JP 5336592 B2 2013.11.6

(19) B FEHSEF T (JP) ¥ F A B2 (1) da s =
5T 53365925
(P5336592)
(45) 3817TH ER2SE11H6H (2013, 11.6) 24) BHE FR25E8H9H (2013.8.9)
(51) Int.CL. F 1
C12N 15/09 {2006.01) Cl2N 15/00 ZNAA
C12N 5/10 (2006.01) Cl12N 5/00 102
AO 1K 67/027 (2006.01) AOQ1K 67/027
c12qQ 1/48 (2006, 01) C12Q 1/48 Z
C12N /12 (2006.01) Cl2N 9/12
EREOK 14 (42 7H BEARICHKS
2 HEES 15 RE2011-518529 (P2011-518529) |[(73) 4553p4EE 596175810
(86) (22) L FEE SER22E6A 7H (2010.6.7) BB EEAPT I DN AWFER
(86) ERZHEE S PCT/JP2010/059620 FEERERGH,ATSHE2-6-7
BT ERRLMES  %02010/143606 (74 R A 100100181
87) ERAEAE 22412 A 168 (2010.12.16) #E+ WY FEE
EEERE ER2EESA17H (2013.5.17) (72) BEAE My %
(Bl) IEIEEESES  EE2009-136830 (P2009-136830) FERREENATSME_THOSHT
(32) @5 H ER21E6H 8H (2009.6.8) PFEIF— - LR T—HEHN
(33) BAEETERE BAE (JP)
(Bl BERIETESES  SEE2009-248439 (P2009-248439) EEE Bt wEE
(32) &% B SERR212E10 A 298 (2009, 10.29)
(33) BAEETERE BAE (JP)
BHETHSHE
BREIHRS
(64) [RIADEM] FELBASRNARARF L2 OB 2 AV SR NERA T
GNHOODOODO0ODDODn
oooooo
0o0oooDooDOooao
00000000000 D00DO0OD0O0O0DO0OD0O0ODO0OO0DOO0On
0000000000000 D00000D00D00000D0000000D000DOOaDn
0000000000000 DO0O0DO0OD0D0ODO0ODO0OO0DO0DO0ODO0OO0DOoODOoODOoOaD
0000000000000 DO0ODO0OO0DOD0OO0ODOOD
0000000000000 D00000D00D00000D00D00D0O00D0Oo0OooDoOoaDn
0000000000000 D0000000D00000000000000000000
oooooooo 10
0000000000000 DO0D00O0D00DO0OD0O0O0D0ODO0ODO0OO0DODODOOaD
0000000000000 D00000D00D00000D00000O00aDn
oooooo
0000000000000 D00O0D0O00DO0ODO0ODDOO0ODODODODOODOn
oooooo
0000000000000 DO0ODO0OD0DODOoODOO
oooooo
00000000000 DOOoDOoODaO
oooooo
0000000000000 DO0OD0O0D0D0D0DO0ODO0OD0DO0ODO0ODO0OO0DOoODOoODOoOaD 20



Oooooooo0oooooo0ooDoDoDooUoo oo oDoDooooDooogooao
Oooooooo0o0ooooo0o o0 oo ooo0o oo ooooooDooogooao

Ooooooooooogoggg

Ooooooooooog
Oo0DoDooogoooooogoogdg
Ooooooooooogogogg
OoooooooooogogoQgdg

O

Cre000JPIOODOQOODODDOOOODOOODODDODOODODDOOOIIoxPOOOODODODO34b
pl 0000000000000 000O0CODODODDODO0OO0O0O0DOOO0ODODCre/loxPO0O0O
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo

e e s e e e e sy e e [ |
Oo0oooooo0 oo ooo o0 oo oDoUo oD ooDoDoog4gogooooaog
I ey e [ e e e sy s B
Ooo0ooooooo0 oo ooo o0 oo ooo o0 oo ooogogooooo

OO0 oo ooo4Qo0ooDooogogoooooggog

O
O
O
O

Oooooooooooao

O

O Ooooo
O Ooo0ooo
OO oO0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OoOgooo
O Ooooo

O
O
O

O

O

0

uod

O

O

O

uod

O

O

O

uod

0

O

O

god

(2)

O

O

O

uono

g
u

g
U

O
O
O
O
O
O
O
(]
O

JP

5336592 B2 2013.11.6

ugboooad
gooao

Cre/loxPO

10

20

30

40

50



3) JP 5336592 B2 2013.11.6
loxPO 00130 00000000130 0000000000000000013000
000000000000 0000000000000000loxP0O000O0
000000 Lox5110 10x22720 00000000 loxP0 000000000
loxPO DO ODOODOOOIoxPD DODOODODNADODDOODOOOOOOOOODO
ODNADODOODODOODOODODODOOOODOODOOD

0

O

gobobooooooogoobobobobooboobooboboboboo
Flp/FRTOOO0DOOOO0OO0OO0OOOOOCCOCOODODBO O ODre/rox O
ooooocooooon

O
O

gbobooooooooboobobobooobooboobobobobooao
gbooaond gbooouobooboboobooobuobobad
gooobOooooooooooobboooobooooobobooooboodg

O
O
O
OJ
O
O
O

Ooooo® ooooodg
O
O

OooOoo0ooood

O
O
(]
O
O

ooooaon oogd
ooobooooooobooooao

O
O
O

e e O e e e e e Y O Y Y

Oooooooo0oooooo0ooDooooooooogoQgoQg

Oooooooooooooooooogoooooaono
OO0 ooogog4dooDooUogUgooDoogogooao
OooDoooo0ooooo4ooooooggoo

OoOooooooOooobDoo oD oo oDogooogogoogogoo

Oooooooooooooooooggg
OoooooooooooooooogQgQg

OoOoo0ooodg
OoOoo0ooodg
O0Ooo0oood

Ooo0oooQgoooo
OooOooooOooOooao

O 0Oo0oo0ooao

Oooooooogoogooao
Oooooogogooao
OoooooogogoQogooao
Oooooooogooo
OO0 ooDoodgogooao
Oooooogogooao
Oooooogogogooo
OOoo0oooogoogooao
Oooooogogooao
Oooooogoooao
Ooooooogoogooao
OO0 ooDoodgogooao

O Oooo

Broach JR, Guarascio VR, Jayaram M., Cell, 1982

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O

oo ooooogogooQg
Ooooooooogogoo

OO0Ooo0oo0oood
OOoo0ooood
OOoooood
Oo0Ooo0oo0oood
O O0Oo0oooogod
OoOoooood
OoOoo0oo0oood
O O0Oo0ooood
OOoooood
OOoooood

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O

O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O

May, 29(1):227-3

30

40

50



ey e Y Iy

Oooo0ooQogogoao
OOo0ooogo-gogao
OoOoooogogao
Ooo0oooQgogoao
OooOoo0oooOoogao

Iy ) R e e [ Iy

e ) e e e ) ey e ) e s s Y [
e e e e e ey [ s ) [y o
Iy e e e ey e s s [y

Oooooooooooooooooood

O Oooo

O 0O0o0ooooog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
O Ooo0oo0oooao
O Ooo0ooooaog
OOoo0ooooaog
O Ooo0ooooao
O O0Oo0ooooog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
OOoo0oo0oooao
O Ooooooaog
OOoooooaoo
OOoo0oo0oooao
O O0Oooooaog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0ooo

O 0Ooo0ooo

O Ooogogo

O 0Ooooo

O 0Ooo0ooo

Oooooogogooao
Ooooooogoogoooo
Ooooooooogoooo
OO0 ooDoogogooao
Ooooooogogogooao
Ooooooogoogooo
Ooooooooogooao
Ooooooogogooao

O Oooo

O O0ooo

O O oo

O Oooo

O Oooo

O 0Oooo

O Oooo

OOoo0ooood
OoOoo0oo0oood
O O0Oo0ooood
OOoo0ooood
OOoo0ooood
OO0Oo0oo0oood
OOoo0ooood
OOoo0ooood
Oo0Ooo0oo0oood
O O0Oo0ooood
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O Oo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O
O
O
O
O

O
O
O

O Oooo

O 0Oooo

O O oo

4)

O
O

O
O
O
O
O
O
O
O

O

JP

O

5336592 B2 2013.11.6

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

oooano

10

20

30

40



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry
e s e e e e e s e Y Y

OoOoo0oooogdg
OooOooooogod
OooOoo0ooood
OoOoo0ooogd

e e e e Ry e e e I B
[y [ e e e ey e e sy

O

OoooooooooooooDoooo0Doooooo0ooDoooooDooooooooa.o

O Ooogoo

O

O OoOooo O

O g

O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O0Oogoo
O Ooogooo

O
(]
O
O

O
O
O
O

O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo

O
O
OJ
O

0 VCrel

VCrel O

0 VCrel

oooo
ogooo
ooaoao
0 VCrel
oooo
0 VCrel
ooaoao

O 0Ooooo

O
O

O
O

O 0Oooo

O 0Ooo0ooo

O 0ooo

)

O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O0Oogoaog
O Ooogooo

O
O
(]
O
O
O
O
O
O
(]
O
O

O
O
]
O
O
O
O
O

O Oooo
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

gboobooboognVvCred
ugboooboooobooboao

JP 5336592 B2 2013.11.6

SCreD 0D ODOODOOO

OvioexPOODOOOOOOOOOOQOOODDODOOOOOOO

OviexPO OO OOOOOOOODDOOOODOOODODOOD

O
O

OShjetOOCre0 00 0OQueryD OO0ODODOOOOOOOO

gboboobooooobobobobooogobuobobao
oooboDooooooOooooboooooFrLAGDOOODO

OviexPOODDODODOOOOOOOOOODDOOOOOOO

gboobooooood

OCreD00O0O0OOOOCOCIoxPODOOOOOOOOODODODO

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry

OoOooo0ogao
O 0Ooo0oo0oogao

e s e e e e e ) e e e R s [
[ s e e e e e [ [ |
Ooooooooooooo4o0DooDooo0 o0 oo oooo oo oDoooUoooDoDoooooooodg

(6) JP 5336592 B2 2013.11.6

VioxPO VioxM1O O O VioxM2OD O OO DO loxPO OO0 OO0 QO loxODODDODOOOOO
ooooao
OODSCreD000OSIloxPOOD0OO0ODODODODOOODODOOODODOODODDDOOO
g
OOSCre000OSloxPOO0O0OODODOOODOODOOOOOOODODDODOOO

gboosSCreb00O0OCred 0 0DbO0DOO0O0OOOODODODO
ooobOSCred00O0OVCred OODOOOODODOODOODODOOO
OODDOSCre0000OCre0 000000000 NxPOOODOODOVCreD OO
OOvVloxPOOOOODODOOOOODOOOODOODOOODODOOOODO
OOo00D0OSCre00O0OSIloxPOO000D0OO0OODO0OO0DOOOOOOODODDODDOOO
uboooobooboboboooboobad

SloxPO OO0 OSlox22720 000D DODOO0OO0O0OO0OOOOOOODOO
OO0D0D0SCre00000O00CSIoxPOO0OOOOSIox22720 00000000
ubooooboobobooboouoboboboboooobooboboobooo
ogdd

SloxP, loxP, O OVioxPO O OOOODOOOOOODOOO
gboooooboobooboba OEGFPO OO OOO0ODOOOODDODOO
oogd
VCreDOOOOOODOOOOO
gbooooobooboobobad
VCreO O OO OODODOEGFPO O ugoodd

Viox22720 0 00000000 oooooooo

VioxPO O O VIox22720 O 00000 O OODO DO VIoxPO Viox22720 0 DO OO
gbooooboobooboboboooonn

EGFPO DsRedD 0D 0D 0000 OOOODOCOODODOVIox43 L OO VIox43RO O O
gbooooboboboboooobobobobooobcred0bonOnO
OEGFPO O DsRed0 D0 OO OOOODDODOOOOOOOODODOODO

EGFPO DsRedD D 0D 00 0 OO0 OODODODODODOSIoxviLO O SloxVIRO O O O
oooobOoOoooooOoooobOooooooOboOoOobO0crec00b0DOO
EGFPO ODsRedD 00000 OODODOCOODDDOOOOOOODOO
Oo0DDODOO0O00O0O0oooOoOviexPOOOOOOoOoGOoOoooOODODDODOOO
ooooboooogoao

gbooo0OVered SCreD 00 O0ODODODODODOOODODODODODODOO
gbooooaooaao

VCreOCreDOOODODDODOOOODODOOOODOOOOO

SCreDCre0 00 000D0O0ODOOODODOODODODOODO

ClustalwO 00O OO0OCre, VCre, SCre0 000000 DDOOOOOOOO
ubooouobobobooouobuobobobooooboboboobooo
OOdCreb0000O0DOOCOOOODODOOOODOOOVren0OO0OO0OO0OO0ODODO
gboooobobobcCreb0bO0b0O0OO0ODO0DODODODOOOODODOO
uboooooobobooboooboobobobobooobooboobon
VCreDODOOOOODODOOOOODOOOODOOOOODODOOOODODOOO

O
O
O

oooobOooooboooobooboo
oooooooooboobooooao

O OooOo
O oOoo 0o

O
O
O
O

OVCre/VIoxPO 0 OO O OOORMCED O OO O

OVCre/VIoxPO O OO OOOORMCED D DO OOOOOODOOODDODOOOOO
UOORMCED OO OODODOOOOODODOOORMEDOOOODOOOODOOO
OVCre/VioxPO D O OO0 OOOBACODODODOOOO

OVCre/VloxPO OO OO0 OOBACODODODDDODODODOOOOODODOOODODGO
OOO0ODVCre/VloxPO O OO DODOSCre/SloxP0 000000 0OODDODOOOOO

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry
e s e e e e e s e Y Y

Oooooodgooao

OOo0o0ooooo0ooooooo oo ooooooDoDooogoggoooao
OOoooooo0oooooo0oooDooooooDooooQgg
Ooooooooooooooooooooooood

O OO
O
O

O

O
O

O

O

o
X
3
O

OoooooQgooao

O

Ooooooodgooao

OO0 oDooogog4ogoooogdg

OOoo0oooog
OoOoo0oooo
I B
OO0Oo0oooog
OoOoo0oooaog
I B
O0Ooo0Oo0ooa.o
OoOoo0oooaog
OoOoo0oooo
O0Ooo0oooao
O 0Ooo0oooaog
OoOoo0oooaog
Oo0Ooo0oooao
O0Ooo0Ooo0ooa.o

O O

OoOoo0oooogdg
OoOoo0ooooQgdg
OooOoo0ooOod
Oo0oo0oooogdg
OoOoo0oooogdg
Ooo0Oo0oooodg
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogdg
Oo0o0ooooQgodg
Ooo0oo0ooood
OO0oo0oooogdg
OooOoo0oooogdg
Ooo0o0ooodg
OooOoo0ooood
Oo0oo0oooogdg
Oo0o0oooodg
OooOoo0oooodg
OoO0oo0ooogd
OoOooooogdg
A

O

0 VCre/VI1oxPO

0 VCre/VI1oxPO

0 VCre/VI1oxPO

O VCre/VI1oxPO

gboobooon

O
O
O
O
O

OooooooooooogogoaoQg
OoooocooooooogogoaoQg
OO0 oDooogog4Qgooood
OooooooQgooood
Ooooooooooodg
Oooooooooood
Oooooogogogooood
Ooooooogoooodg

]

O O
O O
[
O O
O O
O O
[ |

O
O
OJ
O
O
O
O

O
O

O
O

O
O

OoOoo0ooogodgdg

O O

goo

VCrel

O
O
O

OOooooogogdg
Oooooogogdg
Ooo0ooogoQgQg

O O o
O O o
O O o

OJ
O
O

OJ
O
O

P

SCre/SloxPO O

SCre/SloxPO O

SCre/SloxPO O

SCre/SloxPO O

000 0O SCred

O
O
O
O
O
O
O

I [y |
Ooooooggdg
OooooogQg-g
OoOoo0oooQgd
OOoooooggdg
OooooogQg-g
Ooo0ooogoQgoQg

O 0O o
O OO
O O
0O O
O g
O O
O O

O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooao
O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
OO oOooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OoOooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooao

O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O

[

O
O
O
O

Oooo0oo0oogoood

O
O
O
O
O
O
O

OJ
O
O
O
O
O
O

]

Ooooooggdg

OoooooogoQg™g

JP

I B |
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooao

5336592 B2 2013.11.6

ooooooooano

gbooboooogan

ooooooooano

gbooboooogan

CreCO00OO0DOOO

ooooooooao

10

20

30

40

50



(8) JP 5336592 B2 2013.11.6

0oo0o00DD0DDOD000000000o00o0DDDODO0D00D0D00O0Do0Do0DoDoODoODDOoDOoOOoDOoDOOg
ooo0oDoDDoODOoOO000O0Oo0ooooOooDDDODO0D00DO0DO0o0oooDoDoDoDoODDoOoDOoOooOg
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
oo0o0oo0ooDoODO0oO000O0O0o0ooo0o0o0o0DoDDOoODO0D00D0D00Ooo0DoDoDoODoODDOoDOoOOooOOOg
oo0oo0oDDoODO0o0o0DOoOo0o0ooooooODDoODOoDOoDooDoooooooDoDaOo

oooooao
oo0o0o0o0ooOD000000oooooo0o0Do0DDOoODO0DO00DO00o0ooooDooDoODDoODOoOOooOg
oo0o0oo0DoDDoDOoOO000O0O0o0ooo0o0OooODDoDDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoDoDoODoDoODoOooOog
oo0oo0oDoDoODO0OO000O0O00ooOoOoOoO0DDDODO0D00DO0DO0o0OooDoODoOoODoODDOoDOOoDOoOg
oooo0oo0ooOO0O000oO0O0oooOoOoo0OoDOoODO0O0U0ODO0o0ooooDooDooDoODOoooOOg
0O000DDO0OD000000o0o0o0o0DoDDO0oD0D0Do0DO0Do0oo0ooDoDoDoDoDoDOoO0Oan

ocooooao
oooooDDoODOoOO0O0O0oOoOoooooOooODODDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoOoOooODoODDOoDOoOooOg
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
ooooDoDDoDOoOO000o0oOo0oooo0OooDDDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoDoODoODDoODOoOoDoOog
oooo0oooODO0OO000oO0OoooooO0oO0ODDODO0DO00DU0DO0o0oOoDOoDoODoOooODoODDODOoOOoDOoOg
Oo00o00ooODO0OO0O00O0oO0oooooooDoDoOoOoOOoooOg

ocooooao

O000DD0DD0OD00000000Q0O0O0ODDODO0O0D0DO0DOoOoOoOooOoOOpofN8OI I OOOO
000000000000 DOO0O0O0O00OO0DOD0ODOdHazen et al., Appl. Environ. M

icroboil_., Dec. 2007, p.7703-77100 0 0D 000 O0O0DDOOOODOODOODOODOOOO
0000000000000 O0OD0OO0O0O0O0O0adaoOShewanella sp. ANA-3 plasmid 10 O O
0o00oOO0oO00oo0oDbDOoOO0oO0o0obDOOoO0OobDbDOO0OOo0DOD0OdOeLocus crPooo470, 2789
42bp DNA circular BCT 29-NOV-2007 DEFINITION Shewanella sp. ANA-3 plasmid 1, com
plete sequence. ACCESSION CP000470 AALH01000000 AALH01000001-AALH010001160 O O
gooooood ood oood oooo oooooooooboooo

O OooOoooao
OoOoooood
OoOoo0oood
O 0OoO0oooo
O Ooogooo
O 0Ooooo
O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooooo
O Ooo0ooao
O O0Oogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo
O Ooogoao
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Oo0oooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0ooo
O OdOogoao
O Ooogooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo
OO ogoao
O Ooooao
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

oooooooOO0oO0oO0ooOoooooooDoDoODOoOoo0ooOoooooooooOaon
oooo0ooDoDoOO0o0o0oo0DO0o0ooooDoODDoDOoDOoOoo0oDOoo0ooooooOaOn
0Oo0o0oDoDoODO0o000DO0oo0oooooODDoDoDOoD0oD0DUoDOoo0oooDoDoDoDoDoOoooOog
pOo080 0 0D 00D ODODODONOOOD Shewanella sp. ANA-3 plasmid 10 O
0000000000000 oo0o0o0DDo0DO0oD0DU0Do0oo0oooDooDoDoDoOooooOg
oo0ooDoDoDOo0oo0oo0DOoo0oooooODDoODo0D0oDO0DO0DOoo0o0oooDoDoDoDoDoOooooOog
CG0 00 O00O0O0OODODDDODDODODODODODOOODODOODODDOO

Ooooooogooooogdg
OooooooogogQooooo
OoooooooogooOoooao

Oooooooooooo0oooDoooooooooggdg
OoooooooooooooDooooooooogdg
OOo0o0ooo40odU0oooDoDooggUoooDoDooUogoooogdg

goo

gbooboooooobobobobobooboobobobobooooooboonn
gooooooooboooooobooboobooooboooobooooooobooboooooao
goobooooobooooooobooboooobooooobooOooooooboboooooao
gboboboooooobobobobobooobooboboboooooooboonn
uybdobdoooooobuoboboboboooboboboboboooooboann
goooOooooboooooobooboooobooooobooooooobooboooooao



ey e Y Iy

O oOoo0ooo

I ey e e ey e e e e sy [ [ |

9) JP 5336592 B2 2013.11.6

oboobooooobooboboboooooboobobooboooooboobobaa
ooooood ooooooooano

O
O
]
O
O
O
O
O
O
O
O
(]
]
O
O
OJ
O
O
O
]

ugbobdooboooooouobobobdoboooooboboboboooo
goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo
gobobooooooogoobobobobooboobooboboboboo
gboobooooooogor obob boooboobooboboboobooao
goooocooooboooooooboboooobooooboboboooobooo
goobooboooooogooboboboboobooobooboboboboo
gboboobooooobooboboobooooobobobao

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O d
O O
O O
O d
O O
O O
0O O
O d
O O
O O
O d
O d
O O
0O O
O d
O O
0O O
O d
O O
O O
O d
O d
O O
0O O
O d
O O
O O
O d

O

O

O

O

O

O

O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo
O oOooo
O 0Oooo
O o0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O o0Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O oOooo
O 0Ooo
O oOooo
O 0Oooo
O o0ooo
O 0Oooo
O oOooo
O o0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O o0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O o0Oooo

ooooooooooao
gbooooooognob
FabO O OO DO OO Fab’
gboooooboaoogan

O Ooooo
O oOoooo
O oOoo0ooao
O 0Oo0ooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O oOoo0ooo
O Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0ooo

O
O

000000000000 ooooODDoDoDoooooooooooooOoan
Induced Pluripotent Stem Cell; iIPSOO00DODOOODOODOODOODOO
oooooo

O d
O O

oooao
ogooo
gooao
goaoaao

O Oooo
O oOooo
O 0ooo
O Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O Ooo
O oOooo

e s e e e
O 0Oooo
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

I Iy ey Ay Iy
OooooOoooOoooOooooooooooOooobohooobohooooooooOoooOond

g
u
O
g
g
O
g
g
u
O
g
u
O
O
0
O
O
0
0
O
O
O
O
O
O
U
O
O
0
O
O
O
O
O
O
0
O
O

ooooooogoao
VioxPO O O O SloxPO
Oo0oooDoooon
O0o0oooooooan

O 0o oo
O O oo
O Oooo
O 0o oo
O O ogo
O Oooo
O Oooo
O 0o oo
O 0o oo
O Oooo
O 0o oo
O O oo
O Oooo
O 0o oo
O O ogo
O Oooo
O Oooo
O 0o oo
O O oo
O Oooo
O 0o oo
O O ogo
O Oooo
O Oooo
O 0o oo
O 0o oo
O

ooon

O0DDOO0O0O0OCre00000O0Ix0 0 0O0O0O0OO0OOOODODDDODOODOOOOO
gbooooobooboboobooobooboboboboooooboboboobooonn
gbouoouobooboboboouoboboboboboooooboboboobooon
oooooaon

10

20

30

40

50



gboooaod

ooooao
lox2272,

O

Ooooocoooooooogooooodg
OO0 o0Dooo4d0ooDooogog4gogooood
Oooooooooooogoooodg

[ e I B

Oooooooo0oooooo0ooDooooooooogogoao
Oo0ooogog4dooDooUUdooDooUUoDooogogoao
Oooooo4ooooooUoDoDoDooogUogoDooogogoao

O

O

O

Ooooooo0DoooooooooooQgdg
Ooooocooooooooooood

O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oO0ooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Ooo0ooOoao
O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
OO oO0ooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
OO oOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao

Oo0oooooo0 oo ooo oD ooDooooooooo
OooooooooooooooooooooooOgodg

O

O

OO oo
O Oooo
O 0Oooo
O OoOgooo
O Oooo
I Ry |

OoOoo0oooogd
Oooooogod
OooOoo0ooooOod

O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O O0ooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O
O
O

O O ogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
I Y
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O 0Oo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O ogogo
O Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O 0Oo0ooo
OO ogoo
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O O ogogo
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O O oQgogo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo

O
O
O

O Oooo

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O O0ooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0ooo
OO oo

O

O

O Oooo

O

O O0ooo

(10) JP 5336592 B2 2013.11.6

OO0DDODO0OO000O0000QO0Cre/loxPD 0O O0OOOIMoxDODODDOAO lox511,
lox2372,

lox660 O 0O lox710 0 0 00000 O VioxPO OO O O O SloxPO O

O

O Oo0oooo
O Ooo0oooao

(]
O

O O oo
O Oooo

DNAU O OOOooboboboobooooboboboboonno
OCOvViexPO OO OOOSloxPOOODODDDODOOOOOOODODOO
oooobOoooooooooooboooooooboooooao
gboboooobooboboboooooooboboboboog
good

OOoo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooaog
OOoo0oooaoo
O0Ooo0oo0ooao
O OoOoooo
O Ooo0oooo
O0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O Oooooao
OOoo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooao
OOoo0oooao
O0Ooo0oooao
O O0Oo0oooo
O Oooooao
O Ooo0oooaoo
O 0Ooo0oo0ooao
O Oooooo
OOoo0oooao
O0Ooo0oo0ooao
O OoOoooog
O Oooooo
OOoo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Oooooao
OOoo0oooaoo
O0Ooo0oo0ooao

O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O o0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O
O
(]
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
(]

O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O O0ooo
O Ooogoo
O Oooo
O 0Oooo
O O oOgo
O Oooo
O Oooo
O O0ooo
O Oooo
O Oooo
O O0ooo

O

O

O

O

O

O

O

O d
[ |
[ |
O d
[ |
[ |
O d
O O
[ |
O d
O d
[ |
[ |
O d
O O
[ |
O d
O d
[ |
[ |
O d
[ |
[ |

Oo00DDOO0OO000O0O0ooooo0OO0ODDOO0O0O0O0OooVioxPOD
SloxPO O OQOQOOOODDOODOO0OOOOOOOOODDODOOOOOOODOODODO
ooooooooooao

10

20

30

40

50



oo ooooooooooQgog
OO0 oDoDoogogoogoooogogdg
Oo0ooooooooooogogg
Oo0oooooooooooogoQgdg
Oo0oooooooooooogoogdg

O Oooo
O Oooo

Oo0oooooooooooogogdg
O 0Oooo

O

CreCO00O0OO0OOOO0OODOOOODODOOOOODODOOOODOOOODODODOOOOO

O

Ooo0ooooogdg
O0Ooo0oood

AUDODODODO0OO0OO0ODO0oo0Og0oobonon

OOo0oooogd
OoOoo0oooogdg
OooOoo0ooooQod

g
g
O
O
g
u
O

O Ooooo
O oOoooo
O oOoo0ooao
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0oo0oao
O Ooooo
O oOoooo
O o0Ooo0ooao
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0oo0oao

[ O R |

[ I R |
[ B |

OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O

(]
O
O
O
O
O
O
(]
O
O
O
O
O

O

U
0
g
U

O

CreD000O0DOO0OOOOODOODODOOOODODODODODO

O

O

O

O

O

0

O

O

1)

O

O
O

O

O

JP 5336592 B2 2013.11.6

ooobooOocoooboOooooboood
gbobooooboobobobooobonn
gboooobobobobooooodd

oooooODooooboooooooon
oooooOocoobobooooooood

O

oooooOooooboooooooon
goobooooobooocooooboooooboooooobooooao

ugbdobodobooooobobobobobooobobobobaoad

gboboboooogoboobobobooooobobobobooooood
gbooood

gooooooooao
gbooboooobooo
gooaano

OoOoo0ooodg
O0Ooo0ood

OOooo0ogao
O 0Ooo0o0oogao

Dooooooooooo
oooooooooood
0o0o0oo0oo0oo0oo0oooooo
O00000O0Cre/loxPO O
oooooooooood

O

O

O

O OoOooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo

O

ooobooOocoooboOooooboood
oooobOoooobooooobobooo

200000000000O00000O0

oooooOocooobOoooooboood
ooo

gboooooboboon
gbooooooboobaoao

B0 O D000 000D00D00Db00000000b00b0bo0bo0oong

ugboobooooobooboboboouoboobobobooooboboboo
oooboooooboocoooooooao
gboboooooooboboboboo
ugboobooooobobobood
ooooon
cooooooboboooogoogoDoDao

O Oo0o0ooooaog
O Ooo0ooooao

OO0Oo0oooog
OoOoo0oooaog
O Ooo0ooooao
O Oo0ooooao

O

O

O0Oooooog

gboobooooooonod
ugboooooooobod
oooooOoooobon
gboobooooooonod
gboobooooooonod

od

ogn

O

O
0
O
0
O

O

0
U
O
0
0

DORMCED O O DO DOOOOKOODODOOODADO

oooooooooboooooooooooan
oooooooobooooooooooan
ooooooooobDooooobooooooh
ooooooooao
ooooon

O

O Ooooo
O Ooo0ooao
O OooOgooo
O Ooooo
O Ooo0ooo.o
OO o0goo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooao
O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
OO o0goo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo

O

oooooOoooooboon
gboooooogoooboo

O
O
O
O
O
O

RMCED O O O0ODO
goo
oooooogn

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O

O
O
O
O
O

goo

O

O

O

O

10

20

30

40

50



(12) JP 5336592 B2 2013.11.6

ED0 00000000000 b0ooboooooogooobobobooooonag

oooobooooooboooooboooooobooboooooboboooobobooooobooo
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboobooooobooboboboooboAB,C,DODODODODOOLOOODOODODOD
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ogooano

gboooog

FOOooOoooano
ooooboccooooboobooooboooooboooooooboooooboooOooboooo
gbobooooooooboobobooboooobooboboboboog

gboooaod

GOBACUOODDODOOOODOOOO
Red/ETOODOO0ODDDOOOOOBACOODODOODODDOOOODODOODODODOODODDODOOO
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
g

oooooao

HOODOODOoOODoDOooDOooooOcCcredDODODOODODODOODOO
ooobOooooobooooobooboooooboooooboooOoooDoboOoOcrebOn
ooobOoooobooocoobobooodcreb0000bOOO0OO0OO0ODbOOOOODDOOO

oobADOO0OO0ODODOOBOODODOOOODOOOCreb00O0O0DbOOO0OOODDOOOO
g

ugboogood
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
ugboooooobooboobobooboboooboboboboobooooobobobaa
oooobooooooboooooboooooooboooooboooooboboooobooo
gboboooooogobgoboboboooobobobobobooooobobobao
gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
uybdoodoooobouobdoboboobooouobuoboboboboboobouobuobobaa
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
ugbdooboogooobouobobobooboooobobobobooboooboobobobaa
ooobooooooboOoooooon

gboooog

gbooood

Cre0000O00O0CDODODODDOOOOOOODNADDOODODDADO Genbank/EMBL/DDBIC O O
OBlastD OO0 O0O0OOOOOODOOOODOOOODDODOOOODOODOODOO
gboooobooboboooobobobobooooobooboboobooooboonn
oooobOoooboboooOooobboooobooOooboboOooOoOooeoecst dnan
oooobOooobobooocoobOoveredOODOOOOODOOVCreDOOOCredO
2000000000000 obobvred OO0 0ooOobOOoDbDOOOODODO

oooao
gboboooobobobooogoboboboboooobobobobooooDoonon
oooobOoooooboobooooobobooooboooobooooooDbOvered OO
CreD000O0DOCOCOO0O200000000000000000DOD0C000DDOOOO
OOloxPODOOOOOOOOOOOODODDDODOOODOOODODDODOOODODDDOODOOOO
OoooboODoOooobDoogpepof08 000D OO0DO0O0DDODDODOOODOOOODOD
OCoO0oD0OOoOO0OO0oO0oO0OOdvioxPOOODODOOOOVreOOOODODDODOOOOOOO
OcooODDOO0OO0O0O0oO0OviexPOODODDOOOODOOODOOOODODDDODOOOOOO

OooooooQgg

OoooooooooogQgoao

10

20

30

40

50



(13) JP 5336592 B2 2013.11.6

oooooooooboooooboooooobbooooboboOooboDbDooooDbooOocep
cOooobobOoOoOoobobObooooOobooOoobooOoOooobOOoOoOvCreD O OONDO
U0O000O0OO000D00O000Db000OREK2300000000000000O0CAGOODADO

oooooooooobbooooboogooooooooobDbooooobDbooOooobooboo

O

oooao

OvioxPO OOOOODOOOODOODOODODOOOODOOOVIxPOOOGODOAO
OooDoOoOoO0OvioxMiOOOQOOODODOVIoxM20 OOOoQoooooooooooo
oooooOooooboooooobooboboooobooooboooooobOboooooao
OO0oooDOoOOoO0oOVreDOOODOOOODDOODOODODOOOOVIOxPO OODO
O000D0OO0OO0OO0O0D0ODOHEK2930 OO Fugene6D D0 0D DODODOODODOOOODO
DNAU OO DbOoobooobooboboaoobNaOobotbootooobouobobobaooodo
ooooDDOO0OO000O00ooooOODDOOO0O0O0OoOooooOoODOVvIxoOOOO
ooooDoOOoOoOooooooooviomMmlDooogoooopooooooooodod
oooooodoOoverebOobOOoOoooooOOoOooobOooooooOooOooOoo
kopO OOOODDODODOOOOOOODOOODODDODOOOOVIoxM1O O O DNAD O
oooooOOoOooooooOoooDOvioxvMiDOooooboooobooo
gbooooodgd

O

O

O00D00OVIioxP, VioxM1, VioxM2O O loxPO0 0 0000 O0OCOODODODOOO
OddOVereOOOCrebOOOOODOOOO0ODODOOOOODOOOODODO
OO0000 HEK293D OO OOOOOOOOOODNAOOODOOOODODOO
g
g
O

OO0 oDooooo0 oo ooo o0 ooDoogoQgoo

Oooooooo0oooooooooogodg

0000 ODOoOoOopPCcROEOODODOOOODDOVCred VIoxP, VioxmiO O Vlo
CreDloxP0 000000 OODOOOOO0OOOOOOOODODDDODODOOOO
cooooooOooooooooobobobbOobOoooooooobboboDboooooo
VCreOODOCreODOODOOOOOODIxPOODODOOOOODOOOODDODOO
ooo

VIoxP, VlioxM1, OO VioxM2O OO OO loxPO D00 000 loxODODDODOOOOO
OO0

ooo

ocoooao

Cre0000O0O0OCODODODDDOOOOOOODNADDOODDADOAO Genbank/EMBL/DDBI0O O
OO0O0OBlastUOODDODOOOODDOODOOODOOODODDOOOODOODOODDOOO
gcoooooOOOOO0oO0oOooooooOoODOO0DO0O0oOoOoOoooooooODOoOoOoOoOoO
coooooboOOoOOoOoOoooooooOoODbDOOO0OO0ODOoOooooOoOOooODODDODOOOOO
O Shewanella sp. ANA-3 plasmid 1000000000 DOOCOCOOODOOOODOSCred
ooobooooooDbDsCre000000O0D0ODOOOODODODOODODOOSCreDODOO
Cre000000O0OOODODOOOOOOOOODOODODSCre00O0OVCred0ooOO
ooooDODDOO0OO0OO00O0O0Ooooao

ocooooao
gcoooooOOOOO0oO0oOooooooOoODOO0DO0O0oOoOoOoooooooODOoOoOoOoOoO
oooooODOOO0OO0O0O0O0O0ooooOOODODDOO0ODO0O0DO0DO0DO0OOoOoODOODODODDOSCred 00O
O
O
O

OooooooQgoo

M2

X
Ooooooogoooogdg

Ooo0oo0ooOooao
Ooooooooooooooooooogoog

OoOoooood

Cred000O0OO0O0OO0O0OBIDOOO0ODOOOOODODODODODOOOODODODODOO

OCOloxPOOOOOOOODOOOCOODODDODOODOODOOODODDOODODODDODOOOOO

OCo0OD0ODOO0OO00000000OO0O0ODODDOOO0OO0O0O0O0O0D0OD0ODODShewanella sp. A
NA-3 plasmid 10 0 00000000 OCOODOOOOO0OO0DOOOOOOODDDOOOOOO
OCOsloxC2OOODODODOOODDODOODODDDODODODODODOODODODDOOODDDOOOOOSIoxc2
ocoooODooOOO0OO0oOoOoOooooooODOoOOSsIxOOODQOOOODDDODOOOOOOO
OOSloxPD 00000000 DOCOOODOODOOOOOODODODOSIox22720 00000

10

20

30

40

50



(14) JP 5336592 B2 2013.11.6

ugboobooooooag
oooooao
ooobOoooobooocOooboboobooOosSCreb000bOOO0OOCreb0O0O0O0VCreb OO
gboboooooboobobobooooboboboboo
ooo0osSCcreb00bOOO0oOooboOOO0oOoOoOOOO0OODbDOOOODODOOOODDOOO
ooobOoooobOoocOoobobooooocpG0DoDbOboooobooooobooboOon
gboboooooboobosSCrel00ONDOODODODODODOOMVPKKKRKO OO O
OO0o0O0OO0OO0oO0OoO0ODODYKbDDKDO DO OO DO OOHRHEK230 00 00DO0OO0DOO0OODODOOC
AcD0O0bOoOOoOooobDoboouooboooobcreddobonoOvVreoODODOOOODOODO
gbobooooooonn
gboooaod
OCOOSIloxPOD OO loxPO OO OOVioxPODODDOODOOODOOOOOOOODDOOOOOO
gooboboooooboooooboooooooboooooboobooooboooobooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
Ooo0b0o0o0ooo0obooo00ob0ObDO0O000DDOHEK2930 00 Fugene60 DO OO DOOOO
ooobOoooooObDNAOOO0ODOOOOoboODOOoOOooobOOoOOoOonobono Oo0O00aoPCRO
OO00DOOoOO0oO0OobooOOoOoOoboDSCredSloxPO000DOOO0OODOOOODDOOO
DCoO0OO0ODDOSCre00O0O0OCre/loxPOD OO Vere/VloxPO O OODODDOOOOOOOO
oooboooooboocooooooooobooooooboon
oooooao
gbooboooooboobobNAObOOobotboonooboboboboooobobonb
oooobooogoosCcreb000bo0o0ooooboOboOooobOobooobobDboooobDoOOoO
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo
oo
gbooood
oooooo
OOO0OSloxPO O ODOSIox22720 OO0 0 O00DODOOOODODODOOOODOODOOODODOOSB
sd 00000 Q0OOOsOOoDOoO0O0O0OOEBGRPOODCOOODDDOOO CMOOOQOQOOODO
0000000000000 00OD0000000000DSIoxPO O OO SIox22720
oodoobOoooobooocooobobOboooobooOoobooOoOoOosCrec0nonOanO
gboooDoboboboboobobobOob0o000OHEK2930 O O Fugene6ed O
gbooboobobobooobNAObODOODOoboboboooagbNADOODgnn
ooooobOooooboooooobooboooobooOooboooooobOoooooao
gboooogoboboobooogobuobobobooooboboboboooobognon
oooobOoooooboooooobooboboooobooOoooboooooscrec00nonOnO
SloxPO OO0 O0O0OSIox22720 000000000 OCOOODODODOOOOOSIoxPO O

Slox22720 OO0 O0O0DOOOOOODODOOODODOOOODDOODOODDOOO
good

Ooooooo0oooooo0oDoooggooao
OoooooooooooooooDooogoggooao

O SloxP, SloxC2, Slox2272, loxP, OO VioxPO 0 OO0 OOCOCOODOOOOOOO
oooooboooooboooooooboboooobooOooboooooobOoooooao
gboooobooboboboobooooonn

good

oooao

OVCre/VioxPO OO ODDODOOOODODOOOOO
oooobOooooboooboOooobobDboOogecerPrPO0 00D DODOOOODOOOODOO
oooobOoooboooocooobOboooobooooobObooooboADOnOnn
OO0OViexPOOOOOOODODOOODOOOODODOOODDOOODODDECSFPOOOOOO
O000D0O0000D00000DHEK2030 00 0000D0OO0OO0OO0ODDODOODNAD
uboooobooboboboobooooobooba

oooao

10

20

30

40

50



OOoooooog

Ooooooogogogooooo
Ooooooooogoooao
OO0 ooooogogogoao
Ooooooogogogooao

Oo0oooooooooooooooogodg

O

(15) JP 5336592 B2 2013.11.6

gbobDNAODOOOoooobooboboboboobooboboboboooboobao
ocoo0DOOO0OO00O0oO0oooooooODoOOO0OOvVIxkPOOOOODDDOOODOOOO
ooo0DDO0OO0O00O0O00O0oooOooODOOO0OO0oOVvIxPOODOODDDODOOOOOO
OvioxPO OOOOOOOOODOOODODODODODOOOODOOODODDOOOOOVCred
OOECGFPOO0O0OODODCOCOOODOOOOO

ooooao
oobooo
Cre/loxPO OO QOOODOOOOOODOOOODOOODDODDODODOOODOOOODOOODDO Vver
e/NloxPO OO OOOOODDODODODOODODOOOODOOODODDDOOOOOIXxPOODOODODO
OO0OOlox22720 00 DODOO0DO0OO0ODODODOOOODOOOODODOOOODOO
lox22720 00000000000 DOCOIIoxPOIox22720 00 000C0C0O0O0OO
0000000 ox22720 0000000000 O0O00CDOCAGODOIoxPO VlioxPO O
O0DDO0O000O0000000DD0OOVIox22720 000000000000

gbooboooooooobobo

O

Ooooooooooooooooogod
Oo0oDooo0oUooDoDoogogooooogod
Oooooooooooogoggoooao
Oooooooooooogogooao

Ooooooodgooao

O Ooooao
OoOoooo
O oOoooao
O 0Ooooo
O oOoooao

O

O

oo ooooogoQgooooo

OO0OvVviox22720 0 0000000 OODODDODOOOODOOOOOOODODDOO
OVCreDOOOODODOOOOVIoxPOOOVIox22720 OO DODOOOODOO

OO0OO0OO0O0ODDOO0OO0O0O000VIox22720 1ox22720 0000000000
gooooOooooboon

g
u
O
g
OOo0D0DD0ODO0OO0O00O0O000VIoxPOVIox22720 000 O0OoOooooODOOoOOO
O
O
g

lox66/lox710 000 D0DO0O0O0O0O0OOOOOOODODDODOOOOODOOOOOODOGDO

O

oono
g
OO
oo
go
uo

O Ooooo
O 0Ooo0ooo

O

OoOoo0oo0ogao
O oOoo0Oo0oogao

obobooooboboboboooobobobobooobonn
ubobooobooboboboooobooboboboooboonn
oooobooOooooobooooooboobocoooboooobooo
gbooooobobobobooooboboboboooboognn
oooooOvreDODOOOODODDODODOOODOOOODDODOO
ubooouobuobobobouoouoboboboooobonn

GStTUobobooOoboOoobobOboooobooooobobOOoOooobOboOoOoooboon

O

[ O R |
O Oooo

O O0ooo

OooOood

O Oooo

obobooooboboboboooobobobobooobonn
ooobooOooooboooobooboOoooboooOonvereo O
ooobooOooooobooooooboobocoooboooobooo
gboboooobooobooboboboooooboboboboo

OViox43RO O OO OOOO0OOOVIex43 LOOOOOODODODOD
OO0O00D0ODO0OO0OO0O0ODOOOOEGFPODsRed0 DD O OODODODO
OO00D0OD0O0O000O0O00O0O0O0O0ODDOO0OO0OOEGFPO O DsRedO
OVCreD OO OOOOOVIox43LO Viox43RO O O OO OOODO
OO0DHEK2930 000 O0O0OO0OOOODDOOOOOOadbO

d0O00O0ooDbDOoOO0oooDbDOooO0oooDbDOoOoOoOdcre000DOO0OOODODDEGFPO
DsRedD O ODODODODOOOOOOOOOOODODOOOO

oooooao
gbooogd
OCOO0OO0SIloxPO OO OOOOIIoxe6/lox710 0 0 00 O0O0O0O0COODDOOSIoxPOOO0O
O VIox43LO O VIox43RO OO OO OODDOOOO0O0OODODIIoxeeD lox710 00 0 00O
ooboooooobOoooobooocOoobobOooOoo0oboO0oO0O0obDnO0dOdOdEGFPO DsRe
dddggoggogoooooooooooooooooooooDooooooooooooo
OOOOEGFPO ODsRed0 DO OO OOODODODOOOSCred0O0O0O0ODODOSIoxvViRO OO
ocoooODDOOSIloxvlLOOOOoOOOODOOOODOOOOOOODODDDDOOOOOOO

10

20

30

40

50



(16) JP 5336592 B2 2013.11.6

oooooao

OO0O0OHEK2930 OO0 OOO0O0O0OO0O0O0OO0O0O00O0O0O0a0b0cOdOOOOOOOOCODOO

OoOO0O0ODDOOO0OO0OOSCre0 0000000000 OEGFPOODsRedD D OO O0O0OO0O

ooooODODDO0OO0O000000

ocooooao

OO0OVCre/VloxPO OO SCre/SloxPO0 000 O0O0O0O0O0OOOOOOOOODDOOOOOO

ooooODODDOO0OO0O0O0O0OoOoooOOOVCreDOSCre000O0OOOODODDDODODOOOO

oooooao

ocooooao

oooo
ATAACTTCGTATA GCATACAT TATACGAAGTTAT loxP
TCAATTTCTGAGA ACTGTCAT TCTCGGAAATTGA V1oxP
CTCGTGTCCGATA ACTGTAAT TATCGGACATGAT SloxP
ATAACTTCGTATA GGATACTT TATACGAAGTTAT lox2272
TCAATTTCTGAGA AGTGTCTT TCTCGGAAATTGA Vliox2272
CTCGTGTCCGATA AGTGTATT TATCGGACATGAT Slox2272
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TGACGGTCCGATA ACTGTAAT TATCGGACATGAT SloxV1L
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Length = 380

Score = 186 bits (471), Expect = 5e-45, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 122/302 (40%), Positives = 170/302 (56%), Gaps = 16/302 (5%)

SCre: 78 NTWRALMSRWAKFESWCLTNNLTPLPATPEVV-ATFIEYYQASSYTTLSQYAWAINSFHV 136
NT RL SW F WCL N+ LPATP+ V A FIE + TLS Y WAI+ H
VCre: 61 NTLRRLESAWTCFVDWCLANHRHSLPATPDTVEAFFIERAEELHRNTLSVYRWAISRVHR 120

SCre: 137 ECGLLSPVSSKTVQDKQNEIRIVKLESGGLAQEQATPFRLHHLQMLIESYGESERLLDKR 196
G P V+D+ I K+ G A +QA+PF HL L + S++LL 4R
VCre: 121 VAGCPDPCLDIYVEDRLKAIARKKVREGE-AVKQASPFNEQHLLKLTSLWYRSDKLLLRR 179

SCre: 197 NLALLNIAYESLLRESELLRIKVGHLKSTFEGDYVLSVPYTKTNDSGEEEVVNITPLGFK 256
NLALL +AYES+LR SEL I+V ++ +G +L++P TKTN SGE + ++
VCre: 180 NLALLAVAYESMLRASELANIRVSDMELAGDGTAILTIPITKTNHSGEPDTCILSQDVVS 239

SCre: 257 LIQRYIQGAGL--TKEDYLFQPIGRSNKV-————e—o——- SVQAKPMSTRTVDRVFLWAFE 304
L+ Y + L + + +LF + + N V  KP++T+TV+ VF A+E
VCre: 240 LLMDYTEAGKLDMSSDGFLFVGVSKHNTCIKPKKDKQTGEVLHKPITTKTVEGVFYSAWE 299

SCre: 305 SLGIDRHSA--WSGHSARIGAAQDLLAAGYSIAQIQENGRWKSPMMVLRYGKDIKAKESA 362
+L + R ++ HSAR+GAAQDLL GY+ QIQ++GRW S MV RYG+ I A++ A
VCre: 300 TLDLGRQGVKPFTAHSARVGAARQDLLKKGYNTLQIQQSGRWSSGAMVARYGRAILARDGA 359

SCre: 363 MA 364
MA
VCre: 360 MA 361

uod

goo
oooO0oDDoDOoOOoOooOogooviexPrOODODDODODODOODOGOOODODODODDDODOOO
OCoOO0OO0OD0DIIoxPOOOOMox22720 000000000000 LIN2800 00O 0OES
O0OO0OO0OD0ODDOOOOOEGFPOODODsRedD D000 O0OOODODOOODDODOOO
OECGFPO OO0 0O0ODODb,e000DsRed0 00 D00, fODODOODOODODOOOOD
mJOOOo0Oooo0Oo0O00000LIm20 00000000 0OVIoxPOOOOODOESODO
O @oOooooooooooooovwreD00OooooobobODDDOOOOO
gboboooogooboobobobooooboobobobobooooobDobobao
a
u

U
O
0
U
O
0

Oo0o0DoOoO0oO0o0oOoOoooooooDoOoOvioxrOOOOoooooooDoOoOo
Ooo0D0OO0O000O00O0o0oo0b0O0OD DOoO0O0LLN2BD00000ODODODOOOOO

O 0Oooog

0O O VCre/VIoxPO SCre/SloxPO0 00 0D0ODODOOOODOOOOOOODODDOO
gbobobooBACODDDODODOODUODODODODbDOOO

O Oooo
O 0Oo0ooao

OOo0oDoooooooooogQgoOoo.
Ooooooooo=oonooogog™@
O O OO

OO0 Ooo0oogogood

ooono
heat shockD OO DO ODOOOOOOOOOODOODOOODODOOOOOODODDDODDOOOOO

ooboooooobDoooobopSIMDOODOOOODOOVCreD SCred00nDOOO
Ooobo0OVCredSCre ODNAD D OODOODDOODOODODODOODODOODOODDODOO
ooobOooooobOooobobooo0oobobOoO0oO0oO0oDb0Oo0OO0nODNADOODODOBACO
oooooOOOO0O0O0O0OoooooODDOb0DoriDO0O00O0OOOODODDDOOOODOOO
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooobobobao
ooobOoOOci8S700000D0O0OO0O0OO0ODODOOOODOOOODODOOOODODOOOO
oooooao

10

20

30

40

50



(18) JP 5336592 B2 2013.11.6

gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
OviexPOOOOOOOOOODODOOODOOOODOOODODDODOODODDDOOOOOOO

OOloxPOODOODOOOOOOOOOODODDOODOODODODODOODDOODODODDDOODOOOO
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooobobobao
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ooobOooooboocoobooobooooboooobooOooooooboOboooooboood
gboooog
ooooboooooobOoooobooodvcrebOODOODOOOOOODOOOODDOCmO
OoOO0O0ODDOO0OO00O0O0O0O0O0VvVIiexPODDOOOOOOOOOOODOIIoxOOOOOOO
gboboooooooboboboboooobooboobverebDoooooboOoDbDO
ocooooDoOOoO00O0O0OooooooODOoOOO0oO0oOoOoOooooOooODDOOOOVvioxPd O
ooooboooooobOoooooboooooooboooooboboOooooovcrelOOOO
gooboboooooboooooboooooooboooooboobooooboooobooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
u

oooooao
SCreD000O0O0OO0OO0OODODOOOODOODODODODOODODODODODODODOO
ocoooooOOoO0oOoOoOoOoooooooooDoOoOoOoOogOsIoxMoDOODoOOoOoOoOg
ooobooooooboOoooboboooooobooao

oooooao

CreOSCrel Cre0 00000000 DDDOOOODDODODOO0ODODDODDODOODODDODOOODOO
OOO0OCreD 00000000 DODODDODODODODODODODODODODODDDDODOODODOOOO
Oo0Oo00DDCre0 0000000 OODODDDOOOVCreddOCre000ODOODOOOO
000000000 oDoo0oooDoooooDoDoo0ooVvCeredDODODOOOOOOO
ocooooao
FlpOOOQOOODOODOOOOOOODNADODODDODODODODOOOOoOOOoOODNADDODOO
0000000000000 o0o0Do00o0oDoD000o0Do0o000o0DoDoOO0O00D0DaOaoCre,
VCre, SCre 000000000 DDOOOODDODOOO0ODODOODOOODOOOODOFIpOD
Oo000DDDODO0o000O0o0ooooooODDoODOoOoDOoOoOodcre00D0DDDODOOO0DOOOO
OoO00oDOoOFIPpPOOO0OOO0ODODOOOODOOODODOOOVCreDODODDDODOOODOOOO
O0000OH34LOY34o0F0 0 0 000D 000D DO0OO0O00ODDODOODOH314L0 Y349FO O O
ViexPO O OO OO O0OoOoOooOo0ODoDoDo00o0oooooooooocCcre0000O0O0OoOOO
OOO00D0VY349F0 0 FlpOO OO OOODDODOODODODOOOODOODNADODDDOOOOOO
00000000 H3M4L0OVCreD DO DD DO0DODO0DODDOODOODDOODOODDOOO
Oo0o00D0CreD 0000000 DOODODDDODOODODODOOOOOOOD

ooooooao

ocooooao

loxPO O ODO0O0OO0OOOOODOVIoxPOSloxPO OO ODODOODOODDOODOODODDODOOO
O VIox22720 VIox22720 0 000000 DOOOOOOVIox22720 VioxPO O O 0O O OO
Oo0o00DDOoODO00000000DO0O0OO0ORMCED D DD ODODODODOODODDDODOOOO
oooooao

VCreO O O O O O pVIoxP-Bsn-VIoxP-VIox2272-Cm-VIox22720 0 O O O O O VlioxP-amp-Vlo
x22720 0 0 000000000000 00000ampO0 000D0D0O0OO0OO0OOOOODODOO
00000000 o0oDo0oooosSnaBID DO ODO0DODDOODOODDOODOODODOOO
Jooooo0doooDoo0oUooooooooDoo0oU0oDoDoDUO0goORMCED OO DDODOO
Oo0o00DDODO0O000O0OoooooooDDoDDVWreDOOOOODODODODODDODDODOODOOO
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
OViloxPOOOOOODOODOODDODODODOODODDODODOOoDOoODOoOoooooooooao
ocooooao

VIoxPO VIox22720 0 0 0O OO0 0O O O O O 6816bp, 6029p, 5707bp0d 4920bp0 O O O O O

10

20

30

40

50



(19)

JP 5336592 B2 2013.11.6

oooooOooooboooobooooooooooboooooao
OVioxPO OO OVIox22720 OO0 00O OOOO0O0O0OO0ODDOVIoxpP
oooobooOodoooboooobooooobooboooooboooooao

gboooogoobobobooboooobobobobooooboboboboo
ooooOvireoOOOOOooooDODOOOOOOOOOODOOOODDODOO
oooobOooooobooooobobOoboooobobocOooobboooobooog

O0D0DoOOoO00O0oOoooooooDooOoOVere/NIloxPO O ODODDODODOOOO

OO0DDOO0OO0OO0OOBACOODODOIIoxPODOOOMox51100000000000

Dooooooo
00000000

0 O O Vlox22720

ooooo

Doooo

ooooo

DO00oDO0000O00O00O0O000

Doooooo

ooooon
OO0BACODOODCOOCOODOOOOOOOOOONOOOONOONOONOOOOOODOOOO
ooooo

Dooooo0o0

pBACe3. 60

el e ) ey I B
O0Ooo0o0ooao Oooo0ooogoogoao

Ooooooooogoooo
OO0 ooooggogao

O

Ooooo0oogoood

Oooooogogoao
Ooooooogoogoaoo

ooono
oooo
oooano
ooono
oooo
OBACODDODDODDODOODODOOOOOOOODDOOOOODOOOODOOODODOVIxPOOOO
BsdOODDODODDODDDODODOODODOOODODODODODODDDODODOODOOODODDDODDBACO Redd

NanogOD iPSO O 00O DOOOO0OOOODOOODODOONanogd OO0 QOQOODO
ocoooOoOoO0oO0oOoOoooooooDoDoDOoOoOosZPSODoooOoOODDDOOO
OO0000O0CO0OO00DO0O0OCODNAD O O BACODOOODOOONanogh OO ATGO OO
OO0O00D0OO0OO0000ORdODDOOOODODOOOODORdOIODDODOO
OBsdD O OOOOOOOVCre/VloxPO O OO ODOOOOOOODODDODOOO

gbooooboobobobooooooboao
uboooobooboboboooboobad
oooobOoooobOooooboobooo
VCre/VloxPO OO O DOOOOODODOOOO
gbooooad

O
gbooooboobooboboboooonn
OO0D00O0O0OO0Cre/loxPO O FIp/FRTO O O

O Oooo

good

uboooobooboboboobooooobooba
oooobOooooobooOooooobooooooon
gbooooobooboboboobooooobobo
gboooobooboboboobooooobooba
lox66/lox710 0 0 00 O0O0O0OCOOODODOONeod

[

SCrel

Oooooogogooao

O

Oo0oooodQgooao

<
S o
[¢)
O

O

0odoo0oooOooo0ooDooOooooogg
Jooooo0ooooDooooooo
oooooveredOSCred O OOQOO
0oooooooooDooooooo
Jdoooo0ooooDooooooo
0 VCre/VIoxPO O SCre/SloxPO O O O

Oooo0oooogoao
O OooOooo
O Ooo0oooo

O oOooo
O Ooooo

O

O O0ooo

g
g

O o0ood

0
O

t
u
O
g

g
a

oboooobooboobao
uboooobobobad
ooooooooboog

gbooooobobobo
oboooobooboobao
ooooobooooobooooobobobooooboboOoobobboooesboOO

PSO O O VCre/VIoxPO O SCre/SloxPO0 000 0DODDOOOOOOOODO

oodooooooooooooao
oooooDoooooooooao
OSloxPOOODODODOODOODOO

odod
Purold

O0Ooo0oo0ooao
OO o0goo

O

OOoo0oooao

O

OoOoooood

OoOooooodgdg
OOoooooggdg
OooooogoQgdg
Oooo0ooooQgdg

O O Cre/loxPO
O VloxP OOS
O 00O O VCrelO
ooooood
ooooood
ooooooad
ooooood

oboooobDoboboboobDNADOODOoobobobobononn
OOBACODOODOODODOOOODOOOODODODOODDODOOOOD
oooooOooooboooobooooobooboooooboboooooao
ooobooOodoooboooobooooobooboooooboooooao
gbooooboobobobooooboboboobooobonn

iPSOODO0OCODOWPSOO0O0O0OOOOOOODDOOOOODOOOODOODODDDODODOOOO

10

20

30

40

50



(20) JP 5336592 B2 2013.11.6

gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
ooooooooboooao

oooooao

gboboooooboobVredSCrel DODODODODODOODOODODOCred00bDOn
ooobooooobooocooboboooooboooobooOoooDbocrebbOOOO
ooobOoooobOVredSCreDOOOODODOOOODOOOOCreb00O0O0DOOOOO
OCre0 0 0D00DO0ODOODODOODODNADODODODODOOODODODODOODODODO
oooboooooobDooOovreD SCred D0 DODOO0OO0OO0ODOOOOODOOOODDOOO
goobOooooobooocooooboboooobooooobOooooobOooOoooboon
gooano goaao

Helper AdenoVirus
loxP loxP

axont oxon2 exond
v w»r————
ViexP FRT  FRT  vioxp

FRT loxP ViexP  VioxP loxP FRT

.E eeeeeeeee Neo EGFP f-gal

exont 2 exon3
st e
Vioxp FRT FRT  vigep —HP P FE PG P e—————
R FRT  FRT
axont exonz mutakon exon: 3
M VioxP joxP 1oxP VioxP .
e r——— Tag changing
toxp FRT  FRT  joxp
Gene A Gene B
Bxont ex012 exon3. oxont exon2 3 oxond
——
s em—— :I:HJTEI» exont exon2 evons
FRT FRT
VioxP VioxP loxP JoxP — 4
Gene A Gene B loxP FRT  FRT  foxP
exont exon2 deloted exond @%on1 exon2-3  deletec exon 4
[ e ea— tHy—n
VioxP loxP BAC
Double conditional KO VioxP .
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Sbjct: 340 WSSGAMVARYGRAILARDGAM 360

ogoaoao

MVPKKKRKDYKDODDKTENQLSLLGDFSGVRPDOVKTATQAAQKKG TNVAENEQFKAAFEHLLNEF
KKREERYSPNTLRRLESAWTCFVDWCTANHRHSLPATPDTYEAFFTERAEELHRNTLSVYRWATSR
VHRVAGCPDPCLDIYVEDRLKATIARKKVREGEAVKQASPFNEQHLLKLTSLWYRSDKLLLRRNLAL
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protein;
Length = 380

>tr|QIMOHS|Q7MOH5_CRIGR SubName: Full=Cre recombinase protein;
Length = 350

Score = 144 bits (362), Expect = 2e-32, Method: Compositional matrix adjust.

. . Score = 186 bits (471), Expect = 5e-45, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 104/330 (313), Positives = 174/330 (52%), Gaps = 23/330 (63)

Identities = 122/302 (40%), Positives = 170/302 (56%), Gaps = 16/302 (5%)
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Exchange of mutant exon or C-terminal tag via multiple site-specific recombination
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