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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ａ）グリコシル化されている、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野
生型配列、配列番号２（野生型）由来の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グル
コース脱水素酵素であって、置換Ｎ２Ｓ（配列番号３）を有し、そしてこれによってこの
位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除、または不活性化されているグリコ
シル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素、お
よび
（ｂ）（ａ）記載の、配列番号３をもつ前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性
グルコース脱水素酵素のアミノ酸配列に対して、９０％またはそれ以上のアミノ酸配列相
同性を示すアミノ酸配列をもつ、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレ
オチド依存性グルコース脱水素酵素であって、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ
－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２におけるＮ２であるアスパラギン残基が、グリコシル
化に適していないセリンによって置換されており、そしてこれによってこの位置における
潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除、または不活性化されており、類似性が決定され
る領域が（ａ）記載の修飾ＦＡＤ－ＧＤＨの前記アミノ酸配列の全配列であり、および、
（ａ）記載の修飾ＦＡＤ－ＧＤＨの前記アミノ酸配列が参照配列であるグリコシル化され
ている修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素、および
（ｃ）（ａ）または（ｂ）記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース
脱水素酵素の活性フラグメント
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からなる群より選択される、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素であって、
（ｂ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨまたは（ｃ）記載のフラグメントにおいて、前記潜在的なグ
リコシル化部位を排除するまたは不活性化する前記置換が、（ａ）記載の修飾フラビンア
デニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素と比較した場合に保存されており、お
よび
（ｂ）記載のフラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素または（ｃ）
記載のフラグメントが、（ａ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨの酵素活性の少なくとも８０％の酵
素活性を示しており、かつ、（ａ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨの乾燥条件下での温度安定性の
少なくとも８０％の温度安定性を示しており、
ここで、「乾燥条件下での温度安定性を示す」との表現が、
１）凍結乾燥、および、凍結乾燥された酵素の８０℃で８日間、モレキュラーシーブ（３
Ａ、ＭＳ５５１、Ｇｒａｃｅ）上でのインキュベーション
の後に算出され、およびストレス無負荷の凍結乾燥された組成物と比較された、凍結乾燥
された組成物中に含まれる場合の凍結乾燥された修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依
存性グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ）自身の残存活性を意味している、グリコシ
ル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素。
【請求項２】
グリコシル化されている前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水
素酵素が、配列番号３に示されるアミノ酸配列をもつ修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントである、請求項１記載の修飾
フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素。
【請求項３】
グリコシル化されている前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水
素酵素が、配列番号３に示されるアミノ酸配列をもつ修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素である、請求項１記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオ
チド依存性グルコース脱水素酵素。
【請求項４】
前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素が、グリコシル化
されている配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨと比較して、乾燥条件下での改良された温度安定
性を示し、前記配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨがアスペルギルス　オリゼでの発現によって
得られ得る、請求項１～３のいずれか１項に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド
依存性グルコース脱水素酵素。
【請求項５】
５０％未満であるグリコシル化の程度、および／または、１．０２未満であるＭｗ／Ｍｎ
の比を示す請求項１～４のいずれか１項に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依
存性グルコース脱水素酵素。
【請求項６】
アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）由来の
前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素が、さらに、配列
番号２（野生型）におけるＮ１６８および／またはＮ３４６であるアスパラギン残基の、
グリコシル化に適していない一または二以上のアミノ酸による置換を有する、請求項１～
５のいずれか１項に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素
酵素。
【請求項７】
アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）由来の
前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素が、さらに、一ま
たは二以上の以下の置換：Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８ＳＰおよびＮ３４６Ｄを有する請求項１
～６のいずれか１項に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水
素酵素。
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【請求項８】
５０％未満であるグリコシル化の程度、および／または、１．０２未満であるＭｗ／Ｍｎ
の比を示す請求項１～７のいずれか１項に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依
存性グルコース脱水素酵素を含む組成物。
【請求項９】
請求項１～７のいずれか１項に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素をエンコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１０】
請求項９記載の単離ポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
【請求項１１】
請求項１～７のいずれか１項に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素をエンコードしている単離ポリヌクレオチドを含む請求項１０記載の発現
ベクターを含む宿主細胞であって、前記宿主細胞が、内因性のグリコシル化酵素を有する
ことによってグリコシル化を行うことができ、かつ、大腸菌株ではない宿主細胞。
【請求項１２】
前記グリコシル化が、Ｎ－結合型グリコシル化である請求項１１記載の宿主細胞。
【請求項１３】
請求項１１記載の形質転換体を培養する工程を含む、修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素を産生するための方法。
【請求項１４】
グリコシル化を行うことのできる宿主細胞中で、請求項１３記載の方法によって得られる
請求項１～７のいずれか１項に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素。
【請求項１５】
請求項１～７のいずれか１項もしくは請求項１４記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオ
チド依存性グルコース脱水素酵素、または、請求項８記載の組成物を用いた、エクスビボ
サンプル中のグルコースを検出、決定または測定する方法であって、前記検出、決定また
は測定が、エクスビボサンプルを前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素または組成物とそれぞれ接触させることを含む方法。
【請求項１６】
前記グルコースの検出、決定または測定がセンサーまたはテストストリップ素子を用いて
行われる請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
請求項１～７のいずれか１項もしくは請求項１４記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオ
チド依存性グルコース脱水素酵素、または、請求項８記載の組成物を含むエクスビボサン
プル中のグルコースの検出、決定または測定のための装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　血糖の自己測定は、糖尿病を患う人々にとって彼らの通常のグルコースレベルを知るた
めに、および、処置のためそれらを使用するために、重要である。グルコースを基質とす
る酵素が、血糖の自己測定のためのセンサーとして用いられる。このような酵素の例とし
ては、グルコース酸化酵素（ＥＣ　１．１．３．４）が挙げられる。グルコース酸化酵素
は、グルコースに非常に特異的であり、および、高い熱安定性をもつという利点を有する
。このため、血糖センサーにおける酵素として使用されてきた。このような特性の最初の
報告は、４０年前まで遡る。グルコース酸化酵素を利用する血糖センサーにおいて、血糖
レベルは、酸化によってグルコースをＤ－グルコノ－ｄ－ラクトンへと変換する工程にお
いて生成される電子がメディエーターを介して電極へと伝導される際に測定される。しか
しながら、グルコース酸化酵素には、反応によって生成されたプロトンを酸素へと移動す
る傾向があり、この結果、溶存酸素が測定値に悪影響を及ぼすことになるという問題があ



(4) JP 6258298 B2 2018.1.10

10

20

30

40

50

る。
【背景技術】
【０００２】
　このような課題を解決するために、例えば、ＮＡＤ（Ｐ）依存性グルコース脱水素酵素
（ＥＣ　１．１．１．４７）またはピロロキノリンキノン（以下、本明細書中において「
ＰＱＱ」とも称される）依存性グルコース脱水素酵素（ＥＣ　１．１．５．２（以前のＥ
Ｃ　１．１．９９．１７）が血糖センサーにおける酵素として使用されている。これらは
、溶存酸素の影響を受けないという利点を有している。しかしながら、前者の、すなわち
ＮＡＤ（Ｐ）依存性グルコース脱水素酵素（以下、本明細書中において「ＮＡＤＧＤＨ」
とも称される）は、不十分な安定性しか有さず、および、補酵素の添加を必要とし扱いに
くい。後者の、すなわちＰＱＱ依存性グルコース脱水素酵素（以下、本明細書中において
「ＰＱＱＧＤＨ」とも称される）は、不十分な基質特異性を有し、および、グルコース以
外の単糖類、例えばマルトースおよびラクトースなどと反応し、このため測定値の正確性
が低下するという欠点を有する。
【０００３】
　さらに、特許文献１は、アスペルギルス－フラビン結合グルコース脱水素酵素を開示し
ている。この酵素のキシロースに対する活性は、グルコースに対する活性の１０％だけで
あるが、キシロース負荷試験を受けているヒトの血糖レベルを測定する場合には、測定値
の正確性が損なわれるかもしれない。酵素は、５０℃での１５分間の処置の後、約８９％
の残存活性率を有しており、したがって、良好な熱安定性を示している。特許文献２は、
この酵素の遺伝子配列およびアミノ酸配列を開示する。
【０００４】
　野生型ＦＡＤ－ＧＤＨ由来のＦＡＤ－ＧＤＨよりも液体中での改良された熱安定性を有
する修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ
）、好ましくは真核生物、より好ましくは糸状菌およびさらに好ましくはアスペルギルス
属の真菌由来である修飾ＦＡＤ－ＧＤＨ、ならびに、例えば、ＦＡＤ－ＧＤＨに対して少
なくとも一つのアミノ酸の置換、欠失、挿入または付加を有する一次構造をもつＦＡＤ－
ＧＤＨが、特許文献３により示されている。
【０００５】
　特許文献４は、アスペルギルス属の真菌、例えばアスペルギルス　オリゼまたはアスペ
ルギルス　テレウス（Aspergillus terreus）など由来の、野生型ＦＡＤ－ＧＤＨｓと比
較して改善された熱安定性を有する修飾ＦＡＤ－ＧＤＨを記載する。特許文献４は、大腸
菌での遺伝子組換えによって産生される修飾ＦＡＤ－ＧＤＨのみに焦点をあてている。し
たがって、前記ＦＡＤ－ＧＤＨｓは、非グリコシル化酵素変異体であり、これはまた、特
許文献４中で液体条件下でのみスクリーニングされたものであった。したがって、この文
献には、グリコシル化されている、および、潜在的なグリコシル化部位の排除または不活
性化の結果により、乾燥条件下での改善された熱安定性を有するＦＡＤ－ＧＤＨ変異体を
得るためのヌクレオチド配列への特異的な修飾に関しては何らの記載もない。
【０００６】
　ＦＡＤ－ＧＤＨのいくつかの使用において、乾燥条件下での熱安定性は、特に重要であ
る。例えば、血糖測定のためのテストストリップの場合、乾燥化学のもとでのＦＡＤ－Ｇ
ＤＨの酵素特性が改良される必要がある。
【０００７】
　改良されたフラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素を提供するこ
とが本発明の課題であった。乾燥条件下での温度安定性を考慮した、このような改良され
た酵素を提供することが特に興味の対象であった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第２００４／０５８９５８号
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【特許文献２】国際公開第２００６／１０１２３９号
【特許文献３】米国特許第７，６６２，６００号明細書
【特許文献４】米国特許出願公開第２００８／２２０４６０号明細書
【発明の概要】
【０００９】
　本発明の主題は、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性
グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ）であって、成熟型アスペルギルス　オリゼ（As
pergillus oryzae）由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）におけるＮ
２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも一つのアスパラギン残
基が、グリコシル化に適していない一または二以上のアミノ酸によって置換されており、
そしてこれによってこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除、または不
活性化される。
【００１０】
　特には、本発明の主題は、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ）であり、ここで、
前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素は、グリコシル化
されている配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨと比較して、乾燥条件下での改良された温度安定
性を示し、ここで前記配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨはアスペルギルス　オリゼでの発現に
よって得ることができ、および
成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）
におけるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも一つのアス
パラギン残基の少なくとも１つが、一または二以上のアミノ酸によって置換されており、
そしてこれによってこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除、または不
活性化される。
【００１１】
　本発明はさらに、前記酵素、前記酵素をエンコードする核酸、ベクター、宿主細胞を製
造するための方法、前記酵素を用いてサンプル中のグルコースを検出、決定、または測定
するための方法、および、前記酵素を備える装置に関する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ピキア発現ベクターｐＰＩＣＺαＡを示す。ＰＡＯＸ１＝ＡＯＸ１プロモーター
（目的遺伝子の転写を開始する）、αＦａｃｔｏｒ－ｓｓ＝α－ファクターシグナル配列
をエンコードしている遺伝子（目的遺伝子はこの配列にフレームをあわせて融合される；
対応するポリペプチドがＰ．パストリスによって培養液中に分泌される）、ＴＡＯＸ１＝
ＡＯＸ１ターミネーター（目的遺伝子の転写を終結させる）、Ｚｅｏ＝ゼオマイシン耐性
遺伝子－選択マーカー、ＣｏｌＥ１＝複製起点（大腸菌でのクローニングを可能にする）
【図２】ＳＥＣ－ＲＡＬＳによる配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨの分子量分布を示す。
【図３】ＳＥＣ－ＲＡＬＳによる配列番号３のＦＡＤ－ＧＤＨ（変異体１；Ｎ２Ｓ）の分
子量分布を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明の主題は、
（ａ）成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野
生型）におけるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも一つ
のアスパラギン残基が、グリコシル化に適していない一または二以上のアミノ酸によって
置換されており、そしてこれによってこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞ
れ排除、または不活性化されている、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌ
クレオチド依存性グルコース脱水素酵素、および
（ｂ）成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２にお
けるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも一つのアスパラ
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ギン残基が、グリコシル化に適していない一または二以上のアミノ酸によって置換されて
おり、そしてこれによってこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除、ま
たは不活性化されている、（ａ）記載の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性
グルコース脱水素酵素に対して約８０％またはそれ以上（好ましくは９０％、より好まし
くは９５％）のアミノ酸配列相同性を示す、グリコシル化されている修飾フラビンアデニ
ンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素、および
（ｃ）（ａ）または（ｂ）記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース
脱水素酵素の活性（機能的）フラグメント
からなる群より選択される、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素であり、
ただし、ここで、
（ｂ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨまたは（ｃ）記載のフラグメントにおいて、前記潜在的なグ
リコシル化部位（複数の部位）を排除するまたは不活性化する前記置換（複数の置換）が
、（ａ）記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素と比較
して保存されており、および
（ｂ）記載のフラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素または（ｃ）
記載のフラグメントが、（ａ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨの酵素活性の少なくとも８０％（好
ましくは９０％、より好ましくは９５％）の酵素活性を示しており、かつ、（ａ）記載の
ＦＡＤ－ＧＤＨの乾燥条件下での温度安定性の少なくとも８０％（好ましくは９０％、よ
り好ましくは９５％）の温度安定性を示しており、
ここで、「乾燥条件下での温度安定性を示す（exhibits temperature stability under d
ry conditions）」との表現は、
１）凍結乾燥、および、凍結乾燥された酵素の８０℃で８日間、モレキュラーシーブ（３
Ａ、ＭＳ５５１、Ｇｒａｃｅ）上でのインキュベーション
の後に算出され、およびストレス無負荷の凍結乾燥物と比較された、凍結乾燥された修飾
フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ）自身の
、および、凍結乾燥された組成物中に含まれる場合凍結乾燥された組成物中の残存活性を
意味する。
【００１４】
　本明細書を通して、割合の値は、絶対値ではなく、むしろ、±５％の誤差である一定の
マージンを包含する相対値であることが理解されるべきである。当業者であるならば、こ
のような変形は本発明の特定事項に照らし合わせて明らかであることを認識する。
【００１５】
　用語「その（それらの）活性フラグメント（active fragment(s) thereof）」または同
義語である「その（それらの）機能的フラグメント（functional fragment(s) thereof）
」とは、本発明にしたがった任意の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコー
ス脱水素酵素であって、そのようなフラグメントが酵素活性についての本質的な特性、お
よび、本発明の意味における乾燥条件下での改良された温度安定性を依然として示してい
るという条件下で、配列番号３～６に記載の対応する配列において少なくとも一つのアミ
ノ酸が欠失している修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素を
意味する。
【００１６】
　本発明の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素は、従来技
術のＦＡＤ－ＧＤＨｓと比較して、乾燥条件下での改良された温度安定性を示す。
【００１７】
　これは、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２
（野生型）におけるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも
一つのアスパラギン残基の、グリコシル化には適していない一または二以上のアミノ酸に
よる置換、および、これによるこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除
、または不活性化されることによって達成された。上記の（ａ）において概説されている
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ように本発明によるＦＡＤ－ＧＤＨｓに対して少なくとも８０％（好ましくは９０％、よ
り好ましくは９５％）のアミノ酸配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨｓもまた、それらが同
じ置換（複数の置換）を示し、および、本発明のＦＡＤ－ＧＤＨと本質的に同一の特性を
示す限り、本発明の主題であり、ここで、これら本質的な特性とは、酵素活性および乾燥
条件下での改良された温度安定性である。同一の置換（複数の置換）を示す、および、本
発明のＦＡＤ－ＧＤＨと本質的に同一の特性を示す、本発明による前記ＦＡＤ－ＧＤＨｓ
のフラグメントもまた包含され、ここで、これら本質的な特性とは、酵素活性および乾燥
条件下での改良された温度安定性である。
【００１８】
　配列相同性は、ＢＬＡＳＴアルゴリズム、ｔｈｅ　Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇ
ｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ（ＢＬＡＳＴ）(Altschul, S.F. et al. 1990. J. 
Mol. Biol. 215:403; Altschul, S.F. et al. 1997. Nucleic Acid Res. 25:3389-3402)
によって決定され得る。上記のアミノ酸配列相同性の割合とは、前記ＢＬＡＳＴアルゴリ
ズムによる配列相同性の決定を意味し、ここで、相同性が決定される領域は、（ａ）記載
の修飾ＦＡＤ－ＧＤＨの全体の配列であり、および、（ａ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨの前記
配列が参照配列である。
【００１９】
　本明細書および対応する請求項をとおして、「配列（sequence(s)）」に関連する用語
「成熟型（mature）」とは、例えばシグナルペプチドまたはそれらの等価物などのいかな
る追加のシグナル配列も含まないそれぞれのタンパク質配列の生の配列フォーマットを意
味する。
【００２０】
　本明細書をとおして、用語「温度安定性（temperature stability）」とは、本明細書
において提供される修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素（
ＦＡＤ－ＧＤＨ）の、その温度が変化する際、特にはその温度が上昇する際のその天然の
生物物理学的および生物化学的特性に関する変化に抵抗するための能力を意味する。この
意味において、１００％温度安定性とは、酵素の特に規定された特性に関して、温度への
一定の期間（ｔ）にわたる暴露前の酵素と比較した場合に、天然の生物物理学的および生
物化学的特性になんらの変化も起こらないということを示しているであろう。したがって
、本明細書において提供される修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱
水素酵素またはそれらの機能的フラグメントは、温度への一定の期間（ｔ）にわたる暴露
のあいだ、その天然の酵素活性を保持し、そして、典型的には、具体的な実施形態として
実施例３にしたがって測定される酵素活性を示すが、これに限定される訳ではない。
【００２１】
　本明細書全体をとおして、用語「乾燥条件（dry condition(s)）」とは、特には、以下
に記載される実施例７の試験条件、すなわち、凍結乾燥された各サンプルが乾燥剤（モレ
キュラーシーブ３Ａ、ＭＳ　５５１、Ｇｒａｃｅ）の存在下で、８０℃に８日間暴露され
た条件に特には関連するが、これに限定される訳ではない。
【００２２】
　本明細書全体および対応する請求項に関連して、「乾燥条件下での温度安定性を示す（
exhibits temperature stability under dry condition(s)）」との表現は、１）凍結乾
燥、および、凍結乾燥された酵素の８０℃で８日間、モレキュラーシーブ（３Ａ、ＭＳ５
５１、Ｇｒａｃｅ）上でのインキュベーション、の後に算出され、およびストレス無負荷
の凍結乾燥物と比較された、凍結乾燥された修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性
グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ）自身の、および、凍結乾燥された組成物中に含
まれる場合凍結乾燥された組成物中の残存活性を意味する。
【００２３】
　「ストレス無負荷の凍結乾燥物（unstressed lyophilizate）」とは、凍結乾燥されて
いるが、モレキュラーシーブ（３Ａ、ＭＳ５５１、Ｇｒａｃｅ）上、８０℃で８日間のイ
ンキュベートはされていない酵素の部分である。「ストレス無負荷の凍結乾燥物」とは、
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温度安定性が凍結乾燥に続いて測定されることを意味する。これは、ストレス無負荷の凍
結乾燥物が、温度安定性を測定する前に保存されたり、処理されたりしていないことを意
味している。乾燥条件下での温度安定性は、実施例７にしたがって測定され得るが、これ
に限定される訳ではない。
【００２４】
　別の特定の実施形態において、本発明はまた、本明細書において配列番号３～６として
提供される配列に対して機能的に等価である配列をもつ修飾フラビンアデニンジヌクレオ
チド依存性グルコース脱水素酵素を認識している。本発明の意味において、機能的な等価
物とは、配列番号３～６の配列で提供されているように少なくとも一つのアミノ酸が異な
り、同一のまたは類似の機能、特には酵素活性および乾燥条件下での温度安定性、を有す
るタンパク質／酵素をエンコードするアミノ酸配列分子である。
【００２５】
　本発明のさらなる具体的な実施形態において、本発明による修飾フラビンアデニンジヌ
クレオチド依存性グルコース脱水素酵素の機能的等価物とは、配列番号３～６に対するア
ミノ酸配列ホモログである。本発明の特定の実施形態において、ホモロジーの程度または
割合は、それらが上記の（ａ）において概説されるものと同じ置換を示し、および、本発
明によるＦＡＤ－ＧＤＨと本質的に同一の特性を示す、という条件下で、配列番号３～６
に対して少なくとも８０、９０、９５、９９または１００％であり、ここで、これら本質
的な特性とは、酵素活性および乾燥条件下での改良された温度安定性である。同様の置換
を示し、および本発明のＦＡＤ－ＧＤＨと本質的に同一の特性を示す、本発明の前記ＦＡ
Ｄ－ＧＤＨｓの活性フラグメントがまた包含されることが理解されるべきであり、ここで
、これら本質的な特性とは、酵素活性および乾燥条件下での改良された温度安定性である
。
【００２６】
　全く同一のタンパク質／酵素のために、配列番号１３とは異なるヌクレオチド配列、ま
たはそれの相補配列をコードする、機能的に等価なヌクレオチド配列分子に対しても同様
のことが適用される。
【００２７】
　さらなる特定の実施形態において、配列番号１３で示されるようなヌクレオチド分子に
対する機能的等価物は、前記ＤＮＡ配列、または、配列番号１３の配列に実質的に相補的
である配列によってエンコードされるＲＮＡ分子である。
【００２８】
　本発明の意味において、用語「ＲＮＡ分子（RNA molecule）」とは、一重鎖であり、お
よび、本明細書において示される配列番号３～６の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド
依存性グルコース脱水素酵素のタンパク質合成のためのテンプレートとして機能する、リ
ボヌクレオチド分子の直鎖のポリマーを意味する。
【００２９】
　本発明の意味における「乾燥剤（Drying agents）」としては、例えば、シリカゲル、
硫酸カルシウム、塩化カルシウム、および、モレキュラーシーブなどの乾燥剤（desiccan
ts）が挙げられるが、これらに限定される訳ではない。
【００３０】
　具体的には、本発明の主題は、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレ
オチド依存性グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ）またはそれに少なくとも８０％（
好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦ
ＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメントであって、ここで、
前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素は、アスペルギル
ス　オリゼでの発現によって得られ得る配列番号１のグリコシル化ＦＡＤ－ＧＤＨと比較
して、乾燥条件下での改良された温度安定性を示し、および
成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）
におけるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも一つのアス
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パラギン残基が、一または二以上のアミノ酸によって置換されており、そしてこれによっ
てこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除、または不活性化される。
【００３１】
　修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ）
は、グリコシル化される。本発明の一実施形態において、前記修飾フラビンアデニンジヌ
クレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその機能的フラグメントは、グリコシル化
されている配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨと比較して、より均一的なグリコシル化パターン
（より小さな分子量分布）を示し、ここで前記配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨは、アスペル
ギルス　オリゼでの発現によって、得られ得る。別の具体的な実施形態において、修飾フ
ラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその機能的フラグメン
トは、約１０３８７６の重量平均分子量（Ｍｗ）および約９９９０１の数平均分子量（Ｍ
ｎ）の分子を示す。重量平均分子量（Ｍｗ）および数平均分子量（Ｍｎ）は、Ｖｉｓｃｏ
ｔｅｋ　Ｔｒｉｐｌｅ　Ｄｅｔｅｋｔｏｒｓ（屈折率（ＲＩ）および９０°光散乱（ＲＡ
ＬＳ））の生データからソフトウェアを用いて計算される。Ｍｗ／Ｍｎの比は、多分散性
であり、そして、タンパク質のサイズ分布を与える。単分散タンパク質は、１であるＭｗ
／Ｍｎ値を有する。
【００３２】
　したがって、本発明の一実施形態において、本発明による修飾フラビンアデニンジヌク
レオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその機能的フラグメントを含む組成物は、前
記組成物中で以下のような前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱
水素酵素の分子量分布を示す：約１０３８７６の重量平均分子量（Ｍｗ）および約９９９
０１の数平均分子量（Ｍｎ）。このような組成物は、本発明の別の一実施形態である。
【００３３】
　さらに、本発明の一実施形態は、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌク
レオチド依存性グルコース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは少なく
とも９０％、より好ましくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまた
はその機能的フラグメントであって、ここで、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ
－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）におけるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６か
らなる群より選択される少なくとも一つのアスパラギン残基が、グリコシル化に適してい
ない一または二以上のアミノ酸によって置換されており、そしてこれによってこの位置に
おける潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除、または不活性化されており、および、グ
リコシル化の程度が５０％未満、好ましくは４０％未満、およびより好ましくは３０％未
満であり、および／または、Ｍｗ／Ｍｎの比が１．０２未満、より好ましくは１．０１未
満である（これらの値の算出方法に関しては、例えば実施例４を参照）。
【００３４】
　さらに、本発明の主題はまた、修飾ＦＡＤ－ＧＤＨまたはそれに少なくとも８０％（好
ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡ
Ｄ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメントであって、ここで、成熟型アスペルギルス　オ
リゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）におけるＮ２；Ｎ１６８お
よびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも一つのアスパラギン残基が、一または
二以上のアミノ酸によって置換されており、そしてこれによってこの位置における潜在的
なグリコシル部位がそれぞれ排除、または不活性化されており、および、前記修飾ＦＡＤ
－ＧＤＨを含む組成物が１．０２未満であるＭｗ／Ｍｎの比、より好ましくは１．０１未
満であるＭｗ／Ｍｎの比を有する、前記組成物中の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオ
チド依存性グルコース脱水素酵素の分子量分布を示し、および／または、前記修飾ＦＡＤ
－ＧＤＨのグリコシル化の程度が、５０％未満、好ましくは４０％未満、およびより好ま
しくは３０％未満である。このような組成物は、本発明の別の一実施形態である。
【００３５】
　グリコシル化の程度は、以下の式にしたがって計算され得る：
（Ｍｗ（グリコシル化されている酵素）－Ｍｗ（グリコシル化なしのタンパク質配列によ
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る酵素））×１００％。表３によって例示されている酵素に対して、以下が計算され得る
（実施例４を参照）：
ＦＡＤ－ＧＤＨ変異体１（配列番号３）：
（７６３３３－６１４６１）／６１４６１×１００％＝２４％
アスペルギルス由来ＦＡＤ－ＧＤＨ（配列番号１）：
（１０３８７６－６１５９２）／６１５９２×１００％＝６９％。
【００３６】
　これは、本発明による前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水
素酵素またはその機能的フラグメントが、グリコシル化されている配列番号１のＦＡＤ－
ＧＤＨと比較して、より均一的なグリコシル化パターン（より小さな分子量分布）を示し
、ここで前記配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨは、アスペルギルス　オリゼでの発現によって
得られ得ること、および／または、本発明による前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素またはその機能的フラグメントが、配列番号１のＦＡＤ－
ＧＤＨと比較された場合に、より低い程度のグリコシル化を示し、ここで該配列番号１の
ＦＡＤ－ＧＤＨは、アスペルギルス　オリゼでの発現によって得ることができることを意
味している。
【００３７】
　本発明のある特定の実施形態において、１）凍結乾燥、および、凍結乾燥された酵素の
８０℃で８日間、モレキュラーシーブ（３Ａ、ＭＳ５５１、Ｇｒａｃｅ）上でのインキュ
ベーション後に算出され、およびストレス無負荷の凍結乾燥物と比較された、凍結乾燥さ
れた修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその機能的
フラグメントの残存活性は、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも８４％である。
【００３８】
　酵素活性は、実施例３ｉ）にしたがい例示的には測定され得るが、これに限定されるわ
けではない。
【００３９】
　本発明の修飾ＦＡＤ－ＧＤＨまたはその活性フラグメントの糖特異性は、グリコシル化
された成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野
生型）の糖特異性とほぼ同じであり、すなわち、マルトースに対して０．５％未満、およ
びガラクトースに対して１３％未満である：糖特異性の算出については実施例３ii）を参
照。
【００４０】
　特定の実施形態において、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型
配列、配列番号２（野生型）におけるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択
される少なくとも一つのアスパラギン残基は、Ａｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｃｙｓ、Ｇｌｎ
、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｈｉｓ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ
、Ｔｈｒ、Ｔｒｐ、ＴｙｒおよびＶａｌを含む群から選択される一または二以上のアミノ
酸によって置換されている。より具体的な実施形態において、アスペルギルス　オリゼ由
来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）におけるＮ２；Ｎ１６８およびＮ
３４６からなる群より選択される少なくとも一つのアスパラギン残基は、Ａｒｇ、Ａｓｐ
、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｐｒｏ、ＳｅｒおよびＴｈｒを含
む群から選択される一または二以上のアミノ酸によって置換されている。
【００４１】
　本発明の別の特定の実施形態において、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グ
ルコース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは少なくとも９０％、より
好ましくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラ
グメントが提供され、ここで、Ｎ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される
少なくとも一つのアスパラギン残基のみが、一または二以上のアミノ酸によって置換され
ており、これは、対応するグリコシル化の標的部位の不活性化（または欠失）を導く。
【００４２】
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　本発明の別の特定の実施形態において、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グ
ルコース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは９０％、より好ましくは
９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメントが前述の実施
形態にしたがい提供され、ここで前記アスパラギン残基は、Ｓ、Ｐ、ＳＰまたはＤによっ
て置換されている。
【００４３】
　本発明によれば、具体的な実施形態は、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グ
ルコース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは少なくとも９０％、より
好ましくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラ
グメントであり、ここで、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配
列、配列番号２（野生型）由来の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素は、少なくとも一つの以下の置換：Ｎ２Ｓ、Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８ＳＰお
よびＮ３４６Ｄを有する。この文脈において、Ｎ１６８ＳＰは、配列番号２（野生型）の
１６８位のアスパラギン残基がセリン（Ｓ）およびプロリン（Ｐ）によって置換されてい
ることを意味する。
【００４４】
　本発明の特に具体的な実施形態は、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメ
ントの提供であり、ここで、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型
配列、配列番号２（野生型）由来の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グル
コース脱水素酵素は、一または二以上の以下の置換：Ｎ２Ｓ、Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８ＳＰ
およびＮ３４６Ｄを有する。
【００４５】
　前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはそれに少
なくとも８０％（好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％）の配
列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメントが、以下の置換：Ｎ２Ｓ、
Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８ＳＰおよびＮ３４６Ｄのうちただ一つを有することは、本発明の別
の具体的な実施形態である。
【００４６】
　当業者であるならば、前記修飾ＦＡＤ－ＧＤＨが前述の置換とは異なるさらなる置換を
有していてもよく、または有していなくてもよいことを理解する。同様のことが、前述し
た全ての、および、後述される、本発明の修飾ＦＡＤ－ＧＤＨに対して適用される。
【００４７】
　本発明の別の特に具体的な実施形態は、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グ
ルコース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは少なくとも９０％、より
好ましくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラ
グメントの提供であり、ここで、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野
生型配列、配列番号２（野生型）由来の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性
グルコース脱水素酵素は、配列番号３に記載の特定の置換Ｎ２Ｓを有する。
【００４８】
　本発明の別の具体的な実施形態は、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメ
ントの提供であり、ここで、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型
配列、配列番号２（野生型）由来の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グル
コース脱水素酵素は、配列番号４に記載の置換Ｎ１６８Ｐを有する。
【００４９】
　本発明の別の具体的な実施形態は、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは少なくとも９０％、より好ま
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しくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメ
ントの提供であり、ここで、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型
配列、配列番号２（野生型）由来の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グル
コース脱水素酵素は、配列番号５に記載の以下の置換Ｎ１６８Ｐを有する。
【００５０】
　本発明の別の具体的な実施形態は、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ
ース脱水素酵素またはそれに少なくとも８０％（好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％）の配列相同性を示すＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメ
ントの提供であり、ここで、成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型
配列、配列番号２（野生型）由来の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グル
コース脱水素酵素は、配列番号６に記載の以下の置換Ｎ３４６Ｄを有する。
【００５１】
　上述の全ての酵素に対して、少なくとも７０％の配列相同性、好ましくは８０％、より
好ましくは９０％、最も好ましくは９５％の配列相同性を示す酵素もまた、特に、特には
乾燥条件下での特徴的な酵素活性および温度安定性が、前記酵素活性が、これに限定され
る訳ではないが、例示的に実施例３ｉ）にしたがって測定される際に、提供される配列番
号３～６の配列に記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵
素に対して本明細書を通して記載されるものと本質的に同一のままである場合、本願発明
に包含される。
【００５２】
　本発明の別の具体的な実施形態は、本発明による修飾フラビンアデニンジヌクレオチド
依存性グルコース脱水素酵素またはその機能的フラグメントをエンコードする単離ポリヌ
クレオチドであるが、ただし、前記単離ポリヌクレオチドは、Ｎ１６８Ｋ、Ｎ１６８Ｐ、
Ｎ１６８ＹまたはＮ１６８Ｗからなる群より選択される単一の置換を有する、アスペルギ
ルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）由来の修飾フラビ
ンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントをエ
ンコードしない。単離ポリヌクレオチドは、配列表の項目に例示的に挙げられているよう
な以下の配列：
配列番号３、ここで、位置２のアスパラギン残基はセリン残基によって置換されている、
配列番号５、ここで、位置１６８のアスパラギン残基は、２つのアミノ酸、すなわちセリ
ンおよびプロリン残基によって置換されている、
配列番号６、ここで、位置３４６のアスパラギン残基はアスパラギン酸残基によって置換
されている
をエンコードしているＤＮＡもしくはＲＮＡ分子またはそれらの対応する遺伝子であり得
る。
【００５３】
　本発明の別の具体的な実施形態は、一または二以上の、本発明によって提供される修飾
ＦＡＤ－ＧＤＨｓを、関連する配列またはそれらに本質的に同質な配列に対する制限なし
に含む組成物である。
【００５４】
　本発明の別の具体的な実施形態は、本発明によって提供される、ＤＮＡもしくはＲＮＡ
分子または対応する遺伝子である単離ポリヌクレオチドを一または二以上含む組成物であ
る。しかしながら、本発明にしたがい、前記単離ポリヌクレオチドは、Ｎ１６８Ｋ、Ｎ１
６８Ｐ、Ｎ１６８ＹまたはＮ１６８Ｗからなる群より選択される単一の置換を有する、成
熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）由
来の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フ
ラグメントをエンコードしない。
【００５５】
　本発明の別の実施形態は、本発明の単離ポリヌクレオチドを含む発現ベクターである。
しかしながら、本発明によれば、前記単離ポリヌクレオチドは、Ｎ１６８Ｋ、Ｎ１６８Ｐ
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、Ｎ１６８ＹまたはＮ１６８Ｗからなる群より選択される単一の置換を有する、アスペル
ギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）由来の修飾フラ
ビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントを
エンコードしない。前記発現ベクターは、宿主細胞でのその発現を誘導することのできる
プロモーター配列に作動可能に連結されていてもよい。この研究における具体的なベクタ
ーは、発現ベクターｐＰＩＣＺαＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）である。このプラスミドは
、発現構築物のクローニングのための大腸菌における複製（ｐＵＣ複製起点）およびＡＯ
Ｘ１プロモーター／ＡＯＸ１ターミネーター配列の使用によるピキア　パストリス（Pich
ia pastoris）における組換え遺伝子発現を可能にする（さらなる詳細については図１参
照）。
【００５６】
　本発明において有用な発現ベクターは、典型的には複製起点（ｏｒｉ）、選別のための
薬剤耐性遺伝子、発現のためのプロモーター、および修飾ＦＡＤ－ＧＤＨ遺伝子変異体の
全体および一部を含み得る。しかしながら、本発明によれば、前記遺伝子変異体はＮ１６
８Ｋ、Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８ＹまたはＮ１６８Ｗからなる群より選択される単一の置換を
有する、アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型
）由来の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活
性フラグメントをエンコードしない。
【００５７】
　発現ベクターはまた、従来技術において公知の他のＤＮＡ配列、例えば、シグナル配列
（より良好なフォールディング、ペリプラズムへの輸送または分泌のため）、より良好な
発現の調節のための誘導因子、またはクローニングのための切断部位などを含んでいても
よい。選択される発現ベクターの特性は、用いられる予定の宿主細胞に適合性でなければ
ならない。例えばＣｏＩＥ１プラスミド複製起点などの適切な複製起点が使用され得る。
適切なプロモーターとしては、例えば、ｌａｃおよびｔｒｐなどが挙げられる。発現ベク
ターが、薬剤耐性遺伝子などの選択マーカーをコードする配列を含んでいることがまた望
ましい。選択に使用され得るマーカーとしては、アンピシリン耐性遺伝子、またはカナマ
イシン耐性遺伝子が適宜使用され得る。これらの材料の全ては当該技術分野において公知
であり、市販されている。
【００５８】
　所望のコード配列および制御配列を含む適切な発現ベクターは、当該技術分野において
公知の標準的な組換えＤＮＡ技術を用いて構築され得、そのうちの多くは、Sambrookらの
、“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”(1989), Cold Spring Habor, NY Cold S
pring Habor Laboratory Press.に記載されている。
【００５９】
　本発明の別の実施形態は、本発明の発現ベクターを含む宿主細胞である。当該技術分野
の当業者であれば、本発明にしたがって、前記宿主細胞がグリコシル化に適切でなければ
ならないことを理解する。したがって、本発明にしたがい、前記宿主細胞は（前提条件と
して）グリコシル化のため、特にはＮ－結合型グリコシル化のための内因性の酵素を有し
ている。
【００６０】
　したがって、本発明の別の実施形態は、前記宿主細胞が内因性のグリコシル化酵素を有
することによってグリコシル化、特にはＮ－結合型グリコシル化を行うことができるとい
う条件で、本発明の発現ベクターを含む宿主細胞である。
【００６１】
　本発明の別の具体的な実施形態は、前記宿主細胞が内因性のグリコシル化酵素を有する
ことによってグリコシル化、特にはＮ－結合型グリコシル化を行うことができ、かつ、前
記宿主細胞が大腸菌株ではないという条件で、本発明の発現ベクターを含む宿主細胞であ
る。
【００６２】
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　「グリコシル化酵素（glycosylating enzymes）」は、そこで炭水化物、すなわちグリ
コシルドナーが、別の分子の水酸基または他の官能基に付加される反応を触媒する。これ
は、グリカンをタンパク質、脂質、または他の有機分子へと付加させる酵素的プロセスで
ある。グリコシル化は、同時翻訳および翻訳後修飾の形態である。粗面小胞体内で合成さ
れる大部分のタンパク質がグリコシル化に付される。これは、酵素誘導型、部位特異的プ
ロセスであり、非酵素的な化学反応である「糖化（glycation）」とは対照的である。
【００６３】
　本発明によれば、「内因性のグリコシル化酵素を有することによってグリコシル化、特
にはＮ－結合型グリコシル化を行うことができる宿主細胞（host cell capable for glyc
osylation, particularly for N-linked glycosylation by having endogenous glycosyl
ating enzymes）」とは、例えば、アスペルギルス　ニガー（Aspergillus niger）、アス
ペルギルス　ソーヤ（Aspergillus sojae）、アスペルギルス　オリゼ、ピキア　パスト
リス、サッカロミセス　セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）、ハンゼヌラ　ポリモ
ルファ（Hansenula polymorpha）など由来の宿主細胞が挙げられるが、これらに限定され
る訳ではない。適切なピキア宿主細胞としては、（これらに限定される訳ではないが）Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（5791 Van Allan Way, Carlsbad, CA 92008, USA）から入手可能な
Ｐ．パストリス　Ｘ３３またはＰ．パストリス　ＫＭ７１Ｈなどが挙げられる。
【００６４】
　当該技術分野における当業者であるならば、天然の大腸菌株は一般的にグリコシル化シ
ステムを備えておらず、およびしたがって、グリコシル化されたタンパク質を発現しない
ことを理解している。グリコシル化システムが遺伝子改変により大腸菌に導入された（例
えばカンピロバクター　ジェジュニ（Campylobacter jejuni）のＮ－結合型グリコシル化
システムなど）場合においてのみ、それらは糖タンパク質を産生することが可能である。
【００６５】
　宿主細胞は、好ましくは、本発明による一または二以上の変異を有する修飾ＦＡＤ－Ｇ
ＤＨ酵素をコードするＤＮＡ配列の一つの全てまたは一部分を含む発現ベクターを含む。
【００６６】
　配列番号１の酵素は、アスペルギルス　オリゼで発現され得、および、例えば、JP 201
0/239969, US-A1 20090259024, US-A 20090155848, US-A1 020080090278; US-A1 2008002
0426, US-A1 20080014612, US-A1 20080014611, US-A1 20080003628, US-B2 7,871,805, 
US-B2 7,741,100, US-B2 7,655,130, US-B2 7,553,649 and US-B2 7,494,794などで記載
されるように発現されてもよい。
【００６７】
　本発明による修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素の組換
え産生は、当該技術分野において公知の宿主で行われ得る。適切な宿主は、糸状菌（fila
mentous fungi）株、例えば、アスペルギルス　ニガー、アスペルギルス　ソーヤおよび
アスペルギルス　オリゼなどから選択され得る。適切な宿主は、イースト菌株、例えば、
ピキア　パストリス、サッカロミセス　セレビシエおよびハンゼヌラ　ポリモルファなど
から選択され得る。適切なピキア宿主細胞としては、例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（57
91 Van Allan Way, Carlsbad, CA 92008, USA）から入手可能なＰ．パストリス　Ｘ３３
またはＰ．パストリス　ＫＭ７１Ｈなどが挙げられる。
【００６８】
　当該技術分野における当業者であれば、本発明に従う修飾ＦＡＤ－ＧＤＨは、前述の修
飾とは異なるさらなる修飾を有していてもよいし、また有していなくてもよいことが理解
されるであろう。
【００６９】
　特定の実施形態において、本発明の修飾ＦＡＤ－ＧＤＨまたはその機能的フラグメント
は、本発明の前記修飾ＦＡＤ－ＧＤＨをエンコードするポリヌクレオチドの、イースト菌
、特にはピキア　パストリスでの発現によって得られ得る。
【００７０】
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　発現ベクターは、当該技術分野において公知の様々な方法によって宿主細胞中へと導入
され得る。例えば、発現ベクターを用いた宿主細胞の形質転換は、ポリエチレングリコー
ル媒介のプロトプロスト形質転換方法（Sambrookら、1989, supra）によって行われ得る
。しかしながら、宿主細胞内へと発現ベクターを導入するための他の方法、例えば、エレ
クトロポレーション、バリスティックＤＮＡインジェクション、またはプロトプラスト融
合もまた行われ得る。
【００７１】
　適切な宿主細胞としては、これらに限定される訳ではないが、ピキア　パストリス、サ
ッカロミセス　セレビシエもしくはハンゼヌラ　ポリモルファなどの酵母菌細胞、または
、アスペルギルス　ニガーもしくはアスペルギルス　ソーヤなどの糸状菌などが挙げられ
る。
【００７２】
　本発明の特定の実施形態は、本発明の発現ベクターを含む宿主細胞であり、ここで、前
記宿主細胞は、イースト菌、特にはピキア　パストリス由来である。
【００７３】
　修飾ＦＡＤ－ＧＤＨ変異体を含む発現ベクターが適切な宿主細胞内へと導入されると、
宿主細胞は、所望の修飾ＦＡＤ－ＧＤＨ変異体の発現が可能である条件下で培養され得る
。修飾ＦＡＤ－ＧＤＨの全てまたは一部分をコードしているＤＮＡ配列を含む所望の発現
ベクターを含む宿主細胞は、例えば抗生物質選択または栄養要求性変異体の補完および最
小培地からの選択（J. Sambrook, D. W. Russell:“Molecular Cloning: a laboratory m
anual”, 3rd edition, Cold Spring Harbor, New York (2001)）などによって容易に同
定され得る。修飾ＦＡＤ－ＧＤＨ変異体の発現は、ＦＡＤ－ＧＤＨのｍＲＮＡ転写物の産
生量の測定、遺伝子産物の免疫学的検出または遺伝子産物の酵素活性の検出などの種々の
方法によって特定され得る。好ましくは、酵素的アッセイが適用される。
【００７４】
　当該技術分野における当業者であるならば、全ての発現ベクターおよびＤＮＡ調節配列
が本発明のＤＮＡ配列を発現するために等しく良好に機能することはないであろうことが
理解されるであろう。また、全ての宿主細胞が同じ発現システムにおいて等しく良好に機
能するものでもない。しかしながら、当業者であれば、過度の実験を行うことなしに本明
細書において提供されるガイダンスを用いて、発現ベクター、ＤＮＡ調節配列、および宿
主細胞の中から適切な選択を行うであろう。これに関連して、本発明の別の具体的な実施
形態は、前記宿主細胞が内因性のグリコシル化酵素を有することによってグリコシル化、
特にはＮ－結合型グリコシル化を行うことができ、かつ、前記宿主細胞が大腸菌株ではな
いという条件で、Ｎ１６８Ｋ、Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８ＹまたはＮ１６８Ｗからなる群より
選択される単一の置換を有する、アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配
列、配列番号２（野生型）由来の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース
脱水素酵素またはその活性フラグメントをエンコードしている単離ポリヌクレオチドを含
む本発明の発現ベクターを含む適切な宿主細胞を提供する。
【００７５】
　本発明の別の実施形態は、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水
素酵素またはその活性フラグメントを産生するための方法であり、前記方法は、本発明に
よる形質転換体を培養する工程を含む。
【００７６】
　本発明はまた、本発明の修飾ＦＡＤ－ＧＤＨの産生に適した条件下で本発明の宿主細胞
を培養することを含む本発明のＦＡＤ－ＧＤＨ変異体を産生するための工程にも関する。
バクテリア宿主細胞のための典型的な培養条件は、炭素および窒素源、（使用される発現
ベクターに依存する）適切な抗生物質および誘導剤を含む液体培地である。典型的な適切
な抗生物質としては、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、テ
トラサイクリン（同様にＰ．パストリスの場合のゼオマイシン）などが挙げられる。典型
的な誘導剤としては、ＩＰＴＧ、グルコース、ラクトース（大腸菌の場合）およびＰ．パ



(16) JP 6258298 B2 2018.1.10

10

20

30

40

50

ストリスの場合のメタノールなどが挙げられる。
【００７７】
　本発明のポリペプチドが修飾ＦＡＤ－ＧＤＨをコードするＤＮＡ配列を発現している宿
主細胞内で産生されることによって得られることは本発明の別の実施形態である。本発明
のポリペプチドはまた、修飾ＦＡＤ－ＧＤＨをコードしているＤＮＡ配列によってエンコ
ードされているｍＲＮＡのインビトロ翻訳によって得られてもよい。例えば、ＤＮＡ配列
が前述のように合成され、そして、適切な発現ベクター内にインサートされてもよく、こ
れは続いてインビトロ転写／翻訳システムにおいて使用され得る。
【００７８】
　無細胞ペプチド合成システム中でその発現を促進することのできるプロモーター配列と
作動可能に連結されている、上記で規定されるおよび説明されるような単離ポリヌクレオ
チドを含む発現ベクターは、本発明の別の具体的な実施形態を表している。
【００７９】
　例えば上述の工程によってなどにより産生されるポリペプチドは、その後、単離され、
そして様々な通例のタンパク質精製技術を用いて精製され得る。例えば、イオン交換クロ
マトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーおよびアフィニティクロマトグラフィーな
どのクロマトグラフ工程が行われ得る。
【００８０】
　したがって、本発明の別の主題は、本発明の方法によって得られる修飾フラビンアデニ
ンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントである。
【００８１】
　本発明の改良されたＦＡＤ－ＧＤＨの主な応用の一つは、糖尿病患者のエクスビボサン
プルにおける血糖レベルをモニターするためのテストストリップにおける使用である。言
うまでもなく、多くの種類のサンプルが試験され得る。血清、血漿、腸液または尿などの
体液が、このようなサンプルのサンプル源として好ましい。
【００８２】
　本発明のＦＡＤ－ＧＤＨ変異体は、それらが、従来技術によるＦＡＤ－ＧＤＨｓと比較
して、より小さな分子量分布および乾燥条件下での改良された熱安定性を伴う、より均一
なグリコシル化パターンを示すため、テストストリップ中での使用に特に適している。用
語「乾燥条件下（under dry condition）」は、上記で規定されている。
【００８３】
　本発明の別の主題は、本発明の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース
脱水素酵素またはその活性フラグメントを用いた、サンプル中のグルコースを検出、決定
または測定する方法であり、前記検出、決定または測定は、サンプルを前記修飾フラビン
アデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントと接触
させることを含む。本発明の前記方法の特定の実施形態は、グルコースの前記検出、決定
または測定がセンサーまたはテストストリップ素子を用いて行われる方法である。
【００８４】
　本発明の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその
活性フラグメントを含む、特にはサンプル中のグルコースの前記検出、決定または測定の
ために必要とされる他の試薬を一緒に備える、サンプル中のグルコースを検出、決定また
は測定するための装置もまた、本発明の範囲に含まれる。
【００８５】
　本発明の改良された熱安定性を有するＦＡＤ－ＧＤ変異体はまた、サンプル中またはリ
アクター中のグルコースをオンラインでモニタリングするためのバイオセンサー（D'Cost
a, E. J., et al., Biosensors 2 (1986) 71-87; Laurinavicius, V., et al., Analytic
al Letters 32 (1999) 299-316; Laurinavicius, V., et al., Monatshefte fuer Chemie
 130 (1999) 1269-1281; Malinauskas, A. et al., Sensors and Actuators, B: Chemica
l 100 (2004) 395-402）にも有利に使用され得る。この目的のため、ＦＡＤ－ＧＤＨ変異
体は、例えば、グルコース濃度のより正確な測定のために、酸化還元性の導電性エポキシ
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樹脂ネットワーク（Yeら、1993、上記）を含むオスミウム錯体を用いて酸素非感受性ガラ
ス状電極を被膜するために使用され得る。
【００８６】
　上記の規定を考慮して、さらなる本発明の具体的な態様が以下のように記載される。
【００８７】
　第１の態様において、本発明は、
（ａ）成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野
生型）におけるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも一つ
のアスパラギン残基が、グリコシル化に適していない一または二以上のアミノ酸によって
置換されており、そしてこれによってこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞ
れ排除、または不活性化されている、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌ
クレオチド依存性グルコース脱水素酵素、および
（ｂ）成熟型アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２にお
けるＮ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択される少なくとも一つのアスパラ
ギン残基が、グリコシル化に適していない一または二以上のアミノ酸によって置換されて
おり、そしてこれによってこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除、ま
たは不活性化されている、（ａ）記載の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性
グルコース脱水素酵素に対して約８０％またはそれ以上のアミノ酸配列相同性を示す、グ
リコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素
、および
（ｃ）（ａ）または（ｂ）記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース
脱水素酵素の活性フラグメント
からなる群より選択される、グリコシル化されている修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素であり、
ただし、ここで、
（ｂ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨまたは（ｃ）記載のフラグメントにおいて、前記潜在的なグ
リコシル化部位（複数の部位）を排除するまたは不活性化する前記置換（複数の置換）が
、（ａ）記載の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素と比較
した場合に保存されており、および
（ｂ）記載のフラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素または（ｃ）
記載のフラグメントが、（ａ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨの酵素活性の少なくとも８０％の酵
素活性を示しており、かつ、（ａ）記載のＦＡＤ－ＧＤＨの乾燥条件下での温度安定性の
少なくとも８０％の温度安定性を示しており、
ここで、「乾燥条件下での温度安定性を示す」との表現は、
１）凍結乾燥、および、凍結乾燥された酵素の８０℃で８日間、モレキュラーシーブ（３
Ａ、ＭＳ５５１、Ｇｒａｃｅ）上でのインキュベーション
の後に算出され、およびストレス無負荷の凍結乾燥物と比較された、凍結乾燥された修飾
フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素（ＦＡＤ－ＧＤＨ）自身の
、および、凍結乾燥された組成物中に含まれる場合凍結乾燥された組成物中の残存活性を
意味する。
【００８８】
　第２の態様において、本発明は、第１の態様による修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントに関し、ここで、前記修飾フ
ラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素は、グリコシル化されている
配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨと比較して、乾燥条件下での改良された温度安定性を示し、
前記配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨはアスペルギルス　オリゼでの発現によって得られ得る
。
【００８９】
　第３の態様において、本発明は、第１または第２の態様による修飾フラビンアデニンジ
ヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントに関し、ここで、
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前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フ
ラグメントは、５０％未満であるグリコシル化の程度、および／または、１．０２未満で
あるＭｗ／Ｍｎの比を示す。
【００９０】
　第４の態様において、本発明は、第１～第３のいずれか１つの態様による修飾フラビン
アデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントに関し
、ここで、Ｎ２；Ｎ１６８およびＮ３４６からなる群より選択されるただ一つのアスパラ
ギン残基のみが、グリコシル化に適していない一または二以上のアミノ酸によって置換さ
れており、そしてこれによってこの位置における潜在的なグリコシル部位がそれぞれ排除
、または不活性化される。
【００９１】
　第５の態様において、本発明は、第１～第４のいずれか１つの態様による修飾フラビン
アデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントに関し
、ここで、アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生
型）由来の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素または
その活性フラグメントは、一または二以上の以下の置換：Ｎ２Ｓ、Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８
ＳＰおよびＮ３４６Ｄを有する。
【００９２】
　第６の態様において、本発明は、第１～第５のいずれか１つの態様による修飾フラビン
アデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントに関し
、ここで、アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生
型）由来の前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素または
その活性フラグメントは、以下の置換Ｎ２Ｓ（配列番号３）を有する。
【００９３】
　第７の態様において、本発明は、第１～第６のいずれか１つの態様による修飾フラビン
アデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントを含む
組成物に関し、前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素ま
たはその活性フラグメントは、５０％未満であるグリコシル化の程度、および／または、
１．０２未満であるＭｗ／Ｍｎの比を示す。
【００９４】
　第８の態様において、本発明は、第１～第６のいずれか１つの態様による修飾フラビン
アデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントをエン
コードする単離ポリヌクレオチドに関し、ここで、前記単離ポリヌクレオチドは、Ｎ１６
８Ｋ、Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８ＹまたはＮ１６８Ｗからなる群より選択される単一の置換を
有する、アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型
）由来の修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活
性フラグメントをエンコードしない。
【００９５】
　第９の態様において、本発明は、第８の態様による単離ポリヌクレオチドを含む発現ベ
クターに関する。
【００９６】
　第１０の態様において、本発明は、Ｎ１６８Ｋ、Ｎ１６８Ｐ、Ｎ１６８ＹまたはＮ１６
８Ｗからなる群より選択される単一の置換を有する、アスペルギルス　オリゼ由来ＦＡＤ
－ＧＤＨの野生型配列、配列番号２（野生型）由来の修飾フラビンアデニンジヌクレオチ
ド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメントをエンコードしている単離ポ
リヌクレオチドを含む、第９の態様による発現ベクターを含む宿主細胞に関し、ここで、
前記宿主細胞は内因性のグリコシル化酵素を有することによってグリコシル化、特にはＮ
－結合型グリコシル化を行うことができ、かつ、前記宿主細胞は大腸菌株ではない。
【００９７】
　第１１の態様において、本発明は、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコ



(19) JP 6258298 B2 2018.1.10

10

20

30

40

50

ース脱水素酵素またはその活性フラグメントを産生するための方法であり、第１０の態様
による形質転換体を培養する工程を含む方法に関する。
【００９８】
　第１２の態様において、本発明は、第１１の態様による方法によって得られ得る修飾フ
ラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグメント
に関する。
【００９９】
　第１３の態様において、本発明は、第１～第６のいずれか１つもしくは第１２の態様に
よる修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フ
ラグメント、または、第７の態様による組成物を用いた、エクスビボサンプル中のグルコ
ースを検出、決定または測定する方法であって、前記検出、決定または測定が、エクスビ
ボサンプルを前記修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素また
はその活性フラグメントとそれぞれ接触させることを含む方法に関する。
【０１００】
　第１４の態様において、本発明は、グルコースの前記検出、決定または測定がセンサー
またはテストストリップ素子を用いて行われる第１３の態様の方法に関する。
【０１０１】
　第１５の態様において、本発明は、第１～第６のいずれか１つもしくは第１２の態様に
よる修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フ
ラグメント、または、第７の態様による組成物を含むエクスビボサンプル中のグルコース
の検出、決定または測定のための装置に関する。
【０１０２】
　以下の実施例において、全ての試薬、制限酵素、および他の材料は、他の市販供給元が
特定されていない限り、Roche Diagnostics Germanyから得られ、そして、供給業者によ
って提供された取扱説明書にしたがって使用された。ＤＮＡの精製、特性評価およびクロ
ーニングのために適用される操作および方法は、当該技術分野において広く公知であり（
Ausubel, F., et al., in“Current protocols in molecular biology”(1994), Wiley）
、そして、当業者によって必要に応じて適応され得る。
【０１０３】
　以下の実施例は本発明をさらに説明する。これらの例は、本発明の範囲を限定する意図
はなく、本発明に対するさらなる理解を提供することが意図されている。
【実施例】
【０１０４】
実施例１
修飾されたＦＡＤ－ＧＤＨの発現
　ピキア　パストリスでのＦＡＤ－ＧＤＨ変異体の組換え発現のための適切なベクターを
作製するために、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＳＫプラスミド（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌ
ａ　Ｊｏｌｌａ）の誘導体にライゲートされた合成ＦＡＤ－ＧＤＨ野生型遺伝子（配列番
号７）が使用された。第一のステップにおいて、制限エンドヌクレアーゼＸｈｏＩのため
の固有の認識部位が、Quick Change II site-directed mutagenesis kit（Stratagene, L
a Jolla）および変異プライマー（配列番号８、配列番号９）を使用してサイレント突然
変異によって排除され、その結果配列番号１０が得られた。この構築物が、配列番号１１
および配列番号１２のＰＣＲプライマーを用いたＰＣＲ増幅によって、５’末端にＸｈｏ
Ｉ部位を、および３’末端にＡｇｅＩ部位を含む隣接配列を付加するテンプレートとして
使用された。増幅後、ＰＣＲ産物は、制限エンドヌクレアーゼＸｈｏＩおよびＡｇｅＩ（
New England Biolabs）を用いて加水分解され、そして、ＸｈｏＩ／ＡｇｅＩで加水分解
された発現ベクターｐＰＩＣＺαＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にライゲートされ、この結
果、α－ファクターシグナル配列、蛋白分解切断部位（ＫＥＸ２）および成熟型ＦＡＤ－
ＧＤＨをコードする融合遺伝子（配列番号１３）が得られた。単一アミノ酸置換を導入す
るために、配列番号１３を有するｐＰＩＣＺαＡが、部位特異的突然変異誘発のためのテ
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ンプレートとして使用された。それぞれの置換のために、変異プライマー対が、表１に示
されるように、製造会社の取扱い説明書にしたがってQuick Change II site-directed mu
tagenesis kit（Stratagene, La Jolla）と共に使用された。
【０１０５】
【表１】

【０１０６】
　対応する組換え発現株を作製するために、ピキア　パストリス株　Ｘ３３（invitrogen
）のエレクトロコンピテントセルが、エレクトロポレーションにより５～１０μｇの対応
するＦＡＤ－ＧＤＨ変異体（それぞれ、配列番号１６、１９、２２および２５）をエンコ
ードするＤＮＡを含む線状化ｐＰＩＣＺαＡでトランスフェクトされた。全ての実験ステ
ップは、製造元の取扱説明書にしたがって行われた。トランスフェクトされた細胞は、１
００μｇ／ｍＬ、２５０μｇ／ｍＬ、または５００μｇ／ｍＬの選択用マーカーとしての
ゼオシンを含むＹＰＤ寒天プレート（１％酵母エキス、２％ペプトン、２％デキストロー
ス（グルコース））上に播種され、そして２８℃で２～３日インキュベートされた。
【０１０７】
　トランスフェクトされたＰ．パストリスのクローンの生産性を試験するために、いくつ
かの単一のコロニーが選別プレートから採取され、そして、４ｍＬのＢＭＭＹ培地（１％
酵母エキス、２％ペプトン、１００ｍＭリン酸カリウム、ｐＨ６．０、１．３４％酵母窒
素原礎培地（ＹＮＢ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、０．０００４％ビオチン）中に接種され
た。組換え遺伝子の発現は、毎日０．５％メタノールを添加することによって、誘導され
た。培養物は７日間、２００ｒｐｍでおよび２８℃で接種された。細胞密度が分光光度法
（Ｏ．Ｄ．600）で測定された。上澄み中のＦＡＤ－ＧＤＨ活性が、分光光度的酵素アッ
セイで測定された。
【０１０８】
　最終的に最も良好な産生株が、種々のＦＡＤ－ＧＤＨ変異体の精製および生化学的特性
評価のための十分な材料を得るために、１０Ｌの発酵へと移された。
【０１０９】
実施例２
修飾ＦＡＤ－ＧＤＨｓの精製
　発酵からのブランクろ過された１Ｌの上澄み液が、限外ろ過／透析によって０．０５Ｌ
まで濃縮され、そして、２０ｍＭリン酸カリウム緩衝液を用いてｐＨ７．５に調整された
。その後、上澄みは固体の硫酸アンモニウムの添加によって硫酸アンモニウム濃度２．５
Ｍに調整された。室温で約１時間のインキュベーション後、溶液は、遠心分離され、そし
て、沈殿物は廃棄された。透明な上澄みが、１０００ｍＬのフェニルセファロースカラム
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へ適用された。カラムを３Ｌの２０ｍＭリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．５）および２．
５Ｍの濃度の硫酸アンモニウムを用いて洗浄した後、ＦＡＤ－ＧＤＨが、ｐＨ７．５の２
０ｍＭリン酸カリウム緩衝液（５Ｌ）の後、ｐＨ７．５の２０ｍＭリン酸カリウム緩衝液
および２．５Ｍの濃度の硫酸アンモニウムの直線濃度勾配によって溶出された。ＦＡＤ－
ＧＤＨを含む留分が集められ、精製され、そして約０．０５Ｌまで限外ろ過／透析によっ
て濃縮され、そして、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．５）溶液とされた。
サンプルは、５００ｍＬのＱセファロースカラムに適用され、２０ｍＭのＴｒｉｓ／ＨＣ
ｌ緩衝液（ｐＨ８．５）で洗浄し、そして、２０ｍＭのＴｒｉｓ／ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８
．５）の１００ｍＭ　ＮａＣｌによる直線濃度勾配によって溶出された。ＦＡＤ－ＧＤＨ
含有留分が集められ、精製され、そして、１００ｍＭ　ＰＩＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．１）
中、約５０ｍｇ／ｍＬのタンパク質濃度まで限外ろ過／透析によって濃縮された。得られ
たサンプルが凍結乾燥された。
【０１１０】
実施例３
修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素またはその活性フラグ
メントの酵素活性および糖特異性
ｉ）酵素活性の測定（基質として１Ｍ　Ｄ－グルコース）
　ｐＨ６．５の５０ｍＭ　ＰＩＰＥＳ緩衝溶液（０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を
含む）、１６３ｍＭ　ＰＭＳ溶液、６．８ｍＭ　２，６－ジクロロフェノールインドフェ
ノール（ＤＣＰＩＰ）溶液、１Ｍ　Ｄ－グルコース溶液、１５．６ｍＬの上記ＰＩＰＥＳ
緩衝液、０．２ｍＬのＤＣＰＩＰ溶液および４ｍＬのＤ－グルコースが反応剤を形成する
ために混合された。
【０１１１】
ii）糖特異性の測定（基質として１Ｍ　マルトースまたは１Ｍ　キシロース）
　ｐＨ６．５の５０ｍＭ　ＰＩＰＥＳ緩衝溶液（０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を
含む）、１６３ｍＭ　ＰＭＳ溶液、６．８ｍＭ　２，６－ジクロロフェノールインドフェ
ノール（ＤＣＰＩＰ）溶液、１Ｍ　Ｄ－マルトースまたはＤ－キシロース溶液、１５．６
ｍＬの上記ＰＩＰＥＳ緩衝液、０．２ｍＬのＤＣＰＩＰ溶液および４ｍＬのＤ－Ｄ－マル
トースまたはＤ－キシロース溶液が反応剤を形成するために混合された。
【０１１２】
酵素活性および糖特異性のための測定条件
　２．９ｍＬのそれぞれの反応剤が、３７℃で５分間事前に加熱された。０．１ｍＬのＦ
ＡＤ－ＧＤＨ溶液が添加され、ゆっくり混合された。水を参照に用いて、分光計が、６０
０ｎｍで、３７℃で５分間較正された。１分当たりの吸収の変化（ΔＯＤTEST）が直線部
から決定された。ブランク試験として、１分当たりの吸収の変化（ΔＯＤBLANK）が、Ｆ
ＡＤ－ＧＤＨ溶液の溶媒がＦＡＤ－ＧＤＨ溶液の代わりに試薬に添加されたこと以外、上
記と同じ様式で決定された。このようにして得られた値から、ＦＡＤ－ＧＤＨ活性が以下
の式にしたがって算出された。本発明において、ＦＡＤ－ＧＤＨ活性の１ユニット（Ｕ）
とは、
ｉ）酵素活性を測定するための２００ｍＭ　Ｄ－グルコース
ii）糖特異性を測定するための２００ｍＭ　Ｄ－マルトースまたはＤ－キシロース
の存在下、１分あたりに１μｍｏｌのＤＣＰＩＰを還元する酵素の量として規定された。
【０１１３】
　活性（Ｕ／ｍＬ）＝{－（ΔＯＤTEST－ΔＯＤBLANK）×３．０×希釈率}／{１６．３×
０．１×１．０}
式において、３．０はそれぞれの反応試薬＋酵素溶液の量（ｍＬ）であり、１６．３は、
本発明の活性を測定するための条件下におけるミリモル分子吸収係数（ｃｍ2／マイクロ
モル）であり、０．１は酵素溶液（ｍＬ）の量であり、そして、１．０はセルの光学的光
路長（ｃｍ）である。
【０１１４】
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実施例４
ＳＥＣ－ＲＡＬＳによる修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵
素の分子量分布
　３００ｍＭのＮａＣｌを含む５０ｍＭリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ６．９）中、約１０
ｍｇ／ｍＬの濃度をもつタンパク質溶液１０μＬが、Ｇ３０００ＳＷＸＬ　ＴＳＫｇｅｌ
カラム（３０ｃｍ、Ｔｏｓｈｏ　Ｂｉｏｓｅｐ）に適用された。ＨＰＬＣポンプの流速は
、０．７ｍＬ／分であった。Ｖｉｓｃｏｔｅｋ　Ｔｒｉｐｌｅ検出器の較正のため、新た
に調製されたウシ血清アルブミン（Albumin RPLA4, Art.-Nr. 11 726 544, Roche Diagno
stics GmbH）の溶液が使用された。全てのサンプルの評価に対し、ｄｎ／ｄｃ値０．１８
５が使用された。評価はＯｍｎｉＳＥＣ　４．７．０（Malvern Instruments）ソフトウ
ェアを用いて行われた。重量平均分子量（Ｍｗ）および数平均分子量（Ｍｎ）は、Ｖｉｃ
ｏｔｅｋ　Ｔｒｉｐｌｅ　Ｄｅｔｅｋｔｏｒｓ（屈折率（ＲＩ）および９０°光散乱（Ｒ
ＡＬＳ））の生データからソフトウェアを用いて計算された。Ｍｗ／Ｍｎの比は、多分散
性であり、そして、タンパク質のサイズ分布を与える。単分散タンパク質は、１であるＭ
ｗ／Ｍｎ値を有する。
【０１１５】
Haney, Max: Basics of GPC/SEC with threefold detection, LaborPraxis 28, 50-53 (2
004)
Wanda K. Hartmann et al.; Characterization and analysis of thermal denaturation 
of antibodies by size exclusion high-performance liquid chromatography with quad
ruple detection, Analytical Biochemistry 325, 227-239 (2004)
Heinzmann, Gerhard; Tartsch, Bernd GPC/SEC - three eyes can see more GIT Spezial
 Separation 27, 21-24 (2007)
【０１１６】
実施例５
Ｃ－ニトロソアニリンメディエーターを用いたＦＡＤ－ＧＤＨ活性アッセイ
溶液１（Ｓ１）
　１００ｍＭ　Ｐｉｐｅｓ緩衝液（ｐＨ７．１）中、５％（ｗ／ｖ）ＰＶＰ（ポリビニル
ピロリドン　ＵＳＰ　Ｋ２５、ＦＬＵＫＡ　＃８１３９９）を含む、２５ｍＭ　Ｎ，Ｎ－
ビス－（ヒドロキシエチル）－３－メトキシ－ニトロソアニリン塩酸塩（ＣＡＳ　７３３
６８６－００－５）。
【０１１７】
溶液２（Ｓ２）
　水中、飽和の約１５％（ｗ／ｖ）２，１８りんモリブデン酸ナトリウム塩（（Ｎａ6［
Ｐ2Ｍｏ18Ｏ62］・２４Ｈ2Ｏ)、ＣＡＳ　５０８１１－９０－０、Honeywell Specialty C
hemicals, Article No. 04137）。
【０１１８】
溶液３（Ｓ３）
　水中、１Ｍ　グルコース。
【０１１９】
酵素溶液
　１０ｍｇ／ｍＬの凍結乾燥された酵素を１００ｍＭ　Ｐｉｐｅｓ緩衝液（ｐＨ７．１）
に溶解。
【０１２０】
　これを、ΔＥ／分が０．０２～０．０５である速度を得るために、１００ｍＭ　Ｐｉｐ
ｅｓ緩衝液（ｐＨ７．１）中、約１：１００に希釈。
【０１２１】
測定方法
【０１２２】
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【表２】

【０１２３】
　７２４ｎｍにおける吸収を２５℃で２０分間測定。
【０１２４】
ε724nm＝２７．５［ｍｍｏｌ-1×１×ｃｍ-1］
【０１２５】
グルコースに対するＫM値
　反応混合物中のグルコース濃度は、Ｓ３中のグルコース濃度を変化させることにより、
０．１～１７０ｍＭの範囲で変化した。
【０１２６】
　ＫM値の算出のため、測定されたＦＡＤ－ＧＤＨ活性がミカエリス－メンテンの式に当
てはめられた。
【０１２７】

【数１】

L. Michaelis, M.L. Menten: Die Kinetik der Invertinwirkung Biochem. Z. 49, 333-3
69 (1913)
式中、ｖ＝測定されたＦＡＤ－ＧＤＨ活性
ＶMax＝ＦＡＤ－ＧＤＨ活性の最大値
ＫM＝ミカエリス－メンテン定数（ｍＭ）
ｃ＝グルコース濃度（ｍＭ）
【０１２８】
実施例６
液体中での温度安定性
　１００ｍＭのＰｉｐｅｓ緩衝液（ｐＨ７．１）１ｍＬあたり１０ｍｇの凍結乾燥された
酵素が溶解された。この溶液の１ｍＬのアリコートが、密閉されたプラスティックバイア
ル中に保存され、温度制御されている水浴中で１２日間インキュベートされた。酵素活性
が実施例３にしたがって測定された。
【０１２９】
実施例７
乾燥条件下での温度安定性
　ガラス容器の風袋の重量が化学てんびんを用いて測定された。１０ｍｇの凍結乾燥され
た酵素サンプルが秤取された。全ての容器が、内部空間と周囲環境との制御されたガス交
換は確保されるが、サンプルが容器から出ることは不可能であるように、栓で密閉された
。サンプルは、デシケーター中、乾燥剤（モレキュラーシーブ３Ａ、ＭＳ５５１、Ｇｒａ
ｃｅ）の存在下、８０℃に８日間暴露された。この期間後、サンプルは室温まで冷却され
、さらに、周囲環境とのガス交換がなされた。その後、容器は完全に密封され、そして、
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それぞれの重量が測定された。当初の酵素の量に応じて、サンプルは超純水を用いて最終
濃度１０ｍｇ／ｍＬまで希釈され、温和なボルテックスにより完全に溶解された。サンプ
ルは、室温で正確に１時間再構成のために保存され、そしてその後、氷上で冷却された。
このストック溶液に基づき、氷上で冷却されたワーキングバッファー中への希釈が行われ
、続いて活性が測定された。
【０１３０】
結果
【０１３１】
【表３】

【０１３２】
実施例４による、修飾フラビンアデニンジヌクレオチド依存性グルコース脱水素酵素のＳ
ＥＣ－ＲＡＬＳによる分子量分布
　グラフ：ＦＡＤ－ＧＤＨ（配列番号１）アスペルギルス由来、図２を参照。
　グラフ：ＦＡＤ－ＧＤＨ（配列番号３）変異体１；Ｎ２Ｓ、図３を参照。
【０１３３】
実施例７による、乾燥条件下での温度安定性
　参照：配列番号１のＦＡＤ－ＧＤＨ：６７＋／－５％
　Ｎ２Ｓ修飾（変異体１）：配列番号３のＦＡＤ－ＧＤＨ：７９＋／－５％
【０１３４】
　本明細書において記載される方法および組成物は、特定の実施形態の典型であり、単に
例示的なものであって、本発明の範囲に関する限定として理解されることを意図するもの
ではない。当業者であるならば、他の目的、様態、および実施形態が、本明細書を考慮し
た場合に想到され、そして、これらは添付のクレームによって規定される本発明の範囲内
に包含される。様々な置換および修飾が、本発明の範囲および精神から逸脱することなく
、本明細書に開示される発明に行われ得ることは、当業者ならば直ちに明白であろう。本
明細書において例示的に記載された発明は、本明細書において不可欠であると具体的に開
示されていないいかなるエレメントもしくはいかなる複数のエレメント、限定もしくは複
数の限定もなしに、適切に実行され得る。
【０１３５】
　本明細書において例示的に記載されている方法およびプロセスは、異なる順番の工程で
実行され得、本明細書または添付の請求の範囲において示されている工程の順序に限定さ
れる必要はない。本明細書または添付の請求の範囲において使用される場合、その文脈が
明らかに別に指示していない限り、単数形の「一つ（ａ）」、「一つ（ａｎ）」および「
前記（ｔｈｅ）」は複数の意味を含み、そして、複数は、単数形を含む、ということにも
留意すべきである。どのような場合であっても、本出願が、本明細書中で具体的に開示さ
れている具体的な実施例または実施態様または方法に制限されると理解されるべきではな
い。本明細書において、本発明は広範におよび一般的に記載されている。使用されている
用語および表現は、記載のための用語として使用されているのであって、限定するためで
はなく、このような用語および表現の使用において、示されているおよび記載されている
特徴のいかなる等価物またはその一部を排除するような意図は全く存在せず、様々な修飾
がクレームされた発明の範囲内で可能であることが認識されるべきである。したがって、
本発明はその対応する実施態様および任意的な特徴によって具体的に開示されているが、
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本明細書中に開示されている概念の修飾および変形が当業者によって用いられ得、そして
、そのような修飾および変形は、添付の請求の範囲によって規定される本発明の範囲内に
あるとみなされる。

【図１】 【図２】
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