
(57)【要約】
エポチロンＢヒドロキシラーゼおよびその突然変異体および変異体およびエポチロンＢヒ
ドロキシラーゼ遺伝子の下流に位置するフェレドキシンの単離核酸配列および該配列によ
ってコードされるポリペプチドが提供される。ベクターおよび該ベクターを含む細胞もま
た提供される。さらに、組換え微生物の製造方法、ヒドロキシアルキル含有エポチロンを
生成するためにこれら組換え微生物を使用する方法、およびエポチロンＢヒドロキシラー
ゼの突然変異体によって生成したエポチロンアナログも提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ま た は そ の 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 核
酸 配 列 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 １ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ６ ０ 、
６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ２ ま た は ７ ４ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 １ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ４ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 酵 素 の 活 性 部 位 に 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す
る 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ 、 Ａ Ｒ Ｇ ６ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２ 、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３
、 Ｖ Ａ Ｌ １ ０ ６ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ３ ０ 、 Ａ Ｌ Ａ １ ４ ０ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９ ０ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２
３ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 ま た は Ｉ Ｌ Ｅ ３ ６ ５ に 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 置
換 を 有 す る 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ４ ３ 、 Ａ Ｌ Ａ ４ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ５ ７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ５ ８
、 Ｈ Ｉ Ｓ ６ ２ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ６ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ４ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ５ 、 Ａ Ｓ Ｐ ６ ６ 、 Ａ Ｒ Ｇ ６ ７ 、 Ｇ Ｌ Ｎ
６ ８ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ７ ４ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ７ ５ 、 Ｖ Ａ Ｌ ７ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ７ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ７ ８ 、 Ｇ
Ｌ Ｎ ７ ９ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ８ ０ 、 Ａ Ｓ Ｐ ８ ４ 、 Ｌ Ｙ Ｓ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ８ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８
、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ９ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ９ １ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２ 、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ９ ４ 、 Ａ Ｓ Ｐ
９ ５ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ９ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ０ ３ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ １ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ５ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ６ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ
１ ７ ０ 、 Ｃ Ｙ Ｓ １ ７ ２ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ７ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｌ
Ｅ Ｕ １ ７ ７ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ８ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ７ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ １ ９ ３
、 Ｖ Ａ Ｌ ２ ３ ３ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ３ ４ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ５ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ３ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２
３ ８ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ４ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ４ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ４ ３ 、 Ｈ Ｉ
Ｓ ２ ４ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ４ ５ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ６ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ７ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ８ 、 Ａ Ｓ Ｎ ２ ４ ９ 、
Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ８ ３ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ８ ７ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ８ ８ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ８ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ９
０ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ ２ ９ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ
２ ９ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ７ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ８ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ １ ４ 、 Ｖ
Ａ Ｌ ３ １ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ６ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ４ ４ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ４ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ６ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ４ ７
、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ８ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ５ ０ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ３ ５ １ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｓ ３ ５ ３ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３
５ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ５ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ６ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ５ ８ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ５ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ ６ ２ 、 Ｌ Ｙ
Ｓ ３ ８ ９ 、 Ａ Ｓ Ｐ ３ ９ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ３ ９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ３ ９ ３ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ３ ９ ４ 、 ま た は Ｔ Ｙ Ｒ ３
９ ５ に 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載
の 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 ４ ３ 、 ４ ４ 、 ４ ５ 、 ４ ６ 、 ４ ７ 、 ４ ８ ま た は ４ ９ を 含 む 突 然 変 異 体 を コ ー ド す
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 配 列 ま た は 該 核 酸 配 列 の 相 補 的 配 列 に ３ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ６ ５ ℃ に て １
６ 時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る 単 離 核 酸 分 子
で あ っ て 、 該 核 酸 配 列 ま た は 該 核 酸 配 列 の 相 補 的 配 列 に ０ .５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ５ ℃ に て ３ ０
分 間 の 洗 浄 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 単 離 核
酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
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　 配 列 番 号 ２ を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 ２ の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 酵 素 の 活 性 部 位 に 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ
酸 置 換 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 配 列 番 号 ２ の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 単 離
し た 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ 、 Ａ Ｒ Ｇ ６ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２ 、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３
、 Ｖ Ａ Ｌ １ ０ ６ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ３ ０ 、 Ａ Ｌ Ａ １ ４ ０ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９ ０ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２
３ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 ま た は Ｉ Ｌ Ｅ ３ ６ ５ に 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 置
換 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 配 列 番 号 ２ の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 単 離 し た
突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ４ ３ 、 Ａ Ｌ Ａ ４ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ５ ７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ５ ８
、 Ｈ Ｉ Ｓ ６ ２ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ６ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ４ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ５ 、 Ａ Ｓ Ｐ ６ ６ 、 Ａ Ｒ Ｇ ６ ７ 、 Ｇ Ｌ Ｎ
６ ８ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ７ ４ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ７ ５ 、 Ｖ Ａ Ｌ ７ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ７ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ７ ８ 、 Ｇ
Ｌ Ｎ ７ ９ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ８ ０ 、 Ａ Ｓ Ｐ ８ ４ 、 Ｌ Ｙ Ｓ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ８ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８
、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ９ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ９ １ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２ 、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ９ ４ 、 Ａ Ｓ Ｐ
９ ５ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ９ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ０ ３ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ １ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ５ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ６ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ
１ ７ ０ 、 Ｃ Ｙ Ｓ １ ７ ２ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ７ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｌ
Ｅ Ｕ １ ７ ７ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ８ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ７ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ １ ９ ３
、 Ｖ Ａ Ｌ ２ ３ ３ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ３ ４ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ５ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ３ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２
３ ８ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ４ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ４ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ４ ３ 、 Ｈ Ｉ
Ｓ ２ ４ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ４ ５ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ６ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ７ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ８ 、 Ａ Ｓ Ｎ ２ ４ ９ 、
Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ８ ３ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ８ ７ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ８ ８ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ８ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ９
０ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ ２ ９ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ
２ ９ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ７ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ８ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ １ ４ 、 Ｖ
Ａ Ｌ ３ １ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ６ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ４ ４ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ４ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ６ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ４ ７
、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ８ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ５ ０ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ３ ５ １ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｓ ３ ５ ３ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３
５ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ５ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ６ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ５ ８ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ５ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ ６ ２ 、 Ｌ Ｙ
Ｓ ３ ８ ９ 、 Ａ Ｓ Ｐ ３ ９ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ３ ９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ３ ９ ３ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ３ ９ ４ 、 ま た は Ｔ Ｙ Ｒ ３
９ ５ に 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 配 列 番 号 ２ の エ ポ チ
ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 単 離 し た 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 配 列 番 号 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ ま た は ７ ５ を
含 む 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 単 離 し た 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 配 列 番 号 ４ ３ 、 ４ ４ 、 ４ ５ 、 ４ ６ 、 ４ ７ 、 ４ ８ ま た は ４ ９ を 含 む 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ の 単 離 し た 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 フ ェ レ ド キ シ ン を コ ー ド す る 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 配 列 番 号 ３ を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 配 列 番 号 ３ に 示 す 核 酸 配 列 ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 す 核 酸 配 列 の 相 補 的 配 列 に ３ × Ｓ Ｓ Ｃ
、 ６ ５ ℃ に て １ ６ 時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き
る 単 離 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ３ に 示 す 核 酸 配 列 ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 す 核 酸 配 列 の
相 補 的 配 列 に ０ .５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ５ ℃ に て ３ ０ 分 間 の 洗 浄 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま
ま で あ る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 単 離 核 酸 分 子 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 フ ェ レ ド キ シ ン を コ ー ド す る 単 離 核 酸 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ １ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 す る エ ポ チ ロ ン を ヒ ド ロ キ シ ル 化 し て 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 を
有 す る エ ポ チ ロ ン を 生 成 す る 組 換 え 微 生 物 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 微 生 物 を 請 求 項 ２ ０
ま た は ２ １ に 記 載 の ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 す る エ ポ チ ロ ン を ヒ ド ロ キ シ ル 化 し て 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 を
有 す る エ ポ チ ロ ン を 生 成 す る 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 配 列 番 号 １ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ６ ０ 、
６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ２ ま た は ７ ４ の 核 酸 配 列 を 発 現 す る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 組
換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 下 記 式 Ｉ ：
Ｈ Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － （ Ａ １ ） ｎ － （ Ｑ ） ｍ － （ Ａ ２ ） ｏ － Ｅ 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 Ａ １ お よ び Ａ ２ は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 任 意 に 置 換 さ れ た Ｃ １ － Ｃ ３ ア ル キ ル お よ び
ア ル ケ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ；
Ｑ は 、 １ ～ ３ の 環 お よ び 少 な く と も １ の 環 中 に 少 な く と も 一 つ の 炭 素 － 炭 素 二 重 結 合 を 含
む 任 意 に 置 換 さ れ た 環 系 ；
ｎ 、 ｍ お よ び ｏ は 、 ０ お よ び １ よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 整 数 、 そ の 際 、 ｍ ま た は ｎ ま た は
ｏ の 少 な く と も 一 つ は １ で あ る ； お よ び
Ｅ は エ ポ チ ロ ン コ ア で あ る ） で 示 さ れ る 少 な く と も １ の エ ポ チ ロ ン を 製 造 す る 方 法 で あ っ
て 、 下 記 式 II：
Ｃ Ｈ ３ － （ Ａ １ ） ｎ － （ Ｑ ） ｍ － （ Ａ ２ ） ｏ － Ｅ 　 　 　 　 　 　 　 （ II）
（ 式 中 、 Ａ １ 、 Ｑ 、 Ａ ２ 、 Ｅ 、 ｎ 、 ｍ 、 お よ び ｏ は 前 記 と 同 じ ） で 示 さ れ る 少 な く と も １
の エ ポ チ ロ ン を 、 式 IIの 化 合 物 の ヒ ド ロ キ シ ル 化 を 選 択 的 に 触 媒 す る こ と が で き る 組 換 え
に よ り 生 成 し た 微 生 物 ま た は 該 微 生 物 か ら の 酵 素 と 接 触 さ せ 、 つ い で 該 ヒ ド ロ キ シ ル 化 を
行 う こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 式 Ａ ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る エ ポ チ ロ ン ア ナ ロ グ の 製 造 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 ３ １ を 含 む 突 然 変 異 体 エ ポ
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チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 酵 素 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て エ ポ チ ロ ン Ｂ を
式 Ａ で 示 さ れ る エ ポ チ ロ ン ア ナ ロ グ に バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン す る こ と を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 式 Ａ ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 付 表 １ に 列 挙 し た 構 造 座 標 に よ っ て 記 載 さ れ た 対 応 骨 格 原 子 上 で 重 ね 合 わ せ た と き に 、
保 存 さ れ た 残 基 骨 格 原 子 の 二 乗 平 均 偏 差 が 約 ４ .０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 未 満 で あ る 、 エ ポ チ
ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の ホ モ ロ ジ ー モ デ ル 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ と 比 較 し て 変 化 し た 生 物 学 的 特 性 、 機 能 、 所 望 の 生 成 物
の 収 量 、 反 応 速 度 、 基 質 特 異 性 、 ま た は 活 性 を 有 す る 突 然 変 異 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 突
然 変 異 す べ き 配 列 番 号 ２ 中 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 し 、 つ い で 該 同 定 し た ア ミ ノ 酸 を 突 然 変 異 さ
せ て 突 然 変 異 体 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 付 表 １ に 列 挙 し た 構 造 座 標 に よ っ て 記 載 さ れ た 対 応 骨 格 原 子 上 で 重 ね 合 わ せ た と き に 、
保 存 さ れ た 残 基 骨 格 原 子 の 二 乗 平 均 偏 差 が 約 ４ .０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 未 満 で あ る エ ポ チ ロ
ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の ホ モ ロ ジ ー モ デ ル を 、 突 然 変 異 す べ き 配 列 番 号 ２ 中 の ア ミ ノ 酸 を
同 定 す る た め に 用 い る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 同 定 し た ア ミ ノ 酸 が 、 配 列 番 号 ２ の Ｌ Ｅ Ｕ ３ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ４ ３ 、 Ａ Ｌ Ａ ４ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ５ ７
、 Ｌ Ｅ Ｕ ５ ８ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ６ ２ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ６ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ４ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ５ 、 Ａ Ｓ Ｐ ６ ６ 、 Ａ Ｒ Ｇ
６ ７ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ６ ８ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ７ ４ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ７ ５ 、 Ｖ Ａ Ｌ ７ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ７ ７ 、 Ａ
Ｒ Ｇ ７ ８ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ７ ９ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ８ ０ 、 Ａ Ｓ Ｐ ８ ４ 、 Ｌ Ｙ Ｓ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ８ ７
、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ９ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ９ １ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２ 、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３ 、 Ｍ Ｅ Ｔ
９ ４ 、 Ａ Ｓ Ｐ ９ ５ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ９ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ０ ３ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ １ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ５ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １
６ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ １ ７ ０ 、 Ｃ Ｙ Ｓ １ ７ ２ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ７ ５ 、 Ｍ Ｅ
Ｔ １ ７ ６ 、 Ｌ Ｅ Ｕ １ ７ ７ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ８ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ７ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９ ０ 、
Ｌ Ｅ Ｕ １ ９ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ ２ ３ ３ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ３ ４ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ５ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ３ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３
７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ８ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ４ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ４ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ
２ ４ ３ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ２ ４ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ４ ５ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ６ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ７ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ８ 、 Ａ
Ｓ Ｎ ２ ４ ９ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ８ ３ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ８ ７ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ８ ８ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ８ ９
、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ９ ０ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ ２
９ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ９ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ７ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ８ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ３ 、 Ｖ Ａ
Ｌ ３ １ ４ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ １ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ６ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ４ ４ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ４ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ６ 、
Ｇ Ｌ Ｙ ３ ４ ７ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ８ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ５ ０ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ３ ５ １ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｓ ３ ５
３ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ５ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ５ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ６ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ５ ８ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ５ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ
３ ６ ２ 、 Ｌ Ｙ Ｓ ３ ８ ９ 、 Ａ Ｓ Ｐ ３ ９ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ３ ９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ３ ９ ３ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ３ ９ ４ 、 ま
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た は Ｔ Ｙ Ｒ ３ ９ ５ で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 同 定 し た ア ミ ノ 酸 が 、 配 列 番 号 ２ の Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ 、 Ａ Ｒ Ｇ ６ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２
、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ １ ０ ６ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ３ ０ 、 Ａ Ｌ Ａ １ ４ ０ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９
０ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ３ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 ま た は Ｉ Ｌ Ｅ ３ ６ ５ で あ る 、 請 求 項 ３
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 突 然 変 異 体 タ ン パ ク 質 の 所 望 の 生 成 物 の 収 量 が 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を 用
い て 得 ら れ る 所 望 の 生 成 物 の 収 量 と 比 較 し て 改 善 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 所 望 の 生 成 物 が エ ポ チ ロ ン Ｆ で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 突 然 変 異 体 の 反 応 速 度 が 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を 用 い て 得 ら れ る 反 応 速 度
と 比 較 し て 改 善 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 突 然 変 異 体 が 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 基 質 特 異 性 と 比 較 し て 変 化 し た 基 質
特 異 性 を 示 す 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ が 突 然 変 異 し て い る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 突 然 変 異 体 が 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ と 本 質 的 に 同 様 の 生 物 学 的 活 性 ま た は
機 能 を 示 す 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 付 表 １ に 示 す 構 造 座 標 で コ ー ド し た デ ー タ 記 憶 材 料 を 含 む 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ 記
憶 媒 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ お よ び そ の 突 然 変 異 体 お よ び 変 異 体 お よ び エ
ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 下 流 に 位 置 す る フ ェ レ ド キ シ ン の 単 離 核 酸 配 列 お よ
び そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 エ ポ チ ロ ン な ど の 末
端 ア ル キ ル 基 を 有 す る 小 さ な 有 機 分 子 化 合 物 を ヒ ド ロ キ シ ル 化 し て 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ
ル 基 を 有 す る 化 合 物 を 生 成 す る こ と の で き る 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ま た は そ の
突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 お よ び ／ ま た は フ ェ レ ド キ シ ン を 発 現 す る 組 換 え 微 生 物 に 関 す る
。 そ の よ う な 微 生 物 を 組 換 え に よ り 製 造 す る 方 法 並 び に 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 を 有 す
る 化 合 物 の 合 成 に こ れ ら 組 換 え 微 生 物 を 用 い る 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 組 成 物 お
よ び 方 法 は 、 医 薬 の 分 野 で 様 々 な 有 用 性 を 有 す る エ ポ チ ロ ン を 製 造 す る の に 有 用 で あ る 。
本 発 明 の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 突 然 変 異 体 を 用 い て 製 造 し た 新 規 な エ ポ チ ロ ン
ア ナ ロ グ も 記 載 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 エ ポ チ ロ ン は 、 医 薬 の 分 野 で 有 用 性 の 見 出 さ れ た マ ク ロ ラ イ ド 系 化 合 物 で あ る 。 た と え
ば 、 構 造 ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る エ ポ チ ロ ン Ａ お よ び Ｂ は 、 パ ク リ タ キ セ ル （ タ キ ソ ー ル Ｒ ） と 類 似 の 微 小 管 安 定
化 作 用 を 発 揮 し 、 そ れ ゆ え 腫 瘍 細 胞 な ど の 迅 速 に 増 殖 す る 細 胞 や 他 の 過 剰 増 殖 細 胞 性 疾 患
に 関 連 す る 細 胞 に 対 し て 細 胞 障 害 作 用 を 発 揮 す る こ と が わ か っ て い る （ Bollagら 、

., Vol. 55, No. 11, 2325-2333 (1995)を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ａ お よ び Ｂ は 、 Hofleら に よ っ て 初 め て 単 離 お よ び 特 徴 付 け ら れ た ソ ラ ン ジ
ウ ム ・ セ ル ロ ス ム （ Sorangium cellulosum） に よ っ て 産 生 さ れ る 天 然 の 抗 癌 剤 で あ る （ Ｄ
Ｅ ４ １ ３ ８ ０ ４ ２ ； Ｗ Ｏ ９ ３ ／ １ ０ １ ２ １ ; . Vol. 35, No1
3/14, 1567-1569 (1996);お よ び ., Vol. 49, No. 6, 560-563 (1996)） 。 そ
の 後 、 エ ポ チ ロ ン Ａ お よ び Ｂ の 全 合 成 が 、 Balogら 、 . Vol. 
35, No. 23/24, 2801-2803, 1996; Mengら 、 ., Vol. 119, No. 42, 100
73-10092 (1997); Nicolaouら 、 ., Vol. 119, No. 34, 7974-7991 (199
7); Schinzerら 、 . Vol. 36, No. 5, 523-524 (1997);お よ
び Yangら 、 ., Vol. 36, No. 1/2, 166-168, 1997に よ っ て 刊
行 さ れ て い る 。 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ５ ９ ２ ９ は 、 エ ポ チ ロ ン Ａ 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ 、 エ ポ チ ロ ン の ア
ナ ロ グ お よ び エ ポ チ ロ ン ア ナ ロ グ の ラ イ ブ ラ リ ー の 化 学 合 成 法 を 開 示 し て い る 。 エ ポ チ ロ
ン Ｃ 、 Ｄ 、 Ｅ お よ び Ｆ の 構 造 お よ び ソ ラ ン ジ ウ ム ・ セ ル ロ ス ム Ｄ Ｓ Ｍ ６ ７ ７ ３ か ら の 産 生
が Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ２ ４ ６ １ に 開 示 さ れ て い る 。 図 １ は 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ９ ２ ７ ６ に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 ア ク チ ノ ミ セ ス 種 株 Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４ ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｐ Ｔ － １ ０ ４ ３ ） （ そ の 後
、 ア ミ コ ラ ト プ シ ス ・ オ リ エ ン タ リ ス （ Amycolatopsis orientalis） と し て 同 定 さ れ た ）
に お け る エ ポ チ ロ ン Ｂ の エ ポ チ ロ ン Ｆ へ の バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン の 図 解 を 示 す
。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 は 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 に お い て 見 出 さ れ 、 一 酸 化 炭 素 と 複
合 体 を 形 成 し た と き に ４ ５ ０ ｎ ｍ で の 吸 収 極 大 に よ り 区 別 す る こ と の で き る ヘ ム 結 合 ド メ
イ ン を 共 通 し て 有 す る 。 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 は 、 芳 香 族 お よ び ベ ン ジ ル 環 お よ び ア ル
カ ン を 含 む 主 と し て 疎 水 性 の 基 質 に 対 し て 広 ス ペ ク ト ル の 酸 化 反 応 を 行 う 。 原 核 細 胞 に お
い て は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 は 、 解 毒 系 と し て 、 お よ び ト ル エ ン 、 ベ ン ゼ ン お よ び 樟
脳 な ど の 基 質 を 代 謝 す る 最 初 の 酵 素 過 程 と し て 見 出 さ れ て い る 。 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝
子 は ま た 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ テ ン ダ エ （ Streptomyces tendae） に お け る nikkomycin（ B
runtner, C.ら 、 1999, Mol. Gen. Genet. 262: 102-114） 、 ド キ ソ ル ビ シ ン （ Dickens, M
. L., Strohl, W. R., 1996, J. Bacteriol., 178: 3389-3395） 、 お よ び ソ ラ ン ジ ウ ム ・
セ ル ロ ス ム の エ ポ チ ロ ン 生 合 成 ク ラ ス タ ー （ Julien, B.ら 、 2000, Gene, 249: 153-160）
な ど の 二 次 代 謝 産 物 の 生 合 成 経 路 で 見 出 さ れ て い る 。 幾 つ か の 例 外 を 除 い て 、 原 核 生 物 に
お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 系 は ３ つ の タ ン パ ク 質 、 フ ェ レ ド キ シ ン Ｎ Ａ Ｄ Ｈ ま た は Ｎ Ａ Ｄ
Ｐ Ｈ 依 存 性 レ ダ ク タ ー ゼ 、 鉄 － 硫 黄 フ ェ レ ド キ シ ン お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 か ら な
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っ て い る （ Lewis, D. F., Hlavica, P., 2000, Biochim. Biophys. Acta., 1460: 353-37
4） 。 電 子 は 分 子 状 酸 素 の 開 裂 の た め 、 フ ェ レ ド キ シ ン レ ダ ク タ ー ゼ か ら フ ェ レ ド キ シ ン
へ 、 最 終 的 に シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 に 輸 送 さ れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ お よ び そ の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異 体 を
コ ー ド す る 単 離 核 酸 配 列 お よ び フ ェ レ ド キ シ ン ま た は そ の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異 体 を コ ー
ド す る 単 離 核 酸 配 列 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ お よ び そ の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異
体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド お よ び フ ェ レ ド キ シ ン お よ び そ の 変 異 体 ま た は
突 然 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の ホ モ ロ ジ ー モ デ ル の 構 造 座 標 を
提 供 す る こ と で あ る 。 構 造 座 標 は 付 表 １ に 列 挙 し て あ る 。 こ の 本 発 明 の モ デ ル は 、 エ ポ チ
ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 生 物 学 的 機 能 の モ デ ュ レ ー タ ー 並 び に 特 異 性 の 変 化 し た エ ポ チ
ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の さ ら な る 突 然 変 異 体 を デ ザ イ ン す る 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ま た は そ の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異
体 お よ び ／ ま た は フ ェ レ ド キ シ ン ま た は そ の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 核
酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る こ と で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ れ ら ベ ク タ ー は
、 フ ェ レ ド キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ま た は そ の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異
体 お よ び ／ ま た は フ ェ レ ド キ シ ン ま た は そ の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 核
酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 す る 化 合 物 、 と り わ け エ ポ チ ロ ン を ヒ ド ロ キ
シ ル 化 し て 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 を 有 す る 化 合 物 を 生 成 す る こ と の で き る 組 換 え 微 生
物 の 製 造 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 す る 化 合 物 、 と り わ け エ ポ チ ロ ン を ヒ ド ロ キ
シ ル 化 し て 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 を 有 す る 化 合 物 を 生 成 す る こ と の で き る 組 換 え に よ
り 生 成 し た 微 生 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 こ れ ら 組 換 え 微 生 物 に お い て 化 合 物 を ヒ ド ロ キ シ ル 化 す る 方 法 を
提 供 す る こ と で あ る 。 と り わ け 本 発 明 は 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 含 有 エ ポ チ ロ ン の 製 造 方 法
を 提 供 す る も の で あ る が 、 該 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 含 有 エ ポ チ ロ ン は 、 抗 癌 剤 と し て 、 お よ
び 他 の エ ポ チ ロ ン ア ナ ロ グ の 調 製 に お け る 出 発 物 質 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 本 明 細 書 で ２ ４ － Ｏ Ｈ エ ポ チ ロ ン Ｂ ま た は ２ ４ － Ｏ Ｈ  Ｅ ｐ ｏ Ｂ
と 称 す る 、 式 Ａ ：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る 化 合 物 、 並 び に 式 Ａ の 化 合 物 を 含 む 組 成 物 お よ び 該 組 成 物 の 製 造 方 法 を 提 供 す
る こ と で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 単 離 核 酸 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド お よ び 末 端 炭 素 原 子 位 置 に 所 望 の 置 換 基 を
有 す る 化 合 物 を 得 る 方 法 に 関 す る 。 と り わ け 本 発 明 は 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 含 有 エ ポ チ ロ
ン の 組 成 物 お よ び 製 造 方 法 を 提 供 す る も の で あ る が 、 該 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 含 有 エ ポ チ ロ
ン は 、 抗 癌 剤 と し て 、 お よ び 他 の エ ポ チ ロ ン ア ナ ロ グ の 調 製 に お け る 出 発 物 質 と し て 有 用
で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 エ ポ チ ロ ン 」 と は 、 本 明 細 書 に お い て 定 義 す る エ ポ チ ロ ン コ ア と 側
鎖 基 と を 含 む 化 合 物 を い う 。 本 明 細 書 に お い て 「 エ ポ チ ロ ン コ ア 」 と は 、 コ ア 構 造 （ 本 明
細 書 に 用 い た 環 系 位 置 の 番 号 付 け を 示 す ） ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 含 む 残 基 を い い 、 上 記 式 に お い て 置 換 基 は 以 下 の と お り で あ る ：
　 Ｑ は 、
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ；
　 Ｗ は 、 Ｏ ま た は Ｎ Ｒ ６ ；
　 Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｈ お よ び Ｏ Ｒ ７ よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ；
　 Ｍ は 、 Ｏ 、 Ｓ 、 Ｎ Ｒ ８ 、 Ｃ Ｒ ９ Ｒ １ ０ ；
　 Ｂ １ お よ び Ｂ ２ は 、 Ｏ Ｒ １ １ 、 Ｏ Ｃ Ｏ Ｒ １ ２ よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ；
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　 Ｒ １ － Ｒ ５ お よ び Ｒ １ ２ － Ｒ １ ７ は 、 Ｈ 、 ア ル キ ル 、 置 換 ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 お よ び
へ テ ロ シ ク ロ よ り な る 群 か ら 選 ば れ 、 Ｒ １ お よ び Ｒ ２ が ア ル キ ル で あ る 場 合 は こ れ ら は 一
緒 に な っ て シ ク ロ ア ル キ ル を 形 成 す る こ と が で き る ；
　 Ｒ ６ は 、 Ｈ 、 ア ル キ ル 、 お よ び 置 換 ア ル キ ル よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ；
　 Ｒ ７ お よ び Ｒ １ １ は 、 Ｈ 、 ア ル キ ル 、 置 換 ア ル キ ル 、 ト リ ア ル キ ル シ リ ル 、 ア ル キ ル ジ
ア リ ー ル シ リ ル お よ び ジ ア ル キ ル ア リ ー ル シ リ ル よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ；
　 Ｒ ８ は 、 Ｈ 、 ア ル キ ル 、 置 換 ア ル キ ル 、 Ｒ １ ３ Ｃ ＝ Ｏ 、 Ｒ １ ４ Ｏ Ｃ ＝ Ｏ お よ び Ｒ １ ５ Ｓ
Ｏ ２ よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ； お よ び
　 Ｒ ９ お よ び Ｒ １ ０ は 、 Ｈ 、 ハ ロ ゲ ン 、 ア ル キ ル 、 置 換 ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 へ テ ロ シ ク
ロ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 Ｒ １ ６ Ｃ ＝ Ｏ 、 お よ び Ｒ １ ７ Ｏ Ｃ ＝ Ｏ よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 側 鎖 基 」 と は 、 エ ポ チ ロ ン Ａ ま た は Ｂ に つ い て 上 記 で 定 義 し た 置 換 基 Ｇ ま た は 以 下 に
示 す Ｇ １ お よ び Ｇ ２ を い う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｇ １ は 、 下 記 式 Ｖ ：
Ｈ Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － （ Ａ １ ） ｎ － （ Ｑ ） ｍ － （ Ａ ２ ） ｏ 　 　 　 　 　 （ Ｖ ）
で あ り 、
Ｇ ２ は 、 下 記 式 Ｖ Ｉ ：
Ｃ Ｈ ３ － （ Ａ １ ） ｎ － （ Ｑ ） ｍ － （ Ａ ２ ） ｏ 　 　 　 　 　 （ Ｖ Ｉ ）
（ 上 記 式 中 、 Ａ １ お よ び Ａ ２ は 、 任 意 に 置 換 さ れ た Ｃ １ － Ｃ ３ ア ル キ ル お よ び ア ル ケ ニ ル
よ り な る 群 か ら 独 立 に 選 ば れ る ；
Ｑ は 、 １ ～ ３ の 環 お よ び 少 な く と も 一 つ の 環 中 に 少 な く と も 一 つ の 炭 素 － 炭 素 二 重 結 合 を
含 む 任 意 に 置 換 さ れ た 環 で あ り ；
ｎ 、 ｍ お よ び ｏ は 、 ０ お よ び １ よ り な る 群 か ら 独 立 に 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 ｎ 、 ｍ ま た は
ｏ の 少 な く と も 一 つ が １ で あ る ）
で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 末 端 炭 素 原 子 」 ま た は 「 末 端 ア ル キ ル 基 」 と は 、 エ ポ チ ロ ン コ ア に １ ５ 位 に て 直 接 結
合 し て い る 残 基 の 末 端 炭 素 原 子 ま た は 末 端 ア ル キ ル 基 あ る い は １ ５ 位 に 結 合 し た 側 鎖 基 の
末 端 炭 素 原 子 ま た は 末 端 ア ル キ ル 基 を い う 。 「 ア ル キ ル 基 」 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア ル キ
ル お よ び 置 換 ア ル キ ル を 包 含 す る こ と が 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 ア ル キ ル 」 と は 、 炭 素 数 が １ ～ ２ ０ 、 好 ま し く は 炭 素 数 が １ ～ ７ の 、 任 意 に 置 換 さ れ
た 直 鎖 ま た は 分 枝 鎖 の 飽 和 炭 化 水 素 基 を い う 。 「 低 級 ア ル キ ル 」 な る 語 は 、 炭 素 数 １ ～ ４
の 任 意 に 置 換 さ れ た ア ル キ ル 基 を い う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 置 換 ア ル キ ル 」 と は 、 た と え ば 、 ハ ロ 、 ト リ フ ル オ ロ メ チ ル 、 ト リ フ ル オ ロ メ ト キ シ
、 ヒ ド ロ キ シ 、 ア ル コ キ シ 、 シ ク ロ ア ル キ ル オ キ シ 、 ヘ テ ロ シ ク ロ オ キ シ 、 オ キ ソ 、 ア ル
カ ノ イ ル 、 ア リ ー ル オ キ シ 、 ア ル カ ノ イ ル オ キ シ 、 ア ミ ノ 、 ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ア リ ー ル ア
ミ ノ 、 ア ラ ル キ ル ア ミ ノ 、 シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ヘ テ ロ シ ク ロ ア ミ ノ 、 二 置 換 ア ミ ン （
二 つ の ア ミ ノ 置 換 基 は ア ル キ ル 、 ア リ ー ル ま た は ア ラ ル キ ル か ら 選 ば れ る ） 、 ア ル カ ノ イ
ル ア ミ ノ 、 ア ロ イ ル ア ミ ノ 、 ア ラ ル カ ノ イ ル ア ミ ノ 、 置 換 ア ル カ ノ イ ル ア ミ ノ 、 置 換 ア リ
ー ル ア ミ ノ 、 置 換 ア ラ ル カ ノ イ ル ア ミ ノ 、 チ オ ー ル 、 ア ル キ ル チ オ 、 ア リ ー ル チ オ 、 ア ラ
ル キ ル チ オ 、 シ ク ロ ア ル キ ル チ オ 、 ヘ テ ロ シ ク ロ チ オ 、 ア ル キ ル チ オ ノ 、 ア リ ー ル チ オ ノ
、 ア ラ ル キ ル チ オ ノ 、 ア ル キ ル ス ル ホ ニ ル 、 ア リ ー ル ス ル ホ ニ ル 、 ア ラ ル キ ル ス ル ホ ニ ル
、 ス ル ホ ン ア ミ ド （ た と え ば 、 Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ ２ ） 、 置 換 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 ニ ト ロ 、 シ ア ノ 、
カ ル ボ キ シ 、 カ ル バ ミ ル （ た と え ば 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ ） 、 置 換 カ ル バ ミ ル （ た と え ば 、 Ｃ Ｏ Ｎ
Ｈ ア ル キ ル 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ア リ ー ル 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ア ラ ル キ ル 、 ま た は 窒 素 原 子 上 に ア ル キ ル 、 ア
リ ー ル ま た は ア ラ ル キ ル か ら 選 ば れ る ２ つ の 置 換 基 が 存 在 す る 場 合 ） 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ
ニ ル 、 ア リ ー ル 、 置 換 ア リ ー ル 、 グ ア ニ ジ ノ お よ び へ テ ロ シ ク ロ （ た と え ば 、 イ ン ド リ ル
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、 イ ミ ダ ゾ リ ル 、 フ リ ル 、 チ エ ニ ル 、 チ ア ゾ リ ル 、 ピ ロ リ ジ ル 、 ピ リ ジ ル 、 ピ リ ミ ジ ル な
ど ） な ど の １ な い し ４ の 置 換 基 で 置 換 さ れ た ア ル キ ル 基 を い う 。 上 記 に お い て 置 換 基 が さ
ら に 置 換 さ れ て い る 場 合 、 ハ ロ ゲ ン 、 ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 、 ア リ ー ル ま た は ア ラ ル キ ル
で 置 換 さ れ て い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 側 面 に よ れ ば 、 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 す る エ ポ チ ロ ン を ヒ ド ロ キ シ ル 化 し
て 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 を 有 す る エ ポ チ ロ ン を 生 成 で き る 酵 素 で あ る エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ
ド ロ キ シ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 側 面 に よ れ ば 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 下 流 に 位 置 す る 遺
伝 子 で あ る フ ェ レ ド キ シ ン を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 提 供 さ れ る 。 フ ェ レ ド キ
シ ン は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 系 の タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 こ れ ら 酵 素 ま た は そ の 活 性 断 片
を コ ー ド す る あ ら ゆ る 形 態 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 、 た と え ば 、 そ れ ぞ れ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 包 含 す る こ と を 意 味 し 、 か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ク ロ ー ニ
ン グ に よ り 得 ら れ 、 ま た は よ く 知 ら れ た 化 学 的 方 法 に よ り 合 成 し て 製 造 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ は
二 本 鎖 で あ っ て も 一 本 鎖 で あ っ て も よ い 。 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は 、 コ ー ド す な わ ち セ ン ス 鎖 か ま
た は 非 コ ー ド す な わ ち ア ン チ セ ン ス 鎖 の い ず れ を 含 ん で い て も よ い 。 そ れ ゆ え 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド な る 語 は ま た 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 配 列 に 対 し て 少 な く と も ６ ０ ％ ま た は そ れ 以
上 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の ホ モ ロ ジ ー を 示 し 、 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も 包 含 す る 。 本 明 細 書 に お い
て 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 な る 語 は 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 で ６ ０ ℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 条 件 を 意 味 す る 。 さ ら に 好 ま し い の は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、
３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ ま た
は ７ ４ ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 す 核 酸 配 列 に 、 ま た は 配 列 番 号 １ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６
、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ ま
た は ７ ４ ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 す 核 酸 配 列 の 相 補 的 配 列 に ６ ５ ℃ に て ３ × Ｓ Ｓ Ｃ の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で １ ６ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 か つ 配 列 番 号 １ 、 ３
０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６
、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ ま た は ７ ４ ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 す 核 酸 配 列 に 、 ま た は 配 列 番 号 １ 、
３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６
６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ ま た は ７ ４ ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 す 核 酸 配 列 の 相 補 的 配 列 に ５ ５ ℃
で の ０ .５ × Ｓ Ｓ Ｃ の 洗 浄 条 件 下 で ３ ０ 分 間 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で い る こ と が で き
る 単 離 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ に 示 す ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま
た は そ の 相 同 配 列 ま た は こ の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ と 同 様 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る そ の 断 片 を 含 む 。 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号
３ に 示 す ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 相 同 配 列 ま た は こ の フ ェ レ ド キ シ ン と 同 様 の 活 性 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る そ の 断 片 を 含 ん で い て よ い 。 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め 、 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 こ の 酵 素 お よ び そ の 誘 導 体 、 変 異 体 ま た は 活 性 な 断 片 を コ ー
ド す る 他 の 核 酸 配 列 を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 天 然 に 存 在 す る 、 す な わ ち ア ミ コ ラ ト プ シ ス ・ オ リ エ ン タ リ ス お よ び ア
ミ コ ラ タ ・ オ ー ト ロ フ ィ カ （ Amicolata autorophica） な ど の 微 生 物 に 、 ま た は 核 酸 を 単
離 す る こ と の で き る 土 ま た は 他 の 採 取 源 に 存 在 す る こ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 、 ま
た は よ く 知 ら れ た 突 然 変 異 誘 発 法 に よ り 調 製 し た 突 然 変 異 体 に も 関 す る 。 本 発 明 の 変 異 体
の 例 示 は 配 列 番 号 ３ ６ ～ ４ ２ に 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 突 然 変 異 体 」 と は 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ と 比 べ て
１ ま た は そ れ 以 上 の 点 変 異 、 ま た は 欠 失 ま た は 核 酸 の 付 加 を 有 す る が 、 配 列 番 号 １ ま た は
配 列 番 号 ３ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は
断 片 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 基 質 特 異
性 お よ び ／ ま た は 酵 素 の 収 率 の 変 化 し た 突 然 変 異 体 が 製 造 さ れ る 。 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ
シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に 関 し て 突 然 変 異 の 好 ま し い 領 域 は 、 該 酵 素 の 活 性 部 位 を 含 む 約 １ １ ３ ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 領 域 で あ る 。 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 位 置 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ 、 Ａ Ｒ
Ｇ ６ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２ 、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ １ ０ ６ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ３ ０ 、 Ａ Ｌ Ａ １
４ ０ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９ ０ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ３ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 ま た
は Ｉ Ｌ Ｅ ３ ６ ５ に 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 突 然
変 異 体 も ま た 好 ま し い 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 突 然 変 異 体 の 例 示 を 、 配 列 番 号 ３ ０ 、
３ ２ 、 ３ ４ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ お よ び ７ ４ に 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ を 、
細 菌 か ら の ６ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と に よ り
デ ザ イ ン し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 っ た 。 以 下 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 を ア ラ
イ ン メ ン ト し た ：
　 配 列 １ ： 遺 伝 子 座 ： Ｓ Ｔ Ｍ Ｓ Ｕ Ａ Ｃ Ｂ ； 受 け 入 れ 番 号 ： Ｍ ３ ２ ２ ３ ８ ； 文 献 ： Omer, C.
 A., J. Bacteriol. 172: 3335-3345 (1990)
　 配 列 ２ ： 遺 伝 子 座 ： Ｓ Ｔ Ｍ Ｓ Ｕ Ｂ Ｃ Ｂ ； 受 け 入 れ 番 号 ： Ｍ ３ ２ ２ ３ ９ ； 文 献 ： Omer, C.
 A., J. Bacteriol. 172: 3335-3345 (1990)
　 配 列 ３ ： 遺 伝 子 座 ： Ａ Ｂ ０ １ ８ ０ ７ ４ （ 以 前 は Ｓ Ｔ Ｍ Ｏ Ｒ Ｆ Ａ ） ； 受 け 入 れ 番 号 ： Ａ Ｂ
０ １ ８ ０ ７ ４ ； 文 献 ： Ueda, K., J. Antibiot. 48: 638-646 (1995)
　 配 列 ４ ： 遺 伝 子 座 ： Ｓ Ｓ Ｕ ６ ５ ９ ４ ０ ； 受 け 入 れ 番 号 ： Ｕ ６ ５ ９ ４ ０ ； 文 献 ： Motamedi
, H., J. Bacteriol. 178: 5243-5248 (1996)
　 配 列 ５ ： 遺 伝 子 座 ： Ｓ Ｔ Ｍ Ｏ Ｌ Ｅ Ｐ ； 受 け 入 れ 番 号 ： Ｌ ３ ７ ２ ０ ０ ； 文 献 ： Rodriguez,
 A. M., FEMS Microbiol. Lett. 127: 117-120 (1995)
　 配 列 ６ ： 遺 伝 子 座 ： Ｓ Ｅ Ｒ Ｃ Ｐ ４ ５ ０ Ａ ； 受 け 入 れ 番 号 ： Ｍ ８ ３ １ １ ０ ； 文 献 ： Anders
en, J. F.お よ び Hutchinson, C. R., J. Bacteriol. 174: 725-735 (1992)。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Scientific and Educational Software（ ダ ラ ム 、 ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ 、 米 国 ） か ら の 整
列 （ Align） プ ロ グ ラ ム で あ る Myers, E. W.お よ び W. Miller. 1988. CABIOS 4:1, 11-17
の ア ル ゴ リ ズ ム の 実 行 に よ り ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 。 Ｉ － ヘ リ ッ ク ス （ 酸 素 結 合 ド メ イ
ン を 含 む ） 中 、 Ｋ － ヘ リ ッ ク ス 中 、 お よ び 保 存 さ れ た ヘ ム 結 合 ド メ イ ン を 含 む Ｂ － バ ル ジ
と Ｌ － ヘ リ ッ ク ス と の ス パ ニ ン グ 中 に ３ つ の 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 が 同 定 さ れ た 。 ア ラ イ
ン メ ン ト で 同 定 さ れ た ３ つ の 保 存 領 域 に 対 し て プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し た 。 プ ラ イ マ ー の
Ｐ ４ ５ ０ － １ ＋ （ 配 列 番 号 ２ ３ ） お よ び Ｐ ４ ５ ０ － １ ａ ＋ （ 配 列 番 号 ２ ４ ） は Ｉ ヘ リ ッ ク
ス か ら デ ザ イ ン し 、 プ ラ イ マ ー の Ｐ ４ ５ ０ － ２ ＋ （ 配 列 番 号 ２ ５ ） は Ｂ － バ ル ジ お よ び Ｌ
－ ヘ リ ッ ク ス 領 域 か ら デ ザ イ ン し 、 プ ラ イ マ ー の Ｐ ４ ５ ０ － ３ － （ 配 列 番 号 ２ ７ ） は ヘ ム
結 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る 逆 相 補 鎖 と し て デ ザ イ ン し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 つ い で 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り ゲ ノ ム 断 片 を 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の
後 、 反 応 生 成 物 を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 予 期 し た サ イ ズ の 断 片 を 切 り 出 し た 。 Qiaq
uickゲ ル 抽 出 法 （ Qiagen、 サ ン タ ク ラ リ タ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 ） を 用 い て ア ガ ロ ー ス
ゲ ル ス ラ イ ス か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 つ い で 、 PCRscript Ampク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ Strat
agene、 ラ ジ ョ ラ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 ） を 用 い 、 断 片 を PCRscriptベ ク タ ー （ Stratage
ne） に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 挿 入 物 を 含 む コ ロ ニ ー を 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を
含 む １ ～ ２ ｍ ｌ の Ｌ Ｂ ブ ロ ス に ３ ０ ～ ３ ７ ℃ に て １ ６ ～ ２ ４ 時 間 、 ２ ３ ０ ～ ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ
で 選 び 取 っ た 。 Mo Bioミ ニ プ ラ ス ミ ド プ レ プ キ ッ ト （ Mo Bio、 ソ ラ ノ ビ ー チ 、 カ リ フ ォ ル
ニ ア 、 米 国 ） を 用 い て プ ラ ス ミ ド の 単 離 を 行 っ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ お よ び
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シ ー ク エ ン シ ン グ の 鋳 型 と し て 、 お よ び 制 限 消 化 分 析 の た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Applied Biosystems（ フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー 、 カ リ フ ォ
ル ニ ア 、 米 国 ） か ら の Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 ABI
310シ ー ク エ ン サ ー （ Applied Biosystems、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国
） を 用 い て 分 析 し た 。 非 重 複 （ non-redundant） タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス の Altschul, S. 
F.ら 、  215: 403-410 (1990)の プ ロ ト コ ー ル を 用 い 、 挿 入 物 の 配 列 を 用 い て Tb
lastXサ ー チ を 行 っ た 。 既 知 の Ｐ ４ ５ ０ タ ン パ ク 質 に 有 意 の 類 似 性 を 有 す る 独 特 の 配 列 が
保 持 さ れ た 。 こ の ア プ ロ ー チ を 用 い 、 全 部 で ９ つ の 異 な る Ｐ ４ ５ ０ 配 列 が Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４ ７
か ら 、 ７ つ が ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 か ら 、 お よ び ２ つ が ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 同 定 さ れ た 。 ２ つ の Ｐ ４
５ ０ 配 列 が 該 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 で と も に 見 出 さ れ た 。 分 析 し た ５ ０ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン の う ち 、 ２ つ の 配 列 が 優 勢 で あ り 、 そ れ ぞ れ ２ ０ ク ロ ー ン で あ っ た 。 つ い で 、 こ れ
ら ２ つ の 遺 伝 子 を ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 を Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosystems）
を 用 い て 決 定 し 、 ABI310シ ー ク エ ン サ ー を 用 い て 分 析 し た 。 こ の 配 列 を 配 列 番 号 １ に 示 す
。 ４ ０ ４ ア ミ ノ 酸 で 予 想 分 子 量 が ４ ４ .７ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム が ク ロ ー ニ ン グ し た BglII断 片 内 に 認 め ら れ た 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 推
定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ス ト レ プ ト ミ
セ ス ・ テ ン ダ エ の Ｎ ｉ ｋ Ｆ タ ン パ ク 質 （ Bruntner, C.ら 、 1999, Mol. Gen. Genet. 262: 
102-114） と ５ １ ％ の 同 一 性 を 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ カ ー ボ フ ィ ル ス （ S. carbophilus）
の Ｓ ｃ ａ － ２ タ ン パ ク 質 （ Watanabe, I.ら 、 1995, Gene 163: 81-85） と ４ ８ ％ の 同 一 性
を 有 す る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら 両 酵 素 と も に シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ フ ァ ミ リ ー １ ０ ５ に 属
す る 。 す べ て の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の ヘ ム 結 合 ド メ イ ン に 認 め ら れ る 不 変 の シ ス テ イ
ン は 、 残 基 ３ ５ ６ に 見 出 さ れ る 。 こ の エ ポ チ ロ ン Ｂ の 遺 伝 子 を ｅ ｂ ｈ と 命 名 し た 。 ６ ４ ア
ミ ノ 酸 の 推 定 フ ェ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 の Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン は 、 ｅ ｂ ｈ の 停 止 コ ド ン の ９ 塩 基
対 下 流 に 見 出 さ れ る 。 こ の 酵 素 は 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ グ リ セ オ ウ ル ス （ S. griseoulus
） の フ ェ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 （ O'Keefe, D. P.ら 、 1991, Biochemistry 30: 447-455） お よ
び ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ ノ ウ ル セ イ （ S. noursei） の フ ェ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 （ Brautaset, T
.ら 、 2000, Chem. Biol. 7: 395-403） と ５ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。 こ の
フ ェ レ ド キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 配 列 番 号 ３ に 示 し て あ り 、 こ の フ ェ レ ド キ シ ン ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ４ に 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ｅ ｂ ｈ 遺 伝 子 配 列 は ま た 、 他 の 微 生 物 か ら 変 異 体 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 を 単 離 す
る の に も 用 い た 。 本 発 明 の 例 示 的 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ｅ ｂ ｈ ４ ３ ４ ９ １ 、 ｅ ｂ
ｈ １ ４ ９ ３ ０ 、 ｅ ｂ ｈ ５ ３ ６ ３ ０ 、 ｅ ｂ ｈ ５ ３ ５ ５ ０ 、 ｅ ｂ ｈ ３ ９ ４ ４ ４ 、 ｅ ｂ ｈ ４ ３ ３
３ ３ お よ び ｅ ｂ ｈ ３ ５ １ ６ ５ を そ れ ら を 単 離 し た 種 と と も に 下 記 表 １ に 示 す 。 こ れ ら 変 異
体 の 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ３ ６ ～ ４ ２ に そ れ ぞ れ 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

： 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 例 示 的 変 異 体 で あ る ｅ ｂ ｈ ４ ３ ４ ９ １ 、 ｅ ｂ ｈ １ ４ ９ ３ ０ 、 ｅ ｂ ｈ ５ ３ ６ ３ ０ 、 ｅ ｂ ｈ
５ ３ ５ ５ ０ 、 ｅ ｂ ｈ ３ ９ ４ ４ ４ 、 ｅ ｂ ｈ ４ ３ ３ ３ ３ お よ び ｅ ｂ ｈ ３ ５ １ ６ ５ に よ っ て コ ー
ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ４ ３ ～ ４ ９ に そ れ ぞ れ 示 し て あ る 。 表 ２ は 、 こ れ ら 例
示 的 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 置 換 の 要 約 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

： ア ミ ノ 酸 置 換
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 ｅ ｂ ｈ 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 突 然 変 異 を 導 入 し て 、 改 善 さ れ た 収 率 、 お よ び ／ ま
た は バ イ オ コ ン バ ー ジ ョ ン の 速 度 、 お よ び ／ ま た は 変 化 し た 基 質 特 異 性 を 有 す る 突 然 変 異
体 を 同 定 し た 。 本 発 明 の 例 示 的 な 突 然 変 異 体 の 核 酸 配 列 を 配 列 番 号 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ６
０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ お よ び ７ ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 配 列 番 号 ３ ０ の 核 酸 配 列 は 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ５ － １ を コ ー ド し 、 こ の 突 然 変 異 体 は 変
化 し た 基 質 特 異 性 を 示 す 。 こ の 突 然 変 異 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ ｈ ２
５ － １ を 寄 託 し て あ り 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 の も と 、 国 際 寄 託 当 局 に よ り 受 託 さ れ て い
る 。 寄 託 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ １ 月 日 に ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ １ ０ ８ ０ １ 、 ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ブ ー ル バ ー ル 、 マ ナ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア ２ ０ １ １ ０ － ２ ２
０ ９ ） に 対 し て 行 っ た 。 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 は 、 で あ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド へ の 公 的
ア ク セ ス に 対 す る す べ て の 制 限 は 、 こ の 特 許 出 願 が 特 許 さ れ る と 直 ち に 変 更 不 能 に 解 除 さ
れ る で あ ろ う 。 寄 託 は 、 寄 託 日 後 の ３ ０ 年 間 の 期 間 ま た は 最 近 の 試 料 請 求 後 の ５ 年 間 ま た
は 特 許 の 有 効 期 間 の う ち い ず れ か 長 い 期 間 、 公 的 寄 託 機 関 で 維 持 さ れ る で あ ろ う 。 上 記 プ
ラ ス ミ ド は 、 寄 託 の と き に は 生 存 し て い た 。 寄 託 は 、 寄 託 機 関 に よ っ て 生 き た 試 料 を 分 与
す る こ と が で き な い と き に は 置 き 換 え ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 突 然 変 異 ２ ５ の ス ク リ ー ニ ン グ （ プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ｍ ｕ ｔ ２ ５ ｆ （ 配 列 番 号 ５ ８
） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ｍ ｕ ｔ ２ ５ ｒ （ 配 列 番 号 ５ ９ ） ） の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト
ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ S. lividans） 形 質 転 換 体 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ま た は エ ポ チ ロ ン Ｆ と
は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 溶 出 時 間 が 異 な る 産 物 を 生 成 す る こ と が わ か っ た 。 こ の 未 知 の 試 料 を Ｌ Ｃ － Ｍ
Ｓ に よ り 分 析 し た と こ ろ 、 分 子 量 が ５ ２ ３ （ Ｍ .Ｗ .） で あ る こ と が わ か っ た が 、 こ れ は エ
ポ チ ロ ン Ｂ の 単 一 の ヒ ド ロ キ シ ル 化 と 一 致 し て い た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ミ セ
ス ・ リ ビ ダ ン ス の 培 養 液 か ら 単 離 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ
び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た （ 実 施 例 １
７ 参 照 ） 。 予 期 さ れ た 断 片 が 得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム を 用 い て シ ー ク
エ ン シ ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ ２ ５ － １ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な る
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２ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ と が わ か っ た （ ア ス パ ラ ギ ン １ ９ ５ が セ リ ン に 変 わ り 、 セ リ ン
２ ９ ４ が プ ロ リ ン に 変 わ る ） 。 コ ド ン ２ ３ ８ で 突 然 変 異 の た め に タ ー ゲ テ ィ ン グ し た 位 置
は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を も た ら す こ と が わ か っ た が 、 こ れ は タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配
列 の 変 化 と い う 結 果 と は な ら な か っ た 。 配 列 番 号 ３ ０ に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 体 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ３ １ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 配 列 番 号 ３ ２ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ １ ０ － ５ ３ （ 改 善 さ れ た バ イ オ コ ン バ ー
ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 突 然 変 異 １ ０ の ス ク リ ー ニ ン グ （ プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２
９ － ｍ ｕ ｔ １ ０ ｆ （ 配 列 番 号 ５ ４ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ｍ ｕ ｔ １ ０ ｒ （ 配 列 番 号 ５ ５ ） ）
の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス 形 質 転 換 体 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層
高 い 収 率 を も た ら し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス の 培 養 液 か ら
単 離 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番
号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た （ 実 施 例 １ ６ 参 照 ） 。 予 期 さ れ た 断 片 が
得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ １ ０
－ ５ ３ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な る ２ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ
と が わ か っ た （ グ ル タ ミ ン 酸 ２ ３ １ が ア ル ギ ニ ン に 変 わ り 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン １ ９ ０ が チ
ロ シ ン に 変 わ る ） 。 位 置 ２ ３ １ が 突 然 変 異 誘 発 の 標 的 で あ っ た が 、 残 基 １ ９ ０ で の 変 化 は
偶 然 の 変 化 で あ り 、 突 然 変 異 誘 発 法 の 人 工 産 物 で あ る 。 配 列 番 号 ３ ２ に よ っ て コ ー ド さ れ
る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ３ ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 配 列 番 号 ３ ４ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ （ こ れ も 改 善 さ れ た バ イ オ コ
ン バ ー ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 突 然 変 異 ２ ４ の ス ク リ ー ニ ン グ （ プ ラ イ マ ー Ｎ
Ｐ Ｂ ２ ９ － ｍ ｕ ｔ ２ ４ ｆ （ 配 列 番 号 ５ ６ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ｍ ｕ ｔ ２ ４ ｒ （ 配 列 番 号 ５
７ ） ） の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス 形 質 転 換 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６
も ま た 、 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層 高 い 収 率 を も た ら し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ミ セ
ス ・ リ ビ ダ ン ス の 培 養 液 か ら 単 離 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ
び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 予 期 さ れ
た 断 片 が 得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 ｅ
ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な る ２ つ の 突 然 変 異 を
有 す る こ と が わ か っ た （ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ２ ３ ７ が ア ラ ニ ン に 変 わ り 、 イ ソ ロ イ シ ン ９ ２
が バ リ ン に 変 わ る ） 。 位 置 ２ ３ ７ が 突 然 変 異 誘 発 の 標 的 で あ っ た が 、 残 基 ９ ２ で の 変 化 は
偶 然 の 変 化 で あ り 、 突 然 変 異 誘 発 法 の 人 工 産 物 で あ る 。 配 列 番 号 ３ ４ に よ っ て コ ー ド さ れ
る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ３ ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 配 列 番 号 ６ ０ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｄ ８ （ こ れ も 改 善 さ れ た バ イ
オ コ ン バ ー ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 突 然 変 異 ５ ９ の ス ク リ ー ニ ン グ （ プ ラ イ マ
ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ ｍ ｕ ｔ ５ ９ （ 配 列 番 号 ７ ７ ） ） の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ
モ ス ス （ S. rimosus） 形 質 転 換 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｄ ８ も ま た 、 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層 高 い
収 率 を も た ら し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス の 培 養 液 か ら 単 離 し
、 プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９
） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 予 期 さ れ た 断 片 が 得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ
ン シ ン グ シ ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｄ ８ 突 然 変 異 体 は 、
タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な る １ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ と が わ か っ た （ ア ル ギ
ニ ン ６ ７ が グ ル タ ミ ン に 変 わ る ） 。 こ の 変 化 は 、 突 然 変 異 誘 発 法 の 人 工 産 物 で あ る 。 配 列
番 号 ６ ０ に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ６ １ に
示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 配 列 番 号 ６ ２ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｃ １ １ （ こ れ も 改 善 さ れ た バ
イ オ コ ン バ ー ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 突 然 変 異 ５ ９ の ス ク リ ー ニ ン グ （ プ ラ イ
マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ ｍ ｕ ｔ ５ ９ （ 配 列 番 号 ７ ７ ） ） の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・
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リ モ ス ス 形 質 転 換 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｃ １ １ も ま た 、 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層 高 い 収 率 を も た
ら し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス の 培 養 液 か ら 単 離 し 、 プ ラ イ マ
ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 予 期 さ れ た 断 片 が 得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ
ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｃ １ １ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク
質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な る さ ら に ２ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ と が わ か っ た （ ア ラ ニ ン
９ ３ が グ リ シ ン に 変 わ り 、 イ ソ ロ イ シ ン ３ ６ ５ が ト レ オ ニ ン に 変 わ る ） 。 位 置 ９ ３ が 突 然
変 異 誘 発 の 標 的 で あ っ た が 、 ３ ６ ５ で の 変 化 は 突 然 変 異 誘 発 法 の 人 工 産 物 で あ る 。 配 列 番
号 ６ ２ に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ６ ３ に 示
す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 配 列 番 号 ６ ４ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ － １ ６ （ こ れ も 改 善 さ れ た バ
イ オ コ ン バ ー ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 体
の ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス 形 質 転 換 体 ｅ ｂ ｈ ２
４ － １ ６ － １ ６ も ま た 、 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層 高 い 収 率 を も た ら し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を
ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス の 培 養 液 か ら 単 離 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番
号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い
た 。 予 期 さ れ た 断 片 が 得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ
ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ － １ ６ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な
る さ ら に １ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ と が わ か っ た （ バ リ ン １ ０ ６ が ア ラ ニ ン に 変 わ る ） 。
配 列 番 号 ６ ４ に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ６
５ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 配 列 番 号 ６ ６ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ － ７ ４ （ こ れ も 改 善 さ れ た バ
イ オ コ ン バ ー ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 体
の ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス 形 質 転 換 体 ｅ ｂ ｈ ２
４ － １ ６ － ７ ４ も ま た 、 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層 高 い 収 率 を も た ら し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を
ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス の 培 養 液 か ら 単 離 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番
号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い
た 。 予 期 さ れ た 断 片 が 得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ
ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ － ７ ４ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な
る さ ら に １ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ と が わ か っ た （ ア ル ギ ニ ン ８ ８ が ヒ ス チ ジ ン に 変 わ る
） 。 配 列 番 号 ６ ６ に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番
号 ６ ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 配 列 番 号 ６ ８ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － Ｍ １ ８ （ こ れ も 改 善 さ れ た バ イ オ
コ ン バ ー ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 ｅ ｂ ｈ の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン
グ の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス 形 質 転 換 体 ｅ ｂ ｈ Ｍ － １ ８ も ま た 、
エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層 高 い 収 率 を も た ら し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ
ス ス の 培 養 液 か ら 単 離 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２
９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 予 期 さ れ た 断 片 が 得
ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ Ｍ － １
８ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な る ２ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ と が
わ か っ た （ グ ル タ ミ ン 酸 ３ １ が リ シ ン に 変 わ り 、 メ チ オ ニ ン １ ７ ６ が バ リ ン に 変 わ る ） 。
配 列 番 号 ６ ８ に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ６
９ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 配 列 番 号 ７ ２ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｇ ８ （ こ れ も 改 善 さ れ た バ イ
オ コ ン バ ー ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 突 然 変 異 ５ ０ の ス ク リ ー ニ ン グ （ プ ラ イ マ
ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ ｍ ｕ ｔ ５ ０ （ 配 列 番 号 ７ ８ ） ） の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ
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モ ス ス 形 質 転 換 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｇ ８ も ま た 、 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層 高 い 収 率 を も た ら し
た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス の 培 養 液 か ら 単 離 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ
Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 予 期 さ れ た 断 片 が 得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ
ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｇ ８ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な る さ ら に ２ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ と が わ か っ た （ メ チ オ ニ ン １ ７
６ が ア ラ ニ ン に 変 わ り 、 イ ソ ロ イ シ ン １ ３ ０ が ト レ オ ニ ン に 変 わ る ） 。 位 置 １ ７ ６ が 突 然
変 異 誘 発 の 標 的 で あ っ た が 、 １ ３ ０ で の 変 化 は 突 然 変 異 誘 発 法 の 人 工 産 物 で あ る 。 配 列 番
号 ７ ２ に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ７ ３ に 示
す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 配 列 番 号 ７ ４ の 核 酸 配 列 は 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｂ ９ （ こ れ も 改 善 さ れ た バ イ
オ コ ン バ ー ジ ョ ン 収 率 を 示 す ） を コ ー ド す る 。 突 然 変 異 ５ ０ の ス ク リ ー ニ ン グ （ プ ラ イ マ
ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ ｍ ｕ ｔ ５ ０ （ 配 列 番 号 ７ ８ ） ） の 際 に 同 定 さ れ た こ の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ
モ ス ス 形 質 転 換 体 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｂ ９ も ま た 、 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 一 層 高 い 収 率 を も た ら し
た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス の 培 養 液 か ら 単 離 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ
Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 予 期 さ れ た 断 片 が 得 ら れ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ
ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｂ ９ 突 然 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 と な る さ ら に ２ つ の 突 然 変 異 を 有 す る こ と が わ か っ た （ メ チ オ ニ ン １ ７
６ が セ リ ン に 変 わ り 、 ア ラ ニ ン １ ４ ０ が ト レ オ ニ ン に 変 わ る ） 。 位 置 １ ７ ６ が 突 然 変 異 誘
発 の 標 的 で あ っ た が 、 １ ４ ０ で の 変 化 は 突 然 変 異 誘 発 法 の 人 工 産 物 で あ る 。 配 列 番 号 ７ ４
に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ７ ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ れ ら ９ つ の 突 然 変 異 体 遺 伝 子 の プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ ｈ － ２ ４ － １ ６ 、 ｐ Ａ
Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ ｈ － １ ０ － ５ ３ 、 ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ ｈ － ２ ４ － １ ６ ｄ ８ 、 ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４
９ ｅ ｂ ｈ － ２ ４ － １ ６ ｃ １ １ 、 ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ ｈ － １ ６ － １ ６ 、 ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ
ｈ － ２ ４ － １ ６ － ７ ４ 、 ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ ｈ － ２ ４ － １ ６ ｂ ９ 、 ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ ｈ
－ Ｍ １ ８ お よ び ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ｅ ｂ ｈ － ２ ４ － １ ６ ｇ ８ か ら な る 混 合 物 を 寄 託 し て あ り 、
ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 の も と 、 国 際 寄 託 当 局 に よ り 受 託 さ れ て い る 。 寄 託 は 、 ２ ０ ０ ２ 年
１ １ 月 日 に ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ １ ０ ８ ０ １ 、 ユ ニ バ ー
シ テ ィ ー ブ ー ル バ ー ル 、 マ ナ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９ ） に 対 し て 行 っ た 。
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 は 、 で あ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド へ の 公 的 ア ク セ ス に 対 す る す べ て
の 制 限 は 、 こ の 特 許 出 願 が 特 許 さ れ る と 直 ち に 変 更 不 能 に 解 除 さ れ る で あ ろ う 。 寄 託 は 、
寄 託 日 後 の ３ ０ 年 間 の 期 間 ま た は 最 近 の 試 料 請 求 後 の ５ 年 間 ま た は 特 許 の 有 効 期 間 の う ち
い ず れ か 長 い 期 間 、 公 的 寄 託 機 関 で 維 持 さ れ る で あ ろ う 。 上 記 プ ラ ス ミ ド は 、 寄 託 の と き
に は 生 存 し て い た 。 寄 託 は 、 寄 託 機 関 に よ っ て 生 き た 試 料 を 分 与 す る こ と が で き な い と き
に は 置 き 換 え ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 他 の 側 面 に よ れ ば 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ お よ び そ の 変 異
体 お よ び 突 然 変 異 体 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド お よ び フ ェ レ ド キ シ ン ま た は そ の 変 異 体 の 単 離 ポ
リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 配 列 番 号 ２
の ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び こ の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ と 本 質 的 に 同 じ 生 物 学 的 活 性
お よ び ／ ま た は 機 能 を 保 持 し た 断 片 ま た は 変 異 体 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 本 発 明 の 他 の 態
様 に お い て 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び こ の フ ェ レ ド キ シ ン
と 本 質 的 に 同 じ 生 物 学 的 活 性 お よ び ／ ま た は 機 能 を 保 持 し た 断 片 ま た は 変 異 体 を 含 む こ と
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 変 異 体 」 と は 、 配 列 番 号 ２ ま た は ４ と 比 較 し て 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置
換 の あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 配 列 番 号 ２ ま た は ４ と 同 じ 生 物 学 的 活 性 お よ び ／ ま た は 機
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能 を 示 す こ と が 証 明 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と を 意 味 す る 。 「 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換
」 と は 、 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 （ Ａ ｌ ａ 、 Ｖ ａ ｌ 、 Ｌ ｅ ｕ お よ び Ｉ ｌ ｅ な ど ） 、 ヒ ド ロ キ シ ル 残
基 Ｓ ｅ ｒ お よ び Ｔ ｈ ｒ 、 酸 性 残 基 Ａ ｓ ｐ お よ び Ｇ ｌ ｕ 、 お よ び ア ミ ド 残 基 Ａ ｓ ｎ お よ び Ｇ
ｌ ｎ の う ち の あ る ア ミ ノ 酸 を 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 き 換 え る こ と を 含 む こ と を 意 味 す る 。 本 発
明 の 例 示 的 な 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ４ ３ ～ ４ ９ に 示 し て あ り 、 こ れ ら 例 示 的 な
変 異 体 の ア ミ ノ 酸 置 換 は 上 記 の 表 ２ に 記 載 し て あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 突 然 変 異 体 」 と は 、 配 列 番 号 １ ま た は ３ と 比 較 し て 核 酸 の １ ま た は
そ れ 以 上 の 点 変 異 、 ま た は 欠 失 ま た は 付 加 を 有 す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る が
、 配 列 番 号 １ ま た は ３ に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 の 活 性 を 依 然 と し て 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と を 意 味 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 基 質 特 異 性 お よ び ／ ま た
は そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら の 収 率 を 変 え る よ う な 突 然 変 異 を 核 酸 に 生
じ さ せ る 。 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に 関 し て 突 然 変 異 の 好 ま し い 領 域 は 、 該
酵 素 の 活 性 部 位 を 含 む 約 １ １ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 領 域 で あ る 。 同 様 に
好 ま し い の は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 位 置 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ 、 Ａ Ｒ Ｇ ６ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８ 、 Ｉ Ｌ Ｅ
９ ２ 、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ １ ０ ６ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ３ ０ 、 Ａ Ｌ Ａ １ ４ ０ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ
１ ９ ０ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ３ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 ま た は Ｉ Ｌ Ｅ ３ ６ ５ に 少 な く と も
一 つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 突 然 変 異 で あ る 。 本 発 明 の 例 示 的 な 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ５ －
１ 、 ｅ ｂ ｈ １ ０ － ５ ３ 、 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ 、 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｄ ８ 、 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｃ
１ １ 、 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ － １ ６ 、 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ － ７ ４ 、 ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ｇ ８ 、 ｅ ｂ
ｈ ２ ４ － １ ６ ｂ ９ 、 お よ び そ の よ う な 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列
番 号 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ お よ び ７ ５ 、 お よ び
配 列 番 号 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ お よ び ７ ４ に 示
す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 三 次 元 モ デ ル も ま た 、 相 同 タ ン パ ク 質 で あ る Ｅ ｒ ｙ Ｆ
（ Ｐ Ｄ Ｂ コ ー ド １ Ｋ Ｉ Ｎ 鎖 Ａ ） の 既 知 構 造 に 基 づ き 、 Greerら （ Comparative modeling of
 homologous proteins. Methods In Enzymology 202239-52, 1991） 、 Leskら （ Homology 
Modeling: Inferences from Tables of Aligned Sequences. Curr. Op. Struc. Biol. (2
) 242-247, 1992） 、 お よ び Cardozoら （ Homology modeling by the ICM method. Protein
s 23, 403-14, 1995） の 一 般 的 教 示 に 従 っ て 構 築 し た 。 こ れ ら 配 列 の ホ モ ロ ジ ー は ３ ４ ％
で あ る 。 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） と Ｅ ｒ ｙ Ｆ の 配 列 （ Ｐ Ｄ Ｂ
コ ー ド １ Ｋ Ｉ Ｎ 鎖 Ａ ； 配 列 番 号 ７ ６ ） と の ア ラ イ ン メ ン ト を 図 ３ に 示 す 。 Ｅ ｒ ｙ Ｆ と の 配
列 ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ く エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の ホ モ ロ ジ ー モ デ ル を 図 ４ に 示
す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｅ ｒ ｙ Ｆ （ Ｐ Ｄ Ｂ コ ー ド １ Ｊ Ｉ Ｎ ） と 対 比 し た エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ モ デ ル の
エ ネ ル ギ ー プ ロ ッ ト も 作 製 し 、 図 ５ に 示 す 。 ５ １ 残 基 の 平 均 ウ イ ン ド ウ サ イ ズ を あ る 残 基
位 置 で 用 い て 、 該 残 基 を 中 央 位 置 と し た 配 列 に あ る ５ １ 残 基 の エ ネ ル ギ ー の 平 均 を 計 算 し
た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 配 列 に 沿 っ た す べ て の エ ネ ル ギ ー は ０ 未 満 で あ り 、 図 ４ お よ び 付
表 １ に 示 す モ デ ル 構 造 が 妥 当 で あ る こ と を 示 し て い た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 ４ の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の ホ モ ロ ジ ー モ デ ル に 示 す 三 次 元 構 造 は 、 付 表 １
に 示 す 構 造 座 標 に よ っ て 定 め ら れ る 。 「 構 造 座 標 」 と は 、 ホ モ ロ ジ ー モ デ ル の 構 築 か ら 生
成 し た デ カ ル ト 座 標 を い う 。 し か し な が ら 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 あ る
タ ン パ ク 質 に つ い て の 構 造 座 標 の セ ッ ト は 三 次 元 で の 形 状 を 定 め る 点 の 相 対 的 な セ ッ ト で
あ る 。 そ れ ゆ え 、 全 く 異 な る 座 標 の セ ッ ト が 同 様 の ま た は 同 一 の 形 状 を 定 め 得 る こ と が あ
り う る 。 さ ら に 、 異 な る ア ラ イ ン メ ン ト 鋳 型 を 用 い お よ び ／ ま た は ホ モ ロ ジ ー モ デ ル を 生
成 す る 際 に 異 な る 方 法 を 用 い た 同 様 の ホ モ ロ ジ ー モ デ ル の 生 成 か ら 生 じ る よ う に 、 個 々 の
座 標 の 些 細 な 変 化 は 全 体 の 形 状 に は わ ず か な 影 響 し か 及 ぼ さ な い で あ ろ う 。 座 標 に お け る
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変 化 は ま た 、 構 造 座 標 の 数 学 的 操 作 ゆ え に も 生 じ る 。 た と え ば 、 付 表 １ に 示 す 構 造 座 標 は
、 構 造 座 標 の 細 分 化 （ fractionalization） 、 構 造 座 標 の セ ッ ト へ の 整 数 の 加 法 ま た は 減
法 、 構 造 座 標 の 反 転 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 操 作 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 そ れ ゆ え 、 あ る 分 子 ま た は そ の 一 部 が 上 記 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 全 体 ま た は
一 部 と 同 じ と 考 え ら れ る ほ ど に 充 分 に 類 似 し て い る か 否 か を 決 定 す る た め に 種 々 の コ ン ピ
ュ ー タ ー 分 析 が 必 要 で あ る 。 そ の よ う な 分 析 は 、 SYBYLバ ー ジ ョ ン ６ .７ ま た は INSIGHTII
（ Molecular Simulations Inc.、 サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） バ ー ジ ョ ン ２ ０ ０ ０ な ど
の 現 行 の ソ フ ト ウ エ ア ア プ リ ケ ー シ ョ ン で 添 付 の 使 用 者 仕 様 の 記 載 に 従 っ て 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 た と え ば 、 プ ロ グ ラ ム SYBYLの 重 ね 合 わ せ ツ ー ル は 、 異 な る 構 造 間 お よ び 同 じ 構 造 の 異
な る コ ン ホ メ ー シ ョ ン 間 で の 比 較 を 可 能 に す る 。 SYBYLに 用 い ら れ た 構 造 を 比 較 す る た め
の 手 順 は ４ つ の ス テ ッ プ に 分 け ら れ る ： （ １ ） 比 較 す べ き 構 造 を ロ ー デ ィ ン グ す る ； （ ２
） こ れ ら 構 造 に お け る 原 子 の 等 価 性 を 定 め る ； （ ３ ） 適 合 操 作 を 行 う ； つ い で （ ４ ） 結 果
を 分 析 す る 。 各 構 造 を 名 称 に よ り 確 認 す る 。 一 つ の 構 造 を 標 的 （ す な わ ち 、 固 定 し た 構 造
） と し 、 第 二 の 構 造 （ す な わ ち 、 移 動 さ せ る 構 造 ） を ソ ー ス 構 造 と す る 。 SYBYL内 で の 原
子 の 等 価 性 は 使 用 者 の 入 力 に よ っ て 定 め ら れ る の で 、 本 発 明 の こ の 側 面 の 目 的 の た め に は
、 等 価 な 原 子 は 比 較 し た ２ つ の 構 造 間 の す べ て の 保 存 さ れ た 残 基 に つ い て の タ ン パ ク 質 骨
格 原 子 （ Ｎ 、 Ｃ α 、 Ｃ お よ び Ｏ ） と し て 定 め る こ と に す る 。 さ ら に 、 リ ジ ッ ド な 適 合 操 作
の み を 考 慮 す る 。 リ ジ ッ ド な 適 合 法 を 使 用 す る 場 合 は 、 作 業 し て い る 構 造 を 平 行 移 動 さ せ
、 回 転 さ せ て 標 的 構 造 と の 最 適 の 適 合 が 得 ら れ る よ う に す る 。 適 合 操 作 は 、 等 価 な 原 子 の
特 定 し た ペ ア の 適 合 の 二 乗 平 均 差 が 絶 対 的 な 最 小 値 と な る よ う 、 移 動 さ せ る 構 造 に 適 用 す
べ き 最 適 の 平 行 移 動 お よ び 回 転 を 計 算 す る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 。 こ の 数 字 （ オ ン グ ス ト
ロ ー ム で 与 え ら れ る ） は SYBYLに よ り 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 付 表 １ に 列 挙 し た 構 造 座 標 に よ っ て 記 載 さ れ た 対 応 骨 格 原 子
上 で 重 ね 合 わ せ た と き に 、 保 存 さ れ た 残 基 骨 格 原 子 （ Ｎ 、 Ｃ α 、 Ｃ お よ び Ｏ ） の 二 乗 平 均
偏 差 が 約 ４ .０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 未 満 で あ る エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の ホ モ ロ ジ ー
モ デ ル は す べ て 同 一 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 二 乗 平 均 偏 差 は 約 ３ .０ オ
ン グ ス ト ロ ー ム 未 満 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 二 乗 平 均 偏 差 は 約 ２ .０ オ ン グ ス ト ロ ー
ム 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 付 表 １ に 列 挙 し た 構 造 座 標 に よ っ て 記 載 さ れ た 対 応 骨 格 原 子
上 で 重 ね 合 わ せ た と き に 、 保 存 さ れ た 残 基 骨 格 原 子 （ Ｎ 、 Ｃ α 、 Ｃ お よ び Ｏ ） の 二 乗 平 均
偏 差 が 約 ２ .０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 未 満 で あ る エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の ホ モ ロ ジ ー
モ デ ル は す べ て 同 一 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 二 乗 平 均 偏 差 は 約 １ .０ オ
ン グ ス ト ロ ー ム 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 骨 格 原 子 が 他 の 元 素 で 置 換 さ れ 、 対 応 の 骨 格 原 子 上 で 重 ね
合 わ せ た と き に 低 い 二 乗 平 均 偏 差 を 有 す る 構 造 モ デ ル は 同 一 で あ る と 考 え ら れ る 。 た と え
ば 、 も と の 骨 格 炭 素 原 子 、 お よ び ／ ま た は 窒 素 原 子 、 お よ び ／ ま た は 酸 素 原 子 が 他 の 元 素
で 置 換 さ れ て お り 、 付 表 １ に 列 記 す る 構 造 座 標 に よ っ て 記 載 さ れ た 対 応 の 骨 格 原 子 上 で 重
ね 合 わ せ た と き に 約 ４ .０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 、 好 ま し く は 約 ３ .０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 、 さ ら
に 一 層 好 ま し く は 約 ２ オ ン グ ス ト ロ ー ム 未 満 の 二 乗 平 均 偏 差 を 有 す る ホ モ ロ ジ ー モ デ ル は
同 一 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 二 乗 平 均 偏 差 」 と は 、 平 均 か ら の 偏 差 の 二 乗 の 算 術 平 均 の 平 方 根 を 意 味 す る 。 そ れ は
、 ト レ ン ド ま た は 対 象 か ら の 偏 差 ま た は 変 異 を 表 現 す る た め の 一 つ の 方 法 で あ る 。 本 発 明
の 目 的 の た め に は 、 「 二 乗 平 均 偏 差 」 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 構 造 座 標 に よ っ て 定 め ら れ
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る 複 合 体 の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 部 分 の 骨 格 の 関 連 部 分 か ら の タ ン パ ク 質 の 骨 格
の 変 異 を 定 め る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 ホ モ ロ ジ ー モ デ ル に よ っ て 具 体 化 さ れ る よ う に 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ
ー ゼ の さ ら な る 突 然 変 異 体 の 構 造 ベ ー ス の デ ザ イ ン を 可 能 に す る 。 た と え ば 、 本 発 明 の ホ
モ ロ ジ ー モ デ ル を 用 い 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 結 合 部 位 の １ ０ オ ン グ ス ト ロ ー
ム 内 に 存 在 す る 残 基 が 今 や 定 め ら れ た 。 こ れ ら 残 基 は 、 付 表 １ に 示 す よ う に 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ９
、 Ｇ Ｌ Ｎ ４ ３ 、 Ａ Ｌ Ａ ４ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ５ ７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ５ ８ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ６ ２ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ６ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ
６ ４ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ５ 、 Ａ Ｓ Ｐ ６ ６ 、 Ａ Ｒ Ｇ ６ ７ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ６ ８ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ７ ４ 、 Ｍ
Ｅ Ｔ ７ ５ 、 Ｖ Ａ Ｌ ７ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ７ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ７ ８ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ７ ９ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ８ ０ 、 Ａ Ｓ Ｐ ８ ４
、 Ｌ Ｙ Ｓ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ８ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ９ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ
９ １ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２ 、 Ａ Ｌ Ａ ９ ３ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ９ ４ 、 Ａ Ｓ Ｐ ９ ５ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ９ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ０ ３ 、
Ｐ Ｈ Ｅ １ １ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ １ ５ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ６ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ １ ７ ０ 、 Ｃ Ｙ Ｓ １ ７ ２ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７
３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ７ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｌ Ｅ Ｕ １ ７ ７ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ８ 、 Ａ Ｒ Ｇ
１ ７ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ １ ９ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ ２ ３ ３ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ３ ４ 、 Ｌ
Ｅ Ｕ ２ ３ ５ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ３ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ８ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ４ ０
、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ４ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ４ ３ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ２ ４ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ４ ５ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２
４ ６ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ７ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ８ 、 Ａ Ｓ Ｎ ２ ４ ９ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ８ ３ 、 Ｔ Ｈ
Ｒ ２ ８ ７ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ８ ８ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ８ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ９ ０ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ２ 、
Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ２ ９ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ ２ ９ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ９ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ７ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９
８ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ １ ４ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ １ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ６ 、 Ｖ Ａ Ｌ
３ ４ ４ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ４ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ６ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ４ ７ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ８ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ５ ０ 、 Ｈ
Ｉ Ｓ ３ ５ １ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｓ ３ ５ ３ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ５ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ５ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ６
、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ５ ８ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ５ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ ６ ２ 、 Ｌ Ｙ Ｓ ３ ８ ９ 、 Ａ Ｓ Ｐ ３ ９ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ３
９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ３ ９ ３ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ３ ９ ４ お よ び Ｔ Ｙ Ｒ ３ ９ ５ を 含 む 。 こ れ ら 位 置 の １ ま た は そ
れ 以 上 に 突 然 変 異 を 有 す る 突 然 変 異 体 は 変 化 し た 生 物 学 的 機 能 お よ び ／ ま た は 特 異 性 を 示
す こ と が 予 期 さ れ 、 そ れ ゆ え 本 発 明 の 好 ま し い 突 然 変 異 体 の 他 の 態 様 を 構 成 す る 。 好 ま し
い 突 然 変 異 体 の 他 の 態 様 は 、 該 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 骨 格 原 子 か ら の 二 乗 平 均
偏 差 が 約 ４ .０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 下 で あ る 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ホ モ ロ ジ ー モ デ ル ま た は そ の 部 分 の 構 造 座 標 は 、 機 械 読
み 取 り 可 能 な 記 憶 媒 体 に 入 れ て お く 。 そ の よ う な デ ー タ は 、 医 薬 の 発 見 な ど の 種 々 の 目 的
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 付 表 １ に 示 す 構 造 座 標 で コ ー ド し た デ ー タ 記 憶 材 料 を 含
む 機 械 読 み 取 り 可 能 な デ ー タ 記 憶 媒 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 三 次 元 モ デ ル 構 造 は ま た 、 生 物 学 的 機 能 の モ デ ュ レ ー
タ ー お よ び 該 酵 素 の 潜 在 的 な 基 質 を 同 定 す る の に 用 い る こ と も で き る 。 そ の よ う な モ デ ュ
レ ー タ ー を 同 定 す る の に 種 々 の 方 法 ま た は そ の 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 た と え ば 、 付 表 １ に 従 い 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 結 合 部 位 に 空 間 的 に 適 合 す
る 被 験 化 合 物 を モ デ ル 化 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 の Ｌ Ｅ Ｕ ３ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ４ ３ 、 Ａ Ｌ Ａ
４ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ５ ７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ５ ８ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ６ ２ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ６ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ４ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ５ 、 Ａ
Ｓ Ｐ ６ ６ 、 Ａ Ｒ Ｇ ６ ７ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ６ ８ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ６ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ７ ４ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ７ ５ 、 Ｖ Ａ Ｌ ７ ６
、 Ａ Ｌ Ａ ７ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ７ ８ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ７ ９ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ８ ０ 、 Ａ Ｓ Ｐ ８ ４ 、 Ｌ Ｙ Ｓ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ
８ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ８ ７ 、 Ａ Ｒ Ｇ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ９ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ９ １ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ９ ２ 、 Ａ
Ｌ Ａ ９ ３ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ９ ４ 、 Ａ Ｓ Ｐ ９ ５ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ９ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ０ ３ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ １ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ
１ ５ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ６ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｎ １ ７ ０ 、 Ｃ Ｙ Ｓ １ ７ ２ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ４ 、 Ａ
Ｒ Ｇ １ ７ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ １ ７ ６ 、 Ｌ Ｅ Ｕ １ ７ ７ 、 Ｓ Ｅ Ｒ １ ７ ８ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ７ ９ 、 Ａ Ｒ Ｇ １ ８ ６
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、 Ｐ Ｈ Ｅ １ ９ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ １ ９ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ ２ ３ ３ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ３ ４ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ５ 、 Ａ Ｌ Ａ ２
３ ６ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ３ ７ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ８ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ３ ９ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ４ ０ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ４ １ 、 Ａ Ｌ
Ａ ２ ４ ２ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ２ ４ ３ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ２ ４ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ４ ５ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ６ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ４ ７ 、
Ａ Ｌ Ａ ２ ４ ８ 、 Ａ Ｓ Ｎ ２ ４ ９ 、 Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ ０ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ ８ ３ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ８ ７ 、 Ｉ Ｌ Ｅ ２ ８
８ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ８ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ２ ９ ０ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ １ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｒ
２ ９ ４ 、 Ａ Ｒ Ｇ ２ ９ ５ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ２ ９ ６ 、 Ａ Ｌ Ａ ２ ９ ７ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ２ ９ ８ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ １ ２ 、 Ｇ
Ｌ Ｙ ３ １ ３ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ １ ４ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ １ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ １ ６ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ４ ４ 、 Ａ Ｌ Ａ ３ ４ ５
、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ６ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ４ ７ 、 Ｐ Ｈ Ｅ ３ ４ ８ 、 Ｖ Ａ Ｌ ３ ５ ０ 、 Ｈ Ｉ Ｓ ３ ５ １ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３
５ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｓ ３ ５ ３ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ５ ４ 、 Ｇ Ｌ Ｙ ３ ５ ５ 、 Ｇ Ｌ Ｎ ３ ５ ６ 、 Ｌ Ｅ Ｕ ３ ５ ８ 、 Ａ Ｌ
Ａ ３ ５ ９ 、 Ｇ Ｌ Ｕ ３ ６ ２ 、 Ｌ Ｙ Ｓ ３ ８ ９ 、 Ａ Ｓ Ｐ ３ ９ １ 、 Ｓ Ｅ Ｒ ３ ９ ２ 、 Ｔ Ｈ Ｒ ３ ９ ３ 、
Ｉ Ｌ Ｅ ３ ９ ４ お よ び Ｔ Ｙ Ｒ ３ ９ ５ に よ っ て 定 め ら れ る エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 結
合 領 域 の １ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 内 の ア ミ ノ 酸 の 構 造 座 標 、 お よ び 配 位 結 合 し た ヘ ム 基 Ｈ
Ｅ Ｍ １ も ま た 、 そ の よ う な モ デ ュ レ ー タ ー の 所 望 の 構 造 的 お よ び 化 学 的 な 特 徴 を 同 定 す る
の に 用 い る こ と が で き る 。 同 定 し た 構 造 的 な ま た は 化 学 的 な 特 徴 は 、 つ い で 潜 在 的 な エ ポ
チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の リ ガ ン ド と し て の 化 合 物 を デ ザ イ ン ま た は 選 択 す る の に 用 い
る こ と が で き る 。 構 造 的 お よ び 化 学 的 な 特 徴 と は 、 共 有 結 合 、 フ ァ ン デ ア ワ ー ル ス 相 互 作
用 、 水 素 結 合 相 互 作 用 、 電 荷 相 互 作 用 、 疎 水 性 相 互 作 用 、 お よ び 双 極 子 相 互 作 用 を 含 む こ
と を 意 味 す る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。 つ い で 、 潜 在 的 な エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ リ ガ ン ド と し て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 合 成 し 、 被 験 化 合 物 の エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ へ の 結 合 を 特 徴 と す る ア ッ セ イ に お い て 、 ま た は 小 さ な 分 子 の 存 在 下 で プ ロ テ
ア ー ゼ 標 的 を 変 調 す る エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 能 力 を 特 徴 付 け る こ と で 、 ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 潜 在 的 な エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ リ ガ ン ド の ス ク リ ー
ニ ン グ に 有 用 な ア ッ セ イ の 例 と し て は 、 イ ン シ リ コ （ in silico） ス ク リ ー ニ ン グ 、 イ ン
ビ ト ロ ア ッ セ イ お よ び 高 処 理 量 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の 開 示 に よ り 当 業 者 に よ り 理 解 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 他 の 構 造 ベ ー ス の デ ザ イ ン 法
を 用 い る こ と が で き る 。 種 々 の コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る 構 造 ベ ー ス の デ ザ イ ン 法 が 当 該 技 術
分 野 で 開 示 さ れ て い る 。 た と え ば 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 配 列 お よ び エ ポ チ ロ
ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 構 造 （ す な わ ち 、 付 表 １ に 示 す エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の
原 子 座 標 お よ び ／ ま た は 上 記 で 示 し た 結 合 領 域 の １ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム 内 の 原 子 座 標 ） を
入 力 す る こ と の で き る 多 く の コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ シ ス テ ム が 利 用 で き る 。 つ い で 、
こ の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の こ れ ら 領 域 の 構 造 上 の 詳 細 を 生 成 し
て 潜 在 的 な モ デ ュ レ ー タ ー の 相 補 的 な 構 造 の 詳 細 を 決 定 で き る よ う に す る 。 こ れ ら モ デ リ
ン グ シ ス テ ム に お け る デ ザ イ ン は 、 一 般 に エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ に 物 理 的 お よ び
構 造 的 に 結 合 す る こ と の で き る 化 合 物 に 基 づ い て い る 。 さ ら に 、 該 化 合 物 は 、 エ ポ チ ロ ン
Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ と の 結 合 を 可 能 に す る コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と る こ と が で き な け れ ば な
ら な い 。 幾 つ か の モ デ リ ン グ シ ス テ ム で は 、 実 際 に 合 成 お よ び 試 験 す る 前 に 潜 在 的 な エ ポ
チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 基 質 ま た は モ デ ュ レ ー タ ー の 潜 在 的 な 抑 制 作 用 ま た は 結 合 作
用 を 評 価 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 所 定 の タ ン パ ク 質 標 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 化 学 物 質 ま た は 断 片 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 も ま た よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ ら 方 法 は 、 し ば し ば コ ン ピ ュ ー タ ー ス ク リ ー ン 上 で
結 合 部 位 を 目 で 調 べ る こ と か ら 開 始 す る 。 つ い で 、 選 択 し た 断 片 ま た は 化 学 物 質 を エ ポ チ
ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 結 合 領 域 に 位 置 付 け る 。 ド ッ キ ン グ を INSIGHTII、 QUANTAお よ
び SYBYLな ど の ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 行 い 、 つ い で MMFF、 CHARMMお よ び AMBERな ど の 標 準 分
子 機 械 力 場 を 用 い て エ ネ ル ギ ー の 最 小 化 お よ び 分 子 動 力 学 を 行 う 。 本 発 明 に お い て 有 用 な
化 学 断 片 ま た は 化 学 物 質 の 選 択 の 助 け と な る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム の 例 と し て は 、 GR
ID（ Goodford、 1985） 、 AUTODOCK（ Goodsell、 1990） お よ び DOCK（ Kuntzら 、 1982） が 挙
げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 好 ま し い 化 学 物 質 ま た は 断 片 を 選 択 し た ら 、 お 互 い 同 士 お よ び エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ
ラ ー ゼ と の 関 係 を 視 覚 化 す る こ と が で き 、 つ い で 単 一 の 潜 在 的 な モ デ ュ レ ー タ ー に 組 み 立
て る こ と が で き る 。 個 々 の 化 学 物 質 を 組 み 立 て る の に 有 用 な プ ロ グ ラ ム と し て は 、 CAVEAT
（ Bartlettら 、 1989） お よ び ３ Ｄ デ ー タ ベ ー ス シ ス テ ム （ Martin、 1992） が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 別 法 と し て 、 空 白 の 結 合 部 位 を 用 い る か ま た は 既 知 の イ ン ヒ ビ タ ー の 一 部 を 含 め て デ ノ
ボ で 化 合 物 を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の デ ザ イ ン 法 と し て は 、 LUDI（ Bohm
、 1992） お よ び LeapFrog（ Tripos Inc.、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ ） が 挙 げ ら れ る が 、 こ
れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 DOCK（ Kuntzら 、 1982） な ど の プ ロ グ ラ ム を ホ モ ロ ジ ー モ デ ル か ら の 原 子 座 標 で 用 い て
、 活 性 部 位 中 の 結 合 領 域 に 潜 在 的 に 結 合 し 、 そ れ ゆ え 合 成 お よ び 試 験 に 適 し た 候 補 で あ る
潜 在 的 な リ ガ ン ド を デ ー タ ベ ー ス ま た は 仮 想 デ ー タ ベ ー ス か ら 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 お よ び エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー
ゼ ま た は そ の 活 性 な 断 片 お よ び 該 酵 素 の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異 体 お よ び ／ ま た は フ ェ レ ド
キ シ ン ま た は そ の 活 性 な 断 片 を 産 生 す べ く 本 発 明 の ベ ク タ ー で 遺 伝 子 操 作 し た 宿 主 細 胞 も
本 発 明 で 提 供 さ れ る 。 一 般 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 維 持 、 増 殖 ま た は 発 現 し て こ れ ら ポ リ
ペ プ チ ド を 宿 主 細 胞 で 産 生 す る の に 適 し た い か な る ベ ク タ ー も こ の 観 点 か ら 発 現 に 用 い る
こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の 側 面 に よ れ ば 、 ベ ク タ ー は 、 た と え ば 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 、 ま た は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て よ い 。 ベ ク タ ー は 染 色 体 外 の も の で あ っ て よ く 、 ま た は 宿 主 染
色 体 に 組 み 込 む べ く デ ザ イ ン し た も の で あ っ て よ い 。 そ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 染 色
体 由 来 、 エ ピ ソ ー ム 由 来 お よ び ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー 、 た と え ば 、 細 菌 プ ラ ス ミ ド 、 バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 酵 母 エ ピ ソ ー ム 、 酵 母 染 色 体 配 列 、 お よ び ウ イ ル ス （ バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス
、 偽 狂 犬 病 ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス な ど ） 由 来 の ベ ク タ ー 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合
わ せ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 た と え ば プ ラ ス ミ ド と バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 配 列 、 コ ス
ミ ド と フ ァ ー ジ ミ ド に 由 来 す る ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 原 核 生 物 宿 主 に 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２
Ｔ 、 ｐ Ｕ Ｃ ベ ク タ ー 、 ｐ Ｅ Ｔ ベ ク タ ー 、 Ｃ ｏ ｌ Ｅ １ 、 ｐ Ｃ Ｒ １ 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ｐ Ｍ Ｂ ９
、 ｐ Ｃ Ｗ 、 ｐ Ｂ Ｍ Ｓ ２ ０ ０ 、 ｐ Ｂ Ｍ Ｓ ２ ０ ２ ０ 、 Ｐ Ｉ Ｊ １ ０ １ 、 Ｐ Ｉ Ｊ ７ ０ ２ 、 ｐ Ａ Ｎ Ｔ
８ ４ ９ 、 ｐ Ｏ Ｊ ２ ６ ０ 、 ｐ Ｏ Ｊ ４ ４ ６ 、 ｐ Ｓ Ｅ Ｔ １ ５ ２ 、 ｐ Ｋ Ｃ １ １ ３ ９ 、 ｐ Ｋ Ｃ １ ２ １
８ 、 ｐ Ｆ Ｄ ６ ６ ６ お よ び そ れ ら の 誘 導 体 を 含 む 、 大 腸 菌 、 バ シ ラ ス ま た は ス ト レ プ ト ミ セ
ス か ら の も の な ど の 細 菌 プ ラ ス ミ ド 、 広 宿 主 範 囲 プ ラ ス ミ ド 、 た と え ば 、 Ｒ Ｐ ４ 、 フ ァ ー
ジ Ｄ Ｎ Ａ 、 た と え ば 、 フ ァ ー ジ ラ ム ダ の 多 数 の 誘 導 体 、 た と え ば Ｎ Ｍ ９ ８ ９ 、 λ Ｇ Ｔ １ ０
お よ び λ Ｇ Ｔ １ １ 、 お よ び 他 の フ ァ ー ジ 、 た と え ば Ｍ １ ３ お よ び 繊 維 状 一 本 鎖 フ ァ ー ジ Ｄ
Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 酵 母 に 使 用 す る た め の 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に 、 酵 母 に 使 用 す る の に 適 し た 複 製
起 点 、 お よ び 酵 母 で 機 能 性 の 選 択 マ ー カ ー を 含 ん で い る で あ ろ う 。 本 発 明 に お い て 有 用 な
酵 母 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 酵 母 組 み 込 み 型 プ ラ ス ミ ド （ た と え ば 、 Ｙ Ｉ ｐ ５ ） お よ び 酵
母 自 己 複 製 型 プ ラ ス ミ ド （ Ｙ Ｒ ｐ お よ び Ｙ Ｅ ｐ 系 列 プ ラ ス ミ ド ） 、 酵 母 動 原 体 プ ラ ス ミ ド
（ Ｙ Ｃ ｐ 系 列 プ ラ ス ミ ド ） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ Ｙ Ａ Ｃ ） （ Ｙ Ｌ ｐ と 称 す る 酵 母 の 線 状 プ ラ
ス ミ ド 、 ｐ Ｇ Ｐ Ｄ － ２ 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド お よ び そ の 誘 導 体 に 基 づ く ） 、 お よ び Gietzら 、 G
ene, 74: 527-34 (1988)に 記 載 さ れ て い る も の （ Ｙ Ｉ ｐ ｌ ａ ｃ 、 Ｙ Ｅ ｐ ｌ ａ ｃ お よ び Ｙ Ｃ
ｐ ｌ ａ ｃ ） の よ う な 改 良 さ れ た シ ャ ト ル ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の
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で は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 組 換 え 発 現 に 有 用 な 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 複 製 起 点 、 た と え ば Ｓ Ｖ ４ ０ 複 製 起
点 （ Ｃ Ｏ Ｓ １ 細 胞 や Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 な ど の 大 き な Ｔ 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 株 で の 複 製 用 ） 、 パ
ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 複 製 起 点 、 ま た は 長 期 エ ピ ソ ー ム 複 製 の た め の Ｅ Ｂ Ｖ 複 製 起 点 （ た と え
ば 、 Ｅ Ｂ Ｖ  Ｅ Ｂ Ｎ Ａ － １ 遺 伝 子 産 物 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス Ｅ １ Ａ を 構 成 的 に 発 現 す る ２
９ ３ － Ｅ Ｂ Ｎ Ａ 細 胞 で の 使 用 の た め ） を 含 ん で い て よ い 。 哺 乳 動 物 細 胞 で の 発 現 は 、 ｐ Ｓ
Ｖ ２ 、 ｐ Ｂ Ｃ １ ２ Ｂ Ｉ 、 お よ び ｐ ９ １ ０ ２ ３ 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー 、 並 び に 溶 菌 ウ イ ル ス
ベ ク タ ー （ た と え ば 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ）
、 エ ピ ソ ー ム ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ た と え ば 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス ） 、 お よ び レ ト ロ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー （ た と え ば 、 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス ） を 含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は
な い ） 様 々 な プ ラ ス ミ ド を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 昆 虫 細 胞 に 有 用 な ベ ク タ ー と し て は
、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び ｐ Ｖ Ｌ ９ ４ １ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 指 令 す る 適 当 な プ ロ モ ー タ ー の 選 択 お よ び 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 は よ く
知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 一 般 に 、 発 現 構 築 物 は 転 写 の 開 始 お よ び 終 止 の た め の 部 位
、 お よ び 転 写 さ れ た 領 域 中 に 翻 訳 の た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 ん で い る で あ ろ う 。 構
築 物 に よ っ て 発 現 さ れ た 成 熟 転 写 物 の コ ー ド 部 分 は 、 始 め に 翻 訳 開 始 コ ド ン 、 お よ び 翻 訳
す べ き ポ リ ペ プ チ ド の 末 端 に ほ ぼ 位 置 し て 終 止 コ ド ン を 含 ん で い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 原 核 生 物 に 有 用 な プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば 、 フ ァ
ー ジ ラ ム ダ ｐ Ｌ プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｒ ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー と ｌ ａ ｃ プ ロ モ
ー タ ー と に 由 来 す る ハ イ ブ リ ッ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ Ａ Ｃ ま た は
Ｔ Ｒ Ｃ 系 、 フ ァ ー ジ ラ ム ダ の 主 要 オ ペ レ ー タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 ｆ ｄ コ ー ト タ ン
パ ク 質 の 制 御 領 域 、 ｓ ｎ ｐ Ａ プ ロ モ ー タ ー 、 ｍ ｅ ｌ Ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 ｅ ｒ ｍ Ｅ ＊ プ ロ モ ー
タ ー ま た は ａ ｒ ａ Ｂ Ａ Ｄ オ ペ ロ ン が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。 酵 母
に 有 用 な プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 Ｃ Ｙ Ｃ １ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｇ Ａ Ｌ １ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｇ
Ａ Ｌ １ ０ プ ロ モ ー タ ー 、 Ａ Ｄ Ｈ １ プ ロ モ ー タ ー 、 酵 母 α － 交 配 系 （ α -mating system） の
プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び Ｇ Ｐ Ｄ プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な
い 。 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー で 日 常 的 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 Ｃ Ｍ Ｖ 前 所
期 プ ロ モ ー タ ー 、 Ｈ Ｓ Ｖ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 初 期 お よ び 後 期 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ
ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ の プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ）
由 来 の も の 、 お よ び メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン Ｉ
プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー は 、 感 染 、 形 質 導 入 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン
ス ベ ク シ ョ ン （ transvection） お よ び 形 質 転 換 を 含 む よ く 知 ら れ た 技 術 の い ず れ を 用 い て
も 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 単 独 で 、 ま た は 、 た と え ば
選 択 マ ー カ ー ま た は フ ェ レ ド キ シ ン レ ダ ク タ ー ゼ を コ ー ド す る さ ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
と と も に 宿 主 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ お よ び フ ェ レ ド キ シ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 。
種 々 の 発 現 構 築 物 の た め の 宿 主 細 胞 が よ く 知 ら れ て お り 、 当 業 者 は 本 発 明 の こ の 側 面 に 従
っ て エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ お よ び ／ ま た は フ ェ レ ド キ シ ン を 発 現 す る た め の 宿 主
細 胞 を 日 常 的 に 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 哺 乳 動 物 発 現 系 の 例 と し て
は 、 Ｃ １ ２ ７ 、 ３ Ｔ ３ 、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 ヒ ト 腎 臓 ２ ９ ３ お よ び Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 株 、 お よ び
サ ル 腎 臓 繊 維 芽 細 胞 の Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 株 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 別 法 と し て 、 本 明 細 書 に お い て 例 示 す る よ う に 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ お よ び
フ ェ レ ド キ シ ン を 微 生 物 中 で 組 換 え に よ り 発 現 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ７ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 単 独 ま た は エ ポ チ ロ ン Ｂ
ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を フ ェ レ ド キ シ ン と と も に 発 現 し 、 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 す る 化 合 物 、 と
り わ け エ ポ チ ロ ン を ヒ ド ロ キ シ ル 化 し て 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 を 有 す る 化 合 物 を 生 成
す る こ と の で き る 、 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 に 関 す る 。 組 換 え に よ り 生 成 す る 微 生 物
は 、 細 菌 細 胞 な ど の 細 胞 を エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む プ
ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 す る こ と に よ り 生 成 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド
ロ キ シ ラ ー ゼ ま た は そ の 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 と エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 下 流 に 位 置 す る フ ェ レ ド キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と を 含 む プ ラ ス
ミ ド で 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。 こ れ ら プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し て 本 発 明 の 組 換 え 微 生 物 を 生
成 す る こ と の で き る 微 生 物 の 例 と し て は 、 大 腸 菌 、 バ シ ラ ス ・ メ ガ テ リ ウ ム （ Bacillus m
egaterium） 、 ア ミ コ ラ ト プ シ ス ・ オ リ エ ン タ リ ス 、 ソ ラ ン ジ ウ ム ・ セ ル ロ ス ム 、 ロ ド コ
ッ カ ス ・ エ リ ス ロ ポ リ ス （ Rhodococcus erythropolis） 、 お よ び ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ
ダ ン ス 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ ビ ル ジ ニ エ （ Streptomyces virginiae） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス
・ ベ ネ ズ エ レ （ Streptomyces venezuelae） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ ア ル ブ ス （ Streptomyce
s albus） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ コ エ リ コ ロ ー ル （ Streptomyces coelicolor） 、 ス ト レ プ
ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス お よ び ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ グ リ セ ウ ス （ Streptomyces griseus） な ど
の ス ト レ プ ト ミ セ ス 種 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 は 、 末 端 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 を 含 む 化 合 物 、 と
り わ け エ ポ チ ロ ン の 産 生 の た め の 微 生 物 プ ロ セ ス ま た は 方 法 に 有 用 で あ る 。 一 般 に 、 ヒ ド
ロ キ シ ア ル キ ル 含 有 生 成 物 は 、 資 化 し う る 炭 素 お よ び 窒 素 源 を 含 む 水 性 栄 養 培 地 中 の 適 当
な 基 質 の 存 在 下 、 水 中 の 好 気 性 条 件 下 で 末 端 炭 素 原 子 ま た は ア ル キ ル を 選 択 的 に ヒ ド ロ キ
シ ル 化 す る こ と の で き る 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 ま た は 該 微 生 物 か ら の 酵 素 を 培 養 す
る こ と に よ り 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 基 質 と し て 用 い る 適 当 な エ ポ チ ロ ン は 、 本 発 明 の 酵 素 的 ヒ ド ロ キ シ ル 化
を 受 け る こ と の で き る 末 端 炭 素 原 子 ま た は 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 す る そ の よ う な 化 合 物 で あ
れ ば い か な る も の で あ っ て も よ い 。 出 発 物 質 、 す な わ ち 基 質 は 、 ソ ラ ン ジ ウ ム ・ セ ル ロ ス
ム な ど の 天 然 源 か ら 単 離 す る こ と も で き る し 、 ま た は 合 成 に よ り 生 成 し た エ ポ チ ロ ン で あ
っ て も よ い 。 末 端 炭 素 原 子 ま た は 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 し 酵 素 的 ヒ ド ロ キ シ ル 化 を 受 け る こ
と の で き る 他 の 基 質 を 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に よ っ て 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、
コ ン パ ク チ ン を 基 質 と し て 用 い る こ と が で き 、 こ れ は ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ れ る と 化 合 物 プ ラ
バ ス タ チ ン を 生 成 す る 。 ア ク チ ノ マ デ ュ ラ （ Actinomadura） 株 に よ り コ ン パ ク チ ン を ヒ ド
ロ キ シ ル 化 し て プ ラ バ ス タ チ ン を 生 成 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ５ ,９ ４ ２ ,４ ２ ３ 号 お よ び
同 第 ６ ,２ ７ ４ ,３ ６ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 た と え ば 、 本 発 明 の 組 換 え 微 生 物 を 用 い 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ９ ２ ７ ６ 、 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９
／ ４ ６ ８ ,８ ５ ４ 号 （ １ ９ ９ ９ 年 １ ２ 月 ２ １ 日 出 願 ） （ そ の 本 文 を 、 あ た か も 詳 細 に 示 す
ご と く 本 明 細 書 中 に 引 用 す る ） の 記 載 に 従 っ て 少 な く と も １ の エ ポ チ ロ ン を 調 製 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 下 記 式 Ｉ ：
Ｈ Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － （ Ａ １ ） ｎ － （ Ｑ ） ｍ － （ Ａ ２ ） ｏ － Ｅ 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 Ａ １ お よ び Ａ ２ は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 任 意 に 置 換 さ れ た Ｃ １ － Ｃ ３ ア ル キ ル お よ び
ア ル ケ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ；
Ｑ は 、 １ ～ ３ の 環 お よ び 少 な く と も １ の 環 中 に 少 な く と も 一 つ の 炭 素 － 炭 素 二 重 結 合 を 含
む 任 意 に 置 換 さ れ た 環 系 ；
ｎ 、 ｍ お よ び ｏ は 、 ０ お よ び １ よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 整 数 、 そ の 際 、 ｍ ま た は ｎ ま た は
ｏ の 少 な く と も 一 つ は １ で あ る ； お よ び
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Ｅ は エ ポ チ ロ ン コ ア で あ る ） に 示 す エ ポ チ ロ ン を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 下 記 式 II：
Ｃ Ｈ ３ － （ Ａ １ ） ｎ － （ Ｑ ） ｍ － （ Ａ ２ ） ｏ － Ｅ 　 　 　 　 　 　 　 （ II）
（ 式 中 、 Ａ １ 、 Ｑ 、 Ａ ２ 、 Ｅ 、 ｎ 、 ｍ 、 お よ び ｏ は 前 記 と 同 じ ） で 示 さ れ る 少 な く と も １
の エ ポ チ ロ ン を 、 式 IIの 化 合 物 の ヒ ド ロ キ シ ル 化 を 選 択 的 に 触 媒 す る こ と が で き る 組 換 え
に よ り 生 成 し た 微 生 物 ま た は 該 微 生 物 か ら の 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 、 つ い で 該 ヒ ド ロ キ シ
ル 化 を 行 う 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 出 発 物 質 は エ ポ チ ロ ン Ｂ で あ る 。 エ ポ チ ロ ン Ｂ は 、 Ｄ Ｅ ４ １ ３
８ ０ ４ ２ お よ び Ｗ Ｏ ９ ３ ／ １ ０ １ ２ １ に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ソ ラ ン ジ ウ ム ・ セ ル ロ ス
ム Ｓ ｏ  ｃ ｅ ９ ０ の 発 酵 か ら 得 る こ と が で き る 。 こ の 株 は 、 ド イ チ ェ ・ ザ ム ル ン グ ・ フ ォ
ン ・ ミ ク ロ オ ル ガ ニ ス メ ン （ ジ ャ ー マ ン ・ コ レ ク シ ョ ン ・ オ ブ ・ マ イ ク ロ オ ー ガ ニ ス ム ス
） （ Ｄ Ｓ Ｍ ） に 受 託 番 号 ６ ７ ７ ３ に て 寄 託 し て あ る 。 発 酵 プ ロ セ ス は ま た 、 Hofle, G.ら
、 Angew. Chem. Int. Ed. Engl., Vol. 35, No. 13/14, 1567-1569 (1996)に も 記 載 さ れ
て い る 。 エ ポ チ ロ ン Ｂ は ま た 、 化 学 的 手 段 、 た と え ば 、 Meng, D.ら 、 J. Am. Chem. Soc.,
 Vol. 119, No. 42, 10073-10092 (1996); Nicolaou, K.ら 、 J. Am. Chem. Soc., Vol. 1
19, No. 34, 7974-7991 (1997)お よ び Schinzer, D.ら 、 Chem. Eur. J., Vol. 5, No. 9, 
2483-2491 (1999)に 記 載 の 化 学 的 手 段 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す べ く 選 択 し た 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 の 増 殖 は 、 適 当 な 栄 養
培 地 の 使 用 に よ り 当 業 者 に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 の 増 殖 の た
め の 適 当 な 培 地 は 、 微 生 物 細 胞 の 増 殖 に 必 要 な 栄 養 素 を 提 供 す る も の を 含 む 。 た と え ば 、
T. Nagodawithanaお よ び J. M. Wasileski、 第 ２ 章 ： “ Media Design for Industrial Fer
mentations” 、 、
T. W. Nagodawithanaお よ び G. Reed編 、 Esteekay Associates, Inc.、 ミ ル ウ ォ ー キ ー 、
ウ イ ス コ ン シ ン 、 18-45 (1998); T. L. Millerお よ び B. W. Churchill、 第 １ ０ 章 ： “ Sub
strates for Large-Scale Fermentations” 、

、 A. L. Demainお よ び N. A. Solomon編 、 American Society for Microbiolo
gy、 ワ シ ン ト ン 、 Ｄ .Ｃ ., 122-136 (1986)を 参 照 。 増 殖 の た め の 典 型 的 な 培 地 は 、 必 要 な
炭 素 源 、 窒 素 源 、 お よ び 微 量 元 素 を 含 む 。 イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 加 え る こ と も で き る 。
本 明 細 書 で 使 用 す る イ ン デ ュ ー サ ー な る 語 は 、 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 細 胞 内 で 所 望
の 酵 素 活 性 の 生 成 を 促 進 す る あ ら ゆ る 化 合 物 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に 使 用 す る 典 型 的 な イ
ン デ ュ ー サ ー と し て は 、 基 質 を 溶 解 す る の に 使 用 す る 溶 媒 、 た と え ば 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 、 ジ オ キ サ ン 、 エ タ ノ ー ル お よ び ア セ ト ン が 挙 げ ら れ る 。 さ
ら に 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ な ど の あ る 種 の 基 質 も ま た イ ン デ ュ ー サ ー と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 炭 素 源 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 シ ョ 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ
ル ビ ト ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 デ ン プ ン な ど の 糖 ； 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど
の 有 機 酸 ； お よ び エ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル な ど の ア ル コ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 炭
素 源 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 シ ョ 糖 、 グ リ セ リ ン お よ び デ ン プ ン が 挙 げ ら
れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 窒 素 源 と し て は 、 Ｎ － Ｚ ア ミ ン Ａ 、 ト ウ モ ロ コ シ 浸 漬 液 、 大 豆 粉 、 牛 肉 エ キ ス 、 酵 母 エ
キ ス 、 ト リ プ ト ン 、 ペ プ ト ン 、 綿 実 粕 、 ピ ー ナ ッ ツ 粕 、 グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の ア
ミ ノ 酸 、 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 微 量 元 素 と し て は 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、 カ ル シ ウ ム 、 コ バ ル ト 、 ニ ッ ケ ル 、 鉄 、
ナ ト リ ウ ム 塩 お よ び カ リ ウ ム 塩 が 挙 げ ら れ る 。 リ ン 酸 塩 も ま た 微 量 に て 、 ま た は 好 ま し く
は 微 量 よ り も 多 い 量 で 加 え る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】
　 発 酵 に 用 い る 培 地 は 、 １ を 超 え る 炭 素 ま た は 窒 素 源 ま た は 他 の 栄 養 素 を 含 ん で い て よ い
。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ る 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 の 増 殖 お よ び ／ ま た は ヒ ド ロ キ シ ル 化
の た め 、 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ５ ～ 約 ８ で あ る の が 好 ま し く 、 温 度 は 約 １ ４ ℃ ～ 約 ３ ７ ℃ で あ り
、 好 ま し く は 温 度 は ２ ８ ℃ で あ る 。 反 応 時 間 は １ ～ １ ０ ０ 時 間 、 好 ま し く は ８ ～ ７ ２ 時 間
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 培 地 を 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） に よ り モ ニ タ ー し て バ イ オ ト ラ ン ス
フ ォ ー メ ー シ ョ ン が 完 了 す る の に 必 要 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 典 型 的 に は 、 バ イ オ ト
ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン を 完 了 す る の に 要 す る 時 間 は 、 基 質 を 添 加 し て か ら １ ２ ～ １ ０ ０
時 間 、 好 ま し く は 約 ７ ２ 時 間 で あ る 。 培 地 を 、 １ ５ ０ ～ ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 好 ま し く は 約 ２ ５
０ ｒ ｐ ｍ で 作 動 し 、 行 程 が ２ イ ン チ の ロ ー タ リ ー シ ェ ー カ ー （ New Brunswick Scientific
 Innova 5000） 上 に 置 く 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 発 酵 ブ ロ ス か ら の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 含 有 生 成 物 の 回 収 は 、 他 の 知 ら れ た 生 物 学 的 に 活
性 な 物 質 の 回 収 に 普 通 に 用 い ら れ る 通 常 の 手 段 に よ り 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 回 収
手 段 の 例 と し て は 、 酢 酸 エ チ ル な ど の 通 常 の 溶 媒 を 用 い た 抽 出 に よ る 単 離 お よ び 精 製 に よ
る も の ； ｐ Ｈ 調 整 に よ る も の ； 通 常 の 樹 脂 の 処 理 に よ る も の 、 た と え ば 、 陰 イ オ ン ま た は
陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 ま た は 非 イ オ ン 性 吸 着 樹 脂 の 処 理 に よ る も の ； 通 常 の 吸 着 剤 の 処 理 に よ
る も の 、 た と え ば 、 蒸 留 に よ り 、 ま た は 結 晶 化 に よ る も の ； ま た は 再 結 晶 に よ る も の な ど
が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 上 記 で バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 反 応 混 合 物 か ら 得 た 抽 出 物 は 、 カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー お よ び 分 析 的 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り さ ら に 単 離 お よ び 精 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 組 換 え に よ り 生 成 し た 微 生 物 が 末 端 ア ル キ ル 基 を 有 す る エ ポ チ ロ ン を 末 端 ヒ ド
ロ キ シ ア ル キ ル 基 を 有 す る エ ポ チ ロ ン に バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン す る 能 力 が 証 明
さ れ た 。 こ れ ら 実 験 に お い て 、 実 施 例 １ １ に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る よ う に ｅ ｂ ｈ 遺 伝 子 を
有 す る プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス ク ロ ー ン を 含 む 培 養 液 を 、 エ
ポ チ ロ ン Ｂ 懸 濁 液 と と も に 攪 拌 し な が ら ３ ０ ℃ に て ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ
ベ ー ト の 試 料 を 等 容 量 の ２ ５ ％ メ タ ノ ー ル ： ７ ５ ％ ｎ － ブ タ ノ ー ル で 抽 出 し 、 回 転 攪 拌 し
、 つ い で ５ 分 間 沈 殿 さ せ た 。 ２ ０ ０ μ ｌ の 有 機 相 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ バ イ ア ル に 移 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ／
Ｍ Ｓ に よ り 分 析 し た （ 実 施 例 １ ２ ） 。 エ ポ チ ロ ン Ｆ の 生 成 物 ピ ー ク は １ ５ .９ 分 の 保 持 時
間 で 溶 出 し 、 ５ ２ ４ の プ ロ ト ン 化 分 子 量 を 有 し て い た 。 エ ポ チ ロ ン Ｂ 基 質 は １ ９ .０ 分 で
溶 出 し 、 ５ ０ ８ の プ ロ ト ン 化 分 子 量 を 有 し て い た 。 ピ ー ク の 保 持 時 間 お よ び 分 子 量 は 公 知
の 標 準 を 用 い て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ｅ ｂ ｈ を 発 現 す る 細 胞 に よ る エ ポ チ ロ ン Ｂ の バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン の 速 度 を
、 ｅ ｂ ｈ 突 然 変 異 体 に よ る バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン の 速 度 と 比 較 し た 。 ｅ ｂ ｈ を
発 現 す る 細 胞 は 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ ） の 凍 結 胞 子
調 製 物 を 含 ん で い る 。 突 然 変 異 体 を 発 現 す る 細 胞 は 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ
Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ １ ０ － ５ ３ ） お よ び ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４
９ － ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ） の 凍 結 胞 子 調 製 物 を 含 ん で い る 。 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス
Ｔ Ｋ ２ ４ の 凍 結 胞 子 調 製 物 は 対 照 と し て 用 い た 。 細 胞 を ３ ０ ℃ に て 数 日 間 、 プ レ イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 こ の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 １ ０ ０ ％ Ｅ ｔ Ｏ Ｈ 中 の エ ポ チ ロ ン Ｂ を 各
培 養 液 に 最 終 濃 度 ０ .０ ５ ％ ｗ ／ ｖ に て 加 え た 。 つ い で 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス
（ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ） の 培 養 液 （ こ の 場 合 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ は ４ ８ 時 間 で
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完 全 に エ ポ チ ロ ン Ｆ に 変 換 さ れ た ） を 除 い て 、 試 料 を 、 ０ 、 ２ ４ 、 ４ ８ お よ び ７ ２ 時 間 の
時 点 で 採 取 し た 。 試 料 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 析 し た 。 結 果 を ０ 時 間 で の エ ポ チ ロ ン Ｂ の パ ー
セ ン ト と し て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
エ ポ チ ロ ン Ｂ ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
エ ポ チ ロ ン Ｆ ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ｅ ｂ ｈ を 発 現 す る 細 胞 が コ ン パ ク チ ン を プ ラ バ ス タ チ ン に バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ
ョ ン す る 能 力 に つ い て も 調 べ た 。 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス
（ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ） ま た は ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ ） の
凍 結 胞 子 調 製 物 を ３ ０ ℃ で 数 日 間 増 殖 さ せ た 。 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 各 細 胞 培 養
液 の ア リ コ ー ト を ポ リ プ ロ ピ レ ン 培 養 チ ュ ー ブ に 移 し 、 コ ン パ ク チ ン を 各 培 養 チ ュ ー ブ に
加 え 、 つ い で 培 養 チ ュ ー ブ を ３ ０ ℃ 、 ２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ に て ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ
い で 、 培 養 ブ ロ ス の ア リ コ ー ト を 抽 出 し 、 対 照 の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ
Ｔ ８ ４ ９ ） 培 養 液 と 比 較 し た コ ン パ ク チ ン お よ び プ ラ バ ス タ チ ン 値 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 測 定
し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
出 発 物 質 の コ ン パ ク チ ン 濃 度 の パ ー セ ン ト と し て の コ ン パ ク チ ン お よ び プ ラ バ ス タ チ ン ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
　 上 記 で 検 討 し た よ う に 、 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ５ － １ （ 配 列 番 号 ３ ０ ） は 変 化 し た 基 質 特
異 性 を 示 し 、 こ の 突 然 変 異 体 に よ る エ ポ チ ロ ン Ｂ の バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン は エ
ポ チ ロ ン Ｂ ま た は エ ポ チ ロ ン Ｆ と は 異 な る Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 溶 出 時 間 を 有 す る 生 成 物 と い う 結 果 と
な る 。 こ の 未 知 の 試 料 を Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ に よ り 分 析 し た と こ ろ 、 分 子 量 が ５ ２ ３ （ Ｍ .Ｗ .） で
あ り 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ の 単 一 の ヒ ド ロ キ シ ル 化 と 一 致 す る こ と が わ か っ た 。 こ の バ イ オ ト ラ
ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 生 成 物 の 構 造 を 、 Ｍ Ｓ お よ び Ｎ Ｍ Ｒ デ ー タ に 基 づ い て （ エ ポ チ ロ ン
Ｂ の デ ー タ と 比 較 し て ） ２ ４ － ヒ ド ロ キ シ ル － エ ポ チ ロ ン Ｂ と 決 定 し た ：
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
分 子 式 ： Ｃ ２ ７ Ｈ ４ １ Ｎ Ｏ ７ Ｓ
分 子 量 ： ５ ２ ３
質 量 ス ペ ク ト ル ： Ｅ Ｓ ＋ （ ｍ ／ ｚ ） ： ５ ２ ４ （ ［ Ｍ ＋ Ｈ ］ ＋ ） 、 ５ ０ ６
Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ： ＋ Ｅ Ｓ Ｉ （ ｍ ／ ｚ ） ： ５ ２ ４ 、 ５ ０ ６ 、 ４ ７ ６ 、 ４ ３ ６ 、 ３ ２ ０
Ｈ Ｒ Ｍ Ｓ ： ［ Ｍ ＋ Ｈ ］ ＋ と し て ； 計 算 値 ： ５ ２ ４ .２ ６ ８ ２ ； 実 測 値 ： ５ ２ ４ .２ ７ ０ １
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ Ｒ ｔ ） ： ７ .３ 分 （ 分 析 的 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 系 で ）
Ｌ Ｃ ／ Ｎ Ｍ Ｒ ： ケ ミ カ ル シ フ ト を 観 察
　 　 　 　 　 　 　 Varian AS-600（ プ ロ ト ン ： ５ ９ ９ .６ ２ ４ Ｍ Ｈ ｚ ）
　 　 　 　 　 　 　 溶 媒 Ｄ ２ Ｏ ／ Ｃ Ｄ ３ Ｃ Ｎ （ δ １ .９ ４ ） ： ～ ４ ／ ６
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
＊ １ .８ ～ ２ .１ ｐ ｐ ｍ の ピ ー ク は 溶 媒 抑 制 （ solvent suppression） の た め に 観 察 さ れ な
か っ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 プ ロ ト ン の ケ ミ カ ル シ フ ト は 以 下 の よ う に 割 り 当 て ら れ た ：
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ Ｓ Ｓ Ｐ ： 溶 媒 抑 制 の た め に 観 察 さ れ ず 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 微 小 管 安 定 化 剤 で あ る 公 知 の 化 合 物 並 び に 微 小
管 安 定 化 剤 と し て 有 用 で あ る こ と が 予 期 さ れ る エ ポ チ ロ ン ア ナ ロ グ （ ２ ４ － ヒ ド ロ キ シ ル
－ エ ポ チ ロ ン Ｂ （ 式 Ａ ） な ど ） お よ び 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 を 含 む 新 規 な 化 合 物 を
生 成 す る の に 有 用 で あ る 。 こ れ ら 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い て 生 成 し た 微 小 管 安 定 化 剤 は 、
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以 下 の も の を 含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 種 々 の 癌 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 の 治
療 に 有 用 で あ る ：
　 膀 胱 、 乳 房 、 直 腸 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 卵 巣 、 膵 臓 、 胃 、 子 宮 頸 、 甲 状 腺 お よ び 皮 膚 の も
の を 含 む 癌 腫 ； 扁 平 上 皮 細 胞 癌 腫 を 含 む ；
　 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 、 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 、 Ｔ 細 胞 リ
ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ヘ ア リ ー セ ル リ ン パ 腫 お よ び バ ー キ ッ
ト リ ン パ 腫 を 含 む リ ン パ 系 の 造 血 性 腫 瘍 ；
　 急 性 お よ び 慢 性 の 骨 髄 性 白 血 病 お よ び 前 骨 髄 球 性 白 血 病 を 含 む 骨 髄 系 の 造 血 性 腫 瘍 ；
　 線 維 肉 腫 お よ び 横 紋 筋 肉 腫 を 含 む 間 充 織 由 来 の 腫 瘍 ；
　 黒 色 腫 、 セ ミ ノ ー マ 、 奇 形 癌 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 神 経 膠 芽 細 胞 腫 を 含 む 他 の 腫 瘍 ；
　 星 状 細 胞 種 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫 、 お よ び 神 経 鞘 腫 を 含 む 中 枢 お よ び 末 梢 神
経 系 の 腫 瘍 ；
　 線 維 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 お よ び 骨 肉 腫 を 含 む 間 充 織 由 来 の 腫 瘍 ；
　 黒 色 腫 、 色 素 性 乾 皮 症 、 角 化 棘 細 胞 腫 、 セ ミ ノ ー マ 、 甲 状 腺 小 胞 癌 お よ び 奇 形 癌 を 含 む
他 の 腫 瘍 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い て 生 成 し た 微 小 管 安 定 化 剤 は ま た 脈 管 形 成 を も 抑 制 し
、 そ れ に よ っ て 腫 瘍 の 増 殖 に 影 響 を 及 ぼ し 、 腫 瘍 お よ び 腫 瘍 関 連 疾 患 の 治 療 を も た ら す で
あ ろ う 。 こ れ ら 化 合 物 の そ の よ う な 抗 脈 管 形 成 特 性 は ま た 、 網 膜 血 管 新 生 に 関 連 す る あ る
種 の 盲 目 、 関 節 炎 、 と り わ け 炎 症 性 関 節 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 再 狭 窄 お よ び 乾 癬 を 含 む （ こ
れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 、 抗 脈 管 形 成 剤 が 適 用 さ れ る 他 の 状 態 の 治 療 に も 有 用 で あ
ろ う 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い て 生 成 し た 微 小 管 安 定 化 剤 は 、 正 常 な 発 生 お よ び ホ メ
オ ス タ シ ス に と っ て 重 要 な 生 理 的 細 胞 死 の プ ロ セ ス で あ る ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 ま た は 抑 制
す る で あ ろ う 。 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 変 化 は ヒ ト の 様 々 な 疾 患 の 病 因 に 貢 献 す る 。 式 Ｉ 、 式
IIお よ び 式 Ａ に よ っ て 示 さ れ る 化 合 物 な ど の 本 発 明 の 化 合 物 は 、 ア ポ ト ー シ ス の モ デ ュ レ
ー タ ー と し て 、 癌 、 前 癌 病 変 、 免 疫 応 答 関 連 疾 患 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 筋 骨 格 系 の 変 性 疾 患
お よ び 腎 臓 疾 患 を 含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 、 ア ポ ト ー シ ス に 異 常 を 有 す る
ヒ ト の 様 々 な 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 い か な る 機 構 ま た は 形 態 学 に も 限 定 さ れ る こ と を 意 図 す る こ と な く 、 本 発 明 の 組 成 物 お
よ び 方 法 を 用 い て 生 成 し た 微 小 管 安 定 化 剤 は ま た 、 癌 や 他 の 増 殖 性 疾 患 以 外 の 状 態 を 治 療
す る の に も 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 状 態 と し て は 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス
ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス な ど の
ウ イ ル ス 感 染 症 ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 免 疫 媒 体 糸 球 体 腎 炎 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 乾
癬 、 炎 症 性 腸 疾 患 お よ び 自 己 免 疫 真 性 糖 尿 病 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 ； ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 Ａ
Ｉ Ｄ Ｓ 関 連 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 色 素 性 網 膜 炎 、 脊 髄 性 筋 萎 縮 症
お よ び 小 脳 変 性 な ど の 神 経 変 性 疾 患 ； Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ； 骨 髄 異 形 成 症 候 群 ； 再 生 不 良 性 貧 血 ； 虚
血 障 害 関 連 心 筋 梗 塞 ； 卒 中 お よ び 再 潅 流 障 害 ； 再 狭 窄 ； 不 整 脈 ； ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症
； 毒 素 誘 因 ま た は ア ル コ ー ル 誘 因 の 肝 疾 患 ； 慢 性 貧 血 お よ び 再 生 不 良 性 貧 血 な ど の 血 液 疾
患 ； 骨 粗 鬆 症 お よ び 関 節 炎 な ど の 筋 骨 格 系 の 変 性 疾 患 ； ア ス ピ リ ン 感 受 性 鼻 副 鼻 腔 炎 ； 嚢
胞 性 線 維 症 ； 多 発 性 硬 化 症 ； 腎 臓 疾 患 ； お よ び 癌 の 痛 み が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ
る も の で は な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 以 下 の 制 限 さ れ な い 実 施 例 は 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る た め に 提 供 さ れ る 。

　 を 以 下 の よ う に し て 調 製 し た 。
　 シ ョ 糖 （ １ ０ ３ ｇ ） 、 Ｋ ２ Ｓ Ｏ ４ （ ０ .２ ５ ｇ ） 、 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ・ ６ Ｈ ２ Ｏ （ １ ０ .１ ２ ｇ
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実 施 例
実 施 例 １ ： 試 薬

Ｒ ２ 培 地



） 、 グ ル コ ー ス （ １ ０ ｇ ） 、 Difcoカ ザ ミ ノ 酸 （ ０ .１ ｇ ） お よ び 蒸 留 水 （ ８ ０ ０ ｍ ｌ ） を
含 む 溶 液 を 調 製 し た 。 つ い で 、 こ の 溶 液 の ８ ０ ｍ ｌ を 、 ２ .２ ｇ の Difco Bactoア ガ ー を 入
れ た ２ ０ ０ ｍ ｌ 容 の ね じ ぶ た ビ ン に 注 い だ 。 ビ ン に ふ た を し 、 オ ー ト ク レ ー ブ に か け た 。
使 用 時 に は 培 地 を 再 溶 解 し 、 以 下 の オ ー ト ク レ ー ブ 溶 液 を 列 挙 し た 順 に 加 え た ：
　 １ ｍ ｌ の Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ （ ０ .５ ％ ）
　 ８ ｍ ｌ の Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ・ ２ Ｈ ２ Ｏ （ ３ .６ ８ ％ ）
　 １ .５ ｍ ｌ の Ｌ － プ ロ リ ン （ ２ ０ ％ ）
　 １ ０ ｍ ｌ の Ｔ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ ５ .７ ３ ％ 、 ｐ Ｈ ７ .２ に 調 整 ）
　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ （ ４ ０ ｍ ｇ ） 、 Ｆ ｅ Ｃ ｌ ３ ・ ６ Ｈ ２ Ｏ （ ２ ０ ０ ｍ ｇ ） 、 Ｃ ｕ Ｃ ｌ ２ ・ ２ Ｈ ２

Ｏ （ １ ０ ｍ ｇ ） 、 Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ ・ ４ Ｈ ２ Ｏ （ １ ０ ｍ ｇ ） 、 Ｎ ａ ２ Ｂ ４ Ｏ ７ ・ １ ０ Ｈ ２ Ｏ （ １
０ ｍ ｇ ） お よ び （ Ｎ Ｈ ４ ） ６ Ｍ ｏ ７ Ｏ ２ ４ ・ Ｈ ２ Ｏ を 含 む ０ .２ ｍ ｌ の 微 量 元 素 溶 液
　 ０ .５ ｍ ｌ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ （ １ Ｎ ） （ 滅 菌 は 必 要 な い ）
　 ０ .５ ｍ ｌ の 栄 養 要 求 体 に 必 要 な 成 長 因 子 （ ヒ ス チ ジ ン （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ； シ ス テ イ
ン （ ３ ７ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ； ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ジ ン お よ び ウ ラ シ ル （ ７ .５ μ ｇ ／ ｍ
ｌ ） ； お よ び ビ タ ミ ン （ ０ .５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ）
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Ｒ ２ 培 地 と 同 様 に し て を 調 製 し た 。 し か し な が ら 、 ５ ｍ ｌ の Difco酵 母 エ
キ ス （ １ ０ ％ ） を 使 用 時 に 各 １ ０ ０ ｍ ｌ 容 フ ラ ス コ に 加 え た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 を 以 下 の よ う に し て 調 製 し た 。
　 以 下 の も の か ら な る 基 礎 溶 液 を 調 製 し た ：
　 シ ョ 糖 （ １ ０ ３ ｇ ）
　 Ｋ ２ Ｓ Ｏ ４ （ ０ .２ ５ ｇ ）
　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ・ ６ Ｈ ２ Ｏ （ ２ .０ ２ ｇ ）
　 Ｒ ２ 培 地 に つ い て 記 載 し た 微 量 元 素 の 溶 液 （ ２ ｍ ｌ ）
　 蒸 留 水 （ ８ ０ ０ ｍ ｌ ま で ）
【 ０ １ １ １ 】
　 つ い で 、 基 礎 溶 液 の ８ ０ ｍ ｌ ア リ コ ー ト を 分 配 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ に か け た 。 使 用 前 に
以 下 の も の を 列 挙 し た 順 に て 各 フ ラ ス コ に 加 え た ：
　 １ ｍ ｌ の Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ （ ０ .５ ％ ）
　 １ ０ ｍ ｌ の Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ・ ２ Ｈ ２ Ｏ （ ３ .６ ８ ％ ）
　 Ｔ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ ５ .７ ５ ％ 、 ｐ Ｈ ７ .２ に 調 整 ）
【 ０ １ １ ２ 】
　 以 下 の 滅 菌 溶 液 を 混 合 す る こ と に よ り を 調 製 し た ：
　 ２ ５ ｍ ｌ の シ ョ 糖 （ １ ０ .３ ％ ）
　 ７ ５ ｍ ｌ の 蒸 留 水
　 Ｒ ２ 培 地 に つ い て 記 載 し た １ ｍ ｌ の 微 量 元 素 溶 液
　 １ ｍ ｌ の Ｋ ２ Ｓ Ｏ ４ （ ２ .５ ％ ）
【 ０ １ １ ３ 】
　 つ い で 、 こ の 溶 液 の ９ .３ ｍ ｌ に 以 下 の も の を 加 え る ：
　 ０ .２ ｍ ｌ の Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ （ ５ Ｍ ）
　 ト リ ス の １ Ｍ 溶 液 か ら 調 製 し 、 マ レ イ ン 酸 を 加 え て ｐ Ｈ ８ .０ に 調 整 し た ０ .５ ｍ ｌ の ト
リ ス マ レ イ ン 酸 緩 衝 液 。
　 使 用 に 際 し て は 、 上 記 溶 液 の ３ 重 量 部 を 前 も っ て オ ー ト ク レ ー ブ 滅 菌 し た Ｐ Ｅ Ｇ １ ０ ０
０ の １ 重 量 部 に 加 え る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 以 下 の 滅 菌 溶 液 を 混 合 す る こ と に よ り を 調 製 し た ：
　 １ ０ ０ ｍ ｌ の シ ョ 糖 （ １ ０ .３ ％ ）
　 １ ０ ｍ ｌ の Ｔ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ ５ .７ ３ ％ 、 ｐ Ｈ ７ .２ に 調 整 ）
　 １ ｍ ｌ の Ｋ ２ Ｓ Ｏ ４ （ ２ .５ ％ ）
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Ｒ ２ Ｙ Ｅ 培 地

Ｐ （ プ ロ ト プ ラ ス ト ） 緩 衝 液

Ｔ （ 形 質 転 換 ） 緩 衝 液

Ｌ （ 溶 解 ） 緩 衝 液



　 Ｒ ２ 培 地 に つ い て 記 載 し た １ ｍ ｌ の 微 量 元 素 溶 液
　 １ ｍ ｌ の Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ （ ０ .５ ％ ）
　 ０ .１ ｍ ｌ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ・ ６ Ｈ ２ Ｏ （ ２ .５ Ｍ ）
　 １ ｍ ｌ の Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ （ ０ .２ ５ Ｍ ）
【 ０ １ １ ５ 】

　 以 下 の 成 分 を １ リ ッ ト ル の ｄ Ｈ ２ Ｏ 中 に 含 む 溶 液 を 調 製 し た ： グ ル コ ー ス （ １ ０ ｇ ） 、
シ ョ 糖 （ １ ０ ３ ｇ ） 、 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ・ ６ Ｈ ２ Ｏ （ １ ０ .１ ２ ｇ ） 、 Ｂ Ｂ Ｌ Ｔ Ｍ  trypticase s
oy broth（ １ ５ ｇ ） （ Becton Dickinson Microbiology Systems、 ス パ ー ク ス 、 メ リ ー ラ
ン ド 、 米 国 ） 、 お よ び Ｂ Ｂ Ｌ Ｔ Ｍ 酵 母 エ キ ス （ ５ ｇ ） （ Becton Dickinson Microbiology 
Systems） 。 こ の 溶 液 を ３ ０ 分 間 オ ー ト ク レ ー ブ に か け た 。 培 養 液 を プ ラ ス ミ ド と と も に
増 殖 さ せ る た め チ オ ス ト レ プ ト ン を １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 に て 加 え た 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 ３ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） Ｐ Ｅ Ｇ １ ０ ０ ０ 、 １ ０ ％ グ リ セ リ ン 、 お よ び ６ .５ ％ シ ョ 糖 を 含 む 溶
液 を ｄ Ｈ ２ Ｏ 中 に て 調 製 し た 。 こ の 溶 液 を ０ .２ ２ μ ｍ の 酢 酸 セ ル ロ ー ス 膜 で の 真 空 濾 過
に よ り 滅 菌 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 グ ア ニ ジ ン － 界 面 活 性 剤 溶 解 法 、 Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｏ ｌ 試 薬 （ Invitrogen、 カ ー ル ス バ ー ド 、 カ
リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 ） を 用 い 、 ア ミ コ ラ ト プ シ ス ・ オ リ エ ン タ リ ス の 土 壌 単 離 株 の 表 示 Ｓ
Ｃ １ ５ ８ ４ ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｐ Ｔ － １ ０ ４ ３ ） か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４
７ 培 養 液 を Ｆ ７ 培 地 （ グ ル コ ー ス ２ .２ ％ 、 酵 母 エ キ ス １ .０ ％ 、 麦 芽 エ キ ス １ .０ ％ 、 ペ
プ ト ン ０ .１ ％ 、 ｐ Ｈ ７ .０ ） 中 、 ２ ８ ℃ に て ２ ４ 時 間 増 殖 さ せ た 。 ２ ０ ｍ ｌ の 培 養 液 を 遠
心 分 離 に よ り 回 収 し 、 ２ ０ ｍ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｏ ｌ に 再 懸 濁 し 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 混 合 し
、 つ い で Beckman TJ6遠 心 管 中 で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 に か け た 。 １ ０ ｍ ｌ の １ ０ ０ ％ エ タ ノ
ー ル を 加 え 、 数 回 逆 さ ま に し 、 室 温 に て ３ 分 間 貯 蔵 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を ガ ラ ス ピ ペ ッ ト に 巻 き
つ け 、 １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 １ ０ 分 間 空 気 乾 燥 し た 。 ペ レ ッ ト を ５ ０ ０ μ ｌ の ８
ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ に 再 懸 濁 し 、 溶 解 し た ら ３ ０ μ ｌ の １ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .２ ） で 中 和
し た 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 ２ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ま た は ０ .１ μ ｌ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 フ ォ ア ウ ォ ー ド プ
ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ［ フ ォ ア ウ ォ ー ド プ ラ イ マ ー は Ｐ ４ ５ ０ － １ ＋ （ 配 列
番 号 ２ ３ ） か ま た は Ｐ ４ ５ ０ － １ ａ ＋ （ 配 列 番 号 ２ ４ ） か ま た は Ｐ ４ ５ ０ － ２ ＋ （ 配 列 番
号 ２ ５ ） の い ず れ か で あ り 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は Ｐ ４ ５ ０ － ３ － （ 配 列 番 号 ２ ７ ） か ま
た は Ｐ ４ ５ ０ － ２ － （ 配 列 番 号 ２ ６ ） の い ず れ か で あ っ た ］ を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を ５ ０ μ
ｌ の 容 量 で 調 製 し た 。 プ ラ イ マ ー は す べ て １ .４ ～ ２ .０ μ Ｍ の 最 終 濃 度 で 加 え た 。 Ｐ Ｃ Ｒ
反 応 液 は １ μ ｌ の Ｔ ａ ｑ 酵 素 （ ２ .５ 単 位 ） （ Stratagene） 、 ５ μ ｌ の Ｔ ａ ｑ 緩 衝 液 お よ
び ４ μ ｌ の ２ .５ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を 用 い 、 ｄ Ｈ ２ Ｏ を ５ ０ μ ｌ ま で 加 え て 調 製 し た 。 サ イ ク
ル 反 応 は 、 Geneamp R  Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム に て 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で 行 っ た ： ９ ５ ℃ に て ５ 分
間 、 ５ サ イ ク ル ［ ９ ５ ℃ に て ３ ０ 秒 、 ３ ７ ℃ に て １ ５ 秒 （ ３ ０ ％ ラ ン プ （ ramp） ） 、 ７ ２
℃ に て ３ ０ 秒 ］ 、 ３ ５ サ イ ク ル （ ９ ４ ℃ に て ３ ０ 秒 、 ６ ５ ℃ に て １ ５ 秒 、 ７ ２ ℃ に て ３ ０
秒 ） 、 ７ ２ ℃ に て ７ 分 間 。 反 応 か ら 予 期 さ れ る サ イ ズ は 、 Ｐ ４ ５ ０ － １ ＋ （ 配 列 番 号 ２ ３
） ま た は Ｐ ４ ５ ０ － １ ａ ＋ （ 配 列 番 号 ２ ４ ） と Ｐ ４ ５ ０ － ３ － （ 配 列 番 号 ２ ７ ） と の プ ラ
イ マ ー ペ ア に つ い て は ３ ４ ０ ｂ ｐ 、 Ｐ ４ ５ ０ － １ ＋ （ 配 列 番 号 ２ ３ ） と Ｐ ４ ５ ０ － ２ － （
配 列 番 号 ２ ６ ） と の プ ラ イ マ ー ペ ア に つ い て は ２ ４ ０ ｂ ｐ 、 お よ び Ｐ ４ ５ ０ － ２ ＋ （ 配 列
番 号 ２ ５ ） と Ｐ ４ ５ ０ － ３ － （ 配 列 番 号 ２ ７ ） と の プ ラ イ マ ー ペ ア に つ い て は １ ３ ０ ｂ ｐ
で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
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Ｃ Ｒ Ｍ 培 地

エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 緩 衝 液

実 施 例 ２ ： 株 Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４ ７ か ら の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 抽 出

実 施 例 ３ ： Ｐ Ｃ Ｒ 反 応



　 ２ ０ μ ｇ の Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４ ７ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を Ｂ ｇ ｌ II制 限 酵 素 で ３ ７ ℃ に て ６ 時 間 消 化 し
た 。 ３ ０ ｋ ナ ノ セ プ カ ラ ム （ Gelman Sciences、 ア ン ア ー バ ー 、 ミ シ ガ ン 、 米 国 ） を 用 い
て Ｄ Ｎ Ａ を 濃 縮 し 、 酵 素 お よ び 緩 衝 液 を 除 去 し た 。 反 応 液 を ４ ０ μ ｌ に 濃 縮 し 、 ２ ０ ０ μ
ｌ の Ｔ Ｅ で 洗 浄 し た 。 つ い で 、 消 化 生 成 物 を ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、 １ ２ ～ １
５ ｋ ｂ の 範 囲 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 Qiagenゲ ル 抽 出 法 を 用 い て 精 製 し た 。
つ い で 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 お よ び Ｓ Ａ Ｐ Ｉ 酵 素 （ Roche Molecular Bioc
hemicals、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 イ ン デ ィ ア ナ 、 カ タ ロ グ ＃ １ ７ ５ ８  ２ ５ ０ ） を 用 い て
脱 リ ン 酸 化 し て お い た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｗ Ｂ １ ９ Ｎ （ 米 国 特 許 第 ５ ,５ １ ６ ,６ ７ ９ 号 ） に ラ イ
ゲ ー ト し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 は 、 １ Ｕ の Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ Invitrogen） を 用 い 、
１ ５ μ ｌ の 容 量 で 室 温 に て １ 時 間 行 っ た 。 １ μ ｌ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 液 を １ ０ ０ μ ｌ の 化 学
的 に コ ン ピ テ ン ト な Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ 細 胞 （ Invitrogen） に 形 質 転 換 し 、 １ ０ ０ μ ｌ を ３ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ の ネ オ マ イ シ ン を 含 む ５ つ の Ｌ Ｂ ア ガ ー プ レ ー ト に ３ ７ ℃ に て 一 夜 プ レ ー テ ィ ン グ
し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ５ つ の ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン サ ー ク ル （ Roche Molecular Biochemicals、 イ ン デ ィ ア ナ ポ
リ ス 、 イ ン デ ィ ア ナ ） に 番 号 を 付 け 、 方 向 に 印 を 付 け た 。 メ ン ブ レ ン を プ レ ー ト 上 に ２ 分
間 置 き 、 つ い で ５ 分 間 乾 燥 さ せ た 。 つ い で 、 メ ン ブ レ ン を フ ァ ッ ト マ ン フ ィ ル タ ー デ ィ ス
ク 上 に 置 き 、 １ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ５ 分 間 、 １ .５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ と と も に ０ .５ Ｎ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ で ５ 分
間 、 １ .０ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ .０ ） と と も に １ .５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ で ５ 分 間 、 お よ び ２ × Ｓ Ｓ Ｃ
で １ ５ 分 間 飽 和 さ せ た 。 フ ィ ル タ ー を 以 前 に サ ザ ー ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て 記
載 さ れ た よ う に し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た コ ロ ニ ー を ３ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の ネ オ マ イ シ ン を 含 む ２ ｍ ｌ の Ｔ Ｂ に 採 り 、 ３ ７ ℃ で 一 夜 増 殖 さ せ た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ
Ａ を ミ ニ プ レ ッ プ カ ラ ム 法 （ Mo Bio） を 用 い て 単 離 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ －
１ と 称 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 ク ロ ー ニ ン グ し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 蛍 光 － 染 料 － 標 識 （ fluorescent-dye-labeled） タ ー
ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト （ Applied Biosy
stems、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 ） を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 レ
ー ザ ー 誘 導 蛍 光 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 ABI Prism 310シ ー ク エ ン サ ー （ Applied Biosyst
ems） を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 フ ェ ノ ー ル お よ び グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト の 単 相 溶 液 で あ る Trizol試 薬 （ Invitr
ogen） を 用 い た Chomczynskiお よ び Sacchi法 の 改 変 法 を 用 い 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４ ７
培 養 液 か ら 単 離 し た 。 ５ ｍ ｌ の Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４ ７ 凍 結 ス ト ッ ク 培 養 液 を 解 凍 し 、 ５ ０ ０ ｍ ｌ
容 エ ー レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ で １ ０ ０ ｍ ｌ の Ｆ ７ 培 地 に 接 種 す る の に 用 い た 。 培 養 液 を シ
ェ ー カ ー イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 ２ ３ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ ℃ に て ２ ０ 時 間 、 ６ ０ ０ ｎ ｍ で の 光 学
濃 度 （ Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ） が ９ .０ と な る ま で 増 殖 さ せ た 。 培 養 液 を １ ６ ℃ の シ ェ ー カ ー イ ン キ
ュ ベ ー タ ー に ２ ３ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ ０ 分 間 置 い た 。 ２ ５ ｍ ｇ の エ ポ チ ロ ン Ｂ を １ ｍ ｌ の １ ０ ０
％ エ タ ノ ー ル に 溶 解 し 、 培 養 液 に 加 え た 。 第 二 の ｍ ｌ の エ タ ノ ー ル を 用 い て 残 留 エ ポ チ ロ
ン Ｂ を チ ュ ー ブ か ら 濯 ぎ 、 培 養 液 に 加 え た 。 培 養 液 を １ ６ ℃ 、 ２ ３ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ３ ０ ｍ ｌ の 培 養 液 を ５ ０ ｍ ｌ チ ュ ー ブ に 移 し 、 １ ５ ０ ｍ ｇ の リ ゾ チ ー
ム を 培 養 液 に 加 え 、 培 養 液 を 室 温 に て ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ０ ｍ ｌ の 培 養 液 を ５
０ ｍ ｌ フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ に 入 れ 、 Ｔ Ｊ ６ 遠 心 管 中 、 ４ ℃ に て ５ 分 間 遠 心 分 離 に か け た 。
２ ｍ ｌ の ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え 、 チ ュ ー ブ を １ ５ 秒 間 激 し く 混 合 し た 。 チ ュ ー ブ を 室 温 で ２
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｔ Ｊ ６ 遠 心 管 の 最 高 速 度 で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 に か け た 。 水 性 層 を
新 た な チ ュ ー ブ に 移 し 、 ２ .５ ｍ ｌ の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え て Ｒ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ た 。 チ
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実 施 例 ４ ： エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び フ ェ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ
ン グ

実 施 例 ５ ： Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び 分 析

実 施 例 ６ ： 全 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出



ュ ー ブ を 室 温 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 に か け た 。 上 澄 み 液
を 除 去 し 、 ペ レ ッ ト を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 濯 ぎ 、 真 空 下 で し ば ら く 乾 燥 さ せ た 。 ペ レ ッ ト
を １ ５ ０ μ ｌ の Ｒ Ｎ ア ー ゼ 不 含 ｄ Ｈ ２ Ｏ に 再 懸 濁 し た 。 こ の Ｒ Ｎ Ａ に ５ ０ μ ｌ の ７ .５ Ｍ  
Ｌ ｉ Ｃ ｌ を 加 え 、 － ２ ０ ℃ に て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を 遠 心 管 で ４ ℃ に て
１ ０ 分 間 遠 心 分 離 に か け る こ と に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 ペ レ ッ ト を ２ ０ ０ μ ｌ の ７ ０ ％ エ
タ ノ ー ル で 濯 ぎ 、 真 空 下 で し ば ら く 乾 燥 さ せ 、 １ ５ ０ μ ｌ の Ｒ Ｎ ア ー ゼ 不 含 ｄ Ｈ ２ Ｏ に 再
懸 濁 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ ア ー ゼ Ｉ （ Ambion、 オ ー ス チ ン 、 テ キ サ ス 、 米 国 ） で 処 理 し た 。 ２ ５ μ ｌ
の 全 Ｒ Ｎ Ａ （ ５ .３ μ ｇ ／ μ ｌ ） 、 ２ .５ μ ｌ の Ｄ Ｎ ア ー ゼ Ｉ 緩 衝 液 、 １ .０ μ ｌ の Ｄ Ｎ ア
ー ゼ Ｉ を 加 え 、 ３ ７ ℃ で ２ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ５ μ ｌ の Ｄ Ｎ ア ー ゼ Ｉ 不 活 化 緩 衝
液 を 加 え 、 ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 １ 分 間 遠 心 分 離 に か け 、 上 澄 み 液 を 新 た な チ ュ ー ブ
に 移 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 Superscript II酵 素 （ Invitrogen） を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 １ μ ｌ
の 全 Ｒ Ｎ Ａ （ ５ .３ μ ｇ ／ μ ｌ ） 、 ９ μ ｌ の ｄ Ｈ ２ Ｏ 、 １ μ ｌ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 （ １ ０ ｍ
Ｍ ） 、 お よ び １ μ ｌ の ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー を 用 い て 反 応 液 を 調 製 し た 。 反 応 液 を ６ ５ ℃ で
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で 氷 上 に 置 い た 。 つ い で 以 下 の 成 分 を 加 え た ： ４ μ ｌ の 第
一 鎖 緩 衝 液 、 １ μ ｌ の Ｒ Ｎ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ２ .０ μ ｌ の ０ .１ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ 、 お よ び １
μ ｌ の Superscript II酵 素 。 反 応 液 を 室 温 で １ ０ 分 間 、 ４ ２ ℃ で ５ ０ 分 間 、 つ い で ７ ０ ℃
で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ μ ｌ の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ を 加 え 、 ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 、 ７ ０
℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の Ｐ ４ ５ ０ 特 異 的 生 成 物 の 増 幅 に 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 を
用 い て プ ラ ス ミ ド pCRscript-29の 挿 入 物 を 増 幅 し た 。 プ ラ ス ミ ド pCRscript-29は 、 プ ラ イ
マ ー の Ｐ ４ ５ ０ － １ ＋ （ 配 列 番 号 ２ ３ ） お よ び Ｐ ４ ５ ０ － ３ － （ 配 列 番 号 ２ ７ ） を 用 い て
Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４ ７ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し た ３ ４ ０ ｂ ｐ の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を 含 ん で い る 。 ２ μ ｌ
の プ ラ ス ミ ド プ レ ッ プ を 鋳 型 と し て 用 い 、 全 部 で ２ ５ サ イ ク ル 行 っ た 。 増 幅 し た 生 成 物 を
、 Qiaquickゲ ル 抽 出 シ ス テ ム （ Qiagen） を 用 い て ゲ ル 精 製 し た 。 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を エ タ ノ
ー ル 沈 殿 し 、 ５ μ ｌ の Ｔ Ｅ に 再 懸 濁 さ せ 、 収 量 は ５ ０ ０ ｎ ｇ と 評 価 さ れ た 。 こ の 断 片 を 、
chem link標 識 試 薬 （ Roche Molecular Biochemicals、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 イ ン デ ィ ア
ナ 、 カ タ ロ グ ＃ １  ８ ３ ６  ４ ６ ３ ） を 用 い て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で 標 識 し た 。 ５ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ
産 物 を ０ .５ μ ｌ の Dig-chem linkと 混 合 し 、 ｄ Ｈ ２ Ｏ を ２ ０ μ ｌ ま で 加 え た 。 反 応 液 を ８
５ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ５ μ ｌ の 停 止 溶 液 を 加 え た 。 プ ロ ー ブ 濃 度 は ２ ０ ｎ ｇ
／ μ ｌ と 評 価 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 １ ０ μ ｌ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ ０ .５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 、 Ｂ ｇ ｌ II、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ
、 Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIま た は Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 し 、 １ ２ ボ ル ト に て １ ６ 時 間 分 離 し た 。 ゲ ル を ０ .２
５ Ｎ  Ｈ Ｃ ｌ で １ ０ 分 間 脱 プ リ ン 化 し （ depurinated） 、 真 空 ブ ロ ッ タ ー （ Bio-Rad Labora
tories, Inc.、 ヘ ル キ ュ ー ル ズ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 、 カ タ ロ グ ＃ １ ６ ５ － ５ ０ ０ ０ ）
を 用 い て ０ .４ Ｎ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ ５ ” Ｈ ｇ で ９ ０ 分 間 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン （ Roche Molecular 
Biochemicals） に 真 空 下 で 移 し た 。 メ ン ブ レ ン を １ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 濯 ぎ 、 Stratali
nker UV Crosslinker（ Stratagene） を 用 い て Ｕ Ｖ 架 橋 し た 。 メ ン ブ レ ン を ２ × Ｓ Ｓ Ｃ で
濯 ぎ 、 室 温 で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 メ ン ブ レ ン を ２ ０ ｍ ｌ の Dig Easy Hyb緩 衝 液 （ Roche Molecular Biochemicals） 中 、 ４
２ ℃ で １ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 プ ロ ー ブ を ６ ５ ℃ で １ ０ 分 間 変 性 さ せ 、 つ い で 氷
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上 に 置 い た 。 Dig Easy Hyb中 の お よ そ の 濃 度 が ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ で あ る ５ ｍ ｌ の プ ロ ー ブ を
メ ン ブ レ ン と と も に ４ ２ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 メ ン ブ レ ン を 室 温 で ０ .１ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ を 含 む ２ × Ｓ Ｃ Ｃ で ２ 回 、 つ い で ６ ５ ℃ で ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む ０ .５ × Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 、
洗 浄 し た 。 メ ン ブ レ ン を Genius緩 衝 液 １ （ １ ０ ｍ Ｍ マ レ イ ン 酸 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ； ｐ
Ｈ ７ .５ ； ０ .３ ％ ｖ ／ ｖ  Tween 20） （ Roche Molecular Biochemicals、 イ ン デ ィ ア ナ ポ
リ ス 、 イ ン デ ィ ア ナ ） で ２ 分 間 平 衡 化 し 、 つ い で ２ ％ ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ Genius緩 衝 液 １
中 の ２ ％ ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 ） （ Roche Molecular Biochemicals、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 イ
ン デ ィ ア ナ ） と と も に 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 メ ン ブ レ ン を ５ ０ ｍ ｌ の ブ ロ ッ
キ ン グ 溶 液 中 の 抗 ｄ ｉ ｇ 抗 体 の １ ： ２ ０ ,０ ０ ０ 希 釈 と と も に ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 メ ン ブ レ ン を ５ ０ ｍ ｌ の Genius緩 衝 液 １ 中 で 各 １ ５ 分 間 、 ２ 回 洗 浄 し た 。 メ ン ブ レ ン
を Genius緩 衝 液 ３ （ １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ； ｐ Ｈ ９ .５ ） で ２ 分 間
平 衡 化 し た 。 Genius緩 衝 液 ３ 中 の Ｃ Ｓ Ｐ Ｄ （ ３ － （ ４ － メ ト キ シ ス ピ ロ ｛ １ ,２ － ジ オ キ
シ エ タ ン － ３ ,２ ’ － （ ５ ’ － ク ロ ロ ） ト リ シ ク ロ ［ ３ .３ .１ .１ ３ , ７ ］ デ カ ン ｝ － ４ －
イ ル ） フ ェ ニ ル リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム ） （ Roche Molecular Biochemicals） の １ ： １ ０ ０ 希
釈 （ １ ｍ ｌ ） を メ ン ブ レ ン に 加 え て 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で ３ ７ ℃ で １ ５
分 間 置 い た 。 メ ン ブ レ ン を Biomax MLフ ィ ル ム （ Kodak、 ロ チ ェ ス タ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 米
国 ） に １ 時 間 暴 露 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 コ ン ピ テ ン ト な 細 胞 を Invitrogenか ら 購 入 し た 。 大 腸 菌 株 Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ を ゲ ノ ム ク ロ ー ニ
ン グ の 宿 主 と し て 用 い た 。 化 学 的 に コ ン ピ テ ン ト な 細 胞 を 氷 上 で 解 凍 し 、 １ ０ ０ μ ｌ を 氷
上 の １ ７ × １ ０ ０ ｍ ｍ ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に ア リ コ ー ト し た 。 １ μ ｌ の ラ イ ゲ ー シ ョ
ン 混 合 物 を 細 胞 に 加 え 、 氷 上 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を ４ ２ ℃ で ４ ５ 秒 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で 氷 上 に １ ～ ２ 分 間 置 い た 。 ０ .９ ｍ ｌ の Ｓ Ｏ Ｃ 培 地 （ Invitrogen
） を 加 え 、 細 胞 を ３ ０ ～ ３ ７ ℃ 、 ２ ０ ０ ～ ２ ４ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細
胞 を 選 択 培 地 （ ネ オ マ イ シ ン ま た は ア ン ピ シ リ ン を そ れ ぞ れ ３ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ま た は １ ０ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 含 む Luriaア ガ ー ） 上 に 置 い た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｗ Ｂ １ ９ Ｎ を Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 消 化 お よ び Ｓ Ａ Ｐ Ｉ で 処 理 し 、 プ ラ ス ミ ド ｐ
Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ （ Keiserら 、 2000, Practical Streptomyces Genetics, John Innes） を Ｈ
ｉ ｎ ｄ IIIで 消 化 す る こ と に よ り 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｗ Ｂ １ ９ Ｎ ８ ４ ９ を 構 築 し た 。 こ れ ら ２
つ の 線 状 化 し た 断 片 を １ Ｕ の Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 用 い て 室 温 で １ 時 間 ラ イ ゲ ー ト し た 。
１ μ ｌ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 溶 液 を 用 い て Ｘ Ｌ － １  Ｂ ｌ ｕ ｅ エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ S
tratagene） を 形 質 転 換 し た 。 回 収 し た 細 胞 を Ｌ Ｂ ネ オ マ イ シ ン （ ３ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） に ３
７ ℃ に て 一 夜 プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ロ ニ ー を ３ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ネ オ マ イ シ ン を 含 む ２ ｍ
ｌ の Ｌ Ｂ に 採 り 、 ３ ０ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 MoBioプ ラ ス ミ ド ミ ニ プ レ ッ プ を す
べ て の 培 養 液 に つ い て 行 っ た 。 ｐ Ｗ Ｂ １ ９ Ｎ と ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ と の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り
構 築 し た プ ラ ス ミ ド を ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス 上 で の 電 気 泳 動 移 動 度 に よ り 決 定 し た 。 プ ラ ス
ミ ド ｐ Ｗ Ｂ １ ９ Ｎ ８ ４ ９ を Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIお よ び Ｂ ｇ ｌ IIで 消 化 し て 、 Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｈ ｉ
ｎ ｄ IIIで 消 化 し た プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ と 等 価 な ５ .３ ｋ ｂ 断 片 を 切 り 出 し た 。 こ の
５ .３ ｋ ｂ 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 し 、 Qiaquickゲ ル 抽 出 シ ス テ ム を 用 い て 抽 出 し
た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び 下 流 の フ ェ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 を 含 む １ .４
６ ９ ｋ ｂ  Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 増 幅 し た 。 ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 は 、 ５ μ ｌ の
Ｔ ａ ｑ 緩 衝 液 、 ２ .５ μ ｌ の グ リ セ リ ン 、 １ μ ｌ の ２ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ  Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － １ プ ラ ス
ミ ド 、 ０ .４ μ ｌ の ２ ５ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 １ .０ μ ｌ の プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ Ｆ （ 配
列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） （ ５ ピ コ モ ル ／ μ ｌ ） 、 ３ ８ .１
μ ｌ の ｄ Ｈ ２ Ｏ お よ び ０ .５ μ ｌ の Ｔ ａ ｑ 酵 素 （ Stratagene） か ら な っ て い た 。 反 応 を Per
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kin Elmer 9700で ９ ５ ℃ で ５ 分 間 、 つ い で ３ ０ サ イ ク ル （ ９ ６ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ で ３
０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ で ２ 分 間 ） 、 お よ び ７ ２ ℃ で ７ 分 間 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を Ｐ Ｃ Ｒ ク リ ー
ン ア ッ プ （ cleanup） 法 で Qiagenミ ニ エ ル ー ト カ ラ ム を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 し た 生 成 物
を Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 消 化 し 、 ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し た 。 １ .４ ６ ９
ｋ ｂ の バ ン ド を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 Qiagenミ ニ エ ル ー ト カ ラ ム を 用 い て 溶 出 し た 。 こ の Ｐ
Ｃ Ｒ 生 成 物 ５ μ ｌ を １ ０ μ ｌ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液 中 、 Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで
消 化 し た ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ベ ク タ ー と ラ イ ゲ ー ト し た 。 反 応 液 を 室 温 で ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 つ い で ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス Ｔ Ｋ ２ ４ プ ロ ト プ ラ ス ト に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ２ ０ ｍ ｌ の Ｙ Ｅ Ｍ Ｅ 培 地 に ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス Ｔ Ｋ ２ ４ の 凍 結 胞 子 懸 濁 液 を
接 種 し 、 １ ２ ５ ｍ ｌ 容 の 両 く ぼ み （ bi-indent） フ ラ ス コ 中 で ４ ８ 時 間 増 殖 さ せ た 。 プ ロ
ト プ ラ ス ト は Practical Streptomyces Geneticsの 記 載 に 従 っ て 調 製 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ
ン 反 応 液 を プ ロ ト プ ラ ス ト と 混 合 し 、 つ い で ５ ０ ０ μ ｌ の 形 質 転 換 緩 衝 液 を 加 え 、 つ い で
５ ｍ ｌ の Ｐ 緩 衝 液 を 直 ち に 加 え た 。 形 質 転 換 反 応 液 を ２ ,７ ５ ０ ｒ ｐ ｍ で ７ 分 間 充 分 に （ d
own） 回 転 さ せ 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 一 つ の Ｒ ２ Ｙ Ｅ プ レ ー ト に プ レ ー テ
ィ ン グ し た 。 こ の プ レ ー ト を ２ ８ ℃ で ２ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で ２ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の チ オ ス ト レ プ ト ン を 含 む ５ ｍ ｌ の ０ .７ ％ Ｌ Ｂ ア ガ ー を 重 層 し た 。 ７ 日 後 、 コ ロ ニ ー
を ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の チ オ ス ト レ プ ト ン を 含 む Ｒ ２ Ｙ Ｅ グ リ ッ ド プ レ ー ト に 採 っ た 。 コ ロ ニ
ー を ２ ８ ℃ で さ ら に ５ 日 間 増 殖 さ せ 、 ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ の 組 換 え 微 生 物 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 し て あ り 、 Ｐ Ｔ Ａ － ４ ０ ２ ２ と 表 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 Pigacお よ び Schrempf、 Appl. Environ. Microb., Vol. 61, No. 1, 352-356 (1995)の
手 順 を 用 い て ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス を 形 質 転 換 し た 。 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス
株 Ｒ ６  ５ ９ ３ を ２ ０ ｍ ｌ の Ｃ Ｒ Ｍ 培 地 中 、 ３ ０ ℃ に て ロ ー タ リ ー シ ェ ー カ ー （ ２ ５ ０ ｒ
ｐ ｍ ） 上 で 培 養 し た 。 細 胞 を ２ ４ 時 間 の 時 点 で ５ ,０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ４ ℃ で ５ 分 間 遠 心 分 離
に か け る こ と に よ り 回 収 し 、 ２ ０ ｍ ｌ の １ ０ ％ シ ョ 糖 に ４ ℃ で 再 懸 濁 し 、 ５ ,０ ０ ０ ｒ ｐ
ｍ 、 ４ ℃ で ５ 分 間 遠 心 分 離 に か け た 。 ペ レ ッ ト を １ ０ ｍ ｌ の １ ５ ％ グ リ セ リ ン に ４ ℃ で 再
懸 濁 し 、 ５ ,０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ４ ℃ で ５ 分 間 遠 心 分 離 に か け た 。 ペ レ ッ ト を ２ ｍ ｌ の １ ５ ％
グ リ セ リ ン に １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の リ ゾ チ ー ム と と も に ４ ℃ で 再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ５ ,０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ４ ℃ で ５ 分 間 遠 心 分 離 に か け 、 ２ ｍ ｌ の １ ５ ％ グ
リ セ リ ン に ４ ℃ で 再 懸 濁 し た 。 １ ５ ％ グ リ セ リ ン 洗 浄 を １ 回 繰 り 返 し 、 ペ レ ッ ト を １ ～ ２
ｍ ｌ の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を ５ ０ ～ ２ ０ ０ μ ｌ の ア リ コ ー
ト と し て － ８ ０ ℃ に て 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 液 を ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス の 形 質 転 換 に つ い て 記 載 し た の と 同
様 に し て 調 製 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 容 量 を ｄ Ｈ ２ Ｏ で １
０ ０ μ ｌ と し 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ を ０ .３ Ｍ ま で 加 え 、 反 応 液 を 等 容 量 の ２ ４ ： １ ： １ フ ェ ノ ー ル
： ク ロ ロ ホ ル ム ： イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル で 抽 出 し た 。 ２ ０ μ ｇ の グ リ コ ー ゲ ン を 加 え 、 ラ
イ ゲ ー ト し た Ｄ Ｎ Ａ を ２ 容 量 の １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル で － ２ ０ ℃ に て ３ ０ 分 間 沈 殿 さ せ た 。
Ｄ Ｎ Ａ を ミ ク ロ 遠 心 管 で １ ０ 分 間 ペ レ ッ ト 化 し 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で １ 回 洗 浄 し 、 speed-
vac濃 縮 機 で ５ 分 間 乾 燥 さ せ 、 ５ μ ｌ の ｄ Ｈ ２ Ｏ に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 細 胞 の 凍 結 ア リ コ ー ト の 一 つ を 室 温 で 解 凍 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 各 Ｄ Ｎ Ａ 試 料
に つ い て ５ ０ μ ｌ ／ チ ュ ー ブ に 分 け た 。 細 胞 を 使 用 時 ま で 氷 上 で 貯 蔵 し た 。 １ ～ ２ μ ｌ の
ｄ Ｈ ２ Ｏ 中 の Ｄ Ｎ Ａ を 加 え 、 混 合 し た 。 細 胞 と Ｄ Ｎ Ａ と の 混 合 物 を 、 前 も っ て 氷 上 で 冷 却
し て お い た ギ ャ ッ プ が ２ ｍ ｍ の エ レ ク ト ロ キ ュ ベ ッ ト （ Bio-Rad Laboratories、 リ ッ チ モ
ン ド 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 ） に 移 し た 。 Gene Pulser T M （ Bio-Rad Laboratories） を 用
い 、 ２ ｋ Ｖ （ １ ０ ｋ Ｖ ／ ｃ ｍ ） 、 ２ ５ μ Ｆ 、 ４ ０ ０ オ ー ム の 設 定 で 細 胞 を エ レ ク ト ロ ポ レ
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ー シ ョ ン し た 。 細 胞 を ０ .７ ５ ～ １ .０ ｍ ｌ の Ｃ Ｒ Ｍ （ ０ ～ ４ ℃ ） で 希 釈 し 、 １ ５ ｍ ｌ 培 養
チ ュ ー ブ に 移 し 、 攪 拌 し な が ら ３ ０ ℃ で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を １ ０ ～ ３ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ の チ オ ス ト レ プ ト ン を 含 む trypticase soy brothア ガ ー プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン
グ し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】

　 Waters 2690 Separation Moduleシ ス テ ム （ Waters Corp.、 ミ ル フ ォ ー ド 、 マ サ チ ュ ー
セ ッ ツ 、 米 国 ） お よ び SymmetryShield RP 8 、 粒 径 ３ .５ μ ｍ を 充 填 し た カ ラ ム ４ .６ × １ ５
０ ｍ ｍ （ Waters Corp.、 ミ ル フ ォ ー ド 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 、 米 国 ） を 用 い て 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 分 離 を 行 っ た 。 勾 配 移 動 相 プ ロ グ ラ ミ ン グ を １ .０ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 で 用 い た 。
溶 出 液 Ａ は 、 水 ／ ア セ ト ニ ト リ ル （ ２ ０ ： １ ） ＋ １ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム で あ っ た 。 溶
出 液 Ｂ は 、 ア セ ト ニ ト リ ル ／ 水 （ ２ ０ ： １ ） で あ っ た 。 移 動 相 を １ ２ ％ Ｂ か ら ２ ８ ％ Ｂ へ
６ 分 間 か け て 線 状 勾 配 し 、 ２ ８ ％ Ｂ で ４ 分 間 ア イ ソ ク ラ チ ッ ク と し た 。 こ の 次 に ２ ０ 分 間
か け て ２ ８ ％ Ｂ か ら １ ０ ０ ％ Ｂ へ の 線 状 勾 配 お よ び ２ 分 間 か け て １ ２ ％ Ｂ へ の 線 状 勾 配 を
行 い 、 １ ２ ％ Ｂ で ３ 分 間 保 持 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 カ ラ ム 溶 出 液 を Ｚ Ｍ Ｄ 質 量 分 析 計 （ Micromass、 マ ン チ ェ ス タ ー 、 英 国 ） の エ レ ク ト ロ
ス プ レ ー イ オ ン 源 に 直 接 導 入 し た 。 こ の 装 置 は Test Juice参 照 標 準 （ Waters Corp.、 ミ ル
フ ォ ー ド 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 、 米 国 ） を 用 い て 目 盛 り が 付 さ れ て お り 、 手 動 ポ ン プ （ syri
nge pump） （ Harvard Apparatus、 ホ リ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 、 米 国 ） か ら １ ０ μ ｌ
／ 分 の 流 速 で 送 達 さ れ た 。 質 量 分 析 計 は １ ３ .２ の 低 い 質 量 解 析 お よ び １ １ .２ の 高 い 質 量
解 析 で 操 作 し た 。 １ ０ ス ペ ク ト ル ／ 秒 の 捕 捉 速 度 で ｍ ／ ｚ １ ０ ０ ～ ６ ０ ０ の ス キ ャ ン 範 囲
を 用 い 、 ス ペ ク ト ル を 捕 捉 し た 。 使 用 し た イ オ ン 化 法 は 正 イ オ ン エ レ ク ト ロ ス プ レ ー （ Ｅ
Ｓ ） で あ っ た 。 ス プ レ ー ヤ ー の 電 圧 は ２ ９ ０ ０ Ｖ に 保 持 し 、 イ オ ン 源 の 円 錐 体 （ cone） 電
圧 は １ ７ Ｖ の 電 位 で 保 持 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｏ ｌ 試 薬 を 用 い て 培 養 液 の セ ッ ト （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ４ ３ ４ ９ １ 、 Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ １ ４ ９ ３ ０ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ６ ３ ０ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ５ ５ ０ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ ９ ４ ４ ４ 、 Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ ４ ３ ３ ３ ３ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ ５ １ ６ ５ ） か ら 単 離 し た 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ を 、 ｅ ｂ ｈ 遺 伝 子 の 配
列 に 対 し て デ ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー を 使 用 す る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に 鋳 型 と し て 用 い た 。 ３ セ ッ ト
の プ ラ イ マ ー を 増 幅 に 用 い た ： Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） と Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （
配 列 番 号 ２ ９ ） 、 Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － １ ６ ｆ （ 配 列 番 号 ５ ０ ） と Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － １ ７ ｒ （ 配 列 番 号
５ １ ） 、 お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － １ ９ ｆ （ 配 列 番 号 ５ ２ ） と Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ２ ０ ｒ （ 配 列 番 号 ５
３ ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ２ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び フ ォ ア ウ ォ ー ド プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス プ
ラ イ マ ー を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を ２ ０ μ ｌ の 容 量 で 調 製 し た 。 プ ラ イ マ ー は す べ て １ .４ ～
２ .０ μ Ｍ の 最 終 濃 度 で 加 え た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 は ０ .２ μ ｌ の Advantage T M  2 Ｔ ａ ｑ 酵 素 （
BD Biosciences Clontech、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 ） 、 ２ μ ｌ の Advantage T M

 2 Ｔ ａ ｑ 緩 衝 液 お よ び ０ .２ μ ｌ の ２ .５ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を 用 い 、 ｄ Ｈ ２ Ｏ を ２ ０ μ ｌ ま で
加 え て 調 製 し た 。 サ イ ク ル 反 応 は 、 Geneamp R  9700Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム ま た は Mastercycler R 勾
配 （ Eppendorf、 ウ エ ス ト ベ リ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 米 国 ） に て 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で 行 っ
た ： ９ ５ ℃ に て ５ 分 間 、 ３ ５ サ イ ク ル （ ９ ６ ℃ に て ２ ０ 秒 、 ５ ４ ～ ６ ９ ℃ に て ３ ０ 秒 、 ７
２ ℃ に て ２ 分 間 ） 、 ７ ２ ℃ に て ７ 分 間 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 予 期 さ れ る サ イ ズ は 、 Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９
－ ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） と Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） と の プ ラ イ マ ー ペ ア に つ い
て は 約 １ ４ ６ ９ ｂ ｐ 、 Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － １ ６ ｆ （ 配 列 番 号 ５ ０ ） と Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － １ ７ ｒ （ 配 列
番 号 ５ １ ） と の プ ラ イ マ ー ペ ア に つ い て は １ ０ ３ ４ ｂ ｐ 、 お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － １ ９ ｆ （ 配
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実 施 例 １ ４ ： 質 量 分 光 測 光

実 施 例 １ ５ ： 他 の 微 生 物 か ら シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 を 単 離 す る た め の ｅ ｂ ｈ 遺 伝 子 配
列 （ 配 列 番 号 １ ） の 使 用



列 番 号 ５ ２ ） と Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ２ ０ ｒ （ 配 列 番 号 ５ ３ ） と の プ ラ イ マ ー ペ ア に つ い て は １ ３
１ ８ ｂ ｐ で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 析 し た 。 予 期 さ れ た サ イ ズ
の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 Qiagenゲ ル 抽 出 法 を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 し た 生 成 物
を Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 Ａ Ｂ Ｉ ３ １ ０ シ ー ク エ
ン サ ー を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】

　 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び 下 流 の フ ェ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 を 含 む １ .４
６ ９ ｋ ｂ  Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 増 幅 し た 。 ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 は 、 ５ μ ｌ の
Ｔ ａ ｑ 緩 衝 液 、 ２ .５ μ ｌ の グ リ セ リ ン 、 １ μ ｌ の ２ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ  Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － １ プ ラ ス
ミ ド 、 ０ .４ μ ｌ の ２ ５ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 １ .０ μ ｌ の プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配
列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） （ ５ ピ コ モ ル ／ μ ｌ ） 、 ３ ８ .１
μ ｌ の ｄ Ｈ ２ Ｏ お よ び ０ .５ μ ｌ の Ｔ ａ ｑ 酵 素 （ Stratagene） か ら な っ て い た 。 反 応 を Gen
eamp R  9700Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム で 以 下 の 条 件 で 行 っ た ： ９ ５ ℃ で ５ 分 間 、 つ い で ３ ０ サ イ ク ル
（ ９ ６ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ で ２ 分 間 ） 、 お よ び ７ ２ ℃ で ７ 分 間 。 Ｐ
Ｃ Ｒ 生 成 物 を Ｐ Ｃ Ｒ ク リ ー ン ア ッ プ 法 で Qiagen Qiaquickカ ラ ム を 用 い て 精 製 し た 。 精 製
し た 生 成 物 を Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 消 化 し 、 ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し た 。
１ .４ ６ ９ ｋ ｂ の バ ン ド を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 Qiagen Qiaquickゲ ル 抽 出 法 を 用 い て 溶 出 し
た 。 つ い で 、 こ れ ら 断 片 を 、 PCRscript Ampク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト を 用 い て pPCRscript Amp
ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 挿 入 物 を 含 む コ ロ ニ ー を 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ
ン を 含 む １ ～ ２ ｍ ｌ の Ｌ Ｂ （ Luria Broth） に ３ ７ ℃ 、 ２ ３ ０ ～ ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ６ ～ ２
４ 時 間 採 っ た 。 プ ラ ス ミ ド 単 離 を Mo Bioミ ニ プ ラ ス ミ ド プ レ ッ プ キ ッ ト を 用 い て 行 っ た 。
挿 入 物 の 配 列 を 、 Big-Dyeシ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト を 用 い た サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ に
よ り 確 認 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を pPCRscript-ebhと 称 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】

　 Quikchange R  XL Site-Directed Mutagenesis Kitお よ び Quikchange R  Multi Site-Direc
ted Mutagenesisキ ッ ト （ と も に Stratageneか ら ） を 用 い 、 ｅ ｂ ｈ 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に
突 然 変 異 を 導 入 し た 。 こ れ ら 両 方 法 は 、 所 望 の 突 然 変 異 を 含 む ３ ５ ～ ４ ５ 塩 基 の 長 さ の Ｄ
Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ５ ４ ～ ５ ９ お よ び ７ ７ ） 、 メ チ ル 化 し た 環 状 プ ラ ス ミ ド 鋳 型 お
よ び PfuTurbo R Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ 米 国 特 許 第 ５ ,５ ４ ５ ,５ ５ ２ 号 お よ び 同 第 ５ ,８ ６ ６
,３ ９ ５ 号 お よ び 同 第 ５ ,９ ４ ８ ,６ ６ ３ 号 ） を 用 い 、 突 然 変 異 誘 導 プ ラ イ マ ー に よ り も た
ら さ れ る 突 然 変 異 を 導 入 し た プ ラ ス ミ ド 鋳 型 の コ ピ ー を 生 成 し た 。 そ の 後 の 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ 酵 素 Ｄ ｐ ｎ Ｉ を 用 い た 反 応 液 の 消 化 は 、 メ チ ル 化 さ れ た プ ラ ス ミ ド 鋳 型 を 選 択
的 に 消 化 す る が 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い 突 然 変 異 プ ラ ス ミ ド は 完 全 な ま ま に 残 す 。 Ｄ ｐ ｎ
Ｉ 消 化 工 程 （ イ ン キ ュ ベ ー ト 時 間 を １ 時 間 か ら ３ 時 間 に 長 く し た ） を 除 き 、 す べ て の 手 順
は 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ た 。 pPCRscript-ebhベ ク タ ー を 突 然 変 異 誘 発 の 鋳 型 と し て 用 い た
。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 １ ～ ２ μ ｌ の 反 応 液 を XL1-BlueＲ エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト 細 胞 か ま た は XL10-GoldＲ ウ
ル ト ラ コ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ Stratagene） の い ず れ か に 形 質 転 換 し た 。 細 胞 を Ｌ Ａ （ Luria 
Agar） １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト 上 に 、 プ レ ー ト 当 た り １ ０ ０ コ ロ ニ ー を 超
え る 密 度 で プ レ ー テ ィ ン グ し 、 ３ ０ ～ ３ ７ ℃ で ２ ４ ～ ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ
ー ト 全 体 を １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む ５ ｍ ｌ の Ｌ Ｂ に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 遠
心 分 離 に か け 、 つ い で Mo Bioミ ニ プ レ ッ プ 法 を 用 い て プ ラ ス ミ ド を 精 製 す る こ と に よ り 、
プ ラ ス ミ ド を 再 懸 濁 細 胞 か ら 直 接 単 離 し た 。 つ い で 、 こ の プ ラ ス ミ ド を プ ラ イ マ ー Ｎ Ｐ Ｂ
２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） お よ び Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ の
鋳 型 と し て 用 い て 突 然 変 異 し た 発 現 カ セ ッ ト を 増 幅 さ せ た 。 制 限 酵 素 Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｈ ｉ
ｎ ｄ IIIに よ る １ .４ ６ ９ ｋ ｂ  Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 消 化 を 、 こ れ も Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで
消 化 し た ベ ク タ ー ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 用 断 片 を 調 製 す る の に 用 い た 。 あ る
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い は 、 再 懸 濁 し た 細 胞 を 用 い て １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む ２ ０ ～ ５ ０ ｍ ｌ の
Ｌ Ｂ に 接 種 し 、 ３ ０ ～ ３ ７ ℃ で １ ８ ～ ２ ４ 時 間 増 殖 さ せ た 。 培 養 液 に 対 し て Qiagenミ ニ プ
レ ッ プ を 行 っ て 所 望 の 突 然 変 異 を 含 む プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 制 限 酵 素 Ｂ ｇ ｌ IIお
よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIに よ る 消 化 を 用 い 、 Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ III消 化 し た プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ
Ｎ Ｔ ８ ４ ９ へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め の 突 然 変 異 し た 発 現 カ セ ッ ト を 切 り 出 し た 。 記 載 に
従 っ て ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス ま た は ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス で 突 然 変 異 体 の
ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 別 法 と し て 、 Leungら の 方 法 （ Technique

, Vol. 1, No. 1, 11-15 (1989)） を 用 い て ｅ ｂ ｈ 遺 伝 子 の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 ラ
イ ブ ラ リ ー を 生 成 し た 。 マ ン ガ ン お よ び ／ ま た は 低 減 し た ｄ Ａ Ｔ Ｐ 濃 度 を 用 い て Ｔ ａ ｑ ポ
リ メ ラ ー ゼ の 突 然 変 異 誘 発 頻 度 を 制 御 す る 。 プ ラ ス ミ ド pCRscript-ebhを Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化
し て プ ラ ス ミ ド を 線 状 に し た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 緩 衝 液 を 、 ０ .１ ６ ６ Ｍ  （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４

、 ０ .６ ７ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .８ ） 、 ６ １ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ６ ７ μ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （
ｐ Ｈ ８ .０ ） 、 １ .７ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い て 調 製 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を 、
１ ０ μ ｌ の Ｎ ｏ ｔ Ｉ 消 化 し た pCRscript-ebh（ ０ .１ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 、 １ ０ μ ｌ の ポ リ メ ラ ー
ゼ 緩 衝 液 、 １ .０ μ ｌ の １ Ｍ  β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ .０ μ ｌ の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 １ .０
μ ｌ の Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ６ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） プ ラ イ マ ー （ １ ０ ０ ピ コ モ ル ／ μ ｌ ） 、 １ .０
μ ｌ の Ｎ Ｐ Ｂ ２ ９ － ７ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） プ ラ イ マ ー （ １ ０ ０ ピ コ モ ル ／ μ ｌ ） 、 １ ０ μ
ｌ の ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 １ ０ .０ μ ｌ の １ ０ ｍ Ｍ  ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 １ ０ .０ μ ｌ の ２ ｍ Ｍ  ｄ Ａ
Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ Ｍ  ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 １ ０ .０ μ ｌ の １ ０ ｍ Ｍ  ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 お よ び ２ .０ μ ｌ の Ｔ ａ ｑ
ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 調 製 し た 。 ｄ Ｈ ２ Ｏ を 加 え て １ ０ ０ μ ｌ と し た 。 反 応 液 も 上 記 と 同
様 に し て 調 製 し た が 、 Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ は 用 い な か っ た 。 サ イ ク リ ン グ 反 応 を GeneAmp R  Ｐ Ｃ Ｒ
シ ス テ ム で 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に て 行 っ た ： ９ ５ ℃ で １ 分 間 、 ２ ５ ～ ３ ０ サ イ ク ル （ ９ ４
℃ で １ 分 間 、 ５ ５ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ で ４ 分 間 ） 、 ７ ２ ℃ で ７ 分 間 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を Qi
agenス ピ ン カ ラ ム を 用 い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 つ い で 、 得 ら れ た 断 片 を Ｂ ｇ ｌ
IIお よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 消 化 し 、 Qiagenス ピ ン カ ラ ム を 用 い て 精 製 し た 。 つ い で 、 精 製 し
た 断 片 を Ｂ ｇ ｌ IIお よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 消 化 し た ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ プ ラ ス ミ ド に ラ イ ゲ ー ト
し た 。 突 然 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ を ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス お よ び ス ト レ プ ト ミ
セ ス ・ リ モ ス ス で 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
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【 ０ １ ４ ５ 】

　 こ れ ら 実 験 で は 、 １ ２ ５ ｍ ｌ 容 の 両 く ぼ み フ ラ ス コ 中 の ２ ０ ｍ ｌ の Ｙ Ｅ Ｍ Ｅ 培 地 に ス ト
レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス Ｔ Ｋ ２ ４ 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ －
ｅ ｂ ｈ ） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ １ ０ － ５ ３ ） ま た は
ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ） の ２ ０ ０ μ ｌ の 凍
結 胞 子 調 製 液 を 接 種 し 、 ２ ３ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ３ ０ ℃ で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ト レ プ
ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ ） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ
Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ １ ０ － ５ ３ ） お よ び ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４
９ － ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ） を 接 種 し た 培 地 に チ オ ス ト レ プ ト ン １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 加 え た 。 ４
ｍ ｌ の 培 養 液 を １ ２ ５ ｍ ｌ 容 エ ー レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ 中 の ２ ０ ｍ ｌ の Ｒ ５ 培 地 に 移 し 、
２ ３ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ３ ０ ℃ で １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 培 養 液 に １ ０ ０ ％ Ｅ ｔ Ｏ Ｈ 中 の
エ ポ チ ロ ン Ｂ を 最 終 濃 度 ０ .０ ５ ％ ｗ ／ ｖ で 加 え た 。 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ
Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ ２ ４ － １ ６ ） の 培 養 液 （ こ の 場 合 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ は ４ ８ 時 間 で 完 全
に エ ポ チ ロ ン Ｆ に 変 換 さ れ た ） を 除 い て 、 試 料 を 、 ０ 、 ２ ４ 、 ４ ８ お よ び ７ ２ 時 間 の 時 点
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で 採 取 し た 。 試 料 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 析 し た 。 結 果 を ０ 時 間 で の エ ポ チ ロ ン Ｂ の パ ー セ ン
ト と し て 計 算 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
エ ポ チ ロ ン Ｂ ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
エ ポ チ ロ ン Ｆ ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
　 別 法 と し て 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ の エ ポ チ ロ ン Ｆ へ の バ イ オ コ ン バ ー ジ ョ ン を 、 ｅ ｂ ｈ 遺 伝 子
お よ び そ の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異 体 を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た ス ト レ プ ト ミ セ
ス ・ リ モ ス ス 宿 主 細 胞 で 行 っ た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 凍 結 し た ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス 形 質
転 換 体 培 養 液 を １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の チ オ ス ト レ プ ト ン を 含 む ２ ０ ｍ ｌ の Ｃ Ｒ Ｍ 培 地 に 接 種 し
、 ３ ０ ℃ 、 ２ ３ ０ ～ ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ６ ～ ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 各 培 養 液 に １ ０ ０ ％ エ タ ノ
ー ル 中 の エ ポ チ ロ ン Ｂ を 最 終 濃 度 ０ .０ ５ ％ ｗ ／ ｖ で 加 え た 。 反 応 液 を 典 型 的 に ３ ０ ℃ 、
２ ３ ０ ～ ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ ０ ～ ４ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 エ ポ チ ロ ン Ｂ お よ び エ ポ チ
ロ ン Ｆ の 濃 度 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 決 定 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】

　 １ ２ ５ ｍ ｌ 容 フ ラ ス コ 中 の １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の チ オ ス ト レ プ ト ン を 含 む ２ ０ ｍ ｌ の Ｒ ２ Ｙ
Ｅ 培 地 に 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ
ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ － ｅ ｂ ｈ ） の 凍 結 胞 子 調 製 物 （ ２ ０ ０ μ ｌ ） を 接 種 し 、 ２ ３ ０ ｒ
ｐ ｍ 、 ２ ８ ℃ で ７ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ４ ｍ ｌ の 培 養 液 を ２ ０ ｍ ｌ の Ｒ ２ Ｙ Ｅ 培 地
に 接 種 し 、 ２ ３ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ２ ８ ℃ で ２ ４ 時 間 増 殖 さ せ た 。 １ ｍ ｌ の 培 養 液 を １ ５ ｍ ｌ ポ リ
プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に 移 し 、 各 培 養 液 に １ ０ μ ｌ の コ ン パ ク チ ン （ ４ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 加
え 、 ２ ８ ℃ 、 ２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ５ ０ ０ μ ｌ の 培 養 液 ブ ロ ス を
新 た な １ ５ ｍ ｌ ポ リ プ ロ ピ レ ン 培 養 チ ュ ー ブ に 移 し た 。 ５ ０ ０ μ ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ 水 酸 化 ナ ト
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ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ モ ス ス に お け る 突 然 変 異 体 の 評 価

実 施 例 １ ９ ： コ ン パ ク チ ン の プ ラ バ ス タ チ ン へ の バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン



リ ウ ム を 加 え 、 回 転 攪 拌 し た 。 ３ ｍ ｌ の メ タ ノ ー ル を 加 え て 回 転 攪 拌 し 、 チ ュ ー ブ を Ｔ Ｊ
－ ６ 卓 上 遠 心 管 中 、 ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 に か け た 。 有 機 相 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ
り 分 析 し た 。 対 照 の ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ ｐ Ａ Ｎ Ｔ ８ ４ ９ ） 培 養 液 と 比 較 し た
コ ン パ ク チ ン お よ び プ ラ バ ス タ チ ン 値 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
出 発 物 質 の コ ン パ ク チ ン 濃 度 の パ ー セ ン ト と し て の コ ン パ ク チ ン お よ び プ ラ バ ス タ チ ン ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】

　 Hewlett Packard 1090 Series Separationシ ス テ ム （ Agilent Technologies、 パ ロ ア ル
ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 ） お よ び Spherisorb ODS2、 粒 径 ５ μ ｍ を 充 填 し た カ ラ ム ５ ０
× ４ ６ ｍ ｍ （ Keystone Scientific, Inc.、 ベ ル フ ォ ン テ 、 ペ ン シ ル ベ ニ ア 、 米 国 ） を 用
い 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 を 行 っ た 。 勾 配 移 動 相 プ ロ グ ラ ミ ン グ を ２ .０ ｍ ｌ ／ 分
の 流 速 で 用 い た 。 溶 出 液 Ａ は 、 水 、 １ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム お よ び ０ .０ ５ ％ リ ン 酸 で
あ っ た 。 溶 出 液 Ｂ は 、 ア セ ト ニ ト リ ル で あ っ た 。 移 動 相 を ２ ０ ％ Ｂ か ら ９ ０ ％ Ｂ へ ４ 分 間
か け て 線 状 勾 配 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 を 、 Ｙ Ｍ Ｃ 充 填 Ｏ Ｄ Ｓ － Ａ Ｑ カ ラ ム 、 ４ .６ ｍ ｍ 内 径 × １ ５ ｃ ｍ 長 と と
も に Hewlett Packard 1100 Series Liquid chromatographを 用 い て 行 っ た 。 水 （ 溶 媒 Ａ ）
お よ び ア セ ト ニ ト リ ル （ 溶 媒 Ｂ ） の 勾 配 系 を 用 い た ： ２ ０ ％ か ら ９ ０ ％ Ｂ へ の 線 状 勾 配 を
１ ０ 分 間 ； ９ ０ ％ か ら ２ ０ ％ へ の 線 状 勾 配 を ２ 分 間 。 流 速 は １ ｍ ｌ ／ 分 で あ り 、 Ｕ Ｖ 検 出
は ２ ５ ４ ｎ ｍ で 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 を 以 下 の 装 置 お よ び 条 件 を 用 い て 行 っ た ：
ポ ン プ ： Varian ProStar Solvent Delivery Module（ Varian Inc.、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ
ォ ル ニ ア 、 米 国 ） 。 検 出 器 ： Gynkotek UVD340S
カ ラ ム ： Ｙ Ｍ Ｃ  Ｏ Ｄ Ｓ － Ａ カ ラ ム （ ３ ０ ｍ ｍ 内 径 × １ ０ ０ ｍ ｍ 長 、 ５ μ 粒 径 ）
溶 出 の 流 速 ： ３ ０ ｍ ｌ ／ 分
溶 出 勾 配 ： （ 溶 媒 Ａ ： 水 、 溶 媒 Ｂ ： ア セ ト ニ ト リ ル ） 、 ２ ０ ％ Ｂ 、 ２ 分 間 ； ２ ０ ％ か ら ６
０ ％ Ｂ へ の 線 状 勾 配 、 １ ８ 分 間 ； ６ ０ ％ Ｂ 、 ２ 分 間 ； ６ ０ ％ か ら ９ ０ ％ Ｂ へ の 線 状 勾 配 、
１ 分 間 ； ９ ０ ％ Ｂ 、 ３ 分 間 ； ９ ０ ％ か ら ２ ０ ％ Ｂ へ の 線 状 勾 配 、 ２ 分 間
検 出 ： Ｕ Ｖ 、 ２ １ ０ ｎ ｍ
【 ０ １ ５ ５ 】
　 を 以 下 の よ う に し て 行 っ た ： ４ ０ μ ｌ の 試 料 を Ｙ Ｍ Ｃ 充 填 Ｏ Ｄ Ｓ － Ａ Ｑ カ
ラ ム （ ４ .６ ｍ ｍ 内 径 × １ ５ ｃ ｍ 長 ） に 注 入 し た 。 カ ラ ム を １ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 で Ｄ ２ Ｏ （
溶 媒 Ａ ） お よ び ア セ ト ニ ト リ ル － ｄ ３ （ 溶 媒 Ｂ ） の 勾 配 系 を 用 い て 溶 出 し た ： ３ ０ ％ Ｂ 、
１ 分 間 ； ３ ０ ％ か ら ８ ０ ％ Ｂ へ の 線 状 勾 配 、 １ １ 分 間 。 溶 出 液 を Varian AS-600 NMR分 析
計 中 の Ｆ １ ９ ／ Ｈ １  Ｎ Ｍ Ｒ プ ロ ー ブ （ ６ ０ μ ｌ 活 性 容 量 ） に 流 す 前 に Ｕ Ｖ 検 出 セ ル （ ２
５ ４ ｎ ｍ で モ ニ タ ー ） を 通 過 さ せ た 。 バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 生 成 物 は 約 ７ .５
分 で 溶 出 さ れ た の で 溶 出 流 を 手 動 で 停 止 さ せ て Ｎ Ｍ Ｒ デ ー タ 捕 捉 の た め に 溶 出 液 が Ｎ Ｍ Ｒ
プ ロ ー ブ 中 に 残 る よ う に し た 。
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実 施 例 ２ ０ ： コ ン パ ク チ ン お よ び プ ラ バ ス タ チ ン の 検 出 の た め の 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 法

実 施 例 ２ １ ： 突 然 変 異 体 ｅ ｂ ｈ ２ ５ － １ の バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 産 物 の 構 造 決
定

分 析 的 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ

分 取 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ

Ｌ Ｃ ／ Ｎ Ｍ Ｒ



【 ０ １ ５ ６ 】
　 を 以 下 の よ う に し て 行 っ た 。 ブ タ ノ ー ル ／ メ タ ノ ー ル 抽 出 液 （ 約 １ ０ ｍ
ｌ ） を 窒 素 流 下 で 蒸 発 乾 固 さ せ た 。 残 渣 （ ３ ８ ｍ ｇ ） に １ ｍ ｌ の メ タ ノ ー ル を 加 え 、 不 溶
性 物 質 を 遠 心 分 離 （ １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ２ 分 ） に よ り 除 去 し た 。 上 澄 み 液 の ０ .１ ｍ ｌ を
Ｌ Ｃ ／ Ｎ Ｍ Ｒ 研 究 に 用 い 、 残 り の ０ .９ ｍ ｌ を 分 取 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ ０ .２ ～ ０ .４ ｍ ｌ ／ 注 入 ）
に 供 し た 。 ２ つ の 主 要 な ピ ー ク が 観 察 さ れ 、 回 収 し た ： ピ ー ク Ａ は １ ４ ～ １ ５ 分 で 溶 出 し
た の に 対 し 、 ピ ー ク Ｂ は １ ６ .５ ～ １ ７ .５ 分 で 溶 出 し た 。 分 析 的 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 は 、 ピ ー ク
Ｂ が 親 化 合 物 の エ ポ チ ロ ン Ｂ で あ り （ Ｒ ｔ ８ .５ 分 ） 、 ピ ー ク Ａ が バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー
メ ー シ ョ ン 生 成 物 で あ る （ Ｒ ｔ ７ .３ 分 ） こ と を 示 し て い た 。 ピ ー ク Ａ の フ ラ ク シ ョ ン を
プ ー ル し 、 こ れ ら プ ー ル し た フ ラ ク シ ョ ン で Ｍ Ｓ 分 析 デ ー タ を 得 た 。 プ ー ル し た フ ラ ク シ
ョ ン を 蒸 発 さ せ て 小 容 量 と し 、 つ い で 凍 結 乾 燥 し て ３ ｍ ｇ の 白 色 固 体 を 得 た 。 こ の 白 色 固
体 （ メ タ ノ ー ル に 溶 解 ） の Ｎ Ｍ Ｒ お よ び Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 、 バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー
シ ョ ン 生 成 物 が 乾 燥 プ ロ セ ス の 際 に 部 分 的 に 分 解 し た こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ア ミ コ ラ ト プ シ ス ・ オ リ エ ン タ リ ス 株 Ｓ Ｃ １ ５ ８ ４ ７ （ Ｐ Ｔ Ａ １ ０ ４ ３
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） に よ る 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ の エ ポ チ ロ ン Ｆ へ の Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ９ ２ ７ ６ （ １ ９ ９ ９ 年 １ ２ 月 ２
１ 日 に 出 願 し た 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ４ ６ ８ ,８ ５ ４ 号 ） に 示 さ れ た バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ
ー メ ー シ ョ ン の 模 式 図 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ６ 】
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ 用
Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン す る の に 用 い た 、 配 列 番 号 ５ ～ ２ ２ の 核 酸 配 列 ア ラ イ ン メ ン
ト を 示 す 。
【 ０ ２ １ ７ 】
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ 配 列 番 号 ２ ） と Ｅ ｒ ｙ Ｆ （ Ｐ Ｄ Ｂ コ ー
ド １ Ｊ Ｉ Ｎ 鎖 Ａ ； 配 列 番 号 ７ ６ ） と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 星 印 は 同 一 の 配 列 を 、
コ ロ ン （ ： ） は 類 似 の 残 基 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ８ 】
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 図 ３ に 示 す Ｅ ｒ ｙ Ｆ と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ く エ ポ チ ロ ン Ｂ ヒ ド
ロ キ シ ラ ー ゼ の ホ モ ロ ジ ー モ デ ル を 示 す 。
【 ０ ２ １ ９ 】
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｅ ｒ ｙ Ｆ （ Ｐ Ｄ Ｂ コ ー ド １ Ｊ Ｉ Ｎ 鎖 Ａ ； 実 線 で 示 す ） と 比 較 し た エ ポ チ
ロ ン Ｂ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ モ デ ル （ 破 線 で 示 す ） の エ ネ ル ギ ー プ ロ ッ ト を 示 す 。 ５ １ 残 基 の
平 均 ウ イ ン ド ウ サ イ ズ （ す な わ ち 、 あ る 残 基 位 置 で の エ ネ ル ギ ー は 該 残 基 を 中 央 位 置 と し
た 配 列 に あ る ５ １ 残 基 の エ ネ ル ギ ー の 平 均 と し て 計 算 ） を 用 い た 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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