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(57)【要約】
【課題】光合成生物による製品の製造のための組成物お
よび方法の提供。
【解決手段】製品の生産、発現、またはその双方をもた
らすように遺伝子的に修飾されてもよい光合成生物によ
る、特に石油化学産業において有用である、前記製品の
製造のための組成物および方法。
【選択図】図５
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水素原子および炭素原子を含む分子を含む組成物であって、前記水素原子および炭素原
子は前記組成物の重量の少なくとも８０％であり、前記組成物のδ13Ｃ分布は－３２‰未
満である、組成物。
【請求項２】
　イソプレン単位を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記水素原子および炭素原子が前記組成物の重量の少なくとも９０％である、請求項１
に記載の組成物。
【請求項４】
　前記水素原子および炭素原子が前記組成物の重量の少なくとも９５％である、請求項１
に記載の組成物。
【請求項５】
　前記水素原子および炭素原子が前記組成物の重量の少なくとも９９％である、請求項１
に記載の組成物。
【請求項６】
　前記水素原子および炭素原子が前記組成物の重量の１００％である、請求項３に記載の
組成物。
【請求項７】
　前記組成物は液体である、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　前記組成物は燃料添加物である、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　前記組成物は燃料製品である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記組成物はテルペンまたはテルペノイドである、請求項１に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記組成物は脂肪酸ではない、請求項１に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記組成物は脂肪酸エステルではない、請求項１に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記組成物のδ13Ｃ分布は－３５‰未満である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記組成物のδ13Ｃ分布は－４０‰未満である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記組成物は８５～１２０のオクタン価を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項１６】
　前記組成物は９０超のオクタン価を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項１７】
　（ａ）水素原子および炭素原子を含む分子を含む組成物であって、前記水素原子および
炭素原子は前記組成物の重量の少なくとも８０％であり、前記組成物のδ13Ｃ分布は－３
２‰未満である、組成物と、
　（ｂ）燃料成分と
　を含む燃料製品。
【請求項１８】
　前記燃料成分は、化石燃料、燃料ブレンドの混合物、ガソリン、ディーゼル、エタノー
ル、ジェット燃料、およびこれらの任意の組み合わせからなる群より選択されるブレンド
燃料である、請求項１７に記載の燃料製品。
【請求項１９】
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　前記ブレンド燃料は－３２‰超のδ13Ｃ分布を有する、請求項１８に記載の燃料製品。
【請求項２０】
　前記燃料成分は、ＭＴＢＥ、酸化防止剤、帯電防止剤、腐食防止剤、およびこれらの任
意の組み合わせからなる群より選択される燃料添加剤である、請求項１７に記載の燃料製
品。
【請求項２１】
　前記組成物はイソプレン単位を含む、請求項１７に記載の燃料製品。
【請求項２２】
　前記水素原子および炭素原子は前記組成物の重量の少なくとも９０％である、請求項１
７に記載の燃料製品。
【請求項２３】
　前記水素原子および炭素原子は前記組成物の重量の少なくとも９５％である、請求項１
７に記載の燃料製品。
【請求項２４】
　前記水素原子および炭素原子は前記組成物の重量の少なくとも９９％である、請求項１
７に記載の燃料製品。
【請求項２５】
　前記水素原子および炭素原子は前記組成物の重量の１００％である、請求項２２に記載
の燃料製品。
【請求項２６】
　前記組成物はテルペンまたはテルペノイドである、請求項１７に記載の燃料製品。
【請求項２７】
　前記組成物は液体である、請求項１７に記載の燃料製品。
【請求項２８】
　前記組成物は脂肪酸ではない、請求項１７に記載の燃料製品。
【請求項２９】
　前記組成物は脂肪酸エステルではない、請求項１７に記載の燃料製品。
【請求項３０】
　組成物を燃焼させて二酸化炭素を生成させる工程を含む、二酸化炭素の生成方法であっ
て、前記二酸化炭素は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する、方法。
【請求項３１】
　前記二酸化炭素は－３５‰未満のδ13Ｃ分布を有する、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記二酸化炭素は－４０‰未満のδ13Ｃ分布を有する、請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　前記燃焼工程は、ガソリンエンジン中で行われる、請求項３０に記載の方法。
【請求項３４】
　前記燃焼工程は、ディーゼルエンジン中で行われる、請求項３０に記載の方法。
【請求項３５】
　前記燃焼工程は、ジェットエンジン中で行われる、請求項３０に記載の方法。
【請求項３６】
　前記組成物を無維管束光合成生物から抽出する工程をさらに含む、請求項３０に記載の
方法。
【請求項３７】
　前記生物において酵素をアップレギュレートする工程をさらに含み、前記酵素の産生物
が前記組成物である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記酵素は前記生物中に天然には存在しない、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　組成物をラベル化する方法であって、
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　（ａ）前記組成物のδ13Ｃ分布の測定結果を得る工程と、
　（ｂ）前記測定結果を用いて前記組成物をラベル化する工程と
　を含む方法。
【請求項４０】
　前記ラベル化する工程は、前記組成物のδ13Ｃ分布の測定結果を示す工程を含む、請求
項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記組成物のδ13Ｃ分布の測定結果は－３２‰未満である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
　前記組成物は燃料製品である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４３】
　前記組成物は燃料成分を含む、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　前記ラベル化する工程は再生可能資源を示す工程を含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４５】
　前記組成物を追跡する工程をさらに含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４６】
　前記追跡する工程は、未知の組成物の炭素同位体分布を前記測定結果と比較する工程を
含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記追跡する工程は、前記組成物の位置を同定する工程を含む、請求項４５に記載の方
法。
【請求項４８】
　前記追跡する工程は、前記組成物をコンピュータシステムを用いてモニターする工程を
含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項４９】
　（ａ）無維管束光合成生物を成長させる工程であって、前記生物が第１の燃料製品を製
造する、工程と、
　（ｂ）前記生物を無機炭素源と接触させる工程と、
　（ｃ）前記無機炭素源からの炭素を前記第１の燃料製品中に導入する工程であって、前
記第１の燃料製品は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する、工程と
　を含む、無維管束光合成生物からの燃料製品の製造方法。
【請求項５０】
　前記無機炭素源は13Ｃを含む二酸化炭素および12Ｃを含む二酸化炭素を含む、請求項４
９に記載の方法。
【請求項５１】
　前記生物を無機炭素源に接触させる工程が、前記生物を過剰な無機炭素源に接触させる
工程を含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５２】
　前記生物は最終産物が前記第１の燃料製品である１または２以上の酵素をコードする１
または２以上の核酸を含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５３】
　前記核酸は異種である、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記第１の燃料製品は、前記生物によって天然に製造されるものではない、請求項４９
に記載の方法。
【請求項５５】
　前記第１の燃料製品はテルペンまたはテルペノイドを含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５６】
　前記無機炭素は化石燃料の無機炭素である、請求項４９に記載の方法。
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【請求項５７】
　前記化石燃料の無機炭素は、－３２‰超のδ13Ｃ分布を有する、請求項５６に記載の方
法。
【請求項５８】
　前記第１の燃料製品を抽出する工程をさらに含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５９】
　前記第１の燃料製品を精製する工程をさらに含む、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　前記精製する工程は、水素化分解、接触分解、水蒸気クラッキング、クラッキング、画
分化、蒸留、水素処理およびこれらの任意の組み合わせからなる群より選択される処理の
少なくとも１つを含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記第１の燃料製品および燃料成分を含む燃料製品を製造する工程をさらに含む、請求
項５８に記載の方法。
【請求項６２】
　前記第１の燃料製品を燃焼させて、δ13Ｃリッチな無機炭素を製造する工程をさらに含
む、請求項４９に記載の方法。
【請求項６３】
　前記δ13Ｃリッチな無機炭素は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する、請求項６２に記載
の方法。
【請求項６４】
　炭素クレジットを販売するビジネス方法であって、
　（ａ）組成物についてのδ13Ｃ分布の測定結果を得ることと、
　（ｂ）前記組成物の前記δ13Ｃ分布を参照用δ13Ｃ分布と比較することと、
　（ｃ）前記組成物のδ13Ｃ分布が参照用δ13Ｃ分布よりも小さい場合に、炭素クレジッ
トを事業者に販売することであって、前記事業者は、前記組成物の所有者または使用者で
ある、工程と
　を含む、方法。
【請求項６５】
　前記参照用δ13Ｃ分布は約－３２‰である、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　前記測定結果を用いて前記組成物をラベル化する工程をさらに含む、請求項６４に記載
の方法。
【請求項６７】
　前記組成物を追跡する工程をさらに含む、請求項６４に記載の方法。
【請求項６８】
　燃料製品の製造方法であって、
　（ａ）無維管束光合成生物を成長させる工程と、
　（ｂ）前記生物を排ガスと接触させる工程と、
　（ｃ）前記無維管束光合成生物から燃料製品を抽出する工程と
　を含む、方法。
【請求項６９】
　前記生物を遺伝的に修飾する工程をさらに含む、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
　前記燃料製品は前記生物において天然には産生されない、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記燃料製品は、水素原子および炭素原子を含み、前記水素原子および炭素原子は前記
組成物の重量の少なくとも９０％であり、前記組成物のδ13Ｃ分布は－３２‰未満である
、請求項６８に記載の方法。
【請求項７２】
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　前記燃料製品を精製する工程をさらに含む、請求項６８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　本出願は、米国仮出願第６０／９７１，４１８号、第６０／９７１，４１２号（いずれ
も２００７年９月１１日に出願された）、および第６１／１３０，８９２号（２００８年
６月２日に出願された）の利益を請求するものであり、これらの出願は参照することによ
り本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　油、石油化学品および石油化学品の製造に有用な他の物質のような燃料製品に対する要
求は高まりつつある。今日の燃料製品のほとんどは化石燃料から作られるが、この化石燃
料は数百万年にわたって堆積物が幾重にも積層したことによるものであるため、再生可能
なエネルギー源とは考えられていない。輸入される原油に対する依存を緩和することにつ
いての要求も高まりつつある。汚染や環境問題に関する公衆の意識も高まっている。その
結果、燃料製品のほか、プラスチック、殺虫剤および芳香剤などの他の製品を製造するた
めの代替的な手法に対する関心およびニーズも高まってきている。このように、再生可能
で持続可能な、かつ、環境に対する害の少ない製品を開発する代替的な手法の差し迫った
必要性がある。
【０００３】
　本明細書に記載されているすべての刊行物および特許出願は、個々の刊行物または特許
出願がそれぞれ具体的に参照により引用されるものとして指摘されているのと同じように
、参照により本明細書に引用されるものとする。
【発明の概要】
【０００４】
　本明細書には水素原子および炭素原子から成る分子から成る組成物が開示され、この水
素原子および炭素原子は組成物の重量の少なくとも８０％であり、組成物のδ13Ｃ分布は
－３２‰未満である。ある事例では、組成物はさらにイソプレン単位からなる。本明細書
に記載のある組成物では、水素原子および炭素原子が組成物の重量の少なくとも９０％で
ある。さらに他の組成物では、水素原子および炭素原子が組成物の重量の少なくもと９５
％または９９％である。さらに他の組成物では、水素原子および炭素原子は組成物の重量
の１００％である。ある事例では、組成物は液体である。他の事例では、組成物は燃料添
加物または燃料製品である。ある実施形態では、組成物はテルペンである。他の実施形態
では、組成物は脂肪酸でも脂肪酸エステルでもない。ある実施形態では、組成物のδ13Ｃ
分布は－３５‰未満、または－４０‰未満である。他の事例では、組成物は８５～１２０
のオクタン価を有する。さらに他の事例では、組成物は９０超のオクタン価を有する。
【０００５】
　本明細書にはまた、水素原子および炭素原子を含む分子から成る組成物と燃料成分から
成る燃料製品が開示され、この際、水素原子および炭素原子は組成物の重量の少なくとも
８０％であり、組成物のδ13Ｃ分布は－３２‰未満である。ある事例では、燃料成分は化
石燃料、燃料混合用混合物、ガソリン、ディーゼル、エタノール、ジェット燃料、または
これらの任意の組み合わせでもよい配合燃料である。さらに他の事例では、配合燃料は－
３２‰超のδ13Ｃ分布を有する。本明細書に記載のある燃料製品では、燃料成分はＭＴＢ
Ｅ、酸化防止剤、帯電防止剤、腐食防止剤、およびこれらの任意の組み合わせでもよい燃
料添加物である。ある事例では、組成物成分はさらにイソプレン単位から成る。他の事例
では、水素原子および炭素原子は組成物成分の重量の少なくとも９０％である。さらに他
の事例では、水素原子および炭素原子は組成物成分の重量の少なくとも９５％または９９
％である。さらに他の事例では、水素原子および炭素原子は組成物成分の重量の１００％
である。ある燃料製品では、組成物成分はテルペンである。ある事例では、組成物成分は
液体である。他の事例では、組成物は脂肪酸でも脂肪酸エステルでもない。他の事例では
、組成物はメタンではない。
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【０００６】
　本願の開示はさらに、組成物を燃焼させてそれによって二酸化炭素を生成させることを
含む二酸化炭素の生成方法であり、上記二酸化炭素は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する
方法を提供する。ある事例では、上記二酸化炭素は－３５‰未満のδ13Ｃ分布を有する。
他の事例では、上記二酸化炭素は－４０‰未満のδ13Ｃ分布を有する。燃焼工程は、ガソ
リンエンジン中、ディーゼルエンジン中、またはジェットエンジン中で行われてもよい。
ある実施形態では、該方法はさらに上記組成物を無維管束光合成生物から抽出することを
含む。開示されたこの方法は、上記生物において酵素を上方に調節する工程をさらに含ん
でもよく、この際、該酵素の産生物が上記組成物である。ある事例では、上記酵素は生物
で天然に存在しないものである。
【０００７】
　本明細書により開示される他の方法は、組成物のδ13Ｃ分布の測定を得ること、および
該測定を用いて該組成物を標識化することを含む、組成物を標識化する方法である。ある
実施形態では、標識化は組成物のδ13Ｃ分布を示すことを含み、該組成物のδ13Ｃ分布の
測定は－３２‰未満である。ある事例では、該組成物は燃料成分から成っていてもよい燃
料製品である。
【０００８】
　ある態様では、本明細書に記載の方法は組成物を追跡する工程をさらに含んでもよい。
ある事例では、上記追跡は１）未知の組成物の炭素同位体分布を測定と比較すること、２
）組成物の位置を同定すること、および／または３）組成物をコンピュータシステムを用
いてモニターすることを含む。
【０００９】
　本願の開示によれば、無維管束光合成生物を成長させることを含む無維管束光合成生物
からの燃料製品の生成方法であり、該生物は第一燃料製品を生成し、無機炭素源と接触さ
せ、および該無機炭素源からの炭素を－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する該第１の燃料製
品中に導入する生成方法もまた提供される。ある事例では、無機炭素源は13Ｃを含む二酸
化炭素および12Ｃを含む二酸化炭素から成る。ある事例では、生物を無機炭素源に接触さ
せることは、生物を過剰な無機炭素源に接触させることを含む。ある実施形態では、生物
は最終産物が上記第１の燃料製品である１または２以上の酵素を符号化する１または２以
上の核酸を含む。他の実施形態では、上記核酸は異種（ヘテロ）である。第１の燃料製品
は、生物によって天然に製造されるものでなくてもよい。ある事例では、第１の燃料製品
は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する。他の事例では、第１の燃料製品はテルペンから成
る。化石燃料の無機炭素は、－３２‰超のδ13Ｃ分布を有してもよい。ある実施形態では
、第１の燃料製品は上記生物から抽出される。第１の燃料製品は、クラッキングを受けて
もよい。ある事例では、本明細書に記載の方法は、燃料成分を上記第１の燃料製品に添加
することをさらに含む。ある事例では、これらの方法は第１の燃料製品を燃焼させること
、およびδ13Ｃ強化無機炭素を製造することをさらに含む。ある事例では、δ13Ｃ強化無
機炭素は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する。
【００１０】
　本明細書では、組成物についてのδ13Ｃ分布の測定を得て、該組成物の該δ13Ｃ分布を
基準δ13Ｃ分布と比較し、組成物のδ13Ｃ分布が基準δ13Ｃ分布よりも小さい場合に、炭
素クレジットを事業者に販売することを含む炭素クレジットを販売するビジネス方法であ
り、該事業者は、該組成物の所有者または使用者であることを特徴とする方法をも開示す
る。ある事例では、基準δ13Ｃ分布は約－３２‰である。この方法は、上記測定を用いて
組成物を標識化することをさらに含んでもよい。この方法は、組成物を追跡することをさ
らに含んでもよい。
【００１１】
　本明細書で開示される燃料製品の製造方法は、無維管束光合成生物を成長させ、該生物
を煙道ガスと接触させ、該煙道ガス由来の炭素を燃料製品中に導入し、および、上記無維
管束光合成生物から燃料製品を抽出することからなる。ある事例では、この方法は上記生
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物を遺伝的に修飾する工程をさらに含む。他の事例では、燃料製品は上記生物において天
然に存在しない。燃料製品は、水素原子および炭素原子を含む分子から成っていてもよく
、水素原子および炭素原子は製品の重量の少なくとも９０％であり、組成物のδ13Ｃ分布
は－３２‰未満であることを特徴とする。ある事例では、製造方法は燃料製品を精製する
工程を含んでいる。ある事例では、この精製は水素化分解、接触分解、水蒸気分解、クラ
ッキング、分留、蒸留、水素処理およびこれらの任意の組み合わせからなる群から選択さ
れる少なくとも１つのプロセスを含んでいる。
【００１２】
　本発明の多くの新規な特徴が、添付の特許請求の範囲に具体的に記載されている。本発
明の代表的な特徴および利点をより良く理解するには、本発明の多くの原理が利用されて
いる例示的な実施形態を記載する以下の詳細な説明、および図面を参照するとよい。図面
は以下のとおりである。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、核酸構築物をグラフで示したものである。
【図２】図２は、リモネンシンターゼで形質転換されたＣ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉのウ
エスタン分析を示す。
【図３】図３は、リモネンシンターゼで形質転換されたＣ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉのガ
スクロマトグラフィ－質量分析を示す。
【図４】図４は、ＦＰＰシンターゼおよびセスキテルペンシンターゼで形質転換されたＣ
．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉのウェスタン分析を示す。
【図５】図５は、作物、ガス試料、粗製石油、および藻試料などの種々の試料化合物のδ
13Ｃ分布を測定した実験の結果をまとめたものである。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　Ｉ．製品
　本明細書には、光合成生物を用いた製品の開発に係る組成物および方法が開示されてい
る。製品の例はこれらに制限されないが、燃料製品、芳香製品、および殺虫剤製品を含ん
でいる。製品は、分子的貯蔵エネルギーを放出する物質でもよい。ある実施形態では、製
品は有機分子である。他の実施形態では、製品は炭化水素である。ある事例では、製品は
水素を含んでいない。ある形態では、製品は酸素を含んでいない。ある形態では、製品は
抗体またはタンパク質を含んでいない。ある形態では、製品は脂肪酸を含んでいない。
【００１５】
　燃料製品の例は、石油化学品およびそれらの前駆体ならびに石油化学産業において有用
でありうるその他のすべての物質を含んでいる。燃料製品は、例えば、石油製品、および
石油の前駆体、ならびに石油化学品およびそれらの前駆体を含んでいる。該燃料製品は、
石油化学産業に有用な、石油製品および石油化学品を含む物質、または材料の生産に使用
されうる。該燃料または燃料製品は、ボイラー、釜、乾燥器、加熱炉などの燃焼器中で使
用してもよい。燃焼器の他の例は、ガソリンエンジン、ディーゼルエンジン、ジェットエ
ンジンなどを含む自動車エンジンまたは発電機などの内燃機関である。燃料製品はプラス
チック、樹脂、繊維、エラストマー、潤滑油、およびゲルの製造にも使用してもよい。
【００１６】
　本明細書で検討される製品の例は、炭化水素製品および炭化水素誘導体製品を含んでい
る。炭化水素製品は、水素分子および炭素分子のみからなるものである。炭化水素誘導体
製品は、１または２以上のヘテロ原子を有する炭化水素製品であって、該ヘテロ原子は水
素または炭素ではないいずれかの原子である。ヘテロ原子の例は、これらに制限されない
が、窒素、酸素、硫黄、およびリンを含んでいる。製品には炭化水素に富むものもあり、
該製品の少なくとも５０、６０、７０、８０、９０、９５、９９重量％が炭素及び水素で
構成される。ある実施形態では、製品は１００重量％の炭素および水素原子である。ある
実施形態では、該製品はテルペンを含んでいる。他の実施形態では、該製品は脂肪酸また
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は脂肪酸メチルエステルを含んでいる。
【００１７】
　炭化水素などの燃料製品はこれらに制限されないが、液化石油ガス、ナフサ（リグロイ
ン）、ガソリン、灯油、ディーゼル、潤滑油、重質ガス、コークス、アスファルト、ター
ルおよびワックスなどの、原油または石油から従来どおりに得られる前駆体または製品で
あってもよい。例えば、燃料製品は（調理などの）加熱またはプラスチックの製造に使用
してもよいメタン、エタン、プロパンまたはブタンなどの低分子アルカン（例えば、炭素
数１～約４）を含んでいてもよい。燃料製品は、ナフサもしくはリグロイン、またはこれ
らの前駆体などの、約５～約９個の炭素原子の炭素骨格を有する分子もまた含んでよい。
他の燃料製品は、ガソリンまたはモーター燃料として使用される、約５～約１２個の炭素
原子またはシクロアルカンでありうる。灯油またはそれらの前駆体などの、約１０～約１
８個の炭素分子および芳香族化合物もまた燃料製品であってもよい。燃料製品は、例えば
潤滑油に使用される１２以上の炭素を有する分子またはそれらの前駆体もまた含んでよい
。他の石油製品は、通常約２０～約７０個の炭素のアルカン、シクロアルカンおよび芳香
族化合物を含む重質ガスもしくは燃料油、またはそれらの前駆体を含んでいる。燃料製品
は、一般に約７０以上の炭素を有する多重環を含む、コークス、アスファルト、タールな
どの原油、およびワックスからの他の残渣ならびにそれらの前駆体なども含んでいる。
【００１８】
　上記の様々な燃料製品は、いくつかの工程でエンドユーザー向けの最終製品へとさらに
精製してもよい。精製は分留によって起こしてもよい。例えば、様々な異なる鎖長を有す
る異なる炭化水素の混合物などの燃料製品の混合物は、分留によって様々な成分へと分離
してもよい。
【００１９】
　精製にはクラッキング、一体化または燃料製品の変化のうちのいかなる１または２以上
を含んでいてもよい。大きな炭化水素（例えば、≧Ｃ１０）などの高分子燃料製品は、ク
ラッキングによって小さいフラグメントへと分解してもよい。クラッキングは、蒸気、ビ
スブレーキング（ｖｉｓｂｒｅａｋｉｎｇ）またはコーキングなどによる熱または高圧に
より行ってもよい。燃料製品も、例えば重油の粘度を低減するビスブレーキングにより精
製してもよい。精製も、重くほぼ純粋な炭素残渣を生成するコーキングを含んでもよい。
クラッキングも、これらに制限されないが、ゼオライト、ヒドロケイ酸アルミニウム、ボ
ーキサイト、またはシリカ－アルミナなどの触媒を用いることでクラッキング反応の速度
を向上させる触媒手段により行われてもよい。触媒作用は、熱した、ゼオライトなどの触
媒をクラッキング反応を触媒するために用いるところの、流動接触分解によるものであっ
てもよい。触媒作用も、流動接触分解と比較してより低い温度が一般に用いられる、水素
化分解によるものであってもよい。水素化分解は高められた水素ガスの分圧存在下で通常
起こる。燃料製品は、ディーゼル、ガソリン、および／または灯油を生成する接触分解に
よって精製してよい。精製は、水素化処理を含んでもよい。
【００２０】
　該燃料製品は、例えば、白金または白金－レニウム融合体などの触媒を用いることによ
る単一化工程においてそれらを結合することにより精製されてもよい。該単一化工程は通
常水素ガス、クラッキングに使用してもよい副生生物を生産する。
【００２１】
　燃料製品はまた、炭化水素を変換または再編成もしくは再構築することにより低分子へ
と精製されてもよい。当業者に知られている接触改質工程で起こる化学反応がいくつかあ
る。一般に、接触改質は触媒および高い水素分圧の存在下で行われる。一般的な工程の１
つはアルキル化である。例えば、プロピレンおよびブチレンをフッ化水素酸または硫酸な
どの触媒とともに混合する。
【００２２】
　該燃料製品は、最終製品を得るために、混合物へとブレンドまたは混合されてもよい。
例えば、該燃料製品は様々なグレードのガソリン、添加物を含むまたは含まないガソリン
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、様々な重量およびグレードの潤滑油、様々なグレードの灯油、ジェット燃料、ディーゼ
ル燃料、灯油、プラスチックまたは他のポリマーを製造するための化学品を形成するため
にブレンドしてもよい。本明細書に記載する該燃料製品の組成物は、他の手法により製造
される燃料製品とともに混合またはブレンドしてもよい。
【００２３】
　本明細書では、水素および炭素原子を含む分子からなる組成物であって、該水素および
炭素原子は組成物の少なくとも８０重量％であり、該組成物のδ13Ｃ分布は－３２‰未満
である組成物を開示する。ある事例では、該組成物はイソプレン単位をさらぬ含んでいる
。
　ある事例では、該組成物はテルペンを含んでいる。ある事例では、該組成物はトリグリ
セリドまたは脂肪酸をさらに含んでいる。本明細書に記載するある組成物は、水素および
炭素原子が該組成物の少なくとも９０重量％である。例えば、バイオディーゼルまたは脂
肪酸メチルエステル（９０重量％未満の水素および炭素原子を有する）は組成物の一部で
はないかもしれない。また他の組成物では、水素および炭素原子は該組成物の少なくとも
９５または９９重量％である。さらに他の組成物では、該水素および炭素原子は、該組成
物の１００重量％である。ある事例では、該組成物は液体である。他の事例では、該組成
物は燃料添加物または燃料製品である。ある実施形態では、該組成物はテルペンである。
他の実施形態では、該組成物は脂肪酸でも脂肪酸エステルでもない。他の実施形態では、
該組成物はメタンではない。ある実施形態では、該組成物のδ13Ｃ分布は－３５‰未満で
あり、または、－４０、－４５、－５０、－５５もしくは－６０‰未満である。他の事例
では、該組成物は、約８５～１２０のオクタン価を有する。また他の事例では、該組成部
は９０超のオクタン価を有する。
【００２４】
　炭素固定は、無機炭素が有機物質へと変換される、例えば光合成によって活動する生物
である独立栄養生物の過程である。カルビン回路は、最も一般的な炭素固定の方法である
。高等植物における炭素固定は光合成の間の何種類かの炭素固定を含んでいる。Ｃ３固定
は無機炭素を有機物へと導入する初期段階用にカルビン回路を用いる植物の過程であり、
最初の安定な中間体として３炭素化合物を形成する。広葉植物および温帯の植物のほとん
どはＣ３である。Ｃ４固定は、無機炭素を４炭素化合物へと導入する反応を組み込んだカ
ルビン回路を始める植物を含んでいる。Ｃ４植物は、特有の葉の構造を有しうる。Ｃ４経
路は日光が強烈な高温地帯で見つけられる。サトウキビおよびトウモロコシなどの熱帯の
草はＣ４植物であるが、Ｃ４である広葉植物も多くある。ある植物は、乾燥状態に適応す
るためにベンケイソウ型有機酸代謝（ＣＡＭ）を用いる。夜間気孔に入る二酸化炭素は有
機酸へと変換され、そしてそれは気孔が閉じている日中カルビン回路に二酸化炭素を放出
する。クラッスラおよびいくつかのサボテン種はＣＡＭ植物の例である。
【００２５】
　カルビン回路に加えて、いくつかの他の代替経路が炭素を固定する独立栄養微生物によ
って利用されることがこれまでに知られている。逆クレブス回路は、クエン酸回路の逆回
しとして記載でき、例えば、光合成独立栄養真正細菌および化学合成独立栄養硫酸塩還元
細菌によって用いられる。還元的アセチルＣｏＡ経路は、メタン生成固細菌中もしくは酢
酸生成および硫酸塩還元真正細菌中で、炭素固定手段として見つけられる。３－ヒドロキ
シプロピオン酸塩経路は、クロロフレクサス（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｕｓ）属の光合成独
立栄養的に成長した真正細菌中およびいくつかの化学合成独立栄養的に成長した変性型の
古細菌中で、炭素固定手段として見つけられる。
【００２６】
　ある事例では、本明細書で検討する製品（燃料製品など）は、無機炭素源に由来する１
または２以上の炭素を含んでいる。ある実施形態では、本明細書で記載する製品の炭素の
少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、９５または９９％
が無機炭素源に由来する。無機炭素源の例は以下に制限されないが、二酸化炭素、炭酸塩
、重炭酸塩、および炭酸を含む。該製品は、光合成で固定された無機炭素源由来の炭素を
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有する有機分子でもよい。
【００２７】
　本明細書の製品は、その炭素同位体分布（ＣＩＤ）によって表すことができる。分子レ
ベルでは、ＣＩＤは分子内の天然に存在する炭素同位体（例えば、12Ｃ、13Ｃまたは14Ｃ
）のうちの１つとなる分子内の単一炭素原子の統計的な尤度を表す。製品のバルクレベル
では、ＣＩＤは少なくとも１つの炭素原子を含む化合物中で天然に存在する炭素同位体（
例えば、12Ｃ、13Ｃまたは14Ｃ）の相対存在量でもよい。各化石燃料のＣＩＤはその源に
基づいて異なっていてもよいが、ＣＩＤ（ｆｏｓ）（例えば、石油、天然ガス、および石
炭といった化石燃料中の炭素のＣＩＤ）はＣＩＤ（ａｔｍ）（例えば、現在の大気中の二
酸化炭素中の炭素のＣＩＤ）と区別可能である。加えて、ＣＩＤ（ｐｈｏｔｏ－ａｔｍ）
は、無機炭素源が大気中の二酸化炭素であったという最近の光合成によって生成された炭
素系化合物のＣＩＤを表す。ＣＩＤ（ｐｈｏｔｏ－ｆｏｓ）は、実質的に全ての無機炭素
源が化石燃料（例えば、石炭、天然ガスおよび／または石油）の燃焼により生じた二酸化
炭素であったという最近の光合成により生成された炭素系化合物のＣＩＤを表す。
【００２８】
　この正確な分布は、１）分子を生成する光合成生物のタイプ、および２）無機炭素源の
特徴でもある。これらの同位体分布は光合成で生産された燃料製品の構成を決定するのに
用いることができる。
【００２９】
　炭素同位体は、異なる化合物間または異なる化合物内において不規則に分布し、同位体
分布は炭素変換に関与する物理的、化学的および代謝過程についての情報を明らかにでき
る。光合成生物細胞中の12Ｃに対する13Ｃの全体存在量は、大気中の二酸化炭素の炭素中
のそれよりも一般的に少なく、これは二酸化炭素を光合成バイオマスへの組み込みで炭素
同位体識別が起こっていることを示している。
【００３０】
　大気中の二酸化炭素は約１．１％の非放射性同位体13Ｃおよび９８．９％の12Ｃを含ん
でいる。光合成の間、質量の違いにより与えられる化学的および物理的性質のわずかな違
いによって、植物は13Ｃを識別する。ある場合では、この識別は、植物を様々な光合成の
グループに割り当てるために用いることができる。以下の実施形態では、識別は光合成生
物から抽出された炭化水素源を同定するのに用いられる。
【００３１】
　二酸化炭素の13Ｃ含有量は、以下のように定義される比率Ｒの高精度測定のために特別
に設計された質量分析計を用いて決定できる。
【００３２】
【数１】

【００３３】
　ある事例では、製品、光合成生物または他の物質は、分析に先立って、例えば燃焼によ
って二酸化炭素に変換することができる。他の例では、光合成生物から抽出された個々の
化合物は、化学的または酵素的分解によって二酸化炭素に変換される。多くの天然物質（
例えば、植物、動物および鉱物）において、Ｒは約０．０１１２で、小さな差異または偏
差がある。
【００３４】
　以下のように、Ｒsample値は、δ13Ｃ値に変換できる。
【００３５】
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【数２】

【００３６】
　ここで、Ｒstandardは基準であり、これはＲ＝０．０１１２４であるサウスカロライナ
のピーディー形成から得られるＰＤＢとして知られる石灰岩から得られる二酸化炭素であ
る。本明細書で開示するように、δを表示される全ての組成物はＰＤＢに対するものであ
る。
【００３７】
　δ13Ｃの単位はパーミル（以下、‰とも称する）である。δ13Ｃがより負であるという
ことは、より12Ｃを有する組成物（例えば、質量がより小さい）を示し、δ13Ｃがより正
ということは、より13Ｃを有する組成物（例えば、質量がより大きい）を示している。最
も自然な物質はＰＤＢ基準よりも少ない13Ｃを含むため、負のδ13Ｃ値を有する。
【００３８】
　水生光合成生物中で測定される炭素同位体の組み合わせは－１１‰から－３９‰の間に
及ぶことができ、両Ｃ３およびＣ４光合成経路は水生植物中で存在するという誤った印象
に潜在的に誘導する。水生光合成生物中の炭素固定の量を調査するためにモデルが開発さ
れた。一実施形態では、組成物は水生光合成生物から抽出および精製される。一実施形態
では、組成物は水生光合成生物から生成され、該組成物は該生物から抽出されて精製され
、該燃料製品は、－３２‰未満のδ13Ｃを有する。
【００３９】
　二酸化炭素の取り込みに関わる物理的および化学的工程が13Ｃを識別するので、光合成
生物は大気よりもより少ない13Ｃを含む。この識別は、13Ｃが12Ｃよりも重く13Ｃがわず
かに強い化学結合を形成できることによって起こる。また、質量の違いにより、13ＣＯ2

の拡散は12ＣＯ2のそれよりも遅くすることができる。
【００４０】
　水生光合成生物の光合成における拡散の重要性により、水生光合成生物のδ13Ｃ値は、
陸生植物のそれよりもより理解が難しい。水中に溶解された無機炭素の拡散は、空気中の
無機炭素の拡散よりも数桁遅い。例えば、水生光合成生物中の無機炭素の拡散は生物の同
位体識別に制限することができる。空気中の二酸化炭素のδ13Ｃ値が比較的一定であって
も、溶解された二酸化炭素のδ13Ｃ値は変化しやすく、そして、溶解された二酸化炭素は
約９‰だけ溶解された重炭酸塩と異なる。混合を伴う流れの速い川および利用可能な混合
も分散もない無機炭素源は水生光合成生物の同位体識別に制限されることが研究で示され
ている。しかしながら、流れが緩やかな水中では同位体識別は小さいと示されており、こ
れは無機炭素の拡散が同位体識別を制限していることを示す。
【００４１】
　自由大気の同位体組成もまた変化し、ゆっくりと13Ｃが劣化する。段階的に減少する13

Ｃは化石燃料の人為的燃焼に起因する。１９５６年から１９８２年までに大気中の二酸化
炭素のδ13Ｃは－６．７‰（３１４ｐｐｍ）から－７．９‰（３４２ｐｐｍ）へと減少し
た。
【００４２】
　通常、地球上の光合成において、炭素固定により生成される炭素化合物は無機炭素源と
比較して12Ｃに富んだＣＩＤを有する。さらに、ＣＩＤ（ｐｈｏｔｏ－ｆｏｓ）はＣＩＤ
（ｐｈｏｔｏ－ａｔｍ）よりも12Ｃの割合が高くなる。化石燃料源（古代の一連の光合成
によって既に12Ｃが濃縮した）を用いる光合成から生成された化合物中の炭素は、追加の
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一連の光合成によって、さらに一層12Ｃが濃縮することになる。
【００４３】
　14Ｃは地球の大気中で生成される、炭素の放射性同位体である。14Ｃの半減期は約５７
３０年である。化石燃料中の無機炭素は何百万年も埋没され、そして実質的に全ての14Ｃ
が崩壊したため、結果的にＣＩＤ（ａｔｍ）はＣＩＤ（ｆｏｓ）よりも14Ｃの割合がかな
り高くなる。同様に、無機炭素源中の14Ｃの違いを反映して、ＣＩＤ（ｐｈｏｔｏ－ａｔ
ｍ）はＣＩＤ（ｐｈｏｔｏ－ｆｏｓ）よりも14Ｃの割合がかなり高くなる。よって、ＣＩ
Ｄ（ａｔｍ）はＣＩＤ（ｆｏｓ）よりも14Ｃの割合が高くなる。
【００４４】
　さらに、化石燃料中に天然に存在する炭化水素分子は、通常オレフィンではなく、炭化
水素分子から派生する石油中の炭素の立体中心の分布はラセミ混合物に近い。
【００４５】
　このように、製品（例えば、燃料製品）は少なくとも２つの炭素原子、少なくとも１つ
の炭素－炭素結合を有する、実質的に純粋または純粋な物質でありえ、そして、光合成で
作られた物質のＣＩＤ特性は、無機炭素源が化石燃料であることである。ある事例では、
該物質は、少なくとも１つの二重結合を有しうる、および／または特有の立体化学を有し
うる、／ラセミ体ではない混合物でありうる。
【００４６】
　該製品は、無維管束生物、真核生物、光合成生物などの光合成生物によって天然に生成
されないものでありうる。該製品は、組み換えの、無維管束生物、真核生物、光合成生物
などの、組み換え生物によって生成されるものでもありうる。
【００４７】
　ある実例では、該製品は、水素原子および任意に１つ以上の酸素原子、窒素原子および
／または硫黄原子などのヘテロ原子もまた含みうる。該物質中の炭素原子は、12Ｃが濃縮
された同位体分布（例えば％の14Ｃ、％の13Ｃ、％の12Ｃ）、例えば、無機源（例えば、
二酸化炭素、炭酸塩、または炭酸からの）からの炭素原子が光合成中（例えば、無維管束
生物の）に固定されるときに起こる炭素の同位体識別と一致するレベル、を有しうる。
【００４８】
　このように、燃料製品などの製品は、無機炭素源（例えば、二酸化炭素、炭酸塩または
炭酸から）、水および電磁波放射から直接合成されうる。該合成は、遺伝子的に修飾され
た無維管束光合成生物によって行われる。該修飾された生物は、該生物と異種の核酸を１
または２以上含む。該異種の核酸は、最終産物が燃料製品などの製品である１または２以
上の酵素を符号化する。該燃料製品は生物によって天然に生成されない。該最終産物中の
炭素原子は少なくとも５０、９０、９９％、またはもっぱら細胞に導入された無機炭素源
（例えば、二酸化炭素、炭酸塩、または炭酸）に由来する。該燃料製品の合成は、光合成
（例えば、光駆動炭素固定）によって達成される。
【００４９】
　光合成の間、無機源からの炭素原子は有機炭素分子へと固定される。この固定を行う化
学的な工程は、カルビン－ベンソン回路中のＲｕＢｉｓＣＯ酵素の作用などにより、特定
の同位体の組み込みを優先する。例えば、12Ｃは13Ｃを上回って優先的に固定される。よ
って、光合成を経て生成される有機炭素分子は12Ｃに富む。この識別過程に起因する同位
体の分布は、光合成で生成された分子に特有である。
【００５０】
　ＲｕＢｉｓＣＯ（リブロース－１，５－二リン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ）
は炭素固定を触媒するカルビン回路中の酵素である。炭素固定は、大気中の二酸化炭素の
原子がショ糖のようなエネルギー豊富な分子の形態で生物に利用可能にする過程である。
ＲｕＢｉｓＣＯは、リブロース－１，５－二リン酸（ＲｕＢＰ）を二酸化炭素または酸素
を用いてカルボキシル化または酸化のいずれかを触媒する。
【００５１】
　ＲｕＢｉｓＣＯは世界中で最も豊富なタンパク質かもしれない。ＲｕＢｉｓＣＯは無機
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炭素が生物圏に入る化学反応を触媒する。ＲｕＢｉｓＣＯは高等植物の葉中でも最も豊富
なタンパク質である。一実施形態において、本明細書に記載されるように、生物は生物中
のＲｕＢｉｓＣＯの生成を調整するために遺伝子的に修飾されうる。
【００５２】
　植物、藻、シアノバクテリア、ならびに屈光性および化学合成独立栄養のプロテオバク
テリアにおいて、ＲｕＢｉｓＣＯは通常、長鎖（約５５ｋＤａの大きさ）および短鎖（約
１３ｋＤａの大きさ）と呼ばれる、２種類のタンパク質サブユニットからなる。この酵素
的に活性な基質ＲｕＢＰ結合部位は、各長鎖からのアミノ酸が結合部位に寄与する、二量
体を形成する長鎖中に位置する。合計で８つの長鎖二量体および８つの短鎖は約５４０ｋ
Ｄａの大きな複合体に組み立てられる。あるプロテオバクテリアおよび渦鞭毛藻では、大
サブユニットのみからなる酵素が存在しうる。マグネシウムイオンが酵素活性に必要であ
る。酵素の活性部位中のマグネシウムイオンの正しい位置決めは、活性部位中のリシンへ
の二酸化炭素分子の付加を含み、これによりカルバミン酸塩を形成する。カルバミン酸塩
の形成にはアルカリｐＨが有利である。該ｐＨおよび体液中（例えば、葉緑体のストロマ
）のマグネシウムイオンの濃度は光中で増加する。一実施形態において、マグネシウムイ
オンは光合成生物の生育中に添加することができる。
【００５３】
　炭素固定の間、ＲｕＢｉｓＣＯのための基質分子はＲｕＢＰ、基質二酸化炭素（例えば
、二酸化炭素を活性化することとは異なる）および水である。ＲｕＢｉｓＣＯは基質二酸
化炭素の代わりに分子状酸素を用いて反応を行うこともできる。場合によっては、基質二
酸化炭素は煙道ガスからの二酸化炭素である。
【００５４】
　二酸化炭素が基質であるとき、カルボキシラーゼ反応の生成物は３－ケト－２－カルボ
キシアラビニトール１，５－ビスホスフェートとして知られる非常に不安定な６炭素のリ
ン酸化された中間体であり、これは２分子のグリセリン酸　３－リン酸塩へとほとんどす
ぐに分解する。３－ホスホグリセリン酸はグルコースなどのより大きな分子を生成するの
に用いることができる。分子状酸素が基質であるとき、オキシゲナーゼ反応の生成物はホ
スホグリコレートおよび３－ホスホグリセリン酸塩である。ホスホグリコレートは、酵素
ならびにミトコンドリアおよびペルオキシソーム中に位置するシトクロムを含む、光呼吸
と呼ばれる一連の反応を開始する。この過程では、２分子のホスホグリコレートが１分子
の二酸化炭素および１分子の３－ホスホグリセレートへと変換され、この３－ホスホグリ
セレートは再びカルビン回路に入ることができる。この経路に入るいくつかのホスホグリ
コレートは、グリシンなどの他の分子を生産するために植物に貯蔵することができる。大
気レベルの二酸化炭素および酸素では、この反応の割合は約４対１であり、正味の二酸化
炭素固定はたったの３．５という結果に終わる。このように、酸素との反応を妨げる酵素
の阻害は、多くの植物の光合成潜在能力を大きく低減させる。いくつかの植物、多くの藻
および光合成細菌は、酵素の周囲の二酸化炭素の濃度を増加させる工夫をすること、Ｃ４
炭素固定、ベンケイソウ型有機酸代謝を含み、ピレノイドを用いることによりこの制限を
克服している。
【００５５】
　一実施形態において、光合成生物はＲｕＢｉｓＣＯ経路中の酵素またはＲｕＢｉｓＣＯ
そのものを生産するまたは生産を上方制御する遺伝子的に修飾される。例えば、該生物は
本明細書に記載したような低いδ13Ｃ分布を有する燃料製品などの有機製品を生産するこ
とができる。
【００５６】
　ある酵素は、毎秒数千もの化学反応を行うことができる。しかしながら、ＲｕＢｉｓＣ
Ｏは遅く、毎秒約３つの無機炭素分子しか固定することができない。それでも、光合成生
物中の高濃度のＲｕＢｉｓＣＯによってほとんどの条件下で、そして光がその他の点で光
合成の制限となっていないときは、ＲｕＢｉｓＣＯの反応は二酸化炭素濃度の増加に積極
的に反応するので、無機二酸化炭素濃度が制限されている。このカルビン回路の最終的な
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律速要因は他のいかなる要因によっても短時間に改善されないＲｕＢｉｓＣＯである。一
実施形態において、濃度が制限でなくＲｕＢｉｓＣＯによる炭素固定が進行するのに十分
な高濃度で、無機炭素は光合成生物に供給される。
【００５７】
　ある事例では、カルビン回路中のいくつかの他の酵素の調整のため、ＲｕＢＰは暗闇中
では生成されないので、通常ＲｕＢｉｓＣＯは日中活発である。そのうえ、ＲｕＢｉｓＣ
Ｏの活動はいくつかの点でカルビン回路の他の酵素と協調している。葉緑体が照明に接触
すると、チラコイド膜を横切って形成されるプロトン勾配によって、ストロマのｐＨは７
．０から８．０まで上昇する。同時に、マグネシウムイオンはチラコイドから出て行き、
葉緑体のストロマ中のマグネシウム濃度が上昇する。ＲｕＢｉｓＣＯは高い最適ｐＨ（＞
９．０でありうる、マグネシウムイオン濃度に依存する）を有し、それゆえ本明細書で言
及するように二酸化炭素およびマグネシウムの付加によって活性化される。一実施形態に
おいては、光条件下のみでの生物の成長により、燃料製品を生成することができる。本明
細書の方法の他の実施形態では、生物の成長培地のｐＨを調整することができる。
【００５８】
　ある事例では、他の酵素であるＲｕＢｉｓＣＯアクチバーゼ（活性化酵素）はＲｕＢｉ
ｓＣＯの活性部位中のカルバミン酸塩の迅速な形成させることを必要とする。ＲｕＢＰ基
質がカルバミン酸が欠乏している活性部位により強く結合でき、活性化過程を遅くするこ
とができるので、アクチバーゼが必要となる。光の中では、ＲｕＢｉｓＣＯアクチバーゼ
は阻害因子の放出もしくはある見解では触媒部位からのＲｕＢＰの放出を促す。暗闇中で
これらの植物によって合成される拮抗阻害剤、基質類似体である２－カルボキシ－Ｄ－ア
ラビチノール　１－ホスフェート（ＣＡ１Ｐ）によってＲｕＢｉｓＣＯが阻害されるため
、いくつかの植物（例えば、タバコおよび多くの豆類）中でもアクチバーゼは必要とされ
る。ＣＡ１Ｐはカルバミル化されたＲｕＢｉｓＣＯの活性部位に強固に結合し、触媒活性
を阻害する。光の中では、ＲｕＢｉｓＣＯアクチバーゼも触媒部位からＣＡ１Ｐの放出を
促す。ＲｕＢｉｓＣＯからＣＡ１Ｐが放出された後、光によって活性化されるＣＡ１Ｐホ
スファターゼによって非阻害因子へとすばやく変換される。最後に、数百反応のうち１回
、二酸化炭素または酸素を伴う通常の反応が完了せず、他の阻害基質類似体が活性部位で
形成される。再度、ＲｕＢｉｓＣＯアクチバーゼは活性部位からのこれらの類似体の放出
を促進することができ、触媒的に活性型の酵素を維持することができる。アクチバーゼの
特性は、高温で植物の光合成の潜在能力を制限することができることである。ＣＡ１Ｐが
ＲｕＢｉｓＣＯをタンパク質分解から保護される形態に保つことも示されている。ある実
施形態では、ＲｕＢｉｓＣＯアクチバーゼは光合成生物によって上方制御できる。例えば
、生物をより多くのＲｕＢｉｓアクチバーゼを精製するために遺伝的に修飾することがで
きる。
【００５９】
　二酸化炭素および酸素がＲｕＢｉｓＣＯの活性部位で競合するので、ＲｕＢｉｓＣＯに
よる炭素固定はＲｕＢｉｓＣＯを含む区画（例えば、葉緑体ストロマ）中の二酸化炭素レ
ベルを上昇させることによって高めることができる。一実施形態において、燃料製品の生
産のための光合成生物の修飾は、ストロマ中の二酸化炭素レベルを上昇させることができ
る。ＲｕＢｉｓＣＯが基質として酸を用いるとき、この過程は強い光束の期間中の過負荷
を防ぐための機構となってもよい。例えば、明るい光中の光合成生物は、二酸化炭素に対
する酸素の割合が炭素ではなく酸素が固定される閾値に達するとき、正味ゼロの炭素固定
してもよい。一実施形態において、過剰の無機炭素は、光および温度が生物内の炭素固定
を制限しないように、光合成生物に供給することができる。
【００６０】
　ＲｕＢｉｓＣＯがしばしば植物の光合成にとって律速となるので、本明細書の例におい
て、その触媒活性を増強、および／または酸化活性速度を低減させる光合成生物中のＲｕ
ＢｉｓＣＯ遺伝子を修飾することによって、光合成効率を向上させることができる。一実
施形態において、ＲｕＢｉｓＣＯを符号化するある生物からの異種の核酸は他の光合成生
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物へと転換される。例えば、－３２‰未満のδ13Ｃを有する燃料製品を生成させるための
生物の修飾は、ＲｕＢｉｓＣＯサブユニットの発現レベルを増強させることを含むことが
できる。他の実施形態では、ＲｕＢｉｓＣＯ短鎖は葉緑体ＤＮＡから発現させることがで
きる。他の実施形態では、ＲｕＢｉｓＣＯを符号化する核酸は例えば、二酸化炭素の特異
性を増大する、あるいは、炭素固定の速度を増大させるために、修飾または改変してもよ
い。
【００６１】
　一実施形態において、例えば、紅藻ガルディエリア　パルティタ（Ｇａｌｄｉｅｒｉａ
　ｐａｒｔｉｔａ）に制限されない、天然に高い特異値を有するＲｕＢｉｓＣＯ変異は特
定量の炭素固定を伴う燃料製品の生成のための光合成生物を変換しうる。例えば、生物中
のＲｕＢｉｓＣＯまたは炭素固定の特性を改善することにより、光合成効率または光合成
生物の成長を改善することが可能となりうる。
【００６２】
　一実施形態において、水生光合成生物は無機化合物源に接し、該生物は燃料製品を生産
する。無機炭素源は化石燃料からのものでもよい。例えば、化石燃料の燃焼は水生光合成
生物に供給することのできる無機炭素を生成できる。化石燃料の燃焼は煙道ガスを生産で
きる。煙道ガスは、例えば、暖炉、オーブン、かまど、ボイラーまたは蒸気発生器から排
気ガスを運ぶためのパイプまたは管などの煙道から大気へと出て行くガスのことである。
一実施形態において、煙道ガスは発電所で生成される燃焼煙道ガスをいう。煙道ガスの組
成は何が燃焼されているかによるが、ほとんどは燃焼空気に由来する窒素（典型的には３
分の２以上）、二酸化炭素および水蒸気、ならびに過剰な酸素（これも燃焼空気に由来す
る）から構成されうる。例えば、１トンの油また石炭燃料を発電所で燃焼させる毎に、煙
道ガスは３から３．５トンの二酸化炭素を含む。煙道ガスは空気汚染になりうる。
【００６３】
　一実施形態において、煙道ガスは大気中の二酸化炭素のδ13Ｃよりも大きなδ13Ｃを有
する二酸化炭素から成る。水生光合成生物が煙道ガスと接触すると（例えば、生物反応器
または池の中に煙道ガスを泡立てることによって）、水生光合成生物によって生成された
有機炭素は煙道ガスの二酸化炭素のδ13Ｃに近いものを有すことができる。しかしながら
、本明細書で説明するように、無機炭素源から有機分子への生物による炭素固定は、無機
炭素源の生物への拡散によって制限することができる。生物中の炭素固定の拡散制限は水
生種において言明できる。例えば、もしも無機源のみが制限されるまたは十分に速い速度
で生物へと拡散できないと、生物は炭素固定中に十分に13Ｃよりも12Ｃを優先しえない。
ＲｕＢｉｓＣＯによって二酸化炭素を導入する藻は、環境中の二酸化炭素濃度に伴って変
化する（例えば、Ｋｅｒｂｙ　ａｎｄ　Ｒａｖｅｎ　１９８５　Ａｄｖ．　Ｂｏｔ．　Ｒ
ｅｓ．　１１：７１－１２３）同位体識別を示す。実験室の実験では、二酸化炭素が制限
されているときはΔ（しばしば０‰に近づく）としても知られる小さな同位体識別が観察
され、二酸化炭素濃度が高いときは２０‰またはそれ以上の識別が観察される。いくつか
の研究では、同位体識別はこの範囲全体を超えて変化し、この多様性は、おそらく二酸化
炭素の利用可能性における多様性によるものである。
【００６４】
　一事例において、藻は大気中の無機炭素源との接触で成長し、約－１３‰のδ13Ｃを有
する燃料製品を生産する。他の事例では、藻は煙道ガス二酸化炭素源との接触で成長し、
約－２２‰のδ13Ｃを有する燃料製品を生産する。また他の事例では、藻は二酸化炭素の
炭素固定を制限しない拡散であるような、過剰な煙道ガス無機炭素源との接触で成長し、
該藻は約－５２‰のδ13Ｃを有する燃料製品を生産する。一実施形態において、過剰な化
石燃料無機炭素源との接触で成長したいずれの藻は約－３２‰未満のδ13Ｃを有する燃料
製品を生産する。ある実施形態では、過剰な無機炭素源は光合成生物内の炭素固定の拡散
制限ではない源である。
【００６５】
　本明細書では水素および炭素原子からなる分子をから成る組成物から成る燃料製品が記
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載され、該水素および炭素原子は該組成物の少なくとも８０％の重量であり、該組成物の
δ13Ｃ分布は－３２‰未満で、燃料成分である。実施形態において、該組成物のδ13Ｃ分
布は－３５、－４０、－４５、－５０、－５５もしくは－６０‰未満である。事例におい
て、該燃料成分は、化石燃料、ガソリン、ディーゼル、エタノール、ジェット燃料、また
はそれらのいずれかの組み合わせでもよい配合燃料である。また他の事例において、配合
燃料は－３２‰よりも大きなδ13分布を有する。本明細書に記載された燃料製品において
、該燃料成分はＭＴＢＥ、酸化防止剤、燃料添加物、帯電防止剤、腐食防止剤、およびそ
れらの混合物のいずれかでもよい燃料添加物である。他の事例において、該組成物成分は
イソプレン単位から成る。別の事例において、該組成物はテルペンから成る。ある事例に
おいて、該組成物はトリグリセリドまたは脂肪酸から成る。他の事例において、水素およ
び炭素原子は該組成物成分の重量の少なくとも９０％である。例えば、脂肪酸メチルエス
テル燃料またはバイオディーゼルは典型的に約８９．５重量％未満の水素および炭素含有
量を有する。ある事例において、該組成物は脂肪酸でも脂肪酸エステルでもメタンでもな
い。また他の事例において、水素および炭素原子は該組成物成分の重量の少なくとも９５
または９９％である。さらに他の事例において、水素および炭素原子は該組成物成分の質
量の１００％である。ある燃料製品において、該組成物成分はテルペンである。ある事例
において、該組成物成分は液体である。
【００６６】
　本明細書に記載された燃料製品は組成物および燃料成分を混合することによって生成さ
れた製品であってもよい。ある事例において、該燃料製品は－３２‰超のδ13Ｃ分布を有
する。他の事例において、該燃料製品は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する。例えば、生
物から抽出した組成物は本明細書に記載された燃料製品を生成するために、精製（たとえ
ば、クラッキング）の前に燃料成分と混合することができる。該組成物は、本明細書に記
載された組成物でもよい。該組成物は、生物から抽出された油組成物でもよく、これは、
水素および炭素原子が該組成物の重量の少なくとも８０％であり、該組成物のδ13Ｃ分布
が－３２‰未満の組成物から成る。燃料成分は上記したように化石燃料または燃料製品を
生成するための混合配合でもよい。例えば、燃料配合のための混合物は燃料製品を生成す
るための別の炭化水素混合物とともに配合するのに適した炭化水素混合物でもよい。例え
ば、低級アルカンの混合物は燃料の種類に適する特定のオクタン価を有しないかもしれな
いが、これは燃料製品を生成するために高級オクタン混合物と配合することができる。
【００６７】
　一事例において、－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する組成物は、燃料製品を作る燃料配
合のための炭化水素混合物と混合される。ある事例において、該組成物または燃料成分だ
けでは燃料製品として適していないが、組み合わされるとその組み合わせは燃料製品を構
成する。他の事例では、該組成物もしくは燃料成分もしくはこれらの双方のいずれかは燃
料製品として適する。また他の事例では、該燃料成分はガソリンまたはジェット燃料など
の現存する石油製品である。また他の事例では、該燃料成分は、バイオエタノール、バイ
オディーゼル、バイオガソリンなどといった再生可能資源に由来する。
【００６８】
　本開示はさらに、組成物を燃焼させることを含み、それによって二酸化炭素を生成する
二酸化炭素生成の方法であり、該二酸化炭素は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する方法を
提供する。ある事例において、該二酸化炭素は－３５、－４０、－４５、－５０、－５５
または－６０‰未満のδ13Ｃ分布を有している。該燃焼工程はガソリンエンジン中、ディ
ーゼルエンジン中もしくはジェットエンジン中で行われてもよい。ある実施形態において
、該方法はさらに無維管束光合成生物から組成物を抽出する工程を含む。無維管束光合成
生物の例はこれらに制限されないが、藻、シアノバクテリアおよび苔植物類を含む。一実
施形態では、組成物の抽出は水生光合成生物から組成物を抽出することからなる。本開示
方法は生物中の酵素をアップレギュレートする工程をさらに含んでもよく、この際、酵素
産物が該組成物である。ある事例では、該酵素は生物中には天然に存在しない。代表的な
酵素が本明細書でさらに説明されている。他の実施形態において、代表的な核酸配列がさ
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らに本明細書で説明される。
【００６９】
　燃料製品の精製方法は、無維管束光合成生物を生育し、該生物を煙道ガスと接触させ、
該煙道ガスから13Ｃを燃料製品へと導入し、該無維管束光合成生物から燃料製品を抽出す
る工程からなるように開示されている。例えば、該無維管束光合成生物はバイオリアクタ
ー中で成長できる。この典型的な実施形態では、バイオリアクターに煙道ガスを吹き込む
こと（例えば無維管束光合成生物を生育するための液体から成るバイオリアクターへと煙
道ガスを泡立てること）によって生物は煙道ガスと接触することができる。ある事例では
、該無維管束光合成生物は藻である。他の事例では、バイオリアクターは開放された池（
ｏｐｅｎ　ｐｏｎｄ）である。他の事例では、バイオリアクターは閉じた光バイオリアク
ターである。ある事例では、該方法は生物を遺伝子的に修飾する工程をさらに含む。生物
を遺伝子的に修飾する典型的な方法が本明細書に記載される。ある事例では、生物の遺伝
子的な修飾により生物内で燃料製品を生成する遺伝子を上方制御または生産できる。他の
事例では、生物の遺伝子的な修飾は生物の生育を改善できる。また別の事例では、生物の
遺伝子的な修飾は生物内での炭素固定に影響を及ぼし、例えば炭素固定の速度または量を
変える。ある事例では、燃料製品は生物内に天然に存在しない。燃料製品は水素および炭
素原子から成る分子から成っていてもよく、水素および炭素原子は該組成物重量の少なく
とも９０％であり、該組成物のδ13Ｃ分布は－３２‰未満である。ある事例では、方法は
燃料製品の精製工程を含む。典型的な精製方法が本明細書に記載される。
【００７０】
　本開示は、第１の燃料製品を生成する生物である、無維管束光合成生物を生育し、該生
物を無機炭素源と接触し、無機炭素源から第１の燃料製品へ炭素を導入、ここで第１の燃
料製品は、－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する工程を含む、無維管束光合成からの生物燃
料製品生成の方法も提供する。ある事例では、無機炭素源は13Ｃを含む二酸化炭素および
12Ｃを含む二酸化炭素を含む。ある事例では、無機炭素源は化石燃料無機炭素である。他
の事例では、無機炭素は－３２‰超のδ13Ｃ分布を有する。ある事例では、生物を無機炭
素源と接触させることは、生物を過剰な無機炭素源と接触させることを含む。例えば、過
剰の無機炭素は、生物内の炭素固定が無機炭素源によって制限されないような無機炭素の
量を表すことができる。別の例では、過剰な無機炭素は過剰の無機炭素と接触する生物に
よって生成された燃料製品のδ13Ｃ分布が化石燃料のδ13Ｃ分布未満のような無機炭素の
量を表すことができる。例えば、過剰な無機炭素源から導入された無機炭素を有する燃料
製品のδ13Ｃ分布は－３２、－３５、－４０、－４５、－５０、－５５または－６０‰未
満でもよい。
【００７１】
　ある実施形態では、生物は１または２以上の最終産物が第１の燃料製品である１または
2以上の酵素を符号化する１または２以上の核酸から成る。他の実施形態では、核酸は異
種である。第１の燃料製品は、生物によって天然に生産されないものでもよい。ある事例
では、第１の燃料製品は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する。他の事例では、第１の燃料
製品はテルペンから成る。化石燃料の無機炭素は－３２‰超のδ13Ｃ分布を有してもよい
。ある実施形態では、第１の燃料製品は生物から抽出される。第１の燃料製品はクラッキ
ングの対象でもよい。ある事例では、本明細書の方法は第１の燃料製品に燃料成分を添加
することをさらに含む。ある事例では、これらの方法は第１の燃料製品を燃焼することお
よびδ13Ｃ強化無機炭素を生成することをさらに含む。ある事例では、δ13Ｃ強化無機炭
素は－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する。本明細書で開示された方法は、第２の燃料製品
を生成する生物である第２の無維管束光合成生物を培養し、該生物を無機炭素源と接触し
、第２の燃料製品中の炭素はその源から由来し、該無機炭素はδ13Ｃが豊富な無機炭素で
ある工程をさらに含んでもよい。例えば、第２の燃料製品中の炭素は無機炭素源から導入
された炭素である。方法は無機炭素源から第２の燃料製品へ炭素を導入することを含むこ
とができる。ある事例では、第１の燃料製品および第２の燃料製品は、第１および第２の
燃料製品の炭素同位体分布を除いては実質的に同じである。第２の燃料製品は－３５、－
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４０、－４５、－５０、－５５または－６０‰未満のδ13Ｃ分布を有していてもよい。
【００７２】
　本明細書の組成物および方法を用いて生産されうる炭化水素および炭化水素誘導体製品
の例は、テルペン類、およびそれらの誘導体、テルペノイド類を含む。本明細書で用いる
テルペンはイソプレノイドまたはテルペノイドとほとんど同じ意味で用いられうる。テル
ペンはイソプレン（Ｃ５）単位からなる分子である。テルペンは必ずしも純粋な炭化水素
ではない。テルペノイド類（イソプレノイド類としても知られる）はテルペンから誘導さ
れるが、酸素のようなヘテロ原子の付加、炭素骨格の転位、およびアルキル化などによっ
て修飾される。上記したように、テルペノイド類はここで使用されるテルペンとの用語に
包含することができる。カロテン類およびキサントフィル類などのカロテノイド類はテル
ペノイドの有用な製品の例である。ステロイドはテルペノイドの他の例である。
【００７３】
　テルペン類の例はヘミテルペン類、モノテルペン類、セスキテルペン類、ジテルペン類
、トリテルペン類、およびテトラテルペン類を含むがこれらに制限されない。ここで用い
られるヘミテルペン類、モノテルペン類、セスキテルペン類、ジテルペン類、トリテルペ
ン類、およびテトラテルペン類という用語は、類似構造のイソプレノイド類（例えば、セ
スキテルペノイド類）とも呼ばれる。テルペノイド類の他の例は、リモネン、１，８－シ
ネオール、α－ピネン、カンフェン、（＋）－サビネン、ミルセン、スクワレン、クパレ
ン、フィトール、ファルネセン、アビエタジエン、タキサジエン、ファルネシル　フィロ
フォスフェート、アモルファヂエン、（Ｅ）－α－ビサボレン、またはジアポフィトエン
、およびそれらの誘導体を含むがこれらに制限されない。
【００７４】
　生産された製品は、形質転換された宿主細胞や生物によって、天然に、または（形質転
換の結果として）非天然に生産されてもよい。製品は天然に存在しない新規の分子かもし
れない。例えば、藻で天然に生産される製品はカロテノイド類（たとえばβ－カロテン）
などのテルペノイド類かもしれない。例えば、藻によって非天然に生産される製品はリモ
ネンなどの変性テルペンなどを含んでもよい。
【００７５】
　宿主生物から生産された燃料製品は、時々精製後に、例えば同じ構造が、現存の石油化
学品同一になる。石油製品には現存する石油化学品と同じではないものもあってよい。一
実施形態において、燃料製品または組成物は、炭素同位体分布を除いては現存する石油化
学品と同一である。例えば、－３２‰未満のδ13Ｃ分布を有する化石燃料の石油化学品は
ないと考えられているのに対して、ここで説明する燃料製品は－３２、－３５、－４０、
－４５、－５０、－５５または－６０‰未満のδ13Ｃ分布を有していてもよい。別の実施
形態では、燃料製品または組成物は、現存する化石燃料の化学製品と類似するが同じはな
く、－３５、－４０、－４５、－５０、－５５または－６０‰未満のδ13Ｃ分布を有して
いる。しかしながら、分子は従来の石油化学品または精製において存在しないかもしれな
いが、それらの産業においてはいまだ有用であるのかもしれない。例えば、炭化水素はガ
ソリンの沸点範囲において生産することができ、該炭化水素はガソリン中に通常存在しな
いとしても、ガソリンまたは添加物として使用できる。
【００７６】
　ＩＩ．生産
　本明細書に記載された製品はいずれも、そのような生物による製品の生産を引き起こす
ために生物を形質転換することによって調合できる。生物は、形質転換の前または後で光
合成することができる。
【００７７】
　生物
　組成物および方法を使用して形質転換できる生物のここでの例は、維管束および無維管
束生物を含む。該生物は原核生物または真核生物でもよい。外生物は単細胞または多細胞
でもよい。
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【００７８】
　無維管束光合成生物の例は、ゼニゴケ類またはツノゴケ類などのコケ植物類を含む。あ
る事例では、該生物はシアノバクテリアである。ある事例では、該生物は藻（たとえば、
大型藻または小型藻）である。該藻は単細胞または多細胞藻でもよい。ある事例では、該
生物は紅藻、緑藻、不等毛藻、黄緑藻、灰色藻、クロララクニオン藻、ミドリムシ、ハプ
ト藻、クリプト藻、渦鞭毛藻、または植物プランクトンである。
【００７９】
　例えば、小型藻である緑藻クラミドモナス（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈ
ａｒｄｔｉｉ）はリモネンを生産するリモネンシンターゼを符号化するベクターを用いて
形質転換してもよい。他の実施形態では、小型藻はリモネンシンターゼおよびリモネン生
産を向上するタンパク質を符号化する１または２以上のベクターを用いて形質転換しても
よい。
【００８０】
　ある事例では、該方法は小型藻の緑藻クラミドモナス（Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）
を用いることが挙げられている。ポリペプチドまたはタンパク質複合体を発現するための
小型藻の使用は、商業的使用（シアノテック社、ハワイ州カイルア－コナ）を含んだ、多
数の小型藻を飼育することが可能であり、よって、製造および必要なら所望の製品の大量
の分離を考慮することができる。しかしながら、例えば、任意の植物の葉緑体中でタンパ
ク質複合体を含んだ機能的な哺乳類のポリペプチドを発現する能力には、そのような植物
の収穫の生産および、それにより、多量のポリペプチドを都合よく生産する能力を考慮に
入れる。したがって、本明細書で記載された方法は、葉緑体を有するいかなる植物を用い
ても行うことができ、例えば、小型藻（たとえば、海草および海草）ならびに土壌で生育
する植物が含まれている。
【００８１】
　“植物”という用語は、ここでは色素体、特に葉緑体を含む真核生物を言及するように
広義に用いられ、発生の任意の段階の植物、または、植物を切り取った部分、植物細胞、
植物細胞培養物、植物器官、植物の種、および小植物を含んだ植物の一部を含む。植物細
胞は植物の構造的および生理学的単位であり、原形質体および細胞壁を含む。植物細胞は
独立したひとつの細胞または培養細胞の形でよく、または高度に組織化された部分、例え
ば、植物組織、植物器官、または植物でよい。このように、植物細胞は原形質体、配偶子
生成細胞、または細胞もしくは、全部の植物に再生することが可能な細胞の集まりである
。そのように、複数の植物細胞を含み、植物全体に再生することが可能であるところの種
は本開示の目的のための植物細胞と見なされる。植物組織または植物器官は種、原形質体
、カルスまたはそれは構造的なまたは機能的な単位へと組織化されている植物細胞の他の
いかなるグループでもありうる。特に有用な植物の部分は、収穫可能な部分および子孫植
物の繁殖に有用な部分を含む。植物な収穫可能な部分は、植物の有用な部分。例えば、花
、花粉、苗、塊茎、葉、茎、果実、種、根などのいずれでもありうる。植物の繁殖に有用
な部分は、例えば、種、果実、挿し木、苗、塊茎、根茎などを含む。
【００８２】
　本明細書で提供される方法は、安定して融合されたポリヌクレオチド（Ｈａｇｅｒ　ａ
ｎｄ　Ｂｏｃｋ，　Ａｐｐｌ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　５４
：３０２－３１０，　２０００）を含むために遺伝的に修飾された葉緑体を含む植物を生
成できる。したがって、ここで説明するように、方法はさらに１または２以上の異種ポリ
ペプチドを符号化するポリヌクレオチドを含む１または２以上の葉緑体を含んだ遺伝子組
み換え（形質転換）植物（例えば、緑藻クラミドモナス（Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）
）を提供でき、該葉緑体は特に機能的なタンパク質複合体を形成するために結合できるポ
リペプチドを含んでいる。光合成生物は、製品を生成するために修飾された少なくとの１
つの宿主細胞を含んでいてもよい。
【００８３】
　発現ベクターおよび宿主細胞形質転換
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　本明細書の生物／宿主細胞は、発現ベクターを用いて製品の生産を修飾するため、例え
ば、製品の生産を増加するために形質転換することができる。該製品は、生物によって天
然にまたは非天然に生産することができる。
【００８４】
　発現ベクターは１または２以上の同種または異種のヌクレオチド配列（宿主生物から、
または異なる生物から由来する）、および／または１または２以上の自家ヌクレオチド配
列（同じ生物から由来する）および／または同種のまたは異種のポリペプチドを符号化す
る。藻のホスト細胞へと形質転換できる異種のヌクレオチド配列の例は、細菌、菌類、植
物、光合成細菌または他の藻からの遺伝子を含む。藻の宿主細胞へと形質転換できる相同
なヌクレオチド配列の例は、イソプレノイド合成遺伝子、内在性プロモータおよびｐｓｂ
Ａ、ａｔｐＡ、またはｒｂｃＬ遺伝子からの５’ＵＴＲｓを含む。ある事例では、異種の
配列は２つの自家配列または同種の配列によって側面に配置される。同種の配列は宿主細
胞中の配列と少なくとも５０、６０、７０、８０または９０％の相同性を有するものであ
る。第１および第２の同種の配列は宿主細胞のゲノムへと異種の配列の組み換えを可能に
する。第１および第２の同種の配列は、少なくとも１００、２００、３００、４００、ま
たは５００の長さのヌクレオチドでありうる。
【００８５】
　発現ベクターは遺伝子組み替えされた生物の発現のためにバイアスされたコドンである
ヌクレオチド配列から成っていてもよい。当業者は所定のアミノ酸を指定するためにヌク
レオチドコドンの使用法において特定の宿主細胞によって示される”コドンバイアス”に
承知しているであろう。理論に束縛されることなく、宿主細胞の好ましいコドンを用いる
ことにより、翻訳速度は増大するかもしれない。よって、宿主細胞において発現を向上さ
せるために遺伝子を合成するとき、そのコドンの使用頻度が宿主細胞の好ましいコドンの
使用頻度に近づくように遺伝子を設計することが好ましいかもしれない。該コドンは、通
常、Ａ／Ｔが豊富であり、例えば、コドンの３番目のヌクレオチド位置においてＡ／Ｔが
豊富である。典型的には、Ａ／Ｔが豊富なコドンバイアスは藻のために使用される。ある
実施形態では、コドンの第３のヌクレオチド位置の少なくとも５０％がＡまたはＴである
。他の実施形態では、コドンの第３のヌクレオチド位置の少なくとも６０、７０、８０、
９０または９９％がＡまたはＴである。
【００８６】
　藻の遺伝子組み換え株の創出への１つのアプローチには、目的の遺伝子、典型的には、
前駆体を燃料製品または燃料製品のへと変換することができる酵素または燃料製品の前駆
体を符号化する核酸を用いた遺伝子組み換えが関与する。ある実施形態では、遺伝子組み
換えは宿主藻細胞（例えば葉緑体）のいずれかの色素体へ核酸を導入してもよい。組み替
え細胞は、典型的には、外因性核酸の導入に続き、選択培地上で培養される。この方法は
数段階のスクリーニングも含んでいてもよい。まず、最初の形質転換細胞のスクリーンは
、典型的にはどのクローンが外因性核酸の適切な挿入を有するかを決定するために行われ
る。適切な融合を示すクローンは、遺伝的な安定性を確実にするために継ぎ当ておよび再
スクリーンしてもよい。このような方法論は形質転換細胞が目的の遺伝子を含むことを保
証する。多く事例では、このようなスクリーニングはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に
よって行われるが、当該分野で公知の他の適切な技術のいずれかを使ってもよい。多くの
異なるＰＣＲの方法が当該分野で公知である（例えば、ネスト化したＰＣＲ、リアルタイ
ムＰＣＲなど）。具体的な例は、本明細書で記載される実施例中で用いられるが、当業者
は他のＰＣＲ技術が記載された特定のプロトコルで置換されてもよいことを認識するであ
ろう。外因性核酸の適切な融合を伴うクローンのスクリーニングに続いて、典型的なクロ
ーンは符号化されたタンパク質の存在のためにスクリーニングされる。タンパク質発現ス
クリーニングは、典型的にはウェスタンブロット分析および／または酵素活性アッセイに
よって行われる。
【００８７】
　本明細書の方法に有用な組み換え核酸分子はベクター中に含むことができる。さらにま
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た、該方法は第２の（またはそれ以上の）組み換え核酸分子を用いて行われるところの、
第２の組み換え核酸分子もまた必要ではないが第１の組み換え核酸分子を含むのと同じベ
クターでありうるベクター中に含まれてもよい。該ベクターは葉緑体へとポリヌクレオチ
ドを導入するのに有用なベクターのいずれであってもよく、そして、好ましくは、葉緑体
ゲノムＤＮＡの約４００～１５００またはそれ以上実質的に連続した葉緑体ゲノムＤＮＡ
のヌクレオチドである葉緑体ゲノムＤＮＡを用い相同的組み換えを経るのに十分な葉緑体
ゲノムＤＮＡの核酸配列を含む。葉緑体ベクターおよびベクターとして使用するための葉
緑体ゲノム領域の選択方法は、周知である（例えば、Ｂｏｃｋ，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉ
ｏｌ．　３１２：４２５－４３８　２００１を参照。また、Ｓｔａｕｂ　ａｎｄ　Ｍａｌ
ｉｇａ，　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　４：３９－４５，　１９９２；　Ｋａｖａｎａｇｈ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１５２：１１１１－１１２２，　１９９９も参照。そ
れぞれ参照によってここに組み込まれる）。
【００８８】
　ある事例では、このようなベクターはプロモーターを含む。本発明で有用なプロモータ
ーはいずれの源（例えば、ウィルス、細菌、真菌、原生生物、動物）に由来していてもよ
い。本発明に含まれるプロモーターは、光合成生物、無維管束光合成生物、及び維管束光
合成生物（例えば、藻、顕花植物）に特異的であってもよい。本明細書中で使用される「
無維管束光合成生物」という用語は以下に制限されないが、高等植物にみられる脈管系等
の脈管系ももたない、藻、シアノバクテリアおよび光合成細菌などの、巨視的な生物また
は微生物を意味する。ある事例では、上記核酸を光合成生物、例えば、藻のプロモーター
から成るベクターに挿入する。上記プロモーターは、葉緑体および／または他の色素体で
の発現用プロモーターであってもよい。ある事例では、核酸は葉緑体由来である。本発明
の核酸を葉緑体に挿入するために含まれるプロモーターの例としては、米国特許出願第２
００４／００１４１７４号に開示されるものなどが挙げられる。上記プロモーターは、構
成的プロモーターでも誘導プロモーターでもよい。プロモーターとしては、通常転写開始
部位（例えば、ＴＡＴＡ因子）の近くの必要な核酸配列が含まれる。
【００８９】
　緑藻クラミドモナス（Ｃ．　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）の全葉緑体ゲノムは、ワールド
ワイドウェブでのＵＲＬ（ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｃｈｌａｍｙ－（アンダ
ーバー）ｇｅｎｏｍｅ／－　ｃｈｌｏｒｏ．ｈｔｍｌ）で公衆に公開されており（ｖｉｅ
ｗ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ａｓ　ｔｅｘｔ　ｆｉｌｅ）のリンクおよび（ｍ
ａｐｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ　ｇｅｎｏｍｅ）のリンクを参照）、そ
れぞれ参照することにより本明細書に組み込まれる（Ｊ．　Ｍａｕｌ，　Ｊ．　Ｗ．　Ｌ
ｉｌｌｙ，　ａｎｄ　Ｄ．　Ｂ．　Ｓｔｅｒｎ，　未公表の結果；２００２年１月２８日
に改定；ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃ．　Ｎｏ．　ＡＦ３９６９２９として公表）。一般に、
葉緑体ゲノムＤＮＡのヌクレオチド配列が、調節配列またはコード配列を含む遺伝子、特
に相同組み換え現象により破壊されると、例えば、葉緑体ゲノムの複製を目的として、葉
緑体に関する、または葉緑体を含む植物細胞に関する有害な効果を生み出す遺伝子の一部
でないように、選択される。また、この点について、緑藻クラミドモナス葉緑体ゲノム配
列を含むウェブサイトにより、葉緑体ゲノムのコードまたは非コード領域を示し、これに
よりベクターを構築するために使用できる配列を容易に選択できるマップが提供される。
例えば、葉緑体ベクターのｐ３２２は約１４３．１ｋｂの位置でのＥｃｏ（ＥｃｏＲＩ）
部位から約１４８．５ｋｂの位置でのＸｈｏ（ＸｈｏＩ）部位まで伸長するクローンであ
る（ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｃｈｌａｍｙ－（アンダーバー）ｇｅｎｏｍｅ
／ｃｈｌｏｒｏ．ｈｔｍｌ）のＵＲＬでのワールドワイドウェブを参照し、（ｍａｐｓ　
ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ　ｇｅｎｏｍｅ）リンク、および（１４０－１５
０　ｋｂ）リンクをクリックする；また、（ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｃｈｌ
ａｍ－　ｙ／ｃｈｌｏｒｏ／ｃｈｌｏｒｏｌ４０．ｈｔｍｌ）のＵＲＬでのワールドワイ
ドウェブに直接アクセス可能である）。
【００９０】
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　本発明に使用されるベクターはまた、例えば、ベクターの操作を容易にするクローニン
グ部位、ベクターの複製または含まれるヌクレオチド配列の転写を命令する調節因子、選
択可能マーカーを符号化する配列などの配列を含む、ベクターの望ましい特性を付与する
１または２以上のさらなるヌクレオチド配列を含んでもよい。そのようなものとして、ベ
クターは、例えば、必ずしもではないが、異種のポリヌクレオチドをベクターに挿入し、
操作により目的因子に連結できるように位置しうる多クローニング部位などの１または２
以上のクローニング部位を有してもよい。ベクターはまた、必要であれば、植物の葉緑体
に加えて、原核生物の宿主細胞でベクターを通過させられる、例えば、大腸菌の起点（Ｅ
．　ｃｏｌｉ　ｏｒｉ）またはコスミッドの起点（ｃｏｓｍｉｄ　ｏｒｉ）等の、複製の
原核生物の起点（ｏｒｉ）を含んでもよい。
【００９１】
　本明細書で使用される調節因子という用語は、ポリヌクレオチドの転写もしくは翻訳ま
たは操作により連結されるポリペプチドの局在化を調節するヌクレオチド配列を広義に意
味する。例としては、以下に制限されないが、ＲＢＳ、プロモーター、エンハンサー、転
写ターミネータ、開始コドン、イントロンの切除や正確な読み枠の維持のためのスプライ
シング信号、終止コドン、アンバーまたはオーカーコドン、ＩＲＥＳが挙げられる。さら
に、細胞局在化信号（ｃｅｌｌ　ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｓｉｇｎ
ａｌ）（例えば、サイトゾル、核、葉緑体膜または細胞膜にポリペプチドを的を絞る配列
）。このような信号は当該分野において既知であり、広く報告されている（例えば、米国
特許第５，７７６，６８９号を参照）。
【００９２】
　本発明では、いずれの発現ベクターもさらに調節制御配列を有していてもよい。調節制
御配列としては、例えば、プロモーター、オペレーター、抑制体、エンハンサー、転写終
結配列、翻訳を調節する配列、または宿主細胞と適合しかつ核酸分子の発現を制御する他
の調節制御配列が挙げられる。ある場合、調節制御配列は、転写の開始、延長、および／
または終結を制御、調節、または行うことが可能である転写制御配列を含む。例えば、調
節制御配列は、生物の遺伝子または遺伝子産物の転写および翻訳速度および／または効率
を向上でき、この際、遺伝子または遺伝子産物の発現は上方制御されることにより、（直
接的にまたは間接的に）本明細書に記載される製品の生産を増加する。上記調節制御配列
はまた、遺伝子または遺伝子産物の安定性を向上することによって製品の生産を増加して
もよい。
【００９３】
　調節制御配列は、自家であっても異種であってもよく、また、異種である場合には、同
族であってもよい。調節制御配列は、製品の発現や生産を促進する酵素である１または２
以上のポリペプチドを符号化してもよい。例えば、異種の調節制御配列は、生物の同属の
他の種（例えば、他の藻種）由来で、藻のシンターゼを符号化してもよい。他の例では、
自家の調節制御配列は発現ベクターが発現する生物由来であってもよい。
【００９４】
　用途に応じて、誘導的発現または構成的発現を行う調節制御配列を使用してもよい。藻
の調節制御配列を使用でき、これは、核、ウィルス、染色体外、ミトコンドリア、または
葉緑体の起点に由来していてもよい。
【００９５】
　適当な調節制御配列としては、発現するヌクレオチド配列と自然界で関連するもの（例
えば、天然の藻由来のヌクレオチド配列と操作により連結される藻のプロモーター）があ
る。適当な調節制御配列としては、発現する核酸配列と自然界で関連しない調節制御配列
（例えば、他の生物または藻種のヌクレオチド配列と操作により連結されるある種の藻の
プロモーター）がある。後者の調節制御配列は、同種（例えば、自家）の他の遺伝子の発
現を制御する配列であってもよく、または異なる生物もしくは種（例えば、異種）由来で
あってもよい。
【００９６】
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　推定上の調節制御配列が適当であるかどうかを決定するために、その推定上の調節制御
配列を容易に検出可能な信号を生産するタンパク質を通常符号化する核酸分子に連結する
。そして、この構築物を標準的な手法によって藻または他の生物に導入してもよく、さら
にその発現をモニターする。例えば、核酸分子が優性選択可能マーカーを符号化する際に
は、使用される藻または生物について、そのマーカーが耐性を示す化合物の存在下での生
育能を試験する。
【００９７】
　ある場合には、調節制御配列は無維管束、光合成生物のヌクレオチド配列の発現に適用
されるプロモーターなどのプロモーターである。例えば、プロモーターは米国特許出願公
開第２００６／０２３４３６８号および第２００４／００１４１７４号、ならびにＨａｌ
ｌｍａｎｎ，　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｐｌａｎｔ　Ｊ．　１：８１－９８（２００７）
に記載されるような、藻のプロモーターであってもよい。プロモーターは、葉緑体に特異
的なプロモーターまたは核のプロモーターであってもよい。プロモーターは、ＥＦ１－α
遺伝子プロモーターまたはＤプロモーターであってもよい。ある実施形態では、シンター
ゼは、操作によりＥＦ１－α遺伝子プロモーターに連結される。他の実施形態では、シン
ターゼは、操作によりＤプロモーターに連結される。
【００９８】
　本発明における調節制御配列は、例えば、コード及び非コード領域、５’非翻訳領域（
例えば、コード領域の上流領域）、および３’非翻訳領域（例えば、コード領域の下流領
域）などの、様々な位置で見つけられる。ゆえに、ある事例では、自家または異種のヌク
レオチド配列は１または２以上の３’もしくは５’非翻訳領域、１または２以上のイント
ロン、または１または２以上のエキソンを含んでもよい。
【００９９】
　例えば、ある実施形態では、調節制御配列は珪藻（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ　ｃｒｙｐｔ
ｉｃ）のアセチル－ＣｏＡカルボキシラーゼの５’非翻訳調節制御配列または珪藻（Ｃｙ
ｃｌｏｔｅｌｌａ　ｃｒｙｐｔｉｃ）のアセチル－ＣｏＡカルボキシラーゼの３’非翻訳
調節制御配列を有していてもよい（米国特許第５，６６１，０１７号）。
【０１００】
　調節制御配列はまた、異種のヌクレオチド配列やタンパク質の発現を促進する、プロテ
インＡＢ、またはＳＡＡなどの、キメラまたは融合ポリペプチドを符合化してもよい。他
の調節制御配列としては、異種配列の翻訳を促進する自家のイントロン配列を含む。
【０１０１】
　本発明における発現ベクターに使用される調節制御配列は誘導されるものであってもよ
い。プロモーター等の、誘導される調節制御配列は、例えば、光によって誘導されてもよ
い。調節制御配列はまた自己調節可能であってもよい。自己調節可能な調節制御配列の例
としては、例えば、内因性のＡＴＰレベルによってまたは生物によって生産される製品に
よって自己調節されるものがある。ある事例では、調節制御配列は外因性物質によって誘
導可能でもよい。他の誘導性因子は当該分野において既知であり、本明細書に記載される
のと同様の使用が適用されうる。
【０１０２】
　本明細書に記載される調節制御配列の様々な組み合わせが具体化され、また、本明細書
に記載される他の態様と組み合わせてもよい。ある場合には、発現ベクターは本明細書に
記載される製品の生産に影響を与える、例えば、該生産を上方制御するポリペプチドを符
号化するヌクレオチド配列に操作により連結される１または２以上の調節制御配列をから
成る。ある場合には、発現ベクターは本明細書に記載される製品の生産に影響を与える、
例えば、該生産を上方制御するポリペプチドを符号化するヌクレオチド配列に操作により
連結される１または２以上の調節制御配列から成る。
【０１０３】
　ベクターまたは他の組み換え核酸分子は、レポーターポリペプチドまたは他の選択可能
マーカーを符号化するヌクレオチド配列を含んでもよい。「レポーター」または「選択可
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能マーカー」という用語は、検出可能な表現型を提供するポリヌクレオチド（または符号
化されたポリペプチド）を意味する。レポーターは、通常、検出可能なポリペプチド、例
えば、適当な物質（それぞれ、特定の波長の光またはルシフェリン）と接触すると、目に
よってまたは適当な器具を用いることにより検出可能な信号を発生する緑色蛍光タンパク
質またはルシフェラーゼ等の酵素を符号化する（Ｇｉａｃｏｍｉｎ，　Ｐｌａｎｔ　Ｓｃ
ｉ．　１１６：５９－７２，　１９９６；　Ｓｃｉｋａｎｔｈａ，　Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒ
ｉｏｌ．　１７８：１２１，　１９９６；　Ｇｅｒｄｅｓ，　ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．　３
８９：４４－４７，　１９９６；また、Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　６：３
９０１－３９０７，　１９９７，　ｆｌ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅを参照）。選択可
能マーカーは一般に、細胞中に存在するまたは細胞中で発現すると、マーカーを含む細胞
に選択的利益（または不利益）、例えば、それがないと細胞を殺す物質の存在下での生育
能、を与える分子である。
【０１０４】
　選択可能マーカーは、マーカーを発現する原核細胞もしくは植物細胞または双方を得る
手段を提供でき、ゆえにベクターの一成分として使用できる（例えば、Ｂｏｃｋ、上記、
２００１を参照）。選択可能マーカーの例としては、以下に制限されないが、代謝拮抗物
質に対する耐性を付与するもの、例えば、メトトレキサートに対する耐性を付与するジヒ
ドロ葉酸デヒドロゲナーゼ（Ｒｅｉｓｓ，　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　（Ｌｉｆｅ
　Ｓｃｉ．　Ａｄｖ．）　１３：１４３－１４９，　１９９４）；アミノグリコシド系抗
生物質であるネオマイシン、カナマイシン及びパロマイシン（ｐａｒｏｍｙｃｉｎ）に対
する耐性を付与するネオマイシンホスホトランスフェラーゼ（Ｈｅｒｒｅｒａ－Ｅｓｔｒ
ｅｌｌａ，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　２：９８７－９９５，　１９８３）、ハイグロマイシンに
対する耐性を付与するハイグロ（ｈｙｇｒｏ）（Ｍａｒｓｈ，　Ｇｅｎｅ　３２：４８１
－４８５，　１９８４）、細胞にトリプトファンの代わりにインドールを利用させること
ができる、ｔｒｐＢ；細胞にヒスチジンの代わりにヒスチノール（ｈｉｓｔｉｎｏｌ）を
利用させることができる、ｈｉｓＤ（Ｈａｒｔｍａｎ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　８５：８０４７，　１９８８）；細胞にマンノースを利用
させることができる、マンノース－６－ホスフェートイソメラーゼ（ｍａｎｎｏｓｅ－６
－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｉｓｏｍｅｒａｓｅ）（ＷＯ　９４／２０６２７）；オルニチン
デカルボキシラーゼ阻害剤である、２－（ジフルオロメチル）－ＤＬ－オルニチンに対す
る耐性を付与する、オルニチンデカルボキシラーゼ（ＤＦＭＯ；　ＭｃＣｏｎｌｏｇｕｅ
，　１９８７，　Ｉｎ：　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　ｅｄ．）；およびブラストサイジンＳ（Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ　Ｓ）に
対する耐性を付与する、アスペルギルス・テレウス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒ
ｅｕｓ）由来のデアミナーゼ（Ｔａｍｕｒａ，　Ｂｉｏｓｃｉ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　５９：２３３６－２３３８，　１９９５）が挙げられる。別の選
択可能マーカーとしては、除草剤抵抗性を付与するもの、例えば、ホスフィノトリシン（
ｐｈｏｓｐｈｉｎｏｔｈｒｉｃｉｎ）に対する抵抗性を付与する、ホスフィノトリシンア
セチルトランスフェラーゼ遺伝子（ｐｈｏｓｐｈｉｎｏｔｈｒｉｃｉｎ　ａｃｅｔｙｌｔ
ｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ｇｅｎｅ）（Ｗｈｉｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓ．　１８：１０６２，　１９９０；　Ｓｐｅｎｃｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔ
ｈｅｏｒ．　Ａｐｐｌ．　Ｇｅｎｅｔ．　７９：６２５－６３１，　１９９０）、グリホ
セート耐性を付与する、変異型ＥＰＳＰＶ－シンターゼ（Ｈｉｎｃｈｅｅ　ｅｔ　ａｌ．
，　ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９１：９１５－９２２，　１９９８）、イミダゾリン
またはスルホニル尿素耐性を付与する、変異型アセト乳酸合成酵素（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ
．，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　７：１２４１－１２４８，　１９８８）、アトラジン耐性を付与
する、変異型ｐｓｂＡ（Ｓｍｅｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　
１０３：９１１－９１７，　１９９３）、または変異型プロトポルフィリノーゲン酸化酵
素（米国特許第５，７６７，３７３号参照）、またはグルフォシネート（ｇｌｕｆｏｓｉ
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ｎａｔｅ）等の除草剤に対して耐性を付与する他のマーカーが挙げられる。選択可能マー
カーとしては、真核細胞ではジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）またはネオマイシン耐性
；および大腸菌（Ｅ．　ｃｏｌｉ）等の原核生物ではテトラサイクリン、アンピシリン耐
性；および植物ではブレオマイシン、ゲンタマイシン、グリホセート、ハイグロマイシン
、カナマイシン、メトトレキサート、フレオマイシン、ホスフィノトリシン（ｐｈｏｓｐ
ｈｉｎｏｔｒｉｃｉｎ）、スペクチノマイシン、ストレプトマイシン、スルホンアミドお
よびスルホニル尿素耐性を付与するポリペプチドがある（例えば、Ｍａｌｉｇａ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，
　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　１９
９５，　ｐａｇｅ　３９を参照）。
【０１０５】
　レポーター遺伝子は高等植物の葉緑体で良好に使用されており、高レベルの組み換えタ
ンパク質発現が報告されている。加えて、レポーター遺伝子は緑藻クラミドモナスの葉緑
体で使用されてきたが、大抵の場合、非常の少量のタンパク質が生産された。レポーター
遺伝子は、多くの生物有機体での遺伝子の発現のモニター能を非常に促進する。高等生物
の葉緑体では、β－グルクロニダーゼ（ｕｉｄＡ，　Ｓｔａｕｂ　ａｎｄ　Ｍａｌｉｇａ
，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　１２：６０１－６０６，　１９９３）、ネオマイシンホスホトラン
スフェラーゼ（ｎｐｔＩＩ，　Ｃａｒｒｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ．　Ｇｅｎ．　Ｇ
ｅｎｅｔ．　２４１：４９－５６，　１９９３）、アデノシル－３－アデニルトランスフ
ェラーゼ（ａａｄＡ，　Ｓｖａｂ　ａｎｄ　Ｍａｌｉｇａ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　
Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　９０：９１３－９１７，　１９９３）、およびオワン
クラゲ（Ａｅｑｕｏｒｅａ　Ｖｉｃｔｏｒｉａ）ＧＦＰ（Ｓｉｄｏｒｏｖ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｐｌａｎｔ　Ｊ．　１９：２０９－２１６，　１９９９）がレポーター遺伝子として
使用されている（Ｈｅｉｆｅｔｚ，　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ　８２：６５５－６６６，　２
０００）。これらの遺伝子はそれぞれ、分析の容易さ、感受性、またはｉｎ　ｓｉｔｕの
発現の試験能などの、葉緑体遺伝子の発現の有用なレポーターにする性質を有する。これ
らの研究に基づいて、他の異種タンパク質を、バチルス・チューリンゲンシスＣｒｙ毒素
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ　Ｃｒｙ　ｔｏｘｉｎ）等の高等植物
の葉緑体中で発現させて、植食昆虫（Ｋｏｔａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ
．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　９６：１８４０－１８４５，　１９９９）、また
はヒトのソマトトロピン（Ｓｔａｕｂ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．　１８：３３３－３３８，　２０００）、可能性のある生物医薬品に対する耐性を付
与する。幾つかのレポーター遺伝子が、ａａｄＡ（Ｇｏｌｄｓｃｈｍｉｄｔ－Ｃｌｅｒｍ
ｏｎｔ，　Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　１９：４０８３－４０８９　１９９１；
　Ｚｅｒｇｅｓ　ａｎｄ　Ｒｏｃｈａｉｘ，　Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　１４：
５２６８－５２７７，　１９９４）、ｕｉｄＡ（Ｓａｋａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐ
ｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　９０：４７７－５０１，　１
９９３３，　Ｉｓｈｉｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｓｃｉ．　Ｂｉｏｅｎｇ
．　８７：３０７－３１４　１９９９）、レニラ（Ｒｅｎｉｌｌａ）ルシフェラーゼ（Ｍ
ｉｎｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ．　Ｇｅｎ．　Ｇｅｎｅｔ．　２６２：４２１－４２
５，　１９９９）およびアシネトバクターバウマニ（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａ
ｕｍａｎｉｉ）由来のアミノグリコシドホスホトランスフェラーゼ、ａｐｈＡ６（Ｂａｔ
ｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｐｕｒｔｏｎ，　Ｍｏｌ．　Ｇｅｎ．　Ｇｅｎｅｔ　２６３：４０４
－４１０，　２０００）を含む、真核緑藻、緑藻クラミドモナスの葉緑体中で発現した。
【０１０６】
　ある事例では、ベクターは大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）またはサッカロマイセス　セレビシ
エ（Ｓ．　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）の複製起点等の要素を含むことになる。このような特
性は、適当な選択可能マーカーと組み合わせることにより、ベクターはターゲット宿主細
胞ならびに細菌および／または酵母細胞間を「シャトル（ｓｈｕｔｔｌｅ）」することが
できる。第２宿主におけるシャトルベクターの継代（ｐａｓｓａｇｅ）能により、ベクタ
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ーの特徴をより簡便に操作できる。例えば、ベクターおよび有益な推定上の挿入されたポ
リヌクレオチドを含む反応混合物を常法を用いて大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）等の原核宿主細
胞に形質転換し、増幅し、集め、さらに試験して、有益な挿入物または構築物を含むベク
ターを同定してもよい。必要であれば、例えば、挿入されたポリヌクレオチドの部位特異
的突然変異誘発を行った後、再度有益な変異ポリヌクレオチドを有するベクターを増幅、
選択することによって、ベクターをさらに操作してもよい。シャトルベクターを植物細胞
の葉緑体に導入してもよく、この際、有益なポリペプチドを発現させ、必要であれば、本
明細書に開示される方法にしたがって、単離してもよい。
【０１０７】
　ポリヌクレオチドまたは組み換え核酸分子を、当該分野において既知の方法を用いて植
物の葉緑体中に導入してもよい。ポリヌクレオチドを、当該分野においてよく知られてい
る様々な方法によって細胞中に導入して、一部、特定の宿主細胞に基づいて選択してもよ
い。例えば、ポリヌクレオチドをエレクトロポレーションまたはパーティクルガンを用い
たマイクロプロジェクタイルにより媒介された（バイオリスティック）形質転換等の直接
遺伝子トランスファー法、または「ガラスビーズ法」、または花粉により媒介された形質
転換、リポソームにより媒介された形質転換、傷つけたもしくは酵素分解した未成熟胚、
または傷つけたもしくは酵素分解した胚発生カルスを用いた形質転換（Ｐｏｔｒｙｋｕｓ
，　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｐｌａｎｔ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．　Ｂ
ｉｏｌ．　４２：２０５－２２５，　１９９１）を用いて植物細胞に導入してもよい。
【０１０８】
　色素体形質転換は、植物細胞の葉緑体中にポリヌクレオチドを導入する、ありふれた、
よく知られた方法である（米国特許第５，４５１，５１３号、第５，５４５，８１７号、
および第５，５４５，８１８号；ＷＯ　９５／１６７８３；　ＭｃＢｒｉｄｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　９１：７３０１－
７３０５，　１９９４を参照）。ある実施形態では、葉緑体の形質転換は、所望のヌクレ
オチド配列に隣接する葉緑体ＤＮＡの領域を導入することにより、ターゲットとした葉緑
体ゲノム中に外因性のＤＮＡを相同組み換えできることに関与している。ある事例では、
葉緑体ゲノムＤＮＡの１～１．５ｋｂの隣接ヌクレオチド配列を使用してもよい。この方
法を用いることにより、スペクチノマイシンまたはストレプトマイシンに対する耐性を付
与する、葉緑体１６Ｓ　ｒＲＮＡおよびｒｐｓ１２遺伝子中の点変異を、形質転換の選択
可能マーカーとして使用してもよく（Ｓｖａｂ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ
．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　８７：８５２６－８５３０，　１９９０）、これ
により、ターゲットとした葉の１００照射当たり約１回の頻度で、安定した同質細胞質形
質転換体（ｈｏｍｏｐｌａｓｍｉｃ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ）が得られる。
【０１０９】
　マイクロプロジェクタイルによる形質転換はまた、植物の葉緑体中にポリヌクレオチド
を導入するのに使用できる（Ｋｌｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　３２７：７０
－７３，　１９８７）。この方法は、金またはタングステン等のマイクロプロジェクタイ
ルを利用するものであり、このマイクロプロジェクタイルは、塩化カルシウム、スペルミ
ジンまたはポリエチレングリコールによる沈殿によって所望のポリヌクレオチドで被覆さ
れる。上記マイクロプロジェクタイル粒子を、ＢＩＯＬＩＳＴＩＣ　ＰＤ－１０００パー
ティクルガン（ＢｉｏＲａｄ；　Ｈｅｒｃｕｌｅｓ　Ｃａｌｉｆ．）等の装置を用いて植
物組織中に高速で加速する。微粒子銃を用いた形質転換方法は、当該分野において既知で
ある（例えば、Ｃｈｒｉｓｔｏｕ，　Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　１：４２３－４３１，　１９９６を参照）。マイクロプロジェクタイルによる形質転換
法を用いて、例えば、綿、タバコ、トウモロコシ、ハイブリッドポプラ及びパパイヤなど
の、様々な形質転換植物種を作製してきた。小麦、オートムギ、オオムギ、ソルガムおよ
びライス等の重要な穀物もまた、マイクロプロジェクタイルにより媒介された送出を用い
て形質転換されてきた（Ｄｕａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　
１４：４９４－４９８，　１９９６；　Ｓｈｉｍａｍｏｔｏ，　Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．
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　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　５：１５８－１６２，　１９９４）。ほとんどの双子葉植物の形質
転換は、上記方法で可能である。また、単子葉植物の形質転換は、例えば、上記微粒子銃
法、原形質体形質転換法、透過性細胞エレクトロポレーション、ガラスファイバーを用い
たＤＮＡの導入、ガラスビーズ撹拌法などを用いて形質転換できる。
【０１１０】
　以下に制限されないが、細菌性ａａｄＡ遺伝子（Ｓｖａｂ　ａｎｄ　Ｍａｌｉｇａ，　
Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　９０：９１３－９１７，　
１９９３）などの優先選択可能マーカーによる劣性ｒＲＮＡまたはｒ－タンパク質抗生物
質耐性遺伝子の置換によって、形質転換頻度を増加してもよい。ホモプラスティジック（
ｈｏｍｏｐｌａｓｔｉｄｉｃ）状態に達するために、形質転換後に約１５～２０回の細胞
分裂サイクルが通常必要である。葉緑体がそのゲノムの複数コピーを含んでもよいことは
当業者には明らかであり、ゆえに「同質細胞質の（ｈｏｍｏｐｌａｓｍｉｃ）」または「
同質細胞質（ｈｏｍｏｐｌａｓｍｙ）」という用語は、有益な特定位置のすべてのコピー
が実質的に同一である状態を意味する。遺伝子が相同的組み換ええにより各植物細胞に存
在する環状色素体ゲノムの数千コピーのすべてに挿入される色素体発現は、全可溶性植物
タンパク質の１０％を容易に超えることができる発現レベルを可能とするために、核が発
現する遺伝子に勝る膨大なコピー数を利用する。
【０１１１】
　ある事例では、葉緑体中に組み換え核酸分子を導入することによる方法を実施すること
ができ、この際、組み換え核酸分子は、少なくとも１つのポリペプチド（例えば、１、２
、３、４、またはそれ以上）を符号化する第１のポリヌクレオチドを含む。ある実施形態
では、ポリペプチドは第２、第３、第４、第５、第６、第７、第８、第９、第１０および
／またはそれ以降のポリペプチドに操作により連結される。例えば、炭化水素生産経路に
おける幾つかの酵素を、その経路の１つの酵素によって生産される製品が生産されると、
その経路の次の酵素にごく接近するように、直接または間接的に連結してもよい。
【０１１２】
　葉緑体の形質転換では、主要な利点として選択可能マーカー及び１または２以上の有益
な遺伝子双方を含む組み換え核酸構築物を利用することがありうる。通常、葉緑体の形質
転換を、下記２種の構築物で葉緑体を一緒に形質転換することによって行い、第１の構築
物は選択可能マーカーを含み、第２の構築物は有益な遺伝子を含んでいる。このような形
質転換体のスクリーニングが多くの理由により長い時間と労力を要する。第１に、形質転
換生物を生育させるのに要する時間が長い。第２に、選択可能マーカーの存在および有益
な遺伝子の存在について、形質転換体をスクリーニングしなければならない。通常、有益
な遺伝子の二次スクリーニングをサザンブロットによって行う（例えば、ＰＣＴ／ＵＳ２
００７／０７２４６５を参照）。
【０１１３】
　葉緑体では、遺伝子発現の調節は一般に転写後に、および、しばしば翻訳開始中に起こ
る。この調節は、核符号化調節因子（ｎｕｃｌｅａｒ－ｅｎｃｏｄｅｄ　ｒｅｇｕｌａｔ
ｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ）に加えて、葉緑体翻訳装置に依存する（Ｂａｒｋａｎ　ａｎｄ　
Ｇｏｌｄｓｃｈｍｉｄｔ－Ｃｌｅｒｍｏｎｔ，　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ　８２：５５９－５
７２，　２０００；　Ｚｅｒｇｅｓ，　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ　８２：５８３－６０１，　
２０００を参照）。葉緑体翻訳装置は一般に細菌のものに似ており、葉緑体は７０Ｓリボ
ソームを含み、５’キャップが欠失するｍＲＨＡを有し、一般に３’ポリアデニル化テイ
ルを含まず（Ｈａｒｒｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　Ｒｅｖ．　５８：
７００－７５４，　１９９４）、翻訳は、クロラムフェニコール等の選択剤によって葉緑
体及び細菌中では阻害される。
【０１１４】
　本明細書に記載されるような方法には、コード配列についてリボソーム結合配列（ＲＢ
Ｓ）を適切に位置させるという利点がある。ＲＢＳのこのような配置により植物葉緑体中
で強い翻訳が可能であり（米国特許出願公開第２００４／００１４１７４号参照、参考で



(29) JP 2014-159595 A 2014.9.4

10

20

30

40

50

本明細書中に引用される）、葉緑体中でポリペプチドを発現する利点としては、ポリペプ
チドが核遺伝子から発現するポリペプチドによって通常横切る細胞区画を通らないため、
糖化等の特定の翻訳後修飾を受けないことが従来より知られている。このように、本明細
書に記載される方法によって生産されるポリペプチド及びタンパク質複合体は、このよう
な翻訳後修飾を受けることなく生産されると予想できる。
【０１１５】
　符号化するポリヌクレオチドの１または２以上のコドンにバイアスを受け、葉緑体およ
び／または核コドン利用を反映してもよい。ほとんどのアミノ酸は２またはそれ以上の異
なる（縮重）コドンによって符号化され、様々な生物が他のコドンに優先して特定のコド
ンを利用することはよく認識されている。このような優先したコドン利用は葉緑体中でも
利用されるが、本明細書では「葉緑体コドン利用」と称する。緑藻クラミドモナス（Ｃｈ
ｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）のコドンバイアス（ｃｏｄｏｎ　ｂ
ｉａｓ）が報告されている。米国特許出願公開第２００４／００１４１７４号参照。緑藻
クラミドモナスでの発現についてバイアスをかけられるイソプレノイド生合成酵素を符号
化する核酸の例を表５～８に示す。（配列が単離されたもの由来の生物における）天然の
配列に対する相同性（％）は約５０、約６０、約７０、約８０、約９０％またはそれ以上
であってもよい。ベクターは、表５に示される１または２以上の核酸および／またはこれ
と約７０％相同性のある核酸を有していてもよい。
【０１１６】
　コドンに関連して使用される、「バイアスを受ける（ｂｉａｓｅｄ）」という用語は、
コドンが、例えば、藻細胞、葉緑体についてであるターゲットで優先的に使用されるコド
ンであるように、ポリヌクレオチド中のコドンの配列を変更することを意味する。葉緑体
コドン利用についてバイアスされるポリヌクレオチドをｄｅ　ｎｏｖｏで合成してもよく
、または、例えば部位特異的突然変異誘発法によって定常的な組み換えＤＮＡ技術を用い
て遺伝子を修飾して、葉緑体コドン利用についてバイアスを受けるように１または２以上
のコドンを変更してもよい。葉緑体コドンバイアスは、例えば、タバコと比較した場合の
藻の葉緑体で、など、異なる植物で様々に偏っていてもよい。一般に、所定の葉緑体コド
ンバイアスは核酸が形質転換されている植物の葉緑体コドン利用を反映している。例えば
、緑藻クラミドモナスが宿主である場合には、葉緑体コドン利用が藻の葉緑体コドン利用
を反映するようにバイアスを受けていてもよい（第３のコドン位置において、約７４．６
％ＡＴバイアス）。
【０１１７】
　本明細書に記載される製品のいずれかを、製品のこのような生物による生産を引き起こ
すように生物を形質転換することによって調製してもよい。生物は、形質転換することに
よって形質転換生物の光合成能が破壊されるあるいは減衰する（例えば、外因性の核酸を
光合成に必要なタンパク質を符号化する遺伝子に挿入する）としても、光合成生物である
と考えられる。
【０１１８】
　修飾される経路
　本発明における発現ベクターは、本明細書に記載される製品の中間体、製品、前駆体、
及び誘導体の生産を促進するポリペプチドを符号化していてもよい。例えば、発現ベクタ
ーが、イソプレノイド経路の中間体、製品、前駆体、及び誘導体の生産を促進するポリペ
プチドを符号化していてもよい。
【０１１９】
　イソプレノイドまたはテルペノイドは、テルペンに関連する有機化学物質のグループで
ある。テルペンは通常イソプレンユニットに由来する。イソプレン単位は、５炭素ユニッ
ト（Ｃ５）である。テルペンは、ヘミテルペン（Ｃ５）、モノテルペン（Ｃ１０）、セス
キテルペン（Ｃ１５）、ジテルペン（Ｃ２０）、トリテルペン（Ｃ３０）、およびポリテ
ルペン（Ｃn，ここで、「ｎ」は４５もしくはそれ以上である）など、イソプレンユニッ
トの数で分類される。テルペンは、イソプレノイド等の誘導体を形成するように、修飾（
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例えば、酸化、メチル基除去など）されるまたはその炭素骨格を再編成してもよい炭化水
素である。イソプレノイドは、他のステロイド及び脂質もまた包含する。
【０１２０】
　テルペン前駆体は、２つの経路によって生成すると考えられる。メバロン酸経路または
ＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼ経路により、テルペンの一般的なＣ５前駆体である、ジメチ
ルアリルピロリン酸（ＤＭＡＰＰ）及びイソペンチルピロリン酸（ＩＰＰ）を生成する。
非メバロン酸経路は、ＤＭＡＰＰおよびＩＰＰを形成する別の経路である。ＤＭＡＰＰ及
びＩＰＰを縮合して、ゲラニル二リン酸（ＧＰＰ）、またはファルネシル二リン酸（ＦＰ
Ｐ）、ゲラニルゲラニル二リン酸（ＧＧＰＰ）等の、他の前駆体を形成してもよく、これ
から高級イソプレン類が形成される。
【０１２１】
　本明細書における発現ベクターは、例えば、チオラーゼ、ＨＭＧ－ＣｏＡシンターゼ、
ＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼ、メバロン酸キナーゼ、ホスフェメバロン酸キナーゼ（ｐｈ
ｏｓｐｈｅｍｅｖａｌｏｎａｔｅ　ｋｉｎａｓｅ）、及びメバロン酸－５－ピロリン酸デ
カルボキシラーゼ（ｍｅｖａｌｏｎａｔｅ－５－ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｃａ
ｒｂｏｘｙｌａｓｅ）等の、メバロン酸経路で役割を果たすポリペプチドをコードしてい
てもよい。他の実施形態では、ポリペプチドは、ＤＯＸＰシンターゼ、ＤＯＸＰレダクタ
ーゼ、４－ジホスホシチジル－２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリスリトールシンターゼ（４－ｄ
ｉｐｈｏｓｐｈｏｃｙｔｉｄｙｌ－２－Ｃ－ｍｅｔｈｙｌ－Ｄ－ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ　
ｓｙｎｔｈａｓｅ）、４－ジホスホシチジル－２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリスリトールキナ
ーゼ（４－ｄｉｐｈｏｐｈｏｃｙｔｉｄｙｌ－２－Ｃ－ｍｅｔｈｙｌ－Ｄ－ｅｒｙｔｈｒ
ｉｔｏｌ　ｋｉｎａｓｅ）、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリスリトール　２，４－シクロジホ
スフェートシンターゼ（２－Ｃ－ｍｅｔｈｙｌ－Ｄ－ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ　２，４，－
ｃｙｃｌｏｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ）、ＨＭＢ－ＰＰシンターゼ、Ｈ
ＭＢ－ＰＰレダクターゼ、またはＤＯＸＰレダクトイソメラーゼ等の、非メバロン酸経路
の酵素である。
【０１２２】
　他の形態では、発現ベクターは、例えば、シンターゼコード配列等の、イソプレノイド
経路のポリペプチドを符号化するヌクレオチドを含んでもよい。シンターゼは、Ｃ１０、
Ｃ１５、Ｃ２０、Ｃ３０、またはＣ４０シンターゼであってもよい。ある実施形態では、
シンターゼは、ボトリオコッセンシンターゼ、リモネンシンターゼ、１，８　シネオール
シンターゼ、α－ピネンシンターゼ、カンフェンシンターゼ、（＋）－サビネンシンター
ゼ、ミルセンシンターゼ、アビエタジエンシンターゼ、タキサジエンシンターゼ、ファル
ネシルピロホスフェートシンターゼ、アモルファジエンシンターゼ、（Ｅ）－α－ビサボ
レンシンターゼ、ジアポフィトエンシンターゼ、またはジアポフィトエンデサチュラーゼ
である。シンターゼ及びその配列の例を、表１に記載する。
【０１２３】
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【０１２４】
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【表２】

【０１２５】
　シンターゼはまた、β－カリオフィレンシンターゼ、ゲルマクレンＡシンターゼ、８－
エピセドロールシンターゼ、バレンセンシンターゼ、（＋）－δ－カジネンシンターゼ、
ゲルマクレンＣシンターゼ、（Ｅ）－β－ファルネセンシンターゼ、カスベンシンターゼ
、ベティスピラジエン（ｖｅｔｉｓｐｉｒａｄｉｅｎｅ）シンターゼ、５－エピ－アリス
トロチェンシンターゼ、アリストロチェンシンターゼ、α－α－フムレン、（Ｅ，Ｅ）－
α－ファルネセンシンターゼ、（－）－β－ピネンシンターゼ、γ－テルピネンシンター
ゼ、リモネンシクラーゼ、リナロールシンターゼ、（＋）－ボルニルジホスフェートシン
ターゼ、レボピマラジエンシンターゼ、イソピマラジエンシンターゼ、（Ｅ）－γ－ビサ
ボレンシンターゼ、コパリルピロホスフェートシンターゼ、カウレンシンターゼ、ロンギ
ホレンシンターゼ、γ－フムレンシンターゼ、δ－セリネンシンターゼ、β－フェランド
レンシンターゼ、テルピノレンシンターゼ、（＋）－３－カレンシンターゼ、シン－コパ
リルジホスフェートシンターゼ、α－テルピネオールシンターゼ、シン－ピマラ－７，１
５－ジエンシンターゼ、エント－サンダアラコピマラジエン（ｅｎｔ－ｓａｎｄａａｒａ
ｃｏｐｉｍａｓｒａｄｉｅｎｅ）シンターゼ、スターナー－１３－エン（ｓｔｅｒｎｅｒ
－１３－ｅｎｅ）シンターゼ、Ｅ－β－オシメン、Ｓ－リナロールシンターゼ、ゲラニオ
ールシンターゼ、γ－テルピネンシンターゼ、リナロールシンターゼ、Ｅ－β－オシメン
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シンターゼ、エピ－セドロール（ｅｐｉ－ｃｅｄｒｏｌ）シンターゼ、α－ジンギベレン
シンターゼ、グアイアジエン（ｇｕａｉａｄｉｅｎｅ）シンターゼ、カスカリアジエン（
ｃａｓｃａｒｉｌｌａｄｉｅｎｅ）シンターゼ、シス－ムウロラジエン（ｃｉｓ－ｍｕｕ
ｒｏｌａｄｉｅｎｅ）シンターゼ、アフィジコラン－１６ｂ－オール（ａｐｈｉｄｉｃｏ
ｌａｎ－１６ｂ－ｏｌ）シンターゼ、エリザベスアトリエン（ｅｌｉｚａｂｅｔｈａｔｒ
ｉｅｎｅ）シンターゼ、サンドロール（ｓａｎｄａｌｏｌ）シンターゼ、パッチコウロー
ル（ｐａｔｃｈｏｕｌｏｌ）シンターゼ、ジンザノール（ｚｉｎｚａｎｏｌ）シンターゼ
、セドロールシンターゼ、スカレオール（ｓｃａｒｅｏｌ）シンターゼ、コパロール（ｃ
ｏｐａｌｏｌ）シンターゼ、またはマノオール（ｍａｎｏｏｌ）シンターゼであってもよ
い。
【０１２６】
　本明細書で使用される経路は、細胞質中に、色素体（例えば、葉緑体）中に、または双
方で存在する酵素を含んでもよい。本明細書に記載される実施形態の酵素を符号化する外
因性の核酸は、符号化される酵素が細胞質中でもしくは色素体中でまたは双方で活性があ
るように、宿主細胞に導入されてもよい。ある実施形態では、１つの細胞内区画中（例え
ば、細胞質中）に存在する天然の酵素を、異なる細胞内の場所（例えば、葉緑体中）に、
または宿主細胞の形質転換後の天然に存在する及び天然に存在しない場所双方に、発現さ
せてもよい。
【０１２７】
　本概念を詳細に説明するために、単に例として、無維管束光合成微細藻種を、リモネン
（特殊化学及び石油工業で高価値のある分子）等の、イソプレノイドを製造するように遺
伝子操作してもよい。リモネンは、水素及び炭素原子のみから構成される、純粋な炭化水
素であるモノテルペンである。リモネンは、上記種、緑藻クラミドモナス（Ｃｈｌａｍｙ
ｄｏｍｏｎａｓ　ｒｈｅｉｎｈａｒｄｉｉ）で天然には生産されない。これらの微細藻で
のリモネンの生産は、葉緑体中で異種の酵素であるリモネンシンターゼを発現するように
微細藻を操作することによって達成できる。リモネンシンターゼは、テルペン前駆体であ
る、ゲラニルピロリン酸をリモネンに変換できる。リモネンと異なり、ゲラニルピロリン
酸は、微細藻の葉緑体中に天然に存在する。リモネンシンターゼの発現は、リモネンシン
ターゼを符号化する異種遺伝子を微細藻の葉緑体ゲノム中に挿入することによって、達成
できる。次に、微細藻の修飾された株を、リモネン遺伝子がすべての子孫の葉緑体ゲノム
中で安定して維持されるように、同質細胞質の（ｈｏｍｏｐｌａｓｍｉｃ）にする。微細
藻は、挿入遺伝子が葉緑体ゲノムのすべてのコピー中に存在する場合には、遺伝子に対し
て同質細胞質の（ｈｏｍｏｐｌａｓｍｉｃ）である。葉緑体がそのゲノムの複数コピーを
含んでもよいことは当業者には明らかであり、ゆえに「同質細胞質の」または「同質細胞
質」という用語は、有益な特定位置のすべてのコピーが実質的に同一である状態を意味す
る。遺伝子が相同的組み換ええにより各植物細胞に存在する環状色素体ゲノムの数千コピ
ーのすべてに挿入される色素体発現は、全可溶性植物タンパク質の１０％を容易に超える
ことができる発現レベルを可能とするために、核が発現する遺伝子に勝る膨大なコピー数
を利用する。
【０１２８】
　発現
　葉緑体は、光合成生物の生産性オルガネラや大量のタンパク質合成部位である。本明細
書における発現ベクターのいずれかが葉緑体発現に選択的に適用されてもよい。高等植物
由来の多数の葉緑体プロモーターがＫｕｎｇ　ａｎｄ　Ｌｉｎ，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．　１３：　７５４３-７５４９　（１９８５）に記載されている。遺伝
子産物を葉緑体で発現ベクターから発現させてもよい。発現ベクターによって符号化され
る遺伝子産物はまた、葉緑体ターゲット配列によって葉緑体にターゲットを絞られてもよ
い。例えば、発現ベクターまたは発現ベクターによって符号化される遺伝子産物を葉緑体
にターゲットを絞ることは、調節制御配列および燃料分子の生産を可能にするあるいは向
上するタンパク質またはペプチドを符号化する配列によって提供される効果をさらに促進
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してもよい。
【０１２９】
　本明細書に記載される葉緑体標的の様々な組み合わせが具体的に示され、本明細書に記
載される他の形態と組み合わせてもよい。例えば、テルペンシンターゼを符号化するヌク
レオチド配列を、葉緑体標的配列を符号化するヌクレオチド配列に操作により連結しても
よい。宿主細胞に、葉緑体にターゲットされるリモネンシンターゼを符号化する発現ベク
ターを形質転換してもよく、リモネンシンターゼは符号化するが葉緑体にターゲットさせ
る配列はコードしない発現ベクターを形質転換した宿主細胞に比べてより多くのリモネン
シンターゼさせてもよい。向上したリモネンシンターゼの発現によりリモネンをより少な
くしか生産しない宿主細胞に比べてリモネンのより多くを生産させてもよい。
【０１３０】
　さらに他の形態では、基質として生物によって天然に生産する前駆体を用いて生物が天
然には生産しない製品（例えば、燃料製品、芳香製品、殺虫剤製品）を生産する酵素を符
号化するヌクレオチド配列を有する発現ベクターを、葉緑体にターゲットを絞らせてもよ
い。酵素を葉緑体にターゲットすることによって、製品の生産は、酵素を発現するが葉緑
体にターゲットされない宿主細胞に比べて多くしてもよい。理論によって制限されず、こ
れは、葉緑体中に生産されている前駆体の増加によるものであってもよく、ゆえに、より
多くの製品が導入されたヌクレオチド配列によって符号化される酵素によって生産されて
もよい。
【０１３１】
　方法
　製品（例えば、燃料製品、芳香製品、殺虫剤製品）を、本明細書における核酸の一以上
で形質転換された無維管束生物を生育／培養する工程を有する方法によって生産してもよ
い。本明細書における方法は、さらに、上記生物を形質転換することを有していてもよい
。形質転換は、当該分野において既知のまたは本明細書に記載される方法を用いて行われ
うる。本明細書における方法は、さらに、生物によって生産される製品を集める方法を有
していてもよい。
【０１３２】
　本明細書における方法は、さらに、燃料ガス等の、無機炭素源を生物に提供する工程を
有していてもよい。ある事例では、無機炭素源は、製品（例えば、燃料製品）を生産する
のに必要なすべての炭素を提供する。生育／培養工程は、好ましくは、無機物および／ま
たはビタミンを有する培地など、適当な培地中で行われる。
【０１３３】
　関連するさらに異なる態様では、光合成生物に発現ベクターを形質転換し、該生物を生
育させ、さらに該生物から製品を集めることを有する、製品（例えば、燃料製品、芳香製
品、殺虫剤製品）を製造する方法が提供される。発現ベクターは、具体的には、本明細書
に記載される発現ベクターであり、光合成生物による分子の製造を向上するまたは可能に
する強さで、生物に別の生合成能を付与するまたは生物内の既存の生合成経路を修飾する
のに特に使用される。
【０１３４】
　本明細書における方法は、燃料、芳香剤、及び殺虫剤等の、製品を製造するのに有用な
遺伝子を選択し、生合成生物の細胞にこのような遺伝子を形質転換し、さらに製品を製造
されるのに適当な条件下でこのような生物を生育させることを有する。生物は、公知の発
酵バイオリアクターで培養でき、この発酵バイオリアクターとしては、以下に制限されな
いが、バッチ、フェッド－バッチ、細胞リサイクル、及び連続発酵槽が挙げられる。さら
に、生物を光バイオリアクターで生育させてもよい（例えば、米国特許出願公開第２００
５／０２６０５５３号；米国特許第５，９５８，７６１；米国特許第６，０８３，７４０
号を参照）。また、培養は、振盪フラスコ、試験管、マイクロタイタープレート、及びペ
トリ皿で行ってもよい。培養は、組み換え細胞に適する温度、ｐＨ、及び酸素含量で行わ
れる。このような培養条件は、当業者の専門知識の範囲内に十分含まれる。
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【０１３５】
　宿主生物はまた、陸上で、例えば、埋立地で生育するものであってもよい。ある形態で
は、宿主生物は、エタノール製造プラントまたはＣＯ2を発生する他の施設もしくは地域
（例えば、町、高速道路など）の近くで生育するものであってもよい。このように、本明
細書における方法は、エタノール製造プラント近くで本明細書に記載される修飾生物の一
以上を生育させることによって燃料を生産しながら、炭素クレジットをエタノールプラン
トまたはＣＯ2を発生する他の施設もしくは領域に販売するビジネス方法を包含する。
【０１３６】
　さらに、生物は、池、海洋、海、川、水分の多い土壌開放水域で生育するものであって
もよい。水中で生育する場合には、生物は、レゴ様粒子を構成する物体のようなハローに
含まれてもよい。ハロー物体は、藻を取り巻き、藻を解放太陽光に保持しつつ水面下から
栄養を保持させることができる。
【０１３７】
　ある形態では、生物は、各容器が１もしくは２または複数の生物を含む容器中で生育さ
せてもよい。容器は、水面に浮く構造を有していてもよい。例えば、容器は、空気及び水
の組み合わせで満たし、容器及び容器中の宿主生物を浮かせてもよい。ゆえに、新鮮な水
中で生育するのに使用される宿主生物は塩水（例えば、海洋）中で生育しても、また、逆
でもよい。このメカニズムは、容器にダメージがある場合には、生物の自然死を可能にす
る。
【０１３８】
　ある形態では、複数の容器は、上記したような内に含まれてもよい。例えば、１００、
１，０００、１０，０００、１００，０００、または１，０００，０００以下の容器をハ
ロー様構造物１ｍ2に配置してもよい。
【０１３９】
　ある実施形態では、製品（例えば、燃料製品、芳香製品、殺虫剤製品）を、生物を集め
ることによって集める。次に、製品を生物から抽出する。
【０１４０】
　ある実施形態では、製品（例えば、燃料製品、芳香製品、殺虫剤製品）の発現は誘導性
である。製品は、発現するように誘導される。発現は、光で誘導されてもよい。さらに他
の実施形態では、製品の製造は自動調節可能である。製品は、製品（例えば、燃料製品、
芳香製品、殺虫剤製品）が特定レベルに到達すると、製品の発現が阻害される、フィード
バックループを形成してもよい。他の実施形態では、生物の代謝産物のレベルが製品の発
現を阻害する。例えば、エネルギー製造の増加により製品を発現した結果生物によって製
造される内因性ＡＴＰは、製品の発現を阻害するフィードバックループを形成してもよい
。さらに他の実施形態では、製品の製造は、例えば、光または外因性物質によって、誘導
性であってもよい。例えば、宿主生物で製品を製造する発現ベクターは、外因性物質によ
って活性化するまたは不活性化する誘導性調節制御配列を有していてもよい。
【０１４１】
　また、本明細書に記載される方法またはプロセスは、新規な遺伝子／発現ベクターが本
明細書に記載される燃料製品のいずれかを生産するためのスクリーニング方法にも関する
。このような方法は、（１）候補となる核酸の発現ベクターを光合成生物に挿入し、（２
）これから製造される推定上の燃料製品を集め、（３）この推定上の燃料製品を質量分析
計に適用して、推定上の燃料製品の特性、およびこれが燃料製品として使用できるか否か
を決定する工程を有する。ある実施形態では、工程（２）は、既知の燃料製品を集め、候
補となる発現ベクターが候補となる発現ベクターなしの場合の光合成生物に比べて燃料製
品の製造を向上するかどうかを含んでもよい。
【０１４２】
　ＩＩＩ．ビジネス方法
　また、本明細書では、組成物のδ13Ｃ分布の測定結果を得；前記組成物のδ13Ｃ分布を
参照δ13Ｃ分布と比較し；さらに前記組成物のδ13Ｃ分布が前記参照δ13Ｃ分布未満であ
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る場合には、炭素クレジットを、前記組成物の所有者または使用者である事業体に販売す
ることを有する、炭素クレジット販売のビジネス方法が提供される。ある形態では、参照
δ13Ｃ分布は約－３２‰である。他の実施形態では、参照δ13Ｃ分布は、石油のδ13Ｃ分
布の最大値である。さらに他の場合では、参照δ13Ｃ分布は、約－３２‰、－３５‰、－
４０‰、－４５‰、－５０‰、－５５‰、または－６０‰である。上記方法は、さらに、
測定結果を用いて組成物を標識化することを有してもよい。上記方法は、さらに、組成物
を追跡することを有してもよい。
【０１４３】
　燃料製品を生産するのに使用される無維管束光合成生物を成長させる団体に炭素クレジ
ットを提供することを有するビジネス方法もまた提供される。ある形態では、光合成生物
は、遺伝子が修飾される。燃料製品の製造方法は、現在の方法に対して燃料製品を生成す
るより環境に優しい可能性のある方法を提供する。このように、本明細書に記載される方
法および組成物は、炭素クレジットに関する交換におけるビジネス方法に使用されてもよ
い。
【０１４４】
　炭素クレジットは、ある関連する主権団体（ｓｏｖｅｒｅｉｇｎ　ｅｎｔｉｔｙ）（以
下に制限されないが、地方の、多国籍の、または国際連合または欧州連合等の他の国際機
関に加えて、町（法人及び非法人の自治体双方を含むすべての大きさ及びタイプの自治体
を含む）、国、州もしくは地方、または国家）によって認められる、認可される、もしく
は承認されるまたは認められている、認可されている、もしくは承認されている容認（ａ
ｌｌｏｗａｎｃｅ）、許可（ｐｅｒｍｉｔ）、クレジット（ｃｒｅｄｉｔ）などであって
もよい。
【０１４５】
　炭素クレジットは、規制機関または行政法人から直接実質的に受け入れられていてもよ
い。他の場合では、炭素クレジットは間接的に受け入れられてもよく、例えば、本明細書
おける方法または組成物を用いた団体が、規制機関から直接炭素クレジットを受け入れて
、次に、この炭素クレジットを他の団体に移してもよい。炭素クレジットの移動は、所定
のプロセスに関連して、燃料製品を製造するのに使用された遺伝的に修飾された無維管束
光合成生物を用いた製品であってもよい。
【０１４６】
　例えば、エンドユーザーのモバイルプラットフォームでの消費のために分布する消費可
能な製品を提供する第１の団体が同定されてもよく、この際、消費可能な製品の消費およ
び／または製造は相当する結果として得られる放出を含む。例えば、ディーゼル燃料の燃
焼により、しばしば、相当する窒素酸化物が環境に放出され、ガソリンの燃焼により、し
ばしば、相当する硫黄酸化物が環境に放出される。
【０１４７】
　第１の団体は、上記無維管束光合成生物を用いたその製品の製造方法を採用する、また
はその組成物に上記無維管束光合成生物によって生成する製品を使用して、これにより例
えば、ディーゼル燃料、ガソリン、ジェット燃料などを生成する公知の方法に比べて環境
への有害な影響を少なくする。ゆえに、方法は、最終産物の環境への効果を相殺する。次
に、第１の団体は、全放出の減少の結果、炭素、または放出、クレジットを受けてもよい
。炭素クレジットは、規制機関または行政機関から受けてもよく、または第２の団体から
第１の団体へ移してもよく、この際、第２の団体は無維管束光合成生物または無維管束光
合成生物の製品を第１の団体に売ってもよい。
【０１４８】
　炭素クレジットは、実質的に流動性のある通貨代替物に交換されてもよい。例えば、炭
素クレジットは、現金、小切手などの、現金同等物に交換されてもよい。炭素クレジット
はまた、知的所有権に関する合法的地位、例えば、以下に制限されないが、譲渡またはラ
イセンスに交換されてもよい。炭素クレジットはまた、政府の租税補助金または所定の市
場の購入者への接近手段に交換されてもよい。炭素クレジットはまた、生物を成長させる
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ことを含まないものなどの、他の炭素放出プロセスの使用に交換されてもよい。例えば、
ある団体が、例えば、一か月または一年の期間放出してもよいが、期限を超えると罰金ま
たはペナルティーを科されるという限られた数の放出権を有していてもよい。しかしなが
ら、炭素クレジットでは、その期限を超えた団体が罰金またはペナルティーを相殺するた
めに炭素クレジットを交換してもよいまたはその団体が発生させる特定放出量を測定する
際に考慮されてもよい。
【０１４９】
　本ビジネス方法はまた、炭素クレジットを販売しながら、燃料製品、芳香剤等の製品を
製造することを包含する。
【０１５０】
　本明細書におけるビジネス方法はまた、芳香剤や殺虫剤等の燃料製品以外の製品を販売
することを包含する。炭素クレジットを使用することに関わるものなどの、燃料製品に関
連するビジネス方法はまた、他のタイプの有用な製品及び材料の製造に関する。
【０１５１】
　本明細書で提供される別の方法としては、組成物のδ13Ｃ分布の測定結果を得；前記測
定結果を用いて前記組成物を標識化することを有する、組成物の標識化方法がある。ある
実施形態では、標識化は、組成物のδ13Ｃ分布を示すことを有する。ある実施形態では、
標識化は、組成物のδ13Ｃ分布を示し、この際の組成物のδ13Ｃ分布の測定結果は－３２
‰未満である。ある形態では、組成物は、燃料成分を含んでもよい燃料製品である。標識
化は、物質のラベル（ｐｈｙｓｉｃａｌ　ｌａｂｅｌ）を組成物に付加してもまたは物質
のラベルを組成物を含むパッケージに付加してもよい。標識化工程は、コンピューターで
解読可能なラベルおよび／または再生可能資源を示すラベルを有していてもよい。態様に
よっては、本明細書に記載される方法は、さらに、組成物を追跡する工程を有していても
よい。ある形態では、上記追跡は、１）未知の組成物の炭素同位体分布を上記測定結果と
比較し；２）組成物の位置を同定し、および／または；３）コンピューターシステムを用
いて組成物をモニターすることを有していてもよい。
【０１５２】
　本発明の具体的な実施形態を本明細書で示し、説明してきたが、このような実施形態は
例示によってのみ提供されることは当業者には自明であろう。多数のバリエーション、変
更、および置換が本発明から逸脱しないかぎり当業者に起こるであろう。本明細書に記載
される本発明の実施形態の様々な置換が本発明を実施するにあたって使用されてもよいと
、理解されるべきである。
【実施例１】
【０１５３】
　Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉにおけるモノテルペンシンターゼの製造
　本実施例では、Ｍ．ｓｐｉｃａｔａ由来のリモネンシンターゼを符号化する核酸を、Ｃ
．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉに導入した。形質転換用ＤＮＡを模式的に図１Ａに示す。この
例において、「トランス遺伝子」で示されるセグメントは、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ
由来のｐｓｂＡ遺伝子用の５’ＵＴＲおよびプロモーター配列、並びに、Ｃ．ｒｅｉｎｈ
ａｒｄｉｔｉｉ由来のｐｓｂＡ遺伝子用の３’ＵＴＲにより制御されるリモネンシンター
ゼを符号化する遺伝子であり、「選択可能マーカー」で示されるセグメントは、細菌由来
のカナマイシン耐性コード遺伝子であり、これはＣ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ由来のａｔ
ｐＡ遺伝子用の５’ＵＴＲおよびプロモーター配列、並びに、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉ
ｉ由来のｒｂｃＬ遺伝子用の３’ＵＴＲにより制御されている。このトランス遺伝子カセ
ットは、「ホモロジーＡ」および「ホモロジーＢ」で示されるセグメントを介してＣ．ｒ
ｅｉｎｈａｒｄｔｉｉのｐｓｂＡ領域に標的化されており、これらのセグメントはそれぞ
れ５’末端および３’末端のｐｓｂＡ領域に位置するＤＮＡの配列と同一である。この形
質転換ＤＮＡの構築において行なったすべてのＤＮＡ操作は、実質的にＳａｍｂｒｏｏｋ
　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
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ｒｅｓｓ　１９８９）およびＣｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚｙｍｏｌ
．　２９７，　１９２－２０８，　１９９８に記載されている。
【０１５４】
　これらの実験について、すべての形質転換はＣ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ株１３７ｃ（
ｍｔ＋）に対して行なった。細胞を、０．５ｍＭ　５－フルオロデオキシウリジンの存在
下、ＴＡＰ培地（本明細書に参照により引用される、Ｇｏｒｍａｎ　ａｎｄ　Ｌｅｖｉｎ
ｅ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　５４：１６６５－１
６６９，　１９６５）中で２３℃にて４５０ルクスの一定照度のもと、１００ｒｐｍに設
定されたロータリーシェーカー上で後期対数期まで（約７日間）増殖させた。この細胞５
０ｍＬを、２３℃にて５分間、４０００×ｇの遠心分離により回収した。上清をデカント
により除去し、４ｍＬのＴＡＰ培地に細胞を再懸濁させて、その後の粒子衝突による葉緑
体の形質転換（Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　ｓｕｐｒａ，　１９９８）に用いた。すべ
ての形質転換は、カナマイシン選択（１００μｇ／ｍＬ）のもとで行なわれた。この耐性
は、図１Ａにおける「選択可能マーカー」（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　Ｓｔｏｃｋ　
Ｃｅｎｔｅｒ，　Ｄｕｋｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）で示されるセグメントにより符号化
される遺伝子により与えられたものである。
【０１５５】
　形質転換された株の同定にはＰＣＲを用いた。ＰＣＲ分析用には、１０6個の藻細胞（
寒天プレートまたは液体培地から）を１０ｍＭ　ＥＤＴＡに懸濁させ、９５℃で１０分間
加熱した後、２３℃付近まで冷却した。反応緩衝液、ＭｇＣｌ2、ｄＮＴＰ、ＰＣＲプラ
イマー対、ＤＮＡポリメラーゼ、および水からなるＰＣＲカクテルを調製した。ＥＣＴＡ
中の藻溶解物を添加して、反応用のテンプレートとして用いた。添加したＥＤＴＡ中の藻
溶解物の量および濃度を補償するためには、マグネシウム濃度を変化させる。アニーリン
グ温度の勾配を用いて、特定のプライマー対に対する最適アニーリング温度を決定した。
【０１５６】
　リモネンシンターゼ遺伝子を含有する株を同定する目的で、プライマー対を用いた。こ
のプライマー対のうちの１つはｐｓｂＡの５’ＵＴＲ内の領域にアニールし、他方のプラ
イマーはリモネンシンターゼコードセグメント内にアニールする。所望のクローンでは、
予想されたサイズのＰＣＲ産物が得られる。内因性の遺伝子座が置換された程度（ヘテロ
プラズミック対ホモプラズミック）を決定すべく、２セットのプライマー対を含むＰＣＲ
反応を行なった（同じ反応）。第１のプライマー対は、発現ベクターにより標的化された
内因性領域を増幅するもので、ｐｓｂＡの５’ＵＴＲ内にアニールするプライマーおよび
ｐｓｂＡのコード領域内にアニールするプライマーからなる。第２のプライマー対は、発
現ベクターにより標的化されていない、定常の（つまり、コントロールの）領域を増幅す
るものであり、よってすべての場合において予想されたサイズの産物を生成するはずであ
る。この反応により、ＰＣＲ反応を阻害する細胞および／またはその他の汚染物質により
内因性領域からのＰＣＲ産物の不存在が生じたのではなかったことを確認する。プライマ
ー対の濃度を変化させて、双方の反応を同一のチューブ内で進行させるが、内因性領域用
のプライマー対の濃度は定常領域用のプライマー対濃度の５倍である。感度を上げるため
、３０を超えるサイクル数を用いた。最も望まれるクローンは、定常領域に対しては産物
を生成するが内因性の遺伝子座に対しては生成しないものである。コントロール反応に対
して内因性の遺伝子座の産物の強度が低いものもまた、望まれるクローンである。
【０１５７】
　リモネンシンターゼの発現用のＣ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉの形質転換体の培養は、特
に記載しない限り、液体ＴＡＰ培地中、２３℃で、暗所において１００ｒｐｍに設定され
たロータリーシェーカー上で行なった。回収前の少なくとも４８時間は、培養を１×１０
7細胞／ｍＬに維持した。
【０１５８】
　形質転換された藻細胞においてリモネンシンターゼ遺伝子がリモネンシンターゼの発現
を誘導したかどうかを調べるために、双方の可溶性タンパク質を免疫沈降させて、ウエス
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タンブロットにより可視化した。概説すれば、５００ｍＬの藻細胞培養物を４℃にて１５
分間、４０００×ｇの遠心分離により回収した。上清をデカントにより除去し、細胞を１
０ｍＬの溶解緩衝液（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ＝８．０、３００ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ、２％Ｔｗｅｅｎ－２０）に再懸濁させた。超音波（３５％強度で１０×３０秒）に
よって細胞を溶解させた。溶解物を４℃にて１時間、１４０００×の遠心分離によって清
浄化させた。上清を除去し、４℃にて１０時間、抗ＦＬＡＧ抗体共役アガロース樹脂とと
もにインキュベートした。重力濾過によって溶解物から樹脂を分離し、洗浄緩衝液（１０
０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ＝８．０、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、２％Ｔｗｅｅｎ－２
０）を用いて３回洗浄した。複数のサンプルのウエスタンブロット解析による結果（図２
）から、リモネンシンターゼが実際に製造されていることがわかる。
【０１５９】
　藻の葉緑体で製造されたリモネンシンターゼが機能を有する酵素であるかどうかを調べ
るために、ＧＰＰからのリモネンの生成を評価した。概説すれば、５０μＬのリモネンシ
ンターゼ結合アガロース（上記で調製したのと同一のサンプル）を、３００μＬの反応緩
衝液（２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ＝７．２、１００ｍＭ　ＫＣｌ、１０ｍＭ　ＭｎＣｌ

2、１０％グリセロール、および５ｍＭ　ＤＴＴ）に０．３３ｍｇ／ｍＬ　ＧＰＰととも
に懸濁させて、ガラスバイアルに移した。反応をヘプタンで重層し、２３℃にて１２時間
インキュベートした。反応を停止させ、混合物をボルテックスにより抽出した。０．１ｍ
Ｌのヘプタンを除去し、サンプルをＧＣ－ＭＳにより分析した。結果を図３に示す。
【０１６０】
　粗細胞溶解物からのリモネンシンターゼの活性についても評価した。概説すれば、５０
ｍＬの藻細胞培養物を４℃にて１５分間、４０００×ｇの遠心分離により回収した。上清
をデカントにより除去し、細胞を０．５ｍＬの反応緩衝液（２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ
＝７．２、１００ｍＭ　ＫＣｌ、１０ｍＭ　ＭｎＣｌ2、１０％グリセロール、および５
ｍＭ　ＤＴＴ）に再懸濁させた。超音波（３５％の強度で１０×３０秒）によって細胞を
溶解させた。溶解物に０．３３ｍｇ／ｍＬのＧＰＰを添加し、混合物をガラスバイアルに
移した。反応をヘプタンで重層し、２３℃にて１２時間インキュベートした。反応を停止
させ、混合物をボルテックスにより抽出した。０．１ｍＬのヘプタンを除去し、サンプル
をＧＣ－ＭＳにより分析した。結果を図３に示す。
【実施例２】
【０１６１】
　Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉにおけるＦＰＰシンターゼおよびセスキテルペンシンター
ゼの製造
　本実施例では、Ｇ．ｇａｌｌｕｓ由来のＦＰＰシンターゼ、およびＯ．ｂａｓｉｌｉｃ
ｕｍ由来のジンギベレンシンターゼを符号化する核酸を、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉに
導入した。形質転換用のＤＮＡを模式的に図１Ｃに示す。この例において、「トランス遺
伝子１」で示されるセグメントは、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ由来のｐｓｂＤ遺伝子用
の５’ＵＴＲおよびプロモーター配列、並びに、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｉｔｉｉ由来のｐ
ｓｂＡ遺伝子用の３’ＵＴＲにより制御されるＦＰＰシンターゼを符号化する遺伝子であ
り、「トランス遺伝子２」で示されるセグメントは、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ由来の
ｐｓｂＤ遺伝子用の５’ＵＴＲおよびプロモーター配列、並びに、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄ
ｉｔｉｉ由来のｐｓｂＡ遺伝子用の３’ＵＴＲにより制御されるジンギベレンシンターゼ
を符号化する遺伝子であり、「選択可能マーカー」で示されるセグメントは、細菌由来の
カナマイシン耐性コード遺伝子であり、これはＣ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ由来のａｔｐ
Ａ遺伝子用の５’ＵＴＲおよびプロモーター配列、並びに、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ
由来のｒｂｃＬ遺伝子用の３’ＵＴＲにより制御されている。このトランス遺伝子カセッ
トは、「ホモロジーＣ」および「ホモロジーＤ」で示されるセグメントを介してＣ．ｒｅ
ｉｎｈａｒｄｔｉｉの３ＨＢ領域に標的化されており、これらのセグメントはそれぞれ５
’末端および３’末端の３ＨＢ領域に位置するＤＮＡの配列と同一である。この形質転換
ＤＮＡの構築において行なったすべてのＤＮＡ操作は、実質的にＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ
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　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓ
ｓ　１９８９）およびＣｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚｙｍｏｌ．　２
９７，　１９２－２０８，　１９９８に記載されている。
【０１６２】
　これらの実験について、すべての形質転換はＣ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ株１３７ｃ（
ｍｔ＋）に対して行なった。細胞を、０．５ｍＭ　５－フルオロデオキシウリジンの存在
下、ＴＡＰ培地（本明細書に参照により引用される、Ｇｏｒｍａｎ　ａｎｄ　Ｌｅｖｉｎ
ｅ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，　ＵＳＡ　５４：１６６５－１
６６９，　１９６５）中で２３℃にて４５０ルクスの一定照度のもと、１００ｒｐｍに設
定されたロータリーシェーカー上で後期対数期まで（約７日間）増殖させた。この細胞５
０ｍＬを、２３℃にて５分間、４０００×ｇの遠心分離により回収した。上清をデカント
により除去し、４ｍＬのＴＡＰ培地に細胞を再懸濁させて、その後の粒子衝突による葉緑
体の形質転換（Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　ｓｕｐｒａ，　１９９８）に用いた。すべ
ての形質転換は、カナマイシン選択（１００μｇ／ｍＬ）のもとで行なわれた。この耐性
は、図１Ｃにおける「選択可能マーカー」（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　Ｓｔｏｃｋ　
Ｃｅｎｔｅｒ，　Ｄｕｋｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）で示されるセグメントにより符号化
される遺伝子により与えられたものである。
【０１６３】
　形質転換された株の同定にはＰＣＲを用いた。ＰＣＲ分析用には、１０6個の藻細胞（
寒天プレートまたは液体培地から）を１０ｍＭ　ＥＤＴＡに懸濁させ、９５℃で１０分間
加熱した後、２３℃付近まで冷却した。反応緩衝液、ＭｇＣｌ2、ｄＮＴＰ、ＰＣＲプラ
イマー対、ＤＮＡポリメラーゼ、および水からなるＰＣＲカクテルを調製した。ＥＣＴＡ
中の藻溶解物を添加して、反応用のテンプレートとして用いた。添加したＥＤＴＡ中の藻
溶解物の量および濃度を補償するためには、マグネシウム濃度を変化させる。アニーリン
グ温度の勾配を用いて、特定のプライマー対に対する最適アニーリング温度を決定した。
ＦＰＰシンターゼ遺伝子を含有する株を同定する目的で、プライマー対を用いた。このプ
ライマー対のうちの１つはｐｓｂＤの５’ＵＴＲ内の領域にアニールし、他方のプライマ
ーはＦＰＰシンターゼコードセグメント内にアニールする。ジンギベレンシンターゼ遺伝
子を含有する株を同定する目的で、プライマー対を用いた。このプライマー対のうちの１
つはｐｓｂＤの５’ＵＴＲ内の領域にアニールし、他方のプライマーはジンギベレンシン
ターゼコードセグメント内にアニールする。所望のクローンでは、予想されたサイズのＰ
ＣＲ産物が得られる。内因性の遺伝子座が置換された程度（ヘテロプラズミック対ホモプ
ラズミック）を決定すべく、２セットのプライマー対を含むＰＣＲ反応を行なった（同じ
反応）。第１のプライマー対は、発現ベクターにより標的化された内因性領域を増幅する
ものである。第２のプライマー対は、発現ベクターにより標的化されていない、定常の（
つまり、コントロールの）領域を増幅するものであり、よってすべての場合において予想
されたサイズの産物を生成するはずである。この反応により、ＰＣＲ反応を阻害する細胞
および／またはその他の汚染物質により内因性領域からのＰＣＲ産物の不存在が生じたの
ではなかったことを確認する。プライマー対の濃度を変化させて、双方の反応を同一のチ
ューブ内で進行させるが、内因性領域用のプライマー対の濃度は定常領域用のプライマー
対濃度の５倍である。感度を上げるため、３０を超えるサイクル数を用いた。最も望まれ
るクローンは、定常領域に対しては産物を生成するが内因性の遺伝子座に対しては生成し
ないものである。コントロール反応に対して内因性の遺伝子座の産物の強度が低いものも
また、望まれるクローンである。
【０１６４】
　ＦＰＰシンターゼおよびジンギベレンシンターゼの遺伝子によってＦＰＰシンターゼお
よびジンギベレンシンターゼの酵素の発現が誘導されていることを確認すべく、ウエスタ
ンブロットを行なった。約１×１０8個の藻細胞をＴＡＰ寒天培地から回収し、０．０５
ｍＬの溶解緩衝液（Ｂｕｇｂｕｓｔｅｒ，　Ｎｏｖａｇｅｎ）に懸濁させた。溶液を９５
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℃まで５分間加熱し、次いで２３℃まで冷却した。溶解物をローディング緩衝液（ＸＴサ
ンプル緩衝液、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）と３：１で混合し、サンプルを９５℃まで１分間加熱し
、２３℃まで冷却し、不溶性タンパク質を遠心分離により除去した。可溶性タンパク質を
ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、次いでＰＶＤＦ膜に転写した。この膜をＴＢＳＴ＋５％
乾燥脱脂乳で２３℃にて３０分間ブロックし、抗ＦＬＡＧ抗体（ＴＢＳＴ＋５％乾燥脱脂
乳中、１：２５００希釈）とともに４℃にて１０時間インキュベートし、ＴＢＳＴで３回
洗浄し、セイヨウワサビ共役抗マウス抗体（ＴＢＳＴ＋５％乾燥脱脂乳中、１：５０００
希釈）とともに２３℃にて１時間インキュベートし、ＴＢＳＴで３回洗浄した。化学発光
検出によりタンパク質を可視化した。複数のクローンによる結果（図４）から、Ｃ．ｒｅ
ｉｎｈａｒｄｔｉｉ細胞におけるＧＰＰシンターゼ遺伝子の発現により該タンパク質の製
造がもたらされていることがわかる。
【０１６５】
　特に記載しない限り、ＦＰＰシンターゼおよびジンギベレンシンターゼの発現のための
Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ形質転換体の培養を、液体ＴＡＰ培地中、２３℃にて、５０
００ルクスの一定照度のもと、１００ｒｐｍに設定されたロータリーシェーカー上で行な
った。回収前の少なくとも４８時間は、１×１０7細胞／ｍＬの密度に培養を維持した。
【０１６６】
　藻の葉緑体において生成したＦＰＰシンターゼおよびジンギベレンシンターゼが機能す
るかどうかを調べる目的で、ＤＭＡＰＰおよびＩＰＰからのセスキテルペンの生成を評価
した。概説すれば、５０ｍＬの藻細胞培養物を、４℃にて１５分間、４０００×ｇの遠心
分離により回収した。上清をデカントにより除去し、細胞を０．５ｍＬの反応緩衝液（２
５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ＰＨ＝７．２、１００ｍＭ　ＫＣｌ、１０ｍＭ　ＭｎＣｌ2、１０
％グリセロール、および５ｍＭ　ＤＴＴ）に再懸濁させた。超音波（３５％の強度で１０
×３０秒）により細胞を溶解させた。０．３３ｍｇ／ｍＬのＦＰＰを溶解物に添加し、混
合物をガラスバイアルに移した。反応をヘプタンで重層し、２３℃にて１２時間インキュ
ベートした。反応を停止させ、混合物をボルテックスにより抽出した。０．１ｍＬのヘプ
タンを除去し、サンプルをガスクロマトグラフィ－質量分析（ＧＣ－ＭＳ）により分析し
た。
【実施例３】
【０１６７】
　煙道ガスと接触して生長した藻を含むサンプルのδ13Ｃ分布の測定
　液体サンプル用の技術としては、ＥＡ－ＩＲＭＳ（元素分析器－同位体質量分析）を用
いた。この技術では、サンプルおよび対照をカプセル中に秤量し、封止し、ユーロパサイ
エンティフィック元素分析器のオートサンプラー中にロードする。次いでこのサンプルは
、１０００℃に維持された炉内に順に落とされ、酸素の存在下で燃やされる。薄いカプセ
ルは一瞬で燃焼し、サンプル領域の温度は１７００℃にまで上昇する。燃焼ガスをヘリウ
ム流によって燃焼触媒（Ｃｒ2Ｏ3）、銅酸化物ワイヤ（炭化水素を酸化する）、および銀
ウール上を掃引して、硫黄およびハライドを除去する。得られたガスと、Ｎ2、ＮＯx、Ｈ

2Ｏ、Ｏ2、およびＣＯ2を６００℃に維持された純銅ワイヤの還元ステージ中を掃引する
。これにより酸素が除去され、ＮＯx種はＮ2へと変換される。過塩素酸マグネシウムの化
学トラップを用いて水を除去する。１００℃の一定温度に維持された、充填カラムガスク
ロマトグラフを用いて、窒素および二酸化炭素を分離する。得られた二酸化炭素のピーク
をユーロパサイエンティフィック２０－２０ＩＲＭＳのイオン源に導入し、イオン化して
加速させる。異なる質量のガス種を磁場で分離し、これと同時にファラデーカップ収集器
アレイを用いてＣＯ2のアイソトポマーをｍ／ｚ４４、４５および４６で測定する。この
分析はバッチプロセスで進め、参照を分析し、次いで多くのサンプル、次いで他の参照を
分析する。分析に用いた参照用材料はＩＡ－Ｒ００１（Ｉｓｏ－Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ、
常用標準小麦粉、δ13ＣVPDB＝－２６．４３‰）を含んでいた。サンプルの分析時の品質
管理用にはＩＡＥＡ－ＣＨ－６（ＩＡＥＡスクロース標準、δ13ＣVPDB＝－１０．４３‰
）およびＩＡ－Ｒ００５（Ｉｓｏ－Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ、常用標準甜菜糖標準）を測定
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した。ＩＡＥＡ－ＣＨ－６は、国際エネルギー機関（ＩＡＥＡ）により頒布されているラ
ボ間での比較用標準である。ＩＡ－Ｒ００１およびＩＡ－Ｒ００６をＩＡＥＡ－ＣＨ－６
に対して較正すると、追跡可能である。炭素－１３分析に用いた参照用材料は、δ13Ｃ値
が対ＰＤＢで－２８．０６‰のＩｓｏ－Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ鉱油標準（ＩＡ－Ｒ００２
）を含んでいた。ＩＡ－Ｒ００２は許容できるδ13Ｃ値（対ＰＤＢで－２９．８１‰）を
有するＮＢＳ－２２（鉱油；ＩＡＥＡにより頒布されている）に対して追跡可能である。
サンプルの各バッチ分析における品質管理チェック用サンプルとしては、ＩＡ－Ｒ００２
、ＩＡ－Ｒ０２４（Ｉｓｏ－Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ、オリーブ油標準、－２９．２７‰の
δ13Ｃ、ＮＢＳ－２２に対して追跡可能）およびＩＡ－Ｒ０４４（Ｉｓｏ－Ａｎａｌｙｔ
ｉｃａｌ、トウモロコシ油標準、－１６．２７‰のδ13Ｃ、ＮＢＳ－２２に対して追跡可
能）を用いた。
【０１６８】
　二酸化炭素サンプルの分析に用いた技術は、ＧＣ－ＩＲＭＳ（ガスクロマトグラフィ－
同位体比質量分析）であった。この技術では、サンプルガスのアリコートをシリンジおよ
び針を用いてガスバッグ（セプタムが装着されている）から採取する。このガスサンプル
を、二酸化炭素を分解充填カラムガスクロマトグラフ（カラムタイプ：Ｐｏｒａｐａｋ　
Ｑ、８０／１００メッシュ、６’×１／４”ＳＳ）に注入し、４０℃の等温ＧＣ温度に維
持する。２０ｐｓｉのカラム圧力で、カラム内の流速は約６０ｍＬ／ｍｉｎであった。得
られたＣＯ2のクロマトグラフィピークをユーロパサイエンティフィック２０－２０ＩＲ
ＭＳのイオン源に導入し、イオン化して加速させる。異なる質量のガス種を磁場で分離し
、これと同時にファラデーカップ収集器アレイを用いて４４、４５および４６の質量を13

Ｃ分析用に測定する。参照用ガス（ＣＯ2）のサンプルを、サンプルと同一の流通パスを
用いてＧＣ－ＩＲＭＳ中に注入する。サンプルガスのδ13Ｃ値の測定に用いた参照用ガス
はＩＡ－Ｒ０６０（δ13Ｃ＝－３５．６３‰（対Ｖ－ＰＤＢ））であった。ＩＡ－Ｒ０６
０は、国際エネルギー機関（ウィーン）により同位体参照用標準として頒布されているＮ
ＢＳ－１９（＋１．９５‰のδ13Ｃ値（対Ｖ－ＰＤＢ））に対して追跡可能である。ＩＡ
－Ｒ０６０のサンプルを、チェックサンプルとして品質管理用のサンプルと併せて分析し
た。
【０１６９】
　穀物（甜菜糖、スクロース、オリーブ油、トウモロコシ油、小麦粉、甘薯糖など）、ガ
スサンプル（大気、煙道ガスなど）、および粗製石油などの種々のサンプル化合物のδ13

Ｃ分布を測定した実験の結果。比較用として、藻サンプル（大気中で成長した藻、二酸化
炭素量が制限された煙道ガス中で成長した藻、および二酸化炭素量が過剰な煙道ガス中で
成長した藻）のδ13Ｃ分布を測定し、本明細書に記載の燃料製品または組成物などの有機
分子への無機炭素源からの炭素の炭素固定の導入を評価した。この結果を図５にまとめた
。
【０１７０】
　通常は大気中で成長する穀物では、平均で－２０．０２‰のδ13Ｃ分布を示した。穀物
のδ13Ｃ分布の値の範囲は、－１０．４３‰（スクロース）～－２９．２８‰（オリーブ
油）であった。穀物に関する他のδ13Ｃ値は、甘薯糖について－１１．６６‰、トウモロ
コシ油について－１６．２２‰、甜菜糖について－２６．０３‰、および小麦粉について
－２６．４７‰であった。これらのδ13Ｃの値はすべて、－３２‰より大きい。
【０１７１】
　粗製石油サンプルについては、９つの異なる源から採取した。原油サンプルの平均δ13

Ｃ値は－２７．７６‰であり、－２６．７７～－３０．１８‰だった。これらの値は、化
石燃料のδ13Ｃ値の既知の値と整合するものである。これらのδ13Ｃの値は－３２‰超の
ことから、煙道ガスまたは本明細書に記載の化石燃料由来の無機炭素源と接触しながらこ
こ最近（５０年以内）に成長した光合成生物から抽出される製品または組成物のδ13Ｃ分
布を示すことはない。
【０１７２】
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　図５に示すように、煙道ガスは－３５．９２‰のδ13Ｃ分布を示した。煙道ガスは、石
油燃料製品または化石燃料製品の燃焼によるものでありうる。比較として、大気のδ13Ｃ
分布は約－８～－８．５‰であると考えられる。
【０１７３】
　フォトバイオリアクター中にガスを泡立て、藻を成長させた。３つの異なるタイプの藻
を成長させ、１つは大気と接触させて、１つは制限された煙道ガスと接触させて、もう１
つは過剰な煙道ガスと接触させて成長させた。例えば、制限された煙道ガス中で成長した
藻には、煙道ガス由来の二酸化炭素を含むガスを泡立て、この際、該ガス中の二酸化炭素
の量は大気中の二酸化炭素の量と同様（つまり、約１％未満）であった。例えば、過剰な
煙道ガス中で成長した藻には、煙道ガス由来の二酸化炭素を含むガスを泡立て、この際、
供給されたガス中の二酸化炭素の量は、ガスの全量に対して約３～７％（つまり、約５％
）であった。また、２つの他の藻サンプル（開放された池における分離施設で制限された
煙道ガス中で成長した藻；および、分離施設で過剰な煙道ガス中で成長した藻）も分析し
た。次いで、この藻サンプルを乾燥し、燃焼させて、本明細書の実施例に記載のように該
サンプルのδ13Ｃ分布を測定した。
【０１７４】
　大気中で、制限された煙道ガス中で、および過剰な煙道ガス中で成長した藻サンプルの
δ13Ｃ分布を測定した結果を図５に示す。大気中で成長した藻のあるサンプルのδ13Ｃ分
布は－１２．９０‰であった。この結果は予想されたものである。これは例えば、上述し
たように、光合成生物は本明細書に記載のＲｕＢｉｓＣＯ酵素によって光合成時には13Ｃ
よりも12Ｃを好むことによる。したがって、光合成生物および有機分子は、無機炭素源の
δ13Ｃ分布よりも小さいδ13Ｃ分布を有するはずである。
【０１７５】
　制限された煙道ガス中で成長した６つの藻サンプルを分析したところ、平均で－２２．
５７‰のδ13Ｃ分布を有し、その範囲は－１４．８７～－３２．０３‰だった。このよう
に分散しているのは、供給された煙道ガスの量、煙道ガスの速度、より効率的な炭素固定
またはＲｕＢｉｓＣＯが可能だったかもしれない藻の種類の違い、または成長時に生物に
照射した光の量などによる可能性がある。一例として、２つの藻サンプルは最大で－１４
．８７‰および－１６．２８‰のδ13Ｃを示したが、これらのサンプルはいずれも、他の
４つのサンプルよりも多い量の重炭酸塩と接触して成長したものである。重炭酸塩は煙道
ガスよりも大きいδ13Ｃ値を有し、かつ、藻にとっての無機炭素源であることから、これ
らの生物における重炭酸塩および煙道ガスの双方の炭素固定により、この値はおそらく、
より小さい。
【０１７６】
　過剰な煙道ガス中で成長した５つの藻サンプルを分析したところ、平均で－５２．０６
‰のδ13Ｃ分布を有し、その範囲は－４０．６５～－５５．３４‰だった。過剰な煙道ガ
スは、化石燃料の燃焼により得られる煙道ガスであった。過剰な煙道ガス中で成長した藻
のδ13Ｃ値はすべて、－３２‰未満である。藻の内部の有機分子は煙道ガスの無機炭素を
用いて炭素固定されたものであり、よって該分子のδ13Ｃ分布は小さく、石油または他の
化石燃料で見られるのよりも小さいδ13分布である。組成物および／または燃料の製品は
－３２‰未満のδ13Ｃ分布（例えば、－４０．６５～－５５．３４‰）を有する藻から抽
出、精製することができる。この組成物は、δ13Ｃ分布が石油における既知のδ13Ｃ分布
および本実施例において測定した石油のδ13Ｃ分布よりも小さいことを除けば、燃料製品
に用いられる石油組成物と同一であるか、または類似していてもよい。
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【手続補正書】
【提出日】平成26年6月5日(2014.6.5)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水素原子および炭素原子を含む分子を含む組成物であって、前記水素原子および炭素原
子は前記組成物の重量の少なくとも８０％であり、前記組成物のδ13Ｃ分布は－３２‰未
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