
(57)【要約】
【課題】　本発明は、バチルス属細菌のようなグラム陽性細菌中で過剰生産される同種又
は異種の細胞外タンパク質の分泌を高めるための方法及び発現系を提供する。
【解決手段】　この方法及び系は、少なくとも１つの目的の細胞外タンパク質を過剰生産
することができるグラム陽性細菌宿主中でＰｒｓＡタンパク質を過剰生産することを含む
。本発明の方法及び系を用いることにより、合成された細胞外タンパク質の増殖培地中へ
の分泌が大幅に高められる。これらの細胞外タンパク質は一旦増殖培地中に分泌されると
、容易に回収、精製できる。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 野 生 型 よ り も 多 く の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 発 現 す る こ と が で き 、
か つ 野 生 型 よ り も 多 く の 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き
る グ ラ ム 陽 性 細 菌 を 含 む 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 に お け る 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 促 進 す る た
め の 発 現 系 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 前 記 グ ラ ム 陽 性 細 菌 と 同 種 の も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 発 現
系 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 前 記 グ ラ ム 陽 性 細 菌 と 異 種 の も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 発 現
系 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 バ チ ル ス 属 の 種 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ 記 載
の 発 現 系 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 枯 草 菌 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 又 は バ チ ル ス
・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 発 現 系 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 枯 草 菌 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 又 は バ チ ル
ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 と 免 疫 学 的 に 反 応 し 、 か つ 、 過 剰
発 現 さ れ た 場 合 に は 、 前 記 グ ラ ム 陽 性 細 菌 か ら の 前 記 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 促
進 す る こ と が で き る 請 求 項 １ 記 載 の 発 現 系 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 は 、 前 記 グ ラ ム 陽 性 細 菌 細 胞 中 に 、 野 生
型 の ２ 倍 な い し 約 １ ０ 倍 量 存 在 す る 請 求 項 １ 記 載 の 発 現 系 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ク チ ナ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 プ ル ラ ナ ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 タ ン パ ク ジ ス フ
ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ 、 Ｃ Ｇ Ｔ ’ ａ ｓ ｅ （ シ ク ロ デ キ ス ト リ ン グ ル コ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ）
、 フ ィ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ラ ッ カ ー ゼ 、
ビ リ ル ビ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 キ シ ラ ナ ー ゼ 、 抗 原 性 微 生 物 又 は 原 生 動 物 タ ン パ ク 質 、 細 菌 性
タ ン パ ク 質 毒 素 、 微 生 物 表 面 タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 又 は 医 薬 で あ る 請 求 項 １ 記
載 の 発 現 系 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 構 造 遺 伝 子 に シ グ ナ ル 配 列
を 付 加 す る こ と に よ っ て 創 製 さ れ た 非 ネ イ テ ィ ブ 細 胞 外 タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の
発 現 系 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 グ ラ ム 陽 性 細 菌 は バ チ ル ス 属 の 種 で あ る 請 求 項 １ な い し ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
発 現 系 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 バ チ ル ス は 枯 草 菌 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス 、 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス 、 バ チ ル ス ・
ブ レ ビ ス 、 バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス 、 バ チ ル ス ・ ア ル カ リ フ ィ ル ス 、 バ チ ル ス
・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 、 バ チ ル ス ・ コ ー ギ ュ ラ ン ス 、 バ チ ル ス ・ サ ー キ ュ ラ ン ス 、
バ チ ル ス ・ ロ ー タ ス 又 は バ チ ル ス ・ ス リ ン ジ エ ン シ ス で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 発 現 系 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現 す る こ と が で き 、 か
つ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ を 含 む グ ラ ム 陽 性 細 菌 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現 す る こ と が で き 、 か
つ 、 少 な く と も ２ コ ピ ー の 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 、 又 は ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 若 し く は そ の 機
能 的 類 似 体 の 過 剰 発 現 を も た ら す 強 力 な 調 節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ
遺 伝 子 若 し く は そ の 機 能 的 類 似 体 を 含 む グ ラ ム 陽 性 細 菌 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 グ ラ ム 陽 性 細 菌 は バ チ ル ス 属 に 属 す る 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ 項 記 載 の グ ラ ム 陽 性 細 菌
。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 バ チ ル ス は 枯 草 菌 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス 、 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス 、 バ チ ル ス ・
ブ レ ビ ス 、 バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス 、 バ チ ル ス ・ ア ル カ リ フ ィ ル ス 、 バ チ ル ス
・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 、 バ チ ル ス ・ コ ー ギ ュ ラ ン ス 、 バ チ ル ス ・ サ ー キ ュ ラ ン ス 、
バ チ ル ス ・ ロ ー タ ス 又 は バ チ ル ス ・ ス リ ン ジ エ ン シ ス で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の グ ラ ム 陽 性
細 菌 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 の 過 剰 発 現 を 引 き 起 こ す 発 現 シ グ ナ ル の
制 御 下 に 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 の 過 剰 発 現 を 引 き 起 こ す 発 現 シ グ ナ ル の
制 御 下 に 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を さ ら に 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現 す る こ と が で き る グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 で
、 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現 さ せ る こ と
を 含 む 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 に よ る 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 促 進 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 グ ラ ム 陽 性 細 菌 は バ チ ル ス 属 に 属 す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 バ チ ル ス は 枯 草 菌 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス 、 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス 、 バ チ ル ス ・
ブ レ ビ ス 、 バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス 、 バ チ ル ス ・ ア ル カ リ フ ィ ル ス 、 バ チ ル ス
・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 、 バ チ ル ス ・ コ ー ギ ュ ラ ン ス 、 バ チ ル ス ・ サ ー キ ュ ラ ン ス 、
バ チ ル ス ・ ロ ー タ ス 又 は バ チ ル ス ・ ス リ ン ジ エ ン シ ス で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 （ a） 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 類 似 体 を コ ー ド す る 、 非 枯 草 菌 グ ラ ム 陽 性
細 菌 宿 主 の 遺 伝 子 を 同 定 し 、 （ b） 該 遺 伝 子 の コ ピ ー を 少 な く と も １ つ さ ら に 前 記 宿 主 生
物 に 導 入 す る か 又 は 該 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を も た ら す 発 現 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 前 記 遺
伝 子 を 前 記 宿 主 生 物 に 導 入 す る こ と に よ り 、 （ a） 工 程 で 同 定 さ れ た 前 記 遺 伝 子 の 発 現 を
高 め る こ と を 含 む 、 宿 主 生 物 中 で 過 剰 発 現 さ れ る 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 高 め ら れ た 分
泌 の た め に 有 用 な 非 枯 草 菌 グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿 主 生 物 の 創 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 か ら の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 、 該 遺 伝 子 が 、 過 剰 発 現 さ れ る と 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌
に つ い て グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 能 力 が 高 め ら れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と を 示 す こ と
を 含 む 、 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ の 機 能 的 類 似 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 高 力 価 の 抗 Ｐ ｒ ｓ Ａ 抗 体 と 反 応 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 し 、 該 タ ン パ ク 質 が グ ラ ム 陽 性 細
菌 中 に 野 生 型 よ り も 多 く 存 在 す る と 、 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 に つ い て 該 グ ラ ム 陽
性 細 菌 の 分 泌 能 を 高 め る こ と が で き る こ と を 示 す こ と を 含 む 、 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ の 機 能 的
類 似 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 グ ラ ム 陽 性 菌 中 の 商 業 的 に 重 要 な 菌 体 外 タ ン パ ク 質 の 高 め ら れ た 生 産 の た め の 方 法 及 び
系  発 明 の 分 野  本 発 明 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 、 特 に バ チ ル ス 属 細 菌 の 産 業 上 及 び 医 学 上 重 要
な 菌 体 外 タ ン パ ク 質 （ エ キ ソ プ ロ テ イ ン 、 exoprotein） の 高 め ら れ た 生 産 の た め の 方 法 及
び 発 現 系 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 グ ラ ム 陽 性 細 菌 で は 、 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 は 細 胞 膜 及 び 細 胞 壁 を 介 し て 輸 出 さ れ 、 引
き 続 い て 外 部 の 培 地 に 放 出 さ れ る 。 一 方 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 は ２ つ の 細 胞 （ 又 は 表 面 ） 膜 に
囲 包 さ れ て お り 、 細 胞 壁 を 持 た な い 。 グ ラ ム 陰 性 細 菌 で は 、 輸 出 （ export） さ れ た タ ン パ
ク 質 は 細 胞 か ら 放 出 さ れ ず 、 膜 内 の ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 及 び 外 膜 の 中 に 留 ま る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 分 泌 機 構 の ２ つ の 型 の 成 分 が 大 腸 菌 中 で 同 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 可 溶 性 の 細 胞 質 タ
ン パ ク 質 及 び 膜 付 随 タ ン パ ク 質 で あ る （ Wickner et al.， （ 1991） Annu． Rev． Biochem．
参 照 ） 。 Ｓ ｅ ｃ Ｂ 及 び 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 可 溶 性 の 細 胞 質 タ ン パ ク 質 は 全 て
、 分 泌 タ ン パ ク 質 の 前 駆 体 が 、 分 泌 に 適 合 し な い 構 造 に 折 り た た ま れ る こ と を 防 止 す る 。
膜 付 随 タ ン パ ク の セ ッ ト は 、 周 辺 膜 タ ン パ ク 質 Ｓ ｅ ｃ Ａ 、 完 全 膜 タ ン パ ク 質 Ｓ ｅ ｃ Ｙ 、 Ｓ
ｅ ｃ Ｅ 、 Ｓ ｅ ｃ Ｄ 、 Ｓ ｅ ｃ Ｆ 並 び に シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｌ ｅ ｐ 及 び Ｌ ｓ ｐ を 包 含 す る （
Hayashi， S． and Wu， H.C． （ 1990） J． Bioenerg． Biomembr.， 22:451-471； Dalbey， R.E
． （ 1991） Mol． Microbiol.， 5:2855-2860） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 膜 付 随 タ ン パ ク 質 は 、 前 駆 体 の 結 合 及 び 細 胞 膜 を 介 し て の 移 動 、 そ れ に 続 く シ
グ ナ ル ペ プ チ ド の 開 裂 及 び タ ン パ ク 質 の 放 出 に 関 与 す る 。
　 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 機 構 に 関 す る 知 識 は よ り 少 な い 。 バ チ ル ス 属 の モ デ ル 生 物 と し て
遺 伝 学 的 及 び 生 理 学 的 に よ く 特 徴 づ け ら れ て い る 枯 草 菌 に つ い て の デ ー タ に よ る と 、 全 体
的 に 大 腸 菌 と 似 て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。 し か し な が ら 、 お そ ら く 非 常 に 異 な る 個 々 の 細
胞 エ ン ベ ロ ー プ の 組 成 及 び 構 造 に 基 づ く 要 求 を 反 映 し て 、 個 々 の 成 分 の 構 造 及 び 特 異 性 は
異 な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 枯 草 菌 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の よ う な グ
ラ ム 陽 性 細 菌 は 、 タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 能 力 が 非 常 に 高 く 、 実 際 、 多 く の バ チ ル ス 属 の 細
胞 外 酵 素 が 産 業 的 に 利 用 さ れ て い る 。 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 タ ン パ ク 質 は 商 業 的 に 非 常 に
重 要 で あ り 、 ま た 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 大 腸 菌 と は 非 常 に 異 な る 構 造 の
細 胞 エ ン ベ ロ ー プ を 通 っ て 移 動 す る の で 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 に お け る タ ン パ ク 質 分 泌 の 分 子
機 構 は 学 問 的 及 び 産 業 的 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の 点 に 関 し 、 我 々 は 最 近 、 枯 草 菌 の 分 泌 機 構 に 関 与 す る 新 規 な 成 分 で あ る Ｐ ｒ ｓ Ａ タ
ン パ ク 質 を 発 見 し た （ Kontinen， V.P． and Sarvas， M.， （ 1988） J． Gen． Microbiol.， 1
34:2333-2344； Kontinen， V.P.， et al.， （ 1991） Mol． Microbiol． 5:1273-1283） 。 Ｐ
ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 は 、 最 初 、 い く つ か の 菌 体 外 タ ン パ ク 質 の
分 泌 を 減 少 さ せ る 非 致 命 的 突 然 変 異 を 起 こ す も の と 規 定 さ れ た （ Kontinen， V.P． and Sar
vas， M.， （ 1988） J． Gen． Microbiol.， 134:2333-2344） 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ｐ ｒ ｓ Ａ
遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び こ の 遺 伝 子 と タ ン パ ク 質 に つ い て の 我 々 の そ の 後 の 研 究 に よ り 、
我 々 は 、 シ ャ ペ ロ ン と し て 機 能 し 、 細 胞 膜 を 介 し て 輸 送 さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ ｒ ｓ Ａ ） を
ｐ ｒ ｓ Ａ は コ ー ド す る も の で あ る と 断 定 す る （ 最 初 の 仕 事 に つ い て は 、 Kontinen， V.P.，
et al.， （ 1991） Mol． Microbiol． 5:1273-1283参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 輸 出 さ れ た セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 成 熟 を 助 け る と い わ れ て い る タ ン パ ク 質 で あ る 、 ラ ク
ト コ ッ カ ス ・ ラ ク チ ス の Ｐ ｒ ｔ Ｍ タ ン パ ク 質 （ Haandikman， A.J． et al， （ 1989） J． Bac
teriol.， 171:2789-2794； Vos， P.， et al.， （ 1989） J． Bacteriol.， 171:2795-2802）
の 配 列 と 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 と の 相 同 性 は 低 い （ 約 ３ ０ ％ ） 。 細 菌 の 分 泌 機 構 の 公 知 の
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タ ン パ ク 質 に は 類 似 の 機 能 が な い 。 従 っ て 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 に お
い て 、 細 胞 膜 を 介 し て タ ン パ ク 質 が 輸 送 さ れ た 後 の 放 出 及 び お そ ら く 分 泌 タ ン パ ク 質 の 折
り た た み を 容 易 に す る 、 タ ン パ ク 質 分 泌 の 経 路 に お け る 新 規 な タ イ プ の 成 分 で あ る こ と が
示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 細 菌 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 さ れ た 形 態 で 生 産 す る こ と は 有 利 で あ る 。 な ぜ な ら 、
輸 出 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、 そ の ネ イ テ ィ ブ の 構 造 を 維 持 し て い る の に 対 し 、 細 胞 内
に 生 産 さ れ る も の は 多 く の 場 合 、 生 産 さ れ た タ ン パ ク 質 が 凝 集 し て い る か ら で あ る 。 産 業
上 及 び 医 学 上 重 要 な 細 菌 中 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 さ れ た 形 態 で 生 産 す る こ と の も う １ つ の 利
点 は 、 分 泌 に よ り タ ン パ ク 質 の 精 製 が 容 易 に な る こ と で あ る 。 さ ら に 、 大 腸 菌 と は 異 な り
、 バ チ ル ス 属 細 菌 の よ う な グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 、 リ ポ 多 糖 の よ う な 有 毒 化 合 物 を 含 ま な い 。
こ の こ と に よ り 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 医 学 及 び 薬 学 に 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 の 生 産 の 宿 主 と
し て は 非 常 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び リ パ ー ゼ の よ う な 多 く の 細 胞 外 酵 素 の 産 業 的
な 生 産 に 用 い ら れ る グ ラ ム 陽 性 細 菌 菌 株 を 改 良 し て 、 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 を 増 や す
こ と は 、 非 常 に 有 意 義 な こ と で あ る 。 従 来 、 こ れ を 行 う た め の 戦 略 と し て は 、 適 当 な 遺 伝
子 を 過 剰 発 現 さ せ る こ と で あ っ た 。 こ れ を 行 う た め の 直 ち に 利 用 で き る 方 法 が 知 ら れ て い
る 。 す な わ ち 、 マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と に よ り 、 又 は 例 え ば 強 力 な プ ロ モ ー
タ ー や 複 数 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 調 節 要 素 を 修 飾 す る こ と に よ り 遺 伝 子 の 活 性 を 高 め る
こ と に よ り 遺 伝 子 の 発 現 を 増 大 さ せ る こ と 等 で あ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 分 泌 機 構 が ネ ッ ク
と な っ て そ れ 以 上 多 く タ ン パ ク 質 を 合 成 し て も 意 味 が な い レ ベ ル に ま で 細 胞 外 タ ン パ ク 質
の 合 成 は 劇 的 に 高 め ら れ た 。 合 成 量 の 増 大 と 並 行 し て 分 泌 能 を 増 大 さ せ る こ と が 望 ま し い
。 し か し な が ら 、 現 在 ま で の と こ ろ 、 こ れ は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 機 構 の ネ ッ ク を 軽 減 し 、 目 的 の 同 種 又 は 異 種 タ
ン パ ク 質 の 発 現 量 が 、 修 飾 さ れ て い な い 野 生 型 の 生 物 に よ り 通 常 生 産 さ れ る 量 よ り も 高 め
ら れ て い る 場 合 に 、 バ チ ル ス の よ う な グ ラ ム 陽 性 細 菌 か ら 通 常 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 の 量
が 増 大 さ れ る 方 法 及 び 系 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 種 々 の 商 業 的 に 重 要 な 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 高 め る た め に
用 い る こ と が で き る 細 菌 宿 主 及 び プ ラ ス ミ ド を 記 述 す る こ と で あ る 。
　 概 要  本 発 明 は 、 目 的 の 同 種 又 は 異 種 タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 、 修 飾 さ れ て い な い 野 生 型
の 生 物 に よ り 通 常 生 産 さ れ る 量 よ り も 高 め ら れ て い る 場 合 に 、 バ チ ル ス の よ う な グ ラ ム 陽
性 細 菌 か ら 通 常 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 が 増 大 さ れ る 方 法 及 び 系 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 系 は 、 少 な く と も １ つ の 目 的 の 同 種 又 は 異 種 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 過 剰
生 産 す る こ と が で き る グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿 主 中 で 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似
体 を 過 剰 生 産 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 の 教 示 に お い て 、 過 剰 生 産 と は 、 野 生 型 の 生 産 よ り
も 多 い こ と 、 す な わ ち 、 野 生 型 の 細 菌 が 通 常 生 産 す る タ ン パ ク 質 （ Ｐ ｒ ｓ Ａ 若 し く は そ の
機 能 的 類 似 体 又 は 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 ） の 量 よ り も 多 く 生 産 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
ま た 、 本 発 明 に お い て は 、 過 剰 生 産 は こ の 分 野 で 知 ら れ た 標 準 的 な 手 段 を 伴 う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 例 え ば 、 マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ 若 し く は そ の 機 能 的 類 似 体 及 び ／ 又 は 目 的
の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の マ ル チ コ ピ ー の 、 宿 主 染 色 体 中 で の 使 用 、 こ れ
ら を 発 現 を 高 め る た め の 調 節 要 素 の 改 変 、 例 え ば 、 強 力 な プ ロ モ ー タ ー の 使 用 、 複 数 の プ
ロ モ ー タ ー の 使 用 、 エ ン ハ ン サ ー の 使 用 等 と 組 合 せ る こ と で あ る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 系 を
用 い る こ と に よ り 、 合 成 さ れ た 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 増 殖 培 地 中 へ の 分 泌 は 、 例 え ば 対 照 の
５ ～ １ ０ 倍 と 、 大 幅 に 高 め ら れ る 。 こ れ ら の 分 泌 さ れ た 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 、 一 旦 増 殖 培
地 中 に 分 泌 さ れ る と 、 そ の 後 は 容 易 に 回 収 、 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 本 発 明 の 発 現 系 は 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現
す る こ と が で き 、 か つ 、 例 え ば ア ル フ ァ ア ミ ラ ー ゼ 、 ズ ブ チ リ シ ン 、 ニ ュ ー モ リ シ ン 、 リ
パ ー ゼ 又 は 他 の 商 業 的 に 重 要 な 細 胞 外 酵 素 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現 す る こ と が で き る 、 例
え ば バ チ ル ス の よ う な グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿 主 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 こ の 発 現 系 を 用
い て 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 で 商 業 的 に 重 要 な 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 高 め る こ と を 包 含 す
る 。 こ の 方 法 で は 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 過 剰 発 現 （ す な わ ち 、 野
生 型 細 菌 に よ り 生 産 さ れ る 量 よ り も 多 く 発 現 ） す る グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿 主 中 で 少 な く と も １
つ の 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 が 過 剰 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 教 示 に お い て 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ の 機 能 的 類 似 体 と は 、 そ れ が 過 剰 発 現 さ れ た 場 合 に 、
目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 に 関 し 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 能 を 高 め る こ と が で き る タ
ン パ ク 質 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 教 示 に お い て 、 ｐ ｒ ｓ Ａ 又 は Ｐ ｒ ｓ Ａ と の 配 列 の 相 同 性
、 高 力 価 の 抗 Ｐ ｒ ｓ Ａ 抗 体 と の 免 疫 学 的 反 応 性 及 び ／ 又 は 機 能 的 に 、 す な わ ち 、 そ れ が 過
剰 発 現 さ れ た 場 合 に 、 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 に 関 し 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 能 を
高 め る こ と が で き る と い う 機 能 、 を 包 含 す る い く つ か の 手 段 に よ り ｐ ｒ ｓ Ａ の 機 能 的 類 似
体 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 バ チ ル ス 属 細 菌 の よ う な グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿 主 を 形 質 転 換 し て Ｐ ｒ ｓ Ａ の 生 産 量 を 野 生 型
に お け る よ り も 増 大 さ せ る 好 ま し い 方 法 は 、 枯 草 菌 か ら の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 有 す る プ ラ ス
ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ で 宿 主 を 形 質 転 換 す る こ と で あ る 。 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 類 似
体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 担 持 す る 、 同 様 な プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
プ ラ ス ミ ド は 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ の 機 能 的 類 似 体 を 過 剰 生 産 さ せ る べ く グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿 主 を 形 質
転 換 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 Ｐ ｒ ｓ Ａ 類 似 体 （ こ れ ら は Ｐ ｒ ｓ Ａ 様 タ ン パ ク 質 と
呼 ぶ こ と も で き る ） が 過 剰 生 産 さ れ る よ う に エ ン ジ ニ ア リ ン グ し た な ら ば 、 そ れ ら の 宿 主
グ ラ ム 陽 性 細 菌 菌 株 は 、 本 発 明 の 教 示 に 従 い 、 過 剰 生 産 さ れ た 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の
分 泌 を 高 め る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現 す る グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿
主 中 で 、 細 胞 性 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 の 量 を 増 や す こ と に よ っ て 、 グ
ラ ム 陽 性 細 菌 に お け る 分 泌 が 高 め ら れ る と い う 我 々 の 発 見 に 関 連 す る 方 法 及 び 構 築 物 を 開
示 し 、 包 含 す る 。
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 野 生 型 よ り も
多 く 発 現 す る こ と が で き 、 か つ 、 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 よ り
も 多 く 発 現 す る こ と が で き る グ ラ ム 陽 性 細 菌 を 含 む 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 の 細 胞 外 タ ン パ ク
質 の 分 泌 を 高 め る た め の 発 現 系 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 よ り
も 多 く 発 現 す る こ と が で き 、 か つ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ を 含 む グ ラ ム 陽 性 細 菌 を 包 含 す る 。
　 さ ら に 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 野 生
型 よ り も 多 く 発 現 す る こ と が で き 、 か つ 、 枯 草 菌 か ら の 少 な く と も ２ コ ピ ー の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺
伝 子 若 し く は そ の 類 似 体 、 又 は 枯 草 菌 か ら の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 類 似 体 が 強 力 な 調 節
配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ 、 そ の 結 果 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 類 似 体 が 過 剰 発 現 さ れ る グ ラ
ム 陽 性 細 菌 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 の 過 剰 発 現 を 引 き 起 こ す 発 現 シ グ
ナ ル の 制 御 の 下 に 枯 草 菌 か ら の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 含 む Ｄ Ｎ A構 築 物
、 並 び に ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 の 過 剰 発 現 を 引 き 起 こ す 発 現 シ グ ナ ル の 制
御 の 下 に 枯 草 菌 か ら の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 含 む ベ ク タ ー を 包 含 す る 。
　 さ ら に 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現 す る こ
と が で き る グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 で 、 枯 草 菌 か ら の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 類 似 体 を 野 生
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型 よ り も 多 く 発 現 さ せ る こ と を 含 む 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 に お け る 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の
分 泌 を 高 め る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 宿 主 生 物 中 で 過 剰 発 現 さ れ る 目 的 の タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 高 め る た め
に 有 用 な 、 改 良 さ れ た 非 枯 草 菌 宿 主 生 物 を 創 製 す る 方 法 を 包 含 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ a）
枯 草 菌 か ら の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 類 似 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 宿 主 生 物 中 で 同 定
す る こ と 、 及 び （ b） 該 遺 伝 子 の コ ピ ー を 少 な く と も １ つ さ ら に 宿 主 生 物 に 導 入 す る 及 び
／ 又 は 該 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を も た ら す 発 現 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 を 宿 主 生 物 に
導 入 す る こ と に よ り 、 工 程 （ a） で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 高 め る こ と を 含 む 。
　 本 発 明 は ま た 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 か ら の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー
ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 、 過 剰 発 現 さ れ た 場 合 に 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質
の 分 泌 に 関 し て グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 能 を 高 め る こ と が で き る タ ン パ ク 質 を 該 遺 伝 子 が コ
ー ド す る こ と を 示 す こ と を 含 む 、 枯 草 菌 か ら の Ｐ ｒ ｓ Ａ の 機 能 的 類 似 体 を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 同 定 す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 高 力 価 の 抗 Ｐ ｒ ｓ Ａ 抗 体 と 反 応 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 し 、 こ の タ ン
パ ク 質 が グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 に 野 生 型 よ り も 多 く 存 在 す る と 、 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分
泌 に 関 し 、 該 タ ン パ ク 質 が グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 分 泌 能 力 を 高 め る こ と が で き る こ と を 示 す こ
と を 含 む 、 枯 草 菌 か ら の Ｐ ｒ ｓ Ａ の 機 能 的 類 似 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 を 包
含 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の こ れ ら 及 び 他 の 特 徴 、 局 面 並 び に 利 点 は 、 以 下 の 説 明 、 実 施 例 、 方 法 及 び 材 料
並 び に 請 求 の 範 囲 を 参 照 す る こ と に よ り さ ら に よ く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
　 説 明  バ チ ル ス 属 細 菌 の よ う な グ ラ ム 陽 性 細 菌 に お い て 、 輸 出 さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現
レ ベ ル （ 合 成 ） が 高 い 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 の 分 泌 及 び 分 泌 型 の タ ン パ ク 質 の 生 産 に お い
て 律 速 と な る の は 分 泌 装 置 の 能 力 で あ る 。 本 発 明 は 、 こ の 限 定 す な わ ち ネ ッ ク を 克 服 す る
た め の 系 及 び 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 バ チ ル ス 属 細 菌 の よ う な グ ラ ム 陽 性 細 菌 に お け る 分 泌 は 、 目 的 の 細 胞 外 タ ン
パ ク 質 を 野 生 型 よ り も 多 く 発 現 す る グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿 主 中 で 、 バ チ ル ス 輸 出 機 構 の た っ た
１ つ の 成 分 、 す な わ ち 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 の 量 を 増 大 さ せ る こ と
に よ っ て 増 大 さ せ る こ と が で き る と い う 、 我 々 の 最 初 の 驚 く べ き 発 見 に 基 づ い て い る 。 本
発 明 の 方 法 及 び 系 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 宿 主 中 で ど の よ う に 目 的 の タ ン パ ク 質 が 過 剰 生 産 さ
れ る か に か か わ り な く 有 用 で あ る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 及 び 系 は 、 現 在 産 業 的 に 用 い ら れ て い る 種 々 の 過 剰 生 産 商 業 菌 株
を 改 良 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 系 は 、 あ ら ゆ る グ ラ ム 陽 性 細 菌 に 用 い る こ と が で き る 。 バ チ ル ス 属 に
属 す る 細 菌 が 好 ま し い 。 特 に 好 ま し い も の は 、 バ チ ル ス ・ ア ル カ リ フ ィ ラ ス （ Bacillus a
lkalophilus） 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス （ Bacillus amyloliquefaciens）
、 バ チ ル ス ・ ブ レ ビ ス （ Bacillus brevis） 、 バ チ ル ス ・ サ ー キ ュ ラ ン ス （ Bacillus circ
ulans） 、 バ チ ル ス ・ コ ー ギ ュ ラ ン ス （ Bacillus coagulans） 、 バ チ ル ス ・ ロ ー タ ス （ Bac
illus lautus） 、 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス （ Bacillus lentus） 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス
（ Bacillus licheniformis） 、 バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス （ Bacillus stearothe
rmophilus） 、 枯 草 菌 （ Bacillus subtilis） 及 び バ チ ル ス ・ ス リ ン ギ エ ン シ ス （ Bacillus
 thuringiensis） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 系 は ま た 、 あ ら ゆ る 所 望 の 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 に 対 し て も 用 い る
こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 系 に よ り 生 産 す る こ と が で き る 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質
の 例 を 以 下 に 列 挙 す る 。 こ こ で は 、 例 示 的 な 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 一 般 的 な カ テ ゴ リ ー 別 に

10

20

30

40

50

(7) JP 2004-350691 A 2004.12.16



記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 微 生 物 及 び 原 生 動 物 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 ： あ ら ゆ る グ ラ ム 陰 性 細 菌 、 も っ と も 、 特 に 以
下 に 列 挙 す る も の 、 か ら の 莢 膜 、 外 膜 及 び 線 毛 。 バ ク テ ロ イ デ ス ・ フ ラ ジ リ ス （ Bacteroi
es fragilis） 、 フ ソ バ ク テ リ ウ ム 属 菌 （ Fusobacterium spp.） 、 ボ ー デ テ ラ ・ パ ー ツ シ
ス （ Bordetella pertussis） 、 ヘ モ フ ィ ラ ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ エ （ Haemophilus influenz
ae） 、 ヤ ー シ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ テ ィ カ （ Yersinia entercolitica） 、 ヤ ー シ ニ ア ・ ペ ス
テ ィ ス （ Yersinia pestis） 、 ブ ラ ン ハ メ ラ ・ カ タ ル ハ リ ス （ Branhamellla catarrhalis
） 、 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 、 ク レ ブ シ ラ ・ ニ ュ ー モ ニ ア （ Klebsiella pneumonia）
、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ エ （ Vibrio cholerae） 、 プ ロ テ ウ ス ・ ミ ラ ビ リ ス （ Proteus mirabil
is） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ サ （ Pseudomonas aeruginosa） 、 セ ラ テ ィ ア ・ マ ー セ
セ ン ス （ Serratia marcescens） 、 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ （ Legionela pneumophila
） 、 ネ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ ア エ （ Neisseria gonorrhoea） 、 ネ イ ヤ リ ア ・ メ ニ ン ギ テ ィ
デ ィ ス （ Neisseria meningitidis） 、 サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ ム リ ウ ム （ Salmonella typhimu
rium） 、 サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ （ Salmonella typhi） 、 サ ル モ ネ ラ ・ パ ラ リ フ ィ Ｂ （ Salmon
ella pararyphi B） 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ テ ィ バ キ ュ ロ ー シ ス （ Mycobacterium tyberc
ulosis） 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ テ ィ ス （ Chlamydia trachomatis） 及 び シ ゲ ラ 属 菌 （ Shi
gella spp.） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 あ ら ゆ る 細 菌 、 し か し 特 に 以 下 に 列 挙 す る 細 菌 か ら の タ ン パ ク 質 毒 素 及 び 分 泌 タ ン パ ク
質 ： ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ オ ー レ ウ ス （ Staphylococcus aureus） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア
エ ル ギ ノ サ （ Pseudomonas aeruginosa） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 属 菌 （ Clostridium spp.） 、
大 腸 菌 （ Escherichia coli） 、 ヤ ー シ ニ ア ・ ペ ス テ ィ ス （ Yersinia pestis） 、 ビ ブ リ オ
・ コ レ ラ エ （ Vibrio cholerae） 、 ボ ー デ テ ラ ・ パ ー チ ュ シ ス （ Bordetella pertussis）
、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ パ イ オ ゲ ネ ス （ Streptococcus pyogenes） の Ｍ － タ ン パ ク 質 、 ス
ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス （ Streptococcus mutans） の 排 泄 酵 素 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 あ ら ゆ る 微 生 物 、 し か し 特 に 以 下 の 微 生 物 （ 増 殖 の あ ら ゆ る 期 ） の 表 面 タ ン パ ク 質 ： プ
ラ ス モ ジ ウ ム 属 菌 （ Plasmodium spp.） 、 ト キ ソ プ ラ ス マ 属 菌 （ Toxoplasma spp.） 、 レ イ
シ ュ マ ニ ア 属 菌 （ Leishmania spp.） 、 シ ス ト ソ マ 属 菌 （ Schistosoma spp.） 、 ト リ パ ノ
サ マ 属 菌 （ Trypanosama spp.） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 菌 の 接 着 タ ン パ ク 質 及 び ス タ フ ィ
ロ コ ッ カ ス ・ オ ー レ ウ ス （ Staphylococcus aureus） の 接 着 タ ン パ ク 質 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 抗 原 タ ン パ ク 質 及 び ウ イ ル ス ： ミ キ ソ ウ イ ル ス （ イ ン フ ル エ ン ザ Ａ Ｈ １ － Ｈ １ ２ 、 イ ン
フ ル エ ン ザ Ｂ 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ｃ ） の Ｈ Ａ 及 び Ｎ Ａ タ ン パ ク 質 ； パ ラ ミ キ ソ ウ イ ル ス （ パ
ラ イ ン フ ル エ ン ザ １ － ４ 、 ニ ュ ー キ ャ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 呼 吸 シ ン シ チ ア
ル （ syncytial） ウ イ ル ス 、 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、 ジ ス テ ン パ ー ウ イ ル ス の Ｈ Ａ 及 び Ｎ Ａ タ
ン パ ク 質 ； 狂 犬 病 ウ イ ル ス の Ｇ タ ン パ ク 質 ； ア ル フ ァ ウ イ ル ス （ チ ク ン グ ン ヤ 、 ウ ェ ス タ
ン 、 イ ー ス タ ン 、 ベ ネ ズ エ ラ ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス 、 オ ニ ョ ン － ニ ョ ン （ O'nyong-nyong） ウ
イ ル ス 、 セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス 、 シ ン ド ビ ス （ Sindbis） ウ イ ル ス ； フ ラ ビ ン ウ イ ノ レ ス
（ デ ン ク （ Denque 1-4） 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ダ ニ 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ム レ ー 渓 熱 脳 炎 ウ イ ル
ス 、 キ ャ サ ヌ ア （ Kyasanur） 森 林 病 ウ イ ル ス 、 ル ー ピ ン グ 病 （ looping ill） ウ イ ル ス 、
オ ム ス ク （ Omsk） 出 血 熱 ウ イ ル ス ） の Ｖ １ 及 び Ｖ ３ タ ン パ ク 質 ；
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ジ ャ ー マ ン 麻 疹 ウ イ ル ス の 表 面 タ ン パ ク 質 ； ブ タ コ レ ラ ウ イ ル ス の 表 面 タ ン パ ク 質 ； ウ
マ 関 節 炎 ウ イ ル ス の 表 面 タ ン パ ク 質 ； ブ ン ヤ （ Bunya） ウ イ ル ス （ リ フ ト （ Rift） 渓 熱 ウ
イ ル ス 、 ク リ ミ ー ン （ Crimean） 出 血 熱 ウ イ ル ス 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 脳 炎 ウ イ ル ス 、 砂 蝿 熱
ウ イ ル ス ） の Ｇ １ 及 び Ｇ ２ タ ン パ ク 質 ； ア レ ナ ウ イ ル ス （ レ ッ サ 熱 ウ イ ル ス 、 リ ン パ 性 絨
毛 膜 軟 膜 炎 ウ イ ル ス ） の Ｇ １ 及 び Ｇ ２ タ ン パ ク 質 ； ピ コ ル ナ ウ イ ル ス （ ポ リ オ １ － ３ 、 コ
ク サ ッ キ ー Ａ ウ イ ル ス １ － ２ ４ 、 コ ク サ ッ キ ー Ｂ ウ イ ル ス １ － ６ 、 エ コ ー ウ イ ル ス １ － ８
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、 １ １ － ３ ４ 、 Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 ヒ ト リ ノ （ rh
ino） ウ イ ル ス １ － １ １ ３ ） の Ｖ １ － Ｖ ４ タ ン パ ク 質 ； ロ ー タ ウ イ ル ス の 表 面 タ ン パ ク 質
；
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ Ｖ １ 、 ２ 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 エ プ シ ュ タ イ ン － バ － ウ イ
ル ス 、 ウ マ 堕 胎 ウ イ ル ス ） の 表 面 タ ン パ ク 質 ； パ ポ バ ウ イ ル ス （ Ｂ Ｋ ウ イ ル ス 、 ヒ ト イ ボ
ウ イ ル ス ） の Ｖ Ｐ １ － Ｖ Ｐ ３ タ ン パ ク 質 ； パ ル ボ ウ イ ル ス （ ミ ン ク 腸 炎 ウ イ ル ス 、 ウ シ パ
ル ボ ウ イ ル ス 、 ネ コ パ ル ボ ウ イ ル ス 、 ブ タ パ ル ボ ウ イ ル ス ） の ｐ タ ン パ ク 質 ； ヒ ト Ｂ 型 肝
炎 ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 ； エ ボ ラ 及 び マ ー バ ー グ （ Marburg） ウ イ ル ス の 表 面 タ ン パ
ク 質 ； ア デ ノ ウ イ ル ス （ ヒ ト ア デ ノ ウ イ ル ス １ － ３ ３ ） の ヘ キ ソ ン 、 ペ ン ト ン 及 び 線 維 タ
ン パ ク 質 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ： 産 業 的 に 重 要 な 酵 素 と し て は 、 デ ン プ ン 分 解 酵 素 、 脂 質 分 解 酵 素 、 タ ン パ
ク 質 分 解 酵 素 、 カ ル ボ ヒ ド ラ ー ゼ 、 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 、 オ キ シ ド リ ダ ク タ ー ゼ 、 オ キ シ ダ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 よ り 詳 細 に は 、 目 的 の 酵 素 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ク チ ナ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 プ ル ラ ナ ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 タ ン パ ク ジ ス フ
ィ ド （ disuphide） イ ソ メ ラ ー ゼ 、 Ｃ Ｇ Ｔ ’ ase（ シ ク ロ デ キ ス ト リ ン グ ル コ ノ ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ ） 、 フ ィ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ラ
ッ カ ー ゼ 、 ビ リ ル ビ ン オ キ シ ダ ー ゼ 又 は キ シ ラ ナ ー ゼ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 例 と し て は 、 ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ 、 ア ミ ノ 酸 ア シ ラ ー ゼ 、 ア ミ ロ グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 ブ
ロ メ ラ イ ン 、 フ ィ シ ン 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β － グ ル カ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ
ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ヘ ミ ヤ ル ラ ー ゼ 、 イ ン ベ ル タ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 コ ラ ゲ
ナ ー ゼ 、 キ シ ラ ナ ー ゼ 、 ラ ク タ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ナ リ ン ギ ナ ー ゼ 、 パ ン ク レ ア チ ン 、 パ パ
イ ン 、 ペ ク チ ナ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ン ア ミ ダ ー ゼ 、 ペ プ シ ン 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ル ラ ナ ー ゼ 、
イ ソ ア ミ ラ ー ゼ 、 レ ニ ン 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ 及 び ト リ
プ シ ン が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 医 学 上 有 意 義 な 細 胞 外 タ ン パ ク 質 も ま た 生 産 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は
、 診 断 の た め の 抗 原 並 び に ワ ク チ ン 及 び 医 薬 に 用 い 得 る タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。
　 本 発 明 の 教 示 で は 、 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 必 ず し も ネ イ テ ィ ブ な 細 胞 外 タ ン パ ク 質
で あ る 必 要 は な く 、 遺 伝 子 工 学 技 術 を 用 い て 細 胞 外 タ ン パ ク 質 に 設 計 さ れ 、 創 製 さ れ た 新
規 な タ ン パ ク 質 で も よ い 。 例 え ば 、 １ つ の 種 か ら の 普 通 は 非 分 泌 性 の タ ン パ ク 質 （ 又 は 操
作 さ れ た 非 ネ イ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 ） は 、 構 造 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 に シ グ ナ ル 配 列
を 付 加 す る こ と に よ り 「 細 胞 外 」 タ ン パ ク 質 に 作 り 替 え る こ と が で き る 。 こ の 操 作 さ れ た
細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を 過 剰 発 現 す る バ チ ル ス
属 の よ う な グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、
こ れ ら の 目 的 の 非 ネ イ テ ィ ブ 及 び 遺 伝 子 操 作 さ れ た タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 高 め る た め に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 局 面 に 戻 る と 、 本 発 明 の １ つ の 具 体 例 を 例 示 す る た め に 、 我 々 は 枯 草 菌 か ら の
ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 が 、 バ チ ル ス 属 の ２ つ の 重 要 な 産 業 的 細 胞 外 酵 素 、 す な わ ち ア
ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ 及 び ズ ブ チ リ シ ン の 分 泌 に 与 え る 効 果 を 示 す 。 こ れ ら の 研 究 の た め に
、 枯 草 菌 か ら の 全 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 含 む 、 ５ ． ３ ｋ ｂ の 挿 入 物 を 、 少 な い コ ピ ー 数 の シ ャ
ト ル ベ ク タ ー （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ ） に ク ロ ー ニ ン グ し 、 枯 草 菌 に ｐ ｒ ｓ Ａ の さ ら な る コ ピ ー
を 導 入 す る た め に 用 い た （ 枯 草 菌 か ら の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 は 、 EMBL/GenBank/DDBJヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ラ イ ブ ラ リ ー に Ｘ ５ ７ ２ ７ １ の 番 号 で
登 録 さ れ て い る 。 ）
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ は 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ６ ８ か ら の ５ ． ３ ｋ ｂ の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片
を 、 各 制 限 酵 素 で 消 化 す る こ と に よ り 直 線 化 し た 少 コ ピ ー 数 の シ ャ ト ル プ ラ ス ミ ド ｐ Ｈ Ｐ
１ ３ に 連 結 し 、 大 腸 菌 Ｔ Ｇ １ 株 に 形 質 転 換 す る こ と に よ り 得 ら れ た 。 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ６ ８ 及 び
ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ の サ イ ズ は そ れ ぞ れ ８ ． ５ ｋ ｂ 及 び １ ０ ． ２ ｋ ｂ で あ る 。 Kontinen， et a
l.， （ 1991） Mol． Microbiol.， 5:1273-1283も 参 照 。 こ の 文 献 は こ の 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ た も の と す る ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 枯 草 菌 中 に ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ が 存 在 す る こ と に よ り 、 対 応 す る Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 は
野 生 型 の 約 １ ０ 倍 に 増 大 し た 。 こ れ ら の 増 大 し た 量 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 含 む バ チ ル ス
属 細 菌 中 で 他 の 分 泌 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る 場 合 に は 、 培 地 に 分 泌 さ れ る タ ン パ
ク 質 の 量 は 実 質 的 に 増 加 す る 。 例 え ば 、 こ の 系 に お い て 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク フ ァ シ エ
ン ス の ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 量 は 対 照 の ２ ． ５ 倍 に 増 大 し 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル
ミ ス の 耐 熱 性 ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 量 は 対 照 の ６ 倍 に 増 大 し 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ
ル ミ ス か ら の ズ ブ チ リ シ ン （ ア ル カ リ プ ロ テ ア ー ゼ ） の 分 泌 量 は 対 照 の ２ 倍 に 増 大 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 細 胞 外 酵 素 は 、 該 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を マ ル チ コ ピ ー プ ラ
ス ミ ド 上 に 置 き 又 は 宿 主 の 染 色 体 中 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 宿 主 菌 株 中 で 、 分 泌 機 構 を
飽 和 さ せ る で あ ろ う 程 度 の 量 に 過 剰 発 現 さ れ た 。 （ こ れ ら の 研 究 に お い て 、 細 胞 外 酵 素 を
コ ー ド す る 全 て の マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド は ｐ Ｕ Ｂ １ １ ０ の 誘 導 体 で あ り 、 こ れ は シ ャ ト
ル プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ と は 異 な る 非 適 合 性 群 に 属 す る も の で あ り 、 同 一 の 宿 主 細 胞
中 で の 複 製 が 可 能 な も の で あ る 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド の 安 定 性 は 、 ほ と ん ど の 場 合 、 相 同
配 列 間 の 効 果 的 な 組 換 え を 防 ぐ rｅ ｃ Ｅ ４ 株 （ Dubnau et al.， 1973； Keggins et al.， 19
78） を 用 い る こ と に よ り さ ら に 増 大 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 を 例 示 す る た め に 研 究 さ れ た 最 初 の 細 胞 外 酵 素 は 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ０ （ Pa
lva， I． （ 1982a） Gene， 19:81-87； Palva， I.， et al.， （ 1982b） Proc． Natl． Acad． S
ci． USA， 79:5582-5586） に よ り コ ー ド さ れ る バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス （ Ａ
ｍ ｙ Ｅ ） の ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ で あ る 。 我 々 は 、 こ の ア ル フ ァ ア ミ ラ ー ゼ を 過 剰 生 産 す
る 野 生 型 菌 株 に お い て 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ の 存 在 は 本 当 に 、 増 殖 の 定 常 期 を 通 じ て ア ル フ ァ
－ ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 を 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ を 過 剰 発 現 し て い な い 対 照 菌 株 と 比 較 し て 、 ２ ． ５ ～ ３
倍 に 高 め る こ と を 見 出 し た 。 培 養 上 清 中 の ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ の 最 大 濃 度 （ 約 ３ ４ ０ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ ） は 、 増 殖 ２ ４ 時 間 後 に 観 察 さ れ た 。 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ が な い 場 合 に は 、 こ の 菌
株 は 僅 か １ ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 分 泌 し た に 過 ぎ な い 。 染 色 体 中 に 挿 入 さ れ 、 修 飾 さ れ た 調
節 の 故 に 高 レ ベ ル に 転 写 さ れ る 、 １ コ ピ ー の Ａ ｍ ｙ Ｅ 遺 伝 子 に よ り ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ
が 発 現 さ れ た 場 合 に も 定 性 的 に 同 様 な 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 我 々 が 試 験 し た 第 ２ の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 、 産 業 的 に 重 要 な 、 主 た る 液 化 ア ル フ ァ － ア
ミ ラ ー ゼ で あ る 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の 耐 熱 性 ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ （ Ａ ｍ ｙ Ｌ ）
で あ る （ Ortlepp et al.， 1983； Diderichsen， B.， et al.， （ 1991） Res． Microbiol.，
142， 793-796） 。 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス の ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の
プ ロ モ ー タ ー 及 び シ グ ナ ル 配 列 に 基 づ く 分 泌 ベ ク タ ー （ Palva， I． （ 1982） Gene， 19:81-
87； Palva， I.， et al.， （ 1982） Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 79:5582-5586） ； Sibak
ov， M． （ 1986） Eur． J． Biochem.， 1sS， 577-581） か ら の 適 切 な 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ
と に よ り 、 こ の 酵 素 を 枯 草 菌 中 で 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス に お け る と 同 程
度 に 分 泌 さ せ る こ と が で き た 。 こ の よ う な 菌 株 の １ つ に ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ を 導 入 す る こ と に
よ り （ こ の 結 果 得 ら れ た 菌 株 が Ｉ Ｈ ６ ７ ６ ０ ） 、 培 地 中 の ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ の 量 は 約
６ 倍 に 増 大 し た 。 こ れ は 指 数 期 の 後 期 か ら 培 養 ４ ５ 時 間 に か け て 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ア ル カ リ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る ズ ブ チ リ シ ン は 、 そ の 前 駆 体 が シ グ ナ ル 配 列 に 加 え て さ ら
に プ ロ 配 列 を 有 す る 、 異 な る タ イ プ の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 で あ る （ Wells， et al.， （ 1983
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） Nucleic Acids Res.， 11:7911-7925； Wong， S.-L.， et al.， （ 1984） Proc． Natl． Aca
d． Sci． USA， 81:1884-11188） 。 こ の 酵 素 の 分 泌 に 対 す る 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ の 増 大 さ れ た 量 の 影
響 を 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ の 量 が 増 大 し て い る 菌 株 （ Ｉ Ｈ ６ ７ ８ ９ ） と 野 生 型 の 量 を 有 す る 菌 株 と を
用 い る こ と に よ り 調 べ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 両 者 と も 、 マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド ｐ Ｍ Ｊ ５ ７ （ Hastgrup， S． and Jacobs， M.F． （ 19
90） In Zukowski， M.M． et al.， （ eds.） ， Lethal phenotype conferred byxylose-indu
ced overproduction of apr-lacZ fusion protein， vol.3， Academic Press， Inc.， San 
Diego， California， pp.33-41） に よ り コ ー ド さ れ る 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ フ ホ ル ミ ス の 異
種 ズ ブ チ リ シ ン （ 洗 剤 粉 と し て 用 い ら れ 、 工 業 製 品 と し て 重 要 な Ｓ ｕ ｂ Ｃ ） を 分 泌 し た 。
こ の プ ラ ス ミ ド で は 、 ｓ ｕ ｂ Ｃ 遺 伝 子 は 、 キ シ ロ ー ス に よ り 誘 導 さ れ る プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 に あ る 。 こ れ ら ２ つ の 菌 株 か ら の ズ ブ チ リ シ ン の 分 泌 量 を 比 較 す る と 、 完 全 に 誘 導 が
か か っ て い る 場 合 に 、 Ｉ Ｈ ６ ７ ８ ９ （ Ｐ ｒ ｓ Ａ 量 が 増 大 ） 中 の 量 は 、 分 析 し た 全 て の 時 点
で 対 照 の Ｉ Ｈ ６ ７ ８ ８ に よ り 分 泌 さ れ る 量 の 約 ２ 倍 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 我 々 は ま た 、 過 剰 生 産 を 引 き 起 こ す プ ラ ス ミ ド を 全 く 含 ま な い 菌 株 中 に お け る 内 発 性 細
胞 外 酵 素 の 自 然 な 少 量 の 分 泌 に 対 す る ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ の 効 果 を 試 験 し た 。 増 殖 の 指 数 期 の
後 期 す な わ ち 一 夜 培 養 物 中 で の ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 量 及 び 総 タ ン パ ク 質 量 は 、 ｐ
Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ 又 は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ｐ Ｈ Ｐ １ ３ を 有 す る 菌 株 で も 同 じ で あ っ た 。 こ れ
ら の 結 果 か ら 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 、 過 剰 生 産 さ れ て い る 細
胞 外 酵 素 の 分 泌 の み が 高 め ら れ る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 の プ ラ ス ミ ド に お い て 、 ５ ． ３ ｋ ｂ の 断 片 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 分 泌 量 の 増 大 に
お け る Ｐ ｒ ｓ Ａ の 役 割 を 確 認 す る た め に 、 我 々 は 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 中 の
Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ 部 位 （ 第 ３ ８ ２ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド ） に 挿 入 す る こ と に よ り プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ
Ｈ ２ ７ ７ 中 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 不 活 化 し た 。 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３ ２ ６ １ で は 、 該 挿 入 物 は 、 翻 訳 停
止 コ ド ン が 結 合 さ れ た バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の ｂ ｌ ａ Ｐ 遺 伝 子 の ５ ６ ０ ｂ ｐ 断 片 で あ
り 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３ ２ ６ ２ で は 、 ラ ム フ ダ フ ァ ー ジ の ４ ． ６ ｋ ｂ Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ 断 片 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 担 持 す る 大 腸 菌 の 全 細 胞 タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 す る
こ と に よ り 、 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド に よ り 発 現 さ れ る フ ル サ イ ズ の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 存
在 せ ず 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３ ２ ６ １ に よ り 発 現 さ れ る 、 予 想 さ れ る サ イ ズ （ １ ４ ｋ Ｄ ａ ） の 、 Ｐ ｒ
ｓ Ａ 推 定 的 な 切 断 物 が 見 ら れ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 対 照 と し て 、 ５ ． ３ ｋ ｂ 断 片 が ｐ ｒ ｓ
Ａ 遺 伝 子 の １ ． ９ ｋ ｂ 下 流 で 切 断 さ れ 、 該 遺 伝 子 が 無 傷 で 保 た れ て い る ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３ ２ ５ ３
を 構 築 し た 。 枯 草 菌 （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ０ を 担 持 す る Ｉ Ｈ ６ ６ ２ ４ ） 中 で 、 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 中 に
挿 入 物 を 有 す る ２ つ の プ ラ ス ミ ド は ア ル フ ァ ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 を 促 進 し な か っ た が 、 ｐ Ｋ
Ｔ Ｈ ３ ２ ５ ３ は 促 進 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ｐ ｒ ｓ Ａ の 過 剰 発 現 に よ り 得 ら れ る 高 め ら れ た 分 泌 は 、 細 胞 外 酵 素 の 大 規 模 な 工 業 生 産
に と っ て 明 ら か に 有 利 で あ る 。 こ の よ う な 用 途 に お い て は 、 潜 在 的 に 不 安 定 な マ ル チ コ ピ
ー プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と を 避 け る こ と が 望 ま れ る 場 合 が と き ど き あ る 。 １ つ の 戦 略 は 、
細 胞 外 酵 素 の 構 造 遺 伝 子 を １ コ ピ ー 又 は 数 コ ピ ー 染 色 体 中 に 挿 入 し 、 か つ 調 節 要 素 を 修 飾
し て 発 現 を 高 め る こ と で あ る 。 従 っ て 、 我 々 は 、 こ の よ う な 系 で ア ル フ ァ ア ミ ラ ー ゼ の 分
泌 に 対 す る Ｐ ｒ ｓ Ａ の 過 剰 生 産 の 効 果 を 試 験 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 す な わ ち 、 １ コ ピ ー の ａ ｍ ｙ Ｅ 遺 伝 子 が 染 色 体 中 に 挿 入 さ れ 、 該 染 色 体 に 、 調 節 タ ン パ
ク 質 Ｄ ｅ ｇ Ｑ を 過 剰 発 現 す る 菌 株 （ A． Palva， 個 人 的 通 信 ） 中 の Ｄ ｅ ｇ Ｑ の 標 的 配 列 が 結
合 し た 系 を 用 い た 。 こ の 系 に お い て も ま た 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 を 増 大 さ せ る こ と に
よ り 、 ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 量 は 約 ３ 倍 に 増 大 し た （ 表 １ 及 び 表 ２ 、 菌 株 Ｂ Ｒ Ｂ ７
６ ４ 及 び Ｉ Ｈ ６ ７ ７ ０ － ３ ） 。 こ の こ と は 、 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 最 初 の 発 現 レ ベ ル が 高 い
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場 合 に は 、 標 的 遺 伝 子 の 増 大 さ れ た 発 現 が ど の よ う に し て 得 ら れ た か に か か わ ら ず 分 泌 の
促 進 が 達 成 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 枯 草 菌 以 外 の グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 に お け る Ｐ ｒ ｓ Ａ の 存 在 に 関 し 、 我 々 は 、 例 え ば バ チ ル
ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 及 び バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の よ う な 他 の 種 の 中 に も Ｐ
ｒ ｓ Ａ 又 は Ｐ ｒ ｓ Ａ 類 似 体 が 存 在 す る こ と を 確 認 し た 。 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ
ン ス 中 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 は 枯 草 菌 細 胞 中 に お け る 量 と 同 程 度 で あ る が 、 バ チ ル ス
・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス 細 胞 中 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 は よ り 少 な い よ う に 思 わ れ る 。 さ ら に
、 こ れ ら の グ ラ ム 陽 性 細 菌 菌 株 中 の 分 泌 機 構 の 成 分 は 、 枯 草 菌 の そ れ と 類 似 し て い る 。 バ
チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 及 び バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス は 、 分 泌 さ れ た プ ロ テ
ア ー ゼ 及 び ア ミ ラ ー ゼ を 生 産 す る た め の 大 規 模 な 工 業 的 生 産 に お い て 最 も 広 く 用 い ら れ て
い る ２ つ の 種 で あ る 。 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 過 剰 生 産 を 用 い て 目 的 の 同 種 及 び 異 種 の 細 胞
外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 増 大 さ せ る 本 発 明 の 方 法 は 、 こ れ ら の 菌 株 中 に お い て 特 に 有 用 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 一 部 と し て 、 我 々 は 、 他 の グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 で Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は
ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を ど の よ う に し て 同 定 す る の か 、 そ し て 、 枯 草 菌 か ら の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク
質 の 機 能 的 類 似 体 が 存 在 し 本 発 明 の 方 法 及 び 系 に お い て 用 い る こ と が で き る こ と を ど の よ
う に し て 確 認 す る の か を 教 示 す る 。 枯 草 菌 か ら の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 類 似 体 は 、
高 力 価 の 抗 Ｐ ｒ ｓ Ａ 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 他 の グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 に お い て 同 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 あ る い は 、 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は 枯 草 菌 か ら の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 類 似 体 を コ ー
ド す る 同 種 の ｐ ｒ ｓ Ａ 様 遺 伝 子 は 、 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 断 片 か ら の プ ロ ー
ブ を 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 Ｐ ｒ ｓ Ａ 様 タ ン パ ク 質 が
存 在 す る こ と が わ か っ た が 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 又 は ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 に 相
同 な 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ に よ っ て 断 定 的 に 検 出 す る に は 相 同 性 が 不 十 分 で あ る 場 合
に は 、 そ の 相 同 遺 伝 子 の 位 置 を 決 定 し 、 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 疑 義 の な い 同 定 が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 も っ と も 、 ほ と ん ど の 場 合 、 相 同 な タ ン パ ク 質 及 び 遺 伝 子 は 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 に 特
異 的 な 抗 体 又 は ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 に 相 同 な 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 見 つ け る こ と
が で き る 。 免 疫 学 的 な 同 定 の た め に 、 免 疫 ブ ロ ッ ト （ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ） を 利 用 し 、 高
力 価 の 抗 Ｐ ｒ ｓ Ａ 抗 体 を 用 い て Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き る 。 抗 血 清 は 、
適 当 な 動 物 （ 例 え ば ウ サ ギ ） を 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 で 免 疫 す る こ と に よ り 、 あ る
い は 好 ま し く は 、 枯 草 菌 よ り も 目 的 の 種 に よ り 近 い 種 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 類 似 体 で 免 疫
す る こ と に よ り 生 産 さ れ る 。 Ｐ ｒ ｓ Ａ を 同 定 す る た め に 、 目 的 の 細 菌 を 多 数 の 増 殖 培 地 上
で 増 殖 さ せ る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 、 細 菌 は プ ロ テ ア ー ゼ の 誘 導 が 最 小 と な る 培 地
上 で 増 殖 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 細 菌 細 胞 を 、 好 ま し く は 存 在 す る プ ロ テ ア ー ゼ の 量 が 最 小 で あ る 増 殖 の 期 に 集 め 、 そ の
種 に と っ て 適 当 な 方 法 に よ り 破 壊 さ れ る （ 通 常 、 酵 素 処 理 と 、 超 音 波 処 理 、 フ レ ン チ プ レ
ス 処 理 又 は ガ ラ ス ビ ー ズ と の 剪 断 処 理 の よ う な 機 械 的 処 理 と の 組 合 せ ） 。 超 遠 心 に よ り 調
製 さ れ た 、 破 壊 細 胞 の 種 々 の 大 き さ の サ ン プ ル 及 び 破 壊 さ れ た 全 細 胞 の 粒 子 分 画 を 常 法 に
よ り Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に か け 、 タ ン パ ク 質 を メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー に 転 写 し 、 抗 Ｐ ｒ ｓ Ａ
抗 血 清 及 び 標 識 第 ２ 抗 体 を 用 い て 検 出 す る （ 粒 子 分 画 を 調 製 す る と 、 よ り 少 量 の Ｐ ｒ ｓ Ａ
タ ン パ ク 質 が 検 出 で き る ） 。 こ れ ら の 全 て の 工 程 で は 、 常 法 及 び 市 販 の 試 薬 を 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は 目 的 の 種 に お い て Ｐ ｒ ｓ Ａ の 機 能 的 類 似 体 を コ ー ド す る Ｐ ｒ ｓ Ａ 様
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遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 サ ザ ン
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ヨ ン の 常 法 に 従 い 、 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 か ら の 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ が 、
断 片 化 さ れ 電 気 泳 動 に か け ら れ た 、 目 的 の 種 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 含 む あ ら ゆ る 断 片 若 し く は
こ の 遺 伝 子 の 断 片 又 は 他 の 種 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 の 類 似 体 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 若 し く は こ の 遺
伝 子 の 断 片 で あ っ て よ い 。
　 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 類 似 体 が 一 旦 同 定 さ れ る と 、 そ れ の 配 列 を 決 定 し て さ ら に 同 一 性 を 確 認
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 教 示 は 、 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 だ け で は な く 、 目 的 の グ ラ ム
陽 性 細 菌 種 中 に お け る 枯 草 菌 か ら の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 類 似 体 の 過 剰 発 現 を も 包
含 す る 。 本 発 明 の 教 示 に よ る と 、 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は 宿 主 の 種 を 包 含 す る 他 の 種
か ら の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 類 似 体 が 宿 主 の 種 に 導 入 さ れ る 。 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 高 レ ベ ル （ し か
し 致 命 的 で は な い ） に 発 現 さ せ る た め に 、 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 又 は そ の 類 似 体 は 、 目 的 の 種 に
お い て 活 性 で あ る 発 現 シ グ ナ ル の 制 御 下 に 置 か れ る 。 こ れ は 種 々 の 方 法 で 行 う こ と が で き
、 例 え ば 次 の よ う な 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 （ 1） 目 的 の 種 に プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ を 伝 達 す る 。 こ の 伝 達 は 、 形 質 転 換 、 形 質
導 入 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 形 質 転 換 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 及 び 接 合 の よ う な 、 そ の 種 に 適
用 可 能 な あ ら ゆ る 形 質 転 換 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ は バ チ ル ス 以 外
の 多 く の グ ラ ム 陽 性 細 菌 種 に お い て マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド と し て 維 持 さ れ 、 そ の プ ラ ス
ミ ド に お け る ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 の 発 現 シ グ ナ ル は 多 く の グ ラ ム 陽 性 細 菌 種 中 で 活 性 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 （ 2） ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ の ５ ． ３ ｋ ｂ の Ｓ ａ ｃ Ｉ 遺 伝 子 を 、 目 的 の 種 と 適 合 性 の あ る 他 の
プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し 、 そ の 種 に お け る 枯 草 菌 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 の 活 性 に 比 較 し て よ り 高 い
、 し か し 致 命 的 で な い レ ベ ル に ｐ ｒ ｓ Ａ を 発 現 さ せ る た め に 適 当 な コ ピ ー 数 で 維 持 す る 。
次 い で 、 そ の 種 に 適 用 可 能 な あ ら ゆ る 形 質 転 換 方 法 の い ず れ か を 用 い て プ ラ ス ミ ド を そ の
種 に 伝 達 す る 。 あ る い は 、 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 他 の 種 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝
子 類 似 体 及 び そ の 発 現 シ グ ナ ル を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 （ 3） シ グ ナ ル 配 列 及 び Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 成 熟 部 分 を コ ー ド す る ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ の
Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 目 的 の 種 に ふ さ わ し い 発 現 ベ ク タ ー に 、 該 プ ラ ス ミ ド 中 の 発 現 シ グ ナ ル の 制
御 下 に 挿 入 し て Ｐ ｒ ｓ Ａ の 高 レ ベ ル 発 現 を 達 成 す る 。 上 述 の よ う に 、 適 当 な 断 片 は 、 他 の
種 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 類 似 体 か ら 誘 導 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 （ 4） 上 記 段 落 （ 2） 及 び （ 3） の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 、 プ ラ ス ミ ド に 代 え て 目 的 の 種 の 染 色
体 中 に 挿 入 す る 。 こ の 場 合 、 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 が ゲ ノ ム 当 た り 僅 か １ 個 で あ っ て も Ｐ ｒ ｓ
Ａ の 高 レ ベ ル 発 現 を 確 保 す る の に 十 分 な 活 性 の あ る 発 現 シ グ ナ ル を 選 択 す る 必 要 が あ る 。
　 本 願 発 明 者 ら は 基 礎 研 究 者 で も あ り 、 設 計 及 び 必 要 の た め に 我 々 の 仕 事 の 多 く は 実 験 室
内 、 す な わ ち 工 業 的 な 条 件 を 模 倣 し た 環 境 下 で 行 っ た 。 し か し な が ら 、 産 業 分 野 で の 協 働
研 究 者 の 助 け を 借 り て 、 本 発 明 の 方 法 及 び 系 は 、 商 業 的 に 有 用 な 細 菌 菌 株 を 用 い た 工 業 的
な 発 酵 条 件 下 で も 非 常 に よ く 働 く こ と が 示 さ れ た 。
　 当 業 者 が 本 発 明 の 方 法 及 び 系 を 実 施 す る こ と を 助 け る た め に 、 我 々 の 研 究 で 用 い た 方 法
及 び 材 料 並 び に 本 発 明 の 実 施 例 を 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 細 菌 菌 株 及 び プ ラ ス ミ ド  枯 草 菌 Marburg 168の ｐ ｒ ｓ 突 然 変 異 体 及 び そ の 親 株 を 表 １ に
示 す 。 ま た 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し て い る 枯 草 菌 及 び 大 腸 菌 菌 株 並 び に Ｐ ｒ ｓ
Ａ タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 の 量 が 多 い た め に 細 胞 外 酵 素 の 分 泌 が 高 め ら れ て い る 枯 草 菌 菌 株 並
び に そ れ ら の 適 当 な 対 照 菌 株 も リ ス ト さ れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 有 す る ク ロ ー ニ
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ン グ 宿 主 と し て 用 い ら れ た 大 腸 菌 菌 株 は Ｈ Ｂ １ ０ １ 、 Ｔ Ｇ １ 及 び Ｄ Ｈ Ｓ ｃ ｃ （ Sambrook J
.， et al， （ 1989） Molecular cloning． A laboratorymanual． Cold Spring Harbor Labo
ratory Press， Cold Spring Harbor， NewYork） 並 び に ラ ム ダ フ ァ ー ジ を 有 す る Ｋ ｗ ２ ５  
１ （ プ ロ メ ガ 社 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ ジ ソ ン ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 及 び そ の 断 片 の た め の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と し て 、 ｐ Ｈ Ｐ １ ３ （ Haim
a， P.， et al.， （ 1987） Mol． Gen． Genet.， 209:335-342， pJH101（ Ferrari， F.A.， et 
all， （ 1983） J． Bacteriol.， 154:1513-1515） ， pGEM3zf（ +） （ プ ロ メ ガ 社 ） 及 び pDR54
0（ ス ウ ェ ー デ ン 国 ア プ サ ラ の フ ァ ル マ シ ア 社 ） を 用 い た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
及 び ５ ． ３ ｋ ｂ （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ 及 び ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ６ ８ ） 又 は ３ ． ４ ｋ ｂ （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３ ２ ５
３ ） 挿 入 物 を 有 す る 、 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 担 持 す る 構 築 さ れ た 誘 導 体 プ ラ ス ミ ド が 表 ３ に 示
さ れ て い る 。 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３ ２ ５ ３ 中 の ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 中 の
唯 一 の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ 部 位 に 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス ｂ ｌ ａ Ｐ 遺 伝 子 （ ０ ． ５ ｋ ｂ ） 又 は
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ ム ダ ゲ ノ ム （ ４ ． ６ ｋ ｂ ） を 挿 入 す る こ と に よ り 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３ ２ ５
３ 中 の pr sＡ 遺 伝 子 を 破 壊 し た （ 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３ ２ ６ １ 及 び ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ３
２ ６ ２ で あ る ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ０ （ Palva， I． （ 1982a） Gene， 19:81-87； Palva， I.， et al.， （ 1982b） P
roc． Natl． Acad． Sci． USA， 79:5582-5586） 及 び pMJ57（ Hastrup， S． and Jacobs， M.F
． （ 1990） in Zukowski， M.M． et al.， （ eds.） ， Lethal phenotype conferred by xylo
se-induced overproduction of apr-lacZ fusion protein， vol． 3． Academic Press， In
c.， San Diego， California， pp.33-41） は 、 そ れ ぞ れ 、 外 部 の 培 地 に 分 泌 さ れ る バ チ ル
ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス の ア ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ （ Ａ ｍ ｙ Ｅ ） 及 び バ チ ル ス ・ リ ケ
ニ ホ ル ミ ス の ズ ブ チ リ シ ン （ Ｓ ｕ ｂ Ｃ ） を 大 量 に 生 産 す る マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド で あ る
。 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ５ ８ ２ は 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス か ら の ａ ｍ ｙ Ｌ 遺 伝 子 を 枯 草 菌 の 分 泌
ベ ク タ ー 系 に ク ロ ー ニ ン グ し て 構 築 さ れ た （ BRB360 in Sibakov， M． （ 1986） Eur． J． Bi
ochem.， 1sS， 577-581； Palva， I． （ 1982a） Gene， 19:81-87； Palva， I.， et al， （ 198
2b） Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 79:5582-5586） 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 細 菌 は 、 修 飾 Ｌ － 肉 汁 （ １ ％ ト リ プ ト ン 、 ０ ． ５ ％ 酵 母 抽 出 物 、 ０ ． ５ ％ Ｎ ａ Ｃ ｌ ） 中
で ３ ７ ℃ で 振 盪 培 養 す る か 又 は １ ． ５ ％ 寒 天 （ ミ シ ガ ン 州 デ ト ロ イ ト の デ ィ フ コ 社 製 ） 及
び 適 当 な 抗 生 物 質 を 含 む Ｌ － プ レ ー ト 上 で ３ ７ ℃ で 培 養 し た （ Kontinen， V.P.， et al.，
（ 1991） Mol． Microbiol． 5:1273-1283） 。 プ レ ー ト は ア ル フ ァ ア ミ ラ ー ゼ 過 剰 発 現 菌 株
（ ５ ％ デ ン プ ン 及 び ２ ． ５ ％ 寒 天 ） 及 び ズ ブ チ リ シ ン 過 剰 発 現 菌 株 （ ０ ． ２ ％ キ シ ロ ー ス
及 び １ ％ ミ ル ク 粉 ） の た め に 修 飾 し た 。 Ｌ － 肉 汁 に は 、 細 胞 外 酵 素 の 生 産 の た め に 、 ２ ％
可 溶 性 デ ン プ ン （ ド イ ツ 国 ダ ー マ シ ュ タ ッ ド の メ ル ク 社 製 ） を 加 え る か 又 は ２ 倍 濃 度 の 培
地 を 用 い た 。 ズ ブ チ シ リ ン を 産 生 す る 菌 株 は １ ％ ミ ル ク 粉 を 含 む Ｌ － プ レ ー ト 上 で 増 殖 さ
せ た 。 細 胞 外 酵 素 の 産 生 は 、 ２ 倍 濃 度 の Ｌ － 肉 汁 を 激 し く 撹 拌 し な が ら 調 べ た 。 増 殖 は 、
ク レ ッ ト ス マ ー ソ ン 色 度 計 （ ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ク レ ッ ト マ ニ ュ フ ァ ク チ ャ リ ン グ 社 製 ） を 用
い て 測 定 さ れ る 濁 度 に よ り 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 ア ル フ ァ ア ミ ラ ー ゼ は 、 フ ェ イ ド バ ス （ Phadebas） タ ブ レ ッ ト （ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） を
用 い 、 Kontinen， V.p． and Sarvas， M.， （ 1988） J． Gen． Microbiol.， 134:2333-2344）
に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 分 析 し た 。 プ レ ー ト ア ッ セ イ の た め に 、 ５ ％ の デ ン プ ン を 含 む Ｌ
－ プ レ ー ト 上 に 細 菌 を 画 線 培 養 し 、 ４ ℃ で プ レ ー ト を 培 養 後 、 コ ロ ニ ー の ま わ り の ハ ロ ー
を 測 定 し た 。 典 型 的 に は 、 内 発 性 ア ル フ ァ ア ミ ラ ー ゼ を 産 生 す る 野 生 型 コ ロ ニ ー の ま わ り
に は 領 域 は な か っ た が 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ０ を 担 持 す る 菌 株 で は 、 プ レ ー ト の 培 養 時 間 に 依 存 し
て ２ ｍ ｍ を 超 え る ハ ロ ー が 観 察 さ れ た 。

10

20

30

40

50

(14) JP 2004-350691 A 2004.12.16

増 殖 培 地 及 び 培 養 条 件

酵 素 分 析



【 ０ ０ ６ ３ 】
　 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の ズ ブ チ シ リ ン 及 び 染 色 体 に よ り コ ー ド さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ
は 、 １ ｍ ｌ の ０ ． １ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － ０ ． ０ １ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 中 で 、 発 色 性 ペ
プ チ ド 基 質 で あ る ス ク シ ニ ル － Ala-Ala-Pro-Phe-p-ニ ト ロ ア ニ リ ド （ Del Mar， E.G.， et 
al.， （ 1979） Anal． Biochem． 99:316-320） を 用 い て 分 析 し た 。 加 水 分 解 の 速 さ は ヒ ュ ー
レ ッ ト ・ パ ッ カ ー ド 社 製 ダ イ オ ー ド ア レ イ 分 光 光 度 計 を 用 い て ４ １ ０ ｎ ｍ で 測 定 し た 。 ア
ル フ ァ － ア ミ ラ ー ゼ 及 び ズ ブ チ シ リ ン の 特 異 的 活 性 を 測 定 す る た め に 、 培 養 上 清 の サ ン プ
ル 中 の そ れ ら の 量 を Kontinen， V.P． and Sarvas， J.,（ 1988） J． Gen． Microbiol.， 134:
233-2344） に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 、 ま た は Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 い ク マ シ ー ブ ル ー で 染
色 す る こ と に よ り 測 定 し た 。 酵 素 の 量 は μ ｇ ／ ｍ ｌ で 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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【 表 １ 】
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【 表 ２ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 ．

　 宿 主 グ ラ ム 陽 性 細 菌 が ま た Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し て い る 場 合 の 種 々 の 条 件 下
に お け る 枯 草 菌 に よ る α － ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 の 促 進 を 次 の 表 （ 表 ４ ） に 示 す 。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ．

　 こ の 実 施 例 は 、 宿 主 の グ ラ ム 陽 性 細 菌 が ま た Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し て い る 場
合 に お け る 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 中 で の 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ の 過 剰 生 産 の
効 果 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ は Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ １ ０ ０ の 誘 導 体 で あ り 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ
エ ン ス の α － ア ミ ラ ー ゼ を コ ー ド す る マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ０ を 含 む 。 こ の
菌 株 は α － ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の コ ピ ー を 数 十 個 含 み 、 野 生 型 菌 株 で あ る Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ １ ０ ０
（ Vehmaanpera et al.， J． Biotechnol． 1991， 19， 221-240） の 約 ２ ０ 倍 の ア ル フ ァ ア ミ
ラ ー ゼ を 分 泌 す る 。 抗 Ｐ ｒ ｓ Ａ 抗 血 清 を 用 い た Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ の 細 胞 の 免 疫 ブ ロ ッ ト に
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実 施 例 ２ Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 が 増 大 し て い る 場 合 に お け る バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク
エ フ ァ シ エ ン ス に よ る ア ル フ ァ ア ミ ラ ー ゼ 分 泌 の 促 進



よ り 、 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ 中 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 は 、 以 下 に 示 す よ う に 、 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２
１ ０ ０ 中 と 同 様 に 少 量 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 従 っ て 、 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ に よ る タ ン パ ク
質 分 泌 に お い て Ｐ ｒ ｓ Ａ が 律 速 要 素 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス
菌 株 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ に 導 入 し て Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ ） を 作 っ た 。 免 疫 ブ
ロ ッ ト で 測 定 し た と こ ろ 、 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ ） 中 の Ｐ ｒ ｓ Ａ の 量 は 、 Ａ
Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ 中 の Ｐ ｒ ｓ Ａ の 量 の 何 倍 も あ っ た 。 こ の こ と は 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ で 形 質 転
換 さ れ た 枯 草 菌 菌 株 に お い て Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 が 増 大 す る の と よ く 符 合 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ 及 び Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ ） に よ り 増 殖 培 地 （ ２ ％ の 可
溶 性 デ ン プ ン を 含 む 、 ２ 倍 強 度 の ル リ ア 肉 汁 ） に 分 泌 さ れ る α － ア ミ ラ ー ゼ の 量 を 、 増 殖
の 対 数 期 及 び 初 期 定 常 期 （ 振 盪 フ ラ ス コ 培 養 ） に お い て 測 定 し た 。 結 果 を 表 ５ （ 実 験 １ ）
及 び 表 ６ （ 実 験 ２ ） に 示 す 。 ２ つ の 異 な る 実 験 に お い て 、 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２
７ ７ ） の 培 地 中 の α － ア ミ ラ ー ゼ の 量 は 、 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ の 増 殖 培 地 中 の 量 の １ ． ５ ～
２ ． ５ 倍 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 実 施 例 で 用 い た 材 料 及 び 方 法  細 菌 菌 株 及 び プ ラ ス ミ ド ： バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ
フ ァ シ エ ン ス 菌 株 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ （ Vehmaanpera et al.， 1991に よ り 記 載 ） を 形 質 転 換
及 び 増 殖 実 験 に 用 い た 。 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ ） は プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７
７ を Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ （ 本 実 験 ） に 形 質 転 換 す る こ と に よ り 作 製 し 、 増 殖 実 験 に 用 い た 。
　 ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 担 持 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ は Kontinen et al． （ 1991） に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い た Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ の ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ に よ る 形 質 転 換  
プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ を ア ル カ リ 溶 解 法 を 用 い て 単 離 し 、 製 造 社 の 指 示 書 に 従 っ て Ｂ
ａ ｍ Ｈ Ｉ メ チ ラ ー ゼ （ ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ イ オ ラ ブ ス 社 製 ） で メ チ ル 化 し た 。 約 ０ ． ５
μ ｇ の メ チ ル 化 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 用 い た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン は 、 Vehmaanpera（ 1989） に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 行 っ た 。 ０ ． ２ ｃ ｍ の 試 料 キ ュ
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ベ ッ ト （ バ イ オ － ラ ド ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製 ） 中 で 、 １ ． ５ ｋ Ｖ 、 ２ ５ μ Ｆ 及 び ４ ０ ０ Ω に
セ ッ ト し た ジ ー ン パ ル サ ー （ 登 録 商 標 ） 装 置 （ バ イ オ － ラ ド ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製 ） に よ り
細 胞 に パ ル ス を 与 え た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 形 質 転 換 体 は 、 ル リ ア － カ ナ マ イ シ ン （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） － ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ５
μ ｇ ／ ｍ ｌ ） プ レ ー ト 上 で ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 に 基 づ き ス ク リ ー ニ ン グ し た （ カ ナ
マ イ シ ン は 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ０ の 消 失 を 避 け る た め に プ レ ー ト に 加 え た 。 な ぜ な ら Ａ Ｌ Ｋ ０ ２
７ ３ ２ は 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 を 与 え る ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ０ を 含 む か ら で あ る 。 ）
【 ０ ０ ７ ８ 】

：
　 先 ず 、 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ 及 び Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２ （ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ ） を ル リ ア プ レ ー ト 上
で 一 夜 増 殖 さ せ た 。 プ レ ー ト か ら 細 菌 を 取 り 、 １ ０ ｍ ｌ の ル リ ア 培 地 に 加 え 、 対 数 期 （ ク
レ ッ ト １ ０ ０ ） ま で 増 殖 さ せ た 。 次 い で １ ｍ ｌ の グ リ セ ロ ー ル （ 培 養 体 積 の １ ／ １ ０ ） を
加 え 、 細 胞 懸 濁 液 を 冷 凍 し 、 － ７ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。 ク レ ッ ト １ ０ ０ ま で 増 殖 し た 細 胞 を ２
ｘ ル リ ア ＋ ２ ％ デ ン プ ン で １ ０ ０ 倍 又 は ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し て 増 殖 実 験 を 開 始 し た 。 増 殖 実
験 に 用 い た ル リ ア 培 地 は 塩 を 含 ん で い な か っ た 。 培 地 の 体 積 は ２ ０ ｍ ｌ で あ り 、 増 殖 は ３
７ ℃ で 、 ビ ン 中 で 激 し く 振 盪 し な が ら 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ２ つ の 菌 株 と も カ ナ マ イ シ ン （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 増 殖 培 地 に 加 え 、 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ ７ ３ ２
（ ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ ） で は さ ら に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） も 加 え た 。 増 殖 は
、 Ｎ ｏ ． ６ ６ フ ィ ル タ ー を 用 い て ク レ ッ ト － ス マ ー ソ ン 色 度 計 （ ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ク レ ッ ト
マ ニ ュ フ ァ ク チ ャ リ ン グ 社 製 ） に よ り 行 っ た 。 増 殖 中 に ０ ． ５ ｍ ｌ の 試 料 を 取 り 、 試 料 を
遠 心 分 離 し 、 α － ア ミ ラ ー ゼ 分 析 の た め に 培 養 上 清 を － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

：
　 培 養 上 清 中 の α － ア ミ ラ ー ゼ は フ ェ イ ド バ ス タ ブ レ ッ ト （ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） を 用 い て
測 定 し た 。 １ ／ ４ の 分 散 フ ェ イ ド バ ス タ ブ レ ッ ト を 含 む １ ｍ ｌ の 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｍ Ｅ
Ｓ 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ０ μ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 ） 中 で 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 次 い で ５ ０ μ ｌ の ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 ワ ッ ト マ ン Ｎ ｏ ． １
ろ 紙 を 通 し て ろ 過 し た 後 、 ６ １ ６ ～ ６ ２ ４ ｎ ｍ を 分 析 波 長 域 と し 、 ８ ０ ０ ～ ８ ０ ４ ｎ ｍ を
標 準 波 長 域 と し て 用 い て ろ 液 の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス
の 市 販 の α － ア ミ ラ ー ゼ （ シ グ マ 社 製 ） を 標 準 と し て 用 い 、 結 果 は １ リ ッ ト ル 当 り の 酵 素
の ｍ ｇ 数 で 示 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 文 献 ： Kontinen V.， Saris P． and Sarvas M． （ 1991） :A gene（ prsA） of Bacillus s
ubtilis involved in a novel， late stage of protein export． Mol．
　 Microbiol． 5:1273-2383． Vermaanpera， J． （ 1989） ： Transformation of Bacillus A
myloliquefaciens by electroporation． FEMS Microbiol． Lett． 61:165-170． Vehmaanpe
ra J.， Steinborn G． and Hofemeister J． （ 1991） ： Genetic manipulation of Bacillu
s amyloliquefaciens． J． Biotechnol． 19:221-240．
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ．

　 こ の 実 施 例 は 、 宿 主 の グ ラ ム 陽 性 細 菌 が ま た Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し て い る 場
合 に お け る 、 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス 中 で 過 剰 発 現 さ れ た 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 促 進 に お け
る 本 発 明 の 方 法 及 び 系 を 例 示 す る も の で あ る 。
　 Ｅ ｘ ｐ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ （ 登 録 商 標 ） と し て 市 販 さ れ 、 Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ ６ ２ ７ ９ （ 出 願 人 ： ノ ボ
・ ノ ル デ ィ ス ク Ａ ／ Ｓ ） に 記 載 さ れ て い る 、 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス の ズ ブ チ シ リ ン の 分 泌 に
対 す る Ｐ ｒ ｓ Ａ の 過 剰 発 現 の 効 果 を 試 験 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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増 殖 実 験 及 び 試 料 採 取

α － ア ミ ラ ー ゼ 分 析

実 施 例 ３ Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 が 増 大 し て い る 場 合 に お け る バ チ ル ス ・ レ ン タ ス （
B． lentus） に よ る ズ ブ チ シ リ ン 分 泌 の 促 進



　 ズ ブ チ シ リ ン は プ ラ ス ミ ド ｐ Ｐ Ｌ １ ８ ０ ０ か ら 転 写 さ れ 、 ｐ Ｐ Ｌ １ ８ ０ ０ は 、 ｐ Ｕ Ｂ １
１ ０ の 複 製 開 始 点 並 び に バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の α － ア ミ ラ ー ゼ （ ａ ｍ ｙ Ｌ ） か ら の
プ ロ モ ー タ ー 及 び シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｐ Ｌ １ ７ ５ ９ （ Hansen， C.，
Thesis， 1992， The Technical University of Denmark） に 基 づ く も の で あ る 。 プ ラ ス ミ
ド ｐ Ｓ Ｘ ９ ４ は Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ ６ ２ ７ ９ に 記 載 さ れ て い る 。 生 産 に 用 い た 枯 草 菌 菌 株 Ｓ Ｈ ａ
２ ７ ３ は 、 Ｄ Ｎ １ ８ ８ ５ （ Jorgensen， P.L． et al.， （ 1991） FEMS Microbiol． Lett.， 7
7:271-276） の プ ロ テ ア ー ゼ を 弱 く し た 誘 導 体 で あ り 、 ２ つ の プ ロ テ ア ー ゼ ａ ｐ ｒ 及 び ｎ
ｐ ｒ を 不 活 化 し た も の で あ る 。 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス の ズ ブ チ シ リ ン の 分 泌 は 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ プ
ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ を 有 す る 菌 株 （ Ｍ Ｏ Ｌ ２ ５ ３ ） 及 び 有 さ な い 菌 株 （ Ｍ Ｏ Ｌ ２ ５ ２
） の 両 方 に つ い て 測 定 し 、 増 殖 は カ ナ マ イ シ ン 及 び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 添 加 し た ダ イ
ズ 肉 汁 Ｂ Ｐ Ｘ 中 で ３ ０ ℃ で 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ２ つ の 菌 株 か ら の ズ ブ チ シ リ ン 濃 度 を ５ 日 後 に 測 定 し た と こ ろ 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ プ ラ ス ミ ド を
有 す る 菌 株 に よ る バ チ ル ス ・ レ ン タ ス の ズ ブ チ シ リ ン の 分 泌 量 （ １ ６ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） が 、
こ の プ ラ ス ミ ド を 有 さ な い 菌 株 か ら の 分 泌 量 （ ４ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） の ４ 倍 で あ っ た 。
　 用 い た Ｂ Ｐ Ｘ 培 地 は 以 下 の 組 成 を 有 し て い た 。
　 Ｂ Ｐ Ｘ ：  ポ テ ト デ ン プ ン  １ ０ ０  ｇ ／ ｌ
　 大 麦 粉  ５ ０  ｇ ／ ｌ 　 Ｂ Ａ Ｎ ５ ０ ０ ０ Ｓ Ｋ Ｂ  ０ ． １  ｇ ／ ｌ
　 カ ゼ イ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  １ ０  ｇ ／ ｌ
　 大 豆 ミ ー ル  ２ ０  ｇ ／ ｌ  Na 2 HPO 4 ・ 12H 2 O ９  ｇ ／ ｌ
　 プ ル ロ ニ ッ ク  ０ ． １  ｇ ／ ｌ
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ．

　 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス の ２ つ の 菌 株 Ａ Ｌ Ｋ ０ ８ ９ 及 び Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ １ ０ ０
中 に お け る Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 存 在 が 示 さ れ た 。 Ａ Ｌ Ｋ ０ ８ ９ 菌 株 は α － ア ミ ラ ー ゼ の
生 産 に 用 い ら れ て い る 工 業 的 菌 株 で あ る 。 Ａ Ｌ Ｋ ０ ８ ９ 菌 株 は 、 Bailey， M.J． and Markk
anen P.H． J． Appl． Chem． Biotechnol． 1975， 25， 73-79） に 記 載 さ れ て い る 過 剰 発 現 菌
株 で あ る 。 Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ １ ０ ０ 菌 株 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ２ ３ ８ ４ ３ （ J． Vehmaanpera， FEMS Microbi
ology Letters 49（ 1988） 101-105） の 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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実 施 例 ４ バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 及 び 枯 草 菌 中 で の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質
の 存 在



　 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 存 在 は ま た 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の ２ つ の 菌 株 、 す な わ ち
７ ４ ９ ／ Ｃ 菌 株 （ Pollock， M.R． （ 1965） Biochem． J． 94， 666-6/5） 及 び Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ４
５ ８ ０ で 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ れ ら の 非 枯 草 菌 グ ラ ム 陽 性 細 菌 中 で の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ り
同 定 さ れ た 。 よ り 詳 細 に い う と 、 増 殖 の 指 数 期 後 期 （ プ ロ テ ア ー ゼ の 量 を 最 少 化 す る た め
－ Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は プ ロ テ ア ー ゼ 感 受 性 で あ る ） に 回 収 し た 細 胞 を 免 疫 ブ ロ ッ ト に か
け 、 短 時 間 リ ゾ チ ー ム 処 理 を 行 い （ 細 胞 壁 を 漏 出 的 に す る た め 。 し か し こ こ で も タ ン パ ク
質 分 解 を 最 少 化 す る た め に 長 時 間 の 処 理 は 避 け る ） 、 ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 試 料 緩 衝 液 で １ ０
０ ℃ で 可 溶 化 し た 。 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 大 腸 菌 中 で 生 産 さ れ た 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン
パ ク 質 に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 （ Ｋ Ｈ １ ２ ８ ３ ） に よ り 検 出 し た （ 従 っ て 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ 以 外 の
あ ら ゆ る バ チ ル ス タ ン パ ク 質 と の 抗 原 性 交 差 反 応 が 最 少 化 さ れ て い る ） 。 抗 血 清 に よ り 、
免 疫 ブ ロ ッ ト 中 に ナ ノ グ ラ ム 単 位 の 枯 草 菌 様 Ｐ ｒ ｓ Ａ が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に 、 ４ つ の 菌 株 は 全 て 、 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ と 同 じ サ イ ズ で 、 上 記 抗 血 清 に よ り 特 異
的 に 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る こ と が わ か っ た 。 バ ン ド の 染 色 強 度 は 、 バ チ ル ス
・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス 菌 株 及 び 野 生 型 枯 草 菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 と 同 程 度 で あ っ
た 。 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に か け
、 並 行 的 に ク マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た と こ ろ 、 枯 草 菌 の 場 合 と 同 様 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質
の 位 置 に は 極 め て 弱 い バ ン ド が 観 察 さ れ た だ け で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ の こ と は 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス に お け る Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 枯
草 菌 に お け る と 同 様 、 マ イ ナ ー な 細 胞 性 タ ン パ ク 質 で あ る と い う 事 実 と 符 合 す る 。 ２ つ の
バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス 菌 株 の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 染 色 強 度 は 枯 草 菌 に お け る よ り も
弱 く 、 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 量 が よ り 少 な い こ と が 示 唆 さ れ る 。 し か し な が ら 、 染 色 強 度
が よ り 弱 い こ と は 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス の Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 抗 血 清 の 結 合 性 が
枯 草 菌 の そ れ に 対 す る よ り も 弱 い こ と に 起 因 す る 可 能 性 を 排 除 す る こ と は で き な い 。 表 ８
に 異 な る 菌 株 中 の Ｐ ｒ ｓ Ａ の 大 ざ っ ぱ に 見 積 も っ た 量 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 ： バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス Ｒ Ｈ ２ ０ ７ ８ ＝ Ａ Ｌ Ｋ ０ Ｂ ９ ＝ Ｂ Ｔ Ｔ １ ９
７ ＝ Ｅ １ ８ 。 こ れ は α － ア ミ ラ ー ゼ の 過 剰 生 産 菌 株 で あ る 。 J． Vehmaanpera， ALKOか ら の
ギ フ ト 。 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス Ｒ Ｈ ２ ０ ７ ９ ＝ Ａ Ｌ Ｋ ０ ２ １ ０ ０ 、 Ａ Ｌ Ｋ
０ ２ ０ ９ ９ （ pE194/pC194） か ら 誘 導 。 J． Vehmaanpera， ALKOか ら の ギ フ ト 。 バ チ ル ス ・
リ ケ ニ ホ ル ミ ス Ｒ Ｈ ２ ０ ８ ０ ＝ Ｂ Ｒ Ａ ５ ＝ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ４ ５ ８ ０ 。 こ れ は 耐 熱 性 α － ア ミ ラ
ー ゼ の 生 産 株 で あ る 。 P． Saris， BI,H:kiか ら の ギ フ ト 。 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス Ｒ Ｈ
３ ０ ５ ＝ ７ ４ ９ ／ ｃ 。 こ れ は も と も と J.O.Lampenか ら 誘 導 さ れ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ を 構 成 す
る 菌 株 で あ る 。 枯 草 菌 Ｉ Ｈ ６ ０ ７ ４ 。 こ れ は metB5 sacA321.Ref． M． Sibakov et al.， 19
83。 枯 草 菌 Ｉ Ｈ ６ ７ ４ ４ 。 こ れ は Ｉ Ｈ ６ ０ ６ ４ か ら 誘 導 さ れ 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ １ ０ （
α － ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 担 持 ） 及 び プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ （ Ｐ ｒ ｓ Ａ を コ ー ド す る 遺
伝 子 を 担 持 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ： ル リ ア ー 寒 天 プ レ ー ト （ Ｌ － プ レ ー ト ） ； ２ 倍 濃 縮 ル リ ア 肉 汁 （ ２ ｘ Ｌ ）
　 精 製 Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 ： Ｐ ｒ ｓ Ａ は M． Lauraeusに よ り 、 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ 含 む 枯 草 菌
か ら 精 製 さ れ た 。
　 ： Ｓ Ｄ Ｓ － ゲ ル に か け 、 こ こ か ら 切 り 出 さ れ た 、 大 腸 菌 に よ り 生 産 さ れ た 枯 草
菌 の Ｐ ｒ ｓ Ａ 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ： フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ロ リ ド 、 シ グ マ Ｐ － ７ ６ ２ ６ 。 エ タ ノ ー ル 中 １
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こ の 実 施 例 で 用 い た 材 料 及 び 方 法
菌 株

増 殖 培 地

免 疫 血 清

化 学 物 質



０ ０ ｍ Ｍ 、 － ２ ０ ℃ 。 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 Titriplex（ 登 録 商 標 ） III p.a.Merck 8418。 ０ ． ５ Ｍ
溶 液 、 ｐ Ｈ ８ と し て 。 リ ゾ チ ー ム 、 シ グ マ Ｌ － ６ ８ ７ ６ 。 こ れ は 次 の 溶 液 中 で １ ｍ ｇ ／ ｍ
ｌ で 用 い た 。 ２ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 ２ ０ ％ シ ョ 糖 。 ピ
ア ス 社 の Ｔ Ｃ Ａ １ ０ ０ ％  Ｂ Ｃ Ａ + タ ン パ ク 分 析 試 薬 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト の 装 置 及 び 試 薬 は バ イ オ ラ ド 社 製 。 ブ ロ ッ ト は ４ － ク ロ ロ － １ － ナ フ ト ー ル で 染 色
し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ：
　 細 菌 は Ｌ － プ レ ー ト 上 で ３ ７ ℃ で 一 夜 増 殖 さ せ た 。 コ ロ ニ ー は ガ ラ ス 棒 で ピ ッ ク ア ッ プ
し 、 予 め 重 量 を 測 定 し て あ る エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ 、 重 量 を 測 定 し た 。 試 料 緩 衝
液 は 細 胞 濃 度 が １ ０ 又 は １ ０ ０ ｍ ｇ 細 胞 （ ｗ ｗ ） ／ ｍ ｌ に な る よ う に 加 え た 。 試 料 は １ ０
０ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 し た 。
　 細 菌 は ２ ｘ Ｌ 肉 汁 中 で ３ ７ ℃ で 撹 拌 し な が ら 増 殖 さ せ た 。 プ ロ テ ア ー ゼ の 効 果 を 最 小 化
す る た め に 、 細 菌 は 先 ず － ２ ０ ℃ か ら ク レ ッ ト １ ０ ０ （ １ ～ ２ ｍ ｇ 細 胞 ｗ ｗ ／ ｍ ｌ 又 は 約
１ ０ 9 細 胞 ／ ｍ ｌ に 対 応 ） ま で 増 殖 さ せ た 。 こ れ を １ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た も の を 接 種 物 と し
て 用 い た 。 ２ ０ ｍ ｌ の 細 菌 を ク レ ッ ト フ ラ ス コ 中 で 増 殖 さ せ 、 ４ ｍ ｌ ず つ の 試 料 を ク レ ッ
ト １ ０ ０ 、 ク レ ッ ト １ ０ ０ ＋ ２ 時 間 （ ク レ ッ ト 約 ４ ０ ０ ） 、 及 び ク レ ッ ト １ ０ ０ ＋ ４ 時 間
（ ク レ ッ ト 約 ５ ５ ０ ） で 採 取 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 試 料 は 直 ち に 氷 槽 に 入 れ 、 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ を １ ｍ Ｍ に 加 え 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を １ ０ ｍ Ｍ に 加 え た 。 １
２ ０ ０ ０ ｘ ｇ で １ ０ 分 間 の 遠 心 に よ り 細 胞 を 培 養 上 清 か ら 分 離 し 、 １ ／ ２ ０ 容 量 を リ ゾ チ
ー ム で ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 処 理 し た 。 同 容 積 の 試 料 緩 衝 液 を 加 え た 。 培 養 上 清 を １ ０ ％ Ｔ Ｃ
Ａ 中 で ４ ℃ で 沈 殿 さ せ 、 試 料 緩 衝 液 中 で ２ ０ 倍 に 濃 縮 し た 。
　 試 料 は １ ２ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ ゲ ル 中 で 泳 動 し 、 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー Ｒ で 染 色 す
る か 又 は バ イ オ ラ ド に 従 い Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ フ ィ ル タ ー 上 に ブ ロ ッ ト し た 。
　 Ｐ ｒ ｓ Ａ は 特 異 的 抗 Ｐ ｒ ｓ Ａ ウ サ ギ 抗 血 清 Ｋ Ｈ １ ２ ８ ３ で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ．

　 ｐ Ｋ Ｔ Ｈ ２ ７ ７ 中 の Ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 用 い 、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ウ ス サ ン フ ラ ン シ
ス コ の ジ ェ ネ ン コ ー ル イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル の 科 学 者 た ち は 、 枯 草 菌 が Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質
及 び リ パ ー ゼ （ グ ラ ム 陰 性 細 菌 で あ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ メ ン ド シ ナ の リ パ ー ゼ ） の 両 者 を
過 剰 発 現 す る 場 合 に は 、 培 地 に 分 泌 さ れ る リ パ ー ゼ の 量 は Ｐ ｒ ｓ Ａ 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 し な
い 対 照 に 比 べ て 約 ３ ． ５ 倍 に な っ た こ と を 示 し た 。 ジ ェ ネ ン コ ー ル イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル の
科 学 者 た ち は バ チ ル ス の 工 業 的 な 菌 株 を 用 い 、 工 業 的 な 発 酵 条 件 を 用 い た （ デ ー タ 示 さ ず
） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 工 業 的 及 び 医 学 的 に 重 要 な 細 胞 外 タ ン パ ク 質
の 生 産 を 高 め る た め の 方 法 及 び 系 を 開 示 す る も の で あ る こ と が わ か る 。
　 本 発 明 の 精 神 及 び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 当 業 者 は 本 発 明 に 種 々 の 変 更 及 び 修 飾 を
加 え て 種 々 の 用 途 及 び 条 件 に 適 合 す る よ う に で き る 。 こ の よ う な 変 更 及 び 修 飾 は 、 以 下 の
請 求 の 範 囲 の 均 等 の 全 範 囲 内 に 、 適 正 に 、 公 正 に 、 そ し て 意 図 的 に 含 め ら れ る 。 本 発 明 の
種 々 の 特 徴 は ま た 以 下 の 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で あ る 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 10月 1日 (2004.10.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
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培 養 条 件 及 び ゲ ル 電 気 泳 動 の た め の 試 料 調 製

実 施 例 ５ Ｐ ｒ ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 過 剰 生 産 す る 枯 草 菌 に よ る 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ メ ン ド
シ ナ （ Pseudomonas mendocina） の リ パ ー ゼ の 高 め ら れ た 分 泌
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【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 目 的 の 異 種 性 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る グ ラ ム 陽 性 細 菌 で あ っ て 、
　 （ ａ ） PrsAタ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 自 体 を コ ー ド す る 染 色 体 中 の 遺 伝 子 の 多 数 コ ピ
ー を 含 ん で な り ； 或 い は
　 （ ｂ ） PrsAタ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 自 体 を コ ー ド す る 染 色 体 中 の 野 生 型 遺 伝 子 を 含
ん で 成 り 、 そ し て 更 に PrsAタ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド 上 の
遺 伝 子 を 含 ん で な る ；
　 こ と を 特 徴 と す る グ ラ ム 陽 性 細 菌 。
【 請 求 項 ２ 】
　 バ チ ル ス （ Bacillus） 属 の 種 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 細 菌 。
【 請 求 項 ３ 】
　 バ チ ル ス ・ ア ル カ ロ フ ィ ル ス （ Bacillus alkalophilus） 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ
ァ シ エ ン ス （ Bacillus amyloliquefaciens） 、 バ チ ル ス ・ ブ レ ビ ス （ Bacillus brevis）
、 バ チ ル ス ・ サ ー キ ュ ラ ン ス （ Bacillus circulans） 、 バ チ ル ス ・ コ ア ギ ュ ラ ン ス （ Baci
llus coagulans） 、 バ チ ル ス ・ ロ ー タ ス （ Bacillus lautus） 、 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス （ Bac
illus lentus） 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ フ ォ ル ミ ス （ Bacillus licheniformis） 、 バ チ ル ス ・
ス テ ア ロ サ ー ム フ ィ ル ス （ Bacillus stearothermophilus） 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ Bac
illus subtilis） 及 び バ チ ル ス ・ ス リ ン ジ エ ン シ ス （ Bacillus thuringiensis） か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 種 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 細 菌 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 細 胞 外 タ ン パ ク 質 が 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ク チ ナ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 、 プ ル ラ ナ ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 タ ン パ ク ジ ス フ ィ ド
イ ソ メ ラ ー ゼ 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン グ ル コ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 フ ィ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー
ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ラ ク タ ー ゼ 、 ビ リ ル ビ ン オ キ シ ダ ー ゼ
、 キ シ ラ ナ ー ゼ 、 抗 原 性 微 生 物 又 は 原 生 動 物 タ ン パ ク 質 、 細 菌 性 タ ン パ ク 質 毒 素 、 微 生 物
表 面 タ ン パ ク 質 、 又 は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細
菌 。
【 請 求 項 ５ 】
　 目 的 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 に お い て 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の グ
ラ ム 陽 性 細 菌 に お い て 前 記 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 発 現 せ し め る 、 こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 グ ラ ム 陽 性 細 菌 に お け る 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 改 善 す る 方 法 に お い て 、 目 的 の 細 胞
外 タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る グ ラ ム 陽 性 細 胞 を 、 PrsAタ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を 含 ん で 成 る 適 当 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 成 物 に よ り 形 質 転 換 し て 、 形 質 転 換
さ れ た 細 菌 を 得 る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ の 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 が 、
　 （ ａ ） PrsAタ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 自 体 を コ ー ド す る 染 色 体 中 の 遺 伝 子 の 多 数 コ ピ
ー を 含 ん で な り ； 或 い は
　 （ ｂ ） PrsAタ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 自 体 を コ ー ド す る 染 色 体 中 の 野 生 型 遺 伝 子 を 含
ん で 成 り 、 そ し て 更 に PrsAタ ン パ ク 質 又 は そ の 機 能 的 類 似 体 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド 上 の
遺 伝 子 を 含 ん で な る ；
　 こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 細 菌 が 、 バ チ ル ス （ Bacillus） 属 の 種 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 バ チ ル ス 属 際 菌 が 、 バ チ ル ス ・ ア ル カ ロ フ ィ ル ス （ Bacillus alkalophilus） 、 バ
チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス （ Bacillus amyloliquefaciens） 、 バ チ ル ス ・ ブ レ ビ
ス （ Bacillus brevis） 、 バ チ ル ス ・ サ ー キ ュ ラ ン ス （ Bacillus circulans） 、 バ チ ル ス
・ コ ア ギ ュ ラ ン ス （ Bacillus coagulans） 、 バ チ ル ス ・ ロ ー タ ス （ Bacillus lautus） 、
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バ チ ル ス ・ レ ン タ ス （ Bacillus lentus） 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ フ ォ ル ミ ス （ Bacillus lich
eniformis） 、 バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー ム フ ィ ル ス （ Bacillus stearothermophilus） 、 バ
チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） 及 び バ チ ル ス ・ ス リ ン ジ エ ン シ ス （ Bacillus 
thuringiensis） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 種 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 細 胞 外 タ ン パ ク 質 が 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ク チ ナ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 、 プ ル ラ ナ ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 タ ン パ ク ジ ス フ ィ ド
イ ソ メ ラ ー ゼ 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン グ ル コ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 フ ィ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー
ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ラ ク タ ー ゼ 、 ビ リ ル ビ ン オ キ シ ダ ー ゼ
、 キ シ ラ ナ ー ゼ 、 抗 原 性 微 生 物 又 は 原 生 動 物 タ ン パ ク 質 、 細 菌 性 タ ン パ ク 質 毒 素 、 微 生 物
表 面 タ ン パ ク 質 、 又 は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
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