
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
インジゴ染色デニムの表面に、色の濃淡において変化を持つ局在領域、及びそのデニムの
青色繊維と白色繊維の間の高いコントラストを、導入するための方法であって、
前記方法は、
セルラーゼが、セルラーゼおよびアミラーゼを含む酵素調整物ではないという条件のもと
で、
前記デニムを
ａ．色の濃淡において変化を作り出すために十分な有効量の再沈着性セルラーゼ；及び
ｂ．染め戻りを減少させ、かつ、いずれかのオーダーにおいて青色繊維と白色繊維の間の
コントラストを増加させるために十分な有効量の添加プロテアーゼ
と、同時に接触させることを含む
ことを特徴とする方法。
【請求項２】
有効量のセルラーゼとプロテアーゼが、５ ppmの全再沈着性セルラーゼ・タンパク質： 1,0
00ppm全添加プロテアーゼ・タンパク質から、 1,000ppm全再沈着性セルラーゼ・タンパク
質：１ ppm全添加プロテアーゼ・タンパク質までの比であることを特徴とする、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
前記添加プロテアーゼが、セリン又はメタロ・プロテアーゼであることを特徴とする、請
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求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
プロテアーゼが、バチルス（ Bacillus）又はアスペルギルス（ Aspergillus）由来である
ことを特徴とする、請求項１～３のいずれかの項に記載の方法。
【請求項５】
再沈着したインジゴ染料の除去をさらに増加させるのに十分な量における界面活性剤の添
加をさらに含むことを特徴とする、請求項１～４のいずれかの項に記載の方法。
【請求項６】
再沈着性セルラーゼが、トリコデルマ（ Trichoderma）由来であることを特徴とする、請
求項１～５のいずれかの項に記載の方法。
【請求項７】
デニムを軽石と接触させることをさらに含むことを特徴とする、請求項１～ のいずれか
の項に記載の方法。
【請求項８】
前記セリン・プロテアーゼが、サブチリシンであることを特徴とする、請求項３に記載の
方法。
【請求項９】
前記再沈着性セルラーゼと前記プロテアーゼを一緒に混合し、そして１時間～ 14日間、 30
℃～ 60℃のレンジの温度においてインキュベートすることを特徴とする、請求項１に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】

：
本出願は、 1992年６月 12日に出願された USSN　 07/897,721の一部継続である 1993年６月 11
日に出願された USSN　 08/075,657の一部継続である。
【０００２】

：
本発明は、セルラーゼ酵素を使用してデニム布と衣類のストーンウォッシングの間にデニ
ム上への青インジゴ染料の染め戻り（ back staining）を減少させ又は防止するための組
成物と方法に関する。
【０００３】

：
デニムは、インジゴ染料（ the dye indigo）により、普通には青色に染色された綿布であ
る。インジゴ染色されたデニム布の１の望ましい特徴は、正常な使い古しと裂けの間にデ
ニムに青色の外観上に白色を与える白糸による染色された糸の変更である。デニムのため
の人気のあるルックは、そのストーンウォッシュ・ルックである。伝統的なストーンウォ
ッシングは、上記の青色のコントラスト外観上に所望の白色をもつ色あせ又は使い古され
た外観をもつ布をもたらす軽石（ pumice stone）の存在中でのそのデニム材料の洗濯によ
り行われてきた。このストーンウォッシュ・ルックは、主に、青色コントラスト上に所望
の白色を維持しながら、色においてより明るい領域をもつ材料、及び手触りにおいてより
柔らかい材料を作り出すようなやり方で染色を除去することから成る。
【０００４】
酵素、特にセルラーゼが、デニムの加工において最近使用されている。特にセルラーゼは
、デニムに色あせたルックを与えるために使用される伝統的な”ストーンウォッシング（
stonewashing）”工程のために軽石と共に又はその代替物として使用されている。ストー
ンウォッシュのための酵素の使用は、石単独の使用がいくつかの欠点をもつために、徐々
に一般的になってきた。例えば、この工程において使用される石は、上記機械上で摩損さ
れ、そして裂かれ、それらは作り出された砂による環境的な廃棄物の問題を引き起こし、
そして衣類のポケットから石を手により取り除くことに関連する高い労務費をもたらす。
従って、このウォッシュにおける石の減少又は除去が望ましいであろう。
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【０００５】
軽石の使用とは異なり、酵素（特にセルラーゼ）は、上記機械のために安全であり、廃棄
物問題をほとんど又は全くもたらさず、そして労務費を劇的に減少させる。それ故、スト
ーンウォッシングのために酵素を使用することは有益である。しかしながら、たとえ酵素
、例えばセルラーゼの使用が石単独に比較して有益であるとしても、この目的のために酵
素を使用することに関していくつかの問題がある。例えば、いくつかのセルラーゼ、例え
ばトリコデルマ（ に伴う１つの問題は、その酵素的ストーンウォッシュ工
程の間のその布上への染料の の“再沈着（ redeposition）”又は“染め戻り（ backst
aining）”（本明細書中両用語を互換可能に使用する）により引き起こされる染料の不完
全な除去である。このような再沈着又は染め戻りは、布の表面の青色着色を生じさせ、青
色と白色の糸との間のコントラストや摩耗点 をもたらす（すなわち、好
ましい青上白よりもむしろ青上青のルック）。 American Dyestuff Reporter, Sept. 1990
, pp. 24-28参照。再沈着又は染め戻りは のユーザーに好まれない。たとえトリコデ
ルマのセルラーゼは染め戻りを示すとしても、デニム材料に対する比活性が、一般的に染
め戻りを示さないフミコーラ（ ）セルラーゼよりも

好ましい。さらに、より高程度の純度をもつセ
ルラーゼが本発明において有益であることもある。高い比活性又は高レベルの純度は、か
なり短かい加工時間においてより高程度の摩耗をもたらすことができ、それ故デニム加工
業者に好まれる。
【０００６】
ストーンウォッシングの間の染料の再沈着の問題は、デニム加工業者の関心事である。こ
の問題に向けられた従来の試みは、ゆるんだインジゴ染料を分散させ、そして再沈着を

ためにセルラーゼ洗浄液中に余分の抗－再沈着化学物質、例えば界面活性剤又は
他の剤を添加することを含む。さらに、デニム加工業者は、余分の濯ぎを と共に、デ
ニムに対し小さな比活性をもつセルラーゼを使用 を試みてきた。これは、追加の
化学物質コストとより長い加工時間をもたらす。この再沈着の問題 を試みる他の方法

は、その工程において緩やかな漂白剤又は染み除去剤を添加することを含む。この
方法は、その衣類の最終的な色合いに影響を及ぼし、そして加工時間を増加させる。
【０００７】
これらの方法は、再沈着の減少においてある限定された程度まで助けとなるけれども、こ
れらの方法は完全には満足ゆくものではなく、そして の好ましくない染め戻りが残る
。酵素と石の 用は、この再沈着を克服することにおいて有利 があるが、石単独の使
用に関連する若干の問題が 。
【０００８】
再沈着を減少させ又は防止するために従来試みられた方法の欠点に基づいて、ストーンウ
ォッシュ処理の間に染料の再沈着又は染め戻りの論点に向けられる環境的により好ましく
、かつ、よりコスト的に有効な方法についての必要性が存在する。
【０００９】
従って、染め戻りを示すけれどもデニム材料に対してより高程度の比活性をもつ、再沈着
又は染め戻りセルラーゼが使用されるときストーンウォッシングの間に染料の除去を強化
するであろう酵素組成物又は方法を発見することが望まれるであろう。
【００１０】

：
本出願人は、再沈着性セルラーゼ組成物と天然の生物により生産された再沈着性セルラー
ゼ調製物中に自然に存在する量より過剰に添加プロテアーゼを含んで成る再沈着又は染め
戻り阻害組成物の有効量による綿インジゴ染色デニムの処理が、そのインジゴ染色デニム
の表面への色の濃淡における変化を導入するための方法として再沈着性セルラーゼ単独を
上廻る改善であることを発見した。このような組成物による処理の結果は、白色と青色の
糸の間のコントラストを改良 、軽石により達成されるものに近い、より完全な染
料除去を達成する。このコントラストにおける改良は、染料の再沈着の減少に で
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あり、より明確な摩耗点をもたらし、そして白色と青色の の間により大きなコントラス
トを生じ、優れたストーンウォッシュ・ルックを与える。表面活性の を
場合により本明細書中に記載する組成物又は方法に添加することができる。表面活性剤が
添加される場合、それは、洗浄液中のセルラーゼとプロテアーゼと共に るか又はタ
ンパク質分解効果を強化するための処理後の濯ぎ剤としてのプロテアーゼと共に添加する
かのいずれか 。
【００１１】

：
再沈着セルラーゼによるセルラーゼ処理の間の有効量の添加プロテアーゼの添加と共にス
トーンウォッシュされるデニムは、染め戻りのレベルにおける劇的な減少並びに白色と青
色の糸の間のコントラストにおける目に見える増加、すなわちより完全なストーンウォッ
シュ効果を示す。
【００１２】
出願人は、特定の理論のいずれにも拘束されることを欲 このための１つの可能
性のある説明は、いくつかの酵素の混合物を含んで成る再沈着性セルラーゼ 中に存
在する特定の成分（以下の定義を参照のこと）がデニムの表面にしっかりと結合すること
ができるということかもしれない。添加プロテアーゼの添加は、そのセルラーゼ・タンパ
ク質がデニムの表面上に着色粒子を結合させることを有効に排除又は防止し、そしてさら
に、驚ろくべきことに、そのセルラーゼの働きにより引き起こされる結果として生じる摩
耗した外観 。
【００１３】
さらに詳細に本発明について討議する前に、以下の用語を定義する。
【００１４】
用語“添加プロテアーゼ”とは、微生物により自然に生産される量を超えるプロテアーゼ
の増分量をいう。この増分量は、ストーンウォッシング工程の間に再沈着セルラーゼ製剤
に添加されるときに染め戻りの減少をもたらすであろう。
【００１５】
好ましくは、このような増分量は、再沈着セルラーゼ製剤を作り出す微生物において自然
に生じる全プロテアーゼの量を少なくとも１％上廻る。添加プロテアーゼの量は、他の要
因、例えばそのプロテアーゼの純度、活性及び特異性により決定される。それ故、添加プ
ロテアーゼの増分量は、再沈着セルラーゼ組成物に添加されたプロテアーゼのタイプによ
って変化するであろう。
【００１６】
“添加プロテアーゼ（ Added protease）”は、本明細書中に使用するとき、外因性又は内
因性の源のいずれかから誘導されることができる。添加外因性プロテアーゼとは、微生物
のセルラーゼ組成物中に自然に存在するものから誘導され又は外部に顕出するタンパク質
を分解するようなプロテアーゼをいう。あるいは、この添加プロテアーゼは外因性である
ことができる。この場合、添加内因性プロテアーゼとは、天然プロテアーゼをコードする
遺伝子の過剰発現によりその微生物により自然に生着されたものを超え、かつ、上廻る再
沈着セルラーゼ組成物中の一定量のプロテアーゼをいう。このプロテアーゼをコードする
遺伝子の過剰発現により作り出された強化されたプロテアーゼの量は、ストーンウォッシ
ング工程において染め戻りを阻害し又は減少させることをもたらすであろう量である。
【００１７】
好ましくは、この強化は、微生物中に自然に生じるプロテアーゼの量を少なくとも１％超
える。
【００１８】
微生物、植物及び動物源を含むいくつかの源からプロテアーゼが入手可能であり、そして
文献中によく記載されている。いくつかの重要な商業的タンパク質分解源は、バチルス・
リケニフォルミス（ ）、バチルス・サブチリス（

及びアスペルギルス・オリザエ（ ）を含む。本発明に好適なプ
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ロテアーゼは、例えばセリン、メタロ及び酸プロテアーゼ、並びにエンド－及びエキソ－
プロテアーゼを含む。サブチリシンは、タンパク質とペプチドの内部ペプチド結合を解裂
させるのに一般的に役立つセリン・プロテアーゼである。メタロ・プロテアーゼは、活性
のために金属補因子を必要とするエクソ－又はエンド－プロテアーゼである。好ましいセ
リン・プロテアーゼの中の１は、サブチリシンである。本発明において有用な特に好まし
いプロテアーゼは、英国特許第 4,760,025号と第 5,185,258号（この各々を引用により本明
細書中に取り込む。）中に記載されているような遺伝的に修飾された微生物から得られた
プロテアーゼである。
【００１９】
用語“セルラーゼ組成物（ cellulase composition）”は、天然微生物により生産された
１以上のエクソ－セロビオヒドロラーゼ（ CBH）、エンドグルコナーゼ（ EG）及びβ－グ
ルコシダーゼ（ BG）成分であって、これらの成分のそれぞれがその微生物により自然に生
産される比において発見されるようなものを含んで成り、そしてしばしば本明細書中“完
全又は天然セルラーゼ組成物”といわれる。
【００２０】
本発明に係るセルラーゼ組成物は、セルラーゼの１以上の CBHEG及び／又は BG成分を過剰
生産、過小生産又は非生産するように遺伝子修飾された微生物から得られるセルラーゼ組
成物をも含むことができる。追加の修飾セルラーゼ組成物は、 CBH又は EGのコア・ドメイ
ン又は結合ドメインのいずれか、あるいはその部分又は誘導体を含んで成る切り詰められ
たセルラーゼ・タンパク質を含むこともできる。修飾されたセルラーゼ組成物の他の例は
、そのセルラーゼ又は切り詰められたセルラーゼの一次配列の糖添加、又はアミノ酸の置
換の程度における変更をも含むことができる。
【００２１】
本明細書中に使用するとき、“再沈着性又は染め戻り性セルラーゼ”とは、染め戻りを行
わないセルラーゼ、例えばフミ ーラ（ ）からのものに対して又は石単独と比較
されるとき、デニムの酵素的ストーンウォッシングにおいて布を染め戻して不完全なスト
ーンウォッシングを導く傾向があるようなセルラーゼ、例えばトリコデルマ（
）をいう。再沈着性又は染め戻し性セルラーゼは、微生物、例えば真菌微生物トリコデ

ルマ種（ .）又はストーンウォッシング工程においてデニムに対して染め戻
し又は再沈着効果を示すセルラーゼを生産するいずれかの他の微生物から得られる。
【００２２】
本発明に係る方法は、染め戻りを減少させ、そしてそれ故青色と白色の繊維の間のコント
ラストを増加させるのに十分な量の添加プロテアーゼと、 酵素的にストーン
ウォッシュされるべきデニムを接触させることを含んで成る。このプロテアーゼは、セル
ラーゼと一緒に混合され インジゴ染色されたデニム布を含む洗浄液に添加され、又
はそれぞれがその洗浄液に別々に、添加され、又はプロテアーゼは、濯ぎサイクル中

セルラーゼ洗浄の後に添加され 。
【００２３】
あるいは、プロテアーゼは、洗浄サイクル中においてセルラーゼの添加に先立ってその洗
浄サイクルに添加され 。セルラーゼ・ストーンウォッシュ浴は従来の糊抜き（ de
sizing）段階からの液を含んでも含まなくてもよい。
【００２４】
本発明に係る再沈着又は染戻り阻止組成物は、添加プロテアーゼ（単数又は複数）と再沈
着性セルラーゼ（単数又は複数）を含んで成る。 態様においては、本発明に係る再
沈着又は染戻り阻止組成物は、再沈着性セルラーゼ 約５ ppmの全タンパク質：添加プ
ロテアーゼにおいて 1,000ppm全タンパク質から、再沈着性セルラーゼ 1,000ppm全タン
パク質：添加プロテアーゼ中の１ ppm全タンパク質までの比において再沈着性又は染戻り
性セルラーゼと添加プロテアーゼを含んで成る。さらに好ましい態様においては、この比
は、再沈着性セルラーゼ中の約 10ppm全タンパク質：添加プロテアーゼ 200ppm全タン
パク質から、再沈着性セルラーゼ中の 200ppm全タンパク質：添加プロテアーゼ １ ppm
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全タンパク質までである。セルラーゼとプロテアーゼの タンパク質は、本分野において
公知のさまざまな検定法により測定することができる。本明細書中に好ましく使用される
検定法は、標準対照としてウシ血清アルブミン（ BSA）を用いた、 Sigma Compauyにより販
売される商業的に入手可能なビウレット Lowry検定である。
【００２５】
この再沈着又は染め戻し阻止組成物は、当業者に知られているようなさまざまなアジュバ
ントをさらに含んで成ることができる。例えば、その再沈着セルラーゼと添加プロテアー
ゼと相溶性の界面活性剤（アニオン性又は非イオン性）が本発明に係る組成物において有
用であろう。好ましい界面活性剤は、非イオン性である、例えば、 Union Carbideから商
業的に入手可能である TRITONRシリーズの界面活性剤（オクチルフェノキシポリエトキシ
エタノール非イオン性界面活性剤中に見られるポリオキシエチル化アルコールである。例
えば、これらの相溶性界面活性剤のサンプルについては米国特許第 5,006,126号を参照の
こと。界面活性剤を含むことが再沈着セルラーゼと添加プロテアーゼとの組合せにおける
ストーンウォッシング効果をさらに増加させることができるということに注意しなければ
ならない。石、増量剤、溶媒、バッファー、 pH調整剤、酵素活性化剤、ビルダー、酵素安
定化剤、他の抗沈着剤、等を含む他の材料も適宜本組成物と共に使用され又はこの中に入
れられることができる。
【００２６】
染戻り阻止組成物は、固体製品 その固体は粒状、スプレー・ドライ又は凝
集物であることができる。例えば、

セルラーゼ、プロテアーゼ、アミラーゼを含む１以上の酵素、並びに他のタン
パク質を含んで成る 。これらの出願を全体として引用に
より本明細書中に 。セルラーゼ、プロテアーゼとアミラーゼによりコートされた
粒子についての１つの は、単一の洗浄サイクルにおいて糊抜き処理とストーンウォ
ッシング処理とを組合せるものである。
【００２７】
あるいは、染め戻し組成物は、液体ゲル又はペースト製品として配合されることができる
。この特定の態様においては、再沈着セルラーゼは、再沈着セルラーゼにおいて約５ ppm
全タンパク質：添加プロテアーゼにおいて 1,000ppm全タンパク質から、再沈着セルラーゼ
において 1,000ppm全タンパク質：添加プロテアーゼにおいて１ ppm全タンパク質の比にお
いて添加プロテアーゼと混合される。上記混合物の安定性の水性調製物を調製するために
、 pH４～６のレンジにあるバッファー中の酸素含有水溶性有機溶媒を含んで成る安定化成
分も添加されなければならない。好ましくは、ソルビトールとグリセロールが選ばれた安
定化成分である。
【００２８】
好ましい態様においては、上記の液体配合混合物は、デニム布上への適用前約１時間から
２週間約 30℃～約 60℃のレンジにある上昇温度においてインキュベートされる。最も好ま
しい態様においては、約 37℃の温度と約 120時間のインキュベーション時間が使用される
。当業者は、その混合物を調製するために選ばれた温度に依存してインキュベーションの
ための時間量を理解するであろう。当業者は、さらに、より低い温度を使用することがで
きるが、この組成物中に使用されるセルラーゼとプロテアーゼに依存してより長い反応時
間が要求されることができるということを理解するであろう。前処理された液体配合物は
、その組成物の安定性を保つために固体、すなわち粒状形態に変換されることができると
いうことを企図される。
【００２９】
本発明において使用される添加プロテアーゼは、ストーンウォッシング浴に再沈着性セル
ラーゼと一緒に、又はそのストーンウォッシュ・セルラーゼ浴に別々に、添加されること
ができる。あるいは、このプロテアーゼは、セルラーゼ浴の前か、又はその後の濯ぎ処理
溶液中のいずれかに別個のサイクル中に添加されることができる。上記の考慮されたすべ
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全

としてもよく、
1991年 10月７日に出願された米国出願番号第 07/772,5

10号の一部継続出願である 1992年 10月７日に出願された米国出願番号第 07/957,973号中に
掲げられた

層を有する酵素含有粒状物である
引用する

応用例



ての方法において、再沈着は、セルラーゼ単独によるストーンウォッシングに比べたとき
処理された衣類の裏側からの反射の測定を介して、約５％、好ましくは約 10％程減少され
る。反射値の測定は、本明細書の実験セクション中にさらに十分に記載される。しかしな
がら、反射率について測定された値は、処理布対非処理布を比較するときに見られる肉眼
による差異に比べて圧縮されている。肉眼観察は、ストーンウォッシュ効果のより感度の
高い指標である。従って、衣類の裏側上の染め戻りの肉眼観察は、反射率計により測定さ
れた測定値と比べて、処理布と非処理布との間により大きな差異を現わす。
【００３０】
本発明の態様においては、再沈着性セルラーゼと添加プロテアーゼは、再沈着セルラーゼ
において約５ ppm全タンパク質：添加プロテアーゼにおいて 1,000ppm全タンパク質から、
再沈着セルラーゼにおいて 1,000ppm全タンパク質：添加プロテアーゼにおいて１ ppm全タ
ンパク質までの比で存在する。さらに好ましい態様においては、この比は、再沈着セルラ
ーゼにおいて約 10ppm全タンパク質：添加プロテアーゼにおいて 20ppm全タンパク質から、
再沈着セルラーゼにおいて 200ppm全タンパク質：添加プロテアーゼにおいて１ ppm全タン
パク質までである。
【００３１】
当業者は、添加プロテアーゼの有効量が、使用される再沈着性セルラーゼの量と純度、並
びにプロテアーゼを用いずに生じる再沈着の量、接触時間、ストーンウォッシングの間に
除去される染料の量、再沈着性セルラーゼ及び／又は添加プロテアーゼの比活性、ストー
ンウォッシング工程の pHと温度、製品の配合（液体対粒状物）、等を含む、多数のよく知
られたパラメーターに依存して変化することを理解するであろう。添加プロテアーゼ及び
／又は再沈着性セルラーゼの比活性が の成分を変更し又は修飾するために株を遺伝子
操作することにより修飾されることができるということはよく知られている。例えば、特
定のセルラーゼ成分の過剰発現が米国出願第 07/770,049号（これを本明細書中に

）中に示されている。タンパク質工学技術も酵素活性又は特異性を修飾するために使用
されることができる。例えば、 米国特許第 4,760,025号を参照のこと。
【００３２】
染戻りの減少をもたらす有効量を得るために かの洗浄により添加プロテアーゼを滴定
し、得られたデニム・サンプルを肉眼観察することは簡単である。しかしながら、染戻り
の減少に対するタンパク質分解効果と摩耗減少に対するタンパク質分解効果との間にバラ
ンスが存在するということに注意しなければならない。 摩耗に悪影響を及ぼさず
に抗再沈着効果を達成するための再沈着性セルラーゼ対添加プロテアーゼの最適比を見い
出さなければならない。
【００３３】
反射率値は、衣類の裏側上での再沈着の程度を追跡するためにも使用されることができる
が、その衣類の摩耗した前側上の繊維間のコントラストを正確には反 しない。肉眼によ
り測定される再沈着における差異は、反射率値によるよりもより明白であるが、反射率値
は、より 程度 その効果を示 。
【００３４】

再沈着性セルラーゼ（単数又は複数
）と添加プロテアーゼ（単数又は複数）を含有する他に、他のアジュバント、例えば界面
活性剤、増量剤、分散剤、バッファー又は pH調整剤、酵素活性化剤、ビルダー、酵素安定
化剤、又は他の抗再沈着成分を含んで成ることができる。当業者は、このような組成物の
選ばれた成分を最適化するために各種組合せと溶液比の結果を容易に比較することができ
る。しかしながら、本出願人らは、使用される酵素のタイプと上述の選定成分の特定の混
合に依存して、その酵素成分のレンジが、好ましくは、上述したように、再沈着性セルラ
ーゼ中の約５ ppm全タンパク質：添加プロテアーゼ中の 1,000ppm全タンパク質から、再沈
着性セルラーゼ中の 1,000ppm全タンパク質：添加プロテアーゼ中の１ ppm全タンパク質ま
での比内にあるであろうということを発見した。さらに好ましい態様においては、この比
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引用する
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ここに引用する

何回

従って、

映

低い ではあるが す

デニム・ストーンウォッシュ溶液への添加するための本発明に係る再沈着又は染戻り阻止
組成物（固体又は液体のいずれかとしてのもの）は、



は、再沈着性セルラーゼ中の約 10ppm全タンパク質：添加プロテアーゼ中の 200ppm全タン
パク質から、再沈着性セルラーゼ中の 200ppm全タンパク質：添加プロテアーゼ中の１ ppm
全タンパク質までである。この比は、

の酵素が比活性において比較的高く、
そして他が比較的低い場合に至るまで、それらの間における変化に対して、再沈着性セル
ラーゼと添加プロテアーゼの両方の比活性の各種組合せに適合するであろう。さらに、こ
の比は、双方の酵素

が比較的高く、他方が比較的低い純度をもつ場合に 、それらの間における変化
に対して、異なる純度の酵素の各種組合せに適合する。
【００３５】
界面活性剤が本組成物中に含まれる場合、それは、液体又は乾燥組成物のいずれかの全重
量の約５～ 85％であろう。しかしながら、本実施例に基づき、当業者は、本発明の範囲か
ら外れずに液体又は乾燥組成物の全重量の５％を下廻る量まで界面活性剤の濃度を低下さ
せることができる。上記成分を、別々に、一度に全部、又は（別個の濯ぎサイクルを含ん
で）順番に、添加することもできる。デニムを処理するために使用する組成物の量は、デ
ニム基質に対して活性な酵素の量とその基質に対するそれらの比活性、ストーンウォッシ
ュ効果に望ましい量及び本分野における技術水準内の他のパラメーターに依存するであろ
う。
【００３６】
以下の実施例は、本発明に係る組成物と方法の有効性を説明する。添加プロテアーゼ又は
再沈着セルラーゼ、並びに洗浄条件、例えば濃度、容量、 pH、温度、等の他の選定は、本
明細書中の技術に基づいて当業者に自明であろう。
【００３７】

：
実施例１
50ポンドの Unimac染色／洗浄機を使用した。約 10ポンド（～ 3.8kg）の糊抜きテスト・デ
ニム衣類をこの機械内に入れた。この機械に 10ガロン（ 38Ｌ）の熱水を満たし、そして 13
1°Ｆ（ 55℃）にもっていった。液化は、 10：１（ kg衣類：リッター液）であった。液を
、 44グラムのクエン酸、１水和物、と 100グラムの２塩基性リン酸ナトリウムにより pH～ 4
.9に緩衝した。
【００３８】
一旦、 pHを確立したら、再沈着性セルラーゼ酵素 INDIAGER 44Ｌ（ Genencor International
, Incから商業的に入手可能なトリコデルマ（ セルラーゼ組成物）を、約 0
． 5mlの製品／１Ｌの洗浄液の率（ 62.5ppm全タンパク質）において添加した。プロテアー
ゼ酵素（ Genencor International, Inc.から入手可能なバチルス・サブチリス（

からのセリン・エンドペプチダーゼ）を次に、約 2.5ml製品／１Ｌの洗浄液（
163ppm全タンパク質）において添加した。これは、全タンパク質に基づいて約１： 2.6の
投与量比をもたらした。これらの衣類を 60分間 36rpmにおいて洗浄した。この後に、浴を
落とした。
【００３９】
衣類を、次に、きれいな液の３回連続サイクルにおける標準的なプロトコールに従って濯
いだ。濯ぎ番号１＝ 24ガロンの熱水、約 50℃、プラス、～ 100グラムの標準洗剤 WOB（ Amer
ican Association of Textile Chemists and Colorists[ATCC]からのもの、 WOB＝漂白剤
なし）。撹拌を 36rpmにおいて 12分間であった。その浴を落とした。濯ぎ番号２＝ 24ガロ
ンの温水、～ 40℃、追加の洗剤なし、５分間の撹拌。浴を落とした。濯ぎ番号３＝ 24ガロ
ンの、冷水、～ 30℃、追加の洗剤なし、５分間の撹拌。浴を落とした。衣類を取り出し、
そして標準的な電気衣服乾燥器内で乾燥させた。
【００４０】
反射率の読みを、 Hunter Color Difference Meter（反射率計装置）を使用して衣類の裏
側から採った。反射率をパーセント反射率（又は処理布からの光の透過）として測定した
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再沈着性セルラーゼと添加プロテアーゼの双方の比
活性が高い場合から、双方とも低い場合、及び一方

の純度が高い場合から、双方とも低い場合、さらには一方の酵素の純
度 至るまで

実験

Trichoderma）

Bacillus
 sabtilis）



。ここで、Ｌ＝ 100単位は白色であり、そしてＬ＝０単位は黒色である。再沈着性セルラ
ーゼ処理のみ（再沈着性セルラーゼ対照＝ 0.5mlの INDIAGER 44Ｌ製品／Ｌ洗浄液）に比べ
て、再沈着セルラーゼ、プラス添加プロテアーゼ処理衣類は、同様のレベルの摩耗をもつ
有意に減少された染め戻りをもたらした（ 39.07〔再沈着性セルラーゼ対照〕対 42.87〔再
沈着性セルラーゼと添加プロテアーゼ〕の反射率値）。これらの反射率値は、肉眼観察を
確固たるものにした。添加プロテアーゼ処理は、全体としてより良好な摩耗コントラスト
をもたらした。図１参照。
【００４１】
実施例２
本テストは実施例１に実質的に近似する。但し、同一のタイプと量の再沈着性セルラーゼ
を使用したが異なる量の同一の添加プロテアーゼを使用した。これは、添加プロテアーゼ
について約 0.5ml製品／Ｌ洗浄液（ 33ppm全タンパク質）であった。これは、全タンパク質
に基づき約１： 0.5の投与量化をもたらした。全ての他の工程パラメーターは同一であっ
た。
【００４２】
再沈着性セルラーゼ対照に比べて、反射率の読みは、これらの２つの処理の間に有意な差
異があった。摩耗のレベルは なかった。セルラーゼ対照＝ 39.07対セルラーゼとプロ
テアーゼ＝ 41.21。最終的な摩耗ルックは、非処理（無プロテアーゼ）に比べて添加プロ
テアーゼ処理衣類についてより良好なコントラストを ていたが、実施例１における添
加プロテアーゼ処理は実施例２よりも良好であり、添加プロテアーゼの滴定効果を示して
いる。図１参照。
【００４３】
実施例３
再沈着性セルラーゼ処理は実施例１におけるものと同じであった。但し、添加プロテアー
ゼを用いなかった。浴を落とし、そして実施例１に記載したように標準的な濯ぎサイクル
を開始した。但し：１リッターの濯ぎ液当り１ mlの GC899プロテアーゼを濯ぎ番号１の始
めに添加した。全部で 100mlの添加プロテアーゼ製品を使用した（ 65ppm全タンパク質）。
他の全ての条件は同一であった。
【００４４】
濯ぎサイクルにおける洗剤を伴う添加プロテアーゼの使用は、洗剤だけにより濯がれたセ
ルラーゼ対照と比べたとき有意に減少された染戻りをもたらした。反射率値は、添加プロ
テアーゼ濯ぎ 40.66 対 添加プロテアーゼによらない標準濯ぎ 39.07であった。摩
耗の程度は、両処理について同じであった。但し、添加プロテアーゼにより濯がれた衣類
は、添加プロテアーゼによらない標準的な濯ぎよりも良好な全体コントラストを示した。
図１参照。
【００４５】
実施例４
実施例１中に記載されたセルラーゼ洗浄プロトコールを使用して、以下の添加プロテアー
ゼ製品を、 0.5mlの製品／Ｌ洗浄液の、再沈着性セルラーゼ酵素（ 62.5ppm全タンパク質）
INDIAGER 44Ｌ（ Genencor International, Inc.から商業的に入手可能なトリコデルマ（

セルラーゼ組成物）と一緒に、テストした：
１． MULTIFECTT M  P64（ Genencor International, Inc.から商業的に入手可能であり、バ
チルス・リケニフォルミス（ ）から得られるバクテリア・プロテ
アーゼ）、約５ｇの製品／Ｌ洗浄液（ 71ppm全タンパク質）において投与して、全タンパ
ク質に基づいて約１：１の投与量比を作り出した；
２． MULTIFECTT M  P53（ Genencor International, Inc.から商業的に入手可能であり、バ
チルス・サブチリス（ から得られるバクテリア・プロテアーゼ）、
約５ｇの製品／Ｌ洗浄液（ 81ppm全タンパク質）において投与して、全タンパク質に基づ
いて約１： 1.5の投与量比を作り出した；
３． MULTIFECTT M  P41（ Genencor International, Inc.から商業的に入手可能であり、ア
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スペルギルス・オリザエ（ ）から得られるバクテリア・プロテアーゼ
）、約５ｇの製品／Ｌ洗浄液（ 172ppm全タンパク質）において投与して、全タンパク質に
基づいて約１： 2.75の投与量比を作り出した；
４．（ Genencor International, Inc.から入手可能な）サブチリシン GC399、約 2.5ｇの製
品／Ｌ洗浄液（ 238ppm全タンパク質）において投与して、全タンパク質に基づいて約１：
４の投与量比を作り出した。
【００４６】
全ての添加プロテアーゼ処理が、再沈着性セルラーゼ対照衣類と比べたとき同様の摩耗を
もつより小さな再沈着をもたらした。各ケースにおいて、添加プロテアーゼ処理は、その
摩耗ルックの全体コントラストを改善した。図２参照。本実施例は、先の実施例において
使用された添加プロテアーゼと同じ抗再沈着効果を示す各種微生物現からの添加プロテア
ーゼの効果を示す。
【００４７】
実施例５
再沈着の程度の減少における添加プロテアーゼ製品の各種配合成分に対しての添加プロテ
アーゼそれ自体の効果を立証するために 。プロテ
アーゼ・タンパク質以外の酵素製品配合物成分を全く含まない GC899プロテアーゼ・タン
パク質を使用した。同一セルラーゼ洗浄手順を実施例１中に記載したように使用した。
【００４８】
以 の処理を実施した：
１．バッファー対照（プロテアーゼ セルラーゼ ）
２．再沈着性セルラーゼ対照＝ 0.5mlの製品／Ｌ洗浄液（ 62.5ppm全タンパク質）投与量の
、 INDIAGER 44Ｌ（ Genencor International, Inc.から商業的に入手可能なトリコデルマ（

セルラーゼ組成物）。
３．非再沈着性セルラーゼ対照＝ 2.5mlの製品／Ｌ洗浄液（ 100ppm全タンパク質）投与量
の、 DENIMAXT MＬ（ Novo Nordiskから商業的に入手可能であり、そしてフミ ーラ（

）、非病原性カビから誘導されたエンドグルカナーゼ）。これは、製造者の推奨投与
量であった。
４．添加プロテアーゼ処理＝ 0.5mlの製品／Ｌ洗浄液（ 62.5ppm全タンパク質）投与量の、
INDIAGER 44Ｌ（ Genencor International, Inc.から商業的に入手可能なトリコデルマ（

セルラーゼ組成物）プラス約 0.18mlの GC899プロテアーゼ・タンパク質／Ｌ洗
浄液（ 25ppm全タンパク質）。これは、全タンパク質に基づき約１： 0.4の投与量化をもた
らした。
【００４９】
全ての処理を pH５において行った。但し、非再沈着性セルラーゼ処理を製造者の推奨に従
って pH７において行った。この反射率の読みを以下の表１中に示す。
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５０】
反射率の結果は、プロテアーゼ・タンパク質の添加が衣類に対する再沈着の程度を減少さ
せるという肉眼による観察に対応した。これらのプロテアーゼ処理衣類は、非再沈着性セ
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ルラーゼ処理に近似する反射率をもつ。 、摩耗コントラストの品質は、再沈着性セ
ルラーゼ処理に 、プロテアーゼ処理により改善される。
【００５１】
実施例６
再沈着性セルラーゼとは別々に添加されるか、又は再沈着阻止組成物として添加されるか
のいずれかの界面活性剤との組合せにおける添加プロテアーゼの使用を、以下の処理にお
いて示す。再び、実施例１に記載したものと同じセルラーゼ洗浄プロトコールを全ケース
について使用した。
【００５２】
１．バッファー対照（プロテアーゼ セルラーゼ ）。
２．再沈着性セルラーゼ対照＝ 0.5mlの製品／Ｌ洗浄液（ 100ppm全タンパク質）投与量の
、再沈着性セルラーゼ、 CELLUSOFTT MＬ（ Novo Nordiskから商業的に入手可能な、トリコ
デルマ（ セルラーゼ組成物）、プラス 0.25mlの製品／Ｌ洗浄液（ 250ppm）
（ 100ppm全タンパク質）投与量の、非イオン性界面活性剤、 TRITONR X－ 100（ Union Carbi
de Chemicals and Plastics Co., Inc.から商業的に入手可能なオクチルフェノキシポリ
エトキシエタノール非イオン性界面活性剤）。
３．添加プロテアーゼ／界面活性剤処理＝ 0.5mlの製品／Ｌ洗浄液（ 100ppm全タンパク質
）投与量の、再沈着性セルラーゼ、 CELLUSOFTT MＬ（ Novo Nordiskから商業的に入手可能
なトリコデルマ（ セルラーゼ組成物）、プラス 0.25mlの製品／Ｌ洗浄液（ 2
50ppm）投与量の、非イオン性界面活性剤、 TRITONR X－ 100（ Union Carbideから商業的に
入手可能なオクチルフェノキシポリエトキシエタノール非イオン性界面活性剤）、プラス
約 0.2mlの GC899プロテアーゼ・タンパク質／Ｌ洗浄液（ 40ppm全タンパク質）。これは、
全タンパク質に基づき約１： 0.4の投与量比をもたらした。
４．非再沈着性セルラーゼ対照＝ 2.5mlの製品／Ｌ洗浄液（ 100ppm全タンパク質）投与量
の DENIMAZT MＬ（ Novo Nordiskから商業的に入手可能であり、そしてフミ ーラ（
）、非病原性カビから得られるエンドグルカナーゼ）。

５．染戻り阻止組成物ブレンド＝（ Genencor International, Inc.からの）再沈着性トリ
コデルマ（ セルラーゼ、サブチリシン・プロテアーゼ（ Genencor Internat
ional, Inc.からの GC399）及び非イオン性界面活性剤（ Union Carbideから商業的に入手
可能な TRITONR X－ 120、オクチルフェノキシポリエトキシエタノール非イオン性界面活性
剤）を含んで成るブレンドを、２ｇのブレンド／Ｌ洗浄液において投与した。これは、先
に定 たように 約１： 0.4比のタンパク質であった。このブ
レンド製品の投与量は、セルラーゼ製品からの 60ppm全タンパク質、プロテアーゼ製品か
らの 24ppm全タンパク質、 120ppmの界面活性剤をもたらした。このブレンドは、セルラー
ゼからの３％全タンパク質、プロテアーゼからの 1.2％全タンパク質、及び６％の界面活
性剤から調製された。
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５３】
表からわかるように、別個の成分として （プロテアーゼ／界面活
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性剤処理）又は単一の染戻り阻止組成物（染戻り阻止組成物ブレンド）に
のいずれかとしての、界面活性剤の存在中での再沈着性セルラーゼへのプロテアー

ゼの添加は、再沈着の程度を顕著に減少させる。プロテアーゼ処理の反射率値は、非沈着
性セルラーゼ又はバッファー処理のものに近似する。肉眼観察はこれを確認した。摩耗ル
ックのコントラストも、 再沈着性セルラーゼ対照により処
理 よりも良好であ 。
【００５４】
実施例７
本テストを実施例１に実質的に同じやり方で行った。但し、プロテアーゼと再沈着性セル
ラーゼを洗浄サイクルにおける添加に先立って一緒に混合する。混合物、 INDIAGE 44Ｌと
プロテアーゼ GC899を、全タンパク質に基づき約 10：１の比で調製した。本実施例におい
ては、その量は、約 111ppm全タンパク質である。一旦、洗浄液の pHを確立すれば、再沈着
セルラーゼとプロテアーゼ混合物を約 1.0mlの混合物／Ｌ洗浄液の濃度において添加した
。他の加工パラメーターの全ては、実施例１と同じであった。但し、異なるロットのデニ
ムを、本実施例と以下の実施例８において使用した。
【００５５】
再沈着性セルラーゼ対照と比べて、再沈着性セルラーゼ／プロテアーゼにより処理された
サンプルの反射率の読みは有意に差異があった。反射率結果は、混合物中のプロテアーゼ
・タンパク質の添加が再沈着性セルラーゼ対照と比べてデニム衣類に対する再沈着の程度
を減少させるという肉眼観察と対応した。このプロテアーゼ処理衣類は、非沈着性セルラ
ーゼ処理に近似する反射率の読みを示す。
【００５６】
布における摩耗コントラストの品質も、 再沈
着性セルラーゼ単独に比べて改善された。
【００５７】
実施例８
同一の再沈着性セルラーゼとプロテアーゼとの混合物を使用して、実施例７と同様のやり
方でテストを行った。但し、セルラーゼ対プロテアーゼの比を変更し、そして追加の加熱
工程を包含させた。
【００５８】
INDIAGE 44Ｌとプロテアーゼ GC899を含んで成る混合物を全タンパク質に基づく約 60：１
の比で調製した。この混合物を、洗浄サイクルへの添加前 120時間、 37℃の温度までさら
に加熱した。本実施例においては、その量は、約 122ppm全タンパク質であった。他の加工
パラメーターの全ては、実施例１と７に記載したものと同じであった。
【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５９】
衣類が再沈着性セルラーゼ／プロテアーゼ混合物により処理される実施例７における結果
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、前もって加熱された再沈着性セルラーゼ／プロテアーゼ混合物による衣類の処
理は、再沈着性セルラーゼ単独により処理された衣類に比べて 染戻りの減少を
もたらす。その上、摩耗ルックのコントラストは、再沈着性セルラーゼ対照と実施例７の
再沈着性セルラーゼ／プロテアーゼ混合物と比較して、前インキュベートされたセルラー
ゼ／プロテアーゼ混合物を使用して顕著に改善される。
【図面の簡単な説明】
【００６０】
【図１】図１は、再沈着 セルラーゼ対照に対する、実施例１，２、及び３に記載するよ
うな、再沈着 セルラーゼと 添加 のプロテアーゼによるストーンウォッシ
ングの比較的反射率測定のグラフを示す。
【図２】図２は、実施例４に例示するような、再沈着 セルラーゼ対照に対する、再沈着

セルラーゼと 添加 プロテアーゼによるストーンウォッシングの比較的
反射率測定のグラフを示す。
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