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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように遺伝子構
築された枯草菌に、目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子が発現可能に強
化又は導入された組換え微生物であって、
　前記枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が、下記の（ａ）、（ｂ）、（
ｄ）～（ｆ）からなる群より選択される、組換え微生物。
（ａ）配列番号１に示すヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチド；
（ｂ）配列番号１に示すヌクレオチド配列と９０％以上の同一性を有するヌクレオチド配
列からなり、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導される遺伝子の転写因子と
しての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｄ）配列番号２に示すアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチド
；
（ｅ）配列番号２に示すアミノ酸配列において１～９個のアミノ酸が欠失、置換、付加又
は挿入されたアミノ酸配列からなりかつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導され
る遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｆ）配列番号２に示すアミノ酸配列と９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列からな
り、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導される遺伝子の転写因子としての活
性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド。
【請求項２】
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　枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するような遺伝子構
築が、ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子の転写開始制御領域、又は転写開始制御
領域及びリボソーム結合部位、或いは転写開始制御領域から翻訳開始制御領域に至るまで
の領域における抑制性制御因子の結合部位を不活性化することである、請求項１項記載の
組換え微生物。
【請求項３】
　ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子の転写開始制御領域、又は転写開始制御領域
及びリボソーム結合部位、或いは転写開始制御領域から翻訳開始制御領域に至るまでの領
域における抑制性制御因子の結合部位が、配列番号９に示される塩基配列と９０％以上の
同一性を有する塩基配列からなり、転写開始制御領域又は転写開始制御領域及びリボソー
ム結合部位、或いは転写開始制御領域から翻訳開始制御領域に至るまでの領域としての機
能を有するＤＮＡにおいて、配列番号９の２０～４９番目の塩基からなる領域又はこれに
相当する領域、又は/及び７３～８９番目の塩基からなる領域又はこれに相当する領域で
ある請求項２項記載の組換え微生物。
【請求項４】
　枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するような遺伝子構
築が、配列番号９に示される塩基配列において７３～８９番目の塩基からなる領域又はこ
れに相当する領域を削除するものである、請求項３項記載の組換え微生物。
【請求項５】
　目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子の上流に、転写開始制御領域、翻
訳開始制御領域又は分泌用シグナル領域のいずれか１以上の領域を結合した請求項１～４
のいずれか１項記載の組換え微生物。
【請求項６】
　転写開始制御領域、翻訳開始制御領域及び分泌シグナル領域からなる３領域を、目的タ
ンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子の上流に結合した請求項５に記載の組換え
微生物。
【請求項７】
　分泌シグナル領域が、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）属に属する細菌のセルラーゼ遺伝
子由来のものであり、転写開始制御領域及び翻訳開始制御領域が当該セルラーゼ遺伝子の
上流０．６～１ｋｂ領域由来のものである請求項５又は６記載の組換え微生物。
【請求項８】
　転写開始制御領域、翻訳開始制御領域及び分泌シグナル領域からなる３領域が、配列番
号１０で示される塩基配列からなるセルラーゼ遺伝子の塩基番号１～６５９の塩基配列若
しくは配列番号１２で示される塩基配列からなるセルラーゼ遺伝子の塩基番号１～６９６
の塩基配列、又はこれらの塩基配列のいずれかと９０%以上の同一性を有する塩基配列か
らなるＤＮＡ断片、又は当該塩基配列の一部が欠失した塩基配列からなるＤＮＡ断片であ
る請求項６及び７記載の組換え微生物。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか１項記載の組換え微生物を培養し、培養物又は菌体から目的タ
ンパク質又はポリペプチドを回収する工程を含む、目的タンパク質又はポリペプチドの製
造方法。
【請求項１０】
　枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように遺伝子構
築する工程、及び目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子を発現可能に強化
又は導入する工程を含む組換え枯草菌の製造方法であって、
　前記枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が、下記の（ａ）、（ｂ）、（
ｄ）～（ｆ）からなる群より選択される、方法。
（ａ）配列番号１に示すヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチド；
（ｂ）配列番号１に示すヌクレオチド配列と９０％以上の同一性を有するヌクレオチド配
列からなり、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導される遺伝子の転写因子と
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しての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｄ）配列番号２に示すアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチド
；
（ｅ）配列番号２に示すアミノ酸配列において１～９個のアミノ酸が欠失、置換、付加又
は挿入されたアミノ酸配列からなりかつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導され
る遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｆ）配列番号２に示すアミノ酸配列と９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列からな
り、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導される遺伝子の転写因子としての活
性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように遺伝子構
築され、且つ目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子が発現可能に強化又は
導入された組換え枯草菌を用いて該タンパク質又はポリペプチドを製造する、目的タンパ
ク質又はポリペプチドの生産性向上方法であって、
　前記枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が、下記の（ａ）、（ｂ）、（
ｄ）～（ｆ）からなる群より選択される、方法。
（ａ）配列番号１に示すヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチド；
（ｂ）配列番号１に示すヌクレオチド配列と９０％以上の同一性を有するヌクレオチド配
列からなり、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導される遺伝子の転写因子と
しての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｄ）配列番号２に示すアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチド
；
（ｅ）配列番号２に示すアミノ酸配列において１～９個のアミノ酸が欠失、置換、付加又
は挿入されたアミノ酸配列からなりかつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導され
る遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｆ）配列番号２に示すアミノ酸配列と９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列からな
り、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導される遺伝子の転写因子としての活
性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組換え微生物及びその利用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　微生物による有用物質の工業的生産は、アルコール飲料や味噌、醤油等の食品類をはじ
めとし、アミノ酸、有機酸、核酸関連物質、抗生物質、糖質、脂質、タンパク質等、その
種類は多岐に渡っており、またその用途についても食品、医薬品、洗浄剤、化粧品等の日
用品、或いは各種化成品原料に至るまで幅広い分野に広がっている。
【０００３】
　こうした微生物による有用物質の工業生産においては、その生産性の向上が重要な課題
の一つであり、その手法として、突然変異等の遺伝学的手法による生産菌の育種が行われ
てきた。特に最近では、微生物遺伝学、バイオテクノロジーの発展により、遺伝子組換え
技術等を用いたより効率的な生産菌の育種が行われるようになっている。さらに、近年の
ゲノム解析技術の急速な発展を受けて、対象とする微生物のゲノム情報を解読し、これら
を積極的に産業に応用しようとする試みもなされている。
【０００４】
　ゲノム情報の公開されている産業的に有用な宿主微生物としては、枯草菌Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ　Ｍａｒｂｕｒｇ　Ｎｏ．１６８（非特許文献１）、大腸菌Ｅｓ
ｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｋ－１２　ＭＧ１６５５（非特許文献２）、コリネバク
テリウムＣｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ　ＡＴＣＣ１３２０３
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２などが挙げられ、これらのゲノム情報を利用し、改良を加えた菌株が開発されている。
しかしながら、上記のような取り組みにも関わらず、生産効率は必ずしも満足できるもの
ではなかった。
【０００５】
　一方、枯草菌ＡｂｒＢは、対数増殖期から定常期へと移行する間の遷移期、および定常
期において、胞子形成やコンピテンス、或いは栄養源獲得などに関与する様々な遺伝子発
現の制御に重要な役割を果たす転写因子であり（非特許文献３及び４）、例えば、Ａｂｒ
Ｂ制御下の遺伝子として死滅因子（ｋｉｌｌｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ）をコードするｓｋｆ
遺伝子を含むｓｋｆＡオペロン（ｓｋｆＡ-Ｈ）などが負に制御されることが報告されて
いる（非特許文献５）。また、ａｂｒＢ遺伝子を欠失させた枯草菌株では、アミラーゼや
プロテアーゼの生産性が向上することが報告されている（特許文献１）。
　しかしながら、ＡｂｒＢを恒常的に発現させた組換え微生物については全く報告されて
いない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開２００７－７４９３４号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Kunst，F. et al., Nature, 1997, 390：249-256
【非特許文献２】Blattner，F.R. et al.，Science, 1997, 277：1453-1462
【非特許文献３】M. A. Strauch et al., Mol. Microbiol., 1993, 7:337-342
【非特許文献４】Z. E. V. Phillips et al., Cell Mol. Life Sci., 2002, 59:392-402
【非特許文献５】M. Fujita et al., J. Bacteriol., 2005, 187:1357-1368
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、タンパク質又はポリペプチドの生産性がより向上された微生物、及び当該微
生物を利用して、目的タンパク質又はポリペプチドを製造する方法を提供することに関す
る。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　発明者らは上記課題に鑑み、タンパク質又はポリペプチドの生産性がより向上された微
生物を得るため検討を行った結果、遷移期および定常期に特異的に発現する遺伝子群を抑
制する転写因子であるＡｂｒＢを恒常的に発現させることにより、目的タンパク質又はポ
リペプチドの生産性が向上した微生物を取得できることを見出した。
【００１０】
　すなわち、本発明は、以下に係るものである
　１）枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように遺伝
子構築された微生物に、目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子が発現可能
に強化又は導入された組換え微生物。
　２）１）に記載の組換え微生物を培養し、培養物又は菌体から目的タンパク質又はポリ
ペプチドを回収する工程を含む、目的タンパク質又はポリペプチドの製造方法。
　３）枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように遺伝
子構築する工程、及び目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子を発現可能に
強化又は導入する工程を含む組換え微生物の製造方法。
　４）枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように遺伝
子構築され、且つ目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子が発現可能に強化
又は導入された組換え微生物を用いて該タンパク質又はポリペプチドを製造する、目的タ
ンパク質又はポリペプチドの生産性向上方法。
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【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、目的タンパク質又はポリペプチドの生産性がより向上された組換え微
生物を提供することができる。本発明の組換え微生物を用いることで、目的タンパク質又
はポリペプチドを高い生産性で効率よく製造することができ、当該物質の生産に必要な時
間やコストを低減化することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ＳＯＥ－ＰＣＲ法による導入用ＤＮＡ断片の調製方法、及び当該ＤＮＡ断片を用
いて親株を形質転換し、標的遺伝子が構成的に発現するよう遺伝子構築する方法を模式的
に示したものである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　本明細書に記載の枯草菌の各遺伝子及びゲノム領域の名称は、ＪＡＦＡＮ：Ｊａｐａｎ
　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｎｅｔｗｏｒｋ　ｆｏｒ　Ｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ（ＢＳＯＲＦ　ＤＢ）でインターネット公開（[ｂａｃｉｌｌｕｓ
．ｇｅｎｏｍｅ．ａｄ．ｊｐ／]、２００６年１月１８日更新）された枯草菌ゲノムデー
タに基づいて記載されている。
【００１４】
　本明細書において、アミノ酸配列及びヌクレオチド配列の同一性はＬｉｐｍａｎ－Ｐｅ
ａｒｓｏｎ法（Ｌｉｐｍａｎ，ＤＪ．，Ｐｅａｒｓｏｎ．ＷＲ．：Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９
８５，２２７：１４３５－１４４１）によって計算される。具体的には、遺伝情報処理ソ
フトウェアＧｅｎｅｔｙｘ－Ｗｉｎ　Ｖｅｒ．１１（ソフトウェア開発）のホモロジー解
析（Ｓｅａｒｃｈ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ）プログラムを用いて、Ｕｎｉｔ　ｓｉｚｅ　ｔｏ
　ｃｏｍｐａｒｅ（ｋｔｕｐ）を２として解析を行うことにより算出される。
【００１５】
　本明細書において、別途定義されない限り、アミノ酸配列又はヌクレオチド配列におけ
るアミノ酸又はヌクレオチドの欠失、置換、付加又は挿入に関して使用される「１又は数
個」とは、例えば、アミノ酸配列では１～１８個、好ましくは１～９個、より好ましくは
１～４個、さらに好ましくは１～２個であり、ヌクレオチド配列では１～５６個、好まし
くは１～２８個、より好ましくは１～１４個、さらに好ましくは１～７個であり得る。ま
た本明細書において、アミノ酸又はヌクレオチドの「付加」には、配列の一末端及び両末
端への１又は数個のアミノ酸又はヌクレオチドの付加が含まれる。
【００１６】
　本明細書において、別途定義されない限り、ハイブリダイゼーションに関する「ストリ
ンジェントな条件」とは、配列同一性が約８０％以上、好ましくは約９０％以上のヌクレ
オチド配列を有する遺伝子の確認を可能にする条件である。「ストリンジェントな条件」
としては、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵ
ＡＬ　ＴＨＩＲＤ　ＥＤＩＴＩＯＮ（Ｊｏｓｅｐｈ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｄａｖｉｄ　Ｗ
．Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ，２００１）記載の条件が挙げられる。ハイブリダイゼーションの当業者は、プ
ローブのヌクレオチド配列や濃度、長さ等に応じて、ハイブリダイゼーション溶液の塩濃
度、温度等を調節することにより、ストリンジェントな条件を適切に作り出すことができ
る。一例を示せば、上記「ストリンジェントな条件」とは、ハイブリダイゼーション条件
としては、５×ＳＳＣ、７０℃以上が好ましく、５×ＳＳＣ、８５℃以上がより好ましく
、又は、６×ＳＳＣ、６０℃以上が好ましく、６×ＳＳＣ、６５℃以上がより好ましく、
洗浄条件としては、１×ＳＳＣ、６０℃以上が好ましく、１×ＳＳＣ、７３℃以上がより
好ましい。上記ＳＳＣ及び温度条件の組み合わせは例示であり、当業者であれば、ハイブ
リダイゼーションのストリンジェンシーを決定する上記若しくは他の要素を適宜組み合わ
せることにより、適切なストリンジェンシーを実現することが可能である。



(6) JP 6791623 B2 2020.11.25

10

20

30

40

50

【００１７】
　本明細書において、遺伝子の上流及び下流とは、それぞれ、対象として捉えている遺伝
子又は領域を基点とした、５’側及び３’側に続く領域を示す。
【００１８】
　本明細書において、遺伝子の制御領域とは、該領域の下流の遺伝子の細胞内における発
現を制御する機能を有し、好ましくは、下流遺伝子を構成的に発現又は高発現させる機能
を有する領域である。具体的には、当該遺伝子におけるコーディング領域の上流に存在し
、ＲＮＡポリメラーゼが相互作用して当該遺伝子の転写を制御する機能を有する領域と定
義され得る。好ましくは、本明細書における遺伝子の制御領域とは、当該遺伝子における
コーディング領域の上流２００～６００ヌクレオチド程度の領域をいう。制御領域は、遺
伝子の転写開始制御領域及び／又は翻訳開始制御領域、或いは転写開始制御領域から翻訳
開始制御領域に至るまでの領域を含む。転写開始制御領域はプロモーター及び転写開始点
を含む領域であり、翻訳開始制御領域は開始コドンと共にリボソーム結合部位を形成する
Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ（ＳＤ）配列に相当する部位である（Ｓｈｉｎｅ，Ｊ．，
Ｄａｌｇａｒｎｏ，Ｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．，１９７４
，７１：１３４２－１３４６）。
【００１９】
　本明細書において、目的遺伝子と制御領域とを「作動可能に連結する」とは、制御領域
による遺伝子発現を制御する機能が目的遺伝子に作用するように、ＤＮＡ上で制御領域と
目的遺伝子とを配置することをいう。目的遺伝子と制御領域を作動可能に連結する方法と
しては、当該制御領域の下流に当該目的遺伝子を連結する方法が挙げられる。
【００２０】
　本明細書において、「転写因子」（「転写制御因子」）とは、ＤＮＡ上の転写開始制御
領域などに結合し、ＤＮＡからＲＮＡへの転写過程を促進或いは抑制するタンパク質を意
味する。
　また、本明細書において、「遷移期」とは細菌の増殖において、対数増殖期又は指数増
殖期から定常期又は静止期へと移行する間を意味する。
【００２１】
　本発明の組換え微生物は、枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的
に発現するように遺伝子構築された微生物に、目的タンパク質又はポリペプチドをコード
する遺伝子が発現可能に強化又は導入されたものである。
　すなわち、親微生物に、枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に
発現するような遺伝子改変が成された改変微生物に、目的タンパク質又はポリペプチドを
コードする遺伝子が発現可能に強化又は導入されたものである。この組換え微生物は、ａ
ｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現され、目的タンパク質又はポリペ
プチドを導入した親微生物と比較して、当該タンパク質又はポリペプチドの生産性が向上
しているという特徴を有する。
【００２２】
　本発明の微生物を構築するための親微生物としては、枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又は当該
遺伝子に相当する遺伝子を有するものであればよく、これらは野生型のものでも変異を施
したものでもよい。具体的には、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）属細菌や、クロストリジ
ウム(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ)属細菌、或いは酵母等が挙げられ、中でもバチルス（Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ）属細菌が好ましい。更に、全ゲノム情報が明らかにされ、遺伝子工学、ゲ
ノム工学技術が確立されている点、またタンパク質を菌体外に分泌生産させる能力を有す
る点から特に枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）が好ましい。
【００２３】
　枯草菌において、ａｂｒＢ遺伝子は転写因子ＡｂｒＢをコードする遺伝子であり、対数
増殖期に発現するが、定常期へと移行する間の遷移期およびその後の定常期において発現
が抑制される。本転写因子ＡｂｒＢは対数増殖期において、胞子形成やコンピテンス、或
いは栄養源獲得等に関する多数の遺伝子を直接的あるいは間接的に発現抑制する。遷移期
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および定常期においては、ＡｂｒＢによる発現抑制が解除され、上述の多数の遺伝子が発
現誘導される。
　枯草菌ａｂｒＢ遺伝子は、遺伝子番号：ＢＧ１０２０４として特定され、配列番号１に
示すヌクレオチド配列からなり、かつ配列番号２に示すアミノ酸配列からなるタンパク質
ＡｂｒＢをコードする。
【００２４】
　枯草菌ａｂｒＢ遺伝子に相当する遺伝子としては、枯草菌以外のバチルス属に属する微
生物のａｂｒＢ遺伝子が挙げられる。枯草菌以外の微生物としては、例えば、Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏ
ｒｍｉｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａ
ｃｉｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ等のバチルス属微生物などが挙げられるが、こ
れらに限定されない。例えば、枯草菌ａｂｒＢに相当する遺伝子は、上記の微生物からゲ
ノムＤＮＡを抽出し、配列番号１で示されるヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチド
やそのフラグメントをプローブとしたストリンジェントなサザンハイブリダイゼーション
を行うことによって同定することができる。また例えば、公知のゲノム配列情報に基づい
て上記微生物のゲノムのヌクレオチド配列と、配列番号１で示されるヌクレオチド配列と
を比較することによって、上記微生物における枯草菌ａｂｒＢに相当する遺伝子を同定す
ることができる。
【００２５】
　例えば、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ　ＤＳＭ７株のａｂ
ｒＢ遺伝子（配列番号３、４）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ　ＡＴ
ＣＣ１４５８０株のａｂｒＢ遺伝子（配列番号５、６）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｅｇａｔ
ｅｒｉｕｍ　ＤＭＳ３１９株のａｂｒＢ遺伝子（配列番号７、８）は、枯草菌１６８株の
ａｂｒＢ遺伝子との配列同一性が、ヌクレオチド配列において、それぞれ９１％、８８％
、８０％であり、またそれらのコードするアミノ酸配列において、それぞれ９８％、９４
％、８５％である。これらは、枯草菌ａｂｒＢ遺伝子に相当する遺伝子として例示される
。
【００２６】
　枯草菌ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子としては、以下が挙げられる：
（ａ）配列番号１に示すヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチド；
（ｂ）配列番号１に示すヌクレオチド配列と８０％以上、好ましくは８５％以上、より好
ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、より好ましくは９６％以上、より好ま
しくは９７％以上、より好ましくは９８％以上、より好ましくは９９％以上の同一性を有
するヌクレオチド配列からなり、かつＡｂｒＢと同様に遷移期および定常期に誘導される
遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｃ）配列番号１に示すヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドの相補鎖に対してス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつＡｂｒＢと同様に遷移期および定常期
に誘導される遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレ
オチド；
（ｄ）配列番号２に示すアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチド
；
（ｅ）配列番号２に示すアミノ酸配列において１又は数個のアミノ酸が欠失、置換、付加
又は挿入されたアミノ酸配列からなりかつＡｂｒＢと同様に遷移期および定常期に誘導さ
れる遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｆ）配列番号２に示すアミノ酸配列と８０％以上、好ましくは８５％以上、より好まし
くは９０％以上、より好ましくは９５％以上、より好ましくは９６％以上、より好ましく
は９７％以上、より好ましくは９８％以上、より好ましくは９９％以上の同一性を有する
アミノ酸配列からなり、かつＡｂｒＢと同様に遷移期および定常期に誘導される遺伝子の
転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド。
【００２７】
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　本発明において、枯草菌ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現する
ように遺伝子構築するとは、微生物が生存している間、枯草菌ａｂｒＢ遺伝子又はそれに
相当する遺伝子が常に発現するように遺伝子構築すること、すなわち当該遺伝子が通常で
は発現しない対数増殖期以降の定常期においても発現するように遺伝子構築することを意
味する。枯草菌ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するような遺伝
子構築としては、例えば、枯草菌ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子の上流に位置
する転写開始制御領域、又は転写開始制御領域及びリボソーム結合部位、或いは転写開始
制御領域から翻訳開始制御領域に至るまでの領域における抑制性制御因子の結合部位を不
活性化することが挙げられる。ここで、「抑制性制御因子」とは、遺伝子上の転写の制御
に関わる特定の塩基配列に結合し、転写を抑制的に制御するタンパク質を意味する。枯草
菌ａｂｒＢ遺伝子の転写開始制御領域、又は転写開始制御領域及びリボソーム結合部位、
或いは転写開始制御領域から翻訳開始制御領域に至るまでの領域の一例としては、配列番
号９に示される塩基配列からなるＤＮＡ、又は当該配列と相同な塩基配列からなり転写開
始制御領域又は転写開始制御領域及びリボソーム結合部位、或いは転写開始制御領域から
翻訳開始制御領域に至るまでの領域としての機能を有するＤＮＡが挙げられる。配列番号
９に示される塩基配列と相同な塩基配列としては、例えば、配列番号９に示される塩基配
列と９０％以上、好ましくは９５％以上、より好ましくは９９％以上の同一性を有する塩
基配列、又は配列番号９に示される塩基配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリ
ンジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡからなる塩基配列が挙げられる。
【００２８】
　上記制御領域において、抑制性制御因子の結合部位としては、例えば、配列番号９に示
される塩基配列において、２０～４９番目の塩基からなる領域又はこれに相当する領域、
７３～８９番目の塩基からなる領域又はこれに相当する領域が挙げられる。
　ここで、配列番号９に示される塩基配列において２０～４９番目の塩基からなる領域又
は７３～８９番目の塩基からなる領域に相当する領域としては、上述した配列番号９に示
される塩基配列からなるＤＮＡと相同な塩基配列からなり転写開始制御領域又は転写開始
制御領域及びリボソーム結合部位、或いは転写開始制御領域から翻訳開始制御領域に至る
までの領域としての機能を有するＤＮＡにおいて、配列番号９に示される塩基配列と比較
した場合に当該領域に相当する領域であって、抑制性制御因子の結合部位として機能する
ものが挙げられる。
【００２９】
　上記部位を不活性化する手段としては、該部位のヌクレオチド配列上の１つ以上のヌク
レオチドに対する突然変異導入、又は該ヌクレオチド配列に対する別のヌクレオチド配列
の置換若しくは挿入、あるいは該遺伝子の配列の一部若しくは全部の削除などが挙げられ
る。ここで、一部とは、１～４０個、好ましくは５～３０個、又は１０～１７個の塩基か
らなる部分配列が挙げられる。このうち、好ましくは、配列番号９に示される塩基配列に
おいて、２０～４９番目の塩基からなる領域又はこれに相当する領域、又は/及び７３～
８９番目の塩基からなる領域又はこれに相当する領域を全て削除することが挙げられ、よ
り好ましくは７３～８９番目の塩基からなる領域又はこれに相当する領域を全て削除する
ことである。上記突然変異導入や、ヌクレオチド配列の置換若しくは挿入のための具体的
な手法としては、紫外線照射、部位特異的変異導入、及びＳＯＥ－ＰＣＲ法や相同組換え
法、などを挙げることができる。
【００３０】
　ＳＯＥ－ＰＣＲ法による欠失用ＤＮＡ断片の調製と当該欠失用ＤＮＡ断片を用いた２重
交差法による目的領域の欠失の手順の概要を図１に示す。初めに、ＳＯＥ－ＰＣＲ法によ
り、欠失させるべき目的領域の上流に隣接する約０．１～３ｋｂ領域に対応する断片（上
流断片と称する）と、同じく下流に隣接する約０．１～３ｋｂ領域に対応する断片（下流
断片と称する）とを連結したＤＮＡ断片を調製する。好ましくは、目的領域の欠失を確認
するために、当該上流断片と下流断片の間に薬剤耐性遺伝子などのマーカー遺伝子断片を
さらに連結したＤＮＡ断片を調製する。
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【００３１】
　まず、１回目のＰＣＲによって、欠失させるべき領域の上流断片Ａ及び下流断片Ｂ、並
びに必要に応じてマーカー遺伝子断片（図１中では、クロラムフェニコール耐性遺伝子断
片Ｃｍ）の３断片を調製する。上流断片及び下流断片のＰＣＲ増幅の際には、後に連結さ
れる断片の末端１０～３０ヌクレオチドの配列を付加したプライマーを使用する。例えば
、上流断片Ａ、薬剤耐性マーカー遺伝子断片Ｃｍ、及び下流断片Ｂをこの順で連結させる
場合、上流断片Ａの下流末端に結合するプライマーの５'末端に、薬剤耐性マーカー遺伝
子断片Ｃｍの上流側１０～３０ヌクレオチドに相当する配列を付加し（図１、プライマー
ＤＲ１）、また下流断片Ｂの上流末端に結合するプライマーの５'末端に、薬剤耐性マー
カー遺伝子断片Ｃｍの下流側１０～３０ヌクレオチドに相当する配列を付加する（図１、
プライマーＤＦ２）。このように設計したプライマーセットを用いて上流断片Ａ及び下流
断片ＢをＰＣＲで増幅した場合、増幅された上流断片Ａ'の下流側には薬剤耐性マーカー
遺伝子断片Ｃｍの上流側に相当する領域が付加されることとなり、増幅された下流断片Ｂ
'の上流側には薬剤耐性マーカー遺伝子断片Ｃｍの下流側に相当する領域が付加されるこ
ととなる。
【００３２】
　次に、１回目のＰＣＲで調製した上流断片Ａ'、薬剤耐性マーカー遺伝子断片Ｃｍ、及
び下流断片Ｂ'を混合して鋳型とし、上流断片の上流側に結合するプライマー（図１、プ
ライマーＤＦ１）及び下流断片の下流側に結合するプライマー（図１、プライマーＤＲ２
）からなる１対のプライマーを用いて２回目のＰＣＲを行う。この２回目のＰＣＲにより
、上流断片Ａ、薬剤耐性マーカー遺伝子断片Ｃｍ、及び下流断片Ｂをこの順で結合した欠
失用ＤＮＡ断片Ｄを増幅することができる。
【００３３】
　上述の方法などによって得られる欠失用ＤＮＡ断片を、通常の制限酵素とＤＮＡリガー
ゼを用いてプラスミドに挿入し、欠失導入用プラスミドを構築する。あるいは、上流断片
及び下流断片を直接連結した欠失用ＤＮＡ断片を調製した後、当該欠失用ＤＮＡ断片を薬
剤耐性マーカー遺伝子を含むプラスミドに挿入することで、上流断片及び下流断片に加え
て薬剤耐性マーカー遺伝子断片を有する欠失導入用プラスミドを構築することができる。
【００３４】
　上記手順で構築された欠失導入用プラスミドを、コンピテントセル形質転換法等の通常
の手法により、ゲノム領域を欠失させたい枯草菌に導入する。プラスミドの導入により、
当該プラスミド上の上流断片及び下流断片と、枯草菌ゲノムのそれらに相同な領域との間
で２重交差の相同組換えが生じ、欠失させるべき領域が薬剤耐性マーカー遺伝子に置き換
えられた形質転換体が得られる（図１）。形質転換体の選択は、欠失用ＤＮＡ断片中に存
在する薬剤耐性遺伝子などのマーカー遺伝子の発現を指標に行えばよい。例えば、クロラ
ムフェニコール耐性遺伝子断片で形質転換処理をした菌を、抗生物質（クロラムフェニコ
ール等）を含む培地で培養し、生育したコロニーを回収することで、目的の領域が欠失し
クロラムフェニコール耐性遺伝子に置き換えられた形質転換体を取得することができる。
さらに、形質転換体のゲノムＤＮＡを抽出し、これを鋳型としてＰＣＲを行うことで、目
的の領域が欠失されていることを確認することができる。
【００３５】
　また、枯草菌ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するような遺伝
子構築の他の手段としては、ゲノム上の枯草菌ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子
に、定常期において該遺伝子の発現を強化できる制御領域（強発現制御領域）を作動可能
に連結すること、強発現制御領域と作動可能に連結された枯草菌ａｂｒＢ遺伝子又それに
相当する遺伝子を細胞内のゲノム中若しくはプラスミド中に導入することが挙げられる。
斯かる強発現制御領域としては、例えば、枯草菌ｒｐｌＫ遺伝子、ｆｕｓ遺伝子若しくは
ａｔｐＩ遺伝子又はこれらの遺伝子に相当する遺伝子の上流に位置する転写開始制御領域
若しくは転写開始制御領域とリボソーム結合部位が挙げられる。
【００３６】
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　本発明の微生物は、このようにして枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子
が恒常的に発現するように遺伝子構築された微生物に、目的タンパク質又は目的ポリペプ
チドをコードする遺伝子を発現可能なように強化又は導入することによって作製すること
ができる。
【００３７】
　目的タンパク質又は目的ポリペプチドをコードする遺伝子を発現可能なように強化又は
導入するとは、本発明の微生物において、目的タンパク質又は目的ポリペプチドをコード
する遺伝子が少なくとも発現可能な状態に置かれることを意味している。
　目的タンパク質又は目的ポリペプチドをコードする遺伝子を発現可能なように強化又は
導入する手段としては、例えば、親株のゲノム上で、野生型に比較し発現を強化できる制
御領域（強制御領域）と目的の遺伝子とを作動可能に連結して配置すること；及び、制御
領域、好ましくは強制御領域と作動可能に連結された目的の遺伝子を、親株細胞のゲノム
中若しくはプラスミド中に導入すること、などが挙げられる。例えば、親株のゲノム上の
目的の遺伝子の制御領域配列を強制御領域に置換すること、あるいは、適切な位置に目的
の遺伝子が組み込まれた発現ベクターや、強制御領域と作動可能に連結された目的の遺伝
子を含むベクターを、一般的な形質転換法を用いて親株に取り込ませることが挙げられる
。
　また、制御領域には、発現させる遺伝子産物に応じて、転写及び翻訳に関わる制御領域
の他、分泌に関わる制御領域（例えば、分泌シグナルペプチド領域）を包含させることが
できる。
　なお、上記に例示したような、細胞へ遺伝子を発現可能に導入するための種々の手法は
、当業者に周知である。すなわち、ベクターによって導入する場合、その上流に「当該遺
伝子の転写、翻訳、分泌に関わる制御領域、即ち、プロモーター及び転写開始点を含む転
写開始制御領域、リボソーム結合部位及び開始コドンを含む翻訳開始制御領域及び分泌シ
グナルペプチド領域から選ばれる１以上の領域」が適正な形で結合されている目的タンパ
ク質又は目的ポリペプチドをコードする遺伝子を含むベクターを、コンピテントセル形質
転換方法、プロトプラスト形質転換法、或いはエレクトロポレーション法等の適当な形質
転換法により導入すればよい。ここで、ベクターとしては、目的とする遺伝子を宿主に導
入し、増殖、発現させるための適当な運搬体核酸分子であれば特に限定されず、プラスミ
ドのみならず、例えば、ＹＡＣ，ＢＡＣなどの人工染色体、トランスポゾンを用いたベク
ター、コスミドが挙げられ、プラスミドとしては例えば、ｐＵＢ１１０、ｐＨＹ３００Ｐ
ＬＫが挙げられる。
【００３８】
　また、ゲノムへの挿入は、例えば相同組換えによる方法を用いればよい。すなわち、目
的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子に導入を起こさせる染色体領域の一部
を結合したＤＮＡ断片を、微生物細胞内に取り込ませ、当該染色体領域の一部領域におけ
る相同組換えを起こさせることによって、ゲノムに組み込ませることができる。ここで、
導入を起こさせる染色体領域としては、特に制限されないが、必須でない遺伝子領域、若
しくは必須でない遺伝子領域上流の非遺伝子領域が好ましい。
【００３９】
　一態様において、本発明の微生物に導入される目的タンパク質又はポリペプチドをコー
ドする遺伝子は、その上流に当該遺伝子の転写、翻訳、分泌に関わる制御領域、即ち、プ
ロモーター及び転写開始点を含む転写開始制御領域、リボソーム結合部位及び開始コドン
を含む翻訳開始領域並びに分泌シグナルペプチド領域から選ばれる１以上の領域と作動可
能に連結されていることが挙げられる。好ましくは、転写開始制御領域、翻訳開始制御領
域及び分泌シグナル領域からなる３領域が、更に好ましくは、分泌シグナルペプチド領域
がバチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）属細菌のセルラーゼ遺伝子由来のものであり、転写開始
制御領域及び翻訳開始制御領域が当該セルラーゼ遺伝子の開始コドンから始まる長さ０．
６～１ｋｂの上流領域であるものが、目的遺伝子の上流に作動可能に連結されているもの
が挙げられる。
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【００４０】
　例えば、本発明の微生物に導入される目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺
伝子の一例として挙げられるセルラーゼ遺伝子は、その構造遺伝子が、特開２０００－２
１００８１号公報や特開平４－１９０７９３号公報等に記載されているバチルス（Ｂａｃ
ｉｌｌｕｓ）属細菌、すなわちＫＳＭ－Ｓ２３７株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－７８７５）、又は
ＫＳＭ－６４株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－２８８６）由来のセルラーゼ遺伝子の転写開始制御領
域、翻訳開始領域及び分泌シグナルペプチド領域が作動可能に連結されていることが望ま
しい。より具体的には、配列番号１０で示される塩基配列からなるセルラーゼ遺伝子の塩
基番号１～６５９の塩基配列、配列番号１２で示される塩基配列からなるセルラーゼ遺伝
子の塩基番号１～６９６の塩基配列からなるＤＮＡ断片、当該塩基配列に対して８０％以
上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、さらに好ましくは９８％以上の
同一性を有する塩基配列からなり、且つ遺伝子の転写、翻訳、分泌に関わる機能を有する
ＤＮＡ断片、又は上記いずれかの塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントの条件でハ
イブリダイズし且つ遺伝子の転写、翻訳、分泌に関わる機能を有するＤＮＡ、或いは上記
いずれかの塩基配列の一部が欠失した塩基配列からなり且つ遺伝子の転写、翻訳、分泌に
関わる機能を有するＤＮＡ断片が、目的遺伝子の構造遺伝子と作動可能に連結されている
ことが望ましい。尚、ここで、上記塩基配列の一部が欠失した塩基配列からなるＤＮＡ断
片とは、上記塩基配列の一部、好ましくは数個（例えば、１～５０個、好ましくは１～３
０個、より好ましくは１～２０個、さらに好ましくは１～１０個）の塩基を欠失している
が、遺伝子の転写、翻訳、分泌に関わる機能を有するＤＮＡ断片を意味する。
【００４１】
　またここで言うストリンジェントな条件とは、例えば[Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎ
ｉｎｇ－ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋら、１９８９）]に記載の条件等が挙げられる。例えば、５×ＳＳＣ、７０℃以
上が好ましく、５×ＳＳＣ、８５℃以上がより好ましく、又は、６×ＳＳＣ、６０℃以上
が好ましく、６×ＳＳＣ、６５℃以上がより好ましく、洗浄条件としては、１×ＳＳＣ、
６０℃以上が好ましく、１×ＳＳＣ、７３℃以上がより好ましい。
【００４２】
　本発明において、目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子としては、製造
又は精製が目的の一つであるタンパク質又はポリペプチドをコードするものであれば特に
限定されず、内在性の遺伝子であっても、外来遺伝子（異種遺伝子）であってもよい。
　目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子としては、例えば、洗剤、食品、
繊維、飼料、化学品、医療、診断、研究などの各種分野において有用なあらゆるタンパク
質又はポリペプチド、例えば、酵素、生理活性ペプチド、マーカー、シグナル伝達物質、
構造タンパク質、各種調節因子などをコードする遺伝子が挙げられる。また、上記酵素と
しては、機能別に列挙すると、酸化還元酵素（Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ）、転移酵
素（Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）、加水分解酵素（Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ）、脱離酵素（Ｌｙ
ａｓｅ）、異性化酵素（Ｉｓｏｍｅｒａｓｅ）、合成酵素（Ｌｉｇａｓｅ／Ｓｙｎｔｈｅ
ｔａｓｅ）等が挙げられるが、好適にはセルラーゼ、α－アミラーゼ、プロテアーゼ等の
加水分解酵素が挙げられる。
【００４３】
　ここで、セルラーゼとしては、例えば、多糖加水分解酵素の分類（Ｂｉｏｃｈｅｍ．　
Ｊ．，　２８０，　３０９，　１９９１）中でファミリー５に属するセルラーゼが挙げら
れ、中でも微生物由来、好ましくはＢａｃｉｌｌｕｓ属細菌由来のセルラーゼが好適に挙
げられる。より具体的な例として、配列番号１１で示されるアミノ酸配列からなるＢａｃ
ｉｌｌｕｓ属細菌ＫＳＭ－Ｓ２３７株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－７８７５）由来のアルカリセル
ラーゼ、又は、配列番号１３で示されるアミノ酸配列からなるＢａｃｉｌｌｕｓ属細菌Ｋ
ＳＭ－６４株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－２８８６）由来のアルカリセルラーゼ、或いは、当該ア
ミノ酸配列と８０％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、さらに好
ましくは９８％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなるアルカリセルラーゼ、又は配
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列番号１１又は配列番号１３で示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が置換、欠失、挿入若しくは付加されたアミノ酸配列からなるアルカリセルラーゼが挙げ
られる。
【００４４】
　α－アミラーゼとしては、微生物由来のα－アミラーゼが挙げられ、好ましくはＢａｃ
ｉｌｌｕｓ属細菌由来の液化型アミラーゼが好適に挙げられる。より具体的な例として、
配列番号１４で示されるアミノ酸配列からなるＢａｃｉｌｌｕｓ属細菌ＫＳＭ－Ｋ３８株
（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６９４６）由来のアルカリアミラーゼ、或いは当該アミノ酸配列と８
０％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、さらに好ましくは９８％
以上の同一性を有するアミノ酸配列からなるアルカリアミラーゼ、又は配列番号１４で示
されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入若しくは付加
されたアミノ酸配列からなるアルカリアミラーゼが挙げられる。
【００４５】
　プロテアーゼとしては、微生物由来、好ましくはＢａｃｉｌｌｕｓ属細菌由来のセリン
プロテアーゼや金属プロテアーゼ等が好適に挙げられる。より具体的な例として、配列番
号１５で示されるアミノ酸配列からなるバチルス クラウジ（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｌａ
ｕｓｉｉ）ＫＳＭ　Ｋ－１６株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－３３７６）由来のアルカリセリンプロ
テアーゼ、或いは当該アミノ酸配列と８０％以上、好ましくは９０％以上、より好ましく
は９５％以上、さらに好ましくは９８％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなるプロ
テアーゼ、又は配列番号１５で示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が置換、欠失、挿入若しくは付加されたアミノ酸配列からなるアルカリセリンプロテアー
ゼが挙げられる。
【００４６】
　本発明の組換え微生物は、後述する実施例に示すように、上記遺伝子改変を行っていな
い微生物と比較して、目的タンパク質又はポリペプチドの生産性が大幅に向上している。
本発明の微生物を用いて目的タンパク質又はポリペプチドの製造を行うことで、目的タン
パク質又はポリペプチドを高い生産性で効率よく製造することができ、当該物質の生産に
必要な時間やコストを低減化することができる。
【００４７】
　本発明の組換え微生物を用いた目的タンパク質又はポリペプチドの製造は、当該菌株を
同化性の炭素源、窒素源、その他の必須成分を含む培地に接種し、通常の微生物培養法に
て培養し、培養終了後、培養物又は菌体からタンパク質又はポリペプチドを回収・精製す
ることにより行えばよい。例えば、後述する実施例に示された培地及び条件下で培養し、
分泌生産されたタンパク質を培養上清等から単離・精製することができる。
　培地の成分・組成などは特に限定されないが、好ましくは、炭素源としてマルトースも
しくは、可溶性澱粉やグルコースを含む培地を用いれば、より好ましい。
　タンパク質、ポリペプチドの回収・精製は、例えば、遠心分離又はろ過による組換え微
生物の分離、上清又はろ液中のタンパク質やポリペプチドの硫酸アンモニウム等の塩を加
えることによる沈殿、エタノール等の有機溶媒を加えることによる沈殿、限外ろ過膜等を
用いた濃縮や脱塩、イオン交換又はゲルろ過等の各種クロマトグラフィーを用いた精製等
の方法を用いて行うことができる。
【００４８】
　本発明の例示的実施形態として、さらに以下を本明細書に開示する。但し、本発明はこ
れらの実施形態に限定されない。
　＜１＞枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように遺
伝子構築された微生物に、目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子が発現可
能に強化又は導入された組換え微生物。
　＜２＞枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子を恒常的に発現するような遺
伝子構築が、ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子の転写開始制御領域、又は転写開
始制御領域及びリボソーム結合部位、或いは転写開始制御領域から翻訳開始制御領域に至
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るまでの領域における抑制性制御因子の結合部位を不活性化することである、＜１＞の組
換え微生物。
　＜３＞ａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子の転写開始制御領域、又は転写開始制
御領域及びリボソーム結合部位、或いは転写開始制御領域から翻訳開始制御領域に至るま
での領域における抑制性制御因子の結合部位が、配列番号９に示される塩基配列において
２０～４９番目の塩基からなる領域又はこれに相当する領域、又は７３～８９番目の塩基
からなる領域又はこれに相当する領域である＜２＞の組換え微生物。
　＜４＞枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子を恒常的に発現させる遺伝子
構築が、配列番号９に示される塩基配列において７３～８９番目の塩基からなる領域又は
これに相当する領域を削除するものである、＜３＞の組換え微生物。
　＜５＞枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が、下記の（ａ）～（ｆ）か
らなる群より選択される、＜１＞～＜４＞のいずれかの組換え微生物。
（ａ）配列番号１に示すヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチド；
（ｂ）配列番号１に示すヌクレオチド配列と８０％以上、好ましくは８５％以上、より好
ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、より好ましくは９６％以上、より好ま
しくは９７％以上、より好ましくは９８％以上、より好ましくは９９％以上の同一性を有
するヌクレオチド配列からなり、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導される
遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｃ）配列番号１に示すヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドの相補鎖に対してス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期
に誘導される遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレ
オチド；
（ｄ）配列番号２に示すアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチド
；
（ｅ）配列番号２に示すアミノ酸配列において１又は数個のアミノ酸が欠失、置換、付加
又は挿入されたアミノ酸配列からなりかつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導さ
れる遺伝子の転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド；
（ｆ）配列番号２に示すアミノ酸配列と８０％以上、好ましくは８５％以上、より好まし
くは９０％以上、より好ましくは９５％以上、より好ましくは９６％以上、より好ましく
は９７％以上、より好ましくは９８％以上、より好ましくは９９％以上の同一性を有する
アミノ酸配列からなり、かつＡｂｒＢと同様の遷移期および定常期に誘導される遺伝子の
転写因子としての活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチド。
　＜６＞微生物がバチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）属に属する細菌である＜１＞～＜５＞の
いずれかの組換え微生物。
　＜７＞微生物が枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）である＜１＞～＜５＞
のいずれかの組換え微生物。
　＜８＞目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子の上流に、転写開始制御領
域、翻訳開始制御領域又は分泌用シグナル領域のいずれか１以上の領域を結合した＜１＞
～＜７＞のいずれかの組換え微生物。
　＜９＞転写開始制御領域、翻訳開始制御領域及び分泌シグナル領域からなる３領域を、
目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子の上流に結合した＜８＞の組換え微
生物。
　＜１０＞分泌シグナル領域が、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）属に属する細菌のセルラ
ーゼ遺伝子由来のものであり、転写開始制御領域及び翻訳開始制御領域が当該セルラーゼ
遺伝子の上流０．６～１ｋｂ領域由来のものである＜８＞又は＜９＞の組換え微生物。
　＜１１＞転写開始制御領域、翻訳開始制御領域及び分泌シグナル領域からなる３領域が
、配列番号６で示される塩基配列からなるセルラーゼ遺伝子の塩基番号１～６５９の塩基
配列、配列番号８で示される塩基配列からなるセルラーゼ遺伝子の塩基番号１～６９６の
塩基配列又は当該塩基配列のいずれかと８０％以上、好ましくは８５％以上、より好まし
くは９０％以上、より好ましくは９５％以上、より好ましくは９６％以上、より好ましく



(14) JP 6791623 B2 2020.11.25

10

20

30

40

50

は９７％以上、より好ましくは９８％以上、より好ましくは９９％以上の同一性を有する
塩基配列からなるＤＮＡ断片、又は当該塩基配列の一部が欠失した塩基配列からなるＤＮ
Ａ断片である＜９＞及び＜１０＞の組換え微生物。
　＜１２＞＜１＞～＜１１＞のいずれかの組換え微生物を培養し、培養物又は菌体から目
的タンパク質又はポリペプチドを回収する工程を含む、目的タンパク質又はポリペプチド
の製造方法。
　＜１３＞枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように
遺伝子構築する工程、及び目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子を発現可
能に強化又は導入する工程を含む組換え微生物の製造方法。
　＜１４＞枯草菌のａｂｒＢ遺伝子又はそれに相当する遺伝子が恒常的に発現するように
遺伝子構築され、且つ目的タンパク質又はポリペプチドをコードする遺伝子が発現可能に
強化又は導入された組換え微生物を用いて該タンパク質又はポリペプチドを製造する、目
的タンパク質又はポリペプチドの生産性向上方法。
【実施例】
【００４９】
　以下に、本発明の組換え微生物の構築方法及び当該組換え微生物を用いたタンパク質の
製造方法について具体的に説明する。
【００５０】
実施例１　組換え微生物株の構築
（１－１）トリプトファン要求性解除枯草菌変異株１６８Ｔ株の作製
　枯草菌野生株１６８株におけるトリプトファン要求性を解除した。枯草菌１６８株は、
遺伝子型としてｔｒｐＣ２を所持している。つまり１６８株はトリプトファン合成に関与
するインドール－３－グリセロールリン酸シンターゼをコードするｔｒｐＣ遺伝子変異の
ためトリプトファン合成要求性である。また、枯草菌ＡＴＣＣ６０５１Ｔ株はトリプトフ
ァン非要求性であることが知られている（Ａｌｂｅｒｔｉｎｉ，Ａ．Ｍ．＆Ｇａｌｉｚｚ
ｉ，Ａ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９９,１４５（Ｐｔ１２）：３３１９－３３２
０）。枯草菌１６８株とＡＴＣＣ６０５１Ｔ株のｔｒｐＣ遺伝子を比較したところ、３２
８番目から３３０番目のヌクレオチドＡＴＴが枯草菌１６８株では存在しないことがわか
った。そこで、ＡＴＣＣ６０５１Ｔ株ゲノムを鋳型とし、表１に記載のｔｒｐＣ＿Ｆ１及
びｔｒｐＣ＿Ｒ１のプライマーを用いてＰＣＲを行い、ＰＣＲ産物を構築した。このＰＣ
Ｒ産物を用いて枯草菌野生株１６８株をコンピテント法（Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，１
９６０，８１：７４１－７４６）で形質転換し、トリプトファン非添加のＳＭＡ寒天培地
（０．２％硫酸アンモニウム、１．４％リン酸水素２カリウム、０．６％リン酸２水素カ
リウム、０．１％クエン酸３ナトリウム-２水和物、０．５％グルコース、０．０３５％
硫酸マグネシウム７水和物、１．５％寒天）に生育したコロニーを形質転換体として分離
した。こうしてトリプトファン非要求性１６８Ｔ株を得た。
 
【００５１】
【表１】

【００５２】
（１－２）ａｂｒＢ遺伝子恒常発現変異が導入された枯草菌変異株（１６８Ｔ＿ａｂｒＢ
＊株）の構築
　ａｂｒＢ遺伝子恒常発現変異の導入を行った。枯草菌野生株１６８株のゲノムＤＮＡを
鋳型とし、表２記載のプライマーＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ－ＦＦ及びＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ－Ｆ
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Ｒを用いて、ａｂｒＢ遺伝子上流領域断片（Ａ）をＰＣＲにより増幅した。また、表２記
載のプライマーＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ－ＰＦ及びＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ－ＰＲを用いて、ａｂ
ｒＢ遺伝子上流領域断片（Ｂ）をＰＣＲにより増幅した。また、表２記載のプライマーＤ
ｓｐｏ０Ａｂｏｘ－ＢＦ及びＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ－ＢＲを用いて、ａｂｒＢ遺伝子上流域
・中流領域断片（Ｃ）をＰＣＲにより増幅した。次いで、クロラムフェニコール耐性遺伝
子保有のプラスミドｐＤＬＴ３（Ｍｏｒｉｍｏｔｏ　Ｔ．ｅｔ　ａｌ．，Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌｏｇｙ，２００２，１４８：３５３９－３５５２）を鋳型とし、表２記載のプライマ
ーｒＰＣＲ－ＣｍＦ２及びｒＰＣＲ－ＣｍＲ２を用いて、ＰＣＲ増幅を行い、クロラムフ
ェニコール耐性遺伝子の断片（Ｄ）をＰＣＲ増幅した。
【００５３】
　次に、得られた断片（Ａ）及び断片（Ｄ）を表２記載のプライマーＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ
－ＦＦ及びｒＰＣＲ－ＣｍＲ２を用いてＳＯＥ－ＰＣＲ法によって結合させ、断片（Ｂ）
及び断片（Ｃ）を表２記載のプライマーＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ－ＰＦ及びＤｓｐｏ０Ａｂｏ
ｘ－ＢＲを用いてＳＯＥ－ＰＣＲ法によって結合させた。最後に、断片（Ａ＋Ｄ）及び断
片（Ｂ＋Ｃ）を表２記載のプライマーＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ－ＦＦ及びＤｓｐｏ０Ａｂｏｘ
－ＢＲを用いてＳＯＥ－ＰＣＲ法によって結合させ、最終ＰＣＲ産物（Ａ＋Ｄ＋Ｂ＋Ｃ）
を得た。得られた最終ＰＣＲ産物を用いて枯草菌変異株１６８Ｔ株で形質転換し、枯草菌
変異株１６８Ｔ＿ａｂｒＢ＊＿Ｃｍ株を得た。
【００５４】
　次に、薬剤耐性遺伝子置換用プラスミドｐＣｍ：：Ｅｍ（Ｌｅｉ　Ｙ．ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，２０１３，１９５：１６９７－１７０５）を用いて枯草菌変
異株１６８＿ａｂｒＢ＊＿Ｃｍ株で形質転換し、クロラムフェニコール耐性遺伝子がエリ
スロマイシン耐性遺伝子に置換された枯草菌変異株１６８Ｔ＿ａｂｒＢ＊を構築した。
【００５５】
　得られた枯草菌変異株１６８Ｔ＿ａｂｒＢ＊株のゲノムを用いたＰＣＲ及びそれに続く
サンガー法によるシークエンシングによって、ゲノム上の所定の位置に目的変異が導入さ
れていることを確認した。
【００５６】

【表２】

【００５７】
（１－３）アルカリセルラーゼ生産用ベクター（ｐＨＹ－Ｓ２３７）の構築
バチルス属細菌　ＫＳＭ－Ｓ２３７株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－７８７５）由来のＳ２３７セル
ラーゼ遺伝子（特開２０００－２１００８１号公報参照）（配列番号１０）をコードする
ＤＮＡ断片（３．１ｋｂ；配列番号１０の塩基番号１３～３１２４）を鋳型として、表３
に示されるプライマーＥｇｌ－Ｓ２３７．Ｆ及びプライマーＥｇｌ－Ｓ２３７．Ｒのプラ
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イマーセットを用いてＰＣＲを行い、シャトルベクターｐＨＹ３００ＰＬＫのＢａｍＨＩ
制限酵素切断点に挿入された組換えプラスミドｐＨＹ－Ｓ２３７を構築した。
【００５８】
【表３】

【００５９】
（１－４）アルカリセルラーゼ生産用ベクター（ｐＨＹ－Ｓ２３７）が導入された組換え
枯草菌変異株の作製
　上記（１－１）及び（１－２）で作製した枯草菌変異株１６８Ｔ株及び枯草菌変異株１
６８Ｔ＿ａｂｒＢ＊株を宿主とした。
　上記（１－３）で作製したアルカリセルラーゼ生産用ベクター（ｐＨＹ－Ｓ２３７）を
用いて、プロトプラスト形質転換法（Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．，１９７９，１６８
：１１１－１１５）により各宿主を形質転換した。テトラサイクリン－塩酸塩５０ｐｐｍ
を添加したＤＭ３プロトプラスト再生培地（０．５Ｍコハク酸ナトリウム（ｐＨ７．３）
、０．５％カザミノ酸（ディフコ社製）、０．５％酵母エキス（ディフコ社製）、０．３
５％ Ｋ２ＨＰＯ４、０．１５％ ＫＨ２ＰＯ４、０．５％グルコース、２０ｍＭ ＭｇＣ
ｌ２、０．０１％牛血清アルブミン（シグマ社製）、１％バクト寒天（ディフコ社製））
上に生育したコロニーを目的とする枯草菌形質転換体として選抜した。
【００６０】
実施例２　セルラーゼ生産性の評価
　実施例１にて得られた形質転換体を、１５ｐｐｍのテトラサイクリンを含む５ｍＬのＬ
Ｂ培地（１．０％トリプトン（ディフコ社製）、０．５％酵母エキス（ディフコ社製）、
１．０％ＮａＣｌ）で、３０℃で１５時間振盪培養し、更にこの培養液０．６ｍＬを１５
ｐｐｍのテトラサイクリンを含む３０ｍＬの２×Ｌ－マルトース培地（２％　トリプトン
、１％　酵母エキス、１％塩化ナトリウム、７．５％マルトース、７．５ｐｐｍ硫酸マン
ガン４－５水和物）に接種し、３０℃で３日間振盪培養した。培養後、遠心分離によって
菌体を除いた培養上清のアルカリセルラーゼ活性を測定し、菌体外に分泌生産されたアル
カリセルラーゼの量を算出した。
　生産性の比較は、親株の生産性を１００％とする相対値により行った。その結果、親株
として１６８Ｔ株を用いた場合と比較し、ａｂｒＢを恒常的に発現させた１６８Ｔ＿ａｂ
ｒＢ＊株では、高いアルカリセルラーゼの分泌生産量が確認された。
【００６１】

【表４】

【００６２】
（測定例）アルカリセルラーゼの活性測定
　セルラーゼ活性測定は、１／７．５Ｍ　リン酸緩衝液（ｐＨ７．４　和光純薬工業社製
）で適宜希釈したサンプル溶液５０μＬに０．４ｍＭ　ｐ－ニトロフェニル－β－Ｄ－セ
ロトリオシド（生化学工業社製）を５０μＬ添加して混合し、３０℃にて反応させた際に
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遊離するｐ－ニトロフェノールの量を、４２０ｎｍにおける吸光度（ＯＤ４２０ｎｍ）変
化により定量することにより行った。セルラーゼ活性は、１分間に１μｍｏｌのｐ－ニト
ロフェノールを遊離させる酵素量を１Ｕとして定義した。

【図１】
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