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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　安定性が高められた変異型乳酸オキシダーゼであって、
　（ｉ）配列番号１もしくは配列番号２のアミノ酸配列に少なくとも９０％同一である；
および、
　（ｉｉ）配列番号１または配列番号２におけるＴｙｒ１９１の位置に相当する位置にア
ミノ酸置換を有し、該アミノ酸置換はＴｙｒ１９１ＰｈｅまたはＴｙｒ１９１Ｌｅｕから
なる群より選択される
アミノ酸配列を含む、上記オキシダーゼ。
【請求項２】
　前記アミノ酸置換が、Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅである、請求項１に記載の変異型乳酸オキシ
ダーゼ。
【請求項３】
　配列番号１または配列番号２のＧｌｙ３６Ｓｅｒ、Ａｌａ９５Ｇｌｙ、Ｔｈｒ１０３Ｓ
ｅｒ、Ｇｌｕ１６０Ｇｌｙ、Ｖａｌ１９８Ｉｌｅ、Ａｓｎ２１２Ａｓｐ、Ａｌａ／Ｇｌｙ
２３２ＳｅｒおよびＰｈｅ２７７Ｔｙｒからなる群より選択される少なくとも１つの追加
のアミノ酸置換を含むことを特徴とする、請求項１または２に記載の変異型乳酸オキシダ
ーゼ。
【請求項４】
　Ａｌａ９５で、具体的にはＡｌａ９５Ｇｌｙである少なくとも１つの追加のアミノ酸置
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換を含むことを特徴とする、請求項１～３のいずれか一項に記載の変異型乳酸オキシダー
ゼ。
【請求項５】
　前記変異型乳酸オキシダーゼは、それに対応する野生型酵素と比較して少なくとも１．
５倍高い安定性を有し、好ましくは少なくとも２倍高い安定性、好ましくは少なくとも２
．５倍高い安定性、より好ましくは少なくとも３倍高い安定性を有することを特徴とする
、請求項１～４のいずれか一項に記載の変異型乳酸オキシダーゼ。
【請求項６】
　前記変異型乳酸オキシダーゼのグリコール酸と比較した乳酸への選択性が、それに対応
する野生型酵素と比較して少なくとも２倍高く、好ましくは少なくとも２．５倍高く、好
ましくは少なくとも３倍高く、より好ましくは少なくとも３．５倍高く、最も好ましくは
少なくとも４倍高いことを特徴とする、請求項４または５に記載の変異型乳酸オキシダー
ゼ。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の変異型乳酸オキシダーゼをコードする核酸。
【請求項８】
　請求項７に記載の核酸を含み、該核酸が、宿主細胞中で核酸の発現を促進することがで
きるプロモーター配列に作動可能に連結している、発現ベクター。
【請求項９】
　請求項７に記載の核酸または請求項８に記載の発現ベクターを含む宿主細胞。
【請求項１０】
　サンプル中の乳酸を測定する方法であって、該方法は、
　ａ）サンプルを、乳酸オキシダーゼの活性を誘導する条件下で請求項１～６のいずれか
一項に記載の変異型乳酸オキシダーゼと接触させること；および、
　ｂ）ｉ）乳酸の存在下で変異型乳酸オキシダーゼによって生産されたピルビン酸塩およ
び／またはＨ２Ｏ２、および／または
　　　ｉｉ）乳酸の存在下で変異型乳酸オキシダーゼによって消費されたＯ２、
を測定することによって、乳酸を測定すること、
を含む、上記方法。
【請求項１１】
　ａ）Ｈ２Ｏ２の測定は、クロモゲンへの変換によって、具体的にはペルオキシダーゼが
介在する変換によってなされ；および／または、
　ｂ）前記変異型乳酸オキシダーゼは、センサー、試験ストリップ、試験エレメント、試
験ストリップ装置、または、液体試験の一部である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　乳酸を測定するための、請求項１～６のいずれか一項に記載の変異型乳酸オキシダーゼ
の使用。
【請求項１３】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の変異型乳酸オキシダーゼ、および、任意に前記測
定に必要な追加の構成要素を含む、サンプル中の乳酸を測定するための装置。
【請求項１４】
　前記装置が、センサー、好ましくは電気化学的なセンサー、または、光学センサー、ま
たは、試験ストリップを含むことを特徴とする、請求項１３に記載の装置。
【請求項１５】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の変異型乳酸オキシダーゼ、および、少なくとも１
種の前記測定に必要な追加の物質を含む、乳酸を測定するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、安定性が高められた変異型乳酸オキシダーゼ、このような変異型乳酸オキシ
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ダーゼをコードする核酸、このような核酸を含む発現ベクター、このような核酸または発
現ベクターを含む宿主細胞、サンプル中の乳酸（lactate）を測定する方法、乳酸を測定
するためのこのような変異型乳酸オキシダーゼの使用、このような変異型乳酸オキシダー
ゼを用いたサンプル中の乳酸を測定するための装置、および、このような変異型乳酸オキ
シダーゼを含む乳酸を測定するためのキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　乳酸は、ミルクアシッド（milk acid）としても知られており、様々な生化学的なプロ
セスにおいて役割を果たす。乳酸は、Ｃ３Ｈ６Ｏ３という化学式で示されるアルファヒド
ロキシ酸である。乳酸は、溶液中ではイオンの形態で存在しており、すなわちＣＨ３ＣＨ
（ＯＨ）ＣＯＯ－で示される乳酸イオン（lactate）として存在している。乳酸はキラル
であり、２種の光学異性体を有する。そのうち１種はＬ－（＋）－乳酸または（Ｓ）－乳
酸として知られており、他方は、Ｄ－（－）－乳酸または（Ｒ）－乳酸である。Ｌ－（＋
）－乳酸は生物学的に重要な異性体である。
【０００３】
　動物（人間も含む）において、Ｌ－乳酸は、正常な代謝および運動中に絶えず乳酸デヒ
ドロゲナーゼ（ＬＤＨ）という酵素を介してピルビン酸塩から生産される。通常、Ｌ－乳
酸の濃度は、乳酸の生産速度が乳酸の除去速度を超えない限り増加することはなく、これ
は、モノカルボン酸輸送体、ＬＤＨの濃度および形態、ならびに組織の酸化許容量などの
様々な要因によって支配されている。人間の場合、乳酸の血中濃度は、安静時で一般的に
１～２ｍｍｏｌ／Ｌであるが、激しく活動している最中は２０ｍｍｏｌ／Ｌよりも高く上
昇する可能性がある。
【０００４】
　乳酸濃度または乳酸のピルビン酸塩に対する比率は、酸化還元状態を反映している。そ
れゆえに、乳酸レベルのモニタリングは、組織の酸素要求量と酸素利用とのバランスの優
れた指標であり、これは、細胞および動物生理学の研究において有用である。従って、被
検体または細胞の状態を研究またはモニターするために、例えば血清、血漿、血液、尿お
よび唾液などの生体サンプル中の乳酸、または、細胞培養サンプル中の細胞内および細胞
外の乳酸濃度がモニターされる可能性がある。
【０００５】
　血中の乳酸の測定は、競技スポーツ、フィットネスおよびリハビリにおいて頻繁に利用
されており、それにより以下のことが可能になる：
・個人ごとの運動強度の評価、
・運動時と回復時の改善、
・過負荷やけがのリスクの減少。
【０００６】
　上記で詳述したように、特に長時間運動すると、嫌気的解糖によって血中の乳酸が著し
く増加する。
　医学分野では、乳酸の測定は、
・組織の低酸素状態を確認するため、
・乳酸レベルで反映される範囲で疾患および予後の重症度を確認するため、
に用いられる可能性がある。
【０００７】
　乳酸濃度は、例えば体が利用できる酸素量が減少し、乳酸の生産が増加したり、および
／または、乳酸の排除が減少したりするようなあらゆる状態で、増加する可能性がある。
これは、激しい運動による筋肉中での局所的な乳酸の増加から、生命を脅かすような全身
性ショックまで様々であり得る。過量の乳酸は、様々な病気、感染、ならびに遺伝性の代
謝およびミトコンドリアの異常において起こる可能性がある。高い血中の乳酸濃度の共通
の原因は、ショック、肺炎およびうっ血性心不全のような状態の結果として起こる無酸素
症である。また腎不全および白血病においては乳酸アシドーシスも起こる可能性がある。
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さらに、チアミン欠乏症および糖尿病性ケトアシドーシスも乳酸濃度の増加と関連がある
。これらはまた、例えばメトホルミン（糖尿病で投与される）、および、イソニアジド（
結核の治療のための）などのある種の薬物療法によって引き起こされる可能性もある。
【０００８】
　乳酸を測定するための試験は、当業界でよく知られている。近年、酵素的な乳酸濃度測
定方法が開発されている。酵素的な方法は、測定方法において酵素の使用を含むものであ
り、一般的に簡単であり、より大きな特異性、精度および再現性を提供する。乳酸濃度測
定について説明されている最初の酵素的な方法は、乳酸デヒドロゲナーゼによる乳酸から
フェリシアン化カリウムへの水素の移動に基づくものであった。しかしながらこの手法は
扱いにくく、広く受け入れられなかった。それに続く方法は、ＮＡＤＨ形成のＵＶ測定を
含むものであった。１９７４年に、ピルビン酸の捕捉物質としてヒドラジンを用いて、乳
酸デヒドロゲナーゼによって触媒された乳酸の酸化によって形成されたＮＡＤＨを測定す
る乳酸測定法が説明されている。さらに、乳酸デヒドロゲナーゼの触媒作用に基づくその
他の方法もあるが、この方法では、乳酸の変換によって形成されたピルビン酸塩をより迅
速に除去するために反応混合物中にアラニントランスアミナーゼが含まれる。さらにその
他の方法では、乳酸オキシダーゼを用いて乳酸をピルビン酸に変換するために酵素反応を
使用する。続いてこの反応によって生産された過酸化水素は、有色色素を生成するための
酵素反応に利用することができる。
【０００９】
　緑色アエロコッカス（Aerococcus viridans)由来の乳酸オキシダーゼは、例えば血中の
乳酸を検出するためのバイオセンサーやインビトロでの試験で用いられることが多い。こ
のようなバイオセンサーやインビトロでの試験は、主に例えば集中治療中の患者や運動選
手のモニタリングに用いられる。このようなセンサーの寿命は、使用中や保存中に不活性
化される乳酸オキシダーゼの安定性によって決定される。また、インビトロでの試験用の
試薬の貯蔵期間と使用期間は、乳酸オキシダーゼの安定性の影響を受ける。それゆえに、
バイオセンサーおよびインビトロでの試験の貯蔵期間と使用期間を延長するために乳酸オ
キシダーゼの安定性を高めることが、大きな関心を呼んでいる。従って、安定性が高めら
れた乳酸オキシダーゼを提供することが、本発明の目的である。
【発明の概要】
【００１０】
　驚くべきことに、配列番号１で示される乳酸オキシダーゼのアミノ酸配列のの１９１位
におけるチロシンの変異が、乳酸オキシダーゼの安定性を高めることが発見された。
　センサーおよび試験の貯蔵期間と使用期間が限られているために、これらは、活性が技
術上の許容レベルよりも低くなるため頻繁に交換しなればならなかった。センサーおよび
試験装置の頻繁な交換は、消費者にとって使い勝手が悪く、資源の浪費であることは明ら
かであり、回避されるべきである。野生型乳酸オキシダーゼの安定性が低いために、乳酸
オキシダーゼが関わる測定は通常、低温で行われる。乳酸オキシダーゼの安定性を高める
ことによるさらなる利点は、血液のガス分析（しばしば付随して行われる）は通常３７℃
で行われるために、血液解析のための装置内の乳酸測定の際に温度を２５～３０℃に下げ
るためのサーモスタットを回避できるようになることであろう。従って、乳酸オキシダー
ゼがより安定になるために、装置の複雑さをかなり抑えられると思われる。これにより、
例えばいわゆる新興成長市場においてとりわけ重要である低コストの装置の土台が提供さ
れると思われる。
【００１１】
　従って、第一の形態において、本発明は、安定性が高められた変異型乳酸オキシダーゼ
を提供するものであり、本オキシダーゼは、以下のアミノ酸配列：
　（ｉ）配列番号１もしくは配列番号２のアミノ酸配列またはそれらの機能的に活性な変
異体に少なくとも９０％同一なアミノ酸配列；および、
　（ｉｉ）配列番号１または配列番号２におけるＴｙｒ１９１の位置に相当する位置にア
ミノ酸置換を有するアミノ酸配列、
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ｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ
２３２およびＰｈｅ２７７からなる群より選択される位置に少なくとも１つの追加のアミ
ノ酸置換を有する。
【００１２】
　一般的に、用語「乳酸オキシダーゼ」（国際生化学連合の酵素委員会によりＥＣ１．１
．３．１５と分類されている）は、Ｏ２をＨ２Ｏ２に還元することによるＬ－乳酸のピル
ビン酸塩への酸化を触媒する酵素（（Ｓ）－２－ヒドロキシ酸オキシダーゼ）を意味する
。乳酸オキシダーゼは、ＦＭＮ（フラビンモノヌクレオチド）依存性アルファヒドロキシ
酸酸化酵素ファミリーのひとつである。これは、補因子としてフラビンモノヌクレオチド
（ＦＭＮ）を用いる。乳酸オキシダーゼ酵素は、ウイルスや細胞性生物でみられる。
【００１３】
　本発明によれば、このような変異型乳酸オキシダーゼは、１９１位に変異を有さない各
乳酸オキシダーゼと比較して高い安定性を有する。驚くべきことに、１９１位における変
異（ここでＴｙｒは、その他のアミノ酸で置換されており、具体的には、非極性で、例え
ばフェニルアラニン、ロイシンおよびトリプトファンのようなやや大きい側基を有するア
ミノ酸で置換されている）は、野生型乳酸オキシダーゼに比べて、アルカリ性の環境下で
酵素の安定性を高めることが見出された。特に培地の状態などの周囲条件に応じた酵素の
安定性を研究するのに適した試験は、当業者によく知られている。適切で典型的な試験は
以下の実施例でも説明されており、具体的には実施例１で説明されている。
【００１４】
　本発明の好ましい実施態様において、変異型乳酸オキシダーゼの、１９１位に変異を有
さない各乳酸オキシダーゼと比べて高い安定性は、１９１位に変異を有さない各乳酸オキ
シダーゼの半減期（ｔ１／２（野生型１９１））と比べた場合の、変異体（ｔ１／２（変
異型１９１））の半減期の増加として示される。このような酵素の半減期（ｔ１／２）は
、もとの活性（ｔ＝０の活性）の５０％が失われ（また、さらなる説明として実施例１も
参照）、その後に残った活性量が５０％になる時間を示す。
【００１５】
　従って、高い安定性によって、１９１位に変異を有さない各乳酸オキシダーゼに比べて
変異体の半減期は長くなる。半減期は、好ましくは少なくとも１０％、２０％、３０％ま
たは４０％、好ましくは少なくとも５０％、７５％または１００％、さらにより好ましく
は少なくとも１２５％、１５０％、１７５％または２００％、特に２５０％、最も好まし
くは３００％長くなる。半減期の百分率で示される増加は、［ｔ１／２（変異型１９１）
／ｔ１／２（野生型１９１）－１］×１００で決定してもよい。
【００１６】
　本明細書で述べられている用語「配列番号１」は、配列番号１で示されるアミノ酸配列
を意味しており、これは、カルボキシ末端が欠失しているがＴｙｒ１９１が変異していな
い緑色アエロコッカス由来の野生型乳酸オキシダーゼのアミノ酸配列を示す。緑色アエロ
コッカス由来の野生型乳酸オキシダーゼフラグメントは、２７６個のアミノ酸からなるタ
ンパク質である。具体的に言えば、用語「配列番号１」は、以下に記載されるアミノ酸配
列を意味する（上記で特定した置換部位は、アンダーラインで示され、さらに位置番号で
特定されていることに留意されたい）：
【００１７】
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【化１】

【００１８】
　本明細書で述べられている用語「配列番号２」は、配列番号２で示されるアミノ酸配列
を意味しており、これは、Ｔｙｒ１９１の変異を有さずカルボキシ末端の欠失がない緑色
アエロコッカス由来の野生型乳酸オキシダーゼのアミノ酸配列を示す。全長の緑色アエロ
コッカス由来の野生型乳酸オキシダーゼは、３７４個のアミノ酸からなるタンパク質であ
る。この配列は、ＵＮＩＰＲＯＴデータベースからＱ４４４６７という受託番号で入手す
ることもできる（上記で特定された置換部位は、アンダーラインで示され、さらに位置番
号で特定されていることに留意されたい）：
【００１９】
【化２】

【００２０】
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　配列番号１の配列と配列番号２の配列とは、それらの長さが異なるだけでなく、１０２
位、１６３位、２３２位および２５５位のアミノ酸も異なることに留意されたい。本発明
の文脈において、配列番号１または配列番号２からなるタンパク質は、緑色アエロコッカ
ス由来の野生型乳酸オキシダーゼと称される。
【００２１】
　用語「変異型乳酸オキシダーゼ」は、アミノ酸配列が、緑色アエロコッカス由来乳酸オ
キシダーゼの野生型の配列（すなわち配列番号１または２）とは異なっている乳酸オキシ
ダーゼを意味する。本発明の変異型乳酸オキシダーゼに関して、このような変異体は機能
的に活性であることが知られている。これは、このような変異体は、その生物学的機能、
すなわち乳酸オキシダーゼの酵素活性を維持していることを意味する。しかしながら、こ
のような変異体の活性は、野生型に比べて減少したり、または、増加したりする可能性が
ある（実施例１も参照）。
【００２２】
　このような酵素の活性は、単位（Ｕ）で示される場合がある。１Ｕは、１分あたりの基
質１マイクロモルの変換を触媒する酵素の量と定義される。その条件も、一般的に、３７
℃の温度およびｐＨ値、および、最大の基質変換率が得られる基質濃度と定められる。当
業者であれば当然のことながら、このような変異体は、最小の活性、好ましくは少なくと
も５Ｕ／ｍｇ酵素の活性、より好ましくは２０Ｕ／ｍｇ酵素の活性を維持していると予想
される。
【００２３】
　好ましくは、生物学的機能の維持は、配列番号１または２で示される乳酸オキシダーゼ
の活性の少なくとも１０％、２０％、３０％、または、特に５０％、好ましくは少なくと
も６０％、より好ましくは少なくとも７０％、８０％または９０％、さらにより好ましく
は９５％を有することと定義される。生物活性は当業者がよく知っているようにして測定
してもよく、例えば実施例１および２で説明されているようにして測定してもよい。
【００２４】
　本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼは特に、配列番号１または２におけるＴｙｒ１９
１の位置に相当する位置にアミノ酸置換を有することを特徴とする。これは、配列番号１
または２の１９１位におけるアミノ酸Ｔｙｒが、その他のアミノ酸で置換されていること
を意味する。チロシン（または４－ヒドロキシフェニルアラニンとも称される）は、極性
側基を有する。実施例において、Ｔｙｒ１９１は、フェニルアラニンまたはロイシンで、
すなわち非極性側基を有するアミノ酸で置換されている。フェニルアラニンとトリプトフ
ァン（これも非極性側鎖、疎水性側鎖、芳香族側鎖を有するアミノ酸である）との類似性
、および、ロイシンとイソロイシンとの類似性のために、Ｔｙｒ１９１をＴｒｐまたはＩ
ｌｅで置換しても、望ましい作用、すなわち安定性の増加をもたらすと結論付けられる。
さらにこのことは、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリンお
よびメチオニンのような非極性側基を有するその他のアミノ酸についても同じことが言え
る。なかでも特にイソロイシン、プロリンおよびメチオニンが、それらのサイズのために
特に当てはまると予想される。
【００２５】
　用語「少なくとも９０％同一な」または「少なくとも９０％の配列同一性」は、本明細
書で用いられる場合、本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼの配列は、１００個のアミノ
酸からなるストレッチのうち少なくとも９０個のアミノ酸残基が、それに対応する野生型
の配列と同一であることを特徴とするアミノ酸配列を有することを意味する。本発明の好
ましい実施態様において、このような変異体のアミノ酸配列は、配列番号１もしくは２の
アミノ酸配列またはそれらの機能的に活性な変異体に少なくとも９１％、９２％、９３％
または９４％同一であり、より好ましくは少なくとも９５％または９６％、さらにより好
ましくは少なくとも９７％または９８％、特に９９％同一である。本発明に係る配列同一
性は、例えば、配列が比較できるような形態で配列を並べる方法によって確認することが
できる。配列を並べる方法は当業界公知であり、このような方法としては、例えば、例え
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ばピアソン（Pearson）およびリップマン（Lipman）（“Improved tools for biological
 sequence comparison“, Proc Natl Acad Sci U S A. 1988 Apr;85(8):2444-8）で説明
されている様々なプログラムおよびアライメントアルゴリズムが挙げられる。さらに、Ｎ
ＣＢＩベーシック・ローカル・アライメント・サーチ・ツール（ＢＬＡＳＴ）が、いくつ
かの供給源から入手でき、このような供給源としては、国立バイオテクノロジー情報セン
ター（NCBI, メリーランド州ベセスダ）が挙げられる。
【００２６】
　より好ましい実施態様において、このような変異体は、Ｔｙｒ１９１の位置における変
異以外において、さらに、任意にＧｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０
、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７からなる群よ
り選択される位置における少なくとも１つの追加のアミノ酸置換以外において、配列番号
１または２で示される配列と１００％同一である。最も好ましい実施態様において、この
ような変異体は、Ｔｙｒ１９１の位置における変異（好ましくはＴｙｒ１９１Ｐｈｅまた
はＴｙｒ１９１Ｌｅｕ）以外において、および、任意に追加で１つのＡｌａ９５の位置に
おけるアミノ酸置換（好ましくはＡｌａ９５Ｇｌｙ）以外において、配列番号１または２
で示される配列と１００％同一である。
【００２７】
　本発明の一実施態様において、本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼは、１つまたはそ
れより多くのアミノ酸欠失を含んでもよく、具体的には小さい（例えばアミノ酸１０個以
下の）Ｎおよび／またはＣ末端の欠失を含んでもよい。
【００２８】
　一実施態様において、本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼの配列は、配列番号１また
は２のＴｙｒ１９１の位置における置換に加えて、任意にＧｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈ
ｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰ
ｈｅ２７７からなる群より選択される位置における少なくとも１つの追加のアミノ酸置換
に加えて、１つまたはそれより多くの追加のアミノ酸置換を含んでもよく、具体的には１
つまたはそれより多くの保存的アミノ酸置換を含んでもよい。保存的アミノ酸置換の例と
しては、以下に列挙したものが挙げられる：
【００２９】
【表１】

【００３０】
　本発明の一実施態様において、本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼは、１つまたはそ
れより多くのアミノ酸付加、具体的には小さい（例えばアミノ酸１０個以下の）内部アミ
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ノ酸付加を含んでもよい。
【００３１】
　その他の実施態様において、本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼの配列は、配列番号
１または２Ｔｙｒ１９１の位置における置換に加えて、および、任意にＧｌｙ３６、Ａｌ
ａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
３２およびＰｈｅ２７７からなる群より選択される位置における少なくとも１つの追加の
アミノ酸置換に加えて、上記で定義された１つまたはそれより多くの欠失、置換または付
加の組み合わせを含んでもよい。
【００３２】
　本発明の文脈において、配列番号１または２のアミノ酸配列の機能的に活性な変異体は
、配列番号１または２の以下の位置：Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１
６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７に、少な
くとも１つのアミノ酸置換、すなわち１、２、３、４、５、６、７または８つのアミノ酸
置換を有することを特徴とする。具体的に言えば、上記で列挙したアミノ酸のいずれかが
、それぞれ１つの代替のアミノ酸で置換される。配列番号１または２の変異体の説明に役
立つ実例としては、以下に示す置換により、配列番号１または２のアミノ酸配列と異なる
変異体が挙げられる：
－　Ａｌａ９５Ｇｌｙ、Ｔｈｒ１０３Ｓｅｒ、Ｇｌｕ１６０Ｇｌｙ、Ｖａｌ１９８Ｉｌｅ
、Ａｓｎ２１２Ａｓｐ、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２Ｓｅｒ；
－　Ａｌａ９５Ｓｅｒ、Ｔｈｒ１０３Ｓｅｒ、Ｇｌｕ１６０Ａｌａ、Ｖａｌ１９８Ｌｅｕ
、Ａｓｎ２１２Ｇｌｕ、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２Ｔｈｒ；
－　Ｇｌｙ３６Ｓｅｒ、Ａｌａ９５Ｇｌｙ、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２ＳｅｒおよびＰｈｅ２
７７Ｔｙｒ；
－　Ａｌａ９５Ｇｌｙ、Ｔｈｒ１０３Ｓｅｒ、Ｇｌｕ１６０Ｇｌｙ、Ｖａｌ１９８Ｉｌｅ
、Ａｓｎ２１２Ａｓｐ、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２ＳｅｒおよびＰｈｅ２７７Ｔｙｒ；
－　Ｇｌｙ３６Ｓｅｒ、Ｔｈｒ１０３Ｓｅｒ、Ｇｌｕ１６０Ｇｌｙ、Ｖａｌ１９８Ｉｌｅ
、Ａｓｎ２１２Ａｓｐ、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２ＳｅｒおよびＰｈｅ２７７Ｔｙｒ；　また
は
－　Ｇｌｙ３６Ｓｅｒ、Ａｌａ９５Ｇｌｙ、Ｔｈｒ１０３Ｓｅｒ、Ｇｌｕ１６０Ｇｌｙ、
Ｖａｌ１９８Ｉｌｅ、Ａｓｎ２１２Ａｓｐ、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２ＳｅｒおよびＰｈｅ２
７７Ｔｙｒ。
【００３３】
　Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇ
ｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７の位置における置換は、変異型乳酸オキシダーゼに高い熱
安定性を付与することが示されている（米国特許第５，６５６，４７１号、米国特許第７
，４１６，８７１号Ｂ２を参照）。従って、アルカリ性（すなわちｐＨ値が７より大きい
）条件に対する安定性（Ｔｙｒ１９１の変異）と、高い熱安定性とを組み合わせることが
有利である。
【００３４】
　Ａｌａ９５の位置における置換は、基質特異性を改善することが示されている（Yorita
 et al., J. Biol. Chem., 1996, 45, 28300-28305、および、実施例２を参照）。従って
、安定性（Ｔｙｒ１９１の変異）、および、任意に高い熱安定性（Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１
０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２および／また
はＰｈｅ２７７）と、改善された基質特異性（Ａｌａ９５の変異）とを組み合わせること
が有利である。
【００３５】
　アミノ酸Ｐｈｅ２７７は配列番号２にしか存在しないため、Ｐｈｅ２７７のアミノ酸置
換は配列番号２に関するものであることに留意されたい。
　加えて、配列番号１および２の配列は、２３２位のアミノ酸において異なっており、す
なわち、配列番号１および２は、その位置に、それぞれＡｌａおよびＧｌｙを有する。従
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って、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２が配列番号１について述べられている場合、それは、２３２
位のＡｌａが置換されていることを意味し、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２が配列番号２について
述べられている場合それは、２３２位のＧｌｙが置換されていることを意味する。
【００３６】
　従って、機能的に活性な変異体は、
（ｉ）Ｔｙｒ１９１の位置に相当する位置におけるアミノ酸置換；および、
（ｉｉ）以下に示す位置における１つまたはそれより多くのアミノ酸置換：
－Ｇｌｙ３６、
－Ａｌａ９５、
－Ｔｈｒ１０３、
－Ｇｌｕ１６０、
－Ｖａｌ１９８、
－Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｐｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、および、Ａｌａ９５、
－Ｇｌｙ３６、および、Ｔｈｒ１０３、
－Ｇｌｙ３６、および、Ｇｌｕ１６０、
－Ｇｌｙ３６、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｙ３６、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、および、Ｔｈｒ１０３、
－Ａｌａ９５、および、Ｇｌｕ１６０、
－Ａｌａ９５、および、Ｖａｌ１９８、
－Ａｌａ９５、および、Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ９５、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、および、Ｇｌｕ１６０、
－Ｔｈｒ１０３、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｔｈｒ１０３、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｔｈｒ１０３、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｔｈｒ１０３およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｕ１６０、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｕ１６０、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｕ１６０、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｕ１６０およびＰｈｅ２７７、
－Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、および、Ｔｈｒ１０３、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、および、Ｇｌｕ１６０、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、および、Ｇｌｕ１６０、
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－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、および、Ｇｌｕ１６０、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、および、Ｖａｌ１９８、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、および、Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、および、Ｖａｌ１９８、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｕ１６０、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、および、Ｇｌｕ１６０、
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－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ｖａｌ１９８、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
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－Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ｖａｌ１９８、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３
２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３
２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３
２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３
２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３
２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３
２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
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３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ｇｌｙ３６、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓｎ２１２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
３２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
３２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
３２、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２
３２、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ
２３２、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７
７、
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－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７
７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７
７、
－Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７
７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｓ
ｎ２１２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、および、Ａｌ
ａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８およびＰｈｅ２
７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌ
ａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２
７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２および
Ｐｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌ
ａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２
７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２および
Ｐｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２および
Ｐｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａｌ
ａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ２
７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２および
Ｐｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２および
Ｐｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２および
Ｐｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａ
ｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ
２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およ
びＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およ
びＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およ
びＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およ
びＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、および、Ａ
ｌａ／Ｇｌｙ２３２、
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－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２およびＰｈｅ
２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およ
びＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およ
びＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およ
びＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およ
びＰｈｅ２７７、
－Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２お
よびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２
、および、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２
およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｌａ／Ｇｌ
ｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌ
ｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌ
ｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇｌ
ｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ｇｌｙ３６、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇ
ｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、
－Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２、Ａｌａ／Ｇ
ｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７、または
－Ｇｌｙ３６、Ａｌａ９５、Ｔｈｒ１０３、Ｇｌｕ１６０、Ｖａｌ１９８、Ａｓｎ２１２
、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２およびＰｈｅ２７７
を除いて、配列番号１または２と同一であることを特徴としていてもよい。
【００３７】
　注目すべきことに、変異体に関して、本発明に係る配列番号１または２のアミノ酸配列
の変異体は、機能的に活性な変異体である。機能的に活性な変異体は、生物学的機能、例
えば乳酸オキシダーゼの酵素活性が維持されている変異体である。生物学的機能の維持は
、配列番号１または２で示される乳酸オキシダーゼの活性の好ましくは少なくとも１０％
、２０％、３０％または特に５０％、好ましくは少なくとも６０％、より好ましくは少な
くとも７０％、８０％または９０％、さらにより好ましくは９５％またはそれより多くを
有することと定義される。このような生物活性は、当業者によく知られているようにして
測定することができ、例えば実施例１および２で説明されているようにして測定すること
ができる。
【００３８】
　本発明によれば、安定性が高められた変異型乳酸オキシダーゼは、配列番号１もしくは
２のアミノ酸配列またはそれらの機能的に活性な変異体に少なくとも９０％同一なアミノ
酸配列を含み；および、配列番号１または２におけるＴｙｒ１９１の位置に相当する位置
にアミノ酸置換を有する。これは、変異型乳酸オキシダーゼは、上記で特定されたアミノ
酸に加えて１つまたはそれより多くのさらなる要素を含み得ることを意味する。このよう
な要素は、さらなるタンパク質成分、または、非タンパク質成分であり得る。タンパク質
成分の場合、変異型乳酸オキシダーゼは、例えばタンパク質の単離、精製または同定に利
用することができるマーカーを有する融合タンパク質であり得る。要素のさらなる例とし
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ては、リンカー（例えば酵素を支持体にカップリングするためのもの）、シグナル配列（
タンパク質を標的に向かわせるためのもの）などが挙げられる。その一方で、変異型乳酸
オキシダーゼは、上記で特定されたアミノ酸配列からなっていてもよい。
【００３９】
　好ましい実施態様において、変異型乳酸オキシダーゼは、１９１位におけるチロシンが
実質的に非極性のアミノ酸で置換されていることを特徴とし、具体的には、このようなア
ミノ酸置換は、Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅ、Ｔｙｒ１９１Ｌｅｕ、Ｔｙｒ１９１Ｉｌｅ、Ｔｙｒ
１９１Ｍｅｔ、および、Ｔｙｒ１９１Ｔｒｐからなる群より選択され、特に、このような
アミノ酸置換は、Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅ、または、Ｔｙｒ１９１Ｌｅｕ、好ましくはＴｙｒ
１９１Ｐｈｅである。本明細書において詳述されているように、１９１位におけるＴｙｒ
（極性のＯＨ基を有する）の非極性アミノ酸（例えばフェニルアラニンまたはロイシン）
での置換は、野生型に比べて乳酸オキシダーゼの安定性を高めることが示されている（実
施例を参照）。従って、このような置換は好ましい。非極性側基を有するアミノ酸の例は
、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、および、プロリンである。比
較的極性が低い側基を有するアミノ酸としては、フェニルアラニンおよびロイシンと高い
類似性を有するメチオニンおよびトリプトファンが挙げられる（ＭｅｔおよびＴｙｒは、
ＰｈｅまたはＬｅｕの保存的アミノ酸置換とみなされると予想される；上記のリストを参
照）。
【００４０】
　本発明のその他の好ましい実施態様において、変異型乳酸オキシダーゼは、具体的には
、１９１位における変異が、Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅ、Ｔｙｒ１９１Ｌｅｕ、Ｔｙｒ１９１Ｉ
ｌｅ、Ｔｙｒ１９１ＭｅｔおよびＴｙｒ１９１Ｔｒｐであり、特にアミノ酸置換が、Ｔｙ
ｒ１９１Ｐｈｅ、または、Ｔｙｒ１９１Ｌｅｕ、好ましくはＴｙｒ１９１Ｐｈｅである場
合、少なくとも１つの追加のアミノ酸置換が、配列番号１または２のＧｌｙ３６Ｓｅｒ、
Ａｌａ９５Ｇｌｙ、Ｔｈｒ１０３Ｓｅｒ、Ｇｌｕ１６０Ｇｌｙ、Ｖａｌ１９８Ｉｌｅ、Ａ
ｓｎ２１２Ａｓｐ、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２ＳｅｒおよびＰｈｅ２７７Ｔｙｒからなる群よ
り選択されることを特徴とする。Ｇｌｙ３６Ｓｅｒ、Ｔｈｒ１０３Ｓｅｒ、Ｇｌｕ１６０
Ｇｌｙ、Ｖａｌ１９８Ｉｌｅ、Ａｓｎ２１２Ａｓｐ、Ａｌａ／Ｇｌｙ２３２Ｓｅｒおよび
Ｐｈｅ２７７Ｔｙｒの置換は、変異型乳酸オキシダーゼに高い熱安定性を付与することが
示されている。従って、このような置換は好ましい。
【００４１】
　本発明のより好ましい実施態様において、変異型乳酸オキシダーゼは、少なくとも１つ
の追加のアミノ酸置換は、Ａｌａ９５であり、具体的にはＡｌａ９５Ｇｌｙであることを
特徴とする。Ａｌａ９５Ｇｌｙの置換は、基質特異性を改善することが示されている（実
施例２を参照）。従って、９５位におけるＡｌａは、Ｇｌｙで置換されていることが好ま
しい。
【００４２】
　本発明によれば、変異型乳酸オキシダーゼは、高い安定性を有する。本発明の好ましい
実施態様において、変異型乳酸オキシダーゼは、それに対応する野生型酵素と比較して少
なくとも１．５倍高い安定性を有し、好ましくは少なくとも２倍高い安定性、好ましくは
少なくとも２．５倍高い安定性、より好ましくは少なくとも３倍高い安定性を有する。高
い安定性を測定するのに適した方法は、実施例で詳述されている。２０ｍＭのＨＥＰＥＳ
（ｐＨ８．１）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのＮａＨＣＯ３、および、０．０２～
１ｍｇ／ｍｌの乳酸オキシダーゼを含む緩衝液中で安定性を測定した。
【００４３】
　本発明のより好ましい実施態様において、特に、変異型乳酸オキシダーゼが、Ａ９５の
位置におけるアミノ酸置換、具体的にはＡｌａ９５Ｇｌｙを含む場合、変異型乳酸オキシ
ダーゼのグリコール酸と比較した乳酸への選択性が、それに対応する野生型酵素と比較し
て少なくとも２倍高く、好ましくは少なくとも２．５倍高く、好ましくは少なくとも３倍
高く、より好ましくは少なくとも３．５倍高く、最も好ましくは少なくとも４倍高いこと
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を特徴とする。高い選択性を測定するのに適した方法は、実施例で詳述されている。
【００４４】
　さらなる形態において、本発明は、本発明の変異型乳酸オキシダーゼをコードする核酸
に関する。
　本明細書で用いられる用語「核酸」は、一般的に、本発明の変異型乳酸オキシダーゼを
コードするあらゆるヌクレオチド分子に関し、これらのヌクレオチド分子は様々な長さを
有していてもよい。本発明の核酸の例としては、これらに限定されないが、例えばイオン
交換クロマトグラフィーなどの標準的な分子生物学的な手法によって単離することができ
るプラスミド、ベクター、または、あらゆる種類のＤＮＡおよび／またはＲＮＡフラグメ
ントが挙げられる。本発明の核酸は、特定の細胞または生物のトランスフェクションまた
は導入のために用いることができる。
【００４５】
　本発明の核酸分子は、ｍＲＮＡまたはｃＲＮＡのようなＲＮＡの形態であってもよく、
または、例えばｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡなどのＤＮＡの形態であってもよく、例えば
クローニングによって得られたもの、または、化学合成技術によって生産されたもの、ま
たは、それらの組み合わせによって生産されたものが挙げられる。ＤＮＡは、三本鎖でも
よいし、二本鎖でもよいし、または、一本鎖でもよいし。一本鎖ＤＮＡは、コード鎖（ま
た、センス鎖としても知られている）であってもよいし、または、非コード鎖（また、ア
ンチセンス鎖とも称される）であってもよい。本明細書で用いられる核酸分子はまた、な
かでも特に、その他の一本鎖および二本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡ、一本鎖ＲＮＡと二本鎖Ｒ
ＮＡの混合物であるＲＮＡ、一本鎖領域と二本鎖領域の混合物であるＲＮＡ、ＤＮＡおよ
びＲＮＡを含むハイブリッド分子（これらは一本鎖でもよいし、または、より典型的には
二本鎖もしくは三本鎖である）、または、一本鎖および二本鎖領域の混合物も意味する。
加えて、本明細書で用いられる核酸分子は、ＲＮＡまたはＤＮＡを含む三本鎖領域、また
は、ＲＮＡとＤＮＡの両方を含む三本鎖領域を意味する。
【００４６】
　加えて、上記核酸は、１つまたはそれより多くの修飾塩基を含んでいてもよい。このよ
うな核酸はまた、生理学的な環境におけるこのような分子の安定性と半減期を高めるため
に、例えばリボース－リン酸主鎖中に修飾を含んでいてもよい。従って、安定性のために
、または、その他の理由のために主鎖が修飾されたＤＮＡまたはＲＮＡも、その特徴が本
明細書において意図されたものである「核酸分子」である。さらに、２つ例を挙げれば、
イノシンのような通常と異なる塩基、または、トリチル化塩基のような修飾塩基を含むＤ
ＮＡまたはＲＮＡも、本発明の文脈において核酸分子である。当然のことながら、当業者
によく知られた多くの有用な目的に役立つ多種多様の修飾が、ＤＮＡおよびＲＮＡに施さ
れる。本明細書において用られる核酸分子という用語は、このような化学的、酵素的また
は代謝的に改変された核酸分子の形態を包含し、加えて、ウイルスおよび細胞（特に単細
胞および複合細胞など）に特徴的なＤＮＡおよびＲＮＡの化学的な形態も包含する。
【００４７】
　さらに、本発明の変異型乳酸オキシダーゼをコードする核酸分子は、融合タンパク質を
作製するために、標準的なクローニング技術などの標準的な技術を用いて、あらゆる望ま
しい調節配列、リーダー配列、異種のマーカー配列、または、異種のコード配列に機能的
に連結させることができる。
【００４８】
　本発明の核酸は、インビトロで最初から形成されたものでもよいし、または、培養中に
細胞内で形成されたものでもよく、これは、一般的に、エンドヌクレアーゼ、および／ま
たは、エキソヌクレアーゼ、および／または、ポリメラーゼ、および／または、リガーゼ
、および／または、リコンビナーゼによる核酸の操作によって、または、熟練した核酸生
成の技術者によく知られているその他の方法によってなされる。
【００４９】
　さらなる形態において、本発明は、本発明の核酸を含む発現ベクターに関し、ここで本
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核酸は、宿主細胞中で核酸の発現を促進することができるプロモーター配列に作動可能な
ように連結している。
【００５０】
　本明細書で用いられる用語「発現ベクター」は、一般的に、細胞中で対象のタンパク質
を発現させるのに用いることができるあらゆる種類の核酸分子を意味する（また、上記の
本発明の核酸についての詳細も参照）。具体的には、本発明の発現ベクターは、例えば哺
乳動物細胞、細菌細胞および酵母細胞などの特定の宿主細胞中でタンパク質を発現させる
のに適した、当業者によく知られたあらゆるプラスミドまたはベクターであり得る。また
本発明の発現コンストラクトは、本発明の乳酸オキシダーゼをコードし、さらにその後の
発現を確認するための各ベクターへのクローニングに利用される核酸でもあり得る。タン
パク質発現のためのプラスミドおよびベクターは当業界公知であり、これらは、例えばプ
ロメガ（Promega, 米国ウィスコンシン州マディソン）、キアゲン（Qiagen, ドイツ国ヒ
ルデン）、インビトロジェン（Invitrogen, 米国カリフォルニア州カールスバッド）、ま
たは、MoBiTec（ドイツ）などの様々な供給元から商業的に購入することができる。タン
パク質発現方法は当業者によく知られており、例えばSambrook et al., 2000 (Molecular
 Cloning: A laboratory manual, 第三版）によって説明されている方法がある。
【００５１】
　このようなベクターは、加えて、宿主細胞中での複製を可能にするような核酸配列、例
えば複製起点、１種またはそれより多くの治療的な遺伝子、および／または、選択マーカ
ー遺伝子、およびその他の当業界でよく知られている遺伝学的要素、例えばコードされた
タンパク質の転写、翻訳および／または分泌に関する調節因子を含んでいてもよい。この
ようなベクターを用いて、細胞に導入され、形質転換または感染させ、それによって、細
胞にとって天然型のもの以外の核酸および／またはタンパク質を細胞が発現するようにす
ることができる。このようなベクターは、任意に、例えばウイルス粒子、リポソーム、タ
ンパク質コーティングまたは同種のものなどの、細胞への核酸の侵入を達成するのに役立
つ物質を含んでいてもよい。標準的な分子生物学的な技術によるタンパク質発現に適した
多数のタイプの発現ベクターが当業界でよく知られている。このようなベクターは、昆虫
由来ベクターなどの従来のベクタータイプのなかでも特に、例えばバキュロウイルス発現
系、または、酵母、真菌性、細菌もしくはウイルス発現系から選択される。その他の適切
な発現ベクターについても多数のタイプが当業界でよく知られており、これらもこの目的
のために使用することができる。このような発現ベクターを得る方法はよく知られている
（例えば上記のSambrook et alを参照、）。
【００５２】
　上記で詳細に述べたように、本発明の変異型乳酸オキシダーゼをコードする核酸は、確
実にタンパク質を発現させるために、宿主細胞中でのタンパク質発現に適した配列に作動
可能に連結している。しかしながら、特許請求された発現コンストラクトが、その後、確
実にタンパク質を発現させるために適切な発現ベクターにクローニングされる中間生成物
を示す可能性がある場合でも、本発明の範囲内に包含される。本発明の発現ベクターは、
例えば、これらに限定されないが、ポリアデニル化シグナル、スプライスドナーおよびス
プライスアクセプターシグナル、介在配列、転写エンハンサー配列、翻訳エンハンサー配
列、薬剤耐性遺伝子、またはこれらと同種のものなどのあらゆる種類の核酸配列をさらに
含んでいてもよい。任意に、薬剤耐性遺伝子を内部リボソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）に作
動可能に連結させてもよく、このような薬剤耐性遺伝子は、細胞周期に特異的でもよいし
、または、細胞周期とは無関係でもよい。
【００５３】
　本明細書で用いられる用語「作動可能に連結した」は、一般的に、遺伝子エレメントが
、それらが意図する目的に沿って機能するように配置されることを意味し、例えば、プロ
モーターによって転写が開始され、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡ配列に沿って
進行するように配置されることをいう。すなわち、ＲＮＡポリメラーゼは、融合タンパク
質をコードする配列をｍＲＮＡに転写し、続いてこれをスプライシングし、タンパク質に
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翻訳する。
【００５４】
　本発明の文脈において用いられる用語「プロモーター配列」は、一般的に、下流のコー
ド配列に作動可能に連結したあらゆる種類の調節ＤＮＡ配列を意味し、ここで前記プロモ
ーターは、細胞中でＲＮＡポリメラーゼに結合し、コードされたオープンリーディングフ
レームの転写開始させることにより、前記下流のコード配列の発現を起こすことができる
。本発明のプロモーター配列は、当業者によく知られたあらゆる種類のプロモーター配列
であってよく、このようなプロモーター配列としては、これらに限定されないが、構成的
プロモーター、誘導性プロモーター、細胞周期特異的なプロモーター、および、細胞型特
異的なプロモーターが挙げられる。
【００５５】
　本発明の核酸または発現ベクターは、宿主細胞中に含まれていてもよい。従って、本発
明のその他の形態は、本発明の核酸または発現ベクターを含む宿主細胞に関する。本発明
の「宿主細胞」は、組換えＤＮＡ技術での使用に適したあらゆる種類の生物であってよく
、このような生物としては、これらに限定されないが、１種またはそれより多くの組換え
タンパク質の発現に適したあらゆる種類の細菌および酵母株が挙げられる。宿主細胞の例
としては、例えば、様々な枯草菌（Bacillus subtilis）株、または、大腸菌（E. coli）
株が挙げられる。様々な大腸菌の宿主細胞は当業者によく知られており、例えば、これら
に限定されないが、例えばＤＨ５－アルファ、ＨＢ１０１、ＭＶ１１９０、ＪＭ１０９、
ＪＭ１０１またはＸＬ－１ブルーのような株が挙げられ、これらは、例えばストラタジー
ン（Stratagene, 米国カリフォルニア州）、プロメガ（米国ウィスコンシン州）、または
、キアゲン（ドイツ国ヒルデン）などの様々な供給元から商業的に購入することができる
。特に適切な宿主細胞は、実施例でも説明されており、すなわち大腸菌（E. coli）ＢＬ
２１ゴールド細胞である。宿主細胞として用いられる可能性がある枯草菌株としては、例
えば１０１２野生型：ｌｅｕＡ８ｍｅｔＢ５ｔｒｐＣ２ｈｓｄＲＭ１、および、１６８マ
ールブルグ：ｔｒｐＣ２（Ｔｒｐ－）が挙げられ、これらは、例えばMoBiTec（ドイツ）
から市販されている。
【００５６】
　本発明に係る宿主細胞の培養は、当業者によく知られた慣用的な手法である。すなわち
、本発明の変異型乳酸オキシダーゼをコードする核酸を、組換え手段によってそれぞれの
タンパク質を生産させるために、適切な宿主細胞に導入することができる。これらの宿主
細胞は、あらゆる種類の適切な細胞であってよく、好ましくは、培地中で培養することが
できる大腸菌のような細菌細胞である。このアプローチは、第一工程において、各遺伝子
の適切なプラスミドベクターへのクローニングを含んでいてもよい。プラスミドベクター
は遺伝子クローニングに広く利用されており、これらは、一時的にＤＮＡを透過させるこ
とができるようにした細菌細胞に容易に導入すること、すなわちトランスフェクションす
ることができる。各宿主細胞中でタンパク質を発現させた後に、細胞を回収することがで
き、これらは、対象のタンパク質を含む細胞抽出物製造の出発原料として役立つ。対象の
タンパク質を含む細胞抽出物は、細胞を溶解させることにより得られる。化学的または機
械的な細胞溶解のいずれかを用いた細胞抽出物の製造方法が当業者によく知られており、
このような方法としては、これらに限定されないが、例えば低張性の塩での処理、ホモジ
ナイズまたは超音波処理が挙げられる。本発明の変異型乳酸オキシダーゼを発現させるた
めの宿主細胞の培養に適した方法の例は、実施例１および２で説明される。
【００５７】
　本発明のその他の形態は、サンプル中の乳酸を測定する方法に関し、本方法は、
　ａ）サンプルを、乳酸オキシダーゼの活性を促進する条件下で本発明の変異型乳酸オキ
シダーゼと接触させること；および、
　ｂ）ｉ）乳酸の存在下で変異型乳酸オキシダーゼによって生産されたピルビン酸塩およ
び／またはＨ２Ｏ２、および／または
　　　ｉｉ）乳酸の存在下で変異型乳酸オキシダーゼによって消費されたＯ２、
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を測定することにより、乳酸を測定すること、
を含む。
【００５８】
　上記の方法は、乳酸オキシダーゼが、以下のスキームに従ってL-乳酸のピルビン酸塩へ
の酸化を触媒するのに用いられる可能性があるということに基づく:
Ｌ－乳酸＋Ｏ２→ピルビン酸塩＋Ｈ２Ｏ２

　本発明の方法の第一の工程において、サンプルを本発明の変異型乳酸オキシダーゼと接
触させる。サンプルと変異型乳酸オキシダーゼとの接触は、直接なされてもよいし（例え
ば液体分析の場合）、または、間接的になされてもよい（例えばサンプルの分画（分析物
を含む）だけが変異型乳酸オキシダーゼと接触するようなセンサーシステムの場合）。
【００５９】
　このような接触は、乳酸オキシダーゼの活性を促進する条件下で、すなわち酵素によっ
て乳酸をピルビン酸塩に酸化させるようにする条件下で行われるべきであることは明らか
である。インキュベート工程は、約５秒～数時間の範囲で様々であってもよく、好ましく
は約１０秒～約１０分である。しかしながら、インキュベート時間は、分析様式、溶液の
体積、濃度などに依存すると予想される。通常、このような分析は、周囲温度、または、
付随して行われるその他の試験様式に必要な温度（例えば２５℃～３８℃；例えば３０℃
または３７℃）で行われると予想されるが、このような分析は、温度範囲を逸脱して（例
えば１０℃～４０℃で）行ってもよい。
【００６０】
　任意に、このような酵素は、分析を容易にするために、サンプルと接触させる前に支持
層に定着または固定させてもよい。支持層の例としては、例えばマイクロタイタープレー
トの形態のガラスまたはプラスチック、ガラス製の顕微鏡スライドもしくはカバースリッ
プ、スティック、ビーズもしくはマイクロビーズ、メンブレン（例えば試験ストリップで
用いられるもの）、および、バイオセンサーの層が挙げられる。
【００６１】
　上記サンプルは、被検体からのサンプルなど、乳酸を含む疑いのあるサンプルであれば
どのようなサンプルでもよい。用語「被検体からのサンプル」は、あらゆる所定の被検体
、具体的には人間から単離したあらゆる生体液、排泄物および組織を含む。本発明の文脈
において、このようなサンプルとしては、これらに限定されないが、血液、血清、血漿、
乳頭から吸引したもの、尿、精液、精液、精漿、前立腺液、排泄物、涙、唾液、汗、生検
、腹水、髄液、乳汁、リンパ液、気管支などを洗浄した液のサンプル、または、組織抽出
物サンプルが挙げられる。被検体は、好ましくは動物（人間を含む）、より好ましくは哺
乳動物、さらにより好ましくは人間である。
【００６２】
　あるいは、乳酸を含む疑いのあるサンプルはまた、ヨーグルト、ケフィアまたは乳汁の
ような乳酸を含む食物または飲料サンプルであってもよく、加えて発酵または細胞培養培
地であってもよい。
【００６３】
　典型的には、本発明の文脈における使用のためには、血液サンプルが好ましい試験サン
プルである。これについて、血液は、通常ひじの内側または手の甲の静脈から採取される
。具体的には、乳児または幼い子供の場合、皮膚を穿刺し出血させるために、ランセット
と呼ばれるとがった用具が用いられる可能性がある。血液は、例えばピペットに回収して
もよいし、または、スライドまたは試験ストリップ上に回収してもよい。
【００６４】
　接触させ乳酸を酸化させた後、乳酸の存在下で変異型乳酸オキシダーゼによって生産さ
れたピルビン酸塩および／またはＨ２Ｏ２、および／または、乳酸の存在下で変異型乳酸
オキシダーゼによって消費されたＯ２が存在する場合、それらが測定され、それによって
サンプル中の乳酸が測定される。変異型乳酸オキシダーゼによって生産されたピルビン酸
塩およびＨ２Ｏ２の量、および、変異型乳酸オキシダーゼによって消費されたＯ２の量は
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、サンプル中に存在する乳酸の量と明確な相関がある。
【００６５】
　ピルビン酸塩、Ｈ２Ｏ２および／またはＯ２を測定する様々な方法が当業界でよく知ら
れており、それらのどれを用いてもよい。
　ピルビン酸塩を測定する典型的な方法としては、比色法（例えば、３４０ｎｍで乳酸デ
ヒドロゲナーゼが介在するＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋変換を測定することによる方法）、ガスク
ロマトグラフィー法、ＨＰＬＣ解析などが挙げられる。また、乳酸デヒドロゲナーゼとカ
ルボキシル基を除去するピルビン酸オキシダーゼを含む方法が当業者によく知られている
。
【００６６】
　Ｈ２Ｏ２を検出するための既知の方法としては、例えばＨ２Ｏ２が介在するＣｒＯ３の
ＣｒＯ（Ｏ２）２への変換を分析する典型的な方法、ヨウ化物とデンプンを用いる方法、
光測定による分析法（以下も参照）、光学的な方法（任意に、しばしばホースラディッシ
ュペルオキシダーゼが媒介する色素の酸化を利用してキュベット中またはセンサーを用い
て行われる）、蛍光による方法、例えばＨ２Ｏ２によるペルオキシダーゼが介在する１０
－アセチル－３，７－ジヒドロキシフェノキサジンのレソルフィンへの酸化（５９０ｎｍ
で読み取り）、発光測定法（例えばルミノールの化学発行を利用）、および、例えばＨ２

Ｏ２による作用電極（例えばＡｇＡｇＣｌに対して６５０ｍＶにおける白金電極）の陽極
酸化に基づく電流滴定法（ここでその結果得られた電流がＨ２Ｏ２の量を示す）が挙げら
れる。本発明の好ましい方法において、Ｈ２Ｏ２の測定にペルオキシダーゼという酵素が
用いられる可能性がある。
【００６７】
　Ｈ２Ｏ２を測定する特に適切な方法を以下で説明する：Ｈ２Ｏ２を測定するために、ペ
ルオキシダーゼ酵素が用いられる可能性がある。ペルオキシダーゼは、Ｈ２Ｏ２を使用し
た場合、有色の色素を生成させるのに特に有用である。この反応は、以下に示す通りであ
る：
Ｈ２Ｏ２＋Ｈドナー＋クロモゲン前駆体→クロモゲン＋２Ｈ２Ｏ
　生じた色の強度は、Ｌ－乳酸濃度に直接的に比例し、吸光度の増加を測定することによ
って確認することができる。
【００６８】
　適切なクロモゲン前駆体（および読み出しに適切な波長）としては、
・ＡＢＴＳ：２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンズチアゾリンスルホン酸塩（６）
］（４１０ｎｍで読み出し）
・４－ＡＰＰ：４－アミノアンチピリン（５１０ｎｍで読み出し）
・ＴＭＢ：３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（４５０ｎｍで読み出し）、
が挙げられる。
【００６９】
　クロモゲン前駆体などの様々なペルオキシダーゼ基質は、例えばシグマ－アルドリッチ
（Sigma-Aldrich, 米国ミズーリ州セントルイス）から市販されている。
　ペルオキシダーゼのための多くの適切な発色性基質および発酵性基質があるが、蛍光性
ペルオキシダーゼ基質が用いられることはほとんどない。ジヒドロフルオレセイン（また
、フルオレセインとしても知られている）、ジヒドロローダミンおよびジヒドロエチジウ
ム（ヒドロエチジン）のような蛍光性ペルオキシダーゼ基質は、酵素と過酸化水素の存在
下で蛍光生成物に変換される。安定で高感度の蛍光発生基質の例は、１０－アセチル－３
，７－ジヒドロキシフェノキサジン（ＡＤＨＰ）である。
【００７０】
　このようなペルオキシダーゼは、Ｈ２Ｏ２の存在に応じてクロモゲン前駆体をクロモゲ
ンに変換することができるあらゆるペルオキシダーゼであり得る。よく用いられるペルオ
キシダーゼは、ホースラディッシュペルオキシダーゼである。
【００７１】
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　Ｏ２を測定する典型的な方法としては、ガスクロマトグラフィー、電流滴定法、例えば
クラーク電極を用いた方法、または、蛍光による方法、例えばＯ２によって引き起こされ
る特定の色素の蛍光の消滅を利用した方法が挙げられる。Ｏ２の測定は、酸素オプトード
を利用するものでもよい。オプトードまたはオプトロードは、一般的に化学的なトランス
デューサーを用いて特定の物質（例えばＯ２）を光学的に測定する光学センサーデバイス
である。
【００７２】
　乳酸オキシダーゼにより乳酸を酸化させるために、Ｏ２の代わりに媒介物質が用いられ
る可能性がある。そのような場合、Ｏ２ではなく媒介物質の濃度が測定されることがある
。これは、試験ストリップにとって周囲環境にある酸素の影響を排除するためによく行わ
れることである。
【００７３】
　本発明の方法によれば、乳酸は、乳酸の存在下で変異型乳酸オキシダーゼによって生産
されたピルビン酸塩および／またはＨ２Ｏ２、および／または、乳酸の存在下で変異型乳
酸オキシダーゼによって消費されたＯ２を測定することによって確認される。本方法は、
変異型乳酸オキシダーゼによって生産されたピルビン酸塩および／またはＨ２Ｏ２の量が
、サンプル中の乳酸の量に直接的に比例し、消費されたＯ２の量が、サンプル中の乳酸の
量に相互に比例するように設計されている。従って、サンプル中の乳酸の量は、生産され
たピルビン酸塩および／またはＨ２Ｏ２の量、および／または、消費されたＯ２の量から
（例えば計算によって）導き出すことができる。このような計算の典型的な方法としては
、標準曲線、較正などが挙げられる。
【００７４】
　本方法は、例えば診断分析として用いることができる。上記で詳細に述べたように、乳
酸レベルの変化は、乳酸アシドーシス、すなわち乳酸／乳酸の蓄積に関連する可能性があ
る。乳酸レベルがコントロールまたは参照と比べて変化する場合、これは、例えば運動お
よび／または病気による乳酸アシドーシスを示す可能性がある。
【００７５】
　診断方法において、測定されたサンプルの乳酸値は、参照値と比較してもよい。このよ
うな参照値は、健康な被検体からのサンプルであってもよいし、または、健康な被検体の
グループから確認してもよい。あるいは、参照値は、既知の参照値であってもよい。ヒト
血液サンプルおよびヒト血漿サンプルの場合、それぞれ０．５～２．２ｍｍｏｌ／Ｌ（好
ましくは１．０～１．８ｍｍｏｌ／ｌ）、および、０．９～１．７ｍｍｏｌ／Ｌの範囲の
乳酸濃度が、一般的に正常とみなされる。トレーニングをモニタリングするために乳酸濃
度測定を利用する場合、持久性トレーニング中の血中の乳酸濃度は、３～４ｍｍｏｌ／Ｌ
までと予想される。より長時間のトレーニングセッション（４５分より長い）中は、乳酸
濃度は低ければ低いほど好ましい（約２ｍｍｏｌ／Ｌ、または、２ｍｍｏｌ／Ｌ未満）。
持久性トレーニング中は、４ｍｍｏｌ／Ｌより高い乳酸濃度は回避されるべきである。
【００７６】
　２つの値が互いに有意に異なるかどうかを評価するための当業者によく知られている統
計手法としては、例えばスチューデントのｔ検定、または、χ２検定が挙げられる。さら
に、当業者は、適切なコントロールをどのようにして選択するかについてよく知っている
。
【００７７】
　本方法は、いわゆる液体または湿式試験（例えばキュベット中）で行ってもよいし、ま
たは、適切な試薬キャリアー上でいわゆる乾式試験として行ってもよく、このような場合
、必要な試験試薬は固形キャリアー（好ましくは吸収性または膨潤性材料）中またはその
上に存在する。
【００７８】
　好ましい実施態様において、Ｈ２Ｏ２の測定は、クロモゲンへの変換によって行っても
よく、具体的には、上述したようにペルオキシダーゼが介在する変換によるクロモゲンへ



(24) JP 6133029 B2 2017.5.24

10

20

30

40

50

の変換によって行ってもよい。
【００７９】
　その代わりに、またはそれに加えて、変異型乳酸オキシダーゼは、センサー、試験スト
リップ、試験素子、試験ストリップ装置、または、液体試験の一部であってもよい。
　センサーは、物理的／化学的な量を測定し、それを、オブザーバーまたは機器によって
読取ることができるシグナルに変換するものである。本発明において、変異型乳酸オキシ
ダーゼはセンサーの一部であってよく、ここでこのようなセンサーは、乳酸を、例えば例
えばディスプレイまたはモニター上に表示された色または値の変化のようなシグナルに変
換する。
【００８０】
　一実施態様において、乳酸センサーは、変異型乳酸オキシダーゼ、および、サンプルの
過酸化水素を測定するための電流滴定装置で構成されていてもよい。また、サンプルまた
は被検体中の乳酸を連続的にモニタリングするための、電気化学的なフローセルとカップ
リングされた微小透析システムを利用してもよい。フローセルの作用電極は、電極表面上
の酸化還元ポリマーフィルムに固定された変異型乳酸オキシダーゼを用いて製造すること
ができる。電気化学的な乳酸センサーを、微小透析と直接カップリングすることによって
、サンプルアリコートを、カラム後にオキシダーゼ酵素反応器を備えた液体クロマトグラ
フィーシステムに移す必要がなくなる。微小透析プローブからの透析物中の乳酸は、その
他の酸化可能な化学種からの有意な干渉をまったく受けずに酵素電極で選択的に検出する
ことができる。さらに、当業界において酵素とカップリングされたバイオセンサーはすで
に説明されている。それによれば、変異型乳酸オキシダーゼは、過酸化水素を電気化学的
に検出するために、表面にカップリングしてもよい（例えば、変移型乳酸オキシダーゼ／
グラファイト混合物を電気めっきしたグラファイトパッドにプリンティングすることによ
って、または、変異型乳酸オキシダーゼを炭素粒子、白金めっきした炭素粒子、炭素／二
酸化マンガン粒子、ガラス状炭素に吸着または固定すること、または、それを炭素ペース
ト電極等と混合することによって）。
【００８１】
　試験ストリップまたは試験素子は、サンプル内の標的物質の存在および／または量を測
定するのに用いられる分析装置または診断装置である。標準的な試験ストリップは、１つ
またはそれより多くの異なる反応ゾーンまたはパッドを含んでもよく、これらのゾーンま
たはパッドには、（例えばサンプル中に浸し、続いてそれから取り出すことによって）サ
ンプルと接触させると反応する（例えば色を変化させる）試薬が含まれる。例えば欧州特
許第２６２４４５号および米国特許第４８１６２２４号に記載された多くの実施態様にお
いて、試験ストリップはよく用いられている。試験ストリップ技術に基づく乳酸試験の市
販品の例は、ロシュ・ダイアグノスティックス（Roche Diagnostics, ドイツ国マンハイ
ム）のアキュトレンドメーター（Accutrend meter）で用いられるＢＭ乳酸テスト（BM La
ctate test）である。一般的によく知られているのは、このような測定法を実行するのに
必要な１種またはそれより多くの試薬（例えば酵素）が固形キャリアー層上に、または、
固形キャリアー層中に存在するものである。キャリアー層として、特に好ましくは、解析
しようとするサンプルの液体で湿潤した吸収性および／または膨潤性材料である。このよ
うな材料としては、例えばゼラチン、セルロース、および、合成繊維のフリースの層が挙
げられる。
【００８２】
　また変異型乳酸オキシダーゼも、液体試験の一部であってもよい。液体試験は、試験の
構成要素が液状媒体中で反応する試験である。液体の乳酸試験の市販品の例は、ロシュ・
ダイアグノスティックス（ドイツ国マンハイム）のコバス（cobas）c111装置のための乳
酸試験である。通常、実験室での分析の分野において、液体試薬は、含まれる酵素の活性
を提供するために、例えば緩衝化された塩溶液などの水をベースとしている。このような
液体は、通常、特定の目的とする使用に応じて調製される。液体試験を行うために、全て
の試験の構成要素を液体中に溶解させて一体化する（またはその逆も同様）。このような
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試験を行うための典型的な容器としては、バイアル、マルチウェルプレート、キュベット
、うつわ、試薬カップ、チューブなどが挙げられる。
【００８３】
　本発明の一実施態様において、本発明の変異型乳酸オキシダーゼは、固定されていても
よい。典型的な固定方法としては、例えばメンブレンへの共有結合、ポリマー中への封入
、支持マトリックスへの架橋、または、ゾル－ゲルマトリックス（例えばケイ酸塩ガラス
のようなガラス）への固定、または、多孔質基質上への吸着が挙げられる。乳酸オキシダ
ーゼのような酵素を固定するのに適した方法は当業界でよく知られている（例えばLillis
 et al., 2000, Sensors and Actuators B 68: 109-114を参照）。
【００８４】
　本発明のその他の形態は、乳酸を測定するための本発明の変異型乳酸オキシダーゼの使
用に関する。乳酸を測定するための本発明の変異型乳酸オキシダーゼの使用を含む適切な
方法は、上記で説明した通りである。
【００８５】
　その他の形態において、本発明は、サンプル中の乳酸を測定するための装置を提供する
ものであり、ここで本装置は、本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼ、および、任意に追
加の構成要素、例えば前記測定に必要なその他の試薬を含む。
【００８６】
　本発明の変異型乳酸オキシダーゼは、サンプル中の乳酸を測定するための装置の一部で
あってもよい。このような装置は、この目的のために適していればどのような装置でもよ
い。このような装置は、乳酸を測定するのに用いることができる機械または用具であり得
る。このような装置は、好ましくはセンサーであり、好ましくは電気化学的なセンサーま
たは試験ストリップである。典型的な装置は、上記および下記で説明される。
【００８７】
　このような装置は、センサー、例えばバイオセンサーであってもよく、このようなセン
サーは、生物学的な構成要素（ここでは本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼ）と検出器
の構成要素、具体的には物理化学的な検出要素とが一緒になった分析物を検出するための
分析装置である。
【００８８】
　バイオセンサーは、生体サンプル由来の、具体的には血液由来の様々な分析物（乳酸を
含む）の濃度を測定するのに特に有用である。電気化学的な試験ストリップ様式をベース
とした典型的なバイオセンサーが、米国特許第５，４１３，６９０号；５，７６２，７７
０号、および、５，９９７，８１７号で説明されている。
【００８９】
　本発明の（バイオ）センサーにおいて、変異型乳酸オキシダーゼの存在下で乳酸および
Ｏ２がピルビン酸塩およびＨ２Ｏ２に変換されたら、生成物のどれかの増加または基質の
どれかの減少をトランスデューサーまたは検出素子によってモニターすることができる。
【００９０】
　具体的には、乳酸センサーは、例えばグルコース、コレステロール、トリグリセリド、
尿素、血液ガスまたは電解質などを測定するためのその他のセンサーと組み合わされる。
本発明の変異型乳酸オキシダーゼは、このようなマルチ分析装置でも利用できることは明
らかである。
【００９１】
　上記で詳細に述べたように、本センサーは、好ましくは電気化学的なセンサーである。
電気化学的なセンサーは、化学シグナル（ここでは乳酸の存在）の電気信号（例えば電流
）への翻訳に基づく。適切な電極は、乳酸オキシダーゼが介在する過酸化水素形成を電気
信号として測定することができる。このようなシグナルは、過酸化水素から電極へのエレ
クトロンの移動の後に生産され、適切な条件下では、酵素触媒による電流は乳酸濃度に比
例する。
【００９２】
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　乳酸バイオセンサーのその他の市販品の例は、ロシュ・ダイアグノスティックス（ドイ
ツ国マンハイム）のコバス（cobas）b123解析装置の多目的の乳酸センサーである。バイ
オセンサーを多目的で使用するためのバイオセンサーの２つの主要なグループが商品化さ
れており、一つはメンブレンベースのセンサー（例えば、ＹＳＩ、エッペンドルフ（Eppe
ndorf）、ノヴァ・バイオケミカル（Nova Biomedical）、および、レディオメーター（Ra
diometer）製）であり、もう一つはバイエル（Bayer）またはロシュ製の厚膜バイオセン
サーである。
【００９３】
　本発明の一実施態様において、本センサーは、電気非導電性の基質、作用電極、および
、乳酸および酸素が電極を通過できるようにする作用電極を覆う半透膜を含む電気化学的
なセンサーを提供する。作用電極は、基質の一部に付着した導電性材料、および、触媒活
性を示す量の乳酸オキシダーゼを含む。このようなセンサーはさらに、非導電性基質の第
二の部分に付着した第二の導電性材料を有する対電極を含んでいてもよい。半透膜は、酢
酸セルロース、ポリウレタン、シリコーン化合物、および当業界でよく知られているその
他の材料から形成することができる。本発明のその他の実施態様において、電気化学的な
センサーはさらに、参照電極を含んでいてもよい。
【００９４】
　その他の典型的な電気化学的なセンサーにおいて、変異型乳酸オキシダーゼは、酵素層
中に（例えば自己架橋を形成するアクリレートポリマーを介して）固定される。化学シグ
ナルの電子シグナルへの翻訳は、Ｈ２Ｏ２に反応性を有する二酸化マンガン層によって達
成される。さらなる構成要素は、作用電極に加えて、参照電極である。典型的なセンサー
はまた、Schaffar et al., 1999, Clinical Chemistry 45(9): 1678-1679でも説明されて
いる。
【００９５】
　本発明の装置は、変異型乳酸オキシダーゼに加えて、１種またはそれより多くの追加の
構成要素を含んでもよく、このような構成要素としては、例えば、前記測定に必要な、ま
たは、前記測定において有用なその他の試薬が挙げられる。このような構成要素は、本発
明の方法および装置に関して説明されているもののいずれかであってもよい。加えて、こ
のような構成要素としては、取扱説明書、ランセット装置、キャピラリーピペット、追加
の酵素（例えばペルオキシダーゼ）、基質（例えばクロモゲン前駆体）、および／または
、乳酸コントロール溶液などが挙げられる。
【００９６】
　さらにその他の形態において、本発明は、本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼ、およ
び、少なくとも１種の前記測定に必要な追加の物質を含む、乳酸を測定するためのキット
を提供する。
【００９７】
　便宜上、本発明に係る変異型乳酸オキシダーゼは、キット中に供給されていてもよく、
例えば、（診断）分析を行うために説明書で予め決められた量でパッケージ化された試薬
の組み合わせ中に供給されていてもよい。必要に応じて、本キットは、基質、発色団の前
駆体、追加の酵素（例えばペルオキシダーゼ）、および、酵素に必要な補因子を含むと予
想される。本キット中のその他の添加剤が含まれていてもよく、このような添加剤として
は、例えば安定剤、緩衝液（例えば、ブロッキング緩衝液、溶解緩衝液、または、希釈用
緩衝液）などが挙げられる。本キット中に供給される様々な試薬の相対量は広範囲に様々
であってよく、例えば、試薬溶液中の濃度が実質的に分析感度を最適化するような濃度に
なるような相対量である。このような試薬は、好ましくは乾燥粉末としてで提供されても
よく、このような乾燥粉末は、一般的には、凍結乾燥した状態であり、例えば賦形剤を含
み、溶解時に適切な濃度を有する試薬溶液が提供されるようなものである。
【００９８】
　本発明は、本明細書において説明された特定の方法論、手順および試薬に限定されるこ
とはなく、それらは様々に変更することが可能である。さらに、本明細書において用いら
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れる用語は、単に具体的な実施態様を説明するためだけのものであり、発明の範囲を限定
することは目的としない。本明細書および添付の請求項で用いられるように、単数形を示
す「a」、「an」および「the」は、文章中に明らかな他の指示がない限り、その対象物が
複数である場合も包含する。加えて、「～を含む（comprise）」、「～を含む（contain
）」および「～を包含する（encompass）」という文言は、排他的ではなく包括的な意味
で解釈されることとする。
【００９９】
　特に他の指定がない限り、本明細書において用いられる全ての専門用語や科学用語とあ
らゆる頭字語は、発明の分野における当業者によって一般的に理解されている意味と同じ
意味を有する。好ましい方法および材料が本明細書において説明されているが、本発明の
実施において、本明細書において説明される方法および材料と類似した、または、それら
と同等であるあらゆる方法および材料が用いられる可能性がある。
【０１００】
　以下の図面および実施例は、本発明の様々な実施態様を説明することを目的とする。そ
のようなものとして、考察された特定の改変は、本発明の範囲を限定するものとして解釈
されないこととする。当業者であれば当然のことながら、本発明の範囲から逸脱すること
なく様々な等価体、変化および改変を作製することができ、従って、このような等価な実
施態様は本明細書に包含され得るものとして理解される。
【図面の簡単な説明】
【０１０１】
【図１】図１Ａは、野生型乳酸オキシダーゼ（◇）および変異体Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅ（●
）の反応速度論による特徴付けを示す。この実験は、実施例１で説明されている通りに行
われた。図１Ｂは、野生型乳酸オキシダーゼ（◇）および変異体Ａｌａ９５Ｇｌｙ（●）
の反応速度論による特徴付けを示す。この実験は、実施例２で説明されている通りに行わ
れた。
【図２】図２は、ＬＯＤ野生型（◆）、Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅ（■）およびＴｒｙ１９１Ｌ
ｅｕ（▲）の安定性の分析を示す。これらの活性は、開始時の値に正規化された。測定さ
れた半減期の値は以下に示す通りである：野生型：４．５日；Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅ：９．
８日、および、Ｔｒｙ１９１Ｌｅｕ：７．４日。
【発明を実施するための形態】
【０１０２】
〔実施例〕
　実施例１: 安定性が高められた乳酸オキシダーゼ
　１．材料および方法
　遺伝学
　野生型乳酸オキシダーゼ（配列番号１で示される）を含むプラスミドを出発原料として
用いた。このプラスミドは、ｔａｃプロモーターを有するｐ－ＬＯ１プラスミドである。
従って、タンパク質発現は、ＩＰＴＧ（イソプロピルβ－Ｄ－１－チオガラクトピラノシ
ド）より誘導することができる。さらにこのプラスミドはアンピシリン耐性遺伝子を有す
る。
【０１０３】
　１９１位におけるアミノ酸のチロシンをフェニルアラニンで置換するために、以下のプ
ライマーを用いた：
【０１０４】
【化３】

【０１０５】
　１９１位におけるアミノ酸のチロシンをロイシンで置換するために、以下のプライマー
を用いた：
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【０１０６】
【化４】

【０１０７】
　改変された核酸塩基は太字で示した。置換されたアミノ酸をコードするコドンはアンダ
ーラインで示し、制限酵素ＰｖｕＩの認識配列はイタリックフォントで示した。２工程Ｐ
ＣＲを、Wangおよび共著者によって公開されたプロトコール（Wang et al., Biotechniqu
es, 1999, 26, 680-682)に従って行った。その後、ＰＣＲ産物を３７℃でＤｐｎＩと共に
３０分間インキュベートし、続いて大腸菌ＢＬ２１ゴールド細胞に形質転換した。これら
の細胞をＬＢアンピシリンプレート上に面線接種し、次の日それからプラスミドＤＮＡを
単離した。プラスミドをＰｖｕＩ切断に基づく分析を用いて選択し、その後配列解析によ
って変異を確認した。
【０１０８】
　培養および精製
　上述した細胞をアンピシリン（１００ｍｇ／ｌ）を含むＬＢ培地で３０℃で培養し、５
９５ｎｍで０．８の光学密度に達したらＩＰＴＧ（２５０μＭ）で発現を誘導した。３０
℃で４時間発現させた後、細胞を回収し、５０ｍＭのリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．０
；ＫＰＰと称される）に再懸濁し、フレンチプレスを用いて分離させた。超遠心分離法で
細胞の死細胞片を除去し、タンパク質精製のために粗抽出物を用いた。
【０１０９】
　そのために、１．５Ｍの（ＮＨ４）２ＳＯ４と共に撹拌しながら大腸菌のタンパク質の
一部を沈殿させた。上清を、ハイトラップ・フェニル・ＦＦ（HiTrap Phenyl FF）疎水性
相互作用クロマトグラフィー（ＨＥＣ）カラム（内径：１６ｍｍ；体積：６４ｍｌ；タン
パク質：３０ｍｇ）に移した。その後、５０ｍＭのＫＰＰ（ｐＨ７．０）、１．５Ｍの（
ＮＨ４）２ＳＯ４（緩衝液Ａ）から５０ｍＭのＫＰＰ（ｐＨ７．０）（緩衝液Ｂ）への濃
度勾配を用いて乳酸オキシダーゼを溶出させた（流速２．５ｍｌ／分）。緩衝液Ｂが７０
％の時点で乳酸オキシダーゼのピークを確認することができた。緩衝液を緩衝液Ｂに交換
した後、１０ｍｇのタンパク質を陰イオン交換カラム（MonoQ）（内径：５ｍｍ；カラム
体積：５ｍｌ）に移した。１ＭのＫＣｌを含む緩衝液Ｂ（緩衝液Ｃ）を用いて１．５ｍｌ
／分の流速で段階的に溶出を行った。緩衝液Ｃが２８％の時点で乳酸オキシダーゼが溶出
した。緩衝液を緩衝液Ｂに交換した後、１００μｌのアリコートを採取し、凍結させた。
【０１１０】
　活性の測定
　シグマ・アルドリッチのプロトコールを用いて活性を測定し、ここで安定性評価のため
にＬ－乳酸ストック溶液の濃度１０～５０ｍＭに下げ、反応液の体積を半分に減らした。
【０１１１】
　シグマ・アルドリッチのプロトコールは、以下に示す通りである：
　Ｈ２Ｏ２の存在下で、アミノアンチピリン（４－ＡＡＰ）とＮ，Ｎ－ジメチルアニリン
（ＤＭＡ）との反応をペルオキシダーゼに触媒させ、キノンジイミン色素を得た。この試
験は以下の条件：Ｔ＝３７℃、ｐＨ＝６．５、Ａ５６５ｎｍ、光路＝１ｃｍで行われ、以
下の試薬が使用された：
　Ａ．３７℃でｐＨ６．５の２００ｍＭの３，３－ジメチルグルタル酸－ＮａＯＨ緩衝液
（ＤＭＧＡ）（シグマの商品番号Ｄ－４３７９の３，３－ジメチルグルタル酸を用いて脱
イオン水で５ｍｌに調製した。３７℃でｐＨを１ＭのＮａＯＨで６．５に調節）。
【０１１２】
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　Ｂ．１５ｍＭの４－アミノアンチピリン溶液（４－ＡＡＰ）（シグマの商品番号Ａ－４
３８２の４－アミノアンチピリンの遊離塩基を用いて脱イオン水で１ｍｌに調製した）。
　Ｃ．５００ｍＭのＬ（＋）乳酸溶液、３７℃でｐＨ６．５（乳酸）（シグマの商品番号
Ｌ－１７５０のＬ（＋）乳酸の遊離酸を用いて脱イオン水で１ｍｌに調製した。１ＭのＮ
ａＯＨでｐＨを６．５に調節した）。
【０１１３】
　Ｄ．ペルオキシダーゼ酵素溶液（ＰＯＤ）（使用直前に、冷たい脱イオン水中にシグマ
の商品番号Ｐ－８２５０のホースラディッシュ由来ＩＩ型ペルオキシダーゼを５０プルプ
ロガリン単位／ｍｌを含む溶液を調製した）。
【０１１４】
　Ｅ．ｐＨ７．０３７℃で、０．０１０ｍＭのフラビンアデニンジヌクレオチド（ＦＡＤ
）を含む１０ｍＭのリン酸カリウム緩衝液（酵素希釈剤）（シグマの商品番号Ｐ－５３７
９のリン酸カリウムの一塩基性の無水物、および、シグマの商品番号Ｆ－６６２５のフラ
ビンアデニンジヌクレオチド二ナトリウム塩を用いて、脱イオン水で５０ｍｌに調製した
。３７℃でｐＨを１ＭのＮａＯＨで７．０に調節した。これを新しく調製した）。
【０１１５】
　Ｆ．０．２％（体積／体積）Ｎ，Ｎ－ジメチルアニリン溶液（ＤＭＡ）（シグマの商品
番号Ｄ－８５０９のＮ，Ｎ－ジメチルアニリンを用いて、脱イオン水で１０ｍｌに調製し
た）。
【０１１６】
　Ｇ．０．２５％（質量／体積）ドデシルベンゼンスルホン酸溶液（ＤＢＳ）（シグマの
商品番号Ｄ－２５２５のドデシルベンゼンスルホン酸のナトリウム塩を用いて脱イオン水
で５ｍｌに製造した）。
【０１１７】
　Ｈ．乳酸オキシダーゼ酵素溶液（ＬＯＸ）（使用直前に、冷たい試薬Ｅ中に０．１～０
．２単位／ｍｌの乳酸オキシダーゼを含む溶液を調製した）。
　分析手順は、以下に示す通りである:
　以下の試薬を適切な容器に（ミリリットルレベルで）ピペッティングすることによって
反応カクテルを調製した：試薬Ａ（ＤＭＧＡ）２．００、試薬Ｄ（ＰＯＤ）１．００、試
薬Ｂ（４－ＡＡＰ）１．００、試薬Ｃ（乳酸）１．００、脱イオン水３．００。転置する
ことによって混合し、３７℃で平衡化した。以下の試薬を適切なキュベットに（ミリリッ
トル単位で）ピペッティングした：反応カクテル０．８０、試薬Ｇ（ＤＭＡ）０．２０。
転置することによって混合し、および、３７℃で平衡化した。続いて、試験サンプルには
試薬Ｉ（ＬＯＸ）０．０２０、または、ブランクには試薬Ｅ（酵素希釈剤）を添加した。
即座に転置することによって混合し、３７℃で正確に１０分間インキュベートした。続い
て、試薬Ｈ（ＤＢＳ）２．００を添加した。転置することによって混合し、適切な分光光
度計を用いて、試験とブランクの両方についてＡ５６５ｎｍを記録した。
【０１１８】
　以下のようにして活性（Ｕ／ｍｇ酵素）を計算した：
【０１１９】
【数１】

【０１２０】
式中、
３．０２＝分析物の総体積
ｄｆ＝希釈係数
３５．３３＝５６５ｎｍにおけるキノンジイミン色素吸光係数（ミリモル）
０．５＝１モルのＨ２Ｏ２が２分の１モルのキノンジイミン色素を生産することにに基づ
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く換算係数
１０＝１単位ごとの分析時間（分）
０．０２＝用いられる酵素の体積（ミリリットル単位）
　１．０２ｍｌの反応混合物において、それぞれの最終濃度は、以下に示す通りである：
３９ｍＭの３，３－ジメチルグルタル酸、５単位のペルオキシダーゼ、１．５ｍＭの４－
アミノアンチピリン、４９ｍＭのＬ（＋）乳酸、０．０４％（体積／体積）、Ｎ，Ｎ－ジ
メチルアニリン、０．２０ｍＭのリン酸カリウム、０．２０μｍのＦＡＤ、および、０．
００２～０．００４単位の乳酸オキシダーゼ。
【０１２１】
　１単位は、ｐＨ６．５で、３７℃で、１．０μモルのＬ－乳酸をピルビン酸塩およびＨ

２Ｏ２に酸化させる１分あたりの量と予想される。
　得られたデータを以下の方程式に従ってフィッティングした：
基質阻害なし：　ｖ＝ｖｍａｘ

＊［Ｓ］／（Ｋｍ＋［Ｓ］）（方程式１）
基質阻害あり：　ｖ＝ｖｍａｘ

＊［Ｓ］／（Ｋｍ＋［Ｓ］×（１＋［Ｓ］／［Ｉ］））（
方程式２）
ここでｖは反応速度であり、ｖｍａｘは、最大速度であり、［Ｓ］は、基質濃度であり、
Ｋｍは、ミカエリス定数であり、［Ｉ］は、阻害剤濃度である。
【０１２２】
　安定性の測定
　不活性化をより詳細に調べるために、以下の条件：２０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ８．１
）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのＮａＨＣＯ３、および、０．０５ｍｇ／ｍｌ乳酸
オキシダーゼを用いて安定性向上の測定を行った。活性を測定する前に、サンプルを遠心
分離し、３７℃でインキュベートした。
【０１２３】
　２．結果
　１９１位でチロシンがフェニルアラニンで置換された（Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅと称される
）またはロイシンで置換された（Ｔｒｙ１９１Ｌｅｕと称される）変異型乳酸オキシダー
ゼを発現させ、上述したように精製した。ＳＤＳゲルクロマトグラフィーを用いて純度を
確認した。
【０１２４】
　Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅの場合、変異体の特異的な活性は２３Ｕ／ｍｇと測定された。野生
型と比較すると、活性は８分の１に減少した。変異体Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅの場合、ミカエ
リス定数または親和定数Ｋｍは０．０１７ｍＭであり、これは、野生型の値（０．８９７
ｍＭ）よりも有意に低かった。さらにこのような変異体はまた、有意な基質阻害も示した
（図１で示されるように、野生型と比較してＩは４８．４ｍＭであった）。
【０１２５】
　サンプルを定期的に採取し、サンプルの活性を測定することによって、変異体Ｔｙｒ１
９１Ｐｈｅの安定性を３週間にわたり測定した。結果をｔ＝０に合わせて正規化した。不
活性化をより詳細に調べるために、周囲条件の変化により不活性化を促進することによっ
て安定性向上の測定（上述した通り）を行った。選択された条件で、野生型（コントロー
ル）は４．５日の半減期を有していた。それに対して、変異体Ｔｙｒ１９１Ｐｈｅは、こ
れらの条件下でそれよりも有意に高い安定性を示し、９．８日後にもとの活性の５０％に
なったが、これは、安定性の２．２倍の増加と同等である。
【０１２６】
　Ｔｒｙ１９１Ｌｅｕの場合、変異体の特異的な活性は１６Ｕ／ｍｇと測定された。野生
型と比較すると、活性は１２分の１に減少した。変異体Ｔｒｙ１９１Ｌｅｕの場合、ミカ
エリス定数または親和定数Ｋｍは１．０６５ｍＭであり、これは、野生型（０．８９７ｍ
Ｍ）の値とほぼ同じであった。このような変異体Ｔｒｙ１９１Ｌｅｕは、有意な基質阻害
を示さなかった。
【０１２７】
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　サンプルを定期的に採取し、サンプルの活性を測定することによって、変異体Ｔｒｙ１
９１Ｌｅｕの安定性を３週間にわたり測定した。結果をｔ＝０に合わせて正規化した。不
活性化をより詳細に調べるために、周囲条件の変化により不活性化を促進することによっ
て安定性向上の測定（上述した通り）を行った。選択された条件で、野生型（コントロー
ル）は３．８日の半減期を有していた。それに対して、変異体Ｔｒｙ１９１Ｌｅｕは、こ
れらの条件下でそれよりも有意に高い安定性を示し、７．４日後にもとの活性の５０％に
なったが、これは、安定性の１．６倍の増加と同等である。
【０１２８】
　変異体Ｔｙｒ１９１ＰｈｅおよびＴｒｙ１９１Ｌｅｕは、野生型と比較して安定性を有
意に改善することから、センサーおよび試験の寿命を格段に延長することができると結論
付けられる。
【０１２９】
　実施例２：選択性が改善された乳酸オキシダーゼ
　１．材料および方法
　遺伝学
　実施例１で説明されているような野生型乳酸オキシダーゼを含むプラスミドを出発原料
として用いた。
【０１３０】
　９５位におけるアミノ酸のアラニンをグリシンで置換するために、以下のプライマーを
用いた：
【０１３１】

【化５】

【０１３２】
　改変された核酸塩基は太字で示した。置換されたアミノ酸をコードするコドンはアンダ
ーラインで示し、制限酵素ＮｃｏＩの認識配列はイタリックフォントで示した。２工程Ｐ
ＣＲを、Ｗａｎｇおよび共著者によって公開されたプロトコールに従って行った（上記の
Wang et al）。その後、ＰＣＲ産物を３７℃でＤｐｎＩと共に３０分間インキュベートし
、続いて大腸菌ＢＬ２１ゴールド細胞に形質転換した。これらの細胞をＬＢアンピシリン
プレート上に面線接種し、次の日それからプラスミドＤＮＡを単離した。プラスミドをＮ
ｃｏＩ切断に基づく分析を用いて選択し、その後配列解析によって変異を確認した。
【０１３３】
　培養および精製
　上述した細胞をアンピシリン（１００ｍｇ／ｌ）を含むＬＢ培地で３０℃で培養し、５
９５ｎｍで０．８の光学密度に達したらＩＰＴＧ（２５０μＭ）で発現を誘導した。３０
℃で４時間発現させた後、細胞を回収し、５０ｍＭのリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．０
；ＫＰＰと称される）に再懸濁し、フレンチプレスを用いて分離させた。超遠心分離法で
細胞の死細胞片を除去し、タンパク質精製のために粗抽出物を用いた。
【０１３４】
　そのために、１．５Ｍの（ＮＨ４）２ＳＯ４と共に氷上で撹拌しながら大腸菌のタンパ
ク質の一部を沈殿させた。上清を、ハイトラップ・フェニル・ＦＦ疎水性相互作用クロマ
トグラフィー（ＨＩＣ）カラム（内径：１６ｍｍ；体積：６４ｍｌ；タンパク質：３０ｍ
ｇ）に移した。その後、５０ｍＭのＫＰＰ（ｐＨ７．０）、１．５Ｍの（ＮＨ４）２ＳＯ

４（緩衝液Ａ）から５０ｍＭのＫＰＰ（ｐＨ７．０）（緩衝液Ｂ）への濃度勾配を用いて
乳酸オキシダーゼを溶出させた（流速２．５ｍｌ／分）。緩衝液Ｂが７０％の時点で乳酸
オキシダーゼのピークを確認することができた。緩衝液を緩衝液Ｂに交換した後、１０ｍ
ｇのタンパク質を陰イオン交換カラム（ＭｏｎｏＱ）（内径：５ｍｍ；カラム体積：５ｍ
ｌ）に移した。１ＭのＫＣｌを含む緩衝液Ｂ（緩衝液Ｃ）を用いて１．５ｍｌ／分の流速
で段階的に溶出を行った。緩衝液Ｃが２８％の時点で乳酸オキシダーゼが溶出した。緩衝
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液を緩衝液Ｂに交換した後、１００μｌのアリコートを採取し、凍結させた。
【０１３５】
　活性の測定
　シグマ・アルドリッチのプロトコールを用いて３７℃で活性を測定した（実施例１を参
照）。
【０１３６】
　式：Ｒｓｅｌ＝［（Ｋｃａｔ，ｌａｃ／Ｋｍ，ｌａｃ）／（Ｋｃａｔ，ｇｌｙｃ／Ｋｍ

，ｇｌｙｃ）］により、グリコール酸塩（ｇｌｙｃ）に対する乳酸（ｌａｃ）に関するそ
れぞれの触媒効率Ｋｃａｔ／Ｋｍの比率を決定することによってＬ－乳酸に対する選択性
（Ｒｓｅｌ）を計算した。上記式中、Ｋｃａｔ（回転数）は、単位時間あたり酵素が生成
物に変換することができる基質分子の最大数である。得られたデータを以下の方程式に従
ってフィッティングした：
　基質阻害なし：ｖ＝ｖｍａｘ

＊［Ｓ］／（Ｋｍ＋［Ｓ］）（方程式１）
ｖ＝反応速度、ｖｍａｘ＝最大速度、［Ｓ］＝基質濃度、Ｋｍ＝ミカエリス定数。
【０１３７】
　基質阻害を測定する際に、低い基質濃度における直線領域からのＫｃａｔ／Ｋｍ値を外
挿した。
　安定性の測定
不活性化をより詳細に調べるために、以下の条件：２０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ８．１）
、１５０ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのＮａＨＣＯ３、および、０．０５ｍｇ／ｍｌ乳酸オ
キシダーゼを用いて安定性向上の測定を行った。活性を測定する前に、サンプルを遠心分
離し、３７℃でインキュベートした。
【０１３８】
　２．結果
　Ｌ－乳酸は、乳酸オキシダーゼの好ましい基質である。上記の精製プロトコールを用い
て、４４．５ｓｅｃ－１の活性が測定された。Ｋｍ値は０．２３ｍＭと測定され、結果的
に１９３．４ｓｅｃ－１ｍＭ－１の触媒効率が得られた。同じ条件下でグリコール酸塩の
場合の触媒効率を測定した。高い基質阻害が観察されたことから、Ｋｃａｔ／Ｋｍ（２．
４ｓｅｃ－１ｍＭ－１）の測定には低い基質濃度における直線領域を用いた。上記の効率
によれば、乳酸に対する選択性Ｒｓｅｌは８０．４であった。
【０１３９】
　変異体Ａｌａ９５Ｇｌｙを上述のようにして製造し、均一になるまで精製した。これを
ＳＤＳゲル電気泳動によって確認した。精製した酵素を野生型酵素として特徴付けた。乳
酸に対するＫｍ値（０．６３ｍＭ）は野生型と比べて３倍増加し、その結果として、基質
としての乳酸に対する活性が失われた（２１．５ｓｅｃ－１）。より小さい基質のグリコ
ール酸塩においても同様に強い基質阻害が示された。上記の方法を用いて、０．０８９ｓ
ｅｃ－１ｍＭ－１の触媒効率Ｋｃａｔ／Ｋｍが測定された。作用の組み合わせによって選
択性の変更が起こり（触媒効率を比較することによって決定された）、これは、変異体Ａ
ｌａ９５Ｇｌｙの場合、Ｒｓｅｌは３８４であったことから決定することができる。選択
性は、野生型と比較して４．８倍増加した（表１も参照）。
【０１４０】
【表２】
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【０１４１】
　野生型、加えて変異体Ａｌａ９５Ｇｌｙは、グリコール酸塩による基質阻害を示し（図
２を参照）、それに対してＬ－乳酸は、これらの濃度（０～５０ｍＭ）において阻害をま
ったく示さなかった。また基質阻害は、予備的な測定で未精製の変異体Ａｌａ９５Ｇｌｙ
を用いた際に観察された有意に高い基質選択性を引き起こす可能性もある（データ示さず
）。このような活性の測定は、強い阻害を伴う５０ｍＭの基質濃度で行われた。
【０１４２】
　変異体の特徴付けが終わったら、その安定性も実施例１で説明されているようにして測
定した。変異体Ａｌａ９５Ｇｌｙの安定性は、野生型（３．８日）と比較してわずかに低
下した（２．３日）。
【０１４３】
　まとめると、変異体Ａｌａ９５Ｇｌｙ（これは、従来技術においてすでに知られている
；Yorita et al., J. Biol. Chem., 1996, 45, 28300-28305を参照）において、Ｌ－乳酸
に対する選択性はわずかに低下したが、乳酸に対する選択性は有意に改善されたことが示
される。従って、変異Ａｌａ９５Ｇｌｙを有する変異体は、例えばバイオセンサーおよび
インビトロでの試験における乳酸活性の測定で使用するための、興味深い候補である。

【図１】 【図２】
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