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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２のアミノ酸１からアミノ酸330までのアミノ酸配列（１）に対して少なくと
も90％のアミノ酸配列の同一性を有するアミノ酸配列（２）から成り、又は当該アミノ酸
配列（２）を含んで成り、そしてペルオキシダーゼ活性を有するポリペプチド。
【請求項２】
　配列番号２のアミノ酸１からアミノ酸330までのアミノ酸配列（１）に対して少なくと
も95％のアミノ酸配列の同一性を有するアミノ酸配列（３）から成る、又は当該アミノ酸
配列（３）を含んで成る、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　配列番号２のアミノ酸１からアミノ酸330までのアミノ酸配列（１）から成る、又は当
該アミノ酸配列（１）を含んで成る、請求項１又は２に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　配列番号１のヌクレオチド152からヌクレオチド1141までのヌクレオチド配列（ａ）に
対して少なくとも90％のヌクレオチド配列の同一性を有するヌクレオチド配列（ｂ）から
成る、又は当該ヌクレオチド配列（ｂ）を含んで成るポリヌクレオチドによりコードされ
る、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項５】
　配列番号１のヌクレオチド152からヌクレオチド1141までのヌクレオチド配列（ａ）に
対して少なくとも95％のヌクレオチド配列の同一性を有するヌクレオチド配列（ｃ）から
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成る、又は当該ヌクレオチド配列（ｃ）を含んで成るポリヌクレオチドによりコードされ
る、請求項１又は４に記載のポリペプチド。
【請求項６】
　配列番号１のヌクレオチド152からヌクレオチド1141までのヌクレオチド配列（ａ）か
ら成る、又は当該ヌクレオチド配列（ａ）を含んで成るポリヌクレオチドによりコードさ
れる、請求項１、４又は５に記載のポリペプチド。
【請求項７】
　配列番号２のアミノ酸１からアミノ酸330までのアミノ酸配列（１）において１～数個
のアミノ酸の置換、欠失及び／又は挿入により修飾されているアミノ酸配列（４）から成
る、又は当該アミノ酸配列（４）を含んで成る、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項８】
　受託番号DSM21289としてDSMZによりブダベスト条約下で2008年３月14日に寄託されたE.
 コリNN049991に含まれるプラスミドに含まれるポリヌクレオチドによりコードされる、
請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか１項記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含ん
で成るポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　発現宿主におけるポリペプチドの生成を指図する１又は数個の制御配列に作用可能に結
合されている請求項９に記載のポリヌクレオチドを含んで成る核酸構造体。
【請求項１１】
　請求項９に記載のポリヌクレオチド又は請求項10に記載の核酸構造体を含んで成る組換
え発現ベクター。
【請求項１２】
　請求項10に記載の核酸構造体又は請求項11に記載の発現ベクターを含んで成る組換え宿
主細胞。
【請求項１３】
　請求項１～８のいずれか１項に記載のポリペプチドの生成方法において、
　（ａ）その野生形で前記ポリペプチドを生成する細胞を、ポリペプチドの生成の助けに
なる条件下で培養し；そして
　（ｂ）ポリペプチドを回収する；
　ことを含んで成る方法。
【請求項１４】
　請求項１～８のいずれか１項に記載のポリペプチドの生成方法において、
　（ａ）前記ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含んで成る核酸構造体を含ん
で成る宿主細胞を、ポリペプチドの生成の助けになる条件下で培養し；そして
　（ｂ）ポリペプチドを回収する；
　ことを含んで成る方法。
【請求項１５】
　下記式（Ｉ）：



(3) JP 5411121 B2 2014.2.12

10

20

30

40

50

【化１】

　で示されるＮ－複素環式化合物を、１段階反応方法を用いて、少なくとも１つの酸化剤
の存在下で、請求項1～８のいずれか１項に記載のペルオキシゲナーゼ活性を有するポリ
ペプチドにより、下記式（II）」

【化２】

　で示される複素環式化合物のＮ－酸化物に、位置選択的に酸化する方法。
【請求項１６】
　前記Ｎ－複素環式化合物がピリジンである、請求項15に記載の方法。
【請求項１７】
　前記Ｎ－複素環式化合物が、置換されたピリジン又は多環式複素環式化合物である、請
求項15に記載の方法。
【請求項１８】
　前記多環式複素環式化合物がキノリンである、請求項17に記載の方法。
【請求項１９】
　前記酸化剤が、過酸化水素、有機過酸化物、空気又は酸素である、請求項15～18のいず
れか１項記載の方法。
【請求項２０】
　前記酸化剤が、前記式（I）のＮ－複素環式化合物の濃度に基づいて、触媒量で使用さ
れる、請求項15～19のいずれか１項記載の方法。
【請求項２１】
　前記触媒量が、0.01％以下の量である、請求項20に記載の方法。
【請求項２２】
　追加のH2O2－生成酵素が、前記ペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプチドと前記式
（I）のＮ－複素環式化合物との反応をさらに促進するために、反応混合物に添加される
、請求項15～21のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記反応が、10℃～40℃の温度範囲内で実施される、請求項15～22のいずれか１項記載
の方法。
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【請求項２４】
　請求項１～８のいずれか１項記載のポリペプチドを含んで成る洗剤組成物。
【請求項２５】
　請求項１～８のいずれか１項記載のポリペプチドを含んで成る皿洗い機用洗剤組成物。
【請求項２６】
　請求項１～８のいずれか１項記載のポリペプチドを含んで成るパルプ又は紙処理のため
の組成物。
【請求項２７】
　請求項１～８のいずれか１項記載のポリペプチドを含んで成る水処理のための組成物。
【請求項２８】
　請求項１～８のいずれか１項記載のポリペプチドを含んで成る油処理のための組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプチド類及びそのようなポリペプチ
ド類を含んで成る組成物類、それらのコードポリヌクレオチド、発現ベクター、及びその
ようなポリヌクレオチド又はベクターを含んで成る組換え宿主細胞、前記ポリペプチドの
生成方法、並びにその適用及び使用方法、例えば式（Ｉ）のN－複素環を、１段階反応方
法を用いて、少なくとも１つの酸化剤の存在下で、ペルオキシゲナーゼポリペプチドによ
り転換することによる、一般式（Ｉ）のN－複素環の式（II）のその対応するN－酸化物へ
の酵素的位置選択性酸化方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ラクヨウショウジン担子菌株アグロシベ・アエゲリタ（Agrocybe aegerita）（株TM-A1
）からのハロペルオキシダーゼペルオキシゲナーゼ表示のAaPは、アリールアルコール及
びアルデヒドを酸化することが見出された。AaPペルオキシゲナーゼは、イオンクロマト
グラフィー及びSDS－PAGEのいくつかの段階により、A. アエゲリタTMA1から精製され、分
子量が決定され、そしてN－末端の14個のアミノ酸配列が、２－D電気泳動の後、決定され
たが、しかしそのコード遺伝子は単離されなかった（Ullrich et al., 2004, Appl. Env.
 Microbiol. 70(8): 4575-4581）。
【０００３】
　WO2006/034702A1は、アグロシベ・アエゲリタTMA1のAaPペルオキシゲナーゼ酵素を用い
て、活性化されていない炭化水素、例えばナフタレン、トルオール及びシクロヘキサンの
酵素的ヒドロキシル化方法を開示する。これはまた、Ullrich and Hofrichter, 2005, FE
BS Letters 579: 6247-6250にも記載されている。
【０００４】
　DE10332065A1は、アグロシベ・アエゲリタTMA1のAaPペルオキシゲナーゼ酵素を用いる
ことによる、アルデヒドの中間形成を通してのアルコールからの酸の酵素的調製方法を開
示する。
　AaPペルオキシゲナーゼによる芳香族ヒドロキシル化の急速且つ選択的な直接的分光光
度検出方法が報告されている（Kluge et al., 2007, Appl Microbiol Biotechnol 75: 14
73-1478）。
【０００５】
　芳香族過酸化処理にできる第２ペルオキシゲナーゼが、糞生菌類コプリナス・ラジアン
スから単離され、そして特徴づけられ、N－末端の16個のアミノ酸が同定され、そして前
に開示されたA. アエゲリタ株のAaP酵素のN－末端の14個のアミノ酸と共に一列整列され
たが、しかしそのコード遺伝子は単離されなかった（Anh et al., 2007, Appl Env Micro
biol 73(17): 5477-5485）。
【０００６】
　有機分子中への酸素機能（酸化）の直接的位置選択性導入が化学合成において問題を構
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成することは良く知られている。ピリジン型の芳香族複素環の選択的N－酸化を触媒する
ことは特に困難である。生成物、複素環式N－酸化物は、広範囲の種類の異なった合成に
おいて重要な中間体であり、そしてしばしば、生物学的に活性である。さらに、それらは
、保護基、酸化剤、金属錯体におけるリガンド、及び特定の触媒として機能する。
【０００７】
　ピリジン、その誘導体及び他のN－複素環の化学的酸化は、攻撃的/毒性化学物質/触媒
を必要とし、そして一連の所望しない副産物（例えば、２－、３－及び/又は４－ヒドロ
キシピリジン誘導体）及び低い異性体収率を導く。文献によれば、ポリジンN－酸化物は
、中でも次の出発化合物を用いて、ピリジンから化学的に合成され得る：
【０００８】
　－過酸化水素（30％）、酢酸及びピリジン（ピリジン/水中、80℃）
　－二酸化珪素及びピリジン上のリンタングステン酸（ピリジン中、80℃）
　－タングステン酸塩、過酸化水素（30％）及びピリジン（ピリジン中、80℃）
　－有機ヒドロトリオキシド及びピリジン（ピリジン中、-80～-60℃）
　－過酸化水素、マンガンテトラキス（２，６－クロロフェニル）ポルフィリン（ジクロ
ロエタン中、25℃）
　－ジメチルオキシラン及びピリジン（ジクロロエタン中、０℃）
　－ペルフルオロ（シス－２，３－ジアルキルオキサジリジン）及びピリジン（ピリジン
中、25℃）。
【０００９】
　複素環式窒素原子に対する酸化反応は通常、電子供与体及び分子酸素（O2）又はペルオ
キシド/トリオキシド（R－OOH, R-COOH）の存在下で、窒素を直接的に攻撃する反応性酸
素種の発生に基づかれる。それらの高い反応性の酵素種は唯一の制限された位置選択性を
有する。この理由のために、化学的N－酸化での収率は低く、そしてそれらは所望しない
副産物を導き、そして複雑な操作を必要とする。
【００１０】
　細胞内酵素、メタンモノオキシゲナーゼ（MMO, EC14. 13. 25）は、非特異的副反応下
でピリジンをピリジンN－酸化物に転換することが知られている。MMO酵素は、いくつかの
タンパク質成分から成り、そしてメチル栄養細菌（例えば、メチロコーカス・カプスラタ
ス（Methylococcus capsulatus））により形成され；それは複雑な電子供与体、例えばNA
OH又はNADPH、補助タンパク質（フラビンレダクターゼ、調節体タンパク質）及び分子酸
素（O2）を必要とする。MMOの天然の基質は、メタノールに酸化されるメタンである。
【００１１】
　特に非特異的生触媒として、MMOは、同様にメタン、一連の追加の基質、例えばｎ－ア
ルカン類及びそれらの誘導体、シクロアルカン、芳香族化合物、一酸化炭素及び複素環式
化合物を酸化し/ヒドロキシル化する。しかしながら、後者のもの及びピリジンは特に、
非常に遅い速度でのみ転換され；ピリジンに関する比活性は0.029単位/mgのタンパク質で
ある（Colby et al. 1977: The soluble methane monooxygenase of Methylococcus caps
ulatus. Biochem. J. 165: 395-402）。生理工学への酵素の利用は現在可能ではない。な
ぜならば、ほとんどの細胞内酵素のように、単離することが困難であり、低い安定性のも
のであり、そして必要とされる補助基質が比較的高価であるからである。
【００１２】
　ピリジン分解細菌、例えばロドコッカスspp. (Rhodococcus spp.)又はアルスロバクタ
ーspp. (Arthrobactoer spp.)は、ピリジンN－酸化物を精製するいずれの酵素も有さない
が、しかしむしろ、炭素でのピリジン環をヒドロキシル化するか（まれな）、又は環の特
定結合を還元し（通常）、そして従って、分解を開始せしめる（Fetzner, S., 1998: Bac
terial degradation of pyridine, indole, quinoline, and their derivatives under d
ifferent redox conditions. Appl. Microbiol. Biotechnol. 49: 237-250）。
【発明の概要】
【００１３】
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　第１の観点においては、本発明は、
　（ａ）配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19のポリペプチドに対して少なくとも65%
、 70%、75%、80%、85%、90%、95%、97%又は98%の同一性を有するアミノ酸配列を含んで
成るポリペプチド；
【００１４】
　（ｂ）（i）配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17のポリペプチドコード配列；(i
i)配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード配列を含んで成
るゲノムDNA配列に含まれるcDNA配列又はそのゲノムDNA配列；又は(iii)（i）又は（ii）
の十分な長さの相補鎖と、少なくとも低い、中位の、中位に高い、又は高い緊縮条件下で
ハイブリダイズするポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド；
【００１５】
　（ｃ）配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード配列に対
して少なくとも60％の同一性、好ましくは少なくとも65%、 70%、75%、80%、85%、90%、9
5%、97%又は98%の同一性を有するヌクレオチド配列を含んで成るポリヌクレオチドにより
コードされるポリペプチド；
【００１６】
　（ｄ）次のモチーフ：
　モチーフI: [FL]XX[YF]S[AN]X[FHY]G[GN]GX[YF]N (配列番号40)
　モチーフII: G[GN]GX[YF]NXX[VA]AX[EH][LF]R (配列番号41 )
　モチーフIII: RXXRI[QE][DEQ]S[IM]ATN (配列番号42)
　モチーフIV: S[IM]ATN[PG][EQN][FM][SDN][FL] (配列番号43)
　モチーフV: P[PDK][DG]F[HFW]R[AP] (配列番号44) 
　モチーフVl: [TI]XXXLYPNP[TK][GV] (配列番号45)の１又は複数のモチーフを含んで成
るポリペプチド；及び
【００１７】
　（ｅ）配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19の成熟ポリペプチドの１又は数個のアミ
ノ酸の置換、欠失及び/又は挿入を含んで成る変異体から成る群から選択された、ペルオ
キシゲナーゼ活性を有する、好ましくは組換え的に生成される単離されたポリペプチドに
関する。
【００１８】
　第２の観点においては、本発明は、第１の観点のポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列を含んで成る単離されたポリヌクレオチドに関する。
　本発明の第３の観点は、発現宿主においてポリペプチドの生成を指図する１又は数個の
制御配列に対して操作可能的に結合される第２観点のポリヌクレオチドを含んで成る核酸
構造体に関する。
【００１９】
　第４の観点においては、本発明は、第３の観点の核酸構造体を含んで成る組換え発現ベ
クターに関する。
　本発明の第５の観点は、第３の観点の核酸構造体又は第４の観点の発現ベクターを含ん
で成る組換えを宿主細胞に関する。
【００２０】
　本発明の第６の観点は、（ａ）その野生形でポリペプチドを生成する細胞を、ポリペプ
チドの生成の助けになる条件下で培養し；そして（ｂ）ポリペプチドを回収することを含
んで成る、第１の観点のポリペプチドの生成方法に関する。
【００２１】
　本発明の第７の観点は、（ａ）ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含んで成
る核酸構造体を含んで成る宿主細胞を、ポリペプチドの生成の助けになる条件下で培養し
；そして（ｂ）ポリペプチドを回収することを含んで成る、、第１の観点のポリペプチド
の生成方法に関する。
【００２２】
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　本発明の第８の観点は、親細胞よりも少なくポリペプチドを生成する変異体をもたらす
、第１の観点のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を崩壊するか又は欠失するこ
とを含んで成る、親細胞の変異体の生成方法に関する。
【００２３】
　本発明の第９の観点は、前記第８の観点の方法により生成される変異体細胞に関する。
　第10の観点においては、本発明は、（ａ）の第９の観点変異体細胞を、タンパク質の生
成の助けになる条件下で培養し；そして（ｂ）タンパク質を回収することを含んで成る、
タンパク質の生成方法に関する。
【００２４】
　本発明の第11の観点は、（ａ）配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリ
ペプチドコード配列中に少なくとも１つの突然変異を導入し、ここで前記変異体ヌクレオ
チド配列は配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19の成熟ポリペプチドを含んで成るか又
はそれから成るポリペプチドをコードし；そして（ｂ）前記変異体ヌクレオチド配列を含
んで成るポリヌクレオチドを回収することを含んで成る、ペルオキシゲナーゼ活性を有す
るポリペプチドをコードする変異体ヌクレオチド配列を含んで成るポリヌクレオチドの生
成方法に関する。
【００２５】
　本発明の観点は、前記第11の観点の方法により生成される変異体ポリヌクレオチドに関
する。
　第13の観点においては、本発明は、（ａ）ポリペプチドをコードする第12の観点の変異
体ポリヌクレオチドを含んで成る細胞を、前記ポリペプチドの生成の助けに成る条件下で
培養し；そして（ｂ）前記ポリペプチドを回収することを含んで成る、ポリペプチドの生
成方法に関する。
【００２６】
　本発明の第14の観点は、（ａ）ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含んで成
るトランスジェニック植物又は植物細胞を、前記ポリペプチドの生成の助けになる条件下
で培養し；そして（ｂ）前記ポリペプチドを回収することを含んで成る、第１の観点ポリ
ペプチドの生成方法に関する。
【００２７】
　本発明の第15の観点は、配列番号２のアミノ酸-43～-1を含んで成るか又はそれらから
成るシグナルペプチドをコードする第１ヌクレオチド配列及び配列番号２のアミノ酸１～
330を含んで成るか又はそれらから成るプロペプチドをコードする第２ヌクレオチド配列
の１つ又は両者に対して操作可能的に結合されるタンパク質をコードする、前記第1及び
第２ヌクレオチド配列に対して外来性の遺伝子を含んで成る核酸構造体に関する。
【００２８】
　第16の観点においては、本発明は、前記観点の核酸構造体を含んで成る組換え発現ベク
ターに関する。
　第17の観点は、前記観点の核酸構造体を含んで成る組換え宿主細胞に関する。
【００２９】
　第18の観点は、（ａ）前記観点の組換え宿主細胞を、タンパク質の生成の助けになる条
件下で培養し；そして（ｂ）前記タンパク質を回収することを含んで成る、タンパク質の
生成方法に関する。
【００３０】
　ピリジンN－酸化物及び他のN－複素環式化合物を、その対応する前駆体から、非常に低
いレベルの技法及び装置の複雑性及び同時に、安価な補助基質の使用を従って、調製する
ための方法を実施することが、本発明の目的である。出発化合物の転換は、無菌又は半無
菌反応条件についての高められた要求を伴わないで、水性媒体において、非常に短いイン
キュベーション時間で、室温及び圧下でもたらされるであろう。反応生成物は、最小レベ
ルの複雑性下で単離されるべきであり、そして異なった構造異性体の複雑化された分離は
省略されるであろう。
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【００３１】
　本発明の第20の観点は、図１における式（Ｉ）のN－複素環を、１段階反応方法を用い
て、少なくとも１つの酸化剤の存在下で、第１の観点下で定義されるようなペルオキシゲ
ナーゼポリペプチドにより転換することによる、図１における式（Ｉ）のN－複素環の式
（II）のその対応するN－酸化物への酵素的位置選択性酸化方法に関する。
【００３２】
　もう１つの観点においては、本発明は、式（Ｉ）のN－複素環を、１段階反応方法を用
いて、少なくとも１つの酸化剤の存在下で、真菌芳香族ハロペルオキシダーゼペルオキシ
ゲナーゼポリペプチドにより転換することによる、式（Ｉ）の芳香族N－複素環の式（II
）のその対応するN－酸化物への酵素的位置選択性酸化方法に関する。
【００３３】
　本発明の最終観点は、前記第１の観点において定義されるようなポリペプチドを含んで
成るいくつかのタイプの組成物、例えば洗剤組成物、皿洗い洗濯組成物、パルプ及び紙処
理のための組成物、水処理のための組成物及び油処理のための組成物に関する。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】図１は、N－複素環式化合物のペルオキシゲナーゼ－触媒された転換の一般スキ
ームを示す。
【図２】図２は、例１に従ってのスキームを示す。
【図３】図３は、唯一の生成物、ピリジンN－酸化物への質量スペクトルを伴ってのAaPに
よるピリジンの転換のHPLC溶出プロフィール（256nm）を示す。
【００３５】
【図４Ａ】図4Aは、真菌ペルオキシゲナーゼの特徴を示すコンセンサス表示及び６個の保
存されたモチーフと共に、それぞれ配列番号２，４，６，８，10，12，14及び19で示され
る８種のペルオキシゲナーゼアミノ酸配列の複数の一列整列を示す。
【図４Ｂ】図4Bは、真菌ペルオキシゲナーゼの特徴を示すコンセンサス表示及び６個の保
存されたモチーフと共に、それぞれ配列番号２，４，６，８，10，12，14及び19で示され
る８種のペルオキシゲナーゼアミノ酸配列の複数の一列整列を示す。
【００３６】
【図４Ｃ】図4Cは、真菌ペルオキシゲナーゼの特徴を示すコンセンサス表示及び６個の保
存されたモチーフと共に、それぞれ配列番号２，４，６，８，10，12，14及び19で示され
る８種のペルオキシゲナーゼアミノ酸配列の複数の一列整列を示す。
【図４Ｄ】図4Dは、真菌ペルオキシゲナーゼの特徴を示すコンセンサス表示及び６個の保
存されたモチーフと共に、それぞれ配列番号２，４，６，８，10，12，14及び19で示され
る８種のペルオキシゲナーゼアミノ酸配列の複数の一列整列を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
定義：
　ペルオキシゲナーゼ活性：用語“ペルオキシゲナーゼ活性”（AaP：E. C. 1. 11. 1.-
）とは、広範囲の種類の化合物、例えばフェノール、ABTS［2, 2’－アジノビス（３－エ
チルベンズチアゾリン－６－スルホン酸）］、アリールアルコール、式IのN－複素環式化
合物（図１を参照のこと）、及びアルデヒド及び無機臭化物を酸化する能力として本明細
書において定義される。本発明のためには、ペルオキシゲナーゼ活性は、Kluge et al. (
2007, Appl Microbiol Biotechnol 75: 1473-1478)により記載される分光光度方法に従っ
て決定される。
【００３８】
　本発明のポリペプチドは、配列番号２，４，６，８，10，12，14又は19の成熟ポリペプ
チドのペルオキシゲナーゼ活性の少なくとも20％、好ましくは少なくとも40％、より好ま
しくは少なくとも50％、より好ましくは少なくとも60％、より好ましくは少なくとも70％
、より好ましくは少なくとも80％、さらにより好ましくは少なくとも90％、最も好ましく
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は少なくとも95％、及びさらに最も好ましくは少なくとも100％を有する。
【００３９】
　単離されたポリペプチド：用語“単離されたポリペプチド”とは、本明細書において使
用される場合、源から単離されるポリペプチドを言及する。好ましい観点いおいては、前
記ポリペプチドは、SDS－PAGEにより決定される場合、少なくとも１％純粋、好ましくは
少なくとも５％純粋、より好ましくは少なくとも10％純粋、より好ましくは少なくとも20
％純粋、より好ましくは少なくとも40％純粋、より好ましくは少なくとも60％純粋、さら
により好ましくは少なくとも80％純粋、及び最も好ましくは少なくとも90％純粋である。
【００４０】
　実質的に純粋なポリペプチド：用語“実質的に純粋なポリペプチド”とは、本明細書に
おいて、多くとも10％、好ましくは多くとも８％、より好ましくは多くとも６％、より好
ましくは多くとも５％、より好ましくは多くとも４％、多くとも３％、さらにより好まし
くは多くとも２％、最も好ましくは多くとも１％及びさらに最も好ましくは多くとも0.5
％（重量による）の天然において又は組換え的に結合される他のポリペプチド材料を含む
ポリペプチド調製物を示す。従って、好ましくは、実質的に純粋なポリペプチドは、調製
物の存在する合計ポリペプチド材料の少なくとも92％の純度、好ましくは少なくとも94％
の純度、好ましくは少なくとも95％の純度、好ましくは少なくとも96％の純度、好ましく
は少なくとも97％の純度、好ましくは少なくとも98％の純度、さらに好ましくは少なくと
も99％の純度、最も好ましくは少なくとも99.5％の純度、及びさらに最も好ましくは少な
くとも100％（重量による）の純度である。
【００４１】
　本発明のポリペプチドは好ましくは、実質的に純粋な形で存在し、すなわちポリペプチ
ド調製物は、天然において又は組換え的に結合される他のポリペプチド材料を実質的に有
さない。これは、例えば、良く知られている組換え方法、又は従来の精製方法によりポリ
ペプチドを調製することにより達成され得る。
【００４２】
　成熟ポリペプチド：用語“成熟ポリペプチド”とは、翻訳及びいずれかの後－翻訳修飾
、例えばN－末端プロセッシング、C－末端切断、グリコシル化、リン酸化、等に続いてそ
の最終形で存在する、ペルオキゲナーゼ活性を有するポリペプチドとして本明細書におい
て定義される。好ましい観点においては、成熟ポリペプチドは、N－末端ペプチド配列決
定データに基づいて配列番号２の位置１～330に示されるアミノ酸配列を有し（Ullrich e
t al., 2004, Appl. Env. Microbiol. 70(8): 4575-4581）、これはAaPペルオキシゲナー
ゼ酵素の成熟タンパク質の開始を解明する。
【００４３】
　成熟ポリペプチドコード配列：用語“成熟ポリペプチドコード配列”とは、ペルオキゲ
ナーゼ活性を有する成熟ポリペプチドをコード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。好ましい観点においては、成熟ポリペプチドコード配列は、配列番号１
のヌクレオチド152～1141である。
　同一性：２種のアミノ酸配列間の又は２種のヌクレオチド配列間の関連性が、パラメー
ター“同一性”により記載される。
【００４４】
　本発明のためには、２種のアミノ酸配列間の同一性の程度は、EMBOSSパッケージ（EMBO
SS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trend
s in Genetics 16: 276-277）、好ましくはバージョン3.0.0又はその後のバージョンのNe
edleプログラムにおいて実施されるようにして決定される。使用される任意のパラメータ
ーは、10のギャップ開始ペナルティー、0.5のギャップ延長ペナルティー及びEBLOSUM62（
BLOSUM62のEMBOSS バージョン）置換マトリックスである。Needle識別された“最長同一
性”（-nobrief オプションを用いて得られた）の出力は、％同一性として使用され、そ
して次の通りにして計算される：
　（同一の残基×100）/（一列整列の長さ－一列整列におけるギャップの数）。
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【００４５】
　本発明のためには、２種のデオキシリボヌクレオチド配列間の同一性の程度は、EMBOSS
パッケージ（EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et 
al., 2000, Trends in Genetics 16: 276-277）、好ましくはバージョン3.0.0又はその後
のバージョンのNeedleプログラムにおいて実施されるようにして決定される。使用される
任意のパラメーターは、10のギャップ開始ペナルティー、0.5のギャップ延長ペナルティ
ー及びEBLOSUM62（BLOSUM62のEMBOSS バージョン）置換マトリックスである。Needle識別
された“最長同一性”（-nobrief オプションを用いて得られた）の出力は、％同一性と
して使用され、そして次の通りにして計算される：
　（同一のデオキシリボヌクレオチ×100）/（一列整列の長さ－一列整列におけるギャッ
プの合計数）。
【００４６】
　相同配列：用語“相同配列”とは、配列番号2、4、6、8、10、12、14又は19で示される
ポリペプチドを用いて、tfasty調査（Pearson, W.R., 1999, in Bioinformatics Methods
 and Protocols, S. Misener and S. A. Krawetz, ed., pp. 185-219）により0.001以下
のE値（又は予測評点）を付与する予測されるタンパク質として本明細書において定義さ
れる。
【００４７】
　ポリペプチドフラグメント：用語“ポリペプチドフラグメント”とは本明細書において
は、配列番号2、4、6、8、10、12、14又は19、又はその相同配列の成熟ポリペプチドのア
ミノ及び/又はカルボキシル末端から欠失された１又は複数（数個）のアミノ酸を有する
ポリペプチドとして定義され、ここで前記フラグメントはペルオキシゲナーゼ活性を有す
る。
【００４８】
　副配列：用語“副配列”とは本明細書においては、配列番号1、3、5、7、9、11 、13、
15又は17、又はその相同配列の成熟ポリペプチドコード配列の5’及び/又は3’末端から
欠失される１又は複数（数個）のヌクレオチドを有するヌクレオチド配列として定義され
、ここで前記副配列はペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプチドフラグメントをコー
ドする。
【００４９】
　対立遺伝子変異体：本明細書においては、用語“対立遺伝子変異体”とは、同じ染色体
遺伝子座を占める遺伝子の複数の他の形のいずれかを示す。対立遺伝子変動は、天然にお
いては、突然変異を通して発生し、そして集団内の多形現象をもたらすことができる。遺
伝子突然変異はサイレントであり得るか（コードされるポリペプチドの変化が存在しない
）、又は変更されたアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードすることができる。ポリ
ペプチドの対立遺伝子変異体は、遺伝子の対立遺伝子によりコードされるポリペプチドで
ある。
【００５０】
　単離されたポリヌクレオチド：用語“単離されたポリヌクレオチド”とは、本明細書に
おいて使用される場合、源から単離されるポリヌクレオチドを言及する。好ましい観点い
おいては、前記ポリヌクレオチドは、SDS－PAGEにより決定される場合、少なくとも１％
純粋、好ましくは少なくとも５％純粋、より好ましくは少なくとも10％純粋、より好まし
くは少なくとも20％純粋、より好ましくは少なくとも40％純粋、より好ましくは少なくと
も60％純粋、さらにより好ましくは少なくとも80％純粋、及び最も好ましくは少なくとも
90％純粋である。
【００５１】
　実質的に純粋にポリヌクレオチド：用語“実質的に純粋なポリペプチド”とは、本明細
書において使用される場合、他の外来性の又は所望しないヌクレオチドを有さず、そして
遺伝子構築されたタンパク質生成システム内での使用のために適切な形で存在するポリヌ
クレオチド調製物を言及する。従って、実質的に純粋なポリヌクレオチドは、それが天然
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において又は組換え的に結合される他のポリヌクレオチド材料を、多くとも10重量％、好
ましくは多くとも８重量％、より好ましくは多くとも６重量％、より好ましくは多くとも
５重量％、より好ましくは多くとも４重量％、より好ましくは多くとも３重量％、さらに
より好ましくは多くとも２重量％、最も好ましくは多くとも１重量％、及びさらに最も好
ましくは多くとも0.5重量％含む。しかしながら、実質的に純粋なポリヌクレオチドは、
天然に存在する5’及び3’未翻訳領域、例えばプロモーター及びターミネーターを含むこ
とができる。
【００５２】
　好ましくは、実質的に純粋なポリヌクレオチドは、少なくとも90％の純度、好ましくは
少なくとも92％の純度、より好ましくは少なくとも94％の純度、より好ましくは少なくと
も95％の純度、より好ましくは少なくとも96％の純度、より好ましくは少なくとも97％の
純度、さらにより好ましくは少なくとも98％の純度、最も好ましくは少なくとも99％の純
度、及びさらに最も好ましくは少なくとも99.5％（重量による）の純度が好ましい。本発
明のポリヌクレオチドは好ましくは、実質的に純粋な形で存在し、すなわちポリヌクレオ
チド調製物は、それが天然において又は組換え的に結合される他のポリヌクレオチド材料
を実質的に有さない。ポリヌクレオチドは、ゲノム、cDNA、RNA、半合成、合成起源、又
はそれらのいずれかの組合せのものであり得る。
【００５３】
　コード配列：本明細書において使用される場合、用語“コード配列”とは、そのタンパ
ク質生成物のアミノ酸配列を直接的に特定するヌクレオチド配列を包含する。コード配列
の境界は一般的に、ATG開始コドン又は他の開始コドン、例えばGTG及びTTGにより通常開
始し、そして停止コドン、例えばTAA、TAG及びTGAで終結する読取枠により決定される。
コード配列は、DNA、cDNA、又は組換えヌクレオチド配列であり得る。
【００５４】
　cDNA：用語“cDNA”とは、本発明において使用される場合、真核細胞に由来する成熟の
スプライスされたmRNA分子から逆転写により調製され得るDNA分子を包含する。cDNAは、
その対応するゲノムDNAに通常存在するイントロン配列を欠いている。初期一次RNA転写体
は、mRNAに対する前駆体であり、そしてそれは、成熟のスプライスされたmRNAとして出現
する前、一連のプロセッシング現象を通して進行する。この現象は、スプライシングと呼
ばれる工程によるイントロン配列の除去を包含する。従って、cDNAがmRNAに由来する場合
、それはイントロン配列を欠いている。
【００５５】
　核酸構造体：本明細粗において使用される場合、用語“核酸構造体”とは、天然に存在
する遺伝子から単離され、又は他方では、天然に存在しないか、又は合成的である態様で
核酸のセグメントを含むように修飾されている、一本鎖又は二本鎖核酸分子として定義さ
れる。用語“核酸構造体”とは、核酸構造体が本発明のコード配列の発現のために必要と
されるすべての制御配列を含む場合、用語“発現カセット”と同じ意味である。
【００５６】
　制御配列：用語“制御配列”とは、本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドの発現のために必要であるすべての成分を包含するよう定義される。個々の制御配列は
、ポリペプチドをコードする核酸配列に対して生来であっても又は外来性であっても良く
、又はお互いに対して生来であっても又は外来性であっても良い。そのような制御配列は
、リーダー、ポリアデニル化配列、プロペプチド配列、プロモーター、シグナルペプチド
配列、及び転写ターミネーターを包含するが、但しそれらだけには限定されない。最少で
、制御配列は、プロモーター、及び転写及び翻訳停止シグナルを包含する。制御配列は、
ポリペプチドをコードする核酸配列のコード領域と制御配列との連結を促進する特定の制
限部位を導入するためにリンカーを提供され得る。
【００５７】
　操作可能的に連結される：用語“操作可能的に連結される”とは、制御配列が、ポリペ
プチドのコード配列の発現を指図するようポリヌクレオチド配列のコード配列に対する位
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置で適切に配置されている配置として本明細書において定義される。
　発現：用語“発現”とは、ポリペプチドの生成に包含されるいずれかの段階、例えば転
写、後－転写修飾、翻訳、後－翻訳修飾及び分泌（但し、それらだけには制限されない）
を包含する。
【００５８】
　発現ベクター：本明細書においては、用語“発現ベクター”とは、本発明のポリペプチ
ドとコードするポリヌクレオチドを含んで成り、そしてその発現を提供する追加のヌクレ
オチドに操作可能的に連結される線状又は環状DNA分子を包含する。
　宿主細胞：用語“宿主細胞”とは、本明細書において使用される場合、本発明のポリヌ
クレオチドを含んで成る核酸構造体による形質転換、トランスフェクション、トランスダ
クション及び同様のものに対して感受性であるいずれかの細胞型を包含する。
【００５９】
　修飾：用語“修飾”とは本明細書において、配列番号2、4、6、8、10、12、14又は19、
又はその相同配列の成熟ポリペプチドから成るポリペプチドのいずれかの化学的修飾、及
びそのようなポリペプチドをコードするDNAの遺伝子操作を意味する。前記修飾は、１又
は複数（数個）のアミノ酸の置換、欠失及び/又は挿入、及び１又は複数（数個）のアミ
ノ酸側鎖の置換であり得る。
【００６０】
　人工変異体：本明細書において使用される場合、用語“人工変異体”とは、1つの配列
番号1、3、5、7、9、11 、13、15又は17、又はその相同配列の成熟ポリペプチドコード配
列の修飾されたポリヌクレオチド配列を発現する生物により生成されるペルオキゲナーゼ
活性を有するポリペプチドを意味する。修飾されたヌクレオチド配列は、配列番号1、3、
5、7、9、11 、13、15又は17、又はその相同配列のポリヌクレオチド配列の修飾により、
ヒト介在を通して得られる。
【００６１】
特定の記載：
　多くの真菌ペルオキシゲナーゼゲノムDNA及びcDNAが、本出願の配列列挙においてコー
ドされるアミノ酸配列と共に示される：
　・配列番号１は、アグロシベ・アエゲリタ（Agrocybe aegerita）からのAaP1酵素をコ
ードするcDNAポリヌクレオチド配列を示し、そのアミノ酸配列は配列番号２で示される。
　・配列番号３は、アグロシベ・アエゲリタからのAaP2酵素をコードするcDNAポリヌクレ
オチド配列を示し、そのアミノ酸配列は配列番号４で示される。
【００６２】
　・配列番号５は、ラカリア・ビコロル（Laccaria bicolor）からのペルオキシゲナーゼ
酵素をコードするゲノムDNAポリヌクレオチド配列を示し、そのアミノ酸配列は配列番号
６で示される。
　・配列番号７は、コプリノプシス・シネレア・オカヤマ（Coprinopsis cinerea okayam
a）株７＃130からのペルオキシゲナーゼ１酵素をコードするcDNAポリヌクレオチド配列（
CC1G 08427）を示し、そのアミノ酸配列は配列番号８で示される（推定上のタンパク質UN
IPROT:A8NAQ8）。
【００６３】
　・配列番号９は、コプリノプシス・シネレア・オカヤマ株７＃130からのペルオキシゲ
ナーゼ２酵素をコードするcDNAポリヌクレオチド配列（CC1 G 10475）を示し、そのアミ
ノ酸配列は配列番号10で示される（推定上のタンパク質UNIPROT:A8NL34）。
　・配列番号11は、コプリノプシス・シネレア・オカヤマ株７＃130からのペルオキシゲ
ナーゼ３酵素をコードするcDNAポリヌクレオチド配列（CC1 G 08981）を示し、そのアミ
ノ酸配列は配列番号12で示される（推定上のタンパク質UNIPROT : A8P4U7）。
【００６４】
　・配列番号13は、コプリノプシス・シネレア・オカヤマ株７＃130からのペルオキシゲ
ナーゼ４酵素をコードするcDNAポリヌクレオチド配列（CC1 G 08975）を示し、そのアミ
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ノ酸配列は配列番号14で示される（推定上のタンパク質UNIPROT : A8P4T7）。
　・配列番号15は、コプリナス・ラジアンス（Coprimus radians）DSM888 (DSMZ, German
yから公的に入手できる)からのペルオキシゲナーゼ酵素の一部をコードする5’－末端部
分cDNAポリヌクレオチド配列を示し、この部分アミノ酸配列は配列番号16で示される。
【００６５】
　・配列番号17は、コプリナス・ラジアンスDSM888からのペルオキシゲナーゼ酵素の一部
をコードする3’－末端部分cDNAポリヌクレオチド配列を示し、この部分アミノ酸配列は
配列番号18で示される。
　・配列番号19は、コプリナス・ラジアンスDSM888からのペルオキシゲナーゼ酵素の配列
番号16及び18での部分配列の合併されたアミノ酸配列を示す。
【００６６】
　　第１の観点においては、本発明は、
　（ａ）配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19のポリペプチドに対して少なくとも65%
、 70%、75%、80%、85%、90%、95%、97%又は98%の同一性を有するアミノ酸配列を含んで
成るポリペプチド；
【００６７】
　（ｂ）（i）配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17のポリペプチドコード配列；(i
i)配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード配列を含んで成
るゲノムDNA配列に含まれるcDNA配列又はそのゲノムDNA配列；又は(iii)（i）又は（ii）
の十分な長さの相補鎖と、少なくとも低い、中位の、中位に高い、又は高い緊縮条件下で
ハイブリダイズするポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド；
【００６８】
　（ｃ）配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード配列に対
して少なくとも60％の同一性、好ましくは少なくとも65%、 70%、75%、80%、85%、90%、9
5%、97%又は98%の同一性を有するヌクレオチド配列を含んで成るポリヌクレオチドにより
コードされるポリペプチド；
【００６９】
　（ｄ）次のモチーフ：
　モチーフI: [FL]XX[YF]S[AN]X[FHY]G[GN]GX[YF]N (配列番号40)
　モチーフII: G[GN]GX[YF]NXX[VA]AX[EH][LF]R (配列番号41 )
　モチーフIII: RXXRI[QE][DEQ]S[IM]ATN (配列番号42)
　モチーフIV: S[IM]ATN[PG][EQN][FM][SDN][FL] (配列番号43)
　モチーフV: P[PDK][DG]F[HFW]R[AP] (配列番号44) 
　モチーフVl: [TI]XXXLYPNP[TK][GV] (配列番号45)の１又は複数のモチーフを含んで成
るポリペプチド；及び
【００７０】
　（ｅ）配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19の成熟ポリペプチドの１又は数個のアミ
ノ酸の置換、欠失及び/又は挿入を含んで成る変異体から成る群から選択された、ペルオ
キシゲナーゼ活性を有する、好ましくは組換え的に生成される単離されたポリペプチドに
関する。
【００７１】
　好ましい態様においては、第１の観点のポリペプチドは、配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12
, 14又は19のアミノ酸配列；又はペルオキシゲナーゼ活性を有するそのフラグメントを含
んで成るか又はそれらから成り；好ましくは前記ポリペプチドは、配列番号2, 4, 6, 8, 
10, 12, 14又は19の成熟ポリペプチドを含んで成るか又はそれから成る。
【００７２】
　好ましい態様は、（i）配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチド
コード配列；(ii)配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード
配列を含んで成るゲノムDNA配列に含まれるcDNA配列又はそのゲノムDNA配列；又は(iii)
（i）又は（ii）の十分な長さの相補鎖と、少なくとも中位の緊縮条件、好ましくは少な
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くとも中位の高いの緊縮条件、より好ましくは少なくとも高い緊縮条件下でハイブリダイ
ズするポリヌクレオチドによりコードされる、第１の観点のポリペプチドに関する。
【００７３】
　もう１つの好ましい態様は、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペ
プチドコード配列に対して少なくとも60％の同一性、好ましくは少なくとも65%、 70%、7
5%、80%、85%、90%、95%、97%又は98%の同一性を有するヌクレオチド配列を含んで成るポ
リヌクレオチドによりコードされる、第１の観点のポリペプチドに関する。
【００７４】
　また好ましくは、前記第１の観点のポリペプチドは、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13,
 15又は17のヌクレオチド配列；又はペルオキシゲナーゼ活性を有するフラグメントをコ
ードするその副配列を含んで成るか又はそれから成るポリヌクレオチドによりコードされ
；好ましくは、前記ポリヌクレオチドは、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の
成熟ポリペプチドコード配列を含んで成るか又はそれから成るポリヌクレオチドによりコ
ードされる。
【００７５】
　本発明のもう１つの好ましい態様においては、第１の観点のポリペプチドは、次のモチ
ーフの1又は複数、好ましくは次のモチーフの２又はそれ以上、３又はそれ以上、４又は
それ以上、５又は６個を含んで成る：
　モチーフI: [FL]XX[YF]S[AN]X[FHY]G[GN]GX[YF]N (配列番号40)
　モチーフII: G[GN]GX[YF]NXX[VA]AX[EH][LF]R (配列番号41 )
　モチーフIII: RXXRI[QE][DEQ]S[IM]ATN (配列番号42)
　モチーフIV: S[IM]ATN[PG][EQN][FM][SDN][FL] (配列番号43)
　モチーフV: P[PDK][DG]F[HFW]R[AP] (配列番号44) 
　モチーフVl: [TI]XXXLYPNP[TK][GV] (配列番号45)。
【００７６】
　好ましくは、前記第１の観点のポリペプチドは、配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は
19の成熟ポリペプチドの１又は数個のアミノ酸の置換、欠失及び/又は挿入を含んで成る
変異体である。
【００７７】
　好ましくは、アミノ酸変化は、マイナーな性質のもの、すなわち保存性アミノ酸置換又
は置換；１～約30個のアミノ酸の小さな欠失；小さなアミノ－又はカルボキシル－末端、
例えばアミノ末端メチオニン残基の延長；約20～25個までの残基の小さなリンカーペプチ
ド；又は実行電荷又は他の機能、例えばポリ－ヒスチジン路、抗原性エピトープ又は結合
ドメインを変えることにより精製を促進する小さな延長のものであり；換言すれば、タン
パク質の折りたたみ及び/又は活性に有意に影響を及ぼさない変化である。
【００７８】
　保存性置換の例は、塩基性アミノ酸（アルギニン、リシン及びヒスチジン）、酸性アミ
ノ酸（グルタミン酸及びアスパラギン酸）、極性アミノ酸（グルタミン及びアスパラギン
）、疎水性アミノ酸（ロイシン、イソロイシン及びバリン）、芳香族アミノ酸（フェニル
アラニン、トリプトファン及びチロシン）、及び小さなアミノ酸（グリシン、アラニン、
セリン、トレオニン及びメチオニン）のグループ内である。一般的に、比活性を変更しな
いアミノ酸置換は当業界において知られており、そしてたとえば、H. Neurath and R.L. 
Hill, 1979, The Proteins, Academic Press, New York により記載されている。最も通
常生じる交換は次のものである： Ala/Ser, Val/Ile, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/
Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/ Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/Ile, Le
u/Val, Ala/Glu及びAsp/Gly。
【００７９】
　20の標準アミノ酸の他に、非標準のアミノ酸（例えば、４－ヒドロキシプロリン、６－
N－メチルリシン、２－アミノイソ酪酸、イソバリン及びα－メチルセリン）は、野生型
ポリペプチドのアミノ酸残基により置換され得る。限定された数の非保存性アミノ酸、す
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なわち遺伝子コードによりコードされないアミノ酸、及び不自然なアミノ酸は、アミノ酸
残基により置換され得る。不自然なアミノ酸は、化学的に合成され得、そして好ましくは
、市販されており、そしてピペコリン酸、チアゾリジンカルボン酸、デヒドロプロリン、
３－及び４－メチルプロリン及び３，３－ジメチルプロリンを包含する。
【００８０】
　他方では、アミノ酸変化は、ポリペプチドの生理化学的性質が変更されるような性質の
ものである。例えば、アミノ酸変化は、ポリペプチドの熱安定性を改良し、基質変異性を
変更し、pH最適性を変え、そして同様のことをする。
【００８１】
　親ポリペプチドにおける必須アミノ酸は、当業界において知られている方法、例えば特
定部位の突然変異誘発、又はアラニン－走査突然変異誘発に従って同定され得る（Cunnin
gham and Wells, Science 244: 1081-1085, 1989）。後者の技法においては、単一のアラ
ニンの突然変異が分子におけるあらゆる残基に導入され、そして得られる変異体分子は、
分子の活性に対して決定的であるアミノ酸残基を同定するために、生物学的活性（すなわ
ち、ペルオキシゲナーゼ活性）について試験される。また、Hilton など., J. Biol. Che
m. 271: 4699-4708, 1996を参照のこと。
【００８２】
　酵素又は他の生物学的相互作用の活性部位はまた、推定上の接触部位アミノ酸の突然変
異に関して、核磁気共鳴、結晶学、電子回折、又は光親和性ラベリングのような技法によ
り決定されるように、構造の物理的分析によっても決定され得る。例えば、de Vos など.
, Science 255: 306-312, 1992; Smith など., J. Mol. Biol. 224: 899-904, 1992; Wlo
daver など., FEBS Lett. 309: 59-64, 1992を参照のこと。必須アミノ酸の本体はまた、
本発明のポリペプチドに関連するポリペプチドとの同一性の分析からも推定され得る。
【００８３】
　単一又は複数のアミノ酸置換、欠失及び/又は挿入は、突然変異誘発、組換え及び/又は
シャフリング、続く適切なスクリーニング方法、例えばReidhaar-Olson and Sauer (Scie
nce 241: 53-57, 1988), Bowie and Sauer (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2152-2156
, 1989), WO95/17413号又はWO95/22625号により開示される既知の方法を用いて、生成さ
れ、そして試験され得る。使用され得る他の方法は、エラープロンPCR、ファージ表示（
例えば、Lowman など., Biochem. 30: 10832-10837, 1991; Ladner など., アメリカ特許
第5,223,409号；Huse, WIPO Publication WO92/06204号）及び特定領域の突然変異誘発（
Derbyshire など., Gene 46: 145, 1986; Ner など., DNA 7: 127, 1988）を包含する。
【００８４】
　突然変異誘発/シャフリング方法は、宿主細胞においてクローン化され、突然変異誘発
されたポリペプチドの活性を検出するために、高い処理量の自動化されたスクリーニング
方法と組み合わされ得る(Ness など., 1999, Nature Biotechnology 17: 893-896)。活性
ポリペプチドをコードする突然変異誘発されたDNA分子は、宿主細胞から回収され、そし
て近代装置を用いて急速に配列決定され得る。それらの方法は、興味あるポリペプチドに
おける重要な個々のアミノ酸残基の急速な決定を可能にし、そして未知の構造体のポリペ
プチドに適用され得る。
【００８５】
　配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19の成熟ポリペプチドのアミノ酸置換、欠失及び
/又は挿入の合計数は、10、好ましくは９、より好ましくは８、より好ましくは７、より
好ましくは多くとも６、より好ましくは５、より好ましくは４、さらにより好ましくは３
、最も好ましくは２、及びさらに最も好ましくは１である。
【００８６】
　好ましくは、前記第１の観点のポリペプチドは、受託番号DSM21289としてDSMZによりブ
ダベスト条約下で2008年３月14日に寄託されたE. コリNN049991に含まれるか；又は受託
番号DSM21290としてDSMZによりブダベスト条約下で2008年３月14日に寄託されたE. コリN
N049992に含まれるプラスミドに含まれるプラスミドに含まれるポリヌクレオチドにより
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コードされる。
【００８７】
　もう１つの好ましい態様は、成熟ポリペプチドが配列番号２のアミノ酸１～330である
、本発明の第１の観点のポリペプチドに関する。
　成熟ポリペプチドコード配列が配列番号１のヌクレオチド152～1141であることは、本
発明の第１の観点においても好ましい。
【００８８】
ハイブリダイゼーション：
　配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17のヌクレオチド配列又はその副配列、及び
配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19のアミノ酸配列又はそのフラグメントは、当業界
において良く知られている方法に従って、異なった属又は種の株からのペルオキシゲナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードするDNAを同定し、そしてクローン化するための核
酸プローブを企画するために使用され得る。特に、そのようなプローブは、そこにおける
対応する遺伝子を同定し、そして単離するために、標準のサザンブロット方法に従って、
興味ある属又は種のゲノム又はcDNAとのハイブリダイゼーションのために使用され得る。
そのようなプローブは、完全な配列よりも相当に短いが、しかし少なくとも１４個、好ま
しくは少なくとも25個、より好ましくは少なくとも35個、及び最も好ましくは少なくとも
70個の長さのヌクレオチドであるべきである。しかしながら、好ましくは、核酸プローブ
は少なくとも100個の長さのヌクレオチドである。
【００８９】
　例えば、核酸プローブは、少なくとも200個、好ましくは少なくとも300個、より好まし
くは少なくとも400個、又は最も好ましくは少なくとも500個の長さのヌクレオチドであり
得る。さらに長いプローブ、例えば少なくとも600個、好ましくは少なくとも700個、より
好ましくは少なくとも800個、又は最も好ましくは少なくとも900個の長さのヌクレオチド
である核酸プローブが使用され得る。DNA及びRNAの両プローブが使用され得る。プローブ
は典型的には、対応する遺伝子を検出するためにラベルされる（例えば、32P, 3H, 35S, 
ビオチン、又はアビジンにより）。そのようなプローブは、本発明により包含される。
【００９０】
　従って、そのような他の生物から調製されたゲノムDNAライブラリーは、上記に記載さ
れるプローブとハイブリダイズし、そしてペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプチド
をコードするDNAについてスクリーンされ得る。そのような生物からのゲノム又は他のDNA
は、アガロース又はポリアクリルアミドゲル電気泳動、又は他の分離技法により分離され
得る。ライブラリーからのDNA又は分離されたDNAが、ニトロセルロース又は他の適切なキ
ャリヤー材料に移行され、そしてその上に固定され得る。配列番号１と相同であるクロー
ン又はDNA、又はその副配列を同定するためには、キャリヤー材料がサザンブロットに使
用される。
【００９１】
　本発明のためには、ハイブリダイゼーションは、ヌクレオチド配列が、非常に低い～非
常に高い緊縮条件下で、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチド
コード配列、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード配列
を含んで成るゲノムDNA配列に含まれるcDNA配列又はそのゲノムDNA配列；その十分な長さ
の相補的鎖、又はその副配列に対応するラベルにされた核酸プローブにハイブリダイズす
ることを示す。核酸プローブがそれらの条件下でハイブリダイズする分子は、X－線フィ
ルムを用いて検出される。
【００９２】
　少なくとも100個の長さのヌクレオチドの長さの長いプローブに関して、非常に低い～
非常に高い緊縮条件は、最適には12～24時間の標準のサザンブロット方法に従っての、５
×SSPE、 0.3%SDS、 200μg/ml の剪断され、そして変性されたサケ精子DNA、及び25％ホ
ルムアミド（非常に低い及び低い緊縮に関して）、35％ホルムアミド（中位及び中－高緊
縮に関して）、又は50％ホルムアミド（高い及び非常に高い緊縮に関して）における42℃
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でのプレハイブリダイゼーション及びハイブリダイゼーションとして定義される。
【００９３】
　少なくとも100個の長さのヌクレオチドの長いプローブに関しては、キャリヤー材料は
最終的に、２×SSC、 0.2%SDS溶液を用いて、好ましくは少なくとも45℃（非常に低い緊
縮）、より好ましくは少なくとも50℃（低いの緊縮）、より好ましくは少なくとも55℃（
中位の高い緊縮）、より好ましくは少なくとも60℃（中くらいに高い緊縮）、さらにより
好ましくは少なくとも65℃（高い緊縮）及び最も好ましくは少なくとも70℃（非常に高い
緊縮）で、それぞれ15分間、３度洗浄される。
【００９４】
　約15個～約70個の長さのヌクレオチドである短いプローブに関しては、緊縮条件は、0.
9MのNaCl、0.09Mのトリス－HCl, pH7.6、 ６mM のEDTA、 0.5のNP-40, 1×Denhardt’s溶
液、１mMのピロリン酸ナトリウム、１mMの一塩基性リン酸ナトリウム、0.1mMのATP及び0.
2mgの酵母RNA（ml当たり）における、Bolton and McCarthy（1962、Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 48: 1390）に従って計算されたTmよりも約５℃～約1
0℃低い温度での、最適には12～24時間の標準のサザンブロット方法に従ってのプレハイ
ブリダイゼーション、ハイブリダイゼーション、及び後－ハイブリダイゼーション洗浄と
して定義される。
【００９５】
　約15個～約70個の長さのヌクレオチドである短いプローブに関しては、キャリヤー材料
は、６×SSC及び0.1％SDSにより15分間、1度、及び６×SSCを用いて、計算されたTmより
も約５℃～約10℃低い温度でそれぞれ15分間、２度、洗浄される。
【００９６】
ポリペプチド源：
　本発明のポリペプチドは、いずれかの属の微生物から得られる。本発明のためには、用
語“～から得られる”とは、所定の源に関して本明細書において使用される場合、ヌクレ
オチド配列によりコードされるポリペプチドが前記源により、又はその源からのヌクレオ
チド配列が挿入されている細胞により生成されることを意味する。好ましい態様において
は、ポリペプチドは細胞外に分泌される。
【００９７】
　本発明のペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプチドは、細菌ポリペプチドであり得
る。例えば、前記ポリペプチドは、ペルオキシゲナーゼ活性を有するグラム陽性細菌ポリ
ペプチド、例えばバチルス（Bacillus）、ストレプトコーカス（Streptococcus）、スト
レプトミセス（Streptomyces）、スタフィロコーカス（Staphylococcus）、エンテロコー
カス（Enterococcus）、ラクトバチルス（Lactobacillus）、ラクトコーカス（Lactococc
us）、クロストリジウム（Clostridium）、ゲオバシラス（Geobacillus）又はオセアノバ
チルス（Oceanobacillus）ポリペプチド、又はペルオキシゲナーゼ活性を有するグラム陰
性細菌ポリペプチド、例えばE. コリ(E. coli)、シュードモナス(Pseudomonas)、サルモ
ネラ(Salmonella)、カムフィロバクター(Campylobacter)、ヘリコバクター(Helicobacter
)、フラボバクテリウム(Flavobacterium)、フソバクテリウム(Fusobacterium)、イリオバ
クター(llyobacter)、ネイセリア(Neisseria)又はウレアプラズマ(Ureaplasma)ポリペプ
チドであり得る。
【００９８】
　好ましい観点においては、前記ポリペプチドは、ペルオキシゲナーゼ活性を有する、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（Bacillus amyloliquefaciens）、バチルス・ブレビス（Bacillus brevis）、バチ
ルス・サーキュランス（Bacillus circulans）、バチルス・クラウジ（Bacillus clausii
）、バチルス・コアギュランス（Bacillus coagulans）、バチルス・ファーマス（Bacill
us firmus）、バチルス・ラウタス（Bacillus lautus）、バチルス・レンタス（Bacillus
 lentus）、バチルス・リケニホルミス（Bacillus licheniformis）、バチルス・メガテ
リウス（Bacillus megaterium）、バチルス・プミラス（Bacillus pumilus）、バチルス
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・ステアロサーモフィラス（Bacillus stearothermophilus）、バチルス・サブチリス（B
acillus subtilis）又はバチルス・スリンジエンシス（Bacillus thuringiensis）ポリペ
プチドであり得るである。
【００９９】
　もう１つの好ましい観点においては、前記ポリペプチドは、ペルオキシゲナーゼ活性を
有する、ストレプトコーカス・エクイシミリス（Streptococcus equisimilis）、ストレ
プトコーカス・ピオゲネス（Streptococcus pyogenes）、ストレプトコーカス・ウベリス
（Streptococcus uberis）、又はストレプトコーカス・エクイsubsp. ズーエピデミカス
（Streptococcus egui subsp. Zooepidemicus）ポリペプチドである。
【０１００】
　もう１つの好ましい観点においては、前記ポリペプチドは、ペルオキシゲナーゼ活性を
有する、ストレプトミセス・アクロモゲネス（Streptomyces achromogenes）、ストレプ
トミセス・アベルミチリス（Streptomyces avermitilis）、ストレプトミセス・コエリカ
ラー（Streptomyces coelicolor）、ストレプトミセス・グリセウス（Streptomyces gris
eus）又はストレプトミセス・リビダンズ（Streptomyces lividans）ポリペプチドである
。
【０１０１】
　本発明のペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプチドは、ペルオキシゲナーゼ活性を
有する、菌類ポリペプチド、及びより好ましくは、酵母ポリペプチド、例えばカンジダ（
Candida）、クルイベロミセス（Kluyveromyces）、ピチア（Pichia）、サッカロミセス（
Saccharomyces）、シゾサッカロミセス（Schizos accharomyces）、又はヤロウイア（Yar
rowia）ポリペプチド；又はより好ましくは、ペルオキシゲナーゼ活性を有する、糸状菌
ポリペプチド、例えばアクレモニウム（Acremonium）、アガリカス（Agaricus）、アルテ
マリア（Alternaria）、アスペルギラス（Aspergillus）、アウレオバシジウム（Aureoba
sidium）、ボトリオスパエリア（Botryospaeria）、セリポリオプシス（Ceriporiopsis）
、カエトミヂウム（Chaetomidium）、クリソスポリウム（Chrysosporium）、クラビセプ
ス（Claviceps）、コクリオボラス（Cochliobolus）、コプリノプシス（Coprinopsis）、
コプトテルメス（Coptotermes）、
【０１０２】
　コリナスカス（Corynascus）、クリホネクトリア（Cryphonectria）、クリプトコーカ
ス（Cryptococcus）、ジプロヂア（Diplodia）、エキシヂア（Exidia）、フィリバシジウ
ム（Filibasidium）、フサリウム（Fusarium）、ギベレラ（Gibberella）、ホロマスチゴ
トルデス（Holomastigotoides）、ヒューミコラ（Humicola）、イルペックス（Irpex）、
レンチヌラ（Lentinula）、レプトスパエリア（Leptospaeria）、マグナポリス（Magnapo
rthe）、メラノカルパス（Melanocarpus）、メリピラス（Meripilus）、ムコル（Mucor）
、ミセリオプソラ（Myceliophthora）、ネオカノマスチックス（Neocallimastix）、ネウ
ロスポラ（Neurospora）、パエシロミセス（Paecilomyces）、ペニシリウム（Penicilliu
m）、
【０１０３】
　ファネロカエテ（Phanerochaete）、ピロミセス（Piromyces）、ポイトラシア（Poitra
sia）、シュードプレクタニア（Pseudoplectania）、シュードトリコニンファ（Pseudotr
ichonympha）、リゾムコル（Rhizomucor）、シゾフィラム（Schizophyllum）、シタリジ
ウム（Scytalidium）、タラロミセス（Talaromyces）、サーモアスカス（Thermoascus）
、チエラビア（Thielavia）、トリポクラジウム（Tolypocladium）、トリコダーマ（Tric
hoderma）、トリコファエア（Trichophaea）、ベルチシリウム（Verticillium）、ボルバ
リエラ（Volvariella）、又はキシラリア（Xylaria）ポリペプチドであり得る。
【０１０４】
　好ましい観点においては、ポリペプチドは、ペルオキシゲナーゼ活性を有する、サッカ
ロミセス・カルスベルゲンシス（Saccharomyces carlsbergensis）、サッカロミセス・セ
レビシアエ（Saccharomyces cerevisiae）、サッカロミセス・ジアスタチカス（Saccharo
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myces diastaticus）、サッカロミセス・ドウグラシ（Saccharomyces douglasii）、サッ
カロミセス・クルイベリ（Saccharomyces kluyveri）、サッカロミセス・ノルベンシス（
Saccharomyces norbensis）又はサッカロミセス・オビホルミス（Saccharomyces oviform
is）ポリペプチドである。
【０１０５】
　もう１つの好ましい観点においては、ポリペプチドは、ペルオキシゲナーゼ活性を有す
る、アクレモニウム・セルロリチカス（Acremonium cellulolyticus）、アスペルギラス
・アキュレアタス（Aspergillus aculeatus）、アスペルギラス・アワモリ（Aspergillus
 awamori）、アスペルギラス・フミガタス（Aspergillus fumigatus）、アスペルギラス
・ホエチダス（Aspergillus foetidus）、アスペルギラス・ジャポニカス（Aspergillus 
japonicus）、アスペルギラス・ニジュランス（Aspergillus nidulans）、アスペルギラ
ス・ニガー（Aspergillus niger）、アスペルギラス・オリザエ（Aspergillus oryzae）
、クロソスポリウム・ケラチノフィラム（Chrysosporium keratinophilum）、クロソスポ
リウム・ルクノウェンス（Chrysosporium lucknowense）、クロソスポリウム・トロピカ
ム（Chrysosporium tropicum）、クロソスポリウム・メルダリウム（Chrysosporium merd
arium）、クロソスポリウム・イノプス（Chrysosporium inops）、クロソスポリウム・パ
ニコラ（Chrysosporium pannicola）、クロソスポリウム・クイーンズランジカム（Chrys
osporium queenslandicum）、クロソスポリウム・ゾナタム（Chrysosporium zonatum）、
【０１０６】
　フサリウム・バクトリジオイデス（Fusarium bactridioides）、フサリウム・セレアリ
ス（Fusarium cerealis）、フサリウム・クロックウェレンズ（Fusarium crookwellense
）、フサリウム・クルモラム（Fusarium culmorum）、フサリウム・グラミネアラム（Fus
arium graminearium）、フサリウム・グラミナム（Fusarium graminum）、フサリウム・
ヘテロスポラム（Fusarium heterosporum）、フサリウム・ネグンジ（Fusarium negundi
）、フサリウム・オキシスポラム（Fusarium oxysporum）、フサリウム・レチキュラタム
（Fusarium reticulatum）、フサリウム・ロゼウム（Fusariumu roseum）、フサリウム・
サムブシウム（Fusarium sambucinum）、フサリウム・サルコクロウム（Fusarium sarcoc
hroum）、フサリウム・スポロトリキオイデス（Fusarium sporotrichioides）、フサリウ
ム・スルフレウム（Fusarium sulphureum）、フサリウム・トルロサム（Fusarium torulo
saum）、フサリウム・トリコセシオイデス（Fusarium trichothecioides）、フサリウム
・ベネナタム（Fusarium venenatum）、
【０１０７】
　ヒュミコラ・グリセア（Humicola grisea）、ヒュミコラ・インソレンス（Humicola in
solens）、ヒュミコラ・ラヌギノサ（Humicola lanuginosa）、イルペックス・ラクテウ
ス（Irpex lacteus）、ムコル・ミエヘイ（Mucor miehei）、ミセリオプラソ・サーモフ
ィラ（Myceliophthora thermophila）、ネウロスポラ・クラサ（Neurospora crassa）、
ペニシリウム・フニクロサム（Penicillium funiculosum）、ペニシリウム・プルプロゲ
ナム（Penicillium purpurogenum）、ファネロカエテ・キソスポリウム（Phanerochaete 
chrysosporium）、チエラビア・アクロマチカ（Thielavia achromatica）、チエラビア・
アルボミセス（Thielavia albomyces）、チエラビア・アルボピロサ（Thielavia albopil
osa）、チエラビア・アウストラレインシス（Thielavia australeinsis）、チエラビア・
フィメチ（Thielavia fimeti）、チエラビア・ミクロスポラ（Thielavia microspora）、
【０１０８】
　チエラビア・オビスポラ（Thielavia ovispora）、チエラビア・ペルバナ（Thielavia 
peruviana）、チエラビア・スペデドニウム（Thielavia spededonium）、チエラビア・セ
トサ（Thielavia setosa）、チエラビア・サブサーモフィラ（Thielavia subthermophila
）、チエラビア・テレストリス（Thielavia terrestris）、トリコダーマ・ハルジアナル
（Trichoderma harzianum）、トリコダーマ・コニンギ（Trichoderma koningii）、トリ
コダーマ・ロンジブラキアタム（Trichoderma longibrachiatum）、トリコダーマ・レセ
イ（Trichoderma reesei）、又はトリコダーマ・ビリデ（Trichoderma viride）ポリペプ
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チドである。
【０１０９】
　もう１つの好ましい観点においては、前記ポリペプチドは、ボルビチアセアエ（Bolbit
iaceae）（例えば、アグロシベ　spp.）又はコプリナセアエ（Coprinaceae）（例えば、
コプリナス spp.）科の担子菌からである。
　前述の種に関しては、本発明は完全及び不完全状態の両者、及び他の分類学的同等物、
例えばアナモルフを、それらが知られている種の名称にかかわらず、包含することが理解
されるであろう。当業者は適切な同等物の正体を容易に理解するであろう。
【０１１０】
　それらの種の株は、次の多くの培養物寄託所から容易に入手できる：American Type Cu
lture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH (DSM), Centraalbureau Voor Schimmelcaltures (CBS), 及びAgricultural Researc
h Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center (NRRL)。
【０１１１】
　さらに、そのようなポリペプチドは、他の源、例えば天然源（例えば、土壌、培養土、
水、等）から単離された微生物から、上記プローブを用いて同定され、そして得られる。
天然の生息地から微生物を単離する技法は当業界において良く知られている。次に、ポリ
ヌクレオチド配列は、もう1つの微生物のゲノム又はcDNAライブラリーを同様にスクリー
ニングすることによって誘導され得る。ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列
がプローブにより検出されると、配列は当業者に知られている技法を用いることによって
同定され、又はクローン化され得る（例えば、Sambrook など.,1989年、前記を参照のこ
と）。
【０１１２】
　本発明のポリペプチドはまた、もう１つのポリペプチドが前記ポリペプチドのそのフラ
グメントのN－末端又はC－末端で融合されている、融合された又は切断可能な融合ポリペ
プチドも包含することができる。融合されたポリペプチドは、もう１つのポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列（又はその一部）を、本発明のヌクレオチド配列（又はその
一部）に融合することによって生成される。融合ポリペプチドを生成するための技法は、
当業界において知られており、そしてポリペプチドをコードするコード配列を、それらが
整合して存在し、そして融合されたポリペプチドの発現が同じプロモーター及びターミネ
ーターの制御下にあるよう、連結することを包含する。
【０１１３】
　融合ポリペプチドはさらに、切断部位を含んで成ることができる。融合タンパク質の分
泌に基づいて、前記部位が切断され、融合タンパク質からペルオキシゲナーゼ活性を有す
るポリペプチドが開放される。切断部位の例は、次のものを包含するが、但しそれらだけ
には限定されない：ジペプチドLys－ArgをコードするKex２部位（Martin et al., 2003, 
J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 3: 568-76; Svetina et al., 2000, J. Biotechnol. 7
6: 245-251 ; Rasmussen-Wilson et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-3
493; Ward et al., 1995, Biotechnology 13: 498-503; and Contreras et al., 1991 , 
Biotechnology 9: 378-381）、アルギニン残基の後、第Xa因子プロテアーゼにより切断さ
れるIle－（Glu又はAsp）－Gly－Arg部位（Eaton et al., 1986, Biochem. 25: 505-512
）、
【０１１４】
　リシンの後、エンテロキナーゼにより切断されるAsp－Asp－Asp－Asp－Lys部位（Colli
ns-Racie et al., 1995, Biotechnology 13: 982-987）、Genenase Iにより切断されるHi
s－Tyr－Glu部位又はHis－Tyr－Asp部位（Carter et al., 1989, Proteins: Structure, 
Function, and Genetics 6: 240-248）、Argの後、トロンビンにより切断されるLeu－Val
－Pro－Arg－Gly－Ser部位（Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48）、Glnの
後、TEVプロテアーゼにより切断されるGlu－Asn－Leu－Tyr－Phe－Gln－Gly部位（Steven
s, 2003, 前記）、及びGlnの後、遺伝子的に構築された形のヒトライノウィルス3Cプロテ
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アーゼにより切断されるLeu－Glu－Val－Leu－Phe－Gln－Gly－Pro部位（Stevens, 2003,
 前記）。
【０１１５】
ポリヌクレオチド：
　本発明はまた、ペルオキシゲナーゼ活性を有する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んで成るか又はそれらから成る単離されたポリヌクレオチドにも関す
る。
【０１１６】
　好ましい観点においては、ヌクレオチド配列は、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15
又は17を含んで成るか又はそれから成る。もう１つのさらに好ましい観点においては、ヌ
クレオチド配列は、受託番号DSM21289としてDSMZによりブダベスト条約下で2008年３月14
日に寄託されたE. コリNN049991に含まれるか；又は受託番号DSM21290としてDSMZにより
ブダベスト条約下で2008年３月14日に寄託されたE. コリNN049992に含まれるプラスミド
に含まれるポリヌクレオチドによりコードされる、プラスミドに含まれる配列を含んで成
るか又はそれから成る。
【０１１７】
　もう１つの好ましい観点においては、ヌクレオチド配列は、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 1
1, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード配列を含んで成るか又はそれから成る。もう
１つの好ましい観点においては、ヌクレオチド配列は、配列番号１のヌクレオチド152～1
141を含んで成るか又はそれらから成る。もう１つのより好ましい観点においては、ヌク
レオチド配列は、受託番号DSM21289としてDSMZによりブダベスト条約下で2008年３月14日
に寄託されたE. コリNN049991に含まれるか；又は受託番号DSM21290としてDSMZによりブ
ダベスト条約下で2008年３月14日に寄託されたE. コリNN049992に含まれるプラスミドに
含まれるポリヌクレオチドによりコードされる、プラスミドに含まれる成熟ポリペプチド
コード配列を含んで成るか又はそれから成る。
【０１１８】
　本発明はまた、遺伝子コードの縮重により配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17
又はその成熟ポリペプチドコード配列とは異なる、配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は
19又はその成熟ポリペプチドのアミノ酸配列を含んで成るか、又はそれから成るポリペプ
チドをコードするヌクレオチド配列を包含する。本発明はまた、ペルオキシゲナーゼ活性
を有する配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19のフラグメントをコードする、配列番号
1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の副配列にも関する。
【０１１９】
　本発明はまた、変異体ヌクレオチド配列が配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19の成
熟ポリペプチドをコードする、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペ
プチドコード配列に少なくとも１つの突然変異を含んで成るか、又はそれから成る変異体
ポリヌクレオチドにも関する。
【０１２０】
　ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを単離し、又はクローン化するために使用
される技法は、当業界において知られており、そしてゲノムDNAからの単離、cDNAからの
調製、又はそれらの組み合わせを包含する。そのようなゲノムDNAからの本発明のポリヌ
クレオチドのクローニングは、例えば良く知られているポリメラーゼ鎖反応（PCR）、又
は共有する構造特徴を有するクローン化されたDNAフラグメントを検出するために発現ラ
イブラリーの抗体スクリーニングを用いることによってもたらされ得る。例えば、Innis
など., 1990, PCR: A Guide to Methods and Application; Academic Press, New York 
を参照のこと。他の核酸増幅方法、例えばリガーゼ鎖反応（LCR）、連結された活性化転
写（LAT）及び核酸配列に基づく増幅（NASBA）が使用され得る。ポリヌクレオチドは、担
子菌（Basidiomycete）、又は他の又は関連する生物からクローン化され得、そして従っ
て、ヌクレオチド配列のポリペプチドコード領域の対立遺伝子又は種変異体であり得る。
【０１２１】
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　本発明はまた、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード
配列に対して、好ましくは少なくとも60％、より好ましくは少なくとも65％、より好まし
くは少なくとも70％、より好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくも80％、よ
り好ましくは少なくとも85％、さらにより好ましくは少なくとも90％、最も好ましくは95
％、及びさらに最も好ましくは少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％又は少
なくとも99％の程度の同一性を有する、活性ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
を含んで成るか、又はそれから成るポリヌクレオチドにも関する。
【０１２２】
　本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列の修飾は、そのポリペプチドに実
質的に類似するポリペプチドの合成のために必要である。用語、ポリペプチドに“実質的
に類似する”とは、ポリペプチドの天然に存在しない形を言及する。それらのポリペプチ
ドは、その天然源から単離されたポリペプチドとは、いくつかの構築された態様で異なり
、例えば非活性、熱安定性、pH最適性又は同様のものにおいて異なる変異体であり得る。
【０１２３】
　変異体配列は、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード
配列として提供されるヌクレオチド配列、例えばその副配列に基づいて、及び/又はヌク
レオチド配列によりコードされるポリペプチドのもう1つのアミノ酸配列を生ぜしめない
が、しかし酵素の生成のために意図された宿主生物のコドン使用法に対応するヌクレオチ
ド置換の導入により、又は異なったアミノ酸配列を生ぜしめることができるヌクレオチド
置換の導入により構成され得る。ヌクレオチド置換の一般的記載のためには、Fordなど.,
 1991, Protein Expression and Purification 2:95-107を参照のこと。
【０１２４】
　そのような置換は、分子の機能に対して決定的である領域外で行われ、そしてさらに活
性ポリペプチドをもたらすことは、当業者に明らかであろう。本発明の単離されたポリヌ
クレオチドによりコードされるポリペプチドの活性に必須であり、そして従って、好まし
くは置換を受けやすくないアミノ酸残基は、当業界において知られている方法、例えば特
定部位の突然変異誘発又はアラニン－走査突然変異誘発に従って同定され得る（例えば、
Cunningham and Wells, 1989, Science 244: 1081-1085を参照のこと）。後者の技法にお
いては、突然変異は分子における正に荷電された残基ごとに導入され、そしてその得られ
る変異体分子は、分子の活性に対して決定的であるアミノ酸残基を同定するためにペルオ
キシゲナーゼ活性について試験される。基質－酵素相互作用の部位はまた、核磁気共鳴分
析、クリスタログラフィー又は光親和性ラベリングのような技法により決定されるように
、立体構造体の分析により決定され得る（例えば、de Vos など., 1992, 前記; Smith な
ど., 1992,前記; Wlodaver など., 1992, 前記を参照のこと）。
【０１２５】
　本発明はまた、（i）配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコ
ード配列；(ii)配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード配
列を含んで成るゲノムDNA配列に含まれるcDNA配列又はそのゲノムDNA配列；又は(iii)（i
）又は（ii）の十分な長さの相補鎖；又はその対立遺伝子変異体及び副配列に対しいて、
非常に低い緊縮条件、好ましくは低い緊縮条件、より好ましくは中位の緊縮条件、より好
ましくは中くらいの高い緊縮条件、さらにより好ましくは高い緊縮条件、及び最も好まし
くは非常に高い緊縮条件下でハイブリダイズする（Sambrookなど., 1989、前記）、本発
明のポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチドにも関する。好ましくは観点
においては、前記相補鎖は、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプ
チド配列の十分な長さの相補鎖である。
【０１２６】
　本発明はまた、（ａ）（i）配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプ
チドコード配列；(ii)配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコ
ード配列を含んで成るゲノムDNA配列に含まれるcDNA配列又はそのゲノムDNA配列；又は(i
ii)（i）又は（ii）の十分な長さの相補鎖と、非常に低い、低い、中位、中くらいの高い
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、高い、又は非常に高い緊縮条件条件下でDNA集団とをハイブリダイズし；そして（ｂ）
ペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする前記ハイブリダイズするポリ
ヌクレオチドを単離することにより得られる、単離されたポリヌクレオチドにも関する。
好ましくは観点においては、前記相補鎖は、配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17
の成熟ポリペプチド配列の十分な長さの相補鎖である。
【０１２７】
核酸構造体：
　本発明はまた、制御配列と適合できる条件下で、適切な宿主細胞におけるコード配列の
発現を指図する１又は複数（数個）の制御配列に操作可能的に連結される本発明の単離さ
れたポリヌクレオチドを含んで成る核酸構造体にも関する。
【０１２８】
　本発明のポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチドは、ポリペプチドの発
現を提供するために種々の手段で操作され得る。ベクター中へのその挿入の前、ポリヌク
レオチド配列の操作は、発現ベクターに依存して、所望されるか又は必要とされる。組換
えDNA方法を用いてポリヌクレオチド配列を修飾するための技法は、当業界において良く
知られている。
【０１２９】
　制御配列は、適切なプロモーター配列、すなわち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に宿主細胞により認識されるヌクレオチド配列であり得る。
プロモーター配列は、ポリペプチドの発現を仲介する転写制御配列を含む。プロモーター
は、宿主細胞において転写活性を示すいずれかのヌクレオチド配列、例えば変異体の、切
断された、及びハイブリッドのプロモーターであり得、そして宿主細胞に対して相同であ
るか又は異種である細胞外又は細胞内ポリペプチドをコードする遺伝子から得られる。
【０１３０】
　特に細胞宿主細胞において本発明の核酸構造体の転写を方向づけるための適切なプロモ
ーターの例は、E.コリlacオペロン、ストレプトミセス・コエリカラー（Streptomyces co
elicolor）アガラーゼ遺伝子（dagA）、バチルス・サブチリス（Bacillus subtilis）Lバ
ンスクラーゼ遺伝子(sacB)、バチルス・リケニホルミス（Bacillus licheniformis）α－
アミラーゼ遺伝子（amyL）、Bチルス・ステアロサーモフィラス（Bacillus stearothermo
philus）マルトゲン性アミラーゼ遺伝子（amyM）、バチルス・アミロリケファシエンス（
Bacillus amyloliguefaciens） α－アミラーゼ遺伝子（amyQ）、バチルス・リケニホル
ミスペニシリナーゼ遺伝子（penP）、バチルス・サブチリスxylA及びzylB遺伝子及び原生
動物のβ－ラクタマーゼ遺伝子から得られるプロモーター（Villa－Kamaroffなど., 1978
, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 3727-3731）、及びtac 
プロモーター（De Boer など., 1983, Proceedings of the National Academy of Scienc
e USA 80: 21-25）である。さらなるプロモーターは、“Useful proteins from recombin
ant bacteria” in Scientific American, 1980, 242: 74-94; 及びSambrookなど., 1989
, 前記に記載される。
【０１３１】
　糸状菌宿主細胞における本発明の核酸構造体の転写を方向づけるための適切なプロモー
ターの例は、アスペルギラス・オリザエTAKAアミラーゼ、リゾムコル・ミエヘイ　アスパ
ラギン酸プロテイナーゼ、アスペルギラス・ニガー中性α－アミラーゼ、アスペルギラス
・ニガー酸安定性α－アミラーゼ、アスペルギラス・ニガー又はアスペルギラス・アワモ
リグルコアミラーゼ（glaA）、リゾムコル・ミエヘイリパーゼ、アスペルギラス・オリザ
エ　アルカリプロテアーゼ、アスペルギラス・オリザエトリオースリン酸イソメラーゼ、
アスペルギラス・ニジュランスアセトアミダーゼ、フサリウム・ベネナタムアミログルコ
シダーゼ（WO00/56900号）、フサリウム・ベネナタムDaria（WO00/56900号）、フサリウ
ム・ベネナタムQuinm（WO00/56900号）、フサリウム・オキシスポラムトリプシン様プロ
テアーゼ（WO96/00787号）、
【０１３２】
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　トリコダーマ・レセイβ－グルコシダーゼ、トリコダーマ・レセイセロビオヒドロラー
ゼI、トリコダーマ・レセイエンドグルカナーゼI、トリコダーマ・レセイエンドグルカナ
ーゼII、トリコダーマ・レセイエンドグルカナーゼIII 、トリコダーマ・レセイエンドグ
ルカナーゼIV、トリコダーマ・レセイエンドグルカナーゼV、トリコダーマ・レセイキシ
ラナーゼI、トリコダーマ・レセイキシラナーゼII、トリコダーマ・レセイβ－キシロシ
ダーゼ、並びにNA2-tpiプロモーター（アスペルギラス・ニガー中性α－アミラーゼ及び
アスペルギラス・オリザエトリオースリン酸イソメラーゼをコードする遺伝子からのプロ
モーターのハイブリッ）ド、及びそれらの変異体の切断され、及びハイブリッドのプロモ
ーターである。
【０１３３】
　酵母宿主においては、有用なプロモーターは、サッカロミセス・セレビシアエ（Saccha
romyces cerevisiae）エノラーゼ（ENO－１）、サッカロミセス・セレビシアエガラクト
キナーゼ（GAL１）、サッカロミセス・セレビシアエ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）、サッカロミセス・セレ
ビシアエトリオースホスフェートイソメラーゼ(TPI)、サッカロミセス・セレビシアエ金
属チオニン(CUP1)、サッカロミセス・セレビシアエ３－ホスホグリセレートキナーゼ及び
ピチア・パストリスアルコールオキシダーゼ(AOX1)から得られる。酵母宿主細胞のための
他の有用なプロモーターは、Romunosなど., 1992, Yeast8：423－488により記載される。
【０１３４】
　制御配列はまた、適切な転写ターミネーター配列、すなわち転写を終結するために宿主
細胞により認識される配列でもあり得る。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’側末端に操作可能的に連結される。選択の宿主細胞において
機能的であるいずれかのターミネーターが本発明において使用され得る。
　糸状菌宿主細胞のための好ましいターミネーターは、アスペルギラス・オリザエTAKAア
ミラーゼ、アスペルギラス・ニガーグルコアミラーゼ、アスペルギラス・ニジュランスア
ントラニル酸シンターゼ、アスペルギラス・ニガーα－グルコシダーゼ及びフサリウム・
オキシスポラムトリプシン－様プロテアーゼについての遺伝子から得られる。
【０１３５】
　酵母宿主細胞のための好ましいターミネーターは、サッカロミセス・セレビシアエエノ
ラーゼ、サッカロミセス・セレビシアエチトクロムC（CYC１）、及びサッカロミセス・セ
レビシアエグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼについての遺伝子から得ら
れる。酵母宿主細胞のための他の有用なターミネーターは、Romanosなど., 1992, 前記に
より記載される。
【０１３６】
　制御配列はまた、適切なリーダー配列、すなわち宿主細胞による翻訳のために重要であ
るmRNAの非翻訳領域でもあり得る。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’末端に操作可能的に連結される。選択の宿主細胞において機能的であるい
ずれかのリーダー配列が、本発明において使用され得る。
【０１３７】
　糸状菌宿主細胞のための好ましいリーダーは、アスペルギラス・オリザエTAKAアミラー
ゼ、アスペルギラス・ニジュランストリオースリン酸イソメラーゼについての遺伝子から
得られる。
【０１３８】
　酵母宿主細胞のための適切なリーダーは、サッカロミセス・セレビシアエエノラーゼ（
ENO－１）、サッカロミセル・セレビシアエ３－ホスホグリセレートキナーゼ、サッカロ
ミセス・セレビシアエα－因子及びサッカロミセス・セレビシアエ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（ADH2/GAP）についての遺伝
子から得られる。
【０１３９】
　制御配列はまた、ポリアデニル化配列、すなわちヌクレオチド配列の3’末端に操作可



(25) JP 5411121 B2 2014.2.12

10

20

30

40

50

能に連結され、そして転写される場合、転写されたmRNAにポリアデノシン残基を付加する
ためにシグナルとして宿主細胞により認識される配列でもあり得る。選択の宿主細胞にお
いて機能的であるいずれかのポリアデニル化配列が，本発明において使用される。
【０１４０】
　糸状菌宿主細胞のための好ましいポリアデニル化配列は、アスペルギラス・オリザエTA
KAアミラーゼ、アスペルギラス・ニガーグルコアミラーゼ、アスペルギキラス・ニジュラ
ンスアントラニル酸シンターゼ、フサリウム・オキシスポラムトリプシン－様プロテアー
ゼ及びアスペルギラス・ニガーα－グルコシダーゼについての遺伝子から得られる。
　酵母宿主細胞のための有用なポリアデニル化配列は、Guo and Sherman, 1995, Molecul
ar Cellular Biology 15: 5983-5990により記載されている。
【０１４１】
　制御配列はまた、ポリペプチドのアミノ末端に連結されるアミノ酸配列をコードし、そ
してそのコードされたポリペプチドを細胞の分泌路中に方向づけるシグナルペプチドコー
ド配列でもあり得る。核酸配列のコード配列の5’側末端は、本来、分泌されたポロペプ
チドをコードするコード領域のセグメントと翻訳読み取り枠を整合して、天然において連
結されるシグナルペプチドコード配列を含むことができる。他方では、コード配列の5’
側末端は、そのコード配列に対して外来性であるシグナルペプチドコード配列を含むこと
ができる。そのコード配列が天然において、シグナルペプチドコード配列を含まない外来
性シグナルペプチドコード配列が必要とされる。他方では、外来性シグナルペプチドコー
ド配列は、ポリペプチドの増強された分泌を得るために、天然のシグナルペプチドコード
配列を単純に置換することができる。しかしながら、分泌路中に発現されたポリペプチド
を方向づけるいずれかのシグナルペプチドコード配列が、本発明に使用され得る。
【０１４２】
　細菌宿主細胞のための効果的なシグナルペプチドコード配列は、バチルスNCIB11837マ
ルトゲン性アミラーゼ、バチルス・ステアロサーモフィラスα－アミラーゼ、バチルス・
リケニホルミススブチリシン、バチルス・リケニホルミスβ－ラクタマーゼ、バチルス・
アステロサーモフィラス中性プロテアーゼ（nprT, nprS, nprM）、バチルス・クラウジア
ルカリンプロテアーゼ（aprH）及びバチルス・スブチリスprsAについての遺伝子から得ら
れるシグナルペプチド領域である。追加のシグナルペプチドは、Sinomen and Palva, 199
3, Microbiological Reviews 57: 109-137 により記載される。
【０１４３】
　糸状菌宿主細胞のための効果的なシグナルペプチドコード配列は、アスペルギラス・オ
リザエTAKAアミラーゼ、アスペルギラス・ニガー中性アミラーゼ、アスペルギラス・ニガ
ーグルコアミラーゼ、リゾムコル・ミエヘイアスペラギン酸プロテイナーゼ、ヒューミコ
ラ・インソレンスセルラーゼ、ヒューミコラ・インソレンスエンドグカナーゼV及びヒュ
ーミコラ・ラヌギノサリパーゼについての遺伝子から得られたシグナルペプチドコート領
域である。
【０１４４】
　酵母宿主細胞のための有用なシグナルペプチドは、サッカロミセス・セレビシアエα－
因子及びサッカロミセル・セレビシアエインバーターゼについての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配列は、Romanos など., 1992, 前記により記載され
る。
　好ましい観点においては、シグナルペプチドは、配列番号２のアミノ酸-43～-1を含ん
で成るか又はそれらから成る。もう１つの好ましい観点においては、シグナルペプチドコ
ード配列は、配列番号１のヌクレオチド23～151を含んで成るか又はそれらから成る。
【０１４５】
　制御配列はまた、ポリペプチドのアミノ末端で位置するアミノ酸配列をコードするプロ
ペプチドコード配列であり得る。得られるポリペプチドは、プロ酵素又はプロポリペプチ
ド（又は多くの場合、チモーゲン）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、そしてプロポリペプチドからプロペプチドの触媒又は自己触媒分解により成
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熟した活性ポリペプチドに転換され得る。プロペプチドコード配列は、バチルス・サブチ
リスアルカリプロテアーゼ（aprE）、バチルス・サブチリス中性プロテアーゼ（nprT）、
サッカロミセス・セレビシアエα－因子、リゾムコル・ミエヘイ　アスパラギン酸プロテ
イナーゼ遺伝子、及びミセリオプソラ・サーモフィリア　ラッカーゼについての遺伝子か
ら得られる（WO95/33836号）。
【０１４６】
　シグナルペプチド及びプロペプチド配列の両者がポリペプチドのアミノ末端に存在する
場合、そのプロペプチド配列は、ポリペプチドのアミノ末端の次に位置し、そしてシグナ
ルペプチド領域は、プロペプチド配列のアミノ末端の次に位置する。
【０１４７】
　宿主細胞の増殖に関して、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
ことがまた所望される。調節システムの例は、調節化合物の存在を包含する、化学的又は
物理的刺激に応答して、遺伝子の発現の開始又は停止を引き起こすそれらのシステムであ
る。原核生物系における調節システムは、lac, tac及びxylオペレーターシステムお包含
する。酵母においては、ADH2システム又はGAL1システムが使用され得る。
【０１４８】
　糸状菌においては、TAKAα－アミラーゼプロモーター、アスペルギラス・ニガーグルコ
アミラーゼプロモーター及びアスペルギラス・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え得る。調節配列の他の列は、遺伝子増幅を可能にするそれらの
配列である。真核システムにおいては、それらはメトトレキセ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、及び重金属と共に増幅されるメタロチオネイン遺伝子
を包含する。それらの場合、ポリペプチドをコードする核酸配列が、調節配列により操作
可能的に連結される。
【０１４９】
発現ベクター：
　本発明はまた、本発明のポリヌクレオチド、プロモーター、及び転写及び翻訳停止シグ
ナルを含んで成る組換え発現ベクターにも関する。上記の種々の核酸及び制御配列は、１
又は複数（数個）の便利な制限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
又は置換を可能にするためにそれらの部位を含むことができる組換え発現ベクターを生成
するために一緒に連結され得る。他方では、本発明のポリヌクレオチド配列は、前記ヌク
レオチド配列又は前記配列を含んで成る核酸構造体を、発現のための適切なベクター中に
挿入することによって発現され得る。発現ベクターを創造する場合、そのコード配列はベ
クターに位置し、その結果、コード配列は発現のための適切な制御配列により操作可能的
に連結される。
【０１５０】
　組換え発現ベクターは、組換えDNA方法に便利にゆだねられ得、そしてヌクレオチド配
列の発現をもたらすことができるいずれかのベクター（例えば、プラスミド又はウィルス
）であり得る。ベクターの選択は典型的には、ベクターが導入される予定である宿主細胞
とベクターとの適合性に依存するであろう。ベクターは、線状又は閉環された環状プラス
ミドであり得る。
【０１５１】
　ベクターは自律的に複製するベクター、すなわち染色体存在物として存在するベクター
（その複製は染色体複製には無関係である）、例えばプラスミド、染色体外要素、ミニク
ロモソーム又は人工染色体であり得る。ベクターは自己複製を確かめるためのいずれかの
手段を含むことができる。他方では、ベクターは、糸状菌細胞中に導入される場合、ゲノ
ム中に組み込まれ、そしてそれが組み込まれている染色体と一緒に複製されるベクターで
あり得る。さらに、宿主細胞のゲノム中に導入される全DNA又はトランスポゾンを一緒に
含む、単一のベクター又はプラスミド、又は複数のベクター又はプラスミドが使用され得
る。
【０１５２】
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　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、又は同様の細胞の容易な選択を可能にする１又は複数（数個）の選択マーカーを
含む。選択マーカーは、１つの遺伝子であり、その生成物は、殺生物剤又はウィルス耐性
、重金属に対する耐性、栄養要求性に対する原栄養要求性、及び同様のものを提供する。
　細菌選択マーカーの例は、バチルス・サブチリス又はバチルス・リケニホルミスからの
dal遺伝子、又は抗生物質耐性、例えばアンピシリン、カナマイシン、クロラムフェニコ
ール又はテトラサイクロン耐性を付与するマーカーである。酵母宿主細胞のための適切な
マーカーは、ADE2、HIS3、LEU2、LYS2、MET3、TRP1及びURA3である。
【０１５３】
　糸状菌宿主細胞に使用するための選択マーカーは、次の群から選択されるが、但しそれ
らだけには限定されない；amdS (アセトアミダーゼ)、argB (オルニチンカルバモイルト
ランスフェラーゼ)、bar (ホスフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼ)、hph (ヒグ
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) 及びtrpC (ア
ントラニル酸シンターゼ)、並びにそれらの同等物。アスペルギラス・ニジュランス又は
アスペルギラス・オリザエのamdS及びpyrG遺伝子及びストレプトミセス・ヒグロスコピカ
スのbar遺伝子が、アスペルギラス細胞への使用のために好ましい。
【０１５４】
　本発明のベクターは好ましくは、宿主細胞ゲノム中へのベクターの安定した組み込み、
又は細胞のゲノムに無関係に細胞におけるベクターの自律的複製を可能にする要素を含む
。
【０１５５】
　宿主細胞のゲノム中への組み込みのためには、ベクターは、相同又は非相同組換えによ
るゲノム中へのベクターの安定した組み込みのためのベクター中のポリペプチド、又はい
ずれか他の要素をコードするポリヌクレオチド配列に依存する。他方では、ベクターは、
染色体における正確な位置で、宿主細胞のゲノム中への相同組換えによる組み込みを方向
づけるための追加のヌクレオチド配列を含むことができる。正確な位置での組み込みの可
能性を高めるために、組み込み要素は好ましくは、相同組換えの可能性を高めるためにそ
の対応する標的配列と高い程度の同一性を示す十分な数の核酸、例えば100～10,000個の
塩基対、好ましくは400～10,000個の塩基対、及び最も好ましくは800～10,000個の塩基対
を含むべきである。組み込み要素は、宿主細胞のゲノムにおける標的配合と相同であるい
ずれかの配列であり得る。さらに、組み込み要素は、非コード又はコードヌクレオチド配
列であり得る。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中に組み込ま
れ得る。
【０１５６】
　自律複製のためには、ベクターはさらに、問題の宿主細胞においてのベクターの自律的
な複製を可能にする複製の起点を含んで成る。複製の起点は、細胞において機能する自律
複製を仲介するいずれかのプラスミド複製体であり得る。用語“複製の起点”又は“プラ
スミド複製体”とは、本明細書においては、プラスミド又はベクターのインビボでの複製
を可能にするヌクレオチド配列として定義される。
【０１５７】
　複製の細菌起点の例は、E.コリにおける複製を可能にするプラスミドpBR322, pUC19, p
ACYC177及びpACYC184, 及びバチルスにおける複製を可能にするpUB110, pE194, pTA1060
及びpAMβ１の複製の起点である。
　酵母宿主細胞への使用のための複製の起点の例は、複製の２ミクロン起点、すなわちAR
S1, ARS4, ARS1及びCEN3の組み合わせ、及びARS4及びCEN6の組み合わせである。
【０１５８】
　糸状菌細胞において有用な複製の起点の例は、AMA1及びANS1である（Gems など., 1991
 , Gene 98:61-67; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175; WO 
00/24883号）。AMA1遺伝子の単離及び前記遺伝子を含んで成るプラスミド又はベクターの
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構成は、WO00/24883号に開示される方法に従って達成され得る。
【０１５９】
　本発明のポリヌクレオチドの１以上のコピーが、遺伝子生成物の生成を高めるために宿
主細胞中に挿入され得る。ポリヌクレオチドのコピー数の上昇は、宿主細胞ゲノム中に配
列の少なくとも１つの追加のコピーを組み込むことによって、又はポリヌクレオチドと共
に増幅可能な選択マーカー遺伝子を含むことによって得られ、ここで細胞は選択マーカー
遺伝子の増幅されたコピーを含み、そしてそれにより、ポリヌクレオチドの追加のコピー
が、適切な選択剤の存在下で前記細胞を培養することによって選択され得る。
【０１６０】
　本発明の組換え発現ベクターを構成するために上記要素を連結するために使用される方
法は、当業者に良く知られている（例えば、Sambrookなど., 1989, 前記を参照のこと）
。
【０１６１】
宿主細胞：
　本発明はまた、ポリペプチドの組換え生成において都合良く使用される、本発明のポリ
ヌクレオチドを含んで成る組換え宿主にも関する。本発明のポリヌクレオチドを含んで成
るベクターは、そのベクターが染色体組み込み体として、又は前記のような自己複製染色
体外ベクターとして維持されるように、宿主細胞中に導入される。用語“宿主細胞”とは
、複製の間に生じる突然変異のために、親細胞と同一ではない親細胞のいずれかの子孫を
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及びその源に、かなりの
程度依存するであろう。
【０１６２】
　宿主細胞は、本発明のポリペプチドの組換え生成において有用ないずれかの細胞、例え
ば原核生物、又は真核生物であり得る。
【０１６３】
　原核宿主細胞は、いずれかのグラム陽性細菌又はグラム陰性細菌であり得る。グラム陽
性細菌は、バチルス（Bacillus）、ストレプトコーカス（Streptococcus）、ストレプト
ミセス（Streptomyces）、スタフィロコーカス（Staphylococcus）、エンテロコーカス（
Enterococcus）、ラクトバチルス（Lactobacillus）、ラクトコーカス（Lactococcus）、
クロストリジウム（Clostridium）、ゲオバシラス（Geobacillus）又はオセアノバチルス
（Oceanobacillus）を包含するが、但しそれらだけには限定されない。グラム陰性細菌は
、E. コリ(E. coli)、シュードモナス(Pseudomonas)、サルモネラ(Salmonella)、カムフ
ィロバクター(Campylobacter)、ヘリコバクター(Helicobacter)、フラボバクテリウム(Fl
avobacterium)、フソバクテリウム(Fusobacterium)、イリオバクター(llyobacter)、ネイ
セリア(Neisseria)又はウレアプラズマ(Ureaplasma)を包含するが、但しそれらだけには
限定されない。
【０１６４】
　細菌宿主細胞は、いずれかのバチルス細菌であり得る。本発明の実質において有用なバ
チルス細胞は、バチルス・アルカロフィラス、バチルス・アミロリケファシエンス、バチ
ルス・ブレビス、バチルス・サーキュランス、バチルス・クラウジ、バチルス・コアギュ
ランス、バチルス・ファーマス、バチルス・ラウタス、バチルス・レンタス、バチルス・
リケニホルミス、バチルス・メガテリウス、バチルス・プミラス）、バチルス・ステアロ
サーモフィラス、バチルス・サブチリス又はバチルス・スリンジエンシス細胞を包含する
が、但しそれらだけには限定されない。
【０１６５】
　好ましい観点においては、細菌宿主細胞は、バチルス・アミロリケファシエンス、バチ
ルス・レンタス、バチルス・リケニホルミス、バチルス・ステアロサーモフィラス又はバ
チルス・サブチリス細胞である。より好ましい観点においては、細菌宿主は、バチルス・
アミロリケファシエンス細胞である。もう１つのより好ましい観点においては、細菌宿主
細胞はバチルス・クラウジ細胞である。もう１つのより好ましい観点においては、細菌宿
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主は、バチルス・リケニホルミス細胞である。もう１つのより好ましい観点においては、
細菌宿主細胞は、バチルス・サブチリス細胞である。
【０１６６】
　細菌宿主細胞はまた、いずれかのストレプトコーカス細胞であり得る。本発明の実施に
おいて有用なストレプトコーカス細胞は、ストレプトコーカス・エクシミリス、ストレプ
トコーカス・ピロゲネス、ストレプトコーカス・ウベリス及びストレプトコーカス・エク
subs. ズーエピデミカスを包含するが、但しそれらだけには限定されない。
【０１６７】
　好ましい観点においては、細菌宿主細胞は、ストレプトコーカス・エクシミリス細胞で
ある。もう１つの好ましい観点においては、細菌宿主細胞は、ストレプトコーカス・ウベ
リス細胞である。もう１つの好ましい観点においては、細菌宿主細胞はストレプトコーカ
ス・エクsubs. ズーエピデミカス細胞である。
【０１６８】
　細菌宿主細胞はまた、いずれかのストレプトミセス細胞であり得る。本発明の実施にお
いて有用なストレプトミセス細胞は、ストレプトミセス・アクロモゲネス、ストレプトミ
セス・アベルミチリス、ストレプトミセス・コエリカラー、ストレプトミセス・グリセウ
ス及びストレプトミセス・リビダンスを包含するが、但しそれらだけには限定されない。
【０１６９】
　好ましい観点においては、細菌宿主細胞は、ストレプトミセス・アクロモゲネス細胞で
ある。もう１つの好ましい観点においては、細菌宿主は、ストレプトミセス・アベルミチ
リス細胞である。もう１つの好ましい観点においては、細菌宿主は、ストレプトミセス・
コエリカラー細胞である。もう１つの好ましい観点においては、細菌宿主は、ストレプト
ミセス・グリセウス細胞である。もう１つの好ましい観点においては、細菌宿主は、スト
レプトミセス・リビダンス細胞である。
【０１７０】
　バチルス細胞中へのDNA導入は例えば、コンピテント細胞（例えば、Young and Spizizi
n, 1961, Journal of Bacteriology 81: 823-829, 又はDubnau and Davidoff-Abelson, 1
971, Journal of Molecular Biology 56: 209-221 を参照のこと）を用いてプロトプラス
ト形質転換（例えば、Changand Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-11
5）、エレクトロポレーション（例えば、Shigekawa and Dower, 1988, Biotechniques 6:
 742-751を参照のこと）又は接合（例えば、Koehler and Thorne, 1987, Journal of Bac
teriology 169: 5771-5278を参照のこと）によりもたらされ得る。E. コリ細胞中へのDNA
の導入は、例えばプロトプラスト形質転換（例えば、Hanahan, 1983, J. MoI. Biol. 166
: 557-580を参照のこと）又はエレクトロポレーション（例えば、Dower et al., 1988, N
ucleic Acids Res. 16: 6127-6145を参照のこと）によりもたらされ得る。
【０１７１】
　ストレプトミセス細胞へのDNAの導入は例えば、プロトプラスト形質転換（例えば、Gon
g et al., 2004, Folia Microbiol. (Praha) 49: 399-405を参照のこと）、接合（例えば
、Mazodier et al., 1989, J. Bacteriol. 171 : 3583-3585を参照のこと）、又は形質導
入（例えば、Burke et al., 2001 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:6289-6294を参照の
こと）によりもたらされ得る。シュードモナス細胞中へのDNAの導入は例えば、エレクト
ロポレートン（例えば、Choi et al., 2006, J. Microbiol. Methods 64: 391-397を参照
のこと）、又は接合（例えば、Pinedo and Smets, 2005, Appl. Environ. Microbiol. 71
 : 51-57を参照のこと）によりもたらされ得る。
【０１７２】
　ストレプトコーカス細胞へのDNAの導入は例えば、天然のコンピテンス（例えば、Perry
 and Kuramitsu, 1981 , Infect. Immun. 32: 1295-1297を参照のこと）、プロトプラス
ト形質転換（例えば、Catt and Jollick, 1991 , Microbios. 68: 189-2070を参照のこと
）、エレクトロポレーション（例えば、Buckley et al., 1999, Appl. Environ. Microbi
ol. 65: 3800-3804を参照のこと）、又は接合（例えば、Clewell, 1981 , Microbiol. Re
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v. 45: 409-436を参照のこと）によりもたらされ得る。しかしながら、宿主細胞中へのDN
Aの導入について知られているいずれの方法でも使用され得る。
【０１７３】
　宿主細胞は、真核生物、例えば哺乳類、昆虫、植物、又は菌類細胞であり得る。
　好ましい態様においては、宿主細胞は菌類細胞である“菌類”とは、本明細書において
使用される場合、門アスコミコタ（Ascomycota）、バシジオミコタ（Basidiomycota）、
キトリジオミコタ（Chytridiomycota）及びヅイゴミコタ（Zygomycota）（Hawksworth な
ど., Ainsworth and Bisby’s Dictionary of the Fungi, 8th edition, 1995, CAB Inte
rnational, University Press, Cambridge, UKにより定義される）、及びオーミコタ（Oo
mycota）（Hawksworth など., 1995, 前記、171ページに引用される）、並びに栄養胞子
菌（Hawksworh など., 1995, 前記）を包含する。
【０１７４】
　より好ましい態様においては、菌類宿主細胞は酵母細胞である“酵母”とは、本明細書
において使用される場合、子嚢胞子酵母（Endomycetals）、担子胞子酵母、及び不完全菌
類（Blastomycetes）に属する酵母を包含する。酵母の分類は未来において変化し得るの
で、本発明のためには、酵母は、Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A., Pa
ssmore, S.M., and Davenport, R.R., eds. Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No
. 9, 1980) に記載のようにして定義されるであろう。
【０１７５】
　さらにより好ましい態様においては、酵母宿主細胞は、カンジダ（Candida）、ハンセ
ヌラ（Hunsenula）、クレベロミセス（Kluyveromyces）、ピチア（Pichia）、サッカロミ
セス（Saccharomyces）、シゾサッカロミセス（Schizosaccharomyces）又はヤロウィア（
Yarrowia）である。
【０１７６】
　最も好ましい態様においては、酵母宿主細胞は、サッカロミセス・カルスベルゲンシス
（Saccharomyces carlsbergensis）、サッカロミセス・セレビシアエ（Saccharomyses ce
revisiae）、サッカロミセス・ジアスタチカス（Saccharomyces diastaticus）、サッカ
ロミセス・ドウグラシ（Saccharomyces douglasii）、サッカロミセス・クルイビリ（Sac
charomyces kluyveri）、サッカロミセス・ノルベンシス（Saccharomyces norbensisi）
、又はサッカロミセス・オビホルミス（Saccharomyces oviformis）細胞である。もう1つ
の最も好ましい態様においては、酵母宿主細胞は、クルベロミセス・ラクチス（Kluyvero
myces lactis）である。もう１つの最も好ましい態様においては、酵母宿主細胞は、ヤロ
ウィア・リポリチカ（Yarrowia lipolytica）細胞である。
【０１７７】
　もう１つのより好ましい態様においては、菌類宿主細胞は糸状菌細胞である。“糸状菌
”とは、ユーミコタ（Eumycota）及びオーミコタ（Oomycota）のすべての糸状形を包含す
る（Hawksworthなど., 1995, 前記により定義されるような）。糸状菌は一般的に、キチ
ン、セルロース、グルカン、キトサン、マンナン及び他の複合多糖類から構成される菌子
体壁により特徴づけられる。成長増殖は、菌子拡張によってであり、そして炭素代謝は絶
対好気性である。対照的に、酵母、例えばサッカロミセス・セレビシアエによる成長増殖
は、単細胞葉状体の発芽によってであり、そして炭素代謝は発酵性である。
【０１７８】
　さらにより好ましい態様においては、糸状菌宿主細胞は、アクレモニウム（Acremonium
）、アスペルギラス（Aspergillus）、アウレオバシジュウム（Aureobasidium）、ベルカ
ンデラ（Bjerkandera）、セリポリオプシス（Ceriporiopsis）、クロソスポリウム（Chry
sosporium）、コプリナス（Coprinus）、コリオラス（Coriolus）、クリプトコーカス（C
ryptococcus）、フィロバシジウム（Filobasidium）、フサリウム（Fusarium）、ヒュー
ミコラ（Humicola）、マグナポルセ（Magnaporthe）、ムコル（Mucor）、ミセリオプソラ
（Myceliophthora）、ネオカリマスチックス（Neocallimastix）、ネウロスポラ（Neuros
pora）、、パエシロミセス（Paecilomyces）、ペニシリウム（Penicilium）、ファネロカ
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エト（Phanerochaete）、フェビア（Phlebia）、ピロミセス（Piromyces）、プレウロタ
ス（Pleurotus）、シゾフィラム（Schizophyllum）、タラロミセス（Talaromyces）、サ
ーモアスカス（Thermoascus）、チエラビア（Thielavia）、トリポクラジウム（Tolypocl
adium）、トラメテス（Trametes）又はトリコダーマ（Trichoderma）の種の細胞であるが
、但しそれらだけには限定されない。
【０１７９】
　最も好ましい態様においては、糸状菌宿主細胞は、アスペルギラス・アワモリ、アスペ
ルギラス・フミガタス、アスペルギラス・ホエチダス、アスペルギラス・ジャポニカ、ア
スペルギラス・ニジュランス、アスペルギラス・ニガー又はアスペルギラス・オリザエ細
胞である。もう1つの最も好ましい態様においては、糸状菌宿主細胞は、フサリウム・バ
クトリジオイデス、フサリウム・クロックウェレンズ 、フサリウム・セレアリス、フサ
リウム・クルモラム、フサリウム・グラミネアラム、フサリウム・グラミナム、フサリウ
ム・ヘテロスポラム、フサリウム・ネグンジ、フサリウム・オキシスポラム、フサリウム
・レチキュラタム、フサリウム・ロゼウム、フサリウム・サムブシウム、フサリウム・サ
ルコクロウム、フサリウム・ソラニ、フサリウム・スポロトリキオイデス、フサリウム・
スルフレウム、フサリウム・トルロサム、フサリウム・トリコセシオイデス又はフサリウ
ム・ベネナタム細胞である。
【０１８０】
　さらに最も好ましい観点においては、糸状菌親宿主細胞は、ベルカンデラ・アダスタ（
Bjerkandera adusta）、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・ギルベセ
ンス（Ceriporiopsis gilvescens）、セリポリオプシス・パノシンタ（Ceriporiopsis pa
nnocinta）、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）又はセリポリオプシス・スベルミスポラ（Cer
iporiopsis subvermispora）、
【０１８１】
　クロソスポリウム・ケラチノフィラム（Chrysosporium keratinophilum）、クロソスポ
リウム・ルクノウェンス（Chrysosporium lucknowense）、クロソスポリウム・トロピカ
ム（Chrysosporium tropicum）、クロソスポリウム・メルダリウム（Chrysosporium merd
arium）、クロソスポリウム・イノプス（Chrysosporium inops）、クロソスポリウム・パ
ニコラ（Chrysosporium pannicola）、クロソスポリウム・クイーンズランジカム（Chrys
osporium queenslandicum）、クロソスポリウム・ゾナタム（Chrysosporium zonatum）、
【０１８２】
　コプリナス・シネレス（Coprinus cinereus）、コリオラス・ヒルスタス（Coriolus hi
rsutus）、ヒューミコラ・インソレンス、ヒューミコラ・ラヌギノサ、ムコル・ミエヘイ
、ミセリオプソラ・サーモフィリア、ネウロスポラ・クラサ、ペニシリウム・プルプロゲ
ナム、ファネロカエト・キソスポリウム（Phanerochaete chrysosporium）、フェビア・
ラジアタ（Phlebia radiata）、プレウロタス・エリンギ（Pleurotus eryngii）、チエラ
ビア・テレストリス、トラメテス・ビロサ（Trametes villosa）、トラメテス・ベルシコ
ロル（Trametes versicolor）、トリコダーマ・ハルジアナム、トリコダーマ・コニンギ
、トリコダーマ・ロンジブラキアタム、トリコダーマ・レセイ又はトリコダーマ・ビリデ
細胞である。
【０１８３】
　菌類細胞は、プロトプラスト形質転換、プロトプラストの形質転換、及びそれ自体知ら
れている態様での細胞壁の再生を包含する工程により形質転換され得る。アスペルギラス
及びトリコダーマ宿主細胞の形質転換のための適切な方法は、ヨーロッパ特許第238023号
及びYeltonなど., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81; 1
474-1874に記載される。
【０１８４】
　フラリウム種を形質転換するための適切な方法は、Malardierなど., 1989, Gene78: 14
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7-156, 及びWO96/00787号により記載される。酵母は、Becker and Guarente. In Abelson
, J.N. and Simon, M.I., editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, 
Methods in Enzymology, Volume 194, pp 182-187, Academic Press, Inc., New York; I
to など, 1983, Journal of Bacteriology 153: 163; 及びHinnen など, 1978, Proceedi
ngs of the National Academy of Sciences USA 75; 1920により記載される方法を用いて
形質転換され得る。
【０１８５】
生成方法：
　本発明はまた、（ａ）その野生型において、前記ポリペプチドの生成の助けと成る条件
下でポリペプチドを生成することができる細胞を培養し；そして（ｂ）前記ポリペプチド
を回収することを含んで成る、本発明のポリペプチドの生成方法にも関する。
　本発明はまた、（a）本明細書に記載されるように、ポリペプチドの生成を助ける条件
下で宿主細胞を培養し；そして（b）ポリペプチドを回収することを含んで成る、本発明
のポリペプチドを生成するための方法にも関する。
【０１８６】
　本発明はまた、（a）ポリペプチドの生成を助ける条件下で宿主細胞を培養し、ここで
前記宿主細胞は配列番号1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15又は17の成熟ポリペプチドコード配
列に少なくとも１つの突然変異を有する変異体ヌクレオチド配列を含んで成り、ここで前
記変異体ヌクレオチド配列は配列番号2, 4, 6, 8, 10, 12, 14又は19の成熟ポリペプチド
を含んで成るか、又はそれれから成るポリペプチドをコードし；そして（b）ポリペプチ
ドを回収することを含んで成る、本発明のポリペプチドを生成するための方法にも関する
。
【０１８７】
　本発明の生成方法においては、細胞は、当業界において知られている方法を用いて、ポ
リペプチドの生成のために適切な栄養培地において培養される。例えば、細胞は、ポリペ
プチドの発現及び/又は単離を可能にする、適切な培地において、及び条件下で行われる
実験室用又は産業用発酵器において、振盪フラスコ培養、小規模又は大規模発酵（連続、
バッチ、供給バッチ、又は団体状態発酵を包含する）により培養され得る。培養は、炭素
及び窒素源及び無機塩を含んで成る適切な栄養培地において、当業界において知られてい
る方法を用いて行われる。適切な培地は、市販されているか、又は公開されている組成（
例えば、American Type Culture Collection のカタログにおける）に従って調製され得
る。ポリペプチドが栄養培地に分泌される場合、ポリペプチドは培地から直接的に回収さ
れ得る。ポリペプチドが分泌されない場合、それは細胞溶解物から回収され得る。
【０１８８】
　ポリペプチドは、そのポリペプチドに対して特異的である、当業界において知られてい
る方法を用いて検出され得る。それらの検出方法は、特定の抗体、ポリペプチド生成物の
形成、又は酵素基質の消出の使用を包含する。例えば、酵素アッセイは、本明細書に記載
されるようなポリペプチドの活性を決定するために使用され得る。
【０１８９】
　得られるポリペプチドは、当業界において知られている方法により回収され得る。例え
ば、ポリペプチドは、従来の方法、例えば遠心分離、濾過、抽出、噴霧－乾燥、蒸発又は
沈殿（但し、それらだけには限定されない）により、栄養培地から回収され得る。
【０１９０】
　本発明のポリペプチドは、当業界において知られている種々の方法、例えばクロマトグ
ラフィー（例えば、イオン交換、親和性、疎水性、クロマトフォーカシング及びサイズ排
除）、電気泳動方法（例えば、分離用等電点電気泳動）、示差溶解性（例えば、硫酸アン
モニウム沈殿）、SDS－PAGE又は抽出（但し、それらだけには限定されない）により精製
され得る（例えば、Protein Purification, J.C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH
 Publlishers, New York, 1989を参照のこと）。
【０１９１】
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トタンスジェニック植物：
　本発明はまた、ポリペプチドを、回収できる量で発現し、そして生成するために、本発
明のペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオ
チドを含んで成る植物、例えばトランスジェニック植物、その植物部分又は植物細胞にも
関する。ポリペプチドは、植物又は植物部分から回収され得る。他方では、組換えポリペ
プチドを含む植物又は植物部分は、食物又は飼料の品質を改良し、例えば栄養価値、嗜好
性及び流動性質を改良するために、又は抗栄養因子を破壊するために使用され得る。
【０１９２】
　トランスジェニック植物は、双子葉植物又は単子葉植物であり得る。単子葉植物の例は
、草、例えば湿潤地の草本（ブルーグラス、イチゴツナギ属）、飼草、例えばウシノケグ
サ、ドクムギ、温帯性草本、例えばヌカボ、及び穀類、例えば小麦、オート麦、ライ麦、
イネ、モロコシ、及びトウモロコシ（サトウモロコシ）である。
【０１９３】
　双子葉植物の例は、タバコ、マメ科植物、例えばルピナス、ジャガイモ、砂糖大根、エ
ンドウ、インゲン豆及び大豆、及びアブラナ科植物（ブラシカセアエ科（Brassicaceae）
）、例えばカリフラワー、ナタネ種子及び密接に関連するモデル生物アラビドプシス・タ
リアナ（Arabidopsis thaliana）である。
【０１９４】
　植物部分の例は、茎、カルス、葉、根、果物、種子及び塊茎、並びにそれらの部分を含
んで成る個々の組織、例えば表皮、葉肉、柔組織、維管束組織、分裂組織である。また特
定の植物細胞区画、例えばクロロプラスト、アポプラスト、ミトコンドリア、液胞、ペル
オキシゾーム及び細胞質が、植物部分であると思われる。さらに、組織起源が何であろう
と、いずれの植物細胞でも、植物部分であると思われる。同様に、植物部分、例えば本発
明の利用を促進するために単離された特定の組織及び細胞はまた、植物部分、例えば胚、
内生精子、アリューロン及び被膜であると思われる。
【０１９５】
　そのような植物、植物部分及び植物細胞の子孫はまた、本発明の範囲内に包含される。
　本発明のポリペプチドを発現するトランスジェニック植物又は植物細胞は、当業界にお
いて知られている方法に従って構成され得る。手短には、植物又は植物細胞は、本発明の
ポリペプチドをコードする、１又は複数（数個）の発現構造体を、植物宿主ゲノム又はク
ロロプラストゲノム中に導入し、そして得られる修飾された植物又は植物細胞をトランス
ジェニック植物又は植物細胞中に成長せしめることによって構成される。
【０１９６】
　便利には、発現構造体は、選択の植物又は植物におけるヌクレオチド配列の発現のため
に必要とされる適切な調節配列により操作可能的に連結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んで成る核酸構造体である。さらに、発現構造体は、発現
構造体が組み込まれている宿主細胞を同定するために有用な選択マーカー、及び問題の植
物中への構造体の導入のために必要なDNA配列を含んで成る（後者は、使用されるDBA導入
方法に依存する）。
【０１９７】
　調節配列、例えばプロモーター及びターミネーター配列、及び任意には、シグナル又は
トランスジット配列の選択は、例えばポリペプチドがいつ、どこで及びいかにして発現さ
れることを所望するかに基づかれる。例えば、本発明のポリペプチドをコードする遺伝子
の発現は、構成的又は誘発的であり、又は進行的、段階又は組織特異的であり、そして遺
伝子生成物は、特定組織又は植物部分、例えば種子又は葉に標的化され得る。調節配列は
、Taqueなど., 1988, Plant Physiology 86: 506により記載される。
【０１９８】
　構成的発現のために、次のプロモーターが使用され得る：35S－CaMVプロモーター（Fra
nck など., 1980, Cell 21: 285-294）、トウモロコシユビキチン１（Christensen AH, S
harrock RA and Quail 1992. Maize polyubiquitin genes: structure, thermal perturb
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ation of expression and transcript splicing, and promoter activity following tra
nsfer to protoplasts by electroporation）、又はイネアクチン１プロモーター（Plant
 Mo. Biol. 18,675-689. ; Zhang W, McElroy D. and Wu R 1991, Analysis of rice Act
1 5'region activity in transgenic rice plants. Plant Cell 3,1155-1165）。
【０１９９】
　器官特異的プロモーターは例えば、貯蔵吸込み組織、例えば種子、ジャガイモ塊茎及び
果物（Edwards & Coruzzi, 1990, Ann. Rev. Genet. 24: 275-303）、又は代謝吸込み組
織、例えば分裂組織（Ito など., 1994, Plant Mol. Biol. 24: 863-878）からのプロモ
ーター、種子特異的プロモーター、例えばイネからのグルテリン、プロラミン、グロブリ
ン又はアルブミンプロモーター（Wu など., 1998, Plant and Cell Physiology 39: 885-
 889）、Vicia fabaからのレグニンB4及び未知の種子タンパク質遺伝子からのVicia faba
プロモーター（Conrad など., 1998, Journal of Plant Physiology 152: 708-711）、種
子油タンパク質からのプロモーター（Chen など., 1998, Plant and Cell Physiology 39
: 935-941）、ブラシカ・ナパス（Brassica napus）からの貯蔵タンパク質napAプロモー
ター又は当業界において知られている、例えばWO91/14772号に記載されるようないずれか
他の種子特異的プロモーターであり得る。
【０２００】
　さらに、プロモーターは、葉特異的プロモーター、例えばイネ又はトマトからのrbcsプ
ロモーター（Kyozuka など., 1993, Plant Physiology 102: 991-1000）、クロレラウィ
ルスアデニンメチルトランスフェラーゼ遺伝子プロモーター（Mitra and Higgins, 1994,
 Plant Molecular Biology 26: 85-93）、又はイネからのaldP遺伝子プロモーター（Kaga
ya など., 1995, Molecular and General Genetics 248: 668-674）、又は創傷誘発性プ
ロモーター、例えばジャガイモpin2プロモーター（Xu など., 1993, Plant Molecular Bi
ology 22 : 573-588）であり得る。同様に、プロモーターは、非生物学的処理、例えば温
度、渇水又は塩分の変更により誘発できるか、又はプロモータを活性化する外部的に適用
される物質、例えばエタノール、エストロゲン、植物ホルモン様エチレン、アブシジン酸
、ジベレリン酸及び/又は重金属により誘発できる。
【０２０１】
　プロモーターエンハンサー要素がまた、植物におけるポリペプチドのより高い発現を達
成するために使用され得る。例えば、プロモーターエンハンサー要素は、プロモーターと
、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列との間に位置するイントロンであ
り得る。例えば、Xuなど., 1993（前記）は、発現を増強するためへのイネアクチン１遺
伝子の最初のイントロンの使用を開示する。
　発現構造体の選択マーカー遺伝子及びいずれか他の部分は、当業界において入手できる
それらから選択され得る。
【０２０２】
　核酸構造体は、当業界において知られている従来の技法、例えばアグロバクテリウム介
在性形質転換、ウィルス介在性形質転換、マイクロインジェクション、粒子衝撃、バイオ
リステック形質転換及びエレクトロポレーションに従って、植物ゲノム中に組込まれる（
Gasserなど., 1990, Science 244: 1293; Potrykus, 1990, BiolTechnology 8 : 535; Sh
imamoto など., 1989, Nature 338: 274）。
【０２０３】
　現在、アグロバクテリウム・ツメファシエンス介在性遺伝子トランスファーは、トラン
スジェニック双子葉類を生成するための選択方法であり（再考のためには、Hooykas and 
Schilperoort, 1992, Plant Molecular Biology 19: 15-38を参照のこと）、そして、そ
れはまた、単子葉類を形質転換するためにも使用され得るが、しかし他の形質転換方法が
一般的にそれらの植物のために好ましい。
【０２０４】
　現在、アグロバクテリウムアプローチを補足する、トランスジェニック単子葉類を生成
するための選択方法は、胚細胞又は成長胚の粒子衝撃である（形質転換DNAにより被覆さ
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れた微小金又はタングステン粒子）（Christou, 1992, Plant Journal 2 : 275-281; Shi
mamoto, 1994, Current Opinion Biotechnology 5: 158-162; Vasil など., 1992, BiolT
echnology 10: 667-674）。単子葉類の形質転換のための他の方法は、Omirullehなど., 1
993, Plant Molecular Biology21: 415-428により記載されるようにプロトプラスト形質
転換に基づかれる。
【０２０５】
　形質転換に続いて、そこに組込まれた発現構造体を有する形質転換体が選択され、そし
て当業界において良く知られていた方法に従って、完全な植物に再生される。しばすば、
形質転換方法は、２種の別々のT-DNA構造体による同時形質転換を用いることによる、再
生の間又は次の生成において、選択遺伝子の選択的排除、又は特異的組換え酵素による選
択遺伝子の部位特異的排除のために企画される。
【０２０６】
　本発明はまた、（ａ）本発明のペルオキシゲナーゼ活性有するポリペプチドをコードす
る核酸配列を含んで成るトランスジェニック植物又は植物細胞を、前記ポリペプチドの生
成の助けとなる条件下で栽培し、そして（ｂ）前記ポリペプチドを回収することを含んで
成る、本発明のポリペプチドを生成するための方法にも関する。
【０２０７】
ペルオキシゲナーゼ活性の除去又は低減：
　本発明はまた、同じ条件下で培養される場合、親細胞よりもポリペプチドを低く生成す
る変異体細胞をもたらす、本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列又は
その一部を破壊するか又は削除することを含んで成る、親細胞の変異体の生成方法にも関
する。
【０２０８】
　変異体細胞は、当業界において良く知られている方法、例えば挿入、破壊、置換又は欠
失を用いて、本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列の発現を低めるか又は
排除することにより構成され得る。好ましい観点においては、ヌクレオチド配列は不活性
化される。修飾されるか又は不活性化されるヌクレオチド配列は、例えば活性のために必
須であるコード領域又はその一部、又はコード領域の発現のために必要とされる調節要素
であり得る。そのような調節又は制御配列の例は、プロモーター配列又はその機能的部分
、すなわちヌクレオチド配列の発現に影響を及ぼすのに十分である部分であり得る。可能
な修飾のための他の制御配列は、リーダー、ポリアデニル化配列、プロペプチド配列、シ
グナルペプチド配列、転写ターミネーター、及び転写活性化因子を包含するが、但しそれ
らだけには限定されない。
【０２０９】
　ヌクレオチド配列の修飾又は不活性化は、親細胞を突然変異誘発にゆだね、そしてヌク
レオチド配列の発現が低められているか又は排除されている変異体細胞を選択することに
より行われ得る。特異的又はランダムであり得る突然変異誘発は、例えば適切な物理的又
は化学的突然変異誘発剤の使用により、適切なオリゴヌクレオチドの使用により、又はDN
A配列をPCR生成された突然変異誘発にゆだねることにより行われ得る。さらに、突然変異
誘発は、それらの突然変異誘発剤のいずれかの組み合わせの使用により行われ得る。
【０２１０】
　本発明のために適切な物理的又は化学的突然変異誘発剤の例は、紫外線（UV）照射、ヒ
ドロキシルアミン、N－メチル－N’－ニトロ－N－ニトロソグアニジン（MNNG）、O－メチ
ルヒドロキシルアミン、亜硝酸、エチルメタンスルホネート（EMS）、亜硫酸水素ナトリ
ウム、蟻酸及びヌクレオチド類似体を包含する。
【０２１１】
　そのような剤が使用される場合、突然変異誘発は典型的には、選択の突然変異誘発の存
在下で突然変異誘発されるベき親細胞をインキュベートし、そして低められた遺伝子の発
現を示すか又は発現を示さない変異体細胞をスクリーニングし、そして/又は選択するこ
とによって行われる。
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【０２１２】
　ヌクレオチド配列の修飾又は不活性化は、その転写又は翻訳のために必要とされる遺伝
子又は調節要素における１又は複数のヌクレオチドの導入、置換又は除去により達成され
得る。例えば、ヌクレオチドは、停止コドン導入、開始コドンの除去又は読み取り枠の変
更をもたらすために、挿入され又は除去され得る。そのような修飾又は不活性化は、当業
者において知られている方法に従って、特定部位の突然変異誘発又はPCR生成された突然
変異誘発により達成され得る。主に、修飾はインビボで、すなわち修飾されるべきヌクレ
オチド配列を発現する細胞に対して直接的に行われ得るが、修飾は下記に例示されるよう
にインビトロで行われ得ることが好ましい。
【０２１３】
　細胞によるヌクレオチド配列の発現を排除するか又は低めるための便利な手段の例は、
遺伝子置換、遺伝子削除又は遺伝子破壊の技法に基づかれる。例えば、遺伝子破壊方法に
おいては、内因性ヌクレオチドに対応する核酸配列が、欠失遺伝子を生成するために、親
細胞を形質転換する欠失性核酸配列を生成するようインビトロで突然変異誘発される。相
同組換えにより、その欠失性核酸配列は、その内因性遺伝子又は遺伝子フラグメントを置
換する。その欠失性ヌクレオチド配列はまた、ヌクレオチド配列が修飾されているか又は
破壊されている形質転換体の選択のために使用され得るマーカーをコードする。特に好ま
しい観点においては、ヌクレオチド配列は、選択マーカー、例えば本明細書に記載される
ようなそれらにより破壊される。
【０２１４】
　他方では、ヌクレオチド配列の修飾又は不活性化は、ヌクレオチド配列に対して相補的
な配列を用いて、確立されたアンチセンス又はRNAｉ技法により行われ得る。より特定に
は、細胞によるヌクレオチド配列の発現は、細胞において転写され得、そして細胞におい
て生成されるポリペプチドmRNAに対してハイブリダイズすることができる遺伝子のヌクレ
オチド配列に相補的な配列を導入することによって低められるか又は排除され得る。相補
的アンチセンスヌクレオチド配列のポリペプチドmRNAへのハイブリダイズを可能にする条
件下で、翻訳されるタンパク質の量が低められ又は排除される。
【０２１５】
　本発明はさらに、親細胞に比較して、ポリペプチドを少なく生成するか又はポリペプチ
ドを生成しない変異体細胞をもたらす、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列又は
その制御配列の破壊又は欠失を含んで成る親細胞の変異体細胞に関する。
【０２１６】
　そのようにして創造されたポリペプチド欠失変異体細胞は、生来及び/又は異種ポリペ
プチドの発現のための宿主として特に有用である。従って、本発明はさらに、（ａ）ポリ
ペプチドの生成のために適切な条件下で変異体細胞を培養し；そして（ｂ）ポリペプチド
を回収することを含んで成る、相同体又は異種ポリペプチドの生成方法に関する。用語“
異種ポリペプチド”とは、宿主細胞に対して生来ではないポリペプチド、生来の配列を変
更するために修飾が行われている生来のタンパク質、又はその発現が組換えDNA技法によ
る宿主細胞の操作の結果として定量的に変更されている生来のタンパク質として本明細書
において定義される。
【０２１７】
　さらなる観点においては、本発明は、本発明のポリペプチド及び興味あるタンパク質生
成物の両者を生成する細胞の発酵によりペルオキシゲナーゼ活性を実質的に有さないタン
パク質生成物の生成方法に関し、ここで前記方法は、発酵が完結される前、その間、又は
完結された後、ペルオキシゲナーゼ活性を阻害することができる、有効量の剤を、発酵ブ
イヨンに添加し、その発酵ブイヨンから興味ある生成物を回収し、そして任意には、回収
された生成物を、さらなる精製にゆだねることを含んで成る。
【０２１８】
　さらなる観点においては、本発明はペルオキシゲナーゼ活性を実質的に有さないタンパ
ク質生成物の生成方法に関し、ここで前記方法は、細胞を、生成物の発現を可能にする条
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件下で培養し、ペルオキシゲナーゼ活性を実質的に低めるために、前記得られる培養物ブ
イヨンを、組み合わされたpH及び温度処理にゆだね、そして培養物ブイヨンから生成物を
回収することを含んで成る。他方では、前記組み合わされたpH及び温度処理は、培養物ブ
イヨンから回収された酵素調製物に対して行なわれ得る。前記組み合わされたpH及び温度
処理は任意には、ペルオキシゲナーゼンヒビターによる処理と組合して使用され得る。
【０２１９】
　本発明のこの観点によれば、ペルオキシゲナーゼ活性の少なくとも60％、好ましくは少
なくとも75％、より好ましくは少なくとも85％、さらにより好ましくは少なくとも95％、
及び最も好ましくは少なくとも99％を除去することが可能である。ペルオキシゲナーゼ活
性の完全な除去は、この方法の使用により得られる。
【０２２０】
　前記組み合わされたpH及び温度処理は好ましくは、所望する効果を達成するための十分
な時間、典型的には30～60分間、２～4又は９～11の範囲のpH及び少なくとも60～70℃の
範囲の温度で行われる。
　興味ある生成物の培養及び精製のために使用される方法は、当業界において知られてい
る方法により行われ得る。
【０２２１】
　ペルオキシゲナーゼを実質的に有さない生成物を生成するための本発明の方法は、真核
生物ポリペプチド、特に菌類タンパク質、例えば酵素の生成において特に興味あるもので
ある。前記酵素は、例えば澱粉分解酵素、脂肪分解酵素、タンパク質分解酵素、細胞分解
酵素、オキシドレダクターゼ又は植物細胞壁分解酵素から選択され得る。
【０２２２】
　そのような酵素の例は、アミノペプチダーゼ、アミラーゼ、アミログルコシダーゼ、カ
ルボヒドラーゼ、カルボキシペプチダーゼ、カタラーゼ、セロビオヒドロラーゼ、セルラ
ーゼ、キチナーゼ、クチナーゼ、シクロデキストリン、グルコシルトランスフェラーゼ、
デオキシリボヌクレアーゼ、エンドグルカナーゼ、エステラーゼ、ガラクトシダーゼ、β
－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、グルコースオキシダーゼ、グルコシダーゼ、ハ
ロペルオキシダーゼ、ヘミセルラーゼ、インバーターゼ、イソメラーゼ、ラッカーゼ、リ
ガーゼ、リパーゼ、リアーゼ、マンノシダーゼ、オキシダーゼ、ペクチン分解酵素、ペル
オキシダーゼ、フィターゼ、フェノールオキシダーゼ、ポリフェノールオキシダーゼ、タ
ンパク質分解酵素、リボヌクレアーゼ、トランスフェラーゼ、トランスグルタミナーゼ又
はキシラナーゼを包含する。ペルオキシゲナーゼ欠失細胞はまた、医薬的に興味あるもの
、例えばホルモン、成長因子、受容体及び同様のものの異種タンパク質を発現するために
使用され得る。
【０２２３】
　用語“真核生物ポリペプチド”とは、生来のポリペプチドのみだけではなく、またアミ
ノ酸置換、欠失又は付加、又は活性、熱安定性、pH耐性及び同様のものを増強するための
他のそのような修飾により修飾されているそれらのポリペプチド、例えば酵素を包含する
。
　もう１つの観点においては、本発明は、本発明の方法により生成される、ペルオキシゲ
ナーゼ活性を実質的に有さないタンパク質生成物に関する。
【０２２４】
組成物：
　本発明はまた、本発明のポリペプチドを含んで成る組成物にも関する。好ましくは、組
成物はそのようなポリペプチドにおいて富化される。用語“富化される”とは、組成物中
のペルオキシゲナーゼ活性が、少なくとも1.1の富化因子、高められていることを示す。
【０２２５】
　組成物は、主要酵素成分、例えば単一成分組成として本発明のポリペプチドを含んで成
る。他方では、組成物は、複数の酵素活性、例えばアミノペプチダーゼ、アミラーゼ、カ
ルボヒドラーゼ、カルボキシペプチダーゼ、カタラーゼ、セルラーゼ、キチナーゼ、クチ
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ナーゼ、シクロデキストリングリコシルトランスフェラーゼ、デオキシリボヌクレアーゼ
、エステラーゼ、α－ガラクトシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、α
－グルコシダーゼ、β－グルコシダーゼ、ハロペルオキシダーゼ、インバーターゼ、ラッ
カーゼ、リパーゼ、マンノシダーゼ、オキシダーゼ、ペクチン分解酵素、ペプチドグルタ
ミナーゼ、ペルオキシダーゼ、フィターゼ、ポリフェノールオキシダーゼ、タンパク質分
解酵素、リボヌクレアーゼ、トランスグルタミナーゼ又はキシラナーゼを含んで成る。
【０２２６】
　追加の酵素は、例えばアスペルギラス属、好ましくはアスペルギラス・アキュレアタス
（Aspergillus aculeatus）、アスペルギラス・アワモリ（Aspergillus awamori）、アス
ペルギラス・ホエチダス（Aspergillus foetidus）、アスペルギラス・ジャポニカス（As
pergillus japonicus）、アスペルギラス・ニジュランス（Aspergillus nidulans）、ア
スペルギラス・ニガー（Aspergillus niger）、又はアスペルギラス・オリザエ（Aspergi
llus oryzae）、フサリウム属、例えばフサリウム・バクトリジオイデス（Fusarium bact
ridioides）、フサリウム・セレアリス（Fusarium cerealis）、フサリウム・クロックウ
ェレンズ（Fusarium crookwellense）、フサリウム・クルモラム（Fusarium culmorum）
、フサリウム・グラミネアラム（Fusarium graminearium）、フサリウム・グラミナム（F
usarium graminum）、フサリウム・ヘテロスポラム（Fusarium heterosporum）、フサリ
ウム・ネグンジ（Fusarium negundi）、フサリウム・オキシスポラム（Fusarium oxyspor
um）、フサリウム・レチキュラタム（Fusarium reticulatum）、フサリウム・ロゼウム（
Fusariumu roseum）、フサリウム・サムブシウム（Fusarium sambucinum）、
【０２２７】
　フサリウム・サルコクロウム（Fusarium sarcochroum）、フサリウム・スポロトリキオ
イデス（Fusarium sporotrichioides）、フサリウム・スルフレウム（Fusarium sulphure
um）、フサリウム・トルロサム（Fusarium torulosaum）、フサリウム・トリコセシオイ
デス（Fusarium trichothecioides）、又はフサリウム・ベネナタム（Fusarium venenatu
m）、ヒュミコラ属、好ましくはヒュミコラ・インソレンス（Humicola insolens）、又は
ヒュミコラ・ラヌギノサ（Humicola lanuginosa）、トリコダーマ属、好ましくはトリコ
ダーマ・ハルジアナル（Trichoderma harzianum）、トリコダーマ・コニンギ（Trichoder
ma koningii）、トリコダーマ・ロンジブラキアタム（Trichoderma longibrachiatum）、
トリコダーマ・レセイ（Trichoderma reesei）又はトリコダーマ・ビリデ（Trichoderma 
viride）に属する微生物により生成され得る。
【０２２８】
　ポリペプチド組成物は、当業界において知られている方法に従って調製され得、そして
液体又は乾燥組成物の形で存在することができる。例えば、ポリペプチド組成物は、顆粒
又は微粒子の形で存在することができる。組成物に包含されるべきポリペプチドは、当業
界において知られている方法に従って安定化され得る。
【０２２９】
　本発明のポリペプチド組成物の好ましい使用の例は下記に与えられる。本発明のポリペ
プチド組成物の用量、及び組成物が使用される他の条件は、当業界において知られている
方法に基づいて決定され得る。本発明はまた、ペルオキシゲナーゼ活性を有するポリペプ
チド、又はその組成物の使用方法にも向けられる。
【０２３０】
芳香族N－複素環式化合物のその対応するN－酸化物への酵素的酸化：
　式（I）の出発化合物が好ましくは、特に高いペルオキシゲナーゼ活性を有する、真菌
アグロシベ・アエゲリタの芳香族ハロペルオキシダーゼペルオキシゲナーゼ（アグロシベ
・アエゲリタペルオキシゲナーゼ－アグロシベ・アエゲリタペルオキシダーゼ＝AaP1）、
及び少なくとも１つの酸化剤と反応せしめられ、ここで複素環式窒素の位置選択的酸化が
生じる。
【０２３１】
　本発明の使用される酸化剤は好ましくは、H2O2、有機過酸化物又はヒドロ過酸化物、例
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えばtert－ブチルヒドロ過酸化物、空気又は酸素（O2）である。高価な電子供与体、例え
ばNADH又はNADPH（酸化剤の濃度：0.01～10mモル/l、好ましくは0.1～2mモル/lのH2O2）
を排除することが本発明の方法において可能である。
【０２３２】
　酵素AaP1により式（I）の化合物の転換をさらに促進するために、H2O2－生成酵素、特
にオキシダーゼ、例えばグルコースオキシダーゼ又はアリールアルコールオキシダーゼ及
びそれらの基質（グルコース又はベンジルアルコール）を、反応混合物にさらに添加する
ことが可能である。
【０２３３】
　本発明に従っての酵素的細胞フリー方法の基本は、P450－様触媒性質を有する新規の細
胞外ハロペルオキシダーゼペルオキシゲナーゼ（＝芳香族ペルオキシゲナーゼ）であり、
そして特に緩衝水溶液中、適切な酸化剤（例えば、過酸化物）の存在下で、芳香族N－複
素環式化合物（例えば、ピリジン）を、その対応するN－酸化物に酸化し、そしてそのよ
うにすることにより、高い選択性（95％以上のN－酸化物）を達成する。
【０２３４】
　使用される酵素は、ペルオキシダーゼ及びペルオキシゲナーゼ機能を有する特定の細胞
外ヘム－チオレートタンパク質である。それは、ボルビチアセアエ（例えば、アグロシベ
spp.）及びコプリナセアエ（例えば、コプリナスssp.）科の担子菌により形成され、そし
てこれまで記載されているペルオキシダーゼ及びシトクロムP450とは明らかに異なる特定
の触媒性質により特徴づけられる。酵素生成は好ましくは、液体培養、生成物反応体及び
窒素富化培地において実施される（Ullrich, R., 2005, Thesis, IHI Zittau; Kluge, M.
 2006, Diploma thesis, IHI Zittau）。
【０２３５】
　化学合成に比較して、AaP1として知られる酵素により触媒される反応は、高く濃縮され
た、攻撃的及び環境的に有害な試薬を必要とせず、そして生成物を回収する場合、異性体
混合物を分離するために化学的に徹底した及び手間がかかる精製段階を排除することが可
能である。典型的には、前記酵素は、0.02U/ml～10U/mlのAaP1、特に0.09～8U/mlのAaP1
の濃度で使用される。これは、記載される反応工程を、特に環境的に好意的にする。
【０２３６】
　純粋な化学合成に対する追加の利点は、室温及び標準の空気圧下での本発明のペルオキ
シゲナーゼ－触媒された反応による操作から成る。好ましい態様においては、前記方法は
、緩衝水溶液において実施される。水性媒体において反応を安定化するためには、有機酸
、好ましくはクエン酸及びリン酸塩、好ましくはリン酸水素カリウムに基づく緩衝液を、
反応混合物に添加することが可能である（緩衝液濃度：5mモル/l～500mモル/l、好ましく
は20～100mモル/l）。
【０２３７】
　溶解性を改良するためには、有機溶媒が反応混合物に添加され、そして２相システムで
作業することが可能である。本発明に従って有用な溶媒は、プロトン性溶媒、例えばメタ
ノール又はエタノール、又は非プロトン性極性溶媒、例えばエーテル（例えば、ジイソプ
ロピルエーテル）、アセトン、アセトニトリル、DMSO（ジメチルスルホキシド）及びDMF
（N, N－ジメチルホルムアミド）である。
【０２３８】
　使用される式（I）の出発化合物は特に、次のグループからの化合物である：ピリジン
、置換されたピリジン（R=-X, -NO2, －アルキル、－フェニル、-NH2, -OH）、キノリン
、イソキノリン及びそれらの誘導体、数個のヘテロ原子を有する芳香族化合物、及び多環
式N－複素環式化合物。反応は、5℃～40℃の範囲内で、好ましくは20～30℃で実施される
。反応時間は典型的には、0.5～120分、特に５～50分である。達成されるN－酸化物の収
率は、10～99％、好ましくは20～90％の範囲内である。ピリジンをピリジンN－酸化物に
酸化できる唯一の他の酵素（メタンモノオキシゲナーゼ、MMO）による触媒に対する、N－
複素環式化合物のペルオキシゲナーゼ触媒された反応の利点は、次のものから成る：
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【０２３９】
　・　 i) より高い比活性、
　・　 ii) 高価な電子供与体［NAD(P)H］の代わりに安価な過酸化物の使用、
　・　 iii)フラビンレダクターゼ及び調節タンパク質からのヒドロキシル化酵素の独立
性、
　・iv) 細胞破壊を伴わないでの単純な酵素回収、及び
　・　 v) 不安定な細胞内及び部分的膜結合されたMMOに比較して、細胞外AaP1及び類似
するペルオキシゲナーゼの高い安定性。
【０２４０】
　AaP1－触媒された反応に関しては、１段階工程において補助基質として過酸化物のみを
必要とする単一の細胞外生触媒の助けにより、活性化されてないN－複素環式化合物、例
えばピリジンを、位置選択的にその対応するN－酸化物（例えば、ピリジンN－酸化物）に
転換することが初めて可能である。この方法は、広範囲の異なった全化学の分野において
、中でも、活性成分、医薬中間体、特定の触媒及び酸化剤の調製、及び不安定な分子への
保護基の導入のために使用され得る。本発明は、図面に示される例に関して、下記により
詳細に例示されるが、本発明はそれらの例に制限されるものではない。
【０２４１】
パルプ及び製紙産業へのペルオキシゲナーゼの適用：
　ペルオキシゲナーゼは、好ましい態様においては、パルプ及び製紙産業内で異なった適
用のために使用され得る。この酵素は、クラフトパルプ、砕木パルプ及び化学－砕木パル
プの漂白工程において脱リグニン化を高めるために使用され得る。漂白工程の目的は、セ
ルロース繊維から褐色のリグニン分子を除去することであり；これは従来、典型的には、
酸化化学物質、例えば二酸化塩素、酸素、オゾン又は過酸化水素を用いての漂白連鎖、及
び酸化段階間でのアルカリ抽出において行われる。
【０２４２】
　リグニン分子における芳香族構造体の酸化により、リグリンはより親水性になり、そし
て従来の酸化化学物質により、さらに分解される場合、パルプからの抽出を容易にし、従
って、パルプの同じ輝度レベルを得るためには、より少ない量の従来の漂白化学物質が必
要とされる。芳香族構造体の潜在的側鎖ヒドロキシル化、アルキル－アリールエーテルの
分解、及び複雑なリグニン構造体に存在するアルコール及びアルデヒド構造体の酸化が、
漂白工程を改良し、そして従来の化学物質を倹約する。
【０２４３】
　例えば、クラフトパルプの脱リグニンに関するもう１つの態様においては、ペルオキシ
ゲナーゼは、ラッカーゼ/メディエーター又はペルオキシダーゼ/メディエーター脱リグニ
ン化に使用されるメディエーターの現場生成のために使用され得、この工程は例えば、Ca
ll et al, Journal of Biotechnology 53 (1997) p. 163-202により記載されている。そ
のように呼ばれるN－OH型、例えばヒドロキシベンゾトリアゾールのメディエーターは、
この工程において高い脱リグニン化効果を示す化合物である。ヒドロキシベンゾトリアゾ
ールは、ペルオキシゲナーゼの使用により、より安価な化合物ベンゾトリアゾールのヒド
ロキシル化による工程において現場生成され得る。N－OH型の他の複素環式化合物は、同
じ手段で生成される。
【０２４４】
　もう１つの態様においては、ペルオキシゲナーゼ酵素は、化学、砕木及び化学－砕木パ
ルプのピッチ除去/脱樹脂化を改良するために使用され得る。ピッチ及び樹脂は天然にお
いて木材に見出される疎水性化合物について通常使用される用語である。樹脂は、従来の
化学パルプ処理工程において一定の程度まで除去され/分解されるが、しかし化合物のい
くらかは、それらの化合物の疎水性のために所望する程度まで除去することが困難であり
、芳香族構造体のヒドロキシル化又はアリールアルコール又はフェノール構造体の酸化が
脱樹脂化を改良し、そしてその手段で、パルプ/製紙の性質を改良し、洗浄のための停止
時間を倹約し、そしパルプに均等に懸濁される疎水性化合物を維持するために添加される



(41) JP 5411121 B2 2014.2.12

10

20

30

40

50

化学物質を実質的に倹約する。
【０２４５】
水処理産業内でのペルオキシゲナーゼ：
　ペルオキシゲナーゼは、水処理産業内で種々の目的のために適用され得る。構想される
適用の実際すべては、扱いにくく、毒性で、分解されにくく且つ/又は生活性物質のペル
オキシゲナーゼ触媒された変性に対応する。それらの物質、例えば活性化されたスラッジ
、物質反応体（例えば、移動層、逆流スラッジブランケット、膜、等）、好気性及び嫌気
性ダイジェスター、透明剤及びラグーン（但し、それらだけには限定されない）の変性（
すなわち、酸化）は、従来の水処理操作によりそれらの緩和策を促進するであおる。
【０２４６】
　水処理操作内のペルオキシゲナーゼの比活性及び触媒活性の主張される有益性は、変性
の主要供給物に従って分類され得る。
【０２４７】
　第１のシナリオにおいては、前記物質のペルオキシゲナーゼ－介在性変性は、従来の水
処理操作による続く除去のために、直接的に及び/又は危険な物質の生物利用能を高める
ことにより、その物質の危険な性質を低める。例としては、次のものを列挙することがで
きる：持続性物質、例えば除草剤/殺真菌剤（例えば、フェニルウレア、フェノキシ）、
アトラジン、フェニル炭化水素＆PAH、殺虫剤、DDT、PCB、PCDD, PCDF及び界面活性剤及
び出現する微量汚染物質（EMP）、例えば内分泌崩壊物質、医薬（例えば、抗生物質/抗菌
剤、卵胞ホルモン）、パーソナルケア製品及び同様のもの。大部分、前記物質は、非選択
性で、非触媒性で且つ非再生性の傾向がある、より高価な処理よりも、ペルオキシゲナー
ゼは選択性及び特異性を好ましくする低濃度レベルで存在する傾向がある。
【０２４８】
　第２シナリオにおいては、物質のペルオキシゲナーゼ変性は、水処理操作の効率/性能
を改良する。ペルオキシゲナーゼによる難分解性有機物質（すなわち、“処理されていな
い”、及び“処理できない/不活性/硬質COD”）の酸化は、主要な設備投資を伴わないで
、従来の水処理操作の全体の除去速度を速めることができるCOD：BOD比を低める。類似す
る態様で、潜在的に毒性の物質のペルオキシゲナーゼ－介在性酸化は、健康、及び生物学
的栄養物除去（BNR）システム（例えば、反応体、消化物、ラグーン、スラッジ、層、フ
ィルター及び清浄物）の効率を改良することができる。改良された有機除去速度の他に、
ペルオキシゲナーゼは流入物の解毒によりメタン形成を増強し、そしてCOD：BOD比を低め
ることができる。
【０２４９】
　第３シナリオにおいては、ペルオキシゲナーゼ活性が、局部物質の同時酸化を伴って、
産業流出物に存在する残留過酸化物を低めるために使用され得る。
　第４シナリオにおいては、ペルオキシゲナーゼ活性は、一次及び二次/生物学的スラッ
ジの凝集挙動性を改良するために使用され得る。コロイド間、及びコロイドと大きな凝集
体との間の共有架橋の生成を触媒することにより、従来の脱水（例えば、増粘機、形成機
、層、遠心分離機、プレート及びフレーム、等）の前、スラッジを調節するために使用さ
れる化学物質の量が低められ得、そして/又はスラッジの脱水挙動性が活性化される化学
物質を伴って又はそれを伴わないで、改良され得る。
【０２５０】
酵素的油処理内へのペルオキシゲナーゼ適用：
　石油製品は、エネルギー及び原料の最も重要な源であるが、しかしながら、世界の石油
埋蔵量は減少しているので、重質原油及びビチューメン沈殿物は、再生できるエネルギー
源の種々の開発に使用されるべきであろう。重質原油は高い粘度であり、そして抽出する
には困難であり；さらに、重質原油は、高い量の硫黄、窒素、芳香族化合物及び重金属を
含み；それらの化合物は、使用の前、減じるべきである。原油の精製において、生物工学
、特にオキシドレダクターゼに基づく技法を使用するためへの種々の可能性ある適用がAy
ala, M. et al. (Biocatalysis and Biotransformation, 2007, 25:2, 1 14-129により言
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及されている。種々の態様がさらに下記に記載される。
【０２５１】
　アスファルテンは、N－アルカンに不溶性であるが、しかしトルエンに溶解性である石
油の一部として定義される。アスファルテン画分は、高粘度、及びエマルジョン、ポリマ
ー及びコークスを形成する傾向のような所望しない油性質を大部分、担当すると思われる
。窒素、酸素及び硫黄へテロ原子が、非－及び複素環式基として存在する。さらに、有意
な量のポルフィリン（ペトロポルフィリン）は、ニッケル及びバナジウムを含むことが見
出され得る。ペルオキシゲナーゼを用いてのアスファルテンの変性は、広範囲の次の有益
な効果を有するであろう：高められた水溶解性、高められた沸点、低い分子間相互作用、
低粘度及び改良された生物学的反応性。
【０２５２】
　従って、ペルオキシゲナーゼは、低い粘度をもたらし、そして溶媒の必要性及びコーク
スの形成を低める品質向上の前、適用され得る。オキシドレダクターゼ、特にラッカーゼ
、フェノールオキシダーゼ、ハロペルオキシダーゼ及びペルオキシダーゼ、又は微生物、
特にロードコーカス・エリトロポリス（Rhodococcus erythropolis）又は類似する細菌細
胞との組合された又は続く反応がさらに、変性又は分解を増強するであろう。処理は、脱
塩の前、脱塩と組合して、又は続く加工、例えば真空蒸留、水処理装置、ハイドロクラッ
カー、又は流動触媒分解装置による加工の間又はそれに続いて、実施され得る。水又は水
相溶性溶媒におけるニ相システムが任意には、適用され得る。
【０２５３】
　精製された燃料における芳香族化合物の存在は、不完全燃焼及び粒状物質の同時形成を
導く。多環式芳香族炭化水素は、それらの発癌性及び突然変異誘発活性のために、実質的
な健康危険性であると思われる。ペルオキシゲナーゼによる多環式芳香族炭化水素の処理
は、親化合物によりも、より溶解性で且つ有意に低い突然変異誘発性である生成物をもた
らす。
【０２５４】
　バナジウム及びニッケルのような重金属イオンは天然において、300ppm又はそれ以上の
程度、Canadian Oil Sandsビチューメンに存在する。それらのイオンは、ビチューメン内
のペトロポルフィンと呼ばれる生物マーカーとのキレート化を通して強く維持されること
が知られている。金属イオンは、分解及び水処理の間、使用される下流の触媒を害するよ
う作用することにおいて、ビチューメンの品質向上に対して有害である。石油中の重金属
は、２種の他の主要石油を導く。１つは、廃棄物処理問題をもたらす、高濃度の金属酸化
物と共に灰の形成である。第２は、選択性及び活性を低める触媒分解の間、触媒の有害化
である。現在、これらの問題を軽減するための方法はなく；現在の実施は、多量の触媒を
使用することである。
【０２５５】
　商業的適用はまだ知られていないが、精製産業内である生物工学を用いることが研究さ
れて来た。C. フマゴからのクロロペルオキシダーゼ（CPO）と呼ばれるヘム－ペルオキシ
ダーゼ酵素がペトロポリフィンの酸化開環による金属イオンのキレート化を分解できたこ
とが、Fedorakなどにより、1990年代初期に示されている。続いて、開放される金属イオ
ンが、有機層から水層中に抽出され、ビチューメンから遠のく。1990年代後期において、
Torres及びVazquez-Duhaltは、シトクロムc（ペルオキシダーゼ様活性を有する小さなヘ
ムタンパク質）を用いての類似する反応性を示している。
【０２５６】
　それらの酵素はペトロポリフィリンに対して興味ある活性示したが、それらは大規模な
産業適用のための使用を不可能にするいくつかの欠点を有する。最初に、それらの基質（
例えば、過酸化水素）の存在下で、酵素自体が酸化され、そして活性を失う。ヘム活性部
位は、H2O2により酸化されることが知られており；それらの酵素の半減期は１nMのH2O2に
おいて数分の程度である。第２に、酵素発現レベルは非常に低い。
【０２５７】
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　ペルオキシゲナーゼによる油、ビチューメン、アスファルテン又はペトロプロフィリン
の処理は、重金属の含有率、特にニッケル及びバナジウムの含有率を有意に減じる。その
処理は好ましくは、触媒分解装置への前、いずれかの段階で行われる。
【０２５８】
　液体炭化水素燃料に関する規制は、連続的に必要とするより低い硫黄含有率である。従
来の脱流は、水素化処理の間、実施され、ここでさらに、窒素、酸素及び砒素化合物が減
じられるか又は除去される。ペルオキシゲナーゼ処理は、特に続いて蒸留段階が存在する
場合、硫黄含有率を有意に低めることができる。その処理は、脱塩の前、脱塩と組合して
、又は真空蒸留、水素処理、水素分解又は液体触媒分解のような続く処理の間又はそれに
続いて行われ得る。
【０２５９】
薬物/化学合成への真菌ペルオキシゲナーゼの適用：
　シトクロムP450酵素に類似して、ペルオキシゲナーゼは、種々の化学物質、例えば活性
医薬成分及び中間体の化学合成に使用され得、そして特に、ペルオキシゲナーゼは好都合
には、光学的に純粋なキラル化合物の合成のために使用され得る。そのような可能なペル
オキシゲナーゼ触媒された反応の例は、次のものである：
【０２６０】
　・ヒドロコルチゾンへのライヒシュタインSの11β－ヒドロキシル化（アメリカ特許第4
353985号）。
　・コルチゾンへのプロゲステロンの転換（ステロイド修飾/生成）。
　・コンパクチンからのPravastin、すなわち抗－コレステロール薬物の生成（Biotechno
l. Lett. 2003, 25, 1827）。
　・４－位置でのR－２－フェノキシプロピオン酸のヒドロキシル化。
【０２６１】
　・P450酵素を用いてのリモンからの抗癌薬物ペリリル（perillyl）アルコールの生触媒
性生成（Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71 , 1737）。
ピリジン、ピロール、ピロリジン、ピペリジン、イミダゾール、チアゾール、モルホリン
又はピリミジンのN－酸化された形を含む化合物が特に適切である（Source Refs: J. B. 
van Beilen, et al., Trends Biotechnol., 2003, 21 , 170. and V.B. Urlacher and S.
 Eiben, Trends Biotechnol., 2006, 24, 324）。
【０２６２】
洗剤組成物へのペルオキシゲナーゼの適用：
　本発明のペルオキシゲナーゼ酵素は、洗剤組成物に添加され得、そして従って、洗剤組
成物の成分に成ることができる。
【０２６３】
　本発明の洗剤組成物は、手動又は機械洗濯用洗剤組成物、例えば染色された布の前処理
のために適切な洗濯用添加剤組成物及びすすぎ用布ソフトナー組成物として配合され得、
又は一般的な家庭用硬質表面洗浄操作における使用のための洗剤組成物として配合され得
、又は手動又は機械皿洗い操作のために配合され得る。
【０２６４】
　特定の観点においては、本発明は、本発明の酵素を含んで成る洗剤添加剤を提供する。
前記洗剤添加剤及び洗剤組成物は、１又は複数の他の酵素、例えばプロテアーゼ、リパー
ゼ、クチナーゼ、アミラーゼ、カーボヒドラーゼ、セルラーゼ、ペクチナーゼ、マンナナ
ーゼ、アラビナーゼ、ガラクタナーゼ、キシラナーゼ、オキシダーゼ、例えばラッカーゼ
及び/又はポロキシダーゼを含んで成ることができる。
【０２６５】
　一般的に、選択された酵素の性質は、選択された洗剤と適合できるべきであり（すなわ
ち、他の酵素及び非酵素の成分、等とのpH－最適適合性）、そして酵素は効果的な量で存
在すべきである。
【０２６６】
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　プロテアーゼ：適切なプロテアーゼは、動物、植物又は微生物起源のものを包含する。
微生物起源が好ましい。化学的に修飾された、又はタンパク質構築された変異体が含まれ
る。プロテアーゼは、セリンプロテアーゼ又は金属プロテアーゼ、好ましくはアルカリ微
生物プロテアーゼ又はトリプシン－様プロテアーゼであり得る。アルカリプロテアーゼの
例は、スブチリシン、特にバチルスに由来するそれらのもの、例えばスブチリシンNovo、
スブチリシンCarlsberg、スブチリシン309、スブチリシン147及びスブチリシン168（WO89
/06279号に記載される）である。トリプシン－様プロテアーゼの例は、トリプシン（例え
ば、ブタ又はウシ起源のもの）、及びWO89/06270号及びWO94/25583号に記載されるフサリ
ウムプロテアーゼである。
【０２６７】
　有用なプロテアーゼの例は、WO92/19729号、WO98/20115号、WO98/20116号及びWO98/349
46号に記載される変異体、特に１又は複数の次の位置での置換を有する変異体である：27
, 35, 57, 76, 87, 97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206, 218, 222, 224, 235
及び274－特定の配列及び位置を言及する。
【０２６８】
　好ましい市販のプロテアーゼ酵素は、AlcalaseTM, SavinaseTM, PrimaseTM, DuralaseT
M, EsperaseTM及びKannaseTM (Novo Nordisk A/S), MaxataseTM, MaxacalTM, MaxapemTM,
 ProperaseTM, PurafectTM, Purafect OxPTM, FN2TM及びFN3TM (Genencor International
 Inc.) を包含する。
【０２６９】
　リパーゼ：適切なリパーゼは、細菌又は菌類起源のそれらのものを包含する。化学的に
修飾された又はタンパク質構築された変異体が包含される。有用なリパーゼの例は、ヒュ
ーミコラ（別名、サーモミセス）、例えばヨーロッパ特許第258068号及び第305216号に記
載のようなヒューミコラ・ラウギノサ（T.ラウギノサ）、又はWO96/13580号に記載のよう
なヒューミコラ・インソレンス、P.アルカリゲネス又はP.プソイドアルカリゲネス（ヨー
ロッパ特許第218272号）、P.セパシア（ヨーロッパ特許第331376号）、P.スツゼリ（P.st
utzeri）(イギリス特許第1,372,034号)、P.フルオレセンス、プソイドモナスsp. SD705株
（WO75/06720号及びWO96/27002号）、P.ウイスコンシネンシス（WO96/12012号）からのリ
パーゼ、バチルスリーパーゼ、例えばB.スブチリス（Dartoisなど. (1993), Biochemica 
et Biophysica Acta, 1131, 253-360）、B. ステアロサーモフィラス（日本特許64/74499
2）又はB.プミラス（WO91/16422号）からのリーパーゼを包含する。
【０２７０】
　他の例は、リパーゼ変異体、例えばWO92/05249号、WO94/01541号、ヨーロッパ特許第40
7225号、ヨーロッパ特許第206105号、WO95/35381号、WO96/00292号、WO95/30744号、WO94
/25576号、WO95/14783号、WO95/22615号、WO97/04079号及びWO97/0720号に記載されるも
のを包含する。
　好ましい市販のリパーゼ酵素は、LipolaseTM 及びLipolase UltraTM (Novo Nordisk A/
S) を包含する。
【０２７１】
　アミラーゼ：適切なアミラーゼ（α－及び/又はβ）は、細菌又は菌類起源のそれらの
ものを包含する。化学的に修飾された又はタンパク質構築された変異体が包含される。ア
ミラーゼは、バチルス、例えばイギリス特許第1,296,839号により詳細に記載される、B.
リケニルホルミスの特許株から得られるα－アミラーゼを包含する。
【０２７２】
　有用なアミラーゼの例は、WO94/02597号、WO94/18314号、WO96/23873号及びWO/43424号
に記載される変異体、特に１又は複数の次の位置での置換を有する変異体である：15, 23
, 105, 106, 124, 128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209, 243, 264
, 304, 305, 391, 408及び444－特定の配列及び位置を言及する。
　市販のアミラーゼは、DuramylTM, TermamaylTM, FungamylTM 及びBAMTM (Novo Nordisk
 A/S), RapidaseTM 及びPurastarTM (Genencor International Inc.)である。



(45) JP 5411121 B2 2014.2.12

10

20

30

40

50

【０２７３】
　セルラーゼ：適切なセルラーゼは、細菌又は菌類起源のそれらのものを包含する。化学
的に修飾された又はタンパク質構築された変異体が包含される。適切なセルラーゼは、バ
チルス、ヒューミコラ、フサリウム、チエラビア、アクレモニウム属からのセルラーゼ、
例えばアメリカ特許第4,435,307号、アメリカ特許第5,648,263号、アメリカ特許第5,691,
178号、アメリカ特許第5,776,757号及びWO89/09259号に開示されるヒューミコラ・インソ
レンス、マイセリオプソラ・サーモフィラ/オキシスポラムから生成される菌類セルラー
ゼを包含する。
【０２７４】
　特に適切なセルラーゼは、色彩保護有益性を有するアルカリ又は中性セルラーゼである
。そのようなセルラーゼの例は、ヨーロッパ特許第0495257号、ヨーロッパ特許第0531372
号、WO96/11262号、WO96/29397号、WO98/08940号に記載されるセルラーゼである。例の例
は、WO94/07998号、ヨーロッパ特許第0531315号、アメリカ特許第5,457,046号、アメリカ
特許第5,685,593号、アメリカ特許第5,763,254号、WO95/24471号、WO98/12307号及びWO19
99/001544号に記載されるそれらのものである。
【０２７５】
　市販のセルラーゼは、CelluzymeTM 及びCarezymeTM (Novo Nordisk A/S), ClazinaseTM

 及びPuradex HATM (Genencor International Inc.) 及びKAC－500 (B)TM (Kao Corporat
ion) を包含する。
【０２７６】
　ペルオキシダーゼ/オキシダーゼ：適切なペルオキシダーゼ/オキシダーゼは、植物、細
菌又は菌類起源のそれらのものを包含する。化学的に修飾された又はタンパク質構築され
た変異体が包含される。有用なペルオキシダーゼの例は、コプリナス、例えばコプリナス
・シネレウス、及びWO93/24618 号、WO95/10602号及びWO98/15257号に記載されるそれら
のようなそれらの変異体からのペルオキシダーゼを包含する。
　市販のペルオキシダーゼは、GuardzymeTM (Novo Nordisk A/S) を包含する。
【０２７７】
　洗剤酵素は、１又は複数の酵素を含む別々の添加剤を添加することにより、又はそれら
の酵素のすべてを含んで成る組合された添加剤を添加することにより洗剤組成物に包含さ
れ得る。本発明の洗剤添加剤、すなわち別々の添加剤又は組合された添加剤が、例えば粒
質物、液体、スラリー、等として配合され得る。好ましくは洗剤添加剤配合物は、粒質物
、特に非－ダスチング粒質物、液体、特に安定された液体又はスラリーである。
【０２７８】
　非－ダスチング粒質物は、アメリカ特許第4,106,991号及び第4,661,452号に開示のよう
にして生成され得、そして任意には、当業界において知られている方法により被覆され得
る。蝋被覆材料の例は、1000～20,000の平均モル重量を有するポリ（酸化エチレン）生成
物（ポリエチレングリコール、PEG）；16～50の酸化エチレン単位を有する、エトキシル
化されたノニルフェノール；12～20個の炭素原子を有するアルコールを有し、そして15～
80の酸化エチレン単位を有する、エトキシ化された脂肪アルコール；脂肪アルコール、脂
肪酸；及び脂肪酸のモノ－、ジ－及びトリグリセリドである。流動層技法による適用のた
めに適切なフィルム形成被覆材料の例は、イギリス特許第1483591号に与えられている。
例えば、液体酵素調製物は、確立された方法に従って、ポリオール、例えばプロピレング
リコール、糖又は糖アルコール、硫酸又は硼酸を添加することによって、安定化される。
保護された酵素は、ヨーロッパ特許第238,216号に開示される方法に従って調製され得る
。
【０２７９】
　本発明の洗剤組成物は、いずれかの便利な形、例えば棒状、錠剤、粉末、顆粒、ペース
ト又は液体の形で存在することができる。液体洗剤は、水性であり、典型的には、70％ま
での水及び０～30％の有機溶媒を含み、又は非水性であり得る。
　洗剤組成物は、非イオン性、例えば半－極性及び/又はアニオン性及び/又はカチオン性
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及び/又は両性イオンであり得る１又は複数の界面活性剤を含んで成る。界面活性剤は典
型的には、0.1～60重量％のレベルで存在する。
【０２８０】
　そこに含まれる場合、洗剤は通常、約１％～約40％のアニオン性界面活性剤、例えば線
状アルキルベンゼンスルホネート、α－オレフィンスルホネート、アルキルスルフェート
（脂肪酸スルフェート）、アルコールエトキシスルフェート、第二アルカンスルホネート
、α－スルホ脂肪酸メチルエステル、アルキル－又はアルケニル琥珀酸又は石鹸を含むで
あろう。
【０２８１】
　そこに含まれる場合、界面活性剤は通常、約0.2％～約40％の非イオン性界面活性剤、
例えばアルコールエトキシレート、ノニルフェノールエトキシレート、アルキルポリグリ
コシド、アルキルジメチルアミンオキシド、エトキシル化された脂肪酸モノエタノールア
ミド、脂肪酸モノエタノールアミド、ポリヒドロキシアルキル脂肪酸アミド、又はグルコ
サミンのN－アシルN－アルキル誘導体（“グルコサミド”）を含むであろう。
【０２８２】
　洗剤は、０～65％の洗剤ビルダー又は錯生成剤、例えばゼオライト、ジホスフェート、
三リン酸、ホスホネート、カーボネート、シトレート、ニトリロ三酢酸、エチレンジアミ
ン四酢酸、ジエチレントリアミン六酢酸、アルキル－又はアルキニル琥珀酸、可溶性シリ
ケート又は層化されたシリケート（例えばHoechstからのSKS－６）を含むことができる。
【０２８３】
　洗剤は、１又は複数のポリマーを含んで成る。例としては、カルボキシメチルセルロー
ス、ポリ（ビニルピロリドン）、ポリ（エチレングリコール）、ポリ（ビニルアルコール
）、ポリ（ビニルピリジン－N－オキシド）、ポリ（ビニルイミダゾール）、ポリカルボ
キシレート（例えばポリアクリレート、マレイン酸/アクリル酸コポリマー及びラウリル
メタクリレート/アクリル酸コポリマーを含んで成る。
【０２８４】
　洗剤は、H2O2源を含んで成る漂白システム、例えば過酸形成漂白活性化剤、例えばテト
ラアセチルエチレンジアミン又はノナノイルオキシベンゼンスルホネートと共に組合され
得る過硼酸塩又は過炭酸塩を含むことができる。他方では、漂白システムは、例えばアミ
ド、イミド又はスルホン型のペルオキシ酸を含むことができる。
【０２８５】
　本発明の洗剤組成物の酵素は、従来の安定剤、例えばポリオール、例えばプロピレング
リコール又はグリセロール、糖又は糖アルコール、乳酸、硼酸又は硼酸誘導体、例えば芳
香族硼酸エステル又はフェニル硼素酸誘導体、例えば４－ホルミルフェニル硼素酸を用い
て安定化され得、そして前記組成物は、例えばWO92/19709号及びWO92/19708号に記載のよ
うにして配合され得る。
【０２８６】
　洗剤はまた、他の従来の洗剤組成物、例えば布コンディショナー、例えばクレー、泡増
強剤、石鹸泡抑制剤、抗腐蝕剤、土壌懸濁剤、抗－土壌再沈着剤、染料、殺菌剤、蛍光増
白剤、ヒドロトロープ、曇りインヒビター、又は香料を含むことができる。
　洗剤組成物においては、いずれかの酵素、特に本発明の酵素は、洗浄液体１L当たり0.0
1－100mgの酵素タンパク質、好ましくは洗浄液体１L当たり0.05－5mgの酵素タンパク質、
特に洗浄液体１L当たり0.1－1mgの酵素タンパク質に対応する量で添加され得ることが、
現在企画される。
【０２８７】
　本発明の酵素はさらに、WO97/07202号（引例として本明細書組み込まれる）に開示され
る洗剤配合物に導入され得る。
　本明細書に記載される発明は、本明細書に開示される特許の態様により範囲を限定され
るものではない。何故ならば、それらの態様は本発明のいくつかの観点を例示するもので
ある。いずれかの同等の態様が本発明の範囲内で意図される。実際、本明細書に示され、
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そして記載されるそれらの修飾の他に、本発明の種々の修飾は、前述の記載から当業者に
明らかになるであろう。そのような修飾はまた本発明の範囲内にある。抵触の場合、定義
を包含する本発明の開示は調整するであろう。
【実施例】
【０２８８】
　例１：A. アエゲリタ及びC. ラジアンスからのペルオキシゲナーゼ遺伝子のクローニン
グ：
　酵素の培養条件、活性測定及び精製は、アグロシベ・アエゲリタペルオキシダーゼ（Ul
lrich et al., 2004, Appl. Env. Microbiol. 70(8): 4575-4581）及びコプリナス・ラジ
アンスペルオキシダーゼ（Anh et al., 2007, Appl Env Microbiol 73(17): 5477-5485）
について、前に記載されている。
【０２８９】
　核酸の単離及びcDNA合成：
　コプリナス・ラジアンス（菌株DSMZ888, 培養日12）及びアグロシベ・アエゲリタ（菌
株TM-A1-K, 培養日16）の菌糸を、振盪培養物（上記の特定の増殖条件）からの濾過によ
り得た。続く凍結乾燥（Alpha 2-4凍結乾燥機、Christ, Osterode, Germany）の後、ゲノ
ムDNAを、前に記載されるプロトコール（Nikolcheva and Baerlocher, 2002）を用いて、
単離した。Trizol試薬（Invitrogen, Karlsruhe, Germany）を用いて、全RNAを単離し、
これを-80℃で貯蔵した。
【０２９０】
　cDNA合成のために、全RNA（1.0μg）を、ポリT－アンカープライマー（コプリナス・ア
ジアンスの場合、ポリT－アンカー２－プライマー）を用いることにより感作した。その
後、全mRNAを、"RevertAidTM H Minus M-MuLV"逆転写酵素（Fermentas, St. Leon-Rot, G
ermany）を用いることにより、3’末端に付加されるアンカー配列によりcDNAに逆転写し
；さらに、反応混合物に1μlのTS－Short－プライマー（10μM）を添加するこにより、ア
ンカー配列を、Matzなど. (1999)のプロトコールを用いて、前記cDNAの5’末端に付加し
た。
【０２９１】
　PCR条件：
　PCR（ポリメラーゼ鎖反応）増幅のために、"MasterCycler EP Gradient S"グラジエン
トサイクラー（Eppendorf, Hamburg, Germany）を適用した。すべてのプライマーは、MWG
 Biotech (Ebersberg, Germany)から得られた。cDNA合成、すなわち3’RACE（cDNA末端の
急速増幅）及び5’RACE実験のために使用されるプライマーが、表１に列挙される。変性
プライマーは表２に列挙される。AaP遺伝子のための特異的プライマーが表３に列挙され
る。ネステットPCR法を、1：100に希釈されたPCR生成物により実施した。
【０２９２】
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【表１】

【０２９３】
【表２】

【０２９４】
【表３】

【０２９５】
　PCR反応（25μl）は、10μlのPCR Master Mix (HotMaster MixTM, 2.5-倍に 濃縮され
た; 5Prime, Hamburg, Germany)、特異的プライマーの場合、10μMの源液からの、及び変
性プライマーに関しては、100μMの原液からの1μlの個々のプライマー、1μlのcDNA及び
PCRグレードの水を含んだ。PCRを次のようにして開始した：95℃で３分間の初期変性、95
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℃で45秒間の続く変性（35サイクル）、52.7℃（変性されたプライマーの場合）又は“４
＋２規則”に従っての温度（Rychlik and Rhoads (1989)、特異的プライマーの場合）で
の45秒間のアニーリング、及び72℃で1.5分間の延長、最終延長は、72℃で10分間を要し
た。
【０２９６】
　得られるPCR生成物を、精製し（SureCleanTM, Bioline, Luckenwalde, Germany）、そ
してクローン化した。
【０２９７】
　クローニング、配列決定及び配列分析：
　pSTBlue-1 AccepTorTM Vector Kit (Merck (Novagen), Darmstadt, Germany)によるPCR
フラグメントのdU/A－クローニングに由来するプラスミドを、コロニーPCR（Sambrook an
d Maniatis, 1989）により検証し、そしていくつかの独立したクローンを、配列決定のた
めに使用した。
【０２９８】
　配列決定を、AutoRead SequencingTM Kit (both GE Healthcare, Munich, Germany)と
組合して、ALFexpressll装置上で実施した。ソフトウェアBioEdit7.0を、配列分析及び複
数の一列整列のために使用した（Hall, 1999, Nucleic Acids Symp Ser 41 , 95-98）。
【０２９９】
　コプリナス・ラジアンス：N－末端及び１つの内部ペプチドフラグメントのペプチド配
列の知識に基づいて、変性されたプライマーを、コプリナス・ラジアンス（菌株DMSZ888
）におけるハロペルオキシダーゼ遺伝子のフラグメントを部分的に増幅するためにcDNAに
対して使用した。変性されたプライマーCop1-For and Cop6-Rev (約700 bpのサイズ)の適
用に由来する初期PCR生成物を精製し、クローン化し、１つのクローンを配列決定し（配
列番号15）、そして基本的な局部一列整列調査用具（BLAST）研究により、CPO配列に対す
る相同性として同定した。cDNAの3’末端を得るために、cDNA末端の急速増幅（3’RACE）
を実施した。AP2－プライマーを、変性されたプライマーCop5-Forと組合して使用し、cDN
Aからフラグメント（約500bp）を増幅し、これをクローン化し、そしてその後、完全に配
列決定した（配列番号17）（３種の独立したクローン）。
【０３００】
　アグロシベ・アエゲリタ：N－末端及び５つの内部ペプチドフラグメントのペプチド配
列の知識に基づいて、変性されたプライマーを、アグロシベ・アエゲリタ（菌株TM-A1-K
）におけるハロペルオキシダーゼ遺伝子のフラグメントを増幅するためにcDNAに対して使
用した。変性プライマーAap1-For及びAap6-Rev（約880bpのサイズ）の適用に由来する１
つの初期PCR生成物を得た。２種の3’RACE-PCR生成物を、それぞれ、AaP1-For及び APプ
ライマー（約1200bp）によるPCRを用いることにより、及びAaP4-For及びAPプライマー（
ネステッドPCR、約650bp）によるPCRを用いることにより生成した。すべての３種のフラ
グメントを、アガロースゲル上で精製し、そしてクローン化した。いくつかの独立したク
ローンを十分に配列決定し；すべての配列を合成配列に対してアセンブリーした。
【０３０１】
　合成配列を、基本的局部一列整列調査用具（BLAST）研究により、CPO配列に対する相同
性として同定した。5’RACEを、特異的プライマー混合物SO-Mix（90％のヒール－特異的
プライマー及び10％のヒール－キャリヤープライマーを含む、10μM）及び変性プライマ
ーAaP4－Revにより実施した。次に、希釈されたPCR生成物を、SO－混合物及び変性プライ
マーAaP2－Revと共にネステッドPCRに使用した。約350bpの得られるバンドをゲルから切
除し、精製し、そしてクローン化した。いくつかの独立したクローンを十分に配列決定し
た。
【０３０２】
　２種の異なっているが、しかし相同の配列を発見した。１つの配列は、すでに知られて
いる合成配列とオーバーラップし、そしてAaP1遺伝子のcDNA配列を完結した。このデータ
に基づいて、特異的プライマーを、AaP1遺伝子及びAaP2遺伝子の両者のために企画した。
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【０３０３】
　プライマー組合せ1AaP-For1 及び 1AaP-Rev4によるcDNAレベルでのPCRの実施は、AaP1
遺伝子の完全に十分な長さのcDNA配列フラグメントをもたらした。このフラグメントをク
ローン化し、そして１つのクローンを完全に配列決定した（配列番号１）。このクローン
を、受託番号DSM21289を有するEscherichia coli NNO49991として、2008年３月14日、DSM
Zに寄託した。
【０３０４】
　cDNAレベルでのAaP2遺伝子の完結のために、3’RACEを実施した：プライマー組合せ2Aa
P-For1 及びAPプライマーによるPCRは、約1300bpの長さのフラグメントをもたらした。こ
のフラグメントをまたクローン化し、２種のクローンを十分に配列決定し、そしてAaP2遺
伝子の完全なcDNA配列（配列番号２）を示した。このクローンを、受託番号DSM21290を有
するEscherichia coli NN049992として、2008年３月14日、DSMZに寄託した。
【０３０５】
　cDNA配列の完結の後、特異的プライマーを、AaP遺伝子のゲノムフラグメントを増幅す
るためにPCRに使用した。プライマー組合せ1AaP-For2 及び 1AaP-Rev4を用いて、ゲノムD
NA（約1400bp）からのAaP1の遺伝子領域を増幅し、前記領域はシグナルペプチドを有さな
い成熟タンパク質をコードし、そして完全な3’UTRもまた含んで成る。プライマー組合せ
2AaP-For1及び2AaP-Rev2を用いて、ゲノムDNA（約1500bp）からのAaP2遺伝子の完全なCDS
及び3’UTRを増幅した。両PCR生成物を精製し、クローン化し、そして少なくとも２種の
独立したクローンを十分に配列決定した。
【０３０６】
　例２：真菌ペルオキシゲナーゼに特有なアミノ酸モチーフ：
　本発明者は、AaP1及びAaP2の十分な長さのペルオキシゲナーゼアミノ酸配列を分析し、
そしてそれらが、成熟ペプチド配列が２つのドメインを含んで成るものとして見られ得る
ことにおいて、ユニークであることを見出した。
【０３０７】
　AaP1アミノ酸配列（配列番号２）の最初の半分は、クロロペルオキシダーゼCPOと十分
に最もらしく一列整列する。第２に、AaP1ペプチドのC末端半分は、ゲノム配列決定を通
して同定されるラカリア（Laccaria）及びコプリナス・シネレウスの推定上の読み取り枠
配列を除いて、データベースにおけるいずれのアミノ酸配列とも相同性を共有しない。
【０３０８】
　N末端の半分が既知クロロペルオキシダーゼに対する類似性を共有するが、ところがC末
端部分は共有しない２種のドメイン構造体がこの種類のペルオキシゲナーゼの明白な特徴
を有することが非常に有望であろう。
　本発明者は、多くの類似する配列と、本明細書において推定されるアミノ酸配列とを図
4A－Dにおいて一列整列し、そしていくつかの同一の保存されたモチーフを同定した。モ
チーフ調査のためのパターンは、特徴間の終止符“.”及びハイフォン“－”は任意であ
る差異を伴って、PROSITEデータベースに使用されるパターン型に基づかれる。PROSITE資
料からのPROSITEパターンの定義は次の通りである：
【０３０９】
　・アミノ酸についての標準IUPAC１文字コードが使用される。
　・記号“x”は、いずれのアミノ酸でも許容できる位置に関して使用される。
　・不明瞭性は、四角括弧“［　］”内に、与えられる位置での許容できるアミノ酸を列
挙することにより示される。例えば、［ALT］はAla又はLeu又はThrを表す。
　・不明瞭性はまた、１対の大括弧“｛　｝”内に列挙することにより示され、与えられ
る位置での許容できないアミノ酸を示す。例えば、｛AM｝は、Ala及びMetを除くいずれか
のアミノ酸を示す。
【０３１０】
　・パターンにおける個々の要素は、“－”により、その隣接体から分離される。（patm
atdb 及び fuzzproにおいては任意である）。
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　・パターン中の要素の反復は、括弧内の数値又は数範囲を有するその要素に続くことに
より示され得る。例：x（３）はx－x－xに対応し、x（２，４）はx－x又はx－x－x又はx
－x－x－xに対応する。
【０３１１】
　・パターンが配列のN－又はC－末端のいずれかに制限される場合、そのパターンは“＜
”の記号で出発するか、又はそれぞれ、“＞”の記号で終結する。
　・終止符はパターンの最後である。（patmatdb 及び fuzzproにおいては任意である）
。
【０３１２】
　従来のクロロペルオキシダーゼを排除するために、本発明者は、一列整列されたペルオ
キシゲナーゼタンパク質のC末端半分側への保存されたモチーフについての調査を限定し
た。本発明者は、ペルオキシゲナーゼを見出すために非常に有用なものとして次の保存さ
れたモチーフを同定した：
　モチーフI: [FL]XX[YF]S[AN]X[FHY]G[GN]GX[YF]N (配列番号40)
　モチーフII: G[GN]GX[YF]NXX[VA]AX[EH][LF]R (配列番号41 )
　モチーフIII: RXXRI[QE][DEQ]S[IM]ATN (配列番号42)
　モチーフIV: S[IM]ATN[PG][EQN][FM][SDN][FL] (配列番号43)
　モチーフV: P[PDK][DG]F[HFW]R[AP] (配列番号44) 
　モチーフVl: [TI]XXXLYPNP[TK][GV] (配列番号45)。
【０３１３】
　そのようなモチーフ又はプロフィールが、新規真菌ペルオキシゲナーゼの同定のために
、調査プログラム、例えばFuzzproに入力され得る（Fuzzproは、Alan Bleasby, European
 Bioinformatics Institute, Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10
 1 SD, UKにより書かれた）。Fuzzproは、EMBOSSパッケージ（EMBOSS: The European Mol
ecular Biology Open Software Suite (2000), Rice, P. Longden, I. and Bleasby, A. 
Trends in Genetics 16, (6) pp276-277）の一部である。
【０３１４】
　表４に示される％同一性は、配列列挙に列挙されるペルオキシゲナーゼアミノ酸配列の
“すべてに対するすべて（all against all）”の一列整列に基づいて計算された。マト
リックスにおける横列i及び縦列jへの入力は、（一列整列における合計長さog－一列整列
におけるギャップの合計長さ）により割算された、配列iと配列jとの間の一列整列におけ
る正確な適合数として計算される。個々の一列整列は、EMBOSSパッケージ (http://www.e
mboss.org) バージョン2.8.0からのNeedleプログラムを用いて行われる。
【０３１５】
　プログラムNeedleは、Needleman, S. B. and Wunsch, C. D. (J. Mol. Biol., 1970, 4
8: 443-453); and Kruskal, J. B. (1983) An overview of sequence comparison In D.S
ankoff and J. B. Kruskal, (ed.), Time warps, string edits and macromolecules: th
e theory and practice of sequence comparison, pp. 1-44 Addison Wesleyに記載され
る全体的一列整列アルゴリズムを実施する。一列整列は、次のパラメーターを使用した：
【０３１６】
　ギャップ開始ペナルティー：10.00
　ギャップ延長ペナルティー：0.50
　置換マトリックス：BLOSUM62
【０３１７】
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【表４】

【０３１８】
　例３：アスペルギラス組換え発現宿主の構成：
　AaP1及びAaP2の全読取り枠をコードするcDNA配列を、それぞれ配列番号１及び３として
列挙する。PCRプライマーを、終結コドンまで、ATG開始コドンから全読取り枠を増幅する
よう企画した。HindIII －BamHI切断されたpDau109アスペルギラス発現ベクターのための
クローニング部位の境界に対して相同の15個の塩基対の5’側配列を有するプライマーを
合成した。pDau109は、引用により本明細書に組み込まれる、WO2005/042735号に開示され
る。従って、プライマーは２つの領域から成り、１つの領域はペルオキシゲナーゼに対し
て特異的であり、そして50℃又はそれ以上のおおよそのアニーリング温度及び制限酵素境
界で発現プラスミドに対して相同の15個の塩基対を有する。
【０３１９】
　プラスミドpDau109をBamHI及びHindIII により二重消化し、そしてベクターを、アガロ
ースゲル電気泳動により、及びIllustraTM DNA及びゲルバンド精製キット（GE　Healthca
re）の使用により、スタッファーフラグメントから精製した。プライマーは下記に示され
る：
　プライマーAaP1F: 5' acacaactggggatccaccatgaaatacttcagcctgttc (配列番号46) 
　プライマーAaP1R: 5' agatctcgagaagcttaatctcgcccgtacgggaat (配列番号47)
　プライマーAaP2F: 5' acacaactggggatccaccatgaaatattttcccctgttcc (配列番号48) 
　プライマーAaP2R: 5' agatctcgagaagcttaatctcgcccgtatgggaag (配列番号49)。
【０３２０】
　プライマーの下線部分は、ベクターにおけるクローニング部位をオーバーラップするよ
う企画され、そしてInFusionTMクローニングのために、後で必要とされる。
　発現力セットを生成するために使用されるPCR反応を、次の通りにして実施した：
　Phusion Hot StartTM 高適合性DNAポリメラーゼ(F-540, New England Biolabs)システ
ムを用いて、cDNAプラスミドから発現カセットを増幅した。GCに富んでいる鋳型のための
緩衝液を、標準の緩衝液の代わり使用した。MJ Research PTC-200 DNAエンジンを用いて
、PCR反応も実施した。
　次の条件を用いた：
【０３２１】
　GC5×緩衝液　　　　　　　10μl
　20mMのdNTP　　　　　　　 1μl
　プライマーF　　　　　　　1μl
　プライマーR　　　　　　　1μl
　DNA鋳型10ng　　　　　　　1μl
　dH2O　　　　　　　　　　 35.5μl
　Phusion Hot (2μ/μl)　　0.5μl
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【０３２２】
　PCRプログラム：
　95℃、30秒
　次での25サイクル：
　　98℃　10秒
　　50℃　20秒
　　72℃　30秒
　　72℃で10分間の最終延長。
【０３２３】
　PCRプログラムが終結した後、反応を10℃に冷却した。25μlの個々のPCR生成物を、１
％アガロースTBEゲル上で実施し、そして単一PCRバンドを、Illustra DNA及びゲルバンド
精製キット（GE Healthcare）を用いて精製した。精製されたPCR生成物はクローニングの
ために準備ができた。クローニングのためのInFusionTMシステムを、調製されたベクター
（BD Biosciences）中へのフラグメントのクローニングのために使用した。クローニング
方法は、InFusionTM 取り扱い説明書に記載のようにして正確に従った。処理されたプラ
スミド及び挿入体を用いて、前記方法に従って、InFusionTM Blue E. コリ細胞を形質転
換し、そして50mg/lのアンピシリンを有するLB上にプレートした。
【０３２４】
　37℃で一晩のインキュベーションの後、コロニーは、LBアンピシリンプレート上での選
択下で増殖することが見られた。AaP1構造体の10のコロニー及びAaP2構造体の10のコロニ
ーを、50mg/mlのアンピシリンを有するLB液体において培養し、そしてプラスミドをJETQU
ICKTM Plasmid Purification Spin Kit 方法 (Genomed)に従って単離した。
【０３２５】
　単離されたプラスミドを、PCR誤差を有さなかった代表的プラスミド発現クローンを決
定するために、ベクタープライマーにより配列決定した。１つの誤差を有さないAaP1クロ
ーン及び１つの誤差を有さないAaP2のクローンを、さらに研究するために選択した：
　NP003506: Aap1ペルオキシゲナーゼ
　NP003507: Aap2ペルオキシゲナーゼ。
【０３２６】
　次に、プラスミドDNAを、JETSTAR 2.0 Plasmid Mini/Midi/Maxi- プロトコール (Genom
ed)を用いて単離する。このようにして精製されたプラスミドDNAを用いて、引用により本
明細書に組み込まれるWO2005/042735号（P.34-35）の方法に従って、標準の菌類発現宿主
、例えばアスペルギラス・オリザエを形質転換した。次に、SDS PAGE分析により判断され
る場合、組換えAaPタンパク質を生成できるアスペルギラス形質転換体を、小さな（200ml
）又は非常に大きな（15m3以上）タンクにおいて発酵し、組換え生成された酵素の続く濾
過、濃縮及び/又は精製のために、十分な培養物液体を生成した。
【０３２７】
　例４：ラッカリア・ビカラー（Laccaria bicolor）ペルオキシゲナーゼのクローニング
：
　適切な発現カセットを、例えば前のセクションに記載されるようにして、InFusionTMク
ローニングのために企画されたプライマーを用いて、ゲノムL. ビカラーDNA（配列番号５
）又はそれからのcDNAのいずれかから得た。完全な読取り枠を増幅するよう設定され、そ
してpDau109における発現のために適切なプライマーは次の通りである：
　前方向プライマー: 5' acacaactggggatccaccatggctcgccttactttcct (配列番号50) 
　逆方向プライマー: 5' agatctcgagaagcttactttccataagggaagatctg (配列番号51)。
【０３２８】
　下線の配列は、上記に詳細に説明されたInFusionTMクローニング方法のために必要とさ
れるベクター配列を表す。得られる1167bpのフラグメントは、BamHI-HindIII により切断
されたpDau109ベクターとの15bpのオーバーラップを有するであろう。
　例えばアスペルギラス・オリザエにおける組換え発現を、AaP1及びAaP2酵素について上
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記に記載されるようにして実施する。
【０３２９】
　例５：コプリナス・シネレウスペルオキシゲナーゼのクローニング：
　適切な発現カセットを、例えば前のセクションに記載されるようにして、InFusionTMク
ローニングのために企画されたプライマーを用いて、ゲノムコプリナス・シネレウスDNA
又はそれからのcDNA（配列番号７，９、11、13又は15）のいずれかから得た。１つのペル
オキシゲナーゼ(配列番号８)の完全な読取り枠を増幅するよう設定され、そしてpDau109
における発現のために適切なプライマーは次の通りである：
　前方向プライマー: 5' acacaactggggatccaccatgatctcgacctcgaagca (配列番号52) 
　逆方向プライマー: 5' agatctcgagaagcttaatcactcttgccccaggg (配列番号53)。
【０３３０】
　下線の配列は、上記に詳細に説明されたInFusionTMクローニング方法のために必要とさ
れるベクター配列を表す。得られるフラグメントは、BamHI-HindIII により切断されたpD
au109ベクターとの15bpのオーバーラップを有するであろう。
　１つのペルオキシゲナーゼ(配列番号10)の完全な読取り枠を増幅するよう設定され、そ
してpDau109における発現のために適切なプライマーは次の通りである：
　前方向プライマー: 5' acacaactggggatccaccatggtttcgtgcaagctcc (配列番号54) 
　逆方向プライマー: 5' agatctcgagaagcttacagtgtaccatacggtttca (配列番号55)。
【０３３１】
　下線の配列は、上記に詳細に説明されたInFusionTMクローニング方法のために必要とさ
れるベクター配列を表す。得られるフラグメントは、BamHI-HindIII により切断されたpD
au109ベクターとの15bpのオーバーラップを有するであろう。
　１つのペルオキシゲナーゼ(配列番号12)の完全な読取り枠を増幅するよう設定され、そ
してpDau109における発現のために適切なプライマーは次の通りである：
　前方向プライマー: 5' acacaactggggatccaccatgaacggtctgttcgcca (配列番号56) 
　逆方向プライマー: 5' agatctcgagaagcttagttacgtccgtaggggaac (配列番号57)。
【０３３２】
　下線の配列は、上記に詳細に説明されたInFusionTMクローニング方法のために必要とさ
れるベクター配列を表す。得られるフラグメントは、BamHI-HindIII により切断されたpD
au109ベクターとの15bpのオーバーラップを有するであろう。
　１つのペルオキシゲナーゼ(配列番号14)の完全な読取り枠を増幅するよう設定され、そ
してpDau109における発現のために適切なプライマーは次の通りである：
　前方向プライマー: 5' acacaactggggatccaccatgctcaaaccgcgtgttc (配列番号58) 
　逆方向プライマー: 5' agatctcgagaagcttaatcgtgtccgtaagggaaaa (配列番号59)。
【０３３３】
　下線の配列は、上記に詳細に説明されたInFusionTMクローニング方法のために必要とさ
れるベクター配列を表す。得られるフラグメントは、BamHI-HindIII により切断されたpD
au109ベクターとの15bpのオーバーラップを有するであろう。
　例えば、上記列挙されるコプリナス　ペルオキシゲナーゼの個々のアスペルギラス・オ
リザエにおける組換え発現を、AaP1及びAaP2酵素についての前のセクションに記載される
ようにして、実施する。
【０３３４】
　例６：AaP1酵素によるピリジンのピリジンN－酸化物への転換：
　2mMのピリジンを、リン酸カリウム緩衝水溶液（20mM、pH＝7.0）に溶解し、そして密閉
されたガラス容器において24℃で、2mMのH2O2（20×100μM）及び２単位のアグロシベ・
アエゲリタAaP1ペルオキシダーゼ（ベラトリルアルコールのベラトリルアルデヒドへの酸
化に基づく単位：Ullrich et al., 2004, Appl. Environ. Microbiol: 70, 4575-81）と
共に、1mlの合計体積で撹拌する。反応時間は、合計120分であった（25mMのNaOHとの反応
による急冷）。
【０３３５】
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　この反応から検出される生成物（収率25％）は、保持時間、及びUV及び質量スペクトル
を通して、純正標準（Fluka）に対して、独占的にピリジンN－酸化物であった。クロマト
グラフィー分離及び生成物同定を、特定のカラム（Phenomex synergi 4 microns Fusion-
RP 8OA, 150 x 2 mm）及びAgilent LC-MS-DADシステムを用いてもたらした。
【０３３６】
　生物学的材料の寄託：
　次の生物学的材料を、ブダペスト条約下で、DSMZ（Deutsche Sammlung von Mikroorgan
ismen und Zellkulturen GmbH）に寄託し、そして次の受託番号を得た。２種のE. コリ　
クローンは、それぞれ、配列番号1/2及び3/4で示されるアグロシベ・アエゲリタTM-A1-K
のAaP1及びAaP2ペルオキシゲナーゼ酵素をコードするcDNA遺伝子を含んで成る標準プラス
ミドをそれぞれ含む。
【０３３７】
　寄託物　　　　　　　　　　　受託番号　　　寄託の日　　
　E. coli NN049991 (AaP1 ) 　DSM 21289　 　2008年3月14日
　E. coli NN049992 (AaP2) 　 DSM 21290　 　2008年3月14日
　前記株は、培養物への接近が、それらに権利を与えらる外国特許法により決定される本
特許出願の係属の間、入手できることを保証する条件下で寄託された。寄託物は、寄託さ
れた株の実質的に純粋な培養物を示す。寄託物は、本出願の対応物又はその子孫が出願さ
れる国々における外国特許法により要求される場合、入手できる。しかしながら、寄託物
の入手可能性は、政府の指令により許される特許権の失効において本発明を実施する許可
を構成しないことが理解されるべきである。

【図１】

【図２】

【図３】
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