
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
着色布帛のストーンウォッシュの際の着色料の再付着を減らす方法であって、前記布帛と
、有効な量の菌類セルラーゼ組成物とを接触させる工程を含み、前記菌類セルラーゼ組成
物が、実質的に CBH型セルラーゼ成分を含まず、かつセルラーゼタンパク質の総重量に基
づいて少なくとも約 40重量％の、約 5.0～ 7.0の最適 pH、約 7.2～ 8.0の等電点、および約 23
～ 28キロダルトンの分子量を有するトリコデルマ種由来のエンドグルカナーゼ IIIを含む
ことを特徴とする方法。
【請求項２】
デニムを軽石と接触させることをさらに含むことを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
前記セルラーゼ組成物が、セルラーゼタンパク質の総重量に基づいて、少なくとも約 80重
量％のトリコデルマ種由来のエンドグルカナーゼ IIIを含むことを特徴とする請求項１記
載の方法。
【請求項４】
前記セルラーゼ組成物が、界面活性剤をさらに含むことを特徴とする請求項１記載の方法
。
【請求項５】
前記セルラーゼ組成物が、バッファーをさらに含むことを特徴とする請求項１記載の方法
。
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【請求項６】
前記セルラーゼ組成物が、トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムおよびトリコデルマ　ビ
リデよりなる群から選択されるトリコデルマ種の微生物によって発現されたセルラーゼ組
成物を含むことを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項７】
前記セルラーゼ組成物が、ドライ顆粒製品を含むことを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項８】
前記セルラーゼ組成物が、水性溶液を含むことを特徴とする請求項１記載の方法。
【発明の詳細な説明】
発明の背景
発明の分野
本発明は布帛においてストーンウォッシュ外観を達しめ、同時に布帛上への着色料の逆染
色（ backstaining）を低める又は防ぐための組成物及び方法、並びにこれらの方法より製
造した布帛及び衣料に関する。特に、本発明の改良方法は、布帛を、 CBH型成分を実質的
に含まないエンドグルカナーゼ型成分を含んで成る菌類セルラーゼ組成物を含む水性溶液
と接触させることに向けられる。布帛をかかる溶液で処理すると、布帛のストーンウォッ
シュの最中でのその布帛への着色料の逆染色の程度は低まる。
従来の技術
セルロース系布帛、例えば綿デニムより成る衣料は衣料品の製造、取扱い及び仕立てのし
易さのために用いるサイジング組成物の存在に基づきテキスチャーにおいて剛性であり、
そして一般に新品の濃い染色外観を有する。インジゴ染めしたデニム衣料の一の所望され
る特徴は白色の繊維を伴う染色繊維の変化であり、これはデニムに青色の白色外観上を供
する。
長期間の着用及び洗濯を経て、衣料品、特にデニムは、衣服パネル上又は縫目の中で、色
調の深さ又は密度が薄くなっている状態におけるバリエーションの局所領域を有するよう
になりうる。更に、衣料の一般的なぼけ、縫目における多少のしわ及び布帛パネルにおけ
る多少のしわが往々にして見られうる。更に、洗濯後、サイジングは布帛から実質的に抜
けてしまい、柔軟な肌触りをもたらす。近年、かかるくたびれた又は「ストーンウォッシ
ュ」ルックが特にデニム衣料において、公衆の大部分にとって非常に所望されるに至って
いる。
くたびれたルックを生み出すための従来の方法は、約１～ 10インチの粒子サイズを有する
軽石及びそのプロセスの摩滅的性質により生じるより小さい軽石粒子を有する大型のタブ
の中での衣料品のストーンウォッシュを包括する。一般には、衣料品を、その軽石が布帛
を摩滅して布帛パネルにおいて色の薄くなった局所的摩滅領域及び縫目における似たよう
な薄くなった領域ができるのに十分な時間にわたって、濡れている間に軽石と一緒に反転
させる。更に、軽石は布帛を柔軟にし、そして布帛の長期着用及び洗濯により生ずるのと
似たようなぼやけた表面を生み出す。この方法は上記した青色のコントラスト上の所望の
白色を生み出す。
軽石の使用は、機械モーターへの過剰損傷、輸送機構及び洗浄ドラムへの機械的損傷、生
ずる粗粒子に由来する環境廃棄物の問題及び衣服のポケットから石を人手で取り出さなけ
ればならないことに関する高い労働力を含むいくつかの欠点を有する。
ストーンウォッシュにおける軽石に係る問題の観点において、デニムに「ストーンウォッ
シュ」外観を授けるため、撹拌及びカスケード条件下で、即ち、ロータリードラム洗浄装
置の中で、軽石の代用品として完全セルロース溶液を使用する（米国特許第 4,832,864号
）。
トリコデルマ（ Trichoderma）種の微生物及びその他の菌類源由来の完全セルラーゼ組成
物の利用にかかる問題は、ストーンウォッシュ工程中での衣料に染料の一部が再付着又は
逆染色してしまうことにより生ずる着色料の不完全な除去にある。デニム布帛の場合、こ
れは白及び青色の糸と摩滅箇所との間での弱いコントラスト（即ち、好適な青上の白では
なく青上の青の外観）をもたらす。 American Dyestuff Reporter、 1990年９月、頁 24－ 28
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を参照のこと。この再付着は一部の着用者より拒絶される。
トリコデルマセルラーゼは、たとえそれらが逆染色をもたらすにしても、デニム材質に対
するその他高い活性の理由により好適である。更に、高純度のセルラーゼが本発明におい
て有利である。高い比活性又は高いレベルの純度は著しく短い処理時間において高度の摩
滅をもたらしめ、そしてそれ故デニム加工者に好適である。
染料の再付着の度合いを低める試みには、追加の化学品又は酵素、例えば界面活性剤、プ
ロテアーゼ又はその他の試薬を、ゆるい染料を分散するのに役立つためにセルラーゼ洗浄
液の中に添加することを含む。更に、処理者は活性の低い完全セルラーゼを、追加の洗濯
に伴って使用している。しかしながら、このことは追加の化学品の経費及びより長めの処
理時間をもたらしめる。別の方法には、その処理における緩かな漂白剤又は染料除去剤の
利用を含む。この方法は衣料の最終的な色相に影響し、そして処理時間を長くする。最後
に、酵素及び石を一緒に使用することは、石を単独で利用することによって生じる全ての
問題をその処理者に残してしまう。
従って、セルラーゼによる衣服のストーンウォッシュの際に着色剤の再付着を防ぐ方法を
見い出すことが所望されるであろう。
発明の概要
本発明は、ストーンウォッシュ処理中での布帛上への着色料の再付着が、 CBH型成分を実
質的に含まない菌類セルラーゼ組成物を採用することによって低めることができる発見に
向けられている。 EG型成分によるストーンウォッシュは布帛上への着色料の再付着を低め
、その結果より顕著な摩滅点をもたらすことが見い出された。例えば、インジゴ染めした
デニムでは、白糸と青糸との間での向上したコントラストが獲得でき、優れたストーンウ
ォッシュルックが得られた。
上記の点におけるその方法の一観点において、本発明は着色布帛のストーンウォッシュ中
での着色料の再付着を低めるための改良方法に向けられ、この方法は布帛を、再付着性完
全菌類セルラーゼに由来する有効量の菌類セルラーゼ溶液と、その布帛にストーンウォッ
シュ外観を授けるのに十分なる条件のもとで、接触させることを含んで成り、ここで前記
セルラーゼ溶液は CBH型成分を実質的に含まない。好適な態様において、ここで採用する
菌類セルラーゼ組成物は実質的に純粋な EG I,EG II及び／又は実質的に純粋な EG III成分
を含んで成る。更なる別の好適な態様において、この菌類組成物は少なくとも約 40重量％
、そして好ましくは少なくとも約 70重量％の EG型成分を、そのセルラーゼ組成物中のタン
パク質の総重量に基づいて含んで成る。
本発明の方法により処理した綿含有布帛又は衣服は驚くべきことに、完全セルラーゼで処
理した布帛に比べ、ストーンウォッシュ外観の向上及び低められた着色料の再付着の両方
を保有する。
この組成物の観点において、本発明は上記した本発明の方法で処理した綿含有布帛又は衣
服に向けられる。
【図面の簡単な説明】
図１は、ｐΔ CBH I pry4の構築の概略である。
図２は、 T.ロンジブラチアトゥム（ T.longibrachiatum）の一本の染色体の上の cbh1座で
の、ｐΔ CBH I pry4由来の大きめの Eco R Iフラグメントの組込みによる T.ロンジブラチ
アトゥム遺伝子の欠損を示す。
図３は、プローブとして 3 2 Pラベル化ｐΔ CBH I pry4を用いる、サザンブロット分析後の
、 Eco R I消化ｐΔ CBH I pry4で形質転換した T.ロンジブラチアトゥム株 GC69由来の DNAの
オートラジオグラフである。分子量マーカーのサイズは図の左側にキロベースペアーで示
している。
図４は、プローブとして 3 2 Pラベル化 pIntCBH Iを用いる、 Eco R I消化ｐΔ CBH I pry4で
形質転換した T.ロンジブラチアトゥム株 GC69由来の DNAのオートラジオグラフである。
図５は、 T.ロンジブラチアトゥムの野生型及び形質転換株により分泌されたタンパク質を
表示する等電点電気泳動ゲルである。詳しくは、図５において、等電点電気泳動ゲルのレ
ーンＡは T.ロンジブラチアトゥム由来の部分精製 CBH Iを採用する；レーンＢは野生型 T.
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ロンジブラチアトゥムを採用する；レーンＣは cbh1遺伝子の欠落した T.ロンジブラチアト
ゥム由来のタンパク質を採用する；そしてレーンＤは cbh1及び cbh2遺伝子の欠落した T.ロ
ンジブラチアトゥム株由来のタンパク質を採用する。図５において、図の右側は１又は複
数の分泌タンパク質において見い出せる個々のタンパク質の位置を表示するように印を付
している。詳しくは、 BGはβ－グルコシダーゼを意味し、 E1はエンドグルカナーゼＩを意
味し、 E2はエンドグルカナーゼ IIを意味し、 E3はエンドグルカナーゼ IIIを意味し、 C1は
エキソセロビオヒドロラーゼＩを意味し、そして C2はエキソセロビオヒドロラーゼ IIを意
味する。
図 6Aは、ゲノム DNA上の 4.1kbの Eco R Iフラグメントとしてクローンした、 T.ロンジブラ
チアトゥム　 cbh2座を示し、そして図 6Bは、 cbh2遺伝子欠損ベクター pPΔ CBH IIを示す。
図７は、プローブとして 3 2 Pラベル化 pPΔ CBH IIを用いる、サザンブロット分析後の Eco R
 I消化 pPΔ CBH IIで形質転換した T.ロンジブラチアトゥム株 P37PΔ CBH I Pyr- 26由来の DN
Aのオートラジオグラフである。分子量マーカーのサイズは図の左側にキロベースペアー
で示す。
図８はプラスミド pEG I pyr4のダイアグラムである。
図９はプラスミド pTEX－ EG Iの構築の概略である。
図 10は、 40℃で一定の pH域にわたるトリコデルマ　ロンジブラチアトゥム由来の酸性の、
EGに富んだ菌類セルラーゼ組成物（ CBH I及び II欠落）の RBB－ CMC活性プロフィール、及
び 40℃で一定の pH域にわたるトリコデルマ　ロンジブラチアトゥム由来の EG IIIに富むセ
ルラーゼ組成物の活性プロフィールを示す。
図 11は、ストーンウォッシュ処理中の着色料の再付着に及ぼす種々のセルラーゼ組成物の
作用を示す。
好適な態様の詳細な説明
前述の通り、本発明の方法は、布帛上への着色料の逆染色の程度を低めながら菌類セルラ
ーゼで布帛をストーンウォッシュする方法に向けられる。この方法は、 CBH型成分を実質
的に含まない特定の菌類セルラーゼ溶液を用いることを含んで成り、これは布帛に対する
着色料の逆染色を低める。ところで、本発明を詳細に説明する前に、下記の用語をまず定
義する。
１）定義：
「布帛」なる用語は、純粋な綿又は綿ブレンド等より成る、縫われた、又は縫われていな
い、例えばメリヤス及び織物を意味する。綿ブレンドを採用するとき、布帛中の綿の量は
、少なくとも約 40重量％の綿であるべきあり；好ましくは約 60重量％より大の綿；そして
最も好ましくは約 75重量％より大の綿とする。ブレンドとして採用するとき、その布帛に
おいて採用する相手方の材料には１又は複数種の非綿ファイバー、例えば合成ファイバー
、例えばポリアミドファイバー（例えばナイロン６及びナイロン 66）、アクリルファイバ
ー（例えばポリアクリロニトリルファイバー）、及びポリエステルファイバー（例えばポ
リエチレンテレフタレート）、ポリビニルアルコールファイバー（例えばビニロン）、ポ
リビニルクロリドファイバー、ポリビニリデンクロリドファイバー、ポリウレタンファイ
バー、ポリウレアファイバー及びアラミドファイバーが含まれうる。この布帛は一般に染
料又は顔料、例えば染料インジゴで着色されている。着色布帛の一の所望の特徴は白糸を
伴う着色糸の変化であり、例えばデニムのケースにおいては、これは青色上の白色のコン
トラスト外観をデニムに与える。
「ストーンウォッシュ」なる用語は、菌類セルラーゼ溶液による染色デニム布帛の、撹拌
及びカスケード条件下での、即ち、ロータリードラム洗浄装置の中での処理を意味し、こ
れはデニムに「ストーンウォッシュ」外観を与える。デニムにストーンウォッシュ外観を
与えるための方法はその全体を引用することで本明細書に組入れる米国特許第 4,832,864
号に記載してある。
「菌類セルラーゼ」なる用語は、菌類起源又は菌類起源より得られるセルラーゼ遺伝子の
全部又は一部を組込んで発現するように遺伝子的に改良した微生物に由来する酵素組成物
を意味する。セルラーゼはセルロース及びその誘導体に作用してセルロースを加水分解し
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、そして一次産物、グルコース及びセロビオースを提供する。本明細書記載のセルラーゼ
組成物を調整するうえで有用なセルラーゼを産生できる菌類は、その開示内容を引用する
ことで本明細書に組入れる英国特許第 2,094,826Aに開示されている。
本明細書で用いている「再付着性セルラーゼ」とは、デニムの酵素的ストーンウォッシュ
において、布帛を逆染色しがちなセルラーゼを意味している。布帛のかかる逆染色は不完
全な逆染色を招いてしまい、なぜなら所望する白色上の青色のコントラストの代わりに、
再付着は青色上の青色をもたらしてしまうからである。再付着性セルラーゼには微生物、
例えば菌類微生物トリコデルマ種等が含まれる。
ほとんどの菌類セルラーゼは一般にその最適活性を酸性又は中性 pH域において有するが、
一部の菌類セルラーゼは中性及び若干アルカリ性の条件下で顕著な活性を保有することで
知られ、即ち、例えばヒュミコラ　インソレンス（ Humicola insolens）由来のセルラー
ゼは中性から若干アルカリ性の条件において活性を有することで知られる。
菌類セルラーゼは種々の基質特異性、酵素作用パターン等を有するいくつかの酵素分類よ
り成ることで知られる。更に、各分類における酵素成分は様々な分子量、様々なグリコシ
ル化度、様々な等電点、様々な基質特異性等を発揮できうる。例えば、菌類セルラーゼは
、エンドグルカナーゼ（ EG）、エキソ－セロビオヒドロラーゼ（ CBH）、β－グルコシダ
ーゼ（ BG）等を含むセルラーゼ分類を含みうる。他方、細菌セルラーゼは論文の中で CBH
成分をわずかに又はほとんど含まないことが報告されているが、細菌セルラーゼ由来の CB
H様成分がエキソ－セロビオヒドロラーゼ活性を保有しているのを報告しているのは数ケ
ースしかない。
天然起源より産生され、且つ１又は複数種の CBH及び EG成分を含んで成る菌類セルラーゼ
組成物（ここで、これらの成分それぞれはその起源により産生される率で見い出せる）は
本明細書では「完全菌類セルラーゼ系」又は「完全菌類セルラーゼ組成物」とも時折り呼
んでおり、それらを、その分類及びそれより単離したセルラーゼの成分から、細菌及びい
くつかの菌類により産生された不完全セルラーゼ組成物から、又は１もしくは複数種の CB
H型及び／もしくは EG型セルラーゼ成分を過剰生産する、低生産するもしくは生産しない
ように遺伝子的に改良した微生物から得たセルラーゼ組成物から区別している。
セルラーゼの製造のために菌類を培養するための発酵手順は当業界において本質的に公知
である。例えば、セルラーゼ系は固相又は浸漬培養、例えばバッチ式、供給バッチ式及び
連続フロー工程のいづれかで製造できうる。発酵液からのセルラーゼ系の回収及び精製も
当業界に公知の手順によって行われうる。
「エンドグルカナーゼ（「 EG」）型成分」とは、トリコデルマ　ロンジブラチアトゥム（
従来はトリコデルマ　リーセイ（ Trichoderma reesei）と分類されていた）のエンドグル
カナーゼ成分に似た織物活性特性を示す菌類セルラーゼ成分又は組合せ成分の全てを意味
する。これに関連して、トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムのエンドグルカナーゼ成分
（詳しくは、 EG I、 EG II、 EG III等であって、単独又は組合せのもの）は、これらの成
分を織物処理媒体の中に入れ、そして布帛をこの媒体で処理したときに、デニム布帛に向
上した感触、向上した外観、柔軟性、着色改善及び／又はストーンウォッシュ外観を（処
理前の布帛に比べて）与える。
従って、エンドグルカナーゼ型成分は、これらの成分を布帛を処理するのに用いる媒体の
中に入れたときにデニム布帛に向上した感触、向上した外観、柔軟性、着色向上、及び／
又はストーンウォッシュ外観を（処理前の布帛に比べて）与えるようなセルラーゼ成分で
ある。一定の EG成分は、 CBH I成分を更に含む類似のセルラーゼ組成物による処理より生
ずる強度損失に比して、デニム布帛に低い強度損失を与えうる。
かかるエンドグルカナーゼ型成分は、（ａ）カルボキシメチルセルロース（ CMC）の如き
の可溶性セルロース誘導体を加水分解し、これにより CMC含有溶液の粘度を下げる能力、
（ｂ）リン酸膨潤セルロース（例えば Walsethセルロース）の如きのセルロースの水和形
態を容易に加水分解し、且つより結晶度の高いセルロース（例えば、 Avicel,Solkafloc等
）をあまり容易に加水分解しない能力、の如きの活性試験を利用してエンドグルカナーゼ
として伝統的に分類された成分を含まないことがある。他方、かかる活性試験により定義
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されたエンドグルカナーゼ成分の全てが、デニム布帛に１又は複数種の改善及び低い強度
損失を与えるものではないものと信じられている。従って、トリコデルマ　ロンジブラチ
アトゥムのエンドグルカナーゼ成分により保有されているものと類似の織物活性特性を保
有する菌類セルラーゼの成分としてエンドグルカナーゼ型成分を定義することが本目的に
とってはより正確である。
菌類セルラーゼは１より多く EG型成分を含みうる。この種々の成分は一般に異なる等電点
、異なる分子量、異なるグリコシル化度、異なる基質特異性、異なる酵素作用パターン等
を有する。これらの成分のこの異なる等電点は、イオン交換クロマトグラフィー等を介す
るその分離を可能にする。事実、異なる起源からの成分の単離は当業界において公知であ
る。例えば、 Bjorkらの米国特許第 5,120,463号 ;Schuleinらの国際出願 WO 89/09259号 ;Woo
dらの Biochemistry and Genetics of Cellulose Degradation頁 31－ 52（ 1988） ;Woodらの
Carbohydrate Research第 190巻、頁 279－ 297（ 1989） ;Schuleinの Methods in Enzymology
第 160巻、頁 234－ 242（ 1988）等を参照のこと。これらの文献の全開示内容は引用するこ
とで本明細書に組入れる。
好ましくは、本発明の菌類セルラーゼ組成物は実質的に純粋な EG I又は EG IIIセルラーゼ
成分を含む。本発明の菌類セルラーゼ組成物は実質的に純粋な EG IIセルラーゼ成分を含
みうることが考慮される。しかしながら、 EG型成分の組合せは、デニムのストーンウォッ
シュ中でのデニムに対する染料の逆染色の程度を下げるうえで相乗的な応答を与えうるこ
とが考えられる。他方、単独の EG型成分はより安定であるか、又は pH域にわたってより広
い活性スペクトルを有しうる。更に、これらの抗再付着特性は１又は複数種の特定の EG型
成分に関して高まることがある。従って、本発明において採用する EG型成分は単独 EG型成
分、又は２種以上の EG型成分の組合せのいづれかでありうる。成分の組合せを採用すると
き、 EG型成分は同一又は異なる起源に由来しうる。
完全セルラーゼ組成物の中に存在している CBH型セルラーゼ成分以外のタンパク質は、ス
トーンウォッシュ工程中で布帛に対する着色料の再付着を及ぼしうる可能性がある。従っ
て、実質的に純粋な EG I,EG II又は EG III成分の利用は、完全セルラーゼ組成物の中に存
在しているこれらのタンパク質の一部又は全てを排除し得、そして再付着の更なる低下を
もたらしうる。
「実質的に純粋な EGセルラーゼ」なる用語は、セルラーゼタンパク質の総重量を基礎に、
少なくとも 40重量％、好ましくは少なくとも 70重量％、そして最も好ましくは少なくとも
90重量％の記載の特定の EG型成分を含むセルラーゼタンパク質の組成物を意味する。
「 EG Iセルラーゼ」なる用語は、約 4.0～ 6.0の指摘 pH、及び約 4.5～ 4.7の等電点、並びに
約 47～ 49キロダルトンの分子量を特徴とするトリコデルマ種に由来するエンドグルカナー
ゼ成分を意味する。好ましくは、 EG Iセルラーゼはトリコデルマ　ロンジブラチアトゥム
又はトリコデルマ　ビリデ（ Trichoderma viride）のいづれかに由来する。トリコデルマ
　ロンジブラチアトゥム由来の EG Iセルラーゼは約 5.0の指摘 pH、約 4.7の等電点（ pI）及
び約 47～ 49キロダルトンの分子量を有する。トリコデルマ　ビリデ由来の EG Iセルラーゼ
は約 5.0の指摘 pH、約 5.3の等電点（ pI）及び約 50キロダルトンの分子量を有する。
EG IIは従来一部の著者によっては「 EG III」の名称で呼ばれていたが、しかし現在の命
名法は EG IIを用いる。どのような状況においても、 EG IIタンパク質は EG IIIタンパク質
とはその分子量、 pI及び指摘 pHにおいて実質的に異なる。「 EG IIセルラーゼ」なる語は
トリコデルマ種由来のエンドグルカナーゼ成分を意味し、約 4.0～ 6.0の指摘 pH、及び約 5.
5の等電点、並びに約 35キロダルトンの分子量を特徴とする。好ましくは、 EG IIセルラー
ゼはトリコデルマ　ロンジブラチアトゥム又はトリコデルマ　ビリデのいづれかに由来す
る。
「 EG IIIセルラーゼ」なる語は、トリコデルマ種由来のエンドグルカナーゼ成分を意味し
、約 5.0～ 7.0の指摘 pH、及び約 7.2～ 8.0の等電点（ pI）、並びに約 23～ 28キロダルトンの
分子量を特徴とする。好ましくは、 EG IIIセルラーゼはトリコデルマ　ロンジブラチアト
ゥム又はトリコデルマ　ビリデのいづれかに由来する。トリコデルマ　ロンジブラチアト
ゥム由来の EG IIIセルラーゼは約 5.5～ 6.0の指摘 pH、約 7.4の等電点及び約 25～ 28キロダ
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ルトンの分子量を有する。トリコデルマ　ビリデ由来の EG IIIセルラーゼは約 5.5の指摘 p
H、約 7.7の等電点（ pI）及び約 23.5キロダルトンの分子量を有する。
EG型成分は細菌誘導セルラーゼに由来しうることが考慮される。
「エキソ－セルロビオヒドロラーゼ型（「 CBH型」）成分」は、トリコデルマ　ロンジブ
ラチアトゥムの CBH I及び／又は CBH IIセルラーゼ成分に似た織物活性特性を発揮する菌
類セルラーゼ成分を意味する。これに関連して、（上記の） EG型セルラーゼ成分抜きで用
いたとき、トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムの CBH I及び CBH II成分は単独では、こ
のようにして処理したデニム布帛に対して、感触、外観における任意の有意義な向上、着
色向上及び／又はストーンウォッシュ外観を与えない。更に、一部の EG型成分と組合せて
用いたとき、 CBH I、対、 EG成分の約 2.5:1の比において、トリコデルマ　ロンジブラチア
トゥムの CBH I成分はデニム布帛に対して高められた強度損失を与える。
従って、 CBH I型成分及び CBH II型成分とは、トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムの CBH
 I及び CBH II成分それぞれに類似する織物活性特性を発揮する菌類セルラーゼ成分を意味
する。前述の通り、 CBH I型成分に関しては、このことは一定の EG型成分の存在下で用い
たときにデニム布帛の強度損失を高める性質を含んでいる。
かかるエキソ－セロビオヒドロラーゼ型成分は、トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムか
ら CBH I及び CBH IIを特定するのに利用した如くの活性試験を用いてエキソ－セロビオヒ
ドロラーゼとして伝統的に分類されている成分を含まないであろう。例えば、かかる成分
は、（ａ）セロビオースにより競合的に阻害される（ Kiは約 1mM）；（ｂ）カルボキシメ
チルセルロース等の如きの置換化セルロースを有意義な程度に加水分解できない、及び（
ｃ）リン酸膨潤セルロースを加水分解し、そして結晶度の高いセルロースを弱い程度で加
水分解する。他方、かかる活性試験によって CBH成分と特定されている一部のセルラーゼ
成分は、セルラーゼ組成物の中で単独で用いたとき、綿含有布帛に向上した感触、外観、
柔軟性、着色向上、及び／又はストーンウォッシュ外観を与えるであろうことが信じられ
ている。従って、かかるエキソ－セロビオヒドロラーゼを EG型成分として定義することが
本目的にとってより正確であると信じられ、なぜならこれらの成分はトリコデルマ　ロン
ジブラチアトゥムのエンドグルカナーゼ成分により保有されるのと類似の織物における機
能的性質を保有するからである。
本明細書で用いる「 CBH型セルラーゼ成分を実質的に含まない菌類セルラーゼ組成物」な
る語は、タンパク質の重量に基づいて、 20重量％未満の CBH型成分、より好ましくは 10重
量％未満の CBH型セルラーゼ成分を含むであろうセルラーゼ組成物を意味する。驚くべき
ことに、 CBH型成分の存在はストーンウォッシュ外観を達しめるのに必要でないことが見
い出された。しかしながら、少量（即ち、 20％未満）はストーンウォッシュの若干の向上
を供することが考慮される。また、セルラーゼからの CBH型成分の除去は着色料の再付着
を低めることが見い出された。何らの理論に拘束されるわけでもないが、 CBH型成分は、
それらがタンパク質であること及びセルラーゼに対するその親和力を理由に着色料を可逆
的に封鎖してしまうことがあり、そしてその他のタンパク質も似たような効果を有しうる
ことが考えられる。
CBH型成分を実質的に含まないセルラーゼ組成物は精製技術によって獲得できうる。詳し
くは、完全セルラーゼ系は論文で詳しく公開されている公知の分離技術、例えば適当な pH
でのイオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、サイズ排除等
によって実質的に純粋な成分へと精製できうる。例えば、イオン交換クロマトグラフィー
においては（通常はアニオン交換クロマトグラフィー）、セルラーゼ成分は pH勾配もしく
は塩勾配、又は pH及び塩の両者の勾配で溶離させることによって分離することが可能であ
る。精製後、必須の量の所望の成分を再び組合せてよい。
CBH型成分を実質的に含まないセルラーゼ組成物の混合物は、成分の単離及び再組合せ以
外の手段によって調整できうることも考慮される。これに関して、組換技術が、 CBH型成
分を実質的に含まないセルラーゼ組成物を作り出すように、生物により産生される EG型成
分、対 CBH型成分の相対比を変えることができる。
以上に関して、本明細書に記載のセルラーゼ組成物の調製のための好適な方法は、微生物
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を遺伝子的に改良して１又は複数種の EG型成分を過剰生産できるようにすることである。
同様に、微生物を遺伝子的に改良して、１又は複数種の CBH型成分を生産できなくするこ
とも可能であり、この方法は不均質タンパク質を全く産生しない。
以上に関して、共に全体を引用することで本明細書に組入れる、 1990年 10月５日出願の米
国第 07/593,919号の一部係属出願である、 1991年 10月４日出願の米国第 07/770,049号は、
トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムを遺伝子操作して、１もしくは複数種の CBH成分が
生産できず、及び／又は１もしくは複数種の EG成分が生産できるようにする方法を開示し
ている。更に、これらの出願の方法は不均質タンパク質を全く産生しないトリコデルマ　
ロンジブラチアトゥム株を作り出す。同様に、 Millerら「 Direct and Indirect Gene Rep
lacement in Aspergillus nidulans」 Molecular and Cellular Biology頁 1714－ 1721（ 19
85）は、相同性の DNAの線形フラグメントを用いる DNA媒介型形質転換によるアスペルギル
ス　ニドゥランスにおける遺伝子の欠損のための方法を開示している。
上記の観点において、 CBH I型及び／又は CBH II型セルラーゼ成分を産生する原因となる
遺伝子の欠損は、セルラーゼ組成物の中に存在する EG成分の量を富化する効果を有するで
あろう。
「β－グルコシダーゼ（ BG）成分」は BG活性を発揮するセルラーゼ成分を意味する。即ち
、かかる成分はセロビオース及びその他の可溶性セロオリゴ糖（「セロビオース」）の非
還元末端から作用し、そして単独産物としてグルコースを供すると言える。 BG成分はセル
ロースポリマーに吸着しない、又は反応しない。更に、かかる BG成分はグルコースによっ
て競合的に阻害される（ Kiは約 1mM）。厳密に言うと BG成分はセルロースを分解しないこ
とから解釈上セルラーゼではないがかかる BG成分はセルラーゼ系の定義の中に含まれ、な
ぜならこれらの酵素は、 CBH型成分と EG型成分との組合せ作用によって生ずる阻害性セル
ロース分解産物（特にセロビオース）を更に分解することによってセルロースの全体的な
分解を促進するからである。
セルラーゼ組成物中の BG成分の量を高める又は低める方法は、共に全体を引用することで
本明細書に組入れる、 1990年 12月 10日出願の米国第 07/625,140号の一部係属出願である 19
91年 12月 10日出願の米国第 07/807,028号（代理人事件番号 010055－ 056）、題名「 SACCHAR
IFICATION OF CELLULOSE BY CLONING AND AMPLIFICATION OF THEβ－ GLUCOSIDASE GENE O
F TRICHODERMA REESEI」に開示されている。
本発明において用いるセルラーゼ組成物を調製するのに利用するための好適な菌類セルラ
ーゼは、トリコデルマ　ロンジブラチアトゥム、トリコデルマ　ビリデ、トリコデルマ　
コニンギイ（ Trichodorma koningii）、ペンシリウム（ pencillium）種、ヒュミコライン
ソレンス（ Humicola insolens）、アスパラギルス（ Aspergillus）種等から得られるもの
である。一定の菌類セルラーゼ、即ち CELLUCAST（ Novo industry,Copenhagen,Denmarkよ
り入手可能）、 RAPIDASE（ Gist Brocades,N.V.,Delft,Hollandより入手可能）、 CYTOLASE
 123（ Genencor International,South San Francisco,Californiaより入手可能）等が市
販されている。他の菌類セルラーゼは当業界公知の発酵及び単離手順によって容易に単離
できうる。
「バッファー」なる語は、当業界公知の酸／塩基試薬を意味し、これはデニム布帛のセル
ラーゼ処理中での所望されない pHシフトに対してセルラーゼ溶液を安定化する。これに関
して、セルラーゼ活性は pH依存性であることが当業界で公知である。即ち、特定のセルラ
ーゼ組成物は一定の pH域においてセルロース分解活性を発揮し、最適セルロース分解活性
は一般にこの一定の域の狭い領域において見い出せるといえる。セルロース分解活性にと
っての特定の pH域はセルラーゼ組成物毎に変わるであろう。前述した通り、ほとんどのセ
ルラーゼは酸性から中性に至る pHプロフィール内でセルロース分解活性を発揮するであろ
うが、アルカリ性 pHプロフィールにおいてセルロース分解活性を発揮するいくつかのセル
ラーゼ組成物がある。
デニム布帛のセルラーゼストーンウォッシュ処理の際、初期セルラーゼ溶液の pHはセルラ
ーゼ活性にとって必要な域外であることが可能である。デニム布帛の処理の際、例えば、
溶液の pHを変える反応生成物の発生によって pHを変えることが更に可能である。どの状況
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においても、緩衝化していないセルラーゼ溶液の pHは、セルラーゼ活性にとって必要な域
外となりうる。このことが起きたとき、セルラーゼ溶液中での所望されない副産物又はセ
ルロース分解活性の断続が生ずる。例えば、酸性活性プロフィールを有するセルラーゼを
中性未緩衝水性溶液において採用したなら、この溶液の pHは低めのセルロース分解活性及
びおそらくはセルロース分解活性の断続をもたらしめるであろう。他方、中性又はアルカ
リ性 pHプロフィールを有するセルラーゼの未緩衝水性溶液の中での利用は最初に有意義な
セルロース分解活性を供するであろう。
上記の観点において、セルラーゼ溶液の pHはセルロース分解活性にとって必要とされる域
内に維持すべきである。これを達成するための一の手段は単にこの系の pHをモニターし、
そして酸又は塩基のいづれかの添加によって pHを必要なだけ調整することである。しかし
ながら、好適な態様においては、この系の pHは好ましくはセルラーゼ溶液の中でのバッフ
ァーの利用により所望の pH域内で維持する。一般に、採用するセルラーゼが活性を発揮す
る域内にこの溶液の pHを維持するのに十分な量のバッファーを使用する。異なるセルラー
ゼ組成物はセルラーゼ活性を発揮するための異なる pH域を有しており、採用する特定のバ
ッファーは採用する特定のセルラーゼ組成物に関連付けて選定する。採用するセルラーゼ
組成物と共に使用するために選定するバッファーは、採用するセルラーゼ組成物にとって
の pH域及び指摘 pH、並びにセルラーゼ溶液の pHを考慮して当業者によって容易に決定でき
うる。好ましくは、採用するバッファーは、セルラーゼ組成物と相溶性であり、且つセル
ラーゼ溶液の pHを最適活性にとって必要とされる pH域内に維持するものである。適切なバ
ッファーにはクエン酸ナトリウム、酢酸アンモニウム、酢酸ナトリウム、リン酸二ナトリ
ウム及び任意のその他の当業界公知のバッファーが含まれる。
2.方法論
前述の通り、本発明はデニム布帛をストーンウォッシュするための従来技術の方法より優
れた改善であり、なぜなら本発明は着色料の再付着を最少限にする特定のセルラーゼ組成
物を採用するからである。
本発明の方法は、布帛に追加の向上、例えば布帛の感触及び／又は外観の改善を、処理布
帛の強度損失を低めながら、供するであろう。
上記のセルラーゼ組成物は好ましくは、セルラーゼ、及びその他の任意的な成分、例えば
バッファー、界面活性剤、精錬剤等を含む最終水性処理溶液中で採用する。
この最終溶液中に採用するセルラーゼ組成物の濃度は一般に意図する目的にとって十分な
濃度にする。即ち、デニム布帛の効果的なストーンウォッシュを供する量のセルラーゼ組
成物を採用する。従って、「効果的な量」のセルラーゼ組成物とはストーンウォッシュを
供する量である。採用するセルラーゼ組成物の量は採用する装置、採用する工程パラメー
ター（セルラーゼ処理溶液の温度、セルラーゼ溶液に対する暴露時間、等）、セルラーゼ
活性（例えば、セルラーゼ溶液は、活性の低いセルラーゼ組成物に比して、より低濃度の
活性の高いセルラーゼ組成物を必要とするであろう）、等にも依存する。セルラーゼ組成
物の正確な濃度は上記の要因及び所望の効果を基礎として当業者によって容易に決定でき
うる。好ましくは、ここで採用している最終セルラーゼ溶液中のセルラーゼ組成物の濃度
は約 5mg/lのセルラーゼ溶液～約 2000mg/lのセルラーゼ溶液；そしてより好ましくは、約 1
0mg/lのセルラーゼ溶液～約 200mg/lのセルラーゼ溶液である。（上記のセルラーゼ濃度は
全タンパク質重量を基礎として述べている）。
セルラーゼ処理溶液の中にバッファーを採用するとき、水性セルラーゼ処理溶液中のバッ
ファーの濃度は、採用するセルラーゼが活性を発揮する域内にその溶液の pHを維持するの
に十分なものとし、言うなればそれは採用するセルラーゼの種類に依存する。採用するバ
ッファーの正確な濃度は、当業者が容易に考慮に入れることのできるいくつかの要因に依
存しうる。例えば、好適な態様においては、バッファー及びバッファー濃度は、最終セル
ラーゼ溶液の pHを最適セルラーゼ活性にとって必要な pH域内に維持するように選定する。
一般に、セルラーゼ溶液中のバッファー濃度は約 0.005Nより大とする。好ましくは、セル
ラーゼ溶液中のバッファーの濃度は約 0.01～約 0.2Nとする。
セルラーゼ及びバッファーに加えて、セルラーゼ処理溶液は任意的に界面活性剤を、即ち
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約 10,000ppm未満で、そして好ましくは約 10ppm～約 1,000ppmで含みうる。適当な界面活性
剤には、セルラーゼ及び布帛に適合する任意の界面活性剤、例えばアニオン、非イオン及
び両親媒性界面活性剤が含まれる。
ここで用いるのに適当なアニオン界面活性剤には、線形又は枝分れアルキルベンゼンスル
ホネート；線形又は枝分れアルキル基又はアルケニル基を有するアルキル又はアルケニル
エーテルスルフェート；アルキル又はアルケニルスルフェート；オレフィンスルホネート
；アルカンスルホネート等が含まれる。アニオン界面活性剤にとっての適当な対イオンに
はアルカリ金属イオン、例えばナトリウム及びカリウム；アルカリ土類金属イオン、例え
ばカルシウム及びマグネシウム；アンモニウムイオン；並びに炭素数２又は３の１～３個
のアルカノール基を有するアルカノールアミンが含まれる。
両親媒性界面活性剤には四級アンモニウム塩スルホネート、ベータイン型両親媒性界面活
性剤等が含まれる。かかる両親媒性界面活性剤は同一分子の中に正及び負に帯電した基の
両者を有する。
非イオン界面活性剤は一般にポリオキシアルキレンエーテル、及び高級脂肪酸アルカノー
ルアミド又はそのアルキレンオキシド付加物、脂肪酸グリセリンモノエステル、等を含ん
で成る。
界面活性剤の混合物も採用できうる。
好適な態様において、本明細書に記載の方法において利用するための濃縮物を調製できう
る。かかる濃縮物は好ましくは水性溶液の中に、濃縮された量の上記のセルラーゼ組成物
、バッファー及び界面活性剤を含むであろう。そのように配合したとき、その濃縮物はこ
れらの添加物の必須の濃度を有するセルラーゼ溶液を迅速、且つ正確に調製できるように
水で容易に希釈することができる。好ましくは、かかる濃縮物は約 0.5～約 50重量％の上
記の菌類セルラーゼ組成物（タンパク質）；約１～約 80重量％のバッファー；約０～約 50
重量％の界面活性剤；及び残りとしての水を含んで成るであろう。水性濃縮物を配合する
とき、それらの濃度はセルラーゼ溶液中の成分の必須濃度が上記の通りになるように希釈
してよい。明らかな通り、かかる濃縮物はセルラーゼ溶液の簡単な配合を可能とし、そし
てそれを使用する場所へのその濃縮物の容易な輸送を可能とするであろう。この濃縮物は
液体、エマルション、ゲル、ペースト等の形態であってよい。かかる形態は当業者によく
知られている。
固形のセルラーゼ濃縮物を採用するとき、このセルラーゼ組成物は一般に顆粒、粉末、凝
集物等である。顆粒を採用するとき、その顆粒は好ましくはセルラーゼ保護剤を含むよう
に配合する。例えば 1991年１月 17日出願の米国第 07/642,669号（代理人事件番号 010055－
073）、題名「 GRANULES CONTAINING BOTH AN ENZYME AND AN ENZYME PROTECTING AGENT A
ND DETERGENT COMPOSITIONS CONTAINING SUCH GRANULES」を参照のこと。その内容全体は
引用することで本明細書に組入れる。同様に、この顆粒は、水性媒体への顆粒の溶解速度
を低めるような材料を含むように配合してよい。かかる材料及び顆粒は 1991年１月 17日出
願の米国第 07/642,596号（代理人事件番号 GCS－ 171－ US1）、題名「 GRANULAR COMPOSITIO
NS」に開示されている。その内容全体は引用することで本明細書に組入れる。
その他の材料、例えば石、充填材、溶媒、酵素活性化剤、他の抗再付着剤等も、所望する
ならばセルラーゼ組成物と一緒に又はその中に入れて使用できる。
液比、即ち、ここで採用する、セルラーゼ処理溶液の重量、対、布帛の重量の比は一般に
、デニム布帛において所望のストーンウォッシュ効果が達せられるのに十分な値とし、そ
して使用する工程に依存する。好ましくは、液比は一般に約 1:1より大、そしてより好ま
しくは約 2:1より大である。約 20:1より大の液比は経済観点から通常好ましくない。
セルラーゼ処理にとっての反応温度は２つの競合する要因に支配される。第一に、高めの
温度は一般に高めの反応速度、即ち、速めの反応に対応し、これは低めの温度において必
要とされる反応時間に比して短い反応時間を可能にする。従って、反応温度は一般に約 30
℃以上とする。第二に、セルラーゼは一定の反応温度を超えると活性を失うタンパク質で
あり、その温度は使用するセルラーゼの種類に依存する。従って、もしその反応温度が高
すぎるようになることを許してしまうと、セルラーゼ活性はセルラーゼの変性の結果とし
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て失われる。その結果、ここで採用する最大反応温度は一般に約 65℃である。上記の観点
において、反応温度は一般に約 30℃～約 65℃；好ましくは約 35℃～約 60℃；そしてより好
ましくは約 35℃～約 55℃である。
反応時間は一般に約 10分～約３時間、そして好ましくは約 20分～約１時間である。
かかるセルラーゼ組成物を用いて上記の方法でストーンウォッシュしたデニム布帛は、競
合のセルラーゼ組成物で同一の方法でストーンウォッシュした同一のデニム布帛に比べて
低めの染料再付着を示した。
下記の実施例は本発明を例証するために提供し、その範囲を限定するものと考えるべきで
はない。
実施例
実施例１～ 14は、１もしくは複数種のセルラーゼ成分を生産することのできないように、
又は特定セルラーゼ成分を過剰生産するように遺伝子操作したトリコデルマ　ロンジブラ
チアトゥムの調製を実証する。
実施例１
トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムの pyr4-誘導体の選別
pyr4遺伝子は、ウリジンの生合成にとって必要な酵素、オルチジン－５′－モトホスフェ
ートデカルボキシラーゼをエンコードする。毒性インヒビター５－フルオロオロチン酸（
FOA）が野生型細胞によってウリジンの中に組込まれており、それ故細胞を毒してしまう
。ところで、 pyr4遺伝子を欠く細胞はこのインヒビターに対して耐性であるが、しかし増
殖のためにウリジンを必要とする。従って、 FOAを用いて pyr4誘導株を選別することが可
能である。実際には、 T.ロンジブラチアトゥム（従来は T.リーセイと分類されていた）の
株 RL－ P37（ Sheir－ Neiss,G.and Montenecourt,B.S.,Appl.Microbiol.Biotechol.20,p46
－ 53（ 1984））の胞子を、 2mg/mlのウリジン及び 1.2mg/mlの FOAを含む固形培地の表面の
上にまいた。自発性 FOA耐性コロニーが３～４日以内に出現し、そしてそれは増殖のため
にウリジンを必要とする FOA耐性誘導体をその後同定することを可能にする。特に、欠陥 p
yr4遺伝子を有する誘導体を同定するために、プロトプラストを作り、そして野生型 pyr4
遺伝子を含むプラスミドで形質転換した（実施例３及び４を参照のこと）。形質転換後、
プロトプラストを、ウリジンを欠く培地の上でプレート培養した。形質転換コロニーのそ
の後の増殖はプラスミド担持 pyr4遺伝子による欠損 pyr4遺伝子の補完を実証した。これに
より、株 GC69は株 RL－ P37の pyr4-誘導体と特定された。
実施例２
CBH I欠損ベクターの調製
CBH Iタンパク質をエンコードする cbh1遺伝子を、 T.ロンジブラチアトゥム株 RL－ P37のゲ
ノム DNAより、公知のプローブ合成法（ Shoemakerら、 1983b）を用いてのこの遺伝子につ
いての公開の配列を基礎にデザインしたオリゴヌクレオチドプローブとのハイブリダイゼ
ーションによりクローンした。 cbh1遺伝子は 6.5kbの Pst Iフラグメント上にあり、そして
当業界に公知の技術を利用して、 Pst I切断 pUC4K（ Pharmacia inc.,Piscataway,New jers
eyより購入）の中に、このベクターの Kanr遺伝子を書き換えるように挿入した。この技術
は Sambrookら（ 1989） MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL,Cold Spring Harbor Pre
ssに記載されており、これは引用することで本明細書に組入れる。得られるプラスミド、
pUC4K::cbh1を次に Hind IIIで切り、そして約 6kbの大きめのフラグメントを単離し、そし
て再リゲートして pUC4K::cbh1Δ H/Hを得た（図１参照）。この手順は全 cbh1コード配列、
並びに約 1.2kb上流及び約 1.5kb下流のフランク配列を除去する。オリジナルの Pst Iフラ
グメントの両端からの約 1kbのフランク DNAが残っている。
T.ロンジブラチアトゥム　 pyr4遺伝子を、 Sambrookら前掲の方法に従い、 pUC18中のゲノ
ム DNAの 6.5kbの Hind IIIフラグメントとしてクローンして、 pTpyr2を形成した（ Smithら
、 1991）。プラスミド pUC4K::cbh1Δ H/Hを Hind IIIで切り、そしてその末端を仔牛小腸ア
ルカリホスファターゼで脱リン酸化した。この末端脱リン酸化 DNAを、 T.ロンジブラチア
トゥム　 pyr4遺伝子を含む 6.5kbの Hind IIIフラグメントとリゲートし、ｐΔ CBH I pyr4
を得た。図１はこのプラスミドの構造を示す。
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Eco R IによるｐΔ CBH I pyr4の消化は大きめのフラグメントを放出し、これは両端にお
いての cbh1座のフランク領域と、中央の cbh1コード配列に置き代わる pyr4遺伝子とより成
る。
このフラグメント上の T.ロンジブラチアトゥムに由来しない唯一 DNAは pUC4Kの多重クロー
ニング部位に由来する 21bpのフラグメントである。
実施例３
プロトプラストの単離
菌糸体は、 500mlのフラスコの中の 100mlの YEG（ 0.5％の酵母抽出物、２％のグルコース）
に約５× 107の T.ロンジブラチアトゥム　 GC69胞子（ pyr4-誘導株）を接種することにより
得た。次いでこのフラスコを振盪しながら 37℃で約 16時間インキュベートした。その菌糸
体を 2,750×ｇで遠心することにより回収した。回収した菌糸体を更に 1.2Mのソルビール
溶液の中で洗い、そして 5mg/mlの Novozym（商標） 234溶液（これは Novo Biolabs,Danbury
,CT由来の、 1,3－アルファーグルカナーゼ、 1,3－ベーターグルカナーゼ、ラミナリナー
ゼ、キシラナーゼ、キチナーゼ及びプロテアーゼを含む多成分酵素系についての商標名で
ある）、 5mg/mlの MgSO4・ 7H2 O;0.5mg/mlの牛血清アルブミン ;1.2Mのソルビトールを含む
溶液 40mlの中に再懸濁した。このプロトプラストを Miracloth（ Calbiochem Corp,La Joll
a,California）を介す濾過によって細胞魂から除去し、そして 2,000×ｇでの遠心により
集めた。このプロトプラストを 1.2Mのソルビトールの中で３回、そして 1.2Mのソルビトー
ル、 50mMの CaCl2の中で１回洗い、遠心し、そして 1.2Mのソルビトール、 50mMの CaCl2 1ml
当り約２× 108のプロトプラストの密度で再懸濁した。
実施例４
ｐΔ CBH I pyr4による菌類プロトプラストの形質転換
実施例３において調製した 200μｌのプロトプラスト懸濁物を、 TEバッファー（ 10mMのト
リス、 pH7.4;1mMの EDTA）中の Eco R I消化ｐΔ CBH I pyr4（実施例２で調製） 20μｌ並び
に 25％の PEG 4000、 0.6Mの KCl及び 50mMの CaCl2を含むポリエチレングリコール（ PEG）溶
液 50μｌに加えた。この混合物を氷の上で 20分インキュベートした。このインキュベーシ
ョン期間の後、 2.0μｌの上記の PEG溶液をこれに加え、その溶液を更に混合し、そして室
温で５分インキュベートした。この第二インキュベーションの後、 1.2Mのソルビトール及
び 50mMの CaCl2を含む 4.0mlの溶液をそれに加え、そしてこの溶液を更に混合した。次にこ
のプロトプラスト溶液を直ちに、１％のグルコース、 1.2Mのソルビトール及び１％のアガ
ロースを含む Vogel培地Ｎ（ 3gのクエン酸ナトリウム、 5gの KH2 PO4、 2gの NH4 NO3、 0.2gの M
gSO4・ 7H2 O、 0.1gの CaCl2・ 2H2 O、５μｇのα－ビオチン、 5mgのクエン酸、 5mgの ZnSO4・
7H2 O、 1mgの Fe（ NH4）２ ・ 6H2 O、 0.25mgの CuSO4・ 5H2 O、 50μｇの MnSO4・ 4H2 O/l）の溶融
アリコートに加えた。このプロトプラスト／培地混合物を次に上記と同一の Vogel培地を
含む固形培地の上に注いだ。この培地の中にはウリジンは存在しておらず、従ってｐΔ CB
H I pyr4の中の野生型 pyr4遺伝子インサートによる株 GC69の pyr4突然変異の補完の結果と
して形質転換コロニーは増殖可能であった。これらのコロニーをその後、添加剤として１
％のグルコースを含む固形 vogel培地の上に転写して精製し、そして安定な形質転換体を
更なる分析のために選定した。
この段階で、安定な形質転換体は不安定な形質転換体から、ウリジンを欠く固形培養培地
上でのそのより速い増殖速度及びぎざぎざではなく円滑な輪郭の円形コロニーの形成によ
って区別される。あるケースにおいては、安定性の更なる試験を、その形質転換体を固形
の非選択培地の上で増殖させ（即ち、ウリジン含有）、この培地から胞子を回収し、そし
てその後にウリジンを欠く選択培地の上で発芽させて増殖させるその胞子の％を決定する
ことによって行う。
実施例５
形質転換体の分析
実施例４において得られた形質転換体から、それらを１％のグルコースを含む液状 Vogel
培地Ｎの中で増殖させた後に、 DNAを単離した。これらの形質転換体の DNAサンプルを更に
Pst I制限酵素で切り、そしてアガロースゲル電気泳動にかけた。このゲルを次に Nytran
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膜フィルターの上にブロットし、そして 3 2 Pラベル化ｐΔ CBH I pyr4プローブとハイブリ
ダイズさせた。このプローブは 6.5kbの Pst Iフラグメントとしての天然 cbh1遺伝子、天然
pyr4遺伝子及び形質転換用 DNAフラグメントに由来する任意の DNA配列を同定するために選
定した。
ハイブリダイゼーション由来の放射活性バンドをオートラジオグラフィーにより識別化し
た。このオートラジオグラフィーを図３に示す。５つのサンプル、即ち、サンプル A,B,C,
D及びＥを上記の通りに泳動させた。レーンＥは未形質転換株 GC69であり、そして本分析
におけるコントロールとして利用した。レーンＡ～Ｄは上記の方法によって得た形質転換
体を示す。オートラジオグラフの横側の数字は分子量マーカーのサイズを表わす。このオ
ートラジオグラムからわかる通り、レーンＤは 6.5kbの CBH Iバンドを含んでおらず、この
遺伝子は cbh1遺伝子での DNAフラグメントの組込みによって形質転換体の中で完全に欠落
しているを示唆する。 cbh1欠失株を P37PΔ CBH Iと呼ぶ。図２は、 T.ロンジブラチアトゥ
ム染色体の一つの上の cbh1座での、ｐΔ CBH I pyr4由来の大きめの Eco R Iフラグメント
の二重クロスオーバー現象を介しての組込みによる T.ロンジブラチアトゥム　 cbh1遺伝子
の欠損を概略する。分析したその他の形質転換体は未形質転換コントロール株と同一であ
ることが認められた。
実施例６
pIntCBH Iを有する形質転換体の分析
実施例５と同一の手順を本実施例において利用したが、ただし使用したプローブを 3 2 Pラ
ベル化 pIntCBH Iプローブに変えた。このプローブは pUC4K::cbh1Δ H/Hにおいて欠失した
領域内で cbh1座由来の 2kbの Bgl IIフラグメントを含む pUC型プラスミドである。２つのサ
ンプルを本実施例において泳動し、コントロール、未形質転換株 GC69であるサンプルＡ及
び形質転換体 P37PΔ CBH IのサンプルＢが含まれる。図４からわかる通り、サンプルＡは 6
.5kbのバンドで表示されている通り cbh1遺伝子を含み、しかしながら形質転換体のサンプ
ルＢはこの 6.5kbのバンドを含んでおらず、それ故 cbh1遺伝子を含まず、そして pUCプラス
ミドに由来する任意の配列を含まない。
実施例７
株 P37PΔ CBH Iによるタンパク質分泌
製造した P37PΔ CBH I株由来の胞子を、１％のグルコース、 0.14％の（ NH4） 2 SO4、 0.2％
の KH2 PO4、 0.03％の MgSO4、 0.03％の尿素、 0.75％のバクトトリプトン、 0.05％の Tween 8
0、 0.000016％の CuSO4・ 5H2 O、 0.001％の FeSO4・ 7H2 O、 0.000128％の ZnSO4・ 7H2 O、 0.000
0054％の Na2 MoO4・ 2H2 O、 0.0000007％の MnCl・ 4H2 Oを含むトリコデルマ基礎培地 50mlの中
に接種せしめた。この培地を 250mlのフラスコの中で振盪しながら 37℃で約 48時間インキ
ュベートした。得られる菌糸体を Miracloth（ Calbiochem Corp.）を介する濾過により集
め、そして 17mMのリン酸カリウムで２又は３回洗った。その菌糸体を最後に 1mMのソホロ
ース（ sophorose）を有する 17mMのリン酸カリウムの中に懸濁し、そして更に振盪しなが
ら 30℃で 24時間インキュベートした。次にこれらの培養物から上清液を集め、そして菌糸
体を捨てた。培養上清液のサンプルを Pharmacia Phastgelシステム及び pH3～９の予備成
形ゲルを用い、その製造者の仕様書に従って分析した。このゲルを銀染色により染色して
タンパク質バンドを識別化した。 cbh1タンパク質に対応するバンドは、図５に示している
通り株 P37PΔ CBH I由来のサンプルにはなかった。その等電点電気泳動ゲルは T.ロンジブ
ラチアトゥムの様々な上清液中の様々なタンパク質を示している。レーンＡは部分精製 CB
H Iである；レーンＢは未形質転換 T.ロンジブラチアトゥム培養物由来の上清液である；
レーンＣは本発明の方法に従って作った株 P37PΔ CBH I由来の上清液である。様々なセル
ロース成分の位置は、ラベル化 CBH I,CBH II,EG I,EG II及び EG IIIである。 CBH Iは全細
胞外タンパク質の 50％を構成しているため、それが主要分泌タンパク質であり、それ故ゲ
ル上で最も濃いバンドである。この等電点電気泳動は P37PΔ CBH I株中の CBH Iタンパク質
の枯渇を明示している。
実施例８
pPΔ CBH IIの調製
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CBH IIタンパク質をエンコードする T.ロンジブラチアトゥムの cbh2遺伝子をゲノム DNAの 4
.1kbの Eco R Iフラグメントとしてクローンし、これは図 6Aにおいて模式的に示す（ Chen
ら、 1987,Biotechnology 5:274－ 278）。この 4.1kbのフラグメントを pUC4XLの Eco R I部
位の間に挿入した。この後者のプラスミドは pUC誘導体であり（ R.M.Borka,Genencor Inte
rnational,Inc.により構築）、これは下記の順で並んだ制限エンドヌクレアーゼ部位の対
称パターンを有する多重クローニング部位を含む：
Eco R I,Bam H I,Sac I,Sma I,Hind III,Xho I,Bgl II,Cla I,Bgl II,Xho I,Hind III,Sm
a I,Sac I,Bam H I,Eco R I。当業界に公知の方法を利用して、プラスミド、 pPΔ CBH II
（図 6B）を構築した。それにおいては、 Hind III部位（ CBH II翻訳開始部位の３′の 74bp
）と Cla I部位（ CBH IIの最後のコドンの３′の 265bp）との間にあるこの遺伝子の 1.7kb
の中央領域が除去されており、そして T.ロンジブラチアトゥム　 pyr4遺伝子を含む 1.6kb
の Hind III－ Cla I DNAフラグメントに置き代えられている。
T.ロンジブラチアトゥム　 pyr4遺伝子を、 1.6kbの Nhe I－ Sph Iフラグメント上の pTpyr2
（実施例２参照）から切り出し、そして pUC219の Sph Iと Xba I部位との間に挿入して p219
Mを作った（ Smithら、 1991,Curr.Genet　 19頁 27－ 33）。ベクター puc219は pUC119（ Wilso
nら（ 1984） Gene　 77:69－ 78）から、多重クローニング部位を増幅して Bgl II,Cla II及
び Xho Iにとっての制限部位を含むようにすることによって誘導されたものである。 pyr4
遺伝子を、 p219Mから、 pUC219多重クローニング部位に由来する 7bpの DNAを一端に、そし
て 6bpの DNAを他端に有する Hind III－ Cla Iフラグメントとして除去し、そして cbh2遺伝
子の Hind IIIと Cla I部位との中に挿入し、プラスミド pPΔ CBH IIを形成した（図 6B参照
）。
Eco R Iによるこのプラスミドの消化は、一端に cbh2座由来の 0.7kbのフランク DNA、他端
に cbh2座由来の 1.7kbのフランク DNA及び中央に T.ロンジブラチアトゥム　 pyr4遺伝子を有
するフラグメントを遊離させるであろう。
実施例９
P37PΔ CBH Iの pyr4-誘導体の作製
cbh1遺伝子について欠失した形質転換体（ P37PΔ CBH I）の胞子を FOA含有培地の上にまい
た。この形質転換体の pyr4-誘導体を次に実施例１の方法を利用して得た。この pyr4-株を
P37PΔ CBH I Pry- 26と命名した。サザン分析は、株 P37PΔ CBH I Pyr- 26を選別していると
きに自発欠損が起きたことを示している。この欠損は、はじめにクローンしたゲノム DNA
の 6.5kbの Pst Iフラグメントの幅を超えて cbh1座に組込まれた pyr4遺伝子を完全に除去し
た。
実施例 10
cbh1について予め欠失している株における cbh2遺伝子の欠失。株 P37PΔ CBH I Pyr- 26のプ
ロトプラストを作り、そして実施例３及び４に概略した方法に従って Eco R I消化 pPΔ CBH
 IIで形質転換した。
精製した安定形質転換体を実施例７の通りにシェーカーフラスコの中で培養し、そしてそ
の培養上清液中のタンパク質を等電点電気泳動により検査した。 CBH II（ないし CBH I）
タンパク質を生産しない一の形質転換体（ P37PΔΔ CBH67と命名）を同定した。図５のレ
ーンＤは本発明の方法に従って作った cbh1及び cbh2遺伝子の両方について欠失している形
質転換体に由来する上清液を示す。
DNAを、 Eco R I及び Asp718で消化した株 P37PΔΔ CBH67から抽出し、そしてアガロースゲ
ル電気泳動にかけた。このゲル由来の DNAを膜フィルターにブロットし、そして 3 2 Pラベル
化 pPΔ CBH IIとハイブリダイズさせた（図７）。図７のレーンＡは未形質転換 T.ロンジブ
ラチアトゥム株由来の DNAについて観察されたハイブリダイゼーションパターンを示す。
野生型 cbh2遺伝子を含む 4.1kbの Eco R Iフラグメントが観察された。レーンＢは株 P37PΔ
Δ CBH67について観察されたハイブリダイゼーションパターンを示す。一本の 4.1kbのバン
ドがなくなり、そして約 0.9及び 3.1kbの二本のバンドに置き代えられていた。これは、 pP
Δ CBH II由来の Eco R Iフラグメントの一コピーが cbh2座に正確に組込まれている場合に
予測されるパターンである。
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同一の DNAサンプルを Eco R Iによって消化し、そして上記の通りにサザンブロット分析を
行った。本例においては、プローブは 3 2 Pラベル化 pIntCBH IIとした。このプラスミドは
、プラスミド pPΔ CBH II欠失している cbh2遺伝子のセグメント内に由来する cbh2遺伝子コ
ード配列の一部を含む。株 P37PΔΔ CBH67由来の DNAとのハイブリダイゼーションは認めら
れず、 cbh2遺伝子は欠失しており、そして pUCプラスミド由来の配列はこの株の中にない
ことを示している。
実施例 11
株 P37PΔΔ CBH67の pyr4 nu11突然変異体の選別。 cbh1及び cbh2遺伝子の両者について欠い
ている形質転換体（ P37PΔΔ CBH67）の胞子を FOA含有培地の上にまいた。次にこの形質転
換体の pyr4欠陥誘導体を実施例１記載の方法を利用して得た。この pyr4欠陥株を P37PΔΔ
CBH67Pyr- 1と命名した。サザン分析は、株 P37PΔΔ CBH67Pyr- 1を選別するときに自発欠損
が生じたことを示す。この欠損はもとからクローンしてあるゲノム DNAの 4.1kbの Eco R I
フラグメントの幅を超えて cbh2座に組込まれた pyr4遺伝子を完全に除去した。 pyr4遺伝子
の両末端に存在する pUC219多重クローニング部位に由来する DNAの短い（ 6bp及び 7bp）フ
ラグメントもこの欠損によってゲノムから除去されるであろう。
実施例 12
pEG I pyr4の構築
EG Iをエンコードする T.ロンジブラチアトゥム　 egl1遺伝子を、株 RL－ P37由来のゲノム D
NAの 4.2kbの Hind IIIフラグメントとして、公開の配列に従って合成したオリゴヌクレオ
チドとのハイブリダイゼーションによってクローンした（ Penttilaら、 1986,Gene 45:253
－ 263;Van Arsdellら、 1987,Bio/Technology 5:60－ 64）。 3.6kbの Hind III－ Bam H Iフ
ラグメントをこのクローンから取り出し、そして pTpyr2（実施例２参照）により得た T.ロ
ンジブラチアトゥム　 pyr4遺伝子及び Hind IIIで切った pUC218（実施例８の pUC219と同じ
であるが、ただし多重クローニング部位が反対方向となっている）を含む 1.6kbの Hind II
I－ Bam H Iフラグメントと、 Sambrookら（ 1989）前掲に概略した標準分子技術によってリ
ゲートして、プラスミド pEG I pyr4を供した（図８）。 Hind IIIによる pEG I pyr4の消化
は、２本の遺伝子（ egl1及び pyr4遺伝子）間の 24bpの配列決定した合成 DNA及び一端にあ
る 6bpの配列決定した合成 DNAを除き、 T.ロンジブラチアトゥムゲノム DNA（ egl1及び pyr4
遺伝子）のみを含む DNAのフラグメントを遊離するであろう（図８参照）。これら合成 DNA
片の両者は pUC－型ベクターの多重クローニング部位より得られた。
実施例 13
EG I発現ベクター pTEX－ EG1の構築
プラスミド pTEX－ EG Iを Sambrookら（ 1989）前掲の方法に従って構築し、そして図９に示
す。このプラスミドは糸状菌類トリコデルマリーセイにおける使用のための多目的発現ベ
クターとしてデザインされている。その発現カセットはこの機能にとってそれを有用なも
のにするいくつかの固有の特徴を有する。転写は T.リーセイにとって強力な CBH I遺伝子
プロモーター及びターミネーター配列を使用して制御している。 CBH Iプロモーターとタ
ーミネーターとの間には、発現させるべき遺伝子を挿入するのに用いる固有の Pme I及び S
st I制限部位がある。 T.リーセイ　 pyr4選択マーカー遺伝子が CBH Iターミネーターの中
に挿入されており、そして完全発現カセット（ CBH Iプロモーター－挿入部位－ CBH Iター
ミネーター－ pyr4遺伝子－ CBH Iターミネーター）は固有の Not I制限部位又は固有の Not 
I及び Nhe I制限部位を用いて切り出すことができる。
このベクターは細菌ベクター pSL1180（ Pharmacia Inc.,Piscataway,New Jersey）を基礎
とし、これは長い多重クローニング部位を有する pUC型ベクターである。 pTEXを Sst II及
び Pme Iで消化し、次いで cbh1プロモーターを egl1コード配列に、並びに egl1コード配列
及びターミネーター領域のほとんどを含む T.ロンジブラチアトゥム DNAの約 2kb Sfi I－ Sc
a Iフラグメントに連結するのにデザインされた合成 DNAリンカーにリゲートさせる。この
リゲーションはベクター pTEX－ EG Iをもたらした。このベクターを Not I及び Nhe Iで消化
して、下記の成分を含んで成る発現カセットを遊離させた：
ａ） pSL1180の多重クローニング部位に由来する 11bpのリンカー DNA。
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ｂ） cbh1遺伝子のプロモーター領域に由来する約 2.2kbの Pst I－ Sst IIフラグメント。こ
の Sst II部位は翻訳開始コドン（ ATG）の５′の位置 15bpにある。
ｃ） cbh1プロモーターを egl1コード配列に連結するために用いる合成 DNAリンカーであっ
て、 Sst II及び Sfi I消化 DNAと適合性の一本鎖突き出し（ overhanging）末端を有し、且
つ下記の配列を有するもの：
　
　
　
　
（ SEQ ID NO:4）。星印は egl1遺伝子コード領域の翻訳開始コドン（ ATG）である。５′か
ら ATGコドンに至る DNA配列は cbh1遺伝子のこの領域において見い出せるものと全く同一で
ある。 ATGコドンの３′の DNA配列は egl1遺伝子のこの領域と全く同一である。
ｄ） T.ロンジブラチアトゥム DNAの約 2kbの Sfi I－ Sca Iフラグメントであって、第一 ATG
コドンの 30bp後方の Sfi I部位で開始する egl1コード配列、並びに転写終止及びポリアデ
ニル化シグナルを含む約 300bpの３′フランク DNAを含むもの。
ｅ） T.ロンジブランチアトゥム DNAの約 1kbの Sma I－ Bgl IIフラグメントであって、 cbh1
遺伝子の３′フランク領域に由来し、図９に示す合成リンカー DNA（ SEQ ID NO:1）を用い
て Sma I部位の隣りに付加された Pme I制限部位を有するもの。
ｆ） 1.6kbの Bgl IIプラスミド上の T.ロンジブラチアトゥム pyr4遺伝子であって、一端上
に 13bp、そして他端上に 17bpの合成リンカー配列を有するもの。両リンカーとも pUC219ベ
クターの多重クローニング部位に由来する。この後者の合成リンカーは図９に示すリンカ
ー（ SEQ ID NO:3）を用いる Hind III部位での Bgl II部位の挿入によって追加的に改良さ
れている。オリゴヌクレオチド特異的突然変異誘発（ Sambrookら（ 1989） Molecular Clon
ing a Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Press）を、 pyr4コード領域内の一個のヌ
クレオチドを改変するのに用いた（図９の SEQ ID NO:2）。タンパク質のアミノ酸位置 251
にあるアルギニンについてコードするコドンの３番目のヌクレオチドをＣヌクレオチドか
らＡヌクレオチドへとこの方法によって変えた。この変更は作成されたオロチジン５′モ
ノホスフェートデカルボキシラーゼのアミノ酸配列を変更しないが、しかし DNA配列中の S
st II部位を破壊し、それ故プラスミドの構築を助長する。
ｇ） cbh1遺伝子の３′フランク領域由来の T.ロンジブランチアトゥム DNAの約 0.5kbの Bgl 
II－ Nhe Iフラグメント。
pTEX－ EG Iに類似するが、 gel1遺伝子に代わる任意のその他の T.ロンジブランチアトゥム
遺伝子を有するプラスミドを構築することが可能であろう。これにより、その他の遺伝子
の過剰発現及び cbh1遺伝子の同時欠損が達せられうる。
実施例 14
EG I過剰発現株の構築
Hind IIIによる消化により pEG I pyr4から遊離した gel1及び pyr4遺伝子を含む DNAの線形
フラグメントをアガロースゲルから精製した。同様に、 egl1,pyr4遺伝子及び cbh1遺伝子
のフランク領域を含む DNAの線形フラグメントを Not I及び Nhe Iによる消化後に pTEX－ EG 
Iから精製した。 DNAのこれらのフラグメントを、実施例３及び４の方法によって T.ロンジ
ブラチアトゥム株 P37PΔΔ CBH67 Pyr- 1を形質転換せしめる個別の実験において用いた。
いくつかの形質転換体が各 DNAフラグメントより得られ、これらの形質転換体はその親株
に比して高いレベルの EG Iを産生した。全 DNAをこれらの形質転換体から単離し、 Pst Iで
消化し、アガロースゲル電気泳動にかけ、そして膜フィルターにブロットした。放射性ラ
ベル pUCEG I（ゲノム DNAの 4.2kbの Hind IIIフラグメント上に egl1遺伝子を含む pUCプラス
ミド）を用いるサザンブロット分析は、各形質転換体が、決定することのできなかったゲ
ノム内の部位に組込まれた egl1遺伝子の複数のコピーを含んでいることを示した。
同様のサザン分析をプローブとして pUCベクターを用いて実施した。この分析は、 pEG I p
yr4又は pTEX－ EG1のいづれかの pUCプラスミドフラグメントがどちらの株によっても組込
まれていないことを示した。
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上記の通りにして pEG I pyr4又は pTEX－ EG Iのいづれかにより得られた株 P37PΔΔ CBH67P
yr- 1の形質転換体を 50mlのシェークフラスコ培養物の中に接種し、生成された分泌エンド
グルカナーゼの量を決定した。これらの実験のために用いた液体培地は下記の組成を有す
る：
アルファー－ラクトース 30g/l;（ NH4） SO4 6.5g/l;KH2 PO4 2.0g/l;MgSO4・ 7H2 O0.3g/l;CaCl

2 0.2g/l;1000×の微量塩溶液 1.0ml/l;10％ Tween 80 2.0ml/l;Proflo 22.5g/l;CaCO3 0.72g
/l。
Tween 80及び Profloのための起源。 1000×の微量塩溶液は下記の組成を有していた :FeSO4
・ 7H2 O5.0g/l;MnSO4・ H2 O1.681;ZnSO4 1.4g/l。これらのシェークフラスコ培養物を 30℃で
７日間、振盪しながらインキュベートした。上清液のサンプルをこれらの培養物から採取
し、そしてエンドグルカナーゼ活性を測定するためにデザインしたアッセイは下記の通り
に実施した。
エンドグルカナーゼアッセイはレマゾール　ブリリアント　ブルーカルボキシメチルセル
ロース（ RBB－ CMC;Megazyme,North Rocks,NSW,Australiaより入手）由来の可溶性染色オ
リゴ糖の放出に基づく。この基質は、 2gのドライ RBB－ CMCを 80mlの単に沸騰した脱イオン
水に強く攪拌しながら加えることによって調製した。室温にまで冷やしたら、 5mlの 2Mの
酢酸ナトリウムバッファー（ pH4.8）を加え、そしてその pHを 4.5に調整した。その容量を
最終的に脱イオン水で 100mlに調整し、そしてアジ化ナトリウムを 0.02％の最終濃度とな
るように加えた。 T.ロンジブラチアトゥムコントロール培養物、 pEG I pyr4もしくは pTEX
－ EG I形質転換体培養上清液、又はブランクとしての 0.1Mの酢酸ナトリウムのアリコート
（ 10～ 20μｌ）をチューブの中に入れ、 250μｌの基質を加え、そしてそのチューブを 37
℃で 30分インキュベートした。これらのチューブを氷の上に 10分間載せ、次いで 1mlの低
温沈殿剤（ 3.3％の酢酸ナトリウム、 0.4％の酢酸亜鉛、 HClで pH5、 76％のエタノール）を
加えた。これらのチューブをボルテックスに付し、そして５分間放置し、次いで約 13,000
×ｇで３分間遠心した。光学密度を 590～ 600nmの波長で吸光度的に測定した。
pEG I pyr4 DNAにより得た５種の形質転換体の三重培養物及び親株 P37PΔΔ CBH67の培養
物に基づいて実施したエンドグルカナーゼアッセイの結果を下記の表１に示す。形質転換
体は明らかに、上記の親株に比してより多くの分泌エンドグルカナーゼ活性を供し、それ
は表１に示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
上記の結果は EG I成分の過剰生産を実証するための目的で示しており、過剰生産の程度を
実証する目的のために示しているのではない。これに関して、過剰生産の程度は各実験で
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異なると予測される。
類似のシェークフラスコ培養及びエンドグルカナーゼアッセイを pTEX－ EG Iで得られた形
質転換体で実施し、そしてエンドグルカナーゼ活性を過剰生産した形質転換体を同定した
。
本実施例の方法は任意のその他の EG成分を過剰生産するであろう T.ロンジブラチアトゥム
株を産生するのに用いることができる。
CBH I及び CBH IIに加えてその他の遺伝子、例えば EG IIについて予め欠失させておいた T.
ロンジブラチアトゥムの pyr4誘導株を pEG I pyr4又は pTEX－ EG Iで形質転換させて、例え
ばエキソセロビオヒドロラーゼ又は EG IIを生産せず、且つ EG Iを過剰発現するであろう
形質転換体を構築することも可能であろう。
実施例 15
Cytolase 123セルラーゼのセルラーゼ成分に至る精製 CYTOLASE 123セルラーゼを下記の方
法で分画した。このセルラーゼ系の中のセルラーゼ成分の通常の分布は下記の通りである
：
CBH I　　　　　　　　　　　　　　  45－ 55重量％
CBH II　　　　　　　　　　　　　　 13－ 15重量％
EG I　　　　　　　　　　　　　　　 11－ 13重量％
EG II　　　　　　　　　　　　　　  ８－ 10重量％
EG III　　　　　　　　　　　　　　１－４重量％
BG　　　　　　　　　　　　　　　  0.5－１重量％。
分画は下記の樹脂を含むカラムを用いて行った：
Sigma Chemical Company（ St.Louis,Mo）由来の Sephadex G－ 25ゲル濾過樹脂、 IBF Biote
chnics（ Savage,Maryland）由来の QA Trisacyrl Mアニオン交換樹脂及び SP Trisacryl M
カチオン交換樹脂。 CYTOLASE 123セルラーゼ 0.5gを Sephadex G－ 25ゲル濾過樹脂の３リッ
トルのカラムを用い、 10mMのリン酸ナトリウムバッファー pH6.8で脱塩した。この脱塩溶
液を次に 20mlの QA Trisacryl Mアニオン交換樹脂の 20mlのカラムの上に載せた。このカラ
ムに結合した画分は CBH I及び EG Iを含んでいた。これらの成分を０～約 500mMの塩化ナト
リウムを含む水性勾配を利用する勾配溶出によって分離させた。このカラムに結合しなか
った画分は CBH II及び EG IIを含む。これらの画分を 10mMのクエン酸ナトリウム、 pH3.3で
平衡にした Sephadex G－ 25ゲル濾過樹脂のカラムを用いて脱塩した。この溶液 200mlを次
に 20mlの SP Trisacryl Mカチオン交換樹脂のカラムの上に載せた。 CBH II及び EG IIを０
～約 200mMの塩化ナトリウムを含む水性勾配を用いて個別に溶出させた。
上記の実施例 13のそれに似た手順に従い、その成分へと分けることのできうるその他のセ
ルラーゼ系には CELLUCAST（ Novo Industry,Copenhagen,Denmarkより入手可能）、 RAPIDAS
E（ Gist Brocades,N.V.,Delft,Holland）及びトリコデルマ　コニンギイ、ペニシルム種
に由来するセルラーゼ系等が含まれる。
実施例 16
Cytolase 123セルラーゼからの EG IIIの精製
上記の実施例 22は Cytolase 123セルラーゼからのいくつかの成分の単離を実証している。
しかしながら、 EG IIIは Cytolase 123セルラーゼの中で非常に少量で存在しているため、
この成分を単離するのに下記の手順を採用する。また、全体を引用することで本明細書に
組入れる 1992年４月３日出願の米国第 07/862,846号、題名「 METHODS FOR PRODUCING SUBS
TANTIALLY PURE EG III CELLULASE USING POLYETHYLENE GLYCOL」を参照のこと。
A.　 EG IIIセルラーゼ酵素の大量抽出
100リットルの無細胞セルラーゼ濾液を約 30℃に熱した。この熱した材料は約４％（ wt/vo
l） PEG 8000（ポリエチレングリコール、 MW約 8000）及び約 10％（ wt/vol）の無水硫酸ナ
トリウムより成る。この混合物は二相の液体混合物を構成している。それらの相を SA－１
ディスクスタック遠心を利用して分離させた。それらの相を銀染色等電点電気泳動ゲルを
用いて分析した。分離は EG III及びキシラナーゼに関して得られた。回収した組成物は約
20～ 50重量％の EG IIIを含む。
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上記の手順に関し、約 8000未満の分子量を有するポリエチレングリコールの利用は不適切
な分離を供した；一方、約 8000より大の分子量を有するポリエチレングリコールの利用は
回収した組成物における所望の酵素の排除をもたらした。硫酸ナトリウムの量に関しては
、約 10％ wt/volより大の硫酸ナトリウムのレベルは沈殿の問題を起こした；一方、約 10％
wt/vol未満の硫酸ナトリウムのレベルは劣った分離を供すか、又はその溶液は単相のまま
であり続けた。
他に、 EG IIIセルラーゼは、全体を引用することで本明細書に組入れる 1992年４月３日出
願の米国第 07/862,641号、題名「 METHODS FOR PRODUCING SUBSTANTIALLY PURE EG III CE
LLULASE USING ALCOHOL」に記載の方法によって抽出できうる。
B.　分画を介する EG IIIの精製
EG IIIの精製は、野生型トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムにより産生された完全菌類
セルラーゼ組成物（ CYTOLASE 123セルラーゼ ;Genencor International,South San Franci
sco,Californiaより市販）からの分画によって行われる。詳しくは、分画は下記の樹脂を
含むカラムを用いて行う：
Sigma Chemical Company（ St.Louis,Mo）由来の Sephadex G－ 25ゲル濾過樹脂、 IBF Biote
chnics（ Savage,Maryland）由来の QA Trisacryl Mアニオン交換樹脂及び SP Trisacryl M
カチオン交換樹脂。 CYTOLASE 123セルラーゼ 0.5gを Sephadex G－ 25ゲル濾過樹脂の３リッ
トルのカラムを用い、 10mMのリン酸ナトリウムバッファー pH6.8で脱塩する。この脱塩溶
液を次に 20mlの QA Trisacryl Mアニオン交換樹脂の 20mlのカラムの上に載せる。このカラ
ムに結合する画分は CBH I及び EG Iを含む。このカラムに結合しない画分は CBH II,EG II
及び EG IIIを含む。これらの画分を 10mMのクエン酸ナトリウム、 pH4.5で平衡にした Sepha
dex Q－ 25ゲル濾過樹脂のカラムを用いて脱塩する。この溶液 200mlを次に 20mlの SP Trisa
cryl Mカチオン交換樹脂のカラムの上に載せる。 EG IIを 200mMの塩化ナトリウムの水性溶
液 100mlを用いて溶出させる。
EG IIIの単離の効率を高めるため、１又は複数種の EG I,EG II,CBH I及び／又は CBH IIを
生産することができなくなるようにトリコデルマ　ロンジブラチアトゥムを遺伝子的に改
良することを採用することが所望されうる。１又は複数種のかかる成分がないことは EG I
IIのより効率的な単離を必然的にもたらすであろう。
同様に、実質的に純粋な EG III組成物、即ち、約 80重量％より大のタンパク質において EG
 IIIを含む組成物を供するために上記の EG III組成物を更に精製することが所望されうる
。例えば、かかる実質的に純粋な EG IIIタンパク質は手順Ａにおいて得られた材料を手順
Ｂにおいて利用することにより、又はその逆により得られうる。 EG IIIを更に精製するた
めの一の特定の方法は本実施例 14のパートｂ）において得られた EG IIIサンプルの更なる
分画を有する。更なる分画は、 Mono－Ｓ－ HR 5/5カラム（ Pharmacia LKB Biotechnology,
Piscataway,NJより入手可能）を用いて FPLCシステムで行った。この FPLCシステムは液体
クロマトグラフィーコントローラー、２台のポンプ、デュアルパスモニター、フラクショ
ンコレクター及びチャートレコーダーより成る（全て Pharmacia LKB Biotechnology,Pisc
ataway,NJより入手可能）。分画は、本実施例 14のパートｂ）において調製した EG IIIサ
ンプル 5mlを、 10mMのクエン酸ナトリウム、 pH4で予め平衡にしておいた 20mlの Sephadex G
－ 25カラムで脱塩することにより行った。次いでこのカラムを０～ 200mMの NaClの水性勾
配で 0.5ml/分の流速で溶出させ、そのサンプルを 1mlの画分で集めた。 EG IIIは分画 10及
び 11で回収され、そして SDSゲル電気泳動により 90％より大の純度であることが決定され
た。この純度の EG IIIは公知の技術によってＮ末端アミノ酸配列を決定するのに適当であ
る。
上記の実施例 16において精製した実質的に純粋な EG III並びに EG I及び EG II成分は本発
明において単独で、又は混合物として利用できる。これらの EG成分は下記の特徴を有する
：

EG I　　～ 47－ 49kD　  4.7　　  ～５
EG II　　　～ 35kD　　 5.5　　  ～５
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EG III　～ 25－ 28kD　  7.4　～ 5.5－ 6.0
1.指摘 pHは下記の実施例 17に従い RBB－ CMC活性により決定した。
実施例 17
一定 pH域にわたるセルラーゼ組成物の活性
以下の手順を２種類のセルラーゼ組成物の pHプロフィールを決定するために採用した。第
１セルラーゼ組成物は、 CBH I及び II成分が生産できないように上記と似たような方法で
遺伝子的に改良したトリコデルマ　ロンジブラチアトゥムより調製した CBH I及び CBH II
欠失セルラーゼ組成物である。このセルラーゼ組成物は、トリコデルマ　ロンジブラチア
トゥム由来のセルラーゼ組成物を約 58～ 78％一般的に含んで成る CBH I及び CBH IIを含ま
ないため、このセルラーゼ組成物は必然的に CBH I型及び CBH II型セルラーゼ成分を実質
的に含まず、従って EG成分、即ち EG I,EG II,EG III等に富んでいる。
第二セルラーゼ組成物は実施例 16のパートｂ）に似た精製方法を介するトリコデルマ　ロ
ンジブラチアトゥム由来のセルラーゼ組成物から単離した EG IIIの約 20～ 40％の純度の画
分である。
これらのセルラーゼ組成物の活性を 40℃で決定し、そしてその決定は下記の手順を利用し
て行った。
５～ 20μｌの適当な酵素溶液を、最終溶液において必須の酵素を供するように十分な濃度
で加える。 pH4,5,5.5,6,6.5,7,7.5及び８の 0.05Mのクエン酸／リン酸バッファー中の 250
μｌの２重量％の RBB－ CMC（レマゾール　ブリリアント　ブルーＲ－カルボキシメチルセ
ルロース ;MagaZyme,6 Altona Place,North Rocks,N.S.W.2151,Australiaより市販）を加
える。
ボルテックスし、そして 40℃で 30分インキュベートする。氷浴の中で５～ 10分冷やす。 0.
3Mの酢酸ナトリウム及び 0.02Mの酢酸亜鉛を含む 1000μｌのメチルセロソルブ（ methyl ce
llosolve）を加える。ボルテックスし、そして５～ 10分放置する。遠心し、そして上清液
をキュベットに入れる。各キュベットの中の光学密度（ OD）を 590nmで測定する。高めの
レベルの光学密度は高めのレベルの酵素活性に相当する。
この分析の結果を図 10に示し、これは EG IIIセルラーゼ組成物と対比させた CBH I及び II
欠失セルラーゼ組成物の相対活性を示している。この図より、 CBH I及び CBH IIを欠くセ
ルラーゼ組成物は RBB－ CMCに対する最適セルロース分解活性を pH5.5付近で有し、そして
若干の活性をアルカリ pHで、即ち、７より高く８に至る pHにおいて有している。他方、 EG
 IIIに富むセルラーゼ組成物は pH5.5～６において最適セルロース分解活性を有し、そし
てアルカリの pHで有意な活性を有する。
上記の実施例から、当業者は、セルラーゼ組成物が活性であり、且つ好ましくは最適活性
を有しているように水性織物組成物の pHを単に調整及び維持すればよい。上記の通り、か
かる調整及び維持は適当なバッファーの利用を包括しうる。
実施例 18
ストーンウォッシュ外観
本実施例は、 CBH型成分の存在がデニム布帛にストーンウォッシュ外観を授けるのに本質
的でないことを実証する。詳しくは、本実施例は、 CBH型成分を生産できない（即ち、 CBH
 I及び II成分を生産できない）ように上記の方法で遺伝子操作されたトリコデルマ　ロン
ジブラチアトゥムに由来するセルラーゼ組成物及びトリコデルマロンジブラチアトゥムに
由来し、そして Genencor International,South San Francisco,Californiaから Cytolase 
123セルロースとして入手できる完全セルラーゼ組成物を採用する。
これらのセルラーゼ組成物を染色したデニムパンツにストーンウォッシュ外観を授けるそ
の能力について試験した。詳しくは、サンプルを工業用洗濯機及び下記の条件を利用して
用意した：
10mMのクエン酸／リン酸バッファー pH5
40Lの全容量
110゜ F
４本のデニムパンツ
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１時間の工程時間
50ppmの CBH I及び II欠失セルラーゼ又は 100ppmの完全セルラーゼ（即ち、ほぼ等しい EG濃
度において）
サンプルを、８人のパネリストにより、染料の再付着のレベルでなく、そのストーンウォ
ッシュ外観について評価した。８人のパネリスト全員が、非酵素処理パンツに比べて 100p
pm完全セルラーゼ処理パンツをより良いストーンウォッシュルックを有するものとして選
んだ。８人のパネリストのうち４人が完全セルラーゼに比べて CBH I及び II欠失セルラー
ゼ処理パンツを、より良いストーンウォッシュルックを有するものとして選んだ；一方、
他の４人のパネリストは完全セルラーゼ処理パンツをより良いストーンウォッシュルック
を有するものとして選んだ。これらの結果は、 CBH I及び II欠失セルラーゼ処理パンツが
、完全セルラーゼ処理パンツと区別できず、従って CBH I及び／又は CBH IIはデニム布帛
にストーンウォッシュ外観を供するのに本質的でないことを示唆する。
実施例 19
染料の低められた再付着
本実施例は、 CBH型成分を実質的に含まない EG型成分の利用がストーンウォッシュ中での
布帛に対する染料の低められた再付着をもたらすことを実証する。
詳しくは、本実施例は下記のセルラーゼ組成物を採用する：
ａ）トリコデルマ　ロンジブラチアトゥムに由来し、且つ Genencor International,South
 San Francisco,Californiaから Cytolase 123セルラーゼとして入手できる完全セルラー
ゼ組成物。
ｂ） CBH型成分を生産できないように（即ち、 CBH I及び II成分を生産できないように）上
記のように遺伝子操作したトリコデルマロンジブラチアトゥム由来のセルラーゼ組成物；
ｃ）実施例 15の方法により精製した CBH I;
ｄ）実施例 15の方法により精製した EG II;
ｅ）実施例 15の方法により精製した EG II;及び
ｆ）実施例 16の方法により精製した EG III。
これらのセルラーゼ組成物を、染色したデニムパンツに対してストーンウォッシュ外観を
供するその能力及び布帛に対する染料の再付着を防ぐその能力について試験した。
詳しくは、これらのサンプルは工業用洗濯機及びドライヤーを用いて下記の条件下で用意
した：
20mMのクエン酸／リン酸バッファー pH4.9
40Lの全容量
55℃
3.8kgの脱糊化インジゴ染めデニムパンツ
36rpmで１時間の工程時間
35ppmの CBH I及び II欠失セルラーゼ、又は
70ppmの完全セルラーゼ、又は
15～ 30ppmの精製 EG I,EG IIもしくは EG IIIセルラーゼ
衣料を清浄な液体での３連続サイクルにおいて標準化プロトコールに従ってすすいだ。す
すぎ＃１… 24ガロンの熱湯、約 50℃、 100gの標準洗剤 WOR（ American Association of Tex
tile Chemists and Colorists〔 AATCC〕 ,WOB－漂白剤抜き）。撹拌は 36rpmで 12分とした
。液を抜いた。すすぎ＃２… 24ガロンの温水、～ 40℃、添加洗剤なし、５分の撹拌。液を
抜いた。すすぎ＃３… 24ガロンの冷水、～ 30℃、添加洗剤なし、５分の撹拌。液を抜いた
。衣料をしぼた、そして標準の電気洋服ドライマーの中で乾燥した。
図 11は種々のセルラーゼ組成物より得た結果を示す。
この結果は、 EG IIIが布帛上の染料の最低の再付着を供することを示唆する。しかしなが
ら、精製 EG I,EG II及び CBH I/II欠失セルラーゼも、完全セルラーゼで得られたものと対
比させたとき、低い付着を有する満足たるストーンウォッシュ外観を供した。 CBH I単独
は再付着を供しないが、それはストーンウォッシュ効果ももたらさない。
セルラーゼ組成物中の大量の CBH型成分の存在は布帛に対する染料の再付着の上昇をもた
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らすようである。
CBH型成分を実質的に含まない、トリコデルマ　ロンジブラチアトゥム以外の再付着性完
全セルラーゼ組成物を提供する微生物に由来するセルラーゼ組成物が、本実施例に記載の
セルラーゼ組成物の代わりに使用できうる。特に、 EG型成分を含むセルラーゼ組成物の起
源は本発明にとって重要でなく、そして１又は複数種の EG型成分を含み、且つ実質的に全
ての CBH－型成分を含まない任意のセルラーゼ組成物をここでは使用できる。例えば、本
発明において使用する菌類セルラーゼ組成物を調製するうえで使用するための菌類セルラ
ーゼは、トリコデルマ　ビリデ、トリコデルマ　コニンギイ、ペンシリウム種等から獲得
できるか、又は市販のセルラーゼ、即ち、 CELLUCAST（ Novo Industry,Copenhagen,Denmar
kより入手可能）、 RAPIDASE（ Gist Brocades,N.V.,Delft,Hollandより入手可能）等を利
用できる。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ３ 】

【 図 ９ 】
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