
(57)【要約】

　本発明は、ホスホリパーゼ活性（例えばホスホリパー

ゼA、B、C及びD活性、パタチン活性、ホスファチジン酸

ホスファターゼ（PAP）及び/又は脂質アシルヒドロラー

ゼ（LAH）活性を含む）を有する新規なポリペプチド、

前記ポリペプチドをコードする核酸、前記ポリペプチド

と結合する抗体を提供する。これらホスホリパーゼの使

用を含む工業的方法（例えば油の脱ガム）及び製品もま

た提供される。
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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 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、 配
列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列
番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番
号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号
143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 15
5、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167
、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173と 、 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て
少 な く と も 50%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 で あ っ て 、
　 前 記 核 酸 が 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 を 用 い る 分 析 に よ っ て 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ
れ る 、 前 記 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 同 一 性 が 少 な く と も 約 51%、 52%、 54％ 、 55％ 、 56％ 、 57％ 、 58％ 、 59％ 、 60％ 、 61
％ 、 62％ 、 63％ 又 は 64％ で あ る 、 請 求 項 1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 1
1、 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 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、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列
番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番
号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号
141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 15
3、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165
、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173に 対 し て 少 な く と も 約 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％ 若 し く は そ れ よ り 高 い か 、 又 は 100%の 配 列
同 一 性 で あ る 、 請 求 項 1の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 同 一 性 が 、 少 な く と も 約 10、 20、 30、 40、 50、 75、 100、 150、 200、 250、 300、 350
、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 1050、 1100、
1150残 基 若 し く は そ れ よ り 長 い 残 基 、 又 は 遺 伝 子 も し く は 転 写 物 の 完 全 長 の 領 域 に わ た る
、 請 求 項 1の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 酸 配 列 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
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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 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、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番
号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号
129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 14
1、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153
、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、
配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173に 示 さ れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項
1の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 核 酸 配 列 が 、 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 番 号 108、 配 列 番 号 110、 配 列 番 号 112、 配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列
番 号 118、 配 列 番 号 120、 配 列 番 号 122、 配 列 番 号 124、 配 列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番
号 130、 配 列 番 号 132、 配 列 番 号 134、 配 列 番 号 136、 配 列 番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号
142、 配 列 番 号 144、 配 列 番 号 146、 配 列 番 号 148、 配 列 番 号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 15
4、 配 列 番 号 156、 配 列 番 号 158、 配 列 番 号 160、 配 列 番 号 162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166
、 配 列 番 号 168、 配 列 番 号 170、 配 列 番 号 172又 は 配 列 番 号 174に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 1の 単 離 又 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ア ル ゴ リ ズ ム で あ っ て 、 フ ィ ル タ リ ン グ
設 定 が blastall － p blastp d “ nr pataa”  F Fに 設 定 さ れ て お り 、 且 つ 他 の 全 て の オ プ
シ ョ ン は デ フ ォ ル ト に 設 定 さ れ て い る 、 請 求 項 1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 ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と
を 含 む 、 請 求 項 1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 の エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と を
含 む 、 請 求 項 8の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 植 物 油 の リ ン 脂 質 が 脂 肪 種 子 の リ ン 脂 質 を 含 む 、 請 求 項 8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の 単 離 又 は 組 換 え
核 酸 。
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【 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 を 含 む 、 請 求 項 1の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 糖 タ ン パ ク 質 が ジ ャ ガ イ モ 塊 茎 を 含 む 、 請 求 項 16の 単 離 又 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 ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ LAH） 活 性 を 含 む 、 請 求 項 18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℃ 、 又 は 約 55℃ ～ 約 85℃ 、 又 は 約 70℃ ～ 約 75℃ 、 又 は 約
70℃ ～ 約 95℃ 、 又 は 約 90℃ ～ 約 95℃ の 間 の 温 度 範 囲 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を
保 持 す る 、 請 求 項 20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 耐 熱 性 で あ る 、 請 求 項 1の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 37℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 95℃ 、 又 は 約 55℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 85℃ 、
又 は 約 70℃ か ら 約 75℃ 、 又 は 90℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 95℃ の 範 囲 の 温 度 に 暴 露 さ れ た 後 も
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 、 請 求 項 22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 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、 配
列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列
番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番
号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号
143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 15
5、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167
、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173を 含 む 核 酸 と 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 み 、 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
、 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 核 酸 の 長 さ が 、 少 な く と も 約 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 100
、 125、 150、 200、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 900、 1000残 基 若 し く は そ れ よ り 長 い
残 基 、 又 は 遺 伝 子 若 し く は 転 写 物 の 完 全 長 で あ る 、 請 求 項 24の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
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　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 が 、 0.2X SSC中 、 約 65℃ の 温 度 で 約 15分 間 の 洗 滌 を 含 む 洗 滌 工
程 を 含 む 、 請 求 項 24の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 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 で あ っ て 、
　 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 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、 配
列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列
番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番
号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号
143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 15
5、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167
、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173を 含 む 配 列 の 少 な く と も 10の 連 続 す る 塩 基
を 含 み 、 結 合 又 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 核 酸 プ ロ ー
ブ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 少 な く と も 約 10～ 50、 約 20～ 60、 約 30～ 70、 約 40～ 80、 約 60～ 100、 又 は 約 50～ 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 27の 核 酸 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 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 で あ っ て 、
　 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 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、 配
列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列
番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番
号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号
143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 15
5、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167
、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173の 少 な く と も 約 10の 連 続 す る 残 基 を 含 む 核
酸 を 含 み 、 配 列 同 一 性 が 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 又 は 目 視 検 査 に よ っ
て 決 定 さ れ る 、 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 少 な く と も 約 10～ 50、 約 20～ 60、 約 30～ 70、 約 40～ 80、 約 60～ 100、 又 は 約 50～ 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 29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 配 列 対 で あ っ て 、
　 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む 核 酸 を 増 幅 す る こ と が
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で き る 、 前 記 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 の メ ン バ ー が 、 前 記 配 列 の 少 な く と も 約 10～ 50の 連 続 す る 塩 基 、
又 は 約 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24若 し く 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 29の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 で あ っ て 、
　 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 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、 配
列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列
番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番
号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号
143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 15
5、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167
、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173の 最 初 の （ 5'の ） 約 12、 13、 14、 15、 16、 1
7、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、  25、 26、 27、 28、 29若 し く は 30残 基 、 又 は そ れ よ り 多
い 残 基 に よ っ て 示 さ れ る 配 列 を も つ 第 一 の メ ン バ ー と 、 前 記 第 一 の メ ン バ ー の 相 補 鎖 の 最
初 の （ 5'の ） 約 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28
、 29若 し く は 30残 基 、 又 は そ れ よ り 多 い 残 基 に よ っ て 示 さ れ る 配 列 を も つ 第 二 の メ ン バ ー
と を 含 む 、 前 記 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 33に 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る 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 る も の で あ る 、 請 求 項 34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 34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 34の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す
る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 34に 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 】
　 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 で あ っ て 、
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 配 列 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 を 用 い て 鋳 型 核 酸 を 増 幅 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 33に 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 核 酸 を 増 幅 す る こ と 、 及 び 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 の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 含 む 、 発 現 カ セ ッ ト 。
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【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 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又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル で あ っ て 、
　 ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル が 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 又 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 又 は ア デ ノ 関
連 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 43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由 来 ベ ク タ ー （ PAC） 、 酵
母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、 又 は 哺 乳 動 物 人 工 染 色 体 （ MAC） を 含 む 、 請 求 項 43の ク ロ ー ニ ン グ
ビ ヒ ク ル 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 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 41に 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 又 は 植 物 細 胞 で あ る 、
請 求 項 47の 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 49の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 植 物 が 、 ト ウ モ ロ コ シ の 草 木 、 ソ ル ガ ム の 草 木 、 ジ ャ ガ イ モ の 草 木 、 タ バ コ の 草 木 、 ト
マ ト の 草 木 、 コ ム ギ の 草 木 、 脂 肪 種 子 の 草 木 、 ア ブ ラ ナ の 草 木 、 ダ イ ズ の 草 木 、 イ ネ の 草
木 、 オ オ ム ギ の 草 木 、 牧 草 、 綿 実 、 ヤ シ 、 ゴ マ の 草 木 、 落 花 生 の 草 木 、 ヒ マ ワ リ の 草 本 又
は タ バ コ の 草 木 で あ る 、 請 求 項 51の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 種 子 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 種 子 が 、 ト ウ モ ロ コ シ の 種 子 、 コ ム ギ の 穀 粒 、 脂 肪 種 子 、 ナ タ ネ 、 大 豆 の 種 子 、 ヤ シ の
実 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 、 ゴ マ の 種 子 、 コ メ 、 オ オ ム ギ 、 落 花 生 、 綿 実 、 ヤ シ 、 落 花 生 、 ゴ マ
の 種 子 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 又 は タ バ コ の 草 木 の 種 子 で あ る 、 請 求 項 53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 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 若 し く は そ の 部 分 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核
酸 配 列 を 含 む か 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 若 し く は そ の 部 分 配 列 と 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 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塩 基 、 約 20～ 60塩 基 、 約 30～ 70塩 基 、 約 40～ 80塩 基 、 又 は 約 60～ 100塩
基 で あ る 、 請 求 項 55の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 細 胞 内 で 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 配 列 又 は 請 求 項 1若 し
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く は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 と 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 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 か 又 は 細 胞 内 で 発
現 さ せ る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 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 】
　 RNAiが 、 約 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25又 は そ れ よ り 長 い 二 重 鎖 ヌ ク
レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 58の 二 本 鎖 阻 害 性 RNA（ RNAi） 分 子 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 発 現 を 細 胞 内 で 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、
　 二 本 鎖 阻 害 性 RNA（ RNAi） を 細 胞 に 投 与 す る か 又 は 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と を 含 み 、 こ
こ で 前 記 RNAが 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 の 部 分 配 列 を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 以 下 の (i)～ (iii)の い ず れ か の 単 離 又 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 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 番 号 108、 配 列 番 号 110、 配 列 番 号 112、 配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、
配 列 番 号 120、 配 列 番 号 122、 配 列 番 号 124、 配 列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配
列 番 号 132、 配 列 番 号 134、 配 列 番 号 136、 配 列 番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列
番 号 144、 配 列 番 号 146、 配 列 番 号 148、 配 列 番 号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番
号 156、 配 列 番 号 158、 配 列 番 号 160、 配 列 番 号 162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号
168、 配 列 番 号 170、 配 列 番 号 172又 は 配 列 番 号 174と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ
て 、 少 な く と も 約 50%の 配 列 同 一 性 を 有 し 、 前 記 配 列 同 一 性 が 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を
用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 、 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ；
（ 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 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
、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、
配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配
列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列
番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番
号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号
167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173に 示 さ れ る 配 列 と 少 な く と も 約 100残 基
の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 約 50%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 さ ら
に 前 記 配 列 同 一 性 が 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ
て 決 定 さ れ る 、 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ； 又 は
(iii)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、
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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 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、
配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配
列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列
番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番
号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号
155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 16
7、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173に 示 さ れ る 配 列 と 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 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 配 列 同 一 性 が 、 少 な く と も 約 51%、 52%、 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％ 若 し く は そ
れ よ り 高 い か 、 又 は 100%の 配 列 同 一 性 で あ る 、 請 求 項 61の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 配 列 同 一 性 が 、 少 な く と も 約 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 100、 150、 20
0、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 10
00、 1050、 又 は そ れ よ り 多 い 残 基 、 又 は 酵 素 の 完 全 長 の 領 域 に 及 ぶ 、 請 求 項 61の 単 離 又 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 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 番 号 108、 配 列 番 号 110、 配 列 番 号 112、 配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、 配 列
番 号 120、 配 列 番 号 122、 配 列 番 号 124、 配 列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配 列 番
号 132、 配 列 番 号 134、 配 列 番 号 136、 配 列 番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列 番 号
144、 配 列 番 号 146、 配 列 番 号 148、 配 列 番 号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番 号 15
6、 配 列 番 号 158、 配 列 番 号 160、 配 列 番 号 162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号 168
、 配 列 番 号 170、 配 列 番 号 172又 は 配 列 番 号 174に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 61の 単 離
又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 61の 単 離 又 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 ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と を
含 む 、 請 求 項 65の 単 離 又 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 の エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と を
含 む 、 請 求 項 66の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
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　 植 物 油 の リ ン 脂 質 が 脂 肪 種 子 の リ ン 脂 質 を 含 む 、 請 求 項 67の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 植 物 油 の リ ン 脂 質 が 、 植 物 油 、 高 リ ン 油 、 大 豆 油 、 キ ャ ノ ー ラ 油 、 パ ー ム 油 、 綿 実 油 、
ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ヤ シ の 実 由 来 の リ ン 脂 質 、 米 ぬ か 油 、 コ コ ナ ッ ツ 油 、 ゴ マ 油 、 魚 油 、 藻
類 の リ ン 脂 質 、 ヒ マ ワ リ 油 、 精 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 又 は ル リ チ シ ャ の リ ン 脂 質 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 67の 単 離 又 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 65の 単 離 又 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 65の 単 離 又 は 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A活 性 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1活 性 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2活 性 を 含 む 、 請 求
項 65の 単 離 又 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 65の 単 離 又 は 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 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 65の 単 離 又 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 を 含 む 、 請 求 項 65の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 糖 タ ン パ ク 質 が ジ ャ ガ イ モ の 塊 茎 を 含 む 、 請 求 項 68の 単 離 又 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 65の 単 離 又 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 ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ LAH） 活 性 を 含 む 、 請 求 項 65の 単 離 又
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 65の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 20℃ か ら 約 30℃ 、 約 25℃ か ら 約 40℃ 、 約 37℃ か ら 約 95℃ 、 約 55℃ か
ら 約 85℃ 、 約 70℃ か ら 約 95℃ 、 約 70℃ か ら 約 75℃ 、 又 は 約 90℃ か ら 約 95℃ の 間 の 温 度 範 囲
を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 、 請 求 項 79の 単 離 又 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 耐 熱 性 で あ る 、 請 求 項 65の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 37℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 95℃ 、 約 55℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 85℃ 、 約 70
℃ か ら 約 75℃ 、 又 は 90℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 95℃ の 範 囲 の 温 度 に 暴 露 さ れ た 後 で ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 、 請 求 項 81の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 且 つ シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い て い る 、 単 離 又 は 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
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　 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 且 つ 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 、 約 37℃ で 約 10か ら 約 100ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 、 約 100か ら 約 1
000ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 、 約 500か ら 約 750ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 、 約 500か ら 約 1200ユ
ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 、 又 は 約 750か ら 約 1000ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 含
む 、 請 求 項 65の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 耐 熱 性 が 、 高 温 に 加 熱 し た 後 で 、 37℃ で の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 比 活 性 の 少 な く と も 半 分 を
保 持 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 81の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 耐 熱 性 が 、 高 温 に 加 熱 し た 後 で 、 37℃ で の 比 活 性 の 約 500か ら 約 1200ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ
ク 質 の 範 囲 を 保 持 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 81の 単 離 又 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 1つ の グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 む 、 請 求 項 61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 88の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 P.パ ス ト リ ス 又 は S.ポ ン ベ で 発 現 さ れ た 後 で グ リ コ シ ル 化 さ れ る 、 請
求 項 89の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 pH6.5、 pH6.0、 pH5.5、 pH5.0、 pH4.5又 は pH4.0を 含 む 条 件 下 で ホ ス
ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 、 請 求 項 65の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 pH7.5、 pH8.0、 pH8.5、 pH9.0、 pH9.5又 は pH10.0、 又 は pH10.5を 含
む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 、 請 求 項 65の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 請 求 項 61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 又 は ゲ ル を
含 む 前 記 タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 第 二 の ド メ イ ン と を 含 む 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 第 二 の ド メ イ ン が ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー が 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求
項 94の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 第 二 の ド メ イ ン が エ ピ ト ー プ 又 は タ グ で あ る 、 請 求 項 94の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ホ モ ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 請 求 項 61記 載 の 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む 、 固 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 細 胞 、 金 属 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 マ イ ク ロ 電 極 、
グ ラ フ ァ イ ト 粒 子 、 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 プ レ ー ト 、 ア レ イ 又 は キ ャ ピ ラ リ ー 管 上 に 固 定 さ れ て
い る 、 請 求 項 98の 固 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 請 求 項 61記 載 の 固 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24記 載 の 固 定 さ れ た 核 酸 を 含 む ア レ イ 。
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【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 又 は 組 換 え 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 102の 単 離 又 は 組 換
え 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 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 】
　 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 で あ っ て 、
（ a） 請 求 項 102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 ； 及 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 を
工 程 （ a） の 抗 体 と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 単 離 又 は 同 定 す る 工 程 ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 抗 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗 体 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 又 は そ の 部 分 配 列 を 、 液 性 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る の
に 充 分 な 量 で 非 ヒ ト 動 物 に 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 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 抗 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗 体 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 61に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 部 分 配 列 を 、 液 性 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る の に 充
分 な 量 で 非 ヒ ト 動 物 に 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
、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） プ ロ モ ー タ ー に 機 能 可 能 に 連 結 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 前 記 核 酸 は 請 求
項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 み ； 及 び
（ b） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 工 程 （ a） の 核 酸 を 発 現 さ せ 、 そ れ に
よ っ て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 工 程 ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 工 程 （ a） の 核 酸 で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 続 い て 工 程 （ a） の 核 酸 を 発 現 さ せ 、 そ れ に
よ っ て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 形 質 転 換 細 胞 で 生 成 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 108の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 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 で あ っ て 、
（ a） 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 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 ； 及 び
（ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 基 質 と 接 触 さ せ て 、 基 質 の 量 の 減 少 又 は 反 応 生 成 物
の 量 の 増 加 を 検 出 す る 工 程 、 こ こ で 基 質 の 量 の 減 少 又 は 反 応 生 成 物 の 量 の 増 加 に よ っ て ホ
ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 さ れ る ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 被 検 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び
（ c） 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 被 検 基 質 と 接 触 さ せ て 、 基 質 の 量 の 減 少 又
は 反 応 生 成 物 の 量 の 増 加 を 検 出 す る 工 程 、 こ こ で 、 基 質 の 量 の 減 少 又 は 反 応 生 成 物 の 量 の
増 加 が 、 前 記 被 検 基 質 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 と し て 同 定 す る ；
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を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 被 検 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 核 酸 又 は 前 記 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 、 前 記 核 酸 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 許 容 す る
条 件 下 で 発 現 さ せ る 工 程 、 こ こ で 前 記 核 酸 は 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 有 し ；
（ b） 被 検 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
（ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 前 記 被 検 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び
（ d） 工 程 （ b） の 被 検 化 合 物 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 工
程 ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 被 検 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 請 求 項 61に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 被 検 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ；
（ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 被 検 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び
（ d） 工 程 （ b） の 被 検 化 合 物 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 工
程 ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 被 検 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 被 検 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
の 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 こ こ で 、 被 検 化 合 物 の 非 存 在 下 で 測 定 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 と
比 較 し て 、 被 検 化 合 物 の 存 在 下 で 測 定 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 に お け る 変 化 は 、 被 検 化 合
物 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る と い う 決 定 を 提 供 す る ；
を 含 む 前 記 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 す る こ と 、 及 び 基 質 量 の 減 少 若 し く
は 反 応 生 成 物 量 の 増 加 又 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 114の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 被 検 化 合 物 が 存 在 し な い と き の 基 質 量 又 は 反 応 生 成 物 量 と 比 較 し て 、 前 記 被 検 化 合 物 が
存 在 す る と き の 基 質 量 の 減 少 又 は 反 応 生 成 物 量 の 増 加 に よ り 、 前 記 被 検 化 合 物 は ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 活 性 の ア ク チ ベ ー タ ー と 同 定 さ れ る 、 請 求 項 115の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 被 検 化 合 物 が 存 在 し な い と き の 基 質 量 又 は 反 応 生 成 物 量 と 比 較 し て 、 前 記 被 検 化 合 物 が
存 在 す る と き の 基 質 量 の 増 加 又 は 反 応 生 成 物 量 の 減 少 に よ っ て 、 前 記 被 検 化 合 物 は ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 活 性 の 阻 害 物 質 と 同 定 さ れ る 、 請 求 項 115の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 プ ロ セ ッ サ 及 び デ ー タ 保 存 装 置 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム で あ っ て 、
前 記 デ ー タ 保 存 装 置 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 核 酸 配 列 を 保 存 し て お り 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 は 請 求 項 61に 記 載 の 配 列 を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に
記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 前 記 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム と 、 少 な く と も 1つ の 参 照 配 列 が 保 存 さ れ て い る デ ー タ 保 存 装 置
と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 118の コ ン ピ ュ ー タ 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 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 含 む 、 請 求 項 119
の コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 。
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【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 配 列 の 1以 上 の 特 徴 を 同 定 す る ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ヤ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 119の コ ン
ピ ュ ー タ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 核 酸 配 列 が 保 存 さ れ て あ る コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 で あ
っ て 、
前 記 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 請 求 項 61に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ； 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の
核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 前 記 コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 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 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 配 列 を 読 み 取 る 工
程 、 こ こ で 前 記 配 列 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 請
求 項 61に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 み ； 及 び
（ b） 前 記 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ り 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 一 の 配 列 を 第 二 の 配 列 と 比 較 す る 方 法 ：
（ a） 配 列 を 比 較 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム の 使 用 に よ り 第 一 の 配 列 及 び 第 二 の 配 列 を
読 み 取 る 工 程 、 こ こ で 第 一 の 配 列 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 は 請 求 項 61に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 に
よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 み ； 及 び
（ b） 前 記 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ り 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 と の 間 の 相 違 を 決 定 す
る 工 程 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 と の 間 の 相 違 を 決 定 す る 工 程 が 、 多 型 性 を 同 定 す る 工 程 を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 124の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 配 列 中 の 1以 上 の 特 徴 を 同 定 す る ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ヤ ー を 含 む 、 請 求 項 124の
方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 第 一 の 配 列 を 読 み 取 り 、 配 列 中 の 1以 上 の 特 徴 を 同 定
す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 126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 又 は 回 収 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 33に 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 を 提 供 す る 工 程 ；
（ b） 環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る 工 程 、 又 は 前 記 環 境 サ ン プ ル 中 の 核 酸 を 前 記 増 幅
プ ラ イ マ ー 対 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 利 用 で き る よ う に 、 前 記 環 境 サ ン プ ル を 処 理
す る 工 程 ； 及 び
（ 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 て 前 記 環 境 サ ン プ ル 由
来 の 核 酸 を 増 幅 し 、 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 コ ー ド す る
核 酸 を 環 境 サ ン プ ル か ら 単 離 又 は 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 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 81、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 87
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、 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、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号
113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 12
5、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137
、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、
配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配
列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171若 し く は 配 列 番 号 173
に 示 さ れ る 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 の う ち 少 な く と も 約 10～ 50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 128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 又 は 回 収 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 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 工 程 、 又 は 前 記 サ ン プ ル 中 の 核 酸 を 工 程 （ a） の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 利 用 で き る よ う に 、 前 記 環 境 サ ン
プ ル を 処 理 す る 工 程 ；
（ c） 工 程 （ b） の 単 離 さ れ た 核 酸 又 は 処 理 さ れ 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 ； 及 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 し
、 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 コ ー ド す る 核 酸 を 前 記 環 境 サ
ン プ ル か ら 単 離 又 は 回 収 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 、 大 気 サ ン プ ル 又 は 生 物 学
的 サ ン プ ル を 含 む 、 請 求 項 128又 は 請 求 項 130の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル が 、 細 菌 細 胞 、 原 虫 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 、 真 菌 細 胞
又 は 哺 乳 動 物 細 胞 に 由 来 す る 、 請 求 項 131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 を コ ー ド す る 核 酸 の 変 種
を 作 製 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む 鋳 型 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び
（ b） 前 記 鋳 型 配 列 中 の 1以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 改 変 、 欠 失 若 し く は 付 加 、 又 は そ れ ら の 組
合 せ を 実 施 し て 、 前 記 鋳 型 核 酸 の 変 種 を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 変 種 核 酸 を 発 現 さ せ て 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 工 程 を 含 む
、 請 求 項 133の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 改 変 、 付 加 又 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 ャ 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 変 異 導 入 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 、 遺
伝 子 再 ア ッ セ ン ブ リ 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (商 標 )(GSSM(商 標 )） 、 合 成 連 結 再 ア ッ セ
ン ブ リ （ SLR） 及 び そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 133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 修 飾 DNA変 異
導 入 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 変 異 導 入 、 ギ ャ ッ プ 保 有 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 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 、 及 び そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 133の 方
法 。
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【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 方 法 が 、 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の も の と は 変 化 し た 若 し く は 異 な
る 活 性 又 は 変 化 し 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 反 復
的 に 繰 り 返 さ れ る 、 請 求 項 133の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド が 耐 熱 性 で あ り 、 高 温 に 暴 露 さ れ た 後 で 幾 ら か 活 性 を
保 持 し て い る 、 請 求 項 137の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 比 較 し て 、 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ
プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 が 増 加 し て い る 、 請 求 項 137の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド が 高 温 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 し 、 鋳 型 核 酸 に よ
っ て コ ー ド さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 高 温 下 で 活 性 を 持 た な い 、 請 求 項 137の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
　 方 法 が 、 鋳 型 核 酸 の コ ド ン 使 用 頻 度 と は 変 化 し た コ ド ン 使 用 頻 度 を 示 す ホ ス ホ リ パ ー ゼ
コ ー ド 配 列 が 生 成 さ れ る ま で 反 復 的 に 繰 り 返 さ れ る 、 請 求 項 133の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 方 法 が 、 鋳 型 核 酸 の メ ッ セ ー ジ 発 現 レ ベ ル 又 は 安 定 性 レ ベ ル よ り 高 い ま た は 低 い レ ベ ル
を 有 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 が 生 成 さ れ る ま で 反 復 的 に 繰 り 返 さ れ る 、 請 求 項 133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 で の そ の 発 現 を 高 め る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 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 ； 及 び
（ b） 工 程 （ a） の 核 酸 の 非 優 先 コ ド ン ま た は 低 優 先 コ ド ン を 同 定 し 、 そ の コ ド ン を 同 じ ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 優 先 コ ド ン ま た は 中 性 的 に 使 用 さ れ る コ ド ン で 置 換 し 、 よ っ て 前 記 核
酸 を 改 変 し て 宿 主 細 胞 内 で の 発 現 を 増 加 さ せ 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 に お い て 高 頻 度 で 提 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 前 記 非 優 先 コ ド ン ま
た は 前 記 低 優 先 コ ド ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 低 頻 度 で 提 示 さ れ る コ
ド ン で あ る 前 記 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
　 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又 は 請 求 項 24に 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 ； 及 び
（ b） 工 程 （ a） の 核 酸 の コ ド ン を 同 定 し 、 そ の コ ド ン を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 別 の コ
ド ン で 置 換 し 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン を 改 変 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 細 胞 で の 発 現 を 高 め る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び
（ b） 工 程 （ a） の 核 酸 の 非 優 先 コ ド ン ま た は 低 優 先 コ ド ン を 同 定 し 、 そ の コ ド ン を 同 じ ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 優 先 コ ド ン ま た は 中 性 的 に 使 用 さ れ る コ ド ン で 置 換 し 、 こ こ で 前 記 優
先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 高 頻 度 で 提 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 前
記 非 優 先 ま た は 前 記 低 優 先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 低 頻 度 で 提 示
さ れ る コ ド ン で あ り 、 よ っ て 前 記 核 酸 を 改 変 し て 宿 主 細 胞 で の 発 現 を 高 め る 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
　 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
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ン を 改 変 し て 宿 主 細 胞 で の 発 現 を 低 下 さ せ る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び
（ b） 工 程 （ a） の 核 酸 の 少 な く と も 1つ の 好 ま し い コ ド ン を 同 定 し 、 そ の コ ド ン を 同 じ ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 非 優 先 コ ド ン ま た は 低 優 先 コ ド ン で 置 換 し 、 こ こ で 前 記 優 先 コ ド ン は
宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 高 頻 度 で 提 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 前 記 非 優 先 ま
た は 前 記 低 優 先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 低 頻 度 で 提 示 さ れ る コ ド
ン で あ り 、 よ っ て 前 記 核 酸 を 改 変 し て 宿 主 細 胞 で の 発 現 を 低 下 さ せ る 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 、 又 は 哺 乳 動 物 細 胞
で あ る 、 請 求 項 146の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 複 数 の 改 変 さ れ た 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 さ れ る 活 性 部 位 ま た は 基
質 結 合 部 位 は 、 第 一 の 活 性 部 位 ま た は 第 一 の 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 第 一 の
核 酸 に 由 来 す る 前 記 方 法 ： （ a） 第 一 の 活 性 部 位 ま た は 第 一 の 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る
第 一 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 前 記 第 一 の 核 酸 配 列 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 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、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列
番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番
号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号
135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 14
7、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159
、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又
は 配 列 番 号 173に 示 さ れ る 配 列 、 又 は そ の 部 分 配 列 と 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 み 、 さ ら に 前 記 核 酸 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 部 位 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ
基 質 結 合 部 位 を コ ー ド し ； （ b） 第 一 の 核 酸 内 の 複 数 の 標 的 コ ド ン で 天 然 に 存 在 す る ア ミ
ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 一 組 の 変 異 原 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前
記 一 組 の 変 異 原 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 変 異 を 導 入 さ れ た 各 ア ミ ノ 酸 コ ド ン で 一
連 の ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 一 組 の 活 性 部 位 コ ー ド 変 種 ま た は 基 質 結 合 部 位 コ ー ド 変 種
核 酸 を 生 成 し 、 そ れ に よ っ て 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 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 最 適 化 定 方 向 進 化 シ ス テ ム 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (商 標 )（ GSSM(商 標 )） 及 び 合 成 連
結 再 ア ッ セ ン ブ リ (SLR)を 含 む 方 法 に よ っ て 、 工 程 （ a） の 第 一 の 核 酸 に 変 異 を 導 入 す る 工
程 を 含 む 、 請 求 項 148の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
　 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 ャ 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 リ 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (商 標 )（ GSSM(商 標 )） 、 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ (SLR)
及 び そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 、 工 程 （ a） の 第 一 の 核 酸 に 変 異 を 導 入 す る 工 程
を 含 む 、 請 求 項 148の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
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　 組 換 え 、 再 帰 的 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA変 異 導 入 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 変
異 導 入 、 ギ ャ ッ プ 保 有 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 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 及 び そ れ ら
の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 、 工 程 （ a） の 第 一 の 核 酸 又 は 変 種 に 変 異 を 導 入 す る 工 程 を
含 む 、 請 求 項 148の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 小 分 子 を 生 成 す る 方 法 ： （ a） 小 分 子 を 合 成 ま た は 改 変 す る こ と が で
き 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 1つ は 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に
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 酵 素 の 少 な く と も 1つ の た め の 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 複 数 の 生 体 触
媒 反 応 を 促 進 す る 条 件 下 で 工 程 （ b） の 基 質 を 前 記 酵 素 と 反 応 さ せ て 一 連 の 生 体 触 媒 反 応
に よ り 小 分 子 を 生 成 す 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 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に
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 ； 及 び （ 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 が
促 進 さ れ る 条 件 下 で 工 程 （ a） の 酵 素 を 工 程 （ b） の 小 分 子 と 反 応 さ せ 、 そ れ に よ っ て ホ ス
ホ リ パ ー ゼ 酵 素 反 応 に よ り 小 分 子 を 改 変 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 工 程 （ a） の 酵 素 の 小 分 子 基 質 を 複 数 含 み 、 よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 に よ り 触 媒 さ れ
る 少 な く と も 1つ 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 作 製 す る 、
請 求 項 153の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 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 す る た め に 、 前 記
酵 素 に よ る 複 数 の 生 体 触 媒 反 応 が 促 進 さ れ る 条 件 下 で 複 数 の 追 加 酵 素 を さ ら に 含 む 、 請 求
項 153の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 さ ら に 、 所 望 の 活 性 を 示 す 特 定 の 改 変 小 分 子 が ラ イ ブ ラ リ ー 内 に 存 在 す る か 否 か を 決 定
す る た め に 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー を 試 験 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 155の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー を 試 験 す る 工 程 が 、 さ ら に 、 所 望 の 活 性 を も つ 特 定 の 改 変 小 分 子 の 有 無 に
つ い て 改 変 小 分 子 の 一 部 を 試 験 す る こ と に よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 内 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 1つ 以 外 の 全 て を 系 統 的 に 排 除 し 、 所 望
の 活 性 を も つ 特 定 の 改 変 小 分 子 を 生 成 す る 少 な く と も 1つ の 特 異 的 な 生 体 触 媒 反 応 を 同 定
す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 156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）
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 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 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 ； 及 び （ b） 工 程 （ a） の 配 列 か ら 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ 、 さ ら に ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 活 性 に つ い て 残 り の 部 分 配 列 を 試 験 し 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 の 機 能
的 フ ラ グ メ ン ト を 決 定 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 て 、 基 質 量 の 減 少 又 は 反 応 生 成 物
量 の 増 加 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 158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 分 析 を 使 用 す る こ と に よ る 新 規 又 は 改
変 表 現 型 の ホ ー ル セ ル 操 作 方 法 ： （ a） 細 胞 の 遺 伝 的 組 成 を 改 変 す る こ と に よ っ て 改 変 細
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胞 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 遺 伝 的 組 成 は 、 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含
む 核 酸 の 細 胞 へ の 添 加 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 す る 工 程 ； （ c） 工 程 （ b） の 細 胞 培 養 を リ ア ル タ イ ム で モ ニ タ ー す る こ
と に よ っ て 細 胞 の 少 な く と も 1つ の 代 謝 パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る 工 程 ； 及 び （ d） 工 程 （ c
） の デ ー タ を 分 析 し て 、 前 記 測 定 パ ラ メ ー タ ー が 同 様 な 条 件 下 に お け る 非 改 変 細 胞 の 対 応
す る 測 定 値 と 異 な っ て い る か 否 か を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て 、 リ ア ル タ イ ム 代 謝 フ ラ ッ ク ス
分 析 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 組 成 が 、 細 胞 内 の 配 列 の 欠 失 若 し く は 改 変 、 又 は 遺 伝 子 発 現 の ノ ッ ク ア ウ
ト を 含 む 方 法 に よ っ て 改 変 さ れ る 、 請 求 項 160の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
　 新 規 に 操 作 さ れ た 表 現 型 を 含 む 細 胞 を 選 別 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 160の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
　 選 別 さ れ た 細 胞 を 培 養 し 、 そ れ に よ っ て 新 規 に 操 作 さ れ た 表 現 型 を 含 む 新 規 な 細 胞 株 を
生 成 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 162の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 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 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、 配
列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列
番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番
号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号
143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 15
5、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167
、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173の 残 基 1か ら 16、 1か ら 17、 1か ら 18、 1か ら 1
9、 1か ら 20、 1か ら 21、 １ か ら 22、 １ か ら 23、 １ か ら 24、 １ か ら 25、 1か ら 26、 1か ら 27、 1
か ら 28、 1か ら 29、 1か ら 30、 1か ら 31、 1か ら 32、 1か ら 33に 示 さ れ る 配 列 か ら 成 る 単 離 又
は 組 換 え シ グ ナ ル 配 列 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
　 請 求 項 164に 記 載 の 配 列 を 有 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） を 含 む 少 な く と も 第 一 の ド メ
イ ン 及 び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド を 含 む 少 な く と も 第 二 の ド メ イ ン を 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 又 は ペ プ チ ド が 天 然 に は 前 記 シ グ ナ ル ペ プ チ
ド （ SP） と は 結 合 し て い な い 、 前 記 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】
　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー ゼ で は な い 、 請 求 項 165の キ メ ラ ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド が 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ 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 そ の 両 端 に 存 在 す る 、 請 求 項 165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 が 、 請 求 項 164に 記 載 の 配 列 を 有 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） を 含 む 少 な く と も 第 一 の
ド メ イ ン 及 び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド を 含 む 少 な く と も 第 二 の ド メ イ ン を 含 み 、 前
記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド が 天 然 に は 前 記 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） と は 結 合 し て い
な い 、 前 記 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
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【 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 耐 熱 性
又 は 熱 安 定 性 を 高 め る 方 法 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 請 求 項 61に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 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 み 、 そ れ に よ っ て 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 耐 熱 性 又 は 熱 安
定 性 が 高 め ら れ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ０ 】
　 細 胞 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 、 前 記 方 法 が 請 求 項 1又 は
請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー を 発 現 さ せ る こ と を 含 み 、 こ こ で 過 剰 発 現 が 高
活 性 プ ロ モ ー タ ー の 使 用 、 ジ シ ス ト ロ ン 性 ベ ク タ ー の 使 用 又 は ベ ク タ ー の 遺 伝 子 増 幅 に よ
っ て 実 施 さ 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 を 作 製 す る 方 法 ： （ a） 異 種 核 酸 配 列 を 前 記
細 胞 に 導 入 し （ こ こ で 前 記 異 種 核 酸 配 列 は 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 む ） 、
そ れ に よ っ て 形 質 転 換 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 生 産 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ７ ２ 】
　 工 程 （ a） が さ ら に 、 植 物 細 胞 プ ロ ト プ ラ ス ト の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 又 は マ イ ク ロ
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 前 記 異 種 核 酸 配 列 を 導 入 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 171の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ３ 】
　 工 程 （ a） が 、 DNA粒 子 衝 撃 に よ っ て 、 又 は ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agro
bacterium tumefaciens） 宿 主 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 植 物 組 織 に 直 接 前 記 異 種 核 酸 配
列 を 導 入 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 171の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ４ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 植 物 細 胞 で 異 種 核 酸 配 列 を 発 現 さ せ る 方 法 ： （ a） プ ロ モ ー タ ー に
機 能 的 に 連 結 さ れ た 異 種 核 酸 配 列 で 前 記 植 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る 工 程 、 こ こ で 前 記 異 種 核
酸 配 列 は 請 求 項 1又 は 請 求 項 24に 記 載 の 配 列 を 含 み ； （ b） 前 記 異 種 核 酸 配 列 が 前 記 植 物 細
胞 で 発 現 さ れ る 条 件 下 で 、 前 記 植 物 を 生 長 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 し 、 分 解 し 又 は 破 壊 す る 方 法 ： （ a
） 請 求 項 65に 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請
求 項 24に 記 載 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 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 前 記 リ ン 脂 質 含 有 組 成 物
を 加 水 分 解 し 、 分 解 し 又 は 破 壊 す る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組
成 物 と 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 又 は 膜 を 含 む 、 請 求 項 175の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ７ 】
　 組 成 物 が 、 植 物 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 又 は 動 物 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 175
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 又 は 除 去 す る 方 法 ： （ a） 請 求 項 65に 記
載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 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 組 成 物 を
提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 前 記 リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 を 除 去 又 は 液 化
す る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 １ ７ ９ 】
　 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 洗 剤 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ リ パ ー
ゼ 活 性 を 有 す る 、 前 記 洗 剤 組 成 物 。
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【 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 又 は 表 面 活 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る 、 請 求
項 179の 洗 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 、 非 水 性 液 状 組 成 物 、 鋳 造 固 体 、 凍 結 乾 燥 粉 末 、 顆 粒 形 、 粒 状 形 、 圧
縮 錠 剤 、 ペ レ ッ ト 、 ゲ ル 形 、 エ ー ロ ゾ ル 又 は ス ラ リ ー 形 で あ る 請 求 項 179の 洗 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 対 象 物 を 洗 浄 す る 方 法 ： （ a） 請 求 項 65に 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活
性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 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） 対 象 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 組 成 物 が
前 記 対 象 物 を 洗 浄 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 対
象 物 と 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 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ a） 請 求 項 65に 記 載 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 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 含 有 脂 肪 又 は 油 を 含 む 組 成 物 を
提 供 す る 工 程 ； 及 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
す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 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 。
【 請 求 項 １ ８ ４ 】
　 油 含 有 組 成 物 が 植 物 、 動 物 、 藻 類 又 は 魚 類 の 油 若 し く は 脂 肪 を 含 む 、 請 求 項 183の 方 法
。
【 請 求 項 １ ８ ５ 】
　 植 物 油 が 、 米 ぬ か 油 、 大 豆 油 、 菜 種 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ヤ シ の 実 の 油 、 キ ャ ノ ー ラ 油
、 ヒ マ ワ リ 油 、 ゴ マ 油 、 又 は 落 花 生 油 を 含 む 、 請 求 項 183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 の ホ ス フ ァ チ ド
を 加 水 分 解 す る 、 請 求 項 183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 で 加 水 分 解 し て 、 ジ グ
リ セ リ ド と 水 溶 性 ホ ス フ ェ ー ト 化 合 物 を 生 成 す る 、 請 求 項 183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 183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 し 、 さ ら に ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 が ま た 添 加 さ
れ る 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ０ 】
　 接 触 工 程 が 、 油 中 の 水 和 リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 含 む 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ １ 】
　 工 程 （ c） の 加 水 分 解 条 件 が 、 ア ル カ リ 性 pHで 約 20℃ か ら 40℃ の 温 度 を 含 む 、 請 求 項 183
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ２ 】
　 ア ル カ リ 性 条 件 が 、 約 pH8か ら pH10の pHを 含 む 、 請 求 項 190の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ３ 】
　 工 程 （ c） の 加 水 分 解 条 件 が 、 約 ３ ～ 10分 の 反 応 時 間 を 含 む 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ４ 】
　 工 程 （ c） の 加 水 分 解 の 条 件 が 、 約 50℃ か ら 60℃ の 温 度 で 、 約 pH5か ら pH6.5の pHで 、 約 p
H6か ら pH7.5の pHで 、 又 は 約 pH5か ら pH8.0の pHで 、 約 30か ら 60分 の 反 応 時 間 を 用 い て 、 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 む 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ５ 】
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　 ポ リ ペ プ チ ド が フ ィ ル タ ー に 結 合 さ れ 、 前 記 リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 又 は 油 が 前 記 フ ィ ル タ ー
に 通 さ れ る 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 又 は 油 を 含 む 溶 液 に 添 加 さ れ 、 続 い て 前 記 溶 液 が フ ィ
ル タ ー に 通 さ れ る 、 請 求 項 183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 可 能 な 形 に 変 換 す る 方 法 ： （ a） 請 求 項 65
に 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 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） 非 水 和
性 リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 非 水 和 性 リ ン 脂
質 を 水 和 可 能 な 形 に 変 換 す る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と
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 197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 197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 を 苛 性 ア ル カ リ 精 製 す る 方 法 ： （ a） ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 活 性 を 有 す 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 ； 及 び （ c） 苛 性 ア ル カ リ 精 製 の 前 、 最 中 又 は 後 で 、 工 程 （ a） の ポ リ
ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 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 200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 、 酸 又 は 苛 性 ア ル カ リ の 添 加 前 に 加 え ら れ
る 、 請 求 項 200の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ３ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 苛 性 ア ル カ リ 精 製 中 に 添 加 さ れ 、 さ ら に リ
ン の レ ベ ル 及 び 遊 離 脂 肪 酸 の レ ベ ル に 応 じ て 種 々 の レ ベ ル の 酸 及 び 苛 性 ア ル カ リ が 添 加 さ
れ る 、 請 求 項 200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 、 苛 性 ア ル カ リ 精 製 後 に 、 す な わ ち 分 離 前
に 強 力 攪 拌 機 又 は 維 持 攪 拌 機 中 に ； 加 熱 工 程 に 続 い て ；  遠 心 機 に ； 石 鹸 ス ト ッ ク に ； 洗
浄 水 に ； 又 は 漂 白 若 し く は 脱 臭 工 程 時 に 添 加 さ れ る 、 請 求 項 200の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 植 物 ス テ リ ン 又 は ト リ テ ル ペ ン を 精 製 す る 方 法 ： （ a） 請 求 項 65に
記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 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） 植 物 ス テ
リ ン 又 は ト リ テ ル ペ ン を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 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 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ
チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 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 205の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ７ 】
　 植 物 ス テ リ ン 又 は ト リ テ ル ペ ン が 植 物 ス テ ロ ー ル を 含 む 、 請 求 項 205の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ８ 】
　 植 物 ス テ ロ ー ル が 植 物 油 に 由 来 す る 、 請 求 項 207の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ９ 】
　 植 物 油 が 、 コ コ ナ ッ ツ 油 、 キ ャ ノ ー ラ 油 、 カ カ オ 脂 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 綿 実 油 、 亜 麻
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仁 油 、 オ リ ー ブ 油 、 パ ー ム 油 、 落 花 生 油 、 米 ぬ か 由 来 油 、 紅 花 油 、 ゴ マ 油 、 大 豆 油 、 又 は
ヒ マ ワ リ 油 を 含 む 、 請 求 項 208の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ０ 】
　 遊 離 植 物 ス テ リ ン 及 び フ ィ 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 さ ら に 含 む 、 請 求 項 205の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ １ 】
　 植 物 ス テ リ ン 又 は ト リ テ ル ペ ン が 、 β -シ ト ス テ ロ ー ル 、 キ ャ 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 又 は ブ ラ シ ッ カ
ス テ ロ ー ル を 含 む 、 請 求 項 205の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 粗 油 を 精 製 す る 方 法 ： （ a） 請 求 項 65に 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 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 有 す る 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程
； 及 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 す る こ と が で
き る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 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 212の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ４ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 、 組 成 物 に 添 加 さ れ る 水 溶 液 に 存 在 す る 、
請 求 項 212の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ５ 】
　 水 の レ ベ ル が 約 0.5か ら 5%の 間 で あ る 、 請 求 項 214の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ６ 】
　 工 程 時 間 が 約 2時 間 未 満 で あ る 、 請 求 項 214の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ７ 】
　 工 程 時 間 が 約 60分 未 満 で あ る 、 請 求 項 216の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ８ 】
　 工 程 時 間 が 約 30分 未 満 、 約 15分 未 満 又 は 約 5分 未 満 で あ る 、 請 求 項 217の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ９ 】
　 加 水 分 解 条 件 が 約 25℃ か ら 70℃ の 間 の 温 度 を 含 む 、 請 求 項 212の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ０ 】
　 加 水 分 解 条 件 が 苛 性 ア ル カ リ の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 212の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ １ 】
　 加 水 分 解 条 件 が 約 pH3か ら pH10の 間 の pHを 含 む 、 請 求 項 212の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ２ 】
　 加 水 分 解 条 件 が 、 乳 化 剤 の 添 加 及 び /又 は 工 程 （ c） の 接 触 後 の 混 合 を 含 む 、 請 求 項 212
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ３ 】
　 水 相 の 分 離 を 促 進 す る た め に 、 エ マ ル ジ ョ ン 破 壊 剤 の 添 加 及 び /又 は 加 熱 若 し く は 冷 却
を 含 む 、 請 求 項 212の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ４ 】
　 遠 心 に よ っ て レ シ チ ン を 採 集 す る た め に 接 触 工 程 の 前 に 脱 ガ ム を 施 し 、 続 い て PLC、 PLC
及 び /又 は PLAを 添 加 し て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 除 去 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 212の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ５ 】
　 食 用 油 の た め に 粗 油 を 水 で 脱 ガ ム し て リ ン を 10ppm未 満 に し 、 続 い て バ イ オ デ ィ ー ゼ ル
油 の た め に 物 理 的 に 精 製 し て リ ン を 約 50ppm未 満 の リ ン に す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 212の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ ６ 】
　 酸 を 添 加 し て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 水 和 を 促 進 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 212の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ２ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 油 又 は 脂 肪 を 脱 ガ ム す る 方 法 ： （ a） 請 求 項 65に 記 載 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド （ こ こ で 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D活 性 を 含 む
） 及 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 含 有 脂 肪 又 は 油
を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 組 成 物 中 の リ ン 脂 質 の 加 水
分 解 を 触 媒 す る こ と が で き る 条 件 下 で 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 。
【 請 求 項 ２ ２ ８ 】
　 請 求 項 65に 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請
求 項 24に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド （ こ こ で 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D活 性 を 含 む ） 及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る こ と を
含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C活 性 の 等 価 物 を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ ９ 】
　 リ ポ 多 糖 類 (LPS)媒 介 毒 性 を 軽 減 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 医 薬 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ０ 】
　 請 求 項 65に 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請
求 項 24に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 内 毒 素 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む
、 内 毒 素 を 無 毒 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ １ 】
　 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 脂 質 Aを 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 脂 質 Aの 2'又 は 3'脂 肪 酸 鎖 を
脱 ア シ ル 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が パ タ チ ン 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 231の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ３ 】
　 パ タ チ ン が 、 配 列 番 号 12（ 配 列 番 号 11に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 14（ 配 列 番 号
13に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 18（ 配 列 番 号 17に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号
26（ 配 列 番 号 25に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 28（ 配 列 番 号 27に よ っ て コ ー ド さ れ る
） 、 配 列 番 号 34（ 配 列 番 号 33に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 36（ 配 列 番 号 35に よ っ て
コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 44（ 配 列 番 号 43に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 46（ 配 列 番
号 45に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 56（ 配 列 番 号 55に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番
号 60（ 配 列 番 号 59に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 66（ 配 列 番 号 65に よ っ て コ ー ド さ れ
る ） 、 配 列 番 号 72（ 配 列 番 号 71に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 78（ 配 列 番 号 77に よ っ
て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 87（ 配 列 番 号 86に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 88（ 配 列
番 号 87に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 92（ 配 列 番 号 91に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列
番 号 96（ 配 列 番 号 95に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 100（ 配 列 番 号 99に よ っ て コ ー ド
さ れ る ） 、 配 列 番 号 104（ 配 列 番 号 103に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 126（ 配 列 番 号 1
25に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 128（ 配 列 番 号 127に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番
号 132（ 配 列 番 号 131に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 134（ 配 列 番 号 133に よ っ て コ ー ド
さ れ る ） 、 配 列 番 号 136（ 配 列 番 号 135に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 又 は 配 列 番 号 138（ 配 列
番 号 137に よ っ て コ ー ド さ れ る ） に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 232の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ４ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 1以 上 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 1の 単 離 又 は
組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ ５ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 PLC及 び PLA活 性 ； PLB及 び PLA活 性 ； PLC及 び PLD活 性 ； PLC及 び P
LB活 性 ； PLB及 び パ タ チ ン 活 性 ； PLC及 び パ タ チ ン 活 性 ； PLD及 び PLA； PLD、 PLA、 PLB及 び P
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LC活 性 ； 又 は PLD、 PLA、 PLB、 PLC及 び パ タ チ ン 活 性 を 含 む 、 請 求 項 234の 単 離 又 は 組 換 え
核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ ６ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 又 は リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ
ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 又 は リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー
ゼ ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 を 含 む 、 請 求 項 234の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ ７ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ
ン （ PE） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ PI） 及 び /又 は
ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ に お け る グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 加
水 分 解 を 触 媒 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 1の 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ ８ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 1以 上 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 65の 単 離 又
は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ ９ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 PLC及 び PLA活 性 ； PLB及 び PLA活 性 ； PLC及 び PLD活 性 ； PLC及 び P
LB活 性 ； PLB及 び パ タ チ ン 活 性 ； PLC及 び パ タ チ ン 活 性 ； PLD及 び PLA； PLD、 PLA、 PLB及 び P
LC活 性 ； 又 は PLD、 PLA、 PLB、 PLC及 び パ タ チ ン 活 性 を 含 む 、 請 求 項 238の 単 離 又 は 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ ０ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 又 は リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ
ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 又 は リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー
ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 を 含 む 、 請 求 項 238の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ １ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ
ン （ PE） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ PI） 及 び /又 は
ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ に お け る グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 加
水 分 解 を 触 媒 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 65の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ ２ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が PLC活 性 を 有 し 、 中 性 油 を 増 加 さ せ る 、 請
求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ３ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が PLC活 性 を 有 し 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ D
AG） を 増 加 さ せ て 油 相 に 寄 与 す る 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ク チ ナ ー ゼ 、 ま た 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
、 カ ー 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 、 例 え ば ラ ク タ ー ゼ 及 び /又 は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
、 又 は 等 価 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 有 す る １ 以 上 の ポ リ ペ プ
チ ド を 添 加 し て ガ ム 塊 を い っ そ う 分 解 し 、 油 の 収 量 を 高 め る こ と を 含 む 、 請 求 項 183の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ ５ 】
　 加 水 分 解 条 件 が ア ル カ リ 性 pHを 含 む 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ６ 】
　 ア ル カ リ 性 条 件 が 、 PLCに よ っ て 生 成 さ れ る 1,2-DAGの 1,3-DAGへ の 異 性 化 を 生 じ る の に
充 分 で あ る 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 脱 ガ ム の 方 法 に よ っ て 生 成 さ れ た ガ ム を 硬 化 剤 の 添 加 に よ っ て 物 理 的 に 除 去 す
る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ８ 】
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　 硬 化 剤 が タ ル ク を 含 む 、 請 求 項 247の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ９ 】
　 脱 ガ ム 油 の 最 終 製 品 が 1,3-DAGに 富 む 、 請 求 項 183の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ０ 】
　 脱 ガ ム 油 の 最 終 製 品 が 1.0%未 満 の 1,3-DAGを 含 む 、 請 求 項 249の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 油 の 囲 い 込 み を 低 下 さ せ る こ と に よ り ガ ム の 量 を 減 少 さ せ て 、 中 性
油 （ ト リ グ リ セ リ ド ） 収 量 を 増 加 さ せ る 方 法 ： （ a） 請 求 項 65に 記 載 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活
性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 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） リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 又 は 油 を 含 む 組
成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） ガ ム の 量 を 減 少 さ せ る の に 充 分 な 時 間 、 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド が 組 成 物 中 の リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と が で き る 条 件 下 で 工 程 （ a） の ポ リ ペ
プ チ ド 及 び 工 程 （ b） の 組 成 物 を 接 触 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ５ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 調 製 物 が 、 非 水 性 液 状 組 成 物 、 鋳 造 固 体 、 粉 末 、 凍 結 乾 燥 粉 末 、 顆 粒 形 、 粒
状 形 、 圧 縮 錠 剤 、 ペ レ ッ ト 、 ピ ル 、 ゲ ル 形 、 ヒ ド ロ ゲ ル 、 ペ ー ス ト 、 エ ー ロ ゾ ル 、 ス プ レ
ー 、 ロ ー シ ョ ン 、 ス ラ リ ー 製 剤 、 水 性 /油 性 エ マ ル ジ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 カ プ セ ル 、 小 胞 、
又 は ミ セ ル 状 懸 濁 物 を 含 む 製 剤 を 含 む 、 請 求 項 93の タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ３ 】
　 組 成 物 と ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド と の 高 せ
ん 断 混 合 、 そ れ に 続 く 無 せ ん 断 混 合 又 は 低 せ ん 断 混 合 を 使 用 し て 、 リ ン 脂 質 基 質 と ホ ス ホ
リ パ ー ゼ と の 適 切 な 接 触 を 可 能 に す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 175の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ４ 】
　 苛 性 ア ル カ リ 精 製 条 件 が 苛 性 ア ル カ リ の 濃 縮 溶 液 の 添 加 に よ っ て 生 じ る 、 請 求 項 200の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ５ 】
　 苛 性 ア ル カ リ の 濃 縮 溶 液 が 11%の 工 業 的 標 準 液 よ り も 濃 縮 さ れ て い る 、 請 求 項 254の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ５ ６ 】
　 苛 性 ア ル カ リ の 濃 縮 溶 液 が 約 12%か ら 50%濃 縮 さ れ て い る 、 請 求 項 255の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ７ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 請 求 項 65に 記 載 の 配 列 を 有 す る か 、 又
は 請 求 項 1若 し く は 請 求 項 24に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請
求 項 200の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ８ 】
　 リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 が 植 物 を 含 む 、 請 求 項 200の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 植 物 で 形 質 転 換 的 に 発 現 さ れ る 、 請 求 項 200の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ０ 】
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 、 種 子 又 は 他 の 植 物 部 分 を 粉 砕 し て い る 間
に 添 加 さ れ る か 、 又 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 し た 後 に
又 は 精 製 前 に 添 加 さ れ る 、 請 求 項 200の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ １ 】
　 図 13に 示 さ れ る プ ロ セ ス を 含 む 、 請 求 項 200の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ２ 】
　 充 分 な 酸 が 、 カ ル シ ウ ム 及 び マ グ ネ シ ウ ム 金 属 含 有 量 の 低 下 を 促 進 す る た め に 添 加 さ れ
る 、 請 求 項 226の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ３ 】
　 宿 主 細 胞 で の 発 現 が 高 め ら れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 変 種 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て
、 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て の N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 コ ー ド 配 列 モ チ ー フ が 非 グ リ コ シ ル
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化 モ チ ー フ に 改 変 さ れ る よ う に 、 請 求 項 1又 は 請 求 項 22記 載 の 配 列 を 改 変 す る こ と を 含 む
、 前 記 変 種 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ４ 】
　 請 求 項 263の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 単 離 、 合 成 又 は 組 換
え ホ ス ホ リ パ ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ ６ ５ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 増 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド
配 列 変 種 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 2の 131位 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 を 以 下 の 残 基 、
リ シ ン （ K） ； セ リ ン （ S） ； グ リ シ ン （ G） ； ア ル ギ ニ ン （ R） ； グ ル タ ミ ン （ Q） ； ア ラ
ニ ン （ A） ； イ ソ ロ イ シ ン （ I） ； ヒ ス チ ジ ン （ H） ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ F） ； ス レ オ ニ ン
（ T） ； メ チ オ ニ ン （ M） ； ロ イ シ ン （ L） の 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て に 改 変 す る こ と を 含 む
、 前 記 変 種 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ６ 】
　 請 求 項 265の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 、 合 成 又 は 組 換 え
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ ６ ７ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 低 下 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー
ド 配 列 変 種 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 2の 131位 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 を 以 下 の 残 基
、 ト リ プ ト フ ァ ン （ W） ； グ ル タ メ ー ト （ E） ； チ ロ シ ン （ Y） の 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て に
改 変 す る こ と を 含 む 、 前 記 変 種 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ８ 】
　 請 求 項 267の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 、 合 成 又 は 組 換 え
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ ６ ９ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 そ の 活 性 が グ リ コ シ ル 化 に よ っ て 一 過 性 に 不 活 化 さ れ る 、 生 物 学 的
活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 作 製 し さ ら に 発 現 さ せ る 方 法 ： （ a） 生 物 学 的 活 性 を 有 す る タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 （ こ こ で 前 記 タ ン パ ク 質 は 天 然 に は グ リ コ シ ル
化 さ れ な い ） ； （ b） 少 な く と も 1つ の グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ コ ー ド 配 列 を 前 記 タ ン パ ク 質
コ ー ド 核 酸 に 挿 入 す る 工 程 （ こ こ で 前 記 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 形 は 活 性 を も た な い ）
； （ c） 前 記 タ ン パ ク 質 が 宿 主 細 胞 の 分 泌 経 路 に 誘 導 さ れ る よ う に 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 配
列 を 前 記 タ ン パ ク 質 に 挿 入 す る 工 程 （ こ こ で 前 記 宿 主 細 胞 は 前 記 グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ を
認 識 し 、 前 記 タ ン パ ク 質 を グ リ コ シ ル 化 す る こ と が で き る ） ； 及 び （ d） 前 記 改 変 核 酸 を
前 記 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ７ ０ 】
　 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 脱 グ リ コ シ ル 化 し 、 よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 再 度 活 性 化
す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 269の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ １ 】
　 宿 主 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 270の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 発 現 方 法 ： （ a） Mut + 表 現 型 を も つ ピ キ ア （ Pichia
） 株 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） 異 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cコ ー ド 核 酸 を ピ キ ア 株 に 挿 入 す る 工 程 ；
及 び （ c） 前 記 ピ キ ア 株 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cが 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 培 養 条 件 に 亜 鉛 を 補 充 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 272の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ４ 】
　 ピ キ ア 細 胞 株 で 機 能 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 可 能 に 連 結 さ れ た 異 種 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ Cコ ー ド 核 酸 を 含 む Mut + 表 現 型 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cを 発 現 す る 細 胞 系 。
【 請 求 項 ２ ７ ５ 】
　 ゼ オ シ ン 耐 性 ピ キ ア 株 細 胞 を 含 む 、 異 種 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 系 。
【 請 求 項 ２ ７ ６ 】
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　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 異 種 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ゼ オ シ ン 耐 性 酵 母 細 胞 系 ： （ a） 異 種 タ
ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る 異 種 核 酸 を 含 む ピ キ ア 種 細 胞 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） 最
初 の 濃 度 の ゼ オ シ ン を 含 む 条 件 下 で 前 記 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； （ c） 最 初 の ゼ オ シ ン 濃 度
に 耐 性 を 有 す る 細 胞 を 選 別 し 、 さ ら に よ り 高 い 濃 度 の ゼ オ シ ン を 含 む 条 件 下 で 再 培 養 す る
工 程 ； 及 び （ d） よ り 高 い ゼ オ シ ン 濃 度 に 対 し て 耐 性 を 有 す る 、 工 程 （ c） で 培 養 さ れ た 細
胞 を 選 別 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ７ ７ 】
　 異 種 タ ン パ ク 質 が 酵 素 、 又 は 場 合 に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 又 は 場 合 に よ っ て ホ ス ホ リ
パ ー ゼ C（ PLC） で あ る 、 請 求 項 276の ゼ オ シ ン 耐 性 酵 母 細 胞 系 。
【 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 、 前 記 酵 素 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 前 記
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 及 び 使 用 す る 方 法 に 関 す る 。 具 体 的 に は 、 本 発
明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド 、 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 及 び 前 記
と 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 使 用 を 含 む 工 業 的 方 法 及 び 製 品 も ま た
提 供 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 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 の 代 謝
に お け る そ れ ら の 重 要 性 に 対 応 し て 、 こ れ ら の 酵 素 は 原 核 細 胞 及 び 真 核 細 胞 間 に 広 く 存 在
す る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 生 物 膜 の 代 謝 、 構 築 及 び 再 構 成 に 影 響 を 及 ぼ し 、 シ グ ナ ル カ ス
ケ ー ド に 必 要 で あ る 。 リ ン 脂 質 分 子 の 攻 撃 さ れ る 結 合 の 位 置 に し た が っ て そ れ ら の 特 異 性
が 異 な る 、 い く つ か の ホ ス ホ リ パ ー ゼ タ イ プ が 知 ら れ て い る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1（ PLA1）
は 、 1-位 脂 肪 酸 を 除 去 し て 、 遊 離 脂 肪 酸 及 び 1-リ ゾ -2-ア シ ル ホ ス ホ リ ピ ド を 生 成 す る 。
ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2（ PLA2） は 2-位 脂 肪 酸 を 除 去 し て 、 遊 離 脂 肪 酸 及 び 1-ア シ ル -2-リ ゾ ホ
ス ホ リ ピ ド を 生 成 す る 。 PLA1及 び PLA2酵 素 は 、 細 胞 内 若 し く は 細 胞 外 性 、 膜 結 合 性 、 又 は
可 溶 性 で あ り え る 。 細 胞 内 PLA2は ほ と ん ど 全 て の 哺 乳 動 物 細 胞 で 見 出 さ れ る 。 ホ ス ホ リ パ
ー ゼ C（ PLC） は ホ ス フ ェ ー ト 成 分 を 除 去 し て 、 1,2ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 及 び リ ン 酸 エ ス
テ ル を 生 成 す る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D（ PLD） は 1,2ジ ア シ ル グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト 及 び 主 成
分 基 を 生 成 す る 。 PLC及 び PLDは 細 胞 の 機 能 及 び シ グ ナ リ ン グ に お い て 重 要 で あ る 。 PLDは
生 体 触 媒 作 用 で 支 配 的 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ っ た （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： T. Godfr
ey and S. West 1996, Industrial enzymology, 200-300, Stockton Press, New York）
。 パ タ チ ン は ま た 別 の タ イ プ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ り 、 PLAと し て 作 用 す る と 考 え ら れ る
（ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： HJ firschberg et al. 2002, Eur. J. Biochem. 268(19):
5037-44） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 般 的 な 脂 肪 種 子 、 例 え ば ダ イ ズ 、 ナ タ ネ 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 、 米 ぬ か 油 、 ゴ マ 及 び 落 花
生 は 油 の 供 給 源 及 び フ ィ ー ド ス ト ッ ク と し て 用 い ら れ る 。 油 の 抽 出 過 程 で は 、 前 記 種 子 は
機 械 的 に 及 び 温 度 に よ り 処 理 さ れ る 。 溶 媒 に よ っ て 油 を 分 離 し 、 ひ き 割 り と 分 け る 。 続 い
て 蒸 留 に よ っ て 溶 媒 を 油 か ら 分 離 し て 溶 媒 を 回 収 す る 。 前 記 ひ き 割 り 中 の 溶 媒 内 容 物 を “
デ ソ ル ベ ン タ イ ザ ー ト ー ス タ ー ” で 熱 処 理 す る こ と に よ っ て 蒸 発 さ せ 、 続 い て ひ き 割 り を
乾 燥 さ せ 冷 却 す る こ と が で き る 。 溶 媒 を 蒸 留 に よ っ て 分 離 し た 後 、 得 ら れ た 生 油 を 特 殊 な
脱 ガ ム 工 程 及 び 物 理 的 精 製 に よ っ て 食 用 油 に 加 工 す る 。 生 油 は ま た 脂 肪 酸 及 び メ チ ル エ ス
テ ル の 製 造 の た め の フ ィ ー ド ス ト ッ ク と し て 利 用 す る こ と も で き る 。 ひ き 割 り は 動 物 の 飼
料 に 用 い る こ と が で き る 。
　 脱 ガ ム は 植 物 油 の 精 製 に お け る 最 初 の 工 程 で あ り 、 前 記 は 夾 雑 ホ ス フ ァ チ ド を 除 去 す る
た め に 設 計 さ れ る （ ホ ス フ ァ チ ド は 油 と と も に 抽 出 さ れ る が 、 以 降 の 油 の 加 工 を 妨 げ る ）
。 こ れ ら の ホ ス フ ァ チ ド は 無 水 形 に お い て の み 植 物 油 に 可 溶 性 で あ り 、 そ れ ら は 完 全 に 水
和 さ れ る と 沈 殿 し 除 去 す る こ と が で き る 。 水 和 は 、 通 常 少 し の 割 合 の 水 を 実 質 的 に 乾 燥 し
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た 油 と 持 続 的 に 混 合 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 水 の 量 は ホ ス フ ァ チ ド 含
有 量 （ 典 型 的 に は 1か ら 1.5%で あ る ） の 75%で あ る 。 温 度 は 非 常 に 重 要 と い う わ け で は な い
が 、 た だ し 水 和 ガ ム の 分 離 は 、 50℃ か ら 80℃ で 油 の 粘 度 が 低 下 し た と き に 良 好 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 の と こ ろ 、 油 の 脱 ガ ム の た め に 多 く の 方 法 が 用 い ら れ て い る 。 油 の 脱 ガ ム の 過 程 は
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 用 い る こ と に よ っ て 酵 素 的 に 促 進 す る こ と が で き る 。 ホ ス ホ リ パ ー
ゼ A1及 び A2は 、 種 々 の 産 業 的 プ ロ セ ス （ 例 え ば “ ENZYMAX(商 標 )脱 ガ ム ” （ Lurgi Life Sc
ience Technologies GmbH, Germany） ） で 油 の 脱 ガ ム に 用 い ら れ て き た 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
C（ PLC） も ま た 、 リ ン 脂 質 に 対 す る そ の 作 用 に よ っ て 生 成 し た ホ ス フ ェ ー ト 部 分 が 非 常 に
水 溶 性 で 除 去 が 容 易 で あ り 、 さ ら に ジ グ リ セ リ ド は 油 と と も に 保 持 さ れ 損 失 が 減 少 す る の
で 油 の 脱 ガ ム の た め に 関 心 を 払 わ れ て き た （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： T. Godfrey and
 S. West 1996, Industrial enzymology, 299-300, Stockton Press, New York； Dahlke 
1998, “ An enzymatic process for the physical refining of seed oils” , Chem. Eng
. Technol. 21:278-181； Clausen 2001, “ Enzymatic oil degumming by a novel microb
ial phospholipase” , Eur. J. Lipid Sci. Techmol. 103:333-340） 。
　 高 ホ ス フ ァ チ ド 油 （ 例 え ば ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 及 び ヒ マ ワ リ ） は 他 の 油 （ 例 え ば ヤ シ ）
と は 異 な る 態 様 で 加 工 さ れ る 。 低 ホ ス フ ァ チ ド 油 の た め に 蒸 気 又 は “ 物 理 的 精 製 ” プ ロ セ
ス と は 異 な り 、 こ れ ら リ ン の 多 い 油 は 、 リ ン 含 有 リ ン 脂 質 の 除 去 の た め に 特 殊 な 化 学 的 及
び 機 械 的 処 理 を 必 要 と す る 。 こ れ ら の 油 は 、 典 型 的 に は 、 遊 離 脂 肪 酸 を 中 和 し て 石 鹸 及 び
不 溶 性 ガ ム 分 画 を 生 成 す る こ と を 必 要 と す る プ ロ セ ス 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 の 除 去 に は 高 度 に 有 効 で あ る が 、 顕 著 な 収 量 低 下 も ま た も た
ら し 、 さ ら に 品 質 を 犠 牲 に す る 。 い く つ か の 事 例 で は 、 高 ホ ス フ ァ チ ド の 不 純 油 は 、 苛 性
ア ル カ リ 中 和 の 前 の 工 程 で 脱 ガ ム さ れ る 。 レ シ チ ン の た め に 利 用 さ れ る 大 豆 油 の 場 合 が こ
れ で 、 こ の 場 合 、 油 は 先 ず 初 め に 水 又 は 酸 に よ り 脱 ガ ム さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 植 物 ス テ リ ン （ 植 物 ス テ ロ ー ル ） は 天 然 の 生 成 物 の “ ト リ テ ル ペ ン ” 類 の メ ン バ ー で あ
る 。 前 記 に は 100を 超 え る 異 な る 植 物 ス テ リ ン が 含 ま れ 、 さ ら に 4000を 超 え る 他 の タ イ プ
の ト リ テ ル ペ ン が 含 ま れ る 。 一 般 的 に 、 植 物 ス テ リ ン は 、 ス テ ロ ー ル /リ ン 脂 質 比 を 高 め
て 膜 の 剛 性 化 （ rigidification） を も た ら し て 植 物 の 膜 を 安 定 化 さ せ る と 考 え ら れ る 。 化
学 的 に は 、 植 物 ス テ リ ン は 、 コ レ ス テ ロ ー ル と そ の 構 造 に お い て 極 め て 類 似 し 、 植 物 膜 に
お け る 膜 流 動 性 を 動 物 膜 に お け る コ レ ス テ ロ ー ル の よ う に 調 節 す る と 考 え ら れ る 。 主 要 な
植 物 ス テ リ ン は β -シ ト ス テ ロ ー ル 、 キ ャ ン ペ ス テ ロ ー ル 及 び ス チ グ マ ス テ ロ ー ル で あ る
。 そ の 他 の も の に は 、 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 、 ジ ヒ ド ロ ブ ラ ッ シ カ 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 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 産 業 の た め の 重 要 な 農 産 物 で あ る 。 そ れ ら は 化 粧 品 製
造 業 者 に と っ て 有 用 な 乳 化 剤 で あ り 、 さ ら に ホ ル モ ン 医 薬 の 製 造 の た め に 大 半 の ス テ ロ イ
ド 中 間 体 及 び 前 駆 体 を 供 給 す る 。 植 物 ス テ リ ン の 飽 和 類 似 体 及 び そ れ ら の エ ス テ ル は 、 心
臓 の 健 康 に 関 し て 利 点 が あ る 効 果 的 な コ レ ス テ ロ ー ル 低 下 剤 と し て 提 唱 さ れ て き た 。 植 物
ス テ ロ ー ル は 、 小 腸 管 腔 内 の コ レ ス テ ロ ー ル 吸 収 を 抑 制 す る こ と に よ っ て 血 清 コ レ ス テ ロ
ー ル レ ベ ル を 低 下 さ せ 、 さ ら に 極 め て 低 濃 度 で 免 疫 調 節 特 性 （ Tリ ン パ 球 の 細 胞 性 応 答 及
び 癌 細 胞 株 に 対 す る ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 の 細 胞 障 害 性 能 力 の 強 化 を 含 む ） を 有 す る 。 さ
ら に ま た 、 そ れ ら の 治 療 効 果 は 、 肺 結 核 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 治 療 の 臨 床 試 験 、 HIV侵 襲
患 者 の 管 理 及 び マ ラ ソ ン 走 者 の 免 疫 ス ト レ ス の 抑 制 で 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 植 物 ス テ ロ ー ル エ ス テ ル （ 植 物 ス テ リ ン エ ス テ ル と も 称 さ れ る ） は 、 米 国 食 品 医 薬 局 （
FDA） に よ り GRAS（ 全 般 的 に 安 全 と 認 識 さ れ る （ Generally Recognized As Safe） ） と し
て 1999年 に マ ー ガ リ ン 及 び ス プ レ ッ ド で の 使 用 が 承 認 さ れ た 。 2000年 9月 に 、 FDAは ま た 、
植 物 ス テ リ ン エ ス テ ル を 含 む 食 品 の 健 康 を 標 榜 す る 標 識 を 容 認 す る 暫 定 規 則 を 発 令 し た 。
し た が っ て 、 植 物 ス テ リ ン エ ス テ ル に よ る 食 品 の 強 化 は 消 費 者 の 支 持 の た め に 強 く 所 望 さ
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れ る 。
　 大 豆 油 は 広 く 用 い ら れ 、 重 要 な 食 品 で あ り 、 種 子 及 び 果 実 か ら 生 産 さ れ る 油 の 約 30%を
占 め る 。 ダ イ ズ は 20%し か 油 を 含 有 せ ず 、 抽 出 は 通 常 、 産 業 規 模 で は 溶 媒 （ 例 え ば ヘ キ サ
ン ） を 用 い て 実 施 さ れ る 。 大 豆 油 の 品 質 の 評 価 及 び ひ き 割 り タ ン パ ク 質 の 栄 養 価 に よ っ て
ダ イ ズ は 第 一 位 の 脂 肪 種 子 と さ れ る 。 油 の 効 率 的 な 溶 媒 抽 出 に は 油 細 胞 の 各 々 が 破 壊 さ れ
物 質 移 動 が 改 善 さ れ る こ と が 必 要 で あ る の で 、 抽 出 前 に ダ イ ズ を 洗 浄 し 、 破 砕 し 、 薄 片 化
し な け れ ば な ら な い 。 細 胞 壁 は ほ と ん ど セ ル ロ ー ス で 構 成 さ れ 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス 、 ペ ク チ
ン 性 物 質 及 び リ グ ニ ン が 結 合 し て お り 、 抽 出 収 量 及 び 抽 出 率 の 顕 著 な 改 善 を 達 成 す る た め
に は 酵 素 の 手 段 に よ っ て も ま た 破 壊 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
　 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ DAG） 油 は 、 天 然 の 脂 肪 酸 よ り も 80%以 上 の DAG量 を 含 む 食 用 油
で あ る 。 食 後 の カ イ ロ ミ ク ロ ン の ト リ グ リ セ リ ド の 上 昇 は 、 類 似 の 脂 肪 酸 組 成 を 有 す る TA
G油 と 比 較 し て DAG油 の エ マ ル ジ ョ ン の 摂 取 後 に は 顕 著 に 低 く い こ と が ヒ ト で 示 さ れ た 。 日
本 人 男 性 及 び ア メ リ カ 人 の 男 女 を 用 い た 実 験 で 、 長 期 の DAG油 の 消 費 は 体 重 減 少 及 び 体 脂
肪 減 少 を 促 進 し た 。 あ る 実 験 で は 、 通 常 の 料 理 油 を DAG油 で 代 用 す る こ と に よ っ て 、 肥 満
及 び 他 の 危 険 因 子 の 発 生 率 が 低 下 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 例 示 的 核 酸 、 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 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、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号
113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 12
5、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137
、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、
配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 199、 配 列 番 号 161、 配
列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173と 、
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、 1100、
1150、 1200、 1250、 1300、 1350、 1400、 1450、 1500、 1550、 1600、 1650、 1700、 1750、 18
00、 1850、 1900、 2000、 2050、 2100、 2200、 2250、 2300、 2350、 2400、 2450、 2500、 又 は
そ れ よ り 大 き い 残 基 の 領 域 に わ た っ て 、 少 な く と も 約 50%、 51%、 52%、 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 よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸
配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 し 、 さ ら に あ る 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 ホ ス ホ リ パ
ー ゼ （ PL） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C若 し く は D活 性 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （
例 え ば PLA、 PLC及 び /又 は PLD活 性 ） の 任 意 の 組 合 せ を 多 機 能 活 性 と し て 有 す る 少 な く と も
1つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ
ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 1と 、 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よ り
多 い 連 続 す る 残 基 の 領 域 に わ た っ て 、 少 な く と も 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、
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87％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 、 又
は そ れ よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換
え 核 酸 を 提 供 し 、 さ ら に あ る 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ PL） 活 性 、 例 え ば
ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C若 し く は D活 性 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば PLA、 PLC及 び /又 は
PLD活 性 ） の 任 意 の 組 合 せ を 多 機 能 活 性 と し て 有 す る 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て
、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 3と 、 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又 は
そ れ よ り 多 い 残 基 の 領 域 に わ た っ て 、 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 よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列 を
含 む 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 し 、 さ ら に あ る 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （
PL） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C若 し く は D活 性 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば P
LA、 PLC及 び /又 は PLD活 性 ） の 任 意 の 組 合 せ を 多 機 能 活 性 と し て 有 す る 少 な く と も 1つ の ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用
い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 5と 、 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又 は
そ れ よ り 多 い 残 基 の 領 域 に わ た っ て 、 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 よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列 を
含 む 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 し 、 さ ら に あ る 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （
PL） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C若 し く は D活 性 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば P
LA、 PLC及 び /又 は PLD活 性 ） の 任 意 の 組 合 せ を 多 機 能 活 性 と し て 有 す る 少 な く と も 1つ の ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用
い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 7と 、 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又 は
そ れ よ り 多 い 残 基 の 領 域 に わ た っ て 、 少 な く と も 50%、 51%、 52%、 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 よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列
を 含 む 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 を 提 供 し 、 さ ら に あ る 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
（ PL） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 C若 し く は D活 性 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え
ば PLA、 PLC及 び /又 は PLD活 性 ） の 任 意 の 組 合 せ を 多 機 能 活 性 と し て 有 す る 少 な く と も 1つ
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム
を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 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、
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 2
0、 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 番 号 108、 配 列 番 号 110、 配 列 番 号 11
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2、 配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、 配 列 番 号 120、 配 列 番 号 122、 配 列 番 号 124
、 配 列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配 列 番 号 132、 配 列 番 号 134、 配 列 番 号 136、
配 列 番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列 番 号 144、 配 列 番 号 146、 配 列 番 号 148、 配
列 番 号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番 号 156、 配 列 番 号 158、 配 列 番 号 160、 配 列
番 号 162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号 168、 配 列 番 号 170、 配 列 番 号 172、 又 は 配
列 番 号 174に 示 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 あ る 特 徴 で は 、 こ れ ら 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、 B、 C若 し く は D活 性 、 又 は
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば PLA、 PLC及 び /又 は PLD活 性 ） の 任 意 の 組 合 せ を 多 機 能 活 性 と
し て 有 す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は BLASTア ル ゴ リ ズ ム 、 例 え ば BLASTバ ー ジ ョ
ン 2.2.2ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 あ る 特 徴 で は 、 フ ィ ル タ リ ン グ 設 定 は blastall － p blastp
 d “ nr pataa”  F Fに 設 定 さ れ 、 他 の 全 て の オ プ シ ョ ン は デ フ ォ ル ト に 設 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 加 水
分 解 （ す な わ ち 、 グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 切 断 ） の 触 媒 を 含 む 。 前 記 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 の 触 媒 を 含 む こ と が で き
る 。 前 記 植 物 油 の リ ン 脂 質 は 、 脂 肪 種 子 の リ ン 脂 質 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 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 A（ PLA） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ
リ パ ー ゼ A1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2活 性 ； ホ ス ホ リ パ ー ゼ D（ PLD） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ
ー ゼ D1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D2活 性 ； ホ ス ホ リ パ ー ゼ B（ PLB） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ
及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ ン
ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 及 び
リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 ； 又 は パ タ チ ン 活 性 、 又 は 前 記 の
組 合 せ を 含 む こ と が で き る 。 前 記 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 で 見 出 さ れ る 糖 タ ン パ ク 質 ） の 加 水 分 解 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 ホ ス ホ リ パ ー
ゼ 活 性 は パ タ チ ン 酵 素 活 性 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 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 こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は
、 多 機 能 活 性 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 の 酵 素 活 性 の １ 以 上 の 組 合 せ を 有 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 PLC及 び PLA活 性 ； PLB及 び PLA活 性 ； PLC及 び PLD活
性 ； PLC及 び PLB活 性 ； PLB及 び パ タ チ ン 活 性 ； PLC及 び パ タ チ ン 活 性 ； PLDお よ び PLA活 性 ；
PLD、 PLA、 PLB及 び PLC活 性 ； 又 は PLD、 PLA、 PLB、 PLC及 び パ タ チ ン 活 性 ； 又 は ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ L
PL） 活 性 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 、 又 は 前 記 の 任 意 の
組 合 せ を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 例 え ば 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 酵 素 的 に 活 性 で あ る が 、 リ パ ー ゼ 活 性
を 欠 く 。 例 え ば 前 記 は 中 性 油 （ ト リ グ リ セ リ ド ） 分 画 に 影 響 を 与 え る い ず れ か の 酵 素 活 性
を 欠 く 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 具 体 的 な プ ロ セ ス 、 例 え ば 脱 ガ ム プ ロ セ ス で 用 い る こ
と を 所 望 す る こ と が で き る （ 前 記 プ ロ セ ス で は 、 中 性 油 分 画 は 損 な わ れ な い （ 減 少 し な い
、 例 え ば 加 水 分 解 さ れ な い ） こ と が 重 要 で あ る ） 。 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は
、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る が リ パ ー ゼ 活 性 は 有 し な い 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を
含 む 脱 ガ ム の 方 法 を 提 供 す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 は 、 熱 安 定 性 の 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 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 20℃ か ら 約 30℃ 、 約 25℃ か ら 約 40℃ 、
約 37℃ か ら 約 95℃ 、 約 55℃ か ら 約 85℃ 、 約 70℃ か ら 約 95℃ 、 又 は 約 90℃ か ら 約 95℃ の 間 の
温 度 範 囲 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 別 の 特 徴 で は 、 前
記 単 離 及 び 組 換 え 核 酸 は 、 耐 熱 性 の 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 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 37℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 95℃ の 範 囲 の 温 度 、 又 は 約 55℃ を 超 え
る 温 度 か ら 約 85℃ の 範 囲 の い ず れ か の 温 度 に 暴 露 さ れ た 後 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る
こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 90℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 95℃ の 範 囲
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の い ず れ か の 温 度 に pH4.5で 暴 露 さ れ た 後 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 。
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 pH8、 pH7.5、 pH7、 pH6.5、 pH6.0、 pH5.5、 pH5、 又 は pH4.5を 含
む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 40℃ か
ら 約 70℃ の 間 の 温 度 範 囲 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 単 離 又 は 組 換 え 核 酸 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 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 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、 配 列 番 号 107、 配
列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列
番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番
号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号
145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 15
7、 配 列 番 号 199、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169
、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173に 示 す 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 み 、 こ こ で 前 記
核 酸 は 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 。 前 記 核 酸 は 、 少 な く と も
約 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 50
0、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850残 基 の 長 さ 又 は 本 明 細 書 に 記 載 の 遺 伝 子 若 し く は
転 写 物 の 完 全 長 で あ る こ と が で き 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む か 又 は 含 ま な い 。 前 記 ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 で も 、 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ
ン ト 条 件 で も 、 又 は 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 で も よ い 。 前 記 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、
洗 浄 工 程 、 例 え ば 0.2ｘ SSC中 で 約 65℃ の 温 度 で 15分 間 の 洗 浄 を 含 む 洗 浄 工 程 を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 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 す る 。 こ こ で 前 記 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の 配 列 の 少 な く と も 約 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 よ り 大 き い 連 続 す る 塩 基 を 含 み 、 さ ら に 前 記 プ
ロ ー ブ は 結 合 又 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 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に 示 す 配 列 の 少 な く と も 約 10か
ら 50、 約 20か ら 60、 約 30か ら 70、 約 40か ら 80、 又 は 約 60か ら 100の 連 続 す る 塩 基 を 含 む オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
　 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 す る 。 こ こ で 前 記 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及 び /又 は 配 列 番 号 7、 又 は そ の 部 分 配 列
と 、 少 な く と も 約 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 よ り 大 き い 連 続 す る 塩 基
に わ た っ て 、 少 な く と も 50%、 51%、 52%、 54％ 、 55％ 、 56％ 、 57％ 、 58％ 、 59％ 、 60％ 、 6
1％ 、 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 よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 み 、 さ ら に あ る 特 徴 で は
、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て
決 定 さ れ る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 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 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 、 こ こ で 前 記 プ ラ イ マ ー 対 は 、 本 発 明 の 配 列 、 又 は そ の
フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 部 分 配 列 を 含 む 核 酸 を 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 前 記 増 幅 プ ラ イ マ
ー 配 列 対 の 各 々 又 は そ の 各 メ ン バ ー は 、 前 記 配 列 の 少 な く と も 約 10か ら 50の 連 続 す る 塩 基
、 又 は 前 記 配 列 の 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24又 は 25
、 又 は そ れ よ り 大 き い 連 続 す る 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 プ ラ イ マ ー 対 は 、 本 発 明 の 核 酸 の 最 初
の （ 5'の ） 約 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24又 は 25、 又 は そ れ よ
り 大 き い 残 基 に よ っ て 示 さ れ る 配 列 を も つ 第 一 の メ ン バ ー 、 及 び 前 記 第 一 の メ ン バ ー の 相
補 鎖 の 最 初 の （ 5'の ） 約 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24又 は 25、
又 は そ れ よ り 大 き い 残 基 に よ っ て 示 さ れ る 配 列 を も つ 第 二 の メ ン バ ー を 含 む 。
　 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 （ PC
R） に よ っ て 生 成 さ れ 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 用 い る 増 幅 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 生 成 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 遺 伝
子 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 環 境 ラ イ ブ ラ リ ー ） か ら 核 酸 を 増 幅 す 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 す る 核 酸 を 増 幅 す る 方 法
を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 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 を 用 い て 鋳 型 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 を 含 む 。 前 記
増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 本 発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 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 。 あ る 特 徴 で
は 、 前 記 発 現 カ セ ッ ト は 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 前 記 核 酸 を 含 む こ と が で き
る 。 前 記 プ ロ モ ー タ ー は 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 細 菌 プ ロ モ ー タ ー 、 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー
タ ー 、 又 は 植 物 プ ロ モ ー タ ー で あ り う る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 植 物 プ ロ モ ー タ ー は 、 ジ ャ
ガ イ モ 、 イ ネ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 コ ム ギ 、 タ バ コ 又 は オ オ ム ギ の プ ロ モ ー タ ー で あ り う る 。
前 記 プ ロ モ ー タ ー は 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー で あ り う る 。 前 記 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー は CaMV35S
を 含 む こ と が で き る 。 別 の 特 徴 で は 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー で あ り う る
。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で も 、 又 は 環 境 調 節 若 し く
は 発 育 調 節 プ ロ モ ー タ ー で あ り う る 。 し た が っ て 、 前 記 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 プ ロ モ ー タ ー で あ り う る 。 あ る 特
徴 で は 、 前 記 発 現 カ セ ッ ト は さ ら に 植 物 発 現 ベ ク タ ー 又 は 植 物 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 含
む こ と が で き る 。
　 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 。 前 記 ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル は 、 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 又 は 人 工 染 色 体
で あ り う る 。 前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 又 は ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む こ と が で き る 。 前 記 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-誘 導 ベ ク タ ー （ PAC） 、 酵
母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、 又 は 哺 乳 動 物 人 工 染 色 体 （ MAC） を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 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 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 形 質 転 換 細
胞 は 細 菌 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 又 は 植 物 細 胞 で あ り う る 。
あ る 特 徴 で は 、 前 記 植 物 細 胞 は ジ ャ ガ イ モ 、 コ ム ギ 、 イ ネ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 タ バ コ 又 は オ
オ ム ギ 細 胞 で あ り う 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 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 動 物 は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、
ヒ ツ ジ 又 は 別 の 哺 乳 動 物 で あ る 。
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　 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 植 物 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 ト ウ モ ロ コ
シ の 草 木 、 ジ ャ ガ イ モ の 草 木 、 タ バ コ の 草 木 、 ト マ ト の 草 木 、 コ ム ギ の 草 木 、 脂 肪 種 子 の
草 木 、 ア ブ ラ ナ 、 ダ イ ズ の 草 木 、 オ オ ム ギ の 草 木 又 は タ バ コ の 草 木 で あ り う 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 。 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 種 子 は 、 ト ウ モ ロ コ シ の 種 子 、 コ ム ギ の 穀 粒 、
ジ ャ ガ イ モ の 草 木 、 タ バ コ の 草 木 、 ト マ ト の 草 木 、 脂 肪 種 子 の 草 木 、 ナ タ ネ （ キ ャ ノ ー ラ
の 草 木 ） 、 ダ イ ズ の 種 子 、 ヤ シ の 実 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 、 ゴ マ の 種 子 、 落 花 生 、 コ メ 、 又 は
タ バ コ の 種 子 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る か 、 又 は 本 発 明 の 核 酸 と 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 核 酸 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 細 胞 内 で 阻 害 す る 方 法
を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る か 、 又 は 本 発 明 の 核 酸 と 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 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 か 、 又 は 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る か 、 又 は 本 発 明 の 核 酸 と 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 核 酸 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 細 胞 内 で 阻 害 す る 方 法
を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る か 、 又 は 本 発 明 の 核 酸 と 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 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 か 、 又 は 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 前 記 ア ン チ
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ が 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、 約 70か ら 110、 又 は 約 80か ら 120塩 基 で あ り え る 。
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） の メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 細 胞 内 で 阻
害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る か 、 又 は 本 発 明
の 核 酸 と 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 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 か 、 又 は 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。
本 発 明 は 、 本 発 明 の 配 列 の 部 分 配 列 を 含 む 二 本 鎖 阻 害 性 RNA（ RNAi） 分 子 を 提 供 す る 。 あ
る 特 徴 で は 、 前 記 RNAiは 、 長 さ が 約 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25又 は そ
れ よ り 大 き い 二 重 鎖 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ
ー ゼ ） の 発 現 を 細 胞 内 で 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 二 本 鎖 阻 害 性 RNA（ RNAi
） を 細 胞 に 投 与 す る か 、 又 は 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と を 含 み 、 こ こ で 前 記 RNAは 本 発 明 の 配
列 の 部 分 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 例 示 的 な ポ リ ペ プ チ ド 又 は 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
98、 配 列 番 号 100、 配 列 番 号 102、 配 列 番 号 104、 配 列 番 号 106、 配 列 番 号 108、 配 列 番 号 110
、 配 列 番 号 112、 配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、 配 列 番 号 120、 配 列 番 号 122、
配 列 番 号 124、 配 列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配 列 番 号 132、 配 列 番 号 134、 配
列 番 号 136、 配 列 番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列 番 号 144、 配 列 番 号 146、 配 列
番 号 148、 配 列 番 号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番 号 156、 配 列 番 号 158、 配 列 番
号 160、 配 列 番 号 162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号 168、 配 列 番 号 170、 配 列 番 号
172、 又 は 配 列 番 号 174） と 、 少 な く と も 約 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 80
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、 90、 100、 125、 150、 175、 200、 225、 250、 275、 300、 325、 350、 400、 450、 500、 550
、 600、 又 は そ れ よ り 大 き い 残 基 、 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 長 に わ た っ て 、 少 な く と
も 約 50%、 51%、 52%、 54％ 、 55％ 、 56％ 、 57％ 、 58％ 、 59％ 、 60％ 、 61％ 、 62％ 、 63％ 、 6
4％ 、 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 よ り 高 い か 、 又 は
完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 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 し 、 さ ら に あ る 特 徴 で は 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ
っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 2と 少 な く と も 約 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 8
6％ 、 87％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99
％ 、 又 は そ れ よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 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 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 4と 少 な く と
も 約 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 よ り 高 い か 、 又 は 完
全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 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 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 6と 少 な く と も 約 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 よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る
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 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、
配 列 番 号 8と 少 な く と も 約 50%、 51%、 52%、 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
よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100%） 配 列 同 一 性 を 有 す る 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 １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る
。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 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 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 番 号 108、 配 列 番 号 110、 配 列 番 号 112、 配
列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、 配 列 番 号 120、 配 列 番 号 122、 配 列 番 号 124、 配 列
番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配 列 番 号 132、 配 列 番 号 134、 配 列 番 号 136、 配 列 番
号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列 番 号 144、 配 列 番 号 146、 配 列 番 号 148、 配 列 番 号
150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番 号 156、 配 列 番 号 158、 配 列 番 号 160、 配 列 番 号 16
2、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号 168、 配 列 番 号 170、 配 列 番 号 172、 又 は 配 列 番 号
174に 示 す 配 列 を 有 す る こ と が で き る 。 前 記 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、 B、 C若 し く は D活 性 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば PLA、 PLC及 び
/又 は PLD活 性 ） の 任 意 の 組 合 せ を 多 機 能 活 性 と し て 有 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 特
徴 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 酵 素 的 に 活 性 で あ る が 、 リ パ ー ゼ 活 性 を 欠 き 、 例 え ば 中
性 油 （ ト リ グ リ セ リ ド ） 分 画 に 影 響 を 与 え る い ず れ か の 酵 素 活 性 を 欠 く 。 あ る 特 徴 で は 、
本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 有 す る が 、 リ パ ー ゼ 活 性 は も た な い 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 使 用 を 含 む 脱 ガ ム プ ロ セ ス を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 前 記 脱 ガ ム プ ロ セ ス で は 、 い ず れ

10

20

30

40

50

(36) JP 2007-531516 A 2007.11.8



の 中 性 油 分 画 も 損 な わ れ な い （ 減 少 せ ず 、 変 化 せ ず 、 分 解 し な い 、 例 え ば 加 水 分 解 さ れ な
い ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 2の 残
基 30か ら 287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 よ り 高 い 配 列 同
一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 4の 残 基 25か ら 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 よ り 高 い 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る か 、 配
列 番 号 6の 残 基 26か ら 280と 少 な く と も 約 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 よ り 高 い 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る か 、 又 は 、 配 列 番 号 8の
残 基 40か ら 330と 少 な く と も 約 50%、 51%、 52%、 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 よ り 高 い 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 本 発 明 の ま た 別 の 特 徴 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は ペ プ チ ド 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、 又
は そ れ よ り 大 き い 連 続 す る 塩 基 、 前 記 と 実 質 的 に 同 一 の 配 列 及 び 前 記 と 相 補 的 な 配 列 を 含
む 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 前 記 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 免
疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 モ チ ー フ （ 例 え ば 結 合 部 位 ） 又 は 活 性 部 位 で あ る う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド （ シ グ ナ ル 配 列 を 含 む も の 、 含 ま
な い も の ） は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は グ
リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 （ す な わ ち グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結
合 の 切 断 ） の 触 媒 を 含 む 。 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 植 物 油 中 の リ ン 脂 質 に お け る エ ス
テ ル 結 合 の 加 水 分 解 の 触 媒 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 植 物 油 の リ ン 脂 質 は 脂 肪 種 子 の リ ン
脂 質 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 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 A（ PLA） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2活 性 ； ホ ス ホ
リ パ ー ゼ D（ PLD） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ D1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D2活 性 ； ホ ス ホ リ パ
ー ゼ B（ PLB） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 又 は ホ ス
ホ リ パ ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 又 は ホ ス ホ リ パ ー
ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LP
TA） 活 性 ； 又 は パ タ チ ン 活 性 、 又 は 前 記 の 組 合 せ を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 特 徴
で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 酵 素 活 性 の １ 以 上 の 組 合 せ を 含 む 。 例 え ば 、
ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 PLC及 び PLA活 性 ； PLB及 び PLA活 性 ； PLC及 び PLD活 性 ； PLC及 び PLB活 性
； PLB及 び パ タ チ ン 活 性 ； PLC及 び パ タ チ ン 活 性 ； PLDお よ び PLA活 性 ； PLD、 PLA、 PLB及 び P
LC活 性 ； 又 は PLD、 PLA、 PLB、 PLC及 び パ タ チ ン 活 性 ； 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ
リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （
LPTA） 活 性 又 は ホ ス ホ リ ポ ア ー ゼ 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ
パ ー ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 、 又 は 前 記 の 任 意 の 組 合 せ を 有 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 前 記 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 で 見 出 さ れ る 糖 タ
ン パ ク 質 の 加 水 分 解 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は パ タ チ ン 酵 素 活 性 を
含 む こ と が で き る 。 前 記 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 こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 熱 安 定 性 で あ る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 20
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℃ か ら 約 30℃ 、 約 25℃ か ら 約 40℃ 、 約 37℃ か ら 約 95℃ 、 約 55℃ か ら 約 85℃ 、 約 70℃ か ら 約
95℃ 、 又 は 約 90℃ か ら 約 95℃ の 間 の 温 度 範 囲 を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す
る こ と が で き る 。 別 の 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 耐 熱 性 で あ り え る 。 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド は 、 37℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 95℃ の 範 囲 の 温 度 、 又 は 約 55℃ を 超 え る 温 度 か ら 約
85℃ の 範 囲 の い ず れ か の 温 度 に 暴 露 さ れ た 後 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る
。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 90℃ を 超 え る 温 度 か ら 約 95℃ の 範 囲 の 温 度 に pH4.
5で 暴 露 さ れ た 後 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 pH6.5、 pH6、 pH5.5、 pH5、 pH4.5又 は pH4又 は そ
れ よ り 低 い pH（ よ り 酸 性 ） を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。
あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 pH7、 pH7.5、 pH8.0、 pH8.5、 pH9、 pH9.5、 pH10、
pH10.5又 は pH11、 又 は そ れ よ り 高 い pH（ よ り 塩 基 性 ） を 含 む 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
を 保 持 す る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 種
の シ グ ナ ル 配 列 、 例 え ば 異 種 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル 配 列 を 含 む
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 2の 残 基 1か ら 29と 少 な く と も 95%、 96%、 97%、 98%、 99%又 は そ れ よ
り 高 い 配 列 同 一 性 、 配 列 番 号 4の 残 基 1か ら 24と 少 な く と も 95%、 96%、 97%、 98%、 99%又 は
そ れ よ り 高 い 配 列 同 一 性 、 配 列 番 号 6の 残 基 1か ら 25と 少 な く と も 95%、 96%、 97%、 98%、 99
%又 は そ れ よ り 高 い 配 列 同 一 性 、 又 は 配 列 番 号 8の 残 基 1か ら 39と 、 及 び 配 列 表 に 示 す 他 の
シ グ ナ ル 配 列 と 少 な く と も 95%、 96%、 97%、 98%、 99%又 は そ れ よ り 高 い 配 列 同 一 性 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 又 は 組 換 え ペ プ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配
列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ れ ら の
ペ プ チ ド は 、 そ の 内 因 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に 対 し て 、 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ に 対 し 、 又 は 異 種
タ ン パ ク 質 に 対 し （ 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 又 は 他 の タ ン パ ク 質 ） シ グ ナ ル 配 列 と し て 作 用
す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 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 。 前 記 タ ン パ ク 質 は
融 合 タ ン パ ク 質 で あ り う る 。 前 記 第 二 の ド メ イ ン は 酵 素 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 酵 素 は
ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ り う る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） 又 は 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 触 媒 ド メ イ
ン （ CD） 若 し く は 活 性 部 位 を 含 む 少 な く と も 第 一 の ド メ イ ン 、 及 び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は
ペ プ チ ド を 含 む 少 な く と も 第 二 の ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 前
記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド は 天 然 の 状 態 で は 前 記 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） 又 は 触 媒
ド メ イ ン （ CD） と 結 合 し て い な い 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド は
ホ ス ホ リ パ ー ゼ で は な い 。 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド は 、 前 記 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
（ SP） 又 は 触 媒 ド メ イ ン （ CD） の ア ミ ノ 末 端 で あ っ て も 、 カ ル ボ キ シ 末 端 で あ っ て も 又 は
両 方 の 末 端 に あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 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 、 こ こ で 前 記
キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 ド メ イ
ン （ CD） 若 し く は 活 性 部 位 を 含 む 少 な く と も 第 一 の ド メ イ ン 、 及 び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は
ペ プ チ ド を 含 む 少 な く と も 第 二 の ド メ イ ン を 含 み 、 こ こ で 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ
チ ド は 天 然 の 状 態 で は 前 記 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） 又 は 触 媒 ド メ イ ン （ CD） と 結 合 し て い
な い 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 約 37℃ で 約 10ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 か ら
約 100ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 含 む 。 別 の 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
活 性 は 、 約 100ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 か ら 約 1000ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 、 約 500ユ ニ ッ ト
/mgタ ン パ ク 質 か ら 約 750ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 の 比 活 性 を 含 む 。 ま た 別 に は 、 前 記 ホ ス
ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 37℃ で 約 100か ら 約 500ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 含 む
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。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 37℃ で 約 500か ら 約 1200ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ
ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 含 む 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 37℃ で 約 75
0か ら 約 1000ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク 質 の 範 囲 の 比 活 性 を 含 む 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 耐 熱
性 は 、 高 温 に 加 熱 し た 後 、 37℃ で の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 比 活 性 の 少 な く と も 半 分 の 保 持 を 含
む 。 ま た 別 に は 、 前 記 耐 熱 性 は 、 高 温 に 加 熱 し た 後 、 約 500か ら 約 1200ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ
ク 質 の 範 囲 の 37℃ で の 比 活 性 の 保 持 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 む 、 本 発 明 の 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 グ リ コ シ ル 化 は N-結 合 グ リ コ シ ル 化 で あ り う る 。 あ る
特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 P.パ ス ト リ ス （ pastris） 又 は S.ポ ン ベ （ pombe） で の 発
現 後 に グ リ コ シ ル 化 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 及 び 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。 前 記 は 、 上 記 に
記 載 さ れ る よ う に 、 1つ 若 し く は 2つ 以 上 又 は 全 て が 変 異 し た グ リ コ シ ル 化 部 位 を も つ 本 発
明 の 例 示 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の い ず れ か の 配 列 を 有 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 宿 主 細 胞
で 発 現 が 増 加 し た 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 方
法 は 、 モ チ ー フ を コ ー ド す る 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て の N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 非 グ リ
コ シ ル 化 モ チ ー フ に 改 変 で き る よ う に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 を 改 変 す る こ
と を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 前 記 方 法 で 製 造 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 及 び 前 記 が コ ー
ド す る 酵 素 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 増 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る ホ ス ホ リ パ
ー ゼ コ ー ド 配 列 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 配 列 番 号 2の 131位 に 相 当 す る ア
ミ ノ 酸 を 以 下 の 残 基 の 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て に 改 変 す る こ と を 含 む ： リ シ ン （ K） ； セ リ
ン （ S） ； グ リ シ ン （ G） ； ア ル ギ ニ ン （ R） ； グ ル タ ミ ン （ Q） ； ア ラ ニ ン （ A） ； イ ソ ロ
イ シ ン （ I） ； ヒ ス チ ジ ン （ H） ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ F） ； ス レ オ ニ ン （ T） ； メ チ オ ニ ン
（ M） ； ロ イ シ ン （ L） 。 前 記 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 こ れ ら 例 示 的 改 変 を 有 す る 配 列 番 号
2の 変 種 （ 及 び 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 ） を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 こ の 方 法 に よ っ て 製 造 し
た 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 、 合 成 又 は 組 換 え ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 低 下 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 、 変 種 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 配 列 番 号 2の 131位 に 相
当 す る ア ミ ノ 酸 を 以 下 の 残 基 の 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て に 改 変 す る こ と を 含 む ： ト リ プ ト
フ ァ ン （ W） ； グ ル タ メ ー ト （ E） ； チ ロ シ ン （ Y） 。 こ れ ら 例 示 的 改 変 を 有 す る 配 列 番 号 2
の 変 種 （ 及 び 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 ） を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 こ の 方 法 に よ っ て 製 造 し た
配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 、 合 成 又 は 組 換 え ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 調 製 物 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 タ ン パ
ク 質 調 製 物 は 、 液 体 、 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 。 前 記 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 第 二 の メ ン バ ー は 異 な る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 異 な る
酵 素 又 は 別 の タ ン パ ク 質 で あ り う る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 第 二 の ド メ イ ン は ポ リ ペ プ チ ド
で あ り 、 前 記 ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り う る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 第 二 の ド
メ イ ン は エ ピ ト ー プ 又 は タ グ で あ り う る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む ホ モ ダ イ マ ー を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を も つ 固 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 、 前 記
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 た ポ リ ペ プ チ
ド 、 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 第 二 の ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 融 合 タ ン
パ ク 質 ） を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 、 小 胞 、 リ ポ ソ ー ム 、 フ
ィ ル ム 、 メ ン ブ レ ン 、 金 属 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 ガ ラ ス 、 マ イ ク ロ 電 極 、 グ ラ フ ァ イ ト 粒 子
、 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 プ レ ー ト 、 ク リ ス タ ル 、 錠 剤 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 散 剤 、 集 塊 、 表 面 、 多
孔 性 構 造 物 、 ア レ イ 又 は キ ャ ピ ラ リ ー 管 上 に 固 定 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 穀 粒 、 さ や 、 樹 皮 、 皮 膚 、 毛 髪 、 エ ナ メ ル 、 骨 、 殻 、 及 び 前 記 か ら 誘 導 し た 物
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質 、 又 は 動 物 の 飼 料 物 質 又 は 前 記 の 組 合 せ に 固 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） は ま た 、 単 独 で も 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ
の 混 合 物 若 し く は ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 他 の 加 水 分 解 酵 素 （ 例 え ば セ ル ラ ー ゼ 、 キ シ ラ ナ ー ゼ
、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ 又 は レ ド ッ ク ス 酵 素 、 例 え ば ラ ッ カ ー ゼ 、 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 オ キ シ ダ ー ゼ 又 は レ ダ ク タ ー ゼ ） と の 混 合 物 と し て 提 供 す る こ
と が で き る 。 そ れ ら は 、 固 体 形 （ 例 え ば 散 剤 、 凍 結 乾 燥 調 製 物 、 顆 粒 、 バ ー 、 ク リ ス タ ル
、 カ プ セ ル 、 ピ ル 、 ペ レ ッ ト ） 、 又 は 液 状 形 （ 例 え ば 水 溶 液 、 エ ー ロ ゾ ル 、 ゲ ル 、 ペ ー ス
ト 、 ス ラ リ ー 、 水 性 /油 性 エ マ ル ジ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 カ プ セ ル 、 小 胞 状 又 は ミ セ ル 状 懸 濁
物 ） と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の こ れ ら 製 剤 は 、 任 意 の 以 下
の 成 分 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む こ と が で き る ： ポ リ オ ー ル 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル ； 糖 、 例 え ば シ ュ ク ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、
ト レ ハ ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 フ ラ ク ト ー ス 、 マ ル ト ー ス ； ゲ ル 化 剤 、 例 え ば グ ア ガ ム 、 カ
ラ ゲ ー ナ ン 、 ア ル ギ ネ ー ト 、 デ キ ス ト ラ ン 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ペ ク チ ； 塩 、 例 え ば 塩 化
ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、
塩 化 亜 鉛 、 硫 酸 亜 鉛 、 脂 肪 酸 の 塩 及 び そ れ ら の 誘 導 体 ； 金 属 キ レ ー タ ー 、 例 え ば EDTA、 EG
TA、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ； 抗 菌 剤 、 例 え ば 脂 肪 酸 、 そ の 誘 導 体 、 パ ラ ベ ン 、 ソ ル ベ ー ト 、
ベ ン ゾ エ ー ト ； プ ロ テ ア ー ゼ の 影 響 を 阻 止 す る 更 な る 化 合 物 、 例 え ば バ ル ク タ ン パ ク 質 （
例 え ば BSA、 コ ム ギ の 水 解 物 、 ホ ウ 酸 化 合 物 ） ； 乳 化 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 及 び イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 （ 前 記 は 単 独 で も 組 合 わ せ て も 使 用 で き る ） ； 植 物 ス テ リ ン ； ビ タ ミ ン ； ア ミ
ノ 酸 ； 還 元 剤 、 例 え ば シ ス テ イ ン ； 又 は 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 も 分 散 剤 と 同 様
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 架 橋 及 び タ ン パ ク 質 改 変 （ 例 え ば ペ ジ ル 化 、 脂 肪 酸 改 変 及 び グ リ コ シ ル
化 ） を 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 性 （ 例 え ば 酵 素 の 安 定 性 ） が 改 善 さ れ る 。 あ
る 特 徴 で は 、 ポ リ オ ー ル 及 び /又 は 糖 は 、 製 剤 の 約 5%か ら 約 60%若 し く は そ れ 以 上 、 製 剤 の
約 10%か ら 約 50%、 製 剤 の 約 20%か ら 約 40%、 又 は 製 剤 の 約 5%か ら 約 20%を 構 成 す る 。 別 の 特
徴 で は 、 ゲ ル 化 剤 は 、 製 剤 の 約 0.5%か ら 約 10%、 製 剤 の 約 1%か ら 約 8%、 製 剤 の 約 2%か ら 約 5
%、 又 は 製 剤 の 約 0.5%か ら 約 3%を 構 成 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 塩 （ 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ
ム 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 及 び /又 は 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム は
、 製 剤 の 約 1%か ら 約 30%、 製 剤 の 約 2%か ら 約 20%、 製 剤 の 約 5%か ら 約 15%、 又 は 製 剤 の 約 1%
か ら 約 10%を 構 成 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 塩 化 亜 鉛 は 、 約 0.1mMか ら 約 20mM、 約 0.5mMか
ら 約 10mM、 約 1mMか ら 約 5mM、 又 は 約 0.1mMか ら 約 5mMを 構 成 す る 濃 度 で 製 剤 中 に 存 在 す る 。
さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 硫 酸 亜 鉛 は 、 約 0.1mMか ら 約 20mM、 約 0.5mMか ら 約 10mM、 約 1mMか ら
約 5mM、 又 は 約 0.1mMか ら 約 5mMを 構 成 す る 濃 度 で 製 剤 中 に 存 在 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、
脂 肪 酸 の 塩 及 び /又 は そ れ ら の 誘 導 体 は 、 製 剤 の 約 5%か ら 約 40%、 製 剤 の 約 10%か ら 約 30%、
製 剤 の 約 15%か ら 約 25%、 又 は 製 剤 の 約 5%か ら 約 20%を 構 成 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 金 属
キ レ ー タ ー （ 例 え ば EDTA、 EGTA及 び /又 は ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） は 、 約 0.1mMか ら 約 10mM、
約 0.5mMか ら 約 8mM、 約 1mMか ら 約 5mM、 又 は 約 0.1mMか ら 約 1mMを 構 成 す る 濃 度 で 製 剤 中 に 存
在 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 抗 菌 剤 （ 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ソ ル ベ ー ト 及 び /又 は ベ ン ゾ エ ー
ト ） は 、 製 剤 の 約 0.01%か ら 約 10%、 製 剤 の 約 0.05%か ら 約 5%、 製 剤 の 約 0.1%か ら 約 1%、 又
は 製 剤 の 約 0.05%か ら 約 0.5%を 構 成 す る 。 さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 バ ル ク タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば BSA及 び /又 は コ ム ギ 水 解 物 ） は 、 製 剤 の 約 1%か ら 約 20%、 製 剤 の 約 5%か ら 約 15%、 製 剤 の
約 2.5%か ら 約 7.5%、 又 は 製 剤 の 約 1%か ら 約 5%を 構 成 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 乳 化 剤 （ 例
え ば 非 イ オ ン 性 及 び /又 は イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 ） は 、 約 1Xの 臨 界 ミ セ ル 濃 度 （ CMC） か ら 約
10Xの CMC、 約 2.5Xの CMCか ら 約 7.5Xの CMC、 約 1Xの CMCか ら 約 5Xの CMC、 又 は 約 3Xの CMCか ら
約 6Xの CMCを 構 成 す る 濃 度 で 製 剤 中 に 存 在 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 ビ タ ミ ン 、 ア ミ ノ 酸
、 還 元 剤 及 び /又 は 抗 酸 化 化 合 物 は 、 製 剤 の 約 0.1%か ら 約 5%、 製 剤 の 約 0.5%か ら 約 4%、 製
剤 の 約 1%か ら 約 2.5%、 又 は 製 剤 の 約 0.1%か ら 約 1%を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 本 発 明 は 、 固 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ア レ イ を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は
本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 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 。 本
発 明 は 、 本 発 明 の 固 定 核 酸 を 含 む ア レ イ を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 固 定 抗 体 を 含 む
ア レ イ を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は ま た 、 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 。 前 記 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で も 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 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 。
　 本 発 明 は 、 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 又 は 特
定 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ 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 ； 及 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 を 工 程 （ a） の 抗 体 と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ を
単 離 又 は 同 定 す る 工 程 。 本 発 明 は 抗 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗 体 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記
方 法 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 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 工 程 を 含 む
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ a） プ
ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 本 発 明 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ b） 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 工 程 （ a） の 核 酸 を 発 現 さ せ 、 そ れ に よ っ て 組 換 え ポ リ
ペ プ チ ド を 生 成 す る 工 程 。 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 1と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ
て 少 な く と も 85%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 3と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ
た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 5と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域
に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 7と 少 な く と も 約 100残 基 の
領 域 に わ た っ て 少 な く と も 70%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む こ と が で き 、 こ こ で 、 前
記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決
定 さ れ る 。 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 1に 示 す 核 酸 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 3に 示 す 配 列 又
は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 5に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 7に 示 す 配 列 又 は そ の
部 分 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。 前
記 方 法 は 、 さ ら に 、 工 程 （ a） の 核 酸 で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 続 い て 工 程 （ a） の 核 酸 を
発 現 さ せ 、 そ れ に よ っ て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 形 質 転 換 細 胞 で 生 成 す る 工 程 を 含 む こ と が
で き る 。 前 記 方 法 は さ ら に 、 非 ヒ ト 宿 主 動 物 に 工 程 （ a） の 核 酸 を 挿 入 し 、 続 い て 工 程 （ a
） の 核 酸 を 発 現 さ せ 、 そ れ に よ っ て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 非 ヒ ト 宿 主 動 物 で 生 成 す る 工 程
を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 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 を 提 供 す る ： （ a） 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 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 変 種 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） ホ ス ホ リ パ ー ゼ
基 質 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は
変 種 を 工 程 （ b） の 基 質 と 接 触 さ せ て 、 基 質 の 量 の 増 加 又 は 反 応 生 成 物 の 量 の 減 少 を 検 出
す る 工 程 、 こ こ で 基 質 の 量 の 減 少 又 は 反 応 生 成 物 の 量 の 増 加 に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 さ れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 1と 少 な
く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 85%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 3と
少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号
5と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列
番 号 7と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 70%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列
を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は
目 視 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 1に 示 す 配 列 又
は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 3に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 5に 示 す 配 列 又 は そ の
部 分 配 列 ； 配 列 番 号 7に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ
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リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ a）
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） 被 検 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； （ c） 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 被 検 基
質 と 接 触 さ せ て 、 基 質 の 量 の 増 加 又 は 反 応 生 成 物 の 量 の 減 少 を 検 出 す る 工 程 、 こ こ で 基 質
の 量 の 減 少 又 は 反 応 生 成 物 の 量 の 増 加 に よ っ て 前 記 被 検 基 質 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 と し て
同 定 さ れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 1と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に
わ た っ て 少 な く と も 85%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 3と 少 な く と も 約 100残 基 の 領
域 に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 5と 少 な く と も 約 100残 基
の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 又 は 配 列 番 号 7と 少 な く と も 約
100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 70%の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 前 記
配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決 定
さ れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 1に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列
番 号 3に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 5に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 7
に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 あ る 化 合 物 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 特 異 的 に 結 合 す る か 否 か
を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ a） 核 酸 又 は 前 記 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 、 前 記 核 酸 の ポ リ
ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 許 容 す る 条 件 下 で 発 現 さ せ る 工 程 （ こ こ で 前 記 核 酸 及 び ベ ク タ ー は 本
発 明 の 核 酸 又 は ベ ク タ ー を 含 む ） 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； （ b） 前 記
ポ リ ペ プ チ ド を 被 検 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 被 検 化 合 物 が 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て 前 記 化 合 物 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 特
異 的 に 結 合 す る と 決 定 す る 工 程 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 1と 少 な
く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 85%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 3と
少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号
5と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 又 は
配 列 番 号 7と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 70%の 配 列 同 一 性 を 有 し 、
こ こ で 、 前 記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査
に よ っ て 決 定 さ れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 1に 示 す 配 列 又 は そ の 部
分 配 列 ； 配 列 番 号 3に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 5に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列
； 配 列 番 号 7に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 を
提 供 す る ： （ a） 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） 被 検 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 被 検 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 こ こ で
被 検 化 合 物 の 非 存 在 下 で の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 と 比 較 し て 被 検 化 合 物 の 存 在 下 で 測 定 さ れ
た 前 記 活 性 の 変 化 に よ っ て 、 被 検 化 合 物 が ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る と い う 決 定 が 提
供 さ れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 1と 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域
に わ た っ て 少 な く と も 85%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 3と 少 な く と も 約 100残 基 の
領 域 に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 配 列 番 号 5と 少 な く と も 約 100残
基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 、 又 は 配 列 番 号 7と 少 な く と も
約 100残 基 の 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 70%の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 前
記 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 分 析 に よ っ て 、 又 は 目 視 検 査 に よ っ て 決
定 さ れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 核 酸 は 、 配 列 番 号 1に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配
列 番 号 3に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 5に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号
7に 示 す 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 と 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 。
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　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 提 供 し 、 基 質 量 の 増
加 又 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 。 被 検 化 合 物 が 存 在 し な い
と き の 基 質 又 は 反 応 生 成 物 の 量 と 比 較 し て 、 被 検 化 合 物 が 存 在 す る と き の 基 質 量 の 減 少 又
は 反 応 生 成 物 量 の 増 加 に よ っ て 、 前 記 被 検 化 合 物 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の ア ク チ ベ ー タ ー
と 同 定 さ れ る 。 被 検 化 合 物 が 存 在 し な い と き の 基 質 又 は 反 応 生 成 物 の 量 と 比 較 し て 、 被 検
化 合 物 が 存 在 す る と き の 基 質 量 の 増 加 又 は 反 応 生 成 物 量 の 減 少 に よ っ て 、 前 記 被 検 化 合 物
は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 阻 害 物 質 と 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 プ ロ セ ッ サ 及 び デ ー タ 保 存 装 置 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム を 提 供 し 、 こ こ
で 前 記 デ ー タ 保 存 装 置 に は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 本 発 明 の 核 酸 配 列 が 保 存 さ れ て あ る
。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 さ ら に 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 及 び 少 な く
と も 1つ の リ フ ア レ イ ン ス 配 列 が 保 存 さ れ て あ る デ ー タ 保 存 装 置 を 含 む こ と が で き る 。 前
記 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 多 型 性 を 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 含 む こ と が で き
る 。 前 記 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は さ ら に 前 記 配 列 の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る ア イ デ ン テ ィ
フ ァ イ ヤ ー (identifier)を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 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 配 列 が 保 存 さ れ て あ
る コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 配 列 中 の 特 徴 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ a） 配 列 中
の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 配 列 を 読 み と る 工 程 （ こ こ で
前 記 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 ） ； 及 び （ b） 前 記 コ
ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ り 前 記 配 列 中 の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る 工 程 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 を 比 較 す る 方 法 を 提 供 す る ： （
a） 配 列 を 比 較 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム の 使 用 に よ り 第 一 の 配 列 及 び 第 二 の 配 列 を 読
み と る 工 程 （ こ こ で 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
） ； 及 び （ b） 前 記 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 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 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 間 の 相 違 を 決 定 す る 工 程 は さ ら
に 、 多 型 性 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 配 列 中 の １ 以 上 の
特 徴 を 同 定 す る ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ヤ ー （ 及 び 前 記 ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ヤ ー の 使 用 ） を 含
む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 第 一 の 配 列 を 読 み 取 り
、 配 列 中 の １ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 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 ： （ 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 に 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 を 提 供 す る
工 程 （ こ こ で 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 ； 配 列 番 号 7又 は そ の 部 分 配 列 な
ど ） を 増 幅 す る こ と が で き る ） ； （ b） 環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る 工 程 、 又 は 前 記
環 境 サ ン プ ル 中 の 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 前 記 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 に 接 近 す
る こ と が で き る よ う に 前 記 環 境 サ ン プ ル を 処 理 す る 工 程 ； 及 び （ 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 て 前 記 環 境 サ ン プ ル 由 来 の 核 酸 を 増 幅 し 、 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 コ ー ド す る 核 酸 を 環 境 サ ン プ ル か ら 単
離 又 は 回 収 す る 工 程 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 の 各 々 の メ ン バ ー は 、 本
発 明 の 核 酸 配 列 の 少 な く と も 約 10か ら 50の 連 続 す る 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 は 本 発 明 の 増 幅 対 で あ る 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 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 ： （ a） 本 発 明 の 核 酸 配 列 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 工 程 、 又 は 前 記 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 す る こ と が で き る よ う に 前 記 環 境 サ ン プ ル を 処
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理 す る 工 程 ； （ c） 工 程 （ b） の 単 離 核 酸 又 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 ； 及 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 し 、 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 コ ー ド す る 核 酸 を 前 記 環 境 サ ン プ ル か ら 単 離 又 は 回 収 す る 工 程 。 ま た 別 の
特 徴 で は 、 前 記 環 境 サ ン プ ル は 、 水 サ ン プ ル 、 液 体 サ ン プ ル 、 土 壌 サ ン プ ル 、 大 気 サ ン プ
ル 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 含 む 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 細 菌 細 胞
、 原 虫 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 藻 類 細 胞 、 地 衣 類 細 胞 又 は 哺 乳
動 物 細 胞 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の 変 種 を 作 製 す る 方 法
を 提 供 す る ： （ a） 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 鋳 型 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） 前 記 鋳 型 配 列 中 の
１ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 改 変 、 欠 失 若 し く は 付 加 、 又 は そ の 組 合 せ を 実 施 し て 、 前 記 鋳 型
核 酸 の 変 種 を 作 製 す る 工 程 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 変 種 核 酸 を 発 現 さ せ て 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ
チ ド を 作 製 す る 工 程 を 含 む 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 改 変 、 付 加 又 は 欠 失 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 ャ ル P
CR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 変 異 導 入 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ リ 、 遺 伝 子 部 位 飽 和
変 異 導 入 (商 標 )（ Gene Site Saturation Mutagenesis(商 標 )、 GSSM(商 標 )） 、 合 成 連 結 再
ア ッ セ ン ブ リ （ SLR） 及 び /又 は そ れ ら の 組 合 せ に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た 別 の
特 徴 で は 、 前 記 改 変 、 付 加 ま た は 欠 失 は 、 組 換 え 、 再 帰 的 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト
-修 飾 DNA変 異 導 入 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 変 異 導 入 、 ギ ャ ッ プ 保 有 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 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 、 及 び /又 は そ れ ら の 組 合 せ に よ っ て 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ の も の と は
変 化 し た 若 し く は 異 な る 安 定 性 又 は 変 化 し た 若 し く は 異 な る 活 性 を 有 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ
が 生 成 さ れ る ま で 反 復 的 に 繰 り 返 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 変 異 又 は 異 な る 活 性 は 酸 性
条 件 下 で の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 で あ り 、 こ の 場 合 、 前 記 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ホ
ス ホ リ パ ー ゼ は 酸 性 条 件 下 で 活 性 が な い 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 変 異 又 は 異 な る 活 性 は 高 温
下 で の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 で あ り 、 こ の 場 合 、 前 記 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ホ ス ホ
リ パ ー ゼ は 高 温 下 で 活 性 が な い 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 鋳 型 核 酸 の コ ド ン 使 用 頻 度
と は 変 化 し た コ ド ン 使 用 頻 度 を 示 す ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 が 生 成 さ れ る ま で 反 復 的 に
繰 り 返 さ れ る 。 前 記 方 法 は 、 鋳 型 核 酸 の メ ッ セ ー ジ 発 現 レ ベ ル ま た は 安 定 性 レ ベ ル よ り 高
い ま た は 低 い レ ベ ル を 有 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 が 得 ら れ る ま で 前 記 方 法 を 反 復 す る こ
と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン を 改 変 し て 宿
主 細 胞 で の 発 現 を 高 め る 方 法 を 提 供 す る ： （ 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 ； 及 び （ b） 工 程 （ a） の 核 酸 の 非 優 先 コ ド ン ま た は 低 優 先 コ ド ン を 同 定
し 、 そ の コ ド ン を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 優 先 コ ド ン ま た は 中 性 的 に (neutrally)使 用
さ れ る コ ド ン で 置 換 し （ 前 記 優 先 コ ド ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 高 頻
度 で 提 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 非 優 先 コ ド ン ま た は 低 優 先 コ ド ン と は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の
コ ー ド 配 列 に お い て 低 頻 度 で 提 示 さ れ る コ ド ン で あ る ） 、 そ れ に よ っ て 核 酸 を 改 変 し て 宿
主 細 胞 内 で の 発 現 を 増 加 さ せ る 工 程 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 内 の コ ド ン を 改 変 す る
方 法 を 提 供 す る ： （ 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 ； 及 び
（ b） 工 程 （ a） の 核 酸 内 の コ ド ン を 同 定 し 、 前 記 コ ド ン を 置 換 さ れ る コ ド ン と 同 じ ア ミ ノ
酸 を コ ー ド す る 異 な る コ ド ン で 置 換 し 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 内
の コ ド ン を 改 変 す る 工 程 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 内 の コ ド ン を 改 変 し て
宿 主 細 胞 で 発 現 を 高 め る 方 法 を 提 供 す る ： （ 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 ； 及 び （ b） 工 程 （ a） の 核 酸 内 の 非 優 先 コ ド ン ま た は 低 優 先 コ ド ン を 同
定 し 、 そ の コ ド ン を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 優 先 コ ド ン ま た は 中 性 的 に 使 用 さ れ る コ ド
ン で 置 換 し （ 優 先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 高 頻 度 で 提 示 さ れ る コ
ド ン で あ り 、 非 優 先 ま た は 低 優 先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 低 頻 度
で 提 示 さ れ る コ ド ン で あ る ） 、 そ れ に よ っ て 前 記 核 酸 を 改 変 し て 宿 主 細 胞 で の 発 現 を 高 め
る 工 程 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 内 の コ ド ン を 改 変 し て
宿 主 細 胞 で 発 現 を 低 下 さ せ る 方 法 を 提 供 す る ： （ 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 ； 及 び （ b） 工 程 （ a） の 核 酸 内 の 少 な く と も 1つ の 好 ま し い コ ド ン
を 同 定 し 、 そ の コ ド ン を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 非 優 先 コ ド ン ま た は 低 優 先 コ ド ン で 置
換 し （ 優 先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 高 頻 度 で 提 示 さ れ る コ ド ン で
あ り 、 非 優 先 ま た は 低 優 先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に お い て 低 頻 度 で 提 示
さ れ る コ ド ン で あ る ） 、 そ れ に よ っ て 前 記 核 酸 を 改 変 し て 宿 主 細 胞 で の 発 現 を 低 下 さ せ る
工 程 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 宿 主 細 胞 は 細 菌 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植
物 細 胞 、 藻 類 細 胞 、 地 衣 類 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 複 数 の 改 変 さ れ た 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 を 提 供 す る （ 前 記 改 変 活 性 部 位 ま た は 基 質 結 合 部 位 は
、 第 一 の 活 性 部 位 ま た は 第 一 の 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 第 一 の 核 酸 に 由 来 す
る ） 。 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ： （ a） 第 一 の 活 性 部 位 ま た は 第 一 の 基 質 結 合 部 位 を
コ ー ド す る 第 一 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 （ 前 記 第 一 の 核 酸 配 列 は 本 発 明 の 核 酸 を 含 む ） ； （
b） 第 一 の 核 酸 内 の 複 数 の 標 的 コ ド ン で 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 一 組 の
変 異 原 性 (mutagenic)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 一 組 の 変 異 原 性
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 変 異 を 導 入 さ れ た 各 ア ミ ノ 酸 コ ド ン で 一 連 の ア ミ ノ 酸 変 種
を コ ー ド す る 一 組 の 活 性 部 位 コ ー ド 変 種 ま た は 基 質 結 合 部 位 コ ー ド 変 種 核 酸 を 生 成 し 、 そ
れ に よ っ て 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 工 程 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 最 適 化 定 方 向 進 化 シ ス テ ム
、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (商 標 )（ GSSM(商 標 )） 及 び 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ (SLR)を 含
む 方 法 に よ っ て 工 程 （ a） の 第 一 の 核 酸 に 変 異 を 導 入 す る 工 程 を 含 む 。 前 記 方 法 は さ ら 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 ャ 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 リ 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (商 標 )（ GSSM(商 標 )） 、 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ (SLR)
及 び そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 、 工 程 （ a） の 第 一 の 核 酸 に 変 異 導 入 す る 工 程 を
含 む 。 前 記 方 法 は さ ら に 、 組 換 え 、 再 帰 的 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA変 異 導
入 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 変 異 導 入 、 ギ ャ ッ プ 保 有 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 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 お よ び そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 方 法 に よ っ て 、 工 程 （ a） の 第 一 の 核 酸 又 は
変 種 に 変 異 を 導 入 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 小 分 子 の 生 成 方 法 を 提 供 す る ： （ a） 小 分 子 を 合 成 ま た は
改 変 す る こ と が で き る 複 数 の 生 合 成 酵 素 を 提 供 す る 工 程 （ 前 記 酵 素 の 1つ は 本 発 明 の 核 酸
に よ っ て コ ー ド さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 含 む ） ； （ b） 工 程 （ a） の 酵 素 の 少 な く と も
１ つ の た め の 基 質 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 複 数 の 生 体 触 媒 反 応 を 促 進 す る 条 件 下 で 工
程 （ b） の 基 質 を 前 記 酵 素 と 反 応 さ せ て 一 連 の 生 体 触 媒 反 応 に よ り 小 分 子 を 生 成 す る 工 程
。
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　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 小 分 子 の 改 変 方 法 を 提 供 す る ： （ a） 本 発 明 の 核 酸 に よ っ
て コ ー ド さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） 小 分 子 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び
（ 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 が 促 進 さ れ る 条 件 下 で 工 程 （ a
） の 酵 素 を 工 程 （ b） の 小 分 子 と 反 応 さ せ 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 反 応 に よ り
小 分 子 を 改 変 す る 工 程 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 工 程 （ a） の 酵 素 の た め の 複 数 の 小
分 子 基 質 を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 に よ り 触 媒 さ れ る 少 な く と も 1つ 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 作 製 す る 工 程 を 含 む 。 あ る 特 徴
で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 前 記 酵 素 に よ る 複 数 の 生 体 触 媒 反 応 が 促 進 さ れ る 条 件 下 で 複 数
の 酵 素 を 追 加 し て 、 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
す る 工 程 を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 所 望 の 活 性 を 示 す 特 定 の 改 変 小 分 子
が ラ イ ブ ラ リ ー 内 に 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー を 試 験 す る 工 程 を
含 む 。 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 試 験 工 程 は さ ら に 、 所 望 の 活 性 を も つ 特 定 の 改 変 小 分 子 の 有 無
に つ い て 改 変 小 分 子 の 一 部 分 を 試 験 す る こ と に よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 内 の 複 数 の 改 変 小 分
子 の 一 部 分 を 生 成 す る た め に 用 い ら れ た 生 体 触 媒 反 応 の 1つ 以 外 の 全 て を 系 統 的 に 排 除 し
、 所 望 の 活 性 を も つ 特 定 の 改 変 小 分 子 を 生 成 す る 少 な く と も 1つ の 特 異 的 な 生 体 触 媒 反 応
を 同 定 す る 工 程 を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 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
を 提 供 す る ： （ 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 ； 及
び （ b） 工 程 （ a） の 配 列 か ら 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ 、 さ ら に ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
に つ い て 残 り の 部 分 配 列 を 試 験 し 、 そ れ に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 の 機 能 的 フ ラ グ メ ン
ト を 決 定 す る 工 程 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 を 提
供 し て 、 基 質 量 の 増 加 又 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 。 あ る
特 徴 で は 、 被 検 化 合 物 が 存 在 し な い と き の 基 質 又 は 反 応 生 成 物 の 量 と 比 較 し て 、 被 検 化 合
物 が 存 在 す る と き の 酵 素 基 質 の 量 の 減 少 又 は 反 応 生 成 物 の 量 の 増 加 に よ っ て 、 前 記 被 検 化
合 物 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の ア ク チ ベ ー タ ー と 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る 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 （ こ こ で 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド は 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ
て コ ー ド さ れ る ） ； （ b） グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工
程 ； 及 び （ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト 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 を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 接 触 さ せ る 工 程 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記
条 件 は 、 約 pH5か ら 約 8.5の 間 、 約 pH4.5（ 又 は さ ら に 酸 性 、 す な わ ち pH＜ 4.5） か ら 約 9.0
（ 又 は さ ら に ア ル カ リ 性 、 す な わ ち pH＞ 9） の 間 を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 条 件 は 、 約 4
0℃ か ら 約 70℃ の 間 の 温 度 を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 組 成 物 は 植 物 油 を 含 む 。 あ る 特 徴
で は 、 前 記 組 成 物 は 脂 肪 種 子 の リ ン 脂 質 を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 切 断 反 応 は 、 水 で 抽
出 で き る リ ン 酸 化 塩 基 及 び ジ グ リ セ リ ド を 生 成 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 を 加 水 分 解 し 、 分 解 し 又 は 破 壊 す る
方 法 を 提 供 す る ： ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド 、
又 は 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 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 ； リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び 前 記 ホ ス ホ リ パ
ー ゼ が 前 記 リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 を 加 水 分 解 し 、 分 解 し 又 は 破 壊 す る 条 件 下 で 、 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド を 前 記 組 成 物 と 接 触 さ せ る 工 程 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
を 有 す る 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド と 組 成 物 の 高 せ ん 断 混 合 の 使 用 、 そ れ に
続 く 無 せ ん 断 又 は 低 せ ん 断 混 合 を 含 み 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に よ る 前 記 リ ン 脂 質 基 質 の 適
切 な “ 接 触 ” を 可 能 に す る 工 程 を 含 む 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 前 記 少 な く と も 1つ
の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 高 せ ん 断 混 合 工 程 に 存 在 す る こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 任 意 の
規 模 、 例 え ば 約 1グ ラ ム （ g） か ら 約 500、 1000、 2000、 2500、 5000g若 し く は そ れ 以 上 、 又
は 前 記 範 囲 内 の 任 意 の 量 で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 油 を 脱 ガ ム す る 方 法 を 提 供 す る ： （ a） 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 提 供 す る 工 程 （ こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 本
発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ） ； （ b） 植 物 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 植 物
油 中 の エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド と 工 程
（ b） の 植 物 油 を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ っ て 前 記 油 を 脱 ガ ム す る 工 程 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記
植 物 油 は 脂 肪 種 子 を 含 む 。 前 記 植 物 油 は 、 米 ぬ か 油 、 パ ー ム 油 、 菜 種 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油
、 大 豆 油 、 キ ャ ノ ー ラ 油 、 ゴ マ 油 、 落 花 生 油 、 又 は ヒ マ ワ リ の 油 を 含 む こ と が で き る 。 あ
る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 ま た 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は
そ れ ら の 組 合 せ の 添 加 を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 2つ 以 上 の ポ
リ ペ プ チ ド が 前 記 プ ロ セ ス に 添 加 さ れ 、 こ の 場 合 、 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド が 本 発
明 の 酵 素 で あ る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 酵 素 は 特 別 な 順 序 で 添 加 さ れ る 。 例 え ば 、 異 な る 特
異 性 を 有 す る PLCが 特 別 な 順 序 で 添 加 さ れ る 。 例 え ば PC及 び PF活 性 を 有 す る 酵 素 が 最 初 に
添 加 さ れ （ 又 は 2つ の 酵 素 （ 1つ は PC活 性 を も ち 、 他 方 は PE活 性 を も つ ） が 一 緒 に 添 加 さ れ
る ） 、 続 い て PI PLC活 性 を も つ 酵 素 が 添 加 さ れ る か 、 又 は 前 記 の 任 意 の 組 合 せ が 実 施 さ れ
る 。
　 油 の 脱 ガ ム 方 法 の あ る 特 徴 で は 、 油 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 植 物 、 動 物 、 藻 類 又 は 魚 類 又
は 脂 肪 を 含 む 。 植 物 油 は 、 米 ぬ か 油 、 大 豆 油 、 菜 種 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ヤ シ の 実 に 由 来
す る 油 、 キ ャ ノ ー ラ 油 、 ヒ マ ワ リ の 油 、 ゴ マ 油 、 又 は 落 花 生 油 を 含 む こ と が で き る 。 前 記
ポ リ ペ プ チ ド は 、 油 含 有 組 成 物 中 の 水 和 性 及 び /又 は 非 水 和 性 リ ン 脂 質 由 来 の ホ ス フ ァ チ
ド を 加 水 分 解 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は ホ ス フ ァ チ ド を グ リ
セ リ ル ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 で 加 水 分 解 し て 、 ジ グ リ セ リ ド と 水 溶 性 ホ ス フ ェ ー ト 化 合 物 を
生 成 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は ホ ス ホ リ パ ー ゼ C活 性 を 有 す る 。 あ る 特 徴
で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は ホ ス ホ リ パ ー ゼ Dで あ り 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 が ま た 添 加 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 油 の 脱 ガ ム 方 法 の あ る 特 徴 で は 、 前 記 接 触 工 程 は 、 油 中 の 水 和 リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 含
む 。 前 記 の 加 水 分 解 条 件 は ア ル カ リ 性 条 件 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 記 条 件 は 、 ア
ル カ リ 性 pHで 約 20℃ か ら 40℃ の 温 度 を 含 む 。 前 記 ア ル カ リ 性 条 件 は 約 pH8か ら pH10又 は そ
れ 以 上 の pHを 含 む こ と が で き る 。 前 記 加 水 分 解 の 条 件 は 、 前 記 プ ロ セ ス の 任 意 の 時 点 で ア
ル カ リ 性 に し て も よ い 。 例 え ば 、 あ る 特 徴 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば PLC） は ア ル カ
リ 性 条 件 に さ れ る 前 に 添 加 さ れ る （ 例 え ば 酸 含 有 油 （ 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 ） の “ 苛 性
ア ル カ リ 中 和 ” ） 。
　 油 の 脱 ガ ム 方 法 の あ る 特 徴 で は 、 前 記 塩 基 は 、 PLCに よ っ て 生 成 さ れ る 1,2-DAGの 1,3-DA
Gへ の 異 性 化 を も た ら し 、 1,3-DAGは 1,2-DAGよ り も 栄 養 的 な 利 益 を 提 供 す る 。 例 え ば 1,3-D
AGは 1,2-DAGの よ う に 脂 肪 と し て 蓄 積 さ れ ず に エ ネ ル ギ ー と し て 燃 焼 す る 。 し た が っ て 、
本 発 明 は 苛 性 ア ル カ リ に よ る 油 の 精 製 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本
発 明 の 酵 素 、 PLCを 含 む ） は 、 “ 最 先 端 （ front end） ” で （ す な わ ち 一 切 の 酸 及 び 苛 性 ア
ル カ リ の 添 加 前 に ） 、 例 え ば 図 13の 例 示 的 方 法 に 示 す よ う に 添 加 さ れ る 。 本 発 明 の 苛 性 ア
ル カ リ 精 製 方 法 （ 更 な る 考 察 に つ い て は 下 記 を 参 照 さ れ た い ） に お い て 最 先 端 で PLCを 添
加 し 、 続 い て 酸 及 び 苛 性 ア ル カ リ を 添 加 す る こ と の 結 果 の 1つ は 、 1,3-DAG（ 1,2-DAGで は
な く ） の 生 成 レ ベ ル の 上 昇 で あ る 。 こ れ は 、 酸 又 は 塩 基 触 媒 の ア シ ル マ イ グ レ ー シ ョ ン の
結 果 か も し れ な い 。 栄 養 的 に は 、 1,3-DAGは 1,2-DAGよ り も 優 れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発
明 は 、 本 発 明 の PLCを 用 い る 油 の 脱 ガ ム 方 法 を 含 み 、 こ の 方 法 に よ っ て 、 最 終 的 な 脱 ガ ム
生 成 物 は 、 約 0.5%、 1.0%、 2.0%、 3.0%、 4.0%又 は 5.0%を 下 回 ら な い 1,3-DAGを 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 油 の 脱 ガ ム 方 法 の あ る 特 徴 で は 、 加 水 分 解 の 条 件 は 約 3か ら 10分 又 は そ れ 以 上 の 反 応 時
間 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 加 水 分 解 の 条 件 は 、 約 50℃ か ら 60℃ の 間 の 温 度 で 、 約 pH5か
ら pH6.5の 間 、 又 は 約 pH5か ら pH7.5の 間 、 又 は pH5か ら pH8.0の 間 の pHで 、 約 30か ら 60分 の
反 応 時 間 を 用 い て 、 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 む 。
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　 油 の 脱 ガ ム 方 法 の あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は フ ィ ル タ ー に 結 合 さ れ 、 リ ン 脂 質
含 有 脂 肪 又 は 油 は 前 記 フ ィ ル タ ー を 通 過 す る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 又 は
油 を 含 む 溶 液 に 添 加 し 、 続 い て 前 記 溶 液 を フ ィ ル タ ー に 通 し て も よ い 。
　 あ る 特 徴 で は 、 油 の 脱 ガ ム 方 法 は さ ら に 、 脱 ガ ム に よ っ て 生 成 し た ガ ム の 硬 化 剤 （ 例 え
ば タ ル ク 又 は 等 価 物 ） の 添 加 に よ る 物 理 的 除 去 を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 こ れ に よ っ て 油 の
収 量 が 増 加 す る 。
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 可 能 な 形 に 変 換 す る 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 （ こ こ で 前 記
ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 核 酸 に
よ っ て コ ー ド さ れ る ） ； （ b） 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c）
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 非 水 和 性 リ ン 脂 質 中 の エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と が で き る 条 件 下 で
、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 非 水 和 性 リ ン 脂 質 と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ っ て 非
水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 可 能 な 形 に 変 換 す る 工 程 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 油 を 脱 ガ ム 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
含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） リ ン 脂 質 を 含 有 す る 脂 肪 又 は 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す
る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 を 脱 ガ ム す る こ と が で き
る 条 件 下 で （ 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と が で き る 条 件 下
で ） 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 接 触 さ せ る 工 程 。 あ る 特 徴 で は 、
前 記 油 含 有 組 成 物 は 、 植 物 、 動 物 、 藻 類 又 は 魚 類 の 油 を 含 む 。 前 記 植 物 油 は 、 米 ぬ か 油 、
大 豆 油 、 菜 種 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ヤ シ の 実 に 由 来 す る 油 、 キ ャ ノ ー ラ 油 、 ヒ マ ワ リ の 油
、 ゴ マ 油 、 又 は 落 花 生 油 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 油 含 有 組 成 物 中 の 水
和 性 及 び /又 は 非 水 和 性 リ ン 脂 質 由 来 の ホ ス フ ァ チ ド を 加 水 分 解 す る こ と が で き る 。 前 記
ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス フ ァ チ ド を グ リ セ リ ル ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 で 加 水 分 解 し て 、 ジ グ リ
セ リ ド と 水 溶 性 ホ ス フ ェ ー ト 化 合 物 を 生 成 す る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は ホ ス ホ リ パ ー ゼ C、 B
、 A又 は D活 性 を 有 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D活 性 及 び ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 酵 素 が 添 加 さ れ る 。 前 記 接 触 工 程 は 、 油 中 の 水 和 リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 を 含 む こ と が
で き る 。 前 記 加 水 分 解 の 条 件 は ア ル カ リ 性 pHで の 約 20℃ か ら 40℃ の 温 度 を 含 む こ と が で き
る 。 前 記 ア ル カ リ 性 条 件 は 、 約 pH8か ら pH10の pHを 含 む こ と が で き る 。 前 記 加 水 分 解 の 条
件 は 約 3か ら 10分 の 反 応 時 間 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 加 水 分 解 の 条 件 は 、 約 50℃ か ら 60
℃ の 間 の 温 度 で 約 pH5か ら pH6.5の pHで 、 約 30か ら 60分 の 反 応 時 間 を 用 い て 、 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 む 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は フ ィ ル タ ー に 結 合
さ せ る こ と が で き 、 リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 又 は 油 は 前 記 フ ィ ル タ ー を 通 過 す る 。 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド を リ ン 脂 質 含 有 脂 肪 又 は 油 を 含 む 溶 液 に 添 加 し 、 続 い て 前 記 溶 液 を フ ィ ル タ ー に 通 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 可 能 な 形 に 変 換 す る 方 法 を 提 供
す る ： （ a） 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 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 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 ； 及 び （ c） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 可 能
な 形 に 変 換 す る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 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 有 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 す る こ と が で き 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 も ま た 添 加 さ れ る 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 リ ン 脂 質 含 有 組 成 物 の 苛 性 ア ル カ リ 精 製 方 法 を 提 供 す る
： （ a） ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 （ 前 記 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す
る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で も 、 又 は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で も
よ い ） ； （ b） リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 苛 性 ア ル カ リ 精 製 の 前 、
最 中 又 は 後 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 接 触 さ せ る 工 程 。 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 、 例 え ば PLC、 PLB、 PLD及 び /又 は PLAを 有 す る こ と が で
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き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 13に 示 す よ う に 、 苛 性 ア ル カ リ 精 製 の 前 、 す な わ ち 前 記 プ
ロ セ ス の “ 最 先 端 ” で 、 酸 又 は 苛 性 ア ル カ リ の 添 加 前 に 加 え る こ と が で き る 。
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド （ 前 記 は 本 発 明 の 酵 素 、 例 え ば PLCで あ り え る ） は 苛 性 ア ル カ リ 精 製
中 に 添 加 す る こ と が で き 、 リ ン の レ ベ ル 及 び 遊 離 脂 肪 酸 の レ ベ ル に 応 じ て 種 々 の レ ベ ル の
酸 及 び 苛 性 ア ル カ リ を 添 加 す る こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド （ 前 記 は 本 発 明 の 酵 素 で
あ り え る ） は 、 苛 性 ア ル カ リ 精 製 前 に 又 は 苛 性 ア ル カ リ 精 製 後 に 、 す な わ ち 分 離 前 に 強 力
攪 拌 機 又 は 維 持 攪 拌 機 中 に ； 加 熱 工 程 に 続 い て ；  石 鹸 ス ト ッ ク に ； 洗 浄 水 に ； 及 び /又 は
漂 白 又 は 脱 臭 工 程 で 添 加 す る こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 ガ ム の か さ を 減 ら す た め に 、 苛
性 ア ル カ リ の 濃 縮 溶 液 、 例 え ば 11%の 工 業 的 標 準 液 よ り も 濃 縮 さ れ た も の 使 用 を 含 む 。 ま
た 別 の 特 徴 で は 、 苛 性 ア ル カ リ の 前 記 濃 縮 溶 液 は 約 12%か ら 50%濃 縮 、 例 え ば 約 20%、 30%、
40%、 50%、 又 は そ れ よ り も 濃 縮 さ れ て あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 前 記 リ ン 脂 質 を 含 む 組 成 物 は 植 物 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 植 物 で ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ り 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド は 、 種 子 又 は 他 の 植 物 部 分 を 粉 砕 し な が ら 添 加 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 粉 砕 し た 後 で 又 は 精 製 前 に 添 加 さ れ る 。
　 さ ら に ま た 提 供 さ れ る も の は 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ DAG） 及 び 水 溶 性 ホ ス フ ェ ー ト
エ ス テ ル を 生 成 す る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 油 （ 例 え ば 植 物 油 ） 中 の リ ン
脂 質 を 加 水 分 解 す る 苛 性 ア ル カ リ 精 製 方 法 で あ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 酵 素 は 苛 性 ア
ル カ リ 精 製 プ ロ セ ス で 操 作 さ れ ね ば な ら ず 、 前 記 は 場 合 に よ っ て 少 量 の 水 及 び /又 は 約 55
℃ か ら 70℃ の 温 度 範 囲 を 含 む 。 こ の 温 度 範 囲 で の 少 量 の 水 に よ る 苛 性 ア ル カ リ 精 製 プ ロ セ
ス の 使 用 は 、 DAGを 増 加 さ せ 飛 沫 同 伴 油 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 収 量 を 最 大 に す る で あ
ろ う 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の こ の 苛 性 ア ル カ リ 精 製 プ ロ セ ス で 用 い ら れ る 酵 素 は 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC） 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ PE） の 両 者 に 対 し て 非 常
に 良 好 な 活 性 を 有 し 、 約 pH6か ら pH9の 間 の pHで 活 性 を 有 し 、 75℃ ま で 活 性 を 有 し 、 油 中 の
少 量 の 水 （ 例 え ば 約 2%か ら 5%の 水 ） で 活 性 を 有 し 、 例 え ば 前 記 酵 素 は 、 配 列 番 号 1に よ っ
て コ ー ド さ れ 、 配 列 番 号 2の 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
　 油 中 の リ ン 脂 質 を 加 水 分 解 す る 本 発 明 の 苛 性 ア ル カ リ 精 製 プ ロ セ ス の ま た 別 の 特 徴 で は
、 以 下 の 2つ の 酵 素 が 用 い ら れ る ： PI特 異 的 PLC（ PIを 加 水 分 解 す る ） 及 び PC、 PE及 び PAを
加 水 分 解 す る PC-PLC。 こ の 実 施 態 様 は 化 学 的 又 は 物 理 的 精 製 に 適 し た 油 を 生 じ 、 DAGを 増
加 さ せ 飛 沫 同 伴 油 を 減 少 さ せ て 収 量 を 最 大 に す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 植 物 ス テ リ ン 又 は ト リ テ ル ペ ン を 精 製 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 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） 植 物 ス テ リ ン 又 は ト リ テ
ル ペ ン を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 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 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b）
の 組 成 物 と 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 有 す る こ と が で
き る 。 前 記 植 物 ス テ リ ン 又 は ト リ テ ル ペ ン は 植 物 ス テ ロ ー ル を 含 む こ と が で き る 。 前 記 植
物 ス テ ロ ー ル は 植 物 油 に 由 来 す る こ と が で き る 。 前 記 植 物 油 は 、 米 ぬ か 油 、 コ コ ナ ッ ツ 油
、 キ ャ ノ ー ラ 油 、 カ カ オ 脂 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 綿 実 油 、 オ リ ー ブ 油 、 パ ー ム 油 、 落 花 生
油 、 米 ぬ か 誘 導 油 、 紅 花 油 、 ゴ マ 油 、 大 豆 油 、 又 は ヒ マ ワ リ の 油 を 含 む こ と が で き る 。 前
記 方 法 は 、 遊 離 植 物 ス テ リ ン 及 び フ ィ ト ス テ リ ル 脂 肪 酸 エ ス テ ル を 定 量 的 に 抽 出 す る た め
に 、 非 極 性 溶 媒 の 使 用 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 植 物 ス テ リ ン 又 は ト リ テ ル ペ ン は 、 β -
シ ト ス テ ロ ー ル 、 キ ャ 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 又 は ブ ラ シ ッ カ ス テ ロ ー ル を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 粗 油 を 精 製 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
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含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） リ ン 脂 質 を 含 有 す る 油 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ；
及 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 す る こ と が で き
る 条 件 下 で 、 工 程 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド を 工 程 （ b） の 組 成 物 と 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 有 す る こ と が で き る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 前
記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 記 組 成 物 に 添 加 さ れ る 水 溶 液 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。 前 記 水 の
レ ベ ル は 約 0.5か ら 5%の 間 で あ り う る 。 前 記 工 程 時 間 は 約 2時 間 未 満 、 約 60分 未 満 、 約 30分
未 満 、 15分 未 満 又 は 5分 未 満 で あ り う る 。 前 記 加 水 分 解 の 条 件 は 約 25℃ か ら 70℃ の 間 の 温
度 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 加 水 分 解 の 条 件 は 苛 性 ア ル カ リ の 使 用 を 含 む こ と が で き る 。
ガ ム の 量 を 減 少 さ せ る た め に 、 苛 性 ア ル カ リ の 濃 縮 溶 液 、 例 え ば 11%の 工 業 的 標 準 液 よ り
も 濃 縮 さ れ た 溶 液 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 苛 性 ア ル カ リ の 前 記 濃 縮
溶 液 は 約 12%か ら 50%濃 縮 、 例 え ば 約 20%、 30%、 40%、 50%、 又 は そ れ よ り も 濃 縮 さ れ て あ る
。
　 前 記 加 水 分 解 の 条 件 は 、 約 pH3か ら pH10の 間 、 約 pH4か ら pH9の 間 、 又 は 約 pH5か ら pH8の
間 の pHを 含 む こ と が で き る 。 前 記 加 水 分 解 の 条 件 は 、 乳 化 剤 の 添 加 及 び /又 は 工 程 （ c） の
接 触 後 の 混 合 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 エ マ ル ジ ョ ン 破 壊 剤 の 添 加 及 び /又 は 加
熱 若 し く は 冷 却 （ 例 え ば 約 4℃ か ら 約 -20℃ の 間 又 は そ れ よ り 低 温 ） を 含 み 、 水 相 の 分 離 を
促 進 す る こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 遠 心 に よ っ て レ シ チ ン を 採 集 す る た め に 接 触 工 程 の
前 に 脱 ガ ム を 施 し 、 続 い て PLC、 PLC及 び /又 は PLAを 添 加 し て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 除 去 す る
工 程 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 食 用 油 の た め に 粗 油 を 水 で 脱 ガ ム し て リ ン を 10pp
m未 満 に し 、 そ の 後 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 油 の た め に 約 50ppm未 満 の リ ン に 物 理 的 に 精 製 す る 工
程 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 酸 を 添 加 し て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 水 和 を 促 進 す る 工
程 を 含 む こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 酸 の 添 加 は カ ル シ ウ ム 及 び マ グ ネ シ ウ ム 金 属 含 有
量 の 低 下 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 リ ポ
多 糖 類 -媒 介 毒 性 を 軽 減 又 は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 内 毒 素 を 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 内 毒 素 を 無 毒 化 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 脂 質
Aを 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 脂 質 Aの 2'又 は 3'脂 肪 酸 鎖 を 脱 ア シ ル
化 す る 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 潤 滑 油 を 精 製 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ a） 本 発 明 の 酵 素 を
含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； （ b） 潤 滑 油 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 酵 素 が 潤 滑 油 中 の 油
を 選 択 的 に 加 水 分 解 す る こ と が で き る 条 件 下 で 前 記 潤 滑 油 を 前 記 酵 素 で 処 理 し 、 そ れ に よ
っ て 前 記 潤 滑 油 を 精 製 す る 工 程 。 前 記 潤 滑 油 は 作 動 油 で あ り う る 。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 織 物 を 処 理 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ a） 本 発 明 の 酵 素 を
含 む 組 成 物 を 提 供 す る 工 程 ； （ ｂ ） 織 物 を 提 供 す る 工 程 ； 及 び （ c） 前 記 織 物 を 前 記 酵 素
で 処 理 す る 工 程 。 前 記 織 物 の 処 理 は 、 最 終 的 織 物 の 風 合 及 び ド レ ー プ の 改 善 、 染 色 、 防 炎
性 の 獲 得 、 撥 水 性 の 獲 得 、 光 学 的 明 る さ の 獲 得 、 又 は 樹 脂 仕 上 が り の 獲 得 を 含 む こ と が で
き る 。 前 記 織 物 は 、 綿 布 、 ビ ス コ ー ス レ ー ヨ ン 、 レ ー ヨ ン 、 ラ イ オ セ ル 、 リ ン ネ ル 、 亜 麻
織 物 、 カ ラ ム シ 布 、 及 び 前 記 の 全 て の 混 合 物 、 又 は 前 記 と ポ リ エ ス テ ル 、 ウ ー ル 、 ポ リ ア
ミ ド 、 ア ク リ リ ッ ク ス 若 し く は ポ リ ア ク リ リ ッ ク ス と の 混 合 物 を 含 む こ と が で き る 。 本 発
明 は 、 本 発 明 の 酵 素 を 含 む 織 物 、 糸 、 又 は 線 維 を 提 供 す る 。 前 記 酵 素 は 、 前 記 織 物 、 糸 又
は 線 維 の 表 面 に 吸 着 、 吸 収 又 は 固 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cを 発 現 す る 方 法 を 提 供 す る ： Mut + 表 現 型
を も つ ピ キ ア （ Pichia） 株 を 提 供 す る 工 程 ； 異 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cコ ー ド 核 酸 を ピ キ ア 株
に 挿 入 す る 工 程 ； 及 び 前 記 ピ キ ア 株 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cが 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る 工
程 。 前 記 方 法 は さ ら に 、 培 養 条 件 に 亜 鉛 を 補 充 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 は ま
た 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cを 発 現 す る 細 胞 系 、 単 離 細 胞 及 び 細 胞 株 を 提 供 す る 。 前 記 は 、 ピ キ
ア 細 胞 株 で 機 能 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 さ れ た 異 種 の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ Cコ ー ド 核 酸 を 含 む Mut + 表 現 型 を 含 む 。
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　 本 発 明 は 、 異 種 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ゼ オ シ ン 耐 性 酵 母 細 胞 系 （ 例 え ば 酵 母 細 胞 、 細 胞
株 、 個 々 の 細 胞 ） を 提 供 す る 。 前 記 は 以 下 の 工 程 を 含 む ： 異 種 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と
が で き る 異 種 核 酸 を 含 む ピ キ ア 種 （ 例 え ば P.パ ス ト リ ス （ pastris） ） の 細 胞 を 提 供 す る
工 程 ； 最 初 の 濃 度 の ゼ オ シ ン を 含 む 条 件 下 で 前 記 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； 最 初 の 濃 度 の ゼ オ
シ ン に 耐 性 を 示 す 細 胞 を 選 別 し 、 よ り 高 い 濃 度 の ゼ オ シ ン を 含 む 条 件 下 で 再 び 培 養 す る 工
程 ； 及 び よ り 高 い 濃 度 に 対 し て 耐 性 を 示 す 、 工 程 （ c） で 培 養 さ れ た 細 胞 を 選 別 す る 工 程
。 あ る 特 徴 で は 前 記 異 種 タ ン パ ク 質 は 酵 素 、 又 は 場 合 に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 又 は 場 合
に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ C（ PLC） 、 例 え ば 本 発 明 の 任 意 の 酵 素 で あ る 。
　 本 発 明 の １ 以 上 の 実 施 態 様 の 詳 細 が 、 添 付 の 図 面 及 び 以 下 の 記 載 で 説 明 さ れ る 。 本 発 明
の 他 の 特 徴 、 目 的 及 び 利 点 は こ の 説 明 及 び 図 面 、 並 び に 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 白 と な ろ う
。
　 本 明 細 書 に 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 GenBank配 列 及 び ATCC寄 託 物 が 参 照 に よ
り 本 明 細 書 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 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 、 ホ ス フ ァ チ
ジ ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ PAP） 及 び /又 は 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ LAH） 又 は 等 価 の 活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 前 記 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に 前 記 を 製 造 及 び 使 用
す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 油 （ 例 え ば 植 物 油 、 例 え ば 脂 肪 種 子 の リ ン 脂 質 ） 中 の グ
リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 を 効 率 的 に 切 断 し て 、 水 で 抽 出 で き る ホ ス ホ リ ル 化 さ れ
た 主 成 分 及 び ジ グ リ セ リ ド を 生 じ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 脂 質 ア シ
ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ LAH） 活 性 を 有 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、
ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ PE） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル
セ リ ン （ PS） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ PI） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 、 及 び /又 は ス フ
ィ ン ゴ ミ エ リ ン 又 は そ れ ら の 組 合 せ 中 の グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 切 断 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 １ 以 上 の 固 有 の 基 質 に 対
し て 特 異 的 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 酵 素 は 、 PE及 び PC； PE及 び PI； PE及 び PS； PS及 び PE
； PS及 び PI； PI及 び PE； PS、 PI及 び PC； PE、 PI及 び PC； 又 は PE、 PS、 PI及 び PCに 対 し て 特
異 的 な 作 用 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 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 、 ホ ス フ ァ チ ジ
ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ PAP） 及 び /又 は 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ LAH） 又 は 等 価 の 活 性 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 植 物 油 の 酵 素 的 な 脱 ガ ム に 用 い る こ と が で き る 。 な ぜ な ら ば 、
前 記 の ホ ス フ ェ ー ト 成 分 は 水 溶 性 で 除 去 が 容 易 な た め で あ る 。 そ の ジ グ リ セ リ ド 成 分 は 油
中 に 残 留 し 、 し た が っ て 損 失 は 少 な い で あ ろ う 。 本 発 明 の PLCは 、 工 業 的 脱 ガ ム （ 例 え ば E
NZYMAX(商 標 )プ ロ セ ス 、 こ こ で は リ ン 脂 質 は PLA1及 び PLA2に よ っ て 加 水 分 解 さ れ る ） で PL
A1及 び PLA2に 加 え て 、 又 は そ れ ら に 代 わ っ て 用 い る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 高 温 及 び /又 は 低 温 で 又 は 広 範 囲 の 温 度 に
わ た っ て 活 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 そ れ ら は 、 20℃ か ら 90℃ 、 30℃ か ら 80℃ 、 又 は 40℃ か ら
70℃ の 間 の 温 度 範 囲 で 活 性 を 有 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は ま た 、 ア ル
カ リ 性 pH又 は 酸 性 pH、 例 え ば 低 い 水 酸 性 度 （ low water acidity） で 活 性 を 有 す る こ と が
で き る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 pH6.5、 pH6.0、 pH5.5、 pH5.0、
pH4.5、 pH4.0及 び pH3.5又 は 前 記 よ り 低 い 酸 性 pH（ す な わ ち ＜ pH3.5） で 活 性 を 有 す る こ と
が で き る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 pH7.5、 pＨ 8.0、 pH8.5、 pH9.
0、 pH9.5、 pH10又 は 前 記 よ り ア ル カ リ 性 （ す な わ ち ＞ pH10） で 活 性 を 有 す る こ と が で き る
。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 約 40℃ か ら 約 70℃ 、 75℃ 、 若 し く は 80℃ 又
は そ れ よ り 高 い 温 度 の 温 度 範 囲 で 、 低 い 水 活 動 度 （ 低 水 分 含 有 量 ） の 条 件 下 で 活 性 を 有 す
る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 例 示 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 更 に 改 変 し て 所 望 の 特 性 を 有 す る 酵 素
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を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 生 成 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ は
、 変 異 し た 基 質 特 異 性 、 基 質 結 合 特 異 性 、 基 質 切 断 パ タ ー ン 、 熱 安 定 性 、 pH/活 性 プ ロ フ
ィ ル 、 pH/安 定 性 プ ロ フ ィ ル （ 例 え ば 低 い pH値 （ 例 え ば pH＜ 6又 は pH＜ 5） 又 は 高 い pH値 （
例 え ば pH＞ 9） で の 高 い 安 定 性 ） 、 酸 化 に 対 す る 安 定 性 、 Ca 2 + 依 存 性 、 比 活 性 な ど を 有 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 対 象 の 任 意 の 特 性 の 変 更 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 前 記 の 変 更 は
、 親 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 比 較 し た と き 、 変 異 し た pH及 び 温 度 活 性 プ ロ フ ィ ル を 有 す る 変 種
を も た ら す こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 種 々 の 植 物 油 加 工 工 程 、 例 え ば 植 物 油 の 抽
出 、 特 に 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に “ 油 の 脱 ガ ム ” と 称 さ れ る プ ロ セ ス に お け る “ リ ン 脂
質 ガ ム ” の 除 去 で 用 い ら れ る 。 本 発 明 は 、 組 成 物 （ 例 え ば 本 発 明 の 酵 素 を 含 む ） 及 び 、 種
々 の 供 給 源 （ 例 え ば 米 ぬ か 、 ダ イ ズ 、 ナ タ ネ 、 落 花 生 、 ゴ マ 、 ヒ マ ワ リ 及 び ト ウ モ ロ コ シ
由 来 の 油 ） か ら 植 物 油 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 は 、 PLA
（ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2） の 代 わ り に 任 意 の 植 物 油 加 工 工 程 で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　
　 “ ホ ス ホ リ パ ー ゼ ” と い う 用 語 は 、 任 意 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 、 例 え ば 油 （ 例 え ば 植 物
油 ） の グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 切 断 （ グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の
加 水 分 解 の 触 媒 ） 、 を 有 す る 酵 素 を 包 含 す る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 水 抽 出 可
能 な ホ ス ホ リ ル 化 さ れ た 主 成 分 及 び ジ グ リ セ リ ド を 生 じ る こ と が 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 性 pH及 び 酸 性 pHで の グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ
ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 含 む 。 “ ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 ” と い う 用 語 は ま た 、 グ リ セ ロ ホ ス
フ ェ ー ト エ ス テ ル を 切 断 し て 、 水 抽 出 可 能 な ホ ス ホ リ ル 化 主 成 分 及 び ジ グ リ セ リ ド を 生 じ
る こ と 含 む 。 “ ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 ” と い う 用 語 は ま た 、 リ ン 脂 質 中 の グ リ セ リ ン 及 び リ
ン 酸 の エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と を 含 む 。 “ ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 ” と い う 用 語 は ま た 、
他 の 活 性 、 例 え ば 基 質 （ 例 え ば 油 、 例 え ば 植 物 油 ） と 結 合 し こ れ を 加 水 分 解 す る 能 力 を 含
む 。 基 質 に は ま た 、 植 物 及 び 動 物 の 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 が 含 ま れ る 。 前 記 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 A（ PLA） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー
ゼ A1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2活 性 ； ホ ス ホ リ パ ー ゼ B（ PLB） 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ B1
又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ B2活 性 （ リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 及 び /又 は リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー
ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 を 含 む ） ； ホ ス ホ リ パ ー ゼ D（ PLD） 活 性 、 例 え ば ホ
ス ホ リ パ ー ゼ D1又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D2活 性 ； 及 び /又 は パ タ チ ン 活 性 、 又 は 前 記 の 任 意 の
組 合 せ を 含 む こ と が で き る 。 前 記 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 ソ ラ ナ ム （ Solanum） 属 の 任 意 の 草 木 （ 例 え ば ソ ラ ナ ム ・ ツ ベ ロ ス ム （ Sol
anum tuberosum） ） で 見 出 さ れ る 糖 タ ン パ ク 質 ］ の 加 水 分 解 を 含 む 。 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
活 性 は 、 パ タ チ ン 酵 素 活 性 、 例 え ば パ タ チ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 含 む こ と が で き る （ 例 え
ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Jimenez (2002) Biotechnol. Prog. 18:635:640） 。 前 記 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 こ と が で き る 。 前 記 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 活 性 は 、 １ 以 上 の 固 有 の 基 質 に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 含 む こ と が で き る 。 例 え
ば 、 本 発 明 の 酵 素 は 、 PE及 び PC； PE及 び PI； PE及 び PS； PS及 び PE； PS及 び PI； PI及 び PE；
PS、 PI及 び PC； PE、 PI及 び PC； 又 は PE、 PS、 PI及 び PC、 又 は 前 記 の 任 意 の 組 合 せ に 対 し て
特 異 的 な 作 用 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 多 機 能 活 性 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た 酵
素 活 性 の １ 以 上 の 組 合 せ を 有 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド は 酵 素 的 に 活 性 で あ る が 、 リ パ ー ゼ 活 性 を 欠 く か 、 又 は 中 性 油 （ ト リ グ リ セ リ ド ）
分 画 に 影 響 を 及 ぼ す い ず れ の 酵 素 活 性 も 欠 い て い る 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 特 定 の プ
ロ セ ス 、 例 え ば 脱 ガ ム プ ロ セ ス ［ こ の プ ロ セ ス で は 中 性 油 分 画 は 損 な わ れ な い （ 減 少 し な
い 、 分 解 （ 例 え ば 加 水 分 解 ） さ れ な い ） こ と が 重 要 で あ る ］ で 用 い る こ と が 所 望 さ れ う る
。 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る が リ パ ー ゼ 活 性 を
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欠 く 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 含 む 脱 ガ ム プ ロ セ ス を 提 供 す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の PLCホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 種 々 の リ ン 脂 質 基 質 （ ホ ス フ ァ チ ジ ル
コ リ ン （ PC） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ PE） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS） 、
ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ PI） 及 び /又 は ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含
む ） を 利 用 す る （ 例 え ば 前 記 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る ） 。 さ ら に ま た 、 こ れ ら 酵 素 は こ れ ら
リ ン 脂 質 の リ ゾ リ ン 脂 質 形 に 対 し て 種 々 の 程 度 の 活 性 を 有 す る こ と が で き る 。 様 々 な 特 徴
で 、 本 発 明 の PLC酵 素 は 基 質 と し て ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル
ア ミ ン に 対 し て 優 先 性 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル PLCホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 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 、 ホ ス フ ァ チ ジ
ル イ ノ シ ト ー ル 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 多 様 な リ ン 脂 質 を 利 用
す る 。 さ ら に ま た 、 こ れ ら の 酵 素 は 、 こ れ ら リ ン 脂 質 の リ ゾ リ ン 脂 質 形 に 対 し て 様 々 な 程
度 の 活 性 を 有 す る こ と が で き る 。 多 様 な 特 徴 で 、 本 発 明 の ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル PL
C酵 素 は 基 質 と し て ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル に 対 し て 優 先 性 を 示 す こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の パ タ チ ン 酵 素 は 、 多 様 な リ ン 脂 質 基 質 （ 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 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー
ル 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む ） を 利 用 す る 。 さ ら に ま た 、 こ れ ら の
酵 素 は 、 こ れ ら リ ン 脂 質 の リ ゾ リ ン 脂 質 形 に 対 し て 様 々 な 程 度 の 活 性 を 有 す る こ と が で き
る 。 多 様 な 特 徴 に お い て 、 本 発 明 の パ タ チ ン は ア ミ ノ 酸 配 列 類 似 性 の 保 存 を 拠 り ど こ ろ と
し て い る 。 多 様 な 特 徴 に お い て 、 こ れ ら の 酵 素 は 、 様 々 な 生 化 学 的 特 性 の 組 合 せ を 示 し 、
PLA1、 PLA2、 PLC又 は PLD酵 素 ク ラ ス に 特 徴 的 な 反 応 を 生 じ る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の PLDホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 多 様 な リ ン 脂 質 （ 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 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む ） を 利 用 す る 。 さ ら に ま た 、 こ れ ら
の 酵 素 は 、 こ れ ら リ ン 脂 質 の リ ゾ リ ン 脂 質 形 に 対 し て 様 々 な 程 度 の 活 性 を 有 す る こ と が で
き る 。 あ る 特 徴 で は 、 こ れ ら の 酵 素 は 、 ト ラ ン ス エ ス テ ル 化 反 応 を 実 施 し て 体 系 化 さ れ た
リ ン 脂 質 を 生 成 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 “ 抗 体 ” と い う 用 語 に は 、 １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 も し く は 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
遺 伝 子 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト か ら 誘 導 さ れ た か 、 前 記 に な ら っ て 作 製 さ れ た か 、 ま た は
前 記 に よ っ て 実 質 的 に コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 抗 原 ま た は エ
ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る も の が 含 ま れ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ：
Fundamental Immunology, Third Edition, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993)
； Wilson (1994) J. Immunol. Methods 175:267-273； Yarmush (1992) J. Biochem. Biop
hys. Methods 25:85-97） 。 抗 体 と い う 用 語 は 、 抗 原 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 抗 原 結 合
部 分 、 す な わ ち “ 抗 原 結 合 部 位 ” （ 例 え ば フ ラ グ メ ン ト 、 部 分 配 列 、 相 補 性 決 定 領 域 （ CD
R） ） を 含 み 、 （ i） Fabフ ラ グ メ ン ト （ VL、 VH、 CLお よ び CH1ド メ イ ン か ら 成 る 一 価 の フ ラ
グ メ ン ト ） ； （ ii） F(ab')2フ ラ グ メ ン ト （ ヒ ン ジ 領 域 で ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結
さ れ た 2つ の Fabフ ラ グ メ ン ト を 含 む 二 価 フ ラ グ メ ン ト ） ； （ iii） VHお よ び CH1ド メ イ ン か
ら 成 る Fdフ ラ グ メ ン ト ； （ iv） 抗 体 の た だ 1つ の ア ー ム の VLお よ び VHド メ イ ン か ら 成 る Fv
フ ラ グ メ ン ト ； （ v） dAbフ ラ グ メ ン ト （ Ward et al., (1989) Nature 341:544-546） （ 前
記 は VHド メ イ ン か ら 成 る ） ； お よ び （ vi） 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） が 含 ま れ る
。 単 鎖 抗 体 も ま た 表 示 に よ り  “ 抗 体 ” と い う 用 語 に 含 ま れ る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ ア レ イ ” 又 は “ マ イ ク ロ ア レ イ ” 又 は “ バ イ オ チ ッ プ ” 又 は “
チ ッ プ ” と い う 用 語 は 複 数 の 標 的 成 分 で あ っ て 、 各 標 的 成 分 は 、 基 質 表 面 の 規 定 面 積 上 に
固 定 さ れ た 、 規 定 量 の 1つ 若 し く は 2つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド （ 抗 体 を 含 む ） 又 は 核 酸 を 含 む
（ 更 な る 詳 細 は 下 記 で 考 察 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ コ ン ピ ュ ー タ ” 、 “ コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム ” 及 び “
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プ ロ セ ッ サ ” は そ れ ら の も っ と も 広 い 一 般 的 な 意 味 で 用 い ら れ 、 下 記 で 詳 細 に 述 べ る よ う
な 装 置 の 全 て が 含 ま れ る 。
　 具 体 的 な ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 の “ コ ー ド 配 列 ” 又 は 前 記 を “ コ ー ド す る 配 列 ”
は 、 適 切 な 調 節 配 列 の 制 御 下 に 置 か れ た と き 、 転 写 さ れ て ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 に
翻 訳 さ れ る 核 酸 配 列 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 発 現 カ セ ッ ト ” と い う 用 語 は 、 構 造 遺 伝 子 （ す な わ ち タ ン パ ク
質 コ ー ド 配 列 、 例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） の 発 現 に 、 前 記 の よ う な 配 列 と 適 合 す る
宿 主 内 で 影 響 を 与 え る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 す 。 発 現 カ セ ッ ト は 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 、 及 び 場 合 に よ っ て 他 の 配 列 （ 例 え ば 転 写 終 了 シ グ ナ ル ） と 機 能 的 に
連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 発 現 の 実 施 に 必 要 な ま た は 有 用 な さ ら
に 別 の 因 子 （ 例 え ば エ ン ハ ン サ ー ） も ま た 用 い る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “
機 能 的 に 連 結 さ れ る ” と は 、 プ ロ モ ー タ ー が DNA配 列 の 転 写 を 仲 介 す る こ と が で き る よ う
に 、 DNA配 列 か ら 上 流 に 前 記 プ ロ モ ー タ ー が 連 結 さ れ る こ と を 指 す 。 し た が っ て 、 発 現 カ
セ ッ ト は ま た 、 プ ラ ス ミ ド 、 発 現 ベ ク タ ー 、 組 み 換 え ウ イ ル ス 、 組 換 え ら れ た 任 意 の 形 態
の “ 裸 の DNA” ベ ク タ ー な ど を 含 む 。 “ ベ ク タ ー ” は 、 細 胞 に 感 染 す る か 、 一 過 性 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ る か 、 又 は 永 久 的 に 形 質 導 入 す る こ と が で き る 核 酸 を 含 む 。 ベ ク タ ー は
裸 の 核 酸 で あ っ て も 、 タ ン パ ク 質 若 し く は 脂 質 と 複 合 体 を 形 成 し た 核 酸 で あ っ て も よ い 。
ベ ク タ ー は 場 合 に よ っ て ウ イ ル ス ま た は 細 菌 の 核 酸 及 び /又 は タ ン パ ク 質 、 及 び /又 は 膜 （
例 え ば 細 胞 膜 、 ウ イ ル ス の 脂 質 エ ン ベ ロ ー プ な ど ） を 含 む 。 ベ ク タ ー に は 、 DNAフ ラ グ メ
ン ト が 結 合 し 複 製 で き る よ う に な っ た レ プ リ コ ン （ 例 え ば RNAレ プ リ コ ン 、 バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ ） が 含 ま れ る が 、 た だ し 前 記 に 限 定 さ れ な い 。 し た が っ て 、 ベ ク タ ー に は 、 RNA、
自 律 的 自 己 複 製 型 環 状 若 し く は 直 鎖 状 DNA又 は RNA（ 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス な ど 、 例
え ば 米 国 特 許 出 願 第 5,217,879号 参 照 ） が 含 ま れ （ た だ し 前 記 に 限 定 さ れ な い ） 、 さ ら に
発 現 お よ び 非 発 現 プ ラ ス ミ ド が 含 ま れ る 。 組 換 え 微 生 物 ま た は 細 胞 培 養 が “ 発 現 ベ ク タ ー
” の 宿 主 と し て 記 載 さ れ て い る 場 合 は 、 染 色 体 外 環 状 お よ び 直 鎖 状 DNA並 び に 宿 主 染 色 体
に 取 り 込 ま れ た DNAの 両 方 が 含 ま れ る 。 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 に よ り 維 持 さ れ る 場 合 は 、 前
記 ベ ク タ ー は 自 律 性 構 造 物 と し て 有 糸 分 裂 時 に 細 胞 に よ っ て 安 定 的 に 複 製 さ れ る か 、 ま た
は 宿 主 の ゲ ノ ム 内 に 取 り 込 ま れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 “ プ ラ ス ミ ド ” は 、 先 行 す る 小 文 字 “ p” 及 び /又 は 前 記 に 続 く 大 文 字 及 び /又 は 数 字 に
よ っ て 示 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 出 発 の プ ラ ス ミ ド は 、 市 販 若 し く は 公 的 に 制 約 な
く 入 手 可 能 で あ る か 、 又 は 公 表 さ れ た 方 法 で 入 手 可 能 な プ ラ ス ミ ド か ら 構 築 す る こ と が で
き る 。 さ ら に ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド と 等 価 の プ ラ ス ミ ド は 当 技 術 分
野 で 公 知 で あ り 、 さ ら に 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。
　 “ 遺 伝 子 ” は ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 生 成 に 必 要 な DNAの セ グ メ ン ト を 意 味 し 、 と り わ け コ ー
ド 領 域 に 先 行 ま た は 後 続 す る 領 域 、 例 え ば リ ー ダ ー お よ び ト レ イ ラ ー 、 プ ロ モ ー タ ー お よ
び エ ン ハ ン サ ー 並 び に （ 適 用 さ れ う る 場 合 に は ） 個 々 の コ ー ド セ グ メ ン ト （ エ ク ソ ン ） 間
の 介 在 配 列 （ イ ン ト ロ ン ） が 含 ま れ る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 核 酸 ” ま た は “ 核 酸 配 列 ” と い う 語 句 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 前 記 の い ず れ か の フ ラ グ メ ン ト 、 ゲ ノ ム 由 来 若 し
く は 合 成 起 源 の DNAま た は RNA（ 例 え ば mRNA、 rRNA、 tRNA、 iRNA） （ 前 記 は 一 本 鎖 で も 二 本
鎖 で も よ く 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス 鎖 を 表 す こ と が で き る ） 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 又
は 任 意 の DNA様 若 し く は RNA様 物 質 （ 天 然 若 し く は 合 成 起 源 ） ［ 例 え ば iRNA、 リ ボ ヌ ク レ オ
プ ロ テ イ ン （ 例 え ば 二 本 鎖 iRNA、 例 え ば iRNP） を 含 む ］ を 指 す 。 前 記 用 語 は 、 天 然 の ヌ ク
レ オ チ ド の 公 知 の 類 似 体 を 含 む 核 酸 （ す な わ ち オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） を 包 含 す る 。 前 記 用
語 は ま た 合 成 骨 格 を も つ 核 酸 様 構 造 物 を 包 含 す る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Mata (19
97) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197； Strauss-Soukup (1997) Biochemistry 36
:8692-8698； Samstag (1996) Antisense Nucleic Acid Drug Dev 6:153-156） 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る ア ミ ノ 酸 ” ま た は “ ア ミ ノ 酸 配 列 ” は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 配 列 、 又 は 前 記 の い ず れ か の フ ラ グ メ ン ト 、 部 分 若 し く
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は サ ブ ユ ニ ッ ト 、 並 び に 天 然 に 存 在 す る 分 子 及 び 合 成 分 子 を 指 す 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ ポ リ ペ プ チ ド ” 及 び “ タ ン パ ク 質 ” と い う 用 語 は 、 ペ プ チ ド 結
合 ま た は 改 変 ペ プ チ ド 結 合 （ す な わ ち ペ プ チ ド イ ソ ス テ ア ー ） に よ っ て 互 い に 結 合 し た ア
ミ ノ 酸 を 指 し 、 20個 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 以 外 の 改 変 ア ミ ノ 酸 を 含 む こ
と が で き る 。 “ ポ リ ペ プ チ ド ” と い う 用 語 に は ま た ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン
ト 、 モ チ ー フ な ど も 含 ま れ る 。 前 記 用 語 は ま た グ リ コ シ ル 化 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明
の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド に は ま た 、 下 記 で さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 全 て の “ 模
倣 体 ” 及 び “ ペ プ チ ド 模 倣 体 ” が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 単 離 ” と い う 用 語 は 、 物 質 が そ の 本 来 の 環 境 （ 例 え ば 、 前 記 が
天 然 に 存 在 す る 場 合 は そ の 天 然 の 環 境 ） か ら 取 り 出 さ れ た こ と を 意 味 す る 含 む 。 例 え ば 、
生 き て い る 動 物 に 存 在 す る 天 然 に 存 在 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 さ
れ て い な い が 、 前 記 天 然 の 系 に 一 緒 に 存 在 す る 物 質 の い く つ か ま た は 全 て か ら 分 離 さ れ た
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 さ れ て い る 。 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は ベ ク タ ー の 部 分 で あ っ て も よ い し 、 及 び /又 は そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ
リ ペ プ チ ド は 組 成 物 の 一 部 で あ っ て も よ く 、 そ れ で も な お そ の よ う な ベ ク タ ー ま た は 組 成
物 は 前 記 の 天 然 の 環 境 の 一 部 分 で は な い と い う こ と で 、 そ れ ら は 単 離 さ れ て い る 。 本 明 細
書 で 用 い ら れ る よ う に 、 単 離 さ れ た 物 質 ま た は 組 成 物 は ま た “ 精 製 ” さ れ た 組 成 物 で あ り
う る 。 す な わ ち 、 前 記 は 絶 対 的 な 純 度 を 要 求 せ ず 、 む し ろ 相 対 的 な 規 定 と し て 前 記 は 意 図
さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る 個 々 の 核 酸 は 電 気 泳 動 に よ る 均 質 度 ま で 通 常 的 に 精 製
す る こ と が で き る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム DNA又 は ラ イ ブ ラ リ ー 若 し く は
他 の 環 境 中 の 他 の 配 列 か ら 少 な く と も 一 桁 、 二 桁 、 三 桁 、 四 桁 、 五 桁 ま た は そ れ よ り 大 き
い 桁 ま で 精 製 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ 組 換 え 体 ” と い う 用 語 は 、 前 記 核 酸 が そ の 天 然 の 環 境
で は 隣 接 し て い な い “ 骨 格 ” 核 酸 に 隣 接 す る こ と を 意 味 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 核 酸 は 、 核
酸 “ 骨 格 分 子 ” 集 団 に お い て 、 核 酸 挿 入 物 の 5％ 又 は 5%を 超 え る 数 を 占 め る 。 本 発 明 の “
骨 格 分 子 ” に は 、 問 題 の 核 酸 挿 入 物 を 維 持 ま た は 操 作 す る た め に 用 い ら れ る 核 酸 、 例 え ば
発 現 ベ ク タ ー 、 自 己 複 製 核 酸 、 ウ イ ル ス 、 組 み 込 み を 実 施 す る 核 酸 、 及 び 他 の ベ ク タ ー 又
は 核 酸 が 含 ま れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 組 換 え 体 の 骨 格 分 子 集 団 に お い て 濃 縮 さ れ た 核 酸 は 、
核 酸 挿 入 物 の １ 0％ 、 15％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 又 は そ れ
を 超 え る 数 を 占 め る 。 “ 組 換 え 体 ” ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え DNA技 術 に よ
っ て 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 、 例 え ば 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 外 因 性 DNA構 築 物 に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 産 生 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
又 は タ ン パ ク 質 を 指 す 。 “ 合 成 ” ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 は 、 下 記 で さ ら に 詳 細 に 記
載 さ れ る よ う に 化 学 的 合 成 に よ っ て 調 製 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 下 記 で さ ら に 考 察 さ れ る よ う に 、 前 記 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 の mRNAへ の 転 写 を 開 始 す る と き に は 、 前 記 コ ー ド 配 列
に “ 機 能 的 に 連 結 ” さ れ て い る 。
　 “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” は 、 一 本 鎖 ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 2本 の 相 補 的 な ポ リ
デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 指 し 、 前 記 は 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 合 成
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 5'リ ン 酸 基 を も た ず 、 し た が っ て キ ナ ー ゼ の 存 在 下 で ATPを 用 い て
リ ン 酸 基 を 付 加 さ れ な け れ ば 別 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ な い で あ ろ う 。 合 成 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 脱 リ ン 酸 化 さ れ て い な い フ ラ グ メ ン ト に 連 結 さ れ る で あ ろ う 。
　 2つ の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 関 係 で “ 実 質 的 に 同 一 ” と い う 語 句 は 、 公 知 の い ず れ か
の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム （ 下 記 で 詳 細 に 考 察 さ れ る ） を 用 い る か ま た は 目 視 検 査 に よ り 最
大 一 致 の た め に 比 較 お よ び ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し た と き 、 少 な く と も 約 50％ 、 60%、 70%
、 75%、 80%、 85%、 90%、 95%、 98％ 又 は 99％ の ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は ア ミ ノ 酸 残 基 （ 配 列
） 同 一 性 を 有 す る 2つ ま た は 3つ 以 上 の 配 列 を 指 す 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明
の 例 示 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

10

20

30

40

50

(55) JP 2007-531516 A 2007.11.8



列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8な ど と 、 少 な く と も 約 100残 基 、 150残 基 、 200残 基 、 300
残 基 、 400残 基 、 又 は 前 記 核 酸 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド の 約 50残 基 か ら 完 全 長 の 範 囲 の 領 域
に わ た っ て 実 質 的 な 同 一 性 を 有 す る 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 核
酸 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 領 域 の 全 長 に わ た っ て 実 質 的 に 同 一 で あ り う る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に ま た 、 “ 実 質 的 に 同 一 ” な ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の 保 存 的 若 し く は
非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 （ 特 に そ の よ う な 置 換 が 分 子 の 活 性 を も た な い 部
位 で 生 じ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が そ の 機 能 的 特 性 を 本 質 的 に 維 持 し て い る こ と を 条 件 と し て
） に よ っ て 参 照 配 列 と 異 な る 配 列 で あ る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 例 え ば あ る ア ミ ノ 酸 を
同 じ ク ラ ス の 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る 、 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 ） で 別 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 置 換 、 又 は 極 性 ア ミ ノ 酸 で 別 の
ア ミ ノ 酸 を 置 換 、 例 え ば ア ル ギ ニ ン で リ ジ ン を 置 換 、 グ ル タ ミ ン 酸 で ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 置
換 、 又 は グ ル タ ミ ン で ア ス パ ラ ギ ン を 置 換 。 1つ ま た は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 例 え ば ホ ス ホ
リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド か ら 欠 失 さ せ て 、 そ の 生 物 学 的 活 性 を 顕 著 に 変 更 す る こ と な く 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を 改 変 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 生 物 学 的 活
性 に 要 求 さ れ な い ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 ア ミ ノ 酸 を 除 去 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の 改 変 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 多 数 の 方 法 に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 生 物 学 的 活 性 に
つ い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 下 記 で さ ら に 考 察 さ れ る よ う に 以 下 の 工
程 を 含 む ： 前 記 改 変 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 と 接 触 さ せ 、 前 記 改 変 ポ リ ペ
プ チ ド が ア ッ セ イ 中 の 特 定 の 基 質 の 量 を 減 少 さ せ る か 、 又 は 機 能 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ と 基 質
と の 酵 素 反 応 の バ イ オ 生 成 物 を 増 加 さ せ る か 否 か を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 “ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ” は 、 塩 基 対 形 成 を 介 し て 核 酸 の 鎖 が 相 補 的 な 鎖 と 結 合 す る
プ ロ セ ス を 指 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 鋭 敏 で 選 択 性 が あ り 、 前 記 が 低 い 濃 度 で
し か 存 在 し な い サ ン プ ル に お い て さ え 対 象 の 固 有 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。 適 切 に ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 例 え ば プ レ -ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 溶 液 中 の 塩 又 は ホ ル ム ア ミ ド の 濃 度 に よ っ て 、 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度
に よ っ て 規 定 す る こ と が で き 、 当 業 界 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 下
記 で 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 塩 濃 度 の 減 少 、 ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 の 増 加 、 ま た は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 の 上 昇 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 の 変 更 に よ っ て 高 め る こ と が で
き る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 本 明 細 書 に 示 す よ う に 種 々 の （ 例 え ば 高 い 、
中 等 度 及 び 低 い ） ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る そ の 能 力 に よ っ て 定 義
さ れ る 。
　 “ 変 種 ” と い う 用 語 は 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の 塩 基 対 、 コ ド ン 、 イ ン ト ロ ン 、 エ ク ソ ン ま
た は ア ミ ノ 酸 残 基 で 改 変 さ れ 、 し か も な お （ そ れ ぞ れ ） 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 生 物 学
的 活 性 を 維 持 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 変 種 は 多 数 の 手
段 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 前 記 は 例 え ば 以 下 を 含 む ： エ ラ ー 誘 発 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 ャ 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 リ 、 GSSM(商 標 )及 び
前 記 の 任 意 の 組 合 せ 。 例 え ば 、 野 生 型 ホ ス ホ リ パ ー ゼ と は 異 な る pHま た は 温 度 で 活 性 を 有
す る 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 作 製 す る 技 術 は 本 明 細 書 に 含 ま れ て い る 。
　 “ 飽 和 変 異 導 入 ” 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 （ Gene Site Saturation Mutagenesis） (
商 標 )又 は “ GSSM(商 標 )” と い う 用 語 は 、 下 記 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 縮 退 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 点 変 異 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 す る 方 法 を 含 む 。
　 “ 最 適 化 定 方 向 進 化 シ ス テ ム ” ま た は “ 最 適 化 定 方 向 進 化 ” と い う 用 語 は 、 関 連 す る 核
酸 配 列 （ 例 え ば 関 連 す る 遺 伝 子 ） の フ ラ グ メ ン ト を 再 ア ッ セ ン ブ リ ン グ す る 方 法 を 含 み 、
下 記 で 詳 細 に 説 明 さ れ る 。
　 “ 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ ” ま た は “ SLR” と い う 用 語 は 、 非 確 率 的 態 様 で オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 連 結 す る 方 法 を 含 み 、 下 記 で 詳 細 に 説 明 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
　
　 本 発 明 は 、 単 離 及 び 組 換 え 核 酸 （ 例 え ば 例 示 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 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、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、
配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配
列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列
番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番
号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号
161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号
173） を 提 供 し 、 前 記 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 発
現 カ セ ッ ト （ 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー ） が 含 ま れ る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 を 用 い て 新
規 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 を 発 見 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 を 用 い
て 新 規 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 を み つ け る 方 法 を 含 む 。 さ ら に ま た 提 供 さ れ る も の は 、 例 え
ば 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ 、 最 適 化 定 方 向 進 化 系 及 び /又 は 飽 和 変 異 導 入 に よ っ て 本 発 明
の 核 酸 を 改 変 す る 方 法 で あ 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 及 び 発 現 、 PCRな ど に よ る メ
ッ セ ー ジ 又 は ゲ ノ ム DNAの 増 幅 に よ っ て 作 製 、 単 離 及 び /又 は 操 作 す る こ と が で き る 。 本 明
細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 方 法 の 実 施 で は 、 相 同 遺 伝 子 を 鋳 型 核 酸 の 操 作 に よ っ
て 改 変 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 当 業 界 で 公 知 の 任 意 の 方 法 若 し く は プ ロ ト コ ル 又 は
装 置 (前 記 は 学 術 文 献 及 び 特 許 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る )と 組 合 わ せ て 実 施 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ： 本 発 明 の 実 施 に 用 い ら 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 又 は 前 記 の ハ イ ブ リ ッ ド の い ず れ で あ っ て も 、 種 々 の
供 給 源 か ら 単 離 、 遺 伝 的 に 操 作 、 増 幅 、 及 び /又 は 組 換 え に よ り 発 現 /生 成 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 核 酸 か ら 生 成 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 個 々 に 単 離 又 は ク ロ ー ニ ン グ し 、
所 望 の 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。 い ず れ の 組 換 え 発 現 系 （ 細 菌 、 哺 乳 動 物 、 酵
母 、 昆 虫 ま た は 植 物 細 胞 発 現 系 を 含 む ） も 用 い る こ と が で き る 。
　 ま た 別 に は 、 こ れ ら の 核 酸 は 周 知 の 化 学 的 合 成 技 術 に よ っ て in vitroで 合 成 す る こ と が
で き る 。 前 記 技 術 は 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Adams (1983) J. Am. Chem. Soc. 105
:661； Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3444； Frenkel (1995) Free Radic
. Biol. Med. 19:373-380； Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896； Narang (1979
) Meth. Enzymol. 68:90； Brown (9179) Meth. Enzymol. 68:109； Beaucage (1981) Tetr
a. Lett. 22:1859； US Patent No. 4,458,066。
　 核 酸 操 作 の た め の 技 術 、 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 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 増 幅 を 用 い る ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 標 識 ） 、 配 列
決 定 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど は 学 術 文 献 及 び 特 許 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 例
え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Sambrook, ed., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2
nd Ed.), Vol1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)； Current Protocols in Mole
cular Biology, Ausubel, ed. John Wiley & Sons, Inc., New York (1997)； Laboratory
 Techniques in Biochemistry and Molecular Biology: Hybridization with Nucleic Ac
ids Probes, Part I. Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, 
N.Y. (1993)。
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　 本 発 明 の 方 法 の 実 施 に 用 い ら れ る 核 酸 を 入 手 お よ び 操 作 す る た め に 有 用 な ま た 別 の 手 段
は 、 ゲ ノ ム サ ン プ ル か ら の ク ロ ー ニ ン グ 、 お よ び 所 望 の 場 合 に は 、 例 え ば ゲ ノ ム ク ロ ー ン
又 は cDNAク ロ ー ン か ら 単 離 又 は 増 幅 し た 挿 入 物 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 再 ク ロ ー ニ ン グ で
あ る 。 本 発 明 の 方 法 で 用 い ら れ る 核 酸 の 供 給 源 に は 、 哺 乳 動 物 人 工 染 色 体 （ MAC） （ 例 え
ば 米 国 特 許 5,721,118号 、 同 6,025,155号 を 参 照 さ れ た い ） 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ Rosenfeld 
(1997) Nat. Genet. 15:333-335） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） 、 P
1人 工 染 色 体 （ Woon (1998) Genomics 50:306-316） 、 P1誘 導 ベ ク タ ー （ PAC） （ Kern (199
7) Biotechniques 23:120-124） 、 コ ス ミ ド 、 組 換 え ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ ま た は プ ラ ス ミ
ド に 含 ま れ る ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 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 又
は そ の フ ラ グ メ ン ト の 分 泌 を 誘 導 す る こ と が で き る リ ー ダ ー 配 列 と と も に 適 切 な 局 面 で ア
ッ セ ン ブ リ ン グ さ れ る 。
　 本 発 明 は 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド は 異 種 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 所 望 の 性 状 （ 例 え ば 安 定 性 増 強 ま た は 精
製 の 簡 便 化 ） を 付 与 す る N-末 端 識 別 ペ プ チ ド と 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ペ プ チ
ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 よ り 強 い 免 疫 原 性 を も つ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め に 、 組 換 え
に よ り 合 成 さ れ た ペ プ チ ド を よ り 容 易 に 単 離 す る た め に 、 抗 体 お よ び 抗 体 発 現 B細 胞 を 同
定 お よ び 単 離 す る た め な ど の た め に 、 前 記 に 結 合 し た 1つ ま た は 2つ 以 上 の 追 加 の ド メ イ ン
を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 合 成 及 び 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 検 出 お よ び 精 製 を 容 易
に す る ド メ イ ン に は 、 例 え ば 金 属 キ レ ー ト ペ プ チ ド （ 例 え ば ポ リ ヒ ス チ ジ ン 鎖 お よ び ヒ ス
チ ジ ン -ト リ プ ト フ ァ ン モ ジ ュ ー ル （ 前 記 は 固 定 金 属 上 で の 精 製 を 可 能 に す る ） 、 プ ロ テ
イ ン Aド メ イ ン （ 前 記 は 固 定 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 で の 精 製 を 可 能 に す る ） 、 お よ び FLAGS伸 長
/ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 系 （ Immune Corp, Seatle WA） で 利 用 さ れ る ド メ イ ン が 含 ま れ る 。
精 製 ド メ イ ン お よ び モ チ ー フ 構 成 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 間 の 切 断 可 能 リ ン カ ー 配 列
（ 例 え ば Xa因 子 ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ （ Invitrogen, San Diego CA） ） の 挿 入 は 精 製 を
容 易 に す る 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 6つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 と そ れ に 続 く チ オ レ ド キ シ
ン 及 び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 に 連 結 さ れ た エ ピ ト ー プ コ ー ド 核 酸 配 列 を 含 む こ と が で
き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Williams (1995) Biochemistry 34:1787-1797； Dobel
i (1998) Protein Expr. Purif. 12:404-414） 。 前 記 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 検 出 お よ び 精 製 を
容 易 に し 、 一 方 、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 残 り の 部 分 か ら エ ピ ト ー
プ を 精 製 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 及 び 融 合 タ ン
パ ク 質 の 利 用 に 関 す る 技 術 は 学 術 文 献 お よ び 特 許 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 以
下 を 参 照 さ れ た い ： Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12:441-53） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ： 本 発 明 は 、 RNA合 成 /発 現 を 誘 導 ま た は 調 節 す る た め に 発 現 （
例 え ば 転 写 ま た は 翻 訳 ） 制 御 配 列 （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー ） に 機 能 的 に
連 結 さ れ た 本 発 明 の 核 酸 （ 例 え ば DNA） 配 列 を 提 供 す る 。 前 記 発 現 制 御 配 列 は 発 現 ベ ク タ
ー 内 に 存 在 し う る 。 例 示 的 な 細 菌 プ ロ モ ー タ ー に は lacI、 lacZ、 T3、 T7、 gpt、 ラ ム ダ PR
、 PLお よ び trpが 含 ま れ る 。 例 示 的 な 真 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー に は CMV極 初 期 、 HSVチ ミ ジ ン
キ ナ ー ゼ 、 初 期 お よ び 後 期 SV40、 レ ト ロ ウ イ ル ス の LTRお よ び マ ウ ス の メ タ ロ チ オ ネ イ ン I
が 含 ま れ る 。
　 細 菌 で の ポ リ ペ プ チ ド 発 現 に 適 し た プ ロ モ ー タ ー に は 、 大 腸 菌 の lacま た は trpプ ロ モ ー
タ ー 、 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 、 ラ ム ダ PLプ ロ モ ー タ ー 、 糖 分 解 酵 素 （ 例 え ば 3-ホ ス
ホ グ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ （ PGK） ） を コ ー ド す る オ ペ ロ ン 由 来 の プ ロ モ ー タ ー お よ び 酸 性 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 真 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー に は 、 CMV極 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 お よ び 後 期 SV4
0プ ロ モ ー タ ー 、 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の LTRお よ び マ ウ ス の メ タ ロ チ オ ネ イ ン Iプ ロ モ ー タ ー
が 含 ま れ る 。 原 核 細 胞 若 し く は 真 核 細 胞 又 は そ れ ら の ウ イ ル ス で 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る
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こ と が 知 ら れ て い る 他 の プ ロ モ ー タ ー も ま た 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ： 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 例 え ば 本 発 明 の
ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー お よ び ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル を 提 供
す る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー お よ び ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル 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 、 細 菌 人 工 染 色 体
、 ウ イ ル ス DNA（ 例 え ば ワ ク シ ニ ア 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル
ス お よ び SV40の 誘 導 体 ） 、 P1系 人 工 染 色 体 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド 、 酵 母 人 工 染 色 体 、 お よ び 対
象 の 特 定 宿 主 （ 例 え ば バ チ ル ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス お よ び 酵 母 ） に 特 異 的 な 他 の 任 意 の ベ ク
タ ー が 含 ま れ る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー に は 染 色 体 配 列 、 非 染 色 体 配 列 お よ び 合 成 DNA配 列 が
含 ま れ う る 。 多 く の 適 切 な ベ ク タ ー が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 市 場 で 入 手 で き る 。 例 示 的
な ベ ク タ ー に は 以 下 が 含 ま れ る ： 細 菌 系 ： pQEベ ク タ ー （ Qiagen） 、 pBluescriptプ ラ ス ミ
ド 、 pNHベ ク タ ー 、 ラ ム ダ -ZAPベ ク タ ー （ Stratagene） 、 ptrc99a、 pKK223-3、 pDR540、 pR
IT2T（ Pharmacia） ； 真 核 細 胞 系 ： pXT1、 pSG5（ Stratagene） 、 pSVK3、 pBPV、 pMSG、 pSVL
SV40（ Pharmacia） 。 し か し な が ら 、 他 の 任 意 の プ ラ ス ミ ド ま た は 他 の ベ ク タ ー も ま た 、
そ れ ら が 宿 主 内 で 複 製 可 能 で さ ら に 生 存 可 能 で あ る 限 り 用 い る こ と が で き る 。 低 コ ピ ー 数
ま た は 高 コ ピ ー 数 ベ ク タ ー を 本 発 明 に 関 し て 用 い る こ と が で き る 。
　 前 記 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 開 始 の た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 及 び 転 写 終
了 因 子 を 含 む こ と が で き る 。 発 現 を 増 幅 さ せ る た め に 、 ベ ク タ ー は ま た 適 切 な 配 列 を 含 む
こ と が で き る 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 必 要 な 任 意 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 ポ
リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ イ ス ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー 部 位 、 転 写 終 了 配 列 お よ び 5'フ
ラ ン キ ン グ 非 翻 訳 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 い く つ か の 特 徴 で は 、 SV40ス プ ラ イ シ ン グ お
よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 に 由 来 す る DNA配 列 を 用 い て 、 必 要 な 非 転 写 遺 伝 子 エ レ メ ン ト を
提 供 す る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 発 現 ベ ク タ ー は 1つ ま た は 2つ 以 上 の 選 別 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 み 、
前 記 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 の 選 別 を 可 能 に す る 。 そ の よ う な 選 別 可 能 マ ー カ ー に は 、 真
核 細 胞 培 養 に 対 し て は ジ ヒ ド ロ ホ レ ー ト レ ダ ク タ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 ま た は ネ オ マ イ
シ ン 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 、 大 腸 菌 で は テ ト ラ サ イ ク リ ン ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 付 与
す る 遺 伝 子 、 及 び S.セ レ ビ シ ア エ （ cerevisiae)の TRP1遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 プ ロ モ ー タ ー
領 域 は 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） ベ ク タ ー ま た は 選 別 可 能 な マ
ー カ ー を 有 す る 他 の ベ ク タ ー を 用 い て 、 所 望 さ れ る 任 意 の 遺 伝 子 か ら 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 真 核 細 胞 で ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 発 現 さ せ る た め の ベ ク タ ー は ま た 発
現 レ ベ ル を 高 め る た め に エ ン ハ ン サ ー を 含 む こ と が で き る 。 エ ン ハ ン サ ー は DNAの cis-作
動 性 エ レ メ ン ト で あ り 、 通 常 は 長 さ が 約 10か ら 約 300bpで あ っ て プ ロ モ ー タ ー 上 で 作 用 し
て そ の 転 写 を 高 め る 。 例 に は 、 複 製 起 点 の 後 期 側 100bpか ら 270bpに あ る SV40エ ン ハ ン サ ー
、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 に あ る ポ リ
オ ー マ エ ン ハ ン サ ー お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。
　 DNA配 列 は 多 様 な 方 法 に よ っ て ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 DNA配 列
は 、 適 切 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 挿 入 物 及 び ベ ク タ ー の 消 化 に 続 い て ベ ク タ ー 内
の 所 望 の 位 置 に 連 結 さ れ る 。 ま た 別 に は 、 挿 入 物 と ベ ク タ ー の 両 方 の 平 滑 端 を 連 結 す る こ
と も で き る 。 多 様 な ク ロ ー ニ ン グ 技 術 が 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 例 え ば Ausubel and Sambro
okに 記 載 さ れ て い る 。 前 記 の よ う な 技 術 及 び そ の 他 の 技 術 は 当 業 者 の 技 術 範 囲 内 と 考 え ら
れ る 。
　 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 粒 子 ま た は フ ァ ー ジ の 形 態 を 有 す る こ と が で き る 。 他
の ベ ク タ ー に は 染 色 体 配 列 、 非 染 色 体 配 列 及 び 合 成 DNA配 列 、 SV40の 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 お よ び フ ァ ー ジ DNA
の 組 合 せ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス DNA、 例 え ば ワ ク シ ニ ア 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘
ウ イ ル ス 、 お よ び 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 宿 主 で 使 用 で
き る 多 様 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ ー は 例 え ば Sambrookに よ っ て 記 載 さ れ
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て い る 。
　 使 用 で き る 具 体 的 な 細 菌 ベ ク タ ー に は 、 以 下 の 周 知 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 遺 伝 子 エ
レ メ ン ト を 含 む 市 販 の プ ラ ス ミ ド が 含 ま れ る ： pBR322（ ATCC37017） 、 pKK223-3（ Pharmac
ia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden） 、 GEM1（ Promega Biotec, Madison, WI, USA） 、
pQE70、 pQE60、 pQE-9（ Qiagen） 、 pD10、 psiX174Bluescript IIKS、 pNH8A、 pNH16a、 pNH1
8A、 pNH46A（ Stratagene） 、 ptrc99a、 pKK223-3、 pKK233-3、 pDR540、 pRIT5（ Pharmacia
） 、 pKK232-8お よ び pCM7。 具 体 的 な 真 核 細 胞 ベ ク タ ー に は 、 pSV2CAT、 pOG44、 pXT1、 pSG
（ Stratagene） 、 pSVK3、 pBPV、 pMSGお よ び pSVL（ Pharmacia） が 含 ま れ る 。 し か し な が ら
他 の ベ ク タ ー の い ず れ も 前 記 が 宿 主 細 胞 内 で 複 製 可 能 で 生 存 可 能 で あ る 限 り 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ： 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 例 え ば 本 発 明 の ホ ス
ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 、 ま た は 本 発 明 の ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る 。
前 記 宿 主 細 胞 は 当 業 者 に 周 知 の い ず れ の 宿 主 細 胞 で も よ く 、 原 核 細 胞 、 真 核 細 胞 、 例 え ば
細 菌 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 本
発 明 の 酵 素 は 、 任 意 の 宿 主 細 胞 、 例 え ば 任 意 の 細 菌 細 胞 、 任 意 の 酵 母 細 胞 、 例 え ば ピ キ ア
・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ （ Saccharomyces cer
evisiae） 又 は シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ （ Schizosaccharomyces pombe） で 発 現 さ せ る
こ と が で き る 。 例 示 的 な 細 菌 細 胞 に は 、 大 腸 菌 （ E. coli） 、 ラ ク ト コ ッ カ ス ・ ラ ク チ ス
（ Lactococcus lactis） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス （ Streptomyces） 、 枯 草 菌 （ Bacillus subti
lis） 、 バ チ ル ス ・ セ レ ウ ス （ Bacillus cereus） 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ Salmonella typhimu
rium） 又 は バ チ ル ス 属 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 属 及 び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 （ Staphylococcus
） 内 の 任 意 の 種 が 含 ま れ る 。 例 示 的 な 昆 虫 細 胞 に は ド ロ ソ フ ィ ラ （ Drosophila） S2及 び ス
ポ ド プ テ ラ （ Spodoptera） Sf9が 含 ま れ る 。 例 示 的 動 物 細 胞 に は CHO、 COSま た は ボ ウ ズ =メ
ラ ノ ー マ 又 は 任 意 の マ ウ ス お よ び ヒ ト の 細 胞 株 が 含 ま れ る 。 適 切 な 宿 主 の 選 択 は 当 業 者 の
技 術 範 囲 内 で あ る 。
　 ベ ク タ ー は 、 多 様 な 任 意 の 技 術 を 用 い て 前 記 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 前 記 技
術 に は 、 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 ウ イ ル ス 感 染 、 遺 伝 子 銃 ま た は Ti
仲 介 遺 伝 子 伝 達 が 含 ま れ る 。 具 体 的 な 方 法 に 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 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン が 含 ま れ る （ L. Davis, M. Dibner, I. Battey, Basic Methods in Molecular B
iology, (1986)） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 適 切 な 場 合 に は 、 操 作 し た 宿 主 細 胞 を 、 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 に 適 切 な よ う に 改 変 し た
通 常 の 栄 養 培 地 で 培 養 し 、 形 質 転 換 体 を 選 別 す る か 又 は 本 発 明 の 遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と が
で き る 。 適 切 な 宿 主 株 を 形 質 転 換 し 、 さ ら に 適 切 な 細 胞 密 度 に 前 記 宿 主 株 を 増 殖 さ せ た 後
、 選 択 し た プ ロ モ ー タ ー を 適 切 な 手 段 （ 例 え ば 温 度 シ フ ト ま た は 化 学 的 誘 導 ） に よ っ て 誘
導 し 、 さ ら に 細 胞 を 追 加 の 期 間 培 養 し て 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 産 生
さ せ る こ と が で き る 。
　 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ て 採 集 し 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 手 段 に よ り 破 壊 し 、 得 ら れ た 粗 抽
出 物 は 更 な る 精 製 の た め に 維 持 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 用 い た 微 生 物 細 胞 は 任 意 の 一
般 的 な 方 法 に よ っ て 破 壊 す る こ と が で き る 。 前 記 方 法 に は 、 凍 結 融 解 の 繰 り 返 し 、 超 音 波
処 理 、 機 械 的 破 壊 、 ま た は 細 胞 溶 解 剤 の 使 用 が 含 ま れ る 。 前 記 の よ う な 方 法 は 当 業 者 に は
周 知 で あ る 。 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 以
下 を 含 む 方 法 に よ っ て 回 収 お よ び 精 製 す る こ と が で き る ： 硫 安 ま た は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 酸
抽 出 、 陰 イ オ ン ま た は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 疎 水 性 反 応 に よ る 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 ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 。 タ ン パ ク 質
の 再 折 り た た み 工 程 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 の 完 成 に 際 し て 必 要 に 応 じ て 用 い る こ と が で
き る 。 所 望 の 場 合 に は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） を 最 終 精 製 工 程 で 用 い る こ
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と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 種 々 の 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 も ま た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 に 用 い る こ と が で き る 。 哺 乳
動 物 発 現 系 の 例 に は 、 サ ル 腎 線 維 芽 細 胞 の COS-7株 及 び 、 コ ン パ チ ブ ル ベ ク タ ー か ら タ ン
パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 他 の 細 胞 株 、 例 え ば C127、 3T3、 CHO、 HeLaお よ び BHK細
胞 株 が 含 ま れ る 。
　 宿 主 細 胞 内 の 構 築 物 を 通 常 の 態 様 で 用 い 、 前 記 組 換 え 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子
生 成 物 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 組 換 え 体 生 成 方 法 で 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 前
記 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を グ リ コ シ ル 化 し て も よ い し 、
ま た グ リ コ シ ル 化 し な く て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 最 初 の メ チ オ ニ ン 残 基 を
含 ん で い て も 含 ん で な く て も よ い 。
　 無 細 胞 翻 訳 系 も ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 に 利 用 す る こ と が で き る 。 無 細 胞 翻 訳
系 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た プ ロ
モ ー タ ー を 含 む DNA構 築 物 か ら 転 写 さ れ た mRNAを 用 い る こ と が で き る 。 い く つ か の 特 徴 で
は 、 前 記 DNA構 築 物 は 、 in vitro転 写 反 応 実 施 前 に 直 鎖 化 す る こ と が で き る 。 続 い て 適 切
な 無 細 胞 翻 訳 抽 出 物 （ 例 え ば ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 抽 出 物 ） と と も に 前 記 転 写 mRNAを イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る 。
　 発 現 ベ ク タ ー は 1つ ま た は 2つ 以 上 の 選 別 可 能 な 遺 伝 子 を 含 み 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞
の 選 別 用 表 現 型 特 質 （ 真 核 細 胞 の 場 合 に は ジ ヒ ド ロ ホ レ ー ト レ ダ ク タ ー ゼ ま た は ネ オ マ イ
シ ン 耐 性 、 大 腸 菌 で は 例 え ば テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 ） を 提 供 す る
こ と が で き る 。
　 例 示 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 （ 配 列 番 号 2に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る ） は 、 種 々 の 宿 主 細 胞
系 に お い て 活 性 な 形 態 で 過 剰 発 現 さ れ た 。 前 記 細 胞 系 は 例 え ば 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 （ 例 え ば
大 腸 菌 ） 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 （ 例 え ば い ず れ か の バ チ ル ス 種 （ 例 え ば 枯 草 菌 、 バ チ ル ス ・ セ
レ ウ ス ） 、 酵 母 宿 主 細 胞 （ 例 え ば ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 種 （ 例 え ば S.セ レ
ビ シ ア エ 及 び S.ポ ン ベ を 含 む ） ） 及 び ラ ク ト コ ッ カ ス ・ ラ ク チ ス 又 は 哺 乳 動 物 、 真 菌 、 植
物 若 し く は 昆 虫 細 胞 で あ る 。 前 記 活 性 酵 素 は 、 各 宿 主 系 で 多 様 な 構 築 物 か ら 発 現 さ れ る 。
こ れ ら の 核 酸 発 現 構 築 物 は 、 完 全 長 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ シ グ ナ ル 配 列 、 プ
ロ -配 列 及 び 成 熟 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 含 む ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む か 、 又
は そ れ ら は こ れ ら 遺 伝 的 エ レ メ ン ト の サ ブ セ ッ ト を 単 独 又 は 異 種 の 遺 伝 的 エ レ メ ン ト （ 前
記 は シ グ ナ ル 配 列 及 び /又 は 成 熟 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の た め の プ ロ -配 列 と し て
機 能 す る ） と 一 緒 に 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 系 は そ れ ぞ れ 、 先 に 記 載 し た 酵 素 的 な 油
の 脱 ガ ム プ ロ セ ス で 使 用 す る た め に PLCの 発 現 を 目 的 と す る 工 業 的 生 産 宿 主 と し て 機 能 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ： 本 発 明 の 実 施 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 又 は 改 変 核 酸
は 例 え ば 増 幅 に よ っ て 複 製 す る こ と が で き 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 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 。 あ る 特
徴 で は 、 前 記 プ ラ イ マ ー 対 は 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る （ 前 記 核 酸 配 列 対
は 、 例 え ば 例 示 的 配 列 番 号 1又 は そ の 部 分 配 列 ； 配 列 番 号 3に 示 さ れ る 配 列 又 は そ の 部 分 配
列 ； 配 列 番 号 5に 示 さ れ る 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 ； 及 び 配 列 番 号 7に 示 さ れ る 配 列 又 は そ の
部 分 配 列 な ど を 含 む ） 。 当 業 者 は 、 こ れ ら 配 列 の 任 意 の 部 分 又 は 完 全 長 の た め の 増 幅 プ ラ
イ マ ー 配 列 対 を 設 計 す る こ と が で き よ う 。
　 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 す る 核 酸 を 増 幅 す る こ と
が で き る 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 対 を 提 供 す る 。 こ こ で 、 前 記 プ ラ イ マ ー 対 は 、 本 発 明 の 配 列
又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 部 分 配 列 を 含 む 核 酸 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 前 記 増 幅 プ
ラ イ マ ー 配 列 の 1つ 又 は 各 メ ン バ ー は 、 前 記 配 列 の 少 な く と も 約 10か ら 50の 連 続 す る 塩 基
、 又 は 前 記 配 列 の 約 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24若 し く は 25の
連 続 す る 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 提 供 し 、 こ こ で 、 前 記 プ ラ イ マ ー 対 は 、 本 発 明 の 核 酸 の 最
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初 の （ 5'の ） 約 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 有 す る 第 一 の メ ン バ ー 、 及 び 前 記 第 一 の メ ン バ ー の 相 補 鎖 の 最 初 の （ 5'
の ） 約 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 有 す る 残 基 に よ っ て 示 さ れ る 配 列 を 有 す る 第 二 の メ ン バ ー を 含 む 。 本 発 明 は 、 本
発 明 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 増 幅 （ 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 PCR） に よ り 生 成
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 て 増 幅 （
例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 PCR） に よ り 生 成 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 生 成 す る 方 法 を
提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 増 幅 プ ラ イ マ ー 対 は 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 遺 伝 子 ラ
イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 環 境 ラ イ ブ ラ リ ー ） か ら 核 酸 を 増 幅 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 増 幅 反 応 は ま た サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 量 （ 例 え ば 細 胞 サ ン プ ル 中 の メ ッ セ ー ジ の 量 ） の 定
量 、 核 酸 の 標 識 （ 例 え ば 前 記 核 酸 を ア レ イ ま た は ブ ロ ッ ト に 適 用 す る ） 、 前 記 核 酸 の 検 出
、 又 は サ ン プ ル 中 の 特 定 の 核 酸 量 の 定 量 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、
細 胞 ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た メ ッ セ ー ジ が 増 幅 さ れ る 。 当 業 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 デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 増 幅 方 法 は ま た 当
業 界 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 以 下 が 含 ま れ る ： ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） （ 例 え ば 以 下
を 参 照 さ れ た い ： PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, ed. Innis, A
cademic Press, NY (1990)； PCR Strategies (1995) ed. Innis, Academic Press, Inc.,
 NY） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LCR） （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Wu (1989) Genomics 4:5
60； Landegren (1988) Science 241:1077； Barringer (1990) Gene 89:117） 、 転 写 増 幅
（ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Kwoh (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173） 、 及
び セ ル フ サ ス テ イ ン 配 列 複 製 （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Guatelli (1990) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 87:1874） 、 Qベ ー タ レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 ア ッ セ イ （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ
れ た い ： Burg (1996) Mol. Cell. Probes 10:257-271） 、 自 動 Q-ベ ー タ レ プ リ カ ー ゼ 増 幅
ア ッ セ イ （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Burg (1996) Mol. Cell. Probes 10:257-271） 及
び 他 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ 仲 介 技 術 （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： NASBA, Cangene, Mississ
auga, Ontario） 。 さ ら に ま た 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Berger (1987) Methods Enzymol. 15
2:307-316; Sambrook； Ausubel; US Patent Nos. 4,683,195及 び 4,683,202； Sooknanan (
1995) Biotechnology 13:563-564。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 例 示 的 な 核 酸 （ 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 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、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列
番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番
号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号
137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 14
9、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161
、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173
、 及 び 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
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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 番 号 108、 配 列 番 号 110、 配 列 番 号 112、 配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、
配 列 番 号 120、 配 列 番 号 122、 配 列 番 号 124、 配 列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配
列 番 号 132、 配 列 番 号 134、 配 列 番 号 136、 配 列 番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列
番 号 144、 配 列 番 号 146、 配 列 番 号 148、 配 列 番 号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番
号 156、 配 列 番 号 158、 配 列 番 号 160、 配 列 番 号 162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号
168、 配 列 番 号 170、 配 列 番 号 172、 又 は 配 列 番 号 174を コ ー ド す る 核 酸 ） と 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、 1100、 1150、 1200、 1250、 1300、 1350、 1400、 1450、 150
0、 1550ま た は そ れ よ り 大 き い 残 基 領 域 に わ た っ て 、 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％ 、 8
0％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、 87％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93
％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 若 し く は そ れ 以 上 の 、 又 は 完 全 な （ 100％ ） 配
列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 単 離 及 び 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 例 示 的
な ポ リ ペ プ チ ド 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％ 若 し く は そ れ 以 上 の 、 又 は 完 全 な （ 100％ ） 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド を 提 供 す る 。 配 列 同 一 性 （ 相 同 性 ） の 程 度 は 、 任 意 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 及 び
関 連 す る パ ラ メ ー タ ー （ 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の 、 例 え ば BLAST2.2.2又 は FASTAバ ー ジ
ョ ン 3.0t78を 含 む ） を デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー と と も に 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 図 11は 、 本 発 明 の 例 示 的 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 し た 特 徴 を 記 載 し た 図 表 で あ る （
公 開 デ ー タ ベ ー ス と 本 例 示 的 配 列 の 配 列 同 一 性 比 較 を 含 む ） 。 図 11に 記 載 し た 全 て の 配 列
が 、 2セ ッ ト の デ ー タ ベ ー ス に 対 す る BLAST検 索 の 対 象 で あ っ た 。 第 一 の デ ー タ ベ ー ス セ ッ
ト は NCBI（ National Center for Biotechnology Information） を 通 し て 利 用 で き る 。 こ
れ ら デ ー タ ベ ー ス に 対 す る 検 索 か ら 得 ら れ た 全 て の 結 果 は 、 “ NR Description” 、 “ NR A
ccession Code” 、 “ NR Evalue” 又 は “ NR Organism” と 表 記 し た 欄 に 示 さ れ て い る 。 “ N
R” は 、 NCBIに よ っ て 維 持 さ れ て い る 非 重 複 ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス を 指 す 。 こ の デ ー
タ ベ ー ス は 、 GenBank、 GenBank updates、 及 び EMBL updatesの 混 成 で あ る 。 “ NR Descrip
tion” 欄 の 記 載 は 、 与 え ら れ た 任 意 の NCBI記 録 中 の 定 義 情 報 を 示 し 、 前 記 情 報 は 、 配 列 に
関 す る 説 明 （ 例 え ば 由 来 生 物 、 遺 伝 子 の 名 称 /タ ン パ ク 質 の 名 称 、 又 は 配 列 の 機 能 に 関 す
る い く つ か の 記 載 ） を 含 む 。 “ NR Accession Code” 欄 の 記 載 は 、 配 列 記 録 に 与 え ら れ た
固 有 の 識 別 票 を 示 す 。 “ NR Evalue” 欄 の 記 載 は 予 想 （ Expect） 値 （ E値 ） を 示 し 、 前 記 は
ク ェ リ ー 配 列 （ 本 発 明 の 配 列 ） と デ ー タ ベ ー ス の 配 列 と の 間 で 見 出 さ れ る ア ラ イ ン メ ン ト
ス コ ア と 同 様 に 良 好 な ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が 、 こ の BLAST検 索 で 実 施 さ れ た 数 と 同 じ 数
の ラ ン ダ ム 配 列 間 の 比 較 で 見 出 さ れ る 確 率 を 表 す 。 “ NR Organism” 欄 の 記 載 は 、 も っ と
も 近 縁 の BLASTヒ ッ ト と し て 同 定 さ れ た 配 列 の 由 来 生 物 を 示 す 。 第 二 の デ ー タ ベ ー ス セ ッ
ト は ひ と ま と め に し て Geneseq(商 標 )デ ー タ ベ ー ス と し て 知 ら れ て い る 。 前 記 は ト ム ソ ン
・ ダ ー ウ ェ ン ト （ Thomson Derwent; Philadelphia, PA） を 通 し て 利 用 で き る 。 こ の デ ー
タ ベ ー ス に 対 す る 検 索 か ら 得 ら れ た 全 て の 結 果 は 、 “ GeneseqProtein Description” 、 “
Geneseq Protein Accession Code” 、 “ Geneseq Protein Evalue” 、 “ Geneseq DNA Desc
ription” 、 “ Geneseq DNA Accession Code” 、 “ Geneseq DNA Evalue” と 表 記 し た 欄 に
示 さ れ る 。 こ れ ら の 欄 で 見 出 さ れ る 情 報 は 、 上 記 の NR欄 で 見 出 さ れ る 情 報 に 相 当 す る が 、
た だ し 前 記 は 、 NCBIデ ー タ ベ ー ス の 代 わ り に Geneseq(商 標 )デ ー タ ベ ー ス に 対 す る BLAST検
索 か ら 得 ら れ た 。 さ ら に ま た 、 こ の 表 は “ Predicted EC No” 欄 を 含 む 。 EC番 号 (EC No)は
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、 国 際 生 化 学 分 子 生 物 学 連 合 （ International Union of Biochmistry and Molecular Bio
logy; IUBMB） の 命 名 委 員 会 の 酵 素 委 員 会 に よ っ て 開 発 さ れ た 酵 素 命 名 標 準 の ス キ ー ム に
し た が っ て 酵 素 の タ イ プ に 割 り 振 ら れ た 番 号 で あ る 。 “ Predicted EC No” 欄 の 結 果 は ケ
ッ グ （ Kegg; Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes） デ ー タ ベ ー ス に 対 す る BLAST検
索 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 も し 最 高 の BLASTマ ッ チ が e - 6 以 下 の E値 を 有 す る な ら ば 、 前 記 最
高 マ ッ チ に 割 り 振 ら れ た EC番 号 が 表 に 記 入 さ れ る 。 最 高 ヒ ッ ト の EC番 号 は 、 本 発 明 の 配 列
の EC番 号 が 何 で あ る か の 手 引 き と し て 用 い ら れ る 。 “ Query DNA Length” 及 び “ Query Pr
otein Length” は 、 NCBI又 は Geneseqデ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 又 は 照 会 さ れ た 本 発 明 の
配 列 の そ れ ぞ れ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 の 数 を 示 す 。 “ Geneseq or NR DNA Length” 及
び “ Geneseq or NR Protein Length” は 、 BLASTか ら 得 ら れ た 最 高 マ ッ チ の 配 列 に お け る
そ れ ぞ れ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 の 数 を 示 す 。 こ れ ら の 欄 で 提 供 さ れ る 結 果 は 、 NCBIデ
ー タ ベ ー ス 又 は Geneseqデ ー タ ベ ー ス の ど ち ら か ら よ り 低 い E値 を 報 告 し た 検 索 か ら 得 ら れ
た 結 果 で あ る 。 “ Geneseq or NR ％ ID Protein” 欄 及 び “ Geneseq or NR ％ ID DNA” 欄 は
、 本 発 明 の 配 列 と 最 高 BLASTマ ッ チ の 配 列 と の 間 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 示 す 。 こ れ ら
の 欄 で 提 供 さ れ る 結 果 は 、 NCBIデ ー タ ベ ー ス 又 は Geneseqデ ー タ ベ ー ス の ど ち ら か ら よ り
低 い E値 を 報 告 し た 検 索 か ら 得 ら れ た 結 果 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 相 同 な 配 列 に は ま た RNA配 列 が 含 ま れ る （ RNA配 列 で は 前 記 核 酸 配 列 の チ ミ ン は ウ リ ジ ン
に 置 換 さ れ て い る ） 。 相 同 な 配 列 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 の い ず れ か を 用 い て 入
手 す る か 、 又 は シ ー ク ェ ン シ ン グ エ ラ ー の 修 正 か ら 得 る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 示 さ れ
る 核 酸 配 列 は 、 伝 統 的 な 一 文 字 様 式 （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Lubert Stryer, Bioch
emistry, 3 r d  Ed., W.H. Freeman & Co., New York） 又 は 配 列 内 の ヌ ク レ オ チ ド の 実 体 を
記 録 す る 他 の 任 意 の 様 式 で 表 現 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
　 本 明 細 書 で 特 定 し た 種 々 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム が 本 発 明 の こ の 特 徴 で 用 い ら れ る 。 タ
ン パ ク 質 及 び /ま た は 核 酸 配 列 同 一 性 （ 相 同 性 ） は 、 当 業 界 で 公 知 の 多 様 な 配 列 比 較 ア ル
ゴ リ ズ ム 及 び プ ロ グ ラ ム の い ず れ か を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ
ズ ム お よ び プ ロ グ ラ ム に は 、 TBLASTN、 BLASTP、 FASTA、 TFASTAお よ び CLUSTALWが 含 ま れ る
が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い （ Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8
5(8):2444-2448, 1988； Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410, 1990； Thomp
son et al., Nucleic Acids Res. 22(2):4673-4680, 1994； Higgins et al., Methods En
zymol. 266:383-402, 1996； Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410, 1990； A
ltschul et al., Nature Genetics 3:266-272, 1993） 。
　 相 同 性 ま た は 同 一 性 は 配 列 分 析 ソ フ ト （ 例 え ば ジ ネ テ ィ ク ス コ ン ピ ュ ー タ グ ル ー プ （ Un
iversty of Wisconsin Bitechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, WI 53
705） の 配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ ） を 用 い て 測 定 で き る 。 そ の よ う な ソ フ ト は 、
種 々 の 欠 失 、 置 換 お よ び 他 の 改 変 に 対 し て 相 同 性 の 程 度 を 決 め る こ と に よ っ て 類 似 の 配 列
を 見 つ け る 。 2つ ま た は 3つ 以 上 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 関 し て “ 相 同 性 ” お よ び
“ 同 一 性 ” と い う 用 語 は 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ ま た は 指 定 の 領 域 上 で 、 任 意 の 数 の 配 列 比 較 ア
ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る か ま た は 手 動 ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 目 視 検 査 に よ る 測 定 に し た が っ
て 最 大 一 致 を 求 め て 比 較 お よ び ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し た と き 、 同 じ で あ る か ま た は 特 定
の パ ー セ ン テ ー ジ の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が 同 じ で あ る 2つ ま た は 3つ 以 上 の 配
列 を 指 す 。 配 列 比 較 の 場 合 、 一 方 の 配 列 は 参 照 配 列 （ 例 示 的 配 列 の 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な ど ） と し て 機
能 し 、 前 記 に 対 し て テ ス ト 配 列 が 比 較 さ れ る 。 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る と き 、 テ ス
ト 配 列 お よ び 参 照 配 列 は コ ン ピ ュ ー タ に 入 力 さ れ 、 部 分 配 列 同 等 物 が 必 要 な 場 合 に 指 定 さ
れ 、 さ ら に 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ ー が 指 定 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト の プ ロ グ
ラ ム パ ラ メ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る が 、 ま た 別 の パ ラ メ ー タ ー を 指 定 す る こ と も で き
る 。 続 い て 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 前 記 の プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ ー を 基 に 参 照 配 列 に 対
す る テ ス ト 配 列 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 計 算 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 比 較 ウ ィ ン ド ウ ” は 、 任 意 数 の 連 続 残 基 セ グ メ ン ト に 対 す る 参
照 を 含 む 。 例 え ば 本 発 明 の 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 例 示 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な ど ）
の 20か ら 完 全 長 の 間 の い ず れ か の 範 囲 の 連 続 残 基 が 、 同 じ 数 の 連 続 し た 箇 所 の 参 照 配 列 と
前 記 2つ の 配 列 を 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト し た 後 で 比 較 さ れ る 。 参 照 配 列 が 本 発 明 の 例 示 的
配 列 と 必 要 な 配 列 同 一 性 を 有 す る な ら ば 、 例 え ば 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％ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 本 発 明 の 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な
ど ） に 対 し て 有 す る な ら ば 、 前 記 配 列 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、
約 20か ら 600、 約 50か ら 200、 及 び 約 100か ら 150の 範 囲 の 部 分 配 列 が 、 同 じ 数 の 連 続 し た 箇
所 の 参 照 配 列 と 前 記 2つ の 配 列 を 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト し た 後 で 比 較 さ れ る 。 配 列 比 較 の
ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 す る 方 法 は 当 業 界 で は 周 知 で あ る 。 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 ア ラ イ
ン メ ン ト は 、 例 え ば Smith & Watermanの 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム （ Adv. Appl. Math. 2:4
82 (1981)） に よ っ て 、 Needleman & Wunschの 相 同 性 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム （ J. Mo
l. Biol. 48:443 (1970)） に よ っ て 、 Pearson & Lipmanの 類 似 性 検 索 方 法 （ Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 85:2444 (1988)） に よ っ て 、 前 記 ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ に よ る 実
施 に よ っ て （ GAP、 BESTFIT、 FASTAお よ び TFASTA（ Wisconsin Genetics Software Package
, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI） 、 ま た は 手 動 ア ラ イ ン メ
ン ト と 目 視 検 査 に よ っ て 実 施 で き る 。 相 同 性 ま た は 同 一 性 決 定 の た め の 他 の ア ル ゴ リ ズ ム
に は 、 BLASTプ ロ グ ラ ム （ Basic Local Alignment Search Tool at the National Center 
for Biological Information） の 他 に 、 ALIGN、 AMAS（ Analysis of Multiply Aligned Se
quences） 、 AMPS（ Protein Multiple Sequence Alignment） 、 ASSET（ Aligned Segment S
tatistical Evaluation Tool） 、 BANDS、 BESTSCOR、 BIOSCAN（ Biological Sequence Comp
arative Analysis Node） 、 BLIMPS（ BLocks IMProved Searcher） 、 FASTA、 Intervals & 
Points、 BMB、 CLUSTALV、 CLUSTALW、 CONSENSUS、 LCONSENSUS、 WCONSENSUS、 Smith-Waterm
anア ル ゴ リ ズ ム 、 DARWIN、 ラ ス ベ ガ ス ア ル ゴ リ ズ ム 、 FNAT（ Forced Nucleotide Alignmen
t Tool） 、 フ レ ー ム ア ラ イ ン 、 フ レ ー ム サ ー チ 、 DYNAMIC、 FILTER、 FSAP（ Fristensky Se
quence Analysis Package） 、 GAP（ Global Alignment Program） 、 GENAL、 GIBBS、 GenQue
st、 ISSC（ Sensitive Sequence Comparison） 、 LALIGN（ Local Sequence Alignment） 、 L
CP（ Local Content Program） 、 MACAW（ Multiple Alignment Construction & Analysis W
orkbench） 、 MAP（ Multiple Alignment Program） 、 MBLKP、 MBLKN、 PIMA（ Pattern-Induc
ed Multi-Sequence Alignment） 、 SAGA（ Sequence Alignment by Genetic Algorithm） お
よ び WHAT-IFが 含 ま れ る 。 前 記 の よ う な ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム は ま た ゲ ノ ム デ ー タ ベ
ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ 、 実 質 的 に 同 一 の 配 列 を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同
定 す る こ と が で き る 。 多 数 の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス が 利 用 可 能 で 、 例 え ば ヒ ト ゲ ノ ム の 実 質
的 部 分 が ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 決 定 プ ロ ジ ェ ク ト （ Gibbs, 1995） の 一 部 分 と し て 利 用 可 能 で あ
る 。 い く つ か の ゲ ノ ム の 配 列 、 例 え ば M. ジ ェ ニ タ リ ウ ム （ genitalium） （ Fraser et al.
, 1995） 、 M. ジ ャ ナ ス キ イ ー （ jannaschii） （ Bult et al., 1996） 、 H. イ ン フ ル エ ン
ザ エ （ Fleischmann et al. 1995） 、 大 腸 菌 （ Blattner et al. 1997） 、 酵 母 （ S. cerevi
siae） （ Mewes et al. 1997） お よ び D.メ ラ ノ ガ ス タ ー （ melanogaster） （ Adams et al.,
 2000） の 配 列 が 決 定 さ れ た 。 顕 著 な 進 展 が モ デ ル 生 物 （ 例 え ば マ ウ ス 、 C. エ レ ガ ン ス お
よ び ア ラ ビ ド プ シ ス 種 （ Arabidopsis sp） ） の ゲ ノ ム 配 列 決 定 で 達 成 さ れ た 。 い く つ か の
機 能 的 情 報 に 関 す る 注 釈 を も つ ゲ ノ ム 情 報 を 含 む デ ー タ ベ ー ス が 種 々 の 機 関 で 維 持 さ れ て
お り 、 イ ン タ ー ネ ッ ト で ア ク セ ス す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 BLAST、 BLAST2.0お よ び BLAST2.2.2ア ル ゴ リ ズ ム も ま た 本 発 明 の 実 施 に 用 い ら れ る 。 前
記 ア ル ゴ リ ズ ム は 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Altschul (1977) Nuc. Acids Res. 25:3
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389-3402； Altschul (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410。 BLAST分 析 を 実 施 す る ソ フ ト は
、 National Center for Biotechnology Informationを 通 し て 公 開 さ れ て い る 。 こ の ア ル
ゴ リ ズ ム は 、 ク ェ リ ー 配 列 内 の 長 さ が Wの 短 い ワ ー ド を 特 定 す る こ と に よ っ て 高 ス コ ア を
も つ 配 列 対 （ HSP） を ま ず 初 め に 同 定 す る こ と を 必 要 と す る 。 前 記 は 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列
中 の 同 じ 長 さ を 持 つ ワ ー ド と ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し た と き 、 一 致 す る か ま た は 何 ら か の
正 の 値 を も つ 閾 値 ス コ ア Tの 条 件 を 満 た す 。 Tは 近 傍 ワ ー ド ス コ ア 閾 値 と 称 さ れ る （ Altsch
ul (1990)上 掲 書 ） 。 こ れ ら の 最 初 の 近 傍 ワ ー ド ヒ ッ ト は そ れ ら を 含 む よ り 長 い HSPを 見 つ
け る た め の 検 索 開 始 の シ ー ド と し て 機 能 す る 。 前 記 ワ ー ド ヒ ッ ト は 、 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト
ス コ ア が 増 加 す る 限 り 各 配 列 の 両 方 向 に 沿 っ て 伸 長 さ れ る 。 累 積 ス コ ア は 、 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に つ い て は パ ラ メ ー タ ー M（ 一 致 残 基 対 の た め の 褒 賞 ス コ ア 、 常 に ＞ 0） を 用 い て 計 算
さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 、 ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 累 積 ス コ ア が 計 算 さ れ
る 。 各 方 向 の ワ ー ド ヒ ッ ト の 伸 長 は 以 下 の 場 合 に 停 止 す る ： 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が
そ の 最 大 達 成 値 か ら 量 Xだ け 下 降 し た と き ； 累 積 ス コ ア が 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の 負 の ス コ
ア を 与 え る 残 基 ア ラ イ ン メ ン ト の 累 積 の た め に 0ま た は そ れ 以 下 に な っ た と き ； ま た は ど
ち ら か の 配 列 の 末 端 に 達 し た と き 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム パ ラ メ ー タ ー W、 Tお よ び Xは 前 記 ア
ラ イ ン メ ン ト の 感 度 お よ 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 と し て 11の ワ ー ド 長 、 10の 期 待 値 （ E） 、 M=5、 N=-4お よ び 両 鎖 の 比 較 を 用 い
る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 、 BLASTPプ ロ グ ラ ム は 、 3の ワ ー ド 長 お よ び 10の 期 待 値 （ E） 、 お
よ び BLOSUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 89:10915） ア ラ イ ン メ ン ト （ B） 50、 期 待 値 （ E） 10、 M=5、 N=-4お よ び 両 鎖
の 比 較 を 用 い る 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は ま た 2つ の 配 列 間 の 類 似 性 の 統 計 的 分 析 を 実 施 す る
（ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Karlin & Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
90:5873） 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 提 供 さ れ る 類 似 性 測 定 の 1つ は 最 小 合 計 確 率 （ P(N
)） で あ り 、 前 記 は 2つ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 一 致 が 偶 然 に よ っ て 生 じ る
確 率 を 示 す 。 例 え ば 、 テ ス ト 核 酸 と 参 照 核 酸 の 比 較 で 最 小 合 計 確 率 が 約 0.2未 満 、 好 ま し
く は 約 0.01未 満 、 も っ と も 好 ま し く は 約 0.001未 満 で あ る な ら ば 、 前 記 核 酸 は 参 照 配 列 と
類 似 で あ る と 考 え ら れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 配 列 相 同 性 は ベ ー シ ッ ク
=ロ ー カ ル =ア ラ イ ン メ ン ト =サ ー チ =ツ ー ル （ Basic Local Alignment Search Tool, “ BLA
ST” ） を 用 い て 評 価 さ れ る 。 例 え ば 、 5つ の 特 別 な BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い て 以 下 の タ ス ク
を 実 施 す る こ と が で き る ： （ 1） BLASTPお よ び BLAST3は ア ミ ノ 酸 の ク ェ リ ー 配 列 を タ ン パ
ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； （ 2） BLASTNは ヌ ク レ オ チ ド の ク ェ リ ー 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 ク ェ リ ー ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ そ の 両
方 の 鎖 ） の 概 念 的 6フ レ ー ム 翻 訳 生 成 物 を タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； （ 4）
TBLASTNは ク ェ リ ー タ ン パ ク 質 配 列 （ 両 方 の 鎖 ） を 全 て の 6つ の 読 み 枠 で 翻 訳 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； さ ら に （ 5） TBLASTXは ヌ ク レ オ チ ド ク ェ リ ー 配 列 の
6枠 翻 訳 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 6枠 翻 訳 と 比 較 す る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 類 似
の セ グ メ ン ト を 特 定 す る こ と に よ っ て 相 同 な 配 列 を 同 定 す る 。 前 記 セ グ メ ン ト は 本 明 細 書
で は ク ェ リ ー ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 と テ ス ト 配 列 間 の “ 高 ス コ ア セ グ メ ン ト ペ ア ” と 称
さ れ 、 好 ま し く は タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 配 列 デ ー タ ベ ー ス か ら 得 ら れ る 。 高 ス コ ア セ グ メ
ン ト ペ ア は 好 ま し く は 、 ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ そ の 多 く は 当 業 界 で 公 知 で あ る ） に
よ っ て 特 定 さ れ る （ す な わ ち ア ラ イ ン メ ン ト が 実 施 さ れ る ） 。 好 ま し く は 、 使 用 さ れ る ス
コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス は BLOSUM62マ ト リ ッ ク ス で あ る （ Gonnet et al., Science 256:1
443-1445 (1992); Henikoff and Henikoff, Proteins 17:49-61 (1993)） 。 好 ま し さ は 劣
る が 、 PAMま た は PAM250も ま た 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Schwart
z and Dayhoff, eds., 1978, Matrices for Detecting Distance Relationships: Atlas 
of Protein Sequence and Structure, Washington: National Biomedical Research Foun
dation） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 核 酸 が 本 発 明 の 範 囲 内 の も の で あ る た め に 必 要 な 配 列 同 一 性 を
有 す る か 否 か を 決 定 す る た め に NCBI BLAST 2.2.2プ ロ グ ラ ム が 用 い ら れ る 。 デ フ ォ ル ト オ
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プ シ ョ ン は blastpで あ る 。 BLAST 2.2.2プ ロ グ ラ ム に は 約 38の 設 定 オ プ シ ョ ン が あ る 。 本
発 明 の こ の 例 示 的 な 特 徴 で は 、 デ フ ォ ル ト の フ ィ ル タ リ ン グ 設 定 を 除 く 全 て の デ フ ォ ル ト
値 が 用 い ら れ る （ す な わ ち 全 て の パ ラ メ ー タ ー は 、 OFFに 設 定 さ れ る フ ィ ル タ リ ン グ を 除
き デ フ ォ ル ト に 設 定 さ れ る ） 。 フ ィ ル タ リ ン グ は デ フ ォ ル ト の 代 わ り に “ -FF” 設 定 が 用
い ら れ 、 前 記 は フ ィ ル タ リ ン グ を 無 効 に す る 。 デ フ ォ ル ト の フ ィ ル タ リ ン グ の 使 用 は 、 配
列 の 長 さ が 短 い た め に Karlin-Altschulバ イ オ レ ー シ ョ ン を 生 じ る 場 合 が 多 い 。
　 本 発 明 の こ の 例 示 的 な 特 徴 に お い て 、 及 び 上 記 で 考 察 し た 図 11の 値 を 決 定 す る た め に 用
い ら れ る デ フ ォ ル ト に は 以 下 が 含 ま れ る ：
　 　 “ 低 複 雑 度 用 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 ： エ グ ジ ス タ ン ス ： 11
　 　 ＞ エ ク ス テ ン シ ョ ン ： 1”
　 他 の デ フ ォ ル ト 設 定 は 以 下 の と お り で あ る ： 低 複 雑 度 用 フ ィ ル タ ー は OFF、 タ ン パ ク 質
の た め の ワ ー ド サ イ ズ は 3、 BLOSUM62マ ト リ ッ ク ス 、 ギ ャ ッ プ 存 在 の ペ ナ ル テ ィ ー は -11、
お よ び ギ ャ ッ プ 伸 長 の ペ ナ ル テ ィ ー は -1。
　 典 型 的 な NCBI BLAST2.2.2プ ロ グ ラ ム 設 定 は 下 記 の 実 施 例 １ に 示 さ れ て い る 。 “ -W” オ
プ シ ョ ン の デ フ ォ ル ト 値 は 0で あ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 こ れ は 、 設 定 さ れ な け れ ば ワ ー
ド サ イ ズ は タ ン パ ク 質 に つ い て デ フ ォ ル ト で 3を 選 択 し 、 ヌ ク レ オ チ ド に つ い て デ フ ォ ル
ト で 11を 選 択 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　
　 配 列 同 一 性 、 構 造 的 相 同 性 、 モ チ ー フ な ど を コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム で 決 定 お よ び 同 定 す
る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ に よ っ て 読 み 取 り さ ら に ア ク セ ス す る こ と が で き る 任 意 の 媒 体 上
に 本 発 明 の 配 列 を 保 存 、 記 録 し 、 さ ら に 操 作 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、
本 発 明 の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 例 え ば 本 発 明 の 例 示 的 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な
ど ） を 記 録 ま た は 保 存 さ せ た コ ン ピ ュ ー タ 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 、 コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取
り 可 能 な 媒 体 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 製 品 な ど を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 記
録 ” お よ び “ 保 存 ” と い う 用 語 は コ ン ピ ュ ー タ 媒 体 に 情 報 を 保 存 す る プ ロ セ ス を 指 す 。 当
業 者 は 、 コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 に 情 報 を 記 録 す る た め の 任 意 の 公 知 の 方 法 を 容
易 に 利 用 し て 、 本 発 明 の 1つ ま た は 2つ 以 上 の 核 酸 及 び /又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 製 品
を 製 造 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ま た 別 の 特 徴 は 、 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の 核 酸 及 び /又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が
記 録 さ れ て い る コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 で あ る 。 コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒
体 に は 、 磁 気 に よ り 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 、 光 学 的 に 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 、 電 子 的 に 読 み 取
り 可 能 な 媒 体 及 び 磁 気 /光 学 媒 体 、 フ ラ ッ シ ュ メ モ リ ー が 含 ま れ る 。 例 え ば 前 記 コ ン ピ ュ
ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 は ハ ー ド デ ィ ス ク 、 フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク 、 磁 気 テ ー プ 、 フ ラ ッ シ
ュ メ モ リ ー 、 CD-ROM、 多 用 途 デ ジ タ ル デ ィ ス ク （ DVD） 、 ラ ン ダ ム ア ク セ ス メ モ リ ー （ RAM
） 、 又 は 読 み 出 し 専 用 メ モ リ ー （ ROM） の 他 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の タ イ プ の 媒 体 で あ ろ
う 。
　 本 発 明 の 特 徴 に は 、 シ ス テ ム （ 例 え ば イ ン タ ー ネ ッ ト 使 用 シ ス テ ム ） 、 特 に コ ン ピ ュ ー
タ シ ス テ ム が 含 ま れ 、 前 記 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 配 列 お よ び 配 列 情 報 を 保 存 し 、 こ
れ を 操 作 す る 。 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） の 一 例 が 図 1の 組 立 図 に 示 さ れ て い る 。 本 明
細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム ” は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 の 分 析 に 用 い ら れ る ハ ー ド ウ ェ ア 成 分 、 ソ フ ト ウ ェ ア 成 分 お よ び デ ー タ 保
存 成 分 を 指 す 。 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） は 、 配 列 デ ー タ を 処 理 し 、 こ れ に ア ク セ ス
し 、 さ ら に 前 記 を 操 作 す る プ ロ セ ッ サ を 含 む こ と が で き る 。 プ ロ セ ッ サ （ 105） は 周 知 の
タ イ プ の 中 央 演 算 ユ ニ ッ ト の い ず れ か 、 例 え ば イ ン テ ル 社 （ Intel Corporation） の ペ ン
チ ア ム IIIま た は サ ン （ Sun） 、 モ ト ロ ー ラ （ Motorola） 、 コ ン パ ッ ク （ Compaq） 、 AMD又
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は イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル =ビ ジ ネ ス =マ シ ー ン （ IBM） の 類 似 の プ ロ セ ッ サ で あ り う る 。 前 記
コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） は 汎 用 シ ス テ ム で あ り 、 前 記 は プ ロ セ ッ サ （ 105） お よ び 1
つ ま た は 2つ 以 上 の デ ー タ 保 存 の た め の 内 部 デ ー タ 保 存 成 分 （ 110） 、 お よ び 前 記 デ ー タ 保
存 成 分 に 保 存 さ れ た デ ー タ を 検 索 す る た め の 1つ ま た は 2つ 以 上 の デ ー タ 検 索 装 置 を 含 む 。
従 来 の 利 用 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の い ず れ も 適 切 で あ る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ
よ う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） は 、 バ ス （ メ ー ン メ モ リ ー （ 115） （ 好 ま
し く は RAMと し て 提 供 さ れ て い る ） に 連 結 さ れ て い る ） に 連 結 さ れ た プ ロ セ ッ サ （ 105） 、
及 び １ 以 上 の 内 部 デ ー タ 保 存 装 置 （ 110） （ 例 え ば ハ ー ド ド ラ イ ブ お よ び ／ ま た は そ れ に
デ ー タ が 記 録 さ れ る 他 の コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 ） を 含 む 。 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ
ム （ 100） は さ ら に 、 内 部 デ ー タ 保 存 装 置 （ 110） の デ ー タ を 読 み 取 る た め の 1つ ま た は 2つ
以 上 の デ ー タ 検 索 装 置 （ 118） を 含 む 。
　 デ ー タ 検 索 装 置 （ 118） は 、 例 え ば フ ロ ッ ピ ー 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 ド ラ イ ブ 、 ま た は 遠 隔 デ ー タ 保 存 シ ス テ ム に 連 結 す る こ と が で き る
（ 例 え ば イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 し て ） モ デ ム で も よ い 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 内 部 デ ー
タ 保 存 装 置 （ 110） は 取 り 外 し 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 、 例 え ば フ ロ ッ ピ
ー デ ィ ス ク 、 コ ン パ ク ト デ ィ ス ク 、 磁 気 テ ー プ な ど で 、 制 御 ロ ジ ッ ク 及 び /又 は そ れ に 記
録 さ れ た デ ー タ を 含 ん で い る 。 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） は 便 利 に は 、 デ ー タ 検 索 装
置 に い っ た ん 挿 入 さ れ た デ ー タ 保 存 成 分 か ら 前 記 制 御 ロ ジ ッ ク 及 び /又 は デ ー タ を 読 み 出
す た め の 適 切 な ソ フ ト を 含 む か 、 ま た は 前 記 ソ フ ト に よ っ て プ ロ グ ラ ム さ れ る 。
　 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） は 、 コ ン ピ ュ ー タ の ユ ー ザ ー に 出 力 結 果 を 表 示 す る た め
に 用 い ら れ る デ ィ ス プ レ ー （ 120） を 含 む 。 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） は 他 の コ ン ピ ュ
ー タ シ ス テ ム （ 125a－ c） と ネ ッ ト ワ ー ク ま た は 広 域 ネ ッ ト ワ ー ク で 連 結 さ れ 、 コ ン ピ ュ
ー タ シ ス テ ム （ 100） へ の 中 央 ア ク セ ス を 提 供 す る こ と が で き る こ と は 留 意 さ れ る べ き で
あ ろ う 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に ア ク セ ス し 前 記 を 処 理 す る た め の ソ
フ ト は 実 行 時 に は メ ー ン メ モ リ ー （ 115） に 存 在 す る こ と が で き る 。
　 い く つ か の 特 徴 で は 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） は さ ら に 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 比 較
す る た め の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む こ と が で き る 。 前 記 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び 配 列 は コ
ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 に 保 存 す る こ と が で き る 。 “ 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム ” は 、
デ ー タ 保 存 手 段 内 に 保 存 さ れ て い る 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び /又 は 化 合 物 と ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 比 較 す る た め に コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） に （ 端 末 ま た は 遠 隔 端 末 か ら ） 提
供 さ れ る 1つ ま た は 2つ 以 上 の プ ロ グ ラ ム を 指 す 。 例 え ば 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 コ ン
ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 に 保 存 さ れ て い る 例 示 的 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 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な ど ） を コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 に 保 存 さ れ て い る 参 照 配 列 と 比 較 し 、
相 同 性 ま た は 構 造 モ チ ー フ を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 上 記 の ア ル ゴ リ ズ ム と と も に 用 い ら れ る パ ラ メ ー タ ー は 、 配 列 の 長 さ お よ び 調 べ ら れ る
相 同 性 の 程 度 に 応 じ て 適 用 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 特 徴 で は 、 前 記 パ ラ メ ー タ ー は
、 ユ ー ザ ー の 指 示 が な い 場 合 、 前 記 ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 用 い ら れ る デ フ ォ ル ト 値 パ ラ メ
ー タ ー で も よ い 。 図 2は 、 新 規 な ヌ ク レ オ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 配 列 を 配 列 デ ー タ ベ ー ス
と 比 較 し て 、 新 規 な 配 列 と デ ー タ ベ ー ス の 配 列 と の 間 の 相 同 性 レ ベ ル を 決 定 す る た め の プ
ロ セ ス （ 200） の 1つ の 特 徴 を 示 す 工 程 図 で あ る 。 前 記 デ ー タ ベ ー ス の 配 列 は 、 コ ン ピ ュ ー
タ シ ス テ ム （ 100） 内 に 保 存 さ れ た 個 人 的 デ ー タ ベ ー ス で も 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば
イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 し て 利 用 可 能 な GENBANK） で も よ い 。 プ ロ セ ス （ 200） は 開 始 状 態 （ 20
1） で 始 ま り 、 続 い て 、 比 較 さ れ る べ き 新 規 な 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） 内 の メ
モ リ ー に 保 存 さ れ る 状 態 （ 202） に 移 行 す る 。 上 記 で 考 察 し た よ う に 、 前 記 メ モ リ ー は 任
意 の タ イ プ の メ モ リ ー （ RAMま た は 内 部 保 存 装 置 を 含 む ） で あ ろ う 。
　 続 い て プ ロ セ ス （ 200） は 状 態 （ 204） に 移 行 し 、 こ こ で 配 列 デ ー タ ベ ー ス が 分 析 お よ び
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比 較 の た め に 開 か れ る 。 続 い て プ ロ セ ス （ 200） は 、 デ ー タ ベ ー ス に 保 存 さ れ て い る 第 一
の 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ の メ モ リ ー に 読 み 出 さ れ る 状 態 （ 206） に 移 行 す る 。 続 い て 比 較 が
状 態 （ 210） で 実 施 さ れ 、 第 一 の 配 列 が 第 二 の 配 列 と 同 じ で あ る か 否 か が 決 定 さ れ る 。 こ
の 工 程 は 、 新 規 な 配 列 と デ ー タ ベ ー ス の 第 一 の 配 列 と の 間 の 正 確 な 比 較 の 実 施 に 限 定 さ れ
な い こ と に 留 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 配 列 を
（ た と え そ れ ら が 同 一 で は な く て も ） 比 較 す る 周 知 の 方 法 を 当 業 者 は 心 得 て い る 。 例 え ば
ギ ャ ッ プ を 1つ の 配 列 に 導 入 し て こ れ ら 2つ の テ ス ト 配 列 間 の 相 同 性 レ ベ ル を 高 め る こ と が
で き る 。 比 較 時 に ギ ャ ッ プ ま た は 他 の 特 徴 を 配 列 に 導 入 す る か 否 か を 制 御 す る パ ラ メ ー タ
ー は 通 常 は コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の ユ ー ザ ー に よ っ て 入 力 さ れ る 。
　 い っ た ん 2つ の 配 列 の 比 較 が 状 態 （ 210） で 実 施 さ れ た ら 、 決 定 の 状 態 （ 210） で 前 記 2つ
の 配 列 が 同 じ か 否 か の 決 定 が 下 さ れ る 。 も ち ろ ん の こ と 、 “ 同 じ ” と い う 用 語 は 完 全 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 性 パ ラ メ ー タ ー 内 に あ る
配 列 は 、 プ ロ セ ス （ 200） で “ 同 じ ” と 示 さ れ 、 プ ロ セ ス （ 200） は 状 態 （ 214） に 移 行 す
る （ 前 記 状 態 で デ ー タ ベ ー ス 由 来 の 配 列 の 名 称 が ユ ー ザ ー に 表 示 さ れ る ） 。 前 記 状 態 は 表
示 さ れ た 名 称 の 配 列 が 入 力 し た 相 同 性 の 特 徴 を 満 た す こ と を ユ ー ザ ー に 知 ら せ る 。 保 存 配
列 の 名 称 が い っ た ん ユ ー ザ ー に 表 示 さ れ た ら 、 プ ロ セ ス （ 200） は 、 そ れ 以 上 の 配 列 が デ
ー タ ベ ー ス に 存 在 す る か 否 か の 決 定 が 下 さ れ る 決 定 状 態 （ 218） に 移 行 す る 。 そ れ 以 上 デ
ー タ ベ ー ス に 配 列 が 存 在 し な い 場 合 に は 、 プ ロ セ ス （ 200） は 終 了 状 態 （ 220） で 終 了 す る
。 し か し な が ら デ ー タ ベ ー ス に さ ら に 配 列 が 存 在 す る 場 合 は 、 プ ロ セ ス （ 200） は 状 態 （ 2
24） に 移 行 し 、 前 記 状 態 で ポ イ ン タ ー は 、 デ ー タ ベ ー ス の 次 の 配 列 に 移 動 し 前 記 新 た な 配
列 と 比 較 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 新 た な 配 列 は ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 さ れ デ
ー タ ベ ー ス の 各 配 列 と 比 較 さ れ る 。
　 配 列 が 相 同 で な い と い う 決 定 が 決 定 状 態 （ 212） で 下 さ れ た 場 合 、 プ ロ セ ス （ 200） は 直
ち に 決 定 状 態 （ 218） に 移 行 し 、 デ ー タ ベ ー ス 内 に 比 較 さ れ る べ き 他 の 配 列 が 存 在 す る か
否 か が 決 定 さ れ る こ と は 留 意 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 の あ る 特 徴 は 、 プ ロ セ ッ サ 、
本 発 明 の 核 酸 配 列 お よ び 比 較 を 実 施 す る た め の 配 列 コ ン ペ ア ラ ー が 保 存 さ れ て い る デ ー タ
保 存 装 置 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム で あ る 。 前 記 配 列 コ ン ペ ア ラ ー は 、 比 較 さ れ る 配 列
間 の 相 同 性 レ ベ ル を 示 す か ま た は 構 造 モ チ ー フ を 同 定 す る こ と が で き る 。 前 記 は ま た こ れ
ら の 核 酸 コ ー ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド と 比 較 さ れ る 配 列 内 の 構 造 モ チ ー フ を 同 定 す る
こ と が で き る 。
　 図 3は 、 2つ の 配 列 が 相 同 で あ る か 否 か を 決 定 す る コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の プ ロ セ ス （ 25
0） の あ る 実 施 態 様 を 示 す 工 程 図 で あ る 。 プ ロ セ ス （ 250） は 開 始 状 態 （ 252） で 開 始 し 、
続 い て 比 較 さ れ る べ き 第 一 の 配 列 が メ モ リ ー に 保 存 さ れ る 状 態 （ 254） に 移 行 す る 。 続 い
て 比 較 さ れ る べ き 第 二 の 配 列 が 状 態 （ 256） で メ モ リ ー に 保 存 さ れ る 。 続 い て プ ロ セ ス （ 2
50） は 状 態 （ 260） に 移 行 し 、 前 記 状 態 （ 260） で 第 一 の 配 列 中 の 第 一 の 記 号 が 読 み 取 ら れ
、 続 い て 状 態 （ 262） に 移 行 し 、 前 記 状 態 （ 262） で 第 二 の 配 列 の 第 一 の 記 号 が 読 み 取 ら れ
る 。 前 記 配 列 が ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 、 前 記 記 号 は 通 常 は A、 T、 C、 Gま た は Uの い ず れ
か で あ る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 前 記 配 列 が タ ン パ ク 質 配 列 の 場 合 は 、 前 記 記 号 は 一 文 字 の
ア ミ ノ 酸 コ ー ド で あ り 、 そ れ に よ っ て 第 一 お よ び 第 二 の 配 列 は 容 易 に 比 較 す る こ と が で き
る 、 続 い て 2つ の 記 号 が 同 じ も の で あ る か 否 か の 決 定 が 決 定 状 態 （ 264） で 下 さ れ る 。 そ れ
ら が 同 じ も の で あ る 場 合 、 プ ロ セ ス （ 250） は 状 態 （ 268） に 移 行 し 、 前 記 状 態 （ 268） で
第 一 お よ び 第 二 の 配 列 の 次 の 記 号 が 読 み 取 ら れ る 。 続 い て 、 前 記 次 の 記 号 が 同 じ も の で あ
る か 否 か の 決 定 が 下 さ れ る 。 そ れ ら が 同 じ も の で あ る 場 合 に は 、 プ ロ セ ス （ 250） は 2つ の
記 号 が 同 じ で な く な る ま で こ の ル ー プ を 繰 り 返 す 。 次 の 2つ の 記 号 が 同 じ で な い と い う 決
定 が 下 さ れ た 場 合 、 プ ロ セ ス （ 250） は 決 定 状 態 （ 274） に 移 行 し て 、 い ず れ か の 配 列 に 読
み 取 ら れ る べ き 記 号 が そ れ 以 上 存 在 す る か 否 か が 決 定 さ れ る 。 読 み 取 ら れ る べ き 記 号 が そ
れ 以 上 存 在 し な い 場 合 は 、 プ ロ セ ス （ 250） は 状 態 （ 276） に 移 行 し 、 第 一 お よ び 第 二 の 配
列 間 の 相 同 性 レ ベ ル が ユ ー ザ ー に 表 示 さ れ る 。 相 同 性 レ ベ ル は 、 第 一 の 配 列 内 の 記 号 の 総
数 の う ち 同 じ で あ っ た 配 列 間 の 記 号 の 割 合 を 計 算 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 し た が っ
て 、 第 二 の 配 列 の 各 記 号 と 最 初 の 100ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 の 各 記 号 の ア ラ イ ン メ ン ト が 達
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成 さ れ た 場 合 、 前 記 相 同 性 レ ベ ル は 100％ で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た 別 に は 、 前 記 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 本 発 明 の 配 列 と 参 照 配 列 と を 比 較 し て 、 前
記 配 列 が 1つ ま た は 2つ 以 上 の ポ ジ シ ョ ン で 異 な る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。 前 記 プ
ロ グ ラ ム は 、 リ フ ア レ イ ン ス 配 列 ま た は 本 発 明 の 配 列 に い ず れ か の 配 列 に 対 し て 、 挿 入 、
欠 失 ま た は 置 換 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ ま た は そ れ ら が 何 で あ る か
を 記 録 す る こ と が で き る 。 前 記 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 本 発 明 の 配 列 に 対 し て 参 照 配
列 が 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 性 （ SNP） を 含 む か 否 か 、 ま た は 本 発 明 の 配 列 が 公 知 の 配 列 の SNP
を 含 む か 否 か を 決 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ ろ う 。 し た が っ て 、 い く つ か の 特 徴 で は 、 前 記 コ
ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は SNPを 同 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ る 。 前 記 方 法 は 上 記 に 述 べ た コ ン
ピ ュ ー タ シ ス テ ム に よ っ て 実 施 す る こ と が で き 、 前 記 方 法 は 図 3に 示 さ れ て い る 。 前 記 方
法 は 、 前 記 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と に よ り 本 発 明 の 配 列 お よ び リ フ ア レ イ
ン ス 配 列 を 読 み 取 り 、 前 記 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ り 相 違 を 同 定 す る こ と に よ っ て 実
施 す る こ と が で き る 。
　 他 の 特 徴 で は 、 前 記 コ ン ピ ュ ー タ 使 用 シ ス テ ム は 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 内
の 特 徴 を 同 定 す る ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ヤ ー を 含 む 。 “ ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ヤ ー ” は 、 核 酸
配 列 内 の あ る 種 の 特 徴 を 同 定 す る 1つ ま た は 2つ 以 上 の プ ロ グ ラ ム を 指 す 。 例 え ば 、 ア イ デ
ン テ ィ フ ァ イ ヤ ー は 核 酸 配 列 内 の 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 む こ と が で き る 。 図 4は 、 配 列 内 の 1つ の 特 徴 の 存 在 を 検 出 す る た め の ア イ デ ン
テ ィ フ ァ イ ヤ ー プ ロ セ ス （ 300） の あ る 特 徴 を 示 す 流 れ 作 業 図 で あ る 。 プ ロ セ ス （ 300） は
開 始 状 態 （ 302） で 開 始 し 、 続 い て 状 態 （ 304） に 移 行 し 、 前 記 状 態 （ 304） で 特 徴 に つ い
て チ ェ ッ ク さ れ る べ き 第 一 の 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム （ 100） の メ モ リ ー （ 115） に 保
存 さ れ る 。 プ ロ セ ス （ 300） は 続 い て 状 態 （ 306） に 移 行 し 、 前 記 状 態 （ 306） で 配 列 の 特
徴 の デ ー タ ベ ー ス が 開 か れ る 。 そ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 各 特 徴 の 属 性 リ ス ト を 前 記 特 徴
の 名 称 と と も に 含 む で あ ろ う 。 例 え ば 、 特 徴 の 名 称 は “ 開 始 コ ド ン ” で あ り 、 そ の 属 性 は
“ ATG” で あ ろ う 。 別 の 例 で は 、 特 徴 の 名 称 は “ TAATAAボ ッ ク ス ” で あ り 、 特 徴 の 属 性 は
“ TAATAA” で あ ろ う 。 そ の よ う な デ ー タ ベ ー ス の 例 は 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 の Genetics C
omputer Groupに よ っ て 作 製 さ れ て い る 。 ま た 別 に は 、 前 記 特 徴 は 構 造 的 な ポ リ ペ プ チ ド
モ チ ー フ 例 え ば ア ル フ ァ へ リ ッ ク ス 、 ベ ー タ シ ー ト ま た は 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ 、
例 え ば 酵 素 活 性 部 位 、 ヘ リ ッ ク ス -タ ー ン -ヘ リ ッ ク ス モ チ ー フ ま た は 当 業 者 に 公 知 の 他 の
モ チ ー フ で あ ろ う 。 特 徴 の デ ー タ ベ ー ス が 状 態 （ 306） で 開 か れ る と 直 ち に プ ロ セ ス （ 300
） は 状 態 （ 308） に 移 行 し 、 前 記 状 態 （ 308） で 第 一 の 特 徴 が デ ー タ ベ ー ス か ら 読 み 取 ら れ
る 。 続 い て 第 一 の 特 徴 の 属 性 と 第 一 の 配 列 と の 比 較 が 状 態 （ 310） で 実 施 さ れ る 。 続 い て
、 前 記 特 徴 の 属 性 が 第 一 の 配 列 内 で 見 出 さ れ る か 否 か の 決 定 が 決 定 状 態 （ 316） で 下 さ れ
る 。 前 記 属 性 が 見 出 さ れ た 場 合 、 プ ロ セ ス （ 300） は 状 態 （ 318） に 移 行 し 、 前 記 状 態 （ 31
8） で 見 出 さ れ た 特 徴 の 名 称 が ユ ー ザ ー に 表 示 さ れ る 。 続 い て プ ロ セ ス （ 300） は 決 定 状 態
（ 320） に 移 行 し 、 前 記 状 態 （ 320） で そ れ 以 上 の 特 徴 が デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る か 否 か の
決 定 が 下 さ れ る 。 特 徴 が そ れ 以 上 存 在 し な い 場 合 は 、 プ ロ セ ス （ 300） は 終 了 状 態 （ 324）
で 終 了 す る 。 し か し な が ら 、 そ れ 以 上 の 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） で 次 の 配 列 特 徴 を 読 み 取 り 、 状 態 （ 310） に 戻 り 、 前 記 状 態 で 次 の 特
徴 の 属 性 が 第 一 の 配 列 に 対 し て 比 較 さ れ る 。 第 一 の 配 列 で 前 記 特 徴 の 属 性 が 決 定 状 態 （ 31
6） で 見 出 さ れ な い 場 合 、 プ ロ セ ス （ 300） は 直 接 決 定 状 態 （ 320） に 移 行 し 、 特 徴 が そ れ
以 上 デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る 。 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 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 プ ロ グ ラ ム を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 配 列 を 、 種 々 の デ ー タ プ ロ セ ッ サ プ ロ グ ラ ム で 多 様 な
様 式 で 保 存 し 操 作 す る こ と が で き る 。 例 え ば 配 列 は 、 当 業 者 に 周 知 の 多 様 な デ ー タ ベ ー ス
プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば DB2、 SYBASEま た は ORACLE） で ワ ー ド プ ロ セ ッ シ ン グ フ ァ イ ル （ 例 え
ば マ イ ク ロ ソ フ ト ワ ー ド ま た は ワ ー ド パ ー フ ェ ク ト ） の テ キ ス ト と し て ま た は ア ス キ ー フ
ァ イ ル と し て 保 存 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 多 く の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム お よ び デ ー

10

20

30

40

50

(70) JP 2007-531516 A 2007.11.8



タ ベ ー ス を 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 ア イ デ ン テ ィ フ ァ イ ヤ ー 、 ま た は 本 発 明 の 核 酸 配 列 と
比 較 さ れ る べ き リ フ ァ レ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 供 給 源 と し て 用
い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 実 施 に 用 い ら れ る プ ロ グ ラ ム お よ び デ ー タ ベ ー ス に は 以 下 が
含 ま れ る （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） ： マ ッ ク パ タ ー ン （ MacPattern） （ EMBL） 、 デ
ィ ス カ バ リ ー ベ ー ス （ DiscoveryBase） （ Molecular Applications Group） 、 ジ ー ン マ イ
ン （ GeneMine） （ Molecular Applications Group） 、 ル ッ ク （ Look） （ Molecular Applic
ations Group） 、 マ ッ ク ル ッ ク （ MacLook） （ Molecular Applications Group） 、 BLAST及
び BLAST2（ NCBI） 、 BLASTN及 び BLASTX（ Alyschul et al. J. Mol. Biol. 215:403, 1990
） 、 FASTA（ Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:2444,1988） 、 FASTD
B (Brutlag et al. Comp. App. Biosci. 6:237-245, 1990)、 カ タ リ ス ト （ Catalyst） （ M
olecular Simulations Inc.） 、 カ タ リ ス ト /SHAPE（ Catalyst/SHAPE） （ Molecular Simul
ations Inc.） 、 セ リ ウ ス 2DBア ク セ ス （ Cerius2.DBAccess） （ Molecular Simulations In
c.） 、 ハ イ ポ ゲ ン （ HypoGen） （ Molecular Simulations Inc.） 、 イ ン サ イ ト II（ Insight
 II） （ Molecular Simulations Inc.） 、 デ ィ ス カ バ ー （ Discover） （ Molecular Simulat
ions Inc.） 、 CHARMｍ （ Molecular Simulations Inc.） 、 フ ェ リ ッ ク ス （ Felix） （ Molec
ular Simulations Inc.） 、 デ ル フ ィ ー （ DelPhi） （ Molecular Simulations Inc.） 、 ク
ォ ン テ MN（ QuanteMN） （ Molecular Simulations Inc.） 、 ホ モ ロ ジ ー （ Homology） （ Mole
cular Simulations Inc.） 、 モ デ ラ ー （ Modeler） （ Molecular Simulations Inc.） 、 ISI
S（ Molecular Simulations Inc.） 、 ク ォ ン タ /タ ン パ ク 質 デ ザ イ ン （ Quanta/Protein Des
ign） （ Molecular Simulations Inc.） 、 ウ ェ ッ ブ ラ ブ （ WebLab） （ Molecular Simulatio
ns Inc.） 、 ウ ェ ッ ブ ラ ブ ・ ダ イ バ ー シ テ ィ ー ・ エ ク ス プ ロ ー ラ ー （ WebLab Diversity Ex
plorer） （ Molecular Simulations Inc.） 、 ジ ー ン ・ エ ク ス プ ロ ー ラ ー （ Gene Explorer
） （ Molecular Simulations Inc.） 、 シ ー ク フ ォ ー ル ド （ SeqFold） （ Molecular Simulat
ions Inc.） 、 MDLア ベ イ ラ ブ ル ・ ケ ミ カ ル ズ ・ デ ィ レ ク ト リ ー （ MDL Available Chemical
s Directory） デ ー タ ベ ー ス 、 MDLド ラ ッ グ デ ー タ レ ポ ー ト （ MDL Drug Data Report） デ ー
タ ベ ー ス 、 コ ン プ リ ヘ ン シ ブ メ デ ィ カ ル ケ ミ ス ト リ ー （ Comprehensive Medical Chemistr
y） デ ー タ ベ ー ス 、 デ ル ウ ェ ン ト の ワ ー ル ド ド ラ ッ グ イ ン デ ッ ク ス （ Derwent's World Dru
g Index） デ ー タ ベ ー ス 、 バ イ オ バ イ ト マ ス タ ー フ ァ イ ル （ BioByteMasterFile） デ ー タ ベ
ー ス 、 ジ ン バ ン ク （ Genbank） デ ー タ ベ ー ス 。 本 発 明 の 開 示 に よ り 他 の 多 く の プ ロ グ ラ ム
お よ び デ ー タ ベ ー ス が 当 業 者 に は 明 白 と な ろ う 。
　 上 記 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る モ チ ー フ に は 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー コ ー
ド 配 列 、 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 、 普 遍 化 部 位 、 ア ル
フ ァ ヘ リ ッ ク ス 、 ベ ー タ シ ー ト 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 誘 導 す る シ グ ナ ル ペ プ
チ ド を コ ー ド す る シ グ ナ ル 配 列 、 転 写 調 節 に 関 与 す る 配 列 （ 例 え ば ホ メ オ ボ ッ ク ス ） 、 酸
性 ス ト レ ッ チ 、 酵 素 活 性 部 位 、 基 質 結 合 部 位 お よ び 酵 素 切 断 部 位 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　 本 発 明 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 本 発 明 の 例 示 的 な 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、 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 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、 配 列 番 号 107、 配 列 番
号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号
121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 13
3、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145
、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、
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配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配
列 番 号 171又 は 配 列 番 号 173に 示 さ れ る 配 列 ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 又 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 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 番 号 108、
配 列 番 号 110、 配 列 番 号 112、 配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、 配 列 番 号 120、 配
列 番 号 122、 配 列 番 号 124、 配 列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配 列 番 号 132、 配 列
番 号 134、 配 列 番 号 136、 配 列 番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列 番 号 144、 配 列 番
号 146、 配 列 番 号 148、 配 列 番 号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番 号 156、 配 列 番 号
158、 配 列 番 号 160、 配 列 番 号 162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号 168、 配 列 番 号 17
0、 配 列 番 号 172、 又 は 配 列 番 号 174に 示 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離
若 し く は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 前 記 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 、 中 等 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 、 低 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で あ り 、 本
明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 お よ び 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 含
む 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で 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 そ の 能 力 に よ っ て 定 義 さ れ る 本 発 明 の 核 酸 は 、 前 記 分 子 （ 例 え ば 本 発 明 の 例 示 的 な 核 酸
） の 約 5残 基 か ら 完 全 長 で あ り う る 。 例 え ば そ れ ら は 、 長 さ が 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、 40
0、 又 は そ れ よ り 大 き い 残 基 で あ り う る 。 完 全 長 よ り も 短 い 核 酸 も ま た 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 プ ロ ー ブ 、 標 識 用 プ ロ ー ブ 、 PCR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 、 ま た は 抗 体 結 合 ペ プ チ ド （
エ ピ ト ー プ ） 、 モ チ ー フ 、 活 性 部 位 、 結 合 ド メ イ ン 、 調 節 ド メ イ ン な ど を コ ー ド す る 配 列
と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 約 37℃ か ら 42℃ で 約 50％ の ホ ル ム ア ミ ド の 条 件 を 含 む
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る そ の 能 力 に よ っ て 定 義 さ
れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 約 30℃ か ら 35℃ で 約 35％ か ら 25％ の ホ ル ム ア ミ ド
の 条 件 を 含 む 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る そ の 能 力 に
よ っ て 定 義 さ れ る 。 ま た 別 に は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 42℃ で 約 50％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 5Xの SS
PE、 0.3％ SDSお よ び 反 復 配 列 封 鎖 核 酸 （ 例 え ば cot-1ま た は サ ケ 精 子 DNA（ 例 え ば 200n/mＬ
の せ ん 断 変 性 サ ケ 精 子 DNA） ） の 条 件 を 含 む 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る こ と が で き る そ の 能 力 に よ っ て 定 義 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 35℃
の 低 温 で 約 35％ の ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
こ と が で き る そ の 能 力 に よ っ て 定 義 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 35℃ の 低 い
温 度 で 35%の ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る そ れ
ら の 能 力 に よ っ て 定 義 さ れ る 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 フ ィ ル タ ー は 6Xの SSC、 0.5％ SDSに よ り 50℃ で 洗 浄
す る こ と が で き る 。 前 記 の 条 件 は 、 25％ を 超 え る ホ ル ム ア ミ ド で “ 中 等 度 ” の 条 件 、 25％
以 下 の ホ ル ム ア ミ ド で “ 低 度 ” の 条 件 と 考 え ら れ る 。 “ 中 等 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ” ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 具 体 的 な 条 件 は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 30％ の ホ
ル ム ア ミ ド で 実 施 さ れ る と き で あ る 。 “ 低 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 の 具 体 的 な 条 件 は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 10％ の ホ ル ム ア ミ ド で 実 施
さ れ る と き で あ る 。
　 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 個 々 の レ ベ ル に 対 応 す る 温 度 範 囲 は 対 象 の 核 酸 の プ リ ン 対 ピ リ ミ
ジ ン の 比 を 計 算 し 、 し た が っ て 温 度 を 調 節 す る こ と に よ っ て さ ら に 狭 め る こ と が で き る 。
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本 発 明 の 核 酸 は ま た 文 献 （ Ausubelお よ び Sambrook） に 示 さ れ る 高 度 、 中 等 度 お よ び 低 度
の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る そ の 能 力 に よ っ て も 定 義 さ れ る 。 上 記
の 範 囲 お よ び 条 件 の 多 様 な 変 型 例 を 本 発 明 の 実 施 に 用 い る こ と が で き 、 そ れ ら は 当 業 界 で
周 知 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 下 記 で さ ら に 考 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　
　 本 発 明 は ま た 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を も つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 同 定 す る 核
酸 プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 プ ロ ー ブ 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
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、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番
号 111、 配 列 番 号 113、 配 列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号
123、 配 列 番 号 125、 配 列 番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 13
5、 配 列 番 号 137、 配 列 番 号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147
、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号 151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、
配 列 番 号 161、 配 列 番 号 163、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171又 は
配 列 番 号 173に 示 さ れ る 配 列 の 少 な く と も 10の 連 続 す る 塩 基 を 含 む 。 ま た 別 に は 、 本 発 明
の プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の 配 列 に 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、 60、 65
、 70、 75、 80、 90、 100若 し く は 150又 は そ れ よ り 大 き い か 、 又 は 約 10か ら 50、 約 20か ら 60
、 約 30か ら 70の 連 続 す る 塩 基 で あ り う る 。 前 記 プ ロ ー ブ は 、 結 合 及 び /又 は ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 核 酸 を 同 定 す る 。 前 記 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 （ 下 記 の 考 察 を 参 照 さ れ た い ） で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の プ ロ ー ブ
は ま た 他 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の プ ロ ー ブ を 用 い て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば 土 壌 サ ン プ ル ） が 、 本 発 明 の 核
酸 を 有 す る 生 物 又 は 前 記 核 酸 が 得 ら れ た 生 物 を 含 む か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 方 法 で は 、 前 記 核 酸 が 単 離 さ れ た 生 物 を 潜 在 的 に 保 有 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル を 入 手
し 、 前 記 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 得 る 。 前 記 プ ロ ー ブ が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 相 補 的 配 列 の い
ず れ か と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 前 記 核 酸 を 前 記 プ ロ ー ブ と
接 触 さ せ る 。 必 要 な 場 合 に は 、 相 補 性 配 列 を 含 ま な い コ ン ト ロ ー ル 配 列 と と も に 相 補 性 配
列 を 含 む こ と が 判 明 し て い る サ ン プ ル の 相 補 性 配 列 と 前 記 プ ロ ー ブ を 接 触 さ せ る こ と に よ
っ て 、 前 記 プ ロ ー ブ が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 条 件 を 決 定 す る こ と が で
き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 （ 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の 塩 濃 度 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 ）
を 変 化 さ せ て 、 前 記 プ ロ ー ブ が 相 補 性 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 条
件 を 同 定 す る こ と が で き る （ 個 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に 関 し て は 考 察 を 参 照 さ
れ た い ） 。
　 前 記 核 酸 が 単 離 さ れ た 生 物 を サ ン プ ル が 含 む 場 合 、 プ ロ ー ブ の 特 異 的 な 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 、 プ ロ ー ブ を 検 出 可 能 な 薬 剤 （ 例 え ば
放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 染 料 、 ま た は 検 出 可 能 な 生 成 物 の 形 成 を 触 媒 す る こ と が で き る 酵 素
） で 標 識 す る こ と に よ っ て 検 出 で き る 。 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て サ ン プ ル 中 の 相 補 性 核 酸 の
存 在 を 検 出 す る 多 く の 方 法 が 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 前 記 方 法 に は サ ザ ン ブ ロ ッ ト
、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 お よ び ド ッ ト ブ ロ ッ ト が 含 ま れ る
。 前 記 方 法 の 各 々 の プ ロ ト コ ル は 文 献 （ Ausubelお よ び Sambrook） に 提 供 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ま た 別 に は 、 2つ 以 上 の プ ロ ー ブ （ そ の う ち の 少 な く と も 1つ は 核 酸 サ ン プ ル に 存 在 す る
い ず れ か の 相 補 性 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ） を 増 幅 反 応 で 用 い て
、 前 記 サ ン プ ル が 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含 む 生 物 （ 例 え ば 前 記 核 酸 が 単 離 さ れ た 生 物 ） を 含
む か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 プ ロ ー ブ は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 増 幅 反 応 は PCR反 応 を 含 む こ と が で き る 。 PCRプ ロ ト コ ル は 文 献
（ Ausubelお よ び Sambrook） に 記 載 さ れ て い る （ 増 幅 反 応 に 関 し て は 考 察 を 参 照 さ れ た い
） 。 そ の よ う な 方 法 で は 、 サ ン プ ル 中 の 核 酸 を プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ 、 増 幅 反 応 を 実 施 し 、
さ ら に 生 成 さ れ た 増 幅 生 成 物 の い ず れ か を 検 出 す る 。 増 幅 生 成 物 は 、 反 応 生 成 物 の ゲ ル 電
気 泳 動 を 実 施 し 、 前 記 ゲ ル を イ ン タ ー カ レ ー シ ョ ン 試 薬 （ 例 え ば 臭 化 エ チ ジ ウ ム ） で 染 色
す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 別 に は 1つ ま た は 2つ 以 上 の プ ロ ー ブ を 放 射
性 同 位 元 素 で 標 識 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 の 後 で 放 射 性 増 幅 生 成 物 の 存 在 を 検 出 し て も よ い 。
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 3'ま た は 5'末 端 近 く の 配 列 に 由 来 す る プ ロ ー ブ も ま た 染 色 体 ウ ォ ー
キ ン グ 法 で 用 い て 、 さ ら に 別 の 、 例 え ば ゲ ノ ム 配 列 を 含 む ク ロ ー ン を 同 定 す る こ と が で き
る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 さ ら に 別 の 問 題 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 宿 主 生 物 か ら
単 離 す る こ と を 可 能 に す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 関 連 す る 核 酸 が 同 定 お よ び 単
離 さ れ る 。 い く つ か の 特 徴 で は 、 そ の よ う に し て 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 以 外 の 生 物 に 由 来 す る cDNAま た は ゲ ノ ム DNAで あ ろ う 。 そ の よ う な
方 法 で は 、 核 酸 サ ン プ ル は 、 プ ロ ー ブ が 特 異 的 に 関 連 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で
き る 条 件 下 で 前 記 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ ら れ る 。 続 い て 、 関 連 生 物 に 由 来 す る 核 酸 と プ ロ ー
ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 上 記 に 記 載 し た 方 法 の い ず れ か を 用 い て 検 出 さ れ る 。
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 で は 、 具 体 的 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー レ ベ ル を 達 成 す る
た め に 用 い ら れ る 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 に し た が っ て 変 動 す る で あ ろ
う 。 例 え ば 、 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 の 長 さ 、 相 補 性 の 程 度 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 成
（ 例 え ば GC対 AT含 有 量 ） 及 び 核 酸 タ イ プ （ 例 え ば RNA対 DNA） は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 の 選 択 に 考 慮 す る こ と が で き る 。 さ ら に 考 慮 さ れ る こ と は 、 核 酸 の 1つ が 例 え ば フ ィ
ル タ ー に 固 定 さ れ て い る か 否 か で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー 、 中 等 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 又 は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 実 施 す る こ と が で き
る 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 例 と し て 、 固 定 さ れ た 変 性 核 酸 を 含 む ポ リ マ ー メ ン
ブ レ ン を 最 初 に 45℃ で 30分 、 以 下 か ら 成 る 溶 液 （ 0.9Mの NaCl、 50mMの NaH 2 PO 4 （ pH7.0） 、
5.0mMの Na 2 EDTA、 0.5％ SDS、 10Xの デ ン ハ ル ト 溶 液 及 び 0.5mg/mLの ポ リ リ ボ ア デ ニ ル 酸 ）
中 で プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 約 2X10 7 cpm（ 比 活 性 4－ 9X10 8 cpm/μ g） の 3 2 P末 端 標 識 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 続 い て 溶 液 に 添 加 す る 。 12－ 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
後 で 、 前 記 メ ン ブ レ ン を 0.5％ の SDSを 含 む １ Xの SET（ 150mMの NaCl、 20mＭ ト リ ス 塩 酸 塩 （
pH7.8） 、 1mMの Na 2 EDTA） 中 で 30分 室 温 （ RT） で 洗 浄 し 、 続 い て 新 し い １ Xの SET中 で 30分
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の た め の Tm-10℃ で 洗 浄 す る 。 続 い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン シ グ ナ ル を 検 出 す る た め に メ ン ブ レ ン で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ フ ィ ル ム を 感 光 さ せ る
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 核 酸 、 例 え ば cDNAま た は ゲ ノ ム DNA（ 前 記 は 検 出 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ） の 同
定 に 用 い ら 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 動 さ せ る こ と に よ
っ て 、 プ ロ ー ブ と 相 同 性 レ ベ ル が 異 な る 核 酸 を 同 定 し 、 こ れ を 単 離 す る こ と が で き る 。 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 よ り 低 い 種 々 の 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 実 施 す る こ と に よ っ て 変 動 さ せ る こ と が で き る 。 融 解 温 度 （ Tm） は 、 （ 限 定 さ れ た イ オ
ン 強 度 お よ び pHの 下 で ） 標 的 配 列 の 50％ が 完 全 に 相 補 性 の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
温 度 で あ る 。 非 常 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 個 々 の プ ロ ー ブ の Tmに 等 し い か ま た は そ
れ よ り 約 5℃ 低 く な る よ う に 選 択 さ れ る 。 プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 は 以 下 の 等 式 を 用 い て 計 算
で き る 。 長 さ が 14か ら 70ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ の 場 合 、 融 解 温 度 （ Tm） は 下 記 式 を 用 い
て 計 算 さ れ る ： Tm＝ 81.5＋ 16.6（ log[Na＋ ]） ＋ 0.41（ G+Cの 割 合 ） － （ 600/N） 、 式 中 Nは

10

20

30

40

50

(74) JP 2007-531516 A 2007.11.8



プ ロ ー ブ の 長 さ で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ホ ル ム ア ミ ド 含 有 溶 液 中 で 実 施 さ れ る
場 合 、 融 解 温 度 は 以 下 の 等 式 を 用 い て 計 算 で き る ： Tm＝ 81.5＋ 16.6（ log[Na＋ ]） ＋ 0.41
（ G+Cの 割 合 ） － （ 0.63％ ホ ル ム ア ミ ド ） － （ 600/N） 、 式 中 Nは プ ロ ー ブ の 長 さ で あ る 。
プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 6Xの SSC、 5Xの デ ン ハ ル ト 試 薬 、 0.5％ SDS、 100μ gの 変
性 フ ラ グ メ ン ト 化 サ ケ 精 子 DNA、 ま た は 6Xの SSC、 5Xの デ ン ハ ル ト 試 薬 、 0.5％ SDS、 100μ g
の 変 性 フ ラ グ メ ン ト 化 サ ケ 精 子 DNA、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 中 で 実 施 す る こ と が で き る 。 SSCお
よ び デ ン ハ ル ト 試 薬 な ら び に 他 の 溶 液 の た め の 組 成 は 例 え ば 上 掲 書 （ Sambrook） に 挙 げ ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 検 出 プ ロ ー ブ を 上 記 に 挙 げ た プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
溶 液 に 添 加 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。 プ ロ ー ブ が 二 本 鎖 DNAを 含 む 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 添 加 す る 前 に 前 記 を 変 性 さ せ る 。 前 記 プ ロ ー ブ が 、 そ れ と 相 補 的 ま た
は 相 同 な 配 列 を 含 む cDNAま た は ゲ ノ ム DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る よ う に 充 分 な 時 間 前 記
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 と フ ィ ル タ ー を 接 触 さ せ る 。 長 さ が 200ヌ ク レ オ チ ド を 超 え
る プ ロ ー ブ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は Tmよ り 15－ 25℃ 下 で 実 施 で き る 。 よ り 短 い
プ ロ ー ブ の 場 合 （ 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ） 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は Tmよ
り 5－ 10℃ 下 で 実 施 で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 6Xの SSC中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 約 68
℃ で 実 施 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 含 有 溶 液 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
が 約 42℃ で 実 施 さ れ る 。 前 述 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 全 て は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条
件 下 で あ る と 考 え ら れ よ う 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 で 、 フ ィ ル タ ー を 洗 浄 し て 非 特 異 的 に 結 合 し た 一 切 の 検 出
プ ロ ー ブ を 除 去 す る 。 フ ィ ル タ ー の 洗 浄 に 用 い ら 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 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 長 さ 、 相 補 性 の 程 度 、 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 組 成 （ 例 え ば GC対 AT含 量 ） お よ び 核 酸 の タ イ プ （ 例 え ば RNAで あ る か DNAで あ る か ）
に し た が っ て 変 動 す る で あ ろ う 。 だ ん だ ん と 高 く な る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 条 件 の 例 は
以 下 の と お り で あ る ： 2Xの SSC、 0.1％ SDS、 室 温 で 15分 （ 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） ； 0.1X
の SSC、 0.5％ SDS、 室 温 で 30分 （ 中 等 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） ； 0.1Xの SSC、 0.5％ SDS、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 か ら 68℃ の 間 で 15か ら 30分 （ 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） ； 0.15
Mの NaCl、 72℃ で 15分 （ 非 常 に 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） 。 最 後 の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
洗 浄 は 、 0.1Xの SSCで 室 温 で 実 施 す る こ と が で き る 。 上 記 の 例 は 、 フ ィ ル タ ー 洗 浄 に 用 い
る こ と が で き る 条 件 セ ッ ト の 単 な る 例 示 で あ る 。 当 業 者 に は 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の
た め に 多 く の 洗 浄 レ シ ピ が 存 在 し 、 そ れ ら の い ず れ も 本 発 明 の 実 施 に 用 い る こ と が で き る
こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 核 酸 は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は 他 の 一 般 的 な 技 術
に よ っ て 同 定 で き る 。 上 記 の 方 法 は 、 プ ロ ー ブ 配 列 と 相 同 性 レ ベ ル が 低 い 核 酸 を 同 定 す る
た め に 改 変 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 検 出 プ ロ ー ブ と 相 同 性 が 低 い 核 酸 を 得 る た め に は
、 よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 温 度 は 、 Na + 濃 度 が 約 1Mの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 で 68℃ か ら 42℃ ま で 5℃ ず つ 下
げ る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 で 、 フ ィ ル タ ー は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 温 度 で 2Xの SSC、 0.5％ SDSで 洗 浄 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 50℃ よ り 上 で “
中 等 度 ” の 条 件 、 50℃ よ り 下 で “ 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ” 条 件 と 考 え ら れ る 。 “ 中 等 度 ”
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 55℃ で 実 施 さ れ る と
き で あ る 。 “ 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ” 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 実 施 さ れ る と き で あ る 。
　 ま た 別 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 緩 衝 液 （ 例 え ば ホ ル ム ア ミ ド 含 有 6Xの SSC）
中 で 42℃ の 温 度 で 実 施 で き る 。 こ の 事 例 で は 、 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 は 、 プ ロ ー ブ と 相 同 性 レ ベ ル の 低 い ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に 50％ か ら 0％
ま で 5％ ず つ 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 で 、 フ ィ ル タ ー を 6X
の SSC、 0.5％ の SDSで 50℃ で 洗 浄 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 25％ よ り 高 い ホ ル
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ム ア ミ ド で “ 中 等 度 ” の 条 件 、 25％ よ り 低 い ホ ル ム ア ミ ド ホ ル ム ア ミ ド で “ 低 ” ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー 条 件 と 考 え ら れ る 。 “ 中 等 度 ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 具 体 的 な 例 は 、
上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 30％ の ホ ル ム ア ミ ド で 実 施 さ れ る と き で あ る 。 “ 低 ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン が 10％ の ホ ル ム ア ミ ド で 実 施 さ れ る と き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の こ れ ら プ ロ ー ブ お よ び 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 少 な く と も 約 10、 15
、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 75、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400又 は 500の 連 続 す る
塩 基 を 含 む 配 列 と 少 な く と も 約 99％ 、 少 な く と も 98％ 、 少 な く と も 97％ 、 少 な く と も 95％
、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 70％
、 少 な く と も 65％ 、 少 な く と も 60％ 、 少 な く と も 55％ 、 又 は 少 な く と も 50％ の 相 同 性 を 有
す る 配 列 、 及 び 前 記 と 相 補 的 な 配 列 を も つ 核 酸 を 単 離 す る こ と が で き る 。 相 同 性 は 、 本 明
細 書 で 考 察 し た よ う な ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 測 定 で き る 。 例 え ば 、 相 同 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た コ ー ド 配 列 の 1つ の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝
子 座 変 種 の コ ー ド 配 列 を 有 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 対 立 遺 伝 子 座 変 種 は 、 本 発 明 の
核 酸 と 比 較 し た と き 1つ ま た は 2つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 有 す る で
あ ろ う 。
　 さ ら に ま た 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ お よ び 方 法 を 用 い て 、 少 な く と も 5、 10、 15、 20、 25、 3
0、 35、 40、 50、 75、 100ま た は 150の 連 続 す る そ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
と 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 し た と き 、 少 な く と も 約 99％ 、 少 な く
と も 95％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 75％ 、 少 な く
と も 70％ 、 少 な く と も 65％ 、 少 な く と も 60％ 、 少 な く と も 55％ 、 又 は 少 な く と も 50％ の 配
列 同 一 性 （ 相 同 性 ） を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る こ と が で き る （ 前
記 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム は 、 例 え ば 、 規 定 値 を 用 い る FASTAバ ー ジ ョ ン 3.0t78
ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 、 本 明 細 書 に 示 さ れ る 例 示 的 な 設 定 を 用 い る BLAST2.2.2プ ロ グ ラ ム で あ
る ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 （ 例
え ば 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 コ ー ド 遺 伝 子
の 輸 送 、 ス プ ラ イ シ ン グ ま た は 転 写 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 前 記 阻 害 は 、 ゲ ノ ム DNAま
た は メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAを 標 的 と す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 標 的 と さ れ た 核
酸 の 転 写 ま た 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 っ て 阻 害 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 特 に 有 用 な 阻 害 物 質 セ ッ ト に は 、 ホ ス ホ リ パ ー
ゼ 遺 伝 子 ま た は メ ッ セ ン ジ ャ ー に 結 合 す る （ い ず れ の 事 例 で も ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 生 成 も し
く は 機 能 を 防 止 ま た は 抑 制 す る ） こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 前 記 の 結
合 は 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る も の で あ り う る 。 別 の 有 用 な 阻 害 物 質 の 種
類 に は ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ の 不 活 化 ま た は 切 断 を も た ら す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含
ま れ る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ の よ う な 切 断 を 惹 起 す る 酵 素 活 性 を 有 す る こ と が で
き る （ 例 え ば リ ボ ザ イ ム ） 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 化 学 的 に 改 変 す る か 、 ま た は 相 補
性 核 酸 を 切 断 す る こ と が で き る 酵 素 も し く は 組 成 物 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 前 記 の よ
う な 種 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 多 数 を 含 む プ ー ル を 所 望 の 活 性 を 有 す る も の に つ い て ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 発 現 阻 害 は 多 様 な 工 業 的 用 途 を 有 し う る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 発 現
の 阻 害 は 腐 敗 を 抑 制 又 は 防 止 す る こ と が で き る 。 腐 敗 は 、 脂 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば
構 造 性 脂 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド ） が 酵 素 に よ っ て 分 解 さ れ る と き に 発 生 す る 。 こ れ は 果 実 又
は 野 菜 の 変 質 又 は 腐 敗 を も た ら す 。 あ る 特 徴 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 発 現 及 び /又 は 活 性
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） を 使 用 し て 腐 敗 を 遅 ら せ 又 は 妨 げ る 。 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、
腐 敗 の 遅 延 又 は 防 止 の た め に 、 植 物 又 は 植 物 製 品 （ 例 え ば 果 実 、 種 子 、 根 、 葉 な ど ） に 本
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発 明 の 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を 適 用 す る こ と 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 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
植 物 ） 又 は 別 の 生 物 （ 例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 又 は 他
の 微 生 物 ） に よ っ て 発 現 さ せ る こ と も で き る 。
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 発 現 を 阻 害 す る 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば ア ン チ セ ン ス 、 iRNA、 リ ボ ザ
イ ム 及 び 抗 体 ） は 、 医 薬 組 成 物 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ： 本 発 明 は 、 mRNAを 標 的 と す る こ と に よ っ て ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ と 結 合 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 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す
る 方 法 は 学 術 文 献 お よ び 特 許 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者 は 本 発 明 の 新 規 な 試 薬
を 用 い て そ の よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 有 効 な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ジ ー ン ウ ォ ー キ ン
グ /RNAマ ッ ピ ン グ プ ロ ト コ ル は 当 業 界 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Ho (20
00) Methods Enzymol. 314:168-183。 こ の 文 献 は RNAマ ッ ピ ン グ ア ッ セ イ を 記 載 し 、 前 記
ア ッ セ イ は 標 準 的 な 分 子 技 術 を 基 に し 、 強 力 な ア ン チ セ ン ス 配 列 選 別 の た め の 簡 単 で 信 頼
で き る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に ま た 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Smith (2000) Eur. J. Phar. S
ci. 11:191-198。
　 天 然 に 存 在 す る 核 酸 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 用 い ら れ る 。 前 記 ア ン チ
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 任 意 の 長 さ で あ り う る 。 例 え ば 、 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 約 5か ら 100、 約 10か ら 80、 約 15か ら 60、 約 18か ら 40で あ
る 。 最 適 な 長 さ は 日 常 的 な ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 決 定 で き る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 任 意 の 濃 度 で 存 在 し う る 。 最 適 濃 度 は 日 常 的 な ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 決 定 で
き る 。 こ の 潜 在 的 課 題 に 用 い る こ と が で き る 広 範 囲 の 合 成 さ れ た 天 然 に 存 在 し な い ヌ ク レ
オ チ ド お よ び 核 酸 類 似 体 が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 非 イ オ ン 性 骨 格 （ 例 え ば N-（ 2-ア ミ ノ
エ チ ル ） グ リ シ ン ユ ニ ッ ト ） を 含 む ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） を 用 い る こ と が で き る 。 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 ま た 用 い る こ と が で き る （
そ れ ら は 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： WO97/03211； WO96/39154； Mata (1997) Toxicol. App. 
Pharmacol. 144:189-197； Antisense Therapeutics, ed. Agrawal (Humana Press, Totow
a, N.J., 1996)） 。 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 合 成 DNA骨 格 類 似 体 を も つ ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は ま た 、 上 記 で 述 べ た よ う に ホ ス 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 メ ー ト 、 3'-チ オ
ア セ タ ー ル 、 メ チ レ ン (メ チ リ ミ ノ )、 3'-N-カ ル バ メ ー ト 及 び モ ル ホ リ ノ カ ル バ メ ー ト 核
酸 が 含 ま れ う る 。
　 順 列 組 合 せ 的 な 化 学 的 方 法 を 用 い て 膨 大 な 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る こ と が で
き る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 任 意 の 標 的 （ 例 え ば 本 発 明 の セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン
ス ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 ） に 対 し 適 切 な 結 合 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 有 す る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド に つ い て 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ：
Gold (1995) J. Biol. Chem. 270:13581-13584） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ： 本 発 明 は 、 mRNAを 標 的 と す る こ と に よ っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 活 性
を 阻 害 す る こ と が で き る 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ メ ッ セ ー ジ と 結 合 す る こ と が で き る リ ボ ザ イ ム
を 提 供 す る 。 リ ボ ザ イ ム を 設 計 し 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ の た め に ホ ス ホ リ パ ー ゼ 特 異 的 ア ン
チ セ ン ス 配 列 を 選 別 す る 方 法 は 学 術 文 献 お よ び 特 許 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者
は 本 発 明 の 新 規 な 試 薬 を 用 い て そ の よ う な リ ボ ザ イ ム を 設 計 す る こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ
ム は 、 標 的 RNAを 切 断 す る RNAの 酵 素 部 分 の 極 め て 近 く に 保 持 さ れ る リ ボ ザ イ ム の 標 的 RNA
結 合 部 分 を 介 し て 標 的 RNAと 結 合 す る こ と に よ っ て 機 能 す る 。 し た が っ て 、 リ ボ ザ イ ム は
、 相 補 性 塩 基 対 形 成 に よ り 標 的 RNAを 認 識 し 、 こ れ と 結 合 す る 。 い っ た ん 正 確 な 部 位 に 結
合 し た ら 、 リ ボ ザ イ ム は 酵 素 と し て 機 能 し 標 的 RNAを 切 断 し 、 こ れ を 不 活 化 す る 。 切 断 が
コ ー ド 配 列 内 で 発 生 す れ ば 、 そ の よ う な 態 様 で の 標 的 RNAの 切 断 は 、 も し そ の 切 断 が コ ー
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ド 配 列 で 生 じ る な ら ば 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 合 成 を 指 令 す る そ の 能 力 を 破 壊 す る で
あ ろ う 。 リ ボ ザ イ ム が そ の RNA標 的 と 結 合 し 、 こ れ を 切 断 し た 後 、 リ ボ ザ イ ム は 典 型 的 に
は 前 記 RNAか ら 遊 離 し 、 新 た な 標 的 と 前 記 の よ う に 結 合 し 、 繰 り 返 し こ れ を 切 断 す る こ と
が で き る 。
　 い く つ か の 環 境 下 で は 、 前 記 リ ボ ザ イ ム の 酵 素 的 性 質 は 他 の 技 術 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス
技 術 （ ア ン チ セ ン ス 技 術 で は 、 核 酸 分 子 は 核 酸 標 的 に 単 に 結 合 し て そ の 転 写 、 翻 訳 ま た は
別 の 分 子 と の 結 合 を 阻 止 す る だ け で あ る ） に 比 べ て 有 利 で あ ろ う 。 な ぜ な ら ば 、 治 療 達 成
に 必 要 な リ ボ ザ イ ム の 有 効 濃 度 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の そ れ よ り も 低 い か ら
で あ る 。 こ の 潜 在 的 な 利 点 は リ ボ ザ イ ム の 酵 素 と し て 機 能 す る 能 力 の 結 果 で あ る 。 し た が
っ て 、 た だ 1つ の リ ボ ザ イ ム 分 子 が 多 く の 標 的 RNA分 子 を 切 断 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま
た 、 リ ボ ザ イ ム は 典 型 的 に は 特 異 性 が 高 い 阻 害 剤 で あ り 、 阻 害 の 特 異 性 は 塩 基 対 形 成 に よ
る 結 合 メ カ ニ ズ ム だ け で な く 、 リ ボ ザ イ ム が 結 合 す る RNAの 発 現 を 前 記 リ ボ ザ イ ム 分 子 が
阻 害 す る メ カ ニ ズ ム に も 依 存 し て い る 。 す な わ ち 、 阻 害 は RNA標 的 の 切 断 に よ っ て 生 じ 、
し た が っ て 特 異 性 は 非 標 的 RNAの 切 断 速 度 に 対 す る 標 的 RNAの 切 断 速 度 の 比 と 定 義 さ れ る 。
こ の 切 断 メ カ ニ ズ ム は 塩 基 対 形 成 に 関 与 す る 要 因 に 加 え て 更 に 種 々 の 要 因 に 依 存 す る 。 し
た が っ て 、 リ ボ ザ イ ム 作 用 の 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 結 合 の 特 異 性 よ り も 高 い で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 酵 素 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 す る こ と が で き る が 、
又 ヘ ア ピ ン モ チ ー フ 、 肝 炎 デ ル タ ウ イ ル ス モ チ ー フ 、 グ ル ー プ Iイ ン ト ロ ン モ チ ー フ 又 は R
NaseP様 RNAモ チ ー フ （ RNAガ イ ド 配 列 と 結 合 ） と し て も 形 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う
な ハ ン マ ー ヘ ッ ド モ チ ー フ の 例 は 、 Rossi（ Aids Research and Human Retroviruses 8:18
3 (1992)） に よ っ て 、 ヘ ア ピ ン モ チ ー フ の 例 は Hampel（ Biochmistry 28:4929 （ 1989） 及
び Nuc. Acids Res. 18:299 (1992)） に よ っ て 、 肝 炎 デ ル タ ウ イ ル ス モ チ ー フ の 例 は Perro
tta（ Biochemistry 31:16 (1992)） に よ っ て 、 RNasePモ チ ー フ の 例 は Guerrier-Takada（ C
ell 35:849 (1983)） に よ っ て 、 さ ら に グ ル ー プ Iイ ン ト ロ ン の 例 は Cech（ US Pat. No. 4,
987,071） に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 前 記 の 具 体 的 な モ チ ー フ の 記 載 は そ れ ら に 限 定 す る
こ と を 意 図 し た も の で は な い 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 酵 素 RNA分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 の RNA領 域
の 1つ ま た は 2つ 以 上 と 相 補 的 な 固 有 の 基 質 結 合 部 位 を 有 し 、 さ ら に 、 基 質 結 合 部 位 内 ま た
は そ の 周 辺 に 前 記 リ ボ ザ イ ム 分 子 に RNA切 断 活 性 を 付 与 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る こ
と を 理 解 し て い よ う 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ： あ る 特 徴 で は 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 。 RN
Aiは ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 RNAiは 、 長 さ
が 約 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25又 は そ れ よ り 大 き い 二 重 鎖 ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 。 本 発 明 は い ず れ の 特 定 の 作 用 メ カ ニ ズ ム に も 限 定 さ れ な い が 、 RNAiは 細 胞 内 に
入 り 、 類 似 ま た は 同 一 の 配 列 を 有 す る 一 本 鎖 RNA（ ssRNA） （ 内 因 性 mRNAを 含 む ） の 分 解 を
引 き 起 こ す 。 細 胞 が 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） に 暴 露 さ れ る と き 、 相 同 な 遺 伝 子 に 由 来 す る mRNA
は 、 RNA干 渉 （ RNAi） と 称 さ れ る 過 程 に よ っ て 選 択 的 に 分 解 さ れ る 。 RNAiの 背 後 に あ る 可
能 な 基 本 的 メ カ ニ ズ ム は 、 特 定 の 遺 伝 子 配 列 と 一 致 す る 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） の 短 い 破 片 （
短 小 干 渉 性 RNAと 称 さ れ る ） へ の 分 解 で あ る 。 前 記 短 小 干 渉 性 RNAは 、 そ の 配 列 と 一 致 す る
mRNAの 分 解 の 引 き 金 と な る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の RNAiは 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 療 法 で
用 い ら れ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Shuey (2002) Drug Discov. Today 7:1040-104
6） 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の RNAiを 用 い て 選 択 的 に RNAを 分 解 す る 方 法 を 提 供
す る 。 前 記 方 法 は in vitro、 ex vivoま た は in vivoで 実 施 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で
は 、 本 発 明 の RNAi分 子 を 用 い て 細 胞 、 器 官 ま た は 動 物 の 機 能 低 下 変 異 を 作 出 す る こ と が で
き る 。 選 択 的 に RNAを 分 解 す る た め に RNAi分 子 を 製 造 お よ び 使 用 す る 方 法 は 当 業 界 で は 周
知 で あ り 、 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 第 6,506,559号 、 第 6,511,824号 、 第 6,51
5,109号 お よ び 第 6,489,127号 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 ） の 変 種 を 生 成 す る
方 法 を 提 供 す る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば pH/温 度 安 定 性 に 影 響 を 与 え
る た め に 、 酵 素 の pH活 性 範 囲 若 し く は 最 適 活 性 範 囲 、 温 度 の 活 性 範 囲 若 し く は 最 適 活 性 範
囲 、 特 異 性 、 活 性 （ カ イ ネ テ ィ ク ス ） ； 酵 素 の グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 ま た は 金 属 （ 例 え
ば Ca、 Mg、 Zn、 Fe、 Na） の 使 用 を 改 変 す る た め に 、 例 え ば ラ ン ダ ム 若 し く は 確 率 論 的 方 法
、 又 は 非 確 率 論 的 若 し く は “ 定 方 向 進 化 ” 、 例 え ば 遺 伝 子 部 位 飽 和 変 異 導 入 (商 標 )（ GSSM
(商 標 )） に よ る 本 発 明 の 酵 素 の コ ー ド 配 列 の 変 異 に よ っ て 本 発 明 の 酵 素 を 改 変 す る 方 法 を
提 供 す る 。 本 発 明 は 、 例 え ば そ の コ ー ド 配 列 に （ 例 え ば GSSM(商 標 )に よ っ て ） 変 異 を 導 入
し て そ の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 対 す る 耐 性 を 高 め る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 酵 素 を 改 変 す る
方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 例 え ば そ の コ ー ド 配 列 に （ 例 え ば GSSM(商 標 )に よ っ て ） 変 異
を 導 入 し て 、 Znを キ レ ー ト し な い 、 Ca、 Mg、 Naに 特 異 的 な 金 属 キ レ ー ト 物 質 の 酵 素 に よ る
使 用 を 改 変 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 酵 素 を 改 変 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 例 え
ば そ の コ ー ド 配 列 に 、 例 え ば GSSM(商 標 )に よ っ て 、 所 望 の 活 性 の 組 合 せ （ 例 え ば PI、 PA及
び PC/PE特 異 的 PLC） を 示 す 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 酵 素 を 改 変 す る 方 法 を
提 供 す る 。
　 こ れ ら の 方 法 は 反 復 す る か 、 又 は 種 々 の 組 合 せ で 用 い て 、 鋳 型 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ホ ス ホ リ パ ー ゼ の も の と は 変 異 し た 若 し く は 異 な る 活 性 を 有 す る か 、 又 は 変 異 し た 若 し
く は 異 な る 安 定 性 を 有 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は
ま た 反 復 す る か 、 又 は 種 々 の 組 合 せ で 用 い て 、 例 え ば 遺 伝 子 /メ ッ セ ー ジ 発 現 、 メ ッ セ ー
ジ の 翻 訳 又 は メ ッ セ ー ジ の 安 定 性 に お け る 変 種 を 作 製 す る こ と が で き る 。 又 別 の 特 徴 で は
、 細 胞 の 遺 伝 的 組 成 が 、 例 え ば 相 同 遺 伝 子 を ex vivoで 改 変 し 、 前 記 改 変 遺 伝 子 を そ の 後
細 胞 に 再 挿 入 す る こ と に よ っ て 改 変 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 任 意 の 手 段 、 例 え ば ラ ン ダ ム 若 し く は 確 率 論 的 方 法 、 又 は 非 確 率 論 的 方
法 若 し く は “ 定 方 向 進 化 ” 方 法 に よ っ て 改 変 で き る （ 例 え ば 米 国 特 許 6,361,974号 を 参 照
さ れ た い ） 。 例 え ば 変 異 原 を 用 い て 遺 伝 子 を ラ ン ダ ム に 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 変 異 原
に は 、 例 え ば 紫 外 線 ま た は ガ ン マ 線 照 射 、 又 は 化 学 的 変 異 原 、 例 え ば マ イ ト マ イ シ ン 、 亜
硝 酸 、 光 活 性 化 ソ ラ レ ン が 含 ま れ 、 単 独 ま た は 併 用 し て 組 換 え に よ っ て 修 復 さ れ や す い DN
A開 裂 を 誘 導 す る 。 他 の 化 学 的 変 異 原 に は 、 例 え ば 、 重 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 ま た は ギ 酸 が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 変 異 原 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 前
駆 体 の 類 似 物 質 、 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 ま た は
ア ク リ ジ ン で あ る 。 こ れ ら の 薬 剤 は PCR反 応 に ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 の 代 わ り に 添 加 さ れ 、
そ れ に よ っ て 前 記 配 列 を 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 イ ン タ ー カ レ ー シ ョ ン 薬 剤 （ 例 え ば プ
ロ フ ラ ビ ン 、 ア ク リ フ ラ ビ ン 、 キ ナ ク リ ン な ど ） も ま た 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 分 子 生 物 学 の 任 意 の 技 術 、 例 え ば ラ ン ダ ム PCR変 異 導 入 （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： R
ice (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5467-5471） 又 は 順 列 組 合 せ マ ル チ カ セ ッ ト
変 異 導 入 （ combinatorial multiple cassette mutagenesis） （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た
い ： Crameri (1995) Biotechniques 18:194-196） を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 別 に は 、
核 酸 （ 例 え ば 遺 伝 子 ） を ラ ン ダ ム に ま た は “ 確 率 論 的 に ” フ ラ グ メ ン ト 化 し た 後 で 再 ア ッ
セ ン ブ リ ン グ す る こ と も で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 第 6,291,242号 ；
同 6,287,862号 ； 同 6,287,861号 ； 同 5,955,358号 ； 同 5,830,721号 ； 同 5,824,514号 ； 同 5,8
11,238号 ； 同 5,605,793号 ） 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 改 変 、 付 加 ま た は 欠 失 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 ャ 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 リ 、 遺 伝
子 部 位 飽 和 変 異 導 入 （ GSSM） 、 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ （ SLR） 、 組 換 え 、 再 帰 的 配 列 組
換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト -修 飾 DNAに よ る 変 異 導 入 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 に よ る 変 異 導 入 、 ギ
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ャ ッ プ 含 有 二 重 鎖 に よ る 変 異 導 入 、 ポ イ ン ト ミ ス マ ッ チ 修 復 に よ る 変 異 導 入 、 修 復 欠 損 宿
主 株 に よ る 変 異 導 入 、 化 学 的 変 異 導 入 、 放 射 源 に よ る 変 異 導 入 、 欠 失 に よ る 変 異 導 入 、 制
限 -選 別 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 の 生 成 及 び /又 は こ れ ら の 組 合 せ 並 び に 他 の 方 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 以 下 の 文 献 は 、 本 発 明 の 方 法 に 取 り 入 れ る こ と が で き る 多 様 な 反 復 組 換 え 手 順 及 び /又
は 方 法 を 記 載 し て い る ： Stemmer (1999) "Molecular breeding of viruses for targetin
g and other clinical properties", Tiumor Tageting 4:1-4; Ness (1999) NatureBiote
chnology 17:893-896; Chang (1999) "Evolution of a cytokine using DNA family shuf
fling", Nature Biotechnology 17:793-797; Minshull (1999) "Protein evolution by m
olecular breeding", Current Opinion in Chemical Biology 3:284-290; Christians (1
999) "Directed evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylation using DNA f
amily shuffling", Nature Biotechnology 17:259-264; Crameri (1998) "DNA shuffling
 of a family of genes from diverse species accelerates directed evolution", Natu
re 391:288-291; Crameri (1997) "Molecular evolution of an arsenate dtoxification
 pathway by DNA shuffling", Nature Biotechnology 15:436-438; Zhang (1997) "Direc
ted evolution of an effective fucosidase from a galactosidase by DNA shuffling a
nd screenig", Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4504-4509; Patten et al. (1997) "App
lications of DNA Shuffling to Pharmaceuticals and Vaccines” , Current Opinion in
 Biotechnology 8:724-733; Crameri et al. (1996) "Construction and evolution of a
ntibody-phage libraries by DNA shuffling", Nature Medicine 2:100-103; Crameri et
 al. (1996) "Improved green fluorescent protein by molecular evolution using DNA
 shuffling” , Nature Biotechnology 14:315-319; Gates et al. (1996) "Affinity sel
ective isolation of ligands from peptide libraries through display on a lac repr
essor `headpiece dimer`" Journal of Molecular Biology 255:373-386; Stemmer (1996
) "Sexual PCR and Assembly PCR" In: The Encyclopedia of Molecular Biology. VCH P
ublishers, New York. pp.447-457; Crameri and Stemmer (1995) "Combinatorial multi
ple cassette mutagenesis creates all the permutations of mutant and wildtype cas
settes" BioTechniques 18:194-195; Stemmer et al. (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 Sequence Space" Bio/Technology 13:549-553; Ste
mmer (1994) "Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling" Nature 370:
389-391; お よ び Stemmer (1994) "DNA shuffling by random fragmentation and reassem
bly: In vitro recombination for molecular evolution." Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 91:10747-10751。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 多 様 性 を 生 成 す る 変 異 導 入 方 法 に は 例 え ば 以 下 が 含 ま れ る ： 部 位 特 異 的 変 異 導 入 (Ling 
et al. (1997) "Approaches to DNA mutagenesis: an overview" Anal Biochem. 254(2):
 157-178; Dale et al. (1996) "Oligonucleotide-directed random mutagenesis using 
the phosphorothioate method" Methods Mol. Biol. 57:369-374; Smith (1985) "In vit
ro mutagenesis" Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein & Shortle (1985) "Strategi
es and applications of in vitro mutagenesis" Science 229:1193-1201; Carter (1986
) "Site-directed mutagenesis" Biochem. J. 237:1-7; 及 び  Kunkel (1987) "The effic
iency of oligonucleotide directed mutagenesis" in Nucleic Acids & Molecular Biol
ogy (Eckstein, F. and Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag, Berlin))； ウ ラ シ ル
含 有 鋳 型 を 用 い る 変 異 導 入  (Kunkel (1985) "Rapid and efficient site-specific mutag
enesis without phenotypic selection" Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunk
el et al. (1987) "Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotyp
ic selection" Methods in Enzymol. 154, 367-382;お よ び Bass et al. (1988) "Mutant 

10

20

30

40

50

(80) JP 2007-531516 A 2007.11.8



Trp repressors with new DNA-binding specificities" Science 242:240-245)； オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 変 異 導 入 （ Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983); Methods in En
zymol. 154: 329-350 (1987); Zoller & Smith (1982) "Oligonucleotide-directed muta
genesis using M13-derived vectors: an efficient and general procedure for the pr
oduction of point mutations in any DNA fragment" Nucleic Acids Res. 10:6487-6500
; Zoller & Smith (1983) "Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments c
loned into M13 vectors" Methods in Enzymol. 100:468-500; お よ び  Zoller & Smith (
1987) "Oligonucleotide-directed mutagenesis: a simple method using two oligonucl
eotide primers and a single-stranded DNA template" Methods in Enzymol. 154:329-3
50)； ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 改 変 DNA変 異 導 入 (Taylor et al. (1985) "The use of phosphor
othioate-modified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA" Nuc
l. Acids Res. 13: 8749-8764; Taylor et al. (1985) "The rapid generation of oligo
nucleotide-directed mutations at high frequency using phosphorothioate-modified 
DNA" Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787 (1985); Nakamaye (1986) "Inhibition of restr
iction endonuclease Nci I cleavage by phosphorothioate groups and its applicatio
n to oligonucleotide-directed mutagenesis" Nucl. Acids Res. 14: 9679-9698; Sayer
s et al. (1988) "Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-dire
cted mutagenesis" Nucl. Acids Res. 16:791-802;お よ び Sayers et al. (1988) "Strand
 specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction with restricti
on endonucleases in the presence of ethidium bromide" Nucl. Acids Res. 16: 803-8
14)； ギ ャ ッ プ を も つ 二 重 鎖 DNAを 用 い る 変 異 導 入 (Kramer et al. (1984) "The gapped du
plex DNA approach to oligonucleotide-directed mutation construction" Nucl. Acids
 Res. 12: 9441-9456; Kramer & Fritz (1987) Methods in Enzymol. "Oligonucleotide-
directed construction of mutations via gapped duplex DNA" 154:350-367; Kramer et
 al. (1988) "Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex DNA appr
oach to oligonucleotide-directed construction of mutations" Nucl. Acids Res. 16:
 7207; お よ び Fritz et al. (1988) "Oligonucleotide-directed construction of mutat
ions: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic reactions in vitro" Nucl. 
Acids Res. 16: 6987-6999)。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る た め に 用 い る こ と が で き る さ ら に 別 の 方 法 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 点 ミ
ス マ ッ チ 修 復 (Kramer (1984) "Point Mismatch Repair" Cell 38:879-887)、 修 復 欠 損 宿
主 株 を 用 い る 変 異 導 入 (Carter et al. (1985) "Improved oligonucleotide site-directe
d mutagenesis using M13 vectors" Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443; and Carter (198
7) "Improved oligonucleotide-directed mutagenesis using M13 vectors" Methods in 
Enzymol. 154: 382-403)、 欠 失 変 異 導 入 (Eghtedarzadeh (1986) "Use of oligonucleotid
es to generate large deletions" Nucl. Acids Res. 14: 5115), restriction-selectio
n and restriction-selection and restriction-purification (Wells et al. (1986) "I
mportance of hydrogen-bond formation in stabilizing the transition state of subt
ilisin" Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423)、 全 遺 伝 子 合 成 に よ る 変 異 導 入 (N
ambiar et al. (1984) "Total synthesis and cloning of a gene coding for the ribon
uclease S protein" Science 223: 1299-1301; Sakamar and Khorana (1988) "Total syn
thesis and expression of a gene for the a-subunit of bovine rod outer segment gu
anine nucleotide-binding protein (transducin)" Nucl. Acids Res. 14: 6361-6372; W
ells et al. (1985) "Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of 
multiple mutations at defined sites" Gene 34:315-323;お よ び Grundstrom et al. (19
85) "Oligonucleotide-directed mutagenesis by microscale `shot-gun` gene synthesi
s" Nucl. Acids Res. 13: 3305-3316)、 二 本 鎖 開 裂 修 復 (Mandecki (1986); Arnold (1993
) "Protein engineering for unusual environments" Current Opinion in Biotechnolog
y 4:450-455. "Oligonucleotide-directed double-strand break repair in plasmids of
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 Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis" Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 83:7177-7181)。 上 記 の 方 法 の 多 く に 関 す る 更 な る 詳 細 は ”  Enzymology” （ Volum
e 154） で 見 出 す こ と が で き る 。 こ の 文 献 に は ま た 種 々 の 変 異 導 入 方 法 に 関 す る 問 題 を 解
決 す る た め の 有 用 な 管 理 に 関 す る 記 述 が あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 さ ら に ま た 以 下 を 参 照 さ れ た い ： U.S. Pat. No. 5,605,793（ Stemmer, Feb. 25, 1997,
 "Methods for In Vitro Recombination） ； U.S. Pat. No. 5,811,238 (Stemmer et al.,
Sep. 22, 1998, "Methods for Generating Polynucleotides having Desired Characteri
stics by Iterative Selection and Recombination")； U.S. Pat. No. 5,830,721（ Stemm
er et al., Nov. 3, 1998, "DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly
"） ； U.S. Pat. No. 5,834,252（ Stemmer, et al., Nov. 10, 1998, "End-Complementary
 Polymerase Reaction"） ； U.S. Pat. No. 5,837,458（ Minshull, et al., Nov. 17, 199
8, "Methods and Compositions for Cellular and Metabolic Engineering"） ； WO 95/22
625（ Stemmer and Crameri, "Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly"）
； WO 96/33207（ Stemmer and Lipschutz, "End Complementary Polymerase Chain Reacti
on"） ； WO 97/20078（ Stemmer and Crameri, "Methods for Generating Polynucleotides
 having Desired Characteristics by Iterative Selection and Recombination"） ； WO 
97/35966（ Minshull and Stemmer, "Methods and Compositions for Cellular and Metab
olic Engineering"） ； WO 99/41402（ Punnonen et al. "Targeting of Genetic Vaccine 
Vectors"） ； WO 99/41383（ Punnonen et al. "Antigen Library Immunization"） ； WO 99
/41369（ Punnonen et al. "Genetic Vaccine Vector Engineering"） ；  WO 99/41368（ Pu
nnonen et al. "Optimization of Immunomodulatory Properties of Genetic Vaccines"
） ； EP 752008（ Stemmer and Crameri, "DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and
 Reassembly"） ； EP 0932670（ Stemmer "Evolving Cellular DNA Uptake by Recursive S
equence Recombination"） ； WO 99/23107（ Stemmer et al., "Modification of Virus Tr
opism and Host Range by Viral Genome Shuffling"） ； WO 99/21979（ Apt et al., "Hum
an Papillomavirus Vectors"） ； WO 98/31837（ del Cardayre et al. "Evolution of Who
le Cells and Organisms by Recursive Sequence Recombination"） ； WO 98/27230（ Patt
en and Stemmer, "Methods and Compositions for Polypeptide Engineering"） ； WO 98/
27230（ Stemmer et al., "Methods for Optimization of Gene Therapy by Recursive Se
quence Shuffling and Selection"） ； WO 00/00632, "Methods for Generating Highly D
iverse Libraries"； WO 00/09679, "Methods for Obtaining in Vitro Recombined Polyn
ucleotide Sequence Banks and Resulting Sequences"； WO 98/42832（ Arnold et al., "
Recombination of Polynucleotide Sequences Using Random or Defined Primers"） ； WO
 99/29902（ Arnold et al., "Method for Creating Polynucleotide and Polypeptide Se
quences"） ； WO 98/41653（ Vind, "An in Vitro Method for Construction of a DNA Lib
rary"） ； WO 98/41622（ Borchert et al., "Method for Constructing a Library Using 
DNA Shuffling"） ； 及 び WO 98/42727（ Pati and Zarling, "Sequence Alterations using
 Homologous Recombination"）
【 ０ １ １ １ 】
　 あ る 種 の 米 国 特 許 出 願 は 、 種 々 の 多 様 性 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る さ ら に 追 加 の 詳 細 を 提
供 し 、 前 記 に は 以 下 が 含 ま れ る ： "SHUFFLING OF CODON ALTERED GENES"（ Patten et al.,
1999年 9月 28日 出 願 、 U.S. Ser. No. 09/407,800)； "EVOLUTION OF WHOLE CELLS AND ORGA
NISMS BY RECURSIVE SEQUENCE RECOMBINATION"（ del Cardayre et al., 1998年 7月 15日 出
願 、 U.S. Ser. No.09/354,922)； "OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATI
ON"（ Crameri et al., 1999年 9月 28日 出 願 、 U.S. Ser. No.09/408,392及 び "OLIGONUCLEOT
IDE MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATION"（ Crameri et al.,2000年 1月 18日 出 願 、 PCT/
US00/01203） ； "USE OF CODON-VARIED OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFF
LING"（ Welch et al., 1999年 9月 28日 出 願 、 U.S. Ser. No. 09/408,393） ； "METHODS FOR
 MAKING CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACT
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ERISTICS"（ Selifonov et al., 2000年 1月 18日 出 願 、 PCT/US00/01202) 及 び 、 例 え ば  "ME
THODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRE
D CHARACTERISTICS"（ Selifonov et al., 2000年 7月 18日 出 願 、 U.S. Ser. No. 09/618,57
9)； "METHODS OF POPULATING DATA STRUCTURES FOR USE IN EVOLUTIONARY SIMULATIONS"
（ Selifonov and Stemmer, 2000年 1月 18日 出 願 PCT/US00/01138） ； 及 び  "SINGLE-STRANDE
D NUCLEIC ACID TEMPLATE-MEDIATED RECOMBINATION AND NUCLEIC ACID FRAGMENT ISOLATI
ON"（ Affholter, 2000年 9月 6日 出 願 、 U.S. Ser. No. 09/656,549)。
　 非 確 率 論 的 又 は “ 定 方 向 進 化 ” 方 法 （ 例 え ば “ 飽 和 変 異 導 入 ” （ GSSM） 、 合 成 連 結 再 ア
ッ セ ン ブ リ （ SLR） ま た は 前 記 の 組 合 せ を 含 む ） を 用 い て 本 発 明 の 核 酸 を 改 変 し 、 新 規 な
ま た は 変 異 し た 特 性 （ 例 え ば 強 酸 ま た は 強 ア ル カ リ 条 件 、 高 温 条 件 下 な ど で の 活 性 ） を 有
す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 生 成 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
、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 ま た は 他 の 活 性 に つ い て 試 験 す る 前 に 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 任 意 の 試 験 様 式 又 は プ ロ ト コ ル を 、 例 え ば キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 盤 を 利
用 し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 6,280,926号 、 同 5,939,250号 を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ： 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 非 確 率 論 的 遺 伝 子 改 変
、 “ 定 方 向 進 化 プ ロ セ ス ” を 用 い て 、 新 規 で 変 異 し た 特 性 を 有 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 生 成
さ れ る 。 こ の 方 法 の 変 型 は “ 遺 伝 子 部 位 変 異 導 入 ” 、 “ 部 位 飽 和 変 異 導 入 ” 、 “ 遺 伝 子 部
位 飽 和 変 異 導 入 (商 標 )” 又 は 簡 単 に “ GSSM(商 標 )” と 称 さ れ て き た 。 前 記 は 他 の 変 異 導 入
プ ロ セ ス と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 米 国 特 許 6,171,820号 ； 6,238,884号
を 参 照 さ れ た い ） 。 あ る 特 徴 で は 、 GSSM(商 標 )は 、 鋳 型 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 複 数 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 ［ こ こ で 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相
同 な 配 列 （ そ れ に よ っ て 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の 配 列 を 標 的 と す る ） 及 び 前 記 相 同
な 遺 伝 子 の 変 種 で あ る 配 列 を 含 む ］ ； 前 記 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 、 非 確 率 論 的 な 配 列 変 動 を 含 む 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成
し 、 そ れ に よ っ て 相 同 な 遺 伝 子 の 配 列 変 動 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る 工 程 を 含 む
。
　 あ る 特 徴 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 点 変 異 を 導 入 し 、 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド セ ッ ト を 生 成 す
る た め に 縮 退 N,N,G/T配 列 を 含 む コ ド ン プ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る 。 前 記 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド
セ ッ ト で は 、 全 範 囲 の 単 一 ア ミ ノ 酸 置 換 が 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 で 、 例 え ば 改 変 の 標 的 と な る
酵 素 活 性 部 位 ま た は リ ガ ン ド 結 合 部 位 内 の 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 で 出 現 す る 。 こ れ ら の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 連 続 す る 第 一 の 相 同 な 配 列 、 縮 退 N,N,G/T配 列 及 び 場 合 に よ っ て 第 二 の
相 同 な 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 を 使 用 す る こ と に よ っ て
得 ら れ る 下 流 の 子 孫 翻 訳 生 成 物 に は 、 前 記 N,N,G/T配 列 の 縮 退 は 20の 全 て の ア ミ ノ 酸 の た
め の コ ド ン を 含 む の で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 沿 っ て 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 で 可 能 な 全 て の ア ミ ノ
酸 変 化 が 含 ま れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 １ つ の そ の よ う な 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば １
つ に 縮 退 N,N,G/Tカ セ ッ ト を 含 む ） が 、 親 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 中 の 本 来 の コ ド ン の 各
々 を 全 範 囲 の コ ド ン 置 換 に 付 す た め に 用 い ら れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 親 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 鋳 型 中 の 少 な く と も 2つ の 本 来 の コ ド ン を 全 範 囲 の コ ド ン 置 換 に 付 す た め に 少 な く と
も 2つ の 縮 退 カ セ ッ ト が （ 同 じ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 別 個 の ヌ ク レ オ チ ド で ） 用 い ら れ る 。
例 え ば 2つ 以 上 の N,N,G/T配 列 を 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 内 に 含 ま せ 、 2つ 以 上 の 部 位 に ア
ミ ノ 酸 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の 複 数 の N,N,G/T配 列 は 連 続 し て い て も よ い し 、
又 は 1つ 若 し く は 2つ 以 上 の さ ら に 別 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 分 離 さ れ て あ っ て も よ い
。 別 の 特 徴 で は 、 付 加 お よ び 欠 失 の 導 入 に 役 立 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 独 又 は N,N,G/T
配 列 を 含 む コ ド ン と と も に 用 い て 、 ア ミ ノ 酸 付 加 、 欠 失 及 び /又 は 置 換 の 任 意 の 組 合 せ ま
た は 並 べ 換 え が 導 入 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 2つ ま た は 3つ 以 上 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 の 位 置 で の 同 時 変 異 導 入 は 、 連 続
す る N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト （ す な わ ち 縮 退 (N,N,G/T) n 配 列 ） を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
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用 い て 実 施 さ れ る 。 別 の 特 徴 で は 、 N,N,G/T配 列 よ り も 縮 退 度 の 小 さ い 縮 退 カ セ ッ ト が 用
い ら れ る 。 例 え ば 、 い く つ か の 事 例 で は 、 た だ 1つ の Ｎ （ こ の Ｎ は 前 記 ト リ プ レ ッ ト の 第
一 、 第 二 ま た は 第 三 番 目 の 位 置 に 存 在 し う る ） を 含 む 縮 退 ト リ プ レ ッ ト 配 列 を （ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で ） 用 い る こ と が 所 望 さ れ よ う 。 任 意 の 組 合 せ 及 び 並 べ 換 え を 含 む 他 の い ず れ
の 塩 基 も ト リ プ レ ッ ト の 残 り の 2つ の 位 置 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 ま た 別 に は 、 い
く つ か の 事 例 で 縮 退 N,Ｎ ,Ｎ ト リ プ レ ッ ト 配 列 を （ 例 え ば オ リ ゴ で ） 用 い る こ と が で き よ
う 。
　 あ る 特 徴 で は 、 縮 退 ト リ プ レ ッ ト （ 例 え ば N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト ） の 使 用 に よ っ て 、 ポ
リ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ の 及 び 全 て の ア ミ ノ 酸 の 位 置 に つ い て 天 然 ア ミ ノ 酸 の 全 範 囲 の （ 合
計 20ア ミ ノ 酸 ） 系 統 的 で 容 易 な 生 成 が 可 能 に な る （ 別 の 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は ま た 、 各 ア
ミ ノ 酸 残 基 、 コ ド ン 、 位 置 の 可 能 な 全 て の 置 換 よ り も 少 な い 置 換 の 生 成 も 含 む ） 。 例 え ば
、 100ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド に つ い て は 、 2000個 の 別 個 の 種 （ す な わ ち 各 位 置 に つ き 20
個 の 可 能 な ア ミ ノ 酸 Ｘ 100個 の ア ミ ノ 酸 位 置 ） が 生 成 さ れ る 。 縮 退 N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト を
含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 32個
の 個 々 の 配 列 が 20個 の 可 能 な 天 然 の ア ミ ノ 酸 を 全 て コ ー ド す る こ と が で き る 。 し た が っ て
、 親 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も 1つ の 前 記 の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て 飽 和 変 異 導 入 に 付 さ れ る 反 応 容 器 で は 、 20個 の 別 個 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 32個 の
そ れ ぞ れ 別 個 の 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 生 成 さ れ る 。 対 照 的 に 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 で は
非 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た と き 、 各 反 応 容 器 に つ き た だ 1つ の 子 孫 ポ リ ペ プ チ
ド 生 成 物 が 生 じ る だ け で あ る 。 場 合 に よ っ て 非 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 開 示 さ れ た 縮 退
プ ラ イ マ ー と と も に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 非 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 作
業 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 特 定 の 点 変 異 を 生 成 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 変 化 を も た ら す 点 変 異 、 並 び に 終 止 コ ド ン 及 び ポ リ ペ プ チ
ド フ ラ グ メ ン ト の 対 応 す る 発 現 を 生 じ さ せ る 点 変 異 を 生 成 す る 1つ の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 各 飽 和 変 異 導 入 反 応 容 器 は 、 親 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 変 異 を 導 入 さ れ る
コ ド ン の 位 置 に 一 致 す る 特 定 の １ つ の ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て 20個 全 て の 天 然 ア ミ ノ 酸 が 提
示 さ れ る よ う に 、 少 な く と も 20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 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む （ 他 の 特 徴 で は 20個 全 て よ り 少 な い 天 然 の 組 合 せ が 用 い ら
れ る ） 。 各 飽 和 変 異 導 入 反 応 容 器 か ら 生 成 さ れ る 32倍 の 縮 退 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド を ク ロ ー ン
増 幅 に 付 し （ 例 え ば 適 切 な 宿 主 （ 例 え ば 大 腸 菌 宿 主 ） に 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て ク ロ
ー ニ ン グ す る ） 、 さ ら に 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ に 付 す こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ
て 好 ま し い 特 性 変 化 を 表 示 す る 個 々 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド が 同 定 さ れ た と き （ 例 え ば 親 の ポ
リ ペ プ チ ド と 比 較 し た と き ア ル カ リ 性 ま た は 酸 性 条 件 下 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 が 増 加 す る
） 、 前 記 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド を 配 列 決 定 し 、 そ の 中 に 含 ま れ る 対 応 す る 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置
換 を 同 定 す る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 明 細 書 に 開 示 し た よ う に 、 親 の ポ リ ペ プ チ ド の 各 々 及 び 全 て の ア ミ ノ
酸 位 置 に 飽 和 変 異 導 入 を 用 い て 変 異 を 導 入 す る と き 、 好 ま し い ア ミ ノ 酸 変 化 が 2つ 以 上 の
ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て 同 定 さ れ う る 。 こ れ ら 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置 換 の 全 て ま た は 一 部 分 の
組 合 せ を 含 む 1つ ま た は 2つ 以 上 の 新 規 な 子 孫 分 子 を 生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 2つ
の 具 体 的 な 好 ま し い ア ミ ノ 酸 変 化 が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 3つ の ア ミ ノ 酸 位 置 の 各 々 で 同 定 さ
れ る な ら ば 、 前 記 置 換 は 各 位 置 お よ び 3つ の 位 置 で 3つ の 可 能 性 を 含 む （ 最 初 の ア ミ ノ 酸 か
ら 変 化 の な い も の 及 び 好 ま し い 変 化 を も つ 2つ の 各 々 ） 。 し た が っ て 、 3ｘ 3ｘ 3、 ま た は 合
計 27の 可 能 性 が 存 在 し 、 こ れ ら は 以 前 に 調 べ ら れ た 7つ － 6つ の 単 一 点 変 異 （ す な わ ち 3つ
の 位 置 の 各 々 で 2つ )及 び い ず れ の 位 置 に お い て も 変 化 の な い も の を 含 む 。
　 別 の 特 徴 で は 、 位 置 飽 和 変 異 導 入 を ま た 別 の 確 率 論 的 ま た は 非 確 率 論 的 手 段 と 一 緒 に 用
い て 配 列 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 前 記 別 の 手 段 は 、 例 え ば 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ （
下 記 参 照 ） 、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 キ メ ラ 化 、 組 換 え お よ び 他 の 変 異 導 入 方 法 お よ び 変 異 導 入
剤 で あ る 。 本 発 明 は 任 意 の 突 然 変 異 導 入 方 法 （ 飽 和 変 異 導 入 を 含 む ） の 反 復 態 様 で の 使 用
を 提 供 す る 。
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【 ０ １ １ ５ 】
　 ： 本 発 明 は 、 “ 合 成 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ ” （ 又 は 簡 単
に “ SLR” ） 、 “ 定 方 向 進 化 プ ロ セ ス ” と 称 さ れ る 、 新 規 な ま た は 変 異 し た 特 性 を 有 す る
ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 生 成 す る 非 確 率 論 的 遺 伝 子 改 変 系 を 提 供 す る 。 SLRは 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド フ ラ グ メ ン ト を 非 確 率 論 的 に 一 緒 に 連 結 す る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 核 酸 構 築 ブ ロ
ッ ク が ラ ン ダ ム に シ ャ ッ フ ル 、 連 結 、 ま た は キ メ ラ 化 さ れ る の で は な く 、 非 確 率 論 的 に ア
ッ セ ン ブ リ ン グ さ れ る と い う 点 で 確 率 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ ャ ッ フ リ ン グ と は 異 な る 。
例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 出 願 （ USSN） 09/332,835（ ” Synthetic Ligation R
eassembly in Directed Evolution” ） （ 1999年 6月 14日 出 願  ” USSN09/332,835” ） 。 あ
る 特 徴 で は 、 SLRは 以 下 の 工 程 を 含 む ： （ a） 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 （ 前 記
鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 相 同 な 遺 伝 子 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む ） ； （ b） 複 数 の 構 築 ブ ロ
ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 （ 前 記 構 築 ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 鋳 型 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と あ ら か じ め 定 め ら れ た 配 列 で 交 差 再 ア ッ セ ン ブ リ ン グ を 生 じ る よ う に 設 計 さ
れ 、 構 築 ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 前 記 相 同 な 遺 伝 子 の 変 種 で あ る 配 列 お よ び 前 記 変 種
配 列 と フ ラ ン キ ン グ す る 前 記 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 同 な 配 列 を 含 む ） ； （ c） 前 記 構
築 ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 前 記 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 交 差 再 ア ッ セ ン ブ リ ン グ し て
相 同 な 遺 伝 子 配 列 変 種 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 で き る よ う に 、 構 築 ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 一 緒 に す る 工 程 。
　 SLRは 、 再 配 列 を 実 施 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 に 高 レ ベ ル の 相 同 性 が 存 在 す る こ と を
必 要 と し な い 。 し た が っ て 、 本 方 法 は 、 10 1 0 0 を 超 え る 種 々 の キ メ ラ を 含 む 子 孫 分 子 の ラ
イ ブ ラ リ ー (又 は セ ッ ト ） を 非 確 率 論 的 に 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 SLRを 用 い
て 10 1 0 0 0 を 超 え る 種 々 の 子 孫 キ メ ラ を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 用 い る こ と が で き る 。 し
た が っ て 、 本 発 明 の 特 徴 は 、 設 計 に 従 っ て 選 択 さ れ た 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ リ の 順 番 に し た
が っ て 完 成 さ れ た キ メ ラ 核 酸 分 子 セ ッ ト を 製 造 す る 非 確 率 論 的 方 法 を 含 む 。 前 記 方 法 は 以
下 の 工 程 を 含 む ： 互 い に 適 合 す る 連 結 可 能 な 有 用 な 末 端 を 有 す る 複 数 の 固 有 の 核 酸 構 築 ブ
ロ ッ ク を 設 計 に 従 っ て 作 製 す る 工 程 、 及 び 、 設 計 し た 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ リ の 順 番 が 達 成
さ れ る よ う に 前 記 核 酸 構 築 ブ ロ ッ ク を ア ッ セ ン ブ リ ン グ す る 工 程 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ア ッ セ ン ブ リ ン グ さ れ る 互 い に 適 合 す る 核 酸 構 築 ブ ロ ッ ク の 末 端 は 、 こ れ ら が 前 記 構 築
ブ ロ ッ ク を あ ら か じ め 定 め た 順 序 で 結 合 さ せ る こ と が で き る な ら ば 、 こ の タ イ プ の 指 定 さ
れ た ア ッ セ ン ブ リ に 対 し て “ 有 用 ” で あ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 前 記 核 酸 構 築 ブ ロ
ッ ク が 結 合 さ れ る 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ リ の 順 番 は 、 連 結 さ せ る こ と が で き る 末 端 の 設 計 に
よ っ て 特 定 さ れ る 。 2つ 以 上 の ア ッ セ ン ブ リ 工 程 が 用 い ら れ る 場 合 、 核 酸 構 築 ブ ロ ッ ク が
結 合 さ れ る 全 体 的 ア ッ セ ン ブ リ の 順 番 は 、 前 記 ア ッ セ ン ブ リ 工 程 の 一 連 の 順 番 に よ っ て 特
定 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 ア ニ ー ル さ れ た 構 築 片 が 酵 素 （ 例 え ば リ ガ ー ゼ （ 例 え ば T4DNA
リ ガ ー ゼ ） ） で 処 理 さ れ 、 前 記 構 築 片 の 共 有 結 合 が 達 成 さ れ る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 ブ ロ ッ ク の 設 計 は 、 祖 先 核 酸 配 列 鋳 型 セ ッ ト を
分 析 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る （ 祖 先 核 酸 配 列 は 完 成 し た キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 子 孫
セ ッ ト を 製 造 す る 基 礎 と し て 機 能 す る ） 。 し た が っ て 、 こ れ ら 親 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鋳
型 は 、 変 異 （ 例 え ば シ ャ ッ フ リ ン グ ま た は キ メ ラ 化 ） を 導 入 し よ う と す る 核 酸 構 築 ブ ロ ッ
ク の 設 計 に 役 立 つ 配 列 情 報 源 と し て 機 能 す る 。
　 こ の 方 法 の あ る 特 徴 で は 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の 境 界 点 を 選 択 す る た め に 、 複 数 の 親 核 酸
鋳 型 の 配 列 で ア ラ イ ン メ ン ト が 実 施 さ れ る 。 前 記 境 界 点 は 相 同 領 域 に 位 置 す る こ と が で き
、 1つ ま た は 2つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 境 界 点 は 好 ま し く は 少 な く と も
2つ の 祖 先 鋳 型 に よ っ て 共 有 さ れ る 。 そ れ に よ っ て 前 記 境 界 点 は 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
再 編 成 の た め に 作 製 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 ブ ロ ッ ク の 境 界 線 を 引 く た め に 用 い る
こ と が で き る 。 祖 先 分 子 中 で 特 定 さ れ 選 別 さ れ る 境 界 点 は 、 完 成 キ メ ラ 子 孫 分 子 の ア ッ セ
ン ブ リ に お け る 潜 在 的 キ メ ラ 形 成 点 と し て 機 能 す る 。 境 界 点 は 、 少 な く と も 2つ の 親 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 共 有 さ れ る 相 同 領 域 （ 少 な く と も 1つ の 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 塩
基 を 含 む ） で あ り う る 。 ま た 別 に は 、 境 界 点 は 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 半
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分 に よ っ て 共 有 さ れ る 相 同 領 域 で あ る か 、 ま た は 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 2/
3に よ っ て 共 有 さ れ る 相 同 領 域 で あ り う る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 有 用 な 境 界 点 は 、 親 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 3/4に よ っ て 共 有 さ れ る 相 同 領 域 で あ る か 、 ま た は 境 界 点
は 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ほ ぼ 全 て に よ っ て 共 有 さ れ う る 。 あ る 特 徴 で は 、 境 界 点 は 、
親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 部 に よ っ て 共 有 さ れ る 相 同 領 域 で あ る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ プ ロ セ ス は 、 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 網 羅 的
ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 網 羅 的 に 実 施 さ れ る 。 換 言 す れ ば 、 全 て の 可 能 な 順 番 で 組
み 合 わ さ れ た 核 酸 構 築 ブ ロ ッ ク が 、 完 成 キ メ ラ 核 酸 分 子 セ ッ ト に 提 示 さ れ る 。 同 時 に 、 別
の 実 施 態 様 で は 、 各 組 合 せ に お け る ア ッ セ ン ブ リ の 順 番 （ す な わ ち 完 成 し た キ メ ラ 核 酸 の
各 々 の 配 列 の 5'か ら 3'方 向 に お け る 各 構 築 ブ ロ ッ ク の ア ッ セ ン ブ リ の 順 番 ） は 上 記 に 記 載
し た よ う に 意 図 的 （ 又 は 非 確 率 論 的 ） で あ る 。 本 発 明 の 非 確 率 論 的 な 性 質 の た め に 、 望 ま
し く な い 副 生 成 物 の 可 能 性 は 極 め て 低 く な る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 別 の 特 徴 で は 、 前 記 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ 法 は 系 統 的 に 実 施 さ れ る 。 例 え ば 、 前 記 方 法 は
、 系 統 的 に 区 画 化 さ れ た 子 孫 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 実 施 さ れ 、 前 記 区 画 化
ラ イ ブ ラ リ ー は 、 系 統 的 に （ 例 え ば 1つ ず つ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 区 画 を 有
す る 。 換 言 す れ ば 、 本 発 明 は 、 連 続 工 程 に よ る ア ッ セ ン ブ リ ン グ 反 応 の 選 択 的 お よ び 慎 重
な 使 用 と 併 せ て 特 定 の 核 酸 構 築 ブ ロ ッ ク を 選 択 的 お よ び 慎 重 に 使 用 す る こ と に よ っ て 、 特
定 の 子 孫 生 成 物 セ ッ ト が い く つ か の 反 応 容 器 の 各 々 で 生 成 さ れ る 仕 組 み の 達 成 を 提 供 す る
。 前 記 に よ っ て 系 統 的 な 調 査 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 実 施 が 可 能 に な る 。 し た が っ て
、 こ れ ら の 方 法 は 、 潜 在 的 に 膨 大 な 数 の 子 孫 分 子 を よ り 小 さ な グ ル ー プ で 系 統 的 に 調 査 す
る こ と を 可 能 に す る 。 特 に 祖 先 分 子 間 で 低 レ ベ ル の 相 同 性 し か 存 在 し な い と き に 、 高 度 に
柔 軟 性 を 有 し 、 し か も 網 羅 的 で 系 統 的 な 態 様 で の キ メ ラ 化 の 実 施 を 可 能 に す る そ の 能 力 の
た め に 、 こ れ ら の 方 法 は 膨 大 な 数 の 子 孫 分 子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー （ 又 は セ ッ ト ） の 生 成 を
提 供 す る 。 本 発 明 の 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ の 非 確 率 論 的 性 質 の た め に 、 生 成 さ れ る 子 孫 分 子
は 好 ま し く は 、 設 計 に 従 っ て 選 択 さ れ た 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ リ の 順 番 を 有 す る 完 成 さ れ た
キ メ ラ 核 酸 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 飽 和 変 異 導 入 お よ び 最 適 化 さ れ た 定 方 向 進 化 法 も
ま た 種 々 の 子 孫 分 子 種 の 生 成 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 境 界 点 、 核 酸 構 築 ブ ロ ッ
ク の サ イ ズ お よ び 数 並 び に 結 合 の 設 計 の 選 択 に 関 し て 選 択 と 制 御 の 自 由 を 提 供 す る こ と は
理 解 さ れ よ う 。 さ ら に ま た 、 分 子 間 相 同 性 の 要 求 は 、 本 発 明 の 操 作 性 の た め に 大 き く 緩 和
さ れ る こ と も ま た 理 解 さ れ よ う 。 実 際 、 境 界 点 は ほ と ん ど 又 は 全 く 分 子 間 相 同 性 が な い 領
域 で も 選 択 で き る 。 例 え ば 、 コ ド ン の 揺 ら ぎ の た め に （ す な わ ち コ ド ン の 縮 退 の た め に ）
、 対 応 す る 祖 先 鋳 型 で 本 来 コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 を 変 更 す る こ と な く 核 酸 中 に ヌ ク レ オ チ
ド 置 換 を 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た 別 に 、 コ ド ン を 変 更 し て 本 来 の ア ミ ノ 酸 の コ ー ド を
変 更 し て も よ い 。 本 発 明 は 、 分 子 間 相 同 性 を 有 す る 境 界 点 の 出 現 傾 向 を 高 め る た め に 、 し
た が っ て 構 築 ブ ロ ッ ク 間 で 達 成 さ れ る 結 合 数 を 高 め る た め に （ 生 成 さ れ る 子 孫 キ メ ラ 分 子
数 の 増 加 を 可 能 に す る ） 、 前 記 の よ う な 置 換 の 核 酸 構 築 ブ ロ ッ ク へ の 導 入 を 提 供 す る 。
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 構 築 ブ ロ ッ ク が 作 製 さ れ る 工 程 の 合 成 的 な 性 質 に よ っ て 、 in vitro
プ ロ セ ス （ 例 え ば 変 異 導 入 に よ り ） ま た は in vivoプ ロ セ ス （ 例 え ば 宿 主 生 物 の 遺 伝 子 ス
プ ラ イ シ ン グ 能 を 利 用 す る こ と に よ り ） で 場 合 に よ っ て 後 で 除 去 す る こ と が 可 能 な ヌ ク レ
オ チ ド （ 例 え ば 1つ ま た は 2つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド で 、 例 え ば コ ド ン ま た は イ ン ト ロ ン ま た
は 調 節 配 列 で あ ろ う ） を 設 計 ま た は 導 入 す る こ と が 可 能 に な る 。 利 用 可 能 な 境 界 点 を 創 出
で き る と い う 潜 在 的 な 利 点 に 加 え て 、 多 く の 事 例 で 、 他 の 多 く の 理 由 か ら こ れ ら ヌ ク レ オ
チ ド の 導 入 が ま た 所 望 さ れ う る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
　 あ る 特 徴 で は 、 核 酸 構 築 ブ ロ ッ ク を 用 い て イ ン ト ロ ン を 導 入 す る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 機 能 的 な イ ン ト ロ ン が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 に し た が っ て 製 造 さ れ た 人 工 遺 伝
子 に 導 入 さ れ る 。 前 記 人 工 的 に 導 入 さ れ 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 で 機 能 を 発 揮 す る 態 様 と ほ ぼ 同 じ よ う に 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ の た め
に 宿 主 細 胞 で 機 能 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
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　 ： 本 発 明 は 、 新 規 な 又 は 変 異 し た 特 性 を も つ ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 生 成
す る た め に 、 “ 最 適 化 定 方 向 進 化 系 ” と 称 さ れ る 非 確 率 論 的 遺 伝 子 改 変 系 を 提 供 す る 。 最
適 化 定 方 向 進 化 は 、 組 換 え に よ る 核 酸 の 定 方 向 分 子 進 化 を 可 能 に す る 、 還 元 的 再 組 合 せ （
reductive reassotment） 、 組 換 え 及 び 選 別 の 反 復 サ イ ク ル を 用 い る こ と を 意 図 す る 。 最
適 化 定 方 向 進 化 は 進 化 し た キ メ ラ 配 列 の 大 集 団 の 作 出 を 可 能 に し 、 前 記 作 出 集 団 に は 予 め
定 め ら れ た 数 の 交 差 事 象 を 含 む 配 列 が き わ め て 豊 富 に 存 在 す る 。
　 交 差 事 象 は 、 一 方 の 親 の 変 種 か ら 別 の 親 の 変 種 へ 配 列 の シ フ ト が 生 じ る キ メ ラ 配 列 内 の
点 で あ る 。 そ の よ う な 点 は 通 常 は 2つ の 親 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 緒 に 連 結 さ
れ て 単 一 の 配 列 を 形 成 す る 結 合 部 に 存 在 す る 。 こ の 方 法 は 、 最 終 的 な キ メ ラ 配 列 集 団 が 選
択 し た 数 の 交 差 事 象 を 豊 富 に 含 む こ と が で き る よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 確 な 濃
度 の 計 算 を 可 能 に す る 。 こ れ に よ っ て 、 予 め 定 め ら れ た 数 の 交 差 事 象 を 含 む キ メ ラ 変 種 の
選 択 に 対 し て よ り 大 き な 制 御 が 提 供 さ れ る 。
　 さ ら に ま た 、 本 方 法 は 、 他 の 系 と 比 較 し て 膨 大 な 量 の 可 能 な タ ン パ ク 質 変 種 ス ペ ー ス の
探 索 の た め の 簡 便 な 手 段 を 提 供 す る 。 以 前 に は 、 反 応 中 に 例 え ば 10 1 3 個 の キ メ ラ 分 子 が 生
成 さ れ た 場 合 、 そ の よ う な 膨 大 な 数 の 変 種 の 特 定 の 活 性 に つ い て テ ス ト す る こ と は 極 め て
困 難 で あ ろ う 。 さ ら に ま た 、 子 孫 集 団 の 顕 著 な 部 分 が 、 特 定 の 活 性 の レ ベ ル が 増 加 し て い
る 可 能 性 が 少 な い タ ン パ ク 質 を 生 じ る 非 常 に 大 き な 数 の 交 差 事 象 を 含 む で あ ろ う 。 こ の 方
法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 キ メ ラ 分 子 集 団 は 特 定 の 数 の 交 差 事 象 を 含 む 変 種 を 豊 富 に 含 む
こ と が で き る 。 し た が っ て 、 反 応 中 に な お 10 1 3 個 の キ メ ラ 分 子 が 生 成 さ れ て も 、 更 な る 分
析 の た め に 選 別 さ れ る 分 子 の 各 々 は 、 例 え ば 3つ の 交 差 事 象 だ け を 含 む 可 能 性 が 高 く な る
。 生 成 さ れ た 子 孫 集 団 が 予 め 定 め た 数 の 交 差 事 象 を 持 つ よ う に 偏 ら せ る こ と が で き る の で
、 キ メ ラ 分 子 間 の 機 能 的 変 種 に 対 す る 境 界 線 が 減 少 す る 。 こ れ に よ っ て 、 最 初 の 親 の 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 属 性 に 影 響 を 及 ぼ す た め に 必 要
か を 計 算 す る と き に よ り 操 作 し や す い 数 の 変 数 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 キ メ ラ 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る １ つ の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ の 親 の 配 列 の フ ラ グ メ
ン ト ま た 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 。 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 好 ま し く は 固 有 の 重 複 領 域 を 含 み 、 そ の 結 果 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 混
合 す る こ と に よ っ て 、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト が 正 し い 順 番 で ア ッ セ ン ブ リ ン
グ さ れ た 新 規 な 変 種 が 生 成 さ れ る 。 更 な る 情 報 は 、 例 え ば USSN09/332,835で 見 出 す こ と が
で き る 。 各 親 変 種 に つ い て 生 成 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 で 生 じ る 交 差 の 総 数 と 関 係 が あ る 。 例 え ば 、 3つ の 親 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 変 種 が
提 供 さ れ 、 連 結 反 応 を 経 て 高 温 で よ り 高 い 活 性 を も つ キ メ ラ 変 種 を 見 つ け る こ と が で き る
で あ ろ う 。 1つ の 例 と し て 、 50個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ッ ト を 各 親 変 種 の そ
れ ぞ れ の 部 分 に 対 応 し て 作 製 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 連 結 ア ッ セ ン ブ リ プ ロ セ ス
の 間 に 、 キ メ ラ 配 列 の 各 々 の 中 に 50個 ま で の 交 差 事 象 が 存 在 す る こ と が で き よ う 。 生 成 さ
れ た キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 が 交 互 に 各 親 変 種 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 確
率 は 非 常 に 低 い 。 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト が 連 結 反 応 で 同 じ モ ル 濃 度 で 存 在 す
る な ら ば 、 い く つ か の 位 置 で 同 じ 親 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 互 い に 並 ん で 連 結 さ
れ 、 し た が っ て 交 差 事 象 を 生 じ な い 可 能 性 が あ る 。 各 親 に 由 来 す る 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 濃 度 が こ の 例 の い ず れ の 連 結 工 程 で も 一 定 に 保 た れ る な ら ば 、 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 連 結 さ れ 、 交 差 を 生 じ な い チ ャ ン ス は 1/3（ 3つ の 親 と
仮 定 し た ） で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 親 変 種 セ ッ ト の 数 、 各 変 種 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 、 お よ び 連
結 反 応 の 各 工 程 に お け る 各 変 種 の 濃 度 が 与 え ら れ た な ら ば 、 確 率 濃 度 関 数 （ probability 
density function (PDF)） を 決 定 し て 連 結 反 応 の 各 工 程 で 生 じ る 可 能 性 が あ る 交 差 事 象 を
も つ 集 団 を 予 測 す る こ と が で き る 。 PDFの 決 定 の 根 拠 と な る 統 計 学 お よ び 数 学 は 以 下 に 記
載 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 前 記 の 確 率 濃 度 関 数 を 決 定 す る こ と が で
き 、 し た が っ て 個 々 の 連 結 反 応 か ら 生 じ る 予 め 定 め た 数 の 交 差 事 象 の た め に キ メ ラ 子 孫 集
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団 の 濃 度 を 高 め る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 交 差 事 象 の 標 的 数 は 予 め 定 め る こ と が で き
、 続 い て 、 予 め 定 め た 交 差 事 象 数 に 集 中 す る 確 率 濃 度 関 数 を も た ら す 連 結 反 応 の 各 工 程 に
お け る 各 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 出 発 量 を 算 出 す る た め に 前 記 系 を プ ロ グ ラ ミ ン グ す る こ
と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 組 換 え に よ り ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 定 方 向 分 子
進 化 を 可 能 に す る 還 元 的 再 組 合 せ 、 組 換 え お よ び 選 別 の 反 復 サ イ ク ル を 用 い る こ と を 意 図
す る 。 前 記 の 系 は 進 化 し た キ メ ラ 配 列 の 大 集 団 の 作 製 を 可 能 に し 、 前 記 作 製 さ れ た 集 団 は
、 予 め 定 め た 数 の 交 差 事 象 を 含 む 配 列 が 顕 著 に 濃 縮 さ れ て い る 。 交 差 事 象 は 、 一 方 の 親 変
種 か ら も う 一 方 の 親 変 種 へ 配 列 の シ フ ト が 生 じ る キ メ ラ 配 列 中 の 点 で あ る 。 そ の よ う な 点
は 通 常 は 2つ の 親 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 緒 に 連 結 さ れ て 単 一 の 配 列 を 形 成 す
る 結 合 部 に 存 在 す る 。 前 記 方 法 は 、 最 終 的 な キ メ ラ 配 列 集 団 が 選 択 し た 数 の 交 差 事 象 に 富
む こ と が で き る よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 確 な 濃 度 の 計 算 を 可 能 に す る 。 こ れ に
よ っ て 、 予 め 定 め た 数 の 交 差 事 象 を 含 む キ メ ラ 変 種 の 選 択 に 対 し て よ り 大 き な 制 御 が 提 供
さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 さ ら に ま た 、 こ れ ら の 方 法 は 、 他 の 系 と 比 較 し て 膨 大 な 量 の 可 能 な タ ン パ ク 質 変 種 空 間
の 探 索 の た め の 簡 便 な 手 段 を 提 供 す る 。 こ こ に 記 載 し た 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 具 体
的 な 数 の 交 差 事 象 を 含 む 変 種 に つ い て キ メ ラ 分 子 集 団 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 し た が っ
て 、 反 応 中 に な お 10 1 3 個 の キ メ ラ 分 子 が 生 成 さ れ て も 、 更 な る 分 析 の た め に 選 別 さ れ る 分
子 の 各 々 は 、 例 え ば 3つ の 交 差 事 象 だ け を 含 む 可 能 性 が 高 く な る 。 生 成 さ れ た 子 孫 集 団 が
予 め 定 め た 数 の 交 差 事 象 を 持 つ よ う に 偏 ら せ る こ と が で き る の で 、 キ メ ラ 分 子 間 の 機 能 的
変 種 に 対 す る 境 界 線 が 減 少 す る 。 こ れ に よ っ て 、 最 初 の 親 の 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 属 性 に 影 響 を 及 ぼ す た め に 必 要 か を 計 算 す る と き に よ り
操 作 し や す い 数 の 変 数 が 提 供 さ れ る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 そ れ ぞ れ の 親 の 配 列 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 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 生 成 す る
。 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 混 合 す る こ と に よ っ て 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン
ト が 正 し い 順 番 で ア ッ セ ン ブ リ ン グ さ れ た 新 規 な 変 種 が 生 じ る よ う に 、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 好 ま し く は 固 有 の オ ー バ ー ラ ッ プ 領 域 を 含 む 。 USSN09/332,835を ま た 参 照 さ れ た い
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 各 親 変 種 に つ い て 生 成 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 、 最 終 的 に 作 出 さ れ る キ メ ラ 分
子 中 に 生 じ る 交 差 事 象 の 総 数 と 関 係 が あ る 。 例 え ば 高 温 に 対 し て よ り 強 い 活 性 を 有 す る キ
メ ラ 変 種 を 見 つ け る た め に 、 例 え ば 3つ の 親 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 変 種 が 提 供 さ れ 連 結 反 応 に
付 さ れ た と し よ う 。 一 例 と し て 、 50個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ッ ト が 各 親 変 種 の 各
部 分 に 対 応 し て 作 出 で き る 。 し た が っ て 、 連 結 再 ア ッ セ ン ブ リ プ ロ セ ス 中 に 、 前 記 キ メ ラ
配 列 の 各 々 の 中 で 50ま で の 交 差 事 象 が 存 在 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 生 成 さ れ た キ メ ラ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 が 各 親 変 種 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 交 互 の 順 序 で 含 む 確 率
は 非 常 に 低 い 。 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト が 同 じ モ ル 数 で 連 結 反 応 中 に 存 在 す る
な ら ば 、 同 じ 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が い く つ か の 位 置 に お い
て 互 い に 隣 り 合 っ て 連 結 さ れ 、 し た が っ て 交 差 事 象 を 生 じ な い こ と は あ り う る こ と で あ る
。 こ の 例 で 、 各 親 由 来 の 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 が 一 切 の 連 結 工 程 の 間 一 定 に 保 た れ
る な ら ば 、 キ メ ラ 配 列 内 で 同 じ 親 変 種 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 連 結 さ れ 交 差 を 生
じ な い 機 会 は 1/3で あ る （ 3つ の 親 が 存 在 す る と 仮 定 し て ） 。
　 し た が っ て 、 親 変 種 セ ッ ト の 数 、 各 変 種 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 、 お よ び 連
結 反 応 の 各 工 程 に お け る 各 変 種 の 濃 度 が 与 え ら れ た な ら ば 、 確 率 濃 度 関 数 （ PDF） を 決 定
し て 連 結 反 応 の 各 工 程 で 生 じ る 可 能 性 が あ る 交 差 事 象 を も つ 集 団 を 予 測 す る こ と が で き る
。 PDFの 決 定 の 根 拠 と な る 統 計 学 お よ び 数 学 は 以 下 に 記 載 さ れ る 。 そ の よ う な 確 率 濃 度 関
数 を 算 出 す る こ と が 可 能 で あ り 、 し た が っ て 、 具 体 的 な 連 結 反 応 か ら 生 じ る 、 予 め 定 め た
数 の 交 差 事 象 に 対 し て キ メ ラ 子 孫 集 団 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 交 差 事 象 の
標 的 数 を 予 め 定 め 、 続 い て 連 結 反 応 の 各 工 程 時 の 各 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 出 発 量 を 計 算
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し て 、 予 め 定 め た 数 の 交 差 事 象 に 集 中 す る 確 率 濃 度 関 数 が 得 ら れ る よ う に 、 前 記 系 を プ ロ
グ ラ ム す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ： 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 所 望 の 交 差 事 象 の 確 率 濃 度 関 数 （ PDF） 、 再 ア
ッ セ ン ブ リ ン グ さ れ る 親 遺 伝 子 の 数 及 び 再 ア ッ セ ン ブ リ で の フ ラ グ メ ン ト 数 を 入 力 と し て
の 受 け 取 る シ ス テ ム 及 び ソ フ ト を 含 む 。 こ の プ ロ グ ラ ム の 出 力 は 、 再 ア ッ セ ン ブ リ ン グ さ
れ た 遺 伝 子 を 作 製 す る た め の レ シ ピ を 決 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る “ フ ラ グ メ ン ト
PDF” 及 び こ れ ら 遺 伝 子 の 交 差 PDFの 概 算 で あ る 。 こ こ に 記 載 さ れ る プ ロ セ ッ シ ン グ は 好 ま
し く は 、 MATLAB（ 商 標 ） （ The Mathworks, Natick, Massachusetts） 、 プ ロ グ ラ ミ ン グ 言
語 お よ び テ ク ニ カ ル コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ の た め の 発 展 環 境 で 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ： 本 発 明 の 実 施 に 際 し て 、 こ れ ら の プ ロ セ ス は 何 度 も 繰 り 返 す こ と が で き る 。
例 え ば 、 変 異 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 表 現 型 を も た ら す あ る 核 酸 （ ま た は 所 定 の 核 酸 ） は 特 定 、 再
単 離 、 再 改 変 さ れ 、 さ ら に 活 性 に つ い て 再 試 験 さ れ る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 所 望 の 表 現 型 が
操 作 さ れ る ま で 何 度 も 繰 り 返 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 完 全 な 生 化 学 的 同 化 作 用 ま た は 異
化 作 用 経 路 （ ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 含 む ） を 細 胞 内 で 操 作 す る こ と が で き る 。
　 同 様 に 、 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 所 望 の 属 性 （ 例 え ば 新 規 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 表 現 型
） に つ い て 全 く 影 響 を 与 え な い と 決 定 さ れ た な ら ば 、 除 去 さ れ る 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 っ て 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 変 異 性 の も の と し
て 除 去 す る こ と が で き る 。 配 列 を よ り 大 き な 配 列 内 に 取 り 込 む こ と に よ っ て 一 切 の 交 差 事
象 が 防 止 さ れ る の で 、 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に は こ の 配 列 の 変 型 は も は や 全 く 存 在 し な
い で あ ろ う 。 ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 所 望 の 属 性 と 最 も 関 係 が あ り 、 ど の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 無 関 係 で あ る か を 決 定 す る こ の 反 復 実 施 は 、 特 定 の 属 性 ま た は 活 性 を 提 供 す る 可
能 性 が あ る タ ン パ ク 質 の 全 て に つ い て よ り 効 率 的 な 探 索 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ： 分 子 の in vivoシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例
え ば 抗 体 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 な ど ） の 変 種 を 提 供 す る 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 。 in v
ivoシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 マ ル チ マ ー を 組 み 換 え る 細 胞 の 天 然 の 特 性 を 利 用 し て 実 施 す る こ
と が で き る 。 in vivo組 換 え は 分 子 の 多 様 性 を も た ら す 主 要 な 天 然 の 経 路 を 提 供 し て き た
が 、 一 方 、 遺 伝 子 組 み 換 え は 以 下 を 含 む 比 較 的 複 雑 な 過 程 を 保 有 す る ： 1） 相 同 性 の 認 識
； 2） 鎖 の 切 断 、 鎖 の 侵 襲 、 お よ び 組 換 え 交 差 の 生 成 を も た ら す 代 謝 工 程 ； お よ び 最 後 に 3
） 別 個 の 組 み 換 え ら れ た 分 子 へ の キ ア ズ マ の 分 離 。 キ ア ズ マ の 形 成 は 相 同 配 列 の 認 識 を 必
要 と す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 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 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 を 用 い て 、 少
な く と も 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 前 記 は 、 部 分 的 な 配 列
相 同 性 を も つ 少 な く と も 1つ の 領 域 を 共 有 す る ） を 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ
て 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る こ と が で き る 。 部 分 的 な 配 列 相 同 領 域 は 、
ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る 配 列 認 識 を 生 じ る 過 程 を 促 進 す る 。 本 明 細 書 で
用 い ら れ る “ ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ” と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り も た ら
さ れ 、 少 な く と も 2つ の 原 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の 配 列 を 含 む 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 で あ 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 で 配 列 組 み 込 み を
促 進 す る 分 子 間 組 換 え 事 象 に よ り 生 じ る 。 さ ら に ま た 、 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 改 変 さ せ る た め に 反 復 配 列 を 利 用 す る 分 子
内 復 元 的 再 編 成 プ ロ セ ス か ら 生 じ う る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ： 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 本 発 明 の
核 酸 及 び ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 の 変 種 を 作 製 す る 方 法 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 （ 例 え ば ホ
ス ホ リ パ ー ゼ ） の 配 列 変 種 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 本 発 明 の
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の 変 種 を 提 供 す る 。 前 記 は 、 任 意 の 手 段 （ 例 え ば ラ ン ダ ム 若 し く は
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確 率 論 的 方 法 、 又 は 非 確 率 論 的 若 し く は 上 記 に 記 載 し た “ 定 方 向 進 化 ” 方 法 を 含 む ） に よ
っ て 変 異 さ せ る こ と が で き る 。
　 前 記 単 離 変 種 は 天 然 に 存 在 し う る 。 変 種 は ま た in vitroで 生 成 す る こ と も で き る 。 変 種
は 遺 伝 子 工 学 技 術 、 例 え ば 部 位 特 異 的 変 異 導 入 、 化 学 的 ラ ン ダ ム 変 異 導 入 、 エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ III欠 失 方 法 及 び 標 準 的 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 あ る い
は 、 そ の よ う な 変 種 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 又 は 誘 導 体 は 化 学 的 合 成 ま た は 改 変 方 法 を 用
い て 生 成 す る こ と が で き る 。 変 種 を 作 製 す る 他 の 方 法 も ま た 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る
。 前 記 に は 、 天 然 の 単 離 物 か ら 得 ら れ た 核 酸 配 列 を 改 変 し て 、 そ れ ら の 工 業 的 価 値 ま た は
実 験 室 利 用 を 高 め る 特 徴 を も つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 生 成 す る 方 法 が 含 ま れ る
。 そ の よ う な 方 法 で は 、 天 然 の 単 離 物 か ら 得 ら れ た 配 列 に 対 し て 1つ ま た は 2つ 以 上 の ヌ ク
レ オ チ ド の 相 違 を 有 す る 多 く の 変 種 配 列 が 生 成 さ れ 、 性 状 が 決 定 さ れ る 。 こ れ ら の ヌ ク レ
オ チ ド 相 違 は 、 天 然 の 単 離 物 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て ア ミ ノ 酸
変 化 を も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 例 え ば 、 変 種 は 変 異 性 PCRを 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 変 異 性 PCRで は 、 PCRは 、 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ の 複 写 信 頼 性 が 低 く 、 高 率 の 点 変 異 が PCR全 長 に わ た っ て 得 ら れ る よ う な 条
件 下 で 実 施 さ れ る 。 変 異 性 PCRは 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： D.W. Leung et al., Tech
nique, 1:11-15 (1989); R.C. Caldwell & G.F. Joyce, PCR Methods Applic. 2:28-33 (
1992)。 簡 単 に 記 せ ば 、 前 記 の 方 法 で は 、 変 異 を 導 入 さ れ る 核 酸 は 、 PCRプ ラ イ マ ー 、 反 応
緩 衝 液 、 MgCl 2 、 MnCl 2 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 適 切 な 濃 度 の dNTPと 混 合 さ れ 、 PCR生 成 物
の 全 長 に わ た っ て 高 率 の 点 変 異 が 達 成 さ れ る 。 例 え ば 、 前 記 反 応 は 、 20fmoleの 突 然 変 異
を 導 入 さ れ る べ き 核 酸 、 30pmoleの 各 PCRプ ラ イ マ ー 、 反 応 緩 衝 液 （ 50mMの KCL、 10mMの ト
リ ス （ pH8.3） お よ び 0.01％ の ゼ ラ チ ン を 含 む ） 、 7mMの MgCl 2 、 0.5mMの MnCl 2 、 5ユ ニ ッ ト
の Taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 0.2mMの dGTP、 0.2mMの dATP、 1mMの dCTPお よ び 1mMの dTTPを 用 い て 実
施 さ れ る 。 PCRで は 、 94℃ 1分 、 45℃ 1分 お よ び 72℃ 1分 の 30サ イ ク ル が 実 施 さ れ る 。 し か し
な が ら 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は 適 宜 変 動 さ せ る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 変 異
核 酸 は 適 切 な ベ ク タ ー で ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 前 記 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 。
　 変 種 は ま た 、 関 心 の あ る 任 意 の ク ロ ー ン 化 DNAで 位 置 特 異 的 変 異 を 得 る た め に オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 導 入 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 導 入
は 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Reidhaar-Olson (1988) Science 241:53-57。 簡 単 に 記
せ ば 、 前 記 の 方 法 で は 、 ク ロ ー ン 化 DNAに 導 入 さ れ る べ き 1つ ま た は 2つ 以 上 の 変 異 を も つ
複 数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ 、 変 異 を 導 入 さ れ る 前 記 ク ロ ー ン 化 DNAに 挿
入 さ れ る 。 変 異 を 導 入 さ れ た DNAを 含 む ク ロ ー ン を 回 収 し 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ
チ ド の 活 性 を 評 価 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 変 種 を 生 成 す る ま た 別 の 方 法 は ア ッ セ ン ブ リ PCRで あ る 。 ア ッ セ ン ブ リ PCRで は 、 小 さ な
DNAフ ラ グ メ ン ト 混 合 物 か ら PCR生 成 物 を ア ッ セ ン ブ リ ン グ す る こ と が 必 要 で あ る 。 多 数 の
様 々 な PCR反 応 が 同 じ バ イ ア ル 中 で 生 じ 、 1つ の 反 応 の 生 成 物 が 別 の 反 応 の 生 成 物 を プ ラ イ
ミ ン グ す る 。 ア ッ セ ン ブ リ PCRは 例 え ば 米 国 特 許 第 5,965,408号 に 記 載 さ れ て い る 。
　 変 種 を 生 成 す る ま た 別 の 方 法 は セ ク シ ャ ル PCR変 異 導 入 で あ る 。 セ ク シ ャ ル PCR変 異 導 入
で は 、 配 列 相 同 性 に よ る DNA分 子 の ラ ン ダ ム な フ ラ グ メ ン ト 化 と そ れ に 続 く PCR反 応 に お け
る プ ラ イ マ ー の 伸 長 に よ る 交 差 の 固 定 の 結 果 と し て 、 強 制 さ れ た 相 同 組 換 え が 、 別 個 で あ
る が 相 関 性 を 有 す る DNA配 列 を も つ DNA分 子 間 で in vitroで 生 じ る 。 セ ク シ ャ ル PCR変 異 導
入 は 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:107
47-10751。 簡 単 に 記 せ ば 、 前 記 の 方 法 で は 、 組 換 え ら れ る べ き 複 数 の 核 酸 を DNaseで 消 化
し て 平 均 サ イ ズ が 50－ 200ヌ ク レ オ チ ド の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る 。 所 望 の 平 均 サ イ ズ を
も つ フ ラ グ メ ン ト を 精 製 し 、 PCR混 合 物 に 再 懸 濁 す る 。 PCRは 、 前 記 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 間 の
組 換 え が 促 進 さ れ る 条 件 下 で 実 施 さ れ る 。 PCRは 、 例 え ば 以 下 に よ っ て 実 施 で き る :前 記 精
製 フ ラ グ メ ン ト を 10－ 30ng/μ Ｌ の 濃 度 で 溶 液 （ 0.2Mの 各 dNTP、 2.2mMの MgCl 2 、 50mMの KCl
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、 10mMの ト リ ス 塩 酸 （ pH9.0） お よ び 0.1％ ト リ ト ン X-100） に 再 懸 濁 す る 。 100μ Ｌ の 反 応
混 合 物 に つ き 2.5ユ ニ ッ ト の Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 添 加 し 、 PCRを 以 下 の 方 式 を 用 い て 実 施 す
る ： 94℃ 60秒 、 94℃ 30秒 、 50－ 55℃ 30秒 、 72℃ 30秒 （ 30－ 45回 ） お よ び 72℃ で 5分 。 し か
し な が ら 前 記 パ ラ メ ー タ ー は 適 宜 変 動 さ せ る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 い く つ か
の 特 徴 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を PCR反 応 に 含 ま せ る こ と が で き る 。 他 の 特 徴 で は 、 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ー フ ラ グ メ ン ト を PCR反 応 の 最 初 の セ ッ ト で 用 い 、 Taqポ リ メ ラ ー
ゼ を そ の 後 の PCR反 応 セ ッ ト で 用 い る こ と が で き る 。 組 換 え 配 列 を 単 離 し 、 そ れ ら が コ ー
ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 評 価 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 変 種 は ま た in vivo変 異 導 入 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 特 徴 で は 、 細
菌 株 （ 例 え ば 大 腸 菌 株 ） で 関 心 の あ る 配 列 を 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 、 関 心 の あ る 配 列 中
で ラ ン ダ ム 変 異 が 生 成 さ れ る 。 前 記 大 腸 菌 株 は DNA修 復 経 路 の 1つ ま た は 2つ 以 上 に 変 異 を
含 む 。 そ の よ う な “ ミ ュ ー テ ー タ ー ” 株 は 野 生 型 の 親 よ り も 高 い ラ ン ダ ム 変 異 率 を 有 す る
。 こ れ ら の 株 の 1つ で DNAを 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 、 最 終 的 に は DNA内 部 に ラ ン ダ ム 変 異
が 生 成 さ れ る で あ ろ う 。 in vivo変 異 導 入 に 使 用 す る た め に 適 し た ミ ュ ー テ ー タ ー 株 は 例
え ば PCT公 開 広 報 WO91/16427に 記 載 さ れ て い る 。
　 変 種 は ま た カ セ ッ ト 変 異 導 入 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 カ セ ッ ト 変 異 導 入 で は 、
二 本 鎖 DNA分 子 の 小 さ な 領 域 が 、 天 然 の 配 列 と は 異 な る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド “ カ セ ッ
ト ” で 置 き 換 え ら れ る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は し ば し ば 完 全 に 及 び /又 は 部 分 的 に 任
意 抽 出 さ れ た 天 然 の 配 列 を 含 む 。
　 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 も ま た 変 種 の 生 成 に 用 い る こ と が で き る 。 再 帰 的 ア ン サ ン
ブ ル 変 異 導 入 は 、 表 現 型 が 関 連 性 を も つ 変 異 体 の 多 様 化 集 団 （ そ の メ ン バ ー は ア ミ ノ 酸 配
列 が 異 な る ） を 生 成 す る た め に 開 発 さ れ た タ ン パ ク 質 工 学 （ タ ン パ ク 質 変 異 導 入 ） の た め
の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 前 記 方 法 は フ ィ ー ド バ ッ ク メ カ ニ ズ ム を 用 い て 、 順 列 組 合 せ カ セ
ッ ト 変 異 導 入 （ combinatorial cassette mutagenesis） の 連 続 ラ ウ ン ド を 制 御 す る 。 再 帰
的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 は 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Arkin (1992) Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 89:7811-7815。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 変 種 は エ ク ス ポ ネ ン ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 を 用 い て
生 成 さ れ る 。 エ ク ス ポ ネ ン ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 は 、 高 い 割 合 の 固 有 で 機 能 的 な
変 異 体 を 含 む 順 列 組 合 せ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 方 法 で あ る 。 前 記 変 異 導 入 で は 、 小 さ な
残 基 群 が 並 行 し て 任 意 抽 出 さ れ 、 機 能 的 タ ン パ ク 質 を 生 じ る ア ミ ノ 酸 が そ れ ぞ れ 変 更 さ れ
た 位 置 で 特 定 さ れ る 。 エ ク ス ポ ネ ン ン シ ャ ル ア ン サ ン ブ ル 変 異 導 入 は 例 え ば 以 下 に 記 載 さ
れ て い る ： Delagrave (1993) Biotechnology Res. 11:1548-1552。 ラ ン ダ ム な 変 異 導 入 お
よ び 部 位 特 異 的 変 異 導 入 は 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Arnold (1993) Current Opinio
n in Biotechnology 4:450-455。
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 変 種 は シ ャ ッ フ リ ン グ 方 法 に よ っ て 生 成 さ れ る 。 前 記 で は 、
別 個 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 の 部 分 が 融 合 さ れ 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,965,
408号 、 同 第 5,939,250号 に 記 載 さ れ た よ う な キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸
配 列 が 生 成 さ れ 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 。 前 記 変 種 は 、 （ 例 え ば 本 発 明 の
例 示 的 な ポ リ ペ プ チ ド の ） 1つ ま た は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 保 存 又 は 非 保 存 ア ミ ノ 酸 残
基 （ 例 え ば 保 存 ア ミ ノ 酸 残 基 ） で 置 換 さ れ て い る 配 列 を 含 み 、 さ ら に そ の よ う な 置 換 ア ミ
ノ 酸 残 基 は 遺 伝 暗 号 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の で も 、 そ う で な い も の で も よ い 。 保 存 的 置
換 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 の あ る ア ミ ノ 酸 が 同 様 な 特 徴 を 持 つ 別 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 換 さ れ
る も の で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 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 。 前 記 置 換 は 以 下 の 置 換 を 含 む （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） ： 脂
肪 族 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン お よ び イ ソ ロ イ シ ン ） の 別 の 脂 肪 族 ア
ミ ノ 酸 に よ る 置 換 ； セ リ ン の ス レ オ ニ ン に よ る 置 換 ま た は そ の 逆 ； 酸 性 残 基 （ 例 え ば ア ス
パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 ） の 別 の 酸 性 残 基 に よ る 置 換 ； ア ミ ド 基 を も つ 残 基 （ 例 え
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ば ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン ） の 別 の ア ミ ド 基 を も つ 残 基 に よ る 置 換 ； 塩 基 性 残 基 （
例 え ば リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン ） の 別 の 塩 基 性 残 基 に よ る 交 換 ； お よ び 芳 香 族 残 基 （ 例 え
ば フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン ） の 別 の 芳 香 族 残 基 に よ る 置 換 。 他 の 変 種 は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 基 を 含 む 変 種 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 に 包 含 さ れ る 他 の 変 種 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 別 の 化 合 物 、 例 え ば 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド の 半 減 期 を 増 加 さ せ る 化 合 物 （ 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） と 結 合 し て い る も の
で あ る 。
　 本 発 明 に 包 含 さ れ る さ ら に 別 の 変 種 は 、 さ ら に 別 の ア ミ ノ 酸 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に
融 合 さ れ て い る も の で あ る 。 前 記 別 の ア ミ ノ 酸 は 例 え ば リ ー ダ ー 配 列 、 分 泌 配 列 、 プ ロ プ
ロ テ イ ン 配 列 ま た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 、 濃 縮 ま た は 安 定 化 を 促 進 す る 配 列 で あ る 。
　 い く つ か の 特 徴 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 、 フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 お よ び 類 似
体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う な 例 示 的 な ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 生 物 学 的 機 能 ま た は 活 性
（ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 ） を 保 持 し て い る 。 他 の 特 徴 で は 、 変 種 、 フ ラ グ メ ン ト 、 誘
導 体 ま た は 類 似 体 は 前 タ ン パ ク 質 を 含 み 、 そ の 結 果 、 前 記 前 タ ン パ ク 質 部 分 の 切 断 に よ っ
て 前 記 変 種 、 フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 ま た は 類 似 体 は 活 性 化 さ れ て 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド を 生
成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　 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 す る 核 酸 を 改 変 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 内 の コ ド
ン を 改 変 し て 宿 主 に お け る そ の 発 現 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま
た 、 宿 主 細 胞 に お け る そ の 発 現 を 高 め る た め に 改 変 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核
酸 、 そ の よ う に 改 変 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 及 び 前 記 改 変 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 製 造 す る
方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 ” 非 優 先 ” ま た は “ 低 優 先 ” コ ド ン を ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ
ー ド す る 核 酸 に お い て 特 定 し 、 さ ら に こ れ ら 非 優 先 も し く は 低 優 先 コ ド ン の 1つ ま た は 2つ
以 上 を 、 前 記 コ ド ン と 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る “ 優 先 コ ド ン ” で 置 き 換 え る こ と を 含 み
、 核 酸 内 の 少 な く と も 1つ の 非 優 先 ま た は 低 優 先 コ ド ン が 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 好 ま
し い コ ド ン に よ っ て 置 き 換 え ら れ て あ る 。 優 先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に
お い て 高 頻 度 に 提 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 非 優 先 ま た は 低 優 先 コ ド ン は 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子
の コ ー ド 配 列 に お い て 低 頻 度 で 提 示 さ れ る コ ド ン で あ る 。
　 本 発 明 の 核 酸 、 発 現 カ セ ッ ト お よ び ベ ク タ ー の 発 現 の た め の 宿 主 細 胞 に は 細 菌 、 酵 母 、
真 菌 、 植 物 細 胞 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は こ れ ら 全 て の 細 胞
で コ ド ン 使 用 頻 度 を 最 適 化 す る 方 法 、 コ ド ン 改 変 核 酸 お よ び コ ド ン 改 変 核 酸 に よ っ て 生 成
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 示 的 な 宿 主 細 胞 に は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 （ 例 え ば 大 腸 菌
） ； グ ラ ム 陽 性 細 菌 （ 例 え ば 任 意 の バ チ ル ス （ 例 え ば B. cerus） 又 は ス ト レ プ ト ミ セ ス 、
ラ ク ト バ チ ル ス ・ ガ ッ セ リ （ Lactobacillus gasseri） 、 ラ ク ト コ ッ カ ス ・ ラ ク チ ス （ Lac
tococcus lactis） 、 ラ ク ト コ ッ カ ス ・ ク レ モ リ ス （ Lactococcus cremoris） 、 バ チ ル ス
・ ズ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） が 含 ま れ る 。 例 示 的 な 宿 主 細 胞 は ま た 真 核 生 物 、 例
え ば 種 々 の 酵 母 、 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス 種 （ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ を 含 む ） 、 シ
ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ （ Schizosaccharomyces pombe） 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichi
a pastoris） 及 び ク ル イ ベ ロ ミ セ ス ・ ラ ク チ ス （ Kluyveromyces lactis） 、 ハ ン セ ヌ ラ ・
ポ リ モ ル フ ァ （ Hansenula polymorpha） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ゲ ル 、 並 び に 哺 乳 動 物 細 胞
お よ び 細 胞 株 、 並 び に 昆 虫 細 胞 お よ び 細 胞 株 を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 前 記 生 物
お よ び 種 で の 発 現 の た め に 最 適 化 さ れ た 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
　 例 え ば 、 細 菌 細 胞 か ら 単 離 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の コ ド ン は 、 前 記 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ が 由 来 し た 細 菌 と は 異 な る 細 菌 細 胞 、 酵 母 、 真 菌 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た
は 哺 乳 動 物 細 胞 で 前 記 核 酸 が 最 適 に 発 現 で き る よ う に 改 変 さ れ る 。 コ ド ン を 最 適 化 す る 方
法 は 当 業 界 に お い て 周 知 で 、 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： US Pat. No. 5,795,737; Baca 
(2000) Int. J. Parasitol. 30:113-118; Hale (1998) Protein Expr. Purif. 12:185-18
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8; Narum (2001) Infect. Immun. 69:7250-7253。 さ ら に ま た 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Narum
 (2001) Infect. Immun. 69:7250-7253（ マ ウ ス 系 に お け る コ ド ン の 最 適 化 を 記 載 ） ； Out
chkourov (2002) Protein Expr. Purif. 24:18-24（ 酵 母 に お け る コ ド ン の 最 適 化 を 記 載
） ； Feng (2000) Biochemistry 39:15339-15409（ 大 腸 菌 に お け る コ ド ン の 最 適 化 を 記 載
） ； Humphreys (2000) Protein Expr. Purif. 20:252-264（ 大 腸 菌 に お け る 分 泌 に 影 響 す
る コ ド ン 使 用 頻 度 の 最 適 化 を 記 載 ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 発 現 カ セ ッ ト 若 し く は ベ ク タ ー 、 又 は ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た 若 し く は 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 含 む ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
を 提 供 す る 。 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 例 え ば 本 発 明 の 核 酸 を 含 む ヤ ギ 、 ウ
サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 乳 牛 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス で あ り う る 。 こ れ ら の 動 物 は 、 例 え ば ホ
ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 調 べ る in vivoモ デ ル と し て 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の in vivoで の
モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る モ デ ル と し て 用 い る こ と が で き る 。 非 ヒ ト ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で 発 現 さ れ る べ き ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 は 、 構 成 的 で あ る よ う に 、 又
は 組 織 特 異 的 、 生 育 特 異 的 若 し く は 誘 導 性 転 写 調 節 因 子 の 制 御 下 に あ る よ う に 設 計 す る こ
と が で き る 。 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 当 業 界 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 設 計 お
よ び 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： US Patent No. 6,211,428; 6,1
87,992; 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（ 形 質 転 換
細 胞 お よ び 卵 並 び に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ お よ び ウ
シ の 作 製 及 び 使 用 に つ い て 記 載 さ れ て い る ） 。 さ ら に ま た 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Po
llock (1999) J. Immunol. Methods 231:147-157（ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 牛 の ミ ル ク 中 の
組 換 え タ ン パ ク 質 の 製 造 に つ い て 記 載 ） ； Baguisi (1999) Nat. Biotechnol. 17:456-461
（ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ の 作 製 を 示 す ） 。 米 国 特 許 第 6,211,428号 は 、 DNA配 列 を 含 む 核
酸 構 築 物 を そ の 脳 で 発 現 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 作 製 及 び 使 用 に つ い て
記 載 し て い る 。 米 国 特 許 第 5,387,742号 は 、 ク ロ ー ン 化 組 換 え ま た は 合 成 DNA配 列 の 受 精 マ
ウ ス 卵 へ の 注 入 、 前 記 注 入 卵 の 偽 妊 娠 雌 へ の 移 植 お よ び 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 関 連 タ ン パ ク
質 を そ の 細 胞 が 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 妊 娠 期 間 満 了 ま で の 発 生 に つ い て 記
載 し て い る 。 米 国 特 許 第 6,187,992号 は 、 そ の ゲ ノ ム が ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 （ APP） を コ ー ド
す る 遺 伝 子 の 破 壊 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 及 び 使 用 を 記 載 し て い る 。
　 “ ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 ” も ま た 本 発 明 の 方 法 の 実 施 に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る
特 徴 で は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ま た は 改 変 動 物 は 、 “ ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 ” （ 例 え
ば “ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ” ） を 含 み 、 前 記 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 発 現 し な い よ う に 、 ま た は
発 現 す る こ と が で き な い よ う に 操 作 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　
　 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 若 し
く は ベ ク タ ー 、 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 若 し く は 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 植 物 お よ 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 生 成 物 、 例 え ば 種 子 、 葉 、 抽 出 物 な ど を 提 供 す る 。 前
記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 双 子 葉 植 物 ま た は 単 子 葉 植 物 で あ り う る 。 本 発 明 は ま た 前 記
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 及 び 種 子 の 製 造 方 法 並 び に 使 用 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 ま た は 植 物 細 胞 は 当 業 界 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に
し た が っ て 構 築 で き る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 6,309,872号 を 参 照 さ れ た い 。
　 本 発 明 の 核 酸 及 び 発 現 構 築 物 は 任 意 の 手 段 に よ っ て 植 物 細 胞 に 導 入 で き る 。 例 え ば 、 核
酸 ま た 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 で き る が 、 ま た 、 前 記 核
酸 又 は 発 現 構 築 物 は エ ピ ソ ー ム で あ っ て 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 の 産 生 が 内 因 性 の 転 写 ま た は 翻 訳 制 御 エ レ メ ン ト に よ っ て 調 節 で き る よ う
な も の で あ り う 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 っ て 内

10

20

30

40

50

(93) JP 2007-531516 A 2007.11.8

非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 お よ び 種 子



因 性 遺 伝 子 の 発 現 が 破 壊 さ れ た “ ノ ッ ク ア ウ ト 植 物 ” を 提 供 す る 。 “ ノ ッ ク ア ウ ト ” 植 物
を 作 製 す る 手 段 は 当 業 界 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Strepp (1998) Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 95:4368-4373; Miao (1995) Plant J. 7:359-365。 下 記 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に つ い て の 考 察 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 を 用 い て 、 本 質 的 に い ず れ の 植 物 に も （ 例 え ば 脂 肪 種 子 含 有 植 物 、 例 え ば
コ メ 、 ダ イ ズ 、 ナ タ ネ 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 、 ゴ マ 及 び 落 花 生 ） 、 所 望 の 属 性 を 付 与 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 を 用 い て 植 物 の 代 謝 経 路 を 操 作 し 、 宿 主 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 発 現 を
最 適 化 ま た は 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 は 植 物 中 で の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を
変 化 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 別 に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物
の 作 製 に 用 い て 、 天 然 に 産 生 す る こ と が で き な い 化 合 物 を 前 記 植 物 に よ っ て 製 造 す る こ と
が で き る 。 こ れ に よ っ て 製 造 コ ス ト を 下 げ る か 、 ま た は 新 規 な 生 成 物 を 生 成 す る こ と が で
き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 作 製 の 第 一 の 工 程 は 、 植 物 細 胞 で の 発 現 の た め
の 発 現 構 築 物 を 作 製 す る こ と を 必 要 と す る 。 こ れ ら の 技 術 は 当 業 界 で は 公 知 で あ る 。 こ れ
ら に は プ ロ モ ー タ ー の 選 別 お よ び ク ロ ー ニ ン グ 、 リ ボ ソ ー ム の mRNAへ の 効 率 的 な 結 合 を 促
進 す る た め の コ ー ド 配 列 お よ び 適 切 な 遺 伝 子 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 の 選 別 が 含 ま れ る 。 例 示
的 な 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー の 1つ は カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス に 由 来 す る CaMV35Sで あ り
、 こ れ は 植 物 で 一 般 的 に 高 度 な 発 現 を も た ら す 。 他 の プ ロ モ ー タ ー は よ り 特 異 的 で あ り 、
植 物 の 内 部 環 境 ま た は 外 部 環 境 の 合 図 に 反 応 す る 。 例 示 的 な 光 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 主
要 な 葉 緑 素 a/b結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cab遺 伝 子 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 核 酸 は 改 変 さ れ て 植 物 細 胞 で の よ り 強 い 発 現 が 達 成 さ れ る 。 例 え ば 、 本
発 明 の 配 列 は 、 植 物 で 認 め ら れ る A-Tヌ ク レ オ チ ド 対 の 割 合 と 比 較 し て 高 い A-Tヌ ク レ オ チ
ド 対 を も つ 可 能 性 が 高 い （ 植 物 の い く つ か は G-Cヌ ク レ オ チ ド 対 を 好 む ） 。 従 っ て 、 コ ー
ド 配 列 内 の A-Tヌ ク レ オ チ ド を 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 顕 著 に 変 化 さ せ る こ と な く G-Cヌ ク レ オ チ
ド に 置 換 し て 、 植 物 細 胞 に お け る 遺 伝 子 生 成 物 の 産 生 を 高 め る こ と が で き る 。
　 選 別 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 遺 伝 子 構 築 物 に 付 加 し 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 組 み 込 む こ と に
成 功 し た 植 物 細 胞 ま た は 組 織 を 特 定 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 植 物 細 胞 で の 遺 伝 子 の 取
り 込 み お よ び 発 現 の 達 成 が 稀 な 事 象 で あ り 、 標 的 組 織 ま た は 細 胞 の わ ず か な 割 合 で 生 じ る
だ け で あ る の で 必 要 で あ ろ う 。 選 別 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 通 常 は 植 物 に と っ て 有 毒 で
あ る 物 質 （ 例 え ば 抗 生 物 質 ま た は 除 草 剤 ） に 対 し て 耐 性 を 提 供 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 。 前 記 適 切 な 抗 生 物 質 ま た は 除 草 剤 を 含 む 培 地 で 増 殖 さ せ た と き 、 選 別 可 能 な マ ー カ ー
遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 植 物 細 胞 だ け が 生 存 す る で あ ろ う 。 他 の 挿 入 遺 伝 子 の 場 合 の よ う に 、
マ ー カ ー 遺 伝 子 も ま た 適 切 な 機 能 の た め に プ ロ モ ー タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 必 要
と す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ま た は 種 子 の 作 製 は 、 本 発 明 の 配 列 お よ び 場 合
に よ っ て マ ー カ ー 遺 伝 子 の 標 的 発 現 構 築 物 （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド ） へ の 取 り 込 み を プ ロ モ ー
タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 の 適 切 な 配 置 と と も に 含 む 。 前 記 は 、 適 切 な 方 法 に よ り 改
変 遺 伝 子 を 前 記 植 物 に 移 す こ と を 必 要 と す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 構 築 物 は 植 物 細 胞 の ゲ ノ
ム DNAに 、 例 え ば 植 物 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン お よ び マ イ ク ロ イ
ン ジ ェ ク シ ョ ン の よ う な 技 術 を 用 い て 直 接 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 構 築 物 は 弾 道
的 方 法 （ 例 え ば DNA粒 子 衝 撃 ） を 用 い て 植 物 組 織 に 直 接 導 入 す る こ と も で き る 。 例 え ば 以
下 を 参 照 さ れ た い ： Christou (1997) Plant Mol. Biol. 35:197-203; Pawlowski (1996) 
Mol. Biotechnol. 6:17-30; Klein (1987) Nature 327:70-73; Takumi (1997) Genes Gen
et. Syst. 72:63-69（ ト ラ ン ス ジ ー ン の コ ム ギ へ の 導 入 の た め の 粒 子 衝 撃 の 使 用 を 考 察 す
る ） ； お よ び Adam (1997)（ 上 掲 書 ） （ YACの 植 物 細 胞 へ の 導 入 の た め の 粒 子 衝 撃 の 使 用 に
つ い て 記 載 ） 。 例 え ば Rinehart (1997)（ 上 掲 書 ） は 粒 子 衝 撃 を 用 い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク な 綿 植 物 を 生 成 し た 。 粒 子 を 加 速 す る 装 置 は 米 国 特 許 第 5,015,580号 に 記 載 さ れ て お り
、 バ イ オ ラ ド （ BioRad; Biolistics） PDS-2000粒 子 加 速 装 置 が 市 販 さ れ て い る 。 さ ら に 以
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下 も ま た 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 第 5,608,148号 （ John） ； お よ び 米 国 特 許 第 5,681,730号
（ Ellis） （ 裸 子 植 物 の 粒 子 仲 介 形 質 転 換 を 記 載 し て い る ） 。
　 あ る 特 徴 で は 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を 固 定 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 植 物 を 再 生 さ せ る こ と は 穀 類 で は 容 易 で は な い が 、 マ メ 類 で
は 体 細 胞 の 胚 形 成 を 用 い て プ ロ ト プ ラ ス ト 由 来 カ ル ス か ら 植 物 の 再 生 が 可 能 で あ る 。 遺 伝
子 銃 技 術 を 用 い て 、 組 織 化 さ れ た 組 織 を 裸 の DNAで 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合
、 DNAは タ ン グ ス テ ン の 微 小 発 射 体 上 に 被 覆 さ れ 、 細 胞 の サ イ ズ の 1/100で 発 射 さ れ る 。 前
記 発 射 体 は DNAを 細 胞 お よ び 細 胞 内 小 器 官 の 奥 深 く に 運 ぶ 。 続 い て 形 質 転 換 組 織 を 再 生 の
た め に 誘 導 す る （ 通 常 は 体 細 胞 胚 形 成 に よ る ） 。 こ の 技 術 は い く つ か の 穀 類 種 （ ト ウ モ ロ
コ シ お よ び イ ネ を 含 む ） で 成 功 し た 。
　 核 酸 、 例 え ば 発 現 構 築 物 は 組 換 え ウ イ ル ス を 用 い て 植 物 細 胞 に 導 入 す る こ と も で き る 。
植 物 細 胞 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 由 来 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質
転 換 す る こ と が で き る （ Rouwendal (1997) Plant Mol. Biol. 33:989-999） 。 以 下 を 参 照
さ れ た い ： ” Use of viral replicons for the expression of genes in plants” , Mol.
 Biotechnol. 5:209-221。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ま た 別 に は 、 核 酸 （ 例 え ば 発 現 構 築 物 ） を 適 切 な T-DNAフ ラ ン キ ン グ 領 域 と 結 合 さ せ て
、 一 般 的 な ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaciens） 宿 主
ベ ク タ ー に 導 入 す る こ と が で き る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス 宿 主 の ビ ル レ
ン ス 機 能 は 、 細 胞 が 前 記 細 菌 に 感 染 し た と き 植 物 細 胞 DNAに 前 記 構 築 物 お よ び 隣 接 す る マ
ー カ ー の 挿 入 を 誘 導 す る で あ ろ う 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス 仲 介 形 質 転 換
技 術 （ バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー の 無 毒 化 お よ び 使 用 を 含 む ） は 学 術 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い
る 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Horsch (1984) Science 233:496-498; Fraley (1983) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803;Gene Transfer to Plants, Potrykus, ed. (Spring
er-Verlag, Berlin 1995)。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス 細 胞 中 の DNAは 細 菌 の
染 色 体 に 、 Ti（ 腫 瘍 誘 導 ； umor- nducing） プ ラ ス ミ ド と し て 知 ら れ て い る 別 の 構 造 物 中
と 同 様 に 含 ま れ て い る 。 Tiプ ラ ス ミ ド は 、 T-DNA（ 約 20kbの 長 さ ） と 称 さ れ る 一 続 き の DNA
（ 感 染 過 程 で 植 物 細 胞 に 移 さ れ る ） 及 び 一 連 の vir（ virulence、 ビ ル レ ン ス ） 遺 伝 子 （ 感
染 プ ロ セ ス を 誘 導 す る ） を 含 む 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス は 創 傷 か ら の み
植 物 に 感 染 す る 。 植 物 の 根 ま た は 茎 が 傷 を 受 け た と き 、 植 物 は あ る 種 の 化 学 的 シ グ ナ ル を
発 し 、 そ れ に 応 答 し て ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス の vir遺 伝 子 は 活 性 化 さ れ
、 Tiプ ラ ス ミ ド の T-DNAの 植 物 染 色 体 へ の 移 転 に 必 要 な 一 連 の 事 象 を 誘 導 す る 。 続 い て T-D
NAは 創 傷 か ら 植 物 細 胞 に 進 入 す る 。 １ つ の 推 測 は 、 T-DNAは 、 植 物 DNAが 複 製 ま た は 転 写 さ
れ る ま で 待 機 し 、 続 い て 自 身 を 裸 の 植 物 DNAに 挿 入 す る と い う こ と で あ る 。 ア グ ロ バ ク テ
リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス を ト ラ ン ス ジ ー ン ベ ク タ ー と し て 使 用 す る た め に 、 T-DNAの 腫
瘍 誘 導 部 分 を 除 去 し 、 一 方 T-DNAボ ー ダ ー 領 域 及 び vir遺 伝 子 は 維 持 す る 必 要 が あ る 。 続 い
て ト ラ ン ス ジ ー ン を T-DNAボ ー ダ ー 領 域 間 に 挿 入 す る （ 前 記 領 域 で ト ラ ン ス ジ ー ン は 植 物
細 胞 に 移 さ れ 、 植 物 染 色 体 に 組 み 込 ま れ る ） 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 を 用 い る 単 子 葉 植 物 （ 重 要 な 穀 類 を 含 む ） の 形 質 転 換 を 提 供 す
る （ Hiei (1997) Plant Mol. Biol. 35:205-218） 。 さ ら に ま た 、 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ
た い ： Horsch (1984) Science 233:496; Fraley (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80
:4803; Thykjaer (1997) 上 掲 書 ; Park (1996) Plant Mol. Biol. 32:1135-1148（ ゲ ノ ム
DNAへ の T-DNAの 組 み 込 み に つ い て 考 察 す る ） 。 さ ら に ま た 以 下 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許
第 5,712,135号 （ D'Halluin） （ 穀 類 ま た は 他 の 単 子 葉 植 物 の 細 胞 内 で 機 能 を 有 す る 遺 伝 子
を 含 む DNAの 安 定 な 組 み 込 み の た め の 方 法 を 開 示 す る ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 第 三 の 工 程 は 、 取 り 込 ま れ た 標 的 遺 伝 子 を 次 の 世 代 に 伝 達 す る こ と が で
き る 植 物 体 の 選 別 お よ び 再 生 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 再 生 技 術 は 、 組 織 培 養 の 増
殖 培 地 で の 一 定 の 表 現 型 の 操 作 を 必 要 と し 、 典 型 的 に は 所 望 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 一 緒 に
導 入 さ れ た 有 毒 物 質 及 び /又 は 除 草 剤 マ ー カ ー を 必 要 と す る 。 培 養 プ ロ ト プ ラ ス ト か ら 植
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物 を 再 生 す る こ と に つ い て は 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Evans et al., Protoplast Isolati
on and Culture, Handbook of Plant Cell Culture, pp.124-176, MacMillilan Publishi
ng Company, New York, 1983; Binding, Regenration of Plants, Plant Protoplasts, p
p. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985。 再 生 は ま た 植 物 カ ル ス 、 外 植 片 、 器 官 ま た は
そ の 部 分 か ら も 得 る こ と が で き る 。 そ の よ う な 再 生 技 術 は 一 般 的 に は 以 下 に 記 載 さ れ て い
る ： Klee (1987) Ann. Rev. of Phys. 38:467-486。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 組 織 （ 例 え ば 未
熟 胚 ） か ら 植 物 体 を 得 る た め に 、 前 記 胚 を 栄 養 お よ び ホ ル モ ン を 含 む 一 連 の 培 養 液 中 で 環
境 制 御 条 件 下 （ 組 織 培 養 と し て 公 知 の 方 法 ） で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 い っ た ん 植 物 体
が 生 成 さ れ 種 子 が 生 じ た ら 、 子 孫 の 評 価 を 開 始 す る 。
　 発 現 カ セ ッ ト が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に 安 定 的 に 取 り 込 ま れ た 後 、 前 記 カ セ ッ ト は 有
性 交 配 に よ っ て 他 の 植 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。 交 配 さ れ る 種 に 応 じ て 、 多 く の 標 準 的
育 種 技 術 の い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 の ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 は 表 現 型 の
変 化 を 生 じ る の で 、 本 発 明 の 組 換 え 核 酸 を 含 む 植 物 を 第 二 の 植 物 と 有 性 交 配 し て 最 終 生 成
物 を 得 る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 種 子 は 、 本 発 明 の 2つ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 植 物 間 の 交 配 、 ま た は 本 発 明 の 植 物 と 他 の 植 物 間 の 交 配 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 所
望 の 効 果 （ 例 え 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ て 開 花 の 態 様 が 変 化 し た 植 物 を 作 製 す る
） は 、 両 方 の 親 植 物 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） を 発 現 す る と き に
強 化 さ れ る 。 所 望 の 効 果 は 将 来 の 植 物 世 代 に 標 準 的 な 繁 殖 手 段 に よ っ て 伝 え る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 任 意 の 植 物 ま た は 種 子 で 発 現 さ れ 、 又 は 前 記 に 挿 入
さ れ る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 双 子 葉 植 物 で も 単 子 葉 植 物 で も よ い 。 本 発 明
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 単 子 葉 植 物 の 例 は 、 牧 草 、 例 え ば メ ド ー グ ラ ス （ meadow grass（ ブ
ル ー グ ラ ス 、 Poa） ） 、 飼 い 葉 用 草 類 、 例 え ば フ ェ ス チ ュ カ （ festuca） 、 ロ リ ウ ム （ loli
um） 、 テ ン ペ レ ー ト グ ラ ス 、 例 え ば ア グ ロ ス チ ス （ Agrostis） お よ び 穀 類 、 例 え ば コ ム ギ
、 エ ン バ ク 、 ラ イ ム ギ 、 オ オ ム ギ 、 コ メ 、 ソ ル ガ ム お よ び ト ウ モ ロ コ シ （ コ ー ン ） で あ る
。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 双 子 葉 植 物 の 例 は 、 タ バ コ 、 豆 類 （ 例 え ば ル ピ ナ ス ） 、 ジ
ャ ガ イ モ 、 サ ト ウ ダ イ コ ン 、 エ ン ド ウ マ メ 、 イ ン ゲ ン マ メ お よ び ダ イ ズ 、 並 び に 十 字 架 植
物 （ Brassicaceae科 ） 、 例 え ば カ リ フ ラ ワ ー 、 ナ タ ネ 、 お よ び 近 縁 の モ デ ル 植 物 の シ ロ イ
ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thaliana） で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植
物 お よ び 種 子 に は 以 下 を 含 む 広 範 囲 の 植 物 が 含 ま れ る （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） ：
ア ナ カ ル ジ ウ ム （ Anacardium） 、 ア ラ キ ス （ Arachis） 、 ア ス パ ラ ガ ス 、 ア ト ロ パ （ Atrop
a） 、 ア ベ ナ （ Avena） 、 ブ ラ シ ッ カ （ Brassica） 、 シ ト ラ ス 、 シ ト ラ ル ス （ Citrullus）
、 カ プ シ ク ム （ Capsicum） 、 カ ル サ ム ス （ Carthamus） 、 コ コ ス （ Cocos） 、 コ フ ェ ア （ Co
ffea） 、 ク ク ミ ス （ Cucumis） 、 ク ク ル ビ タ （ Cuurbita） 、 ダ ウ ク ス （ Daucus） 、 エ レ イ
ス （ Elaris） 、 フ ラ ガ リ ア （ Fragaria） 、 グ リ シ ン （ Glycine） 、 ゴ ッ シ ピ ウ ム （ Gossypi
um） 、 ヘ リ ア ン サ ス （ Helianthus） 、 ヘ テ ロ カ リ ス （ Heterocallis） 、 ホ ル デ ウ ム （ Hord
eum） 、 ヒ オ シ ア ム ス （ Hyoscyamus） 、 ラ ク ツ カ （ Lactuca） 、 リ ヌ ム （ Linum） 、 ロ リ ウ
ム （ Lolium） 、 ル ピ ナ ス 、 リ コ ペ ル シ コ ン （ Lycopersicon） 、 マ ル ス （ Malus） 、 マ ニ ホ
ッ ト （ Manihot） 、 マ ジ ョ ラ ナ （ Majorana） 、 メ デ ィ カ ゴ （ Medicago） 、 ニ コ チ ア ナ 、 オ
レ ア （ Olea） 、 オ リ ザ （ Oryza） 、 パ ニ エ ウ ム （ Panieum） 、 パ ニ セ ツ ム （ Panisetum） 、
ペ ル セ ア （ Persea） 、 フ ァ セ オ ル ス （ Phaseolus） 、 ピ ス タ キ ア （ Pistachia） 、 ピ ス ム （
Pisum） 、 ピ ル ス （ Pyrus） 、 プ ル ヌ ス （ Prunus） 、 ラ フ ァ ヌ ス （ Raphanus） 、 リ シ ヌ ス （
Ricinus） 、 セ カ レ （ Secale） 、 セ ネ シ オ （ Senecio） 、 シ ナ ピ ス （ Sinapis） 、 ソ ラ ナ ム
（ Solanum） 、 ソ ル ガ ム （ Sorghum） 、 テ オ ブ ロ ム ス （ Theobromus） 、 ト リ ゴ ネ ラ （ Trigon
ella） 、 ト リ チ ク ム （ Triticum） 、 ビ シ ア （ Vicia） 、 ビ チ ス （ Vitis） 、 ビ グ ナ （ Vigna
） 、 及 び ゼ ア （ Zea） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 植 物 （ 例 え ば ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 、 例 え
ば 脂 肪 種 子 含 有 植 物 、 例 え ば コ メ 、 ダ イ ズ 、 ナ タ ネ 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 、 ゴ マ 及 び 落 花 生 ）
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で 発 現 さ れ る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 繊 維 細 胞 を 含 む 植 物 （ 綿 、 シ ル ク コ ッ ト ン ツ リ ー （ Kapo
k、 Ceiba pentandra） 、 ヤ ナ ギ （ desert willow） 、 ク レ オ ソ ー ト ブ ッ シ ュ 、 ウ ィ ン タ ー
フ ァ ッ ト 、 バ ル サ 、 カ ラ ム シ 、 ケ ナ フ 、 ア サ 、 ロ ゼ レ （ roselle） 、 ジ ュ ー ト 、 サ イ ザ ル
（ sisal abaca） 及 び ア マ を 含 む ） で 発 現 さ れ る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は ゴ シ ピ ウ ム （ Gossypium） 属 の メ ン バ ー （ 一 切 の ゴ シ ピ ウ ム 種 の メ
ン バ ー 、 例 え ば G.ア ル ボ レ ウ ム （ arboreum） ； G. ヘ ル バ セ ウ ム （ herbaceum） ； G. バ ル
バ デ ン ス （ barbadense） ； G. ヒ ル ス タ ム （ hirsutum） を 含 む ） で あ り う る 。
　 本 発 明 は ま た 、 大 量 の 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 製 造
す る た め に 用 い る こ と が で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 提 供 す る 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ
れ た い ： Palmgren (1997) Trends Genet. 13:348; Chong (1997) Transgenic Res. 6:289
-296（ オ ー キ シ ン 誘 導 性 二 方 向 性 マ ン ノ ピ ン シ ン タ ー ゼ （ mas1',2'） プ ロ モ ー タ ー を 用 い
、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス 仲 介 リ ー フ デ ィ ス ク 形 質 転 換 法 に よ り 母 乳 タ ン
パ ク 質 の ベ ー タ カ ゼ イ ン の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な ジ ャ ガ イ モ に よ る 生 産 を 記 載 ） 。
　 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 当 業 者 は 、 形 質 導 入 植 物 で ト ラ ン ス ジ ー ン の mRNAま た は タ ン パ ク
質 の 増 減 を 検 出 す る こ と に よ っ て 本 発 明 の 植 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 mRNA
の 検 出 お よ び 定 量 手 段 は 当 業 界 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 例 示 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 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 番 号 108、 配 列 番 号 110、 配 列 番 号 112、
配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、 配 列 番 号 120、 配 列 番 号 122、 配 列 番 号 124、 配
列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配 列 番 号 132、 配 列 番 号 134、 配 列 番 号 136、 配 列
番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列 番 号 144、 配 列 番 号 146、 配 列 番 号 148、 配 列 番
号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番 号 156、 配 列 番 号 158、 配 列 番 号 160、 配 列 番 号
162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号 168、 配 列 番 号 170、 配 列 番 号 172、 又 は 配 列 番
号 174と 配 列 同 一 性 （ 例 え ば 少 な く と も 約 50％ 、 51％ 、 52％ 、 53％ 、 54％ 、 55％ 、 56％ 、 5
7％ 、 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％ 若 し く は そ れ よ り 高 い か 、 又 は 完 全 な （ 100％ ） 配 列 同 一 性 ） を 有 す る
単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 上 記 で 考 察 し た よ う に 、 前 記 同 一 性 は ポ リ ペ
プ チ ド の 完 全 長 に 及 ぶ こ と が で き 、 ま た 、 前 記 同 一 性 は そ の 部 分 配 列 に わ た っ て 、 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 よ り 多 い 残 基 の 領 域 に わ た る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド は ま た 例 示 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
な ど ） の 完 全 長 よ り も 短 く て も よ い 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 約 5か ら 完 全 長
の 範 囲 の サ イ ズ の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 酵 素 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ
ー ゼ ） を 提 供 す る 。 例 示 的 な サ イ ズ は 、 例 え ば 約 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 5
0、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 100、 125、 150、 175、 200、 250、 300、 350、 400又
は そ れ よ り 大 き い 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な ど の 例 示
的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 連 続 す る 残 基 で あ る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 標 識 用 プ ロ ー ブ 、
抗 原 、 ト レ ラ ゲ ン 、 モ チ ー フ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 部 位 、 結 合 ド メ イ ン 、 調 節 ド メ イ ン な
ど と し て 有 用 で あ り う る 。
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【 ０ １ ４ ２ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー
ト エ ス テ ル 結 合 の 切 断 ） 、 ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 す る 能 力 （ 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 /又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D活 性 又
は 前 記 の 任 意 の 組 合 せ を 含 む ） を 有 す る 。
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 例 示 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 下 記 の 表 1に 示 す よ う に ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 活 性 、 シ グ ナ ル 配 列 配 置 、 及 び 最 初 の 供 給 源 を 有 す る 。 こ の 表 の 理 解 を 容 易 に す る
た め に 記 せ ば 、 最 初 の 列 で 、 配 列 番 号 143、 144は 、 配 列 番 号 144に 示 さ れ る 配 列 を 有 し 、
例 え ば 配 列 番 号 143に よ っ て コ ー ド さ れ 、 PLA特 異 的 PLA活 性 を 有 し 、 不 明 の 供 給 源 か ら 最
初 に 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 し 、 配 列 番 号 167、 168の 列 の 別 の 例 で は 、 配 列 番 号 16
7、 168は 、 配 列 番 号 168に 示 さ れ る 配 列 を 有 し 、 例 え ば 配 列 番 号 167に よ っ て コ ー ド さ れ 、
ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 残 基 1－ 30に シ グ ナ ル 配 列 （ “ AA1－ 30” は ア ミ ノ
酸 残 基 1か ら 30を 意 味 す る ） 、 す な わ ち MARSWKWRPLLSSFLLVSLAPFSTSVPCFKを 有 し 、 さ ら に
不 明 の 供 給 源 か ら 最 初 に 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 本 発 明 は ま た 、 シ グ ナ ル 配
列 、 及 び キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ペ プ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 ペ プ チ ド 又 は キ メ ラ は
、 下 記 表 に 示 さ れ 、 さ ら に 以 下 で 考 察 さ れ る よ う に シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】

10

(98) JP 2007-531516 A 2007.11.8



【 表 １ 】
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【 ０ １ ４ ４ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 107、 配 列 番 号 109、 配 列 番 号 111、 配 列 番 号 113、 配
列 番 号 115、 配 列 番 号 117、 配 列 番 号 119、 配 列 番 号 121、 配 列 番 号 123、 配 列 番 号 125、 配 列
番 号 127、 配 列 番 号 129、 配 列 番 号 131、 配 列 番 号 133、 配 列 番 号 135、 配 列 番 号 137、 配 列 番
号 139、 配 列 番 号 141、 配 列 番 号 143、 配 列 番 号 145、 配 列 番 号 147、 配 列 番 号 149、 配 列 番 号
151、 配 列 番 号 153、 配 列 番 号 155、 配 列 番 号 157、 配 列 番 号 159、 配 列 番 号 161、 配 列 番 号 16
3、 配 列 番 号 165、 配 列 番 号 167、 配 列 番 号 169、 配 列 番 号 171及 び /又 は 配 列 番 号 173に 示 さ
れ る 配 列 、 及 び そ の 部 分 配 列 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ C（ PLC
） 活 性 ） を 有 す る そ れ ら の 活 性 部 位 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る が 、 中 性 油 （ ト リ グ リ セ リ ド ） の 加 水 分 解
活 性 を 欠 く 。 例 え ば 、 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る が
、 中 性 油 （ ト リ グ リ セ リ ド ） 分 画 に 影 響 を 及 ぼ す い ず れ の 活 性 も 欠 く 。 あ る 特 徴 で は 、 本
発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る が リ パ ー ゼ 活 性 を 欠 く 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 使 用
す る こ と を 含 む 、 脱 ガ ム プ ロ セ ス を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド は 、 天 然 の 供 給 源 か ら 単 離 す る こ と も 、 合 成 ま た は
組 換 え に よ っ て 生 成 す る こ と も で き る 。 ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 は 組 換 え に よ っ て in viv
oま た は in vitroで 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、
当 業 界 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 製 造 及 び 単 離 で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ
チ ド は ま た 、 当 業 界 で 周 知 の 化 学 的 方 法 を 全 体 的 又 は 部 分 的 に 用 い て 合 成 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Caruthers (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215
-223; Horn (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 225-232; A.K. Banga, Therapeutic
 Peptides and Proteins, Formulation, Processing and Delivery Systems (1995) Tech
nomic Publishing Co., Lancaster, PA。 例 え ば 、 ペ プ チ ド 合 成 は 、 種 々 の 固 相 技 術 を 用
い て 実 施 し て も よ い （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Roberge (1995) Science 269:202; Me
rrifield (1997) Methods Enzymol. 289:3-13） 。 さ ら に こ れ ら は 、 例 え ば ABI431Aペ プ チ
ド 合 成 装 置 （ Perkin Elmer） を 用 い 製 造 元 の 提 供 す る 指 示 に し た が っ て 自 動 合 成 す る こ と
も で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は ま た グ リ コ シ ル 化 す る こ と が で き る 。 グ リ コ シ ル
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化 は 翻 訳 後 に 化 学 的 に 又 は 細 胞 の 生 合 成 メ カ ニ ズ ム に よ っ て 実 施 で き る 。 後 者 は 、 公 知 の
グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ の 使 用 を 含 む （ こ の モ チ ー フ は 配 列 に と っ て 天 然 の も の で も よ く 、
ま た ペ プ チ ド と し て 付 加 す る か 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 に 付 加 す る こ と も で き る ） 。 グ リ コ
シ ル 化 は O-結 合 ま た は N-結 合 で あ り う る 。
　 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は （ 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に ） 、 全 て の “ 模 倣 体 ”
及 び “ ペ プ チ ド 模 倣 体 ” 形 を 含 む 。 “ 模 倣 体 ” 及 び “ ペ プ チ ド 模 倣 体 ” と い う 用 語 は 、 実
質 的 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 構 造 及 び /又 は 機 能 的 特 徴 を 有 す る 合 成 化 学 物 質 を 指
す 。 前 記 模 倣 体 は 完 全 に 合 成 さ れ た 非 天 然 ア ミ ノ 酸 類 似 体 で 構 成 さ れ て い る か 、 ま た は 部
分 的 に 天 然 の ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 及 び 部 分 的 に 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 類 似 体 の キ メ ラ 分 子 で あ る
。 前 記 模 倣 体 は ま た 任 意 の 量 の 天 然 ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 を 、 そ の よ う な 置 換 が 前 記 模 倣
体 の 構 造 及 び /又 は 活 性 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い 限 り 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 は 、 日 常 的 な 実 験 に よ っ て 模 倣 体 が 本 発 明 の 範 囲 内 に 包
含 さ れ る も の で あ る か 否 か 、 す な わ ち そ の 構 造 及 び /又 は 機 能 が 実 質 的 に 改 変 さ れ て い な
い か ど う か が 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 模 倣 体 組 成 物 が ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 活 性 を も つ な ら ば そ れ ら は 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 模 倣 体 組 成 物 は 任 意 の 組 合 せ の 非 天 然 成 分 を 含 む こ と が で き る 。
ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 模 倣 体 組 成 物 は 以 下 の 3つ の 構 造 基 の 1つ ま た は 全 て を 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 の 代 わ り に 非 天 然 残 基 ； c） 二 次 構 造 模 倣 を 誘 導 す る （ す な わ ち 二 次 構 造 、 例 え ば
ベ ー タ タ ー ン 、 ガ ン マ タ ー ン 、 ベ ー タ シ ー ト 、 ア ル フ ァ ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 誘 導 ま た は 安 定
化 さ せ る ） 残 基 。 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 残 基 の 全 て ま た は い く つ か 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 る と き 模 倣 体 と 特 徴 付 け る こ と が で き
る 。 個 々 の ペ プ チ ド 模 倣 体 残 基 は 、 ペ プ チ ド 結 合 、 他 の 化 学 的 結 合 、 ま た 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 ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 二 官 能 基 性 マ
レ イ ミ ド 、 N,N'-ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （ DCC） ま た は N,N'-ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ
ル ボ ジ イ ミ ド （ DIC） に よ っ て 結 合 さ れ る 。 通 常 の ア ミ ド 結 合 （ “ ペ プ チ ド 結 合 ” ） の 代
用 と な る こ と が で き る 結 合 基 に は 例 え ば 以 下 が 含 ま れ る ： ケ ト メ チ レ ン （ 例 え ば -C(=O)-N
H-の 代 わ り に -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 オ ア ミ ド ま た は エ ス テ ル （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Spatola (1983)
 Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol.7, pp267-
357, "Peptide Backbone Modifications” , Marcell Dekker, NY） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 代 わ り に 全 て ま た は い く
つ か の 非 天 然 の 残 基 が 含 ま れ る こ と に よ っ て 模 倣 体 と 特 徴 付 け ら れ る 。 非 天 然 残 基 は 学 術
文 献 お よ び 特 許 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 天 然 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 模 倣 体 と し て 有 用 な
例 示 的 な 非 天 然 組 成 物 の い く つ か お よ び 基 準 は 以 下 で 述 べ る 。 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 模 倣 体 は
、 例 え ば 以 下 に よ っ て 置 き 換 え る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る ： D-ま た は L-ナ フ チ
ル ア ラ ニ ン ； D-ま た は L-フ ェ ニ ル グ リ シ ン ； D-ま た は L-2チ エ ネ イ ル ア ラ ニ ン ； D-ま た は L
-１ 、 -2,3-、 ま た は 4-ピ レ ネ イ ル ア ラ ニ ン ； D-ま た は L-3チ エ ネ イ ル ア ラ ニ ン ； D-ま た は L
-(2-ピ リ ジ ニ ル )-ア ラ ニ ン ； D-ま た は L-(3-ピ リ ジ ニ ル )-ア ラ ニ ン ； D-ま た は L-(2-ピ ラ ジ
ニ ル )-ア ラ ニ ン ； D-ま た 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-ま た は L-p-ビ フ ェ ニ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-ま た は L-p-メ ト キ シ -ビ フ
ェ ニ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-ま た は L-2-イ ン ド ー ル (ア ル キ ル )ア ラ ニ ン ； お よ び D-ま た は
L-ア ル キ ル ア ラ ニ ン （ 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 、 iso-ブ チ ル 、 sec-イ ソ チ ル 、 iso-ペ ン チ ル ま た は 非 酸 性 ア ミ ノ 酸 で 置
換 で き る が ま た 置 換 さ れ て 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 、 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
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お よ び ピ リ ジ ル 芳 香 環 が 含 ま れ る 。
　 酸 性 ア ミ ノ 酸 の 模 倣 体 は 、 例 え ば 陰 性 荷 電 を 維 持 し て い る 非 カ ル ボ キ シ レ ー ト ア ミ ノ 酸
、 （ ホ ス ホ ノ ） ア ラ ニ ン 、 硫 酸 ス レ オ ニ ン に よ っ て 置 換 す る こ と に よ り 生 成 で き る 。 カ ル
ボ キ シ ル 側 鎖 基 （ 例 え ば ア ス パ ル チ ル ま た は グ ル タ ミ ル ） は ま た 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド （ R'-N
-C-N-R'） 、 例 え ば 1-シ ク ロ ヘ キ シ ル -3(2-モ ル ホ リ ニ ル -(4-エ チ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド ま た
は 1-エ チ ル -3(4-ア ゾ ニ ア -4,4-ジ メ ソ ー ル ペ ン チ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド と の 反 応 に よ っ て 選
択 的 に 改 変 す る こ と が で き る 。 ア ス パ ル チ ル ま た は グ ル タ ミ ル も ま た 、 ア ン モ ニ ウ ム イ オ
ン と の 反 応 に よ っ て ア ス パ ラ ギ ニ ル お よ び グ ル タ ミ ニ ル 残 基 に 変 換 す る こ と が で き る 。 塩
基 性 ア ミ ノ 酸 の 模 倣 体 は 、 （ リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン の 他 に ） ア ミ ノ 酸 オ ル ニ チ ン 、 シ ト
ル リ ン 又 は （ グ ア ニ ジ ノ ） -酢 酸 ま た は (グ ア ニ ジ ノ )ア ル キ ル -酢 酸 （ ア ル キ ル は 上 記 で 定
義 さ れ た と お り ） に よ る 置 換 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 ニ ト リ ル 誘 導 体 （ 例 え ば CO
OHの 代 わ り に CN-部 分 を 含 む ） で ア ス パ ラ ギ ン ま た は グ ル タ ミ ン を 置 換 す る こ と が で き る
。 ア ス パ ラ ギ ニ ル お よ び グ ル タ ミ ニ ル 残 基 は 、 対 応 す る ア ス パ ル チ ル ま た は グ ル タ ミ ル 残
基 に 脱 ア ミ ノ 化 す る こ と が で き る 。 ア ル ギ ニ ン 残 基 模 倣 体 は 、 ア ル ギ ニ ル を 例 え ば 1つ ま
た は 2つ 以 上 の 通 常 の 試 薬 （ 例 え ば フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 、 1,2-シ
ク ロ -ヘ キ サ ン ジ オ ン ま た は ニ ン ヒ ド リ ン を 含 む ） と 、 好 ま し く は ア ル カ リ 性 条 件 下 で 反
応 さ せ る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 チ ロ シ ン 残 基 模 倣 体 は チ ロ シ ル を 例 え ば 芳
香 族 ジ ア ゾ ニ ウ ム 化 合 物 ま た は テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 生 成 す る こ
と が で き る 。 N-ア セ チ ル イ ミ ダ ゾ ー ル お よ び テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン を 用 い て O-ア セ チ ル チ ロ
シ ル 種 お よ び 3-ニ ト ロ 誘 導 体 を そ れ ぞ れ 形 成 す る こ と が で き る 。 シ ス テ イ ン 残 基 模 倣 体 は
、 シ ス テ イ ニ ル 残 基 を 例 え ば ア ル フ ァ -ハ ロ ア セ テ ー ト （ 例 え ば 2-ク ロ ロ 酢 酸 ま た は ク ロ
ロ ア セ ト ア ミ ド ） お よ び 対 応 す る ア ミ ン と 反 応 さ せ て カ ル ボ キ シ メ チ ル ま た は カ ル ボ キ シ
ア ミ ド メ チ ル 誘 導 体 を 生 成 す る こ と に よ っ て 達 成 で き る 。 シ ス テ イ ン 残 基 模 倣 体 は ま た 、
シ ス テ イ ン 残 基 を 例 え ば ブ ロ モ -ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ン 、 ア ル フ ァ -ブ ロ モ -ベ ー タ -(5-イ
ミ ド ゾ イ ル )プ ロ ピ オ ン 酸 ； ク ロ ロ ア セ チ ル ホ ス フ ェ ー ト 、 N-ア ル キ ル マ レ イ ミ ド 、 3-ニ
ト ロ -2-ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド ； メ チ ル 2-ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド ； p-ク ロ ロ 水 銀 ベ ン ゾ エ
ー ト ； 2-ク ロ ロ 水 銀 -4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル ； ま た は ク ロ ロ -7-ニ ト ロ ベ ン ゾ -オ キ サ -1,3-ジ
ア ゾ ー ル と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 リ ジ ン 模 倣 体 は 、 リ ジ ニ ル を
コ ハ ク 酸 ま た は 他 の カ ル ボ ン 酸 無 水 物 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て （ さ ら に ア ミ ノ 末 端 残 基
を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て ） 生 成 す る こ と が で き る 。 リ ジ ン お よ び 他 の ア ル フ ァ -ア ミ ノ
含 有 残 基 模 倣 体 は ま た 、 イ ミ ド エ ス テ ル 、 例 え ば メ チ ル ピ コ リ ン イ ミ デ ー ト 、 ピ リ ド キ サ
ー ル ホ ス フ ェ ー ト 、 ピ リ ド キ サ ー ル 、 ク ロ ロ ボ ロ ハ イ ド ラ イ 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 ジ オ ン と の 反 応 、 お よ び グ キ オ キ シ レ ー ト
と の ト ラ ン ス ア ミ ダ ー ゼ 触 媒 反 応 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 メ チ オ ニ ン の 模 倣 体 は
、 例 え ば メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド と の 反 応 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 プ ロ リ ン の 模
倣 体 に は 、 例 え ば ピ ペ コ リ ン 酸 、 チ ア ゾ リ ジ ン カ ル ボ ン 酸 、 3-ま た は 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ
ン 、 デ ヒ ド ロ プ ロ リ ン 、 3-ま た は 4-メ チ ル プ ロ リ ン ま た は 3,3-ジ メ チ ル プ ロ リ ン が 含 ま れ
る 。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 模 倣 体 は 、 ヒ ス チ ジ ル を 例 え ば ジ エ チ ル プ ロ カ ー ボ ネ ー ト ま た は パ ラ
-ブ ロ モ フ ェ ナ シ ル ブ ロ ミ ド と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 他 の 模 倣
体 に は 、 例 え ば プ ロ リ ン お よ び リ ジ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 ； セ リ ル ま た は ス レ オ ニ ル 残 基 の
ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 ； リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン の ア ル フ ァ -ア ミ ノ 基
の メ チ ル 化 ； N-末 端 ア ミ ン の ア セ チ ル 化 ； 主 鎖 ア ミ ド 残 基 の メ チ ル 化 ま た は N-メ チ ル ア ミ
ノ 酸 に よ る 置 換 ； ま た は C-末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る
も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 は ま た 反 対 の キ ラ リ テ ィ ー を も つ ア ミ ノ
酸 (ま た は ペ プ チ ド 模 倣 体 残 基 )に よ っ て 置 換 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 L型 構 造 で
天 然 に 存 在 す る い ず れ の ア ミ ノ 酸 （ 前 記 化 学 物 質 の 構 造 に 応 じ て Rま た は Sと も 呼 ぶ こ と が
で き る ） も 、 同 じ 化 学 構 造 型 で あ る が 反 対 の キ ラ リ テ ィ ー の ア ミ ノ 酸 ま た は ペ プ チ ド 模 倣
体 （ D-ア ミ ノ 酸 と 称 さ れ る が 、 ま た R-ま た は S-型 と も 称 さ れ る ） で 置 換 す る こ と が で き る
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。
　 本 発 明 は ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 天 然 の プ ロ セ ス (例 え ば 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ
、 例 え ば リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 な ど )、 又 は 化 学 的 改 変 技 術 の ど ち ら か に よ っ て 改 変 す る
方 法 、 及 び 生 成 さ れ た 改 変 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 改 変 は 、 ペ プ チ ド 骨 格 、 ア ミ ノ 酸 側
鎖 お よ び ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 内 の い ず れ の 場 所 で も 生 じ う
る 。 あ る ポ リ ペ プ チ ド に お い て 同 じ タ イ プ の 改 変 が 同 じ 程 度 ま た は 種 々 の 程 度 で い く つ か
の 部 位 で 存 在 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に ま た 与 え ら れ た ポ リ ペ プ チ ド
が 多 く の タ イ プ の 改 変 を 含 む こ と も で き る 。 改 変 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 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 に よ る 付 加 、 ヘ ム 成 分 の 共 有 結 合
に よ る 付 加 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 に よ る 付 加 、 脂 質 ま た は
脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 に よ る 付 加 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 に よ る 付 加 、
架 橋 環 形 成 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結 合 架 橋 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 ル 化 、 GPI
ア ン カ ー 形 成 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 ヨ ー ド 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト リ エ ー シ ョ ン 、 酸 化 、 PE
G化 、 タ ン パ ク 分 解 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 リ ン 酸 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、
硫 酸 化 、 お よ び タ ン パ ク 質 へ の ト ラ ン ス フ ァ ー RNA仲 介 ア ミ ノ 酸 付 加 、 例 え ば ア ル ギ ニ ル
化 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： T.E. Creighton, Proteins-Structure and Molecular P
roperties 2 n d  Ed., W.H. Freeman and Company, New York (1993); Posttranslational 
Covalent Modification of Proteins, B.C.  Johnson, Ed., Academic Press, New York,
 pp. 1-12 (1983)。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 固 相 ペ プ チ ド 化 学 合 成 法 も ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト の 合 成 に 用 い
る こ と が で き る 。 前 記 の 方 法 は 1960年 代 初 頭 よ り 当 業 界 で 公 知 で あ り （ R.B. Merrifield,
 J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154, 1963； さ ら に ま た 以 下 を 参 照 さ れ た い ： J.M. Stewar
t and J.D. Young, Solid Phase Peptide Snthesis, 2nd Ed., Pierce Chemical Co., Ro
ckford, Ill., pp.11-12） 、 さ ら に 最 近 は 市 販 の 実 験 室 ペ プ チ ド 設 計 お よ び 合 成 キ ッ ト （
Canbridge Research Biochemicals） と し て 用 い ら れ て い る 。 そ の よ う な 市 販 の 実 験 室 キ
ッ ト は 一 般 的 に は H.M. Geysenら （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:3998 (1984)） の 教
示 を 利 用 し 、 多 数 の “ ロ ッ ド ” ま た は “ ピ ン ” （ こ れ ら は 全 て 一 枚 の プ レ ー ト に つ な が っ
て い る ） の 先 端 で ペ プ チ ド を 合 成 さ せ る 。 前 記 の よ う な 系 を 利 用 す る と き は 、 ロ ッ ド ま た
は ピ ン を 含 む プ レ ー ト は さ か さ ま に さ れ 、 対 応 す る ウ ェ ル ま た は レ ザ ー バ ー の 第 二 の プ レ
ー ト に 挿 入 さ れ る 。 前 記 ウ ェ ル ま た は レ ザ ー バ ー は 適 切 な ア ミ ノ 酸 を ピ ン ま た は ロ ッ ド の
先 端 に 結 合 ま た は 固 着 さ せ る た め に 溶 液 を 含 ん で い る 。 そ の よ う な 工 程 （ す な わ ち ロ ッ ド
ま た は ピ ン の 先 端 を さ か さ ま に し て 適 切 な 溶 液 に 挿 入 す る 工 程 ） を 繰 り 返 す こ と に よ っ て
、 ア ミ ノ 酸 は 所 望 の ペ プ チ ド に 構 築 さ れ る 。 さ ら に ま た 、 多 数 の FMOCペ プ チ ド 合 成 系 が 利
用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト の ア ッ セ ン ブ リ は ア プ ラ イ ド バ
イ オ シ ス テ ム ズ 社 （ Applied Biosystems, Inc.） の モ デ ル 431A（ 商 標 ） 自 動 ペ プ チ ド 合 成
装 置 を 用 い て 固 相 上 で 実 施 で き る 。 前 記 の よ う な 装 置 は 、 直 接 合 成 ま た は 一 連 の フ ラ グ メ
ン ト （ 前 記 フ ラ グ メ ン ト は 他 の 公 知 の 技 術 を 用 い て 結 合 さ せ る こ と が で き る ） の 合 成 に よ
っ て 本 発 明 の ペ プ チ ド の 容 易 な 入 手 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ： 本 発 明 は 、 新 規 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 、 前 記
と 結 合 す る 抗 体 、 前 記 酵 素 の 抗 原 部 位 （ エ ピ ト ー プ ） 及 び 活 性 部 位 を 表 す ペ プ チ ド 、 調 節
及 び 結 合 ド メ イ ン 、 前 記 を 製 造 及 び 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 又 は 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の
任 意 の 組 合 せ （ 例 え ば グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル 結 合 の 切 断 、 リ パ ー ゼ 活 性 の 欠 如 な
ど ） を 有 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 例 示
的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 と は 改 変 さ れ た 活 性 を 有 す る 。
　 本 発 明 は 、 シ グ ナ ル 配 列 含 有 及 び シ グ ナ ル 配 列 非 含 有 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 並 び に シ グ ナ ル
配 列 そ の も の を 含 む 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 酵 素 の フ ラ グ メ ン ト 又 は 部 分 配 列 を 含 み 、 前 記
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は 、 例 え ば 触 媒 ド メ イ ン （ “ 活 性 部 位 ” ） 、 結 合 部 位 、 調 節 ド メ イ ン 、 エ ピ ト ー プ 、 シ グ
ナ ル 配 列 、 プ レ プ ロ ド メ イ ン な ど を 含 む か 、 又 は 前 記 か ら 成 る ペ プ チ ド 若 し く は ポ リ ペ プ
チ ド で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 固 定 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 抗 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 抗 体 及 び 前 記
の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む ヘ テ ロ 複 合 体 （ 例 え ば
融 合 タ ン パ ク 質 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー な ど ） を 含 む 。 ペ プ チ ド が 前 記 酵 素 の 抗 原 部 位 （ エ ピ ト
ー プ ） 、 活 性 部 位 、 結 合 部 位 、 シ グ ナ ル 配 列 な ど を 表 し て い る か 否 か の 決 定 は 、 日 常 的 な
ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ル に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 酵 素 及 び 方 法 を 用 い て 、 高 リ ン 油 、 特 に コ メ 、 ダ イ ズ 、 ト ウ モ ロ コ シ
、 キ ャ ノ ー ラ 及 び ヒ マ ワ リ 油 の よ り 完 全 な 脱 ガ ム を 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る
特 徴 で は 、 PI-PLCに よ る 切 断 に 際 し て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル は ジ ア シ ル グ リ セ ロ
ー ル 及 び ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル に 変 換 さ れ る 。 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル は 水 相 へ 分 配 さ れ （ 油
の 収 量 を 改 善 す る ） 、 ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル は 水 相 へ 分 配 さ れ る （ 前 記 は 遠 心 時 に 重 い 相 の
成 分 と し て 除 去 さ れ る ） 。 本 発 明 の 酵 素 、 例 え ば 本 発 明 の PI-PLCは 化 学 的 又 は 物 理 的 な 精
製 プ ロ セ ス に 取 り 入 れ る こ と が で き る 。
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 酵 素 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 特 異 的 ホ ス ホ リ パ ー
ゼ C（ PI-PLC） 活 性 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 特 異 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C活 性 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン
酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A活 性 及 び /又 は パ タ チ ン 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性
を 有 す る 。 こ れ ら の 酵 素 は 単 独 で 用 い る か 、 又 は 互 い に 組 み 合 わ せ る か 、 又 は 本 発 明 の 別
の 酵 素 、 若 し く は 本 発 明 の 酵 素 以 外 の 酵 素 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 あ る 特 徴
で は 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 酵 素 （ 本 発 明 の ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 特 異 的 ホ ス ホ リ パ
ー ゼ C（ PIPLC） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 特 異 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C、 及 び /又 は ホ ス ホ リ パ ー
ゼ D（ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 結 合 し て い る ） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ パ
ー ゼ A、 パ タ チ ン 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む ） を 単 独 又 は 組 み 合 わ せ て 、 油 （ 例 え ば 植 物
油 、 例 え ば 高 リ ン 油 、 例 え ば ダ イ ズ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 キ ャ ノ ー ラ 、 米 ぬ か 及 び ヒ マ ワ リ 油
） の 脱 ガ ム に 用 い る 方 法 を 提 供 す る 。 PI-PLCに よ る 切 断 に 際 し て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ
ト ー ル は ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 及 び ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル に 変 換 さ れ る 。 ジ ア シ ル グ リ セ ロ
ー ル は 水 相 へ 分 配 さ れ （ 油 の 収 量 を 改 善 す る ） 、 ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル は 水 相 へ 分 配 さ れ る
（ 前 記 は 遠 心 時 に 重 い 相 の 成 分 と し て 除 去 さ れ る ） 。 本 発 明 の 酵 素 、 例 え ば 本 発 明 の PI-P
LCは 化 学 的 又 は 物 理 的 な 精 製 プ ロ セ ス に 取 り 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 非 水 和 性 物 質 を 水 和 す る た め に 中 性 pHで ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
を 含 む 組 成 物 （ 例 え ば 溶 液 ） を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 約 4か ら 9、 又 は 5か ら 8、 又
は 6か ら 7の 間 の pH範 囲 に あ る ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 提 供 し 、 前 記 は 、 高 リ ン 油 中 の 非
水 和 性 リ ン 脂 質 （ 本 発 明 の 酵 素 を 含 む ） を 水 和 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 あ る 特 徴
で は 、 前 記 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 水 和 は 、 リ ン 脂 質 と 結 合 し た カ ル シ ウ ム 及 び マ グ ネ シ ウ ム
を キ レ ー ト し 、 そ れ に よ っ て 、 強 固 に 不 溶 性 の リ ン 脂 質 塩 を よ り 容 易 に 水 相 に 分 配 さ せ る
こ と に よ る 。 あ る 特 徴 で は 、 い っ た ん リ ン 脂 質 が 水 /油 の 境 界 面 又 は 水 相 中 に 移 動 し た ら
、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 特 異 的 ホ ス ホ ヒ ド ロ ラ ー ゼ ）
又 は 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ が リ ン 脂 質 を ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 及 び ホ ス フ ェ ー ト エ ス テ ル に
変 換 す る で あ ろ う 。 あ る 特 徴 で は 、 カ ル シ ウ ム 及 び マ グ ネ シ ウ ム 金 属 含 有 量 は 、 酸 及 び 苛
性 ア ル カ リ の 添 加 に 際 し て 低 下 す る （ 苛 性 ア ル カ リ プ ロ セ ス に 関 す る 考 察 を 参 照 さ れ た い
） 。
　 本 発 明 の 酵 素 は 高 度 に 選 択 的 な 触 媒 で あ る 。 他 の 酵 素 の 場 合 の よ う に 、 本 発 明 の 酵 素 は
、 通 常 の 合 成 化 学 に お い て は 比 類 の な い 、 完 璧 に 立 体 選 択 性 、 領 域 選 択 性 及 び 化 学 選 択 性
を 有 す る 反 応 を 触 媒 す る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 の 酵 素 は 極 め て 融 通 性 が 高 い 。 そ れ ら は 、
有 機 溶 媒 中 で 機 能 す る よ う に 、 極 端 な pH（ 例 え ば 高 pH及 び 低 pH） 、 極 端 な 温 度 （ 例 え ば 高
温 及 び 低 温 ） 、 極 端 な 塩 レ ベ ル （ 例 え ば 高 塩 濃 度 及 び 低 塩 濃 度 ） で 働 く よ う に 調 整 す る こ
と が で き 、 さ ら に そ れ ら の 天 然 の 生 理 学 的 な 基 質 と は 構 造 的 に 無 関 係 の 化 合 物 と の 反 応 を
触 媒 す る 。 本 発 明 の 酵 素 は 、 広 範 囲 の 天 然 及 び 非 天 然 基 質 と 反 応 性 を 有 す る よ う に 設 計 す
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る こ と が で き 、 し た が っ て 実 質 的 に 任 意 の リ ー ド 化 合 物 の 改 変 を 可 能 に す る 。 本 発 明 の 酵
素 は ま た 高 度 に 鏡 像 選 択 的 及 び 領 域 選 択 的 で あ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
酵 素 に よ っ て 示 さ れ る 高 度 な 官 能 基 特 異 性 に よ っ て 、 新 規 な 活 性 化 合 物 を も た ら す 合 成 工
程 の 各 反 応 を 正 確 に 追 跡 す る こ と が 可 能 に な る 。 本 発 明 の 酵 素 は ま た 、 自 然 界 に お け る そ
れ ら の 天 然 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 ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 酵 素 の 固 有 の 触 媒 特 性 を 利 用 す る 。 一 方 、 化 学 的 変 換 に お け る 生 体 触 媒 の 使
用 （ す な わ ち 精 製 又 は 粗 酵 素 、 死 細 胞 又 は 生 細 胞 ） は 、 特 定 の 出 発 化 合 物 と 反 応 す る 生 体
触 媒 の 特 定 が 通 常 要 求 さ れ る 。 本 発 明 は 、 選 択 さ れ た 生 体 触 媒 （ す な わ ち 本 発 明 の 酵 素 ）
及 び 多 く の 出 発 化 合 物 中 に 存 在 す る 官 能 基 に 特 異 的 な 反 応 条 件 を 用 い る 。 各 生 体 触 媒 は 1
つ の 官 能 基 又 は い く つ か の 関 連 す る 官 能 基 に 特 異 的 で あ り 、 こ の 官 能 基 を 含 む 多 く の 出 発
化 合 物 と 反 応 す る こ と が で き る 。 前 記 生 体 触 媒 反 応 は 、 た だ 1つ の 出 発 化 合 物 に 由 来 す る
誘 導 体 集 団 を 生 じ る 。 こ れ ら の 誘 導 体 は ま た 別 の 生 体 触 媒 反 応 ラ ウ ン ド に 付 さ れ 、 第 二 の
誘 導 体 化 合 物 集 団 を 生 じ る 。 生 体 触 媒 に よ る 誘 導 体 生 成 が 繰 り 返 さ れ る 毎 に 、 最 初 の 化 合
物 か ら 数 千 の 変 種 が 生 成 さ れ う る 。
　 酵 素 は 、 分 子 の 残 り の 部 分 に 影 響 を 与 え る こ と な く 出 発 化 合 物 の 特 定 の 部 位 で 反 応 し 、
前 記 プ ロ セ ス は 慣 習 的 な 化 学 的 方 法 を 用 い て 達 成 す る こ と は 非 常 に 困 難 で あ る 。 生 体 触 媒
の こ の 高 度 な 特 異 性 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 内 で た だ 1つ の 活 性 な 酵 素 を 特 定 す る 手 段 を 提 供 す
る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 前 記 を 生 成 す る た め に 用 い ら れ る 一 連 の 生 体 触 媒 反 応 （ い わ ゆ る “
生 合 成 歴 ” ） に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 生 物 学 的 活 性 に つ い て ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ
ン グ し 、 生 合 成 歴 を 追 跡 す る こ と に よ っ て 、 活 性 化 合 物 を 生 成 す る 固 有 の 反 応 工 程 が 特 定
さ れ る 。 前 記 反 応 工 程 を 繰 り 返 し て 、 合 成 さ れ た 化 合 物 の 構 造 を 決 定 す る 。 前 記 の 特 定 の
た め の 態 様 は 、 合 成 及 び ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 他 の 態 様 と 異 な り 、 固 定 化 技 術 を 必 要 と
せ ず 、 化 合 物 は 、 溶 液 中 に 遊 離 し た 状 態 で 合 成 で き 、 さ ら に 実 質 的 に 任 意 の タ イ プ の ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 す 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 反 応 に よ り 生 成 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る 固 有 の 酵 素 反 応 を “ 追 跡
” す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 用 い て 新 規 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ を
発 見 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 発 現 依 存 発 見 に 対 し て ラ ム ダ
フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に お け る ラ ム ダ フ ァ ー ジ
ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 は 、 有 害 ク ロ ー ン の 検 出 、 基 質 へ の 接 近 の 改 善 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 大 量
削 除 か ら 生 じ る 一 切 の 偏 向 の 可 能 性 を 回 避 し て 宿 主 を 操 作 す る こ と の 必 要 性 を 減 少 さ せ る
こ と 、 及 び 低 い コ ロ ニ ー 密 度 で の よ り 迅 速 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 に お い て も 固 相 に お い て も 実 施 す る こ と が で き る 。 液 相 で
の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 固 相 ス ク リ ー ニ ン グ と 比 較 し て ア ッ セ イ 条 件 に お け る よ り 大 き な 融
通 性 、 基 質 追 加 の 融 通 性 、 脆 弱 ク ロ ー ン に 対 す る よ り 高 い 感 度 、 及 び 自 動 化 の 容 易 さ を 提
供 す る 。
　 本 方 法 の 工 程 の 多 く が 自 動 装 置 に よ る 自 動 化 を 用 い て 実 施 さ れ 、 1日 当 た り 何 千 も の 生
体 触 媒 反 応 及 び ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 実 施 を 可 能 に す る と と も に 、 高 レ ベ ル の 正 確 性
及 び 再 現 性 を 担 保 す る （ 下 記 の ア レ イ の 項 の 考 察 を 参 照 さ れ た い ） 。 結 果 と し て 、 誘 導 化
合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 数 週 間 程 度 で 作 製 す る こ と が で き る 。 分 子 （ 小 分 子 を 含 む ） の 改 変 に
つ い て の 更 な る 教 示 に つ い て は 、 PCT/US94/09174を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ： 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル 配 列 （ 例 え ば シ グ ナ
ル ペ プ チ ド （ SP） ） 、 例 え ば シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 及 び /又 は キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド
を 提 供 す る （ こ こ で 前 記 ペ プ チ ド 又 は キ メ ラ は 表 1に 示 す シ グ ナ ル 配 列 、 又 は 下 記 に 示 す
シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る ） 。 本 発 明 は 、 こ れ ら シ グ ナ ル 配 列 （ SP、 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む /ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 成 る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド ） を コ ー ド す る
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核 酸 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 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 98、 配 列 番 号 100、 配 列 番 号 102、 配 列 番 号 104、 配 列 番 号 106、 配 列 番 号 108、
配 列 番 号 110、 配 列 番 号 112、 配 列 番 号 114、 配 列 番 号 116、 配 列 番 号 118、 配 列 番 号 120、 配
列 番 号 122、 配 列 番 号 124、 配 列 番 号 126、 配 列 番 号 128、 配 列 番 号 130、 配 列 番 号 132、 配 列
番 号 134、 配 列 番 号 136、 配 列 番 号 138、 配 列 番 号 140、 配 列 番 号 142、 配 列 番 号 144、 配 列 番
号 146、 配 列 番 号 148、 配 列 番 号 150、 配 列 番 号 152、 配 列 番 号 154、 配 列 番 号 156、 配 列 番 号
158、 配 列 番 号 160、 配 列 番 号 162、 配 列 番 号 164、 配 列 番 号 166、 配 列 番 号 168、 配 列 番 号 17
0、 配 列 番 号 172、 又 は 配 列 番 号 174の 残 基 1か ら 20、 1か ら 21、 １ か ら 22、 １ か ら 23、 １ か
ら 24、 １ か ら 25、 1か ら 26、 1か ら 27、 1か ら 28、 1か ら 29、 1か ら 30、 1か ら 31、 1か ら 32、 1
か ら 33に 示 さ れ る 配 列 を 含 む /配 列 か ら 成 る ペ プ チ ド を 含 む シ グ ナ ル 配 列 を 提 供 す る 。 こ
れ ら ペ プ チ ド の い ず れ も キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 例 え ば 組 換 え タ ン パ ク 質 の 部 分 で あ り う る 。
シ グ ナ ル 配 列 ペ プ チ ド は 、 下 記 で さ ら に 考 察 す る よ う に 、 本 発 明 の 別 の 酵 素 （ 例 え ば 前 記
を 誘 導 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 以 外 の 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） 、 又 は 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、
ま た は 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
　 例 示 的 な シ グ ナ ル 配 列 は 表 1及 び 配 列 リ ス ト に 示 さ れ 、 例 え ば 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、
配 列 番 号 6の 残 基 1か ら 24； 配 列 番 号 8の 残 基 1か ら 29； 配 列 番 号 10の 残 基 1か ら 20； 配 列 番
号 20の 残 基 1か ら 19； 配 列 番 号 22の 残 基 1か ら 28； 配 列 番 号 32の 残 基 1か ら 20； 配 列 番 号 38
の 残 基 1か ら 23で あ る 。 本 発 明 の 他 の 例 示 的 シ グ ナ ル 配 列 に つ い て は 表 1及 び 配 列 リ ス ト を
参 照 さ れ た い 。
　 い く つ か の 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は シ グ ナ ル 配 列 を も た な い 。 あ る 特 徴 で
は 、 本 発 明 は 、 シ グ ナ ル 配 列 の 全 部 又 は 一 部 分 を 欠 く 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る
。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 あ る 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 で あ っ て 、 異 な る ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 核 酸 配 列 と 連 結 さ れ た も の を 提 供 す る 。 ま た は 場 合
に よ っ て 、 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ タ ン パ ク 質 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 を 所 望 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ： 上 記 で 考 察 し た よ
う な シ グ ナ ル 配 列 （ 例 え ば シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） ） の 他 に 、 本 発 明 は 、 プ レ プ ロ ド メ イ
ン 、 結 合 ド メ イ ン （ 例 え ば 基 質 結 合 ド メ イ ン ） 及 び 触 媒 ド メ イ ン （ CD） を 提 供 す る 。 本 発
明 の SPド メ イ ン 、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /又 は CDは 単 離 又 は 組 換 え ペ プ チ ド で あ っ て も 、
又 は 例 え ば キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 異 種 ド メ イ ン の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 分 で あ っ て も
、 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 部 分 （ 例 え ば キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 異 種 ド メ イ ン の 場 合 ） で あ っ て
も よ い 。 本 発 明 は 、 こ れ ら 触 媒 ド メ イ ン （ CD） （ 例 え ば “ 活 性 部 位 ” ） 、 プ レ プ ロ ド メ イ
ン 、 結 合 ド メ イ ン 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 /ア ミ ノ 末 端 残 基 か ら な る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド ） を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル 配 列 （ SP） 、 結 合 ド メ イ ン 、 触 媒 ド メ イ ン （ CD） 及 び
/又 は プ レ プ ロ 配 列 は 単 離 ペ プ チ ド で あ っ て も 、 又 は 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 若 し く は 非 ホ ス
ホ リ パ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド と （ 例 え ば 融 合 （ キ メ ラ ） タ ン パ ク 質 と し て ） 結 合 し た 配 列 で あ
っ て も よ い 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ シ グ ナ ル 配 列 SP及 び /ま た は プ レ プ
ロ 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ に 対 し て 異 種 の 配 列 を 含 む （ 例 え
ば 、 本 発 明 の SP及 び /又 は プ レ プ ロ 配 列 並 び に 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
タ ン パ ク 質 由 来 の 配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 ） 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 異 種 CD、 SP及
び /又 は プ レ プ ロ 配 列 を 有 す る 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る （ 例 え ば 酵 母 の シ グ ナ
ル 配 列 を 有 す る 配 列 ） 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 異 種 CD、 SP及 び /又 は プ レ プ ロ 配 列
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を ベ ク タ ー （ 例 え ば pPICシ リ ー ズ ベ ク タ ー （ Invitrogen, Carlsbad, CA） ） 中 に 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の SP、 CD及 び /又 は プ レ プ ロ 配 列 は 、 新 規 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ ポ リ
ペ プ チ ド の 特 定 に 続 い て 特 定 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 を 分 類 し 、 そ れ ら の 適 切 な 細 胞 内 の 指 定
場 所 へ 輸 送 す る 経 路 は 、 し ば し ば タ ン パ ク 質 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 経 路 と 称 さ れ る 。 こ れ ら 全
て の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 系 で も っ と も 重 要 な 要 素 の 1つ は 、 新 規 に 合 成 さ れ る ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 末 端 の 、 シ グ ナ ル 配 列 と 称 さ れ る 短 い ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 こ の シ グ ナ ル 配 列 は タ ン
パ ク 質 を そ の 適 切 な 細 胞 内 の 指 定 場 所 へ 誘 導 し 、 さ ら に 、 輸 送 時 又 は 前 記 タ ン パ ク 質 が そ
の 最 終 的 な 目 的 地 に 到 達 し た と き に 除 去 さ れ る 。 ほ と ん ど の リ ソ ゾ ー ム タ ン パ ク 質 、 膜 タ
ン パ ク 質 又 は 分 泌 タ ン パ ク 質 は ア ミ ノ 末 端 の シ グ ナ ル 配 列 を 有 し 、 前 記 配 列 は 、 小 胞 体 の
管 腔 内 へ の 輸 送 の た め に そ れ ら タ ン パ ク 質 に 目 印 を 与 え る 。 シ グ ナ ル 配 列 の 長 さ は 13か ら
45又 は そ れ よ り 大 き い ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り う る 。 当 業 者 に は 種 々 の シ グ ナ ル 配 列 認 識 方 法
が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 あ る 特 徴 で は 、 新 規 な ヒ ド ロ ラ ー ゼ シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 、 シ グ
ナ ル Pと 称 さ れ る 方 法 に よ っ て 特 定 さ れ る 。 シ グ ナ ル Pは 合 体 神 経 ネ ッ ト ワ ー ク を 用 い 、 前
記 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド 及 び そ れ ら の 切 断 部 位 の 両 方 を 認 識 す る （ Nielsen et al. "Identi
fication of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction of their c
leavage sites." Protein Engineering, vol.10, no.1, p.1-6 (1997)） 。
　 い く つ か の 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 SP及 び /又 は プ レ プ ロ 配 列 及 び /又 は
触 媒 ド メ イ ン （ CD） を も た な く て も よ い 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 SP、 CD及 び /又 は プ
レ プ ロ ド メ イ ン の 全 て ま た は 一 部 分 を 欠 く ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本
発 明 は 、 あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ に 由 来 す る シ グ ナ ル 配 列 （ SP） 、 CD及 び /又 は プ レ プ ロ 配 列
を コ ー ド す る 核 酸 が 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 核 酸 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 核 酸 を 提 供 し 、
ま た 場 合 に よ っ て は 、 非 ホ ス ホ リ パ ー ゼ タ ン パ ク 質 の シ グ ナ ル 配 列 （ SP） 、 CD及 び /又 は
プ レ プ ロ ド メ イ ン を 所 望 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 （ SP） 、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /ま た は 触 媒 ド メ
イ ン （ CD） 並 び に 異 種 配 列 を 含 む 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 前 記 異 種 配
列 は 、 SP、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /又 は CDと （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ と ） 天 然 に は 結 合 し
て い な い 配 列 で あ る 。 SP、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /又 は CDが 天 然 に は 結 合 し て い な い 配 列
は 、 SP、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /又 は CDの ア ミ ノ 末 端 、 カ ル ボ キ シ 末 端 、 及 び /又 は SP及 び
/又 は CDの 両 方 の 末 端 に 存 在 し う る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 （ S
P） 、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /又 は 触 媒 ド メ イ ン （ CD） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む （ ま た は
前 記 か ら 成 る ） 単 離 又 は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る が 、 た だ し 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は そ
れ が 天 然 に 結 合 し て い る い ず れ の 配 列 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 ） と も 結 合 し て い な い
こ と を 条 件 と す る 。 同 様 に あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 単 離 ま た は 組 換
え 核 酸 は 、 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 （ SP） 、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /又 は 触 媒 ド メ イ ン （ CD
） 並 び に 異 種 配 列 （ す な わ ち 本 発 明 の シ グ ナ ル 配 列 （ SP） 、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /又 は
触 媒 ド メ イ ン （ CD） と 天 然 に は 結 合 し て い な い 配 列 ） の コ ー ド 配 列 を 含 む 。 前 記 異 種 配 列
は 、 SP、 プ レ プ ロ ド メ イ ン 及 び /又 は CDの コ ー ド 配 列 の 3'末 端 、 5'末 端 及 び /又 は そ の 両 末
端 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 型 又 は 不 活 性 型 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド は 、 “ 成 熟 ” 前 又 は プ レ プ ロ 配 列 の プ ロ セ ッ シ ン グ 前 （ 例 え ば プ ロ タ ン パ
ク 質 変 換 酵 素 の よ う な プ ロ タ ン パ ク 質 プ ロ セ ッ シ ン グ 酵 素 に よ っ て “ 活 性 な ” 成 熟 タ ン パ
ク 質 が 生 成 さ れ る 前 ） の プ ロ タ ン パ ク 質 を 含 む 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 他 の 原 因 、 例 え
ば 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ 事 象 （ 例 え ば エ ン ド -又 は エ キ ソ -ペ プ チ ダ ー ゼ 又 は プ ロ テ イ ナ ー
ゼ 作 用 ） 、 リ ン 酸 化 事 象 、 ア ミ ド 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 脱 グ リ コ シ ル 化 、 硫 酸 化 、 ダ イ マ ー
化 事 象 な ど に よ り 活 性 化 さ れ る 前 の 、 不 活 性 で あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 。 “ プ レ プ ロ ”
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ド メ イ ン 配 列 、 CD、 結 合 ド メ イ ン 及 び シ グ ナ ル 配 列 を 特 定 す る 方 法 は 当 分 野 で は よ く 知 ら
れ て い る 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Van de Ven (1993) Crit. Rev. Oncog. 4(2):115
-136； タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 特 定 の た め の 酵 母 2ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ
は 、 例 え ば 以 下 に よ っ て 記 載 さ れ て い る ： Miller (2004) Methods Mol. Biol. 261:247-6
2； Heyninck (2004) Methods Mol. Biol. 282:223-41； USPN 6,617,122； USPN 6,190,874
。 例 え ば 、 プ レ プ ロ 配 列 を 特 定 す る た め に 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 細 胞 外 間 隙 か ら 精 製 し 、 さ
ら に N-末 端 タ ン パ ク 質 配 列 を 決 定 し プ ロ セ ッ シ ン グ を 受 け て い な い 形 態 と 比 較 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 調 製 物 と し て 任 意 の 液 体 、 固 体 、 半 固 体 又 は ゲ ル
形 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 調 製 物 は 、 非 水 性 液 体 組 成 物
、 鋳 造 固 体 、 散 剤 、 凍 結 乾 燥 粉 末 、 顆 粒 形 、 粒 状 形 、 圧 縮 錠 剤 、 ペ レ ッ ト 、 ゲ ル 形 、 ヒ ド
ロ ゲ ル 、 ペ ー ス ト 、 エ ー ロ ゾ ル 、 ス プ レ ー 、 ロ ー シ ョ ン 又 は ス ラ リ ー 製 剤 を 含 む 製 剤 を 含
む こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 全 て の 活 性 な 形 態 を 含 み 、 こ れ ら に は 本 発 明 の 酵 素 の 活 性 な 部
分 配 列 、 例 え ば 触 媒 ド メ イ ン （ CD） 又 は 活 性 部 位 が 含 ま れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 下
記 に 示 さ れ る 触 媒 ド メ イ ン 又 は 活 性 部 位 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば Pf
amの よ う な デ ー タ ベ ー ス 又 は 等 価 物 を 使 用 す る こ と に よ り 予 測 さ れ る 活 性 部 位 を 含 む 、 又
は 前 記 活 性 部 位 か ら 成 る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る （ Pfamは 、 多 数 の 一 般 的 な
タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー を カ バ ー す る 、 マ ル チ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 及 び 隠 蔽 マ ル コ フ モ デ ル
の 大 き な 蒐 集 物 で あ る ； Pfamタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス 、 A. Bateman, E. Birne
y, L. Cerruti, R. Durbin, L. Etwiller, S.R. Eddy, S. Griffiths-Jones, K.L. Howe,
 M. Marshall, & E.L.L. Sonnhammer, Nucleic Acids Research, 30(1):276-280, 2002）
。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 酵 素 の N-末 端 又 は C-末 端 部 分 配 列 （ 例 え ば シ グ ナ ル 配 列 、 プ レ プ ロ
配 列 ） と 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト と の 融
合 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 酵 素 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 ） の 製 造 は ま た 、 前 記 酵 素
を 不 活 性 な 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 後 で タ ン パ ク 分 解 切 断
事 象 （ 内 因 性 又 は 外 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 （ 例 え ば ト リ プ シ ン ） を 用 い る ） に よ っ て 活 性
化 さ せ 、 こ れ に よ っ て 融 合 タ ン パ ク 質 パ ー ト ナ ー と 成 熟 酵 素 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵
素 ） を 分 離 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、
以 下 の 要 素 を 含 有 す る 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド す る ハ イ ブ リ ッ ド ヌ
ク レ オ チ ド 構 築 物 か ら 発 現 さ れ る ： 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 の た め の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 リ ン
カ ー 配 列 （ 2つ の 可 撓 性 の 低 い タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 結 合 さ せ る 可 撓 性 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 定 義 さ れ る ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 認 識 部 位 及 び 成 熟 酵 素 （ 例
え ば 本 発 明 の 任 意 の 酵 素 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） 配 列 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 前 記 融 合 タ
ン パ ク 質 は 、 ペ ク テ ー ト リ ア ー ゼ 配 列 、 キ シ ラ ナ ー ゼ 配 列 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 配 列 又 は 別 の 配 列 、 例 え ば 対 象 の 宿 主 系 で 過 剰 発 現 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ た 配 列 を
含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 任 意 の 宿 主 系 、 例 え ば 任 意 の 細 菌 、 例 え ば グ ラ ム 陽 性 細 菌 （ 例 え ば バ チ ル ス ） 又 は グ ラ
ム 陰 性 細 菌 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） 又 は 任 意 の 酵 母 （ 例 え ば ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス ） を 用 い る こ と
が で き る （ 上 記 の 考 察 を 参 照 さ れ た い ） 。 キ メ ラ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 に お け る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 並 べ 方 は 、 各 構 築 物 に よ り 達 成 さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 基 準 に し て 決 定
す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 の 5'末 端 か ら 始 ま っ て 前 記 構 築 物
の 3'プ ラ イ ム 末 端 ま で 、 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 以 下 の よ う に ア ッ セ ン ブ リ ン グ さ れ る ：
シ グ ナ ル 配 列 ／ 融 合 タ ン パ ク 質 ／ リ ン カ ー 配 列 ／ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 認 識 部 位 ／ 成 熟 酵 素 （
例 え ば 本 発 明 の 酵 素 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） 、 又 は シ グ ナ ル 配 列 ／ プ ロ 配 列 ／ 成 熟 酵 素
／ リ ン カ ー 配 列 ／ 融 合 タ ン パ ク 質 。 不 活 性 な 融 合 タ ン パ ク 質 と し て の 酵 素 （ 例 え ば 本 発 明
の 酵 素 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、 前 記 酵 素 配 列 の 全 体 的 な 発
現 が 改 善 さ れ る 可 能 性 が あ り 、 活 性 酵 素 の 過 剰 生 成 に 付 随 す る 潜 在 的 な 毒 性 を 減 少 さ せ る
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可 能 性 が あ り 、 及 び /又 は 使 用 前 の 酵 素 の 保 存 期 間 を 延 長 さ せ る 可 能 性 が あ る （ な ぜ な ら
ば 、 酵 素 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ペ ク テ ー ト リ ア ー ゼ ） が 前 記 酵 素 （ 例 え ば ホ ス ホ リ
パ ー ゼ ） か ら 分 離 さ れ る ま で 不 活 性 で あ ろ う か ら ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 様 々 な 特 徴 に お い て 、 本 発 明 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ の 活 性 化 の た め の 特 別 な 製 剤 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 最 初 に 不 活 性 な 融 合 タ ン パ
ク 質 と し て 発 現 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 活 性 化 は 、 タ ン パ ク 分 解 活 性 を 用 い て 、 又 は
ア ミ ノ 末 端 若 し く は カ ル ボ キ シ 末 端 ペ プ チ ダ ー ゼ と 組 み 合 わ さ れ た 潜 在 的 な タ ン パ ク 分 解
活 性 を 用 い て 達 成 さ れ る 。 こ の 活 性 化 事 象 は 、 多 様 な 方 法 で 、 及 び 油 の 脱 ガ ム で の 適 用 前
の 製 造 /貯 蔵 プ ロ セ ス に お け る 多 様 な 時 点 で 実 施 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 例 示 的 な プ
ロ セ ス に は 以 下 が 含 ま れ る ： 発 酵 培 地 へ の 融 合 構 築 物 の 分 泌 時 に 製 造 宿 主 に よ っ て 発 現 さ
れ る 内 因 性 活 性 に よ る 切 断 ； 細 胞 崩 壊 時 に 細 胞 内 で 発 現 さ れ た 融 合 構 築 物 に よ り 活 性 化 さ
れ る か 、 又 は 前 記 と 接 触 す る 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に よ る 切 断 ； 酵 素 を 製 剤 化 す る 前 に
切 断 及 び 酵 素 （ 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ C） の 活 性 化 を 達 成 す る
た め に 、 固 定 し た プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の カ ラ ム に 粗 又 は 精 製 融 合 タ ン パ ク 質 を 通 過 さ せ る ；
可 溶 性 の タ ン パ ク 分 解 活 性 供 給 源 を 用 い る 粗 又 は 精 製 融 合 構 築 物 の 処 理 ； 油 の 精 製 プ ロ セ
ス で 使 用 す る 直 前 に 、 可 溶 性 又 は 不 溶 性 の い ず れ か の タ ン パ ク 分 解 活 性 供 給 源 を 用 い る 油
の 精 製 プ ロ セ ス で の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ
ー ゼ C） の 活 性 化 ； 及 び /又 は 固 定 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 カ ラ ム に 低 温 （ 例 え ば 約 4℃ か ら 20℃
の 間 の 任 意 の 温 度 ） で 融 合 構 築 物 製 剤 を 持 続 的 に 循 環 さ せ る こ と に よ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ （
例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ C） 活 性 の 活 性 化 。 こ の 活 性 化 事
象 は 使 用 場 所 に デ リ バ リ ー す る 直 前 に 実 施 す る か 、 又 は 油 精 製 の そ の 場 所 で 実 施 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ： 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 抗 体 ） は ま
た グ リ コ シ ル 化 す る こ と が で き 、 例 え ば あ る 特 徴 で は 、 少 な く と も 1つ の グ リ コ シ ル 化 部
位 （ 例 え ば N-結 合 又 は O-結 合 グ リ コ シ ル 化 ） を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は
、 P.パ ス ト リ ス 又 は P.ポ ン ベ で 発 現 さ れ た 後 で グ リ コ シ ル 化 す る こ と が で き る 。 前 記 グ リ
コ シ ル 化 は 、 化 学 的 に 又 は 細 胞 の 生 合 成 メ カ ニ ズ ム に よ っ て 翻 訳 後 に 付 加 す る こ と が で き
る 。 こ の 場 合 、 後 者 の メ カ ニ ズ ム は 公 知 の グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ の 使 用 を 取 り 入 れ る 。 前
記 モ チ ー フ は 前 記 配 列 に と っ て 天 然 の も の で も よ い が 、 ま た ペ プ チ ド と し て 付 加 し て も 、
配 列 を コ ー ド す る 核 酸 に 付 加 し て も よ い 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば 下 記 の 表 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 N-結 合 グ リ コ シ ル
化 さ れ た 配 列 番 号 2を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ４ 】
　 完 全 長 に 配 列 番 号 2（ 前 記 は あ る 特 徴 で は 配 列 番 号 1に よ っ て コ ー ド さ れ る ） の オ ー プ ン
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 7つ の 潜 在 的 な ア ス パ ラ ギ ン 結 合 （ N-結 合 ） グ リ コ シ ル 化 部 位
を コ ー ド す る 。 グ リ コ シ ル 化 宿 主 （ 例 え ば ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ
シ ア エ 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 ） で の 野 生 型 配 列 番 号 2の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 発 現 は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 配 列 番 号 2の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素
の 生 成 を も た ら し 、 前 記 酵 素 は N-結 合 グ リ コ シ ル 化 の 存 在 の た め に 本 質 的 に 不 活 性 で あ る
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。 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 野 生 型 の 配 列 番 号 2を PNGア ー ゼ F又 は エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Hを 用 い
た 酵 素 に よ る 脱 グ リ コ シ ル 化 は 、 配 列 番 号 2活 性 の 活 性 化 を も た ら す 。 さ ら に ま た 、 １ 以
上 の N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 変 異 誘 導 に よ る 改 変 （ 前 記 部 位 が N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位
と し て も は や 認 識 さ れ ず 、 前 記 部 位 で グ リ コ シ ル 化 が も は や 生 じ な い よ う な 改 変 ） に よ っ
て 、 種 々 の 程 度 に 活 性 が 増 強 し た 配 列 番 号 2が 生 成 さ れ る 。
　 配 列 番 号 2の グ リ コ シ ル 化 部 位 4、 5及 び /又 は 6の ア ス パ ラ ギ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド の 変 異 導 入 （ 例 え ば 前 記 ア ス パ ラ ギ ン を ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 変 換 す る ） は 、 同 じ 宿 主 で 発
現 さ せ た 野 生 型 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と 比 較 し て 、 増 強 し た PLC活 性 を 有 す る
酵 素 の 生 成 を も た ら す （ ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス で 発 現 さ れ た 三 重 変 異 体 は 、 大 腸 菌 の よ う な
非 グ リ コ シ ル 化 宿 主 で 発 現 さ れ た 野 生 型 配 列 の 比 活 性 及 び 機 能 活 性 と 本 質 的 に 同 一 の 活 性
を 保 有 す る ） 。 N-結 合 グ リ コ シ ル 化 コ ン セ ン サ ス 配 列 （ NXS/T） 中 の セ リ ン 又 は ス レ オ ニ
ン 残 基 を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て （ 例 え ば 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド コ ド ン を 変 異 さ せ て 、 セ リ
ン 又 は ス レ オ ニ ン の 代 わ り に こ れ ら の 位 置 に バ リ ン 又 は イ ソ ロ イ シ ン を 生 成 す る こ と に よ
っ て ） 、 N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 廃 止 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 こ の 方 法 を 使 用 し て
N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 除 去 す る こ と に よ っ て も ま た 、 グ リ コ シ ル 化 宿 主 の 発 現 系 で 活
性 な 配 列 番 号 2の ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　
　 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 又 は 任 意 の 組 合 せ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 単 離 、
合 成 又 は 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 酵 素 、 抗 体 ） 及 び 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す
る 。 当 分 野 で 公 知 の 多 く の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の い ず れ の ア ッ セ イ も 、 ポ リ ペ プ チ ド が ホ
ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 有 し 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る か 否 か の 決 定 に 用 い る こ と が で き
る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 B、 D及 び C、 パ タ チ ン 並 び に 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 、 ま た は
リ パ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の 日 常 的 プ ロ ト コ ル は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。
　 例 示 的 な 活 性 ア ッ セ イ に 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 、 ア ン プ レ ッ ク ス （ Amplex） レ ッ ド （ 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） 、 細 胞 溶 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 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ を 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 又 は 抗 体 は 、
ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 に つ い て 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
　 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 は 、 酸 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ LAH） 活 性 を 含 む こ と が で き る 。
例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Jimenez (2001) Lipids 36:1169-1174（ 前 記 は 、 パ タ チ ン の
脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 を 決 定 す る た め の オ ク タ エ チ レ ン グ リ コ ー ル モ ノ ド デ シ ル エ
ー テ ル 系 混 合 ミ セ ル に つ い て 記 載 し て い る ） ； Pinsirodom (2000) J. Agric. Food Chem.
 48:155-160（ 前 記 は 例 示 的 脂 質 ア シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ LAH） パ タ チ ン 活 性 に つ い て 記 載 し
て い る ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 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 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Ka
uffmann (2001) “ Conversion of  lipase into an efficie
nt phospholipase with increased activity towards long-chain fatty acyl substrate
s by directed evolution and rational design,”  Proteni Engineering 14:919-928； I
brahim (1995) “ Evidence implicating phospholipase as a virulence factor of Cand
ida albicans,”  Infect. Immun. 63:1993-1998。
　 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 （ 蛍 光 ） ホ ス ホ コ リ ン ア
ッ セ イ は 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Goode (1997) “ Evidence for cell surface and
 internal phospholipase activity in ascidian edds,”  Develop. Growth Differ. 39:
655-660； Diaz (1999) “ Direct fluorescence-based lipase activity assay,”  BioTec
hniques 27:696-700。
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の ア ン プ レ ッ ク ス レ ッ ド （ 蛍 光 ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ ア
ッ セ イ は キ ッ ト と し て 入 手 で き る 。 例 え ば モ リ キ ュ ラ ー プ ロ ー ブ 社 （ Molecular Probes I
nc., Eugene, OR） の ア ン プ レ ッ ク ス レ ッ ド ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 特 異 的 ホ ス ホ リ パ ー
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ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の ア ッ セ イ

Bacillus thermocatenulatus



ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト を 製 造 元 の 指 示 に し た が っ て 用 い て ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 特 異 的 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ る 。 蛍 光 は 、 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト 読 取 装 置 で 560± 10nmで の 励
起 及 び 590± 10nmで の 蛍 光 検 出 を 用 い て 測 定 さ れ る 。 前 記 ア ッ セ イ は 非 常 に 低 い 酵 素 濃 度
で 感 度 を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 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 ア ッ セ イ （ TLC） は 例 え
ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Reynolds (1991) Methods in Enzymol. 197:3-13； Taguchi (1
975) “ Phospholipase from  type A.I,”  Biochim. Biophys. Acta 4
09:75-85。 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ TLC） は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の 検 出 に 広 く 用 い ら れ
て い る 技 術 で あ る 。 水 性 ア ッ セ イ 混 合 物 か ら リ ン 脂 質 を 抽 出 す る た め に 、 本 方 法 の 種 々 の
改 変 が 実 施 さ れ て い る 。 い く つ か の PLCア ッ セ イ で は 、 加 水 分 解 は 、 ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ
ー ル （ 2： 1） を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ っ て 停 止 さ れ る 。 未 反 応 出 発 物 質 及 び ジ ア
シ ル グ リ セ ロ ー ル は 有 機 相 中 に 抽 出 さ れ て TLCに よ っ て 分 画 さ れ 、 一 方 、 ヘ ッ ド グ ル ー プ
生 成 物 は 水 相 に 残 留 す る 。 リ ン 脂 質 消 化 の さ ら に 正 確 な 測 定 の た め に 、 放 射 能 標 識 基 質 を
用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Reynolds (1991) Methods in Enzymol
. 197:3-13） 。 生 成 物 と 反 応 物 質 と の 比 を 用 い て 、 単 位 時 間 当 た り に 加 水 分 解 さ れ た 基 質
の 実 際 の 分 子 数 を 計 算 す る こ と が で き る 。 全 て の 成 分 が 等 し く 抽 出 さ れ る な ら ば 、 抽 出 物
中 の 一 切 の 損 失 は 全 て の 成 分 に 等 し く 影 響 す る で あ ろ う 。 リ ン 脂 質 消 化 成 分 の 分 離 は 、 溶
媒 系 と し て ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル /水 （ 65： 25： 4） を 用 い て シ リ カ ゲ ル の TLCに よ っ て
実 施 で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Taguchi (1975) Biochim. Biophys. Acta 409:
75-85） 。
　 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 以
下 に 記 載 さ れ て い る ： Korbsrisate (1999) J. Clin. Microbiol. 37:3742-3745； Berka (
1981) Infect. Immun. 34:1071-1074。 こ の ア ッ セ イ 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 加 水 分 解 に よ る 黄 色 の 発 色 原 化 合 物 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル の 遊 離
（ 405nmで 検 出 で き る ） を 根 拠 に し て い る 。 こ の 基 質 は 高 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ に 便 利 で あ
る 。
　 細 胞 溶 解 ア ッ セ イ は 、 赤 血 球 の 溶 解 に よ り 細 胞 溶 解 活 性 を も つ ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 検 出 す
る こ と が で き る 。 毒 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 真 核 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 溶 解 さ せ る 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ：
Titball (1993) Microbiol. Rev. 57:347-366。
【 ０ １ ６ ８ 】
　
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 配 列 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ホ ス ホ リ パ ー ゼ お よ び 融 合
タ ン パ ク 質 （ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む ） を 提 供 す る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー
を 用 い て 、 標 的 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ 基 質 、 レ セ プ タ ー 、 酵 素 ） の ペ プ チ ド モ ジ ュ レ ー
タ ー （ 例 え ば 活 性 化 物 質 ま た は 阻 害 物 質 ） を 単 離 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド ラ
イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 標 的 の 正 式 な 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば リ ガ ン ド （ 例 え ば サ イ ト カ イ
ン 、 ホ ル モ ン な ど ） を 特 定 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 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 （ CD） 並 び に 異 種 配 列 （ 上 記 参 照 ） を 含 む キ メ ラ タ
ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て “ 改 善 さ れ た ” ハ イ ブ リ ッ ド ホ
ス ホ リ パ ー ゼ を 作 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 極 端 な ア ル カ リ 性 pH及 び /
又 は 酸 性 pH、 高 温 及 び 低 温 、 浸 透 圧 条 件 な ど で 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば
ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 B、 Cま た は D活 性 、 パ タ チ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 、 グ リ セ ロ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ エ ス テ ル 結 合 の 切 断 、 植 物 油 の リ ン 脂 質 中 の エ ス テ ル 結 合 の 切 断 ） を 有 す る 酵 素 を 作 出
す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 酵 素 （ 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド ホ ス ホ リ パ ー ゼ
） を 作 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 第 一 の 生 物
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Clostridium novyi

ハ イ ブ リ ッ ド （ キ メ ラ ） ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー



学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 活 性 を 示 す こ と が で き る よ う に 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 配 列 を 組 み 込 む 細 胞 の プ ロ セ ス を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 新 規 な ハ イ ブ リ ッ ド ペ プ
チ ド を 作 出 す る 。 例 え ば 、 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の 例 示 的 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な ど ） を コ ー ド す る 例 示 的 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な ど ） で あ り う る 。 前 記 第 一 の 核
酸 は 、 特 定 の 環 境 条 件 下 （ 例 え ば 高 塩 濃 度 ） で 効 率 的 に 機 能 す る １ つ の 生 物 由 来 の 酵 素 を
コ ー ド す る こ と が で き る 。 前 記 核 酸 は 、 異 な る 条 件 下 （ 例 え ば 極 端 な 高 温 ） で 効 率 的 に 機
能 す る 別 個 の 生 物 に 由 来 す る 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 酵 素 と と も に
“ 組 み 込 む ” こ と が で き る 。 例 え ば 、 2つ の 核 酸 が 、 例 え ば 組 換 え 及 び /又 は 還 元 的 再 組 合
せ （ reductive reassortment） に よ っ て ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 生 成 す る と き 、 第 一 及 び 第 二
の 最 初 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の 配 列 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 来 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 両 方 の 酵 素 の 特 徴 を 示 す 酵 素 を コ ー ド す る こ と が で
き る 。 し た が っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 酵 素 は 、 第 一 及
び 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 酵 素 の 各 々 に よ っ て 共 有 さ れ る 環 境 条 件
下 （ 例 え ば 高 塩 濃 度 お よ び 極 端 な 温 度 ） で 効 率 的 に 機 能 す る こ と が で き る 。
　 ま た 別 に は 、 本 発 明 の 方 法 か ら 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 来 の 酵 素 で は
示 さ れ な い 特 殊 な 酵 素 活 性 を 示 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 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 的 再 組 合 せ に 続 い て 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 来 の 酵 素 の 各 々
か ら 得 ら れ る 特 殊 な 活 性 （ す な わ ち 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 作 用 す る 結 合 の タ イ プ 及 び 前 記
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 。 し た が っ て
、 例 え ば 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 本 来 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ か
ら 区 別 す る 化 学 的 官 能 性 （ 例 え ば （ a） ア ミ ド （ ペ プ チ ド 結 合 ） 、 す な わ ち ホ ス ホ リ パ ー
ゼ ； （ b） エ ス テ ル 結 合 、 す な わ ち ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び リ パ ー ゼ ； （ c） ア セ タ ー ル 、 す な
わ ち グ リ コ シ ダ ー ゼ ） 及 び 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 を 確
認 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 核 酸 と と も に “ 組 み 込 ま れ る ” べ き ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 供 給 源 は 、 個 々 の 生 物 （
“ 単 離 体 ” ） 、 規 定 培 地 で 増 殖 さ せ た 生 物 の 集 合 物 （ “ 濃 縮 培 養 ” ） 、 又 は 未 培 養 生 物 （
“ 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 な 生 物 活 性 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 誘 導 す る た め に 培 養 に よ ら な い ア プ ロ ー チ を 用 い る こ と は 、 そ
れ に よ っ て 生 物 多 様 性 を も つ 未 利 用 資 源 に 近 づ く こ と が 可 能 に な る の で 極 め て 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 で 増 殖 さ せ る こ
と が で き る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 保 管 さ れ た 天 然 に 存 在 す る 生 物 の 包 括 的 ゲ ノ ム を 表 す
。 ク ロ ー ン 化 DNAは 先 ず 初 め に 環 境 サ ン プ ル か ら 直 接 抽 出 さ れ る の で 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 純
粋 培 養 と し て 増 殖 さ せ る こ と が で き る 原 核 細 胞 の 小 部 分 に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に ま た 、 こ
れ ら サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 環 境 DNAの 標 準 化 は 、 最 初 の サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い た 全 て の
種 に 由 来 す る DNAの よ り 均 等 な 提 示 を 可 能 に す る で あ ろ う 。 こ れ に よ っ て 、 サ ン プ ル の よ
り 少 な い 構 成 物 （ 優 勢 な 種 と 比 較 し て 数 桁 少 な く 提 示 さ れ る か も し れ な い ） に 由 来 す る 興
味 深 い 遺 伝 子 の 発 見 効 率 を 劇 的 に 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 未 培 養 の １ 以 上 の 微 生 物 か ら 作 製 さ れ た 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 問 題 の 活 性 に つ
い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 問 題 の 生 物 活 性 分 子 を コ ー ド す る 潜 在 的 な 経 路 が 、 遺 伝 子 発
現 ラ イ ブ ラ リ ー の 形 で 原 核 細 胞 で 先 ず 初 め に 捕 捉 さ れ る 。 問 題 の 活 性 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド が そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ 、 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 新 規 な 又 は
強 化 さ れ た 活 性 を も つ 潜 在 的 に 活 性 な 生 物 分 子 を 作 出 す る 組 換 え 及 び /又 は 還 元 的 再 組 合
せ を 促 進 す る 条 件 下 で 、 前 記 宿 主 細 胞 を 増 殖 さ せ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る こ と が で き る 微 生 物 に は 、 原 核 細 胞 微 生 物 （
例 え ば 真 性 細 菌 及 び 古 細 菌 ） 及 び 下 等 な 真 核 細 胞 微 生 物 （ 例 え ば 真 菌 、 い く つ か の 藻 類 及
び 原 虫 ） が 含 ま れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 環 境 サ ン プ ル か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 核 酸
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は 、 生 物 か ら 培 養 す る こ と な く 回 収 し て も よ い し 、 ま た は １ 以 上 の 培 養 生 物 か ら 回 収 し て
も よ い 。 あ る 特 徴 で は 、 そ の よ う な 微 生 物 は 、 好 極 限 菌 （ extremophile） 、 例 え ば 好 熱 菌
、 低 温 菌 、 プ シ ク ロ ト ロ フ （ psychrotroph） 、 好 塩 菌 、 好 圧 性 細 菌 及 び 好 酸 性 菌 で あ り う
る 。 あ る 特 徴 で は 、 好 極 限 性 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 用 い て ハ イ ブ リ ッ ド 酵 素 が 生 成 さ れ る 。 そ の よ う な 酵 素 は 、 例 え ば 地 上 の
温 泉 及 び 深 海 の 熱 水 噴 出 孔 の 100℃ を 越 え る 温 度 で 、 例 え ば 北 極 海 の 0℃ よ り 低 い 温 度 で 、
例 え ば 死 海 の 飽 和 塩 環 境 で 、 例 え ば 石 炭 堆 積 物 及 び 硫 黄 に 富 む 地 熱 温 泉 中 の ほ ぼ 0の pH値
で 、 又 は 例 え ば 下 水 中 の 11を 超 え る pH値 で 機 能 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 好 極 限 生 物 か
ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 発 現 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 広 範 囲 の 温 度 及 び pHで 高 い 活 性 を 示
す こ と が で き る 。
　 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 選 別 及 び 単 離 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 本 発 明 の 少 な く と も 1
つ の 核 酸 を 含 む ） を 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 組 換 え 及 び /又 は 還
元 的 再 組 合 せ を 促 進 す る こ と が で き る 任 意 の 細 胞 で あ る 。 前 記 選 別 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 存 在 し う る 。 前 記 宿 主 細 胞 は 、 高 等 真 核 細 胞 （ 例 え ば
哺 乳 動 物 細 胞 ） で も 下 等 真 核 細 胞 （ 例 え ば 酵 母 細 胞 ） で も よ い が 、 好 ま し く は 宿 主 細 胞 は
原 核 細 胞 （ 例 え ば 細 菌 細 胞 ） で あ る 。 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 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 又 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る （ Davis et al. 1986） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 適 切 な 例 示 的 宿 主 に は 、 細 菌 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌
） 、 真 菌 細 胞 （ 例 え ば 酵 母 ） 、 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば ド ロ ソ フ ィ ラ S2及 び ス ポ ド プ テ ラ Sf9）
、 動 物 細 胞 （ 例 え ば CHO、 COS又 は ボ ウ ズ メ ラ ノ ー マ ） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 及 び 植 物 細 胞 （ 上
記 の 考 察 も ま た 参 照 さ れ た い ） が 含 ま れ る 。 組 換 え 及 び /又 は 還 元 的 再 組 合 せ の た め 、 又
は 単 に 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め の 適 切 な 宿 主 の 選 択 は 、 本 明 細 書 の 教 示 か ら 当 業 者
の 範 囲 内 で あ る と 考 え ら れ る 。 組 換 え 及 び /又 は 還 元 的 再 組 合 せ の た め 、 又 は 単 に 組 換 え
タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 用 い る こ と が で き る 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 に は 、 例 え ば サ ル 腎 臓
線 維 芽 細 胞 の COS-7株 （ 前 記 は 以 下 に 記 載 さ れ た ： Gluzman, 1981,” SV40-transformed si
mian cells support the replication of early SV40 mutants” ） 、 C127、 3T3、 CHO、 He
La及 び BHK細 胞 株 が 含 ま れ る 。 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー
及 び エ ン ハ ン サ ー 、 並 び に 必 要 な リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ イ ス
ド ナ ー 及 び ア ク セ プ タ ー 部 位 、 転 写 終 了 配 列 、 及 び 5'-フ ラ ン キ ン グ 非 転 写 配 列 を 含 む こ
と が で き る 。 SV40ス プ ラ イ ス 由 来 の DNA配 列 、 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 用 い て 、 必 要 な
非 転 写 遺 伝 エ レ メ ン ト を 提 供 す る こ と が で き る 。
　 問 題 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 的 再 組 合 せ の た め 、 又
は 単 に 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め の も の ） は 、 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 、 形 質 転 換 体 の
選 別 又 は 遺 伝 子 増 幅 に 適 切 な よ う に 改 変 し た 通 常 の 栄 養 培 養 液 で 培 養 す る こ と が で き る 。
培 養 条 件 （ 例 え ば 温 度 、 pHな ど ） は 、 発 現 の 選 別 の た め に 宿 主 細 胞 に 以 前 に 用 い ら れ た も
の で あ り 、 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。 固 有 の 酵 素 活 性 を 有 す る と 特 定 し た ク ロ ー ン を 続 い
て 配 列 決 定 し 、 強 化 さ れ 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 特 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 核 酸 及 び 方 法 を 用 い て 、 生 化 学 的 経 路 （ 例 え ば １ 以 上 の オ ペ ロ
ン 又 は 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に 由 来 す る 経 路 又 は そ の 部 分 ） の た め の 新 規 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 作 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 菌 及 び 多 く の 真 核 細 胞 は 遺 伝 子 の 調 節 の た め に 協 調
的 メ カ ニ ズ ム を 有 し 、 前 記 遺 伝 子 の 生 成 物 は 関 連 す る プ ロ セ ス に 必 要 で あ る 。 前 記 遺 伝 子
は 、 単 一 染 色 体 上 に ク ラ ス タ ー を 形 成 し （ “ 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー ” と 称 さ れ る 構 造 を 有 す る
） 、 単 一 調 節 配 列 （ 前 記 ク ラ ス タ ー 全 体 の 転 写 を 開 始 す る た だ １ つ の プ ロ モ ー タ ー を 含 む
） の 制 御 下 に 一 緒 に 転 写 さ れ る 。
　 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー DNAは 種 々 の 生 物 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 ベ ク タ ー （ 特 に 、 検 出 可
能 タ ン パ ク 質 又 は 連 結 し た 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の タ ン パ ク 質 関 連 ア レ イ 活 性 の 産 生 を 制 御 又
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は 調 節 す る こ と が で き る 発 現 調 節 配 列 を 含 む ベ ク タ ー ） に 連 結 す る こ と が で き る 。 外 因 性
DNAの 導 入 に 対 し て 例 外 的 に 大 き な 収 容 力 を 有 す る 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 と と も に 使 用 す る 場 合 に 特 に 適 切 で あ り 、 大 腸 菌 の ｆ 因 子 （ 又 は 稔 性
因 子 ） を 含 む 例 示 と し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 大 腸 菌 の ｆ 因 子 は 、 接 合 時 に お
け る そ の 因 子 自 体 の 高 頻 度 の 移 転 に 影 響 を 与 え 、 大 き な DNAフ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 混 合 細
菌 サ ン プ ル 由 来 の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー ） を 獲 得 し 、 安 定 的 に 増 殖 さ せ る た め に 理 想 的 な プ ラ
ス ミ ド で あ る 。 “ フ ォ ス ミ ド ” 、 コ ス ミ ド 又 は 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） ベ ク タ ー を ク ロ ー
ニ ン グ ベ ク タ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 ゲ ノ ム DNAの 大 き な セ グ メ ン ト を
安 定 的 に 組 み 込 む こ と が で き る 大 腸 菌 ｆ 因 子 に 由 来 す る 。 混 合 未 培 養 環 境 サ ン プ ル 由 来 の
DNAと と も に 組 み 込 ま れ た と き 、 前 記 は 安 定 し た “ 環 境 DNAラ イ ブ ラ リ ー ” の 形 で 大 き な ゲ
ノ ム フ ラ グ メ ン ト を 獲 得 す る こ と を 可 能 に す る 。 コ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 本 来 は 大 き な ゲ ノ
ム DNAセ グ メ ン ト を ク ロ ー ニ ン グ し 増 殖 さ せ る た め に 設 計 さ れ た 。 コ ス ミ ド ベ ク タ ー で の
ク ロ ー ニ ン グ は 以 下 の 文 献 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る ： Sambrook et al. Molecular Clonin
g: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press （ 1989） 。
い っ た ん 適 切 な ベ ク タ ー に 連 結 し た ら 、 種 々 の ポ リ ケ チ ド シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を
含 む 2つ 又 は 3つ 以 上 の ベ ク タ ー を 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 ク ラ ス
タ ー に よ っ て 共 有 さ れ る 部 分 的 な 配 列 相 同 性 を 有 す る 領 域 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 ク ラ ス
タ ー を も た ら す 配 列 再 編 成 を 生 じ る プ ロ セ ス を 促 進 す る で あ ろ う 。 続 い て 新 規 な ハ イ ブ リ
ッ ド 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 、 最 初 の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー で は 見 い だ さ れ な か っ た 強 化 さ れ た 活
性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 を 用 い て 生 物 学 的 に 活 性 な ハ イ ブ
リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 活 性 （ 例 え ば 強 化 さ れ た 活 性 ） に つ い
て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 関 す る 。 前 記 方 法 は 以 下 に よ っ て 実 施 さ れ る ：
　 （ 1） 操 作 可 能 な 連 結 状 態 に あ る 少 な く と も 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 本 発 明 の
核 酸 ） 及 び 操 作 可 能 な 連 結 状 態 に あ る 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 切 な 宿 主 に 導 入 し 、 こ
こ で 前 記 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 は 部 分 的 な 配 列
相 同 性 を も つ 少 な く と も 1つ の 領 域 を 共 有 し ；
　 （ 2） 操 作 可 能 な 連 結 状 態 に あ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 配 列 再 編 成 を
促 進 す る 条 件 下 で 前 記 宿 主 細 胞 を 増 殖 さ せ ；
　 （ 3） 前 記 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 さ せ ；
　 （ 4） 所 望 の 生 物 学 的 活 性 （ 例 え ば 強 化 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 ） の 特 定 を 促 進 す る
条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し ； さ ら に
　 （ 5） 前 記 ハ イ ブ リ ッ ド ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る 。
　 多 様 な 酵 素 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 本 明 細 書 を 通 し て
考 察 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る と き は 、 そ の よ う
な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
　 in vivo再 組 合 せ は 、 包 括 的 に “ 組 換 え ” と 称 さ れ る “ 分 子 間 ” プ ロ セ ス に 焦 点 を 合 わ
せ る こ と が で き る 。 細 菌 で は 、 前 記 は 一 般 的 に は “ RecA依 存 ” 現 象 と み な さ れ る 。 本 発 明
は 、 配 列 を 組 み 換 え さ ら に 配 列 を 再 組 み 合 せ す る 宿 主 細 胞 の 組 換 え プ ロ セ ス に 依 存 す る か
、 又 は 細 胞 内 の 擬 似 反 復 配 列 の 複 雑 度 を 欠 失 に よ っ て 減 少 さ せ る 還 元 的 プ ロ セ ス を 仲 介 す
る 細 胞 の 能 力 に 依 存 す る こ と が で き る 。 “ 還 元 的 再 組 合 せ ” の こ の プ ロ セ ス は 、 “ 分 子 内
” 、 RecA非 依 存 プ ロ セ ス に よ っ て 生 じ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の
核 酸 を 用 い て 、 新 規 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 還 元 的 再 組 合 せ の プ ロ セ ス に よ っ て 作 出 さ れ る
。 前 記 方 法 は 、 連 続 配 列 （ 本 来 の コ ー ド 配 列 ） を 含 む 構 築 物 の 作 製 、 適 切 な ベ ク タ ー へ の
前 記 の 挿 入 、 及 び そ れ に 続 く 適 切 な 宿 主 へ の 前 記 の 導 入 を 必 要 と す る 。 個 々 の 分 子 の 実 体
の 再 組 合 せ は 、 順 列 組 み 合 わ せ 的 （ combinatorial） プ ロ セ ス に よ っ て 、 相 同 性 領 域 を 有
す る 構 築 物 中 の 連 続 配 列 間 で 又 は 擬 似 反 復 ユ ニ ッ ト 間 で 生 じ る 。 前 記 再 組 合 せ プ ロ セ ス は
組 換 え を 生 じ 、 及 び /又 は 反 復 配 列 の 複 雑 度 及 び 程 度 を 減 少 さ せ る 。
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【 ０ １ ７ ５ 】
　 再 組 合 せ 率 を 高 め る た め に 多 様 な 処 置 を 適 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら に は 、 紫 外 線 照
射 、 DNA障 害 性 化 学 物 質 に よ る 処 置 、 及 び /又 は “ 遺 伝 的 不 安 定 性 ” の レ ベ ル 強 化 が 示 さ れ
て い る 宿 主 細 胞 株 の 使 用 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 再 組 合 せ プ ロ セ ス は 、 相 同 な 組 換 え 又
は 擬 似 反 復 配 列 自 体 の 進 化 を 誘 導 す る そ れ ら 配 列 の 天 然 の 特 性 を 必 要 と し う る 。
　 反 復 配 列 又 は “ 擬 似 反 復 ” 配 列 は 、 遺 伝 的 不 安 定 性 に お け る 役 割 を 有 す る 。 “ 擬 似 リ ピ
ー ト ” は 、 そ れ ら の 本 来 の ユ ニ ッ ト 構 造 に 拘 束 さ れ な い 。 擬 似 反 復 ユ ニ ッ ト は 構 築 物 中 で
配 列 ア レ イ （ す な わ ち 類 似 配 列 の 連 続 ユ ニ ッ ト ） と し て 存 在 す る こ と が で き る 。 い っ た ん
連 結 さ れ る と 、 連 続 配 列 間 の 結 合 部 は 本 質 的 に 見 え な く な り 、 生 じ た 構 築 物 の 擬 似 反 復 性
の 性 質 は 分 子 レ ベ ル で は 連 続 性 で あ る 。 得 ら れ た 構 築 物 の 複 雑 度 を 減 少 さ せ る た め に 細 胞
が 実 施 す る 欠 失 プ ロ セ ス は 擬 似 反 復 配 列 間 で 実 施 さ れ る 。 前 記 擬 似 反 復 ユ ニ ッ ト は 、 実 際
的 に 無 限 の 鋳 型 レ パ ー ト リ ー を 提 供 し 、 前 記 で す べ り 現 象 が 発 生 す る 。 し た が っ て 、 擬 似
リ ピ ー ト を 含 む 構 築 物 は 、 欠 失 （ 及 び 潜 在 的 に 挿 入 ） 事 象 が 前 記 擬 似 反 復 ユ ニ ッ ト 内 の 実
質 的 に い ず れ の 場 所 に お い て も 発 生 し う る 充 分 な 分 子 の 融 通 性 を 効 果 的 に 提 供 す る 。 擬 似
反 復 配 列 が 全 て 同 じ 向 き で 連 結 さ れ る と き （ 例 え ば ヘ ッ ド ト ゥ テ ー ル 又 は そ の 逆 ） 、 細 胞
は 個 々 の ユ ニ ッ ト を 識 別 す る こ と が で き な い 。 結 果 と し て 、 前 記 還 元 的 プ ロ セ ス は 配 列 全
体 で 生 じ う る 。 対 照 的 に 、 例 え ば ユ ニ ッ ト が ヘ ッ ド ト ゥ テ ー ル で は な く ヘ ッ ド ト ゥ ヘ ッ ド
で 提 示 さ れ る と き 、 前 記 倒 置 は 隣 接 ユ ニ ッ ト も 末 端 部 の 境 界 を 明 確 に し 、 そ の 結 果 欠 失 形
成 は 不 連 続 ユ ニ ッ ト の 減 少 を 促 進 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 再
組 合 せ が 実 施 さ れ る べ き 配 列 は 同 じ 向 き で 存 在 す る 。 擬 似 反 復 配 列 の ラ ン ダ ム な 向 き で の
配 置 は 再 組 合 せ 効 率 の 低 下 を も た ら し 、 一 方 、 配 列 を 一 定 の 向 き で 配 置 す る こ と に よ っ て
最 高 の 効 率 が 提 供 さ れ る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 同 じ 向 き に あ る 連 続 配 列 が 少 な い こ と
に よ っ て 前 記 効 率 は 低 下 す る が 、 前 記 は な お 新 規 な 分 子 の 効 率 的 な 回 収 に 対 し て 充 分 な 融
通 性 を 提 供 す る 。 構 築 物 は 、 同 じ 向 き に あ る 擬 似 反 復 配 列 を 用 い て 作 製 さ れ 、 よ り 高 い 効
率 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 配 列 は 、 以 下 を 含 む 多 様 な 方 法 の い ず れ か を 用 い て ヘ ッ ド ト ゥ テ ー ル の 向 き で ア ッ セ ン
ブ リ ン グ す る こ と が で き る ： a） ポ リ Aヘ ッ ド 及 び ポ リ Tテ ー ル を 含 み 、 一 本 鎖 に し た と き
方 向 性 を 提 供 す る プ ラ イ マ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。 前 記 は 、 プ ラ イ マ ー の 最 初 の 数 塩
基 を RNAか ら 生 成 し 、 し た が っ て RNase Hで 容 易 に 除 去 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る ； b）
固 有 の 制 限 切 断 部 位 を 含 む プ ラ イ マ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。 マ ル チ サ イ ト 、 固 有 配 列
バ ッ テ リ ー 並 び に 反 復 合 成 及 び 連 結 工 程 が 要 求 さ れ る で あ ろ う ； c） プ ラ イ マ ー の 内 部 の
数 塩 基 を チ オ ー ル 化 し 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て 適 切 に テ ー ル を 有 す る 分 子 を 生 成 す
る こ と が で き る 。
　 再 組 み 合 せ さ れ た 配 列 の 回 収 は 、 反 復 イ ン デ ッ ク ス （ RI） が 減 少 し た ク ロ ー ニ ン グ ベ ク
タ ー の 特 定 を 根 拠 に す る 。 続 い て 、 前 記 再 組 み 合 せ さ れ た コ ー ド 配 列 を 増 幅 に よ り 回 収 す
る こ と が で き る 。 前 記 生 成 物 を 再 ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 さ せ る 。 RIが 減 少 し た ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー の 回 収 は 以 下 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る ： 1） 構 築 物 の 複 雑 度 が 低 下 し た
と き に の み 安 定 的 に 維 持 さ れ る ベ ク タ ー を 使 用 す る ； 2） 物 理 的 方 法 に よ る 短 縮 ベ ク タ ー
の 物 理 的 回 収 、 こ の 事 例 で は 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 標 準 的 な プ ラ ス ミ ド 単 離 方 法 及
び ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 又 は 標 準 的 方 法 を 利 用 す る 低 分 子 量 カ ッ ト オ フ カ ラ ム で サ イ ズ 分 画
さ れ る ； 3） 挿 入 物 サ イ ズ が 減 少 し た と き に 選 別 さ れ う る 、 分 断 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を
回 収 す る ； 4） 発 現 ベ ク タ ー 及 び 適 切 な 選 別 を 利 用 す る 直 接 選 別 技 術 を 使 用 す る 。
　 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 、 極 め て 多 様 な
タ ン パ ク 生 成 物 を コ ー ド す る 。 こ れ ら の 配 列 型 は 、 擬 似 リ ピ ー ト と し て 本 発 明 で 特 に 有 用
で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の プ ロ セ ス は そ の よ う に ほ ぼ 同 一 の リ ピ ー ト に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 以 下 は 本 発 明 の 例 示 的 方 法 で あ る 。 核 酸 コ ー ド 配 列 （ 擬 似 リ ピ ー ト ） は 、 本 発 明 の 核 酸
を 含 む 3つ の 種 に 由 来 す る 。 各 配 列 は 、 別 個 の 1組 の 特 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 本 発 明 の 酵
素 を 含 む ） を コ ー ド す る 。 各 配 列 は 、 配 列 の 固 有 の 位 置 で 1塩 基 対 又 は 数 塩 基 対 の 違 い を
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有 す る 。 擬 似 反 復 配 列 は 別 々 に 又 は 一 緒 に 増 幅 さ れ 、 全 て の 可 能 な 入 れ 替 え 及 び 組 合 せ が
連 結 分 子 集 団 で 入 手 で き る よ う に ラ ン ダ ム に 連 結 し て ア ッ セ ン ブ リ ン グ さ れ る 。 擬 似 リ ピ
ー ト ユ ニ ッ ト の 数 は ア ッ セ ン ブ リ 条 件 に よ っ て 制 御 す る こ と が で き る 。 構 築 物 中 の 擬 似 反
復 ユ ニ ッ ト の 平 均 数 は 反 復 イ ン デ ッ ク ス （ RI） と 定 義 さ れ る 。 い っ た ん 形 成 さ れ た ら 、 構
築 物 は 公 表 さ れ た プ ロ ト コ ル に し た が っ て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で サ イ ズ 分 画 し て も よ い し 、
又 は し な く て も よ い 。 前 記 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 さ ら に 適 切 な 宿 主 細 胞 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 続 い て 、 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 “ 還 元 的 再 組 合 せ ” を 実 施 す る 。 還 元 的
再 組 合 せ プ ロ セ ス の 速 度 は 、 所 望 の 場 合 は DNAの 導 入 に よ っ て 促 進 す る こ と が で き る 。 RI
の 減 少 が 、 “ 分 子 内 ” メ カ ニ ズ ム に よ る 反 復 配 列 間 の 欠 失 形 成 に よ っ て 仲 介 さ れ て い る か
、 又 は “ 分 子 間 ” メ カ ニ ズ ム に よ る 組 換 え 様 事 象 に よ っ て 仲 介 さ れ て い る か は 重 要 で は な
い 。 最 終 結 果 は 分 子 の 再 組 合 せ に よ る 全 て の 可 能 な 組 合 せ で あ る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方
法 は 、 シ ャ ッ フ ル し た プ ー ル の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 予 め 定 め た
巨 大 分 子 （ 例 え ば タ ン パ ク 質 性 レ セ プ タ ー 、 オ リ ゴ 糖 、 ビ リ オ ン 又 は 他 の 予 め 定 め た 化 合
物 若 し く は 構 造 ） と 結 合 す る 能 力 、 又 は 前 記 と 相 互 反 応 す る か 若 し く は 触 媒 作 用 を 示 す 能
力 を 有 す る 個 々 の シ ャ ッ フ ル ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 特 定 す る 追 加 の 工 程 を 含 む 。 そ の よ
う な ラ イ ブ ラ リ ー か ら 特 定 し た ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 多 様 な 目 的 、 例 え
ば 本 明 細 書 に 記 載 す る 工 業 的 プ ロ セ ス に 用 い る か 、 及 び /又 は １ 以 上 の 更 な る シ ャ ッ フ リ
ン グ 及 び /又 は 選 別 サ イ ク ル に 付 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 組 換 え 又 は 再 組 合 せ 前 又 は 前 記 の 最 中 に 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 生
成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 最 初 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 変 異 の 導 入 を 促 進 す る 薬 剤 又
は プ ロ セ ス に 付 す こ と が で き る 。 そ の よ う な 変 異 の 導 入 は 、 生 成 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ れ ら か ら コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 多 様 性 を 増 加 さ せ る で あ ろ う 。
変 異 導 入 を 促 進 す る 薬 剤 又 は プ ロ セ ス に は 以 下 が 含 ま れ う る （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な
い ： （ +)-CC-1065、 又 は 合 成 類 似 体 、 例 え ば (+)-CC-1065-(N3-ア デ ニ ン )（ Sun & Hurley,
 (1992)参 照 ） ； DNA合 成 を 阻 害 す る こ と が で き る 、 N-ア セ チ ル 化 又 は 脱 ア セ チ ル 化 4'-フ
ル オ ロ 4-ア ミ ノ ビ フ ェ ニ ル ア ダ ク ト (例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： van de Poll et al. (1
992))； 又 は DNA合 成 を 阻 害 す る こ と が で き る 、 N-ア セ チ ル 化 又 は 脱 ア セ チ ル 化 4-ア ミ ノ ビ
フ ェ ニ ル ア ダ ク ト (さ ら に ま た 以 下 を 参 照 さ れ た い ： van de Poll et al. (1992) pp.751-
758)； 三 価 ク ロ ム 、 三 価 ク ロ ム 塩 、 DNA複 製 を 阻 害 す る こ と が で き る 多 環 式 芳 香 族 炭 化 水
素 （ PAH） DNAア ダ ク ト 、 例 え ば 7-ブ ロ モ メ チ ル -ベ ン ゾ [a]ア ン ト ラ セ ン （ “ BMA” ） 、 ト
リ ス (2,3-ジ ブ ロ モ プ ロ ピ ル )ホ ス フ ェ ー ト （ “ ト リ ス -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 [a]ピ レ ン -7,8-ジ ヒ ド ロ ジ
オ ー ル -9-10-エ ポ キ シ ド （ “ BPDE” ） 、 白 金 (II)ハ ロ ゲ ン 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 [4,5-f]-ピ リ ジ ン （ “ N-ヒ ド ロ キ シ -PhIP” ） 。 PCR増 幅 を
遅 く す る か 又 は 停 止 さ せ る た め の 特 に 好 ま し い 手 段 は 、 UV光  (+)-CC-1065及 び (+)-CC-106
5-(N3-ア デ ニ ン )か ら 成 る 。 特 に 包 含 さ れ る 手 段 は 、 DNAア ダ ク ツ 、 又 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル か ら 得 ら れ る DNAア ダ ク ツ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
（ 前 記 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 溶 液 を 更 な る プ ロ セ ッ シ ン グ の 前 に 加 熱 す る こ と を 含
む 工 程 に よ っ て 遊 離 又 は 除 去 す る こ と が で き る ） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　
　 本 発 明 の 方 法 の 実 施 で は 、 多 様 な 装 置 お よ び 方 法 論 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸
と 併 せ て 用 い て 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 に つ い て ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し 、
活 性 の 潜 在 的 モ ジ ュ レ ー タ ー （ 例 え ば 酵 素 活 性 の 活 性 化 又 は 阻 害 ） と し て の 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ し 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 に つ い て 、 本 発 明 の 核 酸 と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 核 酸 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る な ど す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ： ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 、 及 び 前 記 酵 素 及 び フ
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固 定 酵 素 の 固 形 支 持 体



ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る こ と が で き る 。 前 記 は 、 工 業 的 工 程
で ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 使 用 す る と き し ば し ば 経 済 的 で あ り 、 効 率 的 で あ る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 酵 素 (又 は そ の フ ラ グ メ ン ト ） の 混 合 物 又 は カ ク テ ル （ 前 記 は 特 殊 な 化 学 反 応 で
用 い ら れ る ） を 固 相 に 結 合 さ せ て 反 応 容 器 に 入 れ 、 酵 素 反 応 を 起 こ さ せ る こ と が で き る 。
続 い て 、 繰 り 返 し 使 用 す る た め に 、 前 記 固 相 を そ れ に 固 定 し た 酵 素 と と も に 前 記 容 器 か ら
取 り 出 す こ と が で き る 。 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 が 固 相 に 固 定 さ れ
る 。 本 発 明 の ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 固 相 は 、 ゲ ル 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 セ ラ ミ ッ ク 、
ガ ラ ス 、 微 小 電 極 及 び 前 記 の 任 意 の 組 合 せ の 群 か ら 選 択 さ れ る 。
　 例 え ば 、 本 発 明 で 有 用 な 固 相 に は ゲ ル が 含 ま れ る 。 ゲ ル の い く つ か 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 、 キ ト サ ン -キ
サ ン タ ン 、 ト ー ヨ ー パ ー ル ゲ ル （ ポ リ マ ー ゲ ル ） 、 ア ル ギ ネ ー ト 、 ア ル ギ ネ ー ト -ポ リ リ
シ ン 、 カ ラ ゲ ー ナ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 グ リ オ キ シ ル ア ガ ロ ー ス 、 磁 性 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 ネ ー ト )ヒ ド ロ ゲ ル 、 BSA-PEG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 前 記 の 任 意 の 組 合 せ が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 で 有 用 な ま た 別 の 固 相 は 樹 脂 又 は ポ リ マ ー で あ る 。 樹 脂 又 は ポ リ マ ー の い く つ か
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 、 陰 イ オ ン
交 換 樹 脂 、 AMBERLITE(商 標 )XAD-7、 AMBERLITE(商 標 )XAD-8、 AMBERLITE(商 標 )IRA-94、 AMB
ERLITE(商 標 )IRC-50、 ポ リ ビ ニ ル 、 ポ リ ア ク リ リ ッ ク 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 又 は 前 記 の
任 意 の 組 合 せ が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 で 有 用 な 固 相 の ま た 別 の タ イ プ は セ ラ ミ ッ ク で あ る 。 い く つ か の 例 に は 、 無 孔 性
セ ラ ミ ッ ク 、 多 孔 性 セ ラ ミ ッ ク 、 SiO 2 、 Al 2 O 3 が 含 ま れ る 。 本 発 明 で 有 用 な ま た 別 の タ イ
プ の 固 相 は ガ ラ ス で あ る 。 い く つ か の 例 に は 、 無 孔 性 ガ ラ ス 、 多 孔 性 ガ ラ ス 、 ア ミ ノ プ ロ
ピ ル ガ ラ ス 又 は 前 記 の 任 意 の 組 合 せ が 含 ま れ る 。 用 い る こ と が で き る ま た 別 の タ イ プ の 固
相 は 微 小 電 極 で あ る 。 一 例 は ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン 被 覆 マ グ ネ タ イ ト で あ る 。 石 墨 粒 子 を 固
相 と し て 用 い て も よ い 。
　 本 発 明 の 実 施 に 用 い ら れ る 他 の 例 示 的 固 相 は 、 珪 藻 土 生 成 物 及 び ケ イ 酸 塩 を 含 む 。 い く
つ か の 例 に は 、 CELITE(商 標 )、 KENTITE(商 標 )、 DIACTIV(商 標 )、 PRIMISIL(商 標 )、 DIAFIL
(商 標 )珪 藻 土 岩 及 び MICRO-CEL(商 標 )、 CALFLO(商 標 )、 SILASORB(商 標 )、 並 び に CELKATE(
商 標 )合 成 カ ル シ ウ ム 及 び マ グ ネ シ ウ ム ケ イ 酸 塩 を 含 む 。 固 相 の ま た 別 の 例 は 細 胞 、 例 え
ば 赤 血 球 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ： 酵 素 若 し く は そ の フ ラ グ メ ン ト 又 は 核 酸 を 固 相 に 固 定 す る 、 当 業 者 に 公
知 の 方 法 が 多 数 存 在 す る 。 そ の よ う な 方 法 の い く つ か の 例 に は 、 例 え ば 静 電 気 性 液 滴 の 生
成 、 電 気 化 学 的 手 段 、 共 有 結 合 に よ る も の 、 化 学 的 反 応 又 は プ ロ セ ス に よ る も の 、 ア ル ギ
ン 酸 カ ル シ ウ ム に よ る も の 、 又 は ポ リ (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル マ タ ク リ レ ー ト )に よ る も の が
含 ま れ る 。 同 様 な 方 法 が 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Methods in Enzymology, Immobilized E
nzymes and Cells, PartC. 1987, Academic Press. Edited by S.P. Colowick and N.O. 
Kaplan. Vol. 136.； 及 び Immobilization of Enzymes and Cells. 1997. Humana Press. 
Edited by G.F. Bickerstaff. Series: Methods in Biotechnology, Edited by J.M. Wal
ker。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 ： キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 、 例 え ば GIGAMATRIX(商 標 )（ Diversa Corpor
ation, San Diego, CA） を 本 発 明 の 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 又 は ポ リ ペ
プ チ ド は 、 ア レ イ （ キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 む ） に 固 定 又 は 塗 布 す る こ と が で き る 。 ア レ
イ を 用 い て 、 組 成 物 （ 例 え ば 小 分 子 、 抗 体 、 核 酸 な ど ） の ラ イ ブ ラ リ ー を 本 発 明 の 核 酸 又
は ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 能 力 又 は 前 記 の 活 性 の 調 節 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ 又 は モ ニ
タ ー す る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 、 サ ン プ ル 保 持 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ の た
め の ま た 別 の シ ス テ ム を 提 供 す る 。 例 え ば 、 サ ン プ ル ス ク リ ー ニ ン グ 装 置 は 、 隣 接 す る キ
ャ ピ ラ リ ー の ア レ イ を 形 成 す る 複 数 の キ ャ ピ ラ リ ー を 含 み 、 こ こ で 各 キ ャ ピ ラ リ ー は サ ン
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プ ル 保 持 の た め に 管 腔 を 仕 切 る 少 な く と も 1つ の 壁 を 構 成 す る 。 前 記 装 置 は さ ら に 、 ア レ
イ 内 の 隣 接 す る キ ャ ピ ラ リ ー の 間 に 配 置 さ れ た 間 隙 物 質 及 び 前 記 間 隙 物 質 内 に 形 成 さ れ た
１ 以 上 の 参 照 用 イ ン デ ィ シ ア を 含 む 。 サ ン プ ル ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ャ ピ ラ リ ー （ キ ャ ピ ラ
リ ー ア レ イ 中 に 束 ね る こ と が で き る よ う に 調 製 さ れ て い る ） は 、 サ ン プ ル を 保 持 す る た め
に 管 腔 を 仕 切 る 第 一 の 壁 、 及 び サ ン プ ル 励 起 の た め に 提 供 さ れ る 励 起 エ ネ ル ギ ー の フ ィ ル
タ リ ン グ の た め の フ ィ ル タ ー 物 質 で 形 成 さ れ た 第 二 の 壁 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 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 の キ ャ ピ ラ リ ー の 少
な く と も 一 部 分 の 第 一 の 成 分 に 導 入 さ れ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の 各 キ ャ ピ ラ リ ー は 、 前
記 第 一 の 成 分 を 保 持 す る た め に 管 腔 を 仕 切 る 少 な く と も 1つ の 壁 を 含 む こ と が で き る 。 気
泡 を キ ャ ピ ラ リ ー の 第 一 の 成 分 の 後 ろ に 導 入 す る こ と が で き る 。 第 二 の 成 分 を キ ャ ピ ラ リ
ー に 導 入 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 第 二 の 成 分 は 前 記 気 泡 に よ っ て 第 一 の 成 分 と 分 離 さ れ
る 。 対 象 サ ン プ ル は 検 出 可 能 な 粒 子 で 標 識 さ れ た 第 一 の 液 体 と し て キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の
キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ こ で キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の 各 キ ャ ピ ラ リ ー は 、
第 一 の 液 体 及 び 検 出 可 能 な 粒 子 を 保 持 す る た め に 管 腔 を 仕 切 る 少 な く と も 1つ の 壁 を 含 み
、 さ ら に 前 記 少 な く と も １ つ の 壁 は 、 前 記 少 な く と も 1つ の 壁 に 前 記 検 出 可 能 な 粒 子 を 結
合 さ せ る た め に 結 合 物 質 で 被 覆 さ れ る 。 前 記 方 法 は さ ら に 、 キ ャ ピ ラ リ ー 管 か ら 第 一 の 液
体 を 除 去 す る 工 程 （ こ こ で 前 記 結 合 し た 検 出 可 能 粒 子 は キ ャ ピ ラ リ ー 内 に 保 持 さ れ る ） 、
及 び 第 二 の 液 体 を キ ャ ピ ラ リ ー 管 に 導 入 す る 工 程 を 含 む 。
　 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 、 管 腔 を 仕 切 る 少 な く と も 1つ の 外 壁 を 含 む 複 数 の 個 々 の キ ャ ピ
ラ リ ー を 含 む こ と が で き る 。 前 記 キ ャ ピ ラ リ ー の 外 壁 は １ 以 上 の 一 緒 に 融 合 さ せ た 壁 で あ
り 得 る 。 同 様 に 、 前 記 の 壁 は 、 円 筒 形 、 四 角 形 、 六 角 形 ま た は 、 前 記 壁 が 液 体 又 は サ ン プ
ル の 保 持 の た め の 管 腔 を 形 成 す る こ と が で き る か ぎ り 他 の 任 意 の 幾 何 学 形 で あ る 管 腔 を 仕
切 る こ と が で き る 。 前 記 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の キ ャ ピ ラ リ ー は 接 近 し て 一 緒 に 保 持 さ れ 平
面 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー は 、 溶 融 （ そ の 場 合 に は キ ャ ピ ラ リ ー は 例
え ば ガ ラ ス で 製 造 さ れ る ） 、 接 着 剤 に よ る 接 着 、 縛 る か ま た は 隣 同 士 を 留 め 金 で 固 定 す る
こ と に よ っ て 一 緒 に 束 ね る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 、 任 意 の 数 の 個 々 の キ ャ
ピ ラ リ ー 、 例 え ば 100か ら 4,000,000本 の 範 囲 の キ ャ ピ ラ リ ー で 形 成 で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー
ア レ イ は 、 約 100,000本 ま た は そ れ 以 上 の 個 々 の キ ャ ピ ラ リ ー を 一 緒 に 結 合 さ せ た マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ： 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は ア レ イ に 固 定 化 ま
た は 塗 布 す る こ と が で き る 。 ア レ イ を 用 い て 、 （ 例 え ば 小 分 子 、 抗 体 、 核 酸 な ど の ） 組 成
物 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る そ の 能 力 ま た は 前 記 の 活
性 を 調 節 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ ま た は モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 例 え ば
本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 モ ニ タ ー さ れ る パ ラ メ ー タ ー は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 遺 伝 子 転 写 物 の 発
現 で あ る 。 細 胞 の 1つ 若 し く は 2つ 以 上 ま た は 全 て の 転 写 物 は 、 細 胞 の 転 写 物 を 含 む サ ン プ
ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 測 定 す る こ と が で き 、 又 細 胞 の 代 表 的 な 核 酸 若 し く
は 細 胞 の 転 写 物 と 相 補 的 な 核 酸 は ア レ イ 若 し く は “ バ イ オ チ ッ プ ” 上 に 固 定 化 さ れ た 核 酸
と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ チ ッ プ 上 の 核 酸 “
ア レ イ ” を 用 い る こ と に よ っ て 、 細 胞 の 転 写 物 の い く つ か ま た は 全 て を 同 時 に 定 量 す る こ
と が で き る 。 ま た 別 に は 、 ゲ ノ ム 核 酸 を 含 む ア レ イ は ま た 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 新 規 に
操 作 さ れ た 株 の 遺 伝 子 型 の 決 定 に 用 い る こ と が で き る 。 “ ポ リ ペ プ チ ド ア レ イ ” は ま た 、
複 数 の タ ン パ ク 質 の 同 時 定 量 に 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 公 知 の 任 意 の “ ア レ イ ” （ “ マ イ ク ロ ア レ イ ” ま た 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 ” 又 は そ の 変 型 と も 称 さ れ る
） を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 ア レ イ は 一 般 的 に は 複 数 の “ ス ポ ッ ト ” ま た は “ 標 的
エ レ メ ン ト ” で あ る 。 各 標 的 エ レ メ ン ト は 規 定 量 の 1つ ま た は 2つ 以 上 の 生 物 学 的 分 子 、 例
え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ れ ら は サ ン プ ル 分 子 （ 例 え ば mRNA転 写 物 ） と 特 異 的 に
結 合 さ せ る た め 基 質 表 面 の 規 定 領 域 に 固 定 さ れ て い る 。
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【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 実 施 で は 、 任 意 の 公 知 の ア レ イ お よ び ／ ま た は ア レ イ の 製 造 お よ び 使 用
方 法 の 全 体 も し く は 部 分 ま た は そ の 変 型 を 、 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る よ う に 取 り 入 れ
る こ と が で き る ： 米 国 特 許 第 6,277,628号 ； 第 6,277,489号 ； 第 6,261,776号 ； 第 6,258,606
号 ； 第 6,054,270号 ； 第 6.048,695号 ； 第 6,045,996号 ； 第 6,022,963号 ； 第 6,013,440号 ；
第 5,965,452号 ； 第 5,959,098号 ； 第 5,856,174号 ； 第 5,830,645号 ； 第 5,770,456号 ； 第 5,6
32,957号 ； 第 5,556,752号 ； 第 5,143,854号 ； 第 5,807,522号 ； 第 5,800,992号 ； 第 5,744,30
5号 ； 第 5,700,637号 ； 第 5,556,752号 ； 第 5,434,049号 。 さ ら に ま た 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ
た い ： WO99/5173； WO99/09217； WO97/46313； WO96/17958。 さ ら に ま た 例 え ば 以 下 を 参 照
さ れ た い ： Johnston (1998) Curr. Biol. 8:R171-R174； Schummer (1997) Biotechniques
 23:1087-1092； Kern (1997) Biotechniques 23:120-124； Solinas-Toldo (1997) Genes,
 Chromosomes＆  Cancer 20:399-407； Bowtell (1999) Nature Genetis Supp. 21:25-32。
さ ら に ま た 以 下 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 出 願 公 開 広 報 第 20010018642号 ； 同 第 200100198
27号 ； 同 第 20010016322号 ； 同 第 20010014449号 ； 同 第 20010014448号 ； 同 第 20010012537号
； 同 第 20010008765号 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　
　 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 ま た は 組 換 え 抗 体 を 提 供 す
る 。 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ ま た は 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離
、 特 定 ま た は 定 量 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て 本 発 明 の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る
こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て 、 本 発 明 の 酵 素 と 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 関
連 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 ） を 単 離 す る こ と が で き る 。
　 前 記 抗 体 は 、 免 疫 沈 澱 、 染 色 （ 例 え ば FACS） 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム な ど で 用 い
る こ と が で き る 。 所 望 の 場 合 は 、 特 異 的 な 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 、 免 疫 と そ れ に 続
く ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 の 単 離 、 増 幅 又 は ク ロ ー ニ ン グ 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 本 発 明 の ア レ
イ 上 へ の 固 定 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
　 ま た 別 に は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 の 構 造 を 改 変 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 抗 体 の 親 和 性 を 強 化 ま た は 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 抗 体
を 製 造 又 は 改 変 す る 能 力 は 本 発 明 の 方 法 に よ り 細 胞 を 操 作 し て 付 与 し た 表 現 型 で あ り う る
。
　 免 疫 方 法 、 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル ） の 製 造 お よ び 単 離 方 法 は 当 業
者 に は 公 知 で 、 学 術 文 献 及 び 特 許 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Co
ligan, Current Protocols in Immunology, Wiley/Greene, NY (1991); Stites (eds.) B
asic and Clinical Immunology (7th ed.) Lang Medical Publications, Los Altos, CA 
("Stites"); Goding, Monoclonal Antibodies: Priciples and Practice (2nd ed.) Acad
emic Press, New York, NY (1986); Kohler (1975) Nature 256:495; Harlow (1988) Ant
ibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, New York。 抗 体 は
ま た 、 動 物 を 用 い る 従 来 の in vivo方 法 に 加 え て 、 in vitroで 例 え ば 組 換 え 抗 体 結 合 部 位
発 現 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 以 下 を 参
照 さ れ た い ： Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70; Katz (1997) Annu. Rev
. Biophys. Biomol. Struct. 26:27-45。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 作 製 す る
こ と が で き る 。 得 ら れ た 抗 体 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 ま た は 精 製 す る た め に イ ム ノ ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 で 用 い る こ と も 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 生 物 学 的 サ ン
プ ル に 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 そ の よ う な 方 法 で は 、 タ ン
パ ク 質 調 製 物 （ 例 え ば 抽 出 物 ） 又 は 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 1つ と
特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 と 接 触 さ せ る 。
　 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー の 工 程 で は 、 前 記 抗 体 を 固 相 （ 例 え ば ビ ー ズ 又 は 他 の カ ラ ム マ ト
リ ッ ク ス ） に 結 合 さ せ る 。 抗 体 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 1つ と 特 異 的 に 結 合 す る 条 件 下
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で 、 前 記 タ ン パ ク 質 調 製 物 を 前 記 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 洗 浄 し て 非 特 異 的 に 結 合 し た タ ン パ
ク 質 を 除 去 し た 後 、 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 溶 出 さ せ る 。
　 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 が 前 記 抗 体 と 結 合 す る 能 力 は 、 当 業 者 に 周 知 の 多 様 な
方 法 を 用 い て 決 定 で き る 。 例 え ば 、 結 合 は 抗 体 を 検 出 可 能 な 標 識 （ 例 え ば 蛍 光 物 質 、 酵 素
標 識 又 は 放 射 性 同 位 元 素 ） で 標 識 す る こ と に よ っ て 決 定 で き る 。 ま た 別 に は 、 抗 体 と サ ン
プ ル と の 結 合 は 、 前 記 の よ う な 検 出 可 能 な 標 識 を 保 持 す る 二 次 抗 体 を 用 い て 検 出 し て も よ
い 。 具 体 的 な ア ッ セ イ に は ELISAア ッ セ イ 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 放 射 能 免 疫 ア ッ セ イ
お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 じ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 動 物 に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド
を 直 接 注 射 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 非 ヒ ト 動 物 に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と に よ
っ て 得 る こ と が で き る 。 そ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド そ の も の と 結 合
す る で あ ろ う 。 こ の よ う に し て 、 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト の み を コ ー ド す る 配 列 で さ
え も 完 全 な 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 の 作 製 に 用 い る こ と が で き る
。 続 い て 前 記 の よ う な 抗 体 を 用 い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 か ら 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と が で き る 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 の 場 合 、 継 続 的 な 細 胞 株 培 養 に よ っ て 生 成 さ れ る 抗 体 を 提 供
す る い ず れ の 技 術 も 用 い る こ と が で き る 。 そ の 例 に 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 お よ び EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 が 含 ま れ る （ 例 え ば 以
下 を 参 照 さ れ た い ： Cole (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. 
Liss, Inc., pp.77-96） 。
　 単 鎖 抗 体 の 生 成 の た め に 記 載 さ れ た 技 術 （ 例 え ば 米 国 特 許 第 4,946,778号 を 参 照 さ れ た
い ） を 利 用 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 単 鎖 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 ま た
別 に は 、 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス を 用 い て 、 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る
ヒ ト 化 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 を 他 の 生 物 お よ び サ ン プ ル に 由 来 す る 類
似 の ポ リ ペ プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 術 で は 、 前 記 生
物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 抗 体 と 接 触 さ せ 、 さ ら に 前 記 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ
ド が 検 出 さ れ る 。 上 記 に 記 載 し た い ず れ の 方 法 も 抗 体 結 合 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　
　 本 発 明 は 、 前 記 組 成 物 （ 例 え ば 核 酸 、 発 現 カ セ ッ ト 、 ベ ク タ ー 、 細 胞 、 ポ リ ペ プ チ ド （
例 え ば 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む キ ッ ト ） 及 び /又 は 抗 体 （ 例 え ば 本
発 明 の 少 な く と も 1つ の 抗 体 を 含 む キ ッ ト ） ） を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 前 記 キ ッ ト は ま
た 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う な 本 発 明 の 方 法 論 お よ び 工 業 的 使 用 を 教 示 す る 指 示 資 料 を 含
む こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 他 の 酵 素 、 例 え
ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 B、 C及 び D、 パ タ チ ン ） を 用 い る 、 多 く の 工 業 的 使 用 及 び 医 学 的 利 用
を 提 供 す る 。 ほ ん の 少 し の 用 途 を 挙 げ れ ば 、 前 記 使 用 に は 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 水 和 性 形
態 へ の 変 換 、 油 の 脱 ガ ム 、 植 物 、 魚 類 、 藻 類 な ど に 由 来 す る 油 の 加 工 が 含 ま れ る 。 こ れ ら
の 工 業 的 使 用 及 び 医 学 的 利 用 の い ず れ の 選 択 肢 に お い て も 、 酵 素 は 固 有 の 順 序 で 添 加 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 種 々 の 特 異 性 を 有 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 固 有 の 順 序 で 、 例 え ば
、 PC-及 び PE-加 水 分 解 活 性 を 有 す る 1つ の 酵 素 が 最 初 に 添 加 さ れ （ 又 は 2つ の 酵 素 が 添 加 さ
れ 、 1つ は PC-加 水 分 解 活 性 を 有 し 、 他 方 は PE-加 水 分 解 活 性 を 有 す る ） 、 続 い て PI-加 水 分
解 活 性 （ 例 え ば PLC活 性 ） を 有 す る 酵 素 が 添 加 さ れ る か 、 又 は 前 記 の 組 合 せ の い ず れ か で
あ る 。
　 本 発 明 の 方 法 の い ず れ か 又 は 全 て を 、 “ プ ロ セ ス ス ケ ー ル ” で 、 例 え ば 1日 あ た り 約 15,
000、 25,000、 50,000、 75,000又 は 100,000 lbsの 精 製 油 か ら 1日 あ た り 約 1、 2、 3、 4、 5又
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は 6百 万 lbs又 は そ れ を 超 え る 精 製 油 の 規 模 で の 油 の 加 工 又 は 精 製 で 用 い る こ と が で き る 。
　 工 業 的 用 途 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 使 用 す る 方 法 は 当 分 野 で は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 本
発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は 、 例 え ば 日 本 国 特 許 出 願 公 開 公 報 H6-306386（ 前 記 は 、
油 及 び 脂 肪 に 存 在 す る リ ン 脂 質 を リ ン 酸 基 を 含 む 水 溶 性 物 質 に 変 換 す る こ と に つ い て 記 載
し て い る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 脂 肪 及 び 油 の 加 工 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て 、 植 物 油 及 び リ ン 脂 質 （ 例 え ば 米 ぬ か 、 ダ イ ズ 、 キ ャ
ノ ー ラ 、 ヤ シ 、 綿 実 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ヤ シ の 種 子 、 コ コ ナ ッ ツ 、 落 花 生 、 ゴ マ 、 ヒ マ ワ リ
に 由 来 す る か 又 は 前 記 か ら 単 離 さ れ た も の ） を 加 工 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ
パ ー ゼ を 用 い て 、 精 油 （ 例 え ば 果 実 の 種 子 油 、 例 え ば ぶ ど う 種 子 、 ア プ リ コ ッ ト 、 ル リ チ
シ ャ （ borage） な ど に 由 来 す る も の ） を 加 工 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
を 用 い て 、 種 々 の 形 態 （ 例 え ば 未 精 製 形 、 脱 ガ ム 形 、 ガ ム 、 洗 浄 水 、 粘 土 、 シ リ カ 、 ソ ー
プ ス ト ッ ク な ど ） 中 の 油 及 び リ ン 脂 質 を 加 工 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
を 用 い て 、 高 リ ン 油 、 魚 油 、 動 物 の 油 、 植 物 油 、 藻 類 の 油 な ど を 加 工 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の い ず れ の 特 徴 に お い て も 、 い つ で も ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cを 用 い る こ と が で き る 。 又
別 の 選 択 肢 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ D及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 使 用 を 含 む （ 例 え ば 高 リ
ン 油 （ 例 え ば 大 豆 油 ） に お け る 収 量 の 改 善 の た め に PLD/ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 組 合 せ が 使 用 さ
れ る ） 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て 、 食 用 油 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 油 、 医 薬 及 び 化 粧 品 の リ
ポ ソ ー ム 、 構 造 化 （ structured） リ ン 脂 質 及 び 構 造 化 脂 質 を 加 工 並 び に 製 造 す る こ と が で
き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 油 の 抽 出 物 で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ を 用 い て 種 々 の 石 鹸 を 加 工 及 び 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ： 本 発 明 は 、 本 発 明 の 酵 素
を 用 い て 1,3-ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ 1,3DAG） を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は
、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D＋ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ っ て 1,2-ジ ア シ ル グ リ セ ロ
ー ル が 生 成 さ れ る 。 こ れ は 、 食 用 油 の 精 製 時 の 油 の 収 量 を 改 善 す る 。 苛 性 ア ル カ リ 中 和 工
程 を 含 む 方 法 で 用 い ら れ る と き 、 例 え ば 苛 性 ア ル カ リ 精 製 の 補 助 剤 と し て 、 70%も の 1,2-
ジ ア シ ル グ リ セ リ ド （ 2-DAG） が ア シ ル マ イ グ レ ー シ ョ ン を 経 て 、 1,3-DAGに 変 換 さ れ る 。
1,3-DAGは 高 い 健 康 上 の 利 点 を 有 し 、 し た が っ て 苛 性 ア ル カ リ 精 製 補 助 と し て PLCを 使 用 す
る こ と に よ っ て 栄 養 価 の 高 い 油 が 製 造 さ れ る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 酵 素 を 用 い て 、 1,3-DAG量 の 増 加 し た 食 用 油 の 製 造 含 む 、 食 用 油 を
製 造 及 び 加 工 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル は 、 多 く の 食 用 油 に 見 出 さ れ る
天 然 に 存 在 す る 化 合 物 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 （ 例 え ば 油 の 脱 ガ ム プ ロ セ ス ） の あ る 特 徴 で
は 、 塩 基 （ 苛 性 ア ル カ リ ） は 、 PLCに よ っ て 生 成 さ れ る 1,2-DAGの 1,3-DAGへ の 異 性 化 を 引
き 起 こ し 、 1,3-DAGは 1,2-DAGよ り も 優 れ た 栄 養 上 の 利 点 を 提 供 す る 。 例 え ば 1,3-DAGは 、 1
,2-DAGの よ う に 脂 肪 と し て 貯 蔵 さ れ る 代 わ り に エ ネ ル ギ ー と し て 燃 焼 す る 。 苛 性 ア ル カ リ
精 製 プ ロ セ ス の 最 先 端 で PLCを 添 加 す る （ さ ら に そ の 後 で 酸 及 び 苛 性 ア ル カ リ を 添 加 す る
） こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 1,3-DAGレ ベ ル の 上 昇 （ 1,2-DAGの 減 少 ） を も た ら す 。 栄
養 的 に は 。 1,3-DAGは 1,2-DAGよ り も 優 れ て い る 。 又 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の PL
Cを 用 い て 油 を 脱 ガ ム す る プ ロ セ ス を 含 み 、 前 記 プ ロ セ ス に よ っ て 脱 ガ ム 油 最 終 製 品 は 、 0
.5%、 1.0%、 2.0%を 下 回 ら な い 又 は 前 記 を 越 え る 1,3-DAGを 含 む 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 （ エ ス テ ル 交 換 に よ り ） 精 製 油 （ 例 え ば ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル
油 ） （ 前 記 に は 高 レ ベ ル の 1,3-ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ 1,3-DAG） を 含 む 食 用 油 が 含 ま れ
る ） を 実 施 例 13に 示 す よ う に 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （
例 え ば 本 発 明 の 酵 素 ） が “ フ ロ ン ト ロ ー ド ” さ れ る か 、 又 は 酸 若 し く は 苛 性 ア ル カ リ の 添
加 前 に 添 加 さ れ る 。 DAGの 酵 素 的 加 水 分 解 に よ っ て 、 1,2-DAGか ら エ ス テ ル 交 換 に よ り 1,3-
DAGが 生 成 さ れ る 。 1,3-DAG含 有 食 用 油 は 、 通 常 の 食 用 油 と 比 較 し て 異 な る 代 謝 作 用 を 示 す
。 1,3-DAGと 1,2-DAG又 は ト リ グ リ セ リ ド と の 間 の 代 謝 経 路 に お け る 相 違 は 、 1,3ジ ア シ ル
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グ リ セ リ ド 由 来 の 脂 肪 酸 の よ り 大 き な 部 分 は 、 脂 肪 と し て 貯 蔵 さ れ る の で は な く エ ネ ル ギ
ー と し て 燃 焼 さ れ る 。 臨 床 実 験 に よ っ て 、 良 好 な 規 定 食 の 一 部 分 と し て DAG油 を 規 則 的 に
消 費 す る こ と は 、 個 体 が そ の 体 重 お よ び 体 脂 肪 を 管 理 す る こ と に 役 立 つ こ と が 示 さ れ た 。
さ ら に ま た 、 1,3-DAGの 代 謝 は 、 食 後 の ト リ グ リ セ リ ド の 血 流 中 の 循 環 を 減 少 さ せ る 。 肥
満 及 び 血 中 脂 質 の 上 昇 は 、 心 脈 管 系 疾 患 及 び II型 糖 尿 病 を 含 む 慢 性 疾 患 の 危 険 因 子 と 密 接
に 関 係 し て い る の で 、 こ れ ら の 生 活 習 慣 に 関 連 す る 健 康 状 態 は DAG油 の 規 則 的 な 消 費 に よ
り 有 益 な 影 響 を 受 け る こ と が で き る 。
　 DAG含 有 油 の 消 費 は 多 様 な 手 段 に よ り も た ら さ れ う る 。 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 本
発 明 は 、 本 発 明 の 酵 素 を 用 い て 、 1,3-DAGジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル レ ベ ル が 増 加 し た 食 品 （
例 え ば 焼 成 製 品 ） 及 び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 油 を 含 む 焼 成 製 品 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る
。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 焼 成 製 品 は ク ッ キ ー 、 ケ ー キ 及 び 同 様 な 焼 成 製 品 で あ る 。
　 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 （ 食 用 油 の 加 工 を 含 む ） で 用 い る こ と が で き る 酵
素 の 組 合 せ に は 以 下 が 含 ま れ る （ こ の 場 合 、 前 記 組 合 せ 中 の 酵 素 の 1つ 、 い く つ か ま た は
全 て が 本 発 明 の 酵 素 で あ る ） ：
　 － PLC＋ PI-PLC＋ PLA（ PLAは PLC反 応 の 完 了 後 に 添 加 さ れ る ） ；
　 － PLD＋ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ＋ PI-PLC、 続 い て PLA； 又 は
　 － PLC又 は （ PLC＋ PI-PLC） ＋ ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 に 特 異 的 な PLA（ 全 て の 酵 素 は 一 緒 に 添
加 さ れ る か 又 は 連 続 し て 添 加 さ れ る ） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ： 本 発 明 の 酵 素 （ 例 え ば リ パ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 エ ス
テ ラ ー ゼ 及 び /又 は グ リ コ シ ダ ー ゼ 又 は 等 価 の 活 性 を も つ 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ） を 多 様
な 植 物 油 の 加 工 工 程 、 例 え ば 植 物 油 の 抽 出 で 、 特 に “ 油 の 脱 ガ ム ” と 称 さ れ る プ ロ セ ス で
の “ リ ン 脂 質 ガ ム ” の 除 去 で 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の こ れ ら の プ ロ セ ス は “ プ ロ セ ス ス ケ ー ル ” で 、 例 え ば 1日 あ た り 約 15,000、 25,
000、 50,000、 75,000又 は 100,000 lbsの 精 製 油 か ら 1日 あ た り 約 1、 2、 3、 4、 5又 は 6百 万 l
bs又 は そ れ を 超 え る 精 製 油 ま で の 規 模 で 用 い る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の PLC） の 使 用 を 含
む 油 の 脱 ガ ム 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 ま た 別 の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ （ 前 記 は ま た 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ り う る ） 、 例 え ば 本 発 明 の PLC、 PLA、 PLB、 P
LB若 し く は パ タ チ ン 、 又 は リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 活 性 又 は リ
ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ LPL） 活 性 及 び リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ -ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ （ LPTA） 、 又
は 前 記 の 組 合 せ 、 及 び /又 は パ タ チ ン 様 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 前 記 も ま た 本 発 明 の 酵 素 で あ り
う る ） 活 性 を 有 す る 酵 素 （ 前 記 も ま た 本 発 明 の 酵 素 で あ り う る ） の 添 加 を さ ら に 含 む 。 あ
る 特 徴 で は 、 全 て の 酵 素 が 一 緒 に 添 加 さ れ る か 、 あ る い は 、 前 記 酵 素 は 固 有 の 順 序 で 添 加
さ れ る 。 例 え ば 、 PLC添 加 に 続 い て PLA及 び /又 は パ タ チ ン が 添 加 さ れ る か 、 又 は PC及 び PE
活 性 を 有 す る 本 発 明 の 1つ の 酵 素 又 は 複 数 の 酵 素 が 先 ず 初 め に 添 加 さ れ 、 続 い て PI-PLCが
二 番 目 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 こ の 方 法 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の PLC） 処 理 の 結 果 と し て
収 量 の 改 善 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 こ の 方 法 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の PL
A） 処 理 の 結 果 と し て リ ン の 含 有 量 の 更 な る 低 下 を 提 供 す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の PLC） を 使 用 し て
ガ ム の か さ を 減 少 さ せ 、 さ ら に 油 の 囲 い 込 み を 減 少 さ せ る こ と に よ り 中 性 油 （ ト リ グ リ セ
リ ド ） 獲 得 を 増 加 さ せ る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 油 相 に 寄
与 す る 中 性 油 及 び ジ ア シ ル グ リ セ リ ド 生 成 を 増 加 さ せ る た め に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
（ 例 え ば 本 発 明 の PLC） を 使 用 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発
明 の 方 法 （ 例 え ば 脱 ガ ム の 方 法 ） は 、 １ 以 上 の 他 の 酵 素 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ 、 ア ミ ラ ー
ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ク チ ナ ー ゼ 、 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の 酵 素 を 含 む ） 、 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 、 例 え ば ラ ク タ ー ゼ 及 び /又 は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は 等
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価 の 活 性 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 前 記 の 組 合 せ を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 上 記 に 記 載 し た よ う に 、 多 様 な 植 物 油 の 加 工 工 程 、 例 え ば
植 物 油 の 抽 出 で 、 特 に “ 油 の 脱 ガ ム ” と 称 さ れ る プ ロ セ ス で の “ リ ン 脂 質 ガ ム ” の 除 去 で
用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 種 々 の 供 給 源 、 例 え ば 米 ぬ か 、 ダ イ ズ 、 ナ タ ネ 、 落 花 生
及 び 他 の ナ ッ ツ 、 ゴ マ 、 ヒ マ ワ リ 、 ヤ シ 及 び ト ウ モ ロ コ シ に 由 来 す る 植 物 油 を 加 工 す る 方
法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 ヘ キ サ ン に よ る 抽 出 、 そ れ に 続 く 粗 抽 出 物 の 食 用 油 へ の 精 製
を 用 い る プ ロ セ ス （ 本 発 明 の 方 法 及 び 本 発 明 の 酵 素 の 使 用 を 含 む ） と 併 用 し て 用 い る こ と
が で き る 。 精 製 の 連 続 工 程 の 最 初 の 工 程 は い わ ゆ る “ 脱 ガ ム ” プ ロ セ ス で あ り 、 前 記 は 水
の 添 加 に よ っ て ホ ス フ ァ チ ド を 分 離 さ せ る 。 脱 ガ ム に よ っ て 沈 殿 し た 物 質 を 分 離 し 、 さ ら
に 処 理 し て レ シ チ ン の 混 合 物 が 得 ら れ る 。 産 業 レ シ チ ン （ 例 え ば ダ イ ズ レ シ チ ン 及 び ヒ マ
ワ リ レ シ チ ン ） は 、 半 固 形 又 は 非 常 に 粘 稠 な 物 質 で あ る 。 前 記 は 、 極 性 脂 質 （ 主 と し て リ
ン 脂 質 ） 及 び 油 （ 主 と し て ト リ グ リ セ リ ド ） の 混 合 物 か ら 成 る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 任 意 の “ 脱 ガ ム ” 方 法 （ 水 に よ る 脱 ガ ム 、 ALCON油 脱 ガ ム
（ 例 え ば ダ イ ズ 用 ） 、 サ フ ィ ン コ （ safinco） 脱 ガ ム 、 “ ス ー パ ー 脱 ガ ム ” 、 UF脱 ガ ム 、 T
OP脱 ガ ム 、 ユ ニ 脱 ガ ム 、 乾 燥 脱 ガ ム 及 び ENZYMAX(商 標 )脱 ガ ム を 含 む ） で 用 い る こ と が で
き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 6,355,693号 、 6,162,623号 、 6,103,505号 、 6
,001,640号 、 5,558,781号 、 5,264,367号 ） 。 本 発 明 の 方 法 に 取 り 込 ま れ た 種 々 の “ 脱 ガ ム
” 方 法 は 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： M. Bockisch (1998) Fats and Oils Handbook, The Ext
raction of Vegetable Oils (Chapter 5), 345-445, AOCS Press, Champaign, Ollinois
。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 例 え ば EP513,709に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ト リ グ リ セ リ
ド 油 の 酵 素 的 脱 ガ ム の 工 業 的 利 用 で 用 い る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て 、 植 物 油 （ 例 え ば 粗 油 、 例 え ば 米 ぬ か
、 ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 、 ヒ マ ワ リ な ど ） が 処 理 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 処 理 に よ っ て
、 脱 ガ ム プ ロ セ ス の 効 率 が 改 善 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 低 水 分 条 件 下 （ 例 え ば
約 0.1%か ら 20%の 範 囲 の 水 分 、 又 は 0.5%か ら 10%の 範 囲 の 水 分 ） で の 酵 素 的 脱 ガ ム 方 法 を 提
供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 こ の 処 理 は 、 遠 心 中 の 油 か ら 重 い 相 の 分 離 を 改 善 す る 。 こ れ ら の
相 の 分 離 の 改 善 は 、 油 （ 水 和 性 及 び 非 水 和 性 油 の 両 方 を 含 む ） か ら よ り 効 率 的 な リ ン 脂 質
の 除 去 を も た ら す 。 あ る 特 徴 で は 、 こ の 処 理 は 、 中 性 油 （ ト リ グ リ セ リ ド ） の 取 り 込 み が
よ り 少 な い ガ ム 分 画 を 生 じ 、 そ れ に よ っ て 脱 ガ ム プ ロ セ ス 時 の 全 体 的 な 油 の 収 量 を 改 善 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば PLC活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 用 い
て 、 油 、 例 え ば 植 物 油 （ 粗 油 、 例 え ば 米 ぬ か 、 ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 、 ヒ マ ワ リ な ど を 含 む
） を 処 理 し て （ 例 え ば 脱 ガ ム プ ロ セ ス で ） 、 ガ ム の か さ を 減 少 さ せ 、 さ ら に 油 の 囲 い 込 み
を 減 少 さ せ る こ と に よ り 中 性 油 の 獲 得 を 増 加 さ せ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ
ー ゼ 、 例 え ば PLC活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ DAG） の 製 造 及 び
油 相 へ の 提 供 の た め に 用 い ら れ る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 例 え ば CA1102795（ 前 記 は 、 少 な く と も 50重 量 %の 水 を 添 加
す る こ と に よ っ て 穀 類 の 脂 質 か ら 極 性 脂 質 を 単 離 す る 方 法 を 記 載 し て い る ） に 記 載 さ れ て
い る よ う に 酵 素 的 脱 ガ ム の 工 業 的 利 用 で 用 い る こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 粗 油 混 合 物 に 水
を 添 加 す る 原 理 を 用 い る と い う 意 味 で 改 変 脱 ガ ム で あ る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば PLC） の 使 用 を 含 む 酵 素 的
方 法 を 提 供 し 、 前 記 方 法 は 、 油 中 の 水 和 リ ン 脂 質 を 約 20℃ か ら 40℃ の 温 度 で 、 ア ル カ リ 性
pH（ 例 え ば 約 pH8か ら pH10） で 約 3か ら 10分 の 反 応 時 間 を 用 い て 加 水 分 解 す る こ と を 含 む 。
前 記 に よ っ て 、 10ppm未 満 の 最 終 的 な 油 中 リ ン レ ベ ル を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 は ま た
、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば PLC） の 使 用 を 含 む 酵 素 的 方 法 を 提 供 し 、 前 記 方 法 は
、 油 中 の 水 和 性 及 び 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 約 50℃ か ら 60℃ の 温 度 で 、 中 性 よ り わ ず か に 低 い
pH（ 例 え ば 約 pH5か ら pH6.5） で 約 30か ら 60分 の 反 応 時 間 を 用 い て 加 水 分 解 す る こ と を 含 む
。 前 記 に よ っ て 、 10ppm未 満 の 最 終 的 な 油 中 リ ン レ ベ ル を 得 る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ９ ８ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 を 用 い て グ リ セ リ ル ホ ス ホ エ ス テ ル 結
合 を 加 水 分 解 し 、 そ れ に よ っ て リ ン 脂 質 の ジ ア シ ル グ リ セ リ ド を 油 （ 例 え ば 植 物 油 、 魚 油
又 は 藻 類 の 油 ） 中 に 戻 し （ “ ホ ス ホ リ パ ー ゼ C（ PLC） 苛 性 ア ル カ リ 精 製 補 助 ” ） ； さ ら に
物 理 的 に 精 製 さ れ る 高 リ ン 油 と し て は 充 分 に 低 レ ベ ル に 、 脱 ガ ム 工 程 に お け る リ ン 脂 質 含
有 量 を 減 少 さ せ る （ “ ホ ス ホ リ パ ー ゼ C（ PLC） 脱 ガ ム 補 助 ” ） こ と が で き る 酵 素 的 方 法 を
提 供 す る 。 前 記 2つ の ア プ ロ ー チ は 別 個 の 価 値 を も た ら し 、 さ ら に 別 個 の 標 的 に 適 用 さ れ
う る 。
　 本 発 明 の 種 々 の 例 示 的 方 法 で は 、 そ れ ぞ れ 異 な る 多 数 の 工 程 が 、 コ ア 漂 白 に 先 行 す る 脱
ガ ム プ ロ セ ス 及 び 脱 臭 精 製 プ ロ セ ス を 含 む 。 こ れ ら の 工 程 は 、 加 熱 、 混 合 、 保 持 、 分 離 及
び 乾 燥 を 含 む 。 加 熱 工 程 に 続 い て 、 水 及 び し ば し ば 酸 が 添 加 及 び 混 合 さ れ 、 不 溶 性 リ ン 脂
質 “ ガ ム ” が か た め ら れ て 、 分 離 可 能 な 粒 子 に な る 。 脱 ガ ム に 際 し て 水 は ホ ス フ ァ チ ド の
多 く を 分 離 さ せ る が 、 一 方 、 リ ン 脂 質 の 一 部 分 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 プ ロ セ ス は 、 酸 の 添 加 に よ っ て こ
れ ら NHPに 向 け ら る 。 リ ン 脂 質 の 水 和 に 続 い て 、 油 を 混 合 し 保 持 し さ ら に 遠 心 に よ っ て 分
離 す る 。 最 後 に 、 例 え ば 図 6に 示 さ れ る よ う に 、 油 を 乾 燥 さ せ 保 存 し 、 輸 送 又 は 精 製 す る
。 得 ら れ た ガ ム は レ シ チ ン 生 成 物 と し て さ ら に 加 工 さ れ る か 、 又 は ひ き わ り に 戻 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 例 示 的 方 法 で は 、 リ ン の レ ベ ル は 物 理 的 精 製 に し て は 充 分 な レ ベ ル ま で
減 少 す る 。 分 離 プ ロ セ ス は 、 苛 性 ア ル カ リ 精 製 よ り も 潜 在 的 に 高 い 収 量 低 下 を も た ら し う
る 。 さ ら に ま た 、 脱 ガ ム プ ロ セ ス は 、 商 業 的 レ シ チ ン と し て 販 売 す る こ と が で き な い 廃 棄
生 成 物 を 生 じ る 可 能 性 が あ る （ 物 理 的 精 製 油 の 例 示 的 脱 ガ ム プ ロ セ ス の た め に 、 例 え ば 図
7を 参 照 さ れ た い ） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の プ ロ セ ス は 市 場 で 顕 著 な シ ェ ア を 達 成 し て お
ら ず 、 苛 性 ア ル カ リ 精 製 は 、 米 ぬ か 、 ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 及 び ヒ マ ワ リ に つ い て は 工 業 的
に 優 位 を 保 ち 続 け て い る 。 し か し な が ら 、 特 殊 な 脱 ガ ム プ ロ セ ス で 用 い ら れ る ホ ス ホ リ パ
ー ゼ C酵 素 は ガ ム 形 成 を 減 少 さ せ 、 リ ン 脂 質 の ジ グ リ セ リ ド 部 分 を 油 に 戻 す こ と に 留 意 さ
れ た い 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 ガ ム 形 成 で 本 発 明 の PLCを 用 い る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法
の あ る 特 徴 で は 、 油 が 粗 油 に 添 加 さ れ て 乳 濁 液 を 生 成 し 、 前 記 乳 濁 液 は 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 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 水 相 （ 水 脱
ガ ム ） へ の 移 動 を も た ら す 。 遠 心 の 後 で 、 こ れ ら の リ ン 脂 質 は 水 性 ガ ム 分 画 の 主 要 成 分 で
あ る 。 前 記 ガ ム 分 画 の リ ン 脂 質 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ D＋ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ （ 又 は 他 の 組 合 せ 、 下 記 に 特 記 さ れ て い る ） で 処 理 し て 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ DAG
） 及 び リ ン 酸 エ ス テ ル を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の 時 点 で 、 前 記 DAGは 他 の ガ ム 成 分 か
ら 抽 出 し て 、 さ ら に DAGの エ ス テ ル 交 換 に 適 し た 条 件 下 で 処 理 し て 所 望 の ト リ ア シ ル グ リ
セ ロ ー ル （ 構 造 化 （ structured） 脂 質 ） を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 1,2-DAGの 大 半 は 、 PLC反 応 に 続 い て ガ ム の pHを 増 加 さ せ る こ と に よ
っ て （ 例 え ば 苛 性 ア ル カ リ を 添 加 す る こ と に よ っ て ） 、 1,3-GAGに 変 換 す る こ と が で き る
。 続 い て 前 記 1,3-DAGを ガ ム か ら 抽 出 し 、 1,3-DAGを エ ス テ ル 交 換 す る た め に 適 し た 条 件 下
で リ パ ー ゼ と 反 応 さ せ て 所 望 の 構 造 化 ト リ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル を 生 成 す る こ と が で き る 。
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 エ ス テ ル 交 換 反 応 で 用 い ら れ る 脂 肪 酸 は 、 粗 油 で 見 出 さ れ る 遊 離 脂
肪 酸 を 含 む 多 様 な 供 給 源 か ら も た ら さ れ う る で あ ろ う 。
　 あ る 特 徴 で は 、 水 脱 ガ ム か ら 得 ら れ る リ ン 脂 質 を 本 発 明 の PLCと 組 み 合 わ せ て 用 い 、 構
造 化 脂 質 が 生 成 さ れ る 。 水 で 脱 ガ ム し た 油 を 、 PLC及 び /又 は PLD（ い ず れ か 一 方 又 は 両 者
が 本 発 明 の 酵 素 で あ り う る ） ＋ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 又 は 前 記 の 組 合 せ の 1つ 、 続 い て PLA（ 本 発
明 の 酵 素 で あ り う る ） に 暴 露 し て 、 苛 性 ア ル カ リ 精 製 又 は 物 理 的 精 製 に 適 し た レ ベ ル ま で
リ ン を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
　 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 （ こ れ ら 脱 ガ ム プ ロ セ ス を 含 む ） で 用 い る こ と が
で き る 酵 素 の 組 合 せ は 以 下 を 含 む （ こ の 場 合 、 組 合 せ 中 の 酵 素 の 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て
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が 本 発 明 の 酵 素 を 含 む ） ：
　 － PLC＋ PI-PLC＋ PLA（ PLAは PLC反 応 の 完 了 後 に 添 加 さ れ る ） ；
　 － PLD＋ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ＋ PI-PLC、 続 い て PLA； 又 は
　 － PLC又 は （ PLC＋ PI-PLC） ＋ ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 に 特 異 的 な PLA（ 全 て の 酵 素 は 一 緒 に 添
加 さ れ る か 又 は 連 続 し て 添 加 さ れ る ） 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ： 本 発 明 は 苛 性 ア ル カ リ 精 製 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 本 発 明 の 酵 素 を 含 む
） を 用 い る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 酵 素 は 苛 性 ア ル カ リ 精 製 補 助 剤 と し て 用 い ら れ る 。
ま た 別 の 特 徴 で は 、 PLC又 は PLD及 び /又 は ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 苛 性 ア ル カ リ 中 和 精 製 プ ロ
セ ス （ 連 続 精 製 又 は 回 分 精 製 の い ず れ か ） の 前 、 最 中 又 は 後 の い ず れ か で ド ロ ッ プ -イ ン
と し て 前 記 方 法 で 用 い ら れ る 。 添 加 さ れ る 酵 素 の 量 は プ ロ セ ス に 応 じ て 変 動 可 能 で あ る 。
前 記 プ ロ セ ス で 用 い ら れ る 水 の レ ベ ル は 低 く て も よ く 、 例 え ば 約 0.5か ら 5%で あ る 。 ま た
別 に は 、 苛 性 ア ル カ リ は 前 記 プ ロ セ ス に 何 回 も 添 加 さ れ る 。 さ ら に ま た 、 前 記 プ ロ セ ス は
種 々 の 温 度 （ 25℃ か ら 70℃ ） で 、 種 々 の 酸 又 は 苛 性 ア ル カ リ と と も に 、 さ ら に 多 様 な pH（
4－ 12） で 実 施 で き る 。 ガ ム の か さ を 減 少 さ せ る た め に 、 苛 性 ア ル カ リ の 濃 縮 溶 液 （ 例 え
ば 11%の 工 業 的 標 準 よ り も 濃 縮 さ れ て あ る ） を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、
苛 性 ア ル カ リ の 濃 縮 溶 液 は 、 約 12%か ら 50%濃 縮 、 例 え ば 20%、 30%、 40%、 50%又 は 60%、 又
は そ れ よ り も 濃 縮 さ れ て い る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 は 、 ホ ス フ ァ チ ド を グ リ セ リ ル ホ ス ホ エ
ス テ ル 結 合 で 加 水 分 解 し て 、 ジ グ リ セ リ ド 及 び 水 溶 性 ホ ス フ ェ ー ト 化 合 物 を 生 成 す る 。 加
水 分 解 さ れ た ホ ス フ ァ チ ド は 、 図 8に 示 し た よ う に 水 相 へ 移 動 し 、 ジ グ リ セ リ ド を 油 相 に
残 す 。 PLC“ 苛 性 ア ル カ リ 精 製 補 助 ” の 1つ の 目 的 は 、 中 和 時 に 形 成 さ れ た リ ン 脂 質 ガ ム を
ジ ア シ ル グ リ セ リ ド （ 前 記 は 油 相 に 戻 る で あ ろ う ） に 変 換 す る こ と で あ る 。 対 照 的 に 、 “
PLC脱 ガ ム 補 助 ” の 1つ の 目 的 は 、 粗 油 中 の リ ン 脂 質 を 百 万 分 の 10（ ppm） 未 満 の リ ン 等 価
物 に 減 少 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 苛 性 ア ル カ リ 精 製 方 法 で 用 い ら れ る 酸 に 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 、 塩 酸 及 び /又 は 酢 酸 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 酸 を 用 い て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 加 水 分 解 す る 。 用 い る こ と が で き る 苛 性 ア ル カ リ に は KO
H及 び NaOHが 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 苛 性 ア ル カ リ は 遊 離 脂 肪 酸 を 中
和 す る た め に 用 い ら れ る 。 ま た 別 に は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ ま た は よ り 具 体 的 に は PLC又 は P
LD） 及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 ガ ム /ソ ー プ ス ト ッ ク か ら 植 物 ス テ リ ン を 精 製 す る た め に 用
い ら れ る 。
　 苛 性 ア ル カ リ 精 製 前 に ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 添 加 す る 本 発 明 の ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 植 物 で
ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 発 現 さ せ る こ と で あ る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 植
物 、 種 子 又 は 植 物 の 他 の 部 分 を 破 砕 し て い る 間 に 添 加 さ れ る 。 ま た 別 に は 、 ホ ス ホ リ パ ー
ゼ は 破 砕 に 続 い て 添 加 さ れ る が 、 た だ し 精 製 前 （ す な わ ち 反 応 容 器 を 保 持 し て い る と き ）
に は 添 加 さ れ な い 。 さ ら に ま た 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 精 製 前 処 理 と し て 酸 と と も に 又 は 酸 を
含 ま ず に 添 加 さ れ る 。
　 本 発 明 の ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 既 に 述 べ た よ う に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 苛 性 ア ル カ リ 精 製
プ ロ セ ス の 最 中 に 添 加 す る こ と で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 酸 及 び 苛 性 ア ル カ リ の レ ベ ル は 、
リ ン レ ベ ル 及 び 遊 離 脂 肪 酸 レ ベ ル に 応 じ て 変 動 す る 。 さ ら に ま た 、 用 い ら れ る 酵 素 の タ イ
プ に 応 じ て 、 広 い 温 度 及 び pH範 囲 が 前 記 方 法 で 用 い ら れ る 。
　 本 発 明 の ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 苛 性 ア ル カ リ 精 製 後 に 添 加 さ れ る （
図 9） 。 あ る 事 例 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 強 力 攪 拌 機 中 で 又 は 保 持 攪 拌 機 中 で 分 離 前 に
添 加 さ れ る 。 ま た 別 に は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 加 熱 工 程 に 続 い て 添 加 さ れ る 。 ま た 別 の 実 施
態 様 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 遠 心 工 程 で 添 加 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ は ソ ー プ ス ト ッ ク に 添 加 さ れ る 。 ま た 別 に は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 洗 浄 水 に 添 加 さ れ
る 。 ま た 別 の 事 例 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 漂 白 及 び /又 は 脱 臭 工 程 時 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
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　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ C） は 、 中 和 さ せ
た 粗 油 及 び 脱 ガ ム 油 中 の 水 和 性 及 び 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 両 方 に 由 来 す る ホ ス フ ァ チ ド を 、
漂 白 及 び 脱 臭 前 に 加 水 分 解 す る 。 本 発 明 の 例 示 的 な “ 苛 性 ア ル カ リ 精 製 ” 方 法 は 図 9及 び
図 13に 示 さ れ て い る 。 図 9は 、 固 定 攪 拌 機 の た め の 例 示 的 時 間 、 温 度 及 び pH（ 30か ら 60分
、 50か ら 60℃ 、 pH5か ら 6） 及 び 保 持 攪 拌 機 の た め の も の （ 3か ら 10分 、 20か ら 40℃ ） を 含
む 。 標 的 酵 素 は 、 図 9に 示 す よ う に 、 目 下 の 苛 性 ア ル カ リ 中 和 プ ロ セ ス で ド ロ ッ プ -イ ン 生
成 物 と し て 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の 特 徴 で は 、 酵 素 が 苛 性 ア ル カ リ の 添 加 後 に 添 加 さ
れ る 場 合 、 前 記 酵 素 は 極 端 な pHレ ベ ル に 耐 性 で あ る こ と は 要 求 さ れ な い で あ ろ う 。 図 13（
酵 素 “ フ ロ ン ト ロ ー デ ィ ン グ ” の 例 示 的 方 法 で あ る ） に 示 さ れ て い る よ う に 、 任 意 の ホ ス
ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば PLC、 PLB、 PLA及 び /又 は PLCを 含 む
） を 粗 油 脱 ガ ム プ ロ セ ス で 用 い る こ と が で き る （ 前 記 粗 油 脱 ガ ム プ ロ セ ス は 例 え ば 以 下 に
記 載 さ れ て い る ： Bailey's Industrial Oil & Fat Products vol.4 (ed. Y.H. Hui)） 。
図 14及 び 図 15は 本 発 明 の 方 法 の 変 型 を 示 す 。 前 記 変 型 で は 、 そ れ ぞ れ 2又 は 3遠 心 工 程 が 前
記 方 法 で 用 い ら れ 、 前 記 変 型 は 、 図 に 示 す よ う に 任 意 の 油 （ 例 え ば 植 物 油 、 例 え ば 不 純 大
豆 油 ） の 加 工 に 用 い る こ と が で き る 。 図 15の 例 示 的 方 法 は 、 （ 苛 性 ア ル カ リ 精 製 後 及 び 水
洗 浄 前 並 び に 水 洗 浄 後 の 遠 心 工 程 に 加 え て ） 苛 性 ア ル カ リ 精 製 前 に 遠 心 工 程 を 有 し 、 一 方
、 図 14の 例 示 的 方 法 は 、 苛 性 ア ル カ リ 精 製 前 に は 遠 心 工 程 を も た な い 。 図 16は 、 酸 処 理 を
用 い さ ら に 脱 ガ ム 工 程 前 の 遠 心 工 程 を 有 す る 、 前 記 方 法 の ま た 別 の 例 示 的 変 型 を 示 す 。 こ
の 例 示 的 方 法 は 、 図 に 示 す よ う に 任 意 の 油 （ 例 え ば 植 物 油 、 例 え ば 不 純 大 豆 油 ） の 加 工 に
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 物 理 的 精 製 で 許 容 可 能 な 低 レ ベ ル ま で リ ン
を 除 去 す る こ と を 可 能 に す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の PLCは 、 粗 油 中 の 水 和 性 及 び 非 水
和 性 リ ン 脂 質 の 両 方 に 由 来 す る ホ ス フ ァ チ ド を 漂 白 及 び 脱 臭 前 に 加 水 分 解 す る で あ ろ う 。
標 的 酵 素 は 、 目 下 の 脱 ガ ム 操 作 中 に ド ロ ッ プ -イ ン 生 成 物 と し て 適 用 す る こ と が で き る （
例 え ば 図 10を 参 照 さ れ た い ） 。 市 販 の 装 置 で 最 適 に 達 し な い 混 合 が 与 え ら れ る な ら ば 、 酸
は 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 油 /水 の 境 界 面 で 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と を 要 求 さ れ る こ と は 極 め
て あ り う る こ と で あ る 。 し た が っ て 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 酸 安 定 性 PLCが 用 い ら れ る
。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の PLC脱 ガ ム 補 助 は 、 表 2に 記 載 し た 1つ ま た は 3つ 全 て の 分 野 で 損
失 を 排 除 す る 。 PLCプ ロ セ ス に 付 随 す る 損 失 は 、 ホ ス フ ァ チ ド 除 去 に よ る 質 量 を 基 準 に し
て 5.2%に 対 し て 約 0.8%と 概 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 表 2： PLC生 成 物 に よ っ て も た ら さ れ る 損 失
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 の こ の プ ロ セ ス の さ ら に 別 の 潜 在 的 な 利 点 に は 以 下 が 含 ま れ る ：
　 　 － 吸 着 剤 の 削 減 ： よ り 少 な い （ ＜ 5ppm） リ ン で よ り 少 量 の 吸 着 剤 が 要 求 さ れ る 、
　 　 － 化 学 物 質 使 用 量 の 削 減 ： 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 水 和 に 伴 う 化 学 物 質 の 削 減 及 び 加 工 コ
ス ト の 削 減 、
　 　 － 廃 棄 物 生 成 の 減 少 ： 油 か ら リ ン を 除 去 す る た め に 要 求 さ れ る 水 の 減 少 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 加 工 さ れ る （ 例 え ば “ 脱 ガ ム さ れ る ” ） 油 に は 、 植 物 の 脂 肪 種 子
、 例 え ば 大 豆 油 、 菜 種 油 、 米 ぬ か 油 及 び ヒ マ ワ リ 油 が 含 ま れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の
“ PLC苛 性 ア ル カ リ 精 製 補 助 ” は 現 在 使 用 さ れ て い る 苛 性 ア ル カ リ 精 製 プ ロ セ ス よ り も 1.2
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%の 節 約 に な り う る 。 精 製 補 助 の 利 用 は 、 レ シ チ ン の た め に 脱 ガ ム さ れ た 大 豆 油 に 向 け ら
れ 、 こ れ ら は ま た 価 値 /負 担 計 算 か ら 除 外 さ れ て い る 。
　 本 発 明 の プ ロ セ ス の 性 能 目 標 は 、 そ の 適 用 、 よ り 具 体 的 に は 酵 素 添 加 の 時 点 に し た が っ
て 変 動 し う る （ 表 3を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 表 3： 適 用 に よ る 性 能 目 標
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 ) 水 脱 ガ ム 油
2 ) 目 標 レ ベ ル は 上 流 の 苛 性 ア ル カ リ 中 和 工 程 で 達 成 さ れ る が 、 維 持 さ れ る 必 要 が あ る 。
3 ) 1－ 2時 間 存 在 す る 。
4 ) 酸 脱 ガ ム は よ り 強 い 酸 性 条 件 下 で 安 定 で あ る 酵 素 を 必 要 と す る で あ ろ う ： 5%の ク エ ン 酸
の 場 合 pH2.3（ ～ Roehm USPN 6,001,640） 。
5 ) 中 和 さ れ た 油 の pHは 中 性 で は な い 。 POSで の 検 査 で は 、 pHは 6.5－ 10の ア ル カ リ 性 範 囲 に
あ る こ と が 示 さ れ た （ 2002年 12月 9日 ） 。 典 型 的 な pH範 囲 を 決 定 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 1 ） の 場 合 に 用 い る こ と が で き る 他 の
プ ロ セ ス は 、 固 有 の 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 水 和 形 に 変 換 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、
酵 素 は 熱 に 鋭 敏 で あ る 。 こ れ は 、 油 の 加 熱 が 酵 素 を 破 壊 す る の で 好 ま し い か も し れ な い 。
し か し な が ら 、 脱 ガ ム 反 応 は 、 こ の 酵 素 を 受 け 入 れ る た め に pH4－ 5及 び 60℃ に 調 節 さ れ な
け れ ば な ら な い 。 300ユ ニ ッ ト /kg油 の 飽 和 投 与 量 で 、 こ の 例 示 的 プ ロ セ ス は 、 以 前 に 水 で
脱 ガ ム し た 油 の リ ン 含 有 量 を 10ppm以 下 に 下 げ る こ と に 成 功 し た 。 利 点 は H 2 O含 有 量 の 減 少
並 び に 処 理 、 操 作 及 び 廃 棄 物 の 排 除 で あ り う る 。 表 4は 、 本 発 明 の 酵 素 を 工 業 的 に 使 用 す
る た め の 例 示 的 な 適 用 の リ ス ト で あ る 。
　 表 4： 例 示 的 適 用
　
　
　
　
　
　
　 こ れ ら 種 々 の “ 脱 ガ ム ” プ ロ セ ス の 他 に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 任 意 の 植 物 油 の 加
工 工 程 で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 は 、 任 意 の 植 物 油 の
加 工 工 程 で PLA（ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2） の 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方
法 で “ 加 工 ” 又 は “ 脱 ガ ム ” さ れ る 油 に は 、 大 豆 油 、 菜 種 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ヤ シ の 種
子 由 来 の 油 、 キ ャ ノ ー ラ 油 、 ゴ マ 油 、 落 花 生 油 、 米 ぬ か 油 な ど が 含 ま れ る 。 こ の プ ロ セ ス
の 主 生 成 物 は ト リ グ リ セ リ ド を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 あ る 例 示 的 プ ロ セ ス で は 、 酵 素 を 粗 油 に 添 加 し 反 応 さ せ る と き 、 使 用 さ れ る ホ ス ホ リ パ
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ー ゼ の 量 は 、 粗 油 1kg当 た り 約 10－ 10,000ユ ニ ッ ト 、 ま た 別 に は 約 100－ 2,000ユ ニ ッ ト で
あ る 。 酵 素 処 理 は 5分 か ら 10時 間 30℃ か ら 90℃ の 温 度 で 、 ま た 別 に は 約 40℃ か ら 70℃ で 実
施 さ れ る 。 前 記 条 件 は 酵 素 の 最 適 温 度 に し た が っ て 変 動 し う る 。 酵 素 を 溶 解 さ せ る た め に
添 加 さ れ る 水 の 量 は 、 粗 油 100重 量 部 に 対 し て 5－ 1000重 量 部 、 ま た 別 に は 粗 油 100重 量 部
に 対 し て 約 10－ 200重 量 部 で あ る 。
　 そ の よ う な 酵 素 処 理 の 終 了 時 に 、 酵 素 液 を 適 切 な 手 段 （ 例 え ば 遠 心 分 離 機 ） に よ り 分 離
し て 加 工 油 を 得 る 。 そ の よ う な プ ロ セ ス で 酵 素 組 成 物 に よ っ て 生 成 さ れ た ガ ム 状 物 質 の リ
ン 含 有 化 合 物 は 実 際 的 に は 全 て が 水 相 に 移 動 し 、 油 相 か ら 除 去 さ れ る 。 酵 素 処 理 の 終 了 時
に 、 必 要 な 場 合 に は 、 加 工 油 を さ ら に 水 又 は 有 機 若 し く は 無 機 酸 （ 例 え ば 酢 酸 、 ク エ ン 酸
、 リ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 ） 、 及 び 等 価 の 酸 又 は 塩 溶 液 で 洗 浄 す る こ と が で き る 。
　 限 外 ろ 過 脱 ガ ム の た め の あ る 例 示 的 プ ロ セ ス で は 、 酵 素 は フ ィ ル タ ー に 結 合 さ れ る か 、
又 は 酵 素 は ろ 過 前 に 油 に 添 加 さ れ る か 、 又 は 酵 素 は 周 期 的 に フ ィ ル タ ー を 清 浄 に す る た め
に 用 い ら れ る 。
　 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 介 在 物 理 的 精 製 補 助 の た め の あ る 例 示 的 プ ロ セ ス で は 、 水 及 び 酵 素 は 粗
油 （ 例 え ば 不 純 植 物 油 ） に 添 加 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の PLC又 は PLD並 び に ホ ス フ
ァ タ ー ゼ が 前 記 プ ロ セ ス で 用 い ら れ る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 介 在 物 理 的 精 製 で は 、 水 の レ ベ ル
は 低 く て も よ く （ す な わ ち 0.5－ 5%） 、 さ ら に 反 応 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 ） 。 こ の プ ロ セ ス は 、 種 々
の 酸 及 び /又 は 苛 性 ア ル カ リ を 用 い 、 種 々 の pH（ 例 え ば pH3－ 10） で 種 々 の 温 度 （ 25℃ か ら
70℃ ） で 実 施 で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 水 脱 ガ ム は 、 先 ず 初 め に 遠 心 に よ っ て レ シ チ ン を 採 集 し 、 続 い て 本
発 明 の PLC又 は PLCと PLAを 添 加 し て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 除 去 す る た め に 実 施 さ れ る （ こ の
プ ロ セ ス は 低 い 水 分 濃 度 で 実 施 さ れ る べ き で あ る ） .ま た 別 の 特 徴 で は 、 粗 油 を 水 脱 ガ ム
で 10ppm未 満 に し （ 食 用 油 ） 、 続 い て 物 理 的 精 製 （ バ イ オ デ ィ ー ゼ ル の 場 合 50ppm未 満 ） が
実 施 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 乳 化 剤 が 添 加 さ れ 、 及 び /又 は 粗 油 は 強 力 攪 拌 機 に 付 さ れ て
混 合 が 促 進 さ れ る 。 ま た 別 に は 、 エ マ ル ジ ョ ン 破 壊 剤 が 添 加 さ れ 、 及 び /又 は 粗 油 は 加 熱
さ れ て 水 相 の 分 離 が 促 進 さ れ る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 酸 が 添 加 さ れ て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の
水 和 が 促 進 さ れ る 。 さ ら に ま た 、 、 ガ ム /ソ ー プ ス ト ッ ク か ら 植 物 ス テ リ ン の 精 製 を 仲 介
す る た め に 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 ソ ー プ ス ト ッ ク を 生 成 す る こ と な く 種 々 の 量 の 酸 及 び 塩 基 を
用 い る こ と を 含 む 、 油 の 脱 ガ ム の た め の 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す る （ 前 記 は 本 発 明 の ホ ス
ホ リ パ ー ゼ の 使 用 を 含 む こ と が で き る ） 。 本 発 明 の 油 の 脱 ガ ム の た め の こ の 特 徴 を 用 い 、
酸 （ リ ン 酸 及 び /又 は ク エ ン 酸 を 含 む ） は 、 高 リ ン 油 （ ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 及 び ヒ マ ワ リ
を 含 む ） 中 の 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 加 水 分 解 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 い っ た ん リ ン
脂 質 が 水 和 さ れ た ら 、 水 相 の pHを 苛 性 ア ル カ リ の 添 加 に よ り 上 昇 さ せ る こ と が で き る 。 添
加 さ れ る 苛 性 ア ル カ リ の 量 は 酵 素 活 性 に 好 ま し い pHを 作 り だ す こ と が で き る が 、 油 中 に 顕
著 な ソ ー プ ス ト ッ ク 分 画 の 形 成 を も た ら さ な い で あ ろ う 。 ソ ー プ ス ト ッ ク が 形 成 さ れ な い
の で 、 油 中 の 遊 離 脂 肪 酸 は 下 流 で 、 脱 ガ ム 工 程 に 続 い て 、 漂 白 及 び 脱 臭 工 程 で 除 去 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 発 明 の 酵 素 を 用 い て 、 油 の 抽 出 及 び 油 の 脱 ガ ム （ 例 え ば 植 物 油 ） を 改 善 す る こ と が で
き る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の PLC及 び 少 な く と も 1つ の 植 物 細 胞 壁 分 解 物 質 （ 壁 を 軟 化 さ
せ 抽 出 で の 収 量 を 高 め る た め に 例 え ば セ ル ラ ー ゼ 、 ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ な ど ） が 本 発 明 の プ ロ
セ ス で 用 い ら れ る 。 油 の 抽 出 及 び 油 の 脱 ガ ム を 改 善 す る た め に 本 発 明 の 酵 素 を 用 い る こ の
例 示 的 ア プ ロ ー チ で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cが 他 の ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ 例 え ば セ ル ラ ー
ゼ 、 ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ 、 エ ス テ ラ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び /又 は ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） と 同 様 、
油 の 製 造 （ 大 豆 油 、 キ ャ ノ ー ラ 油 、 ヒ マ ワ リ 油 、 米 ぬ か 油 を 含 む が 、 た だ し こ れ ら に 限 定
さ れ な い ） に 付 随 す る 破 砕 工 程 時 に 用 い ら れ る 。 溶 媒 抽 出 の 前 に 、 又 は 溶 媒 抽 出 の 代 わ り
に 酵 素 を 用 い る こ と に よ っ て 、 油 の 収 量 を 増 加 さ せ 、 粗 油 中 の 水 和 性 及 び 非 水 和 性 リ ン 脂
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質 の 量 を 減 少 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 減 少 は 、 カ ル シ ウ ム 又 は マ グ
ネ シ ウ ム に よ る 複 合 体 形 成 前 の 、 潜 在 的 に 非 水 和 性 の リ ン 脂 質 の ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 及
び 対 応 す る リ ン 酸 エ ス テ ル へ の 変 換 か ら 生 じ る か も し れ な い 。 粗 油 中 の 全 体 的 な リ ン 脂 質
の 減 少 は 精 製 時 の 収 量 の 改 善 を も た ら し 、 こ の こ と は 、 漂 白 及 び 脱 臭 工 程 前 の 別 個 の 脱 ガ
ム 工 程 の 必 要 性 を 排 除 す る 潜 在 性 を 秘 め て い る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 特
異 的 ホ ス ホ ヒ ド ロ ラ ー ゼ ） 又 は 別 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 改 変 “ 有 機 精 製 プ ロ セ ス ” （ 前 記 は
ク エ ン 酸 保 持 タ ン ク へ の 酵 素 （ 例 え ば PLC） の 添 加 を 含 む こ と が で き る ） で 用 い る プ ロ セ
ス を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 任 意 の 油 加 工 方 法 （ 例 え ば 脱 ガ ム 又 は 等 価 の プ ロ セ ス ） で 用 い る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 酵 素 は 、 米 国 特 許 5,558,781号 、 5,264,367号 、 6,001,640号
に 記 載 さ れ て い る 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。 USPN 5,558,781号 に 記 載 さ れ て い る 方 法 は
、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1、 A2又 は Bを 用 い 、 前 記 は 、 本 質 的 に は 乳 化 剤 と し て 働 く 油 中 の レ シ
チ ン を 分 解 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 本 発 明 の 酵 素 及 び 方 法 は 、 大 量 の 非 水 和 性 リ ン を 含 む 食 用 油 中 の リ ン 含 有 成 分 を 減 少 さ
せ る プ ロ セ ス で 用 い る こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 欧 州 特 許 EP0869167号 に 記 載 さ れ て い
る よ う に 、 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 っ て 達 成 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 食 用 油 は 粗 油 、 い
わ ゆ る “ 非 脱 ガ ム 油 ” で あ る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 非 脱 ガ ム 油 （ 例 え ば ナ タ ネ 、
ダ イ ズ 、 ゴ マ 、 落 花 生 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 米 ぬ か 又 は ヒ マ ワ リ に 由 来 す る 圧 縮 油 若 し く は 抽
出 油 又 は 前 記 の 混 合 物 を 含 む ） を 処 理 す る 。 粗 油 中 の ホ ス フ ァ チ ド 含 有 量 は 、 200か ら 120
0ppmの 範 囲 又 は 250か ら 1200ppmの 範 囲 の リ ン 含 有 量 に 対 応 し て 0.5か ら 3%w/wで 変 動 し う る
。 ホ ス フ ァ チ ド と は 別 に 、 粗 油 は ま た 低 濃 度 の 炭 水 化 物 、 糖 化 合 物 並 び に Ca、 Mg及 び Feの
金 属 /ホ ス フ ァ チ ド 酸 複 合 体 を 含 み う る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ
パ ー ゼ に よ り リ ン 脂 質 又 は リ ゾ リ ン 脂 質 を 処 理 し て 脂 肪 ア シ ル 基 を 加 水 分 解 す る こ と を 含
む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 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 。
前 記 方 法 の あ る 特 徴 で は 、 食 用 油 は 約 50か ら 250ppmの リ ン 含 有 量 を 含 み 、 さ ら に 前 記 方 法
は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ に よ り 油 を 処 理 し て リ ン 脂 質 の 主 要 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 前 記 油 か ら 分 離 す る こ と を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 酵 素 的
脱 ガ ム プ ロ セ ス の 前 に 、 油 は 水 で 脱 ガ ム さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 本 発 明 の ホ
ス ホ リ パ ー ゼ を 飼 料 物 質 及 び 少 な く と も 1つ の リ ン 脂 質 と 混 合 す る こ と を 含 む 、 動 物 飼 料
の 製 造 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の 酵 素 及 び 方 法 は 、 例 え ば WO98/18912に 記 載 さ れ た よ う に 油 の 脱 ガ ム プ ロ セ ス で
用 い 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 の 含 有 量 を 減 少 さ
せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 前 記 方 法 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ で 油 を 処 理 し て リ
ン 脂 質 の 主 要 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 前 記 油 か ら 分 離 す
る こ と を 含 む こ と が で き る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 リ ン 脂 質 を 含 む 任 意 の 食 用 油 （ 例 え ば 植 物
油 （ 例 え ば 大 豆 油 、 米 ぬ か 油 、 菜 種 油 及 び ヒ マ ワ リ 油 ） 、 魚 油 、 藻 類 及 び 動 物 の 油 な ど ）
の 精 製 に 適 用 す る こ と が で き る 。 酵 素 的 処 理 の 前 に 、 前 記 植 物 油 は 、 粘 質 物 除 去 の た め に
好 ま し く は （ 例 え ば 湿 潤 精 製 に よ り ） 前 処 理 さ れ る 。 油 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に よ る 処 理 の
開 始 時 に リ ン 脂 質 と し て 、 約 50か ら 250ppm、 又 は 50か ら 約 1500ppm又 は そ れ よ り 多 い リ ン
を 含 み 、 本 発 明 の プ ロ セ ス は 前 記 の 値 を 約 5か ら 10ppmよ り 低 い 値 に 減 少 さ せ る こ と が で き
る 。
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 日 本 国 特 許 出 願 H5-132283（ 1993年 4月 25日 出 願 ） に 記 載 さ れ た プ ロ セ
ス で 用 い る こ と が で き る 。 前 記 は 、 油 及 び 脂 肪 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 プ
ロ セ ス を 含 む 。 酵 素 作 用 は 水 溶 性 物 質 へ の 変 換 の た め に 用 い ら れ る 。 前 記 酵 素 と し て 、 好
ま し く は ホ ス ホ リ パ ー ゼ C活 性 を 有 す る 酵 素 が 用 い ら れ る 。
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　 本 発 明 の 酵 素 は 、 種 子 油 の 精 製 方 法 で あ る 、 “ 有 機 精 製 プ ロ セ ス ” （ ORP） （ IPH, Omah
a, NE） と し て 記 載 さ れ た プ ロ セ ス で 用 い る こ と が で き る 。 ORPは 、 伝 統 的 な 化 学 的 精 製 と
比 較 し て 、 精 製 油 の 収 量 の 改 善 、 付 加 価 値 の あ る 副 産 物 、 キ ャ ピ タ ル コ ス ト の 削 減 及 び 環
境 的 経 費 の 削 減 を 含 む 利 点 を 有 し う る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 油 又 は 脂 肪 （ 動 物 又 は 植 物 性 、 未 加 工 、 半 加 工 又 は 精 製 ） を 処 理 す る
プ ロ セ ス で 用 い る こ と が で き る 。 前 記 プ ロ セ ス は 、 例 え ば EP出 願 番 号 82870032.8に 記 載 さ
れ た よ う に 、 油 中 に 含 ま れ る 非 グ リ セ リ ド 化 合 物 を 加 水 分 解 及 び /又 は 脱 ポ リ マ ー 化 す る
こ と を 可 能 に す る 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の 酵 素 を 、 前 記 の よ う な 油 又 は 脂 肪 に 添 加 す る
こ と を 含 む 。 油 中 の 非 グ リ セ リ ド 化 合 物 を 加 水 分 解 及 び /又 は 脱 ポ リ マ ー 化 す る 本 発 明 の
例 示 的 方 法 は 以 下 の と お り で あ る ：
　 1） 少 量 の 適 切 な 溶 媒 （ 例 え ば 水 ） に 予 め 溶 解 し た 、 本 発 明 の 酵 素 又 は 酵 素 複 合 物 の 油
及 び 脂 肪 へ の 添 加 及 び 混 合 。 若 干 数 の 溶 媒 が 可 能 で あ る が 、 た だ し 酵 素 に と っ て 非 毒 性 で
適 切 な 溶 媒 が 選 択 さ れ る 。 前 記 添 加 は 、 連 続 的 に 付 加 す る プ ロ セ ス で も 持 続 的 プ ロ セ ス と
同 様 に 実 施 し う る 。 本 プ ロ セ ス に し た が っ て 油 及 び 脂 肪 に 添 加 さ れ る 必 要 が あ る 酵 素 は 、
酵 素 及 び 加 工 さ れ る 生 成 物 に 応 じ て 、 約 5か ら 400ppm又 は 約 20か ら 400ppmの 範 囲 （ 例 え ば 1
000kgの 油 又 は 脂 肪 に 対 し て 0.005kgか ら 0.4kgの 酵 素 ） 、 及 び 好 ま し く は 約 5か ら 100ppm（
す な わ ち 1000kgの 油 に 対 し て 0.005か ら 0.1kgの 酵 素 ） の 範 囲 で あ り う る が 、 こ れ ら の 値 は
濃 縮 酵 素 に つ い て で あ る と 理 解 さ れ る （ す な わ ち 稀 釈 剤 又 は 溶 媒 を 含 ま な い ） 。
　 2） 固 相 又 は 半 固 相 支 持 体 上 の 本 発 明 の 酵 素 の 固 定 又 は 不 溶 性 ろ 過 床 に 油 又 は 脂 肪 を 通
過 さ せ る 。 前 記 支 持 体 は 好 ま し く は 多 孔 性 又 は 線 維 性 構 造 を 提 示 す る 。 こ の 技 術 で は 、 酵
素 は 前 記 支 持 体 の 多 孔 性 又 は 線 維 性 構 造 の 極 微 空 洞 内 に 捕 捉 さ れ る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 樹
脂 又 は 合 成 ポ リ マ ー 、 セ ル ロ ー ス カ ー ボ ネ ー ト 、 ゲ ル （ 例 え ば ア ガ ロ ー ス ） 、 ポ リ マ ー 若
し く は 多 孔 性 構 造 物 と の コ ポ リ マ ー の フ ィ ラ メ ン ト か ら 成 り 、 そ れ ら の 空 洞 内 の 溶 液 中 に
酵 素 の 小 滴 が 捕 捉 さ れ る 。 酵 素 濃 度 に 関 し て は 、 支 持 体 の 飽 和 ま で 高 め る こ と が 可 能 で あ
る 。
　 3） ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 酵 素 の 体 積 で 約 0.05か ら 4%を 含 む 、 又 は 約 0.2か ら 4%を
含 む 稀 釈 酵 素 溶 液 中 に 、 微 小 滴 の 形 で 油 及 び 脂 肪 が 分 散 さ れ る 。 こ の 技 術 は 、 ベ ル ギ ー 特
許 595,219号 に 記 載 さ れ て い る 。 高 さ が 数 メ ー ト ル の 円 筒 カ ラ ム （ 円 錐 形 の ふ た 付 き ） に
稀 釈 酵 素 溶 液 を 満 た す 。 こ の 目 的 の た め に 、 毒 性 が な く さ ら に 加 工 し よ う と す る 油 又 は 脂
肪 に 非 混 和 性 の 溶 媒 （ 好 ま し く は 水 ） が 選 択 さ れ る 。 前 記 カ ラ ム の 底 に 分 配 系 を 取 り 付 け
る （ 前 記 系 に 油 又 は 脂 肪 が 極 端 に 分 割 さ れ た 形 態 で （ 約 10,000流 速 /m 2 ） 持 続 的 に 注 入 さ
れ る ） 。 し た が っ て 、 無 限 数 の 油 滴 又 は 脂 肪 滴 が 形 成 さ れ （ 前 記 は ゆ っ く り と 酵 素 溶 液 を
上 昇 し 、 表 面 で 合 流 す る ） 、 リ ア ク タ ー の 円 錐 形 の ふ た の 最 上 部 で 持 続 的 に 排 出 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 パ ー ム 油 は 本 発 明 の 酵 素 に よ る 処 理 の 前 に 前 処 理 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 約 30kgの
未 加 工 パ ー ム 油 は +50℃ に 加 熱 さ れ る 。 セ ル ラ ー ゼ 及 び ペ ク チ ナ ー ゼ を 用 い て 蒸 留 水 で 1%
溶 液 を 調 製 し た 。 こ れ ら の 各 々 の 600gを 前 記 油 の 水 溶 液 に 数 分 間 強 く 攪 拌 し な が ら 添 加 し
た 。 続 い て 穏 や か に 攪 拌 し な が ら 総 反 応 時 間 2時 間 の 間 、 油 を +50℃ に 保 持 す る 。 続 い て 温
度 を +90℃ に 上 昇 さ せ て 酵 素 を 不 活 化 し 、 前 記 混 合 物 を ろ 過 及 び 更 な る 加 工 に 備 え る 。 油
を 真 空 下 で 乾 燥 さ せ 、 ろ 過 補 助 装 置 （ filtering aid） を 用 い て ろ 過 す る 。
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 欧 州 特 許 EP0,513,709B2に 記 載 さ れ た プ ロ セ ス で 用 い 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 用 い て 、 酵 素 に よ る 分 解 に よ っ て 動 物 油
及 び 植 物 油 中 の リ ン 含 有 成 分 を 減 少 さ せ る コ ン テ ン ト プ ロ セ ス を 減 少 さ せ る プ ロ セ ス を 提
供 す る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 リ ン 含 有 量 が 50か ら 1500ppm又 は 約 50か ら 250ppmの 予 め 粘 質
物 を 除 去 し た （ predemucilaginated） 動 物 又 は 植 物 油 を 有 機 カ ル ボ ン 酸 と と も に 攪 拌 し 、
得 ら れ た 混 合 物 の pH値 を 約 4か ら pH6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 溶 液 を 猛 烈 に 攪 拌 し て 微 細 滴 を 形 成 さ せ な が ら 混 合 容 器 中 で 前 記 混 合 物 に 添 加 す る
。 こ こ で 、 油 に 対 し て 0.5か ら 5重 量 %の 乳 濁 液 が 形 成 さ れ 、 前 記 乳 濁 液 は 、 20℃ か ら 80℃
の 範 囲 の 温 度 で 0.1か ら 10時 間 の 反 応 時 間 の 間 激 し い 運 動 下 で 、 少 な く と も 1つ の 後 続 の 反
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応 容 器 に よ り 処 理 さ れ 、 さ ら に 処 理 さ れ た 油 は 、 水 溶 液 の 分 離 後 5ppm未 満 の リ ン 含 有 量 を
有 す る 。
　 前 記 有 機 精 製 プ ロ セ ス は 粗 油 及 び 脱 ガ ム 油 の 両 方 に 適 用 す る こ と が で き る 。 前 記 プ ロ セ
ス は 、 プ ロ セ ス 制 御 条 件 下 で の 有 機 酸 の イ ン ラ イ ン 添 加 を 用 い 、 通 常 の 遠 心 分 離 が 併 用 さ
れ 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 。 使 用 さ れ る 水 の 合 計 は 、 有 機 精 製 プ ロ セ ス の 結 果 と し て 実 質 的 に 減 少 す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 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号 に 記 載 さ れ た よ
う に 、 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の 例 示 的 方 法 で は 、 本 発 明 は 、 両 親
媒 性 酵 素 を 提 供 す る 。 両 親 媒 性 酵 素 は 、 例 え ば 持 続 的 疎 水 相 を 含 む 乳 濁 液 及 び 酵 素 及 び 酵
素 の た め の 担 体 を 含 む 分 散 水 相 を 提 供 し 、 さ ら に 前 記 分 散 相 が 固 体 の 酵 素 被 覆 粒 子 に な る
ま で こ の 相 か ら 水 を 除 去 す る こ と に よ っ て 固 定 さ れ る 。 前 記 酵 素 は リ パ ー ゼ で あ り う る 。
前 記 固 定 リ パ ー ゼ は 、 リ パ ー ゼ に よ っ て 触 媒 さ れ る 反 応 （ 例 え ば モ ノ -、 ジ -又 は ト リ グ リ
セ リ ド の エ ス テ ル 交 換 、 ト リ グ リ セ リ ド 油 の 脱 酸 、 又 は リ パ ー ゼ が ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 場 合
は ト リ グ リ セ リ ド 油 の リ ン 脂 質 の 除 去 ） に 用 い る こ と が で き る 。 前 記 水 相 は 発 酵 液 を 含 む
こ と が で き 、 食 用 ト リ グ リ セ リ ド 油 は 疎 水 相 で あ っ て も よ く 、 担 体 に は 糖 、 デ ン プ ン 、 水
溶 性 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 及 び 発 酵 残 留 物 が 含 ま れ る 。 こ の 例 示 的 方 法 は 、 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 、 糖 脂 質 又 は 脂 肪 酸 （ 前 記 は 疎
水 相 に 存 在 す る こ と が で き る ） の 加 工 に 用 い る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 ト リ グ リ セ
リ ド 油 か ら リ ン 脂 質 を 除 去 す る プ ロ セ ス は 、 リ ン 脂 質 を 含 む ト リ グ リ セ リ ド 油 を 本 発 明 の
ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 調 製 物 と 混 合 し 、 前 記 リ ン 脂 質 を リ ゾ リ ン 脂 質 に 加 水 分 解 し 、 前 記
加 水 分 解 さ れ た リ ン 脂 質 を 前 記 油 か ら 分 離 す る 工 程 を 含 み 、 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 固 定 さ
れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 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号 に 記 載 さ れ た よ
う に 、 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の 例 示 的 方 法 は 、 完 全 な リ ン 脂 質 中
の 両 脂 肪 ア シ ル 基 を 加 水 分 解 す る 。 こ の 例 示 的 方 法 で 用 い ら れ る 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ
は リ パ ー ゼ 活 性 を も た ず 、 非 常 に 低 い pHで 活 性 で あ る 。 こ れ ら の 特 性 に よ っ て 、 前 記 酵 素
は 、 油 の 酵 素 性 加 水 分 解 及 び ア ル カ リ 加 水 分 解 （ 鹸 化 ） の 両 方 が 抑 制 さ れ う る た め に 油 の
脱 ガ ム で の 使 用 に 非 常 に 適 切 と な る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 リ ン 脂 質 又 は リ ゾ リ ン 脂
質 中 の 脂 肪 ア シ ル 基 を 加 水 分 解 す る プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 前 記 プ ロ セ ス は 、 リ ン 脂 質 中 の
量 脂 肪 ア シ ル 基 を 加 水 分 解 し 、 さ ら に 本 質 的 に リ パ ー ゼ 活 性 を 含 ま な い ホ ス ホ リ パ ー ゼ で
リ ン 脂 質 及 び リ ゾ リ ン 脂 質 を 処 理 す る こ と を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ は 約 50℃ の 最 適 温 度 （ pH3か ら pH4で 10分 間 測 定 ） 、 及 び 約 pH3の 最 適 pH（ 40℃ で 約 10分
測 定 ） を 有 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 リ ン 脂 質 及 び リ ゾ リ ン 脂 質 は レ シ チ ン 又 は リ ゾ レ シ
チ ン を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 リ ン 脂 質 の 主 要 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 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 食 用 油 か ら リ ン 脂 質 を 除
去 す る プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 前 記 プ ロ セ ス は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 水 溶 液 を 分 散 さ
せ な が ら 油 を pH1.5か ら 3で 処 理 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
こ と を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 油 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に よ る 処 理 の 前 に 粘 質 物 を 除 去 す
る た め に 処 理 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 処 理 前 の 油 は 、 50か ら 250ppmの リ ン
に 相 当 す る 量 の リ ン 脂 質 を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に よ る 処 理 は 30℃ か ら 45
℃ で 1か ら 12時 間 、 0.5か ら 5%の 水 の 存 在 下 で 0.1か ら 10mg/Lの ホ ス ホ リ パ ー ゼ 用 量 で 実 施
さ れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 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 6,025,171号 に 記 載 さ れ た よ
う に 、 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の 例 示 的 方 法 で は 、 本 発 明 の 酵 素 は
、 持 続 的 な 疎 水 相 （ 例 え ば ト リ グ リ セ リ ド 油 ） を 含 む 乳 濁 液 、 並 び に 両 親 媒 性 酵 素 （ 例 え
ば 本 発 明 の リ パ ー ゼ 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） 及 び 水 相 に 部 分 的 に 溶 解 さ れ 部 分 的 に 不 溶 で あ
る 担 体 物 質 を 含 む 分 散 水 相 を 調 製 し 、 さ ら に 前 記 分 散 相 が 固 体 の 酵 素 被 覆 粒 子 に な る ま で
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前 記 水 相 か ら 水 を 除 去 す る こ と に よ っ て 固 定 さ れ る 。 前 記 担 体 物 質 の 不 溶 部 分 は 、 水 及 び
油 に 不 溶 の 物 質 で も 、 又 は 前 記 水 相 が 既 に 水 溶 性 物 質 で 飽 和 さ れ て い る た め に 不 溶 形 で あ
る 水 溶 性 物 質 で も よ い 。 前 記 水 相 は 、 発 酵 残 留 物 を 含 む 不 純 な リ パ ー ゼ 発 酵 液 、 及 び 担 体
物 質 と し て 機 能 す る こ と が で き る バ イ オ マ ス で 構 成 さ れ 得 る 。 固 定 リ パ ー ゼ は 、 油 の エ ス
テ ル 再 配 置 及 び 脱 酸 に 有 用 で あ る 。 反 応 後 に 、 前 記 固 定 酵 素 は 、 水 を 添 加 し 部 分 的 に 担 体
を 溶 解 し 、 得 ら れ た 酵 素 及 び 疎 水 相 中 に 分 散 し た 担 体 含 有 水 相 の 水 を 蒸 発 さ せ て 再 び 酵 素
被 覆 担 体 粒 子 を 形 成 す る こ と に よ っ て 再 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ 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 6,143,545号 に 記 載 さ れ た よ
う に 、 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の 例 示 的 方 法 は 、 大 量 の 非 水 和 性 リ
ン 含 量 を 含 む 食 用 油 中 の リ ン 含 有 成 分 の 含 有 量 を 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て 減 少
さ せ る た め に 用 い ら れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 以 下 の よ う に し て 測 定 さ れ た 非 水 和 性 リ ン 含 量
が 、 少 な く と も 50ppmで あ る 食 用 油 で リ ン 含 有 成 分 の 含 有 量 を 減 少 さ せ る た め に 用 い ら れ
る ： 水 に ク エ ン 酸 一 水 和 物 を 含 む 溶 液 を 30分 添 加 す る こ と に よ っ て （ 油 に 対 し 添 加 さ れ る
水 は 4.8重 量 ％ に 等 し い ； （ ク エ ン 酸 ） 水 相 で は ＝ 106mM、 水 /油 で は ＝ 4.6mM） 、 食 用 油 を
60℃ で 前 処 理 し ； 油 の 乳 濁 液 中 の 前 記 前 処 理 水 の 10mLを 試 験 管 に 移 し ； 沸 騰 水 浴 で 30分 間
前 記 乳 濁 液 を 加 熱 し ； 5000rpmで 10分 遠 心 し 、 約 8mLの 上 部 （ 油 ） 相 を 新 し い 試 験 管 に 移 し
、 前 記 を 24時 間 静 置 し ； 食 用 油 中 の 非 水 和 性 リ ン 含 量 （ ppm） の 測 定 の た め に 上 部 の 清 澄
な 相 か ら 2gを 抜 き 取 る 。 前 記 方 法 は ま た 、 約 pH５ か ら 8の pHで 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A又
は B（ 例 え ば PLA1、 PLA2又 は PLB） の 水 溶 液 と 油 を 接 触 さ せ （ 前 記 溶 液 は 、 前 記 油 の リ ン 含
量 が 11ppm未 満 に 減 少 す る ま で 油 中 で 乳 化 さ れ る ） 、 続 い て 前 記 処 理 油 か ら 水 相 を 分 離 す
る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 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 5,532,163号 に 記 載 さ れ た よ
う に 、 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 処 理 さ れ る べ き 油 及 び 脂 肪
中 の リ ン 脂 質 を 効 率 的 に 分 解 及 び 除 去 す る こ と が で き る 、 油 及 び 脂 肪 の 精 製 プ ロ セ ス を 提
供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 油 及 び 脂 肪 を 生 成 す る プ ロ セ ス で あ っ て 、 乳 濁 液 中 で
油 及 び 脂 肪 を 本 発 明 の 酵 素 （ 例 え ば グ リ セ ロ リ ン 脂 質 の グ リ セ ロ -脂 肪 酸 エ ス テ ル 結 合 を
分 解 す る 活 性 を 有 す る 酵 素 、 例 え ば 本 発 明 の PLA2） と 反 応 さ せ る プ ロ セ ス ； 及 び 酵 素 処 理
油 及 び 脂 肪 を 水 又 は 酸 性 水 溶 液 で 洗 浄 す る 別 の プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 洗 浄
工 程 で 用 い ら れ る べ き 酸 性 水 溶 液 は 少 な く と も 1つ の 酸 、 例 え ば ク エ ン 酸 、 酢 酸 、 リ ン 酸
及 び そ の 塩 の 溶 液 で あ る 。 あ る 特 徴 で は 、 乳 化 状 態 は 、 100重 量 部 の 油 又 は 脂 肪 に 対 し て 3
0重 量 部 又 は そ れ 以 上 の 水 を 用 い て 形 成 さ れ る 。 油 及 び 脂 肪 を 通 常 の ア ル カ リ 精 製 工 程 無
し に 精 製 す る こ と が で き る の で 、 洗 浄 廃 水 及 び 産 業 廃 棄 物 の 発 生 を 削 減 す る こ と が で き る
、 さ ら に ま た 、 こ れ ら 廃 棄 物 へ の 中 性 油 及 び 脂 肪 の 取 り 込 み に よ る 中 性 油 及 び 脂 肪 の 損 失
が 本 プ ロ セ ス で は 生 じ な い の で 、 油 の 回 収 収 量 が 改 善 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、
約 100か ら 10,000ppmの リ ン 脂 質 を 含 む 油 及 び 脂 肪 を 精 製 す る プ ロ セ ス を 提 供 し 、 前 記 プ ロ
セ ス は 、 前 記 油 お よ び 脂 肪 を 乳 化 状 態 で 、 グ リ セ ロ リ ン 脂 質 の グ リ セ ロ -脂 肪 酸 エ ス テ ル
結 合 を 分 解 す る 活 性 を 有 す る 本 発 明 の 酵 素 と 反 応 さ せ る こ と を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発
明 は 、 約 100か ら 10,000ppmの リ ン 脂 質 を 含 む 油 及 び 脂 肪 を 精 製 す る プ ロ セ ス を 提 供 し 、 前
記 プ ロ セ ス は 、 油 お よ び 脂 肪 を 乳 化 状 態 で 、 グ リ セ ロ リ ン 脂 質 の グ リ セ ロ -脂 肪 酸 エ ス テ
ル 結 合 を 分 解 す る 活 性 を 有 す る 本 発 明 の 酵 素 と 反 応 さ せ 、 そ の 後 、 前 記 処 理 油 及 び 脂 肪 を
洗 浄 水 で 洗 浄 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 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 5,264,367号 に 記 載 さ れ た よ
う に 、 食 用 油 の 酵 素 的 処 理 で 用 い る こ と が で き る 。 食 用 の 植 物 油 又 は 動 物 油 、 例 え ば 油 、
例 え ば 大 豆 油 （ 前 記 は 粘 質 物 除 去 の た め に 湿 潤 精 製 さ れ て い た ） の リ ン 含 有 成 分 の 含 有 量
及 び 鉄 含 有 量 は 、 酵 素 的 分 解 に よ っ て 減 少 す る 。 前 記 は 、 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 と 前 記 油 を 接 触 さ せ 、 続 い て 水 相 を 前 記 処 理 油 か ら 分 離 す る
こ と に よ っ て 達 成 さ れ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 油 （ 前 記 は 粘 質 物 を 除 去 す る た め
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に 精 製 さ れ て い る ） の リ ン 含 有 成 分 及 び 鉄 含 有 成 分 の 含 有 量 を 減 少 さ せ る 酵 素 的 方 法 を 提
供 す る 。 こ れ ま で 粘 質 物 を 除 去 す る た め に 精 製 さ れ て い た 油 は 、 本 発 明 の 酵 素 、 例 え ば ホ
ス ホ リ パ ー ゼ C、 A1、 A2又 は Bで 処 理 す る こ と が で き る 。 5ppm未 満 の リ ン 含 有 量 及 び 1ppm未
満 の 鉄 含 有 量 を 達 成 す る こ と が で き る 。 低 い 鉄 含 有 量 は 油 の 安 定 性 に 有 益 で あ り う る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 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 5,288,619号 に 記 載 さ れ た よ
う に 、 エ ス テ ル 交 換 さ れ た 油 の 調 製 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 超 酸 （ trans-acid
） の 含 有 量 が 低 く さ ら に 鎖 の 長 さ が 中 等 度 の 脂 肪 酸 の 含 有 量 が 低 い マ ー ガ リ ン 油 を 製 造 す
る た め に 酵 素 的 に エ ス テ ル 交 換 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 ス テ ア リ ン 酸 供 給 物 質
及 び 食 用 の 液 状 植 物 油 を 含 む エ ス テ ル 交 換 反 応 混 合 物 を 提 供 す る 工 程 、 前 記 ス テ ア リ ン 酸
供 給 物 質 及 び 植 物 油 を 1-,3-位 置 特 異 的 リ パ ー ゼ を 用 い て エ ス テ ル 交 換 す る 工 程 、 及 び 前
記 に 続 い て 最 終 的 に 前 記 脂 肪 酸 混 合 物 に 水 素 添 加 し て 、 植 物 油 と の リ サ イ ク ル 反 応 の た め
に ス テ ア リ ン 酸 供 給 物 質 の リ サ イ ク ル を 提 供 す る 工 程 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 エ ス テ ル 交
換 油 を 製 造 す る た め の 向 流 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ： 1-,3-位 置 特
異 的 リ パ ー ゼ を 含 む エ ス テ ル 交 換 反 応 ゾ ー ン を 提 供 し 、 前 記 エ ス テ ル 交 換 ゾ ー ン に 植 物 油
を 導 入 し 、 ス テ ア リ ン 酸 供 給 物 質 を 導 入 し 、 臨 界 超 過 ガ ス 又 は 臨 界 未 満 液 化 ガ ス 向 流 液 を
誘 導 し 、 前 記 反 応 ゾ ー ン 内 で ト リ グ リ セ リ ド 流 と ス テ ア リ ン 酸 又 は ス テ ア リ ン 酸 モ ノ エ ス
テ ル 流 と の エ ス テ ル 交 換 を 実 施 し 、 エ ス テ ル 交 換 ト リ グ リ セ リ ド マ ー ガ リ ン 油 流 を 回 収 し
、 向 流 液 相 を 回 収 し 、 前 記 エ ス テ ル 交 換 ス テ ア リ ン 酸 又 は ス テ ア リ ン 酸 モ ノ エ ス テ ル に 水
素 添 加 し て 水 素 添 加 さ れ た ス テ ア リ ン 酸 供 給 物 質 の リ サ イ ク ル を 提 供 し 、 さ ら に 前 記 リ サ
イ ク ル 水 素 添 加 ス テ ア リ ン 酸 供 給 物 質 を 前 記 反 応 ゾ ー ン に 導 入 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 適 切 な 使 用 に よ っ て 、 高 度 に 不 飽 和 の リ ン
脂 質 化 合 物 を ト リ グ リ セ リ ド に 変 換 す る こ と が で き 、 sn-3位 の リ ン 酸 基 を 除 去 し 、 続 い て
1,3リ パ ー ゼ ア シ ル エ ス テ ル 合 成 が 実 施 さ れ る 。 2-置 換 リ ン 脂 質 を 機 能 性 食 品 成 分 と し て
直 接 用 い る こ と が で き る が 、 ま た は 、 続 い て 本 発 明 の 固 定 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cを 用 い て リ ア
ク タ ー （ 160） で 選 択 的 に 加 水 分 解 し て 、 1-ジ グ リ セ リ ド を 生 成 し 、 続 い て 本 明 細 書 に 記
載 し た よ う に 酵 素 的 に エ ス テ ル 化 し て 2-置 換 多 不 飽 和 脂 肪 酸 成 分 を 有 す る ト リ グ リ セ リ ド
生 成 物 を 生 成 し て も よ い 。
　 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 6,001,640号 に 記 載 さ れ た よ
う に 、 植 物 油 の 酵 素 的 脱 ガ ム プ ロ セ ス で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の 方 法 は 、 食 用
油 の 製 造 で の 脱 ガ ム 工 程 を 含 む 。 水 和 性 ホ ス フ ァ チ ド が 予 め 水 性 脱 ガ ム プ ロ セ ス に よ っ て
除 去 さ れ て い る 植 物 油 か ら 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い た 酵 素 処 理 に よ っ て 非 水 和 性
ホ ス フ ァ チ ド が 除 去 さ れ る 。 前 記 プ ロ セ ス は 、 温 和 で 、 経 済 的 で 環 境 に や さ し い 。 リ ゾ レ
シ チ ン の み を 加 水 分 解 し レ シ チ ン を 加 水 分 解 し な い ホ ス ホ リ パ ー ゼ が こ の 脱 ガ ム プ ロ セ ス
で 用 い ら れ る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 酵 素 を 作 用 さ せ る た め に 、 両 方 の 相 、 油 相 及 び 酵 素 を 含 む 水 相
が 密 接 に 混 合 さ れ る 必 要 が あ る 。 そ れ ら を 単 に 攪 拌 す る だ け で は 充 分 で な い か も し れ な い
。 酵 素 が 少 量 の 水 （ 例 え ば 油 に 対 し て 0.5－ 5重 量 ％ ） に 溶 解 さ れ こ の 形 態 で 油 中 に 乳 化 さ
れ 、 直 径 が 10マ イ ク ロ メ ー ト ル 未 満 （ 重 量 平 均 ） の 液 滴 を 形 成 す る な ら ば 、 油 中 へ の 酵 素
の 良 好 な 分 散 が 促 進 さ れ る 。 前 記 液 滴 は 1マ イ ク ロ メ ー ト ル よ り も 小 さ く あ り う る 。 猛 烈
な 攪 拌 を 100cm/秒 を 超 え る 動 径 速 度 （ radial velocity） で 実 施 す る こ と が で き る 。 油 は
ま た 、 外 部 ロ ー タ リ ー ポ ン プ を 用 い て リ ア ク タ ー 内 を 循 環 さ せ る こ と が で き る 。 酵 素 を 含
む 水 相 は ま た 、 超 音 波 の 作 用 に よ っ て 微 細 に 分 散 さ せ る こ と が で き る 。 分 散 装 置 を 用 い て
も よ い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 前 記 酵 素 反 応 は 、 お そ ら く 油 相 と 水 相 と の 間 の 境 界 面 で 生 じ る 。 酵 素 を 含 む 水 相 に 対 し
て 可 能 な 最 大 表 面 を 作 り 出 す こ と が こ れ ら 全 て の 混 合 手 段 の 目 的 で あ る 。 界 面 活 性 剤 の 添
加 は 水 相 の ミ ク ロ 分 散 を 増 加 さ せ る 。 い く つ か の 事 例 で は 、 し た が っ て 、 9を 超 え る HLB値
を も つ 界 面 活 性 剤 、 例 え ば Na-ド デ シ ル 硫 酸 が EP-A 0513709に 記 載 さ れ て い る よ う に 酵 素
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溶 液 に 添 加 さ れ る 。 乳 化 を 改 善 す る た め に 同 様 に 有 効 な 方 法 は リ ゾ レ シ チ ン の 添 加 で あ る
。 添 加 量 は 、 油 に 対 応 し て 0.001%か ら 1%の 範 囲 に 存 在 し う る 。 酵 素 処 理 中 の 温 度 は 重 大 で
は な い 。 20℃ か ら 80℃ の 間 の 温 度 を 用 い る こ と が で き る が 、 後 者 の 温 度 は 短 時 間 の み 適 用
で き る 。 こ の 特 徴 で は 、 良 好 な 耐 熱 性 及 び /又 は 低 pH耐 性 を 有 す る 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ が 用 い ら れ る 。 30℃ か ら 50℃ の 間 の 温 度 が 最 適 で あ る 。 処 理 時 間 は 温 度 に 左 右 さ れ 、 高
い 温 度 で は 処 理 時 間 は 短 く な り う る 。 0.1か ら 10時 間 又 は 1か ら 5時 間 が 一 般 的 に は 充 分 で
あ る 。 反 応 は 脱 ガ ム リ ア ク タ ー 中 で 惹 起 さ れ 、 例 え ば DE-A 4339556に 記 載 さ れ て い る よ う
に 複 数 の 段 階 に 分 け る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 連 続 操 作 が 回 分 操 作 に 加 え て 可 能 で あ
る 。 反 応 は 種 々 の 温 度 段 階 で 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 40℃
で 3時 間 、 続 い て 60℃ で 1時 間 実 施 す る こ と が で き る 。 反 応 を 段 階 と し て 進 行 さ せ る 場 合 は
、 こ れ に よ っ て 個 々 の 段 階 で 種 々 の pH値 を 調 節 で き る 可 能 性 が 広 が る 。 例 え ば 、 第 一 段 階
で は 溶 液 の pHを 例 え ば 7に 調 節 し 、 第 二 段 階 で は ク エ ン 酸 を 添 加 す る こ と に よ っ て 2.5に 調
節 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 少 な く と も 1つ の 段 階 で 、 酵 素 溶 液 の pHは 4よ り 下 又
は 3よ り 下 で な け れ ば な ら な い 。 pHを 続 い て こ の レ ベ ル よ り 下 に 調 節 し た 場 合 は 、 効 果 の
低 下 が 見 出 さ れ る か も し れ な い 。 し た が っ て 、 ク エ ン 酸 は 、 酵 素 溶 液 が 油 に 混 合 さ れ る 前
に 酵 素 溶 液 に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 酵 素 処 理 の 完 了 後 に 、 前 記 酵 素 溶 液 は 、 そ の 中 に 含 ま れ る NHPの 分 解 生 成 物 と と も に 、
油 相 か ら 遠 心 の 手 段 に よ っ て バ ッ チ と し て 又 は 連 続 的 に 分 離 す る こ と が で き る 。 前 記 酵 素
は 高 レ ベ ル の 安 定 性 を 特 徴 と し 、 さ ら に 前 記 溶 液 に 含 ま れ る 分 解 生 成 物 の 量 は わ ず か で あ
る （ そ れ ら は ス ラ ッ ジ と し て 沈 殿 す る か も し れ な い ） の で 、 同 じ 酵 素 水 相 を 数 回 用 い る こ
と が で き る 。 さ ら に ま た 酵 素 か ら ス ラ ッ ジ を 取 り 除 き （ 例 え ば DE-A 4339556を 参 照 さ れ た
い ） 、 そ れ に よ っ て 本 質 的 に ス ラ ッ ジ を 含 ま な い 酵 素 溶 液 を 再 び 用 い る こ と が で き る 。 こ
の 脱 ガ ム プ ロ セ ス の あ る 特 徴 で は 、 15ppm未 満 の リ ン を 含 む 油 が 得 ら れ る 。 あ る 目 標 は 、 1
0ppm未 満 、 又 は 5ppm未 満 の リ ン 含 有 量 で あ る 。 10ppm未 満 の リ ン 含 有 量 に 関 し て は 、 蒸 留
脱 酸 プ ロ セ ス に し た が っ て 油 を さ ら に 加 工 す る こ と が 極 め て 可 能 で あ る 。 他 の 多 数 の イ オ
ン 、 例 え ば マ グ ネ シ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 亜 鉛 が 鉄 同 様 に 油 か ら 例 え ば 0.1ppm未 満 に 除 去 す
る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の 生 成 物 は 、 更 な る 加 工 及 び 貯 蔵 時 の 良 好 な 酸 化 耐 性 の
た め の 理 想 的 な 要 件 を 保 有 す る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば 欧 州 特 許 EP0513709に 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 リ ン 含 有 成 分 の 量 を 低 下 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 植 物
油 及 び 動 物 油 （ 予 め 粘 質 物 が 除 去 さ れ て い る 、 例 え ば 大 豆 油 ） の リ ン 含 有 成 分 （ 本 質 的 に
は ホ ス フ ァ チ ド 、 例 え ば レ シ チ ン ） の 含 有 量 及 び 鉄 含 有 量 を 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A1
、 A2又 は Bを 用 い て 酵 素 的 分 解 に よ っ て 減 少 さ せ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば JP06306386に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
脂 肪 又 は 油 を 精 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 脂 肪 又 は 油 中 の リ ン 脂 質 を
水 溶 性 の リ ン 酸 基 含 有 物 質 に 変 換 し 、 さ ら に こ の 物 質 を 除 去 す る 工 程 を 含 む 、 脂 肪 又 は 油
の 精 製 プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 本 発 明 の 酵 素 （ 例 え ば PLC） の 作 用 を 利 用 し て 、 リ ン 脂 質 を
前 記 物 質 に 変 換 す る 。 し た が っ て 、 ア ル カ リ 性 廃 水 及 び 大 量 の 油 を 含 む 産 業 廃 棄 物 を 生 じ
る ア ル カ リ 性 精 製 工 程 を 実 施 す る こ と な く 、 脂 肪 又 は 油 を 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 廃
棄 物 中 に 逃 げ る 中 性 脂 肪 又 は 油 の 損 失 を 0に 減 少 さ せ る こ と が で き る の で 、 収 量 の 改 善 を
達 成 で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C活 性 を 有 す る 本 発 明 の 酵 素 を 粗 油 の 脱 ガ ム
段 階 で 添 加 し 、 酵 素 処 理 を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 ガ ム 状 物 質 は 水 溶 性 物 質 に 変 換 さ れ 、
水 溶 性 物 質 と し て 除 去 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C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 活 性 を 有 す る 。 必 要 な 場 合 に は 、 本 方 法 は
、 酵 素 処 理 油 を 水 又 は 酸 性 水 溶 液 で 洗 浄 す る こ と を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 酵 素 を
粗 油 に 添 加 し 前 記 と 反 応 さ せ る 。 用 い ら れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 量 は 、 粗 油 1kgに つ き 10か
ら 10,000ユ ニ ッ ト 又 は 約 100か ら 2,000ユ ニ ッ ト で あ り う る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
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　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば 文 献 （ Albert J. Dijkstra et al. Ol
eagineux, Corps Gras, Lipides (1998), 5(5):367-370） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 水 脱
ガ ム プ ロ セ ス の た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 例 示 的 方 法 で は 、 水 脱 ガ ム プ ロ セ ス は 、
レ シ チ ン 製 造 並 び に 脱 ガ ム 用 酸 及 び 漂 白 土 を 用 い る 乾 燥 脱 ガ ム プ ロ セ ス の た め に 用 い ら れ
る 。 本 方 法 は 、 ホ ス フ ァ チ ド 含 有 量 が 低 い 油 、 例 え ば パ ー ム 油 、 ラ ウ リ ン 油 な ど の た め に
の み 経 済 的 に 有 用 で あ り う る 。 高 NHP含 有 量 を 有 す る 種 子 油 の 場 合 、 酸 精 製 プ ロ セ ス が 用
い ら れ 、 前 記 に よ り 本 プ ロ セ ス は オ イ ル ミ ル で 実 施 さ れ 、 ひ き わ り と し て ガ ム の 廃 棄 が 可
能 に な る 。 あ る 特 徴 で は こ の 酸 精 製 油 は 、 物 理 的 精 製 前 に 実 施 す る こ と が で き る 、 可 能 な
“ 洗 練 （ polishing） ” 操 作 で あ る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば 文 献 （ Dijkstra et al. Res. Dev. De
p., N.V. Vandemoortele 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 プ ロ セ ス の た め に 用 い る こ と が
で き る 。 こ の 例 示 的 方 法 で は 、 全 脱 ガ ム プ ロ セ ス は 、 酸 （ 例 え ば H 3 PO 4 又 は ク エ ン 酸 ） を
大 豆 油 に 分 散 さ せ 、 接 触 時 間 を 与 え 、 続 い て 塩 基 （ 例 え ば 苛 性 ソ ー ダ 又 は 珪 酸 Na） を 油 中
酸 乳 濁 液 に 混 合 す る こ と を 必 要 と す る 。 こ れ に よ っ て 、 中 和 の 程 度 が 石 鹸 の 生 成 を 回 避 す
る た め に 充 分 低 く 保 た れ る （ 石 鹸 の 生 成 は 油 の 損 失 に つ な が る の で ） 。 続 い て 、 油 を 遠 心
分 離 装 置 に 通 し 、 こ こ で ガ ム の 大 半 は 油 流 か ら 除 去 さ れ て 最 小 限 の 油 含 有 量 を も つ ガ ム が
得 ら れ る 。 続 い て 、 前 記 油 流 を 第 二 の 遠 心 分 離 装 置 に 通 し て 全 て の 残 留 ガ ム を 除 去 し て 希
薄 ガ ム 相 （ 前 記 は 再 循 環 さ れ る ） を 得 る 。 全 脱 ガ ム プ ロ セ ス の 採 用 後 に 古 典 的 ア ル カ リ 精
製 プ ロ セ ス と 比 較 し た と き 、 全 体 的 収 量 の 約 0.5%の 改 善 が 確 認 さ れ た 。 完 全 に 脱 ガ ム し た
油 を 続 い て ア ル カ リ 精 製 し て 漂 白 及 び 脱 臭 す る か 、 又 は 漂 白 し て 物 理 的 精 製 を 実 施 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば 文 献 （ Hvolby et al., Sojakagefabr.
, Copenhagen, Den., J. Amer. Oil Chem. Soc. (1971) 48:503-509） に 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 植 物 油 か ら 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 除 去 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 例 示 的
方 法 で は 、 水 脱 ガ ム 油 は 、 種 々 の 固 定 pH値 で 緩 衝 溶 液 （ Ca + + 、 Mg/Ca結 合 試 薬 及 び 界 面 活
性 剤 を 含 む 又 は 含 ま な い ） と 混 合 さ れ る 。 非 水 和 性 リ ン 脂 質 は 非 変 換 状 態 で ミ セ ル の 成 分
又 は 混 合 乳 濁 液 の 成 分 と し て 除 去 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 は 、
解 離 形 へ の 変 換 に よ っ て 、 例 え ば ホ ス フ ァ チ ド か ら Mg及 び Caを 除 去 す る こ と に よ っ て 取 り
除 く こ と が で き る （ 前 記 除 去 は 酸 性 化 に よ っ て 又 は Mg/Ca複 合 体 形 成 試 薬 若 し く は Mg/Ca沈
殿 試 薬 に よ る 処 理 よ っ て 達 成 す る こ と が で き る ） 。 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 除 去 又 は 前 記 の 化
学 的 変 換 は 乳 濁 液 形 成 の 低 下 及 び 脱 酸 油 の 乳 濁 液 層 及 び ソ ー プ ス ト ッ ク か ら の 分 離 の 改 善
を も た ら し う る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば 文 献 （ Buchold et al., Frankfurt/Ma
in, Germany. Fett Wissenschaft Technologie (1993), 95(8):300-304） に 記 載 さ れ た よ
う に 、 植 物 油 の 脱 ガ ム に 用 い る こ と が で き る 。 食 用 植 物 油 の 脱 ガ ム の た め の 本 発 明 の こ の
例 示 的 プ ロ セ ス で は 、 本 発 明 の 酵 素 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2） の 水 性 懸 濁 液 を 用 い て リ
ン 脂 質 の sn2位 に 結 合 し た 脂 肪 酸 が 加 水 分 解 さ れ 、 1-ア シ ル -リ ゾ リ ン 脂 質 が 生 成 さ れ る 。
前 記 は 油 に 不 溶 性 で 、 し た が っ て 物 理 的 分 離 に い っ そ う 適 し て い る 。 約 700レ シ タ ー ゼ ユ
ニ ッ ト /kg油 に 相 当 す る 少 量 の 添 加 で さ え も 、 10ppm未 満 の 残 留 P濃 度 が 達 成 さ れ 、 そ の 結
果 、 化 学 的 精 製 は 物 理 的 精 製 で 代 用 す る こ と が で き 、 中 和 、 ソ ー プ ス ト ッ ク の 分 離 及 び 廃
水 処 理 の 必 要 性 が 省 か れ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば 文 献 （ EnzyMax, Klaus Dahlke, Dept.
 GPOD, Lurgi O1-Gas, Chemie, GmbH, Frankfurt, Germany. Oleagineux, Corps Gras, L
ipides (1977), 4(1):55-57） に 記 載 さ れ た よ う に 、 植 物 油 の 脱 ガ ム に 用 い る こ と が で き
る 。 こ の 例 示 的 プ ロ セ ス は 、 ほ ぼ 任 意 の 種 類 の 油 の 物 理 的 精 製 の た め の 脱 ガ ム プ ロ セ ス で
あ る 。 酵 素 触 媒 に よ る 加 水 分 解 に よ っ て 、 ホ ス フ ァ チ ド は 、 遠 心 に よ っ て 油 か ら 分 離 さ れ
る 水 溶 性 リ ゾ ホ ス フ ァ チ ド に 変 換 さ れ る 。 酵 素 的 に 脱 ガ ム さ れ た 油 の 残 留 リ ン 含 有 量 は P
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が 2ppmの 低 さ で あ る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば 文 献 （ Cleenewerck et al., N.V.Vamo
 Mills, Izegen, Belg. Fett Wissenschaft Technologie (1992), 94:317-22； 及 び Claus
en, Kim; Nielsen, Munk. Novozymes A/S, Den. Danks Kemi (2002), 83(2):24-27） に 記
載 さ れ た よ う に 、 植 物 油 の 脱 ガ ム に 用 い 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 文 献 （ Nilsson-Johansson, et al., Fats Oils Div., Alfa-Laval Food Eng
. AB, Tumba, Swed. Fett Wissenschaft Technologue (1988), 90(11):447-51； 及 び Munc
h, Ernst W. Cereol Deutschland GmbH, Mannheim, Germany. Editor(s): Wilson, Richa
rd F. Proceedings of the World Conference on Oilseed Processing Utilization, Can
cun, MX, Nov. 12-17, (2001), Meeting Date 2000, 17-20） に 記 載 さ れ た よ う に 、 植 物
油 の 予 備 精 製 を 取 り 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 は ま た 、 例 え ば 文 献 （ Jerzewska et al., Inst. Prze
myslu Miesnego i Tluszczowego, Warsaw, Pol., Tluszcze Jadalne (2001), 36(3/4):97
-110） に 記 載 さ れ た よ う に 、 植 物 油 の 脱 ガ ム に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の プ ロ セ
ス で は 、 水 和 低 エ ル カ 酸 菜 種 油 の 酵 素 的 脱 ガ ム は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2の 使 用 に よ
っ て 実 施 さ れ る 。 前 記 酵 素 は 、 リ ン 脂 質 中 の グ リ セ ロ ー ル 部 分 の 中 心 炭 素 原 子 と の 脂 肪 酸
エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る こ と が で き る 。 前 記 は 、 非 水 和 性 リ ン 脂 質 を 加 水 分 解
し て そ れ ら の 対 応 す る 水 和 性 リ ゾ 化 合 物 に す る こ と が で き る 。 非 精 製 酵 素 調 製 物 を 用 い 、
2%調 製 物 を 4時 間 添 加 し て よ り 良 好 な 結 果 を 達 成 す る こ と が で き る （ 87%の Pが 除 去 さ れ る
） 。
　 油 の 脱 ガ ム の た め の 本 発 明 の ま た 別 の 例 示 的 プ ロ セ ス （ 又 は 本 発 明 の 酵 素 を 用 い る 油 の
脱 ガ ム プ ロ セ ス ） で は 、 酸 性 ポ リ マ ー （ 例 え ば ア ル ギ ネ ー ト 又 は ペ ク チ ン ） が 添 加 さ れ る
。 本 発 明 の こ の 油 の 脱 ガ ム プ ロ セ ス で は 、 酸 性 ポ リ マ ー （ 例 え ば ア ル ギ ン 酸 又 は ペ ク チ ン
又 は よ り 可 溶 性 の 塩 の 形 態 ） が 、 少 量 の 水 と と も に （ 例 え ば 約 0.5か ら 5%の 範 囲 で ） 粗 油
に 添 加 さ れ る 。 こ の 特 徴 で は 、 酸 性 ポ リ マ ー は 、 粗 油 中 の カ ル シ ウ ム 及 び /又 は マ グ ネ シ
ウ ム と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 リ ン 脂 質 金 属 複 合 体 を 減 少 さ せ 及 び /又 は 破 壊 し 、 そ れ に
よ っ て 非 水 和 性 リ ン 脂 質 の 可 溶 性 を 改 善 す る こ と が で き る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 こ れ ら の
リ ン 脂 質 は 油 ／ 水 境 界 面 に 移 動 す る か 又 は 水 相 に 入 り 、 さ ら に ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル に 変
換 さ れ 、 対 応 す る 側 鎖 又 は 無 傷 の リ ン 脂 質 は そ の 後 の 遠 心 に よ っ て 重 い 相 の 成 分 と し て 除
去 さ れ る で あ ろ う 。 水 相 中 の 酸 性 ポ リ マ ー の 存 在 は ま た 、 水 相 の 密 度 を 増 加 さ せ 、 油 （ 軽
い ） 相 か ら 重 い 相 の 分 離 を 改 善 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 油 の 脱 ガ ム の た め の 本 発 明 の あ る 例 示 的 プ ロ セ ス （ 又 は 本 発 明 の 酵 素 を 用 い る 油 の 脱 ガ
ム プ ロ セ ス ） は 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ DAG） を 得 る た め に 脱 臭 方 法 を 変 更 す る 。 ま た
別 の 特 徴 で は 、 必 要 な ら ば 又 は 所 望 さ れ る な ら ば 、 酵 素 利 用 (enzyme-assisted)脱 ガ ム に
続 い て 、 脱 臭 条 件 （ 温 度 、 圧 、 蒸 留 装 置 の 形 態 ） を 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル /ト リ ア シ ル
グ リ セ ロ ー ル 分 画 か ら 遊 離 脂 肪 酸 の 分 離 を 改 善 す る と い う 目 標 に 合 わ せ て 改 変 す る か 、 又
は ト リ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 分 画 か ら ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル を 分 離 す る た め に さ ら に 改 変 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら の 改 変 の 結 果 と し て 、 本 発 明 の こ の 方 法 を 用 い 、 も し 本 発 明 の 酵
素 （ 例 え ば ホ ス フ ァ タ ー ゼ 又 は PLC又 は PLCと ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 組 合 せ ） が 物 理 的 精 製 プ ロ
セ ス で 食 用 油 の 脱 ガ ム に 用 い ら れ る な ら ば 、 食 品 級 の FFA及 び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル を 得
る こ と が で き る 。
　 種 々 の 特 徴 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 の 方 法 の 実 施 （ 又 は 本 発 明 の 酵 素 の 使 用
） は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 利 点 を 有 す る ： 溶 媒 及 び 溶 媒 回 収 の 削 減 又 は 省 略 ； キ ャ ピ タ ル
コ ス ト の 削 減 ； 下 流 の 精 製 コ ス ト の 削 減 、 化 学 物 質 の 使 用 、 装 置 、 工 程 時 間 、 エ ネ ル ギ ー
（ 熱 ） 及 び 水 の 使 用 ／ 廃 水 の 発 生 の 減 少 ； よ り 高 品 質 の 油 の 製 造 ； 連 続 圧 搾 機 圧 縮 油 を あ
る 種 の 料 理 及 び ソ テ ー で の 適 用 で は 精 製 し な い で 用 い る こ と が で き る （ こ の 圧 縮 油 は 優 れ
た 安 定 性 、 色 及 び 臭 い の 特 徴 、 並 び に 高 い ト コ フ ェ ロ ー ル 含 有 量 を 有 し う る ） ； よ り 高 品
質 の ひ き わ り の 生 成 ； ひ き わ り 中 に よ り 低 い 脂 肪 含 有 量 を 生 じ る （ 従 来 の 機 械 圧 縮 か ら 得
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ら れ る ひ き わ り は 反 芻 動 物 で 消 化 上 の 問 題 を 引 き 起 こ す ） ； 栄 養 的 特 性 の 改 善 を も た ら す
－ グ ル コ シ ノ レ ー ト （ glucosinolate） 、 タ ン ニ ン 、 シ ナ ピ ン 、 フ ィ ッ チ ン 酸 レ ベ ル の 低
下 （ 例 え ば 以 下 の 文 献 （ Technology and Solvents for Extracting Oilseeds and Nonpet
roleum Oils, AOCS 1997） に 記 載 さ れ て い る と お り ） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば 米 国 特 許 6,172,248号 、 又 は 6,172,247号 に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 植 物 油 （ 例 え ば 大 豆 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 パ ー ム 油 、 落 花 生 油 、 菜 種 油 、 紅
花 油 、 ヒ マ ワ リ の 種 子 油 、 ゴ マ 種 子 油 、 米 ぬ か 油 、 コ コ ナ ッ ツ 油 又 は キ ャ ノ ー ラ 油 ） 及 び
前 記 の 副 生 成 物 を 精 製 す る 方 法 、 並 び に レ シ チ ン を 脱 臭 す る プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 前 記 方
法 は 、 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の 酵 素 （ 例 え ば 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C） を 使 用 す る こ と
を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の 酵 素 を 含 む レ シ チ ン 及 び 植 物
油 を 提 供 す る 。 例 示 的 な 有 機 酸 精 製 プ ロ セ ス で は 、 植 物 油 は 希 薄 な 有 機 酸 溶 液 と 混 合 さ れ
、 油 中 に 前 記 酸 溶 液 を 微 細 に 分 散 さ せ る た め に 高 せ ん 断 に 付 さ れ る 。 得 ら れ た 酸 及 び 油 の
混 合 物 は 、 水 和 不 純 物 相 に 夾 雑 物 を 隔 離 す る た め に 充 分 な 時 間 、 低 せ ん 断 で 混 合 さ れ 精 製
植 物 油 相 を 生 成 す る 。 こ の 例 示 的 プ ロ セ ス で は 、 攪 拌 機 又 は リ サ イ ク ル 系 （ 例 え ば リ サ イ
ク ル 水 タ ン ク ） 及 び /又 は ホ ス フ ァ チ ド 若 し く は レ シ チ ン 貯 蔵 タ ン ク を 、 例 え ば 米 国 特 許 4
,240,972号 、 4,049,686号 、 6,172,247号 又 は 6,172,248号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 用 い る
こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス は 、 回 分 プ ロ セ ス 又 は 連 続 プ ロ セ ス と し て 実 施 す る こ と
が で き る 。 粗 又 は 脱 ガ ム 植 物 油 は 貯 蔵 タ ン ク か ら （ 例 え ば ポ ン プ を 介 し て ） 供 給 す る こ と
が で き 、 さ ら に 加 熱 す る こ と が で き る 。 精 製 さ れ る べ き 植 物 油 は 粗 油 で も “ 脱 ガ ム ” 油 で
も よ い 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -PLC（ PI-PLC） 酵 素 が 植 物 油 の 脱
ガ ム に 用 い ら れ る 。 本 発 明 の PI-PLC酵 素 は 、 植 物 油 （ ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 及 び ヒ マ ワ リ を
含 む ） の 脱 ガ ム 時 の 油 の 収 量 を 改 善 す る た め に 、 単 独 で 用 い て も 又 は 他 の 酵 素 （ 例 え ば 本
発 明 の PLC、 PLD、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 ） と 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ い 。 PI-PLCは も っ ぱ ら
ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル を 1,2-ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ DAG） 及 び ホ ス ホ イ ノ シ ト ー
ル に 変 換 す る こ と が で き る が 、 前 記 は ま た 、 他 の リ ン 脂 質 （ 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 又 は ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 又 は 前 記 の 組
合 せ に 対 す る 活 性 も 示 す こ と が で き る 。 収 量 に お け る 改 善 は 、 酵 素 処 理 植 物 油 中 の DAGの
量 の 増 加 、 及 び 中 性 油 の 増 加 （ 植 物 油 の 酵 素 処 理 か ら 生 じ る よ り 小 さ な ガ ム 分 画 に 取 り 込
ま れ る 油 量 の 減 少 に よ る ） と し て 確 認 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ： 本 発 明 は 、 脂 肪 種 子 （ ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 、 コ コ ナ ッ ツ 、
ア ボ カ ド 及 び オ リ ー ブ ペ ー ス ト を 含 む ） を 酵 素 に よ り 加 工 す る た め の 組 成 物 （ 例 え ば 酵 素
） 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の こ れ ら の プ ロ セ ス は 、 油 の 収 量 の 増 加 、
及 び 獲 ら れ た ひ き わ り の 栄 養 的 品 質 の 改 善 を 提 供 す る 。 い く つ か の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 酵
素 及 び 方 法 を 用 い る 脂 肪 種 子 の 酵 素 に よ る 加 工 は 、 油 の 抽 出 並 び に 人 間 及 び 動 物 用 加 工 食
品 の た め の 技 術 と と も に 、 経 済 的 及 び 環 境 的 利 点 を 提 供 す る で あ ろ う 。 ま た 別 の 特 徴 で は
、 本 発 明 の プ ロ セ ス は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 他 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 フ ィ タ ー ゼ 、 キ シ ラ ナ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ （ 例 え ば α -ア ミ ラ ー ゼ ） 、 グ
ル カ ナ ー ゼ （ 例 え ば β -グ ル カ ナ ー ゼ ） 、 ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト リ パ ー ゼ 、 セ
ル ラ ー ゼ 、 ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ 、 ペ ク チ ナ ー ゼ 及 び 他 の 植 物 細 胞 壁 分 解 酵 素 の 他 に も 混 合 酵 素
調 製 物 及 び 細 胞 溶 解 物 の 使 用 を 含 む 。
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の プ ロ セ ス は 、 他 の プ ロ セ ス 、 例 え ば 酵 素 処 理 （ 例 え ば カ ル
ボ ヒ ド ラ ー ゼ （ セ ル ラ ー ゼ 、 ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ 、 及 び 他 の 側 鎖 分 解 活 性 を 含 む ） に よ る ） 、
又 は 化 学 的 プ ロ セ ス （ 例 え ば 大 豆 油 の ヘ キ サ ン 抽 出 ） と 併 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。
前 記 酵 素 処 理 は 、 酵 素 処 理 が 溶 媒 抽 出 前 に 実 施 さ れ る と き 油 の 抽 出 能 力 を 8－ 10％ 高 め る
こ と が で き る 。
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の プ ロ セ ス は 水 性 抽 出 プ ロ セ ス を 用 い て 実 施 す る こ と が で き
る 。 前 記 水 性 抽 出 方 法 は 、 環 境 的 に よ り ク リ ー ン な ま た 別 の 油 抽 出 技 術 で あ り う る 。 水 性
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抽 出 プ ロ セ ス の 低 い 抽 出 収 量 は 、 脂 肪 種 子 の 細 胞 壁 を 形 成 す る 構 造 性 多 糖 類 を 加 水 分 解 す
る 酵 素 、 又 は 細 胞 及 び 脂 質 体 膜 を 形 成 す る タ ン パ ク 質 を 加 水 分 解 す る 酵 素 を 使 用 す る こ と
に よ っ て 、 例 え ば ダ イ ズ の 細 胞 か ら 油 を 抽 出 す る た め に セ ル ラ ー ゼ 、 ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ 及 び
/又 は プ ロ ト ペ ク チ ナ ー ゼ を 含 む 消 化 を 利 用 す る こ と に よ っ て 克 服 す る こ と が で き る 。 あ
る 特 徴 で は 、 複 数 の 方 法 が 、 文 献 （ Kasai (2003), J. Agric. Food Chem. 51:6217-6222
） （ 前 記 著 者 は 、 細 胞 壁 を 消 化 す る た め に も っ と も 有 効 な 酵 素 は セ ル ラ ー ゼ で あ る こ と を
報 告 し た ） に 記 載 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 酵 素 を 用 い て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 プ ロ テ ア ー ゼ が 本 発 明 の 方 法 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 。 作 業 変 数 並 び
に プ ロ テ ア ー ゼ 及 び セ ル ラ ー ゼ の 酵 素 活 性 と 他 の プ ロ セ ス パ ラ メ ー タ （ 例 え ば 酵 素 濃 度 、
加 水 分 解 時 間 、 粒 子 サ イ ズ 及 び 固 体 対 液 体 比 ） の 油 及 び タ ン パ ク 質 抽 出 収 量 に 対 す る 組 合
せ 効 果 が 評 価 さ れ た 。 あ る 特 徴 で は 、 複 数 の 方 法 が 、 文 献 （ Rosenthal (2001) Enzyme an
d Microb. Tech. 28:499-509） （ 前 記 著 者 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ の 使 用 は 、 加 熱 処 理 粉 を 用 い
た と き 油 及 び タ ン パ ク 質 の 収 量 は 顕 著 に 高 め る こ と が で き る こ と を 報 告 し た ） に 記 載 さ れ
た よ う に 、 本 発 明 の 酵 素 を 用 い て 実 施 さ れ る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 、 ペ ク チ ン 及 び ヘ ミ セ ル ロ ー ス 抽 出 が 本 発 明 の 方 法 と
組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 。 植 物 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 又 は フ ェ ノ ー ル 化 合 物 と し ば し ば 結 合
し て い る か 又 は 前 記 に よ っ て 置 き 換 え ら れ た 一 連 の 多 糖 類 か ら 成 る 。 こ れ ら の 炭 水 化 物 の
大 半 は 、 消 化 酵 素 に よ っ て は 部 分 的 に し か 消 化 さ れ な い か 、 又 は ほ と ん ど 利 用 さ れ な い 。
こ れ ら の 構 造 を プ ロ セ ッ シ ン グ 酵 素 又 は 分 解 酵 素 に よ り 破 壊 す る こ と に よ っ て そ れ ら の 栄
養 利 用 性 が 改 善 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 複 数 の 方 法 が 、 文 献 （ Ouhida (2002) J. Agric. 
Food Chem. 50:1933-1938） （ 前 記 著 者 は 、 ダ イ ズ 細 胞 壁 セ ル ロ ー ス の 顕 著 な 分 解 （ 20%に
達 す る ） が 完 全 な タ ン パ ク 質 、 ペ ク チ ン 及 び ヘ ミ セ ル ロ ー ス 抽 出 後 に 達 成 さ れ る こ と を 報
告 し た ） に 記 載 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 酵 素 を 用 い て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 種 子 （ 例 え ば キ ャ ノ ー ラ 種 子 ） の 処 理 に 種 々 の
酵 素 処 理 を 取 り 入 れ る こ と を 含 み 、 こ れ ら の 処 理 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 及 び ヘ ミ
セ ル ラ ー ゼ （ 前 記 を 互 い に 、 さ ら に 本 発 明 の １ 以 上 の 酵 素 を 種 々 組 み 合 わ せ る ） の 使 用 を
含 む 。 例 え ば 、 前 記 方 法 は 、 例 え ば 文 献 （ Sosulski (1990), Proc. Can. Inst. Food Sci
. Technol. 3:656） に 記 載 さ れ た よ う に 、 通 常 の プ ロ セ ス の 前 に 酵 素 と の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 中 に 20か ら 40モ イ ス チ ャ ー で キ ャ ノ ー ラ 種 子 を 酵 素 処 理 す る こ と を 含 む こ と が で き る
。 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 例 え ば 文 献 （ McGlone (1986), J Food Sci. 51:695-697） に 記
載 さ れ た よ う に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 α -ア ミ ラ ー ゼ 、 ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ （ 前 記 を 互 い に
、 さ ら に 本 発 明 の １ 以 上 の 酵 素 と 種 々 組 み 合 わ せ る ） を 取 り 入 れ て 、 コ コ ナ ッ ツ の ひ き わ
り 中 の 細 胞 性 物 質 を 加 水 分 解 し コ コ ナ ッ ツ 油 （ 前 記 は 遠 心 に よ っ て 回 収 す る こ と が で き る
） を 遊 離 さ せ る こ と を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 例 え ば 文 献 （ Buenrost
ro (1986), Biotech. Letters 8(7):505-506） に 記 載 さ れ た よ う に 、 種 々 の 組 合 せ の ペ ク
チ ナ ー ゼ 、 α -ア ミ ラ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ （ 前 記 を 互 い に 、 さ ら に 本 発 明 の
１ 以 上 の 酵 素 と 種 々 組 み 合 わ せ る ） を 取 り 入 れ て 、 ア ボ カ ド 油 の 酵 素 抽 出 時 に 顕 著 な 収 量
の 改 善 （ 最 善 の 事 例 で は 約 70%） を 得 る こ と を 含 む こ と が で き る 。 オ リ ー ブ 油 の 抽 出 の た
め の 本 発 明 の プ ロ セ ス で は 、 例 え ば 文 献 （ Montedoro (1976), Acta Vitamin. Enzymol. (
Milano) 30:13） に 記 載 さ れ た よ う に 、 オ リ ー ブ ペ ー ス ト は 、 セ ル ラ ー ゼ 、 ヘ ミ セ ル ラ ー
ゼ 、 ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ 、 ペ ク チ ン -メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び 前
記 の 組 合 せ （ 前 記 を 互 い に 、 さ ら に 本 発 明 の １ 以 上 の 酵 素 と 種 々 組 み 合 わ せ る ） を 用 い て
処 理 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ： 本 発 明 は 、 植 物 油 か ら 植 物 ス テ リ ン 及 び ト リ テ ル ペ ン
又 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 用 い
て 精 製 す る こ と が で き る 植 物 ス テ リ ン に は 、 β -シ ト ス テ ロ ー ル 、 キ ャ 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
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植 物 油 か ら 植 物 ス テ リ ン の 精 製



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 及 び ブ ラ
シ ッ 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 産 業 の た め の 重 要 な 農 産
物 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 用 い て 、 化 粧 品 製 造 業 者 の た
め の 乳 化 剤 並 び に ホ ル モ ン 薬 の 製 造 の た め の ス テ ロ イ ド 中 間 体 及 び 前 駆 体 が 製 造 さ れ る 。
本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 用 い て 、 心 臓 の 健 康 維 持 に 利 点 を 有 す る コ レ ス テ ロ ー
ル 低 下 剤 と し て 使 用 さ れ る 植 物 ス テ リ ン の 類 似 体 及 び そ れ ら の エ ス テ ル が 製 造 さ れ る 。 本
発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 用 い て 、 腸 管 腔 内 の コ レ ス テ ロ ー ル 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 低 下 さ せ る こ と が で き る 植 物 ス テ ロ ー ル が 精 製 さ れ
る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 用 い て 、 極 め て 低 濃 度 で 免 疫 調 節 特 性 （ Tリ ン パ
球 の 細 胞 性 応 答 の 強 化 及 び 癌 細 胞 株 に 対 す る ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 の 細 胞 障 害 性 能 力 の 強
化 を 含 む ） を 有 す る 植 物 ス テ ロ ー ル が 精 製 さ れ る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 用
い て 、 肺 結 核 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 治 療 、 HIV感 染 患 者 の 管 理 及 び 免 疫 侵 襲 の 抑 制 （ 例 え
ば マ ラ ソ ン 走 者 の 場 合 ） に 用 い ら れ る 植 物 ス テ ロ ー ル が 精 製 さ れ る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 用 い て 、 商 品 食 用 油 （ 例 え ば コ コ ナ ッ ツ 、 キ ャ ノ ー
ラ 、 カ カ オ 脂 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 綿 実 、 亜 麻 仁 、 オ リ ー ブ 、 パ ー ム 、 落 花 生 、 米 ぬ か 、 紅 花
、 ゴ マ 、 ダ イ ズ 、 ヒ マ ワ リ 油 ） の ス テ ロ ー ル 分 画 中 に 存 在 す る ス テ ロ ー ル 成 分 、 例 え ば シ
ト ス テ ロ ー ル （ 40.2－ 92.3%） 、 キ ャ ン ペ ス テ ロ ー ル （ 2.6－ 38.6%） 、 ス チ グ マ ス テ ロ ー
ル （ 0－ 31%） 及 び 5-ア ベ ン ナ ス テ ロ ー ル （ 1.5－ 29%） が 精 製 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 脂 肪 種 子 の 植 物 由 来 ス テ ロ ー ル を 、 ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ ー ル 、 ヘ キ
サ ン 、 メ チ レ ン ク ロ リ ド 又 は ア セ ト ン に よ る 溶 媒 抽 出 、 続 い て 鹸 化 及 び 濃 縮 総 ス テ ロ ー ル
を 得 る た め の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 の 実 施 に よ っ て 単 離 す る こ と を 取 り 込 む こ と が で き
る 。 ま た 別 に は 、 前 記 植 物 サ ン プ ル は 、 臨 界 超 過 二 酸 化 炭 素 に よ る 臨 界 超 過 液 抽 出 に よ っ
て 抽 出 し て 、 ス テ ロ ー ル を 濃 縮 及 び 単 離 す る こ と が で き る 総 脂 質 抽 出 物 を 得 る こ と が で き
る 。 ス テ ロ ー ル 化 合 物 の そ の 後 の 性 状 決 定 及 び 定 量 の た め に 、 粗 単 離 物 を 多 様 な ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 技 術 （ 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） 、 通 常 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 電 気 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む ） に よ っ て 精 製 し 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 で 、 CC及 び TLC方 法 が 、 サ ン プ ル の ク リ
ー ン ア ッ プ 、 精 製 、 定 性 ア ッ セ イ 及 び テ ス ト サ ン プ ル 中 の ス テ ロ ー ル の 予 備 的 概 算 の た め
に も っ と も 利 用 し や す く 、 購 入 し や す く 、 さ ら に 適 切 で あ る 。
　 植 物 ス テ リ ン は 、 食 用 油 精 製 プ ロ セ ス 時 に 副 生 成 物 と し て 失 わ れ る 植 物 油 中 に 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 生 成 物 か ら 単 離 さ れ た 植 物 ス テ リ ン
を 用 い て 、 そ の よ う な 副 生 成 物 か ら 単 離 さ れ る 植 物 ス テ リ ン 濃 縮 生 成 物 を 製 造 す る 。 本 発
明 の 植 物 ス テ リ ン の 単 離 及 び 精 製 方 法 は 、 油 加 工 工 業 の 副 生 成 物 を 取 り 入 れ る こ と が で き
、 例 え ば 分 子 蒸 留 、 液 体 -液 体 抽 出 及 び 結 晶 化 の よ う な 操 作 を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 は 、 脂 質 の 抽 出 プ ロ セ ス を 取 り 入 れ 植 物 ス テ リ ン を 抽 出 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ヘ キ サ ン （ ほ と ん ど の タ イ プ の 植 物 油 の 抽 出 に 一 般 的 に 用 い
ら れ る ） の よ う な 非 極 性 溶 媒 を 定 量 的 に 用 い て 、 遊 離 植 物 ス テ リ ン 及 び フ ィ ト ス テ リ ル 脂
肪 酸 エ ス テ ル を 抽 出 す る こ と が で き る 。 ス テ リ ル グ リ コ シ ド 及 び 脂 肪 -ア シ ル 化 ス テ リ ル
グ リ コ シ ド は ヘ キ サ ン で 部 分 的 に し か 抽 出 さ れ ず 、 溶 媒 の 極 性 の 増 加 は よ り 高 い パ ー セ ン
テ ー ジ の 抽 出 を 提 供 す る 。 用 い る こ と が で き る あ る 方 法 は 、 全 て の ス テ ロ ー ル 脂 質 類 （ リ
ン 脂 質 を 含 む ） の 抽 出 の た め の ブ ラ イ と ダ イ ヤ ー （ Bligh & Dyer） ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ
ー ル 法 で あ る 。 植 物 ス テ リ ル 脂 質 類 の 定 性 的 分 離 及 び 定 量 的 分 析 の 両 者 の た め の あ る 例 示
的 方 法 は 、 脂 質 抽 出 物 の HPLC系 へ の 注 入 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 米 国 特 許 6,303,803号 に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 脂 肪 及 び 油 か ら ス テ ロ ー ル を 除 去 す る こ と が で き る 。 前 記 は 、 ス テ ロ ー ル 含
有 脂 肪 及 び 油 の ス テ ロ ー ル 含 有 量 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ る 。 前 記 は 、 疎 水 性 の 流 動 二 重 層
（ 例 え ば リ ン 脂 質 二 重 層 ） を 形 成 す る 両 親 媒 性 分 子 に 対 す る コ レ ス テ ロ ー ル 及 び 他 の ス テ
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ロ ー ル の 親 和 性 を 基 に し た 効 果 的 で 経 費 効 率 の よ い プ ロ セ ス で あ る 。 例 え ば ス テ ロ ー ル 含
有 脂 肪 又 は 油 と リ ン 脂 質 凝 集 物 を 水 性 環 境 で 接 触 さ せ 、 続 い て 混 合 す る 。 こ の 凝 集 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 、 そ
の よ う な 分 子 を 脂 肪 及 び 油 か ら 選 択 的 に 除 去 す る こ と が で き る 。 ス テ ロ ー ル を リ ン 脂 質 凝
集 物 部 分 に 分 配 す る こ と に よ り 、 脂 肪 ／ 油 の 生 産 物 中 の ス テ ロ ー ル 含 有 量 を 選 択 的 に 減 少
さ せ る た め に 充 分 な 時 間 、 水 性 分 離 混 合 物 を 混 合 す る 。 前 記 ス テ ロ ー ル 減 少 脂 肪 又 は 油 を
前 記 水 性 分 離 混 合 物 か ら 分 離 す る 。 ま た 別 に 、 ス テ ロ ー ル 濃 縮 分 画 も ま た 対 応 し て 水 性 分
離 混 合 物 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 工 程 は 周 囲 温 度 で 実 施 す る こ と が で き 、 加
熱 に 必 要 な 経 費 は 最 小 限 で あ り 、 生 成 物 の 熱 に よ る 分 解 の 可 能 性 も 最 小 限 で あ る 。 さ ら に
ま た 、 最 少 量 の 装 置 が 要 求 さ れ 、 全 て の 必 要 な 材 料 は 食 品 等 級 に 属 す る 物 で あ る の で 、 前
記 方 法 は 、 操 作 、 廃 棄 物 の 廃 棄 又 は 最 終 生 成 物 の 汚 染 に 関 し て 特 別 な 注 意 を 必 要 と し な い
。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 米 国 特 許 5,880,300号 に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 脂 肪 及 び 油 か ら ス テ ロ ー ル を 除 去 す る こ と が で き る 。 例 え ば ス テ ロ ー ル 含 有
脂 肪 又 は 油 と リ ン 脂 質 凝 集 物 を 水 性 環 境 で 接 触 さ せ 、 続 い て 混 合 す る 。 適 切 な 混 合 に 続 い
て 、 前 記 ス テ ロ ー ル 減 少 脂 肪 又 は 油 を 前 記 水 性 分 離 混 合 物 か ら 分 離 す る 。 ま た 別 に 、 ス テ
ロ ー ル 濃 縮 分 画 も ま た 前 記 に 対 応 し て 水 性 分 離 混 合 物 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 植 物 （
例 え ば 野 菜 の ） 油 は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 除 去 す る こ と が で き る 植 物 ス テ ロ ー ル （ 植 物
ス テ リ ン ） を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 産 業 的 プ ロ セ ス の い ず れ の 段 階 の 脂 肪 /油 生 成 物 に も 適
用 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の プ ロ セ ス は 、 精 製 、 漂 白 及 び 脱 臭 さ れ た 油 （ “ RBD油 ” ） に
、 又 は RBD状 態 に 到 達 す る 前 の 任 意 の 加 工 段 階 に 適 用 す る こ と が で き る 。 RBD油 は 前 -RBD油
と 比 較 し て 改 変 密 度 を 有 し う る が 、 本 発 明 の 方 法 は RBD又 は 前 -RBD油 の ど ち ら に も 、 又 は
種 々 の 他 の 脂 肪 /油 生 成 物 に も 、 下 記 に 記 載 す る よ う に リ ン 脂 質 の 含 有 量 、 リ ン 脂 質 の 組
成 、 リ ン 脂 質 ： 水 比 、 温 度 、 圧 、 混 合 条 件 及 び 分 離 条 件 の 変 動 に よ っ て 容 易 に 適 合 さ せ る
こ と が で き る 。
　 ま た 別 に は 、 本 発 明 の 酵 素 及 び 方 法 を 用 い て 、 油 の 加 工 の 中 間 工 程 で 植 物 ス テ リ ン 又 は
他 の ス テ ロ ー ル を 単 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 植 物 ス テ リ ン は 植 物 油 の 脱 臭 中 に 失 わ
れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 加 工 の 中 間 段 階 の ス テ ロ ー ル 含 有 蒸 留 液 分 画 を 上 記 に 記
載 し た ス テ ロ ー ル 抽 出 方 法 に 付 す こ と が で き る 。 こ れ は 、 ス テ ロ ー ル 濃 縮 レ シ チ ン 、 又 は
抽 出 ス テ ロ ー ル を 回 収 す る た め に さ ら に 加 工 す る こ と が で き る 他 の リ ン 脂 質 材 料 を 提 供 す
る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ： 本 発 明 は 、 １ 以 上 の 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 洗 剤 組 成 物 及 び こ れ ら
組 成 物 を 製 造 及 び 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 洗 剤 組 成 物 を 製 造 及 び 使 用 す る 全
て の 方 法 を 取 り 入 れ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 6,413,928号 ； 6,399,561号
； 6,380,147号 ） 。 前 記 洗 剤 組 成 物 は 、 1つ 及 び 2つ の 部 分 の 水 性 組 成 物 、 非 水 性 液 状 組 成
物 、 鋳 造 固 体 、 顆 粒 形 、 粒 子 形 、 圧 縮 錠 剤 、 ゲ ル 及 び /又 は ペ ー ス ト 並 び に ス ラ リ ー 形 で
あ り う る 。 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら の 洗 剤 組 成 物 を 用 い て 、 大 き な 食 べ 物 の 汚 れ 、 食 物 残 渣
お よ び 他 の 食 品 組 成 物 の 小 さ な 薄 い 層 を 迅 速 に 除 去 す る こ と が で き る 方 法 を 提 供 す る 。 本
発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 リ ン 脂 質 の 触 媒 に よ る 加 水 分 解 に よ っ て シ ミ の 除 去 を 促 進 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 皿 洗 い 洗 剤 と し て 、 織 物 の 洗 濯 洗 剤 と し て 用 い
る こ と が で き る 。
　 実 際 の 活 性 酵 素 含 有 量 は 洗 剤 組 成 物 の 製 造 方 法 に 左 右 さ れ る が 、 洗 剤 溶 液 は 所 望 の 酵 素
活 性 を 有 す る と 考 え ら れ 、 前 記 含 有 量 は 決 定 的 な 問 題 で は な い 。 あ る 特 徴 で は 、 最 終 溶 液
に 存 在 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 量 は 、 洗 剤 組 成 物 1グ ラ ム 当 た り 約 0.001mgか ら 0.5mgの 範 囲
で あ る 。 本 発 明 の プ ロ セ ス 及 び 生 成 物 で 使 用 す る た め に 選 択 さ れ る 具 体 的 な 酵 素 は 、 最 終
用 途 の 条 件 （ 物 理 的 な 製 品 形 態 、 使 用 pH、 使 用 温 度 及 び 分 解 又 は 改 変 さ れ る べ き 汚 れ の タ
イ プ を 含 む ） に 左 右 さ れ る 。 酵 素 は 、 最 適 活 性 及 び 与 え ら れ た 任 意 の 用 途 条 件 セ ッ ト に 対
す る 安 定 性 を 提 供 す る た め に 選 択 す る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
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ド は 、 約 4か ら 約 12の pH範 囲 、 及 び 約 20℃ か ら 約 95℃ の 温 度 範 囲 で 活 性 を 有 す る 。 本 発 明
の 洗 剤 は 、 陽 イ オ ン 性 、 半 極 性 非 イ オ ン 性 若 し く は 双 性 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 又 は 前 記 の 組
合 せ を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 約 0.01か ら 約 5重 量 %（ 好 ま し く は 0.1か ら 0.5重 量 %） の レ
ベ ル で 4.0か ら 12.0の 間 の pHを 有 す る 粉 末 洗 剤 及 び 液 体 洗 剤 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
こ れ ら の 洗 剤 組 成 物 は ま た 他 の 酵 素 、 例 え ば 公 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 と と も に ビ ル ダ ー 及 び 安 定 剤 を 含 む こ と が で き る 。 通 常 の 洗 浄
組 成 物 へ の 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 添 加 は 、 特 別 な い か な る 使 用 制 限 も も た ら さ な い 。
換 言 す れ ば 、 洗 剤 に 適 し た い ず れ の 温 度 及 び pHも 、 前 記 pHが 上 記 範 囲 に あ る 限 り 、 さ ら に
前 記 温 度 が 記 載 の 酵 素 の 変 性 温 度 未 満 で あ る か ぎ り 、 本 組 成 物 に 対 し て も ま た 適 切 で あ る
。 さ ら に ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 洗 剤 を 含 ま な い 洗 浄 組 成 物 で 用 い る こ と が で き
、 く り 返 せ ば 前 記 は 単 独 で も ビ ル ダ ー 及 び 安 定 剤 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 本 発 明 は 洗 浄 又 は 消 毒 組 成 物 を 提 供 し 、 前 記 は 、 硬 質 表 面 の 洗 浄 及 び /又 は 消 毒 の た め
の 洗 剤 及 び /又 は 消 毒 組 成 物 、 織 物 の 洗 浄 及 び /又 は 消 毒 の た め の 洗 剤 組 成 物 、 皿 洗 い 組 成
物 、 口 内 洗 浄 組 成 物 、 歯 磨 き 組 成 物 、 及 び /又 は コ ン タ ク ト レ ン ズ 洗 浄 溶 液 を 含 む 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 対 象 物 を 洗 浄 す る 方 法 を 提 供 し 、 前 記 方 法 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ
リ パ ー ゼ と 前 記 対 象 物 を 洗 浄 の た め に 充 分 な 時 間 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 本 発 明 の ホ ス ホ
リ パ ー ゼ は 洗 剤 添 加 物 と し て 含 有 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 洗 剤 組 成 物 は 、 本 発 明 の
ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む 、 例 え ば 手 洗 い 又 は 機 械 洗 浄 洗 剤 組 成 物 と し て 製 剤 化 す る こ と が で
き る 。 汚 染 さ れ た 織 物 の 予 備 処 理 に 適 し た 洗 濯 添 加 剤 は 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む こ
と が で き る 。 繊 維 の 柔 軟 剤 組 成 物 は 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む こ と が で き る 。 ま た 別
に は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 一 般 的 な 家 事 用 硬 質 表 面 洗 浄 作 業 で 使 用 さ れ る 洗 剤 組
成 物 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の 洗 剤 添 加 物 及 び 洗 剤 組
成 物 は 、 １ 以 上 の 酵 素 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ク チ ナ ー ゼ 、 ま た 別 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 、 例 え ば ラ ク タ ー ゼ 、 及 び /又 は ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の 酵 素 の 特 性 は 、 選 択 さ れ る 洗 剤 に 適 合 す る よ う に
（ す な わ ち 至 適 pH、 他 の 酵 素 及 び 非 酵 素 成 分 と の 適 合 性 な ど ） 選 択 さ れ 、 さ ら に 前 記 酵 素
は 有 効 量 で 存 在 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 は 、 悪 臭 物 質 を 繊 維 か
ら 除 去 す る た め に 用 い ら れ る 。 種 々 の 洗 剤 組 成 物 及 び 前 記 を 製 造 す る た め に 本 発 明 の 実 施
で 用 い る こ と が で き る 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 6,333,301号 、 6,329,333号 、 6,326,341号
、 6,297,038号 、 6,309,871号 、 6,204,232号 、 6,197,070号 、 5,856,164号 に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ： 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 廃 棄 物 処 理 で 用 い る こ と が で き る 。 あ る 特 徴 で
は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い る 固 体 廃 棄 物 の 消 化 プ ロ セ ス を 提 供 す る 。
前 記 方 法 は 実 質 的 に 未 処 理 の 固 体 廃 棄 物 の か さ 及 び 体 積 を 減 少 さ せ る こ と を 含 む 。 固 体 廃
棄 物 は 、 制 御 温 度 で 酵 素 溶 液 （ 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む ） の 存 在 下 で 酵 素 的 消 化 に
よ り 処 理 す る こ と が で き る 。 固 体 廃 棄 物 は 液 化 廃 棄 物 及 び 任 意 の 残 渣 固 体 廃 棄 物 に 変 換 す
る こ と が で き る 。 生 じ た 液 化 廃 棄 物 は 前 記 任 意 の 残 渣 固 体 廃 棄 物 か ら 分 離 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 米 国 特 許 5,709,796号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 ： ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば 本 発 明 の PLC、 パ タ チ ン ） を 、 （ 例 え ば 内 毒 素 （ 例 え
ば リ ポ 多 糖 類 （ LPS） を 含 む 組 成 物 ） の 無 毒 化 の た め に ） 無 毒 化 プ ロ セ ス で 用 い る こ と が
で き 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の 本 発 明 の 酵 素 、 例 え ば 配 列 番 号 12（ 配 列 番 号 11に よ っ
て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 14（ 配 列 番 号 13に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 18（ 配 列
番 号 17よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 26（ 配 列 番 号 25に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番
号 28（ 配 列 番 号 27に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 34（ 配 列 番 号 33に よ っ て コ ー ド さ れ
る ） 、 配 列 番 号 36（ 配 列 番 号 35に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 44（ 配 列 番 号 43に よ っ
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て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 46（ 配 列 番 号 45に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 56（ 配 列
番 号 55に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 60（ 配 列 番 号 59に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列
番 号 66（ 配 列 番 号 65に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 72（ 配 列 番 号 71に よ っ て コ ー ド さ
れ る ） 、 配 列 番 号 78（ 配 列 番 号 77に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 87（ 配 列 番 号 86に よ
っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 88（ 配 列 番 号 87に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 92（ 配
列 番 号 91に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 96（ 配 列 番 号 95に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配
列 番 号 100（ 配 列 番 号 99に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 104（ 配 列 番 号 103に よ っ て コ
ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 126（ 配 列 番 号 125に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 128（ 配 列
番 号 127に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 132（ 配 列 番 号 131に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、
配 列 番 号 134（ 配 列 番 号 133に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 136（ 配 列 番 号 135に よ っ て
コ ー ド さ れ る ） 、 配 列 番 号 138（ 配 列 番 号 137に よ っ て コ ー ド さ れ る ） に 示 さ れ る 配 列 を 有
す る パ タ チ ン を 用 い る 無 毒 化 プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ を 用 い て リ ポ 多 糖 類 （ LPS） が 無 毒 化 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 こ の 無 毒 化 は 脂 質 Aの 2'及
び /又 は 3'脂 肪 酸 鎖 の 脱 ア シ ル 化 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ
パ ー ゼ （ 例 え ば PLC、 パ タ チ ン ） を 用 い て 、 脂 質 （ 例 え ば 脂 質 A、 例 え ば 細 菌 の 内 毒 素 に 由
来 す る ） の 2'-ラ ウ ロ イ ル 及 び /又 は 3'-ミ リ ス ト イ ル 鎖 が 加 水 分 解 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は
、 本 発 明 の プ ロ セ ス を 用 い て 、 内 毒 素 、 例 え ば グ ラ ム 陰 性 細 菌 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） 由 来 の 毒
素 が 破 壊 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば PLC、 パ タ チ ン ） を 用
い て 、 毒 素 中 毒 （ 例 え ば 進 行 性 グ ラ ム 陰 性 菌 感 染 に 由 来 す る ） の 作 用 を 緩 和 す る か 、 又 は
感 染 （ 例 え ば 動 物 又 は 人 で の 感 染 ） 時 の 内 毒 素 の 作 用 を 予 防 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は
、 リ ポ 多 糖 類 （ LPS） の 毒 性 作 用 を 軽 減 又 は 予 防 す る た め に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （
例 え ば PLC、 パ タ チ ン ） を 含 む 医 薬 組 成 物 又 は 本 発 明 の ヒ ド ロ ラ ー ゼ を 用 い る 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ： 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て 、 食 品 を 加 工 す る （ 例 え ば そ れ ら の 安 定
性 、 保 存 期 間 、 風 味 、 手 触 り を 変 化 さ せ 、 そ れ ら の 栄 養 状 態 の 改 善 等 を 行 う ） こ と が で き
る 。 例 え ば あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て 、 食 品 の 苦 味 を 制 御 す る た め
に 酸 性 リ ン 脂 質 を 生 成 す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て チ ー ズ の 製 造 プ ロ セ ス を 提
供 す る （ し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 含 む チ ー ズ を 提 供 す る ）
。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の 酵 素 （ 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ A、 リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ 又 は 前 記
の 組 合 せ ） を 用 い て 、 風 味 の 強 化 、 収 量 の 増 加 及 び /又 は チ ー ズ の “ 安 定 化 ” の た め に （
例 え ば 、 “ オ イ ル -オ フ ” の 傾 向 を 減 じ る こ と に よ っ て ） チ ー ズ を 加 工 す る 。 又 は あ る 特
徴 で は 、 本 発 明 の 酵 素 を 用 い て 、 チ ー ズ 乳 か ら チ ー ズ を 製 造 す る 。 本 発 明 の こ れ ら の プ ロ
セ ス は 、 例 え ば 米 国 特 許 6,551,635号 及 び 6,399,121号 、 WO03/070013、 WO00/054601に 記 載
さ れ て い る 任 意 の 方 法 又 は プ ロ ト コ ル を 取 り 入 れ る こ と が で き る 。 例 え ば あ る 特 徴 で は 、
本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て 、 牛 乳 又 は 乳 含 有 組 成 物 （ 例 え ば ク リ ー ム ） 中 の 脂 肪 乳
濁 液 を 安 定 化 し 、 さ ら に 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い て 牛 乳 組 成 物 を 、 例 え ば ク リ ー ム 又 は
ク リ ー ム リ カ ー の 製 造 の た め に 安 定 化 さ せ る 。 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ
の 本 発 明 の 酵 素 を 用 い て チ ー ズ の 風 味 を 強 化 す る プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 前 記 プ ロ セ ス は 、
例 え ば WO99/66805に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 タ ン パ ク 質 、 脂 肪 並 び に プ ロ テ ア ー ゼ 及 び リ
パ ー ゼ を 、 風 味 が 強 化 さ れ た チ ー ズ を 製 造 す る 条 件 下 で 水 性 媒 体 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る
こ と を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 例 え ば 特 許 4,752,483号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の
ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い 、 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び （ 本 発 明 の ） リ パ ー ゼ を 高 温 （ 例 え ば 約 75℃ か
ら 95℃ ） で 水 と 混 合 す る こ と に よ っ て チ ー ズ の 風 味 が 強 化 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は 、 例 え ば
米 国 特 許 4,707,364号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い 、 チ ー ズ
の エ ー ジ ン グ が 加 速 さ れ る 。 前 記 は 、 牛 乳 に 凝 結 剤 を 添 加 す る 前 に チ ー ズ （ 例 え ば チ ー ズ
ミ ル ク ） に 本 発 明 の 酵 素 （ 例 え ば リ パ ー ゼ 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ ） を 添 加 す る か 、 又 は 圧 縮
の 前 に 凝 乳 に 本 発 明 の 酵 素 を 塩 と と も に 添 加 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 あ る 特 徴 で は
、 本 発 明 の リ パ ー ゼ を 用 い て 、 牛 乳 の 脂 肪 中 の ト リ グ リ セ リ ド を 分 解 し 、 遊 離 脂 肪 酸 を 遊
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離 さ せ て 風 味 を 強 化 す る 。 プ ロ テ ア ー ゼ も ま た 、 こ れ ら の プ ロ セ ス の い ず れ に お い て も 用
い る こ と が で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Brindisi (2001) J. Food Sci. 66:1100
-1107） 。 ま た 別 の 特 徴 で は 、 エ ス テ ラ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 及 び /又 は プ ロ テ
ア ー ゼ の 組 み 合 わ せ を 、 本 発 明 の こ れ ら の プ ロ セ ス 又 は 本 発 明 の 任 意 の プ ロ セ ス で 用 い る
こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 例 え ば WO98/26057に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を
用 い て 、 食 品 、 例 え ば 油 （ 例 え ば 高 い 非 水 和 性 リ ン 含 有 量 を 有 す る 植 物 油 ） 中 の リ ン 成 分
の 含 有 量 を 低 下 さ せ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 ： 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は ま た 、 ホ ス ホ イ ノ
シ チ ド （ PI） シ グ ナ リ ン グ 系 の 研 究 で ； 双 極 性 障 害 の 診 断 、 予 後 及 び 治 療 の 開 発 で （ 例 え
ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Pandey (2002) Neuropsychopharmacology 26:216-228） ； 抗 酸 化
剤 と し て ； 改 変 リ ン 脂 質 と し て ； 起 泡 剤 及 び ゲ ル 化 剤 と し て ； 血 管 形 成 組 織 の た め の 血 管
由 来 脂 質 の 生 成 の た め に ； 抗 腫 瘍 性 、 抗 炎 症 性 及 び 鎮 痛 剤 と し て の 使 用 を 目 的 と す る ホ ス
ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば PLA、 PLB、 PLC、 PLD及 び /又 は パ タ チ ン モ ジ ュ レ ー タ ー （ ア ゴ ニ ス ト
又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト ） （ 例 え ば 阻 害 剤 ） の 特 定 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、
食 品 及 び 医 薬 品 中 の 苦 味 を 制 御 す る 酸 性 リ ン 脂 質 を 生 成 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
そ れ ら は 、 ウ イ ル ス 性 、 炎 症 性 、 ア レ ル ギ ー 性 及 び 心 脈 管 系 疾 患 の 治 療 の た め の ペ プ チ ド
阻 害 剤 の 特 定 に 用 い る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 ワ ク チ ン の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。
そ れ ら は 、 多 不 飽 和 脂 肪 酸 グ リ セ リ ド 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル の 製 造 に 用 い る こ
と が で き る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば PLA及 び PLC酵 素 は 、 イ ム ノ ト キ シ ン 及 び 抗 癌 治 療 の た
め の 種 々 の 治 療 薬 の 作 出 に 用 い ら れ る 。
　 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ は 、 脱 色 （ す な わ ち 葉 緑 素 除 去 ） の た め の 他 の 酵 素 と 併 用 し て
、 さ ら に 洗 剤 中 で （ 上 記 参 照 ） 、 例 え ば 他 の 酵 素 （ 例 え ば リ パ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 エ ス
テ ラ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） と 併 用 し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 PLCを 用 い る 任 意
の 事 例 に お い て 、 PLD及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 組 み 合 わ せ て 用 い 、 PLC単 独 と 同 じ 結 果 を 得 る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 以 下 の 表 は 本 発 明 の い く つ か の 例 示 的 プ ロ セ ス 及 び 製 剤 の 要 約 で あ る ：
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【 ０ ２ ４ ８ 】
　
　 本 発 明 は 、 酵 素 又 は 他 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 有 害 又 は 有 毒 酵 素 （ こ の 場 合 、 前 記 酵 素 又
は タ ン パ ク 質 は 通 常 は グ リ コ シ ル 化 さ れ て い な い ） を 不 活 性 又 は 活 性 が 低 い が 再 度 活 性 化
す る こ と が で き る 形 態 で 生 成 及 び 発 現 さ せ る 、 組 換 え 技 術 の 使 用 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
前 記 方 法 は 、 １ 以 上 の グ リ コ シ ル 化 部 位 （ 例 え ば N-結 合 又 は O-結 合 グ リ コ シ ル 化 ） を 生 物
学 的 活 性 を 有 す る 酵 素 （ 例 え ば 本 発 明 の 酵 素 ） 又 は 他 の タ ン パ ク 質 に 、 前 記 新 規 な グ リ コ
シ ル 化 部 位 を 取 り 込 ん だ コ ー ド 配 列 を 操 作 す る こ と に よ っ て 添 加 し ； 前 記 変 種 コ ー ド 配 列
を 真 核 細 胞 で 発 現 さ せ る か 、 又 は 翻 訳 後 グ リ コ シ ル 化 の 能 力 を も つ 等 価 の 操 作 さ れ た 系 又
は in vitro系 で 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 3ア ミ ノ 酸 配 列 NXS/Tは 真 核 細 胞 で の グ リ
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コ シ ル 化 の た め の 部 位 で あ る （ 原 核 細 胞 は グ リ コ シ ル 化 を 行 わ な い ） 。 し た が っ て 、 本 発
明 は 、 少 な く と も 1つ の 3ア ミ ノ 酸 配 列 NXS/Tを 前 記 タ ン パ ク 質 に 付 加 し 、 そ れ に よ っ て 前
記 の 活 性 を 翻 訳 後 グ リ コ シ ル 化 に よ り 低 下 又 は 不 活 化 す る 。
　 前 記 グ リ コ シ ル 化 は 、 N-残 基 に 付 加 さ れ た 2分 子 の N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ NGlucNac
） を 生 じ う る 。 そ れ に 続 く 付 加 は 生 物 特 異 的 で あ り う る 。 ほ と ん ど の 種 で は 、 マ ン ノ ー ス
（ Mann） 糖 が 続 い て NGlucNacに 10か ら 100の 範 囲 の Mann残 基 数 で 付 加 さ れ る 。 シ ア リ ン 酸
も ま た い く つ か の 種 で 添 加 さ れ う る 。 ピ キ ア （ Pichia） で は 、 NGlucNacが 付 加 さ れ た 後 で
、 10か ら 25の Mann残 基 を 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 、 任 意 の 脱 グ リ コ シ ル 化 酵 素 又 は 酵 素 群 （ そ れ ら の 多 く は 既 に 特 定 さ れ
て い る か 又 は 市 販 さ れ て い る ） を 用 い る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Hは
最 後 の NGlucNacで 切 断 し 、 N残 基 に 結 合 し た ま ま の 1つ の NGlucNacを 残 す 。 PNGaseF酵 素 は
全 て の 糖 を 切 り 離 し 、 N残 基 の ア ミ ノ 酸 側 鎖 を ヒ ド ロ キ シ ル 基 に 変 換 し 、 酵 素 内 で ア ス パ
ル テ ー ト （ D） ア ミ ノ 酸 に な る Nア ミ ノ 酸 を 生 じ る 。 し た が っ て 、 前 記 方 法 は 、 エ ン ド グ リ
コ シ ダ ー ゼ H及 び /又 は PNGaseF又 は 等 価 の 酵 素 を in vivo又 は in vitroで 用 い て 、 前 記 操 作
さ れ た “ 一 時 的 に 不 活 化 さ れ た ” タ ン パ ク 質 を 部 分 的 又 は 完 全 に 再 活 性 化 す る こ と を 含 む
。
　 前 記 方 法 は 、 酵 素 が グ リ コ シ ル 化 さ れ る よ う に 、 前 記 酵 素 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 宿 主
の 分 泌 経 路 に 誘 導 す る こ と を 含 む 。 前 記 の 新 し い グ リ コ シ ル 化 部 位 は 、 グ リ コ シ ル 化 が 前
記 酵 素 を 不 活 化 す る か 又 は そ の 活 性 を 改 変 す る よ う に （ 例 え ば 活 性 を 低 下 さ せ 又 は そ う で
な け れ ば 活 性 を 改 変 さ せ る よ う に ） 、 例 え ば 基 質 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る よ う に 設 計 さ れ
る 。 前 記 酵 素 は 不 活 性 で あ る か 又 は 活 性 が 低 下 し て い る の で 、 有 害 又 は 有 毒 な 酵 素 は よ り
高 レ ベ ル で 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら の 活 性 の 負 の 作 用 は も は や
宿 主 細 胞 で ど れ ほ ど 多 く の 前 記 タ ン パ ク 質 が 蓄 積 さ れ う る か に つ い て の 制 限 と な ら な い か
ら で あ る 。 前 記 不 活 性 な グ リ コ シ ル 化 酵 素 は 、 例 え ば 市 販 の 脱 グ リ コ シ ル 化 酵 素 を 用 い て
糖 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば in vitroで 糖 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 又 は ホ ー ル セ
ル (whole cell)操 作 ア プ ロ ー チ を 用 い て 糖 を 除 去 す る こ と に よ っ て 再 度 活 性 化 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 あ る 特 徴 で は 、 真 核 細 胞 グ リ コ シ ル 化 標 的 部 位 （ 例 え ば NXS/T） が 任 意 の タ ン パ ク 質 、
例 え ば 本 発 明 の 酵 素 に 付 加 さ れ る 。 こ れ に よ っ て 、 当 業 者 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 真 核 細 胞
宿 主 で 発 現 さ せ 、 宿 主 細 胞 の 分 泌 経 路 に 誘 導 す る こ と に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 を グ リ コ シ
ル 化 し た と き 、 一 時 的 に 不 活 性 な タ ン パ ク 質 に 前 記 タ ン パ ク 質 が 変 換 さ れ る こ と を 予 想 し
て 、 問 題 の タ ン パ ク 質 に グ リ コ シ ル 化 部 位 を 付 加 す る こ と が で き る 。
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 通 常 は 極 め て 有 害 又 は 有 毒 で あ り 大 量 で は 宿 主 細 胞 が 耐 性 を も
た な い 酵 素 を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 作 用 は 、 活 性 酵 素 を 必 要 と す る 更 な る 作 業 の
た め に 前 記 活 性 酵 素 を 、 脱 グ リ コ シ ル 化 に よ っ て 、 例 え ば 翻 訳 後 改 変 /脱 グ リ コ シ ル 化 に
よ っ て 再 生 さ せ る こ と が で き る の で 一 過 性 で あ り う る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 そ の 活 性 が グ リ コ シ ル 化 に よ っ て 一 時 的
に 不 活 化 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 生 成 及 び 発 現 さ せ る 方 法 を 提 供 す る ：
（ a） 生 物 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 （ こ こ で 前 記 タ
ン パ ク 質 は 通 常 は グ リ コ シ ル 化 さ れ て い な い ） ； （ b） 少 な く と も 1つ の グ リ コ シ ル 化 モ チ
ー フ コ ー ド 配 列 を 前 記 タ ン パ ク 質 コ ー ド 核 酸 に 挿 入 す る 工 程 （ こ こ で 前 記 タ ン パ ク 質 の グ
リ コ シ ル 化 形 は 不 活 性 で あ る ） ； （ c） 標 的 配 列 を タ ン パ ク 質 に 挿 入 し 、 そ れ に よ っ て 前
記 が 宿 主 細 胞 の 分 泌 経 路 に 誘 導 さ せ る 工 程 （ こ こ で 前 記 宿 主 細 胞 は グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ
を 認 識 し 、 前 記 タ ン パ ク 質 を グ リ コ シ ル 化 す る こ と が で き る ） ； 及 び （ d） 前 記 改 変 核 酸
を 前 記 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ る 工 程 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 前 記 発 現 さ れ た タ
ン パ ク 質 を 脱 グ リ コ シ ル 化 し 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 酵 素 （ 例 え ば 本 発 明
の 酵 素 ） の 活 性 を 再 活 性 化 さ せ る こ と を 含 む 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 宿 主 細 胞 は 真 核 細 胞 で
あ る 。 あ る 特 徴 で は 、 前 記 発 現 さ れ た 不 活 化 組 換 え タ ン パ ク 質 は in vitroで 化 学 的 又 は 酵
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素 的 脱 グ リ コ シ ル 化 に よ っ て 再 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 タ ン パ ク 質 を 一 時 的 に 不 活 化 す る た め に １ 以 上 の グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ の 配 置 を 決 定 す
る こ と は 、 タ ン パ ク 質 コ ー ド 核 酸 変 種 を 作 製 す る 日 常 的 な 方 法 （ 例 え ば GSSM(商 標 )に よ る
） 及 び 日 常 的 な ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ル （ 例 え ば 活 性 又 は 結 合 ア ッ セ イ ） を 必 要 と す る
だ け で あ る 。
　 そ の 活 性 が 宿 主 細 胞 に と っ て 有 害 で あ る 酵 素 は 、 グ リ コ シ ル 化 に よ り 不 活 性 に さ れ た 。
前 記 は 不 活 性 で あ る の で 、 真 核 宿 主 細 胞 で よ り 高 レ ベ ル で 蓄 積 さ れ う る 。 前 記 は 活 性 を も
た な い の で 、 も は や そ の 負 の 作 用 を 表 出 す る こ と は で き な い で あ ろ う 。 EndoH又 は PNGase
を 用 い る 酵 素 の 脱 グ リ コ シ ル 化 に よ っ て 正 常 な 活 性 が 前 記 酵 素 で 完 全 に 再 現 さ れ る の で 、
有 毒 な 酵 素 の 不 活 化 は 一 時 的 で あ る 。 培 養 液 に 蓄 積 さ れ た 大 量 の グ リ コ シ ル 化 さ れ た 不 活
性 な 酵 素 は 、 不 活 性 な 形 態 と し て 前 記 に 対 し て 宿 主 が 良 好 な 耐 性 を 示 し た こ と を 示 唆 す る
。
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 を 参 考 に し て 更 な る 記 述 が 提 供 さ れ る が 、 し か し な が ら 本 発 明
は こ れ ら 実 施 例 に 制 限 さ れ な い こ と は 理 解 さ れ よ う
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ５ ２ 】
　
　 本 実 施 例 は 、 核 酸 が 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る か 否 か を 決 定 す る た め の 例 示 的 な 配 列 同 一 性
プ ロ グ ラ ム に つ い て 述 べ る 。 NCBI BLAST 2.2.2プ ロ グ ラ ム を 使 用 し 、 規 定 値 オ プ シ ョ ン は
blastpで あ る 。 規 定 値 の フ ィ ル タ リ ン グ 設 定 を 除 い て 全 て の 規 定 値 を 使 用 し （ す な わ ち 全
て の パ ラ メ ー タ は フ ィ ル タ リ ン グ を 除 い て 規 定 値 に 設 定 さ れ 、 フ ィ ル タ リ ン グ は OFFに 設
定 さ れ る ） 、 適 切 で あ れ ば “ -F F” 設 定 を 用 い る （ 前 記 は フ ィ ル タ リ ン グ を 無 効 に す る ）
。 規 定 値 の フ ィ ル タ リ ン グ は し ば し ば 、 配 列 の 長 さ が 短 い た め に Karlin-Altschulバ イ オ
レ ー シ ョ ン を 生 じ る 。 本 実 施 例 で 用 い ら れ る 規 定 値 は 以 下 の と お り で あ る ：
　 　 “ 低 コ ン プ レ キ シ テ ィ ー 用 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 ： エ グ ジ ス タ ン ス ： 11
　 　 ＞ エ ク ス テ ン シ ョ ン ： 1”
　 他 の 規 定 値 設 定 は 以 下 の と お り で あ る ： 低 コ ン プ レ キ シ テ ィ ー 用 フ ィ ル タ ー は OFF、 タ
ン パ ク 質 の た め の ワ ー ド サ イ ズ は 3、 BLOSUM62マ ト リ ッ ク ス 、 ギ ャ ッ プ 存 在 の ペ ナ ル テ ィ
ー は -11、 お よ び ギ ャ ッ プ 伸 長 の ペ ナ ル テ ィ ー は -1。 “ -W” オ プ シ ョ ン は 規 定 値 0に 設 定 さ
れ る 。 こ れ は 、 設 定 さ れ な け れ ば ワ ー ド サ イ ズ の 規 定 値 は タ ン パ ク 質 で 3、 ヌ ク レ オ チ ド
で 11で あ る こ と を 意 味 す る 。 設 定 は 以 下 の 意 味 を 有 す る ：
　 README.bls.txt
　 ＞ ---------------------------------------------------------------------------
　 ＞ blastall    arguments：
　 ＞
　 ＞ -p　 プ ロ グ ラ ム 名 称  [String]
　 ＞ -d　 デ ー タ ベ ー ス  [String]
　 ＞ 規 定 値 ＝ nr
　 ＞ -I　 ク ェ リ ー フ ァ イ ル  [File In]
　 ＞ 規 定 値 ＝ stdin
　 ＞ -e　 期 待 値 （ E） [Real]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 10.0
　 ＞ -m　 ア ラ イ ン メ ン ト の 見 方 に つ い て の オ プ シ ョ ン ：
　 ＞ 0＝ ペ ア 毎
　 ＞ 1＝ ク ェ リ ー に 付 け ら れ て 同 一 性 を 示 す 、
　 ＞ 2＝ ク ェ リ ー に 付 け ら れ て 同 一 性 無 し 、
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　 ＞ 3＝ フ ラ ッ ト ク ェ リ ー に 付 け ら れ て 同 一 性 を 示 す 、
　 ＞ 4＝ フ ラ ッ ト ク ェ リ ー に 付 け ら れ て 同 一 性 無 し 、
　 ＞ 5＝ ク ェ リ ー に 付 け ら れ て 同 一 性 無 し 、 及 び 平 滑 端
　 ＞ 6＝ フ ラ ッ ト ク ェ リ ー に 付 け ら れ て 同 一 性 無 し 、 及 び 平 滑 端
　 ＞ 7＝ XML Blast出 力
　 ＞ 8＝ 表 示 （ tabular）
　 ＞ 9　 注 釈 付 き 表 示  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -o　 Blastに よ る 出 力 フ ァ イ ル の 報 告  [File Out] オ プ シ ョ ン
　 ＞ 規 定 値 ＝ stdout
　 ＞ -F　 ク ェ リ ー 配 列 の フ ィ ル タ ー 実 施 （ blastnに よ る DUST、 そ の 他 に よ る SEG） [St　 ＞
ing]
　 ＞ 規 定 値 ＝ T
　 ＞ -G　 ギ ャ ッ プ を 空 け る た め の コ ス ト （ 0は 規 定 値 の 動 作 を 起 こ す ） [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -E　 ギ ャ ッ プ を 伸 長 さ せ る た め の コ ス ト （ 0は 規 定 値 の 動 作 を 起 こ す ） [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -X　 ギ ャ ッ プ の あ る ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ フ 値 （ ビ ッ ト で ） （ 0は 規 定 値 の 動
作 　 ＞ を 起 こ す ） [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -I　 デ フ ラ イ ン （ deflines） に お け る GIを 示 す  [T/F]
　 ＞ 規 定 値 ＝ F
　 ＞ -q　 ヌ ク レ オ チ ド ミ ス マ ッ チ の ペ ナ ル テ ィ ー （ blastnの み ） [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 3
　 ＞ -r　 ヌ ク レ オ チ ド マ ッ チ の 褒 章 （ blastnの み ） [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 1
　 ＞ -v　 （ V） に つ い て オ ン ラ イ ン で の 記 述 を 示 す デ ー タ ベ ー ス 配 列 の 数  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 500
　 ＞ -b　 （ B） に つ い て ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す デ ー タ ベ ー ス 配 列 の 数  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 250
　 ＞ -f　 ヒ ッ ト 伸 長 の た め の 閾 値 、 0の 場 合 は 規 定 値  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -g　 ギ ャ ッ プ の あ る ア ラ イ ン メ ン ト の 実 施 （ tblastxで は 利 用 不 可 ） [T/F]
　 ＞ 規 定 値 ＝ T
　 ＞ -Q　 使 用 さ れ る ク ェ リ ー 遺 伝 暗 号  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 1
　 ＞ -D　 DB遺 伝 暗 号 （ tblast[nx]用 の み ） [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 1
　 ＞ -a　 使 用 さ れ る プ ロ セ ッ サ の 数  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 1
　 ＞ -O　 SeqAlignフ ァ イ ル [File Out]　 オ プ シ ョ ン
　 ＞ -J　 ク ェ リ ー デ フ ラ イ ン を 信 頼 す る  [T/F]
　 ＞ 規 定 値 ＝ F
　 ＞ -M　 マ ト リ ッ ク ス  [String]
　 ＞ 規 定 値 ＝ BLOSUM62
　 ＞ -W　 ワ ー ド サ イ ズ 、 0の 場 合 は 規 定 値  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -z　 デ ー タ ベ ー ス の 有 効 な 長 さ （ 現 実 の サ イ ズ に つ い て は 0を 使 用 ） [String]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -K　 保 持 さ れ る 領 域 の 最 大 の ヒ ッ ト 数 （ 規 定 値 に よ り offに な る 、 使 用 す る 場 合 は
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　 ＞ 数 値 100が 推 奨 さ れ る ）  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -P　 マ ル チ ヒ ッ ト 1-passの た め に は 0、 シ ン グ ル ヒ ッ ト 1-passの た め に は 1、
　 ＞ 2-passの た め に は 2 [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -Y　 検 索 ス ペ ー ス の 有 効 な 長 さ （ 現 実 の サ イ ズ に つ い て は 0を 使 用 ） [Real]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0
　 ＞ -S　 デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 さ れ る べ き ク ェ リ ー 鎖 （ blast[nx]及 び tblastx用 ）
　 ＞ 3は 両 方 、 1は 上 側 、 2は 下 側  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 3
　 ＞ -T　 HTML出 力 を 作 成  [T/F]
　 ＞ 規 定 値 ＝ F
　 ＞ -l　 GIの リ ス ト に 対 し て デ ー タ ベ ー ス の 制 限 検 索  [String] オ プ シ ョ ン
　 ＞ -U　 FASTA配 列 の 小 文 字 活 字 フ ィ ル タ リ ン グ を 使 用  [T/F] オ プ シ ョ ン
　 ＞ 規 定 値 ＝ F
　 ＞ -y　 blast伸 長 の た め の ビ ッ ト で 示 さ れ る ド ロ ッ プ オ フ （ X） （ 0.0は 規 定 値 の 動 作 を
惹 　 ＞ 起 ） [Real]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 0.0
　 ＞ -Z　 ギ ャ ッ プ を も つ 最 後 の ア ラ イ ン メ ン ト の た め の Xド ロ ッ プ オ フ 値 （ ビ ッ ト ）
　 ＞  [Integer]
　 ＞ 規 定 値 =0
　 ＞ -R　 RSI-TBLASTNチ ェ ッ ク ポ イ ン ト フ ァ イ ル  [File In] オ プ シ ョ ン
　 ＞ -n　 MegaBlast検 索  [T/F]
　 ＞ 規 定 値 ＝ F
　 ＞ -L　 ク ェ リ ー 配 列 上 の 位 置 ） [String] オ プ シ ョ ン
　 ＞ -A　 マ ル チ ヒ ッ ト ウ ィ ン ド ウ サ イ ズ （ シ ン グ ル ヒ ッ ト ア ル ゴ リ ズ ム の た め に は 0）
　 ＞ [Integer]
　 ＞ 規 定 値 ＝ 40
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ５ ３ 】
　
　 本 実 施 例 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C（ PLC） 介 在 脱 ガ ム の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に つ い て 述 べ る 。
　 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC） は 水 に 難 溶 で あ る た め に 、 前 記 は 最 初 エ タ ノ ー ル に 溶 解 さ
れ た （ 100mg/mL） 。 最 初 の テ ス ト の た め に 、 50mMの 3-モ ル フ ォ リ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 又
は 60mMの ク エ ン 酸 ／ NaOH（ pH6） 中 の PCの ス ト ッ ク 溶 液 を 調 製 し た 。 前 記 PCス ト ッ ク 溶 液
（ 10μ L、 1μ g/μ L） を エ ッ ペ ン ド ル フ 試 験 管 中 の 500μ Lの 精 製 大 豆 油 （ 水 2%） に 添 加 し
た 。 乳 濁 液 を 作 製 す る た め に 、 前 記 試 験 管 の 内 容 物 を ヴ ォ ル テ ッ ク ス 攪 拌 に よ っ て 3分 間
混 合 し た （ 図 5A参 照 ） 。 油 相 と 水 相 を 13,000rpmで 1分 間 の 遠 心 に よ っ て 分 離 さ せ た （ 図 5B
） 。 反 応 管 を 所 望 の 温 度 （ 37℃ 、 50℃ 又 は 60℃ ） で 予 備 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 バ チ ル ス ・ セ
レ ウ ス （ Bacillus cereus） 由 来 の PLCの 3μ Lを 前 記 水 相 に 添 加 し た （ 図 5C） 。 PCの 消 失 は
、 溶 媒 系 と し て ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル /水 （ 65： 25： 4） を 用 い TLCに よ っ て 分 析 し （ 例
え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Taguchi (1975) 上 掲 書 ） 、 I 2 蒸 気 に 暴 露 し た 後 可 視 化 し た 。
　 図 5は 、 PLC介 在 脱 ガ ム シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の た め の 二 相 系 モ デ ル の 模 式 図 で あ る 。 図 5A：
夾 雑 ホ ス フ ァ チ ド （ P） を 水 和 す る た め に 水 2%と 粗 油 を 混 合 す る こ と に よ っ て 乳 濁 液 を 生
成 す る 。 図 5B： 油 相 と 水 相 を 遠 心 後 に 分 離 し 、 PLCを 水 相 に 添 加 す る 。 前 記 水 相 は 沈 殿 ホ
ス フ ァ チ ド （ “ ガ ム ” ） を 含 む 。 PLC加 水 分 解 は 水 相 で 生 じ る 。 図 5C： ア リ コ ッ ト を 水 相
か ら 抜 き 取 り 、 そ れ ら を TLCで 分 析 す る こ と に よ っ て 反 応 の タ イ ム コ ー ス を モ ニ タ ー す る
。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ５ ４ 】
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　 本 実 施 例 は 、 複 数 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 本 発 明 の 酵 素 を 含 む ） を 発 現 す る こ と が で き る 本
発 明 の 市 販 用 生 産 株 の 構 築 に つ い て 述 べ る 。 食 品 等 級 の 植 物 油 （ ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 及 び
ヒ マ ワ リ ） の 脱 ガ ム に 適 し た マ ル チ 酵 素 製 剤 を 製 造 す る た め に 、 同 じ 発 現 宿 主 で 別 個 の 2
つ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 配 列 を 発 現 す る 組 換 え 発 現 株 を 作 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 記
株 は 、 １ 以 上 の PLC遺 伝 子 コ ピ ー 及 び １ 以 上 の ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -PLC遺 伝 子 コ
ピ ー を 含 む よ う に 構 築 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 1つ の プ ラ ス ミ ド 、 複 数 の
プ ラ ス ミ ド に 存 在 す る こ と が で き る が 、 又 は こ れ ら の 遺 伝 子 は 発 現 宿 主 の ゲ ノ ム 中 に 相 同
性 組 換 え に よ り 挿 入 し て も よ い 。 前 記 遺 伝 子 が 相 同 性 組 換 え に よ り 導 入 さ れ る と き は 、 前
記 遺 伝 子 は 、 両 遺 伝 子 の １ 以 上 の コ ピ ー を 含 む DNA発 現 カ セ ッ ト と し て 宿 主 ゲ ノ ム の 単 一
部 位 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た 別 に は 、 各 遺 伝 子 の １ 以 上 の コ ピ ー を 宿 主 染 色 体 の 別
個 の 部 位 に 導 入 し て も よ い 。 こ れ ら 2つ の 遺 伝 子 配 列 の 発 現 は 1つ の タ イ プ の プ ロ モ ー タ ー
に よ っ て 駆 動 さ せ て も よ い が 、 ま た 、 各 遺 伝 子 配 列 は そ れ ぞ れ 独 立 し た プ ロ モ ー タ ー に よ
っ て 駆 動 さ せ て も よ い 。 各 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 及 び プ ロ モ ー タ ー の タ イ プ に 応 じ て 、 最 終 的
な 株 は 、 種 々 の 割 合 で 各 活 性 酵 素 型 を 発 現 す る で あ ろ う 。 前 記 発 現 株 は 任 意 の バ チ ル ス （
例 え ば B. cereus） 又 は ス ト レ プ ト ミ セ ス 、 大 腸 菌 、 S. pombe、 P. pastoris、 又 は 他 の グ
ラ ム 陰 性 、 グ ラ ム 陽 性 若 し く は 酵 母 発 現 系 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 大 豆 油 の 脱 ガ ム の た め に 二 酵 素 系 を 提 供 す る （ 前 記 で は 少 な く
と も 1つ の 酵 素 は 本 発 明 の 酵 素 で あ る ） 。 PLC＋ PI-PLCは ど ち ら か 1つ の 酵 素 の み よ り も 多
く の DAGを 生 成 す る 。 と は い え 、 両 酵 素 は 酵 素 無 し の コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル よ り も 多 く の D
AGを 生 成 す る 。 あ る 特 徴 で は 、 反 応 条 件 は 、 1ミ リ リ ッ ト ル の 大 豆 油 、 一 切 の 添 加 の 前 に
存 在 す る 約 0.4%の 初 期 水 分 、 50℃ 、 0.2%の ク エ ン 酸 （ 2.75Mの NaOHで 中 和 さ れ る ） 、 10Uの
PLC、 15μ Lの PI-PLC（ 総 タ ン パ ク 質 0.45mg） 、 総 反 応 時 間 1時 間 で あ る 。 図 12は 、 本 発 明
の こ の 二 酵 素 脱 ガ ム 系 か ら 得 ら れ た デ ー タ を 要 約 し た 表 を 示 す 。
　 ま た 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 の PI-PLC酵 素 を PLCに つ い て 記 載 し た 同 じ 条 件 下 で 用 い る こ
と が で き る 。 前 記 に は 植 物 油 の 化 学 的 精 製 及 び 植 物 油 の 水 脱 ガ ム が 含 ま れ る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ５ ５ 】
　
　 本 発 明 は 、 グ リ コ シ ル 化 作 用 を も つ 宿 主 で の 発 現 が 改 善 さ れ 、 さ ら に 分 泌 さ れ た プ ロ テ
ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 改 変 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ C変 種 （ 変 異 体 ） を 選 別 す る 方 法 を 提 供
す る 。
　
　 ア ミ ノ 酸 コ ン セ ン サ ス 配 列 （ ア ス パ ラ ギ ン － 任 意 の ア ミ ノ 酸 － セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン （
一 文 字 ア ミ ノ 酸 コ ー ド で は NXS/T） ） を 有 す る 潜 在 的 な ア ス パ ラ ギ ン 結 合 グ リ コ シ ル 化 部
位 を 、 グ リ コ シ ル 化 認 識 モ チ ー フ 中 の ア ス パ ラ ギ ン 又 は セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン を 別 個 の ア
ミ ノ 酸 に 変 化 さ せ て 、 前 記 配 列 が も は や 潜 在 的 な グ リ コ シ ル 化 部 位 を コ ー ド し な い よ う に
変 化 さ せ る 変 異 導 入 方 法 を 用 い て ノ ッ ク ア ウ ト し た 。 グ リ コ シ ル 化 部 位 （ 配 列 番 号 2に 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 （ 例 え ば 配 列 番 号 1に よ っ て コ
ー ド さ れ る ） の ア ミ ノ 酸 63、 ア ミ ノ 酸 131及 び ア ミ ノ 酸 134の ア ミ ノ 酸 位 ） の 排 除 は 下 記 に
示 す よ う に 実 施 し た 。 前 記 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 排 除 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 が 酵 母 ピ キ ア ・ パ
ス ト リ ス （ Pichia pastoris） で 異 種 発 現 さ れ た と き に 、 こ の 変 種 （ 活 性 な ホ ス ホ リ パ ー
ゼ C酵 素 、 PLC、 配 列 番 号 2） の 発 現 を 改 善 し た 。 PLC酵 素 中 の 潜 在 的 な グ リ コ シ ル 化 部 位 の
減 少 又 は 排 除 は 、 グ リ コ シ ル 化 作 用 を も つ い ず れ の 宿 主 に お い て も 活 性 な PLCの 発 現 を 改
善 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 上 記 に 記 載 し た よ う に 、 1つ 若 し く は 2つ 以
上 又 は 全 て の グ リ コ シ ル 化 部 位 が 改 変 さ れ た 本 発 明 の 例 示 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の い ず れ か の
配 列 を 有 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 （ 及 び 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 ） を 提 供 す る 。 し た が っ て
、 本 発 明 は 、 宿 主 細 胞 で の 発 現 が 高 め ら れ た 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 を 作 製 す る 方
法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 コ ー ド モ チ ー フ の 1つ 、 い く つ か 又
は 全 て が 非 グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ に 改 変 さ れ る よ う に 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列
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を 改 変 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 本 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド
配 列 、 及 び 前 記 が コ ー ド す る 酵 素 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　
　 本 発 明 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 増 強 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す る 変 種 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 配 列 番 号 2の 131位 に 相
当 す る ア ミ ノ 酸 を 以 下 の 残 基 の 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て に 改 変 す る こ と を 含 む ： リ シ ン （ K
） ； セ リ ン （ S） ； グ リ シ ン （ G） ； ア ル ギ ニ ン （ R） ； グ ル タ ミ ン （ Q） ； ア ラ ニ ン （ A）
； イ ソ ロ イ シ ン （ I） ； ヒ ス チ ジ ン （ H） ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ F） ； ス レ オ ニ ン （ T） ； メ
チ オ ニ ン （ M） ； ロ イ シ ン （ L） 。 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に は 、 こ れ ら 例 示 的 改 変 を 有 す る 配
列 番 号 2に 対 す る 変 種 （ 及 び 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 ） が 含 ま れ る 。 本 発 明 は ま た 、 本 方 法
に よ っ て 作 製 さ れ る 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 、 合 成 又 は 組 換 え ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提
供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 低 下 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド す
る 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ コ ー ド 配 列 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 配 列 番 号 2の 1
31位 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 を 以 下 の 残 基 の 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て に 改 変 す る こ と を 含 む ：
ト リ プ ト フ ァ ン （ W） ； グ ル タ メ ー ト （ E） ； チ ロ シ ン （ Y） 。 前 記 ホ ス ホ リ パ ー ゼ に は 、
こ れ ら 例 示 的 改 変 を 有 す る 配 列 番 号 2に 対 す る 変 種 （ 及 び 前 記 を コ ー ド す る 核 酸 ） が 含 ま
れ る 。 本 発 明 は ま た 、 本 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 、 合 成 又
は 組 換 え ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス が 分 泌 す る 天 然 の プ ロ テ ア ー ゼ 混 合 物 を 含 む 上 清 を 野 生 型 及 び 変 異
PLC酵 素 調 製 物 と 混 合 し イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 反 応 を 停 止 さ せ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 無 し の 陰 性
コ ン ト ロ ー ル に 対 し て 前 記 分 解 を SDS-PAGEに よ っ て 可 視 化 す る 。 分 解 は ま た 残 留 PLC活 性
の 測 定 に よ っ て も 決 定 す る こ と が で き る 。 新 規 性 は 、 グ リ コ シ ル 化 を ノ ッ ク ア ウ ト す る 一
定 の 変 異 に よ っ て 、 発 酵 時 の 分 解 に 対 す る 発 現 ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 感 受 性 の 顕 著 な 変 化 が 観
察 さ れ る こ と に 由 来 す る も の で あ る 。 本 方 法 の 利 点 は 、 宿 主 生 物 に よ っ て 分 泌 さ れ る プ ロ
テ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 増 強 又 は 低 下 し た 変 異 体 が 、 生 産 中 に 直 接 選 別 さ れ る こ と で あ る
。
　 本 発 明 の こ の プ ロ セ ス は 、 位 置 特 異 的 変 異 導 入 （ 例 え ば GSSM(商 標 )） を 利 用 し 、 本 発 明
の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え ば 下 記 に 示 さ れ る よ う に 配 列 番 号 1に よ っ て
コ ー ド さ れ る 配 列 番 号 2の 部 分 配 列 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 下 線 （ 下 記 ） で 強 調 し た
ア ミ ノ 酸 の 各 々 を ア ス パ ラ ギ ン （ 一 文 字 コ ー ド で は N） か ら ア ス パ ル テ ー ト （ D） 、 セ リ ン
（ S） 又 は 下 記 に 記 載 す る よ う に 別 の ア ミ ノ 酸 に 変 化 さ せ た 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は 、 下 記
配 列 の ア ミ ノ 酸 63、 ア ミ ノ 酸 131及 び ア ミ ノ 酸 134と 称 さ れ る （ こ こ で ト リ プ ト フ ァ ン （ W
） は ア ミ ノ 酸 １ と 称 さ れ る ） 。 こ れ ら の 変 異 は 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 発 現 系 で 発 現 さ れ る
タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 活 性 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cタ ン パ ク 質
の 発 現 を 増 加 さ せ る た め に 実 施 さ れ た 。 こ れ ら と 同 じ 変 異 は 、 NXS/T系 （ Nは ア ス パ ラ ギ ン
、 Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 、 S/Tは セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン で あ る ） に し た が っ て ア ス パ ラ ギ ン を
グ リ コ シ ル 化 す る （ N-結 合 グ リ コ シ ル 化 ） 、 他 の い ず れ の 発 現 系 で も 本 発 明 の い ず れ の 活
性 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 発 現 も 増 強 さ せ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 131
位 の ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 発 現 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 感 受 性 を 改 変 す
る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 ：
　 注 記 ： 改 変 位 置 を 数 え る た め に 、 最 初 の ア ミ ノ 酸 （ W） を 1位 と 数 え る 。
WSAEDKHNEGINSHLWIVNRAIDIMSRNTTIVNPNETALLNEWRADLENGIYS
ADYENPYYD STYASHFYDPDTGTTYIPFAKHAKETGAKYFNLAGQAYQNQ
DMQQAFFYLGLSLHYLGDVNQPMHAA FT LSYPMGFHSKYENFVDTIKNN
YIVSDSNGYWNWKGANPEDWIEGAAVAAKQDYPGVVNDTTKDWFVKAAV
SQEYADKWRAEVTPVTGKRLMEAQRVTAGYIHLWFDTYVNR-
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　 発 現 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ C変 種 を 、 下 記 に 記 載 す る よ う に P.パ ス ト リ ス の プ ロ テ ア ー
ゼ の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 以 下 の 結 果 が 得 ら れ た ： 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 131位 の 以
下 の ア ミ ノ 酸 は 、 P.パ ス ト リ ス プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 に 対 し 発 現 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ
Cの ： リ シ ン （ K） ； セ リ ン （ S） ； グ リ シ ン （ G） ； ア ル ギ ニ ン （ R） ；
グ ル タ ミ ン （ Q） ； ア ラ ニ ン （ A） ； イ ソ ロ イ シ ン （ I） ； ヒ ス チ ジ ン （ H） ； フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン （ F） ； ス レ オ ニ ン （ T） ； メ チ オ ニ ン （ M） ； ロ イ シ ン （ L） 。 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 1
31位 の 以 下 の ア ミ ノ 酸 は 、 P.パ ス ト リ ス プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 に 対 し 発 現 さ れ た ホ ス ホ
リ パ ー ゼ の ： ト リ プ ト フ ァ ン （ W） ； グ ル タ メ ー ト （ E） ； チ ロ シ ン （ Y
） 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 発 現 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 に 対
す る 耐 性 を 増 加 又 は 低 下 さ せ よ う と す る 所 望 に 応 じ て 、 こ れ ら 改 変 の い ず れ か 1つ 、 い く
つ か 又 は 全 て を 有 す る 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 配 列 番 号 2の 131位 に 相
当 す る 位 置 に こ れ ら 改 変 の い ず れ か 1つ 、 い く つ か 又 は 全 て を 有 す る 変 種 ホ ス ホ リ パ ー ゼ
を 提 供 す る 。 前 記 残 基 は 配 列 番 号 2の 131位 に 相 当 し 、 い ず れ の 具 体 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 改 変
が プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 に 対 し て 酵 素 の 耐 性 を 増 加 又 は 低 下 さ せ う る か は 、 当 業 界 で 周
知 の プ ロ ト コ ル 、 例 え ば 下 記 に 述 べ る よ う に ホ ス ホ リ パ ー ゼ C（ 配 列 番 号 2（ 配 列 番 号 1に
よ っ て コ ー ド さ れ る ） の プ ロ テ ア ー ゼ 感 受 性 を 評 価 す る た め に 用 い ら れ る 例 示 的 ア ッ セ イ
） に よ っ て 日 常 的 に か つ 予 測 的 に 確 認 す る こ と が で き る ：
【 ０ ２ ５ ９ 】

：
－ 1.0M MES、 pH6.2；
－ 0.7M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ “ NaAc” ） 、 pH5.2

：
－ 別 個 の 1.5mL極 小 遠 心 管 を 使 用 す る ；
－ 25μ Lの PLC酵 素 サ ン プ ル に 5μ Lの NaAc又 は 7μ Lの MES緩 衝 液 を 加 え 、 混 合 す る ；
－ 25μ Lの プ ロ テ ア ー ゼ 含 有 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 上 清 を 加 え 、 混 合 す る ；
－ 2μ Lの 5%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 混 合 す る ；
－ 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 予 め 加 温 し た 水 の ビ ー カ ー 中 の 浮 遊 ラ ッ ク に 極 小 遠 心 管 を 静 置
す る ；
－ コ ン ト ロ ー ル は PLC＋ 緩 衝 液 ＋ dH 2 O及 び ピ キ ア 上 清 ＋ 緩 衝 液 ＋ dH 2 Oを 含 む ；
－ 0か ら 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 所 望 の 場 合 は 複 数 の タ イ ム ポ イ ン ト で サ ン プ リ ン グ を
実 施 す る 。

：
－ サ ン プ ル を 5mMの EDTAを 含 む サ ン プ ル 緩 衝 液 と 1： 2で 混 合 し 、 100℃ で 4分 加 熱 し 、 冷 却
し 、 遠 心 し 、 混 合 し 、 5μ Lの サ ン プ ル を 各 レ ー ン に ロ ー ド し 、 ク ー マ シ ー 染 色 す る こ と に
よ っ て SDS-PAGE上 で 可 視 化 す る ；
－ タ イ ム ポ イ ン ト の サ ン プ ル は ま た 標 準 的 PLC活 性 ア ッ セ イ へ 直 接 採 取 し て も よ い 。
　 ： SDS-PAGEゲ ル を 泳 動 さ せ 、 結 果 は 図 17に 示 さ れ て い る 。 図 17は in vitroの 消 化 実
験 を 示 し 、 こ の 実 験 で は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C変 種 は 粗 プ ロ テ ア ー ゼ 抽 出 物 中 で 37℃ で 22時
間 ま で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 各 PLC変 異 体 は 、 配 列 “ DXD” （ ア ミ ノ 酸 63位 に ア ス パ ル テ
ー ト ‐ ア ミ ノ 酸 131位 に 任 意 の ア ミ ノ 酸 ‐ ア ミ ノ 酸 134位 に ア ス パ ル テ ー ト ） の “ X” の 位
置 に 見 出 さ れ る ア ミ ノ 酸 に し た が っ て 命 名 さ れ る 。 前 記 ゲ ル は 、 粗 プ ロ テ ア ー ゼ と の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 発 現 PLC変 異 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 及 び 感 受 性 を 示 す 。 安 定 な 変 異 体 は
、 “ － ” （ コ ン ト ロ ー ル 、 プ ロ テ ア ー ゼ 反 応 無 し ） 及 び “ ＋ ” （ 反 応 は プ ロ テ ア ー ゼ を 含
む ） で 同 様 な 染 色 強 度 の PLCバ ン ド を 示 す 。 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し よ り 感 受 性 を 有 す る 変 異
体 は 、 “ － ” レ ー ン と 比 較 し て “ ＝ ” レ ー ン で PLCタ ン パ ク 質 バ ン ド 染 色 の 強 度 の 低 下 を
示 す 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ６ ０ 】
　
　 本 発 明 は 、 酵 母 培 養 、 例 え ば ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 培 養 で の 安 定 で 高 レ ベ ル の 発 現 及 び 高
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実 施 例 5： 安 定 な 高 レ ベ ル PLC発 現 の た め の プ ロ セ ス



い 比 活 性 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 例 え ば PLCの た め の 発 酵 プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 本 方 法 に よ っ
て 生 成 さ れ た 酵 素 を 、 例 え ば 植 物 油 精 製 （ 例 え ば ダ イ ズ 、 キ ャ ノ ー ラ 、 ヒ マ ワ リ 又 は 他 の
油 ） で 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 g/L規 模 の 回 分 培 養 と し て 酵 母 細 胞 培 養 （ 例 え ば ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス ） で 活
性 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば PLC） を 製 造 す る こ と が で き る と い う 特 徴 を 含 む 製 造 方 法 を
提 供 す る 。 微 生 物 培 養 に お け る 活 性 な PLCタ ン パ ク 質 の 異 種 発 現 は 、 mg/L規 模 で の み 時 折
文 献 に 報 告 さ れ た 。 本 発 明 の 方 法 は 、 と り わ け ピ キ ア 培 養 で の PLCタ ン パ ク 質 の 発 現 は MeO
H取 り 込 み 能 力 を 障 害 す る が 、 調 べ ら れ た 他 の 生 理 学 的 な 増 殖 の 特 徴 は 障 害 さ れ な い と い
う 発 見 を 基 に し て い る 。 ピ キ ア 培 養 で の 通 常 の 異 種 タ ン パ ク 質 発 現 と は 対 照 的 に 、 高 い 補
助 供 給 （ co-feeding） 速 度 （ グ ル コ ー ス /又 は グ リ セ ロ ー ル ） が 要 求 さ れ る 。 酵 素 産 生 の
特 徴 の 改 善 に 加 え て 、 よ り 高 い 補 助 供 給 も ま た 全 体 的 な プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 発 現 を 低 下 さ
せ る （ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は PLC分 解 と 相 関 性 を 有 す る ） 。 さ ら に ま た 、 貧 弱 な MeOH利 用 の
特 徴 は 、 Mut + 表 現 型 に 通 常 は 付 随 す る 秤 量 性 （ scalability） へ の 挑 戦 （ し た が っ て 工 業
的 規 模 で は 用 い ら れ な い ） に 妥 協 す る こ と な く 、 Mut + 表 現 型 を も つ ピ キ ア 株 で PLCを 生 産
す る こ と に よ っ て 克 服 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 生 産 の 特 徴 は さ ら に 改 善 さ れ う る 。
し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 工 業 的 規 模 の ピ キ ア 系 で 通 常 適 用 さ れ る 条 件 と 比 較 し て 、
活 性 な PLCの 産 生 を ＞ 50倍 （ 通 常 の 方 法 を 用 い る 100U/mLか ら ＞ 5000U/mL全 ブ ロ ス ） 改 善 す
る 。 さ ら に ま た 、 PLCは 、 適 切 な 折 り た た み 及 び 活 性 の た め に 亜 鉛 の 結 合 を 必 要 と す る メ
タ ロ -酵 素 で あ る の で 、 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 は 亜 鉛 の 補 給 を 含 む 。 本 発 明 の 培 養 に 対 し
て こ の 亜 鉛 を 補 給 す る 方 法 は 、 全 ブ ロ ス と し て の PLC活 性 を ほ ぼ 完 全 （ 活 性 の 低 下 は ＜ 5%
） に 安 定 さ せ る （ 例 え ば 4℃ で ＞ 5日 ） 。 亜 鉛 補 給 は 、 以 下 の 理 由 に よ り こ の 回 収 プ ロ セ ス
を 顕 著 に 支 援 す る ： 1） 不 安 定 な タ ン パ ク 質 活 性 の 産 生 は 回 収 工 程 中 ず っ と 悪 化 し 続 け 、
さ ら に 2） 亜 鉛 補 給 は 、 特 に 大 規 模 で の よ り 大 き な プ ロ セ ッ シ ン グ 融 通 性 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ： 本 発 明 は ト リ プ ト フ
ァ ニ ル ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ マ イ ク ロ プ レ ー ト ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 前 記 ア ッ セ イ は 、 ピ キ
ア 発 酵 の タ イ ム ポ イ ン ト サ ン プ ル に お け る 相 対 的 な ト リ プ ト フ ァ ニ ル ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
活 性 の 決 定 の た め に 開 発 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ の 処 理 能 力 は 、 多 数 の 発 酵 の 複 数 の タ イ ム
ポ イ ン ト で の サ ン プ リ ン グ の た め に 充 分 で あ る 。
　

：
－ 15mM の NaPO4、 2mMの MnCl2、 pH7.5水 溶 液

：
－ HTrp-AMC（ Bachem, I1670）

：
－ 基 質 を メ タ ノ ー ル で 10mMに 溶 解 ；
－ 100μ Lの 10mM基 質 を 6mLの 緩 衝 液 に 添 加 す る 。

：
－ ピ キ ア 発 酵 の タ イ ム ポ イ ン ト ；
－ 細 胞 除 去 の た め の 遠 心 。

：
－ 各 サ ン プ ル レ プ リ ケ ー ト 、 ブ ラ ン ク 及 び リ フ ァ レ ン ス の た め に 、 黒 色 の 96ウ ェ ル の 各 ウ
ェ ル に 90μ L基 質 溶 液 を 分 注 ；
－ 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ 例 え ば SpectraMax, Molecular Dynamics） の 台 上 に マ
イ ク ロ プ レ ー ト を 静 置 。

：
－ Ex. 350nm/Em. 460nm； 自 動 カ ッ ト オ フ （ 455nm） ； PMT中 ； 各 ウ ェ ル に 付 き 3回 の 読 み 取
り ； オ ー ト カ リ ブ レ ー ト “ on” ；
－ RT；
－ 0か ら 30分 の タ イ ム コ ー ス ； 30秒 毎 に 読 み 取 り ；
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－ 最 初 の 読 み 取 り の 前 に 5秒 間 混 合 す る た め に 装 置 の プ レ ー ト ミ ッ ク ス 機 能 を 初 期 設 定 す
る ；
－ 96ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に サ ン プ ル を 分 注 し 、 マ ル チ チ ャ ネ ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 各 ウ ェ ル
に 10μ Lの サ ン プ ル を 移 す ；
－ 蓋 を 取 り 除 い た ま ま で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に 戻 す ；
－ 読 み 取 り を 開 始 す る 。
　 未 知 サ ン プ ル の 固 有 の 活 性 に 応 じ て 、 サ ン プ ル 稀 釈 、 ア ッ セ イ 時 間 、 及 び カ イ ネ テ ィ ッ
ク サ ン プ リ ン グ （ 日 常 的 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 全 て の 変 数 ） を 変
動 さ せ る こ と が 望 ま し い 。
　 基 質 は こ れ ら の 条 件 下 で 非 常 に 安 定 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 陰 性 コ ン ト ロ ー ル ブ
ラ ン ク は 時 間 の 経 過 中 に 吸 収 の 増 加 を 示 し て は な ら な い 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 ： 本 発 明 は 、 ピ キ ア の 発 酵 の タ
イ ム ポ イ ン ト サ ン プ ル 中 の 全 体 的 な プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 を 支 援 す る た め に 、 ボ デ ィ ピ
ー （ Bodipy） BSAプ ロ テ ア ー ゼ マ イ ク ロ プ レ ー ト ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 本 ア ッ セ イ の 処 理
能 力 は 、 多 数 の 発 酵 の 複 数 の タ イ ム ポ イ ン ト で の サ ン プ リ ン グ の た め に 充 分 で あ る 。
　

：
－ DQ BSAグ リ ー ン （ Molecular Probes, D12050）

：
－ 1本 の バ イ ア ル 中 の 基 質 内 容 物 を 0.1%の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 1mLの 水 に 溶 解 す る 。

：
－ ピ キ ア 発 酵 の タ イ ム ポ イ ン ト ；
－ 細 胞 除 去 の た め に 遠 心 す る 。

：
－ 50mMの NaPO 4 （ pH7.5） 中 の 0.2mg/mLズ ブ チ リ シ ン （ Sigma, P5380） ；
－ 水 で 段 階 稀 釈 す る 。

：
－ 各 サ ン プ ル レ プ リ ケ ー ト 、 ブ ラ ン ク 及 び リ フ ァ レ ン ス の た め に 、 黒 色 の 96ウ ェ ル の 各 ウ
ェ ル に 90μ L基 質 溶 液 を 分 注 す る 。

：
－ 96ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に サ ン プ ル を 分 注 し 、 マ ル チ チ ャ ネ ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 各 ウ ェ ル
に 10μ Lの サ ン プ ル を 移 す ；
－ マ イ ク ロ プ レ ー ト の 覆 い を 戻 し 、 フ ォ イ ル で 包 み 、 37℃ の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 静 置
し 、 3か ら 4時 間 又 は 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。

：
－ 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を セ ッ ト ア ッ プ す る （ SpectraMax） ；
　 　 Ex. 495nm/Em. 525nm； 自 動 カ ッ ト オ フ （ 455nm） ； PMT低 ； 各 ウ ェ ル に 付 き 3回 の 読 み
取 り ； オ ー ト カ リ ブ レ ー ト “ on” ；
　 　 RT
　 ボ デ ィ ピ ー BSAは 全 体 的 な プ ロ テ ア ー ゼ 基 質 と し て 選 択 さ れ た 。 ボ デ ィ ピ ー BSAの 加 水 分
解 の 欠 如 は プ ロ テ ア ー ゼ が 存 在 し な い こ と を 示 す も の で は な い が 、 前 記 は PLC酵 素 の 加 水
分 解 及 び PLC活 性 の 低 下 と 相 関 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 BSAは 、 ボ デ ィ ピ ー 卵 白 ア ル ブ
ミ ン 又 は カ ゼ イ ン で 代 用 さ れ う る こ と が 示 さ れ た 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 活 性 は 一 時 的 及 び 一 過 性 で あ り う る の で 、 発 酵 の タ イ ム コ ー ス の 間
ず っ と プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 性 状 を 調 べ る こ と は 有 用 で あ る 。
　 基 質 は こ れ ら の 条 件 下 で 非 常 に 安 定 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 陰 性 コ ン ト ロ ー ル ブ
ラ ン ク は 時 間 の 経 過 中 に 吸 収 の 増 加 を 示 し て は な ら な い 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 ：
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蛍 光 測 定

全 培 養 ブ ロ ス 又 は 上 清 中 の PLC活 性 の 測 定



　 本 発 明 は 、 前 培 養 ブ ロ ス 又 は 上 清 に お け る PLC活 性 の 測 定 を 提 供 す る 。 前 記 は 、 例 え ば
下 記 文 献 に 記 載 さ れ た 方 法 の 改 変 で あ る ： Edward A. Dennis (1973)　 Kinetic dependenc
e of phospholipase A2 activity on the detergent Triton X-100. J. Lipid Res. 14:1
52-159； USP 24/NF 19, Pancrealipase-Assay for lipase activity. Page 1256-1257。
本 発 明 の PLC活 性 測 定 ア ッ セ イ は 以 下 を 含 む ：

：
－ 100mM硫 酸 亜 鉛 溶 液
－ 100mM塩 化 カ ル シ ウ ム 溶 液
－ 基 質 溶 液 （ 20mMホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 40mMト リ ト ン X-100、 5mM塩 化 カ ル シ ウ ム ）
－ 稀 釈 緩 衝 液 （ 0.1%ト リ ト ン X-100、 1mM硫 酸 亜 鉛 、 1%ア ラ ビ ア ゴ ム ）

：
－ 稀 釈 緩 衝 液 （ 1.0%ア ラ ビ ア ゴ ム 、 1.0%ト リ ト ン X-100、 1mM硫 酸 亜 鉛 、 ） を 用 い て 、 ア ッ
セ イ さ れ る べ き サ ン プ ル の 稀 釈 物 を 調 製 す る 。 稀 釈 物 は ア ッ セ イ の 直 前 に 氷 冷 緩 衝 液 を 用
い て 調 製 し 、 使 用 ま で 氷 浴 に 保 存 す る 。
－ 20mLの 基 質 溶 液 を 約 50mLの 容 積 を も つ ジ ャ ケ ッ ト 付 き ガ ラ ス 容 器 に 移 す 。 前 記 容 器 の 外
側 チ ャ ン バ ー は 一 定 温 度 に 制 御 さ れ た 水 浴 に つ な が っ て い る 。 混 合 物 に 覆 い を し 、 機 械 的
攪 拌 装 置 を 用 い て 持 続 的 に 攪 拌 す る 。 混 合 物 の 温 度 を 37± 0.1℃ に 維 持 し な が ら 、 前 記 覆
い の 開 口 部 か ら 挿 入 し た マ イ ク ロ ビ ュ レ ッ ト か ら 0.01Nの KOH VSを 用 い て 前 記 基 質 を 予 備
タ イ ト レ ー ト し て pHを 7.3に 調 節 し 、 続 い て 自 動 的 に 0,01Nの KOH VSの 添 加 を 6分 間 継 続 し
て pHを 7に 維 持 す る 。
　 さ ら に ま た 、 発 酵 培 養 の 標 準 的 な PAGEゲ ル 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン 及 び ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分
析 と と も に 、 オ ン ラ イ ン ／ オ フ ラ イ ン 発 酵 パ ラ メ ー タ ー （ バ イ オ マ ス レ ベ ル 、 ガ ス 分 析 な
ど ） の た め の 標 準 的 分 析 技 術 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ：
　 本 発 明 は 、 Mut + 表 現 型 を も つ ピ キ ア 株 を 用 い る こ と を 含 む 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C発 現 の た
め の 細 胞 、 細 胞 系 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 異 種 PLC-コ ー ド 核 酸 を ピ キ ア 株 に 挿
入 す る こ と を 含 む 。 続 い て 細 胞 を PLCが 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る 。 前 記 方 法 は さ ら に
培 養 条 件 に 亜 鉛 を 補 給 す る こ と を 含 む 。
　 あ る 特 徴 で は 、 前 記 方 法 、 細 胞 及 び 細 胞 系 は 配 列 番 号 2を 使 用 し 、 配 列 番 号 2は 亜 鉛 要 求
性 メ タ ロ 酵 素 で あ る 。 あ る 特 徴 で は 、 亜 鉛 は 3モ ル /モ ル で 用 い ら れ る 。 前 記 は ほ ぼ 28kDa
の MW及 び ほ ぼ 52の PIを 有 し 、 さ ら に 広 い 基 質 寛 容 性 を も つ ： PC＞ PE＞ PS＞ ＞ PI。 非 プ ロ セ
ッ シ ン グ 酵 素 は 24ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル 配 列 、 13ア ミ ノ 酸 の プ ロ 配 列 及 び 245ア ミ ノ 酸 残 基
の “ 成 熟 ” 酵 素 を 有 す る 。
　 あ る 特 徴 で は 、 本 発 明 の Mut + ピ キ ア 株 は 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 （ AOX1及 び AO
X2） を 2コ ピ ー 有 し 、 形 質 転 換 中 に 以 下 の よ う に 影 響 を 受 け る （ “ Mut” は メ タ ノ ー ル 利 用
（ ethanol ilization） を 意 味 す る ） ：
　
－ 単 回 の ク ロ ス オ ー バ ー 事 象 、 AOX1及 び AOX2遺 伝 子 は 無 傷 で あ る 。
－ メ タ ノ ー ル だ け で 増 殖 及 び 発 現 す る 。 補 助 供 給 可 能 。
　
－ 二 重 ク ロ ス オ ー バ ー 事 象 が AOX1遺 伝 子 を 破 壊 す る 。
－ 増 殖 及 び 発 現 は 補 助 供 給 に よ り 改 善 さ れ る 。
　
－ 組 換 え 事 象 が AOX1及 び 2遺 伝 子 を 破 壊 す る 。
－ メ タ ノ ー ル を 代 謝 す る こ と が で き な い 。 補 助 供 給 を 要 求 す る 。
　 要 約 す れ ば 、 Mut - ＜ s

p l c ＜ Mut
s / +

p l c ＜ Mut
+

　 Mut + と Mut s と の 間 に は 発 酵 の 違 い が 有 り 、 前 記 に は 以 下 が 含 ま れ る ：
－ メ タ ノ ー ル の 最 適 誘 発 濃 度
－ 酸 素 消 費 速 度
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－ よ り 迅 速 な 摂 取 能 力 の た め に 、 Mut + は Mut s よ り 増 殖 が 速 い 。
－ 誘 発 後 の 遷 移 時 間 が 容 易
－ Mut + は 大 規 模 の 発 現 に は 用 い ら れ な い 。
　 　 － 通 気 /冷 却 性 能 、 メ タ ノ ー ル 感 受 性
　 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス の メ タ ノ ー ル 利 用 経 路 は 当 分 野 で は 周 知 で あ る 。 ア ル コ ー ル オ キ シ
ダ ー ゼ （ AOX） は メ タ ノ ー ル か ら ホ ル ム ア ル デ ヒ ド へ の 変 換 を 触 媒 す る 。 し た が っ て 、 AOX
が 過 剰 に 発 現 さ れ る 場 合 、 “ 酢 漬 け （ pickled） ” 酵 母 細 胞 を 生 じ る 。
　 本 発 明 の あ る 特 徴 で 用 い ら れ る ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス の 例 示 的 発 酵 プ ロ ト コ ル は 以 下 を 含
む ：

：
－ バ イ オ マ ス を 大 き く す る た め に 富 裕 培 地 で の バ ッ チ 発 酵

：
－ バ ッ チ 相 （ グ リ セ ロ ー ル ）
　 　 － 初 期 炭 素 供 給 源 と し て の バ イ オ マ ス 増 殖 が 消 費 さ れ る 。
－ グ ル コ ー ス 又 は グ リ セ ロ ー ル 補 給 相
　 　 － D.O.含 有 量 に よ っ て 惹 起 さ れ る フ ィ ー ド 添 加 又 は リ ニ ア /エ ク ス ポ ネ ン シ ャ ル 供 給
　 　 － 誘 発 及 び 発 現 の た め に 充 分 な バ イ オ マ ス に 増 殖 （ エ タ ノ ー ル は 存 在 し な い 、 C-制 限
）
－ メ タ ノ ー ル 誘 発
　 　 － 制 御 （ D.O.％ 、 メ タ ノ ー ル セ ン サ ー 、 RQ） 又 は プ レ セ ッ ト フ ィ ー デ ィ ン グ に よ る フ
ィ ー ド の 添 加
　 　 － 表 現 型 及 び 発 現 パ ラ メ ー タ ー に し た が っ て グ ル コ ー ス 又 は グ リ セ ロ ー ル の 補 助 供 給
　 　 － 1か ら 3g/Lの メ タ ノ ー ル で Mut + の 誘 発
　 　 － 4か ら 7g/Lの メ タ ノ ー ル で Mut s の 誘 発
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 図 18は 、 グ リ セ ロ ー ル の み を 用 い る 、 上 記 で 考 察 し た バ ッ チ フ ァ ー メ ン タ ー 培 養 の 結 果
を 示 す 。 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 、 ピ キ ア の 内 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ 由 来 で あ る 。 バ ッ チ 発 酵 は バ
イ オ マ ス を 大 き く す る た め に 富 裕 な 培 地 で あ り う る 。 図 18に 注 記 し た よ う に 、 約 69時 間 で
開 始 す る プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 漸 進 的 増 加 は 、 PLC活 性 の 漸 進 的 低 下 と 一 致 す る 。 デ ー タ を
要 約 し た 下 記 の 表 が 示 す よ う に 、 グ リ セ ロ ー ル （ glyc） の よ り 高 い 補 助 供 給 速 度 は 、 活 性
な PLCの 発 現 を 改 善 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ 産 生 を 低 下 さ せ る （ 排 除 す る ） 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 こ れ ら の 実 験 は 、 DSD-PLCを 用 い て 30Lの BBフ ァ ー メ ン タ ー で 実 施 し た 。 “ 全 体 的 な 培 養
状 態 (overall culture health)” の 指 標 又 は 良 好 な 発 現 の た め の “ バ イ オ マ ー カ ー ” と し
て の OUR又 は 酸 素 取 り 込 み 速 度 （ xygen ptake ate, “ OUR” ） を 測 定 し た 。 図 19は 、 そ
の よ う な 実 験 結 果 、 DSD-PLCを 産 生 す る P.パ ス ト リ ス MutSの 30L培 養 OURプ ロ フ ィ ル の 比 較
の 結 果 を 示 す （ 前 記 は 、 上 記 で 考 察 し た よ う に 1700U/mL、 1100U/mL及 び 100U/mLの PLC、 30
℃ 、 グ リ セ ロ ー ル 補 助 供 給 を 用 い た ） 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 図 20は 、 上 記 で 考 察 し た よ う に 、 グ リ セ ロ ー ル の 補 助 供 給 下 で の DSD-PLC産 生 （ pH6.2、
PLC 1100U/mL及 び 100U/mL） 又 は 異 種 タ ン パ ク 質 産 生 P.パ ス ト リ ス MutSの 30L培 養 に お け る
メ タ ノ ー ル 消 費 プ ロ フ ィ ル の 比 較 を 示 す 。 こ れ は デ マ ン ド 駆 動 (demand-driven)MeOH供 給
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で あ り 、 残 留 メ タ ノ ー ル レ ベ ル は 4g/Lに 制 御 さ れ た 。
　 さ ら に ま た 、 Mut + 表 現 型 は 活 性 な PLC発 現 を 改 善 し 、 さ ら に メ タ ノ ー ル 取 り 込 み を 強 化
し た 。 こ の デ ー タ は 下 記 の 表 に 要 約 さ れ て い る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 PLCは 、 こ の Mut + 表 現 型 株 の 生 理 学 的 な 増 殖 の 特 徴 に 影 響 を 与 え な い よ う に 思 わ れ る （
前 記 株 は 組 換 え PLC配 列 番 号 2を 6Xの コ ピ ー 数 で 発 現 す る ） 。 図 21に 示 し た デ ー タ は 、 図 の
説 明 に 示 さ れ て い る よ う に OURプ ロ フ ィ ル で あ る 。 こ れ は 、 サ プ ラ イ 駆 動 (supply-driven)
MeOH供 給 で あ り 、 残 留 グ ル コ ー ス 又 は MeOHは Mut + 培 養 に は 存 在 し な い 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 さ ら に ま た 、 産 生 さ れ た PLCタ ン パ ク 質 の 品 質 は 予 想 に 反 し て 変 動 し （ 例 え ば 全 PLCタ ン
パ ク 質 の 50%＜ ＜ 又 は ＞ ＞ が 活 性 を 有 す る （ 前 記 は 図 22に SDS-PAGEの 結 果 の 提 示 に よ っ て
示 さ れ て い る と お り で あ る ） 。 OURプ ロ フ ィ ル （ 上 記 で 考 察 ） デ ー タ の 要 約 グ ラ フ は 、 SDS
-PAGEの 図 の 上 段 に 挿 入 さ れ て い る 。 コ ン ト ロ ー ル は JG（ ＝ 0.5μ L、 1.6mg/mL） と 称 さ れ
て い る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 又 は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 と の 相 関 性 は 存 在 し な い 。 図 23に 示 さ
れ て い る よ う に （ さ ら に 実 験 プ ロ ト コ ル で も 示 さ れ て い る ） 、 顕 著 な 量 の 活 性 な PLCは 細
胞 内 に 存 在 し て い た 。 こ の 場 合 、 700U/mLを 超 え る PLCが 細 胞 内 で 検 出 さ れ た （ 図 23で は 、
PLC（ 配 列 番 号 2） ＋ ア ル フ ァ シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ サ ッ カ ロ ミ セ ス 由 来 ） ＋ グ リ コ シ ル 化 ）
。 形 態 的 変 化 は 、 図 24に 示 さ れ て い る よ う に 、 活 性 な PLCの 濃 度 と 相 関 性 を 示 し た 。 形 態
的 変 化 の 規 模 は 株 及 び C-供 給 源 に よ っ て 左 右 さ れ た 。
　 亜 鉛 の 増 加 は 、 下 記 の 図 表 に 要 約 さ れ た よ う に 、 2Xの コ ピ ー 数 を 有 す る ピ キ ア 株 Mut+配
列 番 号 2（ DSD変 異 を も つ ） で の 発 現 を 押 し 上 げ な か っ た （ 1Xを 超 え る 過 剰 は 補 助 供 給 に よ
り 供 給 さ れ た ） （ 最 初 の 上 1列 は 空 の ベ ク タ ー コ ン ト ロ ー ル で あ る ） 。 亜 鉛 の 増 加 は 、 全
ブ ロ ス と し て の 貯 蔵 安 定 性 （ 4℃ で 100時 間 を 越 え た 後 も 同 じ 活 性 レ ベ ル で あ っ た ） 及 び 全
体 的 な プ ロ セ ス の 厳 し さ を 改 善 し た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 図 25は 、 ピ キ ア で の TFT（ 総 発 酵 時 間 、 otal ermentation ime） 95時 間 の PLC産 生 発
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酵 の 状 態 を 示 す デ ー タ を 要 約 し た グ ラ フ で あ る 。 グ ラ フ の 右 側 の 5本 の 棒 線 は 、 “ Zeo株 ”
又 は PLC産 生 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 株 の ゼ オ シ ン 適 応 化 か ら 得 た 結 果 を 示 し て い る 。 こ の 株
は 、 本 発 明 の PLC（ 配 列 番 号 2） を 異 種 遺 伝 子 と し て ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 株 で 発 現 す る 抗 生
物 質 耐 性 無 マ ー カ ー 株 で あ る 。 こ の 株 を 抗 生 物 質 ゼ オ シ ン に 適 応 化 さ せ る こ と に よ っ て 、
問 題 の タ ン パ ク 質 に つ い て 極 め て 改 善 さ れ た 発 現 レ ベ ル を 有 す る 新 規 な 安 定 株 を 得 る こ と
が で き る こ と が 示 さ れ た 。
　 最 初 の 抗 生 物 質 耐 性 無 マ ー カ ー 株 、 #1株 （ 配 列 番 号 2を 含 む ） を 一 連 の 稀 釈 工 程 に よ り
各 時 点 で ゼ オ シ ン （ 抗 生 物 質 ） の 濃 度 を 増 加 さ せ な が ら 増 殖 さ せ た 。 各 工 程 で 、 前 の 工 程
か ら 得 た 培 養 の 一 部 分 に つ い て 、 600nmの 光 学 密 度 （ OD600） を 新 し い 培 養 液 で 1.0に 稀 釈
し 、 ゼ オ シ ン の 量 を 増 加 さ せ て 前 記 新 し い 培 養 に さ ら に 24時 間 の 増 殖 の た め に 添 加 し た 。
最 終 段 階 で は 、 200μ g/mLの ゼ オ シ ン 濃 度 を 用 い 、 採 集 培 養 を MD/YPDプ レ ー ト に 画 線 接 種
し て 個 々 の コ ロ ニ ー を 増 殖 さ せ た 。 最 終 段 階 の 培 養 か ら 得 ら れ た コ ロ ニ ー は ゼ オ シ ン に 対
し て 高 い 耐 性 を 示 し 、 一 方 親 株 は ほ と ん ど 耐 性 を 示 さ な い こ と が 判 明 し た 。 そ れ ら の コ ロ
ニ ー の う ち の 1つ 、 #2株 （ 配 列 番 号 2を 含 む ） は 、 最 初 の PLC株 、 #1株 と 比 較 し て 劇 的 な PLC
発 現 改 善 （ 約 70%上 昇 ） を 示 し た 。 さ ら に ま た 、 #2株 は ゼ オ シ ン 耐 性 及 び PLC発 現 の 両 者 に
つ い て 40代 の 継 代 後 に も 安 定 で あ る こ と が 示 さ れ 、 こ の 新 規 株 は 高 い PLC発 現 と ゼ オ シ ン
耐 性 の “ 永 久 的 ” 属 性 を 獲 得 し た こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 高 レ ベ ル の PLC活 性 が 、 本 発 明 の “ Zeo株 ” （ ゼ オ シ ン ピ キ ア 適 応 化 ） を 用 い て 達 成 さ れ
た （ 4100U/mLが ミ ニ タ ン ク で 達 成 さ れ た ） 。 こ の 結 果 は 、 6X 配 列 番 号 2を 含 む ピ キ ア 株 か
ら 得 ら れ た 。 簡 単 に 記 せ ば 、 こ の 配 列 番 号 2発 現 株 は 、 一 連 の 工 程 （ 各 工 程 は ゼ オ シ ン 濃
度 の 増 加 を 含 む ） で 前 記 を 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て “ 適 応 化 ” さ れ た 。 明 白 に 、 こ の 適 応
化 プ ロ セ ス は い く つ か の 変 化 （ 分 子 レ ベ ル 又 は 遺 伝 子 レ ベ ル で ） を 前 記 株 /構 築 物 に 強 制
し 、 PLC活 性 レ ベ ル の 顕 著 な 改 善 を も た ら し た 。 例 示 的 な 結 果 は 以 下 の と お り で あ る ：
－ タ ン ク 1、 2及 び 4（ 各 々 は 異 な る コ ロ ニ ー を 表 す ） は 全 て 、 最 初 の 予 備 適 応 化 し た 配 列
番 号 2発 現 株 よ り 性 能 が 優 れ て い た 。 タ ン ク 1及 び 4は 両 タ ン ク と も 4100U/mLに 達 し 、 タ ン
ク 2は 3500U/mLに 達 し た 。
－ タ ン ク 1及 び 4は 75時 間 で 3000U/mLを 超 え 、 最 初 の 予 備 適 応 化 配 列 番 号 2発 現 株 （ 前 記 は
通 常 同 じ 時 間 で 2000U/mLよ り は る か に 低 い ） と 比 較 し て は る か に 迅 速 な 活 性 蓄 積 を 示 し た
。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 詳 細 な 実 験 設 計 及 び 結 果 は 以 下 の と お り で あ る 。
　 ：
　 PLC発 現 の よ り 初 期 段 階 の 実 験 は ピ キ ア pPICZaベ ク タ ー （ 前 記 は ゼ オ シ ン 耐 性 マ ー カ ー
を 含 む ） で 実 施 さ れ た 。 し た が っ て 、 ゼ オ シ ン は 形 質 転 換 選 別 の た め に 用 い ら れ た 。 そ れ
か ら 後 、 我 々 は 、 市 販 用 生 成 物 候 補 を 開 発 す る た め に 、 低 AMR型 （ AMR-less version） 構
築 物 に 切 り 替 え た 。 ミ ニ タ ン ク 発 酵 を 実 施 し て い る 間 に 、 我 々 は 、 低 AMR構 築 物 を 用 い て
顕 著 な PLC活 性 レ ベ ル の 低 下 を 観 察 し た 。 す な わ ち 、 上 清 活 性 は pPICZa-DSD構 築 物 で 4000U
/mLに 達 し 、 一 方 、 2x DSDで は ほ ぼ 2000U/mLし か 得 ら れ な か っ た 。 顕 著 な 生 理 学 的 な 違 い
（ 例 え ば よ り 低 い メ タ ノ ー ル 消 費 速 度 及 び は る か に 多 く の 細 胞 溶 解 ） も ま た 、 特 に よ り 高
コ ピ ー 数 （ 5x、 6X） 構 築 物 を 同 じ 発 酵 プ ロ ト コ ル を 用 い て 調 べ た と き に 低 AMR構 築 物 で 観
察 さ れ た 。
　 pPIZa構 築 物 と 低 AMR構 築 物 と の 間 の 明 白 な 相 違 の 1つ は 形 質 転 換 に お け る ゼ オ シ ン の 使
用 で あ る こ と か ら 、 ど ん な 細 胞 が ゼ オ シ ン 選 別 を 潜 り 抜 け た の か と い う 疑 問 が 生 じ た 。 本
発 明 は 、 ゼ オ シ ン 存 在 下 で の 低 AMR構 築 物 の 増 殖 を 提 供 す る （ 前 記 細 胞 は 続 い て PLC発 現 に
と っ て 有 利 な い く つ か の 変 化 を 潜 り 抜 け る ） 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 ：
　 実 験 で は 先 ず 初 め に 2x DSDが 用 い ら れ た （ 前 記 は そ の 時 点 で は 転 移 分 子 で あ っ た の で ）
。 1μ g/mLの ゼ オ シ ン 濃 度 （ “ zeo 1” ） で 実 験 を 開 始 し 、 約 24時 間 培 養 を 増 殖 さ せ た 。 そ
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こ か ら ゼ オ シ ン 濃 度 の zeo 5、 zeo 10、 zeo 15、 zeo 20、 zeo 40、 zeo 60、 zeo 80、 zeo 1
00及 び 最 後 に zeo 200へ の 段 階 的 増 加 を 実 施 し た （ zeo 100は 形 質 転 換 選 別 の た め に 通 常 用
い ら れ る ） 。 各 工 程 で 新 し い 培 養 液 を 用 い 、 そ の 前 の 段 階 の 培 養 を 用 い て 次 の 段 階 の 培 養
に 1.0の ODで 接 種 し 、 約 24時 間 増 殖 さ せ た 。 各 段 階 の 培 養 は ま た 、 保 存 の た め に YPDプ レ ー
ト に 画 線 接 種 し て 、 個 々 の コ ロ ニ ー を 得 た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 ：
　 ゼ オ シ ン 適 応 化 の 影 響 を 調 べ る た め に 、 zeo 200及 び zeo 100培 養 か ら 12個 ず つ の コ ロ ニ
ー を 釣 り 上 げ （ 前 記 は YPDプ レ ー ト に 画 線 接 種 さ れ た ） 、 ミ ニ タ ン ク に よ り ス ク リ ー ニ ン
グ し た 。 結 果 は ス ラ イ ド 6に 要 約 さ れ て い る 。 我 々 は 、 最 初 の 構 築 物 （ 配 列 番 号 2を 含 む ピ
キ ア 株 ） よ り も 顕 著 に 性 能 が 優 れ た い く つ か の コ ロ ニ ー を 見 つ け る こ と が で き た 。 と り わ
け 、 zeo200培 養 か ら 得 た コ ロ ニ ー #5は PLC活 性 レ ベ ル に つ い て 約 50%の 改 善 を 示 し た 。 ス ク
リ ー ニ ン グ で の 観 察 は 以 下 の と お り で あ っ た ：
－ zeo適 応 化 培 養 と 最 初 の 配 列 番 号 2発 現 株 と の 間 で 増 殖 プ ロ フ ィ ル に つ い て 明 白 な 相 違 は
無 か っ た 。
－ 適 応 化 培 養 の 安 定 性 は 徹 底 的 に 調 べ た わ け で は な い が 、 そ れ ら は 数 回 、 YPD及 び /又 は MD
プ レ ー ト で ゼ オ シ ン の 非 存 在 下 で 画 線 接 種 を く り 返 さ れ た 。 全 て の 発 酵 は ま た ゼ オ シ ン の
非 存 在 下 で 実 施 さ れ た 。
－ 増 殖 及 び PLC発 現 の 両 方 に つ い て コ ロ ニ ー 間 で 明 白 な 多 様 性 が 存 在 し た 。
－ 発 酵 に 関 す る い く つ か の 技 術 的 な 問 題 が 、 こ の 多 様 性 の 部 分 的 な 要 因 で あ る か も し れ な
い 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 ：
　 Zeo-適 応 化 2x DSDの 結 果 に 力 づ け ら れ て 、 続 い て 我 々 は 、 6x DSDで 同 じ 実 験 を 実 施 し た
（ こ の 時 点 で は 6x DSDは 2x DSDよ り 優 れ て い る と 決 定 さ れ た ） 。 我 々 は 、 5μ g/mLの ゼ オ
シ ン 濃 度 （ “ zeo5” ） で 開 始 し 、 培 養 を 約 24時 間 増 殖 さ せ た 。 そ こ か ら ゼ オ シ ン 濃 度 の ze
o15、 zeo30、 zeo50、 zeo100及 び 最 後 に zeo 200へ の 段 階 的 増 加 を 実 施 し た 。 2x DSDの 場 合
と 同 じ よ う に 、 各 工 程 で 新 し い 培 養 液 を 用 い 、 そ の 前 の 段 階 の 培 養 を 用 い て 次 の 段 階 の 培
養 に 1.0の ODで 接 種 し 、 約 24時 間 増 殖 さ せ た 。 各 段 階 の 培 養 は ま た 、 保 存 の た め に YPDプ レ
ー ト に 画 線 接 種 し て 、 個 々 の コ ロ ニ ー を 得 た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 ：
　 zeo 200培 養 （ 前 記 は YPDプ レ ー ト に 画 線 接 種 さ れ た ） か ら 6つ の コ ロ ニ ー を 釣 り 上 げ 、
最 初 の 配 列 番 号 2発 現 株 と 一 緒 に ミ ニ タ ン ク で 検 査 し た 。 重 要 な 観 察 は 以 下 の と お り で あ
っ た ：
－ 3つ の コ ロ ニ ー は 全 て （ タ ン ク 1、 2及 び 4） 、 最 初 の 配 列 番 号 2発 現 株 よ り 性 能 が 優 れ て
お り 、 タ ン ク 1及 び 4は 両 タ ン ク と も 4100U/mLに 達 し 、 タ ン ク 2は 3500U/mLに 達 し た 。
－ タ ン ク 1及 び 4は 75時 間 で 3000U/mLを 超 え 、 配 列 番 号 2発 現 株 （ 前 記 は 通 常 同 じ 時 間 で 200
0U/mLよ り は る か に 低 い ） と 比 較 し て は る か に 迅 速 な 活 性 蓄 積 を 示 し た 。
－ PLCタ ン パ ク 質 レ ベ ル は ま た 、 10Lタ ン ク で 稼 動 さ せ た 3000U/mLと 比 較 し て タ ン ク 1、 2及
び 4で 高 い よ う に 思 わ れ る （ ス ラ イ ド 4参 照 ） 。 し た が っ て 、 見 か け の 比 活 性 は タ ン ク 1、 2
及 び 4で よ り 高 い か 否 か 、 す な わ ち 産 生 さ れ た PLCが 最 初 の 配 列 番 号 2発 現 株 と は 相 違 し て
い る か 否 か は 明 ら か で は な い 。
－ コ ン ト ロ ー ル の タ ン ク 7及 び 8は こ の 時 点 で 3000U/mLに 達 し な か っ た 。 タ ン ク 1、 2及 び 4
が も っ と 高 い レ ベ ル に 達 し う る か 否 か は 明 ら か で は な い 。 パ ー セ ン ト 増 加 （ 35%、 4100U/m
L対 3000U/mL） は 、 2x適 応 化 培 養 よ り も 小 さ い こ と に 注 目 さ れ た い 。
－ 6x DSDゼ オ シ ン 適 応 化 コ ロ ニ ー の 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ の 要 旨 は 図 26で 見 出 さ れ る 。 最 初
の 株 で 認 め ら れ る 最 高 の 活 性 レ ベ ル は 約 3000U/mL（ ミ ニ タ ン ク 及 び 10Lタ ン ク ） で あ っ た
。 ゼ オ シ ン 適 応 化 6x DSDで 達 成 さ れ た レ ベ ル は 4100U/mL（ 約 35%増 加 ） で あ っ た 。 図 27は
、 上 記 で 考 察 し た よ う に 、 PLCタ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 10Lタ ン ク （ 及 び タ ン ク 条 件 ） で 稼 動

10

20

30

40

50

(162) JP 2007-531516 A 2007.11.8

Zeo-適 応 化 コ ロ ニ ー の ミ ニ タ ン ク 発 酵 の 結 果

6x DSDの ゼ オ シ ン 適 応 化 実 験

zeo-適 応 化 6x DSDコ ロ ニ ー の ミ ニ タ ン ク 結 果



さ せ た 3000U/mLと 比 較 し て タ ン ク 1、 2及 び 4で 高 い こ と を 示 す デ ー タ を 提 示 し て い る （ ゲ
ル ロ ー デ ィ ン グ は 5倍 稀 釈 の ブ ロ ス で 1.0μ L、 全 ブ ロ ス で 0.2μ Lで あ っ た ） 。 図 28は 、 zeo
-適 応 化 コ ロ ニ ー 対 コ ン ト ロ ー ル の 増 殖 比 較 を 示 す 。 ゼ オ シ ン 適 応 化 6x DSDコ ロ ニ ー は 、
最 初 の 配 列 番 号 2発 現 株 （ 6x DSD） と 比 較 し て 類 似 の 増 殖 プ ロ フ ィ ル を 有 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 C-制 限 曝 気 酵 母 培 養 で の 分 泌 タ ン パ ク 質 の Qpは 、 概 し て 0.5－ 2.5mg/g.h-1で あ る （ μ ＝
0.10h-1） 。 400mg/gDWの タ ン パ ク 質 含 有 量 を 基 準 に し て 、 “ 代 謝 負 荷 ” は 全 体 的 な タ ン パ
ク 質 生 産 速 度 の 10%未 満 で あ る 。 PLCの mRNAレ ベ ル は 高 い ス ル ー ア ウ ト 発 酵 を 維 持 し 、 発 現
と 相 関 性 を 示 さ な い 。 5g/L（ 150g） の PLCタ ン パ ク 質 を 基 準 に し て 、 合 計 5mol C/hの う ち
の 0.1mol C/h未 満 （ 全 C消 費 の 約 2%） が PLCの 炭 素 に な り 、 約 25%が バ イ オ マ ス に な る 。 PLC
活 性 は 、 こ れ ら の 生 産 条 件 下 で は 全 般 的 な 増 殖 の 生 理 学 的 特 徴 に 衝 撃 を 与 え な い よ う に 思
わ れ る （ た だ し MeOH利 用 能 力 は 影 響 を 受 け る ） 。
　 要 約 す れ ば 、 本 発 明 は 、 異 種 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 酵 素 、 例 え ば PLC） を 発 現 す る ゼ オ シ
ン 耐 性 酵 母 細 胞 系 （ 例 え ば 酵 母 細 胞 、 細 胞 株 及 び /又 は 個 々 の 細 胞 ） を 提 供 す る 。 前 記 酵
母 細 胞 系 は 、 異 種 核 酸 （ 例 え ば 酵 素 コ ー ド 配 列 ； プ ロ モ ー タ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た ORFを
含 む ベ ク タ ー ） を 含 み 異 種 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る ピ キ ア 種 （ 例 え ば ピ キ ア ・
パ ス ト リ ス ） 細 胞 を 提 供 す る 工 程 ； 前 記 細 胞 を 開 始 濃 度 （ い く つ か の 細 胞 を 生 存 さ せ る た
め に 充 分 に 低 い が 抗 生 物 質 耐 性 細 胞 を 選 別 す る た め に 充 分 に 高 い 濃 度 ） の ゼ オ シ ン を 含 む
条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ； 開 始 濃 度 の ゼ オ シ ン に 耐 性 を も つ 細 胞 を 選 別 し 、 よ り 高 い 濃 度 の
ゼ オ シ ン を 含 む 条 件 下 で 再 培 養 す る 工 程 ； 及 び よ り 高 濃 度 の ゼ オ シ ン に 耐 性 を 有 す る 細 胞
を 選 別 す る 工 程 を 含 む プ ロ セ ス に よ っ て 作 製 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 こ の プ ロ セ ス に よ っ
て 作 製 さ れ た 酵 母 細 胞 、 細 胞 株 及 び /又 は 個 々 の 細 胞 を 提 供 す る 。 日 常 的 な ス ク リ ー ニ ン
グ に よ っ て 、 用 い る べ き 抗 生 物 質 開 始 濃 度 、 何 回 の 選 別 が 必 要 で あ る か 又 は 所 望 さ れ る 、
及 び 選 別 ご と に ど の く ら い 迅 速 に 濃 度 を 増 加 さ せ る べ き か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ７ ６ 】
　
　 本 発 明 は 熱 安 定 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 。 配 列 番 号 2に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る
例 示 的 酵 素 の 熱 安 定 性 が 示 さ れ た 。 本 発 明 の 互 い に 共 通 点 を 有 す る リ ン 脂 質 の 熱 安 定 性 が
配 列 番 号 2を 用 い て 示 さ れ た 。 配 列 番 号 2の 活 性 を 2つ の 異 な る 系 （ 水 性 及 び 油 中 系 ） で 調
べ た 。 水 性 系 で は 、 代 用 基 質 （ p-NPPC） を 用 い て 活 性 を 測 定 し た 。 酵 素 は 86℃ で 失 活 し 始
め た 。 し か し な が ら 、 油 中 ア ッ セ イ で は 、 酵 素 は 、 大 豆 油 中 に 存 在 す る PC及 び PE基 質 の 加
水 分 解 に お い て 85℃ で 良 好 な 活 性 を 示 し た 。 同 じ 酵 素 の Tmを チ ェ ッ ク し 、 前 記 は 86C＠ 15m
g/mLで あ り 、 不 可 逆 で あ る こ と が 判 明 し た 。
　 図 29は 、 図 に 表 示 し た 条 件 下 で 配 列 番 号 2の 10Uを 用 い た 85℃ 加 熱 実 験 の 結 果 を 示 し て い
る 。 図 30は 、 こ の 加 熱 実 験 の 要 約 NMRデ ー タ を 示 し て い る 。 図 31、 32及 び 33は 、 図 に 示 し
た 条 件 下 で p-NPPCを 用 い た 場 合 の 配 列 番 号 2の 熱 安 定 性 の 要 約 デ ー タ を 示 し て い る 。 図 34
は 、 15mg/mLの 濃 度 の 酵 素 及 び 86℃ の Tmを 用 い た と き の 配 列 番 号 2の 熱 安 定 性 を 示 す DSC分
析 の デ ー タ で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 以 下 の 図 面 は 本 発 明 の 実 施 態 様 の 例 示 で あ り 、 特 許 請 求 の 範 囲 で 包 含 さ れ る 本 発 明 の 範
囲 を 制 限 し よ う と す る も の で は な い 。
　 種 々 の 図 面 中 で 同 じ 参 照 記 号 は 同 じ 成 分 を 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ８ 】
【 図 １ 】 上 記 で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の 組 立 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 上 記 で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 新 規 な ヌ ク レ オ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 配 列 と デ ー タ
ベ ー ス 配 列 を 比 較 し 、 前 記 新 規 配 列 と デ ー タ ベ ー ス 配 列 と の 間 の 相 同 性 を 決 定 す る プ ロ セ
ス 200の １ つ の 特 徴 を 示 す 工 程 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 上 記 で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 2つ の 配 列 が 相 同 で あ る か 否 か を 決 定 す る コ ン ピ
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ュ ー タ プ ロ セ ス の １ つ の 実 施 態 様 を 示 す 工 程 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 上 記 で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 配 列 中 の 特 徴 の 存 在 を 検 出 す る ア イ デ ン テ ィ フ ァ
イ ヤ ー プ ロ セ ス の １ つ の 特 徴 を 示 す 工 程 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5A、 5B及 び 5Cは 、 上 記 実 施 例 2で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 PLC-仲 介 脱 ガ ム の シ
ミ ュ レ ー シ ョ ン の た め の モ デ ル 2-相 系 を 模 式 的 に 示 す 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 用 い る 例 示 的 植 物 油 精 製 プ ロ セ ス の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 上 記 で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 物 理 的 に 精 製 さ れ た 油 の た め の 本 発 明 の 例 示 的 脱
ガ ム プ ロ セ ス の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 上 記 で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cを 用 い る ホ ス フ ァ チ ド
の 加 水 分 解 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 上 記 で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 例 示 的 苛 性 ア ル カ リ 精 製 プ ロ セ ス を 模 式
的 に 示 し 、 さ ら に “ 苛 性 ア ル カ リ 精 製 補 助 ” （ 長 時 間 混 合 苛 性 ア ル カ リ 精 製 ） と し て 本 発
明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 利 用 を 含 む ま た 別 の 実 施 態 様 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 上 記 で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 脱 ガ ム 補 助 剤 と し て 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C
の 利 用 を 模 式 的 に 示 す 。
【 図 １ １ 】 上 記 で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の 例 示 的 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 さ
れ た 特 徴 を 示 す 図 表 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 上 記 実 施 例 3で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の 2つ の 酵 素 系 か ら 得 ら れ た デ ー
タ を 模 式 的 に 示 す 。
【 図 １ ３ 】 上 記 で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 例 示 的 苛 性 ア ル カ リ 精 製 プ ロ セ ス を 模
式 的 に 示 し 、 さ ら に “ 苛 性 ア ル カ リ 精 製 補 助 ” （ 長 時 間 混 合 苛 性 ア ル カ リ 精 製 ） と し て 本
発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cの 利 用 を 含 む ま た 別 の 実 施 態 様 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 上 記 で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 2つ の 遠 心 工 程 が プ ロ セ ス 中 で 用 い ら れ る 、 本
発 明 の ま た 別 の 変 法 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 上 記 で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 3つ の 遠 心 工 程 が プ ロ セ ス 中 で 用 い ら れ る 、 本
発 明 の ま た 別 の 変 法 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 上 記 で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 脱 ガ ム 工 程 の 前 に 酸 処 理 及 び 遠 心 工 程 を 用 い る
本 プ ロ セ ス の ま た 別 の 例 示 的 変 法 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 上 記 実 施 例 4で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C変 種 を 用 い る
in vitro消 化 実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 例 示 的 酵 素 を 用 い る フ ァ ー メ
ン タ ー バ ッ チ 培 養 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の P.パ ス ト リ ス MutS株 培 養 の 酸
素 取 り 込 み 速 度 （ Oxygen Uptake Rate;“ OUR” ） 比 較 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の P.パ ス ト リ ス MutS株 に お け る
メ タ ノ ー ル 消 費 プ ロ フ ィ ル を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 配 列 番 号 2の 例 示 的 PLC酵 素 の
組 換 え 型 の 培 養 に お け る “ OUR” プ ロ フ ィ ル を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 配 列 番 号 2の 例 示 的 PLC酵 素 の
組 換 え 型 の 培 養 で 生 成 さ れ た PLCタ ン パ ク 質 の 品 質 を 示 す SDS-PAGEの 結 果 、 及 び 前 記 培 養
に お け る 対 応 す る OURプ ロ フ ィ ル を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 配 列 番 号 2の 例 示 的 PLC酵 素 の
組 換 え 型 の 培 養 で 、 細 胞 内 に 存 在 す る 活 性 な PLCの 品 質 を 示 す SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 活 性 な PLC、 本 発 明 の 配 列 番 号 2の 例 示
的 PLC酵 素 の 組 換 え 型 に 付 随 す る 酵 母 細 胞 に お け る 形 態 学 的 変 化 の 視 覚 化 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 配 列 番 号 2の 例 示 的 PLC酵 素 を
用 い た 、 ピ キ ア に お け る 95時 間 TFT（ 総 発 酵 時 間 、 otal ermentation ime） で の PLC産
生 能 力 の 状 態 を 示 す デ ー タ を 要 約 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 例 示 的 ゼ オ シ ン 適 応 化 細 胞 コ
ロ ニ ー の 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ の デ ー タ を 要 約 し た 表 で あ る 。
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【 図 ２ ７ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 PLCタ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 本 発 明 の 例 示
的 ゼ オ シ ン 適 応 化 細 胞 コ ロ ニ ー を 含 む 培 養 で 高 い こ と を 示 す デ ー タ で あ る 。
【 図 ２ ８ 】 上 記 実 施 例 5で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の zeo-適 応 化 コ ロ ニ ー と コ ン ト
ロ ー ル と の 増 殖 の 比 較 を 示 す デ ー タ で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 上 記 実 施 例 6で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 配 列 番 号 2の 例 示 的 酵 素 の 熱 安
定 性 を 示 す 加 熱 実 験 （ 図 中 に 表 示 の 条 件 を 用 い た ） の 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 上 記 実 施 例 6で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の 配 列 番 号 2の 例 示 的 酵 素 の 熱 安
定 性 を 示 す 加 熱 実 験 を 要 約 し た NMRデ ー タ を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 上 記 実 施 例 6で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 p-NPPCを 用 い た 図 中 表 示 条 件 で の 配 列
番 号 2の 熱 安 定 性 を 示 す デ ー タ で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 上 記 実 施 例 6で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 p-NPPCを 用 い た 図 中 表 示 条 件 で の 配 列
番 号 2の 熱 安 定 性 を 示 す デ ー タ で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 上 記 実 施 例 6で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 p-NPPCを 用 い た 図 中 表 示 条 件 で の 配 列
番 号 2の 熱 安 定 性 を 示 す デ ー タ で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 上 記 実 施 例 6で 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 DSC分 析 を 用 い た 、 配 列 番 号 2の 熱 安 定
性 を 示 す デ ー タ で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 １ １ Ｂ 】 【 図 １ １ Ｃ 】
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【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ 】

(174) JP 2007-531516 A 2007.11.8



【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ 】 【 図 ３ ４ 】

(175) JP 2007-531516 A 2007.11.8



【 配 列 表 】

(176) JP 2007-531516 A 2007.11.8

2007531516000001.app



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          ４Ｂ０６４
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   9/16     (2006.01)   9/16     (2006.01)   9/16     (2006.01)   9/16     (2006.01)   9/16     (2006.01)   9/16     (2006.01)   9/16     (2006.01)   9/16     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   9/16    　　　Ｄ          ４Ｂ０６５
                        Ａ０１ＨＡ０１ＨＡ０１ＨＡ０１ＨＡ０１ＨＡ０１ＨＡ０１ＨＡ０１Ｈ   5/00     (2006.01)   5/00     (2006.01)   5/00     (2006.01)   5/00     (2006.01)   5/00     (2006.01)   5/00     (2006.01)   5/00     (2006.01)   5/00     (2006.01)           Ａ０１Ｈ   5/00    　　　Ａ          ４Ｈ００３
                        Ａ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１Ｋ  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)           Ａ０１Ｋ  67/027   　　　　          ４Ｈ０４５
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  17/00    　　　　          ４Ｈ０５９
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  16/40     (2006.01)  16/40     (2006.01)  16/40     (2006.01)  16/40     (2006.01)  16/40     (2006.01)  16/40     (2006.01)  16/40     (2006.01)  16/40     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ｆ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ  15/02     (2006.01)  15/02     (2006.01)  15/02     (2006.01)  15/02     (2006.01)  15/02     (2006.01)  15/02     (2006.01)  15/02     (2006.01)  15/02     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/40    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/34     (2006.01)   1/34     (2006.01)   1/34     (2006.01)   1/34     (2006.01)   1/34     (2006.01)   1/34     (2006.01)   1/34     (2006.01)   1/34     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ｃ          　　　　　
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/34    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２Ｐ   7/64     (2006.01)   7/64     (2006.01)   7/64     (2006.01)   7/64     (2006.01)   7/64     (2006.01)   7/64     (2006.01)   7/64     (2006.01)   7/64     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  19/00    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２Ｐ  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ   7/64    　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  33/00    　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  37/00    １０２　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｍ          　　　　　
                        Ｃ１１ＤＣ１１ＤＣ１１ＤＣ１１ＤＣ１１ＤＣ１１ＤＣ１１ＤＣ１１Ｄ   3/386    (2006.01)   3/386    (2006.01)   3/386    (2006.01)   3/386    (2006.01)   3/386    (2006.01)   3/386    (2006.01)   3/386    (2006.01)   3/386    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｃ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１Ｂ   3/02     (2006.01)   3/02     (2006.01)   3/02     (2006.01)   3/02     (2006.01)   3/02     (2006.01)   3/02     (2006.01)   3/02     (2006.01)   3/02     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｃ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１ＢＣ１１Ｂ  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)           Ｃ１１Ｄ   3/386   　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)           Ｃ１１Ｂ   3/02    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１１Ｂ  11/00    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｐ  21/08    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,
CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,
CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,L
U,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,SY,TJ,TM,TN,TR,TT
,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

（特許庁注：以下のものは登録商標）
１．フロッピー

(72)発明者  グラマティコヴァ　スヴェトラーナ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１２２　サン　ディエゴ　アーランガー　５７０９
(72)発明者  ヘイズルウッド　ジェフ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１３０　サン　ディエゴ　カミニト　バウティーゾ　１
            ３０４１
(72)発明者  ラム　ディヴィッド
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２０７８　サン　マルコス　ウィンダミア　ドライヴ　１
            ６７１
(72)発明者  バートン　ネルソン　アール
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１３１　サン　ディエゴ　サンセット　リッジ　ドライ
            ヴ　１０９２８
(72)発明者  スタージス　ブレイク　ジー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００９　カールスバッド　ヴィア　エメラード　２９３
            １
(72)発明者  ロバートソン　ダン　イー

(177) JP 2007-531516 A 2007.11.8



            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１３０　サン　ディエゴ　オーランダー　ウェイ　６３
            ３２
(72)発明者  リー　ジンカイ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１１５　サン　ディエゴ　フィフティフィフス　ストリ
            ート　５４２０　アパートメント　１０
(72)発明者  クレプス　ジョエル　エイ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２０２４　エンシニータス　リンダ　スー　レーン　１６
            ４５
(72)発明者  フィールディング　ロデリック
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１０９　サン　ディエゴ　カルシドニー　ストリート　
            ８６１　アパートメント　エイ
(72)発明者  ブラウン　ロバート　シー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１３０　サン　ディエゴ　カーメル　クリーク　１２５
            ８８　＃３２
(72)発明者  ヴァサヴァダ　アミット
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２０６４　ポーウェイ　マラバー　ドライヴ　１２２６７
(72)発明者  タン　シューキゥ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１３０　サン　ディエゴ　カル　マー　デ　アルモニア
            　４５６２
(72)発明者  バディロ　エイドリアン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２０６４　ポーウェイ　ヒデン　ヴァリー　ドライヴ　１
            ５７１１
(72)発明者  ファン　ホーク　ウィルヘルムス　ペー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９３０１２　カマリロ　カレ　オロヴィスタ　２９０
(72)発明者  ジャンセン　ジゼル
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１２１　サン　ディエゴ　コンパス　ポイント　ドライ
            ヴ　サウス　９５４０－４
(72)発明者  イサーク　チャールズ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　カルパティ　サークル　８１
            ３　＃３１８
(72)発明者  バーク　マーク　ジェイ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２１３０　サン　ディエゴ　インターメッツォ　ウェイ　
            １２６３４
Ｆターム(参考) 2B030 AD08  CA14 
　　　　 　　  2G045 AA29  AA40  BB03  BB20  CB01  CB17  CB20  CB21  DA12  DA13 
　　　　 　　        DA14  DA20  DA36  FB01  FB02  FB03  JA01 
　　　　 　　  4B024 AA03  AA05  AA17  BA11  BA80  CA01  CA04  CA09  CA11  CA20 
　　　　 　　        DA01  DA02  DA05  DA11  DA12  EA01  EA02  EA04  FA02  GA01 
　　　　 　　        GA11  HA01 
　　　　 　　  4B050 CC03  CC05  DD01  LL02  LL04  LL05 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA18  QQ03  QQ05  QQ13  QQ30  QQ42  QQ52  QR08  QR10 
　　　　 　　        QR33  QR42  QR55  QR57  QR62  QR74  QR80  QR82  QS05  QS25 
　　　　 　　        QS36  QX02 
　　　　 　　  4B064 AD85  AH07  CA01  CA02  CA05  CA06  CA10  CA11  CA19  CB01 
　　　　 　　        DA10  DA13  DA16  DA19 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA01Y AA57X AA57Y AA72X AA72Y AA87X AA87Y AB01  AB02 
　　　　 　　        BA01  BA08  CA13  CA31  CA46  CA50  CA54  CA56  CA57 
　　　　 　　  4H003 BA01  BA09  BA12  BA17  DA01  EC01 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA20  AA30  BA41  DA75  DA76  DA89  EA01  EA15  EA36 
　　　　 　　        FA72  FA74 

(178) JP 2007-531516 A 2007.11.8



　　　　 　　  4H059 BB57  BC03  BC06  BC13  BC46  BC48  EA17  EA22 

(179) JP 2007-531516 A 2007.11.8



专利名称(译) 磷脂酶，编码它们的核酸以及制备和使用它们的方法

公开(公告)号 JP2007531516A 公开(公告)日 2007-11-08

申请号 JP2007502990 申请日 2005-03-08

[标]申请(专利权)人(译) 戴弗萨公司

申请(专利权)人(译) Daivasa公司

[标]发明人 グラマティコヴァスヴェトラーナ
ヘイズルウッドジェフ
ラムディヴィッド
バートンネルソンアール
スタージスブレイクジー
ロバートソンダンイー
リージンカイ
クレプスジョエルエイ
フィールディングロデリック
ブラウンロバートシー
ヴァサヴァダアミット
タンシューキゥ
バディロエイドリアン
ファンホークウィルヘルムスペー
ジャンセンジゼル
イサークチャールズ
バークマークジェイ

发明人 グラマティコヴァ スヴェトラーナ
ヘイズルウッド ジェフ
ラム ディヴィッド
バートン ネルソン アール
スタージス ブレイク ジー
ロバートソン ダン イー
リー ジンカイ
クレプス ジョエル エイ
フィールディング ロデリック
ブラウン ロバート シー
ヴァサヴァダ アミット
タン シューキゥ
バディロ エイドリアン
ファン ホーク ウィルヘルムス ペー
ジャンセン ジゼル
イサーク チャールズ
バーク マーク ジェイ

IPC分类号 C12N15/09 C12Q1/68 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12N9/16 A01H5/00 A01K67/027 
C07K17/00 C07K16/40 C12N15/02 C12Q1/34 C07K19/00 C12P7/64 C12P33/00 G01N37/00 G01N33
/53 G01N33/15 G01N33/50 C11D3/386 C11B3/02 C11B11/00 C12P21/08

CPC分类号 A61P3/06 A61P43/00 C07K2319/00 C12N9/16 C12N9/18 C12N9/20 C12N15/8242 C12N15/8247 
C12P7/6418 C12P7/6481

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/3b3150c7-053f-4048-bec9-e88b60e3c178


FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C12Q1/68.A C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A C12N9/16.D A01H5/00.A 
A01K67/027 C07K17/00 C12N15/00.F C07K16/40 C12N15/00.C C12Q1/34 C07K19/00 C12P7/64 
C12P33/00 G01N37/00.102 G01N33/53.D G01N33/53.M G01N33/15.Z G01N33/50.Z C11D3/386 
C11B3/02 C11B11/00 C12P21/08

F-TERM分类号 2B030/AD08 2B030/CA14 2G045/AA29 2G045/AA40 2G045/BB03 2G045/BB20 2G045/CB01 2G045
/CB17 2G045/CB20 2G045/CB21 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA20 2G045/DA36 
2G045/FB01 2G045/FB02 2G045/FB03 2G045/JA01 4B024/AA03 4B024/AA05 4B024/AA17 4B024
/BA11 4B024/BA80 4B024/CA01 4B024/CA04 4B024/CA09 4B024/CA11 4B024/CA20 4B024/DA01 
4B024/DA02 4B024/DA05 4B024/DA11 4B024/DA12 4B024/EA01 4B024/EA02 4B024/EA04 4B024
/FA02 4B024/GA01 4B024/GA11 4B024/HA01 4B050/CC03 4B050/CC05 4B050/DD01 4B050/LL02 
4B050/LL04 4B050/LL05 4B063/QA01 4B063/QA18 4B063/QQ03 4B063/QQ05 4B063/QQ13 4B063
/QQ30 4B063/QQ42 4B063/QQ52 4B063/QR08 4B063/QR10 4B063/QR33 4B063/QR42 4B063/QR55 
4B063/QR57 4B063/QR62 4B063/QR74 4B063/QR80 4B063/QR82 4B063/QS05 4B063/QS25 4B063
/QS36 4B063/QX02 4B064/AD85 4B064/AH07 4B064/CA01 4B064/CA02 4B064/CA05 4B064/CA06 
4B064/CA10 4B064/CA11 4B064/CA19 4B064/CB01 4B064/DA10 4B064/DA13 4B064/DA16 4B064
/DA19 4B065/AA01X 4B065/AA01Y 4B065/AA57X 4B065/AA57Y 4B065/AA72X 4B065/AA72Y 4B065
/AA87X 4B065/AA87Y 4B065/AB01 4B065/AB02 4B065/BA01 4B065/BA08 4B065/CA13 4B065/CA31 
4B065/CA46 4B065/CA50 4B065/CA54 4B065/CA56 4B065/CA57 4H003/BA01 4H003/BA09 4H003
/BA12 4H003/BA17 4H003/DA01 4H003/EC01 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA41 
4H045/DA75 4H045/DA76 4H045/DA89 4H045/EA01 4H045/EA15 4H045/EA36 4H045/FA72 4H045
/FA74 4H059/BB57 4H059/BC03 4H059/BC06 4H059/BC13 4H059/BC46 4H059/BC48 4H059/EA17 
4H059/EA22

代理人(译) 小川伸男

优先权 10/796907 2004-03-08 US

其他公开文献 JP2007531516A5

外部链接 Espacenet
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本发明具有磷脂酶活性（包括例如磷脂酶A，B，C和D活性，patatin活
性，磷脂酸磷酸酶（PAP）和/或脂质酰基水解酶（LAH）活性）新型多
肽，编码该多肽的核酸和与该多肽结合的抗体。还提供了工业过程（例
如油的脱胶）和包含使用这些磷脂酶的产品。
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