
(57)【要約】
　本発明は、収量および /または全生産経済性を改良する目的で、抗微生物剤および酵素
の共発現を使用することに関する。抗微生物剤の例は、抗微生物性ペプチド、例えば、ラ
クトフェリンおよび抗微生物性酵素、例えば、リゾチームおよびグルコースオキシダーゼ
であり、そして酵素の例は、エンドグルカナーゼ、キシラナーゼ、フィターゼ、プロテア
ーゼ、ガラクタナーゼ、マンナナーゼ、デキシトラナーゼ、α‐ガラクトシダーゼ、ペク
チン酸リアーゼ、α -アミラーゼおよびグルコアミラーゼである。抗微生物剤および酵素
および切断可能なリンカーを含んでなる融合生成物は新規であり、そして動物飼料および
動物飼料添加物において使用することができる。本発明は、また、保護ペプチドドメイン
中に含有されるアミノ酸残基の少なくとも 50%が D (Asp) および /または E (Glu) である、
保護ドメインの使用に関する。保護ドメインまたはクエンチングドメインは、発現間に抗
微生物性ペプチドを一時的にかつ可逆的に不活性化する働きをする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 と 、 酵 素 を コ ー ド す る 第 2異 種 核 酸 配 列 と を 含 ん で
な る 組 換 え 微 生 物 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ 】
　 第 1お よ び /ま た は 第 2核 酸 配 列 が 宿 主 細 胞 の 染 色 体 中 に 組 込 ま れ て い る 、 請 求 項 1に 記 載
の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ 】
　 第 1な ら び に 第 2核 酸 配 列 を 組 込 ん で い る DNA構 築 物 を 含 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 宿 主 細
胞 。
【 請 求 項 ４ 】
　 第 1核 酸 配 列 が 第 1 DNA構 築 物 中 に 組 込 ま れ て お り 、 そ し て 第 2核 酸 配 列 が 第 2 DNA構 築 物
中 に 組 込 ま れ て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
　 第 1な ら び に 第 2核 酸 配 列 を 組 込 ん で い る 第 3 DNA構 築 物 を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 4に
記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
　 適 当 な 発 現 宿 主 中 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 の 発 現 を 指 令 す る 1種 ま た は 2種 以 上 の 制 御 配
列 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 、 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 、 お よ び 酵 素 を コ ー ド
す る 第 2核 酸 配 列 を 含 ん で な り 、 こ こ で 第 2核 酸 配 列 が 発 現 宿 主 に 対 し て 異 種 で あ る 、 核 酸
構 築 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る 酵 素 お よ び /ま た は 抗 微 生 物 剤 を 製 造 す る 方 法 : (a) 請 求 項 1～
5の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 し て 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 含 ん で な る 上
清 を 調 製 し 、 そ し て  (b) 酵 素 お よ び /ま た は 抗 微 生 物 剤 を 回 収 す る 。
【 請 求 項 ８ 】
　 酵 素 、 抗 微 生 物 剤 、 お よ び 切 断 可 能 な リ ン カ ー を 含 ん で な る 融 合 生 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 下 記 の 成 分 を 含 ん で な る 動 物 飼 料 添 加 物 :
　 (a)　 少 な く と も 1種 の 請 求 項 8に 記 載 の 融 合 生 成 物 、
　 (b)　 少 な く と も 1種 の 脂 溶 性 ビ タ ミ ン 、 お よ び /ま た は
　 (c)　 少 な く と も 1種 の 水 溶 性 ビ タ ミ ン 、 お よ び /ま た は
　 (d)　 少 な く と も 1種 の 微 量 ミ ネ ラ ル 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 50～ 800 g/kgの 粗 タ ン パ ク 質 含 量 を 有 し 、 そ し て 少 な く と も 1種 の 請 求 項 8に 記 載 の 融 合
生 成 物 を 含 ん で な る 動 物 飼 料 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 発 現 す る こ と が で き る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 非 ヒ ト 動 物 、 ま
た は 生 成 物 、 ま た は そ れ ら の 要 素 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 動 物 飼 料 に お け る 請 求 項 8に 記 載 の 融 合 生 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 微 生 物 剤 の 収 量 を 改 良 し お よ び /ま た は 全 生 産 経 済 性 を 改 良 す る ツ ー ル と し て の 抗 微
生 物 剤 お よ び 酵 素 の 共 発 現 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 組 換 え 発 現 に お け る 、 保 護 ペ プ チ ド 中 に 含 有 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基
の 少 な く と も 50%が D (Asp) お よ び /ま た は E (Glu) で あ る 、 保 護 ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る 、 少 な く と も 1つ の D (Asp) お よ び /ま た は E (Glu) を 含 ん で な
る 保 護 ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 :
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　 a)　  少 な く と も 1つ の Dお よ び /ま た は Eを 含 ん で な る ペ プ チ ド 保 護 候 補 を 準 備 し 、
　 b)　  ペ プ チ ド 保 護 候 補 を コ ー ド す る 第 1 DNA配 列 と 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る
第 2 DNA配 列 と を 含 ん で な る DNA構 築 物 を 調 製 し 、
　 c)　  宿 主 細 胞 を b) の DNA構 築 物 で 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 し て DNA
構 築 物 を 発 現 さ せ 、
　 d)　  形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生 活 能 力 お よ び /ま た は 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 収 量 を 推
定 し 、 そ し て
　 e)　  工 程 b) に 従 う DNA構 築 物 に お い て 、 工 程 c) に 従 う 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 の た め に 使
用 し て 、 工 程 d) に 従 い 推 定 し た と き 、 宿 主 細 胞 の 生 活 能 力 を 増 加 さ せ 、 お よ び /ま た は 抗
微 生 物 性 ペ プ チ ド の 収 量 を 増 加 さ せ る ペ プ チ ド 保 護 候 補 を 同 定 す る 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 組 換 え 発 現 に お け る 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 保 護
ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 保 護 ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か に 記 載
の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 保 護 ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 6に 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 組 換 え 宿 主 細 胞 が 請 求 項 17に 記 載 の 宿 主 細 胞 で あ る 、 請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 保 護 ペ プ チ ド を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 8に 記 載 の 融 合 生 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 保 護 ペ プ チ ド の 使 用 を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 13に 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 抗 微 生 物 剤 の 組 換 え 製 造 の 分 野 、 特 に 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 の 共 発 現 、 な ら
び に 保 護 メ イ ン 中 に 含 有 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も 50%が D (ア ス パ ラ ギ ン 、 Asp) 
お よ び /ま た は E (グ ル タ ミ ン 、 Glu) で あ る 保 護 ド メ イ ン の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 WO 96/14413に は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) の 種 々 の 株 に お い て 組 換 え ヒ ト ラ ク
ト フ ェ リ ン を 発 現 さ せ る た め に 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が 開 示 さ れ て い る 。 ア
ス ペ ル ギ ル ス ・ ア ワ モ リ  (Aspergillus awamori) に お け る 発 現 の た め の 1つ の 発 現 プ ラ ス
ミ ド は 、 ヒ ト ラ ク ト フ ェ リ ン に 融 合 し た 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 シ グ ナ ル 配 列
、 お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ア ワ モ リ  (Aspergillus awamori) の 内 因 的 プ ロ -グ ル コ ア ミ ラ
ー ゼ の 498ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) 中 で ヒ ト ラ ク ト フ ェ リ ン を 発 現 さ せ る
た め に 、 発 現 プ ラ ス ミ ド は α -ア ミ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 お よ び 成 熟 α -
ア ミ ラ ー ゼ の 第 1コ ド ン を コ ー ド す る ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) AMY
 II遺 伝 子 を 組 込 ん で い る 。 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ヅ ラ ン ス  (Aspergillus nidulans) 中 で
ヒ ト ラ ク ト フ ェ リ ン を 発 現 さ せ る た め に 、 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ヅ ラ ン
ス  (A. nidulans) か ら の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 、 制 御 さ
れ た 遺 伝 子 発 現 に 必 要 な す べ て の 調 節 因 子 を 含 有 す る ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ヅ ラ ン ス  (A. n
idulans) alcA遺 伝 子 の 300 bpの 5’ -フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 組 込 ん で い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 WO 96/28559に は 、 カ チ オ ン タ ン パ ク 質 の 抗 微 生 物 活 性 を 支 持 す る た め に 、 ア ニ オ ン 部
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分 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 あ る 種 の 抗 微 生 物 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が 開 示 さ
れ て い る 。 ア ニ オ ン キ ャ リ ヤ ー ペ プ チ ド の 例 は 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、
黄 色 ブ ド ウ 球 菌  (Staphylococcus aureus) か ら の プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン Aの 2つ の 合 成
IgG結 合 性 ド メ イ ン  (ZZ) 、 お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス ・ エ ル ジ ノ ー サ ［ 緑 膿 菌 ］  (Pseudomon
as aeruginosa) か ら の 外 膜 タ ン パ ク 質 Fで あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 WO 98/54336に は 、 少 な く と も 2つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 負 に 帯 電 し た 酸 性 ペ プ チ ド
と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 あ る 種 の 抗 微 生 物 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が 開 示 さ れ
て い る 。
　 WO 00/75344に は 、 種 々 の リ ン カ ー 、 例 え ば 、 PEPT (配 列 番 号 79) 、 EPTP (配 列 番 号 80)
 、 PTEP (配 列 番 号 81) 、 TPEP (配 列 番 号 82) ま た は IEGR (配 列 番 号 83) (の 反 復 ) を 使 用
し て 、 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ と の 融 合 物 と し て 外 因 的 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が 開 示
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Okamoto 他 、 Plant Cell Physiol. 39 (1): 57-63 (1998) に は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
タ バ コ 植 物 に お け る GUS融 合 に よ る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド Sarcotxin IAの 発 現 が 開 示 さ れ て
い る 。
　 本 発 明 の 目 的 は 、 抗 微 生 物 剤 の 改 良 さ れ た 製 造 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 要 約
　 第 1の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 と 、 酵 素 を コ ー ド す
る 第 2異 種 核 酸 配 列 と を 含 ん で な る 組 換 え 微 生 物 宿 主 細 胞 に 関 す る 。 核 酸 配 列 の い ず れ か
、 好 ま し く は 両 方 は 宿 主 細 胞 の 染 色 体 中 に 組 込 ま れ る こ と が で き る か 、 あ る い は 1ま た は 2
以 上 の 染 色 体 外 実 在 物 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 2の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 適 当 な 発 現 宿 主 中 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 の 発 現 を 指 令
す る 1種 ま た は 2種 以 上 の 制 御 配 列 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 、 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 第 1
核 酸 配 列 、 お よ び 酵 素 を コ ー ド す る 第 2核 酸 配 列 を 含 ん で な り 、 こ こ で 第 2核 酸 配 列 が 発 現
宿 主 に 対 し て 異 種 で あ る 、 核 酸 構 築 物 に 関 す る 。
　 第 3の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 酵 素
お よ び /ま た は 抗 微 生 物 剤 を 製 造 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 第 4の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 酵 素 、 抗 微 生 物 剤 、 お よ び 切 断 可 能 な リ ン カ ー を 含 ん で
な る 融 合 生 成 物 、 な ら び に 動 物 飼 料 お よ び 動 物 飼 料 添 加 物 に お け る そ れ ら の 使 用 に 関 す る
。
　 第 5の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ペ プ チ ド の 収 量 を 改 良 し お よ び /ま た は 全 生 産 経 済 性 を 改
良 す る ツ ー ル と し て の 、 ペ プ チ ド お よ び 酵 素 の 共 発 現 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 第 6の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 組 換 え 発 現 に お け る 、 発 現 間 に ペ
プ チ ド を 一 時 的 に か つ 可 逆 的 に 不 活 性 化 す る 働 き を す る ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン の 使 用 に 関
し 、 こ こ で ペ プ チ ド 保 護 ド メ イ ン 中 に 含 有 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も 50%は Dお よ び
/ま た は Eで あ る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 こ の よ う な ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン を 同 定 す る 方 法 、 こ
の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン 、 お よ び 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 組 換 え 製 造
に お け る そ れ ら の 使 用 に 関 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 一 般 に 、 数 を 表 示 し な い 場 合 は 、 例 え ば 、 第 1お よ び 第 2核 酸 配 列 、 抗 微 生 物 剤 、 酵 素 、
お よ び 種 々 の DNA構 築 物 の 関 係 に お い て 、  「 少 な く と も 1種 」  を 意 味 す る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 1種 の 酵 素 と 少 な く と も 1種 の 抗 微 生 物 剤 と の 共 発 現 に 関 す る 。 酵
素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 、 宿 主 細 胞 の 染 色 体 か ら 、 異 な る DNA構 築 物 か ら 、 1つ の DNA構 築 物
か ら 、 ま た は こ れ ら の 技 術 の 組 合 わ せ を 使 用 し て 共 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 異 な る 構 築
物 を 使 用 す る と き 、 異 な る 適 当 な マ ー カ ー 、 お よ び 異 な る 複 製 起 点 を 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 た だ 1つ の 構 築 物 を 使 用 す る と き 、 遺 伝 子 を 1ま た は 2以 上 の プ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 さ せ
る こ と が で き る 。 1つ の プ ロ モ ー タ ー  (ジ シ ス ト ロ ン ま た は 多 シ ス ト ロ ン ) の 調 節 下 に ク
ロ ー ニ ン グ す る 場 合 、 遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 順 序 は タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル に 影 響
を 与 え る こ と が あ る 。 ま た 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 酵 素 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 が イ ン フ レ ー ム で 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 対 し て 融 合 さ れ て い る
融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 抗 微 生 物 剤 が 選 択 し た 宿 主 細 胞 の 生 長
に 消 極 的 に 影 響 を 及 ぼ す 場 合 、 抗 微 生 物 活 性 は ペ プ チ ド を 保 護 ペ プ チ ド  (ク エ ン チ ン グ ド
メ イ ン ) と の 融 合 物 と し て 発 現 さ せ る こ と に よ っ て ク エ ン チ ン グ す る こ と が で き 、 こ こ で
ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も 50%は Dお よ び /ま た は E (Aspお よ び /ま た は Glu) で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の 関 係 に お い て 、 用 語  「 抗 微 生 物 剤 」  は 、 抗 微 生 物 活 性 を も つ 化 合 物 を 表 示 す
る  (下 文 参 照 ) 。 抗 微 生 物 剤 の 例 は 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド お よ び 抗 微 生 物 性 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 抗 微 生 物 性 酵 素 の 例 は 、 細 胞 壁 を 崩 壊 し 、 毒 性 化 合 物 を 発 生 さ せ 、 必 須 栄 養 素 を 除 去 し
、 ま た は 望 ま し く な い 微 生 物 の 生 長 に 必 須 で あ る 化 合 物 を 不 活 性 化 す る 酵 素 で あ る 。 リ ゾ
チ ー ム  (1， 4-β -ア セ チ ル ム ラ ミ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 ) は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 細 胞 壁
を 崩 壊 す る 抗 微 生 物 性 酵 素 の 1例 で あ る 。 オ キ シ ダ ー ゼ 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー
ゼ  (EC 1.1.3.4) は 、 多 数 の 望 ま し く な い 微 生 物 に 対 し て 毒 性 で あ る 過 酸 化 水 素 を 発 生 す
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 毒 性 化 合 物 を 発 生 す る 抗 微 生 物 性 酵 素 の 他 の 例 は 、 キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ラ ク ト ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る 。 ま
た 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ は 、 必 須 栄 養 素 、 す な わ ち 、 酸 素 を 除 去 し 、 こ れ に よ り 望 ま
し く な い 好 気 的 微 生 物 の 生 長 を 防 止 す る 酵 素 の 1例 で あ る 。 最 後 に 、 ス ル フ ヒ ド リ ル オ キ
シ ダ ー ゼ は 、 必 須 化 合 物 、 す な わ ち 、 そ の 活 性 が 完 全 な ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 依 存 す る 、 望
ま し く な い 微 生 物 の 必 須 酵 素 を 不 活 性 化 す る 抗 微 生 物 性 酵 素 の 1例 で あ る 。 こ れ ら の 酵 素
は よ く 知 ら れ て お り 、 そ し て 組 換 え 的 に 製 造 さ れ て き て お り 、 リ ゾ チ ー ム お よ び グ ル コ ー
ス オ キ シ ダ ー ゼ に つ い て は 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Bio/Technology
 8、 1990、 741-745、 お よ び WO 89/12675。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 微 生 物 性 酵 素 は リ ゾ チ ー ム 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ス ル フ
ヒ ド リ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ か ら 選 択 さ れ
、 好 ま し く は 抗 微 生 物 性 酵 素 は リ ゾ チ ー ム お よ び /ま た は グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ で あ る
。
　 次 に 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド に 関 す る と 、 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 い 使 用 す る 抗 微
生 物 性 ペ プ チ ド は 100以 下 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 表 現 あ る 数  (例 え ば 、 100)「 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 」 は 、 ペ プ チ ド 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 の
数 が 100よ り 小 さ い か 、 あ る い は そ れ に 等 し い こ と を 意 味 す る 。
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 、 100以 下 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な り 、 ま た は 有 し 、 ま
た は か ら 成 る  (そ し て 後 述 す る 追 加 の 上 限 の 数 値 に つ い て 逆 も ま た 同 じ ) 。
　 そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 90、 80、 70、 60、 50以 下 、 ま た は 40以 下 の
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ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
　 ま た 、 ペ プ チ ド は オ リ ゴ ペ プ チ ド と し て 表 示 す る こ と が で き る 。
　 他 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 少 な く と も 3の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 表 現 「 少 な く と も あ る 数  (例 え ば 、 3) の ア ミ ノ 酸 を 含 む 」 は 、 ペ プ チ ド 配 列 中 の ア ミ
ノ 酸 の 数 が 3よ り 大 き い か 、 あ る い は そ れ に 等 し い こ と を 意 味 す る 。
　 追 加 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 少 な く と も 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13
、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 ま た は 少 な く と も 20の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
　 な お そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 少 な く と も 3の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な り
、 ま た は 有 し 、 ま た は か ら 成 る  (そ し て 後 述 す る 追 加 の 下 限 の 数 値 に つ い て 逆 も ま た 同 じ
) 。
　 本 発 明 に 従 い 使 用 す る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 例 は 下 に 列 挙 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 用 語  「 抗 微 生 物 活 性 」  は 、 微 生 物 細 胞 を 殺 す か 、 あ る い は 微 生 物 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す
る こ と が で き る 活 性 と し て 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る 。 本 発 明 の 関 係 に お い て 、 用 語  
「 抗 微 生 物 性 」  は 、 殺 菌 お よ び /ま た は 殺 真 菌 お よ び /ま た は 静 真 菌 作 用 お よ び /ま た は 殺
ウ イ ル ス 作 用 が 存 在 す る こ と を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 用 語  「 殺 菌 」  は 、 細 菌 の 増 殖 を 阻 害 す る 、 す な わ ち 、 細 菌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と
が で き る と し て 理 解 す べ き で あ る 。 用 語  「 静 真 菌 」  は 、 真 菌 の 増 殖 を 阻 害 す る 、 す な わ
ち 、 真 菌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と が で き る と し て 理 解 す べ き で あ る 。 用 語  「 殺 ウ イ ル
ス 」  は 、 ウ イ ル ス を 不 活 性 化 す る こ と が で き る と し て 理 解 す べ き で あ る 。 用 語  「 微 生 物
細 胞 」  は 、 細 菌 細 胞 ま た は 真 菌 細 胞  (酵 母 を 包 含 す る ) を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 関 係 に お い て 、 用 語  「 微 生 物 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 」  は 、 細 胞 が 非 増 殖 状 態
に あ る こ と 、 す な わ ち 、 細 胞 が 増 殖 す る こ と が で き な い こ と を 意 味 す る こ と を 意 図 す る
　 本 発 明 の 目 的 に 対 し て 、 抗 微 生 物 活 性 は 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 手 順 に 従 い 決 定 す
る こ と が で き る : Lehrer 他 、 Journal of Immunological Methods Vol. 137 (2) pp. 167
-174 (1991) 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 微 生 物 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 酵 素 は 、 抗 微 生 物 活 性 を 有 す る ペ プ チ
ド の 25%(w/w) の 水 溶 液 中 で 、 好 ま し く は 10%(w/w) の 水 溶 液 中 で 、 よ り 好 ま し く は 5%(w/w
) の 水 溶 液 中 で 、 な お よ り 好 ま し く は 1%(w/w) の 水 溶 液 中 で 、 最 も 好 ま し く は 0.5%(w/w) 
の 水 溶 液 中 で 、 特 に 0.1%(w/w) の 水 溶 液 中 で 、 20℃ に お い て 8時 間 、 好 ま し く は 4時 間 、 最
も 好 ま し く は 1時 間 、 特 に 30分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 大 腸 菌  (Escherichia coil) (
DSM 1576) の 生 き て い る 細 胞 の 数 を 1/100に 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 抗 微 生 物 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 酵 素 は 、 1000 ppmの 濃 度 で 添 加
し た と き 、 好 ま し く は 500 ppmの 濃 度 で 添 加 し た と き 、 よ り 好 ま し く は 250 ppm の 濃 度 で
添 加 し た と き 、 な お よ り 好 ま し く は 100 ppmの 濃 度 で 添 加 し た と き 、 最 も 好 ま し く は 50 pp
mの 濃 度 で 添 加 し た と き 、 特 に 25 ppmの 濃 度 で 添 加 し た と き 、 微 生 物 増 殖 基 質 中 で 25℃ に
お い て 24時 間 大 腸 菌  (Escherichia coil) (DSM 1576) の 発 芽 後 成 長 を 阻 害 す る す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 微 生 物 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 酵 素 は 、 抗 微 生 物 活 性 を 有 す る ペ プ チ
ド の 25%(w/w) の 水 溶 液 中 で 、 好 ま し く は 10%(w/w) の 水 溶 液 中 で 、 よ り 好 ま し く は 5%(w/w
) の 水 溶 液 中 で 、 な お よ り 好 ま し く は 1%(w/w) の 水 溶 液 中 で 、 最 も 好 ま し く は 0.5%(w/w) 
の 水 溶 液 中 で 、 特 に 0.1%(w/w) の 水 溶 液 中 で 、 20℃ に お い て 30分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
に 、 バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) (ATCC 6633) の 生 き て い る 細 胞 の 数 を 1/1
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00に 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 抗 微 生 物 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 酵 素 は 、 1000 ppmの 濃 度 で 添 加
し た と き 、 好 ま し く は 500 ppmの 濃 度 で 添 加 し た と き 、 よ り 好 ま し く は 250 ppm の 濃 度 で
添 加 し た と き 、 な お よ り 好 ま し く は 100 ppmの 濃 度 で 添 加 し た と き 、 最 も 好 ま し く は 50 pp
mの 濃 度 で 添 加 し た と き 、 特 に 25 ppmの 濃 度 で 添 加 し た と き 、 微 生 物 増 殖 基 質 中 で 25℃ に
お い て 24時 間 バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) (ATCC 6633) の 発 芽 後 成 長 を 阻
害 す る す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 微 生 物 活 性 に つ い て の 詳 細 な ア ッ セ イ は 実 施 例 1に 記 載 さ れ て い る 。
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 微 生 物 活 性 に 対 す る 代 替 と し て 、 ま た は 抗 微 生 物 活 性 に 加 え て
、 ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 酵 素 は 免 疫 刺 激 作 用 を 有 す る 。 免 疫 刺 激 作 用 は 、 マ ク ロ フ ァ
ー ジ に お け る 酸 化 的 バ ー ス ト の 増 加 を 通 し て 、 ま た は 選 択 的 に リ ン パ 球 の 増 殖 の 増 加 を 通
し て 仲 介 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド  (AMP) の 例 は 、 膜 活 性 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 、 ま た は 細 胞 内 タ ー ゲ
ッ ト で 影 響 を 受 け る /そ れ と 相 互 作 用 す る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 細 胞 DNAに 結 合 す
る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド で あ る 。 一 般 に 、 そ れ ら は 正 常 の 哺 乳 動 物 細 胞 に 対 し て 低 い 溶 血 活
性 お よ び /ま た は 細 胞 障 害 性 を 有 す る 。 溶 血 は 赤 血 球 に つ い て 実 施 し 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 放
出 を 通 し て 測 定 さ れ る 。 細 胞 障 害 は 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 減 少 ア ッ セ イ  (Boehringer-Mannhei
m、 米 国 イ ン ジ ア ナ ポ リ ス ) に 従 い 関 係 す る 細 胞 系 統 、 例 え ば 、 ヒ ト ME 180頸 部 上 皮 細 胞  
(ATCC HTB-33) ま た は A 549ヒ ト 肺 上 皮 細 胞  (ATCC CCL-185) に つ い て 実 施 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 に 従 い 使 用 す る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド は 、 高 度 に カ チ オ ン 性 お よ び 疎 水 性
で あ る 。 典 型 的 に は 、 そ れ は い く つ か の ア ル ギ ニ ン お よ び リ シ ン 残 基 を 含 有 し 、 そ し て 単
一 の グ ル タ ミ ン 酸 塩 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 を 含 有 し な い こ と が あ る 。 通 常 、 そ れ は 大 き
い 比 率 の 疎 水 性 残 基 を 含 有 す る 。 一 般 に 、 ペ プ チ ド は 両 親 媒 性 構 造 を 有 し 、 1つ の 表 面 は
高 度 に 陽 性 で あ り 、 そ し て 他 方 の 表 面 は 疎 水 性 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ペ プ チ ド お よ び エ ン コ ー デ ィ ン グ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 植 物 、 無 脊 椎 動 物 、 昆 虫 、 両 生
類 お よ び 哺 乳 動 物 に 由 来 す る か 、 あ る い は 微 生 物 、 例 え ば 、 細 菌 お よ び 真 菌 に 由 来 す る こ
と が で き る 。
　 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド は 、 タ ー ゲ ッ ト 微 生 物 の 細 胞 膜 に 対 し て 、 例 え ば 、 膜 に 対 す る 非 特
異 的 結 合 を 通 し て 、 通 常 膜 に 並 行 の 向 き で 作 用 し 、 二 層 の う ち の 1つ の 面 と の み 相 互 作 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 典 型 的 に は 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド は 、 5つ の 主 要 な ク ラ ス の 1つ に 属 す る 構 造 を 有 す る : 
α -ら せ ん ペ プ チ ド 、 シ ス チ ン に 富 ん だ  (デ フ ェ ン シ ン 様 ) ペ プ チ ド 、 β -シ ー ト ペ プ チ ド
、 正 規 ア ミ ノ 酸 の 異 常 な 組 成 を も つ ペ プ チ ド 、 お よ び 異 常 な お よ び /ま た は 修 飾 さ れ た ア
ミ ノ 酸 を 含 有 す る ペ プ チ ド 。 な お そ れ 以 上 の 例 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ギ ガ ン テ ウ ス  (Aspe
rgillus giganteus) お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) に 由 来 す る 抗
真 菌 ペ プ チ ド  (AFP) 、 例 え ば 、 WO 02/090384に 開 示 さ れ て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 い 使 用 す る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド は 、 (i) α -ら せ ん ペ
プ チ ド 、 (ii) シ ス チ ン に 富 ん だ ペ プ チ ド 、 (iii) β -シ ー ト ペ プ チ ド 、 (iv) 正 規 ア ミ ノ
酸 の 異 常 な 組 成 を も つ ペ プ チ ド 、 (v) 異 常 な 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る ペ プ チ ド 、 お
よ び /ま た は  (vi) 抗 真 菌 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 追 加 の 特 定 の 態 様  (vii) に お い て 、 α -ら せ ん ペ プ チ ド は 下 記 か ら 選 択 さ れ る : ノ ビ ス
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ピ リ ン  (Novispirin) 、 マ ガ ニ ン  (Magainin) 1、 マ ガ ニ ン 2、 セ ク ロ ピ ン  (Cecropin ) A
、 セ ク ロ ピ ン B、 セ ク ロ ピ ン P1、 CAP 18、 ア ン ド ロ ピ ン  (Andropin) 、 ク ラ バ ニ ン  (Clava
nin) AK、 ス チ エ リ ン  (Styelin) D、 ス チ エ リ ン C、 ブ フ ォ リ ン  (Buforin) II、 お よ び WO 
02/000839、 DK 2004 000800、 PCT/DK 2004/000399、 お よ び /ま た は PCT/DK 2004/000400に
記 載 さ れ て い る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 、 な ら び に 抗 微 生 物 活 性 を 保 持 す る そ れ ら の 変 異 型 ま
た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様  (viii) に お い て 、 シ ス チ ン に 富 ん だ ペ プ チ ド は 下 記 か ら 選 択 さ
れ る : プ レ ス タ シ ン (Plestasin)、 α -デ フ ェ ン シ ン  (Defensin) 、 HNP-1 (ヒ ト 好 中 性 ペ
プ チ ド ) 、 HNP-2、  HNP-3、 β -デ フ ェ ン シ ン -12、 ド ロ ソ マ イ シ ン  (Drosomycin) 、 ガ ン
マ 1-プ ロ チ オ ニ ン 、 昆 虫 デ フ ェ ン シ ン A、 お よ び /ま た は WO 03/044049に 記 載 さ れ て い る 抗
微 生 物 性 ペ プ チ ド 、 な ら び に 抗 微 生 物 活 性 を 保 持 す る そ れ ら の 変 異 型 ま た は フ ラ グ メ ン ト
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 特 定 の 態 様  (ix) に お い て 、 異 常 な 組 成 を も つ ペ プ チ ド は 下 記 か ら 選 択 さ れ る : イ
ン ド リ シ ジ ン  (Indolicidin) 、 Pro-Argに 富 ん だ ペ プ チ ド PR39、 バ ク テ ニ シ ン  (Bactenic
in) Bac5、 バ ク テ リ シ ン  (Bactericin) Bac7、 ヒ ス タ チ ン  (Histatin) 5、 ポ リ -L-リ シ ン
、 お よ び /ま た は DK 2003 001324に 記 載 さ れ て い る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 、 な ら び に 抗 微 生
物 活 性 を 保 持 す る そ れ ら の 変 異 型 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 な お そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様  (x) に お い て 、 異 常 な ア ミ ノ 酸 も つ ペ プ チ ド は 下 記 か ら 選
択 さ れ る : ニ シ ン  (Nisin) 、 グ ラ ミ シ ジ ン  (Gramicidin) A、 お よ び /ま た は ア ラ メ チ シ
ン  (Alamethicin) 、 な ら び に 抗 微 生 物 活 性 を 保 持 す る そ れ ら の 変 異 型 ま た は フ ラ グ メ ン
ト 。
　 追 加 の 特 定 の 好 ま し い 態 様  (xi) に お い て 、 ペ プ チ ド は 抗 真 菌 性 ペ プ チ ド で あ る 。
　 な お そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様  (xii) に お い て 、 発 現 さ れ た ペ プ チ ド は 保 護 性 ス カ ホ ー ル
ド タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 抗 微 生 物 活 性 お よ び /ま た は 免 疫 刺 激 作 用 を 有 す る 。
　 な お そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様  (xiv) に お い て 、 β -シ ー ト ペ プ チ ド は 下 記 か ら 選 択 さ れ る
: ラ ク ト フ ェ リ ン 、 ラ ク ト フ ェ リ シ ン  (例 え ば 、 Lactoferricin B) 、 タ キ プ レ シ ン  (Tac
hyplesin) I、 お よ び /ま た は プ ロ テ グ リ ン  (Protegrin) PG1-5、 な ら び に 抗 微 生 物 活 性 を
保 持 す る そ れ ら の 変 異 型 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ラ ク ト フ ェ リ ン は 哺 乳 動 物 に お い て 鉄 の 結 合 お よ び 放 出 に 関 係 す る 糖 タ ン パ ク 質 で あ り
、 こ こ で そ れ は 乳 お よ び 他 の 体 液 の 中 に 見 出 さ れ る 。 ラ ク ト フ ェ リ ン の 例 は 、 ヒ ト ラ ク ト
フ ェ リ ン 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン 、 ブ タ ラ ク ト フ ェ リ ン 、 ウ マ ラ ク ト フ ェ リ ン 、 ネ ズ ミ ラ ク
ト フ ェ リ ン 、 ヤ ギ ラ ク ト フ ェ リ ン お よ び そ の 他 で あ る 。 ラ ク ト フ ェ リ ン は 20年 以 上 前 に 抗
微 生 物 剤 と し て 記 載 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 用 語  「 ラ ク ト フ ェ リ ン 」  は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 抗 微 生 物 活 性 お よ び /
ま た は 免 疫 刺 激 作 用 を 有 す る ラ ク ト フ ェ リ ン を 表 示 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に
従 い 使 用 す る ラ ク ト フ ェ リ ン は 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン  (LFB) 、 す な わ ち 、 チ ー ズ 乳 漿 か
ら 工 業 的 に 製 造 さ れ 、 多 年 に わ た っ て 乳 児 処 方 箋 に 補 充 さ れ て き て い る 、 689ア ミ ノ 酸 の
タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に 従 い 使 用 す る ラ ク ト フ ェ リ ン の あ る 数 の 例 を 下 に 列 挙 す る  (非 限 定 的 リ ス ト ) 
:
　 EP 474506に 開 示 さ れ て い る 配 列 番 号 1～ 4は 、 ラ ク ト フ ェ リ ン の 加 水 分 解 に よ り 製 造 さ
れ た 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド で あ る ;
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　 EP 503939に 開 示 さ れ て い る 配 列 番 号 5～ 19、 な ら び に カ ル ボ キ シ 末 端 に ア ミ ド を 有 す る
そ れ ら の 誘 導 体 は 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン の ア ミ ノ 酸 18～ 28 (LFB (18-28)) に 基 づ く 抗 微
生 物 性 ペ プ チ ド で あ る ;
【 ０ ０ ４ １ 】
　 EP 510912に 開 示 さ れ て い る 配 列 番 号 20～ 31、 な ら び に カ ル ボ キ シ 末 端 に ア ミ ド を 有 す
る そ れ ら の 誘 導 体 は 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン の 加 水 分 解 に よ り 得 ら れ る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド
で あ る ;
　 EP 629213に 開 示 さ れ て い る 配 列 番 号 32は 、 多 形 性 好 中 球 か ら の ロ イ コ ト リ エ ン B4の 放
出 ま た は マ ス ト 細 胞 か ら の ヒ ス タ ミ ン の 放 出 を 促 進 す る 薬 剤 の 製 造 に 使 用 さ れ る 、 他 の ラ
ク ト フ ェ リ ン 誘 導 体 で あ る ;
　 米 国 特 許 第 5,656,591号 に 開 示 さ れ て い る 配 列 番 号 1～ 4、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 20～ 32
、 お よ び 配 列 番 号 33～ 46は 、 ラ ク ト フ ェ リ ン に 基 づ く 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 追 加 の 例 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 配 列 番 号 47は ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン の ア ミ ノ 酸 1～ 50 (LFB (1-50)) で あ り 、 そ し て ラ ク
ト フ ェ リ シ ン B (LfcinB、 ま た は LFB (17-41) と 略 す ) は 配 列 番 号 47の ア ミ ノ 酸 17～ 41を
表 示 す る 。
　 配 列 番 号 48～ 52、 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ LFB (14-31) 、 LFB (17-31) 、 LFB (18-31) 、 LF
B (19-31) 、 お よ び LFB (20-31) は 、 下 記 の 文 献 に 開 示 さ れ て い る 追 加 の ラ ク ト フ ェ リ ン
の フ ラ グ メ ン ト で あ る : Rekdal 他 、 J. Peptide Sci. 5: 32-45 (1999) 、 ま た 、 こ れ に
は 配 列 番 号 53～ 55、 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ 変 異 型 LFB (17-31) 17K、 LFB (17-31) 20F、 お よ
び LFB (17-31) 17K + 20Fが 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 追 加 の ラ ク ト フ ェ リ シ ン 、 例 え ば 、 配 列 番 号 56～ 57、 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ LFB (17-30) 
、 お よ び LFB (19-37) は 下 記 の 文 献 に 開 示 さ れ て い る : Groenink 他 、 FEMS Microbiology
 Letters 179 (1999) 217-222。
　 Vogel 他  (Biochem. Cell. Biol. 80 (2002): 49-63) に よ れ ば 、 実 際 的 レ ベ ル の 抗 微
生 物 活 性 を 保 持 す る た め に は 、 LFBの フ ラ グ メ ン ト は そ の 6ア ミ ノ 酸 20～ 25 (LFB (20-25) 
、 配 列 番 号 58) を 含 有 し な く て は な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 LFB (17-31) の あ る 数 の 変 異 型 、 す な わ ち 、 17A、 18A、 19A、 20A、 21A、 22A、 23A、 24A
、 25A、 26A、 28A、 29A、 30A、 お よ び 31Aは 下 記 の 文 献 に 開 示 さ れ て い る : Stroem 他 、 J. 
Peptide Res. 2000、 56、 265-274。
　 LFB (17-31) の 追 加 の 変 異 型 、 す な わ ち 、 22F、 24F、 お よ び 22F + 24Fは 下 記 の 文 献 に
開 示 さ れ て い る : Haugお よ び Svendsen、 J. Peptide Sci. 7: 190-196 (2001) 。
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 い 使 用 す る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド は 、 (a) 配 列 番 号 58を
含 ん で な る ; (b) 配 列 番 号 47、 お よ び /ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ま た は 変 異 型 を 含 ん
で な る ; (c) 配 列 番 号 48～ 52、 配 列 番 号 56～ 57、 お よ び /ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ま
た は 変 異 型 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

　 酵 素 は 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 の 目 的  (抗 微 生 物 剤 と の 共 発 現 ) 
に 対 し て 問 題 の 他 の タ ン パ ク 質 生 成 物 は 、 ホ ル モ ン 、 血 液 凝 固 因 子 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 な
ら び に そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ま た は 変 異 型 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 下 記 は 特 に 重 要 で あ る 酵 素 の 例 の 非 限 定 的 リ ス ト で あ る : エ ン ド グ ル カ ナ ー ゼ 、 キ シ ラ
ナ ー ゼ 、 フ ィ タ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 ガ ラ ク タ ナ ー ゼ 、 マ ン ナ ナ ー ゼ 、 デ キ シ ト ラ ナ ー ゼ
、 お よ び α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 。 特 に 関 係 す る 追 加 の 酵 素 は 、 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ 、 フ ィ
タ ー ゼ 、 α -ア ミ ラ ー ゼ お よ び AMGで あ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 酵 素 は キ シ ラ ナ ー ゼ 、 フ
ィ タ ー ゼ 、 ガ ラ ク タ ナ ー ゼ 、 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 な お そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 に お
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い て 、 酵 素 は フ ィ タ ー ゼ 、 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 な お そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 に お い
て 、 酵 素 は グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で は な い 。 他 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 酵
素 は β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ で は な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 酵 素 の 由 来 に つ い て は 制 限 が な い 。 こ う し て 、 用 語  「 酵 素 」  は 、 関 係 す る 酵 素 活 性 を
示 す か ぎ り 、 任 意 の 属 の 微 生 物 か ら 得 ら れ た 天 然 ま た は 野 生 型 酵 素 ば か り で な く 、 か つ ま
た そ れ ら の 任 意 の ア ナ ロ ー グ 、 突 然 変 異 体 、 変 異 型 、 フ ラ グ メ ン ト お よ び そ の 他 、 な ら び
に 合 成 酵 素 、 例 え ば 、 シ ャ ッ フ ル ド 酵 素 、 お よ び コ ン セ ン サ ス 酵 素 を 包 含 す る 。 こ の よ う
な 遺 伝 子 操 作 さ れ た 酵 素 は 、 こ の 分 野 に お い て 一 般 に 知 ら れ て い る よ う に 、 例 え ば 、 位 置
指 定 突 然 変 異 誘 発 、 PCR、 ま た は ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 酵 素 、 お よ び /ま た は そ れ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ
れ ぞ れ 、 異 種 、 ま た は 外 因 性 の 酵 素 お よ び /ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 こ れ が 意 味
す る よ う に 、 そ れ は 選 択 さ れ た ま た は 意 図 す る 発 現 宿 主 細 胞 に 対 し て 外 来 性 で あ る 。 用 語
 「 異 種 」  は 、 問 題 の 宿 主 細 胞 に 対 し て 内 因 的 で あ る 天 然 ま た は 野 生 型 核 酸 配 列 を 排 除 す
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 酵 素 は ハ ン ド ブ ッ ク Enzyme Nomenclature (NC-IUBMB、 1992) に 基 づ い て 分 類 す る こ と
が で き る : ま た 、 下 記 の イ ン タ ー ネ ッ ト の サ イ ト ENZYMEを 参 照 の こ と : http://www.expas
y.ch/enzyme/。 ENZYMEは 酵 素 の 命 名 法 に 関 す る 情 報 の 貯 蔵 所 で あ る 。 そ れ は 主 と し て 下 記
の 推 奨 に 基 づ き : the Nomenclature Committee of the International Union of Biochem
istry and Molecular Biology (IUB-MB) そ し て EC (Enzyme Commission) 番 号 が 与 え ら れ
て い る 特 性 決 定 さ れ た 酵 素 の 各 タ イ プ を 記 載 し て い る  (Bairoch A. The ENZYME database
、 2000、 Nucleic Acids Res. 28: 304-305) 。 こ の IUB-MBの 酵 素 の 命 名 法 は 酵 素 の 基 質 特
異 性 に 基 づ き 、 時 々 酵 素 の 分 子 機 構 に 基 づ く : こ の よ う な 分 類 は こ れ ら の 酵 素 の 構 造 的 特
徴 を 反 映 し な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 に 対 し て 、 は EC 3.2.1.8と し て 分 類 さ れ る 酵 素 で あ る 。 キ シ
ラ ナ ー ゼ は 細 菌 の キ シ ラ ナ ー ゼ 、 例 え ば 、 バ シ ラ ス  (Bacillus) 株 に 由 来 す る か 、 あ る い
は 酵 母 お よ び フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 の キ シ ラ ナ ー ゼ を 包 含 す る 真 菌 の キ シ ラ ナ ー ゼ で あ る こ
と が で き る 。 真 菌 の キ シ ラ ナ ー ゼ は 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) 、 フ ミ コ
ラ  (Humicola) 、 テ ル モ ア ク チ ノ マ イ セ ス  (Thermoactinomyces) 、 ま た は ト リ コ デ ル マ  
(Trichoderma) の 株 に 由 来 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 に 対 し て 、 用 語   は 、 EC 3.2.1.4、 EC 3.2.1.6、 EC 3
.2.1.73、 ま た は EC 3.2.1.39と し て 分 類 さ れ る 酵 素 を 表 示 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 エ
ン ド グ ル カ ナ ー ゼ は EC 3.2.1.4ま た は EC 3.2.1.6と し て 分 類 さ れ る 酵 素 で あ る 。 エ ン ド グ
ル カ ナ ー ゼ は 、 種 々 の 真 菌 ま た は 細 菌 の 株 、 例 え ば 、 テ ル モ ア ス カ ス  (Thermoascus) の
株 に 由 来 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 用 語  は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 EC 3.4酵 素 の グ ル ー プ の 中 に
分 類 で き る 酵 素 で あ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ の 例 は 次 の 通 り で あ る : ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ア ク レ ア
ツ ス  (Aspergillus aculeatus) プ ロ テ ア ー ゼ Iま た は プ ロ テ ア ー ゼ II; ア ス ペ ル ギ ル ス ・
ニ ガ ー  (Aspergillus niger) 酸 性 プ ロ テ イ ナ ー ゼ  (プ ロ テ ア ー ゼ A): ア ス ペ ル ギ ル ス ・
オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) ア ス ペ ル ギ ロ ペ プ シ ン O; バ シ ラ ス  (Bacillus) 種 、 バ シ
ラ ス ・ ア ル カ ロ フ ィ ル ス  (Bacillus alcalophilus) に 由 来 す る WO 01/58275の p. 5、 l. 1
9-23に 開 示 さ れ て い る 酸 安 定 性 プ ロ テ ア ー ゼ ; ペ シ ロ マ イ セ ス ・ リ ラ シ ヌ ス  (Paecilomyc
es lilacinus) 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) 種 、 ア ク レ モ ニ ウ ム ・ ク リ ソ ゲ ヌ ム  (A
cremonium chrysogenum) 、 お よ び ア ク レ モ ニ ウ ム ・ キ リ エ ン セ  (Acremonium kiliense) 
; お よ び ノ カ ル ジ オ プ シ ス  (Nocardiopsis) 種 お よ び ノ カ ル ジ オ プ シ ス ・ ア ル バ  (Nocard
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iopsis alba) に 由 来 す る WO 01/58276の p. 4、 l. 27-28に 開 示 さ れ て い る 酸 安 定 性 プ ロ テ
ア ー ゼ 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ノ カ ル ジ オ プ シ ス  (Nocardiopsis) 種 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 配 列 番 号 59の 成 熟 部 分  (ア ミ ノ
酸 1～ 188) の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 。 好 ま し い プ ロ テ ア ー ゼ は 、 配 列 番 号 59の A87T、
す な わ ち 、 Alaが Thrで 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 59の ア ミ ノ 酸 1～ 188を 有 す る 変 異 型 で あ る
。
　 他 の 好 ま し い プ ロ テ ア ー ゼ 次 の 通 り で あ る : 
　 ノ カ ル ジ オ プ シ ス ・ ダ ッ ソ ン ビ レ イ  (Nocardiopsis dassonvillei) 亜 種 ダ ッ ソ ン ビ レ
イ  (dassonvillei) に 由 来 し 、 配 列 番 号 60の 成 熟 部 分  (ア ミ ノ 酸 1～ 188) の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 ん で な る プ ロ テ ア ー ゼ 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ノ カ ル ジ オ プ シ ス ・ ア ル バ  (Nocardiopsis alba) に 由 来 し 、 配 列 番 号 61の 成 熟 部 分  (
ア ミ ノ 酸 1～ 188) の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る プ ロ テ ア ー ゼ 。
　 ノ カ ル ジ オ プ シ ス ・ プ ラ シ ナ  (Nocardiopsis prasina) に 由 来 し 、 配 列 番 号 62の 成 熟 部
分  (ア ミ ノ 酸 1～ 188) の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る プ ロ テ ア ー ゼ 。
　 ノ カ ル ジ オ プ シ ス ・ プ ラ シ ナ  (Nocardiopsis prasina) に 由 来 し 、 配 列 番 号 63の 成 熟 部
分  (ア ミ ノ 酸 1～ 188) の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る プ ロ テ ア ー ゼ 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 配 列 番 号 59、 60、 61、 62ま た は 63の プ ロ テ ア ー ゼ は 、 エ ク ス テ ン
シ ョ ン 、 例 え ば 、 N末 端 ま た は C末 端 の エ ク ス テ ン シ ョ ン 、 好 ま し く は C末 端 の エ ク ス テ ン
シ ョ ン を 含 ん で な る 変 異 型 で あ る 。 エ ク ス テ ン シ ョ ン は ポ リ ペ プ チ ド の C末 端 の 少 な く と
も 4ア ミ ノ 酸 内 に 少 な く と も 3の 非 極 性 ま た は 非 帯 電 の 極 性 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な り 、 特 に こ
れ ら の 変 異 型 は 野 生 型 に 比 較 し て C末 端 に 付 加 さ れ た 1ま た は 2以 上 の ア ミ ノ 酸 の エ ク ス テ
ン シ ョ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 に お い て 、
　 i)　  1ま た は 2以 上 の 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 非 極 性 ま た は 非 帯 電 で あ る ;
　 ii)　 1ま た は 2以 上 の 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 は Q、 S、 V、 A、 ま た は Pで あ る ;
　 iii) 1ま た は 2以 上 の 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 QSHVQSAP (配 列 番 号 84) 、 QSAP (配 列 番
号 85) 、 QP、 TL、 TT、 QL、 TP、 LP、 TI、 IQ、 QP、 PI、 LT、 TQ、 IT、 QQ、 お よ び PQか ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 な お そ れ 以 上 の 態 様 に お い て 、 プ ロ テ ア ー ゼ は 配 列 番 号 59の ア ミ ノ 酸 1～ 188に 対 す る 同
一 性 の 程 度 が 少 な く と も 70%、 好 ま し く は 少 な く と も 75%、 80%、 85%、 90%、 ま た は 少 な く
と も 95%で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 に 対 し て 、 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 性 の 程 度 は 、 Needleman-Wunschア
ラ イ ン メ ン ト  (す な わ ち 、 包 括 的 ア ラ イ ン メ ン ト ) で あ る プ ロ グ ラ ム 「 align」 に よ り 決
定 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス BLOSUM 50を ポ リ ペ プ チ ド の ア ラ イ ン メ
ン ト に 使 用 す る 。 ギ ャ ッ プ の 第 1残 基 の ペ ナ ル テ ィ ー は ポ リ ペ プ チ ド に つ い て -12で あ り 、
そ し て ギ ャ ッ プ の そ れ 以 上 の ペ ナ ル テ ィ ー は ポ リ ペ プ チ ド に つ い て -2で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 align」 は FASTAパ ッ ケ ー ジ バ ー ジ ョ ン v20u6の 一 部 分 で あ り  (下 記 の 文 献 を 参 照 の こ
と 、 W. R. Pearsonお よ び D. J. Lipman (1988) 、 “ Improved Tools for Biological Seq
uence Analysis” 、 PNAS 85: 2444-2448、 お よ び W. R. Pearson (1990) “ Rapid and Sen
sitive Sequence Comparison with FASTP and FASTA” 、 Methods in Enzymology 183: 63
-98) 。 FASTAタ ン パ ク 質 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 ギ ャ ッ プ サ イ ズ に 対 す る 制 限 な し に 、 Smith-
Watermanア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る  (下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と 、 “ Smith-Waterman algorit
hm” 、 T. F. Smithお よ び M. S. Waterman (1981) J. Mol. Biol. 147: 195-197) 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 本 発 明 の 関 係 に お い て 、 は EC 3.1.3.8、 お よ び /ま た は EC 3.1.3.26と し て 分
類 す る こ と が で き る 。 フ ィ タ ー ゼ は 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) お よ び エ
メ リ セ ラ  (Emericella) 、 テ ル モ ア ク チ ノ マ イ セ ス  (Thermoactinomyces) 、 フ ミ コ ラ  (H
umicola) 、 ペ ニ オ ホ ラ  (Peniophora) 、 ペ ニ シ リ ウ ム  (Penicillium) 、 バ シ ラ ス  (Baci
llus) 、 大 腸 菌  (Escherichia coil) ; ま た は  シ ュ ワ ン ニ オ マ イ セ ス  (Schwanniomyces)
 の 種 々 の 株 か ら 得 る こ と が で き る 。
　 好 ま し い フ ィ タ ー ゼ は ペ ニ オ ホ ラ ・ リ シ イ  (Peniophora lycii) に 由 来 し 、 配 列 番 号 64
の ア ミ ノ 酸 1～ 409を 含 ん で な る か 、 あ る い は そ の 変 異 型 で あ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 変
異 型 は WO 03/066847の 表 1～ 5に 開 示 さ れ て い る 。
　 さ ら に 特 定 の 態 様 に お い て 、 フ ィ タ ー ゼ は 配 列 番 号 64の ア ミ ノ 酸 31～ 439に 対 す る 同 一
性 の 程 度 が 少 な く と も 75％ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 EC 3.2.1.89と し て 分 類 す る
こ と が で き る 酵 素 で あ る 。 ガ ラ ク タ ナ ー ゼ は 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) 
、 バ シ ラ ス  (Bacillus) 、 テ ル モ ト ガ  (Thermotoga) 、 メ リ ピ ル ス  (Meripilus) 、 ミ セ
リ オ フ ト ラ  (Myceliophthora) 、 フ ミ コ ラ  (Humicola) 、 シ ュ ー ド モ ナ ス (Pseudomonas) 
、 キ サ ン ト モ ナ ス  (Xanthomonas) 、 ま た は エ ル シ ニ ア  (Yersinia) の 株 に 由 来 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 EC 3.2.1.78と し て 分 類 す る こ
と が で き る 酵 素 で あ る 。 マ ン ナ ナ ー ゼ は 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) 、 バ
シ ラ ス  (Bacillus) 、 ま た は ト リ コ デ ル マ  (Trichoderma) の 株 に 由 来 す る こ と が で き る
。
　 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 EC 3.2.1.11と し て 分 類 す
る こ と が で き る 酵 素 で あ る 。 デ キ シ ト ラ ナ ー ゼ は 、 例 え ば 、 ペ シ ロ マ イ セ ス  (Paecilomyc
es) の 株 に 由 来 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 EC 3.2.1.22と し て 分 類
す る こ と が で き る 酵 素 で あ る 。 α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Asper
gillus) の 株 に 由 来 す る こ と が で き る 。
　 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 EC 3.2.1.1と し て 分 類 す る こ
と が で き る 酵 素 で あ る 。
　 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 EC 3.2.1.3と し て 分 類 す る
こ と が で き る 酵 素 で あ る 。
　 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 EC 4.2.2.2と し て 分 類 す
る こ と が で き る 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 前 述 の 種 の 株 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 す る 他 の 株 は 多 数 の 微 生 物 株 保 存 機 関 、 例 え ば 、 下
記 か ら 公 衆 に 容 易 に ア ク セ ス 可 能 で あ る : American Type Culture Collection (ATCC) 、
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) 、 Centraalbur
eau Voor Schimmelcultures (CBS) 、 お よ び Agricultural Research Service Patent Cul
ture Collection、 Northern Regional Research Center (NRRL) 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 す る 核 酸 配 列 は 、 ゲ ノ ム 、 cDNA、 RNA、 半 合 成 、 合 成 由 来 、 ま た は
お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る こ と が で き る 。
　 抗 微 生 物 剤 ま た は 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 単 離 ま た は ク ロ ー ニ ン グ す る 技 術 は こ の
分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て ゲ ノ ム DNAか ら の 単 離 、 cDNAか ら の 製 造 、 化 学 的 合 成
、 ま た は そ れ ら の 組 合 わ せ を 包 含 す る 。 シ グ ナ ル ト ラ ッ ピ ン グ  (例 え ば 、 TAST、 す な わ ち
、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 補 助 シ グ ナ ル ト ラ ッ ピ ン グ ) に よ り 見 出 さ れ る ペ プ チ ド 遺 伝 子 は 天 然 由
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来 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の よ う な ゲ ノ ム DNAか ら の 核 酸 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 、 よ く 知 ら れ て い る ポ
リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応  (PCR) ま た は 共 有 す る 構 造 的 特 徴 を も つ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAフ ラ
グ メ ン ト を 検 出 す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 実
施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と ： Innis 他 、 1990、 PCR: A Guide
 to Methods and Application、 Academic Press、 New York。 他 の 核 酸 増 幅 手 順 、 例 え ば
、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応  (LCR) 、 結 合 活 性 化 転 写  (LAT) お よ び 核 酸 配 列 を ベ ー ス と す る 増 幅
 (NASBA) を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 酵 素 お よ び /ま た は 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 例 え ば 、 必 要 な 細 菌 ま た は 真
菌 の 株 、 ま た は 他 の ま た は 関 係 す る 生 物 か ら ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ う し て 、 例 え ば 、 ア レ レ
ま た は 種 変 異 型 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 用 語  「 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 」  は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 他 の 核 酸 配 列 を 本
質 的 に 含 ま な い 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 決 定 し て 、 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 少 な く と も 約 60%の 純 度 、 な お よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 80%の 純 度 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%の 純 度 の 核 酸 配 列 を
意 味 す る 。 例 え ば 、 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 は 、 核 酸 配 列 を そ の 天 然 の 位 置 か ら そ れ が 再 生 さ
れ る 異 な る 部 位 に 再 配 置 す る た め に 遺 伝 子 操 作 に お い て 使 用 さ れ る 標 準 的 ク ロ ー ニ ン グ 手
順 に よ り 、 得 る こ と が で き る 。 ク リ ー ニ ン グ 手 順 は 、 抗 微 生 物 剤 ま た は 酵 素 を コ ー ド す る
核 酸 配 列 を 含 ん で な る 必 要 な 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 切 除 お よ び 単 離 、 こ の フ ラ グ メ ン ト の ベ
ク タ ー 分 子 中 へ の 挿 入 、 お よ び 核 酸 配 列 の 多 数 の コ ピ ー ま た は ク ロ ー ン が 複 製 さ れ る 宿 主
細 胞 中 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 組 込 み を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 請 求 項 1に お い て 規 定 さ れ る 抗 微 生 物 剤 ま た は 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 修 飾 は 、 変
異 型 抗 微 生 物 剤 ま た は 変 異 型 酵 素 の 合 成 に 必 要 で あ る こ と が あ る 。 用 語  「 変 異 型 抗 微 生
物 剤 」  ま た は  「 変 異 型 酵 素 」  は 、 そ れ ら の 天 然 に 存 在 し な い 形 態 を 意 味 す る 。 こ れ ら
は 天 然 源 か ら 単 離 さ れ た 抗 微 生 物 剤 ま た は 酵 素 と い く つ か の 操 作 さ れ た 方 法 で 異 な り 、 例
え ば 、 比 活 性 、 熱 安 定 性 、 pH最 適 値 、 ア レ ル ゲ ン 性 が 異 な る 抗 微 生 物 剤 ま た は 酵 素 、 ま た
は 抗 微 生 物 活 性 ま た は 特 異 性 の プ ロ フ ァ イ ル 、 ま た は そ の 他 が 異 な る 抗 微 生 物 剤 の 変 異 型
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 変 異 型 の 配 列 は 、 抗 微 生 物 剤 ま た は 酵 素 の 成 熟 部 分 、 例 え ば 、 そ の サ ブ 配 列 を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 に 基 づ い て 、 お よ び /ま た は 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 他 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 生 じ な い が 、 酵 素 ま た は 抗 微 生 物 剤 の 製 造 に 意 図 さ れ る 宿 主 生 物 の コ ド ン
使 用 頻 度 に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 置 換 の 導 入 に よ り 、 ま た は 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 生 ず る
ヌ ク レ オ チ ド 置 換 の 導 入 に よ り 、 構 築 す る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 の 総 括 的 説 明
に つ い て は 、 例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Ford 他 、 1991、 Protein Expression an
d Purification 2: 95-107。 低 ア レ ル ゲ ン 性 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 、 例 え ば 、 上 に 記 載
し た よ う に し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 当 業 者 に と っ て 明 ら か な よ う に 、 こ の よ う な 置 換 は 分 子 に 対 し て 重 大 な 領 域 の 外 側 で な
す こ と が で き 、 そ し て な お 活 性 剤 ま た は 酵 素 を 生 成 す る こ と が で き る 。 核 酸 配 列 に よ り コ
ー ド さ れ る 酵 素 ま た は 抗 微 生 物 剤 の 活 性 に 対 し て 必 須 で あ り 、 し た が っ て 置 換 し な い こ と
が 好 ま し い ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 手 順 、 例 え ば 、 位 置 指 定 突 然
変 異 誘 発 ま た は ア ラ ニ ン 走 査 突 然 変 異 誘 発 に よ り 同 定 す る こ と が で き る  (例 え ば 、 下 記 の
文 献 を 参 照 の こ と : Cunninghamお よ び Wells、 1989、 Science 244: 1081-1085) 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 後 者 の 技 術 に お い て 、 突 然 変 異 は 分 子 中 の す べ て の 正 に 帯 電 し た 残 基 に 導 入 さ れ 、 そ し
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て 生 ず る 突 然 変 異 分 子 を 活 性 に つ い て 試 験 し て 、 分 子 の 活 性 に と っ て 重 大 で あ る ア ミ ノ 酸
残 基 を 同 定 す る 。 ま た 、 基 質 -酵 素 の 相 互 作 用 部 位 は 、 核 磁 気 共 鳴 吸 収 分 析 、 結 晶 学 ま た
は フ ォ ト ア フ ィ ニ テ ィ ー ラ ベ リ ン グ の よ う な 技 術 に 従 い 決 定 さ れ る 三 次 元 構 造 の 解 析 に よ
り 決 定 す る こ と が で き る  (例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Vos 他 、 1992、 Science 25
5: 306-312; Smith 他 、 1992、 Journal of Molecular Biology 224: 899-904; Wlodaver 
他 、 1992、 FEBS Letters 309: 59-64) 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 発 明 は 、 あ る 種 の タ イ プ の 核 酸 構 築 物 、 す な わ ち 、 制 御 配 列 と 適 合 性 の 条 件 下 に 適 当
な 発 現 宿 主 中 の 下 記 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 発 現 を 指 令 す る 1種 ま た は 2種 以 上 の 制 御 配 列 に
作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 、 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 、 お よ び 酵 素 を コ ー ド す る
第 2核 酸 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 構 築 物 に 関 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 第 2核 酸 配 列 は 発 現
宿 主 に 対 し て 異 種 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 核 酸 構 築 物 」 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 、 天 然 に 存 在 す る 遺 伝 子 か ら 単 離 さ れ る
か 、 あ る い は 天 然 に 存 在 し な い よ う な 方 法 で 組 合 わ さ れ か つ 並 置 さ れ た 核 酸 の セ グ メ ン ト
を 含 有 す る よ う に 修 飾 さ れ た 核 酸 分 子 と し て 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る 。 用 語  「 核 酸
構 築 物 」  は 、 核 酸 構 築 物 が 発 現 に 必 要 な す べ て の 制 御 配 列 を 含 有 す る と き 、 用 語  「 発 現
カ セ ッ ト 」  と 同 義 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 用 語  「 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 」  ま た は  「 コ ー デ ィ ン グ 配 列 」  は 、 そ の ペ プ チ ド ま た
は 酵 素 生 成 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 直 接 特 定 す る 核 酸 配 列 と し て 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る
。 一 般 に 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 境 界 は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位  (原 核 生 物 ) に よ り 、 ま た は
mRNAの 5’ 末 端 に お け る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 直 ぐ 上 流 に 位 置 す る ATG開 始 コ ド
ン  (真 核 生 物 ) お よ び mRNAの 3’ 末 端 に お け る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 直 ぐ 下 流
に 位 置 す る 転 写 停 止 配 列 に よ り 決 定 さ れ る 。 コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 DNA、 cDNA、 お よ び 組
換 え 核 酸 配 列 を 包 含 で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 発 現 は 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 の 製 造 に 関 係 す る 工 程 を 包 含 す る と 理 解 さ れ 、 こ の よ う な
工 程 は 転 写 、 転 写 後 の 修 飾 、 翻 訳 、 翻 訳 後 の 修 飾 、 お よ び 分 泌 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 用 語  「 制 御 配 列 」  は 、 そ れ ぞ れ 、 酵 素 、 お よ び 抗 微 生 物 剤 の 発 現 に 必 要 ま た は 好 都 合
で あ る す べ て の 成 分 を 包 含 す る と 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る 。 各 制 御 配 列 は 、 そ れ ぞ れ
の エ ン コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 に 対 し て 自 然 ま た は 外 来 性 で あ る こ と が で き る 。 こ の よ う な
制 御 配 列 は 、 リ ー ダ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 、 プ レ プ ロ ペ プ チ ド 配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 、 シ
グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 、 お よ び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
最 小 に お い て 、 制 御 配 列 は プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 転 写 お よ び 翻 訳 停 止 シ グ ナ ル を 包 含 す る
。 制 御 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 と 制 御 配 列 と の 結
合 を 促 進 す る 特 異 的 制 限 部 位 を 導 入 す る 目 的 で 、 リ ン カ ー を 有 す る こ と が で き る 。 用 語  
「 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 」  は 、 DNA配 列 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 関 し て 、 制 御 配 列 が ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 を 指 令 す る 位 置 に 、 制 御 配 列 が 適 当 に 配 置 さ れ て い る 立 体 配 置 と し て 本 明 細
書 に お い て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 制 御 配 列 は 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 核 酸 配 列 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る
核 酸 配 列 で あ る こ と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 仲 介 す る 転 写
制 御 配 列 を 含 有 す る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 選 択 し た 宿 主 細 胞 に お い て 転 写 活 性 で あ る こ と を
示 す 任 意 の 核 酸 配 列 で あ る こ と が で き 、 突 然 変 異 体 、 ト ラ ン ケ ー テ ッ ド 、 お よ び ハ イ ブ リ
ッ ド プ ロ モ ー タ ー を 包 含 し 、 そ し て 宿 主 細 胞 に 対 し て 相 同 的 ま た は 異 種 的 で あ る 、 細 胞 外
ま た は 細 胞 内 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 特 に 細 菌 宿 主 細 胞 中 で 、 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 の 転 写 を 指 令 す る た め に 適 当 な プ ロ モ ー タ
ー の 例 は 、 下 記 か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー で あ る : 大 腸 菌  (E. coli) lacオ ペ ロ ン 、 ス ト
レ プ ト マ イ セ ス ・ ケ リ コ ロ ル  (Streptomyces coelicolor) ア ガ ロ ー ス 遺 伝 子  (dagA) 、
バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) レ バ ン ス ク ラ ー ゼ 遺 伝 子  (sacB) 、 バ シ ラ ス
・ リ ヘ ニ フ ォ ル ミ ス  (Bacillus licheniformis) α -ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子  (amyL) 、 バ シ ラ
ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス  (Bacillus stearothermophilus) マ ル ト ジ ェ ニ ッ ク ア ミ ラ
ー ゼ 遺 伝 子  (amyM) 、 バ シ ラ ス ・ ア ミ ロ リ ク フ ァ シ エ ン ス  (Bacillus amyloliquefaciens
) α -ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子  (amyQ) 、 バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ ル ミ ス  (Bacillus licheniformi
s) ペ ニ シ リ ナ ー ゼ 遺 伝 子  (penP) 、 バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) xylAお よ
び xylB遺 伝 子 、 お よ び 原 核 生 物 の β -ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子  (Villa 他 、 1978、 Proceedings
 of the National Academy of Sciences USA 75: 3727-3731) 、 な ら び に tacプ ロ モ ー タ
ー  (DeBoer 他 、 1983、 Proceedings of the National Academy of Sciences USA 80: 21-
25) 。 そ れ 以 上 の プ ロ モ ー タ ー は 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る : “ Useful proteins from
 recombinant bacteria” 、 Scientific American 1980、 242: 74-94; お よ び Sambrook 他
、 1989、 前 掲 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 宿 主 細 胞 細 胞 中 で 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 の 転 写 を 指 令 す る た め に 適 当
な プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 下 記 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び そ れ ら の 突 然 変
異 体 、 ト ラ ン ケ ー テ ッ ド 、 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー で あ る : ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ
リ ゼ  (Aspergillus oryzae) TAKAア ミ ラ ー ゼ 、 リ ゾ ム コ ル ・ ミ エ ヘ イ  (Rhizomucor miehe
i) ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) 中 性
α -ア ミ ラ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) 酸 安 定 性 α － ア ミ ラ ー ゼ
、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) ま た は ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ア ワ モ リ  (Asp
ergillus awamori) グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ  (glaA) 、 リ ゾ ム コ ル ・ ミ エ ヘ イ  (Rhizomucor mie
hei) リ パ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) ア ル カ リ 性 プ ロ テ ア ー
ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ア
ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ヅ ラ ン ス  (Aspergillus nidulans) ア セ ト ア ミ ダ ー ゼ 、 お よ び フ ザ リ ウ
ム ・ オ キ シ ス ポ ラ ム  (Fusarium oxysporum) ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ  (WO 96/00787) 
、 な ら び に NA2-tpiプ ロ モ ー タ ー  (ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) 中 性 α
-ア ミ ラ ー ゼ お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ
ソ メ ラ ー ゼ の 遺 伝 子 か ら の プ ロ モ ー タ ー の ハ イ ブ リ ッ ド ) 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 酵 母 宿 主 に お い て 、 有 効 な プ ロ モ ー タ ー は 下 記 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー で あ
る : サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) エ ノ ラ ー ゼ  (ENO-1) 
、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) ガ ラ ク ト キ ナ ー ゼ  (GAL1
) 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ /グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-ホ ス フ ェ ー ト  (ADH2/GAP) 、 お よ び サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ
レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) 3-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ 。 酵 母 宿 主 細 胞 に
有 効 な 他 の プ ロ モ ー タ ー は 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る : Romanos 他 、 1992、 Yeast 8: 4
23-488。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ま た 、 制 御 配 列 は 、 適 当 な 転 写 停 止 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 あ る 。 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列
の 3’ 末 端 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ て い る 。 選 択 し た 宿 主 細 胞 中 で 機 能 的 で あ る 任 意 の タ ー
ミ ネ ー タ ー を 本 発 明 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 宿 主 細 胞 に 好 ま し い タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 下 記 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る
タ ー ミ ネ ー タ ー で あ る : ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) TAKAア ミ ラ ー ゼ
、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・
ニ ヅ ラ ン ス  (Aspergillus nidulans) ア ン ト ラ ニ ル 酸 シ ン タ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ
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ー  (Aspergillus niger) α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 お よ び フ ザ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ラ ム  (Fusa
rium oxysporum) ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 酵 母 宿 主 細 胞 に 好 ま し い タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 下 記 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る タ ー ミ ネ ー タ ー
で あ る : サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) シ ト ク ロ ム C (CYC
1) 、 お よ び サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) グ リ セ ル ア ル
デ ヒ ド -3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 。 酵 母 宿 主 細 胞 に 有 効 な 他 の タ ー ミ ネ ー タ ー は 下 記 の
文 献 に 記 載 さ れ て い る : Romanos 他 、 1992、 前 掲 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 細 菌 宿 主 細 胞 に 好 ま し い タ ー ミ ネ ー タ ー は 下 記 か ら の タ ー ミ ネ ー タ ー で あ る : バ シ ラ ス
・ リ ヘ ニ フ ォ ル ミ ス  (Bacillus licheniformis) α -ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子  (amyL) 、 バ シ ラ
ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) マ ル ト ジ ェ ニ ッ ク ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子  (amyM) 、 ま た
は バ シ ラ ス ・ ア ミ ロ リ ク フ ァ シ エ ン ス  (Bacillus amyloliquefaciens) α -ア ミ ラ ー ゼ 遺
伝 子  (amyQ) 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ま た 、 制 御 配 列 は 、 適 当 な リ ー ダ ー 配 列 、 す な わ ち 、 宿 主 細 胞 に よ る 翻 訳 に 重 要 で あ る
mRNAの 非 翻 訳 領 域 で あ る 。 リ ー ダ ー 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 5’ 末
端 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ て い る 。 選 択 し た 宿 主 細 胞 中 で 機 能 的 で あ る 任 意 の リ ー ダ ー 配 列
を 本 発 明 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 宿 主 細 胞 に 好 ま し い リ ー ダ ー は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Asperg
illus oryzae) TAKAア ミ ラ ー ゼ お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ヅ ラ ン ス  (Aspergillus nidula
ns) ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 酵 母 宿 主 細 胞 に 適 当 な リ ー ダ ー は 下 記 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る リ ー ダ ー で あ る : サ ッ カ ロ
マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) エ ノ ラ ー ゼ  (ENO-1) 、 サ ッ カ ロ マ
イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) 3-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 サ ッ
カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) α -因 子 、 お よ び サ ッ カ ロ マ イ
セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ /グ リ セ ル
ア ル デ ヒ ド -3-ホ ス フ ェ ー ト  (ADH2/GAP) 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ま た 、 制 御 配 列 は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 、 す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 3’ 末 端 に 作
用 可 能 に 連 鎖 さ れ て お り 、 そ し て 転 写 さ れ た と き 、 ポ リ ア デ ノ シ ン を 転 写 さ れ た mRNAに 付
加 す る シ グ ナ ル と し て 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 配 列 で あ る 。 選 択 し た 宿 主 細 胞 中 で 機 能
的 で あ る 任 意 の ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 本 発 明 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 宿 主 細 胞 に 好 ま し い ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 は 下 記 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ
る : ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) TAKAア ミ ラ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・
ニ ガ ー  (Aspergillus niger) グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus
 niger) ア ン ト ラ ニ ル 酸 シ ン タ ー ゼ 、 フ ザ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ラ ム  (Fusarium oxysporum
) ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 、 お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) α -
グ ル コ シ ダ ー ゼ 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 酵 母 宿 主 細 胞 に 有 効 な ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 は 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る : Guoお よ び S
herman、 1995、 Molecular Cellular Biology 15: 5983-5990。
　 ま た 、 制 御 配 列 は 、 酵 素 の ア ミ ノ 末 端 に 結 合 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し 、 か つ コ ー ド
さ れ た 酵 素 を 細 胞 の 分 泌 経 路 に 向 け る 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 で あ る こ と が
で き る 。 核 酸 配 列 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 5’ 末 端 は 、 分 泌 さ れ た 酵 素 を コ ー ド す る コ ー デ
ィ ン グ 領 域 の セ グ メ ン ト と 翻 訳 リ ー デ イ ン グ フ レ ー ム で 自 然 に 結 合 し た 、 シ グ ナ ル ペ プ チ
ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 固 有 に 含 有 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-504810 A 2007.3.8



　 選 択 的 に 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 5’ 末 端 は 、 制 御 配 列 に 対 し て 外 来 性 で あ る シ グ ナ ル ペ
プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 含 有 す る こ と が あ る 。 調 節 配 列 が シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン
グ 領 域 を 自 然 に 含 有 し な い 場 合 、 外 来 性 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 必 要 と さ
れ る こ と が あ る 。 選 択 的 に 、 外 来 性 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 自 然 の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 と 置 換 し て 、 酵 素 の 分 泌 を 増 強 す る こ と が で き る 。 し か し な
が ら 、 発 現 さ れ た 酵 素 を 選 択 し た 宿 主 細 胞 の 分 泌 経 路 に 向 け る シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ
ン グ 領 域 を 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 細 菌 宿 主 細 胞 に 有 効 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 、 下 記 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ
る シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 で あ る : バ シ ラ ス  (Bacillus) NCIB 11837マ ル ト ジ
ェ ニ ッ ク ア ミ ラ ー ゼ 、 バ シ ラ ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス  (Bacillus stearothermophilu
s) α -ア ミ ラ ー ゼ 、 バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ ル ミ ス  (Bacillus licheniformis) ス ブ チ リ シ
ン 、 バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ ル ミ ス  (Bacillus licheniformis) β -ラ ク タ マ ー ゼ 、 バ シ ラ
ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス  (Bacillus stearothermophilus) 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ  (nprT
、 nprS、 nprM) 、 お よ び バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) prsA。 そ れ 以 上 の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド は 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る : Simonenお よ び Palva、 1993、 Microbiolo
gical Reviews 57: 109-137。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 宿 主 細 胞 に 有 効 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 、 下 記 の 遺
伝 子 か ら 得 ら れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 で あ る : ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (
Aspergillus oryzae) TAKAア ミ ラ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) 
中 性 ア ミ ラ ー ゼ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー  (Aspergillus niger) グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 リ
ゾ ム コ ル ・ ミ エ ヘ イ  (Rhizomucor miehei) ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ 、 フ ミ コ ラ ・ イ
ン ソ レ ン ス  (Humicola insolens) セ ル ラ ー ゼ 、 お よ び フ ミ コ ラ ・ ラ ヌ ギ ノ サ  (Humicola 
lanuginosa) リ パ ー ゼ 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 酵 母 宿 主 細 胞 に 有 効 な ペ プ チ ド は 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces ce
revisiae) α -因 子 お よ び サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) 
イ ン ベ ル タ ー ゼ の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る 。 他 の 有 効 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 は
下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る : Romanos 他 、 1992、 前 掲 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た 、 制 御 配 列 は 、 酵 素 の ア ミ ノ 末 端 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る プ ロ ペ プ チ
ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 で あ る 。 生 ず る 酵 素 は プ ロ 酵 素 ま た は プ ロ ポ リ ペ プ チ ド  (ま た は あ る
場 合 に お い て チ モ ー ゲ ン ) と し て 知 ら れ て い る 。 プ ロ 酵 素 は 一 般 に 不 活 性 で あ り 、 そ し て
プ ロ ポ リ ペ プ チ ド か ら の プ ロ ペ プ チ ド の 触 媒 的 ま た は 自 己 触 媒 的 切 断 に よ り 、 成 熟 活 性 酵
素 に 転 化 す る こ と が で き る 。 プ ロ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 下 記 の 遺 伝 子 か ら 得 る こ と
が で き る : バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) ア ル カ リ 性 プ ロ テ ア ー ゼ  (aprE) 
、 バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ  (nprT) 、 サ ッ カ ロ マ イ
セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) α -因 子 、 リ ゾ ム コ ル ・ ミ エ ヘ イ  (Rhizo
mucor miehei) ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ 、 お よ び ミ セ リ オ フ ト ラ ・ サ ー モ フ ィ ラ  (My
celiophthora thermophila) ラ ッ カ ー ゼ  (WO 95/33836) 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 両 方 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び プ レ プ ロ ペ プ チ ド 領 域 が 酵 素 の ア ミ ノ 末 端 に 存 在 す る 場
合 、 プ ロ ペ プ チ ド 領 域 は 酵 素 の ア ミ ノ 末 端 の 次 に 位 置 し 、 そ し て シ グ ナ ル ペ プ チ ド 領 域 は
プ ロ ペ プ チ ド 領 域 の 次 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ま た 、 宿 主 細 胞 の 生 長 に 関 し て ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 調 節 を 可 能 と す る 調 節 配 列 を 付 加
す る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。 調 節 系 の 例 は 、 化 学 的 ま た は 物 理 的 刺 激 、 例 え ば 、 調 節
化 合 物 の 存 在 に 応 答 し て 遺 伝 子 の 発 現 を オ ン ま た は オ フ に す る 系 で あ る 。 原 核 生 物 系 に お
け る 調 節 系 は 、 lac、 tac、 お よ び trpオ ペ レ ー タ ー 系 を 包 含 す る 。 酵 母 に お い て 、 ADH2系
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ま た は GAL1系 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 に お い て 、 TAKAα -ア ミ ラ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・
ニ ガ ー  (Aspergillus niger) グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス
・ オ リ ゼ  (Aspergillus oryzae) グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー を 調 節 配 列 と し て 使 用
す る こ と が で き る 。 調 節 配 列 の 他 の 例 は 、 遺 伝 子 の 増 幅 を 可 能 と す る も の で あ る 。 真 核 生
物 系 に お い て 、 こ れ ら は メ ト ト レ キ セ ー ト の 存 在 下 に 増 幅 さ れ る ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー
ゼ 遺 伝 子 、 お よ び 重 金 属 で 増 幅 さ れ る メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 場 合
に お い て 、 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 調 節 配 列 と 作 用 可 能 に 連 鎖 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 は 、 2以 上 の 酵 素 を コ ー ド す る 2以 上 の 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 1、 2、 3
、 4、 5、 6、 7、 8、 9ま た は 10の 酵 素 を コ ー ド す る 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9ま た は 10の
核 酸 配 列 を 含 ん で な る こ と が で き る 。 酵 素 は 同 一 で あ る か 、 あ る い は 異 な る こ と が で き る
。 1ま た は 2以 上 の 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 同 一 で あ る か 、 あ る い は 異 な る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 は 、 2以 上 の 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 2以 上 の 核 酸 配 列 、 例 え
ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 ま た は 20
の 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 1
7、 18、 19、 ま た は 20の 核 酸 配 列 を 含 ん で な る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 構 築 物
は 、 20よ り 多 い 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 20よ り 多 い 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 25、 30、 35、 40、
45ま で 、 ま た は さ ら に 50ま で の 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 25、 30、 35、 40、 45ま で 、 ま た は
さ ら に 50ま で の 核 酸 配 列 を 含 ん で な る こ と が で き る 。 抗 微 生 物 剤 は 同 一 で あ る か 、 あ る い
は 異 な る こ と が で き る 。 1ま た は 2以 上 の 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 同 一 で あ る か
、 あ る い は 異 な る こ と が で き る 。 特 に 、 核 酸 配 列 の 数 は 、 発 現 が 封 入 体 中 で 起 こ る と き 、
よ り 高 い 範 囲 に あ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 に お い て 、 1ま た は 2以 上 の 酵 素 を コ ー ド す る 1ま た は 2以 上 の 核 酸 配
列 は 、 1ま た は 2以 上 の 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 1ま た は 2以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 上 流
に 存 在 す る こ と が で き る 。 な お さ ら に 、 発 現 を コ ー ド す る 配 列 の い く つ か は 抗 微 生 物 剤 を
コ ー ド す る 配 列 か ら 上 流 に 存 在 し 、 い く つ か は か ら 下 流 に 存 在 す る こ と が で き 、 そ し て 逆
も ま た 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 も ち ろ ん 、 普 通 の 一 般 的 知 識 で あ る が 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 核 酸 構 築 物 に お い て 、 個 々
の 構 成 成 分 の 配 列 、 例 え ば 、 1ま た は 2以 上 の 酵 素 、 1ま た は 2以 上 の 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 、 制 御 配 列 、 お よ び ま た リ ン カ ー お よ び さ ら に 後 述 さ れ る ド メ イ ン は 、 必 要 な
正 し い 発 現 が 起 こ る よ う に 、 適 切 に 間 隔 を 置 い て 並 置 さ れ る べ き で あ る 。
　 本 発 明 の 比 較 的 簡 単 な 核 酸 構 築 物 の 3つ の 例 a) ～ c) を 下 に 列 挙 す る 。 構 築 物 は 5’  →  
3’  の 通 常 の 方 向 で 列 挙 さ れ 、 そ し て 下 記 の 略 号 を 使 用 す る : AMP: 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド ;
 ENZ: 酵 素 ; RBS: リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ; PROM: プ ロ モ ー タ ー ; TERM: タ ー ミ ネ ー タ ー 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 　 a) PROM-RBS1-遺 伝 子  (AMP)-リ ン カ ー -遺 伝 子 (ENZ)-TERM
　 　 b) PROM-RBS1-遺 伝 子  (AMP)- RBS2-遺 伝 子  (ENZ)-TERM
　 　 c) PROM1-RBS1-遺 伝 子  (AMP)- TERM1-PROM2-RBS2-遺 伝 子  (酵 素 )-TERM2
　 Ad a): こ の 構 築 物 は 1つ の 転 写 生 成 物 、 お よ び 1つ の 翻 訳 生 成 物 、 す な わ ち 、 融 合 タ ン
パ ク 質  (融 合 生 成 物 ) を 生 ず る 。 上 記 構 築 物 に お い て 、 「 リ ン カ ー 」 は 切 断 可 能 な リ ン カ
ー を 表 示 し 、 こ れ は い っ そ う 詳 し く 後 述 し 、 そ し て 引 き 続 い て 融 合 タ ン パ ク 質 、 AMP-リ ン
カ ー -ENZを 切 り 離 し て 、 そ れ ぞ れ 、 明 確 な 生 成 物 、 AMP、 お よ び ENZに す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ad b): こ の 構 築 物 は 、 遺 伝 子  (AMP) に 固 有 の 翻 訳 停 止 コ ド ン の た め に 、 翻 訳 が 停 止 す
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る の で 、 1つ の 転 写 生 成 物 、 お よ び 2つ の 翻 訳 生 成 物 を 生 ず る 。 し た が っ て 、 2つ の 明 確 な
生 成 物 、 AMPお よ び ENZが 生 成 す る で あ ろ う 。
　 Ad c): こ の 構 築 物 に お い て 、 転 写 は 遺 伝 子  (AMP) 後 に 停 止 す る が 、 PROM2に お い て 転
写 は 連 続 す る 。 し た が っ て 、 2つ の 転 写 生 成 物 、 な ら び に 2つ の 翻 訳 生 成 物 、 AMPお よ び ENZ
が こ の 構 築 物 か ら 生 ず る 。 変 化 す る 強 さ の PROM1お よ び PROM2を 適 用 す る が 、 1ま た は 2以 上
の 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 発 現 さ れ た AMPお よ び ENZの
必 要 な 比 が 得 ら れ る こ と か ら み て 、 AMPの 発 現 を ENZに 比 較 し て 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 下 記 の 構 築 物 d) ～ f) は 、 酵 素 お よ び /ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 2以 上 の 核 酸 配 列 を
組 込 ん で い る 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 の 非 限 定 的 例 で あ る 。 上 記 の 同 一 記 号 法 が 制 御 配 列 に 適
用 さ れ る が 、 リ ン カ ー お よ び そ の 他 は 簡 素 化 の た め に 排 除 さ れ て い る :
　 　 d) 遺 伝 子  (ENZ)-遺 伝 子  (AMP)-遺 伝 子  (AMP)
　 　 e) 遺 伝 子  (ENZ)-遺 伝 子  (AMP)-遺 伝 子  (AMP)-遺 伝 子  (AMP)
　 　 f) 遺 伝 子  (ENZ)-遺 伝 子  (AMP)-遺 伝 子  (AMP)-遺 伝 子  (AMP)-遺 伝 子  (ENZ)
　 上 記 構 築 物 に お い て 、 AMPは 同 一 で あ る か 、 あ る い は 異 な る AMPを 表 示 す る こ と が で き 、
そ し て ENZに つ い て 同 一 の 事 柄 が 当 て は ま る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル に お い て 、 用 語  「 切 断 可 能 な リ ン カ ー 」  は 、 典 型 的 に は 短 い 、 例 え ば
、 切 断 可 能 な 部 位 を 含 ん で な る 1～ 30ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ア ミ ノ 酸 の 配 列 と し て 本 明 細 書 に
お い て 定 義 さ れ る 。 用 語  「 切 断 可 能 な 部 位 」  は 、 切 断 剤 に よ り 、 す な わ ち 、 物 理 的 ま た
は 化 学 的 、 典 型 的 に は 酵 素 的 手 段 に よ り 切 断 可 能 で あ る 、 典 型 的 に は 短 い 、 例 え ば 、 1～ 1
0ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ア ミ ノ 酸 の 配 列 と し て 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る 。 切 断 可 能 な リ ン
カ ー 、 認 識 部 位 お よ び 切 断 部 位 の 非 限 定 的 例 は 下 に 列 挙 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 例 え ば 、 切 断 可 能 な リ ン カ ー は 部 位 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ の 認 識 部 位 で あ る こ と が で き る
。 部 位 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ  (切 断 剤 ) の 例 は 、 酵 母 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (Sacc
haromyces cerevisiae) の α -細 胞 か ら の Kex2膜 結 合 プ ロ テ イ ナ ー ゼ で あ る 。 Kex2プ ロ テ
イ ナ ー ゼ は 、 ペ プ チ ド 結 合 の C-末 端 で 切 断 さ れ る 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 対 を も つ ペ プ チ ド お よ び
タ ン パ ク 質 を 加 水 分 解 す る  (Bessmertnaya 他  (1997) Biochemistry Vol. 62 (8) pp. 85
0-857) 。 Kex2切 断 部 位 の 例 は 、 Lys-Arg (K-/-R) お よ び Arg-Arg (R-/-R) で あ り 、 そ し
て ま た 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 他 の 組 合 わ せ を 挿 入 し て 、 Kex2に よ る 切 断 を 最 適 化 す る こ と が で
き る  (Ledgerwood 他  (1995) J. Biochemistry Vol. 308 (1) pp. 321-326; ま た は Ghosh
 S. 他  (1995) Gene (Amersham) Vol. 176 (1-2) pp. 249-255) 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ  (切 断 剤 ) お よ び 切 断 可 能 な リ ン カ ー の 他 の 有 効 な 組 合 わ せ は 次 の 通 り で
あ る : ア ミ ノ 酸 配 列 X-D-D-D-K-/-X (配 列 番 号 86) を 優 先 的 に 切 断 す る エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ  
(La Vallie 他  (1993) J. Biol. Chem. Vol. 268 pp. 2311-2317) 、 ア ミ ノ 酸 配 列 X-K-R-
/-X (配 列 番 号 87) を 優 先 的 に 切 断 す る ト リ プ シ ン  (Jonasson 他  (1996) Eur. J. Bioche
m. Vol. 236 (2) pp. 656-661) 、 ア ミ ノ 酸 配 列 X-I-E-G-R-/-X (配 列 番 号 88) を 優 先 的 に
切 断 す る 因 子 Xa (Nagai 他  (1985) PNAS Vol. 82 pp. 7252-7255) 、 ア ミ ノ 酸 配 列 P-X-/-
G-P-X-X (配 列 番 号 89) を 優 先 的 に 切 断 す る コ ラ ゲ ナ ー ゼ  (Chinery 他  (1993) Eur. J. B
iochem. Vol. 212 (2) pp. 557-558) 、 ア ミ ノ 酸 配 列 X-G-V-R-G-P-R-/-X (配 列 番 号 90) 
を 優 先 的 に 切 断 す る ト ロ ン ビ ン  (Rahman 他  (1992) Cell. Mol. Biol. Vol. 38 (5) pp. 
529-542) 、 リ シ ン に お い て 優 先 的 に 切 断 す る ALP (ア ク ロ モ バ ク タ ー ・ リ チ カ ス  (Achrom
obacter lyticus) Lys特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ ) (Kjeldsen 他  (1996) Gene Vol. 170 (1) pp
. 107-112) 、 お よ び Gluに お い て 優 先 的 に 切 断 す る バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ ル ミ ス  (Bacill
us licheniformis) か ら の C-成 分 プ ロ テ ア ー ゼ  (Kakudo 他  (1992) J. Biol. Chem. Vol.
 267 (33) pp. 23782-23788) 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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切 断 可 能 な リ ン カ ー



　 消 化 的 プ ロ テ ア ー ゼ 、 特 に ト リ プ シ ン  (前 述 ) 、 ま た 、 ペ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 お
よ び 膵 臓 プ ロ テ ア ー ゼ は 追 加 の 有 効 な プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 キ モ ト リ プ シ ン は 芳 香 族 ア ミ
ノ 酸 お よ び Leu後 を 優 先 的 に 切 断 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 特 異 的 タ ー ゲ ッ ト 部 位 を 切 断 す る 他 の 好 ま し い 方 法 は 、 化 合 物 、 例 え ば 、 X-M-/-Xを 切
断 す る 臭 化 シ ア ン ま た は S-N-/-G-X (配 列 番 号 91) を 切 断 す る ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン で あ る
を 使 用 す る こ と に よ る  (Current Protocols in Molecular Biology、 John Wiley and Son
s、 1995; Harwood C. R. お よ び Cutting S. M. (編 者 )) 。
　 な お そ れ 以 上 の 特 定 の 切 断 法 を D-/-P (Asp-Pro) ペ プ チ ド 結 合 に 利 用 す る こ と が で き 、
こ の 結 合 は 適 当 な 温 度 に お い て 適 当 な 時 間 の 間 弱 酸  (例 え ば 、 pH 2～ 3) で 処 理 し て 切 断
す る こ と が で き る 。 適 当 な 温 度 の 例 は 40、 50、 60、 70、 ま た は 80℃ で あ り 、 そ し て 適 当 な
時 間 の 例 は 数 時 間 、 例 え ば 、 0.25時 間 ～ 5時 間 、 0.5時 間 ～ 2.5時 間 、 1時 間 ～ 3時 間 、 1.5時
間 ～ 2.5時 間 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル に お い て 、 遺 伝 暗 号 を 参 照 す る こ と に よ っ て 、 当 業 者 は 、 も ち ろ ん
、 上 記 切 断 可 能 な リ ン カ ー 、 な ら び に 下 記 ペ プ チ ド 保 護 ド メ イ ン に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 容 易 に 推 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る よ う に 、
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 問 題 の 宿 主 細 胞 の コ ド ン 使 用 頻 度 に つ い て 最 適 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 組 換 え 発 現 に お け る 、 構 成 成 分 の ア ミ ノ 酸 残 基
の 少 な く と も 50%が Eお よ び /ま た は Dで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 い わ ゆ る ク エ ン チ ン グ ド メ
イ ン 、 ま た は 保 護 ペ プ チ ド 、 ま た は 保 護 ド メ イ ン の 使 用 に 関 す る 。 こ の よ う な 保 護 ド メ イ
ン の 目 的 は 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド が 宿 主 細 胞 の 生 長 を 阻 害 す る 場 合 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド
を 一 時 的 に 不 活 性 化 す る こ と で あ る 。 い っ た ん 十 分 な 量 の ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る と 、 下 に
さ ら に 説 明 す る よ う に 、 保 護 ペ プ チ ド を 切 断 し 、 こ う し て 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド を 再 活 性 化
す る 。 保 護 ペ プ チ ド は 合 成 的  (人 工 的 ) で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 保 護 ペ プ チ ド の 中 に 含 有 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も 55%、 6
0%、 65%、 70%、 75%、 80%、 81%、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 87%、 88%、 89%、 90%、 91%、 9
2%、 93%、 94%、 95%、 96%、 97%、 98%ま た は 少 な く と も 99%は Dお よ び /ま た は Eで あ る 。 な お
そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 保 護 ペ プ チ ド は 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 残 基 Dお よ び /
ま た は E、 お よ び 必 要 に 応 じ て 、 切 断 可 能 な リ ン カ ー か ら 成 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 面 の 特 定 の 、 ま た は 選 択 的 態 様 に お い て 、 (1) 保 護 ペ プ チ ド 中 の Dお よ び /
ま た は Eア ミ ノ 酸 残 基 の 数 は Pお よ び /ま た は K残 基 の 数 よ り 大 き い ; (2) 保 護 ペ プ チ ド は C
残 基 を 含 有 し な い ; (3) 保 護 ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 は 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 中 の ア
ミ ノ 酸 残 基 の 数 よ り も 小 さ い ; お よ び /ま た は  (4) 保 護 ペ プ チ ド は 細 菌 の プ ロ テ ア ー ゼ の
イ ン ヒ ビ タ ー で は な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 保 護 ペ プ チ ド は 抗 微 生 物 剤 で は な く 、 か つ い ず れ か と 言 え ば 、 シ
グ ナ ル ペ プ チ ド で は な い 。 他 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 保 護 ペ プ チ ド は 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド
に 密 接 す る ア ミ ノ 酸 の ス ト レ ッ チ で あ る 。 保 護 ペ プ チ ド の 長 さ は い っ そ う 詳 細 に 後 述 さ れ
る 。 保 護 ペ プ チ ド お よ び 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド は 、 5、 8、 10、 12、 15、 20、 25、 ま た は 30ア
ミ ノ 酸 ま で の ア ミ ノ 酸 の ス ト レ ッ チ に よ り 分 離 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ペ プ チ ド 保 護 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
配 列 か ら 上 流 ま た は 下 流 に 存 在 す る こ と が で き る 。 そ れ 以 上 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗
微 生 物 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 と 、 上 に 定 義 し た ペ プ チ ド 保 護 ド メ イ ン を コ
ー ド す る 第 2核 酸 配 列 と を 含 ん で な る 構 築 物 ; な ら び に こ の よ う な 構 築 物 を 含 ん で な る 組
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換 え 宿 主 細 胞 ; お よ び 組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 そ し て ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ っ て
抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 に 関 し 、 前 記 方 法 は 適 当 な 切 断 剤 、 例 え ば 、 前 述 の 切
断 剤 を 使 用 し て ペ プ チ ド 保 護 ド メ イ ン を 切 断 す る 工 程 を 必 要 に 応 じ て 含 ん で な る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の ク エ ン チ ン グ 面 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 共 発 現 に 関 し て 本 明
細 書 に 記 載 す る す べ て の 事 項 は ク エ ン チ ン グ の 面 に も 適 用 さ れ る 。 こ れ は 、 特 に 、 例 え ば
、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 、 制 御 配 列 、 宿 主 細 胞 お よ び そ の 他 に 関 す る 。 同 様 に 、 ク エ ン チ ン
グ の 面 に 関 し て 本 明 細 書 に 記 載 す る す べ て の 事 項 は 、 本 発 明 の 共 発 現 に 適 用 さ れ る 。
　 典 型 的 に は 、 保 護 ペ プ チ ド は ペ プ チ ド 結 合 に よ り 結 合 さ れ た 、 あ る 数 の 天 然 の 、 非 天 然
の ま た は 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド で あ る 。 特 定 の
態 様 に お い て 、 構 成 成 分 の ア ミ ノ 酸 は 天 然 の L-ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 保 護 ペ プ チ ド は 、 1～ 100、 1～ 95、 1～ 90、 1～ 85、 1～ 80、 1～ 75、 1～ 70、
1～ 65、 1～ 60、 1～ 55、 1～ 50、 1～ 45、 1～ 40、 1～ 35、 1～ 30、 1～ 25、 1～ 20、 1～ 15、 ま
た は 1～ 10ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る か 、 あ る い は か ら 成 る 。
　 そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 保 護 ペ プ チ ド は 、 1～ 100、 2～ 100、 3～ 100、 4～ 100、
5～ 100、 6～ 100、 7～ 100、 8～ 100、 9～ 100、 ま た は 10～ 100ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る か
、 あ る い は か ら 成 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 追 加 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 保 護 ペ プ チ ド は 、 1～ 100、 2～ 90、 3～ 80、 4～ 70、 5～ 60、
5～ 50、 5～ 40、 5～ 35、 5～ 30、 5～ 25、 ま た は 5～ 20ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る か 、 あ る い
は か ら 成 る 。
　 本 発 明 の 保 護 ペ プ チ ド の 非 限 定 的 例 は 次 の 通 り で あ る  (慣 用 方 向 、 N-末 端 が 最 初 で あ る
) : E、 D、 ED、 DE、 DDE、 EED、 DED、 EDE、 DDEEE (配 列 番 号 92) 、 DDDEE (配 列 番 号 93) 、
DDDDE (配 列 番 号 94) 、 EEDDE (配 列 番 号 95) 、 DDEED (配 列 番 号 96) 、 EDEDE (配 列 番 号 97
) 、 DDDEEE (配 列 番 号 98) 、 DEDEDE (配 列 番 号 99) 、 お よ び EEDDEE (配 列 番 号 100) 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 保 護 ペ プ チ ド は 下 記 の 中 か ら 選 択 さ れ る : DP、 DDDDDP (配 列 番 号
101) 、 EEEEEDP (配 列 番 号 102) 、 E、 DE、 DDE、 DDDE (配 列 番 号 103) 、 DDDDE (配 列 番 号 9
4) 、 DEDEDEDP (配 列 番 号 104) 、 DDDGGEEEGGDDDP (配 列 番 号 105) 、 お よ び DDDGGDDDPPDDD
E (配 列 番 号 106) 。
　 上 記 保 護 ペ プ チ ド の Eを 含 有 す る も の は 、 ち な み に ま た 切 断 可 能 な リ ン カ ー そ れ ら 自 体
で あ る 。 な ぜ な ら 、 例 え ば 、 バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ ル ミ ス  (Bacillus licheniformis) か
ら の C-構 成 成 分 プ ロ テ ア ー ゼ は Eの カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 に お い て 切 断 す る で あ ろ う か ら で
あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 上 記 保 護 ペ プ チ ド の DPを 含 む も の は 弱 酸 で 切 断 可 能 で あ る  (上 を 参 照 ) 。
　 選 択 的 に 、 ま た は さ ら に 、 こ れ ら の 保 護 ペ プ チ ド は 任 意 の 適 当 な リ ン カ ー と 組 合 わ せ て
、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド か ら の 保 護 ペ プ チ ド の 除 去 を 可 能 と す る こ と が で き る 。
　 Dお よ び /ま た は E残 基 の 百 分 率 の 計 算 方 法 を 保 護 ペ プ チ ド の 選 択 し た 例 に つ い て 、 下 記
表 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 保 護 ペ プ チ ド は 下 記 の 工 程 に よ り 同 定 す る こ と が で き る : a) 少 な く と も 1つ の
Dお よ び /ま た は Eを 含 ん で な る 保 護 ペ プ チ ド の 候 補 を 準 備 し 、 b) 保 護 ペ プ チ ド の 候 補 を コ
ー ド す る 第 1 DNA配 列 と 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 2 DNA配 列 と を 含 ん で な る DN
A構 築 物 を 調 製 し 、 c) 宿 主 細 胞 を b) の DNA構 築 物 で 形 質 転 換 し 、 か つ 形 質 転 換 さ れ た 宿 主
細 胞 を 培 養 し て DNA構 築 物 を 発 現 さ せ 、 d) 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生 活 能 力 お よ び /ま
た は 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 収 量 を 推 定 し 、 そ し て e) 保 護 ペ プ チ ド の 候 補 を 同 定 す る 。 こ
こ で 保 護 ペ プ チ ド の 候 補 は 、 工 程 b) に 従 い DNA構 築 物 に お い て 、 工 程 c) に 従 い 宿 主 細 胞
の 形 質 転 換 の た め に 使 用 す る と き 、 工 程 d) に お い て 推 定 し て 、 宿 主 細 胞 の 生 活 能 力 を 増
加 さ せ 、 お よ び /ま た は 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 収 量 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生 活 能 力 は 、 こ の 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 例
え ば 、 450ま た は 600 nm、 例 え ば 、 450 nmに お い て 光 学 密 度  (OD) を 測 定 す る こ と に よ っ
て 測 定 す る こ と が で き る 。 抗 微 生 物 剤 、 例 え ば 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 収 量 は 、 ク ー マ ッ
シ ー 染 色 SDSゲ ル 上 で 、 例 え ば 、 期 待 す る 分 子 量 の バ ン ド お よ び 、 必 要 に 応 じ て 、 バ ン ド
の 強 度 を 見 る こ と に よ っ て 推 定 す る こ と が で き る  (実 施 例 5参 照 ) 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 、 酵 素 を コ ー ド す る 第 2異 種 核 酸
配 列 、 お よ び 転 写 お よ び 翻 訳 停 止 シ グ ナ ル を 含 ん で な る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 前 述 の 種 々 の 核 酸 配 列 お よ び 制 御 配 列 を 一 緒 に 結 合 さ せ て 、 1ま た は 2以 上 の 好 都 合 な 制
限 部 位 を 包 含 す る こ と が で き る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 製 造 し 、 こ の よ う な 部 位 に お け る 酵
素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 挿 入 ま た は 置 換 を 可 能 と す る こ と が で き る 。
選 択 的 に 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 は 、 核 酸 配 列 ま た は 核 酸 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 構 築 物 を 適 当
な 発 現 用 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー を
つ く る と き 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 発 現 の た め に 適 当 な 制 御 配 列 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ る よ
う に 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 は ベ ク タ ー 中 に 位 置 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 組 換 え DNA手 順 に 好 都 合 に 付 す こ と が で き 、 そ し て 核 酸 配 列 を
発 現 さ せ る こ と が で き る 任 意 の ベ ク タ ー  (例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ) で あ る こ
と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ベ ク タ ー の 選 択 は 、 ベ ク タ ー を 導 入 す べ き 宿 主 細 胞 と の ベ ク タ
ー の 適 合 性 に 依 存 す る で あ ろ う 。 ベ ク タ ー は 線 形 ま た は 閉 じ た 円 形 の プ ラ ス ミ ド で あ る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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　 ベ ク タ ー は 自 律 的 に 複 製 す る ベ ク タ ー 、 す な わ ち 、 染 色 体 外 の 実 在 物 と し て 存 在 す る ベ
ク タ ー で あ る こ と が で き 、 そ の 複 製 は 染 色 体 の 複 製 に 対 し て 独 立 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク
タ ー の 例 は 、 プ ラ ス ミ ド 、 染 色 体 外 因 子 、 ミ ニ 染 色 体 、 ま た は 人 工 的 染 色 体 で あ る 。 ベ ク
タ ー は 自 己 複 製 を 保 証 す る 手 段 を 含 有 す る こ と が で き る 。 選 択 的 に 、 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細
胞 中 に 導 入 し た と き 、 ゲ ノ ム 中 に 組 込 ま れ 、 そ し て そ れ が 組 込 ま れ て い る 1ま た は 2以 上 の
染 色 体 と 一 緒 に 複 製 す る も の で あ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 単 一 の ベ ク タ ー ま た は プ ラ ス
ミ ド ま た は 一 緒 に な っ て 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム の 中 に 導 入 す べ き 全 DNAを 含 有 す る 2ま た は そ れ
以 上 の ベ ク タ ー ま た は プ ラ ス ミ ド 、 ま た は ト ラ ン ス ポ ゾ ン を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 容 易 な 選 択 を 可 能 と す る 、 1ま た は 2以 上 の
選 択 可 能 な マ ー カ ー を 含 有 す る こ と が 好 ま し い 。 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 、 そ の 産 物 が 生 物
致 死 剤 ま た は ウ イ ル ス に 対 す る 耐 性 、 重 金 属 に 対 す る 耐 性 、 栄 養 要 求 性 株 に 対 す る プ ロ ト
ト ロ フ ィ ー 、 お よ び そ の 他 を 提 供 す る 遺 伝 子 で あ る 。 細 菌 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 例 は 次
の 通 り で あ る : バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) ま た は バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ
ル ミ ス  (Bacillus licheniformis) か ら の dal遺 伝 子 、 ま た は 抗 生 物 質 に 対 す る 耐 性 、 例
え ば 、 ア ン ピ シ リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン に 対
す る 耐 性 を 与 え る マ ー カ ー 。 酵 母 宿 主 細 胞 に 適 当 な マ ー カ ー は 、 ADE2、 HIS3、 LEU2、 LYS2
、 MET3、 TRP1、 お よ び URA3で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 宿 主 細 胞 に お い て 使 用 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 下 記 の も の を 包 含
す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： 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 ) 、 h
ygB (ヒ グ ロ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ) 、 niaD (硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ ) 、 pyrG (
オ ロ チ ジ ン -5’ -ホ ス フ ェ ー ト デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ) 、 sC (硫 酸 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 ) 、 な ら び に そ れ ら の 同 等 物 。 ア ス ペ ル ギ ル
ス ・ ニ ヅ ラ ン ス  (Aspergillus nidulans) ま た は ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ  (Aspergillus 
oryzae) の amdSお よ び pyrG遺 伝 子 お よ び ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ヒ グ ロ ス コ ピ カ ス  (Strept
omyces hygroscopicus) の bar遺 伝 子 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) 細 胞 に お い て 使
用 す る た め に 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 へ の 安 定 な 組 込 み ま た は ゲ ノ ム に 対 し て 独 立 に
細 胞 中 の ベ ク タ ー の 自 律 的 複 製 を 可 能 と す る 、 1ま た は 2以 上 の 因 子 を 含 有 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 へ の 組 込 み の た め に 、 ベ ク タ ー は 、 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 ま た
は 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 ま た は 相 同 的 ま た は 非 相 同 的 組 換 え に よ り ベ ク タ ー
を ゲ ノ ム 中 に 安 定 に 組 込 む ベ ク タ ー の 任 意 の 他 の 因 子 に 頼 る こ と が で き る 。 選 択 的 に 、 ベ
ク タ ー は 、 相 同 的 組 換 え に よ り 組 込 み を 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 に 向 け る 追 加 の 核 酸 配 列 を 含 有
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 追 加 の 核 酸 配 列 は 、 1ま た は 2以 上 の 染 色 体 中 の 1ま た は 2以 上 の 正 確 な 位 置 に お い て 宿 主
細 胞 ゲ ノ ム 中 に ベ ク タ ー を 組 込 む こ と が で き る 。 正 確 な 位 置 に お け る 組 込 み の 確 度 を 増 加
さ せ る た め に 、 組 込 み 因 子 は 好 ま し く は 十 分 な 数 の 核 酸 、 例 え ば 、 100～ 1,500塩 基 対 、 よ
り 好 ま し く は 400～ 1,500塩 基 対 、 最 も 好 ま し く は 800～ 1,500塩 基 対 を 含 有 し 、 こ れ ら は 対
応 す る タ ー ゲ ッ ト 配 列 と 高 度 に 相 同 的 で あ っ て 相 同 的 組 換 え の 確 率 を 増 加 さ せ る 。 組 込 み
因 子 は 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 の タ ー ゲ ッ ト 配 列 と 相 同 的 で あ る 任 意 の 配 列 で あ る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 組 込 み 因 子 は 非 エ ン コ ー デ ィ ン グ ま た は コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 で あ る こ と が
で き る 。 他 方 に お い て 、 ベ ク タ ー は 非 相 同 的 組 換 え に よ り 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 に 組 込 む こ と
が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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　 自 律 的 複 製 の た め に 、 ベ ク タ ー は 問 題 の 宿 主 細 胞 中 で ベ ク タ ー を 自 律 的 に 複 製 さ せ る 複
製 起 点 を さ ら に 含 ん で な る こ と が で き る 。 細 菌 の 複 製 起 点 の 例 は 、 大 腸 菌  (E. coli) 中
の 複 製 を 可 能 と す る プ ラ ス ミ ド pBR322、 pUC19、 pACYC177、 お よ び pACYC184、 お よ び バ シ
ラ ス  (Bacillus) 中 の 複 製 を 可 能 と す る pUB110、 pE194、 pTA1060、 お よ び pAMβ 1複 製 起 点
で あ る 。 酵 母 菌 宿 主 細 胞 に お い て 使 用 す る 複 製 起 点 の 例 は 、 2ミ ク ロ ン の 複 製 起 点 、 ARS1
、 ARS4、 ARS1と CEN3と の 組 合 わ せ 、 お よ び ARS4と CEN6と の 組 合 わ せ で あ る 。 複 製 起 点 は 、
宿 主 細 胞 に お い て そ の 機 能 を 温 度 感 受 性 と す る 突 然 変 異 を 有 す る も の で あ る こ と が で き る
 (例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Ehrlich、 1978、 Proceedings of the National Aca
demy of Sciences USA 75: 1433) 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 2以 上 の コ ピ ー を 宿 主 細 胞 中 に 挿 入 し て 、 遺 伝 子 産 物 の 産 生 を 増 加
さ せ る こ と が で き る 。 核 酸 配 列 の コ ピ ー 数 は 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 に 少 な く と も 1つ 追 加 の
配 列 の コ ピ ー を 組 込 む か 、 あ る い は 細 胞 が 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 の 増 幅 し た コ ピ ー を
含 有 す る 場 合 、 核 酸 配 列 を も つ 増 幅 可 能 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 含 め る こ と に よ っ て 増 加
さ せ る こ と が で き 、 こ れ に よ り 細 胞 を 適 当 な 選 択 可 能 な 因 子 の 存 在 下 に 培 養 す る こ と に よ
っ て 、 核 酸 配 列 の 追 加 の コ ピ ー を 選 択 す る こ と が で き る 。
　 前 述 の 因 子 を 結 合 し て 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 成 す る た め に 使 用 す る 手 順 は こ
の 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る  (例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Sambrook 他 、 198
9、 前 掲 ) 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 本 発 明 は 、 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 と 、 酵 素 を コ ー ド す る 第 2異 種 核 酸 配 列
と を 含 ん で な る 組 換 え 宿 主 細 胞 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ れ ら の 宿 主 細 胞 は 、 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 の 組 換 え 製 造 に お い て 好 都 合 に 使 用 さ れ る
。 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 ん で な る 少 な く と も 1つ の ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 の 中 に 導 入 し 、 こ
う し て 1ま た は 2以 上 の ベ ク タ ー を 染 色 体 一 体 化 物 と し て 、 ま た は 前 述 し た 自 己 複 製 す る 染
色 体 外 ベ ク タ ー と し て 維 持 す る 。 用 語  「 宿 主 細 胞 」  は 、 複 製 間 に 起 こ る 突 然 変 異 の た め
に 、 親 細 胞 と 同 一 で は な い 親 細 胞 の 子 孫 を 包 含 す る 。 一 般 に 、 細 胞 の 選 択 は 抗 微 生 物 剤 を
コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び /ま た は 酵 素 お よ び そ の 源 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 大 き い 程 度 に
依 存 す る 。 例 え ば 、 抗 微 生 物 剤 の 抗 微 生 物 活 性 に よ り 影 響 を 受 け な い か 、 あ る い は 非 常 に
制 限 さ れ た 程 度 に 影 響 を 受 け た 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。 選 択 的 に 、 ペ プ チ ド を
前 も っ て ま た は 一 時 的 に 不 活 性 化  (ク エ ン チ ン グ ) す る こ と に よ っ て 、 宿 主 細 胞 を 抗 微 生
物 活 性 か ら 保 護 す る 。 な お さ ら に 、 一 般 に 、 真 菌 酵 素 を 真 菌 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ 、 そ し
て 細 菌 酵 素 を 細 菌 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 宿 主 細 胞 は 単 細 胞 微 生 物 、 例 え ば 、 原 核 生 物 、 ま た は 非 単 細 胞 微 生 物 、 例 え ば 、 真 核 生
物 で あ る こ と が で き る 。
　 有 効 な 単 細 胞 は 細 菌 細 胞 で あ り 、 こ れ ら は 下 記 の も の を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い ： バ シ ラ ス  (Bacillus) 細 胞 、 ま た は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス  (Staphylococcus) 細 胞 、
ま た は 乳 酸 細 菌 の 細 胞 ; ま た は グ ラ ム 陰 性 細 菌 、 例 え ば 、 大 腸 菌  (E. coli) お よ び シ ュ
ー ド モ ナ ス (Pseudomonas) 種 。 乳 酸 細 菌 は 下 記 の も の を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い ： 属 ラ ク ト コ ッ カ ス  (Lactococcus) 、 ラ ク ト バ シ ラ ス  (Lactobacillus) 、 レ ウ コ ノ ス
ト ク  (Leuconostoc) 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス  (Streptococus) 、 ペ ジ オ コ ッ カ ス  (Pedioco
ccus) 、 お よ び エ ン テ ロ コ ッ カ ス  (Enterococcus) 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 細 菌 宿 主 細 胞 中 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば 、 下 記 に よ り 実 施 す る こ と が で き る : プ
ロ ト プ ラ ス ト の 形 質 転 換  (例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Changお よ び Cohen、 1979、
Molecular General Genetics 168: 111-115) 、 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 の 使 用  (例 え ば 、 下 記
の 文 献 を 参 照 の こ と : Youngお よ び Spizizln、 1961、 Journal of Bacteriology 81: 823-8
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宿 主 細 胞



29、 ま た は Dubnauお よ び Davidoff-Abelson、 1971、 Journal of Molecular Biology 56: 2
09-221) 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン  (例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Shigekawaお よ
び Dower、 Biotechniques 6: 742-751) 、 ま た は 複 合 化  (例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ
と : Koehlerお よ び Thorne、 1987、 Journal of Bacteriology 169: 5771-5278) 。
　 宿 主 細 胞 は 真 核 生 物 、 例 え ば 、 非 ヒ ト 動 物 の 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 ま た は 真 菌 細
胞 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 1つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 真 菌 細 胞 で あ る 。 「 真 菌 」 は 、 本 明 細 書 に お い
て 使 用 す る と き 、 下 記 の も の を 包 含 す る : 子 嚢 菌 門  (Ascomycota) 、 担 子 菌 門  (Basidiom
ycota) 、 ツ ボ カ ビ 菌 門  (Chytridiomycota) 、 お よ び 接 合 菌 門  (Zygomycota) (下 記 に お
い て 定 義 さ れ て い る : Hawksworth 他 、 Alnsworth and Bisby’ s Dictionary of The Fung
i、 第 8版 、 1995、 CAB International、 University Press、 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ ) な ら び に
卵 菌 門  (Oomycota) (下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る : Hawksworth 他 、 前 掲 、 p. 171) お よ
び す べ て の 栄 養 胞 子 真 菌  (Hawksworth 他 、 1995、 前 掲 ) 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 真 菌 宿 主 細 胞 は 酵 母 細 胞 で あ る 。 「 酵 母 」 は 、 本 明 細 書 に お い て
使 用 す る と き 、 下 記 の も の を 包 含 す る : 子 嚢 胞 子 酵 母  (腸 内 細 菌 科  (Enterobacteriaceae
)) 、 担 子 胞 子 酵 母 、 お よ び 不 完 全 菌 類  (Fungi Imperfecti) に 属 す る 酵 母  (ブ ラ ス ト ミ
セ テ ス  (Blastomycetes)) 。 酵 母 の 分 類 は 、 こ の 出 願 の 目 的 に 対 し て 、 将 来 に お い て 変 化
す る こ と が あ る が 、 酵 母 は Biology and Activities of Yeast に 記 載 さ れ て い る よ う に 定
義 さ れ る で あ ろ う  (Skinner F. A. お よ び Davenport R. R. 編 者 、 Soc. App. Bacteriol.
 Symposium Series No. 9、 1980) 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 酵 母 宿 主 細 胞 は 、 カ ン ジ ダ  (Candida) 、 ハ ン ゼ ヌ ラ  (Hansenula) 、 ク ラ イ ベ ロ マ イ セ
ス  (Kluyveromyces) 、 ピ キ ア  (Pichia) 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス  (Saccharomyces) 、 シ ゾ サ
ッ カ ロ マ イ セ ス  (Scizosaccharomyces) 、 ま た は ヤ ロ ウ ィ ア  (Yarrowia) 細 胞 で あ る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 真 菌 宿 主 細 胞 は フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 の 細 胞 で あ る こ と が で き る 。 「 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌
」 は 、 亜 門 の 真 菌 門  (Eumycota) お よ び 卵 菌 門  (Oomycota) の す べ て の フ ィ ラ メ ン ト の 形
態 を 包 含 す る  (Hawksworth 他 、 1995、 前 掲 に お い て 定 義 さ れ て い る ) 。 フ ィ ラ メ ン ト 状
真 菌 は 、 キ チ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 グ ル カ ン 、 マ ン ナ ン 、 お よ び 他 の 複 合 多 糖 か ら 構 成 さ れ て
い る 菌 糸 体 壁 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 栄 養 成 長 は 菌 糸 の 伸 長 に よ り 、 そ し て 炭 素 異 化 作 用
は 無 条 件 的 に 好 気 性 で あ る 。 対 照 的 に 、 酵 母 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ  (
Saccharomyces cerevisiae) に よ る 栄 養 成 長 は 単 細 胞 葉 状 体 の 発 芽 に よ り 、 そ し て 炭 素 異
化 作 用 は 発 酵 的 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 フ ィ ラ メ ン ト 状 真 菌 宿 主 細 胞 の 例 は 、 下 記 の も の を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
種 の 細 胞 で あ る : ア ク レ モ ニ ウ ム  (Acremonium) 、 ア ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) 、 フ
ザ リ ウ ム  (Fusarium) 、 フ ミ コ ラ  (Humicola) 、 ケ カ ビ  (Mucor) 、 ミ セ リ オ フ ト ラ  (Myc
eliophthora) 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ  (Neurospora) 、 ペ ニ シ リ ウ ム  (Penicillium) 、 チ エ ラ
ビ ア  (Thielavia) 、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ ム  (Tolypocladium) 、 ま た は ト リ コ デ ル マ  (Tricho
derma) 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 真 菌 細 胞 は 、 そ れ 自 体 知 ら れ て い る 方 法 に お け る プ ロ ト プ ラ ス ト の 形 成 、 プ ロ ト プ ラ ス
ト の 形 質 転 換 、 お よ び 細 胞 壁 の 再 生 を 包 含 す る 方 法 に よ り 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 ア
ス ペ ル ギ ル ス  (Aspergillus) 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 に 適 当 な 手 順 は 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ
て い る : EP 238 023お よ び Yelton 他 、 1984、 Proceedings of the National Academy of 
Sciences USA 81: 1470-1474。 フ ザ リ ウ ム  (Fusarium) 種 の 形 質 転 換 に 適 当 な 方 法 は 下 記
の 文 献 に 記 載 さ れ て い る : Malardier 他 、 1989、 Gene 78: 147-156お よ び WO 96/00787。
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酵 母 は 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 手 順 を 使 用 し て 形 質 転 換 す る こ と が で き る : Beckerお
よ び Guarente、 編 者 、 Abelson J. N. お よ び Simon M. I. 、 Guide to Yeast Genetics an
d Molecular Biology、 Methods in Enzymology Vol. 194、 pp. 182-187、 Academic Press
, Inc.、 New York; Ito 他 、 1983、 Journal of Bacteriology 153: 163; お よ び Hinnen 
他 、 1978、 Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 1920。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 微 生 物 宿 主 細 胞 で あ り 、 上 に 定 義 し た 細 菌 宿 主 細 胞 お
よ び 真 菌 宿 主 細 胞 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 製 造 す る 方 法 に 関 し 、 こ の 方 法 は  (a) 酵 素
お よ び 抗 微 生 物 剤 の 製 造 を 実 施 す る 条 件 下 に 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 そ し て  (b) 
酵 素 お よ び /ま た は 抗 微 生 物 剤 を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 製 造 方 法 に お い て 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 に 従 い 酵 素 お よ び 抗 微
生 物 剤 の 製 造 に 適 当 な 栄 養 培 地 中 で 細 胞 を 培 養 す る 。 例 え ば 、 震 蘯 フ ラ ス コ 培 養 、 小 規 模
ま た は 大 規 模 の 発 酵  (連 続 的 、 バ ッ チ 式 、 供 給 バ ッ チ 式 、 ま た は 固 体 状 態 の 発 酵 を 包 含 す
る ) に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び /ま た は 単 離 を 可 能 と す る 適 当 な 培 地 中 で か つ 条
件 下 に 実 施 さ れ る 実 験 室 ま た は 工 業 的 発 酵 槽 に お い て 、 細 胞 を 培 養 す る こ と が で き る 。 炭
素 お 源 よ び 窒 素 源 お よ び 無 機 塩 を 含 ん で な る 適 当 な 栄 養 培 地 中 で 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら
れ て い る 手 順 を 使 用 し て 、 培 養 を 実 施 す る 。 適 当 な 培 地 は 商 業 的 供 給 会 社 か ら 入 手 可 能 で
あ る か 、 あ る い は 発 表 さ れ た 組 成 に 従 い 調 製 す る こ と が で き る  (例 え ば 、 American Type 
Culture Collectionの カ タ ロ グ ) 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 が 栄 養 培 地 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 、 そ れ ら を 培 地 か ら 直 接 回 収 す る
こ と が で き る 。 そ れ ら が 分 泌 さ れ な い 場 合 、 そ れ ら は 細 胞 ラ イ ゼ イ ト か ら 回 収 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 問 題 の 酵 素 に 対 し て 特 異 的 で あ る 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 酵
素 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 検 出 方 法 は 特 異 的 抗 体 の 使 用 、 酵 素 -産 物 の 形 成 、
ま た は 酵 素 -基 質 の 消 失 を 包 含 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 酵 素 ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 本
明 細 書 に 記 載 す る 酵 素 の 活 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 抗 微 生 物 剤 は ペ プ チ ド 上 の 1ま た
は 2以 上 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 を 使 用 し て 検 出 で き る か 、 あ る い は ペ プ チ
ド を 抗 微 生 物 活 性 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 上 記 に お い て 「 酵 素 お よ び ペ プ チ ド 」 と 普 通 に 言 及 さ れ る 生 成 物 の 例 は 次 の 通 り で あ る
: 
　 a) 融 合 生 成 物 、 こ れ は 簡 単 に AMP-ENZと 表 示 す る が 、 上 に 説 明 し た よ う に 、 AMPお よ び E
NZの 順 序 は 逆 に す る こ と が で き 、 そ し て 個 々 の AMPお よ び ENZの 実 在 物 の 数 お よ び 種 類 は 変
化 さ せ る こ と が で き る ;
　 b) 別 々 の 実 在 物 と し て の AMPお よ び ENZ (上 に 説 明 し た よ う に 、 数 お よ び 種 類 は 変 化 す
る ) ;
　 c) 別 々 の 実 在 物 と し て の AMP-Qお よ び ENZ、 発 現 AMP-Qは AMP分 子 に 対 す る 保 護  (ク エ ン
チ ン グ ) ド メ イ ン の 結 合 を 表 示 す る  (再 び 、 上 に 説 明 し た よ う に 、 数 お よ び 種 類 は 変 化 す
る ) ;
　 d) 融 合 生 成 物 AMP-Q-ENZ (上 に 説 明 し た よ う に 、 数 、 種 類 、 相 対 位 置 お よ び そ の 他 は 変
化 す る ) 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 必 要 に 応 じ て 、 酵 素 の み を 回 収 す る こ と が で き 、 抗 微 生 物 剤 の み を 回 収 す る こ と が で き
る か 、 あ る い は 両 方 の 生 成 物 を 回 収 す る こ と が で き る 。
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　 こ れ ら の 生 成 物 は こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 回 収 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 そ れ ら は 下 記 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 手 順 に よ り 回 収 す る こ と が で き
る : 遠 心 、 濾 過 、 抽 出 、 噴 霧 乾 燥 、 蒸 発 、 ま た は 沈 殿 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 生 成 物 は こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 種 々 の 手 順 に よ り 精 製 す る こ と が で き 、 こ の よ
う な 手 順 は 下 記 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い : ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (例 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 、 お よ び サ イ ズ 排 除 ) 、 電
気 泳 動 手 順  (例 え ば 、 調 製 用 等 電 点 電 気 泳 動 ) 、 示 差 溶 解 度  (例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム
沈 降 法 ) 、 SDS-PAGE、 ま た は 抽 出  (例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Protein Purifica
tion、 J. C. Jansonお よ び Lars Ryden、 編 者 、 VCH Publishers、 New York、 1989) 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 2つ の 明 確 な 生 成 物 と し て 発 現 さ せ る と き 、 そ れ ら は 、 例 え ば
、 濾 過 に よ り 分 離 し 、 次 い で こ れ ら の 一 方 ま た は 両 方 の そ れ 以 上 の 精 製 は 、 所 望 な ら ば ま
た は 必 要 に 応 じ て 、 前 述 し た よ う に 慣 用 経 路 に 従 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 製 造 す る 方 法 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 融 合 生 成 物
を 切 断 す る 工 程 、 す な わ ち 、 融 合 生 成 物 の 抗 微 生 物 剤 部 分 お よ び 酵 素 部 分 を 分 離 す る 工 程
を 含 ん で な る 。 こ れ は 適 当 な 切 断 剤  (そ れ ら の 例 は 前 述 さ れ て い る ) を 使 用 し て 実 施 す る
こ と が で き る 。 切 断 工 程 は 回 収 手 順 の 前 、 間 、 ま た は 後 に 実 施 す る こ と が で き る か 、 あ る
い は 切 断 は 回 収 後 の 任 意 の 時 間 に 、 例 え ば 、 最 終 ユ ー ザ ー ま た は 融 合 生 成 物 の 購 入 者 に よ
り 、 例 え ば 、 生 成 物 の 意 図 す る 最 終 用 途 の 直 前 に 、 ま た は 中 間 生 成 物 、 例 え ば 、 動 物 飼 料
添 加 物 を 製 造 す る 手 順 に お け る 1工 程 と し て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 動 物 飼 料 中 の 融 合 生 成 物 の 使 用 に 関 し て 、 融 合 生 成 物 は 摂 取 前 に ま
っ た く 切 断 さ れ な い が 、 問 題 の 動 物 の 消 化 系 中 の 消 化 プ ロ テ ア ー ゼ お よ び /ま た は 化 学 的 /
物 理 的 条 件 は 切 断 し 、 そ し て 動 物 に よ る 消 化 時 に 、 活 性 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 の 分 子 は そ
れ に 応 じ て  in vivo 放 出 さ れ る 。 消 化 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 こ の よ う な 態 様 の た め に 適 当 な
切 断 剤 の 例 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 の な お そ れ 以 上 の 態 様 に お い て 、 保 護 ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 一 部 分 は
切 断 工 程 に お い て 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 部 分 か ら 分 離 さ れ 、 こ の 工 程 は 前 述 の 切 断 工 程 を 同
一 で あ る こ と が で き る か 、 あ る い は 別 の 追 加 の 切 断 工 程 で あ る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 の そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 は 、 追 加 の 酵 素 お よ び /ま た は 抗 微 生 物 剤 の 分 子
を 回 収 手 順 か ら 生 ず る 生 成 物 に 添 加 す る 工 程 を 含 ん で な る 。 こ れ は 、 1ま た は 2以 上 の 抗 微
生 物 剤 と 1ま た は 2以 上 の 酵 素 と の 間 の 必 要 な モ ル 比 を 有 す る 生 成 物 を 得 る 目 的 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 回 収 可 能 な 量 で 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 発 現 し 、 産 生 す る よ う に 、 本
発 明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 で 形 質 転 換 さ れ た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 植 物 、 植 物 部 分 、 ま た は 植 物 細 胞 に 関 す る 。 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 植 物 ま た は 植 物 部
分 か ら 回 収 で き る 。 選 択 的 に 、 こ れ ら の 生 成 物 を 含 有 す る 植 物 ま た は 植 物 部 分 は 、 食 物 ま
た は 飼 料 の 品 質 を 改 良 す る た め に 、 例 え ば 、 栄 養 価 、 味 の 良 さ 、 お よ び 流 動 学 的 性 質 を 改
良 す る た め に 、 ま た は 抗 栄 養 因 子 を 破 壊 す る た め に 使 用 で き る 。
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 種 子 中 の 内 乳 貯 蔵 小 胞 に 対 し て タ ー ゲ ッ
テ ィ ン グ さ れ る 。 こ れ は 適 当 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド を も つ 前 駆 体 と し て そ れ を 合 成 す る こ と
に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Horvath 他 、 PNAS、 Feb. 15、 200
0、 Vol. 97、 No. 4、 pp. 1914-1919。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 双 子 葉 植 物  (a dicot) ま た は 単 子 葉 植 物  (a monocot) ま
た は そ れ ら の 操 作 さ れ た 変 種 で あ る こ と が で き る 。 単 子 葉 植 物 の 例 は 、 イ ネ 科 植 物 、 例 え
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ば 、 ナ カ ハ グ サ  (イ チ ゴ ツ ナ ギ 、 イ ネ 科 、 イ チ ゴ ツ ナ ギ 科 )、 飼 料 の 草 、 例 え ば 、 フ ェ ス
ツ カ  (festuca)、 ロ リ ウ ム  (lolium)、 温 帯 イ ネ 科 植 物 、 例 え ば 、 ア グ ロ ス チ ス  (Agrosti
s)、 お よ び 穀 物 、 例 え ば 、 コ ム ギ 、 カ ラ ス ム ギ 、 ラ イ ム ギ 、 オ オ ム ギ 、 イ ネ 、 モ ロ コ シ 、
ラ イ 小 麦  (コ ム ギ  (Triticum) の 安 定 化 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド ) お よ び ラ イ ム ギ  (Secale) 
、 お よ び ト ウ モ ロ コ シ  (コ ー ン ) で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 双 子 葉 植 物 の 例 は 、 タ バ コ 、 マ メ 科 植 物 、 例 え ば 、 ヒ マ ワ リ  (Helianthus) 、 ワ タ  (Go
ssypium) 、 ハ ウ チ ワ マ メ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 テ ン サ イ 、 エ ン ド ウ マ メ 、 ソ ラ マ メ ・ イ ン ゲ ン
・ サ サ ゲ の 類 お よ び ダ イ ズ 、 お よ び ア ブ ラ ナ 科 植 物  (Brassicaceae) 、 例 え ば 、 カ リ フ ラ
ワ ー 、 ナ タ ネ 、 お よ び 密 接 に 関 係 す る モ デ ル 生 物 ア ラ ビ ド プ シ ス ・ タ リ ア ナ  (Arabidopsi
s thaliana) で あ る 。 例 え ば 、 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 低 フ ィ チ ン 酸 塩 植 物 は 操 作 さ
れ た 植 物 の 例 で あ る : 米 国 特 許 第 5,689,054号 お よ び 米 国 特 許 第 6,111,168号 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 植 物 部 分 の 例 は 、 幹 、 カ ル ス 、 葉 、 根 、 果 実 、 種 子 、 お よ び 塊 茎 で あ る 。 ま た 、 特 定 の
植 物 組 織 、 例 え ば 、 葉 緑 体 、 ア ポ プ ラ ス ト 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 液 胞 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 、
お よ び 細 胞 質 は 植 物 部 分 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 い か な る 植 物 細 胞 も 、 組 織 由 来 が
何 で あ っ て も 、 植 物 部 分 で あ る と 考 え ら れ る 。
　 ま た 、 こ の よ う な 植 物 、 植 物 部 分 お よ び 植 物 細 胞 の 子 孫 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 に 従 い 、 本 発 明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 発 現 す る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ま た は 植 物 細 胞 を 構 築 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 本 発
明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 1ま た は 2以 上 の 発 現 構 築 物 を 植 物 宿 主 ゲ ノ ム 中 に
組 込 み 、 そ し て 生 ず る 修 飾 さ れ た 植 物 ま た は 植 物 細 胞 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ま た は 植
物 細 胞 に 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 、 植 物 ま た は 植 物 細 胞 を 構 築 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 好 都 合 に は 、 発 現 構 築 物 は 核 酸 構 築 物 で あ り 、 こ れ は 本 発 明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を
コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 ん で な り 、 こ の 核 酸 配 列 は 選 択 し た 植 物 ま た は 植 物 部 分 中 の 核 酸
配 列 の 発 現 に 必 要 な 適 当 な 調 節 配 列 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ て い る 。 さ ら に 、 発 現 構 築 物 は
そ れ が 組 込 ま れ て い る 宿 主 細 胞 を 同 定 す る た め に 有 効 な 選 択 可 能 な マ ー カ ー と 、 問 題 の 植
物 中 に 構 築 物 を 導 入 す る た め に 必 要 な DNA配 列 と を 含 ん で な る  (後 者 は 使 用 す べ き DNA導 入
法 に 依 存 す る ) 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 調 節 配 列 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 お よ び 必 要 に 応 じ て シ グ ナ
ル ま た は ト ラ シ ッ ト 配 列 の 選 択 は 、 例 え ば 、 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 を 発 現 し よ う と す る 時
間 、 場 所 、 お よ び 方 法 に 依 存 し て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 の 発 現 は 構 成 的 ま た は 誘 導
可 能 で あ る か 、 あ る い は 発 育 、 段 階 ま た は 組 織 特 異 的 で あ り 、 そ し て 遺 伝 子 産 物 を 特 定 の
組 織 ま た は 植 物 部 分 、 例 え ば 、 種 子 ま た は 葉 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 調 節
配 列 は 、 例 え ば 、 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る : Tague 他 、 1988、 Plant Physiology 86:
 506。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 構 成 的 発 現 の た め に 、 35S-CaMVプ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る  (Franck 他 、 198
0、 Cell 21: 285-294)。 器 官 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 、 次 の 通 り で あ る : 貯 蔵 シ ン
ク 組 織 、 例 え ば 、 種 子 、 ジ ャ ガ イ モ 塊 茎 、 お よ び 果 実 か ら の プ ロ モ ー タ ー  (Edwardsお よ
び Coruzzi、 1990、 Ann. Rev. Genet. 24: 275-303)、 ま た は 代 謝 シ ン ク 組 織 、 例 え ば 、 分
裂 組 織 か ら の プ ロ モ ー タ ー  (Ito 他 、 1994、 1994、 Plant Mol. Biol. 24: 863-878) 、 種
子 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 イ ネ か ら の グ ル テ リ ン 、 プ ロ ラ ミ ン 、 グ ロ ブ リ ン 、 ま た
は ア ル ブ ミ ン の プ ロ モ ー タ ー  (Wu 他 、 1998、 Plant and Cell Physiology 39: 885-889)
、 ソ ラ マ メ ・ ナ ン テ ン ハ ギ  (Vicia faba) か ら の レ グ ミ ン B4お よ び 未 知 の 種 子 タ ン パ ク 質
遺 伝 子 か ら の ソ ラ マ メ ・ ナ ン テ ン ハ ギ  (Vicia faba) プ ロ モ ー タ ー  (Conrad 他 、 1998、 J
ournal of Plant Physiology 152: 708-711)、 種 子 油 ボ デ ィ タ ン パ ク 質 か ら の プ ロ モ ー タ
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ー  (Chen 他 、 1998、 Plant and Cell Physiology 39: 935-941)、 ブ ラ シ カ ・ ナ プ ス  (Bra
ssica napus) か ら の 貯 蔵 タ ン パ ク 質 napAプ ロ モ ー タ ー 、 ま た は こ の 分 野 に お い て 知 ら れ
て い る 、 例 え ば 、 WO 91/14772に 記 載 さ れ て い る 、 任 意 の 他 の 種 子 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 さ ら に 、 プ ロ モ ー タ ー は 次 の も の で あ る こ と が で き る : 葉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば
、 イ ネ ま た は ト マ ト か ら の rbcsプ ロ モ ー タ ー  (Kyozuka 他 、 1993、 Plant Physiology 102
: 991-1000)、 ク ロ レ ラ ウ イ ル ス ア デ ニ ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー  
(Mitraお よ び Higgins、 1994、 Plant Molecular Biology 26: 85-93)、 ま た は イ ネ か ら の a
ldP遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー (Kagaya 他 、 1995、 Molecular and General Genetics 248: 668-6
74)、 ま た は 傷 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ pin2プ ロ モ ー タ ー  (Xu 他 、 1993
、 Plant Molecular Biology 22: 573-588)。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 因 子 を 使 用 し て 、 植 物 中 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 の よ
り 高 い 発 現 を 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 因 子 は プ ロ モ ー
タ ー と 、 本 発 明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と の 間 に 配 置 さ れ た イ ン ト
ロ ン で あ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Xu 他 、 1993、 前 掲 に は 、 発 現 を 増 強 す る た め に イ ネ
ア ク チ ン 1遺 伝 子 の 第 1イ ン ト ロ ン を 使 用 す る こ と が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 な お さ ら に 、 コ ド ン 使 用 頻 度 を 問 題 の 植 物 種 の た め に 最 適 化 し て 、 発 現 を 改 良 す る こ と
が で き る  (前 述 の Horvath 他 、 参 照 )。
　 選 択 可 能 な マ ー カ ー お よ び 発 現 構 築 物 の 任 意 の 他 の 部 分 を 、 こ の 分 野 に お い て 入 手 可 能
な も の か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 核 酸 構 築 物 を こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 慣 用 技 術 、 例 え ば 、 下 記 の 技 術 に 従 い 植 物
ゲ ノ ム 中 に 組 込 む : ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム  (Agrobacterium) 仲 介 形 質 転 換 、 ウ イ ル ス 仲 介
形 質 転 換 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 粒 子 衝 撃 、 バ イ オ リ ス チ ッ ク  (biolistic) 形 質
転 換 、 お よ び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン  (Gasser 他 、 Science 244: 1293; Potrykus、 1990
、 Bio/Technology 8: 535; Shimamoto 他 、 1989、 Nature 338: 274)。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 現 在 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス  (Agrobacterium tumefaciens) 仲 介 遺
伝 子 転 移 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 双 子 葉 植 物 を 発 生 さ せ る た め に 選 択 さ れ る 方 法 で あ る  (
概 観 に つ い て は 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と ： Hooykasお よ び Schilpercort、 1992、 Plant Mol
ecular Biology 19: 15-38)。 し か し な が ら 、 そ れ は 単 子 葉 植 物 の 形 質 転 換 に 使 用 す る こ
と も で き る が 、 他 の 形 質 転 換 法 は 一 般 に こ れ ら の 植 物 の た め に 好 ま し い 。 現 在 、 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 単 子 葉 植 物 を 発 生 さ せ る た め に 選 択 す る 方 法 は 、 胚 カ ル ス ま た は 発 育 す る 胚 の
粒 子 衝 撃  (形 質 転 換 性 DNAで 被 覆 し た 微 視 的 金 ま た は タ ン グ ス テ ン 粒 子 ) で あ る  (Christo
u、 1992、 Plant Journal 2: 275-281; Shimamoto、 1994、 Current Opinion Biotechnolog
y 5: 158-162; Vasil 他 、 1992、 Bio/Technology 10: 667-674)。 単 子 葉 植 物 の 別 の 形 質
転 換 法 は 、 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に プ ロ ト プ ラ ス ト 形 質 転 換 に 基 づ く : Omirul
leh 他 、 1993、 Plant Molecular Biology 21: 415-428。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 形 質 転 換 後 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 に 従 い 、 そ の 中 に 発 現 構 築 物 を 組 込 ん で 有
す る 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 全 植 物 に 再 生 さ せ る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 下 記 工 程 を 含 ん で な る 本 発 明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 製 造 す る 方 法
に 関 す る ： (a) 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 の 産 生 を 促 す 条 件 下 に エ ン コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 を
含 ん で な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ま た は 植 物 細 胞 を 培 養 し 、 そ し て  (b) こ れ ら を 回 収
す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 非 ヒ ト 動 物 お よ び そ れ ら の 生 成 物 ま た は 要 素 に
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関 し 、 そ れ ら の 例 は 体 液 、 例 え ば 、 乳 お よ び 血 液 、 器 官 、 筋 肉 組 織 、 お よ び 動 物 細 胞 で あ
る 。 例 え ば 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 技 術 は こ の 分 野 に お い て 知 ら れ
て お り 、 例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と ： ハ ン ド ブ ッ ク Protein Expression: A Practi
cal Approach、 Higginsお よ び Hames (編 者 ) 、 Oxford University Press (1999) 、 お よ
び 遺 伝 子 転 写 、 RNAプ ロ セ シ ン グ 、 お よ び 翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ に 関 す る こ の シ リ ー ズ の 3
冊 の 他 の ハ ン ド ブ ッ ク 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 一 般 的 に 言 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 得 る た め に 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を コ ー
ド す る 核 酸 構 築 物 で 選 択 し た 動 物 の 選 択 し た 細 胞 を 形 質 転 換 し て 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤
を 発 現 さ せ 、 産 生 さ せ る 。 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 を 動 物 か ら 、 例 え ば 、 雌 の 動 物 の 乳 か ら
回 収 す る か 、 あ る い は そ れ ら を 動 物 そ れ 自 体 の 利 益 の た め に 、 例 え ば 、 動 物 の 消 化 を 促 進
す る た め に 発 現 す る こ と が で き る 。 動 物 の 例 は 、 動 物 飼 料 と 題 す る 節 で 後 述 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 動 物 の 乳 か ら 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 を 回 収 す る 目 的 で ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す
る た め に 、 エ ン コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 を 、 例 え ば 、 適 当 な 乳 タ ン パ ク 質 の プ ロ モ ー タ ー と
、 必 要 な 核 酸 配 列 と を 含 ん で な る 、 1ま た は 2以 上 の ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す
る こ と に よ っ て 、 問 題 の 動 物 の 受 精 卵 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 ベ
ク タ ー を 受 精 卵 中 に マ イ ク リ イ ン ジ ェ ク ト し 、 好 ま し く は 染 色 体 の 中 に 永 久 的 に 組 込 む 。
い っ た ん 卵 が 生 長 し か つ 分 割 し 始 め る と 、 潜 在 的 胚 を 代 理 母 中 に 移 植 し 、 そ し て ト ラ ン ス
ジ ー ン を 担 持 す る 動 物 を 同 定 す る 。 次 い で 生 ず る 動 物 を 慣 用 の 飼 育 に よ り 増 殖 さ せ る こ と
が で き る 。 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 動 物 の 乳 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 下 記 の
文 献 を 参 照 の こ と : Meade H. M. 他  (1999): Expression of recombinant proteins in t
he milk of transgenic animals、 Gene expression systems: Using nature for the art
 of expression、 J. M. Fernadezお よ び J. P. Hoeffer (編 者 ) 、 Academic Press。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 選 択 的 に 、 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン を 包 む 異 種 ト ラ ン ス ジ ー
ン 構 築 物 を 包 含 す る 核 酸 配 列 を 、 そ の 体 細 胞 お よ び /ま た は 生 殖 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 担 持 す
る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 産 生 す る た め に 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 第 1調 節 配 列 に
作 用 可 能 に 連 鎖 さ せ て 、 唾 液 腺 特 異 的 発 現 を 達 成 す る こ と が で き る  (WO 00/064247に 開 示
さ れ て い る ) 。
【 ０ １ ７ ４ 】

　 な お 他 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 述 し た 、 必 要 に 応 じ て 保 護 ペ プ チ ド を も つ  (例 え ば
、 AMP-(Q)-ENZ) 、 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 の 融 合 生 成 物 を 含 ん で な る 組 成 物 に 関 す る 。
　 こ れ ら の 組 成 物 は こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 に 従 い 調 製 す る こ と が で き 、 そ し
て 液 状 ま た は 乾 燥 組 成 物 の 形 態 で あ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ れ ら は 粒 体 ま た は 微 小 粒
体 の 形 態 で あ る こ と が で き る 。 組 成 物 に 添 加 す べ き 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 、 こ の 分 野 に
お い て 知 ら れ て い る 方 法 に 従 い 安 定 化 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 の 好 ま し い 使 用 の 例 を 後 述 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 用 語  「 動 物 」  は 、 人 間 を 含 む 、 す べ て の 動 物 を 包 含 す る 。 動 物 の 例 は 、 非 反 芻 動 物 、
お よ び 反 芻 動 物 で あ る 。 反 芻 動 物 は 、 例 え ば 、 動 物 、 例 え ば 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 お よ
び ウ シ 、 例 え ば 、 肉 牛 、 雌 牛 、 お よ び 若 い 仔 ウ シ を 包 含 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 動 物
は 非 反 芻 動 物 で あ る 。 非 反 芻 動 物 は 下 記 の も の を 包 含 す る : 単 胃 動 物 、 例 え ば 、 ブ タ ま た
は イ ノ シ シ  (子 豚 、 生 長 し て い る ブ タ 、 お よ び 雌 豚 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
); 家 禽 、 例 え ば 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 雌 ア ヒ ル お よ び ニ ワ ト リ  (ブ ロ イ ラ ー ひ な を 包 含 す
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ); 若 い 仔 ウ シ ; お よ び 魚  (サ ケ 、 マ ス 、 テ ラ ピ ア 、 ナ マ ズ
お よ び コ イ を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ); お よ び 甲 殻 類  (シ ュ リ ン プ お よ び プ
ロ ー ン を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ) 。

10

20

30

40

50

(30) JP 2007-504810 A 2007.3.8

組 成 物

動 物 飼 料



【 ０ １ ７ ６ 】
　 用 語  「 飼 料 」  ま た は  「 飼 料 組 成 物 」  は 、 動 物 の 摂 取 に 適 当 な 、 ま た は 意 図 さ れ る 化
合 物 、 調 製 物 、 混 合 物 、 ま た は 組 成 物 を 意 味 す る 。
　 本 発 明 に 従 う 使 用 に お い て 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 飼 料 の 前 に 、 後 に 、 ま た は そ れ と
同 時 に 動 物 に 供 給 す る こ と が で き る 。 後 者 は 好 ま し い 。
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 、 そ れ ら が 飼 料 に 添 加 さ れ る 形 態 に お い
て 、 ま た は 飼 料 添 加 物 に 含 め ら れ る と き 、 十 分 に 規 定 さ れ る 。 「 十 分 に 規 定 さ れ る 」 は 、
調 製 物 が サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 決 定 し て 、 少 な く と も 50%の 純 度 で あ る こ
と を 意 味 す る  (WO 01/58275の 実 施 例 12参 照 ) 。 他 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 調 製 物 は 、 こ
の 方 法 に よ り 決 定 し て 、 少 な く と も 60、 70、 80、 85、 90、 92、 94、 ま た は 少 な く と も 95%
の 純 度 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 十 分 に 規 定 さ れ た 調 製 物 は 好 都 合 で あ る 。 例 え ば 、 妨 害 性 ま た は 汚 染 す る 他 の 成 分 を 本
質 的 に 含 ま な い 抗 微 生 物 剤 お よ び 酵 素 の 調 製 物 を 飼 料 に 正 し く 投 与 す る こ と は 非 常 に 容 易
で あ る 。 用 語  「 正 し く 投 与 す る 」  は 、 特 に 、 終 始 一 貫 し た か つ 一 定 の 結 果 を 得 る と い う
目 的 、 お よ び 必 要 な 効 果 に 基 づ い て 投 与 量 を 最 適 化 す る 可 能 性 を 意 味 す る 。
　 し か し な が ら 、 動 物 飼 料 に お い て 使 用 す る た め に 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 純 粋 で あ る
必 要 が な い ; そ れ は 、 例 え ば 、 追 加 の 酵 素 お よ び /ま た は 追 加 の 剤 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 調 製 物 は  (a) 直 接 飼 料 に 添 加 す る  (ま た は 直 接 タ ン パ ク 質 の 処 理 プ ロ セ ス に お い て 使
用 す る ) こ と が で き る か 、 あ る い は そ れ は 1種 ま た は 2種 以 上 の 中 間 組 成 物 、 例 え ば 、 飼 料
添 加 物 ま た は プ レ ミ ッ ク ス に 添 加 し 、 引 き 続 い て こ れ ら を 飼 料 に 添 加 す る  (ま た は 処 理 プ
ロ セ ス に お い て 使 用 す る ) こ と が で き る 。 前 述 の 純 度 は 、 (a) ま た は  (b) に 従 い 使 用 す
る か ど う か に か か わ ら ず 、 も と の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 調 製 物 の 純 度 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 動 物 飼 料 は 、 通 常 、 植 物 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 マ メ 科 植 物 お よ び 穀 物 に 由 来 す る タ ン
パ ク 質 、 例 え ば 、 マ メ 科  (Fabaceae) (Leguminosae) 、 ア ブ ラ ナ 科  (Cruciferaceae) 、
ア カ ザ 科  (Chenopodiaceae) 、 お よ び イ ネ 科  (Poaceae) の 植 物 の 材 料 、 例 え ば 、 ダ イ ズ
粉 末 、 ハ ウ チ マ メ 粉 末 お よ び ナ タ ネ 粉 末 を 含 ん で な る 。 ま た 、 飼 料 は 動 物 性 タ ン パ ク 質 、
例 え ば 、 食 肉 お よ び 骨 粉 、 お よ び /ま た は 魚 粉 を 含 ん で な る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 植 物 性 タ ン パ ク 質 は マ メ 科  (Fabaceae) の 1種 ま た は 2種 以 上 の 植
物 、 例 え ば 、 ダ イ ズ 、 ハ ウ チ マ メ 、 エ ン ド ウ マ メ 、 ま た は ソ ラ マ メ ・ イ ン ゲ ン ・ サ サ ゲ の
類 に 由 来 す る 。
　 他 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 植 物 性 タ ン パ ク 質 は ア カ ザ 科  (Chenopodiaceae) の 1種 ま た
は 2種 以 上 の 植 物 、 例 え ば 、 ビ ー ト 、 テ ン サ イ 、 ホ ウ レ ン ソ ウ ま た は キ ノ ア に 由 来 す る 。
　 植 物 性 タ ン パ ク 質 源 の 他 の 例 は 、 ナ タ ネ 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 、 ワ タ の 種 子 、 お よ び キ ャ ベ
ツ で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ダ イ ズ は 好 ま し い 植 物 性 タ ン パ ク 質 源 で あ る 。
　 植 物 性 タ ン パ ク 質 源 の 他 の 例 は 、 穀 物 、 例 え ば 、 オ オ ム ギ 、 コ ム ギ 、 ラ イ ム ギ 、 カ ラ ス
ム ギ 、 ト ウ モ ロ コ シ  (ト ウ モ ロ コ シ ) 、 イ ネ 、 ラ イ 小 麦 、 お よ び モ ロ コ シ で あ る 。
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 動 物 飼 料 の 栄 養 価 、 す な わ ち 、 例 え ば 、
成 長 速 度 お よ び /ま た は 体 重 増 加 お よ び /ま た は 飼 料 変 換 率  (す な わ ち 、 摂 取 し た 飼 料 重 量
/体 重 増 加 ) を 改 良 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 、 任 意 の 形 態 で 、 比 較 的 純 粋 な 生 成 物 と し て 、 ま た は 動 物 飼 料
へ の 添 加 を 意 図 す る 他 の 成 分 と の 混 合 物 と し て 、 す な わ ち 、 動 物 飼 料 添 加 物 の 形 態 、 例 え
ば 、 い わ ゆ る 動 物 飼 料 の プ レ ミ ッ ク ス の 形 態 で 、 飼 料 に 添 加 す る こ と が で き る 。
　 そ れ 以 上 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 動 物 飼 料 に お い て 使 用 す る 組 成 物 、 例 え ば 、 動 物 飼
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料 、 お よ び 動 物 飼 料 添 加 物 、 例 え ば 、 プ レ ミ ッ ク ス に 関 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 別 と し て 、 本 発 明 の 動 物 飼 料 添 加 物 は 、 少 な く と も 1
種 の 脂 溶 性 ビ タ ミ ン 、 お よ び /ま た は 少 な く と も 1種 の 水 溶 性 ビ タ ミ ン 、 お よ び /ま た は 少
な く と も 1種 の 微 量 ミ ネ ラ ル 、 お よ び /ま た は 必 要 に 応 じ て 少 な く と も 1種 の マ ク ロ ミ ネ ラ
ル を 含 有 す る 。
　 さ ら に 、 任 意 の 飼 料 添 加 物 成 分 は 、 着 色 剤 、 例 え ば 、 カ ロ チ ノ イ ド 、 例 え ば 、 β -カ ロ
チ ノ イ ド 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 、 お よ び ル テ イ ン ; 芳 香 化 合 物 ; 安 定 剤 ; ポ リ 不 飽 和 脂 肪 酸
; 反 応 性 酸 素 発 生 種 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 通 常 、 脂 溶 性 ビ タ ミ ン お よ び 水 溶 性 ビ タ ミ ン 、 な ら び に 微 量 ミ ネ ラ ル は 飼 料 へ の 添 加 に
意 図 さ れ る 、 い わ ゆ る プ レ ミ ッ ク ス の 一 部 分 を 形 成 す る が 、 マ ク ロ ミ ネ ラ ル は 通 常 別 々 に
飼 料 に 添 加 さ れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 の タ イ プ の い ず れ も 、 本 発 明 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤
で 濃 縮 さ れ た と き 、 本 発 明 の 動 物 飼 料 添 加 物 で あ る 。
　 こ れ ら の 成 分 の 非 限 定 的 リ ス ト は 次 の 通 り で あ る : 
　 脂 溶 性 ビ タ ミ ン の 例 は 、 ビ タ ミ ン A、 ビ タ ミ ン D3、 ビ タ ミ ン E、 お よ び ビ タ ミ ン K、 ビ タ
ミ ン K3で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 水 溶 性 ビ タ ミ ン の 例 は 、 ビ タ ミ ン B12、 ビ オ チ ン お よ び コ リ ン 、 ビ タ ミ ン B1、 ビ タ ミ ン B
2、 ビ タ ミ ン B6、 ニ ア シ ン 、 葉 酸 お よ び パ ン ト テ ン 酸 塩 、 例 え ば 、 Ca-D-パ ン ト テ ン 酸 塩 で
あ る 。
　 微 量 ミ ネ ラ ル の 例 は 、 マ ン ガ ン 、 亜 鉛 、 鉄 、 銅 、 ヨ ウ 素 、 セ レ ン 、 お よ び コ バ ル ト で あ
る 。
　 マ ク ロ ミ ネ ラ ル の 例 は 、 カ ル シ ウ ム 、 リ ン お よ び ナ ト リ ウ ム で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ポ リ 不 飽 和 脂 肪 酸 の 例 は 、 C18、 C20お よ び C22ポ リ 不 飽 和 脂 肪 酸 、 例 え ば 、 ア ラ キ ド ン
酸 、 ド コ ソ ヘ キ サ ン 酸 、 エ イ コ サ ペ ン タ ン 酸 お よ び γ -リ ノ ー ル 酸 で あ る 。
　 反 応 性 酸 素 発 生 種 の 例 は 、 化 学 物 質 、 例 え ば 、 過 臭 素 酸 塩 、 過 硫 酸 塩 、 ま た は 過 炭 酸 塩
; お よ び 酵 素 、 例 え ば 、 オ キ シ ダ ー ゼ 、 オ キ シ ゲ ナ ー ゼ ま た は シ ン タ ー ゼ で あ る 。
　 本 発 明 に よ る 動 物 飼 料 組 成 物 は 50～ 800 g/kgの 粗 タ ン パ ク 質 含 量 を 有 し 、 さ ら に 本 発 明
の 少 な く と も 1種 の 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 粗 タ ン パ ク 質 含 量 は 窒 素  (N) ×  係 数 6.25と し て 計 算 さ れ る 、 す な わ ち 、 粗 タ ン パ ク 質
 (g/kg) = N (g/kg) ×  6.25。 窒 素 含 量 は Kjeldahl法 に よ り 決 定 さ れ る  (A. O. A. C.、 1
984、 Official Methods of Analysis 第 14版 、 Association of Official Analytical Che
mists、 ワ シ ン ト ン D.C.) 。
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 動 物 飼 料 組 成 物 は 少 な く と も 1種 の 上 に 定 義 し た 植 物 性
タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 源 を 含 有 す る 。 ま た 、 そ れ は 動 物 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 食
肉 お よ び 骨 粉 、 お よ び /ま た は 魚 粉 を 典 型 的 に は 0～ 25%の 量 で 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 な お そ れ 以 上 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 動 物 飼 料 組 成 物 は 0～ 80%の ト ウ モ ロ コ シ
; 0～ 80%の モ ロ コ シ ; 0～ 70%の コ ム ギ ; お よ び /ま た は 0～ 70%の オ オ ム ギ ; お よ び /ま た は
0～ 30%の カ ラ ス ム ギ ; お よ び /ま た は 0～ 40%の 大 豆 か す ; お よ び /ま た は 0～ 10%の 魚 粉 ; お
よ び /ま た は 0～ 20%の ホ エ ー を 含 有 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 動 物 飼 料 は 、 例 え ば 、 マ ッ シ ュ 飼 料  (非 ペ レ ッ ト 化 ) ま た は ペ レ ッ ト 化 飼 料 と し て 製 造
す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 微 粉 砕 さ れ た 飼 料 物 質 を 混 合 し 、 そ し て 十 分 な 量 の 必 須
ビ タ ミ お よ び ミ ネ ラ ル を 問 題 の 種 に つ い て の 規 格 に 従 い 添 加 す る 。 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤
は 固 体 状 ま た は 液 状 の 配 合 物 と し て 添 加 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 固 体 状 配 合 物 は 典 型
的 に は 混 合 工 程 の 前 ま た は 間 に 添 加 し 、 そ し て 液 状 調 製 物 は 典 型 的 に は ペ レ ッ ト 化 工 程 後
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に 添 加 さ れ る 。 ま た 、 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 は 飼 料 添 加 物 ま た は プ レ ミ ッ ク ス の 中 に 混 入
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 こ れ ら は 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で あ る :
　 i) ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 、 前 記 ペ プ チ ド は a) 100以 下 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で
な り 、 そ し て b) 抗 微 生 物 活 性 を 有 す る ; お よ び ii) 酵 素 を コ ー ド す る 第 2核 酸 配 列 を 含 ん
で な る 少 な く と も 1種 の 核 酸 構 築 物 を 含 ん で な る 組 換 え 宿 主 細 胞 ; 好 ま し く は 組 換 え 宿 主
細 胞 は 第 1核 酸 構 築 物 と 、 第 2核 酸 構 築 物 と を 含 ん で な り 、 こ こ で i) 第 1核 酸 構 築 物 は ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 を 含 ん で な り 、 そ し て ii) 第 2核 酸 構 築 物 は 酵 素 を コ ー ド す
る 核 酸 構 築 物 を 含 ん で な る ; よ り 好 ま し く は 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 i) ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 第 1核 酸 配 列 と 、 ii) 酵 素 を コ ー ド す る 第 2核 酸 配 列 と を 含 ん で な る 核 酸 構 築 物 を 含 ん で
な る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 上 に 定 義 し た ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 1核 酸 配 列 と 、 請 求 項 1に 定 義 し た 酵 素 を コ ー ド す
る 第 2核 酸 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 構 築 物 、 こ れ ら の 核 酸 配 列 は 適 当 な 発 現 宿 主 に お け る 酵
素 お よ び 抗 微 生 物 剤 の 発 現 を 指 令 す る 1ま た は 2以 上 の 制 御 配 列 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ て い
る 。
　 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る 上 に 定 義 し た 酵 素 お よ び ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 : (a) 前 述 し
た 組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 し て 、 酵 素 お よ び ペ プ チ ド を 含 ん で な る 上 清 を 調 製 し 、 そ し て  (
b) 酵 素 お よ び /ま た は ペ プ チ ド を 回 収 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 酵 素 、 100以 下 の ア ミ ノ 酸 の 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 、 お よ び 切 断 可 能 な リ ン カ ー を 含 ん で
な る 融 合 生 成 物 。
　 (a) 少 な く と も 1種 の 上 に 定 義 し た 融 合 生 成 物 、 (b) 少 な く と も 1種 の 脂 溶 性 ビ タ ミ ン 、
お よ び /ま た は  (c) 少 な く と も 1種 の 水 溶 性 ビ タ ミ ン 、 お よ び /ま た は  (d) 少 な く と も 1種
の 微 量 ミ ネ ラ ル を 含 ん で な る 動 物 飼 料 添 加 物 。
　 50～ 800 g/kgの 粗 タ ン パ ク 質 含 量 を 有 し 、 そ し て 少 な く と も 1種 の 上 に 定 義 し た 融 合 生
成 物 を 含 ん で な る 動 物 飼 料 組 成 物 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 上 に 定 義 し た 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 発 現 す る こ と が で き る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物
、 ま た は 植 物 部 分 。
　 上 に 定 義 し た 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 を 発 現 す る こ と が で き る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 非
ヒ ト 動 物 、 ま た は 生 成 物 、 ま た は そ れ ら の 要 素 。
　 動 物 飼 料 に お け る 上 に 定 義 し た 融 合 生 成 物 の 使 用 。
　 ペ プ チ ド の 収 量 を 改 良 し お よ び /ま た は 全 生 産 経 済 性 を 改 良 す る ツ ー ル と し て の ペ プ チ
ド お よ び 酵 素 の 共 発 現 の 使 用 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 100以 下 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 組 換 え 発 現 に お け る 、 保 護 ペ プ
チ ド ド メ イ ン 中 に 含 有 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も 50%が Dお よ び /ま た は Eで あ る 、 保
護 ペ プ チ ド ド メ イ ン の 使 用 ; こ こ で 好 ま し く は ペ プ チ ド 保 護 ド メ イ ン は 1～ 100ア ミ ノ 酸 残
基 を 含 ん で な る 。
　 ア ミ ノ 酸 残 基 の 少 な く と も 50%が D (Asp) お よ び /ま た は E (Glu) で あ り 、 そ し て ペ プ チ
ド が 保 護 活 性 を 有 す る 、 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 単 離 さ れ た ペ プ チ ド 、 な ら び に 対 応 す る 核
酸 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 少 な く と も 1つ の D (Asp) お よ び /ま た は E (Glu) を 含 ん で な る 保 護 ペ プ チ ド を 同 定 す る
方 法 : こ の 方 法 は 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る : a) 少 な く と も 1つ の Dお よ び /ま た は Eを 含 ん
で な る ペ プ チ ド 保 護 候 補 の ラ イ ブ ラ リ ー を 準 備 し ; b) ペ プ チ ド 保 護 候 補 の ラ イ ブ ラ リ ー
の メ ン バ ー を コ ー ド す る 第 1 DNA配 列 と 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 2 DNA配 列 と
を 含 ん で な る DNA構 築 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し ; c) 宿 主 細 胞 を b) の DNA構 築 物 の ラ イ ブ
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ラ リ ー で 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 し て DNA構 築 物 を 発 現 さ せ ; d) 形 質
転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生 活 能 力 を 推 定 し 、 お よ び /ま た は 分 析 し 、 お よ び /ま た は 抗 微 生 物
性 ペ プ チ ド の 収 量 を 推 定 し 、 お よ び /ま た は 分 析 し ; そ し て e) 工 程 b) に 従 う DNA構 築 物 に
お い て 、 工 程 c) に 従 う 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 の た め に 使 用 し て 、 工 程 d) に 従 い 推 定 し 、 お
よ び /ま た は 分 析 し た と き 、 宿 主 細 胞 の 生 活 能 力 を 増 加 さ せ 、 お よ び /ま た は 抗 微 生 物 性 ペ
プ チ ド の 収 量 を 増 加 さ せ る ペ プ チ ド 保 護 候 補 を 同 定 す る ; な ら び に こ の よ う な 方 法 に よ り
得 る こ と が で き る 、 お よ び /ま た は 得 ら れ た 保 護 ペ プ チ ド 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し か つ 特 許 請 求 さ れ て い る 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 特 定 の 態 様 に
よ り 範 囲 を 限 定 さ れ な い 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の 態 様 は 本 発 明 の い く つ か の 面 の 例 示 を 意 図
し て い る か ら で あ る 。 任 意 の 同 等 の 態 様 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る こ と を 意 図 す る 。
事 実 、 そ れ ら の 本 明 細 書 に 示 さ れ か つ 記 載 さ れ た 態 様 に 加 え て 種 々 の 変 更 は 、 上 記 説 明 か
ら 当 業 者 に と っ て 明 ら か と な る で あ ろ う 。 ま た 、 こ の よ う な 変 更 は 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の
範 囲 に 入 る こ と を 意 図 す る 。 矛 盾 す る 場 合 、 定 義 を 含 む 本 発 明 の 開 示 が コ ン ト ロ ー ル す る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 種 々 の 参 考 文 献 が 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ て お り 、 そ れ ら の 開 示 は 引 用 す る こ と に よ
っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ９ ８ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 実 験 の 部 分 に お い て 使 用 さ れ て い る 種 々 の 標 準 的 プ ロ ト コ ル に つ い て
は 、 Sambrook、 Fritsch、 お よ び Maniatis、 1989を 参 照 さ れ た い 。

．
　 こ の ア ッ セ イ は 、 ノ ビ ス ピ リ ン  (Novispirin) お よ び PR39の 抗 微 生 物 活 性 の ア ッ セ イ に
有 効 で あ る 。 そ れ は 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る プ ロ ト コ ル に 基 づ く : Lehrer 他  (1991)
 J. Immunol. Methods 137: 167-173。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 選 択 し た タ ー ゲ ッ ト 細 菌 、 例 え ば 、 大 腸 菌  (E. coli) ATCC 10536、 ま た は バ シ ラ ス ・
サ チ リ ス  (B. subtilis) ATCC 6633 (106 コ ロ ニ ー 形 成 単 位  (CFU) を 10 mlの 下 に 横 た わ
る ア ガ ロ ー ス  (1%の 低 電 気 浸 透 ア ガ ロ ー ス 、 0.03%の ト リ プ チ カ ー ゼ ダ イ ズ ブ ロ ス 、 10 mM
の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.4、 37℃ ) に 添 加 し た 。 こ の 懸 濁 液 を INTEGRIDペ ト リ 皿  (Bect
on Dickinson Labware、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ) 中 の 固 化 し た 。 3 mmの ゲ ル ・ パ ン チ ャ ー  (
Gel Puncher) を 使 用 し て 、 下 に 横 た わ る ア ガ ロ ー ス 中 に 孔 を 開 け た  (Amersham Pharmaci
a Biotech. ス ウ ェ ー デ ン 国 ) 。 抗 微 生 物 活 性 を 示 す こ と が 期 待 さ れ る 試 料 を 孔 に 添 加 し
、 37 ℃ に お い て 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 オ ー バ ー レ イ  (LB培 地 、 7.5%の 寒 天 ) を 上 部
に 注 ぎ 、 こ の プ レ ー ト を 37 ℃ に お い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 微 生 物 活 性 は ウ ェ ル
の 回 り に 透 明 ゾ ー ン と し て 見 ら れ た 。 10 mlの 0.2 mMの MTT (3-(4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -
2-イ ル ) -2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド ; チ ア ゾ リ ル ブ ル ー ) を 添 加 す る こ と
に よ っ て 、 生 き て い る 細 胞 を 対 比 染 色 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】

．

　 PR39は 、 抗 微 生 物 活 性 に 基 づ い て ブ タ 腸 管 か ら 本 来 単 離 さ れ た 、 プ ロ リ ン お よ び ア ル ギ
ニ ン に 富 ん だ ペ プ チ ド で あ る  (Argerberth B 他 、 J. Biochem. 202、 849-54 (1991)) 。 P
R39の 成 熟 形 態 は 下 記 の 39ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ て い る : RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPG
FPPRFPPRFP (配 列 番 号 65) 
【 ０ ２ ０ １ 】
　 封 入 体 中 の 、 例 え ば 、 PR39の よ う な 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 発 現 は 、 完 全 に は 理 解 さ れ な
い 理 由 の た め に 、 証 明 が 困 難 で あ っ た 。 そ の 実 験 に お い て 、 本 発 明 の 種 々 の ペ プ チ ド 保 護
ド メ イ ン を 使 用 し て 、 発 現 レ ベ ル に 対 す る 効 果 を 我 々 は 評 価 し た 。
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実 施 例 １ 抗 微 生 物 活 性 の ア ッ セ イ

実 施 例 ２ 大 腸 菌  (E. coli) に お け る 封 入 体 と し て 抗 微 生 物 剤 の 発 現 の た め の ク エ ン チ
ン グ ド メ イ ン の 使 用



　 pET31b+発 現 ベ ク タ ー 系  (NOVAGENか ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る ) 中 で 、 下 記 の 融 合 構 築
物 を 作 っ た :
PHM300:KSI-NG-PR39
PHM370:KSI-DP-PR39
PHM360:KSI-DDDDDP (配 列 番 号 101)-PR39 (配 列 番 号 65) 
PHM350:KSI-EEEEEDP (配 列 番 号 102)- PR39 (配 列 番 号 65)
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 KSIは 、 問 題 の ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 不 溶 性 封 入 体 と し て 発 現 を 促 進 す る こ と が
知 ら れ て い る 、 ケ ト ス テ ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ の 不 溶 性 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 KSIは pET31b+
発 現 ベ ク タ ー 系 の 一 部 分 を 形 成 す る 。
　 PR39は 成 熟 PR39ペ プ チ ド  (配 列 番 号 65) の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 示 す る 。
　 DP (Asp-Pro) 、 DDDDDP (Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Pro) (配 列 番 号 101) 、 お よ び EEEEEDP 
(Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Asp-Pro) (配 列 番 号 102) は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 保 護 ド メ イ ン の 例
で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 NG (Asn-Gly) は 、 本 発 明 の 保 護 ド メ イ ン で は な い リ ン カ ー の 例 で あ る 。
　 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌  (Escherichia coil) 株 Bl21-DE3 (pET31b+キ ッ ト の 一 部 分
を 形 成 す る ) の 中 に 形 質 転 換 し 、 そ し て PR39の 発 現 を IPTG誘 導 お よ び SDS-PAGEに よ り 評 価
し た 。 結 果 は 、 構 築 物 PHM300に 比 較 し て 、 構 築 物 PHM 370、 360お よ び 350か ら の 発 現 が 増
加 し た こ と を 明 瞭 に 示 し た 。 な お さ ら に 、 発 現 レ ベ ル は 、 構 築 物 PHM360お よ び PHM370に 比
較 し て 構 築 物 PHM350に よ り 、 そ し て 構 築 物 PHM370に 比 較 し て 構 築 PHM360に よ り 、 明 瞭 に 増
加 し た 。
　 発 現 後 、 生 ず る 融 合 生 成 物 を 弱 酸 で 処 理 す る こ と に よ っ て 切 断 す る こ と が で き  (切 断 部
位 : D-/-P) 、 こ れ に よ り 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド は そ の 抗 微 生 物 活 性 を 再 び 獲 得 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

．

　 こ の 実 施 例 に お い て 、 WO 00/73433 (特 に 実 施 例 1参 照 ) に 開 示 さ れ て い る ス イ サ イ ド 発
現 系  (SES) を 使 用 す る 。
　 使 用 す る 宿 主 細 胞 は 大 腸 菌  (Escherichia coil) TOP 10 (こ れ は Invitrogenか ら 商 業 的
に 入 手 可 能 で あ る ) (araBADC - 、 araEFGH + ) で あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 系 列 pHH (プ ラ ス ミ ド pBAD/gIIIAを 使 用 す る ) の プ ラ ス ミ ド は 、 大 腸 菌  (E. coli) の 周
辺 質 空 間 へ の 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の 輸 出 を 可 能 と し 、 こ こ か ら ペ プ チ ド は 細 胞 膜 と 相 互 作
用 す る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド pBAD/gIIIAは Invitrogenか ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。
そ れ は 、 大 腸 菌  (E. coli) に お け る 緊 密 に 調 節 さ れ た 組 換 え 発 現 の た め に 設 計 さ れ た 、 p
UC由 来 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 大 腸 菌  (E. coli) に 対 し て 毒 性 で あ る ペ
プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 と す る 。 な ぜ な ら 、 成 長 培 地 中 で イ ン デ ュ
ー サ ー の 非 存 在 に お い て 、 組 換 え ペ プ チ ド の 発 現 は 起 こ ら な い か ら で あ る 。 し か し な が ら
、 転 写 、 そ れ ゆ え ペ プ チ ド 合 成 を 広 範 に 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 系 列 pHHに お い て 、 問 題 の ポ リ ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 仲 介 す る た め に 、 pBAD/gII
IA中 の 遺 伝 子 IIIシ グ ナ ル 配 列 は 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 前 に 位 置 す る 。 遺 伝 子 IIIは pI
IIを コ ー ド し 、 pIIIは フ ィ ラ メ ン ト 状 フ ァ ー ジ fdか ら の 小 さ い キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 1
つ で あ る 。 pIIIは 18ア ミ ノ 酸 、 N-末 端 の シ グ ナ ル 配 列 を 使 用 し て 合 成 さ れ 、 そ し て 膜 中 へ
の 挿 入 の た め に 細 菌 の Sec系 を 要 求 す る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 内 膜 を 横 切 っ た 後 除 去 さ れ 、 こ
う し て 成 熟 ペ プ チ ド を 残 す 。 NcoI制 限 部 位 は 配 列 切 断 部 位 の 直 ぐ 後 に 続 く 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 1ま た は 2以 上 の 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 1ま た は 2以 上 の 遺 伝 子 を 、 pHH系 列 の
プ ラ ス ミ ド 中 に NcoI-XbaIフ ラ グ メ ン ト と し て 挿 入 す る 。 PR39の 場 合 に お い て 、 こ れ は ペ
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実 施 例 ３ 大 腸 菌  (E. coli) ス イ サ イ ド 発 現 系 に お け る 抗 微 生 物 剤 の 発 現 に お け る ク エ
ン チ ン グ ド メ イ ン の 使 用



プ チ ド の N-末 端  (CCATGG) に ア ミ ノ 酸 MAを 導 入 さ せ る 。 自 然 の コ ド ン 使 用 頻 度 は 保 持 さ れ
る 。
　 P39に 対 す る 5つ の 異 な る N-末 端 の エ ク ス テ ン シ ョ ン を 構 築 す る 、 す な わ ち 、 E、 DDE、 DD
DE (配 列 番 号 103) お よ び DDDDE (配 列 番 号 94) 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 標 準 的 PCR反 応 に お い て 特 異 的 前 方 向 プ ロ モ ー タ ー を 一 般 的 に 逆 方 向 プ ラ イ マ ー pBAD-Re
vと 組 合 わ せ て 使 用 し て PCRに よ り 、 こ れ ら の PR39誘 導 体 を 作 っ た 。 両 方 の プ ラ イ マ ー は 後
述 さ れ る 。 PCR鋳 型 は 、 野 生 型 PR39 (wtPR39) 、 配 列 番 号 65を コ ー ド す る pHHプ ラ ス ミ ド で
あ っ た 。
　 PCRフ ラ グ メ ン ト を 精 製 し 、 NcoIお よ び XbaIで 制 限 し 、 pHH中 の 対 応 す る 部 位 中 に ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 プ ラ イ マ ー pBAD-forwお よ び pBAD-revを 使 用 し て DNA配 列 決 定 に よ り 、 こ れ ら
の 構 築 物 の 配 列 を 確 認 し た  (下 記 参 照 ) 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 SES系 に お け る 試 験 か ら の 結 果 は 、 wt PR39の 阻 害 に 比 較 し て 、 PR39の 5つ の 誘 導 体 の 各
々 が 阻 害 を 減 少 さ せ た こ と で あ っ た 。 阻 害 の 減 少 は 抗 微 生 物 活 性 の 減 少 を 示 し 、 そ れ ゆ え
効 率 的 ク エ ン チ ン グ を 示 す 。 ま た 、 下 記 の 系 列 の N-末 端 の エ ク ス テ ン シ ョ ン に 沿 っ て 、 阻
害 の 段 階 的 減 少 が 観 測 さ れ た : E、 DE、 DDE、 DDDE (配 列 番 号 103) お よ び DDDDE (配 列 番 号
94) 。 換 言 す る と 、 最 大 の 阻 害 は Eで 、 次 い で DEで 、 次 い で DDEで 、 次 い で DDDE (配 列 番 号
103) で 観 測 さ れ た が 、 DDDDE (配 列 番 号 94) は こ の 実 施 例 に お い て 観 測 さ れ た 最 小 の 阻 害
を 示 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 5つ の PR-39誘 導 体 を 増 幅 し 、 配 列 決 定 す る た め に 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 次 の 通 り で あ る
: 
pHH1531 (E-PR39) 
プ ラ イ マ ー pHH1531-Forw:
catagcaccatggaaaggagacgtccccgacccccatatttgcc (配 列 番 号 66) 
pHH1532 (DE-PR39) 
プ ラ イ マ ー pHH1532-Forw:
catagcaccatggatgaaaggagacgtccccgacccccatatttgcc (配 列 番 号 67) 
【 ０ ２ １ １ 】
pHH1533 (DDE-PR39) 
プ ラ イ マ ー pHH1533-Forw:
catagcaccatggacgatgaaaggagacgtccccgacccccatatttgcc (配 列 番 号 68) 
pHH1534 (DDDE-PR39) 
プ ラ イ マ ー pHH1534-Forw:
catagcaccatggatgacgatgaaaggagacgtccccgacccccatatttgcc (配 列 番 号 69) 
【 ０ ２ １ ２ 】
pHH1535(DDDDE-PR39) 
プ ラ イ マ ー pHH1535-Forw:
catagcaccatggacgatgacgatgaaaggagacgtccccgacccccatatttgcc (配 列 番 号 70) 
pBAD-forw:
CCATAAGATTAGCGGATCCTACC (配 列 番 号 71) 
PBAD-rev:
CTCTCATCCGCCAAAACAGCC (配 列 番 号 72) 
【 ０ ２ １ ３ 】

．

　 こ の 実 施 例 に お い て 、 特 異 的 ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン を 使 用 す る 酵 母 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・
セ レ ビ シ エ  (Saccharomyces cerevisiae) に お け る 2つ の 異 な る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド 、 ノ
ビ ス ピ リ ン  (Novispirin) お よ び PR39の 発 現 お よ び 分 泌 を 例 示 す る 。
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実 施 例 ４ 酵 母 に お け る 抗 微 生 物 剤 の 発 現 お よ び 分 泌 に お け る ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン の 使
用



　 ノ ビ ス ピ リ ン G10は 下 記 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ て い る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド で あ る : KNL
RRIIRKGIHIIKKYG (配 列 番 号 73) 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 最 初 の 5つ の 異 な る PR39融 合 構 築 物 を 作 っ た 、 す な わ ち 、 E-PR39、 DE-PR39、 DDE-PR39、
DDDE (配 列 番 号 103)- PR39お よ び DDDDE (配 列 番 号 94)-PR39。
　 い く つ か の プ ロ テ ア ー ゼ は ブ ル タ ミ ン 酸 残 基  (E) 後 に 特 異 的 に 切 断 す る の で 、 付 加 し
た ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン を AMPか ら 遊 離 さ せ て 、 AMPの 抗 微 生 物 活 性 を モ ニ タ ー す る こ と が
で き る 。
　 標 準 的 PCR反 応 に お い て 下 に 示 す 特 異 的 前 方 向 プ ラ イ マ ー お よ び 一 般 的 逆 方 向 プ ラ イ マ
ー を 使 用 し て 、 PR39誘 導 体 を 増 幅 し た 。 使 用 し た PCR鋳 型 は 実 施 例 3に お い て 発 生 さ せ た も
の で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ６ 】
プ ラ イ マ ー 配 列
pHH3857 fwd:
AGGGGTATCGATGGCTAAGAGAGAAGCCGAAAGGAGACGTCCCCGACCCCC (配 列 番 号 74) 
pHH3858 fwd:
AGGGGTATCGATGGCTAAGAGAGAAGCCGATGAAAGGAGACGTCCCCGACCCCC (配 列 番 号 75) 
【 ０ ２ １ ７ 】
pHH3859 fwd:
AGGGGTATCGATGGCTAAGAGAGAAGCCGACGATGAAAGGAGACGTCCCCGACCCCC (配 列 番 号 76) 
pHH3860 fwd:
AGGGGTATCGATGGCTAAGAGAGAAGCCGATGACGATGAAAGGAGACGTCCCCGACCCCC (配 列 番 号 77) 
pHH3861 fwd:
AGGGGTATCGATGGCTAAGAGAGAAGCCGACGATGACGATGAAAGGAGACGTCCCCGACCCCC (配 列 番 号 78) 
【 ０ ２ １ ８ 】
　 生 ず る 5つ の PCRフ ラ グ メ ン ト を 精 製 し 、 ClaIお よ び XbaIで 制 限 し 、 適 当 な 酵 母 発 現 ベ ク
タ ー 、 例 え ば 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な ベ ク タ ー pYES2中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 5つ の 誘 導 体 を
DNA配 列 決 定 に よ り 確 認 し 、 PED/LiAcプ ロ ト コ ル を 使 用 し て サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ
エ  (S. cerevisiae) の 適 当 な 株 中 に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 期 待 し た 分 子 量 を も つ 明 確 な バ ン ド が 、 ペ プ チ ド の 発 現 を 示 す 5つ の 培 養 物 の 各 々 に お
い て 観 察 さ れ た 。 再 び 、 ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン が よ り 長 く な る ほ ど 、 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド
の 産 生 量 が よ り 多 く な る よ う に 思 わ れ 、 有 効 性 は 下 記 の 順 序 で 増 加 し た : E < DE < DDE <
 DDDE < DDDDE。 制 御 プ ラ ス ミ ド  (抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド を も た な い ) を 収 容 す る 酵 母 細 胞
の 上 清 に お い て 、 バ ン ド は 観 測 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
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　 PR-39を コ ー ド す る 試 料 は 、 ト リ シ ン SDS-PAGEゲ ル 上 で 予 測 し た サ イ ズ の 明 確 な バ ン ド
を 示 し た  (Schaggerお よ び Von Jagow (87) Anal. Biochem. 166、 368-379) 。
　 C-成 分 プ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 す る 前 に 、 実 施 例 1に 記 載 さ れ て い る よ う に 抗 微 生 物 活 性 に
つ い て 分 析 し た 上 清 に お い て 、 抗 微 生 物 活 性 は 検 出 さ れ な か っ た 。 し か し 抗 微 生 物 性 ペ プ
チ ド か ら ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン を 分 離 し た 後 、 PR39を コ ー ド す る 透 明 ゾ ー ン が 観 察 さ れ た
。 対 照 試 料 に お い て 、 透 明 ゾ ー ン は 観 測 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 前 述 と 同 一 の 方 法 に お い て 、 そ れ 以 上 の 構 築 物 を 酵 母 中 で 作 り 、 こ れ ら は 抗 微 生 物 性 ペ
プ チ ド の 満 足 す べ き 発 現 お よ び 分 泌 を 可 能 と す る こ と が 見 出 さ れ た 。 そ れ 以 上 の 構 築 物 は
次 の 通 り で あ っ た ：
pHH3864:　 　 　  E-ノ ビ ス ピ リ ン  (配 列 番 号 73) 
pHH3865:　 　 　  DDE-ノ ビ ス ピ リ ン  (配 列 番 号 73) 
pHH3866:　 　 　  DDDDE (配 列 番 号 94)-ノ ビ ス ピ リ ン  (配 列 番 号 73) 
pHH3879:　 　 　  DEDEDEDP (配 列 番 号 104)-ノ ビ ス ピ リ ン  (配 列 番 号 73) 
pHH3880:　 　 　  DEDEDEDP (配 列 番 号 104)-PR-39 (配 列 番 号 65) 
pHH3883:　 　 　  DDDGGEEEGGDDDP (配 列 番 号 105)-PR-39 (配 列 番 号 65) 
pHH3884:　 　 　  DDDGGDDDPPDDDE (配 列 番 号 106)-PR-39 (配 列 番 号 65) 。
【 ０ ２ ２ ２ 】

．
　 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド と ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン と の 間 の 並 進 距 離 の 効 果 を 研 究 す る た め に
、 2つ の 新 し い 構 築 物 を 作 っ た 。 実 施 例 4に 記 載 す る も の に 類 似 す る 発 現 構 成 、 す な わ ち 、
産 生 さ れ る ペ プ チ ド の 分 泌 を 可 能 と す る α -リ ー ダ ー を 利 用 す る pYES2由 来 ベ ク タ ー を 使 用
し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 1つ の 構 築 物 に お い て 、 pHH3891、 す な わ ち 、 8ア ミ ノ 酸 グ リ シ ン の リ ン カ ー を PR-39 (配
列 番 号 65) と ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン DDDDE (配 列 番 号 94) と の 間 に 挿 入 し た 。 他 の 構 築 物
に お い て 、 pHH3892、 す な わ ち 、 12ア ミ ノ 酸 グ リ シ ン の リ ン カ ー を 使 用 し た 。 プ ラ ス ミ ド
を 標 準 の 分 子 生 物 学 的 方 法 に よ り 構 築 し 、 DNA配 列 決 定 に よ り 確 認 し 、 実 施 例 4に 記 載 さ れ
て い る よ う に 酵 母 の 中 に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
pHH3891 (配 列 番 号 117):
DDDDE-GGGGGGGGE-RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP
pHH3892 (配 列 番 号 118):
DDDDE-GGGGGGGGGGGGE-RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 2構 築 物 の 各 々 の 2つ の 独 立 形 質 転 換 体 を 酵 母 最 小 培 地 SC中 で 増 殖 さ せ  (参 照 : Methods 
in Yeast Genetics 2000 A p. 174、 Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual、 Da
n Burke、 ISBN 0-87969-588-9/0879695889) (2%の グ ル コ ー ス を 補 充 し た ) 、 そ し て 35℃
に お い て 震 蘯 さ せ な が ら 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 収 集 し 、 製 造 業 者  (Invitroge
n、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ リ ス バ ッ ド ) が 推 奨 す る よ う に Bis-Trisゲ ル 上 で 分 析 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 す べ て の 4つ の 上 清 は 6 kDaの 見 掛 け の 、 期 待 し た サ イ ズ を も つ ペ プ チ ド で あ っ た 。
　 pHH3891お よ び pHH3892に お い て 産 生 さ れ た ペ プ チ ド は 、 そ れ ぞ れ 6006 Daお よ び 6234 Da
の 理 論 的 分 子 量  (MW) を 有 す る 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 AMPと ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン  (保 護 ペ プ チ ド ) と の 間 の 並 進 距 離 に 関
す る 柔 軟 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ７ 】

．
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ 酵 素 お よ び 2つ の 抗
微 生 物 性 ペ プ チ ド の い ず れ か の 組 換 え 細 菌 の 共 発 現 、 お よ び そ れ ら か ら の 分 泌 を 例 示 す る
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実 施 例 ５ ク エ ン チ ン グ ド メ イ ン と 抗 微 生 物 剤 と の 間 の 距 離 の 外 挿

実 施 例 ６ 酵 素 お よ び 抗 微 生 物 剤 の 共 発 現



。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ ル ミ ス  (Bacillus licheniformis) に 由 来 す る ペ ク チ ン 酸 リ ア ー
ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子  (WO 00/75344の 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 28～ 341) お よ び a) ア ス ペ ル
ギ ル ス ・ ギ ガ ン テ ウ ス  (Aspergillus giganteus) か ら の 抗 真 菌 性 ペ プ チ ド  (AFP) (WO 94
/01459の 配 列 番 号 2) 、 ま た は b) G10ノ ビ ス ピ リ ン と 表 示 す る 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド  (米 国
特 許 第 6,492,328号 の 配 列 番 号 17を 有 す る 人 工 的 ペ プ チ ド ) を 作 り 、 バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  
(B. subtilis) の 染 色 体 上 の amyE遺 伝 子 座 中 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 遺 伝 子 catと 一
緒 に 挿 入 し た 。 使 用 し た バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (B. subtilis) 宿 主 は WB600asnと 表 示 す る
プ ロ テ ア ー ゼ 欠 如 株 で あ っ た  (J. Bact. 1991、 p. 4952-4958に 記 載 さ れ て い る バ シ ラ ス
・ サ チ リ ス  (B. subtilis) WB600の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 感 受 性 誘 導 体 ) 。 上 記 a) お よ
び b) に 従 う 融 合 タ ン パ ク 質 の 両 方 は 培 養 ブ ロ ス 中 に 分 泌 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 発 現 カ セ ッ ト は cryIIIAプ ロ モ ー タ ー の 前 の バ シ ラ ス ・ ア ミ ロ リ ク フ ァ シ エ ン ス  (Bacil
lus amyloliquefaciens) か ら の amyQプ ロ モ ー タ ー  + バ シ ラ ス ・ ス リ ン ジ ェ ン シ ス  (Baci
llus thuringiensis) か ら の mRNA安 定 化 因 子 で あ っ た  (参 照 : 米 国 特 許 第 6,255,076号 、
特 に そ の 第 19図 に 示 さ れ て い る pDG268 neo系 ) 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 下 記 の DNAフ ラ グ メ ン ト を 調 製 し た :
　 (A) シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ノ 配 列  (SD) お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ
ル ミ ス  (Bacillus licheniformis) (ATCC 14580) の amyL遺 伝 子 、 す な わ ち 、 下 記 の SbaI
お よ び PstIテ イ ル を も つ プ ラ イ マ ー 1お よ び 2に よ り 増 幅 さ れ た PCRフ ラ グ メ ン ト に 由 来 し
た :
　 プ ラ イ マ ー 1: 
tatagagctCCATTGAAAGGGGAGGAGAATC-3’ 　 (配 列 番 号 107) 
　 プ ラ イ マ ー 2: 
tataCTGCAGAATGAGGCAGCAAGAAGATGAGC-3’  (配 列 番 号 108);
【 ０ ２ ３ １ 】
　 (B) ま た 、 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 、 バ シ ラ ス ・ リ ヘ ニ フ ォ ル
ミ ス  (Bacillus licheniformis) (ATCC 14580)、 す な わ ち 、 下 記 の PstIお よ び NheIテ イ ル
を も つ プ ラ イ マ ー 3お よ び 4に よ り 増 幅 さ れ た PCRフ ラ グ メ ン ト に 由 来 し た :
　 プ ラ イ マ ー 3:
tataCTGCAGCCGCGGCAGCTTCTGCCTTAAAC-3’ 　 (配 列 番 号 109) 
　 プ ラ イ マ ー 4:
tataGCTAGCTGGATTGATTTTGCCGACTCCG-3’ 　 (配 列 番 号 110);
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 (C1) NheIお よ び MluIテ イ ル を も つ AFP配 列  (配 列 番 号 111の ヌ ク レ オ チ ド 1066～ 1218) 
の コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 含 有 す る 合 成 遺 伝 子 。
　 プ ラ イ マ ー 5:
tataacgcgTCTAGCAGTGGCACTTG-3’  (配 列 番 号 113) 
　 (C2) NheIお よ び MluIテ イ ル を も つ G10ノ ビ ス ピ リ ン 配 列  (配 列 番 号 114の ヌ ク レ オ チ ド 1
236～ 1289) の コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 含 有 す る 合 成 遺 伝 子 。
　 プ ラ イ マ ー :
tataacgcgTTATCCGTATTTCTTAATG-3’  (配 列 番 号 116) 
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 3つ の フ ラ グ メ ン ト  ((A) + (B) + (C1)) 、 ま た は  ((A) + (B) + (C2)) を 制 限 酵 素 消
化  (NheI + MluI) 後 に 組 立 て 、 DNA連 結 お よ び PCR増 幅  (PP1223-9 PCRプ ラ イ マ ー 1 + プ
ラ イ マ ー 5、 DNA鋳 型 : フ ラ グ メ ン ト (A) + (B) + (C1) の 連 結 ) 、 (PP1331-2 PCRプ ラ イ マ
ー 1 + プ ラ イ マ ー 6、 DNA鋳 型 : フ ラ グ メ ン ト (A) + (B) + (C2) の 連 結 ) 、 お よ び 最 後 に p
DG268neoプ ラ ス ミ ド の ベ ク タ ー 部 分 中 に SacI MluIフ ラ グ メ ン ト と し て 挿 入 し た  (ユ ニ ー
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ク MluI部 位 は pDG268neoプ ラ ス ミ ド 中 の サ ビ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の C-末 端 部 分 中 に 位 置 し た ) 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 次 い で 、 amyE配 列 で フ ラ ン ク さ れ た 上 記 発 現 カ セ ッ ト お よ び cat遺 伝 子 を も つ プ ラ ス ミ
ド を 、 バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) VB600の コ ン ピ テ ン ト 細 胞 に 移 し た 。 ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 形 質 転 換 体 の 間 で 、 amyE遺 伝 子 中 に 挿 入 さ れ た 正 し い 発 現 カ セ ッ
ト を も つ コ ロ ニ ー を 単 離 し 、 挿 入 さ れ た ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ の 遺 伝 子 配 列 を DNA配 列 決 定
に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 PP1223-9バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) 株 に お い て 、 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ
は ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ギ ガ ン テ ウ ス  (Aspergillus giganteus) か ら の AFPを コ ー ド す る DNA
配 列 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 さ れ て い る 。 PP1223-9 (配 列 番 号 112の ア ミ ノ 酸 1～ 368) か ら
分 泌 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 培 養 ブ ロ ス を SDS-PAGEゲ ル 上 に 流 す こ と に よ っ て 、 正 し い
サ イ ズ  (40 kDa) の 主 要 な バ ン ド と し て 同 定 さ れ た :
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ASALNSGKVNPLADFSLKGFAALNGGTTGGEGGQTVTVTTGDQLIAALK
NKNANTPLKIYVNGTITTSNTSASKIDVKDVSNVSIVGSGTKGELKGIGIKIWRANNIIIRNLKIHEVASGDKDAIGIEG
PSKNIWVDHNELYHSLNVDKDYYDGLFDVKRDAEYITFSWNYVHDGWKSMLMGSSDSDNYNRTITFHHNWFENLNSRVPS
FRFGEGHIYNNYFNKIIDSGINSRMGARIRIENNLFENAKDPIVSWYSSSPGYWHVSNNKFVNSRGSMPTTSTTTYNPPY
SYSLDNVDNVKSIVKQNAGVGKINPASE
(配 列 番 号 112) 。 配 列 番 号 112に 対 応 す る DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 111の PP1223-9 Sa
cI MluIフ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 配 列 番 号 112の N-末 端 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド  (下 線 が 引 か れ て い る ) は 、 成 熟 融 合 ペ プ チ
ド の 分 泌 の 前 に 切 断 さ れ る 。 下 線 が 引 か れ て い る C-末 端 の テ イ ル 領 域 は AFPで あ る 。 成 熟
ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ の 部 分 は イ タ リ ッ ク で 示 さ れ て い る 。
　 PP1331-2バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス  (Bacillus subtilis) 株 に お い て 、 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ
を よ り 長 い リ ン カ ー  (負 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 の ス ト レ ッ チ ) を コ ー ド す る DNA配 列 お よ び G
10ノ ビ ス ピ リ ン に イ ン フ レ ー ム で 融 合 さ れ る 。 PP1331-2 (配 列 番 号 115の ア ミ ノ 酸 1～ 392)
 か ら 分 泌 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 培 養 ブ ロ ス を SDS-PAGEゲ ル 上 に 流 す こ と に よ っ て 、
正 し い サ イ ズ  (43 kDa) の 主 要 な バ ン ド と し て 同 定 さ れ た :
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ASALNSGKVNPLADFSLKGFAALNGGTTGGEGGQTVTVTTGDQLIAALK
NKNANTPLKIYVNGTITTSNTSASKIDVKDVSNVSIVGSGTKGELKGIGIKIWRANNIIIRNLKIHEVASGDKDAIGIEG
PSKNIWVDHNELYHSLNVDKDYYDGLFDVKRDAEYITFSWNYVHDGWKSMLMGSSDSDNYNRTITFHHNWFENLNSRVSS
FRFGEGHIYNNYFNKIIDSGINSRMGARIRIENNLFENAKDPIVSWYSSSPGYWHVSNNKFVNSRGSMPTTSTTTYNPPY
SYSLDNVDNVKSIVKQNAGVGKINPASLDKREAEACEEERNAEEERRDEPDERDAQVEHNAREAEADAEAVGPEAFADED
LDPWE  (配 列 番 号 115) 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 配 列 番 号 115の N-末 端 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド  (下 線 が 引 か れ て い る ) は 、 成 熟 融 合 ペ プ チ
ド の 分 泌 の 前 に 切 断 さ れ る 。 下 線 が 引 か れ て い る C-末 端 の テ イ ル 領 域 は G10ノ ビ ス ピ リ ン
で あ る 。 成 熟 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ の 部 分 は イ タ リ ッ ク で 示 さ れ て い る 。 配 列 番 号 115に 対
応 す る DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 114の PP1331-2 SacI MluI DNAフ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 配 列 表 】
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