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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　デンプン誘導体からタガトースを製造する酵素的方法であって、
（ｉ）α－グルカンホスホリラーゼ（αＧＰ）を使用して、糖類をグルコース１－リン酸
（Ｇ１Ｐ）へ変換するステップであって、糖類は１つ若しくは複数のデンプンの誘導体か
ら選択される、ステップ；
（ｉｉ）フォスフォグルコムターゼ（ＰＧＭ）を使用して、Ｇ１Ｐをグルコース６－リン
酸（Ｇ６Ｐ）へ変換するステップ；
（ｉｉｉ）ホスホグルコースイソメラーゼ（ＰＧＩ）を使用して、Ｇ６Ｐをフルクトース
６－リン酸（Ｆ６Ｐ）へ変換するステップ；
（ｉｖ）フルクトース６－リン酸エピメラーゼ（Ｆ６ＰＥ）によって触媒されてフルクト
ース６－リン酸（Ｆ６Ｐ）をタガトース６－リン酸（Ｔ６Ｐ）へ変換するステップ；及び
（ｖ）タガトース６－リン酸ホスファターゼ（Ｔ６ＰＰ）によって触媒されて、生成され
た該Ｔ６Ｐをタガトースへ変換するステップ
を含む、方法であって、
　ステップ（ｉ）～（ｖ）が単一のバイオリアクター又は反応容器中で遂行される、
　方法。
【請求項２】
　デンプンをデンプン誘導体へ変換するステップを更に含み、該デンプン誘導体がデンプ
ンの酵素的加水分解又はデンプンの酸加水分解によって製造される、請求項１に記載の方
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法であって、デンプンの酵素的加水分解はイソアミラーゼ、プルラナーゼ、α－アミラー
ゼ、又はその組み合わせによって触媒される、方法。
【請求項３】
　４－グルカントランスフェラーゼ（４ＧＴ）が添加される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記タガトース６－リン酸ホスファターゼが、配列番号：１２と、少なくとも９０％、
少なくとも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配列同一性を
有するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドによってコードされる、請求項１～３の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記タガトース６－リン酸ホスファターゼが、配列番号：１３と、少なくとも９０％、
少なくとも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配列同一性を
有するアミノ酸配列を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　請求項１のステップ（ｉ）～（ｖ）が、４０℃～７０℃の範囲の温度で、５．０～８．
０の範囲のｐＨで、及び／又は８時間～４８時間の間遂行される、請求項１～５のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項７】
　請求項１のステップ（ｉ）～（ｖ）が、ＡＴＰ不含、ＮＡＤ（Ｈ）不含で、０．１ｍＭ
から１５０ｍＭまでのリン酸塩濃度で遂行され、リン酸塩がリサイクルされ、及び／又は
請求項１のステップ（ｖ）がエネルギー的に有利な化学反応を包含する、請求項１～６の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　タガトースを分離するステップであって、分離はクロマトグラフィーによるものではな
い、ステップ
　をさらに含む、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　デンプンの誘導体がアミロース、アミロペクチン、可溶性デンプン、アミロデキストリ
ン、マルトデキストリン、マルトース、及びグルコースから選択される、請求項１～８の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　タガトースを製造する酵素的方法であって、
（ｉ）フルクトース６－リン酸エピメラーゼ（Ｆ６ＰＥ）によって触媒されてフルクトー
ス６－リン酸（Ｆ６Ｐ）をタガトース６－リン酸（Ｔ６Ｐ）へ変換するステップ；及び
（ｉｉ）タガトース６－リン酸ホスファターゼ（Ｔ６ＰＰ）によって触媒されて、生成さ
れた該Ｔ６Ｐをタガトースへ変換するステップ
を含む、方法であって、
　ステップ（ｉ）及び（ｉｉ）が単一のバイオリアクター又は反応容器中で遂行され、
　配列番号：１３と、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９７％、少なく
とも９９％、又は１００％の配列同一性を有するアミノ酸配列をＴ６ＰＰが含む、
　方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１５年１０月２日に出願された米国特許出願第６２／２３６，２２６号
の優先権を主張し、該出願は参照により本明細書に援用される。
【０００２】
　本発明は糖Ｄ－タガトースの製造に関する。より具体的には、本発明は、糖類（ｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅ）（例えば多糖、オリゴ糖、二糖、スクロース、Ｄ－グルコース、及びＤ
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－フルクトース）をＤ－タガトースへと酵素的に転換することによって、Ｄ－タガトース
を製造する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　Ｄ－タガトース（以降、タガトース）は、スクロースの甘味の９２％を有するがカロリ
ーはたった３８％である、低カロリーの天然甘味料である。それは、果物、カカオ、及び
乳製品中に少量でのみ存在する、天然に存在する単糖ヘキソースである。タガトースは２
００３年にＦｏｏｄ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ＦＤＡ）によ
って食品添加物として承認され、一般に安全と認められる（ＧＲＡＳ）と指定された。し
かしながら、タガトースの高い売値に起因して、甘味料としての使用は限定されている。
タガトースは非常に多くの健康上の利益を誇り、それらは、非齲蝕原性であること；低カ
ロリーであること；３という非常に低い血糖インデックスを有すること；グルコースの血
糖インデックスを２０％減弱させること；平均血糖レベルを低下できること；高密度リポ
タンパク質（ＨＤＬ）コレステロールを上昇させることによって、心血管性疾患、卒中、
及び他の血管疾患の予防を支援すること；並びに、検証されたプレバイオティックス及び
抗酸化物質であること、である。Ｌｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔａｇａｔｏｓｅ，ａ　Ｎｅｗ　
Ａｎｔｉｄｉａｂｅｔｉｃ　ａｎｄ　Ｏｂｅｓｉｔｙ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｄｒｕｇ，Ｄｉ
ａｂｅｔｅｓ　Ｏｂｅｓ．Ｍｅｔａｂ．１０（２）：１０９－３４（２００８）。それゆ
え、タガトースは、明らかに医薬産業、生物工学産業、学術産業、食品産業、飲料産業、
食物サプリメント産業、及び食品雑貨産業における様々な適用を有する。
【０００４】
　現在、タガトースは、ラクターゼ又は酸加水分解によってラクトースを加水分解してＤ
－グルコース及びＤ－ガラクトースを形成することを介して、優先的に生成される（ＷＯ
２０１１１５０５５６、ＣＮ１０３０２５８９４、ＵＳ５００２６１２、ＵＳ６０５７１
３５、及びＵＳ８８０２８４３）。次いでＤ－ガラクトースは、アルカリ性条件下で水酸
化カルシウムによって化学的に、又はｐＨ中性条件下でＬ－アラビノースイソメラーゼに
よって酵素的に、のいずれかで、Ｄ－タガトースへ異性化される。最終産物は濾過及びイ
オン交換クロマトグラフィーの組み合わせによって単離される。この製造する方法は複数
のタンク又はバイオリアクター中で遂行される。全体として、この方法は、他の糖（例え
ばＤ－グルコース、Ｄ－ガラクトース、及び非加水分解ラクトース）の費用のかかる分離
及び低産物収率のために悩ましい。微生物細胞発酵経由のいくつかの方法は開発されてい
るが、どれも、費用のかかる原料（例えばガラクチトール及びＤ－プシコース）、低産物
収率、及び費用のかかる分離への依存性に起因して、実践的な代替物であるとは証明され
ていない。
【０００５】
　該方法のうちの少なくとも１つのステップがエネルギー的に有利な化学反応を包含する
、高収率のタガトース生成のための費用効率の高い合成経路を開発する必要性がある。さ
らに、１つのタンク又はバイオリアクター中で方法のステップを遂行できる、タガトース
生成方法のための必要性がある。リン酸塩をリサイクルでき、及び／又は該方法がリン酸
塩源としてのアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）の使用を要求しない、比較的低濃度のリン酸
塩で遂行できるタガトース生成の方法のための必要性もある。反応ステップのうちの任意
のものにおいて費用のかかるニコチン酸アミドアデノシンジヌクレオチド（ＮＡＤ（Ｈ）
）コエンザイムの使用を要求しない、タガトース生成経路のための必要性もある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本明細書において記載される発明は、タガトースを製造する方法に関する。様々な態様
において、本方法は、エピメラーゼによって触媒されてフルクトース６－リン酸（Ｆ６Ｐ
）をタガトース６－リン酸（Ｔ６Ｐ）へ変換すること；及び、ホスファターゼによって触
媒されてＴ６Ｐをタガトースへ変換すること、を包含する。本発明は、本明細書において



(4) JP 6560441 B2 2019.8.14

10

20

30

40

50

記載される方法のうちの任意のものによって製造されたタガトースにも関する。
【０００７】
　本発明のいくつかの態様において、タガトースを製造する方法は、グルコース６－リン
酸（Ｇ６Ｐ）をＦ６Ｐへ変換するステップも包含し、このステップはホスホグルコースイ
ソメラーゼ（ＰＧＩ）によって触媒される。他の態様において、タガトース合成のための
方法は、グルコース１－リン酸（Ｇ１Ｐ）をＧ６Ｐへ変換するステップも包含し、この変
換ステップはホスホグルコムターゼ（ＰＧＭ）によって触媒される。
【０００８】
　様々な態様において、タガトースを製造する方法は、少なくとも１つの酵素によって触
媒されて糖類をＧ１Ｐへ変換すること；ホスホグルコムターゼ（ＰＧＭ）によって触媒さ
れてＧ１ＰをＧ６Ｐへ変換すること；ホスホグルコースイソメラーゼ（ＰＧＩ）によって
触媒されてＧ６ＰをＦ６Ｐへ変換すること；エピメラーゼによって触媒されてＦ６Ｐをタ
ガトース６－リン酸（Ｔ６Ｐ）へ変換すること；及び、ホスファターゼによって触媒され
て、生成されたＴ６Ｐをタガトースへ変換すること、を包含することができる。
【０００９】
　本方法のうちの任意のものにおいて使用される糖類は、デンプン又はその誘導体、セル
ロース又はその誘導体、及びスクロースからなる群から選択され得る。デンプン又はその
誘導体は、アミロース、アミロペクチン、可溶性デンプン、アミロデキストリン、マルト
デキストリン、マルトース、又はグルコースであり得る。本発明のいくつかの態様におい
て、タガトースを製造する方法は、デンプンの酵素的加水分解又は酸加水分解によってデ
ンプンをデンプン誘導体へ変換することを包含する。他の態様において、デンプン誘導体
は、イソアミラーゼ、プルラナーゼ、α－アミラーゼ、又はこれらの酵素の２つ以上の組
み合わせによって触媒される、デンプンの酵素的加水分解によって製造され得る。タガト
ースを製造する方法は、ある特定の態様において、４－グルカントランスフェラーゼ（４
ＧＴ）を添加することも包含することができる。
【００１０】
　様々な態様において、タガトースを製造する方法は、少なくとも１つの酵素によって触
媒されてフルクトースをＦ６Ｐへ変換すること；エピメラーゼによって触媒されてＦ６Ｐ
をタガトース６－リン酸（Ｔ６Ｐ）へ変換すること；及び、ホスファターゼによって触媒
されて、生成されたＴ６Ｐをタガトースへ変換すること、を包含することができる。他の
実施形態において、タガトース生成方法は、少なくとも１つの酵素によって触媒されてス
クロースをフルクトースへ変換すること；少なくとも１つの酵素によって触媒されてフル
クトースをＦ６Ｐへ変換すること；エピメラーゼによって触媒されてＦ６Ｐをタガトース
６－リン酸（Ｔ６Ｐ）へ変換すること；及び、ホスファターゼによって触媒されて、生成
されたＴ６Ｐをタガトースへ変換すること、を包含する。
【００１１】
　本発明の他の態様において、タガトースを製造する方法において使用されるＧ６Ｐは、
少なくとも１つの酵素によって触媒されてグルコースをＧ６Ｐへ変換すること、によって
生成され得る。そして、少なくとも１つの酵素によって触媒されてスクロースをグルコー
スへ変換すること、によってグルコースは生成され得る。
【００１２】
　本発明のいくつかの態様において、Ｆ６ＰをＴ６Ｐへ変換するのに使用されるエピメラ
ーゼは、フルクトース６－リン酸エピメラーゼである。フルクトース６－リン酸エピメラ
ーゼは、配列番号：１、３、５、７、９又は１０と、少なくとも６０％、少なくとも７０
％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少な
くとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
を含むポリヌクレオチドによってコードされ得る。様々な態様において、フルクトース６
－リン酸エピメラーゼは、配列番号：２、４、６、８又は１１と、少なくとも６０％、少
なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも
９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配列同一性を有するアミ
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ノ酸配列を含む。
【００１３】
　本発明の様々な態様において、Ｔ６Ｐをタガトースへ変換するのに使用されるホスファ
ターゼは、タガトース６－リン酸ホスファターゼである。タガトース６－リン酸ホスファ
ターゼは、配列番号：１２、１４又は１６と、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少
なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも
９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む
ポリヌクレオチドによってコードされ得る。本発明のいくつかの態様において、タガトー
ス６－リン酸ホスファターゼは、配列番号：１３、１５又は１７と、少なくとも６０％、
少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくと
も９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含む。
【００１４】
　様々な態様において、本発明の方法は、約４０℃～約７０℃の範囲の温度で、約５．０
～約８．０の範囲のｐＨで、及び／又は約８時間～約４８時間の間遂行される。いくつか
の態様において、タガトースを製造する方法のステップは１つのバイオリアクター中で遂
行される。他の態様において、ステップは連続してアレンジされた複数のバイオリアクタ
ー中で遂行される。
【００１５】
　本発明の他の態様において、タガトースを製造する方法のステップは、ＡＴＰ不含、Ｎ
ＡＤ（Ｈ）不含で、約０ｍＭ～約１５０ｍＭのリン酸塩濃度で遂行され、リン酸塩はリサ
イクルされ、及び／又は本方法のうちの少なくとも１つのステップはエネルギー的に有利
な化学反応を包含する。
　他の記載との重複もあるが、本発明を以下に示す。
［発明１］
　タガトースを製造する方法であって、
エピメラーゼによって触媒されてフルクトース６－リン酸（Ｆ６Ｐ）をタガトース６－リ
ン酸（Ｔ６Ｐ）へ変換すること；及び
ホスファターゼによって触媒されて、生成された該Ｔ６Ｐをタガトースへ変換すること
を含む、方法。
［発明２］
　グルコース６－リン酸（Ｇ６Ｐ）を前記Ｆ６Ｐに変換するステップを更に含み、該ステ
ップがホスホグルコースイソメラーゼ（ＰＧＩ）によって触媒される、発明１に記載の方
法。
［発明３］
　グルコース１－リン酸（Ｇ１Ｐ）を前記Ｇ６Ｐに変換するステップを更に含み、該ステ
ップがフォスフォグルコムターゼ（ＰＧＭ）によって触媒される、発明２に記載の方法。
［発明４］
　糖類を前記Ｇ１Ｐに変換するステップを更に含み、該ステップが少なくとも１つの酵素
によって触媒され、該糖類が、デンプン又はその誘導体、セルロース又はその誘導体及び
スクロースからなる群から選択される、発明３に記載の方法。
［発明５］
　少なくとも１つの酵素が、α－グルカンホスホリラーゼ（αＧＰ）、マルトースホスホ
リラーゼ、スクロースホスホリラーゼ、セロデキストリンホスホリラーゼ、セロビオース
ホスホリラーゼ、及びセルロースホスホリラーゼからなる群から選択される、発明４に記
載の方法。
［発明６］
　前記糖類が、アミロース、アミロペクチン、可溶性デンプン、アミロデキストリン、マ
ルトデキストリン、マルトース、及びグルコースからなる群から選択されるデンプン又は
その誘導体である、発明４に記載の方法。
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［発明７］
　デンプンをデンプン誘導体へ変換するステップを更に含み、該デンプン誘導体がデンプ
ンの酵素的加水分解又はデンプンの酸加水分解によって製造される、発明４又は発明６の
いずれか一項に記載の方法。
［発明８］
　４－グルカントランスフェラーゼ（４ＧＴ）が前記方法へ添加される、発明６に記載の
方法。
［発明９］
　前記デンプン誘導体が、イソアミラーゼ、プルラナーゼ、α－アミラーゼ、又はその組
み合わせによって触媒されるデンプンの酵素的加水分解によって、製造される、発明７に
記載の方法。
［発明１０］
　フルクトースを前記Ｆ６Ｐへ変換するステップであって、少なくとも１つの酵素によっ
て触媒される、ステップ；及び
随意に、スクロースを該フルクトースへ変換するステップであって、少なくとも１つの酵
素によって触媒される、ステップ
を、更に含む、発明1に記載の方法。
［発明１１］
　グルコースを前記Ｇ６Ｐへ変換するステップであって、少なくとも１つの酵素によって
触媒される、ステップ、及び
随意に、スクロースを該グルコースへ変換するステップであって、少なくとも１つの酵素
によって触媒される、ステップ
を、更に含む、発明２に記載の方法。
［発明１２］
　前記エピメラーゼがフルクトース６－リン酸エピメラーゼである、発明１～１１のいず
れか一項に記載の方法。
［発明１３］
　前記フルクトース６－リン酸エピメラーゼが、配列番号：１、３、５、７、９又は１０
と、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少な
くとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％
の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドによってコードされる、
発明１２に記載の方法。
［発明１４］
　前記フルクトース６－リン酸エピメラーゼが、配列番号：２、４、６、８又は１１と、
少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくと
も９０％、少なくとも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配
列同一性を有するアミノ酸配列を含む、発明１２に記載の方法。
［発明１５］
　前記ホスファターゼがタガトース６－リン酸ホスファターゼである、発明１～１４のい
ずれか一項に記載の方法。
［発明１６］
　前記タガトース６－リン酸ホスファターゼが、配列番号：１２、１４又は１６と、少な
くとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９
０％、少なくとも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配列同
一性を有するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドによってコードされる、発明１５
に記載の方法。
［発明１７］
　前記タガトース６－リン酸ホスファターゼが、配列番号：１３、１５又は１７と、少な
くとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９
０％、少なくとも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、又は１００％の配列同
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一性を有するアミノ酸配列を含む、発明１５に記載の方法。
［発明１８］
　前記方法のステップが、約４０℃～約７０℃の範囲の温度で、約５．０～約８．０の範
囲のｐＨで、及び／又は約８時間～約４８時間の間遂行される、発明１～１７のいずれか
一項に記載の方法。
［発明１９］
　前記方法のステップが、１つのバイオリアクター又は連続してアレンジされた複数のバ
イオリアクターにおいて遂行される、発明１～１８のいずれか一項に記載の方法。
［発明２０］
　前記方法のステップが、ＡＴＰ不含、ＮＡＤ（Ｈ）不含で、約０ｍＭ～約１５０ｍＭの
リン酸塩濃度で遂行され、リン酸塩がリサイクルされ、及び／又は前記方法の少なくとも
１つのステップがエネルギー的に有利な化学反応を包含する、発明１～１９のいずれか一
項に記載の方法。
［発明２１］
　発明１～２０のいずれか一項に記載の方法によって製造されるタガトース。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
　これらの図面は、本発明の実施形態のうちのいくつかの特定の態様を例示し、本発明の
限定又は規定に使用されるべきではない。
【００１７】
【図１】フルクトース６－リン酸を、タガトース６－リン酸及び次いでＤ－タガトース（
タガトース）へ変換する酵素経路を図示する概略図解である。
【００１８】
【図２】デンプン又はその誘導産物をタガトースへ変換する酵素経路を図示する概略図解
である。以下の略語が使用される。αＧＰ、α－グルカンホスホリラーゼ又はデンプンホ
スホリラーゼ；ＰＧＭ、ホスホグルコムターゼ；ＰＧＩ、ホスホグルコイソメラーゼ；Ｆ
６ＰＥ、フルクトース６－リン酸エピメラーゼ；Ｔ６ＰＰ、タガトース６－リン酸ホスフ
ァターゼ；ＩＡ、イソアミラーゼ；ＰＡ、プルラナーゼ；ＭＰ、マルトースホスホリラー
ゼ；ＰＰＧＫ、ポリリン酸グルコキナーゼ。
【００１９】
【図３】セルロース又はその誘導産物をタガトースへ変換する酵素経路を示す。ＣＤＰ、
セロデキストリンホスホリラーゼ；ＣＢＰ、セロビオースホスホリラーゼ；ＰＰＧＫ、ポ
リリン酸グルコキナーゼ；ＰＧＭ、ホスホグルコムターゼ；ＰＧＩ、ホスホグルコイソメ
ラーゼ；Ｆ６ＰＥ、フルクトース６－リン酸エピメラーゼ；Ｔ６ＰＰ、タガトース６－リ
ン酸ホスファターゼ。
【００２０】
【図４】フルクトースをタガトースへ変換する酵素経路を図示する概略図解である。ＰＰ
ＦＫ、ポリリン酸フルクトキナーゼ；Ｆ６ＰＥ、フルクトース６－リン酸エピメラーゼ；
Ｔ６ＰＰ、タガトース６－リン酸ホスファターゼ。
【００２１】
【図５】グルコースをタガトースへ変換する酵素経路を図示する概略図解である。ＰＰＧ
Ｋ、ポリリン酸グルコキナーゼ；ＰＧＩ、ホスホグルコイソメラーゼ；Ｆ６ＰＥ、フルク
トース６－リン酸エピメラーゼ；Ｔ６ＰＰ、タガトース６－リン酸ホスファターゼ。
【００２２】
【図６】スクロース又はその誘導産物をタガトースへ変換する酵素経路を示す。ＳＰ、ス
クロースホスホリラーゼ；ＰＰＦＫ、ポリリン酸フルクトキナーゼ；ＰＧＭ、ホスホグル
コムターゼ；ＰＧＩ、ホスホグルコイソメラーゼ；Ｆ６ＰＥ、フルクトース６－リン酸エ
ピメラーゼ；Ｔ６ＰＰ、タガトース６－リン酸ホスファターゼ。
【００２３】
【図７】タガトースへのグルコース１－リン酸の変換のための生成ギブスエネルギーに基
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づく中間体の間の反応ギブスエネルギーを示す。
【発明の詳細な説明】
【００２４】
　本発明は、産物分離費用及びタガトース生成費用を大幅に減少させる一方で、高い産物
収率を備えたタガトースの合成のための酵素経路又は方法を提供する。
【００２５】
　本発明は、タガトースを製造する方法であって、エピメラーゼによって触媒されてフル
クトース６－リン酸（Ｆ６Ｐ）をタガトース６－リン酸（Ｔ６Ｐ）へ変換すること、及び
、ホスファターゼ（例えばタガトース６－リン酸ホスファターゼ、Ｔ６ＰＰ）によって触
媒されて、生成されたＴ６Ｐをタガトースへ変換すること、を包含する、該方法に関する
。この方法は、図１中に概論的に示される。ある特定の実施形態において、Ｆ６ＰのＴ６
Ｐへの変換を触媒するエピメラーゼは、フルクトース６－リン酸エピメラーゼ（Ｆ６ＰＥ
）である。
【００２６】
　Ｆ６ＰをＴ６Ｐへ変換するエピメラーゼは本発明の方法において使用され得る。本発明
のいくつかの態様において、Ｆ６ＰをＴ６Ｐへ変換する方法における使用のために好適な
エピメラーゼは、配列番号：２、４、６、８又は１１（以下に示される）のアミノ酸配列
へ、少なくとも６０％、好ましくは少なくとも６５％、より好ましくは少なくとも７０％
、より好ましくは少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは
少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも
９５％、及びさらに最も好ましくは少なくとも９６％、９７％、９８％、９９％又は１０
０％の同一性の程度を有するアミノ酸配列を含む。好適なエピメラーゼは、配列番号：１
、３、５、７、９又は１０（以下に示される）のヌクレオチド配列へ、少なくとも６０％
、好ましくは少なくとも６５％、より好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少な
くとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さ
らにより好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも９５％、及びさらに最
も好ましくは少なくとも９６％、９７％、９８％、９９％又は１００％の同一性の程度を
有するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドによってコードされる。
【００２７】
　本発明は、配列番号：２、４、６、８又は１１のアミノ酸配列へ、少なくとも６０％、
好ましくは少なくとも６５％、より好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なく
とも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さら
により好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも９５％、及びさらに最も
好ましくは少なくとも９６％、９７％、９８％、９９％又は１００％の同一性の程度を有
するアミノ酸配列を含むエピメラーゼにも関する。他の態様において、本発明は、配列番
号：１、３、５、７、９又は１０のヌクレオチド配列へ、少なくとも６０％、好ましくは
少なくとも６５％、より好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも７５％
、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ま
しくは少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも９５％、及びさらに最も好ましくは
少なくとも９６％、９７％、９８％、９９％又は１００％の同一性の程度を有するヌクレ
オチド配列を含むポリヌクレオチドによってコードされるエピメラーゼに関する。
【００２８】
　Ｔ６Ｐをタガトース（Ｄ－タガトース）へ変換するホスファターゼは本発明の方法にお
いて使用され得る。本発明のいくつかの態様において、Ｔ６Ｐをタガトース（Ｄ－タガト
ース）へ変換するのに使用され得るホスファターゼは、配列番号：１２、１４又は１６（
以下に示される）のアミノ酸配列へ、少なくとも６０％、好ましくは少なくとも６５％、
より好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも７５％、より好ましくは少
なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９
０％、最も好ましくは少なくとも９５％、及びさらに最も好ましくは少なくとも９６％、
９７％、９８％、９９％又は１００％の同一性の程度を有するアミノ酸配列を含む。タガ



(9) JP 6560441 B2 2019.8.14

10

20

30

40

50

トースホスファターゼは、配列番号：１３、１５又は１７（以下に示される）のヌクレオ
チド配列へ、少なくとも６０％、好ましくは少なくとも６５％、より好ましくは少なくと
も７０％、より好ましくは少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、より好
ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは少
なくとも９５％、及びさらに最も好ましくは少なくとも９６％、９７％、９８％、９９％
又は１００％の同一性の程度を有するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドによって
コードされる。
【００２９】
　本発明は、Ｔ６Ｐをタガトース（Ｄ－タガトース）へ変換し、配列番号：１２、１４又
は１６のアミノ酸配列へ、少なくとも６０％、好ましくは少なくとも６５％、より好まし
くは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８
０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、最も
好ましくは少なくとも９５％、及びさらに最も好ましくは少なくとも９６％、９７％、９
８％、９９％又は１００％の同一性の程度を有するアミノ酸配列を含むホスファターゼに
も関する。様々な態様において、本発明は、Ｔ６Ｐをタガトース（Ｄ－タガトース）へ変
換し、配列番号：１３、１５又は１７のヌクレオチド配列へ、少なくとも６０％、好まし
くは少なくとも６５％、より好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも７
５％、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより
好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも９５％、及びさらに最も好まし
くは少なくとも９６％、９７％、９８％、９９％又は１００％の同一性の程度を有するヌ
クレオチド配列を含むポリヌクレオチドによってコードされるホスファターゼに関する。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、本発明に記載のタガトースを製造する方法は、グルコー
ス６－リン酸（Ｇ６Ｐ）をＦ６Ｐへ酵素的に転換するステップも包含し、このステップは
ホスホグルコースイソメラーゼ（ＰＧＩ）によって触媒される。他の実施形態において、
タガトースを製造する方法はグルコース１－リン酸（Ｇ１Ｐ）をＧ６Ｐに変換するステッ
プを追加で包含し、このステップがホスホグルコムターゼ（ＰＧＭ）によって触媒される
。なお更なる実施形態において、タガトース生成方法は、少なくとも１つの酵素によって
触媒されて糖類をＧ１Ｐへ変換するステップも包含する。
【００３１】
　したがって、本発明に従ってタガトースを製造する方法は、例えば、以下の、（ｉ）１
つ又は複数の酵素を使用して、糖類をグルコース１－リン酸（Ｇ１Ｐ）へ変換するステッ
プと；（ｉｉ）ホスホグルコムターゼ（ＰＧＭ、ＥＣ５．４．２．２）を使用して、Ｇ１
ＰをＧ６Ｐへ変換するステップと；（ｉｉｉ）ホスホグルコイソメラーゼ（ＰＧＩ、ＥＣ
５．３．１．９）を使用して、Ｇ６ＰをＦ６Ｐへ変換するステップと；（ｉｖ）フルクト
ース６－リン酸エピメラーゼ（Ｆ６ＰＥ）によって、Ｆ６ＰをＴ６Ｐへ変換するステップ
と、（ｖ）タガトース６－リン酸ホスファターゼ（Ｔ６ＰＰ）によって、Ｔ６Ｐをタガト
ースに変換するステップとを包含することができる。糖類がデンプンである方法の例は図
２中に示される。
【００３２】
　典型的には、開示される方法において使用される酵素単位の比は、１：１：１：１：１
（αＧＰ：ＰＧＭ：ＰＧＩ：Ｆ６ＰＥ：Ｔ６ＰＰ）である。産物収率の最適化のために、
これらの比は任意の数の組み合わせで調整され得る。例えば、３：１：１：１：１の比を
使用してリン酸化中間体の濃度を最大化することができ、それは下流の反応の活性増加を
もたらすだろう。反対に、１：１：１：１：３の比を使用してαＧＰのためのリン酸塩の
ロバストな供給を維持することができ、それはα－１，４－グリコシド結合のより効率的
な加リン酸分解性切断をもたらすだろう。例えば３：１：１：１：３の酵素の比を使用し
て、反応速度を更に増加させることができる。したがって、酵素比（以下に議論される他
の随意の酵素が含まれる）を変動させて、タガトース生成の効率を増加させることができ
る。例えば、特定の酵素は、他の酵素の量と比べて、約２×、３×、４×、５×などの量
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で存在し得る。
【００３３】
　本方法の重要な利点のうちの１つは、１つのバイオリアクター又は反応容器中で方法の
ステップを遂行できるということである。あるいは、ステップは、連続してアレンジされ
る複数のバイオリアクター又は反応容器中でも遂行できる。
【００３４】
　特にすべての方法のステップが単一のバイオリアクター又は反応容器中で遂行される場
合に、Ｔ６ＰのＴ６ＰＰ脱リン酸化によって生成されたリン酸イオンは、次いで糖類をＧ
１Ｐへ変換する方法のステップにおいてリサイクルすることができる。開示される方法に
おいてリン酸塩をリサイクルする能力は、リン酸塩の非化学量論的な量が使用されること
を可能にし、それは反応リン酸塩濃度を低く維持する。これは全体的な経路及び方法の全
体的な速度に影響するが、個別の酵素の活性を限定せず、タガトースを得る方法の全体的
効率を可能にする。
【００３５】
　例えば、反応リン酸塩濃度は、約０ｍＭ～約３００ｍＭ、約０ｍＭ～約１５０ｍＭ、約
１ｍＭ～約５０ｍＭ、好ましくは約５ｍＭ～約５０ｍＭ、又はより好ましくは約１０ｍＭ
～約５０ｍＭの範囲であり得る。例えば、反応リン酸塩濃度は、約０．１ｍＭ、約０．５
ｍＭ、約１ｍＭ、約１．５ｍＭ、約２ｍＭ、約２．５ｍＭ、約５ｍＭ、約６ｍＭ、約７ｍ
Ｍ、約８ｍＭ、約９ｍＭ、約１０ｍＭ、約１５ｍＭ、約２０ｍＭ、約２５ｍＭ、約３０ｍ
Ｍ、約３５ｍＭ、約４０ｍＭ、約４５ｍＭ、約５０ｍＭ、又は約５５ｍＭであり得る。
【００３６】
　したがって、低いリン酸塩濃度は、低い全リン酸塩及びしたがってリン酸塩除去費用の
低下に起因して、生成費用の減少をもたらす。それは、高濃度の遊離リン酸塩によるＴ６
ＰＰの阻害も防止し、リン酸塩汚染についての可能性も減少させる。
【００３７】
　さらに、本明細書において開示される方法は、リン酸塩源として添加されるＡＴＰなし
に（すなわちＡＴＰ不含）遂行できる。この方法は、ＮＡＤ（Ｈ）も添加する必要なしに
（すなわちＮＡＤ（Ｈ）不含）遂行できる。他の利点には、タガトースを作製するための
開示される方法のうちの少なくとも１つのステップがエネルギー的に有利な化学反応を包
含するという事実も含まれる（図７）。
【００３８】
　糖類をＧ１Ｐへ変換するのに使用される酵素の例には、α－グルカンホスホリラーゼ（
αＧＰ、ＥＣ２．４．１．１）、マルトースホスホリラーゼ（ＭＰ、ＥＣ２．４．１．８
）、セロデキストリンホスホリラーゼ（ＣＤＰ、ＥＣ２．４．１．４９）、セロビオース
ホスホリラーゼ（ＣＢＰ、ＥＣ２．４．１．２０）、セルロースホスホリラーゼ、スクロ
ースホスホリラーゼ（ＳＰ、ＥＣ２．４．１．７）、及びその組み合わせが含まれる。酵
素又は酵素の組み合わせの選択は、本方法において使用される糖類に依存する。
【００３９】
　Ｇ１Ｐの生成のために使用される糖類は、多糖、オリゴ糖、及び／又は二糖であり得る
。例えば、糖類は、デンプン、１つ若しくは複数のデンプンの誘導体、セルロース、１つ
若しくは複数のセルロースの誘導体、スクロース、１つ若しくは複数のスクロースの誘導
体、又はその組み合わせであり得る。
【００４０】
　デンプンは天然で最も広く使用されるエネルギー貯蔵化合物であり、植物種子中で多く
は保存される。天然のデンプンは、直線状アミロース及び分岐状アミロペクチンを含有す
る。デンプン誘導体の例には、アミロース、アミロペクチン、可溶性デンプン、アミロデ
キストリン、マルトデキストリン、マルトース、フルクトース、及びグルコースが含まれ
る。セルロース誘導体の例には、前処理されたバイオマス、再生された非晶性セルロース
、セロデキストリン、セロビオース、フルクトース、及びグルコースが含まれる。スクロ
ース誘導体には、フルクトース及びグルコースが含まれる。
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【００４１】
　デンプン誘導体は、デンプンの酵素的加水分解によって、又はデンプンの酸加水分解に
よって製造され得る。具体的には、デンプンの酵素的加水分解は、α－１，６－グルコシ
ド結合を加水分解する、イソアミラーゼ（ＩＡ、ＥＣ．３．２．１．６８）；α－１，６
－グルコシド結合を加水分解する、プルラナーゼ（ＰＡ、ＥＣ．３．２．１．４１）；短
いマルトオリゴ糖のグリコシル転移を触媒してより長いマルトオリゴ糖を与える、４－α
－グルカノトランスフェラーゼ（４ＧＴ、ＥＣ．２．４．１．２５）；又はα－１，４－
グルコシド結合を切断する、α－アミラーゼ（ＥＣ　３．２．１．１）によって、触媒又
は促進され得る。
【００４２】
　さらに、セルロースの誘導体は、セルラーゼ混合物によって触媒されるセルロースの酵
素的加水分解によって、酸によって、又はバイオマスの前処理によって、製造され得る。
【００４３】
　ある特定の実施形態において、糖類をＧ１Ｐへ変換するのに使用される酵素はαＧＰを
含有する。このステップにおいて、糖類がデンプンを含む場合に、Ｇ１ＰはαＧＰによっ
てデンプンから生成され；糖類が可溶性デンプン、アミロデキストリン又はマルトデキス
トリンを含有する場合に、Ｇ１ＰはαＧＰによって可溶性デンプン、アミロデキストリン
又はマルトデキストリンから生成される。
【００４４】
　糖類がマルトースを含み、酵素がマルトースホスホリラーゼを含有する場合に、Ｇ１Ｐ
はマルトースホスホリラーゼによってマルトースから生成される。糖類がスクロースを含
み、酵素がスクロースホスホリラーゼを含有するならば、Ｇ１Ｐはスクロースホスホリラ
ーゼによってスクロースから生成される。
【００４５】
　さらに別の実施形態において、糖類がセロビオースを含み、酵素がセロビオースホスホ
リラーゼを含有する場合に、Ｇ１Ｐはセロビオースホスホリラーゼによってセロビオース
から生成される。
【００４６】
　追加の実施形態において、糖類がセロデキストリンを含有し、酵素がセロデキストリン
ホスホリラーゼを含む場合に、Ｇ１Ｐはセロデキストリンホスホリラーゼによってセロデ
キストリンから生成される。
【００４７】
　糖類をＧ１Ｐへ変換する代替の実施形態において、糖類がセルロースを含み、酵素がセ
ルロースホスホリラーゼを含有する場合に、Ｇ１Ｐはセルロースホスホリラーゼによって
セルロースから生成される。
【００４８】
　本発明によれば、タガトースはフルクトースからも生成することができる。該方法の例
は図４中で示される。例えば、この方法は、ポリリン酸フルクトキナーゼ（ＰＰＦＫ）に
よって触媒されてフルクトース及びポリリン酸塩からＦ６Ｐを生成すること；Ｆ６ＰＥに
よって触媒されてＦ６ＰをＴ６Ｐへ変換すること；及び、Ｔ６ＰＰによって触媒されてＴ
６Ｐをタガトースへ変換すること、を包含する。フルクトースは、例えばスクロースの酵
素的変換によって生成することができる。
【００４９】
　他の実施形態において、タガトースはスクロースから生成することができる。かかる方
法の例は図６中で示される。この方法は、以下の酵素的ステップ：スクロースホスホリラ
ーゼ（ＳＰ）によって触媒されてスクロース及び遊離リン酸塩からＧ１Ｐを生成するステ
ップ；ＰＧＭによって触媒されてＧ１ＰをＧ６Ｐへ変換するステップ；ＰＧＩによって触
媒されてＧ６ＰをＦ６Ｐへ変換するステップ；Ｆ６ＰＥによって触媒されてＦ６ＰをＴ６
Ｐへ変換するステップ；及び、Ｔ６ＰＰによって触媒されてＴ６Ｐをタガトースへ変換す
るステップ、が含まれるインビトロの合成経路を提供する。
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【００５０】
　Ｔ６Ｐがタガトースへ変換される場合に生成されるリン酸イオンは、次いでスクロース
をＧ１Ｐへ変換するステップにおいてリサイクルすることができる。加えて、図６中で示
されるように、ＰＰＦＫ及びポリリン酸塩を使用して、ＳＰによるスクロースの加リン酸
分解性切断によって生成されたフルクトースから、Ｆ６Ｐを生成することによって、タガ
トース収率を増加させることができる。
【００５１】
　いくつかの実施形態において、タガトースを製造する方法には、酵素的加水分解又は酸
加水分解によって多糖及びオリゴ糖からグルコースを生成するステップ、少なくとも１つ
の酵素によって触媒されてグルコースをＧ６Ｐへ変換するステップ、酵素的加水分解又は
酸加水分解によって多糖及びオリゴ糖からフルクトースを生成するステップ、少なくとも
１つの酵素によって触媒されてフルクトースをＧ６Ｐへ変換するステップ、が含まれる。
多糖及びオリゴ糖の例は上で列挙される。
【００５２】
　他の実施形態において、Ｇ６Ｐは、ポリリン酸グルコキナーゼによってグルコース及び
ポリリン酸ナトリウムから生成される。
【００５３】
　本開示は、糖類（デンプン中の多糖及びオリゴ糖、セルロース、スクロース、及びそれ
らの誘導産物等）をタガトースに変換する方法を提供する。ある特定の実施形態において
、人工的な（非天然の）ＡＴＰ不含酵素経路は、無細胞酵素混液を使用して、デンプン、
セルロース、スクロース、及びそれらの誘導産物をタガトースへ変換するために提供され
る。
【００５４】
　上で示されるように、いくつかの酵素を使用してデンプンを加水分解し、Ｇ１Ｐ収率を
増加させることができる。かかる酵素には、イソアミラーゼ、プルラナーゼ、及びα－ア
ミラーゼが含まれる。トウモロコシデンプンは、αＧＰ作用を妨害する多くの分岐を含有
する。イソアミラーゼを使用してデンプンを脱分岐させることができ、直線状アミロデキ
ストリンをもたらす。イソアミラーゼ前処理デンプンは、最終産物中でより高いＦ６Ｐ濃
度をもたらし得る。イソアミラーゼ及びプルラナーゼはα－１，６－グリコシド結合を切
断し、それはα－グルカンホスホリラーゼによるデンプンのより完全な分解を可能にする
。α－アミラーゼはα－１，４－グリコシド結合を切断し、したがって、α－アミラーゼ
は、タガトースへのより迅速な変換のためにデンプンを断片へ分解するのに使用される。
【００５５】
　図２中で示されるように、マルトースホスホリラーゼ（ＭＰ）を使用して、分解産物マ
ルトースをＧ１Ｐ及びグルコースへと加リン酸分解的に切断することによって、タガトー
ス収率を増加させることができる。あるいは、４－グルカントランスフェラーゼ（４ＧＴ
）を使用して、分解産物のグルコース、マルトース及びマルトトリオースをより長いマル
トオリゴ糖へとリサイクルし；それをαＧＰによって加リン酸分解的に切断してＧ１Ｐを
与えることによって、タガトース収率を増加させることができる。
【００５６】
　加えて、セルロースは最も多量にある生物資源であり、植物細胞壁の主要な構成要素で
ある。非食料品のリグノセルロース系バイオマスは、セルロース、ヘミセルロース及びリ
グニンに加えて、他の微量成分を含有する。純粋なセルロース（アビセル（商標）（微結
晶性セルロース）、再生された非晶性セルロース、細菌セルロース、フィルターペーパー
などが含まれる）は、処理のシリーズによって製造され得る。部分的に加水分解されたセ
ルロース系基質には、重合度が７を超える非水溶性セロデキストリン、３～６の重合度を
備えた水溶性セロデキストリン、セロビオース、グルコース、及びフルクトースが含まれ
る。
 
【００５７】
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　ある特定の実施形態において、セルロース及びその誘導産物はステップのシリーズを介
してタガトースへ変換され得る。かかる方法の例は図３中で示される。この方法は、セロ
デキストリンホスホリラーゼ（ＣＤＰ）及びセロビオースホスホリラーゼ（ＣＢＰ）によ
って触媒されてそれぞれセロデキストリン及びセロビオース並びに遊離リン酸塩からＧ１
Ｐを生成するステップ；ＰＧＭによって触媒されてＧ１ＰをＧ６Ｐへ変換するステップ；
ＰＧＩによって触媒されてＧ６ＰをＦ６Ｐへ変換するステップ；Ｆ６ＰＥによって触媒さ
れてＦ６ＰをＴ６Ｐへ変換するステップ；及び、Ｔ６ＰＰによって触媒されてＴ６Ｐをタ
ガトースへ変換するステップ、を包含するインビトロの合成経路を提供する。この方法に
おいて、リン酸イオンは、セロデキストリン及びセロビオースをＧ１Ｐへ変換するステッ
プによってリサイクルすることができる。
【００５８】
　いくつかの酵素を使用して、固体セルロースを水溶性セロデキストリン及びセロビオー
スへ加水分解することができる。かかる酵素にはエンドグルカナーゼ及びセロビオヒドロ
ラーゼが含まれるが、β－グルコシダーゼ（セロビアーゼ）は含まれない。
【００５９】
　セルロースの加水分解及びＧ１Ｐ生成の前に、セルロース及びバイオマスを前処理して
、それらの反応性を増加させ、セルロース鎖の重合度を減少させることができる。セルロ
ース及びバイオマスの前処理方法には、希酸前処理、セルロース溶媒ベースのリグノセル
ロース分画、アンモニア繊維爆砕、アンモニア水浸漬、イオン液体処理、及び濃酸（塩酸
、硫酸、リン酸及びそれらの組み合わせが含まれる）の使用による部分的加水分解が含ま
れる。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、図３中で示されるように、ポリリン酸塩及びポリリン酸
グルコキナーゼ（ＰＰＧＫ）を本方法へ添加することができ、したがって、分解産物グル
コースのＧ６Ｐへのリン酸化によってタガトースの収率を増加させる。
【００６１】
　他の実施形態において、タガトースはグルコースから生成することができる。かかる方
法の例は図５中で示される。この方法は、ポリリン酸グルコキナーゼ（ＰＰＧＫ）によっ
て触媒されてグルコース及びポリリン酸塩からＧ６Ｐを生成するステップ；ＰＧＩによっ
て触媒されてＧ６ＰをＦ６Ｐへ変換するステップ；Ｆ６ＰＥによって触媒されてＦ６Ｐを
Ｔ６Ｐへ変換するステップ；及び、Ｔ６ＰＰによって触媒されてＴ６Ｐをタガトースへ変
換するステップ、を包含する。
【００６２】
　当技術分野において公知の任意の好適な生理的バッファーを、本発明の方法において使
用することができる（ＨＥＰＥＳ、ＰＢＳ、ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、ＭＯＰＳ、ＤＩＰＳＯ、
トリズマなど等）。すべての実施形態について、反応バッファーは５．０～８．０の範囲
のｐＨを有することができる。より好ましくは、反応バッファーのｐＨは約６．０～約７
．３の範囲であり得る。例えば、反応バッファーｐＨは、６．０、６．２、６．４、６．
６、６．８、７．０、７．２又は７．３であり得る。
【００６３】
　反応バッファーは、重要な金属カチオンも含有することができる。金属イオンの例には
Ｍｇ２＋及びＺｎ２＋が含まれる。
【００６４】
　本方法のステップが遂行される反応温度は３７～８５℃の範囲であり得る。より好まし
くは、ステップは約４０℃～約７０℃の範囲の温度で遂行することができる。温度は、例
えば約４０℃、約４５℃、約５０℃、約５５℃又は約６０℃であり得る。好ましくは、反
応温度は約５０℃である。
【００６５】
　開示される方法の反応時間は必要に応じて調整することができ、約８時間～約４８時間
の範囲であり得る。例えば、反応時間は、約１６時間、約１８時間、約２０時間、約２２
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時間、約２４時間、約２６時間、約２８時間、約３０時間、約３２時間、約３４時間、約
３６時間、約３８時間、約４０時間、約４２時間、約４４時間、約４６時間、又は約４８
時間であり得るより好ましくは、反応時間は約２４時間である。
【００６６】
　本発明に記載の方法は、反応全体について非常に有利な平衡定数に起因して高収率を達
成することができる。例えば、図７は、グルコース１－リン酸のタガトースへの変換のた
めの生成ギブスエネルギーに基づく中間体の間の反応ギブスエネルギーを示す。反応ギブ
スエネルギーはhttp://equilibrator.weizmann.ac.il/を使用して得られた。理論的には
、出発材料が完全に中間体に変換されるならば、最大９９％の収率を達成することができ
る。
【００６７】
　本発明の方法は低コストの出発材料を使用し、原料及び産物分離と関連する費用の減少
によって生成費用を低減させる。デンプン、セルロース、スクロース及びそれらの誘導体
は、例えばラクトースよりも低い費用の原料である。タガトースがラクトースから生成さ
れる場合に、グルコース、ガラクトース及びタガトースはクロマトグラフィーによって分
離され、それはより高い生成費用を引き起こす。
【００６８】
　さらに、Ｔ６Ｐを本発明に記載のタガトースへ変換するステップは、原料にかかわらず
、不可逆的ホスファターゼ反応である。したがって、タガトースは、後続の産物分離費用
を効果的に最小限にしながら非常に高収率で生成される。
【００６９】
　細胞ベースの製造方法とは対照的に、本発明は、タガトースの細胞不含製造を包含し、
細胞膜（それは多くの場合細胞の中へ及び細胞から外への基質／産物の輸送を減速させる
）の排除に起因する比較的高い反応速度を有する。それは、栄養に富む発酵培地／細胞内
代謝物のない最終産物も有する。
【実施例】
【００７０】
材料及び方法
化学物質
【００７１】
　トウモロコシデンプン、可溶性デンプン、マルトデキストリン、マルトース、グルコー
ス、フィルターペーパーが含まれるすべての化学物質は、特に断りのない限り、試薬グレ
ード以上のものであり、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、米国）
又はＦｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ、ＰＡ、米国）から購
入した。制限酵素、Ｔ４リガーゼ、及びＰｈｕｓｉｏｎ　ＤＮＡポリメラーゼは、Ｎｅｗ
　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（Ｉｐｓｗｉｃｈ（ＭＡ）及び米国）から購入した。
オリゴヌクレオチドは、Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｃ
ｏｒａｌｖｉｌｌｅ、ＩＡ、米国）又はＥｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　Ｏｐｅｒｏｎ（Ｈｕ
ｎｔｓｖｉｌｌｅ、ＡＬ、米国）のいずれかによって合成された。Ｙｅ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｆｕｓｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｆａｍｉｌｙ　９　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｍ
ｏｄｕｌｅ　ｉｍｐｒｏｖｅｓ　ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｏｆ　Ｃｌ
ｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｈｅｒｍｏｃｅｌｌｕｍ　ｃｅｌｌｏｄｅｘｔｒｉｎ　ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｙｌａｓｅ　ｏｎ　ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ．Ａｐｐｌ．Ｍｉ
ｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０１１；９２：５５１－５６０．中で記載さ
れるように、酵素精製において使用される、再生された非晶性セルロースを、アビセル（
商標）ＰＨ１０５（ＦＭＣ　ＢｉｏＰｏｌｙｍｅｒ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡ、
米国）からの溶解及び再生を介して製造した。Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｓｉ
ｇ１０（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、米国）をＤＮＡ操作の
ための宿主細胞として使用し、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄ
ｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、米国）を組換えタンパク質発現のための宿主細胞と
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して使用した。１００ｍｇ／Ｌのアンピシリン又は５０ｍｇ／Ｌのカナマイシンのいずれ
かを含むＺＹＭ－５０５２培地を、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞増殖及び組換えタンパク質発現のた
めに使用した。Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉからのセルラーゼ（カタログ番号
：Ｃ２７３０）及びプルラナーゼ（カタログ番号：Ｐ１０６７）を、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄ
ｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、米国）から購入し、Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ（Ｆｒａｎ
ｋｌｉｎｔｏｎ、ＮＣ、米国）によって製造されたものであった。マルトースホスホリラ
ーゼ（カタログ番号：Ｍ８２８４）をＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから購入した。
 
【００７２】
組換え酵素の生成及び精製
【００７３】
　タンパク質発現プラスミドを保有するＥ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）株を、１００
ｍｇ／Ｌのアンピシリン又は５０ｍｇ／Ｌのカナマイシンのいずれかを含有する１００ｍ
ＬのＺＹＭ－５０５２培地を備えた１Ｌのエルレンマイヤーフラスコ中でインキュベーシ
ョンした。細胞を、２２０ｒｐｍでの回転式振盪により３７℃で１６～２４時間増殖させ
た。細胞を１２℃で遠心分離によって採取し、５０ｍＭのＮａＣｌ及び５ｍＭのＭｇＣｌ

２を含有する２０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）（加熱沈殿及びセルロース結合モジュ
ール）、又は３００ｍＭのＮａＣｌ及び５ｍＭイミダゾールを含有する２０ｍＭのＨＥＰ
ＥＳ（ｐＨ７．５）（Ｎｉ精製）のいずれかにより１回洗浄した。細胞ペレットを同じバ
ッファー中で再懸濁し、超音波処理によって溶解した（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ　Ｓｏｎｉｃ　Ｄｉｓｍｅｍｂｒａｔｏｒ　Ｍｏｄｅｌ　５００；５秒パルスオン及
び１０秒オフ、５０％の振幅で全体で２１分間）。遠心分離後に、上清中の標的タンパク
質を精製した。
【００７４】
　３つのアプローチを使用して、様々な組換えタンパク質を精製した。Ｈｉｓタグ付加タ
ンパク質をＰｒｏｆｉｎｉｔｙ　ＩＭＡＣ　Ｎｉ－Ｃｈａｒｇｅｄ　Ｒｅｓｉｎ（Ｂｉｏ
－Ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ、米国）によって精製した。セルロース結合モジュー
ル（ＣＢＭ）及び自己切断インテインを含有する融合タンパク質を、大きな表面積の再生
された非晶性セルロース上での高親和性吸着を介して精製した。７０～９５℃で５～３０
分間の加熱沈殿を使用して超耐熱性酵素を精製した。組換えタンパク質の純度を、ドデシ
ル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によって検討し
た。
【００７５】
使用される酵素及びそれらの活性アッセイ
【００７６】
　Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａからのα－グルカンホスホリラーゼ（αＧＰ
）（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ　Ｇ４ＦＥＨ８）を使用した。１ｍＭのＭｇＣｌ２、５ｍＭの
ＤＴＴ及び３０ｍＭのマルトデキストリンを含有する５０ｍＭのリン酸ナトリウムバッフ
ァー（ｐＨ７．２）中で５０℃で、活性をアッセイした。Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２濃縮器（
１０，０００分子量カットオフ）（Ｖｉｖａｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｉｎｃ．、Ｌｉｔｔｌｅ
ｔｏｎ、ＭＡ、米国）による酵素の濾過によって、反応を停止した。グルコース１－リン
酸（Ｇ１Ｐ）を、２５Ｕ／ｍＬのホスホグルコムターゼを補足したグルコースヘキソキナ
ーゼ／Ｇ６ＰＤＨアッセイキット（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、カタログ番号ＧＡＨＫ
２０－１ＫＴ）を使用して測定した。単位（Ｕ）はμｍｏｌ／分として記述される。
【００７７】
　Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｋｏｄａｋａｒａｅｎｓｉｓからのホスホグルコムターゼ
（ＰＧＭ）（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ　Ｑ６８ＢＪ６）を使用した。５ｍＭのＭｇＣｌ２及
び５ｍＭのＧ１Ｐを含有する５０ｍＭのＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．２）中で５０℃
で、活性を測定した。Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２濃縮器（１０，０００分子量カットオフ）に
よる酵素の濾過によって、反応を停止した。産物グルコース６－リン酸（Ｇ６Ｐ）を、ヘ
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キソキナーゼ／Ｇ６ＰＤＨアッセイキット（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ（カタログ番号
ＧＡＨＫ２０－１ＫＴ））を使用して決定した。
【００７８】
　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｈｅｒｍｏｃｅｌｌｕｍからのホスホグルコイソメラーゼ
（ＰＧＩ）（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ　Ａ３ＤＢＸ９）及びＴｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏ
ｐｈｉｌｕｓからのＰＧＩ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ　Ｑ５ＳＬＬ６）の異なる２つの源を
使用した。５ｍＭのＭｇＣｌ２及び１０ｍＭのＧ６Ｐを含有する５０ｍＭのＨＥＰＥＳバ
ッファー（ｐＨ７．２）中で５０℃で、活性を測定した。Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２濃縮器（
１０，０００分子量カットオフ）による酵素の濾過によって、反応を停止した。産物（フ
ルクトース６－リン酸（Ｆ６Ｐ））を、フルクトース６－リン酸キナーゼ（Ｆ６ＰＫ）／
ピルビン酸デヒドロゲナーゼ（ＰＫ）／乳酸脱水素酵素（ＬＤ）共役酵素アッセイ（そこ
で３４０ｎｍでの吸光度の減少はＦ６Ｐの生成を指摘する）を使用して決定した。この２
００μＬ反応物は、５０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．２）、５ｍＭのＭｇＣｌ２、１０ｍ
ＭのＧ６Ｐ、１．５ｍＭのＡＴＰ、１．５ｍＭのホスホエノールピルビン酸、２００μＭ
のＮＡＤＨ、０．１ＵのＰＧＩ、５ＵのＰＫ、及び５ＵのＬＤを含んでいた。
【００７９】
　Ｄｉｃｔｙｏｇｌｏｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｍからのフルクトース６－リン酸
エピメラーゼ（Ｆ６ＰＥ）（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ　Ｂ５ＹＢＤ７）を使用した。５ｍＭ
のＭｇＣｌ２及び１０ｍＭのＦ６Ｐを含有する５０ｍＭのＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７
．２）中で５０℃で、活性を測定した。Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２濃縮器（１０，０００分子
量カットオフ）による酵素の濾過によって、反応を停止した。産物（タガトース６－リン
酸（Ｔ６Ｐ））を、タガトース６－リン酸ホスファターゼを使用し遊離リン酸塩放出を検
出して決定した。遊離リン酸塩放出を検出するために、０．１Ｍの酢酸亜鉛及び２ｍＭの
モリブデン酸アンモニウム（ｐＨ５）を含有する５００μＬの溶液を、５０μＬの反応物
へ添加した。これを混合し、１２５μＬの５％のアスコルビン酸（ｐＨ５）が後続した。
この溶液を混合し、次いで３０℃で２０分間インキュベーションした。８５０ｎｍでの吸
光度を読み取って、遊離リン酸塩放出を決定した。
【００８０】
Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ　ＵＮＩ－１からの好熱性Ｆ６ＰＥ（
Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ：Ｅ８Ｎ０Ｎ６）
【００８１】
ヌクレオチド配列（配列番号：１）
【００８２】
ＡＴＧＴＴＣＧＧＣＴＣＧＣＣＴＧＣＴＣＣＣＣＴＧＣＴＧＧＡＴＡＴＧＧＴＣＡＣＣＧ
ＣＧＣＡＧＡＡＡＣＡＧＧＧＣＡＴＧＧＣＧＣＧＧＧＧＴＡＴＣＣＣＡＴＣＣＡＴＴＴＧ
ＴＴＣＧＧＣＡＣＡＴＣＣＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＴＧＣＣＧＣＣＴＧＣＣＡＴＣＴＴ
ＧＣＣＣＧＣＣＧＧＡＧＣＧＧＣＧＣＧＣＣＣＣＴＧＣＴＣＡＴＣＧＡＡＡＣＣＡＣＣＴ
ＧＣＡＡＴＣＡＧＧＴＣＡＡＣＣＡＣＣＡＡＧＧＴＧＧＧＴＡＣＡＧＣＧＧＣＡＴＧＡＣ
ＣＣＣＣＧＣＣＧＡＴＴＴＴＧＴＣＣＧＣＴＴＴＣＴＧＣＧＣＧＡＡＡＴＴＣＴＧＧＡＡ
ＣＧＧＧＡＡＧＧＴＡＴＴＣＣＣＣＣＧＣＡＡＣＡＧＧＴＣＡＴＣＣＴＧＧＧＣＧＧＧＧ
ＡＴＣＡＣＣＴＧＧＧＴＣＣＴＴＡＣＣＣＣＴＧＧＣＧＧＡＡＡＧＡＧＣＣＴＧＣＣＧＡ
ＡＡＣＣＧＣＣＡＴＡＧＣＡＣＡＡＧＣＧＣＴＧＧＡＡＡＴＧＧＴＧＣＧＧＧＣＡＴＡＣ
ＧＴＧＣＡＧＧＣＡＧＧＣＴＡＣＡＣＣＡＡＡＡＴＴＣＡＴＣＴＧＧＡＣＧＣＴＴＣＣＡ
ＴＧＣＣＣＴＧＣＧＣＣＧＡＴＧＡＣＧＡＣＣＣＣＧＡＧＣＧＴＣＣＣＣＴＧＣＣＧＣＴ
ＧＧＡＧＣＧＣＡＴＡＧＣＣＣＧＡＣＧＧＧＣＧＧＣＧＣＡＧＴＴＧＴＧＣＧＣＣＧＣＣ
ＧＣＣＧＡＡＧＣＣＧＣＣＧＣＧＧＧＡＧＣＧＧＴＴＣＡＧＣＣＧＧＴＧＴＡＣＧＴＡＡ
ＴＴＧＧＣＡＧＴＧＡＧＧＴＧＣＣＣＣＣＧＣＣＣＧＧＣＧＧＣＧＣＧＣＡＧＧＧＴＣＡ
ＧＧＡＧＧＣＡＡＧＡＣＴＴＣＡＣＧＴＣＡＣＣＡＣＴＣＣＧＣＡＧＧＡＡＧＣＣＣＡＡ
ＧＣＣＧＣＧＣＴＧＧＡＴＧＣＣＴＴＴＣＧＧＧＡＡＧＣＣＴＴＴＣＴＧＣＡＧＧＣＡＧ
ＧＣＴＴＧＡＣＴＣＣＣＧＴＴＴＧＧＧＡＧＣＧＧＧＴＣＡＴＴＧＣＧＣＴＧＧＴＡＧＴ
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ＣＣＡＧＣＣＧＧＧＧＧＴＧＧＡＧＴＴＴＧＧＣＧＴＧＧＡＣＡＧＣＡＴＴＣＡＣＧＣＣ
ＴＡＴＣＡＧＣＧＣＧＡＡＧＣＣＧＣＣＣＧＣＣＣＧＣＴＧＡＡＧＡＣＣＴＴＣＡＴＣＧ
ＡＧＧＧＣＧＴＧＣＣＣＧＧＣＡＴＧＧＴＧＴＡＴＧＡＡＧＣＣＣＡＣＴＣＧＡＣＣＧＡ
ＴＴＡＣＣＡＧＡＣＣＣＧＴＧＣＣＴＣＣＣＴＧＣＧＴＧＣＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧＡＣ
ＣＡＣＴＴＴＴＣＣＡＴＴＣＴＣＡＡＧＧＴＴＧＧＴＣＣＧＧＣＡＣＴＡＡＣＣＴＴＴＧ
ＣＣＴＡＣＣＧＣＧＡＡＧＣＣＧＴＧＴＴＣＧＣＣＣＴＧＧＡＡＣＡＣＡＴＣＧＡＡＣＧ
ＧＧＡＡＡＴＡＴＴＧＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＡＴＡＴＧＣＣＴＣＴＣＴＣＣＣＧＣＣＴＧ
ＡＧＴＧＡＡＧＴＣＣＴＣＧＡＣＧＡＧＧＴＧＡＴＧＣＴＧＡＡＣＧＡＴＣＣＡＣＧＣＣ
ＡＣＴＧＧＣＡＧＧＧＡＴＡＣＴＴＴＧＣＣＧＧＣＧＣＴＣＣＣＧＣＣＧＡＡＣＡＧＧＣ
ＧＣＴＧＧＣＧＣＧＣＣＧＣＴＡＣＡＧＴＴＴＣＡＧＣＧＡＣＣＧＣＡＴＴＣＧＣＴＡＴ
ＴＡＣＴＧＧＣＡＣＣＡＴＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＡＧＧＡＡＧＣＣＧＴＧＣＧＧＡＧＡＣ
ＴＧＣＴＣＧＣＣＡＡＣＣＴＧＡＴＣＧＡＡＡＣＣＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＴＧＡＧＴＴＴ
ＧＣＴＣＡＧＣＣＡＧＴＡＣＣＴＧＣＣＧＣＧＣＧＡＧＴＡＴＧＡＧＡＴＧＧＴＧＣＧＣ
ＧＣＧＧＧＧＧＡＡＡＴＣＴＣＣＡＧＣＣＡＣＣＣＧＣＡＧＧＡＣＣＴＧＡＴＴＣＧＧＧ
ＣＡＣＡＴＡＴＣＣＡＧＣＡＣＡＣＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＴＡＣＧＣＴＧＣＧＧＣＧＴＧ
ＣＧＧＧＴＡＡ
【００８３】
アミノ酸配列（配列番号：２）
【００８４】
ＭＦＧＳＰＡＰＬＬＤＭＶＴＡＱＫＱＧＭＡＲＧＩＰＳＩＣＳＡＨＰＶＶＬＳＡＡＣＨＬ
ＡＲＲＳＧＡＰＬＬＩＥＴＴＣＮＱＶＮＨＱＧＧＹＳＧＭＴＰＡＤＦＶＲＦＬＲＥＩＬＥ
ＲＥＧＩＰＰＱＱＶＩＬＧＧＤＨＬＧＰＹＰＷＲＫＥＰＡＥＴＡＩＡＱＡＬＥＭＶＲＡＹ
ＶＱＡＧＹＴＫＩＨＬＤＡＳＭＰＣＡＤＤＤＰＥＲＰＬＰＬＥＲＩＡＲＲＡＡＱＬＣＡＡ
ＡＥＡＡＡＧＡＶＱＰＶＹＶＩＧＳＥＶＰＰＰＧＧＡＱＧＱＥＡＲＬＨＶＴＴＰＱＥＡＱ
ＡＡＬＤＡＦＲＥＡＦＬＱＡＧＬＴＰＶＷＥＲＶＩＡＬＶＶＱＰＧＶＥＦＧＶＤＳＩＨＡ
ＹＱＲＥＡＡＲＰＬＫＴＦＩＥＧＶＰＧＭＶＹＥＡＨＳＴＤＹＱＴＲＡＳＬＲＡＬＶＥＤ
ＨＦＳＩＬＫＶＧＰＡＬＴＦＡＹＲＥＡＶＦＡＬＥＨＩＥＲＥＩＬＧＲＱＤＭＰＬＳＲＬ
ＳＥＶＬＤＥＶＭＬＮＤＰＲＨＷＱＧＹＦＡＧＡＰＡＥＱＡＬＡＲＲＹＳＦＳＤＲＩＲＹ
ＹＷＨＨＰＡＡＱＥＡＶＲＲＬＬＡＮＬＩＥＴＰＰＰＬＳＬＬＳＱＹＬＰＲＥＹＥＭＶＲ
ＡＧＥＩＳＳＨＰＱＤＬＩＲＡＨＩＱＨＴＬＥＤＹＡＡＡＣＧ
【００８５】
Ｃａｌｄｉｃｅｌｌｕｌｏｓｉｒｕｐｔｏｒ　ｋｒｏｎｏｔｓｋｙｅｎｓｉｓからの好熱
性Ｆ６ＰＥ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ：Ｅ４ＳＥＨ３）
【００８６】
ヌクレオチド配列（配列番号：３）
【００８７】
ＡＴＧＡＧＴＣＣＴＣＡＡＡＡＴＣＣＡＴＴＧＡＴＴＧＧＴＴＴＡＴＴＴＡＡＧＡＡＴＡ
ＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＧＴＴＴＡＡＧＧＧＴＡＴＴＡＴＴＴＣＡＧＴＴＴＧＴＴＣＴＴＣ
ＡＡＡＴＧＡＡＡＴＡＧＴＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧＴＴＴＴＡＡＡＡＡＧＡＡＴＧＡＡＡ
ＧＡＴＡＣＡＡＡＣＣＴＡＣＣＡＡＴＴＡＴＴＡＴＴＧＡＡＧＣＣＡＣＡＧＣＧＡＡＣＣ
ＡＧＧＴＡＡＡＴＣＡＡＴＴＴＧＧＣＧＧＧＴＡＴＴＣＴＧＧＧＴＴＧＡＣＡＣＣＧＴＣ
ＴＣＡＧＴＴＣＡＡＡＧＡＡＣＧＡＧＴＴＡＴＡＡＡＡＡＴＴＧＣＴＣＡＡＡＡＡＧＴＴ
ＧＡＴＴＴＴＣＣＡＣＴＴＧＡＧＡＧＡＡＴＡＡＴＴＣＴＴＧＧＴＧＧＧＧＡＣＣＡＴＣ
ＴＴＧＧＡＣＣＡＴＴＴＧＴＧＴＧＧＣＧＴＧＡＣＣＡＧＧＡＡＣＣＡＧＡＡＡＴＴＧＣ
ＴＡＴＧＧＡＧＴＡＴＧＣＴＡＡＧＣＡＡＡＴＧＡＴＡＡＡＡＧＡＡＴＡＣＡＴＡＡＡＡ
ＧＣＡＧＧＴＴＴＴＡＣＣＡＡＡＡＴＴＣＡＣＡＴＣＧＡＣＡＣＧＡＧＴＡＴＧＣＣＴＴ
ＴＡＡＡＡＧＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＣＡＴＡＧＡＴＧＡＴＧＡＡＡＴＡＡＴＴＧＣＴＡＡ
ＡＡＧＡＡＣＴＧＣＴＧＴＧＣＴＣＴＧＣＡＧＧＡＴＴＧＣＧＧＡＧＧＡＧＴＧＴＴＴＴ
ＧＡＧＡＡＧＡＴＴＴＣＴＡＴＡＡＡＣＡＡＴＣＣＣＴＡＴＡＴＴＡＣＡＡＧＧＣＣＡＧ
ＴＴＴＡＴＧＴＧＡＴＡＧＧＡＧＣＴＧＡＴＧＴＧＣＣＡＣＣＴＣＣＣＧＧＣＧＧＡＧＡ
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ＧＴＣＴＴＣＴＡＴＴＴＧＴＣＡＡＡＣＡＡＴＴＡＣＴＡＣＴＡＡＡＧＡＴＧＡＡＴＴＡ
ＧＡＡＡＧＡＡＧＴＴＴＡＧＡＡＴＡＴＴＴＣＡＡＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＡＡＡＡＡＧＧ
ＡＡＧＧＡＡＴＴＧＡＧＣＡＴＧＴＡＴＴＣＧＡＴＴＡＴＧＴＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＴ
ＴＧＣＡＡＡＴＴＴＴＧＧＡＧＴＴＧＡＡＴＴＴＧＧＧＡＧＣＧＡＴＧＡＡＡＴＴＧＴＴ
ＧＡＴＴＴＴＧＡＴＡＴＧＧＡＡＡＡＡＧＴＡＡＡＧＣＣＧＣＴＡＡＡＡＧＡＡＣＴＴＴ
ＴＧＧＣＡＡＡＧＴＡＣＡＡＴＡＴＡＧＴＡＴＴＴＧＡＡＧＧＣＣＡＴＴＣＴＡＣＡＧＡ
ＴＴＡＴＣＡＡＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＡＣＴＴＡＡＡＡＡＧＡＡＴＧＧＴＣＧＡＡＴＧＴ
ＧＧＴＡＴＴＧＣＡＡＴＴＴＴＡＡＡＧＧＴＴＧＧＴＣＣＴＧＣＴＣＴＡＡＣＡＴＴＴＡ
ＣＡＴＴＧＣＧＣＧＡＡＧＣＧＴＴＡＧＴＡＧＣＡＣＴＴＡＧＴＣＡＴＡＴＴＧＡＡＧＡ
ＡＧＡＡＡＴＴＴＡＴＡＧＣＡＡＴＧＡＡＡＡＧＧＡＧＡＡＡＣＴＧＴＣＡＡＧＡＴＴＴ
ＡＧＡＧＡＡＧＴＴＴＴＡＴＴＧＡＡＴＡＣＴＡＴＧＣＴＡＡＣＡＴＧＣＡＡＡＧＡＴＣ
ＡＣＴＧＧＡＧＴＡＡＡＴＡＴＴＴＴＧＡＴＧＡＧＡＡＴＧＡＴＡＡＧＴＴＡＡＴＴＡＡ
ＧＴＣＡＡＡＧＣＴＣＣＴＡＴＡＴＡＧＣＴＡＴＣＴＴＧＡＣＡＧＡＴＧＧＡＧＡＴＡＣ
ＴＡＴＴＴＴＧＡＡＡＡＣＧＡＧＡＧＴＧＴＧＡＡＡＡＧＴＧＣＴＧＴＴＴＡＴＴＣＴＣ
ＴＴＡＴＴＧＧＡＡＡＴＴＴＡＧＡＧＡＡＴＧＴＴＡＡＡＡＴＴＣＣＡＣＣＴＴＧＧＣＴ
ＴＧＴＡＡＧＴＣＡＧＴＡＴＴＴＴＣＣＴＴＣＴＣＡＧＴＡＣＣＡＡＡＡＧＡＴＧＡＧＡ
ＡＡＡＡＡＡＧＡＴＴＴＡＡＡＡＡＡＣＧＧＴＧＣＴＧＣＣＧＡＣＣＴＡＡＴＡＴＴＧＧ
ＡＴＡＡＡＡＴＡＧＧＧＧＡＡＧＴＣＡＴＴＧＡＣＣＡＴＴＡＴＧＴＴＴＡＴＧＣＧＧＴ
ＡＡＡＡＧＡＡＴＡＡ
【００８８】
アミノ酸配列（配列番号：４）
【００８９】
ＭＳＰＱＮＰＬＩＧＬＦＫＮＲＥＫＥＦＫＧＩＩＳＶＣＳＳＮＥＩＶＬＥＡＶＬＫＲＭＫ
ＤＴＮＬＰＩＩＩＥＡＴＡＮＱＶＮＱＦＧＧＹＳＧＬＴＰＳＱＦＫＥＲＶＩＫＩＡＱＫＶ
ＤＦＰＬＥＲＩＩＬＧＧＤＨＬＧＰＦＶＷＲＤＱＥＰＥＩＡＭＥＹＡＫＱＭＩＫＥＹＩＫ
ＡＧＦＴＫＩＨＩＤＴＳＭＰＬＫＧＥＮＳＩＤＤＥＩＩＡＫＲＴＡＶＬＣＲＩＡＥＥＣＦ
ＥＫＩＳＩＮＮＰＹＩＴＲＰＶＹＶＩＧＡＤＶＰＰＰＧＧＥＳＳＩＣＱＴＩＴＴＫＤＥＬ
ＥＲＳＬＥＹＦＫＥＡＦＫＫＥＧＩＥＨＶＦＤＹＶＶＡＶＶＡＮＦＧＶＥＦＧＳＤＥＩＶ
ＤＦＤＭＥＫＶＫＰＬＫＥＬＬＡＫＹＮＩＶＦＥＧＨＳＴＤＹＱＴＫＥＮＬＫＲＭＶＥＣ
ＧＩＡＩＬＫＶＧＰＡＬＴＦＴＬＲＥＡＬＶＡＬＳＨＩＥＥＥＩＹＳＮＥＫＥＫＬＳＲＦ
ＲＥＶＬＬＮＴＭＬＴＣＫＤＨＷＳＫＹＦＤＥＮＤＫＬＩＫＳＫＬＬＹＳＹＬＤＲＷＲＹ
ＹＦＥＮＥＳＶＫＳＡＶＹＳＬＩＧＮＬＥＮＶＫＩＰＰＷＬＶＳＱＹＦＰＳＱＹＱＫＭＲ
ＫＫＤＬＫＮＧＡＡＤＬＩＬＤＫＩＧＥＶＩＤＨＹＶＹＡＶＫＥ
【００９０】
Ｃａｌｄｉｌｉｎｅａ　ａｅｒｏｐｈｉｌａからの好熱性Ｆ６ＰＥ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　Ｉ
Ｄ：Ｉ０Ｉ５０７）
【００９１】
ヌクレオチド配列（配列番号：５）
【００９２】
ＡＴＧＴＣＡＡＣＡＣＴＴＣＧＣＣＡＣＡＴＣＡＴＴＴＴＧＣＧＡＣＴＧＡＴＣＧＡＧＣ
ＴＧＣＧＴＧＡＡＣＧＡＧＡＡＣＡＧＡＴＣＣＡＴＣＴＣＡＣＧＣＴＧＣＴＧＧＣＣＧＴ
ＣＴＧＴＣＣＣＡＡＣＴＣＧＧＣＧＧＣＧＧＴＧＣＴＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＧＴＧＡＡＧ
ＧＴＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＴＧＣＣＡＣＡＣＧＣＣＧＡＴＧＣＴＣＴＴＣＧＣＴＧＣＣＡ
ＣＧＣＴＣＡＡＴＣＡＡＧＴＣＧＡＴＣＧＣＧＡＣＧＧＣＧＧＣＴＡＣＡＣＣＧＧＴＴＧ
ＧＡＣＧＣＣＴＧＣＧＣＡＡＴＴＣＧＴＣＧＣＣＧＡＧＡＴＧＣＧＴＣＧＣＴＡＴＧＣＣ
ＧＴＣＣＧＣＴＡＴＧＧＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＣＣＧＣＴＣＴＡＴＣＣＴＴＧＣＣＴＧＧ
ＡＴＣＡＣＧＧＣＧＧＧＣＣＧＴＧＧＣＴＣＡＡＡＧＡＴＣＧＣＣＡＴＧＣＡＣＡＧＧＡ
ＡＡＡＧＣＴＡＣＣＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧＧＣＧＡＴＧＣＡＴＧＡＧＧＴＣＡＡＧＣＴＧ
ＡＧＣＣＴＣＡＣＣＧＣＣＴＧＴＣＴＧＧＡＧＧＣＣＧＧＣＴＡＣＧＣＧＣＴＧＣＴＧＣ
ＡＣＡＴＣＧＡＣＣＣＣＡＣＧＧＴＣＧＡＴＣＧＣＡＣＧＣＴＣＣＣＧＣＣＣＧＧＡＧＡ
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ＡＧＣＧＣＣＧＣＴＣＧＴＧＣＣＧＡＴＣＧＴＣＧＴＣＧＡＧＣＧＣＡＣＧＧＴＣＧＡＧ
ＣＴＧＡＴＣＧＡＡＣＡＴＧＣＣＧＡＡＣＡＧＧＡＧＣＧＡＣＡＧＣＧＧＣＴＧＡＡＣＣ
ＴＧＣＣＧＧＣＧＧＴＣＧＣＣＴＡＴＧＡＡＧＴＣＧＧＣＡＣＣＧＡＡＧＡＡＧＴＡＣＡ
ＴＧＧＣＧＧＧＣＴＧＧＴＧＡＡＴＴＴＣＧＡＣＡＡＴＴＴＴＧＴＣＧＣＣＴＴＣＴＴＧ
ＧＡＴＴＴＧＣＴＣＡＡＧＧＣＡＡＧＧＣＴＴＧＡＡＣＡＡＣＧＴＧＣＣＣＴＧＡＴＧＣ
ＡＣＧＣＣＴＧＧＣＣＣＧＣＣＴＴＣＧＴＧＧＴＧＧＣＧＣＡＧＧＴＣＧＧＣＡＣＴＧＡ
ＣＣＴＧＣＡＴＡＣＡＡＣＧＴＡＴＴＴＴＧＡＣＣＣＣＡＧＴＧＣＧＧＣＧＣＡＡＣＧＧ
ＣＴＧＡＣＴＧＡＧＡＴＣＧＴＧＣＧＣＣＣＴＡＣＣＧＧＴＧＣＡＣＴＧＴＴＧＡＡＧＧ
ＧＧＣＡＣＴＡＣＡＣＣＧＡＣＴＧＧＧＴＣＧＡＡＡＡＴＣＣＣＧＣＣＧＡＣＴＡＴＣＣ
ＧＡＧＧＧＴＡＧＧＣＡＴＧＧＧＡＧＧＣＧＣＣＡＡＣＧＴＴＧＧＴＣＣＡＧＡＧＴＴＴ
ＡＣＧＧＣＧＧＣＣＧＡＧＴＴＣＧＡＧＧＣＧＣＴＧＧＡＡＧＣＧＣＴＧＧＡＡＣＧＧＣ
ＧＧＧＡＡＣＡＡＣＧＧＣＴＧＴＧＣＧＣＣＡＡＣＣＧＧＡＡＡＴＴＧＣＡＧＣＣＣＧＣ
ＣＴＧＴＴＴＴＴＴＧＧＣＴＧＣＡＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＣＡＧＴＡＧＴＣＧＣＴＴＣＡ
ＧＡＴＣＧＴＴＧＧＣＧＧＡＡＧＴＧＧＣＴＣＣＡＧＣＣＣＧＡＴＧＡＧＡＴＣＧＧＣＡ
ＡＧＣＣＣＴＴＴＧＣＡＧＡＡＴＴＡＡＣＧＣＣＣＧＣＡＣＧＣＣＧＧＣＧＣＴＧＧＣＴ
ＣＧＴＧＣＡＧＡＣＣＧＧＧＧＣＡＣＧＣＴＡＣＧＴＣＴＧＧＡＣＴＧＣＧＣＣＧＡＡＡ
ＧＴＴＡＴＣＧＣＣＧＣＡＣＧＣＧＡＡＣＡＧＣＴＣＴＡＴＧＣＧＣＡＣＣＴＣＴＣＣＣ
ＴＴＧＴＧＣＡＧＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＴＧＣＣＴＡＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＧＴ
ＣＧＣＣＣＧＧＴＣＡＡＴＣＧＡＧＣＧＣＴＡＴＡＴＣＧＡＴＧＣＣＴＴＣＡＡＣＴＴＡ
ＴＡＣＧＡＣＧＣＣＧＣＴＡＣＡＴＴＧＣＴＴＧＧＡＴＧＡ
【００９３】
アミノ酸配列（配列番号：６）
【００９４】
ＭＳＴＬＲＨＩＩＬＲＬＩＥＬＲＥＲＥＱＩＨＬＴＬＬＡＶＣＰＮＳＡＡＶＬＥＡＡＶＫ
ＶＡＡＲＣＨＴＰＭＬＦＡＡＴＬＮＱＶＤＲＤＧＧＹＴＧＷＴＰＡＱＦＶＡＥＭＲＲＹＡ
ＶＲＹＧＣＴＴＰＬＹＰＣＬＤＨＧＧＰＷＬＫＤＲＨＡＱＥＫＬＰＬＤＱＡＭＨＥＶＫＬ
ＳＬＴＡＣＬＥＡＧＹＡＬＬＨＩＤＰＴＶＤＲＴＬＰＰＧＥＡＰＬＶＰＩＶＶＥＲＴＶＥ
ＬＩＥＨＡＥＱＥＲＱＲＬＮＬＰＡＶＡＹＥＶＧＴＥＥＶＨＧＧＬＶＮＦＤＮＦＶＡＦＬ
ＤＬＬＫＡＲＬＥＱＲＡＬＭＨＡＷＰＡＦＶＶＡＱＶＧＴＤＬＨＴＴＹＦＤＰＳＡＡＱＲ
ＬＴＥＩＶＲＰＴＧＡＬＬＫＧＨＹＴＤＷＶＥＮＰＡＤＹＰＲＶＧＭＧＧＡＮＶＧＰＥＦ
ＴＡＡＥＦＥＡＬＥＡＬＥＲＲＥＱＲＬＣＡＮＲＫＬＱＰＡＣＦＬＡＡＬＥＥＡＶＶＡＳ
ＤＲＷＲＫＷＬＱＰＤＥＩＧＫＰＦＡＥＬＴＰＡＲＲＲＷＬＶＱＴＧＡＲＹＶＷＴＡＰＫ
ＶＩＡＡＲＥＱＬＹＡＨＬＳＬＶＱＡＤＰＨＡＹＶＶＥＳＶＡＲＳＩＥＲＹＩＤＡＦＮＬ
ＹＤＡＡＴＬＬＧ
【００９５】
Ｃａｌｄｉｔｈｒｉｘ　ａｂｙｓｓｉからの好熱性Ｆ６ＰＥ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ：Ｈ
１ＸＲＧ１）
【００９６】
ヌクレオチド配列（配列番号：７）
【００９７】
ＡＴＧＡＧＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＴＴＡＡＡＴＡＡＡＴＴＡＡＴＣＧＡＧＣＧＡＣＡＣＡ
ＡＡＡＡＡＧＧＡＡＣＧＣＣＧＧＴＣＧＧＴＡＴＴＴＡＴＴＣＣＧＴＣＴＧＴＴＣＧＧＣ
ＣＡＡＴＣＣＣＴＴＴＧＴＴＴＴＧＡＡＡＧＣＧＧＣＣＡＴＧＣＴＡＣＡＧＧＣＧＣＡＡ
ＡＡＧＧＡＴＣＡＧＴＣＴＴＴＧＣＴＡＣＴＴＡＴＴＧＡＧＧＣＣＡＣＴＴＣＣＡＡＣＣ
ＡＧＧＴＡＧＡＴＣＡＡＴＴＣＧＧＣＧＧＴＴＡＣＡＣＣＧＧＣＡＴＧＣＧＧＣＣＣＧＡ
ＡＧＡＴＴＴＴＡＡＡＡＣＡＡＴＧＡＣＧＣＴＴＧＡＡＣＴＧＧＣＡＧＣＣＧＡＡＡＡＣ
ＡＡＴＴＡＣＧＡＴＣＣＡＣＡＧＧＧＡＴＴＡＡＴＣＣＴＧＧＧＣＧＧＣＧＡＣＣＡＴＣ
ＴＧＧＧＧＣＣＣＡＡＣＣＧＣＴＧＧＡＣＡＡＡＡＣＴＧＡＧＣＧＣＣＴＣＣＣＧＧＧＣ
ＣＡＴＧＧＡＣＴＡＣＧＣＣＡＧＡＧＡＧＣＡＧＡＴＴＧＣＣＧＣＴＴＡＴＧＴＴＡＡＡ
ＧＣＣＧＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＴＣＣＡＣＴＴＡＧＡＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＣＴ
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ＴＧＣＡＡＡＡＣＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧＡＴＴＣＣＧＣＣＧＧＣＣＧＣＣＴＴＣＣＡＧＴ
ＣＧＡＡＡＣＡＡＴＣＧＣＴＣＡＡＣＧＴＡＣＣＧＣＡＧＡＡＴＴＡＴＧＣＧＣＣＧＴＧ
ＧＣＣＧＡＡＣＡＡＡＣＴＴＡＣＣＧＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＣＡＡＣＴＣＴＴＴＣＣＧＣ
ＣＧＣＣＴＧＴＴＴＡＣＡＴＴＧＴＣＧＧＣＡＧＣＧＡＣＧＴＧＣＣＣＡＴＣＣＣＧＧＧ
ＣＧＧＣＧＣＧＣＡＡＧＡＡＧＣＧＣＴＧＡＡＣＣＡＧＡＴＣＣＡＴＡＴＴＡＣＧＧＡＧ
ＧＴＡＡＡＡＧＡＧＧＴＴＣＡＡＣＡＧＡＣＣＡＴＴＧＡＴＣＡＣＧＴＧＣＧＧＣＧＧＧ
ＣＣＴＴＴＧＡＡＡＡＡＡＡＣＧＧＣＣＴＧＧＡＡＧＣＧＧＣＴＴＡＣＧＡＡＡＧＡＧＴ
ＴＴＧＣＧＣＣＧＴＴＧＴＣＧＴＧＣＡＧＣＣＡＧＧＣＧＴＴＧＡＡＴＴＣＧＣＣＧＡＴ
ＣＡＡＡＴＣＧＴＴＴＴＴＧＡＡＴＡＣＧＣＴＣＣＣＧＡＣＡＧＡＧＣＧＧＣＧＧＣＣＴ
ＴＡＡＡＡＧＡＴＴＴＴＡＴＴＧＡＡＡＧＣＣＡＴＴＣＧＣＡＧＣＴＧＧＴＴＴＡＴＧＡ
ＡＧＣＧＣＡＣＴＣＴＡＣＴＧＡＴＴＡＣＣＡＧＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣＴＴＴＴＧＣＧＣ
ＣＡＧＡＴＧＧＴＡＡＡＡＧＡＴＣＡＣＴＴＴＧＣＣＡＴＴＴＴＡＡＡＧＧＴＣＧＧＧＣ
ＣＴＧＣＧＣＴＣＡＣＣＴＴＴＧＣＣＣＴＧＣＧＣＧＡＡＧＣＣＡＴＴＴＴＴＧＣＴＣＴ
ＧＧＣＣＴＴＴＡＴＧＧＡＡＡＡＡＧＡＧＣＴＴＴＴＧＣＣＡＴＴＧＣＡＣＡＧＡＧＣＧ
ＣＴＣＡＡＡＣＣＴＴＣＴＧＣＣＡＴＴＣＴＧＧＡＡＡＣＧＣＴＧＧＡＣＣＡＡＡＣＧＡ
ＴＧＧＡＣＡＡＡＡＡＣＣＣＴＧＣＴＴＡＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＣＡＴＴＡＣＧＧＣＧＧ
ＡＡＣＡＡＡＧＧＡＡＧＡＡＧＴＡＣＧＣＴＴＴＧＣＧＣＡＧＣＧＧＴＴＴＡＧＣＣＴＧ
ＡＧＣＧＡＣＣＧＣＡＴＴＣＧＴＴＡＣＴＡＣＴＧＧＣＣＧＴＴＴＣＣＡＡＡＧＧＴＴＣ
ＡＡＡＡＧＧＣＣＣＴＧＣＧＣＣＡＡＴＴＧＣＴＡＡＡＡＡＡＣＴＴＧＣＡＡＣＡＡＡＴ
ＴＴＣＣＡＴＴＣＣＴＣＴＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＡＧＣＣＡＧＴＴＣＡＴＧＣＣＡＧＡＧ
ＧＡＡＴＡＣＣＡＡＣＧＴＡＴＴＣＧＣＣＡＡＧＧＡＡＣＧＴＴＡＡＣＣＡＡＣＧＡＴＣ
ＣＧＣＡＧＧＣＧＣＴＧＡＴＴＴＴＧＡＡＣＡＡＡＡＴＴＣＡＡＡＧＣＧＴＡＴＴＡＡＡ
ＧＣＡＡＴＡＣＧＣＧＧＡＧＧＣＧＡＣＧＣＡＡＡＴＴＣＡＡＡＡＣＴＣＴＴＴＧＡＣＡ
ＴＴＣＡＣＧＣＡＡＡＡＴＣＡＡＡＡＴＴＣＡＴＴＡＧＣＡＡＴＧＧＡＧＣＧＡＣＴＡＴ
ＧＡ
【００９８】
アミノ酸配列（配列番号：８）
【００９９】
ＭＳＬＨＰＬＮＫＬＩＥＲＨＫＫＧＴＰＶＧＩＹＳＶＣＳＡＮＰＦＶＬＫＡＡＭＬＱＡＱ
ＫＤＱＳＬＬＬＩＥＡＴＳＮＱＶＤＱＦＧＧＹＴＧＭＲＰＥＤＦＫＴＭＴＬＥＬＡＡＥＮ
ＮＹＤＰＱＧＬＩＬＧＧＤＨＬＧＰＮＲＷＴＫＬＳＡＳＲＡＭＤＹＡＲＥＱＩＡＡＹＶＫ
ＡＧＦＳＫＩＨＬＤＡＴＭＰＬＱＮＤＡＴＤＳＡＧＲＬＰＶＥＴＩＡＱＲＴＡＥＬＣＡＶ
ＡＥＱＴＹＲＱＳＤＱＬＦＰＰＰＶＹＩＶＧＳＤＶＰＩＰＧＧＡＱＥＡＬＮＱＩＨＩＴＥ
ＶＫＥＶＱＱＴＩＤＨＶＲＲＡＦＥＫＮＧＬＥＡＡＹＥＲＶＣＡＶＶＶＱＰＧＶＥＦＡＤ
ＱＩＶＦＥＹＡＰＤＲＡＡＡＬＫＤＦＩＥＳＨＳＱＬＶＹＥＡＨＳＴＤＹＱＴＡＰＬＬＲ
ＱＭＶＫＤＨＦＡＩＬＫＶＧＰＡＬＴＦＡＬＲＥＡＩＦＡＬＡＦＭＥＫＥＬＬＰＬＨＲＡ
ＬＫＰＳＡＩＬＥＴＬＤＱＴＭＤＫＮＰＡＹＷＱＫＨＹＧＧＴＫＥＥＶＲＦＡＱＲＦＳＬ
ＳＤＲＩＲＹＹＷＰＦＰＫＶＱＫＡＬＲＱＬＬＫＮＬＱＱＩＳＩＰＬＴＬＶＳＱＦＭＰＥ
ＥＹＱＲＩＲＱＧＴＬＴＮＤＰＱＡＬＩＬＮＫＩＱＳＶＬＫＱＹＡＥＡＴＱＩＱＮＳＬＴ
ＦＴＱＮＱＮＳＬＡＭＥＲＬ
【０１００】
Ｄｉｃｔｙｏｇｌｏｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｍからの好熱性Ｆ６ＰＥ（Ｕｎｉｐ
ｒｏｔ　ＩＤ：Ｂ５ＹＢＤ７）
【０１０１】
ヌクレオチド配列（配列番号：９）
【０１０２】
ＡＴＧＴＧＧＣＴＴＡＧＴＡＡＡＧＡＴＴＡＴＴＴＧＡＧＡＡＡＡＡＡＧＧＧＡＧＴＴＴ
ＡＴＴＣＴＡＴＡＴＧＴＡＧＣＴＣＴＡＡＴＣＣＡＴＡＴＧＴＧＡＴＴＧＡＧＧＣＡＡＧ
ＴＧＴＴＧＡＡＴＴＴＧＣＴＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＴＧＡＴＴＡＴＡＴＴＴＴＡＡＴＴ
ＧＡＧＧＣＧＡＣＡＣＣＴＣＡＴＣＡＧＡＴＡＡＡＣＣＡＧＴＴＴＧＧＴＧＧＡＴＡＴＴ
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ＣＡＧＧＴＡＴＧＡＣＴＣＣＣＧＡＡＧＡＴＴＴＴＡＡＡＡＡＣＴＴＴＧＴＡＡＴＧＧＧ
ＡＡＴＡＡＴＡＡＡＡＧＡＡＡＡＧＧＧＡＡＴＡＧＡＡＧＡＧＧＡＴＡＧＧＧＴＧＡＴＴ
ＣＴＴＧＧＡＧＧＧＧＡＣＣＡＴＴＴＡＧＧＣＣＣＴＣＴＣＣＣＴＴＧＧＣＡＡＧＡＴＧ
ＡＡＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣＡＡＴＧＡＡＡＡＡＧＧＣＡＡＡＡＧＡＣＣＴＴＡＴ
ＡＡＧＧＧＣＣＴＴＴＧＴＧＧＡＧＡＧＴＧＧＴＴＡＴＡＡＧＡＡＧＡＴＡＣＡＣＣＴＴ
ＧＡＴＴＧＴＡＧＴＡＴＧＴＣＴＣＴＴＴＣＴＧＡＴＧＡＴＣＣＴＧＴＡＧＴＧＣＴＣＴ
ＣＴＣＣＣＧＡＧＡＡＧＡＴＡＧＣＡＧＡＡＡＧＧＧＡＧＡＧＧＧＡＡＣＴＴＣＴＴＧＡ
ＧＧＴＴＧＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＧＣＴＡＧＡＡＡＧＴＡＣＡＡＴＴＴＴＣＡＧＣＣＴ
ＧＴＧＴＡＴＧＴＧＧＴＧＧＧＡＡＣＴＧＡＴＧＴＡＣＣＧＧＴＡＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧ
ＧＣＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＧＴＡＴＴＡＣＣＴＣＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＴＴＴＡＧＡＧＴ
ＡＧＣＡＡＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＡＡＡＡＡＡＡＴＡＴＴＴＴＧＡＧＧＡＴＧＴＴＣＣＡ
ＡＧＧＡＴＡＴＧＧＧＡＴＡＧＧＡＴＡＡＴＴＧＧＴＴＴＴＧＴＡＡＴＡＡＴＧＣＴＴＧ
ＧＴＡＴＡＧＧＴＴＴＴＡＡＴＴＡＴＧＡＡＡＡＡＧＴＧＴＴＴＧＡＧＴＡＴＧＡＣＡＧ
ＧＡＴＴＡＡＧＧＴＧＡＧＡＡＡＡＡＴＴＴＴＡＧＡＧＧＡＧＧＴＡＡＡＧＡＡＡＧＡＧ
ＡＡＴＣＴＴＴＴＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＡＣＴＣＴＡＣＴＧＡＣＴＡＴＣＡＧＡＣＡＡ
ＡＡＣＧＴＧＣＡＴＴＧＡＧＡＧＡＴＡＴＧＧＴＡＧＡＧＧＡＴＧＧＡＧＴＡＡＧＡＡＴ
ＴＣＴＴＡＡＧＧＴＴＧＧＴＣＣＴＧＣＴＴＴＡＡＣＡＧＣＡＡＧＴＴＴＴＡＧＡＡＧＧ
ＧＧＡＧＴＡＴＴＴＴＴＡＴＴＡＡＧＴＡＧＣＡＴＴＧＡＧＧＡＴＧＡＧＣＴＴＡＴＡＴ
ＣＧＧＡＡＧＡＴＡＡＡＡＧＧＴＣＴＡＡＴＡＴＴＡＡＧＡＡＡＧＴＴＧＴＧＣＴＴＧＡ
ＧＡＣＴＡＴＧＴＴＡＡＡＡＧＡＴＧＡＴＡＡＡＴＡＴＴＧＧＡＧＡＡＡＧＴＡＴＴＡＴ
ＡＡＧＧＡＴＴＣＡＧＡＡＡＧＡＴＴＡＧＡＡＴＴＡＧＡＴＡＴＴＴＧＧＴＡＣＡＡＣＴ
ＴＡＣＴＴＧＡＴＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＴＴＡＴＴＧＧＧＡＡＴＡＴＡＡＡＧＡＧＡＴ
ＡＡＡＡＡＴＡＧＣＴＴＴＡＡＡＴＡＧＧＣＴＴＴＴＴＧＡＡＡＡＴＴＴＴＴＣＧＧＡＡ
ＧＧＧＧＴＴＧＡＴＡＴＴＡＧＡＴＡＣＡＴＣＴＡＴＣＡＡＴＡＴＴＴＴＴＡＴＧＡＴＴ
ＣＧＴＡＴＴＴＴＡＡＡＧＴＡＡＧＡＧＡＡＧＧＡＡＡＡＡＴＡＡＧＡＡＡＴＧＡＴＣＣ
ＡＡＧＧＧＡＧＣＴＡＡＴＡＡＡＧＡＡＴＧＡＡＡＴＡＡＡＧＡＡＧＧＴＣＴＴＧＧＡＧ
ＧＡＣＴＡＴＣＡＣＴＡＴＧＣＴＧＴＡＡＡＣＴＴＡＴＡＡ
【０１０３】
コドン最適化ヌクレオチド配列（配列番号：１０）
【０１０４】
ＡＴＧＴＧＧＣＴＧＡＧＣＡＡＧＧＡＣＴＡＣＣＴＧＣＧＴＡＡＧＡＡＧＧＧＣＧＴＴＴ
ＡＣＡＧＣＡＴＴＴＧＣＡＧＣＡＧＣＡＡＣＣＣＧＴＡＴＧＴＴＡＴＴＧＡＡＧＣＧＡＧ
ＣＧＴＧＧＡＧＴＴＣＧＣＧＡＡＧＧＡＧＡＡＡＡＡＣＧＡＴＴＡＣＡＴＣＣＴＧＡＴＴ
ＧＡＡＧＣＧＡＣＣＣＣＧＣＡＣＣＡＧＡＴＣＡＡＣＣＡＡＴＴＴＧＧＴＧＧＣＴＡＴＡ
ＧＣＧＧＣＡＴＧＡＣＣＣＣＧＧＡＧＧＡＣＴＴＣＡＡＧＡＡＣＴＴＴＧＴＴＡＴＧＧＧ
ＣＡＴＣＡＴＴＡＡＧＧＡＡＡＡＡＧＧＴＡＴＣＧＡＧＧＡＡＧＡＣＣＧＴＧＴＧＡＴＴ
ＣＴＧＧＧＴＧＧＣＧＡＴＣＡＣＣＴＧＧＧＴＣＣＧＣＴＧＣＣＧＴＧＧＣＡＧＧＡＴＧ
ＡＧＣＣＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＧＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＡＧＣＧＡＡＡＧＡＣＣＴＧＡＴ
ＣＣＧＴＧＣＧＴＴＣＧＴＴＧＡＡＡＧＣＧＧＴＴＡＣＡＡＧＡＡＡＡＴＴＣＡＣＣＴＧ
ＧＡＴＴＧＣＡＧＣＡＴＧＡＧＣＣＴＧＡＧＣＧＡＣＧＡＴＣＣＧＧＴＧＧＴＴＣＴＧＡ
ＧＣＣＣＧＧＡＧＡＡＧＡＴＣＧＣＧＧＡＡＣＧＴＧＡＧＣＧＴＧＡＡＣＴＧＣＴＧＧＡ
ＡＧＴＴＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＣＣＧＣＧＣＧＴＡＡＡＴＡＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡＣＣＧ
ＧＴＧＴＡＴＧＴＧＧＴＧＧＧＴＡＣＣＧＡＴＧＴＴＣＣＧＧＴＴＧＣＧＧＧＴＧＧＣＧ
ＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＧＴＡＴＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＡＧＧＡＣＴＴＣＣＧＴＧＴ
ＴＧＣＧＡＴＴＡＧＣＡＧＣＣＴＧＡＡＧＡＡＡＴＡＣＴＴＴＧＡＡＧＡＣＧＴＴＣＣＧ
ＣＧＴＡＴＴＴＧＧＧＡＴＣＧＴＡＴＣＡＴＴＧＧＴＴＴＣＧＴＧＡＴＣＡＴＧＣＴＧＧ
ＧＣＡＴＴＧＧＴＴＴＣＡＡＣＴＡＣＧＡＧＡＡＧＧＴＧＴＴＴＧＡＡＴＡＴＧＡＴＣＧ
ＴＡＴＣＡＡＡＧＴＧＣＧＴＡＡＡＡＴＴＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＴＴＡＡＧＡＡＡＧＡＧ
ＡＡＣＣＴＧＴＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＡＴＣＡＧＡＣＣＡ
ＡＧＣＧＴＧＣＧＣＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＴＧＧＣＧＴＴＣＧＴＡＴ
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ＣＣＴＧＡＡＡＧＴＧＧＧＴＣＣＧＧＣＧＣＴＧＡＣＣＧＣＧＡＧＣＴＴＣＣＧＴＣＧＴ
ＧＧＴＧＴＧＴＴＴＣＴＧＣＴＧＡＧＣＡＧＣＡＴＣＧＡＧＧＡＣＧＡＡＣＴＧＡＴＴＡ
ＧＣＧＡＧＧＡＴＡＡＡＣＧＴＡＧＣＡＡＣＡＴＴＡＡＧＡＡＡＧＴＧＧＴＴＣＴＧＧＡ
ＡＡＣＣＡＴＧＣＴＧＡＡＧＧＡＣＧＡＴＡＡＡＴＡＣＴＧＧＣＧＴＡＡＧＴＡＣＴＡＴ
ＡＡＡＧＡＣＡＧＣＧＡＧＣＧＴＣＴＧＧＡＡＣＴＧＧＡＴＡＴＣＴＧＧＴＡＣＡＡＣＣ
ＴＧＣＴＧＧＡＣＣＧＴＡＴＴＣＧＴＴＡＣＴＡＣＴＧＧＧＡＧＴＡＣＡＡＧＧＡＡＡＴ
ＣＡＡＧＡＴＴＧＣＧＣＴＧＡＡＣＣＧＴＣＴＧＴＴＣＧＡＧＡＡＣＴＴＴＡＧＣＧＡＡ
ＧＧＣＧＴＴＧＡＴＡＴＣＣＧＴＴＡＣＡＴＣＴＡＣＣＡＡＴＡＣＴＴＣＴＡＣＧＡＣＡ
ＧＣＴＡＣＴＴＣＡＡＡＧＴＧＣＧＴＧＡＧＧＧＴＡＡＡＡＴＣＣＧＴＡＡＣＧＡＣＣＣ
ＧＣＧＴＧＡＡＣＴＧＡＴＴＡＡＧＡＡＣＧＡＧＡＴＴＡＡＧＡＡＡＧＴＧＣＴＧＧＡＡ
ＧＡＣＴＡＣＣＡＴＴＡＴＧＣＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＴＡＡ
【０１０５】
アミノ酸配列（配列番号：１１）
【０１０６】
ＭＷＬＳＫＤＹＬＲＫＫＧＶＹＳＩＣＳＳＮＰＹＶＩＥＡＳＶＥＦＡＫＥＫＮＤＹＩＬＩ
ＥＡＴＰＨＱＩＮＱＦＧＧＹＳＧＭＴＰＥＤＦＫＮＦＶＭＧＩＩＫＥＫＧＩＥＥＤＲＶＩ
ＬＧＧＤＨＬＧＰＬＰＷＱＤＥＰＳＳＳＡＭＫＫＡＫＤＬＩＲＡＦＶＥＳＧＹＫＫＩＨＬ
ＤＣＳＭＳＬＳＤＤＰＶＶＬＳＰＥＫＩＡＥＲＥＲＥＬＬＥＶＡＥＥＴＡＲＫＹＮＦＱＰ
ＶＹＶＶＧＴＤＶＰＶＡＧＧＧＥＥＥＧＩＴＳＶＥＤＦＲＶＡＩＳＳＬＫＫＹＦＥＤＶＰ
ＲＩＷＤＲＩＩＧＦＶＩＭＬＧＩＧＦＮＹＥＫＶＦＥＹＤＲＩＫＶＲＫＩＬＥＥＶＫＫＥ
ＮＬＦＶＥＧＨＳＴＤＹＱＴＫＲＡＬＲＤＭＶＥＤＧＶＲＩＬＫＶＧＰＡＬＴＡＳＦＲＲ
ＧＶＦＬＬＳＳＩＥＤＥＬＩＳＥＤＫＲＳＮＩＫＫＶＶＬＥＴＭＬＫＤＤＫＹＷＲＫＹＹ
ＫＤＳＥＲＬＥＬＤＩＷＹＮＬＬＤＲＩＲＹＹＷＥＹＫＥＩＫＩＡＬＮＲＬＦＥＮＦＳＥ
ＧＶＤＩＲＹＩＹＱＹＦＹＤＳＹＦＫＶＲＥＧＫＩＲＮＤＰＲＥＬＩＫＮＥＩＫＫＶＬＥ
ＤＹＨＹＡＶＮＬ
【０１０７】
　Ａｒｃｈａｅｏｇｌｏｂｕｓ　ｆｕｇｉｄｉｓからのタガトース６－リン酸ホスファタ
ーゼ（Ｔ６ＰＰ）（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ　Ｏ２９８０５）を使用した。５ｍＭのＭｇＣ
ｌ２及び１０ｍＭのＴ６Ｐを含有する５０ｍＭのＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．２）中
で５０℃で、活性を測定した。Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２濃縮器（１０，０００分子量カット
オフ）による酵素の濾過によって、反応を停止した。Ｆ６ＰＥについて記載されるような
遊離リン酸塩放出の検出によって、タガトース生成を決定した。
【０１０８】
Ａｒｃｈａｅｏｇｌｏｂｕｓ　ｆｕｌｇｉｄｕｓからの好熱性Ｔ６ＰＰ（Ｕｎｉｐｒｏｔ
　ＩＤ：Ｏ２９８０５）
【０１０９】
ヌクレオチド配列（配列番号：１２）
【０１１０】
ＡＴＧＴＴＣＡＡＡＣＣＡＡＡＧＧＣＣＡＴＣＧＣＡＧＴＴＧＡＣＡＴＡＧＡＴＧＧＣＡ
ＣＣＣＴＣＡＣＣＧＡＣＡＧＡＡＡＧＡＧＧＧＣＴＣＴＧＡＡＣＴＧＣＡＧＧＧＣＴＧＴ
ＴＧＡＡＧＣＴＣＴＣＣＧＣＡＡＧＧＴＡＡＡＡＡＴＴＣＣＣＧＴＧＡＴＴＴＴＧＧＣＣ
ＡＣＴＧＧＴＡＡＣＡＴＡＴＣＴＴＧＴＴＴＴＧＣＧＡＧＧＧＣＴＧＣＡＧＣＡＡＡＧＣ
ＴＧＡＴＴＧＧＡＧＴＣＴＣＡＧＡＣＧＴＧＧＴＡＡＴＣＴＧＣＧＡＧＡＡＴＧＧＧＧＧ
ＣＧＴＧＧＴＧＡＧＧＴＴＣＧＡＧＴＡＣＧＡＴＧＧＧＧＡＧＧＡＴＡＴＴＧＴＴＴＴＡ
ＧＧＡＧＡＴＡＡＡＧＡＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＧＡＧＧＣＴＧＴＧＡＧＧＧＴＧＣＴＴＧ
ＡＧＡＡＡＣＡＣＴＡＴＧＡＧＧＴＴＧＡＧＣＴＧＣＴＧＧＡＣＴＴＣＧＡＡＴＡＣＡＧ
ＧＡＡＧＴＣＧＧＡＡＧＴＧＴＧＣＡＴＧＡＧＧＡＧＧＡＧＣＴＴＴＧＡＣＡＴＣＡＡＣ
ＧＡＧＧＣＧＡＧＡＡＡＧＣＴＣＡＴＴＧＡＧＧＧＧＡＴＧＧＧＧＧＴＴＡＡＧＣＴＴＧ
ＴＧＧＡＴＴＣＡＧＧＣＴＴＴＧＣＣＴＡＣＣＡＣＡＴＴＡＴＧＧＡＴＧＣＴＧＡＴＧＴ
ＴＡＧＣＡＡＧＧＧＡＡＡＡＧＣＴＴＴＧＡＡＧＴＴＣＧＴＴＧＣＣＧＡＧＡＧＧＣＴＴ
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ＧＧＴＡＴＣＡＧＴＴＣＡＧＣＧＧＡＧＴＴＴＧＣＡＧＴＴＡＴＣＧＧＣＧＡＣＴＣＡＧ
ＡＧＡＡＣＧＡＣＡＴＡＧＡＣＡＴＧＴＴＣＡＧＡＧＴＴＧＣＴＧＧＡＴＴＣＧＧＡＡＴ
ＴＧＣＴＧＴＴＧＣＣＡＡＴＧＣＣＧＡＴＧＡＧＡＧＧＣＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＴＧＣＴ
ＧＡＴＴＴＡＧＴＴＡＣＧＣＣＡＴＣＡＣＣＡＧＡＣＧＧＣＧＡＧＧＧＧＧＴＴＧＴＴＧ
ＡＧＧＣＴＴＴＧＣＡＧＴＴＴＣＴＧＧＧＡＴＴＧＴＴＧＣＧＧＴＧＡ
【０１１１】
アミノ酸配列（配列番号：１３）
【０１１２】
ＭＦＫＰＫＡＩＡＶＤＩＤＧＴＬＴＤＲＫＲＡＬＮＣＲＡＶＥＡＬＲＫＶＫＩＰＶＩＬＡ
ＴＧＮＩＳＣＦＡＲＡＡＡＫＬＩＧＶＳＤＶＶＩＣＥＮＧＧＶＶＲＦＥＹＤＧＥＤＩＶＬ
ＧＤＫＥＫＣＶＥＡＶＲＶＬＥＫＨＹＥＶＥＬＬＤＦＥＹＲＫＳＥＶＣＭＲＲＳＦＤＩＮ
ＥＡＲＫＬＩＥＧＭＧＶＫＬＶＤＳＧＦＡＹＨＩＭＤＡＤＶＳＫＧＫＡＬＫＦＶＡＥＲＬ
ＧＩＳＳＡＥＦＡＶＩＧＤＳＥＮＤＩＤＭＦＲＶＡＧＦＧＩＡＶＡＮＡＤＥＲＬＫＥＹＡ
ＤＬＶＴＰＳＰＤＧＥＧＶＶＥＡＬＱＦＬＧＬＬＲ
【０１１３】
Ａｒｃｈａｅｏｇｌｏｂｕｓ　ｐｒｏｆｕｎｄｕｓからのＴ６ＰＰ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　Ｉ
Ｄ　Ｄ２ＲＨＶ２＿ＡＲＣＰＡ）
【０１１４】
ヌクレオチド配列（配列番号：１４）
【０１１５】
ＧＴＧＴＴＣＡＡＧＧＣＴＴＴＧＧＴＡＧＴＴＧＡＴＡＴＡＧＡＣＧＧＡＡＣＴＴＴＧＡ
ＣＧＧＡＴＡＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＡＴＡＡＡＣＴＧＣＡＧＡＧＣＧＧＴＣＧＡＡＧＣ
ＡＣＴＴＡＧＡＡＡＡＣＴＡＡＡＧＡＴＴＣＣＴＧＴＴＧＴＣＴＴＧＧＣＡＡＣＣＧＧＡ
ＡＡＣＡＴＴＴＣＡＴＧＣＴＴＴＧＣＡＡＧＧＧＣＴＧＴＡＧＣＴＡＡＧＡＴＴＡＴＡＧ
ＧＴＧＴＴＴＣＣＧＡＴＡＴＴＧＴＡＡＴＡＧＣＴＧＡＧＡＡＣＧＧＡＧＧＴＧＴＴＧＴ
ＣＡＧＡＴＴＣＡＧＣＴＡＣＧＡＣＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＴＡＧＴＴＣＴＧＧＧＧＧＡＴ
ＡＧＡＡＧＴＡＡＡＴＧＣＴＴＡＡＧＡＧＣＴＴＴＧＧＡＧＡＣＡＣＴＴＡＧＡＡＡＡＣ
ＧＣＴＴＣＡＡＡＧＴＡＧＡＧＣＴＴＣＴＣＧＡＣＡＡＣＧＡＡＴＡＴＡＧＧＡＡＧＴＣ
ＴＧＡＧＧＴＣＴＧＣＡＴＧＡＧＧＡＧＧＡＡＣＴＴＣＣＣＴＡＴＡＧＡＧＧＡＡＧＣＴ
ＡＧＡＡＡＧＡＴＡＣＴＧＣＣＡＡＡＡＧＡＴＧＴＴＡＧＡＡＴＡＧＴＣＧＡＴＡＣＡＧ
ＧＣＴＴＣＧＣＡＴＡＣＣＡＣＡＴＡＡＴＣＧＡＴＧＣＡＡＡＴＧＴＣＡＧＣＡＡＧＧＧ
ＧＡＡＧＧＣＴＴＴＧＡＴＧＴＴＣＡＴＡＧＣＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＧＧＣＴＴＧＧＡＣ
ＧＴＴＡＡＧＧＡＴＴＴＣＡＴＴＧＣＧＡＴＡＧＧＴＧＡＴＴＣＣＧＡＡＡＡＣＧＡＣＡ
ＴＴＧＡＡＡＴＧＴＴＧＧＡＡＧＴＴＧＣＡＧＧＴＴＴＴＧＧＣＧＴＴＧＣＡＧＴＴＧＣ
ＧＡＡＴＧＣＧＧＡＴＧＡＡＡＡＧＣＴＴＡＡＧＧＡＧＧＴＡＧＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣ
ＡＣＡＴＣＧＡＡＧＣＣＴＡＡＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＧＴＴＧＴＣＧＡＡＧＣＴＣＴＴＧ
ＡＧＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＣＡＴＴＴＡＧ
【０１１６】
アミノ酸配列（配列番号：１５）
【０１１７】
ＭＦＫＡＬＶＶＤＩＤＧＴＬＴＤＫＫＲＡＩＮＣＲＡＶＥＡＬＲＫＬＫＩＰＶＶＬＡＴＧ
ＮＩＳＣＦＡＲＡＶＡＫＩＩＧＶＳＤＩＶＩＡＥＮＧＧＶＶＲＦＳＹＤＧＥＤＩＶＬＧＤ
ＲＳＫＣＬＲＡＬＥＴＬＲＫＲＦＫＶＥＬＬＤＮＥＹＲＫＳＥＶＣＭＲＲＮＦＰＩＥＥＡ
ＲＫＩＬＰＫＤＶＲＩＶＤＴＧＦＡＹＨＩＩＤＡＮＶＳＫＧＫＡＬＭＦＩＡＤＫＬＧＬＤ
ＶＫＤＦＩＡＩＧＤＳＥＮＤＩＥＭＬＥＶＡＧＦＧＶＡＶＡＮＡＤＥＫＬＫＥＶＡＤＬＶ
ＴＳＫＰＮＧＤＧＶＶＥＡＬＥＦＬＧＬＩ
【０１１８】
Ａｒｃｈａｅｏｇｌｏｂｕｓ　ｖｅｎｅｆｉｃｕｓからのＴ６ＰＰ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　Ｉ
Ｄ　Ｆ２ＫＭＫ２＿ＡＲＣＶＳ）
【０１１９】
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ヌクレオチド配列（配列番号：１６）
【０１２０】
ＡＴＧＣＴＣＣＧＴＣＣＡＡＡＧＧＧＴＣＴＣＧＣＣＡＴＴＧＡＣＡＴＣＧＡＣＧＧＡＡ
ＣＣＡＴＡＡＣＡＴＡＣＡＧＧＡＡＴＣＧＡＡＧＣＣＴＧＡＡＣＴＧＴＡＡＧＧＣＣＧＴ
ＴＧＡＡＧＣＴＣＴＣＡＧＧＡＡＧＧＴＡＡＡＡＡＴＣＣＣＴＧＴＡＧＴＴＣＴＴＧＣＡ
ＡＣＴＧＧＣＡＡＣＡＴＡＴＣＣＴＧＴＴＴＣＧＣＡＡＧＡＡＣＴＧＣＴＧＣＡＡＡＧＣ
ＴＴＡＴＡＧＧＣＧＴＣＴＣＡＧＡＣＡＴＴＧＴＴＡＴＡＴＧＣＧＡＡＡＡＴＧＧＡＧＧ
ＴＡＴＴＧＴＴＣＧＡＴＴＣＡＧＣＴＡＣＧＡＴＧＧＣＧＡＣＧＡＣＡＴＡＧＴＧＣＴＴ
ＧＧＧＧＡＣＡＴＡＡＧＣＡＡＡＴＧＣＣＴＴＡＡＡＧＣＧＧＣＴＧＡＡＡＴＴＣＴＣＡ
ＡＡＧＡＧＴＡＣＴＴＴＧＡＡＡＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＴＧＡＣＧＣＴＧＡＧＴＡＣＡＧ
ＧＡＡＧＴＣＧＧＡＧＧＴＣＴＧＴＣＴＴＣＧＣＡＧＡＡＡＣＴＴＴＣＣＴＡＴＴＧＡＡ
ＧＡＧＧＣＧＡＧＧＡＡＡＡＴＴＣＴＴＣＡＣＧＡＴＧＣＡＡＡＧＣＴＴＧＡＴＧＴＴＡ
ＡＡＡＴＣＧＴＣＧＡＴＴＣＡＧＧＴＴＴＴＧＣＧＴＡＣＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＡＴＧＣ
ＧＡＡＧＧＴＣＡＧＣＡＡＡＧＧＡＡＧＧＧＣＴＣＴＴＧＡＧＴＡＣＡＴＡＧＣＴＧＡＴ
ＧＡＡＣＴＴＧＧＴＡＴＡＡＧＴＣＣＧＡＡＧＧＡＧＴＴＣＧＣＴＧＣＡＡＴＴＧＧＴＧ
ＡＴＴＣＴＧＡＧＡＡＣＧＡＣＡＴＡＧＡＣＣＴＧＡＴＴＡＡＧＧＣＴＧＣＣＧＧＣＣＴ
ＣＧＧＴＡＴＴＧＣＣＧＴＴＧＧＡＧＡＴＧＣＴＧＡＣＴＴＡＡＡＧＣＴＣＡＡＡＡＴＧ
ＧＡＧＧＣＣＧＡＣＧＴＧＧＴＡＧＴＣＴＣＧＡＡＧＡＡＧＡＡＴＧＧＣＧＡＴＧＧＡＧ
ＴＴＧＴＴＧＡＡＧＣＡＣＴＴＧＡＧＣＴＴＣＴＧＧＧＣＴＴＡＡＴＴＴＡＡ
【０１２１】
アミノ酸配列（配列番号：１７）
【０１２２】
ＭＬＲＰＫＧＬＡＩＤＩＤＧＴＩＴＹＲＮＲＳＬＮＣＫＡＶＥＡＬＲＫＶＫＩＰＶＶＬＡ
ＴＧＮＩＳＣＦＡＲＴＡＡＫＬＩＧＶＳＤＩＶＩＣＥＮＧＧＩＶＲＦＳＹＤＧＤＤＩＶＬ
ＧＤＩＳＫＣＬＫＡＡＥＩＬＫＥＹＦＥＩＥＦＬＤＡＥＹＲＫＳＥＶＣＬＲＲＮＦＰＩＥ
ＥＡＲＫＩＬＨＤＡＫＬＤＶＫＩＶＤＳＧＦＡＹＨＩＭＤＡＫＶＳＫＧＲＡＬＥＹＩＡＤ
ＥＬＧＩＳＰＫＥＦＡＡＩＧＤＳＥＮＤＩＤＬＩＫＡＡＧＬＧＩＡＶＧＤＡＤＬＫＬＫＭ
ＥＡＤＶＶＶＳＫＫＮＧＤＧＶＶＥＡＬＥＬＬＧＬＩ
【０１２３】
　Ｃ．ｔｈｅｒｍｏｃｅｌｌｕｍからの組換えのセロデキストリンホスホリラーゼ及びセ
ロビオースホスホリラーゼは、Ｙｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ　ｈｉｇｈ－
ｙｉｅｌｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｆｒｏｍ　ｃｅｌｌｕｌ
ｏｓｉｃ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ａｎｄ　ｗａｔｅｒ　ｃａｔａｌｙｚｅｄ　ｂｙ　ｅｎ
ｚｙｍｅ　ｃｏｃｋｔａｉｌｓ．ＣｈｅｍＳｕｓＣｈｅｍ　２００９；２：１４９－１５
２中で記載される。記載されるように、それらの活性をアッセイした。
【０１２４】
　Ｔｈｅｒｍｏｂｉｆｉｄａ　ｆｕｓｃａ　ＹＸからの組換えポリリン酸グルコキナーゼ
は、Ｌｉａｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｅ－ｓｔｅｐ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　
ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ　ｐｏｌｙｐｈｏｓｐ
ｈａｔｅ　ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ　ｆｒｏｍ　Ｔｈｅｒｍｏｂｉｆｉｄａ　ｆｕｓｃａ
　ＹＸ：ｇｌｕｃｏｓｅ－６－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈｏ
ｕｔ　ＡＴＰ．Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０１２；９３
：１１０９－１１１７中で記載される。記載されるように、その活性をアッセイした。
【０１２５】
　Ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓ　ｔｏｋｏｄａｉｉからの組換えイソアミラーゼは、Ｃｈｅｎｇ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｏｕｂｌｉｎｇ　ｐｏｗｅｒ　ｏｕｔｐｕｔ　ｏｆ　ｓｔａｒｃｈ　
ｂｉｏｂａｔｔｅｒｙ　ｔｒｅａｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｏｓｔ　ｔｈｅｒｍｏｓｔａ
ｂｌｅ　ｉｓｏａｍｙｌａｓｅ　ｆｒｏｍ　ａｎ　ａｒｃｈａｅｏｎ　Ｓｕｌｆｏｌｏｂ
ｕｓ　ｔｏｋｏｄａｉｉ．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　２０１５；５：１３
１８４中で記載される。記載されるように、その活性をアッセイした。
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【０１２６】
　Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｏｒａｌｉｓからの組換え４－α－グルカノルトラ
ンスフェラーゼ（ｇｌｕｃａｎｏｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）は、Ｊｅｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．４－α－Ｇｌｕｃａｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｈｙｐｅｒｔｈ
ｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ　Ａｒｃｈａｅｏｎ　Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　Ｌｉｔｏｒａｌ
ｉｓ．Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１９９７；２４８：１７１－１７８中で記載される
。記載されるように、その活性を測定した。
【０１２７】
　Ｃａｌｄｉｔｈｒｉｘ　ａｂｙｓｓｉからのスクロースホスホリラーゼ（Ｕｎｉｐｒｏ
ｔ　Ｈ１ＸＴ５０）を使用した。１０ｍＭのスクロース及び１２ｍＭの有機リン酸塩を含
有する５０ｍＭのＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．５）中で、その活性を測定した。グル
コース１－リン酸（Ｇ１Ｐ）を、２５Ｕ／ｍＬのホスホグルコムターゼを補足したグルコ
ースヘキソキナーゼ／Ｇ６ＰＤＨアッセイキットを使用して、α－グルカンホスホリラー
ゼでのように測定した。
【０１２８】
　各々の実施例中で以下に使用される酵素単位を増加又は減少させて、所望に応じて反応
時間を調整することができる。例えば、もし２４時間ではなく８時間で実施例９を遂行し
たければ、酵素の単位は約３倍増加されるであるだろう。反対に、もし２４時間ではなく
４８時間で実施例９を遂行したければ、酵素単位は約２倍減少されるであるだろう。これ
らの例は、一定の生成性を維持しながら反応時間を増加又は減少させるのに、どのように
酵素単位の量を使用できるかを示す。
【０１２９】
例１
【０１３０】
　デンプンからのフルクトース６－リン酸の酵素的生合成の技術的実行可能性を検証する
ために、３つの酵素を組換えにより発現させ、それらは、Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａからのα
－グルカンホスホリラーゼ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ　Ｇ４ＦＥＨ８）、Ｔｈｅｒｍｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ｋｏｄａｋａｒａｅｎｓｉｓからのホスホグルコムターゼ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　
ＩＤ　Ｑ６８ＢＪ６）及びＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｈｅｒｍｏｃｅｌｌｕｍからのｐ
ｈｏｓｐｈｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ（Ｕｎｉｐｒｏｔ　ＩＤ　Ａ３ＤＢＸ９）である。組換
えタンパク質をＥ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）中で過剰に発現させ、上記のように精
製した。
【０１３１】
　１０ｇ／Ｌの可溶性デンプン、５０ｍＭのリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．２）、５ｍＭの
ＭｇＣｌ２、０．５ｍＭのＺｎＣｌ２、０．０１ＵのαＧＰ、０．０１ＵのＰＧＭ、及び
０．０１ＵのＰＧＩを含有する０．２０ｍＬの反応混合物を、５０℃で２４時間インキュ
ベーションした。Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２濃縮器（１０，０００分子量カットオフ）による
酵素の濾過によって、反応を停止した。産物（フルクトース６－リン酸（Ｆ６Ｐ））を、
上記のように、フルクトース６－リン酸キナーゼ（Ｆ６ＰＫ）／ピルビン酸デヒドロゲナ
ーゼ（ＰＫ）／乳酸脱水素酵素（ＬＤ）共役酵素アッセイ（そこで３４０ｎｍでの吸光度
の減少はＦ６Ｐの生成を指摘する）を使用して決定した。２４時間後のＦ６Ｐの最終濃度
は３．６ｇ／Ｌであった。
【０１３２】
例２
【０１３３】
　実施例１と同じ試験（反応温度以外は）を４０～８０℃で実行した。４０時間の反応の
後に、１０ｇ／Ｌの可溶性デンプンが、４０℃で０．９ｇ／ＬのＦ６Ｐ及び８０℃で３．
６ｇ／ＬのＦ６Ｐを生成したことが見出された。これらの結果から、酵素のこのセットに
ついて反応温度を増加させることはＦ６Ｐ収率を増加させることが示唆されるが、あまり
にも高い温度はある程度の酵素活性を損ない得る。
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【０１３４】
例３
【０１３５】
　８０℃で、およそ１：１：１のαＧＰ：ＰＧＭ：ＰＧＩの酵素比は速いＦ６Ｐ生成をも
たらすことが見出された。反応時間が十分に長かったならば、酵素比は最終的なＦ６Ｐ濃
度に大きく影響を及ぼさなかったことが指摘された。しかしながら、酵素比は、反応速度
、及びシステムにおいて使用される酵素の合計の費用に影響する。
【０１３６】
例４
【０１３７】
　１０ｇ／Ｌのマルトデキストリン、５０ｍＭのリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．２）、５ｍ
ＭのＭｇＣｌ２、０．５ｍＭのＺｎＣｌ２、０．０１ＵのαＧＰ、０．０１ＵのＰＧＭ、
及び０．０１ＵのＰＧＩを含有する０．２０ｍＬの反応混合物を、５０℃で２４時間イン
キュベーションした。Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２濃縮器（１０，０００分子量カットオフ）に
よる酵素の濾過によって、反応を停止した。産物（フルクトース６－リン酸（Ｆ６Ｐ））
を、上記のように、フルクトース６－リン酸キナーゼ（Ｆ６ＰＫ）／ピルビン酸デヒドロ
ゲナーゼ（ＰＫ）／乳酸脱水素酵素（ＬＤ）共役酵素アッセイ（そこで３４０ｎｍでの吸
光度の減少はＦ６Ｐの生成を指摘する）を使用して決定した。２４時間後のＦ６Ｐの最終
濃度は３．６ｇ／Ｌであった。
【０１３８】
例５
【０１３９】
　アビセル（商標）からのＦ６Ｐ生成について試験するために、Ｓｉｇｍａセルラーゼを
使用して５０℃でセルロースを加水分解した。市販のセルラーゼからβ－グルコシダーゼ
を除去するために、１０ろ紙分解活性（ｆｉｌｔｅｒ　ｐａｐｅｒ　ｕｎｉｔ）／ｍＬの
セルラーゼを、氷水浴で１０ｇ／Ｌのアビセル（商標）へ１０分間混合した。４℃での遠
心分離の後に、β－グルコシダーゼを含有する上清をデカントした。エンドグルカナーゼ
及びセロビオヒドロラーゼを含有するセルラーゼと結合したアビセル（商標）を、加水分
解のためにクエン酸バッファー（ｐＨ４．８）中で５０℃で３日間再懸濁した。セルロー
ス加水分解物を、１０ｍＭのリン酸塩、５ｍＭのＭｇＣｌ２及び０．５ｍＭのＺｎＣｌ２

を含有する１００ｍＭのＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．２）中の、５Ｕ／ｍＬのセロデ
キストリンホスホリラーゼ、５Ｕ／Ｌのセロビオースホスホリラーゼ、５Ｕ／ｍＬのαＧ
Ｐ、５Ｕ／ｍＬのＰＧＭ及び５Ｕ／ｍＬのＰＧＩと混合した。反応を７２時間６０℃で遂
行し、高濃度のＦ６Ｐが見出された（グルコースは少量及びセロビオースはない）。上記
の共役酵素アッセイを使用してＦ６Ｐを検出した。ヘキソキナーゼ／Ｇ６ＰＤＨアッセイ
キットを上記のように使用してグルコースを検出した。
 
【０１４０】
例６
【０１４１】
　アビセル（商標）からのＦ６Ｐ収率を増加させるために、Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ａ
　ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｓｗｅｌｌｉｎｇ　ｔｏ　ｃ
ｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｂｙ　ｏ－ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ　ａｃｉ
ｄ：ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｆｒｏｍ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ａｎｄ
　ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕ
ｌｅｓ　　２００６；７：６４４－６４８中で記載されるように、アビセル（商標）を濃
リン酸により前処理して非晶性セルロース（ＲＡＣ）を生成した。市販のセルラーゼから
β－グルコシダーゼを除去するために、１０ろ紙分解活性／ｍＬのセルラーゼを、１０ｇ
／ＬのＲＡＣと氷水浴で５分間混合した。４℃での遠心分離の後に、β－グルコシダーゼ
を含有する上清をデカントした。エンドグルカナーゼ及びセロビオヒドロラーゼを含有す
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るセルラーゼと結合したＲＡＣを、加水分解のためにクエン酸バッファー（ｐＨ４．８）
中で５０℃で１２時間再懸濁した。ＲＡＣ加水分解物を、１０ｍＭのリン酸塩、５ｍＭの
ＭｇＣｌ２及び０．５ｍＭのＺｎＣｌ２を含有する１００ｍＭのＨＥＰＥＳバッファー（
ｐＨ７．２）中の、５Ｕ／ｍＬのセロデキストリンホスホリラーゼ、５Ｕ／Ｌのセロビオ
ースホスホリラーゼ、５Ｕ／ｍＬのαＧＰ、５Ｕ／ｍＬのＰＧＭ及び５Ｕ／ｍＬのＰＧＩ
と混合した。反応を６０℃で７２時間遂行した。グルコースをＦ６Ｐへ変換するために酵
素が添加されなかったので、高濃度のＦ６Ｐ及びグルコースが回収された。上記の共役酵
素アッセイを使用してＦ６Ｐを検出した。ヘキソキナーゼ／Ｇ６ＰＤＨアッセイキットを
上記のように使用してグルコースを検出した。
 
【０１４２】
例７
【０１４３】
　ＲＡＣからのＦ６Ｐ収率を更に増加させるために、ポリリン酸グルコキナーゼ及びポリ
リン酸塩を添加した。市販のセルラーゼからβ－グルコシダーゼを除去するために、１０
ろ紙分解活性／ｍＬのセルラーゼを、１０ｇ／ＬのＲＡＣと氷水浴で５分間混合した。４
℃での遠心分離の後に、β－グルコシダーゼを含有する上清をデカントした。エンドグル
カナーゼ及びセロビオヒドロラーゼを含有するセルラーゼと結合したＲＡＣを、５０℃で
の加水分解のためにクエン酸バッファー（ｐＨ４．８）中で再懸濁し、加水分解のために
クエン酸バッファー（ｐＨ４．８）中で５０℃で１２時間インキュベーションした。ＲＡ
Ｃ加水分解物を、５０ｍＭのポリリン酸塩、１０ｍＭのリン酸塩、５ｍＭのＭｇＣｌ２及
び０．５ｍＭのＺｎＣｌ２を含有する１００ｍＭのＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．２）
中の、５Ｕ／ｍＬのポリリン酸グルコキナーゼ、５Ｕ／ｍＬのセロデキストリンホスホリ
ラーゼ、５Ｕ／Ｌのセロビオースホスホリラーゼ、５Ｕ／ｍＬのαＧＰ、５Ｕ／ｍＬのＰ
ＧＭ及び５Ｕ／ｍＬのＰＧＩと混合した。反応を５０℃で７２時間遂行した。Ｆ６Ｐは高
濃度で見出され、ここでは存在するグルコースは少量のみであった。上記の共役酵素アッ
セイを使用してＦ６Ｐを検出した。ヘキソキナーゼ／Ｇ６ＰＤＨアッセイキットを上記の
ように使用してグルコースを検出した。
【０１４４】
例８
【０１４５】
　Ｆ６Ｐからのタガトース生成を検証するために、２ｇ／ＬのＦ６Ｐを、５ｍＭのＭｇＣ
ｌ２を含有する５０ｍＭのＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．２）中の、１Ｕ／ｍｌのフル
クトース６－リン酸エピメラーゼ（Ｆ６ＰＥ）及び１Ｕ／ｍｌのタガトース６－リン酸ホ
スファターゼ（Ｔ６ＰＰ）と混合した。反応物を５０℃で１６時間インキュベーションし
た。Ｆ６Ｐのタガトースへの１００％の変換を、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｈｉ－Ｐｌｅｘ　Ｈ－
カラム及び屈折率検出器を使用して、ＨＰＬＣ（Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００シリーズ）に
よって観察する。サンプルは、０．６ｍＬ／分で５ｍＭのＨ２ＳＯ４中で流した。
【０１４６】
例９
【０１４７】
　マルトデキストリンからのタガトースの生成を検証するために、２０ｇ／Ｌのマルトデ
キストリン、５０ｍＭのリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．２）、５ｍＭのＭｇＣｌ２、０．０
５ＵのαＧＰ、０．０５ＵのＰＧＭ、０．０５ＵのＰＧＩ、０．０５ＵのＦ６ＰＥ、及び
０．０５ＵのＴ６ＰＰを含有する０．２０ｍＬの反応混合物を、５０℃で２４時間インキ
ュベーションした。Ｖｉｖａｓｐｉｎ　２濃縮器（１０，０００分子量カットオフ）によ
る酵素の濾過によって、反応を停止した。タガトースを、屈折率検出器と共にＡｇｉｌｅ
ｎｔ　１１００シリーズＨＰＬＣ及びＡｇｉｌｅｎｔ　Ｈｉ－Ｐｌｅｘ　Ｈ－カラムを使
用して、検出及び定量化した。移動相は５ｍＭのＨ２ＳＯ４であり、０．６ｍＬ／分で流
した。９．２ｇ／Ｌのタガトースの収率を得た。これは、酵素（イソアミラーゼ又は４－
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グルカントランスフェラーゼ等）なしのマルトデキストリン分解の制限に起因する理論収
率の９２％と一致する。タガトースの様々な濃度のスタンダードを使用して、この収率を
定量化した。
【０１４８】
例１０
　２００ｇ／Ｌのマルトデキストリン、１０ｍＭの酢酸バッファー（ｐＨ５．５）、５ｍ
ＭのＭｇＣｌ２、及び０．１ｇ／Ｌのイソアミラーゼを含有する反応混合物を、８０℃で
２４時間インキュベーションした。これを使用して、２０ｇ／Ｌのイソアミラーゼ処理マ
ルトデキストリン、５０ｍＭのリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．２）、５ｍＭのＭｇＣｌ２、
０．０５ＵのαＧＰ、０．０５ＵのＰＧＭ、０．０５ＵのＰＧＩ、０．０５ＵのＦ６ＰＥ
、及び０．０５ＵのＴ６ＰＰを含有する０．２０ｍＬの別の反応混合物を生成し、５０℃
で２４時間インキュベーションした。実施例９中のように、タガトースの生成を定量化し
た。タガトースの収率は、イソアミラーゼによるマルトデキストリンの前処理により１６
ｇ／Ｌへ増加した。
【０１４９】
例１１
【０１５０】
　マルトデキストリンからのタガトース収率を更に増加させるために、０．０５Ｕの４－
グルカントランスフェラーゼ（４ＧＴ）を実施例９中で記載される反応へ添加した。
【０１５１】
　２０ｇ／Ｌのイソアミラーゼ処理マルトデキストリン（実施例９を参照）、５０ｍＭの
リン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．２）、５ｍＭのＭｇＣｌ２、０．０５ＵのαＧＰ、０．０５
ＵのＰＧＭ、０．０５ＵのＰＧＩ、０．０５ＵのＦ６ＰＥ、０．０５ＵのＴ６ＰＰ、及び
０．０５Ｕの４ＧＴを含有する０．２ｍＬの反応混合物を、５０℃で２４時間インキュベ
ーションした。実施例９中のように、タガトースの生成を定量化した。タガトースの収率
は、ＩＡ処理マルトデキストリンへの４ＧＴの添加により１７．７ｇ／Ｌへ増加した。こ
れは理論収率の８８．５％と一致する。
【０１５２】
例１２
【０１５３】
　リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）の濃度範囲を決定するために、５０ｇ／Ｌのマルトデキス
トリン；６．２５ｍＭ、１２．５ｍＭ、２５ｍＭ、３７．５ｍＭ又は５０ｍＭのリン酸緩
衝食塩水（ｐＨ７．２）；５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．１ＵのａＧＰ；０．１ＵのＰＧＭ；
０．１ＵのＰＧＩ；０．１ＵのＦ６ＰＥ；及び０．１ＵのＴ６ＰＰを含有する０．２０ｍ
Ｌの反応混合物を５０℃で６時間インキュベーションした。短い継続時間は完了に到達し
なかったことを保証し、したがって、効率における差を明確に見出すことができた。実施
例９中のように、タガトースの生成を定量化した。６．２５ｍＭ、１２．５ｍＭ、２５ｍ
Ｍ、３７．５ｍＭ又は５０ｍＭのいずれかのリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．２）を含む反応
について、それぞれ、４．５ｇ／Ｌ、５．１ｇ／Ｌ、５．６ｇ／Ｌ、４．８ｇ／Ｌ又は４
．９ｇ／Ｌのタガトースの収率が得られた（表１）。これらの結果は、２５ｍＭのＰＢＳ
（ｐＨ７．２）の濃度がこれらの特定の反応条件のために理想的であることを指摘する。
ｐＨ７．２での６．２５ｍＭのＰＢＳの使用でさえ、リン酸塩リサイクルに起因する有意
なターンオーバーをもたらすことに注目することが重要である。これは、開示されるリン
酸塩リサイクル方法が、工業レベルの体積あたりの生産性（例えば２００～３００ｇ／Ｌ
のマルトデキストリン）ででさえ、低いリン酸塩レベルを維持できることを示す。
【０１５４】
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【表１】

【０１５５】
例１３
【０１５６】
　カスケード反応のｐＨ領域を決定するために、５０ｇ／Ｌのマルトデキストリン；５０
ｍＭのリン酸緩衝食塩水（ｐＨ６．０、６．２、６．４、６．６、６．８、７．０、７．
２又は７．３）；５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．０２ＵのαＧＰ；０．０２ＵのＰＧＭ；０．
０２ＵのＰＧＩ；０．０２ＵのＦ６ＰＥ；及び０．０２ＵのＴ６ＰＰを含有する０．２０
ｍＬの反応混合物を５０℃で１６時間インキュベーションした。完了に到達しなかったこ
とを保証するために単位を低下させ、したがって、効率における差を明確に見出すことが
できた。実施例８中のように、タガトースの生成を定量化した。ｐＨ６．０、６．２、６
．４、６．６、６．８、７．０、７．２又は７．３の５０ｍＭのリン酸緩衝食塩水を含む
反応について、それぞれ、４．０ｇ／Ｌ、４．１ｇ／Ｌ、４．２ｇ／Ｌ、４．１ｇ／Ｌ、
４．４ｇ／Ｌ、４．１ｇ／Ｌ、３．８ｇ／Ｌ又は４．０のｇ／Ｌタガトースの収率が得ら
れた（表２）。これらの結果は、このシステムは幅広いｐＨ領域を通して作動するが、６
．８のｐＨがこれらの特定の反応条件のために理想的であることを指摘する。
【０１５７】
【表２】

【０１５８】
例１４
【０１５９】
　スケールアップを調査するために、５０ｇ／Ｌのイソアミラーゼ処理マルトデキストリ
ン（実施例９を参照）、５０ｍＭのリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．２）、５ｍＭのＭｇＣｌ

２、１０ＵのαＧＰ、１０ＵのＰＧＭ、１０ＵのＰＧＩ、１０ＵのＦ６ＰＥ、及び１０Ｕ
のＴ６ＰＰを含有する２０ｍＬの反応混合物を、５０℃で２４時間インキュベーションし
た。実施例８中のように、タガトースの生成を定量化した。タガトースの収率は、２０ｍ
Ｌのスケール及び５０ｇ／Ｌのマルトデキストリンで３７．６ｇ／Ｌであった。これは理
論収率の７５％と一致する。これらの結果は、より大きな反応容積へのスケールアップが
収率の有意な損失をもたらさないことを指摘する。
【０１６０】
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例１５
【０１６１】
　マルトデキストリンからのタガトース収率を更に増加させるために、０．０５Ｕのマル
トースホスホリラーゼを実施例９中で記載される反応へ添加する。
【０１６２】
例１６
【０１６３】
　マルトデキストリンからのタガトース収率を更に増加させるために、０．０５Ｕのポリ
リン酸グルコキナーゼ及び７５ｍＭのポリリン酸塩を実施例９中で記載される反応へ添加
する。
【０１６４】
例１７
【０１６５】
　フルクトースからタガトースを生成するために、１０ｇ／Ｌのフルクトース、５０ｍＭ
のＴｒｉｓバッファー（ｐＨ７．０）、７５ｍＭのポリリン酸塩、５ｍＭのＭｇＣｌ２、
０．０５Ｕのフルクトースポリリン酸キナーゼ、０．０５ＵのＦ６ＰＥ、及び０．０５Ｕ
のＴ６ＰＰを含有する０．２０ｍＬの反応混合物を、５０℃で２４時間インキュベーショ
ンする。実施例９中のように、タガトースの生成を定量化する。
【０１６６】
例１８
【０１６７】
　グルコースからタガトースを生成するために、１０ｇ／Ｌのグルコース、５０ｍＭのＴ
ｒｉｓバッファー（ｐＨ７．０）、７５ｍＭのポリリン酸塩、５ｍＭのＭｇＣｌ２、０．
０５Ｕのグルコースポリリン酸キナーゼ、０．０５ＵのＰＧＩ、０．０５ＵのＦ６ＰＥ、
及び０．０５ＵのＴ６ＰＰを含有する０．２０ｍＬの反応混合物を、５０℃で２４時間イ
ンキュベーションする。実施例９中のように、タガトースの生成を定量化する。
【０１６８】
例１９
【０１６９】
　スクロースからタガトースを生成するために、１０ｇ／Ｌのスクロース、５０ｍＭのリ
ン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．０）、５ｍＭのＭｇＣｌ２、０．０５Ｕのスクロースホスホリ
ラーゼ、０．０５ＵのＰＧＭ、０．０５ＵのＰＧＩ、０．０５ＵのＦ６ＰＥ、及び０．０
５ＵのＴ６ＰＰを含有する０．２０ｍＬの反応混合物を、５０℃で２４時間インキュベー
ションする。実施例９中のように、タガトースの生成を定量化する。
【０１７０】
例２０
【０１７１】
スクロースからのタガトースの収率を更に増加させるために、７５ｍＭのポリリン酸塩及
び０．０５のポリリン酸フルクトキナーゼを実施例１５における反応混合物へ添加する。
実施例９中のように、タガトースの生成を定量化する。
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