離された触媒は、分離容器に戻
り、次いで、ストリッピングゾーンに戻る。ストリッピングゾーンは、蒸気と向流で接触
させることによって、触媒表面から吸着した炭化水素を除去する。
【０２２９】
　炭化水素の分圧は、低い状態で軽質オレフィンを生成しやすくするように働く。従って
、ライザーの圧力は、約１７２～約２４１ｋＰａ（２５～３５ｐｓｉａ）に設定し、炭化
水素の分圧は約３５～１７２ｋＰａ（５～２５ｐｓｉａ）に設定し、好ましい炭化水素の
分圧は、約６９～１３８ｋＰａ（１０～２０ｐｓｉａ）である。このように比較的低い炭
化水素の分圧は、希釈剤が脂質組成物の１０～５５ｗｔ％、好ましくは、約１５ｗｔ％に
なる程度まで、蒸気を希釈剤として用いることによって達成される。同等な炭化水素分圧
を達成するために、乾燥ガスのような他の希釈剤を用いてもよい。
【０２３０】
　ライザー出口でのクラッキングした蒸気の温度は、約５１０℃～６２１℃（９５０°Ｆ
～１１５０°Ｆ）であろう。しかし、ライザー出口の温度が５６６℃（１０５０°Ｆ）よ
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り高いと、もっと気体は乾燥し、もっとオレフィンが増える。一方、ライザー出口の温度
が５６６℃（１０５０°Ｆ）より低いと、エチレン及びプロピレンが減る。従って、約５
６６℃～約６３０℃の好ましい温度で、約１３８ｋＰａ～約２４０ｋＰａ（２０～３５ｐ
ｓｉａ）の好ましい圧力で、ＦＣＣプロセスを行うことが好ましい。このプロセスの別の
条件は、脂質組成物に対する触媒の比率であり、この比率は、約５～約２０、好ましくは
、約１０～約１５の間で異なる。
【０２３１】
　ジェット燃料を生成する方法の一実施形態では、脂質組成物は、ＦＣＣ反応槽のリフト
部分に導入される。リフト部分での温度は、非常に熱く、約７００℃（１２９２°Ｆ）～
約７６０℃（１４００°Ｆ）の範囲であり、脂質組成物に対する触媒の比率は、約１００
～約１５０であろう。脂質組成物をリフト部分に導入すると、かなりの量のプロピレン及
びエチレンを生成するであろうことが予測される。
【０２３２】
　本明細書で記載されるように生成した脂質組成物及び脂質を用い、ジェット燃料を生成
する方法の別の実施形態では、脂質組成物又は脂質の構造は、水素化脱酸素（ＨＤＯ）と
呼ばれるプロセスによって破壊される。ＨＤＯは、水素を用いて酸素を除去することを意
味し、つまり、この材料の構造を破壊しつつ、酸素を除去することを意味する。オレフィ
ン系二重結合を水素化し、任意の硫黄化合物及び窒素化合物を除去する。硫黄の除去は、
水素化脱硫黄（ＨＤＳ）と呼ばれる。原材料（脂質組成物又は脂質）の前処理及び純度は
、触媒の寿命に関わる。
【０２３３】
　一般的に、ＨＤＯ／ＨＤＳステップにおいて、水素を、供給原料（脂質組成物又は脂質
）と混合し、この混合物を、並流として、単一成分又は二成分の供給原料として触媒床に
流す。ＨＤＯ／ＭＤＳステップの後、生成物の画分を分離し、別個の異性化反応槽に流す
。生物学的出発物質のための異性化反応槽は、並流反応槽として文献に記載されている（
ＦＩ　１００　２４８）。
【０２３４】
　供給される炭化水素、例えば、本明細書の脂質組成物又は脂質を水素化することによっ
て燃料を生成するプロセスは、脂質組成物又は脂質を、第１の水素化ゾーンを通って水素
ガスとともに並流として流すことによって行われ、その後に、水素ガスを、炭化水素流出
物に対して向流で第２の水素化ゾーンに流すことによって、炭化水素流出物を第２の水素
化ゾーンでさらに水素化する。Ｃ２～Ｃ５オレフィンを生成するために、脂質組成物をク
ラッキングするのに有用な、例示的なＨＤＯ用途及び触媒は、米国特許第７，２３２，９
３５号に記載されており、内容全体が参照により組み込まれる。
【０２３５】
　典型的には、水素化脱酸素ステップにおいて、本明細書の脂質組成物又は脂質のような
生物学的成分の構造は分解され、酸素化合物、窒素化合物、リン化合物、硫黄化合物、軽
質炭化水素が気体として除去され、オレフィン性結合は水素化される。このプロセスの第
２のステップ、すなわち、いわゆる異性化ステップでは、炭化水素鎖を分岐させ、低温で
パラフィンの性能を向上させるために、異性化が起こる。
【０２３６】
　クラッキングプロセスの第１のステップ、すなわち、ＨＤＯステップでは、水素ガス及
び水素化されるべき本明細書の脂質組成物又は脂質は、ＨＤＯ触媒床系に向かって並流又
は向流で流れ、この触媒床系は、１つ以上の触媒床、好ましくは、１～３個の触媒床を有
する。ＨＤＯステップは、典型的には、並流の様式で行われる。２種以上の触媒床を含む
ＨＤＯ触媒床系の場合には、床のうち１つ以上を、向流の原理を用いて行ってもよい。Ｈ
ＤＯステップでは、圧力は、２０～１５０ｂａｒを変動し、好ましくは、５０～１００ｂ
ａｒを変動し、温度は、２００～５００℃で変動し、好ましくは、３００～４００℃の範
囲で変動する。ＨＤＯステップでは、周期律表のＶＩＩ族及び／又はＶＩＢ族の金属を含
む既知の水素化触媒を用いてもよい。好ましくは、水素化触媒は、担持されたＰｄ、Ｐｔ
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、Ｎｉ、ＮｉＭｏ又はＣｏＭｏの触媒であり、担持体は、アルミナ及び／又はシリカであ
る。典型的には、ＮｉＭｏ／Ａｌ２Ｏ３触媒及びＣｏＭｏ／Ａｌ２Ｏ３触媒を用いる。
【０２３７】
　ＨＤＯステップの前に、本明細書の脂質組成物又は脂質を、場合により、穏和な条件下
で前水素化することにより処理し、二重結合の副作用を避けることができる。そのような
前水素化は、前水素化触媒存在下、温度が５０～４００℃、水素圧が１２００ｂａｒ、好
ましくは、１５０～２５０℃の温度で、水素圧が１０～１００ｂａｒで行われる。触媒は
、周期律表のＶＩＩＩ族及び／又はＶＩＢ族の金属を含んでいてもよい。好ましくは、前
水素化触媒は、担持されたＰｄ、Ｐｔ、Ｎｉ、ＮｉＭｏ又はＣｏＭｏの触媒であり、担持
体は、アルミナ及び／又はシリカである。
【０２３８】
　ＨＤＯステップからの水素を含む気体の流れを冷却し、次いで、一酸化炭素、二酸化炭
素、窒素化合物、リン化合物、硫黄化合物、気体状軽質炭化水素及び他の不純物をここか
ら除去する。圧縮した後、精製された水素又はリサイクルされた水素を第１の触媒床に戻
すか、及び／又は、触媒床の間に戻し、抜き取られた気体の流れを構成する。圧縮された
液体から水が取り除かれる。この液体を第１の触媒又は触媒床の間に流す。
【０２３９】
　ＨＤＯステップの後、生成物に対し、異性化ステップを行う。このプロセスにとって、
炭化水素を異性化触媒と接触させる前に、可能な限り完全に不純物が除去されることが重
要である。異性化ステップは、場合により、ストリッピングステップを含んでおり、ＨＤ
Ｏステップの反応生成物を、水蒸気又は軽質炭化水素、窒素又は水のような適切な気体を
用いてストリッピングすることによって精製してもよい。この場合によって行われるスト
リッピングステップは、異性化触媒の上流にあるユニットで、向流様式で行われ、気体及
び液体が互いに接触するか、又は向流の原理を利用する別個のストリッピングユニット中
、実際の異性化反応槽の前に行われる。
【０２４０】
ストリッピングステップの後、水素ガス及び本明細書の水素化された脂質組成物又は脂質
と、場合により、ｎ－パラフィン混合物は、１個又は複数個の触媒床を含む反応異性化ユ
ニットを通る。異性化ステップの触媒床は、並流又は向流の様式で操作されてもよい。
【０２４１】
　このプロセスについて、異性化ステップに向流の原理が適用されることが重要である。
異性化ステップでは、このことは、場合により行われるストリッピングステップ、又は異
性化反応ステップ、又はこの両方のステップを向流の様式で行うことによってなされる。
異性化ステップでは、圧力は、２０～１５０ｂａｒ、好ましくは、２０～１００ｂａｒの
範囲で変動し、温度は、２００～５００℃、好ましくは、３００～４００℃である。異性
化ステップでは、当該技術分野で知られている異性化触媒を用いてもよい。適切な異性化
触媒は、分子ふるい及び／又はＶＩＩ属の金属及び／又はキャリアを含んでいる。好まし
くは、異性化触媒は、ＳＡＰＯ－１１又はＳＡＰＯ４１又はＺＳＭ－２２又はＺＳＭ－２
３又はフェライト、Ｐｔ、Ｐｄ又はＮｉ、Ａｌ２Ｏ３又はＳｉＯ２を含む。典型的な異性
化触媒は、例えば、Ｐｔ／ＳＡＰＯ－１１／Ａｌ２Ｏ３、Ｐｔ／ＺＳＭ－２２／Ａｌ２Ｏ

３、Ｐｔ／ＺＳＭ－２３／Ａｌ２Ｏ３、Ｐｔ／ＳＡＰＯ－１１／ＳｉＯ２である。異性化
ステップ及びＨＤＯステップは、同じ加圧容器で行われてもよく、別個の加圧容器で行わ
れてもよい。場合により行われる前水素化は、ＨＤＯステップ及び異性化ステップと同じ
加圧容器で行われてもよく、別個の加圧容器で行われてもよい。
【０２４２】
　従って、一実施形態では、１つ以上の化学反応の生成物は、ＡＳＴＭ　Ｄ１６５５ジェ
ット燃料を含むアルカン混合物である。いくつかの実施形態では、ＡＳＴＭ　１６５５ジ
ェット燃料の仕様に適合する組成物は、硫黄含有量が１０ｐｐｍ未満である。他の実施形
態では、ＡＳＴＭ　１６５５ジェット燃料の仕様に適合する組成物は、蒸留曲線のＴ１０
値が、２０５℃未満である。別の実施形態では、ＡＳＴＭ　１６５５ジェット燃料の仕様
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に適合する組成物は、最終沸点（ＦＢＰ）が３００℃未満である。別の実施形態では、Ａ
ＳＴＭ　１６５５ジェット燃料の仕様に適合する組成物は、引火点が少なくとも３８℃で
ある。別の実施形態では、ＡＳＴＭ　１６５５ジェット燃料の仕様に適合する組成物は、
密度が７７５Ｋ／Ｍ３～８４０Ｋ／Ｍ３である。さらに別の実施形態では、ＡＳＴＭ　１
６５５ジェット燃料の仕様に適合する組成物は、凍結点が－４７℃未満である。別の実施
形態では、ＡＳＴＭ　１６５５ジェット燃料の仕様に適合する組成物は、正味の燃焼熱が
、少なくとも４２．８ＭＪ／Ｋである。別の実施形態では、ＡＳＴＭ　１６５５ジェット
燃料の仕様に適合する組成物は、水素含有量が、少なくとも１３．４質量％である。別の
実施形態では、ＡＳＴＭ　１６５５ジェット燃料の仕様に適合する組成物は、定量重量分
析ＪＦＴＯＴで、２６０℃で試験した場合、熱安定性を有し、Ｈｇ３ｍｍ未満である。別
の実施形態では、ＡＳＴＭ　１６５５ジェット燃料の仕様に適合する組成物は、存在する
ガム状物が７ｍｇ／ｄｌ未満である。
【０２４３】
　従って、本発明は、微細藻類の脂質を化学的に改変し、種々の工業用途及び他の用途で
有用な生成物を得る種々の方法を開示している。本明細書に開示されている方法によって
精製する油を改変するプロセスの例としては、限定されないが、油の加水分解、油の水素
化処理、油のエステル化が挙げられる。微細藻類の油の改変によって、望ましい機能のた
めに選択された誘導体の油脂化学品へとさらに改変することが可能な、基本的な油脂化学
品が得られる。燃料生成プロセスについて上述と類似した様式で、これらの化学的な改変
を、本明細書に記載されている微生物の培養物から生成した油に対して行ってもよい。基
本的な油脂化学品の例としては、限定されないが、石鹸、脂肪酸、脂肪酸メチルエステル
、グリセロールが挙げられる。誘導体の油脂化学品としては、限定されないが、脂肪族ニ
トリル、エステル、ダイマー酸、四級アンモニウムカチオン、界面活性剤、脂肪族アルカ
ノールアミド、脂肪族アルコールサルフェート、樹脂、乳化剤、脂肪族アルコール、オレ
フィン、高級アルカンが挙げられる。
【０２４４】
　本発明の方法によって生成するグリセロ脂質に由来する脂肪酸構成要素を加水分解する
ことによって、他の有用な化学物質を生成するように誘導体化することが可能な遊離脂肪
酸が得られる。加水分解は、水及び触媒の存在下で起こり、触媒は、酸であっても、塩基
であってもよい。以下に報告されているように、放出された遊離脂肪酸を誘導体化して、
種々の生成物を得ることができる。米国特許第５，３０４，６６４号（Ｈｉｇｈｌｙ　ｓ
ｕｌｆａｔｅｄ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ）；第７，２６２，１５８号（Ｃｌｅａｎｓｉ
ｎｇ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ）；第７，１１５，１７３号（Ｆａｂｒｉｃ　ｓｏｆｔ
ｅｎｅｒ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ）；第６，３４２，２０８号（Ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ
　ｆｏｒ　ｔｒｅａｔｉｎｇ　ｓｋｉｎ）；第７，２６４，８８６号（Ｗａｔｅｒ　ｒｅ
ｐｅｌｌａｎｔ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ）；第６，９２４，３３３号（Ｐａｉｎｔ　
ａｄｄｉｔｉｖｅｓ）；第６，５９６，７６８号（Ｌｉｐｉｄ－ｅｎｒｉｃｈｅｄ　ｒｕ
ｍｉｎａｎｔ　ｆｅｅｄｓｔｏｃｋ）；第６，３８０，４１０号（Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ
ｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｒｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｃｌｅａｎｅｒｓ）。
【０２４５】
　加水分解に関し、本発明の一実施形態では、トリグリセリド油脂を、場合により、まず
、水又は水酸化ナトリウムのような液体培地中で加水分解し、グリセロール及び石鹸を得
る。種々の適切なトリグリセリド加水分解方法が存在し、限定されないが、鹸化、酸加水
分解、アルカリ加水分解、酵素加水分解（本明細書で、分解とも呼ばれる）、加圧熱水を
用いた加水分解が挙げられる。当業者は、油脂化学品を生成するためにトリグリセリド油
脂を加水分解する必要はないことを理解するだろう。むしろ、油を、他の既知のプロセス
によって、望ましい油脂化学品に直接変換してもよい。例えば、トリグリセリド油脂を、
エステル化によって、メチルエステル脂肪酸に直接変換してもよい。
【０２４６】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示されている方法によって生成した油の触媒的
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加水分解は、油をグリセロールと脂肪酸とに分解することによって起こる。上述のように
、脂肪酸を、誘導体の油脂化学品を得るためのいくつかの他の改変によって、さらに処理
してもよい。例えば、一実施形態では、脂肪酸は、アミノ化反応を受け、脂肪族窒素化合
物を生成してもよい。別の実施形態では、脂肪酸は、オゾン分解を受け、一塩基酸及び二
塩基酸を生成してもよい。
【０２４７】
　他の実施形態では、加水分解は、本明細書で生成した油の分解によって起こり、油脂化
学品を生成してもよい。いくつかの本発明の好ましい実施形態では、トリグリセリド油脂
を分解してから、他のプロセスを行ってもよい。当業者は、限定されないが、酵素分解及
び加圧分解を含む多くの適切なトリグリセリド分解方法が存在することを認識しているで
あろう。
【０２４８】
　一般的に、酵素による油分解方法は、酵素リパーゼを、水／油混合物に作用する生体触
媒として使用する。次いで、酵素分解によって、油又は脂肪を、それぞれグリセロールと
遊離脂肪酸とに分解する。次いで、グリセロールは、水相に移動し、それにより、有機相
は、遊離脂肪酸が豊富に含まれる。
【０２４９】
　酵素分解反応は、一般的に、有機相と水相との間の相の境界で起こり、酵素は、相の境
界にしか存在しない。相の境界に来たトリグリセリドが、分解反応に寄与するか、又は分
解反応に参加する。反応が進むにつれて、脂肪酸の占有密度又は濃度が、遊離脂肪酸と比
較すると、まだグリセリドと化学的に結合しており、相の境界での占有密度又は濃度が低
くなり、その結果、反応が遅くなる。ある特定の実施形態では、酵素分解を室温で行って
もよい。当業者は、所望な脂肪酸へと分解するのに適切な条件を知っている。
【０２５０】
　例として、反応速度は、界面の境界面が増えることによって速くすることができる。反
応が終了したら、遊離脂肪酸を、有機相から酵素を含まずに分離し、まだグリセリドと化
学的に結合した脂肪酸を含む残渣を、再び再び供給するか、又はリサイクルし、分解させ
るべき新しい油又は脂肪と混合する。このように、リサイクルされたグリセリドについて
、次いで、さらなる酵素分解プロセスを行う。いくつかの実施形態では、遊離脂肪酸を、
そのような様式で部分的に分解した油又は脂肪から抽出する。この様式で、化学的に結合
している脂肪酸（トリグリセリド）が、分解プロセスに戻されるか、又は再び供給される
場合、酵素の消費を顕著に減らすことができる。
【０２５１】
　分解度は、測定した酸価を、所与の油又は脂肪からコンピューターで割り出すことが可
能な理論的に可能な酸価で割った比率として決定される。好ましくは、酸価は、標準的な
一般的な方法による滴定手段によって測定される。又は、グリセロール水相の密度は、分
解度の測定値として測ることができる。
【０２５２】
　一実施形態では、本明細書に記載されているような分解プロセスは、生成した油のアル
カリ精製プロセスから得られる、いわゆる石鹸ストックに含まれるモノグリセリド、ジグ
リセリド、トリグリセリドを分解するのにも適している。このように、石鹸ストックは、
それより前に天然の油が脂肪酸へと鹸化されることなく、定量的に変換することができる
。この目的で、石鹸に化学的に結合している脂肪酸は、好ましくは、酸を加えることによ
って、分解の前に放出される。ある特定の実施形態では、分解プロセスのために、水及び
酵素に加えて、緩衝溶液を用いる。
【０２５３】
　一実施形態では、本発明の方法に従って生成した油に対し、加水分解方法として鹸化を
行うことができる。動物性油及び植物性油は、典型的には、遊離脂肪酸と三価アルコール
であるグリセロールとのエステルであるトリグリセリド（ＴＡＧ）から作られる。アルカ
リ加水分解反応において、ＴＡＧ中のグリセロールが除去され、ナトリウム又はカリウム
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のようなアルカリ金属と会合し、脂肪酸塩を生成することができる、３個のカルボン酸ア
ニオンが残る。このスキームで、カルボン酸の構成要素が、グリセロール部分から開裂し
、ヒドロキシル基によって置き換えられる。この反応で用いられる塩基（例えば、ＫＯＨ
）の量は、望ましい鹸化度によって決定される。目的が、例えば、ＴＡＧ組成物に元も存
在している油をいくらか含んでいる石鹸を生成することである場合、ＴＡＧの全てを脂肪
酸に変換するのには十分でない塩基の量が、反応混合物に入れられる。通常は、この反応
は水溶液中で行われ、ゆっくりと進むが、熱を加えて反応を速め得る。脂肪酸塩の沈殿は
、例えば、水溶性のアルカリ金属ハロゲン化物（例えば、ＮａＣｌ又はＫＣｌ）のような
塩を反応混合物に加えることによって促進され得る。好ましくは、塩基は、ＮａＯＨ又は
ＫＯＨのようなアルカリ金属の水酸化物である。又は、例えば、トリエタノールアミン及
びアミノメチルプロパノールを含め、アルカノールアミンのような他の塩基を反応スキー
ムで用いてもよい。ある場合では、これらの代替法は、透明な石鹸製品を作るのに好まし
い場合がある。
【０２５４】
　いくつかの方法では、化学的な改変の第１のステップは、二重結合を飽和させるための
水素化処理であってもよく、次いで、水素及び触媒が存在する条件下、高温で脱酸素を行
う。他の方法では、水素化及び脱酸素は、同じ反応で行ってもよい。さらに他の方法では
、脱酸素は、水素化の前に行う。次いで、場合により、異性化を行ってもよく、これも水
素及び触媒の存在下で行ってもよい。最後に、所望の場合、気体及びナフサ成分を除去す
ることができる。例えば、米国特許第５，４７５，１６０号（ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ）；第５，０９１，１１６号（ｄｅｏｘｙｇｅｎ
ａｔｉｏｎ，ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｇａｓ　ｒｅｍｏｖａｌ）；第６，
３９１，８１５号（ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ）；第５，８８８，９４７号（ｉｓｏｍ
ｅｒｉｚａｔｉｏｎ）を参照。
【０２５５】
　本発明のいくつかの実施形態では、トリグリセリド油脂を、部分的に脱酸素するか、又
は完全に脱酸素する。脱酸素反応によって、限定されないが、脂肪酸、脂肪族アルコール
、ポリオール、ケトン、アルデヒドのような所望な生成物が得られる。一般的に、いかな
る特定の理論によっても限定されないが、脱酸素反応は、限定されないが、水素化分解、
水素化、連続的な水素化－水素化分解、連続的な水素化分解－水素化、水素化－水素化分
解反応の組み合わせを含む種々の異なる反応経路の組み合わせを含んでおり、その結果、
脂肪酸又は脂肪酸エステルから酸素が少なくとも部分的に除去され、脂肪族アルコールの
ような反応生成物が生成し、さらなるプロセスによって、この生成物を所望な化学物質へ
と簡単に変換することができる。例えば、一実施形態では、脂肪族アルコールを、ＦＣＣ
反応によってオレフィンへと変換してもよく、縮合反応によって高級アルカンへと変換し
てもよい。
【０２５６】
　そのような化学的な改変のひとつは水素化であり、水素化は、グリセロ脂質又は遊離脂
肪酸の脂肪酸構成要素中にある二重結合に水素を添加することである。水素化プロセスに
よって、液体の油が、特定の用途ではさらに適切な場合がある半固体又は固体の脂肪へと
変換される。
【０２５７】
　本明細書に記載の方法によって生成する油の水素化は、米国特許第７，２８８，２７８
号（Ｆｏｏｄ　ａｄｄｉｔｉｖｅｓ　ｏｒ　ｍｅｄｉｃａｍｅｎｔｓ）；第５，３４６，
７２４号（Ｌｕｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）；第５，４７５，１６０号（Ｆ
ａｔｔｙ　ａｌｃｏｈｏｌｓ）；第５，０９１，１１６号（Ｅｄｉｂｌｅ　ｏｉｌｓ）；
第６，８０８，７３７号（Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｆａｔｓ　ｆｏｒ　ｍａｒｇａｒｉｎ
ｅ　ａｎｄ　ｓｐｒｅａｄｓ）；第５，２９８，６３７号（Ｒｅｄｕｃｅｄ－ｃａｌｏｒ
ｉｅ　ｆａｔ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｓ）；第６，３９１，８１５号（Ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｔｉｏｎ　ｃａｔａｌｙｓｔ　ａｎｄ　ｓｕｌｆｕｒ　ａｄｓｏｒｂｅｎｔ）；第５，



(60) JP 2014-513964 A 2014.6.19

10

20

30

40

50

２３３，０９９号及び第５，２３３，１００号（Ｆａｔｔｙ　ａｌｃｏｈｏｌｓ）；第４
，５８４，１３９号（Ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ　ｃａｔａｌｙｓｔｓ）；第６，０５
７，３７５号（Ｆｏａｍ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ　ａｇｅｎｔｓ）；第７，１１８，７
７３号（Ｅｄｉｂｌｅ　ｅｍｕｌｓｉｏｎ　ｓｐｒｅａｄｓ）に報告されているように、
本明細書で提供している１つ以上の方法及び／又は材料と組み合わせて行うことができる
。
【０２５８】
　当業者は、種々のプロセスを用いて油を水素化してもよいことを認識するだろう。適切
な方法のひとつは、油を、水素化反応槽中で、水素化生成物を得るのに十分な条件で、水
素又は適切な気体と混合した水素及び触媒と接触させることを含む。水素化触媒は、一般
的に、Ｃｕ、Ｒｅ、Ｎｉ、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｒｕ、Ｐｄ、Ｒｈ、Ｐｔ、Ｏｓ、Ｉｒ、及びこれ
らの合金又は任意の組み合わせを、単独で、又は、Ｗ、Ｍｏ、Ａｕ、Ａｇ、Ｃｒ、Ｚｎ、
Ｍｎ、Ｓｎ、Ｂ、Ｐ、Ｂｉ、及びこれらの合金又は任意の組み合わせのようなプロモータ
ーとともに含んでいてもよい。他の有効な水素化触媒材料としては、レニウムで改変され
た、担持されたニッケル又はルテニウムが挙げられる。一実施形態では、水素化触媒も、
触媒の望ましい機能性に依存して、任意の担持体を含んでいてもよい。水素化触媒を、当
業者に既知の方法によって調製してもよい。
【０２５９】
　いくつかの実施形態では、水素化触媒は、担持されたＶＩＩＩ属の金属触媒、金属スポ
ンジ材料（例えば、スポンジニッケル触媒）を含んでいる。ラネーニッケルは、本発明で
用いるのに適した、活性化されたスポンジニッケルの一例である。他の実施形態では、本
発明の水素化反応は、ニッケル－レニウム触媒又はタングステンによって改変されたニッ
ケル触媒を含む触媒を用いて行われる。本発明の水素化反応に適切な触媒の一例は、炭素
に担持されたニッケル－レニウム触媒である。
【０２６０】
　一実施形態では、適切なラネーニッケル触媒を、適切な等重量のニッケル及びアルミニ
ウムの合金を、アルカリ水溶液、例えば、約２５重量％の水酸化ナトリウムを含むアルカ
リ水溶液で処理することによって調製し得る。アルミニウムを、アルカリ水溶液によって
選択的に溶解し、ほとんどがニッケルで、少量のアルミニウムを含むスポンジ型の材料を
得る。最初の合金は、生成したスポンジニッケル触媒に約１～２重量％が残るような量で
、プロモーター金属（すなわち、モリブデン又はクロム）を含んでいる。別の実施形態で
は、水素化触媒は、ニトロシル硝酸ルテニウム（ＩＩＩ）、塩化ルテニウム（ＩＩＩ）の
水溶液を用い、適切な支持材料に含浸させて調製する。次いで、この溶液を乾燥させ、含
水量が約１重量％未満の固体を得る。次いで、回転式のボール型炉で、水素を流しつつ、
３００℃（焼成しない）～４００℃（焼成する）で４時間かけて、この固体を大気圧で還
元してもよい。冷却し、触媒を窒素で不活性化した後、窒素中、５容積％の酸素を触媒に
２時間流す。
【０２６１】
　ある特定の実施形態では、記載されている触媒は、触媒担持体を含む。触媒担持体は、
触媒を安定化し、担持する。使用される触媒担持体の種類は、選択した触媒及び反応条件
に依存する。本発明に適した担持体としては、限定されないが、炭素、シリカ、シリカ－
アルミナ、ジルコニア、チタニア、セリア、バナジア、窒化物、窒化ホウ素、ヘテロポリ
酸、ヒドロキシアパタイト、酸化亜鉛、クロミア、ゼオライト、カーボンナノチューブ、
炭素フラーレン、及びこれらの任意の組み合わせが挙げられる。
【０２６２】
　本発明で用いられる触媒は、当業者に既知の従来の方法を用いて調製することができる
。適切な方法としては、限定されないが、初期湿潤法、蒸発させ、含浸させる方法、化学
蒸着法、洗浄－コーティング、マグネトロンスパッタリング技術などが挙げられる。
【０２６３】
　水素化反応を行う際の条件は、出発物質及び望ましい生成物の種類によって変わるだろ
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う。当業者は、本開示の利益とともに、適切な反応条件を認識しているであろう。一般的
に、水素化反応は、８０℃～２５０℃の温度で行われ、好ましくは、９０℃～２００℃、
最も好ましくは、１００℃～１５０℃の温度で行われる。いくつかの実施形態では、水素
化反応は、５００ＫＰａ～１４０００ＫＰａの圧力で行われる。
【０２６４】
　本発明の水素化分解反応で用いられる水素としては、外から加えられる水素、リサイク
ルした水素、系中で生成した水素、及びこれらの任意の組み合わせが挙げられる。本明細
書で使用される場合、用語「外から加えられる水素」は、バイオマス反応自体に由来する
水素ではなく、別の供給源からシステムに加えられた水素を指す。
【０２６５】
　本発明のいくつかの実施形態では、出発トリグリセリドまたは脂肪酸を、小さな分子に
変換することが望ましく、この小さな分子は、望ましい高級炭化水素へと簡単に変換され
るだろう。この変換の適切な方法のひとつは、水素化分解反応によるものである。油の水
素化分解を行う種々のプロセスが知られている。適切な方法のひとつは、水素化分解反応
槽中で、小さな分子又はポリオールを含む反応生成物を得るのに十分な条件で、油を水素
又は適切な気体と混合した水素及び水素化分解触媒と接触させることを含む。本明細書で
使用される場合、用語「小さな分子又はポリオール」は、小さな分子量を有する任意の分
子を含み、出発油よりも炭素原子又は酸素原子の数が少ないものを含み得る。一実施形態
では、この反応生成物は、ポリオール及びアルコールを含む小さな分子を含む。当業者は
、水素化分解反応を行うのに適切な方法を容易に選択することができる。
【０２６６】
　いくつかの実施形態では、５炭糖及び／又は６炭糖又は糖アルコールを、水素化分解触
媒を用い、プロピレングリコール、エチレングリコール、グリセロールに変換してもよい
。水素化分解触媒としては、Ｃｒ、Ｍｏ、Ｗ、Ｒｅ、Ｍｎ、Ｃｕ、Ｃｄ、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｎ
ｉ、Ｐｔ、Ｐｄ、Ｒｈ、Ｒｕ、Ｉｒ、Ｏｓ及びこれらの合金又は任意の組み合わせを、単
独で、又は、Ａｕ、Ａｇ、Ｃｒ、Ｚｎ、Ｍｎ、Ｓｎ、Ｂｉ、Ｂ、Ｏ、及びこれらの合金又
は任意の組み合わせのようなプロモーターとともに含んでいてもよい。また、水素化分解
触媒は、遷移金属（例えば、クロム、モリブデン、タングステン、レニウム、マンガン、
銅、カドミウム）又はＶＩＩＩ族の金属（例えば、鉄、コバルト、ニッケル、白金、パラ
ジウム、ロジウム、ルテニウム、イリジウム、オスミウム）を含む炭素系パイロポリマー
触媒を含んでいてもよい。ある特定の実施形態では、水素化分解触媒は、上述の金属を、
アルカリ土類金属酸化物と組み合わせたもの、又は、触媒活性のある担持体に接着したも
のを含んでいてもよい。ある特定の実施形態では、水素化分解反応で記載されている触媒
は、水素化反応について上に記載したような触媒担持体を含んでいてもよい。
【０２６７】
　水素化分解反応を行う際の条件は、出発物質及び望ましい生成物の種類によって変わる
だろう。当業者は、本開示の利益とともに、この反応を行うのに適切な反応条件を認識し
ているであろう。一般的に、水素化分解反応は、１１０℃～３００℃の温度で行われ、好
ましくは、１７０℃～２２０℃、最も好ましくは、２００℃～２２５℃の温度で行われる
。いくつかの実施形態では、水素化分解反応は、塩基性条件で行われ、好ましくは、ｐＨ
が８～１３、さらにより好ましくは、ｐＨが１０～１２の条件で行われる。いくつかの実
施形態では、水素化分解反応は、６０ＫＰａ～１６５００ＫＰａの範囲の圧力で、好まし
くは、１７００ＫＰａ～１４０００ＫＰａ、さらにより好ましくは、４８００ＫＰａ～１
１０００ＫＰａの圧力で行われる。
【０２６８】
　本発明の水素化分解反応で用いられる水素は、外から加えられる水素、リサイクルした
水素、系中で生成した水素、及びこれらの任意の組み合わせを含むことができる。
【０２６９】
　いくつかの実施形態では、上述の反応生成物を、縮合反応槽中で縮合反応によって高級
な炭化水素へと変換されてもよい。そのような実施形態では、反応生成物の縮合は、高級
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な炭化水素を生成することが可能な触媒が存在する条件で行われる。理論によって限定さ
れることを意図していないが、高級な炭化水素の生成は、炭素－炭素結合、又は炭素－酸
素結合の生成を含む、段階的な付加反応によって進むと考えられる。得られた反応生成物
は、以下にさらに詳細に記載されるように、これらの部分を含む任意の数の化合物を含ん
でいる。
【０２７０】
　ある特定の実施形態では、適切な縮合触媒としては、酸触媒、塩基触媒、又は酸／塩基
触媒が挙げられる。本明細書で使用される場合、用語「酸／塩基触媒」は、酸と塩基の両
方の機能を有する触媒を指す。いくつかの実施形態では、縮合触媒としては、限定されな
いが、ゼオライト、カーバイド、窒化物、ジルコニア、アルミナ、シリカ、アルミノシリ
ケート、ホスフェート、酸化チタン、酸化亜鉛、酸化バナジウム、酸化ランタン、酸化イ
ットリウム、酸化スカンジウム、酸化マグネシウム、酸化セリウム、酸化バリウム、酸化
カルシウム、水酸化物、ヘテロポリ酸、無機酸、酸で改変された樹脂、塩基で改変された
樹脂、及びこれらの任意の組み合わせが挙げられる。いくつかの実施形態では、縮合触媒
としては、改変剤も含まれる。適切な改変剤としては、Ｌａ、Ｙ、Ｓｃ、Ｐ、Ｂ、Ｂｉ、
Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｒｂ、Ｃｓ、Ｍｇ、Ｃａ、Ｓｒ、Ｂａ、及びこれらの任意の組み合わせ
が挙げられる。いくつかの実施形態では、縮合触媒は、金属を含んでいてもよい。適切な
金属としては、Ｃｕ、Ａｇ、Ａｕ、Ｐｔ、Ｎｉ、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｒｕ、Ｚｎ、Ｃｄ、Ｇａ、
Ｉｎ、Ｒｈ、Ｐｄ、Ｉｒ、Ｒｅ、Ｍｎ、Ｃｒ、Ｍｏ、Ｗ、Ｓｎ、Ｏｓ、合金、及びこれら
の組み合わせが挙げられる。
【０２７１】
　ある特定の実施形態では、縮合反応で記載されている触媒は、水素化反応について上に
記載した触媒担持体を含んでいてもよい。ある特定の実施形態では、縮合触媒は、自立型
である。本明細書で使用される場合、用語「自立型」は、触媒が、担持体として機能する
別の材料を必要としないことを意味する。他の実施形態では、縮合触媒を、触媒を担持す
るのに適した別個の担持体と組み合わせて使用する。一実施形態では、縮合触媒担持体は
、シリカである。
【０２７２】
　縮合反応が起こる条件は、出発物質及び望ましい生成物の種類によって変わるだろう。
当業者は、本開示の利益とともに、この反応を行うのに適切な反応条件を認識しているで
あろう。いくつかの実施形態では、縮合反応は、提示されている反応の熱力学が好ましく
なるような温度で行われる。縮合反応の温度は、出発物質の特定のポリオール又はアルコ
ールによって変わるだろう。いくつかの実施形態では、縮合反応の温度は、８０℃～５０
０℃の範囲であり、好ましくは、１２５℃～４５０℃、最も好ましくは、１２５℃～２５
０℃の範囲である。いくつかの実施形態では、縮合反応は、０Ｋｐａ～９０００ＫＰａの
範囲の圧力で行われ、好ましくは、０ＫＰａ～７０００ＫＰａ、さらにより好ましくは、
０ＫＰａ～５０００ＫＰａの範囲の圧力で行われる。
【０２７３】
　本発明のある特定の方法により得られる高級なアルカンとしては、限定されないが、炭
素原子が４～３０個の分枝鎖又は直鎖のアルカン、炭素原子が４～３０個の分枝鎖又は直
鎖のアルケン、炭素原子が５～３０個のシクロアルカン、炭素原子が５～３０個のシクロ
アルケン、アリール、縮合アリール、アルコール、ケトンが挙げられる。適切なアルカン
としては、限定されないが、ブタン、ペンタン、ペンテン、２－メチルブタン、ヘキサン
、ヘキセン、２－メチルペンタン、３－メチルペンタン、２，２，－ジメチルブタン、２
，３－ジメチルブタン、ヘプタン、ヘプテン、オクタン、オクテン、２，２，４－トリメ
チルペンタン、２，３－ジメチルヘキサン、２，３，４－トリメチルペンタン、２，３－
ジメチルペンタン、ノナン、ノネン、デカン、デセン、ウンデカン、ウンデセン、ドデカ
ン、ドデセン、トリデカン、トリデセン、テトラデカン、テトラデセン、ペンタデカン、
ペンタデセン、ノニルデカン、ノニルデセン、エイコサン、エイコセン、ウンエイコサン
、ウンエイコセン、ドエイコサン、ドエイコセン、トリエイコサン、トリエイコセン、テ
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トラエイコサン、テトラエイコセン、及びこれらの異性体が挙げられる。これらの生成物
のいくつかは、燃料として用いるのに適し得る。
【０２７４】
　いくつかの実施形態では、シクロアルカン及びシクロアルケンは置換されていない。他
の実施形態では、シクロアルカン及びシクロアルケンは、一置換されている。さらに他の
実施形態では、シクロアルカン及びシクロアルケンは、多置換されている。置換されたシ
クロアルカン及びシクロアルケンを含む実施形態では、置換された基としては、限定され
ないが、炭素原子が１～１２個の分枝鎖又は直鎖のアルキル、炭素原子が１～１２個の分
枝鎖又は直鎖のアルキレン、フェニル、及びこれらの任意の組み合わせが挙げられる。適
切なシクロアルカン及びシクロアルケンとしては、限定されないが、シクロペンタン、シ
クロペンテン、シクロヘキサン、シクロヘキセン、メチル－シクロペンタン、メチル－シ
クロペンテン、エチル－シクロペンタン、エチル－シクロペンテン、エチル－シクロヘキ
サン、エチル－シクロヘキセン、及びこれらの異性体、及び任意のこれらの組み合わせが
挙げられる。
【０２７５】
　いくつかの実施形態では、生成したアリールは、置換されていない。別の実施形態では
、生成したアリールは、一置換されている。置換アリールを含む実施形態では、置換され
た基としては、限定されないが、炭素原子が１～１２個の分枝鎖又は直鎖のアルキル、炭
素原子が１～１２個の分枝鎖又は直鎖のアルキレン、フェニル、及び任意のこれらの組み
合わせが挙げられる。本発明に適したアリールとしては、限定されないが、ベンゼン、ト
ルエン、キシレン、エチルベンゼン、パラキシレン、メタキシレン、及び任意のこれらの
組み合わせが挙げられる。
【０２７６】
　本発明のある特定の方法で生成したアルコールは、炭素原子を４～３０個有している。
いくつかの実施形態では、アルコールは環状である。他の実施形態では、アルコールは、
分岐している。別の実施形態では、アルコールは、直鎖である。本発明に適したアルコー
ルとしては、限定されないが、ブタノール、ペンタノール、ヘキサノール、ヘプタノール
、オクタノール、ノナノール、デカノール、ウンデカノール、ドデカノール、トリデカノ
ール、テトラデカノール、ペンタデカノール、ヘキサデカノール、ヘプチルデカノール、
オクチルデカノール、ノニルデカノール、エイコサノール、ウンエイコサノール、ドエイ
コサノール、トリエイコサノール、テトラエイコサノール、及びこれらの異性体が挙げら
れる。
【０２７７】
　本発明のある特定の方法で生成するケトンは、炭素原子を４～３０個有している。一実
施形態では、ケトンは環状である。別の実施形態では、ケトンは、分岐している。別の実
施形態では、ケトンは、直鎖である。本発明に適したケトンとしては、限定されないが、
ブタノン、ペンタノン、ヘキサノン、ヘプタノン、オクタノン、ノナノン、デカノン、ウ
ンデカノン、ドデカノン、トリデカノン、テトラデカノン、ペンタデカノン、ヘキサデカ
ノン、ヘプチルデカノン、オクチルデカノン、ノニルデカノン、エイコサノン、ウンエイ
コサノン、ドエイコサノン、トリエイコサノン、テトラエイコサノン、及びこれらの異性
体が挙げられる。
【０２７８】
　本発明の方法により生成される微細藻類油に対して実施され得る別の化学的修飾は、イ
ンターエステル化である。天然で生成するグリセロ脂質は、脂肪酸の構成要素が均一に分
布していない。油に関しては、インターエステル化は、異なるグリセロ脂質の２個のエス
テル間のアシル基が交換することを指す。インターエステル化のプロセスは、グリセロ脂
質の混合物の脂肪酸構成要素を、分布パターンを改変するように再配置することができる
という機構を与える。インターエステル化は、よく知られている化学プロセスであり、一
般的には、アルカリ金属又はアルカリ金属アルキレート（例えば、ナトリウムメトキシド
）のような触媒存在下、油混合物を所定時間（例えば、３０分）加熱すること（約２００
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℃まで）を含む。このプロセスを用い、油混合物の脂肪酸構成要素の分布パターンをラン
ダム化することができ、又は、望ましい分布パターンを作成するようにすることができる
。そのような脂質の化学的な改変方法は、本明細書に与えられている材料、例えば、細胞
乾燥重量の割合で、脂質として少なくとも２０％含む微生物バイオマスで行うことができ
る。
【０２７９】
　脂肪酸の特定の分布パターンを求める、方向性を持ったインターエステル化は、油混合
物を、融解が起こり得るいくつかのＴＡＧの融点よりも低い温度に維持することによって
行うことができる。これにより、これらのＴＡＧが選択的に結晶化し、それらが結晶化す
る際に、反応混合物から効果的に除去される。このプロセスを、例えば、油中のほとんど
の脂肪酸が沈殿するまで行ってもよい。方向性を持ったインターエステル化を、例えば、
長鎖脂肪酸を、これよりも鎖が短い対応する脂肪酸と置き換えることによって、カロリー
含有量が低い生成物を得るために使用してもよい。また、方向性を持ったインターエステ
ル化を用い、望ましくないｔｒａｎｓ異性体を生じてしまう可能性がある水素化を行うこ
となく、所望の融解特性を有しており、食品添加物又は製品（例えば、マーガリン）中で
求められている構造的特徴を有するような脂肪混合物を含む生成物を得ることができる。
【０２８０】
　本明細書で記載されている方法によって生成する油のインターエステル化は、１つ以上
の方法及び／又は材料、又は米国特許第６，０８０，８５３号（Ｎｏｎｄｉｇｅｓｔｉｂ
ｌｅ　ｆａｔ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ）；第４，２８８，３７８号（Ｐｅａｎｕｔ　ｂ
ｕｔｔｅｒ　ｓｔａｂｉｌｉｚｅｒ）；第５，３９１，３８３号（Ｅｄｉｂｌｅ　ｓｐｒ
ａｙ　ｏｉｌ）；第６，０２２，５７７号（Ｅｄｉｂｌｅ　ｆａｔｓ　ｆｏｒ　ｆｏｏｄ
　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）；第５，４３４，２７８号（Ｅｄｉｂｌｅ　ｆａｔｓ　ｆｏｒ　ｆ
ｏｏｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）；第５，２６８，１９２号（Ｌｏｗ　ｃａｌｏｒｉｅ　ｎｕ
ｔ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）；第５，２５８，１９７号（Ｒｅｄｕｃｅ　ｃａｌｏｒｉｅ　ｅ
ｄｉｂｌｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ）；第４，３３５，１５６号（Ｅｄｉｂｌｅ　ｆ
ａｔ　ｐｒｏｄｕｃｔ）；第７，２８８，２７８号（Ｆｏｏｄ　ａｄｄｉｔｉｖｅｓ　ｏ
ｒ　ｍｅｄｉｃａｍｅｎｔｓ）；第７，１１５，７６０号（Ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ
　ｐｒｏｃｅｓｓ）；第６，８０８，７３７号（Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｆａｔｓ）；第
５，８８８，９４７号（Ｅｎｇｉｎｅ　ｌｕｂｒｉｃａｎｔｓ）；第５，６８６，１３１
号（Ｅｄｉｂｌｅ　ｏｉｌ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ）；第４，６０３，１８８号（Ｃｕｒａｂ
ｌｅ　ｕｒｅｔｈａｎｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ）で報告されているように、生成物
を生成するための１つ以上の方法及び材料と組み合わせて行うことができる。
【０２８１】
　一実施形態では、本発明によれば、上に記載されているように、油をトランスエステル
化した後に、米国第６，４６５，６４２号で報告されているように、ポリオールポリオー
ルを用いてトランスエステル化した生成物の反応を行う。そのようなエステル化及び分離
プロセスは、石鹸存在下、低級アルキルエステルとポリオールとを反応させるステップと
；生成物の混合物から、残った石鹸を除去するステップと；生成物の混合物を水で洗浄し
、乾燥させ、不純物を取り除くステップと；生成物の混合物を精製のために漂白するステ
ップと；生成物の混合物中のポリオール脂肪酸ポリエステルから、未反応の低級アルキル
エステルの少なくとも一部分を分離するステップと；未反応の低級アルキルエステルを分
離させたものをリサイクルするステップとを含んでいてもよい。
【０２８２】
　また、トランスエステル化は、米国特許第６，２７８，００６号に報告されているよう
に、短鎖脂肪酸エステルを有する微生物バイオマスを用いて行ってもよい。一般的に、ト
ランスエステル化は、適切な触媒存在下、短鎖脂肪酸エステルを、油に加え、この混合物
を加熱することによって行われてもよい。いくつかの実施形態では、油は、反応混合物の
約５重量％～約９０重量％含まれる。いくつかの実施形態では、短鎖脂肪酸エステルは、
反応混合物の約１０重量％～約５０重量％含まれていてもよい。触媒の非限定的な例とし
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ては、塩基触媒、ナトリウムメトキシド、硫酸及び酸性クレイのような無機酸、メタンス
ルホン酸、ベンゼンスルホン酸、トルエンスルホン酸のような有機酸、Ａｍｂｅｒｌｙｓ
ｔ　１５のような酸性樹脂を含む酸触媒が挙げられる。ナトリウム及びマグネシウムのよ
うな金属、金属ヒドリドも有用な触媒である。
【０２８３】
　別のそのような化学的な改変は、ヒドロキシル化であり、二重結合に水を付加し、飽和
状態にし、ヒドロキシル部分を組み込むことを含む。ヒドロキシル化プロセスは、グリセ
ロ脂質の１つ以上の脂肪酸構成要素をヒドロキシ脂肪酸に変換する機構を与える。ヒドロ
キシル化は、例えば、米国特許第５，５７６，０２７号に報告されている方法によって行
うことができる。ヒマシ油及びその誘導体を含むヒドロキシル化脂肪酸は、食品添加物、
界面活性剤、顔料湿潤剤、消泡剤、撥水添加剤、可塑剤、香粧品用乳化剤及び／又は消臭
剤、及びエレクトロニクス、医薬、塗料、インク、接着剤、滑沢剤のような、いくつかの
工業用途での成分として有用である。グリセリドのヒドロキシル化をどのように行うかの
一例を以下に示す。脂肪を、好ましくは、ヘプタンと組み合わせて約３０～５０℃の温度
まで加熱し、この温度に３０分以上維持してもよく；次いで、この混合物に酢酸を加えた
後、硫酸水溶液を加え、次いで、過酸化水素水溶液を１時間かけて混合物に少量ずつ加え
てもよく；過酸化水素水溶液を加えた後、温度を少なくとも約６０℃まで上げ、少なくと
も６時間撹拌してもよく；撹拌した後、この混合物を静置し、反応によって生成した下側
の水層を除去しつつ、反応によって生成した上側のヘプタン層を約６０℃の温度を有する
熱水で洗浄してもよく；次いで、洗浄したヘプタン層を水酸化カリウム水溶液でｐＨが約
５～７になるまで中和し、次いで、減圧下で蒸留によって除去してもよく；次いで、反応
生成物を減圧下、１００℃で乾燥させ、乾燥した生成物を、減圧条件下、蒸気で消臭し、
珪藻土を用いて約５０℃～６０℃で濾過してもよい。
【０２８４】
　本明細書に記載されている微生物油のヒドロキシル化を、１つ以上の方法及び／又は材
料と組み合わせて行うことができ、米国特許第６，５９０，１１３号（Ｏｉｌ－ｂａｓｅ
ｄ　ｃｏａｔｉｎｇｓ　ａｎｄ　ｉｎｋ）；第４，０４９，７２４号（Ｈｙｄｒｏｘｙｌ
ａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ）；第６，１１３，９７１号（Ｏｌｉｖｅ　ｏｉｌ　ｂｕｔ
ｔｅｒ）；第４，９９２，１８９号（Ｌｕｂｒｉｃａｎｔｓ　ａｎｄ　ｌｕｂｅ　ａｄｄ
ｉｔｉｖｅｓ）；第５，５７６，０２７号（Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄ　ｍｉｌｋ）；第
６，８６９，５９７号（Ｃｏｓｍｅｔｉｃｓ）で報告されているように、生成物を生成す
るための１つ以上の方法及び材料と組み合わせて行うことができる。
【０２８５】
　ヒドロキシル化されたグリセロ脂質をエストライドに変換することができる。エストラ
イドは、ヒドロキシル化された脂肪酸構成要素が、別の脂肪酸分子でエステル化されたグ
リセロ脂質からなる。ヒドロキシル化されたグリセロ脂質をエストライドに変換すること
は、Ｉｓｂｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．、ＪＡＯＣＳ　７１（２）：１６９－１７４（１９９４
）に記載されるように、グリセロ脂質及び脂肪酸の混合物を加熱し、この混合物を鉱物酸
と接触させることによって行うことができる。エストライドは、米国特許第７，１９６，
１２４号（エラストマー材料および床仕上げ材）；第５，４５８，７９５号（高温度での
用途のための濃化油）；第５，４５１，３３２号（工業用途のための液体）；第５，４２
７，７０４号（燃料添加剤）；第５，３８０，８９４号（潤滑油、グリース、可塑剤、印
刷インク）で報告されているものに限定されないが、種々の用途で有用である。
【０２８６】
　微生物油で行うことができる他の化学反応としては、米国特許第６，０５１，５３９号
で報告されているように、トリアシルグリセロールと、シクロプロパン化剤と反応させ、
流動性及び／又は酸化安定性を高めること；米国特許第６，７７０，１０４号で報告され
ているように、トリアシルグリセロールからワックスを製造すること；「Ｔｈｅ　ｅｆｆ
ｅｃｔ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｒ
ｙｌａｔｉｏｎ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｅｐｏｘｉｄｉｚｅｄ　ｔｒｉａｃｙｌｇｌ
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ｙｃｅｒｏｌｓ」、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｏｉｌ　Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｓ’　Ｓｏｃｉｅｔｙ、７９：１、５９－６３（２００１）及びＦｒｅｅ　Ｒａ
ｄｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、３７：１、１０４－１１４（
２００４）に報告されているように、トリアシルグリセロールをエポキシ化することが挙
げられる。
【０２８７】
　上述のような燃料及び化学製品のために、油を生み出す微生物バイオマスを作成すると
、脱脂したバイオマス食料が生成される。脱脂した食料は、藻の油を調製したときの副産
物であり、例えば、反すう動物、鳥類、ブタ、水産養殖のような農場動物用の動物の餌と
して有用である。得られた食料は、油含有量が減ってはいるが、高品質のタンパク質、炭
水化物、繊維、灰分、残留油、及び動物の餌に適した他の栄養物はいまだ含まれている。
油分離プロセスによって細胞は大部分が溶解しているため、脱脂した食料は、そのような
動物によって簡単に消化される。脱脂した食料を、場合により、例えば、動物の餌の中で
、穀物のような他の成分と組み合わせてもよい。脱脂した食料は、均一な粉末であるため
、押出機、エクスパンダー又は市販されている別の種類の機械を用いてペレットへと圧縮
することができる。
【０２８８】
　本発明について上に詳細に説明し、以下の実施例で例示するが、これらは説明のために
与えられるものであり、特許請求の範囲に書かれた発明を限定するために与えられるもの
ではない。
　ＶＩＩＩ．実施例
　実施例１：プロトテカの培養方法
【０２８９】
　細胞乾燥重量で高い割合の油を得るようにプロトテカ株を育てた。凍結保存した細胞を
室温で解凍し、細胞５００μｌを、２％グルコースを含む培地４．５ｍｌ（４．２ｇ／Ｌ
　Ｋ２ＨＰＯ４、３．１ｇ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４、０．２４ｇ／Ｌ　ＭｇＳＯ４・７Ｈ２

Ｏ、０．２５ｇ／Ｌ　クエン酸一水和物、０．０２５ｇ／Ｌ　ＣａＣｌ２　２Ｈ２Ｏ、２
ｇ／Ｌ　酵母抽出物）に入れ、６ウェルプレートで撹拌しつつ（２００ｒｐｍ）、２８℃
で７日間成長させた。細胞乾燥重量は、あらかじめ秤量しておいたエッペンドルフ管中、
培養物１ｍｌを１４，０００ｒｐｍで５分間遠心分離することによって決定した。培養物
の上澄みを棄て、得られた細胞ペレットを脱イオン水１ｍｌで洗浄した。培養物を再び遠
心分離処理し、上澄みを棄て、細胞ペレットを凍結するまで－８０℃に置いた。次いで、
サンプルを２４時間凍結乾燥し、細胞乾燥重量を算出した。
【０２９０】
　培養物中の総脂質を決定するために、培養物３ｍｌを取り出し、Ａｎｋｏｍシステム（
Ａｎｋｏｍ　Ｉｎｃ．、Ｍａｃｅｄｏｎ、ＮＹ）を用い、製造業者のプロトコルに従って
分析した。サンプルを、Ａｍｋｏｍ　ＸＴ１０抽出機を用い、製造業者のプロトコルに従
って、溶媒抽出した。酸によって加水分解して乾燥させたサンプルと、溶媒抽出して乾燥
させたサンプルとの質量差として、総脂質を決定した。細胞乾燥重量での油の割合（％）
を測定した値を表２に示す。
【０２９１】
【表２】

【０２９２】
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　米国特許出願公開第２０１００１５１１１２号の表２２に列挙した微細藻類サンプルの
遺伝子型を解析した。藻のバイオマスからゲノムＤＮＡを以下のように単離した。液体培
養物から、細胞（約２００ｍｇ）を１４，０００×ｇで５分間遠心分離処理した。次いで
、細胞を滅菌蒸留水に再び懸濁させ、１４，０００×ｇで５分間遠心分離処理し、上澄み
を棄てた。このバイオマスに、直径約２ｍｍの１個のガラスビーズを加え、この管を－８
０℃で少なくとも１５分間置いた。サンプルを取り出し、研磨バッファー（１％　Ｓａｒ
ｋｏｓｙｌ、０．２５Ｍ　ショ糖、５０ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１００ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ　８．０、ＲＮａｓｅ　Ａ　０．５ｕｇ／μｌ）１５０μｌ
を加えた。ペレットを簡単にボルテックスすることによって再び懸濁させた後、５Ｍ　Ｎ
ａＣｌ　４０μｌを加えた。サンプルを短時間ボルテックスした後、５％　ＣＴＡＢ（セ
チルトリメチルアンモニウムブロミド）６６μｌを加え、最後に短時間ボルテックスした
。次いで、サンプルを６５℃で１０分間インキュベートした後、１４，０００×ｇで１０
分間遠心分離処理した。新しい管に上澄みを移し、フェノール：クロロホルム：イソアミ
ルアルコール　１２：１２：１　３００μｌで１回抽出し、次いで、１４，０００×ｇで
５分間遠心分離処理した。０．７体積部のイソプロパノール（約１９０μｌ）を含む新た
な管に、得られた水相を移し、ひっくり返すことによって混合し、室温で３０分間インキ
ュベートするか、又は４℃で一晩インキュベートした。１４，０００×ｇで１０分間遠心
分離処理することによってＤＮＡを回収した。次いで、得られたペレットを７０％エタノ
ールで２回洗浄した後、１００％エタノールで最後に洗浄した。ペレットを室温で２０～
３０分風乾した後、１０ｍＭ　ＴｒｉｓＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）５０μｌ
で再び懸濁させた。
【０２９３】
　上述のように調製した藻の全ＤＮＡ５μｌを、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ８．０で１：
５０に希釈した。最終容積が２０μｌのＰＣＲ反応を以下のように設定した。２×ｉＰｒ
ｏｏｆ　ＨＦマスターミックス（ＢＩＯ－ＲＡＤ）１０μｌを、０．４μｌのプライマー
ＳＺ０２６１３（１０ｍＭストック濃度の５’－ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧ
ＣＧＡＣ－３’（配列番号１３））に加えた。このプライマー配列は、Ｇｅｎ　Ｂａｎｋ
寄託番号Ｌ４３３５７の位置５６７～５８８であり、高等植物及び藻の色素体ゲノムにお
いて高度に保存されている。次いで、これに０．４μｌのプライマーＳＺ０２６１５（１
０ｍＭストック濃度の５’－ＣＡＧＴＧＡＧＣＴＡＴＴＡＣＧＣＡＣＴＣ－３’（配列番
号１４））を加えた。このプライマー配列は、Ｇｅｎ　Ｂａｎｋ寄託番号Ｌ４３３５７の
位置１１１２～１０９３と相補性であり、高等植物及び藻の色素体ゲノムにおいて高度に
保存されている。次いで、希釈した全ＤＮＡ５μｌ及びｄＨ２Ｏ　３．２μｌを加えた。
ＰＣＲ反応を以下のように行った。９８℃、４５秒；９８℃、８秒；５３℃、１２秒；７
２℃、２０秒を３５サイクル繰り返した後、７２℃で１分、２５℃で保持。ＰＣＲ産物を
精製するために、核反応物に１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ８．０　２０μｌを加えた後、フ
ェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール　１２：１２：１　４０μｌで抽出し、
ボルテックスし、１４，０００×ｇで５分間遠心分離処理した。ＰＣＲ反応物をＳ－４０
０カラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に入れ、３，０００×ｇで２分間遠心分離処理
した。次いで、精製したＰＣＲ産物を、ＰＣＲ８／ＧＷ／ＴＯＰＯへとＴＯＰＯＧＲＡＰ
ＨＹクローン化し、ＬＢ／Ｓｐｅｃプレートで陽性クローンを選択した。
【０２９４】
　精製したプラスミドＤＮＡについて、Ｍ１３の順プライマー及び逆プライマーを用い、
両方向で配列を決定した。２３Ｓ　ｒＲＮＡ　ＤＮＡの配列が決定された全部で１２種類
のプロトテカ株を選択し、これらの配列を、配列表に列挙している。株及び配列表の番号
のまとめは、以下にある。ＵＴＥＸ　１４３５（配列番号５）配列との全体的な違いにつ
いて、配列を分析した。最も違う配列として、２対があらわれた（ＵＴＥＸ　３２９／Ｕ
ＴＥＸ　１５３３及びＵＴＥＸ　３２９／ＵＴＥＸ　１４４０）。これら両者の場合で、
ペアワイズアラインメントから、一対の配列同一性が７５．０％であった。ＵＴＥＸ　１
４３５の配列同一性の割合も、以下に示している。
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【化２】

【０２９５】
　上に列挙した株の部分集合から得られた脂質サンプルについて、ＨＰＬＣを用いて脂質
プロフィールを分析した。結果を以下の表３に示す。
【表３】

　実施例２：プロトテカの形質転換方法
　　Ａ．　プロトテカの微粒子銃形質転換のための一般的方法
【０２９６】
　Ｓｅａｓｈｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ製のＳ５５０ｄ金担体を、製造業者のプロト
コルに従って調製した。線状プラスミド（２０μｇ）を、結合バッファー５０μｌ及びＳ
５５０ｄ金担体６０μｌ（３０ｍｇ）と混合し、氷中、１分間インキュベートした。沈殿
バッファー（１００μｌ）を加え、この混合物を氷中でさらに１分間インキュベートした
。ボルテックスした後、ＤＮＡでコーティングされた粒子を、５４１５Ｃ微量遠心器で１
０，０００ｒｐｍで１０秒間回転させることによって、ペレット状にした。この金ペレッ
トを冷たい１００％エタノール５００μｌで洗浄し、微量遠心器で軽く撹拌することによ
ってペレット状にし、氷冷したエタノール５０μｌで再び懸濁させた。軽く（１～２秒）
音波処理した後、１０μｌのＤＮＡコーティングされた粒子を、すぐにキャリア膜に移し
た。
【０２９７】
　プロトテカ株を、プロテオース培地（２ｇ／Ｌ　酵母抽出物、２．９４ｍＭ　ＮａＮＯ

３、０．１７ｍＭ　ＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ、０．３ｍＭ　ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ、０．４
ｍＭ　Ｋ２ＨＰＯ４、１．２８ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４、０．４３ｍＭ　ＮａＣｌ）中、旋回
シェーカー上に置いて細胞密度が２×１０６細胞／ｍｌになるまで成長させた。この細胞
を収穫し、滅菌蒸留水で１回洗浄し、培地５０μｌに再び懸濁させた。非選択的なプロテ
オース培地プレートの中央の１／３に１×１０７細胞を広げた。この細胞を、ＰＤＳ－１
０００／Ｈｅ　Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙシステム（Ｂ
ｉｏ－Ｒａｄ）で撃った。破裂ディスク（１１００ｐｓｉ及び１３５０ｐｓｉ）を用い、
上述のプレートを、スクリーン／マクロキャリアの集合体から９ｃｍ及び１２ｃｍ下に置
く。細胞を２５℃で１２～２４時間回復させた。回復したら、ゴム製スパチュラで細胞を
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プレートから掻き取り、培地１００μｌと混合し、適切に選別した抗生物質を含むプレー
トに広げた。播種してから２５℃で７～１０日経過後、形質転換された細胞を示すコロニ
ーが、１１００ｐｓｉ及び１３５０ｐｓｉの破裂ディスクからのプレート上にあるのが目
視で確認され、距離は９ｃｍ及び１２ｃｍであった。コロニーを取り出し、２回目の選択
のために選択的な寒天プレートにスポットとして載せた。
 
　実施例３：キシロースを代謝し得る微細藻類株の生成
【０２９８】
　プロトテカ種において異種外因性遺伝子を発現する方法および効果、例えばコドン最適
化および染色体組換え部位は、ＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２００９／６６１４２（これらの
教示に関しては、参照により本明細書中に組入れられる）に以前に載されている。本実施
例は、キシロースの代謝および輸送のための外因性遺伝子を含有するプロトテカ・モリフ
ォルミス（ＵＴＥＸ　１４３５）由来のトランスジェニック株の生成を実証する。その結
果としての生成されるトランスジェニックプロトテカ株は、単独炭素源としてキシロース
を含有する培地上で成長する能力を有した。上記のように、（ペントースである）キシロ
ースはセルロース系物質由来の供給原料の有意の構成成分であるため、キシロースを代謝
する能力は重要である。キシロースは、ヘミセルロースの主な糖単量体構成成分であり、
これは、セルロースとともに、ほとんどの植物物質の主な構造構成成分を形成する。
【０２９９】
　経時的な液体培地中での糖レベルの分析的測定により示されるように、プロトテカ・モ
リフォルミス（ＵＴＥＸ　１４３５）が少量のキシロースをキシリトールに転化し得る、
ということを予備的結果は示した。培地中の炭素源として０．２５％グルコースを伴う４
％キシロース中で、上記の実施例１に記載したような培地および条件で、プロトテカ・モ
リフォルミス（ＵＴＥＸ　１４３５）を培養した。非細胞付加陰性対照、ならびに成長に
関する陽性対照として４％グルコース条件およびキシリトール産生に関する陰性対照も包
含した。表４は、陰性対照条件ではキシリトールは産生されなかったが、一方、プロトテ
カ細胞を有するキシロース含有培地は、培養中で５日後の培養上清中に、検出可能量のキ
シリトールを産生した、ということを示している。グルコースのみの条件では活発な細胞
成長が認められたが、検出可能レベルのキシリトールは産生されなかった。
【表４】

【０３００】
　この結果は、プロトテカ・モリフォルミスにおける内因性アルド－ケトレダクターゼ酵
素活性により、キシロースがキシリトールに転化され得る、ということを示し得る。ＮＡ
ＰＤＨ依存性オキシドレダクターゼのこのファミリーに属する酵素は、形質膜の境界内に
存在し、そのような酵素がキシロースがキシリトールに転化するのに関与するならば、培
地中のキシロースは内因性糖輸送体を介して細胞中に進入していなければならない。
【０３０１】
　キシロースを代謝し得る生物体では、キシロースはキシルロース－５－ホスフェートに
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転化され、これはさらに、ペントースホスフェート経路を介して代謝される。プロトテカ
・モリフォルミスは、その周囲からキシロースを取込み得るが、しかしキシロースをキシ
ルロース－５－ホスフェートに効率的に転化するその能力を欠いている。上記の表４に示
した結果は、これが実情である、ということを示唆している。この仮説を試験するために
、先ずキシロースをキシルロースに転化するためのキシロースイソメラーゼ、およびキシ
ルロースをキシルロース－５－ホスフェートに転化するためのキシルロキナーゼを発現す
るための方法および試薬を、本発明は提供する。そのようなトランスジェニック微細藻類
細胞の例示的説明は、プロトテカ・モリフォルミス（ＵＴＥＸ　１４３５）を用いて以下
で記載される。
【０３０２】
　ピロミセス種からのキシロースイソメラーゼ（ＸｙｌＡ）遺伝子、およびピキア・スチ
ピチスからのキシルロキナーゼ（ＸＹＬ３）遺伝子、および出芽酵母からのインベルター
ゼ遺伝子（ｓｕｃ２、選択可能マーカー）を発現するプロトテカ・モリフォルミスのトラ
ンスジェニック・レシピエント株を、ＰＣＴ特許公開　ＷＯ　２０１０／０６３０３１お
よびＷＯ　２０１０／０６３０３２（これらの方法のその教示に関しては、参照により本
明細書中に組入れられる）に以前に記載された方法および形質転換を用いて生成した。陽
性クローンを、スクロース含有培地およびプレート上で選択した。プロミセス種ＸｙｌＡ
の一次アミノ酸配列（GenBank寄託番号ＣＡＢ７６５７１）を、配列番号１５として記載
する。ピキア・スチピチスＸＹＬ３の一次アミノ酸配列（GenBank寄託番号ＣＡＡ３９０
６６．１、参照により本明細書中に組入れられる）を、配列番号５１として記載する。プ
ロミセス種ＸｙｌＡ／ピキア・スチピチスＸＹＬ形質転換カセットの関連部分を、以下に
記載する。このカセットは、ゲノム組込みに関する５’および３’プロトテカ・モリフォ
ルミスＫＥ８５８相同組換え標的配列を含有した。これを、配列番号１６および１７とし
て記載する。（１）コナミドリムシβ－チューブリンプロモーターおよびクロレラ・ブル
ガリス硝酸塩レダクターゼ３’ＵＴＲ（配列番号１８）の制御下の出芽酵母　ｓｕｃ２ス
クロースインベルターゼ遺伝子；（２）クロレラ・プロトテコイデスＥＦ１ａプロモータ
ーおよび３’ＵＴＲの制御下のピキア・スチピチスＸＹＬ３；ならびに（３）クロレラ・
プロトテコイデス　アクチンプロモーターおよびＥＦ１ａ　３’ＵＴＲの制御下のピロミ
セス種ＸｙｌＡも含有される。陽性クローンをスクロース含有培地およびプレート上で選
択し、ウエスタンブロットで、ＸｙｌＡまたはＸＹＬ３に対して生成されるウサギポリク
ローナル抗体を用いて、導入遺伝子の発現を確証した。
 
【化３】

 
【０３０３】
　一旦、ＸｙｌＡ／ＸＹＬ３レシピエント株を生成し、ウエスタンブロットを用いて確証
したら、次いで当該株を２つのカセットのうちの１つで形質転換した。第一のカセットは
、抗生物質Ｇ４１８に対する耐性を付与する遺伝子、ならびにプロトテカ・モリフォルミ
スからの同一トランスロケーターファミリーに属するオルソロガス遺伝子からの輸送ペプ
チドと取り替えられた色素体輸送ペプチドを有するシロイヌナズナからの付加的ホスフェ
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ート／ペントースホスフェート・トランスロケーター遺伝子ＸＰＴを保有する組込み形質
転換ベクターであった。一次アミノ酸配列（取替えられた輸送ペプチド配列番号２５を含
む）を、配列番号２４で記載する。代替的色素体輸送ペプチド（配列番号２６）も試みて
、同様にうまくいった。第二のカセットは、抗生物質Ｇ４１８に対する耐性を付与する遺
伝子、ならびにプロトテカ・モリフォルミスからの同一トランスロケーターファミリーに
属するオルソロガス遺伝子からの輸送ペプチドと取り替えられた色素体輸送ペプチドを有
するシロイヌナズナからの付加的ホスフェート／ペントースホスフェート・トランスロケ
ーター遺伝子ＸＰＴ、ならびにピキア・スチピチスＸＹＬ２遺伝子、キシリトールデヒド
ロゲナーゼを含有するエピソーム（非組込み型）形質転換ベクターであった。酵母（例え
ば、ピキア属）では、ＸｙｌＡは、キシリトールによりある程度抑制され得る。非形質転
換プロトテカ細胞を用いて培養上清を調べる上記の予備実験は、キシロースから直接キシ
リトールを生成する内因性レダクターゼ活性を示す培地中の検出可能な低レベルキシリト
ールを示した。ＸＹＬ２キシリトールデヒドロゲナーゼを含有するこの第二の構築物は、
ＸｙｌＡにおけるそのようなキシリトール抑制を軽減する方法を提供する。これら２つの
ベクターの各々の関連部分は、下記の個々のカセット構成成分とともに、それぞれ配列番
号３２および配列番号２３として記載する。ＸＰＴ単独組込みカセットは、５’および３
’プロトテカ・モリフォルミス６Ｓ相同組換え標的配列およびネオマイシン耐性遺伝子（
コナミドリムシβ－チューブリンプロモーターおよびクロレラ・ブルガリス硝酸塩レダク
ターゼ３’ＵＴＲの制御下）、（上記のような）取替え輸送ペプチド配列を有するシロイ
ヌナズナＸＰＴ遺伝子（クロレラ・プロトテコイデス　アクチンプロモーターおよびＥＦ
１ａ　３’ＵＴＲの制御下）を含有した。エピソームカセットは、ネオマイシン耐性遺伝
子（クロレラ・ソロキニアナＧｄｈプロモーターおよびクロレラ・ブルガリス硝酸塩レダ
クターゼ３’ＵＴＲの制御下）；ピキア・スチピチスＸＹＬ２遺伝子（クロレラ・プロト
テコイデス　アクチンプロモーターおよびＥＦ１ａ　３’ＵＴＲの制御下）；およびシロ
イヌナズナＸＰＴ遺伝子（コナミドリムシβ－チューブリンプロモーターおよびクロレラ
・プロトテコイデス　ＥＦ１ａ　３’ＵＴＲの制御下）を含有した。
 
【化４】

　５０μｇ／ｍｌ　Ｇ４１８を有するスクロース含有培地／プレートを用いて、両形質転
換からの陽性クローンを選択した。
【０３０４】
　形質転換からの多数の陽性クローンのうち、２つの株（各形質転換から１つ）を、さら
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に詳細な特性決定のために選択した。両株を、単独炭素源として２％キシロースを含有す
る固体培地プレート上で増殖させた。３～４週間のインキュベーション後、これらのトラ
ンスジェニック株に関して増殖を測定し、両トランスジェニック株に関して増殖を観察し
たが、しかし、ＸｙｌＡおよびＸＹＬ３導入遺伝子のみを含有する親レシピエント株に関
しては観察されなかった。これらの結果の確証を実施して、液体培地環境を用いてキシロ
ース消費を調べた。両トランスジェニック株（ＸｙｌＡ、ＸＹＬ３、ＸＰＴおよびＸＹＬ
２；ＸｙｌＡ、ＸＹＬ３およびＸＰＴ）および親レシピエント株（ＸｙｌＡおよびＸＹＬ
３のみ）を含有する液体培養を、単独炭素源として２％キシロースを用いて、実施した。
増殖（ＯＤ７５０読取により測定）およびキシロース消費（培地中に残存するキシロース
の量を測定）を、培養中の種々の時点で測定した。増殖またはキシロース消費は親レシピ
エント株においては観察されなかったが、一方、両トランスジェニック株は、増殖および
キシロース消費を示した。表５は、増殖およびキシロース消費結果を要約する。
【表５】

　実施例４：細胞質中にキシロースを輸送するための輸送体を発現する遺伝子操作微細藻
類株の生成
【０３０５】
　４つのキシロース特異的輸送体（ＳＵＴ１、ＧＸＳ１、共輸送体およびＸＬＴ１；それ
ぞれ、配列番号３７、３９、４１および４３）（このうちのいくつかはキシロースを能動
的に輸送し、そしていくつかは細胞中へのキシロースの受動的拡散を可能にする）を、プ
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ロトテカ・モリフォルミスにおいて導入遺伝子として発現させた。各キシロース輸送体に
関する遺伝子をコドン最適化して（コドン最適化コード領域を、それぞれ配列番号３６、
３８、４０および４２で示す）、プロトテカ・モリフォルミス中での最大発現を可能にし
、そしてクロレラ・プロトテコイデス　アクチンプロモーターおよびＥＦ１ａ　３’ＵＴ
Ｒの制御下で微細藻類のゲノム中に挿入した。４つの遺伝子の各々の発現を、それらの挿
入および細胞膜への局在化が認められたとして確証した。細胞膜への局在化の確証は、イ
ンフレームでの蛍光タンパク質をコードするＤＮＡ配列を輸送体導入遺伝子の各々のカル
ボキシル末端と融合すること、そして蛍光顕微鏡を利用して当該構築物を発現する細胞を
観察することを包含した。
【０３０６】
　そのカルボキシル末端と融合された蛍光タンパク質を有する４つの輸送体の各々を発現
する細胞の顕微鏡写真は、輸送体が発現され、細胞膜に局在化される、ということを示し
た。
 
　実施例５：キシロースのキシルロース－５－ホスフェートへの転化のための酵素を発現
する遺伝子操作微細藻類株の生成
【０３０７】
　キシロースのキシルロース－５－ホスフェートへの生化学的転化のための２つの代替的
経路に対応する）、オキシドレダクターゼ経路酵素をコードするコドン最適化遺伝子ＸＹ
Ｌ１、ＸＹＬ２またはＸＹＬ３（それぞれ、配列番号３４、３２および２０）、あるいは
イソメラーゼ経路酵素をコードする遺伝子ＸｙｌＡまたはＸＹＬ３（それぞれ、配列番号
２３および２０）を発現するよう、プロトテカ・モリフォルミスを遺伝子操作した。２つ
の経路は、同一末端酵素（ＸＹＬ３）を共有する。各遺伝子の発現を、ＲＮＡレベルで確
証した。さらに、各遺伝子産物に対して抗体を生成して、ウエスタンブロット分析を用い
たタンパク質レベルでの発現のさらなるモニタリングを可能にした。予測サイズ帯域に対
応するタンパク質は、対応する挿入された導入遺伝子を含有するトランスジェニック株か
ら作られた抽出物中で観察されたが、しかし非形質転換親細胞では観察されなかった。
【０３０８】
　キシロースのキシルロース－５－ホスフェートへの転化に関与する酵素の発現はプロト
テカ・モリフォルミス細胞においてキシロースを代謝する能力を最初に付与するとは思え
なかったが、しかしキシロース上で増殖する能力は、導入遺伝子のコピー数を増大するこ
とにより付与された。選択可能マーカーを用いて、これらの酵素をコードする遺伝子のコ
ピー数を増大した。元の親細胞は、３つの導入遺伝子（ｓｕｃ２、ＸｙｌＡおよびＸＹＬ
３）すべてに関して１つのコピー数を有し、キシロース上で増殖するようには見えなかっ
たが、しかしスクロース上で増殖する能力がキシロース代謝酵素をコードする遺伝子に隣
接する遺伝子（ｓｕｃ２）により付与される選択下での増殖後、特性化された３つの個々
の単離物が、３つの導入遺伝子のすべてのコピー数を３～５０倍増大した。コピー数増大
を示す単離物を、キシロース上での増殖に関して査定した。コピー数の最大増加（約５０
倍）を示した単離物Ａは、キシロース上で増殖する能力を獲得していた。元の親はキシロ
ース上で増殖できなかった（２つの単離物（ＢおよびＣ）は、コピー数の中等度の増大（
約３～４倍）を示しただけであった）。キシロース上で増殖する単離物Ａの能力は、導入
遺伝子が発現され、異種生物体中でその酵素活性を保持し、そしてキシロースを利用する
能力をその生物体に付与し得る、ということを実証している。
 
　実施例６：ペントースホスフェート代謝経路へのキシルロース－５－ホスフェートの送
達のためのトランスロケーターを発現する遺伝子操作微細藻類株の生成
【０３０９】
　キシルロース－５－ホスフェートを特異的に輸送する３つのキメラ植物トランスロケー
ターのうちの１つを発現するよう、プロトテカ・モリフォルミスを遺伝子操作した。最終
細胞送達先／区画へのキシルロース－５－ホスフェートの輸出を改良するために、植物ト
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プロトテカ・モリフォルミスに見出される内因性トランスロケーターまたはクロレラ・プ
ロトテコイデスのＳＡＤ遺伝子において特定される３つの輸送ペプチドのうちの１つと取
り替えることにより、キメラ遺伝子を生成した。コンティグ集合体からプロトテカ・モリ
フォルミス中のトランスロケーター・オルソログの部分ＤＮＡ配列を選択し、選択配列を
増幅することにより、内因性プロトテカ輸送ペプチドを特定した。増幅から生成されてい
る生成物をクローン化し、配列決定して、得られた配列からシグナルペプチドを得た。キ
メラ遺伝子産物は、色素体の内膜に局在した；これは、蛍光タンパク質をトランスロケー
ターキメラのカルボキシル末端と融合し、蛍光顕微鏡を用いて融合を発現する細胞を検査
することにより確定した。蛍光シグナルは、色素体の内膜における局在化と一致して、細
胞内のオルガネラ様構造の周囲に濃縮されているように見えた。３つのキメラトランスロ
ケーターＧＰＴ－Ａ－ＸＰＴ、ＧＰＴ－Ｆ－ＸＰＴおよびＳ１０６ＳＡＤ－ＸＰＴを、そ
れぞれ配列番号４５、４７および４９で示す。
 
　実施例７：キシロース代謝のための遺伝子の組合せを発現する遺伝子操作微細藻類株の
生成
【０３１０】
　本明細書中の実施例で実証されたように、キシロース代謝酵素をコードする個々の導入
遺伝子は、プロトテカ・モリフォルミス中に首尾よく挿入された。単一細胞中でこれらの
種々の導入遺伝子を組合せることの効果を調べるために、実施例４～６で論じた導入遺伝
子のある組合せ（表６の遺伝子型を参照）を含有するプロトテカ・モリフォルミスの株を
調製し、キシロース代謝に関してスクリーニングした。
【０３１１】
　各々の独自の遺伝子型を有する１０種の個々の形質転換体をクローン精製し、単独炭素
源として２．５％キシロースのみを含有する固体培地上での増殖に関して査定した。単独
炭素源としてキシロースを含有する液体培養中で、可能性のある陽性クローンをさらに試
験した。培養の光学密度を測定することにより、細胞の増殖をモニタリングした。実験終
了時に、キシロース含量に関して培養上清を分析した。表６は、陰性対照（株Ａ、Ｂおよ
びＣ）と比較した場合の、最良の１０株（株Ｄ～Ｍ）の最終増殖およびキシロース消費を
示す。株Ｄ～Ｍは、培地中のキシロースのすべてが実験収量までに消失していたので、明
らかにキシロースを消費できる。これに対比して、実験開始時に存在した同量のキシロー
スが、陰性対照株Ａ、ＢおよびＣを増殖させている培地中では、実験終了時にも依然とし
て検出された。キシロースの消失は細胞密度を増大することにより成し遂げられたが、こ
れは、キシロースからの炭素が細胞増殖を指示するために用いられていたことを示してい
る。これに対比して、陰性対照は、実験経過全体を通して細胞密度を増大せず、実験終了
時に、培地は、実験開始時に培地中に存在していたキシロースとほぼ同量のキシロースを
含有しており、これは、キシロースが全く消費されなかったか、あるいはキシロース消費
が非常に少量であった、ということを示している。
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【表６】

【０３１２】
　独自の遺伝子型を有する多数の株が、単独炭素源としてキシロースを用いてバイオマス
における明らかな増大を示した。これらの結果は、キシロースをキシルロース－５－ホス
フェートに生化学的に転化された細胞中にキシロースを輸送し、内因性中枢代謝経路にキ
シルロース－５－ホスフェートを送達するする多数の導入遺伝子または導入遺伝子の群で
の形質転換によりキシロース上で増殖するよう微細藻類が遺伝子操作された、ということ
を実証している。
 
　実施例８：キシロース代謝化部の脂質産生能力
【０３１３】
　実施例７からのキシロース代謝株Ａ～Ｍを、単独炭素源としてキシロースを用いて増殖
させた場合に油を産生する能力に関して評価した。キシロース代謝株を、陰性対照株とと
もに、脂質生産力検定に付した。先ず、グルコースを含有する培地中で細胞を増殖させて
、次に、単独炭素源としてグルコースまたはキシロースを用いた脂質生産力期に付した。
糖が培養から枯渇するようになった場合、消費が終結するまで、もっと多くの対応する糖
を細胞に供給した。この時点で、実験を終結して、細胞を脂質含量に関して分析した。表
７は、脂質分析の結果を示す。全株を、乾燥細胞重量の割合として脂質と同様に表される
グルコースに関して、株Ａの成果に対して正規化した。遺伝子操作株はすべて、培養にグ
ルコースを供給した場合、親非遺伝子操作対照株と同様な結果を示した。陰性対照株（Ａ
、Ｂ、Ｃ）は、キシロース上で培養した場合、少量の脂質を産生した（グルコース中の株
Ａにより通常生成される量の６～８％）。これに対比して、キシロース代謝株は１０株す
べてが、キシロース中で培養した場合、有意量の脂質を産生することができた。最良株で
あるＬは、グルコース上で増殖した場合、株Ａにより通常生成される脂質の量の６０％ま
でを蓄積した。
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【表７】

【０３１４】
　これらの結果は、挿入経路がキシロースからの炭素を転じて、それを利用して脂質を産
生し得る、ということを示している。
【０３１５】
　本発明を、その具体的実施形態と関連づけて記載してきたが、それはさらなる修正が可
能であることが理解されるであろう。本出願は、概して、本発明の原則に従って、そして
本発明が関する当該技術分野内の既知のまたは慣例的実行内であるような、ならびに本明
細書中に前記した本質的特徴に当てはまり得るような本発明からの逸脱を含めて、本発明
のあらゆる変形、使用または適応を網羅するよう意図される。
配列表
 
配列番号１
ＵＴＥＸ　３２９　プロトテカ・クルエガニ
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＧＴＴＡＡＡＡＡＧＡＧＴＧＧＣＡＴＧＧ
ＴＴＡＡＡＧＡＡＡＡＴＡＣＴＣＴＧＧＡＧＣＣＡＴＡＧＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＴＴＡ
ＧＴＡＡＧＣＴＴＡＧＧＴＣＡＴＴＣＴＴＴＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＧＴＧＡ
ＴＣＴＡＣＣＣＡＴＧＡＴＣＡＧＧＧＴＧＡＡＧＴＧＴＴＡＧＴＡＡＡＡＴＡＡＣＡＴＧ
ＧＡＧＧＣＣＣＧＡＡＣＣＧＡＣＴＡＡＴＧＴＴＧＡＡＡＡＡＴＴＡＧＣＧＧＡＴＧＡＡ
ＴＴＧＴＧＧＧＴＡＧＧＧＧＣＧＡＡＡＡＡＣＣＡＡＴＣＧＡＡＣＴＣＧＧＡＧＴＴＡＧ
ＣＴＧＧＴＴＣＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＴＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＧ
ＴＡＣＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＴＧＴＧＧＧＣＴＴ
ＣＧＡＡＡＧＴＴＧＴＡＣＣＴＣＡＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＣＴＡ
ＴＴＴＡＧＡＴＡＴＣＴＡＣＴＡＧＴＧＡＧＡＣＣＴＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＴ
ＴＧＧＴＣＡＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＴＣＡＣＣＡＧＴＴＡＡＧＧＣＣＣ
ＣＡＡＡＡＴＧＡＡＡＡＴＧＡＴＡＧＴＧＡＣＴＡＡＧＧＡＴＧＴＧＧＧＴＡＴＧＴＣＡ
ＡＡＡＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＴＣＣＴＴＴＣＡ
ＡＧＡＧＴＧＣＧＴＡＡＴＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
 
配列番号２
ＵＴＥＸ　１４４０　プロトテカ・ウィッカーハミー



(77) JP 2014-513964 A 2014.6.19

10

20

30

40

50

ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＣＴＴＡＡＡＡＴＡＡＡＴＧＧＣＡＧＧＣ
ＴＡＡＧＡＧＡＴＴＴＡＡＴＡＡＣＴＣＧＡＡＡＣＣＴＡＡＧＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＣ
ＴＴＡＡＴＡＧＧＧＣＧＴＣＡＡＴＴＴＡＡＣＡＡＡＡＣＴＴＴＡＡＡＴＡＡＡＴＴＡＴ
ＡＡＡＧＴＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＣＣＴＧＡＧＴＧＡＴＣＴＡＡＣＣ
ＡＴＧＧＴＣＡＧＧＡＴＧＡＡＡＣＴＴＧＧＧＴＧＡＣＡＣＣＡＡＧＴＧＧＡＡＧＴＣＣ
ＧＡＡＣＣＧＡＣＣＧＡＴＧＴＴＧＡＡＡＡＡＴＣＧＧＣＧＧＡＴＧＡＡＣＴＧＴＧＧＴ
ＴＡＧＴＧＧＴＧＡＡＡＴＡＣＣＡＧＴＣＧＡＡＣＴＣＡＧＡＧＣＴＡＧＣＴＧＧＴＴＣ
ＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＧＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＡＴＡＴＡＴＣＴＣＧＴＣＴＡ
ＴＣＴＡＧＧＧＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＧＧＴＧＣＧＧＧＣＴＡＴＧＡＡＡＡＴ
ＧＧＴＡＣＣＡＡＡＴＣＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＧ
ＡＴＡＴＡＴＴＡＧＴＧＡＧＡＣＴＡＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＡＴＡＧＴＣＧＡ
ＧＡＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＣＣＡＣＣＡＧＴＴＡＡＧＧＣＣＣＣＡＡＡＡＴＧ
ＡＴＡＡＴＧＡＡＧＴＧＧＴＡＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＡＡＡＴＧＣＡＡＡＴＡＣＡＡＣＣ
ＡＧＧＡＧＧＴＴＧＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴＴＡＡＡＧＡＧＴＧＣＧ
ＴＡＡＴＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
 
配列番号３
ＵＴＥＸ　１４４２　プロトテカ・スタグノラ
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＧＴＴＡＡＡＡＡＡＡＡＴＧＧＣＡＴＧＧ
ＴＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＴＣＴＣＴＧＡＡＧＣＣＡＴＡＧＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＴＴＴ
ＡＣＡＡＧＣＴＡＴＡＧＴＣＡＴＴＴＴＴＴＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＧＴＧＡ
ＴＣＴＡＣＣＣＡＴＧＡＴＣＡＧＧＧＴＧＡＡＧＴＧＴＴＧＧＴＣＡＡＡＴＡＡＣＡＴＧ
ＧＡＧＧＣＣＣＧＡＡＣＣＧＡＣＴＡＡＴＧＧＴＧＡＡＡＡＡＴＴＡＧＣＧＧＡＴＧＡＡ
ＴＴＧＴＧＧＧＴＡＧＧＧＧＣＧＡＡＡＡＡＣＣＡＡＴＣＧＡＡＣＴＣＧＧＡＧＴＴＡＧ
ＣＴＧＧＴＴＣＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＴＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＡ
ＣＡＣＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＴＧＴＧＧＧＣＴＴ
ＣＧＡＡＡＧＴＴＧＴＡＣＣＴＣＡＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＣＴＡ
ＴＴＴＡＧＡＴＡＴＣＴＡＣＴＡＧＴＧＡＧＡＣＣＴＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＴ
ＴＧＧＴＣＡＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＴＣＡＣＣＡＧＴＴＡＡＧＧＣＣＣ
ＣＡＡＡＡＴＧＡＡＡＡＴＧＡＴＡＧＴＧＡＣＴＡＡＧＧＡＣＧＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＡ
ＡＡＡＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＴＣＣＴＴＴＣＡ
ＡＧＡＧＴＧＣＧＴＡＡＴＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
 
配列番号４
ＵＴＥＸ　２８８　プロトテカ・モリフォルミス
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＧＴＴＡＡＡＡＡＧＡＧＴＧＧＣＡＴＧＧ
ＴＴＡＡＡＧＡＴＡＡＴＴＣＴＣＴＧＧＡＧＣＣＡＴＡＧＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＴＴＡ
ＡＣＡＡＧＣＴＡＡＡＧＴＣＡＣＣＣＴＴＴＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＧＴＧＡ
ＴＣＴＡＣＣＣＡＴＧＡＴＣＡＧＧＧＴＧＡＡＧＴＧＴＴＧＧＴＡＡＡＡＴＡＡＣＡＴＧ
ＧＡＧＧＣＣＣＧＡＡＣＣＧＡＣＴＡＡＴＧＧＴＧＡＡＡＡＡＴＴＡＧＣＧＧＡＴＧＡＡ
ＴＴＧＴＧＧＧＴＡＧＧＧＧＣＧＡＡＡＡＡＣＣＡＡＴＣＧＡＡＣＴＣＧＧＡＧＴＴＡＧ
ＣＴＧＧＴＴＣＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＴＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＡ
ＣＡＣＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＴＧＴＧＧＧＣＴＴ
ＣＧＡＡＡＧＴＴＧＴＡＣＣＴＣＡＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＣＴＡ
ＴＴＴＡＧＡＴＡＴＣＴＡＣＴＡＧＴＧＡＧＡＣＣＴＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＴ
ＴＧＧＴＣＡＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＴＣＡＣＣＡＧＴＴＡＡＧＧＣＣＣ
ＣＡＡＡＡＴＧＡＡＡＡＴＧＡＴＡＧＴＧＡＣＴＡＡＧＧＡＴＧＴＧＧＧＴＡＴＧＴＴＡ
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ＡＡＡＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＴＣＣＴＴＴＣＡ
ＡＧＡＧＴＧＣＧＴＡＡＴＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
 
配列番号５
ＵＴＥＸ　１４３９、ＵＴＥＸ　１４４１、ＵＴＥＸ　１４３５、ＵＴＥＸ　１４３７　
プロトテカ・モリフォルミス
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＣＴＴＡＡＡＡＴＡＡＡＴＧＧＣＡＧＧＣ
ＴＡＡＧＡＧＡＡＴＴＡＡＴＡＡＣＴＣＧＡＡＡＣＣＴＡＡＧＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＣ
ＴＴＡＡＴＡＧＧＧＣＧＣＴＡＡＴＴＴＡＡＣＡＡＡＡＣＡＴＴＡＡＡＴＡＡＡＡＴＣＴ
ＡＡＡＧＴＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＣＣＴＧＡＧＴＧＡＴＣＴＡＡＣＣ
ＡＴＧＧＴＣＡＧＧＡＴＧＡＡＡＣＴＴＧＧＧＴＧＡＣＡＣＣＡＡＧＴＧＧＡＡＧＴＣＣ
ＧＡＡＣＣＧＡＣＣＧＡＴＧＴＴＧＡＡＡＡＡＴＣＧＧＣＧＧＡＴＧＡＡＣＴＧＴＧＧＴ
ＴＡＧＴＧＧＴＧＡＡＡＴＡＣＣＡＧＴＣＧＡＡＣＴＣＡＧＡＧＣＴＡＧＣＴＧＧＴＴＣ
ＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＧＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＡＴＡＴＡＴＣＴＣＧＴＣＴＡ
ＴＣＴＡＧＧＧＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＧＧＴＧＣＧＧＧＣＴＡＴＧＡＡＡＡＴ
ＧＧＴＡＣＣＡＡＡＴＣＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＧ
ＡＴＡＴＡＴＴＡＧＴＧＡＧＡＣＴＡＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＡＴＡＧＴＣＧＡ
ＧＡＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＣＣＡＣＣＡＧＴＴＡＡＧＧＣＣＣＣＡＡＡＡＴＧ
ＡＴＡＡＴＧＡＡＧＴＧＧＴＡＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＡＡＡＴＧＣＡＡＡＴＡＣＡＡＣＣ
ＡＧＧＡＧＧＴＴＧＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴＴＡＡＡＧＡＧＴＧＣＧ
ＴＡＡＴＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
 
配列番号６
ＵＴＥＸ　１５３３　プロトテカ・ウィッカーハミー
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＡＡＴＡＡＡＴＧＧＣＡＧＧＣ
ＴＡＡＧＡＧＡＡＴＴＡＡＴＡＡＣＴＣＧＡＡＡＣＣＴＡＡＧＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＣ
ＴＴＡＡＴＡＧＧＧＣＧＣＴＡＡＴＴＴＡＡＣＡＡＡＡＣＡＴＴＡＡＡＴＡＡＡＡＴＣＴ
ＡＡＡＧＴＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＣＣＴＧＡＧＴＧＡＴＣＴＡＡＣＣ
ＡＴＧＧＴＣＡＧＧＡＴＧＡＡＡＣＴＴＧＧＧＴＧＡＣＡＣＣＡＡＧＴＧＧＡＡＧＴＣＣ
ＧＡＡＣＣＧＡＣＣＧＡＴＧＴＴＧＡＡＡＡＡＴＣＧＧＣＧＧＡＴＧＡＡＣＴＧＴＧＧＴ
ＴＡＧＴＧＧＴＧＡＡＡＴＡＣＣＡＧＴＣＧＡＡＣＴＣＡＧＡＧＣＴＡＧＣＴＧＧＴＴＣ
ＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＧＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＡＴＡＴＡＴＣＴＣＧＴＣＴＡ
ＴＣＴＡＧＧＧＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＧＧＴＧＣＧＧＧＣＴＡＴＧＡＡＡＡＴ
ＧＧＴＡＣＣＡＡＡＴＣＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＧ
ＡＴＡＴＡＴＴＡＧＴＧＡＧＡＣＴＡＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＡＴＡＧＴＣＧＡ
ＧＡＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＣＣＡＣＣＡＧＴＴＡＡＧＧＣＣＣＣＡＡＡＡＴＧ
ＡＴＡＡＴＧＡＡＧＴＧＧＴＡＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＡＡＡＴＧＣＡＡＡＴＡＣＡＡＣＣ
ＡＧＧＡＧＧＴＴＧＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴＴＡＡＡＧＡＧＴＧＣＧ
ＴＡＡＴＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
 
配列番号７
ＵＴＥＸ　１４３４　プロトテカ・モリフォルミス
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＧＴＴＡＡＡＡＡＧＡＧＴＧＧＣＧＴＧＧ
ＴＴＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＣＴＣＴＧＧＡＡＣＣＡＴＡＧＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＴＴＡ
ＡＣＡＡＧＣＴＴＡＡＧＴＣＡＣＴＴＴＴＴＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＧＴＧＡ
ＴＣＴＡＣＣＣＡＴＧＡＴＣＡＧＧＧＴＧＡＡＧＴＧＴＴＧＧＴＡＡＡＡＴＡＡＣＡＴＧ
ＧＡＧＧＣＣＣＧＡＡＣＣＧＡＣＴＡＡＴＧＧＴＧＡＡＡＡＡＴＴＡＧＣＧＧＡＴＧＡＡ



(79) JP 2014-513964 A 2014.6.19

10

20

30

40

50

ＴＴＧＴＧＧＧＴＡＧＧＧＧＣＧＡＡＡＡＡＣＣＡＡＴＣＧＡＡＣＴＣＧＧＡＧＴＴＡＧ
ＣＴＧＧＴＴＣＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＴＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＡ
ＣＡＣＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＴＧＴＧＧＧＣＴＣ
ＣＧＡＡＡＧＴＴＧＴＡＣＣＴＣＡＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＣＴＡ
ＴＴＴＡＧＡＴＡＴＣＴＡＣＴＡＧＴＧＡＧＡＣＣＴＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＴ
ＴＧＧＴＣＧＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＴＣＡＣＣＡＧＴＴＡＡＧＧＣＣＣ
ＣＡＡＡＡＴＧＡＡＡＡＴＧＡＴＡＧＴＧＡＣＴＡＡＧＧＡＴＧＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＡ
ＡＡＡＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＴＣＣＴＴＴＣＡ
ＡＧＡＧＴＧＣＧＴＡＡＴＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
 
配列番号８
ＵＴＥＸ　１４３８　プロトテカ・ゾフィー
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＧＴＴＡＡＡＡＡＧＡＧＴＧＧＣＡＴＧＧ
ＴＴＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＣＴＣＴＧＧＡＧＣＣＡＴＡＧＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＴＴＡ
ＡＣＡＡＧＣＴＴＡＡＧＴＣＡＣＴＴＴＴＴＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＧＴＧＡ
ＴＣＴＡＣＣＣＡＴＧＡＴＣＡＧＧＧＴＧＡＡＧＴＧＴＴＧＧＴＡＡＡＡＴＡＡＣＡＴＧ
ＧＡＧＧＣＣＣＧＡＡＣＣＧＡＣＴＡＡＴＧＧＴＧＡＡＡＡＡＴＴＡＧＣＧＧＡＴＧＡＡ
ＴＴＧＴＧＧＧＴＡＧＧＧＧＣＧＡＡＡＡＡＣＣＡＡＴＣＧＡＡＣＴＣＧＧＡＧＴＴＡＧ
ＣＴＧＧＴＴＣＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＴＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＡ
ＣＡＣＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＣＧＴＧＧＧＣＴＴ
ＣＧＡＡＡＧＴＴＧＴＡＣＣＴＣＡＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＣＴＡ
ＴＴＴＡＧＡＴＡＴＣＴＡＣＴＡＧＴＧＡＧＡＣＣＴＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＴ
ＴＧＧＴＣＡＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＴＣＡＣＣＡＧＴＴＡＡＧＧＣＣＣ
ＣＡＡＡＡＴＧＡＡＡＡＴＧＡＴＡＧＴＧＡＣＴＡＡＧＧＡＴＧＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＡ
ＡＡＡＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＴＣＣＴＴＴＣＡ
ＡＧＡＧＴＧＣＧＴＡＡＴＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
 
配列番号９
ＵＴＥＸ　１４３６　プロトテカ・モリフォルミス
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＣＴＴＡＧＡＡＡＡＧＧＴＧＧＣＡＴＧＧ
ＴＴＡＡＧＧＡＡＡＴＡＴＴＣＣＧＡＡＧＣＣＧＴＡＧＣＡＡＡＡＧＣＧＡＧＴＣＴＧＡ
ＡＴＡＧＧＧＣＧＡＴＡＡＡＡＴＡＴＡＴＴＡＡＴＡＴＴＴＡＧＡＡＴＣＴＡＧＴＣＡＴ
ＴＴＴＴＴＣＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＣＣＣＧＧＧＴＧＡＴＣＴＡＡＣＣＡＴＧＡＣＣＡＧ
ＧＡＴＧＡＡＧＣＴＴＧＧＧＴＧＡＴＡＣＣＡＡＧＴＧＡＡＧＧＴＣＣＧＡＡＣＣＧＡＣ
ＣＧＡＴＧＴＴＧＡＡＡＡＡＴＣＧＧＣＧＧＡＴＧＡＧＴＴＧＴＧＧＴＴＡＧＣＧＧＴＧ
ＡＡＡＴＡＣＣＡＧＴＣＧＡＡＣＣＣＧＧＡＧＣＴＡＧＣＴＧＧＴＴＣＴＣＣＣＣＧＡＡ
ＡＴＧＣＧＴＴＧＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＧＴＡＣＡＴＣＴＡＧＴＣＴＡＴＣＴＡＧＧＧＧ
ＴＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＣＧＧＴＧＣＧＧＧＣＴＧＴＧＡＧＡＡＣＧＧＴＡＣＣＡＡ
ＡＴＣＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＧＡＴＧＴＡＧＴＡ
ＧＴＧＡＧＡＣＴＧＴＧＧＧＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＡＴＴＧＴＣＡＡＧＡＧＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＣＣＣＡＧＡＣＣＡＣＣＡＧＣＴＡＡＧＧＣＣＣＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＡＴＧＴＡ
ＧＴＧＡＣＡＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＡＡＡＴＧＣＡＡＡＴＡＣＡＡＣＣＡＧＧＡＧＧＴＴ
ＧＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴＴＡＡＡＧＡＧＴＧＣＧＴＡＡＴＡＧＣＴ
ＣＡＣＴＧ
 
配列番号１０
５’ＵＴＲ／プロモータークロレラ・ソロキニアナグルタメートデヒドロゲナーゼ
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ＣＧＣＣＴＧＣＡＡＣＧＣＡＡＧＧＧＣＡＧＣＣＡＣＡＧＣＣＧＣＴＣＣＣＡＣＣＣＧＣ
ＣＧＣＴＧＡＡＣＣＧＡＣＡＣＧＴＧＣＴＴＧＧＧＣＧＣＣＴＧＣＣＧＣＣＴＧＣＣＴＧ
ＣＣＧＣＡＴＧＣＴＴＧＴＧＣＴＧＧＴＧＡＧＧＣＴＧＧＧＣＡＧＴＧＣＴＧＣＣＡＴＧ
ＣＴＧＡＴＴＧＡＧＧＣＴＴＧＧＴＴＣＡＴＣＧＧＧＴＧＧＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＧＴＧ
ＴＧＣＴＧＧＧＣＴＴＧＣＡＴＧＣＣＧＧＧＣＡＡＴＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＣＡＡＧＡ
ＧＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣＣＧＣＧＧＴＧＣＣＴＣＣＡＧＧ
ＴＧＧＴＴＣＡＡＴＣＧＣＧＧＣＡＧＣＣＡＧＡＧＧＧＡＴＴＴＣＡＧＡＴＧＡＴＣＧＣ
ＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＴＧＡＧＣＡＧＣＡＧＴＧＴＣＡＧＣＡＡＡＧＧＴＡＧＣＡＧＴＴ
ＴＧＣＣＡＧＡＡＴＧＡＴＣＧＧＴＴＣＡＧＣＴＧＴＴＡＡＴＣＡＡＴＧＣＣＡＧＣＡＡ
ＧＡＧＡＡＧＧＧＧＴＣＡＡＧＴＧＣＡＡＡＣＡＣＧＧＧＣＡＴＧＣＣＡＣＡＧＣＡＣＧ
ＧＧＣＡＣＣＧＧＧＧＡＧＴＧＧＡＡＴＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＴＧＴＧＴＧＣＧＡＧ
ＣＣＡＧＣＡＴＣＧＣＣＧＣＣＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＧＣＡＧＧＡ
ＧＴＣＡＴＣＣＡＡＣＧＴＡＡＣＣＡＴＧＡＧＣＴＧＡＴＣＡＡＣＡＣＴＧＣＡＡＴＣＡ
ＴＣＧＧＧＣＧＧＧＣＧＴＧＡＴＧＣＡＡＧＣＡＴＧＣＣＴＧＧＣＧＡＡＧＡＣＡＣＡＴ
ＧＧＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＣＴＧＣＣＧＧＣＴＧＣＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＧＣＡＣＧＣＣ
ＧＴＴＧＡＧＴＴＧＧＣＡＧＣＡＧＧＣＴＣＡＧＣＣＡＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＧＧＣＡＧ
ＣＴＧＧＧＣＴＧＣＣＡＣＴＧＣＡＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＡＧＧＡＴＧＣＡＡＧＴＧＧ
ＡＧＣＧＡＡＴＡＣＣＡＡＡＣＣＣＴＣＴＧＧＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＧＧＴＴＧＣＡＴＧ
ＧＣＡＴＣＧＣＡＣＣＡＴＣＡＧＣＡＧＧＡＧＣＧＣＡＴＧＣＧＡＡＧＧＧＡＣＴＧＧＣ
ＣＣＣＡＴＧＣＡＣＧＣＣＡＴＧＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣＧＣＡＣＣＧＡＧＴＧＴＣＣ
ＡＣＡＣＴＧＴＣＡＣＣＡＧＧＣＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＴＧＣＡＧＡＡＣＣＡＴＧＣＴＣ
ＡＴＧＧＡＣＧＣＡＴＧＴＡＧＣＧＣＴＧＡＣＧＴＣＣＣＴＴＧＡＣＧＧＣＧＣＴＣＣＴ
ＣＴＣＧＧＧＴＧＴＧＧＧＡＡＡＣＧＣＡＡＴＧＣＡＧＣＡＣＡＧＧＣＡＧＣＡＧＡＧＧ
ＣＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＧＡＧＣＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＧＣＧＧＣＧＧＧＧＧＣＣＡＣＣ
ＣＴＴＣＴＴＧＣＧＧＧＧＴＣＧＣＧＣＣＣＣＡＧＣＣＡＧＣＧＧＴＧＡＴＧＣＧＣＴＧ
ＡＴＣＣＣＡＡＡＣＧＡＧＴＴＣＡＣＡＴＴＣＡＴＴＴＧＣＡＴＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧ
ＣＧＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＣＴＴＴＧＧＧＣＴＧＧＴＧＣＡＧＣＣＣＧＣＡＡＴＧＧＡＡ
ＴＧＣＧＧＧＡＣＣＧＣＣＡＧＧＣＴＡＧＣＡＧＣＡＡＡＧＧＣＧＣＣＴＣＣＣＣＴＡＣ
ＴＣＣＧＣＡＴＣＧＡＴＧＴＴＣＣＡＴＡＧＴＧＣＡＴＴＧＧＡＣＴＧＣＡＴＴＴＧＧＧ
ＴＧＧＧＧＣＧＧＣＣＧＧＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＣＧＴＧＴＴＧＣＡＡＡＡＣＧＣＧＣＣ
ＡＧＣＴＣＡＧＣＡＡＣＣＴＧＴＣＣＣＧＴＧＧＧＴＣＣＣＣＣＧＴＧＣＣＧＡＴＧＡＡ
ＡＴＣＧＴＧＴＧＣＡＣＧＣＣＧＡＴＣＡＧＣＴＧＡＴＴＧＣＣＣＧＧＣＴＣＧＣＧＡＡ
ＧＴＡＧＧＣＧＣＣＣＴＣＣＴＴＴＣＴＧＣＴＣＧＣＣＣＴＣＴＣＴＣＣＧＴＣＣＣＧＣ
ＣＡＣＴＡＧＴＧＧＣＧＣＧＣＣ
 
配列番号１１
クロレラからのＨＵＰプロモーター（GenBank寄託番号Ｘ５５３４９の亜配列）
 
ＧＡＴＣＡＧＡＣＧＧＧＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＧＡＧＡＴＡＡＴＣＡＡＧＴＧＣＴＣＧＴ
ＡＧＧＣＡＡＣＣＡＡＣＴＣＡＧＣＡＧＣＴＧＣＴＴＧＧＴＧＴＴＧＧＧＴＣＴＧＣＡＧ
ＧＡＴＡＧＴＧＴＴＧＣＡＧＧＧＣＣＣＣＡＡＧＧＡＣＡＧＣＡＧＧＧＧＡＡＣＴＴＡＣ
ＡＣＣＴＴＧＴＣＣＣＣＧＡＣＣＣＡＧＴＴＴＴＡＴＧＧＡＧＴＧＣＡＴＴＧＣＣＴＣＡ
ＡＧＡＧＣＣＴＡＧＣＣＧＧＡＧＣＧＣＴＡＧＧＣＴＡＣＡＴＡＣＴＴＧＣＣＧＣＡＣＣ
ＧＧＴＡＴＧＡＧＧＧＧＡＴＡＴＡＧＴＡＣＴＣＧＣＡＣＴＧＣＧＣＴＧＴＣＴＡＧＴＧ
ＡＧＡＴＧＧＧＣＡＧＴＧＣＴＧＣＣＣＡＴＡＡＡＣＡＡＣＴＧＧＣＴＧＣＴＣＡＧＣＣ
ＡＴＴＴＧＴＴＧＧＣＧＧＡＣＣＡＴＴＣＴＧＧＧＧＧＧＧＣＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣＴＧ
ＡＣＴＴＴＣＧＧＧＴＡＧＧＧＴＧＡＡＡＡＣＴＧＡＡＣＡＡＡＧＡＣＴＡＣＣＡＡＡＡ
ＣＡＧＡＡＴＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＴＧＧＡＧＧＴＡＡＧＣＧＣＡＧＧＣＣＧＧＣＣＣ
ＧＣＣＴＧＣＧＣＣＣＡＣＡＴＧＧＣＧＣＴＣＣＧＡＡＣＡＣＣＴＣＣＡＴＡＧＣＴＧＴ
ＡＡＧＧＧＣＧＣＡＡＡＣＡＴＧＧＣＣＧＧＡＣＴＧＴＴＧＴＣＡＧＣＡＣＴＣＴＴＴＣ
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ＡＴＧＧＣＣＡＴＡＣＡＡＧＧＴＣＡＴＧＴＣＧＡＧＡＴＴＡＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＡＧ
ＡＣＡＣＴＡＴＣＡＣＣＣＣＡＴＧＴＴＣＧＡＴＴＧＡＡＧＣＣＧＴＧＡＣＴＴＣＡＴＧ
ＣＣＡＡＣＣＴＧＣＣＣＣＴＧＧＧＣＧＴＡＧＣＡＧＡＣＧＴＡＴＧＣＣＡＴＣＡＴＧＡ
ＣＣＡＣＴＡＧＣＣＧＡＣＡＴＧＣＧＣＴＧＴＣＴＴＴＴＧＣＣＡＣＣＡＡＡＡＣＡＡＣ
ＴＧＧＴＡＣＡＣＣＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＧＴＧＣＣＧＣＡＣＡＣＣＴＣＣＧＧＧＡＧＴ
ＧＡＧＴＣＣＧＧＣＧＡＣＴＣＣＴＣＣＣＣＧＧＣＧＧＧＣＣＧＣＧＧＣＣＣＴＡＣＣＴ
ＧＧＧＴＡＧＧＧＴＣＧＣＣＡＴＡＣＧＣＣＣＡＣＧＡＣＣＡＡＡＣＧＡＣＧＣＡＧＧＡ
ＧＧＧＧＡＴＴＧＧＧＧＴＡＧＧＧＡＡＴＣＣＣＡＡＣＣＡＧＣＣＴＡＡＣＣＡＡＧＡＣ
ＧＧＣＡＣＣＴＡＴＡＡＴＡＡＴＡＧＧＴＧＧＧＧＧＧＡＣＴＡＡＣＡＧＣＣＣＴＡＴＡ
ＴＣＧＣＡＡＧＣＴＴＴＧＧＧＴＧＣＣＴＡＴＣＴＴＧＡＧＡＡＧＣＡＣＧＡＧＴＴＧＧ
ＡＧＴＧＧＣＴＧＴＧＴＡＣＧＧＴＣＧＡＣＣＣＴＡＡＧＧＴＧＧＧＴＧＴＧＣＣＧＣＡ
ＧＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡＧＣＧＴＣＴＡＧＣＡＧＣＴＧＣＴＴＣＴＡＴＡＡＴＧＴＧＴ
ＣＡＧＣＣＧＴＴＧＴＧＴＴＴＣＡＧＴＴＡＴＡＴＴＧＴＡＴＧＣＴＡＴＴＧＴＴＴＧＴ
ＴＣＧＴＧＣＴＡＧＧＧＴＧＧＣＧＣＡＧＧＣＣＣＡＣＣＴＡＣＴＧＴＧＧＣＧＧＧＣＣ
ＡＴＴＧＧＴＴＧＧＴＧＣＴＴＧＡＡＴＴＧＣＣＴＣＡＣＣＡＴＣＴＡＡＧＧＴＣＴＧＡ
ＡＣＧＣＴＣＡＣＴＣＡＡＡＣＧＣＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＣＴＧＣＡＧＡＡＣＴＴＴＣＣ
ＴＴＧＧＣＧＣＴＧＣＡＡＣＴＡＣＡＧＴＧＴＧＣＡＡＡＣＣＡＧＣＡＣＡＴＡＧＣＡＣ
ＴＣＣＣＴＴＡＣＡＴＣＡＣＣＣＡＧＣＡＧＴＡＣＡＡＣＡ
 
 
配列番号１２
ＡＹ３０７３８３からのクロレラ・エリプソイディア硝酸塩レダクターゼプロモーター
 
ＣＧＣＴＧＣＧＣＡＣＣＡＧＧＧＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＧＣＴＧＡＴＧＴＣＧＣＴＣＣＡ
ＡＡＴＧＣＧＧＴＣＣＣＣＣＧＡＴＴＴＴＴＴＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣＣ
ＴＴＧＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＣＣＡＧＧＧＣＣＴＴＣＡＧＣＴＧＣＡＴＧＣＧＣＡ
ＣＡＧＡＣＣＧＴＴＧＡＧＣＴＣＣＴＧＡＴＣＡＧＣＡＴＣＣＴＣＡＧＧＡＧＧＣＣＣＴ
ＴＴＧＡＣＡＡＧＣＡＡＧＣＣＣＣＴＧＴＧＣＡＡＧＣＣＣＡＴＴＣＡＣＧＧＧＧＴＡＣ
ＣＡＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＧＴＡＧＡＴＧＧＧＴＴＴＧＡＡＡＡＧＧＡＴＴＧＣＴＣＧ
ＧＴＣＧＡＴＴＧＣＴＧＣＴＣＡＴＧＧＡＡＴＴＧＧＣＡＴＧＴＧＣＡＴＧＣＡＴＧＴＴ
ＣＡＣＡＡＴＡＴＧＣＣＡＣＣＡＧＧＣＴＴＴＧＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡＧＣＡＴＧＡＡＴ
ＧＣＣＴＴＣＡＧＧＣＡＧＧＴＴＧＡＡＡＧＴＴＣＣＴＧＧＧＧＧＴＧＡＡＧＡＧＧＣＡ
ＧＧＧＣＣＧＡＧＧＡＴＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＧＣＡＴＣＡＡＧＴＣＧＴＣＧＣＴＣ
ＡＴＧＣＴＣＡＴＧＴＴＴＴＣＡＧＴＣＡＧＡＧＴＴＴＧＣＣＡＡＧＣＴＣＡＣＡＧＧＡ
ＧＣＡＧＡＧＡＣＡＡＧＡＣＴＧＧＣＴＧＣＴＣＡＧＧＴＧＴＴＧＣＡＴＣＧＴＧＴＧＴ
ＧＴＧＧＴＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＴＴＡＡＴＡＣＧＧＴＡＣＧＡＡＡＴＧＣＡＣＴ
ＴＧＧＡＡＴＴＣＣＣＡＣＣＴＣＡＴＧＣＣＡＧＣＧＧＡＣＣＣＡＣＡＴＧＣＴＴＧＡＡ
ＴＴＣＧＡＧＧＣＣＴＧＴＧＧＧＧＴＧＡＧＡＡＡＴＧＣＴＣＡＣＴＣＴＧＣＣＣＴＣＧ
ＴＴＧＣＴＧＡＧＧＴＡＣＴＴＣＡＧＧＣＣＧＣＴＧＡＧＣＴＣＡＡＡＧＴＣＧＡＴＧＣ
ＣＣＴＧＣＴＣＧＴＣＴＡＴＣＡＧＧＧＣＣＴＧＣＡＣＣＴＣＴＧＧＧＣＴＧＡＣＣＧＧ
ＣＴＣＡＧＣＣＴＣＣＴＴＣＧＣＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＡＧＧＣＧＣＣＧＧＣＡＧＣＧ
ＴＴＣＡＴＧＴＣＣＧＧＧＣＣＣＡＧＧＧＣＡＧＣＧＧＴＧＧＴＧＣＣＡＴＡＡＡＴＧＴ
ＣＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＧＧＡＧＧＧＧＧＧＣＣＧＴＣＧＣＣＡＣＡＣＣＡＴＴＧＣＣ
ＧＴＴＧＣＴＧＧＣＴＧＡＣＧＣＡＴＧＣＡＣＡＴＧＴＧＧＣＣＴＧＧＣＴＧＧＣＡＣＣ
ＧＧＣＡＧＣＡＣＴＧＧＴＣＴＣＣＡＧＣＣＡＧＣＣＡＧＣＡＡＧＴＧＧＣＴＧＴＴＣＡ
ＧＧＡＡＡＧＣＧＧＣＣＡＴＧＴＴＧＴＴＧＧＴＣＣＣＴＧＣＧＣＡＴＧＴＡＡＴＴＣＣ
ＣＣＡＧＡＴＣＡＡＡＧＧＡＧＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＧＧＡＴＴＴＧＡＴＧＴＡＧＴＧＣ
ＣＣＡＡＣＣＧＧＡＣＴＧＡＡＴＧＴＧＣＧＡＴＧＧＣＡＧＧＴＣＣＣＴＴＴＧＡＧＴＣ
ＴＣＣＣＧＡＡＴＴＡＣＴＡＧＣＡＧＧＧＣＡＣＴＧＴＧＡＣＣＴＡＡＣＧＣＡＧＣＡＴ
ＧＣＣＡＡＣＣＧＣＡＡＡＡＡＡＡＴＧＡＴＴＧＡＣＡＧＡＡＡＡＴＧＡＡＧＣＧＧＴＧ
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ＴＧＴＣＡＡＴＡＴＴＴＧＣＴＧＴＡＴＴＴＡＴＴＣＧＴＴＴＴＡＡＴＣＡＧＣＡＡＣＣ
ＡＡＧＴＴＣＧＡＡＡＣＧＣＡＡＣＴＡＴＣＧＴＧＧＴＧＡＴＣＡＡＧＴＧＡＡＣＣＴＣ
ＡＴＣＡＧＡＣＴＴＡＣＣＴＣＧＴＴＣＧＧＣＡＡＧＧＡＡＡＣＧＧＡＧＧＣＡＣＣＡＡ
ＡＴＴＣＣＡＡＴＴＴＧＡＴＡＴＴＡＴＣＧＣＴＴＧＣＣＡＡＧＣＴＡＧＡＧＣＴＧＡＴ
ＣＴＴＴＧＧＧＡＡＡＣＣＡＡＣＴＧＣＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＣＴＧＴＧＡＴＧＧＡＧ
ＴＧＣＣＣＣＧＡＧＴＧＧＴＧＧＡＧＣＣＴＣＴＴＣＧＡＴＴＣＧＧＴＴＡＧＴＣＡＴＴ
ＡＣＴＡＡＣＧＴＧＡＡＣＣＣＴＣＡＧＴＧＡＡＧＧＧＡＣＣＡＴＣＡＧＡＣＣＡＧＡＡ
ＡＧＡＣＣＡＧＡＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧＡＣＡＣＣＧＡＧＡＧＡＧＴＧＴＴＧＣＧＧＣ
ＡＧＴＡＧＧＡＣＧＡＣＡＡＧ
 
配列番号１３
プライマーＳＺ０２６１３
 
ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＧＡＣ
 
配列番号１４
プライマーＳＺ０２６１５
 
ＣＡＧＴＧＡＧＣＴＡＴＴＡＣＧＣＡＣＴＣ
 
配列番号１５
ピロミセス種ＸｙｌＡ（ＧｅｎＢａｎｋ寄託番号ＣＡＢ７６５７１）
 
ＭＡＫＥＹＦＰＱＩＱ　ＫＩＫＦＥＧＫＤＳＫ　ＮＰＬＡＦＨＹＹＤＡ　ＥＫＥＶＭＧＫ
ＫＭＫ　ＤＷＬＲＦＡＭＡＷＷ　ＨＴＬＣＡＥＧＡＤＱ
ＦＧＧＧＴＫＳＦＰＷ　ＮＥＧＴＤＡＩＥＩＡ　ＫＱＫＶＤＡＧＦＥＩ　ＭＱＫＬＧＩＰ
ＹＹＣ　ＦＨＤＶＤＬＶＳＥＧ　ＮＳＩＥＥＹＥＳＮＬ
ＫＡＶＶＡＹＬＫＥＫ　ＱＫＥＴＧＩＫＬＬＷ　ＳＴＡＮＶＦＧＨＫＲ　ＹＭＮＧＡＳＴ
ＮＰＤ　ＦＤＶＶＡＲＡＩＶＱ　ＩＫＮＡＩＤＡＧＩＥ
ＬＧＡＥＮＹＶＦＷＧ　ＧＲＥＧＹＭＳＬＬＮ　ＴＤＱＫＲＥＫＥＨＭ　ＡＴＭＬＴＭＡ
ＲＤＹ　ＡＲＳＫＧＦＫＧＴＦ　ＬＩＥＰＫＰＭＥＰＴ
ＫＨＱＹＤＶＤＴＥＴ　ＡＩＧＦＬＫＡＨＮＬ　ＤＫＤＦＫＶＮＩＥＶ　ＮＨＡＴＬＡＧ
ＨＴＦ　ＥＨＥＬＡＣＡＶＤＡ　ＧＭＬＧＳＩＤＡＮＲ
ＧＤＹＱＮＧＷＤＴＤ　ＱＦＰＩＤＱＹＥＬＶ　ＱＡＷＭＥＩＩＲＧＧ　ＧＦＶＴＧＧＴ
ＮＦＤ　ＡＫＴＲＲＮＳＴＤＬ　ＥＤＩＩＩＡＨＶＳＧ
ＭＤＡＭＡＲＡＬＥＮ　ＡＡＫＬＬＱＥＳＰＹ　ＴＫＭＫＫＥＲＹＡＳ　ＦＤＳＧＩＧＫ
ＤＦＥ　ＤＧＫＬＴＬＥＱＶＹ　ＥＹＧＫＫＮＧＥＰＫ
ＱＴＳＧＫＱＥＬＹＥ　ＡＩＶＡＭＹＱ
 
配列番号６
５’プロトテカ・モリフォルミスＫＥ８５８相同組換え標的配列
 
ＣＣＧＴＧＡＴＣＡＣＡＣＡＧＧＴＧＣＣＴＴＧＣＧＡＧＣＧＴＧＡＴＣＡＣＡＣＴＡＴ
ＴＴＴＧＧＧＧＧＴＣＣＴＡＣＡＧＴＡＣＴＧＡＡＡＴＧＧＴＧＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＣ
ＴＧＡＡＡＴＣＡＡＧＧＡＴＧＡＡＣＡＡＴＧＡＡＡＡＴＧＧＴＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＣ
ＴＴＣＴＣＡＡＡＧＧＴＣＡＡＧＡＡＴＣＡＧＴＣＧＣＴＣＧＣＧＴＣＡＧＧＡＡＡＴＣ
ＧＣＧＧＣＧＴＣＡＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＧＣＧＣＧＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＣＣＧＣＡＣ
ＴＧＧＴＣＡＣＣＡＴＡＧＣＣＴＣＴＣＣＴＧＣＣＡＣＡＧＴＡＧＣＧＡＴＣＣＣＣＴＧ
ＧＧＣＧＴＴＣＡＣＴＣＴＣＡＧＣＡＧＣＧＧＣＴＧＴＡＣＴＧＣＣＴＣＣＣＡＧＡＴＴ
ＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＧＡＣＣＴＧＣＧＧＧＣＧＴＧＡＧＡＧＧＡＴＧＡＧＣＡＧＧＧ
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ＴＧＧＧＧＣＣＡＡＧＧＧＣＴＣＡＡＴＣＣＴＧＡＡＣＧＧＣＣＣＴＣＡＴＴＣＧＧＴＴ
ＴＣＣＡＡＴＣＣＣＡＣＡＡＣＡＣＡＴＡＣＣＣＡＣＡＧＣＡＧＧＴＣＡＧＡＣＣＡＣＧ
ＣＡＴＴＣＧＣＡＣＣＡＴＧＣＧＣＡＣＣＡＡＴＡＡＣＧＴＧＴＣＣＴＴＡＣＣＴＧＡＴ
ＴＧＧＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＣＴＣＣＧＴＧＧＡＣＡＧＧＡＧＴＧＣＣＴＣＧＴＣＣＣＣ
ＣＧＣＣＣＡＧＡＣＣＣＧＣＴＣＣＣＣＣＧＴＣＡＣＧＧＣＧＧＣＧＴＣＣＧＧＧＡＣＣ
ＣＧＣＡＧＣＧＧＣＴＣＣＡＣＣＧＣＧＧＴＧＴＧＡＴＣＣＧＣＧＴＴＧＧＣＧＧＣＧＣ
ＡＧＡＧＣＡＧＣＡＴＣＣＣＡＧＣＣＧＡＴＴＴＧＡＣＣＣＣＧＣＧＣＡＴＧＣＴＣＣＧ
ＡＧＧＣＴＴＧＡＧＧＴＴＧＧＣＣＡＧＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＣＧＣＣＧＧＣＣＧＡＣＡ
ＡＧＧＴＣＣＴＣＣＡＧＧＧＴＣＡＣＧＴＧＣＣＧＧＡＣＣＡＧＧＣＣＡＣＴＣＡＣＧＡ
ＴＧＧＴＧＣＧＡＧＧＧＣＣＣＣＣＣＴＣＣＴＣＧＣＣＧＡＧＧＴＣＧＡＴＣＴＧＣＴＣ
ＧＡＣＧＴＡＣＡＧＡＣＴＧＣＧＡＣＡＴＧＣＧＴＧＧＣＧＡＧＴＧＧＴＣＡＴＣＡＧＡ
ＡＧＧＡＡＧＣＡＧＧＴＧＴＧＣＡＧＡＡＧＧＧＧＣＡＣＧＴＧＧＴＴＧＧＴＡＴＴＧＡ
ＧＡＧＴＡＧＣＣＡＡＡＧＣＴＴＴＧＴＧＣＣＡＡＴＣＡＧＡＡＡＧＴＣＡＡＣＧＣＡＧ
ＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＧＧＣＴＣＧＣＧＴＡＣ
 
配列番号１７
３’プロトテカ・モリフォルミスＫＥ８５８相同組換え標的配列
 
ＧＴＡＣＣＣＡＴＣＡＧＣＡＴＣＣＧＧＧＴＧＡＡＴＣＴＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＧＡＴＡ
ＴＧＧＣＣＡＡＴＣＣＴＣＡＣＡＴＣＣＡＧＣＴＴＧＧＣＡＡＡＡＴＣＧＡＣＴＡＧＡＣ
ＴＧＴＣＴＧＣＡＡＧＴＧＧＧＡＡＴＧＴＧＧＡＧＣＡＣＡＡＧＧＴＴＧＣＴＴＧＴＡＧ
ＣＧＡＴＣＧＡＣＡＧＡＣＴＧＧＴＧＧＧＧＴＡＣＡＴＴＧＡＣＡＧＧＴＧＧＧＣＡＧＣ
ＧＣＣＧＣＡＴＣＣＡＴＣＧＴＧＣＣＴＧＡＣＧＣＧＡＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＴＴＧＣＴ
ＣＧＣＣＣＧＴＧＣＣＴＧＣＣＧＴＣＡＡＡＧＡＧＣＧＧＣＡＧＡＧＡＡＡＴＣＧＧＧＡ
ＡＣＣＧＡＡＡＡＣＧＴＣＡＣＡＴＴＧＣＣＴＧＡＴＧＴＴＧＴＴＡＣＡＴＧＣＴＧＧＡ
ＣＴＡＧＡＣＴＴＴＣＴＴＧＧＣＧＴＧＧＧＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＧＣＣＡＧＧＴＧＣＧ
ＣＧＡＣＧＣＣＴＣＧＧＧＧＣＴＧＧＧＴＧＣＧＡＧＧＧＡＧＣＣＧＴＧＣＧＧＣＣＡＣ
ＧＣＡＴＴＴＧＡＣＡＡＧＡＣＣＣＡＡＡＧＣＴＣＧＣＡＴＣＴＣＡＧＡＣＧＧＴＣＡＡ
ＣＣＧＴＴＣＧＴＡＴＴＡＴＡＣＡＴＴＣＡＡＣＡＴＡＴＧＧＴＡＣＡＴＡＣＧＣＡＡＡ
ＡＡＧＣＡＴＧＣ
 
配列番号１８
出芽酵母ｓｕｃ２インベルターゼカセット
 
ＣＴＴＴＣＴＴＧＣＧＣＴＡＴＧＡＣＡＣＴＴＣＣＡＧＣＡＡＡＡＧＧＴＡＧＧＧＣＧＧ
ＧＣＴＧＣＧＡＧＡＣＧＧＣＴＴＣＣＣＧＧＣＧＣＴＧＣＡＴＧＣＡＡＣＡＣＣＧＡＴＧ
ＡＴＧＣＴＴＣＧＡＣＣＣＣＣＣＧＡＡＧＣＴＣＣＴＴＣＧＧＧＧＣＴＧＣＡＴＧＧＧＣ
ＧＣＴＣＣＧＡＴＧＣＣＧＣＴＣＣＡＧＧＧＣＧＡＧＣＧＣＴＧＴＴＴＡＡＡＴＡＧＣＣ
ＡＧＧＣＣＣＣＣＧＡＴＴＧＣＡＡＡＧＡＣＡＴＴＡＴＡＧＣＧＡＧＣＴＡＣＣＡＡＡＧ
ＣＣＡＴＡＴＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＡＧＡＴＣＡＣＴＡＣＣＡＣＴＴＣＴＡＣＡＣＡＧＧ
ＣＣＡＣＴＣＧＡＧＣＴＴＧＴＧＡＴＣＧＣＡＣＴＣＣＧＣＴＡＡＧＧＧＧＧＣＧＣＣＴ
ＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＧＴＴＴＣＡＧＴＣＡＣＡＡＣＣＣＧＣＡＡＡＣＧＧＣＧＣＧＣＣ
ＡＴＧＣＴＧＣＴＧＣＡＧＧＣＣＴＴＣＣＴＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＧＣＣＧＧＣＴＴＣＧ
ＣＣＧＣＣＡＡＧＡＴＣＡＧＣＧＣＣＴＣＣＡＴＧＡＣＧＡＡＣＧＡＧＡＣＧＴＣＣＧＡ
ＣＣＧＣＣＣＣＣＴＧＧＴＧＣＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣＣＡＡＣＡＡＧＧＧＣＴＧＧＡＴＧ
ＡＡＣＧＡＣＣＣＣＡＡＣＧＧＣＣＴＧＴＧＧＴＡＣＧＡＣＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＣＣＡ
ＡＧＴＧＧＣＡＣＣＴＧＴＡＣＴＴＣＣＡＧＴＡＣＡＡＣＣＣＧＡＡＣＧＡＣＡＣＣＧＴ
ＣＴＧＧＧＧＧＡＣＧＣＣＣＴＴＧＴＴＣＴＧＧＧＧＣＣＡＣＧＣＣＡＣＧＴＣＣＧＡＣ
ＧＡＣＣＴＧＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＧＧＡＣＣＡＧＣＣＣＡＴＣＧＣＣＡＴＣＧＣＣＣ
ＣＧＡＡＧＣＧＣＡＡＣＧＡＣＴＣＣＧＧＣＧＣＣＴＴＣＴＣＣＧＧＣＴＣＣＡＴＧＧＴ
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ＧＧＴＧＧＡＣＴＡＣＡＡＣＡＡＣＡＣＣＴＣＣＧＧＣＴＴＣＴＴＣＡＡＣＧＡＣＡＣＣ
ＡＴＣＧＡＣＣＣＧＣＧＣＣＡＧＣＧＣＴＧＣＧＴＧＧＣＣＡＴＣＴＧＧＡＣＣＴＡＣＡ
ＡＣＡＣＣＣＣＧＧＡＧＴＣＣＧＡＧＧＡＧＣＡＧＴＡＣＡＴＣＴＣＣＴＡＣＡＧＣＣＴ
ＧＧＡＣＧＧＣＧＧＣＴＡＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＡＧＴＡＣＣＡＧＡＡＧＡＡＣＣＣＣ
ＧＴＧＣＴＧＧＣＣＧＣＣＡＡＣＴＣＣＡＣＣＣＡＧＴＴＣＣＧＣＧＡＣＣＣＧＡＡＧＧ
ＴＣＴＴＣＴＧＧＴＡＣＧＡＧＣＣＣＴＣＣＣＡＧＡＡＧＴＧＧＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＣ
ＧＧＣＣＡＡＧＴＣＣＣＡＧＧＡＣＴＡＣＡＡＧＡＴＣＧＡＧＡＴＣＴＡＣＴＣＣＴＣＣ
ＧＡＣＧＡＣＣＴＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＡＡＧＣＴＧＧＡＧＴＣＣＧＣＧＴＴＣＧＣＣＡ
ＡＣＧＡＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣＧＧＣＴＡＣＣＡＧＴＡＣＧＡＧＴＧＣＣＣＣＧＧＣＣＴ
ＧＡＴＣＧＡＧＧＴＣＣＣＣＡＣＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＣＣＣＡＧＣＡＡＧＴＣＣＴＡＣ
ＴＧＧＧＴＧＡＴＧＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡＴＣＡＡＣＣＣＣＧＧＣＧＣＣＣＣＧＧＣＣＧ
ＧＣＧＧＣＴＣＣＴＴＣＡＡＣＣＡＧＴＡＣＴＴＣＧＴＣＧＧＣＡＧＣＴＴＣＡＡＣＧＧ
ＣＡＣＣＣＡＣＴＴＣＧＡＧＧＣＣＴＴＣＧＡＣＡＡＣＣＡＧＴＣＣＣＧＣＧＴＧＧＴＧ
ＧＡＣＴＴＣＧＧＣＡＡＧＧＡＣＴＡＣＴＡＣＧＣＣＣＴＧＣＡＧＡＣＣＴＴＣＴＴＣＡ
ＡＣＡＣＣＧＡＣＣＣＧＡＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＣＧＣＣＣＴＧＧＧＣＡＴＣＧＣＧＴＧ
ＧＧＣＣＴＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＧＴＡＣＴＣＣＧＣＣＴＴＣＧＴＧＣＣＣＡＣＣＡＡＣ
ＣＣＣＴＧＧＣＧＣＴＣＣＴＣＣＡＴＧＴＣＣＣＴＣＧＴＧＣＧＣＡＡＧＴＴＣＴＣＣＣ
ＴＣＡＡＣＡＣＣＧＡＧＴＡＣＣＡＧＧＣＣＡＡＣＣＣＧＧＡＧＡＣＧＧＡＧＣＴＧＡＴ
ＣＡＡＣＣＴＧＡＡＧＧＣＣＧＡＧＣＣＧＡＴＣＣＴＧＡＡＣＡＴＣＡＧＣＡＡＣＧＣＣ
ＧＧＣＣＣＣＴＧＧＡＧＣＣＧＧＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＡＣＡＣＣＡＣＧＴＴＧＡＣＧＡ
ＡＧＧＣＣＡＡＣＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＴＣＧＡＣＣＴＧＴＣＣＡＡＣＡＧＣＡＣＣＧＧ
ＣＡＣＣＣＴＧＧＡＧＴＴＣＧＡＧＣＴＧＧＴＧＴＡＣＧＣＣＧＴＣＡＡＣＡＣＣＡＣＣ
ＣＡＧＡＣＧＡＴＣＴＣＣＡＡＧＴＣＣＧＴＧＴＴＣＧＣＧＧＡＣＣＴＣＴＣＣＣＴＣＴ
ＧＧＴＴＣＡＡＧＧＧＣＣＴＧＧＡＧＧＡＣＣＣＣＧＡＧＧＡＧＴＡＣＣＴＣＣＧＣＡＴ
ＧＧＧＣＴＴＣＧＡＧＧＴＧＴＣＣＧＣＧＴＣＣＴＣＣＴＴＣＴＴＣＣＴＧＧＡＣＣＧＣ
ＧＧＧＡＡＣＡＧＣＡＡＧＧＴＧＡＡＧＴＴＣＧＴＧＡＡＧＧＡＧＡＡＣＣＣＣＴＡＣＴ
ＴＣＡＣＣＡＡＣＣＧＣＡＴＧＡＧＣＧＴＧＡＡＣＡＡＣＣＡＧＣＣＣＴＴＣＡＡＧＡＧ
ＣＧＡＧＡＡＣＧＡＣＣＴＧＴＣＣＴＡＣＴＡＣＡＡＧＧＴＧＴＡＣＧＧＣＴＴＧＣＴＧ
ＧＡＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＡＣＴＴＣＡＡＣＧＡＣＧＧＣＧＡＣＧ
ＴＣＧＴＧＴＣＣＡＣＣＡＡＣＡＣＣＴＡＣＴＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＣＧＧＧＡＡＣＧＣ
ＣＣＴＧＧＧＣＴＣＣＧＴＧＡＡＣＡＴＧＡＣＧＡＣＧＧＧＧＧＴＧＧＡＣＡＡＣＣＴＧ
ＴＴＣＴＡＣＡＴＣＧＡＣＡＡＧＴＴＣＣＡＧＧＴＧＣＧＣＧＡＧＧＴＣＡＡＧＴＧＡＴ
ＴＡＡＴＴＡＡＣＴＣＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＴＣＧＧＡＴＡＧＴＡＴＣＧＡＣＡ
ＣＡＣＴＣＴＧＧＡＣＧＣＴＧＧＴＣＧＴＧＴＧＡＴＧＧＡＣＴＧＴＴＧＣＣＧＣＣＡＣ
ＡＣＴＴＧＣＴＧＣＣＴＴＧＡＣＣＴＧＴＧＡＡＴＡＴＣＣＣＴＧＣＣＧＣＴＴＴＴＡＴ
ＣＡＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＧＴＧＴＧＴＴＴＧＡＴＣＴＴＧＴＧＴＧＴＡＣＧＣＧＣＴＴ
ＴＴＧＣＧＡＧＴＴＧＣＴＡＧＣＴＧＣＴＴＧＴＧＣＴＡＴＴＴＧＣＧＡＡＴＡＣＣＡＣ
ＣＣＣＣＡＧＣＡＴＣＣＣＣＴＴＣＣＣＴＣＧＴＴＴＣＡＴＡＴＣＧＣＴＴＧＣＡＴＣＣ
ＣＡＡＣＣＧＣＡＡＣＴＴＡＴＣＴＡＣＧＣＴＧＴＣＣＴＧＣＴＡＴＣＣＣＴＣＡＧＣＧ
ＣＴＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＡＣＴＧＣＣＣＣＴＣＧＣＡＣＡＧＣＣＴＴＧＧ
ＴＴＴＧＧＧＣＴＣＣＧＣＣＴＧＴＡＴＴＣＴＣＣＴＧＧＴＡＣＴＧＣＡＡＣＣＴＧＴＡ
ＡＡＣＣＡＧＣＡＣＴＧＣＡＡＴＧＣＴＧＡＴＧＣＡＣＧＧＧＡＡＧＴＡＧＴＧＧＧＡＴ
ＧＧＧＡＡＣＡＣＡＡＡＴＧＧＡ
 
配列番号１９
クロレラ・プロトテコイデスアクチンプロモーター
 
ＧＡＧＴＴＴＡＧＧＴＣＣＡＧＣＧＴＣＣＧＴＧＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＧＧＣＴＧＧＧＡ
ＧＣＴＴＧＧＧＣＣＧＧＧＡＡＧＧＧＣＡＡＧＡＣＧＡＴＧＣＡＧＴＣＣＣＴＣＴＧＧＧ
ＧＡＧＴＣＡＣＡＧＣＣＧＡＣＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴＧＣＡＣＴＧＴＧＣＧＧＣＣＣＧＣ
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ＡＧＣＡＣＴＣＡＣＡＣＧＣＡＡＡＡＴＧＣＣＴＧＧＣＣＧＡＣＡＧＧＣＡＧＧＣＣＣＴ
ＧＴＣＣＡＧＴＧＣＡＡＣＡＴＣＣＡＣＧＧＴＣＣＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＣＴＣＡＣＣ
ＴＴＧＣＴＣＡＴＴＧＡＣＡＴＡＡＣＧＧＡＡＴＧＣＧＴＡＣＣＧＣＴＣＴＴＴＣＡＧＡ
ＴＣＴＧＴＣＣＡＴＣＣＡＧＡＧＡＧＧＧＧＡＧＣＡＧＧＣＴＣＣＣＣＡＣＣＧＡＣＧＣ
ＴＧＴＣＡＡＡＣＴＴＧＣＴＴＣＣＴＧＣＣＣＡＡＣＣＧＡＡＡＡＣＡＴＴＡＴＴＧＴＴ
ＴＧＡＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＣＡＧＡＴＴＧＣＡＴＧＧＣＧＧＧＡＴＡＴ
ＣＴＣＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＴＣＡＣＴＧＧＧＡＣＡＣＴＧＴＧＧＡＡＣＡＣＡＧＴＧＡ
ＧＴＧＣＡＧＴＡＴＧＣＡＧＡＧＣＡＴＧＴＡＴＧＣＴＡＧＧＧＧＴＣＡＧＣＧＣＡＧＧ
ＡＡＧＧＧＧＧＣＣＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＴＣＣＣＡＴＧＣＣＡＣＴＧＣＡＣＣＧＴＡＴ
ＣＣＡＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＧＧＡＣＣＡＧＣＴＴＣＴＴＧＡＴＣＧＧＣＴＴＣＣＧＣＴ
ＣＣＣＧＴＧＧＡＣＡＣＣＡＧＴＧＴＧＴＡＧＣＣＴＣＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＧＴＡＴＧ
ＣＧＴＧＣＡＣＣＧＣＡＡＡＧＧＣＣＡＧＣＣＧＡＴＣＧＴＧＣＣＧＡＴＴＣＣＴＧＧＧ
ＧＴＧＧＡＧＧＡＴＡＴＧＡＧＴＣＡＧＣＣＡＡＣＴＴＧＧＧＧＣＴＣＡＧＡＧＴＧＣＡ
ＣＡＣＴＧＧＧＧＣＡＣＧＡＴＡＣＧＡＡＡＣＡＡＣＡＴＣＴＡＣＡＣＣＧＴＧＴＣＣＴ
ＣＣＡＴＧＣＴＧＡＣＡＣＡＣＣＡＣＡＧＣＴＴＣＧＣＴＣＣＡＣＣＴＧＡＡＴＧＴＧＧ
ＧＣＧＣＡＴＧＧＧＣＣＣＧＡＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＡＴＧＴＣＧＣＴＧＣＴＧＣＣＡＴ
ＡＡＴＧＴＧＡＴＣＣＡＧＡＣＣＣＴＣＴＣＣＧＣＣＣＡＧＡＴＧＣＣＧＡＧＣＧＧＡＴ
ＣＧＴＧＧＧＣＧＣＴＧＡＡＴＡＧＡＴＴＣＣＴＧＴＴＴＣＧＡＴＣＡＣＴＧＴＴＴＧＧ
ＧＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＴＴＣＧＴＣＴＣＧＧＡＴＧＣＧＣＧＴＣＴＣＧＡＡＡＣＡＧＧ
ＣＴＧＣＧＴＣＧＧＧＣＴＴＴＣＧＧＡＴＣＣＣＴＴＴＴＧＣＴＣＣＣＴＣＣＧＴＣＡＣ
ＣＡＴＣＣＴＧＣＧＣＧＣＧＧＧＣＡＡＧＴＴＧＣＴＴＧＡＣＣＣＴＧＧＧＣＴＧＧＴＡ
ＣＣＡＧＧＧＴＴＧＧＡＧＧＧＴＡＴＴＡＣＣＧＣＧＴＣＡＧＧＣＣＡＴＴＣＣＣＡＧＣ
ＣＣＧＧＡＴＴＣＡＡＴＴＣＡＡＡＧＴＣＴＧＧＧＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＣＣＧＣＣＧＣ
ＴＣＴＧＴＣＴＧＡＴＣＡＣＴＣＣＡＣＡＴＴＣＧＴＧＣＡＴＡＣＡＣＴＡＣＧＴＴＣＡ
ＡＧＴＣＣＴＧＡＴＣＣＡＧＧＣＧＴＧＴＣＴＣＧＧＧＡＣＡＡＧＧＴＧＴＧＣＴＴＧＡ
ＧＴＴＴＧＡＡＴＣＴＣＡＡＧＧＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＧＣＡＣＡＧＣＴＧＣＴＧＧＴＴ
ＧＡＣＣＣＣＧＣＣＣＴＣＧＣＡＡ
 
配列番号２０
コドン最適化ピキア・スチピチスＸＹＬ３コード領域
 
ＡＴＧＡＣＣＡＣＣＡＣＣＣＣＣＴＴＣＧＡＣＧＣＣＣＣＣＧＡＣＡＡＧＣＴＧＴＴＣＣ
ＴＧＧＧＣＴＴＣＧＡＣＣＴＧＴＣＣＡＣＣＣＡＧＣＡＧＣＴＧＡＡＧＡＴＣＡＴＣＧＴ
ＣＡＣＣＧＡＣＧＡＧＡＡＣＣＴＧＧＣＧＧＣＣＣＴＧＡＡＧＡＣＣＴＡＣＡＡＣＧＴＧ
ＧＡＧＴＴＣＧＡＣＴＣＧＡＴＣＡＡＣＴＣＣＡＧＣＧＴＧＣＡＧＡＡＧＧＧＣＧＴＣＡ
ＴＣＧＣＧＡＴＣＡＡＣＧＡＣＧＡＧＡＴＣＴＣＣＡＡＧＧＧＣＧＣＣＡＴＣＡＴＣＡＧ
ＣＣＣＣＧＴＣＴＡＣＡＴＧＴＧＧＣＴＧＧＡＣＧＣＧＣＴＧＧＡＣＣＡＣＧＴＧＴＴＣ
ＧＡＧＧＡＣＡＴＧＡＡＧＡＡＧＧＡＣＧＧＣＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＡＧＧＴＣＧ
ＴＧＧＧＣＡＴＣＴＣＣＧＧＣＴＣＧＴＧＣＣＡＧＣＡＧＣＡＣＧＧＣＡＧＣＧＴＣＴＡ
ＣＴＧＧＴＣＣＣＧＣＡＣＣＧＣＣＧＡＧＡＡＧＧＴＧＣＴＧＴＣＧＧＡＧＣＴＧＧＡＣ
ＧＣＣＧＡＧＴＣＧＴＣＣＣＴＧＡＧＣＴＣＣＣＡＧＡＴＧＣＧＣＴＣＧＧＣＣＴＴＣＡ
ＣＣＴＴＣＡＡＧＣＡＣＧＣＧＣＣＣＡＡＣＴＧＧＣＡＧＧＡＣＣＡＣＡＧＣＡＣＣＧＧ
ＣＡＡＧＧＡＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＣＧＡＧＣＧＣＧＴＧＡＴＣＧＧＣＧＣＧＧＡＣ
ＧＣＣＣＴＧＧＣＧＧＡＣＡＴＣＴＣＧＧＧＣＴＣＣＣＧＣＧＣＣＣＡＣＴＡＣＣＧＣＴ
ＴＣＡＣＣＧＧＣＣＴＧＣＡＧＡＴＣＣＧＣＡＡＧＣＴＧＡＧＣＡＣＣＣＧＣＴＴＣＡＡ
ＧＣＣＣＧＡＧＡＡＧＴＡＣＡＡＣＣＧＣＡＣＣＧＣＧＣＧＣＡＴＣＴＣＣＣＴＧＧＴＧ
ＴＣＧＡＧＣＴＴＣＧＴＧＧＣＣＴＣＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＧＣＣＧＣＡＴＣＡＣＣＡ
ＧＣＡＴＣＧＡＧＧＡＧＧＣＣＧＡＣＧＣＣＴＧＣＧＧＣＡＴＧＡＡＣＣＴＧＴＡＣＧＡ
ＣＡＴＣＧＡＧＡＡＧＣＧＣＧＡＧＴＴＣＡＡＣＧＡＧＧＡＧＣＴＧＣＴＧＧＣＣＡＴＣ
ＧＣＣＧＣＣＧＧＣＧＴＧＣＡＣＣＣＣＧＡＧＣＴＧＧＡＣＧＧＣＧＴＧＧＡＧＣＡＧＧ
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ＡＣＧＧＣＧＡＧＡＴＣＴＡＣＣＧＣＧＣＣＧＧＣＡＴＣＡＡＣＧＡＧＣＴＧＡＡＧＣＧ
ＣＡＡＧＣＴＧＧＧＣＣＣＣＧＴＧＡＡＧＣＣＣＡＴＣＡＣＣＴＡＣＧＡＧＴＣＧＧＡＧ
ＧＧＣＧＡＣＡＴＣＧＣＣＴＣＣＴＡＣＴＴＣＧＴＧＡＣＣＣＧＣＴＡＣＧＧＣＴＴＣＡ
ＡＣＣＣＣＧＡＣＴＧＣＡＡＧＡＴＣＴＡＣＴＣＣＴＴＣＡＣＧＧＧＣＧＡＣＡＡＣＣＴ
ＧＧＣＣＡＣＣＡＴＣＡＴＣＴＣＧＣＴＧＣＣＣＣＴＧＧＣＣＣＣＣＡＡＣＧＡＣＧＣＣ
ＣＴＧＡＴＣＴＣＧＣＴＧＧＧＣＡＣＣＡＧＣＡＣＣＡＣＣＧＴＣＣＴＧＡＴＣＡＴＣＡ
ＣＣＡＡＧＡＡＣＴＡＣＧＣＣＣＣＣＴＣＣＴＣＧＣＡＧＴＡＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡ
ＧＣＡＣＣＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＣＧＡＣＣＡＣＴＡＣＡＴＧＧＧＣＡＴＧＡＴＣＴＧＣ
ＴＡＣＴＧＣＡＡＣＧＧＣＡＧＣＣＴＧＧＣＣＣＧＣＧＡＧＡＡＧＧＴＣＣＧＣＧＡＣＧ
ＡＧＧＴＣＡＡＣＧＡＧＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＴＣＧＡＧＧＡＣＡＡＧＡＡＧＴＣＣＴＧ
ＧＧＡＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＡＧＡＴＣＣＴＧＧＡＣＡＡＧＴＣＧＡＣＣＧＡＣＴＴＣ
ＡＡＣＡＡＣＡＡＧＣＴＧＧＧＣＡＴＣＴＡＣＴＴＣＣＣＣＣＴＧＧＧＣＧＡＧＡＴＣＧ
ＴＧＣＣＣＡＡＣＧＣＣＧＣＧＧＣＣＣＡＧＡＴＣＡＡＧＣＧＣＡＧＣＧＴＣＣＴＧＡＡ
ＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣＧＡＧＡＴＣＧＴＣＧＡＣＧＴＧＧＡＧＣＴＧＧＧＣＧＡＣＡＡＧ
ＡＡＣＴＧＧＣＡＧＣＣＣＧＡＧＧＡＣＧＡＣＧＴＣＴＣＧＴＣＣＡＴＣＧＴＧＧＡＧＡ
ＧＣＣＡＧＡＣＣＣＴＧＡＧＣＴＧＣＣＧＣＣＴＧＣＧＣＡＣＣＧＧＣＣＣＣＡＴＧＣＴ
ＧＴＣＣＡＡＧＴＣＣＧＧＣＧＡＣＴＣＧＴＣＧＧＣＧＡＧＣＴＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＧ
ＣＣＣＣＡＧＣＣＣＧＡＧＧＧＣＧＡＣＧＧＣＡＣＣＧＡＣＣＴＧＣＡＣＡＡＧＧＴＣＴ
ＡＣＣＡＧＧＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＡＡＧＴＴＣＧＧＣＧＡＣＣＴＧＴＡＣＡＣＣＧＡ
ＣＧＧＣＡＡＧＡＡＧＣＡＧＡＣＣＴＴＣＧＡＧＡＧＣＣＴＧＡＣＣＧＣＣＣＧＣＣＣＣ
ＡＡＣＣＧＣＴＧＣＴＡＣＴＡＣＧＴＣＧＧＣＧＧＣＧＣＧＴＣＣＡＡＣＡＡＣＧＧＣＴ
ＣＧＡＴＣＡＴＣＣＧＣＡＡＧＡＴＧＧＧＣＡＧＣＡＴＣＣＴＧＧＣＧＣＣＣＧＴＣＡＡ
ＣＧＧＣＡＡＣＴＡＣＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＣＣＡＡＣＧＣＧＴＧＣＧＣＣＣＴＧ
ＧＧＣＧＧＣＧＣＣＴＡＣＡＡＧＧＣＣＴＣＣＴＧＧＴＣＣＴＡＣＧＡＧＴＧＣＧＡＧＧ
ＣＣＡＡＧＡＡＧＧＡＧＴＧＧＡＴＣＧＧＣＴＡＣＧＡＣＣＡＧＴＡＣＡＴＣＡＡＣＣＧ
ＣＣＴＧＴＴＣＧＡＧＧＴＧＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴＣＧＴＴＣＧＡＧＧＴＣ
ＡＡＧＧＡＣＡＡＧＴＧＧＣＴＧＧＡＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＧＧＣＧＴＣＧＧＣＡＴＧＣ
ＴＧＧＣＣＡＡＧＡＴＧＧＡＧＴＣＧＧＡＧＣＴＧＡＡＧＣＡＣＴＡＧ
 
配列番号２１
クロレラ・プロトテコイデスＥＦ１ａ　３’ＵＴＲ
 
ＡＣＧＧＡＧＣＧＴＣＧＴＧＣＧＧＧＡＧＧＧＡＧＴＧＴＧＣＣＧＡＧＣＧＧＧＧＡＧＴ
ＣＣＣＧＧＴＣＴＧＴＧＣＧＡＧＧＣＣＣＧＧＣＡＧＣＴＧＡＣＧＣＴＧＧＣＧＡＧＣＣ
ＧＴＡＣＧＣＣＣＣＧＡＧＧＧＴＣＣＣＣＣＴＣＣＣＣＴＧＣＡＣＣＣＴＣＴＴＣＣＣＣ
ＴＴＣＣＣＴＣＴＧＡＣＧＧＣＣＧＣＧＣＣＴＧＴＴＣＴＴＧＣＡＴＧＴＴＣＡＧＣＧＡ
 
配列番号２２
クロレラ・プロトテコイデスＥＦ１ａプロモーター
 
ＧＴＴＴＡＧＧＴＣＣＡＧＣＧＴＣＣＧＴＧＧＧＧＧＧＧＧＣＧＴＧＡＧＡＣＴＣＣＣＣ
ＣＣＴＧＡＣＣＴＴＣＧＴＡＴＧＧＣＡＧＧＧＡＣＴＣＣＴＡＣＴＴＧＣＣＡＡＧＴＡＡ
ＴＣＡＧＴＴＧＡＣＡＡＴＧＣＣＡＣＴＴＣＡＡＴＧＣＴＣＧＴＴＧＴＧＧＴＡＣＡＣＴ
ＧＡＣＧＣＧＧＧＴＣＴＡＡＣＡＴＡＣＴＧＧＧＡＡＧＣＡＴＧＡＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡ
ＴＧＧＡＣＴＣＡＧＴＴＧＧＡＧＡＣＡＧＴＡＡＣＡＧＣＴＣＴＴＴＧＴＧＴＴＣＴＡＴ
ＣＴＴＣＡＧＧＡＡＣＡＣＡＴＴＴＧＧＣＡＧＣＧＣＡＣＣＣＡＴＡＣＡＧＴＧＧＣＧＣ
ＡＣＡＣＧＣＡＧＣＴＧＴＡＣＣＴＧＡＴＧＴＧＧＣＴＣＴＡＴＴＣＣＣＡＣＡＴＧＴＴ
ＴＣＡＡＣＴＴＧＡＴＣＣＡＡＡＡＧＴＣＡＣＴＣＡＧＡＣＴＣＴＣＡＧＣＡＧＣＴＡＧ
ＡＣＴＴＧＡＴＣＧＣＡＴＣＴＴＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡＧＡＴＧＣＴＴＧＣＧＣＡＡＣＴ
ＣＴＡＧＧＡＡＴＧＧＡＡＣＧＡＧＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＧＣＴＣＴＧＡＴＣＧＧＡＴＡ
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ＴＴＴＣＣＡＴＴＣＴＣＴＧＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＡＧＡＴＧＡＴＴＣＴＧＡＡＧＡＡＡ
ＴＧＣＴＧＣＴＣＧＡＣＴＴＡＴＴＴＧＧＡＡＧＡＡＣＡＧＣＡＣＣＴＧＡＣＧＣＡＴＧ
ＣＴＴＴＧＡＧＧＣＴＧＣＴＧＴＧＧＣＴＧＧＧＡＴＧＴＧＣＴＧＴＡＴＴＴＧＴＣＡＧ
ＣＡＴＴＧＡＧＣＡＴＣＴＡＣＧＧＧＴＡＧＡＴＧＧＣＣＡＴＡＡＣＣＡＣＧＣＧＣＴＧ
ＣＣＴＡＴＣＡＴＧＣＧＧＴＧＧＧＴＴＧＴＧＴＡＧＡＡＡＡＣＧＴＡＣＡＡＴＧＧＡＣ
ＡＧＡＡＡＴＣＡＡＴＣＣＣＡＴＴＧＣＧＡＧＣＣＴＡＧＣＧＴＧＣＡＧＣＣＡＴＧＣＧ
ＣＴＣＣＣＴＣＴＧＴＡＧＣＣＣＣＧＣＴＣＣＡＡＧＡＣＡＡＡＧＣＣＡＧＣＣＡＡＴＧ
ＣＣＡＧＡＡＣＣＣＡＣＡＴＡＧＡＧＡＧＧＧＴＡＴＣＴＴＣＣＴＡＡＴＧＡＣＣＴＣＧ
ＣＣＣＡＴＣＡＴＴＴＣＣＴＣＣＡＡＡＴＴＡＡＣＴＡＴＡＡＴＧＣＣＴＴＧＡＴＴＧＴ
ＧＧＡＧＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧＣＴＴＧＣＡＧＣＴＧＣＴＣＧＣＧＣＴＧＧＣＡＣＴＴＴ
ＴＧＴＡＧＧＣＡＧＣＡＣＡＧＧＧＴＡＴＧＣＣＡＧＣＧＣＣＧＡＡＣＴＴＴＧＴＧＣＣ
ＣＴＴＧＡＧＣＡＧＧＣＣＡＣＡＡＧＧＧＣＡＣＡＡＧＡＣＴＡＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧＣ
ＴＧＧＴＡＴＡＣＴＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＡＣＣＡＴＴＣＴＴＡＣＣＡＡＧＣＡＡＧＧＣ
ＡＣＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＡＣＴＴＴＧＣＴＴＧＡＧＣＧＧＧＧＣ
ＡＣＡＧＣＧＣＣＧＣＧＡＣＴＧＡＴＣＣＴＧＣＧＡＧＣＴＧＴＧＧＧＧＡＧＴＴＣＣＧ
ＡＣＴＧＴＴＣＴＧＧＡＣＣＴＣＧＧＴＣＴＣＴＧＡＡＡＧＡＴＧＴＧＴＡＣＧＡＴＧＧ
ＧＡＴＣＡＡＧＴＣＡＴＴＣＡＡＧＴＡＴＧＣＴＣＴＴＣＡＣＡＴＧＡＧＣＡＡＴＣＧＧ
ＧＧＧＡＧＡＣＡＣＧＧＴＧＧＣＣＣＴＡＡＡＧＧＴＧＴＴＣＡＴＣＴＧＡＴＴＣＡＡＧ
ＴＧＴＡＧＴＧＧＧＧＧＧＧＴＧＣＴＧＴＴＴＧＴＣＣＣＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＣＣＧＣ
ＴＣＣＣＣＧＡＣＣＣＣＧＧＡＧＡＡＧＧＧＣＣＣＣＡＧＡＧＧＡＣＴＣＧＧＣＣＧＣＣ
ＣＡＣＡＧＡＧＧＡＡＴＡＡＣＣＧＧＧＣＧＴＧＧＣＴＣＧＧＣＣＣＴＧＣＧＣＣＴＣＣ
ＣＴＣＴＴＴＣＡＡＴＡＴＴＴＣＡＣＣＴＧＧＴＧＴＴＣＡＧＴＧＣＡＣＧＧＡＣＡＣＧ
ＴＡＡＡＧＡＡＣＴＡＧＡＴＡＣＡ
 
配列番号２３
コドン最適化ピロミセス種ＸｙｌＡコード領域
 
ＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧＡＧＴＡＣＴＴＣＣＣＣＣＡＧＡＴＣＣＡＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＴ
ＴＣＧＡＧＧＧＣＡＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧＡＡＣＣＣＧＣＴＧＧＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡ
ＣＴＡＣＧＡＣＧＣＧＧＡＧＡＡＧＧＡＧＧＴＣＡＴＧＧＧＣＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＡＧ
ＧＡＣＴＧＧＣＴＧＣＧＣＴＴＣＧＣＧＡＴＧＧＣＣＴＧＧＴＧＧＣＡＣＡＣＣＣＴＧＴ
ＧＣＧＣＧＧＡＧＧＧＣＧＣＧＧＡＣＣＡＧＴＴＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＡＧＴＣ
ＧＴＴＣＣＣＧＴＧＧＡＡＣＧＡＧＧＧＣＡＣＣＧＡＣＧＣＣＡＴＣＧＡＧＡＴＣＧＣＣ
ＡＡＧＣＡＧＡＡＧＧＴＣＧＡＣＧＣＧＧＧＣＴＴＣＧＡＧＡＴＣＡＴＧＣＡＧＡＡＧＣ
ＴＧＧＧＣＡＴＣＣＣＣＴＡＣＴＡＣＴＧＣＴＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴ
ＧＡＧＣＧＡＧＧＧＣＡＡＣＴＣＣＡＴＣＧＡＧＧＡＧＴＡＣＧＡＧＴＣＧＡＡＣＣＴＧ
ＡＡＧＧＣＣＧＴＧＧＴＧＧＣＧＴＡＣＣＴＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＡ
ＣＣＧＧＣＡＴＣＡＡＧＣＴＧＣＴＧＴＧＧＴＣＧＡＣＣＧＣＧＡＡＣＧＴＣＴＴＣＧＧ
ＣＣＡＣＡＡＧＣＧＣＴＡＣＡＴＧＡＡＣＧＧＣＧＣＣＡＧＣＡＣＣＡＡＣＣＣＣＧＡＣ
ＴＴＣＧＡＣＧＴＧＧＴＣＧＣＧＣＧＣＧＣＣＡＴＣＧＴＣＣＡＧＡＴＣＡＡＧＡＡＣＧ
ＣＧＡＴＣＧＡＣＧＣＣＧＧＣＡＴＣＧＡＧＣＴＧＧＧＣＧＣＣＧＡＧＡＡＣＴＡＣＧＴ
ＧＴＴＣＴＧＧＧＧＣＧＧＣＣＧＣＧＡＧＧＧＣＴＡＣＡＴＧＴＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＣ
ＡＣＧＧＡＣＣＡＧＡＡＧＣＧＣＧＡＧＡＡＧＧＡＧＣＡＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＴＧＣ
ＴＧＡＣＧＡＴＧＧＣＣＣＧＣＧＡＣＴＡＣＧＣＣＣＧＣＴＣＧＡＡＧＧＧＣＴＴＣＡＡ
ＧＧＧＣＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴＣＧＡＧＣＣＣＡＡＧＣＣＧＡＴＧＧＡＧＣＣＣＡＣＣ
ＡＡＧＣＡＣＣＡＧＴＡＣＧＡＣＧＴＣＧＡＣＡＣＣＧＡＧＡＣＣＧＣＧＡＴＣＧＧＣＴ
ＴＣＣＴＧＡＡＧＧＣＧＣＡＣＡＡＣＣＴＧＧＡＣＡＡＧＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧＴＧＡＡ
ＣＡＴＣＧＡＧＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＣＧＧＧＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣ
ＧＡＧＣＡＣＧＡＧＣＴＧＧＣＧＴＧＣＧＣＣＧＴＧＧＡＣＧＣＣＧＧＣＡＴＧＣＴＧＧ
ＧＣＡＧＣＡＴＣＧＡＣＧＣＧＡＡＣＣＧＣＧＧＣＧＡＣＴＡＣＣＡＧＡＡＣＧＧＣＴＧ
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ＧＧＡＣＡＣＣＧＡＣＣＡＧＴＴＣＣＣＣＡＴＣＧＡＣＣＡＧＴＡＣＧＡＧＣＴＧＧＴＧ
ＣＡＧＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＡＧＡＴＣＡＴＣＣＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡ
ＣＣＧＧＣＧＧＣＡＣＧＡＡＣＴＴＣＧＡＣＧＣＣＡＡＧＡＣＣＣＧＣＣＧＣＡＡＣＴＣ
ＣＡＣＣＧＡＣＣＴＧＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＧＣＧＣＡＣＧＴＣＴＣＧＧＧＣ
ＡＴＧＧＡＣＧＣＣＡＴＧＧＣＣＣＧＣＧＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＣＧＣＣＧＣＧＡＡＧＣ
ＴＧＣＴＧＣＡＧＧＡＧＡＧＣＣＣＣＴＡＣＡＣＣＡＡＧＡＴＧＡＡＧＡＡＧＧＡＧＣＧ
ＣＴＡＣＧＣＣＴＣＣＴＴＣＧＡＣＴＣＧＧＧＣＡＴＣＧＧＣＡＡＧＧＡＣＴＴＣＧＡＧ
ＧＡＣＧＧＣＡＡＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＧＡＧＣＡＧＧＴＣＴＡＣＧＡＧＴＡＣＧＧＣＡ
ＡＧＡＡＧＡＡＣＧＧＣＧＡＧＣＣＣＡＡＧＣＡＧＡＣＣＴＣＣＧＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡ
ＧＣＴＧＴＡＣＧＡＧＧＣＣＡＴＣＧＴＧＧＣＧＡＴＧＴＡＣＣＡＧＴＡＧ
 
配列番号２４
シロイヌナズナホスフェート／ペントースホスフェートトランスロケーターＸＰＴ（Ｇｅ
ｎＢａｎｋ寄託番号ＡＡＧ４８１６３．１）
 
ＭＲＶＥＩＷＲＴＧＳＰＹＡＶＰＥＧＬＹＷＶＥＳＤＬＧＡＡＴＨＲＥＳＥＰＳＲＧＧＴ
ＬＬＲＧＰＡＬＴＰＲＰＰＡＣＩＲＤＬＲＲＧＲＡＡＶＧＳＳＤＳＮＰＤＥＫＳＤＬＧＥ
ＡＥＫＫＥＫＫＡＫＴＬＱＬＧＩＶＦＧＬＷＹＦＱＮＩＶＦＮＩＦＮＫＫＡＬＮＶＦＰＹ
ＰＷＬＬＡＳＦＱＬＦＡＧＳＩＷＭＬＶＬＷＳＦＫＬＹＰＣＰＫＩＳＫＰＦＩＩＡＬＬＧ
ＰＡＬＦＨＴＩＧＨＩＳＡＣＶＳＦＳＫＶＡＶＳＦＴＨＶＩＫＳＡＥＰＶＦＳＶＩＦＳＳ
ＬＬＧＤＳＹＰＬＡＶＷＬＳＩＬＰＩＶＭＧＣＳＬＡＡＶＴＥＶＳＦＮＬＧＧＬＳＧＡＭ
ＩＳＮＶＧＦＶＬＲＮＩＹＳＫＲＳＬＱＳＦＫＥＩＤＧＬＮＬＹＧＣＩＳＩＬＳＬＬＹＬ
ＦＰＶＡＩＦＶＥＧＳＨＷＶＰＧＹＨＫＡＩＡＳＶＧＴＰＳＴＦＹＦＷＶＷＬＳＧＶＦＹ
ＨＬＹＮＱＳＳＹＱＡＬＤＥＩＳＰＬＴＦＳＶＧＮＴＭＫＲＶＶＶＩＩＳＴＶＬＶＦＲＮ
ＰＶＲＰＬＮＡＬＧＳＡＩＡＩＣＧＴＦＬＹＳＱＡＴＡＫＫＫＫＩＥＶＧＧＤＫＫＮ
 
配列番号２５
ＵＴＥＸ　１４３５輸送ペプチド
 
ＭＲＶＥＩＷＲＴＧＳＰＹＡＶＰＥＧＬＹＷＶＥＳＤＬＧＡＡＴＨＲＥＳＥＰＳＲＧＧＴ
ＬＬＲＧＰＡＬＴＰＲＰＰＡＣＩＲＤＬＲＲ
 
配列番号２６
代替的色素体輸送ペプチド
 
ＭＲＶＥＩＷＲＴＧＳＰＨＡＡＱＧＧＬＣＷＨＶＳＤＬＧＡＡＴＨＲＥＳＥＰＳＲＧＧＴ
ＬＦＲＧＰＡＬＴＰＲＰＰＡＣＩＲＤＬＲＲ
 
配列番号２７
５’プロトテカ・モリフォルミス６Ｓ相同組換え標的配列
 
ＧＣＣＧＣＣＧＣＣＡＣＴＣＣＴＧＣＴＣＧＡＧＣＧＣＧＣＣＣＧＣＧＣＧＴＧＣＧＣＣ
ＧＣＣＡＧＣＧＣＣＴＴＧＧＣＣＴＴＴＴＣＧＣＣＧＣＧＣＴＣＧＴＧＣＧＣＧＴＣＧＣ
ＴＧＡＴＧＴＣＣＡＴＣＡＣＣＡＧＧＴＣＣＡＴＧＡＧＧＴＣＴＧＣＣＴＴＧＣＧＣＣＧ
ＧＣＴＧＡＧＣＣＡＣＴＧＣＴＴＣＧＴＣＣＧＧＧＣＧＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＴＧ
ＡＧＧＧＡＧＧＡＣＴＣＣＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＣＣＴＧＡＣＧＴＧＧＴＣＧＣＧＧＣ
ＴＣＴＧＧＧＡＧＣＧＧＧＣＣＡＧＣＡＴＣＡＴＣＴＧＧＣＴＣＴＧＣＣＧＣＡＣＣＧＡ
ＧＧＣＣＧＣＣＴＣＣＡＡＣＴＧＧＴＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＣＣＧＣＡＧＴＣＧＣＣＧＣ
ＣＧＡＣＣＣＴＧＧＣＡＧＡＧＧＡＡＧＡＣＡＧＧＴＧＡＧＧＧＧＧＧＴＡＴＧＡＡＴＴ
ＧＴＡＣＡＧＡＡＣＡＡＣＣＡＣＧＡＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＧＧＣＡＧＡＡＴＣＣＣＴＡ



(89) JP 2014-513964 A 2014.6.19

10

20

30

40

50

ＣＣＡＧＴＣＡＴＧＧＣＴＴＴＡＣＣＴＧＧＡＴＧＡＣＧＧＣＣＴＧＣＧＡＡＣＡＧＣＴ
ＧＴＣＣＡＧＣＧＡＣＣＣＴＣＧＣＴＧＣＣＧＣＣＧＣＴＴＣＴＣＣＣＧＣＡＣＧＣＴＴ
ＣＴＴＴＣＣＡＧＣＡＣＣＧＴＧＡＴＧＧＣＧＣＧＡＧＣＣＡＧＣＧＣＣＧＣＡＣＧＣＴ
ＧＧＣＧＣＴＧＣＧＣＴＴＣＧＣＣＧＡＴＣＴＧＡＧＧＡＣＡＧＴＣＧＧＧＧＡＡＣＴＣ
ＴＧＡＴＣＡＧＴＣＴＡＡＡＣＣＣＣＣＴＴＧＣＧＣＧＴＴＡＧＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＣ
ＴＴＴＧＣＡＧＡＣＣＧＧＴＧＡＧＡＧＣＣＧＡＣＴＴＧＴＴＧＴＧＣＧＣＣＡＣＣＣＣ
ＣＣＡＣＡＣＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧＡＣＣＡＡＴＴＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＴＴＴＧ
ＧＣＧＡＡＧＧＣＡＴＣＧＧＣＣＴＣＧＧＣＣＴＧＣＡＧＡＧＡＧＧＡＣＡＧＣＡＧＴＧ
ＣＣＣＡＧＣＣＧＣＴＧＧＧＧＧＴＴＧＧＣＧＧＡＴＧＣＡＣＧＣＴＣＡ
 
配列番号２８
３’プロトテカ・モリフォルミス６Ｓ相同組換え標的配列
 
ＴＴＧＴＴＴＴＣＣＡＧＡＡＧＧＡＧＴＴＧＣＴＣＣＴＴＧＡＧＣＣＴＴＴＣＡＴＴＣＴ
ＣＡＧＣＣＴＣＧＡＴＡＡＣＣＴＣＣＡＡＡＧＣＣＧＣＴＣＴＡＡＴＴＧＴＧＧＡＧＧＧ
ＧＧＴＴＣＧＡＡＴＴＴＡＡＡＡＧＣＴＴＧＧＡＡＴＧＴＴＧＧＴＴＣＧＴＧＣＧＴＣＴ
ＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣＣＡＧＡＣＴＴＧＴＴＧＣＴＣＡＣＴＧＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣＣＡ
ＴＣＡＧＣＴＣＣＡＡＡＡＡＡＣＴＴＧＣＣＧＣＴＣＡＡＡＣＣＧＣＧＴＡＣＣＴＣＴＧ
ＣＴＴＴＣＧＣＧＣＡＡＴＣＴＧＣＣＣＴＧＴＴＧＡＡＡＴＣＧＣＣＡＣＣＡＣＡＴＴＣ
ＡＴＡＴＴＧＴＧＡＣＧＣＴＴＧＡＧＣＡＧＴＣＴＧＴＡＡＴＴＧＣＣＴＣＡＧＡＡＴＧ
ＴＧＧＡＡＴＣＡＴＣＴＧＣＣＣＣＣＴＧＴＧＣＧＡＧＣＣＣＡＴＧＣＣＡＧＧＣＡＴＧ
ＴＣＧＣＧＧＧＣＧＡＧＧＡＣＡＣＣＣＧＣＣＡＣＴＣＧＴＡＣＡＧＣＡＧＡＣＣＡＴＴ
ＡＴＧＣＴＡＣＣＴＣＡＣＡＡＴＡＧＴＴＣＡＴＡＡＣＡＧＴＧＡＣＣＡＴＡＴＴＴＣＴ
ＣＧＡＡＧＣＴＣＣＣＣＡＡＣＧＡＧＣＡＣＣＴＣＣＡＴＧＣＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＣＡ
ＣＣＣＣＣＣＧＧＣＣＣＴＧＧＴＧＣＴＴＧＣＧＧＡＧＧＧＣＡＧＧＴＣＡＡＣＣＧＧＣ
ＡＴＧＧＧＧＣＴＡＣＣＧＡＡＡＴＣＣＣＣＧＡＣＣＧＧＡＴＣＣＣＡＣＣＡＣＣＣＣＣ
ＧＣＧＡＴＧＧＧＡＡＧＡＡＴＣＴＣＴＣＣＣＣＧＧＧＡＴＧＴＧＧＧＣＣＣＡＣＣＡＣ
ＣＡＧＣＡＣＡＡＣＣＴＧＣＴＧＧＣＣＣＡＧＧＣＧＡＧＣＧＴＣＡＡＡＣＣＡＴＡＣＣ
ＡＣＡＣＡＡＡＴＡＴＣＣＴＴＧＧＣＡＴＣＧＧＣＣＣＴＧＡＡＴＴＣＣＴＴＣＴＧＣＣ
ＧＣＴＣＴＧＣＴＡＣＣＣＧＧＴＧＣＴＴＣＴＧＴＣＣＧＡＡＧＣＡＧＧＧＧＴＴＧＣＴ
ＡＧＧＧＡＴＣＧＣＴＣＣＧＡＧＴＣＣＧＣＡＡＡＣＣＣＴＴＧＴＣＧＣＧＴＧＧＣＧＧ
ＧＧＣＴＴＧＴＴＣＧＡＧＣＴ
 
配列番号２９
ネオマイシンカセット（コナミドリムシβ－チューブリンプロモーターおよびクロレラ・
ブルガリス硝酸塩レダクターゼ３’ＵＴＲ）
ＣＴＴＴＣＴＴＧＣＧＣＴＡＴＧＡＣＡＣＴＴＣＣＡＧＣＡＡＡＡＧＧＴＡＧＧＧＣＧＧ
ＧＣＴＧＣＧＡＧＡＣＧＧＣＴＴＣＣＣＧＧＣＧＣＴＧＣＡＴＧＣＡＡＣＡＣＣＧＡＴＧ
ＡＴＧＣＴＴＣＧＡＣＣＣＣＣＣＧＡＡＧＣＴＣＣＴＴＣＧＧＧＧＣＴＧＣＡＴＧＧＧＣ
ＧＣＴＣＣＧＡＴＧＣＣＧＣＴＣＣＡＧＧＧＣＧＡＧＣＧＣＴＧＴＴＴＡＡＡＴＡＧＣＣ
ＡＧＧＣＣＣＣＣＧＡＴＴＧＣＡＡＡＧＡＣＡＴＴＡＴＡＧＣＧＡＧＣＴＡＣＣＡＡＡＧ
ＣＣＡＴＡＴＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＡＧＡＴＣＡＣＴＡＣＣＡＣＴＴＣＴＡＣＡＣＡＧＧ
ＣＣＡＣＴＣＧＡＧＣＴＴＧＴＧＡＴＣＧＣＡＣＴＣＣＧＣＴＡＡＧＧＧＧＧＣＧＣＣＴ
ＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＧＴＴＴＣＡＧＴＣＡＣＡＡＣＣＣＧＣＡＡＡＣＴＣＴＡＧＡＡＴ
ＡＴＣＡＡＴＧＡＴＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＧＧＣＣＴＣＣＡＣＧＣＣＧＧＣＴＣＣＣＣＣ
ＧＣＣＧＣＣＴＧＧＧＴＧＧＡＧＣＧＣＣＴＧＴＴＣＧＧＣＴＡＣＧＡＣＴＧＧＧＣＣＣ
ＡＧＣＡＧＡＣＣＡＴＣＧＧＣＴＧＣＴＣＣＧＡＣＧＣＣＧＣＣＧＴＧＴＴＣＣＧＣＣＴ
ＧＴＣＣＧＣＣＣＡＧＧＧＣＣＧＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＴＴＣＧＴＧＡＡＧＡＣＣＧＡＣ
ＣＴＧＴＣＣＧＧＣＧＣＣＣＴＧＡＡＣＧＡＧＣＴＧＣＡＧＧＡＣＧＡＧＧＣＣＧＣＣＣ
ＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧＧＣＴＧＧＣＣＡＣＣＡＣＣＧＧＣＧＴＧＣＣＣＴＧＣＧＣＣＧＣ
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ＣＧＴＧＣＴＧＧＡＣＧＴＧＧＴＧＡＣＣＧＡＧＧＣＣＧＧＣＣＧＣＧＡＣＴＧＧＣＴＧ
ＣＴＧＣＴＧＧＧＣＧＡＧＧＴＧＣＣＣＧＧＣＣＡＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧＴＣＣＴＣＣＣ
ＡＣＣＴＧＧＣＣＣＣＣＧＣＣＧＡＧＡＡＧＧＴＧＴＣＣＡＴＣＡＴＧＧＣＣＧＡＣＧＣ
ＣＡＴＧＣＧＣＣＧＣＣＴＧＣＡＣＡＣＣＣＴＧＧＡＣＣＣＣＧＣＣＡＣＣＴＧＣＣＣＣ
ＴＴＣＧＡＣＣＡＣＣＡＧＧＣＣＡＡＧＣＡＣＣＧＣＡＴＣＧＡＧＣＧＣＧＣＣＣＧＣＡ
ＣＣＣＧＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＧＧＣＣＴＧＧＴＧＧＡＣＣＡＧＧＡＣＧＡＣＣＴＧＧＡ
ＣＧＡＧＧＡＧＣＡＣＣＡＧＧＧＣＣＴＧＧＣＣＣＣＣＧＣＣＧＡＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣ
ＣＧＣＣＴＧＡＡＧＧＣＣＣＧＣＡＴＧＣＣＣＧＡＣＧＧＣＧＡＧＧＡＣＣＴＧＧＴＧＧ
ＴＧＡＣＣＣＡＣＧＧＣＧＡＣＧＣＣＴＧＣＣＴＧＣＣＣＡＡＣＡＴＣＡＴＧＧＴＧＧＡ
ＧＡＡＣＧＧＣＣＧＣＴＴＣＴＣＣＧＧＣＴＴＣＡＴＣＧＡＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＧ
ＧＧＣＧＴＧＧＣＣＧＡＣＣＧＣＴＡＣＣＡＧＧＡＣＡＴＣＧＣＣＣＴＧＧＣＣＡＣＣＣ
ＧＣＧＡＣＡＴＣＧＣＣＧＡＧＧＡＧＣＴＧＧＧＣＧＧＣＧＡＧＴＧＧＧＣＣＧＡＣＣＧ
ＣＴＧＡＣＡＡＴＴＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＴＣＧＧＡＴＡＧＴＡＴＣＧＡＣＡＣＡＣ
ＴＣＴＧＧＡＣＧＣＴＧＧＴＣＧＴＧＴＧＡＴＧＧＡＣＴＧＴＴＧＣＣＧＣＣＡＣＡＣＴ
ＴＧＣＴＧＣＣＴＴＧＡＣＣＴＧＴＧＡＡＴＡＴＣＣＣＴＧＣＣＧＣＴＴＴＴＡＴＣＡＡ
ＡＣＡＧＣＣＴＣＡＧＴＧＴＧＴＴＴＧＡＴＣＴＴＧＴＧＴＧＴＡＣＧＣＧＣＴＴＴＴＧ
ＣＧＡＧＴＴＧＣＴＡＧＣＴＧＣＴＴＧＴＧＣＴＡＴＴＴＧＣＧＡＡＴＡＣＣＡＣＣＣＣ
ＣＡＧＣＡＴＣＣＣＣＴＴＣＣＣＴＣＧＴＴＴＣＡＴＡＴＣＧＣＴＴＧＣＡＴＣＣＣＡＡ
ＣＣＧＣＡＡＣＴＴＡＴＣＴＡＣＧＣＴＧＴＣＣＴＧＣＴＡＴＣＣＣＴＣＡＧＣＧＣＴＧ
ＣＴＣＣＴＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＡＣＴＧＣＣＣＣＴＣＧＣＡＣＡＧＣＣＴＴＧＧＴＴＴ
ＧＧＧＣＴＣＣＧＣＣＴＧＴＡＴＴＣＴＣＣＴＧＧＴＡＣＴＧＣＡＡＣＣＴＧＴＡＡＡＣ
ＣＡＧＣＡＣＴＧＣＡＡＴＧＣＴＧＡＴＧＣＡＣＧＧＧＡＡＧＴＡＧＴＧＧＧＡＴＧＧＧ
ＡＡＣＡＣＡＡＡＴＧＧＡ
 
配列番号３０
コドン最適化シロイヌナズナＸＰＴコード領域
 
ＡＴＧＡＧＧＧＴＧＧＡＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＣＴＧＧＧＴＣＧＣＣＴＴＡＴＧＣＣＧ
ＴＧＣＣＧＧＡＧＧＧＣＴＴＧＴＡＣＴＧＧＧＴＴＧＡＧＡＧＴＧＡＴＴＴＧＧＧＴＧＣ
ＧＧＣＧＡＣＧＣＡＣＣＧＧＧＡＧＡＧＣＧＡＧＣＣＣＡＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＴＡＣＴ
ＴＴＧＣＴＣＣＧＣＧＧＧＣＣＣＧＣＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＣＧＣＣＣＡＣＣＣＧＣＡＴ
ＧＣＡＴＣＣＧＣＧＡＣＣＴＧＣＧＣＡＧＧＧＧＧＣＧＣＧＣＣＧＣＣＧＴＧＧＧＣＴＣ
ＣＴＣＣＧＡＣＴＣＧＡＡＣＣＣＣＧＡＣＧＡＧＡＡＧＴＣＣＧＡＣＣＴＧＧＧＣＧＡＧ
ＧＣＣＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＡＧＡＣＣＣＴＧＣＡＧＣＴＧＧ
ＧＣＡＴＣＧＴＧＴＴＣＧＧＣＣＴＧＴＧＧＴＡＣＴＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＧＴＣＴＴ
ＣＡＡＣＡＴＣＴＴＣＡＡＣＡＡＧＡＡＧＧＣＣＣＴＧＡＡＣＧＴＧＴＴＣＣＣＣＴＡＣ
ＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＧＣＴＣＣＡ
ＴＣＴＧＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＣＴＧＴＧＧＴＣＧＴＴＣＡＡＧＣＴＧＴＡＣＣＣＣＴＧ
ＣＣＣＣＡＡＧＡＴＣＴＣＧＡＡＧＣＣＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＧＣＧＣＴＧＣＴＧＧＧＣ
ＣＣＣＧＣＣＣＴＧＴＴＣＣＡＣＡＣＣＡＴＣＧＧＣＣＡＣＡＴＣＴＣＣＧＣＣＴＧＣＧ
ＴＧＴＣＣＴＴＣＴＣＣＡＡＧＧＴＧＧＣＣＧＴＣＴＣＧＴＴＣＡＣＣＣＡＣＧＴＧＡＴ
ＣＡＡＧＴＣＣＧＣＣＧＡＧＣＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＣＧＴＧＡＴＣＴＴＣＴＣＣＴＣＧ
ＣＴＧＣＴＧＧＧＣＧＡＣＴＣＣＴＡＣＣＣＣＣＴＧＧＣＣＧＴＧＴＧＧＣＴＧＴＣＣＡ
ＴＣＣＴＧＣＣＣＡＴＣＧＴＧＡＴＧＧＧＣＴＧＣＴＣＣＣＴＧＧＣＣＧＣＣＧＴＧＡＣ
ＣＧＡＧＧＴＣＴＣＧＴＴＣＡＡＣＣＴＧＧＧＣＧＧＣＣＴＧＴＣＣＧＧＣＧＣＣＡＴＧ
ＡＴＣＴＣＣＡＡＣＧＴＧＧＧＣＴＴＣＧＴＧＣＴＧＣＧＣＡＡＣＡＴＣＴＡＣＴＣＣＡ
ＡＧＣＧＣＴＣＣＣＴＧＣＡＧＴＣＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＴＣＧＡＣＧＧＣＣＴＣＡＡ
ＣＣＴＧＴＡＣＧＧＣＴＧＣＡＴＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＴＣＣＣＴＧＣＴＧＴＡＣＣＴＧ
ＴＴＣＣＣＣＧＴＧＧＣＣＡＴＣＴＴＣＧＴＧＧＡＧＧＧＣＴＣＣＣＡＣＴＧＧＧＴＧＣ
ＣＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＡＧＧＣＣＡＴＣＧＣＣＴＣＣＧＴＧＧＧＣＡＣＣＣＣＣＴＣ
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ＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＧＧＣＴＧＴＣＧＧＧＣＧＴＧＴＴＣＴＡＣ
ＣＡＣＣＴＧＴＡＣＡＡＣＣＡＧＴＣＣＴＣＣＴＡＣＣＡＧＧＣＣＣＴＧＧＡＣＧＡＧＡ
ＴＣＴＣＣＣＣＣＣＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＧＧＴＣＧＧＣＡＡＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＣＧ
ＣＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＣＡＴＣＴＣＣＡＣＣＧＴＧＣＴＧＧＴＧＴＴＣＣＧＣＡＡＣ
ＣＣＣＧＴＧＣＧＣＣＣＣＣＴＧＡＡＣＧＣＣＣＴＧＧＧＣＴＣＣＧＣＣＡＴＣＧＣＣＡ
ＴＣＴＧＣＧＧＣＡＣＣＴＴＣＣＴＧＴＡＣＴＣＣＣＡＧＧＣＣＡＣＣＧＣＣＡＡＧＡＡ
ＧＡＡＧＡＡＧＡＴＣＧＡＧＧＴＧＧＧＣＧＧＣＧＡＣＡＡＧＡＡＧＡＡＣＴＧＡ
 
配列番号３１
ネオマイシンカセット（クロレラ・ソロキニアナＧｄｈプロモーターおよびクロレラ・ブ
ルガリス硝酸塩レダクターゼ３’ＵＴＲ）
 
ＧＧＴＡＣＣＣＧＣＣＴＧＣＡＡＣＧＣＡＡＧＧＧＣＡＧＣＣＡＣＡＧＣＣＧＣＴＣＣＣ
ＡＣＣＣＧＣＣＧＣＴＧＡＡＣＣＧＡＣＡＣＧＴＧＣＴＴＧＧＧＣＧＣＣＴＧＣＣＧＣＣ
ＴＧＣＣＴＧＣＣＧＣＡＴＧＣＴＴＧＴＧＣＴＧＧＴＧＡＧＧＣＴＧＧＧＣＡＧＴＧＣＴ
ＧＣＣＡＴＧＣＴＧＡＴＴＧＡＧＧＣＴＴＧＧＴＴＣＡＴＣＧＧＧＴＧＧＡＡＧＣＴＴＡ
ＴＧＴＧＴＧＴＧＣＴＧＧＧＣＴＴＧＣＡＴＧＣＣＧＧＧＣＡＡＴＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧ
ＧＣＡＡＧＡＧＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣＣＧＣＧＧＴＧＣＣ
ＴＣＣＡＧＧＴＧＧＴＴＣＡＡＴＣＧＣＧＧＣＡＧＣＣＡＧＡＧＧＧＡＴＴＴＣＡＧＡＴ
ＧＡＴＣＧＣＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＴＧＡＧＣＡＧＣＡＧＴＧＴＣＡＧＣＡＡＡＧＧＴＡ
ＧＣＡＧＴＴＴＧＣＣＡＧＡＡＴＧＡＴＣＧＧＴＴＣＡＧＣＴＧＴＴＡＡＴＣＡＡＴＧＣ
ＣＡＧＣＡＡＧＡＧＡＡＧＧＧＧＴＣＡＡＧＴＧＣＡＡＡＣＡＣＧＧＧＣＡＴＧＣＣＡＣ
ＡＧＣＡＣＧＧＧＣＡＣＣＧＧＧＧＡＧＴＧＧＡＡＴＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＴＧＴＧ
ＴＧＣＧＡＧＣＣＡＧＣＡＴＣＧＣＣＧＣＣＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧ
ＧＣＡＧＧＡＧＴＣＡＴＣＣＡＡＣＧＴＡＡＣＣＡＴＧＡＧＣＴＧＡＴＣＡＡＣＡＣＴＧ
ＣＡＡＴＣＡＴＣＧＧＧＣＧＧＧＣＧＴＧＡＴＧＣＡＡＧＣＡＴＧＣＣＴＧＧＣＧＡＡＧ
ＡＣＡＣＡＴＧＧＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＣＴＧＣＣＧＧＣＴＧＣＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＧ
ＣＡＣＧＣＣＧＴＴＧＡＧＴＴＧＧＣＡＧＣＡＧＧＣＴＣＡＧＣＣＡＴＧＣＡＣＴＧＧＡ
ＴＧＧＣＡＧＣＴＧＧＧＣＴＧＣＣＡＣＴＧＣＡＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＡＧＧＡＴＧＣ
ＡＡＧＴＧＧＡＧＣＧＡＡＴＡＣＣＡＡＡＣＣＣＴＣＴＧＧＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＧＧＴ
ＴＧＣＡＴＧＧＣＡＴＣＧＣＡＣＣＡＴＣＡＧＣＡＧＧＡＧＣＧＣＡＴＧＣＧＡＡＧＧＧ
ＡＣＴＧＧＣＣＣＣＡＴＧＣＡＣＧＣＣＡＴＧＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣＧＣＡＣＣＧＡ
ＧＴＧＴＣＣＡＣＡＣＴＧＴＣＡＣＣＡＧＧＣＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＴＧＣＡＧＡＡＣＣ
ＡＴＧＣＴＣＡＴＧＧＡＣＧＣＡＴＧＴＡＧＣＧＣＴＧＡＣＧＴＣＣＣＴＴＧＡＣＧＧＣ
ＧＣＴＣＣＴＣＴＣＧＧＧＴＧＴＧＧＧＡＡＡＣＧＣＡＡＴＧＣＡＧＣＡＣＡＧＧＣＡＧ
ＣＡＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＧＡＧＣＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＧＣＧＧＣＧＧＧＧ
ＧＣＣＡＣＣＣＴＴＣＴＴＧＣＧＧＧＧＴＣＧＣＧＣＣＣＣＡＧＣＣＡＧＣＧＧＴＧＡＴ
ＧＣＧＣＴＧＡＴＣＣＣＡＡＡＣＧＡＧＴＴＣＡＣＡＴＴＣＡＴＴＴＧＣＡＴＧＣＣＴＧ
ＧＡＧＡＡＧＣＧＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＣＴＴＴＧＧＧＣＴＧＧＴＧＣＡＧＣＣＣＧＣＡ
ＡＴＧＧＡＡＴＧＣＧＧＧＡＣＣＧＣＣＡＧＧＣＴＡＧＣＡＧＣＡＡＡＧＧＣＧＣＣＴＣ
ＣＣＣＴＡＣＴＣＣＧＣＡＴＣＧＡＴＧＴＴＣＣＡＴＡＧＴＧＣＡＴＴＧＧＡＣＴＧＣＡ
ＴＴＴＧＧＧＴＧＧＧＧＣＧＧＣＣＧＧＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＣＧＴＧＴＴＧＣＡＡＡＡ
ＣＧＣＧＣＣＡＧＣＴＣＡＧＣＡＡＣＣＴＧＴＣＣＣＧＴＧＧＧＴＣＣＣＣＣＧＴＧＣＣ
ＧＡＴＧＡＡＡＴＣＧＴＧＴＧＣＡＣＧＣＣＧＡＴＣＡＧＣＴＧＡＴＴＧＣＣＣＧＧＣＴ
ＣＧＣＧＡＡＧＴＡＧＧＣＧＣＣＣＴＣＣＴＴＴＣＴＧＣＴＣＧＣＣＣＴＣＴＣＴＣＣＧ
ＴＣＣＣＧＣＣＴＣＴＡＧＡ
 
配列番号３２
コドン最適化ピキア・スチピチスＸＹＬ２コード領域
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ＡＴＧＡＣＣＧＣＣＡＡＣＣＣＣＴＣＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＡＡＣＡＡＧＡＴＣＧＡＣＧ
ＡＣＡＴＣＴＣＧＴＴＣＧＡＧＡＣＣＴＡＣＧＡＣＧＣＧＣＣＧＧＡＧＡＴＣＡＧＣＧＡ
ＧＣＣＣＡＣＣＧＡＣＧＴＣＣＴＧＧＴＧＣＡＧＧＴＣＡＡＧＡＡＧＡＣＣＧＧＣＡＴＣ
ＴＧＣＧＧＣＴＣＣＧＡＣＡＴＣＣＡＣＴＴＣＴＡＣＧＣＣＣＡＣＧＧＣＣＧＣＡＴＣＧ
ＧＣＡＡＣＴＴＣＧＴＣＣＴＧＡＣＣＡＡＧＣＣＧＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＣＣＡＣＧＡ
ＧＴＣＧＧＣＧＧＧＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧＴＣＧＧＣＡＡＧＧＧＣＧＴＧＡＣＣ
ＡＧＣＣＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＣＧＡＣＡＡＣＧＴＣＧＣＣＡＴＣＧＡＧＣＣＣＧＧＣＡ
ＴＣＣＣＣＴＣＣＣＧＣＴＴＣＴＣＧＧＡＣＧＡＧＴＡＣＡＡＧＡＧＣＧＧＣＣＡＣＴＡ
ＣＡＡＣＣＴＧＴＧＣＣＣＧＣＡＣＡＴＧＧＣＧＴＴＣＧＣＣＧＣＧＡＣＣＣＣＣＡＡＣ
ＴＣＣＡＡＧＧＡＧＧＧＣＧＡＧＣＣＣＡＡＣＣＣＧＣＣＣＧＧＣＡＣＣＣＴＧＴＧＣＡ
ＡＧＴＡＣＴＴＣＡＡＧＴＣＧＣＣＣＧＡＧＧＡＣＴＴＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＣＴＧＣＣ
ＣＧＡＣＣＡＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＧＡＧＣＴＧＧＧＣＧＣＣＣＴＧＧＴＣＧＡＧＣＣＧ
ＣＴＧＴＣＣＧＴＣＧＧＣＧＴＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＡＧＣＴＧＧＧＣＴＣＣＧＴＣＧ
ＣＧＴＴＣＧＧＣＧＡＣＴＡＣＧＴＧＧＣＧＧＴＧＴＴＣＧＧＣＧＣＧＧＧＣＣＣＣＧＴ
ＧＧＧＣＣＴＧＣＴＧＧＣＧＧＣＣＧＣＧＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＣＣＴＴＣＧＧＣＧＣＧ
ＡＡＧＧＧＣＧＴＣＡＴＣＧＴＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＴＴＣＧＡＣＡＡＣＡＡＧＣＴＧＡ
ＡＧＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧＡＣＡＴＣＧＧＣＧＣＧＧＣＣＡＣＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＡＡ
ＣＴＣＧＡＡＧＡＣＣＧＧＣＧＧＣＴＣＧＧＡＧＧＡＧＣＴＧＡＴＣＡＡＧＧＣＣＴＴＣ
ＧＧＣＧＧＣＡＡＣＧＴＣＣＣＧＡＡＣＧＴＧＧＴＧＣＴＧＧＡＧＴＧＣＡＣＣＧＧＣＧ
ＣＣＧＡＧＣＣＣＴＧＣＡＴＣＡＡＧＣＴＧＧＧＣＧＴＣＧＡＣＧＣＧＡＴＣＧＣＣＣＣ
ＣＧＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＣＧＴＧＣＡＧＧＴＧＧＧＣＡＡＣＧＣＧＧＣＣＧＧＣＣＣＣ
ＧＴＣＡＧＣＴＴＣＣＣＣＡＴＣＡＣＣＧＴＧＴＴＣＧＣＣＡＴＧＡＡＧＧＡＧＣＴＧＡ
ＣＣＣＴＧＴＴＣＧＧＣＴＣＣＴＴＣＣＧＣＴＡＣＧＧＣＴＴＣＡＡＣＧＡＣＴＡＣＡＡ
ＧＡＣＣＧＣＣＧＴＣＧＧＣＡＴＣＴＴＣＧＡＣＡＣＣＡＡＣＴＡＣＣＡＧＡＡＣＧＧＣ
ＣＧＣＧＡＧＡＡＣＧＣＣＣＣＣＡＴＣＧＡＣＴＴＣＧＡＧＣＡＧＣＴＧＡＴＣＡＣＣＣ
ＡＣＣＧＣＴＡＣＡＡＧＴＴＣＡＡＧＧＡＣＧＣＣＡＴＣＧＡＧＧＣＣＴＡＣＧＡＣＣＴ
ＧＧＴＣＣＧＣＧＣＣＧＧＣＡＡＧＧＧＣＧＣＣＧＴＧＡＡＧＴＧＣＣＴＧＡＴＣＧＡＣ
ＧＧＣＣＣＣＧＡＧＴＡＧ
 
配列番号３３
コナミドリムシβ－チューブリンプロモーター
 
ＣＴＴＴＣＴＴＧＣＧＣＴＡＴＧＡＣＡＣＴＴＣＣＡＧＣＡＡＡＡＧＧＴＡＧＧＧＣＧＧ
ＧＣＴＧＣＧＡＧＡＣＧＧＣＴＴＣＣＣＧＧＣＧＣＴＧＣＡＴＧＣＡＡＣＡＣＣＧＡＴＧ
ＡＴＧＣＴＴＣＧＡＣＣＣＣＣＣＧＡＡＧＣＴＣＣＴＴＣＧＧＧＧＣＴＧＣＡＴＧＧＧＣ
ＧＣＴＣＣＧＡＴＧＣＣＧＣＴＣＣＡＧＧＧＣＧＡＧＣＧＣＴＧＴＴＴＡＡＡＴＡＧＣＣ
ＡＧＧＣＣＣＣＣＧＡＴＴＧＣＡＡＡＧＡＣＡＴＴＡＴＡＧＣＧＡＧＣＴＡＣＣＡＡＡＧ
ＣＣＡＴＡＴＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＡＧＡＴＣＡＣＴＡＣＣＡＣＴＴＣＴＡＣＡＣＡＧＧ
ＣＣＡＣＴＣＧＡＧＣＴＴＧＴＧＡＴＣＧＣＡＣＴＣＣＧＣＴＡＡＧＧＧＧＧＣＧＣＣＴ
ＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＧＴＴＴＣＡＧＴＣＡＣＡＡＣＣＣＧＣＡＡＡＣ
 
配列番号３４
コドン最適化ピキア・スチピチスＸＹＬ１コード領域
 
ＡＴＧＣＣＣＴＣＣＡＴＣＡＡＧＣＴＧＡＡＣＴＣＧＧＧＣＴＡＣＧＡＣＡＴＧＣＣＧＧ
ＣＣＧＴＣＧＧＣＴＴ
ＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＧＴＣＧＡＣＡＣＣＴＧＣＡＧＣＧＡＧＣＡＧ
ＡＴＣＴＡＣＣＧＣＧ
ＣＧＡＴＣＡＡＧＡＣＣＧＧＣＴＡＣＣＧＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣＧＧＣＧＣＣＧＡＧＧＡ
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ＣＴＡＣＧＣＧＡＡＣ
ＧＡＧＡＡＧＣＴＧＧＴＣＧＧＣＧＣＣＧＧＣＧＴＧＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＴＣＧＡＣＧ
ＡＧＧＧＣＡＴＣＧＴ
ＧＡＡＧＣＧＣＧＡＧＧＡＣＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＣＣＴＣＣＡＡＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣ
ＡＡＣＴＡＣＣＡＣＣ
ＡＣＣＣＣＧＡＣＡＡＣＧＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＧＣＴＧＡＡＣＣＧＣＡＣＣＣＴＧＴＣ
ＧＧＡＣＣＴＣＣＡＧ
ＧＴＣＧＡＣＴＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＣＴＴＣＣＴＧＡＴＣＣＡＣＴＴＣＣＣＧＧＴＧＡ
ＣＣＴＴＣＡＡＧＴＴ
ＣＧＴＧＣＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧＴＡＣＣＣＧＣＣＣＧＧＣＴＴＣＴＡＣＴＧＣ
ＧＧＣＡＡＧＧＧＣＧ
ＡＣＡＡＣＴＴＣＧＡＣＴＡＣＧＡＧＧＡＣＧＴＣＣＣＧＡＴＣＣＴＧＧＡＧＡＣＣＴＧ
ＧＡＡＧＧＣＣＣＴＧ
ＧＡＧＡＡＧＣＴＧＧＴＣＡＡＧＧＣＧＧＧＣＡＡＧＡＴＣＣＧＣＴＣＣＡＴＣＧＧＣＧ
ＴＧＡＧＣＡＡＣＴＴ
ＣＣＣＣＧＧＣＧＣＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧＣＧＣＧＧＣＧＣＧＡＣＣ
ＡＴＣＡＡＧＣＣＧＴ
ＣＣＧＴＣＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＧＣＡＣＣＡＣＣＣＣＴＡＣＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣＣ
ＣＣＧＣＣＴＧＡＴＣ
ＧＡＧＴＴＣＧＣＣＣＡＧＴＣＣＣＧＣＧＧＣＡＴＣＧＣＣＧＴＧＡＣＣＧＣＧＴＡＣＡ
ＧＣＴＣＣＴＴＣＧＧ
ＣＣＣＣＣＡＧＴＣＣＴＴＣＧＴＧＧＡＧＣＴＧＡＡＣＣＡＧＧＧＣＣＧＣＧＣＣＣＴＧ
ＡＡＣＡＣＣＴＣＧＣ
ＣＣＣＴＧＴＴＣＧＡＧＡＡＣＧＡＧＡＣＧＡＴＣＡＡＧＧＣＣＡＴＣＧＣＣＧＣＣＡＡ
ＧＣＡＣＧＧＣＡＡＧ
ＡＧＣＣＣＣＧＣＣＣＡＧＧＴＣＣＴＧＣＴＧＣＧＣＴＧＧＴＣＣＴＣＧＣＡＧＣＧＣＧ
ＧＣＡＴＣＧＣＧＡＴ
ＣＡＴＣＣＣＣＡＡＧＡＧＣＡＡＣＡＣＣＧＴＧＣＣＧＣＧＣＣＴＧＣＴＧＧＡＧＡＡＣ
ＡＡＧＧＡＣＧＴＧＡ
ＡＣＴＣＣＴＴＣＧＡＣＣＴＧＧＡＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＴＴＣＧＣＣＧＡＣＡＴＣＧＣ
ＣＡＡＧＣＴＧＧＡＣ
ＡＴＣＡＡＣＣＴＧＣＧＣＴＴＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＧＧＧＡＣＴＧＧＧＡＣＡＡＧＡ
ＴＣＣＣＣＡＴＣＴＴ
ＣＧＴＧＴＡＧ
 
配列番号３５
ピキア・スチピチスＸＹＬ１
 
ＭＰＳＩＫＬＮＳＧＹＤＭＰＡＶＧＦＧＣＷＫＶＤＶＤＴＣＳＥＱＩＹＲＡＩＫＴＧＹＲ
ＬＦＤＧＡＥＤＹＡＮＥＫＬＶＧＡＧＶＫＫＡＩＤＥＧＩＶＫＲＥＤＬＦＬＴＳＫＬＷＮ
ＮＹＨＨＰＤＮＶＥＫＡＬＮＲＴＬＳＤＬＱＶＤＹＶＤＬＦＬＩＨＦＰＶＴＦＫＦＶＰＬ
ＥＥＫＹＰＰＧＦＹＣＧＫＧＤＮＦＤＹＥＤＶＰＩＬＥＴＷＫＡＬＥＫＬＶＫＡＧＫＩＲ
ＳＩＧＶＳＮＦＰＧＡＬＬＬＤＬＬＲＧＡＴＩＫＰＳＶＬＱＶＥＨＨＰＹＬＱＱＰＲＬＩ
ＥＦＡＱＳＲＧＩＡＶＴＡＹＳＳＦＧＰＱＳＦＶＥＬＮＱＧＲＡＬＮＴＳＰＬＦＥＮＥＴ
ＩＫＡＩＡＡＫＨＧＫＳＰＡＱＶＬＬＲＷＳＳＱＲＧＩＡＩＩＰＫＳＮＴＶＰＲＬＬＥＮ
ＫＤＶＮＳＦＤＬＤＥＱＤＦＡＤＩＡＫＬＤＩＮＬＲＦＮＤＰＷＤＷＤＫＩＰＩＦＶ
 
配列番号３６
コドン最適化ピキア・スチピチスＳＵＴ１コード領域
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ＡＴＧＴＣＣＴＣＣＣＡＧＧＡＣＡＴＣＣＣＣＴＣＣＧＧＣＧＴＧＣＡＧＡＣＣＣＣＣＴ
ＣＣＡＡ
ＣＧＣＣＴＣＧＴＴＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＡＧＧＡＣＡＡＧＡＴＣＧＡＧＧＡＧ
ＧＴＧＣＣＣＣＡＧＡ
ＡＣＣＡＣＧＡＣＧＣＧＡＣＣＣＴＧＧＴＣＧＣＣＣＴＧＧＡＧＴＣＣＡＡＧＧＧＣＡＴ
ＣＴＣＣＧＡＧＴＡＣ
ＣＴＧＣＴＧＡＴＣＴＧＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣＣＴＧＣＴＣＧＴＣＧＣＣＴＴＣＧＧＣＧ
ＧＣＴＴＣＧＴＣＴＴ
ＣＧＧＣＴＴＣＧＡＣＡＣＣＧＧＣＡＣＣＡＴＣＴＣＣＧＧＣＴＴＣＧＴＧＡＡＣＡＴＧ
ＴＣＣＧＡＣＴＴＣＣ
ＴＧＧＡＧＣＧＣＴＴＣＧＧＣＣＡＧＡＣＣＣＧＣＧＣＣＧＡＣＧＧＣＡＣＣＣＡＣＴＡ
ＣＣＴＧＴＣＣＡＡＣ
ＧＴＧＣＧＣＧＴＧＧＧＣＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＣＣＡＴＣＴＴＣＡＡＣＡＴＣＧＧＣＴ
ＧＣＧＣＣＡＴＣＧＧ
ＣＧＧＣＡＴＣＴＴＣＣＴＧＴＣＣＡＡＧＡＴＣＧＧＣＧＡＣＧＴＧＴＡＣＧＧＣＣＧＣ
ＣＧＣＧＴＣＧＧＣＡ
ＴＣＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＴＣＴＡＣＧＴＧＧＴＣＧＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴ
ＧＣＡＧＡＴＣＧＣＣ
ＴＣＣＣＡＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＡＣＣＡＧＧＴＣＡＴＧＡＴＣＧＧＣＣＧＣＧＣＣＡ
ＴＣＡＣＣＧＧＣＣＴ
ＧＧＣＧＧＴＣＧＧＣＡＣＣＧＴＧＴＣＣＧＴＣＣＴＧＴＣＧＣＣＧＣＴＧＴＴＣＡＴＣ
ＧＧＣＧＡＧＴＣＣＴ
ＣＣＣＣＣＡＡＧＣＡＣＣＴＧＣＧＣＧＧＣＡＣＣＣＴＧＧＴＧＴＡＣＴＧＣＴＴＣＣＡ
ＧＣＴＧＴＧＣＡＴＣ
ＡＣＣＣＴＧＧＧＣＡＴＣＴＴＣＡＴＣＧＧＣＴＡＣＴＧＣＧＴＧＡＣＧＴＡＣＧＧＣＡ
ＣＧＡＡＧＣＧＣＣＴ
ＧＴＣＣＧＡＣＴＣＣＣＧＣＣＡＧＴＧＧＣＧＣＧＴＧＣＣＣＣＴＧＧＧＣＣＴＧＴＧＣ
ＴＴＣＣＴＧＴＧＧＧ
ＣＧＡＴＣＴＴＣＣＴＧＧＴＧＧＴＧＧＧＣＡＴＧＣＴＧＧＣＣＡＴＧＣＣＣＧＡＧＴＣ
ＣＣＣＣＣＧＣＴＡＣ
ＣＴＧＧＴＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＣＧＣＡＴＣＧＡＧＧＡＣＧＣＣＡＡＧＡＡＧＴＣＣＧ
ＴＧＧＣＣＣＧＣＴＣ
ＣＡＡＣＡＡＧＣＴＧＴＣＣＣＣＣＧＡＧＧＡＣＣＣＣＴＣＧＧＴＣＴＡＣＡＣＧＧＡＧ
ＡＴＣＣＡＧＣＴＧＡ
ＴＣＣＡＧＧＣＣＧＧＣＡＴＣＧＡＣＣＧＣＧＡＧＧＣＧＡＴＣＧＣＣＧＧＣＴＣＣＧＣ
ＣＴＣＣＴＧＧＡＣＣ
ＧＡＧＣＴＧＡＴＣＡＣＣＧＧＣＡＡＧＣＣＣＧＣＣＡＴＣＴＴＣＣＧＣＣＧＣＧＴＧＧ
ＴＧＡＴＧＧＧＣＡＴ
ＣＡＴＣＡＴＧＣＡＧＴＣＣＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＡＣＣＧＧＣＧＴＧＡＡＣＴＡＣ
ＴＴＣＴＴＣＴＡＣＴ
ＡＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＣＣＧＴＣＧＧＣＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＣ
ＣＴＴＣＣＡＧＡＣＣ
ＴＣＣＡＴＣＡＴＣＣＴＧＧＧＣＧＴＧＧＴＧＡＡＣＴＴＣＧＣＣＧＣＣＡＣＧＴＴＴＡ
ＴＣＧＧＣＡＴＣＴＧ
ＧＧＣＣＡＴＣＧＡＧＣＧＣＴＴＴＧＧＣＣＧＣＣＧＣＴＣＣＴＧＣＣＴＣＣＴＧＧＴＧ
ＧＧＣＴＣＣＧＣＣＧ
ＧＣＡＴＧＴＴＣＧＴＧＴＧＣＴＴＣＡＴＣＡＴＣＴＡＣＴＣＣＡＣＣＡＴＣＧＧＣＴＣ
ＣＴＴＣＣＡＣＣＴＧ
ＴＡＣＡＡＧＧＡＣＧＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＡＡＣＧＡＣＡＡＣＡＣＣＴＡＣＡＡＧＣ
ＣＣＴＣＣＧＧＣＡＡ
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ＣＧＣＣＣＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣＴＧＣＣＴＣＴＴＣＡＴＣＧＴＣＴＴＣＴＴＣ
ＧＣＣＴＣＣＡＣＣＴ
ＧＧＧＣＣＧＧＣＧＧＣＧＴＧＴＡＣＡＣＣＡＴＣＡＴＣＴＣＧＧＡＧＴＣＣＴＡＣＣＣ
ＣＣＴＧＣＧＣＡＴＣ
ＣＧＣＴＣＣＡＡＧＧＣＧＡＴＧＧＣＧＡＴＣＧＣＧＡＣＣＧＣＣＧＣＣＡＡＣＴＧＧＧ
ＴＣＴＴＴＧＧＣＴＴ
ＣＣＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＴＣＡＣＣＣＣＣＴＴＣＡＴＣＧＴＧＡＧＣＧＣＣＡＴＣ
ＣＡＣＴＴＣＡＡＧＴ
ＴＣＧＧＣＴＡＣＧＴＧＴＴＣＴＣＣＧＧＣＴＧＣＣＴＧＣＴＧＴＴＣＴＣＧＴＴＣＴＴ
ＣＴＡＣＧＴＧＴＡＣ
ＴＴＣＴＴＣＧＴＧＧＴＧＧＡＧＡＣＣＡＡＧＧＧＣＣＴＧＴＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＣＧ
ＴＧＧＡＣＧＡＧＣＴ
ＧＴＡＣＧＣＣＴＣＣＡＡＣＧＴＧＧＴＧＣＣＣＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＣＣＡＡＧＴＧＧ
ＧＴＣＣＣＣＣＣＣＴ
ＣＧＡＣＧＧＣＧＧＣＧＡＴＧＧＣＣＡＣＣＧＡＧＧＣＣＧＧＣＴＡＣＧＣＣＧＣＣＧＡ
ＣＧＡＧＡＡＧＣＣＣ
ＧＴＣＧＡＣＧＡＧＣＡＣＧＴＧＴＧＡＴＡＣＧＴＡＣ
 
配列番号３７
ピキア・スチピチスＳＵＴ１
 
ＭＳＳＱＤＩＰＳＧＶＱＴＰＳＮＡＳＦＬＥＫＤＥＤＫＩＥＥＶＰＱＮＨＤＡＴＬＶＡＬ
ＥＳＫＧＩＳＥＹＬＬＩＣＦＦＣＬＬＶＡＦ
ＧＧＦＶＦＧＦＤＴＧＴＩＳＧＦＶＮＭＳＤＦＬＥＲＦＧＱＴＲＡＤＧＴＨＹＬＳＮＶＲ
ＶＧＬＬＶＳＩＦＮＩＧＣＡＩＧＧＩＦＬＳ
ＫＩＧＤＶＹＧＲＲＶＧＩＭＡＳＭＶＩＹＶＶＧＩＩＶＱＩＡＳＱＨＡＷＹＱＶＭＩＧＲ
ＡＩＴＧＬＡＶＧＴＶＳＶＬＳＰＬＦＩＧＥ
ＳＳＰＫＨＬＲＧＴＬＶＹＣＦＱＬＣＩＴＬＧＩＦＩＧＹＣＶＴＹＧＴＫＲＬＳＤＳＲＱ
ＷＲＶＰＬＧＬＣＦＬＷＡＩＦＬＶＶＧＭＬ
ＡＭＰＥＳＰＲＹＬＶＥＫＫＲＩＥＤＡＫＫＳＶＡＲＳＮＫＬＳＰＥＤＰＳＶＹＴＥＩＱ
ＬＩＱＡＧＩＤＲＥＡＩＡＧＳＡＳＷＴＥＬ
ＩＴＧＫＰＡＩＦＲＲＶＶＭＧＩＩＭＱＳＬＱＱＬＴＧＶＮＹＦＦＹＹＧＴＴＩＦＱＡＶ
ＧＬＫＤＳＦＱＴＳＩＩＬＧＶＶＮＦＡＡＴ
ＦＩＧＩＷＡＩＥＲＦＧＲＲＳＣＬＬＶＧＳＡＧＭＦＶＣＦＩＩＹＳＴＩＧＳＦＨＬＹＫ
ＤＧＥＹＮＮＤＮＴＹＫＰＳＧＮＡＬＩＦＩ
ＴＣＬＦＩＶＦＦＡＳＴＷＡＧＧＶＹＴＩＩＳＥＳＹＰＬＲＩＲＳＫＡＭＡＩＡＴＡＡＮ
ＷＶＦＧＦＬＩＳＦＦＴＰＦＩＶＳＡＩＨＦ
ＫＦＧＹＶＦＳＧＣＬＬＦＳＦＦＹＶＹＦＦＶＶＥＴＫＧＬＳＬＥＤＶＤＥＬＹＡＳＮＶ
ＶＰＷＫＳＳＫＷＶＰＰＳＴＡＡＭＡＴＥＡ
ＧＹＡＡＤＥＫＰＶＤＥＨＶ
 
配列番号３８
コドン最適化カンジダ・インターメディアＧＸＳ１コード領域
 
ＡＴＧＧＧＣＣＴＧＧＡＧＧＡＣＡＡＣＣＧＣＡＴＧＧＴＣＡＡＧＣＧＣＴＴＣＧＴＣＡ
ＡＣＧＴ
ＣＧＧＣＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＣＣＧＧＣＴＣＧＡＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＡＴＣＡＴＣ
ＧＴＧＧＧＣＣＴＧＴ
ＴＣＧＣＣＧＣＣＴＣＣＧＧＣＧＧＣＧＴＧＣＴＧＴＴＣＧＧＣＴＡＣＧＡＣＡＣＣＧＧ
ＣＡＣＣＡＴＣＴＣＧ
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ＧＧＣＧＴＧＡＴＧＡＣＣＡＴＧＧＡＣＴＡＣＧＴＧＣＴＧＧＣＣＣＧＣＴＡＣＣＣＣＴ
ＣＣＡＡＣＡＡＧＣＡ
ＣＴＣＧＴＴＣＡＣＣＧＣＣＧＡＣＧＡＧＴＣＣＴＣＧＣＴＧＡＴＣＧＴＧＴＣＣＡＴＣ
ＣＴＧＴＣＣＧＴＧＧ
ＧＣＡＣＣＴＴＣＴＴＣＧＧＣＧＣＣＣＴＧＴＧＣＧＣＣＣＣＣＴＴＣＣＴＧＡＡＣＧＡ
ＣＡＣＣＣＴＧＧＧＣ
ＣＧＣＣＧＣＴＧＧＴＧＣＣＴＧＡＴＣＣＴＧＴＣＧＧＣＣＣＴＧＡＴＣＧＴＣＴＴＣＡ
ＡＣＡＴＣＧＧＣＧＣ
ＧＡＴＣＣＴＧＣＡＧＧＴＧＡＴＣＴＣＣＡＣＣＧＣＣＡＴＣＣＣＧＣＴＧＣＴＧＴＧＣ
ＧＣＣＧＧＣＣＧＣＧ
ＴＧＡＴＣＧＣＣＧＧＣＴＴＣＧＧＣＧＴＣＧＧＣＣＴＧＡＴＣＴＣＣＧＣＧＡＣＧＡＴ
ＣＣＣＣＣＴＧＴＡＣ
ＣＡＧＴＣＣＧＡＧＡＣＣＧＣＣＣＣＣＡＡＧＴＧＧＡＴＣＣＧＣＧＧＣＧＣＣＡＴＣＧ
ＴＧＴＣＣＴＧＣＴＡ
ＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＧＧＣＣＴＧＴＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＣＴＧＣ
ＧＴＧＡＡＣＡＡＧＧ
ＧＣＡＣＣＧＡＧＣＡＣＡＴＧＡＣＣＡＡＣＴＣＣＧＧＣＴＣＣＴＡＣＣＧＣＡＴＣＣＣ
ＣＣＴＧＧＣＧＡＴＣ
ＣＡＧＴＧＣＣＴＧＴＧＧＧＧＣＣＴＣＡＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＣＧＧＣＡＴＧＡＴＣＴ
ＴＣＣＴＧＣＣＣＧＡ
ＧＡＣＣＣＣＣＣＧＣＴＴＣＴＧＧＡＴＣＴＣＧＡＡＧＧＧＣＡＡＣＣＡＧＧＡＧＡＡＧ
ＧＣＣＧＣＣＧＡＧＴ
ＣＣＣＴＧＧＣＣＣＧＣＣＴＧＣＧＣＡＡＧＣＴＧＣＣＣＡＴＣＧＡＣＣＡＣＣＣＣＧＡ
ＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧ
ＧＡＧＣＴＧＣＧＣＧＡＣＡＴＣＡＣＣＧＣＣＧＣＣＴＡＣＧＡＧＴＴＣＧＡＧＡＣＣＧ
ＴＧＴＡＣＧＧＣＡＡ
ＧＴＣＧＴＣＧＴＧＧＴＣＣＣＡＧＧＴＧＴＴＣＴＣＣＣＡＣＡＡＧＡＡＣＣＡＣＣＡＧ
ＣＴＧＡＡＧＣＧＣＣ
ＴＧＴＴＣＡＣＣＧＧＣＧＴＣＧＣＧＡＴＣＣＡＧＧＣＧＴＴＣＣＡＧＣＡＧＣＴＧＡＣ
ＣＧＧＣＧＴＧＡＡＣ
ＴＴＣＡＴＣＴＴＣＴＡＣＴＡＣＧＧＣＡＣＧＡＣＧＴＴＣＴＴＣＡＡＧＣＧＣＧＣＧＧ
ＧＣＧＴＣＡＡＣＧＧ
ＣＴＴＣＡＣＣＡＴＣＴＣＣＣＴＧＧＣＣＡＣＣＡＡＣＡＴＣＧＴＧＡＡＣＧＴＧＧＧＣ
ＴＣＣＡＣＣＡＴＣＣ
ＣＣＧＧＣＡＴＣＣＴＧＣＴＧＡＴＧＧＡＧＧＴＧＣＴＣＧＧＣＣＧＣＣＧＣＡＡＣＡＴ
ＧＣＴＧＡＴＧＧＧＣ
ＧＧＣＧＣＣＡＣＣＧＧＣＡＴＧＴＣＣＣＴＧＴＣＣＣＡＧＣＴＧＡＴＣＧＴＧＧＣＧＡ
ＴＣＧＴＣＧＧＣＧＴ
ＧＧＣＣＡＣＣＴＣＣＧＡＧＡＡＣＡＡＣＡＡＧＴＣＣＴＣＣＣＡＧＴＣＣＧＴＧＣＴＧ
ＧＴＣＧＣＧＴＴＣＴ
ＣＣＴＧＣＡＴＣＴＴＣＡＴＣＧＣＣＴＴＣＴＴＣＧＣＣＧＣＣＡＣＣＴＧＧＧＧＣＣＣ
ＣＴＧＣＧＣＣＴＧＧ
ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＧＣＧＡＧＣＴＧＴＴＣＣＣＣＣＴＧＣＧＣＡＣＣＣＧＣＧＣＣＡ
ＡＧＴＣＣＧＴＧＴＣ
ＣＣＴＧＴＧＣＡＣＣＧＣＣＴＣＣＡＡＣＴＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＧＧＧＣＡＴＣ
ＧＣＣＴＡＣＧＣＣＡ
ＣＣＣＣＣＴＡＣＡＴＧＧＴＧＧＡＣＧＡＧＧＡＣＡＡＧＧＧＣＡＡＣＣＴＧＧＧＣＴＣ
ＣＡＡＣＧＴＣＴＴＣ
ＴＴＣＡＴＣＴＧＧＧＧＣＧＧＣＴＴＣＡＡＣＣＴＧＧＣＣＴＧＣＧＴＧＴＴＣＴＴＣＧ
ＣＣＴＧＧＴＡＣＴＴ
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ＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＡＣＣＡＡＧＧＧＣＣＴＧＴＣＣＣＴＧＧＡＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣ
ＧＡＧＣＴＧＴＡＣＧ
ＡＧＣＡＣＧＴＧＴＣＣＡＡＧＧＣＣＴＧＧＡＡＧＴＣＣＡＡＧＧＧＣＴＴＣＧＴＧＣＣ
ＣＴＣＣＡＡＧＣＡＣ
ＴＣＣＴＴＣＣＧＣＧＡＧＣＡＧＧＴＧＧＡＣＣＡＧＣＡＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＡＧＡ
ＣＣＧＡＧＧＣＣＡＴ
ＣＡＴＧＴＣＣＧＡＧＧＡＧＧＣＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＴＡＣＧＴＡＣ
 
配列番号３９
カンジダ・インターメディアＧＸＳ１
 
ＭＧＬＥＤＮＲＭＶＫＲＦＶＮＶＧＥＫＫＡＧＳＴＡＭＡＩＩＶＧＬＦＡＡＳＧＧＶＬＦ
ＧＹＤＴＧＴＩＳＧＶＭＴＭＤＹＶＬＡＲＹ
ＰＳＮＫＨＳＦＴＡＤＥＳＳＬＩＶＳＩＬＳＶＧＴＦＦＧＡＬＣＡＰＦＬＮＤＴＬＧＲＲ
ＷＣＬＩＬＳＡＬＩＶＦＮＩＧＡＩＬＱＶＩ
ＳＴＡＩＰＬＬＣＡＧＲＶＩＡＧＦＧＶＧＬＩＳＡＴＩＰＬＹＱＳＥＴＡＰＫＷＩＲＧＡ
ＩＶＳＣＹＱＷＡＩＴＩＧＬＦＬＡＳＣＶＮ
ＫＧＴＥＨＭＴＮＳＧＳＹＲＩＰＬＡＩＱＣＬＷＧＬＩＬＧＩＧＭＩＦＬＰＥＴＰＲＦＷ
ＩＳＫＧＮＱＥＫＡＡＥＳＬＡＲＬＲＫＬＰ
ＩＤＨＰＤＳＬＥＥＬＲＤＩＴＡＡＹＥＦＥＴＶＹＧＫＳＳＷＳＱＶＦＳＨＫＮＨＱＬＫ
ＲＬＦＴＧＶＡＩＱＡＦＱＱＬＴＧＶＮＦＩ
ＦＹＹＧＴＴＦＦＫＲＡＧＶＮＧＦＴＩＳＬＡＴＮＩＶＮＶＧＳＴＩＰＧＩＬＬＭＥＶＬ
ＧＲＲＮＭＬＭＧＧＡＴＧＭＳＬＳＱＬＩＶ
ＡＩＶＧＶＡＴＳＥＮＮＫＳＳＱＳＶＬＶＡＦＳＣＩＦＩＡＦＦＡＡＴＷＧＰＣＡＷＶＶ
ＶＧＥＬＦＰＬＲＴＲＡＫＳＶＳＬＣＴＡＳ
ＮＷＬＷＮＷＧＩＡＹＡＴＰＹＭＶＤＥＤＫＧＮＬＧＳＮＶＦＦＩＷＧＧＦＮＬＡＣＶＦ
ＦＡＷＹＦＩＹＥＴＫＧＬＳＬＥＱＶＤＥＬ
ＹＥＨＶＳＫＡＷＫＳＫＧＦＶＰＳＫＨＳＦＲＥＱＶＤＱＱＭＤＳＫＴＥＡＩＭＳＥＥＡ
ＳＶ
 
配列番号４０
コドン最適化シロイヌナズナＡｔ＿共輸送体コード領域
 
ＡＴＧＧＣＣＴＴＣＧＣＧＧＴＣＴＣＧＧＴＧＣＡＧＴＣＣＣＡＣＴＴＣＧＣＣＡＴＣＣ
ＧＣＧＣＣＣＴＧＡＡ
ＧＣＧＣＧＡＣＣＡＣＴＴＣＡＡＧＡＡＣＣＣＣＴＣＣＣＣＣＣＧＣＡＣＣＴＴＣＴＧＣ
ＴＣＣＴＧＣＴＴＣＡ
ＡＧＴＣＣＣＧＣＣＣＣＧＡＣＴＣＣＴＣＣＴＡＣＣＴＧＴＣＧＣＴＣＡＡＧＧＡＧＣＧ
ＣＡＣＣＴＧＣＴＴＣ
ＧＴＧＴＣＣＡＡＧＣＣＣＧＧＣＣＴＧＧＴＧＡＣＣＡＣＣＣＧＣＴＡＣＣＧＣＣＡＣＡ
ＴＣＴＴＣＣＡＧＧＴ
ＣＧＧＣＧＣＧＧＡＧＡＣＣＧＧＣＧＧＣＧＡＣＴＴＣＧＣＣＧＡＣＴＣＣＧＧＣＧＡＧ
ＧＴＣＧＣＧＧＡＣＴ
ＣＧＣＴＧＧＣＧＴＣＣＧＡＣＧＣＣＣＣＣＧＡＧＴＣＣＴＴＣＴＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣ
ＣＧＴＧＡＴＣＣＴＧ
ＣＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴＣＣＣＣＧＣＧＣＴＧＧＧＣＧＧＣＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＧＣＴ
ＡＣＧＡＣＡＴＣＧＧ
ＣＧＣＣＡＣＣＴＣＧＧＧＣＧＣＧＡＣＣＣＴＧＴＣＣＣＴＧＣＡＧＴＣＣＣＣＣＧＣＧ
ＣＴＧＴＣＧＧＧＣＡ
ＣＣＡＣＣＴＧＧＴＴＣＡＡＣＴＴＣＴＣＧＣＣＣＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＧＣＣＴＧＧＴ
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ＣＧＴＧＴＣＣＧＧＣ
ＴＣＣＣＴＧＴＡＣＧＧＣＧＣＧＣＴＧＣＴＧＧＧＣＴＣＧＡＴＣＴＣＣＧＴＧＴＡＣＧ
ＧＣＧＴＧＧＣＣＧＡ
ＣＴＴＣＣＴＣＧＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＧＡＧＣＴＧＡＴＣＡＴＣＧＣＣＧＣＧＧＴＣ
ＣＴＧＴＡＣＣＴＣＣ
ＴＧＧＧＣＴＣＣＣＴＣＡＴＣＡＣＣＧＧＣＴＧＣＧＣＣＣＣＣＧＡＣＣＴＧＡＡＣＡＴ
ＣＣＴＧＣＴＧＧＴＧ
ＧＧＣＣＧＣＣＴＧＣＴＣＴＡＣＧＧＣＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧＧＣＣＴＧＧＣＣＡＴＧＣ
ＡＣＧＧＣＧＣＣＣＣ
ＣＣＴＧＴＡＣＡＴＣＧＣＣＧＡＧＡＣＣＴＧＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧＡＴＣＣＧＣＧＧＣ
ＡＣＣＣＴＧＡＴＣＴ
ＣＧＣＴＣＡＡＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＡＴＣＧＴＧＣＴＧＧＧＣＡＴＣＣＴＣＣＴＧＧＧ
ＣＴＴＣＴＣＧＧＴＧ
ＧＧＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧＡＴＣＧＡＣＧＴＧＧＴＧＧＧＣＧＧＣＴＧＧＣＧＣＴＡＣＡ
ＴＧＴＡＣＧＧＣＴＴ
ＣＧＧＣＡＣＣＣＣＣＧＴＧＧＣＧＣＴＣＣＴＧＡＴＧＧＧＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＴＧＧ
ＴＣＣＣＴＧＣＣＣＧ
ＣＧＴＣＧＣＣＣＣＧＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＣＧＣＧＧＴＧＣＡＧＧＧＣＡＡ
ＧＧＧＣＣＡＧＣＴＧ
ＣＡＧＧＡＧＴＡＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧＧＣＧＡＴＧＣＴＧＧＣＣＣＴＧＴＣＣＡＡＧＣ
ＴＧＣＧＣＧＧＣＣＧ
ＣＣＣＣＣＣＣＧＧＣＧＡＣＡＡＧＡＴＣＴＣＣＧＡＧＡＡＧＣＴＧＧＴＣＧＡＣＧＡＣ
ＧＣＣＴＡＣＣＴＧＴ
ＣＣＧＴＧＡＡＧＡＣＣＧＣＣＴＡＣＧＡＧＧＡＣＧＡＧＡＡＧＴＣＣＧＧＣＧＧＣＡＡ
ＣＴＴＣＣＴＧＧＡＧ
ＧＴＧＴＴＣＣＡＧＧＧＣＣＣＣＡＡＣＣＴＧＡＡＧＧＣＣＣＴＧＡＣＣＡＴＣＧＧＣＧ
ＧＧＧＧＣＣＴＧＧＴ
ＣＣＴＧＴＴＣＣＡＧＣＡＧＡＴＣＡＣＣＧＧＣＣＡＧＣＣＣＴＣＣＧＴＧＣＴＧＴＡＣ
ＴＡＣＧＣＣＧＧＣＴ
ＣＣＡＴＣＣＴＧＣＡＧＡＣＣＧＣＣＧＧＣＴＴＣＴＣＧＧＣＧＧＣＣＧＣＣＧＡＣＧＣ
ＣＡＣＣＣＧＣＧＴＧ
ＴＣＣＧＴＧＡＴＣＡＴＣＧＧＣＧＴＧＴＴＣＡＡＧＣＴＧＣＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧＧ
ＴＣＧＣＧＧＴＣＧＣ
ＣＡＡＧＧＴＧＧＡＣＧＡＣＣＴＧＧＧＣＣＧＣＣＧＣＣＣＣＣＴＧＣＴＧＡＴＣＧＧＣ
ＧＧＣＧＴＧＴＣＣＧ
ＧＣＡＴＣＧＣＧＣＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＣＣＧＣＣＴＡＣＴＡＣＡＡ
ＧＴＴＣＣＴＣＧＧＣ
ＧＧＣＴＴＣＣＣＣＣＴＧＧＴＧＧＣＣＧＴＧＧＧＣＧＣＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＡＣＧ
ＴＧＧＧＣＴＧＣＴＡ
ＣＣＡＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＧＧＣＣＣＣＡＴＣＴＣＣＴＧＧＣＴＧＡＴＧＧＴＧＴＣＣ
ＧＡＧＡＴＣＴＴＣＣ
ＣＣＣＴＣＣＧＣＡＣＣＣＧＣＧＧＣＣＧＣＧＧＣＡＴＣＴＣＣＣＴＧＧＣＣＧＴＧＣＴ
ＧＡＣＣＡＡＣＴＴＣ
ＧＧＣＴＣＣＡＡＣＧＣＣＡＴＣＧＴＧＡＣＣＴＴＣＧＣＣＴＴＣＴＣＣＣＣＣＣＴＧＡ
ＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴ
ＧＧＧＣＧＣＣＧＡＧＡＡＣＣＴＧＴＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＧＧＣＧＧＣＡＴＣＧＣＣ
ＣＴＧＧＴＧＴＣＧＣ
ＴＣＣＴＧＴＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＣＧＡＧＡＣＣＡＡＧＧＧＣＣＴ
ＣＴＣＧＣＴＧＧＡＧ
ＧＡＧＡＴＣＧＡＧＴＣＣＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＡＧＴＧＡ
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配列番号４１
シロイヌナズナＡｔ＿共輸送体
 
ＭＡＦＡＶＳＶＱＳＨＦＡＩＲＡＬＫＲＤＨＦＫＮＰＳＰＲＴＦＣＳＣＦＫＳＲＰＤＳＳ
ＹＬＳＬＫＥＲＴＣＦＶＳＫＰＧＬＶＴＴＲ
ＹＲＨＩＦＱＶＧＡＥＴＧＧＤＦＡＤＳＧＥＶＡＤＳＬＡＳＤＡＰＥＳＦＳＷＳＳＶＩＬ
ＰＦＩＦＰＡＬＧＧＬＬＦＧＹＤＩＧＡＴＳ
ＧＡＴＬＳＬＱＳＰＡＬＳＧＴＴＷＦＮＦＳＰＶＱＬＧＬＶＶＳＧＳＬＹＧＡＬＬＧＳＩ
ＳＶＹＧＶＡＤＦＬＧＲＲＲＥＬＩＩＡＡＶ
ＬＹＬＬＧＳＬＩＴＧＣＡＰＤＬＮＩＬＬＶＧＲＬＬＹＧＦＧＩＧＬＡＭＨＧＡＰＬＹＩ
ＡＥＴＣＰＳＱＩＲＧＴＬＩＳＬＫＥＬＦＩ
ＶＬＧＩＬＬＧＦＳＶＧＳＦＱＩＤＶＶＧＧＷＲＹＭＹＧＦＧＴＰＶＡＬＬＭＧＬＧＭＷ
ＳＬＰＡＳＰＲＷＬＬＬＲＡＶＱＧＫＧＱＬ
ＱＥＹＫＥＫＡＭＬＡＬＳＫＬＲＧＲＰＰＧＤＫＩＳＥＫＬＶＤＤＡＹＬＳＶＫＴＡＹＥ
ＤＥＫＳＧＧＮＦＬＥＶＦＱＧＰＮＬＫＡＬ
ＴＩＧＧＧＬＶＬＦＱＱＩＴＧＱＰＳＶＬＹＹＡＧＳＩＬＱＴＡＧＦＳＡＡＡＤＡＴＲＶ
ＳＶＩＩＧＶＦＫＬＬＭＴＷＶＡＶＡＫＶＤ
ＤＬＧＲＲＰＬＬＩＧＧＶＳＧＩＡＬＳＬＦＬＬＳＡＹＹＫＦＬＧＧＦＰＬＶＡＶＧＡＬ
ＬＬＹＶＧＣＹＱＩＳＦＧＰＩＳＷＬＭＶＳ
ＥＩＦＰＬＲＴＲＧＲＧＩＳＬＡＶＬＴＮＦＧＳＮＡＩＶＴＦＡＦＳＰＬＫＥＦＬＧＡＥ
ＮＬＦＬＬＦＧＧＩＡＬＶＳＬＬＦＶＩＬＶ
ＶＰＥＴＫＧＬＳＬＥＥＩＥＳＫＩＬＫ
 
配列番号４２
コドン最適化トリコデルマ・リーセイＸＬＴ１コード領域
 
ＡＴＧＴＡＣＣＧＣＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＴＡＣＧＴＣＣＴＧＧＣＧＧＣＧＴＴＣＧ
ＧＣＡＣＣＡＴＣＧＧ
ＣＧＧＣＡＴＧＡＴＣＴＴＴＧＧＣＴＴＣＧＡＧＡＴＣＴＣＧＴＣＧＡＴＧＴＣＧＧＣＧ
ＴＧＧＡＴＣＧＧＣＴ
ＣＣＧＡＧＣＡＧＴＡＣＣＴＧＧＡＧＴＡＣＴＴＣＡＡＣＣＡＣＣＣＣＧＡＣＴＣＣＡＣ
ＣＧＡＧＣＡＧＧＧＣ
ＧＧＣＡＴＣＡＣＣＧＣＣＧＣＣＡＴＧＴＣＣＧＣＣＧＧＣＴＣＣＣＴＧＧＴＧＧＧＣＴ
ＣＣＣＴＧＣＴＧＧＣ
ＣＧＧＣＴＧＧＣＴＧＧＣＧＧＡＣＣＧＣＣＴＧＧＧＣＣＧＣＣＧＣＣＴＧＧＣＣＡＴＣ
ＣＡＧＡＴＣＧＣＣＴ
ＣＣＧＴＧＧＡＣＴＧＧＡＴＣＧＴＧＧＧＣＧＣＧＧＴＣＣＴＧＣＡＧＴＧＣＴＣＧＴＣ
ＧＣＡＧＡＡＣＧＴＧ
ＧＣＣＣＡＣＣＴＧＧＴＧＧＴＧＧＧＣＣＧＣＡＴＣＧＴＧＴＣＣＧＧＣＣＴＧＧＣＧＡ
ＴＣＧＧＣＡＴＣＡＣ
ＧＴＣＣＴＣＣＣＡＧＴＧＣＡＴＣＧＴＧＴＡＣＣＴＧＴＣＣＧＡＧＣＴＧＧＣＣＣＣＣ
ＴＣＣＣＧＣＡＴＣＣ
ＧＣＧＧＣＣＧＣＧＴＧＧＴＧＧＧＣＡＴＣＣＡＧＣＡＧＴＧＧＴＣＣＡＴＣＧＡＣＴＧ
ＧＧＧＣＡＴＣＣＴＧ
ＡＴＣＡＴＧＴＡＣＣＴＧＡＴＣＴＣＣＴＡＣＧＧＣＴＧＣＴＣＣＧＴＧＴＣＣＡＴＣＣ
ＡＣＣＧＣＣＣＣＧＣ
ＣＧＣＣＴＴＣＣＧＣＡＴＣＧＣＣＴＧＧＧＧＣＣＴＣＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣＣＣＧＧＣ
ＧＣＣＧＴＣＣＴＧＴ
ＴＣＴＴＣＴＣＣＣＴＣＴＴＴＴＴＣＴＴＣＣＣＣＧＡＧＴＣＣＣＣＧＣＧＣＴＧＧＣＴ
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ＧＧＣＣＡＣＣＡＡＧ
ＧＡＣＣＧＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＴＧＣＣＡＣＧＡＧＧＴＣＣＴＧＧＣＧＡＡＣＣＴＧＣ
ＡＣＧＣＧＡＡＧＧＧ
ＣＧＡＣＣＧＣＡＡＣＡＡＣＡＴＣＧＡＧＧＴＧＣＴＧＧＣＣＧＡＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧ
ＧＴＧＣＧＣＧＡＧＧ
ＣＣＧＣＧＣＧＣＡＴＣＧＣＧＧＣＣＧＡＧＴＣＣＡＡＧＧＡＧＡＴＣＧＧＣＴＡＣＣＴ
ＧＧＧＣＣＴＧＴＴＣ
ＧＣＣＣＣＣＡＡＧＡＴＧＴＧＧＡＡＧＣＧＣＡＣＣＣＴＧＧＴＣＧＧＣＧＴＣＴＣＣＧ
ＣＧＣＡＧＡＴＣＴＧ
ＧＣＡＧＣＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＣＧＧＣＡＡＣＧＴＧＡＴＧＣＴＧＴＡＣＴＡＣＣＴＧ
ＧＴＧＴＡＣＡＴＣＴ
ＴＣＡＡＣＡＴＧＧＣＣＧＧＣＡＴＧＴＣＣＧＧＣＡＡＣＡＣＣＧＣＣＣＴＧＡＣＣＴＣ
ＧＴＣＧＡＴＣＡＴＣ
ＣＡＧＴＡＣＧＴＧＡＴＣＴＴＣＣＴＧＧＴＧＡＣＣＡＣＣＧＧＣＧＧＣＧＴＧＣＴＧＴ
ＴＣＧＴＧＧＴＧＧＡ
ＣＣＧＣＡＴＣＧＧＣＣＧＣＣＧＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＡＴＣＧＴＣＧＧＣＧＣＧＡＴＣ
ＡＴＣＴＧＣＧＧＣＧ
ＴＧＡＴＣＣＡＣＴＴＣＡＴＣＧＴＧＧＧＣＧＣＣＧＴＧＡＴＧＧＣＣＧＴＣＴＡＣＧＧ
ＣＣＡＣＣＡＣＧＴＧ
ＧＡＣＴＣＧＧＴＣＧＡＣＧＧＣＡＡＣＧＡＣＡＴＣＣＴＧＣＧＣＴＧＧＣＡＧＡＴＣＧ
ＧＣＧＧＣＣＣＣＣＣ
ＣＧＣＣＡＡＧＧＣＣＡＴＣＡＴＣＧＣＣＣＴＧＴＧＣＴＡＣＡＴＣＴＴＣＧＴＧＧＧＣ
ＧＴＧＴＡＣＧＧＣＧ
ＴＧＡＣＣＴＧＧＧＣＣＣＡＣＧＧＣＧＣＣＴＧＧＡＴＣＴＡＣＴＧＣＧＧＣＧＡＧＧＴ
ＧＴＴＣＣＣＣＣＴＧ
ＡＡＧＴＡＣＣＧＣＧＣＣＡＡＧＧＧＣＧＴＧＧＧＣＣＴＧＧＣＧＧＣＧＧＣＣＧＧＣＡ
ＡＣＴＧＧＧＣＣＴＴ
ＣＡＡＣＣＴＧＧＣＣＣＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＣＧＴＧＣＣＣＣＣＣＧＣＣＴＴＣＡＣＣ
ＡＡＣＡＴＣＣＡＧＴ
ＧＧＡＡＧＧＣＣＴＡＣＡＴＧＡＴＣＴＴＣＧＧＣＡＣＧＴＴＣＴＧＣＡＴＣＧＣＣＡＴ
ＧＧＴＧＴＴＴＣＡＣ
ＡＴＣＴＡＣＴＴＣＡＴＧＴＡＣＣＣＣＧＡＧＡＣＣＧＴＧＡＡＧＡＡＧＴＣＣＣＴＧＧ
ＡＧＧＡＧＡＴＣＧＡ
ＣＧＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＧＧＧＣＧＡＣＡＴＣＣＣＣＧＣＣＴＧＧＣＧＣＴＣＣＧＣＣ
ＴＣＣＧＣＣＧＴＧＴ
ＣＣＡＣＣＴＴＣＧＡＣＧＡＧＡＡＧＧＴＧＧＣＣＣＧＣＧＣＧＡＡＧＧＡＧＧＣＣＧＧ
ＣＧＧＣＣＴＧＧＡＧ
ＧＡＧＴＴＣＴＣＣＡＡＧＣＡＧＧＣＣＧＡＣＡＴＣＡＡＧＣＡＣＧＡＧＧＡＧＡＡＧＧ
ＴＧＴＧＡＴＡＣＧＴ
ＡＣ
 
配列番号４３
トリコデルマ・リーセイＸＬＴ１
 
ＭＹＲＩＷＮＩＹＶＬＡＡＦＧＴＩＧＧＭＩＦＧＦＥＩＳＳＭＳＡＷＩＧＳＥＱＹＬＥＹ
ＦＮＨＰＤＳＴＥＱＧＧＩＴＡＡＭＳＡＧＳ
ＬＶＧＳＬＬＡＧＷＬＡＤＲＬＧＲＲＬＡＩＱＩＡＳＶＤＷＩＶＧＡＶＬＱＣＳＳＱＮＶ
ＡＨＬＶＶＧＲＩＶＳＧＬＡＩＧＩＴＳＳＱ
ＣＩＶＹＬＳＥＬＡＰＳＲＩＲＧＲＶＶＧＩＱＱＷＳＩＤＷＧＩＬＩＭＹＬＩＳＹＧＣＳ
ＶＳＩＨＲＰＡＡＦＲＩＡＷＧＬＱＡＶＰＧ
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ＡＶＬＦＦＳＬＦＦＦＰＥＳＰＲＷＬＡＴＫＤＲＷＥＥＣＨＥＶＬＡＮＬＨＡＫＧＤＲＮ
ＮＩＥＶＬＡＥＬＥＥＶＲＥＡＡＲＩＡＡＥ
ＳＫＥＩＧＹＬＧＬＦＡＰＫＭＷＫＲＴＬＶＧＶＳＡＱＩＷＱＱＬＬＧＧＮＶＭＬＹＹＬ
ＶＹＩＦＮＭＡＧＭＳＧＮＴＡＬＴＳＳＩＩ
ＱＹＶＩＦＬＶＴＴＧＧＶＬＦＶＶＤＲＩＧＲＲＷＬＬＩＶＧＡＩＩＣＧＶＩＨＦＩＶＧ
ＡＶＭＡＶＹＧＨＨＶＤＳＶＤＧＮＤＩＬＲ
ＷＱＩＧＧＰＰＡＫＡＩＩＡＬＣＹＩＦＶＧＶＹＧＶＴＷＡＨＧＡＷＩＹＣＧＥＶＦＰＬ
ＫＹＲＡＫＧＶＧＬＡＡＡＧＮＷＡＦＮＬＡ
ＬＡＦＦＶＰＰＡＦＴＮＩＱＷＫＡＹＭＩＦＧＴＦＣＩＡＭＶＦＨＩＹＦＭＹＰＥＴＶＫ
ＫＳＬＥＥＩＤＶＬＦＥＧＤＩＰＡＷＲＳＡ
ＳＡＶＳＴＦＤＥＫＶＡＲＡＫＥＡＧＧＬＥＥＦＳＫＱＡＤＩＫＨＥＥＫＶ
 
配列番号４４
キメラＧＰＴ＿Ａ＿ＡｔＸＰＴキシローストランスロケーター
 
ＡＴＧＡＧＧＧＴＧＧＡＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＣＴＧＧＧＴＣＧＣＣＴＣＡＴＧＣＣＧ
ＣＧＣＡＧＧＧＧＧＧＡＴＴＧＴＧＣＴＧＧＣＡＴＧＴＧＡＧＴＧＡＴＴＴＧＧＧＴＧＣ
ＧＧＣＧＡＣＧＣＡＣＣＧＧＧＡＧＡＧＣＧＡＧＣＣＣＡＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＴＡＣＴ
ＴＴＧＴＴＣＣＧＣＧＧＧＣＣＣＧＣＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＣＧＣＣＣＡＣＣＣＧＣＡＴ
ＧＣＡＴＣＣＧＣＧＡＣＣＴＧＣＧＣＡＧＧＧＧＣＣＧＴＧＧＧＣＴＣＣＴＣＣＧＡＣＴ
ＣＧＡＡＣＣＣＣＧＡＣＧＡＧＡＡＧＴＣＣＧＡＣＣＴＧＧＧＣＧＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡ
ＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＡＧＡＣＣＣＴＧＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＴＣＧＴＧ
ＴＴＣＧＧＣＣＴＧＴＧＧＴＡＣＴＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＧＴＣＴＴＣＡＡＣＡＴＣＴ
ＴＣＡＡＣＡＡＧＡＡＧＧＣＣＣＴＧＡＡＣＧＴＧＴＴＣＣＣＣＴＡＣＣＣＣＴＧＧＣＴ
ＣＣＴＧＧＣＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＧＣＴＣＣＡＴＣＴＧＧＡＴＧ
ＣＴＧＧＴＧＣＴＧＴＧＧＴＣＧＴＴＣＡＡＧＣＴＧＴＡＣＣＣＣＴＧＣＣＣＣＡＡＧＡ
ＴＣＴＣＧＡＡＧＣＣＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＧＣＧＣＴＧＣＴＧＧＧＣＣＣＣＧＣＣＣＴ
ＧＴＴＣＣＡＣＡＣＣＡＴＣＧＧＣＣＡＣＡＴＣＴＣＣＧＣＣＴＧＣＧＴＧＴＣＣＴＴＣ
ＴＣＣＡＡＧＧＴＧＧＣＣＧＴＣＴＣＧＴＴＣＡＣＣＣＡＣＧＴＧＡＴＣＡＡＧＴＣＣＧ
ＣＣＧＡＧＣＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＣＧＴＧＡＴＣＴＴＣＴＣＣＴＣＧＣＴＧＣＴＧＧＧ
ＣＧＡＣＴＣＣＴＡＣＣＣＣＣＴＧＧＣＣＧＴＧＴＧＧＣＴＧＴＣＣＡＴＣＣＴＧＣＣＣ
ＡＴＣＧＴＧＡＴＧＧＧＣＴＧＣＴＣＣＣＴＧＧＣＣＧＣＣＧＴＧＡＣＣＧＡＧＧＴＣＴ
ＣＧＴＴＣＡＡＣＣＴＧＧＧＣＧＧＣＣＴＧＴＣＣＧＧＣＧＣＣＡＴＧＡＴＣＴＣＣＡＡ
ＣＧＴＧＧＧＣＴＴＣＧＴＧＣＴＧＣＧＣＡＡＣＡＴＣＴＡＣＴＣＣＡＡＧＣＧＣＴＣＣ
ＣＴＧＣＡＧＴＣＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＴＣＧＡＣＧＧＣＣＴＣＡＡＣＣＴＧＴＡＣＧ
ＧＣＴＧＣＡＴＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＴＣＣＣＴＧＣＴＧＴＡＣＣＴＧＴＴＣＣＣＣＧＴ
ＧＧＣＣＡＴＣＴＴＣＧＴＧＧＡＧＧＧＣＴＣＣＣＡＣＴＧＧＧＴＧＣＣＣＧＧＣＴＡＣ
ＣＡＣＡＡＧＧＣＣＡＴＣＧＣＣＴＣＣＧＴＧＧＧＣＡＣＣＣＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＣＴ
ＡＣＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＧＧＣＴＧＴＣＧＧＧＣＧＴＧＴＴＣＴＡＣＣＡＣＣＴＧＴＡ
ＣＡＡＣＣＡＧＴＣＣＴＣＣＴＡＣＣＡＧＧＣＣＣＴＧＧＡＣＧＡＧＡＴＣＴＣＣＣＣＣ
ＣＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＧＧＴＣＧＧＣＡＡＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＣＧＣＧＴＧＧＴＧＧ
ＴＧＡＴＣＡＴＣＴＣＣＡＣＣＧＴＧＣＴＧＧＴＧＴＴＣＣＧＣＡＡＣＣＣＣＧＴＧＣＧ
ＣＣＣＣＣＴＧＡＡＣＧＣＣＣＴＧＧＧＣＴＣＣＧＣＣＡＴＣＧＣＣＡＴＣＴＧＣＧＧＣ
ＡＣＣＴＴＣＣＴＧＴＡＣＴＣＣＣＡＧＧＣＣＡＣＣＧＣＣＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡ
ＴＣＧＡＧＧＴＧＧＧＣＧＧＣＧＡＣＡＡＧＡＡＧＡＡＣＴＧＡ
 
配列番号４５
ＧＰＴ＿Ａ＿ＡｔＸＰＴ
 
ＭＲＶＥＩＷＲＴＧＳＰＨＡＡＱＧＧＬＣＷＨＶＳＤＬＧＡＡＴＨＲＥＳＥＰＳＲＧＧＴ
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ＬＦＲＧＰＡＬＴＰＲＰＰＡＣＩＲＤＬＲＲ
ＧＲＧＬＬＲＬＥＰＲＲＥＶＲＰＧＲＧＲＥＥＧＥＥＧＱＤＰＡＡＧＨＲＶＲＰＶＶＬＰ
ＥＨＲＬＱＨＬＱＱＥＧＰＥＲＶＰＬＰＬＡ
ＰＧＬＬＰＡＶＲＲＬＨＬＤＡＧＡＶＶＶＱＡＶＰＬＰＱＤＬＥＡＶＨＨＲＡＡＧＰＲＰ
ＶＰＨＨＲＰＨＬＲＬＲＶＬＬＱＧＧＲＬＶ
ＨＰＲＤＱＶＲＲＡＲＶＬＲＤＬＬＬＡＡＧＲＬＬＰＰＧＲＶＡＶＨＰＡＨＲＤＧＬＬＰ
ＧＲＲＤＲＧＬＶＱＰＧＲＰＶＲＲＨＤＬＱ
ＲＧＬＲＡＡＱＨＬＬＱＡＬＰＡＶＬＱＧＤＲＲＰＱＰＶＲＬＨＬＨＰＶＰＡＶＰＶＰＲ
ＧＨＬＲＧＧＬＰＬＧＡＲＬＰＱＧＨＲＬＲ
ＧＨＰＬＨＬＬＬＬＧＬＡＶＧＲＶＬＰＰＶＱＰＶＬＬＰＧＰＧＲＤＬＰＰＤＬＬＧＲＱ
ＨＨＥＡＲＧＧＤＨＬＨＲＡＧＶＰＱＰＲＡ
ＰＰＥＲＰＧＬＲＨＲＨＬＲＨＬＰＶＬＰＧＨＲＱＥＥＥＤＲＧＧＲＲＱＥＥＬ
 
配列番号４６
キメラＧＰＴ＿Ｆ＿ＡｔＸＰＴキシローストランスロケーター
 
ＡＴＧＡＧＧＧＴＧＧＡＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＣＴＧＧＧＴＣＧＣＣＴＴＡＴＧＣＣＧ
ＴＧＣＣＧＧＡＧＧＧＣＴＴＧＴＡＣＴＧＧＧＴＴＧＡＧＡＧＴＧＡＴＴＴＧＧＧＴＧＣ
ＧＧＣＧＡＣＧＣＡＣＣＧＧＧＡＧＡＧＣＧＡＧＣＣＣＡＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＴＡＣＴ
ＴＴＧＣＴＣＣＧＣＧＧＧＣＣＣＧＣＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＣＧＣＣＣＡＣＣＣＧＣＡＴ
ＧＣＡＴＣＣＧＣＧＡＣＣＴＧＣＧＣＡＧＧＧＧＣＣＧＴＧＧＧＣＴＣＣＴＣＣＧＡＣＴ
ＣＧＡＡＣＣＣＣＧＡＣＧＡＧＡＡＧＴＣＣＧＡＣＣＴＧＧＧＣＧＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡ
ＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＡＧＡＣＣＣＴＧＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＴＣＧＴＧ
ＴＴＣＧＧＣＣＴＧＴＧＧＴＡＣＴＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＧＴＣＴＴＣＡＡＣＡＴＣＴ
ＴＣＡＡＣＡＡＧＡＡＧＧＣＣＣＴＧＡＡＣＧＴＧＴＴＣＣＣＣＴＡＣＣＣＣＴＧＧＣＴ
ＣＣＴＧＧＣＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＧＣＴＣＣＡＴＣＴＧＧＡＴＧ
ＣＴＧＧＴＧＣＴＧＴＧＧＴＣＧＴＴＣＡＡＧＣＴＧＴＡＣＣＣＣＴＧＣＣＣＣＡＡＧＡ
ＴＣＴＣＧＡＡＧＣＣＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＧＣＧＣＴＧＣＴＧＧＧＣＣＣＣＧＣＣＣＴ
ＧＴＴＣＣＡＣＡＣＣＡＴＣＧＧＣＣＡＣＡＴＣＴＣＣＧＣＣＴＧＣＧＴＧＴＣＣＴＴＣ
ＴＣＣＡＡＧＧＴＧＧＣＣＧＴＣＴＣＧＴＴＣＡＣＣＣＡＣＧＴＧＡＴＣＡＡＧＴＣＣＧ
ＣＣＧＡＧＣＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＣＧＴＧＡＴＣＴＴＣＴＣＣＴＣＧＣＴＧＣＴＧＧＧ
ＣＧＡＣＴＣＣＴＡＣＣＣＣＣＴＧＧＣＣＧＴＧＴＧＧＣＴＧＴＣＣＡＴＣＣＴＧＣＣＣ
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