
(57)【要約】
本発明は、例えばホスホリパーゼ A、 B、 Cおよび D活性、パタチン活性、脂質アシルヒドロ
ラーゼ (LAH)活性を含むホスホリパーゼ活性を有する新規なポリペプチド、それらをコー
ドする核酸およびそれらに結合する抗体を提供する。工業的方法、例えば油脱ガム化、お
よびこれらのホスホリパーゼの使用を含む製品も提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列
番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番
号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号
:37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :4
9、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61
、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、
配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配
列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列
番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105と 少 な く と も 50％ の 配 列 同
一 性 を 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 ま た は 組 換 え 核
酸 で あ っ て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 前
記 配 列 同 一 性 が 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る 解 析 ま た は 視 覚 的 な 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る
、 前 記 単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 同 一 性 が 、 少 な く と も 約 51％ 、 52％ 、 53％ 、 54％ 、 55％ 、 56％ 、 57％ 、 58％ 、 59％
、 60％ 、 61％ 、 62％ 、 63％ ま た は 64％ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 同 一 性 が 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列
番 号 :11、 配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番
号 :23、 配 列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号
:35、 配 列 番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :4
7、 配 列 番 号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59
、 配 列 番 号 :61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、
配 列 番 号 :73、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配
列 番 号 :85、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列
番 号 :97、 配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105に 対 し て 、 少
な く と も 、 65％ 、 66％ 、 67％ 、 68％ 、 69％ 、 70％ 、 71％ 、 72％ 、 73％ 、 74％ 、 75％ 、 76％
、 77％ 、 78％ 、 79％ 、 80％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、 87％ 、 88％ 、 89％ 、
90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ ま た は そ れ 以 上 、 ま た は
100％ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 同 一 性 が 遺 伝 子 若 し く は 転 写 物 の 少 な く と も 約 50、 75、 100、 150、 200、 250、 300
、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 1050、 1
100、 1150若 し く は そ れ 以 上 の 残 基 、 ま た は 全 長 に わ た る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換
え 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列
番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番
号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号
:37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :4
9、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61
、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、
配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配
列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列
番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105記 載 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項
１ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10、 配 列 番 号 :12、 配 列
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番 号 :14、 配 列 番 号 :16、 配 列 番 号 :18、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24、 配 列 番
号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番 号 :32、 配 列 番 号 :34、 配 列 番 号 :36、 配 列 番 号
:38、 配 列 番 号 :40、 配 列 番 号 :42、 配 列 番 号 :44、 配 列 番 号 :46、 配 列 番 号 :48、 配 列 番 号 :5
0、 配 列 番 号 :52、 配 列 番 号 :54、 配 列 番 号 :56、 配 列 番 号 :58、 配 列 番 号 :60、 配 列 番 号 :62
、 配 列 番 号 :64、 配 列 番 号 :66、 配 列 番 号 :68、 配 列 番 号 :70、 配 列 番 号 :72、 配 列 番 号 :74、
配 列 番 号 :76、 配 列 番 号 :78、 配 列 番 号 :80、 配 列 番 号 :82、 配 列 番 号 :84、 配 列 番 号 :86、 配
列 番 号 :88、 配 列 番 号 :90、 配 列 番 号 :92、 配 列 番 号 :94、 配 列 番 号 :96、 配 列 番 号 :98、 配 列
番 号 :100、 配 列 番 号 :102、 配 列 番 号 :104、 ま た は 配 列 番 号 :106に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム が BLASTバ ー ジ ョ ン 2.2.2で あ っ て 、 フ ィ ル タ リ ン グ の 設 定 が blas
tall -p -d “ nr pataa”  -F F、 で あ り 、 他 の オ プ シ ョ ン が デ フ ォ ル ト 値 に 設 定 さ れ て い
る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 活 性 を 含
む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 植 物 油 の リ ン 脂 質 中 の エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 活 性
を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 植 物 油 リ ン 脂 質 が 脂 肪 種 子 リ ン 脂 質 を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)活 性 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換
え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ A(PLA)活 性 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換
え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ B(PLB)活 性 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換
え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ D(PLD)活 性 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換
え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ D1活 性 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D2活 性 を 含 む 、 請 求
項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 糖 タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 活 性 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組
換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 糖 タ ン パ ク 質 が ポ テ ト 塊 茎 を 含 む 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が パ タ チ ン 酵 素 活 性 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 脂 質 ア シ ル 加 水 分 解 酵 素 (LAH)活 性 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 単
離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 熱 安 定 性 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 37℃ ～ 約 95℃ 、 ま た は 約 55℃ ～ 約 85℃ 、 ま た は 約 70℃ ～ 約 75℃ 、 ま
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た は 約 70℃ ～ 約 95℃ ま た は 約 90℃ ～ 約 95℃ の 温 度 範 囲 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
を 維 持 す る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 熱 耐 性 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 37℃ ～ 約 95℃ 、 ま た は 約 55℃ ～ 約 85℃ 、 ま た は 約 70℃ ～ 約 75℃ 、 ま
た は 約 70℃ ～ 約 95℃ ま た は 約 90℃ ～ 約 95℃ の 温 度 範 囲 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
を 維 持 す る 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列
番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番
号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号
:37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :4
9、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61
、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、
配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配
列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列
番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105を 含 む 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 む 単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 核 酸 が 遺 伝 子 又 は 転 写 物 の 少 な く と も 約 50、 75、 100、 150、 200、 300、 400、 500、 600
、 700、 800、 900、 1000ま た は そ れ 以 上 の 残 基 長 、 ま た は 全 長 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の
単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 が 、 0.2ｘ SSC中 で 約 65℃ に て 15分 間 の 洗 浄 工 程 を 含 む 請 求 項 ２
４ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列
番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番
号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号
:37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :4
9、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61
、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、
配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配
列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列
番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105の 配 列 の 少 な く と も １ ０ 個
の 連 続 す る 塩 基 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 同
定 す る た め の プ ロ ー ブ で あ っ て 、 結 合 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 前 記 核 酸 を
同 定 す る 前 記 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 プ ロ ー ブ が 少 な く と も 約 10～ 50、 約 20～ 60、 約 30～ 70、 約 40～ 80、 約 60～ 100ま た は 約 5
0～ 150の 連 続 す る 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 核 酸 プ ロ ー ブ
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列
番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番
号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号
:37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :4
9、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61
、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、
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配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配
列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列
番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105の 少 な く と も １ ０ 個 の 連 続
す る 塩 基 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 同 定 す る
た め の プ ロ ー ブ で あ っ て 、 配 列 同 一 性 が 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム ま た は 視 覚 的 な 検 査 に よ っ
て 決 定 さ れ る 、 前 記 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 プ ロ ー ブ が 少 な く と も 約 10～ 50、 約 20～ 60、 約 30～ 70、 約 40～ 80、 約 60～ 100ま た は 約 5
0～ 150の 連 続 す る 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 核 酸 プ ロ ー ブ
。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 増 幅 す る た め の 増 幅 プ ラ
イ マ ー 対 で あ っ て 、 請 求 項 １ ま た は ２ ４ に 記 載 の 配 列 ま た は 前 記 配 列 の 部 分 配 列 を 増 幅 す
る こ と の で き る 、 前 記 プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 の メ ン バ ー が 、 配 列 の 少 な く と も 約 10～ 50の 連 続 す る 塩 基 、 ま た は 約
12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24ま た は 25の 連 続 す る 塩 基 を 含 む オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列
番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番
号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号
:37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :4
9、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61
、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、
配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配
列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列
番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105の 最 初 の （ 5’ 側 ） 約 12、 13
、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 30ま た は そ れ 以
上 の 残 基 を 有 す る 第 １ の メ ン バ ー お よ び 、 前 記 第 １ の メ ン バ ー の 相 補 鎖 の 最 初 の 約 （ 5’
側 ） 約 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 30
ま た は そ れ 以 上 の 残 基 を 有 す る 第 ２ の メ ン バ ー を 含 む 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 に よ っ て 生 成 さ れ
る 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 増 幅 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に よ っ て 生 成 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ
ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 環 境 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ
ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 ３ ４ 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 単 離 又 は 組
換 え ホ ス ホ リ パ ー ゼ 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 配 列 、 ま た は 前 記 配 列 の 部 分 配 列 を 増 幅 す る こ と の で
き る 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 鋳 型 核 酸 を 増 幅 す る こ と を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有
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す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 増 幅 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 核 酸 を 増 幅 す る こ と 、 お よ び 、 前 記 増 幅 さ
れ た 核 酸 を 発 現 さ せ る こ と を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 含 む 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル で あ っ て 、 ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ォ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
ま た は 人 工 染 色 体 を 含 む 前 記 ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は ア デ ノ 随
伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 細 菌 人 工 染 色 体 (BAC)、 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ P1-誘 導 体 ベ ク タ ー (PAC)、 酵
母 人 工 染 色 体 (YAC)、 ま た は 哺 乳 動 物 人 工 染 色 体 (MAC)を 含 む 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の ク ロ ー ニ
ン グ ビ ヒ ク ル 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 細 胞 が 細 菌 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 植 物 細 胞 で あ る
、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ト ウ モ ロ コ シ 、 ソ ル ガ ム 、 ポ テ ト 、 ト マ ト 、 コ ム ギ 、 脂 肪 種 子 植 物 、 ナ タ ネ 、 ダ イ ズ 、
コ メ 、 オ オ ム ギ 、 牧 草 、 ワ タ 、 ヤ シ 、 ゴ マ 、 ラ ッ カ セ イ 、 ヒ マ ワ リ 、 ま た は タ バ コ で あ る
、 請 求 項 ５ １ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 種 子 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 ト ウ モ ロ コ シ 、 ソ ル ガ ム 、 ポ テ ト 、 ト マ ト 、 コ ム ギ 、 脂 肪 種 子 植 物 、 ナ タ ネ 、 ダ イ ズ 、
コ メ 、 オ オ ム ギ 、 牧 草 、 ワ タ 、 ヤ シ 、 ゴ マ 、 ラ ッ カ セ イ 、 ヒ マ ワ リ 、 ま た は タ バ コ 、 の 種
子 で あ る 、 請 求 項 ５ ３ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 種 子 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 ま た は そ れ ら の 部 分 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 、 ま た は 、 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 ま た は そ れ ら の 部 分
配 列 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 長 さ が 約 10～ 50、 約 20～ 60、 約 30～ 70、 約 40～ 80、 ま た は 約 60～ 100塩 基 で あ る 、 請 求
項 ５ ５ 記 載 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
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　 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る
核 酸 、 ま た は 、 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 、 を 含 む ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 投 与 す る ま た は 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と を 含 む 、 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ メ ッ セ ン ジ ャ ー の 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 の 部 分 配 列 を 含 む 二 本 鎖 阻 害 性 RNA(RNAi)分 子 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 長 さ が 約 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25ま た は そ れ 以 上 の 二 本 鎖 ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 二 本 鎖 阻 害 性 RNA(RNAi)分 子 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 の 部 分 配 列 を 含 む 二 本 鎖 阻 害 性 RNA(RNAi)を 細 胞 に 投
与 す る ま た は 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と を 含 む 、 細 胞 内 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 発 現 を 阻 害 す る
方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 以 下 の い ず れ か の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ） 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10、 配 列 番 号 :12、
配 列 番 号 :14、 配 列 番 号 :16、 配 列 番 号 :18、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24、 配
列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番 号 :32、 配 列 番 号 :34、 配 列 番 号 :36、 配 列
番 号 :38、 配 列 番 号 :40、 配 列 番 号 :42、 配 列 番 号 :44、 配 列 番 号 :46、 配 列 番 号 :48、 配 列 番
号 :50、 配 列 番 号 :52、 配 列 番 号 :54、 配 列 番 号 :56、 配 列 番 号 :58、 配 列 番 号 :60、 配 列 番 号
:62、 配 列 番 号 :64、 配 列 番 号 :66、 配 列 番 号 :68、 配 列 番 号 :70、 配 列 番 号 :72、 配 列 番 号 :7
4、 配 列 番 号 :76、 配 列 番 号 :78、 配 列 番 号 :80、 配 列 番 号 :82、 配 列 番 号 :84、 配 列 番 号 :86
、 配 列 番 号 :88、 配 列 番 号 :90、 配 列 番 号 :92、 配 列 番 号 :94、 配 列 番 号 :96、 配 列 番 号 :98、
配 列 番 号 :100、 配 列 番 号 :102、 配 列 番 号 :104、 ま た は 配 列 番 号 :106に 記 載 の 配 列 と と 少 な
く と も 50％ の 配 列 同 一 性 を 、 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 有 し 、 前 記 配 列 同 一
性 が 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る 解 析 ま た は 視 覚 的 な 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 単 離 ま た は
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は 、
(ii) 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配
列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列
番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番
号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号
:49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :6
1、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73
、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、
配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配
列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105と 少 な く と も 50％ の 配 列
同 一 性 を 、 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 有 し 、 前 記 配 列 同 一 性 が 配 列 比 較 ア ル
ゴ リ ズ ム に よ る 解 析 ま た は 視 覚 的 な 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、
ま た は 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11
、 配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、
配 列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配
列 番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列
番 号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番
号 :61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号
:73、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :8
5、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97
、 配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105の 配 列 を 有 す る 核 酸
に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 ま た は 組
換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
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　 配 列 同 一 性 が 、 少 な く と も 約 51％ 、 52％ 、 53％ 、 54％ 、 55％ 、 56％ 、 57％ 、 58％ 、 59％
、 60％ 、 61％ 、 62％ 、 63％ 、 64％ 、 65％ 、 66％ 、 67％ 、 68％ 、 69％ 、 70％ 、 71％ 、 72％ 、
73％ 、 74％ 、 75％ 、 76％ 、 77％ 、 78％ 、 79％ 、 80％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86
％ 、 87％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％
ま た は そ れ 以 上 、 ま た は 100％ で あ る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 配 列 同 一 性 が 酵 素 の 少 な く と も 約 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 100、 150
、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950
、 1000、 1050若 し く は そ れ 以 上 の 残 基 、 ま た は 全 長 に わ た る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 単 離 ま た
は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10、 配 列 番 号 :12、 配 列
番 号 :14、 配 列 番 号 :16、 配 列 番 号 :18、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24、 配 列 番
号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番 号 :32、 配 列 番 号 :34、 配 列 番 号 :36、 配 列 番 号
:38、 配 列 番 号 :40、 配 列 番 号 :42、 配 列 番 号 :44、 配 列 番 号 :46、 配 列 番 号 :48、 配 列 番 号 :5
0、 配 列 番 号 :52、 配 列 番 号 :54、 配 列 番 号 :56、 配 列 番 号 :58、 配 列 番 号 :60、 配 列 番 号 :62
、 配 列 番 号 :64、 配 列 番 号 :66、 配 列 番 号 :68、 配 列 番 号 :70、 配 列 番 号 :72、 配 列 番 号 :74、
配 列 番 号 :76、 配 列 番 号 :78、 配 列 番 号 :80、 配 列 番 号 :82、 配 列 番 号 :84、 配 列 番 号 :86、 配
列 番 号 :88、 配 列 番 号 :90、 配 列 番 号 :92、 配 列 番 号 :94、 配 列 番 号 :96、 配 列 番 号 :98、 配 列
番 号 :100、 配 列 番 号 :102、 配 列 番 号 :104、 ま た は 配 列 番 号 :106に 記 載 の 配 列 を 有 す る 、 請
求 項 ６ １ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 活 性 を 含
む 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 植 物 油 の リ ン 脂 質 中 の エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 活 性 を
含 む 、 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 植 物 油 リ ン 脂 質 が 脂 肪 種 子 リ ン 脂 質 を 含 む 、 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 植 物 油 リ ン 脂 質 が 、 植 物 油 、 高 リ ン 油 、 ダ イ ズ 油 、 カ ノ ー ラ 油 、 ヤ シ 油 、 綿 実 油 、 コ ー
ン 油 、 パ ー ム 核 油 、 ゴ マ 油 、 魚 油 、 藻 類 リ ン 脂 質 、 ヒ マ ワ リ 油 、 エ ッ セ ン シ ャ ル 油 、 果 実
種 子 油 、 ブ ド ウ 種 子 リ ン 脂 質 、 ア プ リ コ ッ ト リ ン 脂 質 、 ま た は ル リ ジ サ リ ン 脂 質 由 来 の リ
ン 脂 質 で あ る 、 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た は
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ A(PLA)活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た は
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1ま た は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６
５ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ D(PLD)活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た は
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ７ ４ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ D1ま た は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D2活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６
５ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 糖 タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た
は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 糖 タ ン パ ク 質 が ポ テ ト 塊 茎 を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が パ タ チ ン 酵 素 活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 脂 質 ア シ ル 加 水 分 解 酵 素 (LAH)活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単
離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 熱 安 定 性 で あ る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 37℃ ～ 約 95℃ 、 約 55℃ ～ 約 85℃ 、 約 70℃ ～ 約 95℃ 、 ま た は 約 70℃ ～ 約
75℃ ま た は 約 90℃ ～ 約 95℃ の 温 度 範 囲 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 維 持 す る 、 請
求 項 ７ ９ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 熱 耐 性 で あ る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 37℃ ～ 約 95℃ 、 約 55℃ ～ 約 85℃ 、 約 70℃ ～ 約 75℃ ま た は 約 90℃ ～ 約
95℃ の 温 度 範 囲 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 維 持 す る 、 請 求 項 ８ １ 記 載 の 単 離 ま
た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 ３ ７ ℃ に お い て 、 1mgの タ ン パ ク 質 あ た り 、 約 100～ 約 1000ユ ニ
ッ ト 、 約 500～ 約 750ユ ニ ッ ト 、 約 500～ 約 1200ユ ニ ッ ト 、 ま た は 約 750～ 約 1000ユ ニ ッ ト の
比 活 性 を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 熱 耐 性 が 、 高 温 ま で 加 熱 後 に 、 ３ ７ ℃ に お い て 少 な く と も 半 分 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 比 活 性
を 維 持 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ８ １ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 熱 耐 性 が 、 高 温 ま で 加 熱 後 に 、 ３ ７ ℃ に お い て １ mgの タ ン パ ク 質 あ た り 約 500～ 約 1200
ユ ニ ッ ト の 比 活 性 を 維 持 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ８ １ 記 載 の 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 少 な く と も 一 つ の グ リ コ シ ル 化 部 位 を 有 す る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 単 離 又
は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 グ リ コ シ ル 化 が N-結 合 グ リ コ シ ル 化 で あ る 、 請 求 項 ８ ８ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ
チ ド 。
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【 請 求 項 ９ ０ 】
　 P.パ ス ト リ ス ま た は S.ポ ン ベ 中 で 発 現 後 に グ リ コ シ ル 化 さ れ る 、 請 求 項 ８ ９ 記 載 の 単 離
又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 pHが 約 6.5、 6.0、 5.5、 5.0、 4.5ま た は 4.0で あ る 条 件 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活
性 を 維 持 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 pHが 約 7.5、 8.0、 8.5、 9、 9.5、 10ま た は 10.5で あ る 条 件 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー
ゼ 活 性 を 維 持 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 調 製 物 で あ っ て 、 液 体 、 固 体 、 ま た は
ゲ ル を 含 む 前 記 タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む ヘ テ ロ ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 第 ２ の ド メ イ ン が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ９ ４ 記 載 の ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ っ て 、 前 記
ヘ テ ロ ダ イ マ ー が 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 前 記 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 第 ２ の ド メ イ ン が エ ピ ト ー プ ま た は タ グ で あ る 、 請 求 項 ９ ４ 記 載 の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ホ モ 二 量 体 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 請 求 項 ６ 1記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 を 含 む 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 細 胞 、 金 属 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 微 小 電 極 、 グ ラ フ ァ イ ト 粒 子 、 ビ
ー ズ 、 ゲ ル 、 プ レ ー ト 、 ア レ イ ま た は キ ャ ピ ラ リ ー 管 に 固 定 さ れ た 、 請 求 項 ９ ８ 記 載 の 固
定 化 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 固 定 化 さ れ た 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 固 定 化 さ れ た 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 核 酸 を 含 む ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 又 は 組 換 え 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ２ 記 載 の 単 離 又 は 組
換 え 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 ま た は 同 定 す る 方
法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ ０ ２ 記 載 の 抗 体 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の サ ン プ ル を 工 程 （ ａ ） の 抗 体 と 、 前 記 抗 体 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に
特 異 的 に 結 合 し 得 る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を 単 離 又 は 同 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 ま た は 前 記 核 酸 の 部 分 を 非 ヒ ト 動 物 に 、 液 性 免 疫 を 誘
導 す る の に 充 分 な 量 で 投 与 し 、 そ れ に よ っ て 抗 -ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗 体 を 生 成 す る こ と を 含
む 、 抗 -ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗 体 を 製 造 す る 方 法 。
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【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 を 非 ヒ ト 動 物 に 、 液 性 免 疫 を 誘
導 す る の に 充 分 な 量 で 投 与 し 、 そ れ に よ っ て 抗 -ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗 体 を 生 成 す る こ と を 含
む 、 抗 -ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗 体 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） プ ロ モ ー タ ー に 連 結 し た 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 有 す る 核 酸 を 提 供 す
る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 と す る 条 件 下 で 発 現 さ せ 、 そ れ
に よ っ て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 工 程 （ ａ ） の 核 酸 で 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 工 程 （ ａ ） の 核 酸 を 発 現 さ せ 、 そ れ に よ っ て 形
質 転 換 細 胞 中 で 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 基 質 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 基 質 量 の 減
少 ま た は 反 応 生 成 物 量 の 増 加 を 検 出 し 、 前 記 基 質 量 の 減 少 ま た は 反 応 生 成 物 の 増 加 が 検 出
さ れ る こ と に よ り ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 同 定 す る 方 法 ；
　 　 （ ａ ） 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 試 験 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 試 験 基 質 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
、 試 験 基 質 量 の 減 少 ま た は 反 応 生 成 物 量 の 増 加 を 検 出 し 、 前 記 基 質 量 の 減 少 ま た は 反 応 生
成 物 の 増 加 に よ り 前 記 試 験 基 質 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 と し て 同 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 試 験 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る
方 法 ；
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 有 す る 核 酸 ま た は 前 記 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー
を 、 前 記 核 酸 か ら ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 可 能 と す る 条 件 下 で 発 現 さ せ る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 前 記 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ｂ ） の 試 験 化 合 物 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る か ど う か を 決
定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 試 験 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る
方 法 ；
　 　 （ ａ ） 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 前 記 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ｂ ） の 試 験 化 合 物 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る か ど う か を 決
定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 　 （ ａ ） 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 み
、
前 記 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 測 定 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 前 記 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で
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測 定 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 と 比 較 し て 変 化 し て い る 場 合 に 、 前 記 試 験 化 合 物 が ホ ス ホ
リ パ ー ゼ を 調 節 す る と 決 定 す る こ と を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 調 節 因 子 を 同 定 す る 方
法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 提 供 し 、 基 質 量 の 減 少 若 し く は 反 応 性 生
物 量 の 増 加 、 ま た は 、 基 質 量 の 増 加 若 し く は 反 応 生 成 物 量 の 減 少 を 検 出 す る こ と に よ っ て
測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 試 験 化 合 物 非 存 在 下 に お け る 基 質 量 ま た は 反 応 生 成 物 量 と 比 較 し た 、 試 験 化 合 物 存 在 下
に お け る 基 質 量 の 減 少 ま た は 反 応 生 成 物 量 の 増 加 に よ り 、 試 験 化 合 物 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活
性 の 活 性 化 因 子 で あ る と 同 定 す る 、 請 求 項 １ １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 試 験 化 合 物 非 存 在 下 に お け る 基 質 量 ま た は 反 応 生 成 物 量 と 比 較 し た 、 試 験 化 合 物 存 在 下
に お け る 基 質 量 の 増 加 ま た は 反 応 生 成 物 量 の 減 少 に よ り 、 試 験 化 合 物 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活
性 の 阻 害 因 子 で あ る と 同 定 す る 、 請 求 項 １ １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 プ ロ セ ッ サ お よ び デ ー タ 保 存 装 置 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム で あ っ て 、 前 記 デ ー タ
保 存 装 置 に は 請 求 項 ６ １ 記 載 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 ま た は 、 請 求 項 １ 若 し く は
２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 配 列 、 が 保 存 さ れ て い る 、 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 更 に 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 お よ び 、 少 な く と も 一 つ の 参 照 配 列 が 保 存 さ れ た デ ー タ 保
存 装 置 、 を 含 む 請 求 項 １ １ ８ 記 載 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム が 多 型 性 を 提 示 す る コ ン ピ ュ タ ー プ ロ グ ラ ム を 含 む 、 請 求 項 １ １
９ 記 載 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 配 列 中 の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ア ー を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ １ ９ 記
載 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た は 核 酸 配 列 が 保 存 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 で あ っ
て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 、 ま た は 請 求 項 １ 若
し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 含 む 、 前 記 媒 体 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 配 列 中 の 特 徴 を 同 定 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 配 列 中 の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 配 列 を 読
み 込 む 工 程 で あ っ て 、 前 記 配 列 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た は 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 は 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 、 ま た は 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核
酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 含 む 前 記 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｂ ） 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 前 記 配 列 中 の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る
工 程 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 第 １ の 配 列 と 第 ２ の 配 列 と を 比 較 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 配 列 を 比 較 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 第 １ の 配 列 お よ び 第 ２ の 配
列 を 読 み 込 む 工 程 で あ っ て 、 前 記 第 １ の 配 列 が ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た は 核 酸 配 列 を 含 み 、
前 記 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 請 求 項 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 、 ま た は 請 求 項 １ 若 し
く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 含 む 前 記 工 程 ； お よ び
　 　 （ ｂ ） 前 記 第 １ の 配 列 と 第 ２ の 配 列 間 の 相 違 を 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い
て 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 第 １ の 配 列 と 第 ２ の 配 列 間 の 相 違 を 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 決 定 す る 工
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程 が 更 に 多 型 性 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 配 列 中 の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ア ー を 更 に 含 む 請 求 項 １ ２ ４ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 第 １ の 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム で 読 み 込 み 、 前 記 配 列 中 の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定
す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 環 境
サ ン プ ル か ら 単 離 ま た は 回 収 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る 、 ま た は サ ン プ ル 中 の 核 酸 が 前 記 増 幅 プ ラ イ
マ ー 対 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る よ う に 環 境 サ ン プ ル を 処 理 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 核 酸 を 工 程 （ ａ ） の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 と 一 緒 に し 、 前 記 環 境 サ ン
プ ル 中 の 核 酸 を 増 幅 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 の 各 メ ン バ ー が 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7
、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、
配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配
列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列
番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番
号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号
:69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :8
1、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93
、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列
番 号 :105記 載 の 配 列 ま た は そ れ ら の 部 分 配 列 の 少 な く と も 連 続 す る 10～ 50塩 基 を 含 む オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 環 境
サ ン プ ル か ら 単 離 ま た は 回 収 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 ま た は 前 記 配 列 の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る 、 ま た は サ ン プ ル 中 の 核 酸 が 工 程 （ ａ ） の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る よ う に 環 境 サ ン プ ル を 処 理 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 単 離 し た 核 酸 、 ま た は 処 理 し た 環 境 サ ン プ ル 、 を 工 程 （ ａ ） の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 一 緒 に す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を
単 離 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 環 境 サ ン プ ル が 、 水 サ ン プ ル 、 液 体 サ ン プ ル 、 土 壌 サ ン プ ル 、 空 気 サ ン プ ル ま た は 生 物
学 的 サ ン プ ル を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ８ ま た は １ ３ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル が 、 細 菌 細 胞 、 原 生 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 、 真 菌
細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 得 ら れ る サ ン プ ル で あ る 、 請 求 項 １ ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 を 作 製 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 鋳 型 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 前 記 鋳 型 配 列 を 改 変 す る 、 ま た は １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 欠 失 も し く は 付 加 す
る 、 ま た は こ れ ら を 組 み 合 わ せ て 前 記 鋳 型 ヌ ク レ オ チ ド の 変 種 を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
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　 変 種 ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ て 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 生 成 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項
１ ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 改 変 、 付 加 ま た は 欠 失 が 、 変 異 性 PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変
異 導 入 、 ア ッ セ ン ブ リ PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 導 入 、 in vivo変 異 導 入 、 カ セ ッ ト 変 異
導 入 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 部 位 特
異 的 変 異 導 入 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (GSSM)、 合 成 連 結 再 ア ッ
セ ン ブ リ (SLR)ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ３ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 改 変 、 付 加 ま た は 欠 失 が 、 組 換 え 、 再 帰 的 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 改 変 DNA変 異
導 入 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 変 異 導 入 、 ギ ャ ッ プ 二 重 鎖 変 異 導 入 、 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 変 異 導 入
、 修 復 欠 損 宿 主 株 変 異 導 入 、 化 学 的 変 異 導 入 、 放 射 性 変 異 導 入 、 欠 失 変 異 導 入 、 制 限 -選
択 変 異 導 入 、 制 限 -精 製 変 異 導 入 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 キ メ ラ 核 酸
マ ル チ マ ー 生 成 ま た は こ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ３ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 請 求 項 １ ３ ３ 記 載 の 方 法 に お い て 、 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 比 較
し て 、 改 変 さ れ た 若 し く は 異 な る 活 性 、 ま た は 改 変 さ れ た 若 し く は 異 な る 安 定 性 を 有 す る
ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 生 成 さ れ る ま で 前 記 方 法 が 反 復 的 に 繰 り 返 さ れ る 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド が 熱 耐 性 で あ っ て 、 高 温 へ の 曝 露 後 に あ る 程 度 の 活 性
を 維 持 す る 、 請 求 項 １ ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 が 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ホ ス
ホ リ パ ー ゼ に 比 べ て 増 加 し て い る 、 請 求 項 １ ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 高 温 下 に お い て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 し て お り 、 鋳 型 核 酸 に よ
っ て コ ー ド さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 前 記 高 温 下 で は 活 性 で な い 、 請 求 項 １ ３ ７ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
　 請 求 項 １ ３ ３ 記 載 の 方 法 に お い て 、 鋳 型 核 酸 と は 異 な る コ ド ン 使 用 頻 度 を 有 す る ホ ス ホ
リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 が 生 成 さ れ る ま で 方 法 が 繰 り 返 さ れ る 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 鋳 型 核 酸 の メ ッ セ ー ジ 発 現 レ ベ ル ま た は 安 定 性 よ り も 高 い ま た は 低 い メ ッ セ ー ジ 発 現 レ
ベ ル ま た は 安 定 性 を 有 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 が 生 成 さ れ る ま で 方 法 が 繰 り 返 さ れ る 、
請 求 項 １ ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド
ン を 改 変 し て 宿 主 細 胞 中 に お け る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 増 加 さ せ る 方 法 ：
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 中 で 非 優 先 又 は 低 優 先 コ ド ン を 同 定 し 、 前 記 コ ド ン を 同 じ
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 優 先 的 ま た は 中 立 的 に 使 用 さ れ る コ ド ン に 置 換 す る 工 程 で あ っ て 、
前 記 優 先 的 に 使 用 さ れ る コ ド ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 中 で 過 剰 提 示 さ れ る コ
ド ン で あ り 、 非 優 先 又 は 低 優 先 コ ド ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 中 で 提 示 頻 度 の
劣 る コ ド ン で あ る 、 前 記 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
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　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン を 改 変 す る
方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 の コ ド ン を 同 定 し 、 前 記 コ ド ン を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る
異 な る コ ド ン で 置 換 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン を 改 変 し て
宿 主 中 の 前 記 核 酸 の 発 現 を 増 加 さ せ る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 中 で 非 優 先 又 は 低 優 先 コ ド ン を 同 定 し 、 前 記 コ ド ン を 同 じ ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 優 先 的 ま た は 中 立 的 に 使 用 さ れ る コ ド ン に 置 換 す る 工 程 で あ っ て 、 前
記 優 先 的 コ ド ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 中 で 過 剰 提 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 優
先 又 は 低 優 先 コ ド ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 中 で 提 示 頻 度 の 劣 る コ ド ン で あ る
、 前 記 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン を 改 変 し て
宿 主 中 の 前 記 核 酸 の 発 現 を 減 少 さ せ る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 中 で 少 な く と も 一 つ の 優 先 コ ド ン を 同 定 し 、 前 記 コ ド ン を 同
じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 非 優 先 又 は 低 優 先 コ ド ン で 置 換 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 優 先 コ ド
ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 中 で 過 剰 提 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 非 優 先 又 は 低 優
先 コ ド ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 中 で 提 示 頻 度 の 劣 る コ ド ン で あ る 、 前 記 工 程
。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
　 宿 主 細 胞 が 細 菌 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で
あ る 、 請 求 項 １ ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 複 数 の 改 変 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 部 位 ま た は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す
る 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 改 変 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 部 位 ま た は
基 質 結 合 部 位 が 、 第 １ の 活 性 部 位 ま た は 第 １ の 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 第 １
の 核 酸 に 由 来 す る 前 記 方 法 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、
配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配
列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列
番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番
号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号
:61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :7
3、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85
、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、
配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 ま た は 配 列 番 号 :105記 載 の 配 列 ま た は そ れ
ら の 部 分 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 む 、 第 １ の 活 性
部 位 ま た は 第 １ の 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 第 １ の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ；
（ ｂ ） 前 記 第 １ の 核 酸 中 の 複 数 の 標 的 コ ド ン に お い て 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー
ド す る 変 異 導 入 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 を 提 供 す る 工 程 ；
（ ｃ ） 前 記 変 異 導 入 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 活 性 部 位 ま た は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド
し 、 変 異 さ れ た 各 ア ミ ノ 酸 コ ド ン に お い て 一 群 の ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 変 種 核 酸 を 生
成 す る 工 程 。
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【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 工 程 （ ａ ） の 第 １ の 核 酸 に 、 至 適 化 指 向 進 化 シ ス テ ム 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (GSSM)
ま た は 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ (SLR)を 含 む 方 法 に よ っ て 変 異 を 導 入 す る こ と を 含 む 、 請
求 項 １ ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
　 工 程 （ ａ ） の 第 １ の 核 酸 ま た は そ の 変 種 に 、 変 異 性 PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 特 異 的 変 異 導 入 、 ア ッ セ ン ブ リ PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 導 入 、 in vivo変 異 導
入 、 カ セ ッ ト 変 異 導 入 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル
変 異 導 入 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (GSSM)
、 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ (SLR)ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 変 異 を 導 入 す
る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
　 工 程 （ ａ ） の 第 １ の 核 酸 ま た は そ の 変 種 に 、 組 換 え 、 再 帰 的 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ
ー ト 改 変 DNA変 異 導 入 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 変 異 導 入 、 ギ ャ ッ プ 二 重 鎖 変 異 導 入 、 点 ミ ス マ
ッ チ 修 復 変 異 導 入 、 修 復 欠 損 宿 主 株 変 異 導 入 、 化 学 的 変 異 導 入 、 放 射 性 変 異 導 入 、 欠 失 変
異 導 入 、 制 限 -選 択 変 異 導 入 、 制 限 -生 成 変 異 導 入 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導
入 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー 生 成 ま た は こ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 変 異 を 導 入 す る
こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 小 分 子 を 作 製 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 小 分 子 を 合 成 ま た は 改 変 す る こ と の 出 来 る 複 数 の 生 合 成 酵 素 を 提 供 す る 工 程 で
あ っ て 、 前 記 酵 素 の 一 つ は 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 含 む 、 前 記 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 少 な く と も 一 つ の 酵 素 の 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 基 質 を 前 記 酵 素 と 、 複 数 の 生 体 触 媒 反 応 を 容 易 に し て 小 分 子 を 一
連 の 生 体 触 媒 反 応 に よ っ て 生 成 さ せ る 条 件 下 で 反 応 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 小 分 子 を 改 変 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 酵 素 は 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 前 記 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 小 分 子 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 に よ っ て 触 媒 さ れ る 酵 素 反 応 を 容 易 に す る 条 件 下 で 工
程 （ ａ ） の 酵 素 を 工 程 （ ｂ ） の 小 分 子 と 反 応 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 工 程 （ ａ ） の 酵 素 に 対 す る 複 数 の 小 分 子 基 質 を 含 み 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素
の 少 な く と も 一 つ に よ っ て 生 成 さ れ る 改 変 小 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る こ と を 含 む 、
請 求 項 １ ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 さ ら に 、 酵 素 に よ る 複 数 の 酵 素 反 応 を 容 易 に し て 前 記 複 数 の 酵 素 反 応 に よ っ て 生 成 さ れ
る 改 変 小 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 さ せ る 条 件 下 で 、 複 数 の 追 加 の 酵 素 を 含 む 請 求 項 １ ５
３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー を テ ス ト し て 、 所 望 の 活 性 を 示 す 特 定 の 改 変 小 分 子 が 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 中
に 存 在 す る か ど う か を 決 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー を テ ス ト す る 工 程 が 更 に 、 改 変 小 分 子 の 一 部 を 所 望 の 活 性 を 有 す る 特 定 の
改 変 小 分 子 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い て テ ス ト し 、 所 望 の 活 性 を 有 す る 前 記 特 定 の 改 変 小
分 子 を 生 成 す る 少 な く と も 一 つ の 特 異 的 な 生 体 触 媒 反 応 を 同 定 す る こ と に よ り 、 ラ イ ブ ラ
リ ー 中 の 複 数 の 改 変 小 分 子 の 一 部 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ た 生 体 触 媒 反 応 の 一 つ を 除 く
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全 て を 系 統 的 に 除 去 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト を 決 定 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 配
列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 を 含 む ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る
工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 配 列 か ら 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ 、 残 存 す る 部 分 配 列 を ホ
ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 に つ い て テ ス ト す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 提 供 し 、 前 記 基 質 量 の 減 少 ま た は 反 応 性
生 物 量 の 増 加 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 リ ア ル タ イ ム 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析 を 用 い て 新 規 な 又 は 改 変 さ れ た 表
現 型 に つ い て 細 胞 全 体 を 操 作 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 細 胞 の 遺 伝 的 構 成 を 改 変 す る こ と に よ っ て 改 変 細 胞 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、
前 記 遺 伝 的 構 成 は 細 胞 に 請 求 項 １ 若 し く は 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 導 入 す る こ
と に よ っ て 改 変 さ れ る 、 前 記 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 前 記 改 変 細 胞 を 培 養 し て 複 数 の 改 変 細 胞 を 生 成 さ せ る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） リ ア ル タ イ ム で 工 程 （ ｂ ） の 細 胞 培 養 物 を 監 視 す る こ と に よ り 、 前 記 細 胞 の 少
な く と も 一 つ の 代 謝 パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の デ ー タ を 解 析 し て 、 測 定 さ れ た パ ラ メ ー タ ー が 同 様 な 条 件 下 に お
け る 未 改 変 細 胞 の 対 応 す る 測 定 値 と 異 な る か ど う か を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て リ ア ル タ イ ム
代 謝 フ ラ ッ ク ス を 用 い て 細 胞 の 操 作 さ れ た 表 現 型 を 同 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】
　 細 胞 の 遺 伝 的 構 成 が 細 胞 中 の 配 列 の 欠 失 ま た は 配 列 の 改 変 、 も し く は 遺 伝 子 の 発 現 を ノ
ッ ク ア ウ ト す る こ と に よ っ て 改 変 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
　 更 に 新 規 に 操 作 さ れ た 表 現 型 を 含 む 細 胞 を 選 抜 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ６ ０ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 選 抜 し た 細 胞 を 培 養 し 、 新 規 に 操 作 さ れ た 表 現 型 を 含 む 新 規 な 細 胞 株 を 生 成 さ
せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ６ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】
　 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10、 配 列 番 号 :12、 配 列
番 号 :14、 配 列 番 号 :16、 配 列 番 号 :18、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24、 配 列 番
号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番 号 :32、 配 列 番 号 :34、 配 列 番 号 :36、 配 列 番 号
:38、 配 列 番 号 :40、 配 列 番 号 :42、 配 列 番 号 :44、 配 列 番 号 :46、 配 列 番 号 :48、 配 列 番 号 :5
0、 配 列 番 号 :52、 配 列 番 号 :54、 配 列 番 号 :56、 配 列 番 号 :58、 配 列 番 号 :60、 配 列 番 号 :62
、 配 列 番 号 :64、 配 列 番 号 :66、 配 列 番 号 :68、 配 列 番 号 :70、 配 列 番 号 :72、 配 列 番 号 :74、
配 列 番 号 :76、 配 列 番 号 :78、 配 列 番 号 :80、 配 列 番 号 :82、 配 列 番 号 :84、 配 列 番 号 :86、 配
列 番 号 :88、 配 列 番 号 :90、 配 列 番 号 :92、 配 列 番 号 :94、 配 列 番 号 :96、 配 列 番 号 :98、 配 列
番 号 :100、 配 列 番 号 :102、 配 列 番 号 :104、 ま た は 配 列 番 号 :106の 残 基 番 号 １ ～ 16、 １ ～ 17
、 １ ～ 18、 １ ～ 19、 １ ～ 20、 １ ～ 21、 １ ～ 22、 １ ～ 23、 １ ～ 24、 １ ～ 25、 １ ～ 26、 １ ～ 27
、 １ ～ 28、 １ ～ 29、 １ ～ 30、 １ ～ 31、 １ ～ 32、 ま た は １ ～ 33か ら な る 配 列 を 有 す る 単 離 ま
た は 組 換 え シ グ ナ ル ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
　 請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド (SP)を 含 む 第 １ の ド メ イ ン を 少 な く と も １ つ 含 み
、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 含 む 第 ２ の ド メ イ ン を 少 な く と も 含 む キ メ ラ ポ リ ペ
プ チ ド で あ っ て 、 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド が 前 記 シ グ ナ ル ペ プ チ ド (SP)と 天
然 で は 連 結 し て い な い 、 前 記 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 。

10

20

30

40

50

(17) JP 2005-523019 A 2005.8.4



【 請 求 項 １ ６ ６ 】
　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ で は な い 、 請 求 項 １ ６ ５ 記 載 の キ メ
ラ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド が 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド (SP)ま た は 触 媒 ド メ イ ン (CD)の
ア ミ ノ 末 端 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 、 ま た は そ の 両 方 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ６ ５ 記 載 の キ メ ラ
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ８ 】
　 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 で あ っ て 、 前 記 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド (SP)を 含 む シ グ ナ ル ペ プ チ ド (SP)を 含 む 第 １
の ド メ イ ン を 少 な く と も 含 み 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 含 む 第 ２ の ド メ イ ン を
少 な く と も 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド が 前
記 シ グ ナ ル ペ プ チ ド (SP)と 天 然 で は 連 結 し て い な い 、 前 記 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ６ ９ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を グ リ コ シ ル 化 す る こ と を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド の 熱 耐 性
ま た は 熱 安 定 性 を 増 加 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 請 求 項 ６ １ 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド ま た は 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 少 な
く と も 30の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ０ 】
　 細 胞 中 で 組 換 え ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 過 剰 発 現 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記
載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 発 現 さ せ る こ と を 含 み 、 前 記 過 剰 発 現 が 高 活 性 プ ロ モ ー タ ー 、
二 シ ス ト ロ ン 性 ベ ク タ ー ま た は ベ ク タ ー の 遺 伝 子 増 幅 に よ っ て 行 わ れ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 作 製 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ ま た は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 異 種 核 酸 配 列 を 細 胞 に 導 入 し て 形 質 転 換
植 物 細 胞 を 作 製 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 前 記 形 質 転 換 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ７ ２ 】
　 工 程 （ ａ ） が 更 に 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ま た は マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ り 植
物 細 胞 プ ロ ト プ ラ ス ト に 異 種 核 酸 を 導 入 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ３ 】
　 工 程 （ ａ ） が 、 DNA粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト に よ り 又 は ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ツ メ フ ァ シ エ
ン ス 宿 主 を 用 い る こ と に よ り 直 接 植 物 組 織 に 異 種 核 酸 を 導 入 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ４ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 植 物 細 胞 に お い て 異 種 核 酸 を 発 現 さ せ る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） プ ロ モ ー タ ー に 機 能 可 能 に 連 結 さ れ た 異 種 核 酸 で 植 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る 工 程
で あ っ て 、 前 記 異 種 核 酸 が 請 求 項 １ 又 は ２ ４ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 で あ る 、 前 記 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 前 記 異 種 核 酸 が 前 記 植 物 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 条 件 下 で 、 前 記 植 物 を 生 育 さ せ る
工 程 。
【 請 求 項 １ ７ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 を 加 水 分 解 、 分 割 ま た は 破 壊 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項
１ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 組 成 物 と 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 前 記 リ
ン 脂 質 含 有 組 成 物 を 加 水 分 解 、 分 割 ま た は 破 壊 す る 条 件 で 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ７ ６ 】
　 組 成 物 が リ ン 脂 質 含 有 脂 質 二 重 層 ま た は 二 重 膜 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ７ 】
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　 組 成 物 が 植 物 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 昆 虫 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １
７ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 を 液 化 ま た は 除 去 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項
１ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 組 成 物 と 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 前 記 リ
ン 脂 質 含 有 組 成 物 を 液 化 ま た は 除 去 す る 条 件 で 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ７ ９ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項 １ 若 し く
は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 洗 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ ０ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 非 表 面 活 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ま た は 表 面 活 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る 、 請
求 項 １ ７ ９ 記 載 の 洗 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 非 水 性 液 体 組 成 物 、 成 型 固 体 、 顆 粒 状 形 態 、 微 粒 子 形 態 、 圧 縮 錠 剤 、
ゲ ル 形 態 、 ペ ー ス ト ま た は ス ラ リ ー 形 態 に 処 方 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ ９ 記 載 の 洗 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 洗 浄 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項
１ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工
程 ；
　 　 （ ｂ ） 洗 浄 対 象 物 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の 組 成 物 を 工 程 （ ｂ ） の 対 象 物 と 、 前 記 組 成 物 が 前 記 対 象 物 を 洗 浄
で き る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ８ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 油 を 脱 ガ ム 化 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項
１ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程
；
　 　 （ ｂ ） リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 ま た は 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の 組 成 物 を 工 程 （ ｂ ） の 組 成 物 と 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 工 程 （ ｂ ）
の 組 成 物 中 の リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と 工 程 。
【 請 求 項 １ ８ ４ 】
　 油 含 有 組 成 物 が 植 物 、 動 物 、 藻 類 ま た は 魚 の 油 ま た は 脂 肪 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ５ 】
　 植 物 油 が ダ イ ズ 油 、 ブ ド ウ 種 子 油 、 コ ー ン 油 、 パ ー ム 核 油 、 カ ノ ー ラ 油 、 ヒ マ ワ リ 油 、
ゴ マ 油 ま た は ラ ッ カ セ イ 油 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 油 含 有 組 成 物 中 の 水 和 性 及 び ／ 又 は 非 水 和 性 リ ン 脂 質 か ら ホ ス フ ァ チ ド
を 加 水 分 解 す る 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス フ ァ チ ド を グ リ セ リ ル ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 部 で 加 水 分 解 し て ジ グ リ
セ リ ド お よ び 水 溶 性 ホ ス フ ェ ー ト 化 合 物 を 生 成 す る 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ ０ 】
　 接 触 が 油 中 の 水 和 リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ １ 】
　 工 程 （ ｃ ） の 条 件 が ア ル カ リ 性 ｐ Ｈ に て 約 20℃ ～ 40℃ の 温 度 と い う 条 件 を 含 む 、 請 求 項
１ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ２ 】
　 ア ル カ リ 性 条 件 が 約 ８ ～ １ ０ の ｐ Ｈ 条 件 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ３ 】
　 工 程 （ ｃ ） の 加 水 分 解 条 件 が 約 ３ ～ 10分 間 の 反 応 時 間 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ ４ 】
　 工 程 （ ｃ ） の 加 水 分 解 条 件 が 、 約 50℃ ～ 60℃ の 温 度 、 約 ５ ～ ６ の ｐ Ｈ に て 反 応 時 間 約 30
～ 60分 間 で 油 中 の 水 和 性 お よ び 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 加 水 分 解 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ８
３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が フ ィ ル タ ー に 結 合 し て お り 、 リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 ま た は 油 が 前 記 フ ィ ル タ
ー を 通 過 す る 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 ま た は 油 を 含 む 溶 液 に 添 加 さ れ 、 前 記 溶 液 が フ ィ ル
タ ー を 通 過 す る 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 性 形 態 へ 変 換 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項
１ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程
；
　 　 （ ｂ ） 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 組 成 物 と 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記
非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 性 リ ン 脂 質 に 変 換 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ９ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ９ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ 活 性 を 有 し 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 も 添 加 さ れ る 、 請 求
項 １ ９ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 の 腐 蝕 性 精 製 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項
１ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程
；
　 　 （ ｂ ） リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 組 成 物 と 、 腐 蝕 性 精 製 の 前 、 途 中 、
ま た は 後 に 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ０ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ０ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ２ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 腐 蝕 性 精 製 の 前 に 添 加 さ れ 、 リ ン 脂 質 を 含
む 組 成 物 が 植 物 を 含 み 、 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 植 物 中 で 一 過 性 に 発 現 さ れ 、 前 記 ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 植 物 の 種 子 ま た は 他 の 部 分 の 粉 砕 中 に 添 加 さ れ る か 、 ま
た は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 粉 砕 の 後 若 し く は 精 製 に 先 立 っ て
添 加 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ３ 】
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　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 腐 蝕 性 精 製 の 途 中 で 添 加 さ れ 、 リ ン の 濃 度
お よ び 遊 離 の 脂 肪 酸 の 濃 度 に 依 存 し て 種 々 の 濃 度 の 酸 ま た は 腐 蝕 剤 が 添 加 さ れ る 、 請 求 項
２ ０ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ４ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 、 腐 蝕 性 精 製 の 後 に 、 分 離 に 先 立 つ 強 力 ミ
キ サ ー ま た は 停 留 ミ キ サ ー 中 、 加 熱 工 程 後 、 遠 心 中 、 ソ ー プ ス ト ッ ク 中 、 洗 浄 水 中 に 添 加
さ れ 、 ま た は 、 ブ リ ー チ ン グ ま た は 脱 臭 工 程 中 に 添 加 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 フ ィ ト ス テ ロ ー ル ま た は ト リ テ ル ペ ン を 精 製 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項
１ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程
；
　 　 （ ｂ ） フ ィ ト ス テ ロ ー ル ま た は ト リ テ ル ペ ン を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 組 成 物 と 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記
組 成 物 中 の リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ０ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ０ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ７ 】
　 フ ィ ト ス テ ロ ー ル ま た は ト リ テ ル ペ ン が 植 物 ス テ ロ ー ル を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ５ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ０ ８ 】
　 植 物 ス テ ロ ー ル が 植 物 油 の ス テ ロ ー ル で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ９ 】
　 植 物 油 が 、 コ コ ナ ッ ツ 油 、 カ ノ ー ラ 油 、 コ コ ア バ タ ー 油 、 コ ー ン 油 、 綿 実 油 、 亜 麻 仁 油
、 オ リ ー ブ 油 、 パ ー ム 油 、 ラ ッ カ セ イ 油 、 コ メ ヌ カ 油 、 ヒ マ ワ リ 油 、 ゴ マ 油 ま た は ダ イ ズ
油 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ０ 】
　 さ ら に 、 遊 離 の フ ィ ト ス テ ロ ー ル お よ び ヒ ト ス テ リ ル 脂 肪 酸 エ ス テ ル を 定 量 的 に 抽 出 す
る た め の 非 極 性 溶 媒 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ １ 】
　 ヒ ト ス テ ロ ー ル ま た は ト リ テ ル ペ ン が 、 β -シ ト ス テ ロ ー ル 、 カ ン ペ ス テ ロ ー ル 、 ス チ
グ マ ス テ ロ ー ル 、 ス チ グ マ ス タ ノ ー ル 、 β -シ ト ス タ ノ ー ル 、 シ ト ス タ ノ ー ル 、 デ ス モ ス
テ ロ ー ル 、 カ リ ナ ス テ ロ ー ル 、 ポ リ フ ェ ラ ス テ ロ ー ル 、 ク リ オ ナ ス テ ロ ー ル ま た は ブ ラ シ
カ ス テ ロ ー ル を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 組 精 製 油 を 精 製 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項
１ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程
；
　 　 （ ｂ ） リ ン 脂 質 を 含 む 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 組 成 物 と 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記
組 成 物 中 の リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ １ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 組 成 物 中 に 添 加 さ れ た 水 性 溶 液 中 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求
項 ２ １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ５ 】
　 水 濃 度 が 0.5～ ５ ％ で あ る 、 請 求 項 ２ １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ６ 】

10

20

30

40

50

(21) JP 2005-523019 A 2005.8.4



　 処 理 時 間 が 約 ２ 時 間 未 満 で あ る 、 請 求 項 ２ １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ７ 】
　 処 理 時 間 が 約 60分 間 未 満 で あ る 、 請 求 項 ２ １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ８ 】
　 堀 次 官 が 約 30分 間 未 満 、 約 １ ５ 分 間 未 満 、 ま た は 約 ５ 分 間 未 満 で あ る 、 請 求 項 ２ １ ７ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ９ 】
　 加 水 分 解 条 件 が 約 25℃ ～ 70℃ と い う 温 度 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ０ 】
　 加 水 分 解 条 件 が 腐 蝕 剤 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ １ 】
　 加 水 分 解 条 件 が 約 ３ ～ 10の ｐ Ｈ 条 件 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ２ 】
　 加 水 分 解 条 件 が 工 程 （ ｃ ） の 接 触 後 の 乳 化 剤 の 添 加 お よ び ／ ま た は 混 合 を 含 む 、 請 求 項
２ １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ３ 】
　 水 性 相 の 分 離 を 促 進 す る た め に 乳 化 停 止 剤 の 添 加 お よ び ／ ま た は 加 熱 を 含 む 、 請 求 項 ２
１ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ４ 】
　 接 触 工 程 の 前 に 遠 心 に よ っ て 脱 ガ ム 化 し て レ シ チ ン を 集 め る こ と 、 お よ び 、 PCLお よ び
／ ま た は PLAを 添 加 し て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 除 去 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ２ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ ５ 】
　 粗 精 製 油 を 脱 ガ ム 化 し て 、 食 用 油 に つ い て は 10ppm未 満 と し 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 油 に つ
い て は 続 い て 物 理 的 精 製 し て 約 50ppm未 満 と す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ６ 】
　 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 水 和 を 促 進 す る た め に 酸 を 添 加 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ２ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 油 ま た は 脂 肪 を 脱 ガ ム 化 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ 活 性 を 含 む ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 １ 若 し く は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、
お よ び 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 、 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） リ ン 脂 質 を 含 む 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ ｂ ） の 組 成 物 と 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記
組 成 物 中 の リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ２ ８ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 活 性 と 等 価 な 活 性 を 有 す る 組 成 物 で あ っ て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ 活 性 を
含 む ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 １ 若 し く
は ２ ４ 記 載 の 核 酸 よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 、 を 含
む 前 記 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 、 そ の 酵 素 を コ ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ
れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 及 び 使 用 に 関 連 し て い る 。 特 に 、 本 発 明 は
、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 新 規 ポ リ ペ プ チ ド 、 そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 及 び そ れ ら に
結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 こ れ ら ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 使 用 を 含 む 商 業 的 な 方 法 及 び 産 物 も 提
供 す る 。
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 リ ン 脂 質 の エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 す る 酵 素 で あ る 。 リ ン 脂 質 代 謝
に お け る そ れ ら の 重 要 性 と 一 致 し て 、 こ れ ら 酵 素 は 、 原 核 生 物 及 び 真 核 生 物 間 に 広 く 分 布
し て い る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 生 物 学 的 な 膜 の 代 謝 、 構 築 及 び 再 構 成 に 影 響 を 与 え 、 シ グ
ナ ル カ ス ケ ー ド に 関 与 し て い る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に は 、 リ ン 脂 質 に お け る 標 的 と な る 結 合
の 位 置 に 従 っ た そ れ ら の 特 異 性 の 違 い に よ る い く つ か の タ イ プ が 知 ら れ て い る 。 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ A1(PLA1)は 、 第 １ 位 の 脂 肪 酸 を 取 り 除 き 、 遊 離 の 脂 肪 酸 及 び 1-リ ゾ -2-ア シ ル ホ ス
ホ リ ピ ド を 産 生 す る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2(PLA2)は 、 第 ２ 位 の 脂 肪 酸 を 取 り 除 き 、 遊 離 の 脂
肪 酸 及 び 1-ア シ ル -2-リ ゾ ホ ス ホ リ ピ ド を 産 生 す る 。 PLA1及 び PLA2酵 素 は 、 細 胞 内 又 は 細
胞 外 、 膜 結 合 性 又 は 可 溶 性 で あ り 得 る 。 細 胞 内 PLA2は 、 殆 ど 全 て の 高 等 動 物 に 見 る こ と が
で き る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)は 、 リ ン 酸 残 基 を 取 り 除 き 、 1,2-ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 及
び リ ン 酸 ベ ー ス を 産 生 す る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D（ PLD） は 、 1,2-ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル リ ン
酸 及 び 塩 基 を 産 生 す る 。 PLC及 び PLDは 、 細 胞 の 機 能 及 び シ グ ナ ル 伝 達 に と っ て 重 要 で あ る
。 PLDは 、 生 体 触 媒 に お け る 支 配 的 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る （ 例 え ば 、 Godfrey T及 び West
 S (1996) Industrial enzymology, 299-300, Stockton Press, New Yorkを 参 照 ） 。 パ タ
チ ン は 、 他 の タ イ プ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ り 、 PLAと し て 作 用 す る も の と 考 え ら れ て い る
（ 例 え ば 、 Hirschberg HJ他 、 (2001), Eur J Biochem 268(19):5037-441を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 大 豆 ， ヒ マ ワ リ 種 子 、 ご ま 及 び ピ ー ナ ッ ツ の よ う な 一 般 的 な 脂 肪 種 子 は 、 油 及 び 原 料 油
の 供 給 源 と し て 使 用 さ れ る 。 油 脂 抽 出 の 過 程 に お い て 、 そ れ ら の 種 子 は 、 機 械 的 な 及 び 熱
に よ る 処 理 を 受 け る 。 そ の 油 脂 は 、 溶 媒 に よ り 、 粗 粉 か ら 分 離 、 分 別 さ れ る 。 蒸 留 を 利 用
し て 、 溶 媒 は 油 脂 か ら 分 離 さ れ 、 回 収 さ れ る 。 そ の 油 脂 は 、 ” 脱 ガ ム 化 ” さ れ 、 精 製 さ れ
る 。 粗 粉 中 の 溶 媒 成 分 は 、 ” 脱 溶 媒 化 ト ー ス タ ー ” に お け る 熱 処 理 、 そ れ に 引 き 続 く 粗 粉
乾 燥 及 び 冷 却 に よ り 蒸 発 さ せ る こ と が で き る 。 蒸 留 に よ り 溶 媒 を 分 離 し た 後 、 産 生 さ れ た
生 油 脂 は 、 特 別 な 脱 ガ ム 化 工 程 及 び 物 理 的 精 製 に よ り 、 食 用 油 へ と 処 理 さ れ る 。 そ れ は 、
脂 肪 酸 及 び メ チ ル エ ス テ ル の 産 生 の た め の フ ィ ー ド ス ト ッ ク と し て も 利 用 す る こ と が で き
る 。 粗 粉 は 、 動 物 飼 料 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 脱 ガ ム 化 は 、 植 物 油 の 精 製 の 最 初 の 工 程 で あ り 、 油 脂 と と も に 抽 出 さ れ る が 、 後 の 油 脂
プ ロ セ ス の 過 程 を 阻 害 し な い 狹 雑 す る ホ ス フ ァ チ ド を 取 り 除 く よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る
。 こ れ ら の ホ ス フ ァ チ ド は 、 植 物 油 中 に 無 水 形 態 に お い て の み 可 溶 性 で あ り 、 単 に 水 和 す
る だ け で 沈 殿 除 去 す る こ と が で き る 。 水 和 は 、 通 常 、 実 質 的 に 乾 燥 し た 油 に 少 量 の 水 を 混
ぜ る こ と に よ り 行 え る 。 典 型 的 に は 、 水 の 量 は 、 典 型 的 に 1～ 1.5 %の ホ ス フ ァ チ ド 含 量 の
75 %で あ る 。 水 和 し た ガ ム の 分 離 は 、 そ の 油 脂 の 粘 度 が 50～ 80℃ で 減 少 す る 場 合 に は よ り
よ い が 、 そ の 温 度 は そ れ ほ ど 重 要 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 、 多 く の 油 脂 脱 ガ ム 化 の た め の 方 法 が 使 用 さ れ て い る 。 油 脂 脱 ガ ム 化 の プ ロ セ ス は
、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 利 用 す る こ と に よ り 、 酵 素 学 的 に 補 助 す る こ と が で き る 。 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ A1及 び ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2は 、 例 え ば 、 ” ENZYMAX T M 脱 ガ ム 化 ”  (Lurgi Life Scie
nce Technologies GmbH、 ド イ ツ )の よ う な 種 々 の 商 業 的 な 過 程 に お け る 油 脂 脱 ガ ム 化 の た
め に 使 用 さ れ て い る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)も 、 リ ン 脂 質 に 対 す る 作 用 で 生 じ る リ ン 酸 残
基 が 非 常 に 水 溶 性 で そ の 除 去 が 簡 単 で あ り 、 ジ グ リ セ リ ド が 油 脂 と と も に 留 ま り 損 失 を 減
ら す こ と か ら 、 油 脂 脱 ガ ム 化 に 考 慮 さ れ て い る ； 例 え ば 、 Godfrey T及 び West S (1996) I
ndustrial Enzymology, pp.299-300, Stockton Press, New York；  Dahlke (1998) “ An 
enzymatic process for the physical refining of seed oils,”  Chem. Eng. Technol. 
21:278-281；  Clausen (2001) “ Enzymatic oil degumming by a novel microbial phosp
holipase,”  Eur. J. Lipid Sci. Technol. 103:333-340を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 大 豆 、 菜 種 及 び ヒ マ ワ リ の よ う な 高 ホ ス フ ァ チ ド 油 は 、 ヤ シ の よ う な 他 の 油 と は 異 な る
方 法 で 処 理 さ れ る 。 低 ホ ス フ ァ チ ド 油 の た め の 蒸 気 又 は ” 物 理 的 精 製 ” 処 理 と は 異 な り 、
こ れ ら 高 リ ン 含 有 油 か ら リ ン を 含 有 す る リ ン 脂 質 を 除 去 す る た め に は 、 特 別 な 化 薬 及 び 機
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械 的 処 理 を 必 要 と す る 。 こ れ ら の 油 脂 は 、 典 型 的 に は 、 石 鹸 及 び 不 溶 解 性 の ガ ム を 形 成 す
る 遊 離 脂 肪 酸 を 中 和 す る こ と を 必 然 的 に 伴 な う 処 理 で 化 学 的 に 精 製 さ れ る 。 中 和 プ ロ セ ス
は 、 遊 離 脂 肪 酸 及 び リ ン 脂 質 を 取 除 く こ と に 非 常 に 有 効 で あ る が 、 こ の プ ロ セ ス は 、 ま た
、 か な り の 収 量 の 損 失 及 び 質 の 犠 牲 を 起 こ す 。 時 と し て 、 高 い リ ン 脂 質 の 粗 油 は 、 苛 性 カ
リ の 中 和 工 程 に お い て 脱 ガ ム 化 さ れ る 。 こ れ は 、 レ シ チ ン の た め に 利 用 さ れ る 大 豆 油 の 場
合 で あ り 、 そ の 油 は 、 最 初 に 水 又 は 酸 で 脱 ガ ム 化 さ れ る 。
　 フ ィ ト ス テ ロ ー ル (植 物 ス テ ロ ー ル )は 、 天 然 産 物 の 「 ト リ テ ル ペ ン 」 フ ァ ミ リ ー の メ ン
バ ー で あ り 、 100種 以 上 の 異 な る フ ィ ト ス テ ロ ー ル 及 び 他 の 4,000種 以 上 の ト リ テ ル ペ ン を
含 む 。 一 般 に 、 フ ィ ト ス テ ロ ー ル は 、 膜 硬 化 を 導 く ス テ ロ ー ル /リ ン 脂 質 配 給 量 の 増 加 を
伴 い 、 植 物 の 膜 を 安 定 化 さ せ る と 考 え ら れ て い る 。 化 学 的 に 、 フ ィ ト ス テ ロ ー ル は 、 コ レ
ス テ ロ ー ル と 構 造 的 に 類 似 し て い る 。 主 な フ ィ ト ス テ ロ ー ル は 、 β -シ ト ス テ ロ ー ル 、 カ
ン ペ ス テ ロ ー ル 及 び シ グ マ ス テ ロ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 他 に 、 シ グ マ ス タ ノ ー ル (β -シ ノ ス タ ノ ー ル )、 シ ト ス タ ノ ー ル 、 デ ス モ ス テ ロ ー ル 、
カ リ ナ ス テ ロ ー ル 、 ポ リ フ ェ ラ ス テ ロ ー ル 、 ク リ ナ ス テ ロ ー ル 及 び ブ ラ ッ シ カ ス テ ロ ー ル
が 含 ま れ る 。 植 物 ス テ ロ ー ル は 、 健 康 及 び 栄 養 企 業 の た め の 重 要 な 農 産 物 で あ る 。 そ れ ら
は 、 化 粧 品 の 製 造 の た め の 有 用 な 乳 化 剤 で あ り 、 ホ ル モ ン 製 薬 の 生 産 の た め の ス テ ロ イ ド
中 間 体 及 び 前 駆 物 質 と し て そ の 大 半 を 供 給 す る 。 フ ィ ト ス テ ロ ー ル 及 び そ れ ら の エ ス テ ル
の 飽 和 ア ナ ロ グ は 、 心 臓 医 療 に 有 益 な コ レ ス テ ロ ー ル 低 下 薬 と し て 示 唆 さ れ て い る 。 植 物
ス テ ロ ー ル は 、 小 腸 内 腔 に お け る コ レ ス テ ロ ー ル の 吸 収 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 血 清 コ レ
ス テ ロ ー ル レ ベ ル を 減 ら し 、 非 常 に 低 い 濃 度 に お い て 、 Tリ ン パ 球 の 細 胞 応 答 促 進 及 び 癌
細 胞 株 に 対 す る NK細 胞 の 細 胞 毒 性 の 上 昇 を 含 む 免 疫 調 節 特 性 を 持 つ 。 更 に 、 そ れ ら の 治 療
上 の 効 果 は 、 肺 結 核 、 リ ウ マ チ 関 節 炎 、 HIV患 者 の 治 療 及 び マ ラ ソ ン 走 者 に お け る 免 疫 ス
ト レ ス の 阻 害 阻 止 処 置 の た め の 臨 床 試 験 で 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 植 物 ス テ ロ ー ル エ ス テ ル は 、 フ ィ ト ス テ ロ ー ル エ ス テ ル と も 言 わ れ 、 1999年 に マ ー ガ リ
ン 及 び ペ ー ス ト へ の 使 用 の た め に 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 (FDA)に よ っ て GRAS(一 般 に 、 安 全 で
あ る と 確 認 さ れ る )と し て 承 認 さ れ た 。 2000年 9月 に 、 FDAは 、 ま た 、 植 物 フ ィ ト ス テ ロ ー
ル エ ス テ ル を 含 ん で い る 食 料 品 の 健 康 ク レ ー ム 表 示 を 許 可 す る 暫 定 規 則 を 出 し た 。 そ の 結
果 と し て 、 食 品 を 植 物 フ ィ ト ス テ ロ ー ル エ ス テ ル で 富 化 す る こ と が 、 消 費 者 の ア ク セ プ タ
ン ス の た め に 非 常 に 望 ま れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C又 は Dの よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 少
な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 の 典 型 的 な 核 酸 の 少 な く と も 10、 15、 20
、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、
600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 1050、 1100、 1150、 1200、 1250、 1300
、 1350、 1400、 1450、 1500、 1550、 1600、 1650、 1700、 1750、 1800、 1850、 1900、 1950、
2000、 2050、 2100、 2200、 2250、 2300、 2350、 2400、 2450、 2500、 又 は そ れ 以 上 の 残 基 に
わ た り 、 少 な く と も 50%、 51%、 52%、 53%、 54%、 55%、 56%、 57%、 58%、 59%、 60%、 61%、 62
%、 63%、 64%、 65%、 66%、 67%、 68%、 69%、 70%、 71%、 72%、 73%、 74%、 75%、 76%、 77%、 78
%、 79%、 80%、 81%、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 87%、 88%、 89%、 90%、 91%、 92%、 93%、 94
%、 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 又 は 完 全 に 一 致 す る 配 列 を 含 む
単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 そ の 配 列 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番
号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17
、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、
配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配
列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列
番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番
号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号
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:79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :9
1、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :10
3、 配 列 番 号 :105で あ り 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に
よ り 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :1の 少 な く と も 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 100、 1
50、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850又 は そ れ
以 上 の 連 続 残 基 に わ た り 、 少 な く と も 81%、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 87%、 88%、 89%、 9
0%、 91%、 92%、 93%、 94%、 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 又 は そ れ 以 上 の 同 一 性 、 又 は 完 全
に 一 致 す る (100%)ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 又 は そ れ
以 上 、 又 は 完 全 な (100 %)配 列 同 一 性 を 持 つ 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 そ の よ う な
核 酸 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C又 は Dの よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 少 な く と も 一 つ
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索
に よ り 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :3の 少 な く と も 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 100、 1
50、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850又 は そ れ
以 上 の 連 続 残 基 に わ た り 、 少 な く と も 78%、 79%、 80%、 81%、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 8
7%、 88%、 89%、 90%、 91%、 92%、 93%、 94%、 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 又 は そ れ 以 上 、 又
は 完 全 な (100 %)配 列 同 一 性 を 持 つ 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 核 酸 は 、
ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C又 は Dの よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド し 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 調
べ ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :5の 少 な く と も 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 100、 1
50、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850又 は そ れ
以 上 の 連 続 残 基 に わ た り 、 少 な く と も 78%、 79%、 80%、 81%、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 8
7%、 88%、 89%、 90%、 91%、 92%、 93%、 94%、 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 又 は そ れ 以 上 、 又
は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 持 つ 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 核 酸 は 、
ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C又 は Dの よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド し 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 調
べ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :7の 少 な く と も 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 100、 1
50、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850又 は そ れ
以 上 の 連 続 残 基 に わ た り 、 少 な く と も 50%、 51%、 52%、 53%、 54%、 55%、 56%、 57%、 58%、 5
9%、 60%、 61%、 62%、 63%、 64%、 65%、 66%、 67%、 68%、 69%、 70%、 71%、 72%、 73%、 74%、 7
5%、 76%、 77%、 78%、 79%、 80%、 81%、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 87%、 88%、 89%、 90%、 9
1%、 92%、 93%、 94%、 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 又 は そ れ 以 上 、 又 は 完 全 な (100 %)配 列
同 一 性 を 持 つ 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 核 酸 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C又
は Dの よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 そ
の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 例 と し て 、 本 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 は 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 又 は 配
列 番 号 :8と し て 示 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 一 側 面 と し て 、 こ れ ら の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C又 は D活 性 を 有 す る 。
　 一 側 面 と し て 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 BLAST版 2.2.2ア ル ゴ リ ズ ム の よ う な BLASTア
ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 一 側 面 と し て 、 フ ィ ル タ ー セ テ ィ ン グ は 、 blastall -p blastp -d “
nr pataa”   -F F及 び 他 の オ プ ッ シ ョ ン は 全 て デ フ ォ ル ト に セ ッ ト さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
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　 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を
触 媒 す る こ と (即 ち 、 グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 切 断 )を 含 む 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活
性 は 、 植 物 油 中 の リ ン 脂 質 の エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と を 含 む 。 植 物 油 の リ
ン 脂 質 は 、 脂 肪 種 子 リ ン 脂 質 を 含 み 得 る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)
活 性 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ A(PLA)活 性 、 ホ ス
ホ リ パ ー ゼ D1又 は Dホ ス ホ リ パ ー ゼ D2の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ D(PLD)活 性 、 又 は パ タ チ ン
活 性 を 含 む 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ 塊 茎 に 見 ら れ る 糖 タ ン パ ク の よ
う な 糖 タ ン パ ク の 加 水 分 解 を 含 み 得 る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 パ タ チ ン の 酵 素 活 性 を 含
み 得 る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 リ ピ ド ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ (LAH)活 性 を 含 み 得 る 。 一 側
面 と し て 、 本 単 離 又 は 組 換 え の 核 酸 は 、 熱 に 安 定 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド し て い る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 37～ 約 95 ℃ ； 約 55～ 約 85℃ ； 約 70～ 約 9
5℃ 、 又 は 、 約 90～ 約 95℃ で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 別 例 と し て 、
本 単 離 又 は 組 換 え の 核 酸 は 、 熱 に 耐 性 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 37～ 約 95℃ 以 上 の 範 囲 、 又 は 約 55～ 約 85℃ 以 上 の 範
囲 内 の ど の よ う な 温 度 に 曝 さ れ た 後 で も ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 一
側 面 と し て 、 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 pH4.5で 約 90～ 約 95℃ 以 上 の 範 囲 の 温 度 に 曝 さ れ た 後 で
も ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 pH 7、 pH 6.5、 pH 6.0、 pH 5.5、 pH 5、 又 は pH 4.5を 含 む 条 件 下 で
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 つ こ と が で き る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 40～ 約 70℃ の 範 囲 の 温
度 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 つ こ と が で き る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 は 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 又 は
配 列 番 号 :７ と し て 示 さ れ る 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配
列 を 含 み 、 そ の 核 酸 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 そ の 核 酸
は 、 本 明 細 書 中 に 述 べ ら れ る よ う に 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 し 又 は 有 せ ず 、 そ の 遺 伝 子 又
は 転 写 物 の 少 な く と も 約 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、 200、 250、 30
0、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850又 は そ れ 以 上 の 残 基 長 、 又
は 完 全 長 で あ り 得 る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 本 明 細 書 に 述 べ ら れ る よ う な 、 高 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 、 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 、 あ る い は 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー 条 件 で あ り 得 る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 洗 浄 工 程 、 例 え ば 、 65℃  の 温 度 で 0.2 X
 SSCに よ る 約 15分 間 の 洗 浄 工 程 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 核 酸 を 同 定 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 そ の プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の 配 列 、 例
え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 又 は 配 列 番 号 :7と し て 示 さ れ る 配 列 の 少 な
く と も 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450
、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 又 は そ れ 以 上 の 連 続 し た 塩 基 を 含 み 、 ま た
、 そ の プ ロ ー ブ は 、 結 合 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て そ の 核 酸 を 同 定 す る 。 そ の
プ ロ ー ブ は 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5及 び /又 は 配 列 番 号 :7と し て 示 さ れ る
配 列 の 少 な く と も 約 10か ら 50、 約 20か ら 60、 約 30か ら 70を 、 約 40か ら 80、 又 は 約 60か ら 10
0の 連 続 塩 基 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば 、 あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 核 酸 を 同 定 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 そ の プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の 核
酸 、 例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 又 は 配 列 番 号 :7と し て 示 さ れ る 配 列
、 又 は そ れ ら の 部 分 配 列 の 少 な く と も 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、
200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 又 は そ れ 以
上 の 連 続 残 基 に わ た り 、 少 な く と も 50%、 51%、 52% 、 53%、 54%、 55%、 56%、 57%、 58%、 59
%、 60%、 61%、 62%、 63%、 64%、 65%、 66%、 67%、 68%、 69%、 70%、 71%、 72%、 73%、 74%、 75
%、 76%、 77%、 78%、 79%、 80%、 81%、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 87%、 88%、 89%、 90%、 91

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-523019 A 2005.8.4



%、 92%、 93%、 94%、 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 、 又 は 完 全 な (
100%)同 一 性 を 持 つ 核 酸 を 含 む 。 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な
検 索 に よ り 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 増 幅 す る た め の 増
幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 を 提 供 し 、 そ の プ ラ イ マ ー 対 は 、 本 発 明 の 配 列 、 又 は 断 片 又 は そ れ ら
の 部 分 配 列 を 含 む 核 酸 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 そ の 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 の 一 つ 又 は 各
メ ン バ ー は 、 そ の 配 列 の 少 な く と も 約 10か ら 50の 連 続 塩 基 、 あ る い は 約 12、 13、 14、 15、
16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 又 は 25の 連 続 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含
め る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 の 最 初 の (そ の 5’ )12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21
、 22、 23、 24、 又 は 25残 基 に よ っ て 示 さ れ る 配 列 を 持 つ 第 一 の メ ン バ ー 、 お よ び 、 第 一 メ
ン バ ー と 相 補 な 鎖 の 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 又 は 25残 基
に よ っ て 示 さ れ る 配 列 を 持 つ 第 二 の メ ン バ ー を 含 む 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た 増 幅 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
(PCR)に よ り 産 生 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対
を 使 用 し た 増 幅 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ り ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 産 生 す る
方 法 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 、 環 境 ラ イ
ブ ラ リ ー の よ う な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 核 酸 を 増 幅 す る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 又 は 断 片 又 は そ の 部 分 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 増 幅
プ ラ イ マ ー 配 列 対 と 鋳 型 核 酸 の 増 幅 に よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 を 増 幅 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 本 発 明 の 増 幅 プ ラ
イ マ ー 対 で よ い 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 提 供 す る 。 一 側 面 と し
て 、 発 現 カ セ ッ ト に は 、 プ ロ モ ー タ ー に 動 作 可 能 に 結 合 さ せ た 核 酸 を 含 め る こ と が で き る
。 プ ロ モ ー タ ー は 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 高 等 動 物 又 は 植 物 プ ロ モ ー タ ー で よ い 。 一 側 面 と し
て 、 植 物 プ ロ モ ー タ ー は 、 ジ ャ ガ イ モ 、 米 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 小 麦 、 タ バ コ 又 は 大 麦 の プ ロ
モ ー タ ー で よ い 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー で も よ い 。 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー に
は 、 CaMV35Sが 含 ま れ 得 る 。 他 の 例 と し て 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 誘 導 プ ロ モ ー タ ー で あ っ て
も よ い 。 一 側 面 と し て 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 組 織 特 異 的 又 は 環 境 調 節 的 又 は 発 生 制 御 的 な プ
ロ モ ー タ ー で も よ い 。 従 っ て 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 、 種 子 特 異 的 、 葉 特 異 的 、 根 特 異
的 、 茎 特 異 的 又 は 器 官 脱 離 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ い 。 一 側 面 と し て 、 発 現 カ セ
ッ ト に は 、 更 に 、 植 物 又 は 植 物 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 含 め ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト (例 え ば 、 ベ ク タ ー )又 は 本 発 明 の 核 酸 を 含 む ク ロ ー ニ
ン グ ビ ヒ ク ル を 提 供 す る 。 そ の ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル は 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ
ァ ー ジ 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ォ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 又 は 人 工 染 色 体 で よ
い 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 又 は ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー で あ る 。 ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル は 、 細 菌 人 工 染 色 体 (BAC)、 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ P1-由 来 ベ ク タ ー (PAC)、 酵 母 人 工 染 色 体 (YAC)、 又 は 高 等 動 物 人 工 染 色 体 (MAC)
を 含 み 得 る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 又 は 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト (例 え ば 、 ベ ク タ ー )、 又 は 本 発 明 の
ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル を 含 む 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 そ の 形 質 転 換 細 胞
は 、 細 菌 細 胞 、 高 等 動 物 細 胞 、 カ ビ 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 又 は 植 物 細 胞 で あ る 。 一 側
面 と し て 、 植 物 細 胞 は 、 ジ ャ ガ イ モ 、 小 麦 、 米 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 タ バ コ 又 は 大 麦 で あ る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 又 は 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト (例 え ば 、 ベ ク タ ー )を 含 む 非 ヒ ト ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 又 は 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト (例 え ば 、 ベ ク タ ー )、 又 は 本 発 明 の
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ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 提 供 す る 。 そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 植 物 は 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ト マ ト 、 小 麦 、 油 種 、 菜 種 、 大 豆 、 米 、 大 麦 又 は
タ バ コ で あ る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 又 は 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー ）
を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 種 子 を 提 供 す る 。 そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 種 子 は 、 ト ウ モ ロ コ
シ 、 小 麦 穀 粒 、 油 種 、 菜 種 、 大 豆 、 ヤ シ 穀 、 ヒ マ ワ リ 、 ゴ マ 、 ピ ー ナ ッ ツ 又 は タ バ コ 等 の
種 子 で あ る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 、 あ る い は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、
本 発 明 の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 、 あ る い は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 中 に 投 与 又 は 発 現 さ せ る こ と に
よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 、 あ る い は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、
本 発 明 の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 で あ る か 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 中 に 投 与 又 は 発 現 さ せ る こ と に
よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 約 10か ら 50、 約 20か ら 60、 約 30か ら 70、 約 40か ら 80、 約 60か ら 100
又 は 約 80か ら 120塩 基 長 で あ る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 、 あ る い は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 中 に 投 与 又 は 発 現
さ せ る こ と に よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明
は 、 本 発 明 の 配 列 の 部 分 配 列 を 含 む 二 本 鎖 阻 害 的 RNA(RNAi)分 子 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し
て 、 そ の RNAiは 、 約 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25又 は そ れ 以 上 の 長 さ の
二 本 鎖 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 発 明 は 、 二 本 鎖 阻 害 的 RNA(RNAi)を 投 与 又 は 発 現 さ せ る こ
と に よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ の RNAは 、 本 発
明 の 配 列 の 部 分 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 典 型 的 な ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド の 少 な く と も 25、 50、 75、 100
、 125、 150、 175、 200、 225、 250、 275、 300、 325、 350又 は そ れ 以 上 の 残 基 に わ た り 、 少
な く と も 50 %、 51 %、 52 %、 53 %、 54 %、 55 %、 56 %、 57 %、 58 %、 59 %、 60 %、 61 %、
62 %、 63 %、 64 %、 65 %、 66 %、 67 %、 68 %、 69 %、 70 %、 71 %、 72 %、 73 %、 74 %、 75
 %、 76 %、 77 %、 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、 82 %、 83 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %
、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ 以 上
の 配 列 同 一 性 、 又 は 完 全 な (100%)配 列 同 一 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換 え ポ
リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ
り 調 べ ら れ る 。 そ の 典 型 的 な ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4
、 配 列 番 号 :6又 は 配 列 番 号 :8を 含 ん で い る 。 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :2と 少 な く と も 81 %、 82
 %、 83 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %
、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 、 又 は 完 全 に 一 致 す る (100 %)配
列 同 一 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :4と 少 な く と も 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、 82 %、 83
 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %
、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 、 又 は 完 全 な (100%)配 列 同 一 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 配
列 番 号 :6と 少 な く と も 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、 82 %、 83 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、
88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ
以 上 の 配 列 同 一 性 、 又 は 完 全 に 一 致 す る (100 %)配 列 同 一 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単
離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。

10

20

30

40

50

(28) JP 2005-523019 A 2005.8.4



【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :8と 少 な く と も 50 %、 51 %、 52 %、 53 %、 54 %、 55
 %、 56 %、 57 %、 58 %、 59 %、 60 %、 61 %、 62 %、 63 %、 64 %、 65 %、 66 %、 67 %、 68 %
、 69 %、 70 %、 71 %、 72 %、 73 %、 74 %、 75 %、 76 %、 77 %、 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、
82 %、 83 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95
 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 、 又 は 完 全 な (100%)配 列 同 一 性
を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の
核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 別 例 と し て 、 そ の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 又 は 配 列 番 号 :8と し て 示 さ れ る 配 列
を 持 つ こ と が で き る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー
ゼ A、 C又 は D活 性 を 有 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 欠 い た 本 発 明 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供
す る 。 一 側 面 と し て 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 欠 い た ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 :2の 残 基
30～ 283と 少 な く と も 81 %、 82 %、 83 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 9
1 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 持
ち 、 配 列 番 号 :4の 残 基 25～ 283と 少 な く と も 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、 82 %、 83 %、 84 %
、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %、 97 %、
98 %、 99 %又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 :6の 残 基 26～ 280と
少 な く と も 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、 82 %、 83 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %
、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %又 は そ れ 以 上 の 配 列 同
一 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 配 列 番 号 :8の 残 基 40～ 330と 少 な く と も 50 %、 51 %、 52 %
、 53 %、 54 %、 55 %、 56 %、 57 %、 58 %、 59 %、 60 %、 61 %、 62 %、 63 %、 64 %、 65 %、
66 %、 67 %、 68 %、 69 %、 70 %、 71 %、 72 %、 73 %、 74 %、 75 %、 76 %、 77 %、 78 %、 79
 %、 80 %、 81 %、 82 %、 83 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %
、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 持 つ ア ミ ノ
酸 配 列 を 持 つ 。 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 調 べ ら
れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 他 の 例 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 配 列 、 そ れ ら と 実 質 的 に 同 一 の 配 列
、 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 の 少 な く と も 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、
65、 70、 75、 80、 85、 90、 95又 は 100残 基 又 は そ れ 以 上 の 連 続 塩 基 配 列 を 含 ん だ 単 離 又 は
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド (シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 存 否 に 関 わ
ら ず )は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 グ リ セ
ロ ー ル リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と (即 ち 、 グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 エ ス テ
ル 結 合 の 切 断 )を 含 む 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 植 物 油 中 の リ ン 脂 質 の エ ス テ ル 結 合 の 加
水 分 解 を 触 媒 す る こ と を 含 む 。 植 物 油 の リ ン 脂 質 に は 、 脂 肪 種 子 リ ン 脂 質 を 含 み 得 る 。 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)活 性 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ
A2の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ A(PLA)活 性 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D1又 は Dホ ス ホ リ パ ー ゼ D2の よ う
な ホ ス ホ リ パ ー ゼ D(PLD)活 性 、 又 は パ タ チ ン 活 性 を 含 む 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 例 え ば
、 ジ ャ ガ イ モ 塊 茎 に 見 ら れ る 糖 タ ン パ ク の よ う な 糖 タ ン パ ク の 加 水 分 解 を 含 み 得 る 。 ホ ス
ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 パ タ チ ン の 酵 素 活 性 を 含 み 得 る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 脂 質 ア シ ル
ヒ ド ロ ラ ー ゼ (LAH)活 性 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 熱 に 安 定 で あ る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 37
～ 約 95℃ ； 約 55～ 約 85℃ ； 約 70～ 約 95℃ 、 又 は 、 約 90～ 約 95℃ の 間 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
を 保 持 す る こ と が で き る 。 別 例 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 熱 に 耐 性 で あ る 。 そ の ポ
リ ペ プ チ ド は 、 約 37～ 約 95℃ 以 上 の 範 囲 、 又 は 約 55～ 約 85℃ 以 上 の 範 囲 内 の ど の よ う な 温
度 に 曝 さ れ た 後 で も ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 pH4.5で 約 90～ 約 95℃ 以 上 の 範 囲 の 温 度 に 曝 さ れ た 後 で も ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
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を 保 持 す る こ と が で き る 。
　 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 pH 6.5、 pH 6.0、 pH 5.5、 pH 5、 pH 4.5又 は pH 4を 含 む 条 件 下 で ホ
ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 つ こ と が で き る 。 別 の 側 面 に お い て 、 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 pH 7、 pH
 7.5、 pH 8.0、 pH 8.5、 pH 9、 pH 9.5、 pH 10、 pH 10.5又 は pH 11を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 活 性 を 保 つ こ と が で き る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 欠 い た 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 本 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は
、 異 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 の よ う な 異 種 シ グ ナ ル
ペ プ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :2の 残 基 1～ 29に 少 な く と も 95 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は
そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 :4の 残 基 1～ 24に 少 な く と も 95 %、 9
6 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 :6の
残 基 1～ 25に 少 な く と も 95 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 持
つ ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 :8の 残 基 1～ 39に 少 な く と も 95 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、
又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び 配 列 表 リ ス ト に 示 さ れ る よ う な 他 の
シ グ ナ ル 配 列 と 前 述 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 単 離 又 は 組 換 え ペ プ チ ド を 提 供
す る 。 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 調 べ ら れ る 。 こ
れ ら の ペ プ チ ド は 、 そ の 内 在 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 別 種 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 又 は 異 種 タ ン パ
ク 質 (非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 又 は 他 の タ ン パ ク 質 )に 対 す る シ グ ナ ル 配 列 と し て 作 用 す る こ
と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 第 一 の ド メ イ ン 及 び
少 な く と も 第 二 の ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 そ の タ ン パ ク 質 は 、 融 合
タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 そ の 酵 素 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ り 得 る 。 本 発 明 は 、 少 な く と も
、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 (SP)又 は 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 触 媒 ド メ イ ン (CD)、 又 は 活 性
部 位 を 含 む 第 一 の ド メ イ ン と 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド を 含 む 第 二 の ド メ イ ン を 含 む
キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド は 、 天 然 に お い て は そ
の シ グ ナ ル 配 列 (SP)又 は 触 媒 ド メ イ ン (CD)と 結 合 し て い な い 。 そ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は
ペ プ チ ド は 、 そ の シ グ ナ ル 配 列 (SP)又 は 触 媒 ド メ イ ン (CD)の ア ミ ノ 末 端 、 カ ル ボ キ シ 末 端
、 又 は 両 部 分 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 し 、 そ の キ メ ラ
ペ プ チ ド は 、 シ グ ナ ル 配 列 (SP)又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 ド メ イ ン (CD)、 又 は 活 性
部 位 を 含 む 第 一 の ド メ イ ン と 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド を 含 む 第 二 の ド メ イ ン を 含 む
キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド は 、 天 然 に お い て は そ
の シ グ ナ ル 配 列 (SP)又 は 触 媒 ド メ イ ン (CD)と 結 合 し て い な い 。
　 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 お よ そ 37℃ に お い て 約 100～ 1000ユ ニ ッ ト /ミ リ
グ ラ ム タ ン パ ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 有 す る 。 別 例 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 約 500
～ 750ユ ニ ッ ト /ミ リ グ ラ ム タ ン パ ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 有 す る 。 更 な る 別 例 と し て 、 ホ ス
ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 お よ そ 37 ℃ に お い て 約 500～ 1200ユ ニ ッ ト /ミ リ グ ラ ム タ ン パ ク 質 の
範 囲 の 比 活 性 を 有 す る 。 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 37 ℃ に お い て 約 500～ 12
00ユ ニ ッ ト /ミ リ グ ラ ム タ ン パ ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 有 す る 。 別 例 と し て 、 そ の 熱 耐 性 は
、 高 温 に 熱 し た 後 、 37 ℃ で の 比 活 性 が 少 な く と も 半 分 保 持 さ れ る こ と を 含 む 。 別 例 と し
て 、 熱 耐 性 は 、 高 温 に 熱 し た 後 、 37 ℃ に お い て 約 500～ 1200ユ ニ ッ ト /ミ リ グ ラ ム タ ン パ
ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 有 す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な
く と も 一 つ の グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 む 。 一 側 面 と し て 、 グ リ コ シ ル 化 は 、 O-結 合 型 で あ り
得 る 。 一 側 面 と し て 、 そ れ ら は 、 P.pastoris(P.パ ス ト リ ス )又 は S.pombe（ S.ポ ン ベ ） に
お い て 発 現 さ せ た 後 に グ リ コ シ ル 化 を 受 け 得 る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ ク 質 調 製 物 を 提 供 し 、 そ の タ ン パ ク 質 調 製
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物 は 、 溶 液 、 固 体 又 は ゲ ル を 含 む 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 第 二 の タ ン パ ク 質 又 は ド メ イ ン を 含 む ヘ テ ロ ダ イ
マ ー を 提 供 す る 。 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 二 番 目 の メ ン バ ー は 、 異 な る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 異 な る
酵 素 又 は 他 の タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 一 側 面 と し て 、 第 二 の ド メ イ ン は 、 ポ リ ペ プ チ ド で
あ り 、 ま た ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 、 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 一 側 面 と し て 、 第 二 の ド
メ イ ン は 、 エ ピ ト ー プ 又 は タ グ で も よ い 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 第 二 の ド メ イ ン を 含 む 。 一 側 面 と し て 、 そ の ポ
リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 、 金 属 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 微 小 電 極 、 黒 鉛 粒 子
、 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 プ レ ー ト 、 ア レ イ 又 は キ ャ ピ ラ リ ー 管 に 固 定 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ア レ イ を 提 供 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 は 、 本
発 明 の 固 定 化 核 酸 を 含 む ア レ イ を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 固 定 化 抗 体 を 含 む ア レ イ
を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 又 は 組 換 え 抗 体 を 提 供 す る 。 そ の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ
リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ で も よ い 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 又 は 同 定 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a) 本 発 明 の 抗 体 を 提 供 す る 工 程 ； (b) ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む サ ン プ ル を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 (c) 前 記 抗 体 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に
結 合 す る 条 件 下 で 工 程 (b)の サ ン プ ル と 工 程 (a)の 抗 体 と を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り ホ ス ホ リ
パ ー ゼ を 単 離 又 は 同 定 す る 工 程 。 本 発 明 は 、 非 ヒ ト 動 物 に 、 本 発 明 の 核 酸 又 は 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド を 液 性 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る た め に 十 分 な 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 抗 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 抗 体 の 作 製 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を
含 む ： (a) プ ロ モ ー タ ー に 動 作 可 能 に 結 合 さ せ た 本 発 明 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； (b) 工 程
(a)の 核 酸 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 許 す 条 件 に お い て 発 現 さ せ 、 そ れ に よ り 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド を 産 生 す る 工 程 。 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 :1の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な
く と も 85 %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 配 列 番 号 :3の 少 な く と も 約 100 残 基 に わ た り 、 少 な
く と も 80 %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 配 列 番 号 :5の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な
く と も 80 %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 又 は 配 列 番 号 :7の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、
少 な く と も 70 %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 を 含 む 。 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ
ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 調 べ ら れ る 。 前 記 核 酸 は 、 以 下 の 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ： 配 列 番 号 :1及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :3及 び そ れ ら の 部
分 配 列 、 配 列 番 号 :5及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :7及 び そ れ ら の 部 分 配 列 。 本 方 法 は
、 更 に 、 工 程 (a)の 核 酸 で 宿 主 を 形 質 転 換 し 、 工 程 (a)の 核 酸 を 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 そ
れ に よ り 、 形 質 転 換 細 胞 に お い て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る 。 本 方 法 は 、 更 に 、 工
程 (a)の 核 酸 を 非 ヒ ト 動 物 に 導 入 し 、 工 程 (a)の 核 酸 を 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 そ れ に よ り
、 非 ヒ ト 動 物 に お い て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の
方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a) 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の 種 々 の 断 片 を 提 供 す る 工 程 ； (b) ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 基 質
を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 (c) 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の 断 片 と 工 程 (b)の 基 質
を 接 触 さ せ 、 基 質 量 の 増 加 又 は 反 応 産 物 量 の 減 少 を 測 定 し 、 基 質 量 の 減 少 又 は 反 応 産 物 量
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の 増 加 に よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 工 程 。 別 例 と し て 、
前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 :1の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 85 %の 配 列 同 一 性
を 持 つ 配 列 、 配 列 番 号 :3の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80 %の 配 列 同 一 性
を 持 つ 配 列 、 配 列 番 号 :5の 少 な く と も 約 100 残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80 %の 配 列 同 一 性
を 持 つ 配 列 、 又 は 配 列 番 号 :7の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 70 %の 配 列 同
一 性 を 持 つ 配 列 を 含 む 。 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ
り 調 べ ら れ る 。 別 例 と し て 、 そ の 核 酸 は 、 以 下 の 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る ： 配 列 番 号 :1及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :3及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配
列 番 号 :5及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :7及 び そ れ ら の 部 分 配 列 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を
含 む ： (a) 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提
供 す る 工 程 ； (b) 試 験 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 (c) 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (
b)の 試 験 基 質 を 接 触 さ せ 、 基 質 量 の 減 少 又 は 反 応 産 物 量 の 増 加 を 測 定 し 、 基 質 量 の 減 少 又
は 反 応 産 物 量 の 増 加 に よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 と し て 前 期 試 験 基 質 を 同 定 す る 工 程 。 別
例 と し て 、 そ の 核 酸 は 、 配 列 番 号 :1の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 85 %の
配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 配 列 番 号 :3の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80 %の
配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 配 列 番 号 :5の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80 %の
配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 又 は 配 列 番 号 :7の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 70 
%の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 を 含 む 。 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的
な 検 索 に よ り 調 べ ら れ る 。 別 例 と し て 、 そ の 核 酸 は 、 以 下 の 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ： 配 列 番 号 :1及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :3及 び そ れ ら の 部
分 配 列 、 配 列 番 号 :5及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :7及 び そ れ ら の 部 分 配 列 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 あ る 化 合 物 が 特 異 的 に ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る 方 法 を
提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a) 核 酸 又 は そ の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 、 前
記 核 酸 が ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 任 意 の 条 件 に お い て 発 現 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 前 記 核
酸 及 び ベ ク タ ー が 本 発 明 の 核 酸 又 は ベ ク タ ー を 含 む 、 前 記 工 程 ； あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； (b) ポ リ ペ プ チ ド と 試 験 基 質 を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、  (c)
 試 験 化 合 物 が 特 異 的 に ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 結 合 す る か を 測 定 す る 工 程 。 別 例 と し て 、 そ の
核 酸 は 、 配 列 番 号 :1の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 85 %の 配 列 同 一 性 を 持
つ 配 列 、 配 列 番 号 :3の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80 %の 配 列 同 一 性 を 持
つ 配 列 、 配 列 番 号 :5の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80 %の 配 列 同 一 性 を 持
つ 配 列 、 又 は 配 列 番 号 :7の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 70 %の 配 列 同 一 性
を 持 つ 配 列 を 含 む 。 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 調
べ ら れ る 。 別 例 と し て 、 そ の 核 酸 は 、 以 下 の 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ： 配 列 番 号 :1及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :3及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番
号 :5及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :7及 び そ れ ら の 部 分 配 列 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 調 節 因 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の
工 程 を 含 む ： (a) 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド を 提 供 す る 工 程 ； (b) 試 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ； (c) 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (
b)の 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 測 定 し 、 前 期 試 験 化 合
物 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で 測 定 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 相 違 に よ り 、 前 期 試 験 化 合 物 が ホ
ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る か ど う か を 決 定 す る 工 程 。 別 例 と し て 、 そ の 核 酸 は 、 配 列 番
号 :1の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 85 %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 配 列 番
号 :3の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80 %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 配 列 番
号 :5の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80 %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 、 又 は 配
列 番 号 :7の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 70 %の 配 列 同 一 性 を 持 つ 配 列 を 含
む 。 そ の 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 調 べ ら れ る 。 別 例
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と し て 、 そ の 核 酸 は 、 以 下 の 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ： 配 列
番 号 :1及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :3及 び そ れ ら の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :5及 び そ れ ら
の 部 分 配 列 、 配 列 番 号 :7及 び そ れ ら の 部 分 配 列 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 基 質 を 提 供 し 、 基 質 量 の 増 加
又 は 反 応 産 物 量 の 減 少 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 試 験 化 合 物 存 在 下 及 び 非 存 在
下 の 場 合 と 比 較 し た 基 質 量 の 減 少 又 は 反 応 産 物 量 の 増 加 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 活 性 化
因 子 と し て そ の 試 験 化 合 物 を 同 定 す る 。 試 験 化 合 物 存 在 下 及 び 非 存 在 下 の 場 合 と 比 較 し た
基 質 量 の 増 加 又 は 反 応 産 物 量 の 減 少 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 阻 害 因 子 と し て そ の 試 験 化
合 物 を 同 定 す る 。
　 本 発 明 は 、 処 理 装 置 及 び デ ー タ 記 憶 装 置 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を 提 供 し 、 前 述
の デ ー タ 記 憶 装 置 は 、 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 本 発 明 の 核 酸 配 列 を そ の 中 に 保 存 し て
い る 。
　 一 つ の 側 面 に お い て 、 本 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 更 に 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び
少 な く と も 一 つ の 参 照 配 列 を 記 録 し た デ ー タ 記 憶 装 置 を 含 む こ と が 出 来 る 。 こ の 配 列 比 較
ア ル ゴ リ ズ ム は 、 多 型 性 を 示 す コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 含 め る こ と が で き る 。 そ の 配
列 比 較 の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 更 に 、 前 述 の 配 列 に 関 す る 一 つ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る ア イ デ ン
テ ィ フ ァ イ ア ー を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 中 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含 む 配 列 を 保 存
し て あ る コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 配 列 の 特 性 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a
) 配 列 に 関 す る 一 種 以 上 の 特 性 を 同 定 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る こ と に よ
り 、 配 列 を 読 む 工 程 で あ っ て 、 前 記 配 列 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 本 発 明 の 核 酸 配
列 を 含 む 配 列 で あ る 、 前 記 工 程 ； お よ び 、 (b) 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る
こ と に よ り 、 前 記 配 列 に 関 す る 一 種 以 上 の 特 性 を 同 定 す る 工 程 。
　 本 発 明 は 、 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 を 比 較 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の 工
程 を 含 む ： (a) 配 列 を 比 較 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る こ と に よ り 、 第 一 の
配 列 と 第 二 の 配 列 を 読 む 工 程 で あ っ て 、 前 記 第 一 の 配 列 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又
は 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含 む 前 記 工 程 ； お よ び 、 (b) 前 記 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用
す る こ と に よ り 、 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 間 の 相 違 を 決 定 す る 工 程 。 一 側 面 と し て 、 第 一
の 配 列 と 第 二 の 配 列 間 の 相 違 を 決 定 す る 工 程 は 、 更 に 、 多 型 性 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 。 一
側 面 と し て 、 そ の 方 法 は 、 更 に 、 配 列 に 関 す る 一 種 以 上 の 特 性 を 同 定 す る ア イ デ ン テ ィ フ
ァ イ ア ー (及 び そ の ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ア ー の 使 用 )を 含 め る こ と が で き る 。 一 側 面 と し て
、 本 方 法 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る こ と に よ り 第 一 の 配 列 を 読 む こ と 及 び
そ の 配 列 に 関 す る 一 種 以 上 の 特 性 を 同 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 環 境 サ ン プ ル か ら ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 を 単 離 又 は 回 収 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a) ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 増 幅 す る た め の 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対
を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 プ ラ イ マ ー 対 は 、 本 発 明 の 核 酸 (例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 又
は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 :3、 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 :5、 又 は そ の 部 分 配 列 ； 又 は
配 列 番 号 :7、 又 は そ の 部 分 配 列 )を 増 幅 す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー 対 で あ る 、 前 記 工 程
； (b) 環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る か 、 あ る い は サ ン プ ル 中 の 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の た め に そ の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 に 接 近 で き る よ う に 環 境 サ ン プ ル を 処 理 す る 工 程
； お よ び 、 (c) 工 程 (b)の 核 酸 と 工 程 (a)の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 混 合 し 、 環 境 サ ン プ ル 中 の
核 酸 を 増 幅 す る 工 程 。 そ れ に よ り 、 環 境 サ ン プ ル か ら ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 持 つ ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 又 は 回 収 す る 。 一 側 面 と し て 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 の 各 メ ン
バ ー は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 少 な く と も 約 10～ 50連 続 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 環 境 サ ン プ ル か ら ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 を 単 離 又 は 回 収 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a) 本 発 明 の 核 酸
、 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 す る 工 程 ； (b) 環 境 サ ン プ ル
か ら 核 酸 を 単 離 す る か 、 あ る い は サ ン プ ル 中 の 核 酸 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に
、 工 程 (a)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に 接 近 で き る よ う に 環 境 サ ン プ ル を 処 理 す る 工 程
； お よ び 、 (c) 単 離 核 酸 又 は 処 理 を 施 し た 工 程 (b)の 環 境 サ ン プ ル と 工 程 (a)の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ を 混 合 す る 工 程 ； (d) 工 程 (a)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 特 異 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 単 離 す る 工 程 。 そ れ に よ り 、 環 境 サ ン プ ル か ら ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活
性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 又 は 回 収 す る 。 別 例 と し て 、 環 境 サ ン プ
ル は 、 水 サ ン プ ル 、 液 体 サ ン プ ル 、 土 壌 サ ン プ ル 、 空 気 サ ン プ ル 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を
含 む 。 別 例 と し て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 細 菌 細 胞 、 原 生 生 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞
、 植 物 細 胞 、 カ ビ 細 胞 又 は 高 等 動 物 細 胞 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を コ ー ド す る 核 酸 変 種 を 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の
方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a) 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 鋳 型 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； (b) 鋳 型 核
酸 に お い て 、 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 改 変 、 削 除 又 は 挿 入 す る か 、 あ る い は そ れ ら の 組
み 合 わ せ に よ り 、 鋳 型 核 酸 の 変 種 を 生 成 す る 工 程 。
　 一 側 面 と し て 、 本 法 は 、 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 産 生 す る た め に 、 変 種 核 酸 を 発 現 さ せ る
こ と を 含 む 。 別 例 と し て 、 改 変 、 挿 入 又 は 削 除 は 、 変 異 性 PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 導 入 、 ア ッ セ ン ブ リ PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 導 入 、 イ ン ビ ト ロ
変 異 導 入 、 カ セ ッ ト 変 異 導 入 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル ア ン サ
ン ブ ル 変 異 導 入 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法 （
GSSM） 、 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ （ SLR） 及 び /又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 の 方 法 に よ っ て
導 入 さ れ る 。 別 例 と し て 、 改 変 、 挿 入 又 は 削 除 は 、 組 換 え 、 再 帰 的 な 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ
チ オ エ ー ト DNA変 異 法 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 変 異 導 入 、 ギ ャ ッ プ 二 重 鎖 変 異 法 、 ポ イ ン ト ミ
ス マ ッ チ 修 復 変 異 導 入 、 修 復 欠 損 宿 主 株 変 異 導 入 、 化 学 変 異 法 、 放 射 線 変 異 法 、 欠 失 変 異
法 、 制 限 -選 択 変 異 導 入 、 制 限 -精 製 変 異 導 入 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 法
、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー の 生 成 及 び /又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の 中 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に
よ っ て 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 方 法 は 、 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 比 べ て 、 改
変 さ れ た 又 は 異 な る 活 性 、 あ る い は 改 変 さ れ た 又 は 異 な る 安 定 性 を 持 つ ホ ス ホ リ パ ー ゼ が
産 生 さ れ る ま で 繰 り 返 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 改 変 さ れ た 又 は 異 な る 活 性 は 、 酸 性 条 件 に
お け る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 で あ る 。 一 側 面 と し て 、 改 変 さ れ た 又 は 異 な る 活 性 は 、 高 温 条
件 に お け る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 で あ り 、 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ は
、 そ の 高 温 条 件 で は 活 性 で な い 。 一 側 面 と し て 、 本 方 法 は 、 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 比 べ て 、 異 な る コ ド ン 使 用 頻 度 を 持 つ 配 列 が コ ー ド す る ホ ス ホ リ パ ー
ゼ が 産 生 さ れ る ま で 繰 り 返 さ れ る 。
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン を 、 宿 主 に お け る そ の 発 現 を 高 め
る た め の 改 変 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 以 下 を 含 む ： (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 本 発
明 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 (b) 工 程 (a)の 核 酸 の 好 ま れ な い （ 非 優 先 ） コ ド ン 又
は あ ま り 好 ま れ な い （ 低 優 先 ） コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ を 置 換 コ ド ン と し て 同 じ ア ミ ノ 酸 を
コ ー ド す る 好 ま れ る 又 は 天 然 で 使 わ れ て い る コ ド ン と 置 換 す る 。 好 ま れ る （ 優 先 ） コ ド ン
は 、 宿 主 に お い て 、 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 過 剰 提 示 さ れ て い る コ ド ン で あ り 、 ま た
、 好 ま れ な い （ 非 優 先 ） コ ド ン 又 は あ ま り 好 ま れ な い （ 低 優 先 ） コ ド ン は 、 宿 主 に お い て
、 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 提 示 頻 度 の 低 い コ ド ン で あ り 、 そ れ に よ り 、 宿 主 に お け る
そ の 発 現 を 高 め る た め の 核 酸 を 改 変 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 に お け る コ ド ン を 改 変 す る 方 法 を 提 供 す る
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。 そ の 方 法 は 以 下 を 含 む ： (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程
； お よ び 、 (b) 工 程 (a)の 核 酸 の コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ を 、 置 換 コ ド ン と し て 同 じ ア ミ ノ
酸 を コ ー ド す る 異 な る コ ド ン と 置 換 す る 工 程 。 そ れ に よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る
核 酸 の コ ド ン を 改 変 す る 。
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン を 、 宿 主 に お け る そ の 発 現 を 高 め
る た め に 改 変 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 、 以 下 を 含 む ： (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド
す る 本 発 明 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 (b) 工 程 (a)の 核 酸 の 好 ま れ な い （ 非 優 先 ）
コ ド ン 又 は あ ま り 好 ま れ な い （ 低 優 先 ） コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ を 置 換 コ ド ン と し て 同 じ ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 好 ま れ る 又 は 天 然 で 使 わ れ て い る コ ド ン と 置 換 す る 工 程 。 好 ま れ る コ
ド ン は 、 宿 主 に お い て 、 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 過 剰 発 現 し て い る コ ド ン で あ り 、 ま
た 、 好 ま れ な い （ 非 優 先 ） コ ド ン 又 は あ ま り 好 ま れ な い （ 低 優 先 ） コ ド ン は 、 宿 主 に お い
て 、 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 過 小 発 現 さ れ て い る コ ド ン で あ り 、 そ れ に よ り 、 宿 主 に
お け る そ の 発 現 を 高 め る た め の 核 酸 を 改 変 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン を 、 宿 主 に お け る そ の 発 現 を 低 下
さ せ る た め に 改 変 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 以 下 を 含 む ： (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー
ド す る 本 発 明 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 (b) 工 程 (a)の 核 酸 に お い て 、 少 な く と も
一 つ の 好 ま れ る コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ を 置 換 コ ド ン と し て 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 好 ま
れ な い （ 非 優 先 ） 又 は あ ま り 好 ま れ な い （ 低 優 先 ） コ ド ン と 置 換 す る 工 程 。 好 ま れ る （ 優
先 ） コ ド ン は 、 宿 主 に お い て 、 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 過 剰 提 示 さ れ て い る コ ド ン で
あ り 、 ま た 、 好 ま れ な い （ 非 優 先 ） コ ド ン 又 は あ ま り 好 ま れ な い （ 低 優 先 ） コ ド ン は 、 宿
主 に お い て 、 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 提 示 頻 度 の 低 い コ ド ン で あ り 、 そ れ に よ り 、 宿
主 に お け る そ の 発 現 を 低 下 さ せ る た め の 核 酸 を 改 変 す る 。 別 例 と し て 、 宿 主 細 胞 は 、 細 菌
細 胞 、 カ ビ 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 又 は 高 等 動 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 複 数 の 改 変 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 核 酸 ラ
イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 は 、 最 初 の
活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 最 初 の 核 酸 に 由 来 す る 。 そ の 方 法 は 、
以 下 を 含 む ： (a) 第 １ の 活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 第 １ の 核 酸 を 提 供 す る 工
程 で あ っ て 、 前 記 第 １ の 核 酸 配 列 が 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 、 前 記 工 程 ； (b)前 記 第 １ の 核 酸
中 の 複 数 の 標 的 コ ド ン に お い て 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 一 群 の 変 異 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；  お よ び 、 (c) 前 記 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 を 使 用
し て 、 変 異 さ れ た 各 ア ミ ノ 酸 コ ド ン に お い て 一 群 の ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド し て い る 活 性 部
位 又 は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 一 群 の 変 種 核 酸 を 作 製 す る 工 程 。 そ れ に よ り 、 複 数 の 改
変 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る
。 別 例 と し て 、 本 方 法 は 、 至 適 化 指 向 進 化 シ ス テ ム 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 法 (GSSM)、 及 び
合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ (SLR)を 含 む 方 法 に よ り 、 工 程 (a)の 最 初 の 核 酸 を 変 異 さ せ る こ と
含 む 。 そ の 方 法 は 、 更 に 、 変 異 性 PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異
導 入 、 ア ッ セ ン ブ リ PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 導 入 、 イ ン ビ ト ロ 変 異 導 入 、 カ セ ッ ト 変 異
導 入 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 部 位 特
異 的 変 異 導 入 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法 (GSSM)、 合 成 連 結 再 ア ッ セ
ン ブ リ (SLR)及 び /又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 を 含 む 。 そ の 方 法 は 、 更 に 、 工 程 (a)の 最 初
の 核 酸 又 は 変 種 を 、 組 換 え 、 再 帰 的 な 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト DNA変 異 法 、 ウ ラ シ
ル 含 有 鋳 型 変 異 導 入 、 ギ ャ ッ プ 二 重 鎖 変 異 法 、 ポ イ ン ト ミ ス マ ッ チ 修 復 変 異 導 入 、 修 復 欠
損 宿 主 株 変 異 導 入 、 化 学 変 異 法 、 放 射 線 変 異 法 、 欠 失 変 異 法 、 制 限 -選 択 変 異 導 入 、 制 限 -
精 製 変 異 導 入 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー の 生 成 及 び
/又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 に よ っ て 変 異 さ せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 小 分 子 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 以 下 を 含 む ： (a) 小 分 子 を 合
成 又 は 改 変 す る 複 数 の 生 合 成 酵 素 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 酵 素 の 一 つ は 、 本 発 明 の
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核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 酵 素 で あ る 、 前 記 工 程 ； (b) 工 程 (a)の 酵
素 の 少 な く と も 一 つ に 対 す る 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 (c) 一 連 の 生 体 触 媒 反 応 に よ
り 小 分 子 を 作 製 す る た め に 、 工 程 (b)の 基 質 と そ の 酵 素 を 複 数 の 生 体 触 媒 反 応 を 容 易 に す
る 条 件 で 反 応 さ せ る 工 程 。
　 本 発 明 は 、 小 分 子 を 改 変 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 以 下 を 含 む ： (a) 本 発 明 の 核
酸 に よ り コ ー ド さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 工 程 ； (b) 小 分 子 を 提 供 す る 工 程 ； お よ
び 、 (c) 工 程 (b)の 小 分 子 と 工 程 (a)の 酵 素 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 に よ る 酵 素 触 媒 反 応 を 容
易 に す る 条 件 に お い て 反 応 さ せ る 工 程 。 そ れ に よ り 、 そ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 に よ り 触 媒
さ れ る 少 な く と も 一 つ の 酵 素 反 応 に よ り 産 生 さ れ た 改 変 小 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る
。 一 側 面 と し て 、 本 法 は 、 更 に 、 複 数 の 酵 素 反 応 に よ り 産 生 さ れ る 改 変 小 分 子 の ラ イ ブ ラ
リ ー を 作 製 す る た め に 、 そ の 酵 素 に よ る 複 数 の 酵 素 触 媒 反 応 を 容 易 に す る 条 件 に お い て 複
数 の 付 加 的 な 酵 素 を 含 め る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 方 法 は 、 更 に 、 所 望 の 活 性 を 有 す る 特 定 の 改 変 小 分 子 が そ の ラ リ ブ ラ
リ ー 中 に 存 在 す る か を テ ス ト す る 工 程 を 含 む 。 ラ イ ブ ラ リ ー を テ ス ト す る 工 程 は 、 更 に 、
望 ま し い 活 性 を 有 す る 特 定 の 改 変 小 分 子 の 存 否 を 一 部 の 特 定 の 改 変 小 分 子 を 調 べ る こ と に
よ り 、 複 数 の 改 変 小 分 子 の 一 部 を 作 り 出 す た め に 使 用 さ れ た 生 体 触 媒 反 応 の 一 つ 以 外 の 全
部 を 系 統 的 に 取 り 除 く 工 程 を 含 み 、 所 望 の 活 性 を 有 す る 特 定 改 変 小 分 子 を 産 生 す る 少 な く
と も 一 つ の 特 別 な 生 体 触 媒 反 応 を 同 定 す る 。
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 の 機 能 断 片 を 調 べ る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 以 下 の
工 程 を 含 む : (a) 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 ；  お
よ び 、 (b) 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 残 基 を 工 程 (a)の 配 列 か ら 削 除 し 、 残 り の 部 分 配 列 に つ い て
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 活 性 を テ ス ト す る 工 程 。 そ れ に よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 の 機 能 断 片
を 決 定 す る 。 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 基 質 を 提 供 し 、 基
質 量 の 増 加 又 は 反 応 産 物 の 量 の 減 少 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、
試 験 化 合 物 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 に お け る 酵 素 基 質 の 量 の 減 少 又 は 反 応 産 物 量 の 増 加 を 比
べ る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 活 性 化 因 子 と し て 同 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む グ リ セ ロ リ ン 酸 の エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る た め の 方 法 を 提 供
す る : (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る か 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 前 記 工 程 ；  (b) グ リ セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 を 含 む 化 合 物 を 提
供 す る 工 程 ； お よ び 、 (c) ポ リ ペ プ チ ド が グ リ セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る 条 件 下
で 、 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (b)の 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 。 一 側 面 と し て 、 そ の 条
件 は 、 pH約 5.0～ 約 5.5、 あ る い は pH約 4.5～ 約 5で あ る 。 一 側 面 と し て 、 そ の 条 件 は 、 約 40
～ 70 ℃  の 温 度 を 含 む 。 一 側 面 と し て 、 そ の 化 合 物 は 植 物 油 を 含 む 。 一 側 面 と し て 、 そ の
化 合 物 は 脂 肪 種 子 リ ン 脂 質 を 含 む 。 一 側 面 と し て 、 そ の 開 裂 反 応 は 、 水 溶 性 リ ン 酸 化 塩 基
及 び ジ グ リ セ リ ド を 産 生 で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 油 脱 ガ ム 化 の 方 法 を 提 供 す る : (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工
程 ；  (b) 植 物 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る ；  お よ び 、 (c) そ の ポ リ ペ プ チ ド が 植 物 油 中 の
エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る 条 件 下 、 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (b)の 植 物 油 を 接 触 さ せ る
工 程 。 そ れ に よ り 、 油 を 脱 ガ ム 化 す る 。 一 側 面 と し て 、 植 物 油 は 、 ヤ シ 油 、 菜 種 油 、 コ ー
ン 油 、 大 豆 油 、 カ ノ ー ラ 油 、 ゴ マ 油 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 又 は ヒ マ ワ リ 油 を 含 む 。 一 側 面 と し て
、 本 方 法 は 、 更 に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は そ れ ら の 組 合 せ を
加 え る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 可 能 型 に 変 換 す る た め の 方 法 を 提 供
す る : (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 ポ リ
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ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 前 記 工 程 ；  (b) 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程
； お よ び 、 (c) 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る 条 件 下 、
工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (b)の 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 接 触 さ せ る 工 程 。 そ れ に よ り 、 非
水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 可 能 型 に 変 換 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 油 を 脱 ガ ム 化 す る 方 法 を 提 供 す る : (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活
性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
提 供 す る 工 程 ；  (b) リ ン 脂 質 を 含 む 脂 肪 か 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ；  お よ び 、 (c
) 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 脱 ガ ム 化 で き る 条 件 下 (本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド が リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 触 媒 で き る 条 件 下 )、 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (b)の 組
成 物 を 接 触 さ せ る 工 程 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 一 側 面 と し て 、 油 を 含 む 組 成 物 は 、 植 物 、 動 物 、 藻 類 又 は 魚 等 の 油 を 含 む 。 植 物 油 は 、
大 豆 油 、 菜 種 油 、 コ ー ン 油 、 や し 穀 粒 油 、 カ ノ ー ラ 油 、 ヒ マ ワ リ 油 、 ゴ マ 油 又 は ピ ー ナ ッ
ツ 油 を 含 む 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 油 含 有 組 成 物 の 水 和 性 及 び /又 は 非 水 和 性 リ ン 脂 質 に
由 来 す る ホ ス フ ァ チ ド を 加 水 分 解 で き る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス フ ァ チ ド の グ リ セ リ
ン リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 し 、 グ リ セ リ ド 及 び 水 溶 性 の リ ン 酸 化 合 物 を 産 生 で き る
。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C 、 B 、 A又 は Dの 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。
一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D活 性 及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 が 加 え ら れ る 。 そ の 接 触 は
、 油 中 の 水 和 リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 含 み 得 る 。 そ の 加 水 分 解 条 件 は 、 ア ル カ リ pHで 約 20～
40 ℃  の 温 度 を 含 め ら れ る 。 そ の ア ル カ リ 条 件 は 、 約 pH8～ 10の pHを 含 み 得 る 。 そ の 加 水
分 解 条 件 は 、 約 3～ 10分 の 反 応 時 間 を 含 み 得 る 。 そ の 加 水 分 解 条 件 は 、 約 pH5～ 6.5の pH、
約 50～ 60 ℃ の 温 度 で 約 30～ 60分 の 反 応 時 間 で 油 中 の 水 和 性 及 び 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 加 水
分 解 す る こ と を 含 み 得 る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド を フ ィ ル タ ー に 結 合 さ せ 、 リ ン 脂 質 含 有 脂 肪
又 は 油 を 、 そ の フ ィ ル タ ー を 通 過 さ せ て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 可 能 型 に 変 換 す る た め の 方 法 を 提 供
す る ： (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； (b) 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る
工 程 ； お よ び (c)前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 可 能 型 に 変 換 す る 条 件 下 、
工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (b)の 組 成 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 。 そ れ に よ り 、 非 水 和 性 リ
ン 脂 質 を 水 和 可 能 型 に 変 換 す る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C 活 性 を 保 持 す る
こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D活 性 を 有 し て よ く 、 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 酵 素 を 加 え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 の 腐 蝕 性 精 製 の 方 法 を 提 供 す る : (a) 
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； (b) リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す
る 工 程 ； お よ び 、 (c) 工 程 (a) の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (b)の 組 成 を 、 腐 蝕 性 精 製 の 途 中 又
は 前 後 に 、 接 触 さ せ る 工 程 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C活 性 を 保 持 す る こ と
が で き る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 腐 蝕 性 精 製 の 前 に 加 え る こ
と が で き 、 そ の リ ン 脂 質 含 有 組 成 は 、 植 物 に お い て 一 過 性 に 発 現 で き る ポ リ ペ プ チ ド を 含
め る こ と が で き る 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 種 子 又 は 他 の 植 物
の 一 部 の 破 砕 中 に 加 え る こ と 、 あ る い は 破 砕 の 後 、 精 製 の 前 に 添 加 す る こ と が で き る 。 そ
の ポ リ ペ プ チ ド は 、 腐 蝕 性 精 製 の 過 程 で 添 加 さ れ る こ と が で き 、 酸 及 び 苛 性 カ リ の 濃 度 は
、 リ ン 及 び 遊 離 脂 肪 酸 の レ ベ ル に よ っ て 変 え る こ と が で き る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 腐 蝕
性 精 製 の 後 で 添 加 す る こ と が で き る ： 分 離 前 に 強 力 ミ キ サ ー 又 は 保 持 の ミ キ サ ー 中 に お い
て ；  熱 処 理 工 程 の 後 ； 遠 心 分 離 中 ；  ソ ー プ ス ト ッ ク 中 ； 洗 浄 水 中 ； 又 は 、 漂 白 工 程 中 、
又 は 脱 臭 処 理 工 程 の 間 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 フ ィ ト ス テ ロ ー ル 又 は ト リ テ ル ペ ン の 精 製 方 法 を 提 供 す る
: (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ
て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； (b) フ ィ ト ス テ ロ ー ル 又 は ト
リ テ ル ペ ン を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 (c) 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 組 成 物 中
の リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 触 媒 で き る 条 件 下 、 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (b)の 組 成 を 接
触 さ せ る 工 程 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。
フ ィ ト ス テ ロ ー ル 又 は ト リ テ ル ペ ン は 、 植 物 ス テ ロ ー ル を 含 め る こ と が で き る 。 植 物 ス テ
ロ ー ル は 、 植 物 油 に 由 来 す る 。 植 物 油 は 、 コ コ ナ ッ ツ 油 、 カ ノ ー ラ 油 、 コ コ ア バ タ ー 油 、
コ ー ン 油 、 綿 実 油 、 亜 麻 仁 油 、 オ リ ー ブ 油 、 パ ー ム 油 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 、 米 糠 油 、 ベ ニ バ ナ
油 、 ゴ マ 油 、 大 豆 油 又 は ヒ マ ワ リ 油 を 含 む こ と が で き る 。 遊 離 フ ィ ト ス テ ロ ー ル 及 び フ ィ
ト ス テ リ ル 脂 肪 質 酸 エ ス テ ル の 定 量 的 な 抽 出 を 行 う た め に 、 本 方 法 は 、 無 極 性 溶 媒 の 使 用
を 含 め る こ と が で き る 。 フ ィ ト ス テ ロ ー ル 又 は ト リ テ ル ペ ン は 、 β - シ ト ス テ ロ ー ル 、 カ
ン ペ ス テ ロ ー ル  、 ス チ グ マ ス テ リ ン 、 ス チ グ マ ス タ ノ ー ル 、 β -シ ト ス タ ノ ー ル 、 シ ト ス
タ ノ ー ル 、 デ ス モ ス テ ロ ー ル 、 カ リ ナ ス テ ロ ー ル 、 ポ リ フ ェ ラ ス テ ロ ー ル 、 ク リ オ ナ ス テ
ロ ー ル 又 は ブ ラ シ カ ス テ ロ ー ル を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 粗 油 の 精 製 方 法 を 提 供 す る : (a) ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有
す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； (b) リ ン 脂 質 を 含 む 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
、 (c) 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程 (b)の 組 成 物 と を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 組 成 物 中
の リ ン 脂 質 を 加 水 分 解 で き る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ
ー ゼ Cの 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 成 物 を 加 え ら れ た 水 溶 液
中 に お い て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 水 の 量 は 、 約 0.5～ 5 %で
よ い 。 そ の 処 理 時 間 は 、 約 2時 間 未 満 、 約 60分 未 満 、 約 30分 未 満 、 約 15分 未 満 、 又 は 5分 未
満 で よ い 。 加 水 分 解 の 条 件 は 、 約 25～ 70 ℃  の 間 の 温 度 を 含 み 得 る 。 加 水 分 解 の 条 件 は 、
苛 性 カ リ の 使 用 を 含 み 得 る 。 加 水 分 解 の 条 件 は 、 約 pH 3～ 10、 約 pH 4～ 9、 又 は 約 pH 5～ 8
 間 の pHを 含 み 得 る 。 加 水 分 解 の 条 件 に は 、 工 程 (c)の 接 触 工 程 の 後 、 乳 化 剤 の 付 加 及 び /
又 は 混 合 を 含 め る こ と が で き る 。 本 方 法 は 、 水 相 の 分 離 を 促 進 す る た め に 、 乳 剤 停 止 剤 の
添 加 及 び /又 は 熱 処 理 を 含 め る こ と が で き る 。 本 方 法 は 、 遠 心 分 離 に よ り レ シ チ ン を 集 め
る た め 接 触 工 程 の 前 の 脱 ガ ム 化 、 及 び そ れ に 続 く 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 取 除 く た め の PLC 、
PLC及 び /又 は PLAを 加 え る こ と を 含 み 得 る 。 本 方 法 は 、 原 油 を 食 用 油 の た め に 10 ppm未 満
に す る 水 性 脱 ガ ム 化 及 び バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 油 の た め に 約 50 ppm未 満 に す る 続 く 物 理 的 精 製
を 含 み 得 る 。 本 方 法 は 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 水 和 を 促 進 す る た め に 、 酸 の 添 加 を 含 み 得 る
。
　 本 発 明 の 一 つ 以 上 の 実 施 態 様 の 詳 細 は 添 付 の 図 面 及 び 以 下 の 記 載 と し て 示 さ れ る 。 本 発
明 の 他 の 特 徴 、 目 的 、 及 び 利 点 は 、 そ れ ら の 記 載 及 び 図 表 、 お よ び 請 求 の 範 囲 か ら 明 白 と
な る で あ ろ う 。
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る 全 て の 出 版 物 、 特 許 、 特 許 出 願 、 GenBankの 配 列 及 び ATCC寄 託 物
は 、 全 て の 目 的 の た め の 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 本 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ (例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 B、 C、 D、 パ タ チ ン 酵 素 )、 そ れ
ら コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ れ ら の 作 製 と 使 用 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 植 物 油
、 例 え ば 、 脂 肪 種 子 の リ ン 脂 質 の よ う な 油 中 の グ リ セ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 を 効 率 的 に 切 断
し 、 リ ン 酸 化 塩 基 及 び ジ グ リ セ リ ド を 産 生 す る 酵 素 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の
ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ (LAH)の 活 性 を 有 す る 。 別 例 と し て 、 本 発 明
の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン
及 び ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン の グ リ セ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

10

20

30

40

50

(38) JP 2005-523019 A 2005.8.4



　 リ ン 酸 残 基 は 水 溶 性 で 除 去 が 簡 単 な た め 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ (例 え ば 、 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ A、 B、 C、 D、 パ タ チ ン 酵 素 )は 植 物 油 の 酵 素 的 脱 ガ ム 化 に 利 用 で き る 。 ジ グ リ セ リ
ド 産 物 は 、 油 中 に 残 り 、 従 っ て 損 失 を 減 少 さ せ る 。 本 発 明 の PLCは 、 PLA1及 び PLA2に 加 え
て 又 は そ れ ら の 代 わ り に 、 ENZYMAX(R)プ ロ セ ス の よ う な 商 業 油 の 脱 ガ ム 化 に 利 用 す る こ と
が で き る ； そ の 工 程 に お い て 、 リ ン 脂 質 は 、 PLA1及 び PLA2に よ っ て 加 水 分 解 さ れ る 。 一 側
面 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 高 及 び /又 は 定 温 度 、 あ る い は 広 い 温 度 範 囲 で 活
性 で あ る 、 例 え ば 、 20～ 90 ℃ 、 30～ 80 ℃ 、 又 は 40～ 70 ℃ の 温 度 範 囲 で 活 性 で あ る 。 本
発 明 は 、 ま た 、 ア ル カ リ pH又 は 酸 性 pHで 活 性 を 保 持 す る 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す
る 。 別 例 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 pH 6.5、 pH 6.0、 pH 5.5、 pH 5.0、 pH 4.5
、 pH 4.0及 び pH 3.5程 度 の 低 い 酸 性 pHで 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 別 例 と し て 、 本 発
明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 pH 7.5、 pH 8.0、 pH 8.5、 pH 9.0、 及 び pH 9.5程 度 の 高 い ア ル カ
リ pHで 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 低 水 活
量 (低 水 含 量 )の 条 件 下 で 、 約 40～ 70℃ の 温 度 範 囲 で 活 性 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 好 ま し い 特 性 を 持 つ 酵 素 を 作 製 す る た め に 、 更 に 本 発 明 の 典 型 的 な ホ
ス ホ リ パ ー ゼ を 改 変 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ
る ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 異 な る 基 質 特 異 性 、 基 質 結 合 特 異 性 、 基 質 の 切 断 パ タ ー ン 、 熱 安 定
性 、 pH/活 性 プ ロ フ ィ ー ル 、 pH/安 定 性 プ ロ フ ィ ー ル (低 い pH、 例 え ば 、 pH<6又 は pH<5、 あ
る い は 高 い pH、 例 え ば pH>9、 の pHで 促 進 さ れ た 安 定 性 の よ う な )、 酸 化 に 対 す る 安 定 性 、 C
a 2 + 依 存 性 、 比 活 性 及 び そ の 類 を 持 つ こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 注 目 す る 如 何 な る 特 性 を
も 変 え る こ と を 提 供 す る 。 例 え ば 、 そ の 改 変 は 、 親 ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 比 較 し て 変 化 さ れ た
pH及 び 温 度 活 性 プ ロ フ ァ イ ル が 変 え ら れ た 変 種 を 生 じ る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 植 物 油 の 抽 出 、 特 に 、 本 明 細 書 中 で 述 べ ら
れ る よ う に 「 油 脱 ガ ム 化 」 と 呼 ば れ る 「 リ ン 脂 質 ガ ム 」 の 除 去 の よ う な 様 々 な 植 物 油 の 処
理 段 階 で 使 用 す る こ と が で き る 。 大 豆 、 菜 種 、 ピ ー ナ ツ 、 ゴ マ 、 ヒ マ ワ リ 及 び ト ウ モ ロ コ
シ の よ う な 様 々 な 資 源 か ら の 植 物 油 の 生 産 に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 、 PLA、 例
え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2に 代 え て 、 あ ら ゆ る 植 物 油 の 処 理 工 程 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 用 語 「 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 」 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 、 例 え ば 、 植 物 油 の よ う な 油 中 の グ リ
セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る (グ リ セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る )
酵 素 を 包 括 す る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 水 抽 出 可 能 な リ ン 酸 化 塩 基 及 び ジ グ リ
セ リ ド を 産 生 で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 ま た 、 高 温 、 低 温 、 ア ル カ リ pH及
び 酸 性 pHで グ リ セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 誘 導 す る 。 用 語 「 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 」
は 、 ま た 、 グ リ セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル を 切 断 し 、 水 抽 出 可 能 な リ ン 酸 化 塩 基 及 び ジ グ リ セ リ
ド を 産 生 す る 。 用 語 「 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 」 と は 、 リ ン 脂 質 の グ リ セ リ ン と リ ン 酸 の エ ス
テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と を 含 む 。 用 語 「 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 」 と は 、 ま た 、 基 質 、 例 え ば
、 植 物 油 の よ う な 油 に 結 合 す る 能 力 の よ う な 他 の 活 性 も 含 み 、 そ の 基 質 は 、 動 物 ホ ス フ ァ
チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 及 び ス フ ィ ン ゴ
ミ エ リ ン を も 含 む 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)活 性 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
A1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2活 性 の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ A(PLA)活 性 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ B1又 は
ホ ス ホ リ パ ー ゼ B2活 性 の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ B(PLB)活 性 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D1又 は ホ ス ホ
リ パ ー ゼ D2活 性 の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ D(PLD)活 性 を 含 む 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 糖 タ
ン パ ク 質 、 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ の 塊 茎 又 は Solanum tuberosumの よ う な ナ ス 属 植 物 に 見 ら
れ る 糖 タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 を 含 み 得 る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 パ タ チ ン エ ス テ ラ ー ゼ
活 性 の よ う な パ タ チ ン 酵 素 活 性 を 含 み 得 る (例 え ば 、 Jimenez (2002 年 の ) Biotechnol Pr
og. 18:635-640を 参 照 )。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ (LAH)活 性 を 含
み 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 用 語 「 抗 体 」 と は 、 抗 原 や エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 で き る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 あ
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る い は そ れ ら の 断 片 に よ っ て 設 計 さ れ た も の か 実 質 的 に コ ー ド さ れ た も の に 由 来 す る ペ プ
チ ド 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ； Fundamental Immunology, Third Edition W.E. Pau
l 編 集 , Raven出 版 , N.Y.（ 1993） ；  Wilson（ 1994） J.Immunol.Methods 175： 26773； Ya
rmush (1992) J.Biochem.Biophys.Methods　 25： 85－ 97を 参 照 。 用 語 「 抗 体 」 と は 、 抗 原
結 合 部 分 、 即 ち 、 抗 原 に 結 合 す る 能 力 を 持 っ た 抗 原 結 合 部 位 (例 え ば 、 断 片 、 部 分 配 列 、
相 補 的 決 定 領 域 (CDR))を 含 む も の で あ り 、 そ れ ら は 、 (i) VL、 VH、 CL及 び CH1ド メ イ ン を
含 む 一 価 断 片 で あ る Fab断 片 ； (ii) VH及 び CH1ド メ イ ン を 含 む 二 価 断 片 で あ る F(ab’ ) 2 断
片 ； (iii) VH及 び CH1ド メ イ ン よ り 成 る Fd断 片 ； (iv) 抗 体 の 一 ア ー ム 部 分 の VL及 び VHド メ
イ ン よ り 成 る Fv断 片 ； (v) VHド メ イ ン よ り 成 る dAb断 片 (Ward et al., (1989) Nature 341
： 544－ 546)； (vi) 単 離 さ れ た 相 補 的 決 定 領 域 (CDR)を 含 む 。 ま た 、 一 本 鎖 抗 体 も 参 照 に
よ り 用 語 「 抗 体 」 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 ア レ イ 」 、 あ る い は 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 、 あ る い は 「 バ イ オ チ
ッ プ 」 、 あ る い は 「 チ ッ プ 」 と は 、 複 数 の 標 的 エ レ メ ン ト で あ り 、 以 下 に 更 に 詳 述 す る よ
う に 、 各 標 的 エ レ メ ン ト は 、 一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の 明 確 な 量 の ポ リ ペ プ チ ド (抗 体 を
含 む )、 あ る い は 基 質 表 面 の 明 確 な 部 位 に 固 定 化 さ れ た 核 酸 を 含 ん で い る 。
　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 コ ン ピ ュ ー タ ー 」 、 「 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 」 及 び 「 処 理
機 」 は 、 以 下 に 詳 細 を 記 述 す る よ う に 、 そ れ ら の 最 も 広 い 背 景 に お い て 使 わ れ 、 そ の よ う
な 全 て の 装 置 を 含 め る 。
　 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 の 「 コ ー ド 配 列 」 ま た は 特 定 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド
又 は タ ン パ ク 質 を 「 コ ー ド す る 配 列 」 と は 、 適 切 な 制 御 配 列 の 制 御 の 下 に 置 か れ た と き に
、 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 転 写 及 び 翻 訳 さ れ る 核 酸 の 配 列 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 発 現 カ セ ッ ト 」 は 、 宿 主 細 胞 に お い て 存 在 し 得 る 構 造 遺 伝 子 (
例 え ば 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の よ う に 、 あ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し た 配 列 )の 発 現 を
生 じ さ せ 得 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 言 う 。 発 現 カ セ ッ ト に は ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 に 機 能
的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー が 少 な く と も 含 ま れ 、 場 合 に よ り 、 他 の 配 列 、 た と え ば 転 写 終
結 シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 発 現 を 起 こ さ せ る た め に 必 要 な ま た は 有 用 な 他 の 印 紙 は 、 例 え ば
エ ン ハ ン サ ー を 使 用 す る こ と も 出 来 る 。 本 明 細 書 に お い て 「 動 作 可 能 に 結 合 」 と は プ ロ モ
ー タ ー が DNA配 列 の 転 写 を 媒 介 す る よ う に そ の DNA発 現 配 列 の 上 流 に 連 結 し て い る こ と を い
う 。 カ セ ッ ト は 、 プ ラ ス ミ ド 、 発 現 ベ ク タ ー 、 組 換 え ウ イ ル ス 、 如 何 な る 形 態 の 組 換 え 「
裸 の DNA」 ベ ク タ ー 、 及 び そ の 類 を も 含 ん で い る 。 「 ベ ク タ ー 」 は 、 一 過 性 に 感 染 で き る
核 酸 、 あ る い は 恒 久 的 に 細 胞 を 変 換 で き る 核 酸 を 含 む 。 ベ ク タ ー は 、 裸 の DNAで あ っ て よ
く 、 又 は タ ン パ ク 、 あ る い は 脂 質 と の 複 合 体 で も あ り 得 る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 ベ
ク タ ー は 、 場 合 に よ り 、 ウ イ ル ス 、 あ る い は 細 菌 の 核 酸 、 及 び /又 は タ ン パ ク 、 及 び /又 は
メ ン ブ ラ ン (例 え ば 、 細 胞 膜 、 ウ イ ル ス の 脂 質 エ ン ベ ロ ー プ 等 )を 含 む 。 ベ ク タ ー は 、 そ れ
に 接 続 さ れ て 複 製 さ れ る よ う に な る DNA断 片 を 含 む レ プ リ コ ン (例 え ば 、 RNAレ プ リ コ ン 、
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ )を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 従 っ て 、 ベ ク タ ー は 、 RNA、 独 立 し
た 自 己 複 製 す る 環 状 又 は 直 鎖 DNA、 あ る い は RNA(例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 及 び そ
の 類 、 例 え ば 、 米 国 特 許 5,217,879を 参 照 )を 含 み 、 発 現 及 び 非 発 現 プ ラ ス ミ ド の 両 方 を 含
む が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 組 換 え 微 生 物 、 あ る い は 細 胞 培 養 が 「 発 現 ベ ク タ ー 」 を 含 む
と 記 述 さ れ る 場 合 は 、 染 色 体 外 の 環 状 や 直 鎖 の 及 び 宿 主 の 染 色 体 に 取 り 込 ま れ て い る DNA
を 含 む 。 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 に よ り 維 持 さ れ て い る 場 合 、 ベ ク タ ー は 、 独 立 構 造 と し て 有
糸 分 裂 の 間 に 安 定 に 複 製 さ れ る か 、 あ る い は 宿 主 の ゲ ノ ム 内 に 取 り 込 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 プ ラ ス ミ ド 」 は 、 先 行 す る 小 文 字 の ｐ 及 び /又 は そ れ に 続 く 大 文 字 及 び /又 は 数 字 と し
て 示 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 出 発 プ ラ ス ミ ド は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 か 、 非 制 限 的 な 基 盤
の も と に 公 共 的 に 入 手 が 可 能 で あ り 、 入 手 可 能 な プ ラ ス ミ ド か ら 既 に 報 告 さ れ て い る 操 作
に よ り 構 築 す る こ と が で き る 。 更 に 、 本 明 細 書 中 に 述 べ ら れ る も の と 同 等 の プ ラ ス ミ ド は
、 既 に 、 公 に 知 ら れ 、 ま た 、 通 常 の 熟 練 し た 研 究 者 に は 明 白 な も の で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 用 語 「 遺 伝 子 」 は 、 適 用 さ れ 得 る 場 合 、 個 々 の 翻 訳 領 域 (エ ク ソ ン )間 に 存 在 す る 非 翻 訳
配 列 (イ ン ト ロ ン )だ け で な く 、 リ ー ダ ー 及 び ト レ イ ラ ー 領 域 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン
サ ー の よ う な コ ー ド 領 域 の 前 後 の 領 域 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 産 生 に 関 与 す る DNAの 断 片
を 意 味 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 核 酸 」 又 は 「 核 酸 配 列 」 と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ
ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は そ れ ら の 如 何 な る 断 片 、 ゲ ノ ム 又 は 合 成 起 源 の
DNA又 は RNA (例 え ば 、 mRNA、 rRNA、 tRNA)で も よ く 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 で も よ く 、 ペ プ チ
ド 核 酸 (PNA)又 は DNA様 、 あ る い は RNA様 物 質 に 対 す る セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス 鎖 、 例 え ば
、 リ ボ ヌ ク レ オ プ ロ テ イ ン (iRNA)（ 例 え ば 二 本 鎖 iRNA） を 含 む 天 然 又 は 合 成 の 起 源 の も の
を 含 め て 言 及 さ れ る 。 こ の 用 語 は 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド の 類 似 体 を 含 む 核 酸 、 即 ち 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を も 包 括 す る 。 こ の 用 語 は 、 合 成 バ ッ ク ボ ー ン を 持 つ 核 酸 様 構 造 体 を も 包 括
す る 。 以 下 の 例 を 参 照 、 Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197；  Straus
s-Soukup (1997) Biochemistry 36:8692-8698；  Samstag (1996) Antisense Nucleic Aci
d Drug Dev 6:153-156。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 ア ミ ノ 酸 」 又 は 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 と は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 如 何 な る そ れ ら の 断 片 、 部 分 あ る い は サ ブ ユ ニ ッ ト 、 及 び 天
然 に 存 在 す る 又 は 合 成 の 分 子 を 意 味 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 タ ン パ ク 」 と は 、 ペ プ チ ド 結 合 又 は 修
飾 ペ プ チ ド 結 合 、 即 ち 、 ペ プ チ ド ア イ ソ ス タ ー 、 に よ り お 互 い に 結 合 し た ア ミ ノ 酸 を 意 味
し 、 20種 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 以 外 の 修 飾 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で も よ い 。 用 語 「 ポ
リ ペ プ チ ド 」 は 、 ま た 、 ペ プ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 モ チ ー フ 及 び そ の 類 を 含 む 。 そ
の 用 語 は 、 グ リ コ シ ル 化 ポ リ ペ プ チ ド を も 含 む 。 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、
以 下 に 更 に 詳 細 を 述 べ る よ う に 、 全 て の 「 疑 似 体 」 及 び 「 ペ プ チ ド 疑 似 体 」 形 態 を も 含 ん
で い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 用 語 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 そ の 物 質 が 元 の 環 境 (そ れ が 天 然 由 来 の 場 合 、 そ の 自 然 環 境 )
か ら 取 り 除 か れ た こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 生 物 体 に 存 在 す る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 酵 素
は 、 単 離 さ れ て い な い が 、 天 然 界 に 共 在 す る 物 質 か ら 分 離 さ れ た 同 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 あ る い は ペ プ チ ド は 「 単 離 さ れ た 」 も の で あ る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク
タ ー の 一 部 で あ っ て も よ く 、 及 び ／ 又 は 、 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や 酵 素 が 組 成 物 の
一 部 で あ っ て も よ く 、 こ の よ う な ベ ク タ ー や 組 成 物 が そ の 自 然 環 境 の 一 部 で な い と い う 点
で な お 単 離 さ れ た も の で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 単 離 さ れ た 物 質 又 は 組 成 物 は 、 「 精 製
さ れ た 」 組 成 物 で も あ り 得 る 。 即 ち 、 絶 対 的 な 純 度 を 要 求 し な い ； む し ろ 、 そ れ は 、 相 対
的 な 定 義 を 意 図 し た も の で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ た 個 々 の 核 酸 は 、 電 気 泳 動 的 に
単 一 な ま で に 慣 習 的 な 手 法 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 本 発 明 は 、 ゲ ノ
ム DNA、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 他 の 配 列 、 あ る い は 他 の 環 境 か ら 少 な く と も 1倍 、 2倍 、 3倍 、 4
倍 、 5倍 あ る い は そ れ 以 上 の 度 合 い に 精 製 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 組 換 え 」 と は 、 核 酸 が 天 然 に は そ の 核 酸 が 隣 接 し て い な い 「
バ ッ ク ボ ー ン 」 核 酸 に 隣 接 し て い る こ と を 意 味 す る 。 一 例 に お い て 、 核 酸 は 、 核 酸 「 バ ッ
ク ボ ー ン 」 分 子 の 集 団 に お い て 、 5 %又 は そ れ 以 上 の 核 酸 挿 入 数 を 示 す 。 本 発 明 に よ る 「
バ ッ ク ボ ー ン 分 子 」 核 酸 に は 、 発 現 ベ ク タ ー 、 自 己 複 製 核 酸 、 ウ イ ル ス 、 完 成 し つ つ あ る
核 酸 、 及 び 関 心 対 象 の 挿 入 核 酸 の 維 持 、 あ る い は 操 作 に 用 い ら れ る 他 の ベ ク タ ー 又 は 核 酸
の よ う な 核 酸 を 含 む 。 一 側 面 と し て 、 挿 入 を 豊 富 に し た 核 酸 は 、 組 換 え バ ッ ク ボ ー ン 分 子
の 集 団 に お い て 15 %、 20 %、 30 %、 40 %、 50 %、 60 %、 70 %、 80 %、 90 %あ る い は そ れ 以
上 の 核 酸 挿 入 数 を 示 す 。 「 組 換 え 」 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク は 、 組 換 え DNA技 術 に よ り
産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 、 例 え ば 、 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク を コ
ー ド し た 外 因 性 の DNA構 築 物 に よ り 形 質 転 換 し た 細 胞 か ら 得 ら れ る も の を 意 味 す る 。 「 合
成 の 」 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク は 、 以 下 に 更 に 述 べ る よ う に 、 化 学 合 成 に よ り 調 製 さ れ
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た も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 以 下 に 更 に 述 べ る よ う に 、 プ ロ モ ー タ ー で 転 写 を 開 始 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ が コ ー ド 配
列 を mRNAに 転 写 す る 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 そ の 配 列 に 「 動 作 可 能 に 結 合 」 し て い る
。
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る よ う な 一 本 鎖 ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ
ド 、 あ る い 二 本 の 相 補 的 な ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を い う 。 そ の よ う な 合 成 ポ リ デ オ
キ シ ヌ ク レ オ チ ド は 、 5’ リ ン 酸 基 を 持 た ず 、 キ ナ ー ゼ の 存 在 下 で ATPに よ っ て リ ン 酸 を 付
加 し な け れ ば 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 結 合 す る こ と が で き な い 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 脱 リ ン 酸 し て い な い 断 片 と は 結 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 二 種 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 関 係 に お け る 表 現 「 実 質 的 に 同 一 」 と は 、 以 下 に 詳 し く
考 察 さ れ る よ う に 、 そ れ ら を 既 知 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 測 定 し
、 最 大 に 一 致 す る よ う に 整 列 さ せ た と き に 少 な く と も 50 %、 60 %、 70 %、 75 %、 80 %、 85
 %、 90 %、 95 %、 98 %又 は 99 %の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 (配 列 )の 同 一 性 を 持 つ 二
種 以 上 の 配 列 の こ と を 言 う 。 別 例 と し て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 以 下 の 典 型 的 な 本 発 明 の 配
列 の 少 な く と も 約 100残 余 、 150残 基 、 200残 基 、 300残 基 、 400残 基 、 又 は そ の 核 酸 又 は ポ
リ ペ プ チ ド の 約 50残 基 か ら 完 全 長 に わ た り 、 実 質 的 同 一 性 を 持 つ 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配
列 を 与 え る ： 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号
:6、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :8他 。 本 発 明 の 核 酸 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー デ ィ ン グ 領 域
の 全 長 に わ た り 、 実 質 的 に 同 一 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 更 に 、 「 実 質 的 に 同 一 な 」 ア ミ ノ 酸 配 列 と は 、 特 に 、 そ の 置 換 が 分 子 の 活 性 部 位 で は な
い 部 位 で 起 こ る 場 合 、 一 つ 以 上 の 保 存 的 か 非 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 削 除 、 又 は 挿 入 に
よ り 対 照 配 列 と は 異 な っ て い る 配 列 で あ り 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド が 本 質 的 に そ の 機 能 特 性 を
保 持 で き る こ と を 条 件 と す る 。 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 あ る ア ミ ノ 酸 を 同 じ ク ラ ス の
ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 又 は メ
チ オ ニ ン を 他 の も の と 、 あ る い は 極 性 ア ミ ノ 酸 を 次 に 示 す ア ミ ノ 酸 と 置 換 す る ： ア ル ギ ニ
ン を リ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 を ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は グ ル タ ミ ン ア ス パ ラ ギ ン 。 例 え ば 、 一 種
以 上 の ア ミ ノ 酸 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド か ら 削 除 し て も よ く 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の
構 造 の 改 変 を そ の 生 物 活 性 に 大 き な 変 化 を 及 ぼ す こ と な く し て 起 こ す こ と が で き る 。 例 え
ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 生 物 活 性 に 要 求 さ れ な い ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 は 削 除
す る こ と が で き る 。 以 下 に 述 べ る よ う に 、 本 発 明 の 改 変 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に つ い て
、 改 変 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 と を 接 触 さ せ 、 改 変 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ッ
セ イ に お い て 、 特 異 的 基 質 の 量 を 減 少 さ せ る か 、 あ る い は 機 能 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ と そ の 基
質 の 酵 素 反 応 の 生 産 物 を 増 加 さ せ る か を 測 定 す る こ と を 含 め 、 い く 通 り の 方 法 に よ っ て で
も ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 生 物 活 性 を ア ッ セ イ で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 そ れ に よ り 核 酸 鎖 が 塩 基 の ペ ア リ ン グ に よ っ て 相 補 的
な 鎖 と 結 合 す る 過 程 を 意 味 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 高 感 度 で 選 択 的 で あ る の
で 、 興 味 対 照 の 特 定 の 配 列 が サ ン プ ル 中 に 低 濃 度 で 存 在 し て い る 場 合 で も 同 定 で き る 。 適
切 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 と は 、 例 え ば 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 の 塩 、 あ る い は ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度
等 に よ り 定 義 さ れ 、 そ の こ と は 既 に よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 そ の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
は 、 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 塩 濃 度 を 減 少 さ せ る こ と 、 ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 を 増 加 さ せ る こ
と 、 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 を 上 昇 さ せ る こ と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時
間 を 変 え る こ と 等 に よ り 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 こ の
中 に 示 さ れ る よ う に 、 種 々 の (例 え ば 、 高 、 中 お よ び 低 )ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 に お
け る そ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 能 に よ り 明 確 に さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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　 用 語 「 変 種 」 と は 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 塩 基 対 、 コ ド ン 、 イ ン ト ロ ン 、 エ ク ソ ン 、 あ る
い は ア ミ ノ 酸 残 基 (そ れ ぞ れ )が 改 変 さ れ 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 生 物 学 的 な 活 性 を ま
だ 保 持 し て い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド を 言 及 す る 。 変 種 は 、
例 え ば 、 変 異 性 PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 導 入 、 ア ッ セ ン ブ
リ PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 導 入 、 イ ン ビ ボ 変 異 法 、 カ セ ッ ト 変 異 導 入 、 再 帰 的 ア ン サ ン
ブ ル 変 異 導 入 、 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 、 遺 伝 子
再 ア ッ セ ン ブ ル 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法 (GSSM)、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 の 手 段 を 如 何
な る 組 み 合 わ せ で 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 野 生 型 ホ ス ホ リ パ ー ゼ と は 異 な る pH、 あ
る い は 温 度 で 活 性 を 有 す る 変 種 の 作 製 技 術 は こ の 中 に 含 ま れ る 。
　 用 語 「 飽 和 変 異  (saturation mutagenesis)」 、 あ る い は 「 GSSM」 と は 、 以 下 に 詳 し く
述 べ ら れ る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 点 変 異 を 導 入 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  プ
ラ イ マ ー の 変 異 に 用 い ら れ る 方 法 を 含 む 。
　 用 語 「 至 適 化 指 向 進 化 シ ス テ ム  (optimized directed evolution system)」 、 あ る い は
「 至 適 化 指 向 進 化 」 と は 、 関 連 し た 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 関 連 し た 遺 伝 子 の 断 片 を 再 集 合 す
る の た め の 方 法 を 含 み 、 以 下 に 詳 し く 述 べ ら れ る 。
　 用 語 「 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ  (synthetic ligation reassembly)」 、 あ る い は 「 SLR
」 と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 非 確 率 的 に 結 合 さ せ る 方 法 を 提 供 す る も の で 、 以 下 に
詳 し く 述 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー の よ う
な 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 核 酸 (例 え ば 、 典 型 的 な 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配
列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番
号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号
:31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :4
3、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55
、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、
配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配
列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列
番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 配 列
番 号 :105)を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 を 使 用 し て 、 新 規 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
配 列 を 発 見 す る た め の 方 法 を 含 ん で い る 。 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 を 、 例 え ば 、 合 成 連 結 再 ア
ッ セ ン ブ リ 、 至 適 化 指 向 進 化 シ ス テ ム 及 び /又 は 飽 和 変 異 法 に よ り 、 本 発 明 の 核 酸 を 改 変
す る 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 例 え ば 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ク ロ ー ニ ン グ や 発 現 、 メ ッ セ ー ジ あ る い
は ゲ ノ ム DNAの PCRに よ る 増 幅 、 及 び そ の 類 に よ り 、 作 製 、 単 離 及 び /又 は 操 作 さ れ る 。 本
発 明 の 方 法 の 実 施 に お い て 、 相 同 な 遺 伝 子 は 、 こ こ に 述 べ ら れ る よ う に 、 鋳 型 核 酸 を 操 作
す る こ と に よ り 改 変 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 如 何 な る 方 法 又 は プ ロ ト コ ー ル 、 あ る
い は 既 に 知 ら れ て い る 装 置 と の 組 み 合 わ せ に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 の 実 施 に 使 わ れ る 核 酸 は 、 RNA、 iRNA、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 ベ
ク タ ー 、 ウ イ ル ス 、 あ る い は そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド の 類 に 関 わ ら ず 、 種 々 の 供 給 源 か ら 単
離 さ れ 、 遺 伝 学 的 に 操 作 さ れ 、 増 幅 さ れ 、 及 び /又 は 発 現 (組 換 え 的 に 作 製 )さ れ て も よ い
。 こ れ ら 核 酸 よ り 作 製 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 望 ま れ る 活 性 の た め に 個 々 に 単 離 あ
る い は ク ロ ー ン 化 し 調 べ る こ と が で き る 。 細 菌 、 高 等 動 物 、 酵 母 、 昆 虫 、 あ る い は 植 物 細
胞 の 発 現 シ ス テ ム を 含 む 如 何 な る 組 換 え 発 現 シ ス テ ム を 使 う こ と が で き る 。
　 別 法 と し て 、 こ れ ら 核 酸 は 、 例 え ば 、 以 下 に 述 べ ら れ る よ う な 、 よ く 知 ら れ る 化 学 合 成
技 術 に よ り イ ン ビ ト ロ で 合 成 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 Adams (1983) J. Am. Chem. Soc.
 105:661； Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3444； Frenkel (1995) Free R
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adic. Biol. Med. 19:373380；  Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896；  Narang 
(1979) Meth. Enzymol. 68:90；  Brown (1979) Meth. Enzymol. 68:109；  Beaucage (198
1) Tetra. Lett. 22:1859； 米 国 特 許 4,458,066に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 例 え ば 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 プ ロ ー ブ の 標 識 (例 え ば 、 ク レ ノ ー ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た
ラ ン ダ ム ‐ プ ラ イ マ ー 標 識 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 増 幅 )、 配 列 決 定 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 及 び そ の 類 の よ う な 核 酸 を 操 作 す る 技 術 は 、 科 学 文 献 な ら び に 特 許 文 献 に よ
く 述 べ ら れ て い る 。 例 え ば 、 以 下 を 参 照 。 Sambrook, 編 集 , Molecular Cloning： a Labor
atory Manual (2nd ed.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989)； Curren
t Protocols in Molecular Biology、 Ausubel, 編 集 , John Wiley & Sons, Inc., New Yo
rk (1997)； Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology: Hybridiz
ation With Nucleic Acid Probes, Part I. Theory and Nucleic Acid Preparation、 Tij
ssen, 編 集 , Elsevier, N.Y. (1993)。
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 使 わ れ る 核 酸 を 得 た り 操 作 し た り す る 他 の 有 用 な 手 段 は
、 ゲ ノ ム サ ン プ ル か ら ク ロ ー ン す る こ と 、 望 ま し い な ら ば 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン 、 あ
る い は cDNAク ロ ー ン か ら ス ク リ ー ン 単 離 す る か 、 あ る い は 増 幅 し た 挿 入 を 再 ク ロ ー ン す る
こ と で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 わ れ る 核 酸 の 供 給 源 は 、 高 等 動 物 の 人 工 染 色 体 (MAC)に 含
ま れ る ゲ ノ ム あ る い は cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 例 え ば 、 以 下 を 参 照 。 米 国 特 許 5,721,11
8； 6,025,155； ヒ ト 人 工 染 色 体 、 Rosenfeld (1997) Nat. Genet. 15:333-335； yeast art
ificial chromosomes (YAC)；  細 菌 人 工 染 色 体 (BAC)； P1 人 工 染 色 体 、 Woon (1998) Geno
mics 50:306-316； P1-由 来  ベ ク タ ー  (PAC)、 Kern (1997) Biotechniques 23:120-124；
コ ス ミ ド 、 組 換 え ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ 、 あ る い は プ ラ ス ミ ド 。
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 翻 訳 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、
あ る い は そ の 断 片 が 分 泌 さ れ る よ う に 指 令 す る リ ー ダ ー 配 列 と 適 当 な 位 相 で 結 合 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 及 び こ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。 本 発 明 中 の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 安 定 性 の 増 加 や 精 製 の 簡 便 化 等 、 目 的 の 特 性 を そ の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 そ
の N末 端 側 に 与 え る た め に 、 異 種 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド と 融 合 さ せ る こ と が で き る 。
本 発 明 中 の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 、 増 加 し た 免 疫 原 性 の 獲 得 、 精 製 の 簡 便 化
、 抗 体 、 及 び 抗 体 産 生  B 細 胞 の 同 定 、 あ る い は 単 離 な ど を 目 的 と し た 融 合 タ ン パ ク 質 と
し て 、 一 ヶ 所 又 は そ れ 以 上 の 付 加 的 な 領 域 と 結 合 し た 形 で 合 成 又 は 発 現 さ せ る こ と が で き
る 。 検 出 や 精 製 に 有 効 な 領 域 と し て 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ；  固 定 化 金 属 に よ る 精 製 の
た め の ポ リ ヒ ス チ ジ ン 鎖 及 び ヒ ス チ ジ ン -ト リ プ ト フ ァ ン  モ ジ ュ ー ル な ど の 金 属 キ レ ー ト
ペ プ チ ド ； 固 定 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ る 精 製 の た め の 、 プ ロ テ イ ン A領 域 ；  FLAGS伸 張 /親
和 性 精 製 シ ス テ ム (Immunex Corp, Seattle WA)に お い て 利 用 さ れ る 領 域 ； 及 び 精 製 用 領 域
と 、 モ チ ー フ 含 有 ペ プ チ ド と の 間 へ の 、 Factor Xaや エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ (Invitrogen, San 
Diego CA)に よ る 切 断 部 位 の 導 入 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 核
酸 配 列 と 、 6つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 、 チ オ レ ド キ シ ン と エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 で 繋 が
れ た 配 列 を 含 ん で い る (Williams (1995) Biochemistry 34:1787-1797； Dobeli (1998) Pr
otein Expr. Purif. 12:404-414 参 照 )。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 、 検 出 や 精 製 に 利 用 さ れ 、 エ
ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 は 、 エ ピ ト ー プ の 他 の 融 合 タ ン パ ク 部 位 か ら の 分 離 に 利 用 さ れ る
。 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー や 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 利 用 に 関 す る 技 術 は 、 科 学
論 文 や 特 許 に 記 述 さ れ て い る (Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12:441-53 参 照 )。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 は 、 発 現 (例 え ば 、 転 写 、 あ る い は 翻 訳 )調 節 配 列 、 即 ち 、 RNA合 成 /発 現 を 誘 導 又
は 調 節 す る プ ロ モ ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 本 発 明 に お け る 核 酸 配 列 (即
ち 、 DNA)を 提 供 す る 。 そ れ ら の 発 現 調 節 配 列 は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ 得 る 。 代 表 的 な
細 菌 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 lacIプ ロ モ ー タ ー 、 lacZプ ロ モ ー タ ー 、 T3プ ロ モ ー タ ー 、 T7プ
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ロ モ ー タ ー 、 gptプ ロ モ ー タ ー 、 ラ ム ダ  PRプ ロ モ ー タ ー 、 Pプ ロ モ ー タ ー 、 及 び trpプ ロ モ
ー タ ー が 含 ま れ る 。 代 表 的 な 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 CMV 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 HS
Vチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 初 期 及 び 後 期  SV40プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来
LTRプ ロ モ ー タ ー , 及 び マ ウ ス  メ タ ロ チ オ ネ イ ン Iプ ロ モ ー タ ー  が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 は 、 発 現 (例 え ば 、 転 写 、 あ る い は 翻 訳 )調 節 配 列 、 即 ち 、 RNA合 成 /発 現 を 誘 導 又
は 調 節 す る プ ロ モ ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 本 発 明 に お け る 核 酸 配 列 (即
ち 、 DNA)を 提 供 す る 。 そ れ ら の 発 現 調 節 配 列 は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る 。 代 表 的 な 細
菌 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 lacIプ ロ モ ー タ ー 、 lacZプ ロ モ ー タ ー 、 T3プ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ
モ ー タ ー 、 gptプ ロ モ ー タ ー 、 ラ ム ダ  PRプ ロ モ ー タ ー 、 Pプ ロ モ ー タ ー 、 及 び trpプ ロ モ ー
タ ー が 含 ま れ る 。 代 表 的 な 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 CMV 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 HSV
チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 初 期 及 び 後 期  SV40プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 L
TRプ ロ モ ー タ ー , 及 び マ ウ ス  メ タ ロ チ オ ネ イ ン Iプ ロ モ ー タ ー  が 含 ま れ る 。
　 細 菌 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 発 現 に 適 し た プ ロ モ ー タ ー に は 、 大 腸 菌 lacIプ ロ モ ー タ ー 、
lacZプ ロ モ ー タ ー 、 T3プ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ ー 、 gptプ ロ モ ー タ ー 、 ラ ム ダ  PRプ ロ
モ ー タ ー 、 PLプ ロ モ ー タ ー 、 3-ホ ス フ ォ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ (PGK)な ど の 解 糖 系 酵 素 を
コ ー ド す る オ ペ ロ ン 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る
。 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 CMV前 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 HSVチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー
タ ー 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 初 期 及 び 後 期  SV40プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 L
TRプ ロ モ ー タ ー 、 及 び マ ウ ス  メ タ ロ チ オ ネ イ ン Iプ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 原 核 細 胞 、 真
核 細 胞 、 及 び そ れ ら の ウ イ ル ス に お い て 、 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る こ と が 知 ら れ て い る そ の
他 の プ ロ モ ー タ ー も ま た 使 用 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 に お け る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 例 え ば 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 、 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 及 び ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル を 提 供 す る 。 本 発 明 に お け る 発 現
ベ ク タ ー 、 及 び ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル に は 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ
、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ォ ス ミ ド 、 バ ク テ リ ア 人 工 染 色 体 、 ウ イ ル ス
DNA(例 え ば 、 ワ ク チ ニ ア 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 及
び  SV40 型 ウ イ ル ス )、 P-1由 来 人 工 染 色 体 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド 、 酵 母 人 工 染 色 体 、 及 び 特 定
の 宿 主 (枯 草 菌 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 、 及 び 酵 母 の よ う な )に 対 し て 特 異 的 な そ の 他 の ベ ク タ ー
が 含 ま れ る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 染 色 体 由 来 、 非 染 色 体 由 来 、 及 び 合 成 さ れ た DNA配 列
を 含 む こ と が で き る 。 多 数 の 有 用 な ベ ク タ ー が 、 関 連 技 術 内 で 知 ら れ て お り 、 こ れ ら は 商
業 的 な 入 手 が 可 能 で あ る 。 代 表 的 な ベ ク タ ー に は 、 細 菌 用 ： pQE ベ ク タ ー (キ ア ゲ ン )、 pB
luescript プ ラ ス ミ ド 、 pNHベ ク タ ー 、 ラ ム ダ -ZAPベ ク タ ー (ス ト ラ タ ジ ー ン )； ptrc99a、
pKK223-3、 pDR540、 pRIT2T (フ ァ ル マ シ ア )； 真 核 細 胞 用 ： pXT1、 pSG5 (ス ト ラ タ ジ ー ン )
、 pSVK3、 pBPV、 pMSG、 pSVLSV40 (フ ァ ル マ シ ア )。 し か し 、 宿 主 内 で の 複 製 が 可 能 で あ る
の な ら 、 そ の 他 の い か な る プ ラ ス ミ ド や ベ ク タ ー も 利 用 す る こ と が で き る 。 低 コ ピ ー 数 、
あ る い は 高 コ ピ ー 数 の ベ ク タ ー が 、 本 発 明 に お い て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 開 始 の た め の リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、 及 び 転 写 終 結
配 列 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 ま た 、 発 現 を 増 加 さ せ る た め の そ の 他 の 適 切 な 配
列 も 含 み 得 る 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 オ リ ジ ン 、 必 要 な リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、 ポ リ
ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ イ シ ン グ ド ナ ー 、 及 び ア ク セ プ タ ー 部 位 、 転 写 終 結 配 列 、 及 び 5 
’ 非 転 写 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 あ る 例 で は 、 SV40ス プ ラ イ ス 由 来 の DNA配 列 や ポ リ ア
デ ニ ル 化 部 位 が 必 要 な 非 転 写 領 域 と し て 使 用 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 側 面 と し て 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 の 選 択 を 可 能 に さ せ る た め に 、 一
種 以 上 の 遺 伝 子 マ ー カ ー を 含 む 。 そ の よ う な 選 択 マ ー カ ー に は 、 真 核 細 胞 用 と し て 、 ジ ヒ
ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 あ る い は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 大 腸 菌 に
お け る テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 あ る い は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 及 び S. cerevisiae TRP1遺
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伝 子 が 含 ま れ る 。 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 選 別 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CAT)ベ ク タ ー や そ の 他 の ベ ク タ ー を 用 い て 目 的 の 遺 伝 子 よ り 選
別 さ れ る 。
　 真 核 細 胞 中 で の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 そ の 発 現 レ ベ ル を
増 加 さ せ る た め の エ ン ハ ン サ ー も 含 ま れ る で あ ろ う 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 そ の 遺 伝 子 の プ ロ
モ ー タ ー に 作 用 し 、 そ の 遺 伝 子 の 転 写 を 増 加 さ せ る cis-作 動 性 の DNA領 域 で 、 通 常 約 10～ 3
00塩 基 対 の 長 さ を 持 つ 。 そ の 例 と し て 、 そ の 複 製 オ リ ジ ン よ り 約 100～ 270塩 基 対 下 流 に 存
在 す る SV40エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起
点 の 後 期 側 に 存 在 す る ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 及 び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が あ る
　
【 ０ ０ ８ １ 】
　 DNA配 列 は 、 様 々 な 方 法 に よ り 、 ベ ク タ ー へ 挿 入 さ れ 得 る 。 一 般 的 に 、 DNA配 列 及 び ベ ク
タ ー は 、 適 当 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ 、 そ の DNA配 列 は 、 ベ ク タ ー 中 の
目 的 の 部 位 に 挿 入 、 連 結 さ れ る 。 又 は 、 DNA配 列 と ベ ク タ ー の 平 滑 末 端 同 士 が 連 結 さ れ る
で あ ろ う 。 Ausubel及 び Sambrookに よ り 記 述 さ れ て い る よ う な 、 様 々 な ク ロ ー ニ ン グ 技 術
が 関 連 技 術 内 で 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 手 順 ま た は そ の 他 の 手 順 は 、 関 連 技 術 に お け る 適
用 範 囲 内 で あ る と み な さ れ る 。
　 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 あ る い は フ ァ ー ジ の 形 で 存 在 し 得 る 。 そ の 他
の ベ ク タ ー に は 、 染 色 体 由 来 、 非 染 色 体 由 来 、 及 び 合 成 さ れ た DNA配 列 、 SV40誘 導 体 、 細
菌 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ DNA、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 及 び フ
ァ ー ジ DNAの 組 み 合 わ せ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ポ
ッ ク ス ウ イ ル ス 、 及 び 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 等 の ウ イ ル ス DNAが 含 ま れ る 。 原 核 細 胞 宿 主 や
真 核 細 胞 宿 主 に お け る 様 々 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 及 び 発 現 ベ ク タ ー が 、 Sambrookに よ
り 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 利 用 し 得 る 具 体 的 な 細 菌 用 ベ ク タ ー に は 、 pBR322 (ATCC 37017)、 pKK223-3 (フ ァ ル マ
シ ア ： Uppsala, Sweden)、 GEM1 (プ ロ メ ガ ： Madison, WI, USA)、 pQE70、 pQE60、 pQE-9 (
キ ア ゲ ン )、 pD10、 psiX174 pBluescript II KS、 pNH8A、 pNH16a、 pNH18A、 pNH46A (ス ト
ラ タ ジ ー ン )、 ptrc99a、 pKK223-3、 pKK233-3、 pDR540、 pRIT5 (フ ァ ル マ シ ア )、 pKK232-8
、 及 び pCM7等 の 既 知 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 の 必 要 な 遺 伝 的 配 列 を 含 む 商 業 的 に 入 手 可
能 な プ ラ ス ミ ド が 含 ま れ る 。 真 核 細 胞 用 ベ ク タ ー と し て は 、 pSV2CAT、 pOG44、 pXT1、 pSG 
(ス ト ラ タ ジ ー ン )、 pSVK3、 pBPV、 pMSG、 及 び pSVL (フ ァ ル マ シ ア )が 含 ま れ る 。 し か し 、
宿 主 内 で の 複 製 が 可 能 で あ り 、 か つ 維 持 さ れ る も の で あ る な ら 、 そ の 他 の ベ ク タ ー も 利 用
で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 に お け る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 本 発 明
中 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 、 本 発 明 の ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る
。 宿 主 細 胞 と し て は 、 細 菌 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 あ る い は
植 物 細 胞 を 含 む 、 関 連 技 術 内 で 利 用 さ れ て い る 原 核 細 胞 あ る い は 真 核 細 胞 の 何 れ の 宿 主 細
胞 も 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 代 表 的 な 細 菌 細 胞 に は 、 E.coli、 Streptomyces、 Bacillus sub
tilis、 Salmonella typhimurium、 及 び Pseudomonas、 Streptomyces、 あ る い は Staphyloco
ccus属 に 属 す る 様 々 な 種 の 細 菌 が 含 ま れ る 。 代 表 的 な 昆 虫 細 胞 に は 、 Drosophila S2、 及
び Spodoptera Sf9が 含 ま れ る 。 ま た 、 代 表 的 な 動 物 細 胞 に は 、 CHO、 COS、 あ る い は Bowes
メ ラ ノ ー マ や そ の 他 の マ ウ ス や ヒ ト 細 胞 株 が 含 ま れ る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 の 選 択 も 、 関 連 技
術 の 範 囲 内 で あ る 。
　 ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 ウ イ ル ス 感 染 、
遺 伝 子 ガ ン 、 あ る い は Ti-媒 介 遺 伝 子 導 入 を 含 む 様 々 な 技 術 に よ り 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る
。 特 有 の 方 法 と し て 、 カ ル シ ウ ム リ ン 酸 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ
ン に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 あ る い は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法
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が 含 ま れ る (Davis, L., Dibner, M., Battey, I., Basic Methods in Molecular Biology
, (1986))。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 設 計 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 適 切 な 場 合 、 通 常 の 栄 養 培 地 を 基 に プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 、 形
質 転 換 体 の 選 別 、 あ る い は 本 発 明 中 の 遺 伝 子 の 増 殖 を 可 能 に す る よ う に 改 変 さ れ た 培 地 中
で 培 養 さ れ る で あ ろ う 。 適 切 な 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 、 及 び そ の 宿 主 細 胞 を 適 切 な 細 胞 密 度
に な る ま で 生 育 さ せ た 後 、 選 択 さ れ た プ ロ モ ー タ ー が 、 適 当 な 手 段 (例 え ば 、 温 度 シ フ ト
、 あ る い は 化 学 物 質 の 添 加 )に よ り 誘 導 さ れ 、 更 に 、 そ の 宿 主 細 胞 は 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 あ る い は そ の 断 片 が 生 産 さ れ る ま で 培 養 さ れ る で あ ろ う 。
　 そ の 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 物 理 的 、 あ る い は 化 学 的 手 段 に よ り 破 砕 し て 得 ら れ
る 粗 抽 出 物 を 精 製 に 用 い る 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 使 用 さ れ た 微 生 物 細 胞 は 、 反 復 凍 結 融 解
、 超 音 波 破 砕 、 機 械 的 破 砕 、 あ る い は 細 胞 溶 解 試 薬 を 含 む 適 切 な 方 法 に よ り 破 砕 さ れ る で
あ ろ う 。 こ の よ う な 方 法 は 、 当 業 者 内 で よ く 知 ら れ て い る 。 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 あ
る い は そ の 断 片 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 あ る い は エ タ ノ ー ル に よ る 沈 殿 、 酸 に よ る 抽 出 、
陽 イ オ ン 、 あ る い は 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 セ ル ロ ー ス リ ン 酸 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 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 、 ヒ ド ロ
キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 方 法 に よ
り 、 組 換 え 細 胞 培 養 物 よ り 回 収 、 及 び 精 製 さ れ る で あ ろ う 。 必 要 で あ る な ら ば 、 タ ン パ ク
質 の 立 体 構 造 を 完 全 な も の と す る た め に 、 折 り た た み 化 工 程 が 行 わ れ る で あ ろ う 。 更 に 、
最 終 的 な 精 製 が 必 要 で あ る 場 合 は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)が 使 用 さ れ る で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 様 々 な 哺 乳 類 細 胞 培 養 系 を 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 に 使 用 す る こ と が で き る 。 哺 乳 類 細
胞 発 現 系 に は 、 サ ル 腎 臓 繊 維 芽 細 胞 の COS-7細 胞 株 や 、 C127、 3T3、 CHO、 HeLa、 及 び BHK細
胞 の よ う な 適 当 な ベ ク タ ー か ら タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る 樹 立 細 胞 株 が 含 ま れ る 。
　 宿 主 中 の 構 築 物 は 、 通 常 の 様 式 で 使 用 さ れ 、 組 換 え 配 列 に よ り コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 産 物
を 産 生 す る こ と が で き る 。 組 換 え 体 産 生 に 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に 依 存 し て 、 ベ ク タ ー を 含
む 宿 主 細 胞 に よ り 生 産 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 グ リ コ シ ル 化 体 又 は 非 グ リ コ シ ル 化 体 で も
よ あ り 得 る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 、 最 初 の ア ミ ノ 酸 に メ チ オ ニ ン を 含 む こ と も
含 ま な い こ と も あ る 。
　 無 細 胞 翻 訳 系 も 、 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 に 使 用 す る こ と が で き る 。 無 細 胞
翻 訳 系 に 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 と 機 能 的 に 連 結 さ れ た プ ロ
モ ー タ ー を 含 む DNA構 築 物 よ り 転 写 さ れ た mRNAを 利 用 し て も よ い 。 一 側 面 と し て 、 そ れ ら
の DNA構 築 物 は 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 反 応 を 行 う 前 に 直 線 化 さ れ て も よ い 。 転 写 さ れ た mRNAは
、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 を 生 産 す る た め に ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 抽 出 物 の よ
う な 適 切 な 無 細 胞 翻 訳 系 抽 出 物 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 選 別 す る た め に 、 真 核 細 胞 用 と し て 、 ジ ヒ
ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 あ る い は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 E.coliに
お け る テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 あ る い は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 等 の 特 定 の 表 現 型 特 性 を 示 す
一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の 選 別 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 本 発 明 の 実 施 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 あ る い は 、 改 変 し た
核 酸 は 、 例 え ば 、 増 幅 に よ り 再 産 生 さ れ る 。 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 増 幅 す る た め の 増 幅 配 列 プ ラ イ マ ー 対 を 提 供 す る 。 そ の 増 幅
に お い て 、 プ ラ イ マ ー 対 は 、 典 型 的 な 配 列 番 号 :1、 あ る い は そ の 部 分 配 列 ；  配 列 番 号 :3
と し て 示 す 配 列 、 あ る い は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 :5と し て 示 す 配 列 、 あ る い は そ の 部 分
配 列 ； 配 列 番 号 :7と し て 示 す 配 列 等 を 含 む 核 酸 配 列 を 増 幅 で き る 。 既 に そ の 技 術 に 熟 練 し
た 者 は 、 こ れ ら 配 列 の 如 何 な る 部 分 、 あ る い は 完 全 長 の 配 列 に 対 す る 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列
対 を 設 計 で き る 。
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　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 増 幅 す る た め
の 増 幅 配 列 プ ラ イ マ ー 対 を 提 供 し 、 そ の プ ラ イ マ ー  対 は 、 本 発 明 の 配 列 を 含 む 核 酸 、 あ
る い は そ の 断 片 又 は 部 分 配 列 を 含 む 核 酸 配 列 を 増 幅 で き る 。 一 つ 又 は 各 プ ラ イ マ ー 配 列 対
は 、 少 な く と も そ の 配 列 の 約 10～ 50連 続 塩 基 、 あ る い は 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19
、 20、 21、 22、 23、 24、 又 は 25連 続 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 め る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 は 、 増 幅 配 列 プ ラ イ マ ー 対 を 提 供 し 、 そ の プ ラ イ マ ー 対 は 、 本 発 明 の 核 酸 の 最 初
の (そ の 5')12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 又 は 25残 基 と し て 示
さ れ る 配 列 を 持 つ 最 初 の メ ン バ ー 、 及 び 最 初 の メ ン バ ー の 相 補 鎖 の 最 初 の (そ の 5')12、 13
、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 又 は 25残 基 と し て 示 さ れ る 配 列 を 持 つ
第 二 の メ ン バ ー を 含 む 。
あ る い は そ の 断 片 又 は 部 分 配 列 を 含 む 核 酸 配 列 を 増 幅 で き る 。 一 つ 又 は 各 プ ラ イ マ ー 配 列
対 は 、 少 な く と も そ の 配 列 の 約 10～ 50連 続 塩 基 、 あ る い は 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、
19、 20、 21、 22、 23、 24、 又 は 25連 続 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 め る こ と が で き
る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る 増 幅 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
(PCR)、 に よ り 産 生 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ
ー 対 を 用 い る 増 幅 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)、 に よ り ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 作 製
す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 そ の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 、
環 境 ラ イ ブ ラ リ ー の よ う な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 核 酸 を 増 幅 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 増 幅 反 応 は 、 サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 量 (細 胞 サ ン プ ル の メ ッ セ ー ジ 量 の よ う な )、 核 酸 の 標
識 (例 え ば 、 そ れ を ア レ イ 又 は ブ ロ ッ ト に 応 用 す る た め )、 核 酸 を 検 出 す る た め 、 あ る い は
サ ン プ ル 中 の 特 定 の 核 酸 の 量 を 定 量 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
　 一 側 面 と し て 、 細 胞 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た メ ッ セ ー ジ が 増 幅 さ れ る 。 熟
練 し た 者 は 、 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 プ ラ イ マ ー を 選 択 及 び 設 計 で き る 。 増 幅 法 は
、 よ く 知 ら れ る 技 術 で あ り 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 PCR、 を 含 む (例 え ば 、 PCR 
PROTOCOLS, A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, Innis編 集 , Academic Press, N.Y. 
(1990)及 び PCR STRATEGIES (1995), Innis編 集 , Academic Press, Inc., N.Y.を 参 照 )；
結 合 チ ェ イ ン リ ア ク シ ョ ン (LCR) (Wu (1989) Genomics 4:560；  Landegren (1988) Scien
ce 241:1077；  Barringer (1990) Gene 89:117を 参 照 )； 転 写 増 幅  (Kwoh (1989) Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 86:1173を 参 照 )； 及 び self-sustained 配 列 複 製  (Guatelli (1990)
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874を 参 照 )； Q ベ ー タ ー レ プ リ カ ー ゼ 増 幅  (Smith (1
997) J. Clin. Microbiol. 35:1477-1491を 参 照 )； 自 動 化 ベ ー タ ー レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 ア ッ
セ イ  (Burg (1996) Mol. Cell. Probes 10:257-271を 参 照 )及 び 他 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 媒
介 し た 技 術  (NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario)； Berger (1987) Methods Enzymol
. 152:307-316；  Sambrook；  Ausubel； 米 国 特 許 4,683,195及 び 4,683,202； Sooknanan (1
995) Biotechnology 13:563-564も 参 照 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 発 明 は 、 以 下 に 示 す 本 発 明 の 典 型 的 な 核 酸 配 列 の 少 な く と も 約 50、 75、 100、 150、 20
0、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 10
00、 1050、 1100、 1150、 1200、 1250、 1300、 1350、 1400、 1450、 1500、 1550又 は そ れ 以 上
の 残 基 に わ た り 、 少 な く と も 約 50 %、 51 %、 52 %、 53 %、 54 %、 55 %、 56 %、 57 %、 58 %
、 59 %、 60 %、 61 %、 62 %、 63 %、 64 %、 65 %、 66 %、 67 %、 68 %、 69 %、 70 %、 71 %、
72 %、 73 %、 74 %、 75 %、 76 %、 77 %、 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、 82 %、 83 %、 84 %、 85
 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %、 97 %、 98 %
、 99 %、 又 は そ れ 以 上 の 同 一 性 、 あ る い は 完 全 に (100 %)同 一 な 配 列 を 含 む 核 酸 を 提 供 す
る 。 そ の 典 型 的 な 配 列 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、
配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列 番 号 :19、 配

10

20

30

40

50

(48) JP 2005-523019 A 2005.8.4

配 列 同 一 性 の 度 合 い の 決 定



列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番 号 :31、 配 列
番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号 :43、 配 列 番
号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号
:57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :6
9、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81
、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、 配 列 番 号 :93、
配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、 配 列 番 号 :105
、 及 び 以 下 の 配 列 を コ ー ド し て い る 核 酸 ： 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 配 列 番
号 :8、 配 列 番 号 :10、 配 列 番 号 :12、 配 列 番 号 :14、 配 列 番 号 :16、 配 列 番 号 :18、 配 列 番 号 :
20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24、 配 列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番 号 :32
、 配 列 番 号 :34、 配 列 番 号 :36、 配 列 番 号 :38、 配 列 番 号 :40、 配 列 番 号 :42、 配 列 番 号 :44、
配 列 番 号 :46、 配 列 番 号 :48、 配 列 番 号 :50、 配 列 番 号 :52、 配 列 番 号 :54、 配 列 番 号 :56、 配
列 番 号 :58、 配 列 番 号 :60、 配 列 番 号 :62、 配 列 番 号 :64、 配 列 番 号 :66、 配 列 番 号 :68、 配 列
番 号 :70、 配 列 番 号 :72、 配 列 番 号 :74、 配 列 番 号 :76、 配 列 番 号 :78、 配 列 番 号 :80、 配 列 番
号 :82、 配 列 番 号 :84、 配 列 番 号 :86、 配 列 番 号 :88、 配 列 番 号 :90、 配 列 番 号 :92、 配 列 番 号
:94、 配 列 番 号 :96、 配 列 番 号 :98、 配 列 番 号 :100、 配 列 番 号 :102、 配 列 番 号 :104、 配 列 番
号 :106。 配 列 同 一 性 (相 同 性 )の 度 合 い は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 持 つ BLAST2.2.2又 は
FASTAバ ー ジ ョ ン 3.0t78の よ う な 、 こ の 中 で 述 べ る も の を 含 む ど の よ う な コ ン ピ ュ ー タ ー
プ ロ グ ラ ム 及 び 関 連 パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て 決 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 配 列 同 一 性 は 、 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 約 5、 10、 2
0、 30、 40、 50、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400連 続 残 基 、 又 は 完 全 長 に わ た り 得 る
。 配 列 同 一 性 (相 同 性 )の 度 合 い は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 持 つ BLAST2.2.2又 は FASTA
バ ー ジ ョ ン 3.0t78の よ う な 、 こ の 中 で 述 べ る も の を 含 む ど の よ う な コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ
ラ ム 及 び 関 連 パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て 決 定 し て も よ い 。 相 同 な 配 列 は 、 そ の 核 酸 配 列 中 の
チ ミ ン を ウ リ ジ ン に 変 え た RNA配 列 を も 含 む 。 相 同 配 列 は 、 こ こ に 述 べ る ど の よ う な 操 作
を 用 い て 作 製 し て も よ く 、 ま た 、 シ ー ク エ ン シ ン グ の エ ラ ー に よ る も の で も よ い 。 本 明 細
書 に 示 す よ う な 核 酸 配 列 は 、 伝 統 的 な 単 一 文 字 形 式 (例 え ば 、 Stryer、 Lubert、 Biochemis
try、 3rd編 集 , W. H Freeman & Co., New York参 照 )、 あ る い は 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド の
同 一 性 を 記 録 す る 他 の 如 何 な る 形 式 に よ っ て も 表 す こ と が で き る 。
　 本 明 細 書 中 で 明 示 さ れ て い る 種 々 の 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム は 、 本 発 明 の こ の 特 徴 に お い て
使 用 さ れ る 。 タ ン パ ク 及 び /又 は 核 酸 の 配 列 同 一 性 (相 同 性 )は 、 多 様 な 配 列 比 較 ア ル ゴ リ
ズ ム 及 び 既 に 知 ら れ る プ ロ グ ラ ム の ど れ を 用 い て 評 価 さ れ て も よ い 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ
ズ ム 及 び プ ロ グ ラ ム は 、 以 下 を 含 む が 、 そ れ ら に は 限 定 さ れ な い ： TBLASTN、 BLASTP、 FAS
TA、 TFASTA、 及 び  CLUSTALW (Pearson and Lipman, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85(8):2444
-2448, 1988； Altschul 他 , J.Mol.Biol. 215(3):403-410, 1990； Thompson他 , Nucleic 
Acids Res. 22(2):4673-4680, 1994；  Higgins他 , Methods Enzymol. 266:383-402, 1996
； Altschul他 , J.Mol.Biol. 215(3):403-410, 1990； Altschul他 , Nature Genetics 3:26
6-272, 1993)。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 相 同 性 又 は 同 一 性 は 、 配 列 解 析 ソ フ ト ウ エ ア ー (例 え ば 、 Sequence Analysis Software 
Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Ce
nter, 1710 University Avenue, Madison, WI 53705)を 利 用 し て 調 べ る こ と が で き る 。 そ
の よ う な ソ フ ト ウ エ ア ー は 、 種 々 の 削 除 、 置 換 及 び 他 の 改 変 に 対 す る 相 同 性 の 度 合 い を 帰
属 す る こ と に よ り 類 似 し た 配 列 を 一 致 さ せ る 。 二 種 以 上 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 関 し
て 用 い る 用 語 「 相 同 性 」 及 び 「 同 一 性 」 と は 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ 上 で 最 大 の 範 囲 又 は 指 定 し
た 領 域 で 、 二 種 以 上 の 配 列 又 は 部 分 配 列 を 比 較 又 は 整 列 さ せ た 時 に 、 同 一 か 又 は あ る 特 定
の 割 合 で 同 じ ア ミ ノ 酸 や ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 配 列 又 は 部 分 配 列 を 意 味 す る 。 配 列 比 較 の た
め に は 、 あ る 配 列 が 対 照 配 列 と し て 働 く (典 型 的 な 配 列 と し て は 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :
2、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :8、 他 )。
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配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い た 場 合 、 被 験 及 び 対 照 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ ー に イ ン プ ッ ト さ
れ 、 も し 必 要 な ら ば 、 部 分 配 列 が 特 定 さ れ 、 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ ー
が 指 定 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト プ ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ ー が 使 わ れ る が 、 異 な る パ ラ メ ー タ ー
も 指 定 で き る 。 そ し て 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 対 照 配 列 に 関 連 し た 被 験 配 列 の 配 列 同
一 性 パ ー セ ン タ イ ル を プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ ー を 基 に 算 出 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 と は 、 如 何 な る 近 接 残 基 数 の セ グ メ ン ト に 対 す る
対 照 を も 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の 異 な る 例 と し て 、 以 下 の 典 型 的 な 配 列 の 場 所 を 問 わ ず 20
～ 完 全 長 の 範 囲 で 二 種 の 配 列 を 至 適 に 整 列 さ せ た 後 に 、 対 照 配 列 中 の 同 数 の 近 接 配 列 部 位
と が 比 較 さ れ る ： 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :5、 配 列
番 号 :6、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :8、 他 。 も し そ の 対 象 配 列 が 必 要 と さ れ る 配 列 同 一 性 を 持
つ 場 合 、 例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :5、 配 列
番 号 :6、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :8、 他 と 少 な く と も 約 50 %、 51 %、 52 %、 53 %、 54 %、 55
 %、 56 %、 57 %、 58 %、 59 %、 60 %、 61 %、 62 %、 63 %、 64 %、 65 %、 66 %、 67 %、 68 %
、 69 %、 70 %、 71 %、 72 %、 73 %、 74 %、 75 %、 76 %、 77 %、 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、
82 %、 83 %、 84 %、 85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95
 %、 96 %、 97 %、 98 %、 99 %、 又 は そ れ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る 場 合 、 そ の 配 列 は 、 本 発 明
の 範 囲 に 入 る 。 別 の 態 様 と し て 、 20～ 600、 50～ 200、 100～ 150の 範 囲 で 部 分 配 列 は 、 対 照
配 列 と 至 適 に 整 列 さ せ た 後 に 対 照 配 列 中 の 同 数 の 近 接 配 列 部 位 と 比 較 さ れ る 。 比 較 の た め
の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 で あ る 。 比 較 の た め の 至 適 な 配 列
ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 が 、 Smithと Watermanの 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム ； Adv.Appl.Math. 
2:482, 1981, Needlemanと Wunschの 相 同 性 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム ； J.Mol.Biol. 48
:443, 1970, Lipman ら の 類 似 性 の 検 索 ；  Proc.Nat'l.Acad.Sci.USA 85:2444, 1988, こ
れ ら ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る 実 施 (GAP、 BESTFIT、 FASTA、 及 び TFASTA： Wisc
onsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madis
on、 WI)、 あ る い は 手 動 の ア ラ イ ン メ ン ト 及 び 視 覚 的 な 検 索 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 B
LAST プ ロ グ ラ ム (Basic Local Alignment Search Tool at the National Center for Bio
logical Information)に 加 え 、 相 同 性 又 は 同 一 性 を 決 定 す る た め の 他 の ア ル ゴ リ ズ ム に は
、 例 え ば 、 ALIGN、 AMAS (Analysis of Multiply Aligned Sequences)、 AMPS (Protein Mu
ltiple Sequence Alignment)、 ASSET (Aligned Segment Statistical Evaluation Tool)
、 BANDS、 BESTSCOR, BIOSCAN (Biological Sequence Comparative Analysis Node)、 BLIM
PS (BLocks IMProved Searcher)、 FASTA、 Intervals & Points、 BMB、 CLUSTAL V、 CLUSTA
L W、 CONSENSUS、 LCONSENSUS、 WCONSENSUS、 Smith-Waterman ア ル ゴ リ ズ ム 、 DARWIN、 Las
 Vegas ア ル ゴ リ ズ ム 、 FNAT (Forced Nucleotide Alignment Tool)、 Framealign、 Frames
earch、 DYNAMIC、 FILTER、 FSAP (Fristensky Sequence Analysis Package)、 GAP (Global
 Alignment Program)、 GENAL、 GIBBS、 GenQuest、 ISSC (Sensitive Sequence Comparison
)、 LALIGN (Local Sequence Alignment)、 LCP (Local Content Program)、 MACAW (Multip
le Alignment Construction & Analysis Workbench)、 MAP (Multiple Alignment Program
)、 MBLKP, MBLKN, PIMA (Pattern-Induced Multi-sequence Alignment)、 SAGA (Sequence
 Alignment by Genetic Algorithm) 及 び  WHAT-IFが 含 ま れ る 。 そ の よ う な ア ラ イ ン メ ン
ト プ ロ グ ラ ム は 、 実 質 的 に 同 じ 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス を ス
ク リ ー ン す る た め に 使 う こ と が で き る 。 多 く の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス が 使 用 可 能 で あ り 、 例
え ば 、 か な り の 部 分 の ヒ ト ゲ ノ ム が ヒ ト ゲ ノ ム シ ー ク エ ン シ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト (Gibbs、 19
95)と し て 利 用 可 能 で あ る 。 い く つ か の ゲ ノ ム 、 例 え ば 、 M. genitalium (Fraser et al.
、 1995)、 M. jannaschii (Bult et al.、 1996)、 H. influenzae (Fleischmann et al., 1
995)、 E. coli (Blattner et al.、 1997)、 及 び 酵 母  (S. cerevisiae) (Mewes et al.、 1
997)、 及 び D. melanogaster (Adams et al.、 2000)、 が 既 に 配 列 決 定 さ れ て い る 。 モ デ ル
生 物 体 、 例 え ば 、 C. elegans及 び  Arabadopsis sp.の 配 列 決 定 に つ い て 非 常 に 大 き な 進 歩
が な さ れ て い る 。 い く つ か の 機 能 情 報 を 注 釈 さ れ た ゲ ノ ム 情 報 を 含 む デ ー タ ベ ー ス が 異 な
る 組 織 に お い て 維 持 さ れ 、 イ ン タ ー ネ ッ ト を 通 じ て ア ク セ ス 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ９ ３ 】
　 BLAST、 BLAST 2.0 及 び BLAST 2.2.2ア ル ゴ リ ズ ム が 本 発 明 の 実 行 に 使 用 す る こ と が で き
る 。 そ れ ら は 、 例 え ば 、 Altschul (1977) Nuc.Acids Res. 25:3389-3402；  Altschul (19
90) J.Mol.Biol. 215:403-410に 述 べ ら れ て い る 。 BLAST解 析 を 行 う た め の ソ フ ト ウ ェ ア ー
は 、 National Center for Biotechnology Informationを 通 し て 公 共 的 に 入 手 が 可 能 で あ
る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 調 べ ら れ る 配 列 に お い て 、 長 さ Wの シ ョ ー ト ワ ー ド を 同 定 す る
こ と に よ り 高 い ス コ ア ー を 持 つ 配 列 (HSP)を 初 め に 同 定 す る こ と に 関 与 し て お り 、 そ れ は
、 あ る デ ー タ ベ ー ス 配 列 に お い て 同 じ 長 さ の ワ ー ド で 整 列 さ せ た 場 合 に 、 一 致 す る か あ る
い は 正 の 値 の 閾 値 ス コ ア ー を 満 た す も の で あ る 。 Tは 、 近 傍 ワ ー ド ス コ ア ー 閾 値 (Altschul
 (1990) supra)を 意 味 す る 。 こ れ ら 初 期 の 近 傍 ワ ー ド の ヒ ッ ト は 、 そ れ ら を 含 む よ り 長 い
HSPを 見 出 す た め の 初 期 検 索 の シ ー ド と し て 作 用 す る 。 そ の ワ ー ド は 、 累 積 ア ラ イ ン メ ン
ト  ス コ ア ー が 上 昇 す る 限 り 各 配 列 に 沿 っ て そ の 両 方 向 に 伸 長 さ れ る 。 累 積 ス コ ア ー は 、
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て は 、 パ ラ メ ー タ ー M(一 致 し て い る 残 基 対 に 対 す る 報 酬 ス コ ア ー
； 常 に 0よ り 大 )を 用 い て 計 算 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 ス コ ア リ ン グ  マ ト リ ッ
ク ス を 用 い て 累 積 ス コ ア ー が 計 算 さ れ る 。 各 方 向 に お け る ワ ー ド ヒ ッ ト の 伸 長 は 、 累 積 ア
ラ イ ン メ ン ト  ス コ ア が そ の 最 大 到 達 値 か ら 量 Xだ け 低 下 す る 場 合 ； 1つ 以 上 の 負 の ス コ ア
リ ン グ 残 基 ア ラ イ ン メ ン ト の 累 積 の た め に 累 積 ス コ ア が ゼ ロ 、 あ る い は そ れ 以 下 に な る 場
合 ： 又 は 、 い ず れ か の 配 列 が 末 端 に 到 達 し た 場 合 に 停 止 さ れ る 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム  パ ラ
メ ー タ ー W、 T及 び Xは 、 ア ラ イ ン メ ン ト の 感 度 及 び 速 度 を 決 定 す る 。 BLASTNプ ロ グ ラ ム (ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 用 )は 、 デ フ ォ ル ト 値 と し て ワ ー ド 長 (word length、 W)11、 期 待 値 (E)10、
カ ッ ト オ フ 100、 M=5、 N=-4、 及 び 両 鎖 の 比 較 を 用 い る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 BLASTP
プ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト 値 と し て ワ ー ド 長 (W)3、 期 待 値 (E)10、 及 び BLOSUM62ス コ ア リ
ン グ マ ト リ ッ ク ス (Henikoff & Henikoff(1989) Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 89:10915参 照 )
。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 、 二 種 の 配 列 間 の 類 似 性 の 統 計 的 分 析 も 実 行 す る (例 え ば 、 Karlin
及 び Altshul(1993) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:5873-5787参 照 )。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム か
ら 提 供 さ れ る 類 似 性 の 尺 度 の 一 つ は 、 最 小 合 計 確 率 (P(N))で あ り 、 こ れ は 二 種 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 間 又 は 二 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の マ ッ チ ン グ が 偶 然 に 発 生 す る 確 率 の 指 標 を 提 供 す
る 。 例 え ば 、 被 験 配 列 と 参 照 配 列 と の 比 較 に お け る 最 小 合 計 確 率 が 約 0.2未 満 、 よ り 好 ま
し く は 約 0.01未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 0.001未 満 で あ る 場 合 に 、 そ の 核 酸 は 、 参 照 配 列 と
類 似 で あ る と み な さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 タ ン パ ク 及 び 核 酸 の 配 列 相 同 性 は 、 Basic Loca
l Alignment Search Tool(「 BLAST」 )に よ り 評 価 さ れ る 。 例 え ば 、 5種 の 特 別 な BLASTプ ロ
グ ラ ム を 以 下 の 作 業 を 実 行 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ： (1) BLASTP及 び BLAST3は 、
被 験 ア ミ ノ 酸 配 列 を タ ン パ ク 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； (2) BLASTNは 、 被 験 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； (3) BLASTXは 、 被 験 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 由 来 す る 6種 の 概 念 的 翻 訳 産 物 (両 鎖 )を タ ン パ ク 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； (4)
 TBLASTNは 、 被 験 タ ン パ ク 配 列 を 6種 全 て の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (両 鎖 )に 翻 訳 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 比 較 す る ； お よ び 、 (5) TBLANTXは 、 被 験 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 6種 の 翻 訳 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 6種 の 翻 訳 と 比 較 す る 。 そ の BLAST
プ ロ グ ラ ム は 、 類 似 し た 部 分 を 同 定 す る こ と に よ り 相 同 的 な 配 列 を 同 定 し 、 こ こ に は 、 被
験 ア ミ ノ 酸 、 あ る い は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間
の 「 高 ス コ ア ー セ グ メ ン ト 対 」 と し て 言 及 さ れ る 。 高 ス コ ア ー セ グ メ ン ト 対 は 、 好 ま し く
は ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス に よ り 同 定 (即 ち 、 ア ラ イ ン メ ン ト )さ れ 、 そ の 大 部 分 は 既 に
よ く 知 ら れ て い る 。 使 用 さ れ る ス コ ア リ ン グ  マ ト リ ッ ク ス は 、  好 ま し く は 、 BLOSUM62で
あ る (Gonnet他 , Science 256:1443-1445, 1992； Henikoff and Henikoff, Proteins 17:4
9-61, 1993)。 よ り 好 ま し く は な い が 、 PAM、 あ る い は PAM250を 使 用 す る こ と も で き る （ 例
え ば 、 Schwartz and Dayhoff, 編 集 , 1978, Matrices for Detecting Distance Relation
ships： Atlas of Protein Sequence and Structure, Washington： National Biomedical 
Research Foundation を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 と し て 、 あ る 核 酸 が 本 発 明 の 範 囲 に 入 る よ う な 必 要 と さ れ る 配 列 同 一 性
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を 持 つ も の か を 調 べ る た め に 、 NCBI BLAST 2.2.2プ ロ グ ラ ム が 、 blastpへ の デ フ ォ ル ト オ
プ シ ョ ン で 使 用 さ れ る 。 約 38の オ プ シ ョ ン  セ ッ テ ィ ン グ が NCBI BLAST 2.2.2プ ロ グ ラ ム
に 存 在 す る 。 本 発 明 の こ の 典 型 的 な 例 と し て 、 全 て の デ フ ォ ル ト 値 が 、 デ フ ォ ル ト  フ ィ
ル タ ー リ ン グ セ ッ テ ィ ン グ （ 即 ち 、 OFFに セ ッ ト し て あ る フ ィ ル タ ー リ ン グ を 除 き 、 デ フ
ォ ル ト へ セ ッ ト さ れ た 全 て の パ ラ メ ー タ ー ） を 除 き 使 用 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト  フ ィ ル タ ー
リ ン グ セ ッ テ ィ ン グ で は 、 「 -FF」 セ ッ テ ィ ン グ が 使 用 さ れ 、 フ ィ ル タ ー リ ン グ を 不 能 に
す る 。 デ フ ォ ル ト  フ ィ ル タ ー リ ン グ の 使 用 は 、 配 列 が 短 い た め に Karlin-Altschulバ イ オ
レ ー シ ョ ン を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 典 型 的 な 例 に お い て 使 用 さ れ る デ フ ォ ル ト 値 は 、 以 下 を 含 む 。
“ 低 複 雑 度 の た め の フ ィ ル タ ー 　 ： 　 ON
ワ ー ド サ イ ズ 　 ： 　 ３
マ ト リ ッ ク ス 　 ： 　 BLOSUM62
ギ ャ ッ プ コ ス ト 　 ： Existence: 11　
拡 張 　 ： 　 １ ”
　 他 の デ フ ォ ル ト セ ッ テ ィ ン グ は ： 低 複 雑 度 の た め の フ ィ ル タ ー が OFF、 ワ ー ド サ イ ズ が
タ ン パ ク の た め に ３ 、 BLOSUM62マ ト リ ッ ク ス 、 ギ ャ ッ プ Existence Penaltyが -11、 拡 張 Pe
naltyが -１ で あ る 。
　 典 型 的 な NCBI BLAST 2.2.2プ ロ グ ラ ム セ ッ テ ィ ン グ は 、 以 下 の Example 1 に お い て 示 さ
れ る 。 ” -W” オ プ シ ョ ン が  0 に デ フ ォ ル ト さ れ る こ と に 注 意 。 こ れ は 、 セ ッ ト さ れ な い
場 合 、 ワ ー ド サ イ ズ は 、 タ ン パ ク 質 の 場 合 は  3、 ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 は 11に デ フ ォ ル ト さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 配 列 同 一 性 、 構 造 相 同 性 、 モ チ ー フ 及 び そ の 類 を 決 定 及 び 同 定 す る た め に 、 本 発 明 の 配
列 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ っ て 読 ま れ 、 ア ク セ ス す る こ と の で き る 如 何 な る 媒 体 (メ デ ィ
ア )上 に 保 存 、 記 録 、 及 び 操 作 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 及 び
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :5、 配
列 番 号 :6、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :8等 を 記 録 又 は 保 存 し た コ ン ピ ュ ー タ ー 、 コ ン ピ ュ ー タ
ー シ ス テ ム 、 コ ン ピ ュ ー タ ー で 可 読 性 の 媒 体 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 製 品 及 び 本 発 明
の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 記 録 保 存 す る 類 を 提 供 す る 。 こ こ に 用 い ら れ る よ う に 、 用
語 「 記 録 さ れ る 」 及 び 「 保 存 さ れ る 」 と は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー メ デ ィ ア 上 に 情 報 を 保 存 す る
た め の 工 程 を 意 味 す る 。 熟 練 し た 研 究 者 は 、 本 発 明 の 一 種 以 上 の 核 酸 及 び /又 は ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む 製 品 を つ く る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー で 読 取 り 可 能 な 媒 体 上 に 配 列 情 報 を 保 存
す る た め の 既 知 の 如 何 な る 方 法 に も 容 易 に 適 応 で き る 。
　 本 発 明 の 別 の 特 徴 は 、 少 な く と も 一 種 の 核 酸 及 び /又 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 記 録 し た コ ン
ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体 で あ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体 は 、 磁 気 的 に 読 め る 媒 体 、 視 覚
的 に 読 め る 媒 体 、 電 気 的 に 読 め る 媒 体 及 び 磁 気 /視 覚 媒 体 を 含 む 。 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ
ー 可 読 性 媒 体 に は 、 他 の タ イ プ の 既 に よ く 知 ら れ て い る 他 の 媒 体 に 加 え て 、 ハ ー ド デ ィ ス
ク 、 フ レ キ シ ブ ル デ ィ ス ク 、 磁 気 テ ー プ 、 CD-ROM、 デ ジ タ ル 多 様 デ ィ ス ク (DVD)、 ラ ン ダ
ム ア ク セ ス メ モ リ ー (RAM)、 あ る い は リ ー ド オ ン リ ー メ モ リ ー (ROM)で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 特 徴 は 、 こ の 中 に 記 述 さ れ る 配 列 及 び 配 列 情 報 を 保 存 及 び 操 作 す る シ ス テ ム (
例 え ば 、 イ ン タ ー ネ ッ ト に 基 づ く シ ス テ ム )、 特 に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を 含 む 。 コ
ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100の 一 つ の 例 は 、 図 1の ブ ロ ッ ク ダ イ ヤ グ ラ ム で 説 明 さ れ る 。 こ こ
に 使 用 さ れ る よ う に 、 「 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 」 と は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 を 解 析 す る た め に 使 用 さ れ る ハ ー ド ウ ェ ア 、 ソ フ ト ウ ェ ア コ ン ポ ー ネ ン ト 、 及
び デ ー タ 保 存 コ ン ポ ー ネ ン ト を 意 味 す る 。
　 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 配 列 デ ー タ の 処 理 、 ア ク セ ス 及 び 操 作 の た め の 処 理 装
置 を 含 む こ と が で き る 。 処 理 装 置 105は 、 ど の よ う な 既 知 の 中 央 処 理 装 置 、 例 え ば 、 Intel
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 Corporation か ら の ペ ン テ ィ ア ム （ 登 録 商 標 ） III、 又 は Sun、 Motorola、 Compaq、 AMD又
は International Business Machines製 の 同 様 の 処 理 装 置 で も よ い 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス
テ ム 100は 、 処 理 装 置 105及 び デ ー タ -保 存 の た め の 一 つ 以 上 の デ ー タ 記 憶 装 置 110、 一 般 目
的 シ ス テ ム で あ る 及 び デ ー タ 保 存 装 置 に 保 存 し た デ ー タ を 検 索 す る た め の 一 つ 以 上 の デ ー
タ 検 索 装 置 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 一 側 面 と し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 ハ ー ド ド ラ イ ブ 及 び /又 は そ の 中 に 保 存
デ ー タ を 持 つ 可 読 で き る 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー の よ う な 、 メ イ ン 記 憶 装 置 115(で き れ ば RAM
と し て 実 行 さ れ る )及 び 内 部 デ ー タ 記 憶 装 置 110に 接 続 す る 母 船 と 接 続 さ れ た 処 理 装 置 105
を 含 む 。 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 更 に 、 内 部 デ ー タ 記 憶 装 置 110保 存 さ れ た デ ー タ を 読
む た め の デ ー タ 検 索 装 置 118を 含 め る こ と が で き る 。
　 デ ー タ 検 索 装 置 118は 、 例 え ば 、 フ レ キ シ ブ ル デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 、 コ ン パ ク ト デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ 、 磁 気 テ ー プ 、 あ る い は 自 動 デ ー タ 保 存 シ ス テ ム (例 え ば 、 イ ン タ ー ネ ッ ト )と 接
続 す る こ と の で き る モ デ ム を 意 味 し て も よ い 。 い く つ か の 具 体 例 と し て 、 内 部 デ ー タ 記 憶
装 置 110は 、 フ レ キ シ ブ ル デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 、 コ ン パ ク ト デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 、 磁 気 テ ー プ
等 の 除 去 可 能 な 可 読 性 媒 体 で あ り 、 そ の 中 に 制 御 論 理 /又 は デ ー タ を 含 ん で い る 。 コ ン ピ
ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 デ ー タ 記 憶 装 置 に 入 れ ら れ た 制 御 論 理 や デ ー タ を デ ー タ 保 存 装
置 か ら 読 み 出 す た め の 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア を 有 利 に 含 む か 、 あ る い は そ れ に よ っ て プ ロ グ
ラ ム さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ 100は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ユ ー ザ ー に 出 力 を 表 示 す る た め に 使 用 さ
れ る デ ィ ス プ レ ー 120を 含 む 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ 100は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100
へ の 集 中 ア ク セ ス を 提 供 す る ネ ッ ト ワ ー ク 又 は 広 域 ネ ッ ト ワ ー ク の 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ
ス テ ム 125a-cに 接 続 可 能 で あ る こ と に も 注 目 す べ き で あ る 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア
ミ ノ 酸 配 列 に ア ク セ ス し た り 、 そ れ ら を 処 理 す る た め の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 実 行 中 に メ イ ン
記 憶 装 置 115に 存 在 で き る 。
　 い く つ か の 例 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 比 較 す る
た め の 配 列 比 較 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 ん で も よ い 。 ア ル ゴ リ ズ ム 及 び 配 列 は 、 コ ン ピ ュ ー タ
可 読 解 媒 体 に 保 存 で き る 。 「 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 」 は 、 あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 他 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 及 び /又 は デ ー タ 保 存 手 段 中 の 化 合 物 と 比 較 す る た め に コ ン ピ ュ ー タ ー シ
ス テ ム 100で 実 行 さ れ る (局 部 的 又 は 遠 隔 的 に )一 種 以 上 の プ ロ グ ラ ム を 意 味 す る 。 例 え ば
、 そ の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 コ ン ピ ュ ー タ 可 読 解 媒 体 に 保 存 さ れ た 典 型 的 な 配 列 、 例
え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :6、 配
列 番 号 :7、 配 列 番 号 :8等 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を  相 同 性 又 は 構 造 モ チ ー フ を 同 定 す る た め
に コ ン ピ ュ ー タ 可 読 解 媒 体 に 保 存 さ れ た 対 照 配 列 と 比 較 す る か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 上 記 の ア ル ゴ リ ズ ム に 使 用 さ れ る パ ラ メ ー タ ー は 、 調 べ ら れ た 配 列 の 長 さ 及 び 相 同 性 に
依 存 し て 調 整 さ れ て も よ い 。 い く つ か の 例 に お い て 、 そ の パ ラ メ ー タ ー は 、 ユ ー ザ ー か ら
の 指 示 が な い 時 に ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 使 用 さ れ る デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー で も よ い 。 図
2は 、 新 規 配 列 と デ ー タ ベ ー ス 中 の 配 列 間 の 相 同 性 を 決 定 す る た め に 、 新 規 ヌ ク レ オ チ ド
又 は タ ン パ ク 質 配 列 を 配 列 の デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る た め の プ ロ セ ス 200の 一 例 を 描 写 し
た フ ロ ー ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。 配 列 の デ ー タ ベ ー ス は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100中 に
保 存 さ れ た 私 的 な デ ー タ ベ ー ス 、 あ る い は イ ン タ ー ネ ッ ト を 通 じ て 利 用 可 能 な GENBANKの
よ う な 公 共 デ ー タ ベ ー ス で も よ い 。 プ ロ セ ス 200は 、 開 始 状 態 201で 始 ま り 、 次 に 、 比 較 さ
れ る 新 し い 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100に 保 存 さ れ る 状 態 202へ と 移 動 す る 。 先 に 考
察 し た よ う に 、 そ の 保 存 は 、 RAM又 は 内 部 保 存 装 置 を 含 む ど の よ う な タ イ プ で も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 プ ロ セ ス 200は 、 配 列 の デ ー タ ベ ー ス が 解 析 及 び 比 較 の た め に 開 か れ る 状 態 204へ と 移 動
す る 。 プ ロ セ ス 200は 、 デ ー タ ベ ー ス に 保 存 さ れ た 最 初 の 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ の メ モ リ ー
に 読 込 ま れ る 状 態 206へ と 移 動 す る 。 そ れ か ら 、 比 較 は 、 最 初 の 配 列 が 第 二 の 配 列 と 同 一
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か ど う か を 調 べ る 状 態 210で 行 わ れ る 。 こ の 工 程 が 、 新 規 配 列 と デ ー タ ベ ー ス 中 の 最 初 の
配 列 間 の 正 確 な 比 較 を 実 行 す る こ と に 限 定 さ れ な い こ と に 注 意 す る こ と は 重 要 で あ る 。 た
と え そ れ ら が 同 一 で な く と も 、 二 種 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 配 列 を 比 較 す る た め の
有 名 な 方 法 が 技 術 に 精 通 し た 者 に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 二 種 の 試 験 配 列 間 の 相 同 性 を 上
げ る た め に 、 ギ ャ ッ プ が 一 つ の 配 列 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ギ ャ ッ プ 又 は 他 の 性 質 を 、
比 較 の 間 に 、 あ る 配 列 に 導 入 さ れ る か を 制 御 す る パ ラ メ ー タ ー は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ
ム の ユ ー ザ ー に よ っ て 通 常 入 力 さ れ る 。 一 旦 、 状 態 210で 二 種 の 配 列 比 較 が 行 わ れ る と 、
決 定 状 態 210に お い て 、 そ の 二 種 の 配 列 が 同 一 な も の で あ る か の 決 定 が な さ れ る 。 当 然 、
用 語 「 同 一 」 は 、 絶 対 的 に 同 一 で あ る 配 列 に 限 定 さ れ な い 。 ユ ー ザ ー に よ っ て 入 力 さ れ た
相 同 パ ラ メ ー タ ー の 範 囲 に 入 る 配 列 は 、 プ ロ セ ス 200に お い て 「 同 一 」 と し て マ ー ク さ れ
る 。 二 種 の 配 列 が 同 一 と 決 定 さ れ る と 、 プ ロ セ ス 200は 、 デ ー タ ベ ー ス か ら の 配 列 名 が ユ
ー ザ ー に 表 示 さ れ る 状 態 214へ と 移 動 す る 。 こ の 状 態 は 、 表 示 名 を 持 つ 配 列 が 入 力 さ れ た
そ の 相 同 性 に 関 す る 束 縛 を 満 た し て い る こ と を ユ ー ザ ー に 知 ら せ て い る 。 保 存 さ れ た 配 列
名 が ユ ー ザ ー に 表 示 さ れ る と 、 プ ロ セ ス 200は 、 決 定 状 態 218へ 移 動 し 、 デ ー タ ベ ー ス に そ
れ 以 上 の 配 列 が 存 在 す る か の 決 定 が な さ れ る 。 デ ー タ ベ ー ス に も は や そ れ 以 上 の 配 列 が 存
在 し な い 場 合 、 プ ロ セ ス 200は 、 終 了 状 態 220で 終 了 す る 。 し か し な が ら 、 そ れ 以 上 の 配 列
が デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る 場 合 、 プ ロ セ ス 200は 、 状 態 224へ 移 動 し 、 そ の 配 列 を 新 し い 配
列 と 比 較 す る こ と が で き る よ う に 、 ポ イ ン タ ー が デ ー タ ベ ー ス の 次 の 配 列 に 移 動 す る 。 こ
の よ う な 様 式 に お い て 、 そ の 新 規 配 列 は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 全 配 列 と 整 列 、 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 配 列 が 相 同 で な い と い う 決 定 が 決 定 状 態 212に お い て な さ れ た 場 合 、 プ ロ セ ス 200は 、 デ
ー タ ベ ー ス 中 の 他 の 配 列 も 比 較 の た め に 利 用 で き る か を 調 べ る た め に 、 決 定 状 態 218に 速
や か に 移 動 す る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 一 つ の 展 望 は 、 処 理 装 置 、 本
発 明 の 核 酸 配 列 を 保 存 し て い る デ ー タ 保 存 装 置 及 び 比 較 を 行 う た め の 対 照 比 較 配 列 を 含 む
コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム で あ る 。 対 照 比 較 配 列 は 、 比 較 又 は 同 定 さ れ る 配 列 、 構 造 モ チ ー
フ 間 の 相 同 の レ ベ ル を 示 す か 、 又 は 配 列 中 に こ れ ら 核 酸 コ ー ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド に
比 較 さ れ る 構 造 モ チ ー フ を 同 定 す る か も し れ な い 。
　 図 3は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 中 で 二 種 の 配 列 が 相 同 で あ る か を 決 定 す る た め の プ ロ セ ス 250の
一 具 体 例 を 描 写 す る フ ロ ー ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。 プ ロ セ ス 250は 、 開 始 状 態 252で 始 ま り 、
次 に 、 比 較 さ れ る 最 初 の 配 列 が メ モ リ ー に 保 存 さ れ る 状 態 254に 移 動 す る 。 比 較 さ れ る 第
二 の 配 列 は 、 次 に 、 状 態 256に お い て 、 メ モ リ ー に 保 存 さ れ る 。 プ ロ セ ス 250は 、 次 に 、 最
初 の 配 列 の 最 初 の 文 字 が 読 ま れ る 状 態 260へ 移 動 し 、 そ れ か ら 状 態 262に 移 動 し て 第 二 の 配
列 の 最 初 の 文 字 が 読 ま れ る 。 そ の 配 列 が ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 、 そ の 文 字 は 、 通 常 、 A
、 T、 C、 G又 は Uで あ る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 そ の 配 列 が タ ン パ ク 質 配 列 の 場 合 、
そ れ は 、 最 初 及 び に 二 番 目 の 配 列 が 容 易 に 比 較 で き る よ う に 、 単 一 文 字 の ア ミ ノ 酸 コ ー ド
で よ い 。 そ れ か ら 、 二 種 の 文 字 が 同 一 で あ る か の 決 定 が 決 定 状 態 264で な さ れ る 。 プ ロ セ
ス 250は 、 最 初 及 び 二 番 目 の 配 列 に お け る 次 の 文 字 が 読 ま れ る 状 態 268に 移 動 す る 。 次 に 、
次 の 文 字 が 同 一 で あ る か の 決 定 が な さ れ る 。 同 一 で あ る 場 合 、 プ ロ セ ス 250は 、 二 つ の 文
字 が 同 一 で な い 所 ま で こ の ル ー プ を 続 け る 。 次 の 二 つ の 文 字 が 同 じ で な い 決 定 が な さ れ た
場 合 、 プ ロ セ ス 250は 、 そ れ 以 上 の 文 字 が 読 ま れ る ど ち ら か の 配 列 に 存 在 す る か を 決 定 す
る 決 定 状 態 274に 移 動 す る 。 相 同 性 の 度 合 い は 、 最 初 の 配 列 に お け る 配 列 の 総 数 と 同 一 な
文 字 の 配 列 間 の 割 合 を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 従 っ て 、 最 初 の 100ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 第 二 の 配 列 の 各 配 列 と 整 列 し た 場 合 、 そ の 相 同 の レ ベ ル は 100 %で あ る 。
　 別 例 と し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 対 照 配 列 を 本 発 明 の 配 列 と 一 カ 所 以 上 の 部
位 で 異 な る か を 比 較 で き る 。 そ の プ ロ グ ラ ム は 、 対 照 又 は 本 発 明 の い ず れ か の 配 列 に 関 し
、 長 さ 及 び 挿 入 の 同 一 性 、 削 除 又 は 置 換 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 を 記 録 す る こ と が
で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 対 照 配 列 が 本 発 明 の 配 列 に 関 し て 単 一 ヌ ク レ オ チ
ド ポ リ モ ル フ ィ ズ ム (SNP)を 含 む か 、 あ る い は 本 発 明 の 配 列 が 既 知 の 配 列 の SNPを 含 む か を
決 定 す る プ ロ グ ラ ム で も よ い 。 従 っ て 、 い く つ か の 例 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ
ム は 、 SNPを 同 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ る 。 そ の 方 法 は 、 上 述 し た コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム
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及 び 図 3に 描 写 し た 方 法 に よ り 実 行 さ れ て も よ い 。 そ の 方 法 は 、 本 発 明 の 配 列 及 び 対 照 配
列 を コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム の 使 用 に よ り 読 む こ と 、 及 び そ の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ
ム で 相 違 を 同 定 す る こ と に よ り 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 別 例 と し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の シ ス テ ム は 、 本 発 明 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド 内 の 特
徴 を 同 定 す る た め の ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ア ー を 含 む 。 「 ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ア ー 」 と は 、
核 酸 配 列 内 の あ る 特 徴 を 同 定 す る 一 種 以 上 の プ ロ グ ラ ム を 示 す 。 例 え ば 、 ア イ デ ン テ ィ フ
ァ イ ア ー は 、 あ る 核 酸 配 列 注 に オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)を 同 定 す る プ ロ グ ラ
ム を 含 ん で も よ い 。 図 4は 、 配 列 の 特 徴 の 存 在 を 検 出 す る た め の ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ア ー
プ ロ セ ス 300の 一 例 を 説 明 す る 図 表 で あ る 。 プ ロ セ ス 300は 、 開 始 の 状 態 302で 始 ま り 、 次
に 、 特 徴 が 調 べ ら れ る 最 初 の 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100の メ モ リ ー 115に 保 存 さ れ
る 状 態 304に 移 動 す る 。 プ ロ セ ス 300は 、 次 に 、 配 列 の 特 徴 の デ ー タ ベ ー ス が 開 け る 状 態 30
6に 移 動 す る 。 そ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 、 特 徴 の 名 称 と 共 に 各 特 徴 の 属 性 の リ ス ト を 含
ん で も よ い 。 例 え ば 、 特 徴 の 名 称 は 、 「 開 始 コ ド ン 」 で あ っ て も よ く 、 そ の 属 性 は 、 「 AT
G」 で あ る か も し れ な い 。 他 の 例 と し て 、 特 徴 の 名 称 「 TAATAAボ ッ ク ス 」 、 特 徴 の 属 性 は
、 「 TAATAA」 で も よ い 。 そ の よ う な デ ー タ ベ ー ス の 例 は 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 Genetics C
omputer Groupに よ っ て 作 製 さ れ る 。 代 わ り に 、 そ の 特 徴 は 、 ア ル フ ァ ー ヘ リ ッ ク ス 、 ベ
ー タ ー シ ー ト の よ う な 構 造 的 な 特 徴 、 又 は 酵 素 の 活 動 部 位 、 ヘ リ ッ ク ス -タ ー ン -ヘ リ ッ ク
ス モ チ ー フ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ 、 あ る い は そ の 領 域 に お け る 技 術 に 熟 練 し た も
の に よ く 知 ら れ る 他 の モ チ ー フ で も よ い 。 特 徴 の デ ー タ ベ ー ス が 状 態 306で 開 く と 、 プ ロ
セ ス 300は 、 状 態 308に 移 動 し 、 そ こ で 。 最 初 の 特 徴 が デ ー タ ベ ー ス か ら 読 ま れ る 次 に 、 最
初 の 特 徴 の 属 性 と そ の 最 初 の 配 列 と の 比 較 が 状 態 310で な さ れ る 。 そ れ か ら 、 そ の 特 徴 の
属 性 が 最 初 の 配 列 で 見 ら れ る か ど う か の 決 定 が 決 定 状 態 316に お い て な さ れ る 。 も し 属 性
が 見 ら れ た ら 、 次 に 、 状 態 318へ 移 動 し 、 そ こ で 見 い だ さ れ た 特 徴 の 名 称 が ユ ー ザ ー に 表
示 さ れ る 。 プ ロ セ ス 300は 、 更 に 、 決 定 状 態 320へ 移 動 し 、 そ こ で ム ー ブ フ ィ ー チ ャ ー が そ
の デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る か を 調 べ る 。 も は や 特 徴 が な け れ ば 、 プ ロ セ ス 300は 、 次 に 、
状 態 326に お い て 次 の 配 列 特 徴 を 読 み 、 終 了 状 態 324を 終 了 さ せ る 。 し か し な が ら 、 更 な る
特 徴 が デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る 場 合 、 プ ロ セ ス 300は 、 状 態 326に お い て 次 の 配 列 特 徴 を 読
み 、 状 態 310に 戻 り 、 そ こ で 次 の 特 徴 の 属 性 が 最 初 の 配 列 に 対 し て 比 較 さ れ る 。 決 定 状 態 3
16に お い て 、 そ の 特 徴 属 性 が 最 初 の 配 列 中 に 見 ら れ な い 場 合 、 特 徴 が デ ー タ ベ ー ス に あ る
か ど う か を 更 に 調 べ る た め に 、 プ ロ セ ス 300は 、 決 定 状 態 320に 直 接 移 動 す る 。 従 っ て 、 一
側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)を 同 定 す る コ ン ピ ュ ー タ ー
プ ロ グ ラ ム を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 配 列 は 、 様 々 な デ ー タ 処 理 装 置 プ ロ グ ラ ム で 、 様 々 な フ
ォ ー マ ッ ト に お い て 保 存 及 び 操 作 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 は 、 MicrosoftWORD又
は WORDPERFECTの よ う な ワ ー ド プ ロ セ ッ シ ン グ フ ァ イ ル の テ キ ス ト と し て 、 あ る い は DB2、
SYBASE、 又 は ORACLEの よ う な そ の 技 術 に 熟 練 し た 者 に よ く 知 ら れ る 様 々 な デ ー タ ベ ー ス プ
ロ グ ラ ム と し て 保 存 さ れ て も よ い 。 更 に 、 多 く の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 及 び デ ー タ ベ
ー ス を 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 と の 比 較 の た め に 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 ア イ デ ン テ ィ フ ァ
イ ア ー 、 あ る い は 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 対 照 配 列 源 と し て 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 を 実
施 す る た め に 使 用 さ れ る プ ロ グ ラ ム 及 び デ ー タ ベ ー ス は 、 以 下 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ
れ な い : MacPattern (EMBL)、 DiscoveryBase (Molecular Applications Group)、 GeneMin
e (Molecular Applications Group)、 Look (Molecular Applications Group)、 MacLook (
Molecular Applications Group)、 BLAST及 び BLAST2 (NCBI)、 BLASTN及 び BLASTX (Altschu
l他 、 J. Mol. Biol. 215: 403, 1990)、 FASTA (Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 85: 2444, 1988)、 FASTDB (Brutlag他 、 Comp. App. Biosci. 6:237-245, 199
0)、 Catalyst (Molecular Simulations Inc.)、 Catalyst/SHAPE (Molecular Simulations
 Inc.)、 Cerius2.DBAccess (Molecular Simulations Inc.)、 HypoGen (Molecular Simula
tions Inc.)、 Insight II, (Molecular Simulations Inc.)、 Discover (Molecular Simul
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ations Inc.)、 CHARMm (Molecular Simulations Inc.)、 Felix (Molecular Simulations 
Inc.)、 DelPhi (Molecular Simulations Inc.)、 QuanteMM (Molecular Simulations Inc.
)、 Homology (Molecular Simulations Inc.)、 Modeler (Molecular Simulations Inc.)、
ISIS (Molecular Simulations Inc.)、 Quanta/Protein Design (Molecular Simulations 
Inc.)、 WebLab (Molecular Simulations Inc.)、 WebLab Diversity Explorer (Molecular
 Simulations Inc.)、 Gene Explorer (Molecular Simulations Inc.)、 SeqFold (Molecul
ar Simulations Inc.)、 MDL Available Chemicals Directoryデ ー タ ベ ー ス 、 MDL Drug Da
ta Reportデ ー タ ベ ー ス 、 Comprehensive Medicinal Chemistryデ ー タ ベ ー ス 、 Derwent’ s
 World Drug Indexデ ー タ ベ ー ス 、 BioByteMasterFileデ ー タ ベ ー ス 、 Genbankデ ー タ ベ ー
ス 、 及 び Genseqnデ ー タ ベ ー ス 。 本 開 示 が 与 え ら れ た 当 業 者 に は 、 他 の 多 く の プ ロ グ ラ ム
及 び デ ー タ ベ ー ス が 明 確 な も の と な る で ろ う 。
　 上 記 の プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 検 出 さ れ る か も し れ な い モ チ ー フ に は 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー
、 ヘ リ ッ ク ス -タ ー ン -ヘ リ ッ ク ス モ チ ー フ 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 、 ユ ビ キ チ ン 化 部 位 、 ア ル
フ ァ ー へ リ ッ ク ス 、 及 び ベ ー タ ー シ ー ト 、 コ ー ド タ ン パ ク 質 が 分 泌 さ れ る よ う に す る シ グ
ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド し た シ グ ナ ル 配 列 、 ホ メ オ ボ ッ ク ス の よ う な 転 写 制 御 に 関 係 す る 配
列 、 酸 性 ス ト レ ッ チ 、 酵 素 活 性 部 位 、 基 質 結 合 部 位 、 及 び 酵 素 解 裂 部 位 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 典 型 的 な 配 列 、 例 え ば 以 下 の 配 列 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に お
い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る ： 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 :3、 配
列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番
号 :17、 配 列 番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号
:29、 配 列 番 号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :4
1、 配 列 番 号 :43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53
、 配 列 番 号 :55、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59、 配 列 番 号 :61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、
配 列 番 号 :67、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配
列 番 号 :79、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列
番 号 :91、 配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列
番 号 :103、 配 列 番 号 :105と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番
号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10、 配 列 番 号 :12、 配 列 番 号 :14、 配 列 番 号 :16、 配 列 番 号 :1
8、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24、 配 列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30
、 配 列 番 号 :32、 配 列 番 号 :34、 配 列 番 号 :36、 配 列 番 号 :38、 配 列 番 号 :40、 配 列 番 号 :42、
配 列 番 号 :44、 配 列 番 号 :46、 配 列 番 号 :48、 配 列 番 号 :50、 配 列 番 号 :52 は ID NO:54、 配 列
番 号 :56、 配 列 番 号 :58、 配 列 番 号 :60、 配 列 番 号 :62、 配 列 番 号 :64、 配 列 番 号 :66、 配 列 番
号 :68、 配 列 番 号 :70、 配 列 番 号 :72、 配 列 番 号 :74、 配 列 番 号 :76、 配 列 番 号 :78、 配 列 番 号
:80、 配 列 番 号 :82、 配 列 番 号 :84、 配 列 番 号 :86、 配 列 番 号 :88、 配 列 番 号 :90、 配 列 番 号 :9
2、 配 列 番 号 :94、 配 列 番 号 :96、 配 列 番 号 :98、 配 列 番 号 :100、 配 列 番 号 :102、 配 列 番 号 :1
04、 配 列 番 号 :106と し て 示 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。 ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 と は 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 、 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 、
あ る い は 低 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で も よ く 、 本 明 細 書 中 で 示 さ れ て い る 高 度 に ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 又 は そ の 低 下 さ せ た ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 が 含 ま れ て い る 。 別 の 実
施 態 様 と し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 に よ り 定 義 さ れ る 本
発 明 の 核 酸 は 、 そ の 分 子 の 、 例 え ば 、 例 え ば 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 、 約 5残 基 か ら 完 全 長 の
範 囲 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 こ れ ら は 、 残 基 数 と し て 、 少 な く と も 5、 10、 15、 20、 25、 30
、 35、 40、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 90、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400残 基
で あ り 得 る 。 ま た 、 そ の 完 全 長 よ り 短 い 核 酸 も 含 ま れ る 。 こ れ ら の 核 酸 は 、 例 え ば 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ 、 標 識 化 用 プ ロ ー ブ 、 PCR 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
、 iRNA(一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 )、 ア ン チ セ ン ス 、 あ る い は 抗 体 結 合 ペ プ チ ド (エ ピ ト ー プ )、 モ
チ ー フ 、 及 び 活 性 部 位 及 び そ の 類 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 37～ 42 ℃ で 50 %ホ ル ム ア ミ ド の 条 件 を 含 む 高 ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 条 件 で 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 を 規 定 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明
の 核 酸 は 、 30～ 35 ℃ で 35～ 25 %ホ ル ム ア ミ ド の 条 件 を 含 む 低 下 さ せ た ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー 条 件 で 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 を 規 定 さ れ る 。 別 例 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 42
 ℃ で 50 %ホ ル ム ア ミ ド 、 5 X SSPE、 0.3 % SDS及 び cot-1又 は シ ャ ケ 精 子 DNAの よ う な 反 復
配 列 ブ ロ ッ キ ン グ 核 酸 を 含 む (例 え ば 、 200 ng/mlの せ ん 断 及 び 変 性 サ ー モ ン 精 子 DNA)高 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 能 に よ り 定 義 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 核
酸 は 、 35 %ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 35 ℃ に 低 下 さ せ た 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で の ハ
イ ブ リ ダ イ ズ 能 に よ り 定 義 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 き 、 フ ィ ル タ ー は 、 50 ℃ に お い て 6 X SSC、 0.5 % SDS 中
で 洗 浄 す る こ と が で き る 。 こ の 条 件 は 、 25 %よ り 上 の ホ ル ム ア ミ ド で 「 中 程 度 」 、 25 %よ
り 低 い ホ ル ム ア ミ ド で 「 低 い 」 条 件 と 考 え ら れ る 。 「 中 程 度 」 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 30 %の ホ ル ム ア ミ ド 中 で 行 わ れ た
場 合 で あ る 。 「 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 具 体 的 な 例 は 、
上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 10 %の ホ ル ム ア ミ ド 中 で 行 わ れ た 場 合 で あ る 。
　 特 定 の レ ベ ル の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 対 応 す る 温 度 範 囲 は 、 興 味 対 象 の 核 酸 に お け る プ
リ ン と ピ リ ミ ジ ン の 比 を 計 算 し 、 温 度 を そ れ に 応 じ て 調 整 す る こ と に よ り 、 更 に 狭 め る こ
と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 Ausbelと Sambrookに 示 さ れ た よ う に 、 高 、 中 、 及 び 低 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 能 に よ っ て 定 義 さ れ る 。 上 記 の 範 囲 及 び 条 件
の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 既 に よ く 知 ら れ る 技 術 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、
更 に 以 下 に お い て 述 べ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
を 同 定 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 以 下 の
配 列 の 連 続 し た 少 な く と も 10残 基 を 含 ん で い る ： 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、
配 列 番 号 :7、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11、 配 列 番 号 :13、 配 列 番 号 :15、 配 列 番 号 :17、 配 列
番 号 :19、 配 列 番 号 :21、 配 列 番 号 :23、 配 列 番 号 :25、 配 列 番 号 :27、 配 列 番 号 :29、 配 列 番
号 :31、 配 列 番 号 :33、 配 列 番 号 :35、 配 列 番 号 :37、 配 列 番 号 :39、 配 列 番 号 :41、 配 列 番 号
:43、 配 列 番 号 :45、 配 列 番 号 :47、 配 列 番 号 :49、 配 列 番 号 :51、 配 列 番 号 :53、 配 列 番 号 :5
5、 配 列 番 号 :57、 配 列 番 号 :59は 、 配 列 番 号 :61、 配 列 番 号 :63、 配 列 番 号 :65、 配 列 番 号 :6
7、 配 列 番 号 :69、 配 列 番 号 :71、 配 列 番 号 :73、 配 列 番 号 :75、 配 列 番 号 :77、 配 列 番 号 :79
、 配 列 番 号 :81、 配 列 番 号 :83、 配 列 番 号 :85、 配 列 番 号 :87、 配 列 番 号 :89、 配 列 番 号 :91、
配 列 番 号 :93、 配 列 番 号 :95、 配 列 番 号 :97、 配 列 番 号 :99、 配 列 番 号 :101、 配 列 番 号 :103、
配 列 番 号 :105。 別 例 と し て 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の 配 列 と し て 示 さ れ る 配 列 の 少
な く と も 約 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23
、 24、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 90、 100、 150、 約 10～ 50 残
基 、 約 20～ 60 残 基 、 あ る い は 約 30～ 70残 基 の 連 続 塩 基 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ は
、 結 合 や ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 核 酸 を 同 定 す る 。 そ の プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 キ ャ
ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 む 本 発 明 の ア レ イ 、 以 下 の 考 察 を 参 照 、 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の プ ロ ー ブ は 、 ま た 、 そ の 他 の 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 に も 利 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 土 壌 試 料 な ど の 生 物 試 料 中 に 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 持 つ 生 物 、 あ
る い は そ の 核 酸 の 得 ら れ た 生 物 が 含 ま れ る か を 検 定 す る た め に 使 用 す る こ と が 出 来 る 。 こ
の よ う な 工 程 に お い て 、 そ の 核 酸 が 単 離 さ れ る 生 物 を 含 む と 思 わ れ る 生 物 試 料 及 び そ れ ら
の 核 酸 を 試 料 中 よ り 調 製 す る 。 そ れ ら の 核 酸 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 相 補 的 配 列 の 全 て が プ
ロ ー ブ と 特 異 的 に 結 合 で き る 条 件 下 で 、 そ の プ ロ ー ブ と 混 合 接 触 さ れ る 。 必 要 で あ れ ば 、
プ ロ ー ブ と 相 補 的 配 列 が 特 異 的 に 結 合 す る 条 件 は 、 プ ロ ー ブ と そ の 相 補 的 配 列 を 含 む こ と
が 分 か っ て い る 試 料 よ り 得 た 核 酸 と を 混 合 す る こ と に よ り 決 定 す る 。 対 照 と し て 、 相 補 的
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配 列 を 含 ま な い 試 料 よ り 得 た 核 酸 と プ ロ ー ブ と の 混 合 も 行 う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩
衝 液 中 の 塩 濃 度 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 、 あ る い は ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 等 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 プ ロ ー ブ と 相 補 的 核 酸 が 特
異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 を 同 定 す る た め に 変 更 さ れ る (特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 に 関 す る 記 述 を 参 照 )。
【 ０ １ １ ０ 】
　 試 料 が 、 目 的 の 核 酸 が 単 離 さ れ た 生 物 を 含 ん で い る 場 合 、 プ ロ ー ブ の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン が 検 出 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 色 素 、 又
は 検 出 可 能 な 生 産 物 の 生 成 を 触 媒 す る 酵 素 な ど の 検 出 用 物 質 で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い る
こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い る 相 補 的 核 酸 の 存 在 を 検 出
す る た め の 多 く の 方 法 は 、 当 業 者 間 で よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 サ ザ ン ブ ロ
ッ ト 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 及 び ド ッ ト ブ ロ ッ ト 等 が
含 ま れ る 。 各 々 の 実 験 法 は 、 Ausubel及 び Sambrookに よ り 記 述 さ れ て い る 。
　 あ る い は 、 一 種 以 上 の プ ロ ー ブ (こ れ ら の う ち の 、 少 な く と も 一 種 の プ ロ ー ブ は 、 核 酸
試 料 中 に 存 在 す る 全 て の 相 補 的 配 列 と 特 異 的 に 結 合 で き る )が 、 そ の 試 料 に 本 発 明 の 核 酸
配 列 を 持 つ 生 物 (即 ち 、 そ の 核 酸 が 単 離 さ れ た 生 物 )が 含 ま れ る か を 検 定 す る た め の 増 幅 反
応 に 使 用 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 そ の プ ロ ー ブ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る 。 一
側 面 と し て 、 そ の 増 幅 反 応 は 、 PCR 反 応 を 含 む 。 PCR の 手 順 は 、 Ausubel及 び Sambrookに
よ り 記 述 さ れ て い る (増 幅 反 応 に 関 す る 記 述 を 参 照 )。 こ の よ う な 方 法 に お い て 、 試 料 中 の
核 酸 は 、 プ ロ ー ブ と 混 合 さ れ 、 増 幅 反 応 が 行 わ れ 、 そ の 増 幅 反 応 に よ る 生 成 物 が 、 検 定 さ
れ る 。 増 幅 反 応 に よ る 生 成 物 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 後 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム な ど の イ ン タ ー カ レ ー
タ ー に よ り 染 色 検 出 さ れ る 。 又 は 、 一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ が 、 放 射 性 同 位 元
素 に よ り 標 識 さ れ 、 増 幅 反 応 に よ り 増 幅 さ れ た 放 射 活 性 を 有 す る 生 成 物 が ゲ ル 電 気 泳 動 後
の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 に お け る 、 3’ 又 は 5’ 末 端 付 近 の 配 列 に 由 来 す る プ ロ ー ブ は 、 ま た 、
ゲ ノ ム 由 来 の 配 列 な ど の 付 随 し た 配 列 を 含 む ク ロ ー ン を 同 定 す る た め の 染 色 体 ウ ォ ー キ ン
グ プ ロ セ ス に も 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 宿 主 細 胞 よ り 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に
付 随 し た 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 が 可 能 と な る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、
関 連 核 酸 の 単 離 及 び 同 定 の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 。
　 一 側 面 と し て 、 こ れ ら の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 関 連 核 酸 は 、 本 発 明 の 核 酸 が 、 最 初 に 単
離 さ れ た 生 物 と は 異 な る 生 物 に 由 来 す る cDNA、 あ る い は ゲ ノ ム DNAで あ る 。 こ の よ う な 方
法 に お い て 、 核 酸 試 料 は 、 プ ロ ー ブ が 関 連 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な 条 件
下 で 、 そ の プ ロ ー ブ と 混 合 さ れ る 。 そ し て 、 関 連 生 物 よ り 得 た 核 酸 と プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 述 の 何 れ か の 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お い て 、 特 定 レ ベ ル の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 得 る
た め に 使 用 さ れ る 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 に よ り 変 動 す る で あ ろ う 。 例
え ば 、 核 酸 の 長 さ 、 相 補 性 の 度 合 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 成 (GC対 AT含 有 量 )、 及 び ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ れ る 領 域 の 核 酸 の タ イ プ (RNA、 あ る い は DNA)が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応
の 条 件 を 選 択 す る 上 で 考 慮 さ れ る 。 そ の 他 、 考 慮 に 入 れ る べ き こ と と し て は 、 い ず れ か の
核 酸 が 固 定 化 さ れ て い る 、 例 え ば 、 フ ィ ル タ ー に 固 定 化 さ れ て い る か と い う 問 題 が あ る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 、 中 程 度 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 、 あ
る い は 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
一 例 と し て 、 固 定 化 さ れ た 変 性 し た 核 酸 を 含 む ポ リ マ ー メ ン ブ ラ ン が 先 ず 、 0.9 M塩 化 ナ
ト リ ウ ム 、 50 mMリ ン 酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム (pH 7.0)、 5.0 mM EDTA-2ナ ト リ ウ ム 、 0.5 % SD
S、 10 X デ ン ハ ル ト 、 及 び  0.5 mg/ml ポ リ リ ボ ア デ ニ ル 酸 よ り 成 る 溶 液 中 、  30 分 間 、 4
5 ℃ に お い て プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 そ し て 、 末 端 を 3 2 Pで お よ そ 2 X 10 7  cpm(特 異
的 活 性  4～ 9 X 10 8  cpm/ug)に 標 識 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を そ の 溶 液 に 添
加 す る 。 12～ 14 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 そ の メ ン ブ ラ ン は 、 0.5 % SDSを 含 む  1 X
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 SET(150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 20 mMト リ ス 塩 酸 、 pH 7.8、 1 mM EDTA-2ナ ト リ ウ ム )中 で 、
室 温 に て 30分 間 の 洗 浄 後 、 新 し い 1 X SET中 で 、 30分 間 、 (Tm－ 10)℃ に て 洗 浄 さ れ る 。 そ
し て 、 そ の メ ン ブ ラ ン は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る シ グ ナ ル を 検 出 す る た め に オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 用 の フ ィ ル ム に 曝 露 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 cDNAや ゲ ノ ム 由 来 の DNAの よ う な 検 出 用 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 同 定 す る
た め に 使 用 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 変 え る こ と に よ り
、 プ ロ ー ブ に 対 し て 異 な る 程 度 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 を 同 定 又 は 単 離 す る こ と が で き る 。 そ
の プ ロ ー ブ の 持 つ 融 解 温 度 よ り 下 の 種 々 の 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ
り 、 そ の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 程 度 が 変 え ら れ る 。 融 解 温 度 、 Tm、 は 、 (所 定 の イ オ ン 強
度 、 及 び pHに お い て )50 %の 標 的 配 列 が 、 そ の 相 補 的 プ ロ ー ブ と 完 全 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 温 度 で あ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 に お い て は 、 特 定 の プ ロ ー ブ の Tmと 等 し い 温 度 、
あ る い は そ の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 5 ℃ 低 い 温 度 が 選 ば れ る 。 そ の プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 は 、
以 下 の 計 算 式 に よ り 計 算 さ れ る 。 残 基 数 が 14～ 70 の プ ロ ー ブ に つ い て の 融 解 温 度 (Tm)は
、 以 下 の 式 に よ り 求 め ら れ る ： Tm = 81.5 + 16.6(log [Na+]) + 0.41(fraction G+C)-(60
0/N)、 こ こ で Nは 、 プ ロ ー ブ の 残 基 数 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ホ ル ム ア ミ ド を
含 む 溶 液 中 で 行 わ れ る 場 合 、 そ の 融 解 温 度 は 、 以 下 の 式 に よ り 求 め ら れ る ： Tm = 81.5 + 
16.6(log [Na+]) + 0.41(fraction G+C) - (0.63% formamide) - (600/N)、 こ こ で Nは 、
プ ロ ー ブ の 残 基 数 で あ る 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 6 X SSC、 5 X デ ン ハ ル ト 溶
液 、 0.5 % SDS、 100 ngの 変 性 し た 断 片 化 サ ケ 精 子 由 来 DNAよ り 成 る 溶 液 中 、 あ る い は 6 X 
SSC、 5 X デ ン ハ ル ト 溶 液 、 0.5 % SDS、 100 ug の 変 性 し た 断 片 化 サ ケ 精 子 由 来 DNA、 及 び
50 %ホ ル ム ア ミ ド よ り 成 る 溶 液 中 で 行 う こ と が で き る 。 SSC及 び デ ン ハ ル ト 溶 液 の 組 成 は
、 前 述 の Sambrookに 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 述 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 、 検 出 用 プ ロ ー
ブ を 添 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 プ ロ ー ブ が 二 本 鎖 DNAで あ る 場 合 、 そ の プ ロ ー ブ を 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 添 加 す る す る 前 に 変 性 さ せ る 。 プ ロ ー ブ は 、 プ ロ ー ブ と 相
補 的 又 は プ ロ ー ブ と 相 同 的 な 配 列 を 含 む cDNAや ゲ ノ ム 由 来 の DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る
た め 、 そ の フ ィ ル タ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る 。 残 基 数
が 200以 上 の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 場 合 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ の プ ロ ー
ブ の Tmよ り 約 15～ 25 ℃ 低 い 温 度 で 行 わ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 短 い プ ロ ー ブ
の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 5～ 10 ℃ 低 い 温 度 で 行 う こ
と が で き き る 。 典 型 的 に は 、 6 X SSC 溶 液 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 約 68 
℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 。 通 常 、 50 %ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 約 42 ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 。 前 述 の 全 て
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 行 わ れ て い る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 引 き 続 き 、 フ ィ ル タ ー は 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 検 出 用 プ ロ ー
ブ を 取 り 除 く た め に 洗 浄 さ れ る 。 フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る た め に 使 用 さ れ る ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 、 核 酸 の 長 さ 、 相 補 性 の 度 合 い 、 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 組 成 (GC対 AT含 有 量 )、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 領 域 の 核 酸 の タ イ プ (RNA、 あ る い
は DNA)に よ り 変 え ら れ る で あ ろ う 。 累 進 的 に 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 は 、 以 下
の 通 り で あ る ： 2 X SSC、 0.1 % SDS 中 、 室 温 で 15分 間 の 洗 浄 (低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー )； 0
.1 X SSC、 0.5 % SDS 中 、 室 温 で 30分 か ら 1時 間 の 洗 浄 (中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー )； 0
.1 X SSC、 0.5 % SDS中 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 か ら 68 ℃ ま で の 温 度 で 15分 か ら
30分 間 の 洗 浄 (高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー )； 及 び 0.15 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 、 72 ℃ で 15分 間 の
洗 浄 (非 常 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー )。 最 後 の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に お け る 洗 浄 は 、 0.1 
X SSC中 で 、 室 温 に お い て 行 わ れ る 。 上 述 の 例 は 、 フ ィ ル タ ー 洗 浄 に 使 用 さ れ る 条 件 の 一
連 の 実 施 例 に 過 ぎ な い 。 当 業 者 は 、 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 の た め の 多 数 の 方 法
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が 存 在 す る こ と を 知 っ て い る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 核 酸 は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 又 は 他 の 一 般 的 な 技 術
に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 上 記 の 操 作 は 、 プ ロ ー ブ の 配 列 に 対 す る 相 同 性 の レ ベ ル が
減 少 し て い る 核 酸 を 同 定 す る た め に 改 変 し て も よ い 。 例 え ば 、 プ ロ ー ブ の 配 列 に 対 す る 相
同 性 の レ ベ ル が 減 少 し て い る 核 酸 を 得 る た め に 、 よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 を 使
用 し て も よ い 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 、 お お よ そ １  Mの Na + を 含 む ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の 温 度 を 5 ℃ ず つ 68 ℃ か ら 42 ℃ ま で 減 少 さ せ れ ば よ い 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 き 、 フ ィ ル タ ー は 、 2 X SSC、 0.5 % SDS 中 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 温 度 で 洗 浄 す れ ば よ い 。 こ の 条 件 は 、 50 ℃ よ り 高 い 温 度 で 「 中 程 度 」 、 50 ℃ よ
り 低 い 温 度 で 「 低 度 」 の 条 件 と 考 え ら れ る 。 「 中 程 度 」 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の
例 は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 55 ℃ で 行 わ れ た 場 合 で あ る 。 「 低 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 」 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 例 は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 45 ℃
で 行 わ れ た 場 合 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 42 ℃ で ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 6 X SSCの よ う な 緩 衝 液
で 行 っ て も よ い 。 こ の 場 合 、 プ ロ ー ブ の 配 列 に 対 す る 相 同 性 の レ ベ ル が 減 少 し て い る ク ロ
ー ン を 同 定 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド の 濃 度 を 、 5 %
ず つ 50 %か ら 0 %ま で 減 少 さ せ て よ い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 き 、 フ ィ ル タ ー は 、 5
0 ℃ に お い て 6 X SSC、 0.5 % SDS 中 で 洗 浄 す れ ば よ い 。 こ の 条 件 は 、 25 %よ り 高 い ホ ル
ム ア ミ ド で 「 中 程 度 」 、 25 %よ り 低 い ホ ル ム ア ミ ド で 「 低 度 」 の 条 件 と 考 え ら れ る 。 「 中
程 度 」 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 特 別 な 例 は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 30
 %ホ ル ム ア ミ ド 中 で 行 わ れ た 場 合 で あ る 。 「 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 10 %ホ ル ム ア ミ ド 中 で 行 わ
れ た 場 合 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の プ ロ ー ブ や 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 あ る い は そ の 核 酸 の 少 な く と も 10、 15
、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 55、 75、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 又 は 500の 連
続 塩 基 を 含 む 断 片 、 及 び そ の 核 酸 と 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 本 発 明 の 核 酸 に 対 し て 少 な く と も
約 99 %、 98 %、 97 %、 少 な く と も 約 95 %、 少 な く と も 約 90 %、 少 な く と も 約 85 %、 少 な く
と も 約 80 %、 少 な く と も 約 75 %、 少 な く と も 約 70 %、 少 な く と も 約 65 %、 少 な く と も 約 60
 %、 少 な く と も 約 55 %、 あ る い は 少 な く と も 約 50 % の 相 同 性 を 持 つ 配 列 を 持 つ 核 酸 を 単
離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 相 同 性 は 、 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決
定 さ れ る 。 例 え ば 、 相 同 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ で 記 述 さ れ て い る コ ー デ ィ ン グ 配 列
の う ち の 一 つ の 自 然 発 生 的 対 立 遺 伝 子 多 型 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 ん で い る で あ ろ う 。 こ
の よ う な 対 立 遺 伝 子 多 型 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は そ の 核 酸 に 対 す る 相 補 的 配 列 に 対 し
て 、 一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の 置 換 、 欠 失 、 又 は 挿 入 変 異 を 含 ん で い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 更 に 、 上 記 の プ ロ ー ブ や 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 あ る い は そ の 核 酸 の 少 な く と も 5
、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 75、 100、 あ る い は 150の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 約 99 %、 少 な く と も 約 95 %、 少 な く と も 約 90 %、 少
な く と も 約 85 %、 少 な く と も 約 80 %、 少 な く と も 約 75 %、 少 な く と も 約 70 %、 少 な く と も
約 65 %、 少 な く と も 約 60 %、 少 な く と も 約 55 %、 あ る い は 少 な く と も 約 50 % の 相 同 性 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 前 述 の 相 同
性 は 、 配 列 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム (即 ち 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い た FASTA バ ー ジ ョ ン  
3.0t78、 あ る い は こ こ で 記 載 さ れ た パ ラ メ ー タ ー を 用 い た BLAST 2.2.2 プ ロ グ ラ ム 等 に よ
る 解 析 )を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド し て い る 核 酸 、
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に 対 し て 相 補 的 な 核 酸 (例 え ば 、 そ れ に 対 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 )を 提 供 す る 。 ア ン チ セ ン
ス 配 列 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 輸 送 、 ス プ ラ イ シ ン グ 、 あ る い は 転 写 を
阻 害 す る 能 力 を 有 し て い る 。 こ の 阻 害 効 果 は 、 ゲ ノ ム DNAや メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAを 標 的 と す
る こ と に よ り 生 じ る 。 標 的 核 酸 の 転 写 又 は 機 能 は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び
/又 は 切 断 に よ り 阻 害 さ れ る 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 特 に 有 用 な 一 連 の 阻 害 剤 に は 、 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 、 あ る い は そ の メ ッ セ ン ジ ャ ー の 何 れ か と 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 含 ま れ て お り 、 何 れ の 場 合 に お い て も 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 の 生 産 又 は 機 能 が 妨 害 又
は 阻 害 さ れ る 。 こ れ ら の 結 合 は 、 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 行 わ れ る 。
も う 一 つ の 有 用 な ク ラ ス の 阻 害 剤 に は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の メ ッ セ ー ジ の 不 活 化 、 あ る い は
切 断 を 起 こ す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ の よ う
な 切 断 を 行 う リ ボ ザ イ ム の よ う な 酵 素 活 性 を 有 す る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 化
学 的 に 改 変 さ れ る か 、 相 補 的 核 酸 を 切 断 す る よ う な 酵 素 や そ の 他 の 構 成 物 と 結 合 し て い る
。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 多 く の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 集 団 を 用 い て 、 目
的 の 活 性 を 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ が 行 わ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 発 現 の 阻 害 は 、 様 々 な 産 業 応 用 性 を 持 ち 得 る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
発 現 の 阻 害 は 、 損 傷 を 遅 ら せ た り 防 ぐ こ と が で き る 。 損 傷 は 、 脂 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 例
え ば 、 構 造 脂 質 又 は 構 造 ポ リ ペ プ チ ド 、 が 酵 素 的 に 分 解 さ れ た と き に 起 こ る 。 こ れ は 、 果
物 及 び 野 菜 の 悪 化 又 は 腐 敗 を も た ら す 。 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 及 び /又 は
発 現 を 阻 害 す る 本 発 明 の 組 成 物 、 例 え ば 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ
ザ イ ム 及 び RNAiは 、 損 傷 を 遅 ら せ る か 又 は 防 ぐ た め に 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 一 側 面 と し て
、 本 発 明 は 、 損 傷 を 遅 ら せ る た め の 、 本 発 明 の 植 物 又 は 植 物 プ ロ ダ ク ト (例 え ば 、 果 実 、
種 、 根 、 葉 、 等 )抗 体 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 及 び RNAiへ の 応 用
を 含 む 方 法 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 ま た 、 植 物 (例 え ば 、 形 質 転 換 植
物 )又 は 別 の 生 物 体 (本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し た 細 菌 又 は 他 の 微 生 物 )
に よ っ て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 発 現 を 阻 害 す る た め の 本 発 明 の 組 成 物 (例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 RNAi リ ボ ザ イ ム 、 抗 体 )は 、 医 薬 組 成 物 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の メ ッ セ ー ジ と 結 合 す る ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 提 供 し 、 こ れ ら は 、 mRNAを 標 的 と す る こ と に よ り 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 酵 素 活 性 を 阻 害 す
る 。 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 法 は 、 科 学 文 献 や 特 許 に 記 述 さ れ て お り 、
当 業 者 は 、 本 発 明 の 新 規 の 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ り 、 こ の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ  オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 で き る で あ ろ う 。 例 え ば 、 有 用 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 遺 伝 子 ウ ォ ー キ ン グ /RNAマ ッ ピ ン グ の 手 順 は 、 当 業 者 に よ く 知
ら れ て い る 、 即 ち 、 有 効 な ア ン チ セ ン ス 配 列 選 別 の た め の 、 標 準 的 分 子 生 物 学 的 技 術 を 基
に し た 簡 便 か つ 信 頼 性 の 高 い RNAマ ッ ピ ン グ 法 が 、 Ho (2000) Methods Enzymol. 314:168-
183 に 記 述 さ れ て い る 。 ま た 、 Smith (2000) Eur. J. Pharm. Sci. 11:191-198 も 参 照 の
こ と 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 天 然 由 来 の 核 酸 が 、 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 利 用 さ れ る 。 こ れ ら の ア
ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ど の よ う な 長 さ で も 良 い ； 例 え ば 、 あ る 一 側 面 と し
て 、 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 約 5～ 100 残 基 、 約 10～ 80残 基 、 約 15～ 60 残
基 、 あ る い は 約 18～ 40残 基 で あ る 。 最 適 な 長 さ は 、 日 常 的 な ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 決 定 で
き る 。 ま た 、 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ど の よ う な 濃 度 に お い て も 使 用 で き
る 。 最 適 濃 度 は 、 日 常 的 な ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 決 定 で き る 。 こ れ ら の 予 想 さ れ る 問 題 に
対 応 す る た め の 、 様 々 な 合 成 非 天 然 型 ヌ ク レ オ チ ド 及 び 核 酸 ア ナ ロ グ が 知 ら れ て い る 。 例
え ば 、 N-(2-ア ミ ノ エ チ ル )グ リ シ ン ユ ニ ッ ト の よ う な 、 非 イ オ ン 性 骨 格 を 持 つ ペ プ チ ド 核
酸 (PNA)が 使 用 さ れ る 。 WO 97/03211； WO 96/39154； Mata (1997) Toxicol Appl Pharmaco
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l 144:189_197； Antisense Therapeutics, 編 集 . Agrawal (Humana Press, Totowa, N.J.
, 1996) に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 を 有 す る ア ン チ セ ン ス  オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 使 用 さ れ て い る 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 合 成 DNA骨 格 類 縁 体 を 有 す る
ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 上 述 の よ う な ホ シ ホ ロ -ジ チ オ エ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ
ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ス ル フ ァ ミ ン 酸 、 3’ － チ
オ ア セ タ ー ル 、 メ チ レ ン (メ チ ル イ ミ ノ )、 3’ -N-カ ル バ ミ ン 酸 、 及 び モ ル フ ォ リ ノ カ ル バ
ミ ン 酸 核 酸 な ど を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 に 対 す る セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
よ う に 、 ど の よ う な 標 的 に 対 し て も 適 当 な 結 合 親 和 性 又 は 結 合 特 異 性 を 持 つ 特 異 的 な オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 非 常 に 多 く の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が コ
ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー に よ る 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る (Gold (1995) J. 
of Biol. Chem. 270:13581-13584 を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の メ ッ セ ー ジ と 結 合 す る リ ボ ザ イ ム を 提 供 し 、 こ れ ら は 、 mR
NAを 標 的 と す る こ と に よ り そ の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 。 リ ボ ザ イ ム の 設 計 法 、 及 び 標 的 と す
る 配 列 に 対 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 特 異 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 選 択 法 は 、 科 学 文 献 や 特 許 に 記
述 さ れ て お り 、 当 業 者 は 、 こ の よ う な リ ボ ザ イ ム を 本 発 明 の 新 規 の 試 薬 を 使 用 す る こ と に
よ り 設 計 で き る で あ ろ う 。 リ ボ ザ イ ム は 、 標 的 RNA上 の 酵 素 的 に 切 断 さ れ る べ き 部 位 に 近
接 す る RNA結 合 部 位 を 通 し て 標 的 RNAと 結 合 し 、 そ の 標 的 RNAを 切 断 す る 。 従 っ て 、 リ ボ ザ
イ ム は 、 相 補 的 塩 基 対 形 成 に よ り 、 標 的 RNAを 認 識 し 、 そ れ と 結 合 す る 。 リ ボ ザ イ ム が 正
確 な 部 位 と 結 合 す る と 、 そ の 酵 素 的 作 用 に よ っ て 標 的 RNAが 切 断 不 活 化 す る 。 こ の よ う な
様 式 に よ る 標 的 RNAの 切 断 が コ ー デ ィ ン グ 領 域 中 で 起 こ っ た 場 合 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 の 合 成 を 指 令 す る RNAの 能 力 は 消 失 す る 。 通 常 、 リ ボ ザ イ ム は 、 そ の 標 的 RNAと 結 合 し 、
そ れ を 切 断 し た 後 、 そ の RNAよ り 解 離 し 、 新 た な 標 的 と の 結 合 及 び そ の 切 断 を 繰 り 返 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 い く つ か の 情 況 に お い て 、 治 療 効 果 に 必 要 な リ ボ ザ イ ム の 効 果 的 濃 度 が ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の そ れ と 比 べ て よ り 低 く で き る の で 、 リ ボ ザ イ ム の 酵 素 学 的 性 質 は ア ン
チ セ ン ス 技 術 の よ う な 他 の 技 術 (あ る 核 酸 が 、 標 的 核 酸 と 単 に 結 合 す る だ け で そ の 転 写 、
翻 訳 、 あ る い は 他 の 分 子 と の 結 合 を 阻 害 す る )よ り 勝 る こ と が あ る 。 こ の 潜 在 的 な 利 点 は
、 リ ボ ザ イ ム が 酵 素 的 に 作 用 で き る と い う こ と を 反 映 し た も の で あ る 。 こ の よ う に 、 一 分
子 の リ ボ ザ イ ム は 、 複 数 の 標 的 RNA分 子 を 切 断 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 リ ボ ザ イ ム は
、 典 型 的 に は 、 結 合 の 塩 基 対 形 成 機 構 の み で な く 、 そ れ が 結 合 し た 標 的 RNAの 発 現 を 阻 害
す る 機 構 に も 依 存 し た 阻 害 の 特 異 性 を 有 す る 、 高 度 に 特 異 的 な 阻 害 剤 で あ る 。 つ ま り 、 そ
の 阻 害 活 性 は 、 標 的 RNAの 切 断 に 起 因 し 、 そ の 特 異 性 は 、 非 標 的 RNAの 切 断 量 に 対 す る 標 的
RNAの 切 断 量 と し て 定 義 さ れ る 。 こ の 切 断 機 構 は 、 塩 基 対 形 成 に 関 与 す る 因 子 に 加 え 、 他
の 因 子 に も 依 存 し て い る 。 従 っ て 、 リ ボ ザ イ ム の 作 用 特 異 性 は 、 同 じ RNA部 位 に 結 合 す る
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 高 く な り 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 酵 素 的 リ ボ ザ イ ム RNA分 子 は 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド モ チ ー フ と し て 形 成 さ れ る 。 し か し 、 ま
た 、 ヘ ア ピ ン 、 肝 炎 デ ル タ ウ イ ル ス 、 グ ル ー プ  I イ ン ト ロ ン 、 あ る い は (RNAガ イ ド 配 列
と 結 合 し た )RNase P-様  RNA の モ チ ー フ と し て も 見 ら れ る 。 こ の よ う な ハ ン マ ー ヘ ッ ド  
モ チ ー フ の 例 は 、 Rossi (1992) Aids Research and Human Retroviruses 8:183； hairpin
 motifs by Hampel (1989) Biochemistry 28:4929、 及 び Hampel (1990) Nuc. Acids Res.
 18:299；  the hepatitis delta virus motif, Perrottaに よ る (1992) Biochemistry 31:
16； the RNaseP motif, Guerrier-Takadaに よ る (1983) Cell 35:849； 及 び  the group I 
intron by Cech、 米 国 特 許 出 願 U.S.4,987,071、 に 記 述 さ れ て い る 。 こ れ ら の 具 体 的 な モ
チ ー フ に 関 す る 記 述 は 、 こ れ ら の 中 で 示 さ れ た も の に 限 定 す る こ と を 意 図 し て い る わ け で
は な い ； 当 業 者 は 、 本 発 明 の 酵 素 的 RNA分 子 が 、 一 ヶ 所 又 は そ れ 以 上 の 標 的 RNA領 域 に 対 し
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て 相 補 的 な 特 異 的 基 質 結 合 部 位 を 持 ち 、 更 に 、 そ の 分 子 に RNA切 断 活 性 を 与 え る 配 列 を 基
質 結 合 部 位 の 内 部 又 は 周 辺 に 有 し て い る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ８ 】
RNA干 渉  (RNAi)
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 を 含 む RNA阻 害 分 子 、 い わ ゆ る
「 RNAi」 分 子 を 提 供 す る 。 RNAi分 子 は 、 二 本 鎖 RNA(dsRNA)分 子 を 含 む 。 一 側 面 と し て 、 RN
Aiは 、 約 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25又 は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 長 を
持 つ 。 本 発 明 は 作 用 の 如 何 な る 特 定 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て も 限 定 さ れ な い が 、 RNAiは 、 細
胞 に 入 り 込 み 、 内 在 性 mRNAを 含 む 類 似 又 は 同 一 の 配 列 の 一 本 鎖 RNA(ssRNA)の 分 解 引 き 起 こ
す こ と が で き る 。 細 胞 が 二 本 鎖 RNA(dsRNA)に 曝 さ れ る と 、 相 同 遺 伝 子 か ら の mRNAが RNA 干
渉 (RNAi)と 呼 ば れ る 過 程 に よ っ て 選 択 的 に 分 解 さ れ る 。 RNAiの 背 景 に あ る 可 能 な 基 本 的 メ
カ ニ ズ ム は 、 あ る 特 定 の 遺 伝 子 配 列 と マ ッ チ す る 二 本 鎖 RNA(dsRNA)の い わ ゆ る 小 干 渉 (sma
ll interference)RNAへ の 分 解 で あ り 、 そ れ は 、 そ の 配 列 と マ ッ チ す る RNAの 分 解 を 誘 発 す
る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の RNAiは 、 遺 伝 子 発 現 抑 制 治 療 に 利 用 さ れ る 。 例 え ば 、 Shuey 
(2002) Drug Discov. Today 7:1040-1046を 参 照 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の RNA
iを 使 用 し て 選 択 的 に RNAを 分 解 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ 、
エ ッ ク ス ビ ボ 又 は イ ン ビ ボ で 行 う こ と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の RNAi 分 子 は 、
細 胞 、 器 官 又 は 動 物 に お い て 、 機 能 失 損 変 異 を 発 生 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
選 択 的 に RNAを 分 解 さ せ る た め の RNAi分 子 の 作 製 及 び 使 用 に 関 す る 方 法 は 、 よ く 知 ら れ る
技 術 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 6,506,559； 6,511,824； 6,515,109； 6,489,127を 参 照 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 の 変 種 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 の 変 種
、 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 鋳 型 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ホ ス ホ リ パ
ー ゼ と は 変 化 又 は 異 な る 活 性 又 は 安 定 性 を 持 っ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 作 製 す る た め に 、
種 々 の 組 み 合 わ せ に お い て 繰 り 返 し 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 例 え ば 、 遺
伝 子 /メ ッ セ ー ジ の 発 現 、 メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 又 は 安 定 性 に 関 す る 変 種 を 作 製 す る た め に 、
種 々 の 組 み 合 わ せ に お い て 、 繰 り 返 し 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 例 と し て 、 細 胞 の 遺 伝
的 構 成 は 、 例 え ば 、 エ ッ ク ス ビ ボ に お け る 相 同 遺 伝 子 の 改 変 、 そ れ に 引 き 続 く 細 胞 へ の 再
導 入 に よ っ て 変 え ら れ る 。
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 如 何 な る 手 段 に よ っ て も 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 無 作 為 又
は 確 率 的 な 方 法 、 非 確 率 的 方 法 、 あ る い は 「 指 向 進 化 」 等 の 方 法 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 遺 伝 子 の 無 作 為 的 変 異 の た め の 方 法 は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 で あ り 、 米 国 特 許 5,830,
696を 参 照 。 例 え ば 、 遺 伝 子 を ラ ン ダ ム に 変 異 さ せ る た め に 変 異 原 を 利 用 す る こ と が で き
る 。 変 異 原 に は 、 再 組 換 え に よ り 修 復 さ れ 得 る DNA解 裂 を 誘 導 す る 、 例 え ば 、 紫 外 線 、 ガ
ン マ 放 射 線 、 あ る い は マ イ ト マ イ シ ン 、 亜 硝 酸 、 光 活 性 化 ソ ラ レ ン 等 の 化 学 変 異 原 の 単 独
あ る い は 組 み 合 わ せ に よ る 使 用 が 含 ま れ る 。 他 の 化 学 変 異 原 に は 、 例 え ば 、 亜 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 亜 硝 酸 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 あ る い は 蟻 酸 が 含 ま れ る 。 他 の 変 異 原
に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 類 似 物 、 例 え ば 、 ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 2-
ア ミ ノ プ リ ン 、 あ る い は ア ク リ ジ ン が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 試 薬 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 の
代 わ り に PCR反 応 に 加 え る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て そ の 配 列 を 変 異 さ せ る 。 プ ロ フ ラ ビ
ン 、 ア ク リ フ ラ ビ ン 、 キ ナ ク リ ン お よ び そ の 類 の よ う な イ ン タ ー カ レ ー シ ョ ン 試 薬 も 使 用
す る こ と が で き る 。
　 分 子 生 物 学 の ど の よ う な 技 術 、 例 え ば 、 無 作 為 PCR 変 異 導 入 法 ； Rice (1992) Proc.Nat
l.Acad.Sci. USA 89:5467-5471参 照 、 複 数 の カ セ ッ ト 変 異 導 入 法 の 組 合 わ せ ； Crameri (1
995) Biotechniques 18： 194-196参 照 、 等 が 使 用 す る こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 核 酸
は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 、 無 作 為 又 は 「 確 率 的 」 な 断 片 化 の 後 で も 再 構 成 で き る 、 例 え ば 、 米
国 特 許 6,291,242； 6,287,862； 6,287,861； 5,955,358； 5,830,721； 5,824,514； 5,811,23
8； 5,605,793参 照 。 別 の 例 と し て 、 修 飾 、 挿 入 又 は 削 除 は 、 変 異 性 PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ
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、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 導 入 、 ア ッ セ ン ブ リ PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 導 入 、 イ
ン ビ ボ 変 異 導 入 、 カ セ ッ ト 変 異 導 入 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル
ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変
異 導 入 (GSSM)、 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ (SLR)、 リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 再 帰 的 な 配 列 リ コ
ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト DNA 変 異 導 入 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 変 異 導 入 、 ギ ャ ッ プ
二 重 鎖 変 異 導 入 、 ポ イ ン ト ミ ス マ ッ チ 修 復 変 異 導 入 、 修 復 欠 損 宿 主 株 変 異 導 入 、 化 学 変 異
導 入 、 放 射 線 変 異 導 入 、 デ リ ー シ ョ ン 変 異 導 入 、 制 限 -選 択 変 異 導 入 、 リ ス ト リ ク シ ョ ン /
ピ ュ ー リ フ ィ ケ ー シ ョ ン 変 異 導 入 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 、 キ メ ラ 核 酸
マ ル チ マ ー の 生 成 及 び /又 は そ れ ら と 他 の 方 法 の 組 み 合 わ せ 等 の 方 法 に よ っ て 導 入 さ れ る
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 以 下 の 出 版 物 は 、 本 発 明 の 方 法 に 組 み 込 む こ と が で き る 方 法 及 び /又 は 再 帰 的 な 配 列 組
換 え の 操 作 を 記 述 し て い る ：  Stemmer (1999) “ Molecular breeding of viruses for ta
rgeting and other clinical properties”  Tumor Targeting 4:1-4；  Ness (1999) Natu
re Biotechnology 17:893-896；  Chang (1999) “ Evolution of a cytokine using DNA f
amily shuffling”  Nature Biotechnology 17:793-797；  Minshull (1999) “ Protein ev
olution by molecular breeding”  Current Opinion in Chemical Biology 3:284-290；  
Christians (1999) “ Directed evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylati
on using DNA family shuffling”  Nature Biotechnology 17:259-264；  Crameri (1998)
 “ DNA shuffling of a family of genes from diverse species accelerates directed 
evolution”  Nature 391:288-291；  Crameri (1997) “ Molecular evolution of an arse
nate detoxification pathway by DNA shuffling,”  Nature Biotechnology 15:436-438
；  Zhang (1997) “ Directed evolution of an effective fucosidase from a galactosi
dase by DNA shuffling and screening”  Proc.Natl.Acad.Sci.USA 94:4504-4509；  Patt
en 他 . (1997) “ Applications of DNA Shuffling to Pharmaceuticals and Vaccines”  
Current Opinion in Biotechnology 8:724-733；  Crameri 他 . (1996) “ Construction a
nd evolution of antibody-phage libraries by DNA shuffling”  Nature Medicine 2:10
0-103；  Gates他 , (1996) “ Affinity selective isolation of ligands from peptide l
ibraries through display on a lac repressor headpiece dimer”  Journal of Molecul
ar Biology 255:373-386；  Stemmer (1996) “ Sexual PCR and Assembly PCR”  : The En
cyclopedia of Molecular Biology. VCH 出 版 , New York. pp.447-457；  Crameri and St
emmer (1995) “ Combinatorial multiple cassette mutagenesis creates all the permu
tations of mutant and wildtype cassettes”  BioTechniques 18:194-195；  Stemmer 他
, (1995) “ Single-step assembly of a gene and entire plasmid form large numbers 
of oligodeoxyribonucleotides”  Gene, 164:49-53；  Stemmer (1995) “ The Evolution 
of Molecular Computation”  Science 270: 1510；  Stemmer (1995) “ Searching Sequen
ce Space”  Bio/Technology 13:549-553；  Stemmer (1994) “ Rapid evolution of a pro
tein in vitro by DNA shuffling”  Nature 370:389-391；  及 び  Stemmer (1994) “ DNA 
shuffling by random fragmentation and reassembly: In vitro recombination for mol
ecular evolution.”  Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91:10747-10751。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 多 様 性 を 発 生 さ せ る 変 異 導 入 法 は 、 例 え ば 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 (Ling他 ， (1997) “ Ap
proaches to DNA mutagenesis: an overview”  Anal Biochem. 254(2): 157-178；  Dale 
他 , (1996) “ Oligonucleotide-directed random mutagenesis using the phosphorothio
ate method”  Methods Mol. Biol. 57:369-374；  Smith (1985) “ In vitro mutagenesis
”  Ann. Rev. Genet. 19:423-462；  Botstein & Shortle (1985) “ Strategies and appl
ications of in vitro mutagenesis”  Science 229:1193-1201；  Carter (1986) “ Site-
directed mutagenesis”  Biochem. J. 237:1-7；  及 び  Kunkel (1987) “ The efficiency
 of oligonucleotide directed mutagenesis” ： Nucleic Acids & Molecular Biology (E
ckstein, F. and Lilley, D. M. J. 編 集 , Springer Verlag, Berlin))；  鋳 型 を 含 む ウ
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ラ シ ル を 用 い た 変 異 導 入 法  (Kunkel (1985) “ Rapid and efficient site-specific muta
genesis without phenotypic selection”  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492；  K
unkel他 ， (1987) “ Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotyp
ic selection”  Methods in Enzymol. 154, 367-382；  及 び  Bass他 , (1988) “ Mutant T
rp repressors with new DNA-binding specificities”  Science 242:240-245)；  oligon
ucleotide-directed mutagenesis (Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983)；  Method
s in Enzymol. 154: 329-350 (1987)；  Zoller & Smith (1982) “ Oligonucleotide-dire
cted mutagenesis using M13-derived vectors: an efficient and general procedure f
or the production of point mutations in any DNA fragment”  Nucleic Acids Res. 10
:6487-6500；  Zoller & Smith (1983) “ Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA
 fragments cloned into M13 vectors”  Methods in Enzymol. 100:468-500；  及 び Zolle
r & Smith (1987) “ Oligonucleotide-directed mutagenesis: a simple method using t
wo oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template”  Methods in Enzym
ol. 154:329-350)；  ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA変 異 導 入 法 (Taylor他 , (1985) “ The use 
of phosphorothioate-modified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nick
ed DNA”  Nucl. Acids Res. 13: 8749-8764；  Taylor他 , (1985) “ The rapid generatio
n of oligonucleotide-directed mutations at high frequency using phosphorothioate
-modified DNA”  Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787 (1985)；  Nakamaye (1986) “ Inhibi
tion of restriction endonuclease Nci I cleavage by phosphorothioate groups and i
ts application to oligonucleotide-directed mutagenesis”  Nucl. Acids Res. 14: 96
79-9698；  Sayers他 , (1988) “ Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonuc
leotide-directed mutagenesis”  Nucl. Acids Res. 16:791-802；  及 び Sayers他 , (1988
) “ Strand specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction with
 restriction endonucleases in the presence of ethidium bromide”  Nucl. Acids Res
. 16: 803-814)； ギ ャ ッ プ 二 重 鎖 DNAを 用 い た 変 異 導 入 法  (Kramer他 , (1984) “ The gapp
ed duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mutation construction”  Nucl.
 Acids Res. 12：  9441-9456；  Kramer & Fritz (1987) Methods in Enzymol. “ Oligonu
cleotide-directed construction of mutations via gapped duplex DNA”  154:350-367
；  Kramer他 , (1988) “ Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex
 DNA approach to oligonucleotide-directed construction of mutations”  Nucl. Acid
s Res. 16: 7207；  及 び  Fritz他 , (1988) “ Oligonucleotide-directed construction o
f mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic reactions in vitro
”  Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999、 を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 わ れ る 付 加 的 な プ ロ ト コ ー ル に は 、 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 (Kramer (1984)
 “ Point Mismatch Repair”  Cell 38:879-887)、 修 復 不 能 宿 主 株 を 用 い た 変 異 導 入 法 (Ca
rter他 , (1985) “ Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13 ve
ctors”  Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443；  及 び  Carter (1987) “ Improved oligonucl
eotide-directed mutagenesis using M13 vectors”  Methods in Enzymol. 154: 382-403
), deletion mutagenesis (Eghtedarzadeh (1986) “ Use of oligonucleotides to gener
ate large deletions”  Nucl. Acids Res. 14: 5115)、 制 限 -選 別 及 び 制 限 -選 別 と 制 限 -
精 製  (Wells他 , (1986) “ Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing the
 transition state of subtilisin”  Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423)、 全
遺 伝 子 合 成 に よ る 変 異 導 入 法 (Nambiar他 , (1984) “ Total synthesis and cloning of a 
gene coding for the ribonuclease S protein”  Science 223: 1299-1301；  Sakamar an
d Khorana (1988) “ Total synthesis and expression of a gene for the a-subunit of
 bovine rod outer segment guanine nucleotide-binding protein (transducin)”  Nucl
. Acids Res. 14: 6361-6372；  Wells et al. (1985) “ Cassette mutagenesis: an effi
cient method for generation of multiple mutations at defined sites”  Gene 34:315
-323；  及 び Grundstrom他 , (1985) “ Oligonucleotide-directed mutagenesis by micros
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cale `shot-gun` gene synthesis”  Nucl. Acids Res. 13: 3305-3316)、 二 本 鎖 解 裂 修 復
 (Mandecki (1986)；  Arnold (1993) “ Protein engineering for unusual environments
”  Current Opinion in Biotechnology 4:450-455. “ Oligonucleotide-directed double
-strand break repair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific
 mutagenesis”  Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:7177-7181)、 等 が 含 ま れ る 。 上 記 方 法
の 複 数 の 付 加 的 な 細 部 は 、 Methods in Enzymology 154巻 に 見 る こ と が で き 、 そ れ は 、 様
々 な 変 異 導 入 方 法 の ト ラ ブ ル シ ュ ー テ ィ ン グ に と っ て 有 用 な コ ン ト ロ ー ル 手 段 を も 記 述 し
て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 以 下 も 参 照 せ よ 。 米 国 特 許 5,605,793, Stemmer (1997年 2月 25日 ) “ Methods for In Vi
tro Recombination； ”  米 国 特 許 5,811,238, Stemmer 他  (1998年 9月 22日 ) “ Methods fo
r Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by Iterative Selecti
on and Recombination； ”  米 国 特 許 5,830,721, Stemmer 他  (1998年 11月 3日 ) “ DNA Mut
agenesis by Random Fragmentation and Reassembly； ”  米 国 特 許 5,834,252, Stemmer 
他  (1998年 11月 10日 ) “ End-Complementary Polymerase Reaction； ”  米 国 特 許 5,837,45
8, Minshull, 他  (1998年 11月 17日 ) “ Methods and Compositions for Cellular and Met
abolic Engineering； ”  WO 95/22625, Stemmer 及 び  Crameri, “ Mutagenesis by Rando
m Fragmentation and Reassembly； ”  WO 96/33207, Stemmer 及 び  Lipschutz “ End Com
plementary Polymerase Chain Reaction； ”  WO 97/20078, Stemmer 及 び  Crameri “ Met
hods for Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by Iterative 
Selection and Recombination； ”  WO 97/35966, Minshull 及 び  Stemmer, “ Methods an
d Compositions for Cellular and Metabolic Engineering； ”  WO 99/41402, Punnonen 
他  “ Targeting of Genetic Vaccine Vectors； ”  WO 99/4138, Punnonen 他  “ Antigen 
Library ImLmunization； ”  WO 99/41369, Punnonen 他  “ Genetic Vaccine Vector Engi
neering； ”  WO 99/41368, Punnonen 他  “ Optimization of Immunomodulatory Properti
es of Genetic Vaccines； ”  EP 752008, Stemmer 及 び  Crameri, “ DNA Mutagenesis by
 Random Fragmentation and Reassembly； ”  EP 0932670, Stemmer “ Evolving Cellular
 DNA Uptake by Recursive Sequence Recombination； ”  WO 99/23107, Stemmer 他  “ Mo
dification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome Shuffling； ”  WO 99/2
1979, Apt 他  “ Human Papillomavirus Vectors； ”  WO 98/31837, del Cardayre 他  “ E
volution of Whole Cells and Organisms by Recursive Sequence Recombination； ”  WO
 98/27230, Patten 及 び  Stemmer, “ Methods and Compositions for Polypeptide Engin
eering； ”  WO 98/27230 , Stemmer 他  “ Methods for Optimization of Gene Therapy b
y Recursive Sequence Shuffling and Selection,”  WO 00/00632, “ Methods for Gener
ating Highly Diverse Libraries,”  WO 00/09679, “ Methods for Obtaining in Vitro 
Recombined Polynucleotide Sequence Banks and Resulting Sequences,”  WO 98/42832 
, Arnold 他  “ Recombination of Polynucleotide Sequences Using Random or Defined 
Primers,”  WO 99/29902, Arnold 他  “ Method for Creating Polynucleotide and Polyp
eptide Sequences,”  WO 98/41653, Vind, “ An in Vitro Method for Construction of 
a DNA Library,”  WO 98/41622, Borchert 他  “ Method for Constructing a Library Us
ing DNA Shuffling,”  及 び  WO 98/42727, Pati and Zarling, “ Sequence Alterations 
using Homologous Recombination.” を 参 照 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 あ る 米 国 特 許 出 願 は 、 様 々 な 多 様 性 を 発 生 さ せ る 方 法 に 関 す る 更 な る 詳 説 を 提 供 し て い
る 。 そ れ ら に は 、 以 下 が 含 ま れ る ：  “ SHUFFLING OF CODON ALTERED GENES” , Patten 他
, 1999年 9月 28日 , (米 国 特 許 出 願 09/407,800)；  “ EVOLUTION OF WHOLE CELLS AND ORGAN
ISMS BY RECURSIVE SEQUENCE RECOMBINATION” , del Cardayre 他 , 1998年 7月 15日 , (米
国 特 許 出 願 09/166,188)、 及 び 1999年 7月 15日 , (米 国 特 許 出 願 09/354,922)； ” OLIGONUCLE
OTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATION” , Crameri 他 , 1999年 9月 28日 , (米 国 特
許 出 願 09/408,392)、 及 び ” OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATION” , 
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 Crameri 他 , 2000年 1月 18日 , (PCT/US00/01203)；  “ USE OF CODON-VARIED OLIGONUCLEO
TIDE SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFFLING” , Welch 他 , 1999年 9月 28日 , (米 国 特 許 出 願
09/408,393)；  “ METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPT
IDES HAVING DESIRED CHARACTERISTICS” , Selifonov 他 , 2000年 1月 18日 , (PCT/US00/01
202) 及 び 、 例 え ば 、 ” METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES & POL
YPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACTERISTICS” , Selifonov 他 , 2000年 7月 18日 , (米 国 特
許 出 願 09/618,579)； ” METHODS OF POPULATING DATA STRUCTURES FOR USE IN EVOLUTIONA
RY SIMULATIONS” , Selifonov 及 び  Stemmer, 2000年 1月 18日 , (PCT/US00/01138)；  及 び
 “ SINGLE-STRANDED NUCLEIC ACID TEMPLATE-MEDIATED RECOMBINATION AND NUCLEIC ACID
 FRAGMENT ISOLATION” , Affholter, 2000年 9月 6日 , (米 国 特 許 出 願 09/656,549)を 含 ん で
い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 例 え ば 、 飽 和 変 異 導 入 (GSSM)、 合 成 連 結 再 構 成 (SLR)、 あ る い は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を
含 む 非 確 率 的 又 は 「 指 向 進 化 」 の 方 法 は 、 新 し い か 又 は 変 え ら れ た 特 性 (例 え ば 、 非 常 に
酸 性 か ア ル カ リ 条 件 、 高 い 温 度 、 及 び そ の 類 の 下 に お け る 活 性 )を 持 つ ホ ス ホ リ パ ー ゼ を
作 製 す る た め に 、 本 発 明 の 核 酸 の 改 変 に 使 用 さ れ る 。 改 変 さ れ た 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド は 、 蛋 白 質 分 解 活 性 、 あ る い は 他 の 活 性 を 調 べ る 前 に 、 あ る 活 性 の た め に
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ど の よ う な 試 験 形 態 、 あ る い は プ ロ ト コ ー ル 、 例 え ば
、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の プ ラ ッ ト ホ ー ム を も 使 用 で き る 、 例 え ば 、 米 国 特 許 6,361,974； 6
,280,926； 5,939,250を 参 照 。
【 ０ １ ３ ７ 】
飽 和 変 異 導 入 、 あ る い は GSSM
　 本 発 明 の 一 側 面 と し て 、 非 確 率 的 な 遺 伝 子 の 改 変 、 「 指 向 進 化 の 方 法 」 が 、 新 し い か 又
は 変 え ら れ た 特 性 を 持 つ ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 別 名
と し て 、 「 遺 伝 子 部 位 -飽 和 変 異 導 入 」 、 「 部 位 -飽 和 変 異 導 入 」 、 「 飽 和 変 異 導 入 」 又 は
簡 単 に 「 GSSM」 と 呼 ば れ て い る 。 他 の 突 然 変 異 法 と の 組 み 合 わ せ で も 使 用 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 6,171,820； 6,238,884を 参 照 。  一 側 面 と し て 、 GSSMは 、 与 え ら れ
て い る 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ の 中 の 各 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 同 な 配 列 を 含 ん で お り 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
特 異 的 な 配 列 及 び 相 同 遺 伝 子 の 変 種 で あ る 配 列 を 標 的 と す る ； オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 複 製 す る こ と に よ っ て 非 確 率 的 な 配 列 多 様 性 を 持 つ 子 孫 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 作 製 す る 。 そ れ に よ り 、 相 同 性 の あ る 遺 伝 子 配 列 の 多 様 性 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 作 製 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 と し て 、 縮 重 N,N,G/T配 列 を 含 む コ ド ン プ ラ イ マ ー を 使 用 し て ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に 点 変 異 が 導 入 さ れ 、 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 、 例 え ば 、 改 変 標 的 に さ れ る 酵 素 の 活 性
部 位 あ る い は リ ガ ン ド 結 合 部 位 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 全 範 囲 の 単 一 ア ミ ノ 酸 置 換 が 表 示 さ れ る
子 孫 ポ リ ペ プ チ ド の 集 団 が 生 成 さ れ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 近 接 す る 第 一 の
相 同 配 列 、 縮 重 N,N,G/T配 列 、 及 び 第 二 の 相 同 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に 由 来 す る 下 流 の 子 孫 翻 訳 産 物 は 、 縮 重 N,N,G/T配 列 が 20種 全 て の
ア ミ ノ 酸 の た め の コ ド ン を 含 ん で い る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド に 沿 っ た 各 ア ミ ノ 酸 で 全 て の 可
能 な ア ミ ノ 酸 変 異 を 含 ん で い る 。 一 側 面 と し て 、 そ の よ う な 一 種 の 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド (例 え ば 、 一 種 の 縮 重 N,N,G/Tカ セ ッ ト を 含 む )が 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 の 各 コ ド ン
を 全 範 囲 で コ ド ン 置 換 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 他 の 例 と し て 、 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
又 は 異 な る 少 な く と も 二 種 の 縮 重 カ セ ッ ト が 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 の 少 な く と も 二 つ
コ ド ン を 全 範 囲 で コ ド ン 置 換 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 一 ヶ 所 以 上 の 部 位 で ア ミ
ノ 酸 の 変 異 を 導 入 す る た め の あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 一 種 以 上 の N,N,G/T配 列 を 含 め る
こ と が で き る 。 こ の 複 数 の N,N,G/T配 列 は 、 直 接 連 続 的 で あ る か 、 又 は 一 つ 又 は そ れ 以 上
の 付 加 的 な ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 分 け ら れ る こ と が で き る 。 他 の 例 と し て 、 挿 入 及 び 削 除
を 導 入 す る た め に 実 用 で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 N,N,G/T配 列 を 持 っ た コ ド ン 単 独 又
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は そ の 組 み 合 わ せ で 如 何 な る 組 換 え 、 あ る い は ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 削 除 、 及 び /又 は 置 換 を
導 入 す る た め に も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 一 側 面 と し て 、 二 ヶ 所 又 は そ れ 以 上 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 部 位 の 同 時 変 異 導 入 は 、 連 続 的
な N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト を 含 ん だ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 即 ち 、 縮 重 (N,N,G/T) n 配 列 を 用 い
て な さ れ る 。 他 の 例 と し て 、 そ の N,N,G/T配 列 よ り も よ り 少 な い 縮 重 を 持 つ 縮 重 カ セ ッ ト
が 使 わ れ る 。 例 え ば 、 あ る 例 で は 、 一 つ の Nだ け を 含 む 縮 重 ト リ プ レ ッ ト 配 列 (例 え ば 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で )を 使 用 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 こ の Nと は 、 ト リ プ レ ッ ト
の 第 2又 は 第 3番 目 の 位 置 に あ る 。 如 何 な る 組 合 せ 及 び こ こ に 含 ま れ る 変 換 を 含 む 他 の ど の
よ う な 塩 基 で も ト リ プ レ ッ ト の 残 っ た 部 位 に 使 用 す る こ と が で き る 。 代 わ り に 、 あ る 例 で
は 、 縮 重 N,N,Nト リ プ レ ッ ト 配 列 (例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で )を 使 用 す る こ と が 好 ま
し い か も し れ な い 。
　 一 側 面 と し て 、 縮 重 ト リ プ レ ッ ト (例 え ば 、 N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト )の 使 用 は 、 系 統 的 及
び 容 易 に ポ リ ペ プ チ ド の 各 ア ミ ノ 酸 か つ 全 ア ミ ノ 酸 位 置 に 天 然 ア ミ ノ 酸 の 全 範 囲 を (合 計
で 20ア ミ ノ 酸 )生 成 す る こ と を 可 能 に す る (別 の 例 と し て 、 そ の 方 法 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 あ る
い は コ ド ン 部 位 当 た り 可 能 な 全 て よ り も 少 な い 置 換 の 作 製 を も 含 む )。 例 え ば 、 100ア ミ ノ
酸 ポ リ ペ プ チ ド で は 、 2000の 異 な る 種 (即 ち 、 部 位 当 た り 20種 の 可 能 な ア ミ ノ 酸  X 100ア
ミ ノ 酸 部 位 )を 作 製 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 縮 重 N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト
を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 を 用 い る こ と に よ っ て 、 32の 個 々 の 配 列 は 可 能 な 20種 全 て
の 自 然 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と
も 一 つ の そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 飽 和 変 異 導 入 に 供 与 さ れ る 試 験 管 内 で は
、 20種 の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 32種 の 異 な る 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が そ こ
で 生 成 さ れ る 。 対 照 的 に 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に 非 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ
と は 、 反 応 あ た り 一 つ の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド 産 物 だ け が 得 ら れ る 。 非 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 開 示 し た 縮 重 プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ に よ り 任 意 に 使 用 す る こ と が で き る ；  例 え
ば 、 非 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 対 象 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 特 定 の 点 変 異 を 発 生 さ せ る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 特 定 の サ イ レ ン ト 点 変 異 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 変
異 を 導 く 点 変 異 、 及 び 停 止 コ ド ン や ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 発 現 を 引 き 起 こ す 点 変 異 を 作 り 出
す 一 つ の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 一 側 面 と し て 、 各 飽 和 変 異 導 入 反 応 容 器 に は 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 変 異 さ れ る コ ド
ン に 対 応 す る 特 定 の ア ミ ノ 酸 部 位 に お い て 20種 の 自 然 ア ミ ノ 酸 全 て が 提 示 さ れ る よ う に (
他 の 側 面 で は 、 20種 以 下 の 天 然 ア ミ ノ 酸 の 組 合 せ を 使 用 )、 少 な く と も 20種 の 子 孫 ポ リ ペ
プ チ ド (例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ )分 子 を コ ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ て い る 。 各
飽 和 変 異 導 入 反 応 か ら 得 ら れ る 32倍 に 縮 重 し た 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ク ロ ー ン 増 幅 (例 え
ば 、 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 E.coliの よ う な 適 し た 宿 主 に ク ロ ー ン 化 さ れ る )お よ び 発 現
ス ク リ ー ニ ン グ に か け る こ と が で き る 。 特 性 の 好 ま し い 変 化 (親 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て
、 ア ル カ リ 又 は 酸 性 条 件 の 下 で 増 強 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の よ う な )を 表 示 す る 個 々
の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド が ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ れ た 場 合 、 そ の 中 に 含 ま れ た 相 当 す
る 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置 換 を 同 定 す る た め に 配 列 決 定 さ れ る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う な 飽 和 変 異 導 入 法 を 使 用 し て 親 ポ リ ペ プ チ ド
の 各 ア ミ ノ 酸 部 位 を 変 異 さ せ る と 、 好 ま し い ア ミ ノ 酸 変 異 が 一 ヶ 所 以 上 の ア ミ ノ 酸 部 位 で
同 定 さ れ る か も し れ な い 。 こ れ ら の 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置 換 を 全 体 又 は 一 部 の 組 合 せ と し て
含 む 一 種 又 は そ れ 以 上 の 新 し い 子 孫 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 部 位 三 ヶ 所 そ れ ぞ れ に 二 つ の 特 別 の 好 ま し い ア ミ ノ 酸 変 異 が 同 定 さ れ れ ば 、 変
異 は 各 部 位 に お い て 三 つ の 可 能 性 (元 の ア ミ ノ 酸 か ら の 変 異 が 無 い か 、 そ れ ぞ れ 二 種 の 好
ま し い 変 異 )及 び 三 ヶ 所 の 部 位 を 含 ん で い る 。 従 っ て 、 3 x 3 x 3又 は 27の 可 能 性 が 存 在 し
、 こ れ に は 、 前 に 調 べ た ７ 種 － 6種 の 単 一 点 変 異 (即 ち 、 三 ヶ 所 の そ れ ぞ れ で 二 種 )と ど の
部 位 に も 変 異 の 無 い も の － を 含 ん で い る 。
　 別 の 例 に お い て 、 部 位 飽 和 変 異 導 入 法 は 、 配 列 を 変 化 さ せ る た め の 他 の 確 率 的 あ る い は
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非 確 率 的 な 手 段 、 例 え ば 、 合 成 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 再 集 合 (以 下 参 照 )、 シ ャ フ リ ン グ 、 キ メ ラ
化 、 再 組 換 え 、 及 び 他 の 変 異 方 法 や 変 異 試 薬 等 、 と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 発 明
は 、 反 復 的 な 飽 和 変 異 導 入 を 含 む あ ら ゆ る 変 異 方 法 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ  (SLR)
　 本 発 明 は 、 新 規 又 は 変 化 さ れ た 性 質 を 持 つ ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 作 製 す る た め の 「 合 成 連 結
再 ア ッ セ ン ブ リ 」 又 は 単 に 「 SLR」 、 「 指 向 進 化 法 」 と 呼 ば れ る 非 確 率 的 遺 伝 子 改 変 シ ス
テ ム を 提 供 す る 。 SLRは 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 非 確 率 的 に 集 合 結 合 さ せ る 方 法 で あ
る 。 こ の 方 法 は 、 核 酸 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が シ ャ フ ル さ れ ず に 任 意 に 結 合 又 は キ メ ラ
化 さ れ 、 む し ろ 非 確 率 的 に 組 み 立 て ら れ る 点 に お い て 、 確 率 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ ャ フ
リ ン グ と は 異 な る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 09/332,835 “ Synthetic Ligation Reassembly
 in Directed Evolution”  1999年 ６ 月 14日 提 出 (“ 米 国 特 出 願 09/332,835” )を 参 照 。 一
側 面 と し て 、 SLRは 、 次 の 工 程 を 含 む ： (a) 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 で あ っ
て 、 前 記 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 相 同 遺 伝 子 を コ ー ド し た 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で
あ る 、 前 記 工 程 ； (b) 複 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 で あ
っ て 、 前 記 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 予 め 決 定 さ れ た 配 列 部 位 で 鋳 型 と
ク ロ ス オ ー バ ー (交 叉 )す る よ う に 設 計 さ れ 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
相 同 遺 伝 子 の 変 種 で あ り 、 か つ そ の 変 種 配 列 に 隣 接 し た 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 同 的 な
配 列 を 含 む 、 前 記 工 程 ； (c) ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド と 混 合 し 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 交 叉 再
ア ッ セ ン ブ リ さ せ 、 相 同 遺 伝 子 配 列 の 変 種 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 工 程 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 SLRは 、 再 ア ッ セ ン ブ ル さ れ る べ き ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 に 高 度 の 相 同 性 が 存 在 す る こ と
に 依 存 し な い 。 従 っ て 、 こ の 方 法 は 、 非 確 率 的 に  10 1 0 0 を 越 え る キ メ ラ を 含 む 子 孫 分 子 の
ラ イ ブ ラ リ ー (又 は セ ッ ト )を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 SLRは 、 10 1 0 0 0 を 越
え る キ メ ラ を 含 む 子 孫 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 従 っ
て 、 本 発 明 の 特 徴 は 、 設 計 に よ り 選 択 さ れ る 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ リ 順 序 を 形 成 す る 、 一 群
の 最 終 的 な キ メ ラ 核 酸 分 子 を 作 製 す る た め の 非 確 率 的 方 法 を 含 ん で い る 。 こ の 方 法 は 、 設
計 に よ り 相 互 に 適 合 性 の あ る 結 合 可 能 末 端 を 持 つ よ う に し た 複 数 の 特 定 の 核 酸 ビ ル デ ィ ン
グ ブ ロ ッ ク を 作 製 す る 工 程 を 含 み 、 又 こ れ ら の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 設 計 さ れ た 全
体 的 な ア ッ セ ン ブ リ 順 序 が 達 成 で き る よ う に 組 み 立 て る 。
　 組 み 立 て ら れ る 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 相 互 に 適 合 性 の あ る 結 合 可 能 末 端 は 、 も し
そ れ ら が 予 め 決 定 さ れ た 順 序 で そ の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 結 合 さ せ 得 る 場 合 、 こ の タ イ プ
の 順 序 づ け ら れ た ア ッ セ ン ブ リ の た め に 「 利 用 可 能 」 で あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 核 酸
ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 結 合 し え る 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ リ 順 序 は 、 結 合 可 能 末 端 の 設 計 に
よ っ て 特 定 さ れ る 。 一 段 階 以 上 の ア ッ セ ン ブ リ 工 程 が 使 用 さ れ る 場 合 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ
ブ ロ ッ ク が 結 合 す る 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ リ 順 序 は 、 ア ッ セ ン ブ リ 工 程 の 一 連 の 順 序 に よ っ
て も 特 定 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 ア ニ ー ル し た ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 片 は 、 そ れ ら を 共 有
的 に 結 合 さ せ る た め に 、 リ ガ ー ゼ の よ う な 酵 素 (例 え ば 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ )で 処 理 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 一 側 面 と し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 設 計 は 、 最 終 的 な キ メ ラ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 子 孫 集 団 を 産 生 す る た め の 基 と し て 働 く 、 一 群 の 子 孫 核 酸 配 列 の 鋳 型 を
解 析 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 こ れ ら の 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 鋳 型 は 、 例 え ば 、 キ メ ラ
化 又 は シ ャ ッ フ ル の よ う な 、 変 異 さ れ る 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の デ ザ イ ン を 補 助 す る
配 列 の 情 報 源 と し て 働 く 。
　 こ の 方 法 の 一 側 面 と し て 、 複 数 の 親 核 酸 の 鋳 型 の 配 列 は 、 一 ヶ 所 以 上 の 境 界 点 を 選 ぶ た
め に ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る 。 境 界 点 は 、 相 同 性 の あ る 区 域 に 設 定 さ れ 、 一 種 以 上 の ヌ ク レ
オ チ ド に 含 ま れ る 。 こ れ ら の 境 界 点 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 二 種 の 子 孫 鋳 型 に 共 有 さ れ
る 。 そ れ に よ り 、 境 界 点 は 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 再 配 置 す る こ と を 目 的 に 、 作 製 さ れ る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 境 界 を 描 写 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
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る 。 祖 先 分 子 内 で 同 定 及 び 選 択 さ れ た 境 界 点 は 、 最 終 的 な キ メ ラ 子 孫 分 子 の 集 合 に お け る
潜 在 的 な キ メ ラ 化 点 と し て 働 く 。 境 界 点 は 、 少 な く と も 二 種 の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た
(少 な く と も 1つ の 相 同 核 酸 塩 基 を 含 む )相 同 的 領 域 で あ る 。 あ る い は 、 境 界 点 は 、 少 な く
と も 半 分 の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 、 又 は 少 な く と も 2/3の 祖 先 鋳 型 に よ り
共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 で あ り 得 る 。 更 に よ り 好 ま し く は 、 利 用 可 能 な 境 界 点 は 、 少 な く と
も 3/4の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 、 更 に 一 層 よ り 好 ま し く は 、 殆 ど 全 て の 祖
先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 で あ る 。 一 側 面 と し て 、 境 界 点 は 、 全 て の 祖 先 鋳 型 に
よ り 共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 一 側 面 と し て 、 徹 底 的 な 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に
、 連 結 再 ア ッ セ ン ブ ル 過 程 が 網 羅 的 に 実 施 さ れ る 。 換 言 す る と 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ
ク の 全 て の 可 能 な 順 序 の 組 み 合 わ せ が 最 終 キ メ ラ 核 酸 分 子 の 集 団 中 に 表 示 さ れ る 。 同 時 に
、 別 の 側 面 に お い て 、 各 組 み 合 わ せ に お け る 集 合 順 序 (即 ち 、 各 最 終 キ メ ラ 核 酸 の 5'か ら 3
'配 列 に お け る 各 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 集 合 順 序 )は 、 上 述 さ れ た よ う な 設 計 又 は (非 確
率 的 な 設 計 )に よ る 。 本 発 明 の 非 確 率 的 性 質 の た め に 、 好 ま し く な い 副 産 物 の 可 能 性 は 大
き く 減 少 す る 。
　 別 の 側 面 に お い て 、 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ 法 は 、 系 統 的 に 実 施 さ れ る 。 例 え ば 、 本 法 は 、
先 祖 分 子 の 区 分 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 実 施 さ れ る 。 こ の 区 分 は 系 統 的 に 、
例 え ば 一 つ ず つ 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 換 言 す る と 、 本 発 明 に よ り 、 連 続 工
程 ア ッ セ ン ブ ル 反 応 の 選 択 的 で 適 切 な 使 用 と 組 み 合 わ せ た 特 定 の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ
ク の 選 択 的 か つ 適 切 な 使 用 に よ り 、 子 孫 産 物 の 特 定 の 集 団 が 各 反 応 容 器 中 で 作 製 さ れ る と
い う 設 計 が 達 成 さ れ 得 る 。 こ れ に よ り 、 実 験 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 を 系 統 的 に 行 う こ と
が 可 能 と な る 。 従 っ て 、 非 常 に 多 数 の 潜 在 的 な 子 孫 分 子 を よ り 少 な い 集 団 で 系 統 的 に 調 べ
る こ と が 可 能 に な る 。 非 常 に 柔 軟 で 、 更 に 、 徹 底 的 か つ 系 統 的 に キ メ ラ 化 を 実 施 す る 能 力
が あ る こ と か ら 、 本 発 明 は 、 特 に 、 祖 先 分 子 間 に 低 い レ ベ ル の 相 同 性 し か な い 場 合 に も 、
多 数 の 子 孫 分 子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー (又 は 、 集 団 )の 作 製 を 提 供 す る 。 本 連 結 再 ア ッ セ ン ブ
リ 発 明 の 非 確 率 的 な 性 質 の た め に 、 作 製 さ れ る 子 孫 分 子 は 、 好 ま し く は 、 設 計 に よ り 選 ば
れ る 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ ル 順 序 を 持 つ 最 終 的 な キ メ ラ 核 酸 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 飽
和 変 異 導 入 法 及 び 指 向 進 化 法 は 、 異 な る 子 孫 の 分 子 種 を 作 製 す る た め に も 使 用 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 が 、 境 界 点 の 選 択 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 大 き さ 及 び 数 、 な ら び に
結 合 の 大 き さ 及 び 設 計 に 関 す る 選 択 と 制 御 の 自 由 を 与 え る こ と は 理 解 さ れ る 。 更 に 、 分 子
間 相 同 性 の 要 求 性 が 本 発 明 の 操 作 性 に 対 し て 非 常 に 緩 和 さ れ て い る こ と も 理 解 さ れ る 。 実
際 に 、 殆 ど 又 は 全 く 分 子 間 相 同 性 の な い 領 域 に お い て さ え 、 境 界 点 を 選 択 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 コ ド ン ゆ ら ぎ (wobble)、 即 ち 、 コ ド ン の 縮 重 の た め に 対 応 す る 祖 先 鋳 型 に 本
来 コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 を 変 え る こ と な く 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 中 に ヌ ク レ オ チ ド 置
換 を 導 入 す る こ と が で き る 。 異 な る 側 面 と し て 、 本 来 の ア ミ ノ 酸 の た め の コ ー ド が 変 更 さ
れ る よ う に コ ド ン を 変 更 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 分 子 間 相 同 的 な 境 界 点 の 頻 度 を 増
加 さ せ る た め 及 び ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 間 で 達 成 さ れ る 結 合 数 を 増 加 さ せ る た め に 、 そ の
よ う な 置 換 の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 中 へ の 導 入 を 提 供 し 、 そ の 結 果 と し て 、 多 数 の 子
孫 キ メ ラ 分 子 が 作 製 さ れ る よ う に な る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 別 の 側 面 に お い て 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 作 製 さ れ る 段 階 に お け る 合 成 的 性 質 は 、 後
に イ ン ビ ト ロ 過 程 (例 え ば 、 変 異 導 入 に よ る )又 は イ ン ビ ボ 過 程 (例 え ば 、 宿 主 生 物 の 遺 伝
子 ス プ ラ イ シ ン グ 能 を 利 用 す る )に お い て 、 任 意 に 除 去 さ れ う る ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 一
種 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 、 コ ド ン も し く は イ ン ト ロ ン 又 は 調 節 配 列 で あ っ て も よ い )の 設 計
及 び 導 入 を 可 能 に す る 。 多 く の 場 合 、 他 の 多 く の 理 由 に よ り 、 実 用 可 能 な 境 界 点 を 作 製 す
る と い う 潜 在 的 な 恩 典 に 加 え て  、 こ れ ら の 核 酸 の 導 入 も ま た 望 ま し い こ と は 理 解 さ れ る
。
　 一 側 面 と し て 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 、 イ ン ト ロ ン を 導 入 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。 従 っ て 、 機 能 的 イ ン ト ロ ン が 、 こ の 中 に 述 べ ら れ る 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 人
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工 遺 伝 子 に 導 入 さ れ る 。 人 工 的 に 導 入 し た イ ン ト ロ ン は 、 天 然 に 存 在 す る イ ン ト ロ ン が 遺
伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ に 機 能 的 で あ る よ う に 、 宿 主 に お け る 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ に お い て
も 機 能 的 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
至 適 化 指 向 進 化 シ ス テ ム (Optimized Directed Evolution System)
　 本 発 明 は 、 新 し い か 変 え ら れ た 特 性 を 持 つ ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 作 製 す る た め に の 「 至 適 化
指 向 進 化 シ ス テ ム 」 と 呼 ば れ る 非 確 率 的 遺 伝 子 改 変 シ ス テ ム を 提 供 す る 。 至 適 化 指 向 進 化
シ ス テ ム は 、 組 換 え を 通 し て 核 酸 の 指 向 的 分 子 進 化 を 行 わ せ る 還 元 再 組 合 せ (reductive r
eassortment)、 組 換 え 及 び 選 択 と い う 反 復 サ イ ク ル の 使 用 に 関 す る 。 至 適 化 指 向 的 進 化 は
、 進 化 し た キ メ ラ 配 列 の 大 集 団 の 生 成 を 可 能 に す る も の で 、 生 成 さ れ た 集 団 は 、 予 め 決 定
さ れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー (交 叉 )イ ベ ン ト を 有 す る 配 列 に つ い て 非 常 に 富 化 さ れ て い る 。
　 交 叉 イ ベ ン ト は 、 親 変 種 か ら そ の 他 の 親 変 種 に 配 列 の シ フ ト が 起 こ る キ メ ラ 配 列 中 の 点
で あ る 。 そ の よ う な 点 は 、 通 常 、 二 種 の 親 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 互 い に 連 結 し て 単
一 の 配 列 を 形 成 す る 接 合 部 に あ る 。 こ の 方 法 は 、 最 終 的 な 配 列 の キ メ ラ 集 団 が 選 択 さ れ た
回 数 の 交 叉 イ ベ ン ト の た め に 富 化 さ れ る よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 し い 濃 度 計 算
を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 予 め 決 定 さ れ た 回 数 の 交 叉 イ ベ ン ト を 有 す る キ メ ラ 変 種 の 選 択 よ
り 高 い 制 御 性 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 更 に 、 本 方 法 は 、 他 の シ ス テ ム に 比 べ 、 莫 大 な 量 の 可 能 な タ ン パ ク 変 種 の 領 域 を 調 査 す
る 簡 便 な 手 段 を 与 え る 。 例 え ば 、 反 応 中 に 10 1 3 の キ メ ラ 分 子 が 生 成 さ れ る と 、 以 前 は 、 特
定 の 活 性 を そ の よ う な 多 量 の キ メ ラ 変 種 に つ い て 調 べ る こ と は 非 常 に 困 難 で あ っ た 。 ま た
、 子 孫 集 団 の 大 部 分 は 、 増 大 し た 特 定 の 活 性 を 有 し な い タ ン パ ク を 生 成 す る 非 常 に 多 く の
交 叉 イ ベ ン ト 数 を 有 し て い る で あ ろ う 。 こ れ ら の 方 法 を 使 用 し て 、 キ メ ラ 分 子 の 集 団 は 、
特 定 の 数 の 交 叉 イ ベ ン ト を 有 す る 変 種 に つ い て 濃 縮 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 反 応 中 に
10 1 3 の キ メ ラ 分 子 を 作 製 さ れ る が 、 更 な る 解 析 を 行 う た め に 選 択 し た そ れ ぞ れ の 分 子 は 、
例 え ば 、 わ ず か 三 回 の 交 叉 イ ベ ン ト し か 有 し て い な い 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 生 ず る 子
孫 集 団 は 、 予 め 決 定 さ れ た 数 の 交 叉 イ ベ ン ト を 有 す る よ う に 変 え ら れ る こ と か ら 、 キ メ ラ
分 子 間 の 機 能 的 多 様 性 の 境 界 限 度 は 減 少 さ れ る 。 こ れ は 、 初 期 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来
す る ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 特 定 の 特 質 に 影 響 を 与 え て い る の か を 判 断 す る 時 に 、 取 り
扱 い 易 い 変 異 の 数 を 与 え る 。
　 キ メ ラ 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 製 す る 一 つ の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ の 親 配 列 の 断 片 又
は 部 分 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る こ と で あ る 。 好 ま し く は 、 そ れ ぞ れ の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 に よ っ て 正 し い 順 序 で そ れ ぞ
れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 有 す る 新 し い 変 種 が 得 ら れ る よ う に 特 異 的 な 重 複 区 域 を 含
ん で い る 。 更 な る 情 報 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 09/332,835に 記 載 さ れ て い る 。 そ れ ぞ れ
の 親 変 種 の た め に 作 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 、 最 終 的 に 作 製 さ れ る キ メ ラ 分 子
内 に 生 ず る 交 叉 の 総 数 と 関 連 が あ る 。 例 え ば 、 三 種 の 親 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 種 が 、 例 え
ば 、 高 温 下 で 高 活 性 を 示 す キ メ ラ 変 種 を 探 す た め の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 起 こ す た め に 与
え ら れ る か も し れ な い 。 一 側 面 と し て 、 そ れ ぞ れ の 親 変 種 の そ れ ぞ れ の 部 分 に 対 応 し て 50
種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 作 製 さ れ る 。 こ の 場 合 、 結 合 組 換 え 過 程 中 に は 、 そ れ ぞ れ
の キ メ ラ 配 列 の 中 に 最 高 で 50回 の 交 叉 イ ベ ン ト が あ る こ と に な る 。 作 製 さ れ た そ れ ぞ れ の
キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 交 互 に 親 変 種 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て い る 確 率
は 極 め て 低 い 。 そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 同 一 の 分 子 数 で 結 合 反 応 中 に 存 在 し
て い る 場 合 、 同 じ 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が い く つ か の 部 位 で 互 い
に 結 合 し 、 そ の た め に 交 叉 イ ベ ン ト が 起 こ ら な い ら し い 。 そ れ ぞ れ の 親 か ら の 各 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 濃 度 は 、 本 例 の ど の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 工 程 の 間 も 一 定 に 保 た れ 、 同 じ 親 変 種 に
由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 配 列 内 で 結 合 し 、 か つ 、 交 叉 を 起 こ さ な い 確 率 は (
三 種 の 親 が あ る と 仮 定 し た 場 合 )、 1/3で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 従 っ て 、 決 め ら れ た 数 の 親 変 種 、 そ れ ぞ れ の 変 種 に 対 応 す る い く つ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ド 及 び そ れ ぞ れ の 変 種 の 濃 度 が 与 え ら れ た な ら ば 、 そ れ ぞ れ の 連 結 反 応 工 程 に お い て 起
こ る で あ ろ う 交 叉 イ ベ ン ト の 数 を 予 測 す る た め に 、 確 率 密 度 関 数 (PDF)を 決 定 す る こ と が
で き る 。 PDF決 定 の 統 計 的 及 び 数 学 的 な 背 景 を 以 下 に 説 明 す る 。 こ れ ら の 方 法 を 利 用 し て
、 そ の よ う な 確 率 密 度 関 数 を 推 定 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 特 定 の 連 結 反 応 か ら 生 じ る
予 め 決 め ら れ た 回 数 の 交 叉 イ ベ ン ト に つ い て キ メ ラ 子 孫 集 団 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 更
に 、 交 叉 イ ベ ン ト の 目 標 回 数 を 予 め 決 定 す る こ と が で き 、 そ の 後 、 シ ス テ ム は 、 連 結 反 応
中 の そ れ ぞ れ の 工 程 に お け る 各 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 開 始 時 の 量 を 計 算 す る よ う に プ ロ
グ ラ ム さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 予 め 決 め ら れ た 回 数 の 交 叉 イ ベ ン ト を 中 心 と し た 確 率 密 度 関
数 が 得 ら れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 組 換 え を 通 し て ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 指 向 的
分 子 進 化 を 行 わ せ る 還 元 再 組 合 せ 、 組 換 え 及 び 選 択 と い う 反 復 サ イ ク ル の 使 用 に 関 す る 。
こ の シ ス テ ム は 、 進 化 し た キ メ ラ 配 列 の 大 集 団 の 生 成 を 可 能 に す る も の で 、 生 成 さ れ た 集
団 は 、 予 め 決 定 さ れ た 数 の 交 叉 イ ベ ン ト を 有 す る 配 列 に つ い て 非 常 に 濃 縮 さ れ て い る 。 交
叉 イ ベ ン ト は 、 親 変 種 か ら そ の 他 の 親 変 種 に 配 列 の シ フ ト が 起 こ る キ メ ラ 配 列 の 点 で あ る
。 そ の よ う な 点 は 、 通 常 、 二 種 の 親 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 互 い に 連 結 し て 単 一 の 配
列 を 形 成 す る 接 合 点 に あ る 。 こ の 方 法 は 、 最 終 的 な 配 列 の キ メ ラ 集 団 が 選 択 さ れ た 回 数 の
交 叉 イ ベ ン ト に つ い て 濃 縮 さ れ る よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 し い 濃 度 計 算 を 可 能
に す る 。 こ れ は 、 予 め 決 定 さ れ た 回 数 の 交 叉 イ ベ ン ト を 有 す る キ メ ラ 変 種 を 選 択 よ り も 高
い 制 御 性 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 更 に 、 こ れ ら の 方 法 は 、 他 の シ ス テ ム に 比 べ 、 莫 大 な 量 の 可 能 な タ ン パ ク 変 種 空 間 を 調
査 す る 簡 便 な 手 段 を 与 え る 。 こ れ ら の 方 法 を 使 用 し て 、 キ メ ラ 分 子 の 集 団 は 、 特 定 の 数 の
交 叉 イ ベ ン ト を 有 す る 変 種 に つ い て 富 化 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 反 応 中 に 10 1 3 の キ メ
ラ 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る が 、 更 な る 解 析 を 行 う た め に 選 択 さ れ る そ れ ぞ れ の 分 子 は
、 例 え ば 、 わ ず か 三 回 の 交 叉 イ ベ ン ト し か 有 し て い な い 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 生 ず る
子 孫 集 団 は 、 予 め 決 定 さ れ た 数 の 交 叉 イ ベ ン ト を 有 す る よ う に 変 え ら れ る の で 、 キ メ ラ 分
子 間 の 機 能 的 多 様 性 の 境 界 は 減 少 す る 。 こ れ に よ り 、 初 期 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 す る
ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 特 定 の 特 質 に 影 響 を 与 え て い る の か を 判 断 す る 時 に 、 取 り 扱 い
易 い 数 の 変 数 が 与 え ら れ る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 方 法 は 、 そ れ ぞ れ の 親 配 列 の 断 片 又 は 一 部 分 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 キ メ ラ 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 製 す る 。 好 ま し く
は 、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 に よ っ て 正 し い 順 序
で そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 有 す る 新 し い 変 種 が 得 ら れ る よ う に 、 特 異 的 な 重
複 領 域 を 含 む 。 米 国 特 許 出 願 09/332,835も 参 照 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 各 親 変 種 の た め に 作 製 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 、 最 終 的 に 作 製 さ れ る キ メ ラ 分
子 内 に 生 ず る 交 叉 の 総 数 と 関 連 が あ る 。 例 え ば 、 三 種 の 親 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 種 が 、 例
え ば 、 高 温 下 で 高 活 性 を 示 す キ メ ラ 変 種 を 探 す た め に ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 起 こ す も の と
す る 。 一 例 と し て 、 そ れ ぞ れ の 親 変 種 の そ れ ぞ れ の 部 分 に 対 応 し て 50種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が 作 製 さ れ る 。 こ の 場 合 、 連 結 再 ア ッ セ ン ブ ル 過 程 中 に は 、 そ れ ぞ れ の キ メ ラ 配
列 の 中 に 最 高 で 50回 の 交 叉 イ ベ ン ト が あ る こ と に な る 。 作 製 さ れ た そ れ ぞ れ の キ メ ラ ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド が 、 交 互 に 親 変 種 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て い る 確 率 は 極 め て 低
い 。 そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 同 一 の 分 子 数 で 結 合 反 応 中 に 存 在 し て い る 場 合
、 同 じ 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が い く つ か の 部 位 で 互 い に 結 合 し 、
そ の た め に 交 叉 イ ベ ン ト が 起 こ ら な い 可 能 性 が あ る 。 そ れ ぞ れ の 親 か ら の 各 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 濃 度 は 、 本 例 の ど の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 工 程 の 間 も 一 定 に 保 た れ る 場 合 、 同 じ 親 変 種
に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 配 列 内 で 結 合 し 、 交 叉 を 起 こ さ な い 確 率 は (三 種
の 親 が あ る と 仮 定 し た 場 合 )1/3で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 従 っ て 、 決 め ら れ た 数 の 親 変 種 、 そ れ ぞ れ の 変 種 に 対 応 す る い く ら か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 及 び そ れ ぞ れ の 変 種 の 濃 度 が 与 え ら れ た 場 合 、 そ れ ぞ れ の 連 結 反 応 工 程 中 に お い て 起
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こ る で あ ろ う 交 叉 イ ベ ン ト の 起 き る 数 を 予 測 す る た め に 、 確 率 密 度 関 数 (PDF)を 決 定 す る
こ と が で き る 。 PDF決 定 の 統 計 的 及 び 数 学 的 な 背 景 を 以 下 に 説 明 す る 。 そ の よ う な 確 率 密
度 関 数 を 計 算 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 特 定 の 連 結 反 応 か ら 生 じ る 予 め 決 め ら れ た 回 数
の 交 叉 イ ベ ン ト に つ い て キ メ ラ 子 孫 集 団 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 更 に 、 交 叉 イ ベ ン ト の
目 標 回 数 を 予 め 決 定 す る こ と が で き 、 そ の 後 、 シ ス テ ム は 、 連 結 反 応 中 の そ れ ぞ れ の 工 程
に お い て 各 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 開 始 量 を 計 算 す る よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ 、 そ れ に よ っ
て 、 予 め 決 め ら れ た 回 数 の 交 叉 イ ベ ン ト を 中 心 と す る 確 率 密 度 関 数 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
交 叉 イ ベ ン ト の 決 定
　 本 発 明 の 実 施 態 様 に は 、 所 望 の ク ロ ス オ ー バ ー 確 率 密 度 関 数 (PDF)、 再 ア ッ セ ン ブ リ さ
れ る 親 遺 伝 子 の 数 、 及 び 再 集 合 に お け る 断 片 の 数 を 入 力 と し て 受 け 取 る シ ス テ ム 及 び ソ フ
ト ウ ェ ア を 含 む 。 こ の プ ロ グ ラ ム の 出 力 は 、 集 合 遺 伝 子 を 作 製 す る た め の 処 方 を 決 定 す る
た め に 使 用 さ れ る 「 PDF断 片 」 及 び そ れ ら 遺 伝 子 の 概 算 ク ロ ス オ ー バ ー PDFで あ る 。 こ こ に
記 述 さ れ る 処 理 は 、 好 ま し く は 、 MATLAB R (Mathworks、 Natick、 Massachusetts)プ ロ グ ラ
ミ ン グ 言 語 お よ び 技 術 的 な 計 算 の た め の 開 発 環 境 で 行 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
反 復 処 理
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 、 こ れ ら の 方 法 は 、 反 復 的 に 繰 り 返 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 変
化 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 表 現 型 の た め の 核 酸 (例 え ば 、 そ の 核 酸 )が 、 同 定 、 再 単 離 、 再 改
変 さ れ 、 そ の 活 性 が 再 び 調 べ ら れ る 。 こ の 方 法 は 、 所 望 の 表 現 型 が 操 作 さ れ る ま で 反 復 的
に 繰 り 返 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 含 み 、 生 化 学 的 異 化 又 は 同 化 の
全 経 路 を 細 胞 中 で 操 作 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 同 様 に 、 あ る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 所 望 の 特 質 (例 え ば 、 新 し い ホ ス ホ リ パ ー ゼ
の 表 現 型 )に つ い て 全 く 影 響 を 与 え な い と 確 認 さ れ た 場 合 、 削 除 す べ き 配 列 を 含 む よ り 大
き な 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と に よ り 、 変 数 と し て そ れ を 削 除 す る こ と が で き
る 。 よ り 大 き な 配 列 内 に そ の 配 列 を 組 み 入 れ る こ と は 、 如 何 な る 交 叉 イ ベ ン ト を も 妨 げ る
こ と か ら 、 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 に こ の 配 列 の 如 何 な る 変 異 種 も も は や 存 在 し な い こ と
に な る 。 ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 最 も 望 ま れ る 特 質 に 関 連 す る か 、 ま た ど れ が 関 連 し て
い な い か を 決 定 す る こ の 反 復 操 作 は 、 特 定 の 特 質 又 は 活 性 を 提 供 す る 可 能 な タ ン パ ク 変 種
の 全 て を よ り 効 果 的 に 調 査 す る こ と 可 能 に す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
イ ン ビ ボ シ ャ ッ フ リ ン グ
　 分 子 の イ ン ビ ボ シ ャ ッ フ リ ン グ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 変 種 、 例 え ば 、 抗 体 、 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 酵 素 そ の 他 を 提 供 す る 本 発 明 の 方 法 に お い て 利 用 で き る 。 イ ン ビ ボ シ ャ ッ フ リ ン
グ は 、 マ ル チ マ ー の 組 換 え を 細 胞 の 自 然 特 性 を 利 用 し て 行 う こ と が で き る 。 イ ン ビ ボ に お
け る 組 換 え は 、 分 子 多 様 性 へ の 主 要 な 自 然 経 路 を 提 供 す る が 、 遺 伝 子 組 換 え は 、 以 下 を 含
む 比 較 的 複 雑 な 過 程 で あ る 。 1) 相 同 性 の 認 識 ； 2) 鎖 切 断 、 鎖 侵 入 、 及 び 組 換 え キ ア ズ マ
形 成 を 生 じ さ せ る 代 謝 工 程 ； お よ び 、 最 後 に 、 3) 個 別 の 組 換 え 分 子 へ の キ ア ズ マ の 解 離
。 キ ア ズ マ の 形 成 は 、 相 同 配 列 の 認 識 を 必 要 と す る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド か ら ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 部 分 的 配
列 相 同 性 の 少 な く と も 一 領 域 を 共 有 す る よ う な 、 少 な く と も 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び
第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 切 な 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 作 製 に 使 用 で き る 。 部 分 的 に 配 列 相 同 性 の あ る 領 域 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 生 成 す る 配 列 再 編 成 を 生 じ る よ う な 過 程 を 促 進 す る 。 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「
ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 じ 、 少 な く と も 二 種 の 元 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の 配 列 を 含 む よ う な 如 何 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も 意 味 す る 。
そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA分 子 間 の 配 列 組 込 み を 促 進 す る 分 子 内
組 換 え の 事 象 に よ り 生 じ 得 る 。 更 に 、 そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA
分 子 内 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 変 更 す る た め に 反 復 配 列 を 利 用 す る 分 子 内 還 元 的 再 組 合 せ 処
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理 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
配 列 変 種 の 作 製
　 ま た 本 発 明 は 本 発 明 の 核 酸 及 び ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 の 変 種 の 作 製 、 あ る い は ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 酵 素 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 本 発 明 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 配 列 変 種 を
単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の 変
種 を 提 供 し 、 そ れ ら は 、 例 え ば 、 無 作 為 又 は 確 率 的 な 方 法 、 あ る い は 非 確 率 的 な 方 法 又 は
「 指 向 進 化 」 の 方 法 等 、 上 記 し た よ う な 如 何 な る 手 段 に よ っ て も 作 製 で き る 。
　 単 離 さ れ た 変 種 は 、 天 然 に 存 在 す る も の か も し れ な い 。 変 種 は 、 ま た 、 イ ン ビ ト ロ で 作
製 す る こ と が で き る 。 変 種 は 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 、 無 作 為 的 化 学 変 異 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア
ー ゼ IIIデ リ ー シ ョ ン 法 及 び 標 準 的 な ク ロ ー ニ ン グ 技 術 の よ う な 遺 伝 的 操 作 技 術 を 用 い て
作 製 し て も よ い 。 別 法 と し て 、 そ の よ う な 変 種 、 断 片 、 類 似 物 、 あ る い は 誘 導 体 は 、 化 学
的 な 合 成 又 は 改 変 に よ っ て 作 製 し て も よ い 。 変 種 を 作 製 す る た め の 他 の 方 法 も 、 当 業 者 に
は よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ ら は 、 天 然 か ら 単 離 さ れ た も の に 由 来 す る 核 酸 配 列 を 企 業 又 は
研 究 応 用 に お け る 価 値 を 向 上 さ せ た 特 性 を 持 っ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る よ う に 、 核 酸
を 改 変 す る 方 法 を 含 む 。 そ の よ う な 方 法 に お い て 、 天 然 か ら 単 離 さ れ た も の か ら 得 ら れ た
配 列 に 関 し て 、 一 種 又 は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 変 異 を 持 つ 非 常 に 多 く の 変 種 配 列 が 作 製
さ れ て 調 べ ら れ る 。 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 変 異 は 、 天 然 の 単 離 物 か ら 得 ら れ る 核 酸 の 配 列
に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て ア ミ ノ 酸 変 異 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 例 え ば 、 変 異 性 PCRを 利 用 し て 変 種 を 作 製 し て も よ い 。 変 異 性 PCRに お い て 、 PCRは 、 点
変 異 が 高 い 割 合 で PCR産 物 の 全 長 に わ た り 得 ら れ る よ う に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の コ ピ ー 忠 実
度 が 低 い 条 件 で 行 わ れ る 。 変 異 性 PCRは 、 例 え ば 、 Leung, D.W., 他 , Technique, 1:11-15
, 1989及 び  Caldwell, R. C. & Joyce G.F., PCR Methods Applic., 2:28-33, 1992に 述
べ ら れ て い る 。 簡 単 に 言 う と 、 そ の よ う な 操 作 は 、 点 変 異 が 高 い 割 合 で PCR産 物 の 全 長 に
わ た っ て 得 ら れ る よ う に 、 変 異 さ れ る 核 酸 を 、 PCRプ ラ イ マ ー 、 反 応 緩 衝 液 、 MgCl 2 、 MnCl

2 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 適 当 量 の dNTPと を 混 合 す る 。 例 え ば 、 そ の 反 応 は 、 変 異 さ れ る 核
酸 20 fモ ル 、 30 pモ ル の PCR プ ラ イ マ ー 、 50 mM KCl、 10 mM Tris HCl (pH 8.3)及 び 0.01
 %ゲ ラ チ ン を 含 ん だ 反 応 緩 衝 液 、 7 mM MgCl 2 、 0.5 mM MnCl 2 、 5 ユ ニ ッ ト の  Taq ポ リ メ
ラ ー ゼ 、 0.2 mM dGTP、 0.2 mM dATP、 1mM dCTP、 及 び 1 mM dTTPを 用 い て 実 行 さ れ る 。 PCR
は 、 94 ℃  1分 間 、 45 ℃  1分 間 、 72 ℃  1分 間 の サ イ ク ル を 30回 繰 り 返 す こ と に よ っ て 行
う 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は 、 適 当 に 変 え ら れ る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ
う 。 変 異 さ れ た 核 酸 は 、 適 当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 変 異 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 変 種 は 、 興 味 対 象 の ク ロ ー ン 化 DNAに 部 位 特 異 的 な 変 異 を 発 生 さ せ る た め に 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 導 入 法 を 用 い て 作 製 し て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 導 入 は 、
例 え ば 、 Reidhaar-Olson (1988) Science 241:53-57に 記 述 さ れ て い る 。 簡 潔 に 言 う と 、
そ の よ う な 操 作 に お い て は 、 ク ロ ー ン 化 し た DNAに 導 入 さ れ る 一 種 以 上 の 変 異 を 持 つ 多 数
の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ 、 変 異 さ れ る DNAに 挿 入 さ れ る 。 変 異 DNAを 含 ん で
い る ク ロ ー ン は 、 回 収 さ れ 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 評 価 さ れ る 。
　 変 種 を 作 製 す る 他 の 方 法 は 、 ア ッ セ ン ブ リ PCRで あ る 。 ア ッ セ ン ブ リ PCRは 、 小 さ い DNA
断 片 の 混 合 物 に 由 来 す る PCR産 物 の ア ッ セ ン ブ リ を 含 む 。 複 数 の 異 な っ た PCR反 応 が 、 同 じ
バ イ ア ル 中 で 並 行 し て 起 き 、 別 の 反 応 産 物 を プ ラ イ ム す る 他 の 反 応 産 物 が 得 ら れ る 。 ア ッ
セ ン ブ リ PCRは 、 例 え ば 、 米 国 特 許 5,965,408に 記 述 さ れ て い る 。
　 変 種 を 作 製 す る 更 に 別 の 方 法 は 、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 導 入 で あ る 。 セ ク シ ュ ア ル PCR変
異 導 入 で は 、 配 列 の 相 同 性 に 基 づ い た DNA分 子 の 無 作 為 な 断 片 化 、 お よ び 、 そ れ に 続 く PCR
反 応 に お け る プ ラ イ マ ー 伸 張 に よ る 交 叉 の 固 定 の 結 果 と し て 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 異 な る
が 非 常 に 関 連 の あ る DNA分 子 間 で 強 制 的 な 相 同 組 換 え が 起 こ さ れ る 。 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異
導 入 は 、 例 え ば 、 Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751に 記 述 さ
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れ て い る 。 簡 潔 に 言 う と 、 そ の よ う な 操 作 に お い て 、 組 換 え さ れ る 複 数 の 核 酸 は 、 平 均 サ
イ ズ 50～ 200の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 作 製 す る た め に DNaseに よ っ て 消 化 さ れ る 。 好 ま し い 平
均 サ イ ズ の 断 片 は 、 精 製 さ れ 、 PCR混 合 物 中 に 再 懸 濁 さ せ る 。 PCRは 核 酸 断 片 間 の 再 組 換 え
を 容 易 に す る 条 件 下 に 行 う 。 例 え ば 、 PCRは 、 精 製 し た 核 酸 断 片 を 10～ 30 ng/μ lの 濃 度 で
以 下 の 組 成 の 溶 液 中 に 再 懸 濁 さ せ る こ と に よ っ て 行 っ て も よ い ： 0.2 mM dNTP、 2.2 mM Mg
Cl 2 、 50 mM KCl、 10 mM Tris HCl（ pH 9.0） 及 び 0.1 % Triton X-100。 Taqポ リ メ ラ ー ゼ
を 100 μ lの 反 応 溶 液 中 に 2.5ユ ニ ッ ト 加 え 、 PCRは 、 以 下 の 条 件 で 行 わ れ る ： 94 ℃ で 60秒
間 、 94 ℃  30秒 間 、 50～ 55 ℃  30秒 間 、 72 ℃  30秒 間 （ 30～ 45サ イ ク ル ） お よ び 72 ℃  5
分 間 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は 、 適 当 に 変 え ら れ る こ と は 理 解 さ れ る で あ
ろ う 。 い く つ か の 例 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が PCR反 応 中 に 含 ま れ る か も し れ な い
。 他 の 例 に お い て 、 最 初 の PCR反 応 に DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ー 断 片 を 、 引 き 続 く PCR反
応 に は Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て も よ い 。 組 換 え ら れ た 配 列 は 、 単 離 さ れ 、 そ れ ら が コ
ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 変 種 は 、 イ ン ビ ボ 変 異 導 入 法 に よ っ て 作 製 す る こ と も で き る 。 い く つ か の 例 に お い て 、
関 心 対 象 の 配 列 に お け る 無 作 為 変 異 は 、 DNA修 復 経 路 の 一 以 上 に お い て 変 異 を 有 す る 細 菌
株 、 た と え ば 大 腸 菌 、 中 で そ の 関 心 対 象 の 配 列 を 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る 。 そ
の よ う な 「 ミ ュ ー テ ー タ ー 」 株 は 、 野 生 型 の 親 よ り も 高 い 無 作 為 変 異 率 を 持 っ て い る 。 こ
れ ら の 株 の 一 つ に お い て DNAを 増 殖 さ せ る と 、 結 果 的 に 、 そ の DNA中 に 無 作 為 な 変 異 が 生 じ
る で あ ろ う 。 イ ン ビ ボ 変 異 導 入 の 使 用 に 適 し た ミ ュ ー テ ー タ ー 株 は 、 例 え ば 、 PCT出 願  WO
 91/16427に 記 述 さ れ て い る 。
　 変 種 は 、 ま た 、 カ セ ッ ト 変 異 導 入 法 を 使 っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 カ セ ッ ト 変 異 導 入
法 に お い て 、 二 本 鎖 DNA分 子 の 小 さ な 領 域 が 元 の 配 列 と は 異 な る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
「 カ セ ッ ト 」 と 置 き 換 え ら れ る 。 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 完 全 に 及 び /又 は 部 分 的 に
ラ ン ダ マ イ ズ さ れ た 元 の 配 列 を し ば し ば 含 む 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ま た 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 は 、 変 種 を 作 製 す る す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る 表 現 型 的 に 関 連 の あ る 変 異 株
の 多 様 な 集 団 を 作 製 す る た め に 開 発 さ れ た タ ン パ ク 質 エ ン ジ ニ ア リ ン グ (タ ン パ ク 変 異 )の
ア ル ゴ ニ ズ ム で あ る 。 こ の 方 法 は 、 組 み 合 わ せ カ セ ッ ト 変 異 導 入 の 連 続 し た ラ ウ ン ド を 制
御 す る フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 を 利 用 し て い る 。 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 は 、 例 え ば 、 Ar
kin (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7811-7815に 記 述 さ れ て い る 。
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 変 種 は 、 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 に よ っ て
作 製 さ れ る 。 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 は 、 高 い 割 合 で 特 徴 的 又 は 機 能 的
な 変 異 株 を 含 む 混 合 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 方 法 で あ り 、 そ の 中 で は 、 残 基 の 小 さ
な 集 団 が 、 そ れ ぞ れ 変 異 さ れ た 部 位 で 、 並 行 し て ラ ン ダ ム 化 さ れ 、 機 能 タ ン パ ク を 生 じ さ
せ る ア ミ ノ 酸 が 同 定 さ れ る 。 エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 は 、 例 え ば 、 Dele
grave (1993) Biotechnology Res. 11:1548-1552に 、 無 作 為 及 び 部 位 特 異 的 変 異 導 入 は 、
例 え ば 、 Arnold (1993) Current Opinion in Biotechnology 4:450-455に そ れ ぞ れ 記 述 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 変 種 は 、 シ ャ フ リ ン グ 操 作 を 用 い て 作 製 さ れ 、 そ れ に よ れ ば
、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 複 数 の 核 酸 の 一 部 が お 互 い に 融 合 し 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 を 作 り 出 す 。 こ れ は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 5,965,408； 5,939,2
50に 記 述 さ れ て い る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 を 提 供 す る ： 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一
種 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 (例 え ば 、 典 型 的 な 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の )が 保 存 的 又 は 非 保 存 的
ア ミ ノ 酸 残 基 (例 え ば 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 残 基 )と 置 換 さ れ 、 そ の 置 換 ア ミ ノ 酸 は そ の 遺 伝 コ
ー ド に よ り コ ー ド さ れ て い て も い な く て も よ い 。 保 存 的 置 換 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の 与 え ら
れ た ア ミ ノ 酸 を 同 様 の 特 性 を 持 つ 他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ
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ペ プ チ ド は 、 以 下 の 置 換 を 含 む 本 発 明 の 配 列 の 保 存 的 置 換 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む が
、 そ の 置 換 は 以 下 に 限 定 さ れ な い ： ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン の よ う
な 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 と 他 の 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 の 置 換 ； セ リ ン と ス レ オ ニ ン の 置 換 、 あ る い は そ
の 逆 ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 の よ う な 酸 性 ア ミ ノ 酸 と 他 の 酸 性 残 基 ； ア ス パ ラ
ギ ン 及 び グ ル タ ミ ン の よ う な ア ミ ノ 基 を 持 つ よ う な 残 基 と 他 の ア ミ ノ 基 を 持 つ 残 基 の 置 換
； リ ジ ン 及 び ア ル ギ ニ ン の よ う な 塩 基 残 基 と 他 の 塩 基 残 基 の 交 換 ； 及 び 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ
ン 、 チ ロ シ ン の よ う な 芳 香 族 残 基 と 他 の 芳 香 族 残 基 の 置 換 。 他 の 変 種 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド の 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 基 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 他 の 変 種 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ ー ル の よ う
に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を 延 長 さ せ る よ う な 他 の 化 合 物 と 結 合 し て い る も の で あ る 。
　 更 に 、 本 発 明 の 範 囲 に 入 る 他 の 変 種 は 、 リ ー ダ ー 配 列 、 分 泌 配 列 、 プ ロ タ ン パ ク 配 列 、
あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 、 濃 縮 又 は 安 定 性 を 有 利 に す る 配 列 の よ う な 付 加 的 な ア ミ ノ
酸 を 融 合 し て い る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
　 い く つ か の 側 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 誘 導 体 及 び 類 似 体 は 、 こ の 中
で 述 べ ら れ る よ う に 、 本 発 明 の 典 型 的 な ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 生 物 学 的 機 能 又 は 活 性 、 例 え
ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 し て い る 。 別 例 と し て 、 変 種 、 断 片 、 誘 導 体 、 又 は 類 似 体
に は 、 活 性 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る プ ロ タ ン パ ク 質 部 分 の 切 断 に よ り 、 変 種 、 断 片 、 誘 導
体 、 又 は 類 似 体 が 活 性 化 さ れ る よ う な プ ロ タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
宿 主 細 胞 に お け る 高 レ ベ ル の タ ン パ ク 発 現 を 達 成 す る た め の コ ド ン 最 適 化
　 本 発 明 は 、 コ ド ン 使 用 頻 度 を 改 変 す る た め に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド し た 核 酸 を 改 変
す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 宿 主 に お け る そ の 発 現 を 増 加 又 は
減 少 さ せ る た め に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 中 の コ ド ン を 改 変 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 は 、 宿 主 に お け る 発 現 を 増 加 さ せ る た め に 改 変 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド し
て い る 核 酸 、 そ の よ う に 改 変 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 、 及 び 改 変 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を
作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 中 の 「 非 優 先 」
（ 好 ま れ な い ） 又 は 「 低 優 先 」 （ あ ま り 好 ま れ な い ） コ ド ン を 同 定 し 、 こ れ ら 「 非 優 先 」
又 は 「 低 優 先 」 コ ド ン の 一 つ 以 上 を 置 換 コ ド ン と し て 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し た 「 優 先 」
的 コ ド ン と 置 き 換 え る こ と を 含 み 、 そ の 核 酸 中 の 少 な く と も 一 つ の 非 優 先 又 は 低 優 先 コ ド
ン を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 優 先 的 コ ド ン に よ り 置 き 換 え る 。 優 先 的 コ ド ン と は 、 宿 主
の 遺 伝 子 に お い て コ ー ド し て い る 配 列 中 に 過 剰 表 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 「 非 優 先 」 （ 好
ま れ な い ） 又 は 「 低 優 先 」 （ あ ま り 好 ま れ な い ） コ ド ン と は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に お い て コ ー
ド し て い る 配 列 中 に 低 頻 度 に 表 示 さ れ る コ ド ン で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 、 発 現 カ セ ッ ト 及 び ベ ク タ ー を 発 現 す る た め の 宿 主 に は 、 細 菌 、 酵 母 、 カ
ビ 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 及 び 高 等 動 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 こ れ ら 全 て の
細 胞 に お け る コ ド ン 使 用 頻 度 を 至 適 化 す る 方 法 、 コ ド ン を 変 更 さ れ た 核 酸 及 び コ ド ン を 変
更 さ れ た 核 酸 に よ り 作 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 典 型 的 な 宿 主 細 胞 は 、 Escherichi
a coliや Pseudomonas fluorescens の よ う な グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 含 む ； グ ラ ム 陽 性 細 菌 、 St
reptomyces diversa、 Lactobacillus gasseri、 Lactococcus lactis、 Lactococcus cremo
ris、 Bacillus subtilis。 典 型 的 な 宿 主 細 胞 は 真 核 細 胞 も 含 む ： Saccharomyces sp.、 Sac
charomyces cerevisiae、 Schizosaccharomyces pombe、 Pichia pastorisを 含 む 種 々 の 酵
母 、 及 び Kluyveromyces lactis、 Hansenula polymorpha、 Aspergillus niger、 及 び 高 等
動 物 細 胞 又 は そ の 細 胞 株 及 び 昆 虫 細 胞 又 は そ の 細 胞 株 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 こ れ ら 生 物 体
及 び 種 に お け る 発 現 を 至 適 化 し た 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 例 え ば 、 細 菌 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド し て い る 核 酸 の コ ド
ン は 、 そ の 核 酸 が 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 由 来 し た 細 菌 と は 異 な る 細 菌 、 酵 母 、 カ ビ 、 植 物 細
胞 、 昆 虫 細 胞 又 は 高 等 動 物 細 胞 で 至 適 に 発 現 さ れ る よ う に 改 変 さ れ る 。 コ ド ン の 至 適 化 法
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は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 で あ る 。 例 え ば 、  米 国 特 許  5,795,737； Baca (2000) Int. J.
 Parasitol.  30:113-118；  Hale (1998) Protein Expr. Purif. 12:185-188； Narum (20
01) Infect. Immun. 69:7250-7253を 参 照 。 ま た 、 マ ウ ス  シ ス テ ム に お け る コ ド ン の 至 適
化 に つ い て 述 べ た Narum (2001) Infect. Immun. 69:7250-7253； 酵 母 に お け る コ ド ン の 至
適 化 に つ い て 述 べ た  Outchkourov (2002) Protein Expr. Purif. 24:18-24； 大 腸 菌 に お
け る コ ド ン の 至 適 化 に つ い て 述 べ た ； Feng (2000) Biochemistry 39:15399-15409； 大 腸
菌 に お け る 分 泌 に 影 響 を 与 え る コ ド ン の 至 適 化 に つ い て 述 べ た  Humphreys (2000) Protei
n Expr. Purif. 20:252-264を も 参 照 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 発 現 カ セ ッ ト 又 は ベ ク タ ー 又 は 感 染 又 は 形 質
転 換 し た 細 胞 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 動 物 は 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 、 例 え ば 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ラ ッ ト 及
び マ ウ ス で あ り 得 る 。 こ れ ら の 動 物 は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 を 調 べ る た め の イ
ン ビ ト ロ モ デ ル と し て 、 あ る い は イ ン ビ ボ で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 変 化 さ せ る 因 子 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る た め の モ デ ル と し て 使 用 で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に お い て
発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 は 、 構 成 的 で あ る よ う に 設 計 す る こ と も 、 組 織 特 異
的 、 成 長 特 異 的 又 は 誘 導 的 な 転 写 制 御 因 子 の 制 御 下 に あ る よ う に 設 計 す る こ と も で き る 。
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 設 計 し 、 作 製 す る こ と
が で き る ； 例 え ば 、 形 質 転 換 細 胞 、 卵 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ
ツ ジ 、 ブ タ 及 び ウ シ の 作 製 お よ び そ の 使 用 に つ い て 記 載 し た 米 国 特 許 6,211,428； 6,187,9
92； 6,156,952； 6,118,044； 6,111,166； 6,107,541； 5,959,171； 5,922,854； 5,892,070
； 5,880,327； 5,891,698； 5,639,940； 5,573,933； 5,387,742； 5,087,571を 参 照 せ よ 。 ま
た 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 酪 農 動 物 の ミ ル ク に お け る 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 に つ
い て 記 述 し て あ る  Pollock (1999) J. Immunol. Methods 231:147-157； ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク ヤ ギ の 産 生 に つ い て 述 べ て い る Baguisi (1999) Nat. Biotechnol. 17:456-461も 参 照
。 米 国 特 許 6,211,428は 、 あ る DNA配 列 を 含 む 核 酸 構 造 物 を 脳 内 で 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 非 ヒ ト 高 等 動 物 の 作 製 及 び 使 用 を 述 べ て い る 。 米 国 特 許 5,387,742は 、 ク ロ ー ン 化 し
た 組 換 え 体 、 あ る い は 合 成 DNA配 列 の 受 精 し た マ ウ ス の 卵 へ の イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 偽 妊 娠
雌 へ の イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た 卵 の 移 植 、 及 び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 理 と 関 係 し た タ ン パ ク
を 発 現 す る 細 胞 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 成 長 に つ い て 述 べ て い る 。 米 国 特 許 6,
187,992は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 (APP)を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 破 壊 を 含 む ゲ ノ ム を も つ ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 と 使 用 に つ い て 述 べ て い る 。
　 「 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 」 も 本 発 明 の 方 法 の 実 施 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 側 面
と し て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は 改 変 動 物 は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 発
現 し な い 、 又 は 発 現 で き な い よ う に 操 作 さ れ た 「 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 」 の よ う な ノ ッ ク ア
ウ ト 動 物 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ )、 発 現 カ セ ッ ト 又 は
ベ ク タ ー 又 は 遺 伝 子 を 移 入 し た 又 は 形 質 転 換 し た 細 胞 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 及 び
種 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 及 び /又 は ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ )を 含 む 植 物 産 生 物 、 例 え ば 、 油 、 種 、 葉 、 エ キ ス 及 び そ の 類 を 提 供 す る 。 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 双 子 葉 植 物 (dicot)又 は 単 子 葉 植 物 (monocot)で も よ い 。 本 発 明 は
、 ま た 、 こ れ ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 及 び 種 子 を 作 製 及 び 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 又 は 植 物 細 胞 は 、 既 に よ く 知 ら れ
て い る 技 術 に お け る ど の よ う な 方 法 に 従 っ て も 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許
6,309,872を 参 照 せ よ 。
　 本 発 明 の 核 酸 及 び 発 現 構 築 物 は 、 ど の よ う な 手 段 に よ っ て で も 、 植 物 細 胞 に 導 入 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 核 酸 又 は 発 現 構 築 物 は 、 所 望 の 植 物 宿 主 の ゲ ノ ム に 導 入 す る こ と が
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で き 、 そ の 核 酸 又 は 発 現 構 築 物 は 、 エ ピ ゾ ー ム で も よ い 。 所 望 の 植 物 の ゲ ノ ム へ の 導 入 は
、 宿 主 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 産 生 が 内 在 性 の 転 写 又 は 翻 訳 制 御 エ レ メ ン ト に よ り 調 整 さ れ る よ
う に 成 り 得 る こ と で あ る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 例 え ば 、 相 同 組 換 え 、 に よ る 遺 伝 子 配 列 の 挿
入 に よ る そ の 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 を 破 壊 し た 「 ノ ッ ク ア ウ ト 植 物 」 を 提 供 す る 。 「 ノ ッ ク
ア ウ ト 植 物 」 の 作 製 手 段 は 、 よ く 知 ら れ た 技 術 で あ り 、 例 え ば 、  Strepp (1998) Proc Na
tl. Acad. Sci. USA 95:4368-4373； Miao (1995) Plant J 7:359-365を 参 照 。 以 下 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に つ い て の 考 察 を 参 照 せ よ 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 本 質 的 に ど の よ う な 植 物 、 例 え ば 、 大 豆 、 菜 種 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 、 ゴ
マ 及 び ピ ー ナ ツ の よ う な 脂 肪 種 子 を 含 む 植 物 、 に つ い て も 所 望 の 特 性 を 与 え る た め に 使 用
す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 宿 主 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 発 現 を 至 適 化 又 は 変 化 さ せ
る こ と を 目 的 に 、 植 物 の 代 謝 経 路 を 操 作 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本
発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 そ の 植 物 に お い て 天 然 に は 産 生 さ れ な い 化 合 物 を 産 生 す る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 作 製 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 生 産 コ ス ト を 下 げ る か
、 ま た は 新 し い 生 産 物 を 創 成 す る こ と が で き る 。
　 一 側 面 と し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 作 製 の 最 初 の 工 程 は 、 植 物 細 胞 に お け る 発 現
の た め の 発 現 構 築 物 を 作 製 す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 技 術 は よ く 知 ら れ た 技 術 で あ る 。 そ
れ ら は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ゾ ー ム と mRNAの 効 率 的 な 結 合 を 容 易 に す る た め の コ ー ド 配 列
の 選 択 及 び ク ロ ー ニ ン グ 、 お よ び 適 切 な 遺 伝 子 終 止 配 列 の 選 択 を 含 む 。 一 つ の 具 体 的 な 内
在 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 由 来 の CaMV35Sで あ り 、 そ れ は 、 通
常 、 植 物 に お い て 非 常 に 高 い 発 現 を 引 き 起 こ す 。 他 の プ ロ モ ー タ ー は 、 よ り 特 異 的 で あ り
、 植 物 の 内 的 又 は 外 的 環 境 の き っ か け に 応 答 す る 。 典 型 的 な 光 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 ca
b遺 伝 子 由 来 の プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 主 要 ク ロ ロ フ ィ ル a/b結 合 タ ン パ ク を コ ー ド し て い る
。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 一 側 面 と し て 、 核 酸 は 、 植 物 細 胞 に お い て よ り 高 い 発 現 を 達 成 す る た め に 改 変 さ れ る 。
例 え ば 、 本 発 明 の 配 列 は 、 あ る 植 物 に お い て 見 ら れ る よ り も 高 い A-Tヌ ク レ オ チ ド ペ ア の
割 合 を 持 つ よ う で あ り 、 そ の う ち の い く つ か は 、 G-Cヌ ク レ オ チ ド ペ ア を 好 む 。 従 っ て 、
そ の コ ー ド 配 列 に お け る A-Tヌ ク レ オ チ ド は 、 植 物 細 胞 に お け る 遺 伝 子 産 物 の 産 生 を 上 昇
さ せ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 著 し く 変 化 さ せ る こ と な く 、 G-Cヌ ク レ オ チ ド と 置 換 す る こ と が で
き る 。
　 首 尾 よ く 組 み 込 ま れ た 導 入 遺 伝 子 を 持 つ 植 物 細 胞 又 は 組 織 を 同 定 す る た め に 、 選 択 可 能
マ ー カ ー 遺 伝 子 を そ の 遺 伝 子 構 築 物 に 付 加 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 植 物 細 胞 に お け る
遺 伝 子 の 取 り 込 み 及 び 発 現 を 達 成 す る こ と が 、 標 的 組 織 又 は 細 胞 の ほ ん の 数 パ ー セ ン ト に
起 こ る 稀 な 事 で あ る こ と か ら 、 必 要 で あ る か も し れ な い 。 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 通 常 、
抗 生 物 質 又 は 除 草 剤 の よ う な 植 物 に 有 毒 な 試 薬 に 対 す る 抵 抗 性 を 提 供 す る タ ン パ ク 質 を コ
ー ド し て い る 。 適 当 な 抗 生 物 質 又 は 除 草 剤 を 含 ん で い る 培 地 で 増 殖 さ せ た 場 合 、 選 択 マ ー
カ ー を 統 合 し た 植 物 細 胞 の み 生 き 残 る 。 他 の 挿 入 遺 伝 子 に 関 し て は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、
ま た 、 適 切 な 機 能 た め の プ ロ モ ー タ ー 及 び 終 止 配 列 を 要 求 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 一 側 面 と し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 又 は 種 子 を 作 製 す る こ と は 、 本 発 明 の 配 列 及 び
、 プ ロ モ ー タ ー 及 び 終 止 配 列 の 配 置 と と も に 、 場 合 に よ り 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 標 的 発 現 構
築 物 (例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド )に 取 り 込 む こ と を 含 む 。 こ れ は 、 適 切 な 方 法 に よ っ て 、 植 物 に
改 変 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と を 含 む 。 構 築 物 は 、 例 え ば 、 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト の エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ミ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の よ う な 技 術 を 使 用 し て 、 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム DN
Aに 直 接 導 入 し て も 、 又 は DNA粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト よ う な 弾 道 法 を 使 用 し て 、 植 物 組 織 に
直 接 導 入 し て も よ い 。 例 え ば 、 ム ギ へ 導 入 遺 伝 子 を 導 入 す る た め の 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト
の 使 用 を 議 論 し た 、 Christou (1997) Plant Mol. Biol. 35:197-203；  Pawlowski (1996)
 Mol. Biotechnol. 6:17-30；  Klein (1987)  Nature 327:70-73；  Takumi (1997) Genes
 Genet. Syst. 72:63-69； 及 び YACを 綿 植 物 に 導 入 す る た め た め の 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト
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の 使 用 に 関 す る Adam (1997)前 述 ； ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 綿 植 物 を 作 製 す る た め の 粒 子 ボ ン
バ ー ド メ ン ト の 使 用 に 関 す る Rinehart (1997)前 述 を 参 照 。 粒 子 を 加 速 さ せ る た め の 装 置
は 、 米 国 特 許 5,015,580、 ま た 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な BioRad (Biolistics) PDS-2000粒 子
装 置 に 記 述 さ れ て い る ； 裸 子 植 物 の 粒 子 媒 介 形 質 転 換 に つ い て 述 べ て い る 米 国 特 許 5,608,
148； 及 び 米 国 特 許 5,681,730を も 参 照 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 一 側 面 と し て 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を 固 定 化 し 、 核 酸 、 例 え ば 、 発 現 構 築 物 を 注 入 す る こ と
が で き る 。 プ ロ ト プ ラ ス ト か ら 穀 物 植 物 へ の 再 生 は 容 易 で は な い が 、 植 物 再 生 は 、 プ ロ ト
プ ラ ス ト 由 来 の カ ル ス か ら の 体 細 胞 胚 形 成 を 利 用 し て 、 マ メ 科 植 物 で 可 能 で あ る 。 器 官 化
し た 組 織 は 、 遺 伝 子 銃 の 技 術 を 使 用 し て 、 裸 の DNAで 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 DNAは 、
タ ン グ ス テ ン の 弾 丸 上 に コ ー ト さ れ 、 細 胞 の 1/100の サ イ ズ で 発 射 さ れ 、 そ の DNAを 細 胞 及
び 器 官 の 深 部 へ も た ら す 。 通 常 、 形 質 転 換 さ れ た 組 織 は 、 次 に 、 一 般 に は 体 細 胞 胚 形 成 に
よ っ て 、 再 生 へ 誘 導 さ れ る 。 こ の 技 術 は 、 ト ウ モ ロ コ シ 及 び 米 を 含 む い く つ か の 穀 物 種 で
成 功 し て い る 。
　 例 え ば 、 発 現 構 築 物 の よ う な 核 酸 は 、 組 換 え ウ イ ル ス を 利 用 し て 植 物 細 胞 に 導 入 す る こ
と が で き る 。 植 物 細 胞 は 、 例 え ば 、 タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス に 由 来 す る ベ ク タ ー の よ う な
ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 す る こ と が で き る (Rouwendal (1997) Plant Mol. Bio
l. 33:989-999)。 Porta (1996) “ Use of viral replicons for the expression of gene
s in plants,”  Mol. Biotechnol. 5:209-221を 参 照 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 あ る い は 、 核 酸 、 例 え ば 、 発 現 構 築 物 、 は 、 適 切 な T-DNAフ ラ ン キ ン グ 領 域 と 一 緒 に し
て 、 従 来 の Agrobacterium tumefaciens 宿 主 ベ ク タ ー に 導 入 す る こ と が で き る 。 Agrobact
erium tumefaciens宿 主 の 病 原 性 機 能 は 、 そ の 細 菌 に よ っ て 細 胞 が 感 染 す る と 、 そ の 構 築
物 及 び 隣 接 マ ー カ ー の 植 物 細 胞 DNAへ の 挿 入 を 指 令 す る 。 バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー の 非 武 装 化
及 び 使 用 を 含 む Agrobacterium tumefaciens-媒 介 の 形 質 転 換 技 術 は 、 科 学 文 献 に よ く 述 べ
ら れ て い る 。 例 え ば 、 Horsch (1984) Science 233:496-498；  Fraley (1983) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 80:4803 (1983)； Gene Transfer to Plants, Potrykus、 編 集  (Spring
er-Verlag, Berlin 1995)を 参 照 。 A.tumefaciens細 胞 中 の DNAは 、 そ の 細 菌 の 染 色 体 お よ
び Ti(腫 瘍 誘 発 性 )プ ラ ス ミ ド と し て 知 ら れ て い る 他 の 構 造 体 に 含 ま れ て い る 。 Tiプ ラ ス ミ
ド は 、 感 染 過 程 に お い て 植 物 細 胞 に 移 入 さ れ る T-DNA (～ 20 kb 長 )と 名 づ け ら れ た DNA鎖
及 び 感 染 過 程 を 指 令 す る 一 連 の vir(感 染 )遺 伝 子 を 含 ん で い る 。 A.tumefaciensは 、 傷 を 通
し て の み 植 物 に 感 染 す る ： 植 物 の 根 又 は 茎 が 傷 つ く と 、 化 学 的 な シ グ ナ ル を 発 し 、 そ れ に
応 答 し て 、 A.tumefaciensの vir遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ 、 T-DNAの Tiプ ラ ス ミ ド か ら そ の 植 物
の 染 色 体 へ の 移 入 に 必 要 な 一 連 の イ ベ ン ト が 促 進 さ れ る 。 T-DNAは 、 そ の よ う に し て 傷 を
通 し て 植 物 細 胞 に 入 り 込 む 。 一 つ の 推 測 は 、 T-DNAは 、 そ の 植 物 の DNAが 複 製 又 は 転 写 さ れ
る ま で 待 ち 、 そ れ か ら 露 出 さ れ た 植 物 の DNAに そ れ 自 身 を 挿 入 す る と い う こ と で あ る 。 遺
伝 子 導 入 ベ ク タ ー と し て A.tumefaciensを 使 用 す る た め に は 、 T-DNAの 腫 瘍 を 誘 導 す る 部 分
が 除 去 さ れ 、 一 方 T-DNA境 界 領 域 及 び vir遺 伝 子 群 を 維 持 し な け れ ば な ら な い 。 次 に 、 導 入
遺 伝 子 は T-DNA境 界 領 域 間 に 挿 入 さ れ 、 植 物 細 胞 に 転 移 さ れ 、 そ の 植 物 の 染 色 体 に 組 み 込
ま れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 、 重 要 な 穀 類 を 含 む 単 子 葉 植 物 の 本 発 明 の 核 酸 を 使 用 し た 変 換 の た め の 方 法 を
提 供 す る ： Horsch, Science (1984) 233:496；  Fraley (1983) Proc. Natl. Acad. Sci U
SA 80:4803；  Thykjaer (1997)前 述 ； TDNAの ゲ ノ ム DNAへ の 統 合 に つ い て 述 べ て い る Park 
(1996) Plant Mol. Biol. 32:11351148を 参 照 。 ま た 、 穀 類 細 胞 又 は 他 の 単 子 葉 類 植 物 に
お け る 機 能 的 な 遺 伝 子 を 含 む DNAの 安 定 な 統 合 の た め の 方 法 に つ い て 述 べ た D'Halluin、 米
国 特 許 5,712,135も 参 照 。
　 一 側 面 と し て 、 三 番 目 の 工 程 は 、 取 り 込 ま れ た 標 的 遺 伝 子 の 次 世 代 へ の 転 移 が 可 能 な 植
物 体 の 選 別 及 び 再 生 を 含 み 得 る 。 そ の よ う な 再 生 技 術 は 、 組 織 培 養 増 殖 培 地 中 の あ る 植 物
ホ ル モ ン の 扱 い の 依 存 し 、 典 型 的 に は 望 ま し い 遺 伝 子 配 列 と と も に 導 入 さ れ る 殺 生 物 剤 及
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び /又 は 除 草 剤 マ ー カ ー に 依 存 し て い る 。 培 養 プ ロ ト プ ラ ス ト か ら の 植 物 の 再 生 は 、 Evans
等 、 Protoplasts Isolation and Culture、 Handbook of Plant Cell Culture、 pp. 124-1
76、 MacMillilan Publishing Company、 New York、 1983； 及 び Binding、 Regeneration of
 Plants、 Plant Protoplasts、 pp. 21-73、 CRC Press、 Boca Raton、 1985に 述 べ ら れ て い
る 。 再 生 は 、 ま た 、 カ ル ス 、 移 植 組 織 、 器 官 、 又 は そ れ ら の 一 部 か ら 得 る こ と も で き る 。
そ の よ う な 再 生 技 術 は 、 一 般 的 に 、  Klee (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486
に 述 べ ら れ て い る 。 非 成 熟 胚 の よ う な 形 質 転 換 組 織 か ら 植 物 全 体 を 得 る た め に 、 そ れ ら は
、 養 分 及 び ホ ル モ ン を 含 ん で い る 一 連 の 培 地 で 、 調 節 さ れ た 環 境 条 件 下 で 増 殖 さ せ る （ 組
織 培 養 と し て 知 ら れ る 方 法 ） こ と が で き る 。 一 旦 、 植 物 全 体 が 再 生 さ れ 、 種 子 が 産 生 さ れ
る と 、 そ の 子 孫 の 評 価 が 始 め ら れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 発 現 カ セ ッ ト が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に 安 定 に 取 り 込 ま れ た な ら ば 、 そ れ は 交 配 に よ
り 他 の 植 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。 交 配 さ れ る 種 に 依 存 し て 、 多 数 の 標 準 的 な 育 種 技 術
の い ず れ も が 使 用 で き る 。 本 発 明 の 核 酸 の 導 入 遺 伝 子 発 現 は 、 表 現 型 の 変 化 を 生 じ さ せ る
の で 、 本 発 明 の 組 換 え 核 酸 を 含 む 植 物 は 、 最 終 産 物 を 得 る た め に 第 二 の 植 物 と 交 配 す る こ
と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 種 子 は 、 二 種 の 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 交 配 、
あ る い は 本 発 明 の 植 物 と 他 の 植 物 の 交 配 に 由 来 す る こ と が で き る 。 望 ま し い 効 果 (例 え ば
、 開 花 挙 動 を 変 化 さ せ た 植 物 を 産 生 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 )は 、 両 親 植 物 が 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ )が 発 現 さ れ 場 合 、 増 強 さ れ 得 る 。 そ の
望 ま し い 効 果 は 、 標 準 的 な 増 殖 手 段 に よ り 、 将 来 の 世 代 へ 受 け 継 が せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 如 何 な る 植 物 又 は 種 子 中 で 発 現 さ せ る こ と 、 ま た は
そ れ ら に 挿 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 双 子 葉 類 又 は 単 子
葉 類 で も よ い 。 本 発 明 の 単 子 葉 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 例 に は 、 meadow grassの よ う な
牧 草 (青 草 、 Poa)、 festucaの よ う な マ グ サ 、  Agrostisの よ う な ド ク ム ギ 、 温 帯 草 及 び 、
例 え ば 、 ム ギ 、 オ ー ト ム ギ 、 ラ イ ム ギ 、 オ オ ム ギ 、 米 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 及 び ト ウ モ ロ コ シ
の よ う な 穀 物 が あ る 。 本 発 明 の 双 子 葉 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 例 に は 、 タ バ コ 、 ル パ ン
（ lupins） の よ う な マ メ 科 植 物 、 ジ ャ ガ イ モ 、 甜 菜 、 エ ン ド ウ 豆 、 豆 及 び 大 豆 、 及 び カ リ
フ ラ ワ ー の よ う な 十 字 花 科 の 植 物 (芥 子 菜 属 )、 菜 種 、 及 び 密 接 な 関 連 に あ る モ デ ル 生 物 の
シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thaliana） が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 植 物 及 び 種 子 は 、 以 下 の 、 属 由 来 の 種 を 含 む 広 範 な 植 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い ： Anacardium、 Arachis、 Asparagus、 Atropa、 Avena、 Brassica、 Citrus、 Citrullus
、 Capsicum、 Carthamus、 Cocos、 Coffea、 Cucumis、 Cucurbita、 Daucus、 Elaeis、 Fragar
ia、 Glycine、 Gossypium、 Helianthus、 Heterocallis、 Hordeum、 Hyoscyamus、 Lactuca、
Linum、 Lolium、 Lupinus、 Lycopersicon、 Malus、 Manihot、 Majorana、 Medicago、 Nicoti
ana、 Olea、 Oryza、 Panieum、 Pannisetum、 Persea、 Phaseolus、 Pistachia、 Pisum、 Pyru
s、 Prunus、 Raphanus、 Ricinus、 Secale、 Senecio、 Sinapis、 Solanum、 Sorghum、 Theobr
omus、 Trigonella、 Triticum、 Vicia、 Vitis、 Vigna及 び Zea。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 植 物 、 例 え ば 、 大 豆 、 菜 種 、 ヒ マ ワ リ 種 、 ゴ
マ お よ び ピ ー ナ ツ の よ う な 脂 肪 種 子 を 含 む 植 物 に お い て 発 現 (例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 植 物 と し て )さ れ る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 例 え ば 、 綿 、 絹 綿 の 木 (カ ポ ッ ク 、 Ceiba pentan
dra)、 砂 漠 ヤ ナ ギ 、 ク レ オ ソ ー ト ブ シ ュ 、 winterfat 、 バ ル サ 材 、 ラ ミ ー 、 kenaf、 麻 、 r
oselle、 ジ ュ ー ト 、 サ イ ザ ル ア サ の abaca及 び 亜 麻 を 含 む 繊 維 を 含 む 細 胞 植 物 に お い て 発
現 さ せ る こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 G.
 arboreum、 G. herbaceum、 G. barbadense、 及 び G. hirsutum等 ど の よ う な Gossypium（ ワ
タ ） 種 の メ ン バ ー を も 含 む Gossypium種 の メ ン バ ー で も よ い 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は 抗 体 )を 多 量 に 産
生 す る た め に 使 用 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 提 供 す る 。 例 え ば 、  Palmgren (1997)
 Trends Genet. 13:348； Chong (1997) Transgenic Res. 6:289296(オ ー キ シ ン 誘 引 可 能
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、 二 方 向 性 マ ン ノ ピ ン 合 成 酵 素 (mas1'、 2')プ ロ モ ー タ ー と ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ
ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaciens） 媒 介 葉 デ ィ ス ク 形 質 転 換 変 法 を 使 用 し て 、 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ジ ャ ガ イ モ 植 物 に お い て 、 ヒ ト ミ ル ク タ ン パ ク 質 の ベ ー タ カ ゼ イ ン を 産
生 す る )を 参 照 せ よ 。
　 知 ら れ て い る 操 作 を 使 用 し て 、 当 業 者 は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に お け る mR
NA又 は タ ン パ ク の 増 加 や 減 少 を 検 出 す る こ と に よ り 本 発 明 の 植 物 を ス ク リ ー ン で き る 。 mR
NA又 は タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び 定 量 の 手 段 は 、 よ く 知 ら れ た 技 術 で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 典 型 的 な 配 列 、 例 え ば 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 配
列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10、 配 列 番 号 :12、 配 列 番 号 :14、 配 列 番 号 :16、 配 列 番 号 :18、 配 列
番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24、 配 列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番
号 :32、 配 列 番 号 :34、 配 列 番 号 :36、 配 列 番 号 :38、 配 列 番 号 :40、 配 列 番 号 :42、 配 列 番 号
:44、 配 列 番 号 :46、 配 列 番 号 :48、 配 列 番 号 :50、 配 列 番 号 :52、 配 列 番 号 :54、 配 列 番 号 :5
6、 配 列 番 号 :58、 配 列 番 号 :60、 配 列 番 号 :62、 配 列 番 号 :64、 配 列 番 号 :66、 配 列 番 号 :68
、 配 列 番 号 :70、 配 列 番 号 :72、 配 列 番 号 :74、 配 列 番 号 :76、 配 列 番 号 :78、 配 列 番 号 :80、
配 列 番 号 :82、 配 列 番 号 :84、 配 列 番 号 :86、 配 列 番 号 :88、 配 列 番 号 :90、 配 列 番 号 :92、 配
列 番 号 :94、 配 列 番 号 :96、 配 列 番 号 :98、 配 列 番 号 :100、 配 列 番 号 :102、 配 列 番 号 :104、
配 列 番 号 :106に 対 し 、 少 な く と も 50 %、 51 %、 52 %、 53 %、 54 %、 55 %、 56 %、 57 %、 58
 %、 59 %、 60 %、 61 %、 62 %、 63 %、 64 %、 65 %、 66 %、 67 %、 68 %、 69 %、 70 %、 71 %
、 72 %、 73 %、 74 %、 75 %、 76 %、 77 %、 78 %、 79 %、 80 %、 81 %、 82 %、 83 %、 84 %、
85 %、 86 %、 87 %、 88 %、 89 %、 90 %、 91 %、 92 %、 93 %、 94 %、 95 %、 96 %、 97 %、 98
 %、 99 %又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 、 又 は 完 全 な (100 %の )配 列 同 一 性 を 持 つ 単 離 又 は 組
換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 先 に 考 察 し た よ う に 、 同 一 性 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 長 又 は そ れ ら の 、 例 え ば 、 少 な く
と も 約 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600
、 650、 700又 は そ れ 以 上 の 残 基 の 部 分 配 列 に 及 び 得 る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 、
典 型 的 な ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 配 列 番 号 :2； 配 列 番 号 :4； 配 列 番 号 :6； 配 列 番 号 :8等 )の
完 全 長 よ り 短 く て も よ い 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 あ る ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば
、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の よ う な 酵 素 の 約 5残 基 か ら 完 全 長 の 間 の サ イ ズ の ポ リ ペ プ チ ド (ペ プ チ
ド 、 断 片 )を 提 供 す る ： 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 典 型 的 な サ イ ズ は 、 約 5、 10、 15、 20、
25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 100、 125、 150、 175、 200
、 250、 300、 350、 400又 は そ れ 以 上 の 残 基 、 例 え ば 、 配 列 番 号 :2； 配 列 番 号 :4； 配 列 番 号
:6； 配 列 番 号 :8等 の 典 型 的 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 連 続 的 残 基 で あ る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、
例 え ば 、 プ ロ ー ブ の 標 識 、 抗 原 、 ト レ ラ ゲ ン 、 モ チ ー フ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 部 位 と し
て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 一 側 面 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 グ リ セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 切 断 活 性 、 パ
タ チ ン 、 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ (LAH)、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 B、 C及 び D活 性 を 含 む 、 リ ン
酸 エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 能 の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 。 一 側 面 と し て 、 本
発 明 の 例 示 的 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の 表 １ に 示 さ れ る よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持
す る ：
【 ０ １ ７ ９ 】
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【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド は 、 天 然 資 源 よ り 単 離 す る こ と も 、 あ る い は 合 成 又
は 組 換 え に よ り 作 製 す る こ と も で き る 。 ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 は 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン
ビ ボ に お い て 組 換 え 的 に 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド は
、 関 連 技 術 に お い て 知 ら れ て い る 何 れ の 方 法 に よ っ て も 作 製 及 び 単 離 が 可 能 で あ る 。 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 以 下 に 記 述 さ れ て い る よ う な 関 連 技 術 に お い
て よ く 知 ら れ て い る 化 学 的 方 法 に よ り そ の 全 体 又 は 一 部 の 合 成 が 可 能 で あ る ： Caruthers 
(1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215-223； Horn (1980) Nucleic Acids Res. Sym
p. Ser. 225-232； Banga A.K.、 Therapeutic Peptides and Proteins、 Formulation、 Pro
cessing and Delivery Systems (1995) Technomic Publishing Co.、 Lancaster PA。 例 え
ば 、 ペ プ チ ド 合 成 は 、 例 え ば 、 Roberge (1995) Science 269： 202 や Merrifield (1997) 
Methods Enzymol. 289： 3-13 に 記 述 さ れ て い る よ う な 固 相 技 術 を 利 用 し て 行 う こ と が で
き 、 そ れ ら の 自 動 化 さ れ た 合 成 は 、 例 え ば 、 ABI 431A Peptide Synthesizer(Perkin Elme
r)を 用 い て 、 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ た 説 明 書 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
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　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド は 、 グ リ コ シ ル 化 す る こ と も で き る 。 こ の グ リ コ シ
ル 化 は 、 タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 後 、 化 学 的 又 は 細 胞 内 の 生 合 成 系 を 利 用 し て 行 う こ と が で き
、 後 者 で は そ の 配 列 に と っ て 天 然 の グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ が 利 用 さ れ る か 、 あ る い は グ リ
コ シ ル 化 モ チ ー フ と し て 知 ら れ る ペ プ チ ド 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 付 加 に よ り 行
わ れ る 。 こ の グ リ コ シ ル 化 は O-結 合 型 で あ っ て も N-結 合 型 で あ っ て も よ い 。
　 上 で 定 義 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド は 、 全 て の 「 擬 似 体 」 及 び 「 ペ プ チ ド
擬 似 体 」 を 含 ん で い る 。 用 語 「 擬 似 体 」 及 び 「 ペ プ チ ド 擬 似 体 」 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド と 本 質 的 に 同 様 な 構 造 及 び /又 は 機 能 的 特 性 を 有 し て い る 合 成 化 合 物 を 意 味 し て い る 。
こ の 擬 似 体 は 、 全 体 が ア ミ ノ 酸 の 非 天 然 類 縁 体 か ら な る も の で あ っ て も よ く 、 あ る い は 部
分 的 に 天 然 の ア ミ ノ 酸 よ り 成 る ペ プ チ ド と 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 類 縁 体 よ り 成 る ペ プ チ ド と の
キ メ ラ 分 子 で あ っ て も よ い 。 こ の 擬 似 体 は 、 ま た 、 そ の 置 換 に よ り 擬 似 体 の 構 造 及 び /又
は 活 性 が 本 質 的 に 変 化 し な い 限 り 、 如 何 な る 天 然 ア ミ ノ 酸 に よ る 保 存 的 置 換 を も 含 む こ と
が で き る 。 保 存 的 変 種 で あ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 擬 似 体 が 本 発 明 の 範 囲 内 で
あ る か ど う か 、 即 ち 、 そ の 構 造 や 機 能 が 本 質 的 に 変 更 さ れ て い な い か ど う か は 日 常 的 な 実
験 に よ り 決 定 で き る で あ ろ う 。 よ っ て 、 一 側 面 と し て 、 そ の 擬 似 体 成 分 は 、 ホ ス ホ リ パ ー
ゼ 活 性 を 有 す る 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 疑 似 体 組 成 物 は 、 非 天 然 構 造 成 分 の 如 何 な る 組 み 合 わ せ も 含 み 得
る 。 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 の 疑 似 体 組 成 物 は 、 次 の 三 種 の 基 を 一 つ 又 は 全 て 含 む ： a)
 天 然 の ア ミ ド 結 合 (「 ペ プ チ ド 結 合 」 )以 外 の 残 基 結 合 基 ； b) 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残
基 に 代 え て 非 天 然 残 基 ； あ る い は 、 c) 二 次 的 な 構 造 的 模 倣 を 誘 導 す る 残 基 、 即 ち 、 例 え
ば 、 ベ ー タ ー -タ ー ン 、 ガ ン マ -タ ー ン 、 ベ ー タ ー ‐ シ ー ト 、 ア ル フ ァ ー -へ リ ッ ク ス の コ
ン フ ォ メ ー シ ョ ン そ の 他 の 二 次 的 構 造 を 誘 導 又 は 安 定 化 す る も の 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 そ の 全 て 又 は 一 部 が 天 然 の ペ プ チ ド 結 合 以 外 の 化 学 的 手 段 に よ っ て 結 合 さ れ
て い る 場 合 、 疑 似 体 と し て 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 個 々 の ペ プ チ ド 疑 似 体 残 基 は 、 ペ プ
チ ド 結 合 、 他 の 化 学 結 合 、 あ る い は カ ッ プ リ ン グ 手 段 、 例 え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 N-
ヒ ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 イ ミ ド エ ス テ ル 、 二 機 能 性 マ レ イ ミ ド 、 N,N’ -ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル
ボ ジ イ ミ ド (DCC)、 N,N’ -ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （ DIC） 等 に よ っ て 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。 慣 例 的 に 、 天 然 の ア ミ ド 結 合 (「 ペ プ チ ド 結 合 」 )に 代 え る こ と の で き る 結 合
グ ル ー プ は 、 例 え ば 、 ケ ト メ チ レ ン (例 え ば 、 -C(=O)-NH-に 代 わ る -C(=O)-CH 2 -)、 ア ミ ノ
メ チ レ ン (CH 2 -NH)、 エ チ レ ン 、 オ レ フ ィ ン (CH=CH)、 エ ー テ ル (CH 2 -O)、 チ オ エ ー テ ル (CH 2
-S)、 テ ト ラ ゾ ー ル (CN 4 -)、 チ ア ゾ ー ル 、 レ ト ロ ア ミ ド 、 チ ア ミ ド 、 あ る い は エ ス テ ル (例
え ば 、 Spatola (1983) Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Pro
teins、 7巻 、 pp 267-357、 ” Peptide Backbone Modifications”  Marcell Dekker、 NYを
参 照 )で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 代 わ る 非 天 然 残 基 を 全 て に 又
は い く ら か 含 む こ と に よ っ て 、 疑 似 体 と し て 特 徴 付 け る こ と が 出 来 る 。 非 天 然 残 基 は 、 科
学 文 献 又 は 特 許 に よ く 述 べ ら れ て い る ； 天 然 ア ミ ノ 酸 残 基 の 疑 似 体 と し て 有 用 で あ る 例 示
的 な 非 天 然 組 成 及 び 指 針 を 以 下 に 述 べ る 。 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 疑 似 体 は 、 例 え ば 、 次 の 置 換
に よ っ て 作 製 で き る 。 そ れ ら は 、 D-又 は L-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン ； D-又 は L-フ ェ ニ ル グ リ シ ン
；  D-又 は L-2チ エ ニ ル ア ラ ニ ン ；  D-又 は L-1、 -2、 3-、 又 は 4-ピ レ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-又 は
L-3チ エ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-又 は L-(2-ピ リ ジ ル )-ア ラ ニ ン ； D-又 は L-(3-ピ リ ジ ル )-ア ラ ニ
ン ； D-又 は L-(2-ピ ラ ジ ニ ル )-ア ラ ニ ン ； D-又 は L-(4-イ ソ プ ロ ピ ル )-フ ェ ニ ル グ リ シ ン ；
D-(ト リ フ ル オ ロ メ チ ル )-フ ェ ニ ル グ リ シ ン ； D-(ト リ フ ル オ ロ メ チ ル )-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
； D-p-フ ル オ ロ -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-又 は L-p-ビ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-又 は L-p-メ ト キ
シ -ビ フ ェ ニ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-又 は L-2-イ ン ド ー ル (ア ル キ ル )ア ラ ニ ン ； 及 び  D-又
は L-ア ル キ ル ア ラ ニ ン 等 で 、 ア ル キ ル は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 ヘ キ シ ル 、 ブ チ ル
、 ペ ン チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 イ ソ ブ チ ル 、 セ ク イ ソ チ ル 、 イ ソ ペ ン チ ル 、 あ る い は 非 ア ミ
ノ 酸 で 置 換 し て も し な く て も よ い 。 非 天 然 ア ミ ノ 酸 の 芳 香 環 に は 、 例 え ば 、 チ ア ゾ リ ル 、
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チ オ フ ェ ニ ル 、 ピ ラ ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ リ ル 、 ナ フ チ ル 、 フ ラ ニ ル 、 ピ ロ リ ル 、 及 び
ピ リ ジ ル 芳 香 環 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 酸 性 ア ミ ノ 酸 の 疑 似 体 は 、 負 荷 電 を 維 持 し つ つ 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ノ ア ラ ニ ン 、 硫 酸 化 ス
レ オ ニ ン の よ う な 非 カ ル ボ キ シ ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 に よ っ て 作 製 で き る 。 カ ル ボ キ シ 側 鎖
（ 例 え ば 、 ア ス パ ル チ ル 又 は グ ル タ ミ ル ） は 、 1-シ ク ロ ヘ キ シ ル -3(2-モ ル フ ォ リ ニ ル -(4
-エ チ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド 又 は  1-エ チ ル -3(4-ア ゾ ニ ア -4,4-ジ メ ソ ル ペ ン チ ル )カ ル ボ ジ イ
ミ ド の よ う な カ ル ボ ジ イ ミ ド (R'-N-C-N-R')を 用 い た 反 応 に よ っ て も 選 択 的 に 改 変 す る こ
と が で き る 。 ア ス パ ル チ ル 又 は グ ル タ ミ ル は 、 ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン を 用 い た 反 応 に よ っ て
ア ス パ ラ ギ ニ ル 又 は グ ル タ ミ ニ ル 残 基 に 転 換 で き る 。 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 疑 似 体 は 、 例 え ば
、 (リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン に 加 え )ア ミ ノ 酸 オ ル ニ チ ン 、 シ ト ル リ ン 、 あ る い は (グ ア ニ ジ ノ )
ア ル キ ル -酢 酸 に よ る 置 換 に よ っ て 作 製 で き 、 ア ル キ ル は 、 先 に 明 確 に し た も の で あ る 。
ニ ト リ ル 誘 導 体 (例 え ば 、 COOH に 代 わ り CN-残 基 を 含 ん で い る )は 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は グ ル
タ ミ ン の 代 わ り に 置 き 換 え る こ と が で き る 。 ア ス パ ラ ギ ニ ル 又 は グ ル タ ミ ニ ル 残 基 は 、 対
応 す る ア ス パ ラ ギ ニ ル 又 は グ ル タ ミ ニ ル 残 基 に 脱 ア ミ ノ 化 す る こ と が で き る 。 ア ル ギ ニ ン
残 基 疑 似 体 は 、 ア ル ギ ニ ル と 一 種 以 上 の 簡 便 な 試 薬 、 例 え ば 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ ザ ー ル 、
2,3-ブ タ ン ジ オ ン 、 1,2-シ ク ロ -ヘ キ サ ン ジ オ ン 、 あ る い は ニ ン ヒ ド リ ン 等 を 、 好 ま し く
は ア ル カ リ 条 件 下 で 、 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 チ ロ シ ン 残 基 疑 似 体
は 、 チ ロ シ ル を 、 例 え ば 、 芳 香 族 ジ ア ゾ ニ ウ ム 化 合 物 又 は テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と 反 応 さ せ
る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 N-ア セ チ ル イ ミ ダ ゾ ー ル 及 び テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン は
、 そ れ ぞ れ  O-ア セ チ ル チ ロ シ ル 体 及 び 3-ニ ト ロ 誘 導 体 を 形 成 す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。 シ ス テ イ ン 残 基 疑 似 体 は 、 シ ス テ イ ニ ル 残 基 を 、 例 え ば 、 ク ロ ロ 酢 酸 又 は ク ロ ロ
ア セ ト ア ミ ド 及 び 対 応 す る ア ミ ン (カ ロ ボ キ シ メ チ ル 又 は カ ル ボ キ シ ア ミ ド メ チ ル 誘 導 体
を 与 え る )の よ う な ア ル フ ァ ー -ハ ロ ア セ テ ー ト と 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で
き る 。 シ ス テ イ ン 残 基 疑 似 体 は 、 シ ス テ イ ニ ル 残 基 を 、 例 え ば 、 ブ ロ モ -ト リ フ ル オ ロ ア
セ ト ン 、 ア ル フ ァ ー -ブ ロ モ -ベ ー タ ー -(5-イ ミ ド ゾ イ ル ) プ ロ ピ オ ン 酸 ； ク ロ ロ ア セ チ ル
フ ォ ス フ ェ ー ト 、 N-ア ル リ ル マ レ イ ミ ド 、 3-ニ ト ロ -2-ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ッ ド ； メ チ ル  
2-ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ッ ド ； p-ク ロ ロ マ ー キ ュ リ ー ベ ン ゾ エ イ ト ； 2-ク ロ ロ マ ー キ ュ リ ー
-4 ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル ； あ る い は ク ロ ロ -7-ニ ト ロ ベ ン ゾ -オ ギ ザ -1,3-ヂ ア ゾ ー ル と 反 応 さ
せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 リ ジ ン 残 基 疑 似 体 は 、 リ ジ ニ ル 残 基 を 、 例 え ば 、
コ ハ ク 酸 又 は 他 の 無 水 カ ル ボ ン 酸 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る (又 ア ミ
ノ 末 端 残 基 は 、 変 え ら れ る こ と が で き る )。 リ ジ ン 及 び 他 の ア ル フ ァ ー -ア ミ ノ 含 有 残 基 疑
似 体 は 、 メ チ ル ピ コ リ ン イ ミ デ ー ト 、 ピ リ ド キ サ ル ホ ス フ ェ ー ト 、 ピ リ ド キ サ ル 、 ク ロ ロ
ボ ロ ヒ ド リ ッ ド 、 ト リ ニ ト ロ -ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 、 O-メ チ ル イ ソ ウ レ ア 、 2,4-ペ ン タ ン
ヂ オ ン 、 及 び グ リ オ キ シ レ イ ト と の ト ラ ン ス ア ミ ダ ー ゼ -触 媒 反 応 等 の よ う な イ ミ ド エ ス
テ ル と の 反 応 に よ り 作 製 す る こ と も で き る 。 メ チ オ ニ ン 疑 似 体 は 、 例 え ば 、 メ チ オ ニ ン ス
ル ホ キ シ ド を 用 い た 反 応 に よ り 作 製 で き る 。 プ ロ リ ン 疑 似 体 は 、 例 え ば 、 ピ ペ コ リ ン 酸 、
チ ア ゾ リ ジ ン 、 カ ル ボ ン 酸 、 3-あ る い は 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 デ ヒ ド ロ プ ロ リ ン 、 3-又
は 4-メ チ ル プ ロ リ ン 、 あ る い は 3,3-ジ メ チ ル プ ロ リ ン 等 を 含 む 。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 疑 似 体 は
、 ヒ ス チ ジ ル と 、 例 え ば 、 ジ エ チ ル プ ロ カ ー ボ ネ イ ト 又 は p-ブ ロ モ フ ェ ナ シ ル ブ ロ ミ ド を
反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 で き る 。 他 の 疑 似 体 は 、 例 え ば 、 プ ロ リ ン 及 び リ ジ ン の 水 酸 化
； セ リ ル 又 は ス レ オ ニ ル 残 基 の 水 酸 基 の リ ン 酸 化 ； リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン の
ア ル フ ァ ー -ア ミ ノ 基 の メ チ ル 化 ； N-末 端 ア ミ ン の ア シ ル 化 ； 主 鎖 ア ミ ド 残 基 の メ チ ル 化
又 は N-メ チ ル ア ミ ノ 酸 と の 置 換 ； あ る い は C-末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 等 が 含 ま れ る
。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 は 、 キ ラ リ テ ィ ー が 逆 の ア ミ ノ 酸 (又
は ペ プ チ ド 疑 似 体 )に よ り 置 き 換 え る こ と も で き る 。 従 っ て 、 Ｌ -配 座 (そ れ は 、 化 学 的 実
体 の 構 造 に 依 存 し て Ｒ 又 は Ｓ と も 言 及 す る こ と も で き る )で 天 然 に 存 在 す る 如 何 な る ア ミ
ノ 酸 も 、 同 じ 化 学 構 造 的 タ イ プ の ア ミ ノ 酸 又 は ペ プ チ ド 疑 似 体 で 置 換 す る こ と が で き る が
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、 D-ア ミ ノ 酸 と 呼 ば れ る 逆 の キ ラ リ テ ィ ー の も の も 、 ま た 、 Ｒ -又 は Ｓ -型 と し て 言 及 す る
こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 転 写 後 修 飾 (例 え ば 、 リ ン 酸 化 、 ア シ ル 化 等 )の よ う
な 天 然 の プ ロ セ ス 、 あ る い は 化 学 的 修 飾 技 術 に よ り 改 変 す る 方 法 及 び そ の 結 果 と し て 生 じ
る 改 変 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 改 変 は 、 ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 及
び ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の ど の 部 分 で も 起 こ り 得 る 。 同 じ タ イ プ
の 改 変 が 、 与 え ら れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 数 ヵ 所 で 同 じ 、 あ る い は 異 な っ た 度 合 で 存 在 す る
か も し れ な い こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 与 え ら れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 、 多 様 な 改 変
タ イ プ を 含 ん で も よ い 。 改 変 は 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ADP-リ ボ シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 フ
ラ ビ ン の 共 有 結 合 的 な 付 加 、 ヘ ム 基 の 共 有 結 合 的 付 加 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド 誘
導 体 の 共 有 結 合 的 付 加 、 脂 質 又 は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 的 付 加 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル の 共 有 結 合 的 付 加 、 ク ロ ス リ ン ク 環 状 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共
有 結 合 ク ロ ス リ ン ク の 形 成 、 シ ス テ イ ン の 形 成 、 ピ ロ グ ル タ メ ー ト の 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、
ガ ン マ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 、 GPIア ン カ ー の 形 成 、 水 酸 化 、 ヨ ウ 素 化 、
メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 酸 化 、 PEG化 、 タ ン パ ク 分 解 的 改 変 、 リ ン 酸 化 、 プ レ ニ ル 化
、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 硫 酸 化 、 及 び ア ル ギ ニ ル 化 の よ う な ト ラ ン ス フ ァ ー RNAに よ
り 媒 介 さ れ る ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク へ の 付 加 等 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Creighton, T.E.、 Pro
teins-Structure and Molecular Properties 第 二 版 、 W.H. Freeman and Company、 New Y
ork (1993)； Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B.C. Johnson、
編 集 、 Academic Press、 New York、 pp.1-12 (1983)を 参 照 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 固 相 化 学 的 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 の 合 成 に 用 い る こ と
も で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 1960年 代 初 期 か ら よ く 知 ら れ た 技 術 (Merrifield, R. B., 
J. Am. Chem. Soc., 85： 2149-2154, (1963)で あ り ； Stewart, J. M. and Young, J. D.,
 Solid Phase Peptide Synthesis、 第 二 版 、 Pierce Chemical Co.、 Rockford Ill.、 pp.1
1-12も 参 照 ； 又 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 研 究 室 レ ベ ル の ペ プ チ ド デ ザ イ ン 及 び キ ッ ト (Cambr
idge Research Biochemicals)に 利 用 さ れ て い る 。 そ の よ う な 商 業 的 に 入 手 可 能 な 研 究 室
キ ッ ト は 、 一 般 的 に  H. M. Geysen 他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 81： 3998 (1984)
の 教 え が 利 用 さ れ 、 一 枚 の プ レ ー ト に 全 て が 結 合 し て い る 多 数 の 「 ロ ッ ド 」 又 は 「 ピ ン 」
の 先 端 に お け る ペ プ チ ド の 合 成 を 提 供 す る 。 そ の よ う な シ ス テ ム が 使 わ れ る 場 合 、 ロ ッ ド
及 び ピ ン の プ レ ー ト が 逆 さ に さ れ 、 ピ ン 又 は ロ ッ ド の 先 端 に 適 当 な ア ミ ノ 酸 を 付 着 又 は 繋
留 す る た め の 溶 液 が 含 ま れ る 第 二 の プ レ ー ト の 対 応 す る ウ ェ ル へ 挿 入 さ れ る 。 こ の 処 理 を
繰 り 返 す こ と に よ り 、 即 ち 、 そ の ロ ッ ド 及 び ピ ン の 先 端 を 逆 転 し 適 当 な 溶 液 に 挿 入 す る こ
と を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 適 切 な ア ミ ノ 酸 が 望 ま し い ペ プ チ ド に 組 み 込 ま れ る 。 更 に 、 多
数 の 入 手 可 能 な FMOCペ プ チ ド 合 成 シ ス テ ム が 利 用 で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片
の 集 合 は 、 Applied Biosystem Inc. Model 431AT M 自 動 ペ プ チ ド 合 成 装 置 を 使 用 し て 固 相
支 持 体 上 で 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 装 置 は 、 直 接 合 成 又 は 他 の 既 知 の 技 術 を 使 用 し
た 一 連 の 断 片 の 合 成 の い ず れ か に よ る 、 本 発 明 の ペ プ チ ド へ の 容 易 な ア ク セ ス を 提 供 す る
。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 本 発 明 は 、 新 規 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 、 そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 、 そ れ ら に 結 合 す る 抗 体
、 酵 素 の 抗 原 性 部 位 (epitope)及 び 活 性 部 位 を 表 示 す る ペ プ チ ド 及 び そ れ ら の 作 製 方 法 を
提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 述 さ れ て い る よ う に ホ ス ホ リ パ ー
ゼ 活 性 (例 え ば 、 グ リ セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 の 切 断 )を 保 持 す る 。 別 の 側 面 と し て 、 本 発
明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 こ こ に 記 述 さ れ て い る 典 型 的 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 か ら 改 変 さ
れ た 活 性 を 有 す る 。 本 発 明 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 持 つ 又 は 持 た な い ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び シ グ
ナ ル 配 列 そ れ 自 体 を 含 む 。 本 発 明 は 、 固 定 化 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 抗 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗
体 及 び そ れ ら の 断 片 を 含 ん で い る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 、 例 え ば 、
融 合 タ ン パ ク 質 、 へ テ ロ 二 量 体 等 の よ う な ヘ テ ロ 複 合 体 を 含 ん で い る 。
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【 ０ １ ８ ８ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 の 抗 原 性 部 位 (エ ピ ト ー プ )、 結 合 部 位 、 シ グ ナ ル 配 列 、 及 び そ の 類
を 表 示 す る ペ プ チ ド の 測 定 は 、 ル ー チ ン の ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 に よ り 行 わ れ る こ と が で き
る 。
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 非 常 に 高 い 選 択 性 を 持 つ 触 媒 で あ る 。 他 の 酵 素 と 同 じ よ う に 、 そ れ ら
は 、 従 来 の 合 成 化 学 と は 対 比 で き な い 絶 妙 な 立 体 的 -、 位 置 的 -、 及 び 化 学 的 -選 択 性 を 以
て 反 応 を 触 媒 す る 。 更 に 、 本 発 明 の 酵 素 は 、 非 常 に 多 様 で あ る 。 そ れ ら は 、 有 機 溶 剤 、 極
端 な pHの (例 え ば 、 高 い pH及 び 低 い pH)、 極 端 な 温 度 (例 え ば 、 高 度 及 び 低 温 )、 極 端 な 塩 分
の レ ベ ル (例 え ば 、 高 塩 及 び 低 塩 )に お い て 機 能 す る よ う に 仕 立 て る こ と 、 お よ び 、 そ れ ら
の 天 然 の 生 理 学 的 な 基 質 と は 構 造 的 に 無 関 係 な 化 合 物 と の 反 応 を 触 媒 す る よ う に 仕 立 て る
こ と が で き る 。 本 発 明 の 酵 素 は 、 広 範 囲 の 天 然 及 び 非 天 然 の 基 質 に 対 し て 反 応 性 を 持 つ よ
う に 設 計 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り 、 事 実 上 あ ら ゆ る リ ー ド 有 機 化 合 物 の 改 変 を 可 能 に
す る 。 本 発 明 の 酵 素 は 、 ま た 、 エ ナ ン チ オ 選 択 性 及 び 位 置 選 択 性 を 持 て る よ う に 設 計 す る
こ と が で き る 。 そ れ ら の 酵 素 に よ っ て 示 さ れ る 高 度 の 官 能 基 特 異 性 は 、 新 規 活 性 化 合 物 に
至 る 合 成 系 列 に お け る 各 反 応 を 追 跡 す る こ と を 可 能 に す る 。 本 発 明 の 酵 素 は 、 ま た 、 天 然
に お け る そ れ ら の 生 理 学 的 な 機 能 と は 無 関 係 な 多 く の 多 様 な 反 応 を 触 媒 す る よ う に 設 計 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 、 酵 素 の 固 有 の 触 媒 特 性 を 利 用 す る も の で あ る 。 し か し な が ら 、 化 学 的 変 換 に
お け る 生 体 触 媒 (即 ち 、 精 製 酵 素 又 は 粗 酵 素 、 非 生 細 胞 又 は 生 細 胞 )の 使 用 は 、 通 常 、 特 定
の 出 発 化 合 物 と 反 応 す る 特 定 の 生 体 触 媒 の 同 定 を 必 要 と す る 。 本 発 明 は 、 選 択 さ れ た 生 体
触 媒 、 即 ち 、 本 発 明 の 酵 素 、 及 び 多 く の 出 発 化 合 物 に 存 在 す る 官 能 基 に 特 異 的 な 反 応 条 件
を 使 用 す る 。 各 生 体 触 媒 は 、 あ る 官 能 基 、 あ る い は い く つ か の 関 連 官 能 基 に 対 し て 特 異 的
で あ り 、 そ の 官 能 基 を 含 む 多 く の 出 発 化 合 物 と 反 応 で き る 。 生 体 触 媒 反 応 は 、 単 一 の 出 発
化 合 物 か ら 誘 導 体 の 集 団 を 作 り 出 す 。 こ れ ら の 誘 導 体 は 、 誘 導 体 の 第 ２ の 集 団 を 作 り 出 す
た め に も う 一 度 生 体 触 媒 反 応 に 付 す る こ と が で き る 。 何 千 も の 出 発 化 合 物 の 変 種 を 、 生 体
触 媒 に よ る 誘 導 化 の 各 繰 り 返 し に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
　 酵 素 は 、 出 発 化 合 物 の 特 定 部 位 で 反 応 し 、 分 子 の 残 り の 部 分 に は 何 ら 影 響 を 及 ぼ す こ と
が な く 、 そ れ は 、 従 来 の 化 学 方 法 を 使 用 し て 達 成 が 非 常 に 難 し い 処 理 で あ る 。 高 度 の 生 体
触 媒 特 異 性 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に た だ 一 つ の 活 性 な 酵 素 を も 同 定 す る 手 段 を 提 供 す る 。 そ
の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 い わ ゆ る 「 生 合 成 ヒ ス ト リ ー 」 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 一 連 の 生
体 触 媒 反 応 に よ り 調 べ る こ と が で き る 。 生 物 的 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ し た り 、 生 合 成 ヒ ス
ト リ ー を 追 跡 す る こ と は 、 活 性 化 合 物 を 産 生 せ る 特 異 的 反 応 の 順 序 を 同 定 す る 。 反 応 順 序
は 、 繰 り 返 さ れ 、 合 成 さ れ た 化 合 物 の 構 造 が 調 べ ら れ る 。 他 の 合 成 及 び ス ク リ ー ニ ン グ ア
プ ロ ー チ と は 異 な り 、 こ の 同 定 様 式 は 、 固 定 化 の 技 術 を 必 要 と せ ず 、 化 合 物 は 、 合 成 さ れ
、 事 実 上 ど の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 使 用 し た 液 相 に お い て 調 べ ら れ る こ と が で
き る 。 官 能 基 に 対 す る 酵 素 反 応 の 高 度 な 特 異 性 は 、 生 体 触 媒 的 に 作 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー
を 補 う 特 異 的 な 酵 素 反 応 を 「 追 跡 把 握 す る こ と 」 を 可 能 に す る こ と に 注 目 す る こ と は 重 要
で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 利 用 し た 、 新 し い ホ ス ホ リ パ
ー ゼ を 発 見 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 ラ ム ダ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、
発 現 を 基 に し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 発 見 の た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に
ラ ム ダ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る こ と は 、 有 毒 な ク ロ ー ン の 検 出 ； 基 質 へ の ア ク セ
ス が 改 良 さ れ ； 宿 主 を デ ザ イ ン す る 必 要 性 が 減 り 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 切 り 出 し に よ る ど の よ
う な 偏 り の 可 能 性 も 避 け ら れ ； お よ び 、 低 い ク ロ ー ン 密 度 で よ り 速 や か な 増 殖 ； を 可 能 に
す る 。 ラ ム ダ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 液 相 又 は 固 相 の い ず れ に お い て
で も よ い 。 液 相 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ア ッ セ イ 条 件 に よ り 大 き い 柔 軟 性 を 与 え る ；
付 加 的 な 基 質 の 柔 軟 性 ； 弱 い ク ロ ー ン に 対 す る よ り 高 い 感 受 性 ； お よ び 、 固 相 ス ク リ ー ニ
ン グ を し の ぐ オ ー ト メ ー シ ョ ン の 容 易 さ 。 操 作 工 程 の 多 く は 、 何 千 も の 生 体 触 媒 反 応 の 実
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行 及 び 一 日 当 た り の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の み な ら ず 高 度 の 正 確 性 及 び 再 現 性 を 確 実 に
す る ロ ボ ッ ト に よ る オ ー ト メ ー シ ョ ン を 使 用 し て 行 わ れ る (以 下 の ア レ イ に 関 す る 記 述 を
参 照 )。 そ の 結 果 と し て 、 誘 導 体 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 お よ そ 一 週 間 以 内 で 作 製 す る
こ と が で き る 。 小 分 子 を 含 む 分 子 の 改 変 に 関 す る 更 な る 教 示 は 、 PCT/US94/09174を 参 照 。
【 ０ １ ９ １ 】
ホ ス ホ リ パ ー ゼ の シ グ ナ ル 配 列 及 び 触 媒 ド メ イ ン
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の シ グ ナ ル 配 列 (例 え ば 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド (SP))及 び 触 媒 ド
メ イ ン (CD)を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 触 媒 ド メ イ ン (CD)及 び シ グ ナ ル 配 列 (SP、 例
え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 残 基 を 含 む 及 び /又 は か ら 成 る 配 列 を 持 つ ペ プ
チ ド )を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、
例 え ば 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10、 配 列 番 号 :12
、 配 列 番 号 :14、  配 列 番 号 :16、 配 列 番 号 :18、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24
、 配 列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番 号 :32、 配 列 番 号 :34、 配 列 番 号 :36、
配 列 番 号 :38、 配 列 番 号 :40、 配 列 番 号 :42、 配 列 番 号 :44、 配 列 番 号 :46、 配 列 番 号 :48、 配
列 番 号 :50、 配 列 番 号 :52、 配 列 番 号 :54、 配 列 番 号 :56、 配 列 番 号 :58、 配 列 番 号 :60、 配 列
番 号 :62、 配 列 番 号 :64、 配 列 番 号 :66、 配 列 番 号 :68、 配 列 番 号 :70、 配 列 番 号 :72、 配 列 番
号 :74、 配 列 番 号 :76、 配 列 番 号 :78、 配 列 番 号 :80、 配 列 番 号 :82、 配 列 番 号 :84、 配 列 番 号
:86、 配 列 番 号 :88、 配 列 番 号 :90、 配 列 番 号 :92、 配 列 番 号 :94、 配 列 番 号 :96、 配 列 番 号 :9
8、 配 列 番 号 :100、 配 列 番 号 :102、 配 列 番 号 :104、 配 列 番 号 :106、 の 残 基 1～ 20、 1～ 21、 1
～ 22、 1～ 23、 1～ 24、 1～ 25、 1～ 26、 1～ 27、 1～ 28、 1～ 28、 1～ 30、 1～ 31、 1～ 32、 又 は
1～ 33と し て 示 さ れ る 配 列 を 含 む 及 び /又 は か ら 成 る ペ プ チ ド を 含 む シ グ ナ ル 配 列 を 提 供 す
る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 典 型 的 な シ グ ナ ル 配 列 は 、 配 列 表 に 述 べ ら れ て お り 、 例 え ば 、  配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :
4、 配 列 番 号 :6の 残 基 1～ 24； 配 列 番 号 :8の  残 基 1～ 29； 配 列 番 号 :10の 残 基 1～ 20； 配 列 番
号 :20の 残 基 1～ 19； 配 列 番 号 :22の 残 基 1～ 28； 配 列 番 号 :32の 残 基 1～ 20； 配 列 番 号 :38の
残 基 1～ 23と し て 示 さ れ る 配 列 で あ り 、 本 発 明 の 他 の 典 型 的 な シ グ ナ ル 配 列 に つ い て は 配
列 表 を 参 照 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル 配 列 は 、 単 離 ペ プ チ ド 、 あ る い は 他 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
又 は 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 配 列 、 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 の
ど ち ら で も よ い 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ に 異 種 の 配 列 を 含 む (例 え ば 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ シ グ ナ ル 配 列 及 び 他 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 配 列
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 )。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 、 例 え ば 、 酵 母 シ
グ ナ ル 配 列 を 持 つ 配 列 を 持 つ 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ に 与 え る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
は 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 、 例 え ば 、 pPICシ リ ー ズ の ベ ク タ ー (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 Carlsbad
、 CA)を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 は 、 新 規 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 に 続
い て 同 定 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 が 選 別 さ れ て 適 切 な 細 胞 部 位 に 輸 送 さ れ る 経 路 は 、 し ば し ば
タ ン パ ク 質 の 標 的 化 経 路 と し て 言 及 さ れ る 。 こ れ ら の 標 的 化 シ ス テ ム の 全 て に お い て 重 要
な 要 素 の 一 つ は 、 シ グ ナ ル 配 列 と 呼 ば れ る 新 規 に 合 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に
存 在 す る 短 い ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 こ の シ グ ナ ル 配 列 は 、 細 胞 の 適 切 な 部 位 に タ ン パ ク 質
を 導 き 、 輸 送 の 間 又 は タ ン パ ク 質 が 最 終 目 的 地 に 達 す る と 取 り 除 か れ る 。 ほ と ん ど の リ ソ
ゾ ー ム 性 、 膜 性 、 あ る い は 分 泌 性 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 質 網 状 質 の 内 腔 へ の 輸 送 の た め の そ
れ ら を マ ー ク す る ア ミ ノ 末 端 シ グ バ ル 配 列 を 持 つ 。 こ の グ ル ー プ に 入 る 100種 以 上 の シ グ
ナ ル 配 列 が 調 べ ら れ て い る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 そ の 長 さ に お い て 、 13～ 36ア ミ ノ 酸 残 基 の
間 で 異 な り 得 る 。 シ グ ナ ル 配 列 を 認 知 す る 種 々 の 方 法 は 、 そ の 技 術 に 熟 練 し た 者 に は よ く
知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 一 側 面 と し て 、 新 規 ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 Signal
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Pと 言 し て 言 及 さ れ る 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 SignalPは 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 及 び 開 裂 の
部 位 の 両 方 を 確 認 す る 統 合 結 合 ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト ワ ー ク を 使 用 す る (Nielsen等 、 ” Identi
fication of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and production of their c
leavage sites.”  Protein Engineering, 10 (1) 1-6 (1997))。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 あ る 例 に お い て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ が シ グ ナ ル 配 列 を 持 た な く て も よ い こ と は 理
解 さ れ る べ き で あ る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 シ グ ナ ル 配 列 の 全 体 又 は 一 部 を 欠 い て い
る 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 他 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 核
酸 配 列 に 動 作 可 能 に 結 合 し た あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ に 由 来 す る シ グ ナ ル 配 列 、 あ る い は 任 意
に 好 ま し い か も し れ な い 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 提
供 す る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 (SP)及 び 触 媒 ド メ イ ン (CD)及 び 異 種 配 列 を 含 む
単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 異 種 配 列 と は 、 天 然 で は SPや CDと 結 合 し て い な
い (例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に )配 列 で あ る 。 天 然 に お い て 、 SPや CDと 結 合 し て い な い 配 列
が SP及 び /又 は CDの ア ミ ノ 末 端 、 カ ル ボ キ シ 末 端 、 及 び /又 は SPや CDの 両 末 端 に あ っ て も よ
い 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 天 然 に お い て 結 合 し て い る 如 何 な る 配 列 (例 え ば 、 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 配 列 )と も 結 合 し て い な い 、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 (SP)及 び /又 は 触 媒 ド メ イ ン (C
D)を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む (か ら 成 る )単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 同 様 に
、 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提
供 す る 。 従 っ て 、 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 は 、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列
(SP)及 び /又 は 触 媒 ド メ イ ン (CD)及 び 異 種 配 列 (即 ち 、 天 然 で は シ グ ナ ル 配 列 (SP)及 び /又
は 触 媒 ド メ イ ン (CD)と は 結 合 し て い な い 配 列 )の た め の 配 列 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 。 異
種 配 列 は 、 SP及 び /又 は CDが コ ー ド す る 配 列 の 3'末 端 、 5'末 端 、 及 び /又 は 両 末 端 に あ っ て
も よ い 。
【 ０ １ ９ ５ 】

　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら を コ ー
ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 持 ち 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ
る 場 合 、 そ の 技 術 に お い て 多 く 知 ら れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ の ど れ を 利 用 し て 測
定 し て も よ い 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 B、 D及 び C、 パ タ チ ン 及 び 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性
を 測 定 す る た め の 常 例 的 操 作 は 、 そ の 技 術 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。
　 例 示 的 な 活 性 測 定 法 は 、 濁 度 ア ッ セ イ 、 メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ホ ス ホ コ リ ン (蛍 光 )ア
ッ セ イ 、 Amplex red(蛍 光 )ホ ス ホ リ パ ー ゼ ア ッ セ イ 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)ア ッ
セ イ 、 細 胞 融 解 ア ッ セ イ 及 び p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス ホ リ ル コ リ ン ア ッ セ イ を 含 む 。 こ れ ら
の ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 に つ い て 迅 速 に ス ク リ ー ン
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ (LAH)活 性 を 含 む 。 パ タ チ ン の 脂 質 ア
シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の オ ク タ エ チ レ ン グ ル コ ー ル モ ノ デ シ ル エ ー テ ル を
基 に し た 混 合 ミ セ ル ア ッ セ イ に つ い て 述 べ て い る Jimenez (2001) Lipids 36:1169-1174、
例 示 的 な 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ (LAH)パ タ チ ン 活 性 に つ い て 述 べ た Pinsirodom (2000) J
. Agric. Food Chem. 48:155-160を 参 照 。
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の 濁 度 ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 Kauffmann (2001) “ C
onversion of Bacillus thermocatenulatus lipase into an efficient phospholipase w
ith increased activity towards long-chain fatty acyl substrates by directed evol
ution and rational design,”  Protein Engineering 14:919-928； Ibrahim (1995) “ Ev
idence implicating phospholipase as a virulence factor of Candida albicans,”  In
fect. Immun. 63:1993-1998に 述 べ ら れ て い る 。
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル  ホ ス ホ コ リ ン (蛍 光 )ア
ッ セ イ は 、 例 え ば 、 Goode (1997) “ Evidence for cell surface and internal phosphol
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ipase activity in ascidian eggs,”  Develop. Growth Differ. 39:655-660；  Diaz (19
99) “ Direct fluorescence-based lipase activity assay,”  BioTechniques 27:696-70
0に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の Amplex red(蛍 光 )ホ ス ホ リ パ ー ゼ ア ッ セ イ は 、 例
え ば 、 Molecular Probes社 (Eugene、 オ レ ゴ ン )製 の Amplex red(蛍 光 )ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ
ン 特 異 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト を 利 用 し た ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 特 異 的 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 活 性 の 検 出 の よ う な 、 製 造 者 の 手 引 き 書 に 従 っ た キ ッ ト と し て 入 手 が 可 能 で あ る 。
そ の 蛍 光 は 、 560 ±  10 nmの 励 起 及 び 590 ±  10 nmで の 蛍 光 検 出 の 蛍 光 ミ ク ロ プ レ ー ト リ
ー ダ ー を 利 用 し て 測 定 さ れ る 。 そ の ア ッ セ イ は 、 非 常 に 低 い 酵 素 濃 度 で 感 受 性 が あ る 。
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)ア ッ セ イ は 、 例 え
ば 、 Reynolds (1991) Methods in Enzymol. 197:3-13； Taguchi (1975) “ Phospholipase
 from Clostridium novyi type A.I,”  Biochim. Biophys. Acta 409:75-85に 述 べ ら れ て
い る 。 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)ア ッ セ イ は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 検 出 の た め に 広
く 使 用 さ れ て い る 技 術 で あ る 。 こ の 方 法 に 関 す る 様 々 な 改 変 法 が 、 水 溶 性 ア ッ セ イ 混 合 物
か ら リ ン 脂 質 を 抽 出 す る た め に 使 用 さ れ て い る 。 い く つ か の PLCア ッ セ イ に お い て 、 そ の
加 水 分 解 は 、 ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル (2:1)を 加 え る こ と に よ り 停 止 さ れ る 。 主 産 物 が 水
相 に 留 ま る 一 方 、 未 反 応 の 出 発 物 質 及 び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル は 有 機 相 に 抽 出 さ れ 、 TLC
に よ り 分 画 す る こ と が で き る 。 リ ン 脂 質 消 化 物 の よ り 正 確 な 測 定 の た め に 、 放 射 標 識 基 質
が 使 用 さ れ る (例 え ば 、 Reynolds (1991) Methods in Enzymol. 197:3-13を 参 照 )。 産 物 及
び 反 応 体 の 比 率 は 、 単 位 時 間 あ た り の 加 水 分 解 さ れ た 基 質 の 実 際 の モ ル 数 を 計 算 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。 全 て の 組 成 が 均 等 に 抽 出 さ れ る な ら ば 、 抽 出 に お け る ど の よ う
な 損 失 も 全 組 成 に 均 一 な 影 響 を 及 ぼ す で あ ろ う 。 リ ン 脂 質 消 化 産 物 の 分 離 は 、 ク ロ ロ ホ ル
ム /メ タ ノ ー ル /水 (65:25:4)を 溶 媒 系 に 用 い た シ リ カ ゲ ル TLCに よ っ て 達 成 す る こ と が で き
る (例 え ば 、 Taguchi (1975) Biochim. Biophys. Acta 409:75-85を 参 照 )。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス ホ リ ル コ リ ン ア ッ セ イ は 、
例 え ば 、 Korbsrisate (1999) “ Cloning and characterization of a nonhemolytic phos
pholipase gene from Burkholderia pseudomallei,”  J. Clin. Microbiol. 37:3742-374
5； Berka (1981) “ Studies of phospholipase (heat labile hemolysin) in Pseudomona
s aeroginosa,”  Infect. Immun. 34:1071-1074に 述 べ ら れ て い る 。 そ の 定 量 法 は 、 基 質
類 似 体 の p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス ホ リ ル コ リ ン の 酵 素 的 な 加 水 分 解 に よ り 、 405 nmで 検 出 可
能 な 黄 色 の 発 色 化 合 物 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル を 遊 離 す る こ と に 基 づ い て い る 。 こ の 基 質 は 、
ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 便 利 で あ る 。 細 胞 融 解 ア ッ セ イ は 、 赤 血 球 の 融 解 に 基
づ く 細 胞 融 解 活 性 を 利 用 し て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 検 出 で き る 。 有 毒 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ は
、 赤 血 球 の 細 胞 膜 と 相 互 作 用 し 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 及 び ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン を 加 水 分
解 し 、 細 胞 を 融 解 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Titball (1993) Microbiol. Rev., 57:347
-366を 参 照 。
【 ０ １ ９ ９ 】

　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 含
む 、 本 発 明 の 配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 、
タ ー ゲ ッ ト 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 基 質 、 受 容 体 、 酵 素 の よ う な 標 的 の ペ プ チ ド 調 節 因 子 (例
え ば 、 活 性 化 因 子 又 は 抑 制 因 子 )を 単 離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ペ プ
チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 、 リ ガ ン ド の よ う な 標 的 の 正 規 の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 、 サ イ ト カ
イ ン 、 ホ ル モ ン そ の 他 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は
、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 (SP)及 び /又 は 触 媒 ド メ イ ン 及 び 異 種 配 列 (上 記 参 照 )を 含 む キ メ
ラ タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 「 改 良 さ れ た 」 か つ ハ イ ブ
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リ ッ ド ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 作 製 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 極 端 な ア ル
カ リ pH及 び /又 は 酸 性 pH、 高 温 及 び 低 温 、 浸 透 条 件 及 び そ の 類 に お い て 、 活 性 、 例 え ば 、
ホ ス ホ リ パ ー ゼ (例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 B、 C又 は D活 性 、 エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 、 パ タ チ
ン の 活 動 、 植 物 油 中 の リ ン 脂 質 に お け る グ リ セ ロ リ ン 酸 エ ス テ ル の 切 断 )、 を 持 つ 酵 素 を
作 製 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 結 果 と し て 生 じ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 最
初 の 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 活 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る よ う
に 、 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 統 合 さ せ る 細 胞 プ ロ セ ス を 利 用 し て 新 規 ハ イ ブ リ ッ ド
ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 。 例 え ば 、 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の 典 型 的 な ホ ス ホ
リ パ ー ゼ (例 え ば 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8等 )を コ ー ド し た 典
型 的 な 核 酸 配 列 (例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7等 )で も よ い
。 第 一 の 核 酸 は 、 例 え ば 、 高 塩 分 の よ う な 特 別 な 環 境 条 件 の 下 で 効 果 的 に 機 能 す る 生 物 体
に 由 来 す る 酵 素 を コ ー ド で き る 。 そ れ は 、 極 端 に 高 温 の よ う な 異 な る 環 境 条 件 に お い て 効
果 的 に 機 能 す る 異 な る 生 物 体 に 由 来 す る 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ た 酵 素
を 利 用 し て 「 統 合 さ れ る 」 こ と が で き る 。 例 え ば 、 二 種 の 核 酸 が 、 例 え ば 、 組 換 え 及 び /
又 は 還 元 再 構 成 に よ っ て ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 場 合 、 第 一 の 及 び 第 二
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 す る 配 列 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら 元 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ た 両 酵 素 の 特 性 を 表 示 す る 酵 素 を コ ー ド す る か も し れ
な い 。 従 っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ た 酵 素 は 、 第 一 及 び 第 二
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ た 各 酵 素 に よ り 共 有 さ れ る 環 境 条 件 、 例 え ば 、 高 塩
及 び 極 端 な 温 度 、 に お い て 効 果 的 に 機 能 す る か も し れ な い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 じ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 元 の 酵 素 に 示 さ れ
て い な い 特 別 な 酵 素 活 性 を 示 す か も し れ な い 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 組 換 え 及 び /又 は 還 元 再 構 成 に 続 き 、 結 果 と し て 生 じ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 元 の 各 酵 素 か ら 得 ら れ る 特 別 な 活 性 、 即 ち 、 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ が 作 用 す る 結 合 の タ イ プ 及 び ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 機 能 す る 温 度 に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 そ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 元 の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ と ハ イ ブ リ ッ ド ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 区 別 す る 、 以 下 の よ う な 化 学 的 機 能 性 を 確 か め る た め
に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る ： (a) ア ミ ド (ペ プ チ ド 結 合 )、 即 ち 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
； (b) エ ス テ ル 結 合 、 即 ち 、 ア ミ ラ ー ゼ 及 び リ パ ー ゼ ； (c) ア セ タ ー ル 、 即 ち 、 グ リ コ シ
ダ ー ゼ 及 び 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が 機 能 す る 温 度 、 pH又 は 塩 濃 度 。 本 発 明
の 核 酸 と 「 統 合 さ れ る 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 供 給 源 は 、 個 々 の 生 物 体 (「 単 離 体 」 )、 定 義
さ れ た 培 地 で 増 殖 さ せ た 生 物 体 の コ レ ク シ ョ ン (「 富 化 培 養 」 )、 あ る い は 非 培 養 生 物 体 (
「 環 境 サ ン プ ル 」 )か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 環 境 サ ン プ ル か ら 新 規 生 物 活 性 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 引 き 出 す た め の 培 養 非 依 存 的 ア プ ロ ー チ の 使 用 は 、 生 物 の 多 様 性
と い う 未 開 発 資 源 に ア ク セ ス す る こ と が 可 能 に な る こ と か ら 最 も 好 ま し い 。 「 環 境 ラ イ ブ
ラ リ ー 」 は 、 環 境 サ ン プ ル か ら 作 製 さ れ 、 適 切 な 原 核 細 胞 宿 主 に お い て 増 殖 が で き る ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 保 存 さ れ た 、 天 然 に 存 在 す る 生 物 体 の 集 合 的 な ゲ ノ ム を 表 示 す る 。 ク
ロ ー ン 化 さ れ た DNAは 、 初 め に 、 環 境 サ ン プ ル か ら 直 接 抽 出 さ れ る た め 、 そ の ラ イ ブ ラ リ
ー は 、 純 粋 培 養 が 可 能 な 少 数 の 原 核 生 物 に 限 ら れ な い 。 そ の 上 、 こ れ ら の サ ン プ ル に 存 在
す る 環 境 DNAの 標 準 化 は 、 初 期 の サ ン プ ル に 存 在 す る 全 て の 種 に 由 来 す る DNAの よ り 均 一 な
再 表 示 を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 支 配 的 な 種 と 比 較 さ れ る と 複 数 桁 も 低 表 示 さ れ て い る か も
し れ な い 、 サ ン プ ル 中 の マ イ ナ ー な 要 素 か ら 興 味 対 象 の 遺 伝 子 を 見 つ け る 効 率 を 劇 的 に 高
め る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 例 え ば 、 一 種 以 上 の 非 培 養 微 生 物 か ら 作 製 し た 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 興 味 対 象 の 活 性 に
つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 興 味 対 象 の 生 物 活 性 分 子 を コ ー ド す る 潜 在 的 な 経 路 は 、 最
初 に 、 遺 伝 子 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 形 で 原 核 細 胞 に お い て 捕 捉 さ れ る 。 興 味 対 象 の 活 性 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ 、 宿 主 に 導 入 さ れ る
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。 こ の 宿 主 細 胞 を 、 新 規 又 は 促 進 さ れ た 活 性 を 有 す る 潜 在 的 に 活 性 な 生 物 分 子 を 作 り 出 す
組 換 え 及 び 又 は 還 元 再 構 成 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 促 進 す る 条 件 に お い て 増 殖 さ せ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し 得 る 微 生 物 は 、 真 正 細 菌 （ Eubacteria） 及 び 古
細 菌 （ Archaebacteria） の よ う な 原 核 微 生 物 、 及 び カ ビ 、 い く つ か の 藻 類 及 び 原 生 動 物 の
よ う な 下 等 真 核 微 生 物 を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 環 境 の サ ン プ ル か ら 単 離 す る こ と も
で き る 。 核 酸 は 、 微 生 物 を 培 養 す る こ と な く 回 収 し て も 、 一 種 以 上 の 培 養 微 生 物 か ら 回 収
し て も よ い 。 一 側 面 と し て 、 そ の よ う な 微 生 物 は 、 好 高 温 性 、 好 寒 冷 性 、 好 ハ ロ ゲ ン 塩 性
、 好 圧 性 及 び 好 酸 性 の よ う な 、 極 限 条 件 を 好 む も の で あ っ て も よ い 。 一 側 面 と し て 、 そ の
よ う な 好 極 限 環 境 微 生 物 か ら 単 離 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を ハ イ ブ リ ッ ド 酵 素 の 作 製 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 酵 素 は 、 例 え ば
、 地 熱 泉 及 び 深 海 熱 通 気 孔 に お け る 100 ℃ 以 上 の 温 度 、 北 極 の 水 に お け る 0 ℃ 以 下 の 温 度
、 死 海 の よ う な 飽 和 塩 環 境 、 石 炭 鉱 床 及 び 地 熱 性 高 硫 泉 に お け る pHが 0付 近 の pH、 又 は 下
水 汚 泥 に お け る 11以 上 の pHで 機 能 す る か も し れ な い 。 例 え ば 、 好 極 限 微 生 物 か ら ク ロ ー ン
化 さ れ 、 発 現 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 温 度 及 び pHの 広 範 囲 に わ た り 、 高 い 活 性 を 示 し 得
る 。
　 本 発 明 の 核 酸 を 少 な く と も 一 種 含 む 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ て い る よ う な 選 別 お よ び 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 組 み 変 え
や 還 元 再 構 成 を 促 進 す る こ と が で き る ど の よ う な 細 胞 で も よ い 。 選 別 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 適 切 な 制 御 配 列 を 含 む ベ ク タ ー 中 に あ っ て よ い 。 宿 主 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の よ う な
高 等 真 核 細 胞 で も よ く 、 又 は 酵 母 の よ う な よ り 下 等 な 真 核 細 胞 で も よ く 、 あ る い は 、 好 ま
し く は 、 細 菌 細 胞 の よ う な 原 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。 構 築 物 の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 リ ン
酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、
又 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン (Davis他 、 1986)に よ っ て も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 適 切 な 宿 主 の 代 表 的 な 例 と し て 、 以 下 に 言 及 す る こ と が 出 来 る ：  E. coli、 Streptomyc
es、  Salmonella typhimurium の よ う な 細 菌 細 胞 ； 酵 母 の よ う な 真 菌 細 胞 ；  Drosophila 
S2及 び Spodoptera Sf9の よ う な 昆 虫 細 胞 ；  CHO、 COS、 あ る い は Bowesメ ラ ノ ー マ の よ う な
動 物 細 胞 ； ア デ ノ ウ イ ル ス ； 及 び 植 物 細 胞 。 組 換 え 及 び 又 は 還 元 再 構 成 、 あ る い は 単 に 組
換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 適 切 な 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と は 、 本 明 細 書 に 教 示 さ れ た
事 項 か ら 、 当 業 者 の 範 囲 内 に あ る も の と 考 え ら れ る 。 組 換 え 及 び 又 は 還 元 再 構 成 、 あ る い
は 単 に 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 使 用 す る こ と の で き る 哺 乳 類 細 胞 培 養 系 は 、 例 え
ば 、 ” SV40-transformed simian cells support the replication of early SV40 mutant
s”  (Gluzman, 1981)に 述 べ ら れ て い る 、 サ ル 腎 臓 繊 維 芽 細 胞 の COS-7細 胞 株 、 C127、 3T3
、 CHO、 HeLa及 び BHK細 胞 が 含 ま れ る 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 好 ま し い プ ロ モ
ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー 、 及 び 必 要 な リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ
イ シ ン グ ド ナ ー 及 び ア ク セ プ タ ー 部 位 、 転 写 終 結 配 列 、 及 び 5'非 転 写 配 列 を 含 み 得 る 。 SV
40ス プ ラ イ ス 由 来 の DNA配 列 や ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 は 、 必 要 な 非 転 写 領 域 エ レ メ ン ト を 提
供 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 興 味 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 (組 換 え 及 び 又 は 還 元 再 構 成 、 あ る い は 単
に 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め の )は 、 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 、 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 又
は 遺 伝 子 の 増 幅 に 適 切 な よ う に 改 変 さ れ た 従 来 の 栄 養 培 地 で 培 養 す る こ と が で き る 。 温 度
、 pH及 び そ の 類 の よ う な 培 養 条 件 は 、 発 現 の た め に 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に 以 前 使 わ れ た 条
件 で あ り 、 普 通 の 熟 練 し た 研 究 者 に は 明 ら か な こ と で あ る 。 特 別 な 酵 素 活 性 を 有 す る も の
と し て 同 定 さ れ た ク ロ ー ン は 、 次 に 、 そ の 増 加 し た 活 性 を 有 す る 酵 素 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 す る た め に 配 列 決 定 さ れ る 。
　 他 の 例 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 及 び 方 法 は 、 生 化 学 的 経 路 、 例 え ば 、 一 つ 以 上 の オ ペ ロ ン
又 は 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 又 は そ れ ら の 一 部 分 、 の た め の 新 規 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 菌 や 多 く の 真 核 生 物 は 、 そ の 産 物 が 関 連 プ ロ セ ス
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に 関 与 す る 遺 伝 子 を 制 御 す る た め の 調 節 機 構 を 有 し て い る 。 そ の 遺 伝 子 は 、 単 一 の 染 色 体
上 に 「 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 」 と 呼 ば れ る 構 造 で ク ラ ス タ ー 形 成 し て お り 、 ク ラ ス タ ー 全 体 の
遺 伝 子 の 転 写 を 開 始 す る 一 つ の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 単 一 の 調 節 配 列 の 制 御 下 で 連 動 し て 転
写 さ れ る 。 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー DNAは 、 異 な っ た 生 物 体 か ら 単 離 し 、 特 に 、 検 出 可 能 な タ ン
パ ク 質 の 産 生 又 は 結 合 さ れ た 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に 由 来 す る タ ン パ ク 質 関 連 ア レ イ 活 性 を 調
節 制 御 で き る 発 現 調 節 配 列 を 含 む ベ ク タ ー と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 外 来 遺 伝 子 導 入 に
対 し て 非 常 に 大 き な 許 容 容 量 を 持 つ ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と は 、 そ の よ う な 遺 伝 子 ク ラ ス
タ ー を 利 用 す る た め に 特 に 適 切 で あ り 、 例 示 と し て E.coliの f-因 子 (稔 性 因 子 )が 本 明 細 書
に 記 述 さ れ て い る 。 大 腸 菌 の f-フ ァ ク タ ー は 、 接 合 中 に 起 こ る そ れ 自 体 の 高 頻 度 移 入 に 影
響 す る プ ラ ス ミ ド で あ り 、 混 合 微 生 物 サ ン プ ル に 由 来 す る 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の よ う な 大 き
な DNA断 片 を 安 定 に 増 や す た め に 理 想 的 で あ る 。 「 フ ォ ス ミ ド 」 、 コ ス ミ ド 又 は 細 菌 人 工
染 色 体 (BAC)は 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 大 き な
ゲ ノ ム DNAセ グ メ ン ド を 安 定 に 組 み 込 ま せ る こ と の で き る 大 腸 菌 f‐ フ ァ ク タ ー に 由 来 す る
。 混 合 非 培 養 環 境 サ ン プ ル に 由 来 す る DNAを 取 り 込 ま せ る と 、 そ れ は 、 安 定 な 「 環 境 遺 伝
子 ラ イ ブ ラ リ ー 」 と し て 大 き な ゲ ノ ム 断 片 を 達 成 す る こ と を 可 能 に す る 。 コ ス ミ ド ベ ク タ
ー は 、 最 初 は 、 ゲ ノ ム DNAの 大 き な セ グ メ ン ト を ク ロ ー ン 化 し た り 、 増 や す た め に 設 計 さ
れ た 。 コ ス ミ ド ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ン 化 は 、 Sambrook等 の Molecular Cloning:A Laborato
ry Manual第 二 版  (1989)に 詳 細 に 述 べ ら れ て い る 。 一 旦 、 適 切 な ベ ク タ ー に 結 合 さ れ る と
、 異 な る ポ リ ケ チ ド 合 成 酵 素 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 含 む 二 種 以 上 の ベ ク タ ー が 適 切 な 宿 主 細
胞 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 そ の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に よ っ て 共 有 さ れ る 部 分 的 に 相 同 な 配
列 の 領 域 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 生 ず る 配 列 再 構 成 を 起 こ す 過 程 を 促 進 す る
で あ ろ う 。 新 規 ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 次 に 、 元 の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に は 見 ら
れ な い 促 進 さ れ た 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 を 使 用 し て 生 物 学 的 に 活 性 な ハ イ ブ リ
ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 、 及 び あ る 活 性 (例 え ば 、 促 進 さ れ た 活 性 )に 関 し て そ の ポ リ ペ プ
チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る 以 下 の 方 法 を 提 供 す る ： (1) 少 な く と も 動 作 可 能 に 結 合 さ れ た
第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 本 発 明 の 核 酸 )及 び 動 作 可 能 に 結 合 さ れ た 第 二 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 好 ま し い 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る 。 前 記 第 一 及 び 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 部
分 的 に 相 同 な 配 列 の 領 域 を 共 有 し て い る ； (2) 宿 主 細 胞 を 、 機 能 可 能 に 結 合 さ れ た 動 作 可
能 な ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ さ せ る 配 列 再 構 成 を 促 進 す る 条 件 下 で 生 育 さ せ
る ； (3)前 記 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を
発 現 さ せ る ； (4) 前 記 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 、 望 ま し い 生 物 活 性 (例 え ば 、 上 昇 さ
れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 )の 同 定 を 促 進 す る 条 件 下 で ス ク リ ー ニ ン グ す る ； お よ び 、 (5) 
前 記 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 様 々 な 酵 素 活 性 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ 、 本 明 細 書 全 体 に
述 べ ら れ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る
際 に 利 用 す る こ と が で き る 。
　 イ ン ビ ボ 再 構 成 は 、 総 称 的 に 「 組 換 え 」 と 称 さ れ る 「 分 子 間 」 過 程 に 焦 点 を 絞 る こ と が
で き る 。 そ れ は 、 細 菌 内 で は 、 一 般 に 「 RecA依 存 」 現 象 と し て 見 ら れ る 。 本 発 明 は 、 配 列
を 組 換 え 及 び 再 構 成 す る た め の 宿 主 細 胞 の 組 換 え 方 法 又 は 欠 失 に よ り 細 胞 の 準 反 復 配 列 の
複 雑 度 を 低 下 す る 還 元 方 法 を 媒 介 す る 細 胞 の 能 力 に 依 存 す る こ と が で き る 。 こ の 「 還 元 再
構 成 (reductive reassortment)」 の 方 法 は 、 「 分 子 内 」 RecA依 存 性 過 程 に よ り 起 こ る 。 従
っ て 、 本 発 明 の 別 例 と し て 、 新 規 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 本 発 明 の 核 酸 を 使 用 し て 、 還 元 再
構 成 処 理 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 連 続 配 列 (本 来 の コ ー ド 配 列 )を 含 む
構 築 物 の 作 製 、 そ れ ら の 適 切 な ベ ク タ ー へ の 挿 入 、 及 び そ の 後 の 適 切 な 宿 主 細 胞 へ の 導 入
に 関 わ る 。 個 々 の 分 子 の 再 構 成 は 、 相 同 領 域 を 有 す る 構 築 物 中 の 連 続 配 列 間 、 又 は 準 反 復
ユ ニ ッ ト 間 に お け る 組 み 合 わ せ 法 に よ り 起 こ る 。 再 構 成 方 法 は 、 反 復 配 列 の 複 雑 度 及 び 程
度 を 組 換 え 及 び /又 は 減 少 さ せ 、 新 規 分 子 種 の 作 製 を も た ら す 。
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【 ０ ２ ０ ８ 】
　 再 構 成 の 割 合 を 増 加 さ せ る た め に 様 々 な 処 理 を 適 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 紫 外
線 処 理 、 あ る い は DNAを 損 傷 す る 化 学 物 質 、 及 び /又 は 「 遺 伝 的 不 安 定 性 」 が 促 進 さ れ た レ
ベ ル を 表 示 す る 宿 主 細 胞 系 の 使 用 を 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の 再 構 成 方 法 は 、 相 同
的 組 換 え 又 は そ れ ら 自 身 の 進 化 を 促 す 準 反 復 配 列 の 天 然 特 性 に 関 す る 。
　 反 復 配 列 又 は 「 準 反 復 」 配 列 は 、 遺 伝 的 不 安 定 性 に お い て 役 割 を 果 た す 。 「 準 反 復 」 と
は 、 そ れ ら の 本 来 の ユ ニ ッ ト 構 造 に 対 し て 制 限 さ れ な い 反 復 で あ る 。 準 反 復 ユ ニ ッ ト は 、
構 築 物 の 配 列 ア レ イ ； 類 似 し た 配 列 の 連 続 ユ ニ ッ ト 、 と し て 提 示 さ れ 得 る 。 一 旦 ラ イ ゲ ー
シ ョ ン さ れ る と 、 連 続 配 列 間 の 接 合 は 、 本 質 的 に 不 可 視 と な り 、 得 ら れ る 構 築 物 の 準 反 復
性 の 性 質 は 分 子 レ ベ ル で 持 続 し て い る こ と に な る 。 生 じ た 構 築 物 の 複 雑 度 を 低 下 さ せ る こ
の 欠 失 過 程 が こ の 準 反 復 配 列 間 で 働 く 。 準 反 復 ユ ニ ッ ト は 、 ズ レ が 生 じ 得 る よ う な 実 施 上
の 制 限 の な い 鋳 型 レ パ ー ト リ ー を 提 供 す る 。 従 っ て 、 準 反 復 物 を 含 む 構 築 物 は 、 準 反 復 ユ
ニ ッ ト 内 で 欠 失 (又 、 挿 入 可 能 性 も あ る )が 実 際 に 生 じ 得 る 十 分 な 分 子 的 柔 軟 性 を 効 果 的 に
提 供 す る 。 準 反 復 配 列 が 同 じ 方 向 、 例 え ば 、 頭 か ら 尾 又 は そ の 逆 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る
場 合 、 こ の 細 胞 は 個 々 の ユ ニ ッ ト を 識 別 す る こ と は で き な い 。 結 果 的 に 、 こ の 還 元 プ ロ セ
ス は 、 そ の 配 列 全 体 に 起 こ り 得 る 。 対 照 的 に 、 例 え ば 、 こ れ ら の ユ ニ ッ ト が 、 頭 か ら 尾 で
は な く 頭 か ら 頭 へ 提 示 さ れ る 場 合 、 こ の 逆 転 は 、 欠 失 の 形 成 が 個 別 の ユ ニ ッ ト の 欠 損 に 有
利 と な る よ う に 隣 接 ユ ニ ッ ト の エ ン ド ポ イ ン ト を 描 写 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 一 側 面 と し
て 、 再 構 成 さ れ る 配 列 は 、 同 じ 方 向 に あ る 。 準 反 復 配 列 の 無 作 為 な 方 向 は 、 再 構 成 の 効 率
の 低 下 を 招 く 一 方 、 こ れ ら の 配 列 の 一 貫 し た 方 向 性 は 、 そ の 高 い 効 率 を 与 え る 。 し か し な
が ら 、 同 じ 方 向 の 連 続 配 列 が 減 る こ と は そ の 効 率 を 低 下 さ せ る 一 方 、 ま だ 新 規 分 子 の 効 果
的 回 収 に 十 分 な 柔 軟 性 を 提 供 す る か も し れ な い 。 構 築 物 は 、 よ り 高 い 効 率 を も た ら す よ う
に 、 同 じ 方 向 の 準 反 復 配 列 を 有 す る よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 配 列 は 、 下 記 を 含 む 様 々 な 方 法 の ど れ を 用 い て も 、 頭 か ら 尾 の 方 向 に ア ッ セ ン ブ ル さ せ
る こ と が で き る ： a) 一 本 鎖 で 作 成 さ れ た 場 合 に 方 向 を 提 供 す る よ う な 、 ポ リ Aヘ ッ ド 及 び
ポ リ Tテ イ ル を 含 む プ ラ イ マ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 プ ラ イ マ ー の 最 初 の 数
塩 基 を RNAか ら 作 成 し 、 そ の 結 果 容 易 に RNaseHで 除 去 さ れ る よ う に す る こ と で 達 成 さ れ る
。 b) 唯 一 の 制 限 酵 素 部 位 を 含 む プ ラ イ マ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。 複 数 の 部 位 、 一 連
の 固 有 の 配 列 、 お よ び 反 復 合 成 及 び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 工 程 が 必 要 で あ ろ う 。 c) プ ラ イ マ ー
内 部 の 数 塩 基 は 、 チ オ ー ル 化 す る こ と が で き 、 更 に 、 適 切 に テ イ ル を 施 さ れ た 分 子 を 作 製
す る た め に エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 再 ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 配 列 の 回 収 は 、 あ る 低 下 し た 反 復 指 数 (RI)を 持 つ ク ロ ー ニ ン グ ベ
ク タ ー の 同 定 に 依 存 し て い る 。 再 構 成 さ れ た コ ー ド 配 列 は 、 次 に 、 増 幅 に よ り 回 収 す る こ
と が で き る 。 こ れ ら の 産 物 は 、 再 ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 発 現 さ れ る 。 低 下 RIを 持 つ ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー の 回 収 は 、 下 記 に よ り 影 響 さ れ う る ： 1)そ の 構 築 物 の 複 雑 度 が 低 下 し た 場 合
に の み 安 定 し て 維 持 さ れ る ベ ク タ ー の 使 用 、 2) 物 理 的 手 順 に よ る 、 短 か く な っ た ベ ク タ
ー の 物 理 的 回 収 。 こ の 場 合 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 標 準 的 な プ ラ ス ミ ド 単 離 法 及 び ア
ガ ロ ー ス ゲ ル 又 は 低 分 子 量 カ ッ ト オ フ の カ ラ ム の い ず れ か を 利 用 し た サ イ ズ 分 画 に よ り 回
収 さ れ る 。 3) 挿 入 サ イ ズ が 減 少 し た 場 合 に 選 抜 さ れ 得 る 、 中 断 さ れ た 遺 伝 子 を 含 む ベ ク
タ ー の 回 収 。 4) 発 現 ベ ク タ ー 及 び 適 切 な 選 抜 法 を 利 用 し た 直 接 的 な 選 抜 技 術 の 使 用 。
　 関 連 生 物 に 由 来 す る コ ー ド 配 列 (例 え ば 、 遺 伝 子 )は 、 高 度 の 相 同 性 を 示 し 、 か つ 極 め て
多 様 な タ ン パ ク 質 産 物 を コ ー ド す る か も し れ な い 。 こ れ ら の 配 列 の タ イ プ は 、 準 反 復 物 と
し て 本 発 明 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の 方 法 は 、 こ の よ う な ほ ぼ 同 じ 反
復 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 以 下 は 、 本 発 明 の 例 示 的 な 方 法 で あ る 。 核 酸 コ ー ド 配 列 (準 反 復 物 )は 、 本 発 明 の 核 酸 を
含 む 三 つ の 種 に 由 来 す る 。 各 配 列 は 、 本 発 明 の 酵 素 を 含 む 、 個 別 の 特 性 を 持 つ タ ン パ ク 質
を コ ー ド し て い る 。 各 配 列 は 、 配 列 内 の 独 自 の 位 置 に お い て 一 又 は 数 塩 基 対 が 異 な っ て い
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る 。 そ の 準 反 復 配 列 は 、 全 て の 可 能 な 順 列 及 び 組 合 わ せ が ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 分 子 集 団
に お い て で き る よ う に 、 個 別 に 又 は 集 合 的 に 増 幅 さ れ 、 か つ 無 作 為 集 合 体 へ と ラ イ ゲ ー シ
ョ ン さ れ る 。 準 反 復 ユ ニ ッ ト の 数 は 、 集 合 条 件 に よ り 制 御 す る こ と が で き る 。 構 築 物 内 の
準 反 復 ユ ニ ッ ト の 平 均 数 は 、 反 復 指 数 (RI)と し て 定 義 さ れ る 。 一 旦 、 構 築 物 が 形 成 さ れ る
と 、 そ の 構 築 物 は 、 公 知 の 操 作 に 従 っ た ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ る サ イ ズ 分 画 を す る 、 ま た は
せ ず に 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー へ 挿 入 さ れ た り 、 適 切 な 宿 主 細 胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
す る こ と が で き る 。 そ の 細 胞 は 、 次 に 、 増 殖 さ れ 、 「 還 元 再 構 成 」 が 実 施 さ れ る 。 望 ま し
い な ら ば 、 還 元 再 構 成 過 程 の 割 合 は 、 DNA損 傷 の 導 入 に よ り 促 進 さ れ 得 る 。 RIの 減 少 が 、
「 分 子 内 」 機 構 に よ る 反 復 配 列 間 の 削 除 形 成 に よ り 媒 介 さ れ る か 、 も し く は 「 分 子 間 」 機
構 に よ る 組 換 え 様 の 現 象 に よ り 媒 介 さ れ る も の か は 重 要 で は な い 。 最 終 結 果 は 、 全 て の 可
能 な 組 み 合 わ せ へ 分 子 を 再 構 成 さ せ る こ と で あ る 。 一 側 面 と し て 、 そ の 方 法 は 、 例 え ば 、
タ ン パ ク 質 受 容 体 、 オ リ ゴ 糖 、 ビ リ オ ン 、 あ る い は 他 の 予 め 定 め ら れ た 化 合 物 又 は 構 造 体
の よ う な 予 め 定 め ら れ た 巨 大 分 子 と 、 結 合 さ も な け れ ば 相 互 作 用 す る 能 力 、 あ る い は そ れ
と 特 別 な 反 応 を 触 媒 (例 え ば 、 酵 素 の 触 媒 ド メ イ ン )す る 能 力 、 を 持 つ シ ャ ッ フ ル さ れ た ラ
イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 個 々 を 同 定 た め に 、 シ ャ ッ フ ル さ れ た 集 団 の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 追 加 段 階 を 含 む 。 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 定 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 例 え ば 、 こ の 中 に 述 べ ら れ る 工 業 的 プ ロ セ ス の よ う な
種 々 の 用 途 、 及 び /又 は も う 一 回 又 は そ れ 以 上 の 追 加 的 な シ ャ ッ フ リ ン グ 及 び /又 は 選 択 の
サ イ ク ル を 施 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 別 例 と し て 、 組 換 え 又 は 再 構 成 の 操 作 前 又 は そ の 間 に 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 初 期 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 変 異 の 導 入 を 促 進 す る 操 作 又 は 処 理 に 付
与 さ れ る こ と が 構 想 さ れ る 。 そ の よ う な 変 異 の 導 入 は 、 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 及 び そ れ ら に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 多 様 性 を 増 大 さ せ る で あ ろ う 。 変 異
を 促 進 す る 操 作 又 は 処 理 は 、 以 下 を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い ： (+)-CC-1065、 あ る い は (+)-CC-1065-(N3-ア デ ニ ン )の よ う な 合 成 ア ナ ロ グ (Sun及 び Hu
rley、 1992を 参 照 )； DNA合 成 を 阻 害 す る こ と が 可 能 な  N-ア セ チ ル 化 又 は 脱 ア セ チ ル 化 さ
れ た 4'-フ ル オ ロ -4-ア ミ ノ ビ フ ェ ニ ル 付 加 物 (例 え ば 、 van de Poll等 、 1992を 参 照 )； 又
は 、 DNA合 成 を 阻 害 す る こ と が 可 能 な N-ア セ チ ル 化 又 は 脱 ア セ チ ル 化 さ れ た 4-ア ミ ノ ビ フ
ェ ニ ル 付 加 物 (同 じ く van de Poll等 、 1992、 pp.751-758参 照 )； DNA複 製 を 阻 害 す る こ と が
可 能 な 三 価 ク ロ ム 、 三 価 ク ロ ム 塩 、 多 環 式 芳 香 族 炭 化 水 素 (「 PAH」 )DNA付 加 物 、 例 え ば 7-
ブ ロ モ メ チ ル -ベ ン ズ [α ]ア ン ト ラ セ ン (「 BMA」 )、 リ ン 酸 ト リ ス (2,3-ジ ブ ロ モ プ ロ ピ ル )
(「 Tris-BP」 )、 1,2-ジ ブ ロ モ -3-ク ロ ロ プ ロ パ ン (「 DBCP」 )、 2-ブ ロ モ ア ク ロ レ イ ン (2BA
)、 ベ ン ゾ [α ]ピ ラ ン -7,8-ジ ヒ ド ロ ジ オ ー ル -9-10-エ ポ キ シ ド (「 BPDE」 )、 ハ ロ ゲ ン 化 プ
ラ チ ナ (II)塩 、 N-ヒ ド ロ キ シ -2-ア ミ ノ -3-メ チ ル イ ミ ダ ゾ -[4,5-f]-キ ノ リ ン (「 N-ヒ ド ロ
キ シ -IQ」 )、 及 び N-ヒ ド ロ キ シ -2-ア ミ ノ -1-メ チ ル -6-フ ェ ニ ル イ ミ ダ ゾ [4,5f]-ピ リ ジ ン
(「 N-ヒ ド ロ キ シ -PhIP」 )。 PCR増 幅 を 遅 延 又 は 停 止 す る 特 に 好 ま し い 手 段 は 、 UV光 (+)-CC
-1065及 び (+)-CC-1065-(N3-ア デ ニ ン )を 含 む 。 特 に 包 含 さ れ る 手 段 は 、 DNA付 加 物 又 は そ
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 集 団 に 由 来 し た DNA付 加 物 を 含 有 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 こ れ は 、 更 に プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る 前 に 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 溶 液 を 加 熱 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 放 出 又 は 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】

　 本 発 明 の 方 法 の 実 施 に 際 し 、 例 え ば 、 ポ リ ぺ プ チ ド に つ い て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る た め 、 活 性 の 潜 在 的 モ ジ ュ レ ー タ ー (例 え ば 、 酵 素 活 性 の 増 強 又 は 阻 害 )と
し て の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の ス ク リ
ー ニ ン グ の た め 、 本 発 明 の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の ス ク リ ー ニ ン グ た め に 、 種 々
の 装 置 と 方 法 を 本 発 明 の ポ リ ぺ プ チ ド や 核 酸 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
固 定 化 酵 素 固 体 支 持 体
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　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 、 そ の 断 片 、 そ の 酵 素 お よ び 断 片 を コ ー ド し て い る 核 酸 は 、 固 相 支
持 体 に 付 け る こ と が で き る 。 こ れ は 、 工 業 的 工 程 で の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 使 用 に し ば し ば 経
済 的 か つ 効 率 的 で あ る 。 例 え ば 、 個 々 の 化 学 反 応 に 用 い ら れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 (又 は
そ の 活 性 断 片 )の コ ン ソ ー シ ア ム 又 は 反 応 混 液 は 、 固 相 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き 、
プ ロ セ ス バ ッ ト へ 浸 漬 さ せ る こ と が で き る 。 酵 素 反 応 が 起 こ り 得 る 。 次 に 、 固 相 支 持 体 を
そ れ に 固 定 化 し た 酵 素 と と も に 反 復 使 用 の た め に バ ッ ト か ら 取 り 出 す こ と も で き る 。 本 発
明 の 一 態 様 と し て 、 固 相 支 持 体 は 、 ゲ ル 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 微 小 電
極 及 び そ れ ら の 組 合 せ の 中 か ら 選 ば れ る 。
　 例 え ば 、 本 発 明 に 用 い ら れ る 固 相 支 持 体 に は ゲ ル が 含 ま れ る 。 ゲ ル の 一 部 の 例 に は 、 セ
フ ァ ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 キ ト サ ン 処 理 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ア ル ブ
ミ ン -グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 キ ト サ ン -キ サ ン タ ン 、 ト ヨ パ ー ル ゲ ル (ポ リ マ ー ゲ ル )、 ア ル
ギ ン 酸 塩 、 ア ル ギ ン 酸 -ポ リ リ シ ン 、 カ ラ ゲ ナ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 グ リ オ キ シ ル ア ガ ロ ー ス
、 磁 気 ア ガ ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン -ア ガ ロ ー ス 、 ポ リ (カ ル バ モ イ ル ス ル ホ ン 酸 )ヒ ド ロ ゲ
ル 、 BSA-PEG(ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )ヒ ド ロ ゲ ル 、 リ ン 酸 化 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル (PVA)
、 モ ノ ア ミ ノ エ チ ル -N-ア ミ ノ エ チ ル (MANA)、 ア ミ ノ 、 又 は そ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 本 発 明 に 用 い ら れ る 他 の 固 相 支 持 体 は 、 樹 脂 又 は ポ リ マ ー で あ る 。 樹 脂 又 は ポ リ マ ー の
一 部 の 例 に は 、 セ ル ロ ー ス 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 レ ー ヨ ン 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ア ニ
オ ン 交 換 樹 脂 、 AMBERLITE T M  XAD-7、 AMBERLITE T M  XAD-8、 MBERLITE T M  IRA-94、 AMBERLITE
T M  IRC-50、 ポ リ ビ ニ ル 、 ポ リ ア ク リ ル 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 又 は そ れ ら の 組 合 わ せ が
挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に 用 い ら れ る 他 の タ イ プ の 固 相 支 持 体 に セ ラ ミ ッ ク が あ る 。 一 部 の 例
に は 、 非 多 孔 質 セ ラ ミ ッ ク 、 多 孔 質 セ ラ ミ ッ ク 、 SiO 2 、 Al 2 O 3 が あ る 。 本 発 明 に 用 い ら れ
る 他 の タ イ プ の 固 相 支 持 体 は 、 ガ ラ ス で あ る 。 一 部 の 例 に は 、 非 多 孔 質 ガ ラ ス 、 多 孔 質 ガ
ラ ス 、 ア ミ ノ プ ロ ピ ル ガ ラ ス 又 は そ れ ら の 組 合 わ せ が 含 ま れ る 。 使 用 し 得 る 固 相 支 持 体 の
他 の タ イ プ に 微 小 電 極 が あ る 。 一 例 に 、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン 被 覆 マ グ ネ タ イ ト も あ る 。 固
相 支 持 体 と し て グ ラ フ ァ イ ト 粒 子 を 使 用 し て も よ い 。
　 固 相 支 持 体 の 他 の 例 は 、 赤 血 球 の よ う な 細 胞 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
固 定 化 方 法
　 酵 素 、 そ の 断 片 、 又 は 核 酸 を 固 相 支 持 体 に 固 定 化 す る た め の 、 当 業 者 に 知 ら れ た 多 く の
方 法 が あ る 。 そ の よ う な 方 法 の 一 部 の 例 に 、 例 え ば 、 静 電 的 小 滴 生 成 、 電 気 化 学 的 手 段 、
吸 着 、 共 有 結 合 、 架 橋 、 化 学 反 応 又 は プ ロ セ ス 、 封 入 、 エ ン ト ラ ッ プ メ ン ト 、 ア ル ギ ン 酸
カ ル シ ウ ム 、 又 は ポ リ (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト )等 に よ る も の が 挙 げ ら れ る 。
同 様 の 方 法 が Methods in Enzymology, Immobilized Enzymes and Cells, Part C. 1987. 
Academic Press. Edit. S. P. Colowick and N. O. Kaplan. Volume 136；  Immobilizati
on of Enzymes and Cells.  1997.  Humana Press. Edit. G. F. Bickerstaff.  Series:
 Methods in Biotechnology, Edit. J. M. Walkerに 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ
　 GigaMatrix T M (ギ ガ マ ト リ ッ ク ス T M )、 Diversa Corporation、 CA USA、 の よ う な キ ャ ピ
ラ リ ー ア レ イ が 、 本 発 明 の 方 法 に は 利 用 さ れ る 。 本 発 明 の 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド は 、 キ ャ ピ
ラ リ ー ア レ -を 含 む ア レ イ に 固 定 化 さ れ る か 、 又 は そ れ ら に 添 加 す る こ と が で き る 。 ア レ
イ は 、 本 発 明 の 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た り そ れ ら の 活 性 を 改 変 す る 活 性 に つ い て 、
組 成 物 (例 え ば 、 小 分 子 、 抗 体 、 核 酸 等 )の ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ 又 は モ ニ
タ ー す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 試 料 を 保
持 す る た め の シ ス テ ム を も 提 供 す る 。 例 え ば 、 サ ン プ ル ス ク リ ー ニ ン グ 装 置 は 、 隣 接 し た
キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 中 に 形 成 さ れ る 多 数 の キ ャ ピ ラ リ ー を 含 む こ と が で き 、 各 キ ャ ピ ラ リ
ー は 、 試 料 を 保 持 す る 管 腔 を 形 成 す る 少 な く と も 一 つ の 壁 を 含 ん で い る 。 こ の 装 置 は 、 更
に 、 ア レ イ 中 の 隣 接 し た キ ャ ピ ラ リ ー を 整 列 さ せ る た め の 間 質 材 を 含 む こ と が で き 、 そ の
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間 質 材 の 間 に 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 参 照 標 識 が 形 成 さ れ て い て よ い 。 試 料 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る た め の キ ャ ピ ラ リ ー は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 中 に 固 定 さ せ る よ う に 適 合 さ れ 、
試 料 を 保 持 す る た め の 管 腔 を 隔 て る 第 一 の 壁 、 更 に 、 試 料 を 励 起 さ せ る た め に 管 腔 に 与 え
ら れ る 励 起 光 を 透 過 さ せ る た め の フ ィ ル タ ー 材 を 持 つ 第 二 の 壁 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 、 例 え ば 、 リ ガ ン ド は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 中 に お け る 少 な く と
も 一 部 の キ ャ ピ ラ リ ー に 第 一 の 成 分 と し て 導 入 す こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の 各
々 の キ ャ ピ ラ リ ー は 、 こ の 第 一 の 成 分 を 保 持 す る た め の 管 腔 を 隔 て る 少 な く と も 一 つ の 壁
を 持 つ 。 キ ャ ピ ラ リ ー 中 に は 、 第 一 の 成 分 の 後 に 空 気 泡 を 導 入 す る こ と が で き る 。 第 二 の
試 料 が キ ャ ピ ラ リ ー へ 導 入 さ れ 、 こ こ で 第 二 の 試 料 は 、 空 気 泡 に よ り 第 一 の 試 料 か ら 分 離
す る こ と が で き る 。 関 心 対 象 の 試 料 は 、 検 出 可 能 な 粒 子 で 標 識 さ れ た 第 一 液 と し て キ ャ ピ
ラ リ ー ア レ イ 中 の 一 つ の キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 さ れ 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 中 の 各 々 の キ ャ ピ
ラ リ ー は 、 第 一 液 と 検 出 可 能 粒 子 を 保 持 す る た め の 管 腔 で 仕 切 ら れ た 少 な く と も 一 つ の 壁
を 形 成 し て お り 、 そ こ で は 、 少 な く と も 一 つ の 壁 が 検 出 可 能 粒 子 を 結 合 さ せ る た め の 結 合
材 料 で 覆 わ れ て い る 。 本 法 は 、 更 に 、 結 合 し た 検 出 可 能 粒 子 が 保 持 さ れ て い る キ ャ ピ ラ リ
ー か ら の 第 一 液 を 除 去 す る こ と 及 び そ の キ ャ ピ ラ リ ー に 第 二 液 を 導 入 す る こ と を 含 ん で い
る 。
　 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 管 腔 を 隔 て る 少 な く と も 一 つ の 外 壁 を 持 つ 個 々 の キ ャ ピ ラ リ ー を
含 み 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー の 外 壁 は 、 互 い に 結 合 し た 一 つ 以 上 の 壁 を 持 つ 。 同 様 に 、 そ の 壁
は 、 そ れ が 液 体 や 試 料 を 保 持 す る 管 腔 を 形 成 す る 限 り 、 円 筒 形 、 四 角 、 六 角 形 や そ の 他 の
幾 何 学 的 形 態 の 管 腔 を 規 定 す る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 中 の キ ャ ピ ラ リ ー は 、
平 面 構 造 を 形 成 す る よ う に 近 接 し て 、 互 い に 支 え あ っ て い る 。 キ ャ ピ ラ リ ー は 、 融 合 (こ
の 例 で は 、 キ ャ ピ ラ リ ー は ガ ラ ス 製 )、 接 着 剤 、 粘 結 剤 、 あ る い は 固 定 具 な ど に よ り 互 い
に 結 着 さ せ る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 、 如 何 な る 数 の キ ャ ピ ラ リ ー か ら で も
形 成 で き る (例 え ば 、 100～ 4,000,000の キ ャ ピ ラ リ ー )。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 、 約 100,00
0又 は そ れ 以 上 の 互 い に 結 着 し た キ ャ ピ ラ リ ー を 持 つ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 形 成 で
き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
ア レ イ 、 あ る い は 「 バ イ オ チ ッ プ 」
　 本 発 明 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア レ イ に 固 定 化 す る こ と 、 又 は そ れ ら に 塗 布 す る こ
と が 出 来 る 。 ア レ イ は 、 本 発 明 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 又 は そ れ ら の 活 性 を 調
節 す る 能 力 に つ い て 、 組 成 物 (例 え ば 、 小 分 子 、 抗 体 、 核 酸 等 )の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー
ニ ン グ 又 は モ ニ タ ー す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 一 側 面 と し て 、
モ ニ タ ー さ れ る パ ラ メ ー タ ー は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の 転 写 物 発 現 で あ る 。 あ る 細 胞 の
一 種 以 上 又 は 全 転 写 物 を 測 定 す る こ と は 、 そ の 細 胞 の 転 写 物 を 含 む 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に よ り 可 能 で あ り 、 あ る 細 胞 の 転 写 物 を 表 す 核 酸 又 は そ れ に 相 補 的 な 核 酸 は 、 ア
レ イ 、 あ る い は 「 バ イ オ チ ッ プ 」 上 に 固 定 化 さ れ た 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ
り 測 定 が 可 能 で あ る 。 ミ ク ロ チ ッ プ 上 の 核 酸 の 「 ア レ イ 」 を 使 用 す る こ と に よ り 、 あ る 細
胞 の い く つ か の 又 は 全 転 写 物 を 同 時 に 定 量 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 ゲ ノ ム 遺 伝 子
を 含 む ア レ イ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 新 し く 操 作 さ れ た 株 の 遺 伝 型 を 調 べ る た め に 使 用 さ
れ る こ と も で き る 。 ま た 「 ポ リ ペ プ チ ド ア レ イ 」 は 、 複 数 の タ ン パ ク 質 の 定 量 又 は 選 別 を
同 時 に 行 う た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ど の よ う な 既 知 「 ア レ イ 」 を 用 い て も 実 行 可 能 で あ り 、 こ れ ら の ア レ イ に は
、 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 、 又 は 「 DNAア レ イ 」 、 又 は 「 核 酸 ア レ イ 」 、 又 は 「 ポ リ ペ プ チ ド
ア レ イ 」 、 又 は 「 抗 体 ア レ イ 」 、 又 は 「 バ イ オ チ ッ プ 」 、 あ る い は こ れ ら を 改 変 し た も の
が 含 ま れ る 。 ア レ イ は 、 一 般 的 に 、 複 数 の 「 ス ポ ッ ト 」 、 あ る い は 試 料 分 子 、 例 え ば 、 mR
NA転 写 体 、 と の 特 異 的 結 合 を 行 わ せ る た め に 基 質 表 面 の 一 定 の 領 域 に 固 定 化 さ れ た 一 定 量
の 一 種 以 上 の 生 物 分 子 を 含 む 各 標 的 エ レ メ ン ト で あ る 「 標 的 エ レ メ ン ト 」 で あ る 。 本 発 明
の 方 法 を 実 行 す る に あ た り 、 既 知 の ど の よ う な ア レ イ 及 び /又 は ア レ イ の 作 製 法 、 及 び そ
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の 使 用 法 は 、 以 下 に 記 述 さ れ て い る そ の 全 て 、 あ る い は 一 部 、 又 は そ の 改 変 さ れ た も の を
含 め る こ と が で き る ： 例 え ば 、 米 国 特 許 6,277,628； 6,277,489； 6,261,776； 6,258,606；
6,054,270； 6,048,695； 6,045,996； 6,022,963； 6,013,440；  5,965,452； 5,959,098； 5,
856,174； 5,830,645； 5,770,456； 5,632,957； 5,556,752； 5,143,854； 5,807,522； 5,800
,992； 5,744,305； 5,700,637； 5,556,752； 5,434,049を 参 照 ； 例 え ば 、 以 下 も 参 照 、 WO 9
9/51773； WO 99/09217； WO 97/46313； WO 96/17958； 例 え ば 、 以 下 も 参 照 、 Johnston (19
98) Curr. Biol. 8:R171-R174； Schummer (1997) Biotechniques 23： 1087-1092； Kern (
1997) Biotechniques 23： 120-124； Solinas-Toldo (1997) Genes, Chromosomes & Cance
r 20:399-407； Bowtell (1999) Nature Genetics Supp. 21： 25-32 。 又 、 米 国 特 許 出 願 2
0,010,018,642； 20,010,019,827； 20,010,016,322； 20,010,014,449； 20,010,014,448； 2
0,010,012,537； 20,010,008,765も 参 照 。
【 ０ ２ ２ １ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 又 は 組 換 え に よ り 得 ら れ る
抗 体 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は そ の 関 連 ポ リ ペ プ チ ド の
単 離 、 同 定 、 あ る い は そ の 定 量 に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 本 発 明 の 酵 素
の 活 性 を 阻 害 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 又 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド 、 あ る い は 関 連 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 関 連 ポ リ ペ プ チ ド 、 の 単 離 に
も 利 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 免 疫 沈 降 、 染 色 (例 え ば 、 FACS)、 及 び 免 疫 親 和 性 カ ラ
ム 等 に 利 用 す る こ と が で き る 。 所 望 で あ れ ば 、 特 定 の 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 免 疫
感 作 に 続 く ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 の 単 離 、 増 幅 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 及 び 本 発 明 の ア レ イ へ の
ポ リ ペ プ チ ド の 固 定 化 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 は 抗 体 の 親
和 性 を 改 変 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体 の 親 和 性 は 増 加 又 は 減 少 さ せ
る こ と が で き る 。 更 に 、 抗 体 を 生 産 、 あ る い は 改 変 す る 能 力 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 細 胞
に お い て 操 作 さ れ る 表 現 型 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 免 疫 感 作 、 抗 体 (モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 及 び ポ リ ク ロ ナ ー ル )の 生 産 及 び 単 離 の 方 法 は 、 当 業
者 に は 良 く 知 ら れ て お り 、 科 学 文 献 や 特 許 な ど に も 記 述 さ れ て い る : Coligan, CURRENT P
ROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY (1991)；  Stites (編 集 ) BASIC AND CLINIC
AL IMMUNOLOGY (第 7版 ) Lange Medical Publications, Los Altos, CA (“ Stites” )；  G
oding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (第 2版 ) Academic Press, Ne
w York, NY (1986)；  Kohler (1975) Nature 256:495；  Harlow (1988) ANTIBODIES, A L
ABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, New York を 参 照 の こ と 。 動 物 を
使 用 し た 通 常 の イ ン ビ ボ に お け る 方 法 に 加 え 、 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ に お い て も 生 産 す る こ
と が で き る 。 た と え ば 、 そ れ は 、 組 換 え 抗 体 結 合 部 位 を 発 現 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ  
ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る も の で あ る : Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70
；  Katz (1997) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26:27-45。
　 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る た め に 利
用 す る こ と が で き る 。 得 ら れ る 抗 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 又 は 精 製 、 免 疫 親 和 性 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 又 は 生 物 試 料 中 に そ の ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る か の 試 験 等 に 利 用 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 操 作 に お い て 、 抽 出 物 な ど の タ ン パ ク 質 調 製 物 、 あ る い は 生 物 試 料
は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 一 つ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 混 合 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー 法 に お い て 、 抗 体 は 、 ビ ー ズ や そ の 他 の カ ラ ム 基 材 の よ う な 固 相 支
持 体 と 結 合 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 調 製 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 一 つ と 、 抗 体 が
特 異 的 に 結 合 す る 条 件 下 で 、 そ の 抗 体 と 接 触 さ れ る 。 非 特 異 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 取
り 除 く た め の 洗 浄 を 行 っ た 後 、 特 異 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 が 溶 出 さ れ る 。
　 生 物 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 抗 体 に 対 す る 結 合 能 は 、 当 業 者 が 熟 知 し た 様 々 な 方 法 の 何 れ
に よ っ て も 決 定 で き る 。 例 え ば 、 そ の 結 合 は 、 蛍 光 試 薬 、 酵 素 的 標 識 、 あ る い は 放 射 性 同
位 元 素 の ど の 検 出 可 能 な 試 薬 に よ る 抗 体 の 標 識 化 に よ っ て も 測 定 す る こ と が で き る 。 又 は
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、 試 料 と 結 合 す る 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 試 薬 と 結 合 し た 二 次 抗 体 を 用 い た 方 法 に よ っ て も 測
定 さ れ る 。 具 体 的 な ア ッ セ イ 法 と し て は 、 ELISA法 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ 法 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア
ッ セ イ 、 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の
動 物 、 例 え ば 非 ヒ ト 動 物 に 対 す る 直 接 注 射 又 は 投 与 に よ り 得 ら れ る 。 こ こ で 得 ら れ る 抗 体
は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド 自 体 と 結 合 す る 。 こ の よ う に し て 、 た と え 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 一
部 の 断 片 が 抗 体 作 製 に 用 い ら れ よ う と も 、 生 じ た 抗 体 は 、 全 体 の 配 列 を 持 つ そ の ポ リ ペ プ
チ ド と の 結 合 能 を 有 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 か ら そ の
ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 産 生 に は 、 継 続 し て 培 養 で き る 細 胞 株 に よ る 抗 体 の 産 生 が 可 能 な
系 で あ れ ば 、 何 れ の 方 法 を も 適 用 で き る 。 こ れ ら の 例 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ト
リ オ ー マ 技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 及 び  EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 が 含 ま れ る
(Cole (1985)； Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 
77-96 を 参 照 の こ と ) 。
　 一 本 鎖 抗 体 を 産 出 す る た め に 記 述 さ れ た 方 法 (例 え ば 、 米 国 特 許 4,946,778参 照 )は 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 一 本 鎖 抗 体 を 産 生 す る た め に 改 良 す る こ と が で き る 。 あ る い
は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 に 対 す る ヒ ト 化 抗 体 を 産 生 す る た め に ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 使 用 し て も よ い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 は 、 そ の 他 の 生 物 や 試 料 か ら の 類 似 の ポ
リ ペ プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に も 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 技 術 に お い て 、 生 物
試 料 よ り 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 と 混 合 さ れ 、 そ の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ
プ チ ド が 測 定 さ れ る 。 上 記 の 何 れ の 方 法 も 、 抗 体 と の 結 合 を 測 定 す る た め に 利 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】

　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 核 酸 、 発 現 カ セ ッ ト 、 ベ ク タ ー 、 細 胞 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び
/又 は 抗 体 の よ う な 組 成 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト は 、 ま た 、 手 順 お よ び 本 発 明 の
工 業 的 利 用 法 を 解 説 し た 手 引 き 書 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 酵 素 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 B、 C及 び Dの 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質
の 水 和 性 型 へ の 変 換 、 油 脱 ガ ム 化 、 植 物 、 魚 類 、 藻 類 及 び そ の 類 由 来 の 油 の 加 工 を 含 む 多
く の 産 業 的 使 用 及 び 医 学 的 応 用 を 提 供 す る 。 産 業 的 な 応 用 に お け る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 の
使 用 法 は 、 よ く 知 ら れ た 技 術 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 以 下
に 述 べ ら れ て い る よ う に 、 脂 肪 及 び 油 の 処 理 の た め に 使 用 す る こ と が で き る ： 例 え ば 、 日
本 特 許 出 願 H6-306386は 、 油 及 び 脂 肪 中 に 存 在 す る リ ン 脂 質 を 、 例 え ば 、 リ ン 酸 基 を 含 む
水 溶 性 の 物 質 に 変 換 す る こ と を 記 述 し て い る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 大 豆 、 カ ノ ー ラ 、 ヤ シ 、 綿 実 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ヤ シ 穀 粒 、
コ コ ナ ッ ツ 、 ピ ー ナ ツ （ ラ ッ カ セ イ ） 、 胡 麻 、 ヒ マ ワ リ に 由 来 す る 、 あ る い は こ れ ら か ら
単 離 さ れ た 植 物 油 及 び リ ン 脂 質 の 加 工 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
は 、 例 え ば 、 ぶ ど う 種 子 、 杏 子 、 る り ぢ さ 等 の フ ル ー ツ の 種 子 油 の よ う な 精 油 を 加 工 す る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 天 然 の 状 態 、 脱 ガ ム 化 さ れ た 、
ガ ム 、 洗 浄 水 、 粘 度 、 シ リ カ 、 ソ ー プ ス ト ッ ク 、 及 び そ の 類 を 含 む 異 な る 形 態 の 油 及 び リ
ン 脂 質 の 加 工 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の リ ン 脂 質 は 、 高 リ ン 含 有 油 、 魚 油 、 動 物
油 、 植 物 油 、 藻 油 及 び そ の 類 の 加 工 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ど の 側 面 に お い て
も 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cは 、 ど の 時 点 で も 使 用 す る こ と が で き 、 別 法 と し て 、 本 発 明 の ホ ス
ホ リ パ ー ゼ Dお よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 使 用 を 含 む (例 え ば 、 大 豆 油 の よ う な 高 リ ン 含 有 油 の
収 量 を 改 善 す る た め に 、 PLD/ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 組 合 せ を 使 用 す る )。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 食 用 油 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 油 、 製 薬 及 び 化 粧 品 の た め の リ
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ポ ソ ー ム 、 構 造 化 リ ン 脂 質 お よ び 構 造 化 脂 質 を 処 理 お よ び 製 造 す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 油 の 抽 出 に 利 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 様 々 な 石 鹸 を 加 工 お よ び 製 造 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
腐 蝕 性 （ 苛 性 ） 精 製
　 本 発 明 の 方 法 の 一 例 に お い て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 腐 蝕 性 精 製 の 補 助 手 段 と し て 使 用 さ
れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 PLC又 は PLD及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 腐 蝕 性 中 和 精 製 方 法 (連 続 的
又 は バ ッ チ 精 錬 )の 前 、 途 中 、 又 は 後 の い ず れ か に 滴 加 剤 と し て 方 法 中 で 使 用 さ れ る 。 酵
素 の 添 加 量 は 、 方 法 に よ っ て 変 わ っ て も よ い 。 本 方 法 で 使 用 さ れ る 水 の 濃 度 は 、 例 え ば 、
約 0.5か ら 5 %の よ う な 低 い 濃 度 で あ る べ き で あ る 。 あ る い は 、 腐 蝕 剤 は 、 多 数 回 加 え ら れ
る 。 更 に 、 本 方 法 は 、 異 な っ た 温 度 (25 ℃  か ら 70 ℃ )、 異 な る 酸 又 は 腐 蝕 剤 、 お よ び 多
様 な pH (4～ 12)に お い て 行 わ れ て も よ い 。 腐 蝕 性 精 製 方 法 で 使 用 さ れ る 酸 は 、 リ ン 酸 、 ク
エ ン 酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 硫 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 の 、 塩 酸 及 び /又 は 酢 酸 を 含 む が
、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 酸 は 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 さ せ る た め に 使 用 さ
れ る 。 使 用 さ れ る 腐 蝕 剤 は 、 KOH及 び NaOHを 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。 腐 蝕 剤 の
中 和 に は 、 遊 離 脂 肪 酸 が 使 用 さ れ る 。 代 わ り に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 又 は 特 別 に PLC又 は PLD
及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 ガ ム /ソ ー プ ス ト ッ ク か ら フ ィ ト ス テ ロ ー ル の 精 製 の た め に 使 用
さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 腐 蝕 性 精 製 の 前 に ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 加 え る 、 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 植 物 に お い て ホ ス ホ
リ パ ー ゼ を 発 現 さ せ る こ と で あ る 。 別 の 実 施 態 様 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 植 物 、 種 又
は 他 の 植 物 の 一 部 を 破 砕 す る 間 に 加 え ら れ る 。 代 わ り に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 破 砕 の 後 で
は あ る が 、 精 錬 前 に 加 え ら れ る (即 ち 、 保 持 容 器 中 )。 更 に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 精 製 の 前
処 理 と し て 、 酸 の 存 在 又 は 非 存 在 の 下 に 加 え ら れ る 。
　 既 に 記 述 さ れ た が 、 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 腐 蝕 性 精 製 方 法 の 途 中 で ホ ス ホ リ パ ー
ゼ を 加 え る こ と で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 酸 及 び 腐 蝕 剤 の レ ベ ル は 、 リ ン 及 び 遊 離 脂 肪 酸 の
レ ベ ル に よ っ て 変 化 す る 。 更 に 、 使 用 さ れ る 酵 素 の タ イ プ に 依 存 し て 、 広 い 範 囲 の 温 度 及
び pHが そ の 方 法 で 使 用 さ れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 腐 蝕 性 精 製 (図 9)の 後 で 加 え ら れ る
。 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 分 離 の 前 に 、 強 力 ミ キ サ ー 又 は 持 続 性 ミ キ サ ー で 加
え ら れ る 。 代 わ り に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 熱 工 程 の 続 き 加 え ら れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、
ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 遠 心 分 離 の 工 程 で 加 え ら れ る 。 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ は 、 ソ ー プ ス ト ッ ク に 加 え ら れ る 。 代 わ り に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 洗 浄 水 に 加 え ら
れ る 。 別 の 例 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 漂 白 及 び /又 は 脱 臭 工 程 の 間 に 加 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
油 脱 ガ ム 化 及 び 植 物 油 の 加 工
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 植 物 油 の 抽 出 、 特 に 、 前 述 し た よ う な 「 油 脱 ガ ム 化 」 と 呼
ば れ る 方 法 に お け る 「 リ ン 脂 質 ガ ム 」 の 除 去 に お け る よ う な 、 種 々 の 植 物 油 加 工 工 程 に お
い て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 大 豆 、 菜 種 、 ピ ー ナ ツ 及 び 他 の ナ ッ ツ 、 胡 麻 、 ヒ
マ ワ リ 、 ヤ シ 及 び ト ウ モ ロ コ シ の よ う な 様 々 な 資 源 か ら 植 物 油 を 加 工 す る た め の 方 法 を 提
供 す る 。 そ の 方 法 は 、 本 発 明 の 方 法 及 び 酵 素 の 使 用 を 含 む 、 引 き 続 く 粗 抽 出 物 の 食 用 油 へ
の 精 製 に 、 ヘ キ サ ン を ベ ー ス と す る 抽 出 と と も に 使 用 す る こ と が で き る 。
　 精 製 工 程 の 最 初 の 工 程 は 、 水 の 付 加 に よ っ て リ ン 脂 質 を 分 離 す る 、 い わ ゆ る 、 「 脱 ガ ム
化 」 処 理 で あ る 。 脱 ガ ム 化 に よ り 沈 殿 す る 物 質 は 、 分 離 さ れ 、 更 に 、 レ シ チ ン の 混 合 物 へ
と 処 理 さ れ る 。 大 豆 レ シ チ ン 及 び ヒ マ ワ リ レ シ チ ン の よ う な 商 業 レ シ チ ン は 、 半 固 体 又 は
非 常 に 粘 性 な 物 質 で あ る 。 そ れ ら は 、 極 性 の 脂 質 、 主 に リ ン 脂 質 、 及 び 油 、 主 に ト リ グ リ
セ リ ド の 混 合 物 か ら 成 っ て い る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 水 性 脱 ガ ム 化 、 ALCON油 脱 ガ ム 化 (例 え ば 、 大 豆 の た め )、 s
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afinco脱 ガ ム 化 、 「 ス ー パ ー 脱 ガ ム 化 」 、 UF脱 ガ ム 化 、 TOP 脱 ガ ム 化 、 ユ ニ -脱 ガ ム 化 、
乾 燥 脱 ガ ム 化 及 び ENZYMAX T M 脱 ガ ム 化 等 を 含 む あ ら ゆ る 脱 ガ ム 化 処 理 に 利 用 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 6,355,693； 6,162,623； 6,103,505； 6,001,640； 5,558,781； 5,2
64,367を 参 照 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 組 み 込 ま れ る 様 々 な 「 脱 ガ ム 化 」 処 理 は 、 Bockisch
, M. (1998)、 Fats and Oils Handbook, The extraction of Vegetable Oils (Chapter 5
), 345-445, AOCS Press, Champaign, Illinois、 に 記 述 さ れ て い る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ
パ ー ゼ は 、 例 え ば 、 EP 513に 記 述 さ れ て い る よ う な 、 ト リ グ リ セ リ ド 油 の 酵 素 的 脱 ガ ム 化
の 産 業 的 な 応 用 に 利 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 例 え ば 、 少 な く と も 50 %の 重 量 の 水 を 添 加 す る こ と に よ る
、 穀 物 の 脂 質 か ら の 極 性 の 脂 質 を 単 離 す る 方 法 を 記 述 し て い る CA1102795の よ う な 酵 素 的
脱 ガ ム 化 に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 粗 油 混 合 物 へ 水 を 加 え る 原 理 を 利 用 す る
点 に お い て 、 改 変 脱 ガ ム 化 法 で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ (例 え ば 、 PLC)の 使 用 を 含 ん だ 、 約 2
0～ 40 ℃ の 温 度 、 例 え ば 、 約 pH 8～ 10の よ う な ア ル カ リ pHで 約 3～ 10分 の 反 応 時 間 に よ る
、 油 中 の 水 和 さ せ た リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 含 む 酵 素 的 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ は 、 最 終 的 に
油 の リ ン レ ベ ル を 10 ppm未 満 に す る こ と で き る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ (例
え ば 、 PLC)の 使 用 を 含 ん だ 、 約 50～ 60 ℃ の 温 度 、 例 え ば 、 約 pH 5～ 6.5の よ う な 僅 か に 中
性 よ り 下 の pHで 約 30～ 60分 の 反 応 時 間 に よ る 、 油 中 の 水 和 性 及 び 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 加 水
分 解 を 含 む 酵 素 的 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ は 、 油 の リ ン レ ベ ル を 10 ppm未 満 に す る こ と が で
き る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ (例 え ば 、 PLC)の 使 用 を 含 ん だ 、 約 2
0～ 40 ℃ の 温 度 、 例 え ば 、 約 pH 8～ 10の よ う な ア ル カ リ pHで 約 3～ 10の 反 応 時 間 に よ る 、
油 中 の 水 和 さ せ た リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 含 む 酵 素 的 方 法 を 提 供 す る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 グ リ セ リ ル リ ン 酸 エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 す る ホ ス ホ リ パ ー
ゼ C酵 素 を 利 用 し た 酵 素 的 方 法 を 提 供 し 、 そ れ に よ り 、 リ ン 脂 質 の ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル
部 分 を 元 の 油 、 例 え ば 、 野 菜 、 魚 又 は 藻 油 中 に 戻 す こ と (「 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)腐 蝕 性
精 製 補 助 」 )； そ し て 、 物 理 的 に 精 製 さ れ る 高 リ ン 含 有 油 の 、 脱 ガ ム 化 工 程 に お け る リ ン
脂 質 含 量 を 十 分 減 ら す こ と (「 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C(PLC)脱 ガ ム 化 補 助 」 )を 可 能 に す る 。 こ れ
ら 二 通 り の ア プ ロ ー チ は 、 異 な っ た 価 値 を 生 じ 、 異 な っ た 応 用 タ ー ゲ ッ ト を 持 つ 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 態 様 に お け る 多 く の 異 な る 工 程 は 、 中 核 の 漂 白 及 び 脱 臭 精 製 処 理 に 先 行
す る 脱 ガ ム 化 処 理 を 含 む 。 こ れ ら の 工 程 は 、 加 熱 、 混 合 、 静 置 、 分 離 及 び 乾 燥 を 含 む 。 加
熱 処 理 に 続 き 、 不 溶 性 の リ ン 脂 質 「 ガ ム 」 を 分 離 し 得 る 粒 子 へ と 凝 集 さ せ る た め に 、 水 及
び 酸 が 添 加 混 合 さ れ る 。 脱 ガ ム 化 に お い て 、 水 は 、 多 く の リ ン 脂 質 を 分 離 す る 一 方 、 そ の
リ ン 脂 質 の 一 部 は 、 カ ル シ ウ ム 又 は マ グ ネ シ ウ ム 塩 と し て 存 在 す る 非 水 和 性 ホ ス フ ァ チ ド
(NHP)で あ る 。 脱 ガ ム 化 の 方 法 は 、 酸 の 添 加 に よ り 、 こ れ ら NHPを 処 置 す る 。 リ ン 脂 質 の 水
和 に 続 き 、 油 は 、 混 合 さ れ 、 静 置 さ れ 、 遠 心 分 離 に よ り 分 離 さ れ る 。 最 終 的 に 、 油 は 、 例
え ば 、 図 -6に 描 か れ た よ う に 、 乾 燥 さ れ 、 出 荷 又 は 精 製 さ れ る 。 結 果 と し て 生 じ る ガ ム は
、 更 に 、 レ シ チ ン 酸 物 の た め に 加 工 さ れ る か 、 あ る い は 粗 粉 に 戻 し 加 え ら れ る 。
　 本 発 明 の 様 々 な 例 示 的 な 方 法 に お い て 、 リ ン の レ ベ ル は 、 物 理 的 な 精 製 に 十 分 な ま で に
低 下 さ せ ら れ る 。 そ の 分 離 方 法 は 、 腐 蝕 性 精 製 に 比 べ て 潜 在 的 に よ り 多 く の 収 量 損 失 を 生
じ 得 る 。 そ の 上 、 脱 ガ ム 化 方 法 は 、 商 業 的 な レ シ チ ン と し て 販 売 が で き な い 廃 棄 産 物 を 生
成 す る ： 物 理 的 に 精 製 さ れ た 油 の た め の 例 示 的 な 脱 ガ ム 化 方 法 に 関 す る 、 例 え ば 、 図 7を
参 照 。 従 っ て 、 こ れ ら の 方 法 は 、 市 場 の 大 き な シ ェ ア ー を 獲 得 し て お ら ず 、 腐 蝕 性 精 製 方
法 が 依 然 と し て 大 豆 、 カ ノ ー ラ 油 及 び ヒ マ ワ リ 油 に 関 す る 工 業 を 支 配 し て い る 。 し か し な
が ら 、 特 別 な 脱 ガ ム 化 方 法 で 用 い ら れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 は 、 ガ ム の 形 成 を 減 少 さ せ
、 リ ン 脂 質 の ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 部 分 を そ の 油 中 に 戻 す こ と が で き る こ と に 注 目 す る 必
要 性 が あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
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　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 は 、 ホ ス フ ァ チ ド の グ リ セ リ ル リ ン 酸 エ
ス テ ル を 加 水 分 解 し 、 ジ グ リ セ リ ド 及 び 水 溶 性 の リ ン 酸 塩 化 合 物 を 生 成 す る 。 図 8に 描 写
し た よ う に 、 加 水 分 解 さ れ た ホ ス フ ァ チ ド は 、 水 相 へ 移 行 し 、 グ リ セ リ ド は 、 油 相 に 留 ま
る 。 PLC「 腐 蝕 性 精 製 補 助 」 の 一 つ の 目 的 は 、 中 和 の 際 に 形 成 さ れ る リ ン 脂 質 ガ ム を 、 油
相 に 戻 る で あ ろ う ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル に 変 換 す る こ と で あ る 。 対 照 的 に 、 PLC「 脱 ガ ム
化 補 助 」 の 一 つ の 目 的 は 、 粗 油 中 の リ ン 脂 質 を 10 ppm未 満 の リ ン 相 当 量 ま で 減 少 さ せ る こ
と で あ る 。
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 は 、 漂 白 及 び 脱 臭 の 前 に 、 中 和 さ れ た 粗
油 及 び 脱 ガ ム 化 油 中 の 水 和 性 及 び 非 水 和 性 の リ ン 脂 質 由 来 の ホ ス フ ァ チ ド を 加 水 分 解 す る
で あ ろ う 。 標 的 酵 素 は 、 図 9に 示 し た よ う に 、 現 存 す る 腐 蝕 中 和 方 法 に お け る 滴 下 物 と し
て 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の 例 に お い て 、 酵 素 が 腐 蝕 剤 の 添 加 後 に 加 え ら れ る 場 合 、 そ
の 酵 素 は 極 端 な pHに 耐 え る こ と を 要 求 さ れ る こ と は な い で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 物 理 的 な 精 製 が 許 容 さ れ る 低 レ ベ ル ま で 、
リ ン を 取 り 除 く こ と を 可 能 に す る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の PLCは 、 漂 白 及 び 脱 臭 の 前 に
、 中 和 さ れ た 粗 油 及 び 脱 ガ ム 化 油 中 の 水 和 性 及 び 非 水 和 性 の リ ン 脂 質 由 来 の ホ ス フ ァ チ ド
を 加 水 分 解 す る で あ ろ う 。 標 的 酵 素 は 、 図 10に 示 し た よ う に 、 現 存 す る 脱 ガ ム 化 方 法 に お
け る 滴 下 物 と し て 適 用 す る こ と が で き る 。 商 業 装 置 に 関 す る 準 至 適 混 合 条 件 が 与 え ら れ て
い る こ と か ら 、 油 /水 イ ン タ ー フ ェ イ ス で 非 水 和 性 の リ ン 脂 質 を 酵 素 と 接 触 さ せ る た め に
酸 が 要 求 さ れ る で あ ろ う 。 従 っ て 、 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 酸 に 安 定 な PLCが 使 用 さ れ る
。
一 側 面 と し て 、 本 発 明 の PLC脱 ガ ム 化 補 助 方 法 は 、 表 ２ に 記 載 し た 一 つ 、 あ る い は 三 つ 全
部 の 領 域 で 損 失 を 除 く こ と が で き る 。 PLC法 に 関 連 し た 損 失 は 、 ホ ス フ ァ チ ド の 除 去 の た
め に 、 質 量 ベ ー ス で 0.8 %対 5.2 %と 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ６ 】
本 発 明 の こ の 方 法 の さ ら な る 潜 在 的 有 用 性 は 、 以 下 を 含 む ：
・ 吸 着 剤 の 低 減  - よ り 低 い リ ン (<5 ppm)の た め 、 よ り 少 量 の 吸 着 剤 し か 必 要 と さ れ な い
。
・ よ り 少 量 の 試 薬 の 使 用  - 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 水 和 と 関 連 し た 試 薬 及 び 方 法 の コ ス ト ダ
ウ ン 。
・ 廃 液 の 低 減  - 油 か ら リ ン を 除 く た め に 必 要 と さ れ る 水 の 量 の 減 少 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 処 理 さ れ る (例 え ば 、 「 脱 ガ ム 化 」 )油 に は 、 植 物 の 脂 肪 種 子 、 例 え
ば 、 大 豆 油 、 菜 種 油 及 び ヒ マ ワ リ 油 が 含 ま れ る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 「 PLC腐 蝕 性 精
製 補 助 剤 」 は 、 既 存 の 腐 蝕 性 精 製 方 法 の 1.2 %を 節 約 で き る 。 こ の 精 製 補 助 剤 の 応 用 は 、
レ シ チ ン の た め に 脱 ガ ム 化 さ れ た 大 豆 油 に 向 け ら れ 、 こ れ ら は ま た 価 格 /負 担 の 計 算 か ら
除 か れ る 。
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　 本 発 明 の 方 法 の 達 成 目 標 は 、 そ の 用 途 、 よ り 具 体 的 に は 、 酵 素 添 加 の 時 点 に 従 っ て 変 わ
り 得 る 。 表 3を 参 照 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1、 と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 他
の 方 法 は 、 非 水 和 性 の 天 然 リ ン 脂 質 を 水 和 型 に 変 換 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 そ の
酵 素 は 、 熱 に 敏 感 で あ る 。 こ れ は 、 油 の 加 熱 が 酵 素 を 失 活 さ せ る こ と か ら 、 好 ま し い こ と
か も し れ な い 。 し か し な が ら 、 脱 ガ ム 反 応 は 、 こ の 酵 素 を 適 応 さ せ る た め に pH 4～ 5及 び 6
0 ℃ に 調 節 さ れ な け れ ば な ら な い 。 300 Units/kg油 飽 和 容 量 で 、 こ の 例 示 的 な 方 法 は 、 水
性 脱 ガ ム 化 油 の リ ン 含 量 を 10 ppm以 下 ま で 予 め う ま く 下 げ る こ と が で き る 。 利 点 は 、 水 含
量 を 減 ら せ る こ と 、 及 び 結 果 と し て 、 使 用 、 扱 い 及 び 廃 物 に 関 す る 節 減 が で き る こ と で あ
る 。 表 4は 、 本 発 明 の 酵 素 の 工 業 的 使 用 の た め の 典 型 的 な 応 用 を 列 挙 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 こ れ ら の 様 々 な 脱 ガ ム 化 方 法 に 加 え て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 あ ら ゆ る 植 物 油 の
処 理 工 程 で 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 は 、 あ ら ゆ る 植
物 油 の 処 理 工 程 で PLA、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2の 代 わ り に 使 用 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の 方 法 で 「 処 理 」 又 は 「 脱 ガ ム 化 」 さ れ た 油 は 、 大 豆 油 、 菜 種 油 、 コ ー ン 油 、 ヤ シ 穀
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粒 か ら の 油 、 カ ノ ー ラ 油 、 ヒ マ ワ リ 油 、 胡 麻 油 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 、 及 び そ の 類 を 含 む 。 こ の
処 理 の 主 要 な 産 物 は 、 ト リ グ リ セ リ ド を 含 む 。
　 一 つ の 例 示 的 な 方 法 に お い て 、 酵 素 が 粗 油 に 加 え ら れ 、 反 応 さ せ ら れ る 場 合 、 使 用 さ れ
る ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 量 は 、 粗 油 1キ ロ グ ラ ム に つ き 、 約 10～ 10,000ユ ニ ッ ト 、 あ る い は 、
約 100～ 2,000ユ ニ ッ ト で あ る 。 酵 素 処 理 は 、 30～ 90 ℃ の 温 度 で 5分 ～ 10時 間 、 あ る い は 、
約 40～ 70 ℃ の 温 度 で 行 な わ れ る 。 そ の 条 件 は 、 酵 素 の 至 適 温 度 に 依 存 し て 変 え て も よ い
。 酵 素 を 溶 解 さ せ る 水 の 量 は 、 粗 油 100重 量 部 あ た り 5～ 1,000重 量 部 、 あ る い は 、 粗 油 100
重 量 部 あ た り 約 10～ 200重 量 部 で あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 そ の よ う な 酵 素 処 理 が 完 了 し た な ら ば 、 酵 素 液 は 、 遠 心 分 離 器 の よ う な 適 切 な 手 段 を 利
用 し て 分 離 さ れ 、 処 理 さ れ た 油 が 得 ら れ る 。 そ の よ う な 方 法 に お い て ガ ム 物 質 の 酵 素 の 分
解 に よ っ て 生 じ る リ ン 化 合 物 は 、 実 際 上 全 て が 水 相 に 移 行 し 、 油 相 か ら 取 り 除 か れ る 。 必
要 な ら ば 、 酵 素 処 理 が 完 了 し た な ら ば 、 処 理 さ れ た 油 を 、 水 又 は 、 例 え ば 、 酢 酸 、 リ ン 酸
、 コ ハ ク 酸 、 及 び そ の 類 の よ う な 無 機 又 は 有 機 酸 、 又 は 塩 溶 液 に よ り 付 加 的 に 洗 浄 す る こ
と が で き る 。
　 限 外 濾 過 脱 ガ ム 化 の た め の 典 型 的 な 一 例 に お い て 、 そ の 酵 素 は 、 フ ィ ル タ ー に 結 合 さ れ
る か 、 又 は ろ 過 前 に 油 に 加 え ら れ る か 、 又 は 定 期 的 に フ ィ ル タ ー を き れ い に す る た め に 使
用 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 媒 介 物 理 的 精 製 補 助 の た め の 典 型 的 一 例 に お い て 、 水 及 び 酵 素 は 、 粗 油
に 加 え ら れ る 。 一 例 と し て 、 PLC又 は PLD及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 そ の 方 法 に お い て 使 用 さ
れ る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 媒 介 物 理 精 製 に お い て 、 水 の レ ベ ル は 低 く 、 即 ち 0.5～ 5 %、 で よ く
、 処 理 時 間 は 、 短 く あ る べ き で あ る (2時 間 未 満 、 又 は 60分 未 満 、 又 は 30分 未 満 、 又 は 15分
未 満 、 又 は 5分 未 満 )。 そ の 方 法 は 、 種 々 の 温 度 (25～ 70 ℃ )で 、 種 々 の 酸 や 腐 蝕 剤 を 使 用
し た 種 々 の pH(例 え ば 、 3～ 10)で 行 う こ と が で き る 。
　 別 例 に お い て 、 水 性 ガ ム 化 は 、 最 初 に 、 レ シ チ ン を 集 め る た め に 遠 心 分 離 が 行 わ れ 、 次
に 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 取 り 除 く た め に PLC又 は PLC及 び PLAが 加 え ら れ る (こ の 処 理 は 、 低
い 水 濃 度 で 行 わ れ る べ き で あ る )。 別 例 と し て 、 10 ppm未 満 (食 用 油 )へ の 粗 油 の 水 性 ガ ム
化 及 び そ れ に 続 く 物 理 的 な 精 製 (バ イ オ デ ィ ー ゼ ル の た め に 50 ppm未 満 )が 行 わ れ る 。 一 例
と し て 、 乳 化 剤 が 加 え ら れ 、 お よ び /又 は 粗 油 は 、 混 合 を 促 進 す る よ う に 強 力 ミ キ サ ー に
付 与 さ れ る 。 あ る い は 、 乳 化 ブ レ ー カ が 添 加 さ れ 、 お よ び /又 は 粗 油 は 、 水 相 の 分 離 を 促
進 す る た め に 加 熱 さ れ る 。 別 例 に お い て 、 非 水 和 性 の リ ン 脂 質 を 水 和 を 促 進 す る た め に 酸
が 加 え ら れ る 。 そ の 上 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 、 ガ ム /ソ ー プ ス ト ッ ク か ら の フ ィ ト ス テ ロ ー
ル の 精 製 を 仲 介 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 あ ら ゆ る 油 処 理 方 法 、 例 え ば 、 脱 ガ ム 又 は 同 等 の 処 理 に お い て 使 用 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 酵 素 は 、 米 国 特 許 5,558,781； 5,264,367； 6,001,640
に 述 べ ら れ て い る よ う な 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 5,558,781に 記 述
さ れ て い る 方 法 は 、 油 中 で 乳 化 剤 と し て 挙 動 す る レ シ チ ン を 本 質 的 に 破 壊 す る ホ ス ホ リ パ
ー ゼ A1、 A2又 は Bを 使 用 す る 。
　 例 え ば 、 EP0869167に 記 述 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 酵 素 及 び 方 法 は 、 高 含 量 の 非 水
和 性 リ ン を 含 む 食 用 油 中 の リ ン 含 有 組 成 を 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ A及 び /又 は B活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と に よ り 減 少 さ せ る 方 法 に お
い て 使 用 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 食 用 油 は 、 粗 油 、 い わ ゆ る 「 非 ガ ム 化 油 」 で あ
る 。 一 例 と し て 、 本 方 法 は 、 例 え ば 、 菜 種 、 大 豆 、 ゴ マ 、 ピ ー ナ ツ 、 ト ウ モ ロ コ シ 又 は ヒ
マ ワ リ 胃 由 来 す る 圧 搾 油 又 は 抽 出 油 、 あ る い は そ れ ら の 混 合 物 を 含 む 非 脱 ガ ム 化 油 を 扱 う
。 粗 油 中 の ホ ス フ ァ チ ド 含 量 は 、 0.5～ 3 %w/wの 範 囲 で 変 わ り 得 る が 、 こ れ は 200～ 1200 p
pm又 は 250～ 1200 ppmの 範 囲 の リ ン 含 量 に 対 応 す る 。 ホ ス フ ァ チ ド 以 外 に 、 粗 油 は 、 少 量
の 炭 水 化 物 、 糖 化 合 物 及 び Ca、 Mg及 び Feの 金 属 /ホ ス フ ァ チ ド 酸 複 合 体 を 含 み 得 る 。 一 例
と し て 、 そ の 方 法 は 、 脂 肪 酸 の ア シ ル 基 を 加 水 分 解 す る た め に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
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を 利 用 し た リ ン 脂 質 又 は リ ゾ リ ン 脂 質 の 処 理 を 含 む 。 一 例 と し て 、 そ の リ ン 脂 質 又 は リ ゾ
リ ン 脂 質 は 、 レ シ チ ン 又 は リ ゾ レ シ チ ン を 含 む 。 そ の 方 法 の 一 例 に お い て 、 食 用 油 は 、 約
50～ 250 ppmの 間 の リ ン を 含 み 、 そ の 方 法 は 、 リ ン 脂 質 の 大 部 分 を 加 水 分 解 し 、 加 水 分 解
さ れ た リ ン 脂 質 を 含 む 水 相 を 油 か ら 分 離 す る た め に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 使 用 し て
そ の 油 を 処 理 す る こ と を 含 む 。 一 例 と し て 、 酵 素 的 脱 ガ ム 化 処 理 の 前 に 、 そ の 油 は 、 脱 ガ
ム 化 さ れ る 。 一 例 と し て 、 そ の 方 法 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 飼 料 物 質 及 び 少 な く と
も 一 種 の リ ン 脂 質 と 混 合 す る こ と を 含 む 動 物 飼 料 の 生 産 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 酵 素 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 WO 98/18912に 記 述 さ れ て い る よ う に 、 油 の 脱 ガ ム
化 処 理 で 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 食 用 油 中 の リ ン 脂 質 含 量 を
減 ら す た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の 方 法 は 、 リ ン 脂 質 の 大 部 分 を 加 水 分 解 し 、 加 水
分 解 さ れ た リ ン 脂 質 を 含 む 水 相 を 油 か ら 分 離 す る た め に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 使 用
し て そ の 油 を 処 理 す る こ と を 含 み 得 る 。 こ の 方 法 は 、 植 物 油 、 大 豆 油 、 菜 種 油 及 び ヒ マ ワ
リ 油 、 魚 油 、 藻 及 び 動 物 油 及 び そ の 類 の よ う な 、 リ ン 脂 質 を 含 む あ ら ゆ る 食 用 油 の 精 製 に
適 応 で き る 。 酵 素 処 理 前 に 、 植 物 油 は 、 好 ま し く は 、 粘 着 物 (粘 液 )を 取 除 く た め に 湿 精 製
に よ っ て 前 処 理 を さ れ る 。 そ の 油 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 処 理 の 開 始 時 点 で リ ン 脂 質 と し て 50
～ 250 ppmの リ ン を 含 む 可 能 性 が あ り 、 本 発 明 の 方 法 は 、 こ の 値 を 5～ 10 ppmよ り 下 ま で 減
ら す こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 油 及 び 脂 肪 中 に 存 在 す る リ ン 脂 質 を リ ン 酸 基 を 含 む 水 溶 性 の 物 質 に 変
換 し 、 そ れ ら を 水 溶 性 物 質 と し て 除 去 す る 工 程 を 含 む 、 油 及 び 脂 肪 の 精 製 方 法 を 含 む 、 日
本 出 願 H5-132283、 1993年 4月 25日 出 願 、 に 記 述 さ れ て い る よ う な 方 法 に お い て 使 用 す る こ
と が で き る 。 酵 素 の 作 用 は 、 水 溶 性 の 物 質 へ の 転 換 の た め に 利 用 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ C活 性 を 有 す る 酵 素 が こ の 酵 素 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 種 子 油 を 精 製 す る 方 法 で あ る 「 有 機 精 製 法 」 （ ” Organic Refining P
rocess,” ） (ORP)(IPH, Omaha, NE)と し て 記 述 さ れ て い る 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で
き る 。 ORPは 、 改 良 さ れ た 精 製 油 の 収 量 、 副 産 物 の 付 加 価 値 、 資 本 コ ス ト 及 び 環 境 コ ス ト
の 低 減 を 含 む 、 従 来 の 化 学 精 製 に 勝 る 利 点 を 持 っ て い る で あ ろ う 。
　 例 え ば 、 EP82870032.8.に 述 べ ら れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 酵 素 は 、 油 中 に 含 ま れ た 非
グ リ セ リ ド 化 合 物 の 加 水 分 解 及 び /又 は 脱 重 合 化 を 可 能 に す る 少 な く と も 一 種 の 本 発 明 の
酵 素 を そ の よ う な 油 又 は 脂 肪 に 添 加 す る こ と を 含 む 、 油 又 は 脂 肪 、 動 物 又 は 植 物 、 未 加 工
品 、 半 加 工 品 又 は 精 製 品 の 処 理 の た め の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 非 グ リ セ リ
ド 化 合 物 の 加 水 分 解 及 び /又 は 脱 重 合 化 の た め の 本 発 明 の 例 示 的 な 方 法 は ：
1) 本 発 明 の 酵 素 又 は 少 量 の 適 切 な 溶 媒 (例 え ば 、 水 )に 予 め 溶 解 さ れ た 酵 素 複 合 体 の 油 及
び 脂 肪 へ の 添 加 及 び 混 合 。 数 種 の 溶 媒 が 可 能 で あ る が 、 そ の 酵 素 に 無 毒 で か つ 適 し た 溶 媒
が 選 ば れ る 。 こ の 添 加 は 、 連 続 処 理 法 と し て 行 っ て も 連 続 的 な 装 荷 を 伴 う 方 法 と し て 行 っ
て も よ い 。 こ の 方 法 に 従 っ て 、 油 及 び 脂 肪 に 加 え る た め に 必 要 な 酵 素 量 は 、 そ の 酵 素 及 び
処 理 さ れ る 産 物 に 依 存 し て 、 20～ 400 ppmの 範 囲 、 即 ち 、 1000キ ロ グ ラ ム の 油 に 対 し て 0.0
2～ 0.4キ ロ グ ラ ム の 酵 素 、 及 び 、 好 ま し く は 20～ 100 ppm、 即 ち 、 1000キ ロ グ ラ ム の 油 に
対 し て 0.02～ 0.1キ ロ グ ラ ム の 酵 素 、 で よ い 。 こ れ ら の 数 値 は 、 濃 縮 酵 素 に つ い て 、 す な
わ ち 希 釈 液 又 は 溶 媒 の 存 在 し な い で 酵 素 に つ い て の 数 値 で あ る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
2) 油 又 は 脂 肪 を 固 相 又 は 半 固 相 支 持 体 上 の 本 発 明 酵 素 の 固 定 化 又 は 不 溶 化 フ ィ ル タ ー ベ
ッ ド （ 好 ま し く は 多 孔 性 又 は フ ァ イ バ ー 構 造 を 持 つ ） に 通 す 。 こ の 技 術 に お い て 、 酵 素 は
、 支 持 体 の 多 孔 性 又 は フ ァ イ バ ー 構 造 の 微 小 穴 中 に 捕 獲 さ れ て い る 。 例 え ば 、 こ れ ら は 、
樹 脂 、 合 成 ポ リ マ ー 、 セ ル ロ ー ス カ ー ボ ネ ー ト 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な ゲ ル 、 ポ リ マ ー の フ
ィ ラ メ ン ト 又 は 多 孔 性 構 造 を 持 つ 共 重 合 体 か ら 成 り 、 そ の 穴 に 溶 液 中 の 酵 素 液 滴 が 捕 獲 さ
れ て い る 。 酵 素 濃 度 に 関 し て は 、 支 持 体 が 飽 和 す る ま で 上 げ る こ と が で き る 。
3) 希 釈 酵 素 溶 液 中 、 好 ま し く は 本 発 明 の 酵 素 を 0.2～ 4 %容 量 含 む 希 釈 酵 素 溶 液 中 の 、 細
か い 液 滴 状 の 油 及 び 脂 肪 の 分 散 液 。 こ の 技 術 は 、 例 え ば 、 ベ ル ギ ー 特 許 第 595,219号 に 記
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述 さ れ て い る 。 円 錐 形 の ふ た を 持 つ 高 さ 数 メ ー ト ル の 円 柱 コ ラ ム に 希 釈 酵 素 液 を 満 た す 。
こ の 目 的 の た め に 、 処 理 さ れ る 油 又 は 脂 肪 に 無 毒 か つ 非 混 和 性 で あ る 溶 媒 、 好 ま し く は 水
が 選 ば れ る 。 カ ラ ム の 底 に は 、 油 又 は 脂 肪 を 非 常 に 細 分 化 し て (お お よ そ 10,000フ ラ ッ ク
ス /m 2 )絶 え ず 注 入 す る た め の 分 配 シ ス テ ム が 装 備 さ れ て い る 。 従 っ て 、 絶 え 間 な く 油 又 は
脂 肪 の 液 滴 が 形 成 さ れ 、 そ れ は 、 ゆ っ く り と 酵 素 溶 液 中 を 上 昇 し 、 表 面 に 到 達 し 、 リ ア ク
タ ー の 円 錐 形 の ふ た の 上 で 連 続 的 に 排 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ヤ シ 油 は 、 本 発 明 の 酵 素 で 処 理 す る 前 に 前 処 理 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 約 30キ ロ グ
ラ ム の 未 加 工 パ ー ム 油 を 、 +50 ℃ に 加 熱 す る 。 セ ル ラ ー ゼ 及 び ペ ク チ ナ ー ゼ の 1 %の 水 溶
液 を 準 備 し た 。 こ れ ら を そ れ ぞ れ 600 g、 強 い 撹 拌 の 下 、 数 分 間 、 油 の 水 性 溶 液 に 加 え た
。 こ の 油 を 中 程 度 に 撹 拌 し な が ら 、 ２ 時 間 の 総 反 応 時 間 の 間 +50℃ に 維 持 し た 。 次 に 、 酵
素 を 不 活 化 さ せ る た め に 温 度 を +90 ℃ に 上 昇 さ せ 、 ろ 過 及 び 引 き 続 く ペ ロ セ ス の た め の 混
合 物 を 調 整 す る 。 油 は 、 真 空 下 、 乾 燥 さ れ 、 フ ィ ル タ ー 補 助 を 利 用 し て ろ 過 さ れ る 。
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 欧 州 特 許 EP 0 513 709 B2に 記 述 さ れ て い る よ う な 処 理 に お い て 使 用
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 使 用 し た 酵 素 的 分 解 に
よ っ て 動 物 及 び 植 物 油 中 の リ ン 含 有 組 成 の 含 量 を 減 少 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 50～
250 ppmの リ ン を 含 む 予 め 脱 粘 液 化 し た 及 び 植 物 油 は 、 有 機 カ ル ボ ン 酸 と 混 合 さ れ 、 生 じ
る 混 合 液 の pHを 4～ 6に 設 定 し 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 1 、 A 2 、 又 は Bを 含 む 酵 素 液 を 、
激 し い 撹 拌 及 び 細 か い 液 滴 の 形 成 下 、 混 合 容 器 中 の 混 合 液 に 加 え る 。 そ こ で は 、 油 に 対 す
る 重 量 の 0.5～ 5 %の エ マ ル ジ ョ ン が 形 成 さ れ 、 20～ 80 ℃ の 温 度 範 囲 で 0.1～ 10時 間 の 反 応
時 間 の 間 、 激 し い 撹 拌 の 下 の 引 き 続 く 少 な く と も 一 回 の 反 応 容 器 を 通 し て 処 理 さ れ 、 水 溶
液 の 分 離 後 、 処 理 油 の リ ン 含 量 は 、 5 ppmを 下 回 る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 有 機 精 製 方 法 は 、 粗 油 及 び 脱 ガ ム 化 油 の 両 方 に 適 用 で き る 。 そ の 方 法 は 、 慣 習 的 な 遠 心
分 離 と 共 に 、 管 理 さ れ た 処 理 条 件 の 下 で 有 機 酸 の イ ン ラ イ ン 付 加 を 利 用 す る 。 植 物 油 の リ
ン 脂 質 (「 VOP」 ) か ら 自 然 に 分 離 さ れ た 水 は 、 リ サ イ ク ル さ れ 、 再 使 用 さ れ る 。 総 水 使 用
量 は 、 有 機 精 製 処 理 法 の 結 果 と し て 大 幅 に 減 ら す こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 ま た 、 例 え ば 、 米 国 特 許 6,162,623 に 記 述 さ れ て
い る よ う な 食 用 油 の 酵 素 的 な 処 理 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 例 示 的 な 方 法 に お い て 、
本 発 明 は 、 両 極 溶 媒 性 酵 素 を 提 供 す る 。 そ れ は 、 例 え ば 、 連 続 的 な 疎 水 性 相 及 び 酵 素 及 び
酵 素 の 担 体 を 含 む 分 散 し た 水 相 エ マ ル ジ ョ ン を 調 製 す る こ と 及 び 分 散 相 か ら こ の 相 が 固 相
酵 素 被 包 粒 子 に な る ま で 水 を 除 去 す る こ と に よ っ て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 こ の 酵 素 は
、 リ パ ー ゼ で も よ い 。 固 定 化 さ れ た リ パ ー ゼ は 、 モ ノ 、 ジ 又 は ト リ -グ リ セ リ ド の 分 子 内
エ ス テ ル 化 、 ト リ グ リ セ リ ド の 脱 酸 、 又 は 、 リ パ ー ゼ が ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 場 合 、 ト リ グ リ
セ リ ド 油 か ら リ ン 脂 質 の 除 去 の よ う な リ パ ー ゼ に よ っ て 触 媒 さ れ る 反 応 の た め に 使 用 す る
こ と が で き る 。 水 相 は 、 発 酵 液 を 含 ん で も よ く 、 食 用 ト リ グ リ セ リ ド 油 が 疎 水 性 で あ っ て
も よ い 。 ま た 、 担 体 は 、 砂 糖 、 澱 粉 、 デ キ ス ト ラ ン 、 水 溶 性 の セ ル ロ ー ス の 誘 導 体 及 び 発
酵 の 残 渣 を 含 む 。 こ の 例 示 的 な 方 法 は 、 疎 水 性 相 に 存 在 す る か も し れ な い ト リ グ リ セ リ ド
、 ジ グ リ セ リ ド  、 モ ノ グ リ セ リ ド 、 グ リ セ ロ ー ル 、 リ ン 脂 質 又 は 脂 肪 酸 を 処 理 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 ト リ グ リ セ リ ド 油 か ら リ ン 脂 質 を 除 去 す る た め の
方 法 は 、 リ ン 脂 質 を 含 ん で い る ト リ グ リ セ リ ド 油 を 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 ん で い る
画 分 と 混 合 す る こ と ； リ ン 脂 質 を リ ゾ リ ン 脂 質 に 加 水 分 解 す る こ と ； 加 水 分 解 さ れ た リ ン
脂 質 を 油 か ら 分 離 す る こ と を 含 み 、 そ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 固 定 化 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ
で あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 ま た 、 例 え ば 米 国 特 許 6,127,137 に 記 述 さ れ て い
る よ う な 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 例 示 的 な 方 法 は 、 リ ン
脂 質 の 両 方 の 脂 肪 ア シ ル 基 を 加 水 分 解 す る 。 こ の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 本 発 明 の ホ ス ホ
リ パ ー ゼ は 、 リ パ ー ゼ 活 性 を 持 た ず 、 非 常 に 低 い pHで 活 性 を 示 す 。 こ れ ら の 特 性 に よ り 、
油 の 酵 素 的 及 び ア ル カ リ 加 水 分 解 (鹸 化 )が と も に 抑 制 さ れ る の で 、 油 の 脱 ガ ム 化 に お け る
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使 用 に 非 常 に 適 し た も の と な る 。 一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 リ ン 脂 質 の 両 方 の 脂 肪 ア シ ル 基
を 加 水 分 解 し 、 本 質 的 に リ パ ー ゼ 活 性 を 持 た な い ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 利 用 し て リ ン 脂 質 又 は
リ ゾ リ ン 脂 質 を 処 理 す る こ と を 含 む 、 リ ン 脂 質 の 脂 肪 ア シ ル グ ル ー プ 、 あ る い は リ ゾ リ ン
脂 質 を 加 水 分 解 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 一 側 面 と し て 、 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は pH 3
～ 4で 10分 間 に て 測 定 し た と き 、 50 ℃ の 至 適 温 度 を 持 ち 、 40 ℃ で 約 10分 間 に て 測 定 し た
と き 、 pH 3の 至 適 pHを 持 つ 。
　 一 側 面 と し て 、 リ ン 脂 質 又 は リ ゾ リ ン 脂 質 は 、 レ シ チ ン 又 は リ ゾ リ ン 脂 質 レ シ チ ン を 含
む 。 一 側 面 と し て 、 リ ン 脂 質 の 大 部 分 を 加 水 分 解 し た 後 、 加 水 分 解 さ れ た リ ン 脂 質 を 含 む
水 相 は 、 油 か ら 分 離 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 食 用 油 か ら リ ン 脂 質 を 除 去 す る 方
法 を 提 供 し 、 そ の 操 作 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 水 溶 液 の 分 散 液 を 用 い て pH 1.5～ 3に
お い て 油 を 処 理 す る こ と 、 及 び 加 水 分 解 さ れ た リ ン 脂 質 を 含 む 水 相 を 油 か ら 分 離 す る こ と
を 含 む 。 一 側 面 と し て 、 そ の 油 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ と の 処 置 の 前 に 、 粘 液 を 取 り 除 く た め
に 処 理 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ と の 処 置 の 前 の 油 は 、 リ ン 50～ 250 ppmに
対 応 す る 量 の リ ン 脂 質 を 含 ん で い る 。 一 側 面 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 処 理 は 、 0.5～ 5 % 
の 水 存 在 下 、 用 量 0.1～ 10 mg/lの ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 30～ 45 ℃ 、 1～ 12時 間 で 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 6,143,545に 記 載 さ れ て い る よ
う な 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 に 利 用 す る こ と も で き る 。 こ の 例 示 的 な 方 法 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ
リ パ ー ゼ を 使 用 し て 、 高 含 量 の 非 水 和 性 リ ン 成 分 を 含 む 食 用 油 中 の 成 分 を 含 め た リ ン 含 量
を 減 ら す 目 的 に 利 用 す る こ と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 本 法 は 、 少 な く と も 50 ppmの 非 水
和 性 リ ン 成 分 を 含 む 食 用 油 中 の リ ン 含 量 成 分 の 含 量 を 以 下 の 処 理 に よ り 減 ら す た め に 使 用
さ れ る ： 食 用 油 に ク エ ン 酸 一 水 和 物 の 水 溶 液 を 加 え 、 60 ℃ で 30分 の 前 処 理 を す る (添 加 す
る 水 /油  4.8 %； 水 相 中 の ク エ ン 酸 ＝ 106 mM、 水 /油 エ マ ル ジ ョ ン 中 の ク エ ン 酸 ＝ 4.6 mM)
； 油 エ マ ル ジ ョ ン 中 の 前 処 理 し た 水 10 mlを チ ュ ー ブ に 移 す ； エ マ ル ジ ョ ン を 沸 騰 水 浴 中 3
0分 加 熱 す る ； 5,000 rpmで 10分 間 の 遠 心 分 離 を し 、 上 (油 )相 の 約 8 mlを 新 し い チ ュ ー ブ に
移 し 、 24時 間 静 置 す る ； お よ び 、 そ の 食 用 油 中 の 非 水 和 性 リ ン 含 量 (ppm)を 測 定 す る た め
に 、 清 明 な 上 相 か ら 8 gを 取 り 出 す 。 本 法 は 、 ま た 、 pH 5～ 8に お い て 、 食 用 油 と 本 発 明 の
ホ ス ホ リ パ ー ゼ A又 は B(例 え ば 、 PLA2、 あ る い は PLB)の 水 溶 液 と を 接 触 さ せ る こ と を 含 み
、 溶 液 は 、 油 の リ ン 含 量 が 11 ppm未 満 に な る ま で 油 中 に 乳 化 さ れ 、 そ れ か ら 水 相 を 処 理 油
か ら 分 離 す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 5,532,163に 記 載 さ れ て い る よ
う な 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 に も 利 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 は 、 油 及 び 脂 肪 中 の リ ン 脂 質
を 効 率 的 に 分 解 、 除 去 す る こ と に よ り 、 油 及 び 脂 肪 を 精 製 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 一
側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 以 下 を 含 む 油 及 び 脂 肪 の 精 製 方 法 を 提 供 す る ： エ マ ル ジ ョ ン 中 で
、 油 及 び 脂 肪 と 本 発 明 の 酵 素 、 例 え ば 、 グ リ セ ロ リ ン 脂 質 中 の グ リ セ ロ 脂 肪 酸 エ ス テ ル を
分 解 す る 活 性 を 有 す る 酵 素 (例 え ば 、 本 発 明 の PLA2)、 を 反 応 さ せ る ； お よ び 、 酵 素 処 理 し
た 油 及 び 脂 肪 を 水 又 は 酸 溶 液 で 洗 浄 す る 。 別 例 と し て 、 そ の 洗 浄 工 程 に 使 用 さ れ る 酸 溶 液
は 、 例 え ば 、 ク エ ン 酸 、 酢 酸 、 リ ン 酸 及 び そ れ ら の 塩 等 の 少 な く と も 一 つ の 溶 液 で あ る 。
一 側 面 と し て 、 乳 化 条 件 は 、 油 及 び 脂 肪 の 100重 量 部 あ た り 、 30重 量 部 又 は そ れ 以 上 の 水
を 用 い る 。 油 及 び 脂 肪 は 、 簡 便 な ア ル カ リ 精 製 工 程 を 使 用 す る こ と な し に 精 製 す る こ と が
で き る の で 、 洗 浄 廃 水 及 び 工 業 廃 液 を 減 ら す こ と も で き る 。 更 に 、 こ れ ら 廃 液 中 に 含 有 さ
れ る こ と に よ る 中 性 油 及 び 脂 肪 の ロ ス が 本 発 明 の 方 法 に お い て は 起 き な い た め に 油 の 収 量
が 改 善 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 約 100～ 1,000 ppmの リ ン 脂 質 を 含 む 油 の 精 製 方
法 を 提 供 し 、 乳 化 条 件 に お い て 、 前 述 の 油 及 び 脂 肪 と グ リ セ ロ リ ン 脂 質 中 の グ リ セ ロ 脂 肪
酸 エ ス テ ル を 分 解 す る 活 性 を 有 す る 本 発 明 の 酵 素 を 反 応 さ せ る こ と を 含 む 。 一 側 面 と し て
、 本 発 明 は 、 乳 化 条 件 に お い て 、 約 100～ 1,000 ppmの リ ン 脂 質 を 含 む 油 を 、 油 及 び 脂 肪 と
グ リ セ ロ リ ン 脂 質 中 の グ リ セ ロ 脂 肪 酸 エ ス テ ル を 分 解 す る 活 性 を 有 す る 本 発 明 の 酵 素 を 反
応 さ せ る こ と を 含 む 、 精 製 及 び そ れ に 引 き 続 く 処 理 油 及 び 脂 肪 の 洗 浄 水 に よ る 洗 浄 方 法 を
提 供 す る 。
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【 ０ ２ ５ ２ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 5,264,367に 記 載 さ れ て い る よ
う な 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 に 利 用 す る こ と も で き る 。 粘 質 物 を 除 く た め に 湿 精 製 さ れ た 食 用
植 物 又 は 動 物 油 、 例 え ば 、 大 豆 油 の よ う な 油 の リ ン 含 有 成 分 及 び 鉄 の 含 量 は 、 油 と 本 発 明
の 酵 素 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1、 A2、 又 は Bの 水 溶 液 を 接 触 さ せ る こ と に よ る 酵 素 的
分 解 、 及 び そ れ に 続 く 処 理 油 か ら 水 相 を 分 離 す る こ と に よ り 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 一
側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 粘 質 物 を 除 く た め に 精 製 さ れ た 油 中 の リ ン -及 び 鉄 -含 有 成 分 の 含
量 を 減 少 さ せ る た め の 酵 素 的 方 法 を 提 供 す る 。 粘 質 物 を 除 く た め に 精 製 さ れ た 油 は 、 本 発
明 の 酵 素 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1、 A2、 又 は Bで 処 理 す る こ と が で き る 。 5 ppmよ り 低
い リ ン 含 量 及 び 1 ppmよ り 低 い 鉄 含 量 を 達 成 す る こ と が で き る 。 低 鉄 含 量 は 、 油 の 安 定 性
に と っ て 有 利 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 5,288,619に 記 載 さ れ て い る よ
う な 転 移 エ ス テ ル 化 油 の 調 製 に 利 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 は 、 低 転 移 酸 及 び 低 中 間 鎖
脂 肪 酸 含 量 の マ ー ガ リ ン 油 を 作 る た め の 酵 素 的 エ ス テ ル 転 移 の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法
は 、 ス テ ア リ ン 酸 原 料 物 質 及 び 食 用 液 体 植 物 油 を 含 む 転 位 エ ス テ ル 化 反 応 混 合 物 を 提 供 す
る 工 程 、 前 記 ス テ ア リ ン 酸 原 料 物 質 及 び 食 用 液 体 植 物 油 を 1-, 3-位 に 部 位 特 異 的 な リ パ ー
ゼ を 用 い て 転 位 エ ス テ ル 化 す る 工 程 、 お よ び 、 最 後 に 脂 肪 酸 混 合 物 を 水 素 添 加 し 、 植 物 油
と の リ サ イ ク ル 反 応 の た め の 再 生 ス テ ア リ ン 酸 原 料 物 質 を 提 供 す る 工 程 を 含 む 。 本 発 明 は
、 ま た 、 転 移 エ ス テ ル 化 油 調 製 の た め の 向 流 法 を も 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を
含 む ： 1-, 3-位 に 部 位 特 異 的 な リ パ ー ゼ を 含 む 転 移 エ ス テ ル 化 反 応 ゾ ー ン を 提 供 す る 工 程
、 植 物 油 を 前 記 転 移 エ ス テ ル 化 ゾ ー ン に 導 入 す る 工 程 、 ス テ ア リ ン 酸 原 料 物 質 を 導 入 す る
工 程 、 超 臨 界 ガ ス 又 は 亜 臨 界 液 化 ガ ス 向 流 流 体 を 導 入 す る 工 程 、 反 応 ゾ ー ン に お い て ト リ
グ リ セ リ ド ス ト リ ー ム と ス テ ア リ ン 酸 又 は ス テ ア リ ン 酸 モ ノ エ ス テ ル ス ト リ ー ム の 転 移 エ
ス テ ル 化 反 応 を 行 う 工 程 、 転 移 エ ス テ ル 化 ト リ グ リ セ リ ド マ ー ガ リ ン 油  ス ト リ ー ム を 取
り 出 す 工 程 、 向 流 流 体 相 を 取 り 出 す 工 程 、 転 移 エ ス テ ル 化 ス テ ア リ ン 酸 又 は ス テ ア リ ン 酸
モ ノ エ ス テ ル を 水 素 化 し て 、 水 素 化 再 生 ス テ ア リ ン 酸 原 料 物 質 を 提 供 す る 工 程 、 お よ び 、
水 素 化 再 生 ス テ ア リ ン 酸 原 料 物 質 を 反 応 ゾ ー ン に 導 入 す る 工 程 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 一 側 面 と し て 、 高 度 に 不 飽 和 の リ ン 脂 質 化 合 物 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 適 切 な
使 用 に よ り sn-3位 の リ ン 酸 基 を 取 り 除 き 、 1,3リ パ ー ゼ ア シ ル エ ス テ ル 合 成 に よ り ト リ グ
リ セ リ ド に 変 換 す る こ と が で き る 。 2位 置 換 リ ン 脂 質 は 、 直 接 、 機 能 食 品 成 分 と し て 使 用
し て も よ く 、 ま た 、 引 き 続 き 、 本 発 明 の 固 定 化 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cを 用 い て リ ア ク タ ー 160中
で 選 択 的 に 1-ジ グ リ セ リ ド へ と 加 水 分 解 し 、 本 明 細 書 中 に 述 べ ら れ て い る 様 に 、 酵 素 的 な
エ ス テ ル 化 を 行 っ て 、 2-置 換 多 飽 和 脂 肪 酸 成 分 を 持 つ ト リ グ リ セ リ ド 産 物 を 産 生 す る こ と
が で き る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 6,001,640に 記 載 さ れ て い る よ
う な 植 物 油 の 酵 素 的 脱 ガ ム 化 方 法 に 利 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の こ の 方 法 は 、 食 用 油
の 産 生 に お け る 脱 ガ ム 化 工 程 を 含 む 。 予 め 水 性 脱 ガ ム 化 処 理 に よ り 水 和 性 ホ ス フ ァ チ ド を
取 り 除 か れ た 植 物 油 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 使 用 し た 酵 素 処 理 に よ り 、 非 水 和 性 ホ
ス フ ァ チ ド を 含 ま な い 。 こ の 処 理 は 、 穏 や か で 、 経 済 的 で 、 し か も 環 境 に 優 し い も の と な
る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 酵 素 を 反 応 さ せ る た め に 、 油 及 び 水 の 両 相 は 、 よ く 混 合 さ れ る
べ き で あ る 。 単 に 、 そ れ ら を 撹 拌 す る だ け で は 不 十 分 で あ る か も し れ な い 。 も し 、 酵 素 が
少 量 の 水 に 溶 解 さ れ 、 例 え ば 、 0.5～ 5重 量  %(油 に 対 し て )の 水 に 溶 解 さ れ 、 油 中 に 乳 化 さ
れ る な ら ば 、 酵 素 の 適 切 な 分 散 は 補 助 さ れ 、 直 径 10マ イ ク ロ メ ー タ ー 以 下 の 液 滴 (重 量 平
均 )が 形 成 さ れ る 。 液 滴 は 、 1マ イ ク ロ メ ー タ ー 以 下 に な り 得 る 。 100 cm/秒 を 上 回 る 放 射
速 度 の 激 し い 撹 拌 を 行 っ て も よ い 。 油 は 、 外 部 の 回 転 式 ポ ン プ を 利 用 し て 、 リ ア ク タ ー 中
で 撹 拌 さ れ て も よ い 。 酵 素 を 含 む 水 相 は 、 超 音 波 作 用 を 利 用 し て 、 細 か く 分 散 さ せ る こ と

10

20

30

40

50

(108) JP 2005-523019 A 2005.8.4



も で き る 。 分 散 装 置 を 利 用 し て も よ い 。
　 酵 素 反 応 は 、 お そ ら く 、 油 相 と 水 相 間 の 境 界 面 で 起 こ る 。 混 合 し て 酵 素 を 含 む 水 相 に 対
し て 最 大 に 可 能 な 表 面 を 作 り 出 す こ と が こ れ ら の 全 て の 方 法 の 目 標 で あ る 。 界 面 活 性 剤 の
添 加 は 、 水 相 の 微 小 分 散 を 促 進 す る 。 従 っ て 、 い く つ か の 例 に お い て 、 例 え ば 、 EP-A 0 5
13 709に 記 載 さ れ て い る 様 に 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な HLB値 が 9を 超 え る 界 面 活
性 剤 が 酵 素 溶 液 に 加 え ら れ る 。 乳 化 を 改 良 す る 同 様 に 効 果 的 な 方 法 は 、 リ ゾ レ シ チ ン の 添
加 で あ る 。 そ の 添 加 量 は 、 油 に 対 し て 0.001～ 1 %の 範 囲 で よ い 。 酵 素 処 理 間 の 温 度 は 、 厳
格 で は な い 。 20～ 80 ℃ の 範 囲 の 温 度 が 使 用 さ れ る が 、 そ の 範 囲 の よ り 高 い 温 度 は 短 時 間
で の み 適 用 さ れ る 。 こ の 点 に 関 し て 、 適 切 な 温 度 及 び /又 は 低 pH耐 性 を 持 つ 本 発 明 の ホ ス
ホ リ パ ー ゼ が 利 用 さ れ る 。 30～ 50 ℃ の 適 用 温 度 が 至 適 で あ る 。 処 理 時 間 は 、 温 度 に 依 存
し 、 高 温 で は よ り 短 時 間 行 え ば よ い 。 通 常 、 0.1～ 10時 間 又 は 1～ 5時 間 の 時 間 で 十 分 で あ
る 。 反 応 は 、 脱 ガ ム 化 リ ア ク タ ー 中 で 起 こ り 、 例 え ば 、 DE-A 43 39 556に 記 載 さ れ て い る
様 に 、 い く つ か の 段 階 に 分 け る こ と が で き る 。 従 っ て 、 バ ッ チ 処 理 に 加 え て 、 連 続 的 な 処
理 が 可 能 で あ る 。 反 応 は 、 異 な る 温 度 の 段 階 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン は 、 40 ℃ で 3時 間 行 っ た 後 に 、 60 ℃ で 1時 間 行 う こ と が で き る 。 反 応 が 段 階 的 に 進
行 す る 場 合 、 各 段 階 で 異 な っ た pH値 に 調 節 で き る 可 能 性 も 生 じ る 。 例 え ば 、 最 初 の 段 階 に
お け る 溶 液 の pHは 7に 調 整 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 第 二 段 階 に お い て は ク エ ン 酸 の 添 加
に よ り 2.5に 調 整 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 少 な く と も 一 つ の 段 階 に お い て 、 酵
素 溶 液 の pHは 、 4又 は 3よ り 低 く な け れ ば な ら な い 。 も し 、 そ の pHが 続 い て そ の レ ベ ル よ り
低 く 合 わ せ ら れ る と 、 悪 影 響 が 見 ら れ る か も し れ な い 。 従 っ て 、 酵 素 を 油 に 混 合 す る 前 に
、 ク エ ン 酸 を 酵 素 溶 液 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 酵 素 処 理 を 行 っ た 後 、 酵 素 溶 液 は 、 そ れ を 含 む NHPの 分 解 産 物 と 共 に 、 例 え ば 、 遠 心 分
離 に よ り 、 バ ッ チ 又 は 連 続 的 に 油 相 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 酵 素 は 、 高 度 に 安 定 で あ
り 、 そ の 溶 液 に 含 ま れ る 分 解 産 物 (ス ラ ッ ジ と し て 沈 殿 す る か も し れ な い )の 量 が 僅 か で あ
る た め 、 同 じ 酵 素 液 を 数 回 使 用 す る こ と が で き る 。 本 質 的 に ス ラ ッ ジ を 含 ま な い 酵 素 溶 液
を 再 び 使 用 で き る よ う に 、 酵 素 を ス ラ ッ ジ か ら 取 り 除 く こ と も 可 能 で あ る 。 DE-A 43 39 5
56を 参 照 。 こ の 脱 ガ ム 化 方 法 に 関 す る 一 例 と し て 、 15 ppm未 満 の リ ン を 含 む 油 が 得 ら れ る
。 一 つ の 目 標 は 、 10 ppm未 満 の リ ン 含 量 で あ る ； あ る い は 5 ppm未 満 。 10 ppm未 満 の リ ン
含 量 を 以 て 、 蒸 留 脱 酸 の 処 理 方 法 に 従 っ て 、 更 に 油 を 容 易 に 処 理 す る こ と が 可 能 で あ る 。
鉄 の み な ら ず マ グ ネ シ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 亜 鉛 の よ う な 他 の 多 く の イ オ ン を 、 例 え ば 、 0.
1 ppmを 下 回 る よ う に 、 油 か ら 取 り 除 く こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の 産 物 は 、 更 な る 処 理
及 び 保 存 工 程 の 間 の 適 切 な 酸 化 抵 抗 性 の た め に 理 想 的 な 必 要 条 件 を 満 た し て い る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 EP特 許 EP 0513709に 記 載 さ れ て い る よ う
な 、 植 物 及 び 動 物 油 中 の リ ン 含 有 成 分 の 量 を 減 少 さ せ る た め に 利 用 す る こ と も で き る 。 こ
の 方 法 に お い て 、 予 め 脱 粘 液 化 し た 植 物 及 び 動 物 油 、 例 え ば 、 大 豆 油 、 に 含 ま れ る レ シ チ
ン の よ う な リ ン 含 有 成 分 、 特 に 、 ホ ス フ ァ チ ド の 含 量 及 び 鉄 含 量 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ A1、 A2、 又 は Bを 使 用 し た 酵 素 的 分 解 に よ っ て 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 JP 06306386に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
脂 肪 又 は 油 の 精 製 に 使 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 は 、 リ ン 脂 質 を 水 溶 性 リ ン 酸 基 含 有 物
質 に 変 換 し 、 そ の 物 質 を 取 り 除 く 工 程 を 含 む 、 脂 肪 又 は 油 を 精 製 す る た め の 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の 酵 素 (例 え ば 、 PLC)の 作 用 は 、 リ ン 脂 質 を そ の 物 質 に 変 換 す る た め に 使 用 さ
れ る 。 従 っ て 、 ア ル カ リ 廃 液 を 含 む 産 業 廃 液 及 び 大 量 の 油 を 排 出 す る ア ル カ リ 精 製 工 程 を
行 わ ず に 、 脂 肪 又 は 油 を 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 中 性 の 脂 肪 又 は 油 の 廃 液 へ の 損 失 が
ゼ ロ に ま で 減 少 し 得 る た め に 、 収 量 の 改 善 も 達 成 可 能 で あ る 。 一 側 面 と し て 、 ガ ム 状 物 質
は 、 水 溶 性 物 質 に 変 換 さ れ 、 粗 油 の 脱 ガ ム 化 段 階 に お い て ホ ス ホ リ パ ー ゼ C活 性 を 有 す る
本 発 明 の 酵 素 の 添 加 及 び 酵 素 処 理 に よ り 、 水 溶 性 物 質 と し て 除 去 さ れ る 。 一 側 面 と し て 、
本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cは 、 リ ン 脂 質 中 の グ リ セ リ ン と リ ン 酸 の エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す
る 活 性 を 有 す る 。 必 要 な ら ば 、 本 法 に は 、 酵 素 処 理 油 を 水 又 は 酸 の 水 溶 液 に よ り 洗 浄 す る
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こ と を 含 め る こ と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の 酵 素 は 、 粗 油 に 添 加 さ れ 、 粗 油 と 反
応 す る 。 使 用 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 量 は 、 粗 油 1kgあ た り 、 10～ 10,000ユ ニ ッ ト 、 あ る
い は 100～ 2,000ユ ニ ッ ト で よ い 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 Dijkstra、 Albert J、 他 、 Oleagineux、
Corps Gras、 Lipides (1998), 5(5), 367-370 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 水 性 脱 ガ ム 化 処
理 に 利 用 す る こ と も で き る 。 例 示 的 な 方 法 に お い て 、 こ の 水 性 ガ ム 化 処 理 は 、 レ シ チ ン を
産 生 す る た め 及 び 脱 ガ ム 化 用 の 酸 及 び 漂 白 土 を 使 用 す る 乾 燥 脱 ガ ム 化 処 理 の た め に 利 用 さ
れ る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 ヤ シ 油 、 ラ ウ リ ン 酸 油 等 の よ う な 低 リ ン 脂 質 の 油 の み に 経 済
的 に 実 施 可 能 か も し れ な い 。 高 NHP含 有 種 油 に は 、 酸 精 製 プ ロ セ ス が 利 用 さ れ 、 そ れ に よ
り 、 こ の プ ロ セ ス は 、 ガ ム 廃 棄 を 可 能 に す る 油 ミ ル に お い て 行 わ れ る 。 一 側 面 と し て 、 酸
精 製 油 は 、 物 理 的 精 製 の 前 に 実 施 さ れ る 「 ポ リ ッ シ ン グ 」 操 作 で あ る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 Dijkstra 他 、 Res. Dev. Dep., N.V. Va
ndemoortele Coord. Cent.、 Izegem、 Belg. JAOCS, J. Am. Oil Chem. Soc. (1989), 66:
1002-1009に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 脱 ガ ム 化 処 理 に 利 用 さ れ る こ と も で き る 。 例 示 的 な
方 法 に お い て 、 全 脱 ガ ム 化 処 理 は 、 リ ン 酸 又 は ク エ ン 酸 の よ う な 酸 の 大 豆 油 へ の 分 散 、 接
触 時 間 を 与 え た 後 に 、 酸 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン に 苛 性 ソ ー ダ 又 は ケ イ 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な
塩 基 を 混 合 す る こ と を 含 む 。 こ れ は 、 石 鹸 の 形 成 を 避 け る の に 十 分 な だ け 低 い 中 和 度 を 保
つ 。 石 鹸 の 形 成 は 、 油 の 損 失 を 起 こ す か ら で あ る 。 引 き 続 き 、 そ の 油 は 、 遠 心 分 離 装 置 に
通 し 、 ガ ム の 殆 ど を 油 の 流 れ か ら 除 去 し 、 最 小 の 油 含 量 を 持 つ ガ ム 相 を 得 る 。 そ の 油 の 流
れ は 、 次 に 、 二 度 目 の 遠 心 分 離 に 通 し 、 残 存 す る 全 て の ガ ム を 取 り 除 き 、 希 釈 ガ ム 相 を 得
、 リ サ イ ク ル さ れ る 。 洗 浄 及 び 乾 燥 又 は イ ン ラ イ ン  ア ル カ リ 精 製 に よ り 、 処 理 が 終 了 す
る 。 そ の 全 て の 脱 ガ ム 化 処 理 を 採 用 す る と 、 古 典 的 な ア ル カ リ 精 製 法 に 比 較 し て 、 お よ そ
0.5％ の 総 収 量 の 改 善 が 実 現 さ れ る 。 完 全 に 脱 ガ ム 化 さ れ た 油 は 、 引 き 続 き 、 ア ル カ リ 精
製 、 漂 白 及 び 脱 臭 、 又 は 漂 白 及 び 物 理 的 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 Hvolby、 他 、 Sojakagefabr., Copenhage
n, Den., J. Amer. Oil Chem. Soc. (1971) 48:503-509に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 例 え ば
、 大 豆 油 の よ う な 植 物 油 の 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 除 去 す る た め に 利 用 す る こ と も で き る 。 こ
の 例 示 的 な 方 法 に お い て 、 水 性 ガ ム 化 油 は 、 Ca + + 、 Mg/Ca-結 合 試 薬 及 び 界 面 活 性 剤 を 含 有
及 び 非 含 有 の 緩 衝 液 と 種 々 の pH値 で 混 合 さ れ る 。 そ の 非 水 和 性 リ ン 脂 質 は 、 ミ セ ル 又 は 混
合 エ マ ル ジ ョ ン の 成 分 と し て 、 非 変 換 状 態 で 除 去 す る こ と が で き る 。 更 に 、 非 水 和 性 リ ン
脂 質 は 、 例 え ば 、 ホ ス フ ァ チ ド か ら Mg及 び Caの 除 去 に よ る 解 離 型 へ の 変 換 に よ り 除 去 可 能
で あ り 、 そ れ は 、 酸 性 化 、 あ る い は Mg/Ca-錯 体 形 成 試 薬 又 は Mg/Ca-沈 殿 試 薬 に よ り 達 成 す
る こ と が で き る 。 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 除 去 又 は 化 学 変 換 は 、 エ マ ル ジ ョ ン の 形 成 低 下 を 起
こ し 、 エ マ ル ジ ョ ン 及 び 石 け ん 原 料 (soapstock)か ら の 脱 産 油 の 分 離 を 改 善 す る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 Buchold、 他 、  Frankfurt/Main, German
y. Fett Wissenschaft Technologie (1993), 95(8), 300-304に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
植 物 油 の 脱 ガ ム 化 に 利 用 す る こ と も で き る 。 食 用 植 物 油 の 脱 ガ ム 化 の た め の 本 発 明 の 例 示
的 な 方 法 に お い て 、 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2の よ う な 本 発 明 の 酵 素 の 水 溶 懸 濁 液 は 、 リ
ン 脂 質 の sn2位 で 脂 肪 酸 を 加 水 分 解 す る た め に 使 用 さ れ 、 油 に 不 溶 で 、 物 理 的 分 離 に よ り
従 順 な 1-ア シ ル -リ ゾ リ ン 脂 質 を 生 ず る 。 約 700レ シ タ ー ゼ (lecitase)ユ ニ ッ ト ／ kg油 に 相
当 す る 少 量 の 添 加 で さ え 、 残 存 リ ン 含 量 は 、 10 ppm未 満 と な り 、 そ の た め に 、 化 学 精 製 が
物 理 精 製 に 置 き 換 え ら れ 、 中 和 、 石 け ん 原 料 (soapstock)分 離 、 及 び 廃 液 処 理 の 必 要 性 が
取 り 除 か れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 EnzyMax. Dahlke, Klaus. Dept. G-PDO,
 Lurgi Ol-Gas, Chemie, GmbH, Frankfurt, Germany. Oleagineux, Corps Gras, Lipides
  (1997), 4(1), 55-57に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 植 物 油 の 脱 ガ ム 化 処 理 に 利 用 さ れ る こ
と も で き る 。 こ の 例 示 的 な 処 理 方 法 は 、 殆 ど の 油 の 物 理 的 精 製 の た め の 脱 ガ ム 化 の 処 理 方
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法 で あ る 。 酵 素 的 触 媒 に よ る 加 水 分 解 に よ り 、 ホ ス フ ァ チ ド は 、 水 溶 性 リ ゾ ホ ス フ ァ チ ド
へ と 変 換 さ れ 、 遠 心 分 離 に よ り 油 か ら 分 離 さ れ る 。 酵 素 的 に 脱 ガ ム 化 さ れ た 油 中 の 残 存 リ
ン 含 量 は 、 2 ppmと い う 低 さ に な り 得 る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 Cleenewerck、 他 、 N.V. Vamo Mills, Iz
egem, Belg. Fett Wissenschaft Technologie (1992), 94:317-22； そ し て 、 Clausen, Ki
m；  Nielsen, Munk. Novozymes A/S, Den. Dansk Kemi (2002) 83(2):24-27に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 植 物 油 の 脱 ガ ム 化 処 理 に 利 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及
び 方 法 は 、 例 え ば 、 Nilsson-Johansson、 他 、 Fats Oils Div., Alfa-Laval Food Eng. AB
,  Tumba,  Swed. Fett Wissenschaft Technologie  (1988), 90(11), 447-51； そ し て 、
Munch, Ernst W. Cereol Deutschland GmbH, Mannheim, Germany. Editor(s)： Wilson, R
ichard F.   Proceedings of the World Conference on Oilseed Processing Utilizatio
n, Cancun, Mexico, Nov. 12-17, 2000 (2001), Meeting Date 2000, 17-20に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 酸 を 利 用 し た 植 物 油 の 前 精 製 を 取 り 込 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 Jerzewska、 他 、 Inst. Przemyslu Miesn
ego i Tluszczowego, Warsaw, Pol., Tluszcze Jadalne (2001), 36(3/4), 97-110に 記 載
さ れ て い る よ う に 、 植 物 油 の 脱 ガ ム 化 処 理 に 利 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の こ の 方 法 に
お い て 、 水 和 さ れ た 低 エ ル カ 酸 菜 種 油 の 酵 素 的 脱 ガ ム 化 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2の
使 用 に よ る も の で あ る 。 こ の 酵 素 は 、 リ ン 脂 質 の グ リ セ ロ ー ル 残 基 の 中 心 炭 素 原 子 と 脂 肪
酸 の エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 。 そ れ は 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を そ れ ら に 対 応 す る
水 和 性 リ ゾ 化 合 物 へ 加 水 分 解 す る 。 非 精 製 酵 素 画 分 の 場 合 、 そ の 2 ％ 調 製 物 の 添 加 お よ び
4時 間 で 、 よ り 良 好 な 結 果 を 達 成 す る こ と が で き る (87 ％ の リ ン が 除 去 )。
【 ０ ２ ６ １ 】
植 物 油 か ら の フ ィ ト ス テ ロ ー ル の 精 製
　 本 発 明 は 、 植 物 油 か ら フ ィ ト ス テ ロ ー ル 及 び ト リ テ ル ペ ン 、 あ る い は 植 物 ス テ ロ ー ル を
精 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 利 用 し て 精 製 で き る フ ィ ト
ス テ ロ ー ル は 、 β -シ ト ス テ ロ ー ル 、 カ ン ペ ス テ ロ ー ル 、 シ グ マ ス テ ロ ー ル 、 ス チ グ マ ス
タ ノ ー ル 、 β -シ ト ス タ ノ ー ル 、 シ ト ス タ ノ ー ル 、 デ ス モ ス テ ロ ー ル 、 キ ャ リ ナ ス テ ロ ー
ル 、 ポ リ フ ェ ラ ス テ ロ ー ル 、 ク リ オ ナ ス テ ロ ー ル 及 び ブ ラ ッ シ カ ス テ ロ ー ル を 含 む 。 植 物
ス テ ロ ー ル は 、 健 康 及 び 栄 養 産 業 に と っ て 重 要 な 農 産 物 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 化 粧 品 及 び ホ ル モ ン 製 薬 の た め の ス テ ロ イ ド 中 間 体 や 前 駆 体 の た め
の 乳 化 剤 を 作 る た め に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 心 臓 の 健 康 維 持
に 利 益 を 持 つ コ レ ス テ ロ ー ル 低 下 薬 と し て 使 用 す る フ ィ ト ス テ ロ ー ル 及 び そ れ ら の エ ス テ
ル の ア ナ ロ グ を 作 る (例 え ば 、 精 製 す る )た め に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び
方 法 は 、 小 腸 内 腔 に お け る コ レ ス テ ロ ー ル の 吸 収 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 血 中 コ レ ス テ ロ
ー ル 濃 度 を 低 下 さ せ る 植 物 ス テ ロ ー ル を 精 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 及 び 方 法 は 、 非 常 に 低 濃 度 で Tリ ン パ 球 の 細 胞 性 応 答 及 び ガ ン 細 胞 株 に 対 す る ナ チ ュ
ラ ル キ ラ ー 細 胞 の 細 胞 毒 性 の 亢 進 を 含 む 免 疫 調 節 能 を 示 す 植 物 ス テ ロ ー ル を 精 製 す る た め
に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 肺 結 核 、 間 接 リ ウ マ チ 、 HIV-感 染 患
者 の 治 療 及 び 、 例 え ば マ ラ ソ ン 走 者 に お け る 免 疫 ス ト レ ス の 抑 制 等 に 使 わ れ る 植 物 ス テ ロ
ー ル を 精 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 日 用 植 物 油 (例 え ば 、 コ コ ナ ッ ツ 油 、 カ ノ ー ラ 油
、 コ コ ア バ タ ー 、 コ ー ン 油 、 綿 実 油 、 亜 麻 仁 油 、 オ リ ー ブ 油 、 ヤ シ 油 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 、 米
糠 油 、 紅 花 油 、 胡 麻 油 、 大 豆 油 、 ヒ マ ワ リ 油 )の ス テ ロ ー ル 画 分 に 存 在 す る 、 シ ト ス テ ロ
ー ル (40.2～ 92.3 %)、 キ ャ ン プ ス テ ロ ー ル (2.6～ 38.6 %)、 シ チ グ マ ス テ ロ ー ル (0～ 31 %)
及 び 5-ア ベ ナ ス テ ロ ー ル (1.5-29%)の よ う な ス テ ロ ー ル 成 分 を 精 製 す る た め に 使 用 さ れ る
。
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ ー ル 、 ヘ キ サ ン 、 メ チ レ ン ク ロ ラ イ ド 、 あ る い
は ア セ ト ン を 用 い た 溶 媒 抽 出 に よ り 脂 肪 種 子 の 植 物 ス テ ロ ー ル を 単 離 し 、 引 き 続 き 、 濃 縮
さ れ た ス テ ロ ー ル を 得 る た め に 鹸 化 及 び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 を 含 め る こ と が で
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き る 。 代 わ り に 、 植 物 サ ン プ ル は 、 ス テ ロ ー ル を 濃 縮 、 単 離 で き る 全 脂 質 抽 出 物 を 得 る た
め に 、 超 臨 界 二 酸 化 炭 素 を 用 い た 超 臨 界 抽 出 法 に よ り 抽 出 し て も よ い 。 引 き 続 く ス テ ロ ー
ル 化 合 物 の 解 析 及 び 定 量 の た め に 、 単 離 さ れ た 粗 画 分 は 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (CC)
、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)、 順 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー (HPLC)、 逆 相 HPLC、 及 び キ ャ ピ ラ リ ー エ レ ク ト ロ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 広 範 な
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 に よ り 精 製 、 分 離 す る こ と が で き る 。 全 て の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
単 離 及 び 分 離 技 術 の う ち 、 CC及 び TLCの 操 作 は 、 サ ン プ ル の 浄 化 、 精 製 、 試 験 サ ン プ ル 中
の ス テ ロ ー ル の 定 量 的 ア ッ セ イ 及 び 前 も っ た 概 算 の た め に 、 最 も 得 や す く 、 供 給 さ れ や す
く 、 ま た 適 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 植 物 油 中 に 失 わ れ る フ ィ ト ス テ ロ ー ル は 、 食 用 油 の 精 製 過 程 に お い て 、 副 産 物 と し て 失
わ れ る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 そ の よ う な 副 産 物 か ら フ ィ ト ス テ ロ ー ル リ
ッ チ な 産 物 を 産 生 す る た め に 、 そ の よ う な 副 産 物 か ら 単 離 さ れ た フ ィ ト ス テ ロ ー ル を 使 用
す る 。 本 発 明 の フ ィ ト ス テ ロ ー ル の 単 離 及 び 精 製 法 は 、 産 業 副 産 物 の 油 処 理 を 含 め ら れ 、
分 子 蒸 留 、 液 -液 抽 出 及 び 結 晶 化 の 操 作 を 含 む 。
　 本 発 明 の 方 法 は 、 フ ィ ト ス テ ロ ー ル を 抽 出 す る た め に 脂 質 抽 出 の た め の 方 法 を 含 め る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は 、 遊 離 フ ィ ト ス テ ロ ー ル 及 び フ ィ ト ス テ ロ ー ル 脂 肪
酸 エ ス テ ル を 定 量 的 に 抽 出 す る た め に 、 ヘ キ サ ン (殆 ど の タ イ プ の 植 物 油 の 抽 出 に 共 通 し
て 使 用 さ れ る )の よ う な 非 極 性 溶 媒 を 使 用 で き る 。 ス テ リ ル グ リ コ シ ド 及 び 脂 肪 酸 -ア シ ル
ス テ リ ル グ リ コ シ ド は 、 ヘ キ サ ン で 部 分 的 に の み 抽 出 さ れ 、 溶 媒 の 極 性 を 上 げ る こ と に よ
り 、 抽 出 の 度 合 い は よ り 高 く な る 。 使 用 で き る 一 つ の 操 作 は 、 リ ン 脂 質 を 含 む 全 て の ス テ
ロ ー ル 脂 質 ク ラ ス の 抽 出 の た め の ブ ラ イ -ダ イ ア ー （ Blight-Dyer） の ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ
ノ ー ル 法 で あ る 。 フ ィ ト ス テ ロ ー ル 脂 質 ク ラ ス の 定 量 的 な 分 離 及 び 解 析 を す る 一 つ の 例 示
的 な 方 法 は 、 そ の 脂 質 抽 出 物 を HPLCシ ス テ ム へ 注 入 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 6,303,803に 記 載 さ れ て い る よ
う に 、 脂 肪 及 び 油 か ら ス テ ロ ー ル を 取 り 除 く た め に 利 用 す る こ と も で き る 。 こ れ は 、 ス テ
ロ ー ル 含 有 脂 肪 及 び 油 の ス テ ロ ー ル 含 量 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ る 。 そ れ は 、 コ レ ス テ ロ ー
ル 及 び 他 の ス テ ロ ー ル の 、 リ ン 脂 質 二 重 層 の よ う な 疎 水 的 な 溶 液 二 重 層 を 形 成 す る 両 親 媒
性 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 基 に し た 、 効 果 的 で 、 コ ス ト 効 果 的 な 方 法 で あ る 。 リ ン 脂 質 の 集
合 体 は 、 例 え ば 、 ス テ ロ ー ル 含 有 脂 肪 又 は 油 と 溶 液 環 境 に お い て 接 触 さ れ 、 混 合 さ れ る 。
こ の 集 合 し た リ ン 脂 質 混 合 物 の 分 子 構 造 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び 他 の ス テ ロ ー ル に 対 し て
高 い 親 和 性 を 有 し 、 脂 肪 及 び 油 か ら そ の よ う な 分 子 を 選 択 的 に 取 り 除 け る 。 そ の 水 性 分 離
混 合 物 は 、 ス テ ロ ー ル を リ ン 脂 質 集 合 体 部 分 へ 分 配 す る こ と に よ り 、 脂 肪 /油 産 物 の ス テ
ロ ー ル 含 量 を 選 択 的 に 減 少 さ せ る た め に 十 分 な 時 間 、 混 合 さ れ る 。 ス テ ロ ー ル 含 量 を 減 少
さ せ た 脂 肪 又 は 油 は 、 水 相 分 離 混 合 物 か ら 分 離 さ れ る 。 代 わ り に 、 そ れ 相 当 に ス テ ロ ー ル
が 濃 縮 さ れ た 画 分 が 、 水 相 分 離 混 合 物 か ら 単 離 さ れ て も よ い 。 こ れ ら の 工 程 は 、 環 境 温 度
で 行 う こ と が で き 、 加 熱 に か か る コ ス ト 、 そ れ に よ る 産 物 の 熱 分 解 が 最 小 限 に 抑 え ら れ る
。 更 に 、 最 小 限 の 装 置 が 必 要 と さ れ る だ け で あ り 、 必 要 と さ れ る 物 質 の 全 て が 食 品 グ レ ー
ド で あ る た め に 、 そ の 方 法 に は 、 扱 い 、 廃 液 の 廃 棄 、 あ る い は 最 終 産 物 の 狭 雑 に 関 す る 特
別 な 注 意 を 必 要 と し な い 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 5,880,300に 記 載 さ れ て い る よ
う に 、 脂 肪 及 び 油 か ら ス テ ロ ー ル を 取 り 除 く た め に 利 用 す る こ と も で き る 。 リ ン 脂 質 の 集
合 体 は 、 例 え ば 、 ス テ ロ ー ル 含 有 脂 肪 又 は 油 と 溶 液 環 境 に お い て 接 触 さ れ 、 混 合 さ れ る 。
適 切 な 混 合 に 引 き 続 き 、 ス テ ロ ー ル 含 量 が 減 少 し た 脂 肪 又 は 油 は 、 水 相 分 離 混 合 物 か ら 分
離 さ れ る 。 あ る い は 、 対 応 し て ス テ ロ ー ル が 濃 縮 さ れ た リ ン 脂 質 画 分 が 、 水 相 分 離 混 合 物
か ら 単 離 さ れ て も よ い 。 植 物 (例 え ば 、 野 菜 )油 は 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 取 り 除 か れ る
か も し れ な い 植 物 ス テ ロ ー ル (フ ィ ト ス テ ロ ー ル )を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 商 業 的 処 理 方 法 の
ど の よ う な 段 階 に お い て で も 、 脂 肪 /油 産 物 に 適 用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は
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、 油 の 精 製 (refined)、 漂 白 (bleached)及 び 脱 臭 (deodorized)油 (RBD油 )、 あ る い は RBDを
達 成 す る 如 何 な る 前 段 階 に 適 用 し て も よ い 。 RBD油 は 、 前 RBD油 (pre-RDB oil)と 比 べ て 異
な る 密 度 を 持 つ か も し れ な い が 、 本 発 明 の 方 法 は 、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 リ ン 脂 質 含 量 、
リ ン 脂 質 組 成 、 リ ン 脂 質 ： 水 比 、 温 度 、 圧 力 、 混 合 条 件 及 び 分 離 条 件 を 変 化 さ せ る こ と に
よ り 、 RBD又 は 前 RBD油 、 あ る い は 他 の 種 々 の 脂 肪 /油 産 物 の い ず れ に も 容 易 に 適 用 さ れ る
。
　 あ る い は 、 本 発 明 の 酵 素 及 び 方 法 は 、 油 処 理 方 法 の 中 間 段 階 に お い て 、 フ ィ ト ス テ ロ ー
ル 又 は 他 の ス テ ロ ー ル を 単 離 す る た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 フ ィ ト ス テ ロ ー ル が 植 物 油
の 脱 臭 段 階 の 間 に 失 わ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 処 理 の 中 間 段 階 の ス テ ロ ー ル 含 有 蒸 留 画
分 は 、 前 述 し た よ う に 、 ス テ ロ ー ル 抽 出 操 作 に 付 与 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 抽 出 ス テ
ロ ー ル を 回 収 す る た め に 更 に 処 理 す る こ と の で き る ス テ ロ ー ル 濃 縮 レ シ チ ン 又 は 他 の リ ン
脂 質 材 料 を 与 え る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
洗 剤 組 成 物
　 本 発 明 は 、 一 種 以 上 の 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 洗 剤 組 成 物 、 な ら び に そ れ ら の 組
成 物 の 作 製 及 び 使 用 に 関 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 洗 剤 組 成 物 の 作 製 及 び 使 用 に 関
す る 全 て の 方 法 を 含 む ： 米 国 特 許 6,413,928； 6,399,561； 6,365,561； 6,380,147を 参 照 。
そ の 洗 剤 組 成 物 は 、 一 又 は 二 部 水 性 組 成 物 、 非 水 性 液 体 組 成 物 、 成 型 固 体 、 顆 粒 状 形 態 、
粒 子 状 形 態 、 圧 縮 錠 剤 、 ゲ ル 及 び /又 は ペ ー ス ト 形 態 及 び ス ラ リ ー 形 態 で よ い 。 本 発 明 は
、 食 品 の 汚 れ 、 食 品 残 渣 膜 及 び 他 の 微 量 食 品 成 分 を 迅 速 に 取 り 除 く 方 法 を も 提 供 す る 。 本
発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 に よ り 、 染 み の 除 去 を 容 易 に す る こ と が で
き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 食 器 洗 浄 剤 、 織 物 の 洗 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 実 際 の 酵 素 含 量 は 、 洗 剤 の 製 造 法 に 依 存 し 、 そ の 洗 剤 溶 液 が 所 望 の 酵 素 活 性 を 保 持 す る
限 り 、 そ の 量 は 重 要 で は な い 。 一 側 面 と し て 、 そ の 最 終 溶 液 中 に 存 在 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ
の 量 は 、 洗 剤 組 成 物 １ gあ た り 、 約 0.001か ら 0.5 mgの 範 囲 に あ る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 産 物
の 使 用 の た め に 選 択 さ れ る 具 体 的 な 酵 素 は 、 産 物 の 物 理 的 な 型 、 使 用 pH、 使 用 温 度 、 及 び
分 解 又 は 変 化 さ せ る 汚 れ の タ イ プ を 含 む 、 最 終 用 途 の 条 件 に 依 存 す る 。 ど の よ う な 与 え ら
れ た 条 件 の 使 用 に 対 し て も 至 適 な 活 性 及 び 安 定 性 を 与 え る よ う に 酵 素 を 選 択 す る こ と が で
き る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 4か ら 12の pH範 囲 で 、 ま た 、 約 20 ℃ か
ら 約 95 ℃ の 温 度 範 囲 で 活 性 で あ る 。 本 発 明 の 洗 剤 は 、 カ チ オ ニ ッ ク 、 セ ミ ポ ー ラ ー な 非
イ オ ン 性 又 は 両 性 イ オ ン 性 ； 又 は そ れ ら の 混 合 物 を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 約 0.1か ら 約 5(好 ま し く は 、 0.1～ 0.5 %)質 量 ％ で 、 pHが 4.
0と 12.0の 間 に あ る 粉 末 及 び 液 体 洗 剤 と し て 処 方 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 洗 剤 の 組 成 は
、 ビ ル ダ ー や 安 定 剤 の み な ら ず 、 既 知 の プ ロ テ ア ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 又 は エ ン ド
グ リ コ シ ダ ー ゼ を 含 め る こ と も で き る 。 慣 習 的 な 洗 剤 組 成 物 へ の 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
の 添 加 は 、 特 別 な 使 用 制 限 を 持 た な い 。 換 言 す る と 、 そ の 洗 剤 に と っ て 好 ま し い 如 何 な る
温 度 pHは 、 そ の pHが 前 述 の 範 囲 内 に あ り 、 そ の 温 度 が 酵 素 の 変 性 温 度 以 下 に あ る 限 り 、 そ
の 組 成 に と っ て も 適 切 で あ る 。 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 界 面 活 性 剤 を 含 ま な い 洗
浄 組 成 物 に お い て 、 単 独 又 は ビ ル ダ ー 及 び 安 定 剤 と の 組 み 合 わ せ に お い て 使 用 す る こ と が
で き る 。
　 本 発 明 は 、 硬 い 表 面 、 織 物 、 食 器 、 口 腔 、 変 性 組 成 及 び コ ン タ ク ト レ ン ズ の 洗 浄 の た め
の 洗 剤 組 成 物 を 含 む 洗 浄 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 一 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 物 体 と 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ と を 、 洗 浄 に 十 分 な 条 件 の 下
に 、 接 触 さ せ る こ と を 含 む 物 体 の 洗 浄 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 洗 剤 の
添 加 物 と し て 含 め る こ と が で き る 。 本 発 明 の 洗 剤 組 成 物 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ を 含 む 、 手 動 又 は 機 械 ラ ン ド リ ー の 洗 剤 組 成 物 と し て 処 方 さ れ て も よ い 。 染 み と な っ
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た 織 物 の 前 処 理 に 適 し て い る ラ ン ド リ ー 添 加 物 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 め る こ と
が で き る 。 織 物 の 柔 軟 剤 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 め る こ と が で き る 。 あ る い は 、
本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 一 般 家 庭 用 の 固 い 表 面 の ク リ ー ニ ン グ 操 作 に 使 用 さ れ る 洗 剤
組 成 物 と し て 処 方 す る こ と が で き る 。 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 の 洗 剤 添 加 物 及 び 洗 剤 組
成 物 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ク チ ナ ー ゼ 、 他 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 カ ル ボ ヒ ド ラ ー ゼ
、 セ ル ラ ー ゼ 、 ペ ク チ ナ ー ゼ 、 マ ン ナ ナ ー ゼ 、 ア ラ ビ ナ ー ゼ 、 ガ ラ ク タ ナ ー ゼ 、 キ シ ラ ナ
ー ゼ 、 オ キ シ ダ ー ゼ 、 及 び /又 は パ ー オ キ シ ダ ー ゼ の よ う な 、 一 種 以 上 の 他 の 酵 素 を 含 ん
で も よ い 。 本 発 明 の 酵 素 の 性 質 は (即 ち 、 至 適 pH、 他 の 酵 素 的 及 び 非 酵 素 的 成 分 と の 適 合
性 )、 選 択 し た 洗 剤 と 共 存 可 能 で あ る よ う に 選 ば れ 、 そ れ ら の 酵 素 は 効 果 的 な 量 が 存 在 す
る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 は 、 織 物 か ら 悪 臭 物 質 を 除 く た め に 使 用
さ れ る 。 本 発 明 の 実 線 に 使 用 さ れ る こ と の で き る 種 々 の 界 面 活 性 剤 組 成 及 び そ れ ら の 作 製
法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 6,333,301； 6,329,333； 6,326,341； 6,297,038； 6,309,871； 6,2
04,232； 6,197,070； 5,856,164に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
廃 物 処 理
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 廃 物 処 理 に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 側 面 と し て 、 本 発 明
は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 利 用 し た 、 個 体 廃 物 の 消 化 方 法 を 提 供 す る 。 個 体 廃 物 は 、
調 節 さ れ た 温 度 で 酵 素 溶 液 (本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 ん で い る )の 存 在 下 に 、 酵 素 消 化
方 法 に よ る 処 理 を 施 す こ と が で き る 。 そ の 固 体 廃 物 は 、 液 化 廃 物 及 び い く ら か の 残 渣 へ と
変 換 す る こ と が で き る 。 結 果 と し て 得 ら れ る 液 化 廃 物 は 、 前 述 の い く ら か か の 残 渣 廃 物 か
ら 分 離 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 5,709,796を 参 照 。
【 ０ ２ ７ １ 】
本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 他 の 用 途
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 以 下 の 目 的 に 使 用 す る こ と が で き る ； ホ ス ホ イ ノ シ チ ド (P
I)の シ グ ナ リ ン グ シ ス テ ム の 研 究 ； 躁 鬱 病 の 診 断 及 び 治 療 法 の 開 発 (例 え ば 、 Pandey (200
2) Neuropsychopharmacology 26:216-228を 参 照 )； 抗 酸 化 剤 ； 修 飾 リ ン 脂 質 ； 発 泡 及 び ゲ
ル 化 剤 ； 血 管 新 生 組 織 の た め の 血 管 原 性 脂 質 の 作 成 ； PLA、 PLB、 PLC、 PLD及 び /又 は 、 パ
タ チ ン 調 節 因 子 (ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト )、 例 え ば 、 抗 腫 瘍 性 、 抗 炎 症 性 及 び 無 痛
化 剤 と し て 使 用 す る た め の 阻 害 剤 等 の 同 定 。 そ れ ら は 、 食 品 及 び 医 薬 品 の 苦 味 を 調 節 す る
た め の 酸 性 リ ン 脂 質 を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 脂 肪 精 製 に 使 用
す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 ウ イ ル ス 病 、 炎 症 、 ア レ ル ギ ー 及 び 心 疾 患 の 処 理 の た め の
ペ プ チ ド 阻 害 剤 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 ワ ク チ ン を 作 製 す る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 ポ リ 不 飽 和 脂 肪 酸 グ リ セ リ ド 及 び ホ ス フ ァ チ ジ
ル グ リ セ リ ド を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 PLCが 使 用 さ れ る ど の よ う な 場 合 に お い て も 、 PLCと 同 様 の 結 果 を 得 る た め に 、
PLD及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 組 み 合 わ せ で 使 用 し て も よ い 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て 更 に 詳 述 さ れ る ； し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 そ の よ
う な 実 施 例 に 限 定 さ れ な い こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】

　 こ の 例 は 、 あ る 核 酸 が 本 発 明 の 範 囲 に 入 る か を 決 定 す る た め の 、 例 示 的 な 配 列 同 一 性 プ
ロ グ ラ ム を 記 述 す る 。 NCBI BLAST 2.2.2が 、 blastpへ の デ フ ォ ル ト オ プ ッ シ ョ ン で 、 使 用
さ れ る 。 全 て の デ フ ォ ル ト 値 を 、 デ フ ォ ル ト  フ ィ ル タ リ ン グ セ ッ テ ィ ン グ （ 即 ち 、 OFFに
セ ッ ト し て あ る フ ィ ル タ リ ン グ を 除 き 、 デ フ ォ ル ト へ セ ッ ト さ れ た 全 て の パ ラ メ ー タ ー ）
を 除 い て 使 用 し た ； そ の 場 合 、 デ フ ォ ル ト  フ ィ ル タ リ ン グ セ ッ テ ィ ン グ で は 、 「 -FF」 セ
ッ テ ィ ン グ を 使 用 す る が 、 こ れ は フ ィ ル タ リ ン グ を 不 能 に す る 。 デ フ ォ ル ト  フ ィ ル タ リ
ン グ の 使 用 は 、 配 列 が 短 い た め に Karlin-Altschulバ イ オ レ ー シ ョ ン を 引 き 起 こ す 。
　 本 発 明 の こ の 例 示 的 な 例 に お い て 使 用 さ れ る デ フ ォ ル ト 値 は 以 下 を 含 む 。
“ 低 複 雑 度 の た め の フ ィ ル タ ー 　 ： 　 ON
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実 施 例
実 施 例 -１ ： 配 列 同 一 性 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 使 用 さ れ る BLASTプ ロ グ ラ ム



ワ ー ド サ イ ズ 　 ： 　 3
マ ト リ ッ ク ス 　 ： 　 BLOSUM62
ギ ャ ッ プ コ ス ト 　 ： Existence: 11
伸 長 ： 　 1”
　 他 の デ フ ォ ル ト セ ッ テ ィ ン グ は ： 低 複 雑 度 の た め の フ ィ ル タ ー が OFF、 ワ ー ド サ イ ズ が
タ ン パ ク に つ い て は 3、 BLOSUM62マ ト リ ッ ク ス 、 ギ ャ ッ プ  Existence ペ ナ ル テ ィ ー が ‐ 11
、 拡 張 ペ ナ ル テ ィ ー が ‐ 1で あ る 。 「 W」 オ プ シ ョ ン の デ フ ォ ル ト は 0で あ る 。 こ の こ と は
、 設 定 さ れ な い 場 合 は 、 ワ ー ド サ イ ズ が タ ン パ ク に つ い て は 3、 核 酸 に つ い て は 11に 初 期
設 定 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。 設 定 は 、 以 下 の と お り で あ る ：
【 ０ ２ ７ ３ 】
<<README.bls.txt>> 
> --------------------------------------------------------------------------
> blastall   arguments:
> 
>   -p  Program Name [String]
>   -d  Database [String]
>     default = nr
>   -i  Query File [File In]
>     default = stdin
>   -e  Expectation value (E) [Real]
>     default = 10.0
>   -m  alignment view options:
> 0 = pairwise,
> 1 = query-anchored showing identities,
> 2 = query-anchored no identities,
> 3 = flat query-anchored, show identities,
> 4 = flat query-anchored, no identities,
> 5 = query-anchored no identities and blunt ends,
> 6 = flat query-anchored, no identities and blunt ends,
> 7 = XML Blast output,
> 8 = tabular, 
> 9 tabular with comment lines [Integer]
>     default = 0
>   -o  BLAST report Output File [File Out]  Optional
>     default = stdout
>   -F  Filter query sequence (DUST with blastn, SEG with others) [String]
>     default = T
>   -G  Cost to open a gap (zero invokes default behavior) [Integer]
>     default = 0
>   -E  Cost to extend a gap (zero invokes default behavior) [Integer]
>     default = 0
>   -X  X dropoff value for gapped alignment (in bits) (zero invokes default
> behavior) [Integer]
>     default = 0
>   -I  Show GI's in deflines [T/F]
>     default = F
>   -q  Penalty for a nucleotide mismatch (blastn only) [Integer]
>     default = -3
>   -r  Reward for a nucleotide match (blastn only) [Integer]
>     default = 1
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>   -v  Number of database sequences to show one-line descriptions for (V)
> [Integer]
>     default = 500
>   -b  Number of database sequence to show alignments for (B) [Integer]
>     default = 250
>   -f  Threshold for extending hits, default if zero [Integer]
>     default = 0
>   -g  Perform gapped alignment (not available with tblastx) [T/F]
>     default = T
>   -Q  Query Genetic code to use [Integer]
>     default = 1
>   -D  DB Genetic code (for tblast[nx] only) [Integer]
>     default = 1
>   -a  Number of processors to use [Integer]
>     default = 1
>   -O  SeqAlign file [File Out]  Optional
>   -J  Believe the query defline [T/F]
>     default = F
>   -M  Matrix [String]
>     default = BLOSUM62
>   -W  Word size, default if zero [Integer]
>     default = 0
>   -z  Effective length of the database (use zero for the real size)
> [String]
>     default = 0
>   -K  Number of best hits from a region to keep (off by default, if used a
> value of 100 is recommended) [Integer]
>     default = 0
>   -P  0 for multiple hits 1-pass, 1 for single hit 1-pass, 2 for 2-pass
> [Integer]
>     default = 0
>   -Y  Effective length of the search space (use zero for the real size)
> [Real]
>     default = 0
>   -S  Query strands to search against database (for blast[nx], and
> tblastx).  3 is both, 1 is top, 2 is bottom [Integer]
>     default = 3
>   -T  Produce HTML output [T/F]
>     default = F
>   -l  Restrict search of database to list of GI's [String]  Optional
>   -U  Use lower case filtering of FASTA sequence [T/F]  Optional
>     default = F
>   -y  Dropoff (X) for blast extensions in bits (0.0 invokes default
> behavior) [Real]
>     default = 0.0
>   -Z  X dropoff value for final gapped alignment (in bits) [Integer]
>     default = 0
>   -R  PSI-TBLASTN checkpoint file [File In]  Optional
>   -n  MegaBlast search [T/F]
>     default = F
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>   -L  Location on query sequence [String]  Optional
>   -A  Multiple Hits window size (zero for single hit algorithm) [Integer]
>     default = 40
【 ０ ２ ７ ４ 】

　 本 実 施 例 は 、 PLC媒 介 脱 ガ ム 化 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に つ い て 述 べ る 。
　 対 す る 溶 解 性 が 低 い た め 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン (PC)は 、 初 め に エ タ ノ ー ル に 溶 解 し た
(100 mg/ml)。 最 初 の 試 験 の た め に 、 PCの ス ト ッ ク 溶 液 を 、 50 mMモ ル フ ォ リ ノ プ ロ パ ン ス
ル ホ ン 酸 又 は 60mMク エ ン 酸 /NaOH、 pH 6中 に 調 製 し た 。 そ の PCス ト ッ ク 溶 液 (10μ l、 1μ g/
ml)を 、 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ の 500μ lの 精 製 大 豆 油 (水 が 2 %)に 加 え た 。 エ マ ル ジ ョ ン
を 作 製 す る た め に 、 チ ュ ー ブ の 内 容 物 を 、 3分 間 撹 拌 に よ り 混 合 し た (図 -5A参 照 )。 油 相 と
水 相 は 、 13,000 rpmの 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し た (図 -5B)。 そ の 反 応 チ ュ ー ブ は 、 望 ま し い
温 度 (37 ℃ 、 50 ℃ 、 あ る い は  60℃ )で 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し 、  Bacillus cereus 由 来 の
PLC (0.9 U/ml)を 3μ lを 、 そ の 水 相 に 添 加 し た (図 -5C)。 PCの 消 失 は 、 溶 媒 と し て ク ロ ロ
ホ ル ム /メ タ ノ ー ル /水 (65:25:4)を 用 い た TLC及 び ヨ ウ 素 蒸 気 に よ る 可 視 化 に よ り 分 析 し た
(例 え ば 、 Taguchi (1975)前 出 を 参 照 )。
　 図 5は 、 PLC媒 介 脱 ガ ム 化 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の た め の 二 相 シ ス テ ム モ デ ル を 模 式 的 に 下
も の で あ る 。 図 -5A： 夾 雑 す る ホ ス フ ァ チ ド (P)を 水 和 す る た め に 、 粗 油 と 2 %の 水 を 混 合
す る こ と に よ る エ マ ル ジ ョ ン の 作 製 。 図 -5B： 油 及 び 水 相 が 遠 心 分 離 後 に 分 離 さ れ る 。 PLC
が 水 相 に 添 加 さ れ 、 ホ ス フ ァ チ ド の 沈 殿 が 生 じ る ([ガ ム ])。 PLCの 加 水 分 解 反 応 は 、 水 相
に お い て 起 こ る 。 図 -5C： 反 応 の 経 時 変 化 は 、 そ の 水 相 か ら 少 量 を 取 り 出 し 、 そ れ ら を TLC
に よ り 分 析 す る こ と に よ り モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 以 下 の 図 は 、 本 発 明 の 実 施 態 様 を 図 示 し た も の で あ り 、 請 求 項 に 含 ま れ る 本 発 明 の 範 囲
を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で は な い 。
　 種 々 の 図 に お け る 同 じ 参 照 符 は 、 同 じ 要 素 を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ６ 】
【 図 １ 】 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の ブ ロ ッ ク ダ イ ア グ ラ ム で あ る 。
【 図 ２ 】 新 規 配 列 と デ ー タ ベ ー ス の 配 列 間 の 相 同 性 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 、 新 規 ヌ ク レ
オ チ ド 又 は タ ン パ ク の 配 列 を デ ー タ ベ ー ス の 配 列 と 比 較 す る た め の プ ロ セ ス 200の 一 例 を
示 し た フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム で あ る 。
【 図 ３ 】 二 種 の 配 列 が 相 同 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め の 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に お け る 処
理 の 一 態 様 を 例 示 し た フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム で あ る 。
【 図 ４ 】 配 列 中 の あ る 特 徴 の 存 在 を 検 出 す る た め の ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ア ー プ ロ セ ス の 一
例 を 示 し た フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム で あ る 。
【 図 ５ 】 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ は 実 施 例 ２ に 詳 細 に 記 載 さ れ た 、 PLC媒 介 脱 ガ ム 化 の シ ミ ュ レ ー シ ョ
ン の た め の 二 相 シ ス テ ム を 模 式 的 に 示 し た 図 で あ る 。 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 使 用 し た 、 典 型 的 な 植 物 油 精 製 方 法 を 模 式 的 に 示 し た
図 で あ る 。
【 図 ７ 】 物 理 的 に 精 製 し た 油 に つ い て の 、 典 型 的 な 脱 ガ ム 化 処 理 を 模 式 的 に 示 し た 図 で あ
る 。
【 図 ８ 】 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cを 用 い た ホ ス フ ァ チ ド の 加 水 分 解 を 模 式 的 に 示 し た 図
で あ る 。
【 図 ９ 】 「 腐 蝕 性 精 製 手 段 」 (Long Mix Caustic Refining)と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ Cの 応 用 を 模 式 的 に 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 脱 ガ ム 化 手 段 と し て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 応 用 を 模 式 的 に 示 し た 図 で
あ る 。
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実 施 例 -２ ： PLC媒 介 脱 ガ ム 化 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 配 列 表 】
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