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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（ａ）～（ｅ）から選択される、タンパク質。
　（ａ）配列番号４で表わされる１６位～２３６位のアミノ酸配列を含む、タンパク質。
　（ｂ）配列番号４で表わされる１位～２３６位のアミノ酸配列を含む、タンパク質。
　（ｃ）配列番号３０で表されるアミノ酸配列を含む、タンパク質。
　（ｄ）配列番号４で表される１６位～２３６位又は１位～２３６位のアミノ酸配列にお
いて、１個又は複数個のアミノ酸が欠失、置換、付加、及び／又は修飾されたアミノ酸配
列を含み、かつエンドグルカナーゼ活性を有する改変タンパク質。
　（ｅ）配列番号４で表される１６位～２３６位若しくは１位～２３６位のアミノ酸配列
、又は配列番号３０で表されるアミノ酸配列と９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列
を含み、かつエンドグルカナーゼ活性を有する相同タンパク質。
【請求項２】
　請求項１に記載のタンパク質をコードするポリヌクレオチド。
【請求項３】
　以下の（ｆ）、（ｇ）から選択される、ポリヌクレオチド。
　（ｆ）配列番号３又は２８で表わされる塩基配列、又は配列番号３又は２８で表される
４６位～８３４位の塩基配列を含むポリヌクレオチド。
　（ｇ）配列番号３又は２８で表わされる塩基配列又は配列番号３又は２８で表される４
６位～８３４位の塩基配列において、１個又は複数個の塩基が欠失、置換、及び／又は付
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加された塩基配列を含み、かつエンドグルカナーゼ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４】
　請求項２又は３に記載のポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
【請求項５】
　請求項４に記載の発現ベクターにより形質転換された、宿主細胞。
【請求項６】
　宿主が酵母又は糸状菌である、請求項５に記載の宿主細胞。
【請求項７】
　糸状菌が、トリコデルマ（Trichoderma）属、フミコーラ（Humicola）属、アスペルギ
ルス（Aspergillus）属、アクレモニウム（Acremonium）属又はペニシリウム（Penicilli
um）属に属する微生物である、請求項６に記載の宿主細胞。
【請求項８】
　糸状菌が、トリコデルマ（Trichoderma）属に属する微生物である、請求項７に記載の
宿主細胞。
【請求項９】
　糸状菌が、トリコデルマ・ビリデ（Trichoderma viride）である、請求項８に記載の宿
主細胞。
【請求項１０】
　請求項５～９のいずれか一項に記載の宿主細胞を培養する工程、及び前記培養によって
得られる宿主細胞又はその培養物から請求項１に記載のタンパク質を採取する工程を含む
、タンパク質の製造方法。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の方法で生産されたタンパク質。
【請求項１２】
　請求項１又は１１に記載のタンパク質を含む、セルラーゼ調製物。
【請求項１３】
　請求項１又は１１に記載のタンパク質、又は請求項１２に記載のセルラーゼ調製物を含
む、洗剤組成物。
【請求項１４】
　セルロース含有繊維の処理方法であって、セルロース含有繊維を、請求項１又は１１に
記載のタンパク質、請求項１２に記載のセルラーゼ調製物、又は請求項１３に記載の洗剤
組成物と接触させる工程を含む、方法。
【請求項１５】
　セルロース含有繊維の肌触り及び外観の改善を目的として減量加工する方法であって、
セルロース含有繊維を、請求項１又は１１に記載のタンパク質、請求項１２に記載のセル
ラーゼ調製物、又は請求項１３に記載の洗剤組成物と接触させる工程を含む、方法。
【請求項１６】
　着色されたセルロース含有繊維の色を局所的に変化させる方法であって、着色されたセ
ルロース含有繊維を、請求項１又は１１に記載のタンパク質、請求項１２に記載のセルラ
ーゼ調製物、又は請求項１３に記載の洗剤組成物と接触させる工程を含む、方法。
【請求項１７】
　着色されたセルロース含有繊維の色を澄明化する方法であって、着色されたセルロース
含有繊維を、請求項１又は１１に記載のタンパク質、請求項１２に記載のセルラーゼ調製
物、又は請求項１３に記載の洗剤組成物と接触させる工程を含む、方法。
【請求項１８】
　セルロース含有繊維が毛羽立ち始める速度を遅延させる方法、又はセルロース含有繊維
の毛羽立ちを低減させる方法であって、セルロース含有繊維を、請求項１又は１１に記載
のタンパク質、請求項１２に記載のセルラーゼ調製物、又は請求項１３に記載の洗剤組成
物と接触させる工程を含む、方法。
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【請求項１９】
　セルロース含有繊維がごわつき始める速度を低減させるか又はセルロース含有繊維のご
わつきを低減する方法であって、セルロース含有繊維を、請求項１又は１１に記載のタン
パク質、請求項１２に記載のセルラーゼ調製物、又は請求項１３に記載の洗剤組成物と接
触させる工程を含む、方法。
【請求項２０】
　洗剤組成物と接触させる工程が、その繊維の浸漬、洗濯、又はすすぎを通じて行われる
、請求項１４～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　古紙を脱インキ薬品により処理して脱インキを行う工程において、請求項１又は１１に
記載のタンパク質、又は請求項１２に記載のセルラーゼ調製物を用いることを特徴とする
、古紙の脱インキ方法。
【請求項２２】
　紙パルプのろ水性の改善方法であって、紙パルプを、請求項１又は１１に記載のタンパ
ク質、又は請求項１２に記載のセルラーゼ調製物で処理する工程を含む、方法。
【請求項２３】
　動物飼料の消化能を改善する方法であって、動物飼料を、請求項１又は１１に記載のタ
ンパク質、又は請求項１２に記載のセルラーゼ調製物で処理する工程を含む、方法。
【請求項２４】
　セルロース系の物質を分解・糖化し、バイオマスエタノールを製造する方法であって、
セルロース系物質を、請求項１又は１１に記載のタンパク質、又は請求項１２に記載のセ
ルラーゼ調製物で処理する工程を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、エンドグルカナーゼＰＰＣＥ（Endoglucanase PPCE）及びそれを含んでなる
セルラーゼ調製物、並びにそれらを利用したセルロース含有繊維の処理方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来から、セルロース含有繊維を、その繊維に所望の特性を与えるためにセルラーゼで
処理することが行われている。例えば、繊維業界においては、セルロース含有繊維の肌触
り及び外観を改善するために、又は着色されたセルロース含有繊維にその色の局所的な変
化を提供する「ストーンウォッシュ」の外観を与えるために、セルラーゼによる処理が行
われてきた〔特許文献１〕。
【０００３】
　この様な用途に用いられるセルラーゼとして、ファミリー４５に属するエンドグルカナ
ーゼや、ファミリー５に属するエンドグルカナーゼ、ファミリー１２に属するエンドグル
カナーゼが挙げられる。当該分野において、これらのエンドグルカナーゼは、その特徴（
例えば、至適ｐＨ、至適温度、繊維に対する風合い改善効果、繊維強度に対する影響など
）に合わせて、区別して使い分けられることが一般的である。ファミリー４５に属するエ
ンドグルカナーゼは主に中性領域で、ファミリー１２に属するエンドグルカナーゼは酸性
～中性領域で、ファミリー５に属するエンドグルカナーゼは酸性領域で使用される例が多
い。ファミリー４５に属するエンドグルカナーゼの一例として、フミコーラ（Humicola）
属由来の精製された４３ｋＤエンドグルカナーゼ成分〔特許文献２〕や、フミコーラ属由
来のエンドグルカナーゼＮＣＥ５〔特許文献３〕、リゾプス（Rhizopus）属由来のエンド
グルカナーゼＲＣＥＩ〔特許文献４〕などが挙げられる。
【０００４】
　また、ファミリー５に属するエンドグルカナーゼの一例として、トリコデルマ（Tricho
derma）属由来のＳＣＥ３〔特許文献５〕などが挙げられる。ファミリー１２に属するエ
ンドグルカナーゼの一例として、トリコデルマ（Trichoderma）属由来のＥＧIII〔非特許
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文献１〕や、アスペルギルス（Aspergillus）属由来のFI-CMCase〔非特許文献２〕が挙げ
られる。また、ペニシリウム(Penicillium）属菌も分子量２５ｋＤのエンドグルカナーゼ
を生産することが知られている〔非特許文献３〕。
【０００５】
　これらの酵素を使用して繊維加工を行う場合、それぞれの至適条件下で反応を行うのが
一般的である。これら現在までに報告されている酵素の至適温度は中温域（例えば、４０
℃～６０℃）であり、至適ｐＨは、酸性から中性（例えば、ｐＨ４．０～８．０）付近で
ある。当該分野において、低温（例えば４０℃未満）や強酸性（例えば、ｐＨ４．０未満
）に至適を有する酵素が工業化され、恒常的に使用されている例はない。一方、工業的な
セルロース含有繊維の処理においては、多くの場合、セルラーゼ調製物は、多量の高活性
エンドグルカナーゼを含む調製物として提供されている。その製造方法としては、遺伝子
組換えの技術を用いて、目的の高活性エンドグルカナーゼ成分を宿主細胞において大量に
発現させる方法が知られている〔特許文献６、特許文献７〕。
【０００６】
　そして、これらの方法において好ましい宿主細胞としては、不完全菌類に属する糸状菌
、例えば、アスペルギルス（Aspergillus）属、フミコーラ（Humicola）属、トリコデル
マ（Trichoderma）属の糸状菌等が挙げられている。更に、酸性または強酸性領域での繊
維加工に用いるセルラーゼを生産させる場合、宿主由来のセルラーゼとの相乗作用が期待
できることから、中性セルラーゼを生産するアスペルギルス（Aspergillus）属やフミコ
ーラ（Humicola）属の糸状菌よりも、酸性セルラーゼを生産するトリコデルマ（Trichode
rma）属を宿主とする方が適している。特に、工業レベルでの酵素の生産を考慮した場合
、生産性の高いトリコデルマ（Trichoderma）属の菌は極めて優良な宿主となる〔特許文
献８〕。しかしながら、異種由来の遺伝子を、トリコデルマ（Trichoderma）属の糸状菌
において発現させる際、その塩基配列上の特性が異なる（遺伝子のコドン使用頻度が違う
）等の理由で、発現が妨げられる場合が多い。そのため、異種由来の遺伝子に対して改変
操作を行うことが必要となる。例えば、接合菌類に属するリゾプス属由来のエンドグルカ
ナーゼＲＣＥＩをフミコーラ・インソレンスにおいて大量発現させるためには、ＲＣＥＩ
をコードする遺伝子を宿主細胞のコドン使用頻度に合わせて最適化しなければならない〔
特許文献４〕。しかし、このように最適化されたとしても、通常、同種遺伝子の発現量と
同程度の発現量を得ることは難しいことが予想されている。また、実際に異種由来遺伝子
が発現し、宿主により生産された目的の酵素が、培養中に培養液中のプロテアーゼなどに
よる分解を受け、分解物もしくは部分分解物として得られてくる場合も予想される。
【０００７】
【特許文献１】欧州特許第３０７，５６４号
【特許文献２】国際公開第９８／０３６４０号
【特許文献３】国際公開第０１／０９０３７５号
【特許文献４】国際公開第００／２４８７９号
【特許文献５】国際公開第９８／５４３３２号
【特許文献６】国際公開第９１／１７２４３号
【特許文献７】国際公開第９８／０３６６７号
【特許文献８】国際公開第０５／０５４４７５号
【非特許文献１】Okada,H. et.al., “Appl.Environ.Microbiol”64, 1998年, p.555-563
【非特許文献２】Ooi,T. et.al., “Nucleic Acids Research”18, 1990年, p.5884
【非特許文献３】K.Mahalingeshwara et.al., “Carbohydrate Research”190, 1989年, 
p.279-297
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　これまでに、繊維加工用途に使用するために、フミコーラ（Humicola）属、トリコデル
マ（Trichoderma）属、リゾプス（Rhizopus）属、ムコール（Mucor）属、ファイコマイセ
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ス（Phycomyces）属、スタフィロトリカム（Staphylotrichum）属などの様々な糸状菌か
らセルラーゼが単離され、それらセルラーゼをコードする遺伝子が単離されている。特に
セルラーゼファミリー５、ファミリー１２、ファミリー４５に属する糸状菌由来の酵素群
は繊維加工処理において優れた効果を示すことから、当該分野において広く使用されてい
る。しかしながら、これら一連の酵素群は、至適温度が中温、至適ｐＨが酸性から中性の
酵素であり、低温酵素や強酸性酵素ではない。当該分野では、繊維に対して高活性であり
、至適温度が低温である酵素や、至適ｐＨが強酸性である酵素が強く求められている。更
に、このような特殊なプロファイルを有する酵素が実用化されるためには、優良な宿主で
あるトリコデルマ属などの糸状菌において遺伝子の大量発現を成し遂げ、安価で高活性な
セルラーゼ調製物を提供する必要がある。このようなセルラーゼ調製物が実用化されれば
、その産業的価値は計り知れないが、未だそのようなセルラーゼ調製物は実用化されてお
らず、また遺伝子組換えに関する製造法の報告もない。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、今般、ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）ＰＦ１
３６５株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０７８０株）から、新規なエンドグルカナーゼ活性を有す
るタンパク質及びその遺伝子を見出した。本発明は、エンドグルカナーゼＰＰＣＥ（Endo
glucanase
PPCE）及びそれを含むセルラーゼ調製物、並びにそれらを利用したセルロース含有繊維の
処理方法を提供するものである。本発明者は、ペニシリウム・ピノフィラム（Penicilliu
m
pinophilum）ＰＦ１３６５株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０７８０株）から単離された新規なエ
ンドグルカナーゼ活性を有するタンパク質が極めて高いセルロース含有繊維の外観改善効
果及び、着色されたセルロース含有繊維の「ストーンウォッシュ」の外観付与効果を有す
ることを見出した。特にエンドグルカナーゼＰＰＣＥ（以下「ＰＰＣＥ」と略記すること
もある）は、代表的な繊維加工用セルラーゼとして主に酸性条件下で広く使用されている
エンドグルカナーゼＳＣＥ３〔特許文献５〕やＥＧIII〔非特許文献１〕に比べ、顕著に
高い繊維処理効果を有していた。更に、そのエンドグルカナーゼＰＰＣＥは、その至適ｐ
Ｈ、至適温度が従来より知られている繊維加工用セルラーゼと比較して顕著に低く、ｐＨ
３、３０℃付近であるという驚くべき知見を得た。またこれは、繊維加工用としての使用
例はないが、ペニシリウム・ピィノフィラムＩＭＩ８７１６０ｉｉ株由来であるエンドグ
ルカナーゼＩの至適温度（５０～５５℃）、至適ｐＨ（４．０～５．０）〔非特許文献３
〕と比較しても顕著に低いものであった。
【００１０】
　更に本発明者らは、ペニシリウム・ピノフィラムＰＦ１３６５株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－１
０７８０株）由来エンドグルカナーゼＰＰＣＥをコードする遺伝子を単離し、セルラーゼ
ｃｂｈＩ遺伝子の制御配列［国際公開第９８／１１２３９号］を利用して、トリコデルマ
・ビリデ（Trichoderma viride）において、工業化可能な程度にＰＰＣＥを高生産するこ
とに成功した。従って、本発明は、ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium
pinophilum）　ＰＦ１３６５株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０７８０株）由来のエンドグルカナ
ーゼ活性を有する新規なタンパク質及びその遺伝子、並びに前記タンパク質を含有し、良
好な特性を有するセルラーゼ調製物を提供するものである。また、本発明は、前記タンパ
ク質をコードする遺伝子によって形質転換された宿主細胞、及び前記宿主細胞を培養して
目的タンパク質を採取する方法を提供するものである。更に、本発明のタンパク質又は本
発明のセルラーゼ調製物によりセルロース含有繊維を処理する方法を提供するものである
。
【００１１】
　すなわち、本発明は以下の発明を包含する。
（１）以下の（ａ）、(ｂ)、及び(ｃ)の特性を有するタンパク質。
　（ａ）ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）由来であり、
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　（ｂ）エンドグルカナーゼ活性を有し、
　（ｃ）Ｎ末端のアミノ酸配列が、（１）配列番号２で表わされる配列、または、（２）
配列番号２で表される配列において、１個のアミノ酸が欠失、置換、又は付加した配列で
ある。
（２）以下の（ｄ）の特性を有する（１）に記載のタンパク質。
　（ｄ）ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）によ
り測定した平均分子量が２５ｋＤ～２７ｋＤのタンパク質。
（３）以下の（ｅ）～（ｉ）から選択される、タンパク質。
　（ｅ）配列番号４で表わされる１６位～２３６位のアミノ酸配列を含む、タンパク質。
　（ｆ）配列番号４で表わされる１位～２３６位のアミノ酸配列を含む、タンパク質。
　（ｇ）配列番号３０で表されるアミノ酸配列を含む、タンパク質。
　（ｈ）配列番号４で表される１６位～２３６位又は１位～２３６位のアミノ酸配列にお
いて、１個又は複数個のアミノ酸が欠失、置換、付加、及び／又は修飾されたアミノ酸配
列を含み、かつエンドグルカナーゼ活性を有する改変タンパク質。
　（ｉ）配列番号４で表される１６位～２３６位若しくは１位～２３６位のアミノ酸配列
、又は配列番号３０で表されるアミノ酸配列と９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列
を含み、かつエンドグルカナーゼ活性を有する相同タンパク質。
（４）（１）～（３）のいずれか一項に記載のタンパク質をコードするポリヌクレオチド
。
（５）以下の（ｊ）、（ｋ）から選択される、ポリヌクレオチド。
　（ｊ）配列番号３又は２８で表わされる塩基配列、又は配列番号３又は２８で表される
４６位～８３４位の塩基配列を含むポリヌクレオチド。
　（ｋ）配列番号３又は２８で表わされる塩基配列又は配列番号３又は２８で表される４
６位～８３４位の塩基配列において、１個又は複数個の塩基が欠失、置換、及び／又は付
加された塩基配列を含み、かつエンドグルカナーゼ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）（４）又は（５）に記載のポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
（７）（６）に記載の発現ベクターにより形質転換された、宿主細胞。
（８）宿主が酵母又は糸状菌である、（７）に記載の宿主細胞。
（９）糸状菌が、トリコデルマ（Trichoderma）属、フミコーラ（Humicola）属、アスペ
ルギルス（Aspergillus）属、アクレモニウム（Acremonium）属又はペニシリウム（Penic
illium）属に属する微生物である、（８）に記載の宿主細胞。
（１０）糸状菌が、トリコデルマ（Trichoderma）属に属する微生物である、（９）に記
載の宿主細胞。
（１１）糸状菌が、トリコデルマ・ビリデ（Trichoderma viride）である、（１０）に記
載の宿主細胞。
（１２）（７）～（１１）のいずれか一項に記載の宿主細胞を培養する工程、及び前記培
養によって得られる宿主細胞又はその培養物から（１）～（３）のいずれか一項に記載の
タンパク質を採取する工程を含む、タンパク質の製造方法。
（１３）（１２）に記載の方法で生産されたタンパク質。
（１４）（１）～（３）及び（１３）のいずれか一項に記載のタンパク質を含む、セルラ
ーゼ調製物。
（１５）（１）～（３）及び（１３）のいずれか一項に記載のタンパク質、又は（１４）
に記載のセルラーゼ調製物を含む、洗剤組成物。
（１６）セルロース含有繊維の処理方法であって、セルロース含有繊維を、（１）～（３
）及び（１３）のいずれかの一項に記載のタンパク質、（１４）に記載のセルラーゼ調製
物、又は（１５）に記載の洗剤組成物と接触させる工程を含む、方法。
（１７）セルロース含有繊維の肌触り及び外観の改善を目的として減量加工する方法であ
って、セルロース含有繊維を、（１）～（３）及び（１３）のいずれか一項に記載のタン
パク質、（１４）に記載のセルラーゼ調製物、又は（１５）に記載の洗剤組成物と接触さ
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せる工程を含む、方法。
（１８）着色されたセルロース含有繊維の色を局所的に変化させる方法であって、着色さ
れたセルロース含有繊維を、（１）～（３）及び（１３）のいずれか一項に記載のタンパ
ク質、（１４）に記載のセルラーゼ調製物、又は（１５）に記載の洗剤組成物と接触させ
る工程を含む、方法。
（１９）着色されたセルロース含有繊維の色を澄明化する方法であって、着色されたセル
ロース含有繊維を、（１）～（３）及び（１３）のいずれか一項に記載のタンパク質、（
１４）に記載のセルラーゼ調製物、又は（１５）に記載の洗剤組成物と接触させる工程を
含む、方法。
（２０）セルロース含有繊維が毛羽立ち始める速度を遅延させる方法、又はセルロース含
有繊維の毛羽立ちを低減させる方法であって、セルロース含有繊維を、（１）～（３）及
び（１３）のいずれか一項に記載のタンパク質、（１４）に記載のセルラーゼ調製物、又
は（１５）に記載の洗剤組成物と接触させる工程を含む、方法。
（２１）セルロース含有繊維がごわつき始める速度を低減させるか又はセルロース含有繊
維のごわつきを低減する方法であって、セルロース含有繊維を、（１）～（３）及び（１
３）のいずれか一項に記載のタンパク質、（１４）に記載のセルラーゼ調製物、又は（１
５）に記載の洗剤組成物と接触させる工程を含む、方法。
（２２）洗剤組成物と接触させる工程が、その繊維の浸漬、洗濯、又はすすぎを通じて行
われる（１６）～（２１）のいずれか一項に記載の方法。
（２３）古紙を脱インキ薬品により処理して脱インキを行う工程において、（１）～（３
）及び（１３）のいずれか一項に記載のタンパク質、又は（１４）に記載のセルラーゼ調
製物を用いることを特徴とする、古紙の脱インキ方法。
（２４）紙パルプのろ水性の改善方法であって、紙パルプを、（１）～（３）及び（１３
）のいずれか一項に記載のタンパク質、又は（１４）に記載のセルラーゼ調製物で処理す
る工程を含む、方法。
（２５）動物飼料の消化能を改善する方法であって、動物飼料を、（１）～（３）及び（
１３）のいずれか一項に記載のタンパク質、又は（１４）に記載のセルラーゼ調製物で処
理する工程を含む、方法。
（２６）セルロース系の物質を分解・糖化し、バイオマスエタノールを製造する方法であ
って、セルロース系物質を、（１）～（３）及び（１３）のいずれか一項に記載のタンパ
ク質、又は（１４）に記載のセルラーゼ調製物で処理する工程を含む、方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明のタンパク質、エンドグルカナーゼＰＰＣＥは、セルロース含有繊維の肌触り及
び外観の改善、色の局所的変化、色の澄明化、毛羽立ちの低減、ごわつきの低減等を目的
とした繊維加工、並びに洗剤用途に有用である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
エンドグルカナーゼ活性を有するタンパク質
　本明細書において「エンドグルカナーゼ」とは、エンドグルカナーゼ活性を有する酵素
、すなわちエンド－１，４－β－グルカナーゼ（ＥＣ３．２．１．４）を意味し、前記酵
素は、β－１，４－グルカンのβ－１，４－グルコピラノシル結合を加水分解する。
【００１４】
　また、本明細書の「エンドグルカナーゼ活性」とは、ＣＭＣアーゼ活性を意味する。更
に、「ＣＭＣアーゼ活性」とは、カルボキシメチルセルロース（ＣＭＣ、東京化成工業株
式会社製）を加水分解する活性を意味し、被験タンパク質とＣＭＣ溶液を一定時間インキ
ュベーションした後に遊離してくる還元糖量を測定して、１分間に１μｍｏｌのグルコー
ス相当の還元糖を生成する酵素量を１単位と定義する。
【００１５】
　エンドグルカナーゼ活性は、例えば、次のような手順により測定することができる。ま
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ず、被験タンパク質を含む溶液０．５ｍＬを、２％のＣＭＣを溶解させた５０ｍｍｏｌ／
Ｌ酢酸－酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）０．５ｍＬに添加し、５０℃で３０分間イ
ンキュベーションする。次いで、得られる反応液の生成還元糖濃度を、３，５－ジニトロ
サリチル酸法（ＤＮＳ法）で定量する。すなわち、反応３０分後の反応液１．０ｍＬ中に
ＤＮＳ試薬３．０ｍＬを添加し、沸騰水浴中で５分間インキュベーションした後、蒸留水
８．０ｍＬで希釈し、５４０ｎｍの吸光度を測定する。段階的に希釈したグルコース溶液
を用いて検量線を作成し、酵素反応液中の生成還元糖量をグルコース換算で決定する。１
分間に１μｍｏｌのグルコース相当の還元糖を生成する酵素量を１単位として活性を算出
する。
【００１６】
　なお、ＤＮＳ試薬は文献（例えば、「生物化学実験法１－還元糖の定量法」、ｐ．１９
～２０、福井作蔵著、学会出版センター）の記載に従って調製することができるが、例え
ば、次のような手順で調製することができる。まず、４．５％水酸化ナトリウム水溶液３
００ｍＬに、１％３，５－ジニトロサリチル酸溶液８８０ｍＬ、及びロッセル塩２５５ｇ
を添加する（溶液Ａ）。別に、１．０％水酸化ナトリウム水溶液２２ｍＬに結晶フェノー
ル１０ｇを加え、更に水を加えて溶解して１００ｍＬとする（溶液Ｂ）。溶液Ｂ６９ｍＬ
に炭酸水素ナトリウム６．９ｇを加えて溶解させ、溶液Ａを注いでロッセル塩が十分に溶
解するまで攪拌混合し、２日間放置した後に濾過する。
【００１７】
　本発明によるタンパク質は、糸状菌類、具体的には、ペニシリウム（Penicillium）属
に属する微生物、好ましくは、ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）
、より好ましくはペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium
pinophilum）ＰＦ１３６５株（ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０７８０株）から取得することができ
る。また、これらはその変異株であってもよい。更に、本発明によるタンパク質は、典型
的には、そのＮ末端のアミノ酸配列が配列番号２で表わされる配列を有する。Ｎ末端のア
ミノ酸配列は、例えば後述の実施例２で示した方法により決定することができる。本発明
によれば、ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium
pinophilum）由来の、下記の特性を有するタンパク質が提供される：
　（Ａ）エンドグルカナーゼ活性を有し、
　（Ｂ）Ｎ末端のアミノ酸配列が、（１）配列番号２で表わされる配列、または、（２）
配列番号２で表される配列において、１個のアミノ酸が欠失、置換、又は付加した配列を
有し、
　（Ｃ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより測定した平均分子量が２５ｋＤ～２７ｋＤである。
ここで、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる平均分子量は、実施例１に示した方法によって決定する
ことができる。また、ペニシリウム・ピノフィラム由来の本発明によるタンパク質は、典
型的には、配列番号４で表わされる１６位～２３６位のアミノ酸配列からなり、そのＮ末
端グルタミン（Gln）残基がピログルタミン酸残基（pyroGlu）に修飾されている（すなわ
ち、配列番号３０で表されるアミノ酸配列からなる）。
【００１８】
　本発明の別の態様では、配列番号４で表わされるアミノ酸配列（又はその部分配列）を
含むタンパク質、並びにその改変タンパク質又はその相同タンパク質が提供される。「配
列番号４で表わされるアミノ酸配列又はその部分配列を含むタンパク質」には、例えば、
配列番号４で表わされる１６位～２３６位のアミノ酸配列を有する成熟タンパク質；１位
～２３６位のアミノ酸配列を含むシグナルペプチド（１位～１５位）が付加されたアミノ
酸配列を有する前駆体タンパク質；配列番号４で表される１６位～２３６位のアミノ酸配
列を有する成熟タンパク質のＮ末端及び／又はＣ末端に、適当な配列が付加されたアミノ
酸配列からなるタンパク質；並びに配列番号４で表される１６位～２３６位のアミノ酸配
列を有する成熟タンパク質のＮ末端及び／又はＣ末端のアミノ酸が修飾されたタンパク質
が含まれる。本発明における「アミノ酸配列の付加」には、配列番号４で表される１６位
～２３６位のアミノ酸配列を有する成熟タンパク質のＮ末端に配列番号４で表される１位
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～１５位のシグナルペプチドの一部または全部のアミノ酸が付加されることを含む。また
、本発明における「アミノ酸配列の修飾」には、配列番号４で表される１６位～２３６位
のアミノ酸配列を有する成熟タンパク質のＮ末端が宿主由来の酵素により、修飾されるこ
とを含む。本修飾には、該成熟タンパク質のＮ末端グルタミン（Gln）残基がピログルタ
ミン酸残基（pyroGlu）に修飾されることを含む。
【００１９】
　シグナルペプチドは、例えば、配列番号４で表される１位～１５位のアミノ酸配列、即
ち配列番号３で表わされる塩基配列において、１～３位のＡＴＧで始まり、４３～４５位
で終了するヌクレオチド配列からコードされる１５アミノ酸残基からなるアミノ酸配列で
ある。本発明における「改変タンパク質」とは、配列番号４で表わされるアミノ酸配列（
又はその部分配列）において、１個又は複数個（好ましくは、１又は数個）のアミノ酸が
欠失、置換、付加、及び／又は修飾されたアミノ酸配列を含み、かつエンドグルカナーゼ
活性を有するタンパク質である。
【００２０】
　ここで、「欠失、置換、又は付加」などの改変に係るアミノ酸の数は、１個又は複数個
（好ましくは、１又は数個）、例えば、１～２０個、好ましくは１～１０個、より好まし
くは１～５個、更に好ましくは１～３個である。更に、改変タンパク質には、配列番号４
で表わされるアミノ酸配列において、１個又は複数個のアミノ酸残基が、保存的置換され
たアミノ酸配列を含み、かつエンドグルカナーゼ活性を有するタンパク質を包含する。
【００２１】
　ここで、「保存的置換」とは、タンパク質の活性を実質的に改変しないように１個又は
複数個のアミノ酸残基を、別の化学的に類似したアミノ酸で置き換えることを意味する。
例えば、ある疎水性残基を別の疎水性残基によって置換する場合、ある極性残基を同じ電
荷を有する別の極性残基によって置換する場合などが挙げられる。このような保存的置換
を行うことができる機能的に類似のアミノ酸は、アミノ酸毎に当該技術分野において公知
である。具体的には、非極性（疎水性）アミノ酸としては、アラニン、バリン、イソロイ
シン、ロイシン、プロリン、トリプトファン、フェニルアラニン、メチオニン等が挙げら
れる。極性（中性）アミノ酸としては、グリシン、セリン、スレオニン、チロシン、グル
タミン、アスパラギン、システイン等が挙げられる。陽電荷をもつ（塩基性）アミノ酸と
しては、アルギニン、ヒスチジン、リジン等が挙げられる。
【００２２】
　また、負電荷（酸性）アミノ酸としては、アスパラギン酸、グルタミン酸等が挙げられ
る。本発明のタンパク質は、例えば実施例１に記載のように微生物から単離、精製するこ
とにより得ることができる。また、後述のように遺伝子組換え技術により本発明のタンパ
ク質をコードするポリヌクレオチドを適当な宿主において発現させ、生産されたタンパク
質を単離、精製することによっても得ることができる。
【００２３】
　本発明の相同タンパク質としては、配列番号４で表される１６位～２３６位若しくは１
位～２３６位のアミノ酸配列、又は配列番号３０で表されるアミノ酸配列と９０％以上（
好ましくは９５％以上、より好ましくは９８％以上、更に好ましくは９９％以上）の相同
性を有するアミノ酸配列を含み、かつエンドグルカナーゼ活性を有する相同タンパク質を
挙げることができる。本明細書において「相同性」とは、市販の遺伝子情報処理ソフトウ
ェアＧＥＮＥＴＹＸ（ゼネティックス社製）により、ホモロジーサーチ機能のデフォルト
条件にて算出した相同性を意味する。
デフォルト条件：
　Ｕｎｉｔ　Ｓｉｚｅ　ｔｏ　Ｃｏｍｐａｒｅ　＝　２
　Ｐｉｃｋ　ｕｐ　Ｌｏｃａｔｉｏｎ　＝　１
【００２４】
エンドグルカナーゼ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
　本発明によれば、配列番号４で表わされるアミノ酸配列又はその部分配列を含むタンパ
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ク質、または、改変タンパク質をコードするポリヌクレオチドが提供される。タンパク質
のアミノ酸配列が与えられれば、それをコードする塩基配列は容易に定まり、よって、本
発明のタンパク質をコードする種々の塩基配列を選択することができる。なお、本明細書
において、用語「ポリヌクレオチド」には、ＤＮＡ及びＲＮＡの両方が含まれ、ＤＮＡが
好ましい。
【００２５】
　本発明のポリヌクレオチドは、典型的には、下記からなる群より選択されるものである
：
　（ａ）配列番号３又は２８で表わされる塩基配列（又はその部分配列）を含むポリヌク
レオチド、
　（ｂ）配列番号３又は２８で表わされる塩基配列（又はその部分配列）において、１個
又は複数個の塩基が欠失、置換、及び／又は付加された塩基配列を含み、かつエンドグル
カナーゼ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。
　配列番号３で表される塩基配列又はその部分配列を含むポリヌクレオチドには、例えば
配列番号３で表される１位～８３４位の塩基酸配列を有するポリヌクレオチド、または４
６位～８３４位の塩基酸配列を有するポリヌクレオチドが含まれる。
【００２６】
　本発明によるポリヌクレオチドは、天然由来のものであっても、全合成したものであっ
てもよく、また、天然由来のものの一部を利用して合成を行ったものであってもよい。本
発明によるポリヌクレオチドの典型的な取得方法としては、ペニシリウム・ピノフィラム
のゲノムＤＮＡを鋳型にして、ＰＣＲ反応により取得することができる。また、遺伝子工
学の分野で慣用されている方法、例えば、ゲノムＤＮＡライブラリーを作製し、部分アミ
ノ酸配列の情報を基にして作製した適当なＤＮＡプローブを用いてスクリーニングを行う
方法などが挙げられる。本発明による、エンドグルカナーゼＰＰＣＥのアミノ酸配列をコ
ードする、典型的塩基配列は、配列番号３で表わされる塩基配列を有するものである。配
列番号３で表わされる塩基配列は、１～３位のＡＴＧで始まり、８３２～８３４位のＴＡ
Ｇで終了するオープンリーディングフレームと４１１～４６９位、６９１～７５４位の２
ヶ所のイントロンを含有する。また、４６～４８のヌクレオチド配列は、２２１アミノ酸
残基からなるエンドグルカナーゼＰＰＣＥの成熟タンパク質のＮ末端アミノ酸に対応する
。
【００２７】
発現ベクター及び形質転換された微生物
　本発明においては、配列番号４で表わされるアミノ酸配列又はその部分配列を含むタン
パク質、または、その改変タンパク質をコードするポリヌクレオチド（以下「本発明によ
るポリヌクレオチド」という）を、宿主微生物内で複製可能で、かつ、その塩基配列がコ
ードするタンパク質を発現可能な状態で含む発現ベクターが提供される。本発現ベクター
は、自己複製ベクター、すなわち、染色体外の独立体として存在し、その複製が染色体の
複製に依存しない、例えば、プラスミドを基本に構築することができる。また、本発現ベ
クターは、宿主微生物に導入されたとき、その宿主微生物のゲノム中に組み込まれ、それ
が組み込まれた染色体と一緒に複製されるものであってもよい。本発明によるベクター構
築の手順及び方法は、遺伝子工学の分野で慣用されているものを用いることができる。本
発明による発現ベクターは、これを実際に宿主微生物に導入して所望の活性を有するタン
パク質を発現させるために、前記の本発明によるポリヌクレオチドの他に、その発現を制
御する塩基配列等を含んでいるのが望ましい。発現を制御する塩基配列としては、プロモ
ーター、ターミネーター及びシグナルペプチドをコードする塩基配列等がこれに含まれる
。プロモーターは宿主微生物において転写活性を示すものであれば特に限定されず、宿主
微生物と同種もしくは異種のいずれかのタンパク質をコードする遺伝子の発現を制御する
塩基配列として得ることができる。
【００２８】
　また、シグナルペプチドは、宿主微生物において、タンパク質の分泌に寄与するもので
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あれば特に限定されず、宿主微生物と同種もしくは異種のいずれかのタンパク質をコード
する遺伝子から誘導される塩基配列より得ることができる。
【００２９】
　更に、本発明による発現ベクターは、これを宿主微生物に導入して形質転換体を選択す
るため、遺伝子マーカーを含んでいても良い。本発明における遺伝子マーカーは、形質転
換体の選択の方法に応じて適宜選択されてよいが、例えば薬剤耐性をコードする遺伝子、
栄養要求性を相補する遺伝子を利用することができる。
【００３０】
　これら遺伝子マーカーは、発現ベクターと別のベクターに組み込み、形質転換時に混合
して同時に導入する（co-transformともいう）こともできる。更に、本発明によれば、こ
の発現ベクターによって形質転換された微生物が提供される。この宿主－ベクター系は特
に限定されず、例えば、大腸菌、放線菌、酵母、糸状菌などを用いた系、及び、それらを
用いた他のタンパク質との融合タンパク質発現系などを用いることができる。また、この
発現ベクターによる微生物の形質転換も、この分野で慣用されている方法に従い実施する
ことができる。更に、この形質転換体を適当な培地で培養し、その宿主細胞又は培養物か
ら前記の本発明によるタンパク質を単離して得ることができる。従って、本発明の別の態
様によれば、前記の本発明による新規タンパク質の製造方法が提供される。形質転換体の
培養及びその条件は、使用する微生物についてのそれと本質的に同等であってよい。
【００３１】
　また、形質転換体を培養した後、目的のタンパク質を回収する方法は、この分野で慣用
されているものを用いることができる。また、本発明における新規タンパク質の好適な製
造方法として、不完全菌類に属する糸状菌における発現方法が提供される。本発明におけ
る好適な宿主糸状菌として、トリコデルマ（Trichoderma）属、フミコーラ（Humicola）
属、アスペルギルス（Aspergillus）属、アクレモニウム（Acremonium）属、又はペニシ
リウム（Penicillium）属に属するものが挙げられるが、より好ましくは、トリコデルマ
（Trichoderma）属フミコーラ（Humicola）属が挙げられる。より具体的には、トリコデ
ルマ・ビリデ（Trichoderma viride）、トリコデルマ・リーセイ（Trichoderma
reesei）、トリコデルマ・ロンジブラシアトウム（Trichoderma longibrachiatum）、フ
ミコーラ・インソレンス（Humicola
insolens）、フミコーラ・サーモイデア（Humicola thermoidea）、アスペルギルス・ニ
ガー（Aspergillus
niger）、アスペルギルス・オリゼ（Aspergillus oryzae）、アクレモニウム・セルロリ
ティカス（Acremonium
cellulolyticus）又はペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）が挙げら
れるが、更により好ましくは、トリコデルマ・ビリデ（Trichoderma
viride）、又はフミコーラ・インソレンス（Humicola insolens）が挙げられる。
【００３２】
セルラーゼの用途／セルラーゼ調製物
　本発明は、本発明のタンパク質（例えば、配列番号４で表わされるアミノ酸配列又はそ
の部分配列を含むタンパク質、又はその改変タンパク質、あるいは、本発明の宿主細胞を
培養することにより得られるタンパク質）を含むセルラーゼ調製物にも関する。
【００３３】
　一般に、セルラーゼ調製物とは、セルラーゼ酵素の他に、例えば、賦形剤（例えば、乳
糖、塩化ナトリウム、ソルビトール等）、防腐剤、及び／又は、非イオン系界面活性剤等
を含有させることができる。また、セルラーゼ調製物の形態は、固形状であっても液体状
であってもよく、具体的には、粉剤、粒剤、顆粒剤、非粉塵化顆粒、又は液体製剤が挙げ
られる。本発明のセルラーゼ調製物には、本発明のタンパク質に加えて、他のセルラーゼ
酵素、例えば、セロビオヒドロラーゼ、β－グルコシダーゼ、及び／又は本発明のエンド
グルカナーゼ以外のエンドグルカナーゼを含めてもよい。セルラーゼ調製物の１種である
非粉塵化顆粒（好ましくは、飛散性のない顆粒状）は、通常の乾式造粒法を用いて製造す
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ることが可能である。すなわち、粉末状態の本発明のタンパク質を、無機塩（例えば、硫
酸ナトリウム、塩化ナトリウム）、鉱物（例えば、ベントナイト、モンモリナイト）、及
び有機物（例えば、澱粉又は粒状セルロース等）等から選ばれる１種又は複数種に混合し
た後、非イオン界面活性剤の１種又は複数種の粉末、あるいは微細に懸濁された懸濁液を
加え、充分に混合又は混練する。状況に応じ、固形物を結着させる合成高分子（例えば、
ポリエチレングリコール等）又は天然高分子（例えば、スターチ等）を適宜添加し、更に
混練した後、ディスクペレッターなどの押し出し成形造粒を行い、成形物をマルメライザ
ーにより球状に成形後、乾燥させることで非粉塵化顆粒を製造することが可能である。非
イオン界面活性剤の１種又は複数の添加量は特に限定されないが、本発明のセルラーゼ調
製物の全体に対して、好ましくは０．１～５０重量％、より好ましくは０．１～３０重量
％、更に好ましくは１～１０重量％とする。また、顆粒表面をポリマー等でコーティング
することにより、酸素透過や水分透過をコントロールすることも可能である。一方、セル
ラーゼ調製物の１種である液状製剤（好ましくは、安定化された液体状）は、本発明のタ
ンパク質を含む溶液に、エンドグルカナーゼの安定化剤（例えば、合成高分子、天然高分
子等）を配合し、必要に応じて無機塩類及び／又は合成防腐剤を添加して調製することが
可能である。
【００３４】
　このとき、非イオン界面活性剤の１種又は複数種を配合することも可能である。非イオ
ン界面活性剤の１種又は複数種の添加量は特に限定されないが、本発明のセルラーゼ調製
物の全体に対して、好ましくは０．１～５０重量％、より好ましくは０．１～３０重量％
、更に好ましくは１～１０重量％とする。更に、本発明は、本発明のタンパク質又は本発
明のセルラーゼ調製物を含む洗剤組成物を提供する。本発明の洗剤組成物は、界面活性剤
（アニオン性、ノニオン性、カチオン性、両性又は双性イオン性あるいはそれらの混合物
であり得る）をも含有し得る。また、本発明の洗剤組成物は、当分野で既知の他の洗剤成
分、例えば、ビルダー、漂白剤、漂白活性剤、腐食防止剤、金属イオン封鎖剤、汚れ解離
ポリマー、香料、他の酵素（例えばプロテアーゼ、リパーゼ、アミラ－ゼなど）、酵素安
定剤、製剤化補助剤、蛍光増白剤、及び／又は発泡促進剤等をも含有し得る。代表的なア
ニオン性界面活性剤は、直鎖状アルキルベンゼンスルホン酸塩（ＬＡＳ）、アルキル硫酸
塩（ＡＳ）、アルファーオレフィンスルホン酸塩（ＡＯＳ）、ポリオキシエチレンアルキ
ルエーテル硫酸塩（ＡＥＳ）、α－スルホ脂肪酸エステル塩（α－ＳＦＭｅ）、及び天然
脂肪酸のアルカリ金属塩等がある。ノニオン性界面活性剤の例としては、ポリオキシエチ
レンアルキルエーテル（ＡＥ）、アルキルポリエチレングリコールエーテル、ノニルフェ
ノールポリエチレングリコールエーテル、脂肪酸メチルエステルエトキシレート、スクロ
ース、及びグルコースの脂肪酸エステル、並びにアルキルグルコシド、ポリエトキシル化
アルキルグルコシドのエステル等がある。
【００３５】
　本発明のセルロース含有繊維の処理方法は、本発明のタンパク質、本発明のセルラーゼ
調製物、又は本発明の洗剤組成物を、セルロース含有繊維と接触させることにより行う。
本発明の繊維処理方法により改善されうる、セルロース含有繊維の性質としては、以下の
ものが含まれる。
（１）減量による繊維の肌触り及び外観の改善
（２）着色セルロース含有繊維の色の局所的な変化の付与、すなわち、着色セルロース含
有繊維、代表的にはジーンズへのストーンウォッシュ様の外観及び風合いの付与
（３）着色セルロース含有繊維の色の澄明化
（４）柔軟化（ごわつき始める速度の低減、ごわつきの低減）
（５）毛羽の除去（毛羽立ち始める速度の低減、毛羽立ちの低減）
【００３６】
　本発明の繊維処理方法は、具体的には、繊維が浸漬されているか又は浸漬されうる水に
、本発明のタンパク質、本発明のセルラーゼ調製物、又は本発明の洗剤組成物を添加する
ことにより行うことができ、例えば、繊維の浸漬工程、洗濯工程、又はすすぎ工程で行う
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ことができる。接触温度、又は本発明のタンパク質、セルラーゼ調製物、若しくは洗剤組
成物の添加量などの条件は、他の種々の条件を勘案して適宜決定されてよいが、例えば、
セルロース含有繊維の肌触り及び外観の改善を目的とした減量加工の場合、１０～６０℃
程度の温度で、０．１～５０ｍｇ／Ｌのタンパク質濃度の本発明のタンパク質、セルラー
ゼ調製物、又は洗剤組成物を使用することが好ましい。更に、着色されたセルロース含有
繊維の色の局所的な変化を提供するために用いる場合、２０～６０℃程度の温度で、０．
１～１００ｍｇ／Ｌのタンパク質濃度の本発明のタンパク質、セルラーゼ調製物、又は洗
剤組成物を使用することが好ましい。また、着色されたセルロース含有繊維の色を澄明化
することを目的とした場合、１０～６０℃程度の温度で、０．０１～２０ｍｇ／Ｌのタン
パク質濃度の本発明のタンパク質、セルラーゼ調製物、又は洗剤組成物を使用することが
好ましい。また、セルロース含有繊維がごわつき始める速度を低減するか又はセルロース
含有繊維のごわつきを低減させる場合、１０～６０℃程度の温度で、０．０１～２０ｍｇ
／Ｌのタンパク質濃度の本発明のタンパク質、セルラーゼ調製物、又は洗剤組成物を使用
することが好ましい。また、セルロース含有繊維の毛羽立ち始める速度を低減するか又は
セルロース含有繊維の毛羽立ちを低減する場合、１０～６０℃程度の温度で、０．０１～
２０ｍｇ／Ｌのタンパク質濃度の本発明のタンパク質、セルラーゼ調製物、又は洗剤組成
物を使用することが好ましい。
【００３７】
　更に、本発明は、古紙を脱インキ薬品により処理して脱インキを行う工程において、本
発明のタンパク質又は本発明のセルラーゼ調製物を用いることを特徴とする古紙の脱イン
キ方法に関する。本発明のタンパク質又はセルラーゼ調製物は、古紙に作用させると脱イ
ンキの効率を向上させるため、古紙から再生紙を製造する過程において有用である。上記
脱インキ方法によれば、残インキ繊維が大幅に減少するため、古紙の白色度を向上させる
ことができる。上記脱インキ薬品は、一般に古紙の脱インキに用いられる薬品であればよ
く、特に限定されないが、例えば、水酸化ナトリウム、炭酸ナトリウム等のアルカリ、硅
酸ソーダ、過酸化水素、燐酸塩、アニオン系の界面活性剤、ノニオン系の界面活性剤、又
はオレイン酸等の補集材などが挙げられ、助剤として、ｐＨ安定剤、キレート剤、又は分
散剤等が挙げられる。上記脱インキ方法を適用し得る古紙は、一般に古紙と呼ばれるもの
であればよく、特に限定されないが、例えば、機械パルプ及び化学パルプを配合した新聞
古紙、雑誌古紙、下級～中級印刷古紙、化学パルプよりなる上質古紙、これらの塗工紙等
の印刷古紙が挙げられる。更に、一般に古紙と呼ばれるもの以外であっても、インクの付
着している紙であれば、上記脱インキ方法を適用することができる。
【００３８】
　更に、本発明は、紙パルプのろ水性の改善方法に関し、前記方法は、紙パルプを、本発
明のタンパク質又は本発明のセルラーゼ調製物で処理する工程を含む。前記方法によれば
、紙パルプのろ水性が、強度の著しい低下を伴うことなく、有意に改善されるものと考え
られる。前記方法を適用し得るパルプは特に限定されないが、例えば、古紙パルプ、再循
環板紙パルプ、クラフトパルプ、亜硫酸パルプ、加工熱処理その他の高収率パルプ等が挙
げられる。
【００３９】
　更に、本発明は、動物飼料の消化能を改善する方法に関し、動物飼料を、本発明のタン
パク質又は本発明のセルラーゼ調製物で処理する工程を含む。前記方法によれば、動物飼
料中のグルカンが適度に低分子化されるため、動物飼料の消化能を改善することができる
。更に、本発明によるタンパク質を動物飼料中で用いることにより、飼料中のグルカンの
消化能を改善することができる。従って、本発明によれば、動物飼料の消化能を改善する
方法であって、本発明のタンパク質又はセルラーゼ調製物で動物飼料を処理する工程を含
む方法が提供される。
【００４０】
　更に、本発明はバイオマスエタノールの製造方法に関し、セルロース系の物質（セルロ
ース繊維を含む）を本発明のタンパク質又は本発明のセルラーゼ調製物で処理する工程を
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含む。前記方法によれば、本発明によるタンパク質をセルロース系の物質に作用させ、こ
れを分解・糖化し、グルコースを製造することができる。得られたグルコースは他の微生
物（例えば酵母など）を用いた発酵技術によりバイオマスエタノールに変換することが可
能である。
【００４１】
微生物の寄託
　本発明によるエンドグルカナーゼＰＰＣＥの由来であるペニシリウム・ピノフィラム（
Penicillium pinophilum）ＰＦ１３６５株は、２００７年（平成１９年）２月７日に独立
行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター（あて名：〒３０５－８５６６　日本
国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６）に国際寄託され、国際受託番号はＦＥＲ
Ｍ　ＢＰ－１０７８０である。
【００４２】
　プラスミドＰＣＲ２．１－ＴＯＰＯにＰＰＣＥ遺伝子を挿入したプラスミドｐ２８ＦＵ
ＬＬ１８で形質転換された本発明の大腸菌（Escherichia coli）ＪＭ１０９／ｐ２８ＦＵ
ＬＬ１８株は、２００７年（平成１９年）２月７日に独立行政法人産業技術総合研究所特
許生物寄託センター（あて名：〒３０５－８５６６　日本国茨城県つくば市東１丁目１番
地１　中央第６）に国際寄託され、国際受託番号は、ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０７８１である
。本発明の発現ベクターの宿主となりうるトリコデルマ・ビリデ（Trichoderma
viride）ＭＣ３００－１株は、１９９６年（平成８年）９月９日に独立行政法人産業技術
総合研究所特許生物寄託センター（あて名：〒３０５－８５６６　日本国茨城県つくば市
東１丁目１番地１　中央第６）に国内寄託（原寄託）されたものであり、１９９７年（平
成９年）８月１１日から国際寄託に移管されている。国際受託番号（国際受託番号に続く
［
］内は国内受託番号）は、ＦＥＲＭ　ＢＰ－６０４７［ＦＥＲＭ　Ｐ－１５８４２］であ
る。
【実施例】
【００４３】
　以下、実施例をもって本発明を更に具体的に説明するが、本発明はこれら実施例に限定
されるものではない。
【００４４】
《実施例１：ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）ＰＦ１３６５株か
らの着色綿毛羽除去活性を有する成分の単離精製》
　ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）ＰＦ１３６５株を、ＴＳ培地
（２．０％可溶性でんぷん、１．０％グルコース、０．５％ポリペプトン、０．６％小麦
胚芽、０．３％酵母エキス、０．２％大豆粕、０．２％炭酸カルシウム、ｐＨ７．０）中
、２５℃で振とう培養した。２４時間培養の後、（Ｎ）培地（５．０％アビセル、２．０
％酵母エキス、０．１％ポリペプトン、０．０３％硫酸マグネシウム、ｐＨ６．８）に植
菌し、更に２５℃５日間培養した。菌体を除去した培養上清液を粗精製セルラーゼ調製液
とした。この粗精製セルラーゼ調製液を最終濃度１．２ｍｏｌ／Ｌの硫酸アンモニウムの
溶液になるように調製した後、１．２ｍｏｌ／Ｌ硫酸アンモニウムを含む５０ｍＭ酢酸ナ
トリウム緩衝液（ｐＨ５）で平衡化させたＨｉＴｒａｐＴＭＰｈｅｎｙｌＨＰカラム（Ｇ
Ｅヘルスケアバイオサイエンス社製）にアプライし、５０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸ナトリウム緩
衝液（ｐＨ５）中、硫酸アンモニウム濃度が１．２ｍｏｌ／Ｌ、０．９６ｍｏｌ／Ｌ、０
．７２ｍｏｌ／Ｌ、０．４８ｍｏｌ／Ｌ、０．２４ｍｏｌ／Ｌ、０ｍｏｌ／Ｌのステップ
ワイズ溶離法により溶出して、分画した。このうち硫酸アンモニウム濃度が０．２４ｍｏ
ｌ／Ｌのときに溶出した画分に着色綿布に対する毛羽除去活性が認められた。着色綿布に
対する毛羽除去活性は、以下のように行った。予め染色された青色綿ニットの生地を大型
ワッシャー中で毛羽立たせた。その後、この毛羽立たせた青色綿ニット生地を下記の条件
で毛羽除去処理を行い、処理後の布の毛羽の取れ具合を目視にて判定し、毛羽除去活性の
有無を調べた。
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【００４５】
　　試験機械：洗濯堅牢度試験機Ｌ－１２（大栄科学精器製作所社製）
　　温度　　：４０℃
　　時間　　：１２０分
　　反応ｐＨ：ｐＨ２（５ｍｍｏｌ／Ｌクエン酸緩衝液）
　処理液には、分画液とともにステンレスビーズを適当量加えた。
【００４６】
　次に、硫酸アンモニウム０．２４ｍｏｌ／Ｌ溶出画分をＰＤ－１０脱塩カラム（ＧＥヘ
ルスケバイオサイエンス社製）を用い、添付のマニュアルの条件に従って脱塩した後、５
０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）となるよう調整し、５０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸緩衝
液（ｐＨ４．０）で平衡化させたＲｅｓｏｕｒｃｅＭｏｎｏＳカラム（ＧＥヘルスケバイ
オサイエンス社製）にアプライした。そして、５０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸ナトリウム緩衝液（
ｐＨ４．０）から５０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５．０）中１ｍｏｌ／Ｌ
塩化ナトリウムに対して、ＮａＣｌ０．１ｍｏｌずつのステップワイズ溶離法で溶出し、
分画した。その結果、カラムに吸着せず通過した画分に着色綿布に対する毛羽除去活性が
認められた。更に、通過画分を、５０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）で平衡化さ
せたＲｅｓｏｕｒｃｅＭｏｎｏＱカラム（ＧＥヘルスケバイオサイエンス社製）にアプラ
イした。そして、５０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸緩衝液（ｐＨ４．０）から５０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸
緩衝液（ｐＨ５．０）中１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムに対して、ＮａＣｌ０．１ｍｏｌず
つのステップワイズ溶離法で溶出し、分画した。その結果、カラムに吸着せず通過した画
分に着色綿布に対する毛羽除去活性が認められた。得られた通過画分を１０Ｋカット限外
濾過膜（ミリポア社製）にて濃縮し、ＰＰＣＥ画分とした。ＰＰＣＥ画はＣＭＣアーゼ活
性を有していた。次に、粗精製セルラーゼ調製液及び各カラム精製工程における活性画分
のＳＤＳ－ＰＡＧＥを実施した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、セイフティーセルミニＳＴＣ－８
０８電気泳動槽（テフコ社製）及びプリキャストミニゲル　１２％－ＳＤＳ－ＰＡＧＥｍ
ｉｎｉ、１．０ｍｍゲル厚（テフコ社製）を使用し、泳動方法は製品取扱い説明書に従っ
た。分子量マーカーはＬＭＷ　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　Ｆｏｒ　ＳＤＳ　Ｅｌｅｃｔｒ
ｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ＧＥヘルスケバイオサイエンス社製）を使用した。泳動後、クマシ
ーブリリアントブルーＲ２５０（ナカライテスク社製）で染色し、脱色した。その結果、
平均分子量（ＭＷ）約２６ｋＤのタンパク質が精製に伴い、濃縮されていることが明らか
となった。特に、粗精製セルラーゼ調製液とＰＰＣＥ画分を比較すると、約２６ｋＤのタ
ンパク質比率は著しく増加していた。以上のことから、着色綿毛羽除去活性を有する成分
は、平均分子量（ＭＷ）約２６ｋＤのタンパク質であると推定し、以降の実験を行った。
【００４７】
《実施例２：ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）ＰＦ１３６５株由
来ＰＰＣＥのＮ末端アミノ酸配列の同定》
　実施例１において得られたＰＰＣＥ画分をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した後、マルチフォー
II（ＧＥヘルスケバイオサイエンス社製）を用いてＰＶＤＦ膜（ミリポア社製）へ電気的
にブロットした。これをブリリアントブルーＧ（東京化成工業社製）で染色した後、脱色
した。この膜から分子量約２６ｋＤのタンパク質（ＰＰＣＥ）がブロットされた部分を切
り出し、プロテインシークエンサーＭｏｄｅｌ４９２（アプライドバイオシステムズ社製
）に供し、Ｎ末端アミノ酸配列の解析を試みたがエドマン分解によるシグナルは得られな
かった。よってＮ末端アミノ酸が修飾保護されていることが判明した。
【００４８】
　そこで、先の切り出したメンブレンを０．５％ポリビニルピロリドン－４０（シグマ社
製）／１００ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸溶液に３７℃、３０分間浸漬し、膜上のタンパク質未結合
部分をブロックした後、Ｐｆｕピログルタミン酸アミノペプチダーゼ（Pyroglutamate Am
inopeptidase）（タカラバイオ社製）で５０℃、５時間処理することにより修飾Ｎ末端残
基を除去し、再度シークエンシングを行った。得られた配列は以下の通りであった（Xaa
は不明アミノ酸残基を示す）。



(16) JP 5193997 B2 2013.5.8

10

20

30

40

50

シーケンス結果：Gln-Ser-Leu-Xaa-Ser-Gln-Tyr-Ser-Ser-Tyr-Thr-Ser（１２残基）（配
列番号１）
【００４９】
　保護されたＮ末端アミノ酸をＰｆｕピログルタミン酸アミノペプチダーゼで脱保護した
ところ、シグナルが得られたことから、ＰＰＣＥのＮ末端アミノ酸は、ピログルタミン酸
（pyroGlu）であると考えられる。また、本プロテインシークエンサーでは、システィン
（Cys）のシグナルは得られないことから、Xaaはシステインであると推定できる。よって
ＰＰＣＥのＮ末端アミノ酸配列は以下の配列と考えられる。
 
ＰＰＣＥのＮ末端アミノ酸配列：Gln-Gln-Ser-Leu-Cys-Ser-Gln-Tyr-Ser-Ser-Tyr-Thr-Se
r（１３残基；但し、Ｎ末端グルタミンはピログルタミン酸に修飾されている）（配列番
号２）
【００５０】
　このＮ末端アミノ酸配列を用いて相同性検索（ＧＥＮＥＴＹＸ；ゼネティックス社製）
を行ったところ、ペニシリウム・ベルクロッサム（Penicillium verruculosum）由来のエ
ンドグルカナーゼIII［ロシア公開第２２３８９７４号］のアミノ酸配列と相同性を有し
ていた。よってＰＰＣＥはファミリー１２に属するエンドグルカナーゼであることが示唆
された。
【００５１】
《実施例３：エンドグルカナーゼＰＰＣＥ遺伝子のＰＣＲ増幅》
　ＰＰＣＥのＮ末端アミノ酸配列が、ファミリー１２に属するペニシリウム・ベルクロッ
サム由来のエンドグルカナーゼIIIと相同性を有していたことから、ロシア公開第２２３
８９７４号に記載のＥＧIIIの塩基配列に基づき、ＰＣＲによるペニシリウム・ピノフィ
ラム（Penicillium
pinophilum）ＰＦ１３６５株由来エンドグルカナーゼＰＰＣＥ遺伝子の増幅を試みた。
【００５２】
（１）ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）ＰＦ１３６５株由来のク
ロモソ－ムＤＮＡの単離
　ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）ＰＦ１３６５株をＴＳ培地で
２８℃、２４時間培養し、遠心分離によって菌体を回収した。得られた菌体よりＩＳＯＰ
ＬＡＮＴ（ニッポンジーン社製）を用いてクロモソームＤＮＡの抽出を行った。条件はキ
ットに添付のマニュアルに記載の条件に従った。
【００５３】
（２）ＰＣＲによるペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）ＰＦ１３６
５株由来ファミリー１２エンドグルカナーゼ遺伝子断片の増幅
　ペニシリウム・ベルクロッサム（Penicillium verruculosum）由来のエンドグルカナー
ゼIIIのＮ末端、Ｃ末端のアミノ酸配列に対応するＤＮＡ配列に基づき、以下の配列の合
成プライマーを作製した。
 
ＭＳＷ－Ｎ：CAACAGAGTCTATGCGCTCAATACTCGAGCTACACCAGT（配列番号５）
ＭＳＷ－Ｃ：CTAATTGACAGCTGCAGACCAA（配列番号６）
【００５４】
　上記のプライマー（ＭＳＷ－Ｎ、ＭＳＷ－Ｃ）を用い、実施例３（１）で取得したクロ
モソームＤＮＡを鋳型にし、ＬＡ　ＰＣＲＴＭ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ２．１（タカラバイオ社
製）によりＰＣＲ反応を行った。条件は、９４℃１分の後、（９４℃、３０秒間）・（６
０℃、３０秒間）・（７２℃、１分間）の反応を２０サイクル行い、最後に７２℃　１０
分間処理し、反応を終了した。得られた反応液はアガロースゲル電気泳動に供した。その
結果、約０．８ｋｂｐの遺伝子断片の増幅が認められたため、クローン化して塩基配列の
決定を行うこととした。アガロースゲル電気泳動で分離した約０．８ｋｂｐの遺伝子断片
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を切り出し、Ｗｉｚａｒｄ　ＳＶＧｅｌ　ａｎｄ　ＰＣＲ　Ｃｌｅａｎ－Ｕｐ　Ｓｙｓｔ
ｅｍ（プロメガ社製）を用いて、ＤＮＡの精製を行った。条件についてはキットに添付の
条件に従った。得られた約０．８ｋｂｐの精製ＤＮＡをＴＯＰＯ　ＴＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
　Ｋｉｔ（インビトロジェン社製）を用い、ＴＯＰＯベクター（ＰＣＲ２．１－ＴＯＰＯ
）にクローン化した。得られたプラスミドを定法により増幅・抽出し、ＤＮＡ配列の決定
を行った。プラスミドの抽出はＱＩＡｆｉｌｔｅｒ　Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｋｉｔ（キアゲン
社製）を用い、条件についてはキットに添付の条件に従った。また、ＤＮＡ塩基配列の決
定は、ｄＲｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ　Ｋｉｔ（アプライドバイオシステ
ムズ社製）およびプライマーとしてＭ１３ユニバーサルプライマーまたは下記の配列を有
するRevプライマーを用いて反応を行った。
 
Rev：CAGGAAACAGCTATGAC　（配列番号７）
【００５５】
　条件についてはキットに添付の条件に従った。得られた反応液をキットに添付のマニュ
アルに記載の条件に従って精製し、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　３１０　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ａｎ
ａｌｙｚｅｒ（アプライドバイオシステムズ社製）を用いて解析を行った。その結果、Ｐ
ＣＲによって増幅された遺伝子断片は、ペニシリウム・ベルクロッサム（Penicillium ve
rruculosum）由来のエンドグルカナーゼIIIと相同性を示す遺伝子であることが明らかと
なった。
【００５６】
《実施例４：ゲノムウォーキングによるペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pino
philum）ＰＦ１３６５株由来ファミリー１２エンドグルカナーゼ遺伝子断片の取得》
　ゲノムウォーカーキット（ベクトン・デッキンソン社製）を用い、ＰＣＲにより増幅さ
れたペニシリウム・ピノフィラムＰＦ１３６５株由来ファミリー１２エンドグルカナーゼ
遺伝子断片の上・下流域の増幅を試みた。条件についてはキットに添付の条件に従った。
ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium pinophilum）ＰＦ１３６５株より抽出したク
ロモソームＤＮＡを制限酵素ＰｖｕII、ＳｔｕＩを用いて完全分解し、分解したクロモソ
ームＤＮＡとキットに添付のアダプターを連結し、ライブラリーを作製した。また、実施
例３で得られた配列をもとに、次に、下記の配列を有する合成プライマーを作製し、ＰＣ
Ｒ反応に用いた。
 
　２４－ＧＳＰ－Ｒ１：CGCCAGAGCTGGAAATGGAGTTGACATAAG（配列番号８）
　２４－ＧＳＰ－Ｒ２：GTGCACTGGGAGCCAGAGCCACTGCTCTCA（配列番号９）
　２４－ＧＳＰ－Ｆ１：TTTCGTATGATCTCTTCACGGCAGCGGATA（配列番号１０）
　２４－ＧＳＰ－Ｆ２：ATCAACCATGTTACCTACAGTGGTGACTAT（配列番号１１）
【００５７】
　ＰｖｕIIまたはＳｔｕＩライブラリーを鋳型にし、プライマーとして２４－ＧＳＰ－Ｒ
１またはＦ１と、キットに添付のＡＰ－１を用い、ＥｘＴａｑＰｒｅｍｉｘ（タカラバイ
オ社製）を用いてＰＣＲ反応を行った。条件は、９４℃２分の後、９４℃２秒・７２℃３
分の反応を７サイクル行い、９４℃２秒・６７℃３分の反応を３２サイクル行い、最後に
６７℃４分処理し、反応を終了した。１回目のＰＣＲ反応液を脱イオン水で希釈したもの
を鋳型として、２回目のＰＣＲ反応を行った。プライマーとして２４－ＧＳＰ－Ｒ２また
はＦ２と、キットに添付のＡＰ－２を用い、ＥｘＴａｑＰｒｅｍｉｘ（タカラバイオ社製
）を用いてＰＣＲ反応を行った。条件は、９４℃２分の後、９４℃２秒・７２℃３分の反
応を５サイクル行い、９４℃２秒・６７℃３分の反応を２０サイクル行い、最後に６７℃
４分処理し、反応を終了した。得られた反応液はアガロースゲル電気泳動に供した。結果
、ＰｖｕIIライブラリーを鋳型にし、２４－ＧＳＰ－Ｒ１とＡＰ－１で１回目のＰＣＲ反
応を、２４－ＧＳＰ－Ｒ２とＡＰ－２で２回目のＰＣＲ反応を実施したサンプルにおいて
、約２Ｋｂｐの遺伝子断片の増幅が認められた。また、ＳｔｕＩライブラリーを鋳型にし
、２４－ＧＳＰ－Ｆ１とＡＰ－１で１回目のＰＣＲ反応を、２４－ＧＳＰ－Ｆ２とＡＰ－
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２で２回目のＰＣＲ反応を実施したサンプルにおいても、約２Ｋｂｐの遺伝子断片の増幅
が認められた。次に、これらの約２Ｋｂｐの遺伝子断片を切り出し、ＱＩＡＱＵＩＣＫ　
ＧＥＬ　ＥＸＴＲＡＣＴＩＯＮ　ＫＩＴ（キアゲン社製）を用いて、ＤＮＡの精製を行っ
た。条件についてはキットに添付の条件に従った。得られたそれぞれ約２Ｋｂｐの精製Ｄ
ＮＡをＴＯＰＯ　ＰＣＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ　ＫＩＴ（インビトロジェン社製）を用い、Ｔ
ＯＰＯベクター（ＰＣＲ２．１－ＴＯＰＯ）にクローン化した。
【００５８】
　得られたプラスミドを定法により増幅・精製し、ＤＮＡ配列の決定を行った。プラスミ
ドの抽出はＱＩＡＰＲＥＰ　ＭＩＮＩＰＲＥＰ　ＫＩＴ（キアゲン社製）を用い、条件に
ついてはキットに添付の条件に従った。また、ＤＮＡ塩基配列の決定は、ｄＲｈｏｄａｍ
ｉｎｅ　Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ　Ｋｉｔ（アプライドバイオシステムズ社製）およびプラ
イマーとしてＭ１３ユニバーサルプライマーまたはＲｅｖプライマーを用いて反応を行っ
た。条件についてはキットに添付の条件に従った。得られた反応液をキットに添付のマニ
ュアルに記載の条件に従って精製し、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　３１０　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ａ
ｎａｌｙｚｅｒ（アプライドバイオシステムズ社製）を用いて分析を行った。
【００５９】
　その結果、ＰｖｕIIライブラリー由来の約２ＫｂｐのＰＣＲ産物は、実施例３（２）で
得られた遺伝子の上流域を、ＳｔｕＩライブラリー由来の約２ＫｂｐのＰＣＲ産物は、実
施例３（２）で得られた遺伝子の下流域を、それぞれ含んでいた。よって、これらのＰＣ
Ｒ産物の塩基配列を連結することにより、ペニシリウム・ピノフィラム（Penicillium
pinophilum）ＰＦ１３６５株由来のＰＰＣＥ遺伝子の全長が明らかとなった。得られたＰ
ＰＣＥ遺伝子の塩基配列（配列番号３）は、ペニシリウム・ベルクロッサム（Penicilliu
m
verruculosum）由来のエンドグルカナーゼIII遺伝子の翻訳領域と相同な領域を含んでい
た。そしてその遺伝子の相同性を、市販の遺伝子情報処理ソフトウェアＧＥＮＥＴＹＸ（
ゼネティックス社製）を用いて算出したところ、８２％であった。更にＤＮＡ断片の配列
より推定されるアミノ酸配列（配列番号４）をもとに、ＧＥＮＥＴＹＸ（ゼネティックス
社製）を用いて相同性を算出したところ、ペニシリウム・ベルクロッサム（Penicillium
verruculosum）由来のエンドグルカナーゼIIIと８６％の相同性であった。また、ＤＮＡ
断片の配列より推定されるアミノ酸配列（配列番号４）をもとに、公知のデータベース（
ＮＣＢＩ）でｂｌａｓｔｐ検索を行ったところ、アスペルギルス・アキュレータス（Aspe
rgollus
aculeatus）由来のＦＩ－ＣＭＣａｓｅと７２％、トリコデルマ・リーセイ（Trichoderma
 reesei）由来のＥＧIIIと５３％の相同性を有していた。これらは全てファミリー１２に
属するエンドグルカナーゼであることから、得られたＤＮＡ断片はペニシリウム・ピノフ
ィラム　ＰＦ１３６５株由来由来のファミリー１２エンドグルカナーゼ遺伝子の翻訳領域
及びその上・下流を含む遺伝子断片であるものと考えられた。
【００６０】
《実施例５：ＰＰＣＥ遺伝子のトリコデルマ・ビリデ（Trichoderma viride）での発現》
（１）ＰＰＣＥ発現用遺伝子断片の取得
　ＰＰＣＥ遺伝子は、開始コドンの上流の配列にＳｔｕＩ、終止コドンの下流にＰｓｔＩ
を予め含む形で以下のような変異導入用プライマーを設計し、ＰＣＲ法にて増幅した。
 
３２２２８－ＮＳＴＵ：CCAGGCCTGCGCATCATGAAGCTAACTTTTCTCCTG　（配列番号１２）
３２２２８－ＣＰＳＴ：CCCTGCAGCTAATTGACAGAAGCAGACC　（配列番号１３）
【００６１】
　ＰＣＲの反応は、実施例３（１）で取得したペニシリウム・ピノフィラム（Penicilliu
m pinophilum）ＰＦ１３６５株のクロモソームＤＮＡを鋳型に、３２２２８－ＮＳＴＵと
３２２２８－ＣＰＳＴの合成ＤＮＡをプライマーにして、ＥｘＴａｑＰｒｅｍｉｘ（タカ
ラバイオ社製）を用いて実施した。条件は、９４℃２分の後、９４℃１分・５０℃２分・
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７２℃１．５分の反応を２５サイクル行い、最後に７２℃３分処理し、反応を終了した。
アガロースゲル電気泳動により反応後のサンプルを分離し、約８００ｂｐの遺伝子断片を
切り出し、ＱＩＡＱＵＩＣＫ　ＧＥＬ　ＥＸＴＲＡＣＴＩＯＮ　ＫＩＴ（キアゲン社製）
を用いて、ＤＮＡの精製を行った。条件についてはキットに添付の条件に従った。得られ
た精製ＤＮＡをＴＯＰＯ　ＰＣＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ　ＫＩＴ（インビトロジェン社製）を
用い、ＴＯＰＯベクター（ＰＣＲ２．１－ＴＯＰＯ）にクローン化した。得られたプラス
ミドをｐ２８ＦＵＬＬ１８とした。プラスミドｐ２８ＦＵＬＬ１８を定法により増幅・精
製し、上述の方法に従い、ＤＮＡ配列を解析した。その結果、プラスミドｐ２８ＦＵＬＬ
１８は開始コドンの上流の配列にＳｔｕＩ、終止コドンの下流にＰｓｔＩを有するＰＰＣ
Ｅ遺伝子を含むことを確認できた。プラスミドｐ２８ＦＵＬＬ１８に含まれるＰＰＣＥ遺
伝子の塩基配列が実施例４で決定したＰＰＣＥ翻訳領域の配列と一致したことから、本遺
伝子断片を以降の発現検討に用いた。
【００６２】
（２）ＰＰＣＥ発現プラスミドの構築
　プラスミドｐ２８ＦＵＬＬ１８を制限酵素ＳｔｕＩおよびＰｓｔＩで切断し、アガロー
スゲル電気泳動により反応後のサンプルを分離し、約８００ｂｐの遺伝子断片を切り出し
、ＱＩＡＱＵＩＣＫ　ＧＥＬ　ＥＸＴＲＡＣＴＩＯＮ　ＫＩＴ（キアゲン社製）を用いて
、ＤＮＡの精製を行った。次に、プラスミドｐＣＢＩ－Ｍ２［国際公開第２００５／０５
６７８７号の実施例Ｂ１］を制限酵素ＳｔｕＩおよびＰｓｔＩで切断し、アガロースゲル
電気泳動により反応後のサンプルを分離し、約５．６ｋｂｐの遺伝子断片を切り出し、Ｑ
ＩＡＱＵＩＣＫ　ＧＥＬ　ＥＸＴＲＡＣＴＩＯＮ　ＫＩＴ（キアゲン社製）を用いて、Ｄ
ＮＡの精製を行った。これに先に得られた約８００ｂｐの遺伝子断片をＴａＫａＲａ　Ｄ
ＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．１（タカラバイオ社製）を用いて連結し、プ
ラスミドｐＰＰＣＥ－Ｆ２を作製した。
【００６３】
（３）プラスミドｐＰＰＣＥ－Ｆ２によるトリコデルマ・ビリデ（Trichoderma viride）
の形質転換体の作製
　実施例５（２）で得られたプラスミドｐＰＰＣＥ－Ｆ２によるトリコデルマ・ビリデ（
Trichoderma viride）の形質転換は、国際公開第２００５／０５６７８７号に記載の方法
に従い、実施した。即ち、ウラシル生合成遺伝子（ｐｙｒ４）欠損株であるトリコデルマ
・ビリデ（Trichoderma
viride）ｓｔｒａｉｎ２株を宿主とし、選択マーカーとしてニューロスポラ・クラッサ（
Neurospora crassa）のｐｙｒ４遺伝子を用いたコートランスフォーメーション（co-tran
sformation）法により形質転換を実施した。まず、国際公開第２００５／０５６７８７号
に記載の方法に従い、トリコデルマ・ビリデ（Trichoderma
viride）ｓｔｒａｉｎ２のプロトプラストを調製し、得られたプロトプラスト懸濁液１０
０μＬと７μｇのプラスミドｐＰＰＣＥ－Ｆ２及び３μｇのプラスミドｐＰＹＲ４（ニュ
ーロスポラ・クラッサ（Neurospora
crassa）由来のｐｙｒ４遺伝子をＬＩＴＭＵＳ２８にサブクローンしたプラスミド）を混
合した。混合液を氷冷下で５分間静置し、４００μＬのＰＥＧ溶液（６０％ポリエチレン
グリコール４０００、１０ｍｍｏｌ／Ｌ塩化カルシウム、１０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩
衝液、ｐＨ７．５）を加え、更に氷冷下で２０分間静置した。以上の処理をしたプロトプ
ラスト懸濁液をＳＵＴＣ緩衝液（０．５ｍｏｌ／Ｌシュークロース、１０ｍｍｏｌ／Ｌ塩
化カルシウム、１０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液、ｐＨ７．５）で洗浄した後、０．５
ｍｏｌ／Ｌシュークロースを含む最少培地に軟寒天とともに重層し、２８℃で５日間培養
した。培養後、生育したコロニーを再度、最少培地に移植し、ここで生育したコロニーを
形質転換体とした。
【００６４】
（４）プラスミドｐＰＰＣＥ－Ｆ２によるトリコデルマ・ビリデ（Trichoderma viride）
形質転換体の培養
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　実施例５（３）で得られた形質転換体５０株をＰＳＷ培地（１．０％グルコース、４．
０％ラクトース、２．０％大豆粕、１．０％小麦胚芽、０．２％リン酸二水素カリウム、
０．２％硫酸アンモニウム、０．２％リン酸アンモニウム、０．２％炭酸カルシウム）に
植菌し、２８℃にて５日間培養した。培養後、遠心分離により菌体を除去し、得られた培
養上清を粗酵素液とした。粗酵素液をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供したところ、形質転換体にお
いて特異的に約２６ｋＤのタンパク質が発現していた。特に発現量の多かった３２２Ｆ－
２０５株の培養上清を用いて、以降の洗浄試験を実施した。
【００６５】
《実施例６：ＰＰＣＥ遺伝子発現株の毛羽除去活性評価》
（１）発現タンパク質濃度の測定
　ＰＰＣＥ遺伝子発現株の毛羽除去活性を評価するため、対照としてトリコデルマ・リー
セイ（Trichoderma reesei）由来のＥＧIII〔非特許文献１〕及び、トリコデルマ・ビリ
デ（Trichoderma
viride）由来のエンドグルカナーゼＳＣＥ３〔特許文献５〕及びアスペルギルス・アキュ
レータス（Aspergollus aculeatus）由来のＦＩ－ＣＭＣａｓｅ〔非特許文献２〕の遺伝
子を実施例５に従い、トリコデルマ・ビリデ（Trichoderma
viride）において発現させ、同様に培養上清を調製した。得られた培養上清及びＰＰＣＥ
遺伝子発現株の培養上清を実施例１の方法に従い、１２％ゲルを用いてＳＤＳ－ＰＡＧＥ
に供した。泳動後、ＳＹＰＲＯ　Ｒｕｂｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｇｅｌ　ｓｔａｉｎ（イン
ビトロジェン社製）で染色、水洗し、モレキュラーイメージャーＦＸ（バイオラッドラボ
ラトリーズ社製）及びＱｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ（バイオ・ラッドラボラトリーズ社製）
を用いてバンド解析を行い、全タンパク質に占める発現タンパク質比率を測定した。次に
培養上清中の全タンパク質濃度をプロティンアッセイキット（バイオラッドラボラトリー
ズ社製）により、ウシγグロブリンをスタンダードとして定量した。得られた全タンパク
質濃度と発現タンパク質比率を乗じることにより、発現タンパク質濃度を求めた。
【００６６】
【表１】

【００６７】
（２）着色綿毛羽除去活性の測定
　ＰＰＣＥ遺伝子発現株及び実施例６（１）で得られた対照株の培養上清を用いて、毛羽
除去活性を測定した。まず、予め染色された茶色綿ニットの生地を大型ワッシャー中で毛
羽立たせた。その後、この毛羽立たせた茶色綿ニット生地を下記の条件で毛羽除去処理を
行い、処理後の布の毛羽の取れ具合を目視にて判定し、毛羽除去活性を調べた。
【００６８】
　　試験機械：洗濯堅牢度試験機Ｌ－１２（大栄科学精器製作所社製）
　　温度　　：４０℃
　　時間　　：６０分
　　反応液　：５ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸緩衝液（ｐＨ４）　４０ｍＬ
　処理液には、培養上清とともにステンレスビーズを適当量加えた。
【００６９】
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　表２に形成された毛羽が目視評価でほぼ５０％除去されるのに要する培養上清液量を示
した。また、実施例６（１）で求めた発現タンパク質濃度から、この時使用した発現タン
パク質量も算出した。結果、ＰＰＣＥが最も少量のタンパク質で毛羽を除去できることが
明らかとなった。
【００７０】
【表２】

【００７１】
《実施例７：ＰＰＣＥの毛羽除去活性による温度、ｐＨプロファイル》
（１）ＰＰＣＥの毛羽除去活性による温度プロファイル
　実施例６で用いたＰＰＣＥとＥＧIII発現株の培養上清を使用して温度プロファイルを
以下の洗浄条件にて調べた。洗浄後、目視により毛羽の除去度を評価し、毛羽が目視評価
でほぼ５０％除去されるのに要する培養上清液量を算出した。この液量より、各サンプル
中で最も毛羽を除去した温度を１００％として相対活性を求めた。表３に示す通り、ＰＰ
ＣＥの至適温度は３０℃、ＥＧIIIの至適温度は４０℃であった。
【００７２】
　　試験機械：洗濯堅牢度試験機Ｌ－１２（大栄科学精器製作所社製）
　　温度　　：２０℃～６０℃
　　時間　　：６０分
　　反応液　：５ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸緩衝液（ｐＨ４）　４０ｍＬ
　処理液には、培養上清とともにステンレスビーズを適当量加えた。
【００７３】
【表３】

【００７４】
（２）ＰＰＣＥの毛羽除去活性によるｐＨプロファイル
　実施例６で用いたＰＰＣＥとＥＧIII発現株の培養上清を使用してｐＨプロファイルを
以下の洗浄条件にて調べた。洗浄後、目視により毛羽の除去度を評価し、毛羽が目視評価
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でほぼ５０％除去されるのに要する培養上清液量を算出した。この液量より、各サンプル
中で最も毛羽を除去したｐＨを１００％として相対活性を求めた。表４に示す通り、ＰＰ
ＣＥの至適はｐＨは３、ＥＧIIIの至適ｐＨは４であった。
【００７５】
　　試験機械：洗濯堅牢度試験機Ｌ－１２（大栄科学精器製作所社製）
　　温度　　：４０℃
　　時間　　：６０分
　　反応液　：５ｍｍｏｌ／Ｌクエン酸または酢酸緩衝液（ｐＨ２～６）　４０ｍＬ
　処理液には、培養上清とともにステンレスビーズを適当量加えた。
【００７６】
【表４】

【００７７】
《実施例８：コドン最適化ＰＰＣＥ遺伝子のトリコデルマ・ビリデ（Trichoderma viride
）での発現》
（１）コドン最適化ＰＰＣＥ遺伝子の取得
　トリコデルマ属において使用頻度の高いコドンのみで構成するＰＰＣＥ遺伝子をＰＣＲ
反応により合成した。
【００７８】
ａ）ＰＣＥＭ１－２断片の作製
　まず、以下の配列を有する２本の合成オリゴヌクレオチドを作製した。
 
ＰＣＥＭ－１：
CCAGGCCTGCGCATCATGAAGCTGACCTTCCTGCTGAACCTGGCCGTCGCCGCCAGCGCCCAGCAGAGCCTGTGCAGCCA
GTACAGCAGCTACAC（配列番号１４）
ＰＣＥＭ－２：
TGGCTGCCGCTGCCGCTGCTCTCGCCCCACAGGTTGTTGTTGACGCTGTACTGGCCGCTGGTGTAGCTGCTGTACTGGCT
（配列番号１５）
【００７９】
　鋳型非存在下で上記のプライマー（ＰＣＥＭ－１、ＰＣＥＭ－２）を２０ｐｍｏｌ使用
し、Ｐｒｉｍｅｓｔａｒ　ＭＡＸ　ＤＮＡ　ＰＯＬＹＭＥＲＡＳＥ（タカラ社製）を用い
てＰＣＲ反応を行った。条件は、９８℃１０秒・５５℃５秒・７２℃３０秒の反応を３０
サイクル行った。反応液はＱＩＡＱＵＩＣＫ　ＰＣＲ　ＰＵＲＩＦＩＣＡＴＩＯＮ　ＫＩ
Ｔ（キアゲン社製）を用いてＤＮＡの精製を行い５０μＬのＴＥバッファーに溶出した。
条件についてはキットに添付の条件に従った。得られた約１５０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣ
ＥＭ１－２とした。
【００８０】



(23) JP 5193997 B2 2013.5.8

10

20

30

40

50

ｂ）ＰＣＥＭ３－４断片の作製
　まず、以下の配列を有する２本の合成オリゴヌクレオチドを作製した。
 
ＰＣＥＭ－３：
AGCAGCGGCAGCGGCAGCCAGTGCACCTACGTCAACAGCATCAGCAGCAGCGGCGTCAGCTGGAGCACCACCTGGAACTG
（配列番号１６）
ＰＣＥＭ－４：
TTGGTCAGGCCGCTCAGCTGGCTGTTGGCGTAGCTCTTGACGCTGGTGCTGCCGCCGCTCCAGTTCCAGGTGGTGCTCCA
（配列番号１７）
 
　鋳型非存在下で上記のプライマー（ＰＣＥＭ－３、ＰＣＥＭ－４）を２０ｐｍｏｌ使用
し、実施例８（１）ａ）の方法に従い、ＰＣＲ反応、断片の精製を行った。得られた約１
４０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ３－４とした。
【００８１】
ｃ）ＰＣＥＭ５－６断片の作製
　まず、以下の配列を有する２本の合成オリゴヌクレオチドを作製した。
 
ＰＣＥＭ－５：
CAGCTGAGCGGCCTGACCAAGAAGCTGGTCAGCAACCTGCAGAGCATCCCCACCAGCGTCCAGTGGAGCTACAGCAACAC
（配列番号１８）
ＰＣＥＭ－６：
GTGACGTGGTTGATGTCGGCGGCGGTGAACAGGTCGTAGCTGACGTCGGCGACGATGTTGGTGTTGCTGTAGCTCCACTG
（配列番号１９）
 
　鋳型非存在下で上記のプライマー（ＰＣＥＭ－５、ＰＣＥＭ－６）を２０ｐｍｏｌ使用
し、実施例８（１）ａ）の方法に従い、ＰＣＲ反応、断片の精製を行った。得られた約１
４０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ５－６とした。
【００８２】
ｄ）ＰＣＥＭ７－８断片の作製
　まず、以下の配列を有する２本の合成オリゴヌクレオチドを作製した。
 
ＰＣＥＭ－７：
GCCGACATCAACCACGTCACCTACAGCGGCGACTACGAGCTGATGATCTGGTAAATATGCCCCCGTCGTATTTCAAGTAT
（配列番号２０）
ＰＣＥＭ－８：
CAGGGGCTGGGCGCCGCCGTACTTGCCCAGCCTGATATCTTGATTAGCGGGAGATGTCTCATACTTGAAATACGACGGGG
（配列番号２１）
 
　鋳型非存在下で上記のプライマー（ＰＣＥＭ－７、ＰＣＥＭ－８）を２０ｐｍｏｌ使用
し、実施例８（１）ａ）の方法に従い、ＰＣＲ反応、断片の精製を行った。得られた約１
４０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ７－８とした。
【００８３】
ｅ）ＰＣＥＭ９－１０断片の作製
　まず、以下の配列を有する２本の合成オリゴヌクレオチドを作製した。
 
ＰＣＥＭ－９：
ACGGCGGCGCCCAGCCCCTGGGCAGCCAGATCGGCACCGCCAACGTCGGCGGCGCCACCTGGCAGCTGTGGTACGGCGTC
（配列番号２２）
ＰＣＥＭ－１０：
GCCGTTCCAGCTGGTGGTCTGGCTGCTGGCGACGAAGCTGTAGGTCTTCTGGCTGCCGTTGACGCCGTACCACAGCTGCC
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（配列番号２３）
 
　鋳型非存在下で上記のプライマー（ＰＣＥＭ－９、ＰＣＥＭ－１０）を２０ｐｍｏｌ使
用し、実施例８（１）ａ）の方法に従い、ＰＣＲ反応、断片の精製を行った。得られた約
１４０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ９－１０とした。
【００８４】
ｆ）ＰＣＥＭ１１－１２断片の作製
　まず、以下の配列を有する２本の合成オリゴヌクレオチドを作製した。
 
ＰＣＥＭ－１１：
AGACCACCAGCTGGAACGGCGACATCCTGCAGTTCTTCAAGTACCTGCAGAGCAACCAGGGCTTCCCCGCCAGCAGCCAG
（配列番号２４）
ＰＣＥＭ－１２：
ATCATGTCAGATACAAGGAGTCTATAGGAACAGAAAGGGTCATGGCTTACCGATCAGGTACTGGCTGCTGGCGGGGAAGC
（配列番号２５）
 
　鋳型非存在下で上記のプライマー（ＰＣＥＭ－１１、ＰＣＥＭ－１２）を２０ｐｍｏｌ
使用し、実施例８（１）ａ）の方法に従い、ＰＣＲ反応、断片の精製を行った。得られた
約１４０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ１１－１２とした。
【００８５】
ｇ）ＰＣＥＭ１３－１４断片の作製
　まず、以下の配列を有する２本の合成オリゴヌクレオチドを作製した。
 
ＰＣＥＭ－１３：
CTCCTTGTATCTGACATGATTGCTTCGGTATCAGACCTGCAGTTCGGCACCGAGCCCTTCACCGGCAGCCAGACCACCCT
（配列番号２６）
ＰＣＥＭ－１4：CCCTCGAGCTAGTTGACGCTGGCGCTCCAGTGGTTGACGGTCAGGGTGGTCTGGCTGCCGGT（
配列番号２７）
 
　鋳型非存在下で上記のプライマー（ＰＣＥＭ－１３、ＰＣＥＭ－１４）を２０ｐｍｏｌ
使用し、実施例８（１）ａ）の方法に従い、ＰＣＲ反応、断片の精製を行った。得られた
約１２０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ１３－１４とした。
【００８６】
ｈ）ＰＣＥＭ１－４断片の作製
　実施例８（１）ａ）で得られたＰＣＥＭ１－２及び実施例８（１）ｂ）で得られたＰＣ
ＥＭ３－４各１μＬを鋳型とし、上記のプライマー（ＰＣＥＭ－１、ＰＣＥＭ－４）を２
０ｐｍｏｌ使用し、Ｐｒｉｍｅｓｔａｒ　ＭＡＸ　ＤＮＡ　ＰＯＬＹＭＥＲＡＳＥ（タカ
ラ社製）を用いて２回目のＰＣＲ反応を行った。条件は、９８℃１０秒・５５℃５秒・７
２℃３０秒の反応を３０サイクル行った。反応液はＱＩＡＱＵＩＣＫ　ＰＣＲ　ＰＵＲＩ
ＦＩＣＡＴＩＯＮ　ＫＩＴ（キアゲン社製）を用いてＤＮＡの精製を行い５０μＬのＴＥ
バッファーに溶出した。得られた約２７０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ１－４とした。
【００８７】
ｉ）ＰＣＥＭ５－８断片の作製
　実施例８（１）ｃ）で得られたＰＣＥＭ５－６及び実施例８（１）ｄ）で得られたＰＣ
ＥＭ７－８各１μＬを鋳型とし、上記のプライマー（ＰＣＥＭ－５、ＰＣＥＭ－８）を２
０ｐｍｏｌ使用し、２回目の反応を行った。上記の実施例８（１）ｈ）の方法に従い、Ｐ
ＣＲ反応、断片の精製を行い、得られた約２６０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ５－８とし
た。
【００８８】
ｊ）ＰＣＥＭ９－１２断片の作製
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　実施例８（１）ｅ）で得られたＰＣＥＭ９－１０及び実施例８（１）ｆ）で得られたＰ
ＣＥＭ１１－１２各１μＬを鋳型とし、上記のプライマー（ＰＣＥＭ－９、ＰＣＥＭ－１
２）を２０ｐｍｏｌ使用し、２回目の反応を行った。上記の実施例８（１）ｈ）の方法に
従い、ＰＣＲ反応、断片の精製を行い、得られた約２６０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ９
－１２とした。
【００８９】
ｋ）ＰＣＥＭ１－８断片の作製
　実施例８（１）ｈ）で得られたＰＣＥＭ１－４及び実施例８（１）ｉ）で得られたＰＣ
ＥＭ５－８各１μＬを鋳型とし、上記のプライマー（ＰＣＥＭ－１、ＰＣＥＭ－８）を２
０ｐｍｏｌ使用し、Ｐｒｉｍｅｓｔａｒ　ＭＡＸ　ＤＮＡ　ＰＯＬＹＭＥＲＡＳＥ（タカ
ラ社製）を用いて３回目のＰＣＲ反応を行った。条件は、９８℃１０秒・５５℃５秒・７
２℃３０秒の反応を３０サイクル行った。反応液はＱＩＡＱＵＩＣＫ　ＰＣＲ　ＰＵＲＩ
ＦＩＣＡＴＩＯＮ　ＫＩＴ（キアゲン社製）を用いてＤＮＡの精製を行い５０μＬのＴＥ
バッファーに溶出した。得られた約５１０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ１－８とした。
【００９０】
ｌ）ＰＣＥＭ９－１４断片の作製
　実施例８（１）ｊ）で得られたＰＣＥＭ９－１２及び実施例８（１）ｇ）で得られたＰ
ＣＥＭ１３－１４各１μＬを鋳型とし、上記のプライマー（ＰＣＥＭ－９、ＰＣＥＭ－１
４）を２０ｐｍｏｌ使用し、３回目の反応を行った。上記の実施例８（１）ｋ）の方法に
従い、ＰＣＲ反応、断片の精製を行い、得られた約３６０ｂｐのＤＮＡ断片をＰＣＥＭ９
－１４とした。
【００９１】
ｍ）プラスミドｐＣＲ－ＰＣＥｍの作製
　実施例８（１）ｋ）で得られたＰＣＥＭ１－８及び実施例８（１）ｌ）で得られたＰＣ
ＥＭ９－１４各１μＬを鋳型とし、上記のプライマー（ＰＣＥＭ－１、ＰＣＥＭ－１４）
を２０ｐｍｏｌ使用し、４回目のＰＣＲ反応を行った。条件は、９８℃１０秒・５５℃５
秒・７２℃３０秒の反応を３０サイクル行った。アガロースゲル電気泳動により反応後の
サンプルを分離し、約８００ｂｐの遺伝子断片を切り出し、ＱＩＡＱＵＩＣＫ　ＧＥＬ　
ＥＸＴＲＡＣＴＩＯＮ　ＫＩＴ（キアゲン社製）を用いてＤＮＡの精製を行い５０μＬの
ＴＥバッファーに溶出した。得られた精製ＤＮＡにｄＮＴＰ、バッファー及びＥＸＴａｑ
（タカラ社製）を加え、７２℃で１０分インキュベートしＡ塩基を付加した後に、ＴＯＰ
Ｏ　ＰＣＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ　ＫＩＴ（インビトロジェン社製）を用い、ＴＯＰＯベクタ
ー（ＰＣＲ２．１－ＴＯＰＯ）にクローン化した。得られたプラスミドをｐＣＲ－ＰＣＥ
ｍとした。プラスミドｐＣＲ－ＰＣＥｍを定法により増幅・精製し、上述の方法に従いＤ
ＮＡ配列を解析した。その結果、プラスミドｐＣＲ－ＰＣＥｍは、コドン最適化ＰＰＣＥ
遺伝子の翻訳領域（配列番号２８）に加え、開始コドンの上流に制限酵素ＳｔｕＩの認識
配列、終止コドンの下流にＸｈｏＩの認識配列を有することが確認できた。
【００９２】
（２）コドン最適化ＰＰＣＥ発現プラスミドの構築
　プラスミドｐＣＲ－ＰＣＥｍを制限酵素ＳｔｕＩおよびＸｈｏＩで切断し、アガロース
ゲル電気泳動により反応後のサンプルを分離し、約８００ｂｐの遺伝子断片を切り出し、
ＱＩＡＱＵＩＣＫ　ＧＥＬ　ＥＸＴＲＡＣＴＩＯＮ　ＫＩＴ（キアゲン社製）を用いて、
ＤＮＡの精製を行った。
　次に、実施例５（２）と同様に、プラスミドｐＣＢＩ－Ｍ２を制限酵素ＳｔｕＩおよび
ＸｈｏＩで切断し、約５．６ｋｂｐの遺伝子断片を回収、精製した。これに先に得られた
約８００ｂｐの遺伝子断片をＬｉｇａｔｉｏｎ　Ｈｉｇｈ（東洋紡社製）を用いて連結し
、プラスミドｐＰＰＣＥ－Ｍを作製した。
【００９３】
（３）プラスミドｐＰＰＣＥ－Ｍによるトリコデルマ・ビリデ（Trichoderma viride）の
形質転換体の作製
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　実施例８（２）で得られたプラスミドｐＰＰＣＥ－Ｍにより、トリコデルマ・ビリデ（
Trichoderma viride）を形質転換した。形質転換の方法は、実施例５（３）の方法に従い
、ウラシル生合成遺伝子（ｐｙｒ４）欠損株であるトリコデルマ・ビリデ（Trichoderma
viride）ｓｔｒａｉｎ２株を宿主とし、選択マーカーとしてニューロスポラ・クラッサ（
Neurospora crassa）のｐｙｒ４遺伝子を用いたコートランスフォーメーション（co-tran
sformation）法により形質転換を実施した。７μｇのプラスミドｐＰＰＣＥ－Ｍ及び３μ
ｇのプラスミドｐＰＹＲ４を使用してトリコデルマ・ビリデ　ｓｔｒａｉｎ２を形質転換
し、４０株の形質転換体を得た。
【００９４】
（４）プラスミドｐＰＰＣＥ－Ｍによるトリコデルマ・ビリデ形質転換体の培養
　実施例８（３）で得られた形質転換体４０株を実施例５（４）記載のＰＳＷ培地に植菌
し、２８℃にて５日間培養した。培養後、遠心分離により菌体を除去し、得られた培養上
清を粗酵素液とした。粗酵素液をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供したところ、形質転換体において
特異的に約２６ｋＤのタンパク質が発現していた。また、これらの粗酵素液の毛羽除去活
性を実施例７に従い測定したところ（測定条件・・・温度；３０℃、時間；６０分、反応
液；５ｍｍｏｌ／Ｌクエン酸緩衝液ｐＨ３．０）、非形質転換の宿主と比較して、形質転
換体において特異的に活性が向上していた。
【産業上の利用可能性】
【００９５】
　本発明は、セルロースの各種処理、例えば、セルロース含有繊維の処理、古紙の脱イン
キ処理、紙パルプのろ水性の改善、動物飼料の消化能改善、バイオエタノールの製造など
の用途に利用することができる。
　以上、本発明を特定の態様に沿って説明したが、当業者に自明の変形や改良は本発明の
範囲に含まれる。
【配列表フリーテキスト】
【００９６】
　配列表における配列番号５～２７の各配列は、ＰＣＲ用プライマーである。配列番号２
８の配列は、コドン最適化（改変）遺伝子である。配列番号２９の配列は、コドン最適化
（改変）遺伝子より推定されるアミノ酸配列である。
【配列表】
0005193997000001.app
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