
(57)【要約】
本発明は、改変された基質許容性を有する新規のニトリラーゼ、それらを得る方法、およ
び前記ニトリラーゼの使用に関する。前記ニトリラーゼは、野生型 Alcaligenes faecalis
中の 296番目の位置に相当する位置において、チロシンでないアミノ酸を含むポリペプチ
ド配列によりコードされる。本発明はさらに、前記ニトリラーゼをコードする核酸配列お
よびアミノ酸配列、前記核酸配列を含む発現構築物、前記核酸配列または発現構築物を含
むベクター、前記核酸配列、発現構築物またはベクターを含む生物（好ましくは微生物）
に関する。本発明はまた、カルボン酸、好ましくはラセミ体ニトリルから生成される置換
キラルカルボン酸を調製する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、
a)　 (K/R/H)XXDXXGX(X*)、
b)　 i)　 KAINDPVGH(X*)
　 　 ii)　 GH(X*)SRPDV
　 　 を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 50％ の 相
　 　 同 性 を 有 す る 配 列 、
c)　 i)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L
　 　 ii)　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV
　 　 を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 35％ の 相
　 　 同 性 を 有 す る 配 列 、
を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た 、 少 な く と も １ つ の 配 列 を 含 み 、
前 記 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 前 記 配 列 に お い て 、 X*は チ ロ シ ン で な い ア ミ ノ 酸
残 基 を 表 し 、 こ こ で 、 X*は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト
リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 存 在 す る も の で あ る 、
上 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、
a)　 (K/R)XXXDXXG(H/Y/S)(X*)、
b)　 KXXXDXXGX(X*)、  
c)　 KAINDPVGH(X*)、
d)　 GH(X*)SRPDV、
e)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L、
f)　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も １ つ の 配 列 を 含 み 、
こ こ で Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 本 発 明 の 前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ に 含 ま れ る 前 記 配 列 に お い
て 、 X*は チ ロ シ ン で な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 し 、 こ こ で 、 X*は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る
野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 存 在 す る
も の で あ る 、
上 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 X*が 、 シ ス テ イ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お
よ び ト レ オ ニ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド が 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番
目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 除 い て 該 ニ ト リ ラ ー ゼ と 同 一 の ニ ト リ ラ ー ゼ と
比 較 し て 、 モ ジ ュ レ ー ト さ れ た 許 容 性 を 示 す ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 、 上 記 ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド が 、
a)　 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ ま た は ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 少 な く と も 60％ 、 好 ま し く は 80％ 、
さ ら に 好 ま し く は 90％ 、 最 も 好 ま し く は 95％ 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 分 子
；
b)　 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ ま た は ８ に 記 載 の 配 列 の う ち の 少 な く と も １ つ の 、 少 な く と も 20
の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 50の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 の 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 分 子 、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に よ り さ ら に 記 載 さ れ る 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド
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。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ
た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 を 少 な く と も １ つ 含 む 、 組 換 え 発 現 構 築 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も １ つ の 請 求 項 ５ に 記 載 の 組 換 え 発 現 構 築 物 お よ び ／ ま た は 少 な く と も １ つ の
請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 を 含 む 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も １ つ の 請 求 項 ８ に 記 載 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 、 少 な く と も １ つ の 請 求 項 ７ に
記 載 の 組 換 え 発 現 構 築 物 お よ び ／ ま た は 少 な く と も １ つ の 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 を 含 む 、
組 換 え 生 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 生 物 が 、 細 菌 、 真 菌 、 藻 ま た は 植 物 生 物 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ に 記
載 の 組 換 え 生 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 微 生 物 が 、 Escherichia、 Rhodococcus、 Nocardia、 Streptomycesま た は Mycobacterium
属 の 細 菌 で あ る 、 請 求 項 ９ ま た は 10に 記 載 の 組 換 え 生 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 モ ジ ュ レ ー ト さ れ た 基 質 許 容 性 を 有 す る ニ ト リ ラ ー ゼ の 作 製 方 法 で あ っ て 、 該 ニ ト リ ラ
ー ゼ 中 の 、 少 な く と も 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ
ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 の チ ロ シ ン を 、 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る ス テ ッ プ
を 少 な く と も 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ニ ト リ ラ ー ゼ の 基 質 許 容 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 で あ っ て 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 、 少
な く と も 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296
番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 の チ ロ シ ン を 、 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る ス テ ッ プ を 少 な く と も
含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 カ ル ボ ン 酸 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 １ つ 以 上 の 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド の う ち １ つ 、 ま た は 生 長 中 の 、 休 眠 状 態 の 、 も し く は 破 壊 さ れ た 請 求 項 ９ ～
11の い ず れ か １ 項 に 記 載 の １ 種 以 上 の 組 換 え 生 物 の う ち １ つ の 作 用 に よ っ て 、 ニ ト リ ル 、
ま た は ア ル デ ヒ ド も し く は ケ ト ン お よ び シ ア ン 化 物 の 混 合 物 を 、 対 応 す る カ ル ボ ン 酸 に 変
換 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 少 な く と も １ つ の 一 般 式 Iの ニ ト リ ル を 、 一 般 式 IIの カ ル ボ ン 酸 に 変 換 す る 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
（ 置 換 基 R 1 、 R 2 、 R 3 は 互 い に 独 立 に 、 水 素 、 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 分 岐 ま た は 非 分 岐 の C 1
-C 1 0 -ア ル キ ル ま た は C 1 -C 1 0 -ア ル コ キ シ 、 置 換 ま た は 非 置 換 の ア リ ー ル ま た は ヘ テ ロ ア リ
ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ハ ロ ゲ ン 、 C 1 -C 1 0 -ア ル キ ル ア ミ ノ お よ び ア ミ ノ よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ て い て も よ く 、 基 R 1 、 R 2 お よ び R 3 の う ち 少 な く と も ２ つ は 異 な る ）
請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 14ま た は 15に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 ニ ト リ ル が 、 ラ セ ミ 体 o-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト
リ ル 、 p-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 o-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ
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ル 、 p-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 o-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル
、 p-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル お よ び m-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 な ら び に 本 請 求 項 の ニ ト
リ ル に 対 応 す る ア ル デ ヒ ド お よ び シ ア ン 化 物 の 混 合 物 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 上 記 方
法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 14～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 製 造 さ れ る 光 学 活 性 カ ル ボ ン 酸 が
、 R-マ ン デ ル 酸 、 S-マ ン デ ル 酸 、 R-p-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 S-p-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 R-m-ク
ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 S-m-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 R-o-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 S-o-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸
、 S-o-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 S-p-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 S-m-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 S-o-メ チ ル マ
ン デ ル 酸 、 S-p-メ チ ル マ ン デ ル 酸 、 S-m-メ チ ル マ ン デ ル 酸 、 R-o-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 R-p-
ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 R-m-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 R-o-メ チ ル マ ン デ ル 酸 、 R-p-メ チ ル マ ン デ ル
酸 お よ び R-m-メ チ ル マ ン デ ル 酸 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 植 物 生 物 中 の 除 草 剤 耐 性 を 実 現 す る 方 法 で あ っ て 、 該 植 物 生 物 が 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ
れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に
お い て 、 チ ロ シ ン で な い ア ミ ノ 酸 を 含 む ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 カ
セ ッ ト を 用 い て ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ て お り 、 前 記 核 酸 配 列 は 前 記 植 物 生 物 に お け る プ ロ
モ ー タ ー 機 能 の 制 御 下 に あ る 、 上 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 改 変 さ れ た 基 質 許 容 性 を 有 す る 新 規 の ニ ト リ ラ ー ゼ 、 そ れ ら を 得 る 方 法 、 お
よ び 前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ の 使 用 に 関 す る 。 前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 野 生 型 Alcaligenes faecal
is中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に お い て 、 チ ロ シ ン で な い ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列
お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 、 前 記 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 、 前 記 核 酸 配 列 ま た は 発 現 構 築 物 を
含 む ベ ク タ ー 、 前 記 核 酸 配 列 、 発 現 構 築 物 ま た は ベ ク タ ー を 含 む 生 物 （ 好 ま し く は 微 生 物
） に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 カ ル ボ ン 酸 、 好 ま し く は 置 換 キ ラ ル カ ル ボ ン 酸 を ラ セ ミ 体 ニ
ト リ ル か ら 調 製 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 キ ラ ル お よ び 光 学 活 性 カ ル ボ ン 酸 は 、 多 く の 製 薬 ま た は 作 物 保 護 活 性 成 分 の 出 発 物 質 と
し て 、 有 機 化 学 合 成 に お け る 需 要 が あ る 。 キ ラ ル カ ル ボ ン 酸 は 、 ジ ア ス テ レ オ マ ー 塩 に よ
る 古 典 的 ラ セ ミ 分 割 に 用 い る こ と が で き る 。 特 に 関 心 が 持 た れ て い る の は 、 置 換 ま た は 非
置 換 R-(-)-ま た は S-(+)-マ ン デ ル 酸 で あ る 。 前 記 化 合 物 の 酵 素 的 合 成 は ニ ト リ ラ ー ゼ に 基
づ い て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 ニ ト リ ル の 、 対 応 す る カ ル ボ ン 酸 お よ び ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン へ の 加 水
分 解 を 触 媒 す る 酵 素 で あ る （ Faber, Biotransformations in Organic Chemistry, Spring
er Verlag, Berlin/Heidelberg, 1992, ISBN 3-540-55762-8） 。 ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 当 初 、
植 物 に お い て 発 見 さ れ （ Thimann and Mahadevan (1964) Arch Biochem Biophys 105:133-
141） 、 そ の 後 多 く の 微 生 物 、 例 え ば 以 下 の 属 ： Pseudomonas、 Nocardia、 Arthrobacter、
Fusarium、 Rhodoccocus、 Klebsiella、 Aureobacterium、 Alcaligenes、 Rhodopseudomonas
、 Corynebacterium sp. strain KO-2-4、 Acinetobacter、 Bacillus、 Variovorax、 Brevib
acterium、 Caseobacter、 Mycobacteriumお よ び Candidaか ら 単 離 さ れ た （ Kobayashi and S
himizu (1994) FEMS Microbiology Letters 120:217-224） 。 ニ ト リ ラ ー ゼ は 多 様 な 基 質
特 異 性 を 有 す る が 、 そ れ ら の 特 異 性 に し た が っ て 大 ま か に 以 下 の ３ つ の グ ル ー プ に 分 け ら
れ る ： 脂 肪 族 ニ ト リ ル に 特 異 的 な ニ ト リ ラ ー ゼ 、 芳 香 族 ニ ト リ ル に 特 異 的 な ニ ト リ ラ ー ゼ
、 お よ び ア リ ー ル ア セ ト ニ ト リ ル に 特 異 的 な ニ ト リ ラ ー ゼ （ Kobayashiら (1993) Proc Nat
l Acad Sci USA 90:247-251； Kobayashi and Shimizu (1994)前 掲 ； Levy-Schilら (1995) 
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Gene 161:15-20； Layhら (1998) J Mol Catal B: Enzymatic 5:467-474） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 キ ラ ル お よ び ア キ ラ ル カ ル ボ ン 酸 お よ び α -ヒ ド ロ キ シ カ ル ボ ン 酸 の 、 ニ ト リ ラ ー ゼ を
用 い た 酵 素 的 合 成 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 記 述 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Yamamotoら (1991)
 Appl Environ Microb 57:3028-3032； Faber, Biotransformations in Organic Chemistr
y, 第 2版 , Springer-Verlag, Berlin, 1995； Levy-Schilら (1995) Gene 161:15-20； Cowa
nら (1998) Extremophiles 2: 207-216； WO 03/000840； WO 96/09403； WO 92/05275、 EP-B
 0 348 901； US 5,283,193； EP-A-0 449 648、 EP-B-0 473 328、 EP-B-0 527 553、 EP-B-0
 332 379、 US 5,296,373、 EP-A-0 610 048、 EP-A-0 610 049、 EP-A 0 666 320、 WO97/320
30） 。 こ れ ら の 方 法 の 欠 点 は 、 そ れ ら が 多 く の 場 合 光 学 的 純 度 の 低 い 生 成 物 し か も た ら さ
な い こ と 、 お よ び ／ ま た は 、 そ れ ら が 低 い 空 時 収 率 に お い て の み 進 行 す る こ と で あ る 。 WO
 01/34786は 、 162番 目 の 位 置 の シ ス テ イ ン 残 基 の １ ア ミ ノ 酸 改 変 を 有 す る 改 変 さ れ た ニ ト
リ ラ ー ゼ を 記 載 し て い る 。 該 ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 2-ヒ ド ロ キ シ -4-(メ チ ル チ オ )ブ チ ロ ニ ト
リ ル を 加 水 分 解 す る の に 用 い ら れ る 。 WO 01/34786中 の 「 選 択 性 」 （ selectivity） は 、 結
果 と し て 得 ら れ る 生 成 物 、 2-ヒ ド ロ キ シ -4-(メ チ ル チ オ )ブ チ ル ア ミ ド と 、 2-ヒ ド ロ キ シ -
4-(メ チ ル チ オ )ブ タ ン 酸 の 比 と し て 定 義 さ れ て い る 。 異 な る 基 質 に 関 す る ニ ト リ ラ ー ゼ の
選 択 性 に つ い て は 、 何 も 述 べ ら れ て い な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 大 部 分 の ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 非 常 に 狭 い 基 質 許 容 性 を 有 し 、 こ の こ と に よ り 、 そ れ ら ニ ト
リ ラ ー ゼ は 、 許 容 で き る 効 率 で は 、 １ つ か 少 数 の ニ ト リ ル の 変 換 に の み 好 適 と な っ て い る
。 こ の こ と が 、 新 規 の 生 成 物 に つ い て の 生 体 触 媒 に よ る 処 理 の 開 発 の 障 害 で あ り 、 か か る
方 法 を 経 済 的 に 魅 力 の な い 方 法 に し て い る 。 従 っ て 、 改 変 さ れ た 、 好 ま し く は よ り 広 い 基
質 許 容 性 を 有 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を 提 供 す る こ と が １ つ の 目 的 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 最 初 の 実 施 形 態 は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド に 関 し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、
a)　 (K/R/H)XXDXXGX(X*)、
b)　 i)　 KAINDPVGH(X*)
　 　 ii)　 GH(X*)SRPDV
　 　 を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 50％ の 相
　 　 同 性 を 有 す る 配 列 、
c)　 i)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L
　 　 ii)　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV
　 　 を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 35％ の 相
　 　 同 性 を 有 す る 配 列 、
を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た 、 少 な く と も １ つ の 配 列 を 含 み 、
前 記 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 前 記 配 列 に お い て 、 X*は チ ロ シ ン で な い １ 個 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 表 し 、 こ こ で 、 X*は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecal
isニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 存 在 す る も の で あ る 。 好 ま し く は 、
前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 と の 相 同 性 が 少 な く と も 40％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 60
％ ま た は 80％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ ま た は 95％ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 好 ま し く は 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 は 、 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)Lで あ
り 、 最 も 好 ま し く は 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 は 、 DPAGH(X*)SRPDVLSLLVで あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 特 に 好 ま し く は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ は 、
a)　 (K/R)XXXDXXG(H/Y/S)(X*)、
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b)　 KXXXDXXGX(X*)、  
c)　 KAINDPVGH(X*)、
d)　 GH(X*)SRPDV、
e)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L、
f)　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の 配 列 を 含 み 、
こ こ で Xは あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 本 発 明 の 前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ に 含 ま れ る 前 記 配 列 に お
い て 、 X*は チ ロ シ ン で な い １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 し 、 X*は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る
野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 存 在 す る
も の で あ る 。 好 ま し く は 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ は 、
a)　 KAINDPVGH(X*)、
b)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L、 ま た は 、 最 も 好 ま し く は 、
　 　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中
の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 X*は 、 シ ス テ イ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ
ギ ン 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び ト レ オ ニ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る
。 さ ら に 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 X*は 、 ア ラ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び セ
リ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 X*は 、 ア ラ ニ ン 、 お よ び
シ ス テ イ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligene
s faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 除 い て 、 該
ニ ト リ ラ ー ゼ と 同 一 の ニ ト リ ラ ー ゼ と 比 較 し て 、 モ ジ ュ レ ー ト さ れ た 、 さ ら に 好 ま し く は
よ り 広 い 、 基 質 許 容 性 を 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の
核 酸 を 含 む 組 換 え 発 現 構 築 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 は 、 少 な く と も １ つ の 本 発 明 の 組 換 え 発 現 構 築 物 お よ び ／
ま た は 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の 核 酸 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ
ー に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 好 ま し く は モ ジ ュ レ ー ト さ れ た 基 質 許 容 性 を 有 す る 、 ニ ト リ
ラ ー ゼ の 作 製 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 所 与 の ニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 、 少 な く と も 配 列 番 号 ２ に
記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る
位 置 の チ ロ シ ン を 、 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る ス テ ッ プ を 少 な く と も 含 む 。 好 ま し く は 、 前
記 置 換 は 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の 変 異 に よ り 実 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ の 基 質 許 容 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 に 関 し 、
該 方 法 は 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 、 少 な く と も 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcalige
nes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 の チ ロ シ ン を 他 の ア ミ ノ 酸
に 置 換 す る こ と に よ る 。 好 ま し く は 該 置 換 は 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の 変 異 に
よ り 実 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 カ ル ボ ン 酸 の 製 造 方 法 に 関 し 、 該 方 法 に お い て は 、 ニ ト リ ル
が 、 １ つ 以 上 の 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ の う ち の １ つ の 作 用 に よ っ て 対 応 す る カ ル ボ ン 酸 に
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変 換 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】

図 １ ： ラ セ ミ 体 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル の 変 換 に つ い て の 、 種 々 の Y296変 異 体 と 、 対 照
(control)／ 標 準 と し て の Y296野 生 型 と の 相 対 的 比 活 性 （ RSA） の 比 較 （ 実 施 例 ２ 参 照 ） 。
Y軸 は 相 対 的 比 活 性 （ RSA） を 表 し て い る 。 比 活 性 は 、 以 下 に 記 載 の よ う に 測 定 し た 。 相 対
的 比 活 性 は 、 野 生 型 （ Y296） 酵 素 の 活 性 を 1.0に 設 定 し て 計 算 し た 。 X軸 は 、 以 下 の 様 々 な
変 異 体 を 表 し て い る ： A（ Y296A） 、 F（ Y296F） 、 C（ Y296C） 、 G（ Y296G） 、 N（ Y296N） 、
T（ Y296T） 、 S（ Y296S） 。 テ ス ト し た 変 異 体 の い ず れ も が 、 野 生 型 Y296ニ ト リ ラ ー ゼ に 比
べ て 高 い 活 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
図 ２ ： 種 々 の ア リ ー ル ア セ ト ニ ト リ ル の 変 換 に つ い て の 、 変 異 型 ニ ト リ ラ ー ゼ Y296Cと 野
生 型 ニ ト リ ラ ー ゼ Y296と の 比 較 。 Y軸 は 相 対 的 比 活 性 （ RSA） を 表 し て い る 。 比 活 性 は 、 以
下 に 記 載 の よ う に 測 定 し た 。 相 対 的 比 活 性 は 、 非 置 換 マ ン デ ロ ニ ト リ ル に 対 す る 活 性 を 10
0％ に 設 定 し て 計 算 し た 。 X軸 は 、 以 下 の 様 々 な テ ス ト さ れ た 基 質 を 表 し て い る ： MN（ マ ン
デ ロ ニ ト リ ル ） 、 2-CMN（ 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル ） 、 3-CMN（ 3-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ
ル ） 、 4-CMN（ 4-R-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル ） 、 4-BMN（ 4-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ ル ） 、 お
よ び 4-MeMN（ 4-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル ） 。 変 異 体 は 、 非 置 換 マ ン デ ロ ニ ト リ ル に 対 す る
活 性 は そ の ま ま 保 っ て 、 テ ス ト し た 置 換 マ ン デ ロ ニ ト リ ル の い ず れ に 対 し て も 顕 著 に 高 い
活 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
図 ３ ： 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル の 変 換 に つ い て の 、 種 々 の 変 異 型 ニ ト リ ラ ー ゼ の 比 較 。
Y軸 は 相 対 的 比 活 性 （ RSA） を 表 し 、 こ れ は マ ン デ ロ ニ ト リ ル を 100％ の 対 照 と し て 、 以 下
に 記 載 の よ う に 測 定 し 、 計 算 し た 。 X軸 は 、 以 下 の テ ス ト し た 種 々 の ニ ト リ ラ ー ゼ を 表 し
て い る 。 1650： 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ た Alcaligenes faecalis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ
（ 野 生 型 ） 。 1650 Y296C： Y296C変 異 を 有 す る 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ た Alcaligenes faeca
lis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ 。 1650 Y296A： Y296A変 異 を 有 す る 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ た
Alcaligenes faecalis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ 。 8750： 配 列 番 号 ４ に 記 載 さ れ た Alcali
genes faecalis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ （ 野 生 型 ） 。 8750 Y296A： Y296A変 異 を 有 す る
配 列 番 号 ４ に 記 載 さ れ た Alcaligenes faecalis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ 。 338： 配 列 番
号 ６ の Pseudomonas sp.に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ （ 野 生 型 ） 。 338 Y297A： Y297A変 異 を 有
す る 配 列 番 号 ６ の Pseudomonas sp.に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ 。 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル
に 対 し て 、 テ ス ト し た ニ ト リ ラ ー ゼ の 全 て が 、 対 応 す る 野 生 型 酵 素 に 比 べ て 顕 著 に 高 い 活
性 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
図 ４ a～ f： 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。 以 下 の 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を
表 し て い る ：
表 １ ： 図 ４ で ア ラ イ メ ン ト さ れ て い る 配 列 の 起 源 お よ び 参 照 （ 文 献 ）
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【 ０ ０ ２ ２ 】
＊ GenBankも し く は SwissProt登 録 番 号 、 ま た は 特 許 ／ 特 許 出 願 番 号 の い ず れ か を 示 し て あ
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ た 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に
対 応 す る 保 存 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 は 、 図 ４ eに お い て 矢 印 で 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
図 ５ a～ e： 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。 WO 03/000840に お い て 開 示 さ
れ 、 R-2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 変 換 活 性 を 示 す と し て 記 載 さ れ て い る 配 列 を 、 以 下 の 配
列 と ア ラ イ メ ン ト し た ： Alcaligenes faecalisに 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ Nit1650_（ DE1984
8129-A1） 、 Alcaligenes faecalisに 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ NitJM3_（ P20960； EP0527553
） 、 Alcaligenes faecalisに 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ Nit8750（ WO9964607） 、 お よ び Pseudo
monas specに 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ 。 WO 03/000840に 由 来 す る 配 列 は 特 許 出 願 番 号 の 後 に
そ の 配 列 番 号 を 示 し て あ る 、 （ 例 え ば WO2003000840.332は 、 WO 03/000840の 配 列 番 号 332
を 表 し て い る ） 。 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ た 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の
296番 目 の 位 置 に 対 応 す る 保 存 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 は 、 図 ５ dに お い て 矢 印 で 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 野 生 型 Alcaligenes faecalis中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る チ ロ シ ン 残 基 の 置 換 は 、 ニ
ト リ ラ ー ゼ の 基 質 許 容 性 の 改 変 を も た ら す 。 結 果 と し て 得 ら れ る ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 改 変 さ
れ て い な い ニ ト リ ラ ー ゼ に よ っ て は 変 換 す る こ と が で き な か っ た か 、 わ ず か し か 変 換 で き
な か っ た ニ ト リ ル 基 質 を 変 換 し う る こ と が 観 察 さ れ た 。 こ の こ と は 、 経 済 的 に 満 足 で き る
効 率 で の 広 範 な ニ ト リ ル の 変 換 を 可 能 に す る も の で あ り 、 こ れ は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公
知 の ニ ト リ ラ ー ゼ に よ っ て は な し 得 な い こ と で あ る 。 こ の 効 果 は 、 前 記 ニ ト リ ル 基 質 に 対
す る 酵 素 の 触 媒 活 性 の 増 加 を 伴 う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 従 っ て 、 本 発 明 の 最 初 の 実 施 形 態 は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 関 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る
野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 、 チ ロ シ
ン 以 外 の １ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 当 該 技 術 分 野 に お い て 記 載 さ れ て い る ほ ぼ 全 て の ニ ト リ ラ ー ゼ 中 で 、 配 列 番 号 ２ に 記 載
さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る チ ロ シ ン 残 基 は 保
存 さ れ て い る 。 （ 例 え ば 、 WO 03/000840に 記 載 さ れ て い る ） ニ ト リ ラ ー ゼ で あ る と の 注 釈
が つ け ら れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の う ち 少 数 が 、 酵 素 の こ の 部 分 に 、 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 （
コ ン ピ ュ ー タ 上 で 、 対 応 す る DNAか ら 推 定 ） を 含 ん で い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 酵 素
の い く つ か は 、 公 知 の ニ ト リ ラ ー ゼ の 全 て に 特 徴 的 な 、 触 媒 活 性 に 必 要 な 三 つ 組 （ cataly
tic triad） を 含 ん で い な い た め （ Pace & Brenner (2001) Genome Biology 2(1):1-9参 照
） 、 そ れ ら の 差 異 は 、 配 列 決 定 エ ラ ー の 結 果 で あ る か （ 例 え ば 、 フ レ ー ム シ フ ト の 結 果 起
こ っ た ） 、 そ れ ら の 配 列 が ニ ト リ ラ ー ゼ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 酵 素 の 型 に 属 す る も の で は
な い 可 能 性 が 高 い 。 い ず れ に せ よ 、 こ れ ら の 酵 素 は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型
Alcaligenes faecalis中 の 296番 目 の 位 置 の 周 辺 領 域 に 対 し て 、 顕 著 な 相 同 性 を ほ と ん ど
、 ま た は 全 く 有 し て お ら ず 、 上 記 の 配 列 タ グ を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当
す る 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 好 ま し く は ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー
ド す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 の 位 置 を 意 味 す る も の で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に つ い て
、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 配 列 に 対 す る ア ラ イ メ ン ト を 行 っ た と き に 、 配 列 番 号 ２ に
記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis中 の 296番 目 の 位 置 の 残 基 に 合 う （ fit） ま た
は そ ろ う （ align） 位 置 を 意 味 す る 。 そ の よ う な ア ラ イ メ ン ト は 、 例 え ば FASTA（ 例 え ば 、
version 3.3t09 May 18, 2001； ス コ ア 行 列 （ scoring matrix） ： blosum62； Henikoff & 
Henikoff (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89:10915-10919； Pearson WR & Lipman DJ (1
988) Proc Natl Acad Sci USA 85:2444-2448） 、 GAP、 ま た は GAP -ENDWeight（ 「 -ENDWei
ght」 は 、 終 末 ギ ャ ッ プ に 対 し て 他 の ギ ャ ッ プ と 同 様 に ペ ナ ル テ ィ ー を 課 す ； ス コ ア 行 列
： blosum62 Henikoff & Henikoff (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89:10915-10919； Nee
dleman & Wunsch (1970) J Mol Biol 48:443-453） の よ う な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア ツ
ー ル を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 他 の ニ ト リ ラ ー ゼ 酵 素 に お け る 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ
て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 は ま た 、 マ ル チ プ
ル ア ラ イ メ ン ト （ 例 え ば 図 ４ お よ び ５ に 表 さ れ て い る よ う な ） に よ っ て も 同 定 す る こ と が
で き る 。 以 下 の 表 （ 表 ２ ） は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis
中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 残 基 を 含 む 領 域 の ア ラ イ メ ン ト を 表 し て い る 。 配 列 は 、 Gen
Bank/SwissProtお よ び 他 の 供 給 源 （ 例 え ば 特 許 出 願 WO 03/000840） に 由 来 す る も の で あ る
。 ア ラ イ メ ン ト （ 例 え ば 、 図 ４ お よ び ５ に 表 さ れ て い る よ う な ） は 、 ClustalWア ル ゴ リ ズ
ム （ Version 1.7、 Vector NTI Suite 7 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の AlignX編 に 含 ま れ る ；
Informax； 重 み 付 け 行 列 （ Weight Matrix） ： Blosum for proteins； Thompson JDら (1994
) Nucl Acids Res 22:4673-4680； Higgins DGら (1996) Methods Enzymol 266:383-402）
を 用 い 、 以 下 の パ ラ メ ー タ 設 定 に よ り 行 っ た ： Gap opening penalty： 10； Gap extension
 penalty： 0.05； Gap separation penalty range： 8； ％  identity for alignment delay
： 40。
【 ０ ０ ２ ９ 】
表 ２ ： 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis中 の 296番 目 の 位 置 （ 矢
印 で 指 示 ） を 含 む 領 域 を 表 す ニ ト リ ラ ー ゼ の 部 分 配 列 。 「 ニ ト リ ラ ー ゼ 」 （ ２ 列 目 ） は 、
ア ラ イ メ ン ト さ れ た 配 列 の 供 給 源 を 表 す 。 定 義 は 、 図 （ 図 ４ お よ び ５ ） に 与 え ら れ た 定 義
と 対 応 し て い る 。 「 開 始 （ １ ） 」 は 、 対 応 す る ニ ト リ ラ ー ゼ の 配 列 中 で の 、 ４ 列 目 に 表 さ
れ て い る 配 列 タ グ の 最 初 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 し て い る 。 こ の 位 置 は 、 配 列 番 号 ２ に
記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 実 際 の 位 置 を
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計 算 す る の に 容 易 に 用 い る こ と が で き る 。 類 似 性 （ similarity） と 同 一 性 （ identity） は
、 ス コ ア 行 列 ： blosum62と 、 以 下 に 規 定 す る パ ラ メ ー タ を 用 い て 、 GAP -ENDWeightア ル ゴ
リ ズ ム に よ り 算 出 し た 。
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 約 」 と い う 語 は 、 本 明 細 書 中 で は 、 大 体 、 ざ っ と 、 お お よ そ 、 ま た は そ の 領 域 に 、 と
い う こ と を 意 味 す る 。 「 約 」 と い う 語 が 数 値 範 囲 と 関 連 し て 用 い ら れ て い る と き に は 、 説
明 さ れ て い る 数 値 の 上 下 の 境 界 を 広 げ る こ と に よ っ て 範 囲 を 修 正 す る 。 一 般 に 、 「 約 」 と
い う 語 は 、 本 明 細 書 中 で は 、 大 小 （ 上 下 ） 20％ の 変 動 幅 で 、 提 示 さ れ た 値 の 上 下 の 数 値 を
修 正 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 「 ま た は 」 と い う 語 は 、 個 々 の リ ス ト の 構 成 要 員 の
ど れ か １ つ を 意 味 し 、 な ら び に ま た 、 当 該 リ ス ト の 構 成 要 員 の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 核 酸 」 と い う 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ ら
の ポ リ マ ー ま た は ハ イ ブ リ ッ ド を 指 し 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス
型 で あ る 。 こ の 語 は 、 公 知 の ヌ ク レ オ チ ド の ア ナ ロ グ ま た は 修 飾 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン 残 基
ま た は バ ッ ク ボ ー ン 鎖 を 含 む 核 酸 を 包 含 し 、 そ れ ら 核 酸 は 合 成 さ れ た 、 天 然 に 存 在 す る 、
お よ び 非 天 然 に 存 在 す る も の で あ り 、 対 照 の 核 酸 と 同 様 の 結 合 特 性 を 有 し 、 対 照 の ヌ ク レ
オ チ ド と 同 様 に 代 謝 さ れ る も の で あ る 。 そ の よ う な ア ナ ロ グ の 例 は 以 下 の よ う な も の で あ
る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ： ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ
ー ト 、 キ ラ ル メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 2-O-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA）
、 お よ び 同 様 の も の 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 別 に 示 さ れ て い る 場 合 を 除 い て 、 個 々 の 核 酸 配 列 は ま た 、 暗 黙 の う ち に 、 保 存 的 に 改 変
さ れ た そ れ ら の 変 異 体 （ 例 ： 縮 重 コ ド ン 置 換 ） お よ び 相 補 配 列 を 、 明 示 さ れ て い る 配 列 と
同 様 に 包 含 す る 。 「 核 酸 」 と い う 語 は 、 本 明 細 書 中 に お い て は 、 「 遺 伝 子 」 、 「 cDNA」 、
「 mRNA」 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 相 互 に 交 換 で き る よ う
に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 「 核 酸 配 列 」 と い う 句 は 、 ヌ ク レ オ チ ド を 表 す 略 語
、 文 字 （ letter） 、 符 号 （ character） お よ び 語 の 連 続 し た 並 び を 指 す 。 １ つ の 実 施 形 態
に お い て は 、 核 酸 は 「 プ ロ ー ブ 」 で あ っ て も よ く 、 こ れ は 比 較 的 短 い 核 酸 、 通 常 100ヌ ク
レ オ チ ド 長 未 満 で あ る 。 多 く の 場 合 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 約 50ヌ ク レ オ チ ド 長 か ら 約 10ヌ ク レ
オ チ ド 長 で あ る 。 核 酸 の 「 標 的 領 域 」 は 、 目 的 の も の で あ る と 同 定 さ れ た 核 酸 の 一 部 分 で
あ る 。 核 酸 の 「 コ ー ド 領 域 （ coding region） 」 は 、 適 当 な 調 節 配 列 の 制 御 下 に 置 か れ た
と き に 、 配 列 特 異 的 に 転 写 、 翻 訳 さ れ 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 産 生 す る
、 核 酸 の 一 部 分 で あ る 。 該 コ ー ド 領 域 は 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る と い う 言 い 方 を さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 遺 伝 子 」 と い う 語 句 は 、 あ る 方 法 で ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 制 御 で き る よ う な 適 当 な 調
節 配 列 に 機 能 し う る 様 に 連 結 さ れ た コ ー ド 領 域 を 指 す 。 遺 伝 子 は 、 コ ー ド 領 域 （ オ ー プ ン
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 、 ORF） に 先 行 す る （ 上 流 の ） お よ び 後 に 続 く （ 下 流 の ） 、 DNAの 翻
訳 さ れ な い 調 節 領 域 を 含 み （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 リ プ レ ッ サ ー な ど ）
、 同 様 に 、 適 当 な ら ば 、 個 々 の コ ー ド 領 域 （ す な わ ち エ キ ソ ン ） の 間 の 介 在 配 列 （ す な わ
ち イ ン ト ロ ン ） も 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 、 「 オ リ ゴ ペ プ チ ド 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 遺 伝 子
産 物 」 、 「 発 現 産 物 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 で は 、 相 互 に 交 換 で
き る よ う に 、 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ ー ま た は オ リ ゴ マ ー を 指 す た め に 使 用 さ れ る
。 こ れ ら の 語 句 は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の ポ リ マ ー に 適 用 さ れ る の と 同 様 に 、 そ の 中
の １ つ か そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る ア ナ ロ グ ま た は
ミ メ テ ィ ッ ク で あ る よ う な ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー に 適 用 さ れ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ
る と き に は 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 語 句 は 、 ペ プ チ ド 結 合 ま た は 修 飾 ペ プ チ ド 結 合 で 互
い に 結 合 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 を 指 し 、 遺 伝 子 を コ ー ド す る 20の ア ミ ノ 酸 以 外 の 修 飾 ア ミ ノ
酸 を 含 ん で も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 自 然 の 過 程 、 例 え ば 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ に よ っ て
、 ま た は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 化 学 修 飾 技 術 に よ っ て 修 飾 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 修 飾 は 、 ペ プ チ ド 主 鎖 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 お よ び ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 を 含 む 、
ポ リ ペ プ チ ド 中 の い か な る 部 位 に お い て も 起 こ り う る 。 同 じ 種 類 の 修 飾 が 、 所 与 の ポ リ ペ
プ チ ド の 数 ヶ 所 に 、 同 じ 程 度 あ る い は 異 な る 程 度 で 存 在 し う る こ と は よ く 理 解 さ れ る で あ
ろ う 。 所 与 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 多 種 類 の 修 飾 を 有 す る こ と も 可 能 で あ る 。 修 飾 と は 以
下 の も の を 含 む が 、 こ れ に よ っ て 限 定 さ れ な い ： ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ADP-リ ボ シ ル 化
、 ア ミ ド 化 、 共 有 架 橋 結 合 も し く は 環 状 化 、 フ ラ ビ ン ま た は ヘ ム 基 の 共 有 結 合 、 ヌ ク レ オ
チ ド も し く は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 脂 質 も し く は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 シ ス テ イ ン も
し く は ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 γ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 GPIア ン
カ ー 形 成 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 ヨ ウ 素 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 酸 化 、 ペ グ 化 （ perg
ylation） 、 タ ン パ ク 質 分 解 、 リ ン 酸 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 硫 酸 化
、 お よ び ト ラ ン ス フ ァ ー RNAを 介 し た タ ン パ ク 質 へ の ア ミ ノ 酸 の 付 加 （ 例 え ば ア ル ギ ニ ル
化 ） （ Proteins-Structure and Molecular Properties 第 ２ 版 , Creighton TE, Freeman 
WH and Company, New York (1993)； Posttranslational Covalent Modification of Prot
eins, Johnson BC編 , Academic Press, New York, pp. 1-12 (1983)参 照 ） 。 修 飾 は 、 短
い ペ プ チ ド （ 「 タ グ 」 、 例 え ば 6xHISタ グ の よ う な ） ま た は よ り 大 き な ド メ イ ン （ 例 ： マ
ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 GST-タ ン パ ク 質 、 チ オ レ ド キ シ ン ） へ の N末 端 ま た は C末 端 融 合
も 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う 語 句 は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 お よ び 合 成 ア ミ ノ 酸 を 指 し 、 同 様
に 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 と 同 様 に 機 能 す る ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ お よ び ア ミ ノ 酸 ミ メ テ ィ
ッ ク を 指 す 。 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 は 、 遺 伝 子 コ ー ド に よ り コ ー ド さ れ る も の 、 同 様 に
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、 後 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ -カ ル ボ キ シ グ ル タ
ミ ン 酸 、 お よ び O-ホ ス ホ セ リ ン で あ る 。 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ と は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸
と 同 じ 基 本 化 学 構 造 、 す な わ ち 、 水 素 に 結 合 し た 炭 素 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 お よ び
R基 を 有 す る 化 合 物 で あ る （ 例 え ば 、 ホ モ セ リ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ
ド 、 メ チ オ ニ ン メ チ ル ス ル ホ ニ ウ ム ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 と い う 語 句 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 を 表
す 略 語 、 文 字 （ letter） 、 符 号 （ character） お よ び 語 の 連 続 し た 並 び を 指 す 。 ア ミ ノ 酸
は 、 本 明 細 書 に お い て は 、 一 般 に 知 ら れ て い る ３ 文 字 の 記 号 、 ま た は IUPAC-IUB生 化 学 命
名 法 委 員 会 （ IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission） に よ り 推 奨 さ れ て い る
１ 文 字 の 記 号 の い ず れ に よ っ て 表 さ れ て も よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド は 同 様 に 、 一 般 に 受 け 入 れ
ら れ て い る １ 文 字 コ ー ド に よ っ て 表 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 で 用 い て い る 略 記 は 一 般 的 な ア ミ
ノ 酸 の １ 文 字 コ ー ド で あ る ： A、 ア ラ ニ ン ； B、 ア ス パ ラ ギ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 ； C
、 シ ス テ イ ン ； D、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ； E、 グ ル タ ミ ン 酸 ； F、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； G、 グ リ シ
ン ； H、 ヒ ス チ ジ ン ； I、 イ ソ ロ イ シ ン ； K、 リ ジ ン ； L、 ロ イ シ ン ； M、 メ チ オ ニ ン ； N、 ア
ス パ ラ ギ ン ； P、 プ ロ リ ン ； Q、 グ ル タ ミ ン ； R、 ア ル ギ ニ ン ； S、 セ リ ン ； T、 ト レ オ ニ ン
； V、 バ リ ン ； W、 ト リ プ ト フ ァ ン ； Y、 チ ロ シ ン ； Z、 グ ル タ ミ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 （
L. Stryer, Biochemistry, 1988, W. H. Freeman and Company, New Yorkを 参 照 ） 。 「 X
」 の 文 字 は 、 本 明 細 書 に お い て ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 用 い ら れ て い る と き に は 、 い か な る ア ミ
ノ 酸 残 基 で も よ い こ と を 表 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 あ る 物 質 が 、 そ の 元
い た 環 境 か ら 取 り 去 ら れ た こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 生 き た 動 物 中 に あ る 、 天 然 に 存 在 す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 さ れ て い な い が 、 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 天 然 の 系 で 共 存 し て い る 物 質 の 一 部 ま た は 全 部 か ら 分 離 さ れ て い れ
ば 、 そ れ は 単 離 さ れ て い る 。 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ベ ク タ ー の 一 部 と な る こ と が
で き 、 お よ び ／ ま た は そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は あ る 組 成 物 の 一
部 と な る こ と が で き 、 そ の よ う な ベ ク タ ー ま た は 組 成 物 が そ の 元 い た 環 境 の 一 部 で は な い
と い う 意 味 で 、 そ れ ら は 単 離 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 天 然 」 ま た は 「 天 然 由 来 （ 起 源 ） 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 の 文 脈 に お い て は 、 少 な
く と も １ 種 の 生 物 内 に 存 在 す る 利 用 可 能 な 生 物 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 配 列 で あ っ て 、
変 化 も 変 異 も し て お ら ず 、 ま た 他 の 方 法 に よ る 人 為 的 な 操 作 を 加 え ら れ て い な い も の を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 組 換 え 」 と い う 語 句 は 、 例 え ば 、 核 酸 配 列 （ ま た は 該 核 酸 配 列 を 含 む 生 物 、 発 現 カ セ
ッ ト も し く は ベ ク タ ー ） に 関 し て 、 組 換 え 法 に よ り 起 こ る 全 て の 構 築 物 を 指 し 、 該 構 築 物
に お い て は 、
a)　 前 記 核 酸 配 列 、 ま た は
b)　 前 記 核 酸 配 列 a)に 機 能 し う る 様 に 連 結 さ れ た 遺 伝 的 調 節 配 列 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、
ま た は
c)　 (a)お よ び (b)
の い ず れ か が 、 そ の 元 来 の 遺 伝 的 環 境 に 位 置 し て い な い か 、 組 換 え 法 に よ り 改 変 さ れ て い
る 、 例 え ば １ 個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 置 換 、 付 加 、 欠 失 、 転 移 ま た は 挿 入 な ど の 改 変
が さ れ て い る 構 築 物 を 指 す 。 元 来 の 遺 伝 的 環 境 と は 、 元 の 生 物 に お い て の 元 来 の 染 色 体 上
遺 伝 子 座 を 指 す か 、 ま た は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー 中 に 存 在 す る こ と を 指 す 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ
リ ー の 場 合 に は 、 核 酸 配 列 の 元 来 の 遺 伝 的 環 境 が 、 少 な く と も 部 分 的 に は 保 持 さ れ て い る
の が 好 ま し い 。 該 環 境 は 、 少 な く と も 一 方 の 側 に 核 酸 配 列 を つ な げ て お り 、 少 な く と も 50
bp長 、 好 ま し く は 少 な く と も 500bp長 、 特 に 好 ま し く は 少 な く と も 1000bp長 、 非 常 に 好 ま
し く は 少 な く と も 5000bp長 の 配 列 を 有 し て い る 。 天 然 に 存 在 す る 発 現 カ セ ッ ト （ 例 え ば 天
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然 に 存 在 す る 、 プ ロ モ ー タ ー と そ れ に 対 応 す る 遺 伝 子 の 連 結 ） は 、 天 然 で な い 、 合 成 的 な
「 人 工 的 」 方 法 （ 例 え ば 変 異 導 入 ） に よ り 改 変 さ れ れ ば 、 組 換 え 発 現 カ セ ッ ト に な る 。 そ
の よ う な 方 法 は 既 に 記 載 さ れ て い る （ US 5,565,350； WO 00/15815； 上 記 も 参 照 の こ と ）
。 好 ま し く は 、 「 組 換 え 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 核 酸 に 関 し
て 、 核 酸 が そ の 元 来 の 環 境 に お い て 隣 接 し て い な か っ た 核 酸 と 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ 、
隣 接 し て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 組 換 え 」 ポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え DNA技 術 に よ り 産 生 さ れ た 、 す
な わ ち 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 外 来 性 組 換 え DNA構 築 物 に
よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 組 換 え 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 天 然 に 存 在 せ ず 、 改 変 、 変 化 、 変 異 ま た は 他 の
方 法 で 人 為 的 に 操 作 さ れ た 分 子 を 含 ん で い て も よ い 。 「 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 天 然 に
は 存 在 し な い ポ リ ペ プ チ ド で 、 配 列 に お い て 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 天 然 に 存
在 す る ポ リ ペ プ チ ド と 異 な っ て い る も の で あ る 。 前 記 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は
核 酸 を 作 製 す る 好 ま し い 方 法 は 、 部 位 特 異 的 も し く は 非 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 、 DNAシ
ャ ッ フ リ ン グ ま た は 他 の 帰 納 的 （ recursive） 組 換 え の 方 法 を 含 ん で い て も よ い 。 か か る
組 換 え 分 子 を 得 る 特 に 好 ま し い 方 法 は 、 遺 伝 子 シ ャ ッ フ リ ン グ を 含 む 。 シ ャ ッ フ リ ン グ 法
は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 例 え ば WO 01/12817お よ び そ の 中 で 引 用 さ れ て い る
参 照 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 「 シ ャ ッ フ リ ン グ 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 に お い て は 同
一 で な い 配 列 間 の 組 換 え を 指 し 、 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て は 、 シ ャ ッ フ リ ン グ は 相 同
組 換 え ま た は 非 相 同 組 換 え （ 例 え ば cre/loxお よ び ／ ま た は flp/frt系 の よ う な ） を 介 し た
交 差 を 含 む 。 シ ャ ッ フ リ ン グ は 、 例 え ば 以 下 の 方 法 を 含 む 種 々 の 異 な る 形 式 を 採 用 し て 行
う こ と が で き る ： in vitroお よ び in vivoシ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 、 in silicoシ ャ ッ フ リ ン グ
形 式 、 二 本 鎖 も し く は 一 本 鎖 鋳 型 の い ず れ か を 用 い た シ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 、 プ ラ イ マ ー に
基 づ く シ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 、 核 酸 断 片 化 に 基 づ く シ ャ ッ フ リ ン グ 方 式 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 介 し た シ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 （ こ れ ら は 全 て 、 非 同 一 配 列 間 の 組 換 え 事 象 に 基 づ い て お
り 、 本 明 細 書 に お い て 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 す る 、 も し く は 参 照 す る ） 、 な ら び に 組 換 え
に 基 づ く 他 の 類 似 の 形 式 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 合 成 」 ポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 は 、 化 学 合 成 （ 例 え ば 、 固 層 ペ プ チ ド 合 成 ）
に よ り 生 成 さ れ た ペ プ チ ド で あ る 。 化 学 的 ペ プ チ ド 合 成 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で
あ り （ 例 え ば 、 Merrifield (1963), Am. Chem. Soc. 85: 2149-2154； Geysenら (1984) Pr
oc Natl Acad Sci USA 81:3998を 参 照 ） 、 合 成 キ ッ ト お よ び 自 動 ペ プ チ ド 合 成 機 が 市 販 さ
れ て い る （ 例 え ば 、 Cambridge Research Biochemicals, Cleveland, United Kingdom； Mo
del 431A synthesizer, Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA） 。 そ の よ う な 装
置 は 、 直 接 合 成 ま た は 他 の 公 知 の 技 術 に よ り 連 結 す る こ と が で き る 一 連 の 断 片 の 合 成 に よ
っ て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 容 易 に 得 る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 同 一 性 （ identity） 」 と い う 語 句 は 、 ２ つ の 核 酸 配 列 に 関 し て 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ
る と き に は 、 プ ロ グ ラ ム ア ル ゴ リ ズ ム GAP（ Wisconsin Package Version 10.0, Universit
y of Wisconsin, Genetics Computer Group (GCG), Madison, USA; Altschulら (1997) Nu
cleic Acids Res. 25:3389 以 下 を 参 照 ） を 用 い て 、 以 下 の パ ラ メ ー タ を 設 定 す る こ と で
算 出 さ れ る 同 一 性 を 意 味 す る も の と 解 さ れ る ：
Gap weight: 50
Length weight: 3
Average match: 10
Average mismatch: 0。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 例 え ば 核 酸 レ ベ ル で 配 列 番 号 １ の 配 列 と の 少 な く と も 60％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 は 、 上
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記 の プ ロ グ ラ ム ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 上 記 の パ ラ メ ー タ セ ッ ト を 用 い て 行 っ た 、 配 列 番 号
１ の 配 列 と の 比 較 に お い て 、 少 な く と も 60％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 意 味 す る も の と 解 さ
れ る 。 必 要 に 応 じ て 、 ス コ ア 行 列 blosum62を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 同 一 性 」 と い う 語 句 は 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に
は 、 プ ロ グ ラ ム ア ル ゴ リ ズ ム GAP（ Wisconsin Package Version 10.0, University of Wis
consin, Genetics Computer Group (GCG), Madison, USA） を 用 い て 、 以 下 の パ ラ メ ー タ
を 設 定 す る こ と で 算 出 さ れ る 同 一 性 を 意 味 す る も の と 解 さ れ る ：
Gap weight: 8
Length weight: 2
Average match: 2,912
Average mismatch: -2,003。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 例 え ば タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 配 列 番 号 ２ の 配 列 と の 少 な く と も 60％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列
は 、 上 記 の プ ロ グ ラ ム ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 上 記 の パ ラ メ ー タ セ ッ ト を 用 い て 行 っ た 、 配
列 番 号 ２ の 配 列 と の 比 較 に お い て 、 少 な く と も 60％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 意 味 す る も の
と 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て 、 「 相 同 性 （ homology）
」 は 「 同 一 性 」 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て は 、 「 相 同 性
」 は 同 一 か つ 保 存 的 な （ conservative） ア ミ ノ 酸 置 換 の パ ー セ ン テ ー ジ を 含 む 。 相 同 性 の
パ ー セ ン テ ー ジ は 、 以 下 の ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 、 ス コ ア 行 列 blosum62を 用 い て 算 出 す る
こ と が で き る ： Smith and Waterman (1981) Adv Appl Math 2:482、 お よ び Needleman & W
unsch (1970) J Mol Biol 48:443-453。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で ２ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て 用 い ら れ る と き に は 、 比 較 さ れ 、 最 大
対 応 （ maximum correspondence） に つ い て ア ラ イ メ ン ト さ れ た と き に 、 上 述 の 公 知 の 配 列
比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 測 定 し て 、 少 な く と も 99.5％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 を 有 す る 場
合 に は 、 ２ つ の 配 列 は 「 実 質 的 に 同 一 」 で あ る 。 さ ら に 、 配 列 同 士 が 実 質 的 に 同 一 か ど う
か 決 定 す る 目 的 で は 、 コ ー ド 領 域 の 同 義 語 コ ド ン は 、 遺 伝 的 コ ー ド の 縮 重 の た め に 同 一 で
あ る と し て 扱 っ て も よ い 。 典 型 的 に は 、 実 質 的 な 同 一 性 を 決 定 す る べ き 領 域 は 、 少 な く と
も 約 20残 基 に わ た っ て い な け れ ば な ら ず 、 配 列 が 少 な く と も 25～ 200残 基 に わ た っ て 実 質
的 に 同 一 で あ る の が 最 も 一 般 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 用 い ら れ る と き に は 、 最 大 対 応 （ maximum 
correspondence） に つ い て 比 較 し 、 ア ラ イ メ ン ト さ れ た と き に 、 上 述 の 公 知 の 配 列 比 較 ア
ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 測 定 し て 、 少 な く と も 99.5％ の 同 一 性 を 有 す る 場 合 に は 、 ２ つ の 配 列
は 「 実 質 的 に 同 一 」 で あ る 。 さ ら に 、 配 列 同 士 が 実 質 的 に 同 一 か ど う か 決 定 す る 目 的 で は
、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が そ の 生 物 学 的 機 能 を 実 質 的 に 保 っ て い れ ば 、
同 一 で あ る と し て 扱 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 核 酸 鎖 が 相 補 鎖 と 、 相 補 塩 基 同 士 に お け る 水 素 結 合 を
介 し て 結 合 す る 過 程 を 指 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ は 、 所 望 の 特 定 配 列 が サ ン
プ ル 中 に 低 濃 度 で し か 存 在 し な く て も 、 そ の 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る ほ ど 感 度 が よ く
選 択 的 で あ り う る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 の 塩 濃 度 ま た は ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 、 お よ び ／ ま た は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 に よ り 規 定 さ れ 、 当 該 技 術 分 野 に お い て は よ く 知 ら れ て い る 。 ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー は 、 塩 濃 度 の 低 下 、 ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 の 上 昇 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 温 度 の 上 昇 に よ り 高 く す る こ と が で き る 。 「 標 準 条 件 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用
い ら れ る と き に は 、 例 え ば 当 該 核 酸 に 応 じ て 、 以 下 の 条 件 を 意 味 す る ： 42～ 58℃ の 温 度 、
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0.1～ 5x SSC（ 1x SSC＝ 0.15M NaCl、 15mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.2） の 間 の 濃 度 の 水 性
緩 衝 溶 液 、 ま た は さ ら に 50％ ホ ル ム ア ミ ド 存 在 下 、 例 え ば 、 5x SSC中 で 42℃ 、 50％ ホ ル ム
ア ミ ド 。 DNA： DNAハ イ ブ リ ッ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 好 ま し く は 0.1x SSC、
約 20℃ ～ 45℃ の 間 、 好 ま し く は 約 30℃ ～ 45℃ の 間 の 温 度 を 含 む 。 DNA： RNAハ イ ブ リ ッ ド の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 好 ま し く は 0.1x SSC、 約 30℃ ～ 55℃ の 間 、 好 ま し く は 約
45℃ ～ 55℃ の 間 の 温 度 を 含 む 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て 提 示 さ れ る こ れ ら の 温 度
は 、 一 例 と し て 、 ホ ル ム ア ミ ド 非 存 在 下 に お い て 、 約 100ヌ ク レ オ チ ド 長 で G＋ C含 量 が 50
％ の 核 酸 に つ い て 計 算 さ れ た 融 解 温 度 で あ る 。 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 実 験 条 件 は
、 適 当 な 遺 伝 学 の 教 科 書 、 例 え ば Sambrookら , “ Molecular Cloning” , Cold Spring Har
bor Laboratory, 1989に 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者 に 公 知 の 公 式 に よ っ て 、 例 え ば 核 酸 の 長
さ 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 性 質 ま た は G＋ C含 量 か ら 計 算 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て の さ ら な る 情 報 を 以 下 の 教 科 書 中 に 見 出 す こ と が で き る ： Ausube
lら 編 , 1985, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New
York； Hames and Higgins編 , 1985, Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approa
ch, IRL Press at Oxford University Press, Oxford； Brown編 , 1991, Essential Molec
ular Biology: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press, Oxford
。 特 に 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 条 件 」 は 、 42℃ 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 中 、 5x SSPE、 0.3％ SDS、 お よ び 200ng/ml剪 断 変 性
サ ケ 精 子 DNA、 お よ び そ れ と 同 等 の 条 件 を 含 む 。 上 記 の 範 囲 お よ び 条 件 に つ い て の 変 動 は
、 当 該 技 術 分 野 に お い て は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 変 異 体 （ variant） 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 １ 個 以 上 の
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 が 改 変 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ
チ ド を （ そ れ ぞ れ ） 指 し 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 ニ ト リ ラ ー
ゼ 活 性 を 保 持 し て い る 。 変 異 体 は 例 え ば 以 下 の も の を 含 め た 多 数 の 方 法 の い ず れ に よ っ て
も 作 成 す る こ と が で き る ： 変 異 性 （ error-prone） PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 介 し た 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 、 ア ッ セ ン ブ リ ー PCR、 セ ク シ ャ ル PCR突 然 変 異 導 入
、 in vivo突 然 変 異 導 入 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 導 入 、 帰 納 的 集 合 （ recursive ensemble） 突
然 変 異 導 入 、 指 数 集 合 突 然 変 異 導 入 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ リ ー
、 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 導 入 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の い ず れ か 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 異 体 」 は 、 ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列 の 両 者 に 適 用 さ れ る 。 特 定
の 核 酸 配 列 に 関 し て 、 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 異 体 と は 、 同 一 か 、 本 質 的 に 同 一 な ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を 指 し 、 ま た は 、 核 酸 が ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い な い 場 合 に は
、 本 質 的 に 同 一 の 配 列 を 指 す 。 具 体 的 に は 、 縮 重 コ ド ン 置 換 は 、 １ つ か そ れ 以 上 の 選 択 さ
れ た （ も し く は 全 て の ） コ ド ン の ３ 番 目 の 位 置 が 混 合 塩 基 お よ び ／ ま た は デ オ キ シ イ ノ シ
ン 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た 配 列 を 作 製 す る こ と に よ り 行 わ れ う る （ Batzerら (1991) Nucle
ic Acid Res 19:5081； Ohtsukaら (1985) J Biol Chem 260:2605-2608； Rossoliniら (1994
) Mol Cell Probes 8:91-98） 。 遺 伝 的 コ ー ド の 縮 重 に よ り 、 機 能 的 に 同 一 の 多 く の 核 酸
が 所 与 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 例 え ば 、 コ ド ン GCA、 GCC、 GCGお よ び GCUは 全 て ア ミ ノ
酸 ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 。 従 っ て 、 コ ド ン に よ っ て ア ラ ニ ン が 規 定 さ れ て い る 全 て の 位 置
に お い て 、 コ ド ン は 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 変 え る こ と な く 、 上 記 の 対 応 す る コ ド
ン の い ず れ に で も 代 え る こ と が で き る 。 そ の よ う な 核 酸 の 変 異 は 「 サ イ レ ン ト 変 異 」 で あ
り 、 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 異 の 一 種 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 列 挙 さ れ て い る 、 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 全 て の 核 酸 配 列 は 、 全 て の 可 能 な 核 酸 の サ イ レ ン ト 変 異 を も 表 し て い る
。 当 業 者 は 、 核 酸 の そ れ ぞ れ の コ ド ン （ AUGを 除 く ： こ れ は い く つ か の 生 物 に お い て の GUG
と 同 様 に 、 通 常 メ チ オ ニ ン に 対 す る 唯 一 の コ ド ン で あ る 、 お よ び TGGを 除 く ： こ れ は 通 常
ト リ プ ト フ ァ ン に 対 す る 唯 一 の コ ド ン で あ る ） を 改 変 し て 機 能 的 に 同 一 の 分 子 を 得 る こ と
が 可 能 で あ る こ と を 認 識 す る も の と 思 わ れ る 。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の
そ れ ぞ れ の サ イ レ ン ト 変 異 は 、 記 載 さ れ た そ れ ぞ れ の 配 列 に 潜 在 的 に 包 含 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 当 業 者 は 、 コ ー ド さ れ た 配 列 中 の １ 個 の ア ミ ノ 酸 ま た は 小 さ
な 割 合 の 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 変 化 、 付 加 ま た は 欠 失 さ せ る よ う な 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ
チ ド も し く は タ ン パ ク 質 配 列 の 個 々 の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 は 、 当 該 変 化 が 化 学 的 に 類 似
の ア ミ ノ 酸 と の ア ミ ノ 酸 置 換 を も た ら す も の で あ る 場 合 に は 、 「 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 異
体 」 で あ る と 認 識 す る も の と 思 わ れ る 。 機 能 的 に 類 似 の ア ミ ノ 酸 を 提 供 す る 保 存 的 置 換 表
は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 異 体 は 、
本 発 明 の 多 型 変 異 体 、 種 間 相 同 体 、 お よ び 対 立 遺 伝 子 (allele)に 加 わ り 、 除 外 さ れ る も の
で は な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 ニ ト リ ラ ー ゼ 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性
を 示 す 全 て の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 」 と い う 語 句 は 、 一 般 的 に は ニ ト リ ル を 対 応 す る カ ル ボ ン 酸 と ア ン
モ ニ ア に 加 水 分 解 す る 能 力 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 「 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 」 は 、 対 応 す る カ
ル ボ ン 酸 の 形 成 を も た ら す 、 ニ ト リ ル 基 へ の ２ モ ル 当 量 の 水 の 付 加 ：
　 　 　 　 　 　 　 R-CN + 2 H 2 O → " R-COOH + NH 3
を 触 媒 す る 性 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 好 ま し く は 、 「 ニ ト リ ラ ー ゼ 」 と い う 語 句 は 、 EC分 類 3.5.5.1（ ニ ト リ ラ ー ゼ ） 、 3.5.5
.2（ リ シ ニ ン ニ ト リ ラ ー ゼ ） 、 3.5.5.4（ シ ア ノ ア ラ ニ ン ニ ト リ ラ ー ゼ ） 、 3.5.5.5（ ア リ
ー ル ア セ ト ニ ト リ ラ ー ゼ ） 、 3.5.5.6（ ブ ロ モ キ シ ニ ル ニ ト リ ラ ー ゼ ） 、 お よ び 3.5.5.7（
脂 肪 族 ニ ト リ ラ ー ゼ ） を 含 む 。 ア リ ー ル ア セ ト ニ ト リ ラ ー ゼ （ EC 3.5.5.5） が よ り 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 の 間 で 特 徴 的 に 保 存 さ れ て い る 、 保 存
さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 も し く は モ チ ー フ を 含 み う る 。 こ れ ら の 保 存 さ れ た 残 基 は 、 例 え ば い
く つ か の ニ ト リ ラ ー ゼ の 配 列 の ア ラ イ メ ン ト に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 保 存 さ れ た
残 基 は 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ の
配 列 の 163番 目 の 位 置 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 該 残 基 は ニ ト リ ラ ー ゼ の 反 応 メ カ ニ ズ ム
に 関 与 し て い る （ Kobayashiら (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:247-251） 。 保 存 さ れ
た モ チ ー フ の ３ つ の 領 域 が 、 ニ ト リ ラ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド 中 に 同 定 さ れ た 。 そ れ ら は 、 ニ ト
リ ラ ー ゼ 酵 素 に 存 在 す る 触 媒 活 性 に 必 要 な 三 つ 組 （ E-K-C） に 対 応 す る （ Pace & Brenner 
(2001) Genome Biology 2(1):1-9） ：
1.　 fP af
2.　 h l.pT
3.　 l. W n..p
（ 大 文 字 は ニ ト リ ラ ー ゼ 間 で の 90％ か そ れ 以 上 の 共 通 性 を 表 し 、 小 文 字 は 50％ か そ れ 以 上
の 共 通 性 を 表 し て い る 。 配 列 中 の ピ リ オ ド は 保 存 さ れ て い な い 残 基 を 表 し て い る 。 好 ま し
く は 、 以 下 の 残 基 （ 下 線 が 引 か れ て い る も の ） は 同 定 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 全 て の 間 で 完 全
に 保 存 さ れ て い る ： 最 初 の モ チ ー フ も し く は 領 域 の ３ 番 目 の ア ミ ノ 酸 （ E、 グ ル タ ミ ン 酸
） ； ２ 番 目 の モ チ ー フ の ２ 番 目 の 残 基 （ R、 ア ル ギ ニ ン ） ； ２ 番 目 の モ チ ー フ の ３ 番 目 の
残 基 （ K、 リ ジ ン ） ； ３ 番 目 の モ チ ー フ の ３ 番 目 の 残 基 （ C、 シ ス テ イ ン ） ； お よ び ３ 番 目
の モ チ ー フ の ５ 番 目 の 残 基 （ E、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 で 、 基 準 配 列 は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ
ラ ー ゼ に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ で あ る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 も し く は 核 酸 の 位 置 に つ い て の 全
て の 定 義 、 表 示 、 お よ び 記 載 は 、 前 記 配 列 の 一 次 配 列 と の 比 較 に 基 づ く も の で あ り 、 当 業
者 に よ っ て 、 例 え ば 図 ４ ま た は ５ に 描 か れ て い る よ う な 配 列 ア ラ イ メ ン ト を 用 い て 、 他 の
ニ ト リ ラ ー ゼ に 移 す こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 天 然 、 合 成 ま た は 組 換 え に 由 来 す る も の で あ り う る 。 天 然 に ニ ト リ ラ
ー ゼ を 発 現 す る 多 く の 生 物 が 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 に
従 っ て 改 変 さ れ る ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 、 植 物 ま た は 動 物 由 来 の ニ ト リ ラ ー
ゼ か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ は 微 生 物 に 由 来 す る も の で あ り 、 最
も 好 ま し く は 細 菌 に 由 来 す る も の で あ る 。 ニ ト リ ラ ー ゼ は ま た 、 例 え ば 土 壌 も し く は 海 洋
材 料 の よ う な 環 境 供 給 源 か ら 、 生 物 を 詳 細 に 同 定 す る こ と な く 単 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 多 数 の ニ ト リ ラ ー ゼ お よ び そ の 配 列 が 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 こ れ ら の ニ
ト リ ラ ー ゼ は 、 以 下 の も の に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を 含 む が 、 こ れ に よ っ て 限 定 さ れ な い
： Acidovorax facilis 72W (Gavagan JEら (1999) Appl Microbiol Biotechnol 52:654-65
9)、 Acinetobacter sp. AK 226 (Yamamoto K and Komatsu K (1991) Agric Biol Chem 55
(6):1459-1466)、 Acinetobacter sp. RFB1 (Finnegan Iら (1991) Appl Microbiol Biotec
hnol 36:142-144)、 Alcaligenes faecalis ATCC 8750 (Yamamoto Kら (1991) Appl Enviro
n Microbiol 57(10):3028-3032)、 Alcaligenes faecalis JM3 (Nagasawa Tら (1990) Eur 
J Biochem 194:765-772)、 Arabidopsis thaliana (NIT1/NIT2/NIT3； Vorwerk Sら (2001) 
Planta 212:508-516)、 Arthrobacter sp. J-1 (Bandyopadhyay AKら (1986) Appl Environ
 Microbiol 51(2):302-306)、 Bacillus pallidus Dac521 (Cramp Rら (1997) Microbiolog
y 143:2313-2320)、 Comamonas sp. NI1 (Cerbelaud Eら (1996) Ind Chem Libr 8:189-200
)、 Comamonas testosteroni sp. (Levy-Schil Sら (1995) Gene 161:15-20)、 Fusarium ox
ysporum f. sp. melonis (Goldlust A and Bohak Z (1989) Biotechnol Appl Biochem 11
:581-601)、 Fusarium solani (Harper BH (1977) Biochem J 167:685-692)、 Klebsiella 
ozaenae (McBride KEら (1986) Appl Environ Microbiol 52(2):325-330)、 Pseudomonas f
luoreszenz DSM 7155 (Layh Nら (1998) J Mol Catal B: Enzym 5:467-474)、 Pseudomonas
 sp. (Layh Nら (1992) Arch Mircobiol 158:405-411)、 Pseudomonas sp. (S1) (Dhillon 
Jら (1999) Can J Microbiol 45: 811-815)、 Pseudomonas sp. 13 (Yanase Hら (1982) Agr
ic Biol Chem 46:2925)、 Rhodococcus rhodochrous J1 (Kobayashi Mら (1989) Eur J Bio
chem 182:349-356)、 Rhodococcus rhodochrous K22 (Kobayashi Mら (1990) J Bacteriol 
172(9):4807-4815)、 Rhodococcus rhodochrous NCIB 11215 (Harper BH (1985) Int J Bi
ochem 17(6):677-683)、 Rhodococcus rhodochrous NCIB 11216 (Harper BH (1977) Bioch
em J 165:309-319)、 Rhodococcus rhodochrous PA34 (Bhalla TCら (1992) Appl Microbio
l Biotechnol 37:184-190)、 Rhodococcus sp. ATCC 39484 (Stevenson DEら (1992) Biote
chnol Appl Biochem 15:283-302)、 お よ び 環 境 供 給 源 か ら 単 離 さ れ 、 例 え ば WO 03/000840
、 WO 01/48175、 お よ び WO 02/279079に 記 載 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 を コ ー ド し
a)　 (K/R/H)XXDXXGX(X*)、
b)　 i)　 KAINDPVGH(X*)
　 　 ii)　 GH(X*)SRPDV
　 　 を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 50％ 、 好
　 　 ま し く は 少 な く と も 60％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 70％ ま た は 80％ 、 最 も 好 ま
　 　 し く は 少 な く と も 90％ ま た は 95％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 、
c)　 i)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L
　 　 ii)　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV
　 　 を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 35％ 、 好
　 　 ま し く は 少 な く と も 40％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 60％ ま た は 80％ 、 最 も 好 ま
　 　 し く は 少 な く と も 90％ ま た は 95％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 、
を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た 、 少 な く と も １ つ の 配 列 を 含 み 、
前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 に 含 ま れ る 前 記 配 列 に お い て 、 X*は チ ロ シ ン で な い １
個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 し 、 X*は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis
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ニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 存 在 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 特 に 好 ま し く は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ は 、
a)　 (K/R)XXXDXXG(H/Y/S)(X*)、
b)　 KXXXDXXGX(X*)、  
c)　 KAINDPVGH(X*)、
d)　 GH(X*)SRPDV、
e)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L、
f)　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の 配 列 を 含 み 、
こ こ で Xは あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 本 発 明 の 前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ に 含 ま れ る 前 記 配 列 に お
い て 、 X*は チ ロ シ ン で な い １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 し 、 X*は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る
野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 存 在 す る
も の で あ る 。 好 ま し く は 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ は 、
a)　 KAINDPVGH(X*)、
b)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L、 ま た は 、 最 も 好 ま し く は 、
　 　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 残 基 X*は 、 シ ス テ イ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ リ
シ ン 、 セ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び ト レ オ ニ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 好
ま し く は 、 残 基 X*は 、 ア ラ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び セ リ ン よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 残 基 X*は 、 ア ラ ニ ン 、 お よ び シ ス テ イ ン よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ は さ ら に 、
a)　 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ま た は ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 60％ 、 好 ま し く は 80％ 、
　 　 さ ら に 好 ま し く は 90％ 、 最 も 好 ま し く は 95％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
　 　 チ ド 分 子 ；
b)　 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ま た は ８ に 記 載 さ れ た 配 列 の う ち 、 少 な く と も １ つ の 、 少 な く
　 　 と も 20の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 50の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 の 断 片 を 含 む ポ リ ペ
　 　 プ チ ド 分 子 、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に よ り 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の ニ ト リ ラ ー ゼ は 当 業 者 に 公 知 の 多 数 の 方 法 に よ っ て 、 本 発
明 の ニ ト リ ラ ー ゼ に 変 異 ま た は 変 換 す る こ と が で き る 。 突 然 変 異 導 入 法 は ラ ン ダ ム な も の
ま た は 部 位 特 異 的 な も の で あ っ て も よ く 、 例 え ば 以 下 の 方 法 を 含 ん で い て も よ い ： W0 98/
42727に 記 載 さ れ て い る も の ； 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 (Lingら (1997) Anal Biochem. 254
(2):157-78； Daleら (1996) Methods Mol Biol 57:369-74； Smith (1985) Ann Rev Genet 
19:423-462； Botstein & Shortle (1985) Science 229:1193-1201； Carter (1986) Bioch
em J 237 :1-7； Kunkel (1987)「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 の
効 率 」 （ "The efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis"）  Nucleic Acids
 & Molecular Biology, Eckstein F and Lilley DMJ編 , Springer Verlag, Berlin)； ウ
ラ シ ル 含 有 鋳 型 を 用 い た 突 然 変 異 導 入 (Kunkel (1985) Proc Natl Acad Sci USA 82:488-4
92； Kunkel TAら (1987) Methods in Enzymol 154, 367-382； Bass SVら (1988) Science 2
42:240-245)； オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 (総 説 と し て 以 下 を 参
照 ： Smith (1985) Ann Rev Genet 19:423-462； Botstein & Shortle (1985) Science 229
:1193-1201； Carter (1986) Biochem J 237:1-7、 Zoller & Smith (1982) Nucleic Acids
 Res 10:6487-6500、 Zoller & Smith (1983) Methods in Enzymol 100,468-500、 Zoller 
& Smith (1987) Methods in Enzymol. 154,329-350)； ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA突 然 変 異
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導 入 (Taylorら (1985) Nucl Acids Res 13: 8749-8764； Taylorら (1985) Nucl Acids Res 
13:8765-8787 (1985)； Nakamaye and Eckstein (1986) Nucl Acids Res 14:9679-9698； S
ayersら (1988) Nucl Acids Res 16:791-802； Sayersら (1988) Nucl Acids Res 16:803-81
4)； ギ ャ ッ プ を 有 す る 二 本 鎖 DNAを 用 い た 突 然 変 異 導 入 (Kramerら (1984) Nucl Acids Res 
12:9441-9456； Kramer and Fritz (1987) Methods in Enzymol 154:350-367； Kramerら (1
988) Nucl Acids Res. 16:7207； Fritzら (1988) Nucl Acids Res 16:6987-6999)。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ニ ト リ ラ ー ゼ 配 列 の 改 変 は 、 例 え ば 天 然 由 来 の 酵 素 を コ ー ド す る 配 列 に 対 す る 突 然 変 異
導 入 に よ り 行 わ れ て も よ い （ Skandalisら (1997) Chemistry & Biology 4:8889-898； Cram
eriら (1998) Nature 391:288-291） 。 突 然 変 異 導 入 は 、 以 下 の も の を 含 む ： 変 異 原 性 化 学
物 質 (Singer and Fraenkel-Conrat (1969) Prog Nucl Acid Res Mol Biol 9:1-29)、 変 異
性 （ error-prone） PCRに よ る 突 然 変 異 導 入 (Leungら (1989) Technique 1:11-15)、 結 合 性 P
CR（ combinative PCR） に よ る も の (Crameriら (1998)前 掲 ； Shaoら (1998) Nucleic Acids 
Res 26:681-683)、 ま た は 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 に よ る も の (Directed Mutagenesis: A 
Practical Approach (1991) McPherson MJ編 IRL PRESS)、 な ど 。 さ ら に 、 本 発 明 で 使 用 さ
れ る ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 DNAバ ン ク の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ て も よ く 、 DNAバ ン ク は
、 特 に 多 様 な 供 給 源 か ら の cDNAも し く は ゲ ノ ム DNAバ ン ク 、 特 に ニ ト リ ラ ー ゼ の 組 換 え お
よ び ラ ン ダ ム 変 異 、 指 向 性 分 子 進 化 ま た は 土 壌 も し く は 他 の ビ オ ト ー プ の DNAラ イ ブ ラ リ
ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 得 ら れ た DNAの バ ン ク で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら な る 好 適 な 方 法 は 、 以 下 の も の を 含 む ： 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 （ point mismatch repai
r） (Kramerら (1984) Cell 38: 879-887)、 修 復 欠 損 宿 主 系 統 を 用 い た 突 然 変 異 導 入 (Carte
rら (1985)Nucl Acids Res 13: 4431-4443 (1985)； Carter (1987) Methods in Enzymol. 
154:382-403)、 欠 失 突 然 変 異 導 入 （ deletion mutagenesis） (Eghtedarzadeh & Henikoff 
(1986) Nucl Acids Res 14:5115)、 制 限 選 択 （ restriction-selection） お よ び 制 限 純 化
（ restriction-purification） (Wellsら (1986) Phil Trans R Soc Lond A317: 415-423)
、 全 遺 伝 子 合 成 に よ る 突 然 変 異 導 入 (Nambiarら (1984) Science 223:1299-1301； Sakamar 
& Khorana (1988) Nucl Acids Res 14:6361-6372； Wellsら (1985) Gene 34: 315-323 (19
85)； Grundstromら (1985) Nucl Acids Res. 13:3305-3316)、 二 本 鎖 崩 壊 修 復 （ double-st
rand break repair） (Mandecki (1986) Proc Natl Acad Sci. USA 83:7177-7181)。 上 記
の 方 法 の 多 く に つ い て の さ ら な る 詳 細 は 、 Methods in Enzymology、 Vol. 154の 中 に 見 出
す こ と が で き 、 こ の 文 献 は ま た 、 種 々 の 突 然 変 異 導 入 法 に お け る ト ラ ブ ル シ ュ ー テ ィ ン グ
問 題 の 有 用 な 管 理 に つ い て も 記 載 し て い る 。 さ ら に 、 他 の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 導 入 （ 例 え ば
、 変 異 原 性 細 菌 系 統 を 通 過 さ せ る こ と 、 お よ び 同 様 の も の ） の 適 用 に よ っ て も 変 異 を 導 入
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 突 然 変 異 導 入 の キ ッ ト は 市 販 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Stratagene 、 Bio-Rad、 Roche、 Clo
ntech Laboratories、 Life Technologies (Gibco BRL)、 New England Biolabs、 Pharmaci
a Biotechお よ び Promega Corp.か ら 、 キ ッ ト が 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の
位 置 に 相 当 す る 位 置 に お け る 他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 変 異 に 加 え て 、 ニ ト リ ラ ー ゼ に 新 規 の 、
も し く は 改 変 さ れ た 性 質 を も た ら す た め に 、 さ ら な る 変 異 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 こ の
こ と は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 「 指 向 性 進 化 （ directed evolution） 」 と し て 知 ら れ て い
る 工 程 に よ り 実 現 さ れ う る 。 こ の 方 法 で は 、 改 良 さ れ た 性 質 を 示 す 変 異 体 を 反 復 的 な 方 法
に よ り 選 択 し つ つ 、 酵 素 を 物 質 的 に 変 異 さ せ る 方 法 を 組 み 合 わ せ る （ Arnold & Volkov (1
999) Current Opin Chem Biol 3:54-59； Kuchner and Arnold (1997) Tibtech 15:523-53
0） 。 例 え ば 、 WO 01/12817に 記 載 さ れ て い る 方 法 お よ び そ こ で 引 用 さ れ て い る 方 法 の よ う
な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 改 変 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ を 得 る た め の 好 ま し い 方 法 は 、 部
位 特 異 的 ま た は 非 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ ま た は 他 の 帰 納 的 組 換 え
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の 方 法 を 含 ん で も よ い 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 核 酸 の 「 フ ァ ミ リ ー 」 （ 例 え ば 、
異 な る 種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 ） の シ ャ ッ フ リ ン グ が 、 組 換 え ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る の に 用 い ら れ る 。 核 酸 の フ ァ ミ リ ー を シ ャ ッ フ
リ ン グ す る と き に は 、 異 な る 系 統 、 種 、 ま た は 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー も し く は そ の 一 部 に 由 来
す る 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 が 、 核 酸 の 異 な る 型 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ チ ヌ ク レ オ チ ド の 組 換 え ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す
る こ と を 含 ん で も よ く 、 該 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 そ の 後 以 下 の よ う な 所 望 の 性 質 を 示 す ニ ト リ
ラ ー ゼ を コ ー ド す る ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 同 定 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ： 例
え ば 、 増 大 し た 酵 素 活 性 、 立 体 特 異 性 （ stereospecificity） 、 部 位 特 異 性 （ regiospecif
icity） お よ び 鏡 像 異 性 体 特 異 性 （ enantiospecificity） 、 阻 害 剤 へ の 低 下 し た 感 受 性 、
処 理 安 定 性 （ 例 え ば 、 溶 媒 安 定 性 、 pH安 定 性 、 温 度 安 定 性 、 な ど ） 、 お よ び 同 様 の も の 。
組 換 え ラ イ ブ ラ リ ー は 、 種 々 の 方 法 の い か な る も の を 用 い て も 作 製 す る こ と が で き 、 こ れ
ら の 方 法 に は 例 え ば WO 01/12817お よ び そ こ で 引 用 さ れ て い る 参 照 文 献 に 記 載 さ れ て い る
シ ャ ッ フ リ ン グ プ ロ ト コ ル を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 「 基 質 許 容 性 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 特 定 の ニ ト リ ル 基 質
を 変 換 す る ニ ト リ ラ ー ゼ の 能 力 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 基 質 許 容 性 は 酵 素 の ニ ト リ ラ ー
ゼ 活 性 に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 特 定 の ニ ト リ ラ ー ゼ に 関 し て 、 「 よ り 広 範 な 基 質 許 容 性 」 と い う 語 句 は 、 該 特
定 の ニ ト リ ラ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ
ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に チ ロ シ ン を 含 む こ と 以 外 は 該 特 定 の ニ ト リ ラ ー
ゼ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ニ ト リ ラ ー ゼ と 比 較 し て 、 少 な く と も １ つ の ニ
ト リ ラ ー ゼ 基 質 に つ い て よ り 高 い ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 を 示 す こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く は 該
活 性 は 、 少 な く と も 10％ 、 好 ま し く は 20％ 、 さ ら に 好 ま し く は 50％ 、 最 も 好 ま し く は 100
％ か そ れ 以 上 増 大 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 好 ま し く は 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 ア リ ー ル ア セ ト ニ ト リ ル に 対 し て 、 さ ら に 好 ま し
く は 置 換 マ ン デ ロ ニ ト リ ル に 対 し て 、 増 大 し た 活 性 を 示 す 。 マ ン デ ロ ニ ト リ ル の ア リ ー ル
基 は １ つ 以 上 の 置 換 基 を 有 し て い て も よ い 。 好 ま し い 置 換 基 は 、 ア ル キ ル （ 好 ま し く は メ
チ ル ） 、 ア ル コ キ シ （ 好 ま し く は メ ト キ シ ） 、 ハ ロ ゲ ン ま た は ニ ト ロ で あ る 。 置 換 マ ン デ
ロ ニ ト リ ル は 、 以 下 の も の よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ て も よ い が 、 こ れ に よ っ て 限 定 さ れ な
い ： o-フ ル オ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-フ ル オ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-フ ル オ ロ マ ン デ ロ ニ
ト リ ル 、 o-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト
リ ル 、 o-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ
ル 、 o-ニ ト ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-ニ ト ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-ニ ト ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル
、 o-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、
o-メ ト キ シ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-メ ト キ シ マ ン デ ロ ニ ト リ ル ま た は m-メ ト キ シ マ ン デ ロ ニ
ト リ ル 。 o-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 光 学 活 性 カ ル ボ ン 酸 が 製 造 さ れ 、 該 カ ル ボ ン 酸 は 、
以 下 の も の よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の 化 合 物 を 含 む ： R-マ ン デ ル 酸 、
S-マ ン デ ル 酸 、 R-p-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 S-p-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 R-m-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、
S-m-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 R-o-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 S-o-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 、 S-o-ブ ロ モ マ ン
デ ル 酸 、 S-p-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 S-m-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 S-o-メ チ ル マ ン デ ル 酸 、 S-p-メ
チ ル マ ン デ ル 酸 、 S-m-メ チ ル マ ン デ ル 酸 、 R-o-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 R-p-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸
、 R-m-ブ ロ モ マ ン デ ル 酸 、 R-o-メ チ ル マ ン デ ル 酸 、 R-p-メ チ ル マ ン デ ル 酸 ま た は R-m-メ チ
ル マ ン デ ル 酸 。 R-o-ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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　 ま た 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 好
ま し く は 該 核 酸 配 列 は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 を コ ー ド し て お り 、 該 酵 素 は 、
a)　 (K/R/H)XXDXXGX(X*)、
b)　 i)　 KAINDPVGH(X*)
　 　 ii)　 GH(X*)SRPDV
　 　 を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 50％ 、 好
　 　 ま し く は 少 な く と も 60％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 70％ ま た は 80％ 、 最 も 好 ま
　 　 し く は 少 な く と も 90％ ま た は 95％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 、
c)　 i)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L
　 　 ii)　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV
　 　 を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ 共 通 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 35％ 、 好
　 　 ま し く は 少 な く と も 40％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 60％ ま た は 80％ 、 最 も 好 ま
　 　 し く は 少 な く と も 90％ ま た は 95％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 、
を 含 む 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た 、 少 な く と も １ つ の 配 列 を 含 み 、
前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 に 含 ま れ る 前 記 配 列 に お い て 、 X*は チ ロ シ ン で な い １
個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 し 、 X*は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalis
ニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 存 在 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、
a)　 (K/R)XXXDXXG(H/Y/S)(X*)、
b)　 KXXXDXXGX(X*)、
c)　 KAINDPVGH(X*)、
d)　 GH(X*)SRPDV、
e)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L、
f)　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の 配 列 を 含 む ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド し 、
こ こ で Xは あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 本 発 明 の 前 記 ニ ト リ ラ ー ゼ に 含 ま れ る 前 記 配 列 に お
い て 、 X*は チ ロ シ ン で な い １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 し 、 X*は 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る
野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 存 在 す る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 よ り 一 層 好 ま し く は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、
a)　 KAINDPVGH(X*)、
b)　 DP(A/V)GH(X*)SRPDV(L/T)(S/R)L、 ま た は 、 最 も 好 ま し く は 、
　 　 DPAGH(X*)SRPDVLSLLV、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の 配 列 を 含 む 、 ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 を コ ー ド し
て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 残 基 X*は 、 シ ス テ イ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ リ
シ ン 、 セ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び ト レ オ ニ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 好
ま し く は 、 残 基 X*は 、 ア ラ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び セ リ ン よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 残 基 X*は 、 ア ラ ニ ン 、 お よ び シ ス テ イ ン よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 は さ ら に 、
a)　 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ま た は ７ の 核 酸 配 列 と 少 な く と も 60％ 、 好 ま し く は 80％ 、
　 　 さ ら に 好 ま し く は 90％ 、 最 も 好 ま し く は 95％ 同 一 で あ る 核 酸 配 列 ；
b)　 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ま た は ７ に 記 載 さ れ た 配 列 の う ち 、 少 な く と も １ つ の 、 少 な く
　 　 と も 20の 連 続 し た 塩 基 、 好 ま し く は 50の 連 続 し た 塩 基 、 さ ら に 好 ま し く は 100の 連
　 　 続 し た 塩 基 の 、 少 な く と も １ つ の 断 片 を 含 む 核 酸 配 列 、
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よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の 配 列 に よ り 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ の 組 換 え 発 現 の た め に は 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列
は 、 発 現 構 築 物 に 組 み 込 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 「 発 現 構 築 物 （ expression construct） 」 と い う 語 句 は 、 一 般 的 に は 、 そ の 発 現 （ 転 写
お よ び 、 必 要 に 応 じ て 、 翻 訳 ） が ニ ト リ ラ ー ゼ を 産 生 す る も の で あ る 核 酸 分 子 が 、 好 ま し
く は 少 な く と も １ つ の 遺 伝 的 調 節 エ レ メ ン ト と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て い る 、 い ず れ か
の 核 酸 構 築 物 を 意 味 す る 。 「 遺 伝 的 調 節 配 列 」 と い う 語 句 は 、 広 い 意 味 で 理 解 さ れ る べ き
も の で あ り 、 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト も し く は 組 換 え 微 生 物 の 実 現 、 増 殖 ま た は 機 能 に 対 し
て 影 響 を 及 ぼ す 全 て の 配 列 を 指 す 。 こ れ ら の 遺 伝 的 調 節 エ レ メ ン ト は 、 例 え ば 、 誘 導 因 子
も し く は 抑 制 因 子 が 結 合 す る 配 列 で あ り 、 従 っ て 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 。 遺 伝 的 調 節 配 列
は 、 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 中 で の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 、 増 強 し 、 調 節 し 、 確 実
に し 、 ま た は 修 飾 し う る 。 遺 伝 的 調 節 配 列 は 、 例 え ば 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： 「 Go
eddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, Sa
n Diego, CA (1990)」 、 「 Gruber and Crosby, in: Methods in Plant Molecular Biolog
y and Biotechnolgy, CRC Press, Boca Raton, Florida, Glick and Thompson編 , Chapte
r 7, 89-108」 、 お よ び そ れ ら に よ っ て 引 用 さ れ て い る 参 照 文 献 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ れ ら の 新 規 な 調 節 配 列 に 加 え て 、 実 際 の 構 造 遺 伝 子 の 上 流 に （ 前 方 に ） 存 在 す る こ と
が こ れ ら の 配 列 の 自 然 な 調 節 の た め に 可 能 で あ り 、 お よ び 、 必 要 で あ れ ば 、 自 然 な 調 節 が
停 止 さ れ 、 遺 伝 子 の 発 現 が 増 加 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ れ て い る こ と が 可 能 で あ る 。 核
酸 構 築 物 は 、 し か し な が ら 、 よ り 簡 素 な 構 造 を 有 し て い て も よ く 、 つ ま り 、 本 発 明 の 核 酸
配 列 の 上 流 に い か な る 追 加 の 調 節 シ グ ナ ル も 挿 入 さ れ て お ら ず 、 調 節 作 用 を 持 っ た 生 来 の
プ ロ モ ー タ ー が 欠 失 し て い な い 。 そ の 代 わ り 、 生 来 の 調 節 配 列 は 、 調 節 作 用 が 働 か ず 、 遺
伝 子 発 現 が 増 加 す る よ う に 変 異 さ せ ら れ て い る 。 核 酸 構 築 物 は さ ら に 、 １ つ 以 上 の エ ン ハ
ン サ ー 配 列 を 含 ん で い る こ と も 都 合 が よ く 、 該 配 列 は 核 酸 配 列 の 発 現 の 増 加 を 可 能 に す る
も の で あ り 、 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 し て い る 。 当 該 DNA配 列 の 3’ 末 端 に 、 例 え ば 他
の 調 節 エ レ メ ン ト や タ ー ミ ネ ー タ ー の よ う な さ ら な る 有 利 な 配 列 を 挿 入 す る こ と も ま た 可
能 で あ る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 該 構 築 物 中 で 、 １ コ ピ ー ま た は そ れ 以 上 で 存 在 し う る 。 該 構
築 物 は ま た 、 適 宜 、 構 築 物 の 選 別 の た め の 抗 生 物 質 耐 性 ま た は 栄 養 要 求 補 完 遺 伝 子 の よ う
な マ ー カ ー を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 生 物 （
例 え ば 、 微 生 物 ま た は 植 物 ） 中 で の そ の 発 現 を 確 か に す る 少 な く と も １ つ の プ ロ モ ー タ ー
配 列 と 、 機 能 し う る 形 で 連 結 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 機 能 し う る 形 で の 連 結 （ operable linkage） は 、 当 該 核 酸 配 列 が 組 換 え に よ っ て 発 現 さ
れ る と き に 、 そ れ ぞ れ の 調 節 エ レ メ ン ト が そ の 機 能 を 遂 行 で き る よ う に 、 例 え ば 、 プ ロ モ
ー タ ー と 、 発 現 さ れ る 核 酸 配 列 （ 例 え ば ニ ト リ ラ ー ゼ ） お よ び 、 適 宜 、 例 え ば タ ー ミ ネ ー
タ ー の よ う な さ ら な る 調 節 エ レ メ ン ト が 、 連 続 し て 配 置 さ れ る こ と を 意 味 す る も の と 解 さ
れ る 。 化 学 的 な 意 味 で の 直 接 的 結 合 は 、 必 ず し も 要 求 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば エ ン ハ
ン サ ー 配 列 の よ う な 遺 伝 的 調 節 配 列 は 、 さ ら に 離 れ た 位 置 か ら 標 的 配 列 に 対 し て そ の 機 能
を 発 揮 す る こ と も 可 能 で あ り 、 実 際 別 の DNA分 子 か ら で も 可 能 で あ る 。 好 ま し い 配 置 は 、
組 換 え に よ り 発 現 さ れ る 核 酸 配 列 が 、 プ ロ モ ー タ ー と し て 働 く 配 列 の 後 ろ に 位 置 し て お り
、 ２ つ の 配 列 は お 互 い に 共 有 結 合 し て い る 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 、 組 換 え に よ り 発 現 さ れ
る 核 酸 配 列 の 距 離 は 、 好 ま し く は 500塩 基 対 未 満 で あ り 、 特 に 好 ま し く は 200塩 基 対 未 満 、
非 常 に 好 ま し く は 100塩 基 対 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 機 能 し う る 形 で の 連 結 、 お よ び 発 現 カ セ ッ ト は 、 例 え ば 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 通
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常 の 組 換 え お よ び ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る ： Maniatis T, Fritsc
h EF and Sambrook J (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring H
arbor Laboratory, Cold Spring Harbor (NY)、 Silhavy TJ, Berman ML and Enquist LW 
(1984) Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
 Harbor (NY)、 Ausubel FMら (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene 
Publishing Assoc. and Wiley Interscienceお よ び Gelvinら (1990) In: Plant Molecular
 Biology Manual。 し か し な が ら 、 例 え ば 制 限 酵 素 の 特 定 の 切 断 サ イ ト を 有 す る リ ン カ ー
と し て 、 ま た は シ グ ナ ル ペ プ チ ド と し て 働 く 別 の 配 列 が 、 前 記 の ２ つ の 配 列 の 間 に 位 置 し
て い て も よ い 。 配 列 の 挿 入 に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト は 、 さ ら な る 遺 伝 的 調 節 配 列 と し て 、 組 換 え に よ り 発 現 さ れ る 当
該 核 酸 配 列 の 5’ 上 流 の そ れ ぞ れ の 宿 主 生 物 に お け る プ ロ モ ー タ ー 機 能 と 、 3’ 下 流 に お け
る タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 と 、 必 要 に 応 じ て 、 別 の 通 常 の 調 節 エ レ メ ン ト を 包 含 し 、 い ず れ も
組 換 え に よ り 発 現 さ れ る 核 酸 配 列 と 、 機 能 し う る 形 で 連 結 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト ま た は ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 生 物 に 応 じ て 、 好 ま し い 遺
伝 的 調 節 配 列 が 異 な る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 微 生 物 に お い て 本 発 明 を 実 施 す る た め の 有 利 な 調 節 配 列 は 、 以 下 の よ う な プ ロ モ ー タ ー
中 に 存 在 す る ： cos、 tac、 trp、 tet、 trp-tet、 lpp、 lac、 lpp-lac、 lacI q 、 T7、 T5、 T3
、 gal、 trc、 rhaP (rhaP B A D )、 ara、 SP6、 λ -P R ま た は λ -P L プ ロ モ ー タ ー 、 こ れ ら は グ ラ
ム 陰 性 細 菌 に お い て 有 利 に 用 い ら れ る 。 別 の 有 利 な 調 節 配 列 は 、 例 え ば 、 グ ラ ム 陽 性 プ ロ
モ ー タ ー amyお よ び SPO2、 真 菌 ま た は 酵 母 プ ロ モ ー タ ー ADC1、 MFα 、 AC、 P-60、 CYC1、 GAP
DH、 TEF、 rp28、 ADH中 の も の で あ る 。 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー お よ
び 、 例 え ば Hansenula pr Pichiaに 由 来 す る メ タ ノ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー （ 例
え ば AOXプ ロ モ ー タ ー ） も こ れ に 関 し て 有 利 で あ る 。 調 節 に 人 工 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ
と も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 植 物 生 物 で の ニ ト リ ラ ー ゼ の 発 現 に 好 適 な 植 物 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 構 成 （ constitu
tive） プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で も よ い （ 例 え ば 、 CaMV 35Sプ ロ モ ー タ ー (Franckら (1980) Ce
ll 21:285-294)、 OCSプ ロ モ ー タ ー 、 ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー (Holtorf Sら (1995) Plant 
Mol Biol 29:637-649)、 Arabidopsis thalianaニ ト リ ラ ー ゼ 1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー (GenBan
k登 録 番 号 ： U38846、 ヌ ク レ オ チ ド 3862-5325ま た は -5342)、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (例
え ば フ ァ セ オ リ ン （ phaseolin） プ ロ モ ー タ ー ； US 5,504,200)ま た は 化 学 的 に 誘 導 可 能 な
プ ロ モ ー タ ー (総 説 ： Gatzら (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 48:89-108)
） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 原 則 的 に は 、 上 述 し た よ う な 、 調 節 配 列 を 有 す る す べ て の 天 然 の プ ロ モ ー タ ー を 、 本 発
明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 合 成 プ ロ モ ー タ ー も 有 効 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト ま た は ベ ク タ ー は 、 さ ら な る 機 能 的 エ レ メ ン ト を 含 ん で も よ い 。
機 能 的 エ レ メ ン ト と い う 語 句 は 、 広 い 意 味 で 理 解 さ れ る べ き も の で あ り 、 本 発 明 の 発 現 カ
セ ッ ト 、 ベ ク タ ー も し く は 組 換 え 生 物 の 作 製 、 増 幅 ま た は 機 能 に 対 し て 影 響 を 及 ぼ す 全 て
の エ レ メ ン ト を 指 す 。 以 下 の も の に 一 例 と し て 言 及 す る が 、 こ れ に よ っ て 限 定 さ れ な い ：
a)　 選 択 マ ー カ ー
　 選 択 マ ー カ ー は 、 形 質 転 換 ま た は 相 同 組 換 え に 成 功 し た 細 胞 を 選 別 し 、 分 離 す る の に 有
用 で あ り 、 時 間 が 経 つ 間 に 染 色 体 外 の DNA構 築 物 が 失 わ れ る の を 防 ぐ の に 有 用 で あ る 。 選
択 マ ー カ ー は 、 代 謝 阻 害 剤 （ 例 え ば 2-デ オ キ シ グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 、 WO 98/45456） 、 抗
生 物 質 （ 例 え ば 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 G 418、 ブ レ オ マ イ
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シ ン ま た は ハ イ グ ロ マ イ シ ン ） ま た は 除 草 剤 （ 例 え ば 、 ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ま た は グ リ ホ
サ ー ト ） の よ う な 殺 生 性 化 合 物 に 対 す る 耐 性 を 与 え る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 原 核 生 物 に つ い て の 好 適 な 選 択 マ ー カ ー は 、 以 下 の も の を 含 ん で も よ い が 、 こ れ に よ っ
て 限 定 さ れ な い ： Amp（ ア ン ピ シ リ ン 耐 性 ； β -ラ ク タ マ ー ゼ ） 、 Cab（ カ ル ベ ニ シ リ ン 耐
性 ） 、 Cam（ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 ） 、 Kan（ カ ナ マ イ シ ン 耐 性 ） 、 Rif（ リ フ ァ ン ピ
シ ン 耐 性 ） 、 Tet（ テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 ） 、 Zeo（ ゼ オ シ ン 耐 性 ） 、 ま た は Spec（ ス ペ ク
チ ノ マ イ シ ン 耐 性 ） 。 選 択 圧 は 、 培 地 中 の 一 定 レ ベ ル の 抗 生 物 質 に よ り 保 た れ る （ 例 え ば
、 ア ン ピ シ リ ン 100mg/l、 カ ル ベ ニ シ リ ン 100mg/l、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 35mg/l、 カ ナ マ
イ シ ン 30mg/l、 リ フ ァ ン ピ シ ン 200mg/l、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 12.5mg/l、 ス ペ ク チ ノ マ イ シ
ン 50mg/l） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 植 物 で の 使 用 に は 、 特 に 好 ま し い 選 択 マ ー カ ー は 、 除 草 剤 に 対 す る 耐 性 を 与 え る も の で
あ る 。 例 と し て は 、 ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ PAT； de Blockら (
1987) EMBO J 6: 2513-2518） 、 5-エ ノ ー ル ピ ル ビ ル シ キ ミ 酸 -3-リ ン 酸 合 成 酵 素 （ EPSPS
） 、 ス ル ホ ニ ル ウ レ ア -お よ び イ ミ ダ ゾ リ ノ ン 不 活 性 化 ア セ ト 乳 酸 合 成 酵 素 、 ブ ロ モ キ シ
ニ ル （ Bromoxynil（ 登 録 商 標 ） ） 分 解 ニ ト リ ラ ー ゼ （ bxn） が あ る 。 他 の 真 核 生 物 に お い
て は 、 カ ナ マ イ シ ン -ま た は G418-耐 性 遺 伝 子 （ NPTII； NPTI） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 選 択 マ ー カ ー は さ ら に 、 宿 主 生 物 に お け る 遺 伝 的 欠 陥 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 合 成 欠 損 の 補 完
に 好 適 な 配 列 を 含 む 。 補 完 は 、 宿 主 細 胞 が 当 該 ア ミ ノ 酸 を 欠 損 し た 培 地 中 で 生 育 す る こ と
を 可 能 に す る 。 例 え ば ト リ プ ト フ ァ ン 合 成 欠 損 （ 例 え ば trpC） 、 ロ イ シ ン 合 成 欠 損 （ 例 え
ば leuB） 、 ま た は ヒ ス チ ジ ン 合 成 欠 損 （ 例 え ば hisB） が 好 適 で あ る 。 対 応 す る 微 生 物 の 系
統 は 市 販 さ れ て お り （ 例 え ば Clontech Inc.か ら ） 、 そ れ ぞ れ TRP1、 Leu2、 ま た は HIS3の
よ う な 選 択 マ ー カ ー に よ っ て 補 完 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
b)　 転 写 終 結 配 列 ： 転 写 終 結 配 列 は 、 意 図 し な い 転 写 （ 例 え ば リ ー ド ス ル ー （ 読 み 飛 ば し
； read-through） ） を 防 ぎ 、 プ ラ ス ミ ド お よ び ／ ま た は mRNAの 安 定 性 お よ び ／ ま た は 量 を
増 や す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
c)　 シ ャ イ ン -ダ ル ガ ノ 配 列 （ Shine-Dalgarno sequences； SD） は 翻 訳 の 開 始 に 有 用 で あ
る 。 大 腸 菌 で の 発 現 に お け る 好 適 な 共 通 配 列 は 、 例 え ば ： 5'-TAAGGAGG-3'で あ る 。 該 配 列
は 、 ATG開 始 コ ド ン の ４ ～ 14ヌ ク レ オ チ ド 上 流 に 位 置 す る こ と が で き 、 最 適 な の は ８ ヌ ク
レ オ チ ド で あ る 。 RNAの 二 次 構 造 （ こ れ は 翻 訳 効 率 を 低 下 さ せ る こ と が あ る ） を 防 ぐ た め
に 、 好 ま し く は 当 該 領 域 は A/T-リ ッ チ で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
d)　 開 始 コ ド ン ： 開 始 コ ド ン は 翻 訳 の 開 始 点 で あ る 。 大 腸 菌 お よ び さ ら に 高 等 な 真 核 生 物
に お い て は 、 ATGは 最 も よ く 用 い ら れ る 開 始 コ ド ン で あ る 。 大 腸 菌 で は 、 GTGを 代 わ り に 用
い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
e)　 タ グ お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 ： 組 換 え タ ン パ ク 質 と 、 比 較 的 短 い ペ プ チ ド （ 「 タ グ 」 ）
ま た は 他 の タ ン パ ク 質 （ 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 ） と の Nま た は C末 端 融 合 は 、 発 現 、 可 溶 性 、
検 出 、 ま た は 精 製 を 改 善 さ せ る の に 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 融 合 部 分 は プ ロ テ
ア ー ゼ （ 例 え ば 、 ト ロ ン ビ ン も し く は X因 子 ） 切 断 サ イ ト を 含 む ： こ れ に よ り 、 発 現 お よ
び 精 製 後 の 融 合 部 分 の 除 去 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
f)　 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト （ MCS） は １ つ 以 上 の 核 酸 配 列 の 挿 入 を 可 能 に し 、 容 易 に
す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
g)　 終 止 コ ド ン ／ 翻 訳 タ ー ミ ネ ー タ ー ： ３ つ の 可 能 な 終 止 コ ド ン の う ち 、 TAAが 好 ま し い
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（ TAGお よ び TGAは 、 あ る 状 況 に お い て は リ ー ド ス ル ー 翻 訳 を 許 す こ と が あ る た め ） 。 複 数
の 終 止 コ ド ン を 、 翻 訳 の 終 結 を 確 か に す る た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
h)　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ： レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 容 易 に 定 量 可 能 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、
そ れ ら の 色 や 酵 素 活 性 を 介 し て 、 形 質 転 換 効 率 、 発 現 部 位 ま た は 発 現 時 期 の 評 価 を 可 能 に
す る 。 こ れ に 関 し て 特 に 好 ま し い の は 、 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り
（ Schenborn E & Groskreutz D (1999) Mol Biotechnol 13(1):29-44） 、 レ ポ ー タ ー タ ン
パ ク 質 は 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ green fluorescent protein； GFP） 、 ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ Owら (1986) Science 234:856-859） 、 ま
た は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
i)　 複 製 起 点 、 こ れ は 例 え ば 大 腸 菌 内 で の 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト ま た は ベ ク タ ー の 増 幅 を
確 か に す る も の で あ る 。 言 及 す べ き 例 は 、 ORI（ DNA複 製 起 点 ） 、 pBR322 oriも し く は P15A
 oriで あ る （ Sambrookら : Molecular Cloning. A Laboratory Manual,第 ２ 版 、 Cold Spri
ng Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989） 。
【 ０ １ １ ３ 】
j)　 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 し た 植 物 形 質 転 換 に 必 要 な エ レ メ ン ト 、 例 え ば T-DNAの 右 も
し く は 左 の 境 界 ま た は vir領 域 。
【 ０ １ １ ４ 】
k)　 シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 GroELS、 dnaKJ、 grpE、 ま た は clpB） の 発 現 を 仲 介
す る 発 現 カ セ ッ ト 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 特 に 組 換 え 発 現 シ ス テ ム に お い て 、 正 し く 折 り た
た ま れ た タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 上 げ る こ と が 知 ら れ て い る （ US 5,635,391） 。
【 ０ １ １ ５ 】
l)　 宿 主 で の 増 幅 中 に 、 プ ラ ス ミ ド の 分 離 お よ び 分 配 を 促 進 す る エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 ce
rサ イ ト ； Wilms Bら (2001) Biotechnol Bioeng 73(2):95-103） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト の 、 生 物 や そ の 細 胞 、 組 織 、 器 官 、 断 片 ま た は 種 子 へ の 導 入 は 、
発 現 カ セ ッ ト を 含 む ベ ク タ ー を 用 い て 有 利 に 達 成 で き る 。 発 現 カ セ ッ ト は 、 適 当 な 制 限 切
断 サ イ ト を 介 し て ベ ク タ ー （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド ） に 導 入 す る こ と が で き る 。 作 製 さ れ た プ
ラ ス ミ ド は ま ず 、 大 腸 菌 に 導 入 さ れ る 。 正 し く 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 は 、 選 別 さ れ 、 生 育
さ せ ら れ て 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 該 組 換 え プ ラ ス ミ ド が 得 ら れ る 。 制 限 解 析 お よ
び 配 列 決 定 は 、 ク ロ ー ニ ン グ 段 階 を 確 認 す る の に 役 立 つ こ と が あ る 。 ベ ク タ ー の 例 は 、 プ
ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 ウ イ ル ス ま た は ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム で あ る 。 有 利 効 な 実
施 形 態 に お い て は 、 発 現 カ セ ッ ト は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 用 い て 導 入 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 大 腸 菌 で の 好 適 な プ ラ ス ミ ド の 例 は 、 pUC18、 pUC19、 pBlueScriptシ リ ー ズ 、 pKK223-3
、 pJOE2702、 pBAD、 pLG338、 pACYC184、 pBR322、 pUC18、 pUC19、 pKC30、 pRep4、 pHS1、 pH
S2、 pPLc236、 pMBL24、 pLG200、 pUR290、 pIN-III 1 1 3 -B1、 λ gt11ま た は pBdCIで あ り 、 Str
eptomycesで は pIJ101、 pIJ364、 pIJ702ま た は pIJ361、 Bacillusで は pUB110、 pC194ま た は
pBD214、 Corynebacteriumで は pSA77ま た は pAJ667、 真 菌 で は pALS1、 pIL2ま た は pBB116、
酵 母 で は 2μ M、 pAG-1、 YEp6、 YEp13ま た は pEMBLYe23、 植 物 で は pLGV23、 pGHlac + 、 pBIN19
、 pAK2004ま た は pDH51で あ る 。 よ り 高 等 な 真 核 生 物 （ 例 え ば 哺 乳 類 ） 細 胞 で の 発 現 の た め
の ベ ク タ ー は 、 SV40、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ま た は ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス
に 基 づ く ウ イ ル ス 配 列 を 含 む も の で あ る （ Rodriquez RL & Denhardt DT編 ; Vectors : A 
survey of molecular cloning vectors and their uses, Butterworths (1988), Lenstra
ら (1990) Arch Virol 110:1-24） 。 前 記 プ ラ ス ミ ド は 、 使 用 可 能 な プ ラ ス ミ ド の う ち の わ
ず か な 選 択 対 象 を 示 し た も の で あ る 。 別 の プ ラ ス ミ ド が 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 例 え ば Cl
oning Vectors (Pouwels PHら 編  Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985, ISBN 0 
444 904018)と い う 本 の 中 に 見 出 す こ と が で き る 。 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ の 発 現 が 可 能 な
よ う に 、 調 節 配 列 の 制 御 下 に 該 核 酸 配 列 を 含 む 全 て の 組 換 え 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の 一 部 で
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あ る と み な さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 組 換 え 生 物 ま た は そ の 組 織 、 器 官 、 断 片 、 細 胞 ま た は 繁 殖 材 料 に 関 し
、 そ れ ら は 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 該 核 酸 配 列 を
含 む 組 換 え 発 現 カ セ ッ ト 、 ま た は 該 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む も の で あ る
。
【 ０ １ １ ９ 】
　 そ の よ う な 組 換 え 生 物 は 、 例 え ば 対 応 す る タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 を 用 い た 形 質 転 換 ま
た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 作 製 さ れ る 。 形 質 転 換 さ れ た 生 物 （ ま た は 形 質 転 換 さ
れ た 細 胞 も し く は 組 織 ） の 作 製 は 、 当 該 DNA（ 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー ） 、 RNAも し く は タ ン パ
ク 質 の 、 当 該 宿 主 細 胞 へ の 導 入 を 必 要 と す る 。 多 様 な 方 法 が 、 こ の 工 程 に 利 用 可 能 で あ り
、 形 質 転 換 （ transformation） （ ま た は 形 質 導 入 （ transduction） ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン （ transfection） ） と 呼 ば れ て い る （ Keownら (1990) Methods in Enzymology 185:
527-537） 。 例 え ば 、 DNAも し く は RNAは 、 微 小 注 入 （ microinjection） ま た は DNAで コ ー ト
さ れ た 微 小 粒 子 を 撃 ち 込 む こ と に よ り 、 直 接 的 に 導 入 さ れ う る 。 さ ら に 、 細 胞 を 、 例 え ば
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て 透 過 性 に す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ に よ り DNAは 拡 散
に よ り 細 胞 内 に 進 入 し う る よ う に な る 。 DNAは ま た 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 介 し て 、 ま た は
ミ ニ セ ル （ minicell） 、 リ ソ ソ ー ム ま た は リ ポ ソ ー ム の よ う な DNA含 有 単 位 と の 融 合 に よ
り 導 入 す る こ と が で き る 。 DNA導 入 の 他 の 好 適 な 方 法 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で あ り 、
こ の 方 法 で は 電 気 的 パ ル ス に よ り 細 胞 を 可 逆 的 に 透 過 性 に す る 。 一 般 的 な 好 ま し い 方 法 は
、 以 下 の も の を 含 む が 、 こ れ に よ っ て 限 定 さ れ な い ： リ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 介 し た 形 質 転 換
、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン を 介 し た 形 質 転 換 、 カ チ オ ン 性 脂 質 を 介 し た 形 質 転 換 、 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン 、 形 質 導 入 お よ び 感 染 。 こ れ ら の 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る （ Davi
sら (1986) Basic Methods In Molecular Biology； Sambrook Jら (1989) Molecular cloni
ng: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press； Ausubel FMら (1994)
 Current protocols in molecular biology, John Wiley and Sons； Glover DMら (1995) 
DNA Cloning Vol.1, IRL Press ISBN 019-963476-9） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 植 物 に お い て は 、 こ れ ら の 「 直 接 的 」 形 質 転 換 技 術 に 加 え て 、 形 質 転 換 を Agrobacteriu
m tumefaciensま た は Agrobacterium rhizogenesを 用 い た 細 菌 感 染 に よ っ て も 行 う こ と が
で き る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 し た 形 質 転 換 は 双 子 葉 植 物 細 胞 に 最 も 適 し て い る 。 該 方
法 は 文 献 に 記 載 さ れ 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る （ Horsch RBら (1985) Science 22
5: 1229f.； EP 120 516； Hoekema, In: The Binary Plant Vector System, Offsetdrukke
rij Kanters B.V., Alblasserdam, Chapter V； Anら (1985) EMBO J 4:277-287） 。 ア グ ロ
バ ク テ リ ウ ム を 用 い る と き に は 、 発 現 カ セ ッ ト は 特 定 の プ ラ ス ミ ド 、 シ ャ ト ル ベ ク タ ー も
し く は 仲 介 ベ ク タ ー の い ず れ か 、 ま た は バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー （ binary vector） に 組 み 込
ま れ る 。 バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー を 用 い る こ と が 好 ま し い （ Holstersら (1978) Mol Gen Genet
 163:181-187） 。 種 々 の バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー が 公 知 で あ り 、 そ の 一 部 、 例 え ば pBI101.2ま
た は pBIN19（ Clontech Laboratories, Inc. USA） は 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 選 択 マ ー カ ー が 導 入 さ れ た DNAに 含 ま れ て い る 場 合 に は 、 形 質
転 換 さ れ て い な い 細 胞 か ら 選 別 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー と し て 働 く こ と が で き る 遺 伝
子 の 例 は 、 抗 生 物 質 も し く は 除 草 剤 へ の 耐 性 を 与 え る こ と が で き る 全 て の 遺 伝 子 で あ り 、
上 述 さ れ て い る 。 植 物 に 関 し て 、 当 業 者 は 植 物 細 胞 ま た は 植 物 断 片 か ら 完 全 な 植 物 を 再 生
す る 方 法 に つ い て よ く 知 っ て い る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば Fennellら (1992) Plant Ce
ll Rep. 11: 567-570； Stoegerら (1995) Plant Cell Rep. 14:273-278; Jahneら (1994) T
heor Appl Genet 89:525-533に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト も し く は 本 発 明 の ベ ク タ ー の
う ち 少 な く と も １ つ を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た 組 換 え 生 物 に 関 し 、 細 胞 、 細 胞 培 養 、 組 織 、
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断 片 （ 例 え ば 植 物 の 場 合 に は 、 葉 、 根 お よ び 同 様 の も の ） ま た は そ れ ら の 生 物 に 由 来 す る
繁 殖 材 料 に 関 す る 。 生 物 と い う 語 句 は 、 広 い 意 味 で 理 解 さ れ る べ き で あ り 、 原 核 生 物 ま た
は 真 核 生 物 を 指 し 、 好 ま し く は 細 菌 、 酵 母 （ 例 え ば 、 Saccharomyces、 Kluyveromycesま た
は Pichia） 、 真 菌 （ 例 え ば 、 Aspergillusま た は Penicilium） 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 お よ び 植
物 生 物 を 指 す 。 好 ま し い 植 物 生 物 は 、 上 記 に 示 し て あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 「 微 生 物 」 ま た は 「 細 菌 」 と い う 語 句 は 、 グ ラ ム 陽 性 お よ び グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 含 む 。 好
ま し い も の は 、 Enterobacteriaceaeの 全 て の 属 お よ び 種 、 お よ び Actinomycetalesの 全 て
の 目 お よ び 種 で あ る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 Enterobacteriaceaeの 種 Escherichia、 Serra
tia、 Proteus、 Enterobacter、 Klebsiella、 Salmonella、 Shigella、 Edwardsielle、 Citr
obacter、 Morganella、 Providencia、 お よ び Yersiniaで あ る 。 別 の 好 ま し い も の は 、 以 下
の 全 て の 種 で あ る ： Agrobacterium、 Pseudomonas、 Burkholderia、 Nocardia、 Acetobacte
r、 Gluconobacter、 Corynebacterium、 Brevibacterium、 Bacillus、 Clostridium、 Cyanob
acter、 Staphylococcus、 Aerobacter、 Alcaligenes、 Rhodococcusお よ び Streptomyces。
組 換 え ニ ト リ ラ ー ゼ の 発 現 の た め に は 、 Escherichia属 が 最 も 好 ま し く 、 特 に 大 腸 菌 （ Esc
herichia coli） が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 「 植 物 」 ま た は 「 植 物 生 物 」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 光 合 成
を 行 う こ と が で き る 全 て の 生 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 該 生 物 は 、 分 化 し た 、 多 細 胞 の
有 機 体 で あ る 。 こ の 語 句 は 、 植 物 界 の 高 等 お よ び 下 等 な 植 物 の 全 て の 属 お よ び 種 を 含 む 。
さ ら に 、 成 熟 し た 植 物 、 種 子 、 芽 お よ び 若 木 、 お よ び 断 片 、 そ れ に 由 来 す る 繁 殖 材 料 お よ
び 培 養 物 、 例 え ば 細 胞 培 養 物 が 含 ま れ る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 単 子 葉 植 物 お よ び 双 子 葉
植 物 で あ り 、 さ ら に 好 ま し い も の は 、 動 物 も し く は ヒ ト の 食 物 ま た は 食 品 用 、 ま た は 工 業
利 用 の た め の 培 養 植 物 で あ り 、 以 下 の よ う な も の で あ る ： ト ウ モ ロ コ シ 、 コ ム ギ 、 オ オ ム
ギ 、 カ ノ ラ 、 大 豆 、 コ メ 、 サ ト ウ キ ビ 、 サ ト ウ ダ イ コ ン 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ビ ー ト 、 タ バ コ 、
綿 、 な ど 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 組 換 え 生 物 は 、 生 物 の 形 質 転 換 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に つ い て の 上 述 の 方 法 を
用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 微 生 物 は 、 該 微 生 物 が 生 育 で き る よ う な 培 地 中 で 生 育 お よ び 繁 殖 さ せ る こ と が
で き る 。 該 培 地 は 、 合 成 ま た は 天 然 由 来 で あ り う る 。 当 該 微 生 物 に 応 じ て 種 々 の 培 地 が 利
用 可 能 で あ り 、 そ れ ら の 培 地 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 微 生 物 の 生 育 の た め に 、 培 地 は 炭 素
源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 お よ び 任 意 に 少 々 の ビ タ ミ ン お よ び ／ ま た は 微 量 元 素 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 好 ま し い 炭 素 源 は 、 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 糖 類 の よ う な ポ リ オ ー ル で あ り 、 糖 類 と し て
は 例 え ば 以 下 の も の が あ る ： 単 糖 、 二 糖 ま た は 多 糖 （ 例 え ば グ ル コ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、
マ ン ノ ー ス 、 キ シ ロ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 リ ボ ー ス 、 ソ ル ボ ー ス 、 リ ブ ロ ー ス 、 ラ ク ト ー
ス 、 マ ル ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 で ん ぷ ん ま た は セ ル ロ ー ス ） 、 複 合 糖 源 （
例 え ば 糖 液 ） 、 糖 リ ン 酸 （ 例 え ば フ ル ク ト ー ス -1,6-ビ ス リ ン 酸 ） 、 糖 ア ル コ ー ル （ 例 え
ば マ ン ニ ッ ト ） 、 ア ル コ ー ル （ 例 え ば メ タ ノ ー ル ま た は エ タ ノ ー ル ） 、 カ ル ボ ン 酸 （ 例 え
ば ク エ ン 酸 、 乳 酸 ま た は 酢 酸 ） 、 油 お よ び 脂 質 （ 例 え ば 大 豆 油 ま た は 菜 種 油 ） 、 ア ミ ノ 酸
ま た は ア ミ ノ 酸 混 合 物 （ 例 え ば カ ザ ミ ノ 酸 ； Difco） ま た は 個 々 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば グ リ
シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ） ま た は ア ミ ノ 糖 、 最 後 の も の は 窒 素 源 と し て も 利 用 で き る 。 よ り 好
ま し い も の は グ ル コ ー ス お よ び ポ リ オ ー ル 、 特 に グ リ セ ロ ー ル で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 好 ま し い 窒 素 源 は 有 機 も し く は 無 機 窒 素 化 合 物 ま た は 該 化 合 物 を 含 む 物 質 で あ る 。 例 と
し て は 以 下 の も の が あ る ： ア ン モ ニ ア 塩 （ 例 え ば NH 4 Clま た は (NH 4 ) 2 SO 4 ） 、 ニ ト レ ー ト 、
尿 素 、 お よ び 複 合 窒 素 源 （ 例 え ば 、 ビ ー ル 酵 母 自 己 分 解 物 、 大 豆 粉 末 、 コ ム ギ グ ル テ ン 、
酵 母 抽 出 物 、 ペ プ ト ン 、 食 肉 抽 出 物 、 カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 、 酵 母 ま た は ジ ャ ガ イ モ タ ン パ
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ク 質 （ こ れ は 頻 繁 に 炭 素 源 と し て の 役 割 を す る ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 無 機 塩 の 例 は 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 ナ ト リ ウ ム 、 コ バ ル ト 、 モ リ ブ デ ン 、 マ ン
ガ ン 、 カ リ ウ ム 、 亜 鉛 、 銅 お よ び 鉄 の 塩 を 含 む 。 対 応 す る 陽 イ オ ン の 塩 化 物 、 硫 酸 塩 、 硫
化 物 、 お よ び リ ン 酸 イ オ ン が 特 に 好 ま し い 。 生 産 性 の 増 強 に お い て 重 要 な 点 は 、 培 地 中 の
Fe 2 + も し く は Fe 3 + イ オ ン 濃 度 の 調 節 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 任 意 に 、 培 地 は さ ら な る 生 育 因 子 を 含 ん で も よ く 、 そ の よ う な 因 子 と し て は 例 え ば 以 下
の よ う な も の が あ る ： ビ タ ミ ン ま た は 生 育 促 進 剤 （ 例 え ば ビ オ チ ン 、 2-ケ ト -L-グ ル コ ン
酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 サ イ ア ミ ン 、 葉 酸 、 ニ コ チ ン 酸 、 パ ン ト テ ネ ー ト ま た は ピ リ ド キ シ
ン ） 、 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ラ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 プ ロ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、
セ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 オ ル ニ チ ン ま た は バ リ ン ） 、 カ ル ボ ン 酸 （ 例 え ば ク エ ン 酸 、
ギ 酸 、 乳 酸 ） ま た は ジ チ オ ト レ イ ト ー ル の よ う な 物 質 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 個 々 の 栄 養 素 の バ ラ ン ス は 、 発 酵 の 方 法 に 依 存 し 、 そ れ ぞ れ の 条 件 に 適 応 さ せ ら れ る 。
培 地 成 分 は 、 必 要 な ら ば 事 前 に 滅 菌 し た 後 に 、 発 酵 の 開 始 時 に 与 え ら れ て い て も よ く 、 ま
た は 発 酵 工 程 中 の 培 養 条 件 に 従 っ て 、 連 続 的 、 も し く は 断 続 的 に 加 え ら れ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 発 酵 お よ び 生 育 条 件 は 、 生 成 物 の 最 適 収 量 （ 例 え ば ニ ト リ ラ ー ゼ 活 性 の 最 適 収 量 ） を 保
証 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 好 ま し い 発 酵 条 件 は 、 15℃ ～ 40℃ の 間 、 好 ま し く は 25℃ ～ 37℃
で あ る 。 pHは 好 ま し く は pH３ ～ ９ の 範 囲 に 保 た れ 、 好 ま し く は pH５ ～ ８ で あ る 。 一 般 的 に
は 発 酵 時 間 は 数 時 間 か ら 数 日 間 を 要 し 、 好 ま し く は ８ 時 間 か ら 21日 間 、 よ り 好 ま し く は ４
時 間 か ら 14日 間 で あ る 。 培 地 お よ び 発 酵 条 件 の 最 適 化 の 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公
知 で あ る （ Applied Microbiol Physiology, “ A Practical Approach”  PM Rhodes, PF S
tanbury編 , IRL-Press, 1997, S.53-73, ISBN 0 19 963577 3） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 光 学 的 に 活 性 な 、 キ ラ ル 、 も し く は ア キ ラ ル カ ル ボ ン 酸 を 調 製 す る 方
法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 生 育 中 、
休 眠 中 ま た は 破 壊 さ れ た 上 述 の 微 生 物 （ ＝ 宿 主 生 物 ） で あ っ て 、 本 発 明 の 核 酸 、 １ 以 上 の
調 節 シ グ ナ ル と 連 結 さ れ た 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 、 ま た は 本 発 明 の ベ ク
タ ー の い ず れ か を 含 む も の の 存 在 下 に 、 ニ ト リ ル を 、 光 学 的 に 活 性 な 、 キ ラ ル 、 も し く は
ア キ ラ ル カ ル ボ ン 酸 に 変 換 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ の 方 法 の 有 利 な 実 施 形 態 は 、 光 学 的 に 活 性 な 、 キ ラ ル 、 も し く は ア キ ラ ル 脂 肪 族 ニ ト
リ ル の 、 対 応 す る カ ル ボ ン 酸 へ の 変 換 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 「 ニ ト リ ル 」 （ nitrile） と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る と き に は 、 好 ま し く は 少
な く と も １ つ の ニ ト リ ル 基 （ nitrile grouping） を 有 す る い か な る 有 機 化 合 物 を も 意 味 す
る 。 「 ニ ト リ ル 」 と い う 語 句 は ま た 、 ア ル デ ヒ ド も し く は ケ ト ン と シ ア ン 化 物 の 混 合 物 を
含 み 、 該 混 合 物 は 少 な く と も １ 種 の ニ ト リ ル の 形 成 に つ な が る も の で あ る 。 「 シ ア ン 化 物
」 と い う 語 句 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と き に は 、 シ ア ン 化 物 イ オ ン （ CN - ） を 含 む か
、 こ れ を 放 出 す る に 至 る 化 合 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 「 シ ア ン 化 物 」 と い う 語 句 は 、
青 酸 お よ び ／ ま た は 例 え ば 、 よ り 好 ま し く は シ ア ン 化 ナ ト リ ウ ム も し く は シ ア ン 化 カ リ ウ
ム の よ う な 青 酸 塩 を 含 む 。 「 混 合 物 」 と い う 語 句 は 、 こ の 関 係 に お い て 用 い ら れ る と き に
は 、 ニ ト リ ル の 形 成 に 至 る ア ル デ ヒ ド ／ ケ ト ン と シ ア ン 化 物 の 全 て の 定 量 的 な 組 み 合 わ せ
を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 該 混 合 物 は 、 等 モ ル も し く は 等 モ ル に 近 い 量 の ア ル デ ヒ ド ／ ケ
ト ン と シ ア ン 化 物 よ り な る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 光 学 的 に 活 性 な 、 キ ラ ル 、 も し く は ア キ ラ ル カ ル ボ
ン 酸 を 調 製 す る 方 法 で あ り 、 一 般 式 Iの ニ ト リ ル は 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ 、 ま た は 生 育
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中 、 休 眠 中 も し く は 破 壊 さ れ た 上 述 の 微 生 物 で あ っ て 、 本 発 明 の ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 、 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト 、 ま た は 本 発 明 の ベ ク タ ー の い ず れ か を 含 む も の の 存
在 下 で 、 一 般 式 IIの カ ル ボ ン 酸 に 変 換 さ れ る ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
こ こ で 、 式 Iお よ び 式 IIの 置 換 基 お よ び 変 数 は 、 以 下 の 意 味 を 有 す る ：
R 1 、 R 2 、 R 3 は 互 い に 独 立 に 、 水 素 、 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 分 岐 ま た は 非 分 岐 の C 1 -C 1 0 -ア
ル キ ル ま た は C 1 -C 1 0 -ア ル コ キ シ 、 置 換 ま た は 非 置 換 の ア リ ー ル ま た は ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
ヒ ド ロ キ シ ル 、 ハ ロ ゲ ン （ 例 え ば フ ッ 素 、 塩 素 ま た は 臭 素 ） 、 C 1 -C 1 0 -ア ル キ ル ア ミ ノ お
よ び ア ミ ノ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ て も よ く 、 置 換 基 R 1 、 R 2 お よ び R 3 の う ち 、 少 な く と も
２ つ 、 好 ま し く は 全 て が 異 な っ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 式 Iお よ び IIの R 1 、 R 2 ま た は R 3 置 換 基 の １ つ が フ ェ ニ ル の よ う な ア リ ー ル で あ る の が 有
利 で あ る 。 式 Iお よ び IIの R 1 、 R 2 ま た は R 3 置 換 基 の １ つ が ヒ ド ロ キ シ ル 基 で あ り 、 １ つ が
水 素 ま た は メ チ ル 基 で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 前 記 R 1 、 R 2 ま た は R 3 基 に 対 す る 好 適 な 置 換 基 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な １ つ 以 上 の 置 換
基 で あ る ： フ ッ 素 、 塩 素 も し く は 臭 素 の よ う な ハ ロ ゲ ン 、 メ ル カ プ ト 、 ニ ト ロ 、 ア ミ ノ 、
ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 ア ル キ ニ ル ま た
は 他 の 芳 香 族 ま た は 他 の 飽 和 も し く は 不 飽 和 の 非 芳 香 族 環 も し く は 環 系 。 好 ま し い も の は
、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル ま た は ブ チ ル の よ う な C 1 -C 6 -ア ル キ ル の よ う な ア ル キ ル 基 、
フ ェ ニ ル 、 チ オ フ ェ ニ ル の よ う な ア リ ー ル 、 塩 素 、 フ ッ 素 ま た は 臭 素 の よ う な ハ ロ ゲ ン 、
ヒ ド ロ キ シ ル ま た は ア ミ ノ で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 光 学 的 に 活 性 な 、 キ ラ ル 、 も し く は ア キ ラ ル カ ル ボ ン 酸
を 調 製 す る 方 法 は 、 一 般 式 IIIの ニ ト リ ル の 、 一 般 式 IVの カ ル ボ ン 酸 へ の 変 換 を 含 む ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
こ こ で 、 式 IIIお よ び 式 IVの 置 換 基 お よ び 変 数 は 、 以 下 の 意 味 を 有 す る ：
n＝ ０ ま た は １
m＝ ０ 、 １ 、 ２ ま た は ３ 、 こ こ で m＞ ２ の と き 、 ２ つ の 隣 接 す る 炭 素 原 子 間 に は 二 重 結 合 が
１ つ 存 在 す る か 、 存 在 せ ず 、
p＝ ０ ま た は １
A、 B、 Dお よ び Eは 互 い に 独 立 に CH、 Nま た は CR7
H＝ O、 S、 NR4、 CHま た は CR7（ n＝ ０ の と き ） 、 ま た は CH、 Nま た は CR7（ n＝ １ の と き ） 、
こ こ で 、 ２ つ の 隣 接 す る 可 変 部 A、 B、 D、 Eま た は Hは 、 他 の 置 換 ま た は 非 置 換 芳 香 族 、 飽
和 ま た は 部 分 飽 和 環 で あ っ て 、 環 中 に ５ ～ ８ 個 の 原 子 を 有 し 、 O、 Nま た は Sの よ う な １ つ
以 上 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 み 、 可 変 部 A、 B、 D、 Eま た は Hの う ち ３ つ 以 上 が ヘ テ ロ 原 子 で な い
よ う な 環 を 共 同 し て 形 成 す る こ と が 可 能 で あ り 、
R4は 、 水 素 、 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 分 岐 ま た は 非 分 岐 の C 1 -C 1 0 -ア ル キ ル よ り な る 群 か ら
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選 択 さ れ 、
R5、 R6、 R7は 独 立 に 、 水 素 、 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 分 岐 ま た は 非 分 岐 の C 1 -C 1 0 -ア ル キ ル
ま た は C 1 -C 1 0 -ア ル コ キ シ 、 置 換 ま た は 非 置 換 の ア リ ー ル ま た は ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ヒ ド ロ
キ シ ル 、 ハ ロ ゲ ン （ 例 え ば フ ッ 素 、 塩 素 ま た は 臭 素 ） 、 C 1 -C 1 0 -ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ア
ミ ノ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 前 記 R 4 、 R 5 ま た は R 6 基 に 対 す る 好 適 な 置 換 基 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な １ つ 以 上 の 置 換 基
で あ る ： フ ッ 素 、 塩 素 も し く は 臭 素 の よ う な ハ ロ ゲ ン 、 メ ル カ プ ト 、 ニ ト ロ 、 ア ミ ノ 、 ヒ
ド ロ キ シ ル 、 ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 ア ル キ ニ ル ま た は
他 の 芳 香 族 ま た は 他 の 飽 和 も し く は 不 飽 和 の 非 芳 香 族 環 も し く は 環 系 。 好 ま し い も の は 、
メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル ま た は ブ チ ル の よ う な C 1 -C 6 -ア ル キ ル の よ う な ア ル キ ル 基 、 フ
ェ ニ ル 、 チ オ フ ェ ニ ル の よ う な ア リ ー ル 、 塩 素 、 フ ッ 素 ま た は 臭 素 の よ う な ハ ロ ゲ ン 、 ヒ
ド ロ キ シ ル ま た は ア ミ ノ で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 上 記 の ア ル キ ル 基 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 分 岐 ま た は 非 分 岐 の C 1
-C 1 0 -ア ル キ ル 鎖 を 含 ん で も よ い ： メ チ ル 、 エ チ ル 、 n-プ ロ ピ ル 、 1-メ チ ル エ チ ル 、 n-ブ
チ ル 、 1-メ チ ル プ ロ ピ ル 、 2-メ チ ル プ ロ ピ ル 、 1,1-ジ メ チ ル エ チ ル 、 n-ペ ン チ ル 、 1-メ チ
ル ブ チ ル 、 2-メ チ ル ブ チ ル 、 3-メ チ ル ブ チ ル 、 2,2-ジ メ チ ル プ ロ ピ ル 、 1-エ チ ル プ ロ ピ ル
、 n-ヘ キ シ ル 、 1,1-ジ メ チ ル プ ロ ピ ル 、 1,2-ジ メ チ ル プ ロ ピ ル 、 1-メ チ ル ペ ン チ ル 、 2-メ
チ ル ペ ン チ ル 、 3-メ チ ル ペ ン チ ル 、 4-メ チ ル ペ ン チ ル 、 1,1-ジ メ チ ル ブ チ ル 、 1,2-ジ メ チ
ル ブ チ ル 、 1,3-ジ メ チ ル ブ チ ル 、 2,2-ジ メ チ ル ブ チ ル 、 2,3-ジ メ チ ル ブ チ ル 、 3,3-ジ メ チ
ル ブ チ ル 、 1-エ チ ル ブ チ ル 、 2-エ チ ル ブ チ ル 、 1,1,2-ト リ メ チ ル プ ロ ピ ル 、 1,2,2-ト リ メ
チ ル プ ロ ピ ル 、 1-エ チ ル -1-メ チ ル プ ロ ピ ル 、 1-エ チ ル -2-メ チ ル プ ロ ピ ル 、 n-ヘ プ チ ル 、
n-オ ク チ ル 、 n-ノ ニ ル ま た は n-デ シ ル 。 メ チ ル 、 エ チ ル 、 n-プ ロ ピ ル 、 n-ブ チ ル 、 i-プ ロ
ピ ル ま た は i-ブ チ ル が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 上 記 の ア ル ケ ニ ル 基 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 分 岐 ま た は 非 分 岐 C 2 -C 1 0 -ア ル ケ ニ ル 鎖 を
含 ん で も よ い ： エ テ ニ ル 、 プ ロ ペ ニ ル 、 1-ブ テ ニ ル 、 2-ブ テ ニ ル 、 3-ブ テ ニ ル 、 2-メ チ ル
プ ロ ペ ニ ル 、 1-ペ ン テ ニ ル 、 2-ペ ン テ ニ ル 、 3-ペ ン テ ニ ル 、 4-ペ ン テ ニ ル 、 1-メ チ ル -1-
ブ テ ニ ル 、 2-メ チ ル -1-ブ テ ニ ル 、 3-メ チ ル -1-ブ テ ニ ル 、 1-メ チ ル -2-ブ テ ニ ル 、 2-メ チ
ル -2-ブ テ ニ ル 、 3-メ チ ル -2-ブ テ ニ ル 、 1-メ チ ル -3-ブ テ ニ ル 、 2-メ チ ル -3-ブ テ ニ ル 、 3-
メ チ ル -3-ブ テ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ ル -2-プ ロ ペ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ ル -1-プ ロ ペ ニ ル 、 1,2-ジ
メ チ ル -2-プ ロ ペ ニ ル 、 1-エ チ ル -1-プ ロ ペ ニ ル 、 1-エ チ ル -2-プ ロ ペ ニ ル 、 1-ヘ キ セ ニ ル
、 2-ヘ キ セ ニ ル 、 3-ヘ キ セ ニ ル 、 4-ヘ キ セ ニ ル 、 5-ヘ キ セ ニ ル 、 1-メ チ ル -1-ペ ン テ ニ ル
、 2-メ チ ル -1-ペ ン テ ニ ル 、 3-メ チ ル -1-ペ ン テ ニ ル 、 4-メ チ ル -1-ペ ン テ ニ ル 、 1-メ チ ル -
2-ペ ン テ ニ ル 、 2-メ チ ル -2-ペ ン テ ニ ル 、 3-メ チ ル -2-ペ ン テ ニ ル 、 4-メ チ ル -2-ペ ン テ ニ
ル 、 1-メ チ ル -3-ペ ン テ ニ ル 、 2-メ チ ル -3-ペ ン テ ニ ル 、 3-メ チ ル -3-ペ ン テ ニ ル 、 4-メ チ
ル -3-ペ ン テ ニ ル 、 1-メ チ ル -4-ペ ン テ ニ ル 、 2-メ チ ル -4-ペ ン テ ニ ル 、 3-メ チ ル -4-ペ ン テ
ニ ル 、 4-メ チ ル -4-ペ ン テ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ ル -3-ブ テ ニ ル 、 1
,2-ジ メ チ ル -1-ブ テ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ ル -3-ブ テ ニ ル 、 1,3-ジ
メ チ ル -1-ブ テ ニ ル 、 1,3-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル 、 1,3-ジ メ チ ル -3-ブ テ ニ ル 、 2,2-ジ メ チ
ル -3-ブ テ ニ ル 、 2,3-ジ メ チ ル -1-ブ テ ニ ル 、 2,3-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル 、 2,3-ジ メ チ ル -3-
ブ テ ニ ル 、 3,3-ジ メ チ ル -1-ブ テ ニ ル 、 3,3-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル 、 1-エ チ ル -1-ブ テ ニ ル
、 1-エ チ ル -2-ブ テ ニ ル 、 1-エ チ ル -3-ブ テ ニ ル 、 2-エ チ ル -1-ブ テ ニ ル 、 2-エ チ ル -2-ブ テ
ニ ル 、 2-エ チ ル -3-ブ テ ニ ル 、 1,1,2-ト リ メ チ ル -2-プ ロ ペ ニ ル 、 1-エ チ ル -1-メ チ ル -2-プ
ロ ペ ニ ル 、 1-エ チ ル -2-メ チ ル -1-プ ロ ペ ニ ル 、 1-エ チ ル -2-メ チ ル -2-プ ロ ペ ニ ル 、 1-ヘ プ
テ ニ ル 、 2-ヘ プ テ ニ ル 、 3-ヘ プ テ ニ ル 、 4-ヘ プ テ ニ ル 、 5-ヘ プ テ ニ ル 、 6-ヘ プ テ ニ ル 、 1-
オ ク テ ニ ル 、 2-オ ク テ ニ ル 、 3-オ ク テ ニ ル 、 4-オ ク テ ニ ル 、 5-オ ク テ ニ ル 、 6-オ ク テ ニ ル
、 7-オ ク テ ニ ル 、 ノ ネ ニ ル ま た は デ セ ニ ル 。 エ テ ニ ル 、 プ ロ ペ ニ ル 、 ブ テ ニ ル ま た は ペ ン
テ ニ ル が 好 ま し い 。
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【 ０ １ ４ ５ 】
　 上 記 の ア ル コ キ シ 基 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 分 岐 ま た は 非 分 岐 の
C 1 -C 1 0 -ア ル コ キ シ 鎖 で あ っ て も よ い ： メ ト キ シ 、 エ ト キ シ 、 プ ロ ポ キ シ 、 1-メ チ ル エ ト
キ シ 、 ブ ト キ シ 、 1-メ チ ル プ ロ ポ キ シ 、 2-メ チ ル プ ロ ポ キ シ 、 1,1-ジ メ チ ル エ ト キ シ 、 ペ
ン ト キ シ 、 1-メ チ ル ブ ト キ シ 、 2-メ チ ル ブ ト キ シ 、 3-メ チ ル ブ ト キ シ 、 1,1-ジ メ チ ル プ ロ
ポ キ シ 、 1,2-ジ メ チ ル プ ロ ポ キ シ 、 2,2-ジ メ チ ル プ ロ ポ キ シ 、 1-エ チ ル プ ロ ポ キ シ 、 ヘ キ
ソ キ シ 、 1-メ チ ル ペ ン ト キ シ 、 2-メ チ ル ペ ン ト キ シ 、 3-メ チ ル ペ ン ト キ シ 、 4-メ チ ル ペ ン
ト キ シ 、 1,1-ジ メ チ ル ブ ト キ シ 、 1,2-ジ メ チ ル ブ ト キ シ 、 1,3-ジ メ チ ル ブ ト キ シ 、 2,2-ジ
メ チ ル ブ ト キ シ 、 2,3-ジ メ チ ル ブ ト キ シ 、 3,3-ジ メ チ ル ブ ト キ シ 、 1-エ チ ル ブ ト キ シ 、 2-
エ チ ル ブ ト キ シ 、 1,1,2-ト リ メ チ ル ポ ロ ポ キ シ 、 1,2,2-ト リ メ チ ル ポ ロ ポ キ シ 、 1-エ チ ル
-1-メ チ ル プ ロ ポ キ シ 、 1-エ チ ル -2-メ チ ル プ ロ ポ キ シ 、 ヘ キ シ ル オ キ シ 、 ヘ プ チ ル オ キ シ
、 オ ク チ ル オ キ シ 、 ノ ニ ル オ キ シ ま た は デ シ ル オ キ シ お よ び そ れ ら の 分 岐 鎖 類 似 体 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 上 記 の ア ル キ ル カ ル ボ ニ ル 基 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 分 岐 ま た は
非 分 岐 の C 1 -C 1 0 -ア ル キ ル カ ル ボ ニ ル 鎖 で あ っ て も よ い ： メ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 エ チ ル カ ル
ボ ニ ル 、 n-プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ ル エ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 n-ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ
チ ル プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-メ チ ル プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ ル エ チ ル カ ル ボ ニ ル
、 n-ペ ン チ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-メ チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-メ
チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 2,2-ジ メ チ ル プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル
、 n-ヘ キ シ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ ル プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ ル プ ロ ピ ル カ ル
ボ ニ ル 、 1-メ チ ル ペ ン チ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-メ チ ル ペ ン チ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-メ チ ル ペ ン チ ル
カ ル ボ ニ ル 、 4-メ チ ル ペ ン チ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ
ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,3-ジ メ チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 2,2-ジ メ チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、
2,3-ジ メ チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 3,3-ジ メ チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル ブ チ ル カ ル ボ
ニ ル 、 2-エ チ ル ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,1,2-triメ チ ル プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,2,2-triメ チ
ル プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -1-メ チ ル プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -2-メ チ ル プ ロ
ピ ル カ ル ボ ニ ル 、 n-ヘ プ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 n-オ ク チ ル カ ル ボ ニ ル 、 n-ノ ニ ル カ ル ボ ニ ル ま
た は n-デ シ ル カ ル ボ ニ ル 。 メ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 エ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 n-プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル
、 n-ブ チ ル カ ル ボ ニ ル 、 i-プ ロ ピ ル カ ル ボ ニ ル ま た は i-ブ チ ル カ ル ボ ニ ル が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 上 記 の ア ル ケ ニ ル カ ル ボ ニ ル 基 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 分 岐 ま た は 非 分 岐 の C 2 -C 1 0 -ア
ル ケ ニ ル カ ル ボ ニ ル 鎖 で あ っ て も よ い ： エ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-
ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-メ チ ル プ ロ ペ ニ
ル カ ル ボ ニ ル 、 1-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ
ニ ル 、 4-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ ル -1-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-メ チ ル -1-ブ テ ニ ル
カ ル ボ ニ ル 、 3-メ チ ル -1-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ ル -2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-メ チ
ル -2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-メ チ ル -2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ ル
ボ ニ ル 、 2-メ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-メ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ
ル -2-プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ ル -1-プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ ル -2-
プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -1-プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -2-プ ロ ペ ニ ル カ ル
ボ ニ ル 、 1-ヘ キ セ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-ヘ キ セ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-ヘ キ セ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、
4-ヘ キ セ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 5-ヘ キ セ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ ル -1-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル
、 2-メ チ ル -1-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-メ チ ル -1-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 4-メ チ ル -1-
ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ ル -2-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-メ チ ル -2-ペ ン テ ニ ル カ ル
ボ ニ ル 、 3-メ チ ル -2-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 4-メ チ ル -2-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ
ル -3-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-メ チ ル -3-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-メ チ ル -3-ペ ン テ ニ
ル カ ル ボ ニ ル 、 4-メ チ ル -3-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-メ チ ル -4-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、
2-メ チ ル -4-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-メ チ ル -4-ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 4-メ チ ル -4-ペ
ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,1-ジ メ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ
ル ボ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ ル -1-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,2-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、
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1,2-ジ メ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,3-ジ メ チ ル -1-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,3-ジ メ チ
ル -2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,3-ジ メ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2,2-ジ メ チ ル -3-
ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2,3-ジ メ チ ル -1-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2,3-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル カ
ル ボ ニ ル 、 2,3-ジ メ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3,3-ジ メ チ ル -1-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、
3,3-ジ メ チ ル -2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -1-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -2-ブ
テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-エ チ ル -1-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、
2-エ チ ル -2-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-エ チ ル -3-ブ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1,1,2-ト リ メ チ ル -2
-プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -1-メ チ ル -2-プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -2-メ チ
ル -1-プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-エ チ ル -2-メ チ ル -2-プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-ヘ プ テ ニ
ル カ ル ボ ニ ル 、 2-ヘ プ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-ヘ プ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 4-ヘ プ テ ニ ル カ ル ボ
ニ ル 、 5-ヘ プ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 6-ヘ プ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 1-オ ク テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 2-
オ ク テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 3-オ ク テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 4-オ ク テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 5-オ ク テ ニ
ル カ ル ボ ニ ル 、 6-オ ク テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 7-オ ク テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 ノ ネ ニ ル カ ル ボ ニ ル
ま た は デ セ ニ ル カ ル ボ ニ ル 。 エ テ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 プ ロ ペ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 ブ テ ニ ル カ ル
ボ ニ ル ま た は ペ ン テ ニ ル カ ル ボ ニ ル が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 上 記 の ア リ ー ル 基 は 環 ま た は 環 系 中 に ６ ～ 20個 の 炭 素 原 子 を 含 む 置 換 ま た は 非 置 換 の ア
リ ー ル 基 で も よ い 。 こ れ ら は 、 互 い に 縮 合 し た 複 数 の 芳 香 環 ま た は ア ル キ ル 、 ア ル キ ル カ
ル ボ ニ ル 、 ア ル ケ ニ ル も し く は ア ル ケ ニ ル カ ル ボ ニ ル 鎖 、 カ ル ボ ニ ル 、 酸 素 も し く は 窒 素
に よ り 結 合 し た 複 数 の 芳 香 環 を 含 ん で も よ い 。 ア リ ー ル 基 は 、 必 要 に 応 じ て 、 C 1 -C 1 0 -ア
ル キ ル 、 C 3 -C 8 -ア ル ケ ニ ル 、 C 3 -C 6 -ア ル キ ニ ル ま た は C 3 -C 8 -シ ク ロ ア ル キ ル 鎖 を 介 し て 基
本 構 造 に 結 合 さ れ て い て も よ い 。 フ ェ ニ ル ま た は ナ フ チ ル が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 上 記 の ア リ ー ル カ ル ボ ニ ル 基 は 、 環 ま た は 環 系 中 に ６ ～ 20個 の 炭 素 原 子 を 含 む 置 換 ま た
は 非 置 換 の ア リ ー ル カ ル ボ ニ ル 基 で も よ い 。 環 系 は 、 互 い に 縮 合 し た 複 数 の 芳 香 環 ま た は
ア ル キ ル 、 ア ル キ ル カ ル ボ ニ ル 、 ア ル ケ ニ ル も し く は ア ル ケ ニ ル カ ル ボ ニ ル 鎖 、 カ ル ボ ニ
ル 、 酸 素 も し く は 窒 素 を 介 し て 連 結 し た 複 数 の 芳 香 環 を 含 ん で も よ い 。 フ ェ ニ ル カ ル ボ ニ
ル ま た は ナ フ チ ル カ ル ボ ニ ル が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 上 記 の ヘ テ ロ ア リ ー ル 系 は 、 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 １ つ 以 上 の 複 素 芳 香 族 ３ ～ ７ 員 環 を
有 す る 単 環 も し く は 縮 合 多 環 芳 香 族 環 系 で あ っ て も よ く 、 該 環 系 は １ 以 上 の N、 Oま た は S
の よ う な ヘ テ ロ 原 子 を 含 有 し て も よ く 、 必 要 に 応 じ て 、 C 1 -C 1 0 -ア ル キ ル 、 C 3 -C 8 -ア ル ケ
ニ ル ま た は C 3 -C 8 -シ ク ロ ア ル キ ル 鎖 を 介 し て 基 本 構 造 に 結 合 さ れ て い て も よ い 。 こ の よ う
な ヘ テ ロ ア リ ー ル 基 の 例 は 、 ピ ラ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 オ キ サ ゾ ー ル 、 イ ソ キ サ ゾ ー ル
、 チ ア ゾ ー ル 、 ト リ ア ゾ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、 キ ノ リ ン 、 イ ソ キ ノ リ ン 、 ア ク リ ジ ン 、 ピ リ ミ
ジ ン 、 ピ リ ダ ジ ン 、 ピ ラ ジ ン 、 フ ェ ナ ジ ン 、 プ リ ン ま た は プ テ リ ジ ン で あ る 。 該 ヘ テ ロ ア
リ ー ル 基 は 環 も し く は 環 式 中 の ヘ テ ロ 原 子 ま た は 個 々 の 炭 素 原 子 を 介 し て 、 ま た は 置 換 基
を 介 し て 基 本 構 造 に 結 合 さ れ て い て も よ い 。 ピ リ ジ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ピ リ ミ ジ ン 、 プ リ
ン 、 ピ ラ ジ ン ま た は キ ノ リ ン が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 上 記 の ア ル キ ル ア ミ ノ 基 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 置 換 ま た は 非 置 換 の 、 分 岐 ま た は 非 分
岐 の C 1 -C 1 0 -ア ル キ ル ア ミ ノ 鎖 で あ っ て も よ い ： メ チ ル ア ミ ノ 、 エ チ ル ア ミ ノ 、 n-プ ロ ピ
ル ア ミ ノ 、 1-メ チ ル エ チ ル ア ミ ノ 、 n-ブ チ ル ア ミ ノ 、 1-メ チ ル プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 2-メ チ ル
プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 1,1-ジ メ チ ル エ チ ル ア ミ ノ 、 n-ペ ン チ ル ア ミ ノ 、 1-メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ
、 2-メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 3-メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 2,2-ジ メ チ ル プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 1-エ チ
ル プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 n-ヘ キ シ ル ア ミ ノ 、 1,1-ジ メ チ ル プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 1,2-ジ メ チ ル プ ロ
ピ ル ア ミ ノ 、 1-メ チ ル ペ ン チ ル ア ミ ノ 、 2-メ チ ル ペ ン チ ル ア ミ ノ 、 3-メ チ ル ペ ン チ ル ア ミ
ノ 、 4-メ チ ル ペ ン チ ル ア ミ ノ 、 1,1-ジ メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 1,2-ジ メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、
1,3-ジ メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 2,2-ジ メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 2,3-ジ メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 3,
3-ジ メ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 1-エ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 2-エ チ ル ブ チ ル ア ミ ノ 、 1,1,2-ト リ メ
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チ ル プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 1,2,2-ト リ メ チ ル プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 1-エ チ ル -1-メ チ ル プ ロ ピ ル ア
ミ ノ 、 1-エ チ ル -2-メ チ ル プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 n-ヘ プ チ ル ア ミ ノ 、 n-オ ク チ ル ア ミ ノ 、 n-ノ
ニ ル ア ミ ノ ま た は n-デ シ ル ア ミ ノ 。 メ チ ル ア ミ ノ 、 エ チ ル ア ミ ノ 、 n-プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 n-
ブ チ ル ア ミ ノ 、 i-プ ロ ピ ル ア ミ ノ ま た は i-ブ チ ル ア ミ ノ が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 好 ま し い ニ ト リ ル は 、 以 下 の よ う な 芳 香 族 ま た は 複 素 芳 香 族 ニ ト リ ル を 含 む ： 2-フ ェ ニ
ル プ ロ ピ オ ニ ト リ ル 、 2-ヒ ド ロ キ シ -2-フ ェ ニ ル ア セ ト ニ ト リ ル 、 2-ア ミ ノ -2-フ ェ ニ ル ア
セ ト ニ ト リ ル 、 2-ク ロ ロ フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ニ ト リ ル 、 2-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ニ ト
リ ル 、 ベ ン ゾ ニ ト リ ル 、 フ ェ ニ ル ア セ ト ニ ト リ ル 、 trans-シ ン ナ モ ニ ト リ ル 、 2-ヒ ド ロ キ
シ -4-フ ェ ニ ル -ブ チ ロ ニ ト リ ル 、 3-シ ア ノ チ オ フ ェ ン ま た は 3-シ ア ノ メ チ ル チ オ フ ェ ン 。
好 ま し い も の は ア リ ー ル ア セ ト ニ ト リ ル で あ り 、 さ ら に 好 ま し い も の は 置 換 マ ン デ ロ ニ ト
リ ル で あ る 。 マ ン デ ロ ニ ト リ ル ア リ ー ル 基 は 、 １ つ 以 上 の 置 換 基 を 有 し て い て も よ い 。 好
ま し い 置 換 基 は 、 ア ル キ ル （ 好 ま し く は メ チ ル ） 、 ア ル コ キ シ （ 好 ま し く は メ ト キ シ ） 、
ハ ロ ゲ ン ま た は ニ ト ロ で あ る 。 置 換 マ ン デ ロ ニ ト リ ル は 、 以 下 の も の よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ て も よ い が 、 こ れ に よ っ て 限 定 さ れ な い ： o-フ ル オ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-フ ル オ ロ
マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-フ ル オ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 o-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-ク ロ ロ
マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 o-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-ブ ロ モ マ
ン デ ロ ニ ト リ ル 、 m-ブ ロ モ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 o-ニ ト ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-ニ ト ロ マ ン
デ ロ ニ ト リ ル 、 m-ニ ト ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 o-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-メ チ ル マ ン デ
ロ ニ ト リ ル 、 m-メ チ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 o-メ ト キ シ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 、 p-メ ト キ シ マ ン
デ ロ ニ ト リ ル ま た は m-メ ト キ シ マ ン デ ロ ニ ト リ ル 。 o-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル が よ り 好 ま
し い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る ラ セ ミ 体 ニ ト リ ル と は 、 ２ つ の 鏡 像 異 性 体 の 50： 50の 混 合 物 ま た
は 混 合 物 中 の ２ つ の 鏡 像 異 性 体 の う ち 一 方 が 豊 富 で あ る よ う な 他 の 混 合 物 よ り な る ニ ト リ
ル 、 ま た は ア ル デ ヒ ド ／ ケ ト ン 化 合 物 と シ ア ン 化 物 の 混 合 物 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る 「 光 学 的 に 活 性 な 」 カ ル ボ ン 酸 と は 、 一 方 の 鏡 像 異 性 体 が 豊 富 で
あ る よ う な も の を 意 味 す る 。 該 方 法 に お い て は 、 好 ま し く は 鏡 像 異 性 体 純 度 が 少 な く と も
70％ ee、 好 ま し く は 最 低 90％ ee、 特 に 好 ま し く は 最 低 98％ ee、 非 常 に 好 ま し く は 最 低 99％
eeと な る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Al
caligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 チ ロ シ
ン で な い ア ミ ノ 酸 と 交 換 し て も 、 結 果 と し て 生 じ る 生 成 物 の 鏡 像 異 性 体 純 度 は 大 き く 低 下
す る こ と が な く 、 さ ら に 好 ま し く は 該 交 換 に よ り 鏡 像 異 性 体 純 度 が 変 わ ら な い か 、 ま た は
改 善 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ０ ℃ ～ 80℃ の 間 、 好 ま し く は 10℃ ～ 60℃ の 間 、 特 に 好 ま し く は 15℃ ～
55℃ の 間 の 温 度 に お い て 有 利 に 行 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 pH４ ～ 11、 好 ま し く は ４ ～ ９ に お い て 有 利 に 行 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 該 方 法 に お い て 、 0.01～ 30重 量 ％ の ニ ト リ ル ま た は 0.01～ 30重 量 ％ の 対 応 す る ア ル デ ヒ
ド も し く は ケ ト ン と 0.01～ 30重 量 ％ の シ ア ン 化 物 （ 例 え ば 青 酸 ） を 用 い る こ と は さ ら に 有
利 で あ る 。 該 方 法 は 、 過 剰 な シ ア ン 化 物 を 用 い て 行 っ て も よ い 。 あ る 状 況 に お い て は 、 こ
の こ と に よ り 、 シ ア ン 化 物 含 量 が 提 示 さ れ て い る よ り も 高 く な る 。 当 該 ニ ト リ ル に 応 じ て
、 様 々 な 量 の ニ ト リ ル を 反 応 に 用 い る こ と が で き る 。 最 少 量 （ ＝ 0.01～ ５ 重 量 ％ の 量 ） の
ニ ト リ ル が 、 対 応 す る ア ル デ ヒ ド お よ び シ ア ン 化 物 と 平 衡 状 態 に あ る ニ ト リ ル （ シ ア ノ ヒ
ド リ ン ） に つ い て 有 利 に 用 い ら れ 、 こ れ は 一 般 に ア ル デ ヒ ド が 微 生 物 ま た は 酵 素 に 対 し て
毒 性 を 有 す る た め で あ る 。 揮 発 性 の ニ ト リ ル は 、 同 様 に 0.01～ 10重 量 ％ の 量 で 有 利 に 用 い
ら れ る 。 そ れ よ り 多 量 の シ ア ノ ヒ ド リ ン ま た は ニ ト リ ル を 用 い る と 、 反 応 が 遅 く な る 。 溶
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解 性 が 低 い か ほ と ん ど な い ニ ト リ ル 、 ま た は 水 性 媒 質 に 非 常 に わ ず か し か 溶 け な い ニ ト リ
ル の 場 合 は 、 上 記 よ り も 多 量 を 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 有 利 で あ る 。 変 換 お よ び 収 量 を
増 や す た め に は 、 ラ セ ミ 体 ニ ト リ ル の 添 加 を 調 節 し て 反 応 を 有 利 に 行 う 。 生 成 物 は 、 反 応
終 了 後 に 単 離 さ れ る か 、 ま た は 側 管 (bypass)か ら 継 続 的 に 取 り 出 さ れ る こ と が 可 能 で あ る
。 本 発 明 の 方 法 は 、 バ ッ チ 工 程 の 形 で 行 わ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の と き 原 料 (educt)
は 工 程 の 初 め に 一 定 濃 度 で 加 え ら れ 、 続 い て 対 応 す る 生 成 物 に 変 換 さ れ る 。 代 わ り に 、 例
え ば 原 料 濃 度 を 一 定 ま た は ほ と ん ど 一 定 に 保 つ よ う に 、 原 料 を 継 続 的 に 反 応 混 合 物 に 加 え
る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 上 述 の 適 当 な ア ル デ ヒ ド ま た は ケ ト ン と は 、 該 ア ル デ ヒ ド ま た は ケ ト ン と シ ア ン 化 物 （
例 え ば 青 酸 ） の 間 の 反 応 （ 適 宜 塩 基 触 媒 を 伴 う ） 後 に ニ ト リ ル が 形 成 さ れ る よ う な 化 合 物
を 意 味 す る 。 ア ル デ ヒ ド と シ ア ン 化 物 の 間 の 反 応 は 、 シ ア ノ ヒ ド リ ン を 生 じ 、 該 物 質 は 、
ア ル デ ヒ ド お よ び シ ア ン 化 物 と 平 衡 状 態 に あ る と い う 利 点 を 有 す る 。 シ ア ノ ヒ ド リ ン と の
平 衡 状 態 を 設 け る こ と は 、 ニ ト リ ル の 一 方 の 鏡 像 異 性 体 の み を 変 換 す る 酵 素 を 用 い て も 、
理 論 上 100％ の 収 率 を 実 現 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 意 味 し 、 こ れ は 、 ラ セ ミ 体 ニ ト リ
ル が 継 続 的 に 補 充 さ れ る た め で あ る 。 他 の 全 て の ニ ト リ ル に つ い て 、 酵 素 に よ っ て 変 換 さ
れ な い ニ ト リ ル （ ＝ 「 誤 っ た 」 ま た は 他 の 鏡 像 異 性 体 ） は 、 都 合 よ く 、 化 学 反 応 に よ っ て
ラ セ ミ 化 さ れ 、 反 応 に 戻 さ れ 、 そ れ に よ り 100％ の 理 論 的 収 率 に 達 す る こ と が で き る か 、
ま た は 廃 棄 さ れ る か 、 精 製 さ れ 、 立 体 中 心 （ stereocenter） を 保 っ た ま ま 化 学 的 に 加 水 分
解 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 酵 素 的 な ニ ト リ ル 加 水 分 解 の 方 法 は 、 好 ま し く は 水 溶 液 中 で 行 わ れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 多 数 の ラ セ ミ 体 ニ ト リ ル を 光 学 的 に 活 性 な カ ル ボ ン 酸 に 変 換 す る こ と
を 可 能 に す る 。 該 方 法 に お い て は 、 少 な く と も ニ ト リ ル 25mmol/h× mgタ ン パ ク 質 ま た は 少
な く と も ニ ト リ ル 25mmol/h× g微 生 物 乾 燥 重 量 、 好 ま し く は 少 な く と も ニ ト リ ル 30mmol/h
× mgタ ン パ ク 質 ま た は 少 な く と も ニ ト リ ル 30mmol/h× g乾 燥 重 量 、 特 に 好 ま し く は 少 な く
と も ニ ト リ ル 40mmol/h× mgタ ン パ ク 質 ま た は 少 な く と も ニ ト リ ル 40mmol/h× g乾 燥 重 量 、
非 常 に 好 ま し く は 少 な く と も ニ ト リ ル 50mmol/h× mgタ ン パ ク 質 ま た は 少 な く と も ニ ト リ ル
50mmol/h× g乾 燥 重 量 を 変 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 、 核 酸 構 築 物 ま た は ベ ク タ ー を 含 む 生 育 中 の 細 胞 を 本 発 明 の 方 法 に 用 い る
こ と が 可 能 で あ る 。 休 眠 中 の 、 固 定 化 さ れ た 、 透 過 性 に さ れ た 、 ま た は 破 壊 さ れ た 細 胞 も
用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 破 壊 さ れ た 細 胞 と は 、 例 え ば 溶 剤 に よ る 処 理 に よ っ て 透 過
性 に さ れ た 細 胞 、 ま た は 酵 素 処 理 、 機 械 的 処 理 （ 例 え ば フ レ ン チ プ レ ス （ 加 圧 型 細 胞 破 壊
装 置 ） 、 超 音 波 ） ま た は 他 の 方 法 に よ り 崩 壊 さ れ た 細 胞 を 意 味 す る 。 こ の よ う に し て 得 ら
れ た 粗 抽 出 物 は 、 本 発 明 の 方 法 に 好 適 で あ り 、 有 利 で あ る 。 精 製 さ れ た か 、 ま た は 部 分 的
に 精 製 さ れ た 酵 素 も 、 該 工 程 に 用 い る こ と が で き る 。 固 定 化 さ れ た 微 生 物 ま た は 酵 素 も 同
様 に 好 適 で あ り 、 該 反 応 に 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 調 製 さ れ た 光 学 的 に 活 性 な カ ル ボ ン 酸 は 、 抽 出 ま た は 結 晶 化 に よ り 、 ま
た は 抽 出 お よ び 結 晶 化 に よ り 、 水 性 反 応 溶 液 か ら 有 利 に 単 離 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的
に は 、 水 性 反 応 溶 液 は 濃 縮 さ れ て も よ く （ 例 え ば 蒸 発 、 凍 結 乾 燥 に よ り ） 、 無 機 酸 （ 例 え
ば HClま た は H 2 SO 4 ） ま た は 有 機 酸 の よ う な 酸 に よ り 、 有 利 に は pH３ ま で 、 ま た は pH値 が ３
よ り 低 く な る ま で 酸 性 化 さ れ 、 そ の 後 有 機 溶 媒 に よ り 抽 出 さ れ る 。 収 率 を 上 げ る た め に 抽
出 を 数 回 繰 り 返 す こ と が で き る 。 使 用 可 能 な 有 機 溶 媒 は 、 適 宜 塩 を 加 え た 後 に 、 水 と の 間
に 界 面 を 作 る も の で あ れ ば 原 則 的 に い か な る 溶 媒 で も よ い 。 有 効 な 溶 媒 は 、 ト ル エ ン 、 ベ
ン ゼ ン 、 ヘ キ サ ン 、 メ チ ル tert-ブ チ ル エ ー テ ル ま た は 酢 酸 エ チ ル の よ う な 溶 媒 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 有 機 相 の 濃 縮 後 、 生 成 物 は 通 常 化 学 的 純 度 よ く 、 つ ま り 化 学 的 純 度 90％ 超 で 単 離 さ れ う
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る 。 抽 出 後 、 生 成 物 を 含 ん だ 有 機 相 は 部 分 的 に し か 濃 縮 す る こ と が で き な い が 、 生 成 物 を
結 晶 化 す る こ と は 可 能 で あ る 。 こ の た め に は 、 溶 液 を ０ ℃ ～ 25℃ （ 室 温 ） ま で 冷 却 す る の
が 有 利 で あ る 。 結 晶 化 は ま た 、 有 機 溶 液 か ら 直 接 行 う こ と も 可 能 で あ る 。 結 晶 化 さ れ た 生
成 物 は 、 再 度 の 結 晶 化 の た め に 、 同 じ か ま た は 異 な る 溶 媒 に 再 び 加 え ら れ 、 も う 一 度 結 晶
化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 少 な く と も １ 回 再 度 の 結 晶 化 を 行 う こ と は 、 共 晶 組 成 の 割 合 に
よ る が 、 生 成 物 の 鏡 像 異 性 体 純 度 を さ ら に 高 め る こ と が あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 光 学 的 に 活 性 な カ ル ボ ン 酸 は ま た 、 酸 に よ り 、 有 利 に は pHが ３ よ り 低 く 酸 性 化 さ せ た 後
に 、 水 性 反 応 溶 液 か ら 直 接 結 晶 化 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 有 利 に は 水 溶 液 を 加
熱 に よ り 濃 縮 さ せ 、 容 積 を 10～ 90％ に 、 好 ま し く は 20～ 80％ に 、 特 に 好 ま し く は 30～ 70％
に 減 少 さ せ る こ と を 必 要 と す る 。 結 晶 化 は 好 ま し く は 冷 却 に よ り 行 う 。 ０ ℃ ～ 15℃ の 間 の
温 度 が 結 晶 化 に 好 ま し い 。 抽 出 お よ び 、 適 当 で あ れ ば 、 続 く 結 晶 化 に よ り 光 学 的 に 活 性 な
カ ル ボ ン 酸 を 精 製 す る こ と は 同 様 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ れ ら の 好 ま し い タ イ プ の 精 製 に よ り 、 本 発 明 の 方 法 の 生 成 物 は 、 反 応 に 用 い た ニ ト リ
ル に 基 づ く 収 率 が 60～ 100％ 、 好 ま し く は 80～ 100％ 、 特 に 好 ま し く は 90～ 100％ で 単 離 す
る こ と が で き る 。 単 離 さ れ た 生 成 物 は 、 ＞ 90％ 、 好 ま し く は ＞ 95％ 、 特 に 好 ま し く は ＞ 98
％ の 高 い 化 学 的 純 度 を 有 す る 。 さ ら に 、 生 成 物 は 高 い 鏡 像 異 性 体 純 度 を 有 し 、 こ れ は 結 晶
化 に よ り さ ら に 高 め ら れ う る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 生 成 物 は 、 薬 品 も し く は 農 薬 を 調
製 す る た め の 有 機 合 成 、 ま た は ラ セ ミ 化 合 物 の 分 割 の た め の 出 発 物 質 と し て 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 の ま た 別 の 実 施 形 態 は 、 植 物 生 物 に お い て 除 草 剤 耐 性 を 実 現 す る 方 法 で あ る と 考
え ら れ 、 該 方 法 に お い て は 、 該 植 物 生 物 は ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 発 現
カ セ ッ ト を 用 い て 形 質 転 換 さ れ 、 該 ニ ト リ ラ ー ゼ は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型
Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 、 チ ロ シ ン で な
い １ 個 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 前 記 核 酸 配 列 は 当 該 植 物 生 物 に お け る プ ロ モ ー タ ー 機 能 の 制 御
化 に お か れ る も の で あ る 。 好 ま し く は 該 除 草 剤 は 、 ニ ト リ ル 除 草 剤 、 さ ら に 好 ま し く は 3,
5-ジ ブ ロ モ -4-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ニ ト リ ル （ ブ ロ モ キ シ ニ ル （ Bromoxynil） （ 登 録 商 標 ）
） で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て い る 例 お よ び 実 施 形 態 は 、 説 明 的 な 目 的 の み に お け る も の で あ
り 、 そ れ ら に 照 ら し て 種 々 の 修 正 ま た は 変 更 が 当 業 者 に 示 唆 さ れ て い る し 、 本 出 願 の 趣 旨
お よ び 範 囲 、 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る も の と 解 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 引 用 し た 全
て の 刊 行 物 、 特 許 、 お よ び 特 許 出 願 は 、 あ ら ゆ る 目 的 に お い て 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組
み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】

配 列 番 号 １ 　 Alcaligenes faecalis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列
　 　 　 　 　 　 （ DE19848129-A1）
配 列 番 号 ２ 　 Alcaligenes faecalis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列
　 　 　 　 　 　 （ DE19848129-A1）
配 列 番 号 ３ 　 Alcaligenes faecalis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列
　 　 　 　 　 　 （ WO 99/64607）
配 列 番 号 ４ 　 Alcaligenes faecalis種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列
　 　 　 　 　 　 （ WO 99/64607）
配 列 番 号 ５ 　 Pseudomonas種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列
配 列 番 号 ６ 　 Pseudomonas種 に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列
配 列 番 号 ７ 　 Rhodococcus rhodochrousに 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 配 列
　 　 　 　 　 　 （ DE10010149）
配 列 番 号 ８ 　 Rhodococcus rhodochrousに 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配
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配 列



　 　 　 　 　 　 列 （ DE10010149）
【 実 施 例 】
【 ０ １ ６ ９ 】

　 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る 野 生 型 Alcaligenes faecalisニ ト リ ラ ー ゼ 中 の 296番 目 の
位 置 の チ ロ シ ン の 置 換 は 、 重 複 伸 長 PCR（ overlap-extension PCR） を 用 い た 部 位 特 異 的 突
然 変 異 誘 発 に よ り 実 現 し た 。 以 下 の ア プ ロ ー チ を と っ た ：
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ０ 】
以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い た ：
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ １ 】
上 記 プ ラ イ マ ー 中 の NNNは 、 あ ら ゆ る 塩 基 を 表 す （ A； T； C； G； ウ ォ ッ ブ ル プ ラ イ マ ー （ w
obble primer） ） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 PCRは 、 Pfu-ポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene） を 用 い 、 以 下 の 温 度 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 っ
た ： 95℃ ３ 分 間 ； 95℃ 45秒 間 、 55℃ 45秒 間 、 お よ び 72℃ ２ 分 50秒 間 、 25サ イ ク ル ； 72℃ 10
分 間 ； 後 の 使 用 ま で ４ ℃ に て 保 管 。 全 て の PCR産 物 は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 （ E-Gel、
Invitrogen） お よ び カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ GFXキ ッ ト 、 Pharmacia） に よ っ て 精 製 し
た 。 PCR番 号 ３ の 産 物 を 、 続 い て NdeIお よ び HindIIIを 用 い て 消 化 し 、 対 応 す る よ う に 消 化
し た pDHEベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た （ DE19848129-A1） 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に 作 製 し た プ ラ ス ミ ド を 、 大 腸 菌 TG1に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し 、 100
μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 む LB固 形 培 地 上 で 平 板 培 養 し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン を 0.2mlの
液 体 LB-Amp培 地 に 移 し 、 37℃ で 一 晩 生 育 し た 。 こ の 培 養 物 の 一 部 を 、 発 現 を 誘 導 す る た め
に ２ g/lの L-ラ ム ノ ー ス を 含 ん だ 0.2mlの 液 体 LB-Amp培 地 に 接 種 す る の に 用 い た 。 培 養 物 を
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実 施 例 １ ： 他 の ア ミ ノ 酸 へ の Y296の 置 換 に よ る 改 変 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ の 作 製

実 施 例 ２ ： 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル に つ い て の 酵 素 活 性 の ア ッ セ イ



一 晩 生 育 さ せ 、 回 収 し 、 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル に 対 す る そ れ ら の 酵 素 活 性 を 解 析 し た
。 こ の た め に 、 90μ lの 細 胞 懸 濁 液 （ 10mM Pipes、 pH7.2中 ） を 85μ lの 10mM Pipes、 pH7.2
お よ び 25μ lの 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル （ 2-CMN） （ 48mM、 メ タ ノ ー ル 中 ） に 添 加 し た 。
50℃ に て 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 HClを 加 え る こ と で 反 応 を 停 止 し た 。 上 清 を 、 2-
ク ロ ロ マ ン デ ル 酸 に つ い て 、 HPLCを 用 い て 解 析 し た 。 最 大 活 性 を 有 す る ク ロ ー ン を 単 離 し
、 そ こ か ら プ ラ ス ミ ド DNAを 調 製 し 、 配 列 決 定 を 行 い 、 pAgro、 pHSG575を 含 む TG10に ト ラ
ン ス フ ォ ー ム し た （ 大 腸 菌 TG10は 、 大 腸 菌 TG1の 派 生 型 で あ り 、 ラ ム ノ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ r
haAの 欠 損 を 含 む ； pAgro（ pBB541； Toshifumi Tomoyasuら (2001) Mol Microbiol 40(2):3
97-413） お よ び pHSG575（ Takeshita Sら (1987) Gene 61:63-74） は 、 シ ャ ペ ロ ン GroELSの
共 発 現 の た め の プ ラ ス ミ ド で あ る ） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ス ペ ク チ ノ マ イ シ ン （ 50μ g/ml） 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ 10μ g/ml） お よ び 、 酵 素 の
誘 導 に 必 要 な ら ば 、 L-ラ ム ノ ー ス （ 0.5g/l） お よ び IPTG（ 0.1mM） を さ ら に 含 む 液 体 LB-Am
p中 ４ mlス ケ ー ル で 生 育 さ せ た 後 、 上 記 で 選 択 さ れ た ク ロ ー ン の 活 性 を 確 認 し た 。 図 １ は
い く つ か の ク ロ ー ン の 活 性 お よ び 改 変 さ れ て い な い 対 照 の TG10 pDHE1650 pAgro pHSG575
と の 比 較 に お け る そ れ ら の 順 序 を 表 し て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 活 性 は 、 カ ル ボ ン 酸 の 生 産 量 を 決 定 す る こ と に よ り 計 算 し た （ [μ mol/(l*分 )]） 。 比 活
性 は 、 600nmで 測 定 し た 光 学 密 度 （ OD600） に よ り 表 さ れ る 、 ア ッ セ イ に 用 い た 微 生 物 の 生
物 量 に つ い て 標 準 化 す る こ と に よ り 得 た （ [mmol/(l*分 *OD600)]。 「 相 対 的 比 活 性 （ relat
ive specific activity） 」 は 、 所 与 の 標 準 基 質 （ 例 え ば 野 生 型 ニ ト リ ラ ー ゼ ） に つ い て
得 ら れ た 比 活 性 を 1.0に 設 定 し 、 他 の ニ ト リ ラ ー ゼ に つ い て の 比 活 性 を 、 ３ の 法 則 （ rule 
of three） を 用 い て 変 換 す る こ と に よ り 計 算 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】

　 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ （ pDHE1650） お よ び そ の Y296C変 異 体 に つ い て の
発 現 カ セ ッ ト を 含 む pDHEベ ク タ ー （ 上 記 の よ う に 作 製 ） で 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 TG10の 前
培 養 は 、 ア ン ピ シ リ ン （ 100μ g/ml） 、 ス ペ ク チ ノ マ イ シ ン （ 50μ g/ml） 、 ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル （ 10μ g/ml） を 含 む 25mlの 液 体 LB培 地 中 で 、 継 続 的 な 振 盪 （ 200rpm） の 下 、 37℃
に て 23時 間 生 育 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ た 培 養 物 の 10mlを 、 ア ン ピ シ リ ン （ 100μ g/ml）
、 ス ペ ク チ ノ マ イ シ ン （ 50μ g/ml） 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ 10μ g/ml） 、 0.1mM IPTG、
お よ び 0.5g/l ラ ム ノ ー ス を 含 む 400mLの LB培 地 に 接 種 す る の に 用 い 、 継 続 的 な 振 盪 （ 200r
pm） の 下 、 37℃ に て 18時 間 生 育 し た 。 生 じ た 生 物 集 団 を 回 収 し 、 10mM Tris/HCl、 pH7.0を
用 い て 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 基 質 許 容 性 試 験 は 、 6mMの 指 示 さ れ た ニ ト リ ル を 含 む 10mMPIPES、 pH7.0/10％ MeOH１ mlあ
た り 25μ lの 細 胞 懸 濁 液 を 用 い て 、 40℃ に て そ れ ぞ れ 0.5時 間 お よ び ２ 時 間 行 っ た 。 １ M HC
lを 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 し 、 上 清 を HPLCを 用 い て 解 析 し た 。 結 果 は 図 ２ に 示 し
て あ る 。 Y296の 位 置 に お け る 変 異 は 、 置 換 ア リ ー ル ア セ ト ニ ト リ ル に つ い て よ り 広 範 な 基
質 許 容 性 を も た ら す こ と が 明 ら か に な っ た 。 改 変 さ れ て い な い 酵 素 が 置 換 ニ ト リ ル を 低 い
活 性 で し か 変 換 で き な い 一 方 で 、 該 改 変 は 、 非 置 換 の 基 質 に 対 す る 活 性 を そ の ま ま 保 っ て
、 テ ス ト さ れ た 置 換 基 質 の い ず れ に 対 す る 活 性 を も 増 大 さ せ る に 至 っ て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 活 性 は 、 カ ル ボ ン 酸 の 生 産 量 を 決 定 す る こ と に よ り 計 算 し た （ [μ mol/(l*分 )]） 。 比 活
性 は 、 600nmで 測 定 し た 光 学 密 度 （ OD600） に よ り 表 さ れ る 、 ア ッ セ イ に 用 い た 微 生 物 の 生
物 量 に つ い て 標 準 化 す る こ と に よ り 得 た （ [mmol/(l*分 *OD600)]。 「 相 対 的 比 活 性 」 は 、
所 与 の 標 準 基 質 （ 例 え ば 非 置 換 マ ン デ ロ ニ ト リ ル ） に つ い て 得 ら れ た 比 活 性 を 100％ に 設
定 し 、 他 の ニ ト リ ラ ー ゼ に つ い て の 比 活 性 を 、 ３ の 法 則 （ rule of three） を 用 い て 変 換
す る こ と に よ り 計 算 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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実 施 例 ３ ： ニ ト リ ラ ー ゼ （ 配 列 番 号 ２ ） と そ の Y296C変 異 体 と の 基 質 許 容 性 の 比 較



4.1　 Alcaligenes faecalis ATCC8750に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ （ 配 列 番 号 ４ 、 「 Nit8750_
ALCFA」 と 呼 ぶ ） の チ ロ シ ン Y296の ア ラ ニ ン と の 置 換 は 、 重 複 伸 長 PCR（ overlap-extensio
n PCR） を 用 い た 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り 実 現 し た 。 以 下 の ア プ ロ ー チ を と っ た ：
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ０ 】
プ ラ イ マ ー ：
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ １ 】
　 PCR反 応 お よ び ク ロ ー ニ ン グ は 、 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 行 っ た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン
の プ ラ ス ミ ド DNAは 、 配 列 決 定 に よ っ て 示 す と 、 改 変 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ Nit8750_ALCFA-Y
296Aを コ ー ド す る 所 望 の 変 異 を 有 し て い た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
4.2　 Pseudomonas sp.に 由 来 す る ニ ト リ ラ ー ゼ （ 配 列 番 号 ６ 、 「 Nit338_PSESP」 と 呼 ぶ ；
Y297残 基 は 、 ニ ト リ ラ ー ゼ Nit1650_ALCFAお よ び Nit8750_ALCFAの Y296に 対 応 す る ） の チ ロ
シ ン Y297の ア ラ ニ ン と の 置 換 は 、 重 複 伸 長 PCR（ overlap-extension PCR） を 用 い た 部 位 特
異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り 実 現 し た 。 以 下 の ア プ ロ ー チ を と っ た ：
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実 施 例 ４ ： 他 の ア ミ ノ 酸 と の Y296の 置 換 に よ る 改 変 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ の 作 製



【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ３ 】
プ ラ イ マ ー ：
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ４ 】
　 PCR反 応 お よ び ク ロ ー ニ ン グ は 、 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 行 っ た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン
の プ ラ ス ミ ド DNAは 、 配 列 決 定 に よ っ て 示 す と 、 改 変 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ Nit338_PSESP-Y2
97Aを コ ー ド す る 所 望 の 変 異 を 有 し て い た 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 配 列 番 号 ４ に 記 載 さ れ た ニ ト リ ラ ー ゼ お よ び そ の Y296A変 異 体 、 配 列 番 号 ６ に 記 載 さ れ
た ニ ト リ ラ ー ゼ お よ び そ の Y297A変 異 体 に つ い て の 発 現 カ セ ッ ト を そ れ ぞ れ 含 む pDHEベ ク
タ ー （ 上 記 の よ う に 作 製 ） で 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 TG10の 個 々 の 前 培 養 は 、 ア ン ピ シ リ ン
（ 100μ g/ml） 、 ス ペ ク チ ノ マ イ シ ン （ 50μ g/ml） 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ 10μ g/ml）
を 含 む 25mlの 液 体 LB培 地 中 で 、 継 続 的 な 振 盪 （ 200rpm） の 下 、 37℃ に て 23時 間 生 育 し た 。
結 果 と し て 得 ら れ た 培 養 物 の そ れ ぞ れ 10mlを 、 ア ン ピ シ リ ン （ 100μ g/ml） 、 ス ペ ク チ ノ
マ イ シ ン （ 50μ g/ml） 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ 10μ g/ml） 、 0.1mM IPTG、 お よ び 0.5g/L
 ラ ム ノ ー ス を 含 む 400mLの LB培 地 の そ れ ぞ れ の バ ッ チ に 接 種 す る の に 用 い 、 継 続 的 な 振 盪
（ 200rpm） の 下 、 37℃ に て 18時 間 生 育 し た 。 生 じ た 生 物 集 団 を 別 々 に 回 収 し 、 10mM Tris/
HCl、 pH7.0を 用 い て 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 基 質 許 容 性 試 験 は 、 そ れ ぞ れ 10mMの マ ン デ ロ ニ ト リ ル お よ び 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル
を 含 む 10mMPIPES、 pH7.0/10％ MeOH１ mlあ た り 25μ lの 個 々 の 細 胞 懸 濁 液 を 用 い て 、 40℃ に
て そ れ ぞ れ 0.5時 間 お よ び ２ 時 間 行 っ た 。 １ M HClを 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 し 、 上
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実 施 例 ５ ： ニ ト リ ラ ー ゼ Nit8750_ALCFAと そ の Y296A変 異 体 、 Nit338_PSESPと そ の Y297A変
異 体 と の 基 質 許 容 性 の 比 較



清 を HPLCを 用 い て 解 析 し た 。 結 果 は 図 ３ に 、 マ ン デ ロ ニ ト リ ル に 対 す る 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ
ニ ト リ ル に つ い て の 比 活 性 の 比 率 と し て 示 し て あ る 。 計 算 は 、 そ れ ぞ れ の 野 生 型 ニ ト リ ラ
ー ゼ の マ ン デ ロ ニ ト リ ル に つ い て の 比 活 性 を 100％ に 設 定 し 、 他 の ニ ト リ ラ ー ゼ お よ び 2-
ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル に つ い て の 比 活 性 を 、 ３ の 法 則 （ rule of three） を 用 い て 変 換
す る こ と に よ り 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Y296/Y297（ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ た Alcaligenes faecalisに 由 来 す る ニ ト
リ ラ ー ゼ 中 の Y296に 対 応 す る ） の 位 置 に お け る 変 異 は 、 野 生 型 ニ ト リ ラ ー ゼ と は 独 立 の 、
置 換 ア リ ー ル ア セ ト ニ ト リ ル に 対 す る よ り 広 範 な 基 質 許 容 性 を も た ら す 。 改 変 さ れ て い な
い 酵 素 が 置 換 ニ ト リ ル を 低 い 活 性 で し か 変 換 で き な い 一 方 で 、 該 改 変 は 、 テ ス ト さ れ た 置
換 基 質 の い ず れ に 対 す る 活 性 を も 増 大 さ せ る に 至 っ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ８ 】
【 図 １ 】 ラ セ ミ 体 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル の 変 換 に つ い て の 、 種 々 の Y296変 異 体 と 、 対
照 (control)／ 標 準 と し て の Y296野 生 型 と の 相 対 的 比 活 性 （ RSA） の 比 較 （ 実 施 例 ２ 参 照 ）
。
【 図 ２ 】 種 々 の ア リ ー ル ア セ ト ニ ト リ ル の 変 換 に つ い て の 、 変 異 型 ニ ト リ ラ ー ゼ Y296Cと
野 生 型 ニ ト リ ラ ー ゼ Y296と の 比 較 。
【 図 ３ 】 2-ク ロ ロ マ ン デ ロ ニ ト リ ル に つ い て の 、 種 々 の 変 異 型 ニ ト リ ラ ー ゼ の 比 較 。
【 図 ４ ａ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ４ ｂ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ４ ｃ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ４ ｄ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ４ ｅ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ４ ｆ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ５ ａ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ５ ｂ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ５ ｃ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ５ ｄ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ５ ｅ 】 全 長 ニ ト リ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ ａ 】 【 図 ４ ｂ 】
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【 図 ４ ｃ 】 【 図 ４ ｄ 】

【 図 ４ ｅ 】 【 図 ４ ｆ 】
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【 図 ５ ａ 】 【 図 ５ ｂ 】

【 図 ５ ｃ 】 【 図 ５ ｄ 】
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【 図 ５ ｅ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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