
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】

。
【請求項２】
アスペルギルス・オリゼ宿主細胞におけるラクターゼ産生を増加させる方法であって：
ａ）アスペルギルス・オリゼ  ラクターゼをコードするＤＮＡ配列および該アスペルギル
ス・オリゼ  ラクターゼをコードするＤＮＡ配列に作用的に連結している生来のアスペル
ギルス・オリゼ  ラクターゼのシグナル配列をコードするＤＮＡ配列を含む配列番号１の
ＤＮＡ配列を含むＤＮＡを用いて宿主細胞を形質転換し；
ｂ）前記ＤＮＡを有する形質転換体を形成するのに適切な条件下で前記工程ａ）から得ら
れた形質転換細胞を培養し；さらに、
ｃ）ラクターゼ産生の増加に関して形質転換体をスクリーニングする；各工程を含み、

ことを特徴とする方法。
【請求項３】
アスペルギルス・オリゼ  ラクターゼをコードするＤＮＡの１以上のコピーを用いて前記
宿主細胞を形質転換することを特徴とする請求項２記載の方法。
【請求項４】
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配列番号１の配列を含むアスペルギルス・オリゼから単離されたラクトース加水分解活性
を有するタンパク質をコードするＤＮＡ断片を含む発現ベクターで、アスペルギルス・オ
リゼ宿主細胞（ ATCC＃ 74285）を形質転換して得られた細胞

前記アスペルギルス・オリゼ宿主細胞がアスペルギルス・オリゼ細胞（ ATCC＃ 74285）で
ある



前記宿主細胞を形質転換するのに用いるＤＮＡが、アスペルギルス内で発現可能な選択マ
ーカーをコードするＤＮＡ配列をさらに含むことを特徴とする請求項３記載の方法。
【請求項５】
選択マーカーがアスペルギルス・オリゼ pyrG遺伝子であることを特徴とする請求項４記載
の方法。
【請求項６】
配列番号１の配列から成るアスペルギルス・オリゼ  ラクターゼおよびアスペルギルス・
オリゼ  シグナル配列をコードするＤＮＡ、ならびにアスペルギルス・オリゼの選択マー
カーをコードするＤＮＡを用いてアスペルギルス・オリゼ宿主細胞を形質転換することを
特徴とする請求項２記載の方法。
【発明の詳細な説明】

本発明は、コウジカビ（アスペルギルス・オリゼ）（ Aspergillus oryzae）におけるラク
ターゼの産生増加に関する。さらに特定すると、本発明は、アスペルギルス・オリゼ  ラ
クターゼをコードしているＤＮＡ配列、ならびにラクターゼ産生の制御、発現および分泌
に必要な付加的なＤＮＡからなるＤＮＡを用いて宿主細胞を形質転換することにより、ア
スペルギルス（コウジカビ）属（ Aspergillus）宿主細胞内でアスペルギルス  ラクターゼ
の産生を増加させることに関する。

ラクトースは牛乳やホエイ中に含まれる主な糖質である（約 42％を占めている）。ホエイ
とは、チーズの生産工程においてクリームや牛乳から固形分を除去した後に残っている液
体である。
β－Ｄ－ガラクトシダーゼ（β－Ｄ－ガラクトシドガラクトヒドロラーゼ、 EC3.2.1.23、
ラクターゼとも呼ばれる）は、二糖類であるラクトースをグルコースとガラクトースに加
水分解する酵素である。牛乳およびホエイにラクトースが存在することにより、一部の人
々にはいくつかの医学的問題が生じると考えられている。これらの医学的問題は一般的に
「ラクトース不耐性」と呼ばれている。例えば、アジア人、アフリカ人、およびアフロア
メリカ人では高い割合（～ 90％）で、ならびにおよそ５％の白系アメリカ人および西ヨー
ロッパ人ではβ－ガラクトシダーゼ（ラクターゼ）が欠損しているといわれている。（ Th
e Lancet, Vol.338, ９月 14日号 , 1994, p.663-664参照。）ラクターゼ酵素の欠損による
影響は、典型的なものとして、ラクトースを含有する製品、例えば、牛乳、アイスクリー
ムまたはその他の乳製品を摂取した後の腹部膨満、腹鳴、および／または下痢として現れ
る。子供もある種のラクトース不耐性になりやすいが、これは、ガラクトースからグルコ
ースへの変換がうまくできないためである。ガラクトースが血中に蓄積すると肝臓が肥大
する。この状態をガラクトース血症とよぶ。
3000万から 5000万人が何らかの形のラクトース不耐性に苦しんでいるといわれている。ラ
クトース不耐性の治療のために数種のラクターゼ製品が市販されており、それらの中には
例えば、ラクタイド（ Lactaid）（ジョンソン＆ジョンソン（ Johnson & Johnson）から発
売）、デイリーイーズ（ Dairy Ease）（スターリングウインスロップ（ Sterling Winthro
p,Inc.）から発売）、およびラクトゲスト（ Lactogest）（トンプソンメディカル（ Thomp
son Medical）から発売）などがある。これらのラクターゼ製品は、２種類のうちの一方
に分類されるのが一般的である：錠剤またはカプレットの形でヒトが経口摂取できるよう
な最適ｐＨの低い（ 2.5～ 3.5）ラクターゼ；牛乳、チーズ、アイスクリームおよびその他
ラクトースやホエイを含有する食品への食品添加物として使用する。最適ｐＨが中性（ 6.
5～ 7.0）のラクターゼである。一般的には、最適ｐＨの低いラクターゼは麹ラクターゼ法
により、菌体内で産生される。この方法は、ロール（ Roehr） ,M.、クビセック（ Kubicek
） , C.P.、コミネック（ Kominek） , J.、（ 1992年）（ベネット（ Bennett） , J.W.および
クリック（ Klich） , M.A.編） pp.116-119；バターワース－ハイネマン（ Butterworth-Hei
nemann）、ストーンハム（ Stoneham） , M.A.およびロックウッド（ Lockwood） , L.B.（ 19
79年）微生物テクノロジー（ Microbiral Technology） , 第１巻第２版（ペプラー（ Peppl

10

20

30

40

50

(2) JP 3736574 B2 2006.1.18

発明の属する技術分野

発明の背景



er） , H.J.編） pp.356-387、アカデミックプレス（ Academic Press）社刊、ニューヨーク
（ New York）に記載されているクエン酸の生産に用いられている麹法と類似しているもの
と考えられている。中性ｐＨのラクターゼは、ヨシダ（ Yoshida） , H.、アラキ（ Araki）
, K.、カワイ（ Kawai） , M.、 Agric. Biol. Chem. 52: 951-955に記載されているように
、クルイヴェロミセス　ラクティス（（ Kluyveromyces lactis）のような酵母を用いて生
産されるのが一般的である。
現在の生産方法は、工業衛生あるいは規制／安全性に対する配慮と関連しており、および
／または生産コストがかかりすぎているため、ラクターゼを安全かつ低コストで生産する
システムを開発する必要がある。従って、本発明の目的は、ラクトース不耐性に苦しむ人
々に投与することができるラクターゼの産生増加の方法を提供することである。本発明の
ラクターゼは、ラクトース不耐性に苦しむほ乳類に対して既知の任意の方法、例えば、錠
剤、ドロップ、該酵素を実際に含有する牛乳または乳製品として投与することができる。

従って、本発明の目的は、ラクターゼの産生を増加させる方法を提供することにある。す
なわち、本発明の一つの実施態様は、アスペルギルス株（好ましくはアスペルギルス・オ
リゼ）においてラクターゼの産生を増加させる新規な方法からなる。本発明の方法は、ア
スペルギルスをＤＮＡを用いて形質転換することにより行われ、ここで、このＤＮＡには
、ラクターゼ遺伝子（好ましくはアスペルギルス  ラクターゼ、最も好ましくはアスペル
ギルス・オリゼ  ラクターゼ）をコードしているＤＮＡ配列、および、そのようなアスペ
ルギルス株内の分泌系で機能し、かつ、ラクターゼ遺伝子をコードしているＤＮＡ配列に
作用的に連結しているシグナル配列をコードしているＤＮＡが含まれる。そのようなシグ
ナル配列は、ラクターゼに関連したシグナル配列であるかもしくはその他に由来するもの
である。
本発明においては、糸状菌内で発現可能な任意のラクターゼ遺伝子を用いることができる
。ラクトバシルス・ブルガリクス（ Lactobacillus bulgaricus）由来のラクターゼ遺伝子
はクローニングされ、大腸菌（ E. coli）内で発現している（シュミット（ Schumidt） , B
.F.ら、 Journal of Bacteriology, 1989年２月号 , p.625-635）。アスペルギルス・ニガ
ー（ A. niger）由来のラクターゼ遺伝子およびｃＤＮＡ配列は既知である（クマー（ Kuma
r） , V.ら、 Bio/Technology 10:82-85, 1992年）。アスペルギルス・オリゼのラクターゼ
遺伝子は出願人らによってクローニングされ、部分的に配列が解析されており、アスペル
ギルス・オリゼ内での発現については本明細書に詳述されている。該遺伝子のＣ末端部分
は現在解析中である。かくして、本発明の別の態様は、アスペルギルス・オリゼ由来のラ
クターゼ遺伝子のすべてまたはほぼすべてをコードしているＤＮＡ断片（遺伝子）（配列
番号１）、および該遺伝子によりコードされ、ラクトース加水分解活性を有するラクター
ゼタンパク質のアミノ酸配列（配列番号  2）に関する。ラクターゼ遺伝子全体が解析され
ているわけではないが、当業者であれば、本発明の以下の教示に従えば全遺伝子のＤＮＡ
配列を確認することができ、該遺伝子によって発現したタンパク質のアミノ酸配列を推定
することができる。それゆえ、本発明は該遺伝子配列の全体または一部を包含するもので
ある。
本発明の方法の別の態様においては、アスペルギルス宿主細胞を、プロモーター配列、す
なわち、アスペルギルス宿主細胞により機能的に認識され、かつ、シグナル配列をコード
しているＤＮＡ配列に作用的に連結している配列をコードしているＤＮＡ配列により形質
転換する。さらに、宿主細胞内で発現可能な選択マーカーをコードしているＤＮＡ配列を
用いて該宿主細胞を形質転換する。例えば、アスペルギルス・オリゼ由来の pyrG　ＤＮＡ
配列はアスペルギルス・オリゼ内で発現可能である（デリオター－ヤコブス（ deRioter-J
acobs） , Y.M.J.Tら , Curr. Genet.（ 1989） 16:159-163）。
本発明のひとつの実施態様においては、ラクターゼ産物が発現し、その後、アスペルギル
ス宿主細胞から分泌されるように、必要なＤＮＡを用いてアスペルギルス・オリゼ株を形
質転換する。
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図１はＣＣＣ 161からＣＣＣ 28（ＣＢ 587972としてオランダに寄託されている）に至る突
然変異過程を模式的に示したものである。
図２は、ラクターゼ遺伝子を含むアスペルギルス・オリゼの染色体ＤＮＡ由来の９ kBの Bg
lII断片を示すサザンハイブリダイゼーションのゲルである。
図３はアスペルギルス・オリゼのラクターゼ断片の制限地図を示している。
図４はアスペルギルス・オリゼのラクターゼ遺伝子の部分配列を示している（配列番号  1
）。この図では、該遺伝子配列内に８個のイントロンが存在していることが示されている
。ラクターゼ分泌のためのシグナル配列は 314番から 370番のコドンである（配列番号  4）
。シグナル配列のアミノ酸配列は配列番号  3に示されている。
図５は、４ kBの BamHI染色体断片からのアスペルギルス・オリゼ由来の pyrG遺伝子の存在
を示すサザンハイブリダイゼーションのゲルである。
図６はアスペルギルス・オリゼ pyrG断片の制限地図を示している。
図７は、 pyrG11プラスミドおよび pUC218::A.o.lacプラスミドを用いたプラスミド pPyrLac
4の形成を示している。
図８は、 KpnIを有する pPyrLac4プラスミドが、アスペルギルス・オリゼ由来のＤＮＡのみ
からなり、かつ pyrGとラクターゼ遺伝子とを含有する 12kBの断片をどのようにして放出す
るかを示している。

本発明は、糸状菌、好ましくはアスペルギルス・オリゼからのラクターゼの産生を増加さ
せることに関する。特に、本発明は、アスペルギルス・オリゼ宿主株内においてアスペル
ギルス・オリゼ  ラクターゼの産生を増加させることに関する。さらに特定すると、本明
細書に記載されている方法を実施することにより、分泌ラクターゼ量は約 10倍になる。ラ
クターゼ遺伝子の発現の制御についてはほとんどわかっていないため、この結果は驚くべ
きことである。というのも、遺伝子の複数（１以上）のコピーが挿入されることによりラ
クターゼの過剰産生を招き、特に 10倍ものラクターゼの産生増は期待されていなかったの
である。
そのようなラクターゼの産生増加は、ラクターゼ遺伝子の１以上のコピー（複数のコピー
）が宿主株に形質転換されたために生じたものと考えられる。ラクターゼ遺伝子の複数の
コピーは、ラクターゼ遺伝子および他の制御ＤＮＡをコードしているＤＮＡ配列を含むプ
ラスミドまたはベクターにより導入され、あるいは本明細書において例示されているよう
に、ＤＮＡの線状断片上に存在させることができる。ラクターゼ遺伝子のそのような複数
のコピーによりアスペルギルス宿主が形質転換されると、該遺伝子は宿主細胞株の染色体
に組み込まれるか、または染色体外に導入される。
本発明の教示に従えば、生物学的に活性なラクターゼはある種の糸状菌、好ましくはアス
ペルギルス、最も好ましくはアスペルギルス・オリゼ内で発現し、分泌させることができ
る。本明細書で用いている生物学的に活性なラクターゼとは、生化学的活性に関して天然
に存在するものと同等の能力を示す活性型として分泌されるラクターゼを意味している。
一般的には、ラクターゼをコードしている配列に作用的に連結しているシグナル配列をコ
ードしているＤＮＡを含むＤＮＡ断片を用いる。図４（配列番号  1）はコドン番号 314番
から 370番のシグナル配列を含んでいる。分泌シグナルに対するＤＮＡ配列を配列番号  4
に示す。成熟タンパク質はコドン番号 371番からはじまるＤＮＡ配列によってコードされ
ている。
本発明のＤＮＡ断片はさらに、選択マーカーおよび／または機能性プロモーター、ならび
にターミネーター配列を有している。このように構築したＤＮＡ断片、または該ＤＮＡを
保有するプラスミドを用いて、アスペルギルス・オリゼを形質転換することができる。そ
の後、ラクターゼの発現および分泌について、また別の方法としては発現可能な選択マー
カーを用いてスクリーニングすることにより、活性な組換え体を確認することができる。
好ましい選択マーカーの例としては、種々の抗生物質（例えば、アミノグリコシド系、フ
レオマイシン、ベノミルなど）に対して耐性を有し、アスペルギルス・オリゼ由来の pyrG
をコードしているか、または、アスペルギルス属由来の pyrA、 argB、 trpCもしくは amdS、

10

20

30

40

50

(4) JP 3736574 B2 2006.1.18

発明の詳細な説明



アカパンカビ（ Neurospora crassa）由来の pyr4などをコードしている配列を含む；これ
らのおよび他の多くの選択マーカーについては当業者において既知である。
形質転換は、遺伝材料を宿主微生物に導入するための既知の方法である。すなわち、形質
転換とは、ＤＮＡを保持した状態で生物内にＤＮＡを導入することを意味しており、これ
は、染色体外因子としてまたは染色体に組み込まれた形のいずれであってもよい。本発明
の実施例において使用した形質転換法は実質的にはキャンベル（ Campbell） , E.I.らによ
って報告されているものである（ Curr. Genet. （ 1989） 16:53-56）。
本発明において、方法に関する好ましい実施態様としては、宿主株には異種ＤＮＡを導入
しないことである。商業的生産用に選ばれた株に、異種のまたは外来性のＤＮＡ配列を挿
入すると、同種のＤＮＡのみを挿入した場合よりも承認前に広範な試験を監督機関から要
求される。同種ＤＮＡとは、宿主株（好ましくはアスペルギルス・オリゼ）由来のＤＮＡ
、または宿主株（すなわちアスペルギルス・オリゼ）のＤＮＡ配列と一致するように合成
され、かつ、 50塩基対未満の連続した合成ＤＮＡ、好ましくは 25塩基対未満の連続した合
成ＤＮＡを有しているものである。現在の指針によると、「 25塩基対未満の完全に配列分
析されたＤＮＡ配列を挿入する場合は宿主ベクター系を変性したとはみなさない」となっ
ている。（アメリカ合衆国健康・教育・福祉省（ U.S. Department of Health, Education
 and Welfare）、公衆衛生局（ Public Health Service）、国立衛生研究所（ National In
stitute of Health）「公認宿主－ベクター系の変性（ Modification of Certified Host-
Vector Ststems） , Recombinant-DNA Technical Bulletin 2 (3):132, 1979）
本発明の宿主株は任意の糸状菌であり、好ましくはアスペルギルス・オリゼである。糸状
菌は真核微生物であり、真菌亜門のすべての糸状体を含む（アレクソポウロス（ Alexopou
los） , C.J.、 1962年、菌類学入門（ Introductory Mycology）、ジョン　ウィリー＆サン
ズ（ John Wiley & Sons）社刊、ニューヨーク（ New York））。発現宿主（宿主株）とし
ては、以下の属に含まれる種々の糸状菌を用いることができる：アスペルギルス属、トリ
コデルマ（ Tricoderma）属、ニューロスポラ（ Neurospora）属、ポドスポラ（ Podospora
）属、ムコール（ Mucor）属、、アキヤ（ Achlya）属、シゾフィルム（ Schizophylum）属
、ウスティラゴ（ Ustilago）属およびコプリヌス（ Coprinus）属。特定の発現宿主として
は、アスペルギルス・ニデュランス（ A. nidulans）、アスペルギルス・ニガー、アスペ
ルギルス・アワモリ（ A. awamori）、アスペルギルス・オリゼ、アスペルギルス・クラッ
サ（ A. crassa）、トリコデルマ・レーセイ（ T. reesei）（ロンゲブラキアトゥム（ long
ebrachiatum））およびトリコデルマ・ヴィリデ（ T. viride）が挙げられる。望ましい宿
主株については米国特許出願第 07/413,010号、および第 07/770,049号に記載されており、
これらを参照として本明細書に取り入れる。
ここで使用しているように、プロモーターまたはプロモーター配列とは、発現目的のため
に特定の糸状菌宿主株によって認識されるＤＮＡ配列（例えば、アスペルギルス・オリゼ
によって認識されるＤＮＡ配列）である。プロモーター配列は、所望するラクターゼ産物
をコードしているＤＮＡ配列に作用的に連結している。そのような連結により、形質変換
ベクターのシグナル配列をコードしているＤＮＡ配列の開始コドンに対してプロモーター
は然るべき位置を占める。プロモーター配列は、シグナル配列および所望するラクターゼ
産物の発現に関与している転写および翻訳制御配列を含む。該プロモーターの例としては
、アスペルギルス・ニガーのグルコアミラーゼ由来のプロモーター、アスペルギルス・ニ
ガーのアミラーゼプロモーター、およびその他当業者に知られているプロモーターが挙げ
られる。好ましいプロモーターは米国特許出願番号第 07/413,010号に記載されているもの
であり、ここで参照として挙げておく。
シグナル配列はアミノ酸配列であり、これは、ラクターゼのアミノ末端に作用的に連結さ
れた場合に宿主株からのラクターゼの分泌を促すものである。そのようなシグナル配列は
、ラクターゼに関連したシグナル配列（すなわち、生来のシグナル配列）であるか、また
は他を起源とするもの（すなわち、外来性のシグナル配列）である。シグナル配列は、生
来のシグナル配列を介して、または、外来性のシグナル配列をコードしているＤＮＡを正
しい読み枠内にラクターゼをコードしているＤＮＡに結合することを介して、ラクターゼ
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に作用的に連結し、シグナル配列およびラクターゼ産物の翻訳を行う。本発明で使用する
好ましいシグナル配列は、アスペルギルス・オリゼ  ラクターゼ由来の生来のシグナル配
列であり、これは配列番号  4に示されている。該シグナル（または分泌）配列のアミノ酸
配列は配列番号  3に示されている。
本明細書において開示されている好ましい実施態様は例示であり、本発明の範囲を限定す
るものではない。

実施例１
アスペルギルス・オリゼ株の確立
ラクターゼ産生に使用した株は、オランダの細菌培養中央研究所（ Centraal Bureau van 
Schimmelculture）を入手源とする CBS87972の誘導体である。これは CCC28と改名され、約
５ U/mlのラクターゼを産生する（１ Uとは、 FCC標準ラクターゼ活性分析に記載されている
条件下において、 37℃で ONPGから１分間に１μ molのニトロフェノールを放出する酵素量
である）。図１に概略を示しているように、 CCC28をＵＶによる突然変異にかけ、選択を
行い、 CCC161株を得た（ ATCC#74285としてメリーランド州ロックヴィルにあるアメリカン
タイプカルチャーコレクション（ American Type Culture Collection）に寄託している）
。
培地
－継代培養はポテトデキストロース寒天（ PDA）（ディフコ（ DIFCO）社製）上で行った
－コロニーを単離するためには、対数増殖を防ぐ目的で PDAにデオキシコリン酸ナトリウ
ム（ 180mg/ml）を添加して培養を行った（ PDA Nadx）。
固体の産生培地
・小麦ふすま　 50g
・寒天（ディフコ（ Difco）社製）　 17g
・水道水１：１
液体の産生培地
・小麦ふすま　 50g
・水道水１：１
発芽用培地
・モルト抽出物（ディフコ（ Difco）社製）　 30g
・蒸留水１：１
溶液Ａ：ＵＶ突然変異を行うための分生子懸濁液を調製するためのものであり、液体培地
に接種したもの
・トゥイーン 80（プロラボ（ Prolabo）社製）　 1ml
・グリセロール（プロラボ（ Prolabo）社製）　 150ml
・蒸留水　１：１
溶液Ｂ： NTG突然変異を行うための分生子懸濁液
・トゥイーン 80　 1ml
・モルト抽出物　 30g
・蒸留水１：１
溶液Ｃ： NTG突然変異用リンス液
・モルト抽出物　 30mg
・グリセロール　 150ml
・蒸留水　１：１
溶液Ｄ： NTG突然変異用処置液
・トゥイーン 80　 1ml
・ TAPS（シグマ（ Sigma）社製）　 0.1M
・蒸留水　１：１
・ｐＨを９に調整
すべての培地および懸濁液は、グリセロールを含有するものを除き、 120℃で 20分滅菌し
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、グリセロールを含有するものは 110℃で 30分滅菌した。
ＵＶ突然変異
溶液Ａの分生子懸濁液は、約１～２週間経過して十分に芽胞形成している PDAプレートか
ら調製した。菌糸体断片を除去するためにデカンテーションを行った後、上清を採取した
： 4mlの該分生子懸濁液を小さいペトリ皿に移した。
この懸濁液を照射に用いた。ペトリ皿はフィリップス（ Philips）社の殺菌灯（６Ｗ）の
５ cm下方に蓋を開けて置いた。照射時間は生存率が約１％となるように設定した。照射の
間、該分生子懸濁液は均一になるように揺り動かした。
照射後、照射を受けた分生子懸濁液のサンプルを適切に希釈して培地上に塗布し、単離コ
ロニーを得て生存率を確認した。残りの照射分生子は -20℃の冷凍庫内に保存し、さらに
分析を行った。照射後は、光復帰系を阻害するため、全ての実験を暗黒下で行った。
この結果、 CCC159株が得られ、この株は固体培地上では最高 18U/ml、液体培地内では３ U/
mlのラクターゼを産生した。続いて CCC159を NTG突然変異過程に供し、選択を行い、 CCC16
1株を得たが、この株は液体培地内で最高 50U/mlのラクターゼを産生することができた。 N
TG突然変異は以下のように実施した：
NTG突然変異
分生子懸濁液はＵＶ突然変異用の溶液Ｂ（上記）の場合と同様に調製した。この懸濁液５
mlを 20mlの発芽培地を含むエーレンマイヤーフラスコに入れ、ロータリーシェーカー上で
30℃、３時間インキュベートした。
分生子はジョウアン（ JOUAN）ベンチ式遠心分離機 C400を用いて 4500rpmで 15分間遠心分離
することによりハーベストした。分生子を 25mlの処置溶液Ｄ（上記）に再懸濁した。次に
、 8mlの分生子懸濁液を適量の NTG結晶を含むエーレンマイヤーフラスコに入れた。各々の
実験において、２つの異なる量の NTGについて試験を行い、 NTGを含まないものを対照とし
た。エーレンマイヤーフラスコはロータリーシェーカー上で１時間インキュベートした。
次に、分生子を遠心分離により２回洗浄し、 8mlのリンス溶液Ｃ（上記）に再懸濁した。
最終懸濁液の一部をＵＶ照射における場合と同様に生存率の確認に使用した。残りは -20
℃の冷凍庫内に保存し、さらに分析を行った。処理を行った分生子は適切な希釈を行って
PDA Nadx上に塗布した、 30℃で４日間インキュベートした後、コロニーを数えて生存率を
確認した。生存率を確認した後、適切な量の処理分生子を希釈して PDA Nadx上に塗布し、
ラクターゼ活性を調べるのに十分な量の生存細胞を得た。
突然変異を行った後、変異種から親種を分離するにはサブクローニング工程を経ることが
必要である。このため、「変異」分生子懸濁液を適切に希釈して塗布し、単離コロニーを
得るが、このとき、確実に一つのコロニーが一つの分生子から形成されるようにする。各
々の変異に対して、 100個のサブクローンについて固体倍地上でラクターゼ活性を調べた
。最も良いクローンを PDA培地上に再び取り出し、液体培地で試験を行った。
実施例２
アスペルギルス・オリゼ  ラクターゼのクローニング
アスペルギルス・ニガー由来のラクターゼのｃＤＮＡは既知であり、報告されている（ク
マー（ Kumer） , V.ら、 Bio/Technology 10:82-85,1992）。転写、翻訳および分泌に必要
な配列を有するラクターゼ遺伝子を保持するのに十分な大きさのアスペルギルス・オリゼ
CCC161の染色体のＤＮＡの断片を同定するために、アスペルギルス・ニガーのＤＮＡを鋳
型として用い、アスペルギルス・ニガーの配列に基く PCRにより、プローブを作成した。
これらのプローブを用いることにより、ラクターゼ遺伝子を含むアスペルギルス・オリゼ
の染色体ＤＮＡ由来の９ kbの BglII断片をサザンハイブリダイゼーションにより同定した
（図２）。このサイズのクラスを含み、 BglIIで切断された染色体ＤＮＡのサブゲノムラ
イブラリーを、 pUC218内で構築し、上述のプローブを用いて、ラクターゼ遺伝子を含む個
々のクローン（ pUC218::A.o.lac）をコロニーハイブリダイゼーションにより同定した。
該断片の制限地図が得られ（図３）、遺伝子の配列は解析中である。該遺伝子の部分配列
を図４（配列番号  1）に示すが、ここには該遺伝子に存在するイントロンが含まれている
。アスペルギルス・オリゼのラクターゼ遺伝子により発現されたタンパク質の部分推定ア
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ミノ酸配列は、配列番号  2として示している。
実施例３
アスペルギルス・オリゼ pyrGのクローニング
アスペルギルス・オリゼの pyrG遺伝子は、４ kbの BamHI染色体断片上に存在することが知
られている（デリオター－ヤコブス（ deRioter-Jacobs） ,Y.M.J.Tら、  Curr. Genet. 16:
159-163, 1989）。このことは、アスペルギルス・ニガーのＤＮＡを鋳型として用い、ア
スペルギルス・ニガーの配列に基づく PCRにより作成したプローブを使用して、 BamHIで消
化したアスペルギルス・オリゼの染色体ＤＮＡにサザンハイブリダイゼーションを行うこ
とにより確認した（図５）。このサイズのクラスを含み、 BglIIで切断された染色体ＤＮ
Ａのサブゲノムライブラリーを pUC218内で構築し、上述のプローブを用いて、 pyrG遺伝子
を含む個々のクローン（ pyrG11）をコロニーハイブリダイゼーションにより同定した。断
片の制限地図はそれが本物であることを示している（図６）。
実施例４
pPyrLac4の構築
上述の２つのプラスミド（ pyrG11および　 pUC218::A.o.lac）を用いて、以下の方法によ
りプラスミド pPyrLac4を構築した（図７）：
（１） pyrG11を KpbIおよび BamHIで切断し、 pyrGを含む断片を単離し、 pUC19を切断した Kp
nIおよび BamHI部位にクローニングすることによりプラスミド pyrGKBを得た。このプラス
ミドはアスペルギルス・オリゼ pyrG断片内にあるが、 pyrG遺伝子の外側に存在する唯一の
BglII部位を有する。
（２） pUC218::A.o.lacを BglIIで消化し、ラクターゼ遺伝子を含むアスペルギルス・オリ
ゼの断片を単離し、 pyrKGLKBの唯一の BglII部位にクローニングすることにより、プラス
ミド pPyrLac4を得た。続いて pPyrLac4を KpnIで切断し、アスペルギルス・オリゼＤＮＡの
みからなり、 pyrGとラクターゼ遺伝子とを含む 12kbの断片を切り出した（図８）。この断
片をアスペルギルス・オリゼの CCC161pyr6の形質転換に使用し、ラクターゼの産生を増加
させた。
実施例５
アスペルギルス・オリゼ CCC161の形質転換
本発明者らの産生株の形質転換に上述のＤＮＡ断片を使用するため、 CCC161の pyrG変異体
を調製した。 pyrG変異体はマターン（ Mattern, I.E.）らにより記載された方法（ Mol. Ge
n. Genet. 210:460-461, 1987）を一部変更し、５－フッ化オロト酸（５－ FOA）に耐性の
変異体を選択し、続いて増殖にウリジンを必要とするコロニーをスクリーニングすること
により調製した。そのような変異体のうちのひとつである CCC161pry6を次の段階に用いた
。
キャンベル（ Campbell, E.I.）らの方法（ Curr. Genet. 16:53-56, 1989）を一部変更し
、上述の KpnI断片を用いて CCC161pyr6を形質転換した。 PyrG遺伝子を取り込み、増殖にも
はやウリジンを必要としない形質転換体について、ラクターゼ産生能を調べた。ラクター
ゼ産生の増加をスクリーニングするにあたっては、Ｘ－ gal（５－ブロモ－４－クロロ－
３－インドール－β－Ｄ－ガラクトシド）指示プレート－これは大腸菌（ E.Coli）におけ
るβ－ガラクトシダーゼ活性の確認に使用する標準法であり、以下および「高等細菌遺伝
学（ Advanced Bacterial Genetics）」（デーヴィス（ Davis） , R.W.、ボトステイン（ Bo
tstein） , D.、およびロス（ Roth） , J.R.編、コールドスプリングハーバー研究所（ Cold
 Spring Harbor Laboratory）刊、 p.48、 1980年）に記載されている－の培地を変更して
用いた。
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以下の表Ｉは、プレート培養および液体培養における第１回目の形質転換体のスクリーニ
ングの結果を示している。
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振とうフラスコおよび 14リットルの発酵器（ファーメンター）の両方を用いて試験を繰り
返した結果、コロニー番号４が最も一貫したラクターゼ産生体であることがわかり、その
量は振とうフラスコおよび 14リットルのファーメンターの両方において 500U/ml以上に達
し、 Lac4と命名した。ラベルしたラクターゼ遺伝子を BamHI切断した染色体ＤＮＡに対す
るプローブとして用いたサザンハイブリダイゼーションにより Lac4を親株である CCC161と
比較すると、形質転換株においてはラクターゼ遺伝子のコピー数が増加していることが示
された（図８）。 pUC19のＤＮＡをプローブとして用いた場合にはハイブリダイゼーショ
ンが起こらないことから、外来性ＤＮＡは存在しないことが示された。
配列リスト
（１）一般情報
（ｉ）出願人：ジェネンコア　インターナショナル（ Genencor International, Inc.）
（ ii）発明の名称：アスペルギルス・オリゼにおける　β－ガラクトシダーゼの産生増加
（ iii）配列の数：４
（ vi）問い合わせ先：
（Ａ）名宛て人：ジェネンコア　インターナショナル（ Genencor International, Inc.）
（Ｂ）通り名： 180　キンボール通り（ Kimball Way）
（Ｃ）市名：南サンフランシスコ（ South San Francisco）
（Ｄ）州名：カリフォルニア
（Ｅ）国名：アメリカ合衆国
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（Ｆ）郵便番号： 94080
（ｖ）コンピュータによる読みとり可能な形式：
（Ａ）媒体の形式：フロッピーディスク
（Ｂ）コンピューター：ＩＢＭ　ＰＣ　コンパチブル
（Ｃ）操作システム：ＰＣ－ＤＯＳ／ＭＳ－ＤＯＳ
（Ｄ）ソフトウェア：パテントイン　リリース（ PatentIn Release）＃ 1.0、バージョン
＃ 1.25
（ vi）出願データ：
（Ａ）出願番号：
（Ｂ）出願日：
（Ｃ）分類：
（ viii）代理人情報：
（Ａ）氏名：ホーン、マーガレット　Ａ（ Horn, Mergaret）
（Ｂ）登録番号： 33,401
（Ｃ）識別番号： GC250－ PCT
（ ix）電信情報：
（Ａ）電話： (415)　 742－ 7536
（Ｂ）テレファクス： (415)　 742－ 7217
（２）配列番号  1に関する情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ： 3515塩基対
（Ｂ）種類：核酸
（Ｃ）鎖：１本
（Ｄ）トポロジー：直線状
（ ii）分子型：ＤＮＡ（ゲノム）
（ xi）配列の記載：配列番号  1：
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（２）配列番号  2に関する情報：
（ｉ）配列の特徴：
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（Ａ）長さ： 911アミノ酸
（Ｂ）種類：アミノ酸
（Ｃ）鎖：１本
（Ｄ）トポロジー：直線状
（ ii）分子型：タンパク質
（ xi）配列の記載：配列番号  2：
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（２）配列番号  3に関する情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ： 19アミノ酸
（Ｂ）種類：アミノ酸
（Ｃ）鎖：１本
（Ｄ）トポロジー：直線状
（ ii）分子型：タンパク質
（ xi）配列の記載：配列番号  3：
　
　
　
　
（２）配列番号  4に関する情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ： 57塩基対
（Ｂ）種類：核酸
（Ｃ）鎖：１本
（Ｄ）トポロジー：直線状
（ ii）分子型：ＤＮＡ（ゲノム）
（ xi）配列の記載：配列番号  4：
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【 図 １ 】

【 図 ３ 】

【 図 ２ 】

【 図 ５ 】

【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ６ 】

【 図 ８ 】

【 図 ７ 】
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