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(54)名稱 

多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶系統及其用途(二) 

PUFA POLYKETIDE SYNTHASE SYSTEMS AND USES THEREOF 
(57)摘要

本發明係一般性地關於一種分離自或起源自非細菌生物的多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶 

(PKS)系統；關於其同源物；關於編碼此PUFAPKS系統的生物活性區段之分離的核酸分子及重組 

型核酸分子；關於包含PUFAPKS系統之基因改性的生物；關於製得及使用此系統來製造有興趣 

的生物活性分子之方法；及關於用來鑑別具有此PUFAPKS系統的新穎細菌及非細菌微生物之新 

穎的方法。

The invention generally relates to polyunsaturated fatty acid (PUFA) polyketide synthase (PKS) systems 
isolated from or derived from non-bacterial organisms, to homologues thereof, to isolated nucleic acid 
molecules and recombinant nucleic acid molecules encoding biologically active domains of such a PUFA 
PKS system, to genetically modified organisms comprising PUFA PKS systems, to methods of making and 
using such systems for the production ofbioactive molecules of interest, and to novel methods for identifying 
new bacterial and non-bacterial microorganisms having such a PUFA PKS system.
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六、發明說明：

χ裁明師展壬盘科令公】

發明領域

本發明係關於從微生物(包括真核生物，諸如破囊壺菌

5 (Thraustochytrid)微生物)來之多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙

醯合成酶(PKS)系統。更特別地是，本發明係關於一種編碼 

非細菌的PUFA PKS系統之核酸；關於非細菌的PUFA PKS 

系統；關於包含非細菌的PUFA PKS系統之經基因改性的生
• 物；及關於在本文中所揭示的非細菌PUFA PKS系統之製造

10 及使用方法。本發明亦關於一種鑑別包含PUFAPKS系統的 

細菌與非細菌微生物之方法。

L九Μ技阿丁

發明背景

聚乙醯合成酶(PKS)系統一般已在技藝中熟知為源自

15 於脂肪酸合成酶(FAS)系統的酵素複合體，但是其經常高度

地改性以製造典型地會顯示出與脂肪酸有些微相似的特別 

產物。發現者已嘗試開發已於文獻中描述的分屬於三種基 

本型式之聚乙醯合成酶(PKS)系統，其典型地指為：型式Π、 

型式I及組合式(modular)。型式II系統之特徵為可分離的蛋

20 白質，其每個皆可進行一明顯的酵素反應。該些酵素會協 

同地工作以製造出最後產物，且系統的每個各別的酵素在

' 製造最後產物中典型地會參與數次。此型式的系統以類似

於在植物及細菌中發現的脂肪酸合成酶(FAS)系統之方式 

操作。型式I PKS系統類似於型式II系統'該些酵素使用迭 
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代(iterative)方式來製造最後產物。型式I與型式II在酵素活 

性上不同，其不與分離的蛋白質有關，而以較大的蛋白質 

區段(domain)進行。此系統與在動物及真菌中發現的型式I 

FAS系統類似。

比較型式I及II系統，在組合式PKS系統中，每個酵素 

區段在製造最後產物時僅使用一次。該些區段可在非常大 

的蛋白質中發現，且每個反應的產物會傳遞至在PKS蛋白 

質中的另一個區段。額外地，在上述描述的全部PKS系統 

中，若有碳-碳雙鍵併入最後產物，則其總是反式結構。

在上述描述的型式I及型式II PKS系統中，會在每次循 

環中進行相同的反應設定直到獲得最後產物。在生物合成 

程序期間並不允許引進獨特的反應。該組合式PKS系統則 

需要並不使用經濟的迭代反應之巨大蛋白質(即，對每個反 

應需要不同的區段)。額外地*如上述所描述*在先前描述 

的全部PKS系統中，碳-碳雙鍵皆以反式結構引進。

多不飽和脂肪酸類(PUFAs)為大部分真菌類中薄膜脂 

質的重要組分(羅利森(Lauritzen)等人» Prog. Lipid Res. 

401(2001)；麥克康(McConn)等人，植物期刊｛Plant ， 

521(1998))，且為某些荷爾蒙及信號分子的前驅物(海勒 

(Heller)等人，藥物(Drugs)55，487(1998)；奎利爾門 

(Creelman)等人，Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 

48，355(1997))。熟知的PUFA合成途徑包括藉由延長及有 

氧性去飽和反應加工來自脂肪酸合成酶(FAS)的飽和16 : 0 

或18 : 0脂肪酸(縮寫X： Y指為包含X個碳原子及Y個順式雙 
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鍵之醯基；PUFAs的雙鍵位置由雙鍵的系統性亞甲基中斷 

相對於脂肪酸鏈(T3或T6)的甲基碳而指出)(史柏雷求

(Sprecher) > Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care 2，

135(1999):帕客-巴能斯(Parker-Barnes)等人，Proc. Natl.

5 Acad. Sci. USA 97'8284(2000)；仙克寧(Shanklin)等人 'Annu.

Rev. Plant Physiol. Plant Nol. Biol. 49，611(1998))。起始自 

乙醯基-CoA，DHA的合成需要約30個不同的酵素活性及幾 

乎70個反應(包括四個反覆的脂肪酸合成循環步驟)。聚乙醯 

合成(PKSs)會進行某些與FAS相同的反應(哈普伍得

10 (Hopwood)等人'Annu. Rev. Genet. 24，37(1990)；班特利

(Bentley)等人，Annu. Rev. Microbiol. 53，411(1999))及使用 

相同的小蛋白質(或區段)、醯基載體蚤白質(ACP)作為成長 

碳鏈的共價附著位置。但是，在這些酵素系統中，經常省 

略在FAS中看見的還原、脫水及還原之完全循環，所以可產 

15 生高度衍生的碳鏈，其典型地包含許多酮基及魏基基團和

反式結構的碳-碳雙鍵。PKSs的線性產物經常會環化以形成 

複雜的生物化學物，其包括抗生素及許多其它二級產物(哈 

普伍得等人，(1990)前述；班特利等人，(1999)，前述；奇 

聽(Keating)等人，Curr. Opin. Chem. Biol. 3,598(1999)) °

20 非常長鏈之PUFAs(諸如廿二碳六烯酸(DHA ； 22 : 6T3)

及廿十碳五烯酸(EPA ； 20 : 5T3))已報導可來自一些海洋細 

菌物種，包括志瓦菌sp. (Shewanella sp.)(尼丘斯(Nichols) 

等人 5 Curr. Op. Biotechnol. 10，240(1999)；葉日瓦 

(Yazawa) » Lipids 31 - S(1996)；狄龍(DeLong)等人，Appl.
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Environ. Microbiol. 51 ' 730(1986))。從志瓦囲 sp.菌株 

SCRC2738來的基因組片段(選殖為質體pEPA)之分析導致 

鑑別出五個開放性讀碼區(Orfs) ＞總計20Kb，此對在大腸桿 

菌中製造EPA來說是需要且足夠的(葉日瓦，(1996)，如前 

述)。一些預測的蛋白質區段為FAS酵素的同源物，然而其 

它區域則顯示出不與熟知功能的蛋白質同源。根據這些觀 

察及生物化學的研究，已建議在志瓦菌中的PUFA合成包括 

由FAS製造的16-或18-碳脂肪酸之延長，及利用不明瞭的有 

氧性去飽和酶來嵌入雙鍵(瓦塔納貝(Watanabe)等人，J. 

Biochem. 122，467(1997))。對此假設為錯誤的了解乃起始 

自由五個志瓦菌Orfs所譯出的蛋白質序列之再檢查。在五 

個Or fs中的至少11區域可識別為推 斷的酵素區段(參見美茲 

(Metz)等人，Science 293 : 290-293(2001))。當與在基因庫 

中的序列比較時，這些中的七個更強烈地與PKS蛋白質有 

關而超過與FAS蛋白質。包含在此旅群中的為可推定地譯出 

丙二酸單醯基-CoA : ACP轉醯酶(MAT)、3-丙脂醯基-ACP 

合成酶(KS) ' 3-丙脂醯基-ACP還原酶(KR) '轉醯酶(AT)、 

磷酸泛醯硫基乙胺轉位酶、鏈長(或鏈起始)因子(CLF)之區 

段，及六個ACP區段之高度獨特的分子團(即，多於二團簇 

的ACP區段尚未先前地報導有存在於PKS或FAS序列中)。 

但是，此三個區域與細菌的FAS蛋白質更高度地類似。這些 

之一則類 似於近 來描述 的從肺 炎 鏈球菌｛Streptococcus 

pneumoniae)來之抗二氯苯氧氯盼烯醯還原 酶(ER)(喜斯 

(Heath)等人，Nature 406,145(2000))；使用 LALIGN程式(矩
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陣 > BLOSUM50 ；間隔開 口罰分（gap opening penalty），-10 ； 

延長罰分（elongation penalty）-1），比較ORF8胜肽與肺炎鏈 

球菌烯醯還原酶可指出有49%的類似性而超過386aa重疊。 

此二個區域為由允必譯出的大腸桿菌FAS蛋白質之同源 

物，其可催化反-2-癸烯醯-ACP之合成及此產物至順-3-癸烯 

醯-ACP之可逆的異構化反應（喜斯等人，J. Biol. Chem.， 

271，27795（1996））。基於此，看起來似乎是在從志瓦菌來 

的EPA中，其雙鍵至少某些乃由在Orf7中之類FabA的區段 

催化之脫水酶-異構酶機構引進。

懷有pEPA質體而厭氧生長的大腸桿菌細胞會將EPA累 

積至與有氧培養基相同的程度（美茲等人，2001 >前述），此 

指出具氧依賴性的去飽和酶與EPA合成無關。當pEPA引進 

大腸桿菌（其不能合成單不飽和脂肪酸，但生長需要不飽和 

脂肪酸）的元bB-突變物時，所產生的細胞會遺失其脂肪酸營 

養缺陷性（auxotrophy）。它們亦會比其它含pEPA的菌株累積 

有更高程度的EPA，故建議EPA會與內生製造的用來轉染成 

甘油脂之單不飽和脂肪酸競爭。當含pEPA的大腸桿菌細胞 

於[13C]-醋酸酯的存在下生長時，從該些細胞來之經純化的 

EPA之I'C-NMR分析資料可確定EPA的相同性，且提供此脂 

肪酸從乙醯基-CoA及丙二酸單醯基-CoA合成的證據（參見 

美茲等人，2001，前述）。從含pEPA的細胞來之無細 

胞均漿可合成從J4C]-丙二酸單醯基-CoA來的EPA及飽和 

脂肪酸二者。當該均漿分離成200,000xg的高速小粒與無薄 

膜上層液片段時，飽和脂肪酸合成局限在上層液，而與型 

7



1426126

5

10

15

20

式II FAS酵素的可溶本質一致(馬格紐松(Magnuson)等人， 

Microbiol. Rev. 57 > 522(1993)) ° EPA之合成 已發現僅在高 

速小粒片段中，此指示出EPA合成可在不依賴大腸桿菌FAS 

酵素或從細胞質片段來之可溶的中間體(諸如16 : 0-ACP) 

下發生。因為由志瓦菌EPA基因譯出的蛋白質不特別地為 

疏水的，EPA合成活性對此片段的限制可反映出其對與薄 

膜有關的醯基接收分子之需要。額外地，與大腸桿菌FAS 

比較，EPA合成特別地具NADPH依賴性且不需要NADH ° 

這些結果全部與編碼多官能性PKS(其可各自獨立地作用為 

FAS、鏈加長酶及去飽和酶活性，以直接地合成EPA)的pEPA 

基因一致。類似地，已在志瓦菌中鑑別的PUFA合成之PKS 

途徑在海洋細菌中很普遍。與志瓦菌基因團簇具高同源性 

的基因已在深淵發光菌(Photobacterium profundum)(愛倫 

(Allen)等人 5 Appli. Environ. Microbiol. 65 : 1710(1999))及 

在海洋莫瑞特菌{Moritella marina)(海洋弧菌(Vibrio 

marinus})(塔拿卡(Tanaka)等人，Biotechnol. Lett. 21 : 

939(1999))中鑑別出。

對志瓦菌進行生物化學及分子基因分析則可提供聚乙 

醯合成酶(其能合成從丙二酸單醯基-CoA來的PUFAs)具令 

人信服的證據。志瓦菌PKS的EPA合成之完整方法已建議。 

蛋白質區段之鑑別則類似於大腸桿菌FabA蛋白質，且觀察 

到之厭氧發生的細菌EPA合成則可提供順式雙鍵之嵌入乃 

透過雙官能的脫水酶/2-反,3-順異構酶(DH/2,3I)作用而發 

生之機制的證據。在大腸桿菌中，3-順式醯基中間體與丙 

8
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二酸單醯基-ACP之縮合需要特別的丙脂醯基-ACP合成 

酶，此可提供有二個KS存在於志瓦菌基因團中（在Orf5及 

Orf7）之原理。但是» PKS循環會以二個碳增加之方式來延 

長鏈，同時在EP產物中之雙鍵會發生在每第三個碳處。若

5 在EPA之C-14及C-8處的雙鍵由2-反，2-順異構化反應 

（DH/2,2I），接著將該順式雙鍵併入該延長的脂肪酸鏈而產 

生時，則可解決此分離問題。反式雙鍵酵素地轉染至順式 

結構而沒有鍵漂移已熟知會例如在類視色素循環中的11- 

順-視黃醛之合成中發生（珍（Jang）等人，J. Biol. Chem.

10 275，28128（2000））。雖然此酵素功能尚未在志瓦菌PKS中

鑑別，其可歸於未指定的蛋白質區段之一。

在志瓦菌及另一種海洋細菌（海洋弧菌）中的PUFA合成 

之PKS途徑，則詳細地描述在美國專利案號6,140,486中（從 

1998年6月4日申請的美國申請序號09/090,793發證，發表名 

15 稱為''藉由聚乙醯似的合成基因在植物中之表現來製造多

不飽和脂肪酸”，其全文以參考之方式併於本文）。

多不飽和脂肪酸類（PUFAs）視為可有用地用在營養、醫 

藥、工業及其它用途上。從天然來源及化學合成來的PUFAs 

之廣泛供應並不足以應付商業需要。因為對從亞麻油酸 

20 （LA，18 : 2）9,12）（在大部分的植物物種中常見）變換至更飽 

和及較長鏈PUFAs之脂肪酸合成上需要一些分離的去飽和 

酶及鏈加長酶酵素，在設計（engineering）用來表現PUFAs（諸 

如EPA及DHA）之植物宿主細胞時，則需要表現五或六個分 

離的酵素活性以獲得表現性（至少對EPA及DHA）。額外地， 

9
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為了製造有用量的此PUFAs，需要額外的設計成果，例如 

需向下調節酵素對基質的競爭、設計出具有較高的酵素活 

性（諸如藉由致突變）或標的（targeting）質體胞器的酵素。因 

此有興趣的是獲得與從可天然地製造這些脂肪酸的物種之 

PUFA生物合成有關的基因物質，及在可操控以允許製造出 

商業量的PUFAs之異種系統中單獨或組合地表現出該分離 

的物質。

在海洋細菌（諸如志瓦菌及海洋弧菌）中發現的PUFA 

PKS系統（參見美國專利案號6,140,486，同前所述），對商業 

的PUFA製造方法提供了新的對策。但是，這些海洋細菌有 

一些限制，而此限制最後終將限制其在商業上的有用程 

度。首先，雖然美國專利案號6,140,486揭示出海洋細菌 

PUFAPKS系統可使用來基因地改性植物，因為海洋細菌天 

然地生活及生長在冷的海洋環境中，故這些細菌的酵素系 

統在大於30EC時並不會良好地作用。比較上，許多莊稼植 

物（其為有吸引力的使用PUFA PKS系統來基因操控的目標） 

具有在大於30EC的溫度下正常生長的條件，其範圍可到高 

於40EC。因此，海洋細菌PUFA PKS系統並不預期可容易地 

合適於在正常生長條件下的植物表現性。再者，海洋細菌 

PUFA PKS基因（其來自細菌來源）可能不會與真核宿主細胞 

的基因組相容 > 或至少需要明顯地適應以便在真核宿主中 

作用。額外地，熟知的海洋細菌PUFA PKS系統並不會直接 

地製造三酸甘油脂，然而想要的是能直接地製造三酸甘油 

脂，因為三酸甘油脂為一種微生物的脂質儲存產物，因此 
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可以在微生物/植物細胞中累積至非常高的程度（例如最高 

為細胞重量的80-85%）（與“結構”脂質產物（例如磷脂類）相 

反，其通常僅可低程度地累積（例如最大為少於細胞重量的 

10-15%））。

5 因此，在技藝中需要其它具有較大的彈性而可用於商

業用途之PUFA PKS系統。

發明概要

本發明的一個具體實施例係關於一種分離的核酸分

10 子，其包含一種選自下列的核酸序列：（a）—核酸序列，其 

編碼選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編 

號：2、序列辨識編號：4、序列辨識編號：6及其生物活性 

片段；（b）—核酸序列，其編碼選自於由下列所組成之群的 

胺基酸序列：序列辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列

15 辨識編號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編號：20、 

序列辨識編號：22、序列辨識編號：24、序列辨識編號：

26、序列辨識編號：28、序列辨識編號：30、序列辨識編 

號：32及其生物活性片段；（c）一核酸序列，其編碼具有與

（a）之胺基酸序列的至少500個連續胺基酸有至少約60%相

20 同之胺基酸序列，其中該胺基酸序列具有多不飽和脂肪酸 

（PUFA）聚乙醯合成酶（PKS）系統的至少一個區段之生物活 

性；（d）—核酸序列，其編碼與（b）之胺基酸序列有至少約60% 

相同的胺基酸序列，其中該胺基酸序列具有多不飽和脂肪 

酸（PUFA）聚乙醯合成酶（PKS）系統的至少一個區段之生物 
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活性；及（e）—核酸序列，其與核酸序列（a）、（b）、（c）或（d） 

完全地互補。在另一個觀點中，該核酸序列編碼的胺基酸 

序列與下列有至少約70%相同，或至少約80%相同，或至少 

約90%相同：（1）選自於由下列所組成之群的胺基酸序列之 

至少500個連續胺基酸：序列辨識編號：2、序列辨識編號： 

4及序列辨識編號：6 ；及/或（2）—核酸序列，其編碼與選自 

於由下列所組成之群的胺基酸序列有至少約70%相同的胺 

基酸序列：序列辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨 

識編號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編號：20、序 

列辨識編號：22、序列辨識編號：24、序列辨識編號：26、 

序列辨識編號：28、序列辨識編號：30及序列辨識編號： 

32。在一個較佳的具體實施例中，該核酸序列編碼一種選 

自於下列的胺基酸序列：序列辨識編號：2、序列辨識編號： 

4、序列辨識編號：6、序列辨識編號：8、序列辨識編號： 

10、序列辨識編號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編 

號：20、序列辨識編號：22、序列辨識編號：24、序列辨 

識編號：26、序列辨識編號：28、序列辨識編號：30、序 

列辨識編號：32及/或其生物活性片段。在一個觀點中，該 

核酸序列選自於下列：序列辨識編號：1、序列辨識編號： 

3、序列辨識編號：5、序列辨識編號：7、序列辨識編號：

9、序列辨識編號：12、序列辨識編號：17、序列辨識編號： 

19、序列辨識編號：21、序列辨識編號：23、序列辨識編 

號：25、序列辨識編號：27、序列辨識編號：29及序列辨 

識編號：31。
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本發明的另一個具體實施例係關於一種包含如上所述 

之核酸分子的重組型核酸分子，其操作地連結到至少一種 

轉錄控制序列。在另一個具體實施例中，本發明係關於一 

種以上述直接描述之重組型核酸分子來轉染的重組細胞。

5 本發明的更另一個具體實施例係關於一種經基因改性

的微生物，其中該微生物可表現出包含一種具有多不飽和 

脂肪酸（PUFA）聚乙醯合成酶（PKS）系統的至少一個生物活 

性區段之PKS系統。該PUFA PKS系統的至少一個區段可由
• 選自於下列的核酸序列譯岀：⑻一核酸序列，其編碼從破

10 囊壺菌微生物來的多不飽和脂肪酸（PUFA）聚乙醯合成酶 

（PKS）系統之至少一個區段；（b）—核酸序列，其編碼從一微 

生物（其可利用本發明之篩選方法來鑑別）來的PUFA PKS系 

統之至少一個區段；（c）一核酸序列，其編碼選自於由下列 

所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編號：2、序列辨識編

15 號：4、序列辨識編號：6及其生物活性片段；（d） —核酸序 

列，其編碼選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列

• 辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨識編號：13、序

列辨識編號：18、序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、 

序列辨識編號：24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：

20 28、序列辨識編號：30、序列辨識編號：32及其生物活性

片段；（e）—核酸序列，其編碼一胺基酸序列其與選自於由

下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編號：2、序列辨 

識編號：4及序列辨識編號：6之至少500個連續胺基酸有至 

少約60%相同'其中該胺基酸序列具有PUFAPKS系統的至
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少一個區段之生物活性；及，⑴一核酸序列，其編碼與選 

自於由下列所組成之群的胺基酸序列有至少約60%相同之 

胺基酸序列：序列辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列 

辨識編號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編號：20、 

序列辨識編號：22、序列辨識編號：24、序列辨識編號： 

26、序列辨識編號：28、序列辨識編號：30及序列辨識編 

號：32，其中該胺基酸序列具有PUFA PKS系統的至少一個 

區段之生物活性。在此具體實施例中，該微生物經基因地 

改性以影響PKS系統的活性。本發明在上述(b)中提及的篩 

選方法包括：⑴選擇一可製造至少一種PUFA的微生物； 

及，(ii)鑑別從(i)來的微生物，其具有在發酵培養液中於溶 

氧條件少於約飽和的5%下可製造增加的PUFAs之能力，而 

可與在發酵培養液中於溶氧條件大於飽和的5%下由微生 

物製造之PUFAs比較，更佳地為飽和的10%，更佳地大於飽 

和的15%，更佳地大於飽和的20%。

在一個觀點中，該微生物可內生地表現包含該PUFA 

PKS系統的至少一個區段之PKS系統，及其中該基因改性在 

一編碼PUFA PKS系統的至少一個區段之核酸序列中。例 

如，該基因改性可在一能譯出具有至少一種下列蛋白質的 

生物活性之區段的核酸序列中：丙二酸單醯基-CoA : ACP 

轉醯酶(MAT)、玉酮 基醯基-ACP合成酶(KS)、酮 還原酶 

(KR)、轉醯酶(AT)、類FabA的小懇基醯基-ACP脫水酶 

(DH)、磷酸泛醯藐基乙胺轉位酶、鏈長因子(CLF)、醯基載 

體蛋白質(ACP) '烯醯ACP-還原酶(ER)、可催化反-2-癸烯 
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醯-ACP合成的酵素、可催化反-2-癸烯醯-ACP至順-3-癸烯 

醯-ACP之可逆的異構化反應之酵素、及可催化順-3-癸烯醯 

-ACP至順-法生油酸的延長反應之酵素。在一個觀點中，該 

基因改性在一編碼選自於由下列所組成之群的胺基酸序列

5 之核酸序列中：（a）—胺基酸序列，其與選自於由下列所組

成之群的胺基酸序列：序列辨識編號：2、序列辨識編號： 

4及序列辨識編號：6之至少500個連續胺基酸有至少約70% 

相同，較佳地至少約80%相同及更佳地至少約90%相同；其 

中該胺基酸序列具有PUFA PKS系統的至少一個區段之生

10 物活性；及，（b）—胺基酸序列，其與選自於由下列所組成 

之群的胺基酸序列有至少約70%相同：序列辨識編號：8、 

序列辨識編號：10、序列辨識編號：13、序列辨識編號：

18、序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、序列辨識編 

號：24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：28、序列辨

15 識編號：30，及序列辨識編號：32 ＞較佳地至少約80%相 

同及更佳地至少約90%相同；其中該胺基酸序列具有PUFA 

PKS系統的至少一個區段之生物活性。

在一個觀點中，該經基因改性的微生物為一種破囊壺 

菌，其可包括（但是非為限制）選自於下列之屬的破囊壺菌： 

20 裂壺菌屬（Schizochytrium）及破囊壺菌屬。在另一個觀點 

中，該微生物已進一步地基因改性以重組地表現出至少一 

種編碼至少一個從細菌的PUFA PKS系統、從型式I PKS系 

統、從型式II PKS系統及/或從組合式PKS系統來之生物活 

性區段的核酸分子。
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在此具體實施例的另一個觀點中，該微生物可內生地 

表現出一種包含PUFA PKS系統的至少一個生物活性區段 

之PUFA PKS系統，其中該基因改性包含選自於由下列所組 

成之群的重組型核酸分子之表現性：一種編碼至少一個從

5 第二PKS系統來的生物活性區段之重組型核酸分子，及一

種編碼能影響PUFA PKS系統活性之蛋白質的重組型核酸 

分子。較佳地，該重組型核酸分子包含上述描述的核酸序 

列之任何一種。

在此具體實施例的一個觀點中，該重組型核酸分子編

10 碼一種磷酸泛醯疏基乙胺轉位酶。在另一個觀點中，該重 

組型核酸分子包含一種編碼至少一個從細菌的PUFA PKS 

系統、型式IPKS系統、型式II PKS系統及/或組合式PKS系 

統來之生物活性區段的核酸序列。

在此具體實施例的另一個觀點中，該微生物藉由以編

15 碼多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的至少

一個區段之重組型核酸分子轉染而基因地改性。此重組型 

核酸分子可包括任何具有任何上述描述的核酸序列之重組 

型核酸分子。在一個觀點中，該微生物已進一步地基因改 

性以重組地表現出至少一種編碼至少一個從細菌的PUFA

20 PKS系統、型式I PKS系統、型式II PKS系統或組合式PKS 

系統來的生物活性區段之核酸分子 。

本發明的更另一個具體實施例係關於一種經基因改性 

的植物，其中該植物已基因地改性以重組地表現出包含多 

不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的至少一個
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生物活性區段之PKS系統。該區段可由任何上述描述的核 

酸序列譯出。在一個觀點中 > 該植物已進一步地基因改性 

以重組地表現出至少一種編碼至少一個從細菌的PUFA 

PKS系統、型式I PKS系統、型式II PKS系統及組合式PKS

5 系統來的生物活性區段之核酸分子。

本發明的另一個具體實施例係關於一種鑑別具有多不 

飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的微生物之方 

法。該方法包括的步驟有：(a)選擇一可製造至少一種PUFA 

的微生物；及，(b)鑑別從(a)來的微生物，其具有在發酵培 

10 養液中於溶氧條件少於約飽和的5%下可製造增加的PUFAs

之能力，如與在發酵培養液中溶氧條件大於飽和的5%下由 

微生物製造之PUFAs比較，更佳地為飽和的10%，更佳地大 

於飽和的15%及更佳地大於飽和的20%。可製造至少一種 

PUFA且具有在溶氧條件少於約飽和的5%下可製造增加的 

15 PUFAs之能力的微生物可鑑別為包含PUFA PKS系統的候

選生物。

在此具體實施例的一個觀點中，步驟(b)包括鑑別從(a) 

來的微生物，其具有在溶解的氧少於約飽和的2%之條件下 

製造增加的PUFAs之能力 > 及更佳地在溶解的氧少於約飽 

20 和的1%之條件下，甚至更佳地在溶解條件約0%飽和下。

在此具體實施例的另一個觀點中，該在(a)中選擇的微 

生物具有藉由吞噬作用吃掉細菌的能力。在另一個觀點 

中 > 該在(a)中選擇的微生物具有簡單的脂肪酸分佈 

(profile)。在另一個觀點中，該在(a)中選擇的微生物為一種 
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非細菌的微生物。在另一個觀點中，該在（a）中選擇的微生 

物為一種真核生物。在另一個觀點中，該在（a）中選擇的微 

生物為一種破囊壺菌目成員。在另一個觀點中，該在（a）中 

選擇的微生物具有可在溫度大於約15EC下製造PUFAs的能

5 力，較佳地大於約20EC，更佳地丸於約25EC及甚至更佳地 

大於約30EC。在另一個觀點中，該在（a）中選擇的微生物具 

有製造大於生物乾燥重量的5%之有興趣的生物活性化合 

物（例如，脂質）之能力，及更佳地大於生物乾燥重量的 

10%。在更另一個觀點中，該在（a）中選擇的微生物包括大

10 於其總脂肪酸的30%之C14 : 0 > C16 : 0及C16 : 1，同時亦

可製造至少一種具有三個或更多不飽和鍵的長鏈脂肪酸， 

較佳地，該在（a）中選擇的微生物包括大於其總脂肪酸的 

40%之C14 : 0 ' C16 : 0及C16 ：1，同時亦可製至少一種具 

有三個或更多不飽和鍵的長鏈脂肪酸。在另一個觀點中，

15 該在（a）中選擇的微生物包括大於其總脂肪酸的30%之 

C14 ： 0，C16 ： 0及C16 : 1，同時亦可製造至少一種具有四 

個或更多不飽和鍵的長鏈脂肪酸，更佳地同時亦可製造至 

少一種具有五個或更多不飽和鍵的長鏈脂肪酸。

在此具體實施例的另一個觀點中，該方法進一步包含

20 步驟（c）偵測該生物是否包含PUFAPKS系統。在此觀點中，

該偵測步驟可包括偵測一種在微生物中可與能譯出從破囊 

壺菌PUFA PKS系統來的胺基酸序列之核酸序列於嚴苛的 

條件下雜交之核酸序列。再者，該偵測步驟可包括偵測一 

種在該生物中可由從破囊壺菌PUFA PKS系統來的核酸序 
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列來之寡核荘引子放大的核酸序列。

本發明的另一個具體實施例係關於一種可利用上述描 

述的篩選方法鑑別的微生物，其中該微生物已基因地改性 

以調節由PUFA PKS系統製造的分子。

5 本發明的更另一個具體實施例係關於一種由聚乙醯合

成酶系統製造之生物活性分子的製造方法。該方法包括的 

步驟有在可有效地製造該生物活性分子的條件下培養一基 

因改性的生物(其可表現出包含多不飽和脂肪酸(PUFA)聚 

乙醯合成酶(PKS)系統的至少一個生物活性區段之PKS系

10 統)。該PUFA PKS系統的區段可由任何上述描述的核酸序 

列譯出。

在此具體實施例的一個觀點中，該生物可內生地表現 

出包含PUFA PKS系統的至少一個區段之PKS系統，且該基 

因改性在編碼PUFA PKS系統的至少一個區段之核酸序列

15 中。例如 > 該基因改性可改變至少一種由該內生的PKS系 

統所製造之產物，如與野生型生物比較。

在此具體實施例的另一個觀點中，該生物可內生地表 

現出包含PUFA PKS系統的至少一個生物活性區段之PKS 

系統，且該基因改性包含以選自於由下列所組成之群的重

20 紐型核酸分子來轉染該生物：一種編碼從第二PKS系統來

的至少一個生物活性區段之重組型核酸分子，及一種編碼 

會影響PUFAPKS系統活性的蛋白質之重組型核酸分子。例 

如 > 該基因改性可改變至少一種由內生的PKS系統所製造 

之產物，如與野生型生物比較。
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在此具體實施例的更另一個觀點中，該生物可藉由以 

能譯出多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的 

至少一個區段之重組型核酸分子來轉染而基因改性。在另 

一個觀點中，該生物可製造一種與沒有經基因改性之天然

5 發生的生物不同之多不飽和脂肪酸(PUFA)分佈。在另一個 

觀點中，該生物可內生地表現岀一種非細菌的PUFA PKS系 

統，及其中該基因改性包含以從不同的PKS系統來之區段 

取代編碼該非細菌PUFA PKS系統的至少一個區段之核酸 

序列。

10 在更另一個觀點中，該生物可內生地表現出一非細菌

的PUFA PKS系統，其已藉由以編碼能調節由PUFA PKS系 

統製造的脂肪酸之鏈長的蛋白質之重組型核酸分子來轉染 

該生物而改性。例如5該編碼能調節脂肪酸的鏈長之蛋白 

質的重組型核酸分子可取代能在非細菌的PUFA PKS系統

15 中譯出鏈長因子之核酸序列。在另一個觀點中，該可調節 

由PUFA PKS系統製造之脂肪酸的鏈長之蛋白質為一種鏈 

長因子。在另一個觀點中，該可調節由PUFA PKS系統製造 

的蛋白質之脂肪酸的鏈長為一種能指導C20單元合成的鏈 

長因子。

20 在一個觀點中，該生物可耘現出一種在選自於下列的

區段中包含基因改性的非細菌PUFA PKS系統：一個編碼類 

FabA的王幾基醯基-ACP脫水酶(DH)區段之區段，及一個編 

碼3-丙脂醯基-ACP合成酶(KS)旳區段，其中該改性可改變 

由PUFA PKS系統製造的長鏈脂肋酸比率(如與缺乏改性的 
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比較)。在一個觀點中，該改性包含以不具有異構化活性的

DH區段取代在非細菌PUFA PKS系統中之類FabA的二短基 

醯基-ACP脫水酶(DH)。在另一個觀點中，該改性可選自於 

由下列所組成之群：刪除全部或部分區段、以從不同生物

5 來的同源區段取代該區段、及該區段之突變。

在另一個觀點中 > 該生物可表現一PKS系統且該基因 

改性包括以從PUFA PKS系統來之類FabA的于短基醯基 

-ACP脫水酶(DH)區段取代不具有異構化活性的DH區段。

在另一個觀點中'該生物可表現出一包含在烯醯-ACP

10 還原酶(ER)區段中改性的非細菌PUFA PKS系統，其中該改

性可造成製造出不同的化合物(如與缺乏改性的比較)。例 

如，該改性可選自於由下列所組成之群：刪除全部或部分 

的ER區段、以從不同生物來的ER區段取代該ER區段、及該 

ER區段之突變。

15 在一個觀點中，可由本方法製造的生物活性分子包括

(但是非為限制)抗炎性配方、化學治療劑、活性賦形劑、骨 

質疏鬆藥物、抗抑鬱劑、抗驚厥劑、抗幽門桿菌(Heliobactor 

pylori)藥、用來治療神經變性疾病的藥物、用來治療肝退 

化疾病的藥物、抗生素及降低膽固醇配方。在一個觀點中， 

20 該生物活性分子為一種多不飽和脂肪酸(PUFA)。在另一個

觀點中，該生物活性分子為一種包含順式碳-碳雙鍵結構的 

分子。在另一個觀點中，該生物活性分子為一種在每第三 

個碳處包含雙鍵的分子。

在此具體實施例的一個觀點中，該生物為一種微生 
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物，在另一個觀點中，該生物為一種植物。

本發明的另一個具體實施例係關於一種製造與天然發 

生的植物不同之多不飽和脂肪酸(PUFA)分佈的植物之方 

法，其包括基因地改性該植物的細胞以表現出包含至少一

5 種具有編碼PUFA PKS系統的至少一個生物活性區段之核

酸序列的重組型核酸分子之PKS系統。該PUFA PKS系統的 

區段可由上述描述的任何核酸序列譯岀。

本發明的更另一個具體實施例係關於一種包含至少一

種脂肪酸的最後產物之改性方法，其包括將一種由可表現

10 出至少一種具有編碼PUFA PKS系統的至少一個生物活性

區段之核酸序列的重組型核酸分子之重組宿主細胞所製造

的油加入至該最後產物。該PUFA PKS系統的區段可由上述 

描述的任何核酸序列譯出。在一個觀點中，該最後產物選 

自於由下列所組成之群：膳食補充品、食物產品、醫藥配

15 方、母乳化動物乳及幼兒配方。該醫藥配方可包括(但是非 

為限制)：抗炎性配方、化學治療劑、活性賦形劑、骨質疏 

鬆藥物、抗抑鬱劑、抗驚厥劑、抗幽門桿菌藥物、用來治 

療神經變性疾病的藥物、用來治療肝退化疾病的藥物、抗 

生素及降低膽固醇配方。在一個觀點中，該最後產物可使

20 用來治療選自於由下列所組成之群的症狀：慢性發炎、急

性發炎、胃腸病、癌、惡病質、心臟再阻塞、神經變性病、 

肝退化病症、血脂質失調、骨質疏鬆、骨關節炎、自體免 

疫疾病、初期子癇、早產、與年齡有關的斑狀丘疹、肺病 

及過氧化物酶體病。
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本發明的更另一個具體實施例係關於一種母乳化動物 

乳的製造方法，其包含以至少一種具有編碼PUFAPKS系統 

的至少一個生物活性區段之核酸序列的重組型核酸分子來 

基因地改性製乳動物的製乳細胞。該PUFA PKS系統的區段 

5 可由上述描述的任何核酸序列譯出。

本發明的更另一個具體實施例係關於一種重組微生物 

的製造方法，其包含基因地性微生物細胞以表現出至少一 

種具有編碼PUFA PKS系統的至少一個生物活性區段之核 

酸序列的重組型核酸分子。該PUFA PKS系統區段可由上述 

10 描述的任何核酸序列譯出。

本發明的更另一個具體實施例係關於一種已改性以表 

現出多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的重 

組宿主細胞，其中該PKS可催化迭代及非迭代酵素反應二 

者。該PUFA PKS系統包括：(a)至少二個烯醯ACP-還原酶 

15 (ER)區段；(b)至少六個醯基載體蛋白質(ACP)區段；(c)至 

少二個玉酮基醯基-ACP合成酶(KS)區段；(d)至少一個轉醯 

> 酶(AT)區段；(e)至少一個酮還原酶(KR)區段；(f)至少二個

類FabA的久幾基醯基-ACP脫水酶(DH)區段；(g)至少一個鏈 

長因子(CLF)區段；及(h)至少一個丙二酸單醯基-CoA : ACP 

20 轉醯酶(MAT)區段。在一個觀點中，該PUFA PKS系統為一

種真核PUFA PKS系統。在另一個觀點中，該PUFA PKS系 

統為一種藻類的PUFA PKS系統，較佳地為破囊壺菌目的 

PUFA PKS系統，其可包括(但是為非為限制)裂壺菌屬PUFA 

PKS系統或破囊壺菌屬PUFA PKS系統。

23



1426126

在此具體實施例中，該PUFA PKS系統可在原核宿主細 

胞或在真核宿主細胞中表現。在一個觀點中，該宿主細胞 

為一種植物細胞。此外，本發明的一個具體實施例為一種 

包括至少一種PUFA的產物之製造方法，其包括在有效以製

5 造該產物之條件下生長包含此植物細胞的植物。該宿主細

胞為一種微生物細胞，且於此實例中，本發明的一個具體 

實施例為一種製造包含至少一種PUFA的產物之方法，其包 

括在有效以製造該產物之條件下培養一種包含此微生物細 

胞的培養基。在一個觀點中，該PKS系統可催化三酸甘油

10 脂的直接製造。

本發明的更另一個具體實施例係關於一種包含多不飽 

和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的經基因改性之 

微生物，其中該PKS可催化迭代及非迭代酵素反應二者。 

該PUFA PKS系統包含：(a)至少二個烯醯ACP-還原酶(ER) 

15 區段；(b)至少六個醯基載體蛋白質(ACP)區段；(c)至少二 

個玉酮基醯基-ACP合成酶(KS)區段；(d)至少一個轉醯酶 

(AT)區段；(e)至少一個酮還原酶(KR)區段；⑴至少二個類 

FabA的小痙基醯基-ACP脫水酶(DH)區段；(g)至少一個鏈長 

因子(CLF)區段；及(h)至少一個丙二酸單醯基-CoA : ACP 

20 轉醯酶(MAT)區段。該基因改性可影響PUFA PKS系統的活 

性。在此具體實施例的一個觀點中，該微生物為一種真核 

微生物。

本發明的更另一個具體實施例係關於一種已改性而可 

表現出非細菌的多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶
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(PKS)系統之重組宿主細胞，其中該非細菌的PUFA PKS可 

催化迭代及非迭代酵素反應二者。該非細菌的PUFA PKS系 

統包含：(a)至少一個烯醯ACP-還原酶(ER)區段；(b)多重的 

醯基載體蛋白質(ACP)區段；(c)至少二個久酮基醯基-ACP

5 合成酶(KS)區段；(d)至少一個轉醯酶(AT)區段；(e)至少一

個酮還原酶(KR)區段；⑴至少二個類FabA的丁翹基醯基 

-ACP脫水酶(DH)區段；(g)至少一個鏈長因子(CLF)區段； 

及(h)至少一個丙二酸單醯基-CoA: ACP轉醯酶(MAT)區段。 

圖式簡單說明

10 第1圖為裂壺菌屬PUFA PKS系統的區段結構圖；

第2圖為從裂壺菌屬及志瓦菌來的PKS區段之比較圖； 

第3圖為從裂壺菌屬來之PKS區段與從念珠藻｛Nostoc

sp)(其產物為一種不包含任何雙鍵的長鏈脂肪酸)來之相關 

的PKS系統之比較圖。

15 發明之詳細說明

本發明通常係關於一種非細菌衍生的多不飽和脂肪酸

(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統；關於包含非細菌PUFA

PKS系統之基因改性的生物；關於製造及使用此系統來製 

造有興趣的產物(包括生物活性分子)之方法；及關於用來鑑 

20 別具有此PUFA PKS系統的新穎真核微生物之新穎的方

法。如於本文中所使用，PUFA PKS系統通常具有下列鑑別 

特徵：(1)其可製造PUFAs，作為該系統的天然產物；及(2) 

其包含數個組合成複合體的多官能性蛋白質，其可進行脂 

肪酸鏈的迭代加工和非迭代加工三送，包括在選擇的循環 
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中之反-順異構化反應及烯醯還原反應（例如，參見第1圖）。

更特別地，首先，形成本發明之基礎的PUFA PKS系統 

可產生多不飽和脂肪酸類（PUFAs）作為產物（即，內生地（天 

然地）包含此PKS系統的生物可使用此系統來製得 

PUFAs）。於本文指出的PUFAs較佳地為具有至少16個碳的 

碳鏈長度之多不飽和脂肪酸類·更佳地為至少18個碳，更 

佳地至少20個碳及更佳地為22或更多個碳，而具有至少3或 

更多個雙鍵，較佳地4或更多，更佳地5或更多，甚至更佳 

地6或更多個雙鍵，其中全部的雙鍵為順式結構。本發明之 

目標為經由基因操控或最後產物的操控而發現或創造可製 

造出想要的鏈長度且具有想要的雙鍵數目之多不飽和脂肪 

酸類的PKS系統。PUFAs的實例包括（但是非為限 

制）DHA（廿二碳六烯酸（C22 : 6，T-3））、DPA（廿二碳五烯酸 

（C22 : 5，T-6））及EPA（廿十碳五.烯酸（C20 : 5，T-3））。

其次，於本文描述的PUFA PKS系統可併合迭代及非迭 

代反應二者，其可區別出該系統與先前描述的PKS系統（例 

如，型式I、型式II或組合式）。更特別地是，於本文中描述 

的PUFA PKS系統包括在每個循環期間顯示出有作用和僅 

有在某些循環期間會顯示有作用的那些之區段。此重要觀 

點與顯示出和細菌的Fab A酵素同源之區段相關。例如，大 

腸桿菌的FabA酵素已顯示出具有二種酵素活性。其擁有一 

種可將水分子（鱼0）從含務基的碳鏈中萃取出來而在其碳 

鏈中遺留下反式雙鍵之脫水活性。此外，其具有將該反式 

雙鍵轉染至順式結構的異構酶活性。此異構化反應可藉由 
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相關的雙鍵位置漂移至毗連的碳而達成。在PKS（及FAS）系 

統中，該主要的碳鏈會以2個碳增加的方式延長。因此可預 

測製造這些PKS系統的PUFA產物所需要之延長反應數目。 

例如，為了製造DHA（C22 : 6，全部順式）需要求10個延長

5 反應。因為在最後產物僅有6個雙鍵，此意謂著在反應循環 

的某些期間，需保留雙鍵（如為順式異構物），而在其他期 

間，需在下一個延長之前還原雙鍵。

在海洋細菌之PUFA PKS系統發現前（參見美國專利案 

號6,140,486），PKS系統並不熟知具有此迭代及選擇性酵素 

10 反應之組合，且並不認為它們能夠製造順式碳-碳雙鍵結 

構。但是，由本發明描述的PUFAPKS系統具有引進順式雙 

鍵的能力和改變化循環中的反應序列之能力。

因此，本發明家建議使用PUFA PKS系統的這些特徵來 

製造一定範圍的無法由先前描述（型式II、型式I及組合式） 

15 之PKS系統製造的生物活性分子。這些生物活性分子包括

（但是非為限制）多不飽和脂肪酸類（PUFAs）、抗生素或其它 

生物活性化合物，其有許多將在下列討論。例如，使用於 

本文描述的PUFA PKS基因結構知識，可使用任何數種方法 

來改變PUFAPKS基因，或將這些基因的部分與其它合成系 

20 統（包括其它PKS系統）結合，如此以製造新穎產物。此特別

型式的系統之固有的可進行迭代及選擇性反應二者之能力 

將使此系統能夠產生產物 > 其若將類似的方法應用至其它 

PKS系統型式時並不會發現。

在一個具體實施例中，根據本發明之PUFA PKS系統包 
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含至少下列的生物活性區段：（a）至少二個烯醯ACP-還原酶 

（ER）區段；（b）至少六個醯基載體蛋白質（ACP）區段；（c）至 

少二個久酮基醯基-ACP合成酶（KS）區段；（d）至少一個轉醯 

酶（AT）區段；（e）至少一個酮還原酶（KR）區段；⑴至少二個 

類FabA的丁超基醯基-ACP脫水酶（DH）區段；（g）至少一個鏈 

長因子（CLF）區段；及（h）至少一個丙二酸單醯基-CoA : ACP 

轉醯酶（MAT）區段。這些區段的功能通常各別地在技藝中熟 

知而將在下列詳細以與本發明有關之PUFA PKS系統來描 

述。

在另一個具體實施例中，該PUFA PKS系統包含至少下 

列的生物活性區段：（a）至少一個烯醯ACP-還原酶（ER）區 

段；（b）多個醯基載體蛋白質（ACP）區段（至少四個，較佳地 

至少五個，更佳地至少六個，甚至更佳地七個、八個、九 

個或多於九個）；（c）至少二個久酮基醯基-ACP合成酶（KS） 

區段；（d）至少一個轉醯酶（AT）區段；（e）至少一個酮還原酶 

（KR）區段；⑴至少二個類FabA的久魏基醯基-ACP脫水酶 

（DH）區段；（g）至少一個鏈長因子（CLF）區段；及（h）至少一 

個丙二酸單醯基-CoA : ACP轉醯酶（MAT）區段。較佳地， 

此PUFA PKS系統為一種非細菌的PUFA-PKS系統。

在一個具體實施例中，本發明之PUFA PKS系統為一種 

非細菌的PUFA PKS系統。換句話說，在一個具體實施例 

中，本發明之PUFA PKS系統分離自非為細菌的生物，或為 

一種衍生自從非細菌的生物（諸如真核生物或原始細菌 

（archaebacterium））來之PUFA PKS系統的同源化合物。真菌 
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類根據細胞的分化程度而分離自原核生物。具有較高分化 

的高等族群稱為真核生物。具有較少分化細胞的低等族群 

稱為原核生物。通常地 > 原核生物不具有核膜，在細胞分 

裂期間不具有細胞有絲分裂而僅具有一染色體，其細胞質

5 包含70S核糖體，它們不具有任何粒腺體、內質網、葉綠體、 

溶酶體或高爾基氏體，其鞭毛（若存在）由單一微纖維組成。 

比較上，真菌類具有核膜，它們在細胞分裂期間具有細胞 

有絲分裂，它們具有許多染色體，其細胞質包括80S核糖
• 體，它們具有粒腺體、內質網、葉綠體（在藻類中）、溶酶體

10 及高爾基氏體，及其鞭毛（若存在）由許多微纖維組成。通常 

地 > 細菌為原核生物5然而藻類、真菌、原生生物、原生 

動物門及高等植物為真菌類。海洋細菌（例如，志瓦菌及海 

洋弧菌）的PUFA PKS系統不為本發明之基本，雖然本發明 

考慮到使用從這些細菌PUFA PKS系統來的區段與從本發

15 明之非細菌PUFA PKS系統來的區段連接。例如，根據本發 

明，基因改性的生物可藉由合併非細菌的PUFA PKS官能性
• 區段與細菌的PUFA PKS官能性區段，和PKS官能性區段或 

從其它PKS系統（型式I、型式II、組合式）或FAS系統來的蛋 

白質而製造。

20 裂壺菌屬為一種破囊壺菌海洋微生物，其可累積大量

的甘油三酯而富含DHA及廿二碳五烯酸（DPA ； 22 : 5T-6）； 

例如'乾燥重量的30%之DHA+DPA（巴克萊（Barclay）等人，

J. Appl. Phyco 1. 6,123（1994））。在藉由延長/去飽和途徑來合 

成20-及22-碳PUFAs之真菌類中，18-' 20-及22・碳的中間體 
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庫（poo⑸相當大，所以使用r°c]-醋酸酯的活體內標定實驗 

可顯示出清楚的前驅物-產物動力學以用來預測中間體（傑

樂門（Gellerman）等人，Biochim. Biophys. Acta 573 :

23（1979））。再者，以放射性同位素示蹤而外源地提供至此

5 生物的中間體可轉染至最後PUFA產物。本發明家已顯示出

[l-14c卜醋酸酯會由裂壺菌屬細胞快速地.取用而併入脂肪酸

中，而且在最短的標定時間（1分鐘）處，在脂肪酸中回收的 

DHA包含31%的標籤物，而在[”C]-醋酸酯併入10-15分鐘及 

連續培養生長24小時的期間，此百分比基本上保持無變化

10 （參見實例3）。類似地 > 遍及實驗DPA表示出10%的標籤物。

並無證據顯示在16-或18-碳脂肪酸與22-碳多不飽和脂肪酸 

間有前驅物-產物關係。這些結果與從包含非常小量的（大概 

酵素-包圍）中間體庫之[”C]-醋酸酯來的DHA快速合成一

致。源自於裂壺菌屬培養物的無細胞均漿會將[1-14C卜丙二

15 酸單醯基-CoA併入DHA、DPA及飽和脂肪酸。相同的生物

合成活性可由100,000xg上層液部分保留，但是不呈現在薄 

膜小粒中。因此，在裂壺菌屬中的DHA及DPA合成不包括 

薄膜-結合的（membrane-bound）去飽和酶或脂肪酸延長酵素

類，如描述於其它真菌類的那些（帕客-巴能斯等人，2000，

20 前述；仙克寧等人，1998，前述）。這些分級資料可與從志 

瓦菌酵素獲得的那些比較（參見美茲等人，2001，前述），且 

指示出裂壺菌屬酵素使用不同的（可溶的）醯基接收分子，諸 

如 CoA °

在共審查的美國申請序號09/231,899中，已建構出從裂 

30



1426126

壺菌屬來的cDNA基因庫且已定序約8,000個隨機（random） 

選殖物（ESTs）°在此資料組中，僅有一種適度表現的基因（全 

部序列的0.3%）可鑑別為脂肪酸去飽和酶，雖然第二推定的 

去飽和酶可由單一選殖物（0.01%）表示。相較之下，具有與

5 志瓦菌PKS基因的11個區段之8個類似的序列（顯示在第2圖）

全部在0.2-0.5%的頻率處鑑別出。在美國申請序號 

09/231,899中，一些顯示出與志瓦菌PKS基因同源的cDNA 

選殖物已定序，且不同的選殖物可組合進入核酸序列以表 

示二個部分開放性讀碼區及一個完全開放性讀碼區。包含

10 在美國申請序號09/231,899中描述的第一部分開放性讀碼 

區之cDNA序列的核昔酸390-4443（在其中表示為序列辨識 

編號：69）與於本文中表示為OrfA（序列辨識編號：1）的核昔 

酸4677-8730（加上終止密碼子（stop codon））序列相符 

（match） °包含在美國申請序號09/231,899中描述的第二部分

15 開放性讀碼區之cDNA序列的核昔酸1 -4876（在其中表示為

序列辨識編號：71）與於本文中表示為OrfB（序列辨識編號： 

3）的核昔酸1311-6177（加上終止密碼子）序列相符。包含在 

美國申請序號09/231,899中描述的完全開放性讀碼區之 

cDNA序列的核甘酸145-4653（在其中表示為序列辨識編

20 號：76及錯誤地標示為部分開放性讀碼區）與於本文中表示 

為OrfC（序列辨識編號：5）的序列之全部序列（加上終止密碼 

子）相符。

由本發明家進一步定序的cDNA及基因組選殖物可允 

許鑑別OrfA、OrfB及OrfC每個的全長基因組序列，及完全 
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鑑別該些與在志瓦菌中的那些同源之區段（參見第2圖）。應 

注意的是在裂壺菌屬中，由於在生物基因組中缺乏插入 

子，對本發明家的最佳知識來說，，基因組DNA及cDNA相 

同。因此，關於從裂壺菌屬來的核昔序列可指為基因組DNA

5 或cDNA。根據裂壺菌屬PKS區段與志瓦菌的比較，明顯 

地»裂壺菌屬基因組編碼的蛋白質高度地與在志瓦菌中能 

催化EPA合成的蛋白質類似。在裂壺菌屬中的蛋白質可架 

構出一種可催化DHA及DPA合成的PUFA PKS系統。如於本 

文中詳細地討論，鑑別志瓦菌用之反應方法的簡單改性將 

10 允許用於在裂壺菌屬中的DHA合成。原核生物志瓦菌與真

核裂壺菌屬基因間之同源性建議，PUFA PKS已進行橫向的 

基因轉染。

第1圖為從裂壺菌屬PUFA PKS系統來的三個開放性讀 

碼區之圖示及包含此PUFA PKS系統的區段結構。如在下列 

15 的實例1中所描述，每個開放性讀碼區的區段結構如下： 

開放性讀碼區A（OrfA）:

OrfA的完整核昔酸序列於本文表示為序列辨識編號：

1。序列辨識編號：1之核昔酸4677-8730與在美國申請序號 

09/231,899中表示為序列辨識編號：69的核苍酸390-4443序 

20 列相符合。因此，序列辨識編號：1之核昔酸1-4676顯示出 

不在美國申請序號09/231,899中揭示的額外序列。此序列辨 

識編號：1的新區段可在OrfA中譯出下列區段：（l）ORFA-KS 

區段；（2）ORFA-MAT區段；及（3）至少一部分的ACP區段區 

域（例如 > 至少ACP區段1-4）。應注意的是在美國申請序號
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09/231,899中的序列辨識編號：69之核荘酸1-389與於本文 

揭示的序列辨識編號：1之位置4677上游的389核荘酸不相 

符。因此，在美國申請序號09/231,899中的序列辨識編號：

69之位置1-389顯露出被錯誤地放置在鄰近於該序列的核

5 昔酸390-4443。這些第一 389個核苍酸大部分(約在位置

60-389)與本發明的OrfA(序列辨識編號：1)之上游部分相 

符，因此，咸信錯誤是發生在美國申請序號09/231,899中製 

備cDNA構造的連續序列(contig)結果。在美國申請序號

09/231,899中發生的排比錯誤區段在高重覆序列區段中

10 (即，ACP區段，在下列討論)，其在組合從不同的cDNA選 

殖物來之序列時大概會造成一些混淆。

OrfA為一 8730核昔酸序列(不包括終止密碼子)，其編

碼2910個胺基酸序列，於本文表示為序列辨識編號：2。在

OrfA中有十二個區段：(a)—個玉酮基醯基-ACP合成酶(KS)

15 區段；(b)—個丙二酸單醯基-CoA : ACP轉醯酶(MAT)區段；

(c)九個醯基載體蛋白質(ACP)區段；及(d)—個酮還原酶(KR) 

區段。

OrfA的核昔酸序列已由基因銀行(GenBank)保存為編

號AF378327(胺基酸序列編號AAK728879)。OrfA在標準

20 BLAST搜尋中與熟知的序列比較(BLAST 2.0基本BLAST同

源搜尋，以標準預設參數在全部6個開放性讀碼區中使用 

blastp做胺基酸搜尋，blastn做核酸搜尋及blastX做核酸搜尋 

及轉譯的胺基酸序列之搜尋，其中該查詢序列利用預設值 

來過濾低複雜性區域(描述在阿次朱耳(Altschul)，S.F.，馬 
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登(Madden) 5 T.L.，史卡弗(Schaaffer) > A.A. > 張(Zhang) > 

J·，張，Z.，米勒(Miller) > W.& 李普門(Lipman)，D.J.(1997)“有 

間隔的(Gapped)BLAST及PSI-BLAST :新一代蛋白質資料 

庫搜尋程式。”核酸(Nucleic Acids) Res. 25 : 3389-3402,其

5 全文以參考之方式併於本文))。在核酸程度上，OrfA不與

任何熟知的核昔酸序列明顯地同源。在胺基酸程度上，與

ORFA最大程度同源的序列有：念珠藻7120異型細胞醯脂類

合成酶(編號NC_003272)，其與ORFA有42%相 同超過1001 

個胺基酸殘基；及海洋莫瑞特菌(海洋弧菌)ORF8(編號

10 AB025342)-其與ORFA有40%相同超過993個胺基酸殘基。

在OrfA中的第一區段為KS區段，於本文亦指為

ORFA-KS。此區段包含於跨越在序列辨識編號：l(OrfA)

之約位置1至40間的起始點至在約序列辨識編號：1之位置

1428及1500間的終點之核昔酸序列中。包含編碼ORFA-KS

15 區段的序列之核昔酸序列於本文中表示為序列辨識編號：

7(序列辨識編號：1之位置1-1500)。包含KS區段的胺基酸

序列跨越在序列辨識編號：2(ORFA)之約位置1及14間的起

始點至在序列辨識編號：2之約位置476及500間的終點。包

含該Ο RFA-KS區段的胺基酸序列於本文中表示為序列辨識

20 編號：8(序列辨識編號：2之位置1-500)。應注意的是

ORFA-KS區段包括活性位置母題(motif) : DXAC*(*醯基黏 

結位置C215) 0

根據本發明'具有3-酮基醯基-ACP合成酶(KS)生物活

性(功能)的區段或蛋白質之特徵為酵素'其可進行FAS(及
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PKS)延長反應循環的起始步驟。指定用於延長的醯基會利 

用硫酯鍵結在酵素的活性位置處連結至半胱胺酸殘基。在 

多步驟反應中，醯基-酵素與丙二酸單醯基-ACP進行缩合以 

形成-酮基醯基-ACP ' C。2及游離態酵素。KS在延長循環中

5 扮演一關鍵角色，且在許多系統中已顯示出具有比反應循 

環的其它酵素大的基質特異性。例如，大腸桿菌具有三種 

可區別的KS酵素-每個其自身在生物的生理學上具有特別 

的角色(馬格紐松(Magnuson)等人 » Microbiol. Rev. 57 >

• 522(1993))。PUFA-PKS系統的二個KS區段在PUFA生物合

10 成反應序列中具有可區別的角色。

KS已充分地標出具有酵素等級的特徵。許多已證實的 

KS基因之序列已熟知，該活性位置母題已經鑑別且數種結 

晶結構已測定。蛋白質(或蛋白質的區段)可容易地藉由與熟 

知的KS序列同源而鑑別為屬於KS酵素家族。

15 在OrfA中的第二區段為MAT區段，於本文中亦指為

ORFA-MAT -此區段包含於跨越在序列辨識編號：l(OrfA)
• 之約位置1723及1798間的起始點至在序列辨識編號：1之約

位置2805及3000間的終點之核昔酸序列中。包含編碼

ORFA-MAT區段之序列的核昔酸序列於本文表示為序列辨

20 識編號：9(序列辨識編號:1之位置1723-3000) °包括MAT 

區段之胺基酸序列跨越在序列辨識編號：2(ORFA)之約位置

575及600間的起始點至在序列辨識編號：2之約位置935及

1000間的終點。包含該ΟRFA-MAT區段的胺基酸序列於本 

文中表示為序列辨識編號：10(序列辨識編號：2之位置 

35



1426126

5

10

15

20

575-1000）。需注意的是該ORFA-MAT區段包括一活性位置 

母題：GHS*XG（*醯基黏結位置S706），於本文表示為序列辨 

識編號：11。

根據本發明，具有丙二酸單醯基-CoA : ACP轉醯酶 

（MAT）生物活性（功能）之區段或蛋白質的特徵為其可將丙 

二酸單醯基部分從丙二酸單醯基-CoA轉移至ACP。除了活 

性位置母題（GxSxG）外，這些酵素在關鍵的位置處具有延長 

的母題@及0胺基酸，此可鑑別其為MAT酵素（比較至裂壺 

菌屬OrfB的AT區段）。在某些PKS系統中（但是非為PUFA 

PKS區段），MAT區段較佳地載有甲基-或乙基-丙二酸酯而 

至ACP基族（從相符合的CoA酯來），因此會將分枝引進該線 

性碳鏈。MAT區段可由熟知的MAT序列其同源物及其延長 

的母題結構識別。

OrfA的區段3-11為九個銜接ACP區段，於本文中亦指 

為ORFA-ACP（在該序列中的第一區段為ORFA-ACP1、第二 

區段為Ο RFA-ACP2 '第三區段為Ο RFA-ACP3等等）。第一 

ACP區段（ORFA-ACP1）包括於跨越從序列辨識編號： 

l（OrfA）之約位置3343至約位置3600的核昔酸序列中。包含 

編碼ORFA-ACP 1區段之序列的核昔酸序列於本文表示為 

序列辨識編號：12（序列辨識編號：1之位置3343-3600）。包 

含第一ACP區段的胺基酸序列跨越從序列辨識編號：2之約 

位置1115至約位置1200。包含ORFA-ACP 1區段之胺基酸序 

列於本文表示為序列辨識編號：13（序列辨識編號：2之位 

置1115-1200）。應注意的是ΟRFA-ACP1區段包括一活性位 
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置母題：LGIDS*(*泛醯疏基乙胺黏結母題Sh57)，於本文由 

序列辨識編號：14表示。

全部九個ACP區段的核昔酸及胺基酸序列已高度地保

存，因此，每個區段的序列於本文中不由各別的序列識別

5 符(identifier)表示。但是，根據於本文中揭示的訊息，熟知

此技藝之人士可容易地決定包含其它八個ACP區段每個的 

序列(參見下列討論)。

全部九個ACP區段一起跨越從序列辨識編號：1之約位

置3283至約位置6288的OrfA區段，其與從序列辨識編號：2

10 之約1095至約2096的胺基酸位置相符合。含全部九個區段

的全部ACP區段之核昔酸序列於本文表示為序列辨識編 

號：16。由序列辨識編號：16表示的區段包括在各別的ACP 

區段間之連結子(linker)部分。九個區段的重覆區間為序列 

辨識編號：16的約每330個核昔酸(在毗連的活性位置絲胺

15 酸間所測量之胺基酸的實際數目範圍從104至116個胺基 

酸)。九個ACP區段每個包括一泛醯硫基乙胺黏結母題

LGIDS*(於本文中由序列辨識編號：14表示)，其中S*為泛 

醯疏基乙胺黏結位置絲胺酸(S) °該泛醯疏基乙胺黏結位置 

絲胺酸(S)位於接近每個ACP區段序列的中心。在ACP區段 

20 區域的每個末端處及之間，每個ACP區段為一高度富含脯

胺酸(P)及丙胺酸(A)之區域，其相信為一連結子區域。例 

如'在ACP區段1及2間的序列為： 

APAPVKAAAPAAPVASAPAPA，於本文中表示為序列辨識 

編號：15。九個ACP區段每個之活性位置絲胺酸殘基的場 
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所（即，泛醯疏基乙胺黏結位置）（與序列辨識編號：2的胺基 

酸序列有關）如下：ACPAS1157 ； ACP2=S1266 ； ACP3=S1377 ； 

ACP4=S]488 ； ACP5 = S]604 ； ACP6=S]7i5 ； ACP7 = S]819 ；

ACP8=Si93o ；及ACP9=S2034 °所提供的ACP區段之平均尺寸

5 約85個胺基酸（排除連結子），及約110個胺基酸（包括連結 

子），且該活性位置絲胺酸約在該區段中心，熟知技藝之人 

士可容易地測定九個ACP區段每個在OrfA中的位置。

根據本發明，具有醯基載體蛋白質（ACP）生物活性（功 

能）的區段或蛋白質之特徵為小的多胜肽（典型地，80至100

10 個胺基酸長），其功能為增長脂肪醯基鏈用之載體，其經由 

硫酯連結至蛋白質之共價鍵結的共因子。它們在較大的蛋 

白質中發生成為分離的單元或區段。ACPs可藉由將CoA的 

磷酸泛醯疏基乙胺基部分轉移至高度保存的ACP絲胺酸殘 

基5來從不活化的apo-形式轉換成具官能性的holo-形式。

15 醯基可藉由硫酯連結在磷酸泛醯毓基乙胺基部分的游離態

界標處附著至ACP。ACPs可利用放射性泛醯疏基乙胺標定 

及利用熟知的ACPs序列同源物來鑑別。上述所提及的母題 

（LGIDS*）之變異體的存在亦為ACP的識別標誌。

在OrfA中的區段12為一 KR區段，於本文中亦指為

20 ORFA-KR。此區段包於在跨越序列辨識編號：1之約位置 

6598的起始點至序列辨識編號：1之約位置8730的終點之核 

昔酸序列中。包含編碼ΟRFA-KR區段的序列之核昔酸序列 

於本文中表示為序列辨識編號：17（序列辨識編號：1之位 

置6598-8730）。包含KR區段的胺基酸序列跨越序列辨識編 
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號：2（0RFA）之約位置2200的起始點至序列辨識編號：2之 

約位置2910的終點。包含ΟRFA-KR區段之胺基酸序列於本 

文中表示為序列辨識編號：18（序列辨識編號：2之位置 

2200-2910）。在此KR區段中為一與短鏈醛-脫氫酶類（KR為

5 此家族成員）同源的核心區域。此核心區域跨越從序列辨識 

編號：1之約位置7198至約位置7500，而與序列辨識編號： 

2之胺基酸位置2400-2500相符合。

根據本發明，具有酮還原酶活性的區段或蛋白質（亦指

• 為3-丙脂醯基-ACP還原酶（KR）生物活性（功能））之特徵為其

10 可催化ACP的3-酮基醯基形式之具毗唳-核昔酸-依賴性的

還原反應。其為在“ovo脂肪酸生物合成延長循環中的第 

一還原步驟，且反應經常在聚乙醯生物合成中進行。明顯 

的序列類似性可以烯醯ACP-還原酶類（ER）的一個家族、

FAS的其它還原酶（但不是存在於PUFA PKS系統中的ER家

15 族）及短鏈醇脫氫酶家族來觀察。在上指出之PUFA PKS區

域的Pfam分析顯露出與在核心區段中的短鏈醇脫氫酶家族
• 同源。相同區域的BLAST分析顯露出在核心區域中相配至 

熟知的KR酵素，且同源物的延長區域相配至從其它已特徵 

化的PUFA PKS系統來之區段。

20 開放性讀碼區B（OrfB）:

OrfB的完整核袪酸序列於本文中表示為序列辨識編 

號：3。序列辨識編號：3之核昔酸1311-6177與在美國申請 

序號09/231,899中表示為序列辨識編號：71的核昔酸1-4867 

序列相符合（在美國申請序號09/231,899中的cDNA序列在 
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終止密碼子外包含約345個額外的核蓉酸，包括polyA尾 

部）。因此，序列辨識編號：1之核昔酸1-1310顯示出不在美 

國申請序號09/231,899中揭示之額外的序列。序列辨識編 

號:3的此新穎區域包含大部分由OrfB譯出的KS區段。

5 OrfB為一6177核苍酸序列（不包括終止密碼子），其編碼

2059個胺基酸序列，於本文中表示為序列辨識編號：4。在

OrfB中有四個區段：（a）—個日-酮基醯基-ACP合成酶（KS）區 

段；（b）—個鏈長因子（CLF）區段；（c）一個醯基轉位酶（AT） 

區段；及（d） —個烯醯ACP-還原酶（ER）區段。

10 OrfB的核蒔酸序列已保存在基因銀行編號

AF378328（胺基酸序列編號AAK728880）中。OrfB可以上所

述的標準BLAST搜尋來與熟知的序列比較。在核酸程度 

上，OrfB並不與任何熟知的核蓉酸序列明顯地同源。在胺 

基酸程度上，與ORFB具有最大的同源程度之序列有：志瓦

15 菌sp.假想蛋白質（編號U73935），其與O RFB有53%的相同且

超過458個胺基酸殘基；海洋莫瑞特菌（海洋弧菌）ORF11（編

號AB025342），其與0RFB有53%相同而超過460個胺基酸殘

基；深淵發光菌歐美加（omega）-3多不飽和脂肪酸合成酶

PfaD（編號AF409100） ＞其與ΟRFB有52%相 同且超過457個

20 胺基酸殘基；及念珠藻7120假設蛋白質（編號NC_003272），

其與ORFB有53%的相同且超過430個胺基酸殘基。

在OrfB中的第一區段為KS區段，於本文中亦指為

ORFB-KS »此區段包含於跨越在序列辨識編號：3（OrfB）之

約位置1及43間的起始點至在序列辨識編號：3之約位置
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1332及1350間的終點之核昔酸序列中。包含編碼ΟRFB-KS 

區段的序列之核昔酸序列於本文中表示為序列辨識編號 ：

19（序列辨識編號：3之位置1-1350）。包含KS區段的胺基酸 

序列跨越在序列辨識編號：4（ORFB）之約位置1及15間的起

5 始點至在序列辨識編號：4之約位置444及450間的终點。包

含ΟRFB-KS區段的胺基酸序列於本文中表示為序列辨識編 

號：20（序列辨識編號：4之位置1-450）。應注意的是該

ORFB-KS區段包括一活性位置母題：DXAC*（*醯基黏結位

置C196）。KS生物活性及鑑別具有此活性的蛋白質或區段之 

10 方法已於上述描述。

在OrfB中的第二區段為CLF區段，於本文中亦指為

ORFB-CLF °此區段包含於跨越在序列辨識編號：3（0rfB）

之約位置1378及1402間的起始點至在序列辨識編號：3之約

位置2682及2700間的終點之核昔酸序列中。包含編碼

15 ORFB-CLF區段之序列的核昔酸序列於本文中表示為序列

辨識編號：21（序列辨識編號：3之位置1378-2700）。包含CLF

區段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號：4（ORFB）之約位置

460及468間的起始點至在序列辨識編號：4之約位置894及

900間的終點。包含ΟRFB-CLF區段的胺基酸序列於本文中

20 表示為序列辨識編號：22（序列辨識編號：4之位置

460-900）。應注意的是該ΟRFB-CLF區段包含一沒有醯基- 

黏結的半胱胺酸之KS活性位置母題。

根據本發明，基於下列原理將一區段或蛋白質指為鏈 

护: 長因子（CLF）。該CLF初始地描述為型式11（分解的酵素）PKS 
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5

10

15

20

系統的特徵，且假設在決定延長最後產物的循環數目（因此 

鏈長度）上佔有一席之地。CLF胺基酸序列顯示出與KS區段 

同源（且認為與KS蛋白質形成異種二聚體），但是它們缺乏 

活性位置半胱胺酸。CLF在PKS系統中的角色現在有爭議。 

新證據（C.畢山（Bisang）等人，自然401，502（1999））建議為 

在引導（提供欲延長的起始醯基）該PKS系統中的角色。在此 

角色中，CLF區段認為會脫發基丙二酸酯（如為丙二酸單醯 

基-ACP），因此形成可轉移至KS活性位置的醋酸酯基團。 

此醋酸酯因此作用為可進行起始延長（縮合）反應的'引導' 

分子。型式II CLF的同源物在某些組合式PKS系統中已鑑別 

為'負載’區段。具有CLF序列特徵的區段可在現在鑑別的全 

部PUFA PKS系統中發現，且在每個實例中發現為多區段蛋 

白質的部分。

在OrfB中的第三區段為AT區段，於本文中亦指為 

ORFB-AT θ此區段包含於跨越在序歹寸辨識編號：3（OrfB）之 

約位置2701及3598間的起始點至在序列辨識編號：3之約位 

置3975及4200間的終點之核昔酸序列中。包含編碼 

ORFB-ΑΤ區段之序列的核昔酸序列於本文中表示為序列辨 

識編號：23（序列辨識編號：3之位置2701-4200）。包含AT 

區段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號：4（ORFB）之約位置 

901及1200間的起始點至在序列辨識编號：4之約位置1325 

及1400間的终點。包含ΟRFB-AT區段的胺基酸序列於本文 

中表示為序列辨識編號：24（序列辨識編號：4之位置 

901-1400）。應注意的是該ΟRFB-AT區段包含一GxS*xG（* 
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醯基黏結位置S114o）的活性位置母題，其為轉醯酶（AT）蛋白 

質的特徵。

“轉醯酶”或“AT”指為一般的酵素種類，其可進行一些 

可區別的醯基轉移反應。該裂壺菌屬區段已顯示出與存在

5 於其它現在已檢驗且與某些特定功能已鑑別之轉醯酶（例

如至丙二酸單醯基-CoA : ACP轉醯酶，MAT）具有非常弱的 

同源性之PUFA PKS系統全部中的區段具有好的同源性。雖 

然與MAT具弱的同源性，此AT區段不相信可作用為MAT， 

因為其不具有此類酵素之延長的母題結構特徵（參見MAT

10 區段描述，上述）。對此公告目的來說，在PUFA PKS系統

中的AT區段之功能包括（但是非為限制）：將從ORFA ACP區 

段來的脂肪醯基轉移成水（即硫酯酶-釋放該脂肪醯基成為 

游離態脂肪酸），將脂肪醯基至轉移受器（諸如CoA），轉移 

在不同ACP區段當中的醯基，或轉移該脂肪醯基至親油性 

15 受器分子（例如至溶血磷脂酸（lysophosphadic acid））。

在OrfB中的第四個區段為ER區段，於本文中亦指為 

ORFB-ER ο此區段包含於跨越序列辨識編號：3（0rfB）之約 

位置4648的起始點至序列辨識編號：3之約位置6177的終點 

之核昔酸序列中。包含編碼ΟRFB-ER區段之序列的核昔酸

20 序列於本文中表示為序列辨識編號：25（序列辨識編號：3 

之位置4648-6177）。包含ER區段的胺基酸序列跨越序列辨 

識編號：4（ORFB）之約位置1550的起始點至序列辨識編號： 

4之約位置2059的終點。包含ΟRFB-ER區段的胺基酸序列於 

本文中表示為序列辨識編號：26（序列辨識編號：4之位置
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1550-205刃。

根據本發明'此區段具有烯醯還原酶（ER）生物活性。

ER酵素可還原在脂肪醯基-ACP中的反式雙鍵（藉由DH活性 

引進），而造成完全飽和那些碳。在PUFA-PKS中的ER區段

5 顯示出與新特徵化的ER酵素家族同源（喜斯等人，自然 

406,145（2000））。喜斯及岩石（Rock）藉由選殖從肺炎鏈球菌 

來之有興趣的基因、純化由此基因表現的蛋白質並顯示出 

其在活體外試驗中具有ER活性來鑑別此新種類的ER酵 

素。OrfB的裂壺菌屬ER區段序列顯示出與■肺炎鏈球菌（S.

10 pneumoniae）ER蛋白質同源。現在檢驗的PUFA PKS系統全

部包含至少一個與裂壺菌屬ER區段具有非常高的序列同源 

性之區段。裂壺菌屬PUFA PKS系統包括二個ER區段（一個 

在OrfB上及一個在OrfC上）。

開放性讀碼區C（OrfC）:

15 OrfC的完整核昔酸序列於本文中表示為序列辨識編

號：5。序列辨識編號：5之核昔酸1-4509（艮卩，全部的開放 

性讀碼區序列，不包括終止密碼子）與在美國申請序號 

09/231,899中表示為序列辨識編號：76之核菇酸145-4653序 

列相符合（在美國申請序號09/231,899中的cDNA序列包括

20 OrfC的起始密碼子之約144個核苍酸上游及超出終止密碼

子約110個核昔酸，包括polyA尾部）。OrfC為一4509核昔酸 

序列（不包括终止密碼子），其編碼1503胺基酸序列，於本文 

中表示為序列辨識編號：6。在OrfC中有三個區段：（a）二個 

類FabA的于幾基醯基-ACP脫水酶（DH）區段；及（b） —個烯醯
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ACP-還原酶（ER）區段。

OrfC核昔酸序列已由基因銀行保存為編號 

AF378329（胺基酸序列編號AAK728881）。OrfC可以上述的 

標準BLAST搜尋與熟知的序列比較。在核酸程度上，OrfC

5 不與任何熟知的核昔酸序列有明顯的同源性。在胺基酸程

度上（Blastp），與ORFC具有最大程度的同源序列為：海洋 

莫瑞特菌（海洋弧菌）ORF11（編號ABO25342） «其與OrfC有 

45%的相同且超過514個胺基酸殘基；志瓦菌sp.假設蛋白質

• 8（編號U73935） ＞其與ORFC有49%相同且超過447個胺基酸

10 殘基；念珠藻假設蛋白質（編號N C_003272），其與Ο RFC有 

49%相同而超過430個胺基酸殘基；及志瓦菌sp.假設蛋白質

7（編號U73935），其與ORFC有37%相同且超過930個胺基酸 

殘基。

在OrfC中的第一區段為DH區段，於本文中亦指為

15 ORFC-DH1。此為在OrfC的二個DH區段中之一個，因此標 

示為DH1。此區段包含於跨越在序列辨識編號：5（OrfC）之

• 約位置1及778間的起始點至在序列辨識編號：5之約位置

1233及1350間的終點之核昔酸序列中。包含編碼

ORFC-DH1區段的序列之核昔酸序列於本文中表示為序列

20 辨識編號：27（序列辨識編號：5之位置1-1350）。包含DH1

區段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號:6（ORFC）之約位置

1及260間的起始點至在序列辨識編號：6之約位置411及450

間的終點。包含ΟRFC-DH1區段的胺基酸序列於本文中表 

示為序列辨識編號：28（序列辨識編號：6之位置1-450）。
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在PUFA PKS系統中二個DH區段（參見在下列的DH2） 

的特徵已在前述部分描述。此種類的酵素可從酮基醯基 

-ACP移除HOH且在碳鏈中留下反式雙鍵。該PUFA PKS系 

統的DH區段顯示出與其FAS系統有關的細菌DH酵素同源

5 （而非其它PKS系統的DH區段）。細菌的DH、類FabA的DH 

之次小組具有順-反異構酶活性（喜斯等人，J. Biol. Chem.，

271 ,27795（1996））。其與類FabA的DH同源，此指示出一個 

或二個DH區段可反應用來在PUFA PKS產物中嵌入順式雙 

鍵。

10 在OrfC中的第二區段為DH區段，於本文中亦指為

ORFC-DH2 ο此為在OrfC的二個DH區段中之第二個，因此 

標示為DH2。此區段包含於跨越在序列辨識編號：5（OrfC） 

之約位置1351及2437間的起始點至在序列辨識編號：5之約 

位置2607及2850間的終點之核昔酸序列中。包含編碼

15 ORFC-DH2區段之序列的核昔酸序列於本文中表示為序列 

辨識編號：29（序列辨識編號：5之位置1351-2850）。包含DH2 

區段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號:6（ORFC）之約位置 

451及813間的起始點至在序列辨識編號：6之約位置869及

950間的終點。包含該ΟRFC-DH2區段的胺基酸序列於本文

20 中表示為序列辨識編號：30（序列辨識編號：6之位置 

451-950）。該DH生物活性已於上述描述。

在OrfC中的第三區段為ER區段，於本文中亦指為 

ORFC-ER ο此區段包含於跨越序列辨識編號：5（OrfC）之約 

位置2998的起始點至序列辨識編號：5之約位置4509的終點 
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之核荘酸序列中。包含編碼ΟRFC-ER區段的序列之核昔酸 

序列於本文中表示為序列辨識編號：31（序列辨識編號：5 

之位置2998-4509）。包含ER區段的胺基酸序列跨越序列辨

識編號：6（ORFC）之約位置1000的起始點至序列辨識編號：

5 6之約位置1502的終點。包含ΟRFC-ER區段的胺基酸序列於

本文中表示為序列辨識編號：32（序列辨識編號：6之位置 

1000-1502） °該ER生物活性已於上述描述。

本發明的一個具體實施例係關於一種包含從非細菌

PUFA PKS系統來的核酸序列之分離的核酸分子、其同源化 

10 台物、其片段及/或與任何此核酸序列互補的核酸序列。在

一個觀點中，本發明係關於一種包含選自於由下列所組成 

之群的核酸序列之分離的核酸分子：（a）—核酸序列，其編 

碼選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編 

號：2、序列辨識編號：4、序列辨識編號：6及其生物活性 

15 片段；（b）—核酸序列，其編碼選自於由下列所組成之群的

胺基酸序列：序列辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列 

辨識編號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編號：20、

序列辨識編號：22、序列辨識編號：24、序列辨識編號：

26、序列辨識編號：28、序列辨識編號：30、序列辨識編 

20 號：32及其生物活性片段；（c）一核酸序列，其編碼與（a）之

胺基酸序列的至少500個連續胺基酸有至少約60%相同之 

胺基酸序列，其中該胺基酸序列具有多不飽和脂肪酸

（PUFA）聚乙醯合成酶（PKS）系統的至少一個區段之生物活 

寸生；（d）—核酸序列，其編碼與（b）的胺基酸序列有至少約60% 
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相同之胺基酸序列，其中該胺基酸序列具有多不飽和脂肪 

酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的至少一個區段之生物 

活性；或(e)—核酸序列，其可與(a)、(b) ' (c)或(d)之核酸 

序列完全互補。在進一步的具體實施例中，包含編碼活性

5 位置區段或上述描述的數個PUFA PKS區段之其它官能性

母題的序列之核酸序列意欲包含在本發明中。

根據本發明，具有PUFA PKS系統的至少一個區段之生 

物活性的胺基酸序列為一種胺基酸序列，其具有於本文中 

詳細描述的PUFA PKS系統之至少一個區段的生物活性，其 

10 例示有裂壺菌屬PUFA PKS系統。在裂壺菌屬PUFA PKS系 

統中，不同區段的生物活性已在上文中詳細地描述。因此， 

本發明之分離的核酸分子編碼任何PUFA PKS開放性讀碼 

區的轉譯產物、PUFA PKS區段、其生物活性片段、或任何 

天然發生的PUFA PKS開放性讀碼區或具有生物活性的區 

15 段之同源化合物。所提供的蛋白質或區段之同源化合物為

一種具有與天然發生的參考胺基酸序列(即，參考蛋白質或 

區段)不同之胺基酸序列的蛋白質或多肽，其中至少一個或 

少數個(但是非限制於一個或少數個)胺基酸已刪除(例如， 

蛋白質的截斷形式，諸如胜肽或片段)、嵌入、轉化、取代 

20 及/或衍生(例如，利用糖化作用、磷酸化作用、乙醯化作用、 

肉豆蔻醯化作用 ' 異戊烯化作用、棕櫚酸化作用、醯胺化 

作用及/或糖基磷脂醯基肌醇的加成作用)。PUFA PKS蛋白 

質或區段的較佳同源物在下列有詳細的描述。應注意的是 

同源物可包括合成製造的同源物、所提供的蛋白質或區段
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之天然發生的對等變異物、或從其它非衍生出參考序列的 

生物之生物來的同源序列。

通常地，蛋白質或區段的生物活性或生物作用指為任 

何藉由可歸因於天然發生的蛋白質或區段形式之蛋白質或

5 區段所具有或進行的功能，其可在活體內（即，在蛋白質的 

天然生理環境中）或活體外（即，在實驗室條件下）測量或觀 

察到。PUFA PKS系統及構成PUFA PKS系統的各別蛋白質/ 

區段之生物活性已詳細地描述於本文別處。蛋白質或區段 

之改性（諸如在下列討論的同源化合物或模倣物）可產生具 

10 有與天然發生的蛋白質或區段之相同生物活性的蛋白質或

區段，或產生生物活性比天然發生的蛋白質或區段減少或 

增加之蛋白質或區段。會造成蛋白質或區段的表現性減少 

或活性減少之改性可指為該蛋白質或區段之失活（完全或 

部分）、向下調節或減少作用。類似地，會造成蛋白質或區 

15 段的表現性增加或活性增加之改性可指為該蛋白質或區段

的放大、過度產生、活化、提高、向上調節或增加作用。 

PUFA PKS系統的官能性區段為一個能進行生物功能（即， 

具有生物活性）的區段（即，可為部分蛋白質的區段）。

根據本發明，該分離的核酸分子為一種已從其天然環

20 境移出（即，其已接受人類操控）的核酸分子，而該天然環境 

為發現該天然核酸分子的基因組或染色體。就其本身而 

論，“分離的”不必反映出該核酸分子已被純化的程度，而 

是顯示出該分子不包含全部的基因組或全部的染色體（在 

其中發現天然核酸分子）。分離的核酸分子可包含一基因。 
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包含一基因之分離的核酸分子不為包含此基因的染色體片 

段，而是包括與基因有關的譯碼區域及調節區域，但是在 

相同的染色體上並無天然地發現其它基因。分離的核酸分 

子亦可包括一由額外的核酸嚙合（flanked）（即，在序列的5,

5 及/或3,末端）之特定的核酸序列（即，為異種序列），其中該

額外的核酸在天然中正常地不會與該特定的核酸序列嚙 

合。分離的核酸分子可包括DNA' RNA（例如，mRNA）、或 

DNA或RNA之衍生物（例如，cDNA）。雖然措辭“核酸分子” 

主要指為生理的核酸分子，及措辭“核酸序列”主要指為在 

10 核酸分子上的核昔酸序列，二措辭可交替地使用，特別是

關於能譯出一蛋白質或一蛋白質區域之核酸分子或核酸序 

列。

較佳地，本發明之分離的核酸分子可使用重組DNA技 

術（例如，聚合酶連鎖反應（PCR）放大、選殖）或化學合成來 

15 製造。分離的核酸分子包括天然的核酸分子及其同源化合 

物，包括（但是非為限制）天然的對等基因變異物及已以此方 

法嵌入、刪除、取代及/或轉化之經改性的核酸分子之核蓉 

酸，此改性可在如於本文所述的PUFA PKS系統生物活性上 

提供想要的效應。蛋白質同源化合物（例如，可由核酸同源 

20 化合物譯岀的蛋白質）已在上述詳細地討論。

核酸分子同源化合物可由熟知此技藝之人士使用一些 

方法來製造（參見，例如，山姆布魯克（Sambrook）等人，分 

子選殖：實驗室手冊，冷泉哈伯實驗室出版社，1989）。例 

如，核酸分子可使用多種技術來改性，包括（但是非為限制） 
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傳統的致突變技術及重組DNA技術，諸如定點突變、核酸 

分子的化學處理以引發突變、核酸片段的限制酵素切割、 

核酸片段的連接、核酸序列的選擇區域之PCR放大及/或致 

突變、寡核昔酸混合物之合成及連接混合物團以“建立”核

5 酸分子之混合物及其組合。核酸分子同源化合物可藉由該 

核酸所譯出的蛋白質及/或藉由與野生型基因雜交而譯出 

的蛋白質之功能來篩選'而選自於一經改性的核酸之混合 

物。

本發明之核酸分子的最小尺寸為足以形成可與於本發

10 明中有用的核酸分子之互補序列形成安定的混合物（例 

如，在中度、高度或非常高度嚴苛的條件下）之探針或寡核 

苜酸引子的尺寸，或足以譯出具有根據本發明之PUFA PKS 

系統的至少一個區段之生物活性的胺基酸序列之尺寸。如 

此，編碼此一蛋白質的核酸分子尺寸可依核酸組成物、在

15 核酸分子與互補序列間之同源或相同百分比、和雜交條件 

本身（例如，溫度、鹽濃度及甲醯胺濃度）而定。使用作為寡 

核荘酸引子或作為探針的核酸分子之最小尺寸長度典型地 

至少約12至約15個核昔酸（若該核酸分子富含GC）及至少約 

15至約18個鹼基長（若它們富含AT）。除了實際的限制外，

20 本發明之核酸分子的最大尺寸並無限制，其中該核酸分子

可包括一序列，其足以譯出PUFA PKS系統區段的生物活性 

片段、PUFA PKS系統的全部區段、在PUFA PKS系統的開 

放性讀碼區（Orf）中之數個區段、PUFA PKS系統的全部 

Orf，或多於一個的PUFA PKS系統之Orf。
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5

10

15

20

在本發明的一個具體實施例中，分離的核酸分子包括 

或基本地由選自於下列所組成之群的核酸序列所組成：序 

列辨識編號：2、序列辨識編號：4、序列辨識編號：6、序 

列辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨識編號：13、 

序列辨識編號：18 '序列辨識編號：20、序列辨識編號： 

22、序列辨識編號：24、序列辨識編號：26、序列辨識編 

號：28、序列辨識編號：30、序列辨識編號：32或其生物 

活性片段。在一個觀點中，該核酸序列選自於由下列所組 

成之群：序列辨識編號：1、序列辨識編號：3、序列辨識 

編號：5、序列辨識編號：7、序列辨識編號：9、序列辨識 

編號：12、序列辨識編號：17、序列辨識編號：19、序列 

辨識編號：21、序列辨識編號：23、序列辨識編號：25、 

序列辨識編號：27、序列辨識編號：29，及序列辨識編號： 

31。在本發明的一個具體實施例中，上述描述的任何PUFA 

PKS胺基酸序列（和此序列的同源物）可從至少一個（最高約 

20）與所提供的胺基酸序列之每個C-及/或N・終端嚙合的額 

外異種胺基酸製造。所產生的蛋白質或多胜肽可指為“實質 

上由”所提供的胺基酸序列“組成‘‘。根據本發明，該異種胺 

基酸為一種胺基酸序列，其經發現不天然地（即，不在天然 

中（活體內）發現）與所提供的胺基酸序列嚙合；或已嚙合該 

天然發生的編碼所提供的胺基峻序列（如其在基因中發生 

般）之核酸序列的核昔酸，若此類核昔酸在天然發生的序列 

中由欲衍生出所提供的胺基酸序列之生物使用標準密碼子 

來轉譯出時，其將不由此核昔酸譯出。類似地，當使用於 
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本文中提及的核酸序列時，措辭“實質上由…組成”指為一 

種編碼所提供的胺基酸序列之核酸序列，該胺基酸序列可 

在能譯出所提供的胺基酸序列之核酸序列的每個5'及/或3, 

末端處，與至少一個（最高如約60）額外的異種核昔酸嚙合。

5 該些異種核荘酸經發現不天然地（即，不在天然中（活體內）

發現）與編碼所提供的胺基酸序列（如其在天然基因中發生 

般）之核酸序列嚙合。

本發明亦包括一種分離的核酸分子，其包含一種編碼 

具有PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性的胺基酸 

10 序列之核酸序列。在一個觀點中，此核酸序列編碼裂壺菌 

屬PUFA PKS ORFs或區段的任何同源化合物，包括：序列 

辨識編號：2、序列辨識編號：4、序列辨識編號：6、序列 

辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨識編號：13、序 

列辨識編號：18、序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、 

15 序列辨識編號：24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：

28、序列辨識編號：30或序列辨識編號：32，其中該同源 

化合物具有PUFAPKS系統的至少一個區段之生物活性，如 

先前於本文中所描述般。

在本發明的一個觀點中，由本發明包含的裂壺菌屬

20 PUFA PKS蛋白質或區段之同源化合物包括一胺基酸序 

列，其與選自於下列的胺基酸序列：序列辨識編號：2、序 

列辨識編號：4及序列辨識編號：6之至少500個連續胺基酸 

有至少約60%相同；其中該胺基酸序列具有PUFA PKS系統 

的至少一個區段之生物活性。在進一步觀點中，該同源化 
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合物的胺基酸序列與序列辨識編號：2、序列辨識編號：4 

及序列辨識編號：6任何一種（或與序列辨識編號：6的最大 

長度）之至少約600個連續胺基酸有至少約60%相同，更佳地 

至少約700個連續胺基酸，更佳地至少約800個連續胺基

5 酸，更佳地至少約900個連續胺基酸，更佳地至少約1000個

連續胺基酸，更佳地至少約1100個連續胺基酸，更佳地至

少約1200個連續胺基酸，更佳地至少約1300個連續胺基 

酸、更佳地至少約1400個連續胺基酸及更佳地至少約1500

個連續胺基酸。在進一步觀點中，該同源化合物的胺基酸

10 序列與序列辨識編號：2或序列辨識編號：4的任何一種（或

序列辨識編號：4的最大長度）之至少約1600個連續胺基酸

有至少約60%相同，更佳地至少約1700個連續 胺基酸，更 

佳地至少約1800個連續胺基酸，更佳地至少約1900個連續

胺基酸及更佳地至少約2000個連續胺基酸。在進一步觀點

15 中，該同源化合物的胺基酸序列與序列辨識編號：2的至少

約2100個連續胺基酸有至少約60%相同，更佳地至少約

2200個連續胺基酸，更佳地至少約2300個連續胺基酸，更

佳地至少約2400個連續胺基酸，更佳地至少約2500個連續 

胺基酸，更佳地至少約2600個連續胺基酸，更佳地至少約

20 2700個連續胺基酸，更佳地至少約2800個連續胺基酸，甚

至更佳地為最大的長度。

在另一個觀點中，包含於本發明中之裂壺菌屬PUFA

PKS蛋白質或區段的同源化合物包括一與選自於下列的胺

基酸序列：序列辨識編號：2、序列辨識編號：4，或序列 
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辨識編號：6有至少約65%相同之胺基酸序列，更佳地至少 

約70%相同，更佳地至少約75%相同，更佳地至少約80%相 

同，更佳地至少85%相同，更佳地至少約90%相同，更佳地 

至少約95%相同，更佳地至少約96%相同，更佳地至少約

5 97%相同，更佳地至少約98%相同，更佳地至少約99%相

同，且超過在上段描述的任何連續胺基酸之長度，其中該 

胺基酸序列具有PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活 

性。

在本發明的一個觀點中，包含於本發明中的裂壺菌屬

10 PUFA PKS蛋白質或區段之同源化合物包括一與選自於下 

列的胺基酸序列有至少約60%相同之胺基酸序列：序列辨 

識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨識編號：13、序列 

辨識編號：18、序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、 

序列辨識編號：24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：

15 28、序列辨識編號：30或序列辨識編號：32，其中該胺基

酸序列具有PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性。在 

進一步觀點中，該同源化合物的胺基酸序列與選自於下列 

的胺基酸序列有至少約65%相同：序列辨識編號：8、序列 

辨識編號：10、序列辨識編號：13、序列辨識編號：18、

20 序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、序列辨識編號：

24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：28、序列辨識編 

號：30、序列辨識編號：32，更佳地至少約70%相同，更 

佳地至少約75%相同，更佳地至少約80%相同，更佳地至少 

約85%相同'更佳地至少約90%相同，更佳地至少約95%相 
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同，更佳地至少約96%相同，更佳地至少約97%相同，更佳

地至少約98%相同及更佳地至少約99%相同於，其中該胺基

酸序列具有PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性。

根據本發明，與於本文中描述的核酸或胺基酸序列有

5 關之名稱"連續的（contiguous）^^或''連貫的（consecutive）55意

謂著以未斷裂的序列連接。例如，對包含第二序列的30個

連續（或連貫的）胺基酸之第一序列來說，此意謂著該第一序

列包含一完整的30個胺基酸殘基序列，其與在第二序列中

的30個胺基酸殘基之完整序列乃100%相同。類似地，對具

10 有與第二序列“100%相同”之第一序列來說，此意謂著第一

序列精確地與第二序列相符合且在核昔酸或胺基酸間並無 

間隔。

如於本文中所使用（除非另有扌旨定），所提及的相同百分

比（％）指為同源體的評估，其可使用下列方法來進行：

15 （l）BLAST 2.0基本BLAST同源搜尋，全部使用標準預設參

數在全部6個開放性讀碼區中以blastp做胺基酸搜尋、以

blastn做核酸搜尋及blastX做核酸搜尋及已轉譯的胺基酸搜 

尋，其中該查詢序列可利用預設值過濾出低複雜性區域（描

述在阿次朱耳，S.F.，瑪登，T.L.，史卡弗，A.A.，張，J.，

20 張，Z.，米勒，W.&李普門，D.J.（1997）“有間隔的BLAST

及PSI-BLAST :新一代蛋白質資料庫搜尋程式。” Nucleic

Acids Res. 25 : 3389-3402，其全文以參考之方式併於本

文）；（2）BLAST 2排比（alignment）（使用下列描述的參數）；（3）

及/或具有標準預設參數的PSI-BLAST（位置特定的重複
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(Position-Specific Iterated)BLAST)。應注意的是由於在 

BLAST 2.0基本BLAST及BLAST 2間的標準參數上之某些 

差異，二種特定的序列其可使用BLAST 2程式認定為具有 

明顯的同源性，然而在BLAST 2.0基本BLAST中所進行的搜

5 尋(使用序列之一作為查詢序列)可能在上部配對中不與第 

二序列同源。此外，PSI-BLAST提供一種自動的、容易使 

用的“分佈(profile)”搜尋版本，其為一種敏感的搜尋序列同 

源化合物的方法。該程式首先進行具間隔的BLAST資料庫 

搜尋。PSI-BLAST程式使用任何有意義的排比資訊回饋來 

10 構造出一位置特定的計分矩陣 > 而取代了下一輪資料庫搜 

尋需用之查詢序列。因此，可了解的是該相同百分比可使 

用這些程式的任何一種來決定。

二種特定的序列可使用BLAST 2序列來彼此排比，如

描述在塔土梭伐(Tatusova)及瑪登，(1999)，“BLAST 2序列

15 -一種新穎的、比較蛋白質及核昔酸序列用之工具”，FEMS

Microbiol Lett. 174 : 247-250，其全文以參考之方式併於本 

文。BLAST 2序列排比使用BLAST 2.0演算法以blastp或 

blastn來進行 > 以在二種序列間進行具間隔的BLAST搜尋 

(BLAST 2.0)，以允許在產生的排比中引進間隔(刪除及嵌 

20 入)。於此，為了清楚的目的，可使用如下的標準預設參數 

來進行BLAST 2序列排比。

對blastn來說，使用0 BLOSUM62矩陣：

配對的獎勵(reward)= 1

錯誤配對的罰 分(penalty)=-2
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開放間距(open gap)(5)及延伸間距(extension gap)(2)罰 

分

間距x_下降(dropoff)(50)預期(expect)(10)字形大小 

(word size)(ll)過濾(filter)(開)

5 對blastp來說，使用0 BLOSUM62矩陣：

開放間距(11)及延伸間距(1)罰分

間距x_下降(50)預期(10)字形大小(3)過濾(開)。

在本發明的另一個具體實施例中，具有本發明之PUFA

PKS系統的至少一個區段之生物活性的胺基酸序列包括一

10 胺基酸序列，其足夠地類似於天然發生的PUFA PKS蛋白質

或多胜肽，而編碼該胺基酸序列的核酸序列能在中度、高 

度或非常高度嚴苛的條件(描述在下列)下雜交至(即，與)編 

碼天然發生的PUFA PKS蛋白質或多胜肽之核酸分子(即， 

至編碼天然發生的PUFA PKS蛋白質或多胜肽之核酸股的

15 補體)。較佳地，具有本發明之PUFA PKS系統的至少一個 

區段之生物活性的胺基酸序列可由一核酸序列譯出，其能 

在中度、高度或非常高度嚴苛的條件下雜交至編碼包含由 

任何下列胺基酸序列表示之蛋白質的核酸序列補體：序列 

辨識編號：2、序列辨識編號：4、序列辨識編號：6、序列 

20 辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨識編號：13、序 

列辨識編號：18、序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、 

序列辨識編號：24、序列辨識編號：26、序列辨識編號： 

28、序列辨識編號：30或序列辨識編號：32。推衍出互補 

序列的方法已由熟知此技藝之人士所熟知。應注意的是因 
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為胺基酸定序及核酸定序技藝並非完全無誤差，於本文中 

所顯現的序列充其量僅代表本發明之明顯的PUFA PKS區 

段及蛋白質序列。

如於本文中所使用，雜交條件指為一種標準雜交條

5 件 > 在此之下核酸分子可使用來鑑別類似的核酸分子。此 

標準條件例如揭示在山姆布魯克等人，分子選殖：實驗室 

手冊，冷泉哈伯實驗室出版社，1989，山姆布魯克等人， 

同前所述，其全文以參考之方式併入本文（特別地參見第 

9.31-9.62頁）。此外，計算適當的雜交及清洗條件以獲得核

10 昔酸的錯誤配對之變異程度在准許範圍的雜交之式子則揭

示在，例如，門寇斯（Meinkoth）等人，1984，Anal. Biochem.

138，267-284 ；門寇斯等人，同前所述，其全文以參考之 

方式併入本文。

更特別地是，中度嚴苛的雜交及洗滌條件（如於本文指

15 出）指為可分離出具有與在雜交反應中使用來探測的核酸

分子之核酸序列至少約70%相同的核酸分子之條件（即，該 

條件准許約30%或較少的核昔酸錯誤配對）。高度嚴苛的雜 

交及洗滌條件（如於本文指出）指為可分離出具有與在雜交 

反應中使用來探測的核酸分子之核酸序列至少約80%相同

20 的核酸分子之條件（即，該條件可准許約20%或較少的核蓉

酸錯誤配對）。非常高度嚴苛的雜交及洗滌條件（如於本文指 

出）指為可分離出具有與在雜交反應中使用來探測的核酸 

分子之核酸序列至少約90%相同的核酸分子之條件（即，該 

條件准許約10%或較少的核昔酸錯誤配對）。如上述所討 
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論，熟知技藝之人士可使用在門寇斯等人（同前所述）中的式 

子來計算適當的雜交及清洗條件，以獲得這些特別的核昔 

酸錯誤配對程度。此些條件將依欲形成的DNA : RNA或 

DNA : DNA混雜體而變化。經計算的DNA : DNA混雜體之

5 熔化溫度比DNA : RNA混雜體少10EC。在特別的具體實施

例中、DNA : DNA混雜體的嚴苛雜交條件包括：在6X 

SSC（0.9M Na+）的離子強度下，在約20EC至約35EC間之溫 

度（較不嚴苛）中雜交，更佳地，在約28EC至約40EC間（更嚴 

苛），甚至更佳地，在約35EC至約45EC間（甚至更嚴苛），且

10 具適當的清洗條件。在特別的具體實施例中，DNA : RNA

混雜體的嚴苛雜交條件包括在6X SSC（0.9M Na+）的離子強 

度下，在約30EC至約45EC間之溫度中雜交，更佳地，在約 

38EC至約50EC間，甚至更佳地在約45EC至約55EC間，以 

類似嚴苛的清洗條件。這些值根據大於約100個核昔酸之分

15 子、0%甲醯胺及約40%的G+C含量之熔化溫度來計算。此 

外，Tm可如山姆布魯克等人（前述，第9.31至9.62頁）所提而 

經驗地計算。通常地，清洗條件應該儘可能地嚴苛，且應 

該適當地選擇雜交條件。例如，雜交條件可包括鹽與溫度 

條件（其低於特別的混雜體之經計算的Tm約20-25EC）之組

20 合；及清洗條件典型地包括鹽與溫度條件（其低於特別的混 

雜體之經計算的Tm約12-20EC）之組合。合適使用於DNA : 

DNA混雜體的雜交條件實例包括在6X SSC（50%甲醯胺） 

中，在約42EC下雜交2-24小時；接著為洗滌步驟，其包括 

在室溫下於約2X SSC中洗滌一次或多次；接著為在較高的 
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溫度及較低的離子強度下額外的洗滌（例如，在約0.1X-0.5X 

SSC中，於約37EC下清洗至少一次，接著在約0.1X-0.5X 

SSC中，於約68EC下清洗至少一次）。

本發明的另一個具體實施例包括一種重組型核酸分

5 子，其包含一重組載體及一包含編碼具有如於本文中描述 

之PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性的胺基酸序 

列之核酸序列的核酸分子。此些核酸序列已在上文中詳細 

地描述。根據本發明，重組載體為一種經設計（即，製造） 

的核酸分子，其可使用來作為操控選擇一核酸序列及將此 

10 一核酸序列引進宿主細胞之工具。該重組載體因此合適使 

用於選殖、定序及/或操作核酸序列之選擇，諸如可藉由將 

所選擇的核酸序列表現及/或傳遞進入宿主細胞以形成一 

重組細胞。此載體典型地包括異性核酸序列，其為一種經 

發現不天然地毗連至欲選殖或傳遞的核酸序列之核酸序 

15 列，雖然該載體亦可包括天然發現可毗連至本發明的核酸 

分子或對本發明之核酸分子的表現有用（在下列詳細地討 

論）之控制核酸序列（例如，起動子、未轉譯的區段）。該載 

體可為RNA或DNA（原核的或真核的），典型地為一質體。 

該載體可維持為一種染色體外的元素（例如，質體）或可併入 

20 重組生物（例如，微生物或植物）的染色體。全部的載體可適 

當地保持在宿主細胞中，或在某些條件下，該質體DNA可 

刪除，而留下本發明之核酸分子。併入的核酸分子可由染 

色體的起動子控制、由本身或質體的起動子控制或由數個 

組合的起動子控制。核酸分子的單一或多重複製可併入染 
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色體。本發明之重組載體可包括至少一種選擇標誌。

在一個具體實施例中，在本發明的重組型核酸分子中 

所使用之重組載體為一種表現載體（expression vector） °如 

於本文中所使用，措辭“表現載體”習慣上指為一種載體，

5 其合適用來製造一種編碼的產物（例如，有興趣的蛋白質）。 

在此具體實施例中，該編碼欲製造的產物（例如，PUFAPKS 

區段）之核酸序列可嵌入重組載體以製造一重組型核酸分 

子。該編碼欲製造的蛋白質之核酸序列可以一方法嵌入載 

體，而將該核酸序列操作地連結至載體中的控制序列，而 

10 使其能鉤在重組宿主細胞中轉錄及轉譯該核酸序列。

在另一個具體實施例中，在本發明的重組型核酸分子 

中所使用的重組載體為一種目標載體（targeting vector）。如 

於本文中所使用，措辭“目標載體”習慣上指為一種載體， 

其可使用來將特別的核酸分子傳遞進入重組宿主細胞，其 

15 中該核酸分子可使用來在宿主細胞或微生物中刪除或失活

一內生基因（即，使用於目標基因的分裂或關閉（knock-out） 

技藝）。此載體亦在技藝中熟知為“關閉”載體。在此具體實 

施例的一個觀點中，部分載體（但是更典型地，核酸分子嵌 

入載體（即，嵌入））具有一核酸序列，其與在宿主細胞中的 

20 目標基因之核酸序列（即，其目標為刪除或失活的基因）同 

源。將該載體嵌入的核酸序列設計成黏結至目標基因，如 

此該目標基因及該嵌入可進行同源重組，藉此以刪除、失 

活或減弱內生目標基因（即，至少部分的內生目標基因經突 

變或刪除）。
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典型地，該重組型核酸分子包含本發明的至少一種核 

酸分子而操作地連結至一個或多個轉錄控制序列。如於本 

文中所使用，措辭“重組分子”或“重組型核酸分子”主要指 

為一種操作地連結至一轉錄控制序列的核酸分子或核酸序

5 列，但是其可與措辭“核酸分子”交替使用，當此核酸分子 

為如本文中所討論之重組分子時。根據本發明，措辭“操作 

地連結”指為將核酸分子以一方法連結至一轉錄控制序 

列'如此當該分子轉染(transfect)(即，轉染、轉導 

(transduced)、轉染、轉接(conjugated)或導入(conduced))進

10 入宿主細胞時能夠表現。轉錄控制序列為一種控制轉錄的 

起始 ' 延長或終止的序列。特別重要的轉錄控制序列為可 

控制轉錄起始者，諸如起動子、增強子、操作子及抑制子 

序列。合適的轉錄控制序列包括任何可在已引進重組型核 

酸分子的宿主細胞或生物中作用之轉錄控制序列。

15 本發明之重組型核酸分子亦可包括額外的控制序列，

諸如轉譯控制序列、複製起始源及其它可與重組細胞相容 

的控制序列。在一個具體實施例中，本發明之重組分子(包 

括併入宿主細胞染色體的那些)亦包括分泌訊號(即，信號部 

分核酸序列)，以使表現的蛋白質能夠從製造蛋白質的細胞 

20 中分泌出。合適的信號部分包括與欲表現的蛋白質天然地 

相關之信號部分或任何能指導根據本發明之蛋白質分泌的 

異種信號部分。在另一個具體實施例中，本發明之重組分 

子包含一領導序列(leader sequence)以使表現的蛋白質能夠 

傳遞至及嵌入宿主細胞的薄膜。合適的領導序列包括與蛋 
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白質天然地相關的領導序列，或任何能扌旨導蛋白質傳達及 

嵌入至細胞薄膜的異種領導序列。

本發明家已發現裂壺菌屬PUFA PKS Orfs A及B在基因 

組中緊密地連結且在Orfs間之區域已定序。Orfs在相反的方

5 向上定向，且4244個鹼基對隔開該起始（ATG）密碼子（即它 

們如下安排：3'OrfA5'-4244bp-5'OrfB3'）。4244bp基因間的 

區域之檢驗並不顯露出有任何明瞭的Orfs（在BlastX搜尋上 

並無發現明顯的配對）。Orfs A及B二者在裂壺菌屬中有高度 

表現（至少在產生油期間），此意味著活性起動子元素埋在此

10 基因間區段中。這些基因元素相信具有彳乍為二方向起動子

序列而用於轉殖基因的應用之用途。例如，在一個較佳的 

具體實施例中 > 可選殖此區域、在每個末端處放置任何有 

興趣的基因、且將此架構引進裂壺菌屬（或某些其它起動子 

已顯示出可作用的宿主）。已預期的是該控制元素在適當的

15 條件下將提供二種引進基因經協調的、高程度的表現。包

含裂壺菌屬PUFA PKS控制元素（例如，起動子）的控制區域 

之完整核昔酸序列於本文中表示為序列辨識編號：36。

在一個類似的方法中，OrfC在裂壺菌屬中在產生油期

間會高度表現，而控制元素預計存在於其起始密碼子的區

20 域上游中。OrfC的基因組DNA上游區域已選殖且定序，而 

於本文中表示為（序列辨識編號：37）。此序列包括OrfC起始 

密碼子的3886 nt立即上游（immediately upstream）。此區域 

的檢驗並不顯露出任何明顯的Orfs（即，雀BlastX搜尋中無 

發現明顯的配對）。咸信包含在此區域中的控制元素在適當 
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的條件下將提供放置在其後面的基因具高程度之表現性。 

額外地，在適當的條件下 > 表現程度可在A-B基因間的區 

域.（序列辨識編號：36）之控制下以基因協調。

因此，在一個具體實施例中，在本發明中有用的重組

5 型核酸分子（如揭示於本文）可包括一包含在序列辨識编

號：36及/或序列辨識編號：37中的PUFA PKS控制區域。 

此控制區域可包括序列辨識編號：36及/或序列辨識編號： 

37的任何部分（片段），其具有至少基本的PUFA PKS轉錄活 

性。

10 本發明的一個或多個重組分子可使用來製造一種本發

明之譯出產物（例如，PUFA PKS區段、蛋白質或系統）。在 

一個具體實施例中，該譯出產物可在有效以製造該蛋白質 

之條件下利用如於本文中所描述的表現一核酸分子而製 

造。製造譯出蛋白質的較佳方法為藉由以一個或多個重組

15 分孑來轉染宿主細胞而形成一重組細胞。合適於轉染的宿

主細胞包括（但是非為限制）任何細菌、真菌（例如，酵母 

菌）、昆蟲、植物或可轉染的動物細胞。該宿主細胞可為非 

轉染的細胞或已經以至少一種其它重組型核酸分子轉染的 

細驰。

20 根據本發明5名詞''轉染（transfection）^^習慣上指為任何

可將外源核酸分子（即，重組型核酸分子）嵌入細胞的方法。 

名詞"轉形（transformation）55可與名詞"轉染"交替地使用，當 

此名詞使用來指為將核酸分子引進微生物細胞（諸如藻 

類、細菌及酵母菌）時。在微生物系統中，名詞''轉形”使用
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來描述一種由於微生物取得外源核酸而產生之遺傳改變， 

而基本上與名詞“轉染”同義。但是，在動物細胞中，轉形 

具有第二種意義，其可指為在培養基中細胞生長性質的改 

變 > 例如在它們變成癌之後。因此，為了避免混亂，名詞“轉 

5 染”較佳地使用在關於將外涼核酸引進動物細胞，及名詞 

“轉染”於本文中將通常地使用來包括動物細胞、植物細胞 

之轉染及微生物細胞的轉染，至該名詞涉及將外源核酸引 

進細胞的程度。因此，轉染扌支術包括（但是非為限制）轉染、 

粒子轟擊、電穿孔、顯微注射法、微脂粒感染（lipofection）、 

ίο 吸附、感染及原生質體熔融；

需由熟知此技藝之人士了解的是可使用重組DNA技藝 

來改善轉移的核酸分子之表現性的控制，其藉由操控例如 

在宿主細胞中的核酸分子之複製數目、那些核酸分子的轉 

錄效率、所產生的轉錄之轉譯效率及後轉譯改性的效率。

15 額外地，起動子序列可基因地.設計以改善表現程度，如與 

天生的起動子比較。控制核酸.分子之表現性有用的重組技 

術包括（但是非為限制）將核夔分子整合進入一個或多個宿 

主細胞染色體、將載體穩定序列加入至質體、取代或改性 

轉錄控制訊號（例如，起動子、操作子、增強子）、取代或改 

20 性轉譯控制訊號（例如，核糖體黏結位置、閃-達卡諾 

（Shine-Dalgarn）序列）、將核酸.分子改性至與宿主細胞使用 

的密碼子相符合、及刪除會使.轉錄不穩定的序列。

通常上述討論的關於重組·型核酸分子及宿主細胞的轉 

移意欲應用至任何於本文中討·論的重組型核酸分子，包括 
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那些編碼具有從PUFA PKS來的至少一個區段之生物活性 

的任何胺基酸序列、那些編碼從其它PKS系統來的胺基酸 

序列、及那些編碼其它蛋白質或區段。

本發明亦關於使用新穎的方法來鑑別具有PUFA PKS

5 系統的微生物 > 其在結構、區段組織及/或功能上類似於裂 

壺菌屬的PUFA PKS系統。在一個具體實施例中，該微生物 

為一種非細菌的微生物，較佳地，由此方法鑑別的微生物 

為一種真核微生物。此外，本發明係關於藉由此方法鑑別 

的微生物；及關於將這些微生物及從這些微生物來的PUFA 

10 PKS系統根據本發明使用在不同的PUFA PKS系統應用中 

(例如*基因地改性的生物及製造生物活性分子之方法)。於 

本文中描述及說明的獨特篩選方法能夠快速地鑑別新穎的 

包含PUFA PKS系統類似於本發明之裂壺菌屬的PUFA PKS 

系統之微生物菌株。於本文中申請人已使用此方法來發現 

15 及揭示出一包含的PUFA PKS系統與在裂壺菌屬中發現的 

類似之破囊壺菌屬微生物。此發現將詳細地描述在下列實 

例2中。

具有PUFA PKS系統類似於在裂壺菌屬中發現的微生 

物，諸如由本發明家發現且描述在實例2的破囊壺菌屬微生 

20 物，其可容易利用下列方法來鑑別/分離/篩選，各別地使用 

或以這些方法的任何組合。

通常地'鑑別具有多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成 

酶(PKS)系統的非細菌微生物之方法包括第一步驟(a)選擇 

一可製造至少一種PUFA的微生物；及第二步驟(b)鑑別從(a) 
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來的微生物，其具有在發酵培養液中於溶氧條件少於約飽 

和的5%下可製造增加的PUFAs之能力5如與在發酵培養液 

中於溶氧條件大於飽和之5%下由該微生物製造之PUFAs比 

較，更佳地飽和的10%，更佳地大於飽和的15%及更佳地大

5 於飽和的20%。可製造至少一種PUFA且具有在溶氧條件少 

於約飽和之5%下製造增加的PUFAs之能力的微生物，經鑑 

別為包含PUFA PKS系統的候選生物。繼鑑別出該微生物為 

包含PUFAPKS系統的強候選生物後，該方法可包括額外的 

步驟(c)偵測在步驟(b)中鑑別的生物是否包含PUFA PKS系 

10 統。

在本發明的一個具體實施例中，步驟(b)可藉由在低氧/ 

缺氧條件及有氧條件下培養已選擇用於篩選方法的微生物 

而進行，且除了測量在該生物中的PUFA含量外，尚測量脂 

肪酸分佈和脂肪含量。藉由比較在低氧/缺氧條件下的結果 

15 與在有氧條件下的結果，該方法可提供一該測試微生物是 

否包含本發明之PUFA PKS系統的強烈跡象。此較佳的具體 

實施例詳細地描述在下列。

初始地，將欲檢驗PUFA PKS系統是否存在的微生物菌 

株培養在有氧條件下以引導細胞大數量產生(微生物的生 

20 物量)。至於鑑別方法的元素，然後將這些細胞放置在低氧 

或缺氧的培養條件下(例如，在培養基中溶解的氧少於約飽 

和的5% ＞更佳地少於約2%，甚至更佳地少於約1%及最佳 

地溶解的氧約0%飽和)讓其生長約另一個24-72小時。在此 

方法中，微生物應該在大於約15EC的溫度下培養，更佳地
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大於約20EC，甚至更佳地大於約25EC及甚至更佳地大於 

30EC。低或缺氧的培養環境可在能引發此型式的大氣環境 

培養室中（因此在培養基中）容易地維持，或可藉由以直接地 

在培養燒瓶/容器其自身中引發低氧環境之方法培養該些 

5 細胞。

在一個較佳的培養方法中，可將微生物培養在燒瓶 

（shake flask）中，取代正常下會包含小量的培養基--少於約 

總容量的50%及通常少於約總容量的25%--以便當其在振 

動台上搖晃時保持培養基通氣，代替的是以培養基填充至 

10 大於約其容量的50%，更佳地大於約60%及最佳地大於約其

容量的75% °高負載培養基的搖瓶可防止當其放置在振動 

台上時其會在燒瓶中非常良好地混合，而防止氧擴散進入 

培養基。因此當微生物生長時，它們會用盡存在於培養基 

中的氧而在搖瓶中天然地產生低或無氧環境。

15 在培養週期後，可獲得該些細胞及分析有興趣的生物

活性化合物（例如'脂質）之含量，但是最特別地»為分析包 

含二個或更多不飽和鍵的化合物，更佳地三個或更多雙鍵 

及甚至更佳地四個或更多雙鍵。對脂質來說，那些擁有此 

些化合物在大於約微生物的乾燥重量之5%，更佳地大於約

20 10%，更佳地大於約15%，及甚至更佳地大於約20%的菌株

可鑑別如預測地包含上述描述的型式之新穎的PKS系統。

對其它生物活性化合物來說，諸如以較小量合成的抗生素 

或化合物，那些擁有此化合物在大於約微生物的乾燥重量 

之0.5% '更佳地大於約0.1% '更佳地大於約0.25%，更佳地 
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大於約0.5%，更佳地大於約0.75%，更佳地大於約1%，更 

佳地大於約2.5%及更佳地大於約5%的菌株可鑑別如預測 

地包含上述描述的型式之新穎的PKS系統。

再者（或與此方法相關連），包含如於本文所描述的新穎 

PUFA PKS系統之預期的微生物菌株可藉由檢驗菌株（其可 

藉由培養該生物或經由已公告或其它容易可獲得的來源而 

獲得）的脂肪酸分佈來鑑別。若該微生物包含大於約總脂肪 

酸（如為C14 : 0、C16 : 0及/或C16 : 1）的30%，更佳地大於 

約40%，更佳地大於約45%及甚至更佳地大於約50%，同時 

亦產生至少一種含三個或更多不飽和鍵的長鏈脂肪酸，更 

佳地4個或更多雙鍵，更佳地5個或更多雙鍵及甚至臾佳地6 

個或更多雙鍵，則此微生物的菌株鑑別為一種類似的候選 

生物而具有在本發明中描述的型式之新穎的PUFA PKS系 

統。藉由在上述描述之低氧條件下篩選此生物，且確認其 

會製造包含二個或更多不飽和鍵的生物活性分子將建議在 

生物中存在有新穎的PUFA PKS系統，其可能進一步藉由分 

析微生物的基因組而確認。

此方法的成功亦可藉由篩選已熟知包含C17 : 0及或 

C17 : 1脂肪酸的真核菌株而提高（與上述描述的大百分比的 

C14 ： 0 ' C16 : 0及C16 : 1脂肪酸相關連），因為C17 : 0及 

C17 : 1脂肪酸為細菌（原核生物）系潛在的標誌，或可影響 

脂肪酸製造系統。另一個用來鑑別包含新穎的PUFA PKS系 

統之菌株的標誌為由該生物產生的簡單脂肪酸分佈。根據 

本發明，“簡單脂肪酸分佈”定義為由菌株製造的8或較少的 
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脂肪酸，其程度大於總脂肪酸的10% °

使用這些方法或標誌（單獨地或較佳地以組合方式）的 

任何一種將可使熟知技藝之人士容易地鑑別出高度預測而 

包含在本發明中描述的型式之新穎的PUFA PKS系統的微

5 生物菌株。

在一個結合上述描述的許多方法及標誌之較佳的具體 

實施例中，已發展出新穎的生物理論（biorational）篩選（使用 

燒瓶培養基）來偵測包含製造PUFA的PKS系統之微生物。此

• 篩選系統如下進行：

10 將部分欲測試的菌株/微生物之培養基放置在具有50

毫升的培養基（有氧處理）之250毫升裝有擋板的（baffled）燒 

瓶中，且將相同的菌株培養基之另一部分放置在具有200毫 

升的培養基（缺氧/低氧處理）之250毫升無裝有擋板的燒瓶 

中。可依欲評估的微生物之型式及菌株而使用不同的培養

15 基。將二燒瓶放置在200rpm的振動台上。在48-72小時之培 

養時間後，該培養物可藉由離心機而獲得，且經由氣相層

• 析法分析該些細胞的脂肪酸甲基酯含量，以對每個培養物

測量下列資料：（1）脂肪酸分佈；（2）PUFA含量；及（3）脂肪 

含量（估計為量總脂肪酸/細胞乾燥重量）。

20 然後，藉由詢問下列五個問題來分析這些資料（是/否）：

比較從低Ο?/缺氧燒瓶來之資料與從有氧燒瓶來的資 

料：

（1）與有氧培養物比較，在低氧培養物中的DHA（或其它 

PUFA含量）（如為%FAME（脂肪酸甲基酯））是否保持在約相
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同（或較佳地增加）的程度？

（2） 在缺氧培養物中之C14 : 0+C16 : 0+C16 : 1是否大 

於約 40%TFA ?

（3） 在缺氧培養物中是否有習知的氧依賴性鏈加長酶/

5 去飽和酶途徑之非常些微（＜1%如為FAME）（或無）的前驅物

（C18 : 3n-3+C18 : 2n-6+C18 : 3n-6） ?

（4） 與有氧培養物比較，在低氧培養物中的脂肪含量（如

為量總脂肪酸/細胞乾燥重量）是否增加？

（5） 與有氧培養物比較，在低氧培養物中的DHA（或其它

10 PUFA含量）是否增加（如為細胞乾燥重量％）?

若首先三個問題回答為是，此為菌株包含製造長鏈

PUFAs用之PKS基因系統好的跡象。越多的問題回答為是

（較佳地首先三個問題必需回答為是），越強的跡象顯示菌株 

包含此PKS基因系統。若五個問題全部回答為是，則已有

15 非常強的跡象顯示該菌株包含製造長鏈PUFAs用之PKS基

因系統。缺乏18 : 3n-3/18 : 2n-6/18 : 3n-6將指示出低氧條

件將已關閉或抑制習知的PUFA合成途徑。高的14 ： 0/16 : 

0/16 : 1脂肪為一種細菌影響的脂肪酸合成分佈（存在有

C17 : 0及17 : 1亦為此指示劑）及簡單脂肪酸分佈之初始指 

20 示劑。在低氧條件下增加的PUFA合成及含PUFA的脂肪合

成直接地象徵PUFA PKS系統，因為此系統不需要氧而可製 

得高不飽和脂肪酸。

最後地，在本發明的鑑別方法中，一旦鑑別出強的候

選生物，較佳地篩選該微生物以偵測該微生物是否包含
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PUFA PKS系統。例如，可篩選該微生物的基因組以偵測是 

否存在一種或多種編碼如於本文描述的PUFA PKS系統區 

段之核酸序列。較佳地，此偵測步驟包括合適的核酸偵測 

方法，諸如雜交、放大及或定序一種或多種在有興趣的微

5 生物中之核酸序列。在偵測方法中所使用的探針及/或引子 

可起源於任何熟知的PUFA PKS系統，包括在美國專利案號 

6,140,486中描述的海洋細菌PUFA PKS系統，或在美國申請 

序號09/231,899及於本文中描述的破囊壺菌PUFA PKS系 

統。一旦鑑別出新穎的PUFA PKS系統，從這些系統來的基

10 因物質亦可使用來偵測額外新穎的PUFA PKS系統。用於鑑

別及偵測序列目的之核酸雜交、放大及定序方法已在技藝 

中熟知。使用這些偵測方法，可評估序列同源物及區段結 

構（例如-不同的PUFA PKS官能至區段之存在、數目及/或 

安排），且與於本文中描述之熟知的PUFA PKS系統比較。

15 在某些具體實施例中，PUFA PKS系統可使用生物學試

驗來鑑別。例如，在美國申請序號09/231,899的實例7中描 

述出關鍵的實驗結果，其使用相當熟知的某些型式之脂肪 

酸合成系統的抑制劑（即»硫乳酸黴素（thiolactomycin）） °本 

發明家顯示出可特別地阻擋在裂壺菌屬的整個細胞中之

20 PUFAs合成而沒有阻斷短鏈飽和脂肪酸的合成。此結果的 

意義如下：本發明家已從從裂壺菌屬之cDNA序列分析熟 

知，型式I脂肪酸合成酶系統存在於裂壺菌屬中。已熟知硫 

乳酸黴素並不抑制型式I FAS系統，此與本發明家的資料一 

致，即，飽和脂肪酸（在裂壺菌屬中主要為C14 : 0及C16 : 
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0）之製造不會因硫乳酸黴素處理而抑制。在文獻或在本發 

明家擁有的資料中並無跡象顯示出硫乳酸黴素具有任何延 

長C14： 0或C16： 0脂肪酸或其去飽和（即轉染短鏈飽和脂肪 

酸至PUFAs藉由標準途徑）之抑制劑效應。因此，在裂壺菌 

屬中的PUFA製造被硫乳酸黴素阻擋之事實強烈地說明標 

準的PUFA合成途徑並丕食在裂壺菌屬中製造PUFAs，而是 

包括了不同的合成途徑。再者，已經先前地測定的是志瓦 

菌PUFA PKS系統會由硫乳酸黴 素抑制（注意本發明的PUFA 

PKS系統具有型式I及型式II系統二者之元素），已熟知的是 

硫乳酸黴素為一種型式II FAS系統的抑制劑（諸如其在大腸 

桿菌中發現）。因此，此實驗指出裂壺菌屬可製造PUFAs， 

由於途徑不包含型式I FAS。可使用類似的原理及偵測步驟 

來偵測已使用於本文中所揭示的新穎篩選方法而鑑別出之 

微生物中的PUFA PKS系統。

此外，實例3顯示出額外的生化資料，其提供裂壺菌屬 

中的PUFAs不由標準途徑製造之證據（即，在C16 : 0及DHA 

間之前驅物產物動力學並不在整個細胞中觀察到及，活體 

外PUFA合成可從薄膜片段分離一標準的PUFA合成途徑之 

全部的脂肪酸去飽和酶（除了 59去飽和酶外，其嵌入該系列 

的第一個雙鍵）與細胞膜有關）。此型式的生物化學資料可使 

用來偵測在由上述描述的新穎篩選方法所鑑別出之微生物 

中的PUFA PKS活性。

可使用本發明之篩選/鑑別方法來篩選的較佳微生物 

菌株可選自於由下列所組成之群：細菌、藻類、真菌、原 
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生動物門或原生生物，但是最佳的是來自由藻類、真菌、 

原生動物門及原生生物組成的真核微生物。這些微生物較 

佳地能生長且製造出包含二個或多個不飽和鍵的生物活性 

化合物，在溫度大於約15EC，更佳地大於約20EC，甚至更

5 佳地大於約25EC及最佳地大於約30EC。

在本發明的此方法之某些具體實施例中，可在能於溫 

度超過約20EC，較佳地超過約25EC及甚至更佳地超過約 

30EC下製造PUFAs之細菌中鑑別出新穎的細菌PUFA PKS 

系統。如先前地於本文中所描述，海洋細菌、志瓦菌及海 

10 洋弧菌（描述在美國專利案號6,140,486中），不會在較高的溫

度下製造PUFAs，此限制起源於這些細菌的PUFA PKS系統 

之有效度，特別地在田野條件下的植物應用中。因此，在 

一個具體實施例中，本發明之篩選方法可使用來鑑別出具 

有PUFA PKS系統而能在較高的溫度（例如，上述約20、25 

15 或30EC）下生長及製造PUFA的細菌。在此具體實施例中，

可將真核生長的抑制劑諸如制真菌素（抗真菌劑）或放線菌 

酮（真核蛋白質合成的抑制劑）加入至瓊脂板中，該板使用來 

培養/選擇從水樣品/土壤樣品（從描述在下列的孳生地/棲所 

型式中收集）來的起始菌株。此方法將幫助選擇出沒有（或最 

20 小的）真核菌株污染之豐富的細菌菌株。此選擇方法（在高溫

（例如30EC）下培養該些板，然後選擇該些會製造至少一種 

PUFA的菌株之組合）將初始地鑑別出具有PUFA PKS系統而 

可在高溫下操作的候選細菌菌株（與在先述技藝中的那些 

細菌菌株相反，其僅在溫度少於約20EC及更佳地低於約
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5EC下會顯示出PUFA產物）。

用來收集較佳型式的微生物以用於根據本發明之 

PUFA PKS系統篩選的場所包括任何下列一種：低氧環境 

（或接近這些型式的低氧環境之場所，包括在動物的腸子

5 中，包括會消耗微生物或含微生物的食物之無脊椎動物（包 

括濾食型式生物））、低或無含氧的水生孳生地（包括淡水、 

鹽液及海洋）、及特別地在海洋中於-或接近-低氧環境（區 

域）。該些微生物菌株較佳地不為專性厭氧菌，而是可適應 

生活在有氧及低或缺氧的環境二者之菌株。包含有氧及低

10 氧或缺氧的環境二者之土壤環境亦為發現這些生物的優良

環境，特別地在水生孳生地或臨時的水生孳生地等這些型 

式的土壤。

特別佳的微生物菌株為一選自於由下列所組成之群的 

菌株：藻類、真菌（包括酵母菌）、原生動物門或原生生物， 

15 在其生命循環的部分期間能藉由諸如吞噬作用、吞噬的或 

內吞的能力等機制來消耗整個細菌細胞（噬菌 

（bacterivory）） »及/或其生命循環具有以變形蟲階段或裸露 

的原生質存在之階段。此滋養方法將大大地增加將細菌的 

PKS系統轉移進入真核細胞的潛力，若錯誤發生且細菌細 

20 胞（或其DNA）不獲得消化反而官能性地併入真核細胞時。

能噬菌（特別地藉由吞噬作用或細胞攝粒作用）的微生 

物（除了破囊壺菌類（Thraustochytrids）成員外）之菌株可在 

下列微生物種類（包括但是不限制於此些實例屬）中發現：

在藻類及藻類似的微生物（包括真菌界）中:裸藻綱（例
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如：屬眼蟲藻及袋鞭藻屬)；金黃藻綱(例如：棕鞭藻屬)； 

錐囊藻綱(Dinobryaceae)(例如：錐囊藻屬、扁金囊藻屬 

(Platychrysis)及定鞭藻類(Chrysochromulina))；雙鞭藻綱(包 

括：無色渦鞭毛藻屬(Crypthecodinium)、裸甲葆屬 

5 (Gymnodinium)、多甲藻屬(Peridinium)、角藻屬(Ceratium)、

螺溝藻屬(Gyrodinium)及銳鼻藻屬(Oxyrrhis))；褐鞭藻綱種 

類(例如：褐鞭藻屬(Cryptomonas)及紅鞭藻屬 

(Rhodomonas'))；黃綠藻綱(例如：淺色盤藻屬 

(Olisthodiscus)｝(及包括發生變形蟲階段形式的藻類，如在

10 氯根瘤藻屬(Rhizochloridaceae)鞭毛蟲(flagellates)，及巴卻

絲毛藻｛Aphanochaete pascheri) ' 毛枝布米勒藻｛Bumilleria 

stigeoclonium)及對生無隔藻(Vaucheria geminata)的游動孑包 

子/配子中)；真點蟲黴菌綱(Eustigmatophyceae)；及芮尼斯 

菌綱(Prymnesiopyceae)(包括芮尼斯菌屬(Prymnesium)及雙

15 頭菌屬(Diacronema)) °

在菌類中，包括:原生單胞菌(Proteromonads)、乳白

菌(Opalines)、發生胚菌(Developayella)、雙孑包子菌

(Diplophorys) ' 拉斑絲菌(Larbrinthulids)、破囊壺菌類、雙 

克斯菌(Bicosecids)、 卵形菌、亞壺菌綱

20 (Hypochytridiomycetes)、寇馬迅菌(Commation)、網花球菌

(Reticulosphaera)、毛單胞菌(Pelagomonas)、波球菌

(Pelapococcus)、歐力克菌(Ollicola)、金黃球菌

(Aureococcus)、巴馬菌(Parmales)、針晶菌

(Raphidiophytes)、新芮菌(Synurids)、色根瘤菌 
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(Rhizochromulinaales)、片內爾菌(Pedinellales)、隔盤菌 

(Dictyochales)、金銹頂菌(Chrysomeridales)、束隔金菌 

(Sarcinochrysidales)、亥烏拉菌(Hydrurales)、希柏代菌 

(Hibberdiales)及克姆林菌(Chromulinales)。

在真菌中:黏液菌綱(形成單核粘變形體 

(myxamoebae))—黏菌；集胞黏菌綱(Acrasiceae)包括 集胞黏 

菌目(例如：沙拼那屬(Sappinia))；斑瘤黏菌綱 

(Guttulinaceae)(例如：斑瘤林黏菌屬(Guttulinopsis) ' 及斑 

瘤黏菌屬(Guttulina))；網柱黏菌綱(Dictysteliacea)(例如： 

腐混黴菌屬(Acrasis)、網柱黏菌屬(Dictyostelium)、多峰地 

菌屬(Polysphondylium)及顆恩亞菌屬(Coenonia))；及藻狀菌 

綱(Phycomyceae)包括：壺菌目(Chytridiales)、安賽菌目 

(Ancylistales)、後膜囊菌目(Blastocladiales)、單卵壺菌目 

(Monoblepharidales) ' 水黴菌目(Saprolegniales)、霜黴目 

(Peronosporales)、毛黴菌目(Mucorales)及蟲霉目 

(Entomophthorales)。

在原生動物中:具有能噬菌(包括吞噬作用)的生命階段 

之原生動物門菌株，其可選自於分類為纖毛蟲，鞭毛蟲或 

阿米巴之型式。原蟲殲毛蟲包括族群：Chonotrichs、 

Colpodids 、Cyrtophores 、Haptorids 、Karyorelicts 、 

Oligohymenophora 、 Polyhymenophora (spirotrichs)、 

Prostomes及吸 管蟲綱(Suctoria)。原蟲性鞭毛蟲包括 

Biosoecids ； Bodonids ； Cercomonads ； Chrysophytes(例如： 

Anthophysa 屬、Chrysamoemba 屬、Chrysosphaerella 屬、 
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Dendromonas屬、Dinobryon屬、魚鳞藻屬(Mallomonas)、棕 

鞭藻屬、Paraphysomonas屬、Poterioochromonas屬 ' Spumella 

屬、Syncrypta屬、黃群藻屬(Synura)及黃鞭毛藻屬 

(Uroglena))；環鞭毛蟲；隱芽植物(Cryptophytes)(例如：冷 

5 單胞藻屬(Chilomonas)、隱藻屬(Cryptomonas)、青藻屬

(Cyanomonas)及角單胞藻屬(Goniomonas))； 

Dinoflagellates ； Diplomonads ；裸藻(Euglenoids)；

Heterolobosea ； Pedinellids ； Pelobionts ； Phalansteriids :

Pseudodendromonads ； Spongomonads ；及團藻目

10 (Volvocales)(及其它鞭毛蟲*包括未指定的鞭毛蟲屬

Artodiscus、Clautriavia、Helkesimastix、Kathablepharis及

Multicilia)°似阿米巴的原生動物包括族群：Actinophryids ；

Centrohelids ； Desmothoricids ； Diplophryids ； Eumamoebae ；

Heterolobosea ； Leptomyxids ； Nucleariid Filose amoebae ；

15 Pelebionts； Testate amoebae及Vampyrellids(及 包括未指定的

阿米巴類屬：Gymnophrys、Biomyxa、Microcometes、 

Reticulomyxa、Belonocystis、Elaeorhanis、Allelogromia、

Gromia或 Lieberkuhnia)。原蟲目 包括下列

Percolomonadeae ； Heterolobosea ； Lyromonadea ；

20 Pseudociliata ； Trichomonadea ； Hypermastigea ；

Heteromiteae ； Telonemea ； Cyathobodonea ； Ebridea ；

Pyytomyxea ； Opalinea ； Kinetomonadea ； Hemimastigea ；

Protostelea ； Myxagastrea ； Dictyostelea ； Choanomonadea ；

Apicomonadea ； Eogregarinea ； Neogregarinea ； 
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Coelotrolphea ； Eucoccidea ； Haemosporea ； Piroplasmea ； 

Spirotrichea ； Prostomatea ； Litostomatea ； Phyllopharyngea ； 

Nassophorea ； Oligohymenophorea ； Colpodea ； Karyorelicta ； 

Nucleohelea ； Centrohelea ；棘針綱(Acantharea)； 

Sticholonchea ；多泡綱(Polycystinea)；濃彩綱(Phaeodarea)； 

Lobosea ； Filosea ； Athalamea ； Monothalamea ； Polythalamea ； 

Xenophyophorea ； Schizocladea ； Holosea ； Entamoebea ；黏 

液砲子蟲(Myxosporea) ； Actinomyxea ； Halosporea ； 

Paramyxea ； Rhombozoa及 Orthonectea °

本發明的一個較佳具體實施例包括編列在上述的微生 

物菌株，其已從編列在上述的較佳孳生地處收集。

本發明的一個具體實施例係關於使用上述描述的新穎 

PUFA PKS篩選方法鑑別的任何微生物；關於PUFA PKS基 

因及因此譯出的蛋白質；及關於以任何於本文中描述的方 

法使用此微生物及/或PUFA PKS基因及蛋白質(包括同源物 

及其片段)。特別地，本發明包括利用本發明之篩選方法鑑 

別的生物，其然後基因地改性以藉由該PUFA PKS系統調節 

生物活性分子的製造。

本發明的更另一個具體實施例係關於一種分離的核酸 

分子，其包含一編碼從破囊壺菌微生物來的多不飽和脂肪 

酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統之至少一個的生物活性 

區段或其生物活性片段之核酸序列。如上述討論，本發明 

家已成功地使用該方法來鑑別一種具有PUFA PKS系統的 

非細菌微生物，來鑑別其它色含PUFAPKS系統的破囊壺菌
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目成員。三種此微生物的鑑別已描述在實例2。特別地，本 

發明家已使用本發明之篩選方法鑑別破囊壺菌 

23B(ATCC20892)為已高度預測包含PUFA PKS系統，接著 

偵測在破囊壺菌23B基因組中與於本文中揭示的裂壺菌屬

5 PUFA PKS基因雜交的序列。軟體裂壺菌屬(Schizochytrium 

Zz/Maczww)(IFO32693)及優肯那菌(加α)(ΒΡ-5601)亦已鑑 

別為包含PUFA PKS系統的好候選生物。根據這些資料及在 

破囊壺菌目成員中的類似物，咸信許多其它破囊壺菌目 

PUFA PKS系統現在可容易地使用由本發明所提供的方法

10 及工具來鑑別。因此，破囊壺菌目PUFAPKS系統及其部分

及/或同源物(例如，蛋白質、區段及其片段)、包含此系統 

及其部分及/或同源物的基因改性生物、及使用此微生物及 

PUFA PKS系統的方法皆包含在本發明中。

破曩壺菌類的分類已隨著發展而產生修正。分類理論

15 學家將破囊壺菌類放置在藻類或藻類似的原生生物中。但

是，因為分類上的不確定，對本發明之目標來說，在本發 

明中描述為破囊壺菌類之菌株較佳地視為(目：破囊壺菌 

目；科：破囊壺菌科(Thraustochytriaceae)；屬：破囊壺菌 

屬、裂壺菌屬、拉斑絲菌(Labyrinthuloides)或日本壺菌屬

20 (Japonochytrium)) °分類的 改變則 總整理在下列。於本文中 

所揭示的某些單細胞微生物之菌株為破囊壺菌目成員。破 

囊壺菌類為一種具有分類歷史問題之海洋真核生物類。破 

囊壺菌類的分類位置問題已由摩斯(Moss)(1986)、班韋柏 

(Bahnweb)及傑寇(Jackle)( 1986)及錢伯蘭(Chamberlain)及 
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摩斯(1988)所評論。根據本發明，措辭“破囊壺菌”、“破囊 

壺菌目微生物”及“破囊壺菌目的微生物”可交替地使用。

為了方便起見，破囊壺菌類首先由分類學者分配在藻 

菌綱(Phycomycetes)(似真菌的藻類)中之其它無色游動抱子 

真核生物類。但是，藻菌綱的名稱最後則從分類狀態去除， 

而破囊壺菌類則保留在卵菌綱(Oomycetes)(雙鞭毛游動孑包 

子真菌)中。最初假定卵菌綱與不等鞭毛藻類有關，最後在 

廣泛範圍的超微結構及生化研究下(由巴爾(Barr)(1983)生 

物系統(biosystem))支持此假設。卵菌綱事實上由李大耳 

(Leedale)(李大耳，1974 > Taxon 23:261-270)及其它藻類學 

家接受為不等鞭毛藻類部分。但是，由於其方便的異養本 

質情形，卵菌綱及破囊壺菌類已大部分由真菌學者(研究真 

菌的科學家)研究，而非由藻類學家(研究藻類的科學家)。

從另一個分類觀點來看，進化生物學家已發展出二種 

思考真核生物類如何發展的一般學派。理論之一提出由薄 

膜包圍的胞器為經由一系列的內共生現象之外生源(馬爾 

估里斯(Margulis) » 1970 »真核細胞之起源(Origin of 

Eukaryotic Cells)，耶魯大學出版社(Yale University Press)， 

紐哈文(New Haven)):例如，粒腺體起源於細菌的內共生 

體、葉綠體起源於藍藻類及鞭毛起源於螺旋體。另一個理 

論則建議由薄膜包圍的胞器乃經由自體過程從無薄膜包圍 

的原核生物原型系統中逐漸地發展形成(卡伐里爾 

(Cavalier)-史密斯(Smith)1975，自然(Lond.)256:462-468)。 

但是，此二組進化生物學家已將卵菌綱與破囊壺菌類移出



1426126

真菌，而將其與雜色藻類(chromophyte algae)放置在雜色藻 

界(Chromophyta)(卡伐里爾-史密斯，1981，生物系統 

14:461-481)(此界更近已擴大至包括其它原生生物，且此界 

的成員現在稱為菌類界(Stramenopiles))；或與全部的藻類 

5 放置在原生生物界(馬爾估里斯及沙根(Sagan)，1985，生物

系統 18:141-147)。

隨著電子顯微鏡的發展，在二種破囊壺菌類的游動砲 

子之超微結構上的研究，破囊壺菌屬及裂壺菌屬(博金斯 

(Perkins) - 1976，pp.279-312在“水生真菌學的最近發展

10 (Recent Advances in Aquatic Mycology)"(ed. E. B. G.瓊斯 

(Jones)) »約翰威利&桑斯(John Wiley & Sons) >紐約；卡日 

瑪(Kazama)1 1980，Can. J. Bot. 58:2434-2446 ；巴爾，1981， 

生物系統14:359-370)已提供破曩壺菌科僅略微地與卵菌綱 

相關的好證據。額外地，可顯示5S核釀體RNA序列的相依

15 分析(一種多元統計資料形式)之基因資料指出破囊壺菌目

明顯地為一種獨特的真核生物群，其可完全地從卵菌綱成 

員的真菌中分出，而最緊密地與紅及褐藻類相關(門內拉 

(Mannella)等人，1987，Mol. Evol. 24:228-235)。大部分的 

分類學者已同意將破囊壺菌類移出卵菌綱(巴克尼吉-蓋西 

20 亞(Bartnicki-Garcia)，1987 » pp.389-403在"真菌的進化生物

學(Evolution Biology of Fungi)"中(eds.雷納(Rayner) ‘

A.D.M.  > 布拉希爾(Brasier) » C.M.&摩爾(Moore)，D.) > 康 

橋(Cambridge)大學出版社，康橋)。

總而言之，使用卡伐里爾-史密斯的分類系統(1981，， 
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生物系統14 : 461-481，1983 ；卡伐里爾-史密斯，1993， 

Microbiol Rev. 57 : 953-994），破囊壺菌類與雜色藻類乃分 

類在雜色藻界（真菌界）。此分類位置已更近由卡伐里爾-史 

密斯等人使用不等鞭毛藻門的18S rRNA識別標誌重申，以 

說明破囊壺菌類為chromists而非真菌（卡伐里爾-史密斯等 

人 » 1994 ' Phil. Tran. Roy. Soc.倫敦系列生物科學｛London 

Series BioSciences）346 : 387-397） ° 此將其放置在與真菌完 

全不同的界 > 其全部放置在狹義的真菌界（Eufungi）中。因 

此，將破囊壺菌類的分類位置總整理在下列：

界：雜色藻界（真菌界）

門：不等鞭毛門（Heterokonta）

目：破囊壺菌目

科：破囊壺菌科

屬：破囊壺菌屬、裂壺菌屬、拉斑絲菌屬或日本壺菌 

屬

某些早期的分類學者將破囊壺菌屬的少數原始成員 

（具有變形蟲生命階段的那些）分離出個別的屬稱為優肯那 

菌屬。但是，現在已熟知大部分（若非全部）的破囊壺菌類（包 

括破囊壺菌屬及裂壺菌屬）具有變形蟲階段，如此某些人不 

將優肯那菌屬視為有用的屬。如於本文中所使用，破囊壺 

菌屬將包括優肯那菌。

雖然在較高的門及界分類中處於不確定的分類位置， 

破囊壺菌類仍然為一種特殊及有特徵的族群，其成員仍然 

可分類在破囊壺菌目中。

84



1426126
< '

多不飽和脂肪酸類（PUFAs）為較高的真菌類中之基本 

薄膜組分及許多由脂質衍生的信號分子之前驅物。本發明 

之PUFA PKS系統使用的PUFA合成途徑並不需要飽和脂肪 

酸的去飽和及延長反應。該些途徑利用PUFA PKSs催化，

5 其與先前了解的PKSs在結構及機制二者上有區別。順式雙

鍵的產生建議包含位置-特定的異構酶類；這些酵素類相信 

可有用地用於製造新穎的抗生素家族。

為了使用本發明之PUFA PKS系統來製造明顯高產率

• 的多種生物活性分子，生物（較佳地為微生物或植物）可經基

10 因地改性以影響PUFA PKS系統的活性。在一個觀點中，此

生物可內生地包含及表現出PUFA PKS系統，及該基因改性 

可為一種或多種內生的PUFA PKS系統之官能性區段的基 

因改性，藉此，該改性在PUFAPKS系統的活性上具有某些 

影響。在另一個觀點中，此生物可內生地包含及表現出

15 PUFA PKS系統，及該基因改性可引進至少一種外生的核酸 

序列（例如，重組型核酸分子），其中該外源核酸序列編碼從

• 第二PKS系統來的至少一個生物活性區段或蛋白質，及/或

一種可影響該PUFA PKS系統的活性之蛋白質（例如，磷酸 

泛醯硫基乙胺基轉位酶（PPTase），在下列討論）。在更另一

20 個觀點中，該生物不必需內生地（天然地）包含一PUFAPKS 

系統，而可基因地改性以引進至少一種能譯出具有PUFA 

PKS系統的至少一個區段之生物活性的胺基酸序列之重組 

型核酸分子。在此觀點中'PUFA PKS活性可由引進或增加 

生物中的PUFA PKS活性而影響。與每個這些觀點相關的不
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同具體實施例將在下列更詳細地討論。

因此，根據本發明，一個具體實施例係關於一種基因 

改性的微生物，其中該微生物可表現出一種包含多不飽和 

脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的至少一個生物活

5 性區段之PKS系統。該PU FAPKS系統的至少一個區段可藉

由選自於下列的核酸序列譯出：(a)—核酸序列，其編碼從 

破囊壺菌微生物來的多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶 

(PKS)系統之至少一個區段；(b)—核酸序列，其編碼從由本 

發明之篩選方法所鑑別出的微生物來之PUFA PKS系統的

10 至少一個區段；(c)-核酸序列，其編碼一胺基酸序列其與 

選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編號：

2、序列辨識編號：4及序列辨識編號：6之至少500個連續 

胺基酸有至少約60%相同；其中該胺基酸序列具有PUFA

PKS系統的至少一個區段之生物活性；及，(d)—核酸序列，

15 其編碼一與選自於由下列所組成之群的胺基酸序列有至少 

約60%相同的胺基酸序列：序列辨識編號：8、序列辨識編 

號：10、序列辨識編號：13、序列辨識編號：18、序列辨 

識編號：20、序列辨識編號：22、序列辨識編號：24、序 

列辨識編號：26、序列辨識編號：28、序列辨識編號：30

20 及序列辨識編號:32 ；其中該胺基酸序列具有PUFA PKS系

統的至少一個區段之生物活性。該基因改性可影響生物中 

的PKS系統活性。在部分(b)中提及的篩選方法已在上述中 

詳細地描述，且包括的步驟有：(a)選擇一可製造至少一種 

PUFA的微生物；及，(b)鑑別從(a)來的微生物，其具有在 
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發酵培養液中於溶氧條件少於約飽和的5%下可製造增加 

的PUFAs之能力，如與在發酵培養液中於溶氧條件大於約 

飽和的5%下由微生物製造之PUFAs比較，較佳地約10%， 

更佳地約15%，更佳地約飽和的20%。該經基因改性的微生

5 物可包括任何一種或多種上述-鑑別的核酸序列，及/或任何

裂壺菌屬PUFA PKS ORFs或區段的任何其它同源物，如上 

述詳細地描述。

如於本文中所使用，該基因改性的微生物可包括基因 

改性的細菌、原生生物、微藻類、真菌或其它微生物及特 

10 別地，於本文描述的破曩壺菌目（例如，破囊壺菌）的任何屬

（例如 > 裂壺菌屬、破囊壺菌屬、日本壺菌屬、拉斑絲菌）。 

此基因改性的微生物具有一基因組，其已從其正常（即，野 

生型或天然發生）形式改性（即，突變或改變），如此可獲得 

想要的結果（即，增加或改性PUFA PKS活性及/或使用該 

15 PKS系統來製造想要的產物）。微生物的基因改性可使用標 

準菌株成長及/或分子基因技術來達成。此類技術已在技藝 

中熟知且通常揭示可用於微生物，例如，在山姆布魯克等 

人，1989，分子選殖：實驗室手冊，冷泉哈伯實驗室出版 

社。山姆布魯克等人（同前所述）之參考資料其全文以參考方 

20 式併入本文。經基因改性的微生物可包括一種微生物，其

中核酸分子已嵌入、刪除或改性（即，突變；例如，藉由核 

蓉酸的嵌入、刪除、取代及/或反轉），以此方法改性可在微 

生物中提供想要的效應。

可根據本發明來改性的較佳微生物宿主細胞包括（但 
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是非為限制)任何細菌、原生生物、微藻類、真菌或原生動 

物門。在一個觀點中，較佳的基因改性微生物包括(但是非 

為限制)任何破囊壺菌目微生物。可使用於本發明的特別佳 

宿主細胞可包括從下列屬來的微生物(但是非為限制)：破囊 

壺菌屬、拉斑絲菌、日本壺菌屬及裂壺菌屬。在這些屬中 

的較佳物種包括(但是非為限制)：任何裂壺菌屬物種，包括 

叢狀裂壺菌(Schizochytrium aggregatum)、軟體裂壺菌屬、 

微小(minutum)裂壺菌屬；任何破囊壺菌屬物種(包括先前的 

優肯那物種*諸如1/.維斯兒均(yisurgensis)、£7.阿米巴 

(amoeboida) ' U.薩卡瑞那(sarkariana) ' U.普分達 

(profunda) ' U.輻射狀(radiata) ' 微小(minnta)及優肯菌 

sp. BP-5601) 5 及包括紋狀破囊壺菌(Thraustochyrium 

strium) ' 黃金破囊壺菌(Thraustochyrium aureum)、粉紅破 

囊壺菌(Thr aus to chy r ium roseum)；及任何日本壺菌屬物 

種。特別佳的破囊壺菌目菌株包括(但是非為限制)：裂壺菌 

(S31)(ATCC20888)；裂壺菌(S8)(ATCC20889)；裂壺菌 

(LC-RM)(ATCC18915)；裂壺菌(SR21)；叢狀 裂壺菌 

(Goldstein et Belsky)(ATCC28209)；微小裂壺菌屬(Honda et 

Yokochi)(IFO32693)；破囊壺菌(23B)(ATCC20891)；紋狀破 

囊壺菌(SchneidER) (ATCC24473)；黃金破囊壺菌 

(Goldstein)(ATCC34304)； 粉紅破囊 壺 菌 

(Goldstein)(ATCC28210)；及日本壺菌(Ll)(ATCC28207)。 

其它合適的用來基因改性的宿主微生物實例包括(但是非 

為限制)酵母菌包括出芽酵母菌(Saccharomyces
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cerevisiae)、卡 爾 {Saccharomyces carlsb er gensis)；或

其它酵母菌，諸如念珠菌屬、克魯維酵母菌屬 

(Kluyveromyces)；或其它真菌 > 例如，絲狀真菌»諸如麴 

菌屬、脈砲菌屬(Neurospora)、青黴菌屬(Penicillium)等等

5 細菌細胞亦可使用作為宿主。此包括大腸桿菌，其在發酵 

製程中有用。再者，亦可使用諸如乳酸菌物種或桿菌屬物 

種等宿主作為宿主。

本發明的另一個具體實施例係關於一種基因改性的植 

物，其中該植物已基因地改性以重組地表現出一包含多不 

10 飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的至少一個生

物活性區段之PKS系統。該區段可由選自於下列的核酸序 

列譯出：(a)—核酸序列，其編碼從破囊壺菌微生物來之多 

不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的至少一個 

區段；(b)—核酸序列，其編碼從藉由於本文中描述的篩選 

15 及選擇方法所鑑別出的微生物來之PUFA PKS系統的至少 

一個區段(參見在上述基因改性的微生物之討論中的方法 

簡述)；(c)一核酸序列，其編碼選自於由下列所組成之群的 

胺基酸序列：序列辨識編號：2、序列辨識編號：4、序歹q 

辨識編號：6及其生物活性片段；(d)—核酸序列，其編碼選 

20 自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編號：8、

序列辨識編號：10、序列辨識編號：13、序列辨識編號： 

18、序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、序列辨識編 

號：24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：28、序列辨 

識編號：30、序列辨識編號：32及其生物活性片段；@)一 
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核酸序列，其編碼一胺基酸序列其與選自於由下列所組成 

之群的胺基酸序列：序列辨識編號：2、序列辨識編號：4， 

及序列辨識編號：6的至少500個連續胺基酸有至少約60% 

相同；其中該胺基酸序列具有PUFA PKS系統的至少一個區

5 段之生物活性；及/或⑴一核酸序列，其編碼一與選自於由 

下列所組成之群的胺基酸序列有至少約60%相同之胺基酸 

序列：序列辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨識編 

號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編號：20、序列辨 

識編號：22、序列辨識編號：24、序列辨識編號：26、序 

10 列辨識編號：28、序列辨識編號：30及序列辨識編號：32 ； 

其中該胺基酸序列具有PUFA PKS系統的至少一個區段之 

生物活性。該基因改性的植物可包括任何一種或多種上述- 

鑑別的核酸序列，及/或任何裂壺菌屬PUFA PKS ORFs或區 

段的任何其它同源物1如在上述詳細地描述。

15 如於本文中所使用，該基因改性的植物可包括任何基

因改性的植物（包括高等植物），特別地，任何可消程的植物 

或可有用用來製造本發明想要的生物活性分子之植物。此 

基因改性的植物已從其正常（即，野生型或天然發生）形式的 

基因組改性（即，突變或改變），如此可獲得想要的結果（即，

20 增加或改性PUFA PKS活性及/或使用該PKS系統製造想要 

的產物）。植物的基因改性可使用標準的菌株成長及/或分子 

基因技術來達成。將編碼想要的胺基酸序列之重組型核酸 

分子併入該基因組植物的製造轉殖基因植物之方法已在技 

藝中熟知。可根據本發明來基因改性的較佳植物較佳地為 
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一種合適於由動物（包括人類）消耗的植物。

可根據本發明之基因改性的較佳植物（即，植物宿主細 

胞）包括（但是非為限制）任何高等植物，及特別是可消耗的 

植物（包括莊稼植物）»特別是使用其油的植物。此類植物可

5 包括例如：油菜籽（canola）、大豆類、油菜籽（rapeseed）、亞 

麻子、玉米、紅花類、向日葵類及煙草。其它較佳的植物 

包括那些已熟知可製造出能使用作為醫藥劑、調味劑、營 

養品、機能性食物成分或化妝活性的試劑之化合物的植 

物，或可基因地設計以製造這些化合物/試劑的植物。

10 根據本發明，該基因改性的微生物或植物包括已使用

重組技藝改性的微生物或植物。如於本文中所使用，會造 

成基因表現、基因功能或基因產物功能（即，可由基因譯出 

的蛋白質）減低的基因改性可指為基因的鈍化 

（inactivation）（完全或部分）、刪除（deletion）、中斷

15 （interruption） '妨礙（blockage）或向下調節。例如，會造成

由此基因譯出的蛋白質之功能減低的基因之基因改性可為 

基因完全刪除（即，基因不存在，因此蛋白質不存在）；基因 

突變，而造成蛋白質不完全或不轉譯（例如，蛋白質不表 

現）；或基因突變，其會減少或徹底破壞蛋白質的天然功能 

20 （例如，一可表現出具有減少或無酵素活性或作用之蛋白質 ）

之結果。會造成基因表現或功能增加之基因改性可指為基 

因 的放大、過度產生（overproduction）、過度表現 

（overexpression）、活化、提高、加入或向上調節。

根據本發明的微生物或植物之基因改性較佳地會影響 
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由植物表現的PKS系統之活性，不論該PKS系統是否為內生 

的及經基因改性的、將重組型核酸分子引進生物而內生 

的、或完全利用重組技藝提供的。根據本發明，“影響PKS 

系統的活性”包括任何基因改性，其可在由生物表現的PKS 

系統中造成任何可偵測或可測量的改變或改性，如與缺乏 

基因改性的比較。在PKS系統中之可·偵測的改變或改性可 

包括（但是非為限制）：將PKS系統活，!■ 生引進一生物，如此該 

生物現在具有可測量/可偵測的PKS系統活性（即，該生物在 

基因改性之前不包括PKS系統）；將從不同的PKS系統（而非 

由生物內生地表現的PKS系統）來之官能性區段引進生物， 

如此該PKS系統活性可改性（例如，將細菌的PUFA PKS區段 

或型式I PKS區段引進其內生地表現出非細菌的PUFA PKS 

系統之生物）；由該PKS系統所製造的生物活性分子之量的 

改變（例如，該系統可製造出更多（增加量）或較少（減少量） 

所提供的產物，如與缺乏基因改性比較）；由PKS該系統所 

製造的生物活性分子的型式之改變（例如，該系統可製造出 

新穎或不同的產物，或由該系統天然地製造的產物的變異 

物）；及/或由該PKS系統所製造的多種生物活性分子之比率 

改變（例如，該系統可製造出不同比率的一種PUFA與另一 

種PUFA；其可製造出一種完全不同的脂質分佈，如與缺乏 

基因改性的比較；或其可將多種PUFAs放置在甘油三酯的 

不同位置中，如與天然結構比較）。此基因改性包括任何型 

式的基因改性，特別地包括藉由重組技藝及藉由標準的致 

突變所製得之改性。
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應注意的是，所提及的增加在PU FAPKS系統中官能性 

區段或蛋白質的活性指為在包含該區段或蛋白質的（或該 

區段或蛋白質欲引進的）生物中之任何基因改性，其可使該 

區段或蛋白質系統增加官能性；且其可包括該區段或蛋白

5 質的較高活性（例如，特定的活性或活體內的酵素活性）；可

減低該區段或蛋白質系統之抑制或降解；及可過度表現該 

區段或蛋白質。例如，可藉由使用能提供比天生的起動子 

具有更高表現程度的起動子而增加基因複製數目、增加表 

現程度；或基因可藉由基因工程或標準致突變來改變以增 

10 加由基因所譯出的區段或蛋白質之活性。

類似地，所提的減低在PUFA PKS系統中的官能性區段 

或蛋白質之活性指為在包含此區段或蛋白質（或該區段或 

蛋白質欲引進的）的生物中之任何基因改性，其會造成減低 

區段或蛋白質的官能性；其可包括減低該區段或蛋白質的 

15 活性；其可增加該區段或蛋白質的抑制或降解；及可減低 

或消除該區段或蛋白質的表現性。例如，本發明之區段或 

蛋白質作用可藉由阻礙或減低該區段或蛋白質的製造、“關 

閉"編碼該區段或蛋白質之基因或其部分、減低該區段或蛋 

白質的活性、或抑制該區段或蛋白質的活性而降低。阻礙 

20 或減低一區段或蛋白質的製造可包括將該能譯出該區段或 

蛋白質的基因放置在起動子（promotor）的控制下，其需要在 

生長培養基中存在一引導化合物。藉由建立此些條件，如 

此誘導物（inducer）會變成從培養基中減少，而編碼該區段或 

蛋白質的基因之表現性（因此，蛋白質合成）可關閉。阻礙或
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減低該區段或蛋白質的活性亦可包括使用切除技藝方法 

（類似於在美國專利案號4,743,546中所描述，其以參考之方 

式併於本文）。為了使用此方法，編碼有興趣的蛋白質之基 

因可在特定的基因序列（其允許從基因組中切除特定的、經 

5 控制的基因）間選殖。切除可藉由例如偏移在培養物中的培

養溫度（如在美國專利案號4,743,546中），或藉由某些其它物 

理或營養的訊號來引發。

在本發明的一個具體實施例中 > 該基因改性包括一種

編碼具有如於本文描述的非細菌PUFA PKS系統之至少一 

10 個區段的生物活性之胺基酸序列的核酸序列之改性。此一

改性可對一在內生地（天然地）表現的非細菌PUFA PKS系統 

中的胺基酸序列，藉此，天然地包含此系統的微生物可藉 

由例如標準的致突變、選擇技術及/或分子基因技術（包括基 

因工程技術）而基因地改性。基因工程技術可包括，例如，

15 使用目標重組載體來刪除部分內生基因，或以一異種序列 

取代部分內生基因。可引進宿主基因組的異種序列之實例 

包括編碼從另一個PKS系統來的至少一種官能性區段之序 

列，諸如不同的非細菌PUFA PKS系統、細菌的PUFA PKS 

系統、型式I PKS系統、型式II PKS系統或組合式PKS系統。

20 引進宿主的基因組之其它異種序列包括一種編碼不為PKS 

系統的區段之蛋白質或官能性區段的序列，但是其將影響 

內生的PKS系统之活性。例如，可將能譯出磷酸泛醯毓基 

乙胺基轉位酶的核酸分子引進宿主基因組（在下列討論）。在 

下列將詳細地討論可對內生的PUFA PKS系統製得的特定 
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改性。

在本發明的此具體實施例之另一個觀點中，該基因改 

性可包括：（1）引進一編碼具有非細菌的PUFA PKS系統之至 

少一個區段的生物活性之胺基酸序列的重組型核酸分子；

5 及/或（2）引進一編碼能影響PUFA PKS系統活性的蛋白質或

官能性區段之重組型核酸分子進入宿主。該宿主可包括：

（1）一不表現出任何PKS系統的宿主細胞，其中PKS系統的 

全部官能性區段可引進該宿主細胞，及其中至少一個官能 

性區段來自非細菌的PUFA PKS系統；（2）—可表現出一具有 

10 非細菌的PUFA PKS系統之至少一個官能性區段的PKS系

統（內生或重組）之宿主細胞，其中該引進的重組型核酸分子 

編碼至少一種額外的非細菌PUFA PKS區段功能，或另一種 

會影響宿主PKS系統的活性之蛋白質或區段；及（3）—可表 

現一非必需的PKS系統（內生或重組）之宿主細胞，其包括一

15 種從非細菌的PUFA PKS來之區段功能，其中該引進的重組

型核酸分子包括一編碼非細菌的PUFA PKS系統之至少一 

個官能性區段之核酸序列。換句話說，本發意欲包含任何 

基因改性的生物（例如，微生物或植物），其中該生物包含至 

少一種非細菌的PUFA PKS區段功能（內生性地或藉由重組 

20 改性），其中該基因改性在該非細菌的PUFA PKS區段功能

上或在該PKS系統上具有可測量的效應，當該生物包含一 

官能性PKS系統時。

因此，當使用本發明之非細菌的PUFA PKS系統時，其 

例如可使用從破囊壺菌PUFA PKS系統來的基因，該基因混 
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合物可使用來延伸PUFA產物的範，圍至包括EPA、DHA、 

ARA、GLA、SDA及其他，和製造出廣泛多種的生物活性 

分子，包括抗生素、其它醫藥化合物及其它想要的產物。 

獲得這些生物活性分子的方法包括不僅混合從不同生物來 

的基因，而且亦包含多種基因地改性於本文中揭示的非細 

菌PUFA PKS基因的方法。本發明之非細菌的PUFA PKS系 

統之基因基礎與區段結構的知識可提供做為設計能製造多 

種生物活性分子的新穎基因改性生物之基礎。雖然任何 

PKS區段及相關的基因之混合及改性已由本發明家預期 

到，以實例說明之，PUFA-PKS系統的不同可能操控則在下 

列關於基因改性及生物活性分子製·造中討論。

例如，在一個具體實施例中，非細菌的PUFA-PKS系統 

產物（諸如由破囊壺菌類製造的那些）可藉由改性CLF（鏈長 

因子）區段而改變。此區段為型式11（分解的酵素類）PKS系統 

之特徵。其胺基酸序列顯示出與KLS（酮基合成酶對）區段同 

源，但是其缺乏活性位置半胱胺峻。CLF可作用以決定最 

後產物的延長循環數目（因此鏈長度）。在本發明的此具體實 

施例中，使用現知的FAS及PKS合成狀態，可提供藉由直接 

地改性非細菌的PUFA-PKS系統來製造ARA的合理對策。在 

文獻中關於CLF在PKS系統中的功能尚有爭議（C.畢山等 

人，自然401，502（1999）），且已認知的是其它區段可與最 

後產物的鏈長度之決定有關。但走，可明瞭的是裂壺菌屬 

能製造DHA（C22 : 6，T-3）及DPA（C22 : 5，T-6）二者。在 

PUFA-PKS系統中'該順式雙鍵可在增加碳鏈合成期間引 



1426126

進。因為T-3及T-6雙鍵的放置在分子合成中較早地發生，故 

不預計它們將影響隨後的最後-產物鏈長之決定。因此，不 

由理論所限制，本發明家相信將能引導C20單元（而非C22 

單元）之合成的因素（例如CLF）引進裂壺菌屬PUFA-PKS系

5 統，可造成製造出 EPA（C20 : 5，T-3）及 ARA（C20 : 4，T-6）。 

例如，可將CLF利用在異種系統中，藉由直接地代替從EPA 

製造系統（諸如從發光菌屬來的）來的CLF進入裂壺菌屬基 

因組。然後，可分析所產生的轉化株之脂肪酸的分佈改變 

以鑑別出製造EPA及/或ARA的轉化株。

10 除了依賴異種系統（重組系統，諸如可引進植物）的發展

外，CLF概念可利用在裂壺菌屬中（即，藉由裂壺菌屬基因 

組之改性）。轉染及同源重組已在裂壺菌屬中說明。此可利 

用來以OrfB之CLF建構一選殖物，而取代以從C20 

PUFA-PKS系統來的CLF建構。標誌基因將嵌入編碼區域的

15 下游。然後可轉染該野生型細胞，選擇該標誌顯型，然後 

篩選已併入新穎CLF者。再次，可分析這些在脂肪酸分佈 

上的任何影響以鑑別出可製造EPA及/或ARA的轉化株。若 

發現某些其它非與CLF相關的那些因素可影響最後產物的 

鏈長時，可使用類似的對策來改變那些因素。

20 另一個包含PUFA-PKS產物改變的較佳具體實施例包

括3-毎基醯基-ACP脫水酶/酮基合成酶對之改性或取代。在 

順-法生油酸（C18 : 1，）11）於大腸桿菌中合成期間，順式雙 

鍵的產生相信對特定的DH酵素、久毎基醯基-ACP脫水酶、 

Fa必基因的產物具依賴性。此酵素可從日-酮基醯基-ACP移 
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出HOH而在碳鏈中留下反式雙鍵。DH、類FabA的次小組擁 

有順-反異構酶活性（喜斯等人，1996 ＞前述）。細菌及非細 

菌的PUFA-PKS系統之新穎觀點為存在二個類FabA的DH區 

段。不由理論限制，本發明家相信這些DH區段的一個或二 

者將具有順-反異構酶活性（DH區段的操控在下列更詳細地 

討論）。

另一個在大腸桿菌中合成不飽和脂肪酸的觀點為需要 

特別的KS酵素（乩丙脂醯基-ACP合成晦）、FabB基因的產 

物。此為進行脂肪酸縮合的酵素，其會在活性位置處以丙 

二酸單醯基-ACP連結至半胱胺酸殘基（藉由硫-酯鍵結）。在 

多步驟反應中，會釋放CO?且直鏈以二個碳的方式延長。咸 

信僅有此KS可延長包含雙鍵的碳鏈。此延長僅當該雙鍵為 

順式結構時才發生；若其於反式結構，則該雙鍵會由烯醯 

-ACP還原酶（ER）在延長之前還原（喜斯等人，1996，前述）。 

已特徵化的全部PUFA-PKS系統至此具有二個KS區段，其 

中之一顯示出比另一個更與大腸桿菌類FabB的KS同源。再 

次，不由理論限制，本發明家相信在PUFA-PKS系統中， 

DH（類FabA）及KS （類FabB）酵素區段的特異性及交互作用 

可決定順式雙鍵在最後產物中的數目及位置。因為2-碳延 

長反應的數目大於存在於PUFA-PKS最後產物中的雙鍵數 

目，可決定的是在某些延長循環中會發生完全還原。因此， 

DH及KS區段可使用來作為改變DHA/DPA比率或其它長鏈 

脂肪酸比率的目標。這些可藉由引進從其它系統來的同源 

區段或藉由致突變這些基因片段來改性及/或評估。
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在另一個具體實施例中，ER（烯醯-ACP還原酶-一種酵 

素，其可還原在脂肪醯基-ACP中的反式雙鍵而產生全飽和 

碳）區段可經改性或取代以改變由PKS系統製造的產物型 

式。例如，本發明家熟知裂壺菌屬PUFA-PKS系統與先前描

5 述的細菌系統（其有二個（而非一個）ER區段）不同。不由理論 

限制，本發明家相信這些ER區段會強烈地影響所產生的 

PKS製造產物。所產生的PKS產物可藉由分別地關閉各別的 

區段或藉由改性其核昔酸序列或藉由從其它生物來的ER區 

段取代而改變。

10 在另一個具體實施例中，可將能譯出不為PKS系統部

分的蛋白質或區段（但是其會影響PKS系統）之核酸分子引 

進生物。例如，上述描述的全部PUFAPKS系統包括多重、 

銜接的ACP區段。ACP（為一種分離的蛋白質或為一種較大 

的蛋·白質之區段）需要磷酸泛醯疏基乙胺輔因子之附著才

15 可產生活性，holo-ACP。磷酸泛醯疏基乙胺附著至apo-ACP

可藉 由酵素（磷酸泛醯疏基乙胺基轉位酶（PPTase））的總科 

成員來進行（蘭巴拉特（Lambalot）R.H.等人，化學及生物 

學，3，923（1996））。

與其它PKS及FAS系統類似，本發明家推測存在於裂壺

20 菌屬ORFA蛋白質中的多重ACP區段之活化可藉由特定內 

生的PPTase來進行。編碼此假定的（presumed）PPTase之基因 

尚未在裂壺菌屬中鑑別。若此基因存在於裂壺菌屬中，可 

設想一些能使用的鑑別方法及選殖方法。這些可包括（但是 

將不限制至）：產生及部分定序從活化地生長的裂壺菌屬細 
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胞而製備之cDNA基因庫（注意，一個序列已於現在可獲得 

的裂壺菌屬cDNA基因庫組L中鑑別，而顯示出與PPTase同 

源；但是，其顯示出為多區段FAS蛋白質的部分，如此無法 

譯出想要的OrfA特定PPTase）；使用存在於許多PPTase中的 

胺基酸母題而在PCR反應中設計之降解寡核昔酸引子（以獲 

得一種可篩選基因組或cDNA基因庫的核酸探針分子）；以 

蛋白質-蛋白質交互作用為主的基因方法（例如酵母菌二種 

混合物系統），其中用0RFA-ACP區段將使用作為“誘餌”以 

發現“目標”（即PPTase）；及純化及部分定序該酵素其自身， 

作為一種產生篩選基因組或cDNA基因庫用之核酸探針工 

具。

亦可想像的是異種PPTase可活化該裂壺菌屬ORFA 

ACP區段。已顯示出某些PPTases具有寬廣的基質容忍度， 

例如枯草桿菌的sfp酵素（蘭巴拉特等人，前述）及輪枝鏈黴 

菌（Streptomyces verticillus）的 svp 酵素（山 雀日（Sanchez）等 

人＞ 2001 '化學&生物學8 : 725-738） °這些酵素可經測試 

以看看它們是否能活化該裂壺菌屬ACP區段。同樣地，最 

近的公告描述在煙草中真菌PKS蛋白質的表現性（亞爾潘尼 

（Yalpani）等人，2001，植物細胞（"e Plant Ce〃）13 : 

1401-1409）。已引進PKS系統之產物（其可由展青黴菌 

（Penicillium patulum）的6-甲基水楊酸合成酶基因譯出）已在 

轉殖基因的植物中偵測，雖然相符合的真菌PPTase並不存 

在於那些植物中。此建議內生的植物PPTase可識別及活化 

該真菌PKS ACP區段。與此觀察相關聯，本發明家已在阿 
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拉伯芥屬｛Arabidopsis｝的全部基因 組資料庫（其編碼 

PPTases）中鑑別出二種序列（基因）。這些序列（基因銀行編 

號；AAG51443及AAC05345）現在編列為編碼“未知的蛋白 

質”。根據存在於已轉譯的蛋白質序列中之一些識別標誌母

5 題（包括G（I/V）D及WxxKE（A/S）xxK（序列辨識編號：33）），

它們可鑑別為推定的（putative）PPTases（列在蘭巴拉特等人 

中，1996，為全部PPTases的特徵）。此外，這二種推定的蛋 

白質包括二種額外的母題，其典型地在PPTases中發現而典 

型地與PKS及非核釀體的胜肽合成系統相關；即， 

10 FN（I/L/V）SHS（序列辨識編號：34）及（I/V/L）G（I/L/V）D（I/L/V）

（序列辨識編號：35）。再者，這些母題會發生在蛋白質序列 

中預計的相對位置處。似乎該阿拉伯芥屬基因的同源物存 

在於其它植物中，諸如煙草。再次，這些基因可經選殖及 

表現以看看它們編碼的該些酵素是否能活化該些裂壺菌屬 

15 ORFA ACP區段，或再者，OrfA可否直接地表現在轉殖基因 

的植物中（其目標為質體或細胞質）。

另一個可識別ORFA ACP區段為基質的異種PPTase為 

Het I蛋白質念珠藻PCC7120（先前稱為魚腥藻（Anabaena 

sp.）PCC7120）。如在美國專利案號6,140,486中所提到，

20 Shewanella的一些PUFA-PKS基因顯示出與存在於PKS團簇

（其在念珠藻屬中發現）中之蛋白質區段有高程度同源（該專 

利的第2圖）。此念珠藻PKS系統與長鏈（C26或C28）痙基脂肪 

酸的合成有關，其合適酯化成糖部分而形成部分的異型細 

胞細胞壁。這些念珠藻PKS區段亦與在裂壺菌屬PKS蛋白質 
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之Orfs B及C中發現的區段高度地同源（即相同物與在志瓦 

菌PKS蛋白質中發現的那些相符合）。直到非常最近，存在 

於基因銀行資料庫中的念珠藻PKS區段並無顯示出與裂壺 

菌屬OrfA的任何區段有高度的同源性（或同源的志瓦菌

5 Orf5蛋白質）。但是，該念珠藻的完整基因組最近已定序，

且結果現在僅可獲得PKS基因團藤的上游區域之序列。在 

此區域有三個Orfs顯示出與OrfA的區段同 源（KS、MAT、

ACP及KR）（參見第3圖）。包含在此組中的為二種ACP區段， 

此二者顯示出與0RFAACP區段高度同源。在念珠藻PKS團

10 菇的末端為編碼該H et I PPTase的基因。先前地，並不明瞭

的是該Het I酵素可為誰的基質，但是在新近鑑別的Orf（Hgl

E）團簇中存在的銜接ACP區段強烈地建議至本發明家其為 

那些ACPs。裂壺菌屬及念珠藻的ACP區段之同源物和在二 

蛋白質中區段的銜接安排使得Het I為一種很有可能的裂壺

15 菌屬ORFA ACPs之異種活性的候選物種。本發明家相信首 

先要識別及考慮此念珠藻Hetl PPTase的用途。

如在美茲等人（2001，前述）中指出，PUFA PKS系統的 

一種新穎特徴為存在二個脫水酶區段，二者皆顯示出與大 

腸桿菌的FabA蛋白質同源。隨著上述提及的新穎念珠藻

20 PKS基因序列之可用度，現在可比較二種系統及其產物。

在念珠藻團菸中的區段序歹U（從Hgl E至Het 1）（其已由本發 

明家定義）為（參見第3圖）：

KS-MAT-2xACP、KR、KS、CLF-AT>ER（\VcM、HetN）HetI 

在裂壺菌屬PUFA-PKS Orfs A、B&C中，該序列
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（OrfA-B-C）為：

KS-MAT-9xACP-KR KS-CLF-AT-ER DH-DH-ER

可看見該些區段序列的相符合度（亦有高的胺基酸序 

列同源性）。該念珠藻PKS系統的產物為一種不含雙鍵（順式

5 或反式）的長鏈翹基脂肪酸（具有一個或二個罐基的C26或

C28）。該裂壺菌屬PKS系統的產物為一種長鏈多不飽和脂 

肪酸（C22，含5或6個雙鍵，全部為順式）。在二個區段組間 

之明顯差異為在裂壺菌屬蛋白質中存在二個DH區段，僅有 

該些區段牽涉到DHA及DPA的順式雙鍵之形成（大概在念 

10 珠藻系統中的HetM及HetN與包含翹基有關，及亦包含一

DH區段（其起源與在PUFA中發現的那些不同）。同樣地，在 

裂壺菌屬Orfs B及C中重覆的ER區段之角色並不熟知（該第 

二ER區段中不顯現其它已特徵化的PUFA PKS系統）。在此 

二組區段間之胺基酸序列同源物意謂著一種進化關係。可 

15 想像該PUFA PKS基因組起源自（以進化觀念）為祖先之念珠

藻似的PKS基因組，而併入DH（類FabA）區段。DH區段的加 

入將造成在新穎的PKS最後產物結構中引進順式雙鍵。

裂壺菌屬與念珠藻PKS區段結構的比較和在裂壺菌屬

與志瓦菌PUFA-PKS蛋白質間之區段組織比較，可說明天生 

20 與改變區段順序的能力和併入新區段與產生新的最後產

物。此外，該些基因現在可於實驗室中操控以產生新穎的 

產物。從這些觀察可指出應該可以直接或隨機的方法連續 

地操控該些系統而影響最後產物。例如，在一個較佳的具 

體實施例中，可設想以PUFA-PKS系統的一個DH（類FabA） 
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區段來取代不具有異構化活性且會潛在地產生具順及反- 

雙鍵混合物分子與DH區段。裂壺菌屬PUFA PKS系統的現 

在產物為DHA及DPA（C22： 5T6）。若操控該系統來製造C20 

脂肪酸時，將預計該產物為EPA及ARA（C20 : 4T6）。此可 

提供一種ARA的新來源。亦可取代從相關的會製造不同的 

DHA至DPA比率的PUFA-PKS系統來之區段，例如可使用從 

破囊壺菌屬23B來的基因（其PUFA PKS系統於本文中第一 

次鑑別）。

額外地，可設想特別地改變在裂壺菌屬PUFA PKS系統 

（其它已描述的PUFA PKS系統至此不具有二個ER區段）中 

的一個ER區段（例如移除或失活），以測量其在最後產物分 

佈上的影響。類似的策略已試圖使用更複雜或較不複雜的 

方法直接地用於PUFA-PKS蛋白質之每個可區別的區段。當 

然並不限制單一區段的操作。最後地，可延伸該方法，以 

混合從該PUFA-PKS系統及其它PKS或FAS系統來的區段 

（例如，型式I、型式II、組合式），而產生全部範圍的新穎最 

後產物。例如，可將PUFA-PKSDΗ區段引進無法正常地將 

順式雙鍵併入最後產物的系統。

此外，本發明包括的方法為基因地改性微生物或植物 

細胞，其藉由：基因地改性在編碼具有抿據本發明之非細 

菌PUFA PKS系統的至少一個官能性區段之生物活性的胺 

基酸序列之生物中的至少一種核酸序列；及/或表現出至少 

一種包含一編碼此胺基酸序列的核酸序列之重組型核酸分 

子。此些序列的不同具體實施例、基因地改性一種生物的 
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方法及特定的改性已在上述有詳細地描述。典型地，該方 

法可使用來製造一種特別的經基因改性而可製造特別的生 

物活性分子或許多分子之生物。

本發明的一個具體實施例係關於一種已經改性而可表

5 現出多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的重

組宿主細胞 > 其中該PKS可催化迭代及非迭代酵素反應二 

者，及其中該PUFA PKS系統包含：(a)至少二個烯醯ACP- 

還原酶(ER)區段；(b)至少六個醯基載體蛋白質(ACP)區段； 

(c)至少二個小酮基醯基-ACP合成酶(KS)區段；(d)至少一個 

10 轉醯酶(AT)區段；(e)至少一個酮還原酶(KR)區段；⑴至少

二個類FabA的日-翹基醯基-ACP脫水酶(DH)區段；(g)至少一 

個鏈長因子(CLF)區段；及(h)至少一個丙二酸單醯基 

-CoA : ACP轉醯酶(MAT)區段。在一個具體實施例中，該 

PUFA PKS系統為一種真核PUFA PKS系統。在一個較佳的 

15 具體實施例中，該PUFA PKS系統為一種藻類的PUFA PKS

系統。在更佳的具體實施例中，該PUFA PKS系統為一種破 

囊壺菌目PUFA PKS系統。此PUFA PKS系統可包括(但是非 

為限制)一裂壺菌屬PUFA PKS系統，及一破囊壺菌屬PUFA 

PKS系統。在一個具體實施例中，該PUFA PKS系統可在一

20 原核宿主細胞中表現。在另一個具體實施例中，該PUFA 

PKS系統可在一真核宿主細胞中表現。

本發明的另一個具體實施例係關於一種已經改性而可 

表現出一非細菌的PUFA PKS系統的重組宿主細胞，其中該 

PKS系統可催化迭代及非迭代酵素反應二者，及其中該非 
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細菌的PUFA PKS系統包含至少下列的生物活性區段：（a） 

至少一個烯醯ACP-還原酶（ER）區段；（b）多個醯基載體蛋白 

質（ACP）區段（至少四個）；（c）至少二個壬酮基醯基-ACP合成 

酶（KS）區段；（d）至少一個轉醯酶（AT）區段；（e）至少一個酮

5 還原酶（KR）區段；（f）至少二個類FabA的王幾基醯基-ACP脫

水酶（DH）區段；（g）至少一個鏈長因子（CLF）區段；及（h）至 

少一個丙二酸單醯基-CoA : ACP轉醯酶（MAT）區段。

本發明的此具體實施例之一個觀點係關於一種包含至 

少一種PUFA的產物之製造方法，其包括在有效以製造該產 

10 物之條件下生長一種包含任何上述描述的重組宿主細胞之 

植物，其中該重組宿主細胞為一種植物細胞。本發明之此 

具體實施例的另一個觀點係關於一種包含至少一種PUFA 

的產物之製造方法，其包括在有效以製造該產物之條件下 

培養一種包含任何上述描述的重組宿主細胞之培養基，其 

15 中該宿主細胞為一種微生物細胞。在一個較佳的具體實施

例中，在宿主細胞中的PKS系統可催化三酸甘油脂的直接 

製造。

本發明的另一個具體實 施例係關於一種包含一種非細 

菌的多不飽和脂肪酸（PUFA）聚乙醯合成酶（PKS）系統之微

20 生物，其中該PKS可催化迭代及非迭代酵素反應二者，及 

其中該PUFA PKS系統包含：（a）至少二個烯醯ACP-還原酶 

（ER）區段；（b）至少六個醯基載體蛋白質（ACP）區段；（c）至 

少二個王酮基醯基-ACP合成酶（KS）區段；（d）至少一個轉醯 

酶（AT）區段；（e）至少一個酮還原酶（KR）區段；（f）至少二個 
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類FabA的日-務基醯基-ACP脫水酶(DH)區段；(g)至少一個鏈 

長因子(CLF)區段；及(h)至少一個丙二酸單醯基-CoA : ACP 

轉醯酶(MAT)區段。較佳地，該微生物為一種非細菌的微生 

物，及更佳地為一種真核微生物。

5 本發明的更另一個具體實施例係關於一種包含一種非

細菌的多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統之 

微生物，其中該PKS可催化迭代及非迭代酵素反應二者， 

及其中該PUFA PKS系統包含：(a)至少一個烯醯ACP-還原 

酶(ER)區段；(b)多個醯基載體蛋白質(ACP)區段(至少四

10 個)；(c)至少二個子酮基醯基-ACP合成酶(KS)區段；(d)至

少一個轉醯酶(AT)區段；(e)至少一個酮還原酶(KR)區段； 

(f)至少二個類FabA的王幾基醯基-ACP脫水酶(DH)區段；(g) 

至少一個鏈長因子(CLF)區段；及(h)至少一個丙二酸單醯基 

-CoA : ACP轉醯酶(MAT)區段。

15 在本發明的一個具體實施例中，經考量該致突變計劃

可與選擇的篩選方法結合以獲得有興趣的生物活性分子。 

此將包括搜尋一定範圍的生物活性化合物之方法。此搜尋 

將不限制於含順式雙鍵的那些分子之製造。該些致突變方 

法可包括(但是非為限制)：化學致突變、基因改組、編碼特

20 定的酵素區段之基因的開關區域、或限制在那些基因的特 

定區域之致突變、和其它方法。

例如，高生產量的致突變方法可使用來影響或最佳化 

製造想要的生物活性分子。一旦有效的模型系統已發展， 

則可以高生產量方法改性這些基因。這些技藝之使用可設
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想在二個程度上。首先，若可對有興趣的產物（例如，ARA） 

之製造設計出一種能充分選擇的篩選，則可使用來試圖改 

變該系統以製造此產物（例如，在場所上，或在與其它策略 

協調上，諸如上述討論的那些）。額外地，若上述概述的策 

略可產生一組確定能製造有興趣的產物之基因時，然後可 

使用高生產量技藝來最佳化該系統。例如，若所引進的區 

段僅會在相當低的溫度下起作用時，可設計選擇方法以移 

除該限制。在本發明的一個具體實施例中，篩選方法可使 

用來鑑別具有類似於裂壺菌屬的PUFA PKS系統之新穎的 

PKS系統之額外的非細菌生物，如描述於本文（參見上述）。 

在此生物中鑑別的同源PKS系統可以類似於在本文中所描 

述之用於裂壺菌屬和用於基因物質的額外來源（從此可產 

生進一步改性及/或突變PKS系統用以在該微生物中、在另 

一種微生物中、或在高等植物中表現）的那些方法來使用， 

以製造多種化合物。

需了解的是許多基因改變（隨機或直接）（其可引進天生 

的（內生的、天然的）PKS系統）將造成酵素功能的鈍化。本 

發明一個較佳的具體實施例包括一種系統，其可僅選擇不 

會阻礙PKS系統製造產物的能力之那些改性。例如，大腸 

桿菌的FabB-菌株不能合成不飽和脂肪酸，且需要以可代替 

其正常不飽和脂肪酸的脂肪酸來補充該培養基用以生長 

（參見美茲等人，2001，前述）。但是，當該菌株以官能性 

PUFA-PKS系統（即可在大腸桿菌宿主中製造PUFA產物）轉 

染時可移除此需求（補充培養基）（參見美茲等人，2001，前 
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述，第2A圖）。該轉染的FabB-菌株現在需要一種官能性 

PUFA-PKS系統（以製造不飽和脂肪酸）用於生長而沒有補 

充。在此實例的關鍵元素為廣泛範圍的不飽和脂肪酸之製 

造將足夠（甚至不飽和脂肪酸代替品，諸如枝鏈的脂肪酸）。

5 因此，在本發明的另一個較佳具體實施例中，可在本文揭 

示的一個或多個PUFA PKS基因中產生一大數量的突變，然 

後轉染該經適當改性的FabB-菌株（例如在一包含ER區段的 

表現建構中產生突變'及在分離的質體上轉染一具有其它 

基本區段的FabB-菌株，或併入染色體），及僅選擇那些可 

10 沒有補充培養基而可生長之轉化株（即，其仍然具有製造可

補充FabB-缺陷之分子的能力）。可發展額外的篩選以尋找 

由在此活化PKS系統之選擇的次小組中所製造的特別化合 

物（例如使用GC用於脂肪酸）。可設想一些類似的選擇性篩 

選用於有興趣的生物活性分子。

15 如上所述，在本發明的一個具體實施例中，該經基因

改性的微生物或植物包括一種微生物或植物，其具有提高 

的合成想要的生物活性分子（產物）之能力，或其具有新引進 

的合成特定產物（例如，合成特定的抗生素）之能力。根據本 

發明，“提高的合成”產物“的能力”指為以與合成產物相關 

20 的途徑之任何提高或向上調節，如此該微生物或植物可製

造一種增加量的產物（包括先前尚未有之產物的任何製 

造），如與在相同條件下培養或生長該野生型微生物或植物 

比較。製造此基因改性的生物之方法已在上述詳細地描述。 

本發明的一個具體實施例為一種製造想要的生物活性 
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分子（亦指為產物或化合物）之方法，其藉由生長或培養本發 

明之基因改性的微生物或植物（在上述詳細地描述）。此方法 

包括的步驟有各別地在發酵培養基中培養或在合適的環境 

（諸如土壤）中，生長一具有如先前於本文中描述及根據本發 

明之基因改性的微生物或植物。在一個較佳的具體實施例 

中，製造本發明之生物活性分子的方法包括之步驟有，在 

有效以製造該生物活性分子之條件下，培養一種可表現一 

包含多不飽和脂肪酸（PUFA）聚乙醯合成酶（PKS）系統的至 

少一個生物活性區段之PKS系統的經基因改性之生物。在 

此較佳的觀點中，該PUFA PKS系統的至少一個區段可由選 

自於由下列所組成之群的核酸序列譯出：（a）—核酸序列， 

其編碼從破囊壺菌微生物來之多不飽和脂肪酸（PUFA）聚乙 

醯合成酶（PKS）系統的至少一個區段；（b）—核酸序列，其編 

碼從藉由本發明的新穎篩選方法所鑑別（上述詳細地描述） 

之微生物來的PUFA PKS系統之至少一個區段；（c）一核酸序 

列，其編碼選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列 

辨識編號：2、序列辨識編號：4、序列辨識編號：6及其生 

物活性片段，（d）—核酸序列，其編碼選自於由下列所組成 

之群的胺基酸序列：序列辨識編號：8、序列辨識編號：10、 

序列辨識編號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編號：

20、序列辨識編號：22、序列辨識編號：24、序列辨識編 

號：26、序列辨識編號：28、序列瓣識編號：30、序列辨 

識編號：32及其生物活性片段；（e）—核酸序列，其編碼一 

胺基酸序列其與選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：
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序列辨識編號：2、序列辨識編號：4及序列辨識編號：6的 

至少500個連續胺基酸有至少約60%相同；其中該胺基酸序 

列具有PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性；及，（f） 

一核酸序列，其編碼一與選自於由下列所組成之群的胺基 

5 酸序列有至少約60%相同之胺基酸序列：序列辨識編號：

8、序列辨識編號：10、序列辨識編號：13、序列辨識編號：

18、序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、序列辨識編 

號：24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：28、序列辨 

識編號：30及序列辨識編號：32 ；其中該胺基酸序列具有

10 PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性。在此方法的較 

佳觀點中，該生物經基因地改性以影響PKS系統的活性（上 

述詳細地描述）。可用於與本發明之PUFA PKS系統有關的 

基因改性之較佳的宿主細胞已於上述描述。

在製造本發明想要的生物活性化合物之方法中，該經

15 基因改性的微生物可在有效以製造該生物活性化合物之條

件下在合適的培養基中培養或生長。適當（或有效）的培養基 

指為任何培養基，當以其培養時本發明之經基因改性的微 

生物可製造想要的產物。此培養基典型地為一種包含可同 

北的碳、氮及磷酸鹽來源之水性培養基。此培養基亦可包 

20 含適當的鹽類、礦物類、金屬及其它滋養藥。本發明之微 

生物可培養在習知的發酵生物反應器中。該微生物可利用 

伍何發酵製程培養，其包括（但是非為限制）批次、進料-批 

攻、細胞再循環及連續發酵。用於根據本發明之有潛力的 

宿主微生物之較佳生長條件已在技藝中熟知。由該經基因
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改性的微生物製造之想要的生物活性分子可從發酵培養基 

使用習知的分離及純化技術回收。例如，該發酵培養基可 

經過濾或離心以移出微生物、細胞碎物及其它微粒物質， 

且該產物可從無細胞的上層液利用習知的方法回收，諸 

如5例如»離子交換、層析、萃取、溶劑萃取、薄膜分離、 

電滲析、逆滲透、蒸餾、化學衍生作用及結晶。再者，可 

使用能產生想要的化合物（或其萃取物及不同的片段）之微 

生物，而沒有從該產物移除該微生物組分。

在製造本發明想要的生物活■性化合物之方法中»將經 

基因改性的植物培養在發酵培養基中或在合適的培養基 

（諸如土壤）生長。適當（或有效）的發酵培養基已在上述詳細 

地討論。合適用於高等植物的生長培養基包括任何可用於 

植物的生長培養基，包括（但是非為限制）土壤、沙、任何其 

它可支持根生長的微粒培養基（例如蛭石、珍珠岩等等）；或 

水栽培養，和合適的光、水及可最佳化生長高等植物的營 

養補充品。本發明之經基因改性的植物已設計可經由已根 

據本發明基因地改性的PKS系統之活性來製造出明顯量想 

要的產物。該些化合物可經由純化方法（其可從植物萃取化 

合物）回收。在一個較佳的具體實施例中，該化合物藉由收 

割該植物回收。在此具體實施例中 > 該植物可以其天然狀 

態消耗或進一步加工成可消耗的產物。

如上所述，在一個觀點中，於本發明中有用的基因改 

性微生物可內生地包含及表現出一 PUFA PKS系統，及該基 

因改性可為該內生的PUFA PKS系統的一個或多個官能性
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區段之基因改性，藉此該改性在PUFAPKS系統的活性上具 

有某些效應。在另一個觀點中，此生物可內生地包含及表 

現出一 PUFA PKS系統，及該基因改性可為引進至少一種外 

源核酸序列（例如重組型核酸分子），其中該外源核酸序列

5 編碼從第二PKS系統來的至少一個生物活性區段或蛋白質

及/或一種會影響該PUFA PKS系統的活性之蛋白質（例如， 

磷酸泛醯藐基乙胺基轉位酶（PPTase） ＞在下列討論）。在更 

另一個觀點中'該生物不必需內生地（天然地）包含一PUFA 

PKS系統，但是可基因地改性以引進至少一種編碼具有

10 PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性的胺基酸序列 

之重組型核酸分子。在此觀點中，PUFA PKS活性會受在生 

物中引進或增加的PUFA PKS活性影響。與這些觀點每個有 

關的不同具體實施例已在上述詳細地討論。

在製造生物活性化合物的方法之一個具體實施例中 ，

15 該基因改性可改變由內生PKS系統製造的至少一種產物，

如與野生型生物比較。

在另一個具體實施例中，該生物可內生地表現出一包 

含PUFA PKS系統的至少一個生物活性區段之PKS系統，及 

該基因改性包括以一選自於由下列所組成之群的重組型核 

20 酸分子轉染該生物：一種重組型核酸分子，其編碼從第二 

PKS系統來的至少一個生物活性區段；及一種重組型核酸 

分子，其編碼一種會影響PUFAPKS系統活性之蛋白質。在 

此具體實施例中，該基因改性較佳地改變由該內生PKS系 

統製造的至少一種產物，如與野生型生物比較。第二PKS
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系統可包括另一種PUFA PKS系統(細菌或非細菌的)、型式I 

PKS系統、型式II PKS系統及/或組合式PKS系統。會影響 

PKS系統活性的蛋白質實例已在上述描述(例如，PPTase) ° 

在另一個具體實施例中，該生物可藉由以編碼多不飽 

5 和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統的至少一個區段

之重組型核酸分子轉染而基因地改性。此重組型核酸分子 

已先前地於本文中詳細地描述。

在另一個具體實施例中 > 該生物內生地表現出一種非 

細菌的PUFA PKS系統、及該基因改性包括以從不同的PKS 

10 系統來之區段取代編碼非細菌PUFA PKS系統的至少一個 

區段之核酸序列。在另一個具體實施例中，該生物可內生 

地表現出一種非細菌的PUFA PKS系統，其已藉由以一編碼 

—能調節由PUFA PKS系統製造的脂肪酸之鏈長度的蛋白 

質之重組型核酸分子轉染該生物而改性。在一個觀點中， 

15 該編碼一能調節脂肪酸的鏈長度的蛋白質之重組型核酸分

子可取代一能在非細菌的PUFA PKS系統中譯出鏈長因子 

之核酸序列。在另一個觀點中，該可調節由PUFA PKS系統 

製造的脂肪酸之鏈長度的蛋白質為一種鏈長因子。在另一 

個觀點中，該可調節由PUFA PKS系統製造的脂肪酸之鏈長 

20 度的蛋白質為一種指導C20單元合成的鏈長因子。

在另一個具體實施例中，該生物可表現出一種包含在 

選自於由下列所組成之群的區段中之基因改性的非細菌 

PUFA PKS系統：一區段，其編碼久超基醯基-ACP脫水酶 

(DH)；及一區段 > 其編碼王丙脂醯基ACP合成酶(KS)，其 

114



1426126

中該改性可改變由PUFA PKS系統製造的長鏈脂肪酸之比 

率，如與缺乏改性的比較。在此具體實施例的一個觀點中1 

該改性可選自於由下列所組成之群：刪除該區段的全部或 

部分、以從不同生物來的同源區段取代該區段、及該區段

5 的突變。

在另一個具體實施例中，該生物可表現出一種包含在 

烯醯-ACP還原酶(ER)區段中改性的非細菌PUFA PKS系統 

其，其中該改性可造成製造出不同的化合物，如與缺乏改 

性的比較。在此具體實施例的一個觀點中，該改性選自於 

10 由下列所組成之群：刪除該ER區段的全部或部分、以從不

同生物來的ER區段取代該ER區段及該ER區段的突變。

在製造生物活性分子的方法之一個具體實施例中，該 

生物可製造一種與沒有基因改性的天然發生之生物不同的 

多不飽和脂肪酸(PUFA)分佈。

15 許多其它可有用地製造生物活性分子的基因改性將由

熟知此技藝、所提供的本公告之人士所明瞭，且不同的其 

它改性已於本文中先前地討論。本發明預計任何與如於本 

文描述的PUFA PKS系統有關之基因改性，其可造成製造出 

想要的生物活性分子。

20 根據本發明，生物活性分子包括任何具有生物活性的

分子(化合物、產物等等)5及其可由包含至少一種具有如於 

本文描述的非細菌PUFA PKS系統之至少一個官能性區段 

的生物活性之胺基酸序列的PKS系統製造。此生物活性分 

子可包括(但是非為限制)：多不飽和脂肪酸(PUFA)、抗炎 
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性配方、化學治療劑、活性賦形劑、骨質疏鬆藥物、抗抑 

鬱劑、抗驚厥劑、抗幽門桿菌藥物、用來治療神經變性疾 

病的藥物、用來治療肝退化疾病的藥物、抗生素及降低膽 

固醇配方。本發明之非細菌PUFA PKS系統的一個優點為此 

系統可引進順式碳-碳雙鍵結構的能力，及該分子在每個第 

三碳處包含一雙鍵。此能力可使用來製造多種化合物。

較佳地'有興趣的生物活性化合物可由該基因改性的 

微生物製造，其量大於約該微生物的乾燥重量之0.05%，較 

佳地大於約0.1%，更佳地大於約0.25%，臾佳地大於約 

0.5% -更佳地大於約0.75%，更佳地大於約1%，更佳地大 

於約2.5%，更佳地大於約5% -更佳地大於約10%，更佳地 

大於約15%及甚至臾佳地大於約20%。對脂質化合物來說， 

較佳地，此化合物的製造量為大於約該微生物的乾燥重量 

之5%。對其它生物活性化合物（諸如抗生素或小量合成的化 

合物）來說5擁有該微生物的乾燥重量之此化合物的那些菌 

株已鑑別如預測地包含上述描述的新穎PKS系統型式。在 

某些具體實施例中，特別的生物活性分子（化合物）由該微生 

物分泌而非累積。因此5此生物活性分子通常地可從培養 

基回收，且該產生的分子濃度將依微生物及培養基的尺寸 

而變化。

本發明的一個具體實施例係關於一種包含至少一種脂 

肪酸的最後產物之改性方法，其包括將一種由一可表現出 

至少一種包含一編碼PUFA PKS系統的至少一個生物活性 

區段之核酸序列的重組型核酸分子之重組宿主細胞所製造 
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的油加入至該最後產物。該PUFAPKS系統可為任何非細菌 

的PUFA PKS系統，較佳地為選自於下列之群：(a) —核酸序 

列-其編碼從破囊壺菌微生物來之多不飽和脂肪酸(PUFA) 

聚乙醯合成酶(PKS)系統的至少一個區段；(b)—核酸序列，

5 其編碼從藉由於本文揭示的新穎篩選方法而鑑別之微生物 

的PUFA PKS系統之至少一個區段；(c)一核酸序列，其編碼 

選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編號： 

2、序列辨識編號：4、序列辨識編號：6及其生物活性片段；

(d)—核酸序列，其編碼選自於由下列所組成之群的胺基酸 

10 序列：序列辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨識編 

號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編號：20、序列辨 

識編號：22、序列辨識編號:24、序列辨識編號：26、序 

列辨識編號：28、序列辨識編號：30、序列辨識編號：32 

及其生物活性片段；(e)—核酸序列，其編碼一胺基酸序列 

15 其與選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編 

號：2、序列辨識編號：4及序列辨識編號：6之至少500個 

連續胺基酸有至少約60%相同；其中該胺基酸序列具有 

PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性；及，⑴一核酸 

序列'其編碼一與選自於由下列所組成之群的胺基酸序列 

20 有至少約60%相同的胺基酸序列：序列辨識編號：8、序列 

辨識編號：10、序列辨識編號：13、序列辨識編號：18、 

序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、序列辨識編號： 

24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：28、序列辨識編 

號：30及序列辨識編號：32 ；其中該胺基酸序列具有PUFA
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PKS系統的至少一個區段之生物活性。這些核酸序列的變 

異已在上述詳細地描述。

較佳地，該最後產物選自於由下列所組成之群：食物、 

膳食補充品 ' 醫藥配方、母乳化動物乳及幼兒配方。合適 

的醫藥配方包括（但是非為限制）抗炎性配方、化學治療劑、 

活性賦形劑、骨質疏鬆藥物、抗抑鬱劑、抗驚厥劑、抗幽 

門桿菌藥物、用來治療神經變性疾病的藥物、用來治療肝 

退化疾病的藥物、抗生素及降低膽固醇配方。在一個具體 

實施例中，該最後產物可使用來治療一種選自於由下列所 

組成之群的症狀：慢性炎症、急性發炎、胃腸病、癌、惡 

病質、心臟再阻塞、神經變性病、肝退化病症、血脂質失 

調、骨質疏鬆、骨關節炎、自體免疫疾病、初期子癇、早 

產、與年齡有關的斑狀丘疹、肺病及過氧化物酶體病。

合適的食物產品包括（但是非為限制）精製的烘烤製 

品、麵包及捲餅、穀類早餐、加工及未加工的乳酪、佐料（番 

茄醬、美乃滋等等）、奶製品（牛奶、酸乳酪（yogurt）） '布丁 

類及明膠甜點類、含二氧化碳的飲料類、茶類、粉末化的 

飲料混合物、加工的魚產品、水果系列的飲料類、口香糖、 

硬糕餅、冷凍的奶製品、加工的肉產品、堅果仁及堅果仁 

系列的果醬（spreads）、麵糰、加工的家禽產品、肉汁類及調 

味汁類、馬鈴薯片及其它碎片或脆片、巧克力及其它糕餅、 

湯類及湯混合物、大豆系列產物（乳類、飲料類、乳脂狀類、 

增白劑類）、蔬菜油系列的醬類（spreads）及蔬菜系列飲料類。

本發明的更另一個具體實施例係關於一種製造母乳化 
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的動物乳之方法。此方法包括的步驟有以包含一編碼PUFA 

P K S系統的至少一個生物活性區段之核酸序列的至少一種 

重組型核酸分子，基因地改性該製乳動物的製乳細胞。該 

PUFA PKS系統為一種非細菌的PUFA PKS系統，較佳地，

5 該PUFA PKS系統的至少一個區段可由一選自於由下列所 

紐成之群的核酸序列譯出：（a）—核酸序列，其編碼從破囊 

壺菌微生物來的多不飽和脂肪酸（PUFA）聚乙醯合成酶 

（PKS）系統之至少一個區段；（b）—核酸序列，其編碼從藉由 

先前於本文描述的新穎篩選方法所鑑別之微生物來的 

10 PUFA PKS系統之至少一個區段；（c）一核酸序列，其編碼選

自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編號：2、 

序列辨識編號：4、序列辨識編號：6及其生物活性片段； 

（d）—核酸序列，其編碼選自於由下列所組成之群的胺基酸 

序列：序列辨識編號：8、序列辨識編號：10、序列辨識編 

15 號：13、序列辨識編號：18、序列辨識編號：20、序列辨 

識編號：22、序列辨識編號：24、序列辨識編號：26、序 

列辨識編號：28、序列辨識編號：30 '序列辨識編號：32 

及其生物活性片段；（e）—核酸序列，其編碼一胺基酸序列 

其與選自於由下列所組成之群的胺基酸序列：序列辨識編 

20 號：2、序列辨識編號：4 -及序列辨識編號：6的至少500 

個連續胺基酸有至少約60%相同；其中該胺基酸序列具有 

PUFA PKS系統的至少一個區段之生物活性；及/或⑴一核 

酸序列，其編碼一與選自於由下列所組成之群的胺基酸序 

列有至少約60%相同的胺基酸序列：序列辨識編號：8、序 
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列辨識編號：10、序列辨識編號：13、序列辨識編號：18、 

序列辨識編號：20、序列辨識編號：22、序列辨識編號：

24、序列辨識編號：26、序列辨識編號：28、序列辨識編 

號：30及序列辨識編號：32 ；其中該胺基酸序列具有PUFA

5 PKS系統的至少一個區段之生物活性。

基因地改性一宿主細胞及以製造一種經基因改性的非 

人類、製乳動物之方法已在技藝中熟知。可改性的宿主動 

物實例包括犬屬、羊、豬類、山羊類、聲牛等等，其經得 

起對轉殖基因表現群的快速擴張之基因操控及選殖。對動 

10 物來說，可採用PKS似的轉磴基因來在目標胞器、組織及 

體液中透過基因控制區域的改性而表現。特別有興趣的為 

在宿主動物的母乳中製造PUFAs。

15 較佳實施例之詳細說明

下列實例僅提供闡明之目的而不意欲限制本發明之範 

圍。

實例

實例1

20 下列實例描述進一步分析從裂壺菌屬來的PKS相關序

列。

本發明家已使用從PCT公告案號W00042195及美國申 

請序號09/231,899來的、在實例8及9中概述之共通方法，來 

定序出包含在裂壺菌屬PUFA PKS系統中的全部三個開放 
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性讀碼區(Orfs)之全部長度的基因組DNA。在該裂壺菌屬

PKS蛋白質中的生物活性區段在第1圖中圖解地描出。該裂 

壺菌屬PUFA PKS系統的區段結構更特別地描述於下。 

開放性讀碼區A(OrfA):

5 OrfA的完整核昔酸序列於本文中表示為序列辨識編

號：1。OrfA為一8730核昔酸序列(不包括終止密碼子)，其 

編碼2910個胺基酸序列，其於本文中表示為序列辨識編 

號：2。在OrfA中有十二個區段：

(a)—個日-酮基醯基-ACP合成酶(KS)區段；

10 (b)—個丙二酸單醯基-CoA : ACP轉醯酶(MAT)區段；

(c) 九個醯基載體蛋白質(ACP)區段；

(d) —個酮還原酶(KR)區段。

包含在OrfA中的區段已根據下列測定：

(1)以Pfam程式產生分析(Pfam為一種蛋白質區段或保

15 存的蛋白質區域之多重排比的資料庫)。該排比顯示出某些 

具有意含蛋白質的功能之進化的保存結構。從Pfam排比建 

立之曲線隱藏的馬克夫模型(hidden Markov models)(曲線 

HMMs)對自動地識別屬於存在的蛋白質家族之新穎的蛋白 

質(即使為弱的同源)非常有用。不像標準的成對排比方法

20 (例如BLAST、FASTA)，Pfam HMMs明智 地處理多區段蛋 

白質。提供所使用的Pfam版本之參考資料有：貝特曼 

(Bateman)A、柏 尼(Birney) E、西魯提(Cerruti)L、德彬 

「①urbin)R、愛特威勒(Etwiller)L、愛狄(Eddy)SR、葛利費 

茲-瓊斯(Griffiths-Jones)S、候威(Howe)KL、馬修爾
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(Marshall)M、桑哈摩(Sonnhammer)EL(2002)核酸搜尋 

(Nucleic Acids Research)30(l) : 276280)；及/或

(2)與細菌的PUFA-PKS系統(例如，志 瓦菌)做同源比 

較，使用BLAST 2.0基本BLAST同源搜尋，以標準預設參數 

使用blastp做胺基酸搜尋，其中該查詢序列可利用預設的參 

數過濾出低複雜性區段(描述在阿次朱耳、S.F.'馬登、T.L.、 

史卡弗、A.A.'張、J.、張、Z.、米勒、W.&李普門，D.J.(1997)“有 

間隔的BLAST及PSI-BLAST :新一代蛋白質資料庫搜尋程 

式。” Nucleic Acids Res. 25 : 3389-3402，其全文以參考之 

方式併於本文)。

所提供的用於各別區段之序列相信可包含能譯岀一官 

能性區段的序列之最大長度，及可在Orf中包含額外的嚙合 

序列。

ORFA-KS

在OrfA中的第一區段為KS區段，於本文中亦指為 

ORFA-KS θ此區段包含於跨越在序列辨識編號：l(OrfA) 

之約位置1及40間的起始點至在序列辨識編號：1之約位置 

1428及1500間的終點之核昔酸序列中。該包含編碼 

ORFA-KS區段的序列之核昔酸序列於本文中表示為序列辨 

識編號：7(序列辨識編號：1之位置1-1500)。該包含KS區 

段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號：2(ORFA)之約位置1 

及14間的起始點至在序列辨識編號：2之約位置476及500間 

的終點。該包含0RFA-KS區段的胺基酸序列於本文中表示 
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為序列辨識編號：8（序列辨識編號：2之位置1-500）。應注 

意的是該ΟRFA-KS區段包含一活性位置母題：DXAC*（*a 

基黏結位置C215）°

ORFA-MAT

5 在OrfA中的第二區段為MAT區段，於本文中亦指為

ORFA-MAT °此區段包含於跨越在序列辨識編號：l（OrfA） 

之約位置1723及1798間的起始點至在序列辨識編號：1之約 

位置2805及3000間的終點之核昔酸序列中。該包含編碼 

ORFA-MAT區段之序列的核昔酸序列於本文中表示為序列

10 辨識編號：9（序列辨識編號：1之位置1723-3000）。該包含

MAT區段之胺基酸序列跨越在序列辨識編號：2（ORFA）之 

約位置575及600間的起始點至在序列辨識編號：2之約位置 

935及1000間的終點。該包含ΟRFA-MAT區段的胺基酸序列 

於本文中表示為序列辨識編號：10（序列辨識編號：2之位

15 置575-1000） °需注意的是該ΟRFA-MAT區段包含一活性位 

置母題：GHS*XG（*醯基黏結位置S706），於本文中表示為序 

列辨識編號：11。

ORFA-ACP #1-9

OrfA之區段3-11有九個銜接ACP區段，於本文中亦指

20 為ΟRFA-ACP（在序列中的第一區段為ORFA-ACP1、第二區

段為ORFA-ACP2、第三區段為ORFA-ACP3等等）。第一 ACP 

區段（ORFA-ACP1）包含於跨越從序列辨識編號：l（OrfA）之 

約位置3343至約位置3600的核荘酸序列中。該包含編碼 

ORFA-ACP1區段之序列的核昔酸序列於本文中表示為序 
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列辨識編號：12（序列辨識編號：1之位置3343-3600）。該包 

含第一ACP區段的胺基酸序列跨越從序列辨識編號：2Z約 

位置1115至約位置1200。該包含ORFA-ACP1區段之胺基酸 

序列於本文中表示為序列辨識編號：13（序列辨識編號：2 

之位置1115-1200） °應注意的是該ORFA-ACP1區段 包含一 

活性位置母題：LGIDS*（*泛醯硫基乙胺黏結母題Sh57），於 

本文中由序列辨識編號：14表示。全部九個ACP區段的核 

昔酸及胺基酸序列已高度地保存，因此，每個區段的序列 

於本文中不由各別的序列識別符表示。但是，根據於本文 

中所揭示的訊息，熟知此技藝之人士可容易地決定出其它 

八個ACP區段每個的序列。該九個區段的重覆區間為核昔 

酸序列辨識編號：1的約110至約330。

九個ACP區段全部一起跨越從序列辨識編號：1之約位 

置3283至約位置6288的OrfA區段，其舆序列辨識編號：2 

之約1095至約2096的胺基酸位置相符合。此區段包括在各 

別的ACP區段間之連結子部分。九個ACP區段每個包含一 

泛醯疏基乙胺黏結母題LGIDS*（於本文 中由序列辨識編 

號：14表示），其中*為泛醯硫基乙胺黏結位置絲胺酸S。在 

ACP區段區域的每個末端及在之間，每個ACP區段為一高 

度富含脯胺酸（P）及丙胺酸（A）的區域，其相信為一種連結子 

區段。例如，在ACP區段1及2間為序列： 

APAPVKAAAPAAPVASAPAPA，於本文中表示為序列辨識 

編號：15。

ORFA-KR
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在OrfA中的區段12為一 KR區段，於本文中亦指為 

ORFA-KR °此區段包含於跨越序列辨識編號：1之約位置 

6598的起始點至序列辨識編號：1之約位置8730的終點之核 

昔酸序列中。該包含編碼ΟRFA-KR區段的序列之核昔酸序

5 列於本文中表示為序列辨識編號：17(序列辨識編號：1之 

位置6598-8730)。該包含KR區段的胺基酸序列跨越序列辨 

識編號：2(ORFA)之約位置2200的起始點至序列辨識編號： 

2之約位置2910的終點。該包含ΟRFA-KR區段之胺基酸序列 

於本文中表示為序列辨識編號：18(序列辨識編號：2之位

10 置2200-2910)。在此KR區段中為一與短鏈醛-脫氫酶(KR為 

此家族成貝)同源之核心區域°此核心區域跨越從序列辨識 

編號：1之約位置7198至約位置7500，其與序列辨識編號： 

2之胺基酸位置2400-2500相符合。

闊放性讀碼區B(OrfB):

15 OrfB的完整核昔酸序列於本文中表示為序列辨識編

號：3。OrfB為一6177核昔酸序列(不包括終止密碼子)，其 

編碼2059個胺基酸序列，於本文中表示為序列辨識編號： 

4。在OrfB中有四個區段：

(a)—個久酮基醯基-ACP合成酶(KS)區段；

20 (b)—個鏈長因子(CLF)區段；

(c) 一個醯基轉位酶(AT)區段；及

(d) —個烯醯ACP-還原酶(ER)區段。

該些包含在OrfB中的區段已根據下列測定：(1)以Pfam 

程式產生分析'上述已描述；及/或(2)與細菌的PUFA-PKS 
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系統（例如，志瓦菌）做同源比較，使用BLAST 2.0基本 

BLAST同源搜尋，亦已於上述描述。所提供的用於各別區 

段之序列相信包含編碼一官能性區段的序列之最大長度 ， 

及可在Orf中包含額外的嚙合序列。

ORFB-KS

在OrfB中的第一區段為KS區段，於本文中亦指為 

ORFB-KS °此區段包含於跨越在序列辨識編號：3（OrfB）之 

約位置1及43間的起始點至在序列辨識編號：3之約位置 

1332及1350間的終點之核昔酸序列中。該包含編碼 

ORFB-KS區段的序列之核荘酸序列於本文中表示為序列辨 

識編號：19（序列辨識編號：3之位置1-1350）。該包含KS區 

段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號：4（ORFB）之約位置1 

及15間的起始點至在序列辨識編號：4之約位置444及450間 

的終點。該包含ORFB-KS區段的胺基酸序列於本文中表示 

為序列辨識編號：20（序列辨識編號：4之位置1-450）。應注 

意的是該0RFB-KS區段包含一活性位置母題：DXAC*（*a 

基黏結位置C196）0

ORFE-CLF

在OrfB中的第二區段為CLF區段，於本文中亦指為 

ORFB-CLF。此區段包含於跨越在序列辨識編號：3（OrfB） 

之約位置1378及1402間的起始點至在序列辨識編號：3之約 

位置2682及2700間的终點之核替酸序列中。該包含編碼 

ORFB-CLF區段之序列的核昔酸序列於本文中表示為序列 

辨識編號：21（序列辨識編號：3之位置1378-2700）。該包含
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CLF區段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號：4(0RFB)之約

位置460及468間的起始點至在序列辨識編號：4之約位置

894及900間的終點。該包含ORFB-CLF區段的胺基酸序列於 

本文中表示為序列辨識編號：22(序列辨識編號：4之位置

5 460-900)。應注意的是該ΟRFB-CLF區段包含一沒有醯基-

黏結半胱胺酸的KS活性位置母題。

ORFB-AT

在OrfB中的第三區段為AT區段，於本文中亦指為

ORFB-ΑΤ °此區段包含於跨越在序列辨識編號：3(OrfB)之

10 約位置2701及3598間的起始點至在序列辨識編號：3之約位

置3975及4200間的終點之核苍酸序列中。該包含編碼

ORFB-ΑΤ區段之序列的核昔酸序列於本文中表示為序列辨 

識編號：23(序列辨識編號：3之位置2701-4200)°該包含AT

區段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號:4(ORFB)之約位置

15 901及1200間的起始點至在序列辨識編號：4之約位置1325

及1400間的終點。該包含ΟRFB-AT區段的胺基酸序列於本

文中表示為序列辨識編號：24(序列辨識編號：4之位置 

901-1400)°應注意的是該ORFB-AT區段包含一 GxS*xG的活 

性位置母題(*醞基黏結位置S1140)。

20 ORFB-ER

在OrfB中的第四個區段為ER區段，於本文中亦指為

ORFB-ER °此區段包含於跨越序列辨識編號：3(OrfB)之約 

位置4648的起始點至序列辨識編號：3之約位置6177的終點 

之核昔酸序列中。該包含編碼ΟRFB-ER區段之序列的核荘 
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酸序列於本文中表示為序列辨識編號：25(序列辨識編號： 

3之位置4648-6177)。該包含ER區段的胺基酸序列跨越序列 

辨識編號：4(ORFB)之約位置1550的起始點至序列辨識編 

號：4之約位置2059的終點。該包含ΟRFB-ER區段的胺基酸 

序列於本文中表示為序列辨識編號：26(序列辨識編號：4 

之位置 1550-2059)。

開放性讀碼區C(OrfC):

OrfC的完整核昔酸序列於本文中表示為序列辨識編 

號：5。OrfC為一4509核昔酸序列(不包括終止密碼子)，其 

編碼1503胺基酸序列，於本文中表示為序列辨識編號：6。 

在OrfC中有三個區段：

(a) 二個類FabA的壬幾基醯基-ACP脫水酶(DH)區段；

(b) -個烯醯ACP-還原酶(ER)區段。

包含在ORFC中之區段已根據下列測定：(1)以Pfam程 

式產生分析，上述已描述；及/或(2)與細菌的PUFA-PKS系 

統(例如，志瓦菌)做同源比較，使用BLAST 2.0基本BLAST 

同源搜尋，亦已於上述描述。所提供的用於各別區段之序 

列相信包括編碼一官能性區段的序列之最大長度，及可在 

Orf中包括額外的嚙合序列。

ORFC-DH1

在OrfC中的第一區段為DH區段，於本文中亦指為 

ORFC-DH1。此為在OrfC的二個DH區段中 之一個，因此標 

示為DH1。此區段包含於跨越在序列辨識編號：5(OrfC)之 

約位置1及778間的起始點至在序列辨識編號：5之約位置
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1233及1350間的終點之核昔酸序列中。該包含編碼

ORFC-DH1區段的序列之核昔酸序列於本文中表示為序列 

辨識編號：27(序列辨識編號：5之位置1-1350)。該包含DH1

區段的胺基酸序列跨越在序列辨識編號：6(ORFC)之約位置

5 1及260間的起始點至在序列辨識編號：6之約位置411及450

間的終點。該包含ΟRFC-DH1區段的胺基酸序列於本文中 

表示為序列辨識編號：28(序列辨識編號：6之位置1-450)。 

ORFC-DH2

在OrfC中的第二區段為DH區段，於本文中亦指為

10 ORFC-DH2 °此為在OrfC的二個DH區段中之第二個，因此 

標示為DH2。此區段包含於跨越在序列辨識編號：5(OrfC) 

之約位置1351及2437間的起始點至在序列辨識編號：5之約 

位置2607及2850間的終點之核蓉酸序列中。該包含編碼

ORFC-DH2區段之序列的核昔酸序列於本文中表示為序列

15 辨識編號：29(序列辨識編號：5之位置1351-2850) °該包含

DH2區段的胺基酸序列跨越在約序列辨識編號：6(ORFC) 

之位置451及813間的起始點至在序列辨識編號：6之約位置

869及950間的終點。該包含ΟRFC-DH2區段的胺基酸序列 

於本文中表示為序列辨識編號：30(序列辨識編號：6之位

20 置 451-950)。

ORFC-ER

在OrfC中的第三區段為ER區段，於本文中亦指為

ORFC-ER °此區段包含於跨越序列辨識編號：5(OrfC)之約 

位置2998的起始點至序列辨識編號：5之約位置4509的終點 
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之核昔酸序列中。該包含編碼0RFC-ER區段的序列之核昔 

酸序列於本文中表示為序列辨識編號：31（序列辨識編號： 

5之位置2998-4509）。該包含ER區段的胺基酸序列跨越序列 

辨識編號：6（ORFC）之約位置1000的起始點至序列辨識編 

號：6之約位置1502的終點。該包含ORFC-ER區段的胺基酸 

序列於本文中表示為序列辨識編號：32（序列辨識編號：6 

之位置 1000-1502）。

實例2

下列實例描述使用本發明之篩選方法來鑑別三種包含 

根據本發明之PUFA PKS系統的垛它非細菌生物。

破曩壺菌23B（ATCC20892）根據描述在美國臨時專利 

申請序號60/298,796中的篩選方法培養-而於本文中詳細地 

描述。

已發展用來偵測包含製造PUFA的PKS系統之微生物生 

物理論篩選（使用燒瓶培養）如下：

將2毫升欲測試的菌株/微生物培養物放置在含50毫升 

培養基（有氧處理）且裝有擋板的250毫升燒瓶中，及將另一 

相同菌株的2毫升培養物放置在含200毫升培養基（缺氧處 

理）且無裝擋板的250毫升燒瓶中。將二燒瓶放置在200rpm 

的振動台上。在48-72,卜時的培養時間後，可利用離心機獲 

得該些培養物及分析細胞的脂肪酸甲基酯類，經由氣相層 

析法對毎個培養物測量下列資料：（1）脂肪酸分佈；（2）PUFA 

含量；⑶脂肪含量（估計為總脂肪酸（TFA）量）。

然後詢問下列五個問題以分析這些資料：
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選擇標準：低0/缺氧燒瓶對有氧燒瓶（是/否）

（1）與有氧培養物比較，在低氧培養物中的DHA（或其它 

PUFA含量）（如為%FAME（脂肪酸甲基酯））是否保持在約相 

同（或較佳地增加）的程度？

5 （2）在缺氧培養物中之C14 : 0+C16 : 0+C16 : 1是否大

於約 40%TFA ?

（3）在缺氧培養物中是否有習知的氧依賴性鏈加長酶/ 

去飽和酶途徑之非常些微（＜1%如為FAME）（或無）的前驅物 

（C18 : 3n-3+C18 : 2n-6+C18 : 3n-6） ?

10 （4）與有氧培養物比較，在低氧培養物中的脂肪含量（如

為量總脂肪酸/細胞乾燥重量）是否增加？

（5）與有氧培養物比較，在低氧培養物中的DHA（或其它 

PUFA含量）是否增加（如為細胞乾燥重量％）?

若首先三個問題回答為是，此為菌株包含製造長鏈

15 PUFAs用之PKS基因系統好的跡象。越多的問題回答為是

（較佳地首先三個問題必需回答為是），越強的跡象顯示菌株 

包含此PKS基因系統。若五個問題全部回答為是，則已有 

非常強的跡象顯示該菌株包含製造長鏈PUFAs用之PKS基 

因系統。

20 下列方法概述出上述輪廓，使用冷凍的破囊壺菌

23B（ATCC20892）小玻瓶來接種（inoculate）包含50毫升RCA 

培養基的250毫升燒瓶。在25EC下在振動台（200rpm）上搖晃 

該培養物72小時。RCA培養基包含下列：

RCA培養基

去離子水 1000毫升
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離夫結晶（Reef Crystals）®海鹽 

葡萄糖

魅胺酸單錮（MSG）
酵母菌萃取物

PII金屬*

維他命混合物*

pH

40克/升

20克/升 

20克/升

1克/升

5毫升/升 

1毫升/升 

7.0

*PH金屬混合物及維他命混合物與在美國專利案號5,130,742中概述 

的那些相同，其全文以參考之方式併於本文。

然後，使用25毫升該72小時老的培養物來接種另一個

5 包含50毫升的低氮RCA培養基（10克/升MSG取代20克/升） ·

之250毫升燒瓶-及使用另一25毫升培養來接種包含175毫

升的低氮RCA培養基之250毫升燒瓶。然後'在25EC下將此

二燒瓶放置在振動台（200rpm）上72小時。然後可經由離心 

機獲得細胞，且利用冷凍乾燥法乾燥。使用標準氣相層析

10 程序分析該些乾燥細胞的脂肪含量、脂肪酸分佈及含量（諸

如在美國5,130,742中概述的那些）。

對破囊壺菌屬23B的篩選結果如下：

DHA（以FAME%）是否增加？

C14 : 0+C16 : 0+C16 : 1 是否大於約40%TFA? 
無C18 : 3（n-3）或C18 : 3（n-6）?
脂肪含量是否增加？

DHA（或其它HUFA含量）是否增加？

是（38->44%）
是（44%）
是（0%）
是（增加2倍） 

是（增加2.3倍）

該些結果（特別是DHA含量（如為%FAME）在低氧之條

15 件下明顯地增加）、條件強烈地顯示製造PUFA的PKS系統存

在於此破囊壺菌屬的菌株中。

為了提供額外的資料以証實PUFA PKS系統存在，使用 
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從裂壺菌屬菌株20888（ 一種菌株其已經測量包含製造 

PUFA的PKS系統（即，上述描述的序列辨識編號s ： 1-32）） 

來的PKS探針進行破囊壺菌屬23B之南方墨點分析。使用南 

方墨點技術來偵測破囊壺菌屬23B基因組DNA（其與從PKS

5 PUFA合成基因來的雜交探針同源）片段。以CZal或心法限制

核酸內切酶消化破囊壺菌屬23B基因組DNA，利用瓊脂糖凝 

膠電泳（0.7%瓊脂糖，在標準三醋酸酯-EDTA緩衝劑）分離， 

及藉由毛細管轉移墨點化至思克雷趣&思酷兒-耐川 

（Schleicher & Schuell Nytran）增壓薄膜。使用 二個經洋地黃 

10 素（digoxigenin）標定的雜交探針-一個特定用於裂壺菌屬

PKS OrfB之烯醯還原酶（ER）區域（OrfB之核昔酸 

5012-5511 ；序列辨識編號：3），及另一個特定用於在裂壺 

菌屬PKS OrfC的開始處之保存區域（OrfC之核蓉酸 

76-549 ；序列辨識編號：5）。

15 ORFB-ER探針可在破囊壺菌屬23B基因組DNA中偵測

一種約13Kb的Clal片段及約3.6Kb的ΚρηΙ片段。OrfC探針可

在破囊壺菌屬23B基因組DNA中偵測約7.5kb的Clal片段及 

約4.6kb的ΚρηΙ片段。

最後地，重組基因庫（由從嵌入載體XFIX Il（Stratagene）

20 的破囊壺菌屬23B基因組DNA之DNA片段組成）可使用經洋

地黃素標定而與下列裂壺菌屬20888 PUFA-PKS基因部分 

相符合的探針來篩選：OrfA之核甘酸7385-7879（序列辨識 

編號：l）、OrfB之核昔酸5012-5511（序列辨識編號：3）及OrfC 

之核荔酸76-549（序列辨識編號：5）。這些探針每個可偵測 
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從破囊壺菌屬23B基因庫來的正斑(pos让ive plaques) ＞此指 

示出在裂壺菌屬PUFA-PKS基因與破囊壺菌屬23B之基因間 

有廣大的同源性。

總而言之，這些結果說明其破曩壺菌屬23E基因組DNA 

包含與從裂壺菌屬20888來的PKS基因同源之序列。

此破囊壺菌微生物包含於本文中而為一種這些基因的 

額外來源而可使用在上述的具體實施例中。

破囊壺菌屬23B(ATCC20892)在其脂肪酸分佈上明顯 

地與裂壺菌(ATCC20888)不同。破囊壺菌屬23B具有的 

DHA : DPA(n-6)比率如14 : 1一般高，如與在裂壺菌屬 

(ATCC20888)僅有2-3 : 1比較。破囊壺菌屬23E亦具有較高 

程度的C20 : 5(n-3)。分析在破囊壺菌屬23B的PUFA PKS系 

統中的區段(與熟知的裂壺菌屬PUFA PKS系統比較)應該可 

提供我們如何改性這些區段以影響使用這些系統製造的 

PUFA之比率及型式的關鍵訊息。

上述描述的篩選方法已使用來鑑別其它有潛力的包含 

PUFA PKS系統的候選菌株。已由本發明家鑑別具有PUFA 

PKS系統之二種額外的菌株為微小裂壺菌(SR21)光陽 

(Honda)&尤寇去(Yokochi)(IF032693)及優肯那菌(BP-5601)。二 

者可如上述般篩選，但是在N2培養基中(葡萄糖：60克/升； 

KH2PO4 : 4.0克/升；酵母菌萃取物：1.0克/升；玉米漿：1 

毫升/升；NH4NO3 : 1.0克/升；人造海鹽(離夫結晶)：20克/ 

升；上述的濃度全部混合在去離子水中)。對裂壺菌屬及優 

肯那菌株二者來說，對上述討論的用於破曩壺菌屬23B之篩 
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選問題的頭先三個回答為是（裂壺菌屬 

-DHA%FAME32->41%（有氧vs缺氧）；58% 14 : 0/16 : 0/16 :

1 ； 0%前驅物）及（Ulkenia-DHA%FAME28->44% （有氧vs缺 

氧）；63% 14 : 0/16 : 0/16 : 1 ； 0%前驅物），此指示出這些

5 菌株為包含PUFA PKS系統的好候選菌株。對每種菌株來

說，最後的二個問題之答案為否：在S.微小中脂肪從乾燥 

重量的61%減少至乾燥重量的22%，且DHA從乾燥重量的 

21-9% ；及在優肯那菌中脂肪從乾燥重量的59%減少至 

21%，且DHA從乾燥重量的16%至9%。這些破囊壺菌微生

10 物於本文中亦主張為額外的基因來源而可用於上述的具體 

實施例中。

實例3

下列實例說明在裂壺菌屬中的DHA及DPA合成不包括

15 薄膜-結合的去飽和酶或脂肪酸延長酵素，如描述用於其它

真菌類的那些（帕客-巴能斯等人，2000,前述；仙克寧等人， 

1998 '前述）。

裂壺菌屬可累積大量的甘油三酯而富含在DHA及廿二

碳五烯酸（DPA ； 22 : 5T6）中；例如，乾燥重量的30%之

20 DHA+DPA °在利用延長/去飽和途徑合成20-及22-碳PUFAs 

的真菌類中，18-、20-及22-碳中間體庫相當地大，所以使 

用严C]-醋酸酯活體內標定實驗可顯露出清楚的前驅物-產 

物動力學而用來預測中間體。再者，以放射性同位素示蹤 

的而外源地提供至此生物的中間體可轉染至該最後的
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PUFA產物。

將［1-14C］醋酸酯供應至2-天老的培養物作為在零時間 

處的單一脈衝。然後，可利用離心獲得細胞樣品，且萃取 

脂質°此外5由該些細胞吸收的［1 -14C］醋酸酯可藉由測量 

在離心之前及之後樣晶的放射性而估計。起源於總細胞脂 

質的脂肪酸甲基酯類可利用AgNO3-TLC分離（溶劑，己烷： 

二乙基瞇：醋酸，70 ： 30 ： 2，以體積計）。脂肪酸帶的鑑 

定已由氣相層析法確認，及在其中的放射性可該閃爍計數 

來測量。結果顯示出［1-14C卜醋酸酯可由裂壺菌屬細胞快速 

地吸收且併入脂肪酸，而且在最短的標定時間（1分鐘）內在 

脂肪酸中回收包含31%標籤的DHA，且此百分比在［】=］-醋 

酸酯併入的10-15分鐘及隨後的24小時培養生長（資料無顯 

示）期間基本上保持未改變。類似地，遍及實驗DPA表示出 

10%的標籤。並無證據顯示在16-或18-碳脂肪酸與22-碳多 

不飽和脂肪酸間有前驅物-產物關係。這些結果與從包含非 

常小量的（或許有酵素-結合）中間體庫之U4C］-醋酸酯來的 

DHA快速合成一致。

其次，細胞在包含2mM的DTT ' 2mM的EDTA及10%的 

甘油之100mM磷酸鹽緩衝溶（pH7.2）中，藉由以玻璃微珠渦 

動而破裂。該無細胞均漿以100,000g離心1小時。將等液份 

的總均漿、小粒（Η-S小粒）及上層液（Η-S超級（super））片段培 

養在25EC下補充有20 : Μ乙醯基-CoA、100 : M［1-14C］丙二 

酸單醯基-CoA（0.9Gbq/莫耳）、2mM NADH及2mM NADPH 

的均化緩衝液中60分鐘。萃取分析物，及製備脂肪酸甲基
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酯，且在以因勢吞影像器（Instantimager）（博克裝置（Packard

Instruments）（美利登（Meriden），CT）偵測放射性之前如上 

所述般分離。結果顯示出起源於裂壺菌屬的無細胞均漿培 

養物會將［1-14C卜丙二酸單醯基-CoA併入DHA、DPA及飽和

5 脂肪酸（資料無顯示）。相同的生物合成活性由100,000xg上 

層液片段保留，而非不存在於薄膜小粒中。這些資料可與 

在細菌酵素分析期間所獲得那些比較（參見前述美茲等 

人，2001），其可指示出使用不同的（可溶的）醯基受器分子。

• 因此，在裂壺菌屬中的DHA及DPA合成不包括薄膜-結合的

10 去飽和酶或脂肪酸延長酵素，如描述用於其它真菌類者。

雖然已詳細地描述本發明的不同具體實施例，可明瞭 

的是那些具體實施例將可由熟知此技藝之人士進行改性及 

調整。但是'需明確地了解，此改性及調整包含在下列提 

出之本發明的申請專利範圍中。

15 工阖犬簡平说明】

第1圖為裂壺菌屬PUFA PKS系統的區段結構圖；

• 第2圖為從裂壺菌屬及志瓦菌來的PKS區段之比較圖；

第3圖為從裂壺菌屬來之PKS區段與從念珠藻｛Nostoc 

$Ρ·）（其產物為一種不包含任何雙鍵的長鏈脂肪酸）來之相關

20 的PKS系統之比較圖。

【主要无件符號說明J

（無）
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序列清單

序列表列 <110> Metz. James Barclay, William Flatt, James 
Kuner Jerry <120> 多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙酹合成酶系统及其用途 <130> 
2997-29-PCT <15Q> 6CV284.066<151> 2001-04-16 <150> 60^98,796 <151> 2001-06-15 <150> 
60/323,269 <151> 2001-09-18 <160> 37 <17Q> Patentin version 3.1 <210> 1<211> 8730 <212>
DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(8730)<223> 

<400> 1
atg gcg gcc cgt etg cag gag caa aag gga ggc gag atg gat acc ege 48 
Met Ala Ala Arg Leu Gin Glu Gin Lys Gly Gly Glu Met Asp ΊΈτ Ατχ 
1 5 10 15

att gcc ate ate ggc atg teg gcc ate etc ccc tgc ggc acg acc gtg 96 
De Ala De He Gly Met Ser Ala Ile Leu Pro Cys Gly Thr Thr Vai

20 25 30

ege gag teg tgg gag acc ate ege gcc ggc ate gac tgc etg teg gat 144 
Arg Glu Ser Trp Glu IhrHe Arg Ala Gly lie Asp Cys Leu Ser Asp 

35 40 45

etc ccc gag gac ege gtc gac gtg acg gcg tac ttt gac ccc gtc aag 192 
Leu Pro Glu Asp Arg Vai Asp Vai Thr Ala Tyr Phe Asp Pm Vai Lys 

50 55 60

acc acc aag gac aag ate tac tgc aag ege ggt ggc ttc att ccc gag 240 
Thr Thr Lys Asp Lys De Tyr Cys Lys Arg Gly Gly Phe He fto Glu 
65 70 75 80

tac gac ttt gac gcc ege gag ttc gga etc aac atg ttc cag atg gag 288 
Tyr Asp Phe Asp Ala Arg Glu Phe Gly Leu Asn Met Phe Gin Met Glu 

85 90 95

gac teg gac gca aac cag acc ate teg ett etc aag etc aag gag gcc 336 
Asp Ser Asp Ala Asn Gin Thr lie Ser Leu Leu Lys Vai Lys Glu Ala 

100 105 110

etc cag gac gcc ggc ate gac gcc etc ggc aag gaa aag aag aac ate 384 
Leu Gin Asp Ala Gly De Asp Ala Leu Gly Lys Glu Lys Lys Asn He 

115 120 125

ggc tgc gtg etc ggc att ggc ggc ggc caa aag tcc age cac gag ttc 432 
Gly Cys Vai Leu Gly He Gly Gly Gly Gin Lys Ser Ser His Glu Phe

130 135 140

tac teg ege ett aat tat gtt gtc gtg gag aag gtc etc ege aag atg 480 
Tyr Ser Arg Leu Asn Tyr Vai Vai Vai Glu Lys Vai Leu Arg Lys Met 
145 150 155 160

ggc atg ccc gag gag gac gtc aag gtc gcc gtc gaa aag tac aag gcc 528 
Gly Met Pro Glu Glu Asp Vai Lys Vai Ala Vai Glu Lys Tyr Lys Ala

165 170 175

aacttcccc gag tgg ege etc gac tcc ttc cct ggc ttc etc ggc aac 576 
Asn Phe Pro Glu Trp Arg Leu Asp Ser Phe Pro Gly Phe Leu Gly Asn 

180 185 190
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gtc acc gcc ggt cgc tgc acc aac acc ttc aac etc gac ggc atg aac 624 
Vai Thr Ala Gly Arg Cys Thr Asn Thr Phe Asn Leu Asp Gly Met Asn 

195 200 205

tgc gu gtc gac gcc gca tgc gcc teg tee etc ate gcc gteaaggte 672 
Cys Vai Vai Asp Ala Ala Cys Ala Ser Ser Leu De Ala Vai Lys Vai 

210 215 220

gcc ate gac gag etg etc tac ggt gac tgc gac atg atg gtc acc ggt 720 
Ala De Asp Glu Leu Leu Tyr Gly Asp Cys Asp Met Met Vai Thr Gly 
225 230 235 240

gcc acc tgc acg gat aac tee ate ggc atg tac atg gcc ttc tee aag 768 
Ala Thr Cys Thr Asp Asn Ser De Gly Met Tyr Met Ala Phe Ser Lys 

245 250 255

acc ccc gtg ttc tee acg gac ccc age gtg cgc gcc tac gac gaa aag 816 
Thr Pro Vai Phe Ser Thr Asp Pro Ser Vai Arg Ala Tyr Asp Glu Lys 

260 265 270

aca aag ggc atg etc ate ggc gag ggc tee gcc atg etc gtc etc aag 864 
Thr Lys Gly Met Leu De Gly Glu Gly Ser Ala Met Leu Vai Leu Lys 

275 280 285

cgc tac gcc gac gcc gtc cgc gac ggc gat gag ate cac set fitt att 912 
Arg Tyr Ala Asp Ala Vai Arg Asp Gly Asp Glu De His Ala Vai He 

290 295 300

cgc ggc tgc gcc tcctccagt gat ggc aag gcc gcc ggc ate tac acg 960 
Aig Gly Cys Ala Ser Ser Ser Asp Gly Lys Ala Ala Gly De Tyr Thr 
305 310 315 320

ccc acc att teg ggc cag gag gag gcc etc cgc cgc gcc tac aac cgc 1008 
Pro Thr He Ser Gly Gin Glu Glu Ala Leu Arg Arg Ala Tyr Asn Arg 

325 330 335

gcc tgt gtc gac ccg gcc acc gtc act etc gtc gag ggt cac ggc acc 1056 
Ala Cys Vai Asp Pro Ala Thr Vai Thr Leu Vai Glu Gly His Gly Thr 

340 345 350

ggt act ccc gtt ggc gac cgc ate gag etc acc gcc ttg cgc aac etc 1104 
Gly Thr Pro Vai Gly Asp Arg lie Glu Leu Thr Ala Leu Arg Asn Leu 

355 360 365

ttt gac aag gcc tac ggc gag ggc aac acc gaa aag gtc get gtg ggc 1152 
Phe Asp Lys Ala Tyr Gly Glu Gly Asn Thr Glu Lys Vai Ala Vai Gly 

370 375 380

age ate aag tee age ate ggc cat etc aag gcc gtc gcc ggt etc gcc 1200 
Ser He Lys Ser Ser Ik Gly His Leu Lys Ala Vai Ala Gly Leu Ala 
385 390 395 400

ggt atg ate aag gtc ate atg geg etc aag cac aag act etc ccg ggc 1248
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Gly Met He Lys Vai De Met Ala Leu Lys His Lys Ihr Leu Pro Gly 
405 410 415

accatcaacgtcgacaacccacccaacctctacgacaacacgcccatc 1296
Thr De Asn Vai Asp Asn Pro Pro Asn Leu Tyr Asp Asn Thr Pro De 

420 425 430

aac gag tcc teg etc tac att aac acc atg aac cgc ccc tgg ttc cc£ 1344
Asn Glu Ser Ser Leu Tyr lie Asn Thr Met Asa Arg Pro Trp Phe Pro 

435 440 445

ccc cct ggt gtg ccc ege ege gcc ggc att teg age ttt ggc ttt ggt 1392
Pro Pro Gly Vai Pro Arg Arg Ala Gly lie Ser Ser Phe Gly Phe Gly

450 455 460

ggc gcc aac tac cac gcc gtc etc gag gag gcc ga^ ccc gag cac acg 1440 
Gly Ala Asn Tyr His Ala Vai Leu Glu Glu Ala Glu fto Glu His Thr 
465 470 475 480

acc geg tac ege ctcaacaag ege ccg cag ccc gtg etc atg atg gcc 1488 
Thr Ala Tyr Arg Leu Asn Lys Arg Pro Gin Pro Vai Leu Met Met Ala 

485 490 495

gcc acg ccc geg gcc etc cag teg etc tgc gag gcc cag etc aag gag 1536 
Ala Thr Pro Ala Ala Leu Gin Ser Leu Cys Glu Ala Gin Leu Lys Glu 

500 505 510

ttc gag gcc gcc ate aag gag aac gag acc gtc aag aac acc gcc tac 1584 
Phe Glu Ala Ala De Lys Glu Asn Glu Thr Vai Lys Asn Ihr Ala Tyr 

515 520 525

ate aag tgc gtc aag ttc ggc gag cag ttc aaa ttc cct ggc tee ate 1632 
De Lys Cys Vai Lys Phe Gly Glu Gin Hie Lys Phe Pro Gly Ser De 

530 535 540

ccg gcc aca aac geg ege etc ggc ttc etc gtc aag gat get gag gat 1680 
Pro Ala Thr Asn Ala Arg Leu Gly Phe Leu Vai Lys Asp Ala Glu Asp 
545 550 555 560

gcc tgc tee acc etc cgt gcc ate tgc gcc caa ttc gcc aas gat gtc 1728 
Ala Cys Ser Thr Leu Arg Ala lie Cys Ala Gin Hie Ala Lys Asp Vai 

565 570 575

acc aag gag gcc tgg ege etc ccc ege gag ggc gtc age ttc ege gcc 1776 
Thr Lys Glu Ala Trp Arg Leu Pro Arg Glu Gly Vai Ser Phe Arg Ala 

580 585 590

aag ggc ate gcc acc aac ggc get gtc gcc geg etc ttc tee ggc cag 1824 
Lys Gly De Ala Thr Asn Gly Ala Vai Ala Ala Leu Phe Ser Gly Gin 

595 600 605

ggc geg cag tac acg cac atg tn age gag gtg gcc atg aac tgg ccc 1872 
Gly Ala Gin Tyr Thr His Met Phe Ser Glu Vai Ala Met Asn Trp Pro 

610 615 620
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cag ttc cgc cag age att gcc gcc atg gac gcc gcc cag tcc aag gtc 1920 
Gin Phe Arg Gin Ser De Ala Ala Met Asp Ala Ala Gin Ser Lys Vai 
625 630 635 640

get gga age gac aag gac ttt gag ege gtc tee cag gtc etc tac ccg 1968 
Ala Gly Ser Asp Lys Asp Phe Glu Arg Vai Ser Gin Vai Leu Tyr Pro 

645 650 655

ege aag ccg tac gag cgt gag ccc gag cag aac ccc aag aag ate tee 2016
Arg Lys Pro Tyr Glu Arg Glu Pro Glu Gin Asn Pro Lys Lys De Ser

660 665 670

etc acc gee tac teg cag ccc teg acc etg gee tgc get etc ggt gee 2064 
Leu Thr Ala Tyr Ser Gin Pro Ser Thr Leu Ala Cys Ala Leu Gly Ala 

675 680 685

ttt gag ate ttc aag gag gee ggc ttc acc ccg gac ttt gee gee ggc 2112 
Phe Glu He Phe Lys Glu Ala Gly Phe Thr Pro Asp Phc Ala Ala Gly 

690 695 700

cat teg etc ggt gag ttc gee gee etc tac gee geg ggc tgc gtc gac 2160 
His Ser Leu Gly Glu Phe Ala Ala Leu Tyr Ala Ala Gly Cys Vai Asp 
705 710 715 720

ege gac gag etc ttt gag ett gtc tgc ege ege gee ege ate atg ggc 2208 
Arg Asp Glu Leu Phe Glu Leu Vai Cys Arg Aig Ala Arg He Met Gly 

725 730 735

ggc aag gac gca ccg gee acc ccc aag gga tgc atg gee gee gtc att 2256 
Gly Lys Asp Ala Pro Ala Ihr Pro Lys Gly Cys Met Ala Ala Vai De 

740 745 750

ggc ccc aac gee gag aac ate aag gtc cag gee gee aac gtc tgg etc 2304
Gly Pro Asn Ala Glu Asn De Lys Vai Gin Ala Ala Asn Vai Trp Leu

755 760 765

ggc aac tee aac teg cct teg cag acc gtc ate acc ggc tee gtc gaa 2352 
Gly Asn Ser Asn Ser Pro Ser Gin Thr Vai lie Thr Gly Ser Vai Glu

770 775 780

ggt ate cag gee gag age gee ege etc cag aag gag ggc ttc ege gtc 2400 
Gly He Gin Ala Glu Ser Ala Arg Leu Gin Lys Glu Gly Phe Arg Vai 
785 790 795 800

gtgcctctt gee tgc gag age gee ttc cac teg ccc cag atg gag aac 2448 
Vai Pro Leu Ala Cys Glu Ser Ala Phe His Ser Pro Gin Met Glu Asn

805 810 815

gee teg teg gee ttc aag gac gtc ate tee aag gtc tee ttc ege acc 2496 
Ala Ser Ser Ala Hie Lys Asp Vai He Ser Lys Vai Ser Phe Arg Thr 

820 825 830 

ccc aag gee gag acc aag etc ttc age aac gtc tet ggc gag acc tac 2544

ΐ
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Pro Lys Ala Glu Ihr Lys Leu Phe Ser Asn Vai Ser Gly Glu Thr Tyr 
835 840 845

ccc acg gac gcc cgc ga£ atg ctt scs cag cac atg acc age age gtc 2592 
Pro Thr Asp Ala Arg Glu Mel Leu Thr Gin His Met Thr SerScrVal

850 855 860

aag ttc etc acc cag gtc ege aac atg cac cag gcc ggt geg ege ate 2640 
Lys Phe Leu Thr Gin Vai Arg Asn Met His Gin Ala Gly Ala Arg De 
865 870 875 880

tttgtcgagttcggacccaagcaggtgctctccaagcttgtctccgag 2688 
Phe Vai Glu Phe Gly Pro Lys Gin Vai Leu Ser Lys Leu Vai Ser Glu 

885 890 895

acc etc aag gat gac ccc teg gn gtc acc gtc tet gtc aac ccg gee 2736 
Thr Leu Lys Asp Asp Pro Ser Vai Vai Thr Vai Ser Vai Asn Pro Ala 

900 905 910

teg ggc acg gat teg gac ate cag etc ege gac geg gee gtc cag etc 2784 
Ser Gly Thr Asp Ser Asp He Gin Leu Arg Asp Ala Ala Vai Giri Leu 

915 920 925

gtt gtc get ggc gtc aac ett cag ggc ttt gac aag tgg gac gee ccc 2832 
Vai Vai Ala Gly Vai Asn Leu Gin Gly Phe Asp Lys Trp Asp Ala Pro 

930 935 940

gat gee acc ege atg cag see ate aag aag aag ege act acc etc ege 2880 
Asp AlaThr Aig Met Gin Ala He Lys Lys Lys Arg Thr Thr Leu Arg 
945 950 955 960

ett teg gee gee acc tac gtc teg gac aag acc aag aag gtc ege gac 2928 
Leu Ser Ala Ala Thr Tyr Vai Ser Asp Lys Thr Lys Lys Vai Arg Asp 

965 970 975

gee gee atg aac gat ggc ege tgc gtc acc tac etc aag ggc gee gca 2976 
Ala Ala Met Asn Asp Gly Arg Cys Vai Thr Tyr Leu Lys Gly Ala Ala 

980 985 990 

ccg etc ate aag gee ccg gag ccc gtt gtc gac gas gee gee sag ege 3024
Pro Leu lie Lys Ala Pro Glu Pro Vai Vai Asp Glu Ala Ala Lys Arg 

995 1000 1005

gag gee gag cgt etc cag aag gag ett cag gat gee cag ege cag 3069
Glu Ala Glu Arg Leu Gin Lys Glu Leu Gin Asp Ala Gin Arg Gin 

1010 1015 1020

etc gac gac gee aag ege gee gee gee gag gee aac tec aag etc 3114 
Leu Asp Asp Ala Lys Arg Ala Ala Ala Glu Ala Asn Ser Lys Leu 

1025 1030 1035

gee get gee aag gag gag gee aag acc gee get get teg gee aag 3159 
Ala Ala Ala Lys Glu Glu Ala Lys Thr Ala Ala Ala Ser Ala Lys 

1040 1045 1050

s



1426126

cccgca gttgac act gctgu gtc gaaaagcatcgt gcc ate etc 3204 
Pro Ala Vai Asp Thr Ala Vai Vai Glu Lys His Arg Ala De Leu 

1055 1060 1065

aagtGC atg etc geg gag etc gat ggc tac gga teg gtc gac get 3249 
Lys Ser Met Leu Ala Glu Leu Asp Gly Tyr Gly Ser Vai Asp Ala 

1070 1075 1080

tct tee etc cag cag cag cag cag cag cag acg gcc cccgccccg 3294 
Ser Ser Leu Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Ihr Ala Pro Ala Pro 

1085 1090 1095

gtc aag get get gc£ cct gcc gee ccc gtt gcc teg gcc cct gcc 3339 
Vai Lys Ala Ala Ala Pro Ala Ala Pro Vai Ala Ser Ala Pro Ala 

1100 1105 1110 

ccg get gtc teg aac gag ett ett gag aag gcc gag act gtc gtc 3384
Pro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai 

1115 1120 1125

atg gag gtc etc gcc gcc aae acc ggc tac gag acc gac atg ate 3429 
Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met He 

1130 1135 1140

gag get gac atg gag etc gag acc gag etc ggc att gac tee ate 3474 
Glu Ala Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly De Asp Ser De 

1145 1150 1155

aag cgt gtc gag ate etc tee gag gtc cag gee atg etc aat gtc 3519 
Lys Arg Vai Glu De Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai 

1160 1165 1170

gag gcc aag gat gtc gat gcc etc age cgc act cgc act gttggt 3564 
Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly 

1175 1180 1185

gag gtt gtc aac gcc atg aag gcc gag ate get ggc age tct gcc 3609 
Glu Vai Vai Asn Ala Met Lys Ala Glu He Ala Gly Ser Ser Ala 

1190 1195 1200

ccg geg cct get gcc get get ccg get ccg gcc aag get gcc cct 3654 
Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Lys Ala Ala Pro 

1205 1210 1215

gcc gcc get geg cct get gtc teg aac gag ett etc gag aag gcc 3699' 
Ala Ala Ala Ala Pro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala 

1220 1225 1230

gag acc gtc gtc atg gag gtc etc gcc gcc aag act ggc lac gag 3744 
Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu 

1235 1240 1245

act gac atg ate gag tee gac atg gag etc gag act gag etc ggc 3789

:S)
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Thr Asp Met He Glu Sct Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly 
1250 1255 1260

attgac tcc ate aag cgt gtc gag ate etc tcc gag gttcaggcc 3834 
De Asp Ser De Lys Arg Vai Glu De Leu Ser Glu Vai Gin Ala 

1265 1270 1275

atgctc aac gtc gag gee aag gac gtc gac get etc age ege act 3879 
Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr 

1280 1285 1290

ege act gtg ggt gag gtc gtc aac gee atg aag get gag ate get 3924 
Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asn Ala Met Lys Ala Glu De Ala 

1295 1300 1305

ggt ggc td gee ccg geg cct gee gee get gee cca ggt ccg get 3969 
Gly Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Gly Pro Ala 

1310 1315 1320

get gee gee cct geg cct gee gee gee gee cct get £tc teg aac 4014 
Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Vai Ser Asn 

1325 1330 1335

gag ett ett gag aag gee gag accgtcgtc atg gag gtc etc gee 4059 
Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala 

1340 1345 1350

gee aag act ggctac gag act gac atg ate gag tee gac atg gag 4104 
Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met He Glu Ser Asp Met Glu 

1355 1360 1365

etc gag acc gag etc ggc att gac tee ate aag cgt gtc gag att 4149 
Leu Glu Thr Glu Leu Gly He Asp Ser lie Lys Arg Vai Glu lie 

1370 1375 1380

etc tee gag gtc cag gee atg etc aac gtc gag gee aag gac gtc 4194 
Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai 

1385 1390 1395 

gac get etc age ege acc ege act gtt ggc gag gtc gtc gat gee 4239
Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala 

1400 1405 1410

atg aag gee gag ate get ggt ggc tet gee ccg geg cct gee gee 4284 
Met Lys Ala Glu De Ala Gly Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala 

1415 1420 1425

get get cct get ccg get get gee gee cct geg cct gee gee cct 4329 
Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro 

1430 1435 1440 

geg cct get gtc teg age gag ett etc gag aag gee gag act gtc 4374
Ala Pro Ala Vai Ser Ser Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai 

1445 1450 1455

?
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gtcatg gag gtc etc gee gee aag act ggc tac gag act gac atg 4419 
Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met 

1460 1465 1470

ate gag tee gac atg gag etc gag acc gag etc ggc att gac tee 4464 
He Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly De Asp Ser 

1475 1480 1485 

atcaag cgt gtc gag att etc tee gag gtc cag gee atg etc aac 4509
IleLys Arg Vai Glu He Leu Scr Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn 

1490 1495 1500

gtc gag gee aag gac gtc gac get etc age ege acc ege act gtt 4554 
Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai 

1505 1510 1515

ggc gag gtc gtc gat gee atg aag gee gag ate get ggt gee tet 4599 
Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys Ala Glu De Ala Gly Gly Ser 

1520 1525 1530

gccccg geg cct gee gee get get cct get ccg get get gee gee 4644 
Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala 

1535 1540 1545

cct geg cct gee gee cct geg cct gee gee cct geg cct get gtc 4689 
Pio Ala Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Vai 

1550 1555 1560

teg age gag ett etc gag aag gee gag act gtc gtc atg gag gtc 4734 
Ser Ser Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai 

1565 1570 1575

etc gee gee aag act ggc tac gag act gac atg att gag tee gac 4779 
Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met He Glu Scr Asp 

1580 1585 1590

atg gag etc gag acc gag etc ggc att gac tee ate aagcgtgtc 4824 
Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly He Asp Ser He Lys Arg Vai 

1595 1600 1605

gag att etc tee gag gtt cag gee atg etc aac gtc gag gee aag 4869 
Glu De Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys 

1610 1615 1620

gac gtc gac get etc age ege act ege act gtt ggt gag gtc gtc 4914 
Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai 

1625 1630 1635

gat gee atg aag get gag ate get ggc age tee gee teg geg cct 4959 
Asp Ala Met Lys Ala Glu He Ala Gly Ser Ser Ala Ser Ala Pro 

1640 1645 1650

gee gee get get cct get ccg get get gee get cct geg ccc get 5004

◎
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Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala 
1655 1660 1665

gcc gcc gcc cct get gtc teg aacgagcuctcgag aaa gee gag 5049 
Ala Ala Ala Pro Ah Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu 

1670 1675 1680

aetgte gtc aig gag gtc etc gcc gcc aag act ggc tacgagact 5094
Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr 

1685 1690 1695

gac atg ate gag tee gac atg gag etc gag act gag etc ggc att 5139 
Asp Met De Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly De 

1700 1705 1710

gac tee ate aag cgt gtc gag ate etc tee gag gtt cag gcc atg 5184 
Asp Ser 止 Lys Arg Vai Glu De Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met 

1715 1720 1725 

etc aac gtc gag gcc aag gac gtc gat gcc etc age ege acc ege 5229
Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg 

1730 1735 1740

act gtt ggc gag gtt gtc gat gcc atg aag gcc gag ate get ggt 5274 
Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys Ala Glu De Ala Gly 

1745 1750 1755

ggc tet gcc ccg geg cct gcc gcc get gcc cct get ccg get gcc 5319 
Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala 

1760 1765 1770

gcc gcc cct get gtc teg aac gagett etc gag aag gcc gag act 5364 
Ala Ala Pro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr 

1775 1780 1785

gtc gtc atg gag gtc etc gcc gcc aag act ggc tac gag acc gac 5409 
Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp 

1790 1795 1800

atg ate gag tee gac atg gag etc gag acc gag etc ggc att gac 5454 
Met De Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Lxu Gly He Asp 

1805 1810 1815

tec ate aag cgt gtc gag att etc tee gag gtt cag gcc atg etc 5499 
Ser lie Lys Arg Vai Glu He Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu 

1820 1825 1830

aac gtc gag gcc aag gac gtc gat get etc age ege act ege act 5544 
Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr 

1835 1840 1845

gu ggc gag gtc gtc gat gcc atg aag get gag ate gcc ggc age 5589 
Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys Ala Glu He Ala Gly Ser 

1850 1855 1860 
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tccgcc ccg gcg cct gcc gcc get get cct get ccg get get gee 5634 
Sct Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala

1865 1870 1875

get cct geg ccc get gcc get gcc cct get gtc teg age gag ett 5679 
Ala Pro AlaPro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Vai Ser Ser Glu Leu 

1880 1885 1890

etc gag aag gcc gag acc gtc gtc atg gag gtc etc gcc gcc aag 5724 
Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys 

1895 1900 1905

act ggc tac gag act gac atg att gag tee gac atg gag etc gag 5769 
Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met lie Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu 

1910 1915 1920

act gag etc ggc att gac tee ate aag cgt gtc gag ate etc tee 5814 
Thr Glu Leu Gly He Asp Ser De Lys Arg Vai Glu De Leu Ser 

1925 1930 1935

gag gu cag gcc atg etc aac gtc gag gcc aag gac gtc gat gcc 5859 
Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala 

1940 1945 1950

etc age ege acc ege act gtt ggc gag gtt gtc gat gcc atg aag 5904 
Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys 

1955 1960 1965

gcc gag ate get ggt ggc tet gcc ccg geg cct gcc gcc get gcc 5949 
Ala Glu He Ala Gly Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala

1970 1975 1980

cct get ccg get gcc gcc gcc cct get gtc teg aac gag ett ett 5994 
Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu 

1985 1990 1995 

gag aag gcc gag acc gtc gtc atg gag gtc etc gcc gcc aag act 6039
Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr 

2000 2005 2010

ggc tac gag acc gac atg ate gag tee gac atg gag etc gag acc 6084 
Gly Tyr Glu Thr Asp Met De Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu Thr 

2015 2020 2025 

gag etc ggc att gac tee ate aag cgt gtc gag att etc tee gag 6129
Glu Leu Gly De Asp Ser De Lys Arg Vai Glu De Leu Ser Glu 

2030 2035 2040

gtt cag gcc atg etc aac gtc gag gcc aag gac gtc gac get etc 6174 
Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu 

2045 2050 2055 

age ege act ege act gtt ggc gag gtc gtc gat gcc atg aag get 6219

9
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Sct Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys Ala 
2060 2065 2070

gas ate get ggt ggc tct gee ccg geg eel gee gee get get cct 6264
Glu De Ala Gly Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala ho 

2075 2080 2085

gee teg get ggc gee geg cct geg gtc aag att gac tcggtccac 6309 
Ala Ser Ala Gly Ala Ala Pro Ala Vai Lys He Asp Ser Vai His 

2090 2095 2100

gseget gaetgtgatgatett tee etg atg cac gee aaggtggtt 6354 
Gly Ala Asp Cys Asp Asp Leu Ser Leu Met His Ala Lys Vai Vai 

2105 2110 2115

gac ate ege ege ccg gac gag etc ate etg gas ege cccgagaac 6399 
Asp De Arg Arg Pro Asp Glu Leu lie Leu Glu Arg Pro Glu Asn 

2120 2125 2130

cgcccc gttctcgttgtc gat gac ggc age gag etc acc etc gee 6444 
Arg Pro Vai Leu Vai Vai Asp Asp Gly Ser Glu Leu ThrLeu Ala 

2135 2140 2145

etg gtc ege gtc etc ggc gee tgc gee gtt gtc etg acctttgag 6489 
Leu Vai Arg Vai Leu Gly Ala Cys Ala Vai Vai Leu Thr Phe Glu 

2150 2155 2160

ggtctc cag etc get cag ege get ggt gee get gee ate ege cac 6534 
Gly Leu Gin Leu Ala Gin Arg Ala Gly Ala Ala Ala He Arg His 

2165 2170 2175

gtg etc gee aag gat ett tee geg gag age gee gag aag gee ate 6579 
Vai Leu Ala Lys Asp Leu Ser Ala Glu Ser Ala Glu Lys Ala De 

2180 2185 2190

aag gag gee gag cag ege ttt ggc get etc ggc ggc ttc ate teg 6624 
Lys Glu Ala Glu Gin Arg Phe Gly Ala Leu Gly Gly Phe He Ser 

2195 2200 2205

cag cag geg gag ege ttc gag ccc gee gaa ate etc ggc ttc acg 6669 
Gin Gin Ala Glu Arg Hie Glu Pro Ala Glu De Leu Gly Phe Thr 

2210 2215 2220

etc atg tgc gee aag ttc gcx aag get tee etc tgc acg get gtg 6714 
Leu Met Cys Ala Lys Hie Ala Lys Ala Scr Leu Cys Thr Ala Vai 

2225 2230 2235

get ggc ggc ege ccg gee ttt atcggtgtg geg ege ett gac ggc 6759 
Ala Gly Gly Arg Pro Ala Phe De Gly Vai Ala Arg Leu Asp Gly 

2240 2245 2250

ege etc gga ttc act teg cag ggc act tct gac geg etc aag c^t 6804 
Arg Leu Gly Phe Thr Ser Gin Gly Thr Ser Asp Ala Leu Lys Arg 

2255 2260 2265

s
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gcc cag cgt ggt gcc ate ttt ggc etc tgc aag acc ate g£C etc 6849 
Ala Gin Arg Gly Ala lie Phe Gly Leu Cys Lys Thr De Gly Leu 

2270 2275 2280

gagtgg tee gag tet gac gtc ttt tee ege ggc gtg gac att get 6894
Glu Trp Ser Glu Ser Asp Vai Phe Ser Arg Gly Vai Asp lie Ala 

2285 2290 2295

cag ggc atg cac ccc gag gat gcc gcc gtg geg att gtg ege gag 6939 
Gin Gly Met His Pro Glu Asp Ala Ala Vai Ala De Vai Arg Glu 

2300 2305 2310

atg geg tgc get gac att ege att ege gaggtegge att ggc gca 6984 
Met Ala Cys Ala Asp De Arg De Arg Glu Vai Gly De Gly Ala

2315 2320 2325

aac cag cag ege tgc acg ate cgt gcc gcc aag etc gag acc ggc 7029 
Asn Gin Gin Arg Cys Thr lie Arg Ala Ala Lys Leu Glu Thr Gly 

2330 2335 2340

aac ccg cag ege cag ate gcc aag gac gac gtg etg etc gtt tet 7074 
Asn Pro Gin Arg Gin De Ala Lys Asp Asp Vai Leu Leu Vai Ser 

2345 2350 2355

ggc ggc get ege ggc ate acg cct ett tgc ate egg gag ate acg 7119
Gly Gly Ala Arg Gly He Thr Pro Leu Cys lie Arg Glu lie Thr 

2360 2365 2370

ege cag ate geg ggc ggc aag uc att etg ett ggc ege age aag 7164 
Arg Gin He Ala Gly Gly Lys Tyr He Leu Leu Gly Arg Ser Lys 

2375 2380 2385

gtc tet geg age gaaccggca tgg tgc get ggc ate act gac gag 7209
Vai Ser Ala Ser Glu Pro Ala Tip Cys Ala Gly De Thr Asp Glu

2390 2395 2400

aag get gtg caa aag get get acc cag gag etc aag ege gcc ttt 7254 
Lys Ala Vai Gin Lys Ala Ala Thr Gin Glu Leu Lys Arg Ala Phe 

2405 2410 2415

age get ggc gag ggc ccc aag ccc acg ccc ege get gtc act aag 7299 
Ser Ala Gly Glu Gly Pro Lys fto Thr fto Arg Ala Vai Thr Lys

2420 2425 2430

ett gtg ggc tet gtt ett ggc get ege gag gtg ege age tet att 7344
Leu Vai Gly Ser Vai Leu Gly Ala Arg Glu Vai Arg Ser Ser He

2435 2440 2445

get geg att gaa geg etc ggc ggc aag gcc ate tac teg teg tgc 7389
Ala Ala lie Glu Ala Leu Gly Gly Lys Ala He Tyr Ser Ser Cys

2450 2455 2460

gac gtg aac tet gcc gcc gac gtg gcc aag gcc gtg ege gat gcc 7434
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Asp Vai Asn Sa Ala Ala Asp Vai Ala Lys Ala Vai Arg Asp Ala 
2465 2470 2475

gag tcc cag etc gft gcc ege gtc teg ggc ate gtt cat gcc teg 7479 
Glu Ser Gin Lai Gly Ala Arg Vai Ser Gly lie Vai His Ala Ser 

2480 2485 2490

ggc gtg etc ege gac cgtctc ate gag aag aag etc ccc gac gag 7524 
Gly Vai Leu Arg Asp Arg Leu He Glu Lys Lys Leu ho Asp Glu 

2495 2500 2505

ttc sac gcc gtc ttt ggc acc aag gtc acc ggt etc gas aac etc 7569 
Phe Asp Ala Vai Phe Gly Tlir Lys Vai Thr Gly Leu Glu Asn Leu 

2510 2515 2520

etc gcc gcc gtc gac ege gcc aac etc aag cac atg gtc etc ttc 7614 
Leu Ala Ala Vai Asp Arg Ala Asn Leu Lys His Met Vai LeuHw 

2525 2530 2535 

age teg etc gcc ggc ttc cac ggc aac gtc £gc cag tctgactac 7659
Sct Ser Leu Ala Gly Phe His Gly Asn Vai Gly Gin Ser Asp Tyr 

2540 2545 2550

gcc atg gcc aac gag gcc ett aac aa£ atg ggc etc gag etc gcc 7704 
Ala Met Ala Asn Glu Ala Leu Asn Lys Met Gly Leu Glu Leu Ala 

2555 2560 2565

aag gac gtc teg gtc aag teg ate tgc ttc ggt ccc tgggacggt 7749 
Lys Asp Vai Ser Vai Lys Ser lie Cys Phe Gly Pro Tip Asp Gly 

2570 2575 2580

ggc atg gtg acg ccg cag etc aag aag cag ttc cag ga£ atg ggc 7794 
Gly Met Vai Oir Pro Gin Leu Lys Lys Gin Phe Gin Glu Met Gly 

2585 2590 2595

gtg cag ate ate ccc ege gag ggc ggc get gat acc gtg geg ege 7839 
Vai Gin De Be Pro Arg Glu Gly Gly Ala Asp Thr Vai Ala Ars 

2600 2605 2610

ate gtg etc ggc tcc teg ccg get gag ate cn gtc ggc aac tgg 7884 
He Vai Leu Gly Ser Ser Pro Ala Glu He Leu Vai Gly Asn Tip 

2615 2620 2625

ege acc ccg tcc aag aag gtc ggc teg gac acc ate acc ctg cac 7929 
Arg Thr Pto Ser Lys Lys Vai Gly Ser Asp Thr Ile Thr Leu His 

2630 2635 2640

ege aag att tcc gcc aag tcc aac ccc ttc etc gag gac cac gtc 7974 
Arg Lys He Ser Ala Lys Ser Asn Pro Phe Leu Glu Asp His Vai 

2645 2650 2655

ate cag ggc ege ege gtg ctg ccc atg acg ctg see an ggc tes 8019 
He Gin Gly Arg Arg Vai Leu ft» Met Thr Leu Ala Ke Gly Ser 

2660 2665 2670

/3 S
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ctcgcg gag acc tgc etc ggc etc ttc ccc ggc tac teg etc tgg 8064 
Leu Ala Glu Thr Cys Leu Gly Leu Phe Pro Gly Tyr Ser Leu Trp 

2675 2680 2685

gccatt gac gac gee cag etc ttc aag ggt gtc act gtegaegge 8109 
Ala He Asp Asp Ala Gin Leu Phe Lys Gly Vai Ihr Vai Asp Gly 

2690 2695 2700

gaegte aac tgc gag gtg acc etc acc ccg teg acg gcgccctcg 8154 
Asp Vai Asn Cys Glu Vai Thr Leu Tbr ho Ser Thr Ala Pro Ser 

2705 2710 2715

ggc ege gtc aac gtc cag gee acg etc aag acc ttt tee age ggc 8199 
Gly Arg Vai Asn Vai Gin Ala Thr Leu Lys Tlr Phe Ser Ser Gly 

2720 2725 2730

aagctg gtc ccg gee tac ege gee gtc ate gtg etc tccaaccag 8244 
Lys Leu Vai Pro Ala Tyr Arg Ala Vai He Vai Leu Ser Asn Gin 

2735 2740 2745

ggc geg ccc ccg gee aac gee acc atg cag ccg ccc teg etc gat 8289 
Gly Ala Pro Pro Ala Asn Ala Thr Met Gin Pro Pro Ser Leu Asp 

2750 2755 2760

gee gat ccg geg etc cag ggc tee gtc tac gac ggc aag acc etc 8334 
Ala Asp Pro Ala Leu Gin Gly Ser Vai Tyr Asp Gly Lys Thr Leu 

2765 2770 2775

ttc cac ggc ccg gee ttc ege ggc ate gat gac gtg etc teg tgc 8379 
Phe His Gly Pro Ala Hie Arg Gly Πβ Asp Asp Vai Leu Ser Cys 

2780 2785 2790

acc aag age cag ett gtg gee aag tgc age get gtc ccc ggc tee 8424 
Thr Lys Ser Gin Leu Vai Ala Lys Cys Ser Ala Vai Pro Gly Ser 

2795 2800 2805

gac gee get ege ggc gag ttt gee acg gac act gac gee cat gac 8469 
Asp Ala Ala Arg Gly Glu Hie Ala Thr Asp Thr Asp Ala His Asp 

2810 2815 2820

ccc ttc gtg aac gac etg gee ttt cag gee atg etc gtc tgg gtg 8514 
Pro Phe Vai Asn Asp Leu Ala Hie Gin Ala Met Leu Vai Trp Vai 

2825 2830 2835

ege ege acg etc ggc cag get geg etc ccc aac teg ate cag ege 8559 
Arg Arg Thr Leu Gly Gin Ala Ala Leu Pro Asn Ser De Gin Arg 

2840 2845 2850

ate gtc cag cac ege ccg gtc ccg cag gac aag ccc ttc tac an 8604 
De Vai Gin His Arg Pro Vai Pro Gin Asp Lys Pro Phe Tyr De 

2855 2860 2865

acc etc ege tee aac cag teg ggc ggt cac tee cag cac aag cac 8649
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ThrLeu Aig Ser Asn Gin So- Gly Gly His Scr Gin His Lys His 
2870 2875 2880

gccctt cag ttc cac aac sag cagggcgaictcttc attgatgtc 8694 
Ala Leu Gin Phe His Asn Glu Gin Gly Asp Leu Fhe He Asp Vai 

2885 2890 2895

caggct teg gtc ate gcc acg gac age ett gcc ttc 8730
Gin Ala Ser Vai De Ala Thr Asp Ser Leu Ala Phe

2900 2905 2910

<210> 2<211> 2910<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <400> 2

Met Ala Ala Arg Leu Gin Glu Gin Lys Gly Gly Glu Met Asp Thr Arg
1 5 10 15

De Ala De De Gly Met Ser Ala De Leu Pro Cys Gly Thr Thr Vai 
20 25 30

Arg Glu Ser Tip Glu Thr lie Arg Ala Gly De Asp Cys Leu Ser Asp 
35 40 45

Leu Pro Glu Asp Arg Vai Asp Vai Thr Ala Tyr Rie Asp Pro Vai Lys 
50 55 60

Thr Thr Lys Asp Lys De Tyr Cys Lys Arg Gly Gly Phc De Pro Glu 
65 70 75 80

Tyr Asp Phe Asp Ala Arg Glu Hie Gly Leu Asn Met Phe Gin Met Glu 
85 90 95

Asp Ser Asp Ala Asn Gin Thr Ile Ser Leu Leu Lys Vai Lys Glu Ala 
100 105 110

Leu Gin Asp Ala Gly De Asp Ala Leu Gly Lys Glu Lys Lys Asn De 
115 120 125

Gly Cys Vai Leu Gly De Gly Gly Gly Gin Lys Ser Ser His Glu Phe 
130 135 140

Tyr Ser Arg Leu Asn Tyr Vai Vai Vai Glu Lys Vai Leu Arg Lys Met 
145 150 155 160

zr
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Gly Met Pro Glu Glu Asp Vai Lys Vai Ala Vai Glu Lys Tyr Lys Ala 
165 170 175

Asn Phe Pro Glu Trp Ars Leu Asp Ser Phc Pro Gly Phe Leu Gly Asn 
180 185 190

Vai Thr Ala Gly Arg Cys Thr Asn Thr Phc Asn Leu Asp Gly Met Asn 
195 200 205

Cys Vai Vai Asp Ala Ala Cys Ala Ser Scr Leu De Ala Vai Lys Vai 
210 215 220

Ala He Asp Glu Leu Leu Tyr Gly Asp Cys Asp Met Met Vai Thr Gly
225 230 235 240

Ala Thr Cys Thr Asp Asn Ser De Gly Met Tyr Met Ala Phe Ser Lys
245 250 255

Thr Pro Vai Hie Scr Thr Asp Pro Ser Vai Arg Ala Tyr Asp Glu Lys 
260 265 270

Thr Lys Gly Met Leu De Gly Glu Gly Ser Ala Met Leu Vai Leu Lys 
275 280 285

Arg Tyr Ala Asp Ala Vai Arg Asp Gly Asp Glu He His Ala Vai He 
290 295 300

Ar^ Gly Cys Ala Ser Ser Ser Asp Gly Lys Ala Ala Gly lie Tyr Thr 
305 310 315 320

Pro Thr lie Ser Gly Gin Glu Glu Ala Leu Arg Arg Ala Tyr Asn Arg
325 330 335

Ala Cys Vai Asp Pro Ala Thr Vai Ίΐτ Leu Vai Glu Gly His Gly Thr 
340 345 350

Phe Asp Lys Ala Tyr Gly Glu Gly Asn Thr Glu Lys Vai Ala Vai Gly 
370 375 380

Gly Thr Pro Vai Gly Asp Arg fle Glu Leu Thr Ala Leu Arg Asn Leu
355 360 365

也
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Sa De Lys Sa Sa De Gly His Leu Lys Ala Vai Ala Gly Lai Ala 
385 390 395 400

Gly Met lie Lys Vai He Met Ala Leu Lys His Lys Thr Leu fto Gly 
405 410 415

Thr De Asn Vai Asp Asn Pro Pro Asn Leu Tyr Asp Asn Thr Pro De 
420 425 430

Asn Glu Scr Ser Leu Tyr De Asn Thr Met Asn Arg Pro Trp Phe Pro 
435 440 445

Pro Pro Gly Vai Pro Arg Arg Ala Gly De Ser Ser Phe Gly Phe Gly 
450 455 460

Gly Ala Asn Tyr His Ala Vai Leu Glu Glu Ala Glu Pro Glu His Thr 
465 470 475 480

Thr Ala Tyr Arg Leu Asn Lys Arg Pro Gin Pro Vai Leu Met Met Ala 
485 490 495

Ala Ίΐτ Pro Ala Ala Leu Gin Ser Leu Cys Glu Ala Gin Leu Lys Glu 
500 505 510

Phe Glu Ala Ala De Lys Glu Asn Glu Thr Vai Lys Asn Thr Ala Tyr 
515 520 525

De Lys Cys Vai Lys Phe Gly Glu Gin Hie Lys Phe Pro Gly Ser lie 
530 535 540

Pro Ala Thr Asn Ala Arg Leu Gly Hie Leu Vai Lys Asp Ala Glu Asp 
545 550 555 560

Ala Cys Ser Thr Leu Arg Ala De Cys Ala Gin Hie Ala Lys Asp Vai
565 570 575

Thr Lys Glu Ala Trp Arg Leu Pro Arg Glu Gly Vai Scr Phe Arg Ala 
580 585 590

'7
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Lys Gly lie Ala Thr Asn Gly Ala Vai Ala Ala Leu Phe Sa Gly Gin 
595 600 605

Gly Ala Gin Tyr Thr His Met Phe Ser Glu Vai Ala Met Asn Tip Pro 
610 615 620

Gin Phe Arg Gin Ser He Ala Ala Met Asp Ala Ala Gin Ser Lys Vai
625 630 635 640

Ala Gly Ser Asp Lys Asp Phe Glu Arg Vai Ser Gin Vai Leu Tyr Pro
645 650 655

Arg Lys Pto Tyr Glu Arg Glu Pro Glu Gin Asn Pro Lys Lys De Ser 
660 665 670

Leu Thr Ala Tyr Ser Gin Pro Ser Thr Leu Ala Cys Ala Leu Gly Ala 
675 680 685

Phe Glu De Phe Lys Glu Ala Gly Phe Thr Pro Asp Phe Ala Ala Gly 
690 695 700

His Ser Leu Gly Glu Phe Ala Ala Leu Tyr Ala Ala Gly Cys Vai Asp 
705 710 715 720

Arg Asp Glu Leu Phe Glu Leu Vai Cys Arg Arg Ala Arg He Met Gly 
725 730 735

Gly Lys Asp Ala Pro Ala Thr Pro Lys Gly Cys Met Ala Ala Vai He 
740 745 750

Gly Pro Asn Ala Glu Asn He Lys Vai Gin Ala Ala Asn Vai Trp Leu 
755 760 765

Gly Asn Ser Asn Ser Pro Scr Gin Thr Vai He Thr Gly Ser Vai Glu 
770 775 780

Vai Pro Leu Ala Cys Glu Ser Ah Phe His Ser Pro Gin Met Glu Asn
805 810 815

Gly Πε Gin Ala Glu Ser Ala Arg Leu Gin Lys Glu Gly Phe Arg Vai
785 790 795 800

£
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Ala Sct Ser Ala Phe Lys Asp Vai De Ser Lys Vai Ser Phc Arg Thr 
820 825 830

Pro Lys Ala Glu Thr Lys Leu Hie Sct Asn Vai Ser Gly Glu Thr Tyr 
835 840 845

Pro Thr Asp Ala Arg Glu Met Leu Thr Gin His Met Thr Ser Ser Vai 
850 855 860

Lys Hie Leu Ilir Gin Vai Arg Asn Met His Gin Ala Gly Ala Arg He 
865 870 875 880

Hie Vai Glu Phe Gly Pro Lys Gin Vai Leu Ser Lys Leu Vai Ser Glu
885 890 895

Thr Leu Lys Asp Asp Pro Scr Vai Vai Thr Vai Ser Vai Asn Pro Ala 
900 905 910

Ser Gly Thr Asp Ser Asp De Gin Leu Arg Asp Ala Ala Vai Gin Leu 
915 920 925

Vai Vai Ala Gly Vai Asn Leu Gin Gly Phe Asp Lys Tip Asp Ala Pro 
930 935 940

Asp Ala Thr Arg Met Gin Ala He Lys Lys Lys Arg Thr Thr Leu Arg 
945 950 955 960

Leu Ser Ala Ala Thr Tyr Vai Scr Asp Lys Thr Lys Lys Vai Arg Asp
965 970 975

Ala Ala Met Asn Asp Gly Arg Cys Vai Thr Tyr Leu Lys Gly Ala Ala 
980 985 990

Pro Leu Ile Lys Ala Pro Glu Pro Vai Vai Asp Glu Ala Ala Lys Arg 
995 1000 1005

Glu Ala Glu Arg Leu Gin Lys Glu Leu Gin Asp Ala Gin Arg Gin 
1010 1015 1020
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Leu Asp Asp Ala Lys Arg Ala Ala Ala Glu Ala Asn So* Lys Leu 
1025 1030 1035

Ala Ala Ala Lys Glu Glu Ala Lys Thr Ala Ala Ala Ser Ala Lys 
1040 1045 1050

Pro Ala Vai Asp Thr Ala Vai Vai Ghi Lys His Arg Ala He Leu 
1055 1060 1065

Lys Ser Met Leu Ah Glu Leu Asp Gly Tyr Gly Ser Vai Asp Ala 
1070 1075 1080

Ser Ser Leu Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Thr Ala Pro Ala fto 
1085 1090 1095

Vai Lys Ala Ala Ala Pro Ala Ala Pro Vai Ala Ser Ala Pro Ala
lioo nos mo

Pro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai 
1115 1120 1125

Met Glu ValLeu Ala AlaLys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met Be 
1130 1135 1140

Glu Ala Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly De Asp Ser lie 
1145 1150 1155

Lys Arg Vai Glu De Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai 
1160 1165 1170

Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly 
1175 1180 1185

Glu Vai Vai Asn Ala Met Lys Ala Glu He Ala Gly Ser Ser Ala 
1190 1195 1200

Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Lys Ala Ala Pro 
1205 1210 1215

Ala Ala Ala Ala Pro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala 
1220 1225 1230

7O ‘ ◎
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Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu 
1235 1240 1245

Thr Asp Met He Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu Oir Glu L^i Gly 
1250 1255 1260

De Asp Ser Re Lys Arg Vai Glu He Leu Ser Glu Vai Gin Ala 
1265 1270 1275

Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr 
1280 1285 1290

Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asn Ala Met Lys Ala Glu De Ala 
1295 1300 1305

Gly Gly Ser Ala Pro Ala Bro Ala Ala Ala Ala Pm Gly Pro Ala 
1310 1315 1320

Ala Ala Ala fto Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Vai Ser Asn 
1325 1330 1335

Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala 
1340 1345 1350

Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met lie Glu Ser Asp Met Glu 
1355 1360 1365

Leu Glu Thr Glu Leu Gly De Asp Ser lie Lys Arg Vai Glu De 
1370 1375 1380

Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai 
1385 1390 1395

Met Lys Ala Glu De Ala Gly Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala 
1415 1420 1425

Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala
1400 1405 1410
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Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro 
1430 1435 1440

Ala Pro Ala Vai Ser Ser Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai 
1445 1450 1455

Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Ίΐτ Gly Tyr Glu Hr Asp Met 
1460 1465 1470

He Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly lie Asp Ser 
1475 1480 1485

He Lys Arg Vai Glu He Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn 
1490 1495 1500

Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai 
1505 1510 1515

Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys Ala Glu He Ala Gly Gly Ser 
1520 1525 1530

Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala 
1535 1540 1545

Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ala IVo Ala Ala Pro Ala fto Ala Vai 
1550 1555 1560

Scr Ser Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai 
1565 1570 1575

Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met De Glu Ser Asp 
1580 1585 1590

Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly De Asp Ser Ile Lys Arg Vai 
1595 1600 1605

Glu lie Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys 
1610 1615 1620

Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai 
1625 1630 1635
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Asp Ala Met Lys Ala Glu De Ala Gly Ser Ser Ala Ser Ala Bo 
1640 1645 1650

Ala Ala Ala Ala Pro Ala IVo Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala 
1655 1660 1665

Ala Ala AlaPro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu 
1670 1675 1680

Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr 
1685 1690 1695

Asp Met He Glu Scr Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly lie 
1700 1705 1710

Asp Ser lie Lys Arg Vai Glu De Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met 
1715 1720 1725

Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg 
1730 1735 1740

Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys Ala Glu He Ala Gly 
1745 1750 1755

Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala AlaPro Ala Pro Ala Ala 
1760 1765 1770

Ala Ala Pro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr 
1775 1780 1785

Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp 
1790 1795 1800

Met He Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly He Asp 
1805 1810 1815

Ser lie Lys Arg Vai Glu Ile Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu 
1820 1825 1830
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Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr 
1835 1840 1845

Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys Ala Glu De Ala Gly Ser 
18S0 1855 1860

Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala 
1865 1870 1875

Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Vai Ser Ser Glu Leu 
1880 1885 1890

Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys 
1895 1900 1905

Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met De Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu 
1910 1915 1920

Thr Glu Leu Gly De Asp Ser lie Lys Arg Vai Glu De Leu Ser 
1925 1930 1935

Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala 
1940 1945 1950

Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys

Ala Glu De Ala Gly Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala 
1970 1975 1980

Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu 
1985 1990 1995

Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu Vai Leu Ala Ala Lys Thr 
2000 2005 2010

Gly Tyr Glu Thr Asp Met De Glu Ser Asp Met Glu Leu Glu Thr 
2015 2020 2025

Glu Leu Gly He Asp Ser De Lys Arg Vai Glu De Leu Ser Glu 
2030 2035 2040
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Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai Asp Ala Leu 
2045 2050 2055

Ser Arg Thr Axg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asp Ala Met Lys Ala 
2060 2065 2070

Glu De Ala Gly Gly Ser Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro 
2075 2080 2085

Ala Ser Ala Gly Ala Ala Pro Ala Vai Lys Be Asp Ser Vai His 
2090 2095 2100

Gly Ala Asp Cys Asp Asp Leu Ser Leu Met His Ala Lys Vai Vai 
2105 2110 2115

Asp lie Arg Arg Pro Asp Glu Leu He Leu Glu Arg Pro Glu Asn 
2120 2125 2130

Arg Pro Vai Leu Vai Vai Asp Asp Gly Ser Glu Leu Thr Leu Ala 
2135 2140 2145

Leu Vai Arg Vai Leu Gly Ala Cys Ala Vai Vai Leu Thr Phe Glu 
2150 2155 2160

Gly Leu Gin Leu Ala Gin Arg Ala Gly Ala Ala Ala De Arg His 
2165 2170 2175

Vai Leu Ala Lys Asp LeuScr Ala Glu Ser Ala Glu Lys Ala He 
2180 2185 2190

Lys Glu Ala Glu Gin Arg Hie Gly Ala Leu Gly Gly Phe lie Ser 
2195 2200 2205

Gin Gin Ala Glu Arg Phe Glu Pro Ala Glu He Leu Gly Phe Thr 
2210 2215 2220

Leu Met Cys Ala Lys Phe Ala Lys Ala Ser Leu Cys Thr Ala Vai 
2225 2230 2235

>r 5
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Ala Gly Gly Arg Pro Ala Phe De Gly Vai Ala Arg Leu Asp Gly 
2240 2245 2250

Arg Leu Gly Phe Thr Ser Gin Gly Thr Ser Asp Ala Leu Lys Arg 
2255 2260 2265

Ala Gin Arg Gly Ala He Phe Gly Leu Cys Lys Thr He Gly Leu 
2270 2275 2280

Glu Trp Ser Glu Ser Asp Vai Phe Ser Arg Gly Vai Asp De Ala 
2285 2290 2295

Gin Gly Met His Pro Glu Asp Ala Ala Vai Ala De Vai Arg Glu 
2300 2305 2310

Met Ala Cys Ala Asp He Arg De Arg Glu Vai Gly De Gly Ala 
2315 2320 2325

Asn Gin Gin Arg Cys Thr De Arg Ala Ala Lys Leu Glu Thr Gly 
2330 2335 2340

Asn Pro Gin Arg Gin He Ala Lys Asp Asp Vai Leu Leu Vai Ser 
2345 2350 2355

Gly Gly Ala Arg Gly De Thr Pro Leu Cys De Arg Glu He Thr

Arg Gin De Ala Gly Gly Lys Tyr De Leu Leu Gly Arg Ser Lys 
2375 2380 2385

Vai Ser Ala Ser Glu fto Ala Trp Cys Ala Gly De Thr Asp Glu 
2390 2395 2400

Lys Ala Vai Gin Lys Ala Ala Thr Gin Glu Leu Lys Arg Ala Phc 
2405 2410 2415

Scr Ala Gly Glu Gly Pro Lys Pro Thr Pro Arg Ala Vai Thr Lys 
2420 2425 2430

Leu Vai Gly Scr Vai Leu Gly Ala Arg Glu Vai Arg Ser Ser De 
2435 2440 2445

Λ
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Ala Ala lie Glu Ala Leu Gly Gly Lys Ala lie Tyr Ser Ser Cys 
2450 2455 2460

Asp Vai Asn Ser Ala Ala Asp Vai Ala Lys Ala Vai Arg Asp Ala 
2465 2470 2475

Glu Ser Gin Leu Gly Ala Arg Vai Ser Gly He Vai His Ala Ser 
2480 2485 2490

Gly Vai Leu Arg Asp Ars Leu Be Glu Lys Lys Leu Pro Asp Glu 
2495 2500 2505

Rie Asp Ala Vai Phe Gly Thr Lys Vai Thr Gly Leu Glu Asn Leu 
2510 2515 2520

Leu Ala Ala Vai Asp Arg Ala Asn Leu Lys His Met Vai Leu Phe 
2525 2530 2535

Ser Ser Leu Ala Gly Phe His Gly Asn Vai Gly Gin Ser Asp Tyr 
2540 2545 2550

Ala Met Ala Asn Glu Ala Leu Asn Lys Met Gly Leu Glu Leu Ala 
2ft5 2560 2565

Lys Asp Vai Ser Vai Lys Ser He Cys Phe Gly Pro Trp Asp Gly 
2570 2575 2580

Gly Met Vai Thr Pro Gin Leu Lys Lys Gin Phe Gin Glu Met Gly 
2585 2590 2595

Vai Gin De De Pro Arg Glu Gly Gly Ala Asp Thr Vai Ala Arg 
2600 2605 2610

lie Vai Leu Gly Ser Ser Pro Ala Glu De Leu Vai Gly Asn Trp 
2615 2620 2625

Arg Thr Pro Ser Lys Lys Vai Gly Ser Asp Thr lie Thr Leu His 
2630 2635 2640

8



1426126

Arg Lys De Ser Ala Lys Ser Asn Pro Phe Leu Glu Asp His Vai 
2645 2650 2655

He Gin Gly Arg Arg Vai Leu Pro Met Thr Leu Ala De Gly Ser 
2660 2665 2670

Leu Ala Glu Thr Cys Leu Gly Leu Phe fto Gly Tyr Ser Leu Tip 
2675 2680 2685

Ala He Asp Asp Ala Gin Leu Phe Lys Gly Vai Thr Vai Asp Gly 
2690 2695 2700

Asp Vai Asn Cys Glu Vai Thr Leu Thr Pro Ser Thr Ala Pro Ser 
2705 2710 2715

Gly Arg Vai Asn Vai Gin Ala Thr Leu Lys Thr Phe Ser Ser Gly 
2720 2725 2730

Lys Leu Vai Pro Ala Tyr Arg Ala Vai He Vai Leu Ser Asn Gin 
2735 2740 2745

Gly Ala Pro Pro Ala Asn Ala Thr Met Gin Pro fVo Ser Leu Asp 
2750 2755 2760

Ala Asp fto Ala Leu Gin Gly Ser Vai Tyr Asp Gly Lys Thr Leu 
2765 2770 2775

Phe His Gly Pro Ala Phe Arg Gly lie Asp Asp Vai Leu Ser Cys 
2780 2785 2790

Thr Lys Ser Gin Leu Vai Ala Lys Cys Ser Ala Vai ProGly Scr 
2795 2800 2805

Asp Ala Ala Arg Gly Glu Phe Ala Thr Asp Thr Asp Ala His Asp 
2810 2815 2820

Pro Phe Vai Asn Asp Leu Ala Phe Gin Ala Met Leu Vai Trp Vai 
2825 2830 2835

Arg Arg Thr Leu Gly Gin Ala Ala Leu Pro Asn Ser De Gin Arg 
2840 2845 2850

£
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fle Vai Gin His Arg Pro Vai Pro Gin Asp Lys Pro Phe Tyr He 
2855 2860 2865

Thr Leu Arg Ser Asn Gin Ser Gly Gly His Sct Gin His Lys His 
2870 2875 2880

Ala Leu Gin Phe His Asn Glu Gin Gly Asp Leu Phe De Asp Vai 
2885 2890 2895

Gin Ala Ser Vai He Ala Thr Asp Ser Leu Ala Phe 
2900 2905 2910

<210> 3<211> 6177<212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <22O><221> CDS<222> (1)..(6177) 
<223>

<400> 3
atg gcc get egg aat gtg age gcc geg cat gag atg cac gat gaa aag 48
Met Ala Ala Arg Asn Vai Ser Ala Ala His Glu Met His Asp Glu Lys
1 5 10 15

ege ate gcc gtc gtc ggc atg gcc £tc cag tac gcc gga tgc aaaacc 96 
Arg He Ala Vai Vai Gly Met Ala Vai Gin Tyr Ala Gly Cys Lys Thr 

20 25 30

aag gac gag ttc tgg gag gtg etc atg aac ggc aag gtc gag tee aag 144 
Lys Asp Glu Phe Trp Glu Vai Leu Met Asn Gly Lys Vai Glu Ser Lys 

35 40 45

gtg ate age gac aaa ega etc ggc tee aac tac ege gcc gag cac tac 192 
Vai De Ser Asp Lys Arg Leu Gly Ser Asn Tyr Arg Ala Glu His Tyr 

50 55 60

aaa gca gag ege age aag tat gcc gac acc ttt tgc aac gaa acg tac 240 
Lys Ala Glu Arg Ser Lys Tyr Ala Asp Thr Phe Cys Asn Glu Thr Tyr 
65 70 75 80

ggc acc ett gac gag aac gag ate gac aac ga£ cac gaa etc etc etc 288 
Gly Thr Leu Asp Glu Asn Glu De Asp Asn Glu His Glu Leu Leu Leu 

85 90 95 

aac etc gcc aag cag gca etc gca gag aca tee gtc aaa gac teg aca 336 
Asn Leu Ala Lys Gin Ala Leu Ala Glu Thr Ser Vai Lys Asp Scr Thr 

loo 105 no
ege tgc ggc ate gtc age ggc tgc etc teg ttc ccc atg gac aac etc 384 
Arg Cys Gly He Vai Ser Gly Cys Leu Ser Phe Pro Met Asp Asn Leu 

115 120 125
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cag ggt gaa etc etc aac gtg tac caa aac cat gtc gag aaa aag etc 432 
Gin Gly Glu Leu Leu Asn Vai Tyr Gin Asn His Vai Glu Lys Lys Leu 

130 135 140

ggg gcc cgc gtc ttc aag gac gcx tee cat tgg tee gaa cgc gag cag 480 
Gly Ala Arg Vai Phe Lys Asp Ala Ser His Trp Ser Glu Arg Glu Gin 
145 150 155 160

tee aac aaa ccc ga£ gcc ggt gac cgc cgc ate tie atg gac ccg gcc 528 
Ser Asn Lys Pro Glu Ala Gly Asp Arg Arg lie Fhe Met Asp Pro Ala 

165 170 175

tee ttc gtc gee gaa gaa etc aac etc g£C gee ett cac tac tee gtc 576 
Ser Phe Vai Ala Glu Glu Leu Asn Leu Gly Ala Leu His Tyr Ser Vai 

180 185 190

gac sea gca tgc gcc acg geg etc tac gtg etc cgc etc geg cag gat 624 
Asp Ala Ala Cys Ala Thr Ala Leu Tyr Vai Leu Arg Leu Ala Gin Asp 

195 200 205

cat etc gtc tee ggc gee gcc gac gtc atg etc tgc ggt gcc acc tgc 672 
His Leu Vai Ser Gly Ala Ala Asp Vai Met Leu Cys Gly Ala Thr Cys 

210 215 220

etg ccg gag ccc ttt ttc ate ett teg ggc tn tee acc ttc cag gcc 720 
Leu Pro Glu Pro Phe Phe Be Leu Ser Gly Phe Ser Thr Phe Gin Ala 
225 230 235 240

atg ccc gtc ggc acg ggc cag aac gtg tee atg ccg etg cac aag gac 768 
Met Pro Vai Gly Thr Gly Gin Asn Vai Ser Met Pro Leu His Lys Asp 

245 250 255

age cag ggc etc acc ccg ggt gag ggc ggc tee ate atg gtc etc aag 816 
Ser Gin Gly Leu Thr Pro Gly Glu Gly Gly Ser Ue Met Vai Leu Lys 

260 265 270

cgt etc gat gat gcc ate cgc gac ggc gac cac att tac ggc acc ett 864 
Arg Leu Asp Asp Ala He Arg Asp Gly Asp His De Tyr Gly Thr Leu 

275 280 285

etc ggc gcc aat gtc age aac tee ggc aca ggt etg ccc etc aag ccc 912 
Leu Gly Ala Asn Vai Ser Asn Ser Gly Thr Gly Leu Pro Leu Lys Pro 

290 295 300

ett etc ccc age gag aaa aag tgc etc atg gac acc tac acg cgc att 960 
Leu Leu Pro Ser Glu Lys Lys Cys Leu Met Asp Thr Tyr Thr Arg De 
305 310 315 320

aac gtg cac ccg cac aag au cag tac gtc gag tgc cac gcc acc ggc 1008 
Asn Vai His Pro His Lys He Gin Tyr Vai Glu Cys His Ala Thr Gly

325 330 335

acg ccc cag ggt gat cgt gtg gaa ate gac gcc gtc aag gcc tgc ttt 1056 
Thr Pro Gin Gly Asp Arg Vai Glu De Asp Ala Vai Lys Ala Cys Hie
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340 345 350

gaaggcaaggtcccccgtttcggtaccacaaagggcaactttsgacac 1104
Glu Gly Lys Vai Pro Arg Phe Gly Thr Thr Lys Gly Asn Phe Gly His 

355 360 365

acc cts gyc gca gee ggc tn gee ggt atg tgc aag gtc etc etc tee 1152 
Thr Xaa Xaa Ala Ala Gly Phe Ala Gly Met Cys Lys Vai Leu Leu Ser 

370 375 380

atg aag cat ggc ate ate ccg ccc acc ccg ggt ate gat gac gag acc 1200 
Met Lys His Gly De lie Pro Pro Thr Pro Gly He Asp Asp Glu Ihr 
385 390 395 400

aag atg gac cct etc gtc gtc tee ggt gag gee ate cca tg£ cca ga£ 1248 
Lys Met Asp Pro Leu Vai Vai Ser Gly Glu Ala He Pro Trp Pro Glu

405 410 415

acc aac ggc gag ccc aag ege gee ggt etc teg gee ttt ggc ttt ggt 1296 
Thr Asn Gly Glu Pro Lys Arg Ala Gly Leu Ser Ala Phe Gly Phe Gly 

420 425 430

ggc acc aac gee cat gee gtc ttt gag gag cat gac ccc tee aac gee 1344 
Gly Thr Asn Ala His Ala Vai Phe Glu Glu His Asp Pro Ser Asn Ala 

435 440 445

gee tgc acg ggc cac gac tee att tet geg etc teg gee ege tgc ggc 1392 
Ala Cys Hit Gly His Asp Ser De Ser Ala Leu Ser Ala Arg Cys Gly 

450 455 460

ggt gaa age aac atg ege ate gee ate act ggt atg gac gee acc ttt 1440 
Gly Glu Ser Asn Met Arg He Ala lie Thr Gly Met Asp Ala Thr Phe 
465 470 475 480

ggc get etc aag gga etc gac gee ttc gag ege gee an tac acc ggc 1488 
Gly Ala Leu Lys Gly Leu Asp Ala Phe Glu Arg Ala De Tyr Thr Gly

485 490 495

get cac ggt gee ate cca etc cca gaa aag ege tgg ege ttt etc ggc 1536 
Ala His Gly Ala lie Pro Leu Pro Glu Lys Arg Trp Arg Phe Leu Gly 

500 505 510

aag gac aag gac ttt ett gac etc tgc ggc gtc aag gee acc ccg cac 1584 
Lys Asp Lys Asp Phe Leu Asp Leu Cys Gly Vai Lys Ala Thr Pro His 

515 520 525

ggc tgc tac att gaa gat gtt gag gtc gac ttc cag ege etc ege acg 1632 
Gly Cys Tyr De Glu Asp Vai Glu Vai Asp Phe Gin Arg Leu Arg Ihr 

530 535 540

ccc atg acc cct gaa gac atg etc etc cct cag cas ett etg gee gtc 1680 
Pro Met Thr Pro Glu Asp Met Leu Leu Pro Gin Gin Leu Leu Ala Vai 
545 550 555 560

习 s
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acc acc att gac cgc gcc ate etc gac teg gga atg aaa aa£ ggt ggc 1728 
Thr Thr lie Asp Arg Ala De Leu Asp Ser Gly Met Lys Lys Gly Gly 

565 570 575

aat gtc gcc gtc ttt gtc ggc etc ggc acc gac etc gag etc tac cgt 1776 
Asn Vai Ala Vai Hie Vai Gly Leu Gly Thr Asp Leu Glu Leu Tyr Arg 

580 585 590

cac cgt get ege gtc get etc aag gag ege £tc ege cct gaa gcc tee 1824 
His Arg Ala Arg Vai Ala Leu Lys Glu Arg Vai Arg Pro Glu Ala Ser 

595 600 605

aag aag etc aat gac atg atg cag tac att aac gac tgc ggc aca tee 1872 
Lys Lys Leu Asn Asp Met Met Gin Tyr De Asn Asp Cys Gly Thr Scr 

610 615 620

aca teg tac acc teg tac att ggc aac etc gtc gcc acg ege gtc teg 1920 
Thr Ser Tyr Thr Ser Tyr De Gly Asn Leu Vai AlaThr Arg ValSer 
625 630 635 640

teg cag tgg ggc ttc acg ggc ccc tee ttt acg ate acc gag ggc aac - 1968 
Ser Gin Trp Gly Phe Thr Gly Pro Ser Rie Thr De Thr Glu Gly Asn 

645 650 655

aac tee gtc tac ege tgc gcc gag etc ggc aag tac etc etc gag acc 2016 
Asn Ser Vai Tyr Arg Cys Ala Glu Leu Gly Lys Tyr Leu Leu Glu Thr 

660 665 670

ggc gag gtc gat ggc gtc gtc gtt geg ggt gtc gat etc tgc g^c agt 2064 
Gly Glu Vai Asp Gly Vai Vai Vai Ala Gly Vai Asp Leu Cys Gly Ser 

675 680 685

gcc gaa aac ett tac gtc aag tet ege ege ttc aag gtg tee acc tee 2112 
Ala Glu Asn Leu Tyr Vai Lys Ser Arg Arg Phe Lys Vai Ser Thr Ser 

690 695 700

gat acc ccg ege gcc age ttt gac gcc gcc gcc gat ggc tac Ut gtc 2160 
Asp ThrPro Arg AlaSerPhe Asp Ala Ala Ala Asp Gly Tyr Phe Vai 
705 710 715 720

ggc gag ggc tgc ggt gcc ttt gtg etc aag cgt gag act age tgc acc 2208 
Gly Glu Gly Cys Gly Ala Phe Vai Leu Lys Arg Glu Thr Ser Cys Thr 

725 730 735

aag gac gac cgt ate tac get tgc atg gat gcc ate gtc cct ggc aac 2256 
Lys Asp Asp Arg De Tyr Ala Cys Met Asp Ala De Vai Pro Gly Asn - 

740 745 750

gtc cct age gcc tgc ttg ege gag gcc etc gac cag geg ege gtc aag 2304 
Vai Pro Ser Ala Cys Leu Arg Glu Ala Leu Asp Gin Ala Arg Vai Lys 

755 760 765

ccg ggc gat ate gag atg etc gag etc age gcc gac tee gee ege cac 2352 
Pro Gly Asp He Glu Met Leu Glu Leu Ser Ala Asp Ser Ala Arg His
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770 775 780

etc aag gac ccg tcc gtc etg ccc aag gag etc act gcc gag ga£ gaa 2400 
Leu Lys Asp fto Ser Vai Leu P«)Lys Glu Leu Thr Ala Glu Glu Glu 
785 790 795 800

ate £gc ggc ett cag acg ate ett cgt gac gat gac aag etc ccg ege 2448 
He Gly Gly Leu Gin Thr He Lai Arg Asp Asp Asp Lys Leu Pro Arg

805 810 815

aac gtc gca acg ggc agt gtc aae see acc etc ggt gac acc ggt tat 2496 
Asn Vai Ala Thr Gly Ser Vai Lys Ala Thr Vai Gly Asp Thr Gly Tyr 

820 825 830

gee tct ggt get gee age etc ate aag get geg ett tgc ate tac aac 2544 
Ala Ser Gly Ala Ala Ser Leu De Lys Ala Ala Leu Cys De Tyr Asn 

835 840 845

ege tac etg ccc age aac ggc gac gac tgg gat gaa ccc gee cct gag 2592 
Arg Tyr Leu Pro Ser Asn Gly Asp Asp Trp Asp Glu Pro Ala Pro Glu 

850 855 860

geg ccctgggac age acc etc tn geg tgc cag acc teg ege get tgg 2640 
Ala Pro Trp Asp Ser Thr Leu Phe Ala Cys Gin Thr Ser Arg Ala Trp 
865 870 875 880

etc aag aac cct ggc gag cgt ege tai geg gee gtc teg g£c gtc tee 2688 
Leu Lys Asn Pro Gly Glu Arg Arg Tyr Ala Ala Vai Ser Gly Vai Ser 

885 890 895

gag acg ege teg tgc tat tee gtg etc etc tee gaa gee gag ggc cac 2736 
Glu Thr Arg Ser Cys Tyr Ser Vai Leu Leu Ser Glu Ala Glu Gly His 

900 905 910

tac gag ege gag aac ege ate teg etc gac gag gag geg ccc aag etc 2784 
Tyr Glu Arg Glu Asn Arg De Ser Leu Asp Glu Glu Ala fto Lys Leu 

915 920 925

att gtg ett ege gee gac tee cac gag gag ate ett ggt ege etc gac 2832 
He Vai Leu Arg Ala Asp Ser His Glu Glu De Leu Gly Arg Leu Asp 

930 935 940

aag ate ege gag ege ttc ttg cag ccc acg ggc gee gee ccg ege gag 2880 
Lys De Arg Glu Arg Phe Leu Gin Pro Thr Gly Ala Ala Pro Arg Glu 
945 950 955 960

tee gag etc aag geg cag gee ege ege ate ttc etc gag etc etc ggc 2928 
Ser Glu Leu Lys Ala Gin Ala Arg Arg De Hie Leu Glu Leu Leu Gly 

965 970 975

gag acc ett gee cag gat gee get tct tea ggc teg caa aag ccc etc 2976 
Glu Thr Leu Ala Gin Asp Ala Ala Ser Ser Gly Scr Gin Lys Pro Leu 

980 985 990

43
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set etc age etc gtc tcc acg ccc tee aag etc cag ege gag gtc gag 3024 
Ala Leu Ser Leu Vai Sct Ihr Pro Scr Lys Leu Gin Arg Glu Vai Glu 

995 1000 1005

etc geg gee aag ggt ate ccg ege tgc etc aag atg ege ege gat 3069 
Leu Ala Ala Lys Gly 止 Pro Arg Cys Leu Lys Met Arg Ate Asp 

1010 1015 1020

tgg age tee cct get ggc age ege tac geg cct gag ccg etc gee 3114 
Trp Ser Ser Pro Ala Gly Ser Arg Tyr Ala Pro Glu Pro Leu Ala 

1025 1030 1035

age gac ege gtc gee ttc atg tac ggc gaa ggt ege age cct tac 3159
Ser Asp Arg Vai Ala Phe Met Tyr Gly Glu Gly Arg Ser Pro Tyr 

1040 1045 1050

tac ggc ate acc caa gac att cac ege att tgg ccc gaa etc cac 3204 
Tyr Gly lie Thr Gin Asp De His Arg lie Trp Pro Glu Leu His 

1055 1060 1065

gag gtc ate aac gaa aag acg aac cgt etc tg£ gee gaa ggc gac 3249 
Glu Vai De Asn Glu Lys Thr Asn Arg Leu Trp Ala Glu Gly Asp 

1070 1075 1080

ege tgg gtc atg ccg ege gee age ttc aag teg gag etc gag age 3294 
Arg Trp Vai Met Pro Arg Ala Ser Phe Lys Ser Glu Leu Glu Ser 

1085 1090 1095

cag cag caa gag ttt gat ege aac atg att g曲 atg ttc cgt ett 3339 
Gin Gin Gin Glu Phe Asp Arg Asn Met He Glu Met Phe Arg Leu 

1100 1105 1110

ggaatc etc acc tea att gee ttcaccaat etg geg ege gac gtt 3384 
Gly De Leu Ihr Ser Be Ala Phe Thr Asn Leu Ala Arg Asp Vai 

1115 1120 1125

etc aac ate acg ccc aag gee gee ttt ggc etc agt ett ggc gag 3429 
Leu Asn De Ihr Pro Lys Ah Ala Phe Gly Leu Ser Leu Gly Glu 

1130 1135 1140

att tee atg att ttt gee ttt tee aag aag aac ggt etc ate tee 3474 
lie Ser Met He Phe Ala Phe Ser Lys Lys Asn Gly Leu De Ser 

1145 1150 1155

gac cag etc acc aag gat ett ege gag tee gac gtg tgg aac aag 3519 
Asp Gin Leu Thr Lys Asp Leu Arg Glu Ser Asp Vai Trp Asn Lys 

1160 1165 1170

get etg gee gtt gaa ttt aat geg etg ege gag gee tgg ggc att 3564 
Ala Leu Ala Vai Glu Hie Asn Ala Leu Arg Glu Ala Trp Gly De 

1175 1180 1185

ccacag agt gtc ccc aag gac gag ttc tgg caa ggc tac att gtg 3609 
Pro Gin Ser Vai Pro Lys Asp Glu Phe Trp Gin Gly Tyr He Vai

3半
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1190 1195 1200

cgcggc acc aag cag gat ate gag geg gee ate gee ccg gac age 3654 
Arg Gly Thr Lys Gin Asp De Glu Ala Ala Be Ala Pro Asp Ser

1205 1210 1215

aagtac gtg ege etc acc ate ate aat gat gee aac acc gee etc 3699 
Lys Tyr Vai Arg Leu Thr De He Asn Asp Ala Asn Thr Ala Leu 

1220 1225 1230

art age ggc aag ccc gac gee tgc aag get geg ate geg cgt etc 3744 
De Ser Gly Lys Pro Asp Ala Cys Lys Ala Ala De Ala Arg Leu 

1235 1240 1245

ggtggc aacatt cct geg ett ccc gtg acc cag ggc atg tgc g£c 3789 
Gly Gly Asn lie Pro Ala Leu Pro Vai Thr Gin Gly Met Cys Gly 

1250 1255 1260

cac tgc ccc gag gtg gga cct tat acc aag gat ate gee aag ate 3834
His Cys Pro Glu Vai Gly Pro Tyr Thr Lys Asp De Ala Lys De 

1265 1270 1275

cat gee aac ett gag ttc ccc gtt gtc gac ggc ett gac etc tgg 3879 
His Ala Asn Leu Glu Phe Pro Vai Vai Asp Gly Leu Asp Leu Trp 

1280 1285 1290

acc aca ate aac cag aag ege etc gtg cca ege gee acg ggc gee 3924 
Thr Thr He Asn Gin Lys Arg Leu Vai Pro Arg Ala Thr Gly Ala 

1295 1300 1305

aaggac gaa tgg gee cct tet teettt ggc gag tac gee ggc cag 3969 
Lys Asp Glu Tip Ala Pro Ser Ser Phe Gly Glu Tyr Ala Gly Gin 

1310 1315 1320

etc tac gag aag cag get aac ttc ccc caa ate gtc gagaccatt 4014
Leu Tyr Glu Lys Gin Ala Asn Phe Pro Gin lie Vai Glu Thr He 

1325 1330 1335

tac aag caa aac tac gac gtc ttt gtc gag gtt ggg ccc aac aac 4059 
Tyr Lys Gin Asn Tyr Asp Vai Phe Vai Glu Vai Gly Pto Asn Asn 

1340 1345 1350

cac cgt age acc gca gtg ege acc acg ett ggt ccc cag ege aac 4104
His Arg Ser Thr Ala Vai Arg Thr Thr Leu Gly Pro Gin Arg Asn 

1355 1360 1365

cac ett get ggc gee ate gac aag cag aac gag gat get tgg acg 4149
His Leu Ala Gly Ala De Asp Lys Gin Asn Glu Asp Ala Trp Thr 

1370 1375 1380

acc ate gtc aag ett gtg get teg etc aag gee cac ett gtt cct 4194 
Thr lie Vai Lys Leu Vai Ala Ser Leu Lys Ala His Leu Vai Pro 

1385 1390 1395

s
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ggc gtc acg ate teg ccg etg tac cac tcc aag ett gtg gcg gag 4239 
Gly Vai Thr lie Scr Pto Leu Tyr His δσ Lys Leu Vai Ala Glu 

1400 1405 1410

get cag get tgc tac get gcg etc tgc aag ggt gaa aag ccc aag 4284 
Ala Gin Ala Cys Tyr Ala Ala Leu Cys Lys Gly Glu Lys fto Lys 

1415 1420 1425

aag aac aag ttt gtg ege aag att cag etc aac ggt ege ttc aac 4329 
Lys Asq Lys Phe Vai Arg Lys De Gin Leu Asn Gly ArgFhe Asn 

1430 1435 1440

age aag gcg gac ccc ate tcc teg gcc gat ett gcc agettteeg 4374 
Ser Lys Ala Asp Pro De Ser Ser Ala Asp Leu Ala Ser Phe Pro 

1445 1450 1455

cct gcg gac cct gcc att gaa gcc gcc ate teg age ege ate atg 4419 
Pro Ala Asp Pro Ala De Glu Ala Ala He Ser Scr Arg He Met 

1460 1465 1470

aag cct gtc get ccc aag ttc tac gcg cgt etc aac att gac gag 4464 
Lys Pro Vai Ala Pro Lys Phe Tyr Ala Arg Leu Asn lie Asp Glu 

1475 1480 1485

cag gac gag acc ega gateeg ate etc aac aag gac aac gcg ccg 4509 
Gin Asp Glu Thr Arg Asp Pro lie Leu Asn Lys Asp Asn Ala Pro 

1490 1495 1500

tet tet tet tet tet tet tet tet tet tet let tet tet tet tet 4554
Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser

1505 1510 1515

ccg teg cct get cct teg gcc ccc gtg caa aag aag get get ccc 4599
Pro Ser Pro Ala Pro Ser Ala Pro Vai Gin Lys Lys Ala Ala Pro 

1520 1525 1530

gcc gcg gag acc aag get gtt get teg get gac gca ett ege agt 4644 
Ala Ala Glu Thr Lys Ala Vai Ala Ser Ala Asp Ala Leu Arg Ser 

1535 1540 1545

gcc etg etc gat etc gac agt atg ett gcg etg age tet gcc agt 4689
Ala Leu Leu Asp Leu Asp Ser Met Leu Ala Leu Ser Ser Ala Ser 

1550 1555 1560

gcc tcc ggc aac ett gtt gag act gcg cct age gac gcc teg gtc 4734 
Ala Ser Gly Asn Leu Vai Glu Thr Ala fto Ser Asp Ala Ser Vai

1565 1570 1575

att gtg ccg ccc tgc aac att gcg gat etc ggc age ege gcc ttc 4779
De Vai Pro Pro Cys Asn De Ala Asp Leu Gly Ser Arg Ala Phe 

1580 1585 1590

atgaaa acg tac ggt gtt teg gcg cct etg tac acg ggc gcc atg 4824 
Met Lys Thr Tyr Gly Vai Ser Ala Pro Leu Tyr Thr Gly Ala Met

3b
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1595 1600 1605

gcc aag ggc att gcc tct gcg gac etc gtc att gcc gcc ggc ege 4869 
Ala Lys Gly De Ala Ser Ala Asp Leu Vai De Ala Ala Gly Arg 

1610 1615 1620

cag ggc ate ett geg tee ttt ggc gcc ggc gga ett ccc atg cag 4914 
Gin Gly De Leu Ala Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Ηυ Met Gin 

1625 1630 1635

gttgtg cgt gag tee ate gaa aag att cag gcc gcc etg ccc aat 4959 
Vai Vai Arg Glu Ser De Glu Lys De Gin Ala Ala Leu Pro Asn 

1640 1645 1650

ggc ccg tac gcfgtc aac ett ate cat tet ccc ttt gac age aac 5004
Gly Pro Tyr Ala Vai Asn Leu De His Ser Pro Hie Asp Ser Asn 

1655 1660 1665

etc gaa aag ggc aat gtc gat etc ttc etc gag aag ggtgtcacc 5049 
Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe Leu Glu Lys Gly Vai Thr 

1670 1675 1680

ttt gtc gag gcc teg gcc ttt atg acg etc acc ccg caggtegtg 5094 
Phe Vai Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu Thr fto Gin Vai Vai 

1685 1690 1695

egg tac ege geg get ggc etc acg ege aac gcc gac ggc teg gtc 5139 
Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Thr Arg Asn Ala Asp Gly Ser Vai 

1700 1705 1710

aac ate ege aac cgt ate att ggc aag gtc teg ege acc gag etc 5184
Asn De Arg Asn Arg De lie Gly Lys Vai Ser Arg Thr Glu Leu 

1715 1720 1725

gcc gag atg ttc atg cgt cct geg ccc gag cac ett ett cag aag 5229 
Ala Glu Met Hie Met Arg Bro Ala Pro Glu His Leu Leu Gin Lys 

1730 1735 1740

etc att get tee ggc gag ate aac cag gag cag gcc gag etc gcc 5274 
Leu De Ala Ser Gly Glu De Asn Gin Glu Gin Ala Glu Leu Ala

1745 1750 1755

ege cgt gtt ccc gtc get gac gac ate geg gtc gaa get gac teg 5319 
Arg Arg Vai Pro Vai Ala Asp Asp De Ala Vai Glu Ala Asp Ser 

1760 1765 1770

ggi ggc cac acc gac aac ege ccc ate cac gtc att etg ccc etc 5364 
Gly Gly His Thr Asp Asn Arg Pro He His Vai De Leu Pro Leu

1775 1780 1785

ate ate aac ett ege gac ege ett cac ege gag tgc ggc tac ccg 5409 
De He Asn Leu Arg Asp Arg Leu His Arg Glu Cys Gly Tyr Pro 

1790 1795 1800

3Ί s
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gcc aac ctt cgc gtc cgt gtg ggc gcc ggc ggt ggc att ggg tgc 5454 
Ala Asn Leu Arg Vai Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly Be Gly Cys 

1805 1810 1815

ccc cag ccg gcg ctg gcc acc ttc aac atg ggt gcc tcctttatt 5499 
ProOln Ala Ala Leu Ala Thr Fhc Asn Met Gly Ala Ser Phe lie 

1820 1825 1830

gtc acc ggc acc gtg aac cag gtc gcc aag cag teg ggc acg tgc 5544 
Vai Thr Gly Thr Vai Asn Gin Vai Ala Lys Gin Ser Gly Thr Cys 

1835 1840 1845

gac aat gtg cgc aag cag etc geg aag gcc act tac teg gac gta 5589 
Asp Asn Vai Arg Lys Gin Leu Ala Lys Ala Thr Tyr Ser Asp Vai 

1850 1855 1860

tgc atg gcc ccg get gcc gac atg ttc gag gaa ggc gtc aag ctt 5634 
Cys Met Ala Pro Ala Ala Asp Met Phe Glu Glu Gly Vai Lys Leu 

1865 1870 1875

cag gtc etc aag aag gga acc atg ttt ccc teg cgc gcc aac aag 5679 
Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr Met Phe Pro Ser Arg Ala Asn Lys 

1880 1885 1890

etc tac gag etc tn tgc aag tac gac teg ttc gag tee atg ccc 5724
Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr Asp Ser Phe Glu Ser Met Pro 

1895 1900 1905

ccc gca gag ctt geg cgc gtc gag aag cgc ate ttc age cgc geg 5769 
Pro Ala Glu Leu Ala Arg Vai Glu Lys Arg De Phe Ser Ars Ala 

1910 1915 1920

etc gaa gag gtc tgg gac gag acc aaa aac ttt tac att aac cgt 5814 
Leu Glu Glu Vai Trp Asp Glu Thr Lys Asn Phe Tyr He Asn Arg 

1925 1930 1935

ctt cac aac ccg gag aag ate cag cgc gcc gag cgc gac ccc aag 5859 
Leu His Asn Pro Glu Lys De GlnArg AlaGIu Arg Asp Pro Lys 

1940 1945 1950

etc aag atg teg etg tgc ttt cgc tgg tac etg age etg geg age 5904 
Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Trp Tyr Leu Ser Leu Ala Ser 

1955 1960 1965

cgc tgg gee aac act gga get tee gat cgc gtc atg gac tac cag 5949 
Arg Trp Ala Asn Thr Gly Ala Ser Asp Arg Vai Met Asp Tyr Gin 

1970 1975 1980

gtc tgg tgcggtcct gcc att ggt tee ttc aac gat ttc ate aag 5994
Vai Trp Cys Gly Pro Ala lie Gly Ser Phe Asn Asp Phe De Lys 

1985 1990 1995

gga act tac ctt gat ccg gcc gtc gca aac gag tac ccg tgc gtc 6039 
Gly Thr Tyr Leu Asp Pro Ala Vai Ala Asn Glu Tyr Pro Cys Vai
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2000 2005 2010

gacag att aac aag cag ate ett cst gga seg tgc ttc ttg ege 6084 
Vai Gin Be Asn Lys Gin De Leu Arg Gly Ala Cys Phe Leu Arg 

2015 2020 2025

cgt etc gaaatt ctg ege aac gca ege ett tcc gat ggc get gcc 6129 
Arg Leu Glu He Leu Arg Asn Ala Arg Leu Ser Asp Gly Ala Ala 

2030 2035 2040

get ett gtg gcc a^c ate gat gac aca tac gtc ccg gcc gag aas 6174 
Ala Leu Vai Ala Ser He Asp Asp Thr Tyr Vai Pro AlaGhiLys 

2045 2050 2055

ctg 6177
Leu

<210> 4<211> 2059 <212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> misc_特徵 <222> (370).. 
(370)<223>在位置370處的 血代表Leu.

<220> <221> misc.特徵 <222> (371)..(371) <223> 在位置371 處的 代表Ala或Vai.

<400> 4

Met Ala Ala Arg Asn Vai Ser Ala Ala His Glu Met His Asp Glu Lys
1 5 10 15

Arg De Ala Vai Vai Gly Met Ala Vai Gin Tyr Ala Gly Cys Lys Thr 
20 25 30

Lys Asp Glu Phe Trp Glu Vai Leu Met Asn Gly Lys Vai Glu Ser Lys 
35 40 45

Vai lie Ser Asp Lys Arg Leu Gly Ser Asn Tyr Arg Ala Glu His Tyr 
50 55 60

Lys Ala Glu Arg Ser Lys Tyr Ala Asp Thr Phe Cys Asn Glu Thr Tyr 
65 70 75 80

Gly Thr Leu Asp Glu Asn Glu De Asp Asn Glu His Glu Leu Leu Leu 
85 90 95

Asn Leu Ala Lys Gin Ala Leu Ala Glu Thr Ser Vai Lys Asp Scr Thr
100 105 110
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Arg Cys Gly De Vai Ser Gly Cys Leu Ser Phe Pro Met Asp Asa Leu 
115 120 125

Gin Gly Glu Leu Leu Asn Vai Tyr Gin Asn His Vai Glu Lys Lys Leu 
130 135 140

Gly Ala Arg Vai Phe Lys Asp Ala Ser His Trp Ser Glu Ars Glu Gin 
145 150 155 160

Ser Asn Lys Pro Glu Ala Gly Asp Arg Arg De Phe Met Asp Pro Ala 
165 170 175

Sct Phe Vai Ala Glu Glu Leu Asn Leu Gly Ala Leu His Tyr Ser Vai 
180 185 190

Asp Ala Ala Cys Ala Thr Ala Leu Tyr Vai Leu Arg Leu Ala Gin Asp 
195 200 205

His Leu Vai Ser Gly Ala Ala Asp Vai Met Leu Cys Gly Ala Thr Cys 
210 215 220

Leu Pro Glu Pro Phe Phe lie Leu Ser Gly Phe Ser Thr Phe Gin Ala 
225 230 235 240

Met Pro Vai Gly Thr Gly Gin Asn Vai Scr Met Pro Leu His Lys Asp 
245 250 255

Ser Gin Gly Leu Thr Pro Gly Glu Gly Gly Ser De Met Vai Leu Lys 
260 265 270

Arg Leu Asp Asp Ala De Arg Asp Gly Asp His He Tyr Gly Thr Leu 
275 280 285

Leu Gly Ala Asn Vai Ser Asn Ser Gly Thr Gly Leu fto Leu Lys Pro 
290 295 300

Leu Leu Pro Ser Glu Lys Lys Cys Leu Met Asp Thr Tyr Thr Arg He 
305 310 315 320

Asn Vai His Pro His Lys Be Gin Tyr Vai Glu Cys His Ala Thr Gly
325 330 335
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Thr Bro Gin Gly Asp Arg Vai Glu He Asp Ala Vai Lys Ala Cys Phe 
340 345 350

Glu Gly Lys Vai Pro Arg Phc Gly Thr Thr Lys Gly Asn Phe Gly His 
355 360 365

Thr Xaa Xaa Ala Ala Gly Phe Ala Gly Met Cys Lys Vai Leu Leu Ser
370 375 380

Met Lys His Gly He De Pro Pro Thr Pro Gly De Asp Asp Glu Thr 
385 390 395 400

Lys Met Asp Pro Leu Vai Vai Ser Gly Glu Ala De Pro Trp Pro Glu
405 410 415

Thr Asn Gly Glu Pro Lys Arg Ala Gly Leu Ser Ala Phe Gly Phe Gly 
420 425 430

Gly Thr Asn Ala His Ala Vai Phe Glu Glu His Asp Pro Ser Asn Ala 
435 440 445

Ala Cys Thr Gly His Asp Ser De Ser Ala Leu Ser Ala Arg Cys Gly 
450 455 460

Gly Glu Ser Asn Met Arg De Ala Re Thr Gly Met Asp Ala Thr Phe
465 470 475 480

Gly Ala Leu Lys Gly Leu Asp Ala Phe Glu Arg Ala lie Tyr Thr Gly
485 490 495

Ala His Gly Ala Ile Pro Leu Pro Glu Lys Arg Trp Arg Phe Leu Gly 
500 505 510

Lys Asp Lys Asp Phe Leu Asp Leu Cys Gly Vai Lys Ala Thr Pro His
515 520 525

Gly Cys Tyr Ile Glu Asp Vai Glu Vai Asp Hie Gin Arg Leu Arg Thr
530 535 540
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Pro Met Thr Pro Glu Asp Met Leu Leu fto Gin Gin Leu Leu Ala Vai 
545 550 555 560

Thr Thr De Asp Arg Ala He Leu Asp Ser Gly Met Lys Lys Gly Gly
565 570 575

Asn Vai Ala Vai Hie Vai Gly Leu Gly Thr Asp Leu Glu Leu Tyr Arg 
580 585 590

His Arg Ala Arg Vai Ala Leu Lys Glu Arg Vai Arg Pro Glu Ala Ser 
595 600 605

Lys Lys Leu Asn Asp Met Met Gin Tyr De Asn Asp Cys Gly Thr Ser 
610 615 620

Thr Ser Tyr Thr Ser Tyr He Gly Asn Leu Vai Ala Thr Arg Vai Ser
625 630 635 640

Ser Gin Trp Gly Phe Thr Gly Pro Ser Phe Thr De Thr Glu Gly Asn
645 650 655

Asn Ser Vai Tyr Arg Cys Ala Glu Leu Gly Lys Tyr Leu Leu Glu Thr 
660 665 670

Gly Glu Vai Asp Gly Vai Vai Vai Ala Gly Vai Asp Leu Cys Gly Ser 
675 680 685

Ala Glu Asn Leu Tyr Vai Lys Ser Arg Arg Phe Lys Vai Ser Thr Ser 
690 695 700

Asp Thr Pro Arg Ala Ser Phe Asp Ala Ala Ala Asp Gly Tyr Phe Vai 
705 710 715 720

Gly Glu Gly Cys Gly Ala Phe Vai Leu Lys Arg Glu Thr Ser Cys Thr
725 730 735

Vai Pro Ser Ala Cys Leu Arg Glu Ala Leu Asp Gin Ala Arg Vai Lys 
755 760 765

Lys Asp Asp Arg lie Tyr Ala Cys Met Asp Ala He Vai Pro Gly Asn
740 745 750
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Pro Gly Asp He Glu Met Leu Glu Leu Ser Ala Asp Ser Ala Arg His 
770 775 780

Leu Lys Asp Pro Ser Vai Leu Pro Lys Glu Leu Thr Ala Glu Glu Glu 
785 790 795 800

De Gly Gly Leu Gin Thr De Leu Arg Asp Asp Asp Lys Leu Pro Arg 
805 810 815

Asn Vai Ala Thr Gly Ser Vai Lys Ala Thr Vai Gly Asp Thr Gly Tyr 
820 825 830

Ala Ser Gly Ala Ala Ser Leu De Lys Ala Ala Leu Cys lie Tyr Asn 
835 840 845

Arg Tyr Leu Pro Ser Asn Gly Asp Asp Tip Asp Glu Pro Ala Pro Glu 
850 855 860

Ala Pro Trp Asp Scr Thr Leu Phe Ala Cys Gin Thr Ser Arg Ala Trp 
865 870 875 880

Leu Lys Asn Pro Gly Glu Arg Arg Tyr Ala Ala Vai Scr Gly Vai Ser 
885 890 895

Glu Thr Arg Ser Cys Tyr Ser Vai Leu Leu Ser Glu Ala Glu Gly His 
900 905 910

Tyr Glu Arg Glu Asn Arg He Ser Leu Asp Glu Glu Ala Pro Lys Leu 
915 920 925

De Vai Leu Arg Ala Asp Ser His Glu Glu lie Leu Gly Arg Leu Asp 
930 935 940

Lys De Arg Glu Arg Phe Leu Gin Pro Thr Gly Ala Ala Pro Arg Glu
945 950 955 960

Ser Glu Leu Lys Ala Gin Ala Arg Arg He Phe Leu Glu Leu Leu Gly 
965 970 975
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Glu Hr Leu Ala Glii Asp Ala Ala Ser δσ Gly Ser Gin Lys Pro Leu 
980 985 990

Ala Leu Ser Leu Vai Ser Thr Pro Ser Lys Leu Gin Arg Glu Vai Glu 
労5 1000 1005

Leu Ala Ala Lys Gly He fto Arg Cys Leu Lys Met Arg Arg Asp 
1010 1015 1020

Trp Scr Ser Pro Ala Gly Scr Arg Tyr Ala fto Glu Pro Leu Ala 
1025 1030 1035

Ser Asp Arg Vai Ala Phe Met Tyr Gly Glu Gly Arg Ser Pro Tyr 
1040 1045 1050

Tyr Gly lie Thr Gin Asp De His Arg De Trp Pro Glu Leu His 
1055 1060 1065

Glu Vai De Asn Glu Lys Thr Asn Arg Leu Trp Ala Glu Gly Asp 
1070 1075 1080

Arg Trp Vai Met Pro Arg Ala Ser Hie Lys Ser Glu Leu Glu Ser 
1085 1090 1095

Gin Gin Gin Glu Phe Asp Arg Asn Met De Glu Met Phe Arg Leu 
1100 1105 1110

Gly De Leu Thr Ser De Ala Hie Thr Asn Leu Ala Arg Asp Vai 
1115 1120 1125

Leu Asn He Thr Pro Lys Ala Ala Phe Gly Leu Ser Leu Gly Glu 
1130 1135 1140

He Ser Met lie Phe Ala Phe Scr Lys Lys Asn Gly Leu De Ser 
1145 1150 1155

Asp Gin Leu Thr Lys Asp Leu Arg Glu Ser Asp Vai Trp Asn Lys 
1160 1165 1170

Ala Leu Ala Vai Glu Phe Asn Ala Leu Arg Glu Ala Trp Gly lie 
1175 1180 1185
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Pro Gin Ser Vai Pro Lys Asp Glu Phe Tip Gin Gly Tyr lie Vai 
1190 1195 1200

Arg Gly Thr Lys Gin Asp De Glu Ala Ala He Ala Pro Asp Ser 
1205 1210 1215

Lys Tyr Vai Arg Leu Thr lie De Asn Asp Ala Asn Thr Ala Leu 
1220 1225 1230

De Ser Gly Lys Pro Asp Ala Cys Lys Ala Ala De Ala Arg Leu 
1235 1240 1245

Gly Gly Asn De Pro Ala Leu Pro Vai Thr Gin Gly Met Cys Gly 
1250 1255 1260

His Cys Pro Glu Vai Gly Pro Tyr Thr Lys Asp De Ala Lys De 
1265 1270 1275

His Ala Asn Leu Glu Phe Pro Vai Vai Asp Gly Leu Asp Leu Trp 
1280 1285 1290

Thr Thr He Asn Gin Lys Arg Leu Vai Pro Arg Ala Thr Gly Ala 
1295 1300 1305

Lys Asp Glu Trp Ala Pro Ser Ser Phe Gly Glu Tyr Ala Gly Gin 
1310 1315 1320

Leu Tyr Glu Lys Gin Ala Asn Phe Pro Gin lie Vai Glu Thr He 
1325 1330 1335

Tyr Lys Gin Asn Tyr Asp Vai Phe Vai Glu Vai Gly Pro Asn Asn 
1340 1345 1350

His Arg Ser Thr Ala Vai Arg Thr Thr Leu Gly Pro Gin Arg Asn 
1355 1360 1365

His Leu Ala Gly Ala De Asp Lys Gin Asn Glu Asp Ala Trp Thr 
1370 1375 1380
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Thr lie Vai Lys Leu Vai Ala Ser Leu Lys Ala His Leu Vai Pro 
1385 1390 1395

Gly Vai Thr De Ser Pro Leu Tyr His Ser Lys Leu Vai Ala Glu 
1400 1405 1410

Ala Gin Ala Cys Tyr Ala Ala Leu Cys Lys Gly Glu Lys Pro Lys 
1415 1420 1425

Lys Asn Lys Phe Vai Arg Lys De Gin Leu Asn Gly Arg Phe Asn 
1430 1435 1440

Ser Lys Ala Asp Pro De Ser Ser Ala Asp Leu Ala Ser Phe TYo 
1445 1450 1455

Pro Ala Asp Pro Ala He Glu Ala Ala He Ser Ser Arg He Met' 
1460 1465 1470

Lys Pro Vai Ala fto Lys Phe Tyr Ala Arg Leu Asn lie Asp Glu 
1475 1480 1485

Gin Asp Glu Thr Arg Asp Pro He Leu Asn Lys Asp Asn Ala Pro 
1490 1495 1500

Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser 
1505 1510 1515

Pro Ser Pro Ala Pro Ser Ala Pro Vai Gin Lys Lys Ala Ala Pro 
1520 1525 1530

Ala Ala Glu Thr Lys Ala Vai Ala Ser Ala Asp Ala Leu Arg Ser 
1535 1540 1545

Ala Leu Leu Asp Leu Asp Ser Met Leu Ala Leu Ser Ser Ala Ser 
1550 1555 1560

Ala Ser Gly Asn Leu Vai Glu Thr Ala Pro Ser Asp Ala Ser Vai 
1565 1570 1575

De Vai Pro Pro Cys Asn He Ala Asp Leu Gly Ser Arg Ala Phe 
1580 1585 1590
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Met Lys Thr Tyr Gly Vai Ser Ala fto Leu Tyr Thr Gly Ala Met 
1595 1600 1605

Ala Lys Gly De Ala Ser Ala Asp Leu Vai De Ala Ala Gly Arg 
1610 1615 1620

Gin Gly De Leu Ala Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro Met Gin 
1625 1630 1635

Vai Vai Arg Glu Ser lie Glu Lys De Gin Ala Ala Leu Pro Asn 
1640 1645 1650

Gly Pro Tyr Ala Vai Asn Leu He His Ser Pro Phe Asp Ser Asn 
1655 1660 1665

Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe Leu Glu Lys Gly Vai Thr 
1670 1675 1680

Phe Vai Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu Thr Pro Gin Vai Vai 
1685 1690 1695

Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Thr Arg Asn Ala Asp Gly Ser Vai 
1700 1705 1710

Asn De Arg Asn Arg lie De Gly Lys Vai Ser Arg Thr Glu Leu 
1715 1720 1725

Ala Glu Met Phe Met Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu Gin Lys 
1730 1735 1740

Leu De Ala Ser Gly Glu De Asn Gin Glu Gin Ala Glu Leu Ala 
1745 1750 1755

Arg Arg Vai Pro Vai Ala Asp Asp De Ala Vai Glu Ala Asp Ser 
1760 1765 1770

Gly Gly His Thr Asp Asn Arg Pro lie His Vai lie Leu Pro Leu 
1775 1780 1785
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De De Asn Leu Arg Asp Arg Leu His Arg Glu Cys Gly Tyr fto 
1790 1795 1800

Ala Asn Leu Arg Vai Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly De Gly Cys 
1805 1810 1815

Pro Gin Ala Ala Leu Ala Thr Phe Asn Met Gly Ala Scr Phe De 
1820 1825 1830

Vai Thr Gly Thr Vai Asn Gin Vai Ala Lys Gin Ser Gly Thr Cys 
1835 1840 1845

Asp Asn Vai Arg Lys Gin Leu Ala Lys Ala Thr Tyr Scr Asp Vai 
1850 1855 1860

Cys Met Ala Pro Ala Ala Asp Met Phe Glu Glu Gly Vai Lys Leu 
1865 1870 1875

Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr Met Phe Pro Ser Arg Ala Asn Lys 
1880 1885 1890

Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr Asp Ser Phe Glu Ser Met Pro 
1895 1900 1905

Pro Ala Glu Leu Ala Arg Vai Glu Lys Arg De Phe Ser Arg Ala 
1910 1915 1920

Leu Glu Glu Vai Trp Asp Glu Thr Lys Asn Phe Tyr lie Asn Arg 
1925 1930 1935

Leu His Asn Pro Glu Lys lie Gin Arg Ala Glu Arg Asp Pro Lys 
1940 1945 1950

Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Trp Tyr Leu Ser Leu Ala Ser 
1955 1960 1965

Arg Trp Ala Asn Thr Gly Ala Ser Asp Arg Vai Met Asp Tyr Gin 
1970 1975 1980

Vai Trp Cys Gly Rro Alalle Gly Scr Phe Asn Asp Phe He Lys 
1985 1990 1995
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Gly Thr TyrLeu AspPro Ala Vai Ala Asn Glu Tyr ftoCys Vai 
2000 2005 2010

Vai Gin He Asn Lys Gin He Leu Arg Gly Ala Cys Phe Leu Arg 
2015 2020 2025

Arg Leu Glu lie Leu Arg Asn Ala Arg Leu Ser Asp Gly Ala Ala 
2030 2035 2040

Ala Leu Vai Ala Ser lie Asp Asp Thr Tyr Vai Pro Ala Glu Lys 
2045 2050 2055

Leu

<210> 5<211> 4509 <212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(4509) 
<223>

<400> 5
atg geg etc cgt gtc aag acg aac aag aag cca tgc tgg gag atgacc 48 
Met Ala Leu Arg Vai Lys Thr Asn Lys Lys Pro Cys Trp Glu Met Thr 
1 5 10 15

aag gag gag etg acc age ggc aag acc gag £tg ttc aac tat gag gaa 96
Lys Glu Glu Leu Thr Ser Gly Lys Thr Glu Vai Phe Asn Tyr Glu Glu

20 25 30

etc etc gag ttc gca gag ggc gac ate gcc aag $tc ttc gga ccc gag 144 
Leu Leu Glu Phe Ala Glu Gly Asp He Ala Lys Vai Phe Gly Pro Glu 

35 40 45

tie gcc gtc ate sac aag tac ccg ege ege gtg ege etg ccc gee ege 192 
Phe Ala Vai He Asp Lys Tyr fto Arg Arg Vai Arg Leu Pro Ala Arg 

50 55 60

gag tac etg etc gtg acc ege gtc acc etc atg gac gee gag gtc aac 240 
Glu Tyr Leu Leu Vai Thr Arg Vai Thr Leu Met Asp Ala Glu Vai Asn 
65 70 75 80

aac tac ege gtc ggc gee ege atg gtc acc gag tac gat etc ccc gtc 288 
Asn Tyr Arg Vai Gly Ala Arg Met Vai Thr Glu Tyr Asp Leu Pro Vai 

85 90 95 

aac gga gag etc tee gag ggc gga gac tgc ccc tgg gee gtc etg gtc 336 
Asn Gly Glu Leu Ser Glu Gly Gly Asp Cys Pro Trp Ala Vai Leu Vai

100 105 110

㈣
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gag agt ggc cag tgc gat etc atg de ate tcc tac atg ggc att gac 384 
Glu Ser Gly Gin Cys Asp Leu Met Leu lie Ser Tyr Met Gly De Asp 

115 120 125

ttc cag aac cag ggc gac ege gtc tac ege etg etc aac acc acg etc 432 
Phe Gin Asn Gin Gly Asp Arg Vai Tyr Arg Leu Leu Asn Thr Thr Leu 

130 135 140

acc nt tac sgc gtg gee cac gag ggc gag acc etc gag tac gac att 480 
Thr Phe Tyr Gly Vai Ala His Glu Gly Glu Thr Leu Glu Tyr Asp De 
145 150 155 160

ege gtc acc ggc ttc gee aag cgt etc gac ggc ggc ate tee atg ttc 528 
Arg Vai Thr Gly Phe Ala Lys Arg Leu Asp Gly Gly De Ser Met Phe 

165 170 175

tie ttc gag tac gac tgc tac gtc aac ggc ege etc etc ate gag atg 576 
Phe Phe Glu Tyr Asp Cys Tyr Vai Asn Gly Arg Leu Leu He Glu Met 

180 185 190

ege gat ggc tgc gee ggc ttc ttc acc aac gag gag etc gac gee ggc' 624 
Arg Asp Gly Cys Ala Gly Phe Phe Thr Asn Glu Glu Leu Asp Ala Gly 

195 200 205

aag ggc gtc gtc ttc acc ege ggc gac etc gee gee ege gee aag ate 672 
Lys Gly Vai Vai Phe Thr Arg Gly Asp Leu Ala Ala Arg Ala Lys He 

210 215 220

cca aag cag gac gtc tee ccc tac gee gtc gee ccc tgc etc cac aag 720 
Pro Lys Gin Asp Vai Ser Pro Tyr Ala Vai Ala fto Cys Leu His Lys 
225 230 235 240

acc aag etc aac gaa aag gag atg cag acc etc gtc gac aag gac tgg 768 
Thr Lys Leu Asn Glu Lys Glu Met Gin Thr Leu Vai Asp Lys Asp Trp 

245 250 255

gca tee gtc ttt ggc tee aag aac ggc atg ccg gaa ate aac tac aaa 816 
Ala Ser Vai Phe Gly Ser Lys Asn Gly Met Pro Glu He Asn Tyr Lys 

260 265 270

etc tgc geg cgt aag atg etc atg att gac ege gtc acc age att gac 864 
Leu Cys Ala Arg Lys Met Leu Met De Asp Arg Vai Thr Ser De Asp 

275 280 285

cac aag ggc ggt gtc tac ggc etc ggt cag etc gtc ggt gaa aag ate 912 
His Lys Gly Gly Vai Tyr Gly Leu Gly Gin Leu Vai Gly Glu Lys lie 

290 295 300

etc gag ege gac cac tgg tac ttt ccc tgc cac ttt gtc aag gat cag 960 
Leu Glu Arg Asp His Trp Tyr Phe Pro Cys His Rie Vai Lys Asp Gin 
305 310 315 320

gtc atg gee gga tee etc gtc tee gac ggc tgc age cag atg etc aag 1008 
Vai Met Ala Gly Scr Leu Vai Ser Asp Gly Cys Ser Gin Met Leu Lys
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325 330 335

atg tac atg ate etc ggc etc cac etc acc acc gga ccc ttt gac 1056 
Met Tyr Met He Trp Leu Gly Leu His Leu Thr Ihr Gly ho Phe Asp 

340 345 350

ttc ege ccg gtc aac ggc cac ccc aac aag gtc ege tgc ege ggc caa 1104 
Phe Arg Pro Vai Asn Gly His Pro Asn Lys Vai Arg Cys Arg Gly Gin 

355 360 365

ate tee ccg cac aag ggc aag etc gtc tac gtc atg ga£ ate aag gag 1152 
lie Ser Pro His Lys Gly Lys Leu Vai Tyr Vai Met Glu De Lys Glu 

370 375 380

atg ggc ttc gac gag gac aac gac ccg tac gcc aa gee gac gtc aac 1200 
Met Gly Phe Asp Glu Asp Asn Asp Pro Tyr Ah De Ala Asp Vai Asn 
385 390 395 400

ate att gat gtc gac ttc gaa aag ggc ca£ gac ttt age etc gac ege 1248 
He He Asp Vai Asp Phe Glu Lys Gly Gin Asp Phe Ser Leu Asp Arg 

405 410 415

ate age gac tac ggc aag ggc gac etc aac aag aag ate gtc gtc gac 1296 
De Ser Asp Tyr Gly Lys Gly Asp Leu Asn Lys Lys De Vai Vai Asp 

420 425 430

tu ggc ate get etc aag atg cag aag ege tee acc aac aag aac 1344 
Phe Lys Gly De Ala Leu Lys Met Gin Lys Arg Ser Thr Asn Lys Asn 

435 440 445

ccc tee aag gn cas ccc gtc ttt gcc aac ggc gcc gcc act gtc ggc 1392 
Pro Ser Lys Vai Gin Pro Vai Hie Ala Asn Gly Ala Ala Thr Vai Gly

450 455 460

ccc gae gcc tee aag get tee tee ggc gcc age gcc age gcc age gcc 1440 
Pro Glu Ala Ser Lys Ala Ser Ser Gly Ala Ser Ala Ser Ala Ser Ala
465 470 475 480

gcc ccg gcc aag cct gcc tie age gcc gat gtt ett geg ccc aag ccc 1488 
Ala Pro Ala Lys Pro Ala Phe Ser Ala Asp Vai Leu Ala Pro Lys Pro 

485 490 495

gtt gcc ett ccc gag cac ate etc aag ggc gac gcc etc gcc ccc aas 1536 
Vai Ala Leu Pro Glu His He Leu Lys Gly Asp Ala Leu Ala Pro Lys 

500 505 510

gag atg tee tgg cac ccc atg gcc ege ate ccg ggc aac ccg acg ccc 1584 
Glu Met Ser Trp His Pro Met Ala Arg He Pro Gly Asn Pro Thr Pro 

515 520 525

tet ttt geg ccc teg gcc tac aag ccg ege aac ate gcc ttt acg ccc 1632 
Ser Phe Ala Pro Ser Ala Tyr Lys Pro Arg Asn He Ala Phe Thr Pro 

530 535 540
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ttc ccc ggc aac ccc aac gat aac gac cac acc ccg ggc aag atg ccg 1680 
Phe Pro Gly Asn Pro Asn Asp Asn Asp His Thr Pro Gly Lys Met Pro 
545 550 555 560

etc acc tgg ttc aac atg gcc gag ttc atg gcc g£C aag gtc age atg 1728 
Leu Thr Trp Phe Asn Met Ala Glu Phe Met Ala Gly Lys Vai Ser Met 

565 570 575

tgc etc ggc ccc gag ttc gcc aag ttc gac gac teg aac acc age ege 1776 
Cys Leu Gly Pro Glu Hie Ala Lys Phe Asp Asp Ser Asn Thr Ser Arg 

580 585 590

age ccc get tgg gac etc get etc gtc acc ege gee gtg tct gtg tct 1824
Ser Pro Ala Trp Asp Leu Ala Leu Vai Thr Arg Ala Vai Ser Vai Ser 

595 600 605

gac etc aag cac gtc aac tac ege aac ate gac etc gac ccc tec aag 1872 
Asp Leu Lys His Vai Asn Tyr Arg Asn De Asp Leu Asp Pro Ser Lys 

610 615 620

ggt acc atg gtc ggc gag ttc sac tgc ccc geg gac gcx tgg ttc tac 1920 
Gly Thr Met Vai Gly Glu Phe Asp Cys Pro Ala Asp Ala Tip Phe Tyr 
625 630 635 640

aag ggc gee tgc aac gat gee cac atg ccg tac teg ate etc atg gag 1968 
Lys Gly Ala Cys Asn Asp Ala His Met Pro Tyr Ser De Leu Met Glu 

645 650 655

ate gee etc cag acc teg ggt gtg etc acc teg gtg etc aag geg ccc 2016 
De Ala Leu Gin Thr Ser Gly Vai Leu Thr Ser Vai Leu Lys Ala fto 

660 665 670

etg acc atg gag aag gac gac ate etc ttc ege aac etc gac gee aac 2064 
Leu Thr Met Glu Lys Asp Asp He Leu Hie Αιχ Asn Leu Asp Ala Asn 

675 680 685

gee gag ttc gtg ege gee gac etc gac tac ege ggc aag act ate ege 2112 
Ala Glu Phe Vai Arg Ala Asp Leu Asp Tyr Arg Gly Lys Thr De Arg 

690 695 700

aac gtc acc aag tgc act ggc tac a^c atg etc ggc gag atg ggc gtc 2160 
Asn Vai Thr Lys Cys Thr Gly Tyr Ser Met Leu Gly Glu Met Gly Vai 
705 710 715 720

cac ege ttcaccttt gag etc tac gtc gat gat gtg etc ttt tac aag 2208
His Arg Phe Thr Hie Glu Leu Tyr Vai Asp Asp Vai Leu Phe Tyr Lys 

725 730 735

ggc teg acc teg ttc ggc tgg ttc gtg ccc gag gtc ttt gee gee cag 2256 
Gly Ser Thr Ser Phe Gly Trp Phc Vai Pro Glu Vai Phe Ala Ala Gin

740 745 750

gee ggc etc gac aac ggc ege aag teg gag ccc tgg ttc att gag aac 2304 
Ala Gly Leu Asp Asn Gly Arg Lys Ser Glu Pro Trp Phe He Glu Asn
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755 760 765

aag ga ccg gcc teg cag gtc tcc tcc tugac gtg cgc ccc aac ggc 2352 
Lys Vai ProAlaSerGInValSerSCTPhe Asp Vai Arg Pro Asn Gly 

770 775 780

age ggc ege acc gcc ate ttc gcc aac gcc ccc age ggc gcc cag etc 2400 
Ser Gly Arg Thr Ala lie Fhe Ala Asn Ala Pro Ser Gly Ala Gin Leu 
785 790 795 800

aac ege ege acg gac cag ggc cag tac etc gac gcc gtc gac att gtc 2448 
Asn Arg Arg Thr Asp Gin Gly Gin Tyr Leu Asp Ala Vai Asp He Vai 

805 810 815

tee ggc age ggc aag aag age etc ggc tac gcc cac ggt tee aag acg 2496 
Ser Gly Scr Gly Lys Lys Scr Leu Gly Tyr Ala His Gly Ser Lys Thr 

820 825 830

gtc aac ccg aac gac tgg ttc ttc teg tgc cac ttt tgg ttt gac teg 2544 
Vai Asn fto Asn Asp Trp Hie Phe Scr Cys His Phe Tip Phe Asp Scr 

835 840 845

gtc atg ccc sga agt etc ggt gtc gag tee atg ttc cag etc gtc gag 2592 
Vai Met Pro Gly Ser Leu Gly Vai Glu Ser Met Phe Gin Leu Vai Glu 

850 855 860

gcc ate gcc gcc cac gag gat etc get ggc aaa gca egg cat tgc caa 2640 
Ala De Ala Ala His Glu Asp Leu Ala Gly Lys Ala Arg His Cys Gin 
865 870 875 880 

ccc cac ett tgt gca ege ccc egg gca aga tea age tgg aag tac ege 2688
Pro His Leu Cys Ala Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ser Trp Lys Tyr Aig

885 890 895 

ggc cag etc acg ccc aag age aa£ aag atg gac teg gag gtc cac ate 2736
Gly Gin Leu Thr Pro Lys Ser Lys Lys Met Asp Ser Glu Vai His lie 

900 905 910

gtg tee gtg gac gcc cac gac ggc gtt gtc gac etc gtc gcc gac ggc 2784 
Vai Ser Vai Asp Ala His Asp Gly Vai Vai Asp Leu Vai Ala Asp Gly 

915 920 925

ttc etc tgg gcc gac age etc ege gtc tac teg gtg age aac att ege 2832 
Hie Leu Trp Ala Asp Ser Leu Arg Vai Tyr Ser Vai Ser Asn lie Arg 

930 935 940

gtg ege ate gcc tee ggt gag gcc cct gcc gcc gcc tee tee gcc gcc 2880 
Vai Arg De Ala Ser Gly Glu Ala Pro Ala Ala Ala Ser Scr Ala Ala 
945 950 955 960

tct gtg ggc tee teg get teg tee gtc gag ege acg ege teg age ccc 2928 
Ser Vai Gly Ser Ser Ala Ser Ser Vai Glu Arg Thr Arg Ser Ser Pro 

965 970 975

、好
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get gtc gcc tcc ggc ccg gee cag acc ate gac etc aag cag etc aag 2976 
Ala Vai Ala Ser Gly Pro Ala Gin Thr lie Asp Leu Lys Gin Leu Lys 

980 985 990

acc gag etc etc gag etc gat gee ccgctctac etc teg cag gac ccg 3024 
Thr Glu Leu Leu Glu Leu Asp Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gin Asp Pro 

995 1000 1005

acc age ggc cag etc aag aas cac acc gac gtg gee tee ggc cag 3069 
Thr Ser Gly Gin Leu Lys Lys HisllirAsp Vai Ala Ser Gly Gin 

1010 1015 1020

gee acc ate gtg cag ccc t^c acg etc ggc gac etc ggt gac ege 3114 
Ala Thr He Vai Gin Pro Cys Thr Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg 

1025 1030 1035

teette atg gag acc tac ggc gtc gtc gee ccg etg tac acg ggc 3159 
Ser Phe Met Glu Thr Tyr Gly Vai Vai Ala Pro Leu Tyr Thr Gly 

1040 1045 1050

gee atg gee aag g£C att gee teg geg gac etc gtc ate gee gee ' 3204 
Ala Met Ala Lys Gly He Ala Ser Ala Asp Leu Vai De Ala Ala 

1055 1060 1065

ggc aag ege aag ate etc ggc tee ttt ggc gee ggc ggc etc ccc 3249 
Gly Lys Arg Lys lie Leu Gly Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro 

1070 1075 1080

atg cac cac gtg ege gee gee etc gag aag ate cag gee gee etg 3294 
Met His His Vai Arg Ala Ala Leu Glu Lys He Gin Ala Ala Leu 

1085 1090 1095

cctcag ggc ccc tac gee gtc aac etc ate cac teg ccttttgac 3339
Pro Gin Gly Pro Tyr Ala Vai Asn Leu De His Ser Pro Phe Asp 

1100 1105 1110

age aac etc gag aag g£c aac gtc gat etc ttc etc gag aag ggc 3384 
Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe Leu Glu Lys Gly 

1115 1120 1125

gtc act gtg gtg gag gee teg gca ttc atg acc etc acc ccg cag 3429 
ValOir Vai Vai Glu Ala Ser Ala Hie Met Thr Leu Thr Pro Gin 

1130 1135 1140

gtc gtg ege tac ege gee gee g£C etc teg ege aac gee gac ggt 3474 
Vai Vai Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Ser Arg Asn Ala Asp Gly ' 

1145 1150 1155

teg gtc aac ate ege aac ege ate ate ggc aag gtc teg ege acc 3519 
Ser Vai Asn De Arg Asn Arg De lie Gly Lys Vai Ser Arg Thr 

1160 1165 1170

gag etc gee gag atg ttc ate ege ccg gee ccg gag cac etc etc 3564 
Glu Leu Ala Glu Met Phe He Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu

w
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1175 1180 1185

gag aag etc ate gcc teg ggc gag ate acc cag gag cag gcc gag 3609 
Glu Lys Leu De Ala Ser Gly Glu De Thr Gin Glu Gin Ala Glu

1190 1195 1200

etc geg ege ege gtt ccc gtc gcc gac gat ate get gtc gag get 3654 
Leu Ala Arg Arg Vai Pro Vai Ala Asp Asp Πβ Ala Vai Glu Ala 

1205 1210 1215

gac teg ggc ggc C2C acc gac aac ege ccc ate cac gtc ate etc 3699 
Asp Ser Gly Gly His Thr Asp Asn Arg Pro De His Vallie Leu 

1220 1225 1230

ccg etc ate ate aac etc ege aac ege etg cac ege gag tgc ggc 3744 
Pro Leu De De Asn Leu Arg Asn Arg Leu His Arg Glu Cys Gly 

1235 1240 1245

tacccc geg cac etc ege gtc ege gtt ggc gee ggc ggt ggc gtc 3789 
Tyr Pro Ala His Leu Arg Vai Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly Vai 

1250 1255 1260

ggc tgc ccg cag gcc gcc gcc gcc geg etc acc atg ggc gcc gcc 3834 
Gly Cys Pro Gin Ala Ala Ala Ala Ala Leu Thr Met Gly Ala Ala 

1265 1270 1275

ttcate gtcaccggcaetgte aaccaggtcgccaag cagteeggc 3879 
Hie De Vai Thr Gly Thr Vai Asn Gin Vai Ala Lys Gin Ser Gly 

1280 1285 1290

acc tgc gac aac gtg ege aag cag etc teg cag gcc acctac teg 3924 
Thr Cys Asp Asn Vai Arg Lys Gin Leu Ser Gin Ala Thr Tyr Ser 

1295 1300 1305

gat ate tgc atg gcc ccg gcc gcc gac atg ttc gag gag ggc gtc 3969 
Asp De Cys Met Ala Pro Ala Ala Asp Met Phe Glu Glu Gly Vai 

1310 1315 1320

aag etc cag gtc etc aag aag gga acc atg ttc ccc teg ege gcc 4014 
Lys Leu Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr Met Hie Pro Ser Arg Ala 

1325 1330 1335

aac aag ctctac gag ctcttt tgc aag tac gac tee ttc gac tee 4059 
Asn Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr Asp Ser Phe Asp Ser 

1340 1345 1350

atg cct cct gcc gag etc gag ege ate gag aag cgt ate ttc aag 4104 
Met Pro Pro Ala Glu Leu Glu Arg He Glu Lys Arg De Hie Lys 

1355 1360 1365

ege gca etc cag gag gtc tgg gag gag acc aag gac tntacatt 4149 
Arg Ala Leu Gin Glu Vai Trp Glu Glu Thr Lys Asp Phe Tyr lie 

1370 1375 1380
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aacggt etc aag aac ccg gag aag ate cag ege gcc gag cac gac 4194 
Asn Gly Leu Lys Asn Pro Glu Lys Be Gin Arg Ala Glu His Asp 

1385 1390 1395

ccc aag etc aag atg teg etc tgc ttc ege tgg tac caggtctt 4239 
ftoLys Leu Lys Met Sa Leu Cys Phe Arg Tip Tyr Leu Gly Leu 

1400 1405 1410

gcc age ege tgg gcc aac atg ggc gcc ccg gac ege gtc atg gac 4284 
Ala Ser Arg Tip Ala Asn Met Gly Ala Pro Asp Arg Vai Met Asp 

1415 1420 1425

taccag gtc tgg tgt ggc ccg gcc att ggc gcc ttc aac gac ttc 4329 
Tyr Gin Vai Trp Cys Gly Pro Ala He Gly Ala Phe Asn Asp Phe 

1430 1435 1440

ate aag ggc acc tac etc gac ccc get gtc tcc aac gag tac ccc 4374 
De Lys Gly Thr Tyr Leu Asp ho Ala Vai Ser Asn Glu Tyr Pro 

1445 1450 1455

tgt gtc gtc cag ate aac ctg caa ate etc cgt ggt gcc tgc tac 4419
Cys Vai Vai Gin lie Asn Leu Gin De Leu Arg Gly Ala Cys Tyr 

1460 1465 1470

ctg ege cgt etc aac gcc ctg csc aac gac ccg ege att gac etc 4464 
Leu Arg Arg Leu Asn Ala Leu Arg Asn Asp Pto Arg He Asp Leu 

1475 1480 1485

gag acc gag gat get geettt gtc tac gag ccc acc aac geg etc 4509
Glu Thr Glu Asp Ala Ala Phe Vai Tyr Glu Pro Thr Asn Ala Leu 

1490 1495 1500

<210> 6<211> 1503<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <400> 6

Met Ala Leu Arg Vai Lys Thr Asn Lys Lys Pro Cys Trp Glu Met Thr
1 5 10 15

Lys Glu Glu Leu Thr Ser Gly Lys Thr Glu Vai Phe Asn Tyr Glu Glu 
20 25 30

Leu Leu Glu Phe Ala Glu Gly Asp He Ala Lys Vai Hie Gly Pro Glu 
35 40 45

Glu Tyr Leu Leu Vai Thr Arg Vai Thr Leu Met Asp Ala Glu Vai Asn 
65 70 75 80

Phe Ala Vai De Asp Lys Tyr Pro Arg Arg Vai Arg Leu Pro Ala Arg
50 55 60
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Asn Tyr Arg Vai Gly Ala Arg Met Vai Thr Glu Tyr A^> Lai Pro Vai 
85 90 95

Asn Gly Glu Lai Ser Glu Gly Gly Asp Cys Pro Trp Ala Vai Leu Vai
too 105 no

Glu Ser Gly Gin Cys Asp Leu Met Leu De Ser Tyr Met Gly De Asp 
115 120 125

Hie Gin Asn Gin Gly Asp Arg Vai Tyr Ars Leu Leu Asn Thr Thr Leu 
130 135 140

Thr Hie Tyr Gly Vai Ala His Glu Gly Glu Thr Leu Glu Tyr Asp Ik 
145 150 155 160

Arg Vai Thr Gly Phe Ala Lys Arg Leu Asp Gly Gly De Ser Met Hie 
165 170 175

Phe Phe Glu Tyr Asp Cys Tyr Vai Asn Gly Arg Leu Leu De Glu Met 
180 185 190

Arg Asp Gly Cys Ala Gly Phe Phe Thr Asn Glu Glu Leu Asp Ala Gly 
195 200 205

Lys Gly Vai Vai Phe Thr Arg Gly Asp Leu Ala Ala Arg Ala Lys De 
210 215 220

Pro Lys Gin Asp Vai Scr Pro Tyr Ala Vai Ala Pro Cys Leu His Lys 
225 230 235 240

Thr Lys Leu Asn Glu Lys Glu Met Gin Thr Leu Vai Asp Lys Asp Trp
245 250 255

Ala Ser Vai Hie Gly Ser Lys Asn Gly Met Pro Glu lie Asn Tyr Lys 
260 265 270

Leu Cys Ala Arg Lys Met Leu Met De Asp Arg Vai Thr Ser lie Asp
275 280 285

His Lys Gly Gly Vai Tyr Gly Leu Gly Gin Leu Vai Gly Glu Lys De
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290 295 300

Leu Glu Arg Asp His Trp Tyr Phe Pro Cys His Phe Vai Lys Asp Gin 
305 310 315 320

Vai Met Ala Gly Ser Leu Vai Ser Asp Gly Cys Ser Gin Met Leu Lys
325 330 335

Met Tyr Met De Trp Leu Gly Leu His Leu Thr Thr Gly Pro Fhe Asp 
340 345 350

Hie Arg Pro Vai Asn Gly His Pro Asn Lys Vai Arg Cys Arg Gly Gin 
355 360 365

De Ser Pro His Lys Gly Lys Leu Vai Tyr Vai Met Glu De Lys Glu 
370 375 380

Met Gly Phe Asp Glu Asp Asn Asp Pro Tyr Ala He Ala Asp Vai Asn 
385 390 395 400

He Re Asp Vai Asp Phe Glu Lys Gly Gin Asp Phe Ser Leu Asp Arg 
405 410 415

De Ser Asp Tyr Gly Lys Gly Asp Leu Asn Lys Lys De Vai Vai Asp 
420 425 430

Phe Lys Gly De Ala Leu Lys Met Gin Lys Arg Ser Thr Asn Lys Asn 
435 440 445

Pro Ser Lys Vai Gin fto Vai Phe Ala Asn Gly Ala Ala Thr Vai Gly 
450 455 460

Pro Glu Ala Ser Lys Ala Sct Ser Gly Ala Ser Ala Ser Ala Ser Ala 
465 470 475 480

Ala Pro Ala Lys Pro Ala Phe Ser Ala Asp Vai Leu Ala Pro Lys Pro 
485 490 495

Vai Ala Leu Pro Glu His He Leu Lys Gly Asp Ala Leu Ala Pro Lys 
500 505 510



1426126

Glu Met Ser Τηρ His Pro Met Ala Arg He Pro Gly Asn Pro Thr Pro 
515 520 525

Ser Phe Ala ho Ser Ala Tyr Lys Pro Arg Asn De Ala Phe Thr fto 
530 535 540

Phe Pro Gly Asn Pro Asn Asp Asn Asp His Thr Pro Gly Lys Met fto 
545 550 555 560

Leu Thr Trp Hie Asn Met Ala Glu Phe Met Ala Gly Lys Vai Ser Met 
565 570 575

Cys Leu Gly Pro Glu Phe Ala Lys Phe Asp Asp Ser Asn Thr Ser Arg 
580 585 590

Ser Pro Ala Trp Asp Leu Ala Leu Vai Thr Arg Ala Vai Ser Vai Scr 
595 600 605

Asp Leu Lys His Vai Asn Tyr Arg Asn De Asp Leu Asp Pro Ser Lys 
610 615 620

Gly Thr Met Vai Gly Glu Phe Asp Cys Pro Ala Asp Ala Tip Phe Tyr
625 630 635 640

Lys Gly Ala Cys Asn Asp Ala His Met Pro Tyr Ser De Leu Met Glu

De Ala Leu Gin Thr Sct Gly Vai Leu Thr Ser Vai Leu Lys Ala Pro 
660 665 670

Leu Thr Met Glu Lys Asp Asp lie Leu Hie Arg Asn Leu Asp Ala Asn 
675 680 685

Ala Glu Phe Vai Arg Ala Asp Leu Asp Tyr Arg Gly Lys Thr De Arg 
690 695 700

Asn Vai Thr Lys Cys Thr Gly Tyr Ser Met Leu Gly Glu Met Gly Vai
705 710 715 720

His Arg Phe Thr H)e Glu Leu Tyr Vai Asp Asp Vai Leu Hie Tyr Lys

s
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725 730 735

Gly Ser Thr Ser Phe Gly Trp Phe Vai Pio Glu Vai Phe Ala Ala Gin 
740 745 750

Ala Gly Leu Asp Asn Gly Arg Lys Ser Glu Pro Trp Phe De Glu Asn 
755 760 765

Lys Vai Pro Ala Ser Gin Vai Ser Ser Phe Asp Vai Arg Pro Asn Gly 
770 775 780

Ser Gly Arg Thr Ala De Phe Ala Asn Ala Pro Ser Gly Ala Gin Leu 
785 790 795 800

Asn Arg Aiig Thr Asp Gin Gly Gin Tyr Leu Asp Ala Vai Asp De Vai 
805 810 815

Ser Gly Ser Gly Lys Lys Ser Leu Gly Tyr Ala His Gly Ser Lys Thr 
820 825 830

Vai Asn Pro Asn Asp Trp Phe Phe Ser Cys His Phe Trp Phe Asp Ser 
835 840 845

Vai Met fto Gly Ser Leu Gly Vai Glu Ser Met Phe Gin Leu Vai Glu 
850 855 860

Ala De Ala Ala His Glu Asp Leu Ala Gly Lys Ala Ars His Cys Gin
865 870 875 880

Pro His Leu Cys Ala Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ser Trp Lys Tyr Arg 
885 890 895

Gly Gin Leu Thr Pio Lys Ser Lys Lys Met Asp Ser Glu Vai His De 
900 905 910

Vai Ser Vai Asp Ala His Asp Gly Vai Vai Asp Leu Vai Ala Asp Gly 
915 920 925

Phe Leu Trp Ala Asp Ser Leu Arg Vai Tyr Ser Vai Ser Asn De Arg 
930 935 940
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Vai Arg He Ala Ser Gly Glu Ala Pro Ala Ala Ala Ser Ser Ala Ala
945 950 955 960

Sct Vai Gly Ser Ser Ala Ser Ser Vai Glu Arg Thr Arg Ser Ser Pro
965 970 975

Ala Vai Ala Ser Gly Pro Ala Gin Thr De Asp Leu Lys Gin Leu Lys 
980 985 990

Thr Glu Leu Leu Glu Leu Asp Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gin Asp Pro
995 1000 1005

Thr Ser Gly Gin Leu Lys Lys His Thr Asp Vai Ala Ser Gly Gin 
1010 1015 1020

Ala Thr He Vai Gin Pro Cys Thr Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg 
1025 1030 1035

Ser Phe Met Glu Thr Tyr Gly Vai Vai Ala Pro Leu Tyr Thr Gly 
1040 1045 1050

Ala Met Ala Lys Gly De Ala Ser Ala Asp Leu Vai De Ala Ala 
1055 1060 1065

Gly Lys Arg Lys De Leu Gly Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro 
1070 1075 1080

Met His His Vai Arg Ala Ala Leu Glu Lys Ile Gin Ala Ala Leu 
1085 1090 1095

Pro Gin Gly fto Tyr Ala Vai Asn Leu He His Ser ftoPhe Asp 
1100 1105 1110

Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe Leu Glu Lys Gly 
1115 1120 1125

Vai Vai Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Ser Arg Asn Ala Asp Gly

Vai Thr Vai Vai Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu Thr Ro Gin
1130 1135 1140
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1145 1150 1155

Ser Vai Asi De Arg Asn Ais De De Gly Lys Vai Ser Arg Thr 
1160 1165 1170

Glu Leu Ala Glu Met Phe lie ΑιβΡϊο AlaPro Glu His Leu Leu 
1175 1180 1185

Glu Lys Leu lie Ala Ser Gly Glu De Thr Gin Glu Gh Ala Glu 
1190 1195 1200

Leu Ala Arg Aig Vai Pro Vai Ala Asp Asp He Ala Vai Glu Ala 
1205 1210 1215

Asp Ser Gly Gly His Thr Asp Asn Arg Pro lie His Vai De Leu 
1220 1225 1230

Pro Leu De lie Asn Leu Arg Asn Arg Leu His Arg Glu Cys Gly 
1235 1240 1245

Tyr Pro Ala His Leu Arg Vai Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly Vai 
1250 1255 1260

Gly Cys Pro Gin Ala Ala Ala Ala Ala Leu Thr Met Gly Ala Ala 
1265 1270 1275

Phe De Vai Thr Gly Thr Vai Asn Gin Vai Ala Lys Gin Ser Gly 
1280 1285 1290

Thr Cys Asp Asn Vai Arg Lys Gin Leu Ser Gin Ala Thr Tyr Ser 
1295 1300 1305

Asp Ile Cys Met Ala Pro Ala Ala Asp Met Phe Glu Glu Gly Vai 
1310 1315 1320

Lys Leu Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr Met Phe Pro Ser Arg Ala 
1325 1330 1335

Asn Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr Asp Ser Phe Asp Ser 
1340 1345 1350

\)T



1426126

Met Pro Pro Ala Glu Leu Glu Arg De Glu Lys Arg De Phe Lys 
1355 1360 1365

Arg Ala Leu Gin Glu Vai Tip Glu Glu Thr Lys Asp Phe Tyr He 
1370 1375 1380

Asn Gly Leu Lys Asn Pro Glu Lys De Gin Arg Ala Glu His Asp 
1385 1390 1395

Pro Lys Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Trp Tyr Leu Gly Leu 
1400 1405 1410

Ala Ser Arg Trp Ala Asn Met Gly Ala fto Asp Arg Vai Met Asp 
1415 1420 1425

Tyr Gin Vai Trp Cys Gly Pro Ala De Gly Ala Phe Asn Asp Phe 
1430 1435 1440

He Lys Gly Thr Tyr Leu Asp Pro Ala Vai Ser Asn Glu Tyr Pro 
1445 1450 1455

Cys Vai Vai Gin De Asn Leu Gin De Leu Arg Gly Ala Cys Tyr 
1460 1465 1470

Leu Arg Arg Leu Asn Ala Leu Arg Asn Asp Pro Arg lie Asp Leu 
1475 1480 1485

Glu Thr Glu Asp Ala Ala Phe Vai Tyr Glu Pro Thr Asn Ala Leu 
1490 1495 1500

<210> 7<211> 600<212> DNA<213> 裂壺苗屬 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(600) 
<223>

<400> 7
atg geg gcc cgt etg cag gag caa aag gga ggc gag atg gat acc ege 48 
Met Ala Ala Arg Leu Gin Glu Gin Lys Gly Gly Glu Met Asp Thr Arg 
1 5 10 15

att gcc ate ate ggc atg teg gcc ate etc ccc tgc ggc acg acc gtg 96
He Ala De De Gly Met Ser Ala Ue Leu Pro Cys Gly Thr Thr Vai

20 25 30

ege gag teg tgg gag acc ate ege gcc ggc ate gac tgc cig teg gat 144

63
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Arg Glu Ser Trp Glu Thr De Arg Ala Gly He Asp Cys Leu Ser Asp 
35 40 45

etc ccc gag gac cgc gtc gac gtg acg geg tac ttt gac ccc gtc aag 192 
Leu Pro Glu Asp Arg Vai Asp Vai Tbr Ala Tyr Phe Asp Pro Vai Lys 

50 55 60

acc acc aag gac aag ate tac tgc aag ege ggt ggc ttc att ccc gag 240 
Thr Thr Lys Asp Lys 血 Tyr Cys Lys Arg Gly Gly Phe De Pro Glu 
65 70 75 80

tac gac ttt gac gee ege gag ttc g^a etc aac atg ttc cag atg gag 288 
Tyr Asp Phe Asp Ala Arg Glu Phe Gly Leu Asn Met Phe Gin Met Glu 

85 90 95

gac teg gac gca aac cag acc ate teg ett etc aa^ gtc aag gag gee 336 
Asp Ser Asp Ala Asn Gin Thr De Ser Ixu Leu Lys Vai Lys Glu Ala 

100 105 110

etc cag gac gee ggc ate gac gee etc ggc aag gaa aag aag aac ate 384 
Leu Gin Asp Ala Gly lie Asp Ala Leu Gly Lys Glu Lys Lys Asn 血 

115 120 125

ggc tgc gtg etc ggc att ggc ggc ggc caa aag tee age cac gag ttc 432 
Gly Cys Vai Leu Gly De Gly Gly Gly Gin Lys Ser Ser His Glu Phe 

130 135 140

tac teg ege ett aat ut gtt gtc gtg gag aag gtc etc ege aag atg 480 
Tyr Ser Arg Leu Asn Tyr Vai Vai Vai Glu Lys Vai Leu Arg Lys Met 
145 150 155 160

ggc atg ccc gag gag gac gtc aag gtc gee gtc gaa aag tac aag gee 528 
Gly Met Pro Glu Glu Asp Vai Lys Vai Ala Vai Glu Lys Tyr Lys Ala 

165 170 175

aac ttc ccc gag tgg ege etc gac tee ttc cct ggc ttc etc ggc aac 576 
Asn Phe Pro Glu Trp Arg Leu Asp Ser Phe Pro Gly Phe Leu Gly Asn 

180 185 190

gtc acc gee ggt ege tgc acc aac 600
ValThr Ala Gly Arg Cys Thr Asn

195 200

<210> 8<211> 200<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <40Q> 8

Met Ala Ala Arg Leu Gin Glu Gin Lys Gly Gly Glu Met Asp Thr Arg
1 5 10 15

De Ala De De Gly Met Ser Ala De Leu Pro Cys Gly Thr Thr Vai 
20 25 30
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Arg Glu Sa Trp Glu ThrDe Arg AlaGIy De Asp Cys Leu Ser Asp 
35 40 45

Leu Pro Glu Asp Arg Vai Asp Vai Thr Ala Tyr Phe Asp Pro Vai Lys 
50 55 60

Thr Thr Lys Asp Lys De Tyr Cys Lys Arg Gly Gly PheDefto Glu 
65 70 75 80

Tyr Asp Phe Asp Ala Arg Glu Phe Gly Leu Asn Met Phe Gin Met Glu

Asp Ser Asp Ala Asn Gin Thr He Ser Leu Leu Lys Vai Lys Glu Ala 
100 105 110

Leu Gin Asp Ala Gly De Asp Ala Leu Gly Lys Glu Lys Lys Asn De 
115 120 125

Gly Cys Vai Leu Gly De Gly Gly Gly Gin Lys Ser Ser His Glu Phe 
130 135 140

Tyr Ser Arg Leu Asn Tyr Vai Vai Vai Glu Lys Vai Leu Arg Lys Met 
145 150 155 160

Gly Met Pro Glu Glu Asp Vai Lys Vai Ala Vai Glu Lys Tyr Lys Ala

Asn Hie Pro Glu Trp Arg Leu Asp Sct Phe Pto Gly Phe Leu Gly Asn 
180 185 190

Vai Thr Ala Gly Arg Cys Thr Asn
195 200

<210> 9<211> 1278<212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(1278) 
<223>

<400> 9
gal gtc acc aag gag gcc tgg ege etc ccc ege gag ggc gtc age ttc 48
Asp Vai Thr Lys Glu Ala Trp Arg Leu Pro Arg Glu Gly Vai Ser Phe
1 5 10 15

ege gcc aag ggc ate gcc acc aac ggc get gtc gcc geg etc ttc tcc 96
Arg Ala Lys Gly De Ala Thr Asn Gly Ala Vai Ala Ala Leu Phe Ser

S'
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20 25 30

ggc cag ggc geg cag tac acg cac atg ttt a^c gag gtg gcc atg aac 144 
Gly Gin Gly Ala Gin Tyr Thr His Met Phe Ser Glu Vai Ala Met Asn 

35 40 45

tgg ccc cag ttc cgc cag age att gcc gcc atg gac gcc gcc cagtcc 192 
Trp Pro Gin Phe Arg Gin Ser De Ala Ala Met Asp Ala Ala Gin Ser 

50 55 60

aag £tc get gga age gac aa£ gac ttt gag cgc £tc tcc cag gtc etc 240 
Lys Vai Ala Gly Ser Asp Lys Asp Phe Glu Arg Vai Ser Gin Vai Leu 
65 70 75 80

tac ccg cgc aag ccg tac gag cgt gag ccc gag cag aac ccc aag aag 288 
Tyr Pro Arg Lys Pro Tyr Glu Arg Glu Pro Glu Gin Asn Pro Lys Lys 

85 90 95

ate tee etc acc gcc tac teg cag ccc teg acc etg gcc tgc get etc 336 
De Ser Leu Thr Ala Tyr Ser Gin Pro Ser Thr Leu Ala Cys Ala Leu 

100 105 110

ggt gcc ttt gag ate ttc aag gag gcc ggc ttc acc ccg gac ttt gcc 384 
Gly Ala Phe Glu lie Phe Lys Glu Ala Gly Phe Thr Pro Asp Phe Ala 

115 120 125

gcc ggc cat teg etc ggt gag ttc gcc gcc etc tac gcc geg ggc tgc 432 
Ala Gly His Ser Leu Gly Glu Phe Ala Ala Leu Tyr Ala Ala Gly Cys 

130 135 140

gtc gac cgc gac gag etc ttt gag ctt gtc tgc cgc cgc gcc cgc ate 480 
Vai Asp Arg Asp Glu Leu Phe Glu Leu Vai Cys Arg Arg Ala Arg De 
145 150 155 160

atg ggc ggc aag gac gca ccg gcc acc ccc aag gga tgc atg gcc gcc 528 
Met Gly Gly Lys Asp Ala Pro Ala Thr Ro Lys Gly Cys Met Ala Ala 

165 170 175

gtc att ggc ccc aac gcc gag aac ate aag gtc cag gcc gcc aac gtc 576 
Vai De Gly Pro Asn Ala Glu Asn He Lys Vai Gin Ala Ala Asn Vai 

180 185 190

tgg etc ggc aac tee aac teg cct teg cag acc gtc ate acc ggc tee 624 
Trp Leu Gly Asn Ser Asn Ser Pro Ser Gin Thr Vai De Thr Gly Ser 

195 200 205

gtc gaa ggt ate cag gcc gag age gcc cgc etc cag aag gag ggc ttc 672 
Vai Glu Gly He Gin Ala Glu Ser Ala Arg Leu Gin Lys Glu Gly Phe

210 215 220

cgc gtc gtg cct ctt gcc tgc gag age gcc ttc cac teg ccc cas atg 720 
Arg Vai Vai Pro Leu Ala Cys Glu Ser Ala Phe His Ser Pro Gin Met 
225 230 235 240
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gag aacgcctcgtcggccttcaaggacgtcatctccaaggtctccttc 768 
Glu Asn Ala Ser Ser Ala Phe Lys Asp Vai De Ser Lys Vai Scr Phe 

245 250 255

cgc acc ccc aag gcc gag acc aag etc ttc age aac gtc tct ggc ga£ 816 
Arg Thr Pro Lys Ala Glu Thr Lys Leu Phe Ser Asn Vai Ser Gly Glu 

260 265 270 

acc tac ccc acg gac gcc ege gag atg ett acg cag ac atg acc age 864 
Thr Tyr Pro Thr Asp Ala Arg Glu Met Leu Thr Gin His Met Thr Ser

275 280 285

age gtc aag ttc etc acc cag gtc ege aac atg cac cag gee ggt geg 912 
Ser Vai Lys Fhe Leu Thr Gin Vai Arg Asn Met His Gin Ala Gly Ala 

290 295 300

ege ate ttt gtc gag ttc gga ccc aag cag gtg etc tee aag ett gtc 960 
Arg De Hie Vai Glu Hie Gly Pro Lys Gin Vai Leu Ser Lys Leu Vai 
305 310 315 320 

tee gag acc etc aag gat gac ccc teg gtt gtc acc gtc tet gtc aac 1008 
Scr Glu Thr Leu Lys Asp Asp fto Ser Vai Vai Thr Vai Ser Vai Asn

325 330 335

ccg gee teg ggc acg gat teg gac ate cag etc ege gac geg gee gtc 1056 
Pro Ala Ser Gly Thr Asp Ser Asp De Gin Leu Arg Asp Ala Ala Vai 

340 345 350

cag etc gtt gtc get ggc gtc aac ett cag ggc ttt gac aag tgg gac 1104 
Gin Leu Vai Vai Ala Gly Vai Asn Leu Gin Gly Phe Asp Lys Trp Asp 

355 360 365

gee ccc gat gee acc ege atg cag gee ate aag aag aag ege act acc 1152 
Ala Pro Asp Ala Thr Arg Met Gin Ala He Lys Lys Lys Arg Thr Thr 

370 375 380

etc ege ett teg gee gee acc tac gtc teg gac aag acc aag aag gtc 1200 
Leu Arg Leu Ser Ala Ala Thr Tyr Vai Ser Asp Lys Thr Lys Lys Vai 
385 390 395 400

ege gac gee gee atg aac gat ggc ege tgc gtc acc tac etc aag ggc 1248 
Arg Asp Ala Ala Met Asn Asp Gly Arg Cys Vai Thr Tyr Leu Lys Gly 

405 410 415

gee gca ccg etc ate aag gee ccg gag ccc 1278
Ala Ala Pro Leu De Lys Ala Pro Glu fto

420 425

<210> 10<211> 426<212> PRT<213> 裂壺菌屈 sp. <400> 10

Asp Vai Thr Lys Glu Ala Trp Arg Leu Pro Arg Glu Gly Vai Ser Phe
1 5 10 15
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Arg Ala Lys Gly De Ala Thr Asn Gly Ala Vai Ala Ala Leu Phe Ser 
20 25 30

Gly Gin Gly Ala Gin Tyr Thr His Met Phe Ser Glu Vai Ala Met Asn 
35 40 45

Trp Bro Gin Phe Arg Gin Ser De Ala Ala Met Asp Ala Ala Gin Ser 
50 55 60

Lys Vai Ala Gly Ser Asp Lys Asp Phe Glu Arg Vai Ser Gin Vai Leu 
65 70 75 80

Tyr Bro Arg Lys Pro Tyr Glu Arg Glu Pro Glu Gin Asn Pro Lys Lys 
85 90 95

He Ser Leu Thr Ala Tyr Sct Gin Pro Ser Thr Leu Ala Cys Ala Leu 
100 105 110

Gly Ala Phe Glu De Phe Lys Glu Ala Gly Hie Thr Pro Asp Phe Ala 
115 120 125

Ala Gly His Ser Leu Gly Glu Phe Ala Ala Leu Tyr Ala Ala Gly Cys 
130 135 140

Vai Asp Arg Asp Glu Leu Phe Glu Leu Vai Cys Arg Aig Ala Arg De 
145 150 155 160

Met Gly Gly Lys Asp Ala Bo Ala Thr Pro Lys Gly Cys Met Ala Ala 
165 170 175

Vai lie Gly Pro Asn Ala Glu Asn De Lys Vai Gin Ala Ala Asn Vai 
180 185 190

Trp Leu Gly Asn Ser Asn Ser Pro Ser Gin Thr Vai De Thr Gly Ser 
195 200 205

Vai Glu Gly lie Gin Ala Glu Ser Ala Arg Leu Gin Lys Glu Gly Phe 
210 215 220

Vai Vai Pro Leu Ala Cys Glu Ser Ala Phe His Ser Pro Gin Met
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225 230 235 240

Glu Asn Ala Ser Sct Ala Phe Lys Asp Vai De Ser Lys Vai Ser Phe
245 250 255

Arg Thr Pro Lys Ala Glu Thr Lys Leu Phe Scr Asn Vai Ser Gly Glu 
260 265 270

Thr Tyr Pro Thr Asp Ala Arg Glu Met Leu Thr Gin His Met Thr Ser 
275 280 285

Ser Vai Lys Phe Leu Thr Gin Vai Arg Asn Met His Gin Ala Gly Ala 
290 295 300

Arg De Hie Vai Glu Phe Gly Pro Lys Gin Vai Leu Ser Lys Leu Vai 
305 310 315 320

Ser Glu Thr Leu Lys Asp Asp Pro Ser Vai Vai Thr Vai Ser Vai Asn 
325 330 335

Pro Ala Ser Gly Thr Asp Ser Asp De Gin Leu Arg Asp Ala Ala Vai 
340 345 350

Gin Leu Vai Vai Ala Gly Vai Asn Leu Gin Gly Phe Asp Lys Trp Asp 
355 360 365

Ala Pro Asp Ala Thr Arg Met Gin Ala lie Lys Lys Lys Arg Thr Thr 
370 375 380

Leu Arg Leu Ser Ala Ala Thr Tyr Vai Ser Asp Lys Thr Lys Lys Vai 
385 390 395 400

Arg Asp Ala Ala Met Asn Asp Gly Arg Cys Vai Thr Tyr Leu Lys Gly 
405 410 415

Ala Ala Pro Leu Ile Lys Ala Pro Glu Pro
420 425 "7 乡J]

<210> 1I<211> 5<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> MISC FEATURE<222> ⑷.. 
⑷<223> X =任何胺基酸

b1
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<400> 11

Gly His Ser Xaa Gly
1 5

<210> 12<211> 258 <212> DNA<213> 裂壺菌屈 sp. <22Q><221> CDS<222> (1)..(258) 
<223>

<40Q> 12
get etc teg aac gag ctt ett gag aag gee gag act gtc gtcat^gag 48
Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Mel Glu
1 5 10 15

gtc etc gee gee aag acc g£c tac gag acc gac atg ate gag get gac 96
Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met He Glu Ala Asp

20 25 30

atg gag etc ga£ acc sag de ggc att gac tee ate aas cgt gtc gag 144
Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly De Asp Ser De Lys Aig Vai Glu

35 40 45

ate etc tee gag gtc cag gee atg etc aat gtc gag gee aag gat gtc 192
He Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai

50 55 60

gat gee etc age ege act ege act gtt ggt gag gtt gtc aac gee atg 240
Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asn Ala Met
65 70 75 80

aag gee gag ate get ggc 258
Lys Ala Glu He Ala Gly

85

<21&> 13<211> 86<212> PRT<213> 裂壺菌屈 sp. <400> 13

Ala Vai Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Vai Vai Met Glu
1 5 10 15

Vai Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met De Glu Ala Asp 
20 25 30

Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly De Asp Ser De Lys Arg Vai Glu 
35 40 45

lie Leu Ser Glu Vai Gin Ala Met Leu Asn Vai Glu Ala Lys Asp Vai 
50 55 60

Asp Ala Leu Ser Arg Thr Arg Thr Vai Gly Glu Vai Vai Asn Ala Met
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65 70 75 80

Lys Ala Glu lie Ala Gly 
85

<210> 14 <211> 5<212> PRT<213> 裂壺菌屬sp. 400> 14

Leu Gly He Asp Ser
1 5

<210> 15<211> 21 <212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <400> 15

Ala fto Ala Pro Vai Lys Ala Ala Ala Pro Ala Ala Pro Vai Ala Ser
1 5 10 15

Ala fto Ala Pro Ala
20

<210> 16<211> 3006 <212> DNA<213〉 裂壺菌屬 sp. <400> 16
gcccccgccc cggtcaaggc tgc^cgcct gccgcccccg ttgcctcggc ccctgccccg 60

gctgtctcga acgagcttct tgagaaggcc gagactgtcg tcatggaggt cctcgccgcc 120

aagaccggct acgagaccga catgategag gctgacatgg agctcgagac cgagctcggc 180

attgactcca teaagegtgt cgagatcctc tccgaggtcc aggccatgct caatgtcgag 240

gccaaggatg tcgatgccct cagccgcact cgcactgttg stgaggttgt caacgccatg 300

aaggeegaga tcgctggcag ctctgccccg gcgcctgctg ccgct^ctcc ggctccggcc 360

aaggctgccc ctgccgccgc tgcgcctgct gtctcgaacg agettetega gaaggeega^ 420

accgtcgtca tggaggtcct cgccgccaag actggctacg agactgacat gatcgagtcc 480

gacatggagc tegagaetga gctcggcatt gactccatca agegtgtega gatcctctcc 540

gaggttcagg ccatgctcaa cgtcgaggcc aaggaegteg acgctctcag ccgcactcgc 600

actgtgggtg aggtegteaa cgccatgaag getgagateg ctggtggctc tgccccggcs 660

cctgccgccg ctgccccagg tccggctgct gccgcccctg cgcctgccgc cgccgcccct 720

getgtetega aegagettet tgagaaggee gagaccgtcg tcatggaggt cctcgccgcc 780

aagactiget aegagaetga catgategag tccgacatgg agctcgagac cgagctcg^c 840

attgactcca teaagegtgt cgagattctc tccgaegtcc aggccatgct caacgtcgag 900

?!
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gccaaggacg tcgacgctct ca^ccgcacc cgcactgttg gcgaggtcgt cgat^ccatg 960 

aaggccgaga tcgctggtgg ctctgccccg gcgcctgccg ccgctgctcc tgctccggct 1020 

gctgccgccc ctgcgcctgc cgcccctgcg cctgctgtct cgagcgagci tctcgagaag 1080 

gccgagactg tcgtcatgga ggtcctcgcc gccaagactg gctacgagac tgacatgatc 1140 

gagtccgaca tggagctcga gaccgagctc ggcattgact ccatcaagcs tgtcgagatt 1200 

ctctccgagg tccaggccat gctcaacgtc gaggccaagg acgtcgacgc tctcagccgc 1260 

acccgcacts ttggcgaggt cgtcgaigcc atgaaggccg agatcgc^g tggctctgcc 1320 

ccggcgcctg ccgccgctgc tcctgctccg gctgctgccg cccctgcgcc tgcxgcccct 1380 

gcgcctgccg cccctgcgcc tgctgtctcg agcgagcttc tcgagaaggc cgagactgtc 1440 

gtcatggagg tcctcgccgc caagactggc tacgagactg acatgattia gtccgacatg 1500 

gagctcgaga ccgagctcgg cattgactcc atcaagcgtg tcgagattct ctccgaggtt 1560 

caggccatgc tcaacgtcga ggccaaggac gtcgacgctc tcagccgcac tcgcact£tt 1620 

ggtgaggtcg tcgatgccat gaaggctgag atcgctggca gctccgcctc ggcgcctgcc 1680 

gccgctgctc ctgctccggc tgctgccgct cctgcgcccg ctgccgccgc ccctgctgtc 1740 

tcgaacgagc ttctcgagaa agccgagact gtcgtcatgg agitcctcgc cgccaagact 1800 

ggctacgaga ctgacatgat cgagtccgac atggagctcg agactgagct cggcattgac 1860 

tccatcaagc gtgtcgagat cctctccgag gttcaggcca tgctcaacgt cgaggccaag 1920 

gacgtcgatg ccctcagccg cacccgcact gttggcgagg ttgtceatgc catgaaggcc 1980 

gagatcgctg gtggctctgc cccggcgcct gccgccgctg cccctgctcc ggctgccgcc 2040 

gcccctgctg tctcgaacga gcttctcgag aaggccgaga c^tcgtcat ggaggtcctc 2100 

gccgccaaga ctggctacga gaccgacatg atcgagtccg acat^gagct cgagaccgag 2160 

ctcggcattg actccatcaa gcgtgtcgag attctctccg aggttcaggc catgctcaac 2220 

gtcgaggcca aggacgtcga tgctctcagc cgcactcgca ctgttggcga ggtcgtcgat 2280 

gccatgaagg ctgagatcgc cggcagctcc gccccggcgc ctgccgccgc tgctcctgct 2340 

ccggctgctg ccgctcctgc gcccgctgcc gctgcccctg ctgtctcgag cgagcttctc 2400 

sagaaggccg agaccgtcgt catggaggtc ctcgccgcca agactggcu cgagactgac 2460 

atgattgagt ccgacatgga gctcgagact gagctcggca ttgactccat caagcgtgtc 2520
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gagatcctct ccgaggttca ggccatgctc aacgtcgagg ccaaggacst cgatgccctc 2580 

agccgcaccc gcactgttgg cgaggttgtc gatgccatga aggccsagal cgct£gtgsc 2640 

tC^CCCCgg CgCC(gCC£C cgctgcccct gctccggctg ccgccgcccc tgctgtctcg 2700 

aacgagcttc ttgagaaggc cgagaccgtc gtcatggagg tcctcgccgc caagactggc 2760 

tacgagaccg acatgatcga gtccgacatg gagctcgafa ccgagctcgg cattsactcc 2820 

atcaagcgtg tcgagattct ctccgaggtt caggccatgc tcaacgtcga ggccaaggac 2880 

gtcgacgctc tcagccgcac tcgcac仪tt ggcgaggtcg tcgatgccat gaasgctgag 2940

atCgCtggtg gCtCtgCCCC ggCgCCtgCC gCCgCtgCtC Ct£CCtC£gC tggcgccgcg 3000

cctgcg 3006

<210> 17<211> 2133<212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(2133) 
<223>

<400> 17
ttt ggc get etc ggc ggc ttc ate teg cag cag geg gag ege ttc gag 48
Phe Gly Ala Leu Gly Gly Phe De Ser Gin Gin Ala Glu Arg Phe Glu 
1 5 10 15

ccc gee gaa ate etc ggc ttc acg etc atg tgc gee aag ttc gee aag 96
fto Ala Glu He Leu Gly Phe Έιτ Leu Met Cys Ala Lys Phe Ala Lys

20 25 30

get tec etc tgc acg get gtg get ggc ggc ege ccg gee ttt ate ggt 144 
Ala Ser Leu Cys Thr Ala Vai Ala Gly Gly Arg Pro Ala Phe De Gly 

35 40 45

gtg geg ege ett gac ggc ege etc gga ttc act teg cag ggc act tet 192 
Vai Ala Arg Leu Asp Gly Arg Leu Gly Phe Thr Ser Gin Gly Thr Ser 

50 55 60

gac geg etc aag cgt gee cag cgt ggt gee ate ttt ggc etc tgc aag 240 
Asp Ala Leu Lys Arg Ala Gin Arg Gly Ala He Phe Gly Leu Cys Lys 
65 70 75 80

acc ate ggc etc gag tgg tec gag tet gac gtc ttt tec ege ggc gtg 288 
Thr De Gly Leu Glu Trp Ser Glu Ser Asp Vai Phe Ser Arg Gly Vai 

85 90 95

gac att get cag ggc atg cac ccc gag gat gee gee gtg geg att gtg 336 
Asp He Ala Gin Gly Met His Pro Glu Asp Ala Ala Vai Ala He Vai 

100 105 110

ege gag atg geg tgc get gac att ege att ege gag gtc ggc att ggc 384 
Arg Glu Met Ala Cys Ala Asp He Arg He Arg Glu Vai Gly De Gly 

115 120 125

7Γ
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gca aac cag cag cgc tgc acg ate cgt gcc gcc aag etc gag acc ggc 432 
Ala Asn Gin Gin Ars Cys Thr De Arg Ala Ala Lys Leu Glu Thr Gly 

130 135 140

aac ccg cag cgc cag ate gcc aag gac £ac gtg etg etc gtt tct ggc 480 
Asn Pro Gin Arg Gin De Ala Lys Asp Asp Vai Leu Leu Vai Ser Gly 
145 150 155 160

ggc get cgc ggc ate acg cct ett tgc ate egg gag ate acg cgc cag 528 
Gly Ala Arg Gly He Thr Pro Leu Cys De Arg Glu Be Thr Arg Gin

165 170 175

ate geg ggc ggc aag tac att etg ett ggc cgc aag gtc tct geg 576 
De Ala Gly Gly Lys Tyr lie Leu Leu Gly Arg Ser Lys Vai Ser Ala 

180 185 190

age gaa ccg gca tgg tgc get ggc ate act gac gag aag get gtg caa 624 
Ser Glu Pro Ala Tip Cys Ala Gly He Thr Asp Glu Lys Ala Vai Gin 

195 200 205

aag get get acc cag gag etc aag cgc gcc ttt age get ggc gag ggc 672 
Lys Ala Ala Thr Gin Glu Leu Lys Arg AlaPhe Ser Ala Gly Glu Gly 

210 215 220

ccc aag ccc acg ccc cgc get gtc act aag ett gtg ggc tct gtt ett 720 
Pro Lys Pro Thr Pro Arg Ala Vai Thr Lys Leu Vai Gly Ser Vai Leu 
225 230 235 240

ggc get cgc gag gtg cgc age tct att get geg att gaa geg etc ggc 768 
Gly Ala Aig Glu Vai Axj Ser Ser He Ala Ala He Glu Ala Leu Gly 

245 250 255

ggc aag gcc ate tac teg teg tgc gac gtg aac tct gcc gcc gac gtg 816 
Gly Lys Ala De Tyr Ser Ser Cys Asp Vai Asn Ser Ala Ala Asp Vai 

260 265 270

gcc aag gcc gtg cgc gat gcc gag tee cag etc ggt gcc cgc gtc teg 864 
Ala Lys Ala Vai Arg Asp Ala Glu Ser Gin Leu Gly Ala Ars Vai Ser 

275 280 285

ggc ate gtt cat gcc teg ggc gtg etc cgc gac cgt etc ate gag aag 912 
Gly He Vai His Ala Ser Gly Vai Leu Arg Asp Arg Leu lie Glu Lys

290 295 300

aag etc ccc gac gag ttc gac gcc gtc ttt ggc acc aag gtc acc ggt 960 
Lys Leu Pro Asp Glu Phe Asp Ala Vai Phe Gly Thr Lys Vai Thr Gly 
305 310 315 320

etc gag aac etc etc gcc gcc gtc gac cgc gcc aac etc aag cac atg 1008 
Leu Glu Asn Leu Leu Ala Ala Vai Asp Arg Ala Asn Leu Lys His Met 

325 330 335

gtc etc ttc age teg etc gcc ggc ttc cac ggc aac gtc ggc cag tct 1056
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Vai Lai Phe Scr Scr Leu Ala Gly Phc His Gly Asn Vai Gly Gin Scr 
340 345 350

gac tac gcc atg gcc aac gag gcc ett aac aag atg £gc etc gag etc 1104 
Asp Tyr Ala Met Ala Asn Glu Ala Leu Asn Lys Met Gly Leu Glu Leu 

•355 360 365

gcc aag gac gtc teg gtc aag teg ate tgc ttc ggt ccc tgg gac ggt 1152 
Ala Lys Asp Vai Ser Vai Lys Ser De Cys Phe Gly Pro Trp Asp Gly 

370 375 380

ggc atg gtg acg ccg cag etc aag aag cag ttc cag gag atg ggc gtg 1200 
Gly Met Vai Thr Pro Gin Leu Lys Lys Gin Phe Gin Glu Met Gly Vai 
385 390 395 400

cag ate ate ccc ege gag ggc ggc get gat acc gtg ges ege ate gtg 1248 
Gin De De Pro Arg Glu Gly Gly Ala Asp Thr Vai Ala Arg He Vai

405 410 415

etc ggc tee teg ccg get gag ate ett gtc ggc aac tgg ege acc ccg 1296 
Leu Gly Ser Ser Ro Ala Glu He Leu Vai Gly Asn Trp Arg Thr fto 

420 425 430

tee aag aag gtc ggc teg jgac acc ate acc etg cac ege aag att tee 1344 
Ser Lys Lys Vai Gly Ser Asp Thr De Thr Leu His Arg Lys Be Ser 

435 440 445

gcc aag tee aac ccc ttc etc gag gac cac gtc ate cag ggc ege ege 1392 
Ala Lys Ser Asn Pro Phe Leu Glu Asp His Vai De Gin Gly Arg Arg 

450 455 460

gtg etg ccc atg acg etg gcc att ggc teg etc geg gas acc tgc etc 1440 
Vai Leu Pro Met Thr Leu Ala He Gly Ser Leu Ala Glu Thr Cys Leu 
465 470 475 480

ggc etc ttc ccc ggc tac teg etc tgg gcc att gac gac gcc cag etc 1488 
Gly Leu Phe Pro Gly Tyr Ser Leu Trp Ala He Asp Asp Ala Gin Leu

485 490 495

ttc aag gtc act gtc gac ggc gac gtc aac tgc gag gtg acc etc 1536
Phe Lys Gly Vai Thr Vai Asp Gly Asp Vai Asn Cys Glu Vai Thr Leu 

500 505 510

acc ccg teg acg geg ccc teg ggc ege gtc aac gtc ca£ gcc acg etc 1584 
Thr Pro Ser Thr Ala Pro Ser Gly Arg Vai Asn Vai Gin Ala Thr Leu 

515 520 525

aag acc tn tee age ggc aag etg gtc ccg gcc tac ege gcc gtc ate 1632
Lys Thr Phe Ser Ser Gly Lys Leu Vai Pro Ala Tyr Arg Ala Vai He 

530 535 540

gtg etc tee aac cag ggc geg ccc ccg gcc aac gcc acc atg cag ccg 1680 
Vai Leu Ser Asn Gin Gly Ala Pro Pro Ala Asn Ala Thr Met Gin Pro 
545 550 555 560
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ccc teg etc gat gcc gat ccg geg etc cag ggc tcc gtc tac gac ggc 1728 
Pro Ser Leu Asp Ala Asp Pro Ala Leu Gin Gly Ser Vai Tyr Asp Gly 

565 570 575

aag acc etc ttc cac ggc ccg gcc ttc ege ggc ate gat gac gtg etc 1776 
Lys Thr Leu Phe His Gly Pro Ala Phe Arg Gly De Asp Asp Vai Leu 

580 585 590

teg tgc acc aag age cag ett gtg gcc aag tgc age set gtc ccc ggc 1824 
Ser Cys Thr Lys Ser Gin Leu Vai Ala Lys Cys Ser Ala Vai Pro Gly 

595 600 605

tcc gac gcc get ege ggc gag ttt gcc acg gac act gac gcc cat gac 1872 
Ser Asp Ala Ala Arg Gly Glu Phe Ala Thr Asp Thr Asp Ala His Asp 

610 615 620

ccc ttc gtg aac gac ctg gcc ttt cag gcc atg etc gtc tgg gtg ege 1920 
Pro Phe Vai Asn Asp Leu Ala Hie Gin Ala Met Leu Vai Trp Vai Arg 
625 630 635 640

ege acg etc g£c cag get geg etc ccc aac teg ate cag ege ate gtc 1968 
Arg Thr Leu Gly Gin Ala Ala Leu Pro Asn Ser He Gin Arg De Vai 

645 650 655

cag cac ege ccg gtc ccg cag gac aag ccc ttc tac att acc etc ege 2016 
Gin His Arg Pro Vai Pro Gin Asp Lys Pro Phe Tyr De Thr Leu Arj 

660 665 670

tcc aac cag teg ggc ggt cac tcc cag cac aag cac gcc ett cag ttc 2064 
Ser Asn Gin Ser Gly Gly His Ser Gin His Lys His Ala Leu Gin Phe 

675 680 685

cac aac gag cag ggc gat etc ttc att gat gtc cag get teg gtc ate 2112 
His Asn Glu Gin Gly Asp Leu Phe De Asp Vai Gin Ala Scr Vai De 

690 695 700

gcc acg gac age ett gcc ttc 2133
Ala Thr Asp Ser Leu Ala Phe
705 710

<210> 18<211> 711<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <400> 18

Hie Gly Ala Leu Gly Gly Phe De Ser Gin Gin Ala Glu Arg Phe Glu
1 5 10 15

Ala Ser Leu Cys Thr Ala Vai Ala Gly Gly Arg Pro Ala Phe De Gly 
35 40 45

Pro Ala Glu lie Leu Gly Phe Thr Leu Met Cys Ala Lys Phe Ala Lys
20 25 30



1426126

Vai Ala Arg Leu Asp Gly Arg Leu Gly Phe Thr Ser Gin Gly Thr Sa 
50 55 60

Asp Ala Lai Lys Arg Ala Gin Arg Gly Ala He Phe Gly Leu Cys Lys 
65 70 75 80

Thr De Gly Leu Glu Tip Ser Glu Ser Asp Vai Phe Ser Arg Gly Vai 
85 90 95

Asp De Ala Gin Gly Met His Pro Glu Asp Ala Ala Vai Ala De Vai 
100 105 110

Arg Glu Met Ala Cys Ala Asp De Arg De Arg Glu Vai Gly Be Gly 
115 120 125

Ala Asn Gin Gin Arg Cys Thr De Arg Ala Ala Lys Leu Glu Thr Gly 
130 135 140

Asn Pro Gin Arg Gin De Ala Lys Asp Asp Vai Leu Leu Vai Ser Gly 
145 150 155 160

Gly Ala Arg Gly lie Thr Pro Leu Cys De Arg Glu He Thr Arg Gin
165 170 175

De Ala Gly Gly Lys Tyr De Leu Leu Gly Arg Ser Lys Vai Ser Ala 
180 185 190

Ser Glu Pro Ala Trp Cys Ala Gly De Ibr Asp Glu Lys Ala Vai Gin 
195 200 205

Lys Ala Ala Thr Gin Glu Leu Lys Arg Ala Bic Ser Ala Gly Glu Gly
210 215 220

Pro Lys Pro Thr Pro Arg Ala Vai Thr Lys Leu Vai Gly Ser Vai Leu 
225 230 235 240

Gly Ala Arg Glu Vai Arg Ser Ser De Ala Ala He Glu Ala Leu Gly
245 250 255

77 S
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Gly Lys Ala De Tyr Ser Scr Cys Asp Vai Asn Ser Ala Ala Asp Vai 
260 265 270

Ala Lys Ala Vai Arg Asp Ala Glu Ser Gin Leu Gly Ala Arg Vai Ser 
275 280 285

Gly De Vai His Ala Ser Gly Vai Leu Arg Asp Arg Leu Be Glu Lys
290 295 300

Lys Leu Pro Asp Glu Hie Asp Ala Vai Phe Gly Thr Lys Vai Thr Gly 
305 310 315 320

Leu Glu Asn Leu Leu Ala Ala Vai Asp Arg Ala Asn Leu Lys His Met 
325 330 335

Vai Leu Phe Ser Ser Leu Ala Gly Phe His Gly Asn Vai Gly Gin Ser 
340 345 350

Asp Tyr Ala Met Ala Asn Glu Ala Leu Asn Lys Met Gly Leu Glu Leu 
355 360 365

Ala Lys Asp Vai Ser Vai Lys Ser De Cys Phe Gly Pro Tip Asp Gly
370 375 380

Gly Met Vai Thr Pro Gin Leu Lys Lys Gin Phe Gin Glu Met Gly Vai 
385 390 395 400

Gin lie He Pro Arg Glu Gly Gly Ala Asp Thr Vai Ala Arg De Vai
405 410 415

Leu Gly Ser Ser Pro Ala Glu lie Leu Vai Gly Asn Trp Arg Thr Pro 
420 425 430

Ser Lys Lys Vai Gly Ser Asp Thr He Thr Leu His Arg Lys lie Ser 
435 440 445

Ala Lys Scr Asn Pro Phe Leu Glu Asp His Vai De Gin Gly Arg Arg 
450 455 460

Vai Leu Pro Met Thr Leu Ala De Gly Ser Leu Ala Glu Thr Cys Leu 
465 470 475 480
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Gly Leu Fhe Pro Gly Tyr Ser Leu Trp Ala He Asp Asp Ala Gin Leu 
485 490 495

Phe Lys Gly Vai Thr Vai Asp Gly Asp Vai Asn Cys Glu Vai Thr Leu 
500 505 510

Thr fto Ser Thr Ala Pro Ser Gly Arg Vai Asn Vai Gin Ala Thr Lai 
515 520 525

Lys Thr Phe Ser Ser Gly Lys Leu Vai Pro Ala Tyr Arg Ala Vai lie 
530 535 540

Vai Leu Ser Asn Gin Gly Ala Pro Pro Ala Asn Ala Thr Met Gin Pro 
545 550 555 560

Pro Ser Leu Asp Ala Asp Pro Ala Leu Gin Gly Ser Vai Tyr Asp Gly 
565 570 575

Lys Thr Leu Phe His Gly fto Ala Phe Arg Gly lie Asp Asp Vai Leu 
580 585 590

Ser Cys Thr Lys Ser Gin Leu Vai Ala Lys Cys Ser Ala Vai Pro Gly 
595 600 605

Ser Asp Ala Ala Arg Gly Glu Hie Ala Thr Asp Thr Asp Ala His Asp 
610 615 620

Pro Phe Vai Asn Asp Leu Ala Phe Gin Ala Met Leu Vai Trp Vai Arg 
625 630 635 640

Arg Thr Leu Gly Gin Ala Ala Leu Pro Asn Ser De Gin Arg Be Vai 
645 650 655

Gin His Arg Pro Vai Pro Gin Asp Lys Pro Hie Tyr De Thr Leu Arg 
660 665 670

Ser Asn Gin Ser Gly Gly His Ser Gin His Lys His Ala Leu Gin Phe 
675 680 685
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His Asn Gin Gin Gly Asp Leu Phe Be Asp Vai Gin Ala Ser Vai De 
690 695 700

Ala Thr Asp Ser Leu Ala Phe
705 710

<21Q> 19<211> 1350 <212> DNA<213> 裂壺菌屈 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(1350) 
<223> 

<400> 19
atg gcc get egg aat gtg age gcc geg cat gag atg cac gat gaa aag 48 
Met Ala Ala Arg Asn Vai Ser Ala Ala His Glu Met His Asp Glu Lys 
1 5 10 15

ege ate gcc gtc gtc ggc atg gcc gtc cag tac gcx gga tgcaaaacc 96 
Arg De Ala Vai Vai Gly Met Ala Vai Gin Tyr Ala Gly Cys Lys Thr 

20 25 30

aag gac gag ttc tgg gag gtg etc atg aac ggc aag gtc gas tee aag 144 
Lys Asp Glu Phe Tip Glu Vai Leu Met Asn Gly Lys Vai Glu Ser Lys 

35 40 45

gtg ate age gac aaa ega etc ggc tee aac tac ege gcc gag cac tac 192 
Vai De Ser Asp Lys Arg Leu Gly Ser Asn Tyr Arg Ala Glu His Tyr 

50 55 60

aaa gca gag ege age aag tat gcc gac acc ttt tgc aac gaa acg tac 240 
Lys Ala Glu Arg Ser Lys Tyr Ala Asp Thr Phe Cys Asn Glu Thr Tyr 
65 70 75 80

ggc acc ett gac gag aac gag ate gac aac gag cac gaa etc etc etc 288 
Gly Thr Leu Asp Glu Asn Glu He Asp Asn Glu His Glu Leu Leu Leu 

85 90 95

aac etc gcc aag cag gca etc gca gag aca tee gtc aaa gac teg aca 336 
Asn Leu Ala Lys Gin Ala Leu Ala Glu Thr Ser Vai Lys Asp Ser Thr 

100 105 110

ege tgc ggc ate gtc age ggc tgc etc teg ttc ccc atg gac aac etc 384 
Arg Cys Gly De Vai Ser Gly Cys Leu Ser Phe Pro Met Asp Asn Leu 

115 120 125

cag ggt gaa etc etc aac gtg tac caa aac cat gtc gag aaa aag etc 432 
Gin Gly Glu Leu Leu Asn Vai Tyr Gin Asn His Vai Glu Lys Lys Leu 

130 135 140

ggg gcc ege gtc ttc aag gac gcc tee cat tgg tee gaa ege gag cag 480 
Gly Ala Arg Vai Phe Lys Asp Ala Ser His Trp Ser Glu Arg Glu Gin 
145 150 155 160 

tee aac aaa ccc gag gcc ggt gac ege ege ate ttc atg gac ccg gcc 528 
Ser Asn Lys Pro Glu Ala Gly Asp Arg Arg lie Phe Met Asp Pro Ala
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165 170 1乃

tcc ttc gtc gcc gaa gaa etc aac etc ggc gcc ett cac tac tcc etc 576 
SerHie Vai Ala Glu Glu Leu Asn Lai Gly Ala Leu His Tyr Ser Vai 

180 185 190

gac gca gca tgc gcc acg geg etc tac gtg etc ege etc geg cag gat 624 
Asp Ala Ala Cys Ala Ίΐτ Ala Leu Tyr Vai Leu Arg Leu Ala Gin Asp 

195 200 205

cat etc gtc tee ggc gcc gcc gac gtc atg etc tgc ggt gcc acc tgc 672 
His Leu Vai Ser Gly Ala Ala Asp Vai Met Leu Cys Gly Ala Thr Cys 

210 215 220

etg ccg gag ccc ttt ttc ate ett teg ggc ttt tee acc ttc cag gcc 720 
Leu Pro Glu Pro Phe Phe lie Leu Ser Gly Phe Ser Thr Phe Gin Ala 
225 230 235 240

atg ccc gtc ggc acg ggc cag aac gtg tee atg ccg etg cac aag £ac 768 
Met fto Vai Gly Thr Gly Gin Asn Vai Ser Met Pro Leu His Lys Asp 

245 250 255

age cag ggc etc acc ccg ggt gag ggc ggc tee ate atg gtc etc aag 816 
Ser Gin Gly Leu Thr Pro Gly Glu Gly Gly Ser He Met Vai Leu Lys 

260 265 270

cgt etc gat gat gcc ate ege gac ggc gac cac att tac ggc acc ett 864 
Arg Leu Asp Asp Ala De Αιχ Asp Gly Asp His De Tyr Gly Thr Leu 

275 280 285

etc ggc gcc aat gtc age aac tee ggc aca ggt etg ccc etc aag ccc 912 
Leu Gly Ala Asn Vai Ser Asn Ser Gly Thr Gly Leu Pro Leu Lys Pro 

290 295 300

ett etc ccc age gag aaa aag tgc etc atg gac acc tac acg ege att 960 
Leu Leu Pro Ser Glu Lys Lys Cys Leu Met Asp Thr Tyr Thr Arg De 
305 310 315 320

aac gtg cac ccg cac aag att cag tac gtc gag tgc cac gcc acc ggc 1008 
Asn Vai His Pro His Lys De Gin Tyr Vai Glu Cys His Ala Thr Gly 

325 330 335

acg ccc cag ggt gat cgt gtg gaa ate gac gcc gtc aag gcc tgc ttt 1056 
Thr Pro Gin Gly Asp Arg Vai Glu He Asp Ala Vai Lys Ala Cys Hie

340 345 350

gaa ggc aag gtc ccc cgt ttc ggt acc aca aag ggc aac ttt gga cac 1104 
Glu Gly Lys Vai Pro Arg Phe Gly Thr Thr Lys Gly Asn Phe Gly His 

355 360 365

acc cts gyc gca gcc ggc ttt gcc ggt atg tgc aag gtc etc etc tee 1152 
Thr Xaa Xaa Ala Ala Gly Phe Ala Gly Met Cys Lys Vai Leu Leu Ser 

370 375 380
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atg aag cat ggc ate ate ccg ccc acc ccg ggt ate gat gac gag acc 1200 
Met Lys His Gly De He Pro Pro Thr fto Gly lie Asp Asp Glu Thr 
385 390 395 400

aag atg gac cct etc gtc gtc tee ggt gag gee ate cca t£g cca ga£ 1248 
Lys Met Asp Pro Leu Vai Vai Ser Gly Glu Ala De fto Trp Pro Glu

405 410 415

acc aac ggc gag ccc aag ege gee ggt etc teg gee ttt ggc ttt ggt 1296 
Thr Asn Gly Glu fto Lys Arg Ala Gly Leu Sct Ala Phe Gly Phe Gly 

420 425 430

ggc acc aac gee cat gee gtc ttt gag gag cat gac ccc tee aac gee 1344 
Gly Thr Asn Ala His Ala Vai Phe Glu Glu His Asp Pro Ser Asn Ala 

435 440 445

geetgc 1350
Ala Cys

450

<210> 20<211> 450<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> raise.特徵 <222> (370).· 
(370)<223>在位置370處的*X辺代表Leu.

<220><221> misc_特徵 <222> (371)..(371) <223> 在位置371 處的*Xaa‘代表Ala或Vai.

<400> 20

Met Ala Ala Arg Asn Vai Ser Ala Ala His Glu Met His Asp Glu Lys
1 5 10 15

Arg De Ala Vai Vai Gly Met Ala Vai Gin Tyr Ala Gly Cys Lys Thr 
20 25 30

Lys Asp Glu Phe Trp Glu Vai Leu Met Asn Gly Lys Vai Glu Scr Lys 
35 40 45

Vai lie Ser Asp Lys Arg Leu Gly Ser Asn Tyr Arg Ala Glu His Tyr 
50 55 60

Lys Ala Glu Arg Ser Lys Tyr Ala Asp Thr Phe Cys Asn Glu Thr Tyr 
65 70 75 80

Gly Thr Leu Asp Glu Asn Glu De Asp Asn Glu His Glu Leu Leu Leu 
85 90 95

Asn Leu Ala Lys Gin Ala Leu Ala Glu Thr Ser Vai Lys Asp Ser Thr 
100 105 110
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Arg Cys Gly De Vai Ser Gly Cys Leu Ser Phe Pro Met Asp Asn Leu 
115 120 125

Gin Gly Glu Leu Leu Asn Vai Tyr Gin Asn His Vai Glu Lys Lys Leu 
130 135 140

Gly Ala Arg Vai Phe Lys Asp Ala Ser His Trp Ser Glu Arg Glu Gin 
145 150 155 160

Ser Asn Lys Pro Glu Ala Gly Asp Arg Arg De Phe Met Asp Pro Ala
165 170 175

Ser Phe Vai Ala Glu Glu Leu Asn Leu Gly Ala Leu His Tyr Ser Vai 
180 185 190

Asp Ala Ala Cys Ala Thr Ala Leu Tyr Vai Leu Arg Leu Ala Gin Asp 
195 200 205

His Leu Vai Ser Gly Ala Ala Asp Vai Met Leu Cys Gly Ala Thr Cys 
210 215 220

Leu Pro Glu Pro Phe Phe He Leu Ser Gly Phe Ser Thr Phe Gin Ala 
225 230 235 240

Met Pro Vai Gly Thr Gly Gin Asn Vai Ser Met Pro Leu His Lys Asp 
245 250 255

Ser Gin Gly Leu Thr Pro Gly Glu Gly Gly Ser De Met Vai Leu Lys 
260 265 270

Arg Leu Asp Asp Ala De Arg Asp Gly Asp His De Tyr Gly Thr Leu 
275 280 285

Leu Leu Pro Ser Glu Lys Lys Cys Leu Met Asp Thr Tyr Thr Arg He 
305 310 315 320

Leu Gly Ala Asn Vai Ser Asn Ser Gly Hir Gly Leu Pro Leu Lys Pro
290 295 300
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Asn Vai His Pro His Lys lie Gin Tyr Vai Glu Cys His Ala Thr Gly 
325 330 335

Thr fto Gin Gly Asp Arg Vai Glu De Ala Vai Lys Ala Cys Phe 
340 345 350

Glu Gly Lys Vai Pro Arg Phe Gly Thr Thr Lys Gly Asn Phe Gly His 
355 360 365

Thr Xaa Xaa Ala Ala Gly Phe Ala Gly Met Cys Lys Vai Leu Leu Ser 
370 375 380

Met Lys His Gly De He Pro Pro Thr Pro Gly De Asp Asp Glu Thr 
385 390 395 400

Lys Met Asp fto Leu Vai Vai Ser Gly Glu Ala He ho Tip fto Glu
405 410 415

Thr Asn Gly Glu Pro Lys Arg Ala Gly Leu Ser Ala Phe Gly Phe Gly 
420 425 430

Gly Thr Asn Ala His Ala Vai Phe Glu Glu His Asp Pro Ser Asn Ala 
435 440 445

Ala Cys
450

<210> 21 <211> 1323 <212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(1323) 
<223> 

<400> 21
teg gcc ege tgc ggc ggt gaa age aac atg ege ate gcc ate act ggt 48 
Ser Ala Arg Cys Gly Gly Glu Ser Asn Met Arg De Ala De Thi Gly 
1 5 10 15

atg gac gcc acc ttt g£C get etc aag gga etc gac gcc ttc gag ege 96 
Met Asp Ala Thr Phe Gly Ala Leu Lys Gly Leu Asp Ala Hie Glu Aib

20 25 30 

gcc att tac acc ggc get cac ggt gcc ate cca etc cca gaa aag ege 144 
Ala lie Tyr Thr Gly Ala His Gly Ala De Pro Leu Pro Glu Lys Arg

35 40 45 

tgg ege ttt etc ggc aag gac aag gac ttt cn gac etc tgc ggc gtc 192 
Tip Arg Phe Leu Gly Lys Asp Lys Asp Phe Leu Asp Leu Cys Gly Vai
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50 55 60

aag gcc acc ccg cac ££C tsc tac an £aa gat gtt gag £tc gac ttc 240 
Lys Ala Thr Pro His Gly Cys Tyr De Glu Asp Vai Glu Vai Asp Phe 
65 70 75 80

cag ege etc ege acg ccc atg acc cct gaa gac atg etc etc cct cag 288 
Gin Arg Leu Arg Thr Pro Met Tbr Pro Glu Asp Met Leu Leu Pto Gin 

85 90 95

cag ett etg gee gtc acc acc att gac ege gee ate etc gac teg gga 336 
Gin Leu Leu Ala Vai Thr Thr De Asp Arg Ala He Leu Asp Ser Gly 

100 105 110

atg aaa aag ggt ggc aat gtc gee gtc ttt gtc ggc etc ggc acc gac 384 
Met Lys Lys Gly Gly Asn Vai Ala Vai Phe Vai Gly Leu Gly Thr Asp 

115 120 125

etc gag etc tac cgt cac cgt get ege gtc get etc aag gag ege gtc 432 
Leu Glu Leu Tyr Arg His Arg Ala Arg Vai Ala Leu Lys Glu Ars Vai 

130 135 140

ege cct gaa gee tee aag aag etc aat gac atg atg cag tac att aac 480 
Arg Pio Glu Ala Ser Lys Lys Leu Asn Asp Met Met Gin Tyr He Asn 
145 150 155 160

gac tgc ggc aca tee aca teg tac acc teg tac att ggc aac etc gtc 528 
Asp Cys Gly Thr Ser Thr Ser Tyr Thr Ser Tyr lie Gly Asn Leu Vai

165 170 175

gee acg ege gtc teg teg cag tgg ggc ttc acg ggc ccc tee ttt acg 576 
Ala Thr Arg Vai Ser Ser Gin Trp Gly Phe Thr Gly Pro Ser Phe Thr 

180 185 190

ate acc gag ggc aac aac tee gtc tac ege tgc gee gag etc ggc aag 624 
De Thr Glu Gly Asn Asn Ser Vai Tyr Arg Cys Ala Glu Leu Gly Lys 

195 200 205

tac etc etc gag acc ggc gag gtc gat ggc gtc gtc gtt geg ggt gtc 672 
Tyr Leu Leu Glu Thr Gly Glu Vai Asp Gly Vai Vai Vai Ala Gly Vai 

210 215 220

gat etc tgc ggc agt gee gaa aac ett tac gtc aag tct ege ege ttc 720 
Asp Leu Cys Gly Ser Ala Glu Asn Leu Tyr Vai Lys Scr Arg Arg Phe 
225 230 235 240

aag gtg tee acc tee gat acc ccg ege gee age at gac gee gee gee 768 
Lys Vai Ser Thr Ser Asp Thr Pro Arg Ala Ser Phe Asp Ala Ala Ala 

245 250 255

gat ggc tac ttt gtc ggc gag ggc tgc ggt gee ttt gtg etc aag cgt 816 
Asp Gly Tyr Phe Vai Gly Glu Gly Cys Gly Ala Phe Vai Leu Lys Arg 

260 265 270
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gag act age tgc acc aag gac gac cgt ate tac get tgc atg gat gcc 864 
Glu Thr Ser Cys Thr Lys Asp Asp Arg He Tyr Ala Cys Met Asp Ala 

275 280 285

ate gtc cct ggc aac gtc cct age gcc tgc ttg cgc gag gcc etc gac 912 
De Vai Pro Gly Asn Vai Pro Ser Ala Cys Leu Arg Glu Ala Leu Asp 

290 295 300

cag geg cgc gtc aag ccg ggc gat ate gag atg etc gag etc age gcc 960 
Gin Ala Arg Vai Lys Pro Gly Asp He Glu Met Leu Glu Leu Ser Ala 
305 310 315 320

gac tee gcc cgc cac etc aag gac ccg tee gtc etg ccc aag gag etc 1008 
Asp Ser Ala Arg His Leu Lys Asp Pro Ser Vai Leu Pro Lys Glu Leu 

325 330 335

act gcc gag gag gaa ate ggc ggc ctt cag acg ate ctt cgt gac gat 1056 
Thr Ala Glu Glu Glu He Gly Gly Leu Gin Thr Re Leu Arg Asp Asp 

340 345 350

gac aag etc ccg cgc aac gtc gca acg ggc agt gtc gcc acc gtc 1104 
Asp Lys Leu Pro Arg Asn Vai Ala Thr Gly Ser Vai Lys Ala Thr Vai 

355 360 365

ggt gac acc ggt tat gcc tet ggt get gcc age etc ate aag get geg 1152 
Gly Asp Thr Gly Tyr Ala Ser Gly Ala Ala Ser Leu De Lys Ala Ala 

370 375 380

ctt tgc ate tac aac cgc tac etg ccc age aac ggc gac gac tgg gat 1200 
Leu Cys He Tyr Asn Arg Tyr Leu Pro Ser Asn Gly Asp Asp Trp Asp 
385 390 395 400

gaa ccc gcc cct gag geg ccc tgg gac age acc etc ttt geg tgc cag 1248 
Glu fto Ala Pro Glu Ala Pro Trp Asp Ser Thr Leu Phe Ala Cys Gin 

405 410 415

acc teg cgc get tgg etc aag aac cct ggc gag cgt cgc tat geg gcc 1296 
Thr Ser Arg Ala Trp Leu Lys Asn Pro Gly Glu Arg Arg Tyr Ala Ala 

420 425 430

gtc teg ggc gtc tee gag acg cgc teg 1323
Vai Ser Gly Vai Ser Glu Thr Arg Ser

435 440

<210> 22<211> 441<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <400> 22

Ser Ala Arg Cys Gly Gly Glu Ser Asn Met Arg Ik Ala lie Thr Gly
1 5 10 15

Met Asp Ala Thr Phe Gly Ala Leu Lys Gly Leu Asp Ala Phe Glu Arg 
20 25 30
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Ala De Tyr Thr Gly Ala His Gly Ala lie Pro Leu fto Glu Lys Are 
35 40 45

Trp Arg Phe Leu Gly Lys Asp Lys Asp Fhe Leu Asp Leu Cys Gly Vai 
50 55 60

Lys Ala Thr Pro His Gly Cys Tyr He Glu Asp Vai Glu Vai Asp Phc 
65 70 75 80

Gin Arg Leu Arg Thr Pro Met Thr fto Glu Asp Met Leu Leu Pro Gin

Gin Leu Leu Ala Vai Thr Thr lie Asp Arg Ala He Leu Asp Ser Gly 
100 105 110

Met Lys Lys Gly Gly Asn Vai Ala Vai Phe Vai Gly Leu Gly Thr Asp 
115 120 125

Leu Glu Leu Tyr Arg His Arg Ala Arg Vai Ala Leu Lys Glu Arg Vai 
130 135 140

Arg Pro Glu Ala Ser Lys Lys Leu Asn Asp Met Met Gin Tyr Ile Asn 
145 150 155 160

Asp Cys Gly Thr Ser Thr Ser Tyr Thr Ser Tyr De Gly Asn Leu Vai

Ala Thr Arg Vai Ser Ser Gin Trp Gly Phe Thr Gly Pro Ser Phe Thr 
180 185 190

De Thr Glu Gly Asn Asn Ser Vai Tyr Arg Cys Ala Glu Leu Gly Lys 
195 200 205

Tyr Leu Leu Glu Thr Gly Glu Vai Asp Gly Vai Vai Vai Ala Gly Vai 
210 215 220

Asp Leu Cys Gly Ser Ala Glu Asn Leu Tyr Vai Lys Ser Arg Arg Hie
225 230 235 240

Lys Vai Ser Thr Ser Asp Thr Pro Arg Ala Ser Phe Asp Ala Ala Ala
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245 250 255

Asp Gly Tyr Phc Vai Gly Glu Gly Cys Gly Ala Phe Vai Leu Lys Arg 
260 265 270

Glu Thr Ser Cys Thr Lys Asp Asp Arg De Tyr Ala Cys Met Asp Ala 
275 280 285

De Vai Pro Gly Asn Vai Pro Ser Ala Cys Leu Arg Glu Ala Leu Asp 
290 295 300

Gin Ala Arg Vai Lys Pro Gly Asp He Glu Met Leu Glu Leu Ser Ala
305 310 315 320

Asp Ser Ala Arg His Leu Lys Asp Pro Ser Vai Leu Pro Lys Glu Leu 
325 330 335

Thr Ala Glu Glu Glu De Gly Gly Leu Gin Thr lie Leu Arg Asp Asp 
340 345 350

Asp Lys Leu Pro Arg Asn Vai Ala Thr Gly Ser Vai Lys Ala Thr Vai 
355 360 365

Gly Asp Thr Gly Tyr Ala Ser Gly Ala Ala Ser Leu lie Lys Ala Ala 
370 375 380

Leu Cys De Tyr Asn Arg Tyr Leu Pro Ser Asn Gly Asp Asp Trp Asp 
385 390 395 400

Glu Pro Ala Pro Glu Ala Pro Tip Asp Ser Thr Leu Phe Ala Cys Gin 
405 410 415

Thr Ser Arg Ala Trp Leu Lys Asn Pro Gly Glu Arg Arg Tyr Ala Ala 
420 425 430

Vai Ser Gly Vai Ser Glu Thr Arg Ser 
435 440

<210> 23<211> 15OO<212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> ⑴“(1500) 
<223>
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<400> 23
tgc tat tcc gtg etc etc tcc gaa gcc gag ggc cac tac gag cgc gag 48 
Cys Tyr Ser Vai Leu Leu Ser Glu Ala Glu Gly His Tyr Glu Arg Glu 
1 5 10 15

aac ege ate teg etc gac gag gag geg ccc aag etc an gtg ett csc 96 
Asn Arg lie Ser Leu Asp Glu Glu Ala fto Lys Leu He Vai Leu Are

20 25 30

gcc gac tee cac ga£ gac ate cu ggt ege etc gac aag ate ege gag 144 
Ala Asp Ser His Glu Glu De Leu Gly Arg Leu Asp Lys De Aig Glu 

35 40 45

ege ttc ug cag ccc acg ggc gcc gcc ccg ege gag tee gag etc aag 192 
Arg Phe Leu Gin Pro Thr Gly Ala Ala Pro Arg Glu Ser Glu Leu Lys 

50 55 60

geg cag gcc ege ege ate ttc etc gag etc etc ggc gag acc ett gcc 240 
Ala Gin Ala Arg Arg De Phe Leu Glu Leu Leu Gly Glu Thr Leu Ala 
65 70 75 80

cag gat gcc get tet tea ggc teg caa aag ccc etc get etc age etc 288 
Gin Asp Ala Ala Ser Ser Gly Ser Gin Lys Pro Leu Ala Leu Ser Leu

85 90 95

gtc tee acg ccc tee aag etc cag ege gag gtc gag etc geg gcc aag 336 
Vai Ser Thr Pro Ser Lys Leu Gin Arg Glu Vai Glu Leu Ala Ala Lys 

loo 105 no

ggt ate ccg ege tgc etc aag atg ege ege gat tgg age tee cct get 384 
Gly De Pro Arg Cys Leu Lys Met Αιχ Arg Asp Trp Ser Ser Pro Ala 

115 120 125

ggc age ege tac geg cct gag ccg etc gcc age gac ege gtc gcc ttc 432 
Gly Ser Arg Tyr Ala Pro Glu Pro Leu Ala Ser Asp Arg Vai Ala Phe

130 135 140

atg tac ggc gaa ggt ege age cct tac tac ggc ate acc caa gac att 480 
Met Tyr Gly Glu Gly Arg Ser Pro Tyr Tyr Gly He Thr Gin Asp De 
145 150 155 160

cac ege att tgg ccc gaa etc cac gag gtc ate aac gaa aag acg aac S28 
His Arg lie Trp Pro Glu Leu His Glu Vai De Asn Glu Lys Thr Asn 

165 170 175

cgt etc tgg gcc gaa ggc gac ege tgg gtc atg ccg ege gcc age ttc ' 576 
Arg Leu Trp Ala Glu Gly Asp Arg Trp Vai Met Pro Arg Ala Ser Phe 

180 185 190

aag teg gag etc gag age cag cag caa gag ttt gat ege aac atg att 624 
Lys Ser Glu Leu Glu Ser Gin Gin Gin Glu Phe Asp Arg Asn Met De 

195 200 205 

gaa atg ttc cgt ett gga ate etc acc tea att gcc ttcaccaat etg 672
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Glu Met Phe Arg Leu Gly He Lsa Thr Ser He Ala Phe Thr Asn Leu 
210 215 220

geg ege gac gu etc aac ate acg ccc aa£ gcc gcc tn ggc etc a£t 720 
Ala Arg Asp Vai Leu Asn De Thr Pro Lys Ala Ala Phe Gly Leu Ser 
225 230 235 240

ett sgc gag att tee ats att ttt gee ttt tee aag aaf aac £gt etc 768
Leu Gly Glu De Ser Met De Phe Ala Phe Ser Lys Lys Asn Gly Leu 

245 250 255

ate tee gac cag etc acc aag gat ett ege gag tee gac gtg tgg aac 816
Be Ser Asp Gin Leu Thr Lys Asp Leu Arg Glu Ser Asp Vai Tip Asn 

260 265 270

aa£ get etg gee gtt gaa ttt aat geg etg ege gag gee tggggcatt 864 
Lys Ala Leu Ala Vai Glu Phe Asn Ala Leu Arg Glu Ala Trp Gly He 

275 280 285

cca cag agt gtc ccc aag sac gag ttc tg£ caa ggc tac att gtg ege 912 
Pro Gin Ser Vai Pro Lys Asp Glu Phe Tip Gin Gly Tyr De Vai Arg 

290 295 300

ggc acc aag cag gat ate gag geg gee ate gee ccg gac age aag tac 960 
Gly Thr Lys Gin Asp De Glu Ala Ala He Ala fto Asp Ser Lys Tyr 
305 310 315 320

gtg ege etc acc ate ate aat gat gee aac acc gee etc att age ggc 1008 
Vai Arg Leu Thr De De Asn Asp Ala Asn Thr Ala Leu He Ser Gly 

325 330 335

aag ccc gac gee tgc aag get geg ate geg cgt etc ggt ggc aac att 1056 
Lys Pro Asp Ala Cys Lys Ala Ala De Ala Arg Leu Gly Gly Asn De 

340 345 350

cct geg cn ccc gtg acc cag ggc atg tgc ggc cac tgc ccc gag gtg 1104
Pro Ala Leu Pro Vai Thr Gin Gly Met Cys Gly His Cys fto Glu Vai 

355 360 365

gga cct tat acc aag gat ate gee aag ate cat gee aac ett gag ttc 1152
Gly Pro Tyr Thr Lys Asp He Ala Lys De His Ala Asn Leu Glu Phe

370 375 380

ccc gtt gtc gac ggc ett gac etc tig acc aca ate aac cag aag ege 1200 
Pro Vai Vai Asp Gly Leu Asp Leu Trp Thr Thr He Asn Gin Lys Arg 
385 390 395 400

etc gtg cca ege gee acg g£c gee aag gac gaa tgg gee cct tet tee 1248 
Leu Vai Pro Arg Ala Thr Gly Ala Lys Asp Glu Trp Ala Pro Ser Ser

405 410 415

ttt ggc gag tac gee ggc cag etc tac gag aag cag get aac ttc ccc 1296
Phe Gly Glu Tyr Ala Gly Gin Leu Tyr Glu Lys Gin Ala Asn Phe Pro

420 425 430
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caaatcgtcgagaccatttacaagcaaaactacgacgtcttigtcgag 1344 
Gin De Vai Glu Thr Be Tyr Lys Gin Asn Tyr Asp Vai Phe Vai Glu 

435 440 445

gtt ggg ccc aac aac cac cgt a£C acc gca gtg cgc acc acg ctt ggt 1392 
Vai Gly Pro Asn Asn HisArgSerThrAlaValArgThrThr Leu Gly 

450 455 460

ccc cag ege aac cac ett get ggc gcc ate gac aag cag aac gag gat 1440 
Pro Gin Arg Asn His Leu Ala Gly Ala De Asp Lys Gin Asn Glu Asp 
465 470 475 480

get tgg acg acc ate gtc aag ett gtg get teg de aag gee cac ett 1488 
Ala Trp Thr Thr De Vai Lys Leu Vai Ala Ser Leu Lys Ala His Leu 

485 490 495 

gtt cct ggc gtc 
Vai Pro Gly Vai

500

1500

<210> 24<211> 500<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <40Q> 24

Cys Tyr Ser Vai Leu Leu Ser Glu Ala Glu Gly His Tyr Glu Arg Glu
1 5 10 15

Asn Arg He Ser Leu Asp Glu Glu Ala Pro Lys Leu He Vai Leu Arg 
20 25 30

Ala Asp Ser His Glu Glu De Leu Gly Ars Leu Asp Lys De Arg Glu

Arg Phc Leu Gin Pro Thr Gly Ala Ala Pro Arg Glu Scr Glu Leu Lys 
50 55 60

Ala Gin Ala Arg Arg De Phe Leu Glu Leu Leu Gly Glu Thr Leu Ala 
65 70 75 80

Gin Asp Ala Ala Ser Ser Gly Ser Gin Lys Pro Leu Ala Leu Scr Leu 
85 90 95

Gly lie Pro Arg Cys Leu Lys Met Arg Arg Asp Tip Ser Scr Pro Ala 
115 120 125

Vai Ser Thr Pro Ser Lys Leu Gin Arg Glu Vai Glu Leu Ala Ala Lys
100 105 110

s
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Gly Ser Aig Tyr Ala Pro Glu Pro Leu Ala Ser Asp Arg Vai Ala Phe 
130 135 140

Met Tyr Gly Glu Gly Arg Ser Pro Tyr Tyr Gly lie Thr Gin Asp lie 
145 150 155 160

His Arg He Trp Pro Glu Leu His Glu Vai Be Asn Glu Lys Thr Asn
165 170 175

Arg Leu Trp Ala Glu Gly Asp Arg Tip Vai Met Pro Arg Ala Ser Phe 
180 185 190

Lys Ser Glu Leu Glu Ser Gin Gin Gin Glu Hie Asp Arg Asn Met He 
195 200 205

Glu Met Phe Arg Leu Gly De Leu Thr Ser He Ala Phe Thr Asn Leu 
210 215 220

Ala Arg Asp Vai Leu Asn De Thr Pro Lys Ala Ala Phe Gly Leu Ser
225 230 235 240

Leu Gly Glu De Ser Met He Phe Ala Phe Ser Lys Lys Asn Gly Leu
245 250 255

He Ser Asp Gin Leu Thr Lys Asp Leu Arg Glu Ser Asp Vai Trp Asn 
260 265 270

Lys Ala Leu Ala Vai Glu Phe Asn Ala Leu Arg Glu Ala Trp Gly He 
275 280 285

Pro Gin Ser Vai Pro Lys Asp Glu Phe Trp Gin Gly Tyr De Vai Arg 
290 295 300

Gly Thr Lys Gin Asp De Glu Ala Ala De Ala Pro Asp Ser Lys Tyr
305 310 315 320

Vai Arg Leu Thr De De Asn Asp Ala Asn Thr Ala Leu De Ser Gly
325 330 335
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Lys fto Asp Ala Cys Lys Ala Ala De Ala Arg Leu Gly Gly Asn De
340 345 350

Pro Ala Leu Ro Vai Thr Gin Gly Met Cys Gly His Cys fto Glu Vai
355 360 365

Gly Pro Tyr Thr Lys Asp De Ala Lys He His Ala Asn Leu Glu Phc
370 375 380

Pro Vai Vai Asp Gly Leu Asp Leu Trp Thr Thr He Asn Gin Lys Aig 
385 390 395 400

Leu Vai Pro Arg Ala Thr Gly Ala Lys Asp Glu Trp Ala ΡΛ)Ser Ser 
405 410 415

Phe Gly Glu Tyr Ala Gly Gin Leu Tyr Glu Lys Gin Ala Asn Fhe Pro
420 425 430

Gin De Vai Glu Thr De Tyr Lys Gin Asn Tyr Asp Vai Phe Vai Glu
435 440 445

Vai Gly Pro Asn Asn His Axg SerThr Ala Vai Arg Thr Thr Leu Gly 
450 455 460

Pro Gin Arg Asn His Leu Ala Gly Ala He Asp Lys Gin Asn Glu Asp 
465 470 475 480

Ala Trp Thr Thr De Vai Lys Leu Vai Ala Ser Leu Lys Ala His Leu 
485 490 495 .

Vai Pro Gly Vai
500

<210> 25<211> 153O<212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(1530) 
<223>

<400> 25
etg etc gat etc gac agt atg ett geg etg age tet gcc agt gcc tcc 48
Leu Leu Asp Leu Asp Ser Met Leu Ala Leu Ser Ser Ala Ser Ala Ser
1 5 10 15

ggc aac ett gtt gag act geg cct age gac gcc teg gtc att gtg ccg 96
Gly Asn Leu Vai Glu Thr Ala Pro Ser Asp Ala Ser Vai lie Vai Pro
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20 25 30

ccc tgc aac att gcg gat etc ggc age ege gcc ttc at£ aaa acg tac 144 
Pro Cys Asn De Ala Asp Leu Gly Sa Arg Ala Fhe Met Lys Thr Tyr 

35 40 45

ggtgntcg geg cct ctg tac acg ggc gcc atg gcc aag ggc att gcc 192 
Gly Vai Ser Ala Pro Leu Tyr Thr Gly Ala Met Ala Lys Gly lie Ala 

50 55 60

tet geg gac etc gtc att gcc gcc ggc ege cag ggc ate ett geg tcc 240 
Ser Ala Asp Leu Vai He Ala Ala Gly Arg Gin Gly De Leu Ala Ser 
65 70 75 80

ttt ggc gcc ggc 羁 a ett ccc atg ca£ £tt gtg cgt gag tcc ate gaa 288 
Hie Gly Ala Gly Gly Leu Pro Met Gin Vai Vai Arg Glu Ser De Glu 

85 90 95

aa£ att cag gcc gcc ctg ccc aat ggc ccg tac get gtc aac ett ate 336 
Lys De Gin Ala Ala Leu Pro Asn Gly Pro Tyr Ala Vai Asn Leu lie 

100 105 110

cat tet ccc ttt gac age aac etc gaa aa£ £gc aat gtc gat etc ttc 384 
His Ser Pro Phe Asp Sa Asn Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe 

115 120 125

etc gag aag ggt gtc acc ttt gtc gag gcc teg gcc ttt atg acg etc 432 
Leu Glu Lys Gly Vai Thr Phe Vai Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu 

130 135 140

acc ccg cag gtc gtg egg tac ege geg get ggc etc acg ege aac gcc 480 
Thr Pro Gin Vai Vai Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Thr Arg Asn Ala 
145 150 155 160

gac ggc tes gtc aac ate ege aac cgt ate att ggc aag gtc teg ege 528 
Asp Gly Ser Vai Asn De Arg Asn Arg De De Gly Lys Vai Ser Arg

165 170 175

acc gag etc gcc gag atg ttc atg cgt cct geg ccc gag cac ett ett 576 
Thr Glu Leu Ala Glu Met Phe Met Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu 

180 185 190

cag aag etc att get tee ggc gag ate aac cag gag cag gcc gag etc 624 
Gin Lys Leu Ile Ala Ser Gly Glu De Asn Gin Glu Gin Ala Glu Leu 

195 200 205 

gcc ege cgt gtt ccc gtc get gac gac ate geg gtc gaa get gac teg 672 
Ala Arg Arg Vai Pro Vai Ala Asp Asp De Ala Vai Glu Ala Asp Ser

210 215 220

ggt ggc cac acc gac aac ege ccc ate cac gtc att ctg ccc etc ate 720 
Gly Gly His Thr Asp Asn Arg fto Ile His Vai He Leu Pro Leu De 
225 230 235 240
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ate aac ca ege gac ege ca cac ege gag tgc ggc tac ccg gcc aac 768 
De Asn Leu Αιχ Asp Arg Leu His Arg Glu Cys Gly Tyr Pro Ala Asn 

245 250 255

ett ege gtc cgt gtg ggc gcc ggc ggc att ggg tgc ccc cag geg 816 
Lai Arg Vai Aig Vai Gly Ala Gly Gly Gly Be Gly Cys PtoGln Ala 

260 265 270

geg etg gcc acc ttc aac atg ggt gcc tee ttt att gtc acc ggc acc 864 
Ala Leu Ala Thr Phe Asn Met Gly Ala Ser Phe De Vai Thr Gly Hr 

275 280 285

gtg aac cac gtc gcc aag cag teg ggc acg tgc gac aat gtg ege aag 912 
Vai Asn Gin Vai Ala Lys Gin Ser Gly Thr Cys Asp Asn Vai Arg Lys 

290 295 300

cag etc geg aag gcc act tac teg gac gu tgc atg gcc ccg get gcc 960 
Gin Leu Ala Lys Ala Thr Tyr Ser Asp Vai Cys Met AlaPto Ala Ala 
305 310 315 320

gac atg ttc gag gaa ggc gtc aag ett cag gtc etc aag aag gga acc 1(X)8 
Asp Met Phe Glu Glu Gly Vai Lys Leu Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr

325 330 335

atg ttt ccc teg ege gcc aac aag etc tac gag etc ttt tgc aag tac 1056 
Met Phe Ro Ser Arg Ala Asn Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr 

340 345 350

gac teg ttc gag tee atg ccc ccc gca gag ett geg ege gtc gag aag 1104 
Asp Ser Phe Glu Ser Met Pro Pro Ala Glu Leu Ala Arg Vai Glu Lys 

355 360 365

ege ate ttc age ege geg etc gaa gag gtc tgg gac gag acc aaa aac 1152 
Arg De Hie Ser Arg Ala Leu Glu Glu Vai Tip Asp Glu Thr Lys Asn

370 375 380

ttt tac att aac cgt ett cac aac ccg gag aag ate cag ege gcc gag 1200 
Phe Tyr De Asn Arg Leu His Asn Pro Glu Lys He Gin Arg Ala Glu 
385 390 395 400

ege gac ccc aag etc aag atg teg etg tgc ttt ege tgg tac etg age 1248 
Arg Asp Pro Lys Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Trp Tyr Leu Ser 

405 410 415

etg geg age ege tgg gcc aac act gga get tee gat ege gtc atg gac 1296 
Leu Ala Ser Arg Trp Ala Asn Thr Gly Ala Ser Asp Arg Vai Met Asp 

420 425 430

tac cag gtc tgg tgc ggt cct gcc att ggt tee ttc aac gat ttc ate 1344
Tyr Gin Vai Trp Cys Gly Pro Ala De Gly Ser Phe Asn Asp Phe lie 

435 440 445

aag gga act tac ett gat ccg gcc gtc gca aac gag tac ccg tgc gtc 1392 
Lys Gly Thr Tyr Leu Asp Pro Ala Vai Ala Asn Glu Tyr fto Cys Vai



1426126

450 455 460

gtt cag att aac aas cag ate ctt cgt gga gcg tgc ttc ttg cgc cgt 1440 
Vai Gin De Asn Lys Gin De Leu Arg Gly Ala Cys Phe Leu Arg Arg 
465 470 475 480

etc gaa att etg C£C aac gca ege ett tee gat ggc get gee get ett 1488 
Leu Glu lie Leu Arg Asn Ala Arg Leu Sa Asp Gly Ala Ala Ala Leu

485 490 495

gtg gee age ate gat gac aca tac gtc ccg gee gag aag etg 1530 
Vai Ala Ser lie Asp Asp Thr Tyr Vai Pro Ala Glu Lys Leu

500 505 510

<210> 26<211> 510<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <400> 26

Leu Leu Asp Leu Asp Ser Met LeuAlaLeuSaSerAlaSerAlaSer
1 5 10 15

Gly Asn Leu Vai Glu Thr Ala Pro Scr Asp Ala Ser Vai He Vai Pro 
20 25 30

Pro Cys Asn De Ala Asp Leu Gly Ser Arg Ala Phe Met Lys Thr Tyr 
35 40 45

Gly Vai Ser Ala Pro Leu Tyr Έιτ Gly Ala Met Ala Lys Gly De Ala 
50 55 60

Ser Ala Asp Leu Vai De Ala Ala Gly Arg Gin Gly Ile Leu Ala Ser 
65 70 75 80

Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro Met Gin Vai Vai Arg Glu Ser De Glu 
85 90 95

Lys De Gin Ala Ala Leu Pro Asn Gly Pro Tyr Ala Vai Asn Leu Ile 
100 105 110

His Ser Pro Phe Asp Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe' 
115 120 125

Leu Glu Lys Gly Vai Thr Phe Vai Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu 
130 135 140

Thr Pro Gin Vai Vai Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Thr Arg Asn Ala
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145 150 155 160

Asp Gly Ser Vai Asn He Arg Asn Arg He De Gly Lys Vai Ser Arg 
165 170 175

Thr Glu Leu Ala Glu Met Phe Met Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu 
180 185 190

Gin Lys Leu De Ala Ser Gly Glu He Asn Gin Glu Gin Ala Glu Leu 
195 200 205

Ala Arg Arg Vai Pro Vai Ala Asp Asp He Ala Vai Glu Ala Asp Ser 
210 215 220

Gly Gly His Thr Asp Asn Arg Pro De His Vai He Leu Pro Leu He 
225 230 235 240

He Asn Leu Arg Asp Arg Leu His Arg Glu Cys Gly Tyr Pro Ala Asn 
245 250 255

Leu Arg Vai Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly He Gly Cys Pro Gin Ala 
260 265 270

Ala Leu Ala Thr Phe Asn Met Gly Ala Scr Phe He Vai Thr Gly Thr 
275 280 285

Vai Asn Gin Vai Ala Lys Gin Ser Gly Thr Cys Asp Asn Vai Arg Lys 
290 295 300

Gin Leu Ala Lys Ala Thr Tyr Ser Asp Vai Cys Met Ala fto Ala Ala
305 310 315 320

Asp Met Phe Glu Glu Gly Vai Lys Leu Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr 
325 330 335

Met Phe Pro Ser Arg Ala Asn Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr 
340 345 350

Asp Ser Phe Glu Ser Met ftoPro Ala Glu Leu Ala Arg Vai Glu Lys 
355 360 365
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Arg De Phe Ser Arg Ala Leu Glu Glu Vai Trp Asp Glu Thr Lys Asn 
370 375 380

Phe Tyr De Asn Arg Leu His Asn Pro Glu Lys De Gin Aig Ala Glu 
385 390 395 400

Arg Asp Pro Lys Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Trp Tyr Leu Ser 
405 410 415

Leu Ala Ser Arg Trp Ala Asn Thr Gly Ah Ser Asp Arg Vai Met Asp 
420 425 430

Tyr Gin Vai Trp Cys Gly Pro Ala He Gly Ser Phe Asn Asp Phe He 
435 440 445

Lys Gly Thr Tyr Leu Asp Pro Ala Vai Ala Asn Glu Tyr Ρϊο Cys Vai 
450 455 460

Vai Gin He Asn Lys Gin He Leu Arg Gly Ala Cys Phe Leu Arg Arg
465 470 475 480

Leu Glu lie Leu Arg Asn Ala Arg Leu Ser Asp Gly Ala Ala Ala Leu 
485 490 495

Vai Ala Ser De Asp Asp Thr Tyr Vai Ro Ala Glu Lys Leu
500 505 510

<210> 27<211> 4512<212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <22O><221> CDS<222> (1)..(4512) 
<223>

<400> 27
atg geg etc cgt gtc aag acg aac aag aag cca tgc tgg gag atg acc 48 
Met Ala Leu Arg Vai Lys Thr Asn Lys Lys Pro Cys Trp Glu Met Thr 
1 5 10 15

sag gag etg acc age ggc aag acc gag gtg ttc aac ut gag gaa 96
Lys Glu Glu Leu Thr Ser Gly Lys Thr Glu Vai Phe Asn Tyr Glu Glu

20 25 30

etc etc gag ttc gca gag ggc gac ate gcc aag gtc ttc gga ccc gag 144
Leu Leu Glu Phe Ala Glu Gly Asp De Ala Lys Vai Phe Gly fto Glu

35 40 45

ttc gcc gtc ate gac aag tac ccg ege ege gtg ege etg ccc gcc ege 192



1426126

Phe Ala Vai De Asp Lys Tyr Pro Arg Arg Vai Arg Leu fto Ala Arg 
50 55 60

gag uc etg etc gtg acc ege gtc acc etc atg gac gcc gag gtc aac 240 
Glu Tyr Leu Leu Vai Thr Arg Vai Thr Leu Met Asp Ala Glu Vai Asn 
65 70 75 80

aac tac ege gtc ggc gcc ege atg gtc acc gag tac gat etc ccc gtc 288 
Asn Tyr Arg Vai Gly Ala Arg Met Vai Thr Glu Tyr Asp Leu Pro Vai 

85 90 95

aac gga gag etc tee gag gee gga gac tgc ccc tgg gcc gtc etg gtc 336 
Asn Gly Glu Leu Ser Glu Gly Gly Asp Cys Pro Trp Ala Vai Leu Vai 

100 105 110

gag agt ggc cag t^c gat etc atg etc ate tee tac atg ggc att gac 384 
Glu Ser Gly Gin Cys Asp Leu Met Leu lie Ser Tyr Met Gly De Asp 

115 120 125

ttc cag aac cag ggc gac ege gtc tac ege etg etc aac acc acg etc 432 
Phe Gin Asn Gin Gly Asp Arg Vai Tyr Arg Leu Leu Asn Thr Thr Leu 

130 135 140

acc ttt tac ggc gtg gcc cac gag ggc gag acc etc tac gac an 480 
Thr Phe Tyr Gly Vai Ala His Glu Gly Glu Thr Leu Glu Tyr Asp He 
145 150 155 160

ege gtc acc ggc ttc gcc aag cgt etc gac ggc ggc ate tee atg ttc 528 
Arg Vai Thr Gly Phe Ala Lys Arg Leu Asp Gly Gly lie Ser Met Phe 

165 170 175

ttc ttc gag tac gac tgc tac gtc aac ggc ege etc etc ate gag atg 576 
Phe Phe Glu Tyr Asp Cys Tyr Vai Asn Gly Arg Leu Leu He Glu Met

180 185 190

ege gat ggc tgc gcc ggc ttc ttc acc aac gag gag etc gac gcc ggc 624 
Arg Asp Gly Cys Ala Gly Phe Phe Thr Asn Glu Glu Leu Asp Ala Gly 

195 200 205

aag ggc gtc gtc ttc acc ege ggc gac etc gcc gcc ege gcc aag ate 672 
Lys Gly Vai Vai Phe Thr Arg Gly Asp Leu Ala Ala Arg Ala Lys De 

210 215 220

cca aag cag gac gtc tee ccc tac gcc gtc gcc ccc tgc etc cac aag 720 
Pro Lys Gin Asp Vai Ser Pro Tyr Ala Vai Ala Pro Cys Leu His Lys 
225 230 235 240

acc aag etc aac gaa aag gag atg cag acc etc gtc gac aag gac tgg 768 
Thr Lys Leu Asn Glu Lys Glu Met Gin Thr Leu Vai Asp Lys Asp Trp 

245 250 255

gca tee gtc ttt ggc tee aag aac ggc atg ccg gaa ate aac tac aaa 816
Ala Ser Vai Hie Gly Ser Lys Asn Gly Met Pro Glu De Asn Tyr Lys

260 265 270
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etc tgc geg cgt aag atg etc atg att gac cgc gtc acc age att gac 864 
Leu Cys Ala Arg Lys Met Leu Met De Asp Arg Vai Thr Ser De Asp 

275 280 285

cacaagggcgst£tctacggcctcggtcagctcgtcggtgaaaagatc 912 
His Lys Gly Gly Vai Tyr Gly Leu Gly Gin Leu Vai Gly Glu Lys He 

290 295 300

etc gag cgc gac cac tgg tac ttt ccc tgc cac ttt gtc aag gat cag 960 
Leu Glu Arg Asp His Trp Tyr Phe Pro Cys His Phe Vai Lys Asp Gin 
305 310 315 320

gtc atg gcc gga tcc etc gtc tcc gac ggc tgc age cag atg etc aag 1008
Vai Met Ala Gly Ser Leu Vai Ser Asp Gly Cys Ser Gin Met Leu Lys 

325 330 335

atg tac atg ate tgg etc ggc etc cac etc acc acc gga ccc ttt gac 1056 
Met Tyr Met lie Trp Leu Gly Leu His Leu Thr Thr Gly Pro Phe Asp 

340 345 350

ttc cgc ccg gtc aac ggc cac ccc aac aag gtc cgc tgc cgc ggc caa 1104 
Phe Arg fto Vai Asn Gly His Pro Asn Lys Vai Arg Cys Arg Gly Gin 

355 360 365 

ate tcc ccg cac aag ggc aag etc gtc tac stc ats gag ate aag gag 1152 
De Ser Pro His Lys Gly Lys Leu Vai Tyr Vai Met Glu Be Lys Glu

370 375 380

atg ggc ttc gac gag gac aac gac ccg tac gcc att gcc gac gtc aac 1200 
Met Gly Phe Asp Glu Asp Asn Asp Pro Tyr Ala Be Ala Asp Vai Asn 
385 390 395 400

ate att gat gtc gac ttc gaa aag ggc cag gac ttt a^c etc gac cgc 1248 
Be lie Asp Vai Asp Phe Glu Lys Gly Gin Asp Phe Ser Leu Asp Arg 

405 410 415

ate age gac tac ggc aag ggc gac etc aac aag aag ate gtc gtc £ac 1296 
He Ser Asp Tyr Gly Lys Gly Asp Leu Asn Lys Lys De Vai Vai Asp 

420 425 430

ttt aag ggc ate get etc aag atg cag aag cgc tee acc aac aag aac 1344 
Phe Lys Gly He Ala Leu Lys Met Gin Lys Arg Ser Thr Asn Lys Asn 

435 440 445

ccc tee aag gtt cag ccc gtc ttt gcc aac ggc gcc gcc act gtc ggc 1392 
Pro Ser Lys Vai Gin Pro Vai Phe Ala Asn Gly Ala Ala Thr Vai Gly 

450 455 460

ccc gag gcc tee aag get tee tee ggc gcc age gcc age gcc age gcc 1440 
Pro Glu Ala Ser Lys Ala Ser Ser Gly Ala Ser Ala Ser Ala Ser Ala
465 470 475 480

gcc ccg gcc aag cct gcc ttc age gcc gat gtt ett geg ccc aag ccc 1488
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Ala Pro Ala Lys fto Ala Phe Ser Ala Asp Vai Leu Ala Pro Lys Pro
485 490 495

gtt gcc cn ccc gag cac ate etc aag ggc gac gcc etc gcc ccc aag 1536 
Vai Ala Leu Pro Glu His De Leu Lys Gly Asp Ala Leu Ala ho Lys 

500 505 510

gag atg tcc tgg cac ccc atg gcc ege ate ccg ggc aac ccg acg ccc 1584 
Glu Met Ser Trp His Bro Met Ala Arg Ke Pro Gly Asn Rro Thr Bro 

515 520 525

tct ttt geg ccc teg gee tac aag ccg ege aac ate gee ttt acg ccc 1632 
Ser Phe Ala Pro Ser Ala Tyr Lys Pro Arg Asn He Ala Phe Thr Pro 

530 535 540

ttc ccc ggc aac ccc aac gat aac gac cac acc ccg ggc aag atg ccg 1680 
Phe Pro Gly Asn Pro Asn Asp Asn Asp His Thr Pro Gly Lys Met Pro 
545 550 555 560

etc acc tgg ttc aac atg gee gag ttc atg gee g£c aag gtc age atg 1728 
Leu Thr Trp Phe Asn Met Ala Glu Phc Met Ala Gly Lys Vai Ser Met 

565 570 575

tgc etc ggc ccc gag ttc see aag ttc gac gac teg aac acc age ege 1776 
Cys Leu Gly Pro Glu Phe Ala Lys Phe Asp Asp Ser Asn Thr Ser Arg 

580 585 590

age ccc get tgg gac de get etc gtc acc ege gee gt£ tct gtg tct 1824
Ser Pro Ala Trp Asp Leu Ala Leu Vai Thr Arg Ala Vai Scr Vai Ser 

595 600 605

gac etc aag cac gtc aac tac ege aac ate gac etc gac ccc tee aag 1872 
Asp Leu Lys His Vai Asn Tyr Arg Asn He Asp Leu Asp Pro Ser Lys 

610 615 620

2£t acc atg gtc ggc gag ttc gac tgc ccc geg gac gee tgg ttc tac 1920 
Gly Thr Met Vai Gly Glu Phe Asp Cys Pro Ala Asp Ala Trp Hie Tyr 
625 630 635 640

aag ggc gee tgc aac gat gee cac atg ccg tac teg ate etc atg gag 1968 
Lys Gly Ala Cys Asn Asp Ala His Met Pro Tyr Ser lie Leu Met Glu 

645 650 655

ate gee etc cag acc teg ggt gtg etc acc teg gtg etc aag geg ccc 2016 
De Ala Leu Gin Thr Ser Gly Vai Leu Thr Ser Vai Leu Lys Ala Pro 

660 665 670

etg acc at£ gag aag gac gac ate etc ttc ege aac etc gac gee aac 2064
Leu Thr Met Glu Lys Asp Asp De Leu Phe Arg Asn Leu Asp Ala Asn 

675 680 685

gee gag ttc gtg ege gee gac etc gac tac ege ggc aag act ate ege 2112 
Ala Glu Phe Vai Arg Ala Asp Leu Asp Tyr Arg Gly Lys Thr De Arg 

690 695 700
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aac gtc acc aag tgc act ggc tac age atg etc ggc gag atg ggc gtc 2160 
Asn Vai Thr Lys Cys Thr Gly Tyr Sct Met Leu Gly Glu Met Gly Vai 
705 710 715 720

cac ege ttc acc ttt gag etc tac gtc gat gat gtg etc ttt tac aag 2208
His Arg Phc Thr Phc Glu Leu Tyr Vai Asp Asp Vai Leu Phc Tyr Lys 

725 730 735

ggc teg acc teg ttc ggc tgg ttc gtg ccc gag gtc ttt gcc gcc cag 2256 
Gly Ser Thr Ser Phe Gly Trp Phe Vai Pro Glu Vai Phe Ala Ala Gin 

740 745 750

gcc ggc etc gac aac ggc ege aag teg gag ccc tg£ ttc att gag aac 2304 
Ala Gly Leu Asp Asn Gly Arg Lys Ser Glu Pro Tip Phe De Glu Asn 

755 760 765

aag gtt ccg gcc teg cag gtc tee tee ttt gac gtg ege ccc aac ggc 2352 
Lys Vai Pro Ala Ser Gin Vai Ser Ser Hie Asp Vai Arg Pro Asn Gly 

770 775 780

age ggc ege acc gcc ate ttc gcc aac gcc ccc age ggc gcc cag etc 2400 
Ser Gly Arg Thr Ala He Phe Ala Asn Ala Pro Ser Gly Ala Gin Leu 
785 790 795 800

aac ege ege acg gac cag ggc cag tac etc gac gcc gtc gac att gtc 2448 
Asn Arg Arg Thr Asp Gin Gly Gin Tyr Leu Asp Ala Vai Asp He Vai 

805 810 815

tee ggc age ggc aag aag age etc ggc tac gcc cac ggt tee aag acg 2496 
Ser Gly Ser Gly Lys Lys Ser Leu Gly Tyr Ala His Gly Ser Lys Thr

820 825 830

gtc aac ccg aac gac tgg ttc ttc teg tgc cac ttt tgg ttt gac teg 2544
Vai Asn Pro Asn Asp Tip Phe Phe Ser Cys His Phc Tip Hie Asp Ser 

835 840 845

gtc atg ccc gga agt etc ggt gtc gag tee atg ttc cag etc gtc gag 2592 
Vai Met Pro Gly Ser Leu Gly Vai Glu Ser Met Phe Gin Leu Vai Glu 

850 855 860

gcc ate gcc gcc cac gag gat etc get ggc aaa gca egg cat tgc caa 2640 
Ala De Ala Ala His Glu Asp Leu Ala Gly Lys Ala His Cys Gin 
865 870 875 880

ccc cac ett tgt gca ege ccc egg gca aga tea age tgg aag tac ege 2688 
Pro His Leu Cys Ala Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ser Trp Lys Tyr Arg 

885 890 895

ggc cag de acg ccc aag age aag aag atg gac teg gag gtc cac ate 2736 
Gly Gin Leu Thr Pro Lys Ser Lys Lys Met Asp Ser Glu Vai His De 

900 905 910

gtg tee gtg gac gcc cac gac ggc gtt gtc gac etc gtc gcc gac ggc 2784

\0乂 .·
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Vai Ser Vai Asp Ala His Asp CHy Vai Vai Asp Leu Vai Ala Asp Gly 
915 920 925

ttc etc tgg gcc gac age etc cgc gtc tac teg gtg age aac att cgc 2832 
Phe Leu Trp Ala Asp Ser Leu Arg Vai Tyr Sct Vai Scr Asn De Arg 

930 935 940

gtg ege ate gcc tee ggt gag gcc cct gcc gcc gcc tee tee gcc gcc 2880 
Vai Arg De Ala Ser Gly Glu Ala fto Ala Ala Ala Ser Ser Ala Ala 
945 950 955 960

tet gtg ggc tee teg get teg tee gtc £ag ege acg ege teg age ccc 2928 
Ser Vai Gly Ser Ser Ala Ser Ser Vai Glu Arg Thr Arg Scr Scr Pro 

965 970 975

get gtc gcc tee ggc ccg gcc cag acc ate gac etc aag cag etc aag 2976 
Ala Vai Ala Ser Gly Pro Ala Gin Thr De Asp Leu Lys Gin Leu Lys 

980 985 990

acc gag etc etc gag etc gat gcc ccg etc tac etc teg 他 gac ccg 3024 
Thr Glu Leu Leu Glu Leu Asp Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gin Asp Pro 

995 1000 1005

acc age ggc cag etc aag aag cac acc gac gt£ gcc tee ggc cag 3069 
Thr Ser Gly Gin Leu Lys Lys His Thr Asp Vai Ala Ser Gly Gin 

1010 1015 1020

gcc acc ate gtg cag ccc tgc acg etc ggc gac etc ggt gac ege 3114 
Ala Thr lie Vai Gin Pro Cys Thr Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg 

1025 1030 1035

tee ttc atg gag acc tac ggc gtc gtc gcc ccg etg tac acg ggc 3159 
Ser Phe Met Glu Hit Tyr Gly Vai Vai Ala ho Leu Tyr Thr Gly 

1040 1045 1050

gcc atg gcc aag ggc att gcc teg geg gac etc gtc ate gcc gcc 3204 
Ala Met Ala Lys Gly De Ala Ser Ala Asp Leu Vai He Ala Ala 

1055 1060 1065

ggc aag ege aag ate etc ggc tee ttt ggc gcc ggc ggc etc ccc 3249 
Gly Lys Arg Lys De Leu Gly Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro 

1070 1075 1080

atg cac cac gtg ege gcc gcc etc gag aag ate cag gcc gcc etg 3294 
Met His His Vai Arg Ala Ala Leu Glu Lys De Gin Ala Ala Leu 

1085 1090 1095

cct cag ggc ccc tac gcc gtc aac etc ate cac teg cct ttt gac 3339 
Pro Gin Gly Pro Tyr Ala Vai Asn Leu ne His Ser Pro Phe Asp 

1100 1105 1110

age aac etc gag aag ggc aac gtc gat etc ttc etc gag aag ggc 3384
Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Hie Leu Glu Lys Gly 

1115 1120 1125

◎ s
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gtc act gtg gtg gag gcc teg gca ttc atg acc etc acc ccg ca^ 3429 
Vai Thr Vai Vai Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu Thr Pro Gin 

1130 1135 1140

gtc gtg ege tac ege gcc gcc ggc etc teg ege aac geegaeggt 3474 
Vai Vai Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Scr Arg Asn Ala Asp Gly 

1145 1150 1155

teg gtc aac ate ege aac C£C ate ate ggc aag gtc teg ege acc 3519 
Ser Vai Asn De Arg Asn Ars De De Gly Lys Vai Ser Arg Thr 

1160 1165 1170

gag etc gcc gag atg ttc ate ege ccg gcc ccg gag cac etc etc 3564 
Glu Leu Ala Glu Met Phe De Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu 

1175 1180 1185

gag aag etc ate gcc teg ggc gag ate acc cag gag cag gcc gag 3609
Glu Lys Leu De Ala Ser Gly Glu De Thr Gin Glu Gin Ala Glu 

1190 . 1195 1200

etc geg ege ege gtt ccc gtc gcc gac gat ate get gtc gag get 3654 
Leu Ala Arg Arg Vai Pro Vai Ala Asp Asp lie Ala Vai Glu Ala 

1205 1210 1215

gac teg ggc ggc cac acc gac aac ege ccc ate cac gtc ate etc 3699 
Asp Ser Gly Gly His Thr Asp Asn Arg Pro De His Vai lie Leu

1220 1225 1230

ccg etc ate ate aac etc ege aac ege etg cac ege gag tgc ggc 3744 
Pro Leu lie De Asn Leu Arg Asn Arg Leu His Arg Glu Cys Gly 

1235 1240 1245

tac ccc geg cac etc ege gtc ege gtt ggc gcc ggc ggtggc gtc 3789 
Tyr Pro Ala His Leu Arg Vai Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly Vai 

1250 1255 1260

ggc tgc ccg cag gcc gcc gcc gcc geg etc acc atg ggc gcc gcc 3834 
Gly Cys Pro Gin Ala Ala Ala Ala Ala Leu Thr Met Gly Ala Ala 

1265 1270 1275

ttc ate gtc acc ggc act gtc aac cag gtc gcc aag cag tee ggc 3879 
Phe lie Vai Thr Gly Thr Vai Asn Gin Vai Ala Lys Gin Ser Gly 

1280 1285 1290

acc tgc gac aac gtg ege aag cag etc teg cag gcc acc tac teg 3924 
Thr Cys Asp Asn Vai Arg Lys Gin Leu Sct Gin Ala Thr Tyr Ser 

1295 1300 1305

gat ate tgc atg gcc ccg gcc gcc gac atg ttc gag gag ggc gtc 3969 
Asp Ile Cys Met Ala Pro Ala Ala Asp Met Phe Glu Glu Gly Vai 

1310 1315 1320

aag etc cag gtc etc aag aag gga acc atg ttc ccc teg ege gcc 4014
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Lys Leu Gin ValLmi Lys Lys Gly Thr Met Pte Pro Ser Arg Ala 
1325 1330 1335

aac aag etc tac gag etc ttt tgc aag tac gac tee ttc gac tee 4059 
Asn Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr Asp Ser Pbc Asp Ser 

1340 1345 1350

atgcct cct gee gag etc gag ege ate gag aag cgt ate ttc aag 4104 
Met Pro Pro Ala Glu Leu Glu Arg He Glu Lys Arg He Phe Lys 

1355 1360 1365

ege gca etc cag gag gtc tgg gag gag acc aag sac ttt tac an 4149 
Arg Ala Leu Gin Glu Vai Trp Glu Glu Thr Lys Asp Phe Tyr He 

1370 1375 1380

aac ggt etc aag aac ccg gag aag ate cag ege gee gag cac gac 4194 
Asn Gly Leu Lys Asn Pro Glu Lys He Gin Arg Ala Glu His Asp 

1385 1390 1395

ccc aag etc aag atg teg etc tgc ttc ege tgg tac ettggtett 4239 
Pro Lys Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Trp Tyr Leu Gly Leu 

1400 1405 1410

gee age ege tgg gee aac atg ggc gee ccg gac ege gtc atg gac 4284 
Ala Ser ArgTrp Ala Asn Met Gly Ala Pro Asp Arg Vai Met Asp 

1415 1420 1425

tac cag gtc tgg tgt ggc ccg gee att ggc gee ttc aac gac ttc 4329 
Tyr Gin Vai Trp Cys Gly Pro Ala lie Gly Ala Phe Asn Asp Phe 

1430 1435 1440

ate aag ggc acc tac etc gac ccc get gtc tee aac gag tac ccc 4374 
He Lys Gly Thr Tyr Leu Asp Pro Ala Vai Ser Asn Glu Tyr Pro 

1445 1450 1455

tgt gtc gtc cag ate aac etg caa ate etc cgt ggt gee tgc tac 4419 
Cys Vai Vai Gin De Asn Leu Gin De Leu Arg Gly Ala Cys Tyr 

1460 1465 1470

etg ege cgt etc aac gee etg ege aac gac ccg ege att gac etc 4464 
Leu Arg Arg Leu Asn Ala Leu Arg Asn Asp Pro Arg De Asp Leu 

1475 1480 1485

gag acc gag gat get gee ttt gtc tac gag ccc acc aac geg etc 4509 
Glu Thr Glu Asp Ala Ala Phe Vai Tyr Glu Pro Thr Asn Ala Leu 

1490 1495 1500

taa 4512

<210> 28<211> 15O3<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <40Q> 28

Met Ala Leu Arg Vai Lys Thr Asn Lys Lys Pro Cys Trp Glu Met Thr
1 5 10 15
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Lys Glu Ghi Leu Tlr Sa Gly Lys Thr Glu Vai Phe Asn Tyr Glu Glu 
20 25 30

Leu Leu Glu Phe Ala Glu Gly Asp De Ala Lys Vai Phe Gly Pro Glu 
35 40 45

Phe Ala Vai De Asp Lys Tyr Pro Arg Arg Vai Arg Leu Pro Ala Arg 
50 55 60

Glu Tyr Leu Leu Vai Thr Arg Vai Thr Leu Met Asp Ala Glu Vai Asn 
65 70 75 80

Asn Tyr Arg Vai Gly Ala Arg Met VallhrGlu Tyr Asp Leu Pro Vai 
85 90 95

Asn Gly Glu Leu Ser Glu Gly Gly Asp Cys Pro Trp Ala Vai Leu Vai 
100 105 110

Glu Ser Gly Gin Cys Asp Leu Met Leu De Scr Tyr Met Gly He Asp 
115 1加 125

Phe Gin Asn Gin Gly Asp Arg Vai Tyr Arg Leu Leu Asn Thr llr Leu 
130 135 140

Thr Phe Tyr Gly Vai Ala His Glu Gly Glu Thr Leu Glu Tyr Asp De 
145 150 155 160

Arg Vai Thr Gly Phe Ala Lys Arg Leu Asp Gly Gly De Ser Met Phe 
165 170 175

Phe Phe Glu Tyr Asp Cys Tyr Vai Asn Gly Arg Leu Leu lie Glu Met 
180 185 190

Arg Asp Gly Cys Ala Gly Phe Phe Thr Asn Glu Glu Leu Asp Ala Gly 
195 200 205

Lys Gly Vai Vai Phe Thr Arg Gly Asp Leu Ala Ala Arg Ala Lys Be 
210 215 220
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Pro Lys Gin Asp Vai Ser Pro Tyr Ala Vai Ala Pro Cys Leu His Lys 
225 230 235 240

Thr Lys Leu Asn Glu Lys Glu Met Gin Thr Leu Vai Asp Lys Asp Tip 
245 250 255

Ala Ser Vai Phe Gly Ser Lys Asn Gly Met fto Glu He Asn Tyr Lys 
260 265 270

Leu Cys Ala Arg Lys Met Leu Met De Asp Arg Vai Thr Ser lie Asp 
275 280 285

His Lys Gly Gly Vai Tyr Gly Leu Gly Gin Leu Vai Gly Glu Lys He 
290 295 300

Leu Glu Arg Asp His Trp Tyr Phe Bro Cys His Phe Vai Lys Asp Gin 
305 310 315 320

Vai Met Ala Gly Ser Leu Vai Ser Asp Gly Cys Ser Gin Met Leu Lys
325 330 335

Met Tyr Met De Trp Leu Gly Leu His Leu Thr Thr Gly Pro Hie Asp 
340 345 350

Phe Arg Ro Vai Asn Gly His Pro Asn Lys Vai Arg Cys Arg Gly Gin 
355 360 365

De Ser Pro His Lys Gly Lys Leu Vai Tyr Vai Met Glu De Lys Glu 
370 375 380

Met Gly Phe Asp Glu Asp Asn Asp IVo Tyr Ala De Ala Asp Vai Asn 
385 390 395 400

Ile De Asp Vai Asp Phe Glu Lys Gly Gin Asp Phe Ser Leu Asp Arg 
'405 410 415

Phe Lys Gly He Ala Leu Lys Met Gin Lys Arg Ser Thr Asn Lys Asn 
435 440 445

He Ser Asp Tyr Gly Lys Gly Asp Leu Asn Lys Lys He Vai Vai Asp
420 425 430
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Pro Ser Lys Vai Gin Pro Vai Phe Ala Asn Gly Ala Ala Thr Vai Gly 
450 455 460

Pro Glu Ala Ser Lys Ala Ser Ser Gly Ala Ser Ala Ser Ala Ser Ala 
465 470 475 480

Ala Pro Ala Lys Pro Ala Phe Ser Ala Asp Vai Leu Ala Pro Lys Pro
485 490 495

Vai Ala Leu Pro Glu His He Leu Lys Gly Asp Ala Leu Ala Pro Lys 
500 505 510

Glu Met Ser Trp His Pro Met Ala Arg De Pro Gly Asn fto Thr Pro 
515 520 525

Ser Phe Ala Pro Ser Ala Tyr Lys Pro Arg Asn De Ala Phe Thr Pro 
530 535 540

Phe Pro Gly Asn Pro Asn Asp Asn Asp His Thr Pro Gly Lys Met Pro
545 550 555 560

Leu Thr Trp Phe Asn Met Ala Glu Phe Met Ala Gly Lys Vai Ser Met 
565 570 575

Cys Leu Gly Pro Glu Phe Ala Lys Hie Asp Asp Ser Asn Thr Ser Arg 
580 585 590

Ser Pro Ala Trp Asp Leu Ala Leu Vai Thr Arg Ala Vai Ser Vai Ser 
595 600 605

Asp Leu Lys His Vai Asn Tyr Arg Asn De Asp Leu Asp Pro Ser Lys 
610 615 620

Gly Thr Met Vai Gly Glu Phe Asp Cys Pro Ala Asp Ala Trp Phe Tyr 
625 630 635 640

Lys Gly Ala Cys Asn Asp Ala His Met Pro Tyr Ser De Leu Met Glu
645 650 655
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De Ala Leu Gin Thr Ser Gly Vai Lai Thr Sa Vai Leu Lys Ala Pro 
660 665 670

Leu Thr Met Glu Lys Asp Asp He Leu Phe Arg Asn Leu Asp Ala Asn 
675 680 685

Ala Glu Hie Vai Arg Ala Asp Leu Asp Tyr Aig Gly Lys Thr De Arg 
690 695 700

Asn Vai Thr Lys Cys Thr Gly Tyr Ser Met Leu Gly Glu Met Gly Vai 
705 710 715 720

His Arg Phe Thr Phe Glu Leu Tyr Vai Asp Asp Vai Leu Phe Tyr Lys 
725 730 735

Gly Ser Thr Ser Phe Gly Trp Phe Vai fto Glu Vai Phe Ala Ala Gin 
740 745 750

Ala Gly Leu Asp Asn Gly Arg Lys Ser Glu Pro Trp Hie De Glu Asn 
755 760 765

Lys Vai Pro Ala Ser Gin Vai Scr Ser Phe Asp Vai Arg Pro Asn Gly 
770 775 780

Ser Gly Arg Thr Ala De Phe Ala Asn Ala Pro Ser Gly Ala Gin Leu

Asn Arg Arg Thr Asp Gin Gly Gin Tyr Leu Asp Ala Vai Asp He Vai 
805 810 815

Scr Gly Ser Gly Lys Lys Ser Leu Gly Tyr Ala His Gly Ser Lys Thr 
820 825 830

Vai Asn Pro Asn Asp Trp Phe Phe Ser Cys His Phe Trp Phe Asp Ser 
835 840 845

Vai Met Pro Gly Ser Leu Gly Vai Glu Ser Met Phe Gin Leu Vai Glu
850 855 860

Ala lie Ala Ala His Glu Asp Leu Ala Gly Lys Ala Arg His Cys Gin
865 870 875 880

門
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Pro His Leu Cys Ala Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ser Trp Lys Tyr Arg
885 890 895

Gly Gin Leu Thr Pro Lys Ser Lys Lys Met Asp Ser Glu Vai His De 
900 905 910

Vai Ser Vai Asp Ala His Asp Gly Vai Vai Asp Leu Vai Ala Asp Gly 
915 920 925

Phe Leu Trp Ala Asp Ser Leu Arg Vai Tyr Ser Vai Ser Asn De Arg 
930 935 940

Vai Arg He Ala Ser Gly Glu Ala Pino Ala Ala Ala Ser Ser Ala Ala
945 950 955 960

Ser Vai Gly Ser Ser Ala Ser Ser Vai Glu Arg Thr Arg Ser Ser Pro
965 970 975

Ala Vai Ala Ser Gly Pro Ala Gin Thr lie Asp Leu Lys Gin Leu Lys 
980 985 990

Thr Glu Leu Leu Glu Leu Asp Ala fto Leu Tyr Leu Ser Gin Asp Pro 
995 1000 1005

Thr Ser Gly Gin Leu Lys Lys His Thr Asp Vai Ala Ser Gly Gin 
1010 1015 1020

Ala Thr De Vai Gin Pro Cys Thr Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg 
1025 1030 1035

Ser Hie Met Glu Thr Tyr Gly Vai Vai Ala Pro Leu Tyr Thr Gly 
1040 1045 1050

Ala Met Ala Lys Gly De Ala Ser Ala Asp Leu Vai De Ala Ala 
1055 1060 1065

Gly Lys Arg Lys lie Leu Gly Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro 
1070 1075 1080

110
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Met His His Vai Ar^ Ala Ala Leu Glu Lys De Gin Ala Ala Leu 
1085 1090 1095

Pro Gin Gly ho Tyr Ala Vai Asn Leu De His Sct Pro Phe Asp 
1100 1105 1110

Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe Leu Glu Lys Gly 
1115 1120 1125

Vai Thr Vai Vai Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu Thr Pro Gin 
1130 1135 1140

Vai Vai ArgTyr Arg AlaAla Gly Leu Ser Arg Asn Ala Asp Gly 
1145 1150 1155

Ser Vai Asn lie Arg Asn Arg He lie Gly Lys Vai Ser ArgThf 
1160 1165 1170

Glu Leu Ala Glu Met Hie He Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu 
1175 1180 1185

Glu Lys Leu De Ala Ser Gly Glu De Thr Gin Glu Gin Ala Glu 
1190 1195 1200

Leu Ala Arg Arg Vai fto Va! Ala Asp Asp De Ala Vai Glu Ala

Asp Ser Gly Gly His Thr Asp Asn Arj Pro He His Vai De Leu 
1220 1225 1230

Pro Leu De He Asn Leu Aig Asn Arg Leu His Arg Glu Cys Gly 
1235 1240 1245

Tyr Pro Ala His Leu Arg Vai Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly Vai 
1250 1255 1260

Gly Cys Pro Gin Ala Ala Ala Ala Ala Leu Thr Met Gly Ala Ala 
1265 1270 1275

Phe De Vai Thr Gly Thr Vai Asn Gin Vai Ala Lys Gin Ser Gly 
1280 1285 1290
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Thr Cys Asp Asn Vai Arg Lys Gin Leu Ser Gin Ala Thr Tyr Ser 
1295 1300 1305

Asp De Cys Met Ala Pro Ala Ala Asp Met Phe Glu Glu Gly Vai 
1310 1315 1320

Lys Leu Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr Met Phe Pro So* Arg Ala 
1325 1330 1335

Asn Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr Asp Ser Fhe Asp Ser 
1340 1345 1350

Met Pro Pro Ala Glu Leu Glu Arg He Ghi Lys Arg De Phc Lys 
1355 1360 1365

Arg Ala Leu Gin Glu Vai Tip Glu Glu Thr Lys Asp Phe Tyr De 
1370 1375 1380

Asn Gly Leu Lys Asn Pro Glu Lys De Gin Arg Ala Glu His Asp 
1385 1390 1395

Pro Lys Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Trp Tyr Leu Gly Leu 
1400 1405 1410

Ala Ser Arg Trp Ala Asn Met Gly Ala Pro Asp Arg Vai Met 
1415 1420 1425

Tyr Gin Vai Trp Cys Gly Pro Ala De Gly Ala Phe Asn Asp Phe 
1430 1435 1440

lie Lys Gly Thr Tyr Leu Asp Pro Ala Vai Ser Asn Glu Tyr fto 
1445 1450 1455

Cys Vai Vai Gin lie Asn Leu Gin He Leu Arg Gly Ala Cys Tyr 
1460 1465 1470

Leu Arg Arg Leu Asn Ala Leu Arg Asn Asp Pro Arg De Asp Leu 
1475 1480 1485

112
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Glu Thr Glu Asp Ala Ala Phe Vai Tyr Glu fto Thr Asn Ala Leu 
1490 1495 1500

<210> 29<211> 1500<212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> ⑴..(1500) 
<223>

<400> 29
aag gtt cag ccc gtc ttt gcc aac ggc gcc gcc act gtc ggc ccc gag 48
Lys Vai Gin fto Vai Phe Ala Asn Gly Ala Ala Thr Vai Gly Pro Glu
1 5 10 15

gcc tcc aag get tcc tcc ggc gcc age see age gcc age gcc gcc ccg 96 
Ala Ser Lys Ala Ser Ser Gly Ala Ser Ala Ser Ala Ser Ala Ala Pro

20 25 30

gcc aag cct gcc ttc age gcc gat gtt ett geg ccc aag ccc gtt gcc 144 
Ala Lys Pro Ala Phe Ser Ala Asp Vai Leu Ala Pro Lys Pro Vai Ala 

35 40 45 

ett ccc gag cac ate etc aag ggc gac gcc etc gcc ccc aag gag atg 192 
Leu Pro Glu His De Leu Lys Gly Asp Ala Leu Ala Pro Lys Glu Met

50 55 60

tee tgg cac ccc atg gcc ege ate ccg ggc aac ccg acg ccc tet ttt 240 
Ser Trp His Pro Met Ala Arg De Pro Gly Asn Bro Thr Pro Ser Phe 
65 70 75 80

geg ccc teg gcc tac aag ccg ege aac ate gcc tn acg ccc ttc ccc 288 
Ala Pro Ser Ala Tyr Lys Pro Arg Asn He Ala Phe Thr Pro Phe Pro 

85 90 95

ggc aac ccc aac gat aac gac cac acc ccg ggc aag atg ccg etc acc 336 
Gly Asn Pro Asn Asp Asn Asp His Thr Pro Gly Lys Met Pro Leu Thr 

100 105 110 

tgg ttc aac atg gcc gag ttc atg gcc ggc aag gtc age at£ tgc etc 384 
Trp Phe Asn Met Ala Glu Phe Met Ala Gly Lys Vai Ser Met Cys Leu.

115 120 125 

ggc ccc gag ttc gcc aag ttc gac gac teg aac acc age ege age ccc 432 
Gly Pro Glu Phe Ala Lys Phe Asp Asp Ser Asn Thr Ser Arg Ser Pro

130 135 140

get tgg gac etc get etc gtc acc ege gcc gig tet gtg tet gac etc 480 
Ala Trp Asp Leu Ala Leu Vai Thr Arg Ala Vai Ser Vai Ser Asp Leu 
145 150 155 160

aag cac gtc aac tac ege aac ate gac etc gac ccc tee aag ggt acc 528 
Lys His Vai Asn Tyr Arg Asn He Asp Leu Asp Pro Ser Lys Gly Thr 

165 170 175 

atg gtc ggc gag ttc gac tgc ccc geg gac gcc tgg ttc tac aa£ ggc 576 
Met Vai Gly Glu Phe Asp Cys Pro Ala Asp Ala Trp Phe Tyr Lys Gly

113
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180 185 190

gcc tgc aac gat gcc cac atg ccg tac teg ate etc atg gag ate gcc 624 
Ala Cys Asn Asp Ala His Met Pro Tyr Ser He Leu Met Glu He Ala 

195 200 205

etc cag acc teg ggt gtg etc acc teg gtg etc aag geg cccctgacc 672 
Leu Gin Thr Ser Gly Vai Leu Thr Ser Vai Leu Lys Ala Pro Leu Thr 

210 215 220

atg sag aag gac gac ate etc ttc ege aac etc gac gcc aac gcc gag 720 
Met Glu Lys Asp Asp De Leu Phe Arg Asn Leu Asp Ala Asn Ala Glu 
225 230 235 240

ttc gtg ege gcc gac etc gac tac ege sgc aag act ate ege aac gtc 768 
Phe Vai Arg Ala Asp Leu Asp Tyr Arg Gly Lys Thr He Arg Asn Vai 

245 250 255

acc aag tgc act ggc tac age atg etc ggc gas atg ggc gtc cac ege 816 
Ihr Lys Cys Thr Gly Tyr Scr Met Leu Gly Glu Met Gly Vai His Arg 

260 265 270

ttc acc ttt gag etc tac gtc gat gat gtg etc ttt tac aag ggc teg 864
Phe Thr Hie Glu Leu Tyr Vai Asp Asp Vai Leu Phe Tyr Lys Gly Ser 

275 280 285

acc teg ttc ggc tgg ttc gtg ccc gag gtc ttt gcc gcc cag gcc ggc 912 
Thr Ser Phe Gly Trp Hie Vai Pro Glu Vai Phe Ala Ala Gin Ala Gly 

290 295 300

etc gac aac ggc ege aag teg gag ccc tgg ttc att gag aac aag gtt 960 
Leu Asp Asn Gly Arg Lys Ser Glu Pro Trp Hie De Glu Asn Lys Vai 
305 310 315 320

ccg gcc teg cag gtc tec tec ttt gac gtg ege ccc aac ggc age ggc 1008 
Pro Ala Ser Gin Vai Ser Ser Phe Asp Vai Arg Pro Asn Gly Ser Gly 

325 330 335

ege acc gcc ate ttc gcc aac gcc ccc asc £gc gcc ca£ etc aac ege 1056 
Arg Thr Ala He Phe Ala Asn Ala Pro Ser Gly Ala Gin Leu Asn Arg 

340 345 350

ege acg gac cag ggc cag tac etc gac gcc gtc gac att gtc tec ggc 1104 
Arg Thr Asp Gin Gly Gin Tyr Leu Asp Ala Vai Asp He Vai Ser Gly 

355 360 365

age ggc aag aag age etc ggc tac gcc cac ggt tec aag acg gtc aac 1152 
Ser Gly Lys Lys Ser Leu Gly Tyr Ala His Gly Ser Lys Thr Vai Asn 

370 375 380

ccg aac gac tgg ttc ttc teg tgc cac ttt tgg ttt gac teg £tc atg 1200
Pro Asn Asp Trp Hie Phe Scr Cys His Phe Trp Phe Asp Scr Vai Met 
385 390 395 400

114



1426126

ccc gga agt etc ggt gtc gag tcc atg ttc ca£ etc gtc gag gcc ate 1248 
Pro Gly Sw Leu Gly Vai Glu Ser Met Phe Gin Leu Vai Glu Ala He 

405 410 415

gee gee cac gag gat etc get ggc aaa gca egg cat tgc caa ccc cac 1296 
Ala Ala His Glu Asp Leu Ala Gly Lys Ala Aib His Cys Gin Pro His 

420 425 430

ett tgt gcacgc ccc egg gca aga tea age tgg aag tac ege ggc cag 1344 
Leu Cys Ala Arg fto Arg Ala Arg Ser Ser Trp Lys Tyr Arg Gly Gin 

435 440 445

etc acg ccc aag age aag aag atg gac teg gag gtc cac ate gtg tee 1392 
Leu Thr Pro Lys S» Lys Lys Met Asp Ser Glu Vai His He Vai Ser 

450 455 460

gtg gac gee cac gac ggc gtt gtc gac etc gtc gee gac ggc ttc etc 1440 
Vai Asp Ala His Asp Gly Vai Vai Asp Leu Vai Ala Asp Gly Phe Leu 
465 470 475 480

tgg gee gac age etc ege gtc tac teg gtg age aac att ege gtg ege 1488 
Trp Ala Asp Ser Leu Arg Vai Tyr Ser Vai Ser Asn De Arg Vai Arg 

485 490 495

ate gee tee ggt 
De Ala Ser Gly

500

1500

<210> 30<211> 500<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <400> 30

Lys Vai Gin Pro Vai Phe Ala Asn Gly Ala Ala Thr Vai Gly Pto Glu
1 5 10 15

Ala Ser Lys Ala Ser Ser Gly Ala Ser Ala Ser Ala Ser Ala Ala Pro 
20 25 30

Ala Lys Pro Ala Phe Scr Ala Asp Vai Leu Ala Pro Lys Pro Vai Ala 
35 40 45

Leu Pro Glu His De Leu Lys Gly Asp Ala Leu Ala Pro Lys Glu Met 
50 55 60

Ser Trp His Pro Met Ala Arg He Pro Gly Asn Pro Thr Pro Ser Phe 
65 70 75 80

* 叫 Ala Pro Ser Ala Tyr Lys Pro Arg Asn De Ala Phe Thr Pro Phe Pro 
85 90 95

115
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Gly Asn Pro Asn Asp Asn Asp His Thr Pro Gly Lys Met Pro Leu Thr 
100 105 110

Trp Phe Asn Met Ala Glu Phe Met Ala Gly Lys Vai Ser Met Cys Leu 
115 120 125

Gly Pro Glu Phe Ala Lys Phe Asp Asp Ser Asn Ibr Ser Arg Ser Pro 
130 135 140

Ala Tip Asp Leu Ala Leu ValThr Arg Ala Vai Ser Vai Ser Asp Leu 
145 150 155 160

Lys His Vai Asn Tyr Arg Asn He Asp Leu Asp Pro Scr Lys Gly Thr 
165 170 175

Met Vai Gly Glu Phe Asp Cys Pro Ala Asp Ala Tip Phe Tyr Lys Gly 
180 185 190

Ala Cys Asn Asp Ala His Met Pro Tyr Ser De Leu Met Glu He Ala 
195 200 205

Leu Gin Thr Ser Gly Vai Leu Thr Ser Vai Leu Lys Ala Pro Leu Thr 
210 215 220

Met Glu Lys Asp Asp He Leu Phe Arg Asn Leu Asp Ala Asn Ala Glu 
225 230 235 240

Phe Vai Arg Ala Asp Leu Asp Tyr Arg Gly Lys Thr De Arg Asn Vai
245 250 255

Thr Lys Cys Thr Gly Tyr Ser Met Leu Gly Glu Met Gly Vai His Arg 
260 265 270

Phe Thr Phe Glu Leu Tyr Vai Asp Asp Vai Leu Phe Tyr Lys Gly Ser 
275 280 285

lhr Ser Phe Gly Trp Phe Vai Pro Glu Vai Phe Ala Ala Gin Ala Gly
290 295 300

Leu Asp Asn Gly Arg Lys Ser Glu Pro Trp Phe He Glu Asn Lys Vai
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305 310 315 320

ProAlaSerGlnValSerSCTPhe Asp Vai Arg Pro Asn Gly Ser Gly 
325 330 335

Arg Thr Ala De Phc Ala Asn Ala Pro Ser Gly Ala Gin Leu Asn Aib 
340 345 350

Arg Thr Asp Gin Gly Gin Tyr Leu Asp Ala Vai Asp De Vai Ser Gly 
355 360 365

Ser Gly Lys Lys Ser Leu Gly Tyr Ala His Gly Ser Lys Ihr Vai Asn 
370 375 380

Pro Asn Asp Trp Phe Phe Scr Cys His Phe Trp Phc Asp Ser Vai Met
385 390 395 400

Pro Gly Ser Leu Gly Vai Glu Ser Met Phe Gin Leu Vai Glu Ala He 
405 410 415

Ala Ala His Glu Asp Leu Ala Gly Lys Ah Arg His Cys Gin Pro His 
420 425 430

Leu Cys Ala Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ser Trp Lys Tyr Arg Gly Gin 
435 440 445

Leu Thr Pio Lys Ser Lys Lys Met Asp Ser Glu Vai His De Vai Ser 
450 455 460

Vai Asp Ala His Asp Gly Vai Vai Asp Leu Vai Ala Asp Gly Phe Leu 
465 470 475 480

Trp Ala Asp Scr Leu Arg Vai Tyr Ser Vai Ser Asn lie Arg Vai Arg
485 490 495

De Ala Ser Gly
500 

<21Q> 31 <211> 1512<212> EWA<213> 裂壺菌屬 sp. <220><221> CDS<222> (1)..(1512) 
<223>
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<400> 31
gcc ccg etc tac etc teg cag gac ccg acc age ggc cag etc aag aag 48 
Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gin Asp Pro Thr Ser Gly Gin Leu Lys Lys 
1 5 10 15

cac acc gac gtg gee tee ggc cag gee acc ate gtg cag ccc tgc acg 96 
His Ihr Asp Vai Ala Ser Gly Gin Ala Hr lie Vai Gin Pro Cys Thr

20 25 30

etc ggc gac etc ggt gac ege tee ttc atg gag acc tac ggc gtc gtc 144 
Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg Ser Phe Met Glu Thr Tyr Gly Vai Vai 

35 40 45

gee ccg etg tac acg ggc gee atg gee aag ggc att gee teg geg gac 192 
Ala Pro Leu Tyr Thr Gly Ala Met Ala Lys Gly He Ala Ser Ala Asp

50 55 60

etc gtc ate gee gee ggc aag ege aag ate etc ggc tee ttt ggc gee 240 
Leu Vai lie Ala Ala Gly Lys Arg Lys De Leu Gly Ser Phe Gly Ala 
65 70 75 80

ggc ggc etc ccc atg cac cac gtg ege gee gee etc gag aag ate cag 288 
Gly Gly Leu Pro Met His His Vai Arg Ala Ala Leu Glu Lys lie Gin

85 90 95

gee gee etg cct cag ggc ccc tac gee £tc aac etc ate cac teg cct 336 
Ala Ala Leu Pro Gin Gly Pro Tyr Ala Vai Asn Leu He His Ser Pro 

loo 105 no

ttt gac age aac etc gag aag ggc aac gtc gat etc ttc etc gag aag 384 
Phe Asp Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe Leu Glu Lys 

115 120 125

ggc gtc act gtg gtg gag gee teg gca ttc atg acc etc acc ccg cag 432 
Gly Vai Thr Vai Vai Glu Ala Ser Ala Hie Met Thr Leu Thr Pro Gin 

130 135 140

gtc gtg ege tac ege gee gee ggc etc teg ege aac gee gac ggt teg 480 
Vai Vai Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Ser Arg Asn Ala Asp Gly Ser 
145 150 155 160

gtc aac ate ege aac ege ate ate ggc aag gtc teg ege acc ga£ etc 528 
Vai Asn Be Arg Asn Arg De lie Gly Lys Vai Ser Arg Thr Glu Leu 

165 170 175

gee gag atg ttc ate ege ccg gee ccg gag cac etc etc gag aag etc 576 
Ala Glu Met Phe lie Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu Glu Lys Leu 

180 185 190

ate gee teg ggc gag ate acc cag gag cag gee gag etc geg ege ege 624 
lie Ala Ser Gly Glu He Thr Gin Glu Gin Ala Glu Leu Ala Arg Arg 

195 200 205 

gtt ccc gtc gee gac gat ate get gtc gag get gac teg ggc ggc cac 672

118 寻
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Vai Pro Vai Ala Asp Asp He Ala Vai Glu Ala Asp Ser Gly Gly His 
210 215 220

acc gac aac cgc ccc ate cac gtc ate etc ccg etc ate ate aac etc 720 
Thr Asp Asn Arg Pro He His Vai lie Leu Pro Leu lie He Asn Leu 
225 230 235 240

ege aac ege etg cac ege gag tgc ggc tac ccc geg cac etc ege gtc 768 
Arg Asn AigLeuHis Arg Glu Cys Gly Tyr Pro Ala His Leu Arg Vai

245 250 255

ege gtt ggc gcc ggc ggt ggc gtc ggc tgc ccg cag gcc gcc gcc gcc 816 
Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly Vai Gly Cys ho Gin Ala Ala Ala Ala 

260 265 270

geg etc acc atg ggc gcc gcc ttc ate gtc acc ggc act gtc aac cag 864
Ala Leu Thr Met Gly Ala Ala Phe De Vai Thr Gly Thr Vai Asn Gin 

275 280 285

gtc gcc aag cag tec ggc acc tgc sac aac gtg ege aag cag etc teg 912 
Vai Ala Lys Gin Ser Gly Thr Cys Asp Asn Vai Arg Lys Gin Leu Scr

290 295 300

cag gcc acc tac teg gat ate tgc atg gcc ccg gcc gcc gac atg ttc 960 
Gin Ala Thr Tyr Ser Asp De Cys Met Ala Pro Ala Ala Asp Met Phe 
305 310 315 320

gag gag ggc gtc aag etc cag gtc etc aag aag gga acc atg ttc ccc 1008 
Glu Glu Gly Vai Lys Leu Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr Met Phe Pro 

325 330 335

teg ege gcc aac aag etc tac gag etc ttt tgc aag tac sac tec ttc 1056 
Ser Arg Ala Asn Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr Asp Ser Phe 

340 345 350

gac tec a竣 cct cct gcc gag etc gag ege ate gag aag cgt ate ttc 1104 
Asp Ser Met Pro Pro Ala Glu Leu Glu Arg He Glu Lys Arg He Phe 

355 360 365

aag ege gca etc cag gag gtc tgg gag gag acc aag sac tn tac att 1152 
Lys Arg Ala Leu Gin Glu Vai Trp Glu Glu Thr Lys Asp Phe Tyr De 

370 375 380

aac ggt etc aag aac ag gag aag ate cag ege gcc gag cac gac ccc 12(X) 
Asn Gly Leu Lys Asn Pro Glu Lys He Gin Arg Ala Glu His Asp Pro 
385 390 395 400

aag etc aag atg teg etc tgc ttc ege tgg tac ett ggt ett gcc age 1248 
Lys Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Trp Tyr Leu Gly Leu Ala Ser 

405 410 415

ege tgg gcc aac atg ggc gcc ccg gac ege gtc atg gac tac cag gtc 1296 
Arg Trp Ala Asn Met Gly Ala Pro Asp Arg Vai Met Asp Tyr Gin Vai 

420 425 430

119



1426126

tgg tgt ggc cxg gcc att ggc gcc ttc aac gac ttc ate aag ggc acc 1344 
Tip Cys Gly Bro Ala He Gly Ala Phe Asn Asp Phe He Lys Gly Thr 

435 440 445

tacctcgaccccgctgtctccaacgagtacccctgtgtcgtccasatc 1392 
Tyr Leu Asp Pro Ala Vai Scr Asn Glu Tyr Pro Cys Vai Vai Gin He 

450 455 460

aac etg caa ate etc cgt ££t gcc tgc tac etg ege cgt etc aac gcc 1440 
Asn Leu Gin De Leu Arg Gly Ala Cys Tyr Leu Arg Arg Leu Asn Ala 
465 470 475 480

etg ege aac gac ccg ege att gac etc gag acc gag gat get gcc ttt 1488 
Leu Aig Asn Asp Pro Arg De Asp Leu Glu Thr Glu Asp Ala Ala Phe 

485 490 495

gtc tac gag ccc acc aac geg etc 1512
Vai Tyr Glu Pro Thr Asn Ala Leu

500

<210> 32<211> 504<212> PRT<213> 裂壺菌屬 sp. <400> 32

Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gin Asp Pro Thr Ser Gly Gin Leu Lys Lys
1 5 10 15

His Thr Asp Vai Ala Ser Gly Gin Ala Thr De Vai Gin Pro Cys Thr 
20 25 30

Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg Ser Phe Met Glu Thr Tyr Gly Vai Vai 
35 40 45

Ala Pro Leu Tyr Thr Gly Ala Met Ala Lys Gly He Ala Ser Ala Asp 
50 55 60

Leu Vai De Ala Ala Gly Lys Arg Lys De Leu Gly Ser Phe Gly Ala 
65 70 75 80

Gly Gly Leu Pro Met His His Vai Arg Ala Ala Leu Glu Lys De Gin 
85 90 95

Ala Ala Leu Pro Gin Gly Pro Tyr Ala Vai Asn Leu lie His Ser Pro 
100 105 110

Phe Asp Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Vai Asp Leu Phe Leu Glu Lys 
115 120 125
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Gly Vai Thr Vai Vai Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu Thr Bro Gin 
130 135 140

Vai Vai Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Ser Arg Asn Ala Asp Gly Ser 
145 150 155 160

Vai Asn De Arg Asn Arg He lie Gly Lys Vai Ser Arg Thr Glu Leu
165 170 175

Ala Glu Met Phe De Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu Glu Lys Leu 
180 185 190

De Ala Ser Gly Glu De Thr Gin Glu Gin Ala Glu Leu Ala Arg Arg 
195 200 205

Vai Pro Vai Ala Asp Asp Πε Ala Vai Glu Ala Asp Scr Gly Gly His 
210 215 220

Thr Asp Asn Arg Pro He His Vai Re Leu Pro Leu De De Asn Leu
225 230 235 240

Arg Asn Arg Leu His Ars Glu Cys Gly Tyr Bro Ala His Leu Arg Vai 
245 250 255

Arg Vai Gly Ala Gly Gly Gly Vai Gly Cys Pro Gin Ala Ala Ala Ala 
260 265 270

Ala Leu Thr Met Gly Ala Ala Phe De Vai Thr Gly Thr Vai Asn Gin 
275 280 285

Vai Ala Lys Gin Ser Gly Thr Cys Asp Asn Vai Arg Lys Gin Leu Ser 
290 295 300

Gin Ala Thr Tyr Ser Asp De Cys Met Ala Pro Ala Ala Asp Met Phe
305 310 315 320

Glu Glu Gly Vai Lys Leu Gin Vai Leu Lys Lys Gly Thr Met Phe Pro
325 330 335

s
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Ser Arg Ala Asn Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Cys Lys Tyr Asp Ser Phe 
340 345 350

Asp Ser Met Pro Pro Ala Glu Leu Glu Arg De Glu Lys Arg De Phe 
355 360 365

Lys Arg Ala Leu Gin Glu Vai Trp Glu Glu Thr Lys Asp Phe Tyr De 
370 375 380

Asn Gly Leu Lys Asn Pro Glu Lys De Gin Arg Ala Glu His Asp Pro 
385 390 395 400

Lys Leu Lys Met Ser Leu Cys Phe Arg Tip Tyr Leu Gly Leu Ala Ser 
405 410 415

Arg Trp Ala Asn Met Gly Ala Pro Asp Arg Vai Met Asp Tyr Gin Vai 
420 425 430

Trp Cys Gly fto Ala He Gly Ala Phe Asn Asp Phe lie Lys Gly Thr 
435 440 445

Tyr Leu Asp fto Ala Vai Scr Asn Glu Tyr Pro Cys Vai Vai Gin De 
450 455 460

Asn Leu Gin Ile Leu Arg Gly Ala Cys Tyr Leu Arg Arg Leu Asn Ala 
465 470 475 480

Leu Arg Asn Asp Pro Arg De Asp Leu Glu Thr Glu Asp Ala Ala Phe 
485 490 495

Vai Tyr Glu Pro Thr Asn Ala Leu 
500

<210> 33<211> 9<212> PRT<213> <220> <223>

<220><221> MISC_FEATURE<222> (2)..(3)<223> x =

<220> <221> MISC_FEATURE <222> ⑹·.⑹ <223> x = A S

<220><221> MISC_FEATURE<222> (7),(8) <223> x =

<400> 33
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Trp Xaa Xaa Lys Glu Xaa Xaa Xaa Lys 
I 5

<210> 34<211> 6<212> PRT<213> 人遥序列 <220><223> 母題

<220><221> MISC.特徵 <222> (3)..(3) <223> “1或1或》

<400> 34

Hie Asn Xaa Ser His Ser
1 5

<210> 35<2U> 5<212> PRT<213> 人造序列 <220><223> 母題

<220><221> MIS：特徵 <222> ⑴··⑸ <223〉x = I或 L或 V

<400> 35

Xaa Gly Xaa Asp Xaa 
1 5

<210> 36<211> 4244<212> DNA<213> 裂壺菌sp. <400> 36 
tttctctctc tcgagctgtt gctgctgctg ctgctgctgc tgcttccttg ctggttctca 60

cgtccgttcg atcaagcgct cgctcgctcg accgatcggt gcgtgcgtfic gtgcgtgagt 120

cttgttgcca ggcagccgca ggctgtctgt ctgtttgtgt agttttaccc tcggggttcg 180

gggtctgcct gcctcccgct cccgcccgcc gccgcccgta tccaccccgc tcgcctccgc 240

ccatcgggcc tcgcctcctc gcgccgcacg catcgcgcgc atcgcatgca tcatgctgcc 300

acgcacgggg ggacgcgcgc cccgcgtccc ccgccgccgc cgtcgtcgtc tggcgatgcc 360

gtcgccgccc tccttccttc cctcgcctcc tcttcctccc gagcccccct gtcttccttc 420

gcccccgcag cggcgcgcag gaagcgagga gagcgggsag gagagaagaa aagaaaagaa 480

aagaaaagaa aataacagcg ccgtctcgcg cagacgcgcg cggccgcgts cgaggcggcg 540

tgatggggct tctcgtggcg cggctgcggc ctggcccggc ctcgcctttg aigtgcaggc 600

tttgggagag aagagtggga cgcggagaag ataagatggt gccatggcgc aggacggaga 660

ggttgctgaa acttcttcga gcggcacagg cgatggcgag agaccgacag ctgccsgcgc 720

ggaggggatg gatacctccc gaggctg^ca tggacgagct ggccgcgcgg atctggctgg 780

ccgcgcggcg gtgggtccgg aggcgcgagg ttggttttct tcatacctga taccatacgg 840

tattcattct tcctctccag gaaggaagca agtcacatag agtatcacta gcctaatgat 900
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ggactctatg ttttagggca cgtcggagca gaaggcgcga gcgattcgaa tgcgagcgat 960 

agatacagca cagagacctt gccggcgacg cggatgcagg cgagcacgca cscaccgcac 1020 

gcacggcagc ggtgcacgcg ctcctcggca gatgcacggt tctgcgccgc gcctttacat 1080 

tttttgattt taggtfgtgt gcctgccact ttgaacatca tccacaagtc aacgcagcat 1140 

caagaggcaa gcaagtacat acatccattc gaattcaagt tcaagagacg ca^caacagc 1200 

cgccgctccg ctcaagctgc agctagctgg ctgacagggc tcgctggctg tagtggaaaa 1260 

ttccattcac ttttctgcat ccgcggccag caggcccgta cgcacgttct ctcgtttgtt 1320 

tgttcgttcg tgcgtgcgtg cgtgcgtccc 懿ctgcctgt ctaatctgcc gcgcgatcca 1380 

acgaccctcg gtcgtcgccg caagcgaaac ccgacgccga cctggccaat gccgcaagaa 1440 

tgctaagcgc gcagcaatgc tgagagtaat cttcagccca ccaagtcatt atcgctgccc 1500 

aagtctccat cgcagccaca ttcaggctu ctctctctct ccctccctct ctttctgccg 1560 

ggagagaagg aaagacccgc cgccgccgcc tctgcgcctg tgacgggctg tccgttgtaa 1620 

gccctcttag acagttccta ggtgcxgsgc gccgccgcgc ctccgtcgca ggcacacgta 1680 

ggcggccacg ggttcccccc gcaccttcca caccttcttc ccccgcagcc ggaccgcgcg 1740 

ccgtctgctt acgcacttcg cgcggccgcc gcccgcgaac ccgagcgcgt gctgtgggcg 1800 

ccgtcttccg gccgcgtcgg aggtcgtccc cgcgccgcgc tactccgggt cxtgtgcggt 1860 

acgtacttaa tattaacaft gggacctcgc acaggacctg acggcagcac agacgtcgcc 1920 

gcctcgcatc gctggggacg caggcgaggc atcccggcgc ggccccgcac cgsggaggct 1980 

gcggggcggc ctcttccggc cggcggccgc atcaggcgga tgacgcaaga gccctcgcag 2040 

tcgctcgctc gcgggagcgc agcgcggcgc cagcgtggcc aagctcccgc cccttctggc 21CX) 

tggctgcatg cctgcctgcc tgcctgcctg cgtgcgtgcg tgcgtgcgtg ccttcgtgcg 2160 

tgcctgcctt cgtgcgtgcg tgcgtgagtg cggcggaaga gggatcatgc gaggatcaat 2220 

cacccgccgc acctcgactt ttgaagaagc cgcgatgcga tgcgatgcga tgcgatgcga '2280 

cgcgataccg tgcgaggcta cgaagcgagt ctggccggcc gtcatacaac gcacsttttc 2340 

gagaaggagg gctggcggag gcgtgcaigc cggcgaccat tgcgaacgcg gcgtctcgtg 2400 

gctggcgaag gigcctggag gatctaacga tcgctgctat gatgctatag ctgtgctgat 2460 

ccccggtcca ttccaccacg tctgtgcctg ccgcctgacc tgcgcttggc tttccttcaa 2520
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gttctcctcc gccgggcctt caggaccgag acgagacctg cagctgcagc tagactcgcg 2580 

ctcgctcgcg gaggattcgc cggccgccgg gccggacggg actcgcgagg tcacacggcc 2640 

gccggcgatc gcgatggctg tgctgacgta ctcgtgcgtg gcagccgtac gtcagcgacg 2700 

ccgcctccgt attgtggatt cgttagttgg ttgttggttg atttgttgat taattttttt 2760 

gttcgtaggc ttggttatag ctaatagttt agtttatact ggtgctcttc ggtgctgati 2820 

tagctcgact tgggtccaca ccactgcccc tctactgtga atggatcaat ggacgcacga 2880 

cgggccgacg aaagtgcgcg agtgaggtaa cctaagcaac ggcggtcttc agaggggacg 2940 

cacgccctcc gtcgcagtca gtccagacag gcagaaaagc gtcttaggga ccacgcacgc 3000 

acgcacgcac gcacgcacgc ccgcacgcac gctccctccc tcgcgtgcct atttttttag 3060 

gcttccttcc gcacgggcct acctctcgct ccctcgcctc gccgcaccag gcggcagcag 3120 

cgatacctgc cggtgccgcc tccgtcacgc gctcagccgc agctcagccc agccgcga^c 3180 

Ugggtttgt tcgtcctgaa ttgtttgatt tgatttgatt tgatttgatc cgatccgatc 3240 

cgatctgatc tgatttgctt tgctttgctt tgtctccctc ccggcgcgga ccaagcgtcc 3300 

gtctgcgcgc cgcagcttcc cttcttctcc cagccctcct tctgctcccg cctctcgcgc 3360 

aagcacgcag cttcgccgcc gcatccggtc ggtcggtcgg tcgatcgacc cgcctgccgc 3420 

tgctgctgtg gccgggcttt tctccatcgg cgactctttc ttctccatac gtcctactac 3480 

gucatacat actgccggct tcctcctctt ccagcgcggc gacggcggca ggctgcgacg 3540 

tcgtcgccgc cgcgggcgcc gcgcgcgccg ccgccgccgc cxgcgtcgca gggcctcgtc 3600 

gccgccgccg ctccgctccg ctccgaggcc gcgagagggc cgcggcggcg cgatggatg£ 3660 

atggatggat ggatggatgg atggattttg ttgatcgatg gcggcgcatg ggcggagatg 3720 

agcgaggacg agcgcgcgag cgcggcagcc ggattcgcag ggcctcgctc gcctcgcgcc 3780 

cgctgccgcg cccgccttgc gagcctgcgc cgcgagcgag cgagcgagcg agceegectt 3840 

tctttgtctc gcgcgccgct tggcctcgtg tgtcttgtgc ttgcgtagcg ggcgccgcgg 3900 

tggaagatgg ctcattcaat cgacccattc acgcacgcac tccggcgcgc agagaaggcc 3960 

gaggaggagc agcaagcaaa ccaaaagctc tcgcgctcgc ggtctcgggc tcgagcggtc 4020 

tcggagagag agtcttgcgg cgaccaccgg cagcagcagc agcagcagca gcgctgtcga 4080
·.

gcacgagcac gagcacgagc acgagcacga gcattcgagc aagaggacag acacggttgt 4140 
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cagcgcctag ctcgctcgat acagaaagag gcgggttggg cgtaaaaaaa aaggagcacg 4200

caagccgcca gccagccagc tagctagcca gcctgcctgc caaa 4244

<210> 37<211> 3886<212> DNA<213> 裂壺菌屬 sp. <22O><221> raise.特徵 <222> 
(2115)..⑵ 15)<223> n = a,c,g.或t

<40Q> 37
gatettgatt gccaagctct ggattgtcga ttccgatgaa tegagetett tgttgtcgag 60

ctctggcttg ccgagctttc agaaatagac aaaattgeeg agttcctgat tgcggggctc 120

tcgattgcca aggtctggtg gattetegaa ctctcgattg tcaaaatca ggtegteteg 180

teggattett tcctgatttg ttttgtcaag accttgagat tgtgcaaaac ettgategtt 240

gacaaaccct tgatcgacag cagcctttca tcacgctcag ctcttgtcat tgattatatt 300

ccccctgaca gccaacacct tgatgcaggg tctcaacctt gatttttgga ggccatcatc 360

agcatcacgc cccggcactc accctcaaca ttcgacagcc aacgcttttt tttcttcgac 420

taggatetga gaataaaagc ag^tcaccac gaccgtaggc caacgcgaica accatggaaa 480

taaagtgaca acgaacgact tgcaagttta aatgtaaaga gcagcaattg cccgcccaca 540

gacaaatgaa agcaggcgcc gagtettatt tgaggaggtg ggcctgtggc aatgggcgaa 600

agaaaatcaa ggacaaggag agcaggttac gtaccggtat actggtatac gtacatggat 660

ggttcttggc aagttgacgg gatgtgtgcg agtgaccgtg gtagttaacg aaagageege 720

aagggcaagg aaagcaagag aatgcagact tttccacagg atggatgggt ccgcagcttg 780

ccgcatgatg aaacgctgta tttcacctgg cacgtggtgg cgcacgcgcc cacatatgat 840

cgcggcggcg ggtgtattat acattttccc cctcaggtct actgccatcc ctccatgcgt 900

cgctcgtgcg aacgacgcaa gcctttcgca tcgtgcagcc tctttctggt aaggcaagag 960

ctaaacccaa acctaaacga aagaacattt ttacctctct ctctctccca ttggtcgcgt 1020

gcgctccgcc gctcgctcct cctcctgcca gtgtcgcgcc ctaacttccc ccctccctcc 1080

ctccctccct ccctccctct ctcctgccac cgcccctctc tccgcgctgc gtgeggtget 1140

gccctggacc aatggcatgc tgctgcacgc teggeggatg acgcaagccg cttcgcaatt 1200

tccggatcag ateteggegg ggcgtgcgcc gcggggtcac tgcggacctg ccgcgfcccc 1260

tgcttctttc acatccatca tgtcctccaa acctccgcct cctccacgca cgtacgcacg 1320
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cccgctcgca cgcgcgcact gccgctgcga aagcaagcgc ccgcccgccg cccggcgacg 1380 

ggaaggcggc cgcggtctcc ctccgcggtt gcctcgctcc cgcgcggggc tg£gcgggca 1440 

gcagaaggcg ggtggcggcg gcg£cttccg tcttcgtcag cggcctacgt cggcggcggc 1500 

gcgcgagact acgcatgccc ttgcgtcatg cgctcgcagg tagccgccgc gggcctaccg 1560 

tttccgctgg cgccgcgcct aagcccccgg cgcgcacggt attgccgcga taccgtacu 1620 

ccaagaccgc cgcagacgtc ggccctctcg cggccagcca gccagcagcg cagcggagga 1680 

agagcgcgca ggcgcggcgg gagggcggcc gcggagcagc gcagagcggi gcggagcagc 1740 

gcggagcaga acgggcagac tcggagcggg cagcgcgggc agagctttgg ggtttaagga 1800 

ccgggttacc ggcgaagtga gcggctgcgg ggagcggctg tgggaggggt gagtacgcaa 1860 

gcacgatgcg agcgagagag agacgctgcc gcgaatcaas aaggtaggcg cgctgcgagg 1920 

cgcggcggcg gagcggagcg agggagaggg agagggagag agagggaggg agacgtcgcc 1980 

gcggcggggc ctggcctggc ctggtttggc ttggtcagcg cggccttgtc cgagcgtgca 2040 

gctggagttg ggtggattca tttggatttt cttttgtttt tgtttttctc tctttcccgg 2100 

aaagtgttgg ccggncggtg ttctttgtu tgatttcttc aaaagttttg gtggttggtt 2160 

ctctctcttg gctctctgtc aggcggtccg gtccacgccc cggcctctcc tctcctctcc 2220 

tctcctctcc tctccgtgcg tatacgtacg tacgtttgta tacgtacata catcccgccc 2280 

gccgtgccgg cgagggtttg ctcagcctgg agcaatgcga tgcgatgcga tgcgatgcga 2340 

cgcgacgcga cgcgagtcac tggttcgcgc tgtggctgtg gcttgcttgc ttacttgctt 2400 

tcgagctctc ccgctttctt ctttccttct cacgccacca ccaacgaaae aagatcggcc 2460 

ccggcacgcc gctgagaagg gctggcggcg atgacggcac gcgcgcccgc tgccacgttg 2520 

gcgctcgctg ctgctgctgc tgctgctgct gctgctgctg ctgctgctgc tgctgcttct 2580 

gcgcgcaggc tttgccacga ggccggcgtg ctggcxgctg ccgcttccag tccgcgtgga 2640 

gagatcgaat gagagataaa ctggatggat tcatcgaggg atgaatgaac gatggttgga 2700 

tgcctttttc ctttttcagg tccacagcgg gaagcaggag cgcgtgaatc tgccgccatc 2760 

cgcatacgtc tgcatcgcat cgcatcgcat gcacgcatcg ctcgccggga gccacagacg 2820 

ggcgacaggg cggccagcca gccaggcagc cagccaggca ggcaccagag ggccagagag 2880 

cgcgcctcac gcacgcgccg cagtgcgcgc atcgctcgca gtgcagacct tgattccccg 2940
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cgcggatctc cgcgagcccg aaacgaagag cgccgtacgg gcccatccta gcgtcgcctc 3000 

gcaccgcatc gcatcgcatc gcgttcccta gagagtagta ctcgacgaag gcaccatttc 3060 

cgcgctcctc ttcggcgcga tcgaggcccc cggcgccgcg acgatcgcgg cggccgcggc 3120 

gctggcggcg gcxctggcgc tcgcgctggc ggccgccgcg ggcgtctggc cctggcgcgc 3180 

gcgggcgccg caggaggagc ggcagcggct gctcgccgcc agagaagagc gcgccgggcc 3240 

cggggaggga cggggaggag aaggagaagg cgcgcaa^gc ggccccgaaa gagaagaccc 3300 

tggacttgaa cgcgaagaag aagaagaagg agaa^aagtt gaagaagaag aagaagaagg 3360 

agaggaagtt gaagaagacg aggagcaggc gcgttccaag gcgcgttctc ttccggaggc 3420 

gcgttccagc tgcggcggcg gggcgggctg cggggcgggc gcg£gcgcgg gtgcgggcag 3480 

^gggacgcg cgcgcggagg cggagggggc cgagcgggag cccctgctgc tgcggggcgc 3540 

ccgggccgca ggtgtggcgc gcgcgacgac ggaggcgacg acgccagcgg ccgcgacgac 3600 

aaggccggcg gcgtcggcgg gcggaaggcc ccgcgcggag caggg^cggg agcaggacaa 3660 

ggcgcaggag caggagcagg gccgggagcg ggagcgggag cgggcggcgg agcccgaggc 3720 

agaacccaat cgagatccag agcgagcaga ggccggccgc gagcccgagc ccgcgccgca 3780 

gatcactagt accgctgcgg aatcacagca gcagcagcag cagcagcagc agcagcagca 3840 

gcagcagcag ccacgagagg gagataaaga aaaagcggca gagacg 3886
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2006.Oil一、發明名稱：(中X/英文)

多不飽和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶系統及其用途(二)/PUFA 
POLYKETIDE SYNTHASE SYSTEMS AND USES THEREOF

二、中文發明摘要：
本發明係一般性地關於一種分離自或起源自非細菌生物的多不飽 

和脂肪酸(PUFA)聚乙醯合成酶(PKS)系統；關於其同源物；關於編碼此 

PUFA PKS系統的生物活性區段之分離的核酸分子及重組型核酸分 

子；關於包含PUFA PKS系統之基因改性的生物；關於製得及使用此系 

統來製造有興趣的生物活性分子之方法；及關於用來鑑別具有此PUFA 
PKS系統的新穎細菌及非細菌微生物之新穎的方法。

. 三、英文發明摘要：

The invention generally relates to polyunsaturated fatty acid (PUFA) polyketide 
synthase (PKS) systems isolated from or derived from non-bacterial organisms, to 
homologues thereof to isolated nucleic acid molecules and recombinant nucleic acid 
molecules encoding biologically active domains of such a PUFA PKS system, to 
genetically modi五ed organisms comprising PUFA PKS systems, to methods of making 
and using such systems for the production of bioactive molecules of interest, and to 
novel methods for identifying new bacterial and non-bacterial microoiganisms having 
such a PUFA PKS system.
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四、指定代表圖：
（一） 本案指定代表圖為：第（）圖。（無）

（二） 本代表圖之元件符號簡單說明：

五、本案若有化學式時»請揭示最能顯示發明特徵的化學式：

（無）
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第99125328驢專利再審奁疣申請密利範圍修E本 

(:埒耳月廿日修(耳;
、申請專利範圍：七

1. 一種分離的核酸分子，其選自於由下列所組成之組群：

a.—核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼

一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：4至

5 少有95%相同性，其中該胺基酸序列具有卩-酮基醯基

-ACP合成酶(KS)活性、鏈長因子(CLF)活性、轉醯酶 

(AT)活性以及烯醯ACP-還原酶(ER)活性；

b. —核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼 

一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：20

10 至少有95%相同性，且該胺基酸序列具有卩-酮基醯基

-ACP合成酶(KS)活性；以及

c. 一核酸分子，其基本上由一核酸序列所構成，該核酸

序列編碼一與下列胺基酸序列具有至少95%相同性 

之胺基酸序列：

15 (i) 序列辨識編號：22，且具有CLF活性；

• (ϋ)序列辨識編號：24，且具有AT活性；或

(iii)序列辨識編號：26，且具有ER活性。

2. 一種分離的核酸分子，其選自於由下列所組成之組群：

a. —核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼

20 一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：4至

少有96%相同性，其中該胺基酸序列具有卩-酮基醯基 

-ACP合成酶(KS)活性、鏈長因子(CLF)活性、轉醯酶 

(AT)活性以及烯醯ACP-還原酶(ER)活性；

b. —核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼 
S
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一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：20 

至少有96%相同性，且該胺基酸序列具有卩-酮基醯基 

-ACP合成酶(KS)活性；以及

c.一核酸分子，其基本上由一核酸序列所構成，該核酸

5 序列編碼一與下列胺基酸序列具有至少96%相同性之

胺基酸序列：

⑴序列辨識編號：22，且具有CLF活性；

(ii) 序列辨識編號：24，且具有AT活性；或

(iii) 序列辨識編號：26，且具有ER活性。

10 3. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸

分子選自於由下列所組成之組群：

a. —核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼 

一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：4至 

少有97%相同性，其中該胺基酸序列具有酮基醯基

15 -ACP合成酶(KS)活性、鏈長因子(CLF)活性、轉醯酶

(AT)活性以及烯醯ACP-還原酶(ER)活性；

b. —核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼 

一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：20 

至少有97%相同性，且該胺基酸序列具有卩-酮基醯基

20 -ACP合成酶(KS)活性；以及

c. 一核酸分子，其基本上由一核酸序列所構成，該核 

酸序列編碼一與下列胺基酸序列具有至少97%相同 

性之胺基酸序列：

⑴序列辨識編號：22 '且具有CLF活性；

2
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(ii) 序列辨識編號：24，且具有AT活性；或

(iii) 序列辨識編號：26，且具有ER活性。

4. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子'其中該核酸 

分子係選自於由下列所組成之組群：

5 a.—核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼

一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：4至 

少有98%相同性，其中該胺基酸序列具有卩-酮基醯基 

-ACP合成酶(KS)活性、鏈長因子(CLF)活性、轉醯酶 

(AT)活性以及烯醯ACP-還原酶(ER)活性；

10 b.—核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼

一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：20

至少有98%相同性，且該胺基酸序列具有卩-酮基醯基 

-ACP合成酶(KS)活性；以及

c.一核酸分子，其基本上由一核酸序列所構成，該核

15 酸序列編碼一與下列胺基酸序列具有至少98%相同

性之胺基酸序列：

⑴序列辨識編號：22，且具有CLF活性；

(ii) 序列辨識編號：24，且具有AT活性；或

(iii) 序列辨識編號：26，且具有ER活性。

20 5. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸

分子係選自於由下列所組成之組群 ：

a. 一核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼 

一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：4至 

少有99%相同性，其中該胺基酸序列具有卩-酮基醯基
S
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-ACP合成酶(KS)活性、鏈長因子(CLF)活性、轉醯酶 

(AT)活性以及烯醯ACP-還原酶(ER)活性；

b. —核酸分子，其包含一核酸序列，該核酸序列編碼 

一胺基酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：20

5 至少有99%相同性，且該胺基酸序列具有卩-酮基醯基

-ACP合成酶(KS)活性；以及

c. 一核酸分子»其基本上由一核酸序列所構成'該核酸 

序列編碼一與下列胺基酸序列具有至少99%相同性 

之胺基酸序列：

10 ⑴序列辨識編號：22，且具有CLF活性；

(ii) 序列辨識編號：24，且具有AT活性；或

(iii) 序列辨識編號：26，且具有ER活性。

6. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸 

分子由一選自於由下列所組成之組群的核酸序列所構

15 成：序列辨識編號：3、序列辨識編號：19、序列辨識

編號：21 '序列辨識編號：23、序列辨識編號：.25。

7. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸 

分子包含一核酸序列，該核酸序列編碼一胺基酸序 

列，該胺基酸序列與序列辨識編號：4至少有95%相同

20 性，其中該胺基酸序列具有卩-酮基醯基-ACP合成酶

(KS)活性、鏈長因子(CLF)活性、轉醯酶(AT)活性以及 

烯醯ACP-還原酶(ER)活性。

8. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸 

分子包含一核酸序列，該核酸序列編碼一胺基酸序 

4 S
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列，該胺基酸序列與序列辨識編號：4至少有98%相同 

性，其中該胺基酸序列具有卩-酮基醯基-ACP合成酶 

(KS)活性、鏈長因子(CLF)活性、轉醯酶(AT)活性以及 

烯醯ACP-還原酶(ER)活性。

5 9. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸

分子包含一編碼序列辨識編號：4之胺基酸序列的核酸 

序列。

10. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸 

分子包含一核酸序列，該核酸序列編碼一胺基酸序

10 列，該胺基酸序列與序列辨識編號：20至少有98%相

同性，且具有酮基醯基-ACP合成酶(KS)活性。

11. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸 

分子包含一編碼序列辨識編號：20之胺基酸序列的核 

酸序列。

15 12.如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸

分子係由一核酸序列所構成，該核酸序列編碼一胺基 

酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：22至少有98% 

相同性，且具有CLF活性。

13. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸

20 分子係由一編碼序列辨識編號：22之胺基酸序列的核

酸序列所構成。

14. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸 

分子係由一核酸序列所構成，該核酸序列編碼一胺基 

酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：24至少有98% 
S
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相同性，且具有AT活性。

15.如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸 

分子係由一編碼序列辨識編號：24之胺基酸序列的核 

酸序列所構成。

5 16.如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸

分子係由一核酸序列所構成，該核酸序列編碼一胺基 

酸序列，該胺基酸序列與序列辨識編號：26至少有98% 

相同性，且具有ER活性。

17. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸

10 分子係由一編碼序列辨識編號：26之胺基酸序列的核

酸序列所構成。

18. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸 

分子係為一裂壺菌(Sch izochytrium)核酸分子。

19. 如申請專利範圍第1項之分離的核酸分子，其中該核酸

15 分子係為一裂壺菌ATCC20888核酸分子。

20. 一種重組型核酸分子，其包含如申請專利範圍第1項至 

第19項中任一項之核酸分子，該核酸分子被可操作地 

連結到至少一個轉錄控制序列。

21. 一種重組型細胞，其以如申請專利範圍第20項之重組

20 型核酸分子所轉染。

22. 如申請專利範圍第21項之重組型細胞，其中該重組型 

細胞係為一微生物。

23. 如申請專利範圍第21項之重組型細胞，其中該重組型 

細胞係為一植物細胞。

6
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24. 一種分離的核酸分子，其基本上係由一核酸序列構 

成，該核酸序列係完全互補於如申請專利範圍第1至19 

項中任一項之核酸分子。

25. 一種基因改性的微藻，其中該微藻已被一包含如申請

5 專利範圍第20項之核酸分子的重組型核酸分子轉型，

且表現該包含該如申請專利範圍第20項之核酸分子的 

重組型核酸分子。

26. 如申請專利範圍第25項之基因改性微藻，其中該微藻 

已被一重組型核酸分子轉型，該重組型核酸分子包含

10 一核酸序列，該核酸序列編碼一蛋白質，該蛋白質具

有卩-酮基醯基-ACP合成酶（KS）活性、鏈長因子（CLF） 

活性、轉醯酶（AT）活性以及烯醯ACP-還原酶（ER）活 

性，其中該蛋白質包含一與序列辨識編號：4至少有 

95%相同性之胺基酸序列。

15 27.如申請專利範圍第26項之基因改性微藻，其中該核酸

序列係為一裂壺菌（Schizochytrium）核酸序列。

28. 如申請專利範圍第26項之基因改性微藻，其中該核酸 

序列係為一裂壺菌ATCC20888核酸序列。

29. 如申請專利範圍第25項之基因改性微藻，其中該微藻

20 可內生地表現出一 PUFA PKS系統。

30. 如申請專利範圍第25項至第29項任一項之基因改性微 

藻，其中該微藻已被進一步以一重組型核酸分子轉 

型，該重組型核酸分子係編碼一磷酸泛醯疏基乙胺轉 

位酶。

25 31.如申請專利範圍第25項之基因改性微藻，其中該微藻 

7
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已被進一步以一核酸序列轉型，該核酸序列編碼源自 

於型式I迭代(iterative)(類真菌)PKS系統的至少一個 

生物活性區段。

32. 如申請專利範圍第25項之基因改性微藻，其中該微藻

5 已被進一步以一核酸序列轉型，該核酸序列編碼源自

於型式II PKS系統的至少一個生物活性蛋白質。

33. 如申請專利範圍第25項之基因改性微藻，其中該微藻 

已被進一步以一核酸序列轉型，該核酸序列編碼源自 

於型式I組合式PKS系統的至少一個生物活性區段。

10 34.如申請專利範圍第25項之基因改性微藻，其中該微藻

係為破囊壺菌目(Thraustochytriales)。

35.如申請專利範圍第34項之基因改性微藻，其中該微藻 

係為裂壺菌(Schizochytrium)或破囊壺菌 

(Thraustochytrium) °

15 36. 一種生產重組型微生物的方法，其包含：

a) .以至少一如申請專利範圍第1至19項任一項之核酸

分子基因改性微生物細胞；以及

b) .在允許該至少一核酸分子表現的條件下培養該細

胞。
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