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(57)【要約】
　ふすま可溶化および／またはキシラナーゼ活性を増加させるために修飾されたキシラナ
ーゼ活性を有するポリペプチド。修飾は、位置１２または１３の１つまたはそれ以上のア
ミノ酸修飾と、位置１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１
３、１１４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７
５または１７９の１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾との組み合わせを含み、該
位置は、枯草菌キシラナーゼ（配列番号１）の位置に対応する位置として決定される。



(2) JP 2012-513207 A 2012.6.14

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　キシラナーゼ活性を有し、配列番号１－２２から選択されるアミノ酸配列と少なくとも
７５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、
ｉ）１２および１３から選択される位置において１または２つのアミノ酸修飾、および
ｉｉ）１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、
１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７
９から選択される位置において１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾
を有し、該位置はアラインメントにより配列番号１に示される枯草菌キシラナーゼ配列の
位置に対応する位置として決定されるポリペプチド。
【請求項２】
　１２、１３、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、
１１４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５お
よび１７９からなる群から選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含む請求項１
に記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の
対応する位置として決定されるポリペプチド。
【請求項３】
　１２Ｆ、１３Ｙ、１５Ｙ、３４Ｋ、７７Ｖ、７７Ｍ、７７Ｙ、７７Ｌ、７７Ｓ、８１Ｉ
、８２Ｉ、９９Ｙ、１０４Ｗ、１１０Ａ、１１３Ｄ、１１３Ａ、１１４Ｆ、１１４Ｄ、１
１４Ｙ、１１８Ｖ、１２２Ｆ、１２２Ｄ、１５４Ｒ、１５９Ｄ、１６２Ｅ、１６２Ｄ、１
６４Ｆ、１６６Ｆ、１７５Ｌ、１７５Ｋ、１７５Ｅ、１７５Ｙおよび１７９Ｙからなる群
から選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含む請求項１－２のいずれかに記載
のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応す
る位置として決定されるポリペプチド。
【請求項４】
　Ｇ１２Ｆ、Ｇ１３Ｙ、Ｉ１５Ｙ、Ｇ３４Ｋ、Ｉ７７Ｖ、Ｉ７７Ｍ、Ｉ７７Ｙ、Ｉ７７Ｌ
、Ｉ７７Ｓ、Ｖ８１Ｉ、Ｖ８２Ｉ、Ｋ９９Ｙ、Ｔ１０４Ｗ、Ｔ１１０Ａ、Ｙ１１３Ｄ、Ｙ
１１３Ａ、Ｎ１１４Ｆ、Ｎ１１４Ｄ、Ｎ１１４Ｙ、Ｉ１１８Ｖ、Ｒ１２２Ｆ、Ｒ１２２Ｄ
、Ｋ１５４Ｒ、Ｎ１５９Ｄ、Ｓ１６２Ｅ、Ｓ１６２Ｄ、１６４Ｆ、Ｙ１６６Ｆ、Ｑ１７５
Ｌ、Ｑ１７５Ｋ、Ｑ１７５Ｅ、Ｑ１７５ＹおよびＳ１７９Ｙからなる群から選択される１
つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含む請求項１－３のいずれかに記載のポリペプチドで
あって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定
されるポリペプチド。
【請求項５】
　配列番号１－２２から選択される最も高い同一性パーセントを有する配列と少なくとも
７６、７８、８０、８５、９０、９５、９８または９５％同一性を有する、請求項１－４
のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項６】
　β－ゼリーロール折り畳みを有する、請求項１－５のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項７】
　１２および１３から選択される位置における１または２つのアミノ酸修飾がアミノ酸置
換である、請求項１－６のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項８】
　位置１２におけるアミノ酸修飾が、イソロイシン、アラニン、ロイシン、アスパラギン
、リジン、アスパラギン酸、メチオニン、システイン、フェニルアラニン、グルタミン酸
、スレオニン、グルタミン、トリプトファン、バリン、プロリン、セリン、チロシン、ア
ルギニンおよびヒスチジンからなる群から選択されるいずれか１つの異なるアミノ酸残基
へのアミノ酸置換である、請求項１－７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項９】
　位置１３におけるアミノ酸修飾が、イソロイシン、アラニン、ロイシン、アスパラギン
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、リジン、アスパラギン酸、メチオニン、システイン、フェニルアラニン、グルタミン酸
、スレオニン、グルタミン、トリプトファン、バリン、プロリン、セリン、チロシン、ア
ルギニンおよびヒスチジンからなる群から選択されるいずれか１つの異なるアミノ酸残基
へのアミノ酸置換である、請求項１－８のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１０】
　位置１２におけるアミノ酸修飾が、フェニルアラニンおよびチロシンからなる群から選
択されるいずれか１つの異なるアミノ酸残基への置換である、請求項１－９のいずれかに
記載のポリペプチド。
【請求項１１】
　位置１３におけるアミノ酸修飾が、フェニルアラニンおよびチロシンからなる群から選
択されるいずれか１つの異なるアミノ酸残基への置換である、請求項１－１０のいずれか
に記載のポリペプチド。
【請求項１２】
　全２５０未満のアミノ酸、例えば、２４０未満、例えば、２３０未満、例えば、２２０
未満、例えば、２１０未満、例えば、２００未満のアミノ酸、例えば、１６０から２４０
の範囲、例えば、１６０から２２０の範囲のアミノ酸を有する、請求項１－１１のいずれ
かに記載のポリペプチド。
【請求項１３】
　アミノ酸位置１２、１３、３４、７７、８１、９９、１０４、１１０、１１３、１１４
、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６および１７５のい
ずれか１つまたはそれ以上で１つまたはそれ以上の修飾を含む請求項１－１２のいずれか
に記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の
対応する位置として決定されるポリペプチド。
【請求項１４】
　１２Ｆ、１３Ｙ、１３Ｆ、１１０Ａ、１２２Ｄ、１１３Ａ、１３Ｙ、１１３Ｄ、１７５
Ｌ、１２２Ｆ、３４Ｋ、９９Ｙ、１０４Ｗ、１５４Ｒ、１５９Ｄ、１７５Ｋ、８１Ｉ、１
６６Ｆ、１６２Ｅ、１６２Ｄ、１６４Ｆ、１１４Ｄ、１１４Ｙ、１１４Ｆ、１１８Ｖ、１
７５Ｋ、７７Ｌ、７７Ｍ、７７Ｓ、７７Ｖおよび７７Ｙからなる群から選択される１つま
たはそれ以上のアミノ酸置換を含む請求項１－１３のいずれかに記載のポリペプチドであ
って、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定さ
れるポリペプチド。
【請求項１５】
　Ｇ１２Ｆ、Ｇ１３Ｙ、Ｇ１３Ｆ、Ｔ１１０Ａ、Ｒ１２２Ｄ、Ｙ１１３Ａ、Ｇ１３Ｙ、Ｙ
１１３Ｄ、Ｑ１７５Ｌ、Ｒ１２２Ｆ、Ｇ３４Ｋ、Ｋ９９Ｙ、Ｔ１０４Ｗ、Ｋ１５４Ｒ、Ｎ
１５９Ｄ、Ｑ１７５Ｋ、Ｖ８１Ｉ、Ｙ１６６Ｆ、Ｓ１６２Ｅ、Ｓ１６２Ｄ、Ｗ１６４Ｆ、
Ｎ１１４Ｄ、Ｎ１１４Ｙ、Ｎ１１４Ｆ、Ｉ１１８Ｖ、Ｉ７７Ｌ、Ｉ７７Ｍ、Ｉ７７Ｓ、Ｉ
７７ＶおよびＩ７７Ｙからなる群から選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含
む請求項１－１４のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示
される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本発明は、キシラナーゼ活性を有するポリペプチドおよびその使用に関する。本発明は
、また、キシラナーゼ活性および／またはふすま可溶化に影響を及ぼす、好ましくは増加
させるために、キシラナーゼ活性を有するポリペプチドを修飾する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　長年、エンド－β－１，４－キシラナーゼ（ＥＣ　３．２．１．８）（本明細書におい
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てキシラナーゼと称する）は、植物細胞壁原料由来の複合炭水化物の修飾のために使用さ
れている。（異なる微生物または植物由来の）異なるキシラナーゼの機能性は非常に異な
っていることが当分野でよく知られている。構造および遺伝情報に基づいて、キシラナー
ゼは、種々のグリコシドヒドロラーゼファミリー（ＧＨ）に分類されている（Henrissat,
 1991; Coutinho and Henrissat, 1999）。最近まで、全ての知られており、特徴付けら
れているキシラナーゼは、ファミリーＧＨ１０またはＧＨ１１に属していた。最近の研究
によって、ファミリーＧＨ５、ＧＨ７、ＧＨ８およびＧＨ４３に属するキシラナーゼの多
数の他の型が同定された（Coutinho and Henrissat, 1999; Collinsら., 2005）。今まで
のところ、ＧＨ１１ファミリーは、他の全てのＧＨと異なっており、キシラン特異的キシ
ラナーゼのみからなる唯一のファミリーである。ＧＨ１１キシラナーゼの構造は、β－ゼ
リーロール(jelly roll)構造として描写することができる（本明細書の図１参照）。
【０００３】
　ＵＳ６，６８２，９２３は、キシラナーゼ活性タンパク質および核酸に関する。
【０００４】
　キシラナーゼの機能性を特徴付ける包括的な研究は、よく特徴付けられた純粋な基質上
で行われている（Kormelinkら., 1992）。これらの研究は、異なるキシラナーゼがアラビ
ノキシラン（ＡＸ）のキシロース骨格の置換に関して、異なる特定の要件を有することを
示す。いくつかのキシラナーゼは、キシロース骨格を加水分解するために３つの置換され
ていないキシロース残基を必要とし；他のものは１または２つのみ必要とする。特異性に
おけるこれらの相違の理由は、回りまわってキシラナーゼの一次構造、すなわちアミノ酸
配列に依存する触媒ドメイン内の三次元構造によると考えられる。しかしながら、今まで
に、キシラナーゼが複合環境、例えば、植物原料において作用する場合の、アミノ酸配列
におけるこれらの相違のキシラナーゼの機能性における相違への翻訳は、証明されていな
い。
【０００５】
　小麦（小麦粉）において見出されたキシラナーゼ基質は、従来、２つの画分、すなわち
、水で抽出不可能なＡＸ（ＷＵ－ＡＸ）および水で抽出可能なＡＸ（ＷＥ－ＡＸ）に分け
られている。ＷＵ－ＡＸ：ＷＥ－ＡＸ比は、小麦粉において約７０：３０である。なぜＡ
Ｘに２つの異なる画分があるのかに関しては、多数の解釈が存在している。古い文献（D'
Appolonia and MacArthur (1976) and Montgomery and Smith (1955)）は、ＷＥ－ＡＸと
ＷＵ－ＡＸ間の置換の程度の極めて大きい違いを記載している。最も高い程度の置換が、
ＷＥ－ＡＸにおいて見出された。なぜいくつかのＡＸが抽出可能であるかを説明するため
に、これが使用された。低い置換の程度と比較して、高い程度の置換は、ポリマーを可溶
性にし、それは、ポリマー間の水素結合および結果として沈降を引き起こした。
【０００６】
　異なるキシラナーゼの機能性間の違いは、キシラナーゼ特異性における違い、それによ
るＷＵ－ＡＸまたはＷＥ－ＡＸ基質の選択によると考えられている。
【０００７】
　しかしながら、さらに最近の文献は、ＷＥ－ＡＸとＷＵ－ＡＸ間の置換の程度の同様の
大きな違いを見つけていない。したがって、キシラナーゼ基質特異性よりも他のパラメー
ターが重要であり得る。これらのパラメーターは、古典的な基質特異性以外の方法により
決定される、ＷＥ－ＡＸ　対　ＷＵ－ＡＸのキシラナーゼ選択であり得る。このパラメー
ターは、基質選択性として文献において記載されているのを見ることができる。
【０００８】
　いくつかの適用（例えば、ベーカリー）において、ＷＵ－ＡＸ分画から高分子量（ＨＭ
Ｗ）可溶性ポリマーを生産することが望ましい。このようなポリマーは、パン製造におけ
る容量増加と相関している（Rouau, 1993; Rouauら., 1994 and Courtinら., 1999）。
【０００９】
　他の適用において、ＷＵ－ＡＸおよびＷＥ－ＡＸの両方を修飾して、ＷＵ－ＡＸを可溶
化し、分子量をより小さくし、それらの親水コロイド効果を減少させ、アラビノキシラン
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オリゴ糖を生産し、他の細胞壁成分のさらなる分解を容易にする（例えば、クラッカー生
産、穀穀粉分離、飼料適用、バイオエタノール生産、プレバイオティクスなどにおいて）
ことが望ましい。
【００１０】
　種々の適用において使用されるキシラナーゼのすべての上記特性は、キシラナーゼ性能
に向けられ、必要な機能性を成し遂げるために非常に重要である。しかしながら、特定の
適用のための正しい特性を有するか、またはそれを成し遂げるために既知のキシラナーゼ
を操作するキシラナーゼの選択は、しばしば、効率の悪いキシラナーゼ分子、例えば、低
い触媒活性（すなわち、分子ユニット／ｍｇキシラナーゼタンパク質により特徴付けられ
る比活性）を有する分子をもたらす。これらの分子は商業的適用において使用されるべき
であるため、できるだけ高い触媒活性を有することが非常に重要である。この特性の改良
は、農業副産物、例えば、穀物ふすまの使用の増加またはセルロース性バイオエタノール
生産における使用によって、将来的にこれらの酵素の商業的適用を成し遂げるために、ま
すます重要となるであろう。
【発明の概要】
【００１１】
発明の概要
　本発明は、配列番号１に示される枯草菌(B. subtilis)キシラナーゼポリペプチド配列
と比較して、１２および１３から選択される位置の１または２つのアミノ酸修飾と、１５
、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、１１８、１
２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７９から選択
される位置の１つまたはそれ以上のアミノ酸修飾との組み合わせでキシラナーゼ活性を有
するポリペプチドを修飾することにより、該酵素のふすま可溶化および／またはキシラナ
ーゼ活性を増加させることが可能であるという驚くべき結果を前提とする。
【００１２】
　したがって、増加したキシラナーゼ活性および／またはふすま可溶化を有するキシラナ
ーゼポリペプチドを生産することが可能であることが、本発明者らにより示されている。
これは、例えば、セルロース系バイオエタノール生産に関連する穀物加工中にヘミセルロ
ース性画分を加水分解することを可能にさせるか、または多くの適用、例えば、動物飼料
、デンプン液化、ベーカリー、穀粉分離（湿潤製粉）、プレバイオティクスの生産および
紙パルプ生産に必要なキシラナーゼの量の減少を可能にさせる。
【００１３】
　第１の局面において、本発明は、キシラナーゼ活性を有し、配列番号１－２２から選択
されるアミノ酸配列と少なくとも７５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド
であって、
ｉ）１２および１３から選択される位置において１または２つのアミノ酸修飾、および
ｉｉ）１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、
１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７
９から選択される位置において１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾
を有し、該位置はアラインメントにより配列番号１に示される枯草菌キシラナーゼ配列の
位置に対応する位置として決定されるポリペプチドに関する。
【００１４】
　第２の局面において、本発明は、本発明のポリペプチドを同定する方法であって、
（ｉ）配列番号１－２２から選択されるアミノ酸配列と少なくとも７５％同一性を有する
ポリペプチドであって、１２および１３から選択される位置において１または２つのアミ
ノ酸修飾、および１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３
、１１４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５
および１７９から選択される位置において１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾の
アミノ酸修飾を有し、該位置はアラインメントにより配列番号１に示される枯草菌キシラ
ナーゼ配列の位置に対応する位置として決定されるポリペプチドを製造し、
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（ｉｉ）該ポリペプチドのふすま可溶化および／またはキシラナーゼ活性を、最も高い同
一性パーセントを有する配列番号１－２２から選択されるアミノ酸配列のふすま可溶化お
よび／またはキシラナーゼ活性と比較し、
（ｉｉｉ）最も高い同一性パーセントを有する配列番号１－２２から選択されるアミノ酸
配列と比較して、改良されたふすま可溶化および／または改良されたキシラナーゼ活性を
有する該ポリペプチドを選択する
ことを含む方法に関する。
【００１５】
　第３の局面において、本発明は、本発明のポリペプチドを製造する方法であって、該ポ
リペプチドをコードするヌクレオチド配列を発現させ、所望により発現後のポリペプチド
を単離および／または精製することを含む方法に関する。
【００１６】
　いくつかの態様において、ポリペプチドは、示される位置のポリペプチドアミノ酸配列
またはポリペプチドアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列における示される位置の
アミノ酸残基をコードするコドンのいずれかを修飾することにより製造され、示される位
置は配列番号１に示される枯草菌キシラナーゼ配列を基準に決定される。
【００１７】
　さらなる局面において、本発明は、キシラナーゼ活性を有し、配列番号１－２２から選
択されるアミノ酸配列と少なくとも７５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチ
ドであって、
ｉ）１２および１３から選択される位置において１または２つのアミノ酸修飾、および
ｉｉ）１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１３、１１４、１１８、
１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７９から選
択される位置において１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾
を有し、該位置はアラインメントにより配列番号１に示される枯草菌キシラナーゼ配列の
位置に対応する位置として決定されるポリペプチドに関する。
【００１８】
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列に関する。
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列を含むベクターに関する。
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列または本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むベクターで形質転換
されている細胞に関する。
【００１９】
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列または本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むベクターで形質転換
されている宿主生物に関する。
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドを含む組成物に関する。
　さらなる局面において、本発明は、本発明の方法にしたがって同定されるポリペプチド
を含む組成物に関する。
【００２０】
　さらなる局面において、本発明は、本発明にしたがって製造されるポリペプチドを含む
組成物に関する。
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列を含む組成物に関する。
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列を含むベクターを含む組成物に関する。
【００２１】
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配
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列で形質転換されている細胞を含む組成物に関する。
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列を含むベクターを含む組成物に関する。
　さらなる局面において、本発明は、非毒性成分と混合された本発明のポリペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列または本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を
含むベクターで形質転換されている生物を含む組成物に関する。
【００２２】
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドまたは本発明にしたがって同
定されるポリペプチドまたは本発明にしたがって製造されるポリペプチドまたは本発明の
ヌクレオチド配列または本発明のベクターまたは本発明の細胞または非毒性成分と混合さ
れた本発明の生物または本発明の組成物を含むドー(dough)に関する。
【００２３】
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドまたは本発明にしたがって同
定されるポリペプチドまたは本発明にしたがって製造されるポリペプチドまたは本発明の
ヌクレオチド配列または本発明のベクターまたは本発明の細胞または非毒性成分と混合さ
れた本発明の生物または本発明の組成物または本発明のドーを含むベーカリー産物に関す
る。
【００２４】
　さらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチドまたは本発明にしたがって同
定されるポリペプチドまたは本発明にしたがって製造されるポリペプチドまたは本発明の
ヌクレオチド配列または本発明のベクターまたは本発明の細胞または非毒性成分と混合さ
れた本発明の生物または本発明の組成物を含む動物飼料に関する。
【００２５】
　さらなる局面において、本発明は、キシラナーゼを含む洗浄組成物に関する。いくつか
の態様において、洗浄組成物は洗濯洗剤組成物であるが、他の態様において、洗浄組成物
は食器用洗剤である。いくつかのさらなる態様において、食器用洗剤は自動食器洗い用洗
剤である。いくつかのさらなる態様において、キシラナーゼを含む洗浄組成物は、１つ以
上のさらなる酵素をさらに含む。いくつかの態様において、さらなる酵素は、ヘミセルラ
ーゼ、セルラーゼ、ペルオキシダーゼ、プロテアーゼ、キシラナーゼ、リパーゼ、ホスホ
リパーゼ、エステラーゼ、クチナーゼ、ペクチナーゼ、ペクチン酸リアーゼ、マンナナー
ゼ、ケラチナーゼ、レダクターゼ、オキシダーゼ、フェノールオキシダーゼ、リポキシゲ
ナーゼ、リグニナーゼ、プルラナーゼ、タンナーゼ、ペントサナーゼ(pentosanase)、マ
ラナーゼ(malanase)、β－グルカナーゼ、アラビノシダーゼ、ヒアルロニダーゼ、コンド
ロイチナーゼ、ラッカーゼおよびアミラーゼ、またはそれらの混合物から選択される。い
くつかの態様において、酵素の組合せの使用が見出される（すなわち、「カクテル」）。
【００２６】
　さらなる局面において、本発明は、植物細胞壁を分解または修飾する方法であって、該
植物細胞壁を本発明のポリペプチドまたは本発明にしたがって同定されるポリペプチドま
たは本発明にしたがって製造されるポリペプチドまたは本発明のヌクレオチド配列または
本発明のベクターまたは本発明の細胞または非毒性成分と混合された本発明の生物または
本発明の組成物と接触させることを含む方法に関する。
【００２７】
　さらなる局面において、本発明は、植物原料を処理する方法であって、該植物原料を本
発明のいずれか１つのポリペプチドまたは本発明にしたがって同定されるポリペプチドま
たは本発明にしたがって製造されるポリペプチドまたは本発明のヌクレオチド配列または
本発明のベクターまたは本発明の細胞または非毒性成分と混合された本発明の生物または
本発明の組成物と接触させることを含む方法に関する。
【００２８】
　さらなる局面において、本発明は、植物原料を修飾する方法における本発明のポリペプ
チドまたは本発明にしたがって同定されるポリペプチドまたは本発明にしたがって製造さ
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れるポリペプチドまたは本発明のヌクレオチド配列または本発明のベクターまたは本発明
の細胞または非毒性成分と混合された本発明の生物または本発明の組成物の使用に関する
。
【００２９】
　さらなる局面において、本発明は、ベーキング、穀類加工、デンプン液化、セルロース
性原料からのバイオエタノールの生産、動物飼料、木材加工、木材パルプの漂白の強化の
いずれか１つまたはそれ以上における、本発明のポリペプチドまたは本発明にしたがって
同定されるポリペプチドまたは本発明にしたがって製造されるポリペプチドまたは本発明
のヌクレオチド配列または本発明のベクターまたは本発明の細胞または非毒性成分と混合
された本発明の生物または本発明の組成物の使用に関する。
【００３０】
　さらなる局面において、本発明は、実施例および図面を基準に、実質的に上記のポリペ
プチドまたはフラグメントに関する。
　さらなる局面において、本発明は、実施例および図面を基準に、実質的に上記の方法に
関する。
【００３１】
　さらなる局面において、本発明は、実施例および図面を基準に、実質的に上記の組成物
に関する。
　さらなる局面において、本発明は、実施例および図面を基準に、実質的に上記の使用に
関する。
【００３２】
図面の簡単な説明
　参照として、以下の図面を本明細書に包含させる。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】図１は、枯草菌(Bacillus subtilis)ＸｙｎＡ変異体キシラナーゼ（Ｔ１１０Ａ
）（黒色）、トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)Ｘｙｎ２変異体キシラナーゼ
（Ｔ１２０Ａ）（濃い灰色）およびサーモミセス・ラヌギノサス(Thermomyces lanuginos
us)ＸｙｎＡ変異体キシラナーゼ（Ｔ１２０Ａ）（薄い灰色）を重ね合わせたものを示す
。Ｔ１１０およびＴ１２０のそれぞれの変位した残基を強調する。
【図２】図２は、多数のアラインメントに対するデフォルトパラメーター(ギャップオー
プンペナルティ: 10 og ギャップ伸長ペナルティ 0.05)を用いるＡｌｉｇｎＸプログラム
（ｖｅｃｔｏｒＮＴＩ　ｓｕｉｔｅの一部）における配列番号１－２２の複数の配列アラ
インメントを示す。配列の左の数は配列番号を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
発明の詳細な説明
　キシラナーゼ酵素は、植物、真菌および細菌を含む約１００の異なる生物から報告され
ている。キシラナーゼ酵素は、グリコシルヒドロラーゼ酵素の４０種以上のファミリーの
いくつかに分類される。キシラナーゼ、マンナナーゼ、アミラーゼ、β－グルカナーゼ、
セルラーゼおよび他のカルボヒドラーゼを含むグリコシルヒドロラーゼ酵素は、触媒部位
のアミノ酸配列、三次元構造および形状のような特性に基づいて分類される（Gilkesら.,
 1991, Microbiol.  Reviews 55: 303-315）。
【００３５】
　１つの局面において、本発明は、キシラナーゼ活性を有し、配列番号１－２２のいずれ
か１つのアミノ酸配列と比較して、少なくとも３、例えば、５、６、７、８、９または１
０個のアミノ酸置換を含むポリペプチドであって、
ｉ）１２および１３から選択される位置において１または２つのアミノ酸修飾、および
ｉｉ）１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、
１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７
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９から選択される位置において１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾
を有し、該位置はアラインメントにより配列番号１に示される枯草菌キシラナーゼ配列の
位置に対応する位置として決定されるポリペプチドに関する。
【００３６】
　本発明のポリペプチド内の特定のアミノ酸の位置は、標準配列アラインメントツールを
使用する配列番号１と該ポリペプチドのアミノ酸配列とのアラインメントにより、例えば
、Ｓｍｉｔｈ－ＷａｔｅｒｍａｎアルゴリズムまたはＣＬＵＳＴＡＬＷ２アルゴリズムを
使用する２つの配列のアラインメントにより決定される（アラインメントスコアが最も高
いとき、配列はアラインされていると言われる）。アラインメントスコアは、Wilbur, W.
 J. and Lipman, D. J. (1983) Rapid similarity searches of nucleic acid and prote
in data banks. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 726-730により記載されている方法に
したがって計算され得る。好ましくは、デフォルトパラメーターは、ＣｌｕｓｔａｌＷ２
　（１．８２）アルゴリズム：タンパク質ギャップオープンペナルティ＝１０．０；タン
パク質ギャップ伸長ペナルティ＝０．２；タンパク質マトリックス＝Ｇｏｎｎｅｔ；タン
パク質／ＤＮＡ　ＥＮＤＧＡＰ＝－１；タンパク質／ＤＮＡ　ＧＡＰＤＩＳＴ＝４で使用
される。
【００３７】
　好ましくは、本発明のポリペプチド内の特定のアミノ酸の位置は、多数のアラインメン
トのためのデフォルトパラメーター（ギャップオープンペナルティ：１０　ｏｇ　ギャッ
プ伸長ペナルティ　０．０５）でＡｌｉｇｎＸプログラム（VectorＮＴＩ　ｓｕｉｔｅの
一部）を使用して、配列番号１と該ポリペプチドのアミノ酸配列とのアラインメントによ
り決定される。本発明のいくつかの態様のために、アラインメントは、本明細書に記載さ
れている図２を使用することにより作成され得る。他に記載のない限り、本明細書におい
て使用されるアミノ酸に対する「配列同一性」なる用語は、（ｎｒｅｆ－ｎｄｉｆ）・１
００／ｎｒｅｆとして計算される配列同一性（式中、ｎｄｉｆは、アラインされたとき、
２つの配列中の同一でない残基の全数であり、ｎｒｅｆは、配列の一方における残基の数
である）を示す。したがって、アミノ酸配列ＡＳＴＤＹＷＱＮＷＴは、配列ＡＳＴＧＹＷ
ＱＡＷＴと８０％の配列同一性を有する（ｎｄｉｆ＝２およびｎｒｅｆ＝１０）。
【００３８】
　いくつかの態様において、配列同一性は、慣用の方法、例えば、Smith and Waterman, 
1981, Adv. Appl. Math. 2:482により、Pearson & Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 85:2444の類似法の探索により、CLUSTAL W algorithm of Thompson et al., 1994
, Nucleic Acids Res 22:467380を使用して、これらのアルゴリズムのコンピューターに
よる実行により（Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Groupにお
けるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦＡＳＴＡ）決定される。ソフトウェ
アがNational Center for Biotechnology Information www.ncbi.nlm.nih.gov/）から得
られるＢＬＡＳＴアルゴリズム（Altschulら., 1990, Mol. Biol. 215:403-10）も使用さ
れ得る。任意の上記アルゴリズムを使用するとき、「ウインドウ」長、ギャップペナルテ
ィなどのためのデフォルトパラメーターが使用される。
【００３９】
　本明細書において使用される「修飾」なる用語は、いずれか１つのアミノ酸または配列
番号１－２２から選択されるポリペプチドのアミノ酸配列に対する任意の化学的修飾、な
らびにポリペプチドをコードするＤＮＡの遺伝子操作を意味する。該修飾は、１つまたは
それ以上のアミノ酸の置換、欠失および／または挿入ならびに１つまたはそれ以上のアミ
ノ酸側鎖の置き換えであり得る。
【００４０】
　所定のポリペプチドにおける「修飾」は、この所定のポリペプチドと最も高い配列同一
性パーセントを有する配列番号１－２２から選択されるポリペプチドと比較すると理解す
べきである。
【００４１】
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　この記載において使用されるアミノ酸置換に関する用語は以下のとおりである。１文字
目は、特定の配列の位置で天然に存在するアミノ酸を示す。次の数は、配列番号１と比較
しての位置を示す。２文字目は、天然アミノ酸を置換する異なるアミノ酸を示す。例えば
、Ｇ１３Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌは、配列番号１の位置１３のグリシン
がフェニルアラニンにより置換され、配列番号１の位置１１３のチロシンがアスパラギン
酸により置換され、位置１２２のアルギニンがアスパラギン酸により置換され、位置１７
５のグルタミンがロイシンにより置換されており、全４つの変異はキシラナーゼ活性を有
する同じポリペプチドにある。
【００４２】
　本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドにおけるアミノ酸修飾を除けば、本発
明のポリペプチドは、あまり重要でない性質のアミノ酸修飾、すなわち、タンパク質の折
り畳みおよび／または活性に有意に影響しない保存アミノ酸置換または挿入；一般的に１
から約３０個のアミノ酸の小さい欠失；小さいアミノ－もしくはカルボキシル末端伸長、
例えば、アミノ末端メチオニン残基；約２０－２５個までの残基の小さいリンカーペプチ
ド；または、正味荷電または別の機能を変化させることにより精製を容易にする小さい伸
長、例えば、ポリヒスチジントラクト、抗原エピトープまたは結合ドメインを有し得る。
【００４３】
　保存的置換の例は、塩基性アミノ酸（アルギニン、リジンおよびヒスチジン）、酸性ア
ミノ酸（グルタミン酸およびアスパラギン酸）、極性アミノ酸（グルタミンおよびアスパ
ラギン）、疎水性アミノ酸（ロイシン、イソロイシンおよびバリン）、芳香族性アミノ酸
（フェニルアラニン、トリプトファンおよびチロシン）および小さいアミノ酸（グリシン
、アラニン、セリン、スレオニンおよびメチオニン）のグループ内である。一般的に比活
性が変化しないアミノ酸置換は、当分野で知られており、例えば、H. Neurath and R. L.
 Hill, 1979, In, The Proteins, Academic Press, New Yorkにより記載されている。最
も一般的に起こる交換は、ＡｌａからＳｅｒ、Ｖａｌからｌｌｅ、ＡｓｐからＧｌｕ、Ｔ
ｈｒからＳｅｒ、ＡｌａからＧｌｙ、ＡｌａからＴｈｒ、ＳｅｒからＡｓｎ、Ａｌａから
Ｖａｌ、ＳｅｒからＧｌｙ、ＴｙｒからＰｈｅ、ＡｌａからＰｒｏ、ＬｙｓからＡｒｇ、
ＡｓｐからＡｓｎ、Ｌｅｕからｌｌｅ、ＬｅｕからＶａｌ、ＡｌａからＧｌｕおよびＡｓ
ｐからＧｌｙである。
【００４４】
　２０個の標準アミノ酸に加えて、非標準アミノ酸（例えば、４－ヒドロキシプロリン、
６－／Ｖ－メチルリジン、２－アミノイソ酪酸、イソバリンおよびアルファ－メチルセリ
ン）が、野生型ポリペプチドのアミノ酸残基を置換し得る。限定された数の非保存アミノ
酸、遺伝子コードによってコードされないアミノ酸および非天然アミノ酸が、アミノ酸残
基を置換し得る。「非天然アミノ酸」は、タンパク質合成後に修飾されており、および／
または標準アミノ酸と異なる側鎖における化学構造を有する。非天然アミノ酸は、化学的
に合成することができ、好ましくは市販されており、ピペコリン酸、チアゾリジンカルボ
ン酸、デヒドロプロリン、３－および４－メチルプロリンならびに３，３－ジメチルプロ
リンを含む。
【００４５】
　本明細書において使用される「宿主生物」なる用語は、本発明のポリペプチドをコード
するポリヌクレオチドを含む核酸構築物または発現ベクターで形質転換、トランスフェク
ション、形質導入などを起こしやすいあらゆる細胞型を含む。
【００４６】
　本目的のために、キシラナーゼは、キシラナーゼ活性を有するタンパク質またはポリペ
プチドを意味する。
【００４７】
　本明細書において使用される「キシラナーゼ活性を有するポリペプチド」なる句は、本
明細書に記載されているようなキシラナーゼアッセイにおいて活性を有するあらゆるタン
パク質またはポリペプチドを示す。
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【００４８】
　キシラナーゼ活性は、キシランにおいて１，４－ベータ－Ｄ－キシロシドエンド－結合
を含む基質が使用される任意のアッセイを使用して測定することができる。アッセイに使
用されるｐＨおよび温度は、問題になっているキシラナーゼに適合させるべきである。適
当なｐＨ値の例は、４、５、６、７、８、９、１０または１１である。適当な温度の例は
、３０、３５、３７、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０または８０℃である。
違う種類の基質、例えば、Ｘｙｌａｚｙｍｅ錠剤(tablet)（架橋され、染色されたキシラ
ン基質、Megazyme, Bray, Ireland）をキシラナーゼ活性の測定のために利用できる。
【００４９】
　好ましくは、キシラナーゼ活性は、以下のアッセイを使用して測定される。
【００５０】
キシラナーゼアッセイ（エンド－β－１，４－キシラナーゼ活性）
　このアッセイにおいてＯＤ５９０＝約０．７を得るように、サンプルをクエン酸（０．
１Ｍ）－リン酸水素二ナトリウム（０．２Ｍ）バッファー、ｐＨ５．０に希釈した。サン
プルの３つの異なる希釈物を５分４０℃でプレインキュベートした。時間＝５分で、１つ
のＸｙｌａｚｙｍｅ錠剤（架橋され、染色されたキシラン基質、Megazyme, Bray, Irelan
d）を、１ｍｌの反応容量の酵素溶液に加えた。時間＝１５分で、１０ｍｌの２％のＴＲ
ＩＳ／ＮａＯＨ、ｐＨ１２を加えることにより、反応を終了した。ブランクは、酵素溶液
の代わりに１０００μｌのバッファーを使用して製造した。反応混合物を遠心し（１５０
０×ｇ、１０分、２０℃）、上清のＯＤを５９０ｎｍで測定した。１キシラナーゼユニッ
ト（ＸＵ）は、１分あたりＯＤ５９０が０．０２５増加するキシラナーゼ活性として定義
される。
【００５１】
　上記アッセイにおいて使用される基質（小麦から抽出された架橋され、染色されたアラ
ビノキシラン）は、商業的適用における対応する基質に非常に近い。
【００５２】
　酵素は、さらに便覧（Enzyme Nomenclature from NC-IUBMB, 1992）に基づいて分類す
ることができる、インターネットhttp://www.expasy.ch/enzyme/のＥＮＺＹＭＥサイトも
参照。ＥＮＺＹＭＥは、酵素の命名に関する情報の貯蔵庫である。主にNomenclature Com
mittee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology(IUB-MB)
の推奨に基づき、ＥＣ（Ｅｎｚｙｍｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ）番号が提供されている特
徴付けられている酵素のそれぞれの型を記載している（Bairoch A. The ENZYME database
, 2000, Nucleic Acids Res 28:304-305）。このＩＵＢ－ＭＢ酵素命名は、それらの基質
特異性および時折、それらの分子メカニズムに基づき、このような分類は、これらの酵素
の構造的特徴を反映していない。
【００５３】
　本発明の１つの局面において、キシラナーゼは、ＥＣ　３．２．１．８に分類される酵
素である。正式名称は、エンド－１，４－ベータ－キシラナーゼである。組織名は、１，
４－ベータ－Ｄ－キシランキシラノヒドロラーゼである。他の名前は、例えば、エンド－
（１－４）－ベータ－キシラナーゼ；（１－４）－ベータ－キシラン４－キシラノヒドロ
ラーゼ；エンド－１，４－キシラナーゼ；キシラナーゼ；ベータ－１，４－キシラナーゼ
；エンド－１，４－キシラナーゼ；エンド－ベータ－１，４－キシラナーゼ；エンド－１
，４－ベータ－Ｄ－キシラナーゼ；１，４－ベータ－キシランキシラノヒドロラーゼ；ベ
ータ－キシラナーゼ；ベータ－１，４－キシランキシラノヒドロラーゼ；エンド－１，４
－ベータ－キシラナーゼ；ベータ－Ｄ－キシラナーゼを使用され得る。触媒される反応は
、キシランにおける１，４－ベータ－Ｄ－キシロシド結合の内部加水分解(endohydrolysi
s)である。
【００５４】
　アミノ酸配列類似性に基づくファミリーにおける特定のグリコシドヒドロラーゼ酵素、
例えば、エンドグルカナーゼ、キシラナーゼ、ガラクタナ-ゼ、マンナナーゼ、デキスト
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ラナーゼおよびアルファ－ガラクトシダーゼの別の分類が、数年前に提案されている。そ
れらは、現在、９０個の異なるファミリーに分類される：ＣＡＺｙ（ＭｏｄＯ）インター
ネットサイト参照（Coutinho, P.M. & Henrissat, B. (1999) Carbohydrate-Active Enzy
mes　server：http://afmb.cnrs- mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html）（対応する論文：Cou
tinho, P.M. & Henrissat, B. (1999) Carbohydrate-active Enzymes: an integrated da
tabase approach. In “Recent Advances in Carbohydrate Bioengineering”, HJ. Gilb
ert, G. Davies, B. Henrissat and B. Svensson eds., The Royal Society of Chemistr
y, Cambridge, pp. 3-12; Coutinho, P.M. & Henrissat, B. (1999) The modular struct
ure of cellulases and other Carbohydrate -active Enzymes: an integrated database
 approach. In “Genetics, Biochemistry and Ecology of cellulose Degradation”., 
K. Ohmiya, K. Hayashi, K. Sakka, Y. Kobayashi, S. Karita and T. Kimura eds., Uni
 Publishers Co., Tokyo, pp. 15-23）。
【００５５】
　本発明の１つの局面において、本発明のキシラナーゼは、グリコシドヒドロラーゼ(hyd
rolyase)（ＧＨ）ファミリー１１のキシラナーゼである。「グリコシドヒドロラーゼ（Ｇ
Ｈ）ファミリー１１」なる用語は、問題になっているキシラナーゼがＧＨファミリー１１
に分類されるか、または分類され得ることを意味する。
【００５６】
　タンパク質類似性探索（ＰｒｏｔｅｉｎＢｌａｓｔのような、例えば、http://toolkit
.tuebingen.mpg.de/prot_blast）は、未知の配列が実際にＧＨ１１キシラナーゼファミリ
ーメンバーなる用語に分類されるか否かを必ずしも決定できないことを理解すべきである
。ブラスト探索を使用して見出されるタンパク質配列は、比較的高い同一性／相同性を有
し得るが、実際のキシラナーゼではなく、さらに、ＧＨ１１に属するキシラナーゼではな
い。あるいは、タンパク質配列は、比較的低い一次アミノ酸配列同一性を有し得、未だＧ
Ｈ１１キシラナーゼファミリーメンバーである。未知のタンパク質配列が実際にＧＨ１１
ファミリー内のキシラナーゼタンパク質であるか否かを決定するために、ＧＨ－ファミリ
ー内の分類が３Ｄ折り畳みに頼るため、評価は、配列類似性においてだけでなく、３Ｄ構
造類似性においてもまた行われるべきである。未知のタンパク質配列の３Ｄ折り畳みを予
測するソフトウェアは、ＨＨｐｒｅｄである（http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
）。タンパク質構造予測のためのこのソフトウェアの力は、鋳型として使用される既知の
構造と相同の配列を同定することに頼る。構造は一次配列よりもさらにいっそうゆっくり
分かれるため、これは非常にうまく働く。同じファミリーのタンパク質は、これらの配列
が見分けのつかないほど分かれているときでさえ、非常に類似の構造を有し得る。
【００５７】
　実際には、未知の配列をＦＡＳＴＡフォーマットにおけるソフトウェアに貼り付けるこ
とができる（http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred）。これを行うと、探索に付すこ
とができる。探索のアウトプットは、既知の３Ｄ構造を有する配列の一覧を示す。未知の
配列が実際にＧＨ１１キシラナーゼであることを裏付けるために、ＧＨ１１キシラナーゼ
は、＞９０の確率を有する相同体の一覧内に見出されるべきである。相同体として同定さ
れるすべてのタンパク質がＧＨ１１キシラナーゼとして特徴付けられるとは限らないが、
いくつかは特徴付けられる。後者のタンパク質は、それらをキシラナーゼとして同定する
既知の構造および生化学的特性を有するタンパク質である。前者は、ＧＨ１１キシラナー
ゼとして生化学的に特徴付けられていない。いくつかの文献は、このプロトコール、例え
ば、Soeding J. (2005) Protein homology detection by HMM-HMM comparison.Bioinform
atics 21, 951-960 (doi:10.1093/bioinformatics/bti125)およびSoeding J, Biegert A,
 and Lupas AN. (2005) The HHpred interactive server for Protein homology detecti
on and structure predictionを記載している。Nucleics Acids Research 33, W244--W24
8 (Web Server issue) (doi:10.1093/nar/gki40)。
【００５８】
　Ｃａｚｙ（ＭｏｄＯ）サイトにしたがって、ファミリー１１グリコシドヒドロラーゼは
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以下のとおりに特徴付けることができる：
既知の活性：キシラナーゼ（ＥＣ　３．２．１．８）
メカニズム：維持
触媒求核原子／塩基：Ｇｌｕ（実験的）
触媒プロトン供与体：Ｇｌｕ（実験的）
３Ｄ構造状態：折り畳み：β－ゼリーロール
クラン：ＧＨ－Ｃ
【００５９】
　本明細書において使用される「クランＣ」は、共通の三次元折り畳みおよび同一の触媒
機構を共有するファミリーのグループを示す（例えば、Henrissat, B. and Bairoch, A. 
, (1996) Biochem. J. ,316, 695-696参照）。
【００６０】
　本明細書において使用される「ファミリー１１」は、Henrissat and Bairoch (1993) B
iochem J.,293,781-788（Henrissat and Davies (1997) Current Opinion in Structural
 Biol. 1997, &:637-644も参照）により確立されている酵素のファミリーを示す。ファミ
リー１１メンバーの一般的な特性は、高い遺伝的相同性、約２０ｋＤａのサイズおよび二
重置換触媒メカニズムを含む（Tenkanenら., 1992; Wakarchukら., 1994参照）。ファミ
リー１１キシラナーゼの構造は、β－鎖から作られる２つの大型のβ－シートおよびα－
ヘリックスを含む。
【００６１】
　ファミリー１１キシラナーゼは、黒色アスペルギルス(Aspergillus niger)ＸｙｎＡ、
アスペルギルス・カワチ(Aspergillus kawachii)ＸｙｎＣ、アスペルギルス・ツビゲンシ
ス(Aspergillus tubigensis)ＸｙｎＡ、バチルス・シルクランス(Bacillus circulans)Ｘ
ｙｎＡ、バチルスプンジルス(Bacilluspunzilus)ＸｙｎＡ、枯草菌ＸｙｎＡ、ネオカリマ
スチクスフロンタリス(Neocalliniastix patriciarum)ＸｙｎＡ、ストレプトミセス・リ
ビダンス(Streptomyces lividans)ＸｙｎＢ、ストレプトミセス・リビダンスＸｙｎＣ、
ストレプトミセス・ゼリノビオラセウス(Streptomyces therinoviolaceus)ＸｙｎＩＩ、
好熱性放線菌ＸｙｎＡ、トリコデルマ・ハルジアナム(Trichoderma harzianum)Ｘｙｎ、
トリコデルマ・リーゼイＸｙｎＩ、トリコデルマ・リーゼイＸｙｎＩＩ、トリコデルマビ
リデ(Trichoderma viride)Ｘｙｎを含むが、これらに限定されない。
【００６２】
　本明細書において使用される「野生型」は、自然または天然の配列またはタンパク質を
示す。
【００６３】
　別の特定の態様において、本発明のキシラナーゼは、例えば、（ｉ）グラム陽性細菌門
；（ｉｉ）バチルス綱；（ｉｉｉ）バチルス目；（ｉｖ）パエニバチラセアエ(Paenibaci
llaceae)科；または（ｖ）パエニバチルス(Paenibacillus)属の細菌；さらに好ましくは
、（ｖｉ）パエニバチルス・パブリ(Paenibacillus pabuli)、パエニバチルス・ポリミク
サ(Paenibacillus polymyxa)またはパエニバチルスの種の細菌；さらに好ましくは、（ｖ
ｉｉ）パエニバチルス・パブリまたはパエニバチルス・ポリミクサの株由来の細菌キシラ
ナーゼ由来である。
【００６４】
　上記において使用される表現「細菌キシラナーゼ由来のキシラナーゼ」は、問題になっ
ている細菌から単離されるあらゆる野生型キシラナーゼ、ならびにキシラナーゼ活性を維
持するそれらの変異体またはフラグメントを含む。
【００６５】
　さらなる特定の態様において、本発明のキシラナーゼは、真菌キシラナーゼ由来である
。
【００６６】
　上記定義の「由来」（細菌キシラナーゼとの関連で）は、真菌キシラナーゼに対しても
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同様に適用される。
【００６７】
　ファミリー１１グリコシドヒドロラーゼの真菌キシラナーゼの例は、以下の真菌属：ア
スペルギルス、アウレオバシジウム(Aureobasidium)、エメリセラ(Emericella)、フザリ
ウム(Fusarium)、ガエウマノミセス(Gaeumannomyces)、フミコーラ(Humicola)、レンチヌ
ラ(Lentinula)、マグナポルテ(Magnaporthe)、ネオカリマスティクス(Neocallimastix)、
ノカルジオプシス(Nocardiopsis)、オルピノミセス(Orpinomyces)、ペシロミセス(Paecil
omyces)、ペニシリウム(Penicillium)、ピチア(Pichia)、スエヒロタケ、タラロミセス(T
alaromyces)、サーモマイセス(Thermomyces)、トリコデルマ由来のものである。
【００６８】
　真菌キシラナーゼは、酵母菌および糸状菌キシラナーゼを含む。好ましい態様において
、キシラナーゼは、（ｉ）子嚢菌門；（ｉｉ）チャワンタケ網；（ｉｉｉ）ユーロチウム
(Eurotiomycetes)目；（ｉｖ）ユーロチウム亜目；（ｖ）マユハキタケ科、好ましくは、
栄養胞子形成マユハキタケ科；さらに好ましくは（ｖｉ）アスペルギルス属の真菌；より
好ましくは、（ｖｉｉ）黒色アスペルギルスの株由来である。前記の種の定義は、知られ
ている種名にかかわらず、完全および不完全な状態の両方、ならびに他の分類学的同等物
、例えば、アナモルフ(anamorphs)を含むことが理解される。当業者は、適当な同等物の
同一性を容易に認識する。
【００６９】
　上記細菌および真菌の株は、多くのカルチャー・コレクション、例えば、アメリカン・
タイプ・カルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ）、ドイツ微生物細胞培養コレクション（
ＤＳＭＺ）、オランダ菌株コレクション（ＣＢＳ）およびアグリカルチュアル・リサーチ
・サービス・パラント・カルチャー・コレクション、ノーザーン・リージョナル・リサー
チ・センター（ＮＲＲＬ）において容易に一般的に公開されている。
【００７０】
　分類に関する問題は、分類データベース、例えば、以下のインターネットサイト：http
://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/で利用できるＮＣＢＩ　Ｔａｘ
ｏｎｏｍｙ　Ｂｒｏｗｓｅｒを閲覧することにより解決することができる。しかしながら
、好ましくは以下の便覧：Dictionary of the Fungi, 9th edition, edited by Kirk, P.
M., P. F. Cannon, J. C. David & J.A. Stalpers, CAB Publishing, 2001; and Bergey'
s Manual of Systematic Bacteriology, Second edition (2005)を参照。
【００７１】
　本発明は、特定のアミノ酸位置の修飾に関する。これらの位置は、配列番号１に示され
る枯草菌アミノ酸配列を基準に記載されている。本発明において、キシラナーゼ活性を有
するポリペプチドは、配列番号１に示される枯草菌配列と比較して、１２および１３から
選択される位置において少なくとも１または２つのアミノ酸修飾、および１５、３４、５
４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、１１８、１２２、１４
１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７９から選択される位置
において１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾の修飾を有する。他のファミリー１
１キシラナーゼにおける同等の位置は、配列番号１と他のファミリー１１キシラナーゼを
アラインし、アミノ酸が配列番号１の特定のアミノ酸とアラインすると決定することによ
り見いだされ得る。このようなアラインメントおよび第１の参照としての１つの配列の使
用は、当業者にとって簡単に日常的な事である。
【００７２】
　１つの局面において、本発明の変異体キシラナーゼは、「ふすま可溶化アッセイ」にお
いて測定されるとき、対応する野生型キシラナーゼまたは配列番号１－２２から選択され
るアミノ酸配列を含むいずれか１つのキシラナーゼの使用により得ることができるものよ
りも高い改善されたふすま可溶化活性を有する。
【００７３】
　１つの局面において、本発明のキシラナーゼは、１２および１３から選択される位置の
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修飾と、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４
、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１
７９から選択される位置の１つまたはそれ以上のアミノ酸修飾との組み合わせの結果とし
て改善されたふすま可溶化活性を有する。
【００７４】
　適当には、キシラナーゼふすま可溶化活性は、本明細書において提供されるふすま可溶
化アッセイを使用して測定され得る。したがって、増加したキシラナーゼ活性および／ま
たは増加したふすま可溶化活性を有するポリペプチドが提供され得る。多数の適用におい
て高濃度で穀物ふすまを使用しているため、ＷＵ－ＡＸに関する特異性の必要性はますま
す重要である。例えば、パン製造産業は、健康および栄養問題のために、多数の製品にお
いてふすま濃度を増加させ、飼料産業は、バイオエタノール生産における穀物の使用のた
めに、ふすま原料（線維、穀類蒸留粕（ＤＤＧＳ））の増量を取り入れている。したがっ
て、増加した特異性、したがって、このふすま原料の可溶化における有効性を有する新規
キシラナーゼを提供することは、利点がある。
【００７５】
ふすま可溶化アッセイ
　好ましくは、ふすま溶解度は、以下のアッセイを使用して測定される。
【００７６】
　（０．１Ｍ）－リン酸水素二ナトリウム（０．２Ｍ）バッファー、ｐＨ５．０中の小麦
ふすまの懸濁液を、１，３３％のふすまの濃度（ｗ／ｗ）に調製する。この懸濁液から、
７５０μｌのアリコートを撹拌下でエッペンドルフチューブに移す。それぞれの基質チュ
ーブを４０℃で５分間予め加熱する。そこに、２５０μｌの酵素溶液を加え、基質１％の
最終濃度を作る。各測定時間（０、３０、６０および２４０分）に対し、酵素濃度を増加
させて（０，３３；１，０および３，０μｇのキシラナーゼ／グラムふすま）、各キシラ
ナーゼから３つの希釈物（デュプリケート）を作る。ブランクとして、キシラナーゼの熱
変性した溶液を使用する。反応は、９５℃でチューブをインキュベーターセットに移すこ
とにより、所定の時間に終了する。全酵素反応が終了するまで、熱変性したサンプルを４
℃で維持する。全酵素反応が終了したとき、エッペンドルフチューブを遠心し、透明な上
清を得る。ふすまを可溶性にする酵素能力は、ＰＡＨＢＡＨを使用して測定される末端基
の還元の増加として示される（Ｌｅｖｅｒ、１９７２）。
【００７７】
　副活性、例えば、アミラーゼ活性が上記アッセイを妨げ得るため、ふすま可溶化アッセ
イは、精製されたキシラナーゼサンプルで実施されるべきである（実施例２参照）。
【００７８】
　１つの局面において、本発明のキシラナーゼは、いずれか１つの野生型キシラナーゼま
たは配列番号１－２２から選択されるアミノ酸配列を含むいずれか１つのキシラナーゼと
比較して、キシラナーゼ阻害剤に対する減少した感度を有する。
【００７９】
　さらなる局面において、本発明のキシラナーゼは、１２および１３から選択される位置
の修飾と、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１
４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および
１７９から選択される位置の１つまたはそれ以上のアミノ酸修飾との組み合わせの結果と
して、キシラナーゼ阻害剤に対する減少した感度を有する。
【００８０】
　該阻害剤は、植物組織において天然に見出される阻害剤であり得る。
【００８１】
　本明細書において使用される「キシラナーゼ阻害剤」なる用語は、役割が複合炭水化物
、例えば、植物細胞壁において見出されるアラビノキシランの脱重合をコントロールする
ことである化合物、一般的にタンパク質を示す。これらのキシラナーゼ阻害剤は、天然キ
シラナーゼ酵素ならびに真菌または細菌起源のものの活性を減少させることが可能である
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。キシラナーゼ阻害剤の存在は、穀物種子において報告されている（例えば、McLauchlan
ら 1999a; Rouau and Suget 1998参照）。
【００８２】
　McLauchlanら(1999a)は、２つのファミリー－１１キシラナーゼに結合し、阻害する小
麦由来のタンパク質の単離および特性を記載している。同様に、ＷＯ９８／４９２７８は
、全てファミリー１１キシラナーゼとして分類される微生物キシラナーゼのグループの活
性に対する小麦粉抽出物の効果を証明している。Debyserら.(1999)は、また、両方ともフ
ァミリー１１キシラナーゼのメンバーである黒色アスペルギルスおよび枯草菌由来のエン
ドキシラナーゼが、ＴＡＸＩと呼ばれる小麦キシラナーゼ阻害剤により阻害されることを
記載している。McLauchlanら(1999b)は、市販の穀粉、例えば、小麦、大麦、ライ麦およ
びトウモロコシ由来の抽出物が、ファミリー１０および１１キシラナーゼの両方を阻害す
ることが可能であることを示唆している。
【００８３】
　キシラナーゼ阻害剤は、任意の適当なキシラナーゼ阻害剤であり得る。例として、キシ
ラナーゼ阻害剤は、ＷＯ－Ａ－９８／４９２７８に記載されている阻害剤および／または
Rouau, X.  and Surget, A.  (1998)、McLauchlan, R., ら.  (1999)により記載されてい
るキシラナーゼ阻害剤および／または英国特許出願番号９８２８５９９．２（１９９８年
１２月２３日出願）、英国特許出願番号９９０７８０５．７（１９９９年４月６日出願）
および英国特許出願番号９９０８６４５．６（１９９９年４月１５日出願）において記載
されているキシラナーゼ阻害剤であり得る。
【００８４】
　先行技術に記載されている阻害剤は、また、キシラナーゼ阻害剤に対する本発明の変異
体ポリペプチドの感度を測定するためのアッセイにおいて使用され得る。それらは、また
、キシラナーゼの機能性を調節するために以下に記載されるとおりに使用され得る。
【００８５】
キシラナーゼ阻害剤アッセイ
　好ましくは、キシラナーゼ阻害活性は、以下のアッセイを使用して測定される。
【００８６】
　１００μｌの阻害剤調製物（種々の濃度のキシラナーゼ阻害剤を含む（定量化のために
、以下のキシラナーゼ阻害剤定量化を参照））、２５０μｌのキシラナーゼ溶液（１２　
ＸＵ　キシラナーゼ／ｍｌを含む）および６５０μｌのバッファー（０．１Ｍのクエン酸
－０．２Ｍのリン酸水素二ナトリウムバッファー、１％のＢＳＡ（Sigma-Aldrich, USA）
、ｐＨ５．０）を混合した。混合物を４０．０℃で５分間調温した。時間＝５分に、１つ
のＸｙｌａｚｙｍｅ錠剤を加えた。時間＝１５分に、１０ｍｌの２％ＴＲＩＳ／ＮａＯＨ
、ｐＨ１２を加えることにより、反応を終了させた。反応混合物を遠心し（１５００×ｇ
、１０分、２０℃）、上清を５９０ｎｍで測定した。キシラナーゼ阻害を、ブランクと比
較して、％で残存活性として計算した。
【００８７】
　使用される内因性エンド－β－１，４－キシラナーゼ阻害剤は小麦粉から得ることがで
きる。阻害剤は、約４０ｋＤａのＭＷ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥまたは質量分析により測定）お
よび約８から約９．５のｐＩを有するジペプチドである。これまでの配列分析によって、
阻害剤は配列番号２４として示される配列を有するか、またはそれと高い相同性であるこ
とが示されている。
【００８８】
　所定の阻害剤調製物における阻害剤濃度を定量する方法は、実施例３において見出すこ
とができる。
　ブランクは、阻害剤溶液を水と置き換えているが、同じ方法で製造した。
【００８９】
　本発明は、また、コントロール配列と適合性である条件下で、適当な宿主細胞における
コード配列の発現を指向する１つまたはそれ以上のコントロール配列に作動可能に連結し
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たヌクレオチド配列を含む本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に関する
。本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、ポリペプチドの発現を提供す
るように、種々の方法において操作され得る。発現ベクターにもよるが、ベクターへの挿
入の前のポリヌクレオチドの配列の操作が望ましいか、または必要であり得る。組換えＤ
ＮＡ方法を利用するポリヌクレオチド配列を修飾するための技術は、当分野でよく知られ
ている。
【００９０】
　コントロール配列は、本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの発現のた
めの宿主細胞により認識されるヌクレオチド配列である適当なプロモーター配列であり得
る。プロモーター配列は、ポリペプチドの発現を介在する転写コントロール配列を含む。
プロモーターは、変異、切断およびハイブリッドプロモーターを含む選択された宿主細胞
において転写活性を示す任意のヌクレオチド配列であり得、宿主細胞に対して同種または
異種のいずれかの細胞外または細胞内ポリペプチドをコードする遺伝子から得ることがで
きる。
【００９１】
　とりわけ細菌宿主細胞における本発明の核酸構築物の転写を指向するための適当なプロ
モーターの例は、大腸菌ｌａｃオペロン、ストレプトミセス・セリカラー(Streptomyces 
coelicolor)　アガラーゼ遺伝子（ｄａｇＡ）、枯草菌　レバンスクラーゼ遺伝子（ｓａ
ｃＢ）、バチルス・リケニフォルミス(Bacillus licheniformis)　アルファ－アミラーゼ
遺伝子（ａｍｙＬ）、バチルス・ステアロサーモフィラス(Bacillus stearothermophilus
)　マルトース生成アミラーゼ遺伝子（ａｍｙＭ）、バチルス・アミロリケファシエンス(
Bacillus amyloliquefaciens)　アルファ－アミラーゼ遺伝子（ａｍｙＱ）、バチルス・
リケニフォルミス　ペニシリナーゼ遺伝子（ｐｅｎＰ）、枯草菌　ｘｙｌＡおよびｘｙｌ
Ｂ遺伝子ならびに原核生物ベータ－ラクタマーゼ遺伝子（Villa-Kamaroffら., 1978, Pro
ceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 3727-3731）、ならびにｔａｃ
プロモーター（DeBoerら., 1983, Proceedings of the National Academy of Sciences U
SA 80: 21-25）から得られるプロモーターである。さらなるプロモーターは、Scientific
 American, 1980, 242: 74-94の“Useful proteins from recombinant bacteria”;およ
びSambrookら., 1989（上記）に記載されている。
【００９２】
　糸状菌宿主細胞における本発明の核酸構築物の転写を指向するための適当なプロモータ
ーの例は、アスペルギルスオリザエ(Aspergillus oryzae)　ＴＡＫＡアミラーゼ、リゾム
コールミーヘイ(Rhizomucor miehei)　アスパラギン酸プロテイナーゼ、黒色アスペルギ
ルス　中性アルファ－アミラーゼ、黒色アスペルギルス　酸安定アルファ－アミラーゼ、
黒色アスペルギルスまたはアスペルギルスアワモリ(Aspergillus awamori)　グルコアミ
ラーゼ（ｇｌａＡ）、リゾムコールミーヘイ　リパーゼ、アスペルギルスオリザエ　アル
カリプロテアーゼ、アスペルギルスオリザエ　トリオースリン酸イソメラーゼ、アスペル
ギルスニデュランス(Aspergillus nidulans)　アセタミダーゼ(acetamidase)、フザリウ
ムベネナツム(Fusarium venenatum)　アミログルコシダーゼ（ＷＯ００／５６９００）、
フザリウムベネナツムダリア(Fusarium venenatum Daria)（ＷＯ００／５６９００）、フ
ザリウムベネナツムクイン(Fusarium venenatum Quinn)（ＷＯ００／５６９００）、フザ
リウムオキシスポラム（Fusarium oxysporum）　トリプシン様プロテアーゼ（ＷＯ９６／
００７８７）、トリコデルマ・リーゼイベータ－グルコシダーゼ、トリコデルマ・リーゼ
イ　セロビオヒドロラーゼＩ、トリコデルマ・リーゼイ　セロビオヒドロラーゼＩＩ、ト
リコデルマ・リーゼイ　エンドグルカナーゼＩ、トリコデルマ・リーゼイ　エンドグルカ
ナーゼＩＩ、トリコデルマ・リーゼイ　エンドグルカナーゼＩＩＩ、トリコデルマ・リー
ゼイ　エンドグルカナーゼＩＶ、トリコデルマ・リーゼイ　エンドグルカナーゼＶ、トリ
コデルマ・リーゼイ　キシラナーゼＩ、トリコデルマ・リーゼイ　キシラナーゼＩＩ、ト
リコデルマ・リーゼイ　ベータ－キシロシダーゼの遺伝子から得られるプロモーター、な
らびにＮＡ２－ｔｐｉプロモーター（黒色アスペルギルス　中性アルファ－アミラーゼお
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よびアスペルギルスオリザエ　トリオースリン酸イソメラーゼの遺伝子由来のプロモータ
ーのハイブリッド）；ならびにそれらの変異、切断およびハイブリッドプロモーターであ
る。
【００９３】
　酵母菌宿主において、有用なプロモーターは、出芽酵母　エノラーゼ（ＥＮＯ－１）、
出芽酵母　ガラクトキナーゼ（ＧＡＬ１）、出芽酵母　アルコールデヒドロゲナーゼ／グ
リセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＡＤＨ１、ＡＤＨ２／ＧＡＰ）、出芽
酵母　トリオース(those)リン酸イソメラーゼ（ＴＰＩ）、出芽酵母　メタロチオネイン
（ＣＵＰ１）および出芽酵母　３－ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ　キナーゼに対す
る遺伝子から得られる。酵母菌宿主細胞に対する他の有用なプロモーターは、Romanosら.
, 1992, Yeast 8: 423-488に記載されている。
【００９４】
　コントロール配列は、また、転写を終了するように宿主細胞により認識される配列であ
る適当な転写ターミネーター配列であり得る。ターミネーター配列は、ポリペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列の３’末端に作動可能に連結している。選択された宿主細胞に
おいて機能するあらゆるターミネーターが本発明において使用され得る。
【００９５】
　糸状菌宿主細胞に対するターミネーターは、アスペルギルスオリザエ　ＴＡＫＡアミラ
ーゼ、黒色アスペルギルス　グルコアミラーゼ、アスペルギルスニデュランス　アントラ
ニル酸塩合成酵素、黒色アスペルギルス　アルファ－グルコシダーゼおよびフザリウムオ
キシスポラム　トリプシン様プロテアーゼに対する遺伝子から得ることができる。酵母菌
宿主細胞に対するターミネーターは、出芽酵母　エノラーゼ、出芽酵母　シトクロムＣ（
ＣＹＣ１）および出芽酵母　グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼに対する
遺伝子から得ることができる。酵母菌宿主細胞に対する他の有用なターミネーターは、Ro
manosら., 1992（上記）に記載されている。
【００９６】
　コントロール配列は、また、宿主細胞による翻訳に重要であるｍＲＮＡの非翻訳領域で
ある適当なリーダー配列であり得る。リーダー配列はポリペプチドをコードするヌクレオ
チド配列の５’末端に作動可能に連結している。選択された宿主細胞において機能するあ
らゆるリーダー配列が本発明において使用され得る。
【００９７】
　糸状菌宿主細胞に対するリーダーは、アスペルギルスオリザエ　ＴＡＫＡアミラーゼお
よびアスペルギルスニデュランス　トリオースリン酸イソメラーゼに対する遺伝子から得
ることができる。
【００９８】
　酵母菌宿主細胞に対する適当なリーダーは、出芽酵母　エノラーゼ（ＥＮＯ－１）、出
芽酵母　３－ホスホグリセリン酸キナーゼ、出芽酵母　アルファ因子および出芽酵母　ア
ルコールデヒドロゲナーゼ／グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＡＤＨ
２／ＧＡＰ）に対する遺伝子から得られる。
【００９９】
　コントロール配列は、また、転写されるとき、ポリアデノシン残基を転写されたｍＲＮ
Ａに付加するためのシグナルとして宿主細胞により認識される、ヌクレオチド配列の３’
末端に作動可能に連結した配列であるポリアデニル化配列であり得る。選択された宿主細
胞において機能するあらゆるポリアデニル化配列が本発明において使用され得る。
【０１００】
　糸状菌宿主細胞に対するポリアデニル化配列は、アスペルギルスオリザエ　ＴＡＫＡア
ミラーゼ、黒色アスペルギルス　グルコアミラーゼ、アスペルギルスニデュランス　アン
トラニル酸塩合成酵素、フザリウムオキシスポラム　トリプシン様プロテアーゼおよびア
スペルギルス　ｎ／ｇｅｒアルファ－グルコシダーゼに対する遺伝子から得ることができ
る。
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【０１０１】
　酵母菌宿主細胞に有用なポリアデニル化配列は、Guo and Sherman, 1995, Molecular C
ellular Biology 15: 5983-5990に記載されている。
【０１０２】
　コントロール配列は、また、ポリペプチドのアミノ末端に連結したアミノ酸配列をコー
ドし、コードされたポリペプチドを細胞の分泌経路へ指向するシグナルペプチドコード領
域であり得る。ヌクレオチド配列のコード配列の５’末端は、分泌されるポリペプチドを
コードするコード領域のセグメントと翻訳リーディングフレームにおいて天然に連結して
いるシグナルペプチドコード領域を本質的に含み得る。あるいは、コード配列の５’末端
は、コード配列にとって異質であるシグナルペプチドコード領域を含み得る。外来シグナ
ルペプチドコード領域は、コード配列がシグナルペプチドコード領域を天然に含まないと
き必要であり得る。あるいは、外来シグナルペプチドコード領域は、ポリペプチドの分泌
を増強するために、天然シグナルペプチドコード領域と簡単に置き換えられ得る。しかし
ながら、発現されたポリペプチドを選択された宿主細胞の分泌経路に指向する（すなわち
、培養培地に分泌される）あらゆるシグナルペプチドコード領域が本発明において使用さ
れ得る。
【０１０３】
　細菌宿主細胞に対する有効なシグナルペプチドコード領域は、バチルス属　ＮＣＩＢ　
１１８３７　マルトース生成アミラーゼ、バチルス・ステアロサーモフィラス　アルファ
－アミラーゼ、バチルス・リケニフォルミス　サブチリシン、バチルス・リケニフォルミ
ス　ベータ－ラクタマーゼ、バチルス・ステアロサーモフィラス　中性プロテアーゼ（ｎ
ｐｒＴ、ｎｐｒＳ、ｎｐｒＭ）および枯草菌　ｐｒｓＡに対する遺伝子から得られるシグ
ナルペプチドコード領域である。さらなるシグナルペプチドは、Simonen and Palva, 199
3, Microbiological Reviews 57: 109-137に記載されている。
【０１０４】
　糸状菌宿主細胞に対する有効なシグナルペプチドコード領域は、アスペルギルスオリザ
エ　ＴＡＫＡ　アミラーゼ、黒色アスペルギルス　中性アミラーゼ、黒色アスペルギルス
　グルコアミラーゼ、リゾムコールミーヘイ　アスパラギン酸プロテイナーゼ、フミコー
ラ・インソレンス(Humicola insolens)　セルラーゼ、フミコーラ・インソレンス　エン
ドグルカナーゼ　Ｖおよびフミコーラ・ラヌギノーサ(Humicola lanuginosa)リパーゼに
対する遺伝子から得られるシグナルペプチドコード領域である。
【０１０５】
　酵母菌宿主細胞に対する有用なシグナルペプチドは、出芽酵母　アルファ因子および出
芽酵母　インベルターゼに対する遺伝子から得られる。他の有用なシグナルペプチドコー
ド領域は、Romanos et a/., 1992（上記）により記載されている
【０１０６】
　コントロール配列は、また、ポリペプチドのアミノ末端に位置するアミノ酸配列をコー
ドするプロペプチドコード領域であり得る。得られたポリペプチドは、プロ酵素またはプ
ロポリペプチド（または、いくつかの場合において酵素前駆体）として知られている。プ
ロポリペプチドは、一般的に不活性であり、プロポリペプチドからプロペプチドの触媒的
または自己触媒的開裂により成熟活性ポリペプチドに変換することができる。プロペプチ
ドコード領域は、枯草菌　アルカリプロテアーゼ（ａｐｒＥ）、枯草菌　中性プロテアー
ゼ（ｎｐｒｆ）、出芽酵母　アルファ因子、リゾムコールミーヘイ　アスパラギン酸プロ
テイナーゼおよびミセリオフィソーラ・サーモフィラ(Myceliophthora thermophila)　ラ
ッカーゼ（ＷＯ９５／３３８３６）に対する遺伝子から得ることができる。
【０１０７】
　シグナルペプチドおよびプロペプチド領域の両方がポリペプチドのアミノ末端に存在す
るとき、プロペプチド領域は、ポリペプチドのアミノ末端の次に位置し、シグナルペプチ
ド領域は、プロペプチド領域のアミノ末端の次に位置する。
【０１０８】
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　また、宿主細胞の増殖と比較して、ポリペプチドの発現の調節を可能にする調節配列を
付加することが望ましい場合もある。調節系の例は、調節化合物の存在を含む化学または
物理刺激に対する応答をオンまたはオフにさせる遺伝子の発現を引き起こすものである。
原核生物系における調節系は、ｌａｃ、ｔｅｃおよびｔｉｐオペレーター系を含む。酵母
において、ＡＤＨ２系またはＧＡＬ１系が使用され得る。糸状菌において、ＴＡＫＡ　ア
ルファ－アミラーゼプロモーター、黒色アスペルギルス　グルコアミラーゼプロモーター
およびアスペルギルスオリザエ　グルコアミラーゼプロモーターが調節配列として使用さ
れ得る。調節配列の他の例は、遺伝子増幅を可能にするものである。真核系において、こ
れらは、メトトレキサートの存在下で増幅されるジヒドロ葉酸レダクターゼ遺伝子および
重金属で増幅されるメタロチオネイン遺伝子を含む。これらの場合において、ポリペプチ
ドをコードするヌクレオチド配列は、調節配列と作動可能に連結される。
【０１０９】
　本発明は、また、本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、プロモーター
ならびに転写および翻訳停止シグナルを含む組換え発現ベクターに関する。本明細書に記
載されている種々の核酸およびコントロール配列を互いに結合させ、１つ以上の便利な制
限酵素認識部位を含み、このような部位でポリペプチドをコードするヌクレオチド配列の
挿入または置換を可能にし得る組換え発現ベクターを生産してもよい。あるいは、本発明
のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、ヌクレオチド配列または該配列を含む
核酸構築物を発現のための適当なベクターに挿入することにより発現させてもよい。発現
ベクターの創造において、コード配列は、コード配列が発現のための適当なコントロール
配列と作動可能に連結するようにベクター中に配置する。
【０１１０】
　組換え発現ベクターは、組換えＤＮＡ方法に便利に付すことができ、ヌクレオチド配列
の発現を引き起こすことができるあらゆるベクター（例えば、プラスミドまたはウイルス
）であり得る。ベクターの選択は、一般的に、ベクターが導入される宿主細胞とベクター
の互換性に依存する。ベクターは、直鎖または閉環プラスミドであり得る。
【０１１１】
　ベクターは、自己複製ベクター、すなわち、複製が染色体複製と独立している染色体外
物、例えば、プラスミド、染色体外エレメント、ミニ染色体または人工染色体として存在
するベクターであり得る。ベクターは、自己複製を保証するためのあらゆる手段を含み得
る。あるいは、ベクターは、宿主細胞に形質導入されたとき、ゲノムに組み込まれ、組み
込まれた染色体と共に複製されるものであり得る。さらに、宿主細胞のゲノムに形質導入
されたＤＮＡ全体を共に含む単一のベクターもしくはプラスミドまたは２つ以上のベクタ
ーもしくはプラスミド、またはトランスポゾンが使用され得る。
【０１１２】
　本発明のベクターは、好ましくは、形質転換された、トランスフェクトされた、形質導
入されたなどの細胞の容易な選択を可能にする１つ以上の選択可能なマーカーを含む。選
択可能なマーカーは、殺生物剤またはウイルス耐性、重金属耐性、栄養要求体に対する原
栄養体などを提供する産物の遺伝子である。
【０１１３】
　細菌の選択可能なマーカーの例は、枯草菌またはバチルス・リケニフォルミス由来のｄ
ａｌ遺伝子、または抗生物質耐性、例えば、アンピシリン、カナマイシン、クロラムフェ
ニコールまたはテトラサイクリン耐性を与えるマーカーである。酵母菌宿主細胞に対する
適当なマーカーは、ＡＤＥ２、ＨＩＳ３、ＬＥＵ２、ＬＹＳ２、ＭＥＴ３、ＴＲＰ１およ
びＵＲＡ３である。糸状菌宿主細胞において使用するための選択可能なマーカーは、ａｍ
ｄＳ（アセタミダーゼ）、ａｒｇＢ（オルニチンカルバモイルトランスフェラーゼ）、ｂ
ａｒ（ホスフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼ）、ｈｐｈ（ハイグロマイシンホ
スホトランスフェラーゼ）、ｎｉａＤ（硝酸レダクターゼ）、ｐｙｒＧ（オロチジン－５
’－リン酸デカルボキシラーゼ）、ｓＣ（硫酸アデニルトランスフェラーゼ）およびｔｒ
ｐＣ（アントラニル酸塩合成酵素）、ならびにそれらの同等物を含むが、これらに限定さ



(21) JP 2012-513207 A 2012.6.14

10

20

30

40

50

れない。いくつかの態様において、アスペルギルスニデュランスまたはアスペルギルスオ
リザエのａｍｄＳおよびｐｙｒＧ遺伝子ならびにストレプトマイセス・ハイグロスコピカ
ス(Streptomyces hygroscopicus)のｂａｒ遺伝子が、アスペルギルス細胞において使用さ
れる。
【０１１４】
　本発明のベクターは、好ましくは、宿主細胞のゲノムへのベクターの組み込み、または
ゲノムと独立している細胞におけるベクターの自己複製を可能にするエレメントを含む。
宿主細胞ゲノムへの組み込みにおいて、ベクターは、相同または非相同組換えによるゲノ
ムへの組み込みのためのベクターのポリペプチドまたは他の任意のエレメントをコードす
るポリヌクレオチドの配列に頼ってもよい。あるいは、ベクターは、染色体における正確
な位置の宿主細胞のゲノムへの相同組換えによる組み込みを指向するためのさらなるヌク
レオチド配列を含み得る。正確な位置への組み込みの可能性を増加させるために、組み込
みエレメントは、好ましくは、相同組換えの確率を高めるための対応する標的配列と高度
の同一性を有する十分な数の核酸、例えば、１００から１０，０００塩基対、好ましくは
４００から１０，０００塩基対、より好ましくは８００から１０，０００塩基対を含むべ
きである。組み込みエレメントは、宿主細胞のゲノムにおける標的配列と相同性であるあ
らゆる配列であり得る。さらに、組み込みエレメントは、ヌクレオチド配列をコードしな
くてもよく、またはコードしてもよい。他方では、ベクターは、非相同組換えにより宿主
細胞のゲノムに組み込まれ得る。自己複製のために、ベクターは、ベクターが問題になっ
ている宿主細胞において自己複製することが可能である複製起点をさらに含み得る。複製
起点は、細胞において機能する自己複製を介在するあらゆるプラスミド自己複製子であり
得る。「複製起点」または「プラスミド自己複製子」なる用語は、プラスミドまたはベク
ターがインビボで複製可能であるようにするヌクレオチド配列として本明細書において定
義される。
【０１１５】
　細菌の複製起点の例は、大腸菌において複製を可能にするプラスミドｐＢＲ３２２、ｐ
ＵＣ１９、ｐＡＣＹＣ１７７およびｐＡＣＹＣ１８４、ならびにバチルス属において複製
を可能にするｐＵＢ１　１０、ｐＥ１９４、ｐＴＡ１０６０およびｐＡＭβｉの複製起点
である。
【０１１６】
　酵母菌宿主細胞において使用するための複製起点の例は、２ミクロン複製起点、ＡＲＳ
１、ＡＲＳ４、ＡＲＳ１およびＣＥＮ３の組合せ、ならびにＡＲＳ４およびＣＥＮ６の組
合せである。
【０１１７】
　糸状菌細胞に有用な複製起点の例は、ＡＭＡ１およびＡＮＳＩである（Gemsら., 1991,
 Gene 98: 61-67; Cullenら., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175；ＷＯ００
／２４８８３）。ＡＭＡ１遺伝子の単離および該遺伝子を含むプラスミドまたはベクター
の構築は、ＷＯ００／２４８８３に記載されている方法にしたがって成し遂げることがで
きる。
【０１１８】
　本発明のポリヌクレオチドの２コピー以上が、遺伝子産物の生産を増加させるために宿
主細胞に挿入され得る。該ポリヌクレオチドのコピー数の増加は、配列の少なくとも１つ
のさらなるコピーを宿主細胞ゲノム中へ組み込むことにより、またはポリヌクレオチドと
共に増幅可能な選択可能なマーカー遺伝子を含むことにより得ることができ、ここで、選
択可能なマーカー遺伝子の増幅されたコピー、それによるポリヌクレオチドのさらなるコ
ピーを含む細胞は、適当な選択可能な薬剤の存在下で細胞を培養することにより選択する
ことができる。
【０１１９】
　本発明の組換え発現ベクターを構築するための上記エレメントを結合するために使用さ
れる方法は、当業者によく知られている（例えば、Sambrookら., 1989（上記）参照）。
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【０１２０】
　本発明は、また、ポリペプチドの組換え生産において有利に使用される本発明のポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチドを含む組換え宿主細胞に関する。本発明のポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドを含むベクターは、ベクターが染色体成分として、ま
たは前記のとおりの自己複製染色体外ベクターとして維持するように、宿主細胞に形質導
入される。「宿主細胞」なる用語は、複製中に起こる変異によって親細胞と同一でない親
細胞のあらゆる後代を包含する。宿主細胞の選択は、ポリペプチドをコードする遺伝子お
よびその供給源に依存して、かなりの範囲まで決定される。
【０１２１】
　宿主細胞は、単細胞微生物、例えば、原核生物、または非単細胞微生物、例えば、真核
生物であり得る。有用な単細胞微生物は、細菌細胞、例えば、グラム陽性細菌、バチルス
細胞、例えば、バチルス・アルカロフィラス(Bacillus alkalophilus)、バチルス・アミ
ロリケファシエンス、バチルスブレビス(Bacillus brevis)、バチルス・シルクランス、
バチルス・クラウシイ(Bacillus clausii)、バチルス・コアグランス(Bacillus coagulan
s)、バチルス・ロータス(Bacillus lautus)、バチルス・レンタス(Bacillus lentus)、バ
チルス・リケニフォルミス、バチルス・メガテリウム(Bacillus megaterium)、バチルス
・ステアロサーモフィラス、枯草菌およびバチルス・チューリンゲンシス(Bacillus thur
ingiensis)；または、ストレプトミセス細胞、例えば、ストレプトミセス・リビダンスお
よびストレプトミセス・ムリナス(Streptomyces murinus)、またはグラム陰性細菌、例え
ば、大腸菌およびシュードモナス(Pseudomonas)属を含むが、これらに限定されない。１
つの局面において、細菌宿主細胞は、バチルス・レンタス、バチルス・リケニフォルミス
、バチルス・ステアロサーモフィラスまたは枯草菌細胞である。別の局面において、バチ
ルス属細胞は好アルカリ性バチルス属である。細菌宿主細胞へのベクターの導入は、例え
ば、コンピテント細胞（例えば、Young and Spizizen, 1961, Journal of Bacteriology 
81 : 823-829、またはDubnau and Davidoff-Abelson, 1971, Journal of Molecular Biol
ogy 56: 209-221参照）、エレクトロポレーション（例えば、Shigekawa and Dower, 1988
, Biotechniques 6: 742-751参照）または接合（例えば、Koehler and Thome, 1987, Jou
rnal of Bacteriology 169: 5771-5278参照）を使用する、プロトプラスト形質転換（例
えば、Chang and Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-115参照）により
達成され得る。
【０１２２】
　宿主細胞は、また、真核生物、例えば、哺乳動物、昆虫、植物または真菌細胞であり得
る。
【０１２３】
　１つの局面において、宿主細胞は真菌細胞である。本明細書において使用される「真菌
」は、子嚢菌門、担子菌門、ツボカビ門および接合菌門（Ainsworth and Bisby's Dictio
nary of The Fungi, 8th edition, 1995, CAB International, University Press, Cambr
idge, UKにおいてＨａｗｋｓｗｏｒｔｈらにより定義されているとおり）ならびに卵菌門
（Hawksworthら., 1995, supra, page 171において引用されるとおり）およびすべての栄
養胞子形成真菌（Hawksworthら., 1995（上記））を含む。別の局面において、真菌宿主
細胞は酵母細胞である。本明細書において使用される「酵母菌」は、有子嚢胞子酵母（エ
ンドミケス）、担子菌酵母および不完全菌類に属する酵母（不完全酵母）を含む。酵母菌
の分類が将来に変化することがあり得るため、本発明の目的のために、酵母菌はBiology 
and Activities of Yeastに記載されているとおりに定義される（Skinner, F. A., Passm
ore, S. M., and Davenport, R.R., eds, Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No. 
9, 1980）。
【０１２４】
　さらなる局面において、酵母菌宿主細胞は、カンジダ(Candida)、ハンゼヌラ(Hansenul
a)、クルイウェロマイセス(Kluyveromyces)、ピチア、サッカロマイセス(Saccharomyces)
、シゾサッカロミセス(Schizosaccharomyces)またはヤロウイア(Yarrowia)細胞である。
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【０１２５】
　１つの特定の局面において、酵母菌宿主細胞は、サッカロマイセス・カールスベルゲン
シス(Saccharomyces carlsbergensis)、出芽酵母、サッカロマイセス・ダイアスタティカ
ス(Saccharomyces diastaticus)、サッカロマイセス・ドウグラシ(Saccharomyces dougla
sii)、サッカロマイセス・クルイベリ(Saccharomyces kluyveri)、サッカロマイセス・ノ
ルベンシス(Saccharomyces norbensis)またはサッカロマイセス・オビフォルミス(Saccha
romyces oviformis)細胞である。別の局面において、酵母菌宿主細胞はキラー酵母細胞で
ある。別の局面において、酵母菌宿主細胞はアルカン資化酵母細胞である。
【０１２６】
　別の局面において、真菌宿主細胞は糸状菌細胞である。「糸状菌」は、下位部門の真菌
類および卵菌門の全ての糸状型を含む（Hawksworthら., 1995（上記）により定義される
とおり）。糸状菌は、一般的に、キチン、セルロース、グルカン、キトサン、マンナン、
および他の複合多糖から構成される菌糸壁により特徴付けられる。栄養増殖は菌糸伸長に
より、炭素異化は偏性好気性である。対照的に、酵母菌、例えば、出芽酵母による栄養増
殖は単細胞性葉状体の出芽により、炭素異化は発酵であり得る。
【０１２７】
　別の局面において、糸状菌宿主細胞は、アクレモニウム(Acremonium)、アスペルギルス
、アウレオバシジウム、ヤケイロタケ、セリポリオプシス(Ceriporiopsis)、コプリナス(
Coprinus)、コリオラス(Coriolus)、クリプトコッカス(Cryptococcus)、フィリバシジウ
ム(Filibasidium)、フザリウム、フミコーラ、マグナポルテ、ムコール(Mucor)、ミセリ
オフィソーラ、ネオカリマスティクス、ノイロスポラ(Neurospora)、ペシロミセス、ペニ
シリウム、ファネロキーテ(Phanerochaete)、フレビア(Phlebia)、ピロミセス(Piromyces
)、ヒラタケ、スエヒロタケ、タラロミセス、サーモアスカス(Thermoascus)、チエラビア
(Thielavia)、トリポクラジウム(Tolypocladium)、トラメテス(Trametes)またはトリコデ
ルマ細胞である。
【０１２８】
　別の局面において、糸状菌宿主細胞は、アスペルギルス・アワモリ、アスペルギルス・
フミガーツス(Aspergillus fumigatus)、アスペルギルス・フォエティダス(Aspergillus 
foetidus)、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルスニ
デュランス、黒色アスペルギルスまたはアスペルギルスオリザエ細胞である。別の局面に
おいて、糸状菌宿主細胞は、フザリウム・バクトリジオイデス(Fusarium bactridioides)
、フザリウム・セレアリス(Fusarium cerealis)、フザリウム・クルックウェレンセ(Fusa
rium crookwellense)、フザリウム・カルモラム(Fusarium culmorum)、フザリウム・グラ
ミネアラム(Fusarium graminearum)、フザリウム・グラミヌム(Fusarium graminum)、フ
ザリウム・ヘテロスポラム(Fusarium heterosporum)、フザリウム・ネグンジ(Fusarium n
egundi)、フザリウムオキシスポラム、フザリウム・レチクラツム(Fusarium reticulatum
)、フザリウム・ロゼウム(Fusarium roseum)、フザリウム・サンブシナム(Fusarium samb
ucinum)、フザリウム・サルコクロウム(Fusarium sarcochroum)、フザリウム・スポロト
リキオイデス(Fusarium sporotrichioides)、フザリウム・スルフレウム(Fusarium sulph
ureum)、フザリウム・トルロスム(Fusarium torulosum)、フザリウム・トリコテキオイデ
ス(Fusarium trichothecioides)またはフザリウムベネナツム細胞である。別の局面にお
いて、糸状菌宿主細胞は、ヤケイロタケ、セリポリオプシス・アネイリナ(Ceriporiopsis
 aneirina)、セリポリオプシス・カレギエア(Ceriporiopsis caregiea)、セリポリオプシ
ス・ギルベスセンス(Ceriporiopsis gilvescens)、セリポリオプシス・パノシンタ(Cerip
oriopsis pannocinta)、セリポリオプシス・リブロサ(Ceriporiopsis rivulosa)、セリポ
リオプシス・スブルファ(Ceriporiopsis subrufa)、セリポリオプシス・サブヴェルミス
ポラ(Ceriporiopsis subvermispora)、ウシグソヒトヨタケ、アラゲカワラタケ、フミコ
ーラ・インソレンス、フミコーラ・ラヌギノーサ、ムコール・ミーハイ(Mucor miehei)、
ミセリオフィソーラ・サーモフィラ、アカパンカビ、ペニシリウム・パルロゼラム(Penic
illium purpurogenum)、ファネロキーテ・クリソスポリウム(Phanerochaete chrysospori
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um)、コガネシワウロコタケ、エリンギ、チエラビア・テルレストリス(Thielavia terres
tris)、トラメテス・ビローサ(Trametes villosa)、カワラタケ、トリコデルマ・ハルジ
アナム、トリコデルマ・コニンギ(Trichoderma koningii)、トリコデルマ・ロンギブラキ
アタム(Trichoderma longibrachiatum)、トリコデルマ・リーゼイまたはトリコデルマ・
ビリデ(Trichoderma viride)細胞である。真菌細胞は、それ自体既知の方法におけるプロ
トプラスト形成、プロトプラストの形質転換および細胞壁の再生を含む工程により形質転
換され得る。アスペルギルスおよびトリコデルマ宿主細胞の形質転換のための適当な手段
は、ＥＰ　２３８　０２３およびYelton et al., 1984, Proceedings of the National A
cademy of Sciences USA 81 : 1470-1474に記載されている。フザリウム種を形質転換す
るための適当な方法は、Malardierら., 1989, Gene 78: 147-156およびＷＯ９６／００７
８７により記載されている。酵母菌は、Becker and Guarente, In Abelson, J.N. and Si
mon, M.I., editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in En
zymology, Volume 194, pp 182-187, Academic Press, Inc., New York; ltoら., 1983, 
Journal of Bacteriology 153: 163;およびHinnenら., 1978, Proceedings of the Natio
nal Academy of Sciences USA 75; 1920により記載されている手段を使用して形質転換さ
れ得る。
【０１２９】
　本発明は、また、（ａ）ポリペプチドの生産のために貢献する条件下で、ポリペプチド
を生産することが可能である野生型形態における細胞を培養すること；および（ｂ）ポリ
ペプチドを回収することを含む、本発明のポリペプチドを生産するための方法に関する。
好ましくは、細胞はアスペルギルス属、さらに好ましくはアスペルギルス・フミガーツス
のものである。
【０１３０】
　本発明は、また、（ａ）ポリペプチドの生産のために貢献する条件下で宿主細胞を培養
すること；および（ｂ）該ポリペプチドを回収することを含む本発明のポリペプチドを生
産するための方法に関する。
【０１３１】
　本発明の生産方法において、細胞は、当分野でよく知られている方法を使用してポリペ
プチドの生産に適当な栄養培地において培養される。例えば、細胞は、適当な培地中で、
ポリペプチドが発現され、および／または単離される条件下で行われる、振とうフラスコ
培養および研究室または産業発酵槽中の小規模または大規模発酵（連続的な、バッチ、フ
ェドバッチまたは固体発酵を含む）により培養され得る。培養は、当分野で知られている
方法を使用して、炭素および窒素供給源ならびに無機塩を含む適当な栄養培地中で行う。
適当な培地は、市販の供給者から入手できるか、または公開された組成（例えば、アメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクションのカタログ）にしたがって製造され得る。ポリ
ペプチドが栄養培地に分泌されるとき、ポリペプチドは、培地から直接、回収することが
できる。ポリペプチドが培地に分泌されないとき、それは、細胞溶解物から回収すること
ができる。
【０１３２】
　該ポリペプチドは、ポリペプチドに対して特異的である当分野で知られている方法を使
用して検出され得る。これらの検出方法は、特異的抗体の使用、酵素生成物の形成または
酵素基質の消失を含み得る。
【０１３３】
　例えば、酵素アッセイは、本明細書に記載されているポリペプチドの活性を測定するた
めに使用され得る。
【０１３４】
　得られるポリペプチドは、当分野で知られている方法を使用して回収され得る。例えば
、ポリペプチドは、遠心分離、濾過、抽出、噴霧乾燥、蒸発または沈降を含むが、これら
に限定されない慣用の処理により、栄養培地から回収され得る。本発明のポリペプチドは
、実質的に純粋なポリペプチドを得るために、クロマトグラフィー（例えば、イオン交換
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、親和性、疎水性、クロマト分画およびサイズ排除）、電気泳動処理（例えば、分取用等
電点電気泳動）、示差溶解度（例えば、硫酸アンモニウム沈殿）、ＳＤＳ－ＰＡＧＥまた
は抽出（例えば、Protein Purification, J. -C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH
 Publishers, New York, 1989参照）を含むが、これらに限定されない当分野で知られて
いる種々の処理により精製され得る。
【０１３５】
　１つの局面において、少なくとも１つ、例えば、２つ、例えば、３つ、例えば、４つの
アミノ酸修飾は、アミノ酸置換である。
　１つの局面において、本発明のポリペプチドにおけるすべてのアミノ酸修飾はアミノ酸
置換である。
【０１３６】
　１つの局面において、少なくとも１つ、例えば、２つ、例えば、３つ、例えば、４つの
アミノ酸修飾は、アミノ酸欠失である。
　１つの局面において、本発明のポリペプチドにおけるすべてのアミノ酸修飾はアミノ酸
欠失である。
【０１３７】
　１つの局面において、少なくとも１つ、例えば、２つ、例えば、３つ、例えば、４つの
アミノ酸修飾は、アミノ酸挿入である。
　１つの局面において、本発明のポリペプチドにおけるすべてのアミノ酸修飾はアミノ酸
挿入である。
【０１３８】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドの配列同一
性は、配列番号１と比較して測定される（ここで、配列番号１のアミノ酸配列は、シグナ
ルペプチド配列、例えば、その天然シグナルペプチド配列をさらに含む）。
【０１３９】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２、
１３、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、
１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７
９からなる群から選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含み、該位置は、配列
番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１４０】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２Ｆ
、１３Ｙ、１５Ｙ、３４Ｋ、５４Ｑ、５４Ｗ、７７Ｖ、７７Ｍ、７７Ｙ、７７Ｌ、７７Ｓ
、８１Ｉ、８２Ｉ、９９Ｙ、１０４Ｗ、１１０Ａ、１１３Ｄ、１１３Ａ、１１４Ｆ、１１
４Ｄ、１１４Ｙ、１１８Ｖ、１２２Ｆ、１２２Ｄ、１４１Ｑ、１５４Ｒ、１５９Ｄ、１６
２Ｅ、１６２Ｄ、１６４Ｆ、１６６Ｆ、１７５Ｌ、１７５Ｋ、１７５Ｅ、１７５Ｙおよび
１７９Ｙからなる群から選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含み、該位置は
、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１４１】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、Ｇ１２
Ｆ、Ｇ１３Ｙ、Ｉ１５Ｙ、Ｇ３４Ｋ、Ｎ５４Ｑ、Ｉ７７Ｖ、Ｉ７７Ｍ、Ｉ７７Ｙ、Ｉ７７
Ｌ、Ｉ７７Ｓ、Ｖ８１Ｉ、Ｖ８２Ｉ、Ｋ９９Ｙ、Ｔ１０４Ｗ、Ｔ１１０Ａ、Ｙ１１３Ｄ、
Ｙ１１３Ａ、Ｎ１１４Ｆ、Ｎ１１４Ｄ、Ｎ１１４Ｙ、Ｉ１１８Ｖ、Ｒ１２２Ｆ、Ｒ１２２
Ｄ、Ｎ１４１Ｑ、Ｋ１５４Ｒ、Ｎ１５９Ｄ、Ｓ１６２Ｅ、Ｓ１６２Ｄ、１６４Ｆ、Ｙ１６
６Ｆ、Ｑ１７５Ｌ、Ｑ１７５Ｋ、Ｑ１７５Ｅ、Ｑ１７５ＹおよびＳ１７９Ｙからなる群か
ら選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含み、該位置は、配列番号１に示され
る枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１４２】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、配列番
号１－２２から選択される最も高い同一性パーセントを有する配列と少なくとも７６、７
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８、８０、８５、９０、９５、９８または９５％同一性を有する。
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、β－ゼ
リーロール折り畳みを有する。
【０１４３】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２お
よび１３から選択される位置における１または２つのアミノ酸修飾がアミノ酸置換である
ポリペプチドである。
【０１４４】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、位置１
２におけるアミノ酸修飾が、イソロイシン、アラニン、ロイシン、アスパラギン、リジン
、アスパラギン酸、メチオニン、システイン、フェニルアラニン、グルタミン酸、スレオ
ニン、グルタミン、トリプトファン、バリン、プロリン、セリン、チロシン、アルギニン
およびヒスチジンからなる群から選択されるいずれか１つの異なるアミノ酸残基へのアミ
ノ酸置換であるポリペプチドである。
【０１４５】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、位置１
３におけるアミノ酸修飾が、イソロイシン、アラニン、ロイシン、アスパラギン、リジン
、アスパラギン酸、メチオニン、システイン、フェニルアラニン、グルタミン酸、スレオ
ニン、グルタミン、トリプトファン、バリン、プロリン、セリン、チロシン、アルギニン
およびヒスチジンからなる群から選択されるいずれか１つの異なるアミノ酸残基へのアミ
ノ酸置換であるポリペプチドである。
【０１４６】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、位置１
２におけるアミノ酸修飾が、フェニルアラニンおよびチロシンからなる群から選択される
いずれか１つの異なるアミノ酸残基への置換であるポリペプチドである。
【０１４７】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、位置１
３におけるアミノ酸修飾が、フェニルアラニンおよびチロシンからなる群から選択される
いずれか１つの異なるアミノ酸残基への置換であるポリペプチドである。
【０１４８】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、全２５
０未満のアミノ酸、例えば、２４０未満、例えば、２３０未満、例えば、２２０未満、例
えば、２１０未満、例えば、２００未満のアミノ酸、例えば、１６０から２４０の範囲、
例えば、１６０から２２０の範囲のアミノ酸を有する。
【０１４９】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、アミノ
酸位置１２、１３、３４、７７、８１、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、１１８
、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６および１７５のいずれか１
つまたはそれ以上で１つまたはそれ以上の修飾を含み、該位置は、配列番号１に示される
枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１５０】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２Ｆ
、１３Ｙ、１３Ｆ、１１０Ａ、１２２Ｄ、１１３Ａ、１３Ｙ、５４Ｑ、５４Ｗ、１１３Ｄ
、１７５Ｌ、１２２Ｆ、３４Ｋ、９９Ｙ、１０４Ｗ、１４１Ｑ、１５４Ｒ、１５９Ｄ、１
７５Ｋ、８１Ｉ、１６６Ｆ、１６２Ｅ、１６２Ｄ、１６４Ｆ、１１４Ｄ、１１４Ｙ、１１
４Ｆ、１１８Ｖ、１７５Ｋ、７７Ｌ、７７Ｍ、７７Ｓ、７７Ｖおよび７７Ｙからなる群か
ら選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含み、該位置は、配列番号１に示され
る枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１５１】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、Ｇ１２
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Ｆ、Ｇ１３Ｙ、Ｇ１３Ｆ、Ｎ５４Ｑ、Ｔ１１０Ａ、Ｒ１２２Ｄ、Ｙ１１３Ａ、Ｇ１３Ｙ、
Ｙ１１３Ｄ、Ｑ１７５Ｌ、Ｒ１２２Ｆ、Ｇ３４Ｋ、Ｋ９９Ｙ、Ｔ１０４Ｗ、Ｎ１４１Ｑ、
Ｋ１５４Ｒ、Ｎ１５９Ｄ、Ｑ１７５Ｋ、Ｖ８１Ｉ、Ｙ１６６Ｆ、Ｓ１６２Ｅ、Ｓ１６２Ｄ
、Ｗ１６４Ｆ、Ｎ１１４Ｄ、Ｎ１１４Ｙ、Ｎ１１４Ｆ、Ｉ１１８Ｖ、、Ｉ７７Ｌ、Ｉ７７
Ｍ、Ｉ７７Ｓ、Ｉ７７ＶおよびＩ７７Ｙからなる群から選択される１つまたはそれ以上の
アミノ酸置換を含み、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位
置として決定される。
【０１５２】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２、
１３、９９、１０４、１１０、１１３、１２２、１４１、１５４、１５９および１７５の
１つまたはそれ以上のアミノ酸位置で１つまたはそれ以上の修飾を含み、該位置は、配列
番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１５３】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１３お
よび１２２のアミノ酸位置で置換を含み、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ
酸配列の対応する位置として決定される。
【０１５４】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１１４
および１６６の１つまたはそれ以上のアミノ酸位置で１つまたはそれ以上の修飾をさらに
含み、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定さ
れる。
【０１５５】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１１４
および１６６の１つまたはそれ以上のアミノ酸位置で１つまたはそれ以上の置換をさらに
含み、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定さ
れる。
【０１５６】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、以下の
アミノ酸位置１２、１３、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、１２２、１４１、１
５４、１５９、１６６および１７５の少なくとも４つで置換を含み、該位置は、配列番号
１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１５７】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１３、
１１３および１２２のアミノ酸位置で置換を含み、該位置は、配列番号１に示される枯草
菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１５８】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２、
１１３および１２２のアミノ酸位置で置換を含み、該位置は、配列番号１に示される枯草
菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１５９】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１３、
１１３、１２２および１７５のアミノ酸位置で置換を含み、該位置は、配列番号１に示さ
れる枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１６０】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２Ｆ
、１３Ｙ、９９Ｙ、１０４Ｗ、１１０Ａ、１１３Ｄ、１１４Ｄ、１１４Ｆ、１２２Ｆ、１
５４Ｒ、１５９Ｄ、１６６Ｆ、１７５Ｋおよび１７５Ｌからなる群から選択される１つま
たはそれ以上のアミノ酸置換を含み、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配
列の対応する位置として決定される。
【０１６１】



(28) JP 2012-513207 A 2012.6.14

10

20

30

40

50

　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、アミノ
酸配列が、最も高い同一性を有する配列番号１－２２から選択される配列と比較して、少
なくとも５、６、７、８、９または１０個のアミノ酸置換を有するポリペプチドである。
【０１６２】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、アミノ
酸配列が、少なくとも９または１０個のアミノ酸置換を有するポリペプチドである。
【０１６３】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、ふすま
可溶化活性を有する。
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、単離さ
れた形態である。
【０１６４】
　本明細書において使用される「単離された」なる用語は、ポリペプチドが、自然界にお
いてその配列が本来結合している少なくとも１つの他の成分から少なくとも実質的に遊離
していることを意味する。
【０１６５】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、キシラ
ナーゼ活性アッセイにおいて測定されるとき、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列
と比較して、改善されたキシラナーゼ活性を有する。
【０１６６】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２、
１３、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、
１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７
９から選択される位置の修飾の結果として改善されたキシラナーゼ活性を有し、該位置は
、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１６７】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、ふすま
可溶化活性アッセイにおいて測定されるとき、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列
と比較して、改善されたふすま可溶化活性を有する。
【０１６８】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、１２、
１３、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、
１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７
９から選択される位置の修飾の結果として改善されたふすま可溶化活性を有し、該位置は
、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１６９】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、キシラ
ナーゼ阻害剤に対する減少した感度を有する。
【０１７０】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、
ａ）１３／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｂ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１６６／１７５；
ｃ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｄ）１３／１１０／１１３／１２２／１７５；
ｅ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｆ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｇ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｈ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｉ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｊ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
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ｋ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｌ）１３／１１３／１２２／１７５；
ｍ）１３／８１／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｎ）１３／１１０／１１３／１２２／１６４／１７５；
ｏ）１３／１１０／１１３／１２２／１６２／１７５；
ｐ）１３／１１０／１１３／１２２／１７５；
ｑ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｒ）１３／１１３／１２２／１７５；
ｓ）１２／１１３／１２２／１７５；
ｔ）１３／１１３／１２２／１７５；
ｕ）１３／３４／１１０／１１３／１２２／１７５；
ｖ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｗ）１３／９９／１０４／１１３／１２２／１７５；
ｘ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｙ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１８／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｚ）１３／１５／１１３／１２２／１７５；
ａａ）１３／１１０／１１３／１２２／１６２／１７５；
ｂｂ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｃｃ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１４１／１５４／１５９／１７５
；
ｄｄ）１３／５４／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１４１／１５４／１５９／
１７５；
ｅｅ）１３／５４／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１４１／１５４／１５９／
１７５；
ｆｆ）１３／５４／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／
１７５；
ｇｇ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１４１／１５４／１５９
／１７５；および
ｈｈ）１３／５４／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１４１／１５４／
１５９／１７５
からなる一覧から選択される位置の修飾を含むアミノ酸配列を有し、該位置は、配列番号
１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１７１】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、
ａ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｂ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１６６Ｆ／１７５Ｌ；
ｃ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｄ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１７５Ｌ；
ｅ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１７５Ｌ；
ｆ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１７５Ｋ；
ｇ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｋ；
ｈ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｙ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｉ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
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ｊ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｙ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｋ；
ｋ）１３Ｙ／７７Ｌ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｌ）１３Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｍ）１３Ｙ／８１Ｉ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｎ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６４Ｆ／１７５Ｌ；
ｏ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６２Ｄ／１７５Ｌ；
ｐ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｑ）１３Ｙ／７７Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｒ）１３Ｆ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｓ）１２Ｆ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｔ）１３Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１７５Ｌ；
ｕ）１３Ｙ／３４Ｋ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｖ）１３Ｙ／７７Ｖ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｗ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｘ）１３Ｙ／７７Ｍ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｙ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１８Ｖ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｚ）１３Ｙ／１５Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ａａ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６２Ｅ／１７５Ｌ；
ｂｂ）１３Ｙ／７７Ｓ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｃｃ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／１５４Ｒ
／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｄｄ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｅｅ）１３Ｙ／５４Ｗ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｆｆ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｇｇ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／１４１Ｑ
／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；および
ｈｈ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／
１４１Ｑ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ
からなる一覧から選択されるアミノ酸置換を含むアミノ酸配列を有し、該位置は、配列番
号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
【０１７２】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、
ａ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｂ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１６６Ｆ／１７５Ｌ；
ｃ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｄ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１７５Ｌ；
ｅ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
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１７５Ｌ；
ｆ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１７５Ｋ；
ｇ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｋ；
ｈ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｙ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｉ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｊ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｙ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｋ；
ｋ）１３Ｙ／７７Ｌ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｌ）１３Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｍ）１３Ｙ／８１Ｉ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｎ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６４Ｆ／１７５Ｌ；
ｏ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６２Ｄ／１７５Ｌ；
ｐ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｑ）１３Ｙ／７７Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｒ）１３Ｆ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｓ）１２Ｆ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｔ）１３Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１７５Ｌ；
ｕ）１３Ｙ／３４Ｋ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｖ）１３Ｙ／７７Ｖ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｗ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｘ）１３Ｙ／７７Ｍ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｙ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１８Ｖ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｚ）１３Ｙ／１５Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ａａ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６２Ｅ／１７５Ｌ；および
ｂｂ）１３Ｙ／７７Ｓ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ
ｃｃ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／１５４Ｒ
／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｄｄ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｅｅ）１３Ｙ／５４Ｗ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｆｆ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｇｇ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／１４１Ｑ
／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；および
ｈｈ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／
１４１Ｑ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ
からなる一覧から選択されるアミノ酸置換からなるアミノ酸配列を有し、該位置は、配列
番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定される。
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【０１７３】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、
ａ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７
５Ｌ；
ｂ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｙ１６６Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｃ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｄ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｅ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｆ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｇ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｈ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｙ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｉ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｊ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｙ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｋ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｌ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｌ）Ｇ１３Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｍ）Ｇ１３Ｙ／Ｖ８１Ｉ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｎ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｗ１６４Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｏ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｓ１６２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｐ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｑ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｒ）Ｇ１３Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｓ）Ｇ１２Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｔ）Ｇ１３Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｕ）Ｇ１３Ｙ／Ｇ３４Ｋ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｖ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｖ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｗ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｘ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｍ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｙ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｉ１１８Ｖ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｚ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ１５Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ａａ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｓ１６２Ｅ／Ｑ１７５Ｌ；
ｂｂ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｓ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｃｃ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｎ１４
１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｄｄ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｎ１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
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ｅｅ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｗ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｆｆ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４
Ｆ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｇｇ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ／Ｒ１２
２Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；および
ｈｈ）Ｇ１３Ｙ／５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ
／Ｒ１２２Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ
からなる一覧から選択されるアミノ酸置換を含む配列番号１のアミノ酸配列を有する。
【０１７４】
　いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、
ａ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７
５Ｌ；
ｂ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｙ１６６Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｃ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｄ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｅ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｆ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｇ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｈ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｙ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｉ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｊ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｙ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｋ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｌ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｌ）Ｇ１３Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｍ）Ｇ１３Ｙ／Ｖ８１Ｉ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｎ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｗ１６４Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｏ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｓ１６２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｐ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｑ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｒ）Ｇ１３Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｓ）Ｇ１２Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｔ）Ｇ１３Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｕ）Ｇ１３Ｙ／Ｇ３４Ｋ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｖ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｖ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｗ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｘ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｍ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｙ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｉ１１８Ｖ／Ｒ１２２
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Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｚ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ１５Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ａａ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｓ１６２Ｅ／Ｑ１７５Ｌ；
ｂｂ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｓ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５
ｃｃ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｎ１４
１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｄｄ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｎ１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｅｅ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｗ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｆｆ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４
Ｆ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｇｇ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ／Ｒ１２
２Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；および
ｈｈ）Ｇ１３Ｙ／５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ
／Ｒ１２２Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ
からなる一覧から選択されるアミノ酸置換からなる配列番号１のアミノ酸配列を有する。
【０１７５】
　本発明のいくつかの態様において、キシラナーゼ活性を有するポリペプチドは大規模適
用のために使用される。
【０１７６】
　好ましくは、キシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、宿主生物の培養後の全細胞培
養容量が１ｇ／リットルから約１００ｇ／リットルの量で生産される。
【０１７７】
　本発明は、また、本明細書に記載されているキシラナーゼ活性を有するポリペプチドお
よび／またはキシラナーゼ活性を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含
む組成物に関する。
【０１７８】
　本発明の組成物は、匂い、香味、口当たりのよい、一貫性、質感、こく、食感、硬度、
粘度、ゲルの破壊、構造および／または官能特性ならびに該組成物を含む消費用産物の栄
養摂取の改善をもたらすことができる。さらに、本発明の組成物は、また、該改良を送達
するために他の消費用産物の成分と組み合わせて使用することができる。
【０１７９】
　本発明の組成物は、匂い、香味、口当たりのよい、一貫性、質感、こく、食感、硬度、
粘度、ゲルの破壊、構造、表面の滑らかさおよび／または官能特性ならびに該組成物を含
む消費用産物の栄養摂取を改善するために使用されることが好ましいが、本発明は、また
、消費者へ医薬的または生理学的利益を送達するために他の成分との医薬組合せの成分と
して、本発明の組成物を使用することを包含する。
【０１８０】
　したがって、本発明の組成物は、他の成分と組み合わせて使用され得る。
【０１８１】
　他の成分の例は、１つ以上の増粘剤、ゲル化剤、乳化剤、結合剤、結晶修飾剤、甘味剤
（人工甘味剤を含む）、レオロジー修飾剤、安定剤、酸化防止剤、色素、酵素、担体、ビ
ヒクル、賦形剤、希釈剤、滑剤、香味剤、着色物質、懸濁剤、崩壊剤、造粒結合剤などを
含む。これらの他の成分は天然であり得る。これらの他の成分は、化学および／または酵
素技術の使用により製造され得る。
【０１８２】
　本明細書において使用される「増粘剤またはゲル化剤」なる用語は、不混和液体、気体
または不溶性固体の小滴のいずれかの粒子の動きをゆっくりにするか、または防止するこ



(35) JP 2012-513207 A 2012.6.14

10

20

30

40

50

とにより、分離を防止する産物を示す。増粘は、個々の水和分子が粘度の増加を引き起こ
すときに起こり、分離をゆっくりにする。ゲル化は、水和分子が粒子をトラップする三次
元ネットワークを形成するために連結するときに起こり、それによりそれらを固定する。
【０１８３】
　本明細書において使用される「安定剤」なる用語は、時間による変化から産物（例えば
、食品）を維持する成分または成分の組合せとして定義される。
【０１８４】
　本明細書において使用される「乳化剤」なる用語は、エマルジョンの分離を防止する成
分（例えば、食品成分）を示す。エマルジョンは、一方がもう一方に包含されて小滴形態
において存在する２つの不混和物質である。エマルジョンは、小滴または分散相が油であ
り、そして連続的な相が水である水中油型、または水が分散相になり、そして連続的な相
が油である油中水型からなることができる。液体中気体型である泡、および液体中固体型
である懸濁液は、また、乳化剤の使用を介して安定させることができる。エアレーション
は、気体が液体油により取り込まれ、次に、乳化剤で安定化された凝集脂肪結晶により安
定される三相系となることができる。乳化剤は、水に対して親和性（親水性）を有する極
性基および油に引かれる（親油性）非極性基を有する。それらは、２つの物質の接合部分
で吸収され、界面膜作用を提供し、エマルジョンを安定させる。乳化剤の親水性／親油性
特性は、分子の構造により影響を受ける。これらの特性は、親水性／親油性バランス（Ｈ
ＬＢ）値により同定される。低いＨＬＢ値は、油中水型エマルジョンを安定させるために
使用されるより良い親油性傾向を示す。高いＨＬＢ値は、一般的に水中油型エマルジョン
において使用される親水性乳化剤に割り当てられる。これらの値は、簡単なシステム由来
である。食物は、しばしば、乳化特性に影響を及ぼす他の成分を含むため、ＨＬＢ値は、
いつも、乳化剤選択のための確かな指標であるとは限らない。
【０１８５】
　本明細書において使用される「結合剤」なる用語は、物理的または化学的反応を介して
、産物と結合する成分（例えば、食物成分）を示す。「イレーション(elation)」中に、
例えば、水を吸収し、結合効果を提供する。しかしながら、結合剤は、他の液体、例えば
、油を吸収し、産物内にそれらを維持することができる。本発明の文脈において、結合剤
は、一般的に、固体または低水分産物、例えば、ベーキング産物：ペストリー、ドーナツ
、パンおよび他のものにおいて使用される。
【０１８６】
　本明細書において使用される「結晶修飾剤」なる用語は、脂肪または水のいずれかの結
晶化に影響を及ぼす成分（例えば、食物成分）を示す。氷晶の安定化は２つの理由のため
に重要である。第１は、分離観点から産物安定性に直接関連する。凍結融解サイクルに産
物が遭遇すればするほど、より大きな氷晶となる。これらの大型結晶は、細胞壁の場合の
ように天然の、または「イレーション」により創造される、産物構造を破壊し得る。水が
もはや適所に支えられていないため、産物は、解凍後、シネレシス、または浸出を示し得
る。
【０１８７】
　第２に、消費される産物が凍っている場合、これらの大型結晶は望ましくないザラザラ
した食感をもたらす。
【０１８８】
　「担体」または「ビヒクル」は、化合物投与のために適当な原料を意味し、非毒性であ
り、有害な様式で組成物の何らかの成分と相互作用しない当分野で知られているあらゆる
原料、例えば、あらゆる液体、ゲル、溶媒、液体希釈剤、可溶化剤などを含む。
【０１８９】
　栄養的に許容される担体の例は、例えば、水、塩溶液、アルコール、シリコーン、ワッ
クス、ワセリン、植物油、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール、リポソーム
、糖、ゼラチン、ラクトース、アミロース、ステアリン酸マグネシウム、タルク、界面活
性剤、ケイ酸、粘性パラフィン、香油、脂肪酸モノグリセリドおよびジグリセリド、ペト
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ロエスラル(petroethral)脂肪酸エステル、ヒドロキシメチル－セルロース、ポリビルピ
ロリドンなどを含む。
【０１９０】
　賦形剤の例は、１つ以上の微結晶セルロースおよび他のセルロース、ラクトース、クエ
ン酸ナトリウム、炭酸カルシウム、第二リン酸カルシウム、グリシン、デンプン、乳糖お
よび高分子量ポリエチレングリコールを含む。
【０１９１】
　崩壊剤の例は、１つ以上のデンプン（好ましくはトウモロコシ、ジャガイモまたはタピ
オカデンプン）、グリコール酸ナトリウムデンプン、クロスカルメロースナトリウムおよ
び特定の複合珪酸塩を含む。
【０１９２】
　造粒結合剤の例は、１つ以上のポリビニルピロリドン、ヒドロキシプロピルメチルセル
ロース（ＨＰＭＣ）、ヒドロキシプロピルセルロース（ＨＰＣ）、スクロース、マルトー
ス、ゼラチンおよびアカシアを含む。
【０１９３】
　滑剤の例は、１つ以上のステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸、ベヘン酸グリセリ
ルおよびタルクを含む。
【０１９４】
　希釈剤の例は、１つ以上の水、エタノール、プロピレングリコールおよびグリセリンな
らびにそれらの組合せを含む。
【０１９５】
　他の成分は、同時に（例えば、それらが一緒に混合物であるとき、または、それらが異
なる経路により送達されるとき）または連続して（例えば、それらが異なる経路により送
達されもよい）使用され得る。
【０１９６】
　本明細書において使用される「動物またはヒト消費のために適当な成分」なる用語は、
栄養利益、ファイバー代替物であり得るか、または一般的に消費者に対して有益な効果を
有する補助食品として、本発明の組成物に加えられるか、または加えることができる化合
物を意味する。該成分は、不必要な粘度を加えることなく、ゲル化、キメ出し(texturisi
ng)、安定化、懸濁、皮膜形成および構造化、みずみずしさの保持を必要とする多種多様
の産物において使用することができる。好ましくは、該成分は、生存可能な培養物の貯蔵
寿命および安定性を改善することができる。
【０１９７】
　例として、成分は、プレバイオティクス、例えば、アルギン酸塩、キサンタン、ペクチ
ン、イナゴマメガム（ＬＢＧ）、イヌリン、グアーガム、ガラクトオリゴ糖（ＧＯＳ）、
フラクトオリゴ糖（ＦＯＳ）、乳果オリゴ糖、大豆オリゴ糖、パラチノース、イソマルト
オリゴ糖、グルコースオリゴ糖およびキシロオリゴ糖であり得る。
【０１９８】
　本発明の組成物は、食物として、またはそれらの製造において使用され得る。ここで、
「食物」なる用語は、広い意味において使用され、ヒトのための食物ならびに動物のため
の食物（すなわち、えさ）を含む。好ましい局面において、食物はヒト消費のためである
。
【０１９９】
　食物は、使用および／または適用様式および／または投与経路に依存して、溶液形態に
おいて、または固体としてであり得る。
【０２００】
　食物、例えば、機能性食品として、またはそれらの製造において使用されるとき、本発
明の組成物は、１つ以上の栄養的に許容される担体、栄養的に許容される希釈剤、栄養的
に許容される賦形剤、栄養的に許容されるアジュバント、栄養的に活性な成分と組み合わ
せて使用され得る。
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　本発明の組成物は、食物成分として使用され得る。
【０２０１】
　本明細書において使用される「食物成分」なる用語は、栄養補助食品および／または食
物繊維補助食品として機能性食品または食料品に加えられるか、または加えることができ
る製剤を含む。本明細書において使用される食物成分なる用語は、また、粘度を加えるこ
となく、ゲル化、キメ出し、安定化、懸濁、皮膜形成および構造化、みずみずしさの保持
ならびに食感の改善を必要とする多種多様の産物において低レベルで使用することができ
る製剤を示す。
【０２０２】
　食物成分は、使用および／または適用様式および／または投与経路に依存して、溶液形
態において、または固体としてであり得る。
【０２０３】
　本発明の組成物は、食物補助食品であってもよく、またはそれに加えられてもよい。
　本発明の組成物は、機能性食品であってもよく、またはそれに加えられてもよい。
【０２０４】
　本明細書において使用される「機能性食品」なる用語は、栄養効果および／または味の
満足感を提供することができるだけでなく、消費者にさらなる有益な効果を送達すること
も可能である食物を意味する。
【０２０５】
　したがって、機能性食品は、純粋な栄養効果以外の特定の機能、例えば、医薬的または
生理学的利点を食物に与える、食物に包含されている要素または成分（例えば、本明細書
に記載されているもの）を有する普通の食物である。
【０２０６】
　機能性食品の法的な定義はないが、分野における多数の関係者が、特定の健康への影響
を有するとして市販されている食物と一致する。
【０２０７】
　いくつかの機能性食品は栄養補助食品である。本明細書において「栄養補助食品」なる
用語は、栄養効果および／または味の満足感を提供することができるだけでなく、消費者
に治療（または他の有益な）効果を送達することも可能である食物を意味する。栄養補助
食品は、食物と医薬の従来の境界線を交差する。
【０２０８】
　調査により、消費者が心臓疾患に関する機能性食品に最も重点を置いていることが示唆
されている。癌の予防は、栄養摂取の別の局面であり、多くの消費者に関心をもたせてい
るが、興味深いことに、わずかにコントロールできると消費者が感じている領域である。
事実、世界保健機関によると、少なくとも３５％の癌の原因は食事関連である。骨粗鬆症
、消化管の健康および肥満効果に関連するさらなる要求は、また、機能性食品購入を刺激
し、市場開発を動かす可能性のある重要な因子である。
【０２０９】
　本発明の組成物は、食品の製造物、例えば、１つ以上のジャム、マーマレード、ゼリー
、乳製品（例えば、ミルクまたはチーズ）、肉製品、鳥肉製品、魚製品およびベーカリー
産物において使用することができる。
【０２１０】
　例として、本発明の組成物は、清涼飲料、乳漿タンパク質を含む果汁または飲料、ヘル
スティー(health tea)、ココア飲料、ミルク飲料および乳酸菌飲料、ヨーグルトおよび飲
料ヨーグルト、チーズ、アイスクリーム、水氷およびデザート、菓子、ビスケットケーキ
およびケーキ粉末食品、スナック食品、朝食用の穀物、即席めんおよびカップめん、即席
スープおよびカップスープ、バランスのとれた食物および飲料、甘味剤、質感が改善され
たスナック食品の棒状物、繊維棒状物、焼きに安定なフルーツ充填物、保護グレーズ(car
e glaze)、チョコレートベーカリー充填物、チーズケーキ香味付け充填物、フルーツ香味
付けケーキ充填物、ケーキおよびドーナツの砂糖衣、熱安定なベーカリー充填物、即席ベ
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ーカリー充填物クリーム、クッキー用の充填物、すぐに食べられるベーカリー充填物、低
カロリー充填物、成人用栄養飲料、酸性大豆／汁飲料、無菌／レトルトチョコレート飲料
、棒状物の粉末食品、飲料粉末、カルシウム強化大豆／プレーン(plaim)およびチョコレ
ートミルク、カルシウム強化コーヒー飲料に対する成分として使用することができる。
【０２１１】
　本発明の組成物は、さらに、食品、例えば、アメリカンチーズソース、粉＆細切りチー
ズのための凝固阻止剤、チップディップ、クリームチーズ、乾燥混合ホイップティップ(w
hip topping)脂肪非含有サワークリーム、凍結／解凍された乳製品ホイッピング・クリー
ム、凍結／解凍された安定なホイップティップ(whipped tipping)、低脂肪＆低カロリー
のナテュラルチェダー・チーズ、低脂肪スイススタイル(Swiss style)ヨーグルト、気泡
含有(aerated)凍結デザート、およびノベルティーバー(novelty bars)、ハードパックア
イスクリーム、ラベルフレンドリー(label friendly)、経済的に改善された＆インダルジ
ェンス(indulgence)のハードパックアイスクリーム、低脂肪アイスクリーム：ソフトクリ
ーム、バーベキューソース、チーズディップソース、カッテージ・チーズドレッシング、
乾燥混合物アルフレド(Alfredo)ソース、ミックスチーズソース、乾燥混合物トマトソー
スおよび他のものの中の成分として使用することができる。
【０２１２】
　ある局面において、好ましくは、食料品は飲料である。
　ある局面において、好ましくは、食料品はベーカリー産物、例えば、パン、デニッシュ
・ペストリー、ビスケットまたはクッキーである。
【０２１３】
　本発明は、また、食物または食物成分を製造する方法であって、本発明のプロセスによ
り生産されるキシラナーゼまたは本発明の組成物を別の食物成分とともに含む方法を提供
する。製造方法または食物成分も、また、本発明の別の局面である。
【０２１４】
　一般的な意味において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、アラビノ
キシランを含む不溶性の植物細胞壁原料を可溶性にする、および／または分解し、植物細
胞壁原料を含む溶液または系において、ヘミセルロースまたはアラビノキシランの存在由
来の粘度を改変する、例えば、減少させるために使用され得る。一般的に、該植物細胞壁
原料は、１つ以上のキシラナーゼ阻害剤を含む。
【０２１５】
　具体的には、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、食料品、例えば、動
物飼料として使用するための植物原料の処理、デンプン生産、ベーキング、セルロース性
原料からのバイオエタノールの生産および紙を作るための木材パルプの処理において使用
され得る。
【０２１６】
　本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、植物原料、例えば、動物飼料を含
む食料品において使用される穀物を処理するために使用され得る。本明細書において使用
される「穀物」なる用語は、食物のために使用される穀粒のあらゆる種類、および／また
はこの穀粒、例えば、限定はしないが、小麦、粉砕小麦、大麦、メイズ、モロコシ、ライ
麦、カラスムギ、ライコムギおよびコメのいずれか１つまたはそれらの組合せを生産する
あらゆる植物体を意味する。１つの好ましい態様において、穀物は小麦穀物である。
【０２１７】
　食物および／または飼料補助食品におけるキシランは、キシランを本発明のキシラナー
ゼ活性を有するポリペプチドと接触させることにより修飾されている。
【０２１８】
　本明細書において使用される「接触」なる用語は、食物および／または飼料補助食品に
本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドを噴霧する、食物および／または飼料補
助食品を本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドでコーティングする、含浸する
または層を成すことを含むが、これらに限定されない。
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【０２１９】
　１つの態様において、本発明の食物および／または飼料補助食品は、キシラナーゼ活性
を有するポリペプチドを食物および／または飼料補助食品と直接混合することにより製造
され得る。例として、キシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、穀物ベース食物および
／または飼料補助食品、例えば、粉砕小麦、メイズまたは大豆穀粉に接触させ得る（例え
ば、噴霧することにより）。
【０２２０】
　後に本発明の食物および／または飼料補助食品に加えられる第２の（および異なる）食
物および／または飼料または飲料水にキシラナーゼ活性を有するポリペプチドを包含させ
ることも可能である。したがって、本発明により提供されるキシラナーゼ活性を有するポ
リペプチドは、穀物ベース食物および／または飼料補助食品それ自体に包含されることは
必須ではないが、このような包含が本発明の特に好ましい局面を形成する。
【０２２１】
　本発明の１つの態様において、食物および／または飼料補助食品は、他の食物および／
または飼料成分と混合され、穀物ベース食物および／または飼料を生産し得る。このよう
な他の食物および／または飼料成分は、１つ以上の他の（好ましくは熱安定な）酵素補助
食品、ビタミン食物および／または飼料補助食品、ミネラル食物および／または飼料補助
食品およびアミノ酸食物および／または飼料補助食品を含み得る。恐らくいくつかの異な
る型の化合物を含む、得られる（混合された）食物および／または飼料補助食品は、次に
、他の食物および／または飼料成分、例えば、穀物およびタンパク質補助食品と適当な量
で混合され、ヒト食物および／または動物飼料を形成することができる。
【０２２２】
　１つの好ましい態様において、本発明の食物および／または飼料補助食品は、適当な活
性を有する異なる酵素と混合することにより、酵素混合物を生産することができる。例と
して、例えば、粉砕小麦またはメイズから形成される穀物ベース食物および／または飼料
補助食品は、キシラナーゼ酵素および適当な活性を有する他の酵素と同時に、または連続
してのいずれかで接触させられ得る（例えば、噴霧により）。これらの酵素は、任意の１
つ以上のアミラーゼ、グルコアミラーゼ、マンナナーゼ、ガラクトシダーゼ、フィターゼ
、リパーゼ、ホスホリパーゼ、ガラクトリパーゼ、グルカナーゼ、アラビノフラノシダー
ゼ、フェルロイルエステラーゼ、ペクチナーゼ、プロテアーゼ、グルコースオキシダーゼ
、ヘキソースオキシダーゼおよびキシラナーゼを含み得るが、これらに限定されない。所
望の活性を有する酵素は、例えば、これらの酵素を穀物ベース食物および／または飼料補
助食品と接触させる前に、本発明のキシラナーゼと混合させてもよく、あるいは、このよ
うな酵素は、このような穀物ベース補助食品と同時に、または連続して接触させてもよい
。次に、食物および／または飼料補助食品は、穀物ベース食物および／または飼料と同様
に混合させ、最終食物および／または飼料を製造する。また、個々の酵素活性の溶液とし
て食物および／または飼料補助食品を調製し、次に、この溶液を食物および／または飼料
原料と混合させ、食物および／または飼料補助食品をペレットに、またはマッシュ(mash)
として処理することも可能である。
【０２２３】
　本発明は、食料品を製造するためのプロセスにおける本発明のキシラナーゼ活性を有す
るポリペプチドの使用を提供する。本発明における典型的なベーカリー（ベークド）産物
は、パン、例えば、ローフ、ロールパン、丸いパン、ピザベースなど、プレッツェル、ト
ルティヤ、ケーキ、クッキー、ビスケット、クラッカーなどを含む。食料品、例えば、ベ
ーカリー産物の製造は、当分野でよく知られている。ドー生産は、例えば、実施例４に記
載されている。ベーキング性能を変える本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチド
の使用は、実施例４に記載されている。
【０２２４】
　本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、また、穀物および塊茎、例えば、
ジャガイモ由来の植物原料からのデンプン生産において使用され得る。
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【０２２５】
　本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、また、木材加工パルプ、例えば、
紙の製造において使用され得る。
【０２２６】
バイオエタノール生産のためのセルロース性原料の処理
　本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、また、バイオエタノールに対する
発酵性の糖の生産のためのセルロース性植物原料の加水分解において使用され得る。
【０２２７】
　いくつかの特定の態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、
ドー処理温度、例えば、約２０℃から約４０℃の範囲で最適なキシラナーゼ活性を有する
。いくつかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、ベーキ
ング処理中、不活性である。
【０２２８】
　いくつかのほかの態様において、本発明のキシラナーゼ活性を有するポリペプチドは、
対応する野生型酵素と比較して、熱安定性および／または最適温度が増加しており、熱処
理後に安定性を維持する。両方の特性が当業者に知られている。
【実施例】
【０２２９】
実施例１
実施例１－キシラナーゼの部位特異的変異誘発および発現
　枯草菌キシラナーゼの特異的変異体を、シグナル配列なしの野生型キシラナーゼ遺伝子
（ａｔｇｇｃｔａｇｃａｃａｇａｃｔａｃｔｇｇｃａａ－－－－－－－－ｔｇｇｔａａ）
と融合したｐＥＴ２４ａ由来のリボソーム結合部位（ｃｔａｇａａａｔａａｔｔｔｔｇｔ
ｔｔａａｃｔｔｔａａｇａａｇｇａｇａｔａｔａｃａｔ）を含む構築物を使用して得て、
それをベクターｐＣＲＢｌｕｎｔ（InVitrogen, Carlsbad, CA, USA）に移入した。これ
は、構築されたベクターで形質転換後、ＴＯＰ１０細胞（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ）におけ
るキシラナーゼの構成的発現をもたらした（ただし、遺伝子の方向は「時計回り」方向で
ある）。次に、遺伝子における部位特異的変異を、製造業者のプロトコールにしたがって
、「クイックチェンジ(QuickChange)」変異誘発キット（Stratagene, La Jolla, CA, USA
）の使用により得た。変異体は、シーケンシングにより立証した。立証された変異体の十
分な生産を１Ｌ規模における形質転換されたＴＯＰ１０細胞の増殖により得た。
【０２３０】
実施例２－キシラナーゼ変異体のふすま可溶化試験
　小麦ふすまは商業的適用において使用されているので、本発明者らは、キシラナーゼ変
異体の比活性を評価するために、基質として小麦ふすまを使用した。
【０２３１】
ふすま基質：
　実施例において、ふすまは、小麦を小麦粉およびふすまに製粉するために、供給者によ
り提供されるセッティングおよび条件を使用する研究室規模のＣｈｏｐｉｎ　ＣＤ　Ａｕ
ｔｏ　Ｍｉｌｌ（Chopin Technologies, France）を使用して、小麦の乾式製粉から得ら
れた小麦ふすまである。得られたふすま画分を、ふすま可溶化アッセイにおける基質とし
て使用し得る。本実施例において、小麦を穀物供給源として使用した。
【０２３２】
ふすま可溶化アッセイ：
　（０．１Ｍ）－リン酸水素二ナトリウム（０．２Ｍ）バッファー、ｐＨ５．０中の小麦
ふすまの懸濁液を、１，３３％のふすまの濃度（ｗ／ｗ）に調製する。この懸濁液から、
７５０ｌのアリコートを撹拌下でエッペンドルフチューブに移す。それぞれの基質チュー
ブを４０℃で５分間予め加熱する。そこに、２５０μｌの酵素溶液を加え、基質１％の最
終濃度を作る。各測定時間（０、３０、６０および２４０分）に対し、酵素濃度を増加さ
せて（０，３３；１，０および３，０μｇのキシラナーゼ／グラムふすま）、各キシラナ
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性した溶液を使用する。反応は、９５℃でチューブをインキュベーターセットに移すこと
により、所定の時間に終了する。全酵素反応が終了するまで、熱変性したサンプルを４℃
で維持する。全酵素反応が終了したとき、エッペンドルフチューブを遠心し、透明な上清
を得る。ふすまを可溶性にする酵素能力は、ＰＡＨＢＡＨ試薬を使用して末端基の還元の
増加により測定されるＯＤ４１０増加として示される（Ｌｅｖｅｒ、１９７２）。
【０２３３】
　要するに、還元末端基がＰＡＨＢＡＨと反応し、ＯＤ　ＯＤ４１０で定量することがで
きる着色反応産物を形成する。
【０２３４】
　上記ふすま可溶化アッセイは、ふすま基質中の残存デンプンに対して活性な酵素の副活
性(side activity)に対して感知する。
【０２３５】
枯草菌キシラナーゼの精製プロトコール：
　キシラナーゼを発現している大腸菌ＴＯＰ１０細胞を、遠心分離（２０分、３５００×
ｇ、２０℃）により回収し、５０ｍＭのＴｒｉｓ、２ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．４に再懸
濁した。細胞を１ｍｇ／ｍｌのリゾチーム（ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA, US, cat
.  No. 100831）の添加により開き、スラリーを環境温度で２時間撹拌し、凍結および解
凍、次に超音波処理した。ｐＨを１ＭのＨＣｌを使用して４．０に調節し、次に遠心分離
（２０分、３５００×ｇ、２０℃）した。キシラナーゼを含む上清を、５０ｍＭの酢酸ナ
トリウム、ｐＨ４．５中で平衡化し、溶離される使い捨てＰＤ－１０脱塩カラム（Amersh
am Bioscience, Sweden）を使用して脱塩した。脱塩サンプルを、５０ｍＭの酢酸ナトリ
ウム、ｐＨ４．５であらかじめ平衡にした１０ｍｌのＳＯＵＲＣＥ１５Ｓカラム（Amersh
am Bioscience, Sweden）上に負荷した。次に、カラムを平衡バッファーで洗浄し、直線
ＮａＣｌ勾配（５０ｍＭの酢酸ナトリウム、０－０．３５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ４．５）で
溶離した。キシラナーゼ活性を含む画分をプールし、さらなる分析のために使用した。
【０２３６】
　同様のプロトコールを、枯草菌ＸｙｎＡと有意に異なるｐＩを有する非枯草菌ＸｙｎＡ
由来のキシラナーゼ変異体に適応させてもよい。
表１．キシラナーゼ変異体の最大光学濃度、スロープインデックス、キシラナーゼＢＳ１
（配列番号１として示される枯草菌酵素）およびキシラナーゼＢＳ３（配列番号２３とし
て示される枯草菌変異体）と比較しての相対光学濃度およびスロープとして示されるキシ
ラナーゼのふすま可溶化活性
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【表１－２】

【０２３７】
実施例３－キシラナーゼ活性および穀物キシラナーゼ阻害剤による相対阻害の試験
　実施例２の変異体を、以下に示されているプロトコールおよび以下の教示にしたがって
、キシラナーゼ活性およびキシラナーゼ阻害剤に対する相対感度について試験した。
【０２３８】
キシラナーゼアッセイ（エンド－β－１，４－キシラナーゼ活性）
　このアッセイにおいてＯＤ５９０＝約０．７を得るように、サンプルをクエン酸（０．
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１Ｍ）－リン酸水素二ナトリウム（０．２Ｍ）バッファー、ｐＨ５．０に希釈した。サン
プルの３つの異なる希釈物を５分４０℃でプレインキュベートした。時間＝５分で、１つ
のＸｙｌａｚｙｍｅ錠剤（架橋され、染色されたキシラン基質、Megazyme, Bray, Irelan
d）を、１ｍｌの反応容量の酵素溶液に加えた。時間＝１５分で、１０ｍｌの２％のＴＲ
ＩＳ／ＮａＯＨ、ｐＨ１２を加えることにより反応を終了した。ブランクは、酵素溶液の
代わりに１０００μｌのバッファーを使用して調製した。反応混合物を遠心し（１５００
×ｇ、１０分、２０℃）、上清のＯＤを５９０ｎｍで測定した。１つのキシラナーゼユニ
ット（ＸＵ）は、１分あたりＯＤ５９０が０．０２５増加するキシラナーゼ活性として定
義される。
【０２３９】
比活性決定：
　精製されたサンプルの２８０ｎｍでの光学濃度を、キシラナーゼタンパク質濃度を決定
するために測定した。理論的に計算される、０．２５ユニット／ｍｇ×ｍｌの特異的ＯＤ

２８０（Gasteigerら., 2003）を、枯草菌ＸｙｎＡ由来変異体の比活性計算のために使用
した。キシラナーゼ活性は上記のように測定した。
【０２４０】
キシラナーゼ阻害剤アッセイ
　１００μｌの阻害剤調製物（種々の濃度のキシラナーゼ阻害剤を含む（定量化のために
、以下のキシラナーゼ阻害剤定量化を参照））、２５０μｌのキシラナーゼ溶液（１２　
ＸＵ　キシラナーゼ／ｍｌを含む）および６５０μｌのバッファー（０．１Ｍのクエン酸
－０．２Ｍのリン酸水素二ナトリウムバッファー、１％のＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒ
ｉｃｈ、ＵＳＡ）、ｐＨ５．０）を混合した。混合物を４０．０℃で５分間調温した。時
間＝５分に、１つのＸｙｌａｚｙｍｅ錠剤（架橋され、染色されたキシラン基質、Megazy
me, Bray, Ireland）を加えた。時間＝１５分に、１０ｍｌの２％ＴＲＩＳ／ＮａＯＨ、
ｐＨ１２を加えることにより、反応を終了させた。反応混合物を遠心し（１５００×ｇ、
１０分、２０℃）、上清を５９０ｎｍで測定した。キシラナーゼ阻害を、ブランクと比較
して、％で残存活性として計算した。阻害剤溶液を水と置き換えたが、ブランクを同じ方
法で調製した。
【０２４１】
キシラナーゼ阻害剤定量化：
　１ＸＩＵ（キシラナーゼ阻害剤ユニット）を、以下に記載される条件下で枯草菌Ｘｙｎ
Ａキシラナーゼ（配列番号　１）の１ＸＵを０．５ＸＵに減少させる阻害剤の量として定
義する。
【０２４２】
　１２ＸＵ／ｍｌを含む２５０μｌのキシラナーゼ溶液、約１００μｌのキシラナーゼ阻
害剤溶液および１０００μｌの反応容量に達するためのＭｃＩｌｖａｉｎｅバッファー、
ｐＨ５を、４０℃で５分間プレインキュベートする。ｔ＝５分で、１個のＸｙｌａｚｙｍ
ｅ錠剤を反応混合物に加える。ｔ＝１５分で、１０ｍｌの２％のＴＲＩＳ／ＮａＯＨ、ｐ
Ｈ１２を加えることにより反応を終了させる。溶液を濾過し、上清の吸光度を５９０ｎｍ
で測定する。上記アッセイにおいていくつかの異なる濃度の阻害剤を選択することにより
、ＯＤ　対　阻害剤濃度のプロットを作成することが可能である。このプロットからの傾
き（ａ）および切片（ｂ）ならびにキシラナーゼの濃度を使用して、与えられた阻害剤溶
液中のＸＩＵの量を計算することが可能である（方程式１）。
方程式１　　　ＸＩＵ＝（（ｂ／２）／－ａ）／ｘ
Ｘ＝アッセイにおけるキシラナーゼユニット（ＸＵ）
【０２４３】
阻害剤調製：
　粗阻害剤調製物（ＴＡＸＩおよびＸＩＰの両方を含む、以下、阻害剤製造物と称する）
を１ｋｇの小麦（Triticum aestivum）穀粉から調製した。阻害剤調製物は、１：３比（
ｗ／ｗ）の水を使用して穀粉から抽出し、次に遠心分離した（３５００×ｇ、２０分、４
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℃）。抽出物を６５℃で４０分間維持し、遠心し（３５００×ｇ、２０分、４℃）、２０
ｍＭのリン酸ナトリウムバッファー、ｐＨ７で予め平衡にした使い捨てＰＤ－１０脱塩カ
ラム（Amersham Bioscience, Sweden）を使用して脱塩した。阻害剤調製物中のＴＡＸＩ
濃度を上記のように測定した。ＴＡＸＩの精製および定量化のためのプロトコールは、ほ
かにも記載されている（Sibbesen and Soerensen, 2001）。一例として、調製物中のＴＡ
ＸＩは、配列番号２４またはそれと９０％同一性を有する配列であることができた。
【０２４４】
表２－キシラナーゼ活性（ＸＵ／ｍｇ）およびキシラナーゼ阻害剤濃度増加時の残存キシ
ラナーゼ活性として示される変異体のキシラナーゼ阻害剤感度（ＸＩＵ／ｍｌアッセイ）
。
【表２－１】
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【表２－２】

【０２４５】
実施例４－変異体のベーキング性能
　ベーキングを、小麦粉または全粒小麦穀粉のいずれかを使用して、縮小したデニッシュ
ロール(Danish Roll)のレシピ（表３）を使用して行った。
表３－パンの生産のために使用されるレシピ。

【表３】

注意：水は、穀粉のＦａｒｉｎｏｇｒａｐｈ分析により測定される４００ＢＵでの水分吸
収である（すなわち、４００ベーカー吸収度(bakers absorbance)－Brabrender Farinogr
aph, Brabender, Germanyを使用する水分吸収測定にしたがって加えられた水）。酵素を
ドーに加えるとき、それらは同量の水の代わりに液体溶液として加える。
【０２４６】
ドー作りおよびベーキング
　穀粉および乾燥成分を５０グラムのＦａｒｉｎｏｇｒａｐｈ（Brabender, Duisburg, G
ermany）中で１分間混合し、その後、水を加え、混合をさらに５分間続けた。
【０２４７】
　混合後、それぞれ１０グラムの穀粉を含む４つのドーの塊を計量した。手動成形機を使
用して、これらをパンに成形した。ローフ(Loaves)を焼き型に入れ、密閉した容器（ふた
を有する）に置き、室温で１０分間置いた。その後、パンを３４℃で８５％の相対湿度（



(47) JP 2012-513207 A 2012.6.14

ＲＨ）で４５分間発酵させ、最後にＢａｇｏオーブン（Bago-line, Faaborg, Denmark）
で２３０℃で５分間焼いた。
【０２４８】
　パンを、評価（重量、体積測定、身および皮の評価）の前に２０分間冷やした。
表４－変異体のベーキング性能－パン体積（ｍｌ／ｇ）ならびに対照（酵素無添加）およ
び枯草菌ＸｙｎＡ野生型キシラナーゼ（配列番号１）と比較して優れたベーキング性能を
示すＢＳ３（修飾Ｄ１１ＦおよびＲ１２２Ｄを有する配列番号１）と比較しての相対体積
増加。
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【表４】

【０２４９】
実施例５　水不溶性基質　対　不溶性基質に対するキシラナーゼ変異体の活性
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　ＢＡＣＳＵ＿ＸｙｎＡおよびＴＲＩＲＥ＿Ｘｙｎ２のキシラナーゼ変異体を、キシラナ
ーゼの部位特異的変異誘発および大腸菌における発現を使用して産生した。
【０２５０】
水で抽出不可能な基質における活性であるＷＵ－ＡＸ　ａｃｔ（不溶性基質）を測定する
ためのアッセイ：
　このアッセイにおいてＯＤ５９０＝約０．７を得るように、サンプルをクエン酸（０．
１Ｍ）－リン酸水素二ナトリウム（０．２Ｍ）バッファー、ｐＨ５．０に希釈した。サン
プルの３つの異なる希釈物を５分４０℃でプレインキュベートした。時間＝５分で、１つ
のＸｙｌａｚｙｍｅ錠剤（架橋され、染色されたキシラン基質、Megazyme, Bray, Irelan
d）を、１ｍｌの反応容量の酵素溶液に加えた。時間＝１５分で、１０ｍｌの２％のＴＲ
ＩＳ／ＮａＯＨ、ｐＨ１２を加えることにより反応を終了した。ブランクは、酵素溶液の
代わりに１０００μｌのバッファーを使用して調製した。反応混合物を遠心し（１５００
×ｇ、１０分、２０℃）、上清のＯＤを５９０ｎｍで測定した。１つのキシラナーゼユニ
ット（ＷＵ－ＡＸ　ａｃｔ）は、１分あたりＯＤ５９０が０．０２５増加するキシラナー
ゼ活性として定義される。
【０２５１】
　上記アッセイにおいて使用される基質（小麦から抽出される架橋され、染色されたアラ
ビノキシラン）は、商業的適用における対応する基質に非常に近い。
【０２５２】
以下のアッセイを水で抽出可能な基質における活性であるＷＥ－ＡＸ　ａｃｔ（可溶性基
質）を測定するために使用した。
　使用される方法は、Ｌｅｖｅｒ（Lever, M. Analytical Biochemistry. 47, 273-279, 
1972）により記載されている方法の修飾されたバージョンである。可溶性小麦アラビノキ
シラン（平均粘度、Megazyme, Bray, Irelandから得られる）を、５０ｍＭのＮａＯＡｃ
、ｐＨ５を含むバッファー系中で基質として使用した。基質濃度は０．５％であった。キ
シラナーゼ活性を、ＰＡＨＢＡＨ試薬を使用して還元末端の形成を定量することにより測
定した。形成された還元末端の量およびそれによるキシラナーゼ活性を、キシロース標準
曲線から決定した。本明細書においてＷＥ－ＡＸ　ａｃｔと称する。
【０２５３】
新規変異体を開発するために使用した骨格：
　表５は使用されるキシラナーゼ変異体骨格を示す。Ｙ５は配列番号２に相当する。
【表５】

【０２５４】
　導入された変異および得られた結果を表６において説明する。
表６．導入された変異および得られた結果。使用された骨格は太字である。
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【表６】

【０２５５】
　上記明細書において記載されている全ての刊行物を、出典明示により本明細書に包含さ
せる。記載されている方法および本発明の系の種々の修飾および変化は、本発明の範囲お
よび精神から逸脱することなく、当業者に明らかである。本発明は特定の好ましい態様に
関連して記載されているが、本発明が過度にこのような特定の態様に制限されないと理解
すべきである。実際に、生化学および生物工学または関連分野における当業者に明らかで
ある本発明を実施するために記載されている様式の種々の修飾が、以下の特許請求の範囲
内であると意図する。
【０２５６】
配列表（太字のアミノ酸は、配列番号１のＴ１１０に対応するアミノ酸である）：
成熟体枯草菌野生型キシラナーゼのアミノ酸配列（配列番号１）：

【表７】

【０２５７】
本明細書においてＹ５とも称される、成熟体トリコデルマ・リーゼイ　キシラナーゼのア
ミノ酸配列（配列番号２）：

【表８】

【０２５８】
成熟体サーモミセス・ラヌギノサスＸｙｎＡ野生型キシラナーゼのアミノ酸配列（配列番
号３）：
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【表９】

【０２５９】
成熟体ストレプトマイセス・ビリドスポラス(Streptomyces viridosporus)キシラナーゼ
のアミノ酸配列（配列番号４）：
【表１０】

【０２６０】
配列番号５（ｇｉ｜１３９８６８｜ｓｐ｜Ｐ１８４２９．１｜ＸＹＮＡ＿ＢＡＣＳＵ　Ｒ
ｅｃＮａｍｅ：完全＝エンド－１，４－ベータ－キシラナーゼＡ；Ｓｈｏｒｔ＝キシラナ
ーゼＡ；ＡｌｔＮａｍｅ：完全＝１，４－ベータ－Ｄ－キシラン　キシラノヒドロラーゼ
Ａ）：

【表１１】

【０２６１】
配列番号６（ｇｉ｜２３０２０７４｜ｅｍｂ｜ＣＡＡ０３０９２．１｜名前のないタンパ
ク質産物［同定されていない］）：
【表１２】

【０２６２】
配列番号７（ｇｉ｜１６７２４６４０４｜ｇｂ｜ＡＢＺ２４３６４．１｜特許ＵＳ７３１
４７４３の配列５）：
【表１３】

【０２６３】
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配列番号８（ｇｉ｜５９６９５５１｜ｇｂ｜ＡＡＥ１０８８９．１｜特許ＵＳ５８１７５
００の配列２）：
【表１４】

【０２６４】
配列番号９（ｇｉ｜７６０５９０７０｜ｅｍｂ｜ＣＡＪ３０７５３．１｜名前のないタン
パク質産物［パエニバチルス・パブリ］）：
【表１５】

【０２６５】
配列番号１０（ｇｉ｜７４１９７７６１｜ｅｍｂ｜ＣＡＪ２９６６６．１｜名前のないタ
ンパク質産物［バチルス・ハロデュランス(bacillus halodurans)］）：

【表１６】

【０２６６】
配列番号１１（ｇｉ｜４７５６８１１｜ｅｍｂ｜ＣＡＢ４２３０５．１｜名前のないタン
パク質産物［同定されていない］）：
【表１７】

【０２６７】
配列番号１２（ｇｉ｜２２９３９５１｜ｅｍｂ｜ＣＡＡ０２２４６．１｜名前のないタン
パク質産物［枯草菌］枯草菌：（ＵＳ５３０６６３３））：

【表１８】
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【０２６８】
配列番号１３（ｇｉ｜４２６８８９１７｜ｇｂ｜ＡＡＳ３１７３５．１｜特許ＵＳ６６８
２９２３の配列１４）：
【表１９】

【０２６９】
配列番号１４（ｇｉ｜１００４０２０４｜ｅｍｂ｜ＣＡＣ０７７９８．１｜名前のないタ
ンパク質産物［ペニシリウムフニクロスム(Penicillium funiculosum)］）：
【表２０】

【０２７０】
配列番号１５（ｇｉ｜２３０２０７４｜ｅｍｂ｜ＣＡＡ０３０９２．１｜名前のないタン
パク質産物［同定されていない］）：

【表２１】

【０２７１】
配列番号１６（ｇｉ｜１６７２４６４０４｜ｇｂ｜ＡＢＺ２４３６４．１｜特許ＵＳ７３
１４７４３の配列５）：
【表２２】

【０２７２】
配列番号１７（ｇｉ｜７６０５９０７０｜ｅｍｂ｜ＣＡＪ３０７５３．１｜名前のないタ
ンパク質産物［パエニバチルス・パブリ］）：

【表２３】
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【０２７３】
配列番号１８（ｇｉ｜７４１９７７６１｜ｅｍｂ｜ＣＡＪ２９６６６．１｜名前のないタ
ンパク質産物［バチルス・ハロデュランス］）：
【表２４】

【０２７４】
配列番号１９（ｇｉ｜４７５６８１１｜ｅｍｂ｜ＣＡＢ４２３０５．１｜名前のないタン
パク質産物）：
【表２５】

【０２７５】
配列番号２０（ｇｉ｜２２９３９５１｜ｅｍｂ｜ＣＡＡ０２２４６．１｜名前のないタン
パク質産物［枯草菌］枯草菌：（ＵＳ５３０６６３３））：

【表２６】

【０２７６】
配列番号２１（ｇｉ｜４２６８８９１７｜ｇｂ｜ＡＡＳ３１７３５．１｜特許ＵＳ６６８
２９２３の配列１４）：
【表２７】

【０２７７】
配列番号２２（ｇｉ｜１００４０２０４｜ｅｍｂ｜ＣＡＣ０７７９８．１｜名前のないタ
ンパク質産物［ペニシリウムフニクロスム］）：
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【表２８】

【０２７８】
配列番号２３は成熟体の枯草菌キシラナーゼ変異体であるＢＳ３（Ｄ１１Ｆ／Ｒ１２２Ｄ
変異を有する野生型）のアミノ酸配列を示す：
【表２９】

【０２７９】
配列番号２４は成熟体の小麦キシラナーゼ阻害剤の配列を示す：

【表３０】

【０２８０】
配列番号２５（ＵＳ６，６８２，９２３の配列１１）：
【表３１】

【０２８１】
発明の態様：
１．　キシラナーゼ活性を有し、配列番号１－２２から選択されるアミノ酸配列と少なく
とも７５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、
ｉ）１２および１３から選択される位置において１または２つのアミノ酸修飾、および
ｉｉ）１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、
１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５および１７
９から選択される位置において１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾
を有し、該位置はアラインメントにより配列番号１に示される枯草菌キシラナーゼ配列の
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位置に対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０２８２】
２．　キシラナーゼ活性を有し、配列番号１－２２から選択されるアミノ酸配列と少なく
とも７５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、
ｉｉｉ）１２および１３から選択される位置において１または２つのアミノ酸修飾、およ
び
ｉｖ）３４、７７、８１、８２、１０４、１１０、１１３、１１４、１１８、１２２、１
５９、１６２、１６４、１６６および１７５から選択される位置において１つまたはそれ
以上のさらなるアミノ酸修飾
を有し、該位置はアラインメントにより配列番号１に示される枯草菌キシラナーゼ配列の
位置に対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０２８３】
３．　１２、１３、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１
３、１１４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７
５および１７９からなる群から選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含む、態
様１または２に記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌ア
ミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０２８４】
４．　１２Ｆ、１３Ｙ、１５Ｙ、３４Ｋ、７７Ｖ、７７Ｍ、７７Ｙ、７７Ｌ、７７Ｓ、８
１Ｉ、８２Ｉ、９９Ｙ、１０４Ｗ、１１０Ａ、１１３Ｄ、１１３Ａ、１１４Ｆ、１１４Ｄ
、１１４Ｙ、１１８Ｖ、１２２Ｆ、１２２Ｄ、１５４Ｒ、１５９Ｄ、１６２Ｅ、１６２Ｄ
、１６４Ｆ、１６６Ｆ、１７５Ｌ、１７５Ｋ、１７５Ｅ、１７５Ｙおよび１７９Ｙからな
る群から選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含む、態様１－２のいずれかに
記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対
応する位置として決定されるポリペプチド。
【０２８５】
５．　Ｇ１２Ｆ、Ｇ１３Ｙ、Ｉ１５Ｙ、Ｇ３４Ｋ、Ｉ７７Ｖ、Ｉ７７Ｍ、Ｉ７７Ｙ、Ｉ７
７Ｌ、Ｉ７７Ｓ、Ｖ８１Ｉ、Ｖ８２Ｉ、Ｋ９９Ｙ、Ｔ１０４Ｗ、Ｔ１１０Ａ、Ｙ１１３Ｄ
、Ｙ１１３Ａ、Ｎ１１４Ｆ、Ｎ１１４Ｄ、Ｎ１１４Ｙ、Ｉ１１８Ｖ、Ｒ１２２Ｆ、Ｒ１２
２Ｄ、Ｋ１５４Ｒ、Ｎ１５９Ｄ、Ｓ１６２Ｅ、Ｓ１６２Ｄ、１６４Ｆ、Ｙ１６６Ｆ、Ｑ１
７５Ｌ、Ｑ１７５Ｋ、Ｑ１７５Ｅ、Ｑ１７５ＹおよびＳ１７９Ｙからなる群から選択され
る１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含む、態様１－３のいずれかに記載のポリペプチ
ドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として
決定されるポリペプチド。
【０２８６】
６．　配列番号１－２２から選択される最も高い同一性パーセントを有する配列と少なく
とも７６、７８、８０、８５、９０、９５、９８または９５％同一性を有する、態様１－
４のいずれかに記載のポリペプチド。
【０２８７】
７．　β－ゼリーロール折り畳みを有する、態様１－５のいずれかに記載のポリペプチド
。
【０２８８】
８．　１２および１３から選択される位置における１または２つのアミノ酸修飾がアミノ
酸置換である、態様１－６のいずれかに記載のポリペプチド。
【０２８９】
９．　位置１２におけるアミノ酸修飾が、イソロイシン、アラニン、ロイシン、アスパラ
ギン、リジン、アスパラギン酸、メチオニン、システイン、フェニルアラニン、グルタミ
ン酸、スレオニン、グルタミン、トリプトファン、バリン、プロリン、セリン、チロシン
、アルギニンおよびヒスチジンからなる群から選択されるいずれか１つの異なるアミノ酸
残基へのアミノ酸置換である、態様１－７のいずれかに記載のポリペプチド。
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【０２９０】
１０．　位置１３におけるアミノ酸修飾が、イソロイシン、アラニン、ロイシン、アスパ
ラギン、リジン、アスパラギン酸、メチオニン、システイン、フェニルアラニン、グルタ
ミン酸、スレオニン、グルタミン、トリプトファン、バリン、プロリン、セリン、チロシ
ン、アルギニンおよびヒスチジンからなる群から選択されるいずれか１つの異なるアミノ
酸残基へのアミノ酸置換である、態様１－８のいずれかに記載のポリペプチド。
【０２９１】
１１．　位置１２におけるアミノ酸修飾が、フェニルアラニンおよびチロシンからなる群
から選択されるいずれか１つの異なるアミノ酸残基への置換である、態様１－９のいずれ
かに記載のポリペプチド。
【０２９２】
１２．　位置１３におけるアミノ酸修飾が、フェニルアラニンおよびチロシンからなる群
から選択されるいずれか１つの異なるアミノ酸残基への置換である、態様１－１０のいず
れかに記載のポリペプチド。
【０２９３】
１３．　全２５０未満のアミノ酸、例えば、２４０未満、例えば、２３０未満、例えば、
２２０未満、例えば、２１０未満、例えば、２００未満のアミノ酸、例えば、１６０から
２４０の範囲、例えば、１６０から２２０の範囲のアミノ酸を有する、態様１－１１のい
ずれかに記載のポリペプチド。
【０２９４】
１４．　アミノ酸位置１２、１３、３４、７７、８１、９９、１０４、１１０、１１３、
１１４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６および１７
５のいずれか１つまたはそれ以上で１つまたはそれ以上の修飾を含む、態様１－１２のい
ずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸
配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０２９５】
１５．　１２Ｆ、１３Ｙ、１３Ｆ、１１０Ａ、１２２Ｄ、１１３Ａ、１３Ｙ、１１３Ｄ、
１７５Ｌ、１２２Ｆ、３４Ｋ、９９Ｙ、１０４Ｗ、１５４Ｒ、１５９Ｄ、１７５Ｋ、８１
Ｉ、１６６Ｆ、１６２Ｅ、１６２Ｄ、１６４Ｆ、１１４Ｄ、１１４Ｙ、１１４Ｆ、１１８
Ｖ、１７５Ｋ、７７Ｌ、７７Ｍ、７７Ｓ、７７Ｖおよび７７Ｙからなる群から選択される
１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含む、態様１－１３のいずれかに記載のポリペプチ
ドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として
決定されるポリペプチド。
【０２９６】
１６．　Ｇ１２Ｆ、Ｇ１３Ｙ、Ｇ１３Ｆ、Ｔ１１０Ａ、Ｒ１２２Ｄ、Ｙ１１３Ａ、Ｇ１３
Ｙ、Ｙ１１３Ｄ、Ｑ１７５Ｌ、Ｒ１２２Ｆ、Ｇ３４Ｋ、Ｋ９９Ｙ、Ｔ１０４Ｗ、Ｋ１５４
Ｒ、Ｎ１５９Ｄ、Ｑ１７５Ｋ、Ｖ８１Ｉ、Ｙ１６６Ｆ、Ｓ１６２Ｅ、Ｓ１６２Ｄ、Ｗ１６
４Ｆ、Ｎ１１４Ｄ、Ｎ１１４Ｙ、Ｎ１１４Ｆ、Ｉ１１８Ｖ、、Ｉ７７Ｌ、Ｉ７７Ｍ、Ｉ７
７Ｓ、Ｉ７７ＶおよびＩ７７Ｙからなる群から選択される１つまたはそれ以上のアミノ酸
置換を含む、態様１－１４のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番
号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０２９７】
１７．　１２、１３、９９、１０４、１１０、１１３、１２２、１４１、１５４、１５９
および１７５の１つまたはそれ以上のアミノ酸位置で１つまたはそれ以上の修飾を含む、
態様１－１５のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示され
る枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０２９８】
１８．　１３および１２２のアミノ酸位置で置換を含む、態様１－１６のいずれかに記載
のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応す
る位置として決定されるポリペプチド。
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【０２９９】
１９．　１１４および１６６の１つまたはそれ以上のアミノ酸位置で１つまたはそれ以上
の修飾をさらに含む、態様１６－１７のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置
は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプ
チド。
【０３００】
２０．　１１４および１６６の１つまたはそれ以上のアミノ酸位置で１つまたはそれ以上
の置換をさらに含む、態様１６－１７のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置
は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプ
チド。
【０３０１】
２１．　以下のアミノ酸位置１２、１３、９９、１０４、１１０、１１３、１１４、１２
２、１４１、１５４、１５９、１６６および１７５の少なくとも４つで置換を含む、態様
１－１７のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯
草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３０２】
２２．　１３、１１３および１２２のアミノ酸位置で置換を含む、態様１－２０のいずれ
かに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列
の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３０３】
２３．　１２、１１３および１２２のアミノ酸位置で置換を含む、態様１－２０のいずれ
かに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列
の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３０４】
２４．　１３、１１３、１２２および１７５のアミノ酸位置で置換を含む、態様１－２１
のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミ
ノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３０５】
２５．　１２Ｆ、１３Ｙ、９９Ｙ、１０４Ｗ、１１０Ａ、１１３Ｄ、１１４Ｄ、１１４Ｆ
、１２２Ｆ、１５４Ｒ、１５９Ｄ、１６６Ｆ、１７５Ｋおよび１７５Ｌからなる群から選
択される１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含む、態様１－２３のいずれかに記載のポ
リペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位
置として決定されるポリペプチド。
【０３０６】
２６．　アミノ酸配列が、最も高い同一性を有する配列番号１－２２から選択される配列
と比較して、少なくとも５、６、７、８、９または１０個のアミノ酸置換を有する、態様
１－２４のいずれかに記載のポリペプチド。
【０３０７】
２７．　アミノ酸配列が、少なくとも９または１０個のアミノ酸置換を有する、態様２５
に記載のポリペプチド。
【０３０８】
２８．　ふすま可溶化活性を有する、態様１－２６のいずれかに記載のポリペプチド。
【０３０９】
２９．　単離された形態における、態様１－２７のいずれかに記載のポリペプチド。
【０３１０】
３０．　キシラナーゼ活性アッセイにおいて測定されるとき、配列番号１に示される枯草
菌アミノ酸配列と比較して、改善されたキシラナーゼ活性を有する、態様１－２８のいず
れかに記載のポリペプチド。
【０３１１】
３１．　１２、１３、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１
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１３、１１４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１
７５および１７９から選択される位置の修飾の結果として改善されたキシラナーゼ活性を
有する、態様１－２９のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１
に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３１２】
３６．　ふすま可溶化活性アッセイにおいて測定されるとき、配列番号１に示される枯草
菌アミノ酸配列と比較して、改善されたふすま可溶化活性を有する、態様１－３０のいず
れかに記載のポリペプチド。
【０３１３】
３３．　１２、１３、１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１
１３、１１４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１
７５および１７９から選択される位置の修飾の結果として、改善されたふすま可溶化活性
を有する態様１－３１のいずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１
に示される枯草菌アミノ酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３１４】
３４．　キシラナーゼ阻害剤に対する減少した感度を有する、態様１－３２のいずれかに
記載のポリペプチド。
【０３１５】
３５．　ａ）１３／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｂ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１６６／１７５；
ｃ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｄ）１３／１１０／１１３／１２２／１７５；
ｅ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｆ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｇ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｈ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｉ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｊ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｋ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｌ）１３／１１３／１２２／１７５；
ｍ）１３／８１／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｎ）１３／１１０／１１３／１２２／１６４／１７５；
ｏ）１３／１１０／１１３／１２２／１６２／１７５；
ｐ）１３／１１０／１１３／１２２／１７５；
ｑ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｒ）１３／１１３／１２２／１７５；
ｓ）１２／１１３／１２２／１７５；
ｔ）１３／１１３／１２２／１７５；
ｕ）１３／３４／１１０／１１３／１２２／１７５；
ｖ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｗ）１３／９９／１０４／１１３／１２２／１７５；
ｘ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｙ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１８／１２２／１５４／１５９／１７５；
ｚ）１３／１５／１１３／１２２／１７５；
ａａ）１３／１１０／１１３／１２２／１６２／１７５；および
ｂｂ）１３／７７／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１５４／１５９／１７５
ｃｃ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１４１／１５４／１５９／１７５
；
ｄｄ）１３／５４／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１４１／１５４／１５９／
１７５；
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ｅｅ）１３／５４／９９／１０４／１１０／１１３／１２２／１４１／１５４／１５９／
１７５；
ｆｆ）１３／５４／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１５４／１５９／
１７５；
ｇｇ）１３／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１４１／１５４／１５９
／１７５；および
ｈｈ）１３／５４／９９／１０４／１１０／１１３／１１４／１２２／１４１／１５４／
１５９／１７５；
からなる一覧から選択される位置の修飾を含むアミノ酸配列を有する態様１－３３のいず
れかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸配
列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３１６】
３６．　ａ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｂ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１６６Ｆ／１７５Ｌ；
ｃ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｄ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１７５Ｌ；
ｅ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１７５Ｌ；
ｆ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１７５Ｋ；
ｇ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｋ；
ｈ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｙ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｉ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｊ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｙ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｋ；
ｋ）１３Ｙ／７７Ｌ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｌ）１３Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｍ）１３Ｙ／８１Ｉ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｎ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６４Ｆ／１７５Ｌ；
ｏ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６２Ｄ／１７５Ｌ；
ｐ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｑ）１３Ｙ／７７Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｒ）１３Ｆ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｓ）１２Ｆ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｔ）１３Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１７５Ｌ；
ｕ）１３Ｙ／３４Ｋ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｖ）１３Ｙ／７７Ｖ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｗ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｘ）１３Ｙ／７７Ｍ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｙ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１８Ｖ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
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１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｚ）１３Ｙ／１５Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ａａ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６２Ｅ／１７５Ｌ；および
ｂｂ）１３Ｙ／７７Ｓ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ
ｃｃ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／１５４Ｒ
／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｄｄ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｅｅ）１３Ｙ／５４Ｗ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｆｆ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｇｇ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／１４１Ｑ
／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；および
ｈｈ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／
１４１Ｑ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ、
からなる一覧から選択されるアミノ酸置換を含むアミノ酸配列を有する態様１－３４のい
ずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ酸
配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３１７】
３７．　ａ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｂ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１６６Ｆ／１７５Ｌ；
ｃ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｄ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１７５Ｌ；
ｅ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１７５Ｌ；
ｆ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／
１７５Ｋ；
ｇ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｋ；
ｈ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｙ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｉ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｊ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｙ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｋ；
ｋ）１３Ｙ／７７Ｌ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｌ）１３Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｍ）１３Ｙ／８１Ｉ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｎ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６４Ｆ／１７５Ｌ；
ｏ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６２Ｄ／１７５Ｌ；
ｐ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｑ）１３Ｙ／７７Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｒ）１３Ｆ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
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ｓ）１２Ｆ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｔ）１３Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１７５Ｌ；
ｕ）１３Ｙ／３４Ｋ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｖ）１３Ｙ／７７Ｖ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｗ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ｘ）１３Ｙ／７７Ｍ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／１
５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｙ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１８Ｖ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｚ）１３Ｙ／１５Ｙ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１７５Ｌ；
ａａ）１３Ｙ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｄ／１６２Ｅ／１７５Ｌ；および
ｂｂ）１３Ｙ／７７Ｓ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１５４Ｒ／
１５９Ｄ／１７５Ｌ
ｃｃ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／１５４Ｒ
／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｄｄ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｅｅ）１３Ｙ／５４Ｗ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１２２Ｆ／１４１Ｑ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｆｆ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／
１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｇｇ）１３Ｙ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／１４１Ｑ
／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ；および
ｈｈ）１３Ｙ／５４Ｑ／９９Ｙ／１０４Ｗ／１１０Ａ／１１３Ｄ／１１４Ｆ／１２２Ｆ／
１４１Ｑ／１５４Ｒ／１５９Ｄ／１７５Ｌ、
からなる一覧から選択されるアミノ酸置換からなるアミノ酸配列を有する態様１－３５の
いずれかに記載のポリペプチドであって、該位置は、配列番号１に示される枯草菌アミノ
酸配列の対応する位置として決定されるポリペプチド。
【０３１８】
３８．　ａ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ
／Ｑ１７５Ｌ；
ｂ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｙ１６６Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｃ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｄ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｅ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｆ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｇ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｈ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｙ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｉ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｊ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｙ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｋ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｌ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
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／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｌ）Ｇ１３Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｍ）Ｇ１３Ｙ／Ｖ８１Ｉ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｎ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｗ１６４Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｏ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｓ１６２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｐ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｑ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｒ）Ｇ１３Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｓ）Ｇ１２Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｔ）Ｇ１３Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｕ）Ｇ１３Ｙ／Ｇ３４Ｋ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｖ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｖ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｗ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｘ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｍ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｙ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｉ１１８Ｖ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｚ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ１５Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ａａ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｓ１６２Ｅ／Ｑ１７５Ｌ；およ
び
ｂｂ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｓ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ
ｃｃ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｎ１４
１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｄｄ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｎ１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｅｅ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｗ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｆｆ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４
Ｆ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｇｇ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ／Ｒ１２
２Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；および
ｈｈ）Ｇ１３Ｙ／５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ
／Ｒ１２２Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ
からなる一覧から選択されるアミノ酸置換を含む配列番号１のアミノ酸配列を有する態様
１－３６のいずれかに記載のポリペプチド。
【０３１９】
３９．　ａ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ
／Ｑ１７５Ｌ；
ｂ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｙ１６６Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｃ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｄ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｅ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｆ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４
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Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｇ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｈ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｙ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｉ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｊ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｙ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｋ；
ｋ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｌ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｌ）Ｇ１３Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｍ）Ｇ１３Ｙ／Ｖ８１Ｉ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｎ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｗ１６４Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｏ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｓ１６２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｐ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｑ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｒ）Ｇ１３Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｓ）Ｇ１２Ｆ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｔ）Ｇ１３Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｑ１７５Ｌ；
ｕ）Ｇ１３Ｙ／Ｇ３４Ｋ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｖ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｖ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｗ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｘ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｍ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ
／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｙ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｉ１１８Ｖ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｚ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ１５Ｙ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ａａ）Ｇ１３Ｙ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｄ／Ｓ１６２Ｅ／Ｑ１７５Ｌ；およ
び
ｂｂ）Ｇ１３Ｙ／Ｉ７７Ｓ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５
ｃｃ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２Ｆ／Ｎ１４
１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｄｄ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／Ｎ１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｅｅ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｗ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｒ１２２
Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／１７５Ｌ；
ｆｆ）Ｇ１３Ｙ／Ｎ５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４
Ｆ／Ｒ１２２Ｆ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；
ｇｇ）Ｇ１３Ｙ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ／Ｒ１２
２Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ；および
ｈｈ）Ｇ１３Ｙ／５４Ｑ／Ｋ９９Ｙ／Ｔ１０４Ｗ／Ｔ１１０Ａ／Ｙ１１３Ｄ／Ｎ１１４Ｆ
／Ｒ１２２Ｆ／１４１Ｑ／Ｋ１５４Ｒ／Ｎ１５９Ｄ／Ｑ１７５Ｌ
からなる一覧から選択されるアミノ酸置換からなる配列番号１のアミノ酸配列を有する態
様１－３７のいずれかに記載のポリペプチド。
【０３２０】
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４０．　態様１－３８のいずれかに記載のポリペプチドを同定する方法であって、
（ｉ）配列番号１－２２から選択されるアミノ酸配列と少なくとも７５％同一性を有する
ポリペプチドであって、１２および１３から選択される位置において１または２つのアミ
ノ酸修飾、および１５、３４、５４、７７、８１、８２、９９、１０４、１１０、１１３
、１１４、１１８、１２２、１４１、１５４、１５９、１６２、１６４、１６６、１７５
および１７９から選択される位置において１つまたはそれ以上のさらなるアミノ酸修飾の
アミノ酸修飾を有し、該位置はアラインメントにより配列番号１に示される枯草菌キシラ
ナーゼ配列の対応する位置として決定されるポリペプチドを製造し、
（ｉｉ）該ポリペプチドのふすま可溶化および／またはキシラナーゼ活性を、最も高い同
一性パーセントを有する配列番号１－２２から選択されるアミノ酸配列のふすま可溶化お
よび／またはキシラナーゼ活性と比較し、
（ｉｉｉ）最も高い同一性パーセントを有する配列番号１－２２から選択されるアミノ酸
配列と比較して、改良されたふすま可溶化、および／または改良されたキシラナーゼ活性
を有する該ポリペプチドを選択する
ことを含む方法。
【０３２１】
４１．　態様１－３８のいずれかに記載のポリペプチドを製造する方法であって、該ポリ
ペプチドをコードするヌクレオチド配列を発現させ、所望により発現後のポリペプチドを
単離および／または精製することを含む方法。
【０３２２】
４２．　ポリペプチドが、１２および１３から選択される位置のポリペプチドアミノ酸配
列またはポリペプチドアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列における１２および１
３から選択される位置のアミノ酸残基をコードするコドンのいずれかを修飾することによ
り製造される態様４０に記載の方法であって、該位置１２および１３は配列番号１に示さ
れる枯草菌キシラナーゼ配列を基準にに決定される方法。
【０３２３】
４３．　態様１から３８のいずれかに記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
。
【０３２４】
４４．　態様４２に記載のヌクレオチド配列を含むベクター。
【０３２５】
４５．　態様４２のヌクレオチド配列または態様４３のベクターで形質転換されている細
胞。
【０３２６】
４６．　態様４２に記載のヌクレオチド配列または態様４３に記載のベクターで形質転換
されている宿主生物。
【０３２７】
４７．　態様１－３８のいずれかに記載のポリペプチドまたは態様３９の記載にしたがっ
て同定されるポリペプチドまたは態様４０－４１の記載にしたがって製造されるポリペプ
チドまたは態様４２に記載のヌクレオチド配列または態様４３に記載のベクターまたは態
様４４に記載の細胞または非毒性成分と混合された態様４５に記載の生物を含む組成物。
【０３２８】
４８．　態様１－３８のいずれかに記載のポリペプチドまたは態様３９の記載にしたがっ
て同定されるポリペプチドまたは態様４０－４１の記載にしたがって製造されるポリペプ
チドまたは態様４２に記載のヌクレオチド配列または態様４３に記載のベクターまたは態
様４４に記載の細胞または非毒性成分と混合された態様４５に記載の生物または態様４６
に記載の組成物を含むドー。
【０３２９】
４９．　態様１－３８のいずれかに記載のポリペプチドまたは態様３９の記載にしたがっ
て同定されるポリペプチドまたは態様４０－４１の記載にしたがって製造されるポリペプ
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チドまたは態様４２に記載のヌクレオチド配列または態様４３に記載のベクターまたは態
様４４に記載の細胞または非毒性成分と混合された態様４５に記載の生物または態様４６
に記載の組成物または態様４７に記載のドーを含むベーカリー産物。
【０３３０】
５０．　態様１－３８のいずれかに記載のポリペプチドまたは態様３９の記載にしたがっ
て同定されるポリペプチドまたは態様４０－４１の記載にしたがって製造されるポリペプ
チドまたは態様４２に記載のヌクレオチド配列または態様４３に記載のベクターまたは態
様４４に記載の細胞または非毒性成分と混合された態様４５に記載の生物または態様４６
に記載の組成物を含む動物飼料。
【０３３１】
５１．　態様１－３８のいずれかに記載のポリペプチドまたは態様３９の記載にしたがっ
て同定されるポリペプチドまたは態様４０－４１の記載にしたがって製造されるポリペプ
チドを含む洗浄組成物。
【０３３２】
５２．　植物細胞壁を分解または修飾する方法であって、該植物細胞壁を態様１－３８の
いずれかに記載のポリペプチドまたは態様３９の記載にしたがって同定されるポリペプチ
ドまたは態様４０－４１の記載にしたがって製造されるポリペプチドまたは態様４２に記
載のヌクレオチド配列または態様４３に記載のベクターまたは態様４４に記載の細胞また
は非毒性成分と混合された態様４５に記載の生物または態様４６に記載の組成物と接触さ
せることを含む方法。
【０３３３】
５３．　植物原料を処理する方法であって、該植物原料を態様１－３８のいずれかに記載
のポリペプチドまたは態様３９の記載にしたがって同定されるポリペプチドまたは態様４
０－４１の記載にしたがって製造されるポリペプチドまたは態様４２に記載のヌクレオチ
ド配列または態様４３に記載のベクターまたは態様４４に記載の細胞または非毒性成分と
混合された態様４５に記載の生物または態様４６に記載の組成物と接触させることを含む
方法。
【０３３４】
５４．　植物原料を修飾する方法における、態様１－３８のいずれかに記載のポリペプチ
ドまたは態様３９の記載にしたがって同定されるポリペプチドまたは態様４０－４１の記
載にしたがって製造されるポリペプチドまたは態様４２に記載のヌクレオチド配列または
態様４３に記載のベクターまたは態様４４に記載の細胞または非毒性成分と混合された態
様４５に記載の生物または態様４６に記載の組成物の使用。
【０３３５】
５５．　ベーキング、穀類加工、デンプン液化、セルロース性原料からのバイオエタノー
ルの生産、動物飼料、木材加工、木材パルプの漂白の強化から独立して選択されるいずれ
か１つまたはそれ以上における、または洗浄組成物としての、態様１－３８のいずれかに
記載のポリペプチドまたは態様３９の記載にしたがって同定されるポリペプチドまたは態
様４０－４１の記載にしたがって製造されるポリペプチドまたは態様４２に記載のヌクレ
オチド配列または態様４３に記載のベクターまたは態様４４に記載の細胞または非毒性成
分と混合された態様４５に記載の生物または態様４６に記載の組成物の使用。
【０３３６】
５６．　実施例および図面を基準に実質的に上記のポリペプチドまたはそのフラグメント
。
【０３３７】
５７．　実施例および図面を基準に実質的に上記の方法。
【０３３８】
５８．　実施例および図面を基準に実質的に上記の組成物。
【０３３９】
５９．　実施例および図面を基準に実質的に上記の使用。
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