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OCoOO0O0ODDOO0OO0OO0O00 (PhadebasD OO O0) OO0 O0OOO0OQCOODDOOOOOOO -0
OoOo0O0OD0ODDO0OO0OO0O0O0O0O0O0OO0OO0OOO0ODODDOO (PhadebasO O O O Amylase TestO O O
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0O00oO0O0oooooooo
mlO50 MO O OO0ODO-0O00
5mlO50 MO OO DO OO -0
O00ooo0ooooooood

licheniformis) o -O0000OD0OOOO

0O O : Pharmacia Diagnostic) 0 0 0000000 O0ODODODOOODOODOODOOOO
ooooDoDoODO0oO0o0oo0oOoooooooODDoODOoDOoooDooooooooao

oooooao

000o0DoooooDoooooosmlOs0MMOOOO0OO

on) OO (OmMMOODODOS0 mMO OO OOS50 mMOODODO

OCpHOODOOO) OOODODOOODODDIODO0O0DOOOOO
0000000000000 o0Do000dao -000000X
ooooDDoDoOooooOoO01lmlO0De -O000O0O0OOO

0000000000000 0o0o0DDe -00O0O0OOO
000o0Doo0ooooDoooo0ooDooDooooDoOo G20 MM OOODDODOODOODDODOO
000)0OO0a-0000O0OO0ODOOOODOO

ocooooao

glo0001500 0000000000 (O0DO0DO0)0oo0opDoOO0De20 nmOOOOOeB20
nmO0O000.202.0000000000000000ODOO0OOODODODOOOODODOOO
ooooDoDoODOoO00O00 (Coooo-DO0000O0)0O0OoOoOoODODDDODOO0OO0DOOOO
oooo0ooDoODO0O000U0O0o0ooQo0Oo0O0O0DDODO0D00DU0DO0D0D0D0DD (ooDpHOOOOO
0o0o0oo)ddo0Dilimg0 000D -00000000DOOO0ODOOOODODOOO
ooooDoDoDOoOoooooe20mO000DDOO0OO0DO0DODOODODODOOODODOOOOOO
00000 -0000O0OO0O0ODOD (DD -OD0O0OO0OO0OOQOODODDOOO/Mg) OO0
ooooao

oooooao

ocooooao

O0DO00OO0O0O0O0OD0O00 (Phadebas)D OO O (Pharmacia) 00 O00O/mgd0 0 O00O0OdDO
oooao

ocooooao

OCpHOODDO (pHOOO) OO0

OO0O00D020 mMO Tris pH 7.50 0.1 mMO CaCl,0 0 0000300000050 mvMOODOO
OO0-00000 (Britton-Robinson) 00.1 mMO CaCl,O0O0 OO0 OO pHO OO pH 4.00
4.505.00 5.50 6.00 7.00 8.00 9.009.50 1000 010.5000000000000 (Ph
adebas)J 0 0O OOODOOOOO

ooooao

oooooao

000000000 0000LE4290 00O

oooo0oD0D0O (oooooooooooo (B.

0040000000000 (B. subtilis) DO pDN15280 0 000 DOOOO0OOOO
Oo0o00D0DDODO0O0000O00o0Qo0o0O0oD0DDDODO0D00U000amyLOOODODOOOOOO
00000000 o0oDoo0o0oo0o0Dooo0o0o0oDoO000o0DoDo0DO0O0o0DOOOagpuBllod
000000 0oriD00000ODOOO0ODOODOODODDOOOODDODOOOODOpPCL94
OO0OcatD 000 0O O0O0OpPDN15280 WO 96/238740 09U D DO DODODDDOOOOOOS
oooooDoOOoOO0oO0o0oO0oo0oooooOoODDODDODO0DO0D0DO0O0oOoooDoODoOoOoODDDODOOO
oooooao

Oo00D0DDDO0O (pdeENID D OO O) ODODODODODODOOpUCOCOODODDODOOODOOOO
Oo000D0DDOD0O0000000000D0DDDO0O0catD0 00 O0O0O0OOblAODOOOOOO
0000000000000 oDooo0oooDoo0oo0oDoooooDoDoooooo (am
pPROD0) 0000000000000 00ampS0 000000000000 pJeENIO WO

967238740 D 1000000000000 OCOODO (E. coli) JOODO DO ori0 bla cat

goooboooooobooooos

ooo0ooDDoDoDOooooooooooao
ocooooao
O000O00O0Dengd OO Nickoloffd 199200 Anal. Biochem. 2000 pp. 81-880 0 0O O O O

-joo0oco0ooobooooboooooobooooao
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OCOoO00DDOD0amyLOOOOOCOOODDOOODengd OONickoloffODOOO0O0OOOO
ocoooODOoOOO0O0O0oO0oOooooooObOOOO0O0oOoO0OOpblAD00ODODDODOO0O0O0O0O0n
0000000000000 (E-coli) D0DampRr0 00000000000 DOOOO
OO0 (ChOoOo0O#e66l6; UOODO)ODODODODODOODOODODOOODDDOOOOOOO
ocooo0ODOoOOO00O0O0OooooOooODOOOO0O0O0O0oO0O0n0 (ChameleonD 00O O00O0O
OOOO0ODDO Stratagened O 0O O 0O No. 200509) 00 O00O0O

gboooog
gbooboooooboooObNAODODbOOoDbOoboooobobobobooooboobaoanb
0O000PpDN1S280 O Pstl-EcoRID D O OO ODOOOODODOOOO0ODOOOOODODOOOO
goooooo0ooobOooooobDoogooboboOoooDboooobooooooDoo ¢

B. subtilis) SHA2730 0 (WO 92/113570 0 O WO 95/106030 0O OO OO D) 0O OO
Doooao

Do0o0o0a0

0000000000000 00D0D0O00D00O0O00ODO0OoOoOvVewoOoOooGo (0O5
' .3 00 -0):

PG GTC GTA GGC ACC GTA GCC CCA ATC CGC TTG (O O O O 9)
0000000000000 0000000000000000AS2W + Veawd OO OO
(005 -3 00-0):

PG GTC GTA GGC ACC GTA GCC CCA ATC CCA TTG GCT CG (O O O O 10)

DO0O0DoO#e6l6 (005 -3 00 -0; P05 000O00O0O00O0O00):

P CTG TGA CTG GTG AGT ACT CAA CCA AGT C (0 O O O 11)

Do0o0o0a0

000000000000 D0O00D0O0O0O0O0O0O0O00O0O000O0Vs4EDDODOODO (@O5
' .3 00 -0):

PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCC TCA TCC GCT TG (O O O O 12)

000000000000 0O00O0O00O0O00O0O00O0O000O0Ve4000000 (@O5
' .3 00 -0):

PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCC ATA TCC GCT TG (O O O O 13)

Do0o0o00

000000000000 0O00D0O0O0D0O0O0O0O00O0O00O0O0Vs4I00000 (@05
' .3 00 -0):

PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCA ATA TCC GCT TG (O O O O 14)
0000000000000000000000000000O0Y290ED O O Y290KO OO
00 (005 -3 00 -0):

PGC AGC ATG GAA CTG CTY ATG AAG AGG CAC GTC AAA (O O O O 15)
0D0CcoO0OO0TOO0O0O0O0O0D0DO0OO0D0OO0O0D02000000000000000000000
000000000 O0ODNADDODODODODOOODOD

000000

0000000000000 O0O0O0O0O0O0O00O0O00O0O00O0ONIOFODOOOD (QO5
' .3 00 -0):

PCA TAG TTG CCG AAT TCA TTG GAA ACT TCC C (O O O O 16)
0000000000000000000O000000000ON1I88P + NI9OFO O OO
0 (05 -3 00 -0):

PCA TAG TTG CCG AAT TCA GGG GAA ACT TCC CAA TC (O O O O 17)

DO0O0000

0000000000000000000000000000O0HL40K + H14200 000
0 (005 -3 00 -0):

PCC GCG CCC CGG GAA ATC AAA TTT TGT CCA GGC TTT AAT TAG (O O O O 18)
0000000000000 O0O0O0O0O0O0O0C0O0O00O0O00DO0OHISYDODDOODO (QO5
' .3 00 -0):
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PCA AAA TGG TAC CAA TAC CAC TTA AAA TCG CTG (O O O O 19)
oooooao
ooooODoODOO0OO00O0O0O0oooOoOoODObOOO0OO0O0DO0DO0oOoOooObOAIBATODODOOO (WOS

.3

00 -0):

PCT TCC CAA TCC CAA GTC TTC CCT TGA AAC (OO O O 20)
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oopoo0o (0% -3 00 -0):
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00002000 001116e bp0 000000000380 bpOOOOOOO (
Oooo0oOoooOooooooOo)oooood
O
OOoO0DDA2Y000000DO0QOCOODODOOOOOOOALGLTO
O00O0O000 (QlAquickDOOOOOOORQIAGEN) OO DOODO
ooodooO0oooO0oooO0oooooooooooooooooo
(Bacillus subtilis) 0000000000 O0amy*™0 0000
Oo0oooO0oU0oooOooo)oooooOoUooOooooOoooOoo
oooo0oOdoOoO0oooOoooOooooo
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g
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u
O
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u
O
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O Ooo0ooooao
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0000000000000 000000000Aces510 0 0 EcoRI0 OO OO HIS
0 A200V0 O 0 O 0 O O HI56Y + A200vV0 O 0 O O O

000000000 Acce510 00 Hindl10 O 0 0 0 HI56Y + A209V0 O O A181T +

g
g
O
g
g
O

O 0Ooo0oooao
O0Ooo0oooaoo
O0Ooo0o0ooao
OO0Oo0Oo0ooo
O0Ooo0oooao

A209v0 O O O O O O H156Y + A181T + A209v0 0 O O O O

ocooooao

OOO0OO0ODDOODOHLSeY + A181T + A209v0 0 00003 N-OD0DDODODOODOOOOSO
E-PCRO O O OO (Higuchi O O 19880 Nucleic Acids Research 16: 7351) O OO O OO

O

O oOoooo
O oOoo0ooo
O 0OoOooo

O

O

0o0ooDooooooo (B. amyloliquefaciens) a -0 0000 (OO0O4) (
OO0O00ODDOO0OO0OOBAN) O35 N-000D0O0O00OOO:

0019364 (0 O5 -3 ): CCT CAT TCT GCA GCA GCA GCC GTA AAT GGC ACG CTG (
0 26)

O O 19362: CCA GAC GGC AGT AAT ACC GAT ATC CGA TAA ATG TTC CG (OO O O 27)
O O 19363: CGG ATA TCG GTA TTA CTG CCG TCT GGA TTC (O O O O 28)

10

20

30

40

50



(34) JP 5166880 B2 2013.3.21

OO0OO0OD21C: CTC GTC CCA ATG GGT TCC GTC (O O O O 29)

oooDooo
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OO00O0D0D0OOOODNAOOODODOOOODDOOOODO293640 0 0193620 00O 00O
1PCR(PCRIOODODOO)OODOOO0O1BbpODODODOOOODOOOO
ooooao

OO0ODDODOpDN1S280 0000 0O0ODODO293630 000 00O0OPCR (PCR2OO O OO)
OO0OoOoDoOo400 bpOOOOOODOOOODOO
PCRIDOOPCRRZDEODOOOODDOCODOODODOOOODDOL93640 00 1CO0O0ODODOPCR
300000000000 DoDoDO0o0oUooooooooOos20bp0 000 00oopoooOO
00000000 0DOO0OO3s0O0000oooDo0oO0oDDOOOOnDoDoDbNAd
OOOBANOOON-OOOOODODODNAOI1IDOODOODODOOO

0ad

0000000 oooDoogoono (Bacillus subtilis) OO0 OdO0OoOoOOOOd
PstiDOOSacllDOOO0ODODOOCOOODOOOODOOOOSb20 bpo O OO
pON15280 0D 0O DO DO DO (0000 00O D DOH156Y + A181T + A209vO0 0 O ODOO
000)000000000D0D0O0O00O0O00amy™ 0000000000000
0000000 0O00OOoO0OoooODNADDODOOUODODDOOOOPstIOSacllDO
DNAOD O OOoonDoQoOo

oooao

BANO O O H156Y + A181T + A209v0 0 00O ON-O0DOOCOCOODODOOOOOBAN(L-35
+ H156Y + A181T + A209vO0 0 O O OO

OOO0ODDODOOOBAN(1-35) + H156Y + A181T + A209v0 O O O O O DNAD O O pJeEN1O
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O 0O PstlO OO OO O BAN(1-35) + H156Y + A181T + A209V + Q264S0O O O BAN(1-35) + H
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LE1153 (LE429 + R437W) 0O O O :

OpDN15280 00000 (O0DDO4000000000DDO0OO0ODDOOOOBAN(-35)
+ H156Y + A181T + N19OF + 1201F + A209V + Q264SO0 00000 00 O) OO O OO 450
bpOOODOODODOPCROODDODODOODDODODOODDODDODODOODDODODOOODODODOOO

000000 0OCAA37O 000D DOOOUOODOOOCAA447000DODOO

oooDooo

0450 bpO OO0 O0DDOODO0DO0DODODODOODODDOOOODODODOOODDOODOODOOO
Od2pPCcROOO0ODOCOOO1BODOOOODODO (Mega) -OO0O0ODODOCOOOODOOOO
OO00O0O0O01800 bpO OO OODOCOOODOPStIOODOAVAFIIODODODOOOODDOO 16
OO bpUDNAD OO0 O0DDODDOOODODOOOODDOOPDNIS280 0000000000
0000000 0ooDoOooooo (Bacillus subtilis) SHA273 (OO ODODOOO
gooooo)0ooooooooooOogoooooguUoobooU0gooDooguogbooo
ODNAODOOODOODOOOODODODOODDODOOODDODDOODOODODODOODDDOOO
oooooao

0O 0O 0O 0O 0O CAAX37:

5 CTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGC 3° (0 O O O 31)

O000aoaiB:

5 CCGATTGCTGACGCTGTTATTTGC 3 (O O O O 32)

O O 0O O O CAAX447:

5 CCCGGTGGGGCAAAGTGGATGTATGTCGGCCGG 3¢ (O O O O 33)

oooooaod

LE11540 0O O :

BANVOOOOODOOOOODO + H156Y + A181T + N19OF + A209V + Q264S + [R437W + E4
6ON] 0000000000000 0D0OD0O00DDOOCAAX4470 O 0O CAAX4480 O O
oood

O O 0O O O CAAX448:

5 CGGAAGGCTGGGGAAATTTTCACGTAAACGGC 3 (O O O O 34)

oooooo

0000000 0ooDoOooo0ooo0o0ooooo0go0oo0dBANDa -O000D00O00OO
O000: (R176* + G177*)

OBAN (DDODODO0ODDODODODODOODOOOO (B. amyloliquefaciens) o -0 000000
0006 O0O0ODOOODOOODO (B. subtilis) JO0OOOOODO100 OO O pbN1528
OO00D0O0OO0O00DODOOCO0OO0Ob0ODOOOOBANDOODODO (pCA330-BAND OO DODO) OO
000040000 00104830 000000000000 0O0OO0OO0O0OO (B. lichen
iformis) a -0 0000000 OCOOO0OODOOOOODOOOODODDOOOOeODOOO
0104830000000 O0OBAMNODOOOOODODDOOOUODDODOOOODO

oooo

Ood0d200000000000D0DOoo00oo0oooO (B. amyloliquefaciens) a -0 0O
OO0O00D0O0OO0OR176000G1l770 2000000 0C0OOODOONIOOFODO (OOoOe
oooooboooooooogo)obobboOogoobooOoobooboOoOooDbDoooooao
(B. amyloliquefaciens) o -0 0000000 OCOOO0ODOOOOODODODOOOODO
OO000D000O0O0OOBAN-var0o0o3d OO O
Oaoa-0000OO0OO0O0ODOOOODOOOOODOOOODOODOODODDOUOOOO
O00o0oDoooo0oooOo0o0oooDoo0o0U0oD-000o0oDoDoo0oooDoooon
00000000 : sarkard O O Sommerd 19900 Bio Techniques 8: 404-4070
ooooao

BE1001: BAN-var003 + R437W0 O O :

0000000000000 o0o0o0O0oooDooOo0oCcCAAI7TO D oD oooonooodd
OO00OCABX4370 0 0 OO OPCA330-BAND 0O OO (ODOOoedObDbDOOOOoDbDOOO
OO0OOOOOBAN-varOO30 0D OO O OODODO) OOODODOA450 bpODNAOD OO DO DDOOP

Oooooogoooaoo
OooooooQgoo
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cROODOODDOO

OOO0O450 bpODNAO OO OOOOOODOODOODODOODODOOODODDDOOOOOOO
ooOoO0ODOD2PCREODOOOOODODODOIBODOOOODO (MMega) -O0O00DODDOODOOOO
oo

ugboogood

OoOO0OO0ODD1800 bpO OO OO OOODOOOPstIDOOOAVAIIODDDDODOODOOOOIL6
OO bpOUDNAD DD OOO0ODOODUOODDDOOOODOOPpPCA33CDODODODODOOOODO
OoOO0O0OD0ODOO0OO0O0O0O0O0O0OOoOO0O (Bacillus subtilis) SHA273 (0DOOOO0OOOO
ocooooo)OooooooooooooODbDDbOOOOoDOoOoooooOooOooODDODOODOoOo
UODNAO O ODbobobooobgobobotboobogoboboboboooboobobonb
0O 00 0O O CABX437:

5 GGTGGGGCAAAGTGGATGTATGTCGGC 3 (O O O O 35)

oooooao

BE10040 0O O :

BAN-varO030 O OO0 + [R437W + E469N] OO DO OO OOOOOOOOOODODOOOO
O 0O 00O CABX4370 O O CABX4380 O O O O O

0000 0O CABX438:

5 GGAAGGCTGGGGAAACTTTCACGTAAACG 3 (O O O O 36)

oooooao

0000000000 LCOLEL11530 0 0 LE1154

I e o o o o e A A Y (= B £
30 00LE1154) OO OODODOODOO0DO0DO0OO0DO0DOOOODODDODODOODODOOOOOODOO
od

gboooaog
0247.5g000000000000C0OO0O0OSs02.5m000000C0C0OD0OD0O0OOOAOS33%0
oooo0OD0 (ps) 0 0O0O0oOooooOooODODDbOO0OO0O0O0OORCIOpHO 4.500000000
oooooooooboogvswgbl0O0mMObOOooO0obDOO0OO0DOobODOOoOOoOoDODOO
oooooooooboogoeocOODO0O0ODOODOODDODOOODoOODODODOOODDOIZ2
oooboooooobOoooboboooooboDbb2z24048073000%000000000
gooao

gboooaog

ugboood

&12 ERTIHFEERSOLAI

a-7I5—-¢ INIATIS—F¥ BYtREe-7I5—+

+ & AGU/kg DS AFAU/ke DS

100. 0 200 50
0ooDo0o0o0o
0000000000000000000000000D0000000O0a-00000
(300 KNiW/kg 000 00) 0000000000090 000004000000000
0000000000000 000000000000006000000000000
000000 (600 AGU/kg DS) 000 ODODOOO6000000200000000000
0
0ooDoo0oo
00.22pymb000000000O0O0OO0OO0OO0OO0OO0OOOOO0OOOOOOO0O0O0O0O00000

ooooboooooobOoooooboooooooboooobobonPLCODODOOOODDOOO
ooobooobXoobOooooobooooi1sbooo14bood
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13 100 KNU/ke DSD a-7 25— HEDRERICHEII2LERVEOESELLT

AR EZRERS
=3 24B5 4 485 7305 9485
& —<EZI)LC 83.7 87 89.7 90. 3
LE1153 88. 3 g1.2 93.2 94. 6
LE1154 86. 7 90. 3 91.9 93. 0
ooOoooao
Oooo0ooao

14 100 KNU/kg DSD a-7 2 S—F DRSS EICH T 5 EMEIK SR DDX

#®15 ERATHIERTERSTOL XL

B 24856 4855 7365 9455
F—=IZ)LE 72.0 82.0 83. 8 83. 6

LE1153 7.1 87.1 88. 4 88. 5

LE1154 74.0 86. 6 87. 8 87. 8
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