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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】クリソスポリウム属の株に由来する高活性のグリコシルヒドロラーゼの提供。
【解決手段】特定のアミノ酸配列とそれぞれ７０及び７５％の最少アミノ酸同一性を表す
ファミリー７及び10のクリソスポリウムのグリコシルヒドロラーゼに対応する新規タンパ
ク質、及び特定の部分的アミノ酸配列と少なくとも８６％のアミノ酸同一性を表すクリソ
スポリウムのグリセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼに対応するタンパク質。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号４のアミノ酸配列と［BLASTアルゴリズムで決定した時に］少なくとも７０％
のアミノ酸同一性を表す、クリソスポリウム（Chrysosporium）のグリコシルヒドロラー
ゼ　ファミリー１０に対応するタンパク質、または配列番号４のアミノ酸配列１－１３３
または２５２－３８３の対応する部分に同一である少なくとも２０個の連続するアミノ酸
を有するそれらの部分。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は糸状菌、特にクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株に由来する新規酵素
、およびこれら酵素のコード配列および発現－調節配列に関する。
【背景技術】
【０００２】
　遺伝子発現用の多数の宿主および形質転換法は従来技術で開示されてきた。細菌、例え
ば大腸菌（E.coli）が挙げられることは多いが、大腸菌（E.coli）は多くのタンパク質ま
たはポリペプチドを分泌できず、しかもそれ自体は宿主細胞として工業レベルでのタンパ
ク質またはポリペプチドの生産には望ましくない。一般に細菌には有効である大腸菌（E.
coli）のさらなる欠点は、原核生物は活性形で生産されるべき真核生物の多数のタンパク
質またはポリペプチドに必要なさらなる修飾を提供できない点にある。タンパク質のグリ
コシル化およびタンパク質の正しい折り畳みは、活性なタンパク質またはポリペプチドが
確実に生産されるために必要なプロセッシングの例である。そのようなプロセッシングを
確実とするために、しばしば哺乳動物細胞が使用される；しかしそのような細胞の欠点は
、それらを維持することが難しく、そして高価な培地を必要とする点である。したがって
そのような形質転換系は、工業レベルでのタンパク質またはポリペプチドの生産には現実
的ではない。それらは比較的少量の、しかし明らかに工業用ではない酵素を必要とする高
価な医薬化合物から経済効果はあるかもしれない。
【０００３】
　多数の真菌発現系（例えばアスペルギルス ニガー(Aspergillus niger)、アスペルギル
ス アワモリ(Aspergillus awamori)、アスペルギルス ニドランス(Aspergillus nidulans
)、トリコデルマ レッセイ(Trichoderma reesei））が開発された。多くの他の真菌が推
薦されたが、様々な理由から広く認められ、または使用されることはなかった。一般的な
意味で理想的な宿主は多くの基準を満たさなければならない：
－理想的な宿主は廉価な培地を使用して容易に発酵されなければならない。
－理想的宿主は培地を効率的に使用すべきである。
－理想的な宿主はポリペプチドまたはタンパク質を高収量で生産し、すなわち高いタンパ
ク質対バイオマス比を表さなければならない。
－理想的な宿主はタンパク質またはポリペプチドの効率的分泌ができるべきである。
－理想的な宿主は所望のタンパク質またはポリペプチドの容易な単離および精製が可能で
なければならない。
－理想的な宿主は、さらなる活性化または修飾工程を必要とせずに活性形で生産されるよ
うに、所望するタンパク質またはポリペプチドをプロセッシングしなければならない。
－理想的な宿主は容易に形質転換されるべきである。
－理想的な宿主は広範な発現調節要素の使用を可能とし、これにより容易な応用および汎
用性を確実とする。
－理想的な宿主は廉価に使用される容易に選択可能なマーカーの使用を可能とするべきで
ある。
－理想的な宿主は、安定な形質転換体を生成するべきである。
－理想的な宿主は、タンパク質またはポリペプチド産物に有害ではない条件下での培養を
可能とするべきである（例えば低粘度、低剪断）。
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【０００４】
　ノボ ノルディスク（Novo Nordisk）への特許文献１、特許文献２：米国特許第5,602,0
04号、特許文献３、特許文献４は、アスペルギルス(Aspergillus)およびトリコデルマ（T
richoderma）系の欠点を記載し、そして他の真菌に関する培養条件は大規模タンパク質生
産により適し得ると示唆した。形質転換した培養物について提供された唯一の例は、ミセ
リオファソーラ サーモフィラ（Myceliophthora thermophila）、アクレモニウム アラバ
メンス（Acremonium alabamense）、チエラビア テレストリス（Thielavia terrestris）
およびスポロトリクム セルロフィルム（Sporotrichum cellulophilum)株に関するもので
ある。スポロトリクム属（Sporotrichum)の株は溶解し、そして発酵条件下で他の株では
もたらされない緑の色素を生産すると報告されている。チエラビア テレストリス（Thiel
avia terrestris）の非－胞子形成突然変異体は、その形態により選択される微生物であ
ると記載されている。しかしチエラビア（Thielavia）およびアクレモニウム（Acremoniu
m）（これにより使用されたアクレモニウム属（Acremonium）の株は使用したチエラビア
属（Thielavia）の株の不完全状態であった）のプロトプラスト形成効率は低く、そして
ヒグロマイシンは選択マーカーとして有用ではないとも述べている。他の大部分はそれら
の形態から有用となる可能性があると示唆しているが、それらの形質転換は記載されてい
ない。提案された株はコリナスクス属（Corynascus）、サーモアスクス属（Thermoascus
）、ケタマカビ属（Chaetomium)、シテノマイセス属（Ctenomyces）、スキタリジウム属
（Scytalidium)およびアオカビ(Talaromyces）に属するものである。形質転換した宿主は
、低レベルの導入したフミコーラ(Humicola)キシラナーゼを生産するだけで、チエラビア
（Thielavia）は最低量を生産し；しかしこの情報は曖昧であり、そして実際にはチエラ
ビア（Thielavia）が最高の態様であったと推定できた。この技術文献の命名は、1994年
の工業用真菌のATCC名に基づく。このように高度なヘテロロガス発現は達成されず、そし
て実際には推定される形態と発現の程度との間から引き出すことができた陽性の相関は無
いことが明らかである。もし相関を作ることができるならば、より容易に陰性になるであ
ろう。1996年のATCCの真菌分類によれば、スポロトリクム サーモフィリルム（Sporotric
hum thermophilum）ATCC 20493は、ミセリオファソーラ サーモフィラ（Myceliophthorat
hermophila）株である。現在でもこの株はミセリオファソーラ サーモフィラ（Mycelioph
thora thermophila）と同定されている。この技術の予想不可能性は、これらの最近の開
示から明らかである。
【０００５】
　ノボ ノルディスク（Novo Nordisk）の特許文献５は、ヘテロロガスなポリペプチドの
生産のために改良された特性を有する糸状菌の親細胞の突然変異体を得る方法を提案する
。この方法は最初に特別に改変した形態を見いだし、続いて形質転換体が親よりもより多
くのヘテロロガスがポリペプチドを生産するかどうかを評価することを含んで成る。この
方法はフザリウム（Fusarium）A3/5およびアスペルギルス オリーゼ（Aspergillus oryza
e)の株についてのみ具体的に説明している。この方法はアスペルギルス（Aspergillus）
、トリコデルマ（Trichoderma）、チエラビア（Thielavia）、フザリウム（Fusarium）、
ニューロスポーラ（Neurospora)、アクレモニウム（Acremonium）、トリプロカジウム（T
olyplocadium)、フミコーラ（Humicola）、スキタリジウム（Scytalidium)、ミセリオフ
ァソーラ（Myceliophthora）およびケカビ（Mucor)に応用できると示唆している。上記の
ように、この技術の予想不可能性および引用した応用の方法の予想不可能性は、成功への
合理的な予想の元に一般に応用可能な教示を提供しない。
【０００６】
　特許文献６で、我々は上記の要件を満たす上に挙げたアスペルギルス（Aspergillus）
およびトリコデルマ（Trichoderma）の簡単な使用による別の真菌発現系を記載した。こ
の新規な系は、しばしば使用されるトリコデルマ レッセイ（Trichoderma reesei）の系
よりも形質転換率が高いというさらなる利点を提供する。さらに培養条件はポリペプチド
産物に有利となるさらなるボーナス（bonus)を提供する。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】国際公開第96/02563号明細書
【特許文献２】米国特許第5,602,004号明細書
【特許文献３】米国特許第5,604,129号明細書
【特許文献４】米国特許第5,695,985号明細書
【特許文献５】国際公開第97/26330号明細書
【特許文献６】国際公開第00/020555号明細書
【発明の概要】
【０００８】
　我々はクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株に由来する多数の工業的に興味深い
酵素を完全な配列情報と共に記載する。また我々は、クリソスポリウム属（Chrysosporiu
m）の株に由来し、そしてホモロガスおよびヘテロロガスな遺伝子を発現するために有用
な新規プロモーター系を記載する。
【０００９】
　本発明は、特にアミノ酸配列ならびにこれら酵素タンパク質に由来するペプチドにより
同定される、ファミリー７（例えばセロビオヒドラーゼ）および10（例えばキシラナーゼ
）のグリコシルヒドロラーゼおよびグリセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼ、および
これらペプチドおよびタンパク質をコードする核酸配列、ならびに特にこれら遺伝子に関
連する調節配列に関する。
【００１０】
　特に本発明は、上記に示した３種の単離された、または組換え酵素的タンパク質または
それらの活性部分に関し、更なる開示および特許請求の範囲で特定される少なくともある
程度の同一性を有するそれらの突然変異体、ならびにこれらのタンパク質またはそれらの
部分をコードする核酸配列、および／またはそれらの発現を調節する核酸配列を含む。こ
れらの酵素は特に：（１）配列番号２の配列と少なくとも75％、好ましくは少なくとも80
％、またはさらに少なくとも85％のアミノ酸同一性を有するファミリー７のグリコシルヒ
ドロラーゼ（セロビオヒドラーゼ）；（２）配列番号４の配列と少なくとも70％、好まし
くは少なくとも75％、またはさらに少なくとも80％のアミノ酸同一性を有するファミリー
10のグリコシルヒドロラーゼ（エンド-キシラナーゼ XYL1）；および（３）配列番号６の
配列と少なくとも86％、好ましくは少なくとも90％、またはさらに少なくとも93％のアミ
ノ酸同一性を有するグリセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼである。配列番号２、４
および６の少なくとも20個、好ましくは少なくとも30個の連続するアミノ酸を有するポリ
ペプチドおよびこれらポリペプチドをコードする核酸も、本発明の好適な部分である。対
応するヌクレオチド配列はそれぞれ配列番号１（cbh1)、３（xyl1）および５（gpd1）に
表す。
【００１１】
　組換え酵素は本質的に完全なタンパク質または酵素活性の少なくとも一部を有する短縮
タンパク質を含んで成る。そのような短縮化された部分は触媒ドメインであるか、または
それらの少なくとも約75％のアミノ酸であることができる。例として、本発明によるCBH1
の触媒ドメインは、配列番号２のアミノ酸配列のアミノ酸20－495を含んで成り、そして
本発明によるXYL1の触媒ドメインは、配列番号４のアミノ酸配列のアミノ酸54－384を含
んで成る。この触媒ドメインは、他のタンパク質に由来するシグナル配列および／または
他の酵素的タンパク質に由来する炭水化物－結合ドメインと合わせても合わせなくてもよ
い。あるいは本発明の酵素のセルロース結合ドメイン（CBH1およびXYL1)は、他の酵素的
タンパク質を触媒部分に融合することができる。
【００１２】
　本発明の核酸配列は、完全なタンパク質コード領域またはオリゴヌクレオチド、または
好ましくは発現－調節配列であることができる。オリゴヌクレオチドは配列番号１、３お
よび５の遺伝子に同一ではないが対応する遺伝子を同定するためのプローブとして使用す
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ることもでき；これらの遺伝子は本明細書に定める同一性の基準の百分率を満たす時、な
らびにそれらのコードおよび非コード部分およびそれらの発現産物も本発明の一部である
。オリゴヌクレオチドは好ましくは15～75、最も好ましくは20～50個のヌクレオチド長で
ある。
【００１３】
　また本発明は、別の目的のタンパク質をコードする遺伝子に融合した任意の３種類のタ
ンパク質のいずれかの発現-調節領域（プロモーターを含む）、あるいは別の発現調節領
域に融合した任意の３種のタンパク質のコード領域、または発現－調節領域およびこれら
新規タンパク質のタンパク質－コード領域の両方のいずれかを含んで成る発現系（カセッ
ト）に関する。発現－調節領域は、配列番号１、３および５の５'-非コード領域の少なく
とも60％、好ましくは少なくとも70％、より好ましくは少なくとも75％、またはさらに80
％、特にこれら５'-非コード領域の少なくとも40個の連続するヌクレオチドを含んで成る
。ホモロガスまたはヘテロロガスな遺伝子のいずれかと組み合わせた、本発明の遺伝子の
３'-非コード領域に同様に由来する終結配列も発現カセットにおいて有用である。
【００１４】
　本発明のポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドは、配列番号１、３および５の対
応する配列と最少の配列同一性を有することができ、あるいはこれらの与えられた配列と
緊縮条件下でハイブリダイズすることができる。緊縮なハイブリダイゼーション条件は当
該技術分野で理解されている条件であり、例えば６×SSC（1000mlあたり20×SSC:175.3g 
NaCl、107.1g クエン酸ナトリウム.5H2O、pH7.0）、0.1％ SDS、0.05％ ピロリン酸ナト
リウム、５＊デンハーツ溶液および20μg/ml 変性ニシン精子DNA中で56℃にて18～24時間
のハイブリダイゼーション、続いて５×SSC、0.1％ SDS中で56℃にて30分ずつ２回の洗浄
、そして２×SSC、0.1％ SDS中で56℃にて30分ずつ２回の洗浄。
【００１５】
　これらの発現系は、クリソスポリウム ロックンオウンズ属（Chrysosporium lucknowen
se）の宿主のようなクリソスポリウム属(Chrysosporium)の宿主、または他の非真菌また
は好ましくは真菌宿主で得ることがことができる。他の真菌宿主の例は、他のクリソスポ
リウム属(Chrysosporium)の種または株、フザリウム属（Fusarium）の種、アスペルギル
ス属（Aspergillus）の種である。目的のタンパク質の回収が簡易になるように、そのよ
うな宿主は有利にはそれ自体が本来は、または培養条件の結果により目的のタンパク質に
対応するタンパク質を生産することはできない宿主であり得る。
【００１６】
　本明細書および前述の特許請求の範囲で、本発明の発現系の産物として「ポリペプチド
」または「ペプチド」または「目的のポリペプチド」または「目的のペプチド」と言う場
合、この用語はタンパク質、すなわち特定の機能および／または２次および／または３次
構造を有するポリペプチドも含んで成る。アミノ酸同一性の割合と言う場合、そのような
同一性は、完全なタンパク質または通常使用されるBLASTアルゴリズムにより決定される
最初の、および最後のアミノ酸番号により定める特定の部分に関する。
【００１７】
　特許文献６に記載された真菌発現系では、培養基のpHは中性またはアルカリ性であるこ
とができ、これによりもはや生産されたタンパク質またはポリペプチドを過激な、そして
不活性化する可能性がある酸性pHにさらさない。タンパク質またはポリペプチドが酸性の
環境により適している場合、pH４のような酸性pHで培養することも可能である。適当な培
養は4.0～10.0の間のpHで起こることができる。しかし好適であるのは、宿主株が例えば
６から９の間のpHのようなpHでより良い成長を現すので中性からアルカリ性のpHである。
pH８から上、そしてさらに10でもあり得るアルカリ性pHでの成長も、場合により良好な選
択である。そのような宿主株の培養温度は、生産されるポリペプチドの種類の安定性に有
利となる。培養温度は適当には23～43℃の温度である。明らかにそのような条件は、哺乳
動物のポリペプチドの生産に特に興味深い。選択される温度は培養の経済的効果およびポ
リペプチドまたは培養株の感度に依るだろう。
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【００１８】
　粘度に関連するバイオマスおよび生産されるタンパク質の量が、クリソスポリウム属(C
hrysosporium)の宿主に非常に好適であることが確認された。トリコデルマ ロンギブラキ
アタム（Trichodermalongibrachiatum）（正式にはトリコデルマ レッセイ（Trichoderma
 reesei）として知られる）およびアスペルギルス ニガー(Aspergillus niger)を用いて
比較を行った。それぞれの最適条件下でトリコデルマ ロンギブラキアタム（Trichoderma
longibrachiatum）は、2.5～５g／リットルのバイオマスを与え、アスペルギルス ニガー
(Aspergillus niger)は５～10g／リットルのバイオマスを与え、そしてクリソスポリウム
属(Chrysosporium)の宿主は0.5～１g／リットルのバイオマスを与えた。これは市販の使
用する株よりも５～10倍の向上を与える。本発明はヘテロロガスなタンパク質またはポリ
ペプチドをコードする核酸配列を含んで成る発現系を対象とし、該核酸配列は以下に記載
の発現調節領域および任意に分泌シグナルをコードする配列および／またはキャリアータ
ンパク質をコードする配列に操作可能に連結されている。好ましくは本発明の組換え株は
、目的のポリペプチドを分泌する。これは目的のポリペプチドを単離するために細胞を破
壊する必要性を回避し、そしてまた宿主細胞の他の成分による発現産物の分解の危険性を
最少とする。
【００１９】
　クリソスポリウム(Chrysosporium)は、Barnett and Hunter 1972、不完全菌類の属の説
明（Illustrated Genera of Imperfect Fungi)、第３版、ブルゲス（Burgess）出版社に
開示された形態と一致する形態により定めることができる。クリソスポリウム属(Chrysos
porium)の真菌の分類に関する詳細を提供する他の情報源は知られており、例えばSutton
の分類（Van Oorschot,C.A.N.(1980)「クリソスポリウム属(Chrysosporium)の改定および
近縁属（A revision of Chrysosporiumand allied genera）」、CBSの菌類の研究の第20
で、バーン(Baarn）The Netherlands p1-36）である。CBSはブタペスト条約の寄託機関の
１つである。これらの教示に従い、クリソスポリウム(Chrysosporium)属はヒホミケス目
（Hyphomycetales）に属するモニリア（Moniliaceae）ファミリー内にある：以下の系統
をクリソスポリウム(Chrysosporium)と定めるが、クリソスポリウム(Chrysosporium)はこ
れらの系統に限らない：C.ボトリオイデス(botryoides)、C.カルミケーリ(carmichaelii)
、C.クラッシツニカタム(Crassitunicatum)、C.オイローパ(europae)、C.エボルセアンヌ
イ(evolceannui)、C.ファリニコーラ(farinicola)、C.ファスチジウム(fastidium)、C.フ
ィリホルメ(filiforme)、C.ゲオルギエ（georgiae)、C.グロビフェルム(globiferum)、C.
グロビフェルム変種アーチクラタム(globiferumvar.articulatum)、C.グロビフェルム変
種ニベウム(globiferum var.niveum)、C.ヒルンド(hirundo)、C.ヒスパニクム(hispanicu
m)、C.ホルミー(holmii)、C.インジクム(indicum)、C.イノプス(inops)、C.ケラチノフィ
ラム(keratinophilum)、C.クレイセリー(kreiselli)、C.クズロビアヌム(kuzurovianum)
、C.リグノラム(lignorum)、C.ロバタム(lobatum)、C.ロックンオウンズ(lucknowense）
、C.ロックンオウンズ(lucknowense）Garg 27K、C.メディウム(medium)、C.メディウム変
種スピッセセンス(medium var.spissescens)、C.メフィチクム(mephiticum)、C.メルダリ
ウム(merdarium)、C.メルダリウム変種ロゼウム(merdariumvar.roseum)、C.マイナー(min
or)、C.パンニコーラ(pannicola)、C.パルブム(parvum)、C.パルブム変種クレッセンス(p
arvumvar.crescens)、C.ピロスム(pilosum)、C.シュードメルダリウム(pseudomerderium)
、C.ピリホルミス(pyriformis)、C.クイーンズランジクム(queenslandicum)、C.シグレリ
(sigleri)、C.スルフレウム(sulfureum)、C.シンクロヌム(synchronum)、C.トロピクム(t
ropicum)、C.アンドラタム(undulatum)、C.バルレナレンズ(vallenarense)、C.ベスペル
チリウム(vespetrilium)、C.ゾナタム(zonatum)。
【００２０】
　C.ロックンオウンズ(lucknowense）は、セルラーゼタンパク質の自然な高い生産体を提
供したので、特に興味が持たれたクリソスポリウム(Chrysosporium)種の１つの形成する
（国際公開第98/15633号明細書および関連する米国特許第5,811,381号明細書）。このク
リソスポリウム ロックンオウンズ(Chrysosporium lucknowense）の特徴は：
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　Sabouraud グルコース寒天上で14日に55mmの直径に達するコロニーは、クリーム色のフ
ェルト状および綿毛状；集密および３～５mmの高さ；境界を明瞭に示す、整然として毛縁
がある：後ろは淡い黄色からクリーム色。菌糸はヒアリンで、滑らか－そして薄い壁があ
り、少し分枝している。気生菌糸はほとんど受精能力があり、そして約１～3.5μmの幅の
接近した状態で離れている。潜入菌糸は受精能力が無く、約１～4.5μmの幅で、薄い菌糸
はしばしば回旋状である。分生子は末端および横であり、ほとんどが着性または短く、そ
してしばしば円錐状に突出するか、または短い側枝がある。分生子は単生であるが、互い
に近位にあり、１～４個の分生子が１つの菌糸細胞から発生し、半透明(subhyaline)の、
わずかに薄い-そして滑らかな壁があり、ほとんどがほぼ球状（subglobose）の、またバ
ット形のオロボボイド(orobovoid)、１細胞化、2.5-11×1.5-6μm、広い基底痕がある。
節間に分生子は無い。厚膜胞子は無い。ATCC44006、CBS 251.72、CBS143.77およびCBS 27
2.77はクリソスポリウム ロックンオウンズ(Chrysosporium lucknowense）株の例であり
、そして他の例は国際公開第98/15633号明細書（米国特許第5,811,381号明細書)に提供さ
れている。
【００２１】
　さらなる株はセルラーゼのより高い生産能力を持つ種から単離された。この株は内部で
の命名によりC1と呼ばれ、そしてブタペスト条約に従う寄託として、1996年8月29日に113
184、ロシア、モスクワ、バクルシナ通り８のロシアアカデミーオブサイエンス（Russian
 Academy of Science)の微生物の国際寄託機関であるオール ロシアン コレクションに、
寄託番号VKM F-3500Dに寄託した。これはクリソスポリウム ロックンオウンズ(Chrysospo
rium lucknowense）Garg 27Kと呼ぶ。このC1株の特徴は以下の通り：
　ジャガイモ-デキストロース寒天上で約７日に約55－66mmの直径に達するコロニーは；
白－クリーム色のフェルト状、中心が２～３μmの高さ；境界を明瞭に示す、整然として
毛縁がある：後ろは淡クリーム色。菌糸はヒアリンで、滑らか－そして薄い壁があり、少
し分枝している。気生菌糸は受精能力があり、そして約２～３mmの幅で離れている。潜入
菌糸は受精能力が無い。分生子は末端および横であり；着性または短い側枝がある；無い
；単生であるが、互いに近位にあり、ガラス質の、薄く-そして滑らかな壁があり、ほぼ
球状の、またバット形または倒卵形の、１-細胞化、４-10μm。厚膜胞子は無い。節間に
分生子は無い。
【００２２】
　C1株の単離法は、国際公開第98/15633号明細書、関連する米国特許第5,811,381号明明
細書および米国特許第6,015,707号明細書に記載されている。クリソスポリウム(Chrysosp
orium)の定義内には、自然にまたは誘導した突然変異のいずれかにより幾らか突然変異し
たものを含むクリソスポリウム(Chrysosporium)の祖先に由来する株を含む。クリソスポ
リウム(Chrysosporium)の突然変異体は、誘導した突然変異、特に照射および化学的突然
変異誘発法の組み合わせにより得ることができる。
【００２３】
　例えばC1株はそれを紫外線光にさらして突然変異させ、UV13-6株を生成した。この株は
続いてさらにN-メチル-N'-ニトロソグアニジンで突然変異させてNG7C-19を生成した。こ
の株を次いで紫外線光にさらして突然変異させ、UV18-25株を生成した。この突然変異工
程中に、形態学的特徴は液体またはプレート上の培養ならびに顕微鏡下で幾分変動した。
各々の連続する突然変異誘発法で、培養物はコロニーが平らで、そしてマット状の外観に
達するまで、クリソスポリウム(Chrysosporium)の特徴として記載したプレート上の毛羽
だった、そしてフェルト状の外観の喪失を示した。幾つかの培地中で野生型の株で観察さ
れた茶色い色素も、突然変異した株では少なかった。液体培養では、突然変異体UV18-25
は野生型C1株および突然変異体UV13-6およびNG7C-19よりも顕著に粘性が低かった。すべ
ての株はクリソスポリウム属(Chrysosporium)のおおざっぱな顕微鏡的特徴を維持する一
方、菌糸は各連続的突然変異で狭くなり、そしてUV18-25で顕著な菌糸の断片化が観察で
きた。この菌糸の断片化はUV18-25の培養に付随する低い粘度が原因と思われる。株が胞
子形成する能力は、各突然変異工程で低下した。上記はクリソスポリウム属(Chrysospori
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um)に属する株が上記の形態学的定義から幾らかずれていることを説明している。各突然
変異工程で、セルラーゼおよび細胞外タンパク質の生産はさらに上昇したが、幾つかの突
然変異はプロテアーゼ発現の低下をもたらした。菌類の分類学で決定できる基準は、例え
ばCBS、VKMFおよびATCCから入手可能である。クリソスポリウム属(Chrysosporium)のC1株
、UV13-6株、NG7C-19株およびUV18-25と国内で命名されている株は、ブタペスト条約に従
い、モスクワのオール ロシアン コレクション(VKM)寄託機関に寄託した。野生型C1株は2
9-08-1996に番号VKM F-3500Dで寄託され、C1 UV13-6突然変異体はVKM F-3632D(02-09-199
8)として寄託され、C1 NG7c-19突然変異体はVKM F-3633D(02-09-1998)として寄託され、
そしてC1 UV18-25突然変異体はVKM F-3631D(02-09-1998)として寄託された。
【００２４】
　当該技術分野で番号が知られている非-毒性のクリソスポリウム属(Chrysosporium)の株
を使用することは、大規模生産で環境への危険性を下げ、そして簡便な生産手法は同時に
経費の低減になるので好ましい。
【００２５】
　発現－調節領域は宿主のクリソスポリウム属(Chrysosporium)の株が発現のために認識
するDNA配列である。これは発現すべきポリペプチドをコードする核酸配列に操作可能に
連結されたプロモーター配列を含んで成る。プロモーターは発現する配列の開始コドンに
関係する配置が発現を可能とするように連結される。プロモーター配列は構成的または誘
導性であることができる。クリソスポリウム属(Chrysosporium)の株からポリペプチドの
発現を可能とする任意の発現調節配列またはそれらの組み合わせを構想する。発現調節配
列は、適当には真菌の発現調節領域、例えば子嚢菌類の調節領域である。適当には真菌の
発現調節領域は、以下の真菌の属に由来する調節領域に由来する：アスペルギルス（Aspe
rgillus）、トリコデルマ（Trichoderma）、クリソスポリウム(Chrysosporium)、ハンセ
ニューラ（Hansenula)、ケカビ（Mucor)、ピヒア（Pichia)、ニューロスポーラ（Neurosp
ora)、トリプロカジウム（Tolyplocadium)、リゾムコール（Rizomucor)、フザリウム（Fu
sarium）、ペニシリウム（Penicillium)、サッカロミセス(Saccharomyces）、アオカビ(T
alaromyces）、あるいはエメリセラ(Emericella)、ハイポクレア（Hypocrea）のようなそ
れらの性的形態、例えばトリコデルマ（Trichoderma）に由来するセロビオヒドラーゼプ
ロモーター、アスペルギルス（Aspergillus）に由来するグルコアミラーゼプロモーター
、（Aspergillus）に由来するグリセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼプロモーター
、（Aspergillus）に由来するアルコールデヒドロゲナーゼＡおよびアルコールデヒドロ
ゲナーゼＲプロモーター、（Aspergillus）に由来するTAKAアミラーゼプロモーター、ニ
ューロスポーラ（Neurospora)のホスホグリセレートおよびクロスパスウエイ（cross-pat
hway）制御プロモーター、リゾムコール ミーヘイ（Rizomucor miehei)のアスパラギン酸
プロティナーゼプロモーター、リゾムコール ミーヘイ（Rizomucor miehei)のリパーゼプ
ロモーターおよびペニシリウム カネセンス（Penicillium canescens)のベータ-ガラクト
シダーゼプロモーター。宿主株と同じ属に由来する発現調節配列は、特定の宿主に特別に
最も適しているので、極めて適する。すなわち好ましくは発現調節配列が、クリソスポリ
ウム属(Chrysosporium)の株に由来するものである。
【００２６】
　好ましくは選択した宿主中での高い発現を可能とする発現－調節領域が適用される。こ
れは好ましくは本発明によるクリソスポリウム(Chrysosporium)に由来する発現－調節領
域である。当該技術分野で周知なヘテロロガスな宿主に由来する高い発現－調節領域でも
よい。大量に発現することが知られ、したがって本発明に適当な発現調節配列を提供する
タンパク質の具体的な例は、限定するわけではないがヒドロホビン（hydrophobin）、プ
ロテアーゼ、アミラーゼ、キシラナーゼ、ペクチナーゼ、エステラーゼ、ベータ－ガラク
トシダーゼ、セルラーゼ（例えばエンド－グルカナーゼ、セロビオヒドラーゼ）およびポ
リガラクツロナーゼである。高生産は固体状態および液内発酵条件の両方で確認された。
そのようなタンパク質の存在または生産を評価するためのアッセイは、当該技術分野で周
知である。例えばシグマ（Sigma)およびメガザイム(Megazyme)のカタログは、多数の例を
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提供する。メガザイムがアイルランドのウィックロウ カントリー、ブレイのブレイビジ
ネスパークにある。シグマアルドリッチ（Sigma Aldrich)は、世界中に多くの系列会社が
あり、例えばそれは米国、ミズーリ州、セントルイスの私書箱14508である。セルラーゼ
に関して、CMCaseアッセイ、エンドビスコメトリック（endoviscometric)アッセイ、Avic
elaseアッセイ、ベータ－グルカナーゼアッセイ、RBBCMCaseアッセイ、Cellazymeアッセ
イのような市販の利用できるアッセイを言う。キシラナーゼアッセイも市販されている（
例えば、DNSおよびメガザイム)。代替は当業者に周知であり、そして主題に関連する一般
的技術文献から見いだすことができ、そしてそのような情報は引用により本明細書に編入
する。例として我々は、“Methods in Enzymology”第１巻、1955右から1988年の297～29
9巻を示す。適当にクリソスポリウム(Chrysosporium)プロモーター配列を適用して、宿主
によるそれらの良い認識を確実にする。
【００２７】
　我々は、ヘテロロガスな発現調節配列が自然なクリソスポリウム（Chrysosporium）配
列としてクリソスポリウム（Chrysosporium）中で効率的に働くことを見いだした。これ
はクリソスポリウム（Chrysosporium）の形質転換に使用される周知の構築物およびベク
タ－を可能とし、ならびにこの新規な発現および分泌宿主中で良好な発現率を可能とする
他のベクタ－を構築する多くの可能性を提供する。例えば標準的なアスペルギルス(Asper
gillus）の形質転換法は、例えばChristiansen et alのBio/Technol.6:1419-1422(1988)
に記載されているように使用することができる。アスペルギルス(Aspergillus）の形質転
換ベクターの詳細を提供する他の文書、例えば米国特許第4,816,405号、米国特許第5,198
,345号、米国特許同第5,503,991号、米国特許第5,364,770号および米国特許第5,578,463
号明細書、欧州特許第215,594号明細書（トリコデルマ(Trichoderma)にも関する）および
それらの内容は、引用により本明細書に編入する。セルラーゼに関する大変高い発現率が
、クリソスポリウム属（Chrysosporium）の株で確認され、そのようなタンパク質の発現
調節領域は特に好適である。我々は具体例として既に挙げた寄託したクリソスポリウム属
（Chrysosporium）の株に言及する。
【００２８】
　クリソスポリウム（Chrysosporium）、好ましくはクリソスポリウム ロックンオウンズ
(Chrysosporium lucknowense）に由来する核酸発現調節領域またはそれらの誘導体を含ん
で成る核酸構築物は、発現されるポリペプチドをコードする遺伝子に操作可能に連結され
るそのような核酸を含んで成る突然変異体のクリソスポリウム（Chrysosporium）のよう
に、本発明の好適な態様を形成する。そのような核酸構築物は以下に詳細に記載するよう
に、セルラーゼまたはキシラナーゼ発現、好ましくはセロビオヒドラーゼ発現またはダリ
セルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼ発現に関係するクリソスポリウム（Chrysosporiu
m）に由来する発現調節領域となるだろう。本発明の核酸配列はクリソスポリウム属（Chr
ysosporium）の株から適切に得ることができ、そのような株は本明細書中のいたるところ
で特定されている。プロモーター配列を決定できる様式は多数であり、そして当該技術分
野では周知である。関連する遺伝子の始めのATGコドンの上流領域のヌクレアーゼ欠失実
験は、そのような配列を提供するだろう。また例えば、コンセンサス配列の分析により、
目的遺伝子を見いだすことを導くことができる。ハイブリダイゼーションおよび増幅技法
を使用して、当業者は対応するプロモーター配列に容易に到達することができる。
【００２９】
　C1エンドヌクレアーゼのプロモーター配列は、対応する遺伝子をクローニングすること
によりこの様式で同定した。酵素が独持のプロモーターで高レベルで発現されるので、本
発明に従い好適なプロモーターは55kDaセロビオヒドラーゼ(CBH11)プロモーター、30KDa
キシラナーゼ(Xyl1)プロモーターであり、およびグリセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナ
ーゼプロモーターである。対応するプロモーター配列は、それぞれ配列番号１（CBH1につ
いて)および配列番号３（Xyl1について)に与える配列情報を使用して、特許文献１６：国
際公開第00/20555号明細書に記載されているようにクローニングすることにより簡単な様
式で同定される。クリソスポリウム（Chrysosporium）の炭水化物－分解酵素のプロモー
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ター、特にC1プロモーターは、宿主生物、特に真菌または他の微生物宿主中で所望するポ
リペプチドの発現に有利に使用することができる。配列番号１、３および５に与える配列
と、または他のクリソスポリウム（Chrysosporium）の遺伝子について見いだされる配列
と、少なくとも65％、好ましくは少なくとも70％、最も好ましくは少なくとも75％のヌク
レオチド配列同一性を有するプロモーター配列は、本発明の一部である。
【００３０】
　本発明の組換え株および核酸配列の特定の態様についても、我々は実施例で言及する。
我々はまた、組換え株について高い発現プロモーター配列、例えばアスペルギルス(Asper
gillus）およびトリコデルマ(Trichoderma)について開示されるような特に真菌での高い
発現を提供する配列を記載する従来技術も言及する。従来技術は、多数の発現調節領域を
アスペルギルス(Aspergillus）で使用するために提供する（例えばノボ(Novo)の米国特許
第5,252,726号明細書およびUnileverの米国特許第5,705,358号明細書)。そのような従来
技術の内容は引用により本明細書に編入する。
【００３１】
　ハイドロホビン遺伝子は、高度に発現される真菌の遺伝子である。これは好ましくはク
リソスポリウム（Chrysosporium）に由来するハイドロホビン遺伝子のプロモーター配列
が、本発明の適切な態様において発現調節配列として適当に適用できることを示唆してい
る。ハイドロホービンに関するトリコデルマ レッセイ(Trichoderma reesei)およびトリ
コデルマ ハージアナム(Trichoderma harzianm)の遺伝子配列は、例えば従来技術に開示
され、ならびにアスペルギルス フミガタス(Aspergillus fumigatus）およびアスペルギ
ルス ニドランス(Aspergillus nidulans)の遺伝子配列および関連する配列情報は引用に
より本明細書に編入する（Munoz et al,Curr.Genet.1997,32(3):225-230; Nakarai-Setal
a T.et al,Eur.J.Biochem.1996 15:235(1-2):248-255, M.Parta et al,Infect.Immun.199
4 62(10):4389-4395およびStringer M.A.et al.Mol.Microbiol.1995 16(1):33-34)。この
配列情報を使用して、当業者はすでに上記に示唆したような標準技法に従い実験せずにク
リソスポリウム（Chrysosporium）のハイドロホビン遺伝子の発現調節配列を得ることが
できる。本発明の組換えクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株は、目的のポリペプ
チドをコードする配列に機能的に連結されたハイドロホビン－調節領域を含んで成ること
ができる。
【００３２】
　発現調節配列はさらにエンハンサーまたはサイレンサーを含んで成ることができる。こ
れらは従来技術において周知であり、そして通常はプロモーターから幾分離れて配置され
る。発現調節配列は、アクチベーター結合部位およびリプレッサー結合部位を含むプロモ
ーターも含んで成ることができる。場合により、そのような部位を修飾してこの種の調節
を排除してもよい。creA部位が存在する糸状菌プロモーターが記載された。そのようなcr
eA部位を突然変異させて、正常には非-突然変異部位の存在から生じるグルコース抑制を
確実に排除することができるGist-Brocadesの国際公開第94/13820号明細書は、この原理
を具体的に説明する。そのようなプロモーターの使用により、グルコースの存在下でプロ
モーターにより調節される核酸配列によりコードされるポリペプチドの生産が可能となる
。同じ原理は、国際公開第97/09438号明細書からも明らかである。これらのプロモーター
はそれらのcreA部位を用いて、または用いずに使用することができる。creA部位が突然変
異した突然変異体は、本発明に従い発現調節配列として組換え株中で使用することができ
、そしてそれを調節する核酸配列が次いでグルコースの存在下で発現し得る。そのような
クリソスポリウム属（Chrysosporium）のプロモーターは、国際公開第97/09438号明細書
で具体的に説明した様式と類似する様式で抑制解除を確実にする。creA部位の同一性は、
従来技術から知られている。あるいは突然変異していないCreA結合部位を持つプロモータ
ーを、いずれかの抑制系（例えばcreA遺伝子自体）に突然変異を有する宿主株に適用して
、creA結合部位の存在が際立つこの株がグルコースの存在下でタンパク質またはポリペプ
チドを生産できるようにすることも可能である。
【００３３】
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　ターミネーター配列も発現調節配列であり、そして発現する配列の３'末端に操作可能
に連結されている。任意の真菌ターミネーターが本発明の宿主クリソスポリウム属（Chry
sosporium）の株中で機能的となるだろう。例はA.ニドランス(nidulans) trpCターミネー
ター(1)、A.ニガー(niger)アルファ-グルコシダーゼターミネーター(2)、A.ニガー(niger
)グルコアミラーゼ ターミネーター(3)、ムコール ミーヘイ(Mucor miehei)カルボキシプ
ロテアーゼ ターミネーター(米国特許第5,578,463号明細書)、およびトリコデルマ レッ
セイ(Trichoderma reesei)セロビオヒドラーゼターミネーターである。当然、クリソスポ
リウム（Chrysosporium）ターミネーター配列は、クリソスポリウム（Chrysosporium）中
で十分に機能し、そして適当である（例えばCBH1ターミネーター）。
【００３４】
　本発明に従い使用される適当な組換えクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株は、
シグナル配列として定められるアミノ酸配列をコードする配列に操作可能に連結された発
現すべき核酸配列を有する。シグナル配列は、発現するポリペプチドのアミノ酸発現に操
作可能に連結された時、宿主真菌からそれらの分泌を可能とするアミノ酸配列である。そ
のようなシグナル配列はヘテロロガスなポリペプチドに通常付随する配列か、または宿主
に自然な配列であり得る。また宿主およびポリペプチドの両方に対して外来であることも
できる。シグナル配列をコードする核酸配列は、枠内に配置されてシグナル配列およびヘ
テロロガスなポリペプチドの翻訳を可能としなければならない。クリソスポリウム属（Ch
rysosporium）の株からポリペプチドの分泌を可能とすることができる任意のシグナル配
列を構想する。そのようなシグナル配列は適当な真菌シグナル配列、好ましくは子嚢菌類
のシグナル配列である。
【００３５】
　シグナル配列の適当な例は、一般的な酵母または任意の以下の真菌の具体的な属に由来
することができる：アスペルギルス（Aspergillus）、トリコデルマ（Trichoderma）、ク
リソスポリウム(Chrysosporium)、ピヒア（Pichia)、ニューロスポーラ（Neurospora)、
リゾムコール（Rizomucor)、ハンセニューラ（Hansenula)、フミコーラ（Humicola)、ケ
カビ（Mucor)、トリプロカジウム（Tolyplocadium)、フザリウム（Fusarium）、ペニシリ
ウム（Penicillium)、サッカロミセス(Saccharomyces）、アオカビ(Talaromyces）、ある
いはエメリセラ(Emericella)、ハイポクレア（Hypocrea）のようなそれらの性的形態。特
に有用なシグナル配列は、しばしば以下のタンパク質、セロビオヒドラーゼ、エンドグル
カナーゼ、ベータ-ガラクトシダーゼ、キシラナーゼ、ペクチナーゼ、エステラーゼ、ハ
イドロホビン、プロテアーゼまたはアミラーゼに自然に付随する配列である。例にはアス
ペルギルス（Aspergillus）またはハンセニューラ（Hansenula)のアミラーゼまたはグル
コアミラーゼ(4)、アスペルギルス オリーゼ（Aspergillus oryzae）のTAKAアミラーゼ、
アスペルギルス ニガー（Aspergillus niger)のアルファ-アミラーゼ、ケカビ（Mucor)の
カルボキシペプチダーゼ（米国特許第5,578,463号明細書）、リゾムコール ミーヘイ（Ri
zomucor miehei)のリパーゼまたはプロティナーゼ、トリコデルマ（Trichoderma）のセロ
ビオヒドラーゼ(5)、ペニシリウム カネッセンス（Penicillium canescens)のベータ-ガ
ラクトシダーゼおよびサッカロミセス(Saccharomyces)のアルファ-接合因子を含む。
【００３６】
　あるいはシグナル配列は、バチルス属(Bacillus)の株のアミラーゼまたはスブチリシン
遺伝子に由来することができる。宿主株と同じ属に由来するシグナル配列は、特定の宿主
に特別に最も適合すると思われるので大変適しており、すなわち好ましくはシグナル配列
は上記で言うクリソスポリウム（Chrysosporium）、特にクリソスポリウム属（Chrysospo
rium）のC1株、UV13-6株、NG7C-19株およびUV18-25株のシグナル配列である。糸状菌、酵
母および細菌に由来するシグナル配列も有用である。非-真菌起源、特に細菌、植物およ
び哺乳動物のシグナル配列も有用であると考えられる。
【００３７】
　本発明の任意の態様に従い使用される組換え宿主は、さらに選択可能なマーカーを含ん
で成ることができる。そのような選択可能なマーカーは、形質転換した、またはトランス
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フェクトした細胞の容易な選択を可能とする。選択可能なマーカーはしばしば遺伝子産物
をコードし、非形質転換株に対して外来の特別な種類の耐性を提供する。この細胞は一般
に重金属、抗生物質および殺生物剤に対して耐性であることができる。原栄養性も非－抗
生物質の種類の有用な選択可能マーカーである。非－抗生物質の選択可能マーカーは、目
的のタンパク質またはポリペプチドが食品または医薬品に使用される場合、そのような産
物のより迅速または複雑ではない規制の認可の観点から好適であり得る。GRAS指標がその
ようなマーカーに使用されることが大変多い。当業者は多数のそのようなマーカーを利用
することができる。例えばFDAはそのリストを提供している。最もよく使用されるのは、
薬剤に対する耐性または栄養的欠失の解除を付与する群、例えばamdS（アセトアミダーゼ
）、hph（ヒグロマイシン ホスホトランスフェラーゼ)、pyrG（オルニチン-5'-リン酸デ
カルボキシラーゼ）、trpC（アントラニレート シンターゼ）、argB（オルニチン カルバ
モイルトランスフェラーゼ）、sC（スルフェート アデニルトランスフェラーゼ）、bar（
ホスフィノトリシン アセチルトランスフェラーゼ）、グルホシネート耐性、niaD（硝酸
レダクターゼ）、ブレオマイシン耐性遺伝子、より詳細にはSh ble、スルホニルウレア耐
性、例えばアセトラクテートシンターゼ突然変異ilv1から成る群から選択される選択可能
マーカーである。選択マーカーが別のベクター上にある場合、または選択マーカーが目的
のポリペプチドについてポリペプチドをコードする配列と同じ核酸フラグメント上にある
場合、選択はまた同時形質転換により行うこともできる。
【００３８】
　本明細書で使用する用語であるヘテロロガスなポリペプチドとは、本発明に従い発現に
使用するクリソスポリウム属（Chrysosporium）の宿主株により通常は発現または分泌さ
れないタンパク質またはポリペプチドである。このポリペプチドは、宿主株中で生じない
限り植物または動物（脊椎動物または無脊椎動物）起源、例えば哺乳動物、魚、昆虫また
は微生物起源であることができる。哺乳動物にはヒトを含むことができる。微生物にはウ
イルス、細菌、古細菌、および真菌、すなわち糸状菌および酵母を含んで成る。Bergeyの
細菌決定学の手引き(Manual for Bacterial Determinology)は細菌および古細菌の十分な
リストを提供している。医薬的目的には、ヒトのタンパク質が好まれることが大変多く、
すなわち好適な態様を形成する本発明の組換え体宿主は、ポリペプチドがヒト起源である
宿主となるだろう。食品製造のような目的には、適当にはヘテロロガスなポリペプチドは
動物、植物または藻類起源のものとなるだろう。したがってそのような態様は本発明の適
当な例であると考えられる。あるいは有用である態様には、任意の細菌、酵母、ウイルス
、古細菌および真菌起源のヘテロロガスなポリペプチドを含む。真菌起源が最も好適であ
る。
【００３９】
　本発明の適当な態様は、適合したコドン使用頻度を含むヘテロロガスな核酸配列を含ん
で成る。そのような配列は宿主に由来する自然なアミノ酸配列をコードするが、異なる核
酸配列を有し、すなわち中の特定のコドンが発現のために宿主株によりより容易に使用さ
れる同じアミノ酸配列をコードする他のコドンに置き換えられている。これによりヘテロ
ロガスな核酸配列のより良い発現を導ことができる。これは当業者には一般的な事柄であ
る。この適合したコドン使用頻度は、非－真菌のコドンの利用に比べて真菌の既知のコド
ン使用頻度に基づき行うことができる。さらに特別にクリソスポリウム（Chrysosporium
）自体のコドン使用頻度に適合させることもできる。この類似性はトリコデルマ（Tricho
derma）、フミコーラ（Humicola)およびアスペルギルス（Aspergillus）で観察されるコ
ドン使用頻度が、コドン使用頻度を適合せずにそのような微生物の配列の交換を可能にで
きるはずとなるものである。当業者はこれら真菌のコドン使用頻度に関する詳細を入手す
ることができ、そしてそれは引用により本明細書に編入する。
【００４０】
　本発明は上に挙げた組換え体のクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株に限定され
ず、クリソスポリウム属（Chrysosporium）の株のホモロガスなタンパク質をコードする
核酸配列を含んで成る組換え体のクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株も網羅し、
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該核酸配列は発現調節配列に操作可能に連結され、そして該組換え体株は同じ条件下では
対応する非－組換え体株よりもより多く該タンパク質を発現する。目的のホモロガスなポ
リペプチドの場合、それは好ましくは本明細書にいたるところに記載しているヒドロラー
ゼ、プロテアーゼまたは炭水化物分解酵素のような中性またはアルカリ性酵素である。ポ
リペプチドは酸性でよい。好ましくは組換え体株は非－組換え体株よりも大量にポリペプ
チドを発現するだろう。ヘテロロガスなポリペプチドに関して述べたすべての解説は、ホ
モロガスなポリペプチドであるセルラーゼにも有効（個々の違いは考慮して）である。
【００４１】
　このように本発明は遺伝的に操作された微生物株も網羅、ここで導入される配列はクリ
ソスポリウム（Chrysosporium）起源である。しかしそのような株は、例えばクリソスポ
リウム（Chrysosporium）を形質転換またはトランスフェクトするために使用する核酸配
列中に存在するヘテロロガスな配列により、または目的のポリペプチドをコードする配列
の多数のコピーが存在するという事実により、またはこれらが同一条件下で操作していな
い株を上回る量で発現されるという事実により、または発現が通常は非発現の条件で起こ
るという事実により、自然に存在する株と識別することができる。非組換え体の状況、ま
たは操作していない株で誘導する因子とは別の因子が発現を誘導する場合と対照的に、こ
れは誘導性プロモーターが目的配列を調節する場合であり得る。本発明は古典的な遺伝子
技法または遺伝子操作法のいずれかを使用した操作を通して誘導された株を対象とする。
【００４２】
　本発明に従い発現系およびそれらを含む宿主株は、炭水化物分解酵素（セルラーゼ、キ
シラナーゼ、マンナーゼ、マンノシダーゼ、ペクチナーゼ、アミラーゼ、例えばグルコア
ミラーゼ、α-アミラーゼ、α-およびβ-ガラクトシダーゼ、α-およびβ-グルコシダー
ゼ、β-グルカナーゼ、キチナーゼ、キタナーゼ）、プロテアーゼ（エンドプロテアーゼ
、アミノ-プロテアーゼ、アミド-およびカルボキシ-ペプチダーゼ、ケラチナーゼ）、他
のヒドロラーゼ（リパーゼ、エステラーゼ、フィターゼ(phytase)）、酸化還元酵素（カ
タラーゼ、グルコース-オキシダーゼ）およびトランスフェラーゼ（トランスグリコシラ
ーゼ、トランスグルタミナーゼ、イソメラーゼおよびインベルターゼ）から選択されるヘ
テロロガスなタンパク質をコードする核酸配列を含んで成ることができる。
【００４３】
　本発明に従い生産される最も興味深い産物は、セルラーゼ、キシラナーゼ、ペクチナー
ゼ、リパーゼおよびプロテアーゼであり、ここでセルラーゼおよびキシラナーゼは、ベー
タ-1,4-結合を開裂し、そしてセルラーゼはエンドグルカナーゼ、セロビオヒドラーゼお
よびベータ-グルコシダーゼを含んで成る。これらのタンパク質は当該技術分野で知られ
ている種々の工業的プロセスに大変有用である。特にセルラーゼに関して、我々は例えば
セロビオヒドラーゼおよびエンドグルカナーゼの使用を記載する国際公開第98/15633号明
細書を言及する。該出願内容は引用により本明細書に編入する。
【００４４】
　本発明による組換え体は、目的のポリペプチドをコードする核酸配列を有することがで
き、酸性pH、すなわち６未満のpH、さらにpH5.5未満、より適当にはpH５未満、そしてさ
らにpH４以下のpHで不活性化または不安定であるポリペプチドをコードする。一般に開示
されている真菌の発現系は中性からアルカリ性の条件下では培養されず、酸性pHで培養さ
れるので、これは特に興味深い態様である。すなわち本発明による系は、酸性pHでは不活
性化されるか、または不安定になり易いタンパク質またはポリペプチドの安全な真菌発現
系を提供する。
【００４５】
　本発明による任意の態様で定める極めて特別な組換え株は（ここで目的のポリペプチド
をコードする核酸配列は、５より高いpHで、好ましくは中性もしくはアルカリ性のpHで（
すなわち７より高い）かつ／または６より高いpHで最適活性および／または安定性を表す
タンパク質またはポリペプチドをコードする）、本発明の好適な態様であると考える。そ
のようなpH値で、50％より多く、70％より多く、そしてさらに90％より多い最適活性が特
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に有用な態様であると思われる。培養条件下ぜ発現するポリペプチドは、培養条件で活性
である必要は無く、実際には活性状態が宿主に対して害となり得るので、不活性である培
養条件下で培養することが有利となり得る。しかし必要なことは、培養条件下でタンパク
質またはポリペプチドが安定であるということである。安定性は、熱安定性であり得る。
これはまた例えば目的のポリペプチドまたはタンパク質の生産または応用の組成物または
方法に存在するような、特別な組成物または化学物質に対する安定性でもあり得る。セル
ラーゼまたはリパーゼ等を含んで成る界面活性剤組成物中のLASは、タンパク質にしばし
ば有害な化学物質である。応用で使用する期間は、短期から長期の暴露で変動するので、
安定性は応用毎に変わる変動する時間の長さにわたる。当業者は場合毎に正しい条件を確
認することができるだろう。種々の酵素産物の最適活性を決定するために、多数の市販さ
れているアッセイを利用することができる。例えばシグマおよびメガザイムのカタログに
はそれらが示されている。具体的な試験例は、本明細書のいたるところで挙げている。製
造元は応用に関する指針を提供する。
【００４６】
　クリソスポリウム属（Chrysosporium）の株は、発現すべき目的の配列で形質転換また
はトランスフェクトするために適当に使用されることができ、そしてそのような株は比較
的低いバイオマスを現す。我々は、発酵の終わりに200～600cPの粘度までに培養した時、
クリソスポリウム属（Chrysosporium）の株はトリコデルマ レッセイ(Trichoderma reese
i)よりも２～５倍低いバイオマスを有し、そして対応する条件下で1500～2000cPの粘度ま
でに培養した時、アスペルギルス ニガー（Aspergillusniger)よりも10～20倍低いバイオ
マスを現し、すなわちそれらの各々の最適培養条件が高レベルの発現を提供できることを
見いだした。この発現レベルは大変少ないバイオマスおよび大変低い粘度で２種の市販の
参照株をはるかに上回る。これはそのようなクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株
の発現の収量が、アスペルギルス ニガー（Aspergillus niger)およびトリコデルマ レッ
セイ(Trichoderma reesei)の収量よりもかなり高いことを意味する。そのように形質転換
またはトランスフェクトしたクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株は、本発明の適
当な態様を形成する。
【００４７】
　上記の条件下で、トリコデルマ レッセイ(Trichoderma reesei)に関して2,5～5,0g/リ
ットル、そしてアスペルギルス ニガー（Aspergillusniger)に関して５～10のバイオマス
に対して、クリソスポリウム属（Chrysosporium）のC1(18-25)株に関しては0,5～1.0g/リ
ットルのバイオマスを見いだした。実施例ではこの方法の詳細を提供する。
【００４８】
　適当な態様では、対応する、または同一の条件、すなわち各々の最適培養条件下で、組
換え体クリソスポリウム属（Chrysosporium）の株はUV13-6またはC-19により生産される
セルラーゼのリットルあたりのモル生産に少なくとも等しい量で、そして最も好ましくは
UV18-25株により生産される量に少なくとも等しいか、より多くのタンパク質またはポリ
ペプチドを生産する。
【００４９】
　我々は発現および分泌率が、UV18-25株の菌糸の形態、すなわち分断した短い菌糸を現
すクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株を使用した時に非常に高いことも見いだし
た。このように本発明の組換え株は好ましくはそのような形態を現す。しかし本発明はこ
の新規および強い特徴を現す非-組換え株または他の操作したクリソスポリウム属（Chrys
osporium）の株も網羅する。また本発明はさらに、等しい発酵条件下で、C1に比べて、好
ましくはUV13-6株よりも低い、好ましくはNG7C-19よりも低い、好ましくはUV18-25よりも
低い、減少した胞子形成を現す本発明により記載される任意の態様の組換えクリソスポリ
ウム属（Chrysosporium）の株も網羅する。また本発明はさらに、等しい発酵条件下で少
なくともC1に匹敵する、好ましくは任意のUV13-6、NG7C-19およびUV18-25に匹敵するバイ
オマスに対するタンパク質生産量比を現す本発明に従い記載された任意の態様における組
換えクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株を網羅する。しかし本発明は、そのまま
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で、または他の任意の他の態様と組み合わせてこの新規および強い特徴を現す非-組換え
株あるいは他の操作したクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株も網羅する。
【００５０】
　本発明の別の魅力的な態様はまた、対応するもしくは同一の醗酵槽条件下で株NG7C-19
のものより下、好ましくはUV18-25のものより下の粘度を表す組換えクリソスポリウム属
（Chrysosporium）の株も包含する。本発明は、しかしながら、それ自体もしくは他の態
様のいずれかと組合せでこの新規かつ発明の特徴を表すクリソスポリウム属（Chrysospor
ium）の非組換え株もしくは別の方法で工作された株もまた包含する。われわれは、UV18-
25の培養物の粘度が、200～600cPの次数のものであるトリコデルマ　レエセイ（Trichode
rma reesei）のものと対照的に10cPより下である（黒色アスペルギルス（Aspergillus ni
ger)のものは醗酵の終了時にそれらのそれぞれの至適の培養条件下で1500～2000cPの次数
のものである）ことを決定した。こうした決定に使用された方法を実施例に提供する。
【００５１】
　粘度は多くの場合に視覚的モニタリングにより評価することができる。物質の流動性は
、それがほぼ固体、ソース様もしくは液体であることができるくらい大きな程度まで変動
することができる。粘度はまた、ブルックフィールド回転粘度測定、運動学的粘度管の使
用、落下球体粘度計もしくはカップ型粘度計により容易に確かめることもできる。こうし
た低粘度培養物からの収量は、時間単位および細胞あたりで、商業的な既知のより高粘度
の培養物からより大きい。
【００５２】
　本発明のこうした低粘度の培養物の加工は、とりわけ培養物がスケールアップされる場
合に有利である。低粘度をもつ主題のクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株は、約1
50,000リットルの培養物までの培養物中で非常に良好に機能する。従って、150,000リッ
トルまでのいかなる培養物の大きさも、本発明の有用な一態様を提供する。いかなる他の
慣習的な大きさの醗酵も、本発明の株を用いて良好に実施されるはずである。これの後ろ
にある論法は、大スケール生産において、濃厚すぎる菌糸体を有しかつ／もしくは不均一
に分布される凝集物の形成を伴う問題を生じる可能性があることである。培地は、結果と
して、培養の間効率的に利用されることができず、従って、とりわけ大スケールの醗酵に
おいて、すなわち150,000リットルを越えて、非効率的な生産工程につながる。通気およ
び混合が問題になり、酸素および栄養素の窮乏、そして従って培養の間の生産的バイオマ
スの低下された濃度およびポリペプチドの低下された収量につながり、かつ／またはより
長い醗酵時間をもたらす可能性がある。加えて、高粘度および高剪断は商業的醗酵工程で
望ましくなく、そして、現在の商業的工程において、それらは生産制限因子である。全部
のこれらの負の局面は、この点で商業的に使用されるトリコデルマ　レエセイ（Trichode
rma reesei）、黒色アスペルギルス（Aspergillus niger）および麹菌（Aspergillus ory
zae）よりずっとより良好な特徴を表す、すなわちより良好なタンパク質産生レベルおよ
び粘度の特性ならびにバイオマスの形状を表す、本発明のクリソスポリウム属（Chrysosp
orium）の宿主により克服することができる。
【００５３】
　本発明の前述の態様のいずれかのクリソスポリウム属（Chrysosporium）の株（前記株
は、上に挙げられた炭水化物分解酵素、プロテアーゼ、他の加水分解酵素、酸化還元酵素
および転移酵素から選択される真菌酵素の１種もしくはそれ以上の産生をさらに表す）は
、本発明のとりわけ有用な一態様を考慮される。最も興味深い産物は、とりわけ、セルラ
ーゼ、キシラナーゼ、ペクチナーゼ、リパーゼおよびプロテアーゼである。しかしながら
、中性もしくはアルカリ性の至適の安定性および／または活性、好ましくはアルカリ性の
至適の安定性および／もしくは活性を表す１種もしくはそれ以上の真菌酵素の産生を表す
クリソスポリウム属（Chrysosporium）の株もまた本発明の態様として有用であり、前記
酵素は、炭水化物分解酵素、加水分解酵素およびプロテアーゼ、好ましくは加水分解酵素
および炭水化物分解酵素から選択される。非組換えクリソスポリウム属（Chrysosporium
）の場合には、こうした酵素は、適しては国際特許出願第WO 98/15633号明細書に開示さ
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れるところのセルラーゼ以外である。とりわけ興味深い酵素は、キシラナーゼ、プロテア
ーゼ、エステラーゼ、α－ガラクトシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、β－グルカナーゼ
およびペクチナーゼである。酵素は前述されたものに制限されない。記述中の別の場所の
安定性および活性に関する批評はここでもまた妥当である。
【００５４】
　本発明はまた目的のポリペプチドの製造方法も包含し、前記方法は、ポリペプチドの発
現および好ましくはその分泌を可能にする条件下で、本発明の態様のいずれかにおいて、
宿主株（例えば、クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）、アスペルギルス
属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、トリコデルマ属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、ハンセヌ
ラ属（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ）、ケカビ属（Ｍｕｃｏｒ）、ピキア属（Ｐｉｃｈｉａ）、ニ
ューロスポラ属（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）、トリポクラジウム属（Ｔｏｌｙｐｏｃｌａｄ
ｉｕｍ）、リゾムコール属（Ｒｈｉｚｏｍｕｃｏｒ）、フサリウム属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
）、ペニシリウム属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）のもののような真菌の、もしくは細菌の
、または他の微生物の）を培養すること、ならびにその後目的の産生されたポリペプチド
を回収することを含んで成る。
【００５５】
　タンパク質もしくはポリペプチドが挙げられる場合、非突然変異体の活性を表す変異体
および突然変異体、例えば天然に存在するタンパク質の置換、挿入もしくは欠失突然変異
体を包含することを意図している。同じことが対応する核酸配列に関して妥当である。遺
伝子シャッフリング、タンパク質工学、ならびに進化分子工学（ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｖ
ｏｌｕｔｉｏｎ）部位特異的突然変異誘発およびランダム突然変異誘発のような方法は、
それによりこうしたポリペプチド、変異体もしくは突然変異体を得ることができる方法で
ある。米国特許第５，２２３，４０９号、同第５，７８０，２７９号および同第５，７７
０，３５６号明細書は進化分子工学の教示を提供する。この方法を使用すれば、例えばｅ
ｒｒｏｒ　ｐｒｏｎｅ　ＰＣＲを介する遺伝子シャッフリングにより創製された無作為に
突然変異された遺伝子配列のライブラリーは、いかなる細胞型中ででも生じる。各遺伝子
は、分泌領域、および生じるタンパク質が分泌されかつ宿主表面に固定されて留まるよう
なそれに結合された固定化領域を有する。その後、特定のポリペプチドの生物学的活性を
必要とする条件が創製される。これが多数の周期の間起こり、最終的に所望の特徴をもつ
最終的な遺伝子に至る。言い換えれば進化の加速された指図された過程。米国特許第５，
７６３，１９２号明細書もまた、確率的に生成された配列を結合する合成ポリペプチドに
よってＤＮＡ、ＲＮＡ、ペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質を得る方法、宿主へ
のその導入、次いで対応する予め決められた特徴をもつ宿主細胞の選択を記述する。
【００５６】
　本発明の方法の別の応用は「進化分子工学」の過程にあり、ここで、新規タンパク質を
コードするＤＮＡ配列が生成され、コードされたタンパク質が宿主細胞中で発現され、そ
して所望の特徴を有するタンパク質をコードするそれらの配列が突然変異されかつ再度発
現される。該過程を、所望の特徴をもつタンパク質が得られるまで多数の周期の間反復す
る。遺伝子シャッフリング、タンパク質工学、ｅｒｒｏ－ｐｒｏｎｅ　ＰＣＲ、部位特異
的突然変異誘発、ならびにコンビナトリアルおよびランダム突然変異誘発は、それにより
外因性タンパク質をコードする新規ＤＮＡ配列を生成させることができる方法の例である
。米国特許第５，２２３，４０９号、同第５，７８０，２７９号および同第５，７７０，
３５６号明細書は進化分子工学の教示を提供する。ＫｕｃｈｎｅｒとＡｒｎｏｌｄ、Ｔｒ
ｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１５：５２３－５３０（１９９７）；Ｓ
ｃｈｍｉｄｔ－ＤａｎｎｅｒｔとＡｒｎｏｌｄ、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．
、１７：１３５－１３６（１９９９）；ＡｒｎｏｌｄとＶｏｌｋｏｖ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉ
ｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．、３：５４－５９（１９９９）；Ｚｈａｏら、Ｍａｎｕａｌ　
ｏｆ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ、第２版（ＤｅｍａｉｎとＤａｖｉｅｓ編）ｐｐ．５９７－６０４、ＡＳＭ　プ
レス（ＡＳＭ　Ｐｒｅｓｓ）、ワシントンＤＣ、１９９９；ＡｒｎｏｌｄとＷｉｎｔｒｏ
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ｄｅ、Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
：Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，Ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｉｓ，ａｎｄ　Ｂｉｏｓｅｐａｒａ
ｔｉｏｎ，（ＦｌｉｃｋｉｎｇｅｒとＤｒｅｗ編）ｐｐ．９７１－９８７、ジョン　ワイ
リー　アンド　サンズ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ）、ニューヨーク、１９９
９；およびＭｉｎｓｈｕｌｌとＳｔｅｍｍｅｒ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏ
ｌ．３：２８４－２９０もまた参照されたい。
【００５７】
　コンビナトリアル突然変異誘発の一応用が、Ｈｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．１９
９８　３７：１０００６－１００１５に開示される。米国特許第５，７６３，１９２号明
細書は、合成配列を確率的に生成させること、それらを宿主中に導入すること、および所
望の特徴をもつ宿主細胞を選択することによる、新規タンパク質をコードするＤＮＡ配列
を得る方法を記述する。人工的遺伝子組換えを遂げる方法（ＤＮＡシャッフリング）は、
ランダムプライミング組換え（Ｚ．Ｓｈａｏら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．
、２６：６８１－６８３（１９９８））、付着伸長プロセス（Ｈ．Ｚｈａｏら、Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．、１６：２５８－２６２（１９９８））、およびヘテロ二重鎖組
換え（Ａ．Ｖｏｌｋｏｖら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２７：ｅ１８（１９
９９））を包含する。ｅｒｒｏｒ－ｐｒｏｎｅ　ＰＣＲはなお別のアプローチである（Ｓ
ｏｎｇとＲｈｅｅ、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．６６：８９０－８
９４（２０００））。
【００５８】
　進化分子工学の方法での選択段階の２つの広範に実施される実施方法が存在する。一方
法において、目的のタンパク質活性は、なんらかの形で宿主細胞の生存に不可欠にされる
。例えば、所望の活性がｐＨ８でのセルラーゼ活性である場合、セルラーゼ遺伝子を突然
変異させかつ宿主細胞中に導入することができる。形質転換体を、単独の炭素源としてセ
ルロースを用いて成長させ、そして数個のみの生存体が残存するまでｐＨを徐々に上昇さ
せる。比較的高いｐＨで活性のセルラーゼをおそらくコードする、生存体からの突然変異
されたセルラーゼ遺伝子を、もう１回の突然変異にかけ、そしてｐＨ８でセルロースで成
長することができる形質転換体が得られるまで該方法を反復する。酵素の熱安定性の変異
体を、遺伝子突然変異および宿主細胞の高温培養の周期により、同様に進化させることが
できる（Ｌｉａｏら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８３：５７６－
５８０（１９８６）；Ｇｉｖｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
９５：１２８０９－１２８１３（１９９８））。
【００５９】
　大きく平行な「最も適合するものの生存（ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｉｔｔ
ｅｓｔ）」アプローチへの一代替は連続スクリーニングである。このアプローチにおいて
、個々の形質転換体を、表示培地上で成長するコロニーの周囲の浄化された（ｃｌｅａｒ
ｅｄ）もしくは着色された領域の観察、比色もしくは蛍光測定的酵素アッセイ、イムノア
ッセイ、結合アッセイなどのような伝統的方法によりスクリーニングする。例えば、Ｊｏ
ｏら、Ｎａｔｕｒｅ　３９９：６７０－６７３（１９９９）（補助因子としてＮＡＤＨを
必要としないチトクロームＰ４５０モノオキシゲナーゼを突然変異およびスクリーニング
の周期により進化させた）；Ｍａｙら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１８：３１７－
３２０（２０００）（逆転された立体選択性のヒダントイナーゼを類似の様式で進化させ
た）；ならびにＭｉｙａｚａｋｉら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２９７：１０１５－１０２
６（２０００）（熱安定性のズブチリシンを進化させた）を参照されたい。
【００６０】
　標準的なクローニングおよびタンパク質もしくはポリペプチド単離技術を使用して、必
要とされる配列情報に到達することができる。既知の配列の一部を、他の属および株中の
他の相同物を単離するためのプローブとして使用することができる。例えば、特定の酵素
活性をコードする核酸配列を使用して、クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕ
ｍ）のライブラリーをスクリーニングすることができる。当業者はどのハイブリダイゼー
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ション条件が適切であるかを十分に理解することができる。ライブラリーの核酸ハイブリ
ダイゼーションの構築のための慣習的方法およびクローニング技術は、“Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ．Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ”コールド　スプリン
グ　ハーバー（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ）、プレス　プレインビュー（Ｐ
ｒｅｓｓ　Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ）、ニューヨーク中、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（編）（１９８
９）、およびＡｕｓｕｂｅｌら（編）“Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ”（１９８７）ジョン　ワイリー　アンド　サンズ（
Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ）、ニューヨーク中に記述される。関連する情
報は、より最近の手引書および特許、ならびに当該分野の多様な商業的に入手可能なキッ
トに由来することもまたできる。
【００６１】
　代替の一態様において、前記方法は、タンパク質もしくはポリペプチドまたはそれらの
前駆体の発現および好ましくは分泌を可能にする条件下で本発明の株を培養すること、な
らびにその後、産生されたポリペプチドを回収すること、ならびに、場合によっては前駆
体を付加的な単離および精製段階にかけて目的のポリペプチドを得ることを含んで成る。
こうした方法は、適しては、前駆体の目的のポリペプチドもしくは前駆体への切断段階を
含んでよい。切断段階は、例えばプロテアーゼ切断部位が十分に分泌されるタンパク質キ
ャリアおよび目的のポリペプチドを連結する場合は、Ｋｅｘ－２様プロテアーゼ、いずれ
かの塩基性アミノ酸と対にされるプロテアーゼ、もしくはＫｅｘ－２での切断であること
ができる。こうしたものについてのコンセンサス配列の詳細が入手可能であり、また、多
数の代替（例えばフリン）が既に開示されているため、当業者はＫｅｘ－２様プロテアー
ゼ配列を容易に見出すことができる。
【００６２】
　適しては、本発明の態様のいずれかのポリペプチドの製造方法において、培養は５、好
ましくは５－１０、より好ましくは６－９より高いｐＨで起こる。適しては、こうした方
法において、培養は、２５～４３℃の間の温度、好ましくは３０～４０℃で起こる。本発
明の方法で使用される株は、極めて適しては、組換えクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏ
ｓｐｏｒｉｕｍ）株もしくは他の真菌または非真菌株である。本発明の方法は、こうした
場合に、本発明の組換え株の製造の段階によりさらに先行されることができる。適切な条
件の選択は発現されるべきポリペプチドの性質に依存することができ、そして、こうした
選択は当業者の通常の活動の範囲内に十分にある。
【００６３】
　本発明の組換え株の製造方法もまた主題の発明の一部である。該方法は、異種もしくは
同種のポリペプチドをコードする核酸配列を適する宿主株に安定に導入することを含んで
成り、前記核酸配列は発現を制御する領域に操作可能に連結され、前記導入は糸状菌の形
質転換についてそれ自体既知の様式で起こる。上に述べられたとおり、これについての多
数の参考文献が入手可能であり、かつ、少数の選択されたものが引用されている。提供さ
れる情報は、当業者が過度の負担なしで該方法を実施することを可能にするのに十分であ
る。該方法は、それ自体もしくは組合せで本発明の組換え株の多様な態様で記述された核
酸要素のいずれかを含んで成る核酸配列の導入を含んで成る。
【００６４】
　例として、導入はプロトプラスト形質転換法を使用して起こることができる。該方法を
実施例に記述する。代替のプロトプラストもしくはスフェロプラスト形質転換法が既知で
あり、かつ、他の糸状菌について従来技術に記述されているとおり使用することができる
。こうした方法の詳細は引用された参考文献の多くで見出すことができ、そして従って引
用することにより組み込まれる。本発明の方法は、適しては、目的のポリペプチドをコー
ドする所望の配列の導入のための出発原料として非組換え株を使用することを含んで成る
。
【００６５】
　主題の発明はまた、クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の酵素の製造
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方法も包含し、前記方法は、中性およびアルカリ性のｐＨ範囲の例として５、好ましくは
５～１０、より好ましくは６～９、適しては６～７．５、７．５～９より高いｐＨの培地
中もしくは培地上でクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）もしくは他の株
を培養することを含んで成る。
【００６６】
　より一般的には、本発明は、中性もしくはアルカリ性の至適活性および／もしくは安定
性、好ましくはアルカリ性の至適活性および／もしくは安定性を表す酵素の製造方法をさ
らに包含する。ｐＨに対する好ましい範囲および至適の活性、ならびにそれを用いてこう
したものを決定するためのアッセイは、記述中の別の場所に提供されている。該酵素は、
上述されたとおり、炭水化物分解酵素、プロテアーゼ、他の加水分解酵素、酸化還元酵素
および転移酵素から選択されるべきであり、前記方法は、対応する酵素をコードする核酸
配列で形質転換もしくはトランスフェクトされた宿主細胞を培養することを含んで成る。
適しては、こうした酵素はクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の酵素で
あることができる。これのような適する一方法は、とりわけセルラーゼ、キシラナーゼ、
ペクチナーゼ、リパーゼおよびプロテアーゼの製造を含んで成り、ここで、セルラーゼお
よびキシラナーゼはβ－１，４－結合を切断し、また、セルラーゼはエンドグルカナーゼ
、セロビオヒドロラーゼおよびβ－グルコシダーゼを含んで成る。本発明の方法は、こう
した前述の酵素をコードする核酸を含んで成る本発明のいずれかのクリソスポリウム属（
Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の宿主を培養することを含むことができる。適しては、本
発明の非組換えクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）宿主の製造は、炭水
化物分解酵素、加水分解酵素およびプロテアーゼの製造に向けられる。こうした場合には
、酵素は適してはセルラーゼ以外である。単離方法は、国際特許出願第ＷＯ　９８／１５
６３３号明細書に記述されるものに類似であり、そして引用することにより組み込まれる
。
【００６７】
　本発明により製造される酵素もまた本発明により包含される。本発明の非組換えクリソ
スポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の株から単離することができるところのク
リソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）起源の酵素もまた包含される。それら
は前述の安定性、活性の特徴を表す。適しては、それらはＬＡＳの存在下で安定である。
とりわけ、前述の安定性、活性の特徴をもつ、ｐＩ　４～９．５をもつプロテアーゼ、２
５～９５ｋＤのＭＷをもつプロテアーゼ、４．０と９．５との間のｐＩをもつキシラナー
ゼ、２５と６５ｋＤとの間のＭＷをもつキシラナーゼ、３．５と６．５との間のｐＩをも
つエンドグルカナーゼ、２５～５５ｋＤａのＭＷをもつエンドグルカナーゼ、β－グルコ
シダーゼ、４～４．５のｐＩをもつα，β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、４
５～５０ｋＤａのＭＷをもつα，β－ガラクトシダーゼ、ｐＩ　４～５のセロビオヒドロ
ラーゼ、ＭＷ　４５～７５ｋＤａのセロビオヒドロラーゼ、例えば５５ｋＤのＭＷおよび
ｐＩ　４．４、４．０～５．０のｐＩをもつポリガラクツロナーゼ、６０～７０ｋＤａ、
例えば６５ｋＤａのポリガラクツロナーゼ、ｐＩ　４～５をもつエステラーゼ、ならびに
９５～１０５ｋＤａのＭＷをもつエステラーゼが特許請求される。分子量（ＭＷ）はＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥにより決定されるものである。非組換えの、すなわち天然に存在する酵素は
、国際特許出願第ＷＯ　９８／１５６３３号明細書に開示されるところのセルラーゼ以外
である。上に挙げられたｐＩ値および分子量の組合せをもつ酵素もまた包含される。
【００６８】
　本発明はまた、本発明の突然変異体（組換え）株による非タンパク質産物の（過剰）産
生にも関する。こうした非タンパク質産物は、有機酸、アミノ酸のような一次代謝物、な
らびに抗生物質、例えばペニシリンおよびセファロスポリン、ならびに他の治療薬のよう
な二次代謝物を包含する。これらの産物は、目的の数種の真菌遺伝子を必要とする生化学
的経路の複合の結果である。真菌の一次および二次代謝物、ならびに真菌生物体中でのこ
れらの代謝物を産生させるための手順は当該技術分野で公知である。一次代謝物の産生の
例は、Ｍａｔｔｅｙ　Ｍ．、Ｔｈｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ａ
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ｃｉｄｓ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１２
、８７－１３２（１９９２）により記述されている。二次代謝物の産生の例は、Ｐｅｎａ
ｌｖａら　Ｔｈｅ　Ｏｐｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ　Ｂｉｏｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ　ｉｎ　Ｆｕｎｇｉ、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　１６、４８３－４８９（１９９８）により記述されている。
【図面の簡単な説明】
【００６９】
【図１】発明にかかる、ｐＵＴ１０６４の地図である。
【図２】発明にかかる、ｐＵＴ１０６５の地図である。
【実施例】
【００７０】
　クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）、トリコデルマ属（Ｔｒｉｃｏｄ
ｅｒｍａ）およびトリポクラジウム　ゲオデス（Ｔｏｌｙｐｏｃｌａｄｉｕｍ　ｇｅｏｄ
ｅｓ）を比較した形質転換の例
　２種の形質転換されないクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）のＣ１株
、および１種のトリコデルマ　レエセイ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）の参
照株を、２種の培地（Ｇｓ　ｐＨ６．８およびプリダム（Ｐｒｉｄｈａｍ）アガー、ＰＡ
、ｐＨ６．８）上で試験した。抗生物質耐性レベルを試験するために、胞子を７日齢のＰ
ＤＡプレートから収集した。選択プレートを３２℃でインキュベートし、そして２、４お
よび５日後に記録した（ｓｃｏｒｅ）。Ｃ－１株ＮＧ７Ｃ－１９およびＵＶ１８－２５は
、フレオマイシンおよびヒグロマイシン双方に対する低い基礎の耐性レベルを明白に有し
たということになった。このレベルは、参照のＴ．レエセイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）の普遍
的に使用される実験室株のものに匹敵する。従って、これら２種の標準的な真菌の選択可
能なマーカーを、クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の株で十分に使用
することができる明白な表示が存在する。他の標準的な真菌の選択可能なマーカーでの問
題は期待されないはずである。
【００７１】
　Ｓｈ－ｂｌｅ（フレオマイシン耐性）の形質転換されたクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙ
ｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の株の選択を、５０μｇ／ｍｌで成功裏に実施した。これはまたＴ
．レエセイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）に使用された選択レベルでもあり、かように、示差的選
択がクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）において容易に達成することが
できることを示した。同一の批評が、１５０μｇ／ｍｌのレベルでヒグロマイシン耐性を
もつ形質転換された株について妥当である。
【００７２】
　プロトプラスト形質転換技術を、最も一般に適用される真菌形質転換技術に基づいて、
クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）で使用した。１枚の９０ｍｍＰＤＡ
プレートからの全部の胞子を８ｍｌのＩＣ１中に回収し、そして３５℃かつ２００ｒｐｍ
で１５時間のインキュベーションのため、５０ｍｌのＩＣ１培地の振とうフラスコに移し
た。これの後、培養物を遠心分離し、ペレットをＭｎＰで洗浄し、１０ｍｌのＭｎＰおよ
び１０ｍｇ／ｍｌのケイラーゼ（Ｃａｙｌａｓｅ）Ｃ3中の溶液に戻し、そして攪拌（１
５０ｒｐｍ）を伴い３５℃で３０分間インキュベートした。
【００７３】
　該溶液を濾過し、そして濾液を３５００ｒｐｍで１０分間の遠心分離にかけた。ペレッ
トを１０ｍｌのＭｎＰＣａ2+で洗浄した。これを２５℃で１０分間遠心分離した。その後
、５０マイクロリットルの冷ＭＰＣを添加した。混合物を氷上で３０分間保ち、その後２
．５ｍｌのＰＭＣを添加した。室温で１５分後に、５００マイクロリットルの処理された
プロトプラストを３ｍｌのＭｎＲ　Ｓｏｆｔに混合し、そして直ちに、選択剤としてフレ
オマイシンもしくはヒグロマイシンを含有するＭｎＲプレート上でプレート培養した。３
０℃で５日間のインキュベーション後に、形質転換を分析した（クローンは４８時間後に
見えるようになる）。形質転換効率を、１０マイクログラムの参照プラスミドｐＡＮ８－
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１19を使用して決定した。結果を以下の表１に提示する。
【００７４】
【表１】

【００７５】
　クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の形質転換体の生存率はトリコデ
ルマ属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）のものより優れている。これらの株の形質転換可能性
は比較可能であり、そして、従って、１回の実験で得られた形質転換体の数は、Ｔ．レエ
セイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）についてよりクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕ
ｍ）について４倍より高く存する。従って、クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒ
ｉｕｍ）の形質転換系は、普遍的に使用されるＴ．レエセイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）系に同
等であるのみならず、しかしそれを凌ぎさえする。この改善は、ｐＡＮ８－１より少なく
形質転換が効率的であるベクターにとりわけ有用と判明する可能性がある。こうしたより
少なく効率的な形質転換ベクターの例は、一般に１０倍より少ない形質転換体を生じさせ
る非真菌タンパク質の産生のためのタンパク質キャリアベクターである。
【００７６】
　多数の他の形質転換および発現ベクターを、同種のクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏ
ｓｐｏｒｉｕｍ）のタンパク質をコードする配列、およびまたクリソスポリウム属（Ｃｈ
ｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）を用いる形質転換実験での使用のために異種タンパク質をコー
ドする配列を用いて構築した。
【００７７】
　発現系の例は、キシラナーゼの読取り枠と同じ読み枠でキシラナーゼシグナル配列に連
結されたクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）のキシラナーゼＸｙｌ１プ
ロモーターフラグメント、次いでキシラナーゼターミネーター配列を包含する。形質転換
体の選択は、選択可能なベクターを用いる共形質転換を使用することにより実施する。
【００７８】
　別の例は、ペニシリウム属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）のエンドグルカナーゼ３の読取
り枠と同じ読み枠のペニシリウム属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）のエンドグルカナーゼ３
のシグナル配列に連結されたクリソスポリウム　ルクノウェンセ（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒ
ｉｕｍ　ｌｕｃｋｎｏｗｅｎｓｅ）のセロビオヒドロラーゼプロモーター、次いでクリソ
スポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）のセロビオヒドロラーゼターミネーター配
列である。加えて、このベクターは、選択マーカー、すなわちアセトアミダーゼＳ遺伝子
（ＡｍｄＳ遺伝子）を含む第二の発現カセットを担持する。
【００７９】
　さらなる一例は、黒色アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）のグル
コアミラーゼのシグナル配列に連結されたクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉ
ｕｍ）のグリセルアルデヒド－３－リン酸脱水素酵素１のプロモーター、およびヒトイン
ターロイキン６の読取り枠に融合されたグルコアミラーゼの読取り枠を含んで成る。加え
て、このベクターは、選択マーカー、すなわちＡｍｄＳ遺伝子を含む第二の発現カセット
を担持する。



(22) JP 2014-236730 A 2014.12.18

10

20

30

40

50

【００８０】
　なおさらなる一例は、エンドグルカナーゼ５の読取り枠に連結されたアスペルギルス　
ニズランス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ）のグリセルアルデヒド－３－
リン酸脱水素酵素Ａのプロモーター、次いでアスペルギルス　ニズランス（Ａｓｐｅｒｇ
ｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ）のターミネーター配列である。
【００８１】
クリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の形質転換体の異種および同種発現
の例
　Ｃ１株（ＮＧ７Ｃ－１９および／もしくはＵＶ１８－２５）を、多様な異種タンパク質
、すなわち、細菌タンパク質（ストレプトアロテイクス　ヒンズスタヌス（Ｓｔｒｅｐｔ
ｏａｌｌｏｔｅｉｃｈｕｓ　ｈｉｎｄｕｓｔａｎｕｓ）のフレオマイシン耐性タンパク質
、Ｓｈ　ｂｌｅ）、真菌タンパク質（トリコデルマ　レエセイ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
　ｒｅｅｓｅｉ）のキシラナーゼＩＩ、ＸＹＮ２）およびヒトタンパク質（ヒトリゾチー
ム、ＨＬＺ）を分泌するそれらの能力について試験した。
【００８２】
トリコデルマ　レエセイ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）のキシラナーゼＩＩ
（ＸＹＮ２）のＣ１分泌。
　Ｃ１株ＵＶ１８－２５をプラスミドｐＵＴ１０６４およびｐＵＴ１０６５により形質転
換した。
【００８３】
　ｐＵＴ１０６４は２種の以下の真菌発現カセットを与える。すなわち、
　第一のカセットはフレオマイシン耐性の形質転換体の選択を可能にする：
・ニューロスポラ　クラサ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓａ）の交差経路制御遺伝
子１（ｃｐｃ－１）プロモーター14

・ストレプトアロテイクス　ヒンズスタヌス（Ｓｔｒｅｐｔｏａｌｌｏｔｅｉｃｈｕｓ　
ｈｉｎｄｕｓｔａｎｕｓ）のフレオマイシン耐性遺伝子Ｓｈ　ｂｌｅ4

・アスペルギルス　ニズランス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ）のトリプ
トファン合成酵素（ｔｒｐＣ）ターミネーター5

　第二のカセットはキシラナーゼ産生カセットである：
・Ｔ．レエセイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）のＴＲ２株のｃｂｈ１プロモーター15

・Ｔ．レエセイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）のＴＲ２株のｘｙｎ２遺伝子（そのシグナル配列を
包含する）16

・Ｔ．レエセイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）のＴＲ２株のｃｂｈ１ターミネーター15

　該ベクターはまた、プラスミドｐＵＣ１９からの大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の複製起点も
担持する6。該プラスミドの詳述された地図を図１に提供する。
【００８４】
　ｐＵＴ１０６５は以下の真菌発現カセットを与える：
・Ａ．ニズランス（Ａ．ｎｉｃｕｌａｎｓ）のグリセルアルデヒド－３－リン酸脱水素酵
素（ｇｐｄＡ）プロモーター2

・合成のＴ．レエセイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）のセロビオヒドロラーゼＩ（ｃｂｈ１）シグ
ナル配列1,3

・キャリアタンパク質10として使用されるＳ．ヒンズスタヌス（Ｓ．ｈｉｎｄｕｓｔａｎ
ｕｓ）のフレオマイシン耐性遺伝子Ｓｈ　ｂｌｅ4

・ＫＥＸ－２様プロテアーゼ切断部位を特徴とするリンカーペプチド（ＳＧＥＲＫ）1

・Ｔ．レエセイ（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）のＴＲ２株のｘｙｎ２遺伝子（シグナル配列を含ま
ない）16

・Ａ．ニズランス（Ａ．ｎｉｄｕｌａｎｓ）トリプトファン合成酵素（ｔｒｐＣ）ターミ
ネーター5

　該ベクターはまた、β－ラクタマーゼ遺伝子（ｂｌａ）、およびプラスミドｐＵＣ１８
からの大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の複製起点も担持する6。該プラスミドの詳述された地図
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【００８５】
　Ｃ１プロトプラストを、上の例で既に記述されたと同一の手順に従って、プラスミドｐ
ＵＴ１０６４もしくはｐＵＴ１０６５で形質転換した。プラスミドｐＵＴ１０６５中の融
合タンパク質（Ｓｈ　ｂｌｅ：：ＸＹＮ２）はフレオマイシン耐性に関して機能的であり
、従ってＣ１形質転換体の容易な選択を可能にする。さらに、フレオマイシン耐性のレベ
ルはｘｙｎ２発現のレベルとおおまかに相関する。ｐＵＴ１０６４において、ｘｙｎ２を
それ自身のシグナル配列とともにクローン化した。
【００８６】
　Ｃ１形質転換体（フレオマイシン耐性クローン）のキシラナーゼ産生を、以下のような
キシラナーゼ活性アッセイにより分析した。すなわち、一次形質転換体を、ＧＳ＋フレオ
マイシン（５μｇ／ｍｌ）プレート（耐性確認）に、およびまたＸＹＬＡＮプレート（浄
化領域の可視化によるキシラナーゼ活性検出17）上に、つまようじで移した。プレートを
３２℃で５日間成長させた。それぞれの妥当性が確認されたクローンをＸＹＬＡＮプレー
トにサブクローニングした。形質転換体あたり２個のサブクローンを使用して、液体培養
の開始のための胞子を得るためにＰＤＡプレートに接種した。ＩＣ１＋５ｇ／ｌ　フタル
酸カリウム中の液体培養物を２７℃（１８０ｒｐｍで振とうする）で５日間成長させた。
その後、培養物を遠心分離（５０００ｇ、１０分）した。これらのサンプルから、キシラ
ナーゼ活性を、Ｍｉｌｌｅｒら18によるＤＮＳ技術により測定した。
【００８７】
【表２】

【００８８】
　これらのデータは：
１）実施例２からの点１ないし４が確認される。
２）Ｃ１は異種真菌タンパク質の分泌のための宿主として使用することができる。
ことを示す。
【００８９】
実施例に対する付録：培地
【００９０】
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【表３】

【００９１】
　５０μｇ／ｍｌのフレオマイシンもしくは１００～１５０μｇ／ｍｌのヒグロマイシン
を補充された再生培地（ＭｎＲ）を使用して、形質転換体を選択する。５μｇ／ｍｌのフ
レオマイシンを補充されたＧＳ培地を使用して抗生物質耐性を確認する。
【００９２】
　ＰＤＡは迅速な成長および良好な胞子形成のための完全な培地である。液体培地に、１
／２０の胞子懸濁液（５ｍｌの０．１％トゥイーン（Ｔｗｅｅｎ）中の１枚の９０ｍｍの
ＰＤＡプレートからの全胞子）を接種する。こうした培養物を、振とうフラスコ（２００
ｒｐｍ）中２７℃で成長させる。
【００９３】
Ｃ１遺伝子の単離および特徴づけ、ならびにＣＢＨ１、ＸＹＬ１およびＧＰＤの遺伝子発
現配列
ＵＶ１８－２５のＢｌｕｅＳＴＡＲ遺伝子ライブラリーの構築
　ＵＶ１８－２５の染色体ＤＮＡをＳａｕ３Ａで部分的に消化し、１２～１５ｋｂのフラ
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グメントを単離し、そしてクローニングベクターＢｌｕｅＳＴＡＲのＢａｍＨＩ部位に連
結した。ライゲーション混合物の２０％のパッケージングは、４．６×１０4個の独立し
たクローンの遺伝子ライブラリーをもたらした。このライブラリーを増やしそして４℃お
よび－８０℃で保存した。ライゲーション混合物の残部もまた４℃で保存した。
【００９４】
ｃｂｈ１、ｘｙｌ１およびｇｐｄ１の遺伝子の単離のためのＵＶ１８－２５の遺伝子ライ
ブラリーのスクリーニング
　多様な遺伝子の単離のため、プローブあたり全体で±７．５×１０4個の別個のＢｌｕ
ｅＳＴＡＲファージを二重で（ｉｎ　ｄｕｐｌｏ）ハイブリダイズさせた。ハイブリダイ
ゼーションは、同種条件（６５℃；０．２×ＳＳＣ）でｃｂｈ１およびｘｙｌ１のＰＣＲ
フラグメント（国際特許出願第ＷＯ　００／２０５５５号明細書に記述されるところの）
を用いて、ならびに異種条件（５３℃；０．５×ＳＳＣ）で黒色アスペルギルス（Ａ．ｎ
ｉｇｅｒ）のｇｐｄ１遺伝子を用いて実施した。陽性のシグナルの数を表３に示す。陽性
クローンを再スクリーニングし、そして各クローンについて、２個の個別のファージをさ
らなる実験に使用した。異なるクローンのＤＮＡを制限分析により分析して、各遺伝子か
ら単離される異なるクローンの数を決定した（結果を表３に示す）。
【００９５】
　３種の遺伝子のそれぞれについて４～６個の異なるクローンが単離されたため、われわ
れは、一次遺伝子ライブラリー（±４～５×１０4個のクローン）がＵＶ１８－２５のお
よそ５×ゲノムを表すことを結論する。この結果から、われわれは、ＵＶ１８－２５の完
全なゲノムが９×１０3個のクローン中に表されることを結論する。１３ｋｂという平均
のゲノム挿入物に基づけば、これは±１２０Ｍｂのゲノムの大きさを示すとみられ、それ
はアスペルギルス属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）のゲノムの大きさの３倍である。
【００９６】
　プラスミド上に存在する遺伝子に特異的なプライマー（単離されたＰＣＲフラグメント
からの以前に配列決定に基づく）、ならびにｐＢｌｕｅＳＴＡＲのポリリンカー中に存在
するＴ７およびＴ３プライマーを用いるＰＣＲ反応、われわれは多数のクローン中での該
遺伝子の位置を決定することが可能であった。各遺伝子から、プラスミドを該遺伝子の配
列決定のために使用した。
【００９７】
【表４】

【００９８】
表３：ｃｂｈ１遺伝子およびｘｙｌ１遺伝子についてのＵＶ１８－２５のＰＣＲフラグメ
ント（同種条件）、ならびに黒色アスペルギルス（Ａ．ｎｉｇｅｒ）のｇｐｄＡ遺伝子（
異種条件）を用いる、ＵＶ１８－２５の遺伝子ライブラリーの７．５×１０4個のファー
ジのスクリーニング。ＤＮＡの単離および制限分析を使用して、異なるクローンの数を決
定した。
【００９９】
クローン化された遺伝子の配列分析
　ｃｂｈ１、ｘｙｌ１およびｇｐｄ１遺伝子について、配列決定の結果をそれぞれ配列番
号１、３および５に表す。また、該タンパク質の推定されるアミノ酸配列をこれらの配列
番号２、４および６に表す。該タンパク質のいくつかの特性を表４に示す。翻訳の開始お
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よびイントロンの位置は、同一のファミリーからの遺伝子との相同性に基づく（すなわち
論文遺伝学（ｐａｐｅｒ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ））ことが言及されるべきである。
【０１００】
ＣＢＨ１
　ＣＢＨ１のアミノ酸配列から、われわれは、該タンパク質が大きさが約６３ｋＤである
こと、および該タンパク質のＣ末端部分にセルロース結合ドメイン（ＣＢＤ）が存在する
ことを結論した。興味深いことに、単離された５５ｋＤの主要タンパク質中にＣＢＤの存
在の証拠は見出されなかった。しかしながら、コードされるＣＢＨ１タンパク質（配列番
号１、２）中での、この５５ｋＤの主要タンパク質からの単離されたペプチドの存在は、
該５５ｋＤのタンパク質がクローン化された遺伝子によりコードされることを確認する。
これらの結果の可能な説明は、該５５ｋＤのタンパク質がＣＢＤを欠くＣＢＨ１タンパク
質の短縮されたバージョンであることである。
【０１０１】
　セロビオヒドロラーゼＣＢＨ１は、ＭＵＦ－セロビオシド、ＭＵＦラクトシド、ＦＰお
よびアビセルに対する、また、ｐ－ニトロフェニルβ－グルコシド、セロビオースおよび
ｐ－ニトロフェニルラクトシドに対する活性を有する。ＭＵＦセロビオシドに対するその
活性は、０．４ｍＭの阻害定数を伴い、セロビオースにより阻害される。ＭＵＦセロビオ
シドに対するミカエリス定数は０．１４ｍＭであり、ＭＵＦラクトシドに対しては４ｍＭ
であり、そしてＣＭＣに対して３．６ｇ／ｌであった。ｐＨの至適は４．５から７までで
ある。ＣＭＣに対して最大活性の５０％、およびＲＢＢ－ＣＭＣに対して８０％の活性が
ｐＨ８で保たれる。ｐＨ５～８以内の７０～８０％の活性が２５時間のインキュベーショ
ンの間保たれる。温度の至適は６０～７０℃である。ＣＢＨ１は、セロビオヒドロラーゼ
ファミリー７の１メンバーである。本発明の好ましい一態様である対応するＣＢＨプロモ
ーターを配列番号１に示す。
【０１０２】
Ｘｙｌ１
　Ｘｙｌ１のアミノ酸配列から、われわれは、またここにＣＢＤが、このタンパク質中で
Ｎ末端側に（すなわち、シグナル配列にもしくはそれから５アミノ酸未満の距離に直接結
合されて）存在することを結論した。文献では、ＣＢＤをもつもう少しのキシラナーゼの
みが既知である（フサリウム　オキシスポルム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
）、フミコラ　グリセア（Ｈｕｍｉｃｏｌａ　ｇｒｉｓｅａ）およびネオカリマスティク
ス　パトリシアルム（Ｎｅｏｃａｌｌｉｍａｓｔｉｘ　ｐａｔｒｉｃｉａｒｕｍ））。Ｘ
ｙｌ１タンパク質の推定される大きさは４３ｋＤであり、そして３０ｋＤのキシラナーゼ
から単離されるいくつかのペプチドはこのタンパク質から発する（配列番号３、４）。い
くつかの単離されたペプチドはコードされる配列中で見出すことができなかった。これは
、代替のキシラナーゼタンパク質がＵＶ１８－２５中に存在することを示す可能性がある
。以前の分析で、この３０ｋＤのタンパク質中でのＣＢＤの存在の証拠は見出されなかっ
た。また、これらの結果から、われわれは、該タンパク質のＣＢＤがタンパク質分解によ
り切断されることを仮定した。この仮説は今後分析されるであろう（活性、異なるＣ１株
、すなわちＣ１野性型、ＮＧ７Ｃ、ＵＶ１３－６、ＵＶ１８－２５、およびＵＶ１８－２
５のプロテアーゼ突然変異体中の異なるタンパク質のＮ末端配列および大きさの決定によ
り）。また、酵素活性に対するＣＢＤの存在もしくは非存在の影響を、より詳細に分析す
る。多様なＣ１宿主中での完全長の遺伝子の過剰発現を考慮してもよい。
【０１０３】
　セルロース結合ドメイン（ＣＢＤ）の存在は、この酵素の特定の一特徴である。Ｎ末端
のＣＢＤを有する唯一の他の既知のファミリー１０の解糖酵素（キシラナーゼ）は、フサ
リウム　オキシスポルム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）ＸｙｌＦである。ク
リソスポリウム　ルクノウェンセ（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ　ｌｕｃｋｎｏｗｅｎｓ
ｅ）のＸｙｌ１タンパク質のＣＢＤは、配列：ＷＧＱＣＧ　ＧＱＧＷＴ　ＧＰＴＴＣ　Ｖ
ＳＧＡＶ　ＣＱＦＶＮ　ＤＷＹＳＱ　ＣＶ（配列番号４のアミノ酸２２－５３）を有する
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。この配列は、米国特許第５，７６３，２５４号明細書（ノボ（Ｎｏｖｏ））に記述され
るＣＢＤのコンセンサス配列に従わない。米国特許第５，７６３，２５４号明細書のこの
コンセンサス配列は：Ｗ／Ｙ－Ｇ／Ａ－Ｑ－Ｃ－Ｇ　Ｇ－Ｑ／Ｉ／Ｎ－Ｇ／Ｎ－Ｗ／Ｆ／
Ｙ－Ｓ／Ｔ／Ｎ／Ｑ　Ｇ－Ｐ／Ａ／Ｃ－Ｔ／Ｒ／Ｋ－Ｔ／Ｃ／Ｎ－Ｃ　Ｘ－Ｘ－Ｇ／Ｐ－
Ｓ／Ｔ／Ｆ／Ｌ／Ａ／－　－Ｔ／Ｋ　Ｃ－Ｖ／Ｔ／Ｒ／Ｅ／Ｋ－Ｋ／Ｑ／Ａ－Ｑ／Ｉ－Ｎ
　Ｑ／Ｄ／Ａ－Ｗ／Ｆ／Ｙ－Ｙ－Ｙ／Ｓ／Ｈ／Ａ－Ｑ　Ｃ－Ｌ／Ｉ／Ｑ／Ｖ／Ｔであり、
ここでＷ／ＹはＷもしくはＹなどのいずれかを意味し、Ｘはいかなるアミノ酸も意味し、
そして－は非存在を意味する。最も縮重のコンセンサス配列を伴う４つの差異がＸｙｌ１
中に存在し、それは上の配列７中で下線をつけられる。本発明は、従って、このコンセン
サスＣＢＤと異なるＮ末端ＣＢＤを有しかつフサリウム　オキシスポルム（Ｆｕｓａｒｉ
ｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）キシラナーゼ以外のキシラナーゼに関する。より具体的には
、本発明のキシラナーゼは、上の配列７と最低５５％、とりわけ最低６５％、好ましくは
最低７５％の配列の同一性を有するＣＢＤを有する。好ましくは、ＣＢＤは、位置２３の
アミノ酸Ｐｈｅ、ＴｙｒおよびＴｒｐの１種、もしくは４種のアミノ酸、位置２０のＶａ
ｌ、位置２２のＧｌｎ、位置２３のＰｈｅおよび位置２４のＶａｌの最低１種を含有する
。好ましい配列は、Ｃｙｓ－Ｘａａ－Ｐｈｅ、Ｘａａ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ、Ｃｙｓ－Ｘａａ
－Ｐｈｅ－Ｖａｌ、Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ、Ｖａｌ－Ｃｙｓ－Ｘａａ－Ｐｈｅ、Ｇｌｎ
－Ｐｈｅ－Ｖａｌ、Ｇｌｎ－Ｔｒｐ－Ｖａｌ、Ｇｌｎ－Ｔｙｒ－Ｖａｌ、Ｖａｌ－Ｃｙｓ
－Ｇｌｎ、Ｖａｌ－Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ、およびＶａｌ－Ｃｙｓ－Ｘａａ－Ｐｈｅ－
Ｖａｌを含んで成り、ここでＸａａはいずれかのアミノ酸、または好ましくはＶａｌ、Ｔ
ｈｒ、Ａｒｇ、Ｇｌｕ、ＧｌｎもしくはＬｙｓ、または最も好ましくはＧｌｎもしくはＧ
ｌｕである。
【０１０４】
　該キシラナーゼはＭＵＦセロビアーゼ活性を所有せず、そして従って真のキシラナーゼ
である。それは５から８の広範なｐＨ範囲内で高い活性を所有し、ｐＨ９～１０で最大活
性の６５％を維持し；それはキシラナーゼＦファミリーの１メンバーである。本発明の好
ましい一態様である対応するキシラナーゼプロモーターを配列番号３に示す。カバのキシ
ランに対するミカエリス定数は、３０ｋＤのキシラナーゼについて４．２ｇ／ｌである。
温度の至適は高く、そして該キシラナーゼについて７０℃に等しい。
【０１０５】
Ｇｐｄ１
　ｇｐｄ１遺伝子のＣ末端部分のＤＮＡ配列は決定されていない。この遺伝子のプロモー
ター配列は本発明の好ましい一態様であり、そして配列番号５に描かれる。
【０１０６】
　４種のクリソスポリウム属（Ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）の遺伝子の発現レベルをノ
ーザン分析により研究した。多様な株のＣ．ルクノウェンセ（Ｃ．ｌｕｃｋｎｏｗｅｎｓ
ｅ）を、セルロースおよび乳糖とともにファーメディア（ｐｈａｒｍｅｄｉａ）を含有す
る豊富培地（培地１）、もしくはファーメディアおよびブドウ糖を含有する豊富培地（培
地２）中、３３℃で成長させた。４８時間後に、菌糸体を収穫しかつＲＮＡを単離した。
ＲＮＡを、４種の異なるプローブ、すなわちＥＧ５、ＥＧ６、Ｘｙｌ１およびＣＢＨとハ
イブリダイズさせた。曝露後に、ノーザンブロットを細長い形に切り、そしてブロット上
のｍＲＮＡの量に対する対照としてリボソームＬ３に対するプローブと再度ハイブリダイ
ズさせた。大部分の株は、培地１中でＣＢＨに対する非常に高い応答、およびＸｙｌ１に
対する高い応答を示し；培地２中では、株の半分が全部の遺伝子について高い応答を示し
、また、他の半分が低い応答を示した。発現の強さの順序は、これらのデータからＣＢＨ
＞Ｘｙｌ１＞ＥＧ５＞ＥＧ６と推定された。
【０１０７】
　Ｃ．ルクノウェンセ（Ｃ．ｌｕｃｋｎｏｗｅｎｓｅ）のタンパク質Ｘｙｌ１は、ジェン
バンク（Ｇｅｎｂａｎｋ）データベース（ＤＡＴＡＢＡＳＥ）中のその最も近い相同物に
６７％同一（７２％相同）である（表４）。その関係するフミコラ　グリセア（Ｈｕｍｉ
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／８２％相同）は注目すべきである。全部の場合で、最も近い相同物は、フサリウム属（
Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、フミコラ属（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）もしくは他の核菌類（Ｓｏｒｄａ
ｒｉａｍｙｃｅｔｏｕｓ）の真菌から発する（表４）一方、クリソスポリウム属（Ｃｈｒ
ｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）はＮＣＢＩのデータベースによれば不整子嚢菌類（Ｅｕｒｏｔｉ
ｏｍｙｃｅｔｏｕｓ）の真菌に属する（表４）こともまた注目される。従って、本発明は
また、不整子嚢菌類の真菌由来のグリカン分解（ｇｌｙｃａｎｏｌｙｔｉｃ）酵素、とり
わけＣＢＤを含んで成るセロビオヒドロラーゼおよびキシラナーゼにも関する。
【０１０８】
【表５】

【０１０９】
参考文献（これらの内容は組み込まれる）
【０１１０】
【表６】

【０１１１】
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【表７】

【０１１２】
　本発明の主たる特徴または態様は次のとおりである。
態様１：配列番号２のアミノ酸配列と［BLASTアルゴリズムで決定した時に］少なくとも
７５％のアミノ酸同一性を表す、クリソスポリウム（Chrysosporium）のグリコシルヒド
ロラーゼ　ファミリー７に対応するタンパク質、または配列番号２のアミノ酸配列１－２
４６または２９６－５２６の対応する部分に同一である少なくとも２０個の連続するアミ
ノ酸を有するそれらの部分。
態様２：配列番号４のアミノ酸配列と［BLASTアルゴリズムで決定した時に］少なくとも
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７０％のアミノ酸同一性を表すクリソスポリウム（Chrysosporium）のグリコシルヒドロ
ラーゼ　ファミリー１０に対応するタンパク質、または配列番号４のアミノ酸配列１－１
３３または２５２－３８３の対応する部分に同一である少なくとも２０個の連続するアミ
ノ酸を有するそれらの部分。
態様３：配列番号４のアミノ酸配列と［BLASTアルゴリズムで決定した時に］少なくとも
６５％のアミノ酸同一性を表すクリソスポリウム（Chrysosporium）のグリコシルヒドロ
ラーゼ　ファミリー１０に対応するタンパク質、または配列番号４のアミノ酸配列１－３
８３の対応する部分に同一である少なくとも２０個の連続するアミノ酸を有するそれらの
部分。
態様４：グリコシルヒドロラーゼ　ファミリー１０に対応し、そして配列番号４のアミノ
酸配列２２－５３と少なくとも５５％のアミノ酸同一性を有し、かつ／またはアミノ酸配
列２２－５３から少なくとも２０個の連続するアミノ酸を有し、かつ／または相対位置４
４にアミノ酸Ｆ、ＷおよびＹの１つを有するセルロース－結合ドメインを含んで成るタン
パク質。
態様５：配列番号６の部分的アミノ酸配列と［BLASTアルゴリズムで決定した時に］少な
くとも８６％のアミノ酸同一性を表すクリソスポリウム（Chrysosporium）のグリセルア
ルデヒド リン酸 デヒドロゲナーゼに対応するタンパク質、または配列番号６のアミノ酸
配列１－２７７の対応する部分に同一である少なくとも２０個の連続するアミノ酸を有す
るそれらの部分。
態様６：態様１に記載の酵素の使用を含んで成る、β-グルコシド結合の加水分解法。
態様７：態様２、３または４に記載の酵素の使用を含んで成る、β-キシロシド結合の加
水分解法。
態様８：態様１ないし５のいずれか１項に記載のタンパク質をコードする核酸配列。
態様９：配列番号１、３および５の任意の１つの核酸配列の５’―非コード領域に含まれ
る少なくとも７０％のヌクレオチドを含んで成る核酸配列。
態様１０：目的のポリペプチドをコードする核酸配列に機能的に連結された配列番号１、
３および５の任意の１つの核酸配列の５’―非コード領域に含まれる、クリソスポリウム
（Chrysosporium）に由来する核酸発現－調節領域を含んで成る核酸構築物。
態様１１：態様８ないし１０のいずれか１項に記載の核酸配列を含み、そしてコード核酸
配列によりコードされるポリペプチドを発現することができる、組換え微生物株、好まし
くは真菌株。
態様１２：態様１０に記載の構築物または態様１１に記載の微生物株を使用するポリペプ
チドの生産法。
態様１３：配列番号１、３および５のいずれか１つの核酸配列の少なくとも15個の連続す
るヌクレオチド、またはその相補体を含んで成るオリゴヌクレオチドプローブ。
態様１４：プローブが２０～５０ヌクレオチド長である、態様１３に記載のオリゴヌクレ
オチドプローブ。
態様１５：プローブが検出可能な標識により標識されている、態様１３または１４に記載
のオリゴヌクレオチドプローブ。
【０１１３】
配列表
【０１１４】
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【表８】

【０１１５】
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【表９】

【０１１６】
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【表１０】

【０１１７】
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【表１１】

【０１１８】



(35) JP 2014-236730 A 2014.12.18

10

20

30

【表１２】

【０１１９】
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【０１２０】
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【表１４】

【０１２１】
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