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(57)【要約】
【課題】複雑な合成方法を経ることなく、簡便かつ高収率で安価にペプチドを製造できる
新規酵素を提供すること。
【解決手段】カルボキシ成分とアミン成分とからのペプチド合成反応を触媒する新規酵素
、この酵素を生産する微生物、およびこの酵素もしくは微生物を使用する安価なペプチド
の製造方法。新たに見出したペドバクター属、タキセオバクター属、サイクロバクテリウ
ム属、またはサイクロセルペンス属に属する細菌からペプチドを効率良く合成する新規酵
素を見出し、安価かつ簡便にペプチドを製造する方法を見出した。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記（Ｅ）または（Ｆ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｅ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６２５
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｆ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６２５
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
【請求項２】
　下記（Ｇ）または（Ｈ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｇ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６４５
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｈ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６４５
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
【請求項３】
　下記（Ｉ）または（Ｊ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｉ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２６～６２０
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｊ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２６～６２０
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
【請求項４】
　下記（Ｋ）または（Ｌ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｋ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号１８～６４４
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｌ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号１８～６４４
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
【請求項５】
　下記（Ｑ）または（Ｒ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｑ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｒ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
【請求項６】
　下記（Ｓ）または（Ｔ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｓ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｔ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
【請求項７】
　下記（Ｕ）または（Ｖ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｕ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｖ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
【請求項８】
　下記（Ｗ）または（Ｘ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｗ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
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（Ｘ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
【請求項９】
　下記（ｅ）または（ｆ）に示すＤＮＡであって、
（ｅ）配列表の配列番号１７に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９３５の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｆ）配列表の配列番号１７に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９３５の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
　前記ストリンジェントな条件が、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度
で６０℃で洗浄が行われる条件である、ＤＮＡ。
【請求項１０】
　下記（ｇ）または（ｈ）に示すＤＮＡであって、
（ｇ）配列表の配列番号２２に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９９５の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｈ）配列表の配列番号２２に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９９５の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
　前記ストリンジェントな条件が、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度
で６０℃で洗浄が行われる条件である、ＤＮＡ。
【請求項１１】
　下記（ｉ）または（ｊ）に示すＤＮＡであって、
（ｉ）配列表の配列番号２４に記載の塩基配列のうちの塩基番号１０４～１８８８の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｊ）配列表の配列番号２４に記載の塩基配列のうちの塩基番号１０４～１８８８の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
　前記ストリンジェントな条件が、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度
で６０℃で洗浄が行われる条件である、ＤＮＡ。
【請求項１２】
　下記（ｋ）または（ｌ）に示すＤＮＡであって、
（ｋ）配列表の配列番号２６に記載の塩基配列のうちの塩基番号１１２～１９９２の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｌ）配列表の配列番号２６に記載の塩基配列のうちの塩基番号１１２～１９９２の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
　前記ストリンジェントな条件が、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度
で６０℃で洗浄が行われる条件である、ＤＮＡ。
【請求項１３】
　下記（ｑ）または（ｒ）に示すＤＮＡであって、
（ｑ）配列表の配列番号１７に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９３５の塩基配
列からなるＤＮＡ
（ｒ）配列表の配列番号１７に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９３５の塩基配
列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮＡ
　前記ストリンジェントな条件が、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度
で６０℃で洗浄が行われる条件である、ＤＮＡ。
【請求項１４】
　下記（ｓ）または（ｔ）に示すＤＮＡであって、
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（ｓ）配列表の配列番号２２に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９９５の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｔ）配列表の配列番号２２に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９９５の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮ
Ａ
　前記ストリンジェントな条件が、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度
で６０℃で洗浄が行われる条件である、ＤＮＡ。
【請求項１５】
　下記（ｕ）または（ｖ）に示すＤＮＡであって、
（ｕ）配列表の配列番号２４に記載の塩基配列のうちの塩基番号２９～１８８８の塩基配
列からなるＤＮＡ
（ｖ）配列表の配列番号２４に記載の塩基配列のうちの塩基番号２９～１８８８の塩基配
列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮＡ
　前記ストリンジェントな条件が、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度
で６０℃で洗浄が行われる条件である、ＤＮＡ。
【請求項１６】
　下記（ｗ）または（ｘ）に示すＤＮＡであって、
（ｗ）配列表の配列番号２６に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９９２の塩基配
列からなるＤＮＡ
（ｘ）配列表の配列番号２６に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９９２の塩基配
列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮＡ
　前記ストリンジェントな条件が、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度
で６０℃で洗浄が行われる条件である、ＤＮＡ。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載のＤＮＡを有する組換えＤＮＡ。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の組換えＤＮＡが導入された形質転換細胞。
【請求項１９】
　請求項１８に記載の形質転換細胞を培地中で培養し、培地中および／または形質転換細
胞中に、ペプチド生成酵素を蓄積させることを特徴とする、ペプチド生成酵素の製造方法
。
【請求項２０】
　請求項１８に記載の形質転換細胞を培地中で培養して培養物を得、当該培養物とカルボ
キシ成分とアミン成分とを混合して、ジペプチドを合成する、ジペプチドの製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、複雑な合成方法を経ることなく、簡便かつ高収率で安価にペプチドを製造で
きる新規酵素に関する。より詳細には、カルボキシ成分とアミン成分とからのペプチド合
成反応を触媒する新規酵素、この酵素を生産する微生物、およびこの酵素もしくは微生物
を使用するジペプチドの製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ペプチドは、医薬品、食品等のさまざまな分野で利用されている。例えば、Ｌ－アラニ
ル－Ｌ－グルタミンはＬ－グルタミンに比べ安定かつ水溶性も高いことから、輸液や無血
清培地の成分として広く用いられている。
【０００３】
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　ペプチドの製造法としては従来から化学合成法が知られているが、その製造法は必ずし
も簡便なものではなかった。例えば、Ｎ－ベンジルオキシカルボニルアラニン（以下Ｚ－
アラニンと称する）と保護Ｌ－グルタミンを用いる方法（Ｂｕｌｌ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．
Ｊｐｎ．，３４，７３９（１９６１）、Ｂｕｌｌ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｊｐｎ．，３５，
１９６６（１９６２））、Ｚ－アラニンと保護Ｌ－グルタミン酸－γ－メチルエステルを
用いる方法（Ｂｕｌｌ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｊｐｎ．，３７，２００（１９６４））、Ｚ
－アラニンエステルと無保護グルタミン酸を用いる方法（特許文献１）、２－置換－プロ
ピオニルハロイドを原料として、Ｎ－（２－置換）－プロピオニルグルタミン誘導体を中
間体として合成する方法（特許文献２）等が知られている。
【０００４】
　しかしながら、いずれの方法においても、保護基の導入脱離、もしくは光学活性中間体
の使用が必要であり、工業的に有利で十分に満足できる製造方法ではなかった。
【０００５】
　一方、酵素を用いたペプチドの代表的製造法としては、Ｎ保護、Ｃ無保護のカルボキシ
成分とＮ無保護、Ｃ保護のアミン成分を用いる縮合反応（反応１）、および、Ｎ保護、Ｃ
保護のカルボキシ成分とＮ無保護、Ｃ保護のアミン成分を用いる置換反応（反応２）が広
く知られている。反応１の例としては、Ｚ－アスパラギン酸とフェニルアラニンメチルエ
ステルからのＺ－アスパルチルフェニルアラニンメチルエステルの製造方法（特許文献３
）、反応２の例としてはアセチルフェニルアラニンエチルエステルとロイシンアミドから
のアセチルフェニルアラニルロイシンアミドの製造方法（非特許文献１）が挙げられる。
Ｎ無保護、Ｃ保護のカルボキシ成分を用いる方法の報告研究例は極めて少なく、Ｎ無保護
、Ｃ保護のカルボキシ成分とＮ無保護、Ｃ保護のアミン成分を用いる置換反応（反応３）
の例としては特許ＷＯ　９０／０１５５５（特許文献４）があり、例えばアルギニンエチ
ルエステルとロイシンアミドからのアルギニルロイシンアミドの製造方法が挙げられる。
Ｎ無保護、Ｃ保護のカルボキシ成分とＮ無保護、Ｃ無保護のアミン成分を用いる置換反応
（反応４）の例としては、特許ＥＰ　２７８７８７Ａ１（特許文献５）とＥＰ　３５９３
９９Ｂ１（特許文献６）があり、例えばチロシンエチルエステルとアラニンからのチロシ
ルアラニンの製造方法が挙げられる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開平１－９６１９４号公報
【特許文献２】特開平６－２３４７１５号公報
【特許文献３】特開昭５３－９２７２９号公報
【特許文献４】ＷＯ　９０／０１５５５号公報
【特許文献５】ＥＰ　２７８７８７Ａ１号公報
【特許文献６】ＥＰ　３５９３９９Ｂ１号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｊ．，１６３，５３１（１９７７）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　上記の反応１から反応４の方法の中で最も安価な製造方法となり得るのは、当然ながら
保護基の数が最も少ない反応４の範疇に入る反応である。
【０００９】
　しかしながら、反応４の先行例（特許ＥＰ　２７８７８７Ａ１）には以下の大きな問題
点があった。（１）ペプチド生成速度が極めて遅い、（２）ペプチド生成収率が低い、（
３）生産できるペプチドが比較的疎水度の高いアミノ酸を含むものに限られる、（４）添
加酵素量が極めて大量、（５）カビ、酵母、植物に由来する比較的高価なカルボキシペプ
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チダーゼ標品が必要である。（反応４）において、細菌およびサッカロミセス（Ｓａｃｃ
ｈａｒｏｍｙｃｅｓ）属以外の酵母由来の酵素を用いる方法は全く知られておらず、また
　親水性の高いアラニルグルタミン等のペプチドの製造方法についても全く知られていな
かった。このような背景の下、これらペプチドの工業的安価な製造法の開発が望まれてい
た。
【００１０】
　本発明は、複雑な合成方法を経ることなく、簡便かつ高収率で安価にペプチドを製造で
きる新規酵素を提供することを課題とする。より詳細には、カルボキシ成分とアミン成分
とからのペプチド合成反応を触媒する新規酵素、この酵素を生産する微生物、およびこの
酵素もしくは微生物を使用する安価なペプチドの製造方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　上記目的に鑑み鋭意研究を重ねた結果、本発明者らは新たに見出したエンペドバクター
（Ｅｍｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ）属に属する細菌などからペプチドを効率良く合成する新規
酵素を見出し、この酵素遺伝子の配列を決定することにより本発明を完成するに至った。
【００１２】
　即ち、本発明は、以下のとおりである。
〔１〕　下記（Ａ）または（Ｂ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ａ）配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６１６の
アミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｂ）配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６１６の
アミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および／
または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
〔２〕　下記（Ｃ）または（Ｄ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｃ）配列表の配列番号１２に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２１～６１９
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｄ）配列表の配列番号１２に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２１～６１９
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
〔３〕　下記（Ｅ）または（Ｆ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｅ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６２５
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｆ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６２５
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
〔４〕　下記（Ｇ）または（Ｈ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｇ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６４５
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｈ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６４５
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
〔５〕　下記（Ｉ）または（Ｊ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｉ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２６～６２０
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｊ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２６～６２０
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
〔６〕　下記（Ｋ）または（Ｌ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｋ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号１８～６４４
のアミノ酸配列を有するタンパク質
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（Ｌ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号１８～６４４
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
〔７〕　下記（Ｍ）または（Ｎ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｍ）配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｎ）配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の
置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチ
ド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
〔８〕　下記（Ｏ）または（Ｐ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｏ）配列表の配列番号１２に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｐ）配列表の配列番号１２に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
〔９〕　下記（Ｑ）または（Ｒ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｑ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｒ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
〔１０〕　下記（Ｓ）または（Ｔ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｓ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｔ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
〔１１〕　下記（Ｕ）または（Ｖ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｕ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｖ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
〔１２〕　下記（Ｗ）または（Ｘ）に示すタンパク質をコードするＤＮＡ。
（Ｗ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｘ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
〔１３〕　下記（ａ）または（ｂ）に示すＤＮＡ。
（ａ）配列表の配列番号５に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９０８の塩基配
列からなるＤＮＡ
（ｂ）配列表の配列番号５に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９０８の塩基配
列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
〔１４〕　下記（ｃ）または（ｄ）に示すＤＮＡ。
（ｃ）配列表の配列番号１１に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２１～１９１７の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｄ）配列表の配列番号１１に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２１～１９１７の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
〔１５〕　下記（ｅ）または（ｆ）に示すＤＮＡ。
（ｅ）配列表の配列番号１７に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９３５の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｆ）配列表の配列番号１７に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９３５の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
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、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
〔１６〕　下記（ｇ）または（ｈ）に示すＤＮＡ。
（ｇ）配列表の配列番号２２に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９９５の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｈ）配列表の配列番号２２に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９９５の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
〔１７〕　下記（ｉ）または（ｊ）に示すＤＮＡ。
（ｉ）配列表の配列番号２４に記載の塩基配列のうちの塩基番号１０４～１８８８の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｊ）配列表の配列番号２４に記載の塩基配列のうちの塩基番号１０４～１８８８の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
〔１８〕　下記（ｋ）または（ｌ）に示すＤＮＡ。
（ｋ）配列表の配列番号２６に記載の塩基配列のうちの塩基番号１１２～１９９２の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｌ）配列表の配列番号２６に記載の塩基配列のうちの塩基番号１１２～１９９２の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
〔１９〕　下記（ｍ）または（ｎ）に示すＤＮＡ。
（ｍ）配列表の配列番号５に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９０８の塩基配列
からなるＤＮＡ
（ｎ）配列表の配列番号５に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９０８の塩基配列
と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、か
つペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮＡ
〔２０〕　下記（ｏ）または（ｐ）に示すＤＮＡ。
（ｏ）配列表の配列番号１１に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９１７の塩基配
列からなるＤＮＡ
（ｐ）配列表の配列番号１１に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９１７の塩基配
列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮＡ
〔２１〕　下記（ｑ）または（ｒ）に示すＤＮＡ。
（ｑ）配列表の配列番号１７に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９３５の塩基配
列からなるＤＮＡ
（ｒ）配列表の配列番号１７に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９３５の塩基配
列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮＡ
〔２２〕　下記（ｓ）または（ｔ）に示すＤＮＡ。
（ｓ）配列表の配列番号２２に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９９５の塩基
配列からなるＤＮＡ
（ｔ）配列表の配列番号２２に記載の塩基配列のうちの塩基番号１２７～１９９５の塩基
配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし
、かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮ
Ａ
〔２３〕　下記（ｕ）または（ｖ）に示すＤＮＡ。
（ｕ）配列表の配列番号２４に記載の塩基配列のうちの塩基番号２９～１８８８の塩基配
列からなるＤＮＡ
（ｖ）配列表の配列番号２４に記載の塩基配列のうちの塩基番号２９～１８８８の塩基配
列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮＡ



(9) JP 2010-29214 A 2010.2.12

10

20

30

40

50

〔２４〕　下記（ｗ）または（ｘ）に示すＤＮＡ。
（ｗ）配列表の配列番号２６に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９９２の塩基配
列からなるＤＮＡ
（ｘ）配列表の配列番号２６に記載の塩基配列のうちの塩基番号６１～１９９２の塩基配
列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつペプチド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質をコードするＤＮＡ
〔２５〕　前記ストリンジェントな条件が、１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳに相当する塩
濃度で６０℃で洗浄が行われる条件である、上記〔１３〕から〔２４〕のいずれか一項に
記載のＤＮＡ。
〔２６〕　上記〔１〕から〔２５〕のいずれか一項に記載のＤＮＡを有する組換えＤＮＡ
。
〔２７〕　上記〔２６〕に記載の組換えＤＮＡが導入された形質転換細胞。
〔２８〕　上記〔２７〕に記載の形質転換細胞を培地中で培養し、培地中および／または
形質転換細胞中に、ペプチド生成酵素を蓄積させることを特徴とする、ペプチド生成酵素
の製造方法。
〔２９〕　上記〔２８〕に記載の形質転換細胞を培地中で培養して培養物を得、当該培養
物とカルボキシ成分とアミン成分とを混合して、ジペプチドを合成する、ジペプチドの製
造方法。
〔３０〕　スフィンゴバクテリウム属に属し、カルボキシ成分とアミン成分とからジペプ
チドを生成する能力を有する微生物の培養物、該培養物より分離した微生物菌体、該微生
物の菌体処理物、または、該微生物に由来するペプチド生成酵素を用いて、カルボキシ成
分とアミン成分からジペプチドを製造することを特徴とするジペプチドの製造方法。
【００１３】
　なお、配列表の配列番号５に記載のＤＮＡにより、配列番号６に記載のアミノ酸配列が
特定される。配列番号１１に記載のＤＮＡにより、配列番号１２に記載のアミノ酸配列が
特定される。配列番号１７に記載のＤＮＡにより、配列番号１８に記載のアミノ酸配列が
特定される。配列番号２２に記載のＤＮＡにより、配列番号２３に記載のアミノ酸配列が
特定される。配列番号２４に記載のＤＮＡにより、配列番号２５に記載のアミノ酸配列が
特定される。配列番号２６に記載のＤＮＡにより、配列番号２７に記載のアミノ酸配列が
特定される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、本発明のエンペドバクターの酵素の至適ｐＨを示す図である。
【図２】図２は、本発明のエンペドバクターの酵素の至適温度を示す図である。
【図３】図３は、Ｌ－アラニンメチルエステルとＬ－グルタミンからのＬ－アラニル－Ｌ
－グルタミン生成の経時変化を示す図である。
【図４】図４は、サイトプラズム画分（Ｃｙ）とペリプラズム画分（Ｐｅ）に存在する酵
素量を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下、本発明の新規ジペプチド生成酵素遺伝子とその遺伝子産物であるジペプチド生成
酵素について詳細に説明する。
（１）本発明のＤＮＡを有する微生物
　本発明のＤＮＡは、カルボキシ成分とアミン成分とからペプチドを生成する能力を有す
るタンパク質をコードするものである。本明細書において、カルボキシ成分とは、ペプチ
ド結合（－ＣＯＮＨ－）におけるカルボニル部位（ＣＯ）を供給する成分のことをいい、
アミン成分とは、ペプチド結合におけるアミノ部位（ＮＨ）を供給する成分のことをいう
。また、本明細書において、単に「ペプチド」というときは、特に断らない限り、少なく
とも１つ以上のペプチド結合を有するポリマーのことをいう。また、本明細書において「
ジペプチド」とは１つのペプチド結合を有するペプチドのことをいう。
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【００１６】
　本発明のＤＮＡを有する微生物としては、例えばエンペドバクター属に属する細菌、ス
フィンゴバクテリウム属、ペドバクター属、タキセオバクター属、サイクロバクテリウム
属、またはサイクロセルペンス属に属する細菌などが挙げられる。より具体的にはエンペ
ドバクター　ブレビス（Ｅｍｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ　ｂｒｅｖｉｓ）ＡＴＣＣ　１４２３
４株（ＦＥＲＭ　Ｐ－１８５４５株、ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株）、スフィンゴバクテ
リウム　エスピー（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．）ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１
２４株、ペドバクター　ヘパリナス（Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ　ｈｅｐａｒｉｎｕｓ）ＩＦ
Ｏ　１２０１７株、タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス（Ｔａｘｅｏｂａｃｔｅ
ｒ　ｇｅｌｕｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓ）ＤＳＭＺ　１１１１６株、サイクロバクテリウ
ム　マリナム（Ｃｙｃｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｍａｒｉｎｕｍ）ＡＴＣＣ　２５２０５
株、サイクロセルペンス　ブルトネンシス（Ｐｓｙｃｌｏｓｅｒｐｅｎｓ　ｂｕｒｔｏｎ
ｅｎｓｉｓ）ＡＴＣＣ　７００３５９株などが挙げられる。エンペドバクター　ブレビス
　ＡＴＣＣ　１４２３４株（ＦＥＲＭ　Ｐ－１８５４５株、ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株
）、スフィンゴバクテリウム　エスピー（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．）
ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株、ペドバクター　ヘパリナス（Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ　ｈｅ
ｐａｒｉｎｕｓ）ＩＦＯ　１２０１７株、タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス（
Ｔａｘｅｏｂａｃｔｅｒ　ｇｅｌｕｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓ）ＤＳＭＺ　１１１１６株
、サイクロバクテリウム　マリナム（Ｃｙｃｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｍａｒｉｎｕｍ）
ＡＴＣＣ　２５２０５株、サイクロセルペンス　ブルトネンシス（Ｐｓｙｃｌｏｓｅｒｐ
ｅｎｓ　ｂｕｒｔｏｎｅｎｓｉｓ）ＡＴＣＣ　７００３５９株は、本発明者らが、カルボ
キシ成分とアミン成分からペプチドを高収率で生産する酵素の生産菌を検索した結果に選
出した微生物である。
【００１７】
　上記菌株のうち、ＦＥＲＭ番号が記載されているものは、独立行政法人産業技術総合研
究所特許生物寄託センター（日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６）に寄託
されており、各番号を参照して分譲を受けることができる。
【００１８】
　上記菌株のうち、ＡＴＣＣ番号が記載されているものは、アメリカン・タイプ・カルチ
ャー・コレクション（Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０
，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ）に寄託されており、各
番号を参照して分譲を受けることができる。
【００１９】
　上記菌株のうち、ＩＦＯ番号が記載されているものは、財団法人発酵研究所（日本国大
阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）に寄託されており、各番号を参照して分譲を受け
ることができる。
【００２０】
　上記菌株のうち、ＮＢＲＣ番号が記載されているものは、独立行政法人製品評価機構生
物遺伝資源部門（日本国千葉県木更津市かずさ鎌足２－５－８）に寄託されており、各番
号を参照して分譲を受けることができる。
【００２１】
　上記の菌株のうち、ＤＳＭＺ番号が記載されているものは、Ｄｅｕｔｃｈｅ　Ｓａｍｍ
ｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅ
ｎ　ＧｍｂＨ　（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉ
ｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ）（Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１
ｂ，３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に寄託されており、各番
号を参照して分譲を受けることができる。
【００２２】
　エンペドバクター　ブレビス　ＡＴＣＣ　１４２３４株（ＦＥＲＭ　Ｐ－１８５４５株
、ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株）は、２００１年１０月１日に独立行政法人産業技術総合
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研究所特許微生物寄託センター（日本国茨城県つくば市東１丁目１番地　中央第６）に寄
託され、ＦＥＲＭＰ－１８５４５の受託番号が付与され、さらに平成１４年７月８日に、
独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センターにおいて、ブダペスト条約に基づ
く寄託へ移管され、ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３が付与された微生物である（微生物の表示
：Ｅｍｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ　ｂｒｅｖｉｓ　ＡＪ－１３９３３株）。
【００２３】
　スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＡＪ　１１０００３株は、２００２年７月２２日
に独立行政法人産業技術総合研究所特許微生物寄託センターに寄託され、ＦＥＲＭ　ＢＰ
－８１２４の受託番号が付与されている。尚、ＡＪ　１１０００３（ＦＥＲＭ　ＢＰ－８
１２４）は、以下の分類実験により、上述のスフィンゴバクテリウム　エスピーであるこ
とが同定された。ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株は、桿菌（０．７～０．８×１．５～２．
０μｍ）、グラム陰性、胞子形成なし、運動性なし、コロニー形態は円形、全縁滑らか、
低凸状、光沢あり、淡黄色、３０℃で生育、カタラーゼ陽性、オキシダーゼ陽性、ＯＦテ
スト（グルコース）陰性の性質より、スフィンゴバクテリウムに属する細菌と同定された
。更に、硝酸塩還元陰性、インドール産生陰性、グルコースからの酸生成陰性、アルギニ
ンジヒドロラーゼ陰性、ウレアーゼ陽性、エスクリン加水分解陽性、ゼラチン加水分解陰
性、β―ガラクトシダーゼ陽性、グルコース資化陽性、Ｌ－アラビノース資化陰性、Ｄ－
マンノース資化陽性、Ｄ－マンニトール資化陰性、Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミン資化
陽性、マルトース資化陽性、グルコン酸カリウム資化陰性、ｎ－カプリン酸資化陰性、ア
ジピン酸資化陰性、ｄｌ－リンゴ酸資化陰性、クエン酸ナトリウム資化陰性、酢酸フェニ
ル資化陰性、チトクロームオキシダーゼ陽性の性質より、スフィンゴバクテリウム　マル
チボラムあるいはスフィンゴバクテリウム　スピリチボーラムの性状に類似することが判
明した。更に１６ＳｒＲＮＡ遺伝子の塩基配列のホモロジー解析の結果、スフィンゴバク
テリウム　マルチボラムと最も高いホモロジー（９８．８％）を示したが、完全に一致す
る株はなかったことより、本菌株をスフィンゴバクテリウム　エスピー（Ｓｐｈｉｎｇｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．）と同定した。
【００２４】
（２）微生物の培養
　本発明のＤＮＡを有する微生物の培養菌体を得るには、当該微生物を適当な培地で培養
増殖せしめるとよい。このための培地はその微生物が増殖し得るものであれば特に制限は
なく、通常の炭素源、窒素源、リン源、硫黄源、無機イオン、更に必要に応じ有機栄養源
を含む通常の培地でよい。
【００２５】
　例えば、炭素源としては上記微生物が利用可能であればいずれも使用でき、具体的には
、グルコース、フラクトース、マルトース、アミロース等の糖類、ソルビトール、エタノ
ール、グリセロール等のアルコール類、フマル酸、クエン酸、酢酸、プロピオン酸などの
有機酸類及びこれらの塩類、パラフィンなどの炭化水素類あるいはこれらの混合物などを
使用することができる。
【００２６】
　窒素源としては、硫酸アンモニウム、塩化アンモニウムなどの無機酸のアンモニウム塩
、フマル酸アンモニウム、クエン酸アンモニウムなどの有機酸のアンモニウム塩、硝酸ナ
トリウム、硝酸カリウムなどの硝酸塩、ペプトン、酵母エキス、肉エキス、コーンスティ
ープリカーなどの有機窒素化合物あるいはこれらの混合物を使用することができる。
【００２７】
　他に無機塩類、微量金属塩、ビタミン類等、通常の培地に用いられる栄養源を適宜混合
して用いることができる。
【００２８】
　培養条件にも格別の制限はなく、例えば、好気的条件下にてｐＨ５～８、温度１５～４
０℃の範囲でｐＨおよび温度を適当に制限しつつ１２～４８時間程度培養を行えばよい。
【００２９】
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（３）酵素の精製
　本発明のＤＮＡは、ペプチド生成酵素をコードするＤＮＡである。このペプチド生成酵
素は、例えばエンペドバクター属に属する細菌から精製することができる。当該酵素を精
製する例として、エンペドバクター　ブレビスからペプチド生成酵素を単離・精製する方
法を説明する。
【００３０】
　まず、エンペドバクター　ブレビス、例えばＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；
独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つ
くば市東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託移管日；２００２年７月８日）の菌体から
、超音波破砕等の物理的方法、あるいは細胞壁溶解酵素等を用いた酵素法等により菌体を
破壊し、遠心分離等により不溶性画分を除いて菌体抽出液を調製する。このようにして得
られる菌体抽出液を、通常のタンパク質の精製法、陰イオン交換クロマトグラフィー、陽
イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィーなどを組み合わせて分画す
ることによって、ペプチド生成酵素を精製することができる。
【００３１】
　陰イオン交換クロマトグラフィー用の担体としては、Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰ（
アマシャム社製）が挙げられる。本酵素を含む抽出液をこれらの担体を詰めたカラムに通
液させると当該酵素はｐＨ８．５の条件下で非吸着画分に回収される。
【００３２】
　陽イオンクロマトグラフィー用担体としては、ＭｏｎｏＳ　ＨＲ（アマシャム社製）が
挙げられる。本酵素を含む抽出液をこれらの担体を詰めたカラムに通液させて本酵素をカ
ラムに吸着させ、カラムを洗浄した後に、高塩濃度の緩衝液を用いて酵素を溶出させる。
その際、段階的に塩濃度を高めてもよく、濃度勾配をかけてもよい。例えば、ＭｏｎｏＳ
　ＨＲを用いた場合には、カラムに吸着した本酵素は、０．２～０．５Ｍ程度のＮａＣｌ
で溶出される。
【００３３】
　上記のようにして精製された本酵素は、さらにゲル濾過クロマトグラフィー等により均
一に精製できる。ゲル濾過クロマトグラフィー用担体としては、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　２０
０ｐｇ（アマシャム社製）が挙げられる。
【００３４】
　上記精製操作において、本酵素を含む画分は、後述する方法等により各画分のペプチド
生成活性を測定することにより、確認することができる。上記のようにして精製された本
酵素の内部アミノ酸配列を、配列表の配列番号１及び配列番号２に示す。
【００３５】
（４）本発明のＤＮＡおよび形質転換体
（４－１）本発明のＤＮＡ
　本発明のＤＮＡである配列番号５に記載の塩基番号６１～１９０８の塩基配列からなる
ＤＮＡは、エンペドバクター　ブレビス　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立
行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば
市東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託移管日；２００２年７月８日）より単離された
ものである。配列番号５に記載の塩基番号６１～１９０８の塩基配列からなるＤＮＡは、
コードシーケンス（ＣＤＳ）部分である。塩基番号６１～１９０８の塩基配列には、シグ
ナル配列領域と成熟タンパク質領域とが含まれている。シグナル配列領域は塩基番号６１
～１２６の領域であり、成熟タンパク質領域は塩基番号１２７～１９０８の領域である。
すなわち、本発明は、シグナル配列を含むペプチド酵素タンパク質遺伝子と、成熟したタ
ンパク質としてのペプチド酵素タンパク質遺伝子の双方を提供する。配列番号５に記載の
配列に含まれるシグナル配列は、リーダー配列の類であり、リーダー配列がコードするリ
ーダーペプチドの主たる機能は、細胞膜内から細胞膜外に分泌させることにあると推定さ
れる。塩基番号１２７～１９０８でコードされるタンパク質、すなわちリーダーペプチド
を除く部位が成熟タンパク質であり、高いペプチド生成活性を示すと推定される。
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【００３６】
　本発明のＤＮＡである配列番号１１に記載の塩基番号６１～１９１７の塩基配列からな
るＤＮＡは、スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機
関；独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城
県つくば市東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）より単離
されたものである。配列番号１１に記載の塩基番号６１～１９１７の塩基配列からなるＤ
ＮＡは、コードシーケンス（ＣＤＳ）部分である。塩基番号６１～１９１７の塩基配列に
は、シグナル配列領域と成熟タンパク質領域とが含まれている。シグナル配列領域は塩基
番号６１～１２０の領域であり、成熟タンパク質領域は塩基番号１２１～１９１７の領域
である。すなわち、本発明は、シグナル配列を含むペプチド酵素タンパク質遺伝子と、成
熟したタンパク質としてのペプチド酵素タンパク質遺伝子の双方を提供する。配列番号１
１に記載の配列に含まれるシグナル配列は、リーダー配列の類であり、当該リーダー配列
領域にコードされるリーダーペプチドの主たる機能は、細胞膜内から細胞膜外に分泌させ
ることにあると推定される。塩基番号１２１～１９１７でコードされるタンパク質、すな
わちリーダーペプチドを除く部位が成熟タンパク質であり、高いペプチド生成活性を示す
と推定される。
【００３７】
　本発明のＤＮＡである配列番号１７に記載の塩基番号６１～１９３５の塩基配列からな
るＤＮＡは、ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株（寄託機関；財団法人発
酵研究所、寄託先住所；日本国大阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）より単離された
ものである。配列番号１７に記載の塩基番号６１～１９３５の塩基配列からなるＤＮＡは
、コードシーケンス（ＣＤＳ）部分である。塩基番号６１～１９３５の塩基配列には、シ
グナル配列領域と成熟タンパク質領域とが含まれている。シグナル配列領域は塩基番号６
１～１２６の領域であり、成熟タンパク質領域は塩基番号１２７～１９３５の領域である
。すなわち、本発明は、シグナル配列を含むペプチド酵素タンパク質遺伝子と、成熟した
タンパク質としてのペプチド酵素タンパク質遺伝子の双方を提供する。配列番号１７に記
載の配列に含まれるシグナル配列は、リーダー配列の類であり、当該リーダー配列領域に
コードされるリーダーペプチドの主たる機能は、細胞膜内から細胞膜外に分泌させること
にあると推定される。塩基番号１２７～１９３５でコードされるタンパク質、すなわちリ
ーダーペプチドを除く部位が成熟タンパク質であり、高いペプチド生成活性を示すと推定
される。
【００３８】
　本発明のＤＮＡである配列番号２２に記載の塩基番号６１～１９９５の塩基配列からな
るＤＮＡは、タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス　ＤＳＭＺ　１１１１６株（寄
託機関；Ｄｅｕｔｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ
　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ　（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ、寄託
先住所；Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉ
ｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）より単離されたものである。配列番号２２に記載の塩基番号６１～
１９９５の塩基配列からなるＤＮＡは、コードシーケンス（ＣＤＳ）部分である。塩基番
号６１～１９９５の塩基配列には、シグナル配列領域と成熟タンパク質領域とが含まれて
いる。シグナル配列領域は塩基番号６１～１２６の領域であり、成熟タンパク質領域は塩
基番号１２７～１９９５の領域である。すなわち、本発明は、シグナル配列を含むペプチ
ド酵素タンパク質遺伝子と、成熟したタンパク質としてのペプチド酵素タンパク質遺伝子
の双方を提供する。配列番号２２に記載の配列に含まれるシグナル配列は、リーダー配列
の類であり、当該リーダー配列領域にコードされるリーダーペプチドの主たる機能は、細
胞膜内から細胞膜外に分泌させることにあると推定される。塩基番号１２７～１９９５で
コードされるタンパク質、すなわちリーダーペプチドを除く部位が成熟タンパク質であり
、高いペプチド生成活性を示すと推定される。
【００３９】
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　本発明のＤＮＡである配列番号２４に記載の塩基番号２９～１８８８の塩基配列からな
るＤＮＡは、サイクロバクテリウム　マリナム　ＡＴＣＣ　２５２０５株（寄託機関；ア
メリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９
　Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　
Ａｍｅｒｉｃａ）より単離されたものである。配列番号２４に記載の塩基番号２９～１８
８８の塩基配列からなるＤＮＡは、コードシーケンス（ＣＤＳ）部分である。塩基番号２
９～１８８８の塩基配列には、シグナル配列領域と成熟タンパク質領域とが含まれている
。シグナル配列領域は塩基番号２９～１０３の領域であり、成熟タンパク質領域は塩基番
号１０４～１８８８の領域である。すなわち、本発明は、シグナル配列を含むペプチド酵
素タンパク質遺伝子と、成熟したタンパク質としてのペプチド酵素タンパク質遺伝子の双
方を提供する。配列番号２４に記載の配列に含まれるシグナル配列は、リーダー配列の類
であり、当該リーダー配列領域にコードされるリーダーペプチドの主たる機能は、細胞膜
内から細胞膜外に分泌させることにあると推定される。塩基番号１０４～１８８８でコー
ドされるタンパク質、すなわちリーダーペプチドを除く部位が成熟タンパク質であり、高
いペプチド生成活性を示すと推定される。
【００４０】
　本発明のＤＮＡである配列番号２６に記載の塩基番号６１～１９９２の塩基配列からな
るＤＮＡは、サイクロセルペンス　ブルトネンシス　ＡＴＣＣ　７００３５９株（寄託機
関；アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１
５４９　Ｍａｎａｓｓａｓ，　ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ
　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ）より単離されたものである。配列番号２６に記載の塩基番号６
１～１９９２の塩基配列からなるＤＮＡは、コードシーケンス（ＣＤＳ）部分である。塩
基番号６１～１９９２の塩基配列には、シグナル配列領域と成熟タンパク質領域とが含ま
れている。シグナル配列領域は塩基番号６１～１１１の領域であり、成熟タンパク質領域
は塩基番号１１２～１９９２の領域である。すなわち、本発明は、シグナル配列を含むペ
プチド酵素タンパク質遺伝子と、成熟したタンパク質としてのペプチド酵素タンパク質遺
伝子の双方を提供する。配列番号２６に記載の配列に含まれるシグナル配列は、リーダー
配列の類であり、当該リーダー配列領域にコードされるリーダーペプチドの主たる機能は
、細胞膜内から細胞膜外に分泌させることにあると推定される。塩基番号１１２～１９９
２でコードされるタンパク質、すなわちリーダーペプチドを除く部位が成熟タンパク質で
あり、高いペプチド生成活性を示すと推定される。
【００４１】
　なお、以下に挙げる種々の遺伝子組換え技法については、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅ
ｓｓ（１９８９）などの記載に準じて行うことができる。
【００４２】
　本発明のＤＮＡは、エンペドバクター　ブレビス、スフィンゴバクテリウム　エスピー
、ペドバクター　ヘパリナス、タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス、サイクロバ
クテリウム　マリナム、もしくはサイクロセルペンス　ブルトネンシスの染色体ＤＮＡ、
もしくはＤＮＡライブラリーから、ＰＣＲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａ
ｃｉｏｎ、Ｗｈｉｔｅ，Ｔ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ；Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．，５，１８５
（１９８９）参照）またはハイブリダイゼーションによって取得することができる。ＰＣ
Ｒに用いるプライマーは、上記（３）の欄で説明したようにして精製されたペプチド生成
酵素に基づいて決定された内部アミノ酸配列に基づいて設計することができる。また、本
発明によりペプチド生成酵素遺伝子（配列番号５、配列番号１１、配列番号２２、配列番
号２４および配列番号２６）の塩基配列が明らかになったので、これらの塩基配列に基づ
いてプライマーまたはハイブリダイゼーション用のプローブを設計することもでき、プロ
ーブを使って単離することもできる。ＰＣＲ用のプライマーとして、５’非翻訳領域及び
３’非翻訳領域に対応する配列を有するプライマーを用いると、本酵素のコード領域全長
を増幅することができる。配列番号５に記載された、リーダー配列および成熟タンパク質
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コード領域の双方を含む領域を増幅する場合を例にとると、具体的には、５’側プライマ
ーとしては配列番号５において塩基番号６１よりも上流の領域の塩基配列を有するプライ
マーが、３’側プライマーとしては塩基番号１９０８よりも下流の領域の塩基配列に相補
的な配列を有するプライマーが挙げられる。
【００４３】
　プライマーの合成は、例えば、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製ＤＮＡ合成
機　ｍｏｄｅｌ　３８０Ｂを使用し、ホスホアミダイト法を用いて（Ｔｅｔｒａｈｅｄｒ
ｏｎ　Ｌｅｔｔｅｒｓ（１９８１），２２，１８５９参照）常法に従って合成できる。Ｐ
ＣＲ反応は、例えばＧｅｎｅ　Ａｍｐ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ　９６００（ＰＥＲＫＩＮ
　ＥＬＭＥＲ社製）及びＴａＫａＲａ　ＬＡ　ＰＣＲ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ　Ｋｉｔ（宝酒造社製）を用い、各メーカーなど供給者により指定された方法に従って
行うことができる。
【００４４】
　本発明のＤＮＡには、リーダー配列を含む場合および含まない場合のいずれにせよ、配
列表の配列番号５に記載のＣＤＳからなるＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡも含まれる。す
なわち、変異を有する本酵素をコードするＤＮＡまたはこれを保持する細胞などから、配
列表の配列番号５に記載のＣＤＳと相補的な塩基配列からなるＤＮＡもしくは同塩基配列
から調製されるプローブとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、ペプチ
ド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡを単離することによっても、本発明の
ＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡが得られる。
【００４５】
　本発明のＤＮＡには、リーダー配列を含む場合および含まない場合のいずれにせよ、配
列表の配列番号１１に記載のＣＤＳからなるＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡも含まれる。
すなわち、変異を有する本酵素をコードするＤＮＡまたはこれを保持する細胞などから、
配列表の配列番号１１に記載のＣＤＳと相補的な塩基配列からなるＤＮＡもしくは同塩基
配列から調製されるプローブとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、ペ
プチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡを単離することによっても、本発
明のＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡが得られる。
【００４６】
　本発明のＤＮＡには、リーダー配列を含む場合および含まない場合のいずれにせよ、配
列表の配列番号１７に記載のＣＤＳからなるＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡも含まれる。
すなわち、変異を有する本酵素をコードするＤＮＡまたはこれを保持する細胞などから、
配列表の配列番号１７に記載のＣＤＳと相補的な塩基配列からなるＤＮＡもしくは同塩基
配列から調製されるプローブとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、ペ
プチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡを単離することによっても、本発
明のＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡが得られる。
【００４７】
　本発明のＤＮＡには、リーダー配列を含む場合および含まない場合のいずれにせよ、配
列表の配列番号２２に記載のＣＤＳからなるＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡも含まれる。
すなわち、変異を有する本酵素をコードするＤＮＡまたはこれを保持する細胞などから、
配列表の配列番号２２に記載のＣＤＳと相補的な塩基配列からなるＤＮＡもしくは同塩基
配列から調製されるプローブとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、ペ
プチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡを単離することによっても、本発
明のＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡが得られる。
【００４８】
　本発明のＤＮＡには、リーダー配列を含む場合および含まない場合のいずれにせよ、配
列表の配列番号２４に記載のＣＤＳからなるＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡも含まれる。
すなわち、変異を有する本酵素をコードするＤＮＡまたはこれを保持する細胞などから、
配列表の配列番号２４に記載のＣＤＳと相補的な塩基配列からなるＤＮＡもしくは同塩基
配列から調製されるプローブとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、ペ
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プチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡを単離することによっても、本発
明のＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡが得られる。
【００４９】
　本発明のＤＮＡには、リーダー配列を含む場合および含まない場合のいずれにせよ、配
列表の配列番号２６に記載のＣＤＳからなるＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡも含まれる。
すなわち、変異を有する本酵素をコードするＤＮＡまたはこれを保持する細胞などから、
配列表の配列番号２６に記載のＣＤＳと相補的な塩基配列からなるＤＮＡもしくは同塩基
配列から調製されるプローブとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、ペ
プチド生成活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡを単離することによっても、本発
明のＤＮＡと実質的に同一のＤＮＡが得られる。
【００５０】
　プローブは、例えば配列番号５に記載の塩基配列に基づいて定法により作製することが
できる。また、プローブを用いてこれとハイブリダイズするＤＮＡをつり上げ、目的とす
るＤＮＡを単離する方法も、定法に従って行えばよい。例えば、ＤＮＡプローブはプラス
ミドやファージベクターにクローニングされた塩基配列を増幅し、プローブとして用いた
い塩基配列を制限酵素により切り出し、抽出して調製することができる。切り出す箇所は
、目的とするＤＮＡに応じて調節することができる。
【００５１】
　ここでいう「ストリンジェントな条件」とは、いわゆる特異的なハイブリッドが形成さ
れ、非特異的なハイブリッドが形成されない条件をいう。この条件を明確に数値化するこ
とは困難であるが、一例を示せば、相同性が高いＤＮＡ同士、例えば５０％以上、より好
ましくは８０％以上、さらに好ましくは９０％以上の相同性を有するＤＮＡ同士がハイブ
リダイズし、それより相同性が低いＤＮＡ同士がハイブリダイズしない条件、あるいは通
常のサザンハイブリダイゼーションの洗いの条件である６０℃、１×ＳＳＣ、０．１％Ｓ
ＤＳ、好ましくは、０．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度でハイブリダイズ
する条件が挙げられる。このような条件でハイブリダイズする遺伝子の中には途中にスト
ップコドンが発生したものや、活性中心の変異により活性を失ったものも含まれるが、そ
れらについては、市販の発現ベクターにつなぎ、適当な宿主で発現させて、発現産物の酵
素活性を後述の方法で測定することによって容易に取り除くことができる。
【００５２】
　ただし、上記のようにストリンジェントな条件でハイブリダイズする塩基配列の場合に
は、５０℃、ｐＨ８の条件下で、元となる塩基配列によりコードされるアミノ酸配列を有
するタンパク質の半分程度以上、より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは９０％以
上の酵素活性を保持していることが望ましい。例えば、配列番号５に記載の塩基配列のう
ち塩基番号１２７～１９０８にの塩基配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリン
ジェントな条件でハイブリダイズする塩基配列の場合について説明すると、５０℃、ｐＨ
８の条件下で、配列番号６に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６１６の
アミノ酸配列を有するタンパク質の半分程度以上、より好ましくは８０％以上、さらに好
ましくは９０％以上の酵素活性を保持していることが望ましい。
【００５３】
　配列表の配列番号５に記載のＣＤＳによりコードされるアミノ酸配列は、配列表の配列
番号６に示される。配列表の配列番号１１に記載のＣＤＳによりコードされるアミノ酸配
列は、配列表の配列番号１２に示される。配列表の配列番号１７に記載のＣＤＳによりコ
ードされるアミノ酸配列は、配列表の配列番号１８に示される。配列表の配列番号２２に
記載のＣＤＳによりコードされるアミノ酸配列は、配列表の配列番号２３に示される。配
列表の配列番号２４に記載のＣＤＳによりコードされるアミノ酸配列は、配列表の配列番
号２５に示される。また、配列表の配列番号２６に記載のＣＤＳによりコードされるアミ
ノ酸配列は、配列表の配列番号２７に示される。
【００５４】
　配列番号６に記載されたアミノ酸配列の全体には、リーダーペプチドと成熟タンパク質
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領域が含まれ、アミノ酸残基番号１～２２までがリーダーペプチドにあたり、２３～６１
６までが成熟タンパク質領域である。また、配列番号１１に記載されたアミノ酸配列の全
体には、リーダーペプチドと成熟タンパク質領域が含まれ、アミノ酸残基番号１～２０ま
でがリーダーペプチドにあたり、２１～６１９までが成熟タンパク質領域である。
【００５５】
　配列番号１８に記載されたアミノ酸配列の全体には、リーダーペプチドと成熟タンパク
質領域が含まれ、アミノ酸残基番号１～２２までがリーダーペプチドにあたり、２３～６
２５までが成熟タンパク質領域である。
【００５６】
　配列番号２３に記載されたアミノ酸配列の全体には、リーダーペプチドと成熟タンパク
質領域が含まれ、アミノ酸残基番号１～２２までがリーダーペプチドにあたり、２３～６
４５までが成熟タンパク質領域である。
【００５７】
　配列番号２５に記載されたアミノ酸配列の全体には、リーダーペプチドと成熟タンパク
質領域が含まれ、アミノ酸残基番号１～２５までがリーダーペプチドにあたり、２６～６
２０までが成熟タンパク質領域である。
【００５８】
　配列番号２７に記載されたアミノ酸配列の全体には、リーダーペプチドと成熟タンパク
質領域が含まれ、アミノ酸残基番号１～１７までがリーダーペプチドにあたり、１８～６
４４までが成熟タンパク質領域である。
【００５９】
　本発明のＤＮＡによりコードされるタンパク質は、その成熟タンパク質がペプチド生成
活性を有するタンパク質である。リーダーペプチドを含むか含まないかに関わらず、配列
表の配列番号６、配列番号１２、配列番号１８、配列番号２３、配列番号２５もしくは配
列番号２７に記載されたアミノ酸配列を有するタンパク質と実質的に同一のタンパク質を
コードするＤＮＡも、本発明のＤＮＡに含まれる（なお、ユニバーサルコドンのコードに
従ってアミノ酸配列から塩基配列は特定される）。すなわち、本発明により、以下の（Ａ
）から（Ｘ）に示されるタンパク質をコードするＤＮＡが提供される。
【００６０】
（Ａ）配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６１６の
アミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｂ）配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６１６の
アミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および／
または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
（Ｃ）配列表の配列番号１２に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２１～６１９
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｄ）配列表の配列番号１２に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２１～６１９
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
（Ｅ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６２５
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｆ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６２５
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
（Ｇ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６４５
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｈ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２３～６４５
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
（Ｉ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２６～６２０
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のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｊ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号２６～６２０
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
（Ｋ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号１８～６４４
のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｌ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列のうちアミノ酸残基番号１８～６４４
のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、および
／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチド生成活性を有するタンパク質
（Ｍ）配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｎ）配列表の配列番号６に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の
置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプチ
ド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
（Ｏ）配列表の配列番号１２に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｐ）配列表の配列番号１２に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
（Ｑ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｒ）配列表の配列番号１８に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
（Ｓ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｔ）配列表の配列番号２３に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
（Ｕ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｖ）配列表の配列番号２５に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
（Ｗ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質
（Ｘ）配列表の配列番号２７に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつペプ
チド生成活性を有する成熟タンパク質領域を含むタンパク質
【００６１】
　ここで、「数個」とは、アミノ酸残基のタンパク質の立体構造における位置や種類によ
っても異なるが、アミノ酸残基のタンパク質の立体構造や活性を大きく損なわない範囲の
ものであり、具体的には、２～５０個、好ましくは２～３０個、さらに好ましくは２～１
０個である。ただし、（Ｂ）、（Ｄ）、（Ｆ）、（Ｈ）、（Ｊ）、（Ｌ）、（Ｎ）、（Ｐ
）、（Ｒ）、（Ｔ）、（Ｖ）、（Ｘ）のタンパク質のアミノ酸配列において１または数個
のアミノ酸残基の置換、欠失、挿入、付加および／または逆位を含むアミノ酸配列の場合
には、５０℃、ｐＨ８の条件下で、変異を含まない状態でのタンパク質の半分程度以上、
より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは９０％以上の酵素活性を保持していること
が望ましい。例えば、（Ｂ）の場合について説明すると、（Ｂ）配列表の配列番号６に記
載のアミノ酸配列において１または数個のアミノ酸残基の置換、欠失、挿入、付加および
／または逆位を含むアミノ酸配列の場合には、５０℃、ｐＨ８の条件下で配列表の配列番
号６に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質の半分程度以上、より好ましくは８０％以
上、さらに好ましくは９０％以上の酵素活性を保持していることが望ましい。
【００６２】
　上記（Ｂ）などに示されるようなアミノ酸の変異は、例えば部位特異的変異法によって
、本酵素遺伝子の特定の部位のアミノ酸が置換、欠失、挿入、付加されるように塩基配列
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を改変することによって得られる。また、上記のような改変されたＤＮＡは、従来知られ
ている突然変異処理によっても取得され得る。突然変異処理としては、本酵素をコードす
るＤＮＡをヒドロキシルアミン等でインビトロ処理する方法、及び本酵素をコードするＤ
ＮＡを保持するエシェリヒア属細菌を、紫外線照射またはＮ－メチル－Ｎ’－ニトロ－Ｎ
－ニトロソグアニジン（ＮＴＧ）もしくは亜硝酸等の通常人工突然変異に用いられている
変異剤によって処理する方法が挙げられる。
【００６３】
　また、上記のような塩基の置換、欠失、挿入、付加、および／または逆位等には、微生
物の種あるいは菌株による差等、天然に生じる変異も含まれる。上記のような変異を有す
るＤＮＡを適当な細胞で発現させ、発現産物の本酵素活性を調べることにより、配列表の
配列番号６または１２に記載のタンパク質と実質的に同一のタンパク質をコードするＤＮ
Ａが得られる。
【００６４】
（４－２）形質転換体の作製およびペプチド生成酵素の生成
　本発明のＤＮＡを適当な宿主に導入し、発現させることによってペプチド生成酵素を生
成することができる。
【００６５】
　本発明のＤＮＡにより特定されるタンパク質を発現させるための宿主としては、エシェ
リヒア　コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）等のエシェリヒア属細菌、エンペド
バクター属細菌、スフィンゴバクテリウム属細菌、フラボバクテリウム属細菌、及びバチ
ルス　ズブチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）をはじめとする種々の原核細
胞、サッカロマイセス　セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａ
ｅ）、ピヒア　スティピティス（Ｐｉｃｈｉａ　ｓｔｉｐｉｔｉｓ）、アスペルギルス・
オリゼ（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ）をはじめとする種々の真核細胞を用い
ることができる。
【００６６】
　本発明のＤＮＡを宿主に導入するのに用いる組換えＤＮＡは、発現させようとする宿主
の種類に応じたベクターに、本発明のＤＮＡを、該ＤＮＡがコードするタンパク質が発現
可能な形態で挿入することで調製可能である。本発明のＤＮＡを発現させるためのプロモ
ータとしては、エンペドバクター　ブレビスなどのペプチド生成酵素遺伝子固有のプロモ
ータが宿主細胞で機能する場合には該プロモータを使用することができる。また、必要に
応じて宿主細胞で働く他のプロモータを本発明のＤＮＡに連結し、該プロモータ制御下で
発現させるようにしてもよい。
【００６７】
　組換えＤＮＡを宿主細胞に導入するための形質転換法としては、Ｄ．Ｍ．Ｍｏｒｒｉｓ
ｏｎの方法（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　６８，３２６（１９７９）
）あるいは受容菌細胞を塩化カルシウムで処理してＤＮＡの透過性を増す方法（Ｍａｎｄ
ｅｌ，Ｍ．　ａｎｄ　Ｈｉｇａ，Ａ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，５３，１５９（１９７
０））等が挙げられる。
【００６８】
　タンパク質を組換えＤＮＡ技術を用いて大量生産する場合、該タンパク質を生産する形
質転換体内で該タンパク質が会合し、タンパク質の封入体（ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｂｏｄ
ｙ）を形成させる形態も好ましい一実施形態として挙げられる。この発現生産方法の利点
は、目的のタンパク質を菌体内に存在するプロテアーゼによる消化から保護する点および
目的のタンパク質を菌体破砕に続く遠心分離操作によって簡単に精製できる点等である。
【００６９】
　このようにして得られるタンパク質封入体は、タンパク質変性剤により可溶化され、主
にその変性剤を除去することによる活性再生操作を経た後、正しく折り畳まれた生理的に
活性なタンパク質に変換される。例えば、ヒトインターロイキン－２の活性再生（特開昭
６１－２５７９３１号公報）等多くの例がある。
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【００７０】
　タンパク質封入体から活性型タンパク質を得るためには、可溶化・活性再生等の一連の
操作が必要であり、直接活性型タンパク質を生産する場合よりも操作が複雑になる。しか
し、菌体の生育に影響を及ぼすようなタンパク質を菌体内で大量に生産させる場合は、不
活性なタンパク質封入体として菌体内に蓄積させることにより、その影響を抑えることが
できる。
【００７１】
　目的タンパク質を封入体として大量生産させる方法として、強力なプロモータの制御下
、目的のタンパク質を単独で発現させる方法の他、大量発現することが知られているタン
パク質との融合タンパク質として発現させる方法がある。
【００７２】
　以下、形質転換された大腸菌を作製し、これを用いてペプチド生成酵素を製造する方法
を例として、より具体的に説明する。なお、大腸菌などの微生物にペプチド生成酵素を作
製させる場合、タンパク質のコード配列として、リーダー配列を含む前駆タンパク質をコ
ードするＤＮＡを組み込こんでも、リーダー配列を含まない成熟タンパク質領域のＤＮＡ
のみを組み込んでもよく、作製しようとする酵素の製造条件、形態、使用条件などにより
適宜選択することができる。
【００７３】
　ペプチド生成酵素をコードするＤＮＡを発現させるプロモータとしては、通常大腸菌に
おける異種タンパク質生産に用いられるプロモータを使用することができ、例えば、Ｔ７
プロモータ、ｌａｃプロモータ、ｔｒｐプロモータ、ｔｒｃプロモータ、ｔａｃプロモー
タ、ラムダファージのＰＲプロモータ、ＰＬプロモータ等の強力なプロモータが挙げられ
る。また、ベクターとしては、ｐＵＣ１９、ｐＵＣ１８、ｐＢＲ３２２、ｐＨＳＧ２９９
、ｐＨＳＧ２９８、ｐＨＳＧ３９９、ｐＨＳＧ３９８、ＲＳＦ１０１０、ｐＭＷ１１９、
ｐＭＷ１１８、ｐＭＷ２１９、ｐＭＷ２１８等を用いることができる。他にもファージＤ
ＮＡのベクターも利用できる。さらに、プロモータを含み、挿入ＤＮＡ配列を発現させる
ことができる発現ベクターを使用することもできる。
【００７４】
　ペプチド生成酵素を融合タンパク質封入体として生産させるためには、ペプチド生成酵
素遺伝子の上流あるいは下流に、他のタンパク質、好ましくは親水性であるペプチドをコ
ードする遺伝子を連結して、融合タンパク質遺伝子とする。このような他のタンパク質を
コードする遺伝子としては、融合タンパク質の蓄積量を増加させ、変性・再生工程後に融
合タンパク質の溶解性を高めるものであればよく、例えば、Ｔ７ｇｅｎｅ　１０、β－ガ
ラクトシダーゼ遺伝子、デヒドロ葉酸還元酵素遺伝子、インターフェロンγ遺伝子、イン
ターロイキン－２遺伝子、プロキモシン遺伝子等が候補として挙げられる。
【００７５】
　これらの遺伝子とペプチド生成酵素をコードする遺伝子とを連結する際には、コドンの
読み取りフレームが一致するようにする。適当な制限酵素部位で連結するか、あるいは適
当な配列の合成ＤＮＡを利用すればよい。
【００７６】
　また、生産量を増大させるためには、融合タンパク質遺伝子の下流に転写終結配列であ
るターミネータを連結することが好ましい場合がある。このターミネータとしては、Ｔ７
ターミネータ、ｆｄファージターミネータ、Ｔ４ターミネータ、テトラサイクリン耐性遺
伝子のターミネータ、大腸菌ｔｒｐＡ遺伝子のターミネータ等が挙げられる。
【００７７】
　ペプチド生成酵素またはペプチド生成酵素と他のタンパク質との融合タンパク質をコー
ドする遺伝子を大腸菌に導入するためのベクターとしては、いわゆるマルチコピー型のも
のが好ましく、ＣｏｌＥ１由来の複製開始点を有するプラスミド、例えばｐＵＣ系のプラ
スミドやｐＢＲ３２２系のプラスミドあるいはその誘導体が挙げられる。ここで、「誘導
体」とは、塩基の置換、欠失、挿入、付加および／または逆位などによってプラスミドに
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改変を施したものを意味する。なお、ここでいう改変とは、変異剤やＵＶ照射などによる
変異処理、あるいは自然変異などによる改変をも含む。
【００７８】
　また、形質転換体を選別するために、該ベクターがアンピシリン耐性遺伝子等のマーカ
ーを有することが好ましい。このようなプラスミドとして、強力なプロモータを持つ発現
ベクターが市販されている（ｐＵＣ系（宝酒造（株）製）、ｐＰＲＯＫ系（クローンテッ
ク製）、ｐＫＫ２３３－２（クローンテック製）ほか）。
【００７９】
　プロモータ、ペプチド生成酵素またはペプチド生成酵素と他のタンパク質との融合タン
パク質をコードする遺伝子、場合によってはターミネータの順に連結したＤＮＡ断片と、
ベクターＤＮＡとを連結して組換えＤＮＡを得る。
【００８０】
　該組換えＤＮＡを用いて大腸菌を形質転換し、この大腸菌を培養すると、ペプチド生成
酵素またはペプチド生成酵素と他のタンパク質との融合タンパク質が発現生産される。形
質転換される宿主は、異種遺伝子の発現に通常用いられる株を使用することができるが、
エシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９株が好ましい。形質転換を行う方法、および形質転換体
を選別する方法はＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，　２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ　（１９８９）等に記載されている
。
【００８１】
　融合タンパク質として発現させた場合、血液凝固因子Ｘａ、カリクレインなどの、ペプ
チド生成酵素内に存在しない配列を認識配列とする制限プロテアーゼを用いてペプチド生
成酵素を切り出せるようにしてもよい。
【００８２】
　生産培地としては、Ｍ９－カザミノ酸培地、ＬＢ培地など、大腸菌を培養するために通
常用いる培地を用いてもよい。また、培養条件、生産誘導条件は、用いたベクターのマー
カー、プロモータ、宿主菌等の種類に応じて適宜選択する。
【００８３】
　ペプチド生成酵素またはペプチド生成酵素と他のタンパク質との融合タンパク質を回収
するには、以下の方法などがある。ペプチド生成酵素あるいはその融合タンパク質が菌体
内に可溶化されていれば、菌体を回収した後、菌体を破砕あるいは溶菌させ、粗酵素液と
して使用できる。さらに、必要に応じて、通常の沈澱、濾過、カラムクロマトグラフィー
等の手法によりペプチド生成酵素あるいはその融合タンパク質を精製して用いることも可
能である。この場合、ペプチド生成酵素あるいは融合タンパク質の抗体を利用した精製法
も利用できる。
【００８４】
　タンパク質封入体が形成される場合には、変性剤でこれを可溶化する。菌体タンパク質
とともに可溶化してもよいが、以降の精製操作を考慮すると、封入体を取り出して、これ
を可溶化するのが好ましい。封入体を菌体から回収するには、従来公知の方法で行えばよ
い。例えば、菌体を破壊し、遠心分離操作等によって封入体を回収する。タンパク質封入
体を可溶化させる変性剤としては、グアニジン塩酸（例えば、６Ｍ、ｐＨ５～８）や尿素
（例えば８Ｍ）などが挙げられる。
【００８５】
　これらの変性剤を透析等により除くと、活性を有するタンパク質として再生される。透
析に用いる透析溶液としては、トリス塩酸緩衝液やリン酸緩衝液などを用いればよく、濃
度としては２０ｍＭ～０．５Ｍ、ｐＨとしては５～８が挙げられる。
【００８６】
　再生工程時のタンパク質濃度は、５００μｇ／ｍｌ程度以下に抑えるのが好ましい。再
生したペプチド生成酵素が自己架橋を行うのを抑えるために、透析温度は５℃以下である
ことが好ましい。また、変性剤除去の方法として、この透析法のほか、希釈法、限外濾過
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法などがあり、いずれを用いても活性の再生が期待できる。
【００８７】
（５）本発明のＤＮＡでコードされる酵素の性質
　本発明のＤＮＡがコードする酵素の活性は、例えばアミノ酸エステルとアミンを基質と
して含むホウ酸緩衝液中で反応させ、生成したペプチドを定量することにより測定できる
。より具体的な例としては、Ｌ－アラニンメチルエステル　１００ｍＭ、Ｌ－グルタミン
　２００ｍＭを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）を用いて、２５℃で数分反応
させる方法が挙げられる。
【００８８】
　本発明に用いられる酵素の活性単位については、Ｌ－アラニンメチルエステル　１００
ｍＭ、Ｌ－グルタミン　２００ｍＭを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）を用い
て、２５℃で反応させた条件で、１分間に１μｍｏｌｅのペプチドを生成する酵素量を１
単位（Ｕ）と定義した。
【００８９】
　本発明のＤＮＡでコードされるタンパク質は、ペプチド生成酵素タンパク質である。ペ
プチド生成活性とは、カルボキシ成分とアミン成分とからペプチドを生成する活性のこと
をいう。以下、本発明のＤＮＡでコードされる酵素の好ましい形態について、その性質面
から説明する。
【００９０】
　本発明のＤＮＡでコードされる酵素の好ましい一形態として、ジペプチドの生成速度を
１つの指標とした、下記のような能力を有する酵素が挙げられる。すなわち、本発明の酵
素の好ましい一形態として、カルボキシ成分とアミン成分とからペプチドを生成する能力
を有し、下記（ｉ）～（ｉｖ）の条件下におけるジペプチド合成反応において、Ｌ－アラ
ニル－Ｌ－グルタミンの生成速度が、好ましくは０．０３ｍＭ／分以上、より好ましくは
０．３ｍＭ／分以上、特に好ましくは１．０ｍＭ／分以上となる能力を有する酵素が挙げ
られる。ジペプチド合成反応の条件は次のとおりである。
【００９１】
（ｉ）前記カルボキシ成分が、Ｌ－アラニンメチルエステル塩酸塩（１００ｍＭ）
（ｉｉ）前記アミン成分が、Ｌ－グルタミン（２００ｍＭ）
（ｉｉｉ）ｐＨが、９．０
（ｉｖ）酵素添加量が、タンパク量として０．６１ｍｇ／ｍｌ未満
【００９２】
　上記のような生成速度は、酵素を用いたペプチド合成のこれまでの常識を遙かに上回る
ものであり、本発明の酵素は極めて高速にペプチド合成を触媒する能力を有するものであ
る。
【００９３】
　上記酵素添加量とは、反応系に添加する酵素の終末添加量を示し、タンパク量として０
．０１ｍｇ／ｍｌ以上、好ましくは０．０２ｍｇ／ｍｌ以上の添加がのぞましい。「タン
パク量として」とは、プロテインアッセイＣＢＢ溶液（ナカライ製）を用い、牛血清アル
ブミンを標準物質としたクマシーブリリアントブルーによる発色法で示した値を用いた。
【００９４】
　酵素活性の測定についてより具体的な例を挙げると、アミノ酸エステルとアミンを基質
として含むホウ酸緩衝液中で反応させ、生成したペプチドを定量することにより測定でき
る。さらに具体的な例としては、Ｌ－アラニンメチルエステル　１００ｍＭ、Ｌ－グルタ
ミン　２００ｍＭを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）を用いて、２５℃で数分
反応させる方法が挙げられる。
【００９５】
　また、本発明のＤＮＡでコードされる酵素として好ましいものの一形態には、カルボキ
シ成分として、アミノ酸エステル、アミノ酸アミドのいずれをも基質とし得る性質を有す
る酵素が挙げられる。「アミノ酸エステル、アミノ酸アミドのいずれをも基質とし得る」
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というのは、アミノ酸エステルの少なくとも１種以上およびアミノ酸アミドの少なくとも
１種以上を基質とし得ることを意味する。また、本発明の酵素として好ましいものの一形
態には、アミン成分として、アミノ酸、Ｃ保護アミノ酸、アミンのいずれをも基質とし得
る性質を有する酵素が挙げられる。「アミノ酸、Ｃ保護アミノ酸、アミンのいずれをも基
質とし得る」というのは、アミノ酸の少なくとも１種以上、Ｃ保護アミノ酸の少なくとも
１種以上、および、アミンの少なくとも１種以上を基質とし得ることを意味する。カルボ
キシ成分またはアミン成分について幅広い基質特異性を有することは、工業生産の場にお
けるコスト、生産設備などの点で都合のよい原料の選択性が広がるという点で好ましい。
【００９６】
　カルボキシ成分の具体例を挙げると、例えば、Ｌ－アミノ酸エステル、Ｄ－アミノ酸エ
ステル、Ｌ－アミノ酸アミド、Ｄ－アミノ酸アミドなどが挙げられる。また、アミノ酸エ
ステルには、天然型のアミノ酸に対応するアミノ酸エステルだけでなく、非天然型のアミ
ノ酸もしくはその誘導体に対応するアミノ酸エステルもある。また、アミノ酸エステルと
しては、α－アミノ酸エステルの他、アミノ基の結合位置の異なる、β－、γ－、または
、ω－等のアミノ酸のエステルもある。アミノ酸エステルの代表例としては、アミノ酸の
メチルエステル、エチルエステル、ｎ－プロピルエステル、ｉｓｏ－プロピルエステル、
ｎ－ブチルエステル、ｉｓｏ－ブチルエステル、または、ｔｅｒｔ－ブチルエステルなど
が挙げられる。
【００９７】
　アミン成分の具体例を挙げると、例えば、Ｌ－アミノ酸、Ｃ保護Ｌ－アミノ酸、Ｄ－ア
ミノ酸、Ｃ保護Ｄ－アミノ酸、または、アミン等が例示される。また、アミンとしては、
天然型アミンだけでなく、非天然型のアミンもしくはその誘導体なども例示される。また
、アミノ酸としては、天然型アミノ酸だけではなく非天然型アミノ酸もしくはその誘導体
も例示される。α－アミノ酸の他、アミノ基の結合位置の異なる、β－、γ－、ω－等の
アミノ酸なども例示される。
【００９８】
　また、更に別の側面として、本発明のＤＮＡでコードされる酵素として好ましいものの
一形態には、ペプチド生成反応における触媒可能なｐＨの範囲が６．５～１０．５の範囲
である酵素が挙げられる。このように広いｐＨ範囲で触媒可能であることは、様々な制約
が生じ得る工業的生産において柔軟な対応が可能であるという点で好ましい。ただし、実
際にペプチドを生産するにあたっては、酵素の触媒性能を最大限に引き出すように、取得
された酵素に応じてさらに至適ｐＨに調整して用いることが好ましい。
【００９９】
　また、更に別の側面として、本発明のＤＮＡでコードされる酵素として好ましいものの
一形態には、ペプチド生成反応における触媒可能な温度条件が０～６０℃の範囲である酵
素が挙げられる。このように広い温度範囲で触媒可能であることは、様々な制約が生じ得
る工業的生産において柔軟な対応が可能であるという点で好ましい。ただし、実際にペプ
チドを生産するにあたっては、酵素の触媒性能を最大限に引き出すように、取得された酵
素に応じてさらに至適温度に調整して用いることが好ましい。
【０１００】
（６）ジペプチドの製造方法
　本発明のジペプチドを製造する方法では、所定の酵素の存在下でカルボキシ成分とアミ
ン成分とを反応させる。すなわち、本発明のジペプチドの製造方法は、カルボキシ成分と
アミン成分とからペプチドを生成する能力を有する酵素または当該酵素を含む含有物を、
カルボキシ成分とアミン成分とに作用させ、ジペプチドを合成せしめるものである。
【０１０１】
　本発明に使用する酵素または酵素含有物を、カルボキシ成分とアミン成分に作用せしめ
る方法としては、当該酵素または酵素含有物、カルボキシ成分、およびアミン成分を混合
すればよい。より具体的には、酵素または酵素含有物をカルボキシ成分とアミン成分を含
む溶液中に添加して反応せしめる方法を用いてもよいし、当該酵素を生産する微生物を用
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いる場合には、当該酵素を生産する微生物を培養し、微生物中または微生物の培養液中に
当該酵素を生成・蓄積せしめ、培養液中にカルボキシ成分とアミン成分を添加する方法な
どを用いてもよい。生成されたジペプチドは、定法により回収し、必要に応じて精製する
ことができる。
【０１０２】
　「酵素含有物」とは、当該酵素を含有するものであればよく、具体的形態としては、当
該酵素を生産する微生物の培養物、当該培養物から分離された微生物菌体、菌体処理物な
どが含まれる。微生物の培養物とは、微生物を培養して得られる物のことであり、より具
体的には、微生物菌体、その微生物の培養に用いた培地および培養された微生物により生
成された物質の混合物などのことをいう。また、微生物菌体は洗浄し、洗浄菌体として用
いてもよい。また、菌体処理物には、菌体を破砕、溶菌、凍結乾燥したものなどが含まれ
、さらに菌体などを処理して回収される粗酵素、さらに精製した精製酵素なども含まれる
。精製処理された酵素としては、各種精製法によって得られる部分精製酵素等を使用して
もよいし、これらを共有結合法、吸着法、包括法等によって固定化した固定化酵素を使用
してもよい。また、使用する微生物によっては、培養中に一部、溶菌するものもあるので
、この場合には培養液上清も酵素含有物として利用できる。
【０１０３】
　また、当該酵素を含む微生物としては野生株を用いても良いし、本酵素を発現した遺伝
子組換え株を用いてもよい。当該微生物としては、酵素微生物菌体に限らず、アセトン処
理菌体、凍結乾燥菌体等の菌体処理物を使用してもよいし、これらを共有結合法、吸着法
、包括法等によって固定化した固定化菌体、固定化菌体処理物を使用してもよい。
【０１０４】
　なお、培養物、培養菌体、洗浄菌体、菌体を破砕あるいは溶菌させた菌体処理物を用い
る場合には、ペプチドの生成に関与せずに生成ペプチドを分解する酵素が存在することが
多く、この場合には、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）のような金属プロテアーゼ阻
害剤を添加するほうが好ましい場合がある。添加量は、０．１ｍＭから３００ｍＭの範囲
で、好ましくは１ｍＭから１００ｍＭである。
【０１０５】
　本発明のジペプチド製造方法の好ましい形態としては、上記（４－２）に記載した形質
転換細胞を培地中で培養し、培地中および／または形質転換細胞中に、ペプチド生成酵素
を蓄積させる方法が挙げられる。形質転換体を用いることにより、ペプチド生成酵素を簡
便に大量生成できるため、ジペプチドの生成も大量に速く行うことができる。
【０１０６】
　酵素または酵素含有物の使用量は、目的とする効果を発揮する量（有効量）であればよ
く、この有効量は当業者であれば簡単な予備実験により容易に求められるが、例えば酵素
を用いる場合には、０．０１から１００ユニット（Ｕ）程度、洗浄菌体を用いる場合は１
～５００ｇ／Ｌ程度である。
【０１０７】
　カルボキシ成分としては、もう一つの基質であるアミン成分と縮合してペプチドを生成
できるものであれば、いかなるものを使用してよい。カルボキシ成分としては、例えば、
Ｌ－アミノ酸エステル、Ｄ－アミノ酸エステル、Ｌ－アミノ酸アミド、Ｄ－アミノ酸アミ
ド、更にはアミノ基の有さない有機酸エステル等が挙げられる。また、アミノ酸エステル
としては、天然型のアミノ酸に対応するアミノ酸エステルだけでなく、非天然型のアミノ
酸もしくはその誘導体に対応するアミノ酸エステルなども例示される。また、アミノ酸エ
ステルとしては、α－アミノ酸エステルの他、アミノ基の結合位置の異なる、β－、γ－
、ω－等のアミノ酸のエステルなども例示される。アミノ酸エステルの代表例としては、
アミノ酸のメチルエステル、エチルエステル、ｎ－プロピルエステル、ｉｓｏ－プロピル
エステル、ｎ－ブチルエステル、ｉｓｏ－ブチルエステル、ｔｅｒｔ－ブチルエステル等
が例示される。
【０１０８】
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　アミン成分としては、もう一つの基質であるカルボキシ成分と縮合してペプチドを生成
できるものであれば、いかなるものも使用してよい。アミン成分としては、例えば、Ｌ－
アミノ酸、Ｃ保護Ｌ－アミノ酸、Ｄ－アミノ酸、Ｃ保護Ｄ－アミノ酸、アミン等が挙げら
れる。また、アミンとしは、天然型アミンだけでなく、非天然型のアミンもしくはその誘
導体などが例示される。また、アミノ酸としては、天然型アミノ酸だけではなく非天然型
アミノ酸もしくはその誘導体も例示される。α－アミノ酸の他、アミノ基の結合位置の異
なる、β－、γ－、ω－等のアミノ酸なども例示される。
【０１０９】
　出発原料であるカルボキシ成分およびアミン成分の濃度は各々１ｍＭ～１０Ｍ、好まし
くは０．０５Ｍ～２Ｍであるが、カルボキシ成分に対してアミン成分を等量以上添加した
ほうが好ましい場合がある。また、基質が高濃度だと反応を阻害するような場合には、反
応中にこれらを阻害しない濃度にして逐次添加することができる。
【０１１０】
　反応温度は０～６０℃でペプチド合成可能であり、好ましくは５～４０℃である。また
反応ｐＨはｐＨ６．５～１０．５でペプチド合成可能であり、好ましくはｐＨ７．０～１
０．０である。
【実施例】
【０１１１】
　以下、実施例をあげて、さらに詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるもので
はない。生成物の測定には、薄層クロマトグラムのニンヒドリン発色での確認（定性）に
加え、定量的には以下に示す高速液体クロマトグラフィーにて定量した。カラム：Ｉｎｅ
ｒｔｓｉＬ　ＯＤＳ－２（ＧＬサイエンス社製）、溶離液：５．０ｍＭ　１－オクタンス
ルホン酸ナトリウムを含むリン酸水溶液（ｐＨ２．１）：メタノール＝１００：１５～５
０、流量：１．０ｍＬ／ｍｉｎ、検出２１０ｎｍ。
【０１１２】
（実施例１）微生物の培養（Ｅｍｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ　ｂｒｅｖｉｓ　ＦＥＲＭ　ＢＰ
－８１１３）
　１Ｌ中にグルコース　５ｇ、硫酸アンモニウム　５ｇ、リン酸一カリウム　１ｇ、リン
酸二カリウム　３ｇ、硫酸マグネシウム　０．５ｇ、酵母エキス　１０ｇ、ペプトン　１
０ｇを含む培地（ｐＨ６．２）５０ｍＬを５００ｍＬ坂口フラスコに分注し、１１５℃で
１５分殺菌した。これに同培地で３０℃、１６時間培養したエンペドバクター　ブレビス
　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄
託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６、国際寄
託移管日；２００２年７月８日）を１白金耳接種し、３０℃、１２０往復／分で１６時間
振盪培養を行った。
【０１１３】
（実施例２）微生物菌体を用いるペプチドの生産
　実施例１で得られた培養液を遠心分離（１０，０００ｒｐｍ，１５分）し菌体を集め、
１０ｍＭ　ＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）に１００ｇ／Ｌになる
ように懸濁した。懸濁液１ｍＬを、ＥＤＴＡ１０ｍＭと下記のカルボキシ成分　２００ｍ
Ｍと、下記のアミノ酸４００ｍＭを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１ｍＬに
それぞれ添加し、全量を２ｍＬとした後、１８℃にて２時間反応をおこなった。この結果
、生成したペプチドを表１に示した。
【０１１４】
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【表１】

【０１１５】
（実施例３）酵素の精製（Ｅｍｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ　ｂｒｅｖｉｓ　ＦＥＲＭ　ＢＰ－
８１１３）
　以下、遠心分離以降の操作は氷上あるいは４℃にて行った。実施例１と同様に、Ｅｍｐ
ｅｄｏｂａｃｔｅｒ　ｂｒｅｖｉｓ　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立行政
法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東
１丁目１番地１　中央第６、国際寄託移管日；２００２年７月８日）を培養し、遠心分離
（１０，０００ｒｐｍ，１５分）によって菌体を集めた。菌体１６ｇを５０ｍＭトリス－
塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）にて洗浄後、同緩衝液４０ｍｌに懸濁し、１９５Ｗにて４５分
間超音波破砕処理を行った。この超音波破砕液を遠心分離（１０，０００ｒｐｍ，３０分
）し、破砕菌体片を除去することにより超音波破砕液上清を得た。この超音波破砕液上清
を５０ｍＭトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）に対して一夜透析し、超遠心分離（５０，
０００ｒｐｍ，３０分）にて不溶性画分を除去することにより、上清液として可溶性画分
を得た。得られた可溶性画分をトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）にて予め平衡化したＱ
－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰカラム（アマシャム社製）に供し、非吸着画分から活性画分
を集めた。この活性画分を５０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．５）に対して一夜透析し、遠心
分離（１０，０００ｒｐｍ，３０分）にて不溶性画分を除去することにより、上清液とし
て透析画分を得た。この透析画分を５０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．５）で予め平衡化した
Ｍｏｎｏ　Ｓカラム（アマシャム社製）に供し、０～１Ｍ　ＮａＣｌを含む同緩衝液の直
線的な濃度勾配で酵素を溶出させた。活性画分の内、夾雑タンパクの最も少ない一画分を
１Ｍ　ＮａＣｌを含む５０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．５）で予め平衡化したＳｕｐｅｒｄ
ｅｘ　２００ｐｇ　カラム（アマシャム社製）に供し、１Ｍ　ＮａＣｌを含む同緩衝液（
ｐＨ４．５）を流すことによりゲル濾過を行い、活性画分溶液を得た。これらの操作によ
り、本発明に使用されるペプチド生成酵素は電気泳動の実験結果より均一に精製されたこ
とが確認された。上記の精製工程における活性の回収率は１２．２％、精製度は７０７倍
であった。
【０１１６】
（実施例４）酵素の分子量測定
（ＳＤＳ－ゲル電気泳動）
　実施例３の方法により得られた精製酵素画分０．３μｇ相当をポリアクリルアミド電気
泳動に供した。電気泳動緩衝液には０．３％（ｗ／ｖ）トリス、１．４４％（ｗ／ｖ）グ
リシン、０．１％（ｗ／ｖ）ラウリル硫酸ナトリウムを、ポリアクリルアミドゲルはゲル
濃度１０～２０％の濃度勾配ゲル（マルチゲル１０－２０、第一化学薬品製）、分子量マ
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ーカーはファルマシア製分子量マーカーを用いた。電気泳動終了後、クーマシーブリリア
ントブルーＲ－２５０によってゲルを染色し、分子量約７５ｋＤａ位置に均一なバンドが
検出された。
【０１１７】
（ゲル濾過）
　実施例３の方法により得られた精製酵素画分を１Ｍ　ＮａＣｌを含む５０ｍＭ酢酸緩衝
液（ｐＨ４．５）で予め平衡化したＳｕｐｅｒｄｅｘ　２００ｐｇ　カラム（アマシャム
社製）に供し、１Ｍ　ＮａＣｌを含む同緩衝液（ｐＨ４．５）を流すことによりゲル濾過
を行い、分子量を測定した。検量線を作成するための分子量既知の標準タンパクとしては
ファルマシア製分子量マーカーを用いた。この結果、得られた酵素の分子量は約１５０ｋ
Ｄａであった。
【０１１８】
　ＳＤＳ－ゲル電気泳動とゲル濾過の結果より、本酵素は分子量約７５ｋＤａのホモダイ
マーであることが示唆された。
【０１１９】
（実施例５）酵素の至適ｐＨ
　Ｌ－アラニンメチルエステル塩酸塩とＬ－グルタミンからＬ－アラニル－Ｌ－グルタミ
ンを生成する反応におけるｐＨの影響を検討した。緩衝液としては、酢酸緩衝液（ｐＨ３
．９～５．４）ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ５．４～６．４）、リン酸緩衝液（ｐＨ６．０～７．
９）ホウ酸緩衝液（ｐＨ７．８～９．３）、ＣＡＰＳ緩衝液（ｐＨ９．３～１０．７）、
およびＫ２ＨＰＯ４－ＮａＯＨ緩衝液（ｐＨ１０．８～１１．６）を用いた。１００ｍＭ
　Ｌ－アラニンメチルエステル、２００ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１０ｍＭのＥＤＴＡを含
む１００ｍＭのそれぞれの緩衝液１００μｌに実施例３で得られたＭｏｎｏＳ画分酵素（
約１８０Ｕ／ｍｌ）を１μｌ加え、１８℃、５分間反応させ、反応に対するｐＨの影響を
測定した。ホウ酸緩衝液（ｐＨ９．３）を用いた場合の活性を１００％とした結果を第１
図に示した。この結果、本酵素の至適ｐＨは８～９．５であった。
【０１２０】
（実施例６）酵素の至適温度
　Ｌ－アラニンメチルエステル塩酸塩とＬ－グルタミンからＬ－アラニル－Ｌ－グルタミ
ンを生成する反応における温度の影響を検討した。１００ｍＭ　Ｌ－アラニンメチルエス
テル、２００ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１０ｍＭ　ＥＤＴＡを含む１００ｍＭのホウ酸緩衝
液（ｐＨ９．０）１００μｌに実施例５で用いたものと同じ酵素画分を１μｌ加え、各温
度にて５分間反応させ、反応に対する温度の影響を測定した。３４℃での活性を１００％
とした結果を第２図に示した。この結果、本酵素の至適温度は３０～４０℃であった。
【０１２１】
（実施例７）酵素の阻害剤
　Ｌ－アラニンメチルエステル塩酸塩とＬ－グルタミンを基質に用い、Ｌ－アラニル－Ｌ
－グルタミン生成に与える阻害剤の影響を検討した。表２に示す１０ｍＭの各種酵素阻害
剤を含む１００ｍＭのホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）５０μｌに実施例５で用いたものと同
じ酵素画分２μｌを加え、２５℃にて５分間反応させた。尚、ｏ－フェナンスロリン、フ
ェニルメチルスルフォニルフルオリド、ｐ－ニトロフェニル－ｐ’－グアニジノベンゾエ
ートについては５０ｍＭになるようにメタノールに溶解したものを使用した。各条件での
酵素活性は酵素阻害剤を加えない条件でのＬ－アラニル－Ｌ－グルタミン生成を１００と
した場合の相対活性で示した。結果を表２に示す。この結果、本酵素は、セリン酵素阻害
剤の内、フェニルメチルスルフォニルフルオリドでは阻害されないが、ｐ－ニトロフェニ
ル－ｐ’－グアニジノベンゾエートで阻害される性質を示した。
【０１２２】
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【０１２３】
（実施例８）Ｌ－アラニンメチルエステルとＬ－グルタミンからのＬ－アラニル－Ｌ－グ
ルタミンの生産
　実施例５で用いたものと同じ酵素画分３μｌを、１００ｍＭのＬ－アラニンメチルエス
テル塩酸塩、２００ｍＭのＬ－グルタミン、１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸
緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌに加え、１８℃にて反応した。この結果、第３図に示す
ように、酵素添加区では、反応６０分で８３ｍＭのＬ－アラニル－Ｌ－グルタミン（Ｌ－
Ａｌａ－Ｌ－Ｇｌｎ）が生成し、副成するＬ－Ａｌａ－Ｌ－Ａｌａ－Ｌ－Ｇｌｎは１．３
ｍＭであった。一方、酵素無添加区でのＬ－Ａｌａ－Ｌ－Ｇｌｎ生成はほとんど認められ
ず、反応１２０分で０．０７ｍＭ程度であった。
【０１２４】
（実施例９）Ｌ－アラニル－Ｌ－グルタミンの生産に与えるＬ－グルタミン濃度の影響
　実施例５で用いたものと同じ酵素画分１μｌを、１００ｍＭのＬ－アラニンメチルエス
テル塩酸塩、表３に示す濃度のＬ－グルタミン、１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホ
ウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌに加え、１８℃にて２時間反応した。この結果を表
３に示した。
【０１２５】
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【表３】

【０１２６】
（実施例１０）酵素の基質特異性（１）
　カルボキシ成分としてＬ－アミノ酸エステルを用いた場合のエステル特異性を検討した
。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌを、表４に示す１００ｍＭのカルボキシ成
分、２００ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（
ｐＨ９．０）１００μｌに加え、２５℃にて２時間反応した。この反応で生成したＬ－Ａ
ｌａ－Ｌ－Ｇｌｎ量を表４に示した（表４中、ＨＣｌは塩酸塩を示す）。
【０１２７】
【表４】

【０１２８】
（実施例１１）酵素の基質特異性（２）
　カルボキシ成分にＬ－アラニンメチルエステル、アミン成分に各種のＬ－アミノ酸を用
いた場合のペプチド生産を検討した。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌを、１
００ｍＭのＬ－アラニンメチルエステル塩酸塩、１５０ｍＭの表５に示すＬ－アミノ酸、
１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌに加え、２
５℃にて３時間反応した。この反応で生成した各種ペプチドの生産量を表５に示した（＋
印は、ペプチドの生成は確認されているが、標準品がなく定量できなかったもの、ｔｒは
微量を示す）。
【０１２９】
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【表５】

【０１３０】
（実施例１２）酵素の基質特異性（３）
　カルボキシ成分に各種のＬ－アミノ酸メチルエステル、アミン成分にＬ－グルタミンを
用いた場合のペプチド生産を検討した。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌを、
表６に示す１００ｍＭのＬ－アミノ酸メチルエステル塩酸塩（ＡＡ－ＯＭｅ・ＨＣｌ）、
１５０ｍＭのＬ－グルタミン、１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ
９．０）１００μｌに加え、２５℃にて３時間反応した。この反応で生成した各種ペプチ
ドの生産量を表６に示した（＋印は、標準品がなく定量できなかったものの、生成は確認
されているもの、ｔｒは微量を示す）。尚、Ｌ－Ｔｒｐ－ＯＭｅ、Ｌ－Ｔｙｒ－ＯＭｅを
用いた場合には、反応系にＴｗｅｅｎ－８０を終末０．１％になるように添加した。
【０１３１】

【表６】
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【０１３２】
（実施例１３）酵素の基質特異性（４）
　カルボキシ成分に各種のＬ－アミノ酸メチルエステル、アミン成分に各種のＬ－アミノ
酸を用いた場合のペプチド生産を検討した。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌ
を、表７に示す１００ｍＭのＬ－アミノ酸メチルエステル塩酸塩（ＡＡ－ＯＭｅ・ＨＣｌ
）、表７に示す１５０ｍＭの各種Ｌ－アミノ酸、１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホ
ウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌに加え、２５℃にて３時間反応した。この反応で生
成した各種ペプチドの生産量を表７に示した（ｔｒは微量を示す）。尚、Ｌ－Ｔｒｐ－Ｏ
Ｍｅを用いた場合には、反応系にＴｗｅｅｎ－８０を終末０．１％になるように添加した
（＋印は、標準品がなく定量できなかったものの、生成が確認されているものを示す）。
【０１３３】
【表７】

【０１３４】
（実施例１４）酵素の基質特異性（５）
　カルボキシ成分に各種のＬ－またはＤ－体のアミノ酸メチルエステル、アミン成分に各
種のＬ－またはＤ－体のアミノ酸を用いた場合のペプチド生産を検討した。実施例５で用
いたものと同じ酵素画分２μｌを、表８に示す１００ｍＭのアミノ酸メチルエステル塩酸
塩（ＡＡ－ＯＭｅ・ＨＣｌ）、表８に示す１５０ｍＭの各種アミノ酸、１０ｍＭのＥＤＴ
Ａを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌに加え、２５℃にて３時間反
応した。この反応で生成した各種ペプチドの生産量を表８に示した（ｔｒは微量を示す）
。
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【０１３５】
【表８】

【０１３６】
（実施例１５）酵素の基質特異性（６）
　カルボキシ成分に各種のＬ－アミノ酸アミド、アミン成分に各種のＬ－アミノ酸を用い
た場合のペプチド生産を検討した。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌを、表９
に示す１００ｍＭのＬ－アミノ酸アミド（ＡＡ－ＮＨ２・ＨＣｌ）、表９に示す１５０ｍ
ＭのＬ－アミノ酸、１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１
００μｌに加え、２５℃にて３時間反応した。この反応で生成した各種ペプチドの生産量
を表９に示した。
【０１３７】
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【表９】

【０１３８】
（実施例１６）酵素の基質特異性（７）
　カルボキシ成分に各種のＬ－アラニンメチルエステル、アミン成分にＣ保護Ｌ－アミノ
酸を用いた場合のペプチド生産を検討した。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌ
を、表１０に示す１００ｍＭのＬ－アラニン酸メチルエステル塩酸塩（ＡＡ－ＯＭｅ・Ｈ
Ｃｌ）、表１０に示す１５０ｍＭのＬ－アミノ酸アミド、１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１０
０ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌに加え、２５℃にて３時間反応した。この
反応で生成した各種ペプチドの生産量を表１０に示した。
【０１３９】

【表１０】

【０１４０】
（実施例１７）酵素の基質特異性（８）
　カルボキシ成分に各種のアミノ酸メチルエステル、アミン成分にメチルアミンを用いた
場合のペプチド生産を検討した。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌを、表１１
に示す１００ｍＭのアミノ酸メチルエステル（ＡＡ－ＯＭｅ・ＨＣｌ）、表１１に示す１
５０ｍＭのメチルアミン、１０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．
０）１００μｌに加え、２５℃にて３時間反応した。この反応で生成した各種ペプチドの
生産量を表１１に示した。
【０１４１】
【表１１】

【０１４２】
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（実施例１８）酵素の基質特異性（９）
　カルボキシ成分としてβ－アミノ酸エステル、あるいはアミン成分としてβ－アミノ酸
を用いた場合のペプチド生産を検討した。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌを
、表１２に示す１００ｍＭのカルボキシ成分、表１２に示す１５０ｍＭのアミン成分、１
０ｍＭのＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌに加え、２５
℃にて３時間反応した。この反応で生成した各種ペプチドの生産量を表１２に示した（ｔ
ｒは微量を示す）。
【０１４３】
【表１２】

【０１４４】
（実施例１９）酵素の基質特異性（１０）
　カルボキシ成分としてＬ－アミノ酸エステル、アミン成分としてペプチドを用いた場合
のオリゴペプチド生産を検討した。実施例５で用いたものと同じ酵素画分２μｌを、表１
３に示す１００ｍＭのカルボキシ成分、表１３に示す１５０ｍＭのアミン成分、１０ｍＭ
のＥＤＴＡを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌに加え、２５℃にて
３時間反応した。この反応で生成した各種ペプチドの生産量を表１３に示した。この結果
、本酵素はジペプチド生産のみならず、アミン成分としてペプチドを用いることにより、
鎖長の長いペプチドも生産できることが明らかとなった。
【０１４５】
　以上実施例９～１９に示されるように、エンペドバクター　ブレビス　ＦＥＲＭＰ－１
８５４５株から得られた本酵素が、極めて基質特異性の広い酵素であることが判明した。
【０１４６】
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【表１３】

【０１４７】
（実施例２０）既存酵素とのペプチド生成触媒能力の比較
　本酵素のペプチド生成能力を既存酵素と比較した。既存酵素としては、ＥＰ　２７８７
８７Ａ１記載のカルボキシペプチダ－ゼＹ、ＥＰ　３５９３９９Ｂ１記載のチオールエン
ドペプチダーゼ（フィシン、パパイン、ブロメライン、キモパパイン）を用い、これらに
ついては、シグマ社製の精製酵素を使用した。本酵素源としては実施例３で均一に精製し
た酵素を使用した。これら酵素は、タンパク量として表１４に示す量を反応系に添加した
。反応は、１００ｍＭ　Ｌ－アラニンメチルエステルと２００ｍＭ　Ｌ－グルタミンを含
む１００μｌのホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）に加え、２５℃にて反応した。尚、カルボキ
シペプチダーゼは、１ｍＭのＥＤＴＡを含む１０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）で溶解し
た酵素、チオールエンドペプチダーゼは、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１Ｍ　ＫＣｌ、５ｍＭ
　ジチオスレイトールを含む１０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）で溶解した酵素を用いた
。これら酵素によるＬ－アラニル－Ｌ－グルタミンの生成速度比を表１４に示した。
【０１４８】
　この結果、酵素無添加でも、ごく微量のＬ－アラニル－Ｌ－グルタミン生成が観察され
、カルボキシペプチダーゼあるいはチオールエンドペプチダーゼ添加区では、酵素無添加
区に比し若干生成速度速まることが観察された。これに対して、本酵素の添加区では圧倒
的に速いＬ－アラニル－Ｌ－グルタミン生成速度が観察され、その速度は、カルボキシペ
プチダーゼＹ、チオールエンドペプチダーゼに対して、約５，０００倍～１００，０００



(36) JP 2010-29214 A 2010.2.12

10

20

30

40

50

倍であった。以上のように、本酵素は、今までに例のない極めて速いペプチド生成速度を
有していることが判明した。尚、本酵素の分子量は７５０００のダイマーであるのに対し
、カルボキシペプチダーゼＹの分子量は約６１０００、上記チオールエンドペプチダーゼ
の分子量は約２３０００～３６０００と報告されているので、分子量当たりのＬ－アラニ
ル－Ｌ－グルタミン生成速度は、実施例に示した単位重量当たりよりも更に本酵素の方が
速くなる。
【０１４９】
【表１４】

【０１５０】
（実施例２１）スフィンゴバクテリウム　エスピーの菌体を用いるＬ－アラニル－Ｌ－グ
ルタミンの生産
　スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行
政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市
東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）の培養には、１Ｌ中
にグルコース　５ｇ、硫酸アンモニウム　５ｇ、リン酸一カリウム　１ｇ、リン酸二カリ
ウム　３ｇ、硫酸マグネシウム　０．５ｇ、酵母エキス　１０ｇ、ペプトン　１０ｇを含
む培地（ｐＨ７．０）５０ｍＬを５００ｍＬ坂口フラスコに分注し、１１５℃で１５分殺
菌したものを用いた。これに１Ｌ中にグルコース　５ｇ、酵母エキス　１０ｇ、ペプトン
　１０ｇ、ＮａＣｌ　５ｇを含む斜面寒天培地（寒天　２０ｇ／Ｌ、ｐＨ７．０）にて３
０℃、２４時間培養したスフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４
株（寄託機関；独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；
日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日
）を１白金耳接種し、３０℃、１２０往復／分、で２０時間振とう培養を行った。この培
養液１ｍｌを上記培地（５０ｍｌ／５００ｍＬ坂口フラスコ）に添加し、３０℃、１８時
間培養した。培養終了後、これらの培養液から菌体を遠心分離し、湿菌体として１００ｇ
／Ｌになるように１０ｍＭのＥＤＴＡを含む０．１Ｍホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）にて懸
濁した。この菌体懸濁液０．１ｍＬに、ＥＤＴＡ１０ｍＭ、Ｌ－アラニンメチルエステル
塩酸塩２００ｍＭ、及びＬ－グルタミン４００ｍＭを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ
９．０）０．１ｍＬを添加し、全量を０．２ｍＬとした後、２５℃にて１２０分反応をお
こなった。このときのＬ―アラニル－Ｌ－グルタミン）の生成量は６２ｍＭであった。
【０１５１】
（実施例２２）スフィンゴバクテリウム　エスピーからの酵素の精製
　以下、遠心分離以降の操作は氷上あるいは４℃にて行った。実施例２１と同様に、スフ
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ィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行政法人
産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁
目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）を培養し、遠心分離（１０
，０００ｒｐｍ，１５分）によって菌体を集めた。菌体２ｇを２０ｍＭトリス－塩酸緩衝
液（ｐＨ７．６）にて洗浄後、同緩衝液８ｍｌに懸濁し、１９５Ｗにて４５分間超音波破
砕処理を行った。この超音波破砕液を遠心分離（１０，０００ｒｐｍ，３０分）し、破砕
菌体片を除去することにより超音波破砕液上清を得た。この超音波破砕液上清を２０ｍＭ
トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ７．６）に対して一夜透析し、超遠心分離（５０，０００ｒｐ
ｍ，３０分）にて不溶性画分を除去することにより、上清液として可溶性画分を得た。得
られた可溶性画分をトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ７．６）にて予め平衡化したＱ－Ｓｅｐｈ
ａｒｏｓｅ　ＨＰカラム（アマシャム社製）に供し、非吸着画分から活性画分を集めた。
この活性画分を２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）に対して一夜透析し、遠心分離（１０
，０００ｒｐｍ，３０分）にて不溶性画分を除去することにより、上清液として透析画分
を得た。この透析画分を２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）で予め平衡化したＳＰ－Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰカラム（アマシャム社製）に供し、０～１Ｍ　ＮａＣｌを含む同緩
衝液の直線的な濃度勾配で酵素を溶出させた活性画分を得た。
【０１５２】
（実施例２３）酵素画分を用いたＬ－アラニル－Ｌ－グルタミンの生産
　実施例２２で精製したＳＰ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰ画分（約２７Ｕ／ｍｌ）１０μ
ｌを、１１１ｍＭのＬ－アラニンメチルエステル塩酸塩、２２２ｍＭのＬ－グルタミン、
１１ｍＭのＥＤＴＡを含む１１１ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）９０μｌに加え、２５
℃にて１２０分反応した。はこの結果、酵素添加区では、７３ｍＭのＬ－アラニル－Ｌ－
グルタミンが生成した。一方、酵素無添加区でのＬ－Ａｌａ－Ｌ－Ｇｌｎ生成はほとんど
認められず、反応１２０分で０．０７ｍＭ程度であった。
【０１５３】
（実施例２４）酵素の基質特異性（１１）
　スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行
政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市
東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）由来酵素の基質特異
性を検討した。表１５－１から表１５－４に示した終末１００ｍＭの各種カルボキシ成分
と１５０ｍＭの各種アミン成分、実施例２２で精製したＳＰ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰ
画分酵素（反応液中０．３３ユニット添加）を含む１０ｍＭのＥＤＴＡ含有１００ｍＭホ
ウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌの反応液を用い、２５℃にて１．５時間反応した。
この反応で生成した各種ペプチドの生産量を表１５に示した。（＋印は、標準品がなく定
量できなかったものの、生成は確認されているもの、ｔｒは微量を示す）。尚、Ｌ－Ｔｙ
ｒ－ＯＭｅを用いた場合には、反応系にＴｗｅｅｎ－８０を終末０．１％になるように添
加した。また、カルボキシ成分はいずれも塩酸塩を使用した。
【０１５４】
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【表１５－１】

【０１５５】
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【表１５－２】

【０１５６】
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【表１５－３】

【０１５７】
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【表１５－４】

【０１５８】
（実施例２５）酵素の基質特異性（１２）
　スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行
政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市
東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）由来酵素のオリゴペ
プチド生産に対する基質特異性を検討した。表１６に示した、終末１００ｍＭの各種カル
ボキシ成分と１５０ｍＭの各種アミン成分、実施例２２で精製したＳＰ－Ｓｅｐｈａｒｏ
ｓｅ　ＨＰ画分酵素（反応液中０．３３ユニット添加）を含む１０ｍＭのＥＤＴＡ含有１
００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌの反応液を用い、２５℃にて１．５時間
反応した。この反応で生成した各種オリゴペプチドの生産量を表１６に示した。尚、カル
ボキシ成分はいずれも塩酸塩を使用した。
【０１５９】
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【表１６】

【０１６０】
（実施例２６）酵素の基質特異性（１３）
　実施例５で用いたものと同じ酵素画分を用いて、エンペドバクター　ブレビスに由来す
る酵素の基質特異性をさらに検討した。
【０１６１】
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【表１７】

【０１６２】
　表１７に示した終末濃度の各種カルボキシ成分と各種アミン成分、酵素（反応液中０．
１ユニット添加）を含む１０ｍＭのＥＤＴＡ含有１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）
１００μｌの反応液を用い、２５℃にて表１７に示した反応時間で反応した。この反応で
生成した各種ペプチドの生産量を表１７に示した（＋印は、標準品がなく定量できなかっ
たものの、生成は確認されているもの、ｔｒは微量を示す）。
【０１６３】
　（略号）
Ｈ－Ａｌａ－ＯＭｅ：　Ｌ－アラニンメチルエステル塩酸塩
Ｈ－ｐ－Ｆ－Ｐｈｅ－ＯＭｅ：　ｐ－フルオロ－Ｌ－フェニルアラニンメチルエステル塩
酸塩
Ｈ－Ｃｌ－Ｆ－Ｐｈｅ－ＯＭｅ：　ｐ－クロロ－Ｌ－フェニルアラニンメチルエステル塩
酸塩
Ｈ－ｐ－ＮＯ２－Ｐｈｅ－ＯＭｅ：　ｐ－ニトロ－Ｌ－フェニルアラニンメチルエステル
塩酸塩
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Ｈ－ｔ－Ｌｅｕ－ＯＭｅ：　ｔｅｒｔ－Ｌ－ロイシンメチルエステル塩酸塩
Ｈ－２－Ｎａｌ－ＯＭｅ：　３－（２－ナフチル）－Ｌアラニンメチルエステル塩酸塩
Ｈ－Ａｉｂ－ＯＭｅ：　α－アミノイソブチリックアシッドメチルエステル塩酸塩
Ｈ－Ｎ－Ｍｅ－Ａｌａ－ＯＭｅ：　Ｎ－メチル－Ｌ－アラニンメチルエステル塩酸塩
Ｈ－ＣＨＡ－ＯＭｅ：　β－シクロヘキシル－Ｌ－アラニンメチルエステル塩酸塩
Ｈ－Ｓｅｒ（ｔＢｕ）－ＯＭｅ：Ｏ－ｔｅｒｔ－　ブチル－Ｌ－セリンメチルエステル塩
酸塩
Ｈ－Ａｓｐ（ＯｔＢｕ）－ＯＭｅ：　　Ｌ－アスパルチックアシッド　β－ｔｅｒｔ－ブ
チルエステル　α－メチルエステル塩酸塩
Ｈ－Ｌｙｓ（Ｂｏｃ）－ＯＭｅ：　Ｎ－ε－ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル－Ｌ－リジン
メチルエステル塩酸塩
Ｈ－ｐ－Ｆ－Ｐｈｅ－ＯＨ：　ｐ－フルオロ－Ｌ－フェニルアラニン
Ｈ－Ｃｌ－Ｆ－Ｐｈｅ－ＯＨ：　ｐ－クロロ－Ｌ－フェニルアラニン
Ｈ－ｐ－ＮＯ２－Ｐｈｅ－ＯＨ：　ｐ－ニトロ－Ｌ－フェニルアラニン
Ｈ－ｔ－Ｌｅｕ－ＯＨ：　ｔｅｒｔ－Ｌ－ロイシン
Ｈ－２－Ｎａｌ－ＯＨ：　３－（２－ナフチル）－Ｌアラニン
Ｈ－Ｇｌｎ－ＯＨ：　Ｌ－グルタミン
Ｈ－Ｐｈｅ－ＯＨ：　Ｌ－フェニルアラニン
Ｈ－Ｓｅｒ（ｔＢｕ）－ＯＨ：Ｏ－ｔｅｒｔ－　ブチル－Ｌ－セリン
Ｈ－Ａｓｐ（ＯｔＢｕ）－ＯＨ：　　Ｌ－アスパルチックアシッド　β－ｔｅｒｔ－ブチ
ルエステル
Ｈ－Ｌｙｓ（Ｂｏｃ）－ＯＨ：　Ｎ－ε－ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル－Ｌ－リジン
【０１６４】
（実施例２７）酵素の基質特異性（１４）
　実施例５で用いたものと同じ酵素画分（エンペドバクター　ブレビス由来）を用い、オ
リゴペプチド生産に対する基質特異性を検討した。表１８に示した終末濃度の各種カルボ
キシ成分と各種アミン成分、酵素（反応液中に添加したユニット数は表１８に記載）を含
む１０ｍＭのＥＤＴＡ含有１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）１００μｌの反応液を
用い、２５℃にて３時間反応した。この反応で生成した各種オリゴペプチドの生産量を表
１８に示した（＋印は、標準品がなく定量できなかったものの、生成は確認されているも
の、ｔｒは微量を示す）。尚、カルボキシ成分はいずれも塩酸塩を使用した。
【０１６５】
【表１８】

【０１６６】
（実施例２８）エンペドバクター　ブレビス由来のペプチド生成酵素遺伝子の単離
　以下、ペプチド生成酵素遺伝子の単離について述べるが、微生物はエンペドバクター　
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ブレビス　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立行政法人産業技術総合研究所特
許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６
、国際寄託移管日；２００２年７月８日）を用いた。遺伝子の単離にはエシェリヒア　コ
リ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＪＭ－１０９を宿主に用い、ベクターはｐＵＣ
１１８を用いた。
【０１６７】
　（１）決定内部アミノ酸配列に基づいたＰＣＲプライマーの作製
　前述のエンペドバクター　ブレビス　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立行
政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市
東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託移管日；２００２年７月８日）由来のペプチド生
成酵素のリジルエンドペプチダーゼによる消化物をエドマン分解法により決定したアミノ
酸配列（配列番号１及び２）をもとに、配列番号３及び４にそれぞれ示す塩基配列を有す
るミックスプライマーを作成した。
【０１６８】
　（２）菌体の取得
　エンペドバクター　ブレビス　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立行政法人
産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁
目１番地１　中央第６、国際寄託移管日；２００２年７月８日）をＣＭ２Ｇ寒天培地（５
０ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０ｇ／ｌ　ペプトン、５ｇ／ｌ　塩
化ナトリウム、２０ｇ／ｌ寒天，ｐＨ７．０））上で３０℃、２４時間培養した。この菌
体を、５０ｍｌのＣＭ２Ｇ液体培地（上記培地より寒天を除いた培地）を張り込んだ５０
０ｍｌの坂口フラスコに１白金耳植菌し、３０℃で振盪培養した。
【０１６９】
　（３）菌体からの染色体ＤＮＡの取得
　培養液５０ｍｌを遠心分離（１２，０００ｒｐｍ、４℃、１５分間）し、集菌した。Ｑ
ＩＡＧＥＮ　Ｇｅｎｏｍｉｃ－ｔｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ社）を用いて、説明
書の方法に基づき、この菌体から染色体ＤＮＡを取得した。
　（４）ＰＣＲ法によるペプチド生成酵素遺伝子の一部を含むＤＮＡ断片の取得エンペド
バクター　ブレビス　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立行政法人産業技術総
合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１
　中央第６、国際寄託移管日；２００２年７月８日）由来のペプチド生成酵素遺伝子の一
部を含むＤＮＡ断片を、ＬＡ－Ｔａｑ（宝酒造社製）を用いたＰＣＲ法により取得した。
エンペドバクター　ブレビス　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立行政法人産
業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁目
１番地１　中央第６、国際寄託移管日；２００２年７月８日）から取得した染色体ＤＮＡ
に対し、配列番号３及び４に示す塩基配列を有するプライマーを使用してＰＣＲ反応を行
った。
【０１７０】
　ＰＣＲ反応は、Ｔａｋａｒａ　ＰＣＲ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ　ＰＥＲＳＯＮ
ＡＬ（宝酒造製）を用いて行い、以下の条件の反応を３０サイクル行った。
　　　９４℃　　　３０秒
　　　５２℃　　　１分
　　　７２℃　　　１分
【０１７１】
　反応後、反応液３μｌを０．８％アガロース電気泳動に供した。その結果、約１．５ｋ
ｂのＤＮＡ断片が増幅されていることが確認された。
【０１７２】
　（５）遺伝子ライブラリーからのペプチド生成酵素遺伝子のクローニング
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、まず、上記ＰＣＲにおいて増幅された
ＤＮＡ断片をプローブとして用いたサザンハイブリダイゼーションを行った。サザンハイ



(46) JP 2010-29214 A 2010.2.12

10

20

30

40

50

ブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明されて
いる。
【０１７３】
　上記ＰＣＲで増幅された約１．５ｋｂＤＮＡ断片を、０．８％アガロース電気泳動によ
り分離した。目的のバンドを切り出し、精製した。このＤＮＡ断片をＤＩＧ　Ｈｉｇｈ　
Ｐｒｉｍｅ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づきプローブのジ
ゴキシニゲンによる標識を行った。
【０１７４】
　本実施例２８（３）で取得したエンペドバクター　ブレビスの染色体ＤＮＡを制限酵素
ＨｉｎｄＩＩＩで３７℃、１６時間反応させて完全に消化した後、０．８％アガロースゲ
ルで電気泳動した。電気泳動後のアガロースゲルからナイロンメンブレンフィルターＮｙ
ｌｏｎ　ｍｅｍｅｂｒａｎｅｓ　ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ　ｃｈａｒｇｅｄ（ロシュ・ダイ
アグノティクス社製）にブロッティングし、アルカリ変性、中和、固定化の処理を行った
。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社製）を用い
て行った。フィルターを５０℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った後、上記で
作製した、ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、５０℃で１６時間ハイブリダイ
ゼーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む２×ＳＳＣで室温、２
０分間洗浄した。さらに０．１％ＳＤＳを含む０．１×Ｓ・ＢＲ＞ＲＣで６５℃、１５分
間洗浄を２回行った。
【０１７５】
　プローブとハイブリダイズするバンドの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づき
行った。その結果、プローブとハイブリダイズする約４ｋｂのバンドが検出できた。
【０１７６】
　本実施例２８（３）で調製した染色体ＤＮＡ５μｇをＨｉｎｄＩＩＩで完全に消化した
。０．８％アガロースゲル電気泳動により約４ｋｂのＤＮＡを分離し、Ｇｅｎｅ　Ｃｌｅ
ａｎ　ＩＩ　Ｋｉｔ（フナコシ社製）を用いてＤＮＡを精製し、１０μｌのＴＥに溶解し
た。このうち４μｌと、ｐＵＣ１１８　ＨｉｎｄＩＩＩ／ＢＡＰ（宝酒造製）とを混合し
、ＤＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．２（宝酒造製）を用いて連結反応を行っ
た。このライゲーション反応液５μｌとＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９
のコンピテント・セル（東洋紡績製）１００μｌとを混合して、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
　ｃｏｌｉを形質転換した。これを適当な固形培地に塗布し、染色体ＤＮＡライブラリー
を作製した。
【０１７７】
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、上記プローブを用いたコロニーハイブ
リダイゼーションによる染色体ＤＮＡライブラリーのスクリーニングを行った。コロニー
ハイブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明さ
れている。
【０１７８】
　染色体ＤＮＡライブラリーのコロニーをナイロンメンブレンフィルターＮｙｌｏｎ　Ｍ
ｅｍｂｒａｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｃｏｌｏｎｙ　ａｎｄ　Ｐｌａｑｕｅ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）に移し、アルカリ変性、中和、固定化の処
理を行った。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社
製）を用いて行った。フィルターを３７℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った
後、上記ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、５０℃で１６時間ハイブリダイゼ
ーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む２×ＳＳＣで室温、２０
分間洗浄した。さらに０．１％ＳＤＳを含む０．１×ＳＳＣで６５℃、１５分間洗浄を２
回行った。
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【０１７９】
　標識プローブとハイブリダイズするコロニーの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に
基づき行った。その結果、標識プローブとハイブリダイズするコロニーを２株確認できた
。
【０１８０】
　（６）エンペドバクター　ブレビス由来ペプチド生成酵素遺伝子の塩基配列
　標識プローブとハイブリダイズしたことが確認された上記２菌株から、エシェリヒア　
コリ　ＪＭ１０９が保有するプラスミドを、Ｗｉｚａｒｄ　Ｐｌｕｓ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ
ｓ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（プロメガ社製）を用いて調製し
、プローブとハイブリダイズした近傍の塩基配列を決定した。シーケンス反応はＣＥＱ　
ＤＴＣＳ－Ｑｕｉｃｋ　Ｓｔａｒｔ　Ｋｉｔ（ベックマン・コールター社製）を用いて、
説明書に基づき行った。また、電気泳動はＣＥＱ　２０００－ＸＬ（ベックマン・コール
ター社製）を用いて行った。
【０１８１】
　その結果、ペプチド生成酵素の内部アミノ酸配列（配列番号１及び２）を含むタンパク
質をコードするオープンリーディングフレームが存在し、ペプチド生成酵素をコードする
遺伝子であることを確認した。ペプチド生成酵素遺伝子全長の塩基配列とこれに対応する
アミノ酸配列を配列表配列番号５に示した。得られたオープンリーディングフレームをＢ
ＬＡＳＴＰ．プログラムで相同性解析した結果、二つの酵素に相同性が見出され、Ａｃｅ
ｔｏｂａｃｔｅｒ　ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓのα－アミノ酸エステルハイドロラーゼ（
Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，６８（１），２１１－２１８（２０
０２）とは、アミノ酸配列で３４％、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌａｔｅｒｏｓｐｏ
ｒｕｍ（Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，１７３（２４），７８４８－７８５５（１９９１）
のグルタリル－７ＡＣＡアシラーゼとは、アミノ酸配列で２６％の相同性を示した。
【０１８２】
（実施例２９）エンペドバクター属由来のペプチド生成酵素遺伝子の大腸菌における発現
　エシェリヒア　コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）Ｗ３１１０染色体ＤＮＡ上
のｔｒｐオペロンのプロモーター領域を配列番号７、８に示すオリゴヌクレオチドをプラ
イマーとしてＰＣＲにより目的遺伝子領域を増幅し、得られたＤＮＡ断片をｐＧＥＭ―Ｔ
ｅａｓｙベクター（プロメガ製）にライゲーションした。このライゲーション溶液でＥ．
ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９を形質転換し、アンピシリン耐性株の中からｔｒｐプロモーターの
方向がｌａｃプロモーターと反対向きに挿入された目的のプラスミドを有する株を選択し
た。次にこのプラスミドをＥｃｏＯ１０９Ｉ／ＥｃｏＲＩにて処理して得られるｔｒｐプ
ロモーターを含むＤＮＡ断片と、ｐＵＣ１９（Ｔａｋａｒａ製）のＥｃｏＯ１０９Ｉ／Ｅ
ｃｏＲＩ処理物とライゲーションした。このライゲーション溶液でエシェリヒア　コリ　
ＪＭ１０９を形質転換し、アンピシリン耐性株の中から目的のプラスミドを有する株を選
択した。次にこのプラスミドをＨｉｎｄＩＩＩ／ＰｖｕＩＩにて処理して得られるＤＮＡ
断片と、ｐＫＫ２２３－３（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ製）をＨｉｎｄＩＩ
Ｉ／ＨｉｎｃＩＩにて処理し、得られたｒｒｎＢターミネーターを含むＤＮＡ断片とをラ
イゲーションした。このライゲーション溶液でＥ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９を形質転換し、
アンピシリン耐性株の中から目的のプラスミドを有する株を選択し、このプラスミドをｐ
ＴｒｐＴと命名した。
【０１８３】
　エンペドバクター　ブレビス　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１１３株（寄託機関；独立行政法人
産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁
目１番地１　中央第６、国際寄託移管日；２００２年７月８日）の染色体ＤＮＡを鋳型と
して配列番号９、１０に示すオリゴヌクレオチドをプライマーとしてＰＣＲにより目的遺
伝子を増幅した。このＤＮＡ断片をＮｄｅＩ／ＰｓｔＩにて処理し、得られたＤＮＡ断片
とｐＴｒｐＴのＮｄｅＩ／ＰｓｔＩ処理物をライゲーションした。このライゲーション溶
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液でエシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９を形質転換し、アンピシリン耐性株の中から目的の
プラスミドを有する株を選択し、このプラスミドをｐＴｒｐＴ＿Ｇｔｇ２と命名した。
【０１８４】
　ｐＴｒｐＴ＿Ｇｔｇ２を有するエシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９を１００ｍｇ／ｌアン
ピシリンを含むＬＢ培地で、３０℃、２４時間シード培養した。得られた培養液１ｍｌを
、５０ｍｌの培地（２ｇ／ｌＤ－グルコース、１０ｇ／ｌ酵母エキス、１０ｇ／ｌカザミ
ノ酸、５ｇ／ｌ硫酸アンモニウム、３ｇ／ｌリン酸二水素カリウム、１ｇ／ｌリン酸水素
二カリウム、０．５ｇ／ｌ硫酸マグネシウム七水和物、１００ｍｇ／ｌアンピシリン）を
張り込んだ５００ｍｌ坂口フラスコにシードし、２５℃、２４時間の本培養を行った。培
養液１ｍｌあたり０．４４ＵのＬ－アラニル－Ｌ－グルタミン生成活性を有しており、ク
ローニングした遺伝子がＥ．ｃｏｌｉで発現したことを確認した。なお、対照としてｐＴ
ｒｐＴのみを導入した形質転換体には、活性は検出されなかった。
【０１８５】
（シグナル配列予測）
　配列表に記載の配列番号６番のアミノ酸配列をＳｉｇｎａｌＰ　ｖ１．１プログラム（
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ｖｏｌ１２，ｎｏ．１，ｐｐ．３－９，１９
９９）にて解析したところ、アミノ酸配列の１－２２番目までがシグナルとして機能して
ペリプラズムに分泌すると予測され、成熟タンパクは２３番目より下流であると推定され
た。
【０１８６】
（分泌の確認）
　ｐＴｒｐＴ＿Ｇｔｇ２を有するエシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９を１００ｍｇ／ｌアン
ピシリンを含むＬＢ培地で、３０℃、２４時間シード培養した。得られた培養液１ｍｌを
、５０ｍｌの培地（２ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０ｇ／ｌカザミ
ノ酸、５ｇ／ｌ硫酸アンモニウム、３ｇ／ｌリン酸二水素カリウム、１ｇ／ｌリン酸水素
二カリウム、０．５ｇ／ｌ硫酸マグネシウム七水和物、１００ｍｇ／ｌアンピシリン）を
張り込んだ５００ｍｌ坂口フラスコにシードし、２５℃、２４時間の本培養を行い培養菌
体を得た。
【０１８７】
　上記培養菌体を２０ｇ／ｄｌのスクロース溶液を用いた浸透圧ショック法により、ペリ
プラズム画分とサイトプラズム画分に分画した。２０ｇ／ｄｌのスクロース溶液に浸した
菌体を５ｍＭ　ＭｇＳＯ４水溶液に浸し、この遠心上清をペリプラズム画分（Ｐｅ）とし
た。また、その遠心沈殿を再懸濁し、超音波破砕したものをサイトプラズム画分（Ｃｙ）
とした。サイトプラズムを分離したことを確認するために、サイトプラズムに存在するこ
とが知られているグルコース６燐酸デヒロドロゲナーゼの活性を指標とした。測定法は１
ｍＭ　グルコース６燐酸、０．４ｍＭ　ＮＡＤＰ、１０ｍＭ　ＭｇＳＯ４、５０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ－Ｃｌ（ｐＨ８）、３０℃の反応溶液の中に適当量の酵素を添加し、３４０ｎｍの
吸光度の測定によりＮＡＤＰＨの生成を測定することにより行った。
【０１８８】
　別途調整した無細胞抽出液の活性を１００％としたときの、サイトプラズム画分、ペリ
プラズム画分の酵素量を第４図に示す。グルコース６燐酸デヒロドロゲナーゼ活性がペリ
プラズム画分に混入していないことは、サイトプラズム画分にペリプラズム画分が混入し
ていないことを示す。Ａｌａ－Ｇｌｎ生成活性のうち約６０％がペリプラズム画分に回収
され、上記ＳｉｇｎａｌＰ　ｖｌ．１プログラムを用いてアミノ酸配列から予測されたよ
うに、Ａｌａ－Ｇｌｎ生成酵素がペリプラズムに分泌していることが確認された。
【０１８９】
（実施例３０）スフィンゴバクテリウム　エスピー　の菌体を用いるＬ－アラニル－Ｌ－
グルタミンの生産
　スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行
政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市
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東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）の培養には、１Ｌ中
にグルコース　５ｇ、硫酸アンモニウム　５ｇ、リン酸一カリウム　１ｇ、リン酸二カリ
ウム　３ｇ、硫酸マグネシウム　０．５ｇ、酵母エキス　１０ｇ、ペプトン　１０ｇを含
む培地（ｐＨ７．０）５０ｍＬを５００ｍＬ坂口フラスコに分注し、１１５℃で１５分殺
菌したものを用いた。これに１Ｌ中にグルコース　５ｇ、酵母エキス　１０ｇ、ペプトン
　１０ｇ、ＮａＣｌ　５ｇを含む斜面寒天培地（寒天　２０ｇ／Ｌ、ｐＨ７．０）にて３
０℃、２４時間培養したスフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４
株（寄託機関；独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；
日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日
）を１白金耳接種し、３０℃、１２０往復／分、で２０時間振とう培養を行った。この培
養液１ｍｌを上記培地（５０ｍｌ／５００ｍＬ坂口フラスコ）に添加し、３０℃、１８時
間培養した。培養終了後、これらの培養液から菌体を遠心分離し、湿菌体として１００ｇ
／Ｌになるように１０ｍＭのＥＤＴＡを含む０．１Ｍホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）にて懸
濁した。この菌体懸濁液０．１ｍＬに、ＥＤＴＡ１０ｍＭ、Ｌ－アラニンメチルエステル
塩酸塩２００ｍＭ、及びＬ－グルタミン４００ｍＭを含む１００ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ
９．０）０．１ｍＬを添加し、全量を０．２ｍＬとした後、２５℃にて１２０分反応をお
こなった。このときのＬ―アラニル－Ｌ－グルタミン）の生成量は６２ｍＭであった。
【０１９０】
（実施例３１）スフィンゴバクテリウム　エスピーからの酵素の精製
　以下、遠心分離以降の操作は氷上あるいは４℃にて行った。実施例２１と同様に、スフ
ィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行政法人
産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁
目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）を培養し、遠心分離（１０
，０００ｒｐｍ，１５分）によって菌体を集めた。菌体２ｇを２０ｍＭトリス－塩酸緩衝
液（ｐＨ７．６）にて洗浄後、同緩衝液８ｍｌに懸濁し、１９５Ｗにて４５分間超音波破
砕処理を行った。この超音波破砕液を遠心分離（１０，０００ｒｐｍ，３０分）し、破砕
菌体片を除去することにより超音波破砕液上清を得た。この超音波破砕液上清を２０ｍＭ
トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ７．６）に対して一夜透析し、超遠心分離（５０，０００ｒｐ
ｍ，３０分）にて不溶性画分を除去することにより、上清液として可溶性画分を得た。得
られた可溶性画分をトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ７．６）にて予め平衡化したＱ－Ｓｅｐｈ
ａｒｏｓｅ　ＨＰカラム（アマシャム社製）に供し、非吸着画分から活性画分を集めた。
この活性画分を２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）に対して一夜透析し、遠心分離（１０
，０００ｒｐｍ，３０分）にて不溶性画分を除去することにより、上清液として透析画分
を得た。この透析画分を２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）で予め平衡化したＳＰ－Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰカラム（アマシャム社製）に供し、０～１Ｍ　ＮａＣｌを含む同緩
衝液の直線的な濃度勾配で酵素を溶出させた活性画分を得た。
【０１９１】
（実施例３２）酵素画分を用いたＬ－アラニル－Ｌ－グルタミンの生産
　実施例３１で精製したＳＰ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰ画分（約２７Ｕ／ｍｌ）１０μ
ｌを、１１１ｍＭのＬ－アラニンメチルエステル塩酸塩、２２２ｍＭのＬ－グルタミン、
１１ｍＭのＥＤＴＡを含む９０μｌのホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）に加え、２５℃にて１
２０分反応した。この結果、酵素添加区では、７３ｍＭのＬ－アラニル－Ｌ－グルタミン
が生成した。一方、酵素無添加区でのＬ－Ａｌａ－Ｌ－Ｇｌｎ生成はほとんど認められず
、反応１２０分で０．０７ｍＭ程度であった。
【０１９２】
　（実施例３３）スフィンゴバクテリウム　エスピー由来のペプチド生成酵素遺伝子の単
離
　以下、ペプチド生成酵素遺伝子の単離について述べるが、微生物はスフィンゴバクテリ
ウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行政法人産業技術総合研
究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中



(50) JP 2010-29214 A 2010.2.12

10

20

30

40

50

央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）を用いた。遺伝子の単離にはエシェリヒア
　コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＤＨ５αを宿主に用い、ベクターはｐＵＣ
１１８を用いた。
【０１９３】
（１）菌体の取得
　スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行
政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市
東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）をＣＭ２Ｇ寒天培地
（５０ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０ｇ／ｌ　ペプトン、５ｇ／ｌ
　塩化ナトリウム、２０ｇ／ｌ寒天，ｐＨ７．０））上で２５℃、２４時間培養した。こ
の菌体を、５０ｍｌのＣＭ２Ｇ液体培地（上記培地より寒天を除いた培地）を張り込んだ
５００ｍｌの坂口フラスコに１白金耳植菌し、２５℃で振盪培養した。
【０１９４】
（２）菌体からの染色体ＤＮＡの取得
　培養液５０ｍｌを遠心分離（１２，０００ｒｐｍ、４℃、１５分間）し、集菌した。Ｑ
ＩＡＧＥＮ　Ｇｅｎｏｍｉｃ－ｔｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ社）を用いて、説明
書の方法に基づき、この菌体から染色体ＤＮＡを取得した。
【０１９５】
（３）ＰＣＲ法によるプローブ用ＤＮＡ断片の取得
　スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行
政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市
東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）由来のペプチド生成
酵素遺伝子の一部を含むＤＮＡ断片を、ＬＡ－Ｔａｑ（宝酒造社製）を用いたＰＣＲ法に
より取得した。スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託
機関；独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨
城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）から取
得した染色体ＤＮＡに対し、配列番号１３及び１４に示す塩基配列を有するプライマーを
使用してＰＣＲ反応を行った。
【０１９６】
　ＰＣＲ反応は、Ｔａｋａｒａ　ＰＣＲ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ　ＰＥＲＳＯＮ
ＡＬ（宝酒造製）を用いて行い、以下の条件の反応を３０サイクル行った。
　　　９４℃　　　３０秒
　　　５２℃　　　１分
　　　７２℃　　　１分
【０１９７】
　反応後、反応液３μｌを０．８％アガロース電気泳動に供した。その結果、約１．５ｋ
ｂのＤＮＡ断片が増幅されていることが確認された。
【０１９８】
（４）遺伝子ライブラリーからのペプチド生成酵素遺伝子のクローニング
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、まず、上記ＰＣＲにおいて増幅された
ＤＮＡ断片をプローブとして用いたサザンハイブリダイゼーションを行った。サザンハイ
ブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明されて
いる。
【０１９９】
　上記ＰＣＲで増幅された約１．５ｋｂＤＮＡ断片を、０．８％アガロース電気泳動によ
り分離した。目的のバンドを切り出し、精製した。このＤＮＡ断片をＤＩＧ　Ｈｉｇｈ　
Ｐｒｉｍｅ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づきプローブのジ
ゴキシニゲンによる標識を行った。
【０２００】
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　本実施例３３（２）で取得したスフィンゴバクテリウム　エスピーの染色体ＤＮＡを制
限酵素ＳａｃＩで３７℃、１６時間反応させて完全に消化した後、０．８％アガロースゲ
ルで電気泳動した。電気泳動後のアガロースゲルからナイロンメンブレンフィルターＮｙ
ｌｏｎ　ｍｅｍｅｂｒａｎｅｓ　ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ　ｃｈａｒｇｅｄ（ロシュ・ダイ
アグノティクス社製）にブロッティングし、アルカリ変性、中和、固定化の処理を行った
。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社製）を用い
て行った。フィルターを３７℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った後、上記で
作製した、ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、３７℃で１６時間ハイブリダイ
ゼーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で
洗浄を２回行った。
　プローブとハイブリダイズするバンドの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づき
行った。その結果、プローブとハイブリダイズする約３ｋｂのバンドが検出できた。
【０２０１】
　本実施例３３（２）で調製した染色体ＤＮＡ５μｇをＳａｃＩで完全に消化した。０．
８％アガロースゲル電気泳動により約３ｋｂのＤＮＡを分離し、Ｇｅｎｅ　Ｃｌｅａｎ　
ＩＩ　Ｋｉｔ（フナコシ社製）を用いてＤＮＡを精製し、１０μｌのＴＥに溶解した。こ
のうち４μｌと、ＳａｃＩで３７℃、１６時間反応させて完全に消化した後、Ａｌｋａｌ
ｉｎｅ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｃ７５）で３７℃、３０分、５０℃、
３０分処理したｐＵＣ１１８とを混合し、ＤＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．
２（宝酒造製）を用いて連結反応を行った。このライゲーション反応液５μｌとＥｓｃｈ
ｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５αのコンピテント・セル（宝酒造社製）１００μｌと
を混合して、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉを形質転換した。これを適当な固形培地
に塗布し、染色体ＤＮＡライブラリーを作製した。
【０２０２】
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、上記プローブを用いたコロニーハイブ
リダイゼーションによる染色体ＤＮＡライブラリーのスクリーニングを行った。コロニー
ハイブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明さ
れている。
【０２０３】
　染色体ＤＮＡライブラリーのコロニーをナイロンメンブレンフィルターＮｙｌｏｎ　Ｍ
ｅｍｂｒａｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｃｏｌｏｎｙ　ａｎｄ　Ｐｌａｑｕｅ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）に移し、アルカリ変性、中和、固定化の処
理を行った。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社
製）を用いて行った。フィルターを３７℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った
後、上記ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、３７℃で１６時間ハイブリダイゼ
ーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で洗
浄を２回行った。
【０２０４】
　標識プローブとハイブリダイズするコロニーの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に
基づき行った。その結果、標識プローブとハイブリダイズするコロニーを６株確認できた
。
【０２０５】
（５）スフィンゴバクテリウム　エスピー由来ペプチド生成酵素遺伝子の塩基配列
　標識プローブとハイブリダイズしたことが確認された上記６菌株から、エシェリヒア　
コリ　ＤＨ５αが保有するプラスミドを、Ｗｉｚａｒｄ　Ｐｌｕｓ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐｓ
　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（プロメガ社製）を用いて調製し、
プローブとハイブリダイズした近傍の塩基配列を決定した。シーケンス反応はＣＥＱ　Ｄ
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ＴＣＳ－Ｑｕｉｃｋ　Ｓｔａｒｔ　Ｋｉｔ（ベックマン・コールター社製）を用いて、説
明書に基づき行った。また、電気泳動はＣＥＱ　２０００－ＸＬ（ベックマン・コールタ
ー社製）を用いて行った。
【０２０６】
　その結果、ペプチド生成酵素をコードするオープンリーディングフレームが存在した。
スフィンゴバクテリウム　エスピー由来ペプチド生成酵素遺伝子全長の塩基配列とこれに
対応するアミノ酸配列を配列表配列番号１１に示した。スフィンゴバクテリウム　エスピ
ー由来ペプチド生成酵素は、エンペドバクターブレビス由来ペプチド生成酵素とアミノ酸
配列で６３．５％の相同性を示した（ＢＬＡＳＴＰプログラムを使用）。
【０２０７】
（実施例３４）スフィンゴバクテリウム属由来のペプチド生成酵素遺伝子の大腸菌におけ
る発現
　スフィンゴバクテリウム　エスピー　ＦＥＲＭ　ＢＰ－８１２４株（寄託機関；独立行
政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター、寄託機関住所；日本国茨城県つくば市
東１丁目１番地１　中央第６、国際寄託日；２００２年７月２２日）の染色体ＤＮＡを鋳
型として配列番号１３、１４に示すオリゴヌクレオチドをプライマーとしてＰＣＲにより
目的遺伝子を増幅した。このＤＮＡ断片をＮｄｅＩ／ＸｂａＩにて処理し、得られたＤＮ
Ａ断片とｐＴｒｐＴのＮｄｅＩ／ＸｂａＩ処理物をライゲーションした。このライゲーシ
ョン溶液でエシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９を形質転換し、アンピシリン耐性株の中から
目的のプラスミドを有する株を選択し、このプラスミドをｐＴｒｐＴ＿Ｓｍ＿ａｅｔと命
名した。
【０２０８】
　ｐＴｒｐＴ＿Ｓｍ＿ａｅｔを有するエシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９を３ｍｌの培地（
２ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０ｇ／ｌカザミノ酸、５ｇ／ｌ硫酸
アンモニウム、３ｇ／ｌリン酸二水素カリウム、１ｇ／ｌリン酸水素二カリウム、０．５
ｇ／ｌ硫酸マグネシウム七水和物、１００ｍｇ／ｌアンピシリン）を張り込んだ普通試験
管に一白金耳植菌し、２５℃、２０時間の本培養を行った。培養液１ｍｌあたり２．１Ｕ
のＬ－アラニル－Ｌ－グルタミン生成活性を有しており、クローニングした遺伝子がエシ
ェリヒア　コリで発現したことを確認した。なお、対照としてｐＴｒｐＴのみを導入した
形質転換体には、活性は検出されなかった。
【０２０９】
（シグナル配列予測）
　配列表に記載の配列番号１２番のアミノ酸配列をＳｉｇｎａｌＰ　ｖ１．１プログラム
（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ｖｏｌ１２，ｎｏ．１，ｐｐ．３－９，１
９９９）にて解析したところ、アミノ酸配列の１－２０番目までがシグナルとして機能し
てペリプラズムに分泌すると予測され、成熟タンパクは２１番目より下流であると推定さ
れた。出されなかった。
【０２１０】
（シグナル配列の確認）
　ｐＴｒｐＴ＿Ｓｍ＿ａｅｔを有するエシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９を５０ｍｌの培地
（２ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０ｇ／ｌカザミノ酸、５ｇ／ｌ硫
酸アンモニウム、３ｇ／ｌリン酸二水素カリウム、１ｇ／ｌリン酸水素二カリウム、０．
５ｇ／ｌ硫酸マグネシウム七水和物、１００ｍｇ／ｌアンピシリン）を張り込んだ普通試
験管に一白金耳植菌し、２５℃、２０時間の本培養を行った。
【０２１１】
　以下、遠心分離以降の操作は氷上あるいは４℃にて行った。培養終了後、これらの培養
液から菌体を遠心分離し、１００ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７）にて洗浄後、同緩衝液に懸
濁した。１９５Ｗにて２０分間超音波破砕処理を行い、超音波破砕処理液を遠心分離（１
２，０００ｒｐｍ、３０分）し、破砕菌体片を除去することにより可溶性画分を得た。得
られた可溶性画分を１００ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７）にて予め平衡化したＣＨＴ－ＩＩ
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カラム（バイオラッド製）に供し、５００ｍＭリン酸緩衝液による直線的な濃度勾配で酵
素を溶出させた。活性画分と５倍量の２Ｍ硫酸アンモニウム、１００ｍＭリン酸緩衝液と
を混合した溶液を、２Ｍ硫酸アンモニウム、１００ｍＭリン酸緩衝液にて予め平衡化した
Ｒｅｓｏｕｒｃｅ－ＰＨＥカラム（アマシャム社製）に供し、２～０Ｍ硫酸アンモニウム
による直線的な濃度勾配で酵素を溶出させ、活性画分溶液を得た。これらの操作により、
ペプチド生成酵素は電気泳動的に単一に精製されたことが確認された。
【０２１２】
　上記ペプチド生成酵素をエドマン分解法によりアミノ酸配列を決定したところ、配列番
号１５のアミノ酸配列を取得し、ＳｉｇｎａｌＰ　ｖ１．１プログラムで予測されたとお
り成熟タンパクは２１番目より下流であることが確認された。
【０２１３】
　（実施例３５）ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７由来のペプチド生成酵
素遺伝子の単離
　以下、ペプチド生成酵素遺伝子の単離について述べるが、微生物はペドバクター　ヘパ
リナス　ＩＦＯ　１２０１７株（寄託機関；財団法人発酵研究所、寄託先住所；日本国大
阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）を用いた。遺伝子の単離にはエシェリヒア　コリ
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＪＭ１０９を宿主に用い、ベクターはｐＵＣ１１
８を用いた。
【０２１４】
（１）菌体の取得
　ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株（寄託機関；財団法人発酵研究所、
寄託先住所；日本国大阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）をＣＭ２Ｇ寒天培地（５０
ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０ｇ／ｌ　ペプトン、５ｇ／ｌ　塩化
ナトリウム、２０ｇ／ｌ寒天，ｐＨ７．０））上で２５℃、２４時間培養した。この菌体
を、５０ｍｌのＣＭ２Ｇ液体培地（上記培地より寒天を除いた培地）を張り込んだ５００
ｍｌの坂口フラスコに１白金耳植菌し、２５℃で振盪培養した。
【０２１５】
（２）菌体からの染色体ＤＮＡの取得
　培養液５０ｍｌを遠心分離（１２，０００ｒｐｍ、４℃、１５分間）し、集菌した。Ｑ
ＩＡＧＥＮ　Ｇｅｎｏｍｉｃ－ｔｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ社）を用いて、説明
書の方法に基づき、この菌体から染色体ＤＮＡを取得した。
【０２１６】
（３）ＰＣＲ法によるプローブ用ＤＮＡ断片の取得
　ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株由来のペプチド生成酵素遺伝子の一
部を含むＤＮＡ断片を、ＬＡ－Ｔａｑ（宝酒造社製）を用いたＰＣＲ法により取得した。
ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株（寄託機関；財団法人発酵研究所、寄
託先住所；日本国大阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）から取得した染色体ＤＮＡに
対し、配列番号１５及び１６に示す塩基配列を有するプライマーを使用してＰＣＲ反応を
行った。ＰＣＲで増幅された約１ｋｂＤＮＡ断片を、０．８％アガロース電気泳動により
分離した。目的のバンドを切り出し、精製した。このＤＮＡ断片をＤＩＧ　Ｈｉｇｈ　Ｐ
ｒｉｍｅ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づきプローブのジゴ
キシニゲンによる標識を行った。
【０２１７】
（４）遺伝子ライブラリーからのペプチド生成酵素遺伝子のクローニング
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、まず、上記ＰＣＲにおいて増幅された
ＤＮＡ断片をプローブとして用いたサザンハイブリダイゼーションを行った。サザンハイ
ブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明されて
いる。
【０２１８】
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　ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株（寄託機関；財団法人発酵研究所、
寄託先住所；日本国大阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）の染色体ＤＮＡを制限酵素
ＨｉｎｄＩＩＩで３７℃、１６時間反応させて完全に消化した後、０．８％アガロースゲ
ルで電気泳動した。電気泳動後のアガロースゲルからナイロンメンブレンフィルターＮｙ
ｌｏｎ　ｍｅｍｅｂｒａｎｅｓ　ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ　ｃｈａｒｇｅｄ（ロシュ・ダイ
アグノティクス社製）にブロッティングし、アルカリ変性、中和、固定化の処理を行った
。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社製）を用い
て行った。フィルターを５０℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った後、上記で
作製した、ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、５０℃で１６時間ハイブリダイ
ゼーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で
洗浄を２回行った。
【０２１９】
　プローブとハイブリダイズするバンドの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づき
行った。その結果、プローブとハイブリダイズする約５ｋｂのバンドが検出できた。
【０２２０】
　ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株（寄託機関；財団法人発酵研究所、
寄託先住所；日本国大阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）の染色体ＤＮＡ５μｇをＨ
ｉｎｄＩＩＩで完全に消化した。０．８％アガロースゲル電気泳動により約５ｋｂのＤＮ
Ａを分離し、Ｇｅｎｅ　ＣｌｅａｎＩＩ　Ｋｉｔ（フナコシ社製）を用いてＤＮＡを精製
し、１０μｌのＴＥに溶解した。このうち４μｌと、ｐＵＣ１１８　ＨｉｎｄＩＩＩ／Ｂ
ＡＰ（宝酒造製）とを混合しとを混合し、ＤＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．
２（宝酒造製）を用いて連結反応を行った。このライゲーション反応液５μｌとＥｓｃｈ
ｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９のコンピテント・セル（宝酒造社製）１００μｌ
とを混合して、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉを形質転換した。これを適当な固形培
地に塗布し、染色体ＤＮＡライブラリーを作製した。
【０２２１】
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、上記プローブを用いたコロニーハイブ
リダイゼーションによる染色体ＤＮＡライブラリーのスクリーニングを行った。コロニー
ハイブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明さ
れている。
【０２２２】
　染色体ＤＮＡライブラリーのコロニーをナイロンメンブレンフィルターＮｙｌｏｎ　Ｍ
ｅｍｂｒａｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｃｏｌｏｎｙ　ａｎｄ　Ｐｌａｑｕｅ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）に移し、アルカリ変性、中和、固定化の処
理を行った。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社
製）を用いて行った。フィルターを３７℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った
後、上記ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、３７℃で１６時間ハイブリダイゼ
ーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で洗
浄を２回行った。
【０２２３】
　標識プローブとハイブリダイズするコロニーの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に
基づき行った。その結果、標識プローブとハイブリダイズするコロニーを１株確認できた
。
【０２２４】
（５）ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株由来ペプチド生成酵素遺伝子の
塩基配列
　標識プローブとハイブリダイズしたことが確認された上記１菌株から、エシェリヒア　



(55) JP 2010-29214 A 2010.2.12

10

20

30

40

50

コリ　ＪＭ１０９が保有するプラスミドを調製し、プローブとハイブリダイズした近傍の
塩基配列を決定した。シーケンス反応はＣＥＱ　ＤＴＣＳ－Ｑｕｉｃｋ　Ｓｔａｒｔ　Ｋ
ｉｔ（ベックマン・コールター社製）を用いて、説明書に基づき行った。また、電気泳動
はＣＥＱ　２０００－ＸＬ（ベックマン・コールター社製）を用いて行った。
【０２２５】
　その結果、ペプチド生成酵素をコードするオープンリーディングフレームが存在した。
ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株（寄託機関；財団法人発酵研究所、寄
託先住所；日本国大阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）由来ペプチド生成酵素遺伝子
全長の塩基配列とこれに対応するアミノ酸配列を配列表配列番号１７に示した。
【０２２６】
（実施例３６）ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株由来のペプチド生成酵
素遺伝子の大腸菌における発現
　ペドバクター　ヘパリナス　ＩＦＯ　１２０１７株（寄託機関；財団法人発酵研究所、
寄託先住所；日本国大阪市淀川区十三本町２丁目１７－８５）の染色体ＤＮＡを鋳型とし
て配列番号１９、２０に示すオリゴヌクレオチドをプライマーとしてＰＣＲにより目的遺
伝子を増幅した。このＤＮＡ断片をＮｄｅＩ／ＨｉｎｄＩＩＩにて処理し、得られたＤＮ
Ａ断片とｐＴｒｐＴのＮｄｅＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ処理物をライゲーションした。このライ
ゲーション溶液でエシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９を形質転換し、アンピシリン耐性株の
中から目的のプラスミドを有する株を選択し、このプラスミドをｐＴｒｐＴ＿Ｐｈ＿ａｅ
ｔと命名した。
【０２２７】
　ｐＴｒｐＴ＿Ｐｈ＿ａｅｔを有するエシェリヒア　コリ　ＪＭ１０９を３ｍｌの培地（
２ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０ｇ／ｌカザミノ酸、５ｇ／ｌ硫酸
アンモニウム、３ｇ／ｌリン酸二水素カリウム、１ｇ／ｌリン酸水素二カリウム、０．５
ｇ／ｌ硫酸マグネシウム七水和物、１００ｍｇ／ｌアンピシリン）を張り込んだ普通試験
管に一白金耳植菌し、２５℃、２０時間の本培養を行った。培養液１ｍｌあたり０．３Ｕ
のＬ－アラニル－Ｌ－グルタミン生成活性を有しており、クローニングした遺伝子がエシ
ェリヒア　コリで発現したことを確認した。なお、対照としてｐＴｒｐＴのみを導入した
形質転換体には、活性は検出されなかった。
【０２２８】
　（実施例３７）タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス（Ｔａｘｅｏｂａｃｔｅｒ
　ｇｅｌｕｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓ）ＤＳＭＺ　１１１１６株由来のペプチド生成酵素
遺伝子の単離
　以下、ペプチド生成酵素遺伝子の単離について述べるが、微生物はタキセオバクター　
ゲルプルプルアッセンス　ＤＳＭＺ　１１１１６株（寄託機関；Ｄｅｕｔｃｈｅ　Ｓａｍ
ｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒ
ｅｎ　ＧｍｂＨ（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉ
ｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ、寄託先住所；Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　
Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いた。遺
伝子の単離にはエシェリヒア　コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＪＭ１０９を
宿主に用い、ベクターはｐＵＣ１１８を用いた。
【０２２９】
（１）菌体の取得
　タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス　ＤＳＭＺ　１１１１６株（寄託機関；Ｄ
ｅｕｔｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　
Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍ
ｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ、寄託先住所；Ｍａ
ｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）をＣＭ２Ｇ寒天培地（５０ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０
ｇ／ｌ　ペプトン、５ｇ／ｌ　塩化ナトリウム、２０ｇ／ｌ寒天，ｐＨ７．０）上で２５
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℃、２４時間培養した。この菌体を、５０ｍｌのＣＭ２Ｇ液体培地（上記培地より寒天を
除いた培地）を張り込んだ５００ｍｌの坂口フラスコに１白金耳植菌し、２５℃で振盪培
養した。
【０２３０】
（２）菌体からの染色体ＤＮＡの取得
　培養液５０ｍｌを遠心分離（１２，０００ｒｐｍ、４℃、１５分間）し、集菌した。Ｑ
ＩＡＧＥＮ　Ｇｅｎｏｍｉｃ－ｔｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ社）を用いて、説明
書の方法に基づき、この菌体から染色体ＤＮＡを取得した。
【０２３１】
（３）ＰＣＲ法によるプローブ用ＤＮＡ断片の取得
　タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス　ＤＳＭＺ　１１１１６株（寄託機関；Ｄ
ｅｕｔｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　
Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍ
ｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ、寄託先住所；Ｍａ
ｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，　Ｇｅｒ
ｍａｎｙ）由来のペプチド生成酵素遺伝子の一部を含むＤＮＡ断片を、ＬＡ－Ｔａｑ（宝
酒造社製）を用いたＰＣＲ法により取得した。タキセオバクター　ゲルプルプルアッセン
ス　ＤＳＭＺ　１１１１６株（寄託機関；Ｄｅｕｔｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　
Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ（Ｇｅ
ｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ、寄託先住所；Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１
２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）から取得した染色体ＤＮＡに対し、
配列番号２１及び１６に示す塩基配列を有するプライマーを使用してＰＣＲ反応を行った
。ＰＣＲで増幅された約１ｋｂＤＮＡ断片を、０．８％アガロース電気泳動により分離し
た。目的のバンドを切り出し、精製した。このＤＮＡ断片をＤＩＧ　Ｈｉｇｈ　Ｐｒｉｍ
ｅ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づきプローブのジゴキシニ
ゲンによる標識を行った。
【０２３２】
（４）遺伝子ライブラリーからのペプチド生成酵素遺伝子のクローニング
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、まず、上記ＰＣＲにおいて増幅された
ＤＮＡ断片をプローブとして用いたサザンハイブリダイゼーションを行った。サザンハイ
ブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明されて
いる。
【０２３３】
　タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス　ＤＳＭＺ　１１１１６株（寄託機関；Ｄ
ｅｕｔｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　
Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍ
ｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ、寄託先住所；Ｍａ
ｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）の染色体ＤＮＡを制限酵素ＰｓｔＩで３７℃、１６時間反応させて完全に消化し
た後、０．８％アガロースゲルで電気泳動した。電気泳動後のアガロースゲルからナイロ
ンメンブレンフィルターＮＹＬＯＮ　ＭＥＭＥＢＲＡＮＥＳ　ＰＯＳＩＴＩＶＥＬＹ　Ｃ
ＨＡＲＧＥＤ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）にブロッティングし、アルカリ変性、
中和、固定化の処理を行った。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガ
ー・マンハイム社製）を用いて行った。フィルターを５０℃で１時間プレハイブリダイゼ
ーションを行った後、上記で作製した、ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、５
０℃で１６時間ハイブリダイゼーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳ
を含む１×ＳＳＣで６０℃で洗浄を２回行った。
【０２３４】
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　プローブとハイブリダイズするバンドの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づき
行った。その結果、プローブとハイブリダイズする約５ｋｂのバンドが検出できた。
【０２３５】
　タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンスＤＳＭＺ１１１１６株（寄託機関；Ｄｅｕ
ｔｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅ
ｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ　（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉ
ｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ、寄託先住所；Ｍａｓ
ｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ）の染色体ＤＮＡ５μｇをＨｉｎｄＩＩＩで完全に消化した。０．８％アガロースゲ
ル電気泳動により約５ｋｂのＤＮＡを分離し、Ｇｅｎｅ　ＣｌｅａｎＩＩ　Ｋｉｔ（フナ
コシ社製）を用いてＤＮＡを精製し、１０μｌのＴＥに溶解した。このうち４μｌと、ｐ
ＵＣ１１８　ＰｓｔＩ／ＢＡＰ（宝酒造製）とを混合し、ＤＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｋ
ｉｔ　Ｖｅｒ．２（宝酒造製）を用いて連結反応を行った。このライゲーション反応液５
μｌとＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９のコンピテント・セル（宝酒造社
製）１００μｌとを混合して、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉを形質転換した。これ
を適当な固形培地に塗布し、染色体ＤＮＡライブラリーを作製した。
【０２３６】
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、上記プローブを用いたコロニーハイブ
リダイゼーションによる染色体ＤＮＡライブラリーのスクリーニングを行った。コロニー
ハイブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明さ
れている。
【０２３７】
　染色体ＤＮＡライブラリーのコロニーをナイロンメンブレンフィルターＮｙｌｏｎ　Ｍ
ｅｍｂｒａｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｃｏｌｏｎｙ　ａｎｄ　Ｐｌａｑｕｅ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）に移し、アルカリ変性、中和、固定化の処
理を行った。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社
製）を用いて行った。フィルターを３７℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った
後、上記ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、３７℃で１６時間ハイブリダイゼ
ーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で洗
浄を２回行った。
【０２３８】
　標識プローブとハイブリダイズするコロニーの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に
基づき行った。その結果、標識プローブとハイブリダイズするコロニーを１株確認できた
。
【０２３９】
（５）タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス　ＤＳＭＺ　１１１１６株由来ペプチ
ド生成酵素遺伝子の塩基配列
　標識プローブとハイブリダイズしたことが確認された上記１菌株から、エシェリヒア　
コリ　ＪＭ１０９が保有するプラスミドを調製し、プローブとハイブリダイズした近傍の
塩基配列を決定した。シーケンス反応はＣＥＱ　ＤＴＣＳ－Ｑｕｉｃｋ　Ｓｔａｒｔ　Ｋ
ｉｔ（ベックマン・コールター社製）を用いて、説明書に基づき行った。また、電気泳動
はＣＥＱ　２０００－ＸＬ（ベックマン・コールター社製）を用いて行った。
【０２４０】
　その結果、ペプチド生成酵素をコードするオープンリーディングフレームが存在した。
タキセオバクター　ゲルプルプルアッセンス　ＤＳＭＺ　１１１１６株（寄託機関；Ｄｅ
ｕｔｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚ
ｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ　（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍ
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ｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ、寄託先住所；Ｍａ
ｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）由来ペプチド生成酵素遺伝子全長の塩基配列とこれに対応するアミノ酸配列を配
列表配列番号２２に示した。
【０２４１】
　（実施例３８）サイクロバクテリウム　マリナム（Ｃｙｃｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｍ
ａｒｉｎｕｍ）ＡＴＣＣ　２５２０５株由来のペプチド生成酵素遺伝子の単離
　以下、ペプチド生成酵素遺伝子の単離について述べるが、微生物はサイクロバクテリウ
ム　マリナム　ＡＴＣＣ　２５２０５株（寄託機関；アメリカン・タイプ・カルチャー・
コレクション、寄託機関住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２
０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ）を用いた。遺
伝子の単離にはエシェリヒア　コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＪＭ１０９を
宿主に用い、ベクターはｐＵＣ１１８を用いた。
【０２４２】
（１）菌体の取得
　サイクロバクテリウム　マリナム　ＡＴＣＣ　２５２０５株（寄託機関；アメリカン・
タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａ
ｓｓａｓ，　ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒ
ｉｃａ）をＣＭ２Ｇ寒天培地（５０ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、１０
ｇ／ｌ　ペプトン、５ｇ／ｌ　塩化ナトリウム、２０ｇ／ｌ寒天，ｐＨ７．０））上で２
５℃、２４時間培養した。この菌体を、５０ｍｌのＣＭ２Ｇ液体培地（上記培地より寒天
を除いた培地）を張り込んだ５００ｍｌの坂口フラスコに１白金耳植菌し、２５℃で振盪
培養した。
【０２４３】
（２）菌体からの染色体ＤＮＡの取得
　培養液５０ｍｌを遠心分離（１２，０００ｒｐｍ、４℃、１５分間）し、集菌した。Ｑ
ＩＡＧＥＮ　Ｇｅｎｏｍｉｃ－ｔｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ社）を用いて、説明
書の方法に基づき、この菌体から染色体ＤＮＡを取得した。
【０２４４】
（３）ＰＣＲ法によるプローブ用ＤＮＡ断片の取得
　サイクロバクテリウム　マリナム　ＡＴＣＣ　２５２０５株（寄託機関；アメリカン・
タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａ
ｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉ
ｃａ）由来のペプチド生成酵素遺伝子の一部を含むＤＮＡ断片を、ＬＡ－Ｔａｑ（宝酒造
社製）を用いたＰＣＲ法により取得した。サイクロバクテリウム　マリナム　ＡＴＣＣ　
２５２０５株（寄託機関；アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所
；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔ
ｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ）から取得した染色体ＤＮＡに対し、配列番
号１５及び１６に示す塩基配列を有するプライマーを使用してＰＣＲ反応を行った。ＰＣ
Ｒで増幅された約１ｋｂＤＮＡ断片を、０．８％アガロース電気泳動により分離した。目
的のバンドを切り出し、精製した。このＤＮＡ断片をＤＩＧ　Ｈｉｇｈ　Ｐｒｉｍｅ（ベ
ーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づきプローブのジゴキシニゲンに
よる標識を行った。
【０２４５】
（４）遺伝子ライブラリーからのペプチド生成酵素遺伝子のクローニング
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、まず、上記ＰＣＲにおいて増幅された
ＤＮＡ断片をプローブとして用いたサザンハイブリダイゼーションを行った。サザンハイ
ブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明されて
いる。
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【０２４６】
　サイクロバクテリウム　マリナム　ＡＴＣＣ　２５２０５株（寄託機関；アメリカン・
タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａ
ｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉ
ｃａ）の染色体ＤＮＡを制限酵素ＰｓｔＩもしくはＨｉｎｃＩＩで３７℃、１６時間反応
させて完全に消化した後、それぞれ０．８％アガロースゲルで電気泳動した。電気泳動後
のアガロースゲルからナイロンメンブレンフィルターＮｙｌｏｎ　ｍｅｍｅｂｒａｎｅｓ
　ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ　ｃｈａｒｇｅｄ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）にブロッ
ティングし、アルカリ変性、中和、固定化の処理を行った。ハイブリダイゼーションはＥ
ＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社製）を用いて行った。フィルターを５０℃
で１時間プレハイブリダイゼーションを行った後、上記で作製した、ジゴキシニゲンによ
る標識プローブを添加し、５０℃で１６時間ハイブリダイゼーションを行った。この後、
フィルターを０．１％ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で洗浄を２回行った。
【０２４７】
　プローブとハイブリダイズするバンドの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づき
行った。その結果、プローブとハイブリダイズするＰｓｔＩ消化産物では７ｋ、Ｈｉｎｃ
ＩＩ消化産物では２ｋのバンドが検出できた。
【０２４８】
　サイクロバクテリウム　マリナム　ＡＴＣＣ　２５２０５株（寄託機関；アメリカン・
タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａ
ｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉ
ｃａ）の染色体ＤＮＡ５μｇをＰｓｔＩもしくはＨｉｎｃＩＩで完全に消化した。０．８
％アガロースゲル電気泳動によりそれぞれ約７ｋｂもしくは２ｋｂのＤＮＡを分離し、Ｇ
ｅｎｅ　ＣｌｅａｎＩＩ　Ｋｉｔ（フナコシ社製）を用いてＤＮＡを精製し、１０μｌの
ＴＥに溶解した。このうち４μｌと、それぞれｐＵＣ１１８　ＰｓｔＩ／ＢＡＰ（宝酒造
製）もしくはｐＵＣ１１８　ＨｉｎｃＩＩ／ＢＡＰ（宝酒造製）とを混合し、ＤＮＡ　Ｌ
ｉｇａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．２（宝酒造製）を用いて連結反応を行った。このライ
ゲーション反応液５μｌとＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９のコンピテン
ト・セル（宝酒造社製）１００μｌとをそれぞれ混合して、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃ
ｏｌｉを形質転換した。これを適当な固形培地に塗布し、染色体ＤＮＡライブラリーを作
製した。
【０２４９】
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、上記プローブを用いたコロニーハイブ
リダイゼーションによる染色体ＤＮＡライブラリーのスクリーニングを行った。コロニー
ハイブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明さ
れている。
【０２５０】
　染色体ＤＮＡライブラリーのコロニーをナイロンメンブレンフィルターＮｙｌｏｎ　Ｍ
ｅｍｂｒａｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｃｏｌｏｎｙ　ａｎｄ　Ｐｌａｑｕｅ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）に移し、アルカリ変性、中和、固定化の処
理を行った。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社
製）を用いて行った。フィルターを３７℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った
後、上記ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、３７℃で１６時間ハイブリダイゼ
ーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で洗
浄を２回行った。
【０２５１】
　標識プローブとハイブリダイズするコロニーの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に
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基づき行った。その結果、標識プローブとハイブリダイズするコロニーをそれぞれ１株確
認できた。
【０２５２】
（５）サイクロバクテリウム　マリナム　ＡＴＣＣ２５２０５株由来ペプチド生成酵素遺
伝子の塩基配列
　上記、標識プローブとハイブリダイズしたことが確認されたそれぞれ１菌株から、エシ
ェリヒア　コリ　ＪＭ１０９が保有するプラスミドを調製し、プローブとハイブリダイズ
した近傍の塩基配列を決定した。シーケンス反応はＣＥＱ　ＤＴＣＳ－Ｑｕｉｃｋ　Ｓｔ
ａｒｔ　Ｋｉｔ（ベックマン・コールター社製）を用いて、説明書に基づき行った。また
、電気泳動はＣＥＱ　２０００－ＸＬ（ベックマン・コールター社製）を用いて行った。
【０２５３】
　その結果、ペプチド生成酵素をコードするオープンリーディングフレームが存在した。
サイクロバクテリウム　マリナム　ＡＴＣＣ　２５２０５株（寄託機関；アメリカン・タ
イプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａｓ
ｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃ
ａ）由来ペプチド生成酵素遺伝子全長の塩基配列とこれに対応するアミノ酸配列を配列表
配列番号２４に示した。
【０２５４】
　（実施例３９）サイクロセルペンス　ブルトネンシス（Ｐｓｙｃｌｏｓｅｒｐｅｎｓ　
ｂｕｒｔｏｎｅｎｓｉｓ）ＡＴＣＣ　７００３５９由来のペプチド生成酵素遺伝子の単離
　以下、ペプチド生成酵素遺伝子の単離について述べるが、微生物はサイクロセルペンス
　ブルトネンシス　ＡＴＣＣ　７００３５９株（寄託機関；アメリカン・タイプ・カルチ
ャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ
　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ）を用いた
。遺伝子の単離にはエシェリヒア　コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＪＭ１０
９を宿主に用い、ベクターはｐＵＣ１１８を用いた。
【０２５５】
（１）菌体の取得
　サイクロセルペンス　ブルトネンシス　ＡＴＣＣ　７００３５９株（寄託機関；アメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍ
ａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍ
ｅｒｉｃａ）をＣＭ２Ｇ寒天培地（５０ｇ／ｌ　グルコース、１０ｇ／ｌ　酵母エキス、
１０ｇ／ｌ　ペプトン、５ｇ／ｌ　塩化ナトリウム、２０ｇ／ｌ寒天，ｐＨ７．０））上
で１０℃、２４時間培養した。この菌体を、５０ｍｌのＣＭ２Ｇ液体培地（上記培地より
寒天を除いた培地）を張り込んだ５００ｍｌの坂口フラスコに１白金耳植菌し、１０℃で
振盪培養した。
【０２５６】
（２）菌体からの染色体ＤＮＡの取得
　培養液５０ｍｌを遠心分離（１２，０００ｒｐｍ、４℃、１５分間）し、集菌した。Ｑ
ＩＡＧＥＮ　Ｇｅｎｏｍｉｃ－ｔｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ社）を用いて、説明
書の方法に基づき、この菌体から染色体ＤＮＡを取得した。
【０２５７】
（３）ＰＣＲ法によるプローブ用ＤＮＡ断片の取得
　サイクロセルペンス　ブルトネンシス　ＡＴＣＣ　７００３５９株（寄託機関；アメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍ
ａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍ
ｅｒｉｃａ）由来のペプチド生成酵素遺伝子の一部を含むＤＮＡ断片を、ＬＡ－Ｔａｑ（
宝酒造社製）を用いたＰＣＲ法により取得した。サイクロセルペンス　ブルトネンシス　
ＡＴＣＣ　７００３５９株（寄託機関；アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション
、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈ
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ｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ）から取得した染色体ＤＮＡに
対し、配列番号１５及び１６に示す塩基配列を有するプライマーを使用してＰＣＲ反応を
行った。ＰＣＲで増幅された約１ｋｂＤＮＡ断片を、０．８％アガロース電気泳動により
分離した。目的のバンドを切り出し、精製した。このＤＮＡ断片をＤＩＧ　Ｈｉｇｈ　Ｐ
ｒｉｍｅ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づきプローブのジゴ
キシニゲンによる標識を行った。
【０２５８】
（４）遺伝子ライブラリーからのペプチド生成酵素遺伝子のクローニング
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、まず、上記ＰＣＲにおいて増幅された
ＤＮＡ断片をプローブとして用いたサザンハイブリダイゼーションを行った。サザンハイ
ブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明されて
いる。
【０２５９】
　サイクロセルペンス　ブルトネンシス　ＡＴＣＣ　７００３５９株（寄託機関；アメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍ
ａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍ
ｅｒｉｃａ）の染色体ＤＮＡを制限酵素ＥｃｏＲＩで３７℃、１６時間反応させて完全に
消化した後、０．８％アガロースゲルで電気泳動した。電気泳動後のアガロースゲルから
ナイロンメンブレンフィルターＮｙｌｏｎ　ｍｅｍｅｂｒａｎｅｓ　ｐｏｓｉｔｉｖｅｌ
ｙ　ｃｈａｒｇｅｄ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）にブロッティングし、アルカリ
変性、中和、固定化の処理を行った。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベー
リンガー・マンハイム社製）を用いて行った。フィルターを５０℃で１時間プレハイブリ
ダイゼーションを行った後、上記で作製した、ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加
し、５０℃で１６時間ハイブリダイゼーションを行った。この後、フィルターを０．１％
ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で洗浄を２回行った。
【０２６０】
　プローブとハイブリダイズするバンドの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に基づき
行った。その結果、プローブとハイブリダイズする約７ｋｂのバンドが検出できた。
【０２６１】
　サイクロセルペンス　ブルトネンシス　ＡＴＣＣ　７００３５９株（寄託機関；アメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍ
ａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍ
ｅｒｉｃａ）の染色体ＤＮＡ５μｇをＥｃｏＲＩで完全に消化した。０．８％アガロース
ゲル電気泳動により約７ｋｂのＤＮＡを分離し、Ｇｅｎｅ　ＣｌｅａｎＩＩ　Ｋｉｔ（フ
ナコシ社製）を用いてＤＮＡを精製し、１０μｌのＴＥに溶解した。このうち４μｌと、
ｐＵＣ１１８　ＥｃｏＲＩ／ＢＡＰ（宝酒造製）とを混合し、ＤＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ
　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．２（宝酒造製）を用いて連結反応を行った。このライゲーション反応
液５μｌとＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９のコンピテント・セル（宝酒
造社製）１００μｌとを混合して、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉを形質転換した。
これを適当な固形培地に塗布し、染色体ＤＮＡライブラリーを作製した。
【０２６２】
　ペプチド生成酵素遺伝子全長を取得するために、上記プローブを用いたコロニーハイブ
リダイゼーションによる染色体ＤＮＡライブラリーのスクリーニングを行った。コロニー
ハイブリダイゼーションの操作は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｐｒｅｓｓ（１９８９）に説明さ
れている。
【０２６３】
　染色体ＤＮＡライブラリーのコロニーをナイロンメンブレンフィルターＮｙｌｏｎ　Ｍ
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ｅｍｂｒａｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｃｏｌｏｎｙ　ａｎｄ　Ｐｌａｑｕｅ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ（ロシュ・ダイアグノティクス社製）に移し、アルカリ変性、中和、固定化の処
理を行った。ハイブリダイゼーションはＥＡＳＹ　ＨＹＢ（ベーリンガー・マンハイム社
製）を用いて行った。フィルターを３７℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った
後、上記ジゴキシニゲンによる標識プローブを添加し、３７℃で１６時間ハイブリダイゼ
ーションを行った。この後、フィルターを０．１％ＳＤＳを含む１×ＳＳＣで６０℃で洗
浄を２回行った。
【０２６４】
　標識プローブとハイブリダイズするコロニーの検出は、ＤＩＧ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ベーリンガー・マンハイム社製）を使用して、説明書に
基づき行った。その結果、標識プローブとハイブリダイズするコロニーを１株確認できた
。
【０２６５】
（５）サイクロセルペンス　ブルトネンシス　ＡＴＣＣ　７００３５９株由来ペプチド生
成酵素遺伝子の塩基配列
　標識プローブとハイブリダイズしたことが確認された上記１菌株から、エシェリヒア　
コリ　ＪＭ１０９が保有するプラスミドを調製し、プローブとハイブリダイズした近傍の
塩基配列を決定した。シーケンス反応はＣＥＱ　ＤＴＣＳ－Ｑｕｉｃｋ　Ｓｔａｒｔ　Ｋ
ｉｔ（ベックマン・コールター社製）を用いて、説明書に基づき行った。また、電気泳動
はＣＥＱ　２０００－ＸＬ（ベックマン・コールター社製）を用いて行った。
【０２６６】
　その結果、ペプチド生成酵素をコードするオープンリーディングフレームが存在した。
サイクロセルペンス　ブルトネンシス　ＡＴＣＣ　７００３５９株（寄託機関；アメリカ
ン・タイプ・カルチャー・コレクション、寄託先住所；Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　１５４９　Ｍａ
ｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅ
ｒｉｃａ）由来ペプチド生成酵素遺伝子全長の塩基配列とこれに対応するアミノ酸配列を
配列表配列番号２６に示した。
【産業上の利用可能性】
【０２６７】
　本発明により、保護基の導入・脱離などの複雑な合成方法を軽減し、簡便かつ高収率で
安価にペプチドを製造することができる新規酵素が提供される。本発明の酵素を用いるこ
とにより、効率的なペプチドの工業生産が可能である。
【配列表フリーテキスト】
【０２６８】
配列番号３；合成プライマー１
配列番号４；合成プライマー２
配列番号５；ペプチド合成酵素をコードする遺伝子
配列番号７；ｐＴｒｐＴの調製のための合成プライマー
配列番号８；ｐＴｒｐＴの調製のための合成プライマー
配列番号９；ｐＴｒｐＴ＿Ｇｔｇ２の調製のための合成プライマー
配列番号１０；ｐＴｒｐＴ＿Ｇｔｇ２の調製のための合成プライマー
配列番号１１；ペプチド合成酵素の遺伝子
配列番号１３；ｐＴｒｐＴ＿Ｓｍ＿ａｅｔの調製のための合成プライマー
配列番号１４；ｐＴｒｐＴ＿Ｓｍ＿ａｅｔの調製のための合成プライマー
配列番号１５；Ａｅｔ用ミックスプライマー１
配列番号１６；Ａｅｔ用ミックスプライマー２
配列番号１９；ペドバクター由来ａｅｔ発現ベクター構築用プライマー１
配列番号２０；ペドバクター由来ａｅｔ発現ベクター構築用プライマー２
配列番号２１；Ａｅｔ用ミックスプライマー３
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