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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質をコードする核酸分子であって
、
ａ）配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の１１８位のヌクレオチドから４１
４０位のヌクレオチドまでの配列から成る核酸分子、
ｂ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１３８０位のアミノ酸までの配列と、少なくとも
９８％同一のアミノ酸配列から成るタンパク質をコードする核酸分子、
ｃ）配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の１１８位のヌクレオチドから３９
４５位のヌクレオチドまでの配列から成る核酸分子、
ｄ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１３１５位のアミノ酸を含むまでの配列と、少な
くとも９８％同一のアミノ酸配列から成るタンパク質をコードする核酸分子、
ｅ）配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の１１８位のヌクレオチドから４５
１８位のヌクレオチドまでの配列から成る核酸分子、
ｆ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１５０６位のアミノ酸までの配列と、少なくとも
９８％同一のアミノ酸配列から成るタンパク質をコードする核酸分子、
ｇ）ａ）、ｃ）またはｅ）の配列と、少なくとも９８％同一の配列から成る核酸分子であ
って、該配列が、ａ）、ｃ）またはｅ）の配列と同数のヌクレオチドを有する核酸分子、
ｈ）核酸配列が、遺伝コードの縮重の結果として、ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）
またはｇ）の核酸分子の配列から逸脱した核酸分子、
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ｉ）核酸配列が、ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）、ｇ）またはｈ）の核酸分子の一
つの完全長配列に相補的な核酸分子であって、該相補的な配列が、ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ
）、ｅ）、ｆ）、ｇ）またはｈ）の核酸分子と同数のヌクレオチドを有する核酸分子
より選択される核酸分子。
【請求項２】
　５’末端に核酸トリプレットＡＴＧを結合させ、３’末端にＴＡＡ、ＴＡＧおよびＴＧ
Ａより選択される核酸トリプレットを結合させた、請求項１記載の核酸分子。
【請求項３】
　請求項１または２記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項４】
　プラスミドである、請求項３記載のベクター。
【請求項５】
　請求項１もしくは２記載の核酸分子、請求項３記載のベクター、または請求項４記載の
プラスミドでトランスフォーメーションされたホスト細胞。
【請求項６】
　微生物の細胞である、請求項５記載のホスト細胞。
【請求項７】
　E. coli細胞である、請求項６記載のホスト細胞。
【請求項８】
　植物細胞である、請求項５記載のホスト細胞。
【請求項９】
　請求項８記載の植物細胞を含む植物。
【請求項１０】
　糖またはデンプン貯蔵植物である、請求項９記載の植物。
【請求項１１】
　ジャガイモ、トウモロコシ、サトウダイコン、サトウモロコシまたはサトウキビである
、請求項９または１０記載の植物。
【請求項１２】
　請求項８記載の植物細胞を含む、請求項９～１１のいずれか記載の植物の繁殖材料。
【請求項１３】
　請求項８記載の植物細胞を含む、請求項９～１１のいずれか記載の植物から得られた回
収可能な植物の部分。
【請求項１４】
　以下の工程：
ａ）請求項１もしくは２記載の核酸分子または請求項３もしくは４記載のベクターを、植
物細胞に導入する工程、
ｂ）工程ａ）で得られた植物細胞から植物を再生する工程、および
ｃ）適切であれば、工程ｂ）で得られた植物を採用して、さらなる植物を作製する工程
を含む、請求項９～１１のいずれか記載の植物を作製する方法。
【請求項１５】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質であって、
ａ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域で開始し、配列番号
２の１２９５位のアミノ酸から１３４５位のアミノ酸までの領域で終結するアミノ酸配列
から成るタンパク質、
ｂ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域で開始し、配列番号
２の１３５５位のアミノ酸から１４２０位のアミノ酸までの領域で終結するアミノ酸配列
から成るタンパク質、
ｃ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域で開始し、配列番号
２の１４３０位のアミノ酸から１５２０位のアミノ酸までの領域で終結するアミノ酸配列
から成るタンパク質、または
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ｄ）ａ）、ｂ）もしくはｃ）からのアミノ酸配列と少なくとも９８％同一であるアミノ酸
配列から成るタンパク質
より選択されるタンパク質。
【請求項１６】
　Ｎ末端にメチオニンを結合させた、請求項１５記載のタンパク質。
【請求項１７】
　１）ａ）配列が、請求項１５もしくは１６記載のタンパク質のアミノ酸配列をコードす
る核酸分子であって、配列番号１もしくは３に示される配列を有する核酸分子から得るこ
とができる核酸分子、または
ｂ）ａ）に記載された核酸分子を含むベクターもしくはプラスミド
でホスト細胞をトランスフォーメーションし、
２）該ホスト細胞を培地中で培養し、そして
３）培養された該細胞および／または該培地から該タンパク質を単離する、
請求項１５または１６記載のアルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質を製
造する方法。
【請求項１８】
　１）ａ）配列が、請求項１５もしくは１６記載のタンパク質のアミノ酸配列をコードす
る核酸分子であって、配列番号１もしくは３に示される配列を有する核酸分子から得るこ
とができる核酸分子、または
ｂ）ａ）に記載された核酸分子を含むベクターもしくはプラスミド
で植物細胞をトランスフォーメーションし、
２）工程１）で得られた該植物細胞から植物を再生し、
３）該タンパク質が、該植物に発現され、続いて抽出および単離される、
請求項１５または１６記載のアルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質を製
造する方法。
【請求項１９】
　アルテルナンを製造する方法であって、
１）スクロースを含む溶液を、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質と
接触させ、そして
２）該溶液からアルテルナンを単離し、
ここで、該タンパク質が、
ａ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域で開始し、配列番号
２の１２９５位のアミノ酸から１５２０位のアミノ酸までの領域で終結するアミノ酸配列
から成るか、または
ｂ）ａ）のアミノ酸配列と少なくとも９８％同一のアミノ酸配列から成る
方法。
【請求項２０】
　タンパク質が、そのＮ末端に結合したメチオニンを有する、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　スクロースを含む溶液が、水の重量に基づき少なくとも１５％のスクロース濃度を有す
る水溶液である、請求項１９または２０のいずれか記載の方法。
【請求項２２】
　方法の工程１）が、３５～４５℃の温度で実施される、請求項１９～２１のいずれか記
載の方法。
【請求項２３】
　請求項９～１１のいずれか記載の植物の、請求項８記載の植物細胞から、請求項１２記
載の繁殖材料から、または請求項１３記載の回収可能な植物の部分から、アルテルナンを
抽出および単離する工程を含む、アルテルナンを製造する方法。
 
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、切断型アルテルナンスクラーゼをコードする核酸分子に関する。本発明は、
さらに、切断型アルテルナンスクラーゼ、ベクター、前記核酸分子でトランスフォーメー
ションされたホスト細胞および植物細胞、ならびにこれらの細胞を含む植物に関する。本
発明は、そのうえ、好都合な性質を有する新規なアルテルナンポリマーおよびそれらの製
造方法に関する。
【０００２】
　アルテルナンは、グルコースユニットから構成される多糖である。これらのグルコース
ユニットは、α－１，３およびα－１，６－グリコシド結合を経由して相互に連結してお
り、これら２種類の結合は主として交互である（Miasaki et al., Carbo. Res., 84:273-
285 (1980)）。その上、アルテルナンは、分岐を含むことがある（Seymour et al., Carb
ohydrate Research 74, (1979); 41-62）。ネイティブなアルテルナンは、１０６～１０
７という平均分子量Ｍｗが（国際公開公報第０３／０１０１７７号）を有する。
【０００３】
　その物理化学的性質がもとで、製薬工業における、例えば医薬中の活性成分のための賦
形剤としてだけではなく、繊維工業、化粧品工業および食品工業における添加剤としての
アルテルナンの可能性のある用途もまた論じられている（Lopez-Munguia et al., Enzyme
 Microb. Technol. 15, (1993), 77-85；Leathers et al., Journal of Industrial Micr
obiology & Biotechnology 18, (1997), 278-283）。別の潜在的用途は、アラビアゴム代
用物としてである（Cote, Carbohydate Polymers 19, (1992), 249-252）。
【０００４】
　アルテルナンは、アルテルナンスクラーゼの生物学的活性を有する酵素を用いて酵素的
に製造することができる。アルテルナンスクラーゼは、スクロースから出発してグルカン
およびフルクトースの形成を触媒することができるグルコシルトランスフェラーゼの群に
属す。天然の株は、通例、アルテルナンに加えてデキストランも生成するものである。天
然の株からアルテルナンスクラーゼを製造することは不利である。それは、複雑な精製手
順を行おうと試みても、この酵素を純粋な形態で得ることが可能ではなかったからである
。それは、例えば、国際公開公報第００／４７７２号の緒言の概要を参照されたい。
【０００５】
　代替経路を経由して超高純度のアルテルナンスクラーゼを提供する多数の試みが過去に
なされた。
【０００６】
　国際公開公報第００／４７７２７号は、アルテルナンスクラーゼをコードする核酸分子
を記載している。さらに、国際公開公報第００／４７７２７号は、ベクター、前記核酸分
子でトランスフォーメーションされたホスト細胞および植物細胞、ならびにこれらの細胞
を含む植物に関する。国際公開公報第００／４７７２７号の核酸分子を採用して、リコン
ビナントのアルテルナンスクラーゼタンパク質を高純度および／または十分な量で生成す
るホスト細胞を作製すること、ならびにこれらの酵素の活性を有する遺伝的に改変された
植物を作製することが可能であり、それによりアルテルナンが植物体内に形成される。
【０００７】
　特許出願US20060127328A1は、切断型または突然変異型アルテルナンスクラーゼの核酸
配列およびベクターおよびトランスフォーメーションされたホスト細胞を記載している。
アルテルナンスクラーゼの触媒活性を保持する超高純度の切断型アルテルナンスクラーゼ
が得られている。さらに、切断型アルテルナンスクラーゼがより良好に発現され、分解速
度がより遅いことが主張されている。
【０００８】
　従来技術に照らして、いっそう良好な性質を有するアルテルナンスクラーゼを提供する
ことが、本発明の目的である。
【０００９】
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　特に、植物体内のアルテルナンスクラーゼの効率的な生成を達成するために、植物細胞
に特に十分に発現された核酸分子を提供することが、本発明の目的であった。
【００１０】
　さらなる目的は、トランスジェニック植物に高収率でアルテルナンの生成を引き起こす
アルテルナンスクラーゼを提供することであった。
【００１１】
　さらに、特に好都合な性質を有するアルテルナンを調製することができるアルテルナン
スクラーゼを提供することが本発明の目的であった。
【００１２】
　これらの目的は、本特許請求の範囲に特徴づけられる使用形態を提供することによって
達成される。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、コムギ胚芽抽出物中のアルテルナンスクラーゼの活性および量を示す。
【図２】図２は、ジャガイモプロトプラスト中のｐＳＩ３によりコードされるタンパク質
（タンパク質は、配列番号２のアミノ酸４０～１３１５のＮ末端に一つのメチオニンが付
加したものを含む）の活性が、ｐＳＭ１３にコードされるアルテルナンスクラーゼ（タン
パク質は、配列番号２のアミノ酸４０～２０５７のＮ末端に一つのメチオニンが付加した
ものを含む）の活性の５～４０倍であることを実証する図である。
【図３】図３は、１０％マルトースを用いたアクセプター反応から生じる試料の溶出図（
ＲＩおよび光散乱（ＬＳ）シグナル）を示す（ＡｌＳｕ＿ｔｒｕｎｃａｔｅｄ＝切断型ア
ルテルナンスクラーゼ、ＡｌＳｕ＿ｃｏｍｐｌｅｔｅ＝完全長アルテルナンスクラーゼ、
ＡＯＳ＝アルテルナンオリゴ糖）。
【図４】図４は、１０％イソマルツロースを用いたアクセプター反応から生じる試料の溶
出図（ＲＩおよび光散乱（ＬＳ）シグナル）を示す（ＡｌＳｕ＿ｔｒｕｎｃａｔｅｄ＝切
断型アルテルナンスクラーゼ、ＡｌＳｕ＿ｃｏｍｐｌｅｔｅ＝完全長アルテルナンスクラ
ーゼ、ＡＯＳ＝アルテルナンオリゴ糖）。
【００１４】
　したがって、本発明は、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質をコー
ドする核酸分子に関し、ここで、この核酸分子は、
ａ）配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の１１８位のヌクレオチドから４１
４０位のヌクレオチドを含むまでの配列を有する核酸分子、
ｂ）アミノ酸配列が、配列番号２の４０位のアミノ酸から１３８０位のアミノ酸を含むま
での配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくと
も９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも９
８％の同一性を有するタンパク質をコードする核酸分子、
ｃ）配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の１１８位のヌクレオチドから３９
４５位のヌクレオチドを含むまでの配列を有する核酸分子、
ｄ）アミノ酸配列が、配列番号２の４０位のアミノ酸から１３１５位のアミノ酸を含むま
での配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくと
も９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも９
８％の同一性を有するタンパク質をコードする核酸分子、
ｅ）配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の１１８位のヌクレオチドから４５
１８位のヌクレオチドを含むまでの配列を有する核酸分子、
ｆ）アミノ酸配列が、配列番号２の４０位のアミノ酸から１５０６位のアミノ酸を含むま
での配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくと
も９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも９
８％の同一性を有するタンパク質をコードする核酸分子、
ｇ）配列が、ａ）、ｃ）またはｅ）の配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８
０％、さらに好ましくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そ
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して最も好ましくは少なくとも９８％の同一性を有する核酸分子であって、該配列が、ａ
）、ｃ）またはｅ）の配列と同数のヌクレオチドを有する核酸分子、
ｈ）核酸配列が、遺伝コードの縮重の結果として、ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）
またはｇ）の核酸分子の配列から逸脱した核酸分子、
ｉ）核酸配列が、ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）、ｇ）またはｈ）の核酸分子の一
つの完全長配列に相補的な核酸分子であって、この相補的な配列が、ａ）、ｂ）、ｃ）、
ｄ）、ｅ）、ｆ）、ｇ）またはｈ）の核酸分子と同数のヌクレオチドを有する核酸分子
より選択される。
【００１５】
　本発明は、特に以下の長所を有する：
本発明に記載の核酸分子を採用すると、完全長アルテルナンスクラーゼ（例えば野生型起
源のもの）に比べて切断型のアミノ酸配列を有する、アルテルナンスクラーゼの酵素活性
を有するタンパク質を調製することが可能である。
【００１６】
　本発明において、「完全長アルテルナンスクラーゼ」は、配列番号２のアミノ酸４０～
２０５７のアミノ酸配列を有するタンパク質を表す。前記定義の完全長アルテルナンスク
ラーゼは、配列番号２のアミノ酸１～３９で示されるシグナルペプチドを欠如するという
事実により、文献（例えばUS20060127328A1）に記載されたアルテルナンスクラーゼと異
なる。
【００１７】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明に記載のタンパク質はまた、下記
に「切断型アルテルナンスクラーゼ」または「切断型酵素」と呼ばれる。「切断型」とい
う用語は、完全長アルテルナンスクラーゼのアミノ酸配列のＮおよび／もしくはＣ末端、
または問題の核酸配列の５’もしくは３’末端での切断を意味する。切断は、制限酵素、
タンパク質の場合はタンパク質分解酵素を用いて完全合成により（例えばメリフィールド
）、または好ましくは本発明の実施例に記載されているように実施することができる。例
えば、請求項１およびその好ましい態様によりコードされる核酸分子は、本発明に記載の
切断型アルテルナンスクラーゼを含む。
【００１８】
　本発明に記載の核酸分子は、好ましくは単離された核酸分子の形態をとる。
【００１９】
　本発明の切断型アルテルナンスクラーゼは、植物細胞において完全長酵素よりも高い活
性を有する。
【００２０】
　そのうえ、本発明の切断型アルテルナンスクラーゼは、非常に良好に発現される。
【００２１】
　切断型アルテルナンスクラーゼは、ネイティブな完全長酵素よりも容易に植物の液胞ま
たは他の植物細胞区画、例えば色素体もしくはアポプラストなどに導入することができる
。このことは、植物体内でのアルテルナン生成に好都合である。それは、植物種に応じて
、出発物質のスクロースが液胞に濃縮されているからである。サイトソル以外の区画にポ
リマー合成酵素を発現させることは、好都合であることが多い。
【００２２】
　本発明は、さらに、好都合な性質を有するアルテルナンが、上記核酸分子によりコード
される切断型アルテルナンスクラーゼを採用することで得ることができると実証した。
【００２３】
　切断型アルテルナンスクラーゼ酵素が、アルテルナンオリゴ糖生成おける副生成物とし
て、生成するアルテルナンポリマーは、完全長アルテルナンスクラーゼよりも少量である
こともまた示すことができる。アルテルナンオリゴ糖は、アルテルナンスクラーゼ酵素が
触媒する、スクロースと様々なアクセプター糖の反応により生成され、腸管細菌性病原体
を防除するためのプレバイオティクスとして記載されている。アルテルナンオリゴ糖の生
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成に切断型アルテルナンスクラーゼ酵素を使用することによって、高収率の所望のオリゴ
糖生成物が得られる。さらに、オリゴ糖の膜精製が容易になるが、それは、ポリマー性ア
ルテルナンが膜の詰まりを誘導するおそれがあるからである。
【００２４】
　最後に、本発明はまた、アルテルナンスクラーゼの触媒活性を保持する切断型アルテル
ナンスクラーゼを高純度で提供する。本発明に記載の核酸分子を採用して、高純度および
／または比較的多量のリコンビナント切断型アルテルナンスクラーゼを生成するウマ細胞
を作製すること、ならびにこれらの酵素の活性を有する遺伝的に改変された植物を作製す
ることが可能であり、ここで、植物体内でのアルテルナンの形成が生じるが、本発明の文
脈で、「高純度」という用語は、本発明に記載のタンパク質が、少なくとも８０％、好ま
しくは少なくとも９０％、そしてなおさらに好ましくは少なくとも９５％の純度を有する
ことを意味する。
【００２５】
　好ましくは、本発明から除かれるのは、公開された特許出願US20060127328A1に記載さ
れている核酸分子および切断型核酸分子である。
【００２６】
　好ましくは、本発明から除かれるのは、US20060127328A1の段落［００６２］、［００
６５］および［００９４］に記載されている核酸分子である。配列番号１の番号付けによ
ると、これらは以下の核酸分子である：
１．配列番号１の１位のヌクレオチドから４２７５位のヌクレオチドを含むまで（＝US20
060127328A1の番号付けによると核酸１９５～４４６９）、
２．配列番号１の１位のヌクレオチドから４０４７位のヌクレオチドを含むまで（＝US20
060127328A1の番号付けによると核酸１９５～４２４１）、
３．配列番号１の１０２４位のヌクレオチドから４２７５位のヌクレオチドを含むまで（
＝US20060127328A1の番号付けによると核酸１２１８～４４６９）、
４．配列番号１の１位のヌクレオチドから３８７０位のヌクレオチドを含むまで（＝US20
060127328A1の番号付けによると核酸１９５～４０６４）、
５．配列番号１の１０２４位のヌクレオチドから３８７０位のヌクレオチドを含むまで（
＝US20060127328A1の番号付けによると核酸１２１８～４０６４）。
【００２７】
　好ましくは、同様に本発明から除かれるのは、国際公開公報第００／４７７２７号明細
書に言及された、アルテルナンスクラーゼをコードする核酸分子である。
【００２８】
　対照的に、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質をコードする、本発
明のさらなる好都合な核酸分子は、
１．配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の５０２位のヌクレオチドから３９
４５位のヌクレオチドを含むまでの配列を有する核酸分子、
２．アミノ酸配列が、配列番号２の１６８位のアミノ酸から１３１５位のアミノ酸を含む
までの配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なく
とも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも
９８％の同一性を有するタンパク質をコードする核酸分子、
３．配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の１０２４位のヌクレオチドから４
０４７位のヌクレオチドを含むまでの配列を有する核酸分子、
４．アミノ酸配列が、配列番号２の３４２位のアミノ酸から１３４９位のアミノ酸を含む
までの配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少な
くとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくと
も９８％の同一性を有するタンパク質をコードする核酸分子、
５．配列番号１または配列番号３に示される核酸配列の１０２４位のヌクレオチドから３
９４５位のヌクレオチドを含むまでの配列を有する核酸分子、および
６．アミノ酸配列が、配列番号２の３４２位のアミノ酸から１３１５位のアミノ酸を含む
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までの配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なく
とも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも
９８％の同一性を有するタンパク質をコードする核酸分子
である。
【００２９】
　同様に本発明により包含されるのは、それぞれの場合で、遺伝コードの縮重により、核
酸配列が上に特定された核酸分子の一つの配列から逸脱した核酸分子である。同様に含ま
れるのは、配列が、上に特定された配列の一つと少なくとも７０％、好ましくは少なくと
も８０％、さらに好ましくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％
、そして最も好ましくは少なくとも９８％の同一性を有する核酸分子である。「同一性」
という用語は、本開示の他の箇所に定義され、同一性を確認する方法が詳述されている。
さらに、本発明により含まれるのは、核酸配列が、上に言及された核酸分子の一つの完全
長配列に相補的な核酸分子であり、ここで、この相補的な配列は、好ましくは上に言及し
た核酸分子と同数のヌクレオチドを有する。
【００３０】
　ヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の位置に関して、改変が達成されようとも、コー
ドされるタンパク質またはそのアミノ酸配列を有するタンパク質がアルテルナンスクラー
ゼの酵素活性を依然として保持するような位置に関する示唆は、当業者により文献中に見
出すことができる。G. Joucla et al., FEBS Letters 580 (2006) 763-768およびUS2006/
0127328A1は、アルテルナンスクラーゼ酵素の様々なドメインを記載しており、例えばJou
claらの図２およびUS2006/0127328A1の図３Ａおよび３Ｂを参照されたい。まず第一に、
この参照は、そのタンパク質のアミノ酸４０～３４１の範囲のＮ末端可変領域を開示し、
その領域は、適切なコード配列のヌクレオチド１１８～１０２３、例えば本発明の配列番
号１または３のヌクレオチド１１８～１０２３などに対応する。Ｎ末端可変領域には、例
えば配列番号１または３と対応するコード配列のヌクレオチド１０２４～３８７０に対応
する、そのタンパク質のアミノ酸３４２～１２９０からの高度に保存された触媒ドメイン
が続く（G. Joucla et al, p. 763、左欄）。この開示から離れて、当業者であれば、可
変領域におけるヌクレオチド／アミノ酸の改変が、高度に保存された触媒ドメインにおけ
る改変よりもアルテルナンスクラーゼの酵素活性を保持すると予想するであろう。したが
って、当業者であれば、配列が、請求項１のａ）、ｃ）またはｅ）記載の配列と、少なく
とも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくとも９０％、なおさ
らに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも９８％の同一性を有
する核酸分子であって、アルテルナンスクラーゼ活性を有するタンパク質を依然としてコ
ードする核酸分子を作製するために、アルテルナンスクラーゼタンパク質の可変領域をコ
ードする核酸分子の区分（配列番号１または３のヌクレオチド１１８～１０２３）に最初
に改変を行うであろう。請求項１のｂ）、ｄ）またはｆ）記載の核酸分子を得るためのア
ミノ酸配列の改変に同じことがあてはまり、当業者であれば、その改変を好ましくは配列
番号２のアミノ酸４０～３４１の領域に行うであろう。
【００３１】
　さらに、G. Joucla et al., FEBS Letters 580 (2006) 763-768およびUS2006/0127328A
1は、７０９個のアミノ酸から成るゆえに、アルテルナンスクラーゼ酵素のアミノ酸１３
４８～２０５７を含むＣ末端ドメイン（グルカン結合ドメイン、ＧＢＤ）を詳述している
。このＣ末端ドメインは、ＣＷリピートおよびＡＰＹリピートとして知られているものを
有する。G. Jouclaらは、ＡＰＹリピート（アミノ酸１５０７～２０５７）を欠損したア
ルテルナンスクラーゼにより合成されるアルテルナンが、ネイティブなアルテルナンスク
ラーゼを用いて得られるアルテルナンと同一であることを説明している。したがって、Ａ
ＰＹモチーフは、この酵素のポリメラーゼ活性に関与しない（Joucla et al., p. 767、
左欄）。さらに、Jouclaらによって研究された切断型アルテルナンスクラーゼ（「ＡＳＲ
　Ｃ－ＡＰＹ－ｄｅｌ」と呼ばれる）は、本来の７個のＣＷリピートのうち４個しか有さ
ない（Joucla et al. p. 765、左欄）が、このことは、この酵素のポリメラーゼ活性に影
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響しない。したがって、Jouclaらの結果により確認されたように、ＣＷユニット５～７に
およそ対応する１４２６～１４８１位のアミノ酸の除去（Jouclaら、図１参照）は、アル
テルナンスクラーゼの活性もまた損なわない。したがって、当業者であれば、請求項１ｅ
）記載の核酸分子から出発して、配列が、請求項１ｅ）の配列と少なくとも７０％、好ま
しくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少
なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも９８％の同一性を有する核酸分子を作
製するために、好ましくは、配列番号２に記載のアルテルナンスクラーゼのアミノ酸１４
２６～１５０６をコードする、配列番号１または３のヌクレオチド４２７６～４５１８か
らの区分に改変を実施するであろう。請求項１ｆ）に記載の核酸分子を得るためのアミノ
酸配列の改変に同じことがあてはまり、当業者であれば、この改変を好ましくは配列番号
２のアミノ酸１４２６～１５０６の領域に行うであろう。
【００３２】
　しかし、上に述べた事柄は、アルテルナンスクラーゼの酵素活性がまだ保持されている
状態で、本発明に記載の核酸／アミノ酸配列の他の領域を改変することを全く除外してい
ない。したがって、上に示したもの以外の区分における改変が、本発明の範囲に明白に含
まれる。
【００３３】
　G. Jouclaらの従来技術において、Ｃ末端ドメイン全体の除去は、タンパク質の発現に
不都合であると主張されており（p. 763、右欄）、ここで、Jouclaによると、Ｃ末端ドメ
インは、７０９個のアミノ酸から成ることから、アルテルナンスクラーゼのアミノ酸１３
４８～２０５７を含む（Joucla, p. 763、右欄）。しかし、驚くことに、配列番号２のア
ミノ酸４０～１３１５を含む切断型アルテルナンスクラーゼが発現され、触媒活性をもつ
ことが、本発明において実証されたが、このことは、Jouclaらの教示に照らして予想外で
あった。
【００３４】
　さらなる局面では、本発明は、
ａ）配列番号３に示されるヌクレオチド配列を含む核酸分子、
ｂ）配列が、配列番号３に示される配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０
％、さらに好ましくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そし
て最も好ましくは少なくとも９８％の同一性を有する核酸分子、
ｃ）核酸配列が、遺伝コードの縮重により、ａ）またはｂ）の核酸分子の配列から逸脱し
た核酸分子、
ｄ）核酸配列が、ａ）、ｂ）、ｃ）の核酸分子またはその部分の一つの配列と相補的な核
酸分子、
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）またはｄ）に言及された核酸分子のフラグメント、アレル変異体お
よび／または誘導体である核酸分子
からなる群より選択される、アルテルナンスクラーゼ活性を有するタンパク質をコードす
る核酸分子に関する。
【００３５】
　それらのコドン最適化配列の結果として、配列番号３に基づき、上記段落に示された核
酸分子は、植物細胞において配列番号１の核酸分子よりも向上した発現を示す。ゲノムに
組み込まれているか、または組み込まれるであろう植物細胞または植物のコドン使用頻度
に適合させるという意味で、コドンは改変されている。配列番号３のコドン使用は、トウ
モロコシおよびサトウキビのために特に最適化された。
【００３６】
　遺伝コードの縮重により、アミノ酸は、一つまたは複数のコドンによりコードされうる
。種々の生物は、それぞれがアミノ酸をコードするコドンを異なる頻度で使用する。発現
させる予定の配列をゲノムに組み込むことになっている植物細胞または植物でのコドン使
用頻度に、核酸コード配列のコドンを適合させることは、問題の植物細胞または植物での
タンパク質の翻訳量の増加および／またはそれぞれのｍＲＮＡの安定性に貢献しうる。当
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業者であれば、あるアミノ酸をコードするためにあるコドンが使用される頻度について、
問題の生物の可能な最大数の核酸コード配列を検討することによって、問題の植物細胞ま
たは植物でのコドン使用頻度を決定することができる。ある生物のコドン使用頻度は、当
業者に公知であり、コンピュータープログラムを採用して簡単かつ迅速に実施することが
できる。適切なコンピュータープログラムは、公的に利用でき、とりわけインターネット
から無料公開されている（例えばhttp://gcua.schoedl.de/；http://www.kazusa.or.jp/c
odon/；http://www.entelechon.com/eng/cutanalysis.html）。
【００３７】
　核酸コード配列のコドンを、発現させる予定の配列をゲノムに組み込むことになってい
る植物細胞または植物でのコドン使用頻度に適合させることは、in vitro突然変異誘発、
または好ましくは遺伝子配列のde novo合成により果たすことができる。核酸配列のde no
vo合成のための方法は、当業者に公知である。de novo合成は、例えば最初に個別の核酸
オリゴヌクレオチドを合成し、それらがＤＮＡ二本鎖を形成するようにそれらを相補的オ
リゴヌクレオチドとハイブリダイゼーションし、次いで所望の核酸配列が得られるように
個別の二本鎖オリゴヌクレオチドを相互にライゲーションすることによって果たすことが
できる。特異的ターゲット生物にコドン使用頻度を適合させることを含む、核酸配列のde
 novo合成はまた、そのようなサービスを提供する会社に依頼してもよい（例えば Entele
chon GmbH, Regensburg, Germany）。
【００３８】
　コドン最適化された配列を有する、以前に記載された核酸分子の間で、好ましくは本発
明から予想されるのはまた、明細書国際公開公報第００／４７７２７号に記載されている
核酸分子である。
【００３９】
　本発明の文脈において、「誘導体」という用語は、これらの分子の配列が、一つまたは
複数の位置で上記核酸分子の配列と異なること、およびそれらがこれらの配列と高度の同
一性を有することを意味する。上記核酸分子からの逸脱は、例えば欠失、付加、置換、挿
入または組換えの結果として始まることがある。アレル変異体は、天然変異体、またはそ
の他の合成的に作製された変異体もしくはリコンビナントＤＮＡ技法により作製された変
異体の形態をとりうる。
【００４０】
　核酸トリプレットＡＴＧが配列の５’末端にすでに存在するのでなければ、好ましくは
、そのようなトリプレットを本明細書上記および下記の本発明に記載の核酸分子の５’末
端上流に結合させる。したがって、この好ましい態様では、ＡＴＧは、この配列の新しい
５’末端を形成する。ＡＴＧは、核酸の翻訳における開始コドンとして働く。ＡＴＧトリ
プレットは、当業者に公知の方法により本発明に記載の核酸分子の５’末端に結合させる
ことができる。広く使用されている方法は、添付の実施例に記載されるように、特異的に
適合されたプライマーを使用したＰＣＲである。
【００４１】
　ＴＡＡ、ＴＡＧまたはＴＧＡより選択される核酸トリプレットが配列の３’末端にすで
に存在するのでなければ、好ましくは、そのようなトリプレットを本明細書上記および下
記の本発明に記載の核酸分子の３’末端下流に結合させる。したがって、この好ましい態
様では、ＴＡＡ、ＴＡＧまたはＴＧＡは、この配列の新しい３’末端を形成する。言及さ
れたトリプレットは、核酸分子の転写／翻訳における停止コドンとして働く。ＴＡＡ、Ｔ
ＡＧまたはＴＧＡトリプレットは、当業者に公知の方法により、本発明に記載の核酸分子
の３’末端に結合させることができる。広く使用されている方法は、添付の実施例に記載
されるように、特異的に適合されたプライマーを使用したＰＣＲである。
【００４２】
　本発明に記載の核酸分子によりコードされるタンパク質は、植物細胞および細菌発現系
に非常に良好に発現される。
【００４３】
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　本発明に記載の核酸分子は、ＤＮＡ分子、特にゲノム分子の形態をとりうる。本発明に
記載の核酸分子は、さらにＲＮＡ分子でありうる。
【００４４】
　切断型アルテルナンスクラーゼをコードする、本発明に記載の核酸分子は、合成的にま
たはリコンビナント技法により調製されたものであってもよい。このために、例えばすで
に上に述べたように、完全長アルテルナンスクラーゼをコードする、配列番号３に記載の
コドン最適化された配列を有する核酸分子を合成的に調製することが可能である。次に、
配列番号３の配列を有する核酸分子は、好ましくは適切に適合されたプライマーを使用し
たＰＣＲ技法により、切断型アルテルナンスクラーゼをコードする本発明に記載の核酸分
子を調製するために使用される。ＰＣＲ法および適切なプライマーは、実施例および添付
の配列リストに列挙する。
【００４５】
　完全長アルテルナンスクラーゼをコードする核酸分子はまた、天然起源に、好ましくは
微生物に、さらに好ましくは細菌に、なおさらに好ましくはグラム陽性細菌に、そして最
も好ましくはLeuconostoc種、特にLeuconostoc mesenteroidesという細菌に由来しうる。
Leuconostoc mesenteroides由来の完全長アルテルナンスクラーゼをコードし、配列番号
１に示される配列を有する核酸分子は、国際公開公報第００／４７７２７号に記載されて
おり、その開示は参照により本明細書に組み入れられる。したがって、当業者は、配列番
号１に示される核酸分子を得るために国際公開公報第００／４７７２７号の開示を考慮に
入れることができる。同様に、切断型アルテルナンスクラーゼをコードする、本発明に記
載の核酸分子を調製するために、配列番号１を有する核酸分子を使用することができる。
配列番号１に示される配列を有する核酸分子からの、本発明に記載の核酸分子の調製は、
ＰＣＲ技法により好ましくは果たされる。本発明に記載の核酸分子はまた、実施例に記載
されるように、配列番号１を有する核酸分子からの本発明に記載の核酸分子の調製と同様
に、配列番号３を有する核酸分子からＰＣＲにより調製することができる。適切に適合さ
れたプライマーの調製は、当業者の能力の範囲内である。
【００４６】
　アルテルナンスクラーゼ（Ｅ．Ｃ．２．４．１．１４０）の酵素活性または生物学的活
性を有するタンパク質または酵素は、スクロースからアルテルナンおよびフルクトースへ
の変換を触媒する酵素を意味すると理解される。この変換は、外部アクセプター（例えば
、マルトース、イソマルトース、イソマルトトリオースなど）の存在下、またはそうでな
ければ不在下のどちらで実施してもよい。外部アクセプターの不在下では、アルテルナン
スクラーゼは、スクロースから出発して、フルクトースおよび高分子量アルテルナンの遊
離を触媒するものであり、高分子量アルテルナンは、α－１，３－およびα－１，６－グ
リコシド結合により相互に、好ましくは交互に連結したグルコースユニットから主鎖が成
る、グルコースユニットから構成される多糖であるが、この構造は分岐もまた有しうる。
例えば、マルトース、イソマルトース、イソマルトトリオースおよびメチル－α－Ｄ－グ
ルカンなどの外部アクセプターの存在下で、アルテルナンスクラーゼは、それらの多糖ア
クセプターで、グルコース残基が主として交互にα－１，６－およびα－１，３－グリコ
シド結合したα－Ｄ－グルカン鎖ならびにフルクトースの合成を触媒しうる。採用される
アクセプターに応じて、得られる生成物は異なる構造を有する。アルテルナンスクラーゼ
の酵素活性は、例えばLopez-Munguia（Annals New York Academy of Sciences 613 (1990
), 717-722）により、または本出願の実施例に記載されたように検出することができる。
１活性単ユニット（１ｕ）は、１分間に１μmolのフルクトースの遊離を誘導する酵素の
量と定義することができる。
【００４７】
　本発明の文脈において、「同一性」という用語は、少なくとも６０％、好ましくは少な
くとも７０％、さらに好ましくは少なくとも８０％、特に少なくとも９０％、なおさらに
好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも９８％の、ヌクレオチド
配列の全長にわたる配列同一性またはアミノ酸配列の全長にわたる配列同一性を意味する
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。したがって、本発明はまた、上に言及された同一率を有する、本発明に記載の全ての核
酸配列またはアミノ酸配列の、本明細書に記載されたそれら全ての改変を含む。
【００４８】
　本発明に関連して、「同一性」という用語は、他のタンパク質／核酸と一致するアミノ
酸／ヌクレオチドの数（同一性）をパーセントで表したものと理解される。二つの関連す
るアミノ酸配列の間または二つの関連する核酸配列の間の同一性は、好ましくはコンピュ
ータープログラムを採用して決定される。相互に比較される配列の長さが異なるとき、同
一性は、短い方の配列が長い方の配列と共有するアミノ酸の数が同一率を決定するような
方法で決定すべきである。好ましくは、同一性は、公知で公的に利用できるコンピュータ
ープログラムClustalW（Thompson et al., Nucleic Acids Research 22 (1994), 4673-46
80）により決定される。公的に利用できる、プログラムClustalWにおける同一性の定義お
よびそれを決定する方法は、参照により明白に組み入れられる。ClustalWは、Julie Thom
pson（Thompson@EMBL-Heidelberg.DE）およびToby Gibson（Gibson@EMBL-Heidelberg.DE
）により公的に利用できるようにされている（European Molecular Biology Laboratory,
 Meyerhofstrasse 1, D 69117 Heidelberg, Germany）。ClustalWはまた、様々なインタ
ーネットのページから、とりわけＩＧＢＭＣ（Institut de Genetique et de Biologie M
oleculaire et Cellulaire, B.P.163, 67404 Illkirch Cedex, France; ftp://ftp-igbmc
.u-strasbg.fr/pub/）ならびにＥＢＩ（ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/）およびＥ
ＢＩの全てのインターネットミラーページ（European Bioinformatics Institute, Wellc
ome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SD, UK）からダウンロードするこ
とができる。好ましくは、本発明の範囲内の記載されたタンパク質と他のタンパク質の間
の同一性を決定するために、ClustalWコンピュータープログラム、バージョン１．８が使
用される。これに関連して、以下のパラメーターを設定すべきである：ＫＴＵＰＬＥ＝１
、ＴＯＰＤＩＡＧ＝５、ＷＩＮＤＯＷ＝５、ＰＡＩＲＧＡＰ＝３、ＧＡＰＯＰＥＮ＝１０
、ＧＡＰＥＸＴＥＮＤ＝０．０５、ＧＡＰＤＩＳＴ＝８、ＭＡＸＤＩＶ＝４０、ＭＡＴＲ
ＩＸ＝ＧＯＮＮＥＴ、ＥＮＤＧＡＰＳ（ＯＦＦ）、ＮＯＰＧＡＰ、ＮＯＨＧＡＰ。好まし
くは、例えば本発明の範囲内の記載された核酸分子のヌクレオチド配列と他の核酸分子の
ヌクレオチド配列の間の同一性を決定するために、コンピュータープログラムClustalWバ
ージョン１．８が使用される。これに関連して、以下のパラメーターを設定すべきである
：ＫＴＵＰＬＥ＝２、ＴＯＰＤＩＡＧＳ＝４、ＰＡＩＲＧＡＰ＝５、ＤＮＡＭＡＴＲＩＸ
：ＩＵＢ、ＧＡＰＯＰＥＮ＝１０、ＧＡＰＥＸＴ＝５、ＭＡＸＤＩＶ＝４０、ＴＲＡＮＳ
ＩＴＩＯＮＳ：重み付けなし。
【００４９】
　本発明において、比較用配列および改変された配列（すなわち比較される配列）は、好
ましくは同数のヌクレオチドまたはアミノ酸を有する。なおさらに好ましくは、改変され
た核酸配列またはアミノ酸配列は、比較用配列のヌクレオチド交換またはアミノ酸交換に
より得られる。すなわち、改変された核酸配列またはアミノ酸配列は、比較用配列と同じ
、配列番号１、２または３の区分に基づく。例えば、配列が、請求項１ａ）の配列と、少
なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくとも９０％、な
おさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも９８％の同一性
を有する、請求項１ｇ）に記載の改変された核酸分子は、配列番号１または配列番号３に
示される核酸配列（比較用配列）の１１８位のヌクレオチドから４１４０位のヌクレオチ
ドを含むまでの配列を有する核酸分子に基づくが、１１８位のヌクレオチドから４１４０
位のヌクレオチドを含むまでの配列を有する該核酸分子は、改変された配列を得るために
ヌクレオチド交換により改変されたが、ヌクレオチドの数は維持されている。同じ原理は
、好ましくは、比較用配列に対してある同一率であると定義される、本明細書に記載され
た全ての他の改変された核酸配列またはアミノ酸配列にあてはめることができる。
【００５０】
　同様に本発明により含まれるのは、核酸配列が上記核酸分子の一つの配列と、特に請求
項１に詳述される核酸分子と、核酸配列内の一つまたは複数の点突然変異が異なるが、ア
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ルテルナンスクラーゼの酵素活性がコードされるタンパク質に保持されている核酸分子で
ある。
【００５１】
　従来の分子生物学的技法により、この核酸分子に上述の突然変異を導入することが可能
である（例えば、Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3
rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NYを参照さ
れたい）。
【００５２】
　実行可能な例は、アミノ酸配列の改変が例えば酵素活性または酵素の調節に効果を有す
るような位置への点突然変異の導入である。このようにして、例えば改変された立体選択
性および位置選択性もしくは変化したＫｍ値を有する突然変異体、または細胞に普通に存
在し、アロステリックレギュレーションまたは共有結合的改変により作用するレギュレー
ションメカニズムに供されない突然変異体を作製することが可能である。本発明に記載の
核酸分子にもまた導入することができるこのような突然変異は、例えば公開された特許出
願US20060127328A1に記載されている。本発明から好ましくは除かれるのは、US200601273
28A1の特に段落［００６３］、［００６４］、［００６６］および［００６７］に記載さ
れた核酸分子である。同様に、本発明から好ましくは除かれるのは、これらの核酸分子に
よりコードされ、特にUS20060127328A1の段落［００９１］に記載された切断型長のアル
テルナンスクラーゼである。
【００５３】
　原核細胞をリコンビナント操作に供するために、本発明に記載の核酸分子またはこれら
の分子の部分を、ＤＮＡ配列の組換えにより突然変異または配列改変を許すプラスミドに
導入してもよい。標準法を採用して、塩基交換を実施してもよいし、天然または合成配列
を付加してもよい（Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A laboratory manual,
 3rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, USA参照）。ＤＮＡフラグメ
ントを相互に連結するために、アダプターまたはリンカーをそのフラグメントに付加して
もよい。さらに、適切な制限切断部位を与えるか、または過剰なＤＮＡもしくは制限切断
部位を除去する操作を採用することが可能である。挿入、欠失または置換が適切な場合に
、in vitro突然変異誘発、「プライマー修復」、制限；ＰＣＲまたはライゲーションを使
用することができる（Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A laboratory manua
l, 3rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, USA参照）。一般に実施さ
れる分析法は、配列分析、制限分析およびさらなる生化学／分子生物学的方法である。
【００５４】
　本発明はまた、ストリンジェントな条件で、本発明に記載の上記核酸分子とハイブリダ
イゼーションする核酸分子に関するが、但し、コードされるタンパク質は、アルテルナン
スクラーゼの酵素活性を有する。
【００５５】
　本発明のために、「ハイブリダイゼーション」という用語は、例えば、Sambrook et al
., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3rd edition, (2001) Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NYに記載されているような、通常のハイブリ
ダイゼーション条件、好ましくはストリンジェントな条件でのハイブリダイゼーションを
意味する。「ハイブリダイゼーション」は、特に好ましくは、ハイブリダイゼーションが
以下の条件で起こることを意味する：ハイブリダイゼーション緩衝液：２×ＳＳＣ；１０
×Denhardt溶液（Ficoll ４００＋ＰＥＧ＋ＢＳＡ；比１：１：１）；０．１％ＳＤＳ；
５mM　ＥＤＴＡ；５０mM　Ｎａ２ＨＰＯ４；２５０μg/mlニシン精子ＤＮＡ；５０μg/ml
　ｔＲＮＡ；または０．２５Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．２）；１mM　ＥＤＴＡ
　７％ＳＤＳ；Ｔ＝６５～６８℃、洗浄緩衝液：０．１×ＳＳＣ；０．１％ＳＤＳ、洗浄
温度：Ｔ＝６５～６８℃。
【００５６】
　本発明に記載の核酸分子とハイブリダイゼーションする核酸分子は、任意の所望の生物
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に由来してもよく;したがって、それらは、細菌、真菌、動物、植物、またはウイルスに
由来しうる。
【００５７】
　上記分子とハイブリダイゼーションする核酸分子は、例えばゲノムライブラリーまたは
ｃＤＮＡライブラリーから単離することができる。このような核酸分子の同定および単離
は、上述の核酸分子またはこれらの分子の部分もしくはこれらの分子の逆相補体を使用し
て、例えば標準法によるハイブリダイゼーションにより（例えば、Sambrook et al., 200
1, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold Spring Harbor Labor
atory Press, Cold Spring Harbor, NY参照）、またはＰＣＲによる増幅により果たすこ
とができる。
【００５８】
　ハイブリダイゼーションプローブとして使用されるフラグメントはまた、慣例的な合成
技法を採用して調製された合成フラグメントまたはオリゴヌクレオチドの形態をとること
があり、その配列は、本質的に、本発明の範囲内の記載された核酸分子の配列と一致する
。
【００５９】
　本発明の範囲内の記載された核酸分子とハイブリダイゼーションする分子は、特に、上
述の核酸分子のフラグメント、誘導体およびアレル変異体を含む。本発明の文脈において
、「誘導体」という用語は、これらの分子の配列が、一つまたは複数の位置で上記核酸分
子の配列と異なること、およびそれらがこれらの配列と高度の同一性を有することを意味
する。上記核酸分子からの逸脱は、例えば、欠失、付加、置換、挿入または組換えに由来
しうる。
【００６０】
　本発明はまた、本発明に記載の核酸分子と特異的にハイブリダイゼーションするオリゴ
ヌクレオチドに関する。このようなオリゴヌクレオチドは、好ましくは、少なくとも１０
、特に少なくとも１５、そして特に好ましくは少なくとも５０ヌクレオチド長を有する。
これらは、これらが本発明に記載の核酸分子と特異的にハイブリダイゼーションすること
、すなわち他のタンパク質、特に他のグルコシルトランスフェラーゼをコードする核酸配
列とハイブリダイゼーションしないか、または、ほんのごく低度にハイブリダイゼーショ
ンすることを特徴とする。本発明に記載のオリゴヌクレオチドは、例えば、ＰＣＲ反応な
どの増幅技法のためのプライマーまたは関連遺伝子の単離のためのハイブリダイゼーショ
ンプローブとして使用することができる。
【００６１】
　さらに好ましい態様では、本発明に記載の核酸分子は、原核細胞または真核細胞での翻
訳可能なＲＮＡの転写および合成を確実にするレギュレーションエレメントに連結される
。そのようなレギュレーション配列は、微生物および植物の両方に関して、本開示の別の
部分に詳述されている。
【００６２】
　本発明はさらに、ベクター、特にプラスミド、コスミド、ウイルス、バクテリオファー
ジおよび遺伝子工学に通常使用される他のベクターに関し、これらは、本発明上記の核酸
分子を含む。本発明の好ましい態様では、本発明に記載のベクターは、微生物細胞のトラ
ンスフォーメーションに適する。このようなベクターは、好ましくは植物細胞のトランス
フォーメーションに適する。さらに好ましい態様では、これらのベクターは、植物細胞の
ゲノムに本発明に記載の核酸分子を、適切であればフランキングレギュレーション領域と
一緒に組み込むことを許す。例は、アグロバクテリウム介在性遺伝子導入に採用すること
ができるバイナリーベクターであり、そのいくつかは、すでに市販されている。好都合に
使用することのできる他のベクターは、直接の遺伝子送達により植物ゲノムに組み込まれ
る配列を含むベクターである。サトウキビでの直接遺伝子送達に関する参考文献の例は：
Bower R, Elliot AR, Potier BAM and Birch RG (1996) High efficiency, microproject
ile-mediated cotransformation of sugarcane, using visible or selectable markers.



(15) JP 5405321 B2 2014.2.5

10

20

30

40

50

 Molecular Breeding 2: 239-249である。
【００６３】
　本発明の一局面では、ベクターは、US20060127328A1の段落［００７６］に記載された
プラスミドである。
【００６４】
　本発明の核酸の発現は、原核細胞または真核細胞で起こりうる。適切な細胞の例は、US
20060127328A1の段落［００７７］に詳述されている。
【００６５】
　さらに好ましいベクターは、添付の使用実施例に使用されるベクターである。
【００６６】
　特に好都合な発現は、例えばデキストランスクラーゼまたは他の多糖形成酵素もしくは
分解酵素などの妨害酵素を有さない原核細胞または真核細胞における、本発明に記載の核
酸分子の発現である。
【００６７】
　さらなる態様では、本発明は、本発明に記載の上記核酸分子または本発明に記載のベク
ターでトランスフォーメーションされたホスト細胞、特に原核細胞または真核細胞に、お
よびそのようなトランスフォーメーションされた細胞から得られ、本発明に記載の核酸分
子または本発明に記載のベクターを含む細胞に関する。本発明に記載の細胞は、好ましく
は単離されたホスト細胞である。
【００６８】
　好ましい態様では、ホスト細胞は、微生物細胞である。本発明の文脈において、「微生
物」という用語は、Schlegel "Allgemeine Mikrobiologie" (Georg Thieme Verlag, 1985
, 1-2)に定義されるように、細菌および全ての原生生物(例えば真菌、特に酵母、藻類)を
含む。好ましい態様では、本発明は、藻類細胞およびAspergillus属、Bacillus属、特にB
acillus subtilis、Saccharomyces属、Saccharomyces cerevisiaeなど、またはPichia属
のホスト細胞に関する（Rodriguez, Journal of Biotechnology 33 (1994), 135-146, Ro
manos, Vaccine, Vol. 9 (1991), 901以下参照）。本発明に使用することのできるさらに
適切な細胞は、Salmonella typhimurium、Pseudomonas属由来株、StreptomycesおよびSta
phylococcus、アピコンプレクサ寄生虫などの寄生虫（Plasmodia、Toxoplasma、Cryptosp
oridia）、LeishmaniaまたはTrypanosomaである。特に好ましい態様では、本発明は、E. 
coli細胞に関する。
【００６９】
　切断型アルテルナンスクラーゼがホスト細胞から分泌されることが特に好ましい。切断
型アルテルナンスクラーゼの生成のために、そのようなホスト細胞を作製することは、当
業者に公知の方法により果たすことができる。微生物によるタンパク質の分泌は、通常は
Ｎ末端シグナルペプチド（シグナル配列、リーダーペプチド、輸送ペプチド）により仲介
される。このシグナル配列を有するタンパク質は、微生物の細胞膜を透過することができ
る。タンパク質の分泌は、対応するアルテルナンスクラーゼをコードする領域に、シグナ
ルペプチドをコードするＤＮＡ配列を結合させることにより果たすことができる。分泌は
、配列番号２の最初の３９個のＮ末端アミノ酸残基を含むシグナル配列により確実になる
。
【００７０】
　本発明の好ましい態様では、本発明に記載のホスト細胞は、例えば、多糖形成酵素およ
び／または分解酵素などの妨害酵素活性を有さない。
【００７１】
　様々な発現系の概要は、例えば、Methods in Enzymology 153 (1987), 385-516に、Bit
terら（Methods in Enzymology 153 (1987), 516-544）に、そしてSawersら（Applied Mi
crobiology and Biotechnology 46 (1996), 1-9）、Billman-Jacobe（Current Opinion i
n Biotechnology 7 (1996), 500-4）、Hockney（Trends in Biotechnology 12, (1994), 
456-463）、Griffiths et al., Methods in Molecular Biology 75 (1997), 427-440）に
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見出される。酵母発現系の概要は、例えば、Hensingら（Antonie von Leuwenhoek 67(199
5), 261-279）、Bussineauら（Developments in Biological Standardization 83 (1994)
, 13-19）、Gellissenら（Antonie von Leuwenhoek 62 (1992), 79-93）、Fleer（Curren
t Opinion in Biotechnology 3 (1992), 486-496）、Vedvick（Current Opinion in Biot
echnology 2 (1991), 742-745）およびBuckholz（Bio/Technology 9 (1991), 1067-1072
）に見出すことができる。
【００７２】
　発現ベクターは、文献に包括的に述べられている。これらは、選択マーカー遺伝子およ
び選択されたホストにおける複製を確実にする複製起点に加えて、通常、細菌またはウイ
ルスプロモーターおよび大部分の場合に転写終結シグナルを含む。プロモーターと終結シ
グナルの間に、少なくとも一つの制限切断部位またはポリリンカーが位置し、これらのエ
レメントは、ＤＮＡコード配列の挿入を可能にする。プロモーター配列として使用するこ
とのできるエレメントは、それが選択されたホスト生物において活性である限り、問題の
遺伝子の転写を自然にコントロールするＤＮＡ配列である。しかし、他のプロモーター配
列もまた、この配列の代用となりうる。遺伝子の構成的発現をもたらすプロモーターだけ
でなく、下流の遺伝子の発現のターゲティングされたレギュレーションを許す誘導性プロ
モーターもまた使用することが可能である。これらの性質を有する細菌およびウイルスプ
ロモーター配列は、文献に包括的に記載されている。微生物(例えば E. coli、S. cerevi
siae)における発現用のレギュレーション配列は、文献に十分に記載されている。下流の
遺伝子の特に強力な発現を許すプロモーターは、例えば、Ｔ７プロモーター（Studier et
 al., Methods in Enzymology 185 (1990), 60-89）、ｌａｃｕｖ５、ｔｒｐ、ｔｒｐ－
ｌａｃＵＶ５（DeBoer et al., in Rodriguez and Chamberlin (Eds), Promotors, Struc
ture and Function; Praeger, New York, (1982), 462-481；DeBoer et al. Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA (1983), 21-25）、ｌｐ１、ｒａｃ（Boros et al., Gene 42 (1986), 9
7-100）である。通常、タンパク質の量は、微生物の成長サイクルの対数中期から後期に
かけてその最大に達する。したがって、タンパク質の合成は、好ましくは誘導性プロモー
ターを使用して実施される。これらにより、しばしば構成的プロモーターよりも高いタン
パク質の収率が誘導される。クローニングされた遺伝子の永続性転写および翻訳の結果と
して、強力な構成的プロモーターを使用すると、しばしば、他の必須の細胞機能のための
エネルギーが失われることによって細胞の成長が減速するという事実が誘導される（Bern
ard R. Glick/Jack J. Pasternak, Molekulare Biotechnologie (1995), Spektrum Akade
mischer Verlag GmbH, Heidelberg Berlin Oxford, p. 342.）。したがって、最適量のタ
ンパク質を果たすために、しばしば２段階工程に依存する。まず、ホスト細胞は、相対的
に高い細胞密度に達するまで最適条件で培養される。次に、第二段階では、採用されたプ
ロモーターの種類に応じて転写が誘導される。これに関連して特に適するプロモーターは
、ラクトース－またはＩＰＴＧ－（＝イソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノシド）
誘導性ｔａｃプロモーター（deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 2
1-25）である。同様に、転写終結シグナルも文献に記載されている（Young RA (1979) Tr
anscription termination in the Escherichia coli ribosomal RNA operon rrnC, J Bio
l Chem. 254:12725-31; Lynn SP, Bauer CE, Chapman K, Gardner JF. (1985) Identific
ation and characterization of mutants affecting transcription termination at the
 threonine operon attenuator. J Mol Biol. 183:529-41）。
【００７３】
　切断型アルテルナンスクラーゼをコードするＤＮＡを有する微生物ホスト細胞のトラン
スフォーメーションは、通常、標準法により、例えばSambrookら（Molecular Cloning: A
 Laboratory Course Manual, 3rd edition, (2001), Cold Spring Harbor Press, New Yo
rk; Methods in Yeast Genetics, A Laboratory Course Manual, Cold Spring Harbor La
boratory Press, 1990）に記載されているものなどにより実施することができる。ホスト
細胞は、それぞれの場合に使用される特定のホスト細胞の必要を満たす栄養培地中で、特
にｐＨ、温度、塩濃度、通気、抗生物質、ビタミン、微量元素などを考慮して培養される
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。
【００７４】
　本発明はさらに、上に定義された完全長アルテルナンスクラーゼに比べて、アミノ酸配
列のＮ末端および／またはＣ末端が切断されており、対応する配列を有する本発明に記載
の核酸分子によりコードされるアルテルナンスクラーゼ（本明細書下記に「切断型アルテ
ルナンスクラーゼ」とも呼ばれる）の酵素活性を有するタンパク質に関する。
【００７５】
　本発明は、特に、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する以下のタンパク質に関す
る：
【００７６】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質であって、
ａ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして最も好ましくはアミノ酸１～４０の領域に
開始し、配列番号２の１２９５位のアミノ酸から１３４５位のアミノ酸までの領域に終結
するアミノ酸配列を有するタンパク質、
ｂ）ａ）のアミノ酸配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ま
しくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましく
は少なくとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列を有するタンパク質であって、比較さ
れるアミノ酸配列が、好ましくは同数のアミノ酸を有するタンパク質、
ｃ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして最も好ましくはアミノ酸１～４０の領域に
開始し、配列番号２の１３５５位のアミノ酸から１４２０位のアミノ酸までの領域に終結
するアミノ酸配列を有するタンパク質、
ｄ）ｃ）のアミノ酸配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ま
しくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましく
は少なくとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列を有するタンパク質であって、比較さ
れるアミノ酸配列が、好ましくは同数のアミノ酸を有するタンパク質、
ｅ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして最も好ましくはアミノ酸１～４０の領域に
開始し、配列番号２の１４３０位のアミノ酸から１５２０位のアミノ酸までの領域に終結
するアミノ酸配列を有するタンパク質、または
ｆ）ｅ）のアミノ酸配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ま
しくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましく
は少なくとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列を有するタンパク質であって、比較さ
れるアミノ酸配列が、好ましくは同数のアミノ酸を有するタンパク質
より選択されるタンパク質。
【００７７】
　なおさらに好ましくは、本発明は、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパ
ク質に関し、このタンパク質は、
ａ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして最も好ましくはアミノ酸１～４０の領域に
開始し、配列番号２の１３０５位のアミノ酸から１３２５位のアミノ酸までの領域に終結
するアミノ酸配列を有するタンパク質、
ｂ）ａ）のアミノ酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好
ましくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好まし
くは少なくとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列を有するタンパク質であって、比較
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されるアミノ酸配列が、好ましくは同数のアミノ酸を有するタンパク質、
ｃ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして最も好ましくはアミノ酸１～４０の領域に
開始し、配列番号２の１３７０位のアミノ酸から１３９０位のアミノ酸までの領域に終結
するアミノ酸配列を有するタンパク質、
ｄ）ｃ）のアミノ酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好
ましくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好まし
くは少なくとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列を有するタンパク質であって、比較
されるアミノ酸配列が、好ましくは同数のアミノ酸を有するタンパク質、
ｅ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして最も好ましくはアミノ酸１～４０の領域に
開始し、配列番号２の１４７０位のアミノ酸から１５２０位のアミノ酸までの領域に終結
するアミノ酸配列を有するタンパク質、または
ｆ）ａ）のアミノ酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好
ましくは少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好まし
くは少なくとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列を有するタンパク質であって、比較
されるアミノ酸配列が、好ましくは同数のアミノ酸を有するタンパク質
より選択される。
【００７８】
　最も好ましいのは、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する以下のタンパク質であ
る：
ａ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１３８０位のアミノ酸を含むまでの配列を有する
タンパク質、
ｂ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１３１５位のアミノ酸を含むまでの配列を有する
タンパク質、
ｃ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１５０６位のアミノ酸を含むまでの配列を有する
タンパク質。
【００７９】
　本発明により同様に含まれるのは、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する以下の
タンパク質である：
ｄ）配列番号２の１６８位のアミノ酸から１３１５位のアミノ酸を含むまでの配列を有す
るタンパク質、
ｅ）配列番号２の３４２位のアミノ酸から１３４９位のアミノ酸を含むまでの配列を有す
るタンパク質、
ｆ）配列番号２の３４２位のアミノ酸から１３１５位のアミノ酸を含むまでの配列を有す
るタンパク質。
【００８０】
　さらに、本発明により含まれるのは、アミノ酸配列が、上に特定されたアミノ酸配列と
、少なくとも７０％、さらに好ましくは少なくとも８０％、特に少なくとも９０％、なお
さらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少なくとも９８％の同一性を
有する、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質であって、ここで、比較
されるアミノ酸配列は、好ましくは同数のアミノ酸を有する。「同一性」という用語は、
上記と同義であり、同一性を確認する方法は上に記載されている。
【００８１】
　本発明の一態様では、メチオニンは、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本
明細書上記および下記のタンパク質（またはタンパク質配列）のＮ末端の上流に位置する
。したがって、この好ましい態様では、メチオニンは、本発明に記載のアミノ酸配列のＮ
末端を形成する。このようなメチオニンは、通常このタンパク質をコードするＲＮＡの翻
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訳に由来し、このＲＮＡでメチオニンは核酸トリプレットＡＴＧによりコードされる。核
酸配列にすでに存在しないかぎり、ＡＴＧトリプレットは、当業者に公知の方法により本
発明に記載の核酸分子の５’末端に結合させることができる。確立された方法は、添付の
実施例に記載されるように、特に適合されたプライマーを使用したＰＣＲである。
【００８２】
　本発明から好ましくは除かれるのは、US20060127328A1に記載された、アルテルナンス
クラーゼの酵素活性を有するタンパク質、特に、US20060127328A1の段落［００８９］な
らびに図３Ａおよび３Ｂに記載されたタンパク質である。したがって、本発明から好まし
くは除かれるのは、１～１４２５位、１～１３４９位、１～１２９０位、３４２～１４２
５位、および３４２～１２９０位のアミノ酸のタンパク質であり、これらの位置は添付の
配列番号２を参照して定義される。
【００８３】
　本発明はさらに、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明上記のタンパク
質を製造する方法に関し、この方法では、
ａ）配列が、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、上記タンパク質のアミノ酸配
列をコードする核酸分子であって、配列番号１もしくは３に示される配列を有する核酸分
子から得ることができる核酸分子、または
ｂ）ａ）に記載された核酸分子を含むベクターもしくはプラスミドで、
ホスト細胞をトランスフォーメーションし、
２）そのホスト細胞を培地中で培養し、そして
３）培養された細胞および／または培地からタンパク質を単離する。
【００８４】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明に記載のタンパク質のアミノ酸配
列は、上にさらに詳述され、配列番号２を参照して定義される。アミノ酸配列に基づき、
当業者は、遺伝コードの縮重が原因で相互に異なりうる適切な核酸コード配列を決定する
ことができる。例えば、完全長アルテルナンスクラーゼのアミノ酸配列およびヌクレオチ
ドコード配列を含む配列番号１から、本発明に記載のタンパク質（切断型アルテルナンス
クラーゼ）をコードするそれぞれの核酸配列を決定することが可能である。それぞれの場
合で望ましい、本発明に記載のタンパク質についてのヌクレオチド配列の開始および終結
を決定する、配列番号１と同じヌクレオチド位置に基づき、配列番号３に基づいてもまた
、このタンパク質をコードする核酸配列を決定することが可能である。同様に、配列番号
３に記載のヌクレオチド配列をアミノ酸配列に翻訳し、本発明に記載のタンパク質につい
て詳述されたように、所望のアミノ酸配列の開始および終結を参照して、対応するヌクレ
オチドコード配列を決定することが可能である。
【００８５】
　配列が決定された後に、この配列を有する核酸分子を、配列番号１または配列番号３に
記載の配列を有する核酸分子から作製することができる。配列が、アルテルナンスクラー
ゼの酵素活性を有する、本発明に記載のタンパク質のアミノ酸配列をコードする核酸分子
の作製は、好ましくは、配列番号１または３に記載の配列を有する核酸分子から開始して
、ＰＣＲ技法により達成される。適切に適合されたプライマーの作製は、当業者の知識の
範囲内である。
【００８６】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質をコードし、完全長アルテルナ
ンスクラーゼに比べてアミノ酸配列のＮ末端および／またはＣ末端で切断されている、本
発明上記の全ての核酸分子を上記工程に採用することも可能である。特に、請求項１に定
義された核酸分子を採用することが可能である。
【００８７】
　上記工程に採用することのできるベクターおよびプラスミドに関して、問題の開示は別
の箇所で参照される。さらに、上記工程に採用することができる微生物および植物ホスト
細胞のトランスフォーメーションのためのホスト細胞および技法は、本明細書の別の箇所
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で詳細に開示されている。植物ホスト細胞または微生物ホスト細胞、例えばEscherichia 
coli細胞が好ましい。
【００８８】
　ホスト細胞は、適切な栄養培地中で適切な培養条件で成長、すなわち培養および増殖さ
れる。通例の微生物および植物細胞のための栄養培地および培養条件は、当業者に公知で
あり、専門家の文献（例えば、Sambrook & Russell Molecular cloning: a laboratory m
anual (third edition) Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY、USA (2001)）に記
載されている。
【００８９】
　最後に、タンパク質は、ホスト細胞および／または培地から単離される。このために、
生成した細胞材料は、通常、適切な物理的、化学的および／または酵素的方法を採用して
破壊される。アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質は、破壊された材料
から単離することができる。
【００９０】
　タンパク質のさらなる精製は、当技術分野で公知の通常の方法を採用して果たすことが
できる。粗抽出物を得るために、破壊手順で得られた溶液を、例えば抽出法、遠心分離法
および濾過法を採用して処理する。粗抽出物からのタンパク質の沈殿および限外濾過法は
、相当量の液体からタンパク質を濃縮するための効率的な方法である。適切な沈殿剤は、
とりわけ無機塩、例えば硫酸ナトリウムおよび硫酸アンモニウム、有機溶媒、例えばアル
コール、ならびにポリマー、例えばポリエチレングリコールである。使用された沈殿剤を
除去するために、続いて透析工程を実施することができる。さらなる第２の精製は、例え
ば水相系を使用したクロマトグラフィー法および分配法を採用して果たすことができる。
これらの方法には、とりわけ、吸着クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー
、ゲルクロマトグラフィーおよびアフィニティークロマトグラフィーが挙げられる。
【００９１】
　さらなる局面では、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明に記載のタン
パク質は、メリーフィールドタンパク質合成法により合成することができる。したがって
、合成的に製造された切断型アルテルナンスクラーゼは、本発明のさらなる局面である。
【００９２】
　さらなる局面では、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明に記載のタン
パク質はまた、無細胞in vitro発現／翻訳系を用いて調製することができる。in vitro翻
訳は、例えばコムギ胚芽抽出物で可能である。しかし、in vitro法は、少しも限定されて
おらず、原則として当技術分野で公知の任意の方法を使用してもよい。
【００９３】
　本発明によると、スクロースの不在下で切断型アルテルナンスクラーゼの生成を許すこ
とにより、多糖から切断型アルテルナンスクラーゼを追加的に分離することがもはや必要
ないホスト細胞およびベクターを使用することが可能である。
【００９４】
　ホスト細胞により生成される切断型アルテルナンスクラーゼの精製は、沈殿、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、ゲル濾過、ＨＰＬＣ；逆相
クロマトグラフィーなどの従来の精製法を採用して果たすことができる。
【００９５】
　ホスト細胞に発現され、切断型アルテルナンスクラーゼをコードする、本発明に記載の
核酸分子の改変の結果として、ある特徴の結果としてホスト細胞に生成させることができ
るポリペプチドを、培地からさらに容易に単離することができる。したがって、発現させ
る予定のタンパク質をさらなるポリペプチド配列（タグ）との融合タンパク質として発現
させることが可能であり、そのポリペプチド配列の特異的結合性は、アフィニティークロ
マトグラフィーによる融合タンパク質の単離を可能にする（例えば、Hopp et al., Bio/T
echnology 6 (1988), 1204-1210; Sassenfeld, Trends Biotechnol. 8 (1990), 88-93）
。通常使用されるタグは、例えば、Ｓｔｒｅｐタグ、Ｈｉｓタグ、ＦＬＡＧタグ、Ｔ７タ
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グ、Ｓタグである。
【００９６】
　さらに、本発明の核酸配列は、５’または３’末端でタンパク質のＮまたはＣ末端にタ
グをコードする配列により、例えばUS20060127328A1の段落［００７１］に記載されてい
る配列によってもまた改変することができる。
【００９７】
　本発明に記載の核酸分子を提供することにより、切断型アルテルナンスクラーゼを発現
する植物細胞を、リコンビナント法を採用して作製することが可能である。したがって、
本発明はまた、本発明に記載の核酸分子でトランスフォーメーションされたトランスジェ
ニック植物細胞、または本発明に記載の、もしくはそのような細胞から得られるベクター
に関し、ここで、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質をコードする核
酸分子は、植物細胞において翻訳可能なｍＲＮＡの転写を開始するレギュレーションエレ
メント（プロモーター）のコントロール下にある。これらは、同種または異種プロモータ
ーの形態を取りうる。これらのプロモーターは、構成的プロモーター、組織特異的プロモ
ーター、発生特異的プロモーターまたは外部要因（例えば、化学物質の適用後、熱および
／または寒冷、乾燥、疾患の発生などの非生物要因の作用の結果として）によりレギュレ
ーションされるその他のプロモーターの形態を取りうる。
【００９８】
　外来核酸分子の発現に適したプロモーターは、一般に、植物細胞において活性なプロモ
ーターである。適切なプロモーターの例は、構成的発現のためのカリフラワーモザイクウ
イルスの３５Ｓ　ＲＮＡプロモーターまたはトウモロコシ由来のユビキチンプロモーター
またはCestrum ＹＬＣＶプロモーター（黄化葉巻ウイルス；国際公開公報第０１　７３０
８７号；Stavolone et al., 2003, Plant Mol. Biol. 53, 703-713）、ジャガイモにおけ
る塊茎特異性発現のためのパタチン遺伝子プロモーターＢ３３（Rocha-Sosa et al., EMB
O J. 8 (1989), 23-29）、またはトマトのための果実特異的プロモーター、例えば、トマ
トポリガラクツロナーゼプロモーター（Montgomery et al., 1993, Plant Cell 5, 1049-
1062）もしくはトマトＥ８プロモーター（Metha et al., 2002, Nature Biotechnol. 20(
6), 613-618）またはモモＡＣＣオキシダーゼプロモーター（Moon and Callahan, 2004, 
J. Experimental Botany 55 (402), 1519-1528）、または光合成活性組織だけでの発現を
確実にするプロモーター、例えばＳＴ－ＬＳ１プロモーター（Stockhaus et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947；Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2
445-2451）、または内乳特異的発現のためのコムギＨＭＷＧプロモーター、ＵＳＰプロモ
ーター、ファゼオリンプロモーター、トウモロコシからのゼイン遺伝子由来プロモーター
（Pedersen et al., Cell 29 (1982), 1015-1026；Quatroccio et al., Plant Mol. Biol
. 15 (1990), 81-93）、グルテリンプロモーター（Leisy et al., Plant Mol. Biol. 14 
(1990), 41-50；Zheng et al., Plant J. 4 (1993), 357-366；Yoshihara et al., FEBS 
Lett. 383 (1996), 213-218）、グロブリンプロモーター（Nakase et al., 1996, Gene 1
70(2), 223-226）、プロラミンプロモーター（Qu and Takaiwa, 2004, Plant Biotechnol
ogy Journal 2(2), 113-125）またはＳｈｒｕｎｋｅｎ－１プロモーター（Werr et al., 
EMBO J. 4 (1985), 1373-1380）である。しかし、外部要因により決定される時点にだけ
活性化されるプロモーターを使用することも可能である（例えば、国際公開公報第９３０
７２７９号参照）。この文脈で特に興味深いのは、簡単な誘導を可能にする熱ショックタ
ンパク質のプロモーターでありうる。例えば、Vicia faba由来のＵＳＰプロモーターなど
の種子特異的プロモーターを使用することがさらに可能であり、このプロモーターは、Vi
cia fabaおよび他の植物における種子特異的発現を確実にする（Fiedler et al., Plant 
Mol. Biol. 22 (1993), 669-679；Baumlein et al., Mol. Gen. Genet. 225 (1991), 459
-467）。
【００９９】
　藻類に感染するウイルスのゲノムに見出されるプロモーターの使用もまた、植物におけ
る核酸配列の発現に適する（Mitra et al., 1994, Biochem. Biophys Res Commun 204(1)
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, 187-194；Mitra und Higgins, 1994, Plant Mol Biol 26(1), 85-93, Van Etten et al
., 2002, Arch Virol 147, 1479-1516）。
【０１００】
　本発明の文脈において、「組織特異的」という用語は、侵襲（infestation）（例えば
転写開始）が主として特異的組織に限定されることを意味すると理解される。
【０１０１】
　本発明の文脈において、「塊茎細胞、果実細胞または内乳細胞」という用語は、塊茎、
果実または種子に存在する全ての細胞を意味すると理解すべきである。
【０１０２】
　本発明の文脈において、「同種（homologous）プロモーター」という用語は、本発明に
記載の遺伝的に改変された植物細胞もしくは本発明に記載の遺伝的に改変された植物の作
製のために使用された植物細胞もしくは植物に自然に存在するプロモーター（植物細胞も
しくは植物に関して同種）、またはタンパク質をコードするそれぞれの外来核酸分子が単
離された生物における遺伝子発現のレギュレーションをレギュレーションするプロモータ
ー（発現させる予定の核酸分子に関して同種）を意味すると理解される。
【０１０３】
　本発明の文脈において、「異種（heterologous）プロモーター」という用語は、本発明
に記載の遺伝的に改変された植物細胞もしくは本発明に記載の遺伝的に改変された植物の
作製に使用された植物細胞もしくは植物に自然に存在しないプロモーター（植物細胞もし
くは植物に関して同種）、またはタンパク質をコードするそれぞれの外来核酸分子が単離
された生物における該外来核酸分子の発現を自然にはレギュレーションしないプロモータ
ー（発現される核酸分子に関して異種）を意味すると理解される。
【０１０４】
　転写物にポリＡ尾部を付加することに役立つ終結配列（ポリアデニル化シグナル）が存
在することもまた可能である。ポリＡ尾部は、転写物を安定化する機能を発揮すると考え
られる。このようなエレメントは、文献に記載されており（Gielen et al., EMBO J. 8 (
1989), 23-29参照）、これらは所望により置換することができる。
【０１０５】
　本開示はまた、国際公開公報第００／４７７２７号の２１／２２ページに記載されたプ
ロモーターおよび終結配列を明白に参照する。
【０１０６】
　イントロン配列が、プロモーターと外来核酸分子のコード領域の間に存在することもま
た可能である。このようなイントロン配列は、植物における発現安定および発現増加を招
きうる（Callis et al., 1987, Genes Devel. 1, 1183-1200；Luehrsen, and Walbot, 19
91, Mol. Gen. Genet. 225, 81-93；Rethmeier et al., 1997；Plant Journal 12(4), 89
5-899；Rose and Beliakoff, 2000, Plant Physiol. 122 (2), 535-542；Vasil et al., 
1989, Plant Physiol. 91, 1575-1579; XU et al., 2003, Science in China Series C V
ol.46 No.6, 561-569）。適切なイントロン配列は、例えば、トウモロコシｓｈ１遺伝子
の第１イントロン、トウモロコシポリユビキチン遺伝子１の第１イントロン、イネＥＰＳ
ＰＳ遺伝子の第１イントロン、またはArabidopsis ＰＡＴ１遺伝子の最初の２個のイント
ロンの一方である。
【０１０７】
　本発明に記載のタンパク質の活性を導入することにより、例えば、適切な核酸分子を発
現させることにより、適切に遺伝的に改変された植物細胞にアルテルナンを生成させるこ
とが可能である。これは、植物細胞に、本発明に記載の核酸分子を発現させることによっ
て、野生型に存在しない、問題のアルテルナンスクラーゼの追加的な活性を導入すること
ができる。さらに、例えば、改変された温度依存性または基質もしくは生成物特異性を有
する、本発明に記載の切断型アルテルナンスクラーゼを得るために、当業者に公知の方法
により本発明に記載の核酸分子を改変することが可能である。このような方法は、特許出
願である国際公開公報第００／４７７２７号にさらに詳細に記載されている。
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【０１０８】
　植物ホスト細胞に核酸分子を（安定）組み込みするために、本発明に記載の植物細胞、
または本発明に記載の植物細胞を含む植物を作製するために、多数の技法を利用すること
ができる。これらの技法は、トランスフォーメーション因子としてAgrobacterium tumefa
ciensまたはAgrobacterium rhizogenes、プロトプラストの融合、注入、ＤＮＡのエレク
トロポレーション、遺伝子銃アプローチによるＤＮＡの導入、および他の可能性を使用し
て、植物細胞をＴ－ＤＮＡでトランスフォーメーションすることを含む（"Transgenic Pl
ants", Leandro ed., Humana Press 2004, ISBN 1-59259-827-7に総説）。
【０１０９】
　植物細胞のAgrobacterium介在性トランスフォーメーションの使用が集中的に研究され
、EP120516およびHoekema, The Binary Plant Vector System Offsetdrukkerij Kanters 
B.V. Alblasserdam (1985), Chapter V；Fraley et al., Crit. Rev. Plant Sci. 4, 1-4
6およびAn et al. EMBO J. 4, (1985), 277-287に十分に記載されている。ジャガイモの
トランスフォーメーションについては、例えば、Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8, (1989)
, 29-33、トマト植物のトランスフォーメーションについては、例えば米国特許第５，５
６５，３４７号を参照されたい。
【０１１０】
　Agrobacteriumのトランスフォーメーションに基づく、ベクターによる単子葉植物のト
ランスフォーメーションについてもまた記載されている（Chan et al., Plant Mol. Biol
. 22, (1993), 491-506；Hiei et al., Plant J. 6, (1994) 271-282；Deng et al, Scie
nce in China 33, (1990), 28-34；Wilmink et al., Plant Cell Reports 11, (1992), 7
6-80；May et al., Bio/Technology 13, (1995), 486-492；Conner and Domisse, Int. J
. Plant Sci. 153 (1992), 550-555；Ritchie et al, Transgenic Res. 2, (1993), 252-
265）。単子葉植物のトランスフォーメーションのための代替系は、遺伝子銃アプローチ
によるトランスフォーメーションである（Wan and Lemaux, Plant Physiol. 104, (1994)
, 37-48；Vasil et al., Bio/Technology 11 (1993), 1553-1558；Ritala et al., Plant
 Mol. Biol. 24, (1994), 317-325；Spencer et al., Theor. Appl. Genet. 79, (1990),
 625-631）、プロトプラストのトランスフォーメーション、部分透過化細胞のエレクトロ
ポレーション、ガラス繊維によるＤＮＡの導入である。トウモロコシのトランスフォーメ
ーションは、特に、文献に繰り返し記載されている（例えば、国際公開公報第９５／０６
１２８号、EP0513849、EP0465875、EP0292435；Fromm et al., Biotechnology 8, (1990)
, 833-844；Gordon-Kamm et al., Plant Cell 2, (1990), 603-618；Koziel et al., Bio
technology 11 (1993), 194-200；Moroc et al., Theor. Appl. Genet. 80, (1990), 721
-726参照）。例えば、スイッチグラス（Panicum virgatum）などの他の草本のトランスフ
ォーメーションも同様に記載されている（Richards et al., 2001, Plant Cell Reporter
s 20, 48-54）。
【０１１１】
　他の穀物種のトランスフォーメーションの成功もまた、例えばオオムギについて（Wan 
and Lemaux、上記参照; Ritala et al.、上記参照；Krens et al., Nature 296, (1982),
 72-74）およびコムギについて（Nehra et al., Plant J. 5, (1994), 285-297；Becker 
et al., 1994, Plant Journal 5, 299-307）記載されている。上記方法の全ては、本発明
の目的に適する。
【０１１２】
　外来核酸分子を有する遺伝的に改変された植物細胞および遺伝的に改変された植物は、
とりわけ、それらが野生型植物細胞または野生型植物に自然に存在しない外来核酸分子を
含むという事実により、該外来核酸分子を含まない野生型植物細胞または野生型植物と区
別することができる。植物細胞または植物への外来核酸分子の組み込みは、例えばサザン
ブロット分析などの当業者に公知の方法により、またはＰＣＲにより検出することができ
る。
【０１１３】
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　外来核酸分子は、好ましくは本発明に記載の植物細胞または本発明に記載の植物のゲノ
ムに組み込まれ;外来核酸分子は、特に好ましくはゲノムに安定的に組み込まれる。本発
明の文脈において、「安定的に組み込まれた核酸分子」という用語は、植物のゲノムへの
核酸分子の組み込みを意味すると理解される。安定的に組み込まれた核酸分子は、問題の
組み込み部位の複製時に、その組み込み部位に隣接する同種核酸配列と一緒に複製される
ことにより、複製された娘ＤＮＡ鎖における組み込み部位が、複製のためのマトリックス
として作用する読み取り親鎖に存在するのと同じ核酸配列に囲まれているという事実によ
り区別される。
【０１１４】
　植物細胞または植物のゲノムへの核酸分子の組み込みは、遺伝的および／または分子生
物学的方法により検出することができる。植物細胞のゲノムまたは植物のゲノムへの核酸
分子の安定的な組み込みは、安定的に組み込みされた核酸分子が継代された子孫において
、該核酸分子が親世代と同じゲノム環境に存在するという事実により区別される。植物細
胞のゲノムまたは植物のゲノムへの核酸配列の安定的な組み込みの存在については、当業
者に公知の方法により、とりわけサザンブロット分析、ＲＦＬＰ分析（制限フラグメント
長多型）（Nam et al., 1989, The Plant Cell 1, 699-705；Leister and Dean, 1993, T
he Plant Journal 4 (4), 745-750）、ＰＣＲに基づく方法、例えば、増幅フラグメント
長多型の分析（ＡＦＬＰ）（Castiglioni et al., 1998, Genetics 149, 2039-2056；Mek
sem et al., 2001, Molecular Genetics and Genomics 265, 207-214；Meyer et al., 19
98, Molecular and General Genetics 259, 150-160）を採用して、または制限エンドヌ
クレアーゼを用いて切断された増幅フラグメント（Cleaved Amplified Polymorphic Sequ
ences, CAPS）（Konieczny und Ausubel, 1993, The Plant Journal 4, 403-410；Jarvis
 et al., 1994, Plant Molecular Biology 24, 685-687；Bachem et al., 1996, The Pla
nt Journal 9 (5), 745-753）を使用して検出することができる。
【０１１５】
　本発明の文脈において、「ゲノム」という用語は、植物細胞に存在する遺伝物質の全て
を意味すると理解される。当業者は、核だけではなく他の区画（例えば色素体、ミトコン
ドリア）もまた、遺伝物質を含むことを知っている。本発明に記載の核酸分子は、核ゲノ
ムに、そして例えば色素体のような他の区画のゲノムにもまた組み込んでもよい。
【０１１６】
　さらに、本発明に記載の植物細胞は、好ましくは以下の特徴の少なくとも一つにより天
然の植物細胞と区別することができる:トランスジェニック植物細胞が、導入された本発
明に記載の核酸分子の転写物を含むならば、これは、例えばノーザンブロット分析により
検証することができる。好ましくは、本発明に記載の植物細胞は、導入された本発明に記
載の核酸分子によりコードされる切断型アルテルナンスクラーゼを含む。これは、例えば
免疫学的方法により、特にウエスタンブロット分析により検出することができる。本発明
に記載の植物細胞または植物が切断型アルテルナンスクラーゼを含むならば、本発明に記
載の植物細胞または植物はまた、それが、野生型細胞／野生型植物に比べてアルテルナン
スクラーゼ活性を含むという事実から好都合に識別することができる。アルテルナンスク
ラーゼの酵素活性は、例えばLopez-Munguiaら（Annals New York Academy of Sciences 6
13, (1990), 717-722）に記載されたように、または本発明の実施例に詳記されたように
測定することができる。
【０１１７】
　さらに好ましい態様では、植物細胞は、ジャガイモ、サトウキビ、トウモロコシ、タバ
コ、サトウダイコン、サトウモロコシ、イネまたはコムギ由来の細胞である。
【０１１８】
　トランスジェニック植物細胞は、インタクトな植物を得るために当業者に公知の技法に
より再生することができる。
【０１１９】
　本発明に記載のトランスジェニック植物細胞の作製により得ることができる植物は、本
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発明のさらなる主題である。
【０１２０】
　大部分の植物において、光合成の間に植物内に糖の形態で形成した光合成産物は、問題
のターゲット器官に、主にスクロースの形態で輸送される。スクロースは、本発明に記載
の切断型アルテルナンスクラーゼの重合反応に関する基質であることから、切断型アルテ
ルナンスクラーゼの発現に関して本発明に記載の核酸分子を採用して、通常、全ての植物
、すなわち単子葉植物と双子葉植物の両方を改変することが可能である。
【０１２１】
　本発明に記載の核酸分子の発現は、高いスクロース含量を有するか、またはスクロース
を貯蔵するそれらの植物器官に特に好都合である。このような器官は、例えばサトウダイ
コンの根、サトウキビの茎、トウモロコシ植物の茎またはサトウモロコシの茎である。
【０１２２】
　植物細胞におけるスクロースの生合成部位は、サイトソルである。対照的に、貯蔵部位
は液胞である。サトウダイコンもしくはジャガイモの貯蔵組織に輸送されると、または種
子の内乳に輸送されると、スクロースは、アポプラストを通過して移動しなければならな
い。したがって、三つの区画、すなわちサイトソル、液胞およびアポプラストの全てが、
アルテルナンの合成のために本発明に記載の核酸分子を発現させるために適する。そのう
え、例えば細菌フルクトシルトランスフェラーゼのアミロプラスト発現により実証された
ように、色素体もまた適する。これらのフルクトシルトランスフェラーゼは、その基質と
して同様にスクロースを必要とするが、アミロプラストにおける「アミロフルクタン」の
形成を仲介することができた（Smeekens, Trends in Plant Science vol. 2, Nr. 8, (19
97), 286-288)。国際公開公報第２００６／０７２６０３号および国際公開公報第２００
６／０６３８６２号は、遺伝的改変が色素体にそれぞれムタンスクラーゼまたはデキスト
ランスクラーゼの発現を誘導する、遺伝的に改変された植物細胞および植物に関する。
【０１２３】
　デンプンの生合成およびデンプンの貯蔵が普通はアミロプラストで起こる、例えばジャ
ガイモおよびトウモロコシなどのデンプン生成植物の場合に、アポプラスト、サイトソル
または液胞における切断型アルテルナンスクラーゼの発現は、これらの区画におけるオリ
ゴ糖および多糖の追加的な合成を誘導するであろうし、このことは、全体で収率が増加す
ることを意味しうる。ここで利用されるのがＡＤＰ－グルコースではなく、色素体性スク
ロースであることから、このことは色素体にもあてはまりうる。
【０１２４】
　植物、特にジャガイモにおいて、アミロプラスト中で合成されたデンプンを、アポプラ
スト、サイトソルまたは液胞で合成されたアルテルナンと分離することが可能であること
から、デンプンおよびアルテルナンを得るために、同じ植物を使用してもよい。
【０１２５】
　さらに、アンチセンス構築物による酵素ＡＤＰ－グルコースピロホスホリラーゼの阻害
の結果として、塊茎または穀粒中のデンプン合成が完全に阻害されているトランスジェニ
ックジャガイモおよびトウモロコシ植物が公知である。その代わりに、可溶性の糖、特に
スクロースおよびグルコースは、例えばジャガイモの場合に塊茎に蓄積する（Muller-Rob
er et al., EMBO J. 11, (1992), 1229-1238）。基質としてスクロースを利用する切断型
アルテルナンスクラーゼが発現する結果として、アルテルナンが、これらの植物のサイト
ソル、液胞またはアポプラストに生成しうる。
【０１２６】
　本発明の別の態様では、これは、本発明に記載の植物細胞または植物が、野生型植物の
対応する細胞に比べて低下したＡＤＰ－グルコースピロホスホリラーゼ（AGPase）活性を
有する場合である。AGPaseをコードするＤＮＡ分子は、当業者に周知であり、例えば、Mu
ller-Roberら（Mol. Gen. Genet. 224 (1) (1990), 136-146）に記載されている。AGPase
をコードするＤＮＡ分子の結果として、リコンビナントＤＮＡ技法（例えば、アンチセン
ス、リボザイム、または共抑制アプローチ）を用いて、低下したAGPase活性を有する植物
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を作製することが可能である。そのうえ、当業者は、低下したAGPase活性を有する、例え
ばトウモロコシ由来のAGPase突然変異体（brittle-2およびshrunken-2）を知っている。
「低下したまたは減少した」という用語は、好ましくは対応する野生型細胞に比べて、少
なくとも１０％、さらに好ましくは少なくとも５０％、そしてなおさらに好ましくは少な
くとも８０％のAGPase活性低下を意味する。
【０１２７】
　本発明に記載の核酸分子を植物に発現させる場合、通常、アルテルナンスクラーゼの酵
素活性を有する合成タンパク質を、植物細胞（例えば、サイトソル、色素体、液胞、ミト
コンドリア）または植物（例えばアポプラスト）の任意の区画に位置させることが可能で
ある。特異的区画における局在を達成するために、コード領域は、適切であれば、問題の
区画における局在を確実にするＤＮＡ配列と連結していなければならない。このような配
列は公知である（例えば、Braun, EMBO J. 11 (1992), 3219-3227；Sonnewald, Plant J.
 1 (1991), 95-106；Rocha-Sosa, EMBO J. 8 (1989), 23-29, Neuhaus and Rodgers, 199
8, Plant Molecular Biology 38: 127-144を参照されたい）。シグナル配列をタンパク質
のコード領域と連結することは、融合されたシグナルペプチドの核酸配列およびそのタン
パク質のコード配列が転写の間に一緒にオープンリーディングフレームを形成する（翻訳
融合）ように果たされる。これは、融合された核酸配列の転写の結果であるＲＮＡの翻訳
後に、タンパク質のコード領域に加えてシグナルペプチドを含むタンパク質が形成される
からである。
【０１２８】
　使用することのできる色素体シグナル配列は、通常、核にコードされるタンパク質の色
素体への運び込みを確実にする任意のシグナル配列である。当業者は、色素体シグナル配
列を得る方法を知っている。したがって、色素体シグナル配列が存在するかを調べるため
に、例えばコンピュータープログラムを採用して、タンパク質コード配列を調べることが
可能である（1999, Emanuelsson et al., Protein Science 8, 978-984）。このような分
析を行うコンピュータープログラムは、市販されているし、インターネット上で公的に利
用することができる（例えば http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/）。
【０１２９】
　例えば、ホウレンソウ由来フェロドキシン：ＮＡＤＰ＋オキシドレダクターゼ（ＦＮＲ
）の色素体シグナル配列を使用することが可能である。この配列は、ホウレンソウ由来の
色素タンパク質フェロドキシン：ＮＡＤＰ＋オキシドレダクターゼのｃＤＮＡの５’－非
翻訳領域および隣接輸送ペプチド配列を含む（ヌクレオチド－１７１～＋１６５；Jansen
 et al., Current Genetics 13 (1988), 517-522）。
【０１３０】
　使用することのできる別の色素体シグナル配列は、例えばトウモロコシ由来waxyタンパ
ク質の輸送ペプチド＋成熟waxyタンパク質の最初のアミノ酸３４個（Klosgen et al., Mo
l Gen Genet. 217 (1989), 155-161）。さらに、成熟waxyタンパク質の最初のアミノ酸３
４個を有さない、トウモロコシ由来waxyタンパク質の輸送ペプチド（上記参照）を使用す
ることもまた可能である。
【０１３１】
　次の色素体シグナル配列の使用もまたありうる：リブロースビスリン酸カルボキシラー
ゼ小サブユニットのシグナル配列（Wolter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (19
88), 846-850；Nawrath et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994), 12760-12764
）；ＮＡＤＰ－リンゴ酸デヒドロゲナーゼのシグナル配列（Gallardo et al., Planta 19
7 (1995), 324-332）；グルタチオンレダクターゼのシグナル配列（Creissen et al., Pl
ant J. 8 (1995), 167-175）、ＥＰＳＰＳシグナル配列（米国特許第５，１８８，６４２
号）。イネ由来dul遺伝子のシグナル配列を使用することが好ましい。
【０１３２】
　リコンビナント核酸分子は、一つまたは複数、好ましくは二つのシグナル配列を含みう
る。この文脈において、シグナル配列は、転写方向に順に隣接して存在してもよいし、さ
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もなければ、それらは、それぞれの場合でスペーサーとして公知のものにより相互に分離
されてもよい。二つのシグナル配列を含む色素体シグナル配列は、例えば、EP0508909お
よびEP0924299、米国特許第５，５１０，４７１号に記載されている。
【０１３３】
　したがって、特に好ましい態様では、本発明に記載の核酸分子は、植物液胞への形成し
たタンパク質の輸送をもたらすために、液胞ターゲティング配列に連結され、そこで、ア
ルテルナンの合成は、局所的に高いスクロース濃度が原因で特に高収率で起こりうる。液
胞中の局在化を確実にするために、次の輸送タンパク質の一つを使用することが実行可能
である：パタチンタンパク質のＮ末端配列（アミノ酸１４６個）（Sonnewald et al., Pl
ant J. 1 (1991), 95-106)またはMatsuoka and Neuhaus, Journal of Experimental Bota
ny 50 (1999), 165-174；Chrispeels and Raikhel, Cell 68 (1992), 613-616；Matsuoka
 and Nakamura, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991), 834-838；Bednarek and Raikh
el, Plant Cell 3 (1991), 1195-1206；Nakamura and Matsuoka; Plant Phys. 101 (1993
), 1-5に記載されているシグナル配列。
【０１３４】
　色素体、ミトコンドリアまたはアポプラストにおける局在化を確実にするために、国際
公開公報第００／４７７２７号の２５／２６ページおよび米国特許出願第５，５１０，４
７１号（色素体をターゲティングするためのＯＴＰシグナルペプチド）に記載されている
輸送ペプチドの一つを使用することもまた可能である。
【０１３５】
　トランスジェニック植物は、通常、任意の植物種の植物、すなわち、単子葉植物および
双子葉植物の両方でありうる。これらは、好ましくは有用な植物、すなわち食品用、また
はその他の技術目的、特に工業目的のために、ヒトにより栽培される植物である。これら
は、好ましくはデンプン貯蔵植物、例えば、ライムギ、オオムギ、カラスムギ、コムギ、
キビ／ソルガム、サゴ、イネなどの穀物種、エンドウマメ、マローファットピー（marrow
fat pea）、キャッサバ、ジャガイモ、トマト、アブラナ、ダイズ、アサ、アマ、タバコ
、ヒマワリ、ササゲまたはクズウコン（arrowroot）、例えば、アマ、アサ、ワタなどの
繊維形成植物、例えば、アブラナ、ヒマワリ、ダイズなどの油貯蔵植物、および例えば、
マメ科植物、穀物、ダイズなどのタンパク質貯蔵植物である。本発明はまた、果樹および
ヤシに関する。本発明はさらに、例えば、飼料草（fodder grass）およびイネ科牧草など
の飼料植物（例えば、アルファルファ、クローバー、ライグラスなど)、およびトマト、
レタス、チコリなどの野菜植物、ならびに例えば、チューリップおよびヒアシンスなどの
観賞植物に関する。
【０１３６】
　本発明に記載の植物は、最も好ましくはサトウキビ、サトウダイコン、サトウモロコシ
、ジャガイモ植物、トウモロコシ、イネ、コムギまたはタバコである。
【０１３７】
　本発明はまた、遺伝的に改変されていない野生型細胞／遺伝的に改変されていない野生
型植物に比べてアルテルナンを合成する、遺伝的に改変された植物細胞および遺伝的に改
変された植物を作製する方法に関する。
【０１３８】
　本発明に記載の方法は、次の工程を含む:
a)切断型アルテルナンスクラーゼをコードする核酸分子またはそのような核酸分子を含む
ベクターを植物細胞に導入すること、
b)段階ａ）で得られた植物細胞から植物を再生すること、および
c)適切であれば、段階ｂ）で得られた植物を採用してさらなる植物を作製すること。
【０１３９】
　切断型アルテルナンスクラーゼをコードする核酸分子およびそのような核酸分子を含む
ベクターは、上に記載されている。
【０１４０】
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　遺伝的に改変された植物を作製する方法の工程ａ）に記載の、植物細胞への外来核酸分
子の導入に関して、これは、通常、植物細胞または植物に外来核酸分子を組み込むために
適した核酸分子の任意の種類の導入の形態をとりうる。このような方法は、すでに上に記
載されており、ここに同様に適用することができる。
【０１４１】
　植物の再生は、本発明に記載の方法の工程ｂ）および／またはｃ）の方法に依存して、
当業者に公知の方法により果たすことができる（例えば、R.D. Hallによる"Plant Cell C
ulture Protocols", 1999, edt., Humana Press, ISBN 0-89603-549-2に記載されている
）。
【０１４２】
　さらなる植物の作製は、本発明に記載の方法の工程ｃ）またはｄ）に記載の方法に依存
して、例えば栄養繁殖（例えば挿し木、塊茎による、またはカルス培養およびインタクト
な植物の再生による）または生殖的繁殖により果たすことができる。この文脈において、
生殖的繁殖は、好ましくはコントロールされた条件で起こり、すなわち、特定の性質を有
する選択された植物が、相互に交配され、繁殖される。選択は、好ましくは工程ｂ）また
はｄ）による方法に依存して、植物が工程ａ）で導入された改変を含むように果たされる
。
【０１４３】
　本発明はまた、本発明に記載の植物細胞を含む、本発明に記載の植物の繁殖材料に関す
る。この文脈において、「繁殖材料」という用語は、栄養経路または生殖経路を経由して
子孫を作製するために適した植物の構成要素を含む。栄養繁殖に適した材料は、例えば、
挿し木、カルス培養、根茎または塊茎である。他の繁殖材料は、例えば、果実、種子、実
生、細胞培養などを含む。繁殖材料は、好ましくはサトウキビ、サトウダイコン、サトウ
モロコシ、ジャガイモ植物、トウモロコシ、イネ、コムギまたはタバコ由来の繁殖材料で
ある。
【０１４４】
　さらなる局面では、本発明は、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明に
記載のタンパク質を製造する方法に関し、ここで、このタンパク質は、本発明に記載の植
物に発現され、さらなる工程で抽出および単離される。このために、アルテルナンスクラ
ーゼの酵素活性を有するタンパク質が、タンパク質生合成の結果としてその細胞中に形成
するまで、本発明に記載の核酸分子を含む本発明に記載の植物を適切な成長条件で成長お
よび培養することができる。その後、本発明に記載のタンパク質は、アルテルナンスクラ
ーゼの酵素活性を有するタンパク質が存在する植物または植物の部分または植物の繁殖材
料から、通例の方法により得ることができる。従来の方法の工程は、例えば植物材料を粉
砕し、タンパク質を抽出および精製することを含む。
【０１４５】
　好ましくは、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質を製造する方法は
、
１）ａ）配列が、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する上記タンパク質のアミノ酸
配列をコードする核酸分子であって、配列番号１もしくは３に示される配列を有する核酸
分子から得ることができる核酸分子、または
ｂ）ａ）に記載の核酸分子を含むベクターもしくはプラスミド
で植物細胞をトランスフォーメーションする工程、
２）工程１）で得られた植物細胞から植物を再生する工程、
３）タンパク質がその植物に発現され、続いて抽出および単離される工程
を含む。
【０１４６】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明に記載のタンパク質のアミノ酸配
列は、上にさらに示され、配列番号２を参照して定義されている。アミノ酸配列から開始
して、当業者は、遺伝コードの縮重が原因で異なりうる、適切な核酸コード配列を決定す
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ることができる。核酸コード配列を決定し、ＰＣＲによりそのような核酸配列を作製する
ことは、培地中で成長しているトランスフォーメーションされたホスト細胞から、本発明
に記載のタンパク質を製造する方法に、すでに上記されている。上記方法に採用されうる
ベクターおよびプラスミドに関して、問題の開示の参照は、他の箇所でなされている。さ
らに、上記方法に採用することができるホスト細胞および植物ホスト細胞のトランスフォ
ーメーションのための技法は、本明細書の他の箇所に広く開示されている。
【０１４７】
　本発明はまた、回収されうる、本発明に記載の上記植物、例えば果実、種子、塊茎、葉
または根茎または茎の植物部分にも関し、ここで、回収可能な植物部分は、本発明に記載
の植物細胞を含む。
【０１４８】
　さらなる局面では、本発明は、１２００００００～３０００００００g/molの範囲の、
重量平均分子量Ｍｗを有するアルテルナンに関する。
【０１４９】
　本発明において、「アルテルナン」という用語は、グルコースユニットから構成される
多糖を表す。グルコースユニットは、α－１，３およびα－１，６－グリコシド結合を経
由して相互に連結し、ここで、これら２種類の結合は主として交互である。加えて、本発
明に記載のアルテルナンは、分岐を含みうる。
【０１５０】
　本発明に記載のアルテルナンは、好ましくは１４００００００～２８００００００g/mo
l、なおさらに好ましくは１６００００００～２６００００００g/mol、さらに好ましくは
１８００００００～２３００００００g/mol、そして最も好ましくは１９００００００～
２３００００００g/molの範囲の重量平均分子量Ｍｗを有する。分子量は、応用実施例に
極めて詳細に記載されているＧＰＣ－ＭＡＬＬＳ法により決定される。
【０１５１】
　したがって、本発明に記載のアルテルナンは、ネイティブなアルテルナンについて記載
されたよりも顕著に高い平均分子量を有し（Ｍｗ１０６～１０７、例えば国際公開公報第
０３／０１０１７７号）、また、国際公開公報第２００４／０２３８９１号およびUS2006
/0127328に記載されたよりも顕著に高い分子量もまた有する。
【０１５２】
　本発明は、さらに、本発明に記載のアルテルナンの様々な製造方法に関する。
【０１５３】
　最初に、本発明は、
１）スクロースを含む溶液を、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質と
接触させ、そして
２）その溶液からアルテルナンを単離する、
本発明に記載のアルテルナンの製造方法を含み、
この方法において、このタンパク質は、
ａ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして最も好ましくはアミノ酸１～４０の領域に
開始し、配列番号２の１２９５位のアミノ酸から１５２０位のアミノ酸までの領域に終結
するアミノ酸配列を有するか、または
ｂ）ａ）のアミノ酸配列と少なくとも７０％、さらに好ましくは少なくとも８０％、特に
少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少な
くとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列（改変された配列）を有し、ここで、改変さ
れたアミノ酸配列は、好ましくはａ）の配列と同数のアミノ酸を有する。
【０１５４】
　したがって、本発明は、無細胞性酵素調製物を採用したアルテルナンのin vitro製造方
法に関する。無細胞でない系でのアルテルナンの合成に比較して、この方法は、反応条件



(30) JP 5405321 B2 2014.2.5

10

20

30

40

50

をよりよくコントロールでき、そして反応生成物がかなり純粋で、いともたやすく精製す
ることができるという長所を有する。
【０１５５】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質は、例えば、上記の本発明に記
載のベクターでホスト細胞をトランスフォーメーションし、適切な条件でホスト細胞を増
殖させることにより得ることができる。次いで、発現されたタンパク質をホスト細胞から
得ることができる。タンパク質抽出物は、例えばフレンチプレスを使用してホスト細胞を
破壊することにより形成させてもよく、このタンパク質抽出物は、本発明に記載の方法に
採用される。通常、ホスト細胞からタンパク質を単離するための全ての公知の技法を使用
することが可能である。E. coliは、ホスト細胞として実に好ましい。
【０１５６】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質を得るためのさらなる変形にお
いて、そのようなタンパク質を分泌する微生物は、定常期に達するまでタンパク質の形成
を許す無スクロース培地で培養される。遠心分離により細胞を培地から分離した後で、分
泌された酵素は、上清から得ることができる。続いて、アルテルナンを合成するために、
スクロースを含む溶液にこの酵素を添加することができる。
【０１５７】
　上記方法に好ましくは使用されるタンパク質は、
ａ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして好ましくはアミノ酸１～４０の領域に開始
し、配列番号２の１３００位のアミノ酸から１４２０位のアミノ酸までの領域に終結する
アミノ酸配列を有するか、または
ｂ）ａ）のアミノ酸配列と少なくとも７０％、さらに好ましくは少なくとも８０％、特に
少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少な
くとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列（改変された配列）を有し、ここで、この改
変された配列は、好ましくはａ）の配列と同数のアミノ酸を有する、
アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質である。
【０１５８】
　なおさらに好ましくは、上記方法に使用されるタンパク質は、
ａ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして最も好ましくはアミノ酸１～４０の領域に
開始し、配列番号２の１３００位のアミノ酸から１３４０位のアミノ酸までの領域に終結
するアミノ酸配列を有するか、または
ｂ）ａ）のアミノ酸配列と少なくとも７０％、さらに好ましくは少なくとも８０％、特に
少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少な
くとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列（改変された配列）を有し、ここでこの改変
された配列は、好ましくはａ）の配列と同数のアミノ酸を有する、
アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質である。
【０１５９】
　さらに好都合な態様では、上記方法は、
ａ）配列番号２の１位のアミノ酸から３５０位のアミノ酸までの領域に、好ましくはアミ
ノ酸１～３００の領域に、さらに好ましくはアミノ酸１～２００の領域に、なおさらに好
ましくはアミノ酸１～１００の領域に、そして好ましくはアミノ酸１～４０の領域に開始
し、配列番号２の１３１０位のアミノ酸から１３２０位のアミノ酸までの領域に終結する
アミノ酸配列を有するか、または
ｂ）ａ）のアミノ酸配列と少なくとも７０％、さらに好ましくは少なくとも８０％、特に
少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好ましくは少な
くとも９８％の同一性を有するアミノ酸配列（改変された配列）を有し、ここでこの改変
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された配列は、好ましくはａ）の配列と同数のアミノ酸を有する、
アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質を採用する。
【０１６０】
　最も好ましくは、本発明に記載の方法に採用される、アルテルナンスクラーゼの酵素活
性を有するタンパク質は、以下の配列の一つを有する：
ａ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１３８０位のアミノ酸を含むまでの配列、
ｂ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１３１５位のアミノ酸を含むまでの配列、
ｃ）配列番号２の４０位のアミノ酸から１５０６位のアミノ酸を含むまでの配列、
ｄ）ａ）、ｂ）またはｃ）の配列と少なくとも７０％、さらに好ましくは少なくとも８０
％、特に少なくとも９０％、なおさらに好ましくは少なくとも９５％、そして最も好まし
くは少なくとも９８％の同一性を有する配列（改変された配列）であって、この改変され
た配列が、好ましくはａ）の配列と同数のアミノ酸を有する配列。
【０１６１】
　さらに、上記方法はまた、上に定義された完全長アルテルナンスクラーゼに比べて、ア
ミノ酸配列のＮ末端および／またはＣ末端が切断されており、対応する配列を有する本発
明に記載の核酸分子によりコードされる、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する上
記タンパク質（「切断型アルテルナンスクラーゼ」）の全てを採用してもよい。
【０１６２】
　本発明の一態様では、本発明に記載の方法に採用される、アルテルナンスクラーゼの酵
素活性を有する本明細書上記および下記のタンパク質のＮ末端上流にメチオニンが位置す
る。この好ましい態様では、このように形成したメチオニンは、本発明に記載の方法に採
用されるタンパク質の新しいＮ末端を形成する。このようなメチオニンは、通常はタンパ
ク質をコードするＲＮＡの翻訳に由来し、翻訳では核酸トリプレットＡＴＧによりコード
される。
【０１６３】
　好ましくは、本発明に記載の方法から除外されるのは、US20060127328A1に記載されて
いるアルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する切断型タンパク質、特にUS20060127328A
1の段落［００８９］ならびに図３Ａおよび３Ｂに記載されているタンパク質である。し
たがって、好ましくは、本発明から除外されるのは、位置が添付の配列番号２を参照して
定義されている、１～１４２５位、１～１３４９位、１～２９０位、３４２～１４２５位
、および３４２～１２９０位のアミノ酸のタンパク質である。
【０１６４】
　本発明に記載の方法の好ましい態様は、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する精
製タンパク質を採用する。精製タンパク質は、そのタンパク質が合成される細胞の細胞構
成要素を主として有さないタンパク質、ならびに／または多糖合成活性（例えばデキスト
ランスクラーゼ）もしくは多糖分解活性を有するタンパク質、および／もしくは（多糖）
アクセプターを含むタンパク質の混入を欠如したタンパク質を意味すると理解される。好
ましくは、「アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する精製タンパク質」という用語は
、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８５％、そして特に好ましくは少なくとも９
５％の純度を有するタンパク質を示す。
【０１６５】
　アルテルナン製造のための精製タンパク質の使用は、多様な長所を有する。部分精製さ
れたタンパク質抽出物を採用した方法に比べて、本発明に記載の方法の反応媒質は、タン
パク質の遺伝的製造に使用される生成株（微生物）の残余を含まない。
【０１６６】
　さらに、精製タンパク質の使用は、食品および製薬工業での使用に長所を伴う。反応媒
質が確定された組成であり、その組成があらゆる不必要な構成要素を有さない結果として
、その生成物もまた、その構成要素がより正確に確定されている。特に、これらのバイオ
テクノロジー生成物が痕跡量のトランスジェニック微生物を含まないはずであることから
、このことにより、食品および製薬工業におけるこれらの生成物の承認手順が、かなり複
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雑でなくなる。
【０１６７】
　さらに、本発明に記載の方法を採用すると、例えば妨害性二次生成物を形成しうる他の
ホスト細胞酵素の妨害性二次活性による損失なしに、アルテルナンを高収率で製造するこ
とが可能である。
【０１６８】
　本発明に記載の方法のさらなる好ましい態様では、アルテルナンスクラーゼの酵素活性
を有する、リコンビナント製造されたタンパク質が使用される。
【０１６９】
　なおさらなる好ましい態様では、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク
質が支持体に固定化される。
【０１７０】
　アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明に記載のタンパク質の固定化は、
合成反応の触媒である酵素を反応混合物から簡単な方法で回収することができ、再採用で
きるという長所を有する。酵素の精製は、通常、高価で時間がかかることから、酵素を固
定化および回収すると、かなり節約となる。さらなる長所は、残留タンパク質を含まない
という反応生成物の純度である。
【０１７１】
　数々の支持体がタンパク質の固定化のために利用でき、支持体へのそれらの結合は、共
有結合または非共有結合を介して可能である（概要についてはMethods in Enzymology 13
5, 136, 137を参照されたい）。広く使用されている支持体は、例えば、アガロース、ア
ルギン酸塩、セルロース、ポリアクリルアミド、シリカまたはナイロンである。
【０１７２】
　支持体は、例えば、不活性支持体、荷電した支持体、無機支持体または有機支持体であ
りうる。無機材料、例えば、多孔質ガラス、シリカゲル、アルミナ、ヒドロキシアパタイ
トもしくは様々な金属酸化物、天然ポリマー、例えばセルロース、デンプン、アルギン酸
塩、アガロースもしくはコラーゲン、または合成ポリマー、例えばポリアクリルアミド、
ポリビニルアルコール、アクリル酸メチル、ナイロンもしくはオキシランが使用される適
切な支持体である。固定化は、例えばファンデルワールス力、疎水性相互作用およびイオ
ン結合などの物理的結合力により果たされる。アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有す
るタンパク質はまた、上述のように、共有結合により支持体に固定化してもよい。このた
めに、支持体は、アミノ酸側鎖と等極結合を形成することのできる反応性基を示さねばな
らない。適切な基の例は、カルボキシル基、ヒドロキシル基およびスルフィド基である。
例えば、多孔質ガラスの表面は、シランで処理し、続いてタンパク質と反応させることに
より活性化させることができる。天然ポリマーのヒドロキシル基を臭化シアンで、そして
カルボキシル基を塩化チオニルで活性化し、続いて酵素と結合させてもよい。アルテルナ
ンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質を固定化する別の可能性は、それを三次元ネ
ットワークに包含することである。一つの長所は、酵素が、ネットワークの中で遊離で未
結合の形態で存在することである。周辺のマトリックスの小孔は、酵素を保持するように
十分小さくなければならない。
【０１７３】
　本発明に記載の上記方法の好ましい態様では、スクロースを含む溶液は、スクロース濃
度が、水の重量に基づき少なくとも１２重量％、なおさらに好ましくは少なくとも１５重
量％の水溶液である。スクロース濃度は、水の重量に基づき、特に好ましくは１５重量％
～４０重量％、さらに好ましくは１５重量％～３０重量％、そして最も好ましくは１８重
量％～２５重量％である。
【０１７４】
　スクロースを含む溶液を、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質と接
触させる方法の工程１）は、好ましくは３５～４５℃、なおさらに好ましくは３５～４０
℃の温度で行われる。
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【０１７５】
　本発明に記載の方法におけるｐＨは、好ましくは５～６、なおさらに好ましくは５．０
～５．３である。
【０１７６】
　この方法の工程１における反応時間は、好ましくは少なくとも１２時間、さらに好まし
くは少なくとも２４時間、なおさらに好ましくは少なくとも３６時間、特に好ましくは４
０～６０時間に達する。
【０１７７】
　さらなる好都合な変形では、この方法は撹拌せずに実施される。
【０１７８】
　上記方法の一変形では、アクセプター分子は、方法の工程１）で添加される。本発明の
文脈の中で、アクセプター分子は、切断型アルテルナンスクラーゼが鎖伸長反応を触媒す
ることができる分子を意味すると理解され、アルテルナン鎖がこのアクセプター分子上に
形成する。反応開始時に反応混合物に添加することができるアクセプターは、好ましくは
糖質または糖質誘導体である。糖質アクセプターは、好ましくはオリゴ糖または多糖、特
に分岐多糖、例えば、デキストリン、グリコーゲンまたはアミロペクチン、好ましくは直
鎖多糖、ならびに特に好ましくは、マルトース、イソマルトース、イソマルトトリオース
およびメチル－α－Ｄ－グルカンまたはゲントビオース（gentobiose）からなる群より選
択される糖である。アルテルナン鎖の伸長がこれらのアクセプター上で起こるならば、こ
れは、出発物質よりも高い分子量を有する生成物を生じる。マルトース、イソマルトース
、イソマルトトリオースおよびメチル－α－Ｄ－グルカンを使用する場合に、外因性糖質
アクセプターの不在下で調製することのできるアルテルナンよりも低い分子量を有する生
成物が得られ、その生成物は、本明細書においてオリゴアルテルナンと呼ばれる。調製さ
れたオリゴアルテルナンの分子量サイズは、採用されるスクロース：アクセプター比に依
存する。したがって、スクロース：アクセプター比が増加するにつれ、生成物の重合度は
増加する。そのうえ、スクロース：アクセプター比は、オリゴアルテルナンの収率に影響
する。したがって、イソマルトースアクセプターの場合に、スクロース：イソマルトース
比が減少するにつれ、オリゴアルテルナンの収率は増加する。
【０１７９】
　さらなる方法では、アルテルナンは、本発明に記載のホスト細胞または本発明に記載の
植物もしくはその繁殖材料から、または回収された上記植物の部分からアルテルナンを抽
出し、そして適切であればそれを単離することにより得られる。
【０１８０】
　好都合な態様は、アルテルナンが、本発明に記載の植物から、特にそれらの液胞からか
ら単離され、精製されることを提供する。ジャガイモ、トウモロコシ、サトウダイコン、
サトウモロコシまたはサトウキビ植物の貯蔵器官からアルテルナンを単離して得ることが
特に好ましい。一態様では、この方法は、タービンミキサー、例えばワーリングブレンダ
ーを採用して、より大量の植物細胞バイオマスを機械的に粉砕することを含み、ここで、
粉砕は、好ましくは低温、例えば４℃で多量の水性媒質中で実施される。さらなる破壊は
、物理的破壊法を採用して、例えば超音波、フレンチプレス装置により、ミルもしくはプ
レスを用いて、化学的破壊法を採用して、例えば凍結乾燥もしくは界面活性剤を使用して
もしくは浸透圧の変化を使用して、または生物学的破壊法を採用して、例えば細胞壁を攻
撃する酵素を使用して、もしくは酸／アルカリ処理により実施することができる。特に好
ましい態様では、アルテルナンは、特に貯蔵器官の水性抽出物を製造し、続いてアルコー
ルまたは低温、例えば４℃で沈殿させることにより得られる。
【０１８１】
　本発明に記載のホスト細胞、本発明に記載の植物もしくはその繁殖材料、または回収可
能な植物の部分から抽出／単離することによりアルテルナンを得る方法のさらなる変形は
、当業者が、例えば、Loncin, Marcel Grundlagen der Verfahrenstechnik in der Leben
smittelindustrie [Basics of method engineering in the food industry]. Frankfurt/
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Main: Verlag Sauerlander 1969；Tscheuschner, H.D. Grundzuge der Lebensmitteltech
nik [Basics of food technology]. Hamburg: Behrs Verlag 2004；Kessler, H.G. Leben
smittel- und Bioverfahrenstechnik [Food and bioprocess technology]. Munich: Verl
ag A. Kessler 1996；Martin, A.M. Bioconversion of waste materials to industrial 
products. London, New York: Blackie Academic&Professional 1998などの公知の専門家
の文献に見いだすことができる。
【０１８２】
　本発明に記載の植物細胞／植物が、例えば、サトウダイコンもしくはサトウキビなどの
糖貯蔵植物、またはその繁殖材料もしくは回収可能な植物の部分の形態をとるならば、例
えば、Belitz & Grosch. Lehrbuch der Lebensmittelchemie [Textbook of food chemist
ry], Berlin Heidelberg, Springer-Verlag 1992, p.786に記載されたような、糖のため
の確立された抽出プロトコールを、当業者は利用することができる。
【０１８３】
　本発明に記載の植物またはその繁殖材料からのアルテルナンの抽出および単離は、例え
ば、沈殿、抽出およびクロマトグラフィー法などの標準法により行うことができる。
【０１８４】
　本発明に記載のホスト細胞、好ましくはE.coliにより製造された、本発明に記載のなお
さらなる方法では、上記のようなアルテルナンスクラーゼの酵素活性を有する、本発明に
記載のタンパク質（以下、アルテルナンスクラーゼ）は、スクロースを含む培地に分泌さ
れ、アルテルナンがその培地から単離される。
【０１８５】
　このような方法は、国際公開公報第００／４７７２７号に記載されている。好ましい態
様を含むその開示の関連する部分、特に国際公開公報第００／４７７２７号の２８ページ
の３番目の段落から３１ページの最初の段落を含むまでは、参照により明白に組み入れら
れ、その引用は、本発明の開示の一部である。
【０１８６】
　本発明のアルテルナンは、溶液状態で透明から不透明の白色乾燥粉末である。添付の実
施例に示すように、アルテルナンは、高い溶解度を示し、その溶液の粘度は低い。本発明
のアルテルナンは、無臭で、すっきりした味（clean taste）である。さらに、本発明の
アルテルナンは、微生物的に不活性で、非消化性で、低カロリーから無カロリーであり、
非常に低いグリセミック指数および血糖応答を有する。
【０１８７】
　一局面では、本発明は、本発明に記載のアルテルナンを食料または栄養補助食品の添加
物として使用することに関する。本発明に記載の食料という用語には、ヒト用の食料およ
び動物用食料または動物の餌が含まれる。さらに、食料という用語には、飲料が含まれる
。栄養補助食品には、ヒト用および動物用の栄養補助食品が含まれる。
【０１８８】
　食料および栄養補助食品において、本発明に記載のアルテルナンは、特に、乳化剤、ア
ラビアゴム代用物、充填剤（filler）、膨張性薬剤（bulking agent）、脱コンパクト剤
（decompacting agent）、増量剤、プレバイオティック剤および／または食物繊維として
使用することができる。好ましい食料は、非限定的に炭酸飲料、ジュース、特に果汁飲料
、スムージー、レモネード、アイスティー、ダイエット飲料、満腹飲料（satiety drink
）、仕上がり済み飲料（finished drink）、スポーツ飲料、スタミナ飲料、栄養補助用の
粉末飲料混合物などの飲料、パン、ケーキ、クッキー、ビスケット、クラッカー、クロワ
ッサンなどのパン製品、麺類およびパスタ、栄養バー、エネルギーバー、朝食用バー、押
し出しシリアル、朝食用シリアル、シリアルチップなどのスナック製品およびシリアル、
乳幼児食、スープ、冷凍食品、すぐに食べられる食事（ready-to-serve meal）、ならび
に代用食品である。
【０１８９】
　好ましい態様では、本発明に記載のアルテルナンは、食物繊維として使用される。これ
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に関連して、アルテルナンは、特に上述の食料における繊維を強化するために有用である
。
【０１９０】
　したがってさらなる局面では、本発明はまた、本発明に記載のアルテルナンを乳化剤、
アラビアゴム代用物、充填剤、膨張性薬剤、脱コンパクト剤、増量剤、プレバイオティッ
ク剤および／または食物繊維として含む食料および栄養補助食品に関し、ここで、上述の
例示的な食料が大いに好ましい。さらに好ましくは、本発明は、本発明に記載のアルテル
ナンを食物繊維として含む食料および栄養補助食品に関し、ここで、上述の例示的な食料
が最も好ましい。
【０１９１】
　なお別の局面では、本発明は、化粧品または医薬品への添加剤としての本発明に記載の
アルテルナンの使用に関する。これらの製品において、アルテルナンは、乳化剤、充填剤
、脱コンパクト剤、増量剤、および／または活性成分のための賦形剤として使用すること
ができる。
【０１９２】
配列の説明
配列番号１：アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質をコードする、Leuc
onostoc mesenteroides由来核酸配列
配列番号２：Leuconostoc mesenteroides由来の、アルテルナンスクラーゼの酵素活性を
有するタンパク質のアミノ酸配列。示したアミノ酸配列は、配列番号１から得ることがで
きる。
配列番号３：アルテルナンスクラーゼの酵素活性を有するタンパク質をコードする合成核
酸配列。示される配列のコドンの合成は、それが植物細胞におけるコドンの使用に適合す
るように実施された。示される核酸配列は、配列番号２に示されるアミノ酸配列を有する
タンパク質をコードする。
配列番号４：合成プライマーＧＵＳ－ＦｏｒｗＩ
配列番号５：合成プライマーＧＵＳ－Ｒｅｖ
配列番号６：合成プライマーＧＵＳ－ＦｏｒｗＩＩ
配列番号７：合成リンカー配列Ｌｉｎｋｅｒ１
配列番号８：合成リンカー配列Ｌｉｎｋｅｒ２
配列番号９：合成プライマーＮｏｓ－Ｆｏｒｗ
配列番号１０：合成プライマーＮｏｓ－Ｒｅｖ
配列番号１１：合成オリゴヌクレオチド、配列番号３のヌクレオチド１１８の前の５’伸
長
配列番号１２：合成オリゴヌクレオチド、配列番号３の３’伸長
配列番号１３：合成プライマーＲＬＰ３
配列番号１４：合成プライマーＲＬＰ４
配列番号１５：合成プライマーＡｌＳｕＩ－Ｆｏｒｗ
配列番号１６：合成プライマーＡｌＳｕＩ－Ｒｅｖ
配列番号１７：合成プライマーＡｌＳｕＩＩ－Ｆｏｒｗ
配列番号１８：合成プライマーＡｌＳｕＩＩ－Ｒｅｖ
配列番号１９：合成プライマーＳＩＰ６
配列番号２０：合成プライマーＳＩＰ７
配列番号２１：合成プライマーＳＩＰ１ａ
配列番号２２：合成プライマーＳＩＰ２
配列番号２３：合成プライマーＳＩＰ３
配列番号２４：合成プライマーＳＩＰ４
配列番号２５：合成プライマーＳＩＰ５
【０１９３】
　応用例を参照して、本発明を本明細書の以下に説明するが、これは、添付の特許請求の



(36) JP 5405321 B2 2014.2.5

10

20

30

40

50

範囲に詳記されるような保護範囲を限定することを全く意図しない。
【０１９４】
１．方法
１．１プラスミド構築物
　全ての分子生物学的方法は、標準法により実施した（Sambrook & Russell Molecular c
loning: a laboratory manual (third edition) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
 NY, USA (2001)）。制限酵素は、New England Biolabs, Inc., Ipswitch, MA, USAから
得た。
【０１９５】
ｐＵｂｉＧｕｓＮｏｓ
　ｐＭＬ８（国際公開公報第２００６０６６９６９号）由来のZea maysのユビキチンプロ
モーター（Ｇｅｎ－Ｂａｎｋアクセッションナンバー９４４６４、Christensen et al., 
Plant Mol. Biol. 18, 1992, 675)）をＰｓｔＩで切断し、プロモーターの５’末端がＨ
ｉｎｄＩＩＩ部位の側に来るような方向に、ＰｓｔＩで切断したｐＵＣ１８（GenBankア
クセッションナンバーＬ０９１３６）にライゲーションし、ｐＵＣ１８－Ｕｂｉをもたら
した。E.coliのβ-グルクロニダーゼ（ＧＵＳ）コード配列（GenBankアクセッションナン
バーＳ６９４１４）をプライマーＧＵＳ－ＦｏｒｗＩ（配列番号４；ＧＡＡＡＧＣＴＴＧ
ＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＡＧＴＣＣＣＴＴＡＴＧＴＴＡＣＧＴＣＣＴＧＴＡＧ）およびＧＵ
Ｓ－Ｒｅｖ（配列番号５；ＣＴＧＧＴＣＣＣＧＧＧＡＴＴＣＡＴＴＧＴＴＴＧＣＣＴＣＣ
ＣＴＧＣＴ）で、以下のＰＣＲ条件で増幅した。プラチナＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼハ
イフィデリティ（Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, USA）を使用して、各回９４℃３０秒
、６０℃３０秒、７２℃２分を５サイクル、および各回９４℃３０秒、７３℃３０秒、７
２℃２分を２５サイクル、製造業者により記載された条件で続行。結果として生じたフラ
グメントをプライマーＧＵＳ－ＦｏｒｗＩＩ（配列番号６；ＴＣＧＡＧＣＴＣＧＣＧＡＡ
ＡＧＣＴＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴ）およびＧＵＳ－Ｒｅｖを同条件で用いて再増幅し、Ｘ
ｍａＩで切断した。ｐＵＣ１８－ＵｂｉをＢａｍＨＩで切断し、オーバーハングをＴ４　
ＤＮＡポリメラーゼ（New England Biolabs, Inc., Ipswitch, MA, USA）を用いて埋め、
このフラグメントをＸｍａＩで切断した。ＸｍａＩで切断されたＧＵＳ　ＰＣＲ生成物を
このベクターにライゲーションし、結果として生じたプラスミドをｐＵＣ１８－Ｕｂｉ－
ＧＵＳと名付けた。ｐＵＣ１８－Ｕｂｉ－ＧＵＳをＸｍａＩで切断し、オーバーハングを
リョクトウヌクレアーゼ（New England Biolabs, Inc., Ipswitch, MA, USA）で除去し、
このフラグメントをＥｃｏＲＩで切断した。リン酸化されたオリゴヌクレオチドＬｉｎｋ
ｅｒ１（配列番号７；ＡＡＣＡＡＣＴＣＴＣＣＴＧＧＣＧＣＡＣＣＡＴＣＧＴＣＧＧＣＴ
ＡＣＡＧＣＣＴＣＧＧＧＡＡＴＴＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＧＧＡＴＣＣＧ）およびＬ
ｉｎｋｅｒ２（配列番号８；ＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣＧＴＣＧＡＣＣＴＧＣＡＧＣＡＡＴ
ＴＣＣＣＧＡＧＧＣＴＧＴＡＧＣＣＧＡＣＧＡＴＧＧＴＧＣＧＣＣＡＧＧＡＧＡＧＴＴＧ
ＴＴ）をアニーリングし、結果として生じたリンカーを、このＸｍａＩ／ＥｃｏＲＩで切
断されたベクターフラグメントにライゲーションし、ｐＵＣ１８－Ｕｂｉ－ＧＵＳ－ＰＬ
が生じた。プライマーＮｏｓ－Ｆｏｒｗ（配列番号９；ＣＧＧＡＴＣＧＧＡＴＣＣＧＴＣ
ＧＡＣＣＴＧＣＡＧＡＴＣＧＴＴＣＡＡＡＣＡＴＴＴＧＧＣＡＡＴ）およびＮｏｓ－Ｒｅ
ｖ（配列番号１０；ＣＣＡＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＴＣＴＡＧＴＡＡＣＡＴＡＧＡＴＧＡＣ
ＡＣＣＧＣＧ）を使用して、Agrobacterium tumefaciens由来ｎｏｓターミネーター（Dep
icker et al., 1982, Journal of Molecular and Applied Genetics 1, 561-573）をｐＭ
Ｌ８から増幅した。ＰＣＲ条件：各回９４℃３０秒、５８℃３０秒、７２℃３分を５サイ
クル、および各回９４℃３０秒、７０℃３０秒、７２℃３分を２５サイクル、プラチナＴ
ａｑ　ＤＮＡポリメラーゼハイフィデリティ（Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, USA）を
使用し、製造業者により記載された条件で続行。ＰＣＲ生成物をＢａｍＨＩおよびＥｃｏ
ＲＩで切断し、ＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩで切断されたｐＵＣ１８－Ｕｂｉ－ＧＵＳ－ＰＬ
にライゲーションし、それによりベクターｐＵｂｉＧｕｓＮｏｓが生じた。
【０１９６】
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ｐＳＭ１３
　コドン最適化された配列をコードするアルテルナンスクラーゼは、Entelechon(Regensb
urg, Germany）で合成した。予測されたスプライシング部位およびポリ（Ａ）シグナルを
除去した。さらに、コドン最適化された配列には、それぞれ５または６ヌクレオチドより
も長いＧＣ／ＡＴストレッチおよびＣＡＡＴ配列は存在しない。ある種の制限切断部位を
除去または付加した。この合成配列は、５’伸長ＧＣＧＧＣＣＧＣＧＧＣＡＧＣＣＡＴＧ
［配列番号１１］を有する、配列番号３由来のヌクレオチド１１８～６１７４を含むこと
により、ＡＴＧ翻訳開始コドン［下線部］は、配列番号３のヌクレオチド１１８上流に３
’伸長ＡＣＣＧＧＡＴＡＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣ［配列番号１２］と共に導入する。この合
成配列は、ＥｃｏＲＩ／ＨｉｎｄＩＩＩを使用して、そして合成アルテルナンスクラーゼ
コード配列におけるＨｉｎｄＩＩＩ制限切断部位を使用して、ｐＵＣ１９（New England 
Biolabs；GenBankアクセッションナンバーＭ７７７８９）にクローニングし、これにより
ｐＲＶＬ１１０を得た。リン酸化プライマーＲＬＰ３（配列番号１３；ＡＧＣＴＴＧＡＡ
ＣＣＧＧＡＴＡＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣ）およびＲＬＰ４（配列番号１４；ＡＧＣＴＧＣＧ
ＧＣＣＧＣＧＡＴＡＴＣＣＧＧＴＴＣＡ）をアニーリングし、結果として生じたリンカー
を、アルテルナンスクラーゼコード配列下流のセンス方向になるようなリンカーの方向で
、ＨｉｎｄＩＩＩで切断したｐＲＶＬ１１０にライゲーションすることにより、停止コド
ン（ＲＬＰ３における下線部）を再導入した。結果として生じたプラスミドをｐＳＭ１２
と名付けた。
【０１９７】
　ｐＳＭ１２由来アルテルナンスクラーゼの５’セグメントは、プライマーＡｌＳｕＩ－
Ｆｏｒｗ（配列番号１５；ＣＡＡＣＴＧＡＧＣＴＣＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＧＧＣＴＴＧＴ
ＴＣＧＧＧＣＡＧＣＣＡＴＧＧＡＣＡＣＣＡＡＣＴＣＣ）およびＡｌＳｕＩ－Ｒｅｖ（配
列番号１６；ＧＣＣＧＧＡＧＴＴＧＴＣＧＧＴＧＣＣＧＡＡＧＣＣＣＴＴＧＣＧ）を用い
て増幅した。ＰＣＲ条件：各回９４℃３０秒、６５℃３０秒、７２℃３分を５サイクル、
および各回９４℃３０秒、７２℃３０秒、７２℃５分を２５サイクル、製造業者により詳
述された条件でプラチナＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼハイフィデリティ（Invitrogen Cor
p, Carlsbad, CA, USA）を使用。生成物をＳａｃＩで切断した。結果として生じたフラグ
メントは、アルテルナンスクラーゼの５’末端がユビキチンプロモーターの下流になるよ
うな方向で、ＳａｃＩで開環したｐＵｂｉＧｕｓＮｏｓにクローニングし、これによりｐ
ＵｂｉＡｌＳｕＩを得た。アルテルナンスクラーゼの３’末端は、ｐＳＭ１２上でプライ
マーＡｌＳｕＩＩ－Ｆｏｒｗ（配列番号１７；ＴＣＣＴＡＣＧＡＣＡＡＧＴＣＣＴＣＣＴ
ＴＣＧＡＧＡＡＣＧＴＧ）およびＡｌＳｕＩＩ－Ｒｅｖ（配列番号１８；ＣＴＴＡＣＧＧ
ＡＴＣＣＡＣＴＡＧＴＡＡＣＧＧＣＣＧＣＧＡＴＡＴＣＣＧＧＴＴＣ）を使用して増幅し
た。ＰＣＲ条件：各回９４℃３０秒、６５℃３０秒、７２℃３分を５サイクル、および各
回９４℃３０秒、７２℃３０秒、７２℃５分を２５サイクル、製造業者により詳述された
条件でプラチナＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼハイフィデリティ（Invitrogen Corp, Carls
bad, CA, USA）を使用。結果として生じたフラグメントをＫｐｎＩおよびＢａｍＨＩで切
断し、ＫｐｎＩ／ＢａｍＨＩで消化されたｐＵｂｉＡｌＳｕＩにライゲーションし、これ
によりｐＳＭ１３を得た。
【０１９８】
ｐＳＩ３
　ｐＳＭ１３のアルテルナンスクラーゼは、プライマーＳＩＰ６（配列番号１９；ＧＣＣ
ＡＴＣＧＡＧＣＡＧＣＡＧＡＴＣＴＣＣＣＴＣＡＡＧ）およびＳＩＰ７（配列番号２０；
ＣＡＴＡＧＧＡＴＣＣＣＴＡＣＡＣＧＣＣＧＧＡＧＧＣＧＴＣ）を使用して増幅した。そ
うすることによって、ＴＡＧ終結コドン（相補的な配列はＳＩＰ７に下線）を配列番号３
のヌクレオチド３９４５の後に導入した。ＰＣＲ条件：各回９５℃１０秒、７１℃２分、
６８℃で１サイクルあたり３分＋１５秒の自己伸長、続いて７２℃５分を３０サイクル、
プラチナＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼハイフィデリティ（Invitrogen Corp, Carlsbad, C
A, USA）を使用し、製造業者により詳述されたように続行。ＰＣＲ生成物をＤｒａＩＩＩ
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およびＢａｍＨＩで切断し、ＤｒａＩＩＩ／ＢａｍＨＩベクターフラグメントｐＳＭ１３
にクローニングした。結果として生じたプラスミドをｐＳＩ３と名付けた。
【０１９９】
ｐＳＲ１６
　ｐＳＭ１３をＸｂａＩおよびＳａｌＩで切断し、アルテルナンスクラーゼを有するフラ
グメントを、ｐＡｌｓｕ－ｐＥＴ２４ａ（国際公開公報第００／４７７２７号）由来のＸ
ｂａＩ－ＳａｌＩベクターフラグメントにライゲーションすることによりｐＳＲ１６を作
製した。ｐＳＲ１６によりコードされるタンパク質は、配列番号２のアミノ酸４０～２０
５７のＮ末端に一つのメチオニンを付加したものを含む。このタンパク質は、下記実施例
では完全長アルテルナンスクラーゼと呼ばれる。
【０２００】
ｐＳＲ１７
　ｐＳＩ３をＸｂａＩおよびＳａｌＩで切断し、アルテルナンスクラーゼを含むフラグメ
ントをｐＡｌｓｕ－ｐＥＴ２４ａ（国際公開公報第００／４７７２７号）のＸｂａＩ－Ｓ
ａｌＩベクターフラグメントにライゲーションすることにより、ｐＳＲ１７をクローニン
グした。ｐＳＲ１７によりコードされるタンパク質は、配列番号２のアミノ酸４０～１３
１５のＮ末端に一つのメチオニンを付加したものを含む。このタンパク質は、下記実施例
では切断型アルテルナンスクラーゼと呼ばれる。
【０２０１】
１．２コムギ胚芽抽出物でのアルテルナンスクラーゼの発現
in vitro転写
　in vitro転写用のテンプレートは、ＰＣＲにより作製した。ＰＣＲ条件は以下の通りで
あった：各回９４℃１０秒、７１℃２分、６８℃３分、続いて７２℃５分を３５サイクル
。使用したポリメラーゼは、プラチナＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼハイフィデリティ（In
vitrogen Corp, Carlsbad, CA, USA）であり、製造業者により詳述されたように続行した
。ＰＣＲは、ｐＳＭ１３で以下のプライマーを使用して実施した：ＳＩＰ１ａ（配列番号
２１；ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＣＡＧＡＡＴＴＣＧＧＣＴＴＧＴＴＣＧ
ＧＧＣ）およびＳＩＰ２（配列番号２２；ＡＧＴＡＡＣＧＧＣＣＧＣＧＡＴＡＴＣＣＧＧ
ＴＴＣＡＡＧＣ）（生成物は、配列番号２のアミノ酸４０～２０５７のＮ末端に一つのメ
チオニンが付加したものをコードする）；ＳＩＰ１ａ－ＳＩＰ３（配列番号２３；ＣＧＡ
ＡＧＡＧＧＣＣＧＴＣＣＴＡＧＣＧＧＡＧＧＧＡＧ）、ここで、ＴＡＧ終結コドンは、配
列番号３のヌクレオチド４５１８（相補的な配列はＳＩＰ３に下線）の後に組み込んだ（
生成物は、配列番号２のアミノ酸４０～１５０６のＮ末端に一つのメチオニンが付加した
ものをコードする）；ＳＩＰ１ａ－ＳＩＰ４（配列番号２４；ＧＧＴＧＣＣＧＡＡＧＣＣ
ＣＴＡＧＣＧＧＡＧＣＴＣ）、ここで、ＴＡＧ終結コドンは、配列番号３のヌクレオチド
４１４０（相補的な配列はＳＩＰ４に下線）の後に組み込んだ（生成物は、配列番号２の
アミノ酸４０～１３８０のＮ末端に一つのメチオニンが付加したものをコードする）；Ｓ
ＩＰ１ａ－ＳＩＰ５（配列番号２５；ＣＣＧＧＡＧＡＴＧＧＡＧＴＡＧＴＡＣＴＡＣＡＣ
ＧＣＣＧＧＡ）、ここで、ＴＡＧ終結コドンは、配列番号３のヌクレオチド３９４５（相
補的な配列はＳＩＰ５に下線）の後に組み込んだ（生成物は、配列番号２のアミノ酸４０
～１３１５のＮ末端に一つのメチオニンが付加したものをコードする）。in vitro転写は
、Ambion mMessage mMachine Kit（Ambion, Austin, TX, USA）を用いて、Ｔ７　ＲＮＡ
ポリメラーゼを使用して製造業者により提供されたプロトコールに準拠して実施した。
【０２０２】
in vitro翻訳
　製造業者により提供されたプロトコールに準拠して、Promega（Promega, Madison, WI,
 USA）からのコムギ胚芽抽出物で上記ｍＲＮＡを翻訳した。
【０２０３】
アルテルナンスクラーゼ量の測定
　in vitro翻訳は、３５Ｓラベルしたメチオニンの存在下で上記のように実施した。タン
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パク質は、ＳＤＳ／８％ポリアクリルアミドゲルで分離し、オートラジオグラフィーによ
り視覚化した。
【０２０４】
１．３ジャガイモプロトプラストにおけるアルテルナンスクラーゼの発現
　ジャガイモプロトプラストは、in vitroジャガイモ植物の切断した葉材料を０．６Ｍマ
ンニトール中の０．５％セルラーゼおよび０．２％マセロザイム（Macerozyme）に入れて
、暗条件の室温で一晩インキュベーションすることにより作製した。翌日に、１２５μm
および６３μmのストレーナで濾すことによりプロトプラストを採取した。プロトプラス
トを０．６Ｍマンニトールで洗浄し、計数し、ペレットにし、ＭａＭｇ培地［ＭａＭｇ２

×６Ｈ２Ｏ、０．１％ＭＥＳ、ｐＨ５．６］に１ｍｌあたりプロトプラスト２×１０６個
の濃度で懸濁した。プロトプラストを氷上で３０分間インキュベーションした。トランス
フォーメーションのために、典型的な体積４０μlのＤＮＡをプロトプラスト１０６個お
よび１mlの［４０％ＰＥＧ６０００、０．４Ｍマンニトール、０．１Ｍ　Ｃａ（ＮＯ３）
×４Ｈ２Ｏ、ｐＨ７～９］と共に室温で２０分間インキュベーションした。１０mlのＢ５
　ＳＭＸ培地［Gamborg Ｂ５塩類およびビタミン類（Duchefa）、１％スクロース、０．
４Ｍマンニトール、１．２５g/lキシロース、０．１mg/l　２．４－Ｄ、０．２mg/l　Ｂ
ＡＰ、１．０mg/l　ＮＡＡを補充、ｐＨ５．７］を段階的に添加した。プロトプラストを
遠心分離により回収し、トランスフォーメーションされたプロトプラスト１０６個あたり
５mlのＢ５　ＳＭＸ培地に再懸濁し、２３℃の暗条件で一晩インキュベーションした。遠
心分離によりプロトプラストを回収した。アルテルナンスクラーゼ活性を分析するために
、ペレットを１００μl［１００mMクエン酸ナトリウムｐＨ６．５、１mM　ＥＤＴＡ、５m
M　ＤＴＴ］に再懸濁し、細胞を破壊するために液体窒素中で衝撃凍結（shock-frozen）
し、遠心分離した。さらなる分析のために上清を使用した。
【０２０５】
　β－グルクロニダーゼ（ＧＵＳ）活性を分析するために、ペレットをＧＵＳ抽出緩衝液
［５０mM　ＮａＰ緩衝液ｐＨ７、１０mM　ＥＤＴＡ、０．１％ＳＤＳ、０．１％トリトン
Ｘ－１００、１０mM　β－メルカプトエタノール］中でホモジナイズし、遠心分離した。
さらなる分析のために上清を使用した。
【０２０６】
プロトプラストのトランスフォーメーション効率の測定
　トランスフォーメーション効率は、合成されたＧＵＳの量を定量することにより測定し
た。ＧＵＳの量は、終濃度１mMの４－メチルウンベリフェリルグルクロニド（４－ＭＵＧ
）中で１００μgのタンパク質抽出物をインキュベーションすることにより定量した。１
００μlの反応溶液に９００μlの０．２Ｍ　Ｎａ２ＣＯ３を添加することにより、反応を
停止した。様々な時点に試料を採取し、生成した4-メチルウンベリフェリル（ＭＵ）の量
は、ＧＵＳ活性の尺度として様々な時点での３５６nmでの吸光および４５５nmでの発光を
用いて蛍光計で測定した。相対的なトランスフォーメーション効率は、１００μgのタン
パク質抽出物あたり形成したＭＵの量の相対的な増加として表現した。
【０２０７】
１．４アルテルナンスクラーゼ活性の測定
　ポリマーを０．５％アルシアンブルー、３％ＨＡｃ溶液で染色する以外は、アルテルナ
ンスクラーゼ活性は、国際公開公報第００／４７７２７号に記載されているように測定し
た。
【０２０８】
１．５　E.coliにおけるリコンビナント完全長および切断型アルテルナンスクラーゼなら
びにアルテルナンの生成
　プラスミドｐＳＲ１６（ｐＳＲ１６によりコードされるタンパク質は、配列番号２のア
ミノ酸４０～２０５７のＮ末端にメチオニンが付加したものを含む、完全長アルテルナン
スクラーゼ）およびｐＳＲ１７（ｐＳＲ１７によりコードされるタンパク質は、配列番号
２のアミノ酸４０～１３１５を含む、切断型アルテルナンスクラーゼ）を、Sambrook & R
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ussell, Molecular cloning: a laboratory manual (third edition) Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, NY, USA (2001)に記載されたような標準法に準拠して、E.coli　Ｂ
Ｌ２１（ＤＥ３）（Stratagene）にトランスフォーメーションした。５０mlのＹＴ培地＋
５０μg/mlカナマイシンを、これらの細胞の前培養物１mlと共に接種し、ＯＤ６００が０
．４になるまで３７℃で成長させた。ＩＰＴＧを終濃度５mMになるまで、グルコースを終
濃度１％になるまで加え、培養物を室温で一晩成長させた。細胞を回収し（１５分、４０
００rpm、４℃）、３mlの抽出緩衝液（１００mMクエン酸ナトリウムｐＨ５．２、１mM　
ＥＤＴＡ、１０mM　ＤＴＴ）で再懸濁し、フレンチプレスを使用して２回破壊した。粗抽
出物を１３０００rpmで１０分間遠心分離し、上清を滅菌し（Sterivex GV　０．２μM, M
illipore）、次いでさらなる分析のために使用した。
【０２０９】
　典型的には、エルレンマイヤー振盪フラスコからの切断型または完全長アルテルナンス
クラーゼのタンパク質抽出物５mlを、合計体積１リットル（１００mM酢酸ナトリウムｐＨ
５．３、２０％スクロース）で、３７℃で４８時間撹拌せずにインキュベーションした。
終濃度５０％までＥｔＯＨを添加し、４０００rpmで１０分間遠心分離し、アルテルナン
のペレットを５０％ＥｔＯＨで３回洗浄し、そのペレットを３７℃で乾燥することにより
アルテルナンを得た。乾燥したアルテルナンを乳棒と乳鉢で摩砕した。
【０２１０】
１．６アルテルナンの分子量測定
　アルテルナンをＤＭＳＯに濃度０．１％（w/v）で溶解させた。溶液を３００rpmの振盪
器（Eppendorf）上でＲＴで一晩インキュベーションし、次いで３００rpmの加熱振盪器（
Eppendorf）中で９５℃で２時間加熱する。５μm PTFE Whatman Puradisc（商標）13mmシ
リンジを通過させて試料を濾過した。以下の構成要素からなるDionexシステム（Dionex C
orporation, Sunnyvale, USA）を使用してポリマーを分析した：Ｐ６８０　ＨＰＬＣポン
プ、ＡＳ５０オートサンプラー、恒温カラムコンパートメントＴＣＣ－１００。λ０＝６
９０nmで、２５．９～１６３．３°の角範囲の検出器１５個を有するＤＡＷＮ－ＥＯＳ光
散乱検出器（Wyatt Technology, Santa Barbara, USA）およびShodex RI-101 RI検出器（
Shodex Denko K.K., Kanagawa, Japan）に結合したＫ５フローセルを使用して、検出を実
施する。以下のカラムを経由してポリマーを分画する：WATERS Styragelガードカラム、S
tyragel 7、Styragel 6E、およびStyragel 2（Waters Corp, Milford, MA, USA）。溶液
５０μlを注入する。分画は、ＤＭＳＯ中の９０mM　ＮａＮＯ３を溶出液として用いて、
温度６０°、流速０．５ml/minで実施する。試料の分子量分布は、質量計算プログラムBe
rry二次オーダー（Wyatt Technology, Santa Barbara, USA）を使用して、Astra V 5.1.7
.3プログラムにより分析する。
【０２１１】
１．７粘度の測定
　アルテルナン溶液の粘度は、一定の剪断速度３９．６s-1でBOHLIN製Gemini Advanced R
heometerを使用して、濃度の関数として２３℃で測定した。試料は、２３℃に予熱したプ
レート／コーン計測システムＣＰ４°／４０mmに移した。測定パラメーターは以下の通り
である：剪断速度を設定した粘度計モード:先行剪断：１０ 1/s、６０秒、設定持間１０
秒;一定の剪断速度３９．６s-1；１０個のデータあたりの遅延時間および待ち時間：５秒
、積分時間１０秒；１ポイントあたりの時間２０秒。同じ試料を２回測定する；過度に不
安定な曲線の場合、多数のデータを得るために３回。一次曲線から明らかに逸脱したデー
タは、平均の計算については無視される。
【０２１２】
２．実施例
実施例１：コムギ胚芽抽出物中のアルテルナンスクラーゼのＣ末端欠失突然変異体の活性
　コムギ胚芽抽出物中に発現させるためのアルテルナンスクラーゼの欠失突然変異体を、
方法に記載したように作製した。この活性およびコムギ胚芽抽出物中に生成したアルテル
ナンの量を測定した。
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　図１は、コムギ胚芽抽出物中のアルテルナンスクラーゼの活性および量を示す。図１Ａ
は、アルテルナンスクラーゼ活性、ならびにプライマーＳＩＰ１ａおよびＳＩＰ５を使用
して作製したアルテルナンスクラーゼ（すなわちこのタンパク質は、配列番号２のアミノ
酸４０～１３１５のＮ末端に一つのメチオニンが付加したものを含む）がコムギ胚芽抽出
物中で活性であることを示す。
【０２１４】
　図１Ｂは、アルテルナンスクラーゼの量、ならびにコムギ胚芽抽出物中の生成効率が、
タンパク質の分子量が減少につれて増加することを示す。対照は、ＲＮＡ不在下のin vit
ro翻訳である。in vitro転写のためのテンプレートを作製するために使用されたプライマ
ーを、線の上に示す。E. coliアルテルナンスクラーゼは、E. coliに発現された完全長ア
ルテルナンスクラーゼである。マーカータンパク質の分子量は、図１Ｂの右側に示す。
【０２１５】
実施例２：ジャガイモプロトプラストにおけるアルテルナンスクラーゼのＣ末端欠失突然
変異体の活性
　ジャガイモプロトプラストに完全長アルテルナンスクラーゼを発現させるために、プロ
トプラスト１０６個あたり３０μgのｐＳＭ１３を１０μgのｐＵｂｉＧｕｓＮｏｓと共に
トランスフォーメーションした。Ｃ末端切断型アルテルナンスクラーゼを発現させるため
に、プロトプラスト１０６個あたり３０μgのｐＳＩ３を１０μgのｐＵｂｉＧｕｓＮｏｓ
と共にトランスフォーメーションした。対照として、プロトプラスト１０６個あたり３０
μｇのｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ　ＫＳ（＋）（Stratagene, La Jolla, CA, USA；Gen
BankアクセッションナンバーＸ５２３２７）を１０μgのｐＵｂｉＧｕｓＮｏｓまたは４
０μgのｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ　ＫＳ（＋）と共にトランスフォーメーションした
。タンパク質の活性は、方法に記載したように測定した。分析されたタンパク質抽出物の
量は、相対的なトランスフォーメーション効率により補正した。図２Ａおよび２Ｂは、二
つの異なる実験の結果を示す。ｐＳＩ３にコードされるアルテルナンスクラーゼを異なる
濃度でゲルに適用し、ｐＳＭ１３によりコードされるアルテルナンスクラーゼと比較した
。ｐＫＳ－ＧＵＳは、アルテルナンスクラーゼをコードしている配列でトランスフォーメ
ーションされなかった陰性対照である。
【０２１６】
　図２Ａ／Ｂに示される実験は、ジャガイモプロトプラスト中のｐＳＩ３によりコードさ
れるタンパク質（タンパク質は、配列番号２のアミノ酸４０～１３１５のＮ末端に一つの
メチオニンが付加したものを含む）の活性が、ｐＳＭ１３にコードされるアルテルナンス
クラーゼ（タンパク質は、配列番号２のアミノ酸４０～２０５７のＮ末端に一つのメチオ
ニンが付加したものを含む）の活性の５～４０倍であることを実証している。
【０２１７】
実施例３：アルテルナンの分子量測定
　１．５に記載されたように、切断型アルテルナンスクラーゼおよび完全長アルテルナン
スクラーゼ（比較実施例）を用いて、アルテルナンを生成させた。切断型アルテルナンス
クラーゼを用いて生成したアルテルナンはまた、以下に「ＳＲ１７」と略し、完全長アル
テルナンスクラーゼを用いて生成したアルテルナンはまた、以下に「ＳＲ１６」と略す。
【０２１８】
　アルテルナンの分子量は、ＧＰＣ　ＭＡＬＬＳ（方法参照）により測定し、以下の表に
示す。切断型アルテルナンスクラーゼを用いて生成したアルテルナンの重量平均分子量Ｍ
ｗは、２１２０００００g/mol（ＳＲ１７）であり、完全長アルテルナンスクラーゼ（Ｓ
Ｒ１６）を用いて生成したアルテルナンのＭｗは、３５３０００００g/mol（共に初濃度
の１％）であった。
【０２１９】
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【表１】

【０２２０】
　切断型アルテルナンスクラーゼから生成したアルテルナンは、１３Ｃ　ＮＭＲ分光法を
使用して測定した。このために、激しく撹拌しながら試料材料を重水素化ＤＭＳＯに８０
℃で溶解させ、同じく８０℃の温度でUnity INOVA 500分光計（Varian Inc., USA）を使
用して、測定周波数１２５．６９MHzで定量測定条件（逆ゲートデカップリング、緩和遅
れ５秒）で測定した。測定時間は、約１８時間であった。化学シフトはＴＭＳ（0ppm）に
関係した。ＮＭＲスペクトルでの１，３－および１，６－結合のＣ１、Ｃ３およびＣ６炭
素基の異なるシグナルの強度を使用して、このアルテルナンのα－１，６－結合に対する
α－１，３－結合の平均比を０．４１／０．５９（誤差０．０２）と推定した。
【０２２１】
実施例４：アルテルナンの溶解度
　１．５に記載したように、切断型アルテルナンスクラーゼおよび完全長アルテルナンス
クラーゼ（比較実施例）を用いてアルテルナンを生成させた。切断型アルテルナンスクラ
ーゼを用いて生成したアルテルナンはまた、以後「ＳＲ１７」と略し、完全長アルテルナ
ンスクラーゼを用いて生成したアルテルナンはまた、以後「ＳＲ１６」と略す。
【０２２２】
　アルテルナンを５０℃で一晩７％～１５％（w/v）の濃度に溶解させた。試料は５μm P
TFE Whatman Puradisc（商標）１３mmフィルターシリンジを通過させて濾過し、溶解アル
テルナン画分をＧＰＣ－ＭＡＬＬＳにより分析した。異なる濃度の溶解アルテルナン画分
を表１に示す。
【０２２３】
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【表２】

【０２２４】
実施例５：アルテルナンの粘度
　１．５に記載したように、切断型アルテルナンスクラーゼおよび完全長アルテルナンス
クラーゼ（比較実施例）を用いてアルテルナンを生成させた。切断型アルテルナンスクラ
ーゼを用いて生成したアルテルナンはまた、以後「ＳＲ１７」と略し、完全長アルテルナ
ンスクラーゼを用いて生成したアルテルナンはまた、以後「ＳＲ１６」と略す。
【０２２５】
　アルテルナンを５０℃で一晩７％～１５％(w/v)の濃度に溶解させた。試料は５μm PTF
E Whatman Puradisc（商標）１３mmフィルターシリンジを通過させて濾過した。方法に記
載したように粘度を測定した。粘度を表２に示す。
【０２２６】

【表３】

【０２２７】
実施例６：アルテルナンオリゴ糖に比べたアルテルナンの発生に関するアクセプターの反
応における差の証明
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６．１材料と方法：
タンパク質の発現：
　ベクターｐＡＩ－Ｂ－ＡｌＳｕは、シグナルペプチドからＮ末端のアミノ酸３９個を欠
如した、Leuconostoc mesenteroides ＮＲＲＬ　Ｂ－１３５５株由来アルテルナンスクラ
ーゼの完全長コード配列（配列番号２のアミノ酸４０～２０５７を含むタンパク質）がＣ
末端でオクタペプチドｓｔｒｅｐタグに融合したものを有する。ｓｔｒｅｐタグをジペプ
チドリンカーを経由してタンパク質に連結する。アルテルナンスクラーゼの発現は、ｔｅ
ｔＡプロモーター／オペレーターおよびリプレッサーの転写コントロール下にある。ｔｅ
ｔＡプロモーターは、同プラスミドにコードされるｔｅｔリプレッサーにより厳密にレギ
ュレーションされており、β－ラクタマーゼプロモーターから構成的に発現される。この
ように、アルテルナンスクラーゼの発現は、テトラサイクリンまたはアンヒドロテトラサ
イクリンＡＨＴにより効率的に化学誘導されるまで厳密に抑制される。
【０２２８】
　発酵のために、ベクターｐＡＩ－Ｂ－ＡｌＳｕをE. coli　Ｋ１２　ＤＨ５αにトラン
スフォーメーションし、ベクターを内部にもつ細菌細胞を、アンピシリン（１００μg/ml
）を補充した無機質培地中でＯＤ６００が５０になるまで３７℃で２８時間選択的に成長
させた（Horn et al., 1996）。アルテルナンスクラーゼの発現は、アンヒドロテトラサ
イクリン（０．２mg/l）の添加により誘導し、ＯＤ６００が１４０になるまで２５℃で２
２時間さらに培養した。酵素を精製するために、細菌細胞を遠心分離（２００００rpm；
２０分）により回収し、再懸濁緩衝液中に可溶化した（１００mM酢酸ナトリウム、ｐＨ５
．３）。
【０２２９】
　高圧ホモジナイザーを用いて細胞を破壊した（２サイクル、１２００bar）。細菌の核
酸をＤＮａｓｅ／ＲＮａｓｅ（３mg/l）処理により分解し、不溶性細胞物質を回収するた
めに、結果として生じた抽出物を遠心分離した（９４００ｇ、４℃１５分）。０．２２μ
m Sterivex-GV（Millipore）を通過させて上清を濾過し、使用まで－２０℃で保存した。
【０２３０】
　ベクターｐＡＮ９４は、Ｃ末端アミノ酸７４２個を欠如したＣ末端切断版のアルテルナ
ンスクラーゼ（配列番号２のアミノ酸４０～１３１５を含むタンパク質）を有する。ベク
ターｐＡＮ９４は、ｐＡＩ－Ｂベクターから得られ、発現はまた、ｔｅｔＡプロモーター
／オペレーターおよびリプレッサーの転写コントロール下で起こる。発現のために、ベク
ターｐＡＮ９４をE. coli Ｋ１２　ＤＨ５αにトランスフォーメーションし、ベクターを
内部に有する細菌細胞を、アンピシリン（１００μg/ml）を補充した４００mlのＹＴ培地
（Sambroock, Fritsch, Maniatis）中でＯＤ６００が０．７３になるまで３７℃で４時間
選択的に成長させた。切断型アルテルナンスクラーゼの発現は、アンヒドロテトラサイク
リン（０．２mg/l）の添加により誘導した。５mM　ＩＰＴＧおよび１％グルコースもまた
添加した。さらなる培養は、ＯＤ６００が１．９になるまで２２℃で２５時間行う。酵素
の精製のために、遠心分離（４０００rpm；２０分）により細菌細胞を採取し、再懸濁緩
衝液（５０mM酢酸ナトリウム、ｐＨ５．３、２．５mM　ＤＴＴ）中に可溶化した。フレン
チプレスを使用して細胞を破壊した（３サイクル）。不溶性細胞物質を回収するために結
果として生じた抽出物を遠心分離した（３３０００ｇ、４℃１５分）。０．２２μm Ster
ivex-GV（Millipore）を通過させて上清を濾過し、使用まで－２０℃で保存した。
【０２３１】
活性のアッセイ：
　フルクトースの放出を測定する、ＮＡＤＰとカップリングした測光アッセイを使用して
、活性をアッセイした。アルテルナンスクラーゼ変異体について、１ユニットは、７５mM
酢酸ナトリウムｐＨ５．２および２００g/lスクロース中で３７℃で１分間に１μmolのフ
ルクトースの形成を触媒する酵素量と定義される。
【０２３２】
アクセプターの反応
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　アクセプターの反応を、７５mM酢酸ナトリウム緩衝液ｐＨ５．２および２００g/lスク
ロース中に２０℃で０．２２ユニット/mlを有する合計体積２０mlで行った。アクセプタ
ーとして、８０、１００、１２０g/lマルトース一水和物またはイソマルツロースをそれ
ぞれ添加した。フルクトースの放出および残留スクロースを測定する、ＮＡＤＰとカップ
リングした測光アッセイを使用して、２．５時間、１８．５時間、２６時間、４２．５時
間、および４８時間後にスクロースの変換をモニターし、反応を９５℃で１０分間インキ
ュベーションすることにより停止した。
【０２３３】
グルカンの分析
　スクロースの完全な枯渇（４８時間）後に、アクセプターの反応を、WATERS Styragel
カラム（Styragel 7、Styragel 6E、Styragel 2、およびStyragelガード）を用いたＳＥ
Ｃ－ＭＡＬＬＳ－ＲＩにより分析する。溶出液として、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ
）中の９０mM硝酸ナトリウムを流速０．５ml/分で使用した。カラムを６０℃に加熱した
。試料は、以下のように調製した：１０μlの試料を９９０μlのＤＭＳＯに添加した。希
釈された試料を一晩回転させながら室温でインキュベーションした。その後、サーモミキ
サーで１４００rpmで混合しながら、希釈された試料を９５℃で２時間インキュベーショ
ンした。冷却後、試料を１３０００rpmで５分間遠心分離し、５μm　ＰＴＦＥシリンジフ
ィルター（Whatman）を通過させて濾過した。濾過された試料５０μlを注入した。可能で
あれば、アルテルナンおよびアクセプター生成物の屈折率（ＲＩ）のピーク面積を測定し
、比較した。マルトースの場合、アルテルナンの量は低すぎ、したがって、ずっと感度の
高い光散乱シグナルの比較だけが可能であった。
【０２３４】
６．２結果
　アルテルナンスクラーゼの完全長変異体により生成するアルテルナンの量は、切断型ア
ルテルナンスクラーゼにより生成する量よりも高い。マルトースの場合のＳＥＣ－ＭＡＬ
ＬＳ－ＲＩの溶出図を図３に示す。図３は、１０％マルトースを用いたアクセプター反応
から生じる試料の溶出図（ＲＩおよび光散乱（ＬＳ）シグナル）を示す（ＡｌＳｕ＿ｔｒ
ｕｎｃａｔｅｄ＝切断型アルテルナンスクラーゼ、ＡｌＳｕ＿ｃｏｍｐｌｅｔｅ＝完全長
アルテルナンスクラーゼ、ＡＯＳ＝アルテルナンオリゴ糖）。
【０２３５】
　マルトースのアクセプター強度は高いことから、アルテルナンにより引き起こされるＲ
Ｉシグナルはない。光散乱シグナルの差は、異なる量のアルテルナンを示す。切断型アル
テルナンスクラーゼを使用して、アクセプター反応において結果として生じる光散乱シグ
ナルは、アルテルナンスクラーゼの完全長変異体の使用に比べてずっと低い。
【０２３６】
　イソマルツロースの場合、溶出図とＲＩピーク面積の両方を、それぞれ図４および表３
に示す。図４は、１０％イソマルツロースを用いたアクセプター反応から生じる試料の溶
出図（ＲＩおよび光散乱（ＬＳ）シグナル）を示す（ＡｌＳｕ＿ｔｒｕｎｃａｔｅｄ＝切
断型アルテルナンスクラーゼ、ＡｌＳｕ＿ｃｏｍｐｌｅｔｅ＝完全長アルテルナンスクラ
ーゼ、ＡＯＳ＝アルテルナンオリゴ糖）。
【０２３７】
　マルトースよりも低いアクセプター強度であることから、測定可能な量のアルテルナン
を検出することができる。アクセプター反応において切断型アルテルナンスクラーゼを使
用して、結果として生じたＲＩピーク面積および光散乱シグナルは、アルテルナンスクラ
ーゼの完全長変異体の使用に比べてずっと低い。
【０２３８】



(46) JP 5405321 B2 2014.2.5

10

【表４】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】



(47) JP 5405321 B2 2014.2.5

【図１】



(48) JP 5405321 B2 2014.2.5

【図３】



(49) JP 5405321 B2 2014.2.5

【図４】

【配列表】
0005405321000001.app



(50) JP 5405321 B2 2014.2.5

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｐ  19/04     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  19/04    　　　Ｚ          　　　　　

(72)発明者  ファン・ライプツィヒ，ロザリンド
            ベルギー国、９０７０　ヒュースデン、ヴェリングストラート　４２

    審査官  上條　肇

(56)参考文献  米国特許出願公開第２００６／０１２７３２８（ＵＳ，Ａ１）　　
              特表２００３－５２２５２０（ＪＰ，Ａ）　　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／５４　　　　
              Ｃ１２Ｎ　　　９／１０　　　　
              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＵｎｉＰｒｏｔ／ＧｅｎｅＳｅｑ


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

