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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
親脂肪分解酵素の変異体である脂肪分解酵素であり、ここで、上記親脂肪分解酵素がヒュ
ミコラ・ラヌギノサ（Humicola lanuginosa）株、DSM4109に由来し、かつ、上記酵素のア
ミノ酸配列をもち、かつ、上記変異体は、以下の突然変異：
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の中の１を含む、前記脂肪分解酵素。
【請求項２】
請求項１に記載の脂肪分解酵素をコードするDNA配列を含むDNA構築物。
【請求項３】
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界面活性剤、及び請求項１に記載の脂肪分解酵素を含む洗剤組成物。
【発明の詳細な説明】
発明の分野
本発明は、１回のサイクルの洗浄の間、実質的な量の脂肪物質を除去することができる新
規の脂肪分解酵素に関する。
発明の背景
長年、脂肪分解酵素は、洗剤酵素として、すなわち布及び他の織物から脂質又は脂肪染色
を除去するために使用されてきた。たとえば、種々の微生物リパーゼが洗剤酵素として提
案されている。そのようなリパーゼの例は、ヒュミコラ・ラヌギノサ（Humicola lanugin
osa）リパーゼ（ヨーロッパ特許第258068号及び第305216号に記載される）、リゾムコル
・ミエヘイ（Rhizomucor　miehei）リパーゼ（ヨーロッパ特許第238023号及びBoel, など
., Lipids 23, 701-706, 1988に記載される）、アブジジアsp.（Absidia sp.）脂肪分解
酵素（WO 96／13578）、カンジダ（Candida）リパーゼ、たとえばＣ．アンタルクチカ（C
. antarctica）リパーゼ、たとえばＣ．アンタルクチカ　リパーゼＡ又はＢ（ヨーロッパ
特許第214761号に記載される）、シュードモナス（Pseudomonas）リパーゼ、たとえばPs.
 アルカリゲネス（Ps. alcaligenes）及びPs. シュードアルカリゲネス（Ps. pseudoalca
ligenes）リパーゼ（ヨーロッパ特許第218272号に記載される）、Ps. セパシア（Ps. cep
acia）リパーゼ（ヨーロッパ特許第331376号に記載される）、シュードモナスsp.（Pseud
omonas sp.）リパーゼ（WO 95／14783）、バシルス（Bacillus）リパーゼ、たとえばＢ．
サブチリス（B. subtilis）リパーゼ（Dartoisなど., 1993）、Ｂ．ステアロサーモフィ
ラス（B. stearothermophilus）リパーゼ（JP64／744992）、及びＢ．プミラス（B. pumi
lus）リパーゼ（ヨーロッパ特許第9100664号）を包含する。
さらに、多くのクローン化されたリパーゼ、たとえばペニシリアム・カメムベルチ（Peni
cillium camembertii）リパーゼ（Yamaguchi, S.など., 1991により記載される）、ゼオ
チカム・カンジダム（Geotricum candidum）リパーゼ（Schimada, Y. 1989; など., Schr
ag, J.D. など., 1991, Nature 351, p.761）、及び種々のリゾパス（Rhizopus）リパー
ゼ、たとえばＲ．デレマル（R. delemar）リパーゼ（R.D. Joerger and M.J. Hass（1993
）, Lipids 28, p.81-88）、Ｒ．ニベウス（R. niveus）リパーゼ（W. kugimiyaなど.,（
1992）, Biosci. Biotech. Biochem. ら、p.716-719）、Ｒ．ジャビニカス（R. javinicu
s）（W. Uyttenbroeckなど.,（1993）Biol. chem. Hoppe-Seyler 374, p.245-254）、及
びＲ．オリザエ（R. oryzae）（Haas, M.J., Allen, J. and Berka, T.R. （1991）Gene 
109, p.107-113）（他のリゾパス・リパーゼと実質的に同一の配列を有する）が、記載さ
れて来た。
洗剤酵素として提案されて来た他のタイプの脂肪分解酵素は、たとえば、WO88／09367に
記載されるようなシュードモナス・メンドシナ（Pseudomonas mendocina）に由来するい
わゆるクチナーゼ、又はフサリウム・ソラニ・ピシ（Fusarium solani pisi）に由来する
クチナーゼ（たとえば、WO 90／09446に記載される）を包含する。
最近、洗剤目的のために改良された性質を有するリパーゼ変異体を調製する試みが行なわ
れている。たとえば、WO 92／05249は、野生型リパーゼ酵素のある特徴がそれのアミノ酸
配列の特異的、すなわち部位特異的変性により変更されている、改良された性質を有する
リパーゼ変異体を開示する。より特定には、親リパーゼのいわゆる脂質接触部分の１又は
複数のアミノ酸残基が変性されているリパーゼ変異体が記載されている。
WO 94／01541は、リパーゼの活性部位に関して決定的な位置を占めるアミノ酸残基が変性
されている、改良された性質を有するリパーゼ変異体を記載する。
ヨーロッパ特許第407225号は、特別に定義されたアミノ酸変性により調製された、タンパ
ク質分解酵素に対して改良された耐性を有するリパーゼ変異体を開示する。
ヨーロッパ特許第260105号は、活性部位から15Å以内のアミノ酸残基が置換されているヒ
ドロラーゼを記載する。
WO 95／35381は、酵素の表面での疎水性を高めるために変性されているシュードモナスsp
. リパーゼ、特にＰ．グルマエ（P. glumae）及びＰ．シュードアルカリゲネス・リパー
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ゼ変異体を開示する。
WO 96／00292は、アニオン性界面活性剤に対する酵素の適合性を改良するために変性され
ているシュードモナスsp. リパーゼ変異体、特にＰ．グルマエ及びＰ．シュードアルカリ
ゲネス・リパーゼ変異体を開示する。
WO 95／30744は、高められた耐界面活性性に変性されている突然変異リパーゼ、たとえば
シュードモナスsp. リパーゼを開示する。
WO 94／25578は、Ｐ．シュードアルカリゲネス・リパーゼにおける位置21に対応するメチ
オニンの特にロイシン、セリン又はアラニンへの少なくとも置換を含んで成る突然変異リ
パーゼを開示する。
上記リパーゼ変異体のすべては、親リパーゼの二次又は三次構造体におけるそれらのタイ
プ又はそれらの位置に基づいて選択された特定のアミノ酸残基の変性をもたらす特定部位
突然変異誘発により構成されている。
一定のタンパク質の変異体を構成するための他のアプローチは、ランダム突然変異誘発に
基づかれている。たとえば、アメリカ特許第4,898,331号及びWO 93／01285は、そのよう
な技法を開示する。
WO 95／22615は、親脂肪分解酵素をコードするDNA配列をランダム突然変異誘発にゆだね
、そして親脂肪分解酵素に比較して、洗剤又は１又は複数の洗剤成分に対して高められた
耐性及び／又はカルシウムに対する低められた依存性を有する変異体をスクリーニングす
ることを包含する方法により調製された、改良された洗浄能力を有する脂肪分解酵素の変
異体を開示する。
WO 95／09909は、その対応する変性された酵素よりも高いpIを有する、化学的に変性され
たリパーゼ又はリパーゼ変異体を中でも開示している。
現在までに記載されたすべての洗剤脂肪分解酵素の欠点は、それらは、既知の脂肪分解酵
素が、除去されるべき脂肪染色上に付着される場合、洗浄工程自体の間よりも乾燥工程の
一定の期間、より活性的であるので、１回以上の洗浄サイクルの後、最良の脂肪除去効果
を付与することである（Gormsenなど., Proceedings of the 3rd World Conference on D
etergents, AOCS press, 1993, pp198-203）。これは、少なくとも２回の洗浄サイクル（
十分な乾燥期間により分離される）が脂肪染色の実質的な除去を得るために必要とされる
実際的な結果を有する。
いくつかの脂肪分解酵素は、最初の洗浄サイクルの間、脂肪物質を除去することができる
ものとして伝えられるところでは、記載されている。従って、WO 94／03578は、種々の洗
剤成分の他に、洗浄工程の主サイクルの間、実質的な脂肪分解活性を示すことができるよ
う強く主張されている酵素を含んで成る洗剤組成物を開示する。伝えられるところでは、
上記活性を示す脂肪分解酵素の例は、ステム－特異的クチナーゼ、たとえばフサリウム・
ソラニ・ピシ（Fusarium solani pisi）、フサリウム・ロゼウム・クルモリウム（Fusari
um roseum culmorum）、リゾクトニア・ソラニ（Rhizoctonia solani）及びアルテルナリ
ア・ブラシシコラ（Alternaria brassicicola）からのクチナーゼを包含する。しかしな
がら、実際的な洗浄条件下で試験される場合、それらの酵素のどれも、１サイクルの洗浄
工程の間、脂肪染色の実質的な量を除去をすることができない（この後の例を参照のこと
）。
従って、実際的な洗浄条件下で、１回の洗浄サイクルの間、実質的な量の脂肪物質を除去
することができる脂肪分解酵素の必要性が存在する。
発明の要約
本発明者は、実際的な洗浄条件下で行なわれる１サイクル洗浄の間、実質的な量の脂肪材
料を除去することができる新規種類の脂肪分解酵素を、現在驚くべきことには同定し、そ
して構成した。本発明は、この発見に基づく。
従って、第１の観点において、本発明は、本明細書において定義された洗剤組成物Ａ及び
／又はＢに存在する場合、１サイクル洗浄アッセイにおいて、本発明の脂肪分解酵素を含
まない同じ洗剤組成物よりも、ラードで汚れた布ぎれから少なくとも15％高くラードを除
去することができる脂肪分解酵素に関し、ここで前記アッセイは、3.2mMのCa2+／Mg2+（
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５：１の比での）及び５ｇ／ｌの前記洗剤組成物及び12500LU／ｌの前記脂肪分解酵素を
含んで成る、水1000mlを含むビーカー当たり７枚のラードで汚れた綿の布ぎれ（９×９cm
）を熱調節されたTerg-O-to-Meter（TOM）における１サイクル洗浄にゆだねることを含ん
で成り、そして前記処理は、30℃の温度で20分間、行なわれ、続いて15分間、水道水によ
りすすがれ、そして室温で一晩、物干し網上で乾燥せしめられ、続いてソックスレー抽出
により布ぎれ上の脂肪物質の抽出及び定量化が行なわれる。
洗剤組成物Ａ及び／又はＢ、及び１サイクル洗浄アッセイはさらに、本明細書における材
料及び方法のセクションに記載される。
本発明は、第１の洗浄脂肪分解酵素を開発すること（同定し、そして／又は創造すること
）が可能である驚くべき事実の最初の真の例示を構成する。従って、今日まで不可能であ
ると思われてきたこと（世界じゅうの多くの研究チームによる数年間の集中的な研究に基
づかれる（上記のようなこの分野における有望な特許出願分野の数により影響されるよう
な））が、可能であることが現在、示された。
本発明者は、第１の洗浄脂肪分解酵素を創造するためのひじょうに便利且つ有用な方法を
開発した。
従って、第２の重要な観点において、本発明は、第１の洗浄用突然変異誘発された脂肪分
解酵素を調製するための方法に関し、ここで前記方法は、下記段階：
（ａ）親脂肪分解酵素をコードするDNA配列を、種々の突然変異誘発されたDNA配列を形成
するために、突然変異誘発、便利にはランダム突然変異誘発にゆだね；
（ｂ）前記突然変異誘発されたDNA配列を宿主細胞において発現し；
（ｃ）親脂肪分解酵素に比較して、カルシウムに対する低められた依存性及び／又は洗剤
又は洗剤成分に対して改良された耐性を有する突然変異誘発された脂肪分解酵素を発現す
る宿主細胞についてスクリーンし；そして
（ｄ）洗剤組成物Ａ及び／又はｂにおいて12500LU／ｌの濃度で存在する場合、上記１サ
イクル洗浄アッセイにおいて、前記酵素を有さない同じ洗剤組成物よりも、ラードで汚れ
た布ぎれから少なくとも15％高くラードを除去することができる、段階（ｃ）に起因する
細胞間の突然誘発された脂肪分解酵素を選択することを少なくとも含んで成る。
さらなる観点において、本発明は、第１の洗浄用突然変異誘発された脂肪分解酵素を調製
するための方法に関し、ここで前記方法は次の段階：
（ａ）第１の親脂肪分解酵素をコードするDNA配列、及び第２の親脂肪分解酵素をコード
するDNA配列、並びに、任意には、第３の（及び任意には、追加の）親脂肪分解酵素をコ
ードする追加のDNA配列を組合すことによって、突然変異誘発されたDNA配列を構成し、こ
こで前記DNA配列は、完全なDNA配列の部分間の組換えの発生を可能にするために十分に相
同であり；
（ｂ）前記得られる突然変異誘発されたDNA配列を宿主細胞において発現し；そして
（ｃ）洗剤組成物Ａ又はＢにおいて12500LU／ｌの濃度で存在する場合、上記１サイクル
洗浄において、前記酵素を有さない同じ洗剤組成物よりも、ラードで汚れた布ぎれから少
なくとも15％高くラードを除去することができる、突然変異誘発されたDNA配列によりコ
ードされる突然変異誘発された酵素を選択することを少なくとも含んで成る。
好ましい態様において、本発明の第２及び第３の観点の方法は組合され、すなわち第２の
観点の方法に起因する突然変異誘発された脂肪分解酵素は、第３の観点の方法において親
酵素として使用される。
さらなる観点においては、本発明は、上記で定義されたような第１の洗浄脂肪分解酵素を
コードするDNA配列を含んで成るDNA構造体に関する。
さらに追加の観点においては、本発明は、前記DNA構造体を担持する組換え発現ベクター
、前記DNA構造体又は前記ベクターにより形質転換された細胞、及び前記細胞を、酵素の
生成の助けとなる条件下で培養し、その後、酵素を前記培養物から回収することによって
第１の洗浄脂肪分解酵素を生成するための方法に関する。
最終の観点においては、本発明は、特に洗浄又は皿洗いのための洗剤酵素としての、及び
酵素を含んで成る洗剤添加物及び洗剤組成物への第１の洗浄脂肪分解酵素の使用に関する
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。
【図面の簡単な説明】
図１は、プラスミドpYESHLを示す。
図２は、プラスミドpAO1を示す。
図３は、プラスミドpAHLを示す。
図４及び５は、PCR突然変異誘発法のグラフ的な例示である。
図６は、プラスミドpJSO37を示す。
図７は、プラスミドpDM177の構成を示す。
図８は、アスペルギラス・ベクターpCaHj485の構成を示す。
図９は、アブジジア・レフレキサ（Absidia reflexa）ATTC 44896リパーゼの元の配列を
示す。成熟NL127の最初のアミノ酸セリンをコードするトリプレット、及び停止コドンが
下線を引かれている。
図10は、酵母発現ベクターpTiK05に関してのアブジジア・レフレキサATTC 44896配列を示
す。
図11は、接合因子α１シグナル配列を示す。
リパーゼ構造体に対する定義及び背景
特許出願に使用される用語の定義
本発明において、用語“脂肪分解酵素”とは、International Union of Biochemistry an
d Molecular Biology（IUBMB）の推薦（1992）に従って、Enzyme Classification番号E.C
.3.1.1（カルボン酸エステルヒドロラーゼ）下で分類された酵素を示すことを意図する。
従って、脂肪分解酵素は、次の脂質の少なくとも１つに存在するエステル結合のタイプの
少なくとも１つに対して加水分解活性を示す：モノ－、ジ－及びトリグリセリド、リン脂
質（すべての種類）、チオエステル、コレステロールエステル、ワックス－エステル、ク
チン、スベリン、合成エステル、等（E.C.3.1.1に言及される種々のタイプのエステル結
合を参照のこと）。
従って、脂肪分解酵素は、たとえば、従来、リパーゼ、ホスホリパーゼ、エステラーゼ又
はクチナーゼとして称せられて来たものであり得る。用語“脂肪分解酵素”とは、天然に
存在する酵素、及び天然に存在する酵素に比較される場合、酵素の１又は複数のアミノ酸
残基の変性により、又は化学的変性により変性されている酵素を包含することを意図する
。本発明においては、脂肪分解酵素の後者のタイプは、変異体と称せられる。
本発明において、１サイクル洗浄の間、実質的な量の脂肪物質を除去することにおける酵
素の能力はまた、第１の洗浄効果、１サイクル洗浄効果、洗浄を通しての効果、及び同様
のものとしても言及される。同様に、１サイクル洗浄の間、実質的な量の脂肪物質の除去
をもたらすことができる本発明の脂肪分解酵素は、第１の洗浄脂肪分解酵素、洗浄を通し
ての脂肪分解酵素、１サイクル洗浄脂肪分解酵素、及び同様のものと呼ばれる。
本発明において、本発明の一定の脂肪分解酵素のラード除去能力を定義するために使用さ
れるような用語“洗剤組成物Ａ及び／又はＢ”とは、脂肪分解酵素が、洗剤組成物Ａ又は
Ｂのいづれか又はＡ及びＢの両者に存在する場合、前記に示されたラード除去能力を有す
ることを示すことを意味する。
本発明において、用語“親酵素”とは、天然に存在する酵素、及びそのような酵素の変異
体を包含することを意味する。従って、前記用語は、第１の洗浄脂肪分解酵素を調製する
ための本発明の方法に従って変性されるべき出発材料を、その出発材料が天然に存在する
酵素であるか又はそのような酵素の変異体であるかどうかに関係なく、同定するために使
用される。
第２の観点の方法に関して使用されるような用語“種々の突然変異誘発された配列”とは
、少なくとも２、但し好ましくは、より多くの数の異なった配列、たとえば少なくとも10
、少なくとも50、少なくとも100、少なくとも1000の配列が突然変異誘発に起因したこと
を示すことを意味する。
用語“ランダム突然変異誘発”とは、親酵素のランダム位置での１又は複数の突然変異の
導入、又は親酵素の選択された位置又は領域におけるランダムアミノ酸残基の導入を示す
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ことを意味する。ランダム突然変異誘発は、親酵素に比較される場合、改良された性質を
有する突然変異誘発された脂肪分解酵素の選択を可能にするスクリーニングにより通常、
達成される。ランダム突然変異を導入するための適切な技法、及び改良された性質につい
てのスクリーニングは、下記に詳細に論じられる。
本明細書に開示される脂肪分解酵素について使用される場合、用語“満足した洗浄性能”
とは、その酵素が、市販の脂肪分解酵素（GenencorからのLumafast及びLipomax, Novo No
rdiskからのLipolase及びShowa DenkoからのLiposam）に比較して、適切な洗浄アッセイ
又は洗浄関連アッセイ（たとえば、下記の材料及び方法、及び例５に記載されるようなア
ッセイ）において試験される場合、改良された性能を有することを示すことを意味する。
改良された性能は、脂質染色除去能力及び／又は低められたカルシウム依存性、洗剤又は
洗剤成分に対する改良された耐性、高められた疎水性、興味ある基質特異性、又は同様の
ものの点において存在することができる。
本発明において、突然変異誘発された脂肪分解酵素、特に、約６～８個のＣ－原子を越え
る長さの炭化水素鎖（ffa－部分）を有するリパーゼ基質に対する酵素活性を示す脂肪分
解酵素についてのスクリーニングに関して使用される場合、用語“カルシウムに対する低
められた依存性”とは、突然変異誘発された脂肪分解酵素が、類似する条件下で試験され
る場合、親酵素と同じ程度の活性及び／又は安定性を示すためにより低い量のCa2+を必要
とすることを意味する。換言すれば、酵素の安定性及び／又は活性は、親酵素のそれと比
較される場合、カルシウムの不在下で高められる。安定性は、たとえばCa－フリー条件下
でのプレインキュベーションに基づいての残留活性の決定により、及び／又はフリーCa2+

の不在／存在下でのDSC（示差走査熱量法）によりアッセイされ得る。好ましくは、本発
明の突然変異誘発された脂肪分解酵素は、特に８よりも高いpHで酵素活性を示すためにカ
ルシウムの存在に実質的に無関係である。
突然変異誘発された脂肪分解酵素についてのスクリーニングに関して使用される場合、用
語“洗剤又は洗剤成分に対する改良された耐性”とは、その突然変異誘発された脂肪分解
酵素が親脂肪分解酵素よりも、洗剤又は洗剤成分の高い濃度で活性的であることを意味す
る。
本発明において、用語“洗剤”とは、洗浄又は皿洗いのために通常、使用される洗剤成分
の混合物を示すことを意味する。同様に、“洗剤成分”とは、洗剤又は皿洗い組成物に通
常見出される成分を示すことを意味し、それらの特定の例は、下記“洗剤組成物”のセク
ションに記載される。
脂肪分解酵素構造体に対する背景及び構造体用語法の定義
多くの脂肪分解酵素の３Ｄ構造体は決定されている。その構造体が中央β－シートから成
るタンパク質のコアに共通するモチーフ、すなわち活性セリン残基を包含する求核エルボ
ーを末端に有する鎖の１つを有することは見出されている（Ollisなど、1992）。脂肪分
解酵素は、加水分解で又はその間、脂質基質と相互作用する高められた表面疎水性を有す
る表面である脂質接触領域を含んで成る。リッド（lid）を含む脂肪分解酵素に関しては
、脂肪接触領域は典型的には、酵素が基質により活性化される（そしてそれにより、リッ
ドが置換される）場合に形成される。リッドを含まない脂肪分解酵素に関しては、脂質接
触領域の創造を導びく対応する実質的な活動は一般的にほとんど存在しないか又はまった
く存在しない。脂質基質は、単一の脂質基質分子の集合体である。脂質接触領域は、加水
分解の前、単一の脂質基質分子が結合する結合領域を含む。この結合領域は、アシル－結
合の疎水性裂け目（cleft）、及び活性部位Serのまわりに位置し、そして脂質基質の加水
分解が起こると思われる、いわゆる加水分解ポケットを含む。脂質接触領域は、１又は複
数の二次タンパク質構造体要素、すなわちループ配列を含み、このアミノ酸残基は、脂肪
分解酵素が活性化される場合、加水分解の間、基質に接触し、それに結合し、そして／又
はそれと相互作用する。
脂質接触領域は、たとえば、適切なコンピュータープログラムにより創出される注目の脂
肪分解酵素の三次元構造体から認識され得る。脂質接触領域は、活性部位残基の上部上に
位置し、そして開放される場合、狭い疎水性結合ポケットを含む疎水性表面を創造するリ
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ッド構造体（リッドを含む脂肪分解酵素のための）を含む領域を包含する、前記領域を定
義するその相当する特徴のための構造体を研究することによって同定され得る。それぞれ
、不活性及び活性化されたＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素のコンホーメーションは、WO 92
／05249の図１及び２に示されている。
アミノ酸残基に関して、Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素の脂肪接触領域は、アミノ酸残基21
－25，36－38，56－62，81－98，110－116，144－147，172－174，199－213及び248－269
により定義される。それらの残基は、脂肪分解酵素と脂肪基質との間の相互作用のコンピ
ューターモデルシミュレーションに基づいて同定された。Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素、
たとえばリゾムコル・ミエヘイ、リゾパス・オリザエ、ペニシリアム・カメムベルチ及び
アブジジアsp.により生成される脂肪分解酵素と実質的に同じ構造体を有する脂肪分解酵
素（上記、“発明の背景”のセクションを参照のこと）に関しては、脂質接触領域は、Ｈ
．ラヌギノサ酵素に関して上記に付与された位置と相同の位置を占めるアミノ酸残基によ
り構成される。その相同位置は、配列類似性のグループを見出すその相当する一連のアミ
ノ酸配列により同定され得るが（たとえば、UWGCG GAPプログラムを用いて）、しかしよ
り便利には、その相当する酵素の構造体又は構造体モデルを比較することによって同定さ
れ得る。より特別には、それらの酵素の脂質接触領域は、次の残基から構成される（使用
される番号付けは、成熟酵素におけるアミノ酸残基を言及し、その配列は、特にことわら
ない限り、上記の発明の背景に開示される文献から明らかである）：
ペニシリアム・カメムベルチ：21－25，36－38，56－62，81－98，109－115，143－146，
172－174，198－212，247－280；
リゾパス・オリザエ：29－33，39－41，57－62，81－98，109－115，143－146，175－177
，202－216，245－269；
リゾムコリ・ミエヘイ：29－33，39－41，56－61，80－97，108－114，142－145，174－1
76，201－215，245－269；
アブジジアsp. リパーゼ：29－33，39－41，56－61，80－97，108－114，142－145，171
－173，198－212、及び239－263；番号付けは、成熟タンパク質が次のＮ－末端配列：SSK
QDYRを有することに基づかれている。完全な配列は、配列番号98から明らかである。
脂質接触領域の他の相同性に基づく同定又はその他に、脂質接触領域は、
ａ）活性化された酵素の３－Ｄ分子構造体の疎水性ベクターを計算し；
ｂ）線状配列における活性部位セリンの後の第２アミノ酸残基のCA－原子（Ｃα－原子）
を通して前記ベクターに対して垂直な切断を行ない；
ｃ）前記ベクターが向く前記切断のその側に少なくとも１つの原子を有するすべての残基
を包含し；そして
ｄ）それらの残基から、前記タンパク質の表面の５Å以内に少なくとも１つの原子を有す
る残基を選択することによって、同定され得る。
疎水性ベクターは、少なくとも15％の表面接近容易性（Leeなど., Mol. Biol. 55, pp.37
9-400（1971））を有する残基についてのすべての残基ベクターを評価することによって
、タンパク質構造体から計算される。残基ベクターの出発点は、残基のCA－原子として定
義され、そしてその方向性は、その側鎖の質量中心を通して存在する。個々の残基ベクタ
ーの大きさは、水とより疎水性の溶媒との間の残基のトランスファー自由エネルギーとし
て定義される（たとえば、Creighton, Protein, W. Freeman & Co., p.151（1984）を参
照のこと。個々の残基の表面接近容易性は、Connollyのプログラム（Leeなど., op. cit.
）を用いて計算される。
Svendsenなど、Biochimica et Biophysica Acta（1259）9-17から明らかである、種々の
配列の上記方法及び／又は整合を用いて、種々のシュードモナスsp. から単離される脂肪
分解酵素の次の脂質接触領域が同定されている（使用される番号付けは、上記出版物（Sv
endsenなど、（1995）に示されるように成熟酵素のアミノ酸残基を言及する）：
シュードモナス・セパシア・リパーゼ：15－36，110－167，209－266，281－304；
シュードモナス・シュードアルカリゲネス・リパーゼ：15－35，106－163，200－232，25
0－271；
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シュードモナス・グルマエ：15－36，110－167，209－266，281－304；
シュードモナス・メンドシナSD702リパーゼ：19－39，111－166，213－244，258－279（
配列はWO 95／14783から明らかである）；
シュードモナスsp. （Liposam▲Ｒ▼）リパーゼ：17－37，109－161，208－239，253－27
4（配列番号99）；
シュードモナス・ウイスコンシネンシス（Pseudomonas wisconsinensis）リパーゼ：13－
34，106－161，200－242，250－270（配列はWO 96／12012から明らかである）。
リッド構造体を含まない脂肪分解酵素のための脂質接触領域は、脂肪分解酵素の三次元構
造体の構造又はモデルにおいて評価されるようにコアのトポロジーから決定され得る。こ
の態様においては、フサリウム・ソラニ・ピシ脂肪分解酵素の脂質接触領域は、アミノ酸
残基40－50，78－91，119－121，147－154，171－193（成熟酵素に基づいて評価される場
合）に決定されている。
いくつかの脂肪分解酵素はまた、表面ループ構造体、すなわち脂質接触領域の一部である
リッドを含んで成る。その表面ループ構造体は、脂肪分解酵素が不活性形で存在する場合
、活性セリンを被覆する。前記酵素が活性化される場合、表面ループ構造体は、活性セリ
ン残基を暴露するよう移動する。表面ループ構造体は、結合ポケットに面する主に疎水性
の内面及び主に親水性の外面を有する。
表面ループ構造体を有する脂肪分解酵素の例は、ヒュミコラ・ラヌギノサ、リゾムコル・
ミエヘイ、リゾパスsp. 、ペニシリアム・カメムベルチ及びアブシダsp. 、多くのシュー
ドモナスsp. 、たとえばPs. セパシア、Ps. アエロギノサ（Ps. aeroginosa）、Ps. フラ
ジ（Ps. fragi）（上記の“発明の背景”のセクションを参照のこと）、カンジダ・ルゴ
サ（Candida rugosa）（Grochulski. Pなど（1993）J. Biol. Chem. 268, p.12843）によ
り生成される酵素、及びWinklerなど., Nature 343, pp.771-74（1990）に記載されるヒ
ト膵臓リパーゼである。
ヒュミコラ・ラヌギノサDSM4109により生成される脂肪分解酵素の表面ループ構造体は、
位置82－96でのアミノ酸残基により定義される。実質的に同じ三次元構造体（上記を参照
のこと）を有する脂肪分解酵素の表面ループ構造体は、Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素の位
置に対して相同の位置を占めるアミノ酸残基、すなわち81－98（ペニシリアム・カメムペ
ルチ・リパーゼのための）、82－99（リゾパス・オリザエのための）、80－97（リゾムコ
リ・ミエヘイのための）、80－97（アブシダエsp. リパーゼのための）により定義される
。
シュードモナスsp. により生成される代表的な数の脂肪分解酵素の表面ループ構造体は、
配列番号99に示される、Ps. グルマエ135－155、Ps. セパシア135－155、Ps. シュードア
ルカリゲネス132－152、シュードモナスsp. リパーゼ（SD705）（Liposam▲Ｒ▼）129－1
49である。
発明の詳細な記載
本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素
好ましくは、本発明の脂肪分解酵素は、上記で言及された酵素よりも一層高いラード除去
能力をもたらすことができる。従って、好ましい態様においては、本発明の脂肪分解酵素
を含んで成る洗剤組成物Ａ及び／又はＢは、12500LU／ｌの濃度で本発明に記載される１
サイクル洗浄アッセイにおいて試験される場合、脂肪分解酵素を含まないそれぞれの洗剤
組成物Ａ及び／又はＢよりも、少なくとも15％、たとえば少なくとも20％高くラードを除
去することができる。より好ましい態様においては、脂肪分解酵素は、洗剤組成物Ａ及び
／又はＢに存在する場合、その洗剤組成物が、脂肪分解酵素を含まない洗剤組成物Ａ及び
／又はＢよりも、本発明に記載される１サイクル洗浄アッセイにおいて試験される場合、
少なくとも25％、たとえば少なくとも30％又は35％、又は40％、又は50％高いラードの除
去を可能にする酵素である。
上記１サイクル洗浄アッセイに使用される脂肪分解酵素の濃度（すなわち、12500LU／ｌ
）は、実際的な適用のためには高いと思われるが、しかし分析的な変動を最少にするため
のアッセイ目的のために選択された。より実際的な濃度は1250LU／ｌであり、これは他の
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態様において、本発明の脂肪分解酵素ラード除去能力を定義するためにも使用され得る。
従って、さらなる態様においては、脂肪分解酵素は、1250LU／ｌの濃度で本明細書に記載
される１サイクル洗浄アッセイにおいて使用される場合、その脂肪分解酵素を含まない洗
剤組成物Ａ及び／又はＢよりも少なくとも15％、たとえば少なくとも20％高くラードを除
去することができる酵素である。さらにより好ましい態様においては、脂肪分解酵素は、
1250LU／ｌの濃度で洗剤組成物Ａ及び／又はＢに存在する場合、本明細書に記載されるよ
うな１サイクル洗浄アッセイに使用される場合、脂肪分解酵素を含まない洗剤組成物Ａ及
び／又はＢよりも少なくとも25％、たとえば少なくとも30％又は35％高くラードの除去を
可能にする。
好ましい態様においては、本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、本明細書に記載されるよ
うな１サイクル洗浄アッセイにおいて試験される場合、
■1250LU／ｌの濃度で洗剤組成物Ａに存在する場合、その酵素を含まない洗剤組成物Ａよ
りも、ラードで汚れた布ぎれから少なくとも15％高くラードを除去することができ；
■12500LU／ｌの濃度で洗剤組成物Ａに存在する場合、その酵素を含まない洗剤組成物Ａ
よりも、ラードで汚れた布ぎれから少なくとも40％高くラードを除去することができ；
■1250LU／ｌの濃度で洗剤組成物Ｂに存在する場合、その酵素を含まない洗剤組成物Ｂよ
りも、ラードで汚れた布ぎれから少なくとも15％高くラードを除去することができ；
■12500LU／ｌの濃度で洗剤組成物Ｂに存在する場合、その酵素を含まない洗剤組成物Ｂ
よりも、ラードで汚れた布ぎれから少なくとも15％高くラードを除去することができる。
本明細書の例５においては、本発明の脂肪分解酵素の脂肪除去能力と洗浄を通しての効果
を有するものとして主張されたWO 94／03578に記載される脂肪分解酵素のその能力との比
較が示されている。本発明の酵素は、従来技術の酵素よりも１サイクル洗浄において実質
的に高いラードを除去することが見出された。前記酵素間の比較、同じアッセイの使用に
より行なわれた。
本発明の脂肪分解酵素は、上記タイプの脂肪分解酵素のいづれか、たとえばエステル及び
／又はリン脂質結合に対する活性を示すヒドロラーゼであり得るが、その酵素はモノ－、
ジ－と及び／又はトリ－グリセリドにおけるエステル結合に対する活性を示し、そして／
又はクチンに対しての活性を示す脂肪分解酵素であることが特に好ましい。そのような酵
素は一般的に、洗剤酵素としてひじょうに興味あるものであると思われる。
下記の材料及び方法のセクション、及び例５において、第１の洗浄脂肪分解酵素を同定す
るための適切なアッセイが与えられている。それらのアッセイは、天然に存在する第１の
洗浄脂肪分解酵素を同定するために使用され得る。より特定には、本発明の天然に存在す
る第１の洗浄脂肪分解酵素を同定するためには、候補体酵素が、脂肪分解酵素を生成する
ことが予測される適切な生物、たとえば上記の“発明の背景”のセクションに与えられ、
又は“親脂肪分解酵素”のセクションにおいて後で、論ぜられる生物に分類的に関連する
生物、又は脂肪分解酵素を生成する生物を必要とする環境に見出される生物から回収され
る。続いて、回収された酵素は、本明細書に開示される第１の洗浄脂肪分解酵素アッセイ
にゆだねられる。
本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は新規の天然に存在する酵素（その第１の洗浄性能に基
づいて同定される）であり得るけれども、その酵素は、変性された酵素、すなわち第１の
洗浄活性を有する変性された脂肪分解酵素をもたらすために、親脂肪分解酵素を突然変異
誘発に及び／又は化学的変性にゆだねることによって調製された酵素であることが現在、
好ましい。親脂肪分解酵素は、第１の洗浄活性（従って、突然変異誘発又は化学的変性に
より改良され得る）を有する酵素であり得、又は本明細書に記載されるようないづれの第
１の洗浄活性を有することができない。１つの態様において、親酵素は満足する洗浄性能
自体又は第１の洗浄性能さえを有することが好都合であると思われ、次に後者の性質は突
然変異により改良される。満足する（しかし必ずしも必要ではない）第１の洗浄性能を有
する親酵素は、この後の例６に記載されるアッセイを用いて選択され得る。
親酵素のアミノ酸残基の化学的変性は、WO 95／09909に開示される原理（この内容は引用
により本明細書に組込まれる）に従って実施され得る。たとえば、化学的変性は、酵素に
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おけるグルタミン酸又はアスパラギン酸残基のカルボキシル基にアミンリガンド（たとえ
ばアミノ化された糖、アミノ化されたアルコール、又はアミノ化されたグルコサミン又は
その異性体形）をカップリングすることによって達成され得る。化学的変性は、当業界に
おいて知られている方法、たとえばWO 95／09909に記載される方法により実施され得る。
化学的変性は、負の電荷を除去するために酸基に対して行なわれ得る。
親脂肪分解酵素の突然変異誘発は好ましくは、親酵素の基質結合親和性を改良するために
行なわれる。より特定には、改良された基質結合親和性は、得られる第１の洗浄活性をも
たらすことが見出された。改良された基質結合親和性は親酵素の表面を低い陰性にするこ
とによって達成され得ることが現在、予測される。従って、突然変異誘発は、親酵素の表
面に位置する少なくとも１つの中性アミノ酸残基を、正に荷電されたアミノ酸残基により
置換し、親酵素の表面に位置する負に荷電されたアミノ酸残基を欠失せしめ、又は親酵素
の表面に位置する負に荷電されたアミノ酸残基を、中性（疎水性を包含する）の又は正に
荷電されたアミノ酸残基により置換することによって実施され得る。前記酵素の表面に位
置するアミノ酸残基は、上記の定義セクションにおいて言及されるConollyプログラムに
より同定され得る。好ましい態様においては、突然変異誘発は、アミノ酸残基Ｄ及び／又
はＥを除去するために、又は便利には、Ｒ，Ｋ，Ｗ，Ｆ，Ｙ，Ｉ，Ｌを置換により挿入す
るために行なわれる。改良された基質結合親和性についての適切な試験は、この後の例11
に記載される。
負の表面から正の表面への上記変更の第１の洗浄効果は、その構造体又は安定性を最適化
する交換の導入により改良され、そして／又は安定化され得る。従って、たとえば、酵素
表面中へのプロリン残基の導入は、高められたタンパク質分解及び／又は熱安定性を導び
くことができ；親水性アミノ酸残基、たとえばGlu及び／又はAspの導入はアニオン性洗剤
安定性を高めることができ；そして疎水性アミノ酸残基の導入は酵素の吸着／親和性を高
めることができる。上記タイプのアミノ酸残基の導入は、酵素の表面での適切な位置中に
アミノ酸残基を単純に導入することによって、又はそのような位置に位置するアミノ酸残
基を置換することによって達成され得る。
本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、好ましくは酵素の表面に位置する、少なくとも１つ
の突然変異、但し典型的にはより多くの突然変異を含んで成る親脂肪分解酵素の変異体で
あると現在思われている。その変異体は、より多くの突然変異、たとえば少なくとも２，
３，４又は５の突然変異、たとえば１～20，１～15，１～12，１～10，１～９，１～８，
１～７，１～６，１～５又は１～４の範囲の突然変異、又は酵素の酵素活性を減じないい
づれかの数の突然変異を含んで成ることができる。
本明細書に開示される親Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼの脂質接触領域の内部及び外部での突
然変異が第１の洗浄活性を達成するためには重要なものであることが見出された。従って
、突然変異を担持する本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、親酵素の脂質接触領域の外部
の少なくとも１つのアミノ酸残基の変性及び／又は前記領域の外部の少なくとも１つのア
ミノ酸残基の付加により、及び／又は親酵素の脂質接触領域の内部の少なくとも１つのア
ミノ酸残基の変性及び／又は前記領域の内部への少なくとも１つのアミノ酸残基の付加に
より、親脂肪分解酵素から構成され得る。
従って、もう１つの態様においては、本発明の脂肪分解酵素は、親酵素の脂質接触領域に
おける少なくとも１つのアミノ酸残基の修飾、欠失又は置換により、又は前記領域への少
なくとも１つのアミノ酸残基の付加により親酵素から調製されたものである。さらにもう
１つの態様においては、脂肪分解酵素は、脂質接触領域外の少なくとも１つのアミノ酸残
基の修飾、欠失又は置換により、又は前記領域への少なくとも１つのアミノ酸残基の付加
により親酵素から調製されたものであり、ここで前記アミノ酸残基は好ましくは、親酵素
の表面に位置する。脂質接触領域内又は外での突然変異は好ましくは、得られる修飾され
た酵素の基質結合親和性を改良するために、便利には、上記のように負の電荷の除去のた
めに行なわれる。
上記原理に従っての（及び第１の洗浄活性についての得られる酵素変異体の試験と組合さ
れる）特定部位突然変異誘発は第１の洗浄脂肪分解酵素の創造のために用いられ得るけれ
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ども、第１の洗浄脂肪分解酵素を創造するためには他の方法を使用することが現在好まし
い。ランダム突然変異誘発、特に局在化されたランダム突然変異誘発、及び相同遺伝子の
インビボ組換えが、その目的のために特に興味あるものであることが見出された－それら
の方法は、下記により詳細に記載される。
そのＣ－又はＮ－末端の非構造部分が変性された第１の洗浄脂肪分解酵素
その成熟形における親酵素の非構造部分で又はその内部に少なくとも１つのＮ－末端及び
／又はＣ－末端ペプチド付加を適用することによって、又は親成熟酵素のＣ－末端及び／
又はＮ－末端の非構造部分に他の変化を導入することよって、親脂肪分解酵素に第１の洗
浄効果を付与し、又は親脂肪分解酵素の第１の洗浄効果を有意に増強することが可能であ
ることが、驚くべきことには見出された。
従って、さらに好ましい態様においては、本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、親酵素に
比較して、その親酵素のＮ－及び／又はＣ－末端の非構造部分で又はその部分内で修飾さ
れている親脂肪分解酵素の変異体である。
本発明において、用語“修飾された”とは、ｉ）適切なペプチド付加が親酵素に適用され
ており、又はii）親成熟酵素のＣ－末端及び／又はＮ－末端部分の非構造部分内の１又は
複数のアミノ酸残基が欠失さているか又は他のアミノ酸残基により置換されているか、又
はiii）親酵素がｉ）又はii）の組合せにより変性されていることを示すことを意味する
。本発明において、この手段で修飾されている本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、本発
明の修飾された酵素と称され得る。
本発明において、用語“ペプチド付加”とは、１又は複数の連続したアミノ酸残基の延長
部が、親酵素のＮ－及び／又はＣ－末端のいづれか又は両者に付加されているか（すなわ
ち、親酵素の最初の及び／又は最後のアミノ酸残基に融合されているか）、又は親酵素の
Ｎ－及び／又はＣ－末端の非構造部分内に挿入されていることを示すことを意味する。変
性された酵素は、親脂肪分解酵素のＮ－又はＣ－末端のいづれかで、又はそのＮ－及びＣ
－末端の両者においてペプチド付加を含んで成る。ペプチド付加が親酵素のＮ－及びＣ－
末端の両者に適用される場合、そのいづれかの末端でのペプチド付加物は、同じアミノ酸
配列か又は異なったアミノ酸配列を有することができる。同じか又は異なったペプチド付
加の複数のコピーが挿入され、又は付加され得る。
用語“適切なペプチド付加”とは、使用されるべきペプチド付加が、第１の洗浄性能又は
改良された第１の洗浄性能をもたらすことができるものであることを示すために用いられ
る。ペプチド付加の“適切性”は、ペプチド付加が適用されている変性された酵素及びそ
の対応する親酵素の第１の洗浄性能の比較分析により調べられ得る。その洗浄性能はたと
えば、材料及び方法のセクションに記載される１サイクル洗浄アッセイにより決定され得
る。
ペプチド付加によりもたらされる改良された第１の洗浄性能は、少なくとも一部、その脂
質基質に対する変性された脂肪分解酵素の高められた親和性によると現在思われている（
但し、これが唯一の理由ではない）。従って、好ましい態様については、ペプチド付加は
、その脂質基質に対する変性された酵素の高められた親和性を付与するものである。
用語“成熟酵素”は、すなわち問題の生成体生物により発現及び後翻訳プロセッシング（
プロ－及び／又はプレ－配列を除去するために）の後に得られる酵素の活性形を示すため
に、その従来の手段において使用される。酵素が分泌された酵素である場合、成熟酵素は
通常、分泌の後に得られる酵素の形であろう。より特定には、これは、プレ－及びプロ－
ペプチド配列が、存在するなら、初期に翻訳された酵素、すなわちプロセッシングされて
いない酵素から除去されていることを意味する。
用語“非構造部分”とは、折りたたまれた成熟酵素の最初又は最後の構造要素、たとえば
α－ヘリックス又はβ－シート構造体外に存在する、それぞれＮ－及びＣ－末端の部分を
示すことを意味する。その非構造部分は、問題の酵素の三次元構造体又はモデルにおいて
容易に同定され得る。典型的には、その非構造部分は、酵素を構成するアミノ酸の最初又
は最後の約１～20個のアミノ酸残基を含んで成る。Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素の構造に
対しての類似する三次元構造を有する酵素に関しては、挿入は、Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解
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酵素の“非構造部分”に対応する前記酵素の部分において行なわれ得る。
Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素の非構造部分は通常、成熟酵素の最初の又は最後の約１～20
個のアミノ酸残基を含んで成る。所望する第１の洗浄効果を提供するペプチド付加の能力
は、たとえば変性される親酵素の独自性、ペプチド付加の構造（長さを包含する）、完全
な脂肪分解酵素の構造に対するペプチド付加の衝撃、ペプチド付加物のアミノ酸残基の性
質又は官能性、等に依存すると現在、思われている。もちろん、所望する効果を提供する
ことができるペプチド付加のための先行必要条件は、ペプチド付加を含む変性された酵素
が適切な宿主生物において発現できることである。次の一般的な考慮は、適切なペプチド
付加の企画のために適切なものである：
ペプチド付加の長さ：種々の数のアミノ酸残基を含むペプチド付加物が所望する第１の洗
浄効果を提供できることが見出されており、本発明に従って使用されるペプチド付加に存
在するアミノ酸残基の正確な数を特定することは不可能である。アミノ酸残基の数の上限
は、その得られる変性された酵素の発現、構造及び／又は活性に対するペプチド付加の衝
撃に基づいて決定されると思われる。ペプチド付加物は、実質的な数のアミノ酸残基を含
んで成るが、しかしながら、それらのアミノ酸残基のすべてが所望する第１の洗浄効果に
寄与する必要はないと思われる（ペプチド付加が実質的な数のアミノ酸残基を含んでいる
としても、それらの少数のみが、所望する機能を提供するために必要であり、この少数が
ペプチド付加物の機能的部分と呼ばれる。ペプチド付加のアミノ酸残基の数の下限に関す
る主な考慮は通常、その数が所望する第１の洗浄効果を提供するのに十分であるべきであ
ることであろう。
従って、ペプチド付加は、単一のアミノ酸残基、又は２～500個のアミノ酸、たとえば１
～200個又は２～100個、好ましくは２～50個、たとえば３～50個、さらにより好ましくは
７～45個及びさらに一層好ましいことには１～15個、たとえば１～10個又は１～７個、特
に４～10個、たとえば４～７個のアミノ酸のアミノ酸鎖を含んで成る。
安定性：ペプチド付加は好ましくは、親酵素の構造安定性を有する変性された脂肪分解酵
素を供給するために選択されるべきである。たとえば、構造要素、たとえばα－ヘリック
ス又はβ－シートを実質的に形成するペプチド付加は、その得られる変性された酵素を安
定化し、そして従って、本発明に使用され得る。そのような構造を形成することができる
ペプチド配列は当業界において知られている。他方、改良された構造安定性は、本発明の
変性された脂肪分解酵素にシステイン架橋の導入により提供され得る。たとえば、ペプチ
ド付加物と酵素の成熟部分との間のシステイン架橋は、ペプチド付加物のアミノ酸残基の
少なくとも１つが酵素の成熟部分におけるシステイン残基に対して共有結合を形成するこ
とができるよう配置されるシステイン残基である場合に確立され得る。適切なシステイン
が成熟酵素に存在しない場合、システインが、前記親酵素の適切な位置で、便利には、活
性のためには重要でないと思われる親酵素のアミノ酸を置換することによって挿入され得
る。
さらに、ペプチド付加物のアミノ酸残基の少なくとも１つが、変性された脂肪分解酵素を
発現するために使用される宿主のタンパク質分解酵素によるタンパク質分解変性に対して
低い感受性にペプチド付加物をするために選択されることが所望される。たとえば、ペプ
チド付加物は、１～５個、たとえば１～４個又は１～３個又は２個又は１個のプロリン残
基を含んで成る。プロリン残基は好ましくは、タンパク質分解切断部位又はそれに隣接す
る部位に配置される。他方、ペプチド付加は、たとえばヨーロッパ特許第407225号又はWO
 93／11254に記載されるように、変性されたリパーゼに対してプロテアーゼ安定性ループ
を付与するものであり得る。
ペプチド付加物のアミノ酸残基の性質：上記で言及されたように、及びいづれの理論にも
制限されないが、改良された性能は、ペプチド付加により供給される基質に対する変性さ
れた脂肪分解酵素の高められた親和性に少なくとも部分的に依存すると思われる。特に、
好ましい静電相互作用が、負に荷電された脂質表面と変性された酵素に存在する正に荷電
された及び／又は疎水性アミノ酸残基との間で得られると思われる。従って、本発明の変
性された酵素は少なくとも１つの正の電荷、たとえば少なくとも２，３，４又はそれ以上
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正に荷電され、そして／又は疎水性である異なって発現されたペプチド付加物を含んで成
ることが特に好ましい。
同様に、及び親酵素の非構造端における負の電荷を減じるためには、選択された親酵素の
非構造Ｎ－末端又はＣ－末端部分から、特に１～５個、たとえば１～４個、又は１～３個
、もしくは１～２個の最初又は最後のＮ－末端又はＣ－末端アミノ酸残基から構成される
親リパーゼの部分から、少なくとも１つ、たとえば２又はそれ以上の負に荷電されたアミ
ノ酸残基を除去することが好ましい。負に荷電されたアミノ酸残基は、除去され得、ある
いは中性の、正に荷電された又は疎水性のアミノ酸残基により置換され得る。たとえば、
除去されるべき負に荷電されたアミノ酸残基は、正の荷電されたアミノ酸残基Ｒ，Ｋもし
くはＨ、中性のアミノ酸残基Ｓ，Ｔ，ＧもしくはＱ、又は疎水性アミノ酸残基Ａ，Ｉ，Ｗ
，ＦもしくはＬのいづれかにより置換され得るＥ又はＤであり得る。同様に、親酵素の非
構造Ｎ－末端又はＣ－末端部分の中性アミノ酸残基は、上記で定義されたように正の荷電
された又は疎水性のアミノ酸残基により置換され得る。
従って、Ｎ－末端及び／又はＣ－末端延長の他に、あるいはその代替としての本発明の変
性された脂肪分解酵素は、親酵素の非構造Ｃ－末端及び／又はＮ－末端における突然変異
を含んで成り、ここで前記突然変異は前記非構造部分の負に荷電されたアミノ酸残基の欠
失、あるいは正の荷電されたもしくは中性のアミノ酸残基、又は疎水性アミノ酸残基によ
る置換を包含している。
ペプチド付加が親酵素のＮ－及びＣ－末端の両者に存在する場合、個々の末端での又はそ
の末端内でのペプチド付加物は同じか又は異なったアミノ酸配列を有することができる。
ペプチド付加物の安定性の試験：たとえば上記原理に基づいて企画された、与えられたペ
プチド付加物を用いる効果が、ペプチド付加物を含む変性された脂肪分解酵素を構成し、
そして第１の洗浄活性について得られる酵素の性質を、試験することによって、試験され
得る。
ペプチド付加は次の手段で一般化され得る：
最初の残基（外側の残基から計数される）は“ａ”と命名され、第２の残基は“ｂ”と命
名され、第３の残基は“ｃ”と命名される。従って、Ｎ－末端付加の場合、最初のアミノ
酸残基は“ａ”と命名され、Ｃ－末端付加の場合、最後のアミノ酸残基は“ａ”と命名さ
れる。
本発明の重要な態様において、ペプチド付加物は１～７個のアミノ酸から成る。親酵素の
Ｎ－及び／又はＣ－末端の両者に適用され得るそのようなペプチド付加は、下記のように
言及され得る：
ａ（１つのアミノ酸ペプチド付加）
ａ－ｂ（２個のアミノ酸ペプチド付加）
ａ－ｂ－ｃ（３個のアミノ酸ペプチド付加）
ａ－ｂ－ｃ－ｄ（４個のアミノ酸ペプチド付加）
ａ－ｂ－ｃ－ｄ－ｅ（５個のアミノ酸ペプチド付加）
ａ－ｂ－ｃ－ｄ－ｅ－ｆ（６個のアミノ酸ペプチド付加）
ａ－ｂ－ｃ－ｄ－ｅ－ｆ－ｇ（７個のアミノ酸ペプチド付加）。
個々の文字は次のようなアミノ酸残基を定義する：
ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ及びｇは、独立して、次のアミノ酸のいづれかであり得る：アラ
ニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、ロイシン（Ｌ）、イソロイシン（Ｉ）、プロリン（Ｐ）、フ
ェニルアラニン（Ｆ）、トリプトファン（Ｗ）、メチオニン（Ｍ）、グリシン（Ｇ）、セ
リン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）、システイン（Ｃ）、チロシン（Ｙ）、アスパラギン（Ｎ
）、グルタミン（Ｑ）、アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）、リシン（Ｋ）、ア
ルギニン（Ｒ）及びヒスチジン（Ｈ）。
特定の態様においては、ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ及びｇは独立して、次のアミノ酸の１つ
である：
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好ましい態様において、ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ又はｇのうち少なくとも１個、たとえば
１，２，３又は４個が正に荷電されたアミノ酸、すなわちArg（Ｒ）、又はLys（Ｋ）、又
は疎水性アミノ酸、すなわちLeu, Ile, Val, Trp又はPheである。
上記で言及されたように、及び選択される宿主細胞に依存して、ペプチド付加物は、選択
される宿主細胞による酵素のプロセッシングの間、タンパク質分解性の分解に対して変性
された脂肪分解酵素を保護するために少なくとも１つのプロリン残基を含むことが重要で
あると一般的に思われる。プロリン残基は、ペプチド付加の位置２（すなわち、ｂ）及び
／又は３（すなわち、ｃ）、又は所望する切断点（すなわち、注目の宿主細胞によるプロ
セッシングが生じると思われる点）に隣接する位置を占有することが所望される。従って
、１つの態様においては、ペプチド付加物のｂ及び任意には、ｃはProである。
本発明の他の態様においては、ａ－ｂはSP（Ser-Pro），Ａ－Ｐ又はＱ－Ｐである。ペプ
チド付加が複数のアミノ酸残基、たとえば４～７個のアミノ酸を含む場合、そのペプチド
付加物は一般式SPcd, SPcde, SPcdef, SPcdefg又はAPcd, APcde, APcdef, APcdefg、又は
QPcd, QPcde, OPcdef又はQPcdefgを有する。それらの個々の式において、ｃ，ｄ，ｅ，ｆ
及びｇはいづれかのアミノ酸であり得る。しかしながら、上記アミノ酸のグループが好ま
しい。
他の態様においては、ａ－ｂは、少なくとも１つの正のアミノ酸（すなわちArg及びLys）
、又は疎水性アミノ酸残基（すなわち、Leu，Ile，Val，Trp及びPhe）を含んで成る。
特に、親脂肪分解酵素に適用されるペプチド付加は、好都合には、次のアミノ酸残基又は
ペプチドの１つであり得る：
Arg（Ｒ）、又はLys（Ｋ）、又はLeu（Ｌ）、又はIle（Ｉ）、又はVal（Ｖ）、又はTrp（
Ｗ）、又はPhe（Ｆ）、又は
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また本発明によれば、７個以上のアミノ酸、たとえば８～15個のアミノ酸を含んで成る付
加物も企画される。
そのようなペプチドは次のように一般化され得る。
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ａ～ｏは、前記20個のアミノ酸のいづれかであり得る。
ａ～ｇストレッチは、１～７個のアミノ酸残基を含んで成るペプチド付加物に関して上記
で定義された通りであり得る。
ｈ，ｉ，ｊ，ｋ，ｌ，ｍ，ｎ，ｏは、上記のいづれかのアミノ酸であり得、好ましくは、
次のアミノ酸のいづれかであり得る：Arg，Lys，Ala，Val，Trp，Ile，Phe，Ser又はPro
。
そのような付加物の特定の例は、下記に列挙される：
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位置“ａ”がSer，Ala，Arg，Lys又はProである上記特定されたペプチド付加物（１～７
個又は１～15個のアミノ酸残基を含んで成る）のいづれかにおいては、SerはAla，Arg，L
ys又はProにより、AlaはSer，Arg，Lys又はProにより、そしてArg，Lys又はProはAla又は
Serにより置換され得る。
上記ペプチド付加は、Ｎ－末端及び／又はＣ－末端のいづれかで存在できることが強調さ
れるべきである。Ｎ－及びＣ－末端ペプチド付加の両者を有する変性された脂肪分解酵素
の例は、上記で特定されたペプチド付加のすべての組合せを包含する。そのような２つの
特定の例は、Ｎ－末端付加物SPIRPRP、及びＣ－末端付加物RRP又はRRである。
上記に特定されたペプチド付加の他に、適切なペプチド付加物は、問題の親脂肪分解酵素
に通常関連する完全なプロペプチド配列の一部から単に構成され、又はその一部を含んで
成ることが見出された。従って、たとえば、第１の洗浄Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素変異
体に関しては、適切なペプチド付加は、SPIRR、すなわちＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素配
列の通常のプロペプチド配列の一部を含んで成り、又はその一部から構成され得る。
ペプチド付加物が親酵素の非構造部分中に挿入される場合、それは前記非構造部分の１又
は複数のアミノ酸残基を置換することができる。たとえば、ペプチド付加は、最初の、た
とえばＮ－末端の１～５個のアミノ酸残基、及び／又は最後の、たとえば酵素の１～５個
のアミノ酸（すなわち、Ｃ－末端の１～５酸のアミノ酸）を占有する１又は複数のアミノ
酸残基を置換することができる。たとえば、ペプチド付加は、親酵素のいづれかの端から
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、アミノ酸残基１、及び／又は２、及び／又は３、及び／又は４、及び／又は５、等を置
換することができる。親酵素がその構造的成熟部分におけるアミノ酸変性を含んで成るＨ
．ラヌギノサ・リパーゼの変異体である場合、欠失と、上記ペプチド付加（Ｎ－末端に適
用される）のいづれかとを組合すことが特に興味の対象であった。
親脂肪分解酵素へのペプチド付加の適用の方法
本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、合成的に生成されたペプチド付加物を注目の親脂肪
分解酵素中に添加（融合又は挿入）することによって得られるが、本発明の変性された酵
素は、ｉ）親酵素のＮ－及び／又はＣ－末端に適用される所望のペプチド付加をコードす
るよう、親酵素をコードするヌクレオチド配列、好ましくはDNA配列を変性し（たとえば
、親酵素をコードする核酸（好ましくはDNA）配列における適切な位置で、ペプチド付加
物をコードする核酸（好ましくはDNA）配列を挿入することによって）、ii）得られる変
性された核酸（好ましくはDNA）配列を適切な発現系において発現し、そしてiii）その得
られる変性された酵素を回収することによって調製される。
本発明において、用語“適用される”とは、付加物が成熟酵素のＮ－及び／又はＣ－末端
に（たとえば最初又は最後のアミノ酸残基に）融合されるか又は成熟酵素のＮ－末端及び
／又はＣ－末端の非構造部分中に挿入されることを示すことを意図する。
多くの酵素は、“プレプロ－酵素”として、すなわち成熟酵素、分泌シグナルペプチド（
すなわちプレペプチド）及びプロ－ペプチドから成る酵素として発現される。プレプロ－
酵素は発酵培地中に分泌されるよう細胞内でプロセスされ、これから成熟酵素が単離され
、そして／又は精製され得る。親酵素へのペプチドの付加は、所望するペプチド付加物を
コードする核酸配列を、親酵素をコードするDNA配列の上流（Ｎ－末端ペプチド付加のた
めには）及び／又は下流（Ｃ－末端ペプチド付加のためには）に適用することによって実
施され得る。
前記挿入は、所望の変性された酵素（すなわち、所望するペプチド付加物を有する）が、
その酵素の転写、翻訳及びプロセッシングの後、発現されそして分泌されるような態様で
実施されるべきである。用語“プロセッシング”とは、プレ－及びプロ－ペプチドの除去
を意味する（但し、もちろん、プロ－ペプチドが所望するペプチド付加物と同一である場
合は除く）。これは下記にさらに示されるであろう。
下流の配列（Ｃ－末端付加物をコードする）は、親酵素をコードするDNA配列と停止コド
ンとの間に挿入され得る。しかしながら、プロセッシングされていないDNA配列がＣ－末
端でプロ－ペプチドをコードするDNAを含んで成る場合、ペプチド付加物をコードするDNA
配列の挿入／付加はまた、それぞれ、プロ－ペプチドをコードするDNA配列と成熟酵素を
コードするDNAとの間で生じ得る。
ほとんどの場合、ペプチドをコードするDNA配列を、プロ－ペプチド又はプレ－ペプチド
（プロ配列が存在しない場合）をコードするDNA配列と、成熟酵素をコードするDNA配列と
の間に挿入することによって、親酵素を上流に延長することが可能である。
もちろん、問題のペプチド付加をコードするDNA配列は、本発明の第１の洗浄脂肪分解酵
素の生成のために意図された発現系のコドン対照と適合するよう選択されるであろう。
ペプチド付加をコードするDNA配列の挿入／付加は、分子生物の分野における当業者によ
り知られているいづれかの標準的技法により実施され得る（たとえば、Sambrookなど., 1
989を参照のこと）。これは、たとえばアメリカ特許第4,683,202号又はR.K. Saikiなど.,
（1988）, Science, 239, 487-491に記載される、特定のプライマーを用いてのポリメラ
ーゼ連鎖反応（PCR）を包含する。隣接するDNA配列の発現及び分泌をいかにして提供する
かは、下記に記載されるであろう。
本発明に関して、いくつかの宿主細胞は、ペプチド付加物の一部又はすべてが宿主細胞に
より行なわれる翻訳後プロセッシング又は他のプロセッシングの間に切断され得ることに
おいて、ペプチド付加物を含んで成る第１の洗浄脂肪分解酵素の生成のためにほとんど適
切でないことが見出された。従って、用語“適切な発現系”とは、ペプチド付加物を含ん
で成る、損なわれていない所望の第１の洗浄脂肪分解酵素の少なくとも一部の生成を可能
にする発現系（宿主細胞及び任意には、発現ベクター）、すなわち選択された宿主細胞に
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よる翻訳後プロセッシング又は他のプロセッシングの一部として、ペプチド付加物の一部
又はすべてを除去しない（そして、それにより、所望するペプチド付加物なしでは酵素を
生成しない）発現系を示すこと意図する。前記とは異なって発現される場合、発現系（宿
主細胞、培養条件及び／又は回収条件を包含する）は、好ましくは、脂肪分解酵素のプレ
、プロ又はプレプロ－形の部分プロセッシングが生じ、生成された酵素分子の少なくとも
５％、たとえば少なくとも10％、たとえば少なくとも15％、たとえば少なくとも20％、た
とえば少なくとも25％、たとえば少なくとも50％、たとえば少なくとも75％が所望するペ
プチド付加、たとえば完全なプロ配列又は実質的にその一部を含んで成ることをもたらす
よう選択される。典型的には、使用される発現系は、所望しない翻訳後プロセッシングを
発揮する１又は複数のタンパク質分解活性を欠いているか又は減じられる。発現系及び従
って、宿主細胞の選択は、下記で詳細に論ぜられるように、生成される脂肪分解酵素に依
存するであろう。そのＮ－及び／又はＣ－末端でペプチド付加を含んで成る本発明の第１
の洗浄脂肪分解酵素を生成するために適切な発現系を選択することに注意が払われるべき
であるが（特に、変性されたDNA配列がその生成のために使用される場合）、前記ペプチ
ド付加物が注目の親脂肪分解酵素に通常関連するプロペプチド又はその一部である場合、
前記ペプチド付加（従って、完全なプロペプチド配列又はその一部を構成する）は、通常
の態様で、翻訳されたポリペプチドをプロセッシングすることができず、そしてそれによ
り、そのプロセッシングすることができず、そしてそれより、そのプロセッシングの前、
完全なポリペプチド又はその一部、又は成熟タンパク質に関連する類似するペプチド配列
を含んで成る酵素の生成をもたらす発現システムにおいて、問題の親脂肪分解酵素をコー
ドするDNA配列を発現することによって適用され得ることが見出された。この場合、プロ
ペプチド又は類似するペプチド配列が、ペプチド付加物を構成する。そのプロ－ペプチド
又は類似するペプチド配列は、親酵素に対して非相同（heterologous）又は相同（homolo
gous）であり、そして親酵素のＮ－及びＣ－末端の両者に存在することができる。
従って、アミノ酸の適切な延長が親酵素のプレプロ形においてすでにコードされ、そして
このアミノ酸の延長が与えられた発現系による酵素のプロセッシングにおいて切断される
場合、ペプチド付加物は、前記アミノ酸の延長の前記プロセッシングが生じないか又は翻
訳後プロセッシングを排除するようその遺伝子配列を変性するシステムに前記発現宿主シ
ステムを変えることによって、たとえばプロ－様ペプチド（たとえば本明細書に示される
ペプチド付加物の１つ）の１又は複数のコピーにより前記プロセッシング酵素を飽和する
ことによって、又は後－翻訳プロセッシング部位を除去するようプロ－ペプチド配列を変
えることによって適用され得る。そのような場合、分泌シグナルプレ－ペプチドが分泌の
間又はその後に切断され、プロ－ペプチドもしくはその一部、又はその対応するDNA配列
によりコードされる類似するペプチド配列を含んで成る、親酵素から成る変性された酵素
、すなわちそのＮ－末端又はＣ－末端のいづれかで拡張された脂肪分解酵素をもたらす。
換言すれば、ペプチド付加物を含んで成る、本発明の第１洗浄脂肪分解酵素は：
その（プレ）プロ配列を包含する親脂肪分解酵素をコードするDNA配列により形質転換さ
れた宿主細胞を、完全なプロ（プレ）－配列の少なくとも一部を含んで成る酵素の生成の
ために適切な条件下で培養し、前記宿主細胞は、成熟酵素への発現のためにプロ－酵素を
プロセッシングすることができないか又はそのプロセッシングにおいて役に立たない宿主
であり、そして
得られる変性された酵素を回収し、そして任意には精製することを含んで成る方法により
企画され得、そして／又はその方法により生成され得る。親脂肪分解酵素をコードするDN
A配列は、宿主細胞を形質転換する場合、発現ベクター上に存在することができる。
宿主細胞は、親酵素とは異なった起源のもの、たとえば親酵素が由来する属以外の他の属
のものであり得、又は親酵素の源以外の他の翻訳後プロセッシング機構を有することがで
きる。酵母細胞は、糸状菌細胞に比較して酵母細胞の異なったプロセッシングシステムの
ために、親糸状菌脂肪分解酵素、特にＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素にペプチド付加（プロ
ペプチド又はその一部の形での）を適用するために特に有用であることが見出された。前
記目的のための適切な酵母細胞の例は、サッカロミセスsp. 特にサッカロミセス・セレビ
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シアエの株、又はハンセヌラsp. （Hansnula sp.）の株に由来する細胞である。
他の及びひじょうに好ましい態様においては、ペプチド付加物を含んで成る本発明の第１
の洗浄脂肪分解酵素は、次の段階：
ａ）ペプチド付加物を有する親脂肪分解酵素をコードするDNA配列を、前記ペプチド付加
物における、又は前記親酵素のＣ－末端又はＮ－末端の非構造部分における局在化された
ランダム突然変異誘発にゆだね、
ｂ）段階ａ）で得られた突然変異誘発されたDNA配列を宿主細胞において発現し、
ｃ）親脂肪分解酵素に比較して、改良された性能を有する突然変異誘発された脂肪分解酵
素を発現する宿主細胞をスクリーンし、
ｄ）12500LU／ｌ洗剤で洗剤組成物Ａ及び／又はＢに存在する場合、本明細書に開示され
るような１サイクル洗浄アッセイにおいて、前記酵素を有さない同じ洗剤組成物よりも、
ラード染色された布ぎれから少なくとも15％高くラードを除去することができる突然変異
誘発された脂肪分解酵素を、段階ｃ）に起因するものから選択することを含んで成る方法
により企画され、そして／又は生成される。
このアプローチにより、異なったペプチド付加物を有する、多くのひじょうに好都合な第
１の洗浄脂肪分解酵素が創造された。突然変異誘発されるべきDNA配列上に存在するペプ
チド付加物は、親脂肪分解酵素に通常関係するプロ配列又はその一部により構成され、又
はそれを含んで成ることができ、又はいづれか他のペプチド付加物、たとえば上記で例示
されたペプチド付加の１つであり得る。段階ａ）～ｄ）の個々は、“ランダム突然変異誘
発”及び“局在化されたランダム突然変異誘発”と称する下記のセクションに記載されて
いるようにして実施され得る。
親脂肪分解酵素
本発明に従って変性されるべき親脂肪分解酵素は、いづれの起源のものでもあり得る。従
って、酵素は、哺乳類、植物、脊椎動物又はいづれか他の起源のものであり得る。しかし
ながら、前記酵素は、多くの微生物株が洗剤目的のための特定の使用の酵素を生成するこ
とが見出されているので、微生物起源のものであることが現在、好ましい。
より特定には、親脂肪分解酵素は、菌類、すなわち酵母又は糸状菌に由来することができ
る。たとえば、前記酵素は、プレクトマイセラス（Plectomycetes）の綱、好ましくはユ
ーロチアレス（Eurotiales）の目及びより好ましくはエレマスカセアエ（Eremascaceae）
、モノアスカセアエ（Monoascaceae）、プソイゾエウロチアセアエ（Pseudoeurotiaceae
）及びトリココマカアエ（Trichocomaceae）ような科の糸状菌に由来し、後者は、エメリ
セラ（Emericella）、アスペルギラス（Aspergillus）、ペニシリアム（Penicillium）、
ユーペニシリアム（Eupenicillium）、パエシロマイセス（Paecilomyces）、タラロマイ
セス（Talaromyces）、サーモアスカス（Thermouscus）及びスクレロクレイスタ（Sclero
cleista）のような属を包含する。より特定には、前記親酵素は次の微生物に由来できる
ものであり得る：ヒュミコラspの株、たとえばＨ．ブレビスポラ（H. brevisporo）、Ｈ
．ラヌギノサ、Ｈ．ブレビスvar.サーモイデア（H. brevisvar. thermoidea）及びＨ．イ
ンソレンス（H. insulens）（アメリカ特許第4,810,414号）；リゾムコルsp. 株、たとえ
ばRh. ミエヘイ（ヨーロッパ特許第238023号；リゾパスsp. の株、たとえばＲ．デルマル
（Hassなど.,（1991）, Gene 109, 107-113）、Ｒ．ニベウス（Kugimiyaなど.,（1992）,
 Biosci. Biotech. Biochem 56, 716-719）又はＲ．オリザエ；ガンジダsp. の株、たと
えばＣ．シリンドラセア（C. cylindraces）（また、Ｃ．ルゴサ（C. rugosa）とも呼ば
れる）、又はＣ．アンタルクチカ（WO 88／02775）又はＣ．アンタルクチカ・リパーゼＡ
又はＢ（ヨーロッパ特許第214761号）；フサリウムsp. の株、たとえばＦ．オキシスポラ
ム（F. oxysporum）（ヨーロッパ特許第130,064号）又はＦ．ソラニ・ピシ（WO 90／0944
6）又はそれらの変異体（WO 94／14964）、又はＦ．ソラニ・ピシ（GB2296011）、ベンチ
ュリアspp（Venturia spp.）の株、たとえばＶ．イナエクアリス（V. inaequalis）、コ
レトトリカムspp.（Colletotrichum spp.）の株、たとえばＣ．グロエオスポリオイデス
（C. gloeosporioides）又はＣ．ラグナリウム（C. lagenarium）、ゼオトリカム（Geotr
icum）の株、たとえばＧ．カンジダム（G. candidam）（Schimadaなど.,（1989）J. Bioc
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hem., 106, 383-388）、アスペルギラス（Aspergillus）の株、たとえばＡ．ニガー（A. 
niger）、又はアスペルギラスsp. 脂肪分解酵素変異体（ヨーロッパ特許第167,309号）、
又はペニシリアムspp.（Penicillium spp.）の株、たとえばＰ．スピヌロサム（P. spinu
losum）又はＰ．カメムベルチ（P. camembertii）（Yamaguchiなど.,（1991）, Gene 103
, 61-67）。
本発明において、“由来できる”とは、問題の生物の株により生成される酵母を示すのみ
ならず、またそのような株から単離されたDNA配列によりコードされ、そして前記DNA配列
により形質転換された宿主生物において生成される酵素も示すことを意図する。さらに、
その用語は、合成及び／又はcDNA起源のDNA配列によりコードされ、そして問題の酵素と
同一の特徴を有する酵素を示すためにも意図される。最終的は、前記用語は、天然に存在
する酵素に比較して、１又は複数の突然変異を担持する酵素の変異体、又は他の菌株又は
生物により生成される天然に存在する酵素であり得、前記酵素のいづれかのアミノ酸又は
DNA配列に基づいて調製されたオリゴヌクレオチドプローブに対するハイブリダイゼーシ
ョンにより単離され得（前記ハイブリダイゼーション条件は、５×SSCにおける予備ソー
キング及び20％ホルムアミド、５×Donhardt溶液、50mMのリン酸ナトリウム、pH6.8、及
び50ｇの音波処理された変性ウシ胸腺DNAの溶液における40℃での１時間の予備ハイブリ
ダイゼーション、続く、100mMのATPにより補充された同じ溶液における40℃での18時間の
ハイブリダイゼーション、又はSambrookなど., 1989により記載される他の方法を包含す
る）、又は前記酵素と免疫学的に交差する（たとえば、Hudsonなど., 1989の方法により
決定されるような）相同の酵素を包含することを意図する。
親脂肪分解酵素として特に興味あるものは、Ｈ．ラヌギノサの株、たとえばＨ．ラヌギノ
サ株DSM4109に由来できるもの、たとえばヨーロッパ特許第305216号に記載される酵素の
成熟形、又はWO 92／05249，WO 94／01541，WO 94／14951，WO 94／25577，PCT／DK94／0
0079（すべては、Novo Nordisk A/Sからのものである；それらは引用により本明細書に組
込まれる）に記載されるようなそれらの変異体である。
本出願を通して、名称ヒュミコラ・ラヌギノサは、１つの好ましい親酵素、すなわち上記
で言及された酵素を同定するために使用されて来た。しかしながら、最近では、Ｈ．ラヌ
ギノサはまた、サーモマイセス・ラヌギノサス（Thermomyces lanuginosus）に対する形
態学的且つ生理学的類似性を示すので、サーモマイセス・ラヌギノサス（1989年、Tsikli
nskyにより最初に紹介された種）としても呼ばれて来た。従って、Ｈ．ラヌギノサを言及
する場合いつでも、この用語は、サーモマイセス・ラヌギノサスにより置換され得ること
が理解されるであろう。サーモマイセス・ラヌギノサス（又はＨ．ラヌギノサ）からの18
Ｓリボソーム遺伝子の一部をコードするDNAが配列決定されている。その得られる18Ｓ配
列が、GenBankデータバンクにおける他の18Ｓ配列と比較され、そして極度の倹約を用い
ての系統発生分析（PAUP, Version 3.1.1, Smithsonian Institution, 1993）がまた行な
われた。これはサーモマイセス・ラヌギノサスを、プレクトマイセチスの綱、たぶんユー
ロチアレスの目に明確に割り当てる。NCBI（National Center for Biotechnology Inform
ation）でのEntrez Browserによれば、これはサーモマイセ・ラヌギノサスを、エレマス
カセアエ、チノアスカセアエ、プソイドエウロチアセアエ及びトリココマセアエのような
科に関連づけており、後者は、エメリセラ（Emericella）、アスペルギラス（Aspergillu
s）、ペニシリアム（Penicillium）、ユーペニシリアム（Eupenicillium）、パエシロマ
イセス（Paecilomyces）、タラロマイセス（Talaromyces）、サーモアスカス（Thermoasc
us）及びスクレロクレイスタ（Sclerocleista）のような属を包含する。
本発明に従って変性されるべき親脂肪分解酵素は、細菌に由来できる。たとえば、親脂肪
分解酵素をコードするDNA配列は、シュードモナスspp.の株、たとえばPs. セパシア、Ps.
 アルカリゲネス、Ps. シュードアルカリゲネス、Ps. メンドシナ（また、Ps. プチダと
も称する）、Ps. ジクンガエ、Ps. アエロギノサ、Ps. ウィスコンシネンシス（WO 96／1
2012）又はPs. フラジ、バシルスspp.の株、たとえばＢ．サブチリス、又はストレプトミ
セスの株、たとえばＳ．スカビエスに由来することができる。
シュードモナスsp. リパーゼに関しては、次の生物からのリパーゼが、高い程度の相同性
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、たとえば少なくとも60％の相同性、少なくとも80％の相同性、又は少なくとも90％の相
同性を有し、そして従って、リパーゼの同じ科に属すると思われることが見出された：Ps
. ATCC21808, Liposam▲Ｒ▼として市販されているシュードモナスsp. リパーゼ、Ps. ア
エルギノサEF2、Ps. アエルギノサPAClR, Ps. アエルギノサPA01、Ps. アエルギノサTE32
85、Ps. sp. 109、Ps. シュードアルカリゲネス　Ｍ１、Ps. グルマエ、Ps. セパシアDSM
3959、Ps. セパシアＭ－12－33、Ps. sp. KWI-56、Ps. プチダIFO3458、Ps. プチダIFO12
049（Gilbert, E.J., （1993）, Psendamonaslipase：Biochemical properties and mole
cular cloning. Enzyme Microb. Technol., 15, 634-645）。シュードモナス・セパシア
種は最近、ブルクホルデリア・セパシア（Burkholderia cepacia）として再分類されてい
るが、しかし本出願においては、Ps. セパシアと称する。
その特定の例は、シュードモナス脂肪分解酵素、たとえばPs. フラジ、Ps. スツツゼリ（
P. stutuzeri）、Ps. セパシア及びPs. フルオレセンス（WO 89／04361）、又はPs. プラ
ンタリ（Ps. plantarii）又はPs. グラジオリ（Ps. gladioli）（アメリカ特許第4,950,4
17号）又はPs. アルカリゲネス及びPs. シュードアルカリゲネス（ヨーロッパ特許第2182
72号、ヨーロッパ特許第331376号）又はWO 94／25578（突然変異Ｍ21Ｓ、Ｍ21Ｌ又はＭ21
ＡによるPs. シュードアルカリゲネス脂肪分解酵素の変異体を開示する））、ヨーロッパ
特許第407225号に開示されるシュードモナスsp. 変異体、又はシュードモナスsp. の脂肪
分解酵素、たとえばWO 88／09367及びアメリカ特許第5,389,536号に記載されるPs. メン
ドシナ脂肪分解酵素又はアメリカ特許第5,352,594号に記載されるようなその変異体を包
含する。
他の特定の例は、バシルス脂肪分解酵素、たとえばＢ．スブチリス（Dartoisなど.,（199
3）Biochemica et Biophysica acta 1131,253-260）又はＢ．ステアロサーモフィラス（B
. stearothermophilus）（JP64／7744992）又はＢ．プミラス（B. pumilus）（WO 91／16
422）からの脂肪分解酵素、及びクロモバクテリウム（Chromobacterium）脂肪分解酵素（
特に、Ｃ．ビスコサム（C. viscosum）に由来する酵素）を包含する。
本発明の親脂肪分解酵素として作用することができる容易に入手できる市販の脂肪分解酵
素の特定の例は、Lipolase▲Ｒ▼，Lipolase▲Ｒ▼ Ultra（Novo Nordisk A/Sから入手で
きる）を包含する。
本発明に従って変性できるように特別に企画された他の酵素の例は、次のものである：Lu
mafast▲Ｒ▼、すなわちPs. メンドシナ脂肪分解酵素、及びLipomax▲Ｒ▼、すなわちPs.
 アルカリゲネス脂肪分解酵素、Unileverからのフサリウム・ソラニ・リパーゼ（クチナ
ーゼ）、Solvay酵素からのバシラスsp. リパーゼ（アメリカ特許第5427936号、ヨーロッ
パ特許第528828号）；及びLiposam▲Ｒ▼（Showa DenkoからのPs. メンドシナ・リパーゼ
）、及び配列決定され、そして配列番号99に示されるアミノ酸配列を有することが見出さ
れているWO 95/06720に記載されるシュードモナスsp. リパーゼ。
本発明に従って変性されるべき親脂肪分解酵素は、上記の脂肪分解酵素のいづれか、及び
そのいづれかの変異体、変性体、又は切断体であり得る。特別に企画されたそのような親
酵素の例は、WO 92／05249，WO 94／01541，WO 94／14951，WO 94／25577，WO 95／22615
に記載される酵素、及びヨーロッパ特許407225号に記載されるようなタンパク質構築され
たリパーゼ変異体；アメリカ特許第5,352,594号に記載されるようなタンパク質構築され
たPs. メンドシナ・リパーゼ；WO 94／14964に記載されるようなクチナーゼ変異体；ヨー
ロッパ特許第167,309号に記載されるようなアスペルギラス脂肪分解酵素の変異体；及びW
O 95／06720に記載されるシュードモナスsp. リパーゼを包含する。
特定の第１の洗浄Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素変異体
容易に参照するために、本発明の特定の変異体が次の命名法の使用により記載される：元
のアミノ酸：位置：置換されるアミノ酸。
この命名法によれば、位置96でのバリンによるアスパラギン酸の置換は次のように示され
：
Asp 96 Val、又はＤ96Ｖ
同じ位置でのアスパラギン酸の欠失は次のように示され：
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そして、追加のアミノ酸残基、たとえばリシンの挿入は次ように示される：
Asp 96 Val Lys、又はＤ96VK
複数の突然変異は、次のようにプラス（＋）により分離され：
Asp 96 Val＋Glu 87 Lys、又はＤ96Ｖ＋Ｅ87Ｋ、
ここで前記突然変異は、それぞれ位置96及び87でのバリン及びリシンによるアスパラギン
酸及びグルタミン酸の置換を示す。
１又は複数の交互のアミノ酸残基が一定の位置に挿入され得る場合、それは次のように示
される：
Ｄ96Ｖ，Ｎ、又はＤ96Ｖ又はＤ96Ｎ。
さらに、変性のために適切な位置が、いづれの特定の変性も示唆されないで、同定される
場合、いづれかのアミノ酸残基がその位置に存在するアミノ酸残基と置換され得ることが
理解されるべきである。従って、たとえば、位置96でのアスパラギン酸の変性が言及され
ているが、しかし特定されていない場合、アスパラギン酸は欠失され得るか、又はいづれ
か他のアミノ酸、すなわちＲ，Ｎ，Ａ，Ｃ，Ｑ，Ｅ，Ｇ，Ｈ，Ｉ，Ｌ，Ｋ，Ｍ，Ｆ，Ｐ，
Ｓ，Ｔ，Ｗ，Ｙ，Ｖのいづれか１つにより、又はその位置で挿入される追加のアミノ酸残
基により置換され得ることが理解されるべきである。
最終的に、親Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素の突然変異が同定される場合、Ｈ．ラヌギノサ
酵素の構造又はアミノ酸配列と整合され得るそれらの配列と実質的に同じ構造を有する脂
肪分解酵素（たとえば、本明細書に言及されるリゾパス・オリザエ、リゾムコル・ミエヘ
イ、アブシジアsp. 及びペニシリアム・カメムベルチの脂肪分解酵素）における相同位置
を占めるアミノ酸残基の突然変異を包含することが理解されるべきである。前記相同位置
は、前記構造間の比較により容易に同定され得る。
Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素変異体は、良好な洗浄性能、又は上記のような他の興味ある
性質を有することが個々に見出されているか又は示されている少なくとも２種の異なった
親変異体の組合せであることにより特徴づけられる。良好な洗浄性能は、たとえば例６に
記載のようにして決定され得る。親変異体間の組合せは、ランダムか又は特異的であり得
る。本発明に関して、特に興味ある結果が、組合されるべき親変異体が少なくとも１つの
、但し好ましくは複数の次の位置：

で、突然変異、たとえば少なくとも１つ又は好ましくは複数の次の突然変異を含む場合に
得られることが見出された

上記突然変異又は突然変異される位置は、同じ親脂肪分解酵素上に存在するが、しかし好
ましくは、組合されるべき種々の異なった親脂肪分解酵素上に存在することができること
が理解されるであろう。
特に、本発明の第１の洗浄Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素は、次の親Ｈ．ラヌギノサ脂肪分
解酵素変異体又はそれらの変異体の一部の少なくとも２種の組合せであり得ることが見出
された：
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異なった親変異体を組合すための適切な方法は、“脂肪分解酵素をコードするDNA配列の
組合せ”と称する下記のセクションに記載されている。特に適切な方法は、本明細書の材
料及び方法のセクションに記載される方法である。もう１つの態様においては、本発明の
第１の洗浄脂肪分解酵素は、少なくとも１つの、但し好ましくは複数の次の位置：

で、少なくとも１つの、又は好ましくは複数の次の突然変異：
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を含んで成る、Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素の変異体である（そのアミノ酸配列は、配列
番号１に示される）。最とも特定の態様においては、本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は
、次のアミノ酸残基の少なくとも１つが他のアミノ酸残基により置換されている、Ｈ．ラ
ヌギノサ脂肪分解酵素の変異体である（そのアミノ酸配列は配列番号１に示される）：Ａ
49，Ｇ59，Ｓ85，Ｉ90，Ｓ116，Ｑ126，Ｄ137，Ｓ170又はＷ221。
上記固定されたアミノ酸残基は、いづれか他の19の可能なアミノ酸残基により置換され得
るが、好ましくは、そのアミノ酸残基は、次の通りに：Ａ49Ｐ，Ｇ59Ｖ，Ｓ85Ｆ，Ｉ90Ｆ
，Ｓ116Ｐ，Ｑ126Ｒ，Ｄ137Ｇ，Ｓ170Ｐ又はＷ221Ｌ、又は挿入されるアミノ酸残基の電
荷グループと同じ電荷グループ（下記の定義を参照のこと）に属するアミノ酸残基、たと
えばＡ49Ｐの代わりにＡ49Ｔにより置換される。負に荷電されたアミノ酸残基、たとえば
Ｄ137が置換される場合、好ましくは、それは、下記に定義されるように、正の電荷グル
ープ又は中性のグループに属するアミノ酸残基、たとえばＤ137Ｇ，Ｎ，Ｋにより置換さ
れる：
負の電荷グループ：Ｄ，Ｅ
正の電荷グループ：Ｋ，Ｒ，Ｈ
中性のグループ：Ｉ，Ｃ，Ｓ，Ｔ，Ｐ，Ｗ，Ｍ，Ｇ，Ａ，Ｐ，Ｎ，Ｙ，Ｑ，Ｌ，Ｖ。
次の位置での突然変異を含んで成る変異体が、第１の洗浄活性又は改良された洗浄性能を
示すことができることが企画される：

（ここで、Ｘは、いづれのアミノ酸残基でもあり得、そして同一、対位置での同一、又は
異なっていることができる）。
本発明のＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素は、次の突然変異を含んで成ることができる：
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次の変異体が特に興味あるものである：

本発明の変異体は、好都合には、位置Ｅ１で追加の突然変異を含んで成ることができ、こ
こで前記突然変異は、Ｅ１の欠失であるか、又はいづれか他のアミノ酸残基、特にＰ又は
ＳによるＥの置換である。
さらに、上記特定の変異体が、本明細書において論ぜられるＮ－末端又はＣ－末端ペプチ
ド拡張部分のいづれかを含んで成ることができ、それらの特定の例は、
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である。Ｎ－末端拡張蔀分は、たとえば、成熟親リパーゼのアミノ酸残基Ｅ１に適用され
、又はアミノ酸残基２－20、たとえば成熟親酵素の２，３，４又は５に適用され、ここで
残基Ｅ１（及び任意には、親酵素の非構造部分のより多くのアミノ酸残基、たとえば成熟
親酵素の２～20Ｎ－末端部分内のアミノ酸残基）は欠失される。さらに、ペプチド付加は
、本明細書に言及されるペプチド拡張部分の最後のアミノ酸残基の１又は複数の残基が、
位置１及び任意には２、及びさらなる位置を占める成熟親酵素のアミノ酸残基を置換する
ように適用され得る。たとえば、ペプチド拡張部分“SPPRRP”は、成熟親Ｈ．ラヌギノサ
・リパーゼのＥ１を、ペプチド付加物の最後の“Ｐ”により置換し、そして野生型プロペ
プチド“SPIRR”を“SPPRR”により置換することによって適用され得る。
置換が成熟親酵素のＮ－末端部分において行なわれない場合、Ｎ－末端付加物は、Ｎ－末
端拡張部分が親酵素のプロペプチド（の一部）に同一である場合、Ｓ．セレビジアエにお
いて発現されている変異体の結果として、又はより好ましくは、成熟親酵素のアミノ酸残
基１をコードするコドンの下流の（プレ）プロ配列又は他の配列をコードする、親酵素を
コードするDNA配列の一部の適切な変性により適用され得る。
本発明の現在最とも好ましい変異体は、次のものを包含する：
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そしてそれらの変異体はこの後の例に開示される。Ｎ－末端拡張部分が上記特定された変
異体に存在する場合、命名“Ｅ１…”とは、位置１でのＥが“Ｅ１”の後に列挙されるペ
プチド付加物の最後のアミノ酸残基により置換されており、残りの残基は位置１を占める
アミノ酸残基に融合されていることを示すために用いられる。たとえば、“E1SPPEQP”は
、アミノ酸残基Ｅ１が“Ｐ”により置換され、そして残りの残基“SPPEQ”がＥ１Ｐに融
合されていることを示す。実際、そのような変異体は、プロセッシングされていない親酵
素のアミノ酸残基（－５）－（－１）を、ペプチド延長部分の適切なアミノ酸残基により
置換し、そしてＥ１を適切なアミノ酸残基により置換することによって便利には構成され
、ここで前記置換は、その対応するDNA配列に適切な突然変異を導入することによって行
なわれ、そして続いて、（本明細書にさらに開示されるように）得られる変異体を発現系
において生成し、それらのＮ－末端拡張部分の発現された変異体の少なくとも一部におけ
る維持を可能にする。Ｅ１の置換が示されない場合、Ｎ－末端ペプチド付加物は、成熟親
酵素の位置１を占めるアミノ酸残基に単純に融合される。
上記変異体は初め、本発明のランダム突然変異誘発及び／又は遺伝子組換え法（gene shu
ffling methods）を用いて構成され、そして続いて、それらにより導入された突然変異に
関して特徴づけられる。それらの変異体を構成するための他の方法は、当業界において知
られている方法に従って適切なオリゴヌクレオチドプローブを用いての特定部位突然変異
誘発に基づかれることが明らかであろう。
良好な洗浄性能／第１の洗浄活性は、上記特定の個々の突然変異の１つが上記で提案され
た突然変異と同じ電荷グループに属するアミノ酸残基に対する突然変異により置換される
場合に維持されるであろうことが企画される。たとえば、突然変異Ｎ94ＫはＮ94Ｒ，Ｈに
より置換され得、又は突然変異Ｄ13Ｇ又はＤ167Ｇにおける“Ｇ”が中性グループに属す
る他のアミノ酸残基の１つにより置換され得る。さらに、中性グループのアミノ酸残基を
、正の電荷グループに属する残基により置換することが好都合であり、たとえば、それぞ
れ、Ｄ137Ｇ及びＤ167Ｇにおける“Ｇ”がＫ，Ｒ又はＨにより置換され、それぞれ、突然
変異Ｄ137Ｋ，Ｒ，Ｈ及びＤ167Ｋ，Ｒ，Ｈがもたらされ得る。
すでに言及されたように、Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素は、他の脂肪分解酵素、たとえば
本明細書に開示されるリゾムコル・ミエヘイ、ペニシリアム・カメムベルチ、アビシジア
sp. 及び種々のリゾパスsp. に由来できるそれらの酵素に、構造的に密接に関係している
。従って、Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼにおける上記変性に対応する変性及び他の構造的に
関連する脂肪分解酵素における相同位置への導入がまた、第１の洗浄性能に関して機能的
であると思われる。従って、さらなる観点において、本発明は、Ｈ．ラヌギノサ・リパー
ゼ・アミノ酸配列又は構造（たとえば、UWGGG GAPプログラム又は“構造”類似性を用い
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て少なくとも50％、たとえば少なくとも60％又は70％のギャップ又は全体のタンパク質類
似性を可能する少なくとも20％の配列同一性を有する）と整合され得る、アミノ酸配列又
は三次元構造を有する親脂肪分解酵素の第１の洗浄変異体に関し、ここで前記アミノ酸配
列は、問題の親脂肪分解酵素中に、上記Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼの突然変異に対応する
突然変異を導入するために及び／又は野生型Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼに見出されるアミ
ノ酸残基を導入するために変性されている。構造的に配列相同のリパーゼにおける変性さ
れるべきアミノ酸残基又は位置は、Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼの構造／配列とその対応す
る構造／配列との整合性から同定され得る。そのような変異体は、Ｈ．ラヌギノサ・リパ
ーゼ（そのような脂肪分解酵素は上記で同定されている）に対する構造及び／又は配列相
同性を示す親脂肪分解酵素から調製された第１の洗浄脂肪分解酵素変異体を構成する方法
により構成され得、ここで前記方法は、問題の親酵素の配列とＨ．ラヌギノサ・リパーゼ
又はその第１の洗浄変異体とを整合し、又は問題の親酵素の構造とＨ．ラヌギノサ・リパ
ーゼ又は変異体の構造とを重ね合せ、第１の洗浄活性（上記に開示される突然変異を参照
のこと）を達成するために不可欠であると思われるＨ．ラヌギノサ・リパーゼ又は変異体
の位置に対して相同である、親酵素における位置を同定し、そしてｔに従ってその適切な
位置を占めるアミノ酸残基を置換し、そして得られる変異体酵素を生成することを含んで
成る。
親脂肪分解酵素をコードするDNA配列のクローニング
第１の洗浄脂肪分解酵素が本発明に従って創造される親脂肪分解酵素をコードするDNA配
列が、当業界において知られている方法の使用により、問題の親酵素を生成するいづれか
の細胞又は微生物から単離され得る。
たとえば、DNA配列は、その配列を含むと思われる生物からcDNA又はゲノムライブラリー
を確立し、そして従来の方法により陽性クローンについてスクリーンすることによって単
離され得る。そのような方法の例は、標準技法（Sambrookなど., 1989を参照のこと）に
従って親酵素（配列情報が入手できる場合）又は関連する脂肪分解酵素（親酵素に関する
配列情報が入手できない場合）のアミノ酸又はDNA配列に基づいて調製されたオリゴヌク
レオチドプローブに対するハイブリダイゼーション、及び／又は脂肪分解活性を発現する
クローンについての選択、及び／又は親脂肪分解酵素に対して生ぜしめられた抗体と対応
するタンパク質を生成するクローンについての選択である。
cDNA又はゲノムライブラリーから本発明に従って変性される親脂肪分解酵素をコードする
DNA配列を単離するための好ましい方法は、親酵素のDNA又はアミノ酸配列に基づいて調製
された変性オリゴヌクレオチドプローブを用いるポリメラーゼ鎖反応（PCR）の使用によ
る。たとえば、PCRは、アメリカ特許第4,683,202号に記載される技法を用いて、又はR.K.
Saikiなど。（1988）により実施され得る。
他方では、親酵素をコードするDNA配列は、確立された標準の方法、たとえばBeaucage an
d Caruthers（1981）により記載されるホスホアミジット法、又はMattesなど。（1984）
により記載される方法により合成的に調製され得る。ホスホアミジット法によれば、オリ
ゴヌクレオチドは、たとえば自動DNA合成機において合成され、精製され、アニールされ
、連結され、そして適切なベクターにおいてクローン化される。
最終的に、親酵素をコードするDNA配列は、標準の技法に従って、合成、ゲノム又はcDNA
起源（適切な場合）のフラグメント（親酵素をコードする完全なDNA配列の種々の部分に
対応するフラグメント）を連結することによって調製された、混合されたゲノム及び合成
、混合された合成及びcDNA、又は混合されたゲノム及びcDNA起源のDNAから調製され得る
。
第１の洗浄脂肪分解酵素変異体の構成方法
本発明の簡単な記載から明らかなように、本発明者は、本明細書に記載されるように１洗
浄サイクルアッセイの間、実質的な量の脂肪物質を除去することができる脂肪分解酵素を
創造するためのひじょうに効果的な方法を開発した。
従って、１つのひじょうに好ましい態様におていは、本発明の脂肪分解酵素は、少なくと
も次の段階を含んで成る方法の結果である、天然に存在する親脂肪分解酵素の変異体であ
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り、ここで前記方法は：
（ａ）適切な宿主細胞において、親脂肪分解酵素に起因する種々の突然変異誘発されたDN
A配列を発現し；
（ｂ）親脂肪分解酵素に比較して、低められたカルシウム依存性及び／又は洗剤又は洗剤
成分に対する改良された耐性を有する突然変異誘発された脂肪分解酵素を発現する宿主細
胞についてスクリーンし；そして
（ｃ）12500LU／ｌの濃度で、洗剤組成物のＡ又はＢに存在する場合、本明細書に記載さ
れるように１サイクル洗浄アッセイにおいて、前記酵素を含まない同じ洗剤組成物よりも
少なくとも15％高くラードを、ラードで汚れた布ぎれから除去することができる、段階（
ｂ）に起因する酵素間から突然変異誘発された脂肪分解酵素を選択する段階を含んで成る
。
段階（ａ）において言及される突然変異誘発されたDNA配列の種類は、親脂肪分解酵素を
コードするDNA配列を、突然変異誘発されたDNA配列を形成するために突然変異誘発にゆだ
ねることによって便利には得られる。その突然変異誘発はいづれか適切な方法、たとえば
特定部位突然変異誘発により実施され得るが、好ましくは、その突然変異誘発はランダム
突然変異誘発である。従って、ランダム突然変異誘発の使用により、特定部位突然変異誘
発の使用により可能であるよりも、より多数の突然変異誘発されたDNA配列を創造するこ
とが可能である。ランダム突然変異誘発は、“ランダム突然変異誘発”のセクションにお
いてさらに詳細に説明される。そのセクションにおいては、また、前記方法の１又は複数
の段階（ａ）－（ｃ）が、連続的な改良を行なうために、いかにして１又は複数回くり返
えされ得るかを記載する。たとえば、第１回目の段階（ａ）－（ｃ）から選択された突然
変異誘発された脂肪分解酵素が、第２回目の方法にゆだねられ、ここで前記スクリーニン
グ段階（ｂ）は第１回目のスクリーニング段階（ｂ）に使用される条件よりもより緊縮し
た条件での選択を包含し、それにより、第１回目に起因する突然変異誘発された脂肪分解
酵素に比較して、低められたカルシウム依存性及び／又は洗剤又は洗剤成分に対する改良
された耐性を有する突然変異誘発された脂肪分解酵素を選択する。
ランダム突然変異誘発
上記方法の段階（ａ）に従って行なわれる、親脂肪分解酵素（又はペプチド付加物）をコ
ードするDNA配列のランダム突然変異誘発は便利には、当業界において知られているいづ
れかの方法の使用により行なわれ得る。
たとえば、ランダム突然変異誘発は、適切な物理的又は化学的突然変異誘発剤の使用によ
り、適切なオリゴヌクレオチドの使用により、又はDNA配列をPCR生成された突然変異誘発
にゆだねることによって実施され得る。さらに、ランダム突然変異誘発は、それらの突然
変異誘発剤のいづれかの組合せの使用により実施され得る。
突然変異誘発剤は、たとえば、トランジション、トランスバージョン、逆位、スクランブ
リング、欠失及び／又は挿入を包含する剤であり得る。
本発明の目的のために適切な物理的又は化学的突然変異誘発剤の例は、紫外線（UV）照射
、ヒドロキシルアミン、Ｎ－メチル－Ｎ′－ニトロ－Ｎ－ニトロソグアニジン（MNNG）、
Ｏ－メチルヒドロキシルアミン、亜硝酸、エチルメタンスルホネート（EMS）、亜硫酸水
素ナトリウム、蟻酸、γ線照射、１－メチル－３－ニトロ－１－ニトロソグアニジン（NT
G）及びヌクレオチド類似体を包含する。
そのような剤が使用される場合、突然変異誘発は典型的には、突然変異誘発のための適切
な条件下で、選択される突然変異誘発剤の存在下で突然変異誘発されるべき親酵素をコー
ドするDNA配列をインキュベートし、そして所望する性質を有する突然変異誘発されたDNA
を選択することによって行なわれる。
突然変異誘発がオリゴヌクレオチドの使用により実施される場合、そのオリゴヌクレオチ
ドは、変更されることが所望される位置でのオリゴヌクレオチドの合成の間、３種の非親
ヌクレオチドによりドーピングされ、又はスパイキングされ得る。そのドーピング又はス
パイキングは、所望しないアミノ酸のためのコドンがそれらのコドンをもたらすヌクレオ
チドの量を低め又はそのヌクレオチドを完全に回避することによって回避されるように行
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なわれ得る。その一般知識及びコンピュータープログラムの状態は、与えられたアミノ酸
対照のための最とも最適なヌクレオチド混合物を計算するために使用され得る。ドーピン
グ又はスパイキングされたオリゴヌクレオチドは、たとえばPCR，LCR又はいづれかのDNA
ポリメラーゼ及びリパーゼを用いて、いづれかの公開された技法により、脂肪分解酵素を
コードするDNA中に組込まれ得る。
PCR生成の突然変異誘発が使用される場合、親脂肪分解酵素をコードする、化学的に処理
されているか又は処理されていないいづれかの遺伝子が、ヌクレオチドの誤った組込みを
高める条件下でPCRにゆだねられる（Deshler 1992, Leungなど。1989）。
Ｅ．コリ（Fowlerなど。1974），Ｓ．セレビシアエ又はいづれか他の微生物のミューテー
ター株は、たとえばミューテーター株を、親酵素を含むプラスミドにより形質転換し、前
記プラスミドを有するミューテーター株を増殖せしめ、そしてそのミューテーター株から
突然変異誘発されたプラスミドを単離することによって、脂肪分解酵素をコードするDNA
のランダム突然変異誘発のために使用され得る。続いて、その突然変異誘発されたプラス
ミドを用いて、発現生物を形質転換することができる。
突然変異誘発されるべきDNA配列は便利には、親脂肪分解酵素を発現する生物から調製さ
れるゲノム又はcDNAライブラリーに存在することができる。他方では、そのDNA配列は、
それ自体、突然変異誘発剤と共にインキュベートされ得又はその剤に暴露され得る、適切
なベクター、たとえばプラスミド又はバクテリオファージ上に存在することができる。突
然変異誘発されるべきDNAはまた、宿主細胞のゲノムに組込まれることによって、又は前
記細胞に収容されるベクター上に存在することによって、その宿主細胞に存在することも
できる。最終的に、突然変異誘発されるべきDNAは、単離された形で存在することができ
る。ランダム突然変異誘発にゆだねられるべきDNA配列は好ましくは、cDNA又はゲノムDNA
配列である。
多くの場合、発現又はスクリーニングが実施される前、突然変異誘発されたDNA配列を増
幅することが便利である。そのような増幅は、当業界において知られている方法に従って
行なわれ、その現在好ましい方法は、親酵素のDNA又はアミノ酸配列に基づいて調製され
るオリゴヌクレオチドプライマーを用いてのPCR生成の増幅である。
突然変異誘発剤と共にインキュベーションした後、又はその剤に暴露した後、突然変異誘
発されたDNAは、発現の発生を可能にする条件下でそのDNA配列を担持する適切な宿主細胞
を培養することによって発現される。この目的のために使用される宿主細胞は、任意には
ベクター上に存在する突然変異誘発されたDNA配列により形質転換された細胞、又は突然
変異誘発処理の間、親酵素をコードするDNA配列を担持する細胞であり得る。適切な宿主
細胞の例は下記に与えられる。特に、親脂肪分解酵素が菌類、たとえば糸状菌又は酵母に
由来する場合、宿主細胞として酵母細胞を用いることが特に好ましい。突然変異誘発され
たDNA配列はさらに、突然変異誘発されたDNA配列の発現を可能にする機能をコードするDN
A配列を含むことができる。
本発明の方法の段階（ｂ）に言及されるスクリーニング基準は注意して選択されることが
理解されるであろう。従って、いづれの理論にも制限されないが、アルカリ性pH（７以上
のpH）でのカルシウムに対する低められた依存性についてのスクリーニングは、遊離カル
シウムイオンの濃度が洗剤マトリックス（ビルダー）におけるキレート化剤により故意に
低められる事実により特徴づけられる特別な洗浄条件下で、カルシウムのための必要条件
が最適な活性のための制限因子として見なされ得る全体的な改良された性能を有する変異
体をもたらすと思われる。
変異体が改良された耐性を有する洗剤又は洗剤成分は、たとえばさらに下記に記載される
ようないづれかのタイプのものであり得る。好ましくは、洗剤成分は、非イオン性、アニ
オン性、カチオン性、両性イオン性又は両性界面活性剤である。非イオン性界面活性剤の
例は、アルコールエトキシレートを包含し、アニオン性界面活性剤の例はLAS、アルキル
スルフェート、アルコールエトキシスルフェート及び同様のものを包含する。洗剤の選択
は、たとえば親脂肪分解酵素の固有の弱さ（洗剤耐性に関して）に依存するであろう。
ヒュミコラ・ラヌギノサ脂肪分解酵素及び相同の酵素（たとえば、ペニシリアム、リゾム
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コル、リゾパス及びアブシジアsp. 脂肪分解酵素）に関して、非イオン性界面活性剤アル
コールエトキシレート、すなわちDobanol▲Ｒ▼25－７として市販される剤に対する改良
された耐性は改良された洗浄性能を示すことができる。シュードモナスタイプ、たとえば
Ｐ．シュードアルカリゲネス、Ｐ．セパシアの脂肪分解酵素に関しては、アニオン性界面
活性剤、たとえば“アルキルスルフェート（HEODOL45が市販の例である）又はLAS（Nansa
 1169／Ｐが市販の例である）に対する改良された耐性は、改良された洗浄性能を示すこ
とができる。
段階（ｂ）のスクリーニングは、次の原理に基づいてフィルターアッセイの使用により便
利には行なわれる：
興味ある突然変異誘発された脂肪分解酵素を発現できる微生物が、適切な培地上で及び分
泌されるべき酵素のための適切な条件下でインキュベートされ、ここで前記培地は、第１
のタンパク質結合フィルター、及びその上部上に、低いタンパク質能力を示す第２のフィ
ルターを含んで成る二重フィルターを供給されている。微生物は第２フィルター上に位置
している。インキュベーションに続いて、微生物から分泌される酵素を含んで成る第１の
フィルターが、微生物を含んで成る第２のフィルターから分離される。第１のフィルター
が、所望する酵素活性についてのスクリーニングにゆだねられ、そして第２のフィルター
上に存在するその対応する微生物コロニーが同定される。
他方では、コロニーを担持する第２のフィルターがスクリーニングプレート上に直接的に
使用され得る。これは、正しいコロニーの採取を容易にし、そして多くの場合、より強い
シグナルを付与し、そしてわずか１つのフィルターを用いて、タンパク質結合又は非タン
パク質結合のいづれかが、多くの場合、十分である。
酵素活性を結合するために使用されるフィルターは、いづれかのタンパク質結合フィルタ
ー、たとえばナイロン又はニトロセルロースであり得る。発現生物のコロニーを担持する
上部フィルターは、タンパク質を結合するための親和性を有さないか又は低い親和性を有
するいづれかのフィルター、たとえば酢酸セルロース、又はDuraporeTMであり得る。フィ
ルターは、スクリーニングのために使用されるいづれかの条件により予備処理され、又は
酵素活性の検出の間、処理され得る。
酵素活性は、色素、蛍光、沈殿、pHインジケーター、IR－吸光度又は酵素活性の検出のた
めのいづれか他の既知の技法により検出され得る。
検出化合物は、いづれかの固定化剤、たとえばアガロース、寒天、ゼラチン、ポリアクリ
ルアミド、スターチ、フィルター紙、布、又は固定化剤のいづれかの組合せにより固定さ
れ得る。
脂肪分解活性は、脂質、たとえばオリーブ油又はラードと組合して、ブリリアントグリー
ン、ローダミンＢ又はスーダンブラックにより検出され得る。改良された洗浄性能を有す
る親脂肪分解酵素の変異体を同定するためのスクリーニング基準は、上記酵素活性の検出
体の１つと組合して、EDTA、非イオン性及び／又はアニオン性テンシド（tensides）、ア
ルカリ性pH、又はいづれかの洗剤組成物であり得る。
段階（ｂ）におけるスクリーニングに続いて、所望する性質（すなわち、スクリーニング
基準により定義されるような）を有する脂肪分解酵素が単離され、そしてそれらの第１の
洗浄能力が本明細書の材料及び方法のセクションに記載される１サイクル洗浄アッセイに
おいて試験される。
酵素の第１の洗浄活性が、１回目の上記処理の後、十分に良好でない場合、酵素は、たと
えば第１の洗浄性能を達成するためにリパーゼの変性のための上記でさらに与えられた原
理のいづれかに従って、酵素の第１の洗浄活性を改良するために、特定部位又はランダム
突然変異誘発により変性され得る。
最とも便利には、段階（ｂ）で生成される宿主細胞は、便利には、前の突然変異誘発処理
で使用されるよりも一層緊縮した選択基準を用いることによって、上記段階（ａ）－（ｂ
）及び任意には（ｃ）に定義されるような追加の回の突然変異誘発にさらにゆだねられ得
る。追加の回の突然変異誘発は、前で同定された好都合な突然変異、特にＤ96Ｌ，Ｑ249
Ｒ，Ｅ87Ｋ，Ｄ254Ｋ，Ｅ210Ｋを導入するために、又は選択された領域、たとえば脂質接
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触領域に、ランダム突然変異、たとえば正の及び／又は疎水性のアミノ酸残基の導入のた
めにドーピングされ又はスパイキングされたオリゴヌクレオチドによるランダム突然変異
誘発を導入するために、又は本明細書に言及されるいづれか他の特定の突然変異誘発を導
入するために、ランダム、局在化されたランダム、又は特定部位突然変異誘発であり得る
。他方では、異なった親脂肪分解酵素をコードする遺伝子が、個々の変異体から１又は複
数の突然変異を担持する新規変異体を得るためにランダム態様で組合され得る。これは、
“脂肪分解酵素をコードするDNA配列の組合せ”と称するセクションにさらに詳細に論ぜ
られる。
段階（ｂ）又は（ｃ）において選択される宿主細胞は、脂肪分解酵素の変異体の生成のた
めに直接的に使用され得る。他方ては、前記変異体をコードするDNAが、便利には、適切
な宿主細胞がまた列挙される、“本発明の変異体の発現”と称する下記セクションに記載
される方法の使用により、宿主細胞から単離され、そして他の適切な宿主細胞中に挿入さ
れ得る。
局在化されたランダム突然変異誘発
本発明によれば、ランダム突然変異誘発は、好都合には、問題の親脂肪分解酵素の部分に
位置することができる。これは、たとえば酵素のある領域が酵素の一定の性質のために特
に重要なものであることが同定されている場合、好都合であり、そしてその領域は、変性
される場合、改良された性質を有する変異体をもたらすことが予測される。そのような領
域は、親酵素の三次構造が解明され、そして酵素の機能に関連する場合に通常同定され得
る。
変性アミノ酸残基のために特に興味ある１つの領域は、脂質接触領域の内部又は外部の親
酵素の表面、すなわち脂質基質と接触して存在し、そしてたとえばリッド領域、疎水性ク
レフト又はそれらの構造体のいづれかの部分を含んで成る脂肪分解酵素の部分に位置した
。本発明の脂肪分解酵素のための興味あるもう１つの領域は、成熟親酵素のＮ－末端又は
Ｃ－末端の非構造部分内のペプチド付加物又は他の変性を含む。
局在化されたランダム突然変異誘発は、上記のようなPCR生成の突然変異誘発技法又は当
業界において知られているいづれか他の適切な技法の使用により便利には行なわれる。特
に、大きなペプチド付加物を突然変異誘発するためには、PCR生成の突然変異誘発（たと
えば、Deshler 1992又はLeungなど., 1989により記載されるような）を使用することが適
切であり、ここにおいては、突然変異誘発されるべき領域を両端に有する１又は複数の適
切なオリゴヌクレオチドプローブが使用される。短いペプチド付加物の突然変異誘発のた
めには、ドーピングされた又はスパイキングされたオリゴヌクレオチドの使用により局在
化されたランダム突然変異誘発を行なうことが好ましい。ドーピング又はスパイキングは
、たとえば所望しないアミノ酸残基のためのコドンを回避するために、又は特定タイプの
アミノ酸残基、たとえば正に荷電された又は疎水性のアミノ酸残基が所望する位置で導入
される可能性を高めるために使用される。
他方では、変性されるべきDNA配列の部分をコードするDNA配列は、適切なベクター中に挿
入されることによって単離され得、そして前記部分は続いて、上記で論ぜられたいづれか
の突然変異誘発法の使用により突然変異誘発にゆだねられ得る。
ランダム突然変異にゆだねられるDNA配列は、親脂肪分解酵素の脂質接触領域又はリッド
領域をコードするDNA配列の部分を含んで成り、又はその部分を構成することが特に興味
あるものである。局在化されたランダム突然変異誘発は、１又は複数のそれらの領域にお
いて及び／又は脂質接触領域を構成する１又は複数の領域において行なわれ得、そして好
ましくは、少なくとも２の領域において行なわれる。本発明のこの観点による変性のため
に特に興味ある親脂肪分解酵素は、DSM4109株から得られるＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素
又はその変異体又は類似体、ペニシリアム・カメムベルチに由来する親脂肪分解酵素、リ
ゾパス・オリザエに由来する親脂肪分解酵素、リゾムコル・ミエヘイに由来する親脂肪分
解酵素、アブジジアsp. に由来する親脂肪分解酵素、好ましくはPs. アエロギノサ科に属
するシュードモナスsp. に由来する親脂肪分解酵素、たとえばシュードモナス・セパシア
・リパーゼ、シュードモナス・シュードアルカリゲネス・リパーゼ、シュードモナス・グ
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ルマエ・リパーゼ、シュードモナス・メンドシナ・リパーゼ、シュードモナス・ウイスコ
ンシネンシス、又は配列番号99で示されるシュードモナスsp. リパーゼ（SD705）（Lipos
am▲Ｒ▼）を包含する。脂質接触領域及びリッド領域は、上記の定義セクションに同定さ
れる。
局在化されたランダム突然変異誘発は、たとえば約90～93％の野生型及び約７～10％の変
異体を確保する条件下で、Ｌ，Ｉ，Ｖ，Ｆ，Ｗ，Ａ（疎水性アミノ酸残基）、又はＫ，Ｒ
（正のアミノ酸残基）の方向にドーピングされるドーピングされたオリゴヌクレオチドの
使用により行なわれる。適切なドーピングレジメの特定の例は、下記の例セクションに与
えられる。
インビボ組換え
本発明の好ましい態様によれば、第１の洗浄脂肪分解酵素をコードするDNA配列が、重要
な段階として、異なった親脂肪分解酵素をコードする選択されたDNA配列又はそのようなD
NA配列の一部の組合せを包含する方法により構成され得る。
好ましくは、組合されるべきDNA配列は、満足のいく洗浄及び／又は皿洗い性能（たとえ
ば、例６に同定されるような）を有する脂肪分解酵素をコードする遺伝子に由来する。DN
Aを組合す目的は、個々の“親酵素”からの最良の要素が１つの及び同じ変異体酵素中に
組合されることである。
本発明において、用語“満足する洗浄能力”とは、親酵素が、適切な洗剤に存在する場合
、１又は数回の洗浄サイクルの間、脂肪染料を除去することができることを示すことを意
味する。好ましくは、問題の親酵素は、Lipolase（TM）よりも良好な洗浄性能を有する。
DNA配列の組合せは、当業界において知られているいづれか適切な方法により行なわれ得
る。たとえば、組合されるべきDNA配列が相同のフラグメントを含んで成る場合、その組
合せは好ましくは、相同のクロスオーバーにより、たとえば従来の方法、たとえばアメリ
カ特許第5,093,257号に記載される方法の使用により、又は遺伝子シャフリング（gene sh
uffling）（Stemmer（1994）, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol.91, 10747-10751；Ste
mmer（1994）, Nature, vol.370, 389-391；Smith（1994）, Nature, vol.370, 324-25；
WO 95／17413）により達成される。遺伝子シャフリングとは、多くのヌクレオチドの交換
を引き起こす生成DNA配列をもたらす、複数の相同DNA間のヌクレオチド配列の組換えを意
味する。
次の方法に基づくインビボ遺伝子シャフリング法（Gene Shuffling Method）が特に興味
の対象である：
ａ）親脂肪分解酵素をコードするDNA配列又はその実質的な一部を含んで成る少なくとも
１つの環状発現ベクターの形成、
ｂ）前記脂肪分解酵素をコードするDNA配列又はその一部内での前記環状発現ベクターの
開環、
ｃ）少なくとも１つの前記環状発現ベクター上の酵素コード領域の少なくとも一部に対し
て相同であるDNA配列を含んで成る少なくとも１つのDNAフラグメントの調製、
ｄ）前記脂肪分解酵素をコードする十分な長さのDNA配列又はその一部を包含する少なく
とも１つの前記相同DNAフラグメントと共に、少なくとも１つの前記開環されたベクター
の、組換え宿主細胞中への導入、
ｅ）発生する相同DNAフラグメント間での組換えの助けとなる条件下で前記酵母組換え宿
主細胞の培養、
ｆ）改良された洗浄性能を有する陽性の脂肪分解酵素変異体のスクリーニング。
上記段階ａ）において使用されるベクターは、酵母組換え宿主細胞を形質転換し、そして
発現され得る酵母発現ベクターであり得る。そのような発現ベクターの例は、pYES2.0（I
nvitrogene）から構成される酵母発現ベクター、たとえば野生型ヒュミコラ・ラヌギノサ
・リパーゼ遺伝子を含んで成るpJSO37を包含する。
段階ｂ）におけるベクターの開環は、当業界において知られているいづれかの従来の技法
により達成され得、そしてたとえば、単一の部位で切断し又はベクターに切れ目を付ける
ことにより（すなわち、たとえば遺伝子の小さな部分の切断をもたらす２つの部位で切断
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することにより）、リパーゼ遺伝子内のベクターを開環することにより行なわれ得る。
段階ｃ）における相同DNAフラグメントの調製は、いづれか適切な方法、たとえばアメリ
カ特許第4,683,202号又はSaikiなど.,（1988）, Science 239, 487-491に記載される標準
のPCR増幅方法により、相同DNA配列（たとえば、脂肪分解遺伝子に１又は複数の突然変異
を含んで成り、そしてプラスミド又はベクターに含んで成る）を増幅することによって行
なわれ得る。
ベクターは、形質転換により組換え宿主細胞（段階ｄ）における）中に導入され得る。組
換えの場合、宿主細胞は、サッカロミセス・セレビシアエ株、たとえばサッカロミセス・
セレビシアエYNG318（下記に記載される）であり、形質転換はSambrookなど.,（1989）, 
Molecular Cloning：A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, NY, USAに記
載されるようにして行なわれ得る。
陽性の脂肪分解酵素変異体についてのスクリーニングはたとえば、上記ランダム突然変異
誘発に関して記載されるスクリーニング法により行なわれ得る。
段階ａ）～ｆ）のサイクルの１つは、第１の洗浄脂肪分解酵素変異体の選択が上記でさら
に定義された選択条件を用いて行なわれる前に実施され得る。
シャフリング方法によれば、有意に複数のDNA配列がシャフリングされ得る。適切なプラ
スミドに含まれるいづれかの数の異なったDNAフラグメント及び相同の脂肪分解酵素が同
時にシャフリングされ得る。
組合されるべきDNA配列は、完全な遺伝子であり得、その少なくとも１つの部分が、遺伝
子の組換えの発生を可能にするために他の遺伝子に対して十分相同性を示す。他方では、
DNA配列は、組合される場合、脂肪分解酵素を発現することができる機能的遺伝子を生ぜ
しめることができる部分遺伝子であり得る。
組合されるべきDNA配列が高い相同性であり又は部分的に同一である場合、調節された組
合せが、たとえば、２種のDNA配列の組合せの場合、前記配列の１つのＮ－末端部分と他
の配列のＣ－末端部分（第１の配列の残りの部分に対応する）とを組合すために、又は問
題のそれぞれの遺伝子の他の適切な部分を組合すことによって、実施され得る。
天然に存在する酵素は、遺伝子シャフリングにゆだねられる前、上記のようなランダム、
局在化されたランダム又は特定部位の突然変異誘発により遺伝子的に変性され得る。他方
では、１種の酵素の一部が、キメラ酵素を得るために他の酵素の一部により置換され得る
。この置換は、従来のインビトロ遺伝子スプライシング技法により又はインビボ組換えに
より、もくしは両者の技術の組合せにより達成され得る。従来のインビトロ遺伝子スプラ
イシング技法を用いる場合、脂肪分解酵素遺伝子の所望する部分が適切な部位特異的制限
酵素を用いて欠失され；次に、そのコード配列の欠失された部分が、異なった脂肪分解酵
素コード配列の所望する部分の挿入により置換され、その結果、新規の脂肪分解酵素をコ
ードするキメラヌクレオチド配列が生成される。他方では、脂肪分解酵素遺伝子が、たと
えばHiguchiなど．1988により記載されるPCRオーバーレイ付加方法の使用により融合され
得る。
インビボ組換え技法は、高い相同性の領域（DNA配列の同一性）を有する異なったDNAセグ
メントが組換えることができ、すなわち破壊し、そしてDNAを交換し、そして相同領域に
新規の結合を確立することができる事実に依存する。従って、複数の異なっているが、し
かし相同の脂肪分解酵素についてのコード配列が宿主細胞を形質転換するために使用され
る場合、インビボでの相同配列の組換えがキメラ遺伝子配列の生成をもたらす。宿主細胞
によるそれらのコード配列の翻訳は、キメラ性脂肪分解酵素遺伝子生成物の生成をもたら
すであろう。特定のインビボ組換え技法は、アメリカ特許第5,093,257号及びヨーロッパ
特許第252,666号に記載される。
相同組換えの発生を可能にするためには、脂肪分解酵素は、少なくとも60％相同である部
分を含むことが所望される。完全な酵素は少なくとも60％相同であることが特に好ましい
。組合されるべき酵素は、同じ親酵素の異なった変異体、たとえば本明細書に開示される
Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素に由来する変異体、又は上記に言及される、Ps. アルカリゲ
ネス又はPs. フーリイバアルカリゲネス脂肪分解酵素に由来する変異体、又はＦ．ソラニ
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・ピシ脂肪分解酵素（上記を参照のこと）に由来する変異体、又はＰ．メンドシナ脂肪分
解酵素又はシュードモナスsp. リパーゼ（Liposam）（上記を参照のこと）に由来する変
異体であり得る。ランダム組換えは、天然に存在する脂肪分解酵素と前記酵素の１又は複
数の変異体との間で、異なった天然に存在する酵素間で、天然に存在する酵素の変異体（
前記変異体は同じ親酵素又は異なった酵素の変異体である）間で、又は天然に存在する酵
素及び天然に存在する酵素の変異体のいづれかの組合せ間で、それらの対応するDNA配列
が組換えすることができる限り実施され得ることが理解されるであろう。組合されるべき
DNA配列が親酵素の変異体である場合、それらの変異体は便利には、突然変異誘発、特に
上記に開示されるランダム突然変異誘発法により調製され得る。
他の態様においては、ハイブリッド酵素は、当業界において知られている標準の化学法に
より合成され得る。たとえば、Hunkapillerなど．（1984）を参照のこと。従って、上記
アミノ酸配列を有するペプチドは、完全に又は部分的に合成され、そして連結され、本発
明のハイブリッド酵素が形成される。
より好ましい態様においては、本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、親脂肪分解酵素を、
突然変異誘発、特にランダム突然変異誘発にゆだね、種々の突然変異誘発されたDNA配列
を形成し、適切な宿主においてその突然変異誘発されたDNA配列を発現し、そして低めら
れたカルシウム依存性及び／又は洗剤又は洗剤成分に対する改良された耐性を有する突然
変異誘発された脂肪分解酵素を生成する宿主細胞についてスクリーンし、前記スクリーニ
ングにおいて選択された突然変異誘発された脂肪分解酵素をコードするDNA配列を、同じ
親脂肪分解酵素から類似する態様で調製された１又は複数の他の突然変異誘発されたDNA
配列と共に、インビボ組換え、特に遺伝子シャフリング又は性的PCRにゆだね、その突然
変異誘発されたDNA配列を適切な宿主において発現し、場合によっては、低められたカル
シウム依存性及び／又は洗剤又は洗剤成分に対する改良された耐性を有する突然変異誘発
された脂肪分解酵素を生成する宿主細胞について選択し、任意には、上記突然変異誘発及
びインビボ組換え法のいづれか又は両者を、より緊縮したスクリーニング基準を用いて１
又は数回くり返し、そして最終的に、本明細書に定義されるような第１の洗浄活性を示す
脂肪分解酵素をコードする組換えされたDNA配列を選択することを含んで成る方法により
構成される。
さらに、親酵素の構造部分にペプチド付加物及び突然変異を含んで成る、本発明の第１の
洗浄脂肪分解酵素は、ペプチド付加物をコードするDNA配列の部分及び親脂肪分解酵素の
成熟部分をコードするDNA配列の選択された部分における、局在化された突然変異誘発、
特に局在化されたランダム突然変異誘発を包含する方法により、すなわち親酵素の構造部
分に行なわれる本発明の第２の観点に従ってのランダム突然変異誘発法、及びそのＮ－末
端及び／又はＣ－末端の非構造部分及び／又はＮ－末端及び／又はＣ－末端部分に適用さ
れるペプチド付加物におけるランダム突然変異誘発の組合せ方法により構成され得ること
が理解されるであろう。
本明細書に開示されるインビボ組換え及び突然変異誘発方法は、本明細書における“親脂
肪分解酵素”のセクションに言及されるいづれかの親脂肪分解酵素に適用され得ることが
理解されるであろう。特に好ましい親脂肪分解酵素は、ヒュミコラ・ラヌギノサ、及びシ
ュードモナスsp. 、たとえばPs. アルカリゲネス及びPs. シュードアルカリゲネスに由来
する。
本発明の脂肪分解酵素の発現
本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする、単離された核酸配列は、酵素の発現を提
供するためた種々の手段で操作され得る。ベクター中へのその挿入の前、第１の洗浄脂肪
分解酵素をコードする核酸配列の操作は、発現ベクターに依存して、所望され、又は必要
とされる。クローニング法を用いての核酸配列の変性技法は、当業界において良く知られ
ている。
用語“制御配列”とは、核酸配列のコード配列の発現のために必要であるか又は好都合で
あるすべての成分を包含するよう、本明細書においては、定義される。個々の制御配列は
、変性された脂肪分解酵素をコードする核酸配列に対して生来のものであるか又は外来性
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のものであり得る。そのような制御配列は、リーダー、ポリアデニル化配列、プロペプチ
ド配列、プロモーター、シグナル配列及び転写ターミネーターを包含するが、但しそれら
だけには限定されない。最少で、制御配列は、プロモーター、及び転写及び翻訳停止シグ
ナルを包含する。制御配列は、第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする核酸配列のコード領
域を有する制御配列の連結を促進する特定の制限部位を導入するためのリンカーを供給さ
れ得る。
制御配列は、適切なプロモーター配列であり得、この核酸配列はその核酸配列の発現のた
めに宿主細胞により認識される。プロモーター配列は、第１の洗浄脂肪分解酵素の発現を
仲介する転写及び翻訳制御配列を含む。プロモーターは、選択の宿主細胞において転写活
性を示すいづれかの核酸配列であり得、そして宿主細胞に対して相同であるか又は非相同
である細胞外又は細胞内ポリペプチドをコードする遺伝子から得られる。特に、細菌宿主
細胞において本発明の核酸構造体の転写を方向づけるための適切なプロモーターの例は、
Ｅ．コリlacオペロン、ストレプトマイセス・コエリコロル（Streptomyces coealicolor
）アガラーゼ遺伝子（dagA）、Ｂ．サズチリス・レバンスクラーゼ遺伝子（sacB）又はア
ルカリプロテアーゼ遺伝子、Ｂ．リケニホルミス　α－アミラーゼ遺伝子（amyL）、Ｂ．
ステアロサーモフィラスマルトジェニックアミラーゼ遺伝子（amyM）、Ｂ．アミロリクエ
ファシエンス（B. amyloliquefaciens）α－アミラーゼ遺伝子（amyQ）、Ｂ．リケニホル
ミス（B. licheniformis）ペニシリナーゼ遺伝子（penP）、Ｂ．サブチリスxylA及びxylB
遺伝子、Ｂ．ピュミラス（B. pumilus）キシロシダーゼ遺伝子、及び原核性β－ラクタマ
ーゼ又はトリプトファン遺伝子（Villa-Kamaroffなど., 1978, Proceedings of the Nati
onal Academy of Sciences USA 75：3727-3731）、並びにtac遺伝子（DeBoerなど., 1983
, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 80：21-25）から得られるプ
ロモーターである。さらなるプロモーターは、“Useful proteins from recombinant bac
teria”in Scientific American, 1980, 242：74-94；及びSambrookなど., 1989、前記に
記載される。糸状菌宿主細胞における本発明の核酸構造体の転写を指図するための適切な
プロモーターの例は、Ａ．オリザエTAKAアミラーゼ、Ａ．オリザエ・トリホスホスフェー
ト・イソメラーゼ、リゾムコル・ミエヘイ・アスパラギン酸プロテイナーゼ、Ａ．ニガー
中性α－アミラーゼ、Ａ．ニガー酸安定性α－アミラーゼ、Ａ．ニガー又はＡ．アワモリ
（A. awamori）グルコアミラーゼ（glaA）、リゾムコル・ミエヘイ・リパーゼ、Ａ．オリ
ザエ・アルカリ・プロテアーゼ、Ａ．オリザエトリホスフォスフェートイソメラーゼ、Ａ
．ニドランス（A. nidulans）アセトアミダーゼ、フサリウム　オキシスポラム・トリプ
シン様プロテアーゼ（アメリカ特許第4,288,627号に記載されるような；これは引用によ
り明細書に組込まれる）、又はADH-3プロモーター（McKnightなど.,（1985）, The EMBO 
J. 4, 2093-3099）、及びそれらのハイブリッドをコードする遺伝子から得られたプロモ
ーターである。糸状菌宿主細胞に使用するための特に好ましいプロモーターは、TAKAアミ
ラーゼ及びglaAプロモーターである。酵母宿主においては、酵母解糖遺伝子（＋）Hzeman
など.,（1980）, J. Biol. Chem. 255, 12073-12080；Alber and Kawasaki, （1982）, J
. Mol. Appl. Gen. 1, 419-434）、又はアルコール・デヒドロゲナーゼ遺伝子（Youngな
ど., Genetic Engineering OF Microorganisms for Chemicals（Hollaenderなど、eds.）
, Plenum Press, New York, 1982）からのプロモーター、又はTPI１（アメリカ特許第4,5
99,311号）又はADH2－4c（Russellなど.,（1983）, Nature 304, 652-654）プロモーター
が好ましい。有用なプロモーターは、Ｓ．セレビシアエ・エノラーゼ（ENO－１）遺伝子
、Ｓ．セレビシアエ・ガラクトキナーゼ遺伝子（GAL１）、Ｓ．セレビシアエ・アルコー
ル・デヒドロゲナーゼ／グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子（ADH
２／GAP）及びＳ．セレビシアエ３－ホスホグリセレート・キナーゼ遺伝子から得られる
。酵母宿主細胞のための他の有用なプロモーターは、Romanosなど., 1992, Yeast ８：42
3-488により記載される。
制御配列はまた、適切な転写ターミネーター配列、すなわち転写を停止するために宿主細
胞により認識される配列でもあり得る。ターミネーター配列は、脂肪分解酵素をコードす
る核酸配列の３′末端に操作可能的に連結される。ターミネーター配列は、変性された脂
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肪分解酵素をコードする核酸配列に対して生来のものであり、又は外来性源から得られる
。選択の宿主細胞において機能的であるいづれかのターミネーターが本発明において使用
され得る。糸状菌宿主細胞のための好ましいターミネーターは、Ａ．オリザエTAKAアミラ
ーゼ、Ａ．ニガー・グルコアミラーゼ、Ａ．ニジランス・アントラニレート・シンターゼ
、Ａ．ニガー・α－グルコシダーゼ、及びフサリウム・オキシスホラム・トリプシン様プ
ロテアーゼをコードする遺伝子から得られる。酵母宿主細胞のための好ましいターミネー
ターは、Ｓ．セレビシアエ・エノラーゼ、Ｓ．セレビシアエ・チトクロームＣ（CYC１）
、又はＳ．セレビシアエ・グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼをコードす
る遺伝子から得られる。酵母宿主細胞のための他の有用なターミネーターは、Romanosな
ど., 1992、前記により記載される。
制御配列はまた、適切なリーダー配列、すなわち宿主細胞による翻訳のために重要である
mRNAの非翻訳領域でもあり得る。そのリーダー配列は、脂肪分解酵素をコードする核酸配
列の５′末端に操作可能的に連結される。リーダー配列は、脂肪分解酵素をコードする核
酸配列に対して生来のものであり得、又は外来性源から得られる。選択の宿主細胞におい
て機能的であるいづれかのリーダー配列が、本発明において使用され得る。糸状菌宿主細
胞のための好ましいリーダーは、Ａ．オリザエTAKAアミラーゼ及びＡ．オリザエ・トリホ
スリン酸イソメラーゼをコードする遺伝子から得られる。酵母宿主細胞のための適切なリ
ーダーは、Ｓ．セレビシアエ・エノラーゼ（ENO－１）遺伝子、Ｓ．セレビシアエ・３－
ホスホグリセレート・キナーゼ遺伝子、Ｓ．セレビシアエ・α－因子、Ｓ．セレビシアエ
・アルコール・デヒドロゲナーゼ／グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ遺
伝子（ADH２／GAP）から得られる。
制御配列はまた、ポリアデニル化配列、すなわち、核酸配列の３′端に操作可能的に連結
され、そして転写される場合、転写されたmRNAにポリアデノシン残基を付加するためのシ
グナルとして宿主細胞により認識される配列である。ポリアデニル化配列は、変性された
脂肪分解酵素をコードする核酸配列に対して生来のものであり得、又は外来性源から得ら
れる。選択の宿主細胞において機能的であるいづれかのポリアデニル化配列が、本発明に
おいて使用さ得る。糸状菌宿主細胞のための好ましいポリアデニル化配列は、Ａ．オリザ
エTAKAアミラーゼ、Ａ．ニガー・グルコアミラーゼ、Ａ．ニジュランス・アントラニレー
ト・シンターゼ、及びＡ．ニガー・α－グルコシダーゼをコードする遺伝子から得られる
。酵母宿主細胞のための有用なポリアデニル化配列は、Guo and Sherman, 1995, Molecul
arCellular Biology 15：5983-5990により記載される。ポリアデニル化配列は、哺乳類宿
主細胞のためには当業界において良く知られている。
制御配列はまた、細胞の分泌路中に発現された、第１の洗浄脂肪分解酵素を向けることが
できる、第１の洗浄脂肪分解酵素のアミノ末端に連結されるアミノ酸配列をコードするシ
グナルペプチドコード領域でもあり得る。そのシグナルペプチドコード領域は、本発明の
第１の洗浄脂肪分解酵素に対して生来のものであり、又は外来性源から得られる。核酸配
列のコード配列の５′端は本来、分泌され、第１の洗浄脂肪分解酵素をコードするコード
領域のセグメントと翻訳読み取り枠を整合して天然において連結されるシグナルペプチド
コード領域を含むことができる。他方、前記コード配列の５′端は、分泌され、第１の洗
浄脂肪分解酵素をコードするコード配列のその部分に対して外来性であるシグナルペプチ
ドコード領域を含むことができる。シグナルペプチドコード領域を通常、含まない外来性
シグナルペプチドコード領域が必要とされる。他方、前記外来性シグナルペプチドコード
領域は、そのコード配列に通常、関連する天然のシグナルペプチドコード領域に関して脂
肪分解酵素の増強された分泌を得るために、天然のシグナルペプチドコード領域を単純に
置換することができる。シグナルペプチドコード領域は、アスペルギラス種からのグルコ
アミラーゼ又はアミラーゼ遺伝子、リゾムコル種からのリパーゼ又はプロテイナーゼ遺伝
子、サッカロミセス・セレビシアエからのα－因子のための遺伝子、バシラス種からのア
ミラーゼ又はプロテアーゼ遺伝子、又はウシプレプロキモシン遺伝子から得られる。細菌
宿主細胞のための効果的なシグナルペプチドコード領域は、バシラスNCIB11837からのマ
ルトジエン性アミラーゼ遺伝子、Ｂ．ステアロサーモフィラス・α－アミラーゼ遺伝子、
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Ｂ．リケニホルミス・スブチリシン遺伝子、Ｂ．リケニホルミス・β－ラクタマーゼ遺伝
子、Ｂ．ステアロサーモフィラス中性プロテアーゼ遺伝子（nprT, nprS, nprM）、及びＢ
．サブチリスPrsA遺伝子から得られるシグナルペプチドコード領域である。さらなるシグ
ナルペプチドは、Simonen and Palva, 1993, Microbiology Reviews 57：109-37により記
載されている。糸状菌宿主細胞のための効果的なシグナルペプチドコード領域は、Ａ．オ
リザエTAKAアミラーゼ遺伝子、Ａ．ニガー中性アミラーゼ遺伝子、リゾムコル・ミエヘイ
・アスパラギン酸プロテイナーゼ遺伝子、Ｈ．ラヌギノサ・セルラーゼ遺伝子、又はリゾ
ムコル・ミエヘイ・リパーゼ遺伝子から得られるシグナルペプチドコード領域である。酵
母宿主細胞のための有用なシグナルペプチドは、Ｓ．セレビシアエ・α－因子及びＳ．セ
レビシアエ・インバーターゼのための遺伝子から得られる。他の有用なシグナルペプチド
コード領域は、Romanosなど., 1992、前記により記載される。しかしながら、選択の宿主
細胞の分泌路中に発現された酵素を方向づけることができるいづれかのシグナルペプチド
コード領域が、本発明に使用され得る。
本発明の核酸構造体はまた、第１の洗浄脂肪分解酵素の発明において好都合である１又は
複数の因子、たとえば活性化因子（たとえばトランス－作用因子）、シャペロン及びプロ
セッシングプロテアーゼをコードする１又は複数の核酸配列を含んで成る。１又は複数の
それらの因子をコードする核酸は、第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする核酸配列と組を
なす必要はない。活性化因子は、第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする核酸配列の転写を
活性化するタンパク質である（Kudlaなど., 1990, EMBO Journal 9：1355-1364；Jarai a
nd Buxton, 1994, Current Genetics 26：2238-244；Verdier, 1990, Yeast 6：271-297
）。活性化因子をコードする核酸配列は、Ｂ．ステアロサーモフィラスNprA（nprA）、Ｓ
．セレビシアエ・ヘム活性化因子タンパク質１（hap１）、Ｓ．セレビシアエ・ガラクト
ース代謝タンパク質４（gal４）、及びＡ．ニジェランス・アンモニア調節タンパク質（a
reA）をコードする遺伝子から得られる。さらなる例のためには、Verdier, 1990、前記及
びMackenzieなど., 1993, Journal of General Microbiology 139：2295-2307を参照のこ
と。シャペロンは、もう１つのポリペプチドの折たたみを適切に助けるタンパク質である
（Hartlなど., 1994, TIBS 19；20-25；Bergeronなど., 1994, TIBS 19：124-128；Demol
derなど., 1994, Journal of Biotechnology 32：179-189；Craig, 1993, Science 260：
1902-1903；Gething and Sambrook, 1992, Nature 355：33-45；Puig and Gilbert, 1994
, Journal of Biological Chemistry 269：7764-7771；Wang and Tsou, 1993, The FASEB
 Journal 7：1515-11157；Robinsonなど., 1994, Bio/Technology １：381-384）。シャ
ペロンをコードする核酸配列は、Ｂ．サブチリスGroEタンパク質、Ａ．オリザエ・タンパ
ク質ジスルフィド・イソメラーゼ、Ｓ．セレビシアエ・カルネキシン、Ｓ．セレビシアエ
BiP／GRP78及びＳ．セレビシアエHsp70をコードする遺伝子から得られる。さらなる例の
ためには、Gething and Sambrook, 1992、前記及びHartlなど., 1994、前記を参照のこと
。選択の宿主細胞において機能するいづれかの因子が、本発明において使用され得る。
宿主細胞の増殖に関して第１の洗浄脂肪分解酵素の発現の調節を可能にする調節配列を付
加することがまた所望される。調節システムの例は、調節化合物の存在を包含する、化学
的又は物理的刺激に応じて遺伝子の発現のターン－オン又はターン－オフを引き起こすも
のである。原核システムにおける調節システムは、lac, tac及びtrpオペレーターシステ
ムを包含する。酵母においては、ADH２システム又はGAL１システムが使用され得る。糸状
菌においては、TAKAα－アミラーゼ・プロモーター、Ａ．ニガー・グルコアミラーゼ・プ
ロモーター及びＡ．オリザエ・グルコアミラーゼ・プロモーターが、調節配列として使用
され得る。調節配列の他の例は、遺伝子増幅を可能にするものである。真核システムにお
いては、それらは、メトトレキセートの存在下で増幅されるジヒドロ葉酸レダクターゼ遺
伝子、及び重金属により増幅されるメタロチオネイン遺伝子を包含する。それらの場合、
第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする核酸配列は、調節配列と組をなして配置されるであ
ろう。
発現ベクター
本発明はまた、本発明の核酸配列、プロモーター、及び転写及び翻訳停止シグナルを含ん



(44) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30

40

50

で成る組換え発現ベクターにも関する。上記の種々の核酸及び制御配列は、一緒に連結さ
れ、１又は複数の便利な制限部位で第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする核酸配列の挿入
又は置換を可能にするためにそのような部位を含むことができる組換え発現ベクターが生
成される。他方、本発明の核酸配列は、発現のための適切なベクター中に、前記核酸配列
又はその配列を含んで成る核酸構造体を挿入することによって発現され得る。発現ベクタ
ーを創造する場合、コード配列は、そのコード配列が発現及びたぶん分泌のための適切な
制御配列により操作可能的に連結されるようベクターに配置される。
組換え発現ベクターは、組換えDNA方法に便利にゆだねられ得、そして核酸配列の発現を
もたらすことができるいづれかのベクターであり得る。ベクターの選択は典型的には、ベ
クターが導入される予定である宿主細胞と前記ベクターとの適合性に依存するであろう。
ベクターは、線状又は閉じられた環状プラスミドであり得る。ベクターは、自主的に複製
するベクター、すなわち染色体外実在物（この複製は染色体複製とは無関係である）；た
とえばプラスミド、染色体外要素、ミニ染色体又は人工染色体として存在するベクターで
あり得る。ベクターは、自己複製を確かにするためのいづれかの手段を含むことができる
。他方、ベクターは、宿主細胞中に導入される場合、ゲノム中に組込まれ、そしてそれが
組込まれている染色体と一緒に複製されるベクターであり得る。ベクター系は、宿主細胞
のゲノム中に導入される全DNA、又はトランスポリゾンを一緒に含む、単一のベクター又
はプラスミド、又は複数のベクター又はプラスミドであり得る。
本発明のベクターは好ましくは、形質転換された細胞の容易な選択を可能にする１又は複
数の選択可能マーカーを含む。選択マーカーは、殺生物剤又はウィルス耐性、重金属に対
する耐性、原栄養性～栄養要求性、及び同様のものを提供する生成物の遺伝子である。細
菌選択可能マーカーの例は、Ｂ．サブチリス又はＢ．リケニホルミスからのdal遺伝子、
又は抗生物質耐性、たとえばアンピシリン、カナマイシン、クロラムフェニコール又はテ
トラサイクリン耐性を付与するマーカーである。ときおり使用される哺乳類マーカーは、
ジヒドロ葉酸レダクターゼ遺伝子である。酵母宿主細胞のための適切なマーカーは、ADE
２，HIS３，LEU２，LYS２，MET３，TRP１及びURA３である。糸状菌宿主細胞への使用のた
めの選択可能マーカーは、amdS（アセトアミダーゼ）、argB（オルニチンカルバモイルト
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）、hygB
（ヒグロマイシン・ホスホトランスフェラーゼ）、niaD（ニトレート・レダクターゼ）、
pyrG（オロチジン－５′－リン酸デカルボキシラーゼ）、sC（スルフェート・アデニルト
ランスフェラーゼ）、trpC（アントラニレート・シンターゼ）及びグルホシネート耐性マ
ーカー、並びに他の種からの同等物を包含する群から選択され得るが、但しこれらだけに
は、限定されない。アスペルギラス細胞への使用のためには、Ａ．ニジェランス又はＡ．
オリザエのamdS及びpyrGマーカー、及びストレプトマイセス・ヒグロスコピカス（Strept
omyces hygroscopicus）のbarマーカーが好ましい。さらに、選択は、たとえばWO 91／17
243に記載されるように、選択マーカーが別のベクター上に存在する、同時形質転換によ
り達成され得る。
本発明のベクターは、宿主細胞ゲノム中へのそのベクターの安定した組込み、又は細胞の
ゲノムに無関係な細胞におけるベクターの自主的な複製を可能にする要素を含む。
本発明のベクターは、宿主細胞中に導入される場合、宿主細胞ゲノム中に組込まれ得る。
組込みのためには、ベクターは、第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする核酸配列、又は相
同又は非相同組換えによるゲノム中へのベクターの安定した組込みのためのベクターのい
づれか他の要素に依存する。他方、ベクターは、宿主細胞のゲノム中への相同組換えによ
る組込みを指図するために追加の核酸配列を含むことができる。その追加の核酸配列は、
染色体における正確な位置での宿主細胞ゲノム中へのベクターの組込みを可能にする。正
確な位置での組込みの見込みを高めるためには、組込み要素は好ましくは、相同組換えの
確率を増強するためにその対応する標的配列に対して高い相同性である、十分な数の核酸
、たとえば100～1,500個の塩基対、好ましくは400～1,500個の塩基対、及び最とも好まし
くは、800～1,500個の塩基対を含むべきである。その組込み要素は、宿主細胞のゲノムに
おける標的配列に対して相同であるいづれかの配列であり得る。さらに、その組込み要素
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は、非コード、又はコードの核酸配列であり得る。他方、ベクターは、非相同組換えによ
り宿主細胞のゲノム中に組込まれ得る。それらの核酸配列は、宿主細胞のゲノムにおける
標的配列と相同であるいづれかの配列であり得、又はさらに、非コード又はコードの配列
であり得る。
自主複製のためには、ベクターはさらに、問題の宿主細胞においてベクターの自主的複製
を可能にする複製起点を含んで成る。複製の細菌起点の例は、プラスミドpBR322，pUC19
，pACYC177，pACYC184，pUB110，pE194，pTA1060及びpAMβ１の複製の起点である。酵母
宿主細胞への使用のための複製の起点の例は、複製の２ミクロン起点、CEN６及びARS４の
組合せ、及びCEN３及びARS１の組合せである。複製起点は、宿主細胞においてその機能を
感温性にする突然変異を有するものであり得る（たとえば、Ehrlich, 1978, Proceedings
 of the National Academy of Sciences USA 75：1433を参照のこと）。
本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする核酸配列の１つ以上のコピーが、核酸配列
の発現を増幅するために宿主細胞中に導入され得る。核酸配列の安定した増幅は、当業界
において良く知られた方法を用いて、宿主細胞ゲル中に前記配列の少なくとも１つの追加
のコピーを組込み、そして形質転換体について選択することによって得られる。
本発明の組換え発現ベクターを構成するために上記要素を連結するために使用される方法
は、当業者に良く知られている（たとえば、Sambrookなど., 1989、前記を参照のこと）
。
宿主細胞
本発明はまた、第１の洗浄脂肪分解酵素の組換え生成に都合良く使用される、本発明の核
酸配列を含んで成る組換え宿主細胞にも関する。細胞は好ましくは、本発明の核酸配列を
含んで成るベクターにより形質転換され、続いて宿主染色体中へのそのベクターの組込み
を包含する。“形質転換”とは、宿主細胞中への本発明の核酸配列を含んで成るベクター
の導入を意味し、その結果、前記ベクターは染色体組込み体として又は自己複製する染色
体外ベクターとして維持される。組込みは一般的に、核酸配列が細胞に安定して維持され
る場合、好都合であると思われる。宿主染色体中へのベクターの組込みは、上記のような
相同又は非相同組換えにより生じることができる。
宿主細胞の選択は、第１の洗浄脂肪分解酵素をコードする遺伝子及びその源にひじょうに
依存するであろう。さらに、宿主細胞の選択は、しばしば、宿主細胞のタンパク質分解酵
素系、及び本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素の生成に対するその影響に依存するであろう
。従って、１又は複数のタンパク質分解酵素又は他の酵素プロセッシング手段を欠失して
いる宿主細胞を用いることが所望される。プロテアーゼ欠失の細菌及び菌類（糸状菌及び
酵母）宿主細胞は、当業界において良く知られている。本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素
がペプチド付加を含む場合、好都合には、宿主は、ペプチド付加に近い部位で修飾された
脂肪分解酵素を切断することができる１又は複数のエクソ－プロテアーゼ、又はペプチド
付加内で切断することができるプロテアーゼを減じられているか、又はそれを欠失してい
る菌株である。たとえば、その宿主細胞は、トリペプチジル－アミノペプチダーゼ（TPAP
）（たとえば、Novo Nordisk A/SからのWO 96／14404を参照のこと）、ジペプチジル－ア
ミノペプチダーゼ（DDAP）、及び／又はKex２プロテアーゼ又はKex２－様プロテアーゼを
減じられているか又はそれを欠失することができ、そして従って、二塩基部位、たとえば
Arg-Arg（RR）を切断することができない。
宿主細胞の他の例は、アルカリプロテアーゼ欠失の又はそれを減じられた宿主細胞、アス
パラギン酸プロテアーゼ欠失の宿主細胞（ヨーロッパ特許第429490号）、及びタンパク質
分解酵素を欠いている宿主細胞、たとえばWO 93／00925、WO 92／17595、ヨーロッパ特許
第341215号、ヨーロッパ特許第574347号及びPCT／DK96／00111に記載される宿主細胞を包
含する。
宿主細胞は単細胞微生物、又は非単細胞微生物であり得る。有用な単細胞は、細菌細胞、
たとえばグラム陽性細菌、たとえばバシラス細胞、たとえばＢ．サブチリス、Ｂ．リケニ
ホルミス、Ｂ．レンタス、Ｂ．ブレビス、Ｂ．ステアロサーモフィラス、Ｂ．アルカロフ
ィラス、Ｂ．アミロリクエファシエンス、Ｂ．コアグランス、Ｂ．サーキュランス、Ｂ．
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ラウタス、Ｂ．メガテリウム、及びＢ．トリンギエンシス、又はストレプトマイセス細胞
、たとえばＳ．リビダンス又はＳ．ムリナス、又はグラム陰性細菌、たとえばＥ．コリ及
びシュードモナスsp. （特に、細菌性脂肪分解酵素、たとえばシュードモナスsp. 酵素が
生成される予定である場合）であるが、但しそれらだけには限定されない。細菌宿主の形
質転換は、たとえばプロトプラスト形質転換（たとえば、Chang and Cohen, 1979, Molec
ular General Genetics 168：11l-115）により、コンピテント細胞の使用（たとえば、Yo
ung and Spizizin, 1961, Journal of Bacteriology 81：823-829、又はDubnar and Davi
doff-Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology 56：209-221）により、エレクトロ
ポレーション（たとえば、Shigekawa and Dower, 1988, Biotechniques ６：742-751）に
より、又は接合（たとえば、Koehler and Thorne, 1987, Journal of Bacteriology 169
：5171-5278）によりもたらされ得る。
宿主細胞は、真核生物であり、そして好ましくは菌類、すなわち特に真核起源の変性され
た脂肪分解酵素の生成のためには、酵母細胞又は糸状菌細胞であり得る。
“酵母”とは、本明細書において使用される場合、子ノウ胞子性酵母（エンドマイセター
ル（Endomycetales））、担子胞子性酵母、及び不完全菌類（ブラストマイセテス（Blast
omycetes））に属する酵母を包含する。子ノウ胞子性酵母は、２種のスペルモプソラセア
エ（Spermophthoraceae）及びサッカロミセタセアエ（Saccharomycetaceae）科に分割さ
れる。後者は、４種の亜科、すなわちシゾサッカロミコイデアエ（Schizosaccharomycoid
eae）（たとえば、シゾサッカロミセス（Schizosaccharomyces）属）、ナドソニオイデア
エ（Nadsonioideae）、リポマイコイデアエ（Lipomycoideae）及びサッカロマイコイデア
エ（Saccharomycoideae）（たとえばピチア（Pichia）、クルイベロミセス（Kluyveromyc
es）及びサッカロミセス（Saccharomyces）属）から成る。担子胞子性酵母は、ロイコス
ポリジム（Leucosporidim）、ロードスポリジアム（Rhodosporidium）、スポリジオボラ
ス（Sporidiobolus）、フィロバシジアム（Filobasidium）及びフィロバシジエラ（Filob
asidiella）属を包含する。不完全菌類に属する酵母は、２種の科、すなわちスポロボロ
マイセタセアエ（Sporobolomycetaceae）（たとえばソロボロマイセス（Sorobolomyces）
及びブレラ（Bullera）属）及びクリプトコカセアエ（Cryptococcaceae）（たとえばカン
ジダ（Candida）属）に分割される。酵母の分類は未来においては変化するので、本発明
のためには、酵母は、Biology and Activities of Yeast（Skinner, F.A., Passmore, S.
M., and Davenport, R.R., eds, Soc. App. Bacteriol.Symposium Series No. 9, 1989）
に記載されるように定義されるであろう。酵母の生物学及び酵母遺伝学の操作は当業界に
おいて良く知られている（たとえば、Biochemistry and Genetics of Yeast, Bacil, M.,
 Horecker, B.J., and Stepani, A.O.M., editors, 2nd edition, 1987；The Yeasts, Ro
se, P.H., and Harrison, J.S., editors, 2nd edition, 1987；及びThe Molecular Biol
ogy of the Yeast Saccharomyces, Strathernなど., editors, 1981を参照のこと）。本
発明に関して、もう１つのタンパク質分解酵素プロセッシング系、たとえば細菌及び糸状
菌を典型的には有する酵母細胞の使用は、問題の親脂肪分解酵素の天然のプロ配列の一部
又はすべてを、ペプチド付加物として含んで成る変性された脂肪分解酵素を調製するため
に特に好都合である。菌類宿主細胞が酵母細胞（たとえば、親酵素のプロ配列の一部又は
完全な形でペプチド付加を適用することに使用されるべき）である場合、その酵母細胞は
、カンジダ、クルイベロミセス、サッカロミセス、シゾサッカロミセス、ピチア、又はヤ
ロウィア（Yarrowia）の種の細胞、たとえばＳ．セレビシアエ細胞、Ｓ．スカルスベルゲ
ンシス（S. scarlsbergensis）細胞、Ｓ．ジアスタチカス（S. diastaticus）細胞、Ｓ．
ドウグラシ（S. douglasii）細胞、Ｓ．クルイビリ（S. kluyveri）細胞）、Ｓ．ノルベ
ンシス（S. norbensis）細胞、又はＳ．オビホルミス（S. oviformis）細胞であり得る。
本明細書において使用されるような“菌類（Fungi）”とは、アスコマイコタ（Ascomycot
a）、バシジオマイコタ（Basidiomycota）、キトリジオマイコタ（Chytridiomycota）、
及びズイゴマイコタ（Zygomycota）（Hawksworthなど., In, Ainsworth and Bisby's Dic
tionary g The Fungi, 8th edition, 1995, CAB International,. University Press, Ca
mbridge, UKにより定義されるような）、並びにオーマイコタ（Oomycota）（Hawksworth
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など., 1995、前記、171p）に引用されるような）、及びすべての栄養胞子菌類（Hawkswo
rthなど., 1995、前記）を包含する。アスコマイコタの代表的なグループは、たとえばニ
ューロスポラ（Neurospora）、ユーペニシリアム（Eupenicillium）（＝ペニシリアム）
、エメリセラ（Emericella）（＝アスペルギラス）、ユーロチアム（Eurotium）（＝アス
ペルギラス）、及び上記に列挙される真の酵母を包含する。バシジオマイコタの例は、マ
ッシュルーム、サビ菌及び黒穂菌を包含する。キトリジオマイコタの代表的なグループは
、たとえばアロマイセス（Allomyces）、ブラストクラジエラ（Blastocladiella）、コエ
ロモマイセス（Coelomomyces）及び水性菌を包含する。オーマイコタの代表的なグループ
は、たとえばサプロレグニオマイセトアス（Saprolegniomycetous）水性菌（水カビ）、
たとえばアキリヤ（Achlya）を包含する。栄養胞子菌の例は、アスペルギラス、ペニシリ
アム、カンジダ及びアルテルナリアを包含する。ズイゴマイコタの代表的なグループは、
たとえばリゾパス及びムコルを包含する。
“糸状菌（Filamentous fungi)”は、ユーマイコタ（Eumycota）及びオーマイコタのすべ
ての糸状形を包含する（Hawksworthなど., 1995、前記により定義されるような）。糸状
菌は、キチン、セルロース、グルカン、キトサン、マンナン及び他の複雑な多糖類から構
成される活性菌糸体により特徴づけられる。栄養増殖（vegetative growth）は、菌糸の
伸長によってであり、そして炭素異化は通性好気性である。対照的に、酵母、たとえばサ
ッカロミセス・セレビシアエによる栄養増殖は、単細胞性葉状体（unicellular thallus
）の出芽によってであり、そして炭素異化は発酵的であり得る。
好ましい態様において、菌類宿主細胞は、糸状菌細胞である。より好ましい態様において
は、糸状菌宿主細胞は、アクレモニアム、アスペルギラス、フサリウム、ヒュミコラ、マ
イセリオプソラ、ムコル、ニューロスポラ、ペニシリアム、チエラビア、トリポクラジア
ム及びトリコダーマの種の細胞であるが、但し、これらだけには限定されない。さらによ
り好ましい態様においては、糸状菌宿主細胞はアスペルギラス細胞である。さらにより好
ましい態様においては、糸状菌宿主細胞はフサリウム細胞である。最とも好ましい態様に
おいては、糸状菌宿主細胞は、Ａ．オリザエ細胞、Ａ．ニガー細胞、Ａ．フォエチダス（
A. foetidus）細胞又はＡ．ジャポニカス（A. japonicus）細胞である。さらに最とも好
ましい態様においては、糸状菌宿主細胞は、フサリウム・オキシスポラム細胞又はＦ．グ
ラミネアラム（F. graminearum）細胞である。
菌類細胞は、プロトプラスト形成、前記プロトプラストの形質転換、及び細胞壁の再生を
包含する方法により形質転換され得る。アスペルギラス宿主細胞の形質転換のための適切
な方法は、ヨーロッパ特許第238023号及びYeltonなど., 1984, Proceedings of the Nati
onal Academy of Sciences USA 81：1470-1474に記載されている。フサリウム種を形質転
換する適切な方法は、Malardierなど., 1989, Gene 78：147-156又はWO 96／00787により
記載されている。酵母は、Becker and Guarente, In Abelgon, J.N. and Simon, M.I., e
ditors, Guide of Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, Vo
lume 194, pp182-187, Academic Press, Inc., New York；Itoなど., 1983, Journal of 
Bacteriology 153：163；及びHinnenなど., 1978, Proceedings of the National Academ
y of Sciences USA 75：1920により記載される方法を用いて形質転換され得る。哺乳類細
胞は、Graham and Van der Eb（1978, Virology 52：546）のリン酸カルシウム沈殿法を
用いての直接的な取込みにより形質転換され得る。
製造方法
本発明はまた、（ａ）本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素の発現の助けとなる条件下で前記
酵素をコードするDNA配列により形質転換された宿主細胞を培養し、そして（ｂ）前記第
１の洗浄脂肪分解酵素を回収することを含んで成る、本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素を
製造するための方法にも関する。
宿主細胞は、当業界において知られている方法を用いて第１の洗浄脂肪分解酵素の生成の
ために適切な栄養培地において培養され得る。たとえば、前記細胞は、変性された脂肪分
解酵素の発現及び／又は単離を可能にする条件下で及び適切な培地において実施される実
験室用又は産業用発酵器における振盪フラスコ培養、小規模又は大規模発酵（連続、バッ
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チ、供給バッチ、又は固体状態発酵を包含する）により培養され得る。培養は、当業界に
おいて知られている方法を用いて、炭素及び窒素源、及び無機塩を含んで成る適切な栄養
培地において行なわれる（たとえば、細菌及び酵母についての文献；Bennett, J.W. and 
LaSure, L., editors, More Gene Manipulations in Fungi, Academic Press, CA, 1991
を参照のこと）。適切な培地は商業的な供給者から入手でき、又は公開された組成に従っ
て調製され得る（たとえば、American Type Calture Cellectionのカタログにおける）。
第１の洗浄脂肪分解酵素が栄養培地中に分泌される場合、その脂肪分解酵素は培地から直
接的に回収され得る。第１の洗浄脂肪分解酵素が分泌されない場合、それは細胞溶解物か
ら回収される。
得られる第１の洗浄脂肪分解酵素は当業界において知られている方法により回収され得る
。たとえば、第１の洗浄脂肪分解酵素は、従来の方法、たとえば遠心分離、濾過、抽出、
噴霧乾燥、蒸発又は沈殿（但し、これらだけには限定されない）により栄養培地から回収
され得る。次に、回収された、第１の洗浄脂肪分解酵素は、種々のクロマトグラフィー方
法、たとえばイオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、アフィニテ
ィークロマトグラフィー又は同様のものにより、さらに精製され得る。
本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、当業界において知られている種々の方法、たとえば
クロマトグラフィー（たとえば、イオン交換、アフィニティー、疎水性、クロマトフォー
カシング及びサイズ排除）、電気泳動法（たとえば分離用等電点電気泳動（IEF）、示差
溶解性（たとえば、硫酸アンモニウム沈殿）、又は抽出（但し、これらだけには限定され
ない）により精製される（たとえば、Protein Purification, J.-C. Janson and Lars Ry
den, editors, VCH Publishers, New York, 1989を参照のこと）。
本発明によれば、第１の洗浄脂肪分解酵素に、変性された酵素の効果的な精製を可能にす
る１又は複数の荷電されたアミノ酸を適用することが企画される。それを行なうための技
法は、分子生物学の当業者に良く知られている。
宿主細胞、培養条件、及び／又は回収条件が好ましくは選択され、その結果、親酵素のプ
レ、プロ又はプレブロ－形の部分的プロセッシングが生ぜしめられ、その結果、生成され
た、変性された酵素分子の少なくとも５％、たとえば少なくとも10％、たとえば少なくと
も15％、たとえば少なくとも20％、たとえば少なくとも25％、たとえば少なくとも50％又
は少なくとも75％が、所望の、たとえば完全なプレ配列又はその実質的な部分を含んで成
る。
本発明の酵素組成物
さらなる観点において、本発明は、本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素を含んで成る酵素組
成物に関する。
本明細書で定義される場合、“実質的に純粋な”酵素は、SDS－PAGEにより決定される場
合、他の相同汚染物（第１の洗浄脂肪分解酵素と同じ源に起因する）を実質的に有さない
、たとえば少なくとも約20％の純度、好ましくは少なくとも約40％の純度、より好ましく
は約60％の純度、さらにより好ましくは約80％の純度、最とも好ましくは約90％の純度、
及びさらに最とも好ましくは約95％の純度を有する酵素である。
本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素がペプチド付加を含む場合、与えられた宿主細胞により
発現される第１の洗浄脂肪分解酵素分子のすべてが同じ切断部位でプロセッシングされる
とは限らないことが見出れた。これは、そのような宿主細胞による発酵から回収された第
１の洗浄脂肪分解酵素生成物が、十分な長さのペプチド付加物を有する部分、及びペプチ
ド付加の一部のみを有する１又は複数の他の部分を含んで成る結果を有する。本発明者は
、これが洗浄性能に実質的に影響を与えないことを見出した。結果的に、本発明の酵素組
成物中の脂肪分解酵素のすべては十分な長さのペプチド付加を保持するとは限らない場合
でさえ、その酵素組成物は第１の洗浄効果をまだ付与することができる。実際、ペプチド
付加を含む本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素の合計量の少なくとも約５％が上記で開示さ
れたような損なわれていないペプチド付加を有する限り、これは所望する第１の洗浄効果
を提供するのに十分であることが見出された。次に、第１の洗浄脂肪分解酵素分子の残る
部分は、意図される付加物よりも短いペプチド付加を有する（たとえば、１又は複数のア
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ミノ酸残基が宿主細胞による酵素のプロセッシングの間、切断されるゆえに）。従って、
本発明の酵素組成物は、その十分な長さの付加物を有する第１の洗浄脂肪分解酵素の少な
くとも約５％、好ましくは少なくとも約10％、たとえば少なくとも約25％、良好には少な
くとも約50％、特に少なくとも約75％を単に含む必要がある。
前記酵素組成物はさらに、プロテアーゼ、セルラーゼ、ペルオキシダーゼ、クチナーゼ、
アミラーゼ及び／又はリパーゼから成る群から選択された酵素、及び洗浄のために意図さ
れる場合、洗剤組成物に通常使用される成分を含むことができる。
洗剤の開示
界面活性剤系
本発明の洗剤組成物は、非イオン性及び／又はアニオン性及び／又はカチオン性及び／又
は両性及び／又は両性イオン性及び／又は半極性界面活性剤から選択され得る界面活性剤
系を含んで成る。
界面活性剤は典型的には、0.1～60重量％のレベルで存在する。
界面活性剤は、好ましくは、組成物に存在する酵素成分と適合できるように配合される。
液体又はゲル組成物において、界面活性剤は最とも好ましくは、それがそれらの組成物に
おけるいづれかの酵素の安定性を促進し、又は少なくとも分離しないように配合される。
本発明に従って使用されるべき好ましい界面活性剤系は、本明細書に記載される１又は複
数の非イオン性及び／又はアニオン界面活性剤を界面活性剤として含んで成る。
非イオン性洗剤界面活性剤は通常、たとえばアルキル基が約６～約12個の炭素原子を含む
アルキルフェノール、個々のアルキル基が６～12個の炭素原子を含むジアルキルフェノー
ル、好ましくは８～20個の炭素原子を有する第一、第二又は第三脂肪族アルコール（又は
そのアルキル－キャップド誘導体）、アルキル基に10～約24個の炭素原子を有するモノカ
ルボン酸、及びポリオキシプロピレンに由来する有機疎水性グループと化学的組合しての
水可溶性ポリアルコキシレン又はモノ－又はジアルカノールアミドグループから成る。脂
肪酸基のアルキル基が10～約20個の炭素原子を含み、そしてアルキロイル基が１～３個の
炭素原子を有する脂肪酸モノ－及びジアルカノールアミドもまた通常である。任意には、
モノ－及びジアルカノールアミド誘導体のいづれかにおいて、後者のグループ及び分子の
疎水性部位を連結するポリオキシアルキレン成分が存在することができる。すべてのポリ
アルコキシレン含有界面活性剤においては、ポリアルコキシレン成分は好ましくは、２～
20個のグループの酸化エチレン、又は酸化エチレン及び酸化プロピレングループから成る
。
アルキルフェノールの酸化ポリエチレン、ポリプロピレン及びポリブチレン縮合物は、本
発明の界面活性剤システムの非イオン性界面活性剤としての使用のために適切であり、そ
して酸化ポリエチレン縮合物が好ましい。それらの化合物は、約６～約14個の炭素原子、
好ましくは約８～約14個の炭素原子を含むアルキル基を直鎖又は枝分れ鎖の形状で有する
アルキルフェノールとアルキレンオキサイドとの縮合組成物を包含する。好ましい態様に
おいては、酸化エチレンは、アルキルフェノール１モル当たり、約２～約25モル、より好
ましくは約３～約15モルの酸化エチレンに等しい量で存在する。このタイプの市販の非イ
オン性界面活性剤は、GAF Corporationから市販されているIgepalTM CO-630；及びRphm &
 Haas Companyから市販されている、TritonTM X-45，X-114，X-100及びX-102を包含する
。それらの界面活性剤は、通常、アルキルフェノールアルコキシレート（たとえば、アル
キルフェノールエトキシレート）として言及される。
第一及び第二脂肪族アルコールと約１～約25モルの酸化エチレンとの縮合生成物は、本発
明の非イオン性界面活性剤システムの非イオン性界面活性剤としての使用のために適切で
ある。脂肪族アルコールのアルキル鎖は、直鎖又は枝分れ鎖、一次又は二次のいづれかで
あり得、そして一般的には、約８～約22個の炭素原子を含む。約８～約20個の炭素原子、
より好ましくは約10～約18個の炭素原子を含むアルキル基を有するアルコールと、アルコ
ール１モル当たり約２～約10モルの酸化エチレンとの縮合生成物が好ましい。アルコール
１モル当たり約２～約７モルの酸化エチレン及び最とも好ましくは、２～５モルの酸化エ
チレンが、前記縮合生成物に存在する。このタイプの市販の非イオン性界面活性剤の例は
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、TergitolTM 15-S-9（Ｃ11－Ｃ15の線状アルコールと９モルの酸化エチレンとの縮合生
成物）、TergitolTM 24-L-6 NMW（Ｃ12－Ｃ14の一次アルコールを狭い分子量分布を有す
る６モルの酸化エチレンとの縮合生成物）、両者ともUnion Carbide Corporationにより
市販されている；NeodalTM 45-9（Ｃ14－Ｃ15の線状アルコールと９モルの酸化エチレン
との縮合生成物）、NeodalTM 23-3（Ｃ12－Ｃ13の線状アルコールと３モルの酸化エチレ
ンとの縮合生成物）、NeodalTM 45-7（Ｃ14－Ｃ15の線状アルコールと７モルの酸化エチ
レンとの縮合生成物）、NeodalTM 45-5（Ｃ14－Ｃ15の線状アルコールと５モルの酸化エ
チレンとの縮合生成物）、これらはShell Chemical Companyにより市販されている；Kyro
TM EOB（Ｃ13－Ｃ15のアルコールと９モルの酸化エチレンとの縮合生成物）、The Procte
r & Gamble Companyにより市販されている；及びGenapol LA 050（Ｃ12－Ｃ14のアルコー
ルと５モルの酸化エチレンとの縮合生成物）、Hoechstにより市販されている；を包含す
る。それらの生成物におけるHLBの好ましい範囲は、８～11であり、そして最とも好まし
くは、８～10である。
本発明の洗剤組成物は、少なくとも25個の酸化アルキレン基、好ましくは少なくとも50個
の酸化アルキレン基、及びより好ましくは少なくとも80個の酸化アルキレン基を含むアル
コキシル化された脂肪族アルコールである非イオン性材料を含んで成る。約６～約30個の
炭素原子、好ましくは約10～約16個の炭素原子を含む疎水性基、及び多糖類、たとえば約
1.3～約10、好ましくは約1.3～約３、最とも好ましくは約1.3～約2.7のサッカリド単位を
含むポリグリコシド親水性基を有する、アメリカ特許第4,565,647号に開示されるアルキ
ルポリサッカリドである。５又は６個の炭素原子を含むいづれかの還元サッカリドを使用
され得、たとえばグルコース、ガラクトース及びガラクトシル成分がグルコシル成分によ
り置換され得る（任意には、疎水性基が２－，３－，４－、等の位置で結合され、従って
、グルコシド又はガラクトシドとは対照的にグルコース又はガラクトースを付与する）。
サッカリド間結合は、たとえば、追加のサッカリド単位の１つの位置と前方のサッカリド
単位上の２－，３－，４－及び／又は６－位置との間で存在することができる。
もう１つの有用な非イオン性界面活性剤は、WO 95／10524に記載されるように、６～24個
の炭素原子の直鎖又は枝分れ鎖の飽和又は不飽和脂肪族鎖を有し、任意には芳香族、脂環
式、混合された芳香族－脂肪族又はポリアルキルオキシアルキル基を含む、ウロン酸、ウ
ロン酸塩、又はウロン酸ラクトン又はポリウロン酸のグリコシドである。
好ましいアルキルポリグリコシドは、下記式：
R2O（CnH2nO）t（グリコシル）x

〔式中、Ｒ2はアルキル、アルキルフェニル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシアルキル
フェニル、及びそれらの混合物から選択され、ここで前記アルキル基は約10～約18個、好
ましくは約12～約14個の炭素原子を含み；ｎは２又は３、好ましくは２であり；ｔは０～
約10、好ましくは０であり；そしてｘは約1.3～約10、好ましくは約1.3～約３、最とも好
ましくは約1.3～約2.7である〕を有する。グリコシルは好ましくは、グルコースから誘導
される。それらの化合物を調製するためには、アルコール又はアルキルポリエトキシアル
コールがまず形成され、そして次に、グルコース、又はグルコースの源と反応せしめられ
、グルコシド（１－位置での結合）が形成される。次に、追加のグリコシル単位は、それ
らの１－位置と前方のグルコシル単位２－，３－，４－及び／又は６－位置、好ましくは
優先的には２－位置との間に結合され得る。
酸化プロピレンとプロピレングリコールとの縮合により形成される疎水性基材と酸化エチ
レンとの縮合生成物はまた、本発明の追加の非イオン性界面活性剤システムとしての使用
のために適切である。それらの化合物の疎水性部分は好ましくは、約1500～約1800の分子
量を有し、そして水不溶性を示すであろう。この疎水性部分へのポリオキシエチレン成分
の付加は、分子の水溶解性を全体として高める傾向があり、そして生成物の流体特徴は、
ポリオキシエチレン含有率が縮合生成物の合計重量の約50％である点まで（これは、約40
モルまでの酸化エチレンとの縮合に対応する）保持される。このタイプの化合物の例は、
BASFにより市販されているPluronicTM界面活性剤を包含する。
酸化プロピレンとエチレンジアミンとの反応に起因する生成物を酸化エチレンとの縮合生
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成物もまた、本発明の非イオン性界面活性剤システム中の非イオン性界面活性剤としての
使用のために適切である。それらの生成物の疎水性成分は、エチレンジアミン及び過剰の
酸化プロピレンの反応生成物から成り、そして一般的には、約2500～約3000の分子量を有
する。この疎水性成分は、その縮合生成物が約40～約80重量％のポリオキシエチレンを含
み、そして約5,000～約11,000の分子量を有する程度まで酸化エチレンにより縮合される
。このタイプの非イオン性界面活性剤の例は、BASFにより市販されているTetronicTM化合
物を包含する。
アルキルフェノールの酸化ポリエチレン縮合者、第一及び第二脂肪族アルコールと約１～
約25モルの酸化エチレンとの縮合生成物、アルキルポリサッカリド、及びそれらの混合物
は、本発明の界面活性剤システムの非イオン性界面活性剤としての使用のために適切であ
る。３～15個のエトキシ基を有するＣ8－Ｃ14のアルキルフェノールエトキシレート、及
び２～10個のエトキシ基を有するＣ8－Ｃ18のアルコールエトキシレート（好ましくは平
均約10個の炭素原子）、及びそれらの混合物が最とも好ましい。ひじょうに好ましい非イ
オン性界面活性剤は、下記一般式：

〔式中、Ｒ1はＨであり、又はＲ1はＣ1-4ヒドロカルビル、２－ヒドロキシエチル、２－
ヒドロキシプロピル又はそれらの混合物であり、Ｒ2はＣ5-31ヒドロカルビルであり、Ｚ
は線状ヒドロカルビル鎖に直接的に結合される少なくとも３個のヒドロキシルを有する前
記鎖を有するポリヒドロキシカルビル、又はそのアルコキシル化された誘導体である〕で
表わされるポリヒドロキシ脂肪酸アミド界面活性剤である。好ましくは、Ｒ1はメチルで
あり、Ｒ2は直鎖のＣ11-15アルキル又はＣ16-18アルキル又はアルケニル鎖、たとえばコ
コナッツアルキル、又はそれらの混合物であり、そしてＺは還元性アミノ化反応において
還元糖、たとえばグルコース、フルクトース、マルトース、ラクトースから誘導される。
少なくとも６の平均アルコキシ化程度を有するアルコキシル化された非イオン性界面活性
剤及びANR1R2（ここで、Ａはアルドビオン酸である糖成分であるが、但し、それはアルド
シ酸上のカルボニル基から通常延長するOH基を含まない）の構造のアルドビオンアミドを
含んで成る非イオン性界面活性剤システムは本発明において適切である。NR1R2は、アル
ドビオン酸上のヒドロキシル基が通常見出される場所に結合される。R1R2は、同じであっ
ても又は異なっていても良く、水素原子、脂肪族炭化水素基、芳香族基、脂環式基、アミ
ノ酸エステル、又はエーテルアミンである。Ｒ1及びＲ2は、WO 95／2770に記載されるよ
うに両者とも水素原子ではあり得ない。
他のいわゆる非イオン性洗剤化合物は、長鎖の第三アミンオキシド、長鎖の第三オスフィ
ンオキシド及びジアルキルスルホキシドを包含する。
ひじょうに好ましいアニオン性界面活性剤は、アルキルアルコキシル化されたスルフェー
ト界面活性剤を包含し、式RO(A)m SO3M（ここでＲは置換されていないＣ10－Ｃ24アルキ
ル、又はＣ10－Ｃ24アルキル成分、好ましくはＣ12－Ｃ20アルキル又はヒドロキシアルキ
ル、より好ましくは、Ｃ12－Ｃ18アルキル又はヒドロキシアルキルを有するヒドロキシア
ルキル基であり、Ａはエトキシ又はプロポキシ単位であり、ｍはゼロよりも大きく、典型
的には約0.5～約６、より好ましくは約0.5～約３であり、そしてＭはＨ又はカチオン、た
とえば金属カチオン（たとえば、ナトリウム、カリウム、リチウム、カルシウム、マグネ
シウム、等）、アンモニウム又は置換されたアンモニウムカチオンである）で表わされる
水可溶性塩又は酸である。アルキルエトキシル化されたスルフェート及びアルキルプロポ
キシル化されたスルフェートが本明細書において企画される。置換されたアンモニウムカ
チオンの特定の例は、メチル－、ジメチル－トリメチル－アンモニウムカチオン及び第四
アンモニウムカチオン、たとえばテトラメチル－アンモニウム及びジメチルピペルジニウ
ムカチオン、及びアルキルアミンから誘導されたもの、たとえばエチルアミン、ジエチル
アミン、トリエチルアミン、それらの混合物、及び同様のものを包含する。代表的な界面
活性剤は、Ｃ12－Ｃ18アルキルポリエトキシレート（1.0）スルフェート（Ｃ12－Ｃ18Ｅ
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（1.0）Ｍ）、Ｃ12－Ｃ18アルキルポリエトキシレート（2.25）スルフェート（Ｃ12－Ｃ1

8（2.25）Ｍ）、及びＣ12－Ｃ18アルキルポリエトキシレート（3.0）スルフェート（Ｃ12

－Ｃ18Ｅ（3.0）Ｍ）、並びにＣ12－Ｃ18アルキルポリエトキシレート（4.0）スルフェー
ト（Ｃ12－Ｃ18Ｅ（4.0）Ｍ）（ここで、Ｍは便利には、ナトリウム及びカリウムから選
択される）である。使用される適切なアニオン性界面活性剤は、アルキルエステルスルホ
ネート界面活性剤、たとえば“The Journal of the American Oil Chemists Society”, 
52（1975）, pp.323-329に従って、気体SO3によりスルホン化されるＣ8－Ｃ20カルボン酸
（すなわち、脂肪分解）の線状エステルである。適切な開始材料は、牛脂、ヤシ油、等に
由来する天然の脂肪物質を包含する。
特に洗濯用途のための好ましいアルキルエステルスルホネート界面活性剤は、下記構造式
：

〔式中、Ｒ3はＣ8－Ｃ20ヒドロカルビル、好ましくはアルキル、又はそれらの組合せであ
り、Ｒ4はＣ1－Ｃ6ヒドロカルビル、好ましくはアルキル、又はそれらの組合せであり、
そしてＭはアルキルエステルスルホネートと水溶性塩を形成するカチオンである〕で表わ
されるアルキルエステルスルホネート界面活性剤を含んで成る。適切な塩形成カチオンは
、金属、たとえばナトリウム、カリウム、及びリチウム、及び置換された又は置換されて
いないアンモニウムカチオン、たとえばモノエタノールアミン、ジエタノールアミン及び
トリエタノールアミンを包含する。好ましくは、Ｒ3はＣ10－Ｃ16であり、そしてＲ4は、
メチル、エチル又はイソプロピルである。Ｒ3がＣ10－Ｃ16アルキルであるメチルエステ
ルスルホネートが特に好ましい。
他の適切なアニオン性界面活性剤は、式ROSO3M（式中、Ｒは好ましくは、Ｃ10－Ｃ24ヒド
ロカルビル、好ましくはアルキル又はＣ10－Ｃ20アルキル成分を有するヒドロキシアルキ
ル、より好ましくはＣ12－Ｃ18アルキル又はヒドロキシアルキルであり、そしてＭはＨ又
はカチオン、たとえばアルカリ金属カチオン（たとえば、ナトリウム、カリウム、リチウ
ム）、又はアンモニウム又は置換されたアンモニウム（たとえば、メチル－、ジメチル－
及びトリメチルアンモニウムカチオン及び第四アンモニウムカチオン、たとえばテトラメ
チル－アンモニウム及びジメチルピペリジウムカチオン、及びアルキルアミン、たとえば
エチルアミン、ジエチルアミン、トリエチルアミン、及びそれらの混合物に由来する第四
アンモニウムカチオン、及び同様のもの）である）で表わされる水溶性塩又は酸であるア
キルスルフェート界面活性剤を包含する。典型的には、Ｃ12－Ｃ16のアルキル鎖が低い洗
浄温度（たとえば約50℃以下）のために好ましく、そしてＣ16－Ｃ18のアルキル鎖が高い
洗浄温度（たとえば約50℃以上）のために好ましい。
洗浄目的のために有用な他のアニオン性界面活性剤はまた、本発明の洗濯洗剤組成物に含
まれ得る。それらは、石鹸の塩（たとえば、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、及び
置換されたアンモニウム塩、たとえばモノ－、ジ－、及びトリエタノールアミン塩）、Ｃ

8－Ｃ22第一又は第二アルカンスルホネート、Ｃ8－Ｃ24オレフィンスルホネート、イギリ
ス特許第1,082,179に記載されるようにしてアルカリ土類金属シトレートの熱分解された
生成物のスルホン化により調製されたスルホン化されたポリカルボン酸、Ｃ8－Ｃ24アル
キルポリグリコールエーテルスルフェート（10モルまでの酸化エチレンを含む）；アルキ
ルグリセロールスルホネート、脂肪アシルグリセロールスルホネート、脂肪オレイルグリ
セロールスルフェート、アルキルフェノールエチレンオキシドエーテルスルフェート、パ
ラフィンスルホネート、アルキルホスフェート、イセチオネート、たとえばアシルイセチ
オネート、アルコキシカルボン酸のイセチオネートエステル（WO 95／14661に記載される
ような）、Ｎ－アシルタウレート、アルキルスクシナメート及びスルホスクシネート、ス
ルホスクシネートのモノエステル（特に飽和及び不飽和Ｃ12－Ｃ18モノエステル）及びス
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ルホスクシネートのジエステル（特に飽和及び不飽和Ｃ6－Ｃ12ジエステル）、アシルサ
ルコシネート、オレオイルサルコシネート、アルキルポリサッカリドのスルフェート、た
とえばアルキルポリグリコシドのスルフェート（その非イオン性非スルホネート化合物は
下記に記載される）、枝分れした第一アルキルスルフェート、及びアルキルポリエトキシ
、カルボキシレート、たとえば式RO（CH2CH2O）k-CH2C00-M

+（式中、ＲはＣ8－Ｃ22アル
キルであり、ｋは１～10の整数であり、そしてＭは可溶性塩形成カチオンである）で表わ
されるものを包含することができる。樹脂酸及び水素化された樹脂酸、たとえばロジン、
水素化されたロジン、及びタル油に存在するか又はタル油から誘導された樹脂酸及び水素
化された樹脂酸もまた適切である。アルキルベンゼンスルホネート、特に直鎖状アルキル
ベンゼンスルホネート（LAS）（ここで、アルキル基は10～18個の炭素原子を含む）がひ
じょうに好ましい。
さらなる例は、“Surface Active Agents and Detergents”（Vol. Ｉ and II by Schwar
tz, Perry and Berch）に記載されている。種々のそのような界面活性剤はまた一般的に
アメリカ特許第3,929,678号（第23欄第58行～第29欄第23行）に開示される。
本明細書に包含される場合、本発明の洗濯洗剤組成物は典型的には、約１～約40重量％、
好ましくは約３～約20重量％のそのようなアニオン性界面活性剤を含んで成る。
本発明の洗濯洗剤組成物はまた、カチオン性、両性、両性イオン、及び半極性界面活性剤
、及び本明細書にすでに記載された以外の非イオン性及び／又はアニオン性界面活性剤を
含むことができる。
本発明の洗濯洗剤組成物への使用のために適切なカチオン性洗浄界面活性剤は、１つの長
鎖のヒドロカルビル基を有するものである。そのようなカチオン性界面活性剤の例は、ア
ンモニウム界面活性剤、たとえばアルキルトリメチルアンモニウムハロゲニド、及び下記
式：
〔R2(OR3)y〕〔R4(OR3)y〕2R

5N＋X-

〔式中、Ｒ2はアルキル鎖に約８～約18個の炭素原子を有するアルキル又はアルキルベン
ジル基であり、個々のＲ3は、-CH2CH2-，CH2CH(CH3)-，-CH2CH(CH2OH)-，-CH2CH2CH2-及
びそれらの混合物から成る群から選択され；個々のＲ4はＣ1－Ｃ4アルキル、Ｃ1－Ｃ4ヒ
ドロキシアルキル、２つのＲ4基を連結することにより形成されるベンジル環構造体、-CH

2CHOHCHOHCOR
6CHOHCH2OH（ここでＲ6はいづれかのヘキソース又は1000以下の分子量を有

するヘキソースポリマーである）、及びｙが０でない場合、水素から成る群から選択され
；Ｒ5はＲ4と同じであるか、又はアルキル鎖（ここで炭素原子の合計数又はＲ2＋Ｒ5が約
18個よりも多くない）であり；個々のｙは０～約10であり、そしてｙ値の合計は０～約15
であり；そしてＸはいづれかの適合性アニオンである〕で表わされるそれらの界面活性剤
を包含する。
ひじょうに好ましいカチオン性界面活性剤は、下記式：
R1R2R3R4N

+X-　　（ｉ）
〔式中、Ｒ1はＣ8－Ｃ16アルキルであり、Ｒ2，Ｒ3及びＲ4の個々は独立して、Ｃ1－Ｃ4

アルキル、Ｃ1－Ｃ4ヒドロキシアルキル、ベンジル及び-（C2H40）xH（ここで、ｘは２～
５の値である）であり、そしてＸはアニオンである〕を有する、本発明の組成物において
有用な水溶性第四アンモニウム化合物である。１つよりも多くのＲ2，Ｒ3又はＲ4はベン
ジルであるべきではない。
Ｒ1のための好ましいアルキル鎖長はＣ12－Ｃ15であり、特にこの場合、アルキル基はヤ
シ又はヤシの仁の脂肪に由来する鎖長の混合物であり、又はオレフィン構成又はOXOアル
コール合成により合成的に誘導される。
Ｒ2，Ｒ3及びＲ4についての好ましい基は、メチル及びヒドロキシエチル基であり、アニ
オン性基のＸは、ハリド、メトスルフェート、アセテート及びホスフェートイオンから選
択され得る。本発明において使用するための式（ｉ）の適切な第四アンモニウム化合物の
例は、下記のものである：
ヤシトリメチルアンモニウムクロリド又はブロミド；
ヤシメチルジヒドロキシエチルアンモニウムクロリド又はブロミド；
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デシルトリエチルアンモニウムクロリド；
デシルジメチルヒドロキシエチルアンモニウムクロリド又はブロミド；
Ｃ12－Ｃ15ジメチルヒドロキシエチルアンモニウムクロリド又はブロミド；
ヤシジメチルヒドロキシエチルアンモニウムクロリド又はブロミド；
ミリスチルトリメチルアンモニウムメチルスルフェート；
ラウリルジメチルベンジルアンモニウムクロリド又はブロミド；
ラウリルジメチル（エテノキシ）4アンモニウムクロリド又はブロミド；
コリンエステル（式（ｉ）の化合物、式中、Ｒ1は

アルキルであり、そしてＲ2Ｒ3Ｒ4はメチルである）；
ジアルキルイミダゾリン〔式（ｉ）の化合物〕。
本発明において有用な他のカチオン界面活性剤はまた、アメリカ特許第4,228,044号及び
ヨーロッパ特許第000224号にも記載される。
本発明に包含される場合、本発明の洗濯洗剤組成物は典型的には、0.2～約25重量％、好
ましくは約１～約８重量％のそのようなカチオン性界面活性剤を含んで成る。
両性界面活性剤はまた、本発明の洗濯洗剤組成物への使用のために適切である。それらの
界面活性剤は、第二又は第三アミンの脂肪族誘導体、又は複素環式第二及び第三アミンの
脂肪族誘導体（ここで、脂肪族基は直鎖又は枝分れ鎖である）として広く記載され得る。
脂肪族置換基の１つは、少なくとも８個の炭素原子、典型的には約８～約18個の炭素原子
を含み、そしてその少なくとも１つは、アニオン性水溶性基、たとえばカルボキシ、スル
ホネート、スルフェートを含む。両性界面活性剤の例については、アメリカ特許第3,929,
678号（第19欄第18～35行）を参照のこと。
本発明に包含される場合、本発明の洗濯洗剤組成物は典型的には、0.2～約15重量％、好
ましくは約１～約10重量％のそのような両性界面活性剤を含んで成る。
両性イオン界面活性剤はまた、洗濯洗剤組成物への使用のために適切である。それらの界
面活性剤は、第二及び第三アミンの誘導体、複素環式第二又は第三アミンの誘導体、又は
第四アンモニウム、第四ホスホニウム又は第四スルホニウム化合物の誘導体として広く記
載され得る。両性イオン界面活性剤の例については、アメリカ特許第3,929,678号（第19
欄第38行～第22欄第48行）を参照のこと。
本発明に包含される場合、本発明の洗濯洗剤組成物は典型的には、0.2～約15重量％、好
ましくは約１～約10重量％のそのような両性イオン界面活性剤を含んで成る。
半極性非イオン性界面活性剤は、特定のカテゴリーの非イオン性界面活性剤であり、次の
ものを包含する：約10～約18個の炭素原子の１つのアルキル成分、及びアルキル基及び約
１～約３個の炭素原子を含むヒドロキシアルキル基から成る群から選択された２種の成分
を含む水溶性アミンオキシド；約10～約18個の炭素原子の１つのアルキル成分、及びアル
キル基及び約１～約３個の炭素原子を含むヒドロキシアルキル基から成る群から選択され
た２種の成分を含む水溶性ホスフィンオキシド；及び約10～約18個の炭素原子の１つのア
ルキル成分、及びアルキル基、及び約１～約３個の炭素原子のヒドロキシアルキル基から
成る群から選択された成分を含む水溶性スルホキシド。
半極性非イオン性洗剤界面活性剤は、下記式：

〔式中、Ｒ3は約８～約22個の炭素原子を含む、アルキル、ヒドロキシアルキル又はアル
キルフェニル基、又はそれらの混合物であり；Ｒ4は約２～約３個の炭素原子を含むアル
キレン又はヒドロキシアルキレン基又はそれらの混合物であり；ｘは０～約３であり；そ
してＲ5は約１～約３個の炭素原子を含むアルキル又はヒドロキシアルキル基、又は約１
～約３個の酸化エチレン基を含むポリ酸化エチレンである〕で表わされる酸化アミン界面
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活性剤を包含する。前記Ｒ5基はたとえば環構造体を形成するために、酸素又は窒素原子
を通してお互い結合され得る。
それらの酸化アミン界面活性剤は、Ｃ10－Ｃ18アルキルジメチルアミンオキシド及びＣ8

－Ｃ12アルコキシエチルジヒドロキシエチルアミンオキシドを包含する。
本発明に包含される場合、本発明の洗濯洗剤組成物は、典型的には、0.2～約15重量％、
好ましくは約１～約10重量％のそのような半極性非イオン性界面活性剤を含んで成る。
ビルダー系
本発明の組成物は、さらにビルダー系を含むことができる。いづれかの従来のビルダー系
、たとえばアルミノシリケート材料、シリケート、ポリカルボキシレート及び脂肪酸、エ
チレンジアミン四酢酸のような材料、金属イオン封鎖剤、たとえばアミノポリホスホネー
ト、特にエチレンジアミンテトラメチレンホスホン酸、及びジエチレントリアミンペンタ
メチレンホスホン酸は、本発明への使用のために適切である。ホスフェートビルダー、た
とえばピロホスフェート、オルトホスフェート又はポリホスフェートがまた、本発明にお
いて使用され得る。
適切なビルダーは、無機イオン交換材料、通常、無機の水和化されたアルミノシリケート
材料、より特定には、水和化された合成ゼオライト、たとえば水和化されたゼオライトＡ
，Ｘ，Ｂ，HS又はMAPである。他の適切な無機ビルダー材料は、積層されたシリケート、
たとえばSKS-6（Hoechst）である。SKS-6は、珪酸ナトリウム（Na2Si2O5）から成る結晶
性の積層されたシリケートである。
１つのカルボキシ基を含む適切なポリカルボキシレートは、BE831,368,BE821,369及びBE8
21,370に開示されるような乳酸、グリコール酸及びそれらのエーテル誘導体を包含する。
２つのカルボキシ基を含むポリカルボキシレートは、琥珀酸、マロン酸、（エチレンジオ
キシ）二酢酸、マレイン酸、ジグリコール酸、酒石酸、タルトロン酸及びフマル酸の水溶
性塩、及びデンマーク特許第2,446,686号、デンマーク特許第2,446,487号、アメリカ特許
第3,935,257号に記載されるエーテルカルボキシレート、並びにBE840,623に記載されるス
ルフィニルカルボキシレートを包含する。３個のカルボキシ基を含むポリカルボキシレー
トは、特に水溶性シトレート、アコニトレート及びシトラコネート、並びにそれらのスク
シネート誘導体、たとえばイギリス特許第1,379,241号に記載されるカルボキシメチルオ
キシスクシネート、ニュージーランド特許出願第7205873号に記載されるラクトキシスク
シネート、及びオキシポリカルボキシレート材料、たとえばイギリス特許第1,387,447号
に記載される２－オキサ－１，１，３－プロパントリカルボキシレートを包含する。
４個のカルボキシ基を含むポリカルボキシレートは、イギリス特許第1,261,829号に開示
されるオキシジスクシネート、１，１，２，２－エタンテトラカルボキシレート及び１，
１，３，３－プロパンテトラカルボキシレートを包含する。スルホ置換基を含むポリカル
ボキシレートは、イギリス特許第1,398,421号及び第1,398,422号、及びアメリカ特許第3,
936,448号に開示されるスルホスクシネート誘導体、及びイギリス特許第1,082,179号に記
載されるスルホン化された熱分解シトレートを包含し、そしてホスホン置換基を含むポリ
カルボキシレートは、イギリス特許第1,439,000号に開示される。
脂環式及び複素環式ポリカルボキシレートは、シス，シス－シス－シクロペンタン－テト
ラカルボキシレート、ペンタカルボキシレートシクロペンタジエン、シス，シス，シス－
テトラヒドロフラン－テトラカルボキシレート、シス－テトラヒドロフラン－２，５－ジ
カルボキシレート、テトラヒドロフラン－２，２，５，５－テトラカルボキシレート、ヘ
キサン－１，２，３，４，５，６－ヘキサカルボキシレート及び多価アルコール、たとえ
ばソルビトール、マンニトール及びキシリトールのカルボキシメチル誘導体を包含する。
芳香族ポリカルボキシレートは、イギリス特許第1,425,343号に開示されるメリット酸、
ピロメリット酸及びフタル酸誘導体を包含する。上記のうち、好ましいポリカルボキシレ
ートは、分子当たり３個までのカルボキシ基を含むヒドロキシカルボキシレート、より好
ましくはシトレートである。
本発明に使用するための好ましいビルダー系は、水不溶性アルミノシリケートビルダー、
たとえばゼオライトＡ、積層されたシリケート（SKS-６）、及び水溶性カルボキシレート
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キレート化剤、たとえばクエン酸の混合物を包含する。
本発明の洗剤組成物への包含のための適切なキレート化剤は、エチレンジアミン－Ｎ，Ｎ
′－二琥珀酸（EDDS）、又はそのアルカリ金属、アルカリ土類金属アンモニウム、又は置
換アンモニウム塩、又はそれらの混合物である。好ましいEDDS化合物は、遊離酸形、及び
そのナトリウム又はマグネシウム塩である。EDDSのそのような好ましいナトリウム塩の例
は、Na2EDDS及びNa4EDDSを包含する。EDDSのそのような好ましいマグネシウム塩の例は、
MgEDDS及びMg2EDDSを包含する。前記マグネシウム塩は、本発明の組成物への包含のため
に最とも好ましいものである。
好ましいビルダー系は、水不溶性アルミノシリケートビルダー、たとえばゼオライトＡ、
及び水溶性カルボキシレートキレート化剤、たとえばクエン酸の混合物を包含する。
粒状組成物への使用のためのビルダー系の一部を形成できる他のビルダー材料は、無機材
料、たとえばアルカリ金属の炭酸塩、炭酸水素塩、珪酸塩、及び有機材料、たとえば有機
ホスホネート、アミノポリアルキレンホスホネート及びアミノポリカルボキシレートを包
含する。
他の適切な水溶性有機塩は、ホモ－又はコ－ポリマー酸又はそれらの塩であり、ここでポ
リカルボン酸は、２つよりも多くない炭素原子によりお互い分離される少なくとも２つの
カルボキシル基を含んで成る。
このタイプのポリマーはイギリス特許出願第1,596,756号に開示されている。そのような
塩の例は、MW 2000～5000のポリアクリレート、及び無水マレイン酸とのそれらのコポリ
マー、たとえば20,000～70,000、特に約40,000の分子量を有するコポリマーである。
洗剤ビルダー塩は通常、組成物において５～80重量％の量で含まれる。液体洗剤のための
ビルダーの好ましいレベルは、５～30重量％である。
酵素
好ましい洗剤組成物は、本発明の酵素の他に、洗浄性能及び／又は布用保護利点を提供す
る他の酵素を含んで成る。そのような酵素は、プロテアーゼ、リパーゼ、クチナーゼ、ア
ミラーゼ、セルラーゼ、ペルオキシダーゼ、オキシダーゼ（たとえばラッカーゼ）を包含
する。
プロテアーゼ：アルカリ性溶液における使用のために適切ないづれかのプロテアーゼが使
用され得る。適切なプロテアーゼは、動物、植物又は微生物起源のものを包含する。微生
物起源が好ましい。化学的に又は遺伝子的に変性された突然変異体が包含される。プロテ
アーゼは、セリンプロテアーゼ、好ましくはアルカリ性微生物プロテアーゼ又はトリプシ
ン様プロテアーゼであり得る。アルカリプロテアーゼの例は、スブチリシン、特にバシラ
スに由来するもの、たとえばスブスチリシンNovo、スブチリシンCarlsberg、スブチリシ
ン309、スブチリシン147及びスブチリシン168（WO 89／06279に記載される）。トリプシ
ン様プロテアーゼの例は、トリプシン（たとえば、ブタ又はウシ起源のもの）、及びWO 8
9／06270に記載されるフサリウムプロテアーゼである。好ましい市販のプロテアーゼ酵素
は、Alcalase, Savinase, Primase, Durazym及びEsperaseとしてNovo Nordisk A/S（Denm
ark）により市販されているもの、Maxatase, Maxacal, Maxapem及びProperaseとしてGist
-Bracades/Genencorより市販されているもの、及びOpticlean及びOptimaseとしてSolvay 
Enzymesにより市販されているものを包含する。プロテアーゼ酵素は、組成物の酵素タン
パク質の0.0001～２重量％のレベルで、特に組成物の酵素タンパク質の0.001～0.1重量％
のレベルで本発明の組成物中に導入され得る。
リパーゼ：アルカリ溶液における使用のために適切ないづれかのリパーゼが使用され得る
。適切なリパーゼは、細菌又は菌類起源のもの及び化学的に又は遺伝子的に変性されたリ
パーゼ突然変異体を包含する。
有用なリパーゼの例は、ヨーロッパ特許第258068号及び第305216号に記載されるようなヒ
ュミコラ・ラヌギノサ・リパーゼ、及びWO 92／05249，WO 94／25577及びWO 95／22615に
記載されるようなそれらの変異体、ヨーロッパ特許238023号に記載されるようなリゾムコ
ル・ミエヘイ・リパーゼ、カンジダ・リパーゼ、たとえばＣ．アンタルクチカ・リパーゼ
、たとえばヨーロッパ特許第214761号に記載されるＣ．アンタルクチカ・リパーゼＡ又は
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Ｂ、シュードモナス・リパーゼ、たとえばヨーロッパ特許第218272号に記載されるような
Ｐ．アルカリゲネス及びＰ．シュードアルカリゲネス・リパーゼ、又は前記シュードモナ
ス・リパーゼのいづれかの変異体、ヨーロッパ特許第331376号に記載されるようなＰ．セ
パシア・リパーゼ、BP第1,372,034号に開示されるようなＰ．スチュテゼリ・リパーゼ、
Ｐ．フルオレスセンス・リパーゼ、バシラス・リパーゼ、たとえばＢ．スブチリス・リパ
ーゼ（Dartoisなど.,（1993）Biochemica et Biophysica acta 1131, 253-260）、Ｂ．ス
テアロサーモフィラス・リパーゼ（日本特許64／744992）及びＢ．プミラス・リパーゼ（
WO 91／16422）を包含する。さらに、多くのクローン化されたリパーゼ、たとえばYamagu
chなど.,（1991）Gene 103, 61-67に記載されるようなペニシリアムム・カメムベルチ・
リパーゼ、ゼオチカム・カンジダム・リパーゼ（Schimada, Y. など.,（1989）, J. Bioc
hem., 106, 383-388）、及び種々のリゾパス・リパーゼ、たとえばＲ．デルマル・リパー
ゼ（Hass, M.J.など.,（1991）, Gene 109, 117-113）、Ｒ．ニベウス・リパーゼ（Kugim
iyaなど.,（1992）, Biosci. Biotech. Biochem. 56, 716-719）及びＲ．オリザエ・リパ
ーゼはまた、有用である。
他のタイプの脂肪分解酵素、たとえばクチナーゼ、たとえばWO 88／09367に記載されるよ
うなシュードモナス・メンドシナに由来するクチナーゼ、又はフサリウム・ソラニ・ピシ
に由来するクチナーゼ（たとえば、WO 90／09446に記載される）もまた有用である。特に
適切なリパーゼは、M1 LipaseTM，Luma fastTM及びLipomaxTM（Gist-Brocades/Genencor
），LipolaseTM及びLipolase UltraTM（Novo Nordisk A/S）、及びLipase P“Amano”（A
mano Pharmaceutical Co. Ltd）のようなリパーゼである。
リパーゼは通常、洗剤組成物の酵素タンパク質の0.0001～２重量％のレベルで、特に組成
物の酵素タンパク質の0.001～0.1重量％のレベルで洗剤組成物に導入される。
アミラーゼ：アルカリ溶液における使用のために適切ないづれかのアミラーゼ（α及び／
又はβ）が使用され得る。適切なアミラーゼは、細菌又は菌類起源のものを包含する。化
学的に又は遺伝子的に変性された突然変異体も包含される。アミラーゼは、たとえばイギ
リス特許第1,296,839号に、より詳細に記載される、Ｂ．リケニホルミスの特定株から得
られるα－アミラーゼを包含する。市販のアミラーゼは、DuramylTM，TermamylTM，Funga
mylTM及びBANTM（Novo Nordisk A/Sから入手できる）、及びRapidaseTM及びMaxamylPTM（
Gist-Brocades/Genencorから入手できる）である。
アミラーゼは通常、洗剤組成物の酵素タンパク質の0.0001～２重量％のレベルで、特に組
成物の酵素タンパク質の0.001～0.1重量％のレベルで洗剤組成物に導入される。
セルラーゼ：アルカリ溶液における使用のために適切ないづれかのセルラーゼが使用され
得る。適切なセルラーゼは、細菌又は菌類起源のものを包含する。化学的に又は遺伝子的
に変性された突然変異体が包含される。適切なセルラーゼは、ヒュミコラ・インソレンス
（Humicola insolens）から生成される菌類セルラーゼを開示するアメリカ特許第4,435,3
07号に開示される。特に適切なセルラーゼは、色彩保護利点を有するセルラーゼである。
そのようなセルラーゼの例は、公開されたヨーロッパ特許出願第0495257号に記載される
セルラーゼである。市販のセルラーゼは、ヒュミコラ・インソレンスの株により生成され
るCelluzymeTM▲Ｒ▼（Novo Nordisk A/S)及びKAC-500(B)TM▲Ｒ▼（Kao Corporation）
である。
前記セルラーゼは通常、洗剤組成物の酵素タンパク質の0.0001～２重量％のレベルで、特
に組成物の酵素タンパク質の0.001～0.1重量％のレベルで洗剤組成物に導入される。
ペルオキシダーゼ／オキシダーゼ：ペルオキシダーゼ及び／又はオキシダーゼたとえばラ
ッカーゼが使用され得、ここで前者は、溶液漂白のために、すなわち染色された布がWO 9
4／12621及びWO 95／01426に記載されるように、洗液において一緒に、好ましくは増強剤
と一緒に洗浄される場合、前記布から他の布への織物用染料の移行を妨げるために、過酸
化水素源、たとえばペルカーボネート・ペルボレート又はペルスルフェートと組合して使
用される。それらのタイプの適切な酵素は、植物、細菌又は菌類起源のものを包含する。
化学的に又は遺伝子的に変性された突然変異体が包含される。
前記ペルオキシダーゼ及び／又はオキシダーゼ酵素は洗剤組成物の酵素タンパク質の0.00
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01～２重量％のレベルで、特に組成物の酵素タンパク質の0.001～0.1重量％のレベルで洗
剤組成物に導入され得る。
上記酵素の混合物、特にプロテアーゼ、アミラーゼ、リパーゼ及び／又はセルラーゼの混
合物が本発明において包含される。
任意の洗剤成分
漂白剤：本発明の洗剤組成物に含まれ得る追加の任意の洗剤成分は、400～800ミクロンの
粒子サイズを有する、過酸化物漂白剤、たとえば過硼酸ナトリウム－水（１／１）、BP１
、過硼酸ナトリウム（１／４）、BP４及び炭酸ナトリウム－過酸化水素（２／３）、ペル
カーボネートを包含する。含まれる場合、過酸化物漂白剤は典型的には、約１～約25％の
レベルで存在するであろう。
使用され得る化の過酸化物基材の漂白剤は、ペルカルボン酸及びその塩である。このクラ
スの剤の適切な例は、マグネシウムモルペルオキシフタレート六水和物、メタ－クロロ過
安息香酸のマグネシウム塩、４－ノニルアミノ－４－オキソペルオキシ酪酸及びジペルオ
キシドデカンジオン酸を包含する。そのような漂白剤は、アメリカ特許第4,483,781号、
アメリカ特許第740,446号、ヨーロッパ特許第0133354号及びアメリカ特許第4,412,934号
に開示される。ひじょうに好ましい漂白剤はまた、アメリカ特許第4,634,551号に開示さ
れるような６－ノニルアミノ－６－オキソペルオキシカプロン酸を包含する。
本明細書での使用のための漂白剤はまた、洗剤組成物に使用するための、当業界において
知られている他の漂白剤でもあり得る。
非－水性液体洗剤組成物は、ペルオキシ酸材料、たとえばＮ，Ｎ′－ジ（４－ペルカルボ
キシベンゾイル）エチレンジアミン（PCBEC）、Ｎ，Ｎ′－テレフタロイル－ジ（６－ア
ミノペルカルボキシカプロン酸）（TPCAP）、Ｎ，Ｎ′－ジ（４－ペルカルボキシベンゾ
イル）ピペラジン（PCBPIP）、Ｎ，Ｎ′－ジ（４－ペルカルボキシベンゾイル）－１，４
－ジアミノシクロヘキサン（PCBHEX）、Ｎ，Ｎ′－ジ（４－ペルカルボキシベンゾイル）
－１，４－ブタンジアミン（PCBBD）、Ｎ，Ｎ′－ジ（４－ペルカルボキシアニリン）－
テレフタレート（DPCAT）、Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－１，２，４，５－テトラカルボキシベ
ンゾイル－ジ（６－アミノペルカボキシカプロン酸（DiPAP）、Ｎ，Ｎ′－ジ（ペルカル
ボキシアジポイル）フェニルジアミン（DPAPD）、Ｎ，Ｎ′－スクシノイル－ジ（４－ペ
ルカルボキシ）アニリン（SDPCA）、WO 95／06104に記載されるようなＮ，Ｎ′－テレフ
タロイル－ジ（８－アミノペルオキシオクタン酸（TPOCT）のＣ3類似体から成るペルオキ
シ酸を含むことができる。
使用され得る漂白剤のもう１つのそのようなカテゴリーは、ハロゲン漂白剤を包含する。
ヒポハライト－開放漂白剤の例は、トリクロロイソシアヌル酸、及びナトリウム及びカリ
ウムジクロロイソシアヌレート、及びＮ－クロロ及びＮ－ブロモアルカンスルホンアミド
を包含する。そのような材料は、通常、最終生成物の0.5～10重量％、好ましくは１～５
重量％で添加される。
特に興味あるさらなるタイプの非ペルオキシダーゼ基材の漂白剤は、光活性化された漂白
剤、たとえばスルホン化された亜鉛及び／又はアルミニウムフタロシアニンを包含する。
それらの材料は、洗浄工程の間、支持体上に付着され得る。酵素の存在下での光による照
射に基づいて、たとえば布を日光下に干すことによって、スルホン化されたフタロシアニ
ン錯体が活性化され、そして結果的に、支持体が漂白される。好ましい亜鉛フタロシアニ
ン錯体及び光活性化された漂白工程はアメリカ特許第4,033,718号に記載される。典型的
には、洗剤組成物は、約0.025重量％～約1.25重量％のスルホン化された亜鉛フタロシア
ニンを含むであろう。
過酸化物基材の漂白剤は、漂白活性化剤、たとえばテトラアセチルエチレンジアミン（TA
ED）、ノナノイルオキシベンゼンスルホネート（NOBS、アメリカ特許第4,412,934号に記
載される）、３，５，５－トリメチルヘキサノイルオキシベンゼンスルホネート（ISONOB
S、ヨーロッパ特許第120591号に記載される）又はペンタアセチルグルコース（PAG）（そ
れらは、過加水分解され、活性漂白種としての過酸が形成され、改良された漂白効果が導
びかれる）と組合して使用され得る。さらに、漂白活性剤６－オクタンアミドカプロイル
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オキシベンゼンスルホネート、６－ノナンアミドカプロイルオキシベンゼンスルホネート
及び６－デカンアミドカプロイルオキシベンゼンスルホネート又はそれらの混合物がひじ
ょうに適切である。また適切な活性化剤は、ヨーロッパ特許出願第91870207.1号に開示さ
れるアシル化されたクエン酸エステルである。
さらに有用な漂白剤、たとえばペルオキシ酸、及び本発明の洗浄組成物への使用のための
漂白活性化剤及び過酸素漂白化合物を含んで成る漂白システムがUSSN 08／136,626に記載
される。
過酸化水素はまた、洗浄及び／又はすすぎ工程の開始で又はその工程の間、過酸化水素を
発生せしめることができる酵素システム（すなわち、酵素及びそのための基質）を添加す
ることによって洗剤溶液において生成される。そのような酵素システムは、公開されたヨ
ーロッパ特許出願第0537381号に開示される。
過酸素漂白源からの過酸の開放は、本発明のリパーゼの使用により活性化され得る。酵素
加水分解システムのための必要な成分は次の過酸前駆体基質である：過酸化ジアシルR1-C
O-O-O-CO-R（ここで、Ｒ及びＲ1は飽和又は不飽和アルキル、アリール基又はアルカリー
ルであり得る）。リパーゼは、前記基質と反応し、そして洗浄において過酸を開放する。
第四イミン塩は、WO95／13352に記載されるように過酸素化合物と一緒に漂白触媒として
使用され得る。
過酸化物－基材の漂白システムはまた、マンガン触媒を含むことができる。そのマンガン
触媒は、たとえば“Efficient manganesecatalysts for low-temporature bleadiing”, 
Nature 369, 1994,pp.637-639に記載される化合物の１つであり得る。
泡抑制剤：他の任意の成分は、シリコーン、及びシリカ－シリコーン混合物により例示さ
れる泡抑制剤である。シリコーンは一般的に、アルキル化されたポリシクロキサン材料に
より示され得、そしてシリカは通常、種々の型をシリカエーロゲル及びキセロゲル、及び
疎水性シリカにより例示される細かく分類された形で使用される。それらの材料は、泡抑
制剤が好都合には、水溶性又は水分散性で実質的に非界面活性洗剤不透過性のキャリヤー
に開放的に組込まれる粒状物として組込まれ得る。他方では、泡抑制剤は、液体キャリヤ
ーに溶解され、又は分散され、そして１又は複数の他の成分上に噴霧することによって適
用される。
好ましいシリコーン泡調節剤は、アメリカ特許第3,933,672号に開示されている。他の特
に有用な泡抑制剤は、デンマーク特許第2,646,126号に記載される自己乳化シリコーン泡
抑制剤である。そのような化合物の例は、シロキサン－グリコールのコポリマーである、
Dow Corningから市販されているDC-544である。特に好ましい泡調節剤は、シリコーン油
及び２－アルキル－アルカノールの混合物を含んで成る泡抑制剤システムである。適切な
２－アルキル－アルカノールは、商標名Isofol 12Rとして市販されている２－ブチル－オ
クタノールである。
そのような泡抑制剤システムは、公開されたヨーロッパ特許出願第0593841号に記載され
ている。
特に好ましいシリコーン泡調節剤は、公開されたヨーロッパ特許出願第0573699号に記載
される。前記組成物は、非多孔性のヒュームドシリカ、たとえばAerosilRと組合してシリ
コーン／シリカ混合物を含んで成る。
上記泡抑制剤は通常、組成物中、0.001～２重量％、好ましくは0.01～１重量％のレベル
で使用される。
他の成分：洗剤組成物に使用される他の成分、土壌－懸濁剤、土壌－開放剤、蛍光増白剤
、研磨剤、殺菌剤、曇りインヒビター、着色剤及び封入された又は封入されていない香料
が使用され得る。
特に適切な封入材料は、イギリス特許第1,464,616号に記載されるような、ポリサッカリ
ド及びポリヒドロキシ化合物のマトリックスから成る水溶性カプセルである。
他の適切な水溶性封入材料は、アメリカ特許第3,455,838号に記載されるような、置換さ
れたジカルボン酸のゲル化されていないスターチ酸エステルに由来するデキストリンを含
んで成る。それらの酸－エステルデキストリンは、好ましくは、ロウ状トウモロコシ、ロ
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ン状サトウモロコシ、サゴ、タピオカ及びジャガイモのようなスターチから調製される。
前記封入材料の適切な例は、National Starchにより製造されるN-Lokを包含する。そのN-
Lok封入材料は、変性されたトウモロコシスターチ及びグルコースから成る。スターチは
、一官能置換基、たとえばオクテニル無水琥珀酸を添加することによって変性される。
本発明において適切な抗再沈着剤及び土壌懸濁剤は、セルロース誘導体、たとえばメチル
セルロース、カルボキシメチルセルロース及びヒドロキシエチルセルロース及びホモ－又
はコ－ポリマー性ポリカルボン酸又はそれらの塩を包含する。このタイプのポリマーは、
ポリアクリレート及び無水マレイン酸－アクリル酸のコポリマー、たとえば前でビルダー
として言及されたSokalan CP5、及び無水マレイン酸とエチレン、メチルビニルエテーテ
ル又はメタクリル酸とのコポリマー（前記無水マレイン酸は前記コポリマー中において少
なくとも20モル％を構成する）を包含する。それらの材料は、組成物において、0.5～10
重量％、より好ましくは0.75～８重量％、最とも好ましくは１～６重量％のレベルで使用
される。
好ましい蛍光増白剤は特徴的にはアニオン性であり、その例としては、二ナトリウム４，
４′－ビス－（２－ジエタノールアミノ－４－アニリノ－ｓ－トリアジン－６－イルアミ
ノ）スチルベン－２：２′ジスルホネート、二ナトリウム４，４′－ビス－（２－モルホ
リノ－４－アニリノ－ｓ－トリアジン－６－イルアミノ）スチルベン－２：２′－ジスル
ホネート、二ナトリウム４，４′－ビス－（２，４－ジアニリノ－ｓ－トリアジン－６－
イルアミノ）スチルベン－２：２′－ジスルホネート一ナトリウム４，４″－ビス－（２
，４－ジアニリノ－ｓ－トリアシン－６－イルアミノ）スチルベン－２－スルホネート、
二ナトリウム４，４′－ビス－（２－アニリノ－４－（Ｎ－メチル－Ｎ－２－ヒドロキシ
エチルアミノ）－ｓ－トリアジン－６－イルアミノ）スチルベン－２，２′－ジスルホネ
ート、二ナトリウム４，４′－ビス－（４－フェニル－２，１，３－トリアゾール－２－
イル）スチルベン－２，２′－ジスルホネート、二ナトリウム４，４′－ビス－（２－ア
ニリノ－４－（１－メチル－２－ヒドロキシエチルアミノ）－ｓ－トリアジン－６－イル
アミノ）スチルベン－２，２′－ジスルホネート、ナトリウム－２（スチルビル－４″－
（ナフト－１′，２′：４，５）－１，２，３－トリアゾール－２″－スルホネート、及
び４，４′－ビス（２－スルホスチリル）ビフェニルを挙げることができる。
他の有用なポリマー材料は、ポリエチレングリコール、特に分子量1000～10000、より好
ましくは2000～8000及び最とも好ましくは約4000のものである。それらは、0.20～５重量
％、より好ましくは0.25～2.5重量％のレベルで使用される。それらのポリマー及び前で
言及されたホモ－又はコ－ポリマー性ポリカルボキシレート塩は、白色度の維持、布への
灰の付着、及び粘土、タンパク質性及び酸化可能な土壌に対する洗浄性能を遷移金属不純
物の存在下で改良するために価値あるものである。
WO 95／22593に記載されるようなグラフトポリマーもまた使用され得る。
本発明の組成物において有用な土壌開放剤は、テレフタル酸とエチレングリコール及び／
又はプロピレングリコール単位との種々の配置でのコポリマー又はターポリマーである。
そのようなポリマーの例は、アメリカ特許第4,116,885号、アメリカ特許第4,711,730号及
びヨーロッパ特許第0272033号に開示される。ヨーロッパ特許0272033号の特に好ましいポ
リマーは、下記式：

〔式中、PEGは-（OC2H4）O-であり、POは（OC3H6O）であり、そしてＴは（pcOC6H4CO）で
ある〕を有する。
ジメチルテレフタレート、ジメチルスルホイソフタレート、エチレングリコール及び１，
２－プロパンジオールのランダムコポリマーのような変性されたポリエステルもまた、ひ
じょうに有用であり、ここで前記末端基は第１に、スルホベンゾエート及び第２に、エチ
レングリコール及び／又はプロパン－ジオールのモノエステルから成る。その標的は、本
発明においてはスルホベンゾエート基によりその両端でキャップされたポリマーを得るこ
とであり、“第１に”本明細書においては、前記コポリマーのほとんどはスルホベンゾエ
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ート基により末端キャップされるであろう。しかしながら、いくつかのコポリマーは十分
にキャップされておらず、そして従って、それらの末端基はエチレングリコール及び／又
はプロパン、１，２－ジオールのモノエステルから成り、それゆえ、“第２には”、その
ような種から成る。
本発明における選択されたポリエステルは、約46重量％のジメチルテレフタル酸、約16重
量％のプロパン－１，２ジオール、約10重量％のエチレングリコール、約13重量％のジメ
チルスルホ安息香酸及び約１５重量％のスルホイソフタル酸を含み、そして約3,000の分
子量を有する。ポリエステル及びそれらの調製方法は、ヨーロッパ特許第311342号に詳細
に記載される。
軟化剤：布用軟化剤はまた、本発明の洗濯洗剤組成物中に組込まれ得る。それらの剤は、
無機又は有機タイプのものであり得る。無機軟化剤は、イギリス特許出願第1400898号及
びアメリカ特許第5,019,292号に開示されるスメクチルクレーにより例示される。布用有
機軟化剤は、イギリス特許出願第1514276号及びヨーロッパ特許第0011340号に開示される
ような水不溶性第三アミンを含み、そしてモノＣ12－Ｃ14第四アンモニウム塩とのそれら
の組合せがヨーロッパ特許第026528号に開示され、そして二長鎖アミドがヨーロッパ特許
第0242919号に開示される。布用軟化システムの他の有用な有機成分は、ヨーロッパ特許
第0299575号及び第0313146号に開示されるような高分子量ポリ酸化エチレン材料を包含す
る。
スメクチルクレーのレベルは通常、５～15重量％、より好ましくは８～12重量％であり、
そしてその材料は配合物の残りに乾燥混合された成分として添加される。布用有機軟化剤
、たとえば水不溶性第三アミン又は二長鎖アミド材料は、0.5～５重量％、通常１～３重
量％のレベルで組込まれ、そして高分子量ポリ酸化エチレン材料及び水可溶性カチオン性
材料は0.1～２重量％、通常0.15～1.5重量％のレベルで添加される。それらの材料は通常
、組成物の噴霧乾燥された部分に添加されるが、但し、多くの場合、乾燥混合された粒状
物としてそれらを添加し、又は組成物の他の固形成分上に溶融された液体としてそれらを
添加することがより便利である。
ポリマー性染料移行阻害剤：本発明の洗剤組成物はまた、0.001～10重量％、好ましくは0
.01～２重量％、より好ましくは0.05～１重量％のポリマー性染料移行阻害剤を含むこと
ができる。前記ポリマー性染料移行阻害剤は通常、着色された布からの染料の、それらに
より洗浄された布上への移行を阻害するために洗剤組成物中に組込まれる。それらのポリ
マーは、染料が洗浄において他の製品に結合するようになる機会を有する前、染色された
布から洗浄されるあせやすい染料を複合体化し又は吸着する能力を有する。
特に適切なポリマー性染料移行阻害剤は、ポリアミンＮ－オキシドポリマー、Ｎ－ビニル
ピロリドン及びＮ－ビニルイミダゾールのコポリマー、ポリビニルピロリドンポリマー、
ポリビニルオキサゾリドン及びポリビニルイミダゾール又はそれらの混合物である。その
ようなポリマーの付加はまた、本発明の酵素の性能を高める。
本発明の洗剤組成物は、液体、ペースト、ゲル、棒又は粒質形で存在することができる。
非ダスチング粒質物は、たとえばアメリカ特許第4,106,991号及び第4,661,452号（両者と
もNovo Industri A/Sのもの）に開示されるようにして生成され得、そして任意には、当
業界において知られている方法により被覆され得る。ロウ質被覆材料の例は、1000～2000
0の平均分子量を有するポリ（酸化エチレン）生成物（ポリエチレングリコール、PEG）；
16～50個の酸化エチレン単位を有するエトキシル化されたノニルフェノール；アルコール
が12～20個の炭素原子を含み、そして15～80個の酸化エチレン単位を有するエトキシル化
された脂肪アルコール；脂肪アルコール；脂肪酸；及び脂肪酸のモノ－及びジ－、並びに
トリグリセリドである。流動層技法による適用のために適切なフィルム形成被覆材料の例
は、イギリス特許第1483591号に与えられる。
本発明の粒質組成物はまた“圧縮形”でも存在することができ、すなわち、それらは従来
の粒質洗剤よりも比較的高い密度を有することができ、すなわち、550～950ｇ／ｌを形成
することができ；そのような場合、本発明の顆質洗剤組成物は、従来の顆質洗剤に比較し
て、少量の“無機充填剤塩”を含み；典型的な充填剤塩はスルフェート及びクロリドのア
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りも多くない充填剤塩を含んで成る。本発明の液体組成物はまた、“濃縮された形”で存
在することができ、そのような場合、本発明の液体洗剤組成物は、従来の液体洗剤に比較
して、少量の水を含むであろう。典型的には、濃縮された液体洗剤の水の含有率は、洗剤
組成物の30重量％以下、より好ましくは20重量％以下、最とも好ましくは10重量％以下で
ある。
本発明の組成物は、手動及び機械用洗濯洗剤組成物、たとえば洗濯添加剤組成物、及び染
色された布の予備処理への使用のために適切な組成物、すすぎのために添加される布用軟
化剤組成物、及び一般的な家庭用ハードウェア表面洗浄操作及び皿洗い操作への使用のた
めの組成物として配合され得る。
本発明内の洗濯洗剤組成物の特定の形は次のものを包含する：
１）下記成分を含んで成る、少なくとも600ｇ／ｌの嵩密度を有する粒質物として配合さ
れる洗剤組成物：

２）下記成分を含んで成る、少なくとも600ｇ／ｌの嵩密度を有する粒質物として配合さ
れる洗剤組成物：
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３）下記成分を含んで成る、少なくとも600ｇ／ｌの嵩密度を有する粒質物として配合さ
れる洗剤組成物：
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４）下記成分を含んで成る、少なくとも600ｇ／ｌの嵩密度を有する粒質物として配合さ
れる洗剤組成物：
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５）下記成分を含んで成る水性液体洗剤組成物：



(66) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30
６）下記成分を含んで成る構造体化された水性液体洗剤組成物：
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７）下記成分を含んで成る、少なくとも600ｇ／ｌの嵩密度を有する粒質物として配合さ
れる洗剤組成物：
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８）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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９）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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10）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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11）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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12）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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13）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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14）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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3015）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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16）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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17）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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18）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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19）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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20）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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21）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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22）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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23）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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24）下記成分を含んで成る水性液体洗剤組成物：



(85) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30
25）下記成分を含んで成る水性液体洗剤組成物：
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26）濃縮された液体として配合される洗剤組成物：

27）濃縮された液体として配合される洗剤組成物：
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28）下記成分を含んで成る、少なくとも600ｇ／ｌの嵩密度を有する粒質物として配合さ
れる洗剤組成物：
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29）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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30）下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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次の特定の組成が本発明のための組成物を例示するために使用されるが、しかし必ずしも
限定するものではなく、又は本発明の範囲内に定義される。
洗剤組成物においては、短縮された成分は次の意味を有する：
LAS ：ナトリウム線状Ｃ12アルキルベンゼンスルホネート、
TAS ：ナトリウム牛脂アルキルスルフェート
XYAS：ナトリウムＣ1X－Ｃ1Yアルキルスルフェート
SS：２－ブチルオクタン酸の第２の石鹸界面活性剤
25EY：平均Ｙモルの酸化エチレンにより縮合されるＣ12－Ｃ15の主な線状第一アルコール
45EY：平均Ｙモルの酸化エチレンにより縮合されるＣ14－Ｃ15の主な線状第一アルコール
XYEZS ：モル当たり平均Ｚモルの酸化エチレンにより縮合されるＣ1X－Ｃ1Yのナトリウム
アルキルスルフェート
非イオン性物質：BASF GmbHにより商品名Plurafax LF404として市販されている、平均3.8
のエトキシル化の程度及び平均4.5のプロポキシル化の程度を有するＣ13－Ｃ15の混合さ
れたエトキシル化された／プロポキシル化された脂肪アルコール
CFAA：Ｃ12－Ｃ14アルキルＮ－メチルグルカミド
TFAA：Ｃ16－Ｃ18アルキルＮ－メチルグルカミド
珪酸塩：非晶性珪酸ナトリウム（SiO2：Na2Oの比＝2.0）
NaSKS-6 ：式ｄ－Na2Si2O5の結晶性積層シリケート
炭酸塩：非晶性炭酸ナトリウム
リン酸塩：トリポリリン酸ナトリウム
MA／AA：約80,000の平均分子量を有する、１：４の比でのマレイン酸／アクリル酸のコポ
リマー
ポリアクリレート：BASF GmbHにより商品名PA30として市販されている、8,000の平均分子
量を有するポリアクリレートホモポリマー
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ゼオライトＡ：１～10μの範囲の一次粒子サイズを有する、式Na12（AlO2SiO2）12・27H2
Oの水和化されたナトリウムアルミノシリケート
クエン酸塩：クエン酸三ナトリウム二水和物
クエン酸：クエン酸
過硼酸塩：実験式NaBO2・H2O2を有する非晶性過硼酸ナトリウム一水和物漂白剤
PB４：非晶性過硼酸ナトリウム四水和物
過炭酸塩：実験式2Na2CO3・3H2O2を有する非晶性過炭酸ナトリウム漂白剤
TAED：テトラアセチルエチレンジアミン
CMC ：ナトリウムカルボキシメチルセルロース
DETPMP：商品名Dequest 2060としてMonsantoにより市販されているジエチレントリアミン
ペンタ（メチレンホスホン酸）
PVP ：ポリビニルピロリドンポリマー
EDDS：ナトリウム塩の形でのエチレンジアミン－Ｎ，Ｎ′－二琥珀酸、〔Ｓ，Ｓ〕異性体
泡抑制剤：25％パラフィンワックス（Mpt 50℃）、17％疎水性シリカ、58％パラフィン油
粒状泡：粒状形での12％シリコーン／シリカ、18％ステアリルアルコール、70％スターチ
硫酸塩：非晶性硫酸ナトリウム
HMWPEO：高分子量ポリ酸化エチレン
TAE25 ：牛脂アルコールエトキシレート（25）
組成物１
本発明の粒状布用洗浄組成物を、次の通りに調製することができる：
ナトリウム線状Ｃ12アルキルベンゼンスルホネート　　6.5
硫酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　 15.0
ゼオライトＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　 26.0
ナトリウムニトリロトリアセテート　　　　　　　　　5.0
本発明の酵素　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0.1
PVP 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0.5
TAED　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3.0
硝酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4.0
過硼酸塩　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 18.0
フェノールスルホネート　　　　　　　　　　　　　　0.1
微成分　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100％まで
組成物２
本発明の圧縮粒状布用洗浄組成物（密度800／ｌ）を、次の通りに調製することができる
：
45AS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8.0
25E3S 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2.0
25E5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3.0
25E3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3.0
TFAA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2.5
ゼオライトＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　 17.0
NaSKS-6 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 12.0
クエン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3.0
炭酸塩　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7.0
MA／AA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5.0
CMC 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0.4
本発明の酵素　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0.1
TAED　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6.0
過硼酸塩　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 22.0
EDDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0.3
粒状泡抑制剤　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3.5
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水／微成分　　　　　　　　　　　　　　　　　 100％まで
組成物３
着色された布の洗濯に特に有用である本発明の粒状布用洗浄組成物を次の通りに調製した
：

組成物４
“洗浄を通しての軟化”能力を提供する本発明の粒状布用洗浄組成物をを次の通りに調製
することができる：
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本発明の強力液体布用洗浄組成物を次の通りに調製することができる：



(94) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30

組成物６
下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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組成物７
下記成分を含んで成る、粒質物として配合される漂白剤含有洗剤組成物：
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組成物８
下記成分を含んで成る、粒質物として配合される非漂白剤含有洗剤組成物：
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組成物９
下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：



(98) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30

組成物10
下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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組成物11
下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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組成物12
下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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組成物14
下記成分を含んで成る、粒質物として配合される洗剤組成物：
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下記成分を含んで成る粉末化された組成物：
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組成物16
下記成分を含んで成る水性液体洗浄剤：



(105) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30
組成物17
下記成分を含んで成る液体洗剤組成物：
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組成物18
下記成分を含んで成る、非水性液体洗剤として配合される洗剤組成物：
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組成物19
下記成分を含んで成る、非水性液体洗剤として配合される洗剤組成物：

組成物20
下記成分を含んで成る、水性液体洗剤として配合される洗剤組成物：

組成物21
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下記成分を含んで成る液体洗剤組成物：

組成物22
下記成分を含んで成る水性液体洗剤組成物：
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皿洗いの組成物
皿洗い洗剤組成物は、アニオン性、非イオン性、カチオン性、両性又はそれらのタイプの
混合物であり得る界面活性剤を含んで成る。前記洗剤は、０～90％の非イオン性界面活性
剤、たとえば低い～非発泡性のエトキシル化されたプロポキシル化直鎖アルコールを含む
であろう。
洗剤組成物は、無機及び／又は有機タイプの洗剤ビルダー塩を含むことができる。洗剤ビ
ルダーは、リン含有及び非リン含有タイプに細分され得る。洗剤組成物は通常、１～90％
の洗剤ビルダーを含む。
リン含有無機アルカリ洗剤ビルダーの例は、存在するなら、水溶性塩、特にアルカリ金属
のピロリン酸塩、カルトリン酸塩、ポリリン酸塩及びホスホン酸塩を包含する。非リン含
有無機ビルダーの例は、存在するなら、水溶性アルカリ金属炭酸塩、硼酸塩及び珪酸塩、
並びに種々のタイプの水不溶性結晶性又は非晶性アルミノ珪酸塩（このゼオライトは最良
の知られている保存剤である）を包含する。
適切な有機ビルダーの例は、アルカリ金属、アンモニウム及び置換されたアンモニウムの
クエン酸塩、琥珀酸塩、マロン酸塩、脂肪酸スルホン酸塩、カルボキシメトキシ琥珀酸塩
、アンモニウムポリ酢酸塩、カルボン酸塩、ポリカルボン酸塩、アミノポリカルボン酸塩
、ポリアセチルカルボン酸塩及びポリヒドロキシスルホン酸塩を包含する。
他の適切な有機ビルダーは、ビルダー性質を有することが知られている高分子量ポリマー
及びコポリマー、たとえば適切なポリアクリル酸、ポリマレイン酸及びポリアクリル酸／
ポリマレイン酸のコポリマー及びそれらの塩を包含する。
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皿洗い洗剤組成物は、塩素／臭素型又は酸素型の漂白剤を含むことができる。無機塩素／
臭素型漂白剤の例は、ナトリウム又はカルシウム次亜塩素酸塩、及び塩素化されたリン酸
三ナトリウムである。有機塩素／臭素タイプの漂白剤の例は、複素環式Ｎ－ブロモ及びＮ
－クロロイミド、たとえばトリクロロイソメシアヌル酸、トリブロモハソシアヌル酸、ジ
ブロモイソシアヌル酸及びジクロロイソシアヌル酸、及び水溶性カチオン、たとえばカリ
ウム及びナトリウムとのそれらの塩である。ヒダントイン化合物もまた適切である。
酸素漂白剤は、たとえば無機過酸塩の形で、好ましくは漂白剤前駆体と共に又はペルオキ
シ酸化合物として好ましい。適切なペルオキシ漂白化合物の典型的な例は、アルカリ金属
の過硼酸塩（四及び一水和物）、アルカリ金属の過炭酸塩、過珪酸塩及び過リン酸塩であ
る。好ましい活性剤材料は、TAED及びグリセロールトリアセテートである。
本発明の皿洗い洗剤組成物は、酵素のための従来の安定剤、たとえばポリオール、たとえ
ばプロピレングリコール、糖又は糖アルコール、乳酸、硼酸、又は硼酸誘導体、たとえば
芳香族硼酸エステルを用いて安定化され得る。
皿洗い洗剤組成物はまた、他の酵素、特にアミラーゼ、プロテアーゼ及び／又はセルラー
ゼも含むことができる。
本発明の皿洗い洗剤組成物はまた、他の従来の洗剤成分、解凝集材料、充填剤材料、泡抑
制剤、耐腐蝕剤、土壌－懸濁剤、金属イオン封鎖剤、抗－土壌再付着剤、脱水剤、染色、
殺菌剤、蛍光剤、増粘剤、及び香料を含むことができる。
本発明の最初の洗浄脂肪分解酵素は、洗剤において従来使用される濃度で導入され得る。
本発明の洗剤組成物においては、脂肪分解酵素は、洗浄液体１ｌ当たり脂肪分解酵素0.00
001～１mg（純粋な酵素タンパク質として計算される）に対応する量で添加され得る。
下記に、特に好ましい皿洗い組成物が例示される：
１）粉末自動皿洗い組成物：

２）粉末自動皿洗い組成物
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３）粉末自動皿洗い組成物：

４）粉末自動皿洗い組成物：
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５）粉末自動皿洗い組成物：

６）洗浄界面活性剤システムを含む粉末及び液体皿洗い組成物：
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７）非水性液体自動皿洗い組成物
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８）非水性液体皿洗い組成物：

９）チキソトロープ液体自動皿洗い組成物：
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11）保護された漂白剤粒子を含む液体自動皿洗い組成物：

11）１），２），３），４），６）及び10）に記載されるような自動皿洗い組成物（ここ
で、過硼酸塩が過炭酸塩により置換されている）。
12）１）～６）に記載されるような自動皿洗い組成物（ここで、さらにマンガン触媒が含
まれる）。前記マンガン組成物は、“Efficient manganese catalysts for low-temperat
une bleaching”, Nature 369, 1994, pp.637-639に記載される化合物の１つであり得る
。
さらに、本発明の第１の洗浄脂肪分解酵素は、軟化組成物に使用され得る。
本発明の脂肪分解酵素は、Surfactant and Consumer Products, Ed, by J. Falbe, 1987,
 pp.295-296；Tenside Surfactants Detergents, 30（1993）, 6, pp.394-399；JAOCS, V
ol. 61（1984）, 2, pp.367-376；ヨーロッパ特許第517762号；ヨーロッパ特許第123400
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号；WO 92／19714；WO 93／19147；アメリカ特許第5,082,578号；ヨーロッパ特許第49476
9号；ヨーロッパ特許第544493号；ヨーロッパ特許第543562号；アメリカ特許第5,235,082
号；ヨーロッパ特許第568297号；ヨーロッパ特許第570237号に記載されるように、布用軟
化剤に使用され得る。
材料及び方法
リパーゼ活性（LU）
リパーゼのための基質は、乳化剤としてアラビアゴムを用いて、グリセリントリブチレー
ト（MERCK）を乳化することによって調製された。リパーゼ活性はpH安定方法を用いて、p
H７でアッセイされる。１単位のリパーゼ活性（LU）は、１分当たり１μｍの脂肪酸を生
成するために必要とされる量として定義される。
菌株及びプラスミド
ヒュミコラ・ラヌギノサDSM4109：Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul
turen GmbH, Mascheroderweg 1b, D-3302 Braunschweig, Federal Republic of Germany
から入手できる（ヨーロッパ特許第305,216号）、
サッカロミセス・セレビシアエYNG318：MATa Dpep4〔cir+〕ura3-52, Leu2-72, his4-539
、
アスペルギラス・オリザエIFO4177、
Ａ．オリザエA1560-T40：Ａ．オリザエIFO4177（WO 91／17243）のプロテアーゼ欠失誘導
体、
Ａ．オリザエJaL125：Ａ．オリザエpyrG遺伝子をマーカーとして用いて、１段階遺伝子置
換法（G. May,“Applied Molecular Genetics of Filamentous Fungi”（1992）, p.1-25
, Eds. J.R. Kinghorn and G. Turner；Blackie Academic and Professionalにより記載
される）により欠失された“alp”（Murakami Kなど.,（1991）, Agric. Biol. Chem. 55
, p.2807-2811により記載される）と称するアルカリプロテアーゼ遺伝子を有する、Insti
tute for Fermentation, Osaka；17-25 Juso Hammachi 2-Chome Yodogawa-Ku, Osaka, Ja
panから入手できるアスペルギラス・オリザエIFO4177、
アビシジア・レフレキサATTC44896は、アビシジア・レフレキサATTC44896としてATCC（Am
erican Type Culture Collection, 12301, Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852
, USA）から、及びWO 96／113578（Novo Nordisk A/S）に記載されるようにアビシジア・
レフレキサIFO5874としてIFO（Institute for Fermentation, 17-85 Juso-horrmachi 2-c
home, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan）から入手できる、
酵母細胞YPH499（Stratagene）、
Ｅ．コリDH10B（Gibco）、
pTiK04：リパーゼ遺伝子の開始の上流の拡張部分をコードするSPIRRを有する成熟Abレフ
レキサNL127リパーゼ遺伝子を含むpJS037から構成される、
pTiK05：SPIRR拡張部分を有さないpTiK04、
pTiK06：MFα１シグナル配列を有するpTiK04、
pTiK07：MFα１シグナル配列を有するpTiK05、
pYESHLは、酵母において低レベルのＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素を発現し、そして分泌す
る酵母／Ｅ．コリシャトルベクターである。より特定には、pYESHLはpYESZの誘導体であ
り、ここでGAL１プロモーターは切断され、そしてＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素遺伝子及
びＳ．セレビシアエからのTPI（トリホスホスフェートイソメラーゼ）プロモーター（Alb
er, T. and Kawasaki, G., J. Mol. Appl. Genet 1, 419-434（1982））がSphＩ部位とXb
aＩ部位との間にクローン化されている。pYESHLの制限地図は、図１に示される。
DJSO37（Ｓ．セレビシアエ発現プラスミド）（J.S. Okkels,（1996）“pYESにおけるURA
３－プロモーター欠失は、サッカロミセス・セレビシアエにおける菌類リパーゼの発現レ
ベルを高める”、Recombinant DNA Biotechnology：The Integration of Biological and
 Engineering Sciences, vol. 782, Annals of the New York Academy of Sciences）。
より特定には、発現プラスミドpJSO37は、pYES2.0の誘発性GAL１－プロモーターを、サッ
カロミセス・セレビシアエからの構成的に発現されたTPI（トリホスホスフェート・イソ
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メラーゼ）－プロモーター（Albert and Karwasaki,（1982）, J. Mol. Appl. Genet., 1
, 419-434）により置換し、そしてURA３プロモーターを欠失することによって、pYES2.0
から誘導される。pJSO37の制限地図は、図６に示される、
pYES2.0（Invitrogen Corp., UK）、
p960Ａ．オリザエ発現プラスミド（ヨーロッパ特許第305216号に記載される）、
pUC19（Yanish-Perronなど.,（1985）Gene 33, 103-119）、
pHD414（アスペルギラス発現ベクターは、ヨーロッパ特許第238023号に記載されるプラス
ミドp775の誘導体である。pHD414の構成はWO 93／11249にさらに記載されている）。
pJVi245（図８を参照のこと）、
pCaHj383（図８を参照のこと）、
pCaHj385（図８を参照のこと）、
低カルシウムフィルターアッセイ
方法
１）第１のタンパク質結合フィルター（ナイロン膜）及びその上部に第２の低いタンパク
質結合フィルター（酢酸セルロース）を有するSC Uraレプリカプレート（発現ベクターを
担持する株を選択するために有用な）を供給し、
２）二重フィルター上に親脂肪分解酵素遺伝子又は問題の突然変異誘発された脂肪分解酵
素を含む酵母細胞を広げ、そして30℃で２又は３日間インキュベートし、
３）上部フィルターを新規のプレートに移すことによってその上部フィルター上にコロニ
ーを維持し、
４）タンパク質結合フィルターを空のペトリ皿に除き、
５）オリーブ油エマルジョン（２％P.V.A.：オリーブ油＝３：１）、ブリリアントグリー
ン（インジケーター、0.004％）、100mMのトリス緩衝液pH９及びEGTA（最終濃度５mM）を
含んで成るアガロース溶液を、底部のフィルター上に注ぎ、脂肪分解活性を発現するコロ
ニーを、ブルーグリーンスポットの形で同定し、
６）親脂肪分解酵素に比較して低められたカルシウム依存性を有する段階５）で見出され
たコロニーを同定する。
Dobanol ▲Ｒ▼25-7フィルターアッセイ
洗剤成分に対する限定された耐性についてのスクリーニングが、上記アッセイに対応する
フィルターアッセイの使用により行なわれる。但し、５）で定義された溶液は、さらに0.
02％のDobanol ▲Ｒ▼25-7を含んで成る。
他のスクリーニングアッセイは次の通りである：
１）第１のタンパク質結合フィルター（たとえば、ナイロン）、続いてその上部に非タン
パク質結合フィルター（たとえば、酢酸セルロースを有するSC Ura－プレート（発現ベク
ターを担持する株を選択するために有用な）を供給し、
２）フィルター上に、親リパーゼ遺伝子又は突然変異誘発されたリパーゼ遺伝子を含む酵
母細胞を広げ、そして30℃で３又は４日間インキュベートし、
３）上部フィルターを、新しいプレートに移すことによってその上部フィルター上にコロ
ニーを維持し、
４）タンパク質結合フィルターを、オリーブ油エマルジョン（２％P.V.A.：オリーブ油＝
２：１）、ブリリアントグリーン（インジケーター、0.004％）100mMのトリス緩衝液pH10
及び洗剤又は洗剤成分を含んで成るアガロース溶液を含むペトリ皿に除く。タンパク質結
合フィルターは、スクリーニングプレートに面するコロニー側に有するべきである。
５）段階４）で見出されたブルーグリーンスポットの形で、リパーゼ活性を発現するコロ
ニーを同定する。
他方では、酵母コロニーを担持する非タンパク質結合フィルター（又はタンパク質結合フ
ィルター）がスクリーニングプレート上に直接的に使用され得る。
ランダム突然変異誘発されたライブラリーの構成
ａ）ランダム突然変異誘発されたライブラリーの企画の背後の原理及び数学
ランダム突然変異誘発についての全体の原理は、低い連続した突然変異誘発が、次にさら
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に突然変異誘発される良好な突然変異体について連続した選択に連続される性質の進化を
模倣することである。同様に、文献に記載される最近のインビトロ進化の研究が、高まる
選択圧力による連続した突然変異誘発により行なわれて来た（レビューのためには、Joyc
e, 1992を参照のこと）。本発明者は、第１回目の突然変異誘発にwt遺伝子を用いること
によってこれを適合せしめた。次に、改良された変異体が次の回の突然変異誘発に使用さ
れる（小さな段階により改良するために）。本発明者は、wt酵素活性又は改良された変異
体活性を破壊するのにまさしく十分である洗浄関連の条件下でスクリーンした。これは、
本発明者が、ますます良好な変異体が単離される場合、スクリーニングの緊縮性を高める
ことを意味する。
交換の数を高め、そして改良された変異体の発見の可能性を高めるために、局在化された
ランダム突然変異誘発がまた、行なわれた。リポラーゼ（Lipolase）の構造及び特定部位
突然変異誘発からの結果から推定される重要な領域が選択された。たとえば、全体の脂質
接触領域、特にリッド領域及びリットー接触領域は、改良のために重要であるものとして
見なされた。脂質接触領域は、突然変異誘発された遺伝子上の７つの領域に対応する。そ
れらの領域の組合せがまた行なわれた。
ｂ）完全な脂肪分解酵素コード領域のランダム突然変異誘発
プラスミドpYESHLを、12Ｍの蟻酸により室温で20分間、処理する。得られる脂肪分解酵素
コード遺伝子を、突然変異誘発条件（0.5mMのMnCl2及び１／５の通常の量のATP；たとえ
ばLeungなど., 1989を参照のこと）下でPCRを用いて前記蟻酸処理されたプラスミドから
増幅する。この処理は、蟻酸が主にトランスバージョン及びPCR生成の突然変異、主にト
ランジションを付与するので、広範囲の突然変異を付与することが予期される。
得られるPCRフラグメントを、シャトルベクター中へのインビボでの二重組換え、又はシ
ャトルベクターの消化及びそれへの連結、及びＥ．コリの形質転換のいづれかによりクロ
ーン化する。
８個のランダムに採取されたクローンを配列決定し、そして平均して２～３の突然変異（
トランスバージョン及びトランジションの両者）を含むことを見出した。
この方法の使用により、10,000～140,000個のクローンを含む、７種のライブラリーが製
造された。
ｃ）局在化されたランダム突然変異誘発
突然変異誘発されるべきアミノ酸コドンに対応するヌクレオチドを除く、突然変異誘発さ
れるべきDNA配列の一部に対応する突然変異誘発プライマー（オリゴヌクレオチド）が合
成される。続いて、その得られる突然変異誘発プライマーは、適切な反対のプライマーと
のPCR反応に使用される。その得られるPCRフラグメントが精製され、そして消化され、そ
してシャトルベクター中にクローン化される。他方では及び必要なら、その得られるPCR
フラグメントは、突然変異誘発された領域の消化及びシャトルベクター中へのその領域の
クローニングを可能にするために第２の適切な反対のプライマーとのプライマーとしての
第２のPCR反応に使用される。PCR反応は通常の条件下で行なわれる。
局在化されたランダム突然変異誘発のために使用されるオリゴヌクレオチドを合成する場
合、ドーピングレベルの計算が、突然変異誘発頻度を評価するために重要である。ヌクレ
オチド交換の頻度は、下記の二項分布式を用いて計算され得る：

式中、Ｎはドーピングされたオリゴヌクレオチドの数であり；ｐは非wtヌクレオチドの画
分であり；ｉはヌクレオチド交換の数であり；Ｐ（ｉ）はｉ番目の交換の確立である。ヌ
クレオチド交換の数からaa交換の正確な数を計算することは、ほとんどのaaのためのコド
ンにおける第３位置がそのaaの変更を有さない２個又はすべての４個のヌクレオチドであ
り得るので、困難である。その同じことが、６個のコドンを有する３個のaaのための第１
又は第２位置に関して事実である。aa交換の数を評価するためには、モンテカルロ刺激が
より適切である。たとえば、RAMHAと呼ばれるプログラムがそのような刺激を行なう（Sid
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、たとえば10,000個のオリゴヌクレオチドの合成を刺激し、そして０～ｎ個のaa交換の頻
度を計算する。
ドーピングの例
13個のコドンの領域におけるドーピングとaa交換との間の関係は、次の通りである（モン
テカルロ刺激を用いて計算される）：

13個のaaのためのaa交換の組合せの可能な数は、下記式を用いて計算され得る：

これから、ドーピングされたライブラリーの100,000のコロニーをスクリーニングする場
合、上記表に示される分布を付与する13個のコドンにおける10％は、１つのaa交換を伴っ
ての約13,000のコロニーのスクリーニングを意味する（13％）ことが示される。しかしな
がら、わずか260の可能な１つのaa交換が存在し、その結果、多数の同じ１つのaa交換が
スクリーンされる。たとえば15％（上記表における）のより高いドーピングは、より少な
い１つのaa交換を付与する（約３％）が、しかしながら、２つのaa交換はまた、約100,00
0のスクリーニング能力を有する31200の可能な組合せのスクリーニングを可能にしないで
あろう程度（10％）に低められるであろう。
最終的に、aa交換は、wtアミノ酸の起点により偏向される。たとえば、GluをAlaに変更す
るためには、わずか１つのヌクレオチド交換を取るが、しかしGluからPheへの変更のため
には３個のヌクレオチド交換を取る。これは、確立が１つのヌクレオチド交換を必要とす
るaa交換のためによりも、２又は３個のヌクレオチド交換を必要とするaa交換のために低
いことを意味する。本発明者は、４又は６個のコドンを有するコドンの第３位置でＧ／Ｃ
を常に選択している。これは、wtコドンの偏向を低め、そしてまた、停止コドンの見込み
も低める（完全にスクランブルされる場、4.7％から3.1％に）。与えられたプールサイズ
が最とも有望な及び最少に有望な置換変異体を含むかどうかの確立を計算するためには、
Palzkillなど。1994を参照のこと。
増幅されたライブラリーのスクリーニングにおける集団分布の計算
他の考慮が行なわれ得る。本明細書に示されるほとんどのライブラリーは、それらが酵母
中に形質転換される前、Ｅ．コリにおいて増幅される。これは、同じ増幅されたクローン
を１度以上、スクリーニングするための確立が存在することを意味する－ボックスＩを参
照のこと。
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切断された早熟タンパク質を回避するためには、ナンセンス突然変異が停止コドンを形成
するための潜在能力を有するコドンにおいて回避されるべきである。停止コドンを形成す
るための潜在能力を有さない他のコドンにより置換され得るコドンのためには、次の方策
が使用され得る：

しかしながら、次のaaは、停止コドン能力を示すコドンにより単に特定され得る：Cys，G
lu，Lys，Glu，Trp及びTyr。従って、ドーピングのみが、停止コドンを生成するヌクレオ
チドのランダム置換を回避するために企画され得る。たとえば、下記の通りである：
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そのような方策は、もちろん一定のaa交換を廃止するであろう。それの方策を用いれば、
切断された早熟タンパク質の数は劇的に低められるであろう。
ヒュミコラ・ラヌギノサ・リパーゼ変異体のインビボ組換え（遺伝子シャフリング）
多くのヒュミコラ・ラヌギノサ・リパーゼ変異体のDNA配列が、同じ混合物においてイン
ビボ組換えされ得る。
ベクターが、酵母発現ベクターpJSO37中への連結によりリパーゼ変異体から調製される。
すべてのベクターは、Nrulにより切断開環される。
すべての相同DNA配列のDNAフラグメントは、標準の方法を用いてPCR増幅により調製され
る。
前記DNAフラグメント及び開環されたベクターが混合され、そして標準の技法により、酵
母サッカロミセス・セレビシアエYNG318が形質転換される。その形質転換宿主細胞が、上
記のようにして培養され、そしてスクリーンされる。出現する形質転換体が単離され、そ
して上記のフィルターアッセイ法の１つを用いて、改良された洗浄性能について試験され
る。
陽性の形質転換体は、相同DNA配列の遺伝子シャフリングに起因する改良された洗浄性能
を有する変異体である。
脂肪分解酵素遺伝子のインビドロ特定部位突然変異誘発
脂肪分解酵素遺伝子中に突然変異を導入するために使用され得る１つのアプローチは、Ne
lson & Long, Analytical Biochemistry, 180, 147-151（1989）に記載される。それは、
PCR－反応においてプライマーの１つとして化学的に合成されたDNA鎖を用いることによっ
て導入された所望する突然変異を含むPCR（ポリメラーゼ鎖反応）フラグメントの３段階
生成を包含する。PCRフラグメントの構成は、当業界において知られている方法に従って
行なわれ得る。PCR生成されたフラグメントから、突然変異を担持するDNAフラグメントが
、制限酵素による切断により単離され、そして発現プラスミド中に再挿入され得る。図４
及び５において、前記方法はさらに概略されている。
Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素の変異体の構成のためのもう１つの方法は、市販のキット、
すなわち製造業者の説明書に従ってのChemeleon二重鎖特定部位突然変異誘発キットの使
用を包含する。
問題の脂肪分解酵素をコードする遺伝子は、プラスミドpHD414中に挿入される。製造業者
の説明書に従って、pHD414のアンピシリン遺伝子のScaＩ部位が、次のプライマーの使用
によりMluＩ部位に変更される：

次に、問題の脂肪分解酵素を含んで成るpHD414ベクターが、DNAポリメラーゼ及びオリゴ7
258及び7770のための鋳型として使用され、そしてそれらの配列はこの後の例に開示され
る。所望する突然変異（たとえば、脂肪分解遺伝子のＮ－末端において）は、その所望す
る突然変異を含んで成る適切なオリゴの付加により、問題の脂肪分解遺伝子中に導入され
る。Ｎ－末端ペプチド付加が適用される場合、これは、特定の脂肪分解酵素のプロ－又は
プレプロ部分をコードするDNA配列のコドンを突然誘発することによって達成され得る。
PCR反応は、製造業者の推薦に従って行なわれる。
DNA配列決定は、ABI Dye Terminator Cycle Sequencingキットにおけるプロトコールに従
って、Applied Biosyotems ABI DNA配列モデル373Ａを用いて行なわれた。
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アスペルギラス・オリザエにおけるヒュミコラ・ラヌギノサ脂肪分解酵素の発現
Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素のクローニングは、ヨーロッパ特許第305216号に記載される
。それはまた、Ａ．オリザエにおける前記酵素の発現及び特徴化も記載する。使用される
発現プラスミドは、ｐ960と命名される。
本出願に使用される発現プラスミドはｐ960と同一であるが、但し、ちょうど３′側のリ
パーゼコード領域にマイナーな変性が存在する。この変性は次の手段で製造された：ｐ96
0がNruＩ及びBamHＩ制限酵素により消化された。それらの２つの部位間に、NheＩフラグ
メントがクレノウポリメラーゼによりフィルインされている、プラスミドpBR322からのBa
mHＩ／NheＩフラグメントがフローン化され、それにより、ユニークBamHＩ及びNheＩ部位
を含むプラスミドpAO1（図２）が創造された。それらのユニーク部位間に、ｐ960からのB
amHＩ／XhoＩフラグメントがクローン化され、pAHL（図３）が得られた。
アスペルギラス・オリザエの形質転換（一般的な方法）
100mlのYPD（Shermanなど.,（1981）, Methbds in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor
 Laboratory）を、Ａ．オリザエの胞子により接種し、そして約24時間、振盪しながらイ
ンキュベートする。菌糸体を、マイクロクロスを通しての濾過により収穫し、そして0.6
ＭのMgSO4 200mlにより洗浄する。菌糸体を、1.2ＭのMgSO4，10mMのNarl2PO4，pH5.8の溶
液15mlに懸濁する。その懸濁液を氷上で冷却し、そして120mgのNovozyme234、バッチ1687
を含む緩衝液１mlを添加する。５分後、12mg／mlのBSA（SigmaタイプＨ25）１mlを添加し
、そして37℃で1.5～2.5時間、軽く撹拌しながらインキュベーションを、多数のプロトプ
ラスドが顕微鏡下で観察されるサンプルに見えるまで、続ける。
懸濁液をマイクロクロスを通して濾過し、濾液を無菌管に移し、そして0.6Ｍのソルビト
ール、100mMのトリス－HCl，pH7.0の溶液５mlにより被覆する。遠心分離を1000ｇで15分
間、行ない、そしてプロトプラストをMgSO4クッションの上部から集める。２体積のSTC（
1.2Ｍのソルビトール、10mMのトリス－HCl，10mMのCaCl2）を、前記プロトプラスト懸濁
液に添加し、そしてその混合物を1000ｇで５分間、遠心分離する。プロトプラストのペレ
ットをSTC ３mlに再懸濁し、そして再ペレット化する。これをくり返す。最終的に、プロ
トプラストを、STC 0.2～１mlに再懸濁する。
100μｌのプロトプラスト懸濁液を、STC 10μｌ中、５～25μｇのp3SR2（Hynesなど., Mo
l. and Cel. Biol., Vol. 3, No. 8, 1430-1439, Arg. 1983に記載されるプラスミドを担
持するＡ．ニジュランスamdS遺伝子）と共に混合する。その混合物を室温で25分間、放置
する。60％のPEG4000（BDH29576）、10mMのCaCl2及び10mMのトリス－HCl、pH7.5の溶液0.
2mlを注意して混合し（２度）、そして最終的に、その同じ溶液0.85mlを添加し、そして
注意して混合する。その混合物を室温で25分間、放置し、2,500ｇで15分間、回転せしめ
、そしてペレットを1.2Ｍのソルビトール２mlに再懸濁する。もう１回の沈降下の後、プ
ロトプラストを、1.0Ｍのスクロース、pH7.0、窒素源として10mMのアセトアミド及び20mM
のCsClを含む最少プレート（Core,（1996）, Biochem. Biophys. Acta 113, 51-56）上に
広げ、バックグラウンド増殖も阻害する。37℃で４～７日間のインキュベーションの後、
胞子を取り、無菌水に懸濁し、そして単一のコロニーを広げる。この方法をくり返し、そ
して２回目の再単離の後、単一のコロニーの胞子を、定義された形質転換体として貯蔵す
る。
Ａ．オリザエA1560-T40の形質転換
本発明の変異体をコードするDNA配列を担持するプラスミドを、PUC19ベクター（Yannisch
-Perronなど.,（1985）, GENE33, 103-119）上に、2.7kbのXbaＩフラグメント（Corrick
など.（1987）, GENE33, 63-71）としてＡ．ニジュランスからのamdS遺伝子を有するpToC
90による同時形質転換によるアセトアミド上での選択を用いて、アスペルギラス・オリザ
エA1560-T40、すなわちＡ．オリザエIFO4177のプロテアーゼ欠失誘導体中に形質転換する
。形質転換は、ヨーロッパ特許第238023号に記載されるように行なわれる。
供給バッチ発酵
供給バッチ発酵を、炭素源としてマルトデキストリン、窒素源として尿素、及び酵母抽出
物を含んで成る培地において行なう。供給バッチ発酵を、炭素源3.5％及び窒素源0.5％を
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含んで成る培地中に問題のＡ．オリザエ宿主細胞の振盪フラスコ培養物を接種することに
よって行なう。pH5.0及び34℃での24時間の培養の後、追加の炭素及び窒素源の連続した
供給を開始する。炭素源を制限因子として維持し、そして酸素が過剰に存在することを確
かめる。供給バッチ培養を４日間続け、その後、酵素を、遠心分離、限外濾過、透明濾過
及び細菌濾過により回収することができる。さらなる精製は、当業界において知られてい
るアニオン交換クロマトグラフィー法により行なわれ得る。
Ｓ．セレビシアエに発現されるＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素変異体の精製
発酵ブイヨンを無菌濾過し、そして酢酸アンモニウム（92ｇ）を濾液（1400ml）に添加し
、酢酸アンモニウムの0.8Ｍ溶液を付与する。その溶液を、Toyopearl Butylカラム（XK16
／10）上に添加する。カラムを、0.8Ｍの酢酸アンモニウムにより洗浄し、そして脂肪分
解酵素を５ml／分の流速でH2Oに溶離する。10mlの画分を集め、そして脂肪分解酵素を含
む画分を、標準のリパーゼ滴定アッセイにおける活性に従ってプールする。リパーゼ含有
プールを濾過し、そしてそのpHをpH8.5に調整し、そしてQ. Sepharoseカラム（HPQXK26／
10）上に添加する。カラムを0.1Ｍのトリス－HCl、pH8.5の溶液200mlにより洗浄し、そし
て脂肪分解酵素を、５ml／分の流速で、0.1Ｍのトリス－HCl（pH8.5）400ml中、０～0.3
ＭのNaClの線状グラジエントに溶離する。10mlの画分を集め、そしてリパーゼ含有画分を
、標準のリパーゼ滴定アッセイにおける活性に従ってプールする。リパーゼ活性及び1.7
よりも高い吸光度Ａ280／Ａ260nmを有する画分をプールする。
ペプチド付加物及び発現されたＡ．オリザエを有さないＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素変異
体の精製
Ａ．オリザエ培養物からの発酵上清液を遠心分離し、そして細胞残髄を捨てる。上清液を
、0.45μミルの孔サイズのフィルターを通して濾過する。次に、それを、60％飽和された
硫酸アンモニウムにより沈殿せしめる。沈殿物を水に溶解し、そして固体酢酸アンモニウ
ムを添加し、0.8Ｍの最終濃度にする。その溶液を、0.8Ｍの酢酸アンモニウムにより予備
平衡化されたButyl Toyopearlカラム上に適用する。結合された酵素を、溶離剤として水
及び50％エタノールを用いて、グラジエントにより溶離する。
次に、酵素活性を含む画分をプールし、そして電導度を５mSi以下に調節し、そしてpHを8
.5に調節する。
次に、活性を含むプールを、25mMのトリス－アセテート緩衝液（pH8.5）により予備平衡
化されたアニオン交換カラム（たとえば、高性能Q Sepharose ▲Ｒ▼）上に適用する。結
合された活性を、同じ緩衝液及び0.5Ｍの塩化ナトリウムを用いて線状塩グラジエントに
より溶離する。高い脂肪分解酵素活性を含む画分をプールする。リパーゼ活性及び1.7以
上の吸光度Ａ280／Ａ260を含む画分をプールする。
第１の洗浄効果の試験についてのアッセイ
脂肪分解酵素の洗浄性能を、温度調節されたTerg-O-Tometer（TOM）において実施され、
続いて物干し網上で乾燥せしめられる１サイクル洗浄試験において試験した。
実験条件は次の通りであった：
洗液：ビーカー当たり1000ml、
布ぎれ：ビーカー当たり７枚の綿の布ぎれ（９×９cm）、
染料：スーダンレッド（Sigma）により着色されたラード（0.75mgのスーダンレッド／１
ｇのラード）。70℃に加熱されたラード／スーダンレッド50μｌを、個々の布ぎれの中央
に適用した。染料の適用の後、布ぎれを、75℃で25分間、オーブンにおいて加熱した。室
温で一晩、貯蔵された。
水：3.2mMのCa2+／Mg2+（５：１の比）、
洗剤：５ｇ／ｌの洗剤組成物Ａ又は洗剤Ｂ、pHは、NaOHにより10に人工的に調節されてい
る。
洗剤組成物Ａ：
0.300ｇ／ｌのアルキルスルフェート（AS；Ｃ14-16）
0.650ｇ／ｌのアルコールエトキシレート（AEO；Ｃ12-14，６EO）
1.750ｇ／ｌのゼオライトＰ
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0.145ｇ／ｌのNa2CO3
0.020ｇ／ｌのSokalan CP５
0.050ｇ／ｌのCMC（カルボキシ－メチル－セルロース）
Milli-Q水（pH10.2）中、3.2mMのCa2+／Mg2+（５：１）において混合される。
洗剤組成物Ｂ：
洗剤組成物Ａの通りであるが、但しさらに、次の漂白剤を含む：
0.900ｇ／ｌの炭酸ナトリウムペルオキシヒドレート
0.300ｇ／ｌのTAED（テトラ－アセチル－エチレン－ジアミン）
脂肪分解酵素の濃度（洗剤組成物Ａ及びＢにおける）：０及び1250又は12500LU／ｌ。
洗浄時間：20分
洗浄温度：30℃
すすぎ：水道水において15分間、
乾燥：室温（約20℃、30～40％のRH）で一晩
評価：反射率を460nmで測定した。この後、脂肪物質を、Soxhlet抽出装置においてクロロ
ホルムにより布ぎれから抽出し、溶媒を蒸留し、そして布ぎれ上に残る脂肪物質の量を重
力分析的に決定した。他方では、脂肪物質の量は、薄層クロマトグラフィー（TLC）／〔F
lame Ionization Detector（FID）〕を用いて決定され得る。
除去されるラードの％は、次の通りにして決定される：
１）下記のように定義される％除去率：
〔（脂肪分解酵素を有さない洗剤により洗浄される布ぎれ上での残存する脂肪）－（脂肪
分解酵素を有する洗剤により洗浄される布ぎれ上での残存する脂肪）〕／（脂肪分解酵素
を有さない洗剤により洗浄される布ぎれ上での残存する脂肪）×100％、又は
２）下記のように定義されるデルタ反射率（dR）：
Ｒ（リパーゼを有する洗剤により洗浄された布ぎれ）－Ｒ（リパーゼを有さない洗剤によ
り洗浄された布ぎれ）。反射率（また、規約反射率とも称せられる）は、２キセノン・ブ
リッラム（blitzlambs）によりサンプルを照射し、そして反射された光の量を測定し、そ
の結果、完全な白色光は100％反射率に対応し、そして完全な黒色光は０％反射率に対応
する、DatacolorからのElrepho 2000装置上で測定される。
培地及び基質：
YPD ：10ｇの酵母抽出物、20ｇのペプトン、全体を水により810mlにする。オートクレー
ブされた20％グルコース（無菌濾過された）90mlを添加する。
LB－培地：水１ｌ中、10ｇのBacto－トリプトン、５ｇのBacto酵母抽出物、10ｇのNaCl。
FG４培地：３％ダイズ粗びき粉、３％マルトデキストリン、１％ペプトン、pHは４ＭのNa
OHにより7.0に調節される。
SC Ura－プレート：アミノ酸を有さない10％の10ｘ基本的塩：0.5％のカザミノ酸、0.02
％のトレオニン、0.01％のトリプトファン、２％グルコース、1.5％の寒天。アミノ酸を
有さない10ｘ基本的塩：水１ｌ中、60ｇのNaOH、アミノ酸を有さない酵母窒素塩基（Difc
o）66.8ｇ、及び100ｇの琥珀酸。
Litex Agarose HSB2000（カタログ番号：Ｆ90472）。
BG－試薬：水に溶解された４mg／mlのブリリアントグリーン（BG）。
基質１：
10mlのオリーブ油（Sigmaカタログ番号：０－1500）
20mlの２％ポリビニルアルコール（PVA）
基質は、15～20分間、均質化される。
PCS洗剤：
10ｇ／ｌ：
SDS 　　　　　　0.52ｇ
Dobanol 25-3　　0.60ｇ
Dobanol 25-1　　0.58ｇ
NaBO3H2O　　　　1.50ｇ
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１ｌの0.1Ｍトリス緩衝液（pH９）を添加し、そしてPCSプレート上での所望する濃度の２
倍の濃度にトリス緩衝液によりさらに希釈する。
PCSプレート：
PCSプレートを製造するための溶液：
ブリリアントグリーン（BG－試薬）　　　　　　　　　10ml
基質１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24ml
PCS洗剤　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　500ml
２％アガロース（トリス緩衝液（pH９）における）　 500ml
リパーゼ基質（Sigmaカタログ番号800-1）
ブリリアントグリーン（Merck、技術番号1.01310）
実施例
実施例１
ランダム脂肪分解酵素変異体の構成
完全なＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素遺伝子及びそのアミノ酸（aa）91－97及び206－211の
ランダム突然変異されたライブラリーを、上記の材料及び方法に記載されるようにして調
製した。
アミノ酸領域91－97及び206－211を、それらの領域は洗浄性能のために重要であることが
見出されているので、第１回目の局在化された突然変異誘発のために選択した。領域91－
97は酵素のリッド領域の部分であり、そして領域206－211は酵素の疎水性割れ目の部分を
構成する。
１つのオリゴヌクレオチドを、93％の野生型ヌクレオチド及び2.33％の個々の他の３個の
ヌクレオチドを、突然変異誘発されることが所望されるアミノ酸コドンで含んで成るそれ
らの領域の個々のために合成した。アミノ酸の変更を伴なわないで可能な場合、コドンに
おける第３ヌクレオチド（wobble塩基）を、50％Ｇ／50％Ｃで合成し、１又は２つのコド
ンを有するアミノ酸への変更のためにより大きな見込みを付与する。領域91－97の突然変
異誘発オリゴヌクレオチドの組成は、表１に示される。
このオリゴヌクレオチドの使用により、約65～70％の計算された突然変異頻度が、親脂肪
分解酵素に導入されている１つのアミノ酸変更のためのライブラリーにおいて得られる。
導入されている複数のアミノ酸変更のための突然変異頻度は、35％以下である。この低い
突然変異頻度は、陽性クローンにおける観察されるアミノ酸変更が酵素の改良に関与され
、そして高い突然変異頻度のために、まさに“中性”変更ではないことを確保するために
選択される。
突然変異誘発プライマーは、適切な反対のプライマーとのPCR反応において使用された。
得られるPCRフラグメントを精製し、そして領域206－211の場合、消化し、そしてシャト
ルベクター中にクローン化した。領域91－97の場合、その得られるPCRフラグメントが、
第２の適切な反対のプライマーとのプライマーとしての第２のPCR反応に使用された。こ
の段階は、突然変異誘発された領域を消化し、そしてそれをシャトルベクター中にクロー
ン化できるために必要とされた。
10,000～80,000のクローン／ライブラリーを含む、領域91－97及び領域206－211のライブ
ラリーを調製した。親リパーゼが陽性であり、すなわちリパーゼ活性を示す条件下で調べ
られる場合、ほとんどのコロニーは陽性であった（90％以上）。その陽性反応は、2.5mM
のCa（５mMのEGTAの代わりに）によるフィルターアッセイにおいて決定された。
450,000のコロニーを、上記の材料及び方法に記載されるDobanol ▲Ｒ▼25-7及び低カル
シウムアッセイを用いて異なったライブラリーからスクリーンした。aa91－97ライブラリ
ー（リッド領域）からの25の低カルシウム陽性及び完全な遺伝子ライブラリーからの12の
Dobanol ▲Ｒ▼25-7陽性を単離した。aa91－97の突然変異誘発からの14の低カルシウム陽
性を配列決定した。
突然変異誘発された領域外の３種の他の突然変異（コドン83，103，145における）は、PC
Rの誤った組込みにより説明され得るが、但し、Ｓ83Ｔの突然変異は、PCRの誤った組込み
のためにはまったくの異常であるトランスバージョンである。
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表１：Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素のアミノ酸91－97の局在化されたランダム突然変異誘
発のために使用されるオリゴヌクレオチド（配列番号４）の構成の例示。配列に示される
番号は、配列の右に出現する組成をボトルに言及する。

表２：菌株番号はアスペルギラス発現ベクターpAHL中にクローン化された初めに取られた
クローンを言及する。変異体型は同一のクローンを言及し、これはたぶん、ランダム突然
変異誘発されたライブラリーの増幅の間に発生したものである。変異体型Ｉ及びIIは、0.
01％のDobanol ▲Ｒ▼25-7において活性的であるが、残りは、野生型のように不活性であ
る。



(128) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30

40

50

表３：野生型配列は、上部で示される。wtで異なるヌクレオチドのみが変異体配列で書か
れている。コドン91及び93の塩基は、それぞれ１：１のＣ／Ｔ及びＴ／Ｇによりドーピン
グされた。他方では、コドン91－97でのヌクレオチドは、93重量％及び2.33重量％の３種
の他のヌクレオチドを用いてドーピングされた。
aa91－97のランダム突然変異誘発からの陽性から得られた結果に基づいての、ドーピング
によるaa85－99（リッド領域）のランダム突然変異誘発されたライブラリーのスクリーニ
ングからの結果。
ランダム突然変異誘発されたライブラリーの構成
背景
５種の異なった型の強い陽性突然変異体を、リッド領域（aa91－97、前の例を参照のこと
）の第１ライブラリーのスクリーニングにおいて見出した。Ｄ96をＡ，Ｖ，Ｎ又はＨに変
え、そしてアミノ酸変更Ｅ87Ｋ，Ｇ91Ａ及びＮ94Ｋが、Lipolaseのカルシウム独立性のた
めにそれらの重要性を示すＤ96の変更と組合して、２～３種の独立した突然変異体に見出
された。それらの突然変異は、いくつかのアッセイにおけるwtに比較して、低カルシウム
／Dobanol活性に関して改良されているので、それらは完全なリッド領域の第２のランダ
ム突然変異誘発における開始点として使用された。
局在化されたランダム突然変異誘発
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アミノ酸領域aa85－99＋83Ｓ／Ｔを、次のようにしてランダム突然変異誘発せしめた。ド
ーピングスケム：Ｓ83－50％Ｓ／50％Ｔ；Ｅ87－93％Ｋ／７％Ｘ；Ｇ91－93％Ａ／７％Ｘ
；Ｎ94－50％Ｋ／50％Ｎ；Ｄ96－100％Ｘ；残りは93重量％／７％Ｘであった（百分率は
ヌクレオチドレベルでのコドンのドーピングを言及する（オリゴの配列を参照のこと））
。それらのドーピングに起因する種々のアミノ酸コドンの理論的な百分率は、コンピュー
タープログラムを用いて計算され得る。アミノ酸の変更を伴わないで可能な場合、コドン
における第３のヌクレオチド（wobble塩基）が50％Ｇ／50％Ｃで合成され、わずか１又は
２個のコドンを有するアミノ酸への変更のための大きな見込みを付与する。突然変異誘発
オリゴヌクレオチドの組成は、配列番号オリゴ２（配列番号６）に示される。突然変異誘
発されていないヌクレオチド領域を、安定性及び二次構造の不在について最適化するオリ
ゴプログラムを用いて選択した。
この突然変異誘発は、ライブラリーにおける開始点の約93％の変更率（Ｓ83，Ｎ94及びＤ
96を包含しない）の計算された頻度を付与する。これは、リッド領域の主要変更の機会を
付与するひじょうに高い突然変異頻度である。
突然変異誘発プライマーは、適切な反対のプライマーとのPCR反応に使用された。得られ
るPCRフラグメントは、第２の適切な反対のプライマーとのプライマーとしての第２のPCR
反応に使用された。この段階は、突然変異誘発された領域を消化し、そしてそれを酵母発
現ベクターpYESHL中にクローン化するために必要であった。そのような２段階PCR方法の
ための突然変異誘発プライマーを企画する場合、TaqポリメラーゼによりPCRフラグメント
の３′端に付加されるＡを考慮することは重要である。
この場合、領域aa85－99＋83Ｓ／Ｔのランダム突然変異誘発されたライブラリーが調製さ
れた。
スクリーニング
低カルシウムフィルターアッセイを、Dobanol及びLASと共に使用した。リッド２ライブラ
リーのスクリーニングを、５mMのEGTA，0.01％のDobanol及び0.006％のLASにより行なっ
た。いくつかの陽性体を検出し、そして単離し、配列決定し、アスペルギラスを形質転換
し、精製し、そして洗浄試験において試験した。
選択された陽性体の配列及び洗浄結果
下線部分は、フィルターアッセイに使用される条件を示す。IF＝３－サイクル洗浄におけ
る改良因子。

オリゴ－リッド２の配列（配列番号６）：
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２種の領域に対して同時に行なわれる局所的なランダム突然変異誘発
aa領域56－64及び81－99＋102のランダム突然変異誘発されたライブラリーを、PCR反応に
おける表４に示されるような２種のオリゴヌクレオチド004及び005を用いて、材料及び方
法のセクションに記載されるようにして調製した。オリゴ004は、個々の位置に93重量％
のヌクレオチド及び2.33％の他の３種のヌクレオチドの個々を有するaa領域81－99＋102
のために合成された（但し、50％Ｓ／50％Ｔを付与するようドーピングされたＳ83コドン
を除く）（表４を参照のこと）。４又は６個のコドンを有するaaのためには、Ｇ／Ｃ又は
Ａ／Ｃの50％／50％の混合物が第３の塩基のために使用された（表４を参照のこと）。Il
eコドンの第３の塩基のためには、ボトル７及び８の50％／50％混合物が使用れた。Ｄ96
Ｌは、前の良好な実施変異体に見出されているので、ランダム突然変異誘発における開始
点として使用された。オリゴ005は、個々の位置に93重量％のヌクレオチド及び2.33％の
個々の他の３種のヌクレオチドを有するaa領域56－64のために合成された。位置56，57及
び62のためには、他の中で、正に荷電されたaaの偏向が導入された（表４を参照のこと）
。４又は６個のコドンを有するaaのためには、Ｇ／Ｃ又はＧ／Ｔの50％／50％混合物が、
その第３の塩基のために使用された。一般的に、PCR反応は、好都合であるドーピングさ
れた領域外に突然変異を導入することができる。なぜならば、そのような突然変異は変異
体の性質のためになることができるからである。
オリゴ004はまた、領域81－99＋102及び領域248－257，259，263－269を包含するライブ
ラリーをもたらす二重PCR反応によりクローン化されたオリゴ006（表４を参照のこと）を
組合しても使用された。オリゴ006は、個々の位置において93重量％のヌクレオチド及び2
.33％の個々の他の３種のヌクレオチドを有するaa領域248－257，259，263－269のために
合成された。４又は６個のコドンを有するaaのためには、Ｇ／Ｃ又はＡ／Ｃの50％／50％
混合物が、その第３の塩基のために使用された（表４を参照のこと）。Ileコドンの第３
の塩基のためには、ボトル７及び８の50％／50％混合物が使用された。
オリゴ005及び006はまた、鋳型としてリッド領域における陽性体を用いて、ランダム突然
変異誘発されたライブラリーの構成のためにも使用された。
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洗剤含有プレート上でのそれらのライブラリーをスクリーンすることから得られる陽性体
のいくつかを、下記に示す：

次の変異体を、完全な遺伝子のみのランダム突然変異から得（材料及び方法のセクション
に記載されるようなPCR又はPCR＋蟻酸により）、そして洗剤含有プレート上でスクリーン
した：

（Ｄ167 Ｇ＋Ｅ210 Ｖに基づいてのランダム突然変異誘発）

（Ｄ167 Ｇ＋Ｅ210 Ｖに基づいてのランダム突然変異誘発）
実施例２
Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素の第１の洗浄変異体の構成
1.　組換え及びスクリーニングによるドメインシャフリング
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ひじょうに良好な洗浄性能（種々の洗浄関連試験において評価されるような）を有する20
のＨ．ラヌジノサ脂肪分解酵素変異体（それらのいくつかは、例１に従って構成されてい
る）を、本明細書における材料及び方法のセクションに記載されるように、Ｓ．セレビシ
アエYNG318におけるインビボ組換えによる組換を可能にせしめた。使用される脂肪分解酵
素変異体は、表１から明らかである。それらの変異体のほとんどは、材料及び方法のセク
ションに記載されるようなランダム又は局在化されたランダム突然変異により、及び低め
られたカルシウム依存性及び洗剤成分Dobanol 25-7に対する改良された耐性についてスク
リーニングすることにより（上記の材料及び方法を参照のこと）、構成された。変異体の
いくつかは、複数回の連続した回数の突然変異誘発及びスクリーニングの結果である。
下記表から明らかであり、且つ材料及び方法のセクションにおいて、さらに論じられてい
る、制限酵素開環されたベクター及びPCRフラグメントは、約１：１のモル比で混合され
、そして成分Ｓ．セレビシアエ細胞の形質転換のために使用された（Current Protocols 
in Molecular Biology, eds. F.M. Ausubelなど., chapter 13. 7, John Wiley & Sons, 
Inc., USA. に記載されるような酢酸リチウム方法により製造された）。形質転換された
細胞を、フィルター上にプレートし、そして上記の材料及び方法に記載されるフィルター
アッセイを用いて、減じられたカルシウム依存性及び高められた洗剤耐性についてスクリ
ーンした。
陽性シグナルを付与するコロニーを、新規プレート及びフィルター上に単一コロニーとし
て画線培養し、そして再スクリーンした。２～４回の再スクリーニングの後、陽性コロニ
ーを、次の通りに発酵せしめた：
酵母におけるＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素及び変異体の発酵
10mlのSC-ura培地を、Ｓ．セレビシアエコロニーにより接種し、そして30℃で２日間、増
殖せしめる。前記10mlを、300mlのSC-ura培地を接種するために使用し、この接種の後、3
0℃で３日間、成長せしめる。前記300mlを、次のＧ－基質５ｌの接種のために使用する：
400ｇ　　 アミカーゼ（Amicase）
6.7ｇ　　 酵母抽出物（Difco）
12.5ｇ　　Ｌ－ロイシン（Fluka）
6.7ｇ　　 （NH4）2SO4
10ｇ　　　MgSO4・7H2O
17ｇ　　　K2SO4
10ml　　　微量化合物、下記を参照のこと
５ml　　　ビタミン溶液、下記を参照のこと
6.7ml　　 H3PO4
25ml　　　20％ Pluronic（消泡剤）
5000mlの合計体積における。
微量化合物：
6.8ｇ　　　ZnCl2
54.0ｇ　　 FeCl2・6H2O
19.1ｇ　　 MnCl2・4H2O
2.2ｇ　　　CuSO4・5H2O
2.58ｇ　　 CoCl2
0.62ｇ　　 HsBO3
0.024ｇ　　（NH4）6Mn7O24・4H2O
0.2ｇ　　　KI
100ml　　　HCl（濃縮された）
１ｌの合計体積における。
ビタミン溶液：
250mg　　ビオチン
３ｇ　　 チアミン
10ｇ　　 Ｄ－カルシウムパントテネート
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100ｇ　　Myo－イノシトール
50ｇ　　 コリンクロリド
1.6ｇ　　ピリドキシン
1.2ｇ　　ナイアシンアミド
0.4ｇ　　葉酸
0.4ｇ　　リボフラビン
１ｌの合計体積における。
酵母細胞を、5000mlの培地において、30℃で５日間、発酵せしめた。グルコースを、100m
lの開始用量の70％グルコースと共に、発酵器に供給し、そして１日当たり70％グルコー
ス400mlを添加した。発酵ブイヨンのpHを、10％ NH3溶液の調節された添加によりpH5.0で
維持した。
撹拌を、最初の22時間、300rpmで、続いて残りの発酵期間、900rpmで行なった。空気を、
１ｌの空気／ｌ／分で最初の22時間、続いて残りの発酵期間、1.5ｌの空気／ｌ／分で与
えた。
精製の後、ラードを除去する変異体の能力を、上記の材料及び方法のセクションに記載さ
れる１サイクル洗浄アッセイにおいて試験した。その結果は、下記例２及び３に与えられ
た。

インビボ組換え（遺伝子シャフリング）のためのDNAフラグメントを調製するために使用
されるヒュミコラ・ラヌギノサ・リパーゼ変異体（前記変異体を含むプラスミドからの完
全な遺伝子の標準PCR増幅による）
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2.　２つの陽性体の従来のクローニングによるドメインシャフリング・ヒュミコラ・ラヌ
ギノサ・リパーゼ変異体（Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋Ｌ97Ｍ）をコードするDNA配列を含
むアスペルギラス発現ベクターpHD414を、制限酵素NarＩ及びXbaＩにより消化し、２種の
フラグメントをもたらした。それらのフラグメントをアガロースゲル電気泳動により分離
し、そして最大のフラグメントをそのアガロースゲルから単離した。このフラグメントを
、NarＩ及びXbaＩによる変異体（Ｓ83Ｔ＋Ｇ91Ａ＋Ｑ249Ｒ）の消化からの最小フラグメ
ントに連結した。この連結物を用いてＥ．コリを形質転換し、そして得られるプラスミド
構成体を形質転換体の１つから単離し、そして配列決定し、正しいアセンブリーについて
試験した。そのプラスミドを用いて、アスペルギラス・オリザエを形質転換し、材料及び
方法のセクションに記載されるようにして発酵し、そして精製した。この変異体は次の突
然変異Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋Ｌ97Ｍ＋Ｑ249Ｒを含んだ。
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実施例３
アスペルギラス・オリザエJaL125におけるＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素変異体HL９の構成
及び発現
変異体HL９は成熟部分において次の突然変異を含む：Ｅ１Ｐ＋Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋
Ｑ249Ｒ、及びＥ１Ｐに融合されるＮ－末端ペプチド付加SPIRPR（全体のＮ－末端ペプチ
ド付加物SPIRPRPをもたらす）。Ｎ－末端ペプチド付加を、ヨーロッパ特許第305216号か
ら明らかなアミノ酸及びDNA配列をそれぞれ有し、そしてさらに、前記DNA配列（ヨーロッ
パ特許第305216号）におけるその成熟部分に次の突然変異：Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋Ｑ
249Ｒ（従来の特定部位突然変異誘発により挿入されている）を担持する親Ｈ．ラヌギノ
サ（D SM 4109）脂肪分解酵素に適用した。ペプチド付加SPIRPRPを次のようにして親酵素
のＮ－末端に適用した。
pIVI220の構成：
前記プラスミドを、記載されるプロトコールに従って、StratageneからのChamelon二本鎖
部位特異的突然変異誘発キットを用いて構成した。
pHL296を、プラスミド鋳型として使用した。前記プラスミドは、pHD414中にクローン化さ
れた上記突然変異（Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋Ｌ97Ｍ＋Ｑ249Ｒ）と共に、Ｈ．ラヌギノ
サ脂肪分解酵素をコードする遺伝子を含む。
プライマー番号7258が、選択プライマーとして使用された。

（従って、耐アンピシリン性遺伝子に見出され、そして切断のために使用されるScaＩ部
位をMluＩ部位に変更する）。
プライマー番号7770が、選択プライマーとして使用された。

（アミノ酸配列を変更しないで、Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼ遺伝子に見出されるScaＩ部
位を変更する）。
プライマー番号8479が、突然変異誘発プライマーとして使用された。

（親Ｈ．ラヌギノサ酵素のプロペプチド及びＮ－末端Ｅ１を置換する（SPIRPRPによりSPI
RREを））。
pIVI245の構成：
前記プラスミドを、記載されるプロトコールに従って、StratageneからのChomeleon二本
鎖部位特異的突然変異誘発キット（カタログ番号200509）を用いて構成した。
pIVI220をプラスミド鋳型として使用し、そしてプライマー番号7887を選択プライマーと
して使用した（耐アンピシリン遺伝子に見出され、そして切断のために使用される、導入
されたMluＩ部位をScaＩ部位に変更する）。

プライマー番号8932を突然変異誘発プライマーとして使用した

（従って、野生型としてＭ97をＬ97に変更し、そして２つの突然変異Ｎ94Ｋ及びＤ96Ｌを
保存する）。
２．Ａ．オリザエ発現プラスミドpCaHj483の構成
pCaHj483は図９に示されている。それを、次のフラグメントから構築する：
ａ）EcoRＩ及びXbaＩにより切断されたベクターのpToC65（WO 91／17243）。
ｂ）amdS遺伝子を担持する、Ａ．ニジランスからの2.7kbのXbaＩフラグメント（C.M. Cor
rickなど.,（1987）, Gene 53, p.63-71）。amdS遺伝子は、菌類の形質転換における選択
マーカーとして使用される。amdS遺伝子が変性され、その結果、その遺伝子に通常存在す
るBamHＩ部位が破壊された。これは、サイレント点突然変異を、

（配列番号１）を用いて導入することによって行なわれた。
ｃ）Ａ．ニジランスtpi遺伝子のmRNAの５′未翻訳端をコードする配列の60bp DNAフラグ
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メントに融合されるＡ．ニガー　NA２プロモーターを担持する0.6kbのEcoRＩ／BamHＩフ
ラグメント。NA２プロモーターを、プラスミドpNA２（ヨーロッパ特許第383779号）から
単離し、そしてPCRにより60bpのtpi配列に融合した。60bpのtpi配列をコードするプライ
マー（プライマー４：配列番号７）は、次の配列を有した：

ｄ）Ａ．ニガー　グルコアミラーゼ転写ターミネーターを担持する675bpのXbaＩフラグメ
ント。このフラグメントは、プラスミドpICAMG／Term（ヨーロッパ特許第238023号）から
単離された。
フラグメントｃ）のBamHＩ部位を、pIC19Rリンカーを通して、フラグメントｄ）上の転写
ターミネーターの前のXbaＩ部位に連結した（XbaＩに対してBamHＩ）。
HL９発現プラスミドpCaHj485の構成
プラスミドpJVi245をBamHＩ及びSalＩにより消化し、そしてHL９脂肪分解酵素をコードす
るその得られる904bpフラグメントを単離した。pCaHj483をBamHＩ及びSalＩにより消化し
、そして大きなベクターフラグメント（6757）を、そのHL９フラグメントに連結した。そ
の連結混合物を用いて、Ｅ．コリ　DH５α細胞を形質転換し、そして予測されるプラスミ
ドを有する形質転換体を単離した。そのプラスミドを、pCaHj485として命名した。
３．JaL125中へのpCaHj485の形質転換
アスペルギラス・オリザエJaL125を、ヨーロッパ特許第0531372号に記載されるようにし
て、アセトアミドに基づく選択を用いて、pCaHj485により形質転換した。形質転換体を２
度、胞子再単離した。個々の形質転換体の２回目の再単離からの胞子を用いて、96ウェル
マイクロタイター皿における200μｌのYPM（１％の酵母抽出物、２％のペプトン、２％の
マルトース）を接種した。YPM培養物を34℃で４日間、増殖せしめ、そして最高の生成体
を、ｐ－ニトロフェニルブチレートアッセイを用いて選択した：
原溶液：18μｌのｐ－ニトロフェニルブチレートを、１mlのイソプロパノールに溶解した
。
実施溶液：0.1mlの原溶液を、50mMのトリス／HCl，pH7.5，10mMのCaCl2の溶液10mlと共に
混合した。
アッセイ：YPM上清液１μｌを、96ウェルマイクロタイター皿＋において、実施溶液200μ
ｌと共に混合し、そして色彩の進行を、ELISA読取り機を用いて450nmで測定した。
１つの形質転換体を、タンク発酵のために選択した。
４．JaL125／pCaHj485のタンク形質転換
発酵を、34℃の一定の培地温度及び1.2ｌの開始体積を用いて供給－バッチ発酵として行
なった。培地の初期pHを6.5に設定した。pHが7.0に上昇したらすぐに、この値を10％H3PO

4の添加により維持した。培地における溶解された酸素のレベルを、撹拌速度を変え、そ
して１ｌの空気／培地１ｌ／分の固定されたエアレーション速度を用いることによって調
節した。供給物添加速度は、全供給－バッチ相の間、一定レベルで維持された。
バッチ培地は、炭素源としてマルトースシロップ、窒素源として尿素及び酵母抽出物、及
び微量金属及び塩の混合物を含んだ。供給－バッチ相の間、連続して添加される供給物は
、炭素源としてマルトースシロップを含み、そして酵母抽出物及び尿素は、窒素の十分な
供給を確保するために添加された。
５．脂肪分解酵素の精製
１）発酵上清液を、フィルターカタログ番号AP2504700フィルタータイプAP25を通して濾
過した。
２）発酵上清液を、Millipore膜タイプGS（0.22ミクロン）からの無菌フィルターを通し
てもう１度、濾過した。
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３）次に、発酵上清液を、固体酢酸アンモニウムを添加することによって、0.8Ｍの酢酸
アンモニウムに調整した。
４）TSKゲルButyl-Toyopearl 650に基づく疎水性クロマトグラフィー。50mlのカラムを、
Butyl-Toyopearlマトリックスにより充填した。カラムを0.8Ｍの酢酸アンモニウムにより
洗浄し、そして平衡化した。酢酸アンモニウムにより調節された１ｌの発酵上清液を、Bu
tylカラム上に適用した。カラムを、すべての未結合材料が洗浄されるまで、0.8Ｍの酢酸
アンモニウムにより洗浄した。次に、結合された材料を、水及び50％エタノールにより連
続して溶離した。画分を集め、そして標準のLOアッセイを用いて、リパーゼ活性について
分析した。リパーゼ活性を含む画分をプールし、そして希釈し、４mSi以下にプールの電
導性を調節し、そしてpHを8.5に調節した。
５）High Performance Q Sepharose（Pharmacia、コード番号17－1014-01）に基づくアニ
オン交換クロマトグラフィー。50mlのカラムを50mMの硼酸緩衝液（pH8.5）により充填し
、そして洗浄した。次に、脂肪分解酵素を含むプールを、High Performance Q Sepharose
カラム上に適用した。未結合材料を、硼酸緩衝液（pH8.5）により洗浄した。結合された
活性を、１Ｍの塩化ナトリウムを含む硼酸緩衝液（pH8.5）を用いて線状グラジエントに
より溶離した。画分を集め、そしてリパーゼ活性についてアッセイした。Ａ280及びＡ260
で1.7以上のUV吸光度の割合を有するリパーゼ活性を含む画分をプールする。
実施例４
ランダム突然変異誘発によるＮ－末端付加物の構成
成熟Ｈ．ラヌギノサ脂肪分解酵素（DSM4109から得られる）の初めのアミノ酸残基に付加
されるＮ－末端付加物SPIRPRPをコードし、そしてその成熟部分に次の追加の突然変異：
Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋Ｌ97Ｍ＋Ｇ249Ｒを含むDNA配列の部分のランダム突然変異誘発
を行なった。親脂肪分解酵素の成熟部分の突然変異は、WO 95／26215に記載される方法を
用いて、適切なプライマー配列を用いてのPCR駆動された特定部位突然変異誘発により行
なわれた。そのペプチド付加物SPIRPRPは例３に記載されるようにして適用された（すな
わち、最後のＰはＥ１を置換する）。
SPIRPRPコドンのヌクレオチド・ドーピンクスケムは次の通りであった：

数字は、使用される次のフラスコの番号を言及する。

２段階PCR反応プロトコールが使用された：５′プライマーとして上記プライマー及び３
′プライマーとしてプライマー2056（５′gca cgt aat gtt tgt acc ３′）を有する第１
段階は、プラスミド鋳型としてPHL296を用いて行なわれた。第１回目のPCRの生成物が、
５′プライマー（BamHＩ部位及びコード配列の最初の部分を導入するための）として4699
（５′cgg tac ccg ggg atc cac ３′）及び３′プライマーとしてPCR生成物を有する新
規のPCRに使用された。得られる生成物を、Spin 100（Clonetech Lab., Inc.からの）上
で精製し、そしてBamHＩ及びPvuIIにより切断した。得られるDNAフラグメントを、Spin X
（Costar）によりアガロースゲルから精製し、そしてBamHＩ及びPvuIIにより切断されたB
amHＩ－XbaＩフラグメントとしてクローン化されたpHL296からのＨ．ラヌジノサ脂肪分解
酵素遺伝子を含む酵母発現ベクターpJSO37中に連結した。その得られるDNAを用いて、従
来の技法により、DH10／DH12　Ｅ．コリ細胞（Gibco／BRG Lifetechnologies）を電気形
質転換した。
Ｅ．コリの性質転換及び増幅の後、プラスミドを精製し、そしてＳ．セレビシアエYNG318
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を形質転換した。得られるＳ．セレビシアエ細胞を、洗剤（３ｇ／ｌのPCS）を含む他の
リパーゼフィルターアッセイにおける良好な実施体についてスクリーンした。陽性体を配
列決定し、そして次のペプチド付加物を含むことが見出された：GPIRPRP，SHSRHNA，TAIR
PRK，SALRRRP，STRRPRP，SPRRPRT，SPIPPGP，LPFRQRP，SPFRPKL及びSALRRP（HL10s1-10と
してそれぞれ呼ばれる）。
個々のHL10s1-6の１サイクル洗浄性能を、30℃の温度で及び５ｇ／ｌの酵素不活性化され
たAriel Futureを洗剤として用いて、上記の材料及び方法セクション（第１の洗浄効果の
試験についてのアッセイ）に記載されるようにして試験した。個々の変性された酵素によ
り除去される脂肪材料の量が、下記に示される：

良好な実施体がそのＮ－末端付加物により正に荷電されたアミノ酸を有する傾向が存在し
た。
同様に、Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼ変異体Ｅ１*＋Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋Ｌ97Ｍ＋Ｑ2
49Ｒ及び他の変異体に付加されるＮ－末端付加物RPRPRPRPのランダム突然変異誘発を行な
った。RPRPRPRPコドンのヌクレオチド　ドーピングスケムは、次の通りである。

APPPを、Ｎ－末端付加物のタンパク質分解に対して保護するために、ランダム突然変異誘
発されたRPRPRPRPのＮ－末端に及びシグナルペプチドの前に付加する。これは必要とされ
なくても良い。Ｅ１を、１つの負に荷電されたアミノ酸を除去するために欠失せしめた。
成熟Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼ配列の位置２～５におけるアミノ酸をまた、リパーゼのこ
の非構造部分における改良された変異体を見出すために、突然変異誘発した。他方、この
方法は、SPIRPRPのランダム突然変異誘発について上記で言及された通りであった。次の
Ｎ－末端ペプチド付加物を得た：
Alu-Pro-Pro-Pro-Arg-Pro-Arg-Leu-Leu-Pro-Ile-Ser（APPPRPRLLPIS）（欠失されたＥ１
残基の他に、この変異体は、成熟酵素のその非構造Ｎ－末端部分に追加の突然変異Ｄ５Ｅ
を担持する）。

（欠失されたＥ１残基の他に、この変異体は、成熟酵素のその非構造Ｎ－末端部分に追加
の突然変異Ｖ２Ｌ，Ｓ３Ｔ及びＤ５Ｖを担持する）。
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（欠失されたＥ１残基の他に、この変異体は、成熟酵素のその非構造Ｎ－末端部分に追加
の突然変異Ｖ２Ｌ，Ｓ３Ｒ及びＤ５Ｅを担持する）。

（欠失されたＥ１残基の他に、この変異体は、成熟酵素のその非構造Ｎ－末端部分に追加
の突然変異Ｖ２Ｇ及びＤ５Ｅを担持する）。

（欠失されたＥ１残基の他に、この変異体は、成熟酵素のその非構造部分に追加の突然変
異Ｖ２GL，Ｓ３Ｔ，Ｇ４Ｐ及びＤ５Ｅを担持する）。

（欠失されたＥ１残基の他に、この変異体は、成熟酵素のその非構造部分に追加の突然変
異Ｖ２GL，Ｄ５Ｑ及びＬ６Ｍを担持する）。
実施例５
本発明の脂肪分解酵素の第１の洗浄活性
脂肪分解酵素の第１の洗浄活性を、洗剤組成物Ａ又はＢについて上記の材料及び方法のセ
クションに記載される“第１の洗浄効果の試験についてのアッセイ”を用いて試験した。
少数の新規第１の洗浄リパーゼを、洗剤のための脂肪分解酵素内の本発明の技術状態であ
るものとして見なされるものに比較する。
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さらなる例：

実施例６
洗剤における活性（Activity-in-Detergent）（AiD）アッセイAiDアッセイは、本明細書
に記載されるように第１の洗浄脂肪分解酵素の構成に使用されるべき親脂肪分解酵素を選
択するために有用である分析アッセイである。
装置：150mlのビーカーを含む水槽。撹拌は、撹拌機により得られる。
脂肪分解酵素の用量：12500LU／ｌ。
基質：１回の試験に関して、６μｌのオリーブ油を含む６枚（3.5* 3.5cm）の綿。
洗剤：ビーカー当たり100mlのpH10に調節された、36mMのCa2+／Mg2+（5：1）に溶解され
た0.5ｇ／ｌのモデル液体洗剤*。
サンプルを30℃で60分間、撹拌した後、布ぎれ上の残存する洗剤を、15分間、水道水を流
すことにより除去する。それらの布ぎれを、10mlのテトラヒドロフラン及び４ＭのHCl 6.
25mlを含むフラスコ中に入れ、そして一晩、蒸発し、その後、サンプルをテトラヒドロフ
ランに再溶解する。脂肪組成をTLC／FIDにより決定し、そして％FFA（遊離脂肪酸）の量
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実施例７
多数の可能性ある第１の洗浄脂肪分解酵素の第１の洗浄活性を、特定の市販の洗剤－Arie
l Futur（市販のバッチ番号4279Ｂ23：35）について上記の材料及び方法のセクションに
記載される“第１の洗浄効果の試験についてのアッセイ”を用いて試験した。洗剤にすで
に存在する酵素は、洗浄の前、加熱（マイクロオーブンにおいて85℃で４分間）により不
活性化された。
最初の表は、実施例５及び６に比較するために使用され得る。結果は、次の通りに分けら
れる：
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実施例８
第１の洗浄脂肪分解酵素の第１の洗浄活性を、一連の市販の洗剤について、上記の材料及
び方法に記載される“第１の洗浄効果の試験についてのアッセイ”を用いて試験した。洗
剤にすでに存在する酵素は、洗浄の前、加熱（マイクロオーブンにおいて85℃で４分間）
により不活性化された。
例２に記載されるようにアスペルギラス・オリザエにおいて生成されたLipolase変異体E1
SPIRPRP＋Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋Ｌ97Ｍ＋Ｑ249Ｒを用いた。
次の異なった地理学的条件が使用された：
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実施例９
Ｆ．グラミネアラムにおける第１の洗浄リパーゼの生成
菌株及び培地
出発菌株は、フラリウム・グラミネアラム　Ａ３／５（ATCC 20334）である。
COVEプレートは、１ｌ当たり、343.3ｇのスクロース、20mlのCOVE塩溶液、10mlの１Ｍア
セトアミド、10mlの３Ｍ CsCl及び25ｇのNoble寒天から構成される。COVE塩（SOX）溶液
は、26ｇのKCl、26ｇのMgSO4・7H2O・76ｇのKH2PO4及び50mlのCOVE微量金属溶液から成る
。COVE微量金属溶液は、１ｌ当たり、0.04ｇのNaBO7・10H2O、0.040ｇのCuSO4・5H2O、0.
70ｇのFeSO4・H2O、0.80ｇのNa2MoO2・2H2O及び10ｇのZnSO4から成る。
Ｍ400Da培地は、１ｌ当たり、50ｇのマルトデキストリン、2.0ｇのMgSO4・7H2O、2.0ｇの
KH2PO4、4.0ｇのクエン酸、8.0ｇの酵母抽出物、2.0ｇの尿素、及び0.5mlの微量金属溶液
から成る。微量金属溶液は、１ｌ当たり、14.3ｇのZnSO4・7H2O、2.5ｇのCuSO4・5H2O、0
.5ｇのNiCl2・6H2O、13.8ｇのFeSO4・7H2O、8.5ｇのMnSO4・H2O及び3.0ｇのクエン酸から
成る。
フサリウム・グラミネアラムのためのＨ．ラヌギノサ脂肪分解酵素変異体HLA（E1SPIRPRP
＋Ｄ57Ｇ＋Ｎ94Ｋ＋Ｄ96Ｌ＋Ｌ97Ｍ＋Ｑ249Ｒ）発現プラスミドの構成
フサリウム・グラミネアラムのための発現プラスミドの構成は、図７に概略される。
特に、フサリウム・グラミネアラム発現カセットは、1.1kbのフサリウム・オキシスポラ
ム・トリプシン・ターミネーターに1.24kbのフサリウム・オキシスポラム・トリプシン・
プロモーターを融合するために、オーバーラッピッグPCRの技法（Higuchi, R., In Innis
, M.A., Gelfonf, D.H., Snisky. J.J.,及びWhite. T.J., editors. PCR Protocds：A Gu
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ide to Methods and Applications, pages 177-183, Academic Press, Inc., New York）
を用いて製造される。（Royerなど., 1995 Bio/Technology 13：1479-1483）。SwaＩ，Kp
nＩ及びPacＩ制限部位を含むポリリンカー領域を、オーバーラッピングPCR反応の一部と
して、プロモーターとターミネーターとの間に挿入する。プロモーターの５′端で、Xho
Ｉ部位を付加し、そして生来のEcoRＩ部位を保存する。ターミネーターの３′端で、EcoR
Ｉ，HindIII及びNsiＩ部位を、PCR反応により組込む。
フサリウム・オキシスポラム・トリプシン・プロモーターの－1208～－１及び25bpのポリ
リンカーを含むPCRフラグメントを、次のプロモーターを用いて、プラスミドpJRoy20（Ro
yerなど.，1995、前記）から生成する：

上方ケースの文字は、フサリウム・オキシスポラム・トリプシンプロモーターの生来の配
列である。
使用されるPCR条件は、95℃で３分間、続いて、それそれ95℃で30秒、50℃で１分及び72
℃で１分での25回のサイクルである。最終拡張サイクルは、72℃で５分間である。Pwo DN
Aポリメラーゼ（Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN.）が、製造業者の供給緩衝液
と共に使用される。
フサリウム・オキシスポラム・トリプシン・プロモーターの－５～－１，25bpのポリリン
カー及びフサリウム・オキシスポラム・トリプシン遺伝子の1060bpの３′未翻訳領域（タ
ーミネーター領域）を含むPCRフラグメントを、次のプライマーを用いて、プラスミドpJR
oy20から生成する：

上方ケースの文字は、フサリウム・オキシスポラム・トリプシン・プロモーター及びター
ミネーターの生来の配列である。使用されるPCR条件は、上記の通りである。
フサリウム・オキシスポラム・トリプシン・プロモーターの－1208～－１，25bpのポリリ
ンカー及び1060bpのフサリウム・オキシスポラム・トリプシン・ターミネーターを含む最
終の2.3kbのオーバーラッピングPCRフラグメントを、鋳型としての0.2μｌの第１のPCR（
プロモーター）反応及び３μｌの第２のPCR（ターミネーター）反応、及びプライマー番
号１及び４も用いて製造する。使用される、PCR条件は、95℃で３分間、続いて、それぞ
れ95℃で30秒間、62℃で１分間、及び72℃で３分間の30回のサイクルである。最終拡張サ
イクルは、72℃で５分である。Pwo DNAポリメラーゼをまた、この反応のために使用する
。
得られる2.3kbのバンドを、XhoＩ及びNsiＩにより消化し、そしてNsiＩにより一部消化さ
れ、そしてSalＩにより完結されているプラスミドpBaNe6中にクローン化する。実質的に
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は、pBaNe6のアスペルギラスプロモーター及びターミネーター配列が、フサリウム・オキ
シスポラム・トリプシン・プロモーター及びターミネーター配列により置換される。得ら
れる構造体（pDM174.3）を、SwaＩ及びPacＩにより消化する。
下記に示されるDNAプライマーHLIP-A及びHLIP-Bが、プラスミドpJVi220からのHLAリパー
ゼ遺伝子を増幅するためにPCR反応に使用される：

上方ケースの文字は、リパーゼ遺伝子における配列を示す。
PCRを、約50ngのpHLA、0.05mMの個々のdATP，dTTP，dGTP，dCTP，100ｐモルの個々のHLIP
-A及びHLIP-B、１ＸのPwoＩ緩衝液（Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN）及び2.5
単位のPwoＩ（Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN）を含む50μｌの反応において行
なう。PCR条件は、95℃で３分間、それぞれ、95℃で１分間、60℃で１分間の３回のサイ
クル；及び72℃で1.5分間、及び続いて、72℃で５分間である。PCR反応混合物を、アガロ
ースゲル上で試験し、そして約0.9kbのHLA DNAバンドを切り出す。DNAを、３体積のQia-e
x溶解緩衝液（Qiagen, Los Angeles, CA）によるアガロースの可溶化、続いて製造業者の
説明書に従ってのQiaquick PCR回転カラム（Qiagen, Los Angeles, CA）処理により精製
する。20μｌアリコートのDNAを、製造業者により示唆されるようにして、１Ｘの制限酵
素緩衝液及び制限酵素PacＩ及びSwaＩを含む25μｌの最終体積の溶液において切断する。
次に、反応混合物を80℃で10分間、加熱する。１μｌのPacＩ／SwaＩ切断されたHLAリパ
ーゼ遺伝子を、PacＩ／SwaＩ切断されたプラスミドpBANe６中に連結する。その連結混合
物を用いて、Ｅ．コリ株DH５αを形質転換する。pBANe６及びHLA配列を含むプラスミドを
、pJeRS33と命名する。
pJeRS33からの0.9kbのSwaＩ/PacＩ HLAフラグメントを、SwaＩ／PacＩ消化されたpDM174.
3ベクター中にクローン化し、プラスミドpDM177を創造する。
フサリウム・グラミネアラムの形質転換
Ｆ．グラミネアラム株Ａ３／５（ATCC20334）を、Vogels培地（Vogel, 1964, Am. Nature
 98：435-446）、及び1.5％のグルコース及び寒天を含む10×15mmのペトリ皿上で、25℃
で３週間、増殖せしめる。分生子（プレート当たり約108個）を、トランスファーループ
を用いて、10mlの無菌水に取り除き、そして４層のチーズクロスを通して、及び最終的に
、１層のMiraclothを通しての濾過により精製する。分生子懸濁液を遠心分離により濃縮
する。１％酵母抽出物、２％バクトペプトン及び２％グルコースから成るYPG培地50mlを
、約100個の分生子により接種し、そして24℃で14時間、150rpmで撹拌しながらインキュ
ベートする。得られる菌糸を、無菌の0.4mmフィルター上に取り、そして無菌蒸留水及び1
.0ＭのMgSO4により連続的に洗浄する。菌糸を、10mlのNOVOZYM234TM（Novo Nordisk A/S,
 Bagsvaerd, Denmark）溶液に再懸濁し（1.0ＭのMgSO4中、２～10mg／ml）、そして80rpm
で撹拌しながら、34℃で15～30分間、消化する。消化されていない菌糸材料を、４層のチ
ーズクロス及び１層のMiraclothを通しての連続的な濾過により、その得られるプロトプ
ラスト懸濁液から除去する。１Ｍのソルビトール20mlを、チーズクロス及びMiraclothに
通し、そしてプロトプラスト溶液を組合す。混合した後、プロトプラスト（約５×108個
）を遠心分離によりペレット化し、そして１Ｍのソルビトール20ml及びSTC（0.8Ｍのソル
ビトール、0.05Ｍのトリス、pH8.0、0.05ＭのCaCl2）20mlにおける連続的な再懸濁及び遠
心分離により洗浄する。洗浄されたプロトプラストを、１～２×108／mlの濃度で、４部
のSTC及び１部のSPTC（0.8Ｍのソルビトール、40％ PEG4000、0.05Ｍのトリス、pH8.0、0
.05ＭのCaCl2）に再懸濁する。100μｌのプロトプラスト懸濁液を、ポリプロピレン管（1
7×100mm）における３μｇのpDM177 DNA及び５μｌのヘパリン（STC中、５mg／ml）に添
加し、そして氷上で、30分間インキュベートする。１mlのSPTCをプロトプラスト懸濁液中
に軽く混合し、そしてインキュベーションを室温で20分間、続ける。COVE塩、0.8Ｍのス
クロース及び１％の低溶融アガロース（Sigma Chemical Company, St. Louis, MO）から
成る溶融溶液（40℃に冷却された）15mlを前記プロトプラストと共に混合し、そして次に
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、COVE寒天を含む150mmのペトリ皿上にプレートする。インキュベーションを室温で10～1
4日間、続ける。
リパーゼ活性の発現
フサリウム・グラミネアラムＡ３／５の５種のpDM177形質転換体を、振盪フラスコにおけ
るＭ400 Da培地上で30℃で７日間、培養する。対照培養物として、フサリウム・オキシス
ポラム・トリプシン・プロモーターとターミネーターとの間に挿入される野生型ヒュミコ
ラ・ラヌギノサ・リパーゼを含む、プラスミドpDM155（Royerなど., 1995 Bio/Technolog
y 13：1479-1483）のＡ３／５形質転換体を、同じ条件下で同時に増殖せしめる。
HLAの第１の洗浄活性
上記生成されたリパーゼ及びその類似するリパーゼ（同じ突然変異を担持するが、しかし
Ａ．オリザエにおいて生成される）を、酵素不活性化されたAriel Futurを用いて、本明
細書に記載される“第１の洗浄効果の試験についてのアッセイ”において試験した。次の
結果が得られた：

実施例10
アブシジア・レフレキサ変異体の構成
材料及び方法
菌株及びプラスミドは、前記の材料及び方法のセクションに列挙される。
プライマー：プライマーTiK57、プライマーTiK58、プライマーTiK59、プライマーTiK60、
プライマーTiK61、プライマーTiK62、プライマーTiK64、プライマーTiK66、プライマーTi
K72、プライマーTiK74、プライマーTiK75、プライマーTiK76。
キット、溶液、培地及び同様のもの：
Taq-DNAポリメラーゼ（Promega）、100μｇ／mlのアンピシリンにより補充されたLB培地
、DNA Maxi-Prepキット（QIAGEN）、ポリエチレングリコール／LiOAc酵母形質転換キット
（Yeastmaker, Clontech）、酵母窒素塩基Ｗ／Ｏアミノ酸（Difco 0919-15-3）、カサミ
ノ酸（Difco 0230-01-1）、Bacto－寒天（Difco）、YPG－培地（20ｇのカゼイン－ペプト
ン及び10ｇの酵母抽出物（Difco））、100μｇ／mlのアンピシリンにより補充されたLB培
地。
装置：
Applied Biosystems 373 DNA Sequencer、酢酸セルロース・フィルター（Schleicher-Sch
iill）。
SYC－プレート：
13.6ｇのNaOH及び22.6ｇの蟻酸を、500mlの水、15ｇの酵母窒素塩基Ｗ／Ｏアミノ酸（Dif
co 0919-15-3）、10ｇのカザミノ酸（Difco 0230-01-1）に完全に溶解する。20mlの２％
トレオニン溶液及び20mlの１％トリプトファン溶液を添加する。その溶液を水により全体
を１ｌとし、無菌濾過し、そして４℃で貯蔵する。液体培地調製のためには、１ｌのSYC
を、20％グルコース溶液200ml及び水800mlを添加することによって希釈する。寒天プレー
トの調製のためには、１ｌのSYCを、800mlのBacto－寒天（１ｌの）水に溶解された37.5
ｇのBacto－寒天（Difco））及び200mlの20％グルコース溶液により60℃で希釈する。
ブリリアント・グリーン・アッセイ：
BG－寒天プレートの調製のためには、10ｇのアガロースを、100mMのトリス－HCl緩衝液（
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pH9.0）500mlにおいて加熱することによって溶解する。このアガロース溶液を、オリーブ
油エマルジョン（８mlのオリーブ油（Sigma）24mlと共に60℃で混合し、そして水中、２
％のポリビニルアルコール（Sigma）溶液16mlを混合し、そしてUltra-Turrax T25、ブリ
リアント・グリーン原液（４mg／ml水）10ml、洗剤6.45ｇを含む100mMのトリス－Cl緩衝
液（pH9.0）465ml、及び250mMのCaCl2溶液1.4mlと共に、氷上で十分に均質化する。
形質転換された酵母コロニーを、SYC－寒天プレート上の無菌酢酸セルロース・フィルタ
ー（Schleicher-Schiill）上で、30℃で３日間、増殖せしめる。次に、フィルターを、BG
－寒天プレートに移し、そして37℃で２～８時間インキュベートする。寒天に緑色のスポ
ットを生成するコロニーを、陽性として判断する。
突然変異ライブラリーの制限酵素分析及び配列決定
回収されたプラスミドDNAを、NcoＩ－消化にゆだねる。正しいクローンは、2.9及び3.1kb
の２種のフラグメントを生成する。プラスミドDNAを、続いて、色素－ターミネーターPCR
サイクル配列決定し、又はApplied Biosystems 373 DNA Sequencer上で配列決定した。ラ
イブラリー３及び４から単離されたクローンの場合（表１）、オリゴヌクレオチドTiK61
及びTiK66が二本鎖配列決定のために使用され、そしてライブラリー７及び８に関しては
、TiK62及びTiK72が適用された。
実施例10Ａ
アブシジア・レフレキサ　ATTC44896リパーゼ発現ベクターの構成
２種のベクターを、サッカロミセス・セレビシアエにおける野生型アビシジア・レフレキ
サ　ATTC44896リパーゼ（SPIRRペプチド拡張部分を有するか又は有さない）の発現のため
に構成した。
成熟アブシジア・レフレキサ　ATTC44896リパーゼをコードするcDNAクローン（配列番号1
3及び図１）を、プライマー対TiK57／59（Ｎ－末端SPIRR拡張部分を供給する）又はプラ
イマー対TiK58／59（SPIRR拡張部分を有さない）のいづれかを用いて、PCR増幅した（Ta
＝50℃、25サイクル、５単位のTaq-DNAポリメラーゼ）。PCRフラグメントを、元のBamHＩ
／XbaＩクローニング部位に活性Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼをコードする領域を有する酵
母発現ベクターpJSO37（シグナルペプチドの下流に導入されたNheＩ部位を有する）中に
、NheＩ／XbaＩ部位を通して連結した。
活性Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼをコードする遺伝子を、BamHＩ部位の下流へのNheＩ－部
位の導入によりわずかに変性した（図２を参照のこと）。NheＩ－及びXbaＩ－部位は適合
できるので、ベクターを、連結の前、アルカリホスファターゼにより処理した。最終的に
、次の２種のベクター構造体が得られた：成熟リパーゼ遺伝子の開始のちょうど上流にSP
IRR拡張部分を含むpTiK04、及びSPIRR拡張部分をコードする部位を含まないpTiK05。両者
の場合、ヒュミコラ・ラヌギノサ・リパーゼからの元のシグナル配列は、BamHＩとNheＩ
部位との間に一定して維持された。
MFα１シグナル配列構造体
Ｈ．ラヌギノサ・リパーゼ・シグナル配列を、適合する因子α１シグナルにより置換した
。
酵母株YPH499（Stratagene）のゲノムDNAを、標準のプロトコール（Ausubelなど.,（1995
）,Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons）に従って調製した
。１μｇのゲノムDNAを、プライマー対TiK74／75によるPCR（Ta＝50℃、25サイクル、５
単位のTaq-DNAポリメラーゼ）にゆだねた。増幅されたMFα１シグナル配列フラグメント
（図３）を、それぞれBamHＩ及びNheＩ部位を通してpTiK04及びpTiK05中に挿入し、pTiK0
6及びpTiK07を生成した。
実施例10Ｂ
ドーピングされたオリゴヌクレオチドによる突然変異誘発によるアブシジア・レフレキサ
　ATTC44896リパーゼ変異体の構成
４種のライブラリーを、ドーピングされたオリゴヌクレオチドにより構成した。
ライブラリーＡ及びＢ（下記表１を参照のこと）においては、ランダム突然変異誘発を、
アブシジア・レフレキサ　ATTC44896リパーゼの推定上のリッド領域に導入した。ライブ
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ラリーＡにおいては、SPIRR配列が一定して維持され、ライブラリーＢにおいては、それ
は排除された。
ライブラリーＣ及びＤを、アブシジア・レフレキサ　ATTC44896のＮ－末端における２種
の推定上の脂質接触領域における突然変異により構成した。ライブラリーＣにおいては、
SPIRR配列が再び一定に維持された。
アブシジア・レフレキサ　ATTC44896リパーゼ遺伝子の推定上のリッド領域の突然変異誘
発（アミノ酸位置82-99）を、鋳型としてpTiK05を用いて、Ta＝50℃及び25サイクルで、
プライマー対TiK60／TiK64による、５単位のTaq-DNAポリメラーゼを包含する標準のPCR（
Sambrookなど.,（1989）, Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Har
bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY）により行なった。
プライマーTiK62及び第１回目のPCRにおいて生成されたアガロースゲル精製されたDNAフ
ラグメントを用いての第２回目の標準のPCRにおいては、完全なアブシジア・レフレキサ
　ATTC44896リパーゼ遺伝子が、第１回目のPCRのための条件と同じ増幅条件を用いて回復
された。第１回目のPCRと比較して、pTiK04又はpTiK05が鋳型として選択され、その結果
、ライブラリー（SPIRR Ｎ－末端拡張部分を有する／有さない）が得られた。
アミノ酸位置30－45の突然変異誘発に関しては、プライマーTiK76及びTiK64が第１回目の
PCRのために使用された。第２回目のPCRは、原則的に上記PCRと同一であった。
得られたPCRフラグメントを、BamHＩ／XbaＩ－部位を通してpJS037中に連結した。Ｅ．コ
リの形質転換及び続く、コンピテントYNG318酵母細胞の形質転換は、上記のようにして行
なわれた。
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実施例10Ｃ
アブシジア・レフレキサ　ATTC44896リパーゼ変異体ライブラリーのスクリーニング及び
陽性コロニーからのプラスミドの回収
実施例10Ｂに記載されるようにして得られた、形質転換された酵母細胞を、14cmのSYC－
寒天プレート上の酢酸セルロースフィルター上に広げた。形質転換体の選択的増殖及びBG
－寒天プレートへのフィルターの移行の後、陽性コロニーを取り、水に再懸濁し、そして
SYC－寒天プレート上の酢酸セルロースフィルター上に再び広げ、２回目のBG－アッセイ
を確実にする（材料及び方法のセクションを参照のこと）。２回目のアッセイからの陽性
クローンを、20mlのSYC－培地に移し、そして30℃で２日間、振盪した。プラスミドDNAを
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、この飽和酵母培養物1.5mlから標準のフェノール／ガラスビーズ方法（Ansubelなど.,（
1995）, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons）に従って調
製した。プラスミド調製物のアリコートを、Ｅ．コリ DH10B細胞中にエレクトロポレート
し、次に100μｇ／mlのアンピシリンにより補充されたLB－寒天プレート上にプレートし
た。コロニーのDNAを単離し、そして上記の材料及び方法に記載されるようにして、制限
酵素分析及び配列決定に適用した。
ライブラリーＡ及びＢにおける15のランダムに採取されたクローンの配列決定は、10％の
選択されたドーピングレベルが最終的に次のことをもたらすことを示した：
20％が野生型であり、
13％が１つのアミノ酸交換を有し、
20％が２個のアミノ酸交換を有し、
13％が３個のアミノ酸交換を有し、
20％が４個のアミノ酸交換を有し、
０％が５個のアミノ酸交換を有し、そして
13％が６個のアミノ酸交換を有する（分子当たり）。
ライブラリーＡから、３ｇ／ｌの洗剤で1.8×105個のスクリーンされたコロニーのうち６
個のクローンがBG－アッセイにおいて単離され（個々の３×104個のスクリーンされたコ
ロニー当たり１つのクローン）、そしてライブラリーＢから、２個の陽性クローンが2.0
×105個のスクリーンされたコロニーから単離された（個々の1.0×105個のスクリーンさ
れたコロニー当たり１つのクローン、表１）。それらの８個のクローンの注目される配列
の差異は、下記表２に示される。
上記のように、ライブラリーＣ及びＤを、アビシジア・レフレキサ　ATTC44896リパーゼ
のＮ－末端における２つの推定上の脂質接触領域における突然変異により構成した。13個
のランダムに採取されたクローンの配列決定は、10％の選択されたドーピングレベルが次
のことをもたらすことを示した：
８％が野生型であり、
15％が１つのアミノ酸交換を有し、
46％が２個のアミノ酸交換を有し、
15％が３個のアミノ酸交換を有し、そして
15％が４個のアミノ酸交換を有する（分子当たり）。
ライブラリーＣは、BGアッセイにおいて３ｇ／ｌの洗剤で1.6×105個のスクリーンされた
コロニーから３個のクローンを生成し（個々の53333個のスクリーンされたコロニー当た
り１つの陽性体）、そしてライブラリーＤから、１つの陽性クローンが1.7×105個のコロ
ニーから単離され得た（表１）。それらの４個のクローンの配列はまた、表２にも示され
る。
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実施例10Ｄ
アビシジア・レフレキサATTC44896変異体の発現及びリパーゼ単位の測定
ライブラリーＡから同定された４個の改良された変異体を、培養培地に分泌されるLUの測
定及び粗シトソール／膜画分のLU測定にゆだねた。
YPG－培地10mlを、水900mlに溶解し、オートクレーブし、そして添加される20％グルコー
ス溶液100mlを、SYC－培地における飽和された酵母培養物１mlにより接種した。その培養
物を30℃で２日間、振盪した。細胞を遠心分離（4000ｇで５分間）により収穫し、そして
上清液をLU測定のために氷上で貯蔵した。細胞ペレットを、スフェロプラスト調製のため
にNovozymTM 234により処理し、そしてガラスビーズ法（Ausubelなど.,（1995）, Curren
t Protocols in Molecular Biology, Joh Wiley and Sons）を用いて溶解した。膜画分も
含む、その得られた粗シトソール画分を、タンパク質分解性劣化を最少にするために、す
ぐにLU測定（材料及び方法のセクションを参照のこと）に適用した。
結果は表３に示される。４個のクローンは、シトソール／膜画分において弱いが、しかし
実質的なLUを示した。さらに、それらの４個のクローンのうち２個のクローンから、弱い
LUシグナルが記録された。0.0LU／mlとは異なるすべてのデータは、反復された測定によ
り確かめられるように、有意な酵素活性を示す。
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実施例12
脂肪分解酵素の基質親和性
アルカリ性pH（pH9.0）で及び非イオン性界面活性剤Dobanol25-7（100ppm）（すなわち、
基質親和性についての測定）の存在下で、基質相（オリーブ油、たとえばFFA）に蒸積す
る脂肪分解酵素の能力の単純な比較のための方法が開発された。
方法：
１．２種の同一の緩衝溶液（５ml）を、20mlの密封できるバイアルにおいて調製する（“
サンプル”（ｓ）及び“対照”（ｒ））。
２．酵素を、“サンプル”及び“対照”中に添加し、そしてリパーゼ濃度を決定する（Ｘ
　LU／ml）。
３．オリーブ油を“サンプル”上に添加し、そして両リパーゼ溶液を激しく振盪する。４
℃での一晩のインキュベーション。
４．水性相における残るリパーゼ濃度を、インキュベーションの後に測定する（Yi LU／m
l；ｉ＝ｒ，ｓ）。
インキュベーション条件の要約：
緩衝液：　　　　　　　　100mMのグリセリン（５ml）
pH：　　　　　　　　　　9.0
基質：　　　　　　　　　オリーブ油（５ml）
Dobanol25-7： 　　　　　100ppm
Ｔ：　　　　　　　　　　４℃
リパーゼ：　　　　　　　５～10LU／ml
インキュベーション：　　一晩（24～26時間）
データの評価：
実験後の結果は、オリーブ油と接触しての水性相におけるインキュベーションに基づく活
性損失と、オリーブ油の不在下での水性相における活性損失とを比較することによって計
算される：
α＝Ys／Yr（上記を参照のこと）
結果：
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実施例５～８に開示される洗浄データへの上記結果の比較は、高められた第１の洗浄性能
を有するLipolase変異体が一般的に、Lipolaseに比較して、高められた基質親和性を有す
ることを明確に示唆する。
実施例13
シュードモナスsp．リパーゼ（Liposam）の局在化されたランダム突然変異誘発
上記リパーゼの第１の洗浄活性を導びくことが企画された突然変異を導入するために使用
される適切なドーピングスケムは、次の１又は複数の領域のすべて又は一部における局在
化されたランダム突然変異誘発を含んで成る。93重量％／７％のランダムとは、それぞれ
のコドンがランダム突然変異誘発されたライブラリーを構成するために使用されるオリゴ
ヌクレオチドにおいて93重量％のヌクレオチド及び７％の他の３個ヌクレオチドを伴って
、合成されることを意味する。90重量％／10％ランダムに関しても、同様である。
アミノ酸領域17－37において：
アミノ酸位置17－18＋20－24＋26－29＋32－37：93重量％／７％ランダムＭ19：選択的に
Ｌ，Ｉ，Ｆを付与するためにドーピングされる。
アミノ酸領域109－161において：
アミノ酸位置109－118：93重量％／７％ランダム
アミノ酸位置120－123－137＋139－161：90重量％／10％ランダム
アミノ酸領域208－239において：
アミノ酸位置208－212＋214－215＋217＋231＋233－239：90重量％／10％ランダム
アミノ酸領域235－271において：
アミノ酸位置253＋255＋259－268＋270－271：90重量％／10％ランダム、Ｖ258：90重量
％／10％ランダム、但し、正の荷電されたアミノ酸でないようにドーピングされる。
局在化されたランダム突然変異誘発は、材料及び方法のセクション及び例１に記載のよう
にして実施され、そして得られる変異体は、減じられたカルシウム依存性及び／又は洗剤
又は洗剤成分に対する高められた耐性及び第１の洗浄活性についてスクリーンされ得る。
従って、及び必要なら、得られる変異体の局在化されたランダム突然変異誘発が反復され
得、そして／又は遺伝子が本明細書に開示されるように遺伝子シャフリングにゆだねられ
得る。
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配列表
（１）一般情報：
（ｉ）出願人：
（Ａ）名称：Novo Nordisk A/S
（Ｂ）通り：Novo Alle
（Ｃ）市：Bagsvaerd
（Ｅ）国：デンマーク
（Ｆ）郵便番号（ZIP）：DK-2880
（Ｇ）電話：＋45 4444 8888
（Ｈ）テレファックス：＋45 4449 3256
（ii）発明の名称：新規の脂肪分解酵素
（iii）配列の数：100
（iv）コンピューター読み取り形：
（Ａ）媒体型：フロッピーディスク
（Ｂ）コンピューター：IBM PC compatible
（Ｃ）操作システム：PC-DOS／MS-DOS
（Ｄ）ソフトウェア：PatentIn Release #1.0, Version #1.30 B（EPO）
（２）配列番号１についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：21個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー３”
（xi）配列：配列番号１：

（２）配列番号２についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：30個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー7258”
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（xi）配列：配列番号２：

（２）配列番号３についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：26個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー7770”
（xi）配列：配列番号３：

（２）配列番号４についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：53個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“randon 1”
（Ｂ）

（２）配列番号５についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：93個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“オリゴ２”
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（xi）配列：配列番号５：

（２）配列番号６についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：64個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“オリゴリッド２”

（xi）配列：配列番号６：

（２）配列番号７についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：105個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー４”
（xi）配列：配列番号７：

（２）配列番号８についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：54個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー8479”
（xi）配列：配列番号８：

（２）配列番号９についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：30個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
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（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー7887”
（xi）配列：配列番号９：

（２）配列番号10についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：46個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー8932”
（xi）配列：配列番号10：

（２）配列番号11についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：57個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“オリゴ１”

（xi）配列：配列番号11：

（２）配列番号12についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：18個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー2056”
（xi）配列：配列番号12：

（２）配列番号13についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：18個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマー4699”
（xi）配列：配列番号13：
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（２）配列番号14についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：30個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“前方向プライマー１”
（xi）配列：配列番号14：

（２）配列番号15についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：47個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“逆方向プライマー２”
（xi）配列：配列番号15：

（２）配列番号16についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：51個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“前方向プライマー３”
（xi）配列：配列番号16：

（２）配列番号17についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：42個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“逆方向プライマー４”
（xi）配列：配列番号17：

（２）配列番号18についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：32個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“HLIP-Aプライマー５”
（xi）配列：配列番号18：
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（２）配列番号19についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：32個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“HLIP-Bプライマー６”
（xi）配列：配列番号19：

（２）配列番号20についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号20：

（２）配列番号21についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号21：

（２）配列番号22についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号22：

（２）配列番号23についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号23：

（２）配列番号24についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
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（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号24：

（２）配列番号25についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号25：

（２）配列番号26についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号26：

（２）配列番号27についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号27：

（２）配列番号28についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号28：

（２）配列番号29についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
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（xi）配列：配列番号29：

（２）配列番号30についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号30：

（２）配列番号31についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：４個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号31：

（２）配列番号32についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号32：

（２）配列番号33についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：４個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号33：

（２）配列番号34についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号34：

（２）配列番号35についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
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（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号35：

（２）配列番号36についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号36：

（２）配列番号37についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号37：

（２）配列番号38についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号38：

（２）配列番号39についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号39：

（２）配列番号40についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号40：
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（２）配列番号41についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号41：

（２）配列番号42についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号42：

（２）配列番号43についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号43：

（２）配列番号44についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号44：

（２）配列番号45についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号45：

（２）配列番号46についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：６個のアミノ酸



(174) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30

40

50

（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号46：

（２）配列番号47についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号47：

（２）配列番号48についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号48：

（２）配列番号49についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号49：

（２）配列番号50についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号50：

（２）配列番号51についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号51：
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（２）配列番号52についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号52：

（２）配列番号53についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号53：

（２）配列番号54についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号54：

（２）配列番号55についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号55：

（２）配列番号56についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号56：

（２）配列番号57についての情報：
（ｉ）配列の種類：
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（Ａ）長さ：６個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号57：

（２）配列番号58についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号58：

（２）配列番号59についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：５個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号59：

（２）配列番号60についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号60：

（２）配列番号61についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：11個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号61：

（２）配列番号62についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：11個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
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（xi）配列：配列番号62：

（２）配列番号63についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：12個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号63：

（２）配列番号64についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：12個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号64：

（２）配列番号65についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号65：

（２）配列番号66についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：９個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号66：

（２）配列番号67についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号67：

（２）配列番号68についての情報：
（ｉ）配列の種類：
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（Ａ）長さ：10個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号68：

（２）配列番号69についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：９個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号69：

（２）配列番号70についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：12個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号70：

（２）配列番号71についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：15個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号71：

（２）配列番号72についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号72：

（２）配列番号73についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
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（xi）配列：配列番号73：

（２）配列番号74についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号74：

（２）配列番号75についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号75：

（２）配列番号76についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号76：

（２）配列番号77についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号77：

（２）配列番号78についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号78：
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（２）配列番号79についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：８個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号79：

（２）配列番号80についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：７個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド付加物
（xi）配列：配列番号80：

（２）配列番号81についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：42個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK57”
（xi）配列：配列番号81：

（２）配列番号82についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：32個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK58”
（xi）配列：配列番号82：

（２）配列番号83についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：32個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK59”
（xi）配列：配列番号83：

（２）配列番号84についての情報：
（ｉ）配列の特徴：



(181) JP 4068142 B2 2008.3.26

10

20

30

40

50

（Ａ）長さ：83個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK60”

（xi）配列：配列番号84：

（２）配列番号85についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：17個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK61”
（xi）配列：配列番号85：

（２）配列番号86についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：19個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK62”
（xi）配列：配列番号86：

（２）配列番号87についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：20個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK64”
（xi）配列：配列番号87：

（２）配列番号88についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：17個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
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（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK66”
（xi）配列：配列番号88：

（２）配列番号89についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：16個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK72”
（xi）配列：配列番号89：

（２）配列番号90についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：36個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK74”
（xi）配列：配列番号90：

（２）配列番号91についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：31個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK75”
（xi）配列：配列番号91：

（２）配列番号92についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：85個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“プライマーTiK76”

（xi）配列：配列番号92：
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（２）配列番号93についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：1115個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：cDNA
（vi）起源：
（Ｂ）株名：アブシジア・レフレキサATTC 44896
（xi）配列：配列番号93：

（２）配列番号94についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：1020個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：環状
（ii）配列の種類：他の核酸
（Ａ）説明：／desc＝“酵母発現ベクターpTiK05”
（ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：CDS
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（xi）配列：配列番号94：
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（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：339個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号95：
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（２）配列番号96についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：255個の塩基対
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（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：DNA（ゲノム）
（vi）起源：
（Ａ）生物名：MFdシグナル配列（対合因子）
（Ｂ）株名：酵母株YPH499
（ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：sig－ペプチド
（Ｂ）位置：1..255
（ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：CDS
（Ｂ）位置：1.255
（xi）配列：配列番号96：

（２）配列番号97についての情報：
（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：85個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号97：
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（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：？個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号98：

（２）配列番号99についての情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）長さ：864個の塩基対
（Ｂ）型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：DNA（ゲノム）
（vi）起源：
（Ｂ）株名：シュードモナスsp.
（ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：mat－ペプチド
（Ｂ）位置：1..864
（ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：CDS
（Ｂ）位置：1..864
（xi）配列：配列番号99：
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（ｉ）配列の種類：
（Ａ）長さ：288個のアミノ酸
（Ｂ）型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号100：
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