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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　β-グルコシダーゼ活性を有する酵素をエンコードするヌクレオチド配列を含む、真菌
源由来の単離ポリヌクレオチドであって、
(a)配列番号２で表されるアミノ酸配列をエンコードする核酸配列；
(g)配列番号４で表されるアミノ酸配列をエンコードする核酸配列；及び
(h)高ストリンジェンシーな条件下で配列番号３として表す配列にハイブリダイズする核
酸配列；から成る群より選択される、単離ポリヌクレオチド。
【請求項２】
　前記ポリヌクレオチドがＲＮＡ分子である請求項１の単離ポリヌクレオチド。
【請求項３】
　該酵素がトリコデルマ源由来である、請求項１のβ-グルコシダーゼ活性を有する酵素
をエンコードしている単離ポリヌクレオチド。
【請求項４】
　該酵素がトリコデルマレーシ由来である請求項３の単離ポリヌクレオチド。
【請求項５】
　請求項１の単離ポリヌクレオチドを含む発現構築体。
【請求項６】
請求項５のベクターにより形質転換された宿主細胞。
【請求項７】



(2) JP 4744879 B2 2011.8.10

10

20

30

40

50

　宿主細胞が原核細胞である、請求項６の宿主細胞。
【請求項８】
　宿主細胞が真核細胞である、請求項６の宿主細胞。
【請求項９】
　請求項１のポリヌクレオチドを含む組換え宿主細胞。
【請求項１０】
　組換え宿主細胞が原核細胞である、請求項９の組換え宿主細胞。
【請求項１１】
　組換え宿主細胞が真核細胞である、請求項９の組換え宿主細胞。
【請求項１２】
(ａ)配列番号２に表すアミノ酸配列；
(ｂ)配列番号２として表すアミノ酸配列の実質的に精製された生物学的に活性な断片、か
ら選択されるβ-グルコシダーゼの生物学的活性を有する実質的に精製されたＢＧＬ６ポ
リペプチド。
【請求項１３】
　β-グルコシダーゼ活性を有する酵素を生成する方法であって、
(a)請求項１で定義するポリヌクレオチドを含む発現ベクターを用いて宿主細胞を安定に
形質転換する工程；
(b)前記形質転換宿主細胞を該宿主細胞に適切な条件下で培養し、前記β-グルコシダーゼ
を生成する工程；及び
(c)前記β-グルコシダーゼを回収する工程、を含む方法。
【請求項１４】
　宿主細胞が糸状菌または酵母菌細胞であることを特徴とする、請求項１３の方法。
【請求項１５】
　請求項１３の方法により調製されるβ-グルコシダーゼ活性を有する精製酵素。
【請求項１６】
　配列番号１で定義されるｂｇｌ６遺伝子中に欠失または挿入またはその他の変異を含み
、当該遺伝子が不活化され、配列番号２で定義されるＢＧＬ６ポリペプチド生成が阻害さ
れた宿主細胞。
【請求項１７】
　配列番号２として表す配列を有するＢＧＬ６ポリペプチドをエンコードするメッセンジ
ャーＲＮＡに相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドであって、β-グルコシダーゼ生
成宿主細胞に曝した場合、前記宿主細胞によるβ-グルコシダーゼ生成を減少または抑制
することを特徴とする、前記アンチセンスオリゴヌクレオチド。
【請求項１８】
　宿主細胞が糸状菌である、請求項１７のアンチセンスオリゴヌクレオチド。
【請求項１９】
洗剤組成物であって、以下からなる群より選択されるポリペプチドを含む前記組成物：
(ａ)配列番号２に表すアミノ酸配列；
(ｂ)配列番号２として表すアミノ酸配列の精製された生物学的活性断片、からなる群より
選択されるポリペプチド。
【請求項２０】
　酵母生地の性質または焼成食品の性質を改善する方法であって、
(a)生地成分と１０ ｐｐｍの請求項１２のＢＧＬ６ポリペプチドを混合する工程と、
(b)焼成食品を作るために前記生地混合物を焼く工程、を必ず含む方法。
【請求項２１】
　酵母生地又は酵母ロール生地又は酵母パン又は酵母ロール(パン)の性質を改善する方法
であって、
(a)生地混合物を作るために、少なくとも１０ ｐｐｍの請求項１２のＢＧＬ６をパン生地
又はロール（パン）生地と混合する工程と、
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(b)生地混合物を成形又は平たく伸ばす工程と、
(c)生地混合物を補強加工する工程と、
(d)パン又はロール(パン)を作るために生地混合物を焼く工程、を必ず含む方法。
【請求項２２】
　β-グルコシダーゼ活性を有する異種ポリペプチドをアルペルギルス種中で発現する方
法であって、
(a)配列番号２で定義されるアミノ酸配列を含むβ-グルコシダーゼをエンコードし、配列
番号１で定義されるポリヌクレオチドに結合している、シグナル配列をエンコードするポ
リヌクレオチドを含む発現ベクターを有する宿主アスペルギルスを提供する工程と、
(b)前記キメラポリペプチドを生成する前記アスペルギルスに適切な条件下において、宿
主アスペルギルスを培養し、前記キメラポリペプチドを生成する工程を含む方法。
【請求項２３】
　エタノールを生成する方法であって、
(a)バイオマス組成物を請求項１２のＢＧＬポリペプチドを含む酵素組成物と接触させ、
糖溶液を得る工程と、
(b)糖溶液に発酵微生物を加える工程と、
(c)エタノールを生成するのに十分な条件下で発酵生物を培養する工程とからなり、バイ
オマス組成物を前処理することを特徴とする方法。
【請求項２４】
　工程(a)がさらに、少なくとも１のエンドグルカナーゼを添加する工程を含む請求項２
３に記載の方法。
【請求項２５】
　工程(a)がさらに少なくとも１のセロビオハイドラーゼを追加する工程を含む請求項２
３に記載の方法。
【請求項２６】
　工程(a)がさらに、少なくとも１のセロビオヒドロラーゼを添加する工程を含む請求項
２４に記載の方法。
【請求項２７】
前処理に希酸を用いる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　エタノールを生成する方法であって、
(a)バイオマス組成物を請求項１２のＢＧＬポリペプチドを含む酵素組成物及び発酵生物
と接触させる工程と、
(b)エタノールを生成するのに十分な条件下で発酵生物を培養する工程、から成り、バイ
オマス組成物を前処理することを特徴とする方法。
【請求項２９】
　工程(a)がさらに、少なくとも１のエンドグルカナーゼを添加する工程を含む請求項２
８に記載の方法。
【請求項３０】
　工程(a)がさらに、少なくとも１のセロビオヒドロラーゼを添加する工程を含む請求項
２８に記載の方法。
【請求項３１】
　工程(a)がさらに、少なくとも１のセロビオヒドロラーゼを添加する工程を含む請求項
２９に記載の方法。
【請求項３２】
　前処理に希酸を用いる、請求項２８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　政府の支援



(4) JP 4744879 B2 2011.8.10

10

20

30

40

50

　この研究の一部はＵ．Ｓ．エネルギー省の請負契約番号ＤＥ－ＡＣ３６－９９ＧＯ１０
３３７の下、再生可能エネルギー研究所の下請け契約番号ＺＣＯ－３００１７－０１によ
り資金援助を受けたものである。従って、合衆国政府は本発明において権利の一部を有す
る。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、β－グルコシダーゼ活性を有するポリペプチドをエンコードする単離ｂｇｌ
６核酸配列に関する。また、本発明は核酸構築体、ベクター及び当該核酸配列を含む宿主
細胞、並びに組換えＢＧＬ６ポリペプチドの生成方法に関する。
【０００３】
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【０００４】
　発明の背景
　セルロース及びヘミセルロースは光合成により生成される最も豊富な植物材料である。
これらは、細菌、酵母及び真菌などの多数の微生物により分解でき、エネルギー源として
使用でき、これらの微生物はポリマー基質を単糖類に加水分解できる細胞外酵素を生成す
る（Ａｒｏ　ｅｔ　ａｌ．、２００１）。非再生源の限界が近づいているため、セルロー
スが主な再生可能エネルギー源となる可能性は非常に大きい（Ｋｒｉｓｈｎａ　ｅｔ　ａ
ｌ．、２００１）。生物プロセスを通じたセルロースの効果的な活用は食料、飼料及び燃
料不足の克服手段のひとつである（Ｏｈｍｉｙａ　ｅｔ　ａｌ．、１９９７）。
【０００５】
　セルラーゼはセルロース（β－１，４－グルカンまたはβ－Ｄ－グルコシド結合）を加
水分解してグルコース、セロビオース、セロオリゴ糖等の形成を生じる酵素である。セル
ラーゼは従来から３つの主な分類に分けられる：エンドグルカナーゼ（ＥＣ　３．２．１
．４）（“ＥＧ”）、エキソグルカナーゼまたはセロビオヒドロラーゼ（ＥＣ　３．２．
１．９１）（“ＣＢＨ”）、及びβ－グルコシダーゼ（［β］－Ｄ－グルコシドグルコヒ
ドロラーゼ；ＥＣ　３．２．１．２１）（“ＢＧ”）（Ｋｎｏｗｌｅｓ　ｅｔ　ａｌ．、
１９８７；Ｓｈｕｌｅｉｎ、１９８８）。エンドグルカナーゼは主にセルロース繊維のア
モルファス部分で作用するのに対し、セロビオヒドロラーゼは結晶セルロースを分解する
こともできる（Ｎｅｖａｌａｉｎｅｎ　ａｎｄ　Ｐｅｎｔｔｉｌａ、１９９５）。従って
、結晶セルロースを効果的に可溶化するために、セルラーゼ系中にセロビオヒドロラーゼ
の存在が必要である（Ｓｕｕｒｎａｋｋｉ、ｅｔ　ａｌ．２０００）。β－グルコシダー
ゼはセロビース、セロ－オリゴ糖、及びその他のグルコシド由来Ｄ－グルコース単位の遊
離に作用する（Ｆｒｅｅｒ、１９９３）。
【０００６】
　セルラーゼは大量の細菌、酵母及び真菌により生成されることが知られる。特定の真菌
はセルロース結晶を分解できる完全なセルラーゼ系を生成し、発酵により大量のセルラー
ゼが容易に生成される。サッカロミセス・セレビシェなど多くの酵母がセルロースの加水
分解能を有さないので、糸状菌は特別な役割を担う。例えば、Ａｒｏ　ｅｔ　ａｌ．、２
００１；Ａｕｂｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．、１９８８；Ｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．、１９８８及
びＣｏｕｇｈｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．を参照されたい。
【０００７】
　ＣＢＨ、ＥＧ及びＢＧの真菌セルラーゼ分類はさらに、複数の要素を含む各分類内に広
げられる。例えば、複数のＣＢＨ、ＥＧ及びＢＧは、２つのＣＢＨ（すなわち、ＣＢＨＩ
及びＣＢＨＩＩ）、少なくとも５つのＥＧ（すなわち、ＥＧＩ、ＥＧＩＩ、ＥＧＩＩＩ、
ＥＧＩＶ及びＥＧＶ）及び少なくとも２つのＢＧ（すなわち、ＢＧ１及びＢＧ２）は公知
遺伝子を含むトリコデルマ・リーゼイ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ）などの
多数の真菌源から単離される。
【０００８】
　結晶セルロースをグルコースに効果的に変換するためには、結晶セルロースの加水分解
にあまり効果がない単離成分とともにＣＢＨ、ＥＧ及びＢＧの各分類由来の成分を含む完
全なセルラーゼ系が必要である（Ｆｉｌｈｏ　ｅｔ　ａｌ．、１９９６）。それぞれの分
類由来のセルラーゼ成分間で相乗関係が観測されている。特に、ＥＧ型セルラーゼ及びＣ
ＢＨ型セルラーゼは相乗的に相互作用してより効果的にセルロースを分解する。例えば、
Ｗｏｏｄ、１９８５を参照されたい。
【０００９】
　セルラーゼは洗剤組成物の洗浄能力を高めるため、柔軟剤としての使用、綿織物の手触
り及び外観を向上させるため等の使用で、織物処理に有用であることが当業界で公知であ
る（Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．、１９９７）。
【００１０】
　改善された洗浄性能を有するセルラーゼ含有洗剤組成物（米国特許第４，４３５，３０
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７号；ＧＢ出願番号第２，０９５，２７５号及び第２，０９４，８２６号）及び織物の手
触り及び外観を改善させるための織物処理での使用（米国特許第５，６４８，２６３号、
第５，６９１，１７８号及び第５，７７６，７５７号；ＧＢ出願番号第１，３５８，５９
９号；Ｔｈｅ　Ｓｈｉｚｕｏｋａ　Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒａｌ　Ｈａｍｍａｍａｔｓｕ　Ｔ
ｅｘｔｉｌｅ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｒｅｐ
ｏｒｔ、第２４巻、第５４～６１頁、１９８６）の開示がある。
【００１１】
　従って、真菌及び細菌内で生成されるセルラーゼは著しい注目を集めている。特に、ト
リコデルマ種の発酵（例えば、トリコデルマ・ロンギブラチアタム（ｌｏｎｇｉｂｒａｃ
ｈｉａｔｕｍ）またはトリコデルマ・リーゼイ）は結晶形態のセルロースを分解できる完
全なセルラーゼ系を生成することが示されている。米国特許第５，４７５，１０１号は、
トリコデルマ・ロンギブラチアタム由来の１の有用な特定酵素指定ＥＧＩＩＩの精製及び
分子クローニングについて開示している。
【００１２】
　従来からセルラーゼ組成物について記載されているが、家庭用洗剤、ストーンウォッシ
ュ組成物または洗濯用洗剤等に使用するための新規で改善されたセルラーゼ組成物の必要
性が依然としてある。界面活性剤（例えば、直鎖スルホン酸アルキル、ＬＡＳ）に対する
耐性、熱ストレス下での改善された性能、増加または減少したセルロース分解能及び／ま
たはｉｎ　ｖｉｔｒｏでの高レベル発現を示すセルラーゼは特に関心が高い。
【００１３】
　発明の概要
　本発明は、ここでＢＧＬ６として同定する単離セルラーゼタンパク質、及びＢＧＬ６を
エンコードする核酸を提供する。
【００１４】
　１の側面において、ＢＧＬ６ポリペプチドまたはタンパク質は配列番号２として表す配
列に少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％またはそれ以上の配列同一性を
有する配列を含む。
【００１５】
　関連する側面において、本発明は、（ｉ）ＢＧＬ６断片、好ましくは少なくとも約２０
～１００アミノ酸長、より好ましくは約１００～２００アミノ酸長、及び（ｉｉ）ＢＧＬ
６を含む医薬組成物、を含む。種々の実施態様において、当該断片はＢＧＬ６のＮ末端ド
メインまたはＢＧＬ６のＣ末端ドメインに対応する。
【００１６】
　他の側面において、本発明はＢＧＬ６をエンコードする配列、ｂｇｌ６コード配列に相
補的な配列を有する単離ポリヌクレオチド、及び当該ポリヌクレオチドを含む組成物を含
む。ポリヌクレオチドはｍＲＮＡ、ＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたはそれらのアン
チセンス類似体である。
【００１７】
　ｂｇｌ６ポリヌクレオチドは、中程度から高ストリンジェンシー条件下で、配列番号１
として表す核酸の相補体にハイブリダイズする単離核酸分子を含むことができ、ここで核
酸分子はβ－グルコシダーゼ活性を示すＢＧＬ６ポリペプチドをエンコードする。
【００１８】
　当該ポリヌクレオチドは、配列番号１として表す配列に少なくとも８０％、８５％、９
０％、９５％、９８％またはそれ以上の配列同一性を有するＢＧＬ６タンパク質をエンコ
ードすることができる。特定の実施態様において、ポリヌクレオチドは配列番号１と実質
的に同一な配列を含む。本発明はまた、ポリヌクレオチド断片も含み、好ましくは少なく
とも約１５～３０ヌクレオチド長である。
【００１９】
　本発明はさらに、選択宿主内でタンパク質発現に有効な調節因子に動作可能に連結した
、ＢＧＬ６をエンコードする核酸配列またはそれらの断片またはスプライス変異体を含む
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組換え発現ベクターを提供する。関連する側面において、本発明は当該ベクターを含む宿
主細胞を含む。
【００２０】
　本発明はさらに、組換え技術により、ＢＧＬ６をエンコードする核酸配列を含む原核ま
たは真核組換え宿主細胞を当該タンパク質の発現促進に効果的な条件下で培養することに
より、及び続いて宿主細胞または細胞培養基から当該タンパク質を回収することにより、
ＢＧＬ６を生成する方法を含む。
【００２１】
　他の側面において、本発明はセルロースをエタノールに変換するために有用な酵素組成
物を提供する。好ましい実施態様において、酵素組成物はＢＧＬ６を含む。当該組成物は
さらに、エンドグルカナーゼ及び／またはセロビオヒドロラーゼなどのさらなるセルラー
ゼ酵素を含むことができる。当該組成物はＢＧＬ６を豊富に含むことができる。
【００２２】
　他の側面において、本発明はＢＧＬ６に特異的免疫反応性である抗体を含む。
【００２３】
　ｂｇｌ６核酸及びＢＧＬ６タンパク質を検出する分析方法も本発明の一部を形成する。
【００２４】
　発明の詳細な説明
　１．定義
　特段に示す場合を除いて、ここで用いる全ての技術及び科学用語は本発明の当業者にと
っての意味と同じ意味を有する。当業界の定義及び用語に関しては、実務者は特にＳａｍ
ｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、１９８９、及びＡｕｓｕｂｅｌ　ＦＭ　ｅｔ　ａｌ．、１９
９３を参照できる。本発明は記載された特定の方法、手順及び試薬に限定されないことは
、これらが種々多様であることから当然に理解される。
【００２５】
　ここに引用する全ての文献は、本発明との関連で使用し得る組成物及び方法を説明及び
開示する目的において明示的にここに引用するものとする。
【００２６】
　ここで用いる“ポリペプチド”の語は、ペプチド結合により結合したアミノ酸残基の一
本鎖から構成される化合物をいう。ここで用いる“タンパク質”の語は、“ポリペプチド
”と同義語であり、またはさらに、２以上のポリペプチド複合体をいう。
【００２７】
　“核酸分子”の語はＲＮＡ、ＤＮＡ及びｃＤＮＡ分子を含む。当然のことながら、遺伝
コードの縮退の結果、ＢＧＬ６など所定タンパク質をエンコードする多数のヌクレオチド
配列が生じ得る。本発明は、可能性のある全てのＢＧＬ６をエンコードする変異ヌクレオ
チド配列を意図するものであり、その全てが遺伝コードの所定の可能な縮退である。
【００２８】
　“異種”核酸構築体または配列は、発現する細胞に天然ではない配列の一部を有する。
制御配列に関して異種とは、発現が目下調節されている、同じ遺伝子を調節するために天
然では機能しない制御配列（すなわち、プロモーターまたはエンハンサー）をいう。通常
、異種核酸配列はそれが存在する細胞またはゲノムの一部に内生のものではなく、挿入、
トランスフェクション、形質転換、マイクロインジェクション、エレクトロポレーション
等により細胞に加えられたものである。“異種”核酸構築体は、天然細胞に見られる制御
配列／ＤＮＡコード配列の組み合わせと同じまたは異なる制御配列／ＤＮＡコード配列の
組み合わせを含む。
【００２９】
　ここで用いる“ベクター”の語は、異なる宿主細胞間の移動のために設計された核酸構
築体をいう。“発現ベクター”とは、外来細胞中に異種ＤＮＡ断片を組み込んで発現する
能力を有するベクターをいう。多くの原核及び真核発現ベクターが市販されている。適切
な発現ベクターの選択は当業者の知識の範囲内である。
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【００３０】
　従って、“発現カセット”または“発現ベクター”は、標的細胞中で特定の核酸の転写
を可能にする一連の特定核酸要素を用いて、組換え技術による、または合成的に生成した
核酸構築体である。組換え発現カセットはプラスミド、染色体、ミトコンドリアＤＮＡ、
色素体ＤＮＡ、ウイルスまたは核酸断片内に組み込むことができる。一般的に、発現ベク
ターの組換え発現カセット部分は、配列の中でも、転写される核酸配列及びプロモーター
を含む。
【００３１】
　ここで用いる“プラスミド”の語は、クローニングベクターとして用いる環状二本鎖（
ｄｓ）ＤＮＡ構築体をいい、多くの細菌及びいくつかの真核性物において染色体外の自己
複製遺伝要素を形成する。
【００３２】
　ここで用いる“選択マーカーエンコードヌクレオチド配列”とは、細胞内で発現できる
ヌクレオチド配列をいい、ここで選択マーカーの発現により発現遺伝子を含む細胞は、対
応する選択剤の存在下、または対応する選択成長条件下で成長できる能力が与えられる。
【００３３】
　ここで用いる“プロモーター”の語は、下流遺伝子の直接転写に作用する核酸配列をい
う。プロモーターは通常、標的遺伝子が発現される宿主細胞に適したものである。プロモ
ーターはその他の転写及び翻訳調節核酸配列（“制御配列”とも呼ぶ）と一緒に所定の遺
伝子を発現するために必要である。通常、転写及び翻訳調節配列は、限定されないが、プ
ロモーター配列、リボソーム結合部位、転写開始及び停止配列、翻訳開始及び停止配列及
びエンハンサーまたは活性化配列を含む。
【００３４】
　ここで定義する“キメラ遺伝子”または“異種核酸構築体”は、調節因子などを含む、
種々の遺伝子部分からなる非天然遺伝子（すなわち、宿主内に導入された遺伝子）をいう
。宿主細胞を形質転換するためのキメラ遺伝子構築体は一般的に、異種タンパク質コード
配列に動作可能に連結した、または選択マーカーキメラ遺伝子内で、形質転換細胞に抗生
物質耐性を与えるタンパク質をエンコードする選択マーカー遺伝子に動作可能に連結した
転写調節領域（プロモーター）からなる。宿主細胞内への形質転換のため、本発明の一般
的なキメラ遺伝子は、構造性または誘導性の転写調節領域、タンパク質コード配列、及び
終結配列を含む。キメラ遺伝子構築体は、標的タンパク質の分泌を望む場合、シグナルペ
プチドをエンコードする第２のＤＮＡ配列も含むことができる。
【００３５】
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係に位置する場合、“動作可能に連結”する。例え
ば、分泌リーダー（ｌｅａｄｅｒ）をエンコードするＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に関
与すするプレタンパク質として発現する場合、ポリペプチドのＤＮＡに動作可能に連結し
；プロモーターまたはエンハンサーは、配列の転写に影響する場合、コード配列に動作可
能に連結し；またはリボソーム結合部位は、翻訳を促進するために位置する場合、コード
配列に動作可能に連結する。通常、“動作可能に連結する”とは、連結ＤＮＡ配列が隣接
しており、及び分泌リーダーの場合、隣接かつリーディングフレーム内にあることを意味
する。しかし、エンハンサーは隣接している必要はない。連結は都合のよい制限部位で連
結反応により達成される。そのような部位が存在しない場合、合成オリゴヌクレオチド・
アダプタ、リンカーまたはＰＣＲ用プライマーを従来実務に従って用いる。
【００３６】
　ここで用いる“遺伝子”の語は、ポリペプチド鎖の生成に関与するＤＮＡ断片を意味し
、コード領域の先行及び後の領域、例えば５’非翻訳（５’ＵＴＲ）または“リーダー”
配列及び３’ＵＴＲまたは“トレーラー”配列及び個々のコード断片（エキソン）間の介
在配列（イントロン）などを含んでも含まなくてもよい。
【００３７】
　通常、ＢＧＬ６またはその類似体または相同体をエンコードする核酸分子はここに配列
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番号１として表す配列に中程度から高ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズする。
しかしながら、場合によっては、実質的に異なるコドン使用を有するＢＧＬ６エンコード
ヌクレオチド配列が用いられるが、当該ＢＧＬ６エンコードヌクレオチド配列によりエン
コードされるタンパク質は天然タンパク質と同じまたは実質的に同じアミノ酸配列を有す
る。例えば、コード配列は特定の原核または真核生物発現系内でのより速いＢＧＬ６発現
を促進するために、宿主に利用される特定コドン頻度に従って修飾できる。Ｔｅ’ｏ　ｅ
ｔ　ａｌ．（２０００）、は例えば、糸状菌内での遺伝子発現の最適化について記載して
いる。
【００３８】
　核酸配列は、２つの配列が特異的に中程度から高ストリンジェンシーなハイブリダイゼ
ーション及び洗浄条件下でお互いにハイブリダイズする場合、対照核酸配列に“選択的に
ハイブリダイズ”すると考えられる。ハイブリダイゼーション条件は核酸結合複合体また
はプローブの融点（Ｔｍ）に基づく。例えば、“最大ストリンジェンシー”は通常、約Ｔ
ｍ－５℃で起こり（プローブのＴｍより５℃低い）；“高ストリンジェンシー”はＴｍよ
り約５－１０℃低く；“中ストリンジェンシー”はプローブのＴｍより約１０－２０℃低
く；及び“低ストリンジェンシー”はＴｍより約２０－２５℃低い。機能的に、最大スト
リンジェンシー条件はハイブリダイゼーションプローブと厳密に同一またはほぼ厳密に同
一な配列を同定するために用いることができ、高ストリンジェンシー条件はプローブと約
８０％以上の配列同一性を有する配列を同定するために用いる。
【００３９】
　中程度から高ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件は当業界に公知である（
例えば、明示的にここに引用するＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．１９８９、第９章及び
１１章、及びＡｕｓｕｂｅｌ、Ｆ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．、１９９３を参照）。高ストリンジ
ェンシー条件の例としては、５０％ホルムアミド、５Ｘ　ＳＳＣ、５Ｘ　Ｄｅｎｈａｒｄ
ｔ’ｓ溶液、０．５％　ＳＤＳ及び１００μｇ／ｍｌ変性キャリアＤＮＡ中、約４２℃で
のハイブリダイゼーション、及び続いて２Ｘ　ＳＳＣ及び０．５％　ＳＤＳ中、室温で２
回洗浄及びさらに０．１Ｘ　ＳＳＣ及び０．５％　ＳＤＳ、４２℃で２回洗浄を含む。
【００４０】
　ここで用いる“組換え体”は、異種核酸配列の挿入により修飾された、または細胞がそ
のように修飾された細胞由来である、細胞またはベクターへの言及を含む。従って、例え
ば、組換え細胞は当該細胞の天然（非組換え）型内では同じ形態で見られない遺伝子を発
現し、または意図的な人間介入の結果として発現、または全く発現しない条件下で、通常
は異常発現される天然遺伝子を発現する。
【００４１】
　ここで用いる細胞に関する“形質転換”、“安定に形質転換された”または“トランス
ジェニック”の語は、ゲノム内に統合された、または複数の世代を通して維持されるエピ
ソームプラスミドとして非天然（異種）核酸配列を細胞が有することを意味する。
【００４２】
　ここで用いる“発現”の語は、ポリペプチドが遺伝子の核酸配列に基づいて生成される
プロセスをいう。当該プロセスは転写及び翻訳の両方を含む。
【００４３】
　細胞への核酸配列の挿入に関する“導入”の語は“トランスフェクション”または“形
質転換”または“形質導入”を意味し、原核または真核細胞内への核酸配列の組込みに関
する場合を含み、ここで核酸配列は細胞のゲノム内（例えば、染色体、プラスミド、色素
体またはミトコンドリアＤＮＡ）に組み込まれることができ、自己レプリコンに変換され
、または一時的に発現される（例えば、トランスフェクトされたｍＲＮＡ）。
【００４４】
　従って、“ＢＧＬ６発現”の語はｂｇｌ６遺伝子の転写及び翻訳をいうことになり、そ
の生成物は前駆体ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ポリペプチド、翻訳後処理ポリペプチド、及びその
誘導体を含み、トリコデルマ・ロンギブラチアタム（リーゼイ）、トリコデルマ・ビリデ
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ィ、トリコデルマ・コニンギ、ヒポクレア・ｊｅｃｏｒｉｎａ及びヒポクレア・ｓｃｈｗ
ｅｉｎｉｔｚｉｉなどの関連種由来のＢＧＬ６を含む。例として、ＢＧＬ６発現の分析は
ＢＧＬ６タンパク質のウエスタンブロット、ＢＧＬ６　ｍＲＮＡのノーザンブロット分析
及び逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）分析、及びＣｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９２）及びＨｅｒｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９７８）に記載のグルコシダーゼ活性分析を
含む。
【００４５】
　“選択的スプライシング”の語は、複数のポリペプチドイソ型が１の遺伝子から生じる
プロセスをいい、遺伝子の全部ではないがいくつかの転写処理中、非連続エキソンを一緒
にスプライシングすることに関与する。従って、特定のエキソンはメッセンジャーＲＮＡ
を形成するためにいくつかの選択的エキソンのいずれかひとつに結合することができる。
選択的スプライスｍＲＮＡはポリペプチド（“スプライス変異体”）を生成し、共通する
部分もあれば異なる部分もある。
【００４６】
　“シグナル配列”の語は、細胞外でタンパク質の成熟型の分泌を促進するタンパク質の
Ｎ末端部分でのアミノ酸配列をいう。細胞外タンパク質の成熟型は分泌過程中に開裂され
るシグナル配列がない。
【００４７】
　“宿主細胞”の語はベクターを含み、複製及び／または転写または発現構築体の転写及
び翻訳（発現）を助ける細胞を意味する。本発明で用いる宿主細胞は大腸菌などの原核細
胞または酵母、植物、昆虫、両生類または哺乳類細胞などの真核細胞である。通常、宿主
細胞は糸状菌である。
【００４８】
　“糸状菌”の語は、当業者に認識される任意の及び全ての糸状菌を意味する。好ましい
真菌はアスペルギルス、トリコデルマ、フサリウム、クリソスポリウム、ペニシリン、フ
ミコーラ、アカパンカビ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）またはそれらの他の有性型、例えばエ
メリセラ、ヒポクレアからなる群より選択される。
【００４９】
　“セロオリゴ糖”の語は、２～８のグルコース単位を含み、及びβ－１，４結合を有す
るオリゴ糖グループをいい、例えばセロビオースである。
【００５０】
　“セルラーゼ”の語はセルロースポリマーをより短いセロ－オリゴ糖オリゴマー、セロ
ビオース及び／またはグルコースに加水分解できる酵素分類をいう。多数のセルラーゼの
例として、例えば、エキソグルカナーゼ、エキソセロビオヒドロラーゼ、エンドグルカナ
ーゼ及びグルコシダーゼは、セルロース分解性生物、特に真菌、植物及び細菌から得られ
る。
【００５１】
　ここで用いる“セルロース結合ドメイン”の語は、セルラーゼのアミノ酸配列の一部を
いい、またはセルラーゼまたはその誘導体のセルロース結合活性に関する酵素領域をいう
。セルロース結合ドメインは通常、セルラーゼのセルロース、セルロース誘導体またはそ
の他の多糖類同等物への非共有結合により作用する。セルロース結合ドメインは、触媒コ
ア領域を構造的に区別することによりセルロース繊維の加水分解を促進または可能にし、
通常、触媒コアの独立に作用する。従って、セルロース結合ドメインは触媒コアに起因す
る大きな加水分解活性は有さない。言いかえると、セルロース結合ドメインは、触媒活性
を有する構造的因子から区別されるセルラーゼ酵素タンパク質三次構造の構造的因子であ
る。
【００５２】
　ここで用いる“界面活性剤”の語は、表面活性特性を有するものとして当業界で通常認
識されている任意の化合物をいう。従って、例えば、界面活性剤は陰イオン性、陽イオン
性及び非イオン性界面活性剤を含み、例えば洗剤において通常見られるものである。陰イ



(13) JP 4744879 B2 2011.8.10

10

20

30

40

50

オン性界面活性剤は、直鎖または分岐鎖アルキルベンゼンスルフォネート；直鎖または分
岐鎖アルキル基またはアルケニル基を有するアルキルまたはアルケニルエーテル硫酸塩；
アルキルまたはアルケニル硫酸塩；オレフィンスルフォネート；及びアルカンスルフォネ
ートが挙げられる。両性界面活性剤は第４級アンモニウム塩スルフォネート及びベタイン
型両性界面活性剤が挙げられる。当該両性界面活性剤は同じ分子内に正及び負電荷の両方
の基を有する。非イオン性界面活性剤はポリオキシアルキレンエーテル及び高脂肪酸アル
カノールアミドまたはその酸化アルキレン付加、脂肪酸グリセリンモノエステル等を含む
ことができる。
【００５３】
　ここで用いる“セルロース含有繊維”の語は、セルロースを含有する綿または非綿、ま
たはセルロースブレンド、例えば天然セルロース誘導体及び人工セルロース誘導体を含有
する綿または非綿から作られた任意の織布または不織布、糸または繊維をいう（例えば、
ジュート（黄麻）、亜麻布、ラミー、レーヨン及びリヨセル）。
【００５４】
　ここで用いる、“綿含有繊維”の語は、純粋な綿または綿ブレンドから作られた織布ま
たは不織布、糸または繊維をいい、綿織物、綿ニット、綿デニム、綿糸、原綿等を含む。
【００５５】
　ここで用いる、“ストーンウォッシュ組成物”の語は、セルロース含有繊維をストーン
ウォッシュする際に用いる製剤をいう。ストーンウォッシュ組成物は販売前、すなわち製
造プロセス時にセルロース含有繊維を修正するために用いる。これに対し、洗剤組成物は
汚れた衣類の洗浄を目的とするものであり、製造プロセス時には用いられない。
【００５６】
　ここで用いる“洗剤組成物”の語は汚れたセルロース含有繊維を洗濯するための洗浄手
段で用いることを意図した混合物をいう。本発明に関して、当該組成物はセルラーゼ及び
界面活性剤に加えて、さらに加水分解酵素、ビルダー、漂白剤、漂白活性化剤、青味剤及
び蛍光色素、ケーキング防止剤、マスキング剤、セルラーゼ活性化剤、酸化防止剤及び可
溶化剤を含むことができる。
【００５７】
　ここで用いる“ｂｇｌ６遺伝子発現の減少または除去”とは、ｂｇｌ６遺伝子がゲノム
から欠失され、従って組換え宿主微生物により発現できないこと；またはｂｇｌ６遺伝子
が修飾され、機能的ＢＧＬ６酵素が組換え宿主微生物により生成されないことを意味する
。
【００５８】
　“変異ｂｇｌ６”または“変異ｂｇｌ６遺伝子”の語は当該遺伝子の核酸配列がコード
配列を除去、付加及び／または操作することにより変異されたこと、または発現タンパク
質のアミノ酸配列が修飾されたことを意味する。
【００５９】
　ここで用いる“精製”の語は、通常、トランスジェニック核酸またはタンパク質を含む
細胞を生化学精製及び／またはカラムクロマトグラフィーに供することをいう。
【００６０】
　ここで用いる“活性”及び“生物活性”の語は、特定タンパク質に関する生物活性をい
い、例えばプロテアーゼに関する酵素活性である。従って、当業者とって所定タンパク質
の生物活性は通常、当該タンパク質に起因する任意の生物活性をいうことになる。
【００６１】
　ここで用いる“濃縮”の語は野生型または天然真菌セルラーゼ組成物に見られるＢＧＬ
６濃度と比較してＢＧＬ６濃度が高いことを意味する。
【００６２】
　野生型真菌セルラーゼ組成物は天然真菌源により生成されるものであり、１以上のＢＧ
、ＣＢＨ及びＥＧ成分を含み、これらの各成分は真菌源により生成される割合で見られる
。従って、濃縮ＢＧＬ６組成物はＢＧＬ６の割合が変化しており、その他のセルラーゼ成
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分（すなわち、ＣＢＨ及びエンドグルカナーゼ）に対するＢＧＬ６の割合が高くなってい
る。この割合は、当業界で公知の任意の方法によりＢＧＬ６を増加させることにより、ま
たは少なくとも１のその他の成分を減少（または除去）させることにより増加させること
ができる。
【００６３】
　従って、例えば、天然セルラーゼ系は、適当なｐＨでのイオン交換クロマトグラフィー
、アフィニティクロマトグラフィー、サイズ排除等の文献に開示で公知の分離技術により
実質的に純粋な成分に精製できる。例えば、イオン交換クロマトグラフィー（通常、陰イ
オン交換クロマトグラフィー）において、セルラーゼ成分はｐＨ勾配を用いる溶出により
、または塩勾配、またはｐＨ及び塩勾配の両方を用いる溶出により分離することが可能で
ある。次に、精製ＢＧＬ６を酵素溶液に加えて濃縮ＢＧＬ６溶液を得ることができる。
【００６４】
　真菌セルラーゼは１以上のＢＧ成分を含み得る。それぞれの成分は通常、イオン交換ク
ロマトグラフィー等により分離を可能とする異なる等電点を有する。１のＢＧ成分または
ＢＧ成分の組み合わせは酵素溶液中で用いることができる。
【００６５】
　酵素溶液中で用いる場合、ＢＧ成分は通常、セルラーゼ組成物中に見られるＣＢＨ及び
エンドグルカナーゼ成分のセロビオースによる阻害を防止するために十分な量で加える。
加えるＢＧ成分の量は、バイオマス糖化プロセス時に生成されるセロビオースの量に依存
し、当業者により容易に測定できる。しかしながら、セルラーゼ組成物中に存在するＣＢ
Ｈまたはエンドグルカナーゼ型成分と比較したＢＧＬ６成分を用いる場合のその重量％は
、好ましくは約１、好ましくは約５、好ましくは約１０、好ましくは約１５、または好ま
しくは約２０重量％～好ましくは約２５、好ましくは約３０、好ましくは約３５、好まし
くは約４０、好ましくは約４５、または好ましくは約５０重量％である。さらに、好まし
い範囲は約０．５～約１５重量％、約０．５～約２０重量％、約１～約１０重量％、約１
～約１５重量％、約１～約２０重量％、約１～約２５重量％、約５～約２０重量％、約５
～約２５重量％、約５～約３０重量％、約５～約３５重量％、約５～約４０重量％、約５
～約４５重量％、約５～約５０重量％、約１０～約２０重量％、約１０～約２５重量％、
約１０～約３０重量％、約１０～約３５重量％、約１０～約４０重量％、約１０～約４５
重量％、約１０～約５０重量％、約１５～約２０重量％、約１５～約２５重量％、約１５
～約３０重量％、約１５～約３５重量％、約１５～約４０重量％、約１５～約４５重量％
、約１５～約５０重量％である。
【００６６】
　ＩＩ．標的生物
　Ａ．糸状菌
　糸状菌は、細目の真菌門（Ｅｕｍｙｃｏｔａ）及び卵菌（Ｏｏｍｙｃｏｔａ）全ての線
状体を含む。糸状菌はキチン、グルカン、キトサン、マンナン及びその他の複合多糖類か
らなる細胞壁を有する栄養菌糸、及び菌糸伸長による栄養成長並びに偏性好気性の炭素異
化を特徴とする。
【００６７】
　本発明において、糸状菌親細胞は限定されないが、トリコデルマ、例えばトリコデルマ
・ロンギブラチアタム（リーゼイ）、トリコデルマ・ビリディ、トリコデルマ・コニンギ
、トリコデルマ・ハルジアナム；ペニシリン種；フミコーラ・インソレンスなどのフミコ
ーラ種；Ｃ．ｌｕｃｋｎｏｗｅｎｓｅなどのクリソスポリウム種；グリオクラディウム種
；アスペルギルス種；フサリウム種、アカパンカビ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）種、ヒポク
レア種及びエメリセラ種の細胞である。ここで用いる“トリコデルマ”または“トリコデ
ルマ種”の語は、既にトリコデルマとして分類されている、または最近トリコデルマとし
て分類された任意の真菌株をいう。
【００６８】
　１の好ましい実施態様において、糸状菌親細胞はアスペルギルス・ニガー、アスペルギ
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ルス・アワモリ、アスペルギルス・ａｃｕｌｅａｔｕｓまたはアスペルギルス・ニデュラ
ンス細胞である。
【００６９】
　他の好ましい実施態様において、糸状菌親細胞はトリコデルマ・リーゼイ細胞である。
【００７０】
　ＩＩＩ．セルラーゼ
　セルラーゼはセルロース（β－１，４－グルカンまたはβ－Ｄ－グルコシド結合）を加
水分解してグルコース、セロビオース、セロオリゴ糖などを生じる酵素として当業界に公
知である。上述の通り、セルラーゼは従来から３つの主な分類に分けられる：エンドグル
カナーゼ（ＥＣ３．２．１．４）（“ＥＧ”）、エキソグルカナーゼまたはセロビオヒド
ロラーゼ（ＥＣ３．２．１．９１）（“ＣＢＨ”）及びβ－グルコシダーゼ（ＥＣ３．２
．１．２１）（“ＢＧ”）（Ｋｎｏｗｌｅｓ、ｅｔ　ａｌ．、１９８７；Ｓｃｈｕｌｅｉ
ｎ、１９８８）。
【００７１】
　特定の真菌は、エキソセロビオヒドロラーゼまたはＣＢＨ型セルラーゼ、エンドグルカ
ナーゼまたはＥＧ型セルラーゼ及びβ－グルコシダーゼまたはＢＧ型セルラーゼを含む完
全なセルラーゼ系を生じる（Ｓｃｈｕｌｅｉｎ、１９８８）。しかしながら、これらの系
はＣＢＨ型セルラーゼを欠く場合があり、また、細菌性セルラーゼは通常ＣＢＨ型セルラ
ーゼを含まないか、またはほとんど含まない。さらに、ＥＧ成分及びＣＢＨ成分は相乗的
に相互作用してより効果的にセルロースを分解することが示されている。例えば、Ｗｏｏ
ｄ、１９８５を参照されたい。種々の成分、すなわち、複数成分または完全なセルラーゼ
系中の種々のエンドグルカナーゼ及びエキソセロビオヒドロラーゼは通常、等電点、分子
量、糖化度、基質特異性及び酵素作用パターンなど異なる性質を有する。
【００７２】
　エンドグルカナーゼ型セルラーゼは、セルロースの低結晶領域中の内部β－１，４－グ
ルコシド結合を加水分解し、エキソ－セロビオヒドロラーゼ型セルラーゼはセルロースの
還元または非還元末端からセロビオースを加水分解すると考えられる。従って、エンドグ
ルカナーゼ成分の作用は、エキソ－セロビオヒドロラーゼ成分に認識される新しい鎖末端
を生成することによりエキソ－セロビオヒドロラーゼの作用を大きく促進させることがで
きることになる。さらに、β－グルコシダーゼ型セルラーゼは、メチルβ－Ｄ－グルコシ
ド及びｐ－ニトロフェニルグルコシドなどのアルキル及び／またはアリールβ－Ｄ－グル
コシド及びセロビオースなどの糖質残基しか含まないグリコシドの加水分解を触媒するこ
とが示されている。これにより微生物の唯一の生成物としてグルコースを生じ、セロビオ
ヒドロラーゼ及びエンドグルカナーゼを阻害するセロビオースを減少または除去する。
【００７３】
　従って、β－グルコシダーゼ型セルラーゼは、グルコースへの全体的な反応を推進する
のでセルラーゼ系に不可欠な部分と考えられる。Ｔ．リーゼイにおいてＢＧ発現の増加が
セルロースからグルコースへの分解を向上させることが示されている。ここに引用するＥ
Ｐ０５６２００３を参照されたい。さらに、β－グルコシダーゼは多種多様の基質の加水
分解を触媒でき、従って、様々な用途で活用できる。いくつかのβ－グルコシダーゼはワ
イン製造時にブドウに加えて、最終ワイン製品の芳香性を高めることができる。さらに別
の用途としては、β－グルコシダーゼは香りを高めるために果物に用いることができる。
もしくは、β－グルコシダーゼは風味及び香りを高めるために食品添加物またはワイン加
工に直接用いることができる。
【００７４】
　また、セルラーゼは洗浄能力を高めるため、柔軟剤として、及び綿織物の手触りを向上
させるためなど、洗剤組成物において多様な用途がある（Ｈｅｍｍｐｅｌ、１９９１；Ｔ
ｙｎｄａｌｌ、１９９２；Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．、１９９７）。当該メカニズムは本
発明の一部を構成するものではないが、米国特許第５，６４８，２６３号、第５，６９１
，１７８号、及び第５，７７６，７５７号に説明されているように、セルラーゼの柔軟及
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び色修復特性はセルラーゼ組成物中のアルカリエンドグルカナーゼ成分のためであり、当
該文献は特定のアルカリエンドグルカナーゼ成分を濃縮したセルラーゼ組成物を含む洗剤
組成物は、当該成分を濃縮しないセルラーゼ組成物と比較して処理衣類に色修復及び改善
された柔軟性を与えることを開示している。さらに、当該アルカリエンドグルカナーゼ成
分は洗剤組成物中で使用すると洗剤組成物のｐＨ条件を補完することが示されている（例
えば、米国特許第５，６４８，２６３号、第５，６９１，１７８号、及び第５，７７６，
７５７号に記載の通り、ｐＨ７．５～１０のアルカリ性で最大活性を示す）。
【００７５】
　セルラーゼ組成物は綿含有織物を分解し、織物の強度を損なうことも示されており（米
国特許第４，８２２，５１６号）、市販の洗剤用途にセルラーゼ組成物が用いにくい原因
となっている。エンドグルカナーゼ成分を含むセルラーゼ組成物は完全なセルラーゼ系を
含む組成物と比較して、綿含有織物の損失強度の減少を示すことが示唆されている。
【００７６】
　また、セルラーゼはセルロースバイオマスからエタノールへの分解（ここでセルラーゼ
はセルロースをグルコースに分解し、酵母またはその他の微生物がさらにグルコースを発
酵してエタノールになる）、機械パルプの処理（Ｐｅｒｅ　ｅｔ　ａｌ．、１９９６）、
飼料添加物としての使用（ＷＯ９１／０４６７３）及び穀物湿式粉砕に有用であることが
示されている。
【００７７】
　多数のセルラーゼが科学文献に記載されており、例えば：トリコデルマ・リーゼイ（Ｔ
ｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）：Ｓｈｏｅｍａｋｅｒ，Ｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｂｉ
ｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１：６９１－６９６、１９８３、ＣＢＨＩを開示；Ｔｅｅｒ
ｉ　Ｔ．ｅｔ　ａｌ．、Ｇｅｎｅ、５１：４３－５２、１９８７、ＣＢＨＩＩを開示；Ｐ
ｅｎｔｔｉｌａ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．、Ｇｅｎｅ、４５：２５３－２６３、１９８６、ＥＧ
Ｉを開示；Ｓａｌｏｈｅｉｍｏ，Ｍ　ｅｔ　ａｌ．、Ｇｅｎｅ，６３：１１－２２、１９
８８、ＥＧＩＩを開示；Ｏｋａｄａ，Ｍ　ｅｔ　ａｌ．、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ．，６４：５５５－５６３、１９８８、ＥＧＩＩＩを開示；Ｓａｌｏｈ
ｅｉｍｏ，Ｍ　ｅｔ　ａｌ．、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２４９：５８４－５９１
、１９９７、ＥＧＩＶを開示；Ｓａｌｏｈｅｉｍｏ，Ａ　ｅｔ　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、１３：２１９－２２８、１９９４、ＥＧＶを開示；Ｂ
ａｒｎｅｔｔ，Ｃ．Ｃ．，ｅｔ　ａｌ．、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、９：５６２－
５６７、１９９１、ＢＧＬ１を開示、及びＴａｋａｓｈｉｍａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．
Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１２５：７２８－７３６、１９９９、ＢＧＬ２を開示。トリコデルマ
以外の種由来のセルラーゼについても記載されており、例えば、Ｏｏｉ　ｅｔ　ａｌ．、
１９９０は、アルペルギルス・ａｃｕｌｅａｔｕｓにより生成されるエンドグルカナーゼ
Ｆ１－ＣＭＣをコードするｃＤＮＡ配列を開示；Ｋａｗａｇｕｃｈｉ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ．
、１９９６はアルペルギルス・ａｃｕｌｅａｔｕｓからβ－グルコシダーゼ１をエンコー
ドするｃＤＮＡのクローニング及びシーケンシングについて開示；Ｓａｋａｍｏｔｏ　ｅ
ｔ　ａｌ．、１９９５は、アスペルギルス・カワチＩＦＯ４３０８由来のエンドグルカナ
ーゼＣＭＣアーゼ－１をエンコードするｃＤＮＡ配列を開示；Ｓａａｒｉｌａｈｔｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．、１９９０は、Ｅｒｗｉｎｉａ　ｃａｒｏｔｏｖａｒａ由来のエンドグルカナ
ーゼを開示；Ｓｐｉｌｌｉａｅｒｔ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．、１９９４は、好熱性バクテリア
（Ｒｈｏｄｏｔｈｅｒｍｕｓ　ｍａｒｉｎｕ）由来の熱安定性β－グルカナーゼをコード
するｂｇｌＡのクローニング及びシーケンシングについて開示；及びＨａｌｌｄｏｒｓｄ
ｏｔｔｉｒ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．、１９９８は、グリコシルヒドロラーゼ属１２の熱安定性
セルラーゼをエンコードする好熱性バクテリア（Ｒｈｏｄｏｔｈｅｒｍｕｓ　ｍａｒｉｎ
ｕ）遺伝子のクローニング、シーケンシング及び過剰発現について開示している。しかし
ながら、熱応力条件下、または界面活性剤の存在下での改善された性能、増加した特異活
性、変異基質開裂パターン及び／またはｉｎ　ｖｉｔｒｏでの高レベル発現など改善され
た特性を有する新規なセルラーゼの同定及びキャラクタリゼーションの必要性が依然とし
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て存在する。
【００７８】
　様々な量のＣＢＨ型、ＥＧ型及びＢＧ型セルラーゼを含む新規で改善されたセルラーゼ
組成物の開発は以下の用途に注目されている：（１）洗浄能力の向上、柔軟剤としての機
能及び／または綿織物の手触りの改善を示す洗剤組成物（例えば、“ストーンウォッシン
グ”または“バイオポリッシング”）での使用；（２）木材パルプまたはその他のバイオ
マスを糖に分解する組成物での使用（例えば、バイオ－エタノール生成）；及び／または
（３）飼料組成物での使用。
【００７９】
　ＩＶ．新規な配列の同定方法
　オープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）は、Ｔ．リーゼイゲノムまたはＴ．リーゼイ
ｍＲＮＡ由来ｃＤＮＡライブラリーのクローンの全部または部分シーケンシングにより分
析され、さらに配列分析ソフトウェアを用いて、及びデータベース（公共／私用）中の公
知配列との相同性を測定することにより分析される。
【００８０】
　Ｖ．ｂｇｌ６核酸及びＢＧＬ６ポリペプチド
　Ａ．ｂｇｌ６核酸
　本発明の核酸分子は、天然コード配列、配列番号１としてここに表すｂｇｌ６のｃＤＮ
Ａ配列、及び他の種におけるそれらの相同体、天然対立及びスプライス変異体、核酸断片
及びそれらの生物学的に活性な（機能的）誘導体、例えば天然分子のアミノ酸配列変異体
及び融合タンパク質をエンコードする配列を含む。ｂｇｌ６遺伝子は２つの推定上の開始
コドンを有する。当該２つの開始コドンは図４中、下線で示す。当該配列は“ＢＧＬ６－
エンコード核酸配列”としてここで集合的に言及する。
【００８１】
　重複のない核酸配列データベースの基本ＢＬＡＳＴＮサーチ（http://www.ncbi.nlm.ni
h.gov/BLAST）は２００２年１０月１日に実施され、図１（配列番号１）に表すｂｇｌ６
遺伝子配列を含み、重大な配置（すなわち、１０－５以下のＥ値）を生じる配列は存在し
ないことが示されている。
【００８２】
　本発明のｂｇｌ６核酸配列はＤＮＡまたはＲＮＡ配列であり、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ
、ｍＲＮＡ由来であり、または全体または部分的に合成できる。ＤＮＡは二本鎖または一
本鎖であり、一本鎖の場合、コード鎖または非コード（アンチセンス、相補的）鎖でもよ
い。核酸配列はクローンでき、例えば、適当な供給源からゲノムＤＮＡを単離して、ポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いて目的配列を増幅及びクローニングすることによりク
ローンできる。もしくは、核酸配列は完全に、または部分的に合成でき、特に、最適発現
のため宿主が好む配列を提供することが望ましい場合に合成できる。従って、所望の構造
遺伝子（遺伝子の一部がポリペプチドまたはタンパク質をエンコードする）の全てまたは
一部は選択宿主が好むコドンを用いて合成できる。
【００８３】
　遺伝コードの固有縮退により、実質的に同じまたは機能的に同等なアミノ酸配列をエン
コードする天然型以外の核酸配列をクローンに用いることができ、及び／またはＢＧＬ６
－エンコード核酸配列を発現するために用いることができる。従って、所定のＢＧＬ６－
エンコード核酸配列に関して、遺伝コードの縮退の結果、同じアミノ酸配列を有するタン
パク質をエンコードする多数のコード配列が生成できることが理解される。例えば、ＣＧ
Ｔトリプレットはアミノ酸アルギニンをエンコードする。またはアルギニンはＣＧＡ、Ｃ
ＧＣ、ＣＧＧ、ＡＧＡ及びＡＧＧにもエンコードされる。従って、当然のことながら、コ
ード領域におけるそのような置換は本発明に含まれる核酸配列変異体の範囲内である。任
意かつ全てのこれら配列変異体はここに記載した同じ方法でＢＧＬ６－エンコード核酸配
列の天然型に利用できる。
【００８４】
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　“変異体”ＢＧＬ６－エンコード核酸配列は、天然ポリペプチド配列から１以上のアミ
ノ酸が変異された“変異体”ＢＧＬ６アミノ酸配列をエンコードでき、またはポリペプチ
ド配列のいずれかの末端から１以上のアミノ酸を除去することにより先端を切り捨てる（
ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）ことができ、その両方が本発明の範囲内である。同様に、ＢＧＬ６
に関する“修飾型”の語は天然ＢＧＬ６タンパク質－エンコード核酸配列または天然ＢＧ
Ｌ６アミノ酸配列の誘導体または変異体を意味する。
【００８５】
　同様に、本発明の実施に用いるポリヌクレオチドは天然ＢＧＬ６タンパク質及びそのス
プライス変異体をエンコードする配列、天然タンパク質コード配列に相補的な配列、及び
ＢＧＬ６エンコードポリヌクレオチドの新規な断片を含む。ＢＧＬ６エンコード核酸配列
は、ゲノムＤＮＡ配列の場合、１以上のイントロン配列を含むことができる。
【００８６】
　１の一般的な実施態様において、ＢＧＬ６－エンコードヌクレオチド配列は、ここで配
列番号１として表すｂｇｌ６コード配列に対して少なくとも７０％、好ましくは８０％、
８５％、９０％、９５％、９８％またはそれ以上の配列同一性を有する。
【００８７】
　他の実施態様において、ＢＧＬ６－エンコードヌクレオチド配列は中程度から高ストリ
ンジェンシーな条件下でＢＧＬ６タンパク質をエンコードするヌクレオチド配列にハイブ
リダイズする。関連する実施態様において、ＢＧＬ６－エンコードヌクレオチド配列は中
程度から高ストリンジェンシーな条件下で配列番号１として表すヌクレオチド配列にハイ
ブリダイズする。
【００８８】
　ＢＧＬ６をエンコードするいくつかの核酸配列変異体は親配列に選択的にハイブリダイ
ズできる、またはできないことが理解される。例として、コード配列が遺伝コードの縮退
に基づいて最適化された状況において、ＢＧＬ６タンパク質をエンコードするが中程度か
ら高ストリンジェンシーな条件下で天然ＢＧＬ６－エンコード核酸配列にハイブリダイズ
しない変異体コード配列が生成できる。これは、例えば、配列変異体が親ヌクレオチドに
よりエンコードされる各アミノ酸に関して異なるコドンを含む場合に起こり得る。
【００８９】
　さらに当業者に理解されるように、場合によっては、非天然コドン、例えばイノシンま
たはその他の非天然ヌクレオチド類似体を有さないヌクレオチド配列を生成することは有
利である。特定の真核宿主に好まれるコドンは例えば、ＢＧＬ６タンパク質発現速度を上
げるため、または天然配列から生成された転写物よりも長い半減期など望ましい性質を有
する組換えＲＮＡ転写物を生成するために選択できる。従って、天然ＢＧＬ６－エンコー
ドヌクレオチド配列は種々の理由でコード配列が変異するように設計でき、限定されない
が、クローニング、プロセシング及び／またＢＧＬ６タンパク質の細胞による発現を修飾
する変異などの理由で変異を設計できる。
【００９０】
　天然ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの性質または活性が変化しないようなサイレ
ント核酸置換、付加及び欠失が特に好ましい。
【００９１】
　オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、及びＰＣＲ突然変異誘発などの
当業界に公知の方法を用いて変異を起こすことができる。部位特異的突然変異誘発（Ｃａ
ｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、１９８６；Ｚｏｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、１９８７）、カセッ
ト突然変異誘発（Ｗｅｌｌｓ　ｅｔ　ａｌ．、１９８５）、制限選択突然変異誘発（Ｗｅ
ｌｌｓ　ｅｔ　ａｌ．、１９８６）またはその他の公知の技術は、ＢＧＬ６ポリペプチド
エンコード変異体ＤＮＡを生成するためにクローンＤＮＡ上で行うことができる。
【００９２】
　しかしながら、場合によっては、天然ｂｇｌ６ポリヌクレオチドまたはＢＧＬ６ポリペ
プチドの性質または活性を有さないｂｇｌ６変異体を発現することが有利である。その場
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合、天然ＢＧＬ６エンコード核酸配列の変異または修飾型は当業者が通常用いる技術によ
り生成できる。
【００９３】
　Ｂ．ＢＧＬ６ポリペプチド
　１の好ましい実施態様において、本発明は天然成熟型または図２（配列番号２）に表さ
れる配列を含む完全長ＢＧＬ６ポリペプチド配列を有するＢＧＬ６ポリペプチドを提供す
る。本発明のＢＧＬ６ポリペプチドは成熟ＢＧＬ６ポリペプチド、融合タンパク質の一部
または図２（配列番号２）に表されるＢＧＬ６ポリペプチド配列の断片または変異体であ
ってもよい。
【００９４】
　通常、本発明のＢＧＬ６ポリペプチドは全体長にわたって、ＢＧＬ６アミノ酸配列に少
なくとも８０％同一性を有する。より好ましくは、ＢＧＬ６ポリペプチド配列は、ここに
詳細に記載する配列プログラムを用いて、図２（配列番号２）のＢＧＬ６ポリペプチド配
列に少なくとも８０、８５、９０、９５、９８％またはそれ以上の配列同一性を有する領
域を含む。
【００９５】
　通常、天然ＢＧＬ６タンパク質の“修飾型”または“変異体”ＢＧＬ６タンパク質はそ
れぞれ、少なくとも１のアミノ酸置換、付加、欠失または挿入を含む誘導体配列を有する
。
【００９６】
　特定のアミノ酸置換はタンパク質の機能に影響することなくタンパク質配列中で生じる
ことができることは当業界で公知である。通常、保存アミノ酸置換または類似アミノ酸の
置換はタンパク質機能に影響せずに許容される。類似アミノ酸は大きさが類似及び／また
は電荷特性が類似するアミノ酸であり、例えば、アスパラギン酸塩とグルタミン酸塩、及
びイソロイシンとバリンは両ペアとも類似アミノ酸である。アミノ酸ペア間の類似性は多
数の方法で当業界で評価されている。例えば、ここに引用するＤａｙｈｏｆｆ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９７８）はアミノ酸類似性の指標として用いることができるアミノ酸置換の度数
分布表を提供している。Ｄａｙｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．の度数分布表は、種々の進化的に
異なる供給源由来の同じ機能を有するタンパク質のアミノ酸配列の比較に基づく。
【００９７】
　図２（配列番号２）のＢＧＬ６ポリペプチド配列の断片及び変異体は本発明の一部であ
ると考えられる。断片は前述したポリペプチドのアミノ酸配列の全部ではないがその一部
と全く同じアミノ酸配列を有する変異体ポリペプチドである。断片は“独立”していても
よく、またはより大きなポリペプチド内に含まれて当該断片がその一部または領域、最も
好ましくは１の連続領域として形成されてもよい。好ましい断片は生物学的に活性な断片
であり、本発明のポリペプチドの活性を仲介する断片であり類似活性または改善された活
性または減少した活性を有する断片を含む。また、動物、特にヒト内で抗原性または免疫
原性である断片も含む。この側面において、本発明は（ｉ）ＢＧＬ６断片、好ましくは、
少なくとも約２０～１００アミノ酸長、より好ましくは約１００～２００アミノ酸長、及
び（ｉｉ）ＢＧＬ６を含む医薬組成物を含む。種々の実施態様において、当該断片はＢＧ
Ｌ６のＮ末端ドメインまたはＢＧＬ６のＣ末端ドメインに対応する。
【００９８】
　また、本発明のＢＧＬ６ポリペプチドは図２（配列番号２）のＢＧＬポリペプチド配列
と異なるポリペプチドも含む。これらの変異体は置換、挿入または欠失変異体である。当
該変異体は通常、天然類似体と同じ性質の生物活性を示すが、さらに下記に説明するよう
な特性が変更された変異体を選択することもできる。
【００９９】
　“置換”は１以上のヌクレオチドまたはアミノ酸を異なるヌクレオチドまたはアミノ酸
によりそれぞれ置き換えることにより生じる。
【０１００】
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　“挿入”または“付加”は天然配列と比較して、それぞれ１以上のヌクレオチドまたは
アミノ酸残基の追加を生じるヌクレオチドまたはアミノ酸配列の変化である。
【０１０１】
　“欠失”はそれぞれ１以上のヌクレオチドまたはアミノ酸残基がない、ヌクレオチドま
たはアミノ酸配列の変化として定義される。
【０１０２】
　アミノ酸置換は通常は１残基であり、挿入は通常約１～２０アミノ酸程度であるが、か
なり大きな挿入も許容され得る。欠失は約１～約２０残基の範囲であるが、場合によって
はかなり大きい欠失でもよい。
【０１０３】
　置換、欠失、挿入またはそれらの任意の組み合わせが最終誘導体に到達するために用い
ることができる。通常、これらの変化は分子変化を最小限にするために２、３のアミノ酸
について行う。しかしながら、より大きな変化も特定の環境化においては許容され得る。
【０１０４】
　アミノ酸置換は類似構造及び／または化学的性質を有する他のアミノ酸で１のアミノ酸
を置き換えることにより生じ、例えば、イソロイシンからバリンへの置換、すなわち保存
アミノ酸置換である。挿入または欠失は任意で１～５アミノ酸の範囲内である。
【０１０５】
　置換は通常、公知の“保存置換”に従ってできる。“保存置換”とは、１の分類のアミ
ノ酸を同じ分類のアミノ酸により置換することをいい、ここで分類はアミノ酸側鎖の共通
の物理化学的特性及び相同タンパク質中で天然に見られる高置換頻度により定義される（
例えば、標準Ｄａｙｈｏｆｆ頻度交換マトリックスまたはＢＬＯＳＵＭマトリックスによ
り決定される）（一般的に、Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ｒ．Ｆ．，１９８６を参照）。
【０１０６】
　“非保存置換”とは、１の分類のアミノ酸と他の分類のアミノ酸を置換することをいう
。
【０１０７】
　ＢＧＬ６ポリペプチド変異体は通常、天然類似体と同じ性質の生物活性を示すが、必要
に応じて、変異体はＢＧＬ６ポリペプチドの特性を変更するために選択される。例えば、
グリコシル化部位、及びより具体的には、１以上のＯ結合またはＮ結合型グリコシル化部
位は変異または除去できる。アミノ酸変化はＢＧＬ６ポリペプチドの翻訳後プロセスを変
化させ得ることは当業者に当然に理解され、例えばグリコシル化部位の数または位置の変
化、または膜アンカー特性または分泌特性またはその他の細胞局在特性の変化である。
【０１０８】
　また、ＢＧＬ６ポリペプチドの定義内にはその他の関連ＢＧＬ６ポリペプチドも含まれ
る。従って、プローブまたは縮重ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマー配列はその
他の関連ポリペプチドを発見するために用いることができる。有用なプローブまたはプラ
イマー配列は、ＢＧＬ６ポリペプチド配列の全部または一部、またはコード領域の外側の
配列が指定できる。当業界に公知の通り、好ましいＰＣＲプライマーは約１５～約３５ヌ
クレオチド長であり、好ましくは約２０～約３０であり、及び必要に応じてイノシンを含
むことができる。ＰＣＲ反応の条件は当業界に一般的に公知である。
【０１０９】
　ＢＧＬ６ポリペプチドの共有結合修飾も本発明の範囲内である。例えば、本発明はＢＧ
Ｌ６ポリペプチドを提供し、当該ＢＧＬ６ポリペプチドは成熟タンパク質であり、かつ別
のアミノまたはカルボキシル末端アミノ酸、またはアミノ酸を成熟ポリペプチド内に含む
ことができる（例えば、タンパク質の成熟型が１より多くのポリペプチド鎖を有する場合
）ＢＧＬ６ポリペプチドを提供する。当該配列は、例えば、前駆体から成熟型へタンパク
質を処理する役割、タンパク質輸送、タンパク質半減期の延長または短縮、または分析ま
たは生成においてタンパク質操作の促進を可能にする。例として、本発明の新規なＢＧＬ
６ポリペプチドは細胞内タンパク質であると考えられる。従って、細胞外環境に輸送する
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ために、その後除去される分泌シグナルが望ましい。
【０１１０】
　また、活性部位の変異、ｐＨ最適条件、温度最適条件の変化、及び／またはＢＧＬ６酵
素の基質親和性の変化を目的とした修飾が考えられる。
【０１１１】
　図２は、図１に示すヌクレオチド配列に基づいた典型的なＢＧＬ６ポリペプチドの予測
アミノ酸配列（配列番号２）を示す。エンコードされるＢＧＬ６ポリペプチドの予測分子
量は９２ｋＤａである。シグナルペプチド（Ｎｉｅｌｓｅｎ、Ｈ．、Ｅｎｇｅｌｂｒｅｃ
ｈｔ、Ｊ．、Ｂｒｕｎａｋ，Ｓ．，ｖｏｎ　Ｈｅｉｊｎｅ，Ｇ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎ
ｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、１０：１－６、１９９７）に類似の配列はＢＧＬ６アミノ末端には
存在せず、ＢＧＬ６ポリペプチドが分泌されないことを示唆する。
【０１１２】
　２００２年１０月１日に実施された、重複のないタンパク質データベースである基本Ｂ
ＬＡＳＴＰサーチ（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）において、ＢＧＬ６アミノ酸
配列は、ジェンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ）受入番号Ｐ０７３３７（クリヴェロミセス（Ｋ
ｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）ｍａｒｘｉａｎｕｓ　ｖａｒ．ｍａｒｘｉａｎｕｓのβ－グ
ルコシダーゼ前駆体）と４２％配列同一性を示し、ジェンバンク受入番号ＡＬ３５５９２
０（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅのβ－グルコシダーゼ前駆体
）と４３％配列同一性、ジェンバンク受入番号ＡＦ３２９７３１（フクロタケ属（Ｖｏｌ
ｖａｒｉｅｌｌａ）ｖｏｌｖａｃｅａのβ－グルコシダーゼ）と３８％配列同一性、及び
ジェンバンク受入番号ＡＪ２９３７６０（アガリクス・ビスポラスの推定β－グルコシダ
ーゼ）と３８％配列同一性を示す。ＢＧＬ６との同一性が４３％より低く最も高い１０個
の配列をβ－グルコシダーゼとして注記した。これらの配列類似性はＢＧＬ６がグリコシ
ルヒドロラーゼ属３の一種であることを示す（Ｈｅｎｒｉｓｓａｔ、Ｂ．ａｎｄ　Ｂａｉ
ｒｏｃｈ，Ａ．（１９９３）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．２９３：７８１－７８８）。
【０１１３】
　Ｃ．アンチＢＧＬ６抗体
　本発明はさらに、アンチＢＧＬ６抗体を提供する。当該抗体はポリクローナル、モノク
ローナル、ヒト化、二重特異性またはヘテロ共役抗体であってもよい。
【０１１４】
　ポリクローナル抗体の調製方法は当業者に公知である。免疫剤はＢＧＬ６ポリペプチド
またはその融合タンパク質であってもよい。免疫される哺乳類において免疫原性となるこ
とが公知のタンパク質に抗原を結合することは有用である。免疫付与手順は標準手順また
は通常の実験に基づき当業者であれば決定できる。
【０１１５】
　もしくは、アンチＢＧＬ６抗体はモノクローナル抗体である。モノクローナル抗体は動
物中で免疫された細胞により、または組換えＤＮＡ方法を用いて生成できる（例えば、Ｋ
ｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、１９７５；米国特許第４，８１６，５６７号を参照）。
【０１１６】
　本発明のアンチＢＧＬ６抗体はさらに、ヒト化またはヒト抗体を含むことができる。“
ヒト化抗体”の語は、非ヒト（例えばマウス）抗体をヒト化した形態をいい、キメラ抗体
、免疫グロブリン鎖またはそれらの断片であり（例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（
ａｂ’）２または抗体のその他の抗原結合部分配列）、非ヒト抗体由来配列をいくらか含
む。非ヒト抗体をヒト化する方法は当業界に公知であり、さらなる詳細はＪｏｎｅｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．、１９８６；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．、１９８８；及びＶｅｒｈｏ
ｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．、１９８８に記載されている。ヒト抗体を生成する方法も当業者
に公知である。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ，Ａ．ｅｔ　ａｌ．、１９９５及びＪａｋ
ｏｂｏｖｉｔｓ，Ａ、１９９５を参照されたい。
【０１１７】
　ＶＩ．組換えＢＧＬ６の発現
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　本発明の方法はＢＧＬ６を発現するために使用する細胞に依存し、特定のＢＧＬ６発現
方法が要求されるものではない。
【０１１８】
　本発明はＢＧＬ６－エンコード核酸配列を含む発現ベクターを用いて変換、形質転換ま
たはトランスフェクトされた宿主細胞を提供する。温度、ｐＨ等の培養条件は変換、形質
転換またはトランスフェクション前に親宿主細胞に用いた条件であり、当業者に明らかで
ある。
【０１１９】
　１の方法において、糸状菌細胞または酵母細胞は、ＢＧＬ６が細胞株内で発現するよう
に、ＢＧＬ６をエンコードするＤＮＡ断片に動作可能に連結した、プロモーターまたは生
物学的に活性なプロモーター断片または宿主細胞株内で機能する１以上の（例えば、一連
の）エンハンサーを有する発現ベクターを用いてトランスフェクトされる。
【０１２０】
　Ａ．核酸構築体／発現ベクター
　ＢＧＬ６をエンコードする天然または合成ポリヌクレオチド断片（“ＢＧＬ６－エンコ
ード核酸配列”）は、異種核酸構築体またはベクター内に組み込むことができ、糸状菌ま
たは酵母細胞内に導入及び複製させることができる。ここに開示するベクター及び方法は
ＢＧＬ６発現のための宿主細胞での使用に適したものである。いかなるベクターも導入さ
れる細胞内で複製及び生存可能である限り用いることができる。多数の適切なベクター及
びプロモーターが当業者に公知であり、市販されている。また、クローニング及び発現ベ
クターについてもここに明示的に引用するＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、１９８９、
Ａｕｓｕｂｅｌ　ＦＭ　ｅｔ　ａｌ．、１９８９及びＳｔｒａｔｈｅｒｎ　ｅｔ　ａｌ．
、１９８１に記載されている。真菌に適切な発現ベクターはｖａｎ　ｄｅｎ　Ｈｏｎｄｅ
ｌ，Ｃ．Ａ．Ｍ．Ｊ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（１９９１）：Ｂｅｎｎｅｔｔ，Ｊ．Ｗ．及びＬ
ａｓｕｒｅ，Ｌ．Ｌ．（編集）Ｍｏｒｅ　Ｇｅｎｅ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｉｎ
　Ｆｕｎｇｉ．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，第３９６～４２８頁に記載されている。
適当なＤＮＡ配列が種々の手順によりプラスミドまたはベクター（集合的にここで“ベク
ター”という）内に挿入できる。通常、ＤＮＡ配列は標準手順により、適当な制限エンド
ヌクレアーゼ部位内に挿入される。当該手順及び関連サブクローニング手順は当業者の知
識の範囲内であると考えられる。
【０１２１】
　ＢＧＬ６のコード配列を含む組換え糸状菌は、ＢＧＬ６コード配列を含む異種核酸構築
体を糸状菌の選択株の細胞内に導入することにより生成できる。
【０１２２】
　ｂｇｌ６核酸配列、相同体、それらの変異体または断片の所望の形態が得られると、種
々の方法で修飾できる。当該配列が非コードフランキング領域を含む場合、当該フランキ
ング領域は切除、突然変異誘発等に供することができる。従って、転移、塩基転換、欠失
及び挿入が天然配列上で行うことができる。
【０１２３】
　選択ｂｇｌ６コード配列は公知の組換え技術に従って適切なベクター内に挿入でき、Ｂ
ＧＬ６発現が可能な糸状菌を形質転換するために用いることができる。遺伝コードの固有
縮退のため、実質的に同じまたは機能的に同等なアミノ酸配列をエンコードするその他の
核酸配列がＢＧＬ６をクローン及び発現するために用いることができる。従って、コード
領域内の当該置換は、本発明によりカバーされる配列変異体の範囲に当然含まれる。これ
らの任意及び全ての配列変異体はここに記載する親ＢＧＬ６－エンコード核酸配列と同じ
方法で利用できる。
【０１２４】
　また、本発明は上述の１以上のＢＧＬ６－エンコード核酸配列を含む組換え核酸構築体
を含むこともできる。当該構築体はプラスミドまたはウイルスベクターなどのベクターを
含み、本発明の配列がフォワードまたはリバース方向に挿入される。
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【０１２５】
　異種核酸構築体はｂｇｌ６のコード配列、またはそれらの変異体、断片またはスプライ
ス変異体を含むことができ、それらは（ｉ）単独で；（ｉｉ）例えば融合タンパク質また
はシグナルペプチドコード配列などの他のコード配列と組み合わせて（ここでｂｇｌ６コ
ード配列は優性コード配列）；（ｉｉｉ）イントロンなどの非コード配列、及び適当な宿
主中でコード配列の発現に効果的な、プロモーター及び終止因子または５’及び／または
３’非翻訳領域など制御因子と組み合わせて；及び／または（ｉｖ）ｂｇｌ６コード配列
が異種遺伝子となるベクターまたは宿主環境において、含むことができる。
【０１２６】
　本発明の１の側面において、異種核酸構築体はｉｎ　ｖｉｔｒｏでＢＧＬ６－エンコー
ド核酸配列を細胞内に移動させるために用いられ、確立された糸状菌及び酵母株が好まし
い。ＢＧＬ６の長期、高収量生成のために、安定な発現が好ましい。従って、安定な形質
転換を生成するために効果的な任意の方法が本発明の実施に用いることができる。
【０１２７】
　適当なベクターは通常、選択マーカー－エンコード核酸配列、挿入部位及び適当な制御
因子、例えばプロモーター及び終止配列などを備える。当該ベクターは調節配列を含んで
もよく、例えば、イントロンなどの非コード配列、及び制御因子、すなわち宿主細胞（及
び／または修飾可溶性タンパク質抗原コード配列が通常は発現されないベクターまたは宿
主細胞環境）内でコード配列の発現に効果的な、コード配列に動作可能に連結したプロモ
ーター及び終止因子または５’及び／または３’非翻訳領域を含むことができる。多数の
適切なベクター及びプロモーターが当業者に公知であり、その多くが市販されており、及
び／またはＳａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．、（上述）に記載されている。
【０１２８】
　典型的なプロモーターは保存プロモーター及び誘導性プロモーターの両方を含み、例と
しては、ＣＭＶプロモーター、ＳＶ４０早期プロモーター、ＲＳＶプロモーター、ＥＦ－
１αプロモーター、ｔｅｔ－ｏｎまたはｔｅｔ－ｏｆｆシステムにおいてｔｅｔ応答性因
子（ＴＲＥ）を含むプロモーター（ＣｌｏｎＴｅｃｈ　ａｎｄ　ＢＡＳＦ）、βアクチン
プロモーター及び特定の金属塩の添加により非調節にできるメタロチオニンプロモーター
が挙げられる。プロモーター配列は発現のために特定の糸状菌により認識されるＤＮＡ配
列であり、ＢＧＬ６ポリペプチドをエンコードするＤＮＡ配列に動作可能に連結する。当
該連結は開示した発現ベクター中においてＢＧＬ６ポリペプチドをエンコードするＤＮＡ
配列の開始コドンに関するプロモーターの位置決定を含む。プロモーター配列は、ＢＧＬ
６ポリペプチドの発現を媒介する転写及び翻訳制御配列を含む。例えば、アスペルギルス
・ニガー、Ａ．アワモリまたはＡ．オリゼー・グルコアミラーゼ、α－アミラーゼまたは
α－グルコシダーゼエンコード遺伝子；Ａ．ニデュランス（ｎｉｄｕｌａｎｓ）ｇｐｄＡ
またはｔｒｐＣ遺伝子；アカパンカビ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓａ）ｃｂｈ１
またはｔｒｐ１遺伝子；Ａ．ニガーまたはリゾムコール・ミエヘイ（Ｒｈｉｚｏｍｕｃｏ
ｒ　ｍｉｅｈｅｉ）アスパラギン酸プロテイナーゼ・エンコード遺伝子；Ｔ．ｒｅｅｓｅ
ｉ　ｃｂｈ１、ｃｂｈ２、ｅｇｌ１、ｅｇｌ２またはその他のセルラーゼエンコード遺伝
子由来のプロモーターが挙げられる。
【０１２９】
　適当な選択マーカーの選択は宿主細胞に依存し、種々の宿主について適当なマーカーは
当業界に公知である。一般的な選択マーカー遺伝子はＡ．ニデュランスまたはＴ．リーゼ
イ由来のａｒｇＢ、Ａ．ニデュランス由来のａｍｄＳ、アカパンカビ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏ
ｒａ　ｃｒａｓｓａ）またはＴ．リーゼイ由来のｐｙｒ４、アスペルギルス・ニガーまた
はＡ．ニデュランス由来のｐｙｒＧを含む。他の典型的な選択マーカーは、限定されない
が、ｔｒｐｃ、ｔｒｐ１、ｏｌｉＣ３１、ｎｉａＤまたはｌｅｕ２が挙げられ、これらは
ｔｒｐ－、ｐｙｒ－、ｌｅｕ－等などの変異株を形質転換するために用いる異種核酸構築
体に含まれる。
【０１３０】
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　当該選択マーカーは形質転換体に、通常は当該糸状菌により代謝されない代謝産物が利
用できる能力を与える。例えば、アセトアミダーゼ酵素をエンコードするＴ．ｒｅｅｓｅ
ｉ由来のａｍｄＳ遺伝子は、形質転換細胞が窒素源としてアセトアミド上で成長できるよ
うにする。選択マーカー（例えば、ｐｙｒＧ）は栄養要求性変異株の選択最小培地上で成
長する能力を回復させることができ、または選択マーカー（例えば、ｏｌｉｃ３１）は形
質転換体に阻害薬または抗生物質の存在下で成長できる能力を与えることができる。
【０１３１】
　選択マーカーコード配列は当業界で用いられる一般的な方法を用いて適切なプラスミド
内にクローンされる。典型的なプラスミドはｐＵＣ１８、ｐＢＲ３２２及びｐＵＣ１００
が挙げられる。
【０１３２】
　本発明の実施には他に指示がない限り、当業者の技術の範囲内である分子生物学、微生
物学、組換えＤＮＡ及び免疫学の従来技術を用いる。当該技術は文献中に十分に説明され
ている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、１９８９；Ｆｒｅｓｈｎｅｙ、１９
８７；Ａｕｓｕｂｅｌ，ｅｔ　ａｌ．、１９９３；及びＣｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．、
１９９１を参照されたい。ここで言及する全ての特許、特許出願、雑誌及び文献はここに
明示的に引用される。
【０１３３】
　Ｂ．高められたＢＧＬ６生成のための宿主細胞及び培養条件
　（ｉ）糸状菌
　従って、本発明は、対応する非形質転換親真菌と比較してＢＧＬ６生成または発現を高
めるために効果的な方法で修飾、選択及び培養された細胞を含む糸状菌を提供する。
【０１３４】
　高められたＢＧＬ６発現のために処理及び／または修飾できる親糸状菌の種の例として
は、限定されないが、トリコデルマ、例えばトリコデルマ・リーゼイ、トリコデルマ・ロ
ンギブラチアタム、トリコデルマ・ビリディ、トリコデルマ・コニンギ；ペニシリン種、
フミコーラ種、例えばフミコーラ・インソレンス；アスペルギルス種、クリソスポリウム
種、フサリウム種、ヒポクレア種及びエメリセラ種が挙げられる。
【０１３５】
　ＢＧＬ６発現細胞は通常、親真菌株を培養するために用いる条件下で培養する。通常、
細胞はＰｏｕｒｑｕｉｅ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｇｅ
ｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ、編集、Ａｕｂｅｒ
ｔ，Ｊ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、第７７～８６頁、１９８８
及びＩｌｍｅｎ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．
６３：１２９８－１３０６、１９９７に記載されるような生理食塩及び栄養物を含む標準
培地内で培養する。また、培養条件も標準であり、例えば培養物は２８℃、振とう培養ま
たは発酵槽中で、所望レベルのＢＧＬ６発現が達成されるまで培養する。
【０１３６】
　所定の糸状菌の好ましい培養条件は科学文献及び／またはアメリカン・タイプ・カルチ
ャー・コレクション（ＡＴＣＣ；“http://www.atcc.org/”）などの真菌源から見つける
ことができる。真菌成長の達成後、当該細胞はＢＧＬ６の過剰発現を生じるまたは可能に
するために効果的な条件に曝す。
【０１３７】
　ＢＧＬ６コード配列が誘導プロモーターの制御下にある場合、例えば糖、金属塩または
抗生物質などの誘発剤を高レベルＢＧＬ６発現を誘導するために有効な濃度で培地に加え
る。
【０１３８】
　（ｉｉ）酵母
　また、本発明はＢＧＬ６生成のための宿主細胞として酵母の使用も考えられる。加水分
解酵素をエンコードするその他いくつかの遺伝子が種々の酵母Ｓ．セレヴィシエ株におい
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て発現する。これらは、２つのエンドグルカナーゼ（Ｐｅｎｔｔｉｌａ　ｅｔ　ａｌ．、
１９８７）、トリコデルマ・リーゼイ由来の２つのセロビオヒドロラーゼ（Ｐｅｎｔｔｉ
ｌａ　ｅｔ　ａｌ．、１９８８）及び１のβ－グルコシダーゼ（Ｃｕｍｍｉｎｇｓ　ａｎ
ｄ　Ｆｏｗｌｅｒ、１９９６）、Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｌｉｕｍ　ｐｕｌｌｕｌａｎｓ由
来キシラナーゼ（Ｌｉ　ａｎｄ　Ｌｊｕｎｇｄａｈｌ、１９９６）、小麦由来のα－アミ
ラーゼ（Ｒｏｔｈｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．、１９８７）等をエンコードする配列を含む
。さらに、ルーメン細菌（Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ）エン
ド－［ベータ］－１，４－グルカナーゼ（ＥＮＤ１）、白色腐朽菌（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈ
ａｅｔｅ　ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）セロビオヒドロラーゼ（ＣＢＨ１）、ルミノコ
ッカス（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓセロデキストリナーゼ（
ＣＥＬ１）及びエンドミセス（Ｅｎｄｏｍｙｃｅｓ）ｆｒｂｒｉｌｉｚｅｒセロビアーゼ
（Ｂｇｌ１）をエンコードするセルラーゼ遺伝子カセットはＳ．セレヴィシエ（Ｖａｎ　
Ｒｅｎｓｂｕｒｇ　ｅｔ　ａｌ．、１９９８）の研究所株中でうまく発現された。
【０１３９】
　Ｃ．ＢＧＬ６－エンコード核酸配列の宿主細胞内への導入
　本発明はさらに、外来ＢＧＬ６－エンコード核酸配列を含むように遺伝子組換えされた
細胞及び細胞組成物を提供する。親細胞または細胞株はクローニングベクターまたは発現
ベクターを用いて遺伝子組み換え（すなわち、変換、形質転換またはトランスフェクト）
できる。ベクターは、上述したように例えば、プラスミド、ウイルス粒子、ファージ等の
形態である。
【０１４０】
　種々の方法が発現ベクターをｉｎ　ｖｉｔｒｏで細胞内に輸送するために用いることが
できる。適当なベクターを構築した後、真菌または酵母株を形質転換するために用いる。
核酸を細胞内に異種核酸配列を発現するために導入する一般的な方法は当業者に公知であ
る。当該方法は限定されないが、エレクトロポレーション；核マイクロインジェクション
または１の細胞内への直接マイクロインジェクション；無傷細胞を用いる細菌原形質融合
；ポリカチオンの使用、例えば、ポリブレンまたはポリオリニチン；リポソーム、リポフ
ェクトアミンまたはリポフェクション媒介トランスフェクションを用いる膜融合；ＤＮＡ
コートマイクロプロジェクタイルを用いる高速照射；リン酸カルシウムＤＮＡ沈殿を用い
る培養；ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション；変異ウイルス核酸を用いる
感染等が挙げられる。
【０１４１】
　異種核酸構築体（発現ベクター）を糸状菌（例えば、Ｔ．リーゼイ）内に導入するため
の好ましい方法は限定されないが、粒子または遺伝子銃の使用、形質転換プロセス前の糸
状菌細胞壁の透過化（例えば、高濃度のアルカリ使用、例えば０．０５Ｍ～０．４Ｍ　Ｃ
ａＣｌ２または酢酸リチウム）、原形質融合またはアグロバクテリウム媒介形質転換が挙
げられる。ポリエチレングリコール及びＣａＣｌ２を用いて原形質またはスフェロプラス
トを処理することにより糸状菌を形質転換するための典型的な方法は、Ｃａｍｐｂｅｌｌ
，Ｅ．Ｉ．ｅｔ　ａｌ．、Ｃｕｒｒ．Ｇｅｎｅｔ．１６：５３－５６、１９８９及びＰｅ
ｎｔｔｉｌａ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．、Ｇｅｎｅ，６３：１１－２２、１９８８に記載されて
いる。
【０１４２】
　さらに、ＢＧＬ６－エンコード核酸配列を含む異種核酸構築体はｉｎ　ｖｉｔｒｏで転
写でき、得られたＲＮＡを公知の方法、例えば注入により宿主細胞内に導入する。
【０１４３】
　ｂｇｌ６のコード配列を含む異種核酸構築体を導入後、遺伝子組み換え細胞はプロモー
ターを活性化、形質転換体を選択またはＢＧＬ６－エンコード核酸配列の発現を増幅する
ために適切に変異された従来の栄養培養基中で培養できる。温度、ｐＨなどの培養条件は
、発現のために選択された宿主細胞に以前に用いたものであり、当業者に明らかである。
【０１４４】
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　異種核酸構築体が導入された細胞の子孫は通常、異種核酸構築体内に見られるＢＧＬ６
－エンコード核酸配列を含むと考えられる。
【０１４５】
　本発明はさらに、真菌セルラーゼ組成物の生成に使用する新規で有用な、トリコデルマ
・リーゼイなどの糸状菌の形質転換体を含む。本発明は糸状菌の形質転換体を含み、特に
ｂｇｌ６コード配列、ｂｇｌ６コード配列の修飾型またはｂｇｌ６コード配列の欠失を含
む真菌の形質転換体を含む。
【０１４６】
　糸状菌の安定な形質転換体は通常、固体培養基上の不規則な輪郭よりもむしろ速い成長
速度及び滑らかな環状コロニーの形成により不安定な形質転換体から区別できる。さらに
、場合によっては、さらに安定性試験を固体非選択性培地上で形質転換体を成長させ、こ
の培養基から胞子を回収し、及び続いて選択培地上で発芽及び成長するこれらの胞子の割
合を測定することにより行うことができる。
【０１４７】
　ＶＩＩ．ＢＧＬ６核酸コード配列及び／またはタンパク質発現の分析
　ＢＧＬ６－エンコード核酸構築体を用いて形質転換した細胞株によりＢＧＬ６発現を評
価するために、タンパク質レベル、ＲＮＡレベルで分析を行うことができ、特にグルコシ
ダーゼ活性及び／または生成に対する機能的バイオアッセイを使用することにより分析を
行うことができる。
【０１４８】
　ここに記載のｂｇｌ６核酸及びタンパク質配列の１の典型的な用途において、糸状菌、
例えばトリコデルマ・リーゼイの遺伝子組換え株は増加した量のＢＧＬ６を生成するよう
に設計できる。そのような遺伝子組換え糸状菌はセルロース分解能が大きく増加したセル
ラーゼ生成物を生成するのに有用である。１の手段においてこれは、適当な宿主、例えば
トリコデルマ・リーゼイなどの糸状菌内にｂｇｌ６をコードする配列を導入することによ
り達成される。
【０１４９】
　従って、本発明は糸状菌またはその他の適当な宿主の細胞内にＢＧＬ６をエンコードす
るＤＮＡ配列を含む発現ベクターを導入することにより糸状菌またはその他の適当な宿主
内でＢＧＬ６を発現するための方法を含む。
【０１５０】
　他の側面において、本発明は糸状菌またはその他の適当な宿主の細胞内でのＢＧＬ６発
現を修飾するための方法を含む。当該修飾は発現の減少または除去、またはＢＧＬ６の変
異型の発現を含む。ＢＧＬ６の変異型は変異アミノ酸配列または変異核酸配列を有するこ
とができる。
【０１５１】
　通常、ＢＧＬ６発現を分析するために用いる分析は、ノーザンブロッティング、ドット
ブロッティング（ＤＮＡまたはＲＮＡ分析）、ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写酵素ポリメラーゼ連
鎖反応）、または適当な（核酸コード配列に基づく）標識プローブを用いるｉｎ　ｓｉｔ
ｕハイブリダイゼーション、及び従来のサザンブロッティング及びオートラジオグラフィ
ーが挙げられる。
【０１５２】
　さらに、ＢＧＬ６の生成及び／または発現はサンプル内で直接測定でき、例えばグルコ
シダーゼ活性、発現及び／または生成の分析により測定できる。当該分析は例えば、それ
ぞれここに明示的に引用するＣｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９７８）及び米国特許第６，１
８４，０１８号（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．；２００１）に記載されている。ＢＧＬ６の単離可
溶性及び不溶性基質を加水分解する能力はＳｕｕｒｎａｋｋｉ　ｅｔ　ａｌ．（２０００
）及びＯｒｔｅｇａ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）に記載の分析を用いて測定できる。セロ
ビオヒドロラーゼ、エンドグルカナーゼまたはβ－グルコシダーゼ活性を分析するために
有用な基質は結晶性セルロース、ろ紙、リン酸膨潤セルロース、ヒドロキシエチルセルロ



(27) JP 4744879 B2 2011.8.10

10

20

30

40

50

ース、カルボキシメチルセルロース、セロオリゴ糖、メチルウンベリフェリル・ラクトシ
ド、メチルウンベリフェリル・セロビオシド、オルトニトロフェニル・ラクトシド、パラ
ニトロフェニル・ラクトシド、オルトニトロフェニル・セロビオシド、パラニトロフェニ
ル・セロビオシド、オルトニトロフェニル・グルコシド、パラニトロフェニル・グルコシ
ド、メチルウンベリフェリル・グルコシドが挙げられる。最後の３つはβ－グルコシダー
ゼの分析に特に有用である。β－グルコシダーゼ分析は当業界に公知である。Ｃｕｍｍｉ
ｎｇｓ及びＦｏｗｌｅｒ（１９９６）を参照されたい。
【０１５３】
　さらに、タンパク質発現は、細胞、組織切片の免疫組織化学的染色または組織培養基の
免疫学的分析など免疫学的方法、例えばウエスタンブロットまたはＥＬＩＳＡにより評価
できる。当該免疫分析はＢＧＬ６発現を定性的及び定量的に評価するために用いることが
できる。当該方法の詳細は当業者に公知であり、当該方法を実施するための多くの試薬が
市販されている。
【０１５４】
　ＢＧＬ６の精製体は種々の免疫分析に用いるために発現タンパク質に特異なモノクロー
ナルまたはポリクローナル抗体を生成するために用いることができる（例えば、Ｈｕ　ｅ
ｔ　ａｌ．、１９９１を参照）。典型的な分析はＥＬＩＳＡ、競合イムノアッセイ、ラジ
オイムノアッセイ、ウエスタンブロット、間接免疫蛍光試験などが挙げられる。通常、市
販の抗体及び／またはキットはグルコシダーゼタンパク質発現レベルの定量免疫分析に用
いることができる。
【０１５５】
　ＶＩＩＩ．組換えＢＧＬ６タンパク質の単離及び精製
　通常、細胞培養基内で生成したＢＧＬ６タンパク質は培養基内に分泌され、例えば細胞
培養基から不要な成分を除去することにより精製または単離できる。しかしながら、場合
によっては、ＢＧＬ６タンパク質は細胞溶解物から回収が必要な細胞型で生成できる。そ
の場合、ＢＧＬ６タンパク質は細胞から精製し、当業者により通常用いられる技術を用い
て生成した。例としては限定されないが、アフィニティクロマトグラフィー（Ｔｉｌｂｅ
ｕｒｇｈ　ｅｔ　ａｌ．、１９８４）、イオン交換クロマトグラフィー法（Ｇｏｙａｌ　
ｅｔ　ａｌ．、１９９１；Ｆｌｉｅｓｓ　ｅｔ　ａｌ．、１９８３；Ｂｈｉｋｈａｂｈａ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．、１９８４；Ｅｌｌｏｕｚ　ｅｔ　ａｌ．、１９８７）、例えば高い分
解力を有する物質を用いたイオン交換（Ｍｅｄｖｅ　ｅｔ　ａｌ．、１９９８）、疎水性
相互作用クロマトグラフィー（Ｔｏｍａｚ　ａｎｄ　Ｑｕｅｉｒｏｚ、１９９９）及び２
相分離（Ｂｒｕｍｂａｕｅｒ，ｅｔ　ａｌ．、１９９９）が挙げられる。
【０１５６】
　通常、ＢＧＬ６タンパク質は、特定の結合剤（例えば抗体または受容体）への結合親和
性、または選択分子量範囲または等電点範囲を有するなど選択特性を有するタンパク質を
分離するために分画する。
【０１５７】
　所定のＢＧＬ６タンパク質発現が達成されると、それにより生成したＢＧＬ６タンパク
質を細胞または細胞培養基から精製する。当該精製に適した典型的な手順は以下を含む：
抗体親和性カラムクロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー；エタノール沈殿
；逆相ＨＰＬＣ；シリカまたはＤＥＡＥなどカチオン交換樹脂によるクロマトグラフィー
；クロマト分画；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；及び例えばＳｅｐｈａｄｅ
ｘ　Ｇ－７５を用いるゲルろ過。種々のタンパク質精製方法が用いることができ、当該方
法は当業者に公知であり、例えばＤｅｕｔｓｃｈｅｒ，１９９０；Ｓｃｏｐｅｓ，１９８
２に記載されている。選択する精製工程は例えば、用いる生成工程の性質及び生成される
特定タンパク質に依存する。
【０１５８】
　ＩＸ．ｂｇｌ６及びＢＧＬ６の活用
　当然のことながら、ｂｇｌ６ヌクレオチド、ＢＧＬ６タンパク質及びＢＧＬ６タンパク
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質活性を含む組成物は多種多様な用途で用いることができ、そのいくつかを下記に説明す
る。
【０１５９】
　様々な量でＣＢＨ型、ＥＧ型及びＢＧ型セルラーゼを含む新規で改善されたセルラーゼ
組成物は高い洗浄能を示し、柔軟剤として作用し、及び／または綿織物の手触りを改善さ
せる（例えば、“ストーンウォッシング”または“バイオポリッシング”）洗剤組成物、
木材パルプを等に分解する組成物（例えば、バイオ－エタノール生成）及び／または飼料
組成物に用いることができる。各タイプのセルラーゼの単離及びキャラクタリゼーション
により当該組成物の特徴を制御する能力が提供される。
【０１６０】
　１の好ましい手段において、本発明のセルラーゼは洗剤組成物または手触り及び外観を
改善するための織物処理に使用できる。
【０１６１】
　本発明のβ－グルコシダーゼは多種多様の用途に用いることができる。例えば、β－グ
ルコシダーゼはワイン製造時にブドウに添加して最終ワイン製品の香りを高めることがで
きる。他の用途において、果物にβ－グルコシダーゼを用いて香りを高めることができる
。もしくは、高められたβ－グルコシダーゼを含む単離組換え発酵生成物は食品添加物ま
たはワイン処理に直接用いて風味または香りを高めることができる。
【０１６２】
　セルロース誘導体生成物の加水分解速度はゲノム内に挿入された少なくとも１の他のｂ
ｇｌ６遺伝子コピーを有する形質転換体を用いることにより上げることができるので、セ
ルロースまたはヘテログリカンを含む生成物をより速い速度、より大きな範囲で分解でき
る。紙、綿、セルロース系おむつ等のセルロースから作られた製品はごみ処理においてよ
り効率的に分解できる。従って、当該形質転換体単独または複数形質転換体から得られる
発酵生成物は過密ごみ処理場に加える種々のセルロース生物の液化により分解を助ける組
成物中に用いることができる。
【０１６３】
　分離糖化及び発酵はバイオマス、例えば伐採残（コーンストーバー）中に存在するセル
ロースをグルコースに変換し、続いて酵母株がグルコースをエタノールに変換する方法で
ある。同時糖化及び発酵は伐採残（コーンストーバー）中に存在するセルロースをグルコ
ースに変換し、同時に同じ反応器内で酵母株がグルコースをエタノールに変換する方法で
ある。従って、他の好ましい手段において、本発明のグルコシダーゼ型セルラーゼはバイ
オマスからエタノールへの分解に利用できる。容易に入手可能なセルロース源からのエタ
ノール生成は安定で再生可能な燃料源を提供する。
【０１６４】
　セルロースベース供給原料は農業廃棄物、草及び木材及びその他の低価値バイオマス、
例えば都市ゴミ（例えば、再生紙、庭切り（ｙａｒｄ　ｃｌｉｐｐｉｎｇｓ）等）からな
る。エタノールは任意のこれらセルロース系供給原料の発酵から生成できる。しかしなが
ら、セルロースは、エタノール変換の前にまず糖に変換されなければならない。
【０１６５】
　多種多様の供給原料が本発明のβ－グルコシダーゼと用いることができ、使用する種類
の選択は変換が行われる地域に依存する。例えば、アメリカ中西部では麦かん、伐採残（
コーンストーバー）及びバガスなどの農業廃棄物が主流であり、一方、カリフォルニアで
は稲わらが主流である。しかしながら、当然のことながらいかなる入手可能なセルロース
系バイオマスも任意の地域で使用できる。
【０１６６】
　増加した量でβ－グルコシダーゼを含むセルラーゼ組成物はエタノール生成に利用する
ことができる。この方法から得たエタノールはさらにオクタンエンハンサーとして用いる
ことができ、またはガソリンの代わりに直接燃料として用いることができ、燃料源として
のエタノールは石油由来生成物よりもより環境に優しいので有用である。エタノールの使
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用は大気環境を改善し、局所オゾンレベル及びスモッグを減少させる可能性があることが
知られている。さらに、ガソリンの代わりにエタノールを利用することは非再生エネルギ
ー及び石油化学供給の突然移行の影響を緩衝するために戦略的に重要である。
【０１６７】
　エタノールは糖化及び発酵プロセスにより木、葉状植物、都市固体ゴミ及び農業及び林
業残留物などのセルロース系バイオマスから生成できる。しかしながら、この方法が直面
する１の主な問題は、セロビオースをグルコースに変換する系におけるβ－グルコシダー
ゼの不足である。セロビースはセロビオヒドロラーゼ及びエンドグルカナーゼの阻害剤と
して作用し、それによりセルラーゼ系全体の加水分解速度が低下することが知られる。従
って、セロビオースを素早くグルコースに変換するために増加した量でβ－グルコシダー
ゼを使用することにより、エタノール生成が大幅に増加すると考えられる。
【０１６８】
　従って、本発明のβ－グルコシダーゼはセルロースを糖成分に加水分解する際に使用で
きる。１の実施態様において、β－グルコシダーゼは発酵生物添加前にバイオマスに添加
する。第２の実施態様において、β－グルコシダーゼは発酵生物と同時にバイオマスに添
加する。任意で、いずれの実施態様もその他のセルラーゼ成分が存在できる。
【０１６９】
　他の実施態様において、セルロース系供給原料を前処理することができる。前処理は高
温及び希酸、濃酸または希アルカリ溶液を添加することによる。前処理溶液はヘミセルロ
ース成分を少なくとも部分的に加水分解するのに十分な時間で加え、それから中和する。
【０１７０】
　他の手段において、β－グルコシダーゼが不足した、または含まないセルラーゼ組成物
が好ましい。本発明のβ－グルコシダーゼ遺伝子の欠失は洗剤に用いるセルラーゼ組成物
の調製に特に有用である。さらに、当該組成物はセロビオース及びその他のセロオリゴ糖
の生成に有用である。Ｔ．リーゼイ株由来のｂｇｌ６遺伝子欠失は特に洗剤及びセロビオ
ースの単離に使用するセルラーゼ組成物の調製に有用である。セルラーゼ酵素は酵素的に
衣類を洗浄するために種々の洗剤組成物に用いられている。しかしながら、セルラーゼ酵
素の使用は衣類のセルロース繊維を分解し得ることが公知である。分解効果を減少させ得
る１の手段は、β－グルコシダーゼを含まない洗剤を生成することである。従って、この
タンパク質の欠失はセロビース蓄積によりその他の成分を阻害するようにセルラーゼ系に
影響すると考えられる。本発明の変異微生物は、ｂｇｌ６遺伝子が欠失されて残りのＣＢ
Ｈ及びＥＧ成分が残り、分解効果がなく改善された洗浄及び柔軟利点を有する組成物を生
じるので、特に当該組成物の調製に適している。
【０１７１】
　本発明の洗剤組成物はセルラーゼ組成物に加えて（β－グルコシダーゼ含量に関係なく
、すなわち、β－グルコシダーゼを含まない、実質的に含まないまたは増加した量のβ－
グルコシダーゼ）、界面活性剤、例えば陰イオン性、非イオン性及び両性イオン性界面活
性剤、ヒドロラーゼ、ビルディング剤、漂白剤、青味剤及び蛍光剤、ケーキング防止剤、
可溶化剤、カチオン性界面活性剤等を用いることができる。これら全ての成分は洗剤業界
に公知である。上述のセルラーゼ組成物は、希釈液、顆粒、エマルジョン、ゲル、ペース
ト等の洗剤組成物に加えることができる。当該形態は当業者に公知である。固形洗剤組成
物を用いる場合、セルラーゼ組成物は顆粒として処方するのが好ましい。好ましくは、顆
粒はセルラーゼ保護剤を含むように処方される。さらに詳細な議論については、ここに引
用する米国特許第６，１６２，７８２号、表題“Ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ　ｃｏｍｐｏｓｉｔ
ｉｏｎｓ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｄ
ｅｆｉｃｉｅｎｔ　ｉｎ　ＣＢＨ　Ｉ　ｔｙｐｅ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ（ＣＢＨ　Ｉ型
成分が欠損したセルラーゼ組成物を含有する洗浄剤組成物）”を参照されたい。
【０１７２】
　さらに他の実施態様において、洗剤組成物は増加したレベルでβ－グルコシダーゼまた
は変異β－グルコシダーゼを含むこともできる。この点、適当な効果を得るには洗剤組成
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物中で使用が望まれる生成物の種類にまさに依存する。
【０１７３】
　好ましくは、セルラーゼ組成物は洗剤組成物全体に関して約０．００００５重量％～約
５重量％で用いる。より好ましくは、セルラーゼ組成物は洗剤組成物全体に関して約０．
０００２重量％～約２重量％を用いる。
【０１７４】
　ｂｇｌ６遺伝子欠失はセルラーゼ系においてセロビオースを蓄積し、そこから精製し得
る。この点、本発明により微生物からセロビオースを容易かつ効果的に単離する可能性が
示される。
【０１７５】
　セルロースに結合できるｂｇｌ６核酸配列の一部は細菌性キメラ表面タンパク質の生成
に用いることができ、セルロースフィルターまたはＬｅｈｔｉｏ　ｅｔ　ａｌ．、２００
１に記載のその他の繊維性固体担体上へ細胞全体を固定化することが可能である。
【０１７６】
　さらに、ｂｇｌ６核酸配列は関連核酸配列の同定及びキャラクタリゼーションに使用で
きる。関連遺伝子または遺伝子産物の機能の測定（予測または確認）に有用な多数の技術
は限定されないが、以下を含む：（Ａ）ＤＮＡ／ＲＮＡ分析、例えば（１）過剰発現、異
所性発現及びその他の種における発現；（２）遺伝子ノックアウト（逆遺伝学、標的ノッ
クアウト、ウイルスによる遺伝子抑制（ＶＩＧＳ、Ｂａｕｌｃｏｍｂｅ、１９９９を参照
）；（３）遺伝子、特にフランキング調節領域のメチル化状態の分析；及び（４）ｉｎ　
ｓｉｔｕハイブリダイゼーション；（Ｂ）遺伝子産物分析、例えば（１）組換えタンパク
質発現；（２）抗血清生成、（３）免疫学的局在決定；（４）触媒的またはその他の活性
の生化学分析；（５）リン酸化反応状態；及び（６）酵母２ハイブリッド分析によるその
他のタンパク質との相互作用；（Ｃ）経路分析、例えば、過剰発現表現型に基づいた、ま
たは関連遺伝子との配列相同性による、特定生化学またはシグナリング経路内の遺伝子ま
たは遺伝子産物のプレイシング；及び（Ｄ）特定代謝またはシグナリング経路において単
離遺伝子及びその産物の関与を測定または確認するために実施でき、遺伝子機能の測定に
役立つ、その他の分析。
【０１７７】
　エンドグルカナーゼ及びβ－グルコシダーゼは、糖転移反応によりセロオリゴ糖及びグ
ルコースからのソホロースなど二糖類の生成に関与し得る。ソホロースはセルラーゼ遺伝
子発現に非常に有効な誘導因子であることが知られる（Ｉｌｍｅｎ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．、
１９９７、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．６３：１２９８－１３０６
及びそこに記載の文献）。このように、ＥＧ及びＢＧＬはセルラーゼ遺伝子発現の誘導プ
ロセスにおいて重要な役割を果たし得る。真菌株内での特定ＥＧまたはＢＧＬの過剰発現
により当該株の全体的なセルラーゼ生産性はより高いものとなり得る。
【０１７８】
　Ａ．公知配列に対する相同性
　関連ＢＧＬ６－エンコード核酸配列の機能は特定機能を有する公知遺伝子に対する相同
性により測定できる。例えば、同定核酸分子のコード配列と公の核酸配列データベースと
の比較は公知遺伝子に対する相同性により機能を確認するために用い、または同定核酸配
列の伸長により機能を確認するために用いる。
【０１７９】
　“％相同性”の語はここで“％同一性”の語と交換可能に用い、配列配置プログラムを
用いて配置した場合の、ＢＧＬ６をエンコードする核酸配列またはＢＧＬ６アミノ酸配列
間の核酸またはアミノ酸配列同一性レベルをいう。
【０１８０】
　例えば、ここで用いる８０％相同性は規定アルゴリズムにより測定した８０％配列同一
性と同じこと意味し、従って所定配列の相同体は所定配列長さにわたって８０％以上の配
列同一性を有する。配列同一性レベルの例としては、限定されないが、所定配列に対して
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８０、８５、９０、９５、９８％またはそれ以上の配列同一性が挙げられ、例えばここに
記載のｂｇｌ６のコード配列である。
【０１８１】
　２つの配列間の同一性を測定するために使用できるコンピュータープログラムの例は、
限定されないが、ＢＬＡＳＴプログラム一式、例えばＢＬＡＳＴＮ、ＢＬＡＳＴＸ及びＴ
ＢＬＡＳＴＸ、ＢＬＡＳＴＰ及びＴＢＬＡＳＴＮが挙げられ、インターネット上で一般に
利用可能である（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）。また、Ａｌｔｓｃｈｕｌ，ｅ
ｔ　ａｌ．、１９９０及びＡｌｔｓｃｈｕｌ，ｅｔ　ａｌ．、１９９７を参照されたい。
【０１８２】
　配列サーチは所定の核酸配列をジェンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ）ＤＮＡ配列及びその他
の公のデータベース中の核酸配列と比較して評価する場合、通常、ＢＬＡＳＴＮプログラ
ムを用いて行う。ＢＬＡＳＴＸプログラムはジェンバンクタンパク質配列及びその他の公
のデータベース中のアミノ酸配列に対する全てのリーディングフレームにおいて翻訳され
た核酸配列のサーチに好ましい。ＢＬＡＳＴＮ及びＢＬＡＳＴＸ共に、オープンギャップ
ペナルティが１１．０及び伸長ギャップペナルティが１．０の初期設定パラメーターを用
いて行い、ＢＬＯＳＵＭ－６２マトリックスを利用する（例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌ，ｅ
ｔ　ａｌ．、１９９７を参照）。
【０１８３】
　２つ以上の配列間の“％同一性”を測定するための選択配列の好ましい配置は例えば、
ＭａｃＶｅｃｔｏｒバージョン６．５のＣＬＵＳＴＡＬ－Ｗプログラムで動作し、オープ
ンギャップペナルティ１０．０、伸長ギャップペナルティ０．１及びＢＬＯＳＵＭ３０類
似マトリックスなどの初期パラメーターを用いて操作する。
【０１８４】
　１の典型的な手段において、ｂｇｌ６をエンコードする核酸の配列伸長は、Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、上述に記載の従来のプライマー伸長手順を用いて行いｂｇｌ６前
駆体及びｃＤＮＡ内に逆転写されなかったｍＲＮＡの処理中間体を検出でき、及び／また
は完全長タンパク質をエンコードするＯＲＦを同定できる。
【０１８５】
　さらに他の実施態様において、本発明はプローブとして用いるためのｂｇｌ６核酸配列
のヌクレオチド配列全体または一部を含む。当該プローブは関連生物由来の相同性核酸配
列を同定及びクローンするために用いることができる。
【０１８６】
　選択プローブを用いたｃＤＮＡまたはゲノムライブラリーのスクリーニングはＳａｍｂ
ｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、（１９８９）に記載される標準手順を用いて実施できる。中ス
トリンジェンシー及び高ストリンジェンシーなどのハイブリダイゼーション条件はＳａｍ
ｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．上述に開示されている。
【０１８７】
　また、プローブまたはその一部は密接に関連したｂｇｌ６配列の同定のための配列プー
ルを作るためにＰＣＲ技術において用いることができる。ｂｇｌ６配列をプローブとして
用いる場合、ＢＧＬ６エンコード配列の特定部分、例えば高度に保存されたコード配列部
分が用いることができる。
【０１８８】
　例えば、ｂｇｌ６ヌクレオチド配列はｃＤＮＡライブラリーのためのハイブリダイゼー
ションプローブとして用い、遺伝子、例えば他の真菌、細菌または植物種由来のＢＧＬ６
の天然変異体をエンコードする遺伝子を単離でき、当該遺伝子は図１（配列番号１）に開
示のｂｇｌ６ヌクレオチド配列に所望のレベルで配列同一性を有する。典型的なプローブ
は約２０～約５０塩基長を有する。
【０１８９】
　Ｂ．２ハイブリッド分析
　本発明により同定されるタンパク質は酵母２ハイブリッド系に用いて、推定シグナル経
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路タンパク質であるタンパク質結合したタンパク質を“補足”することができる。酵母２
ハイブリッド系はＦｉｅｌｄｓ及びＳｏｎｇ、Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６（
１９８９）に記載されている。要するに、２ハイブリッド系において、ＤＮＡ結合ドメイ
ンｂｇｌ６の融合（例えば、ＧＡＬ４－ｂｇｌ６融合）は酵母細胞内に構築及びトランス
フェクトされる。ｂｇｌ６遺伝子全体またはｂｇｌ６遺伝子の小領域が使用できる。ＤＮ
Ａ活性ドメインに融合される潜在的な結合パートナーのライブラリーを含む第２の構築体
をコトランスフェクトする。ＢＧＬ６タンパク質に結合するタンパク質を含む酵母同時形
質転換体は、例えば、使用するベクターに応じて、β－ガラクトシダーゼまたはルシフェ
ラーゼ生成（スクリーン）必須栄養素が不足したプレート上での生存（選択）により同定
する。
【０１９０】
　Ｃ．マイクロアレイ分析
　さらに、マイクロアレイ分析は発現プロファイリングまたは転写プロファイリングとし
て公知であり、所定ＤＮＡ配列の存在または発現、または種々の遺伝子の発現変化を同時
に評価するために用いることができる。１の手段において、一連の大きなＤＮＡ配列（プ
ローブ）、通常、一連の広範な発現配列タグ、ｃＤＮＡ、ｃＤＮＡ断片または配列特異オ
リゴヌクレオチドはスライドガラスまたはナイロン膜などの固体担体上に配置する。プロ
ーブに対するハイブリダイゼーション用標識ターゲットは制御及び導入組織からｍＲＮＡ
を単離し、次に各ｍＲＮＡプールを直接またはｃＤＮＡまたはｃＲＮＡ中間体により区別
するマーカー、通常は蛍光染料を用いて標識することにより生成する。マイクロアレイは
複合プローブを用いてハイブリダイズし、及びアレイ上の各位置に関係する関連ハイブリ
ダイゼーションシグナル強度は各マーカー染料について定量できる。制御及び導入状態間
の発現の違いは２つのマーカー染料からのシグナル比として測定できる（Ｂａｌｄｗｉｎ
，Ｄ　ｅｔ　ａｌ．、１９９９を参照）。
【０１９１】
　ｂｇｌ６を得た生物源のマイクロアレイ分析を行い、ｂｇｌ６過剰発現の結果として協
調的に調節されたその他の遺伝子を同定することにより遺伝子機能の理解を助けることが
できる。協調的に調節された遺伝子の同定は特定経路においてｂｇｌ６遺伝子を位置づけ
るのに役立つ。もしくは、当該分析はマイクロアレイ分析を用いて同じ経路に関連したそ
の他の遺伝子を同定するために用いることができる。
【０１９２】
　全ての文献、特許及び特許出願はここに明示的にその全体を引用するものとする。
【０１９３】
　本発明は具体的な方法及び実施態様を参照して説明したが、本発明を逸脱することなく
様々な修正及び変更が可能であることは当然のことである。
【０１９４】
　実施例１
　１の典型的な手段において、プローブとして用いるｃＤＮＡ断片は、セルラーゼ生成を
誘導することが知られる条件下で成長したＴ．リーゼイ株の菌糸体由来の全ＲＮＡを抽出
し、そこからポリアデニル化（ポリＡ）断片を得ることにより、単離する。ポリＡ　ＲＮ
ＡはｃＤＮＡプールを生成するために用い、次にここで提供するｂｇｌ６核酸配列に基づ
いた特異プライマーを用いて増幅される。
【０１９５】
　全ＲＮＡは当業界に公知の方法を用いて菌糸体から単離し、例えば、ここに明示的に引
用する、Ｔｉｍｂｅｒｌａｋｅ　ｅｔ　ａｌ．、１９８１；Ｍａｎｉａｔｉｓ，ｅｔ　ａ
ｌ．、１９８９；Ａｕｓｕｂｅｌ，ｅｔ　ａｌ．、１９９３及びＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ
　ａｌ．、１９８９に記載されている。単離すると、セルラーゼ発現を確認するためにノ
ーザンブロットを行い、セルラーゼ発現及び対応するＲＮＡ単離のための最適誘導時間を
選択する。
【０１９６】
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　メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）は、３’末端にポリ（Ａ）テールを有し、当業界に
公知の方法を用いて全ＲＮＡから精製できる。
【０１９７】
　Ｔ．リーゼイＲＮＡは当業界に公知の方法を用いてＲＴ－ＰＣＲのテンプレートとして
使用する（Ｌｏｆｔｕｓ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４９：９１５－９１８
、１９９０）。この手順の間、ｍＲＮＡは最初のストランドｃＤＮＡを生成するために逆
転写される。その後、ｃＤＮＡは、配列番号１または配列番号３に従って設計された特異
オリゴヌクレオチドプライマーを用いてｂｇｌ６　ｃＤＮＡ配列のＰＣＲ増幅のためのテ
ンプレートとして働く。
【表１】

【０１９８】
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【図面の簡単な説明】
【０２０１】
【図１】トリコデルマ・リーゼイｂｇｌ６の１本鎖核酸配列（配列番号１）の記述であり
、非コード配列を下線で示す。
【図２】図１のヌクレオチド配列に基づいた予測アミノ酸配列（配列番号２）を示し、最
初の開始コドンを利用する。
【図３】図１のヌクレオチド配列に基づいた予測アミノ酸配列（配列番号４）を示し、２
番目の開始コドンを利用する。
【図４】コード配列ｂｇｌ６であり、２つの代替（ａｌｔｅｒｎａｔｅ）開始コドンを下
線で示す。

【図１】 【図２】
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