JP 4611531 B2 2011.1.12

(19) B EEHEFT (UP) i F A& #®HE2) (1) SHES
55T 9E46115315
(P4611531)
(45)#TH RER23FE1H128 (2011.1.12) 24 BHFE TFR22E10H22H (2010.10.22)
(51) Int.CI. F 1
C12N 1509 {2006.01) Cl2N 15/00 ZNAA
C12N /15 (2006.01) Cl12N 1/15
C12N 1/19 (2006, 01) C12N 1/19
C12N 1/21 (2006, 01) Cl12N 1/21
C12N 9/5 {2006.01) Cl12N 9/5
MREOH 15 (£ 38 H)  RIEEEHS
@) HEES 1 E2000-589683 (P2000-589683) [|(73) 4537482 500586299
(86) (22) HEER SERILIEEI2H 208 (1999, 12.20) JERPAL LA TITFA—EAAHT
65 ARES £ 72002-533080 (P2002-5330804) Frv—rEH, F—2——2880 i
43 &F#AE ER145E10H88 (2002.10.8) AT, oz fsndf 36
(86) ERSHEEE S PCT/DK1999/000718 (74) fREA 100099759
87 EELMEE  W02000/037627 £E+T FF B
87 EREAMA SERY 12486 H 298 (2000. 6. 29) (74) K3 A 100077517
EBRRE SERE182E11 B 308 (2006. 11.30) #E+ HFH W
B1) IEsEETR/ES  PA 1998 01670 (74) fRE A 100087871
(32) M®5E B SERI0ZE12H 188 (1998, 12.18) #FEL BE &
@) BEREXEE Frv—2 0K (74) {RIE A 100087413
#ELT &wE TR
HEEE (74) fREA 100108903

FEL BT MK

BARRIZA

64 [RAOEMR] BEFREL—7HETCENOT L/ BRREFR T2V 7S5 —LEBRY 7L —71-S 1Rk
] —-S2

(G7HO0Ooooooood

O O

O

S103SA0

gsio3stTiooooooooooan

g3 ogoooobooooan

gon

dobooo0ooboobdbdOBPN'O

gboodoboooooogooan

oo

goo0ooooogoooboboon

g

0o

O oo oo o|ji;g o

O
O

ODNAD OO OOGonoDoogd

gbooooobooboboboon

oooooooooooogogao

OO00BacillusD OO0 O0O0O0OO0ODO

0 O DNAD

gboboooogan

gbooogoooooaooad

O|a O
O
O

O
O
O

BacillusO O OO DODODOOODOODO

B.lentusO OO DODODODOODDOOO

gon

OoDoiOboocoo0oooooogooooljloogdg
OooIooojlocoo0oooogogooi;o|o
o e e s s e e o o
oo oo o|o o ooDoogogoooog g
oo o oogoogo|oollooljlgoglg

fungusO

oooooOooooooogogooan

gooooognd

10

20



(2) JP 4611531 B2 2011.1.12

ogdo
ooao

O
O

OfungusD 0000000000 D0DODOO0O0O0OOOOOOODO
00
000000000 0AspergillusD 00000000000 OODODODOOO

O
O

[ |
‘DI:I
O
O
O

O

uo
glooooooooooooooooooooooooooooooooon
gobooogooboooboboboooobogobgobobooooboboboboo

O d
I:I|I:II:I

gboooogoobobobooobogobobao

uboboooooboboboboooobgobgoboboooobgan
oooboooooboboooooobobil200oo0oo00o0oan

cooboo0ooOooOooool2o0oisogogoooao

cooooooooooooooooooonlz0oi4iooooooonod
uon

O O
OO
OO
OO
OO
O
O
O
O
O
O
O
O

1030 0000000 (b)O
ooo 00
0oo
0oo
ooo
0oo

o3 o0ocoooooooooan
o 1-S10
ood od

I-

g
god
O

g

O o0Oooo

od
od

O O0OoOgoo
O Ooooo
O O0Oo0oooao
O OoO0oooao
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O0Oogoao
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O 0O o0goog
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Oo0oooao
O Ooo0oooo

O
g
u
O
g

O O0Oo0goo
O 0Ooogooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo

uo g
g ugoaao
o oooao
go oooao

OoOoo0oo0oood

300 O
0oodod
oood
00000000 o0oDooooooDoOooo0ooDoDooooDoDoooooao
DURAZYMO Novo Nordisk A/SO , RELASE(Novo Nordisk A/S), MAXAPEM(Gist-
V.),PURAFECT(Genencor International, Inc.,) 000 00ODOOOOOAO

gboboooooogobobobo
ugbobooooobooboboboooboobobao

O OO
O O O
O O o
O oOooo
O O o
O

O

O

O

O

O

O

I I [y
O O o

Oo0ooDoooooDooog|boDooooooDooogogao

OoooooooooooImoDoooo0ooDooogogoooao
Ooo0oooooooDooogoImpoDoDo oo oDoooQgoaoo

O O
O 0
O 0
O 0

I:II:II:II:II:II:II:IDDDDDDDDDlDDDDDDDDDDDDDD

ood
Brocades,
O
oooooad

0 O EP 130756(GENENTEC)(O0 O O O O 34,6060 0O GENENCORO 0O O O )O EP2144350 HENKEL
O O wWo87/044610 AMGENO O WO87/05050(ENEX)O EP2101050 GENENCORO O Thomas, Russell
O O Perht(1985)Nature 318 375-376; Thomas, Ruselll O FershetD O O O O O JO MolO
Biol. 193 83-813; Russell O Persht Nature 328 496-500 (1987); WO 88/08028 (Genex
); WO 88/08033(Amgen); WO 95/27049(SOLAY S.A.); WO 95/30011(PROCTER &GAMBLE COMP
ANY); WO 95/30010(PROCTER & GAMBLE COMPANY); WO 95/29979 (PROCTER & GAMBLE COMPA
NY); US 5,543,302(SOLVAY S.A.); EP 251 446(GENENCOR); WO 89/06279(NOVO NORDISK A
/S); WO 91700345 (NOVO NORDISK A/S); EP 525 610 AL1(SOLVY); O O WO 94/02618(GIST-
BROCADES N.vH)O OO OUOODDOOOUODODOOODODDOOOODOoOOOO

oooooad

oo obo0ooboob oo b oo bbb ooooOood
oodooo0ooooDoOooo0ooDooO0oooDoDoOoOooOooDooODOooOoooDooOoog
0o00ooo0oo0oDoOoo0oo0ooDoo0oooDoo0OooU0oDooo0ooDoDooooOooDood

g
g
O
O
g
N.



Ooooooogog|ooo
Oooooooogoogiiooao

O

OoooooooooooogoQgdg
OO0 oDoDooggoooooogogdg
Oo0oooooogoooogogdg
Oo0ooooooooooogoQgdg

@DDDDDDDDDDDDDDDDDD
~ O oo
O

(0O
0
(DO
Ol
(OO
(@0

Oo0oo0oooogd
I B

OoooDooooooogio;oodg

OOoo0oooogod

O

0
O

OoOo0oo0ogoao
I I [y B

O Ooooiooaog

O 0Oooio;oo

O

(3) JP 4611531 B2 2011.1.12

gbooooboobooboboooboooooboobobonn
O

gboooogoobobobooboooobobobobooooboboboboo
ubooouobobobooouobuobobobooooboboboobooo
oooobOooooobooooobobOoboooobobocOooobboooobooog
003090 GLSAVIO O SavinaseDl D OO0 0 O00D0OOODOOODOOOODOO

DK1332/970 0 00O DOOOO

od

gos000103 0000000 @MIbOoOonoDilo3a 00D 0bOdOiosn 1040
ooooooooobooooooooo-sacog« booooor” ooogia-
uybobooooobobobobooouoboobobobooboboooobobobad
ooobooOoooobooooobooocoooboooobood

oo
ubobooooobooboboboooboobobobobooooobobobada
glo301040000000000COODOOOODOOOODODOOODDOOOODOOOOC
ybooooooooobooOoooobooooobooooooooooobDoooooDooo

g
u

Oooo0oood
OoOoo0ooood
OoOoo0oooogd
Oooooogod
OooOoo0ooood
OO0oo0oooogd

O

ooooboosboouooooooooobooooooooooooDon
ooooobOooobooooooooboooooooboooooao
O

0000000000000 O00O0O000O0000000103010400000
000000000000 0O00003090000000000000000
0000000000000 O000O00000000003090000000
0000000000000 O00O0O00O0O000O00O0OCG)IOODOOOnO
000000000000 O0O00O00

0

000000000000 0O000O000O00O0O00OOBPN O BASBPND (a)
0O0O3090BLSAVIO (b)D 0D O DODCODOODCOOOOODOBPN (a)(BASBPN)
OOCarisberg(g)0 0000000000000 O00001a00002a000
000000000000 0O000O000000GCG000D0O00GAPDOOD
0000000000000 O001ad 0 2ad W091/003450 00 000000 O
0000000000000 O00O0O00O0O00O0O0000000000000
0

cooooOOoO0O0O00@Looo@oooooooooooooooooooog
oooooOooooboooobooooooobooooooDao

O Ooo0oooao

33043000000

9501030 0 O OO0

1250 1320 0 00 0O O

1530 1730000 0O 0O

1810 1950 00O O O O

20202040 00000

21802190 0 00 OO

g
Oo00oDoOOoO0oO0O0oOoOogoesbbbl130ooog@oooDnDilos3nd
oooooOoOooobooooobobOooooboboOoO0ob0DbbOOi1osn 040
oooobOoooooooooobOooo-saooi1-s20o0o0co0oooobood
oooooboooooobboooooooonon
ubooouobuobobobouobuoboboboboobobddbDbNADDOO

10

20

30

40

50



O
O
O
O
O

O Oooo

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
OJ
O

OoooooooooogogoQgdg
O

Oo0oooooooooQgdg

OooDoooo0ooooogogooao
OoooooooooooQgooao
OO0 oDoDoogogogooooogogdg
Oo0oooooooooogogg
Oo0ooogoQgogao
Oo0oooQgogoao
Ooo0oooOoogoao
OO0 ooogoQgogao

O O
O O
O d

O

4) JP 4611531 B2 2011.1.12

gboooobOobOobOobo0dDNADOODO

ooooboooooooooooboooooao

O
O
OJ
O
O

ao

O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

good
uo

O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O



X I U A mMOUPEZ<04»mw 62 1o

gbooooao
ugoduo

& » m

-

)

I

JP 4611531 B2 2011.1.12

Fo2=

AU

I I
Aaq4
Fouy
JIZITFS=
fUFT TP
AFAZL
gUu

1
AlLAF=v
DRTA Y
FOo
TFTRARINTX
FJILE =
TANTF B
TNz U
oy
FLX=>
EXAFTL
EEOFI/ B

=~

10

20

30



(6) JP 4611531 B2 2011.1.12

£ 4
BEBOLH

A = FTr="

G = TFT=

C =  YrIy

T = F2 (DNABRDM)

§ = NS (RNABRDHK)
OoOoogoogao
Oo00ooooooooogogoogoog
gooooooocgoooooogooocg oo oo oo b oo o oo oyooo oo
OO0000oooooooooooooooad
000000000000 DOO0O00OOBPN (BASBPNH O ODODODOODODDODODODO
Oo0ooouooocooooogooao
0000000000000 oo oo o oo ooooooooaeecO OooOoao
Oo0Oo0oo09.l0GAPOD O 0DDODOO0DODUODUOU0DODUOUODDODUODUOUOLODUOU0D OO DLD OO Ooao
gooooooocgoooooootoogo ooy oo oo oot oo ooy oo oo
gooooooood
OoOoogoogao
OO00o0oOOowoolv/o03450 0 0 0000000000000 oDoDooooogooo
gooooooocogooooogooocgg oo oo oot ooy oo oyooo oo
OD0OO0O0OBPN OBASBPNO 00O DO O DO O 3090 BLSAVIO O OO O OO OO Carlsbergd BLS

CRODODODODOOOOODODOODUODOD1aD 000220 0000000000000
OoobOOoOoooobooBASBPNO D OO OODODOOOODOO

oooooao
Uo0o0ob0OO0O000oo0DbDO0S090BASBPNO O O OO O0OOODODOS360 580 1580 1620 0O 1640
O000OO0O000b00oO000b0DbDb0D1a000000003090BASBPNO OO ODDOOO
00360560 1590 1640 1650 DO OO OO0ODODOOOO0OODODOOOODODOOOOODODOOC
arlsbergd BASBPNO O 00O D580 0 00 0000C0C0O0ODDO0O022a0 000000 0O Carl
sbergd BASBPNO OO OO DOS60 00 00000D00OC0O0OO0ODOODOODODDOO11a00

00200000*000000000
0o0o0ooOo
0000000000000 00000
0000000000000 000
00O0DGYISED 00 D000 0 19500
Oooooooo
0000000000000 00000
0000000000000 D00000
ODOoOopooooog
0000000000000 00000
000000
0000000000000 D00000
0000

O

O

O

O

O

gbooooboobooboboboo

ooooboooooooooooboooooan

gboooooobobobooobobobao

gboooooboboboooobognn

ooooboooooooooooooogogano

10

20

30

40

50



) JP 4611531 B2 2011.1.12

gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
gooi1ro0ooo0nOao
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboobooooobobobobooobooboboboooonn
dgbdogoogobobobdgobooooobogbgobaobaoofoan
ooobOooooobOoooboboooc0oobobOoO0oOoo0obOob0OXeaaDbOXoOooOOoOOO
gbooboooooboboboao

gbooood

oo

golesddddfdddooooooooooooboboboboooood

Gly195GIul O O G195E

gopooiesu0obooobooooboooDboobbooob oo boooboon
O

Glyl95Xaall O O O G195X

gooo

Glyl1950 O O O G195

goilvod oo ouoouooooooobobob bbb b oo ooooooad
gooao

Xaal70Serd O O O X170S

o000

170Serd O O 170S

oooooao

0000000 000O0OhomologousD 000 000D ODOOODODODODODODODODODOO
0000000 O00000OaL70oSerd OO O O BASBPNO O Lys170Serd O O O BLASAVIO O Ar
gl70Seyr0 0 DD ODU0ODDOODDOUODDOOO
go0ooo0ooooooooooooooooooooooooooboooooooooOon
goooi17vo00d0000dO0O0oOoOooooooOoooooboOoDDoDoDoDoooooooOoOoaa
gooooooao

Argl700 GlyO Alal SerO ThrO O O O R1700 GO AO SO TO

go0oooooooooao

R170G0O R170A0 R170S0O O R170TO

oooooao

oo

gO01950000000000000O0000O00OAO

Gly195*0 O G195*

goodooogol9s0dl1e60 0000000000000 0OO0ODOO0OODODOODODOOOOOnO
gooooooooooooooooao

Gly195*+Leul96*0 O O O G195*+L195*

oooooao

oo

gooecles000o0booo0oooooooooooooobooOoaon

Gly195GlyLys O O G195GKO O O O O

000000000000 DOO0O00O0D0O0OD00ODOG19000LYysOAlaD O Serd 0 dnO
goooooooooooooao

Glyl195GlyLysAlaSerd O O G195GKAS

0o0oooooooobo0ib o000 oooooDoboDooboboooooOoan
0000000000000 000000000O0O0oOoOoooOldO00196000000O00
0o

oooooao

10

20

30

40

50



C))

JP 4611531 B2 2011.1.12

goood
& 5
1%4 195 196
BLSAVI A -G - L
154 185 195a 195b 195%c¢c 196
FRIK A-G-X- A- 8- 1L
OoOoogoogao
gooooooocggooggoogoogg ooy ooy by oo pobpDoygoo oo
0000000000000 oo oo o000 oooonooOaoOaonaelosceo OO
OOoOooogogoaoo
gopoogodg
oood
& 6
194 195 198
BLSAVI A-G- 1L
=
194 195 195z 198
TR BoS-e- L
154 1943 1385 196
L
OO00o0oooogoAlAc 00 0o oooooooogag
00000000000 oooooooooelescc 0o o oooooonoanoao
O000o0oooo0ooooooooooooooonooan
opooogoodg
Oo0oooooognoo
0000000000000 oo0oooooooBPN O OOOOOOOOOOOOOO
Oo00o0oDoD0ogooooogobogooougoo
o030 0000 ogoooooogogooadg
*36AspU O O O *36D0
OoOoogoogao
Ooo00ogano
goooooooopoooouotoocuopoDuouoououoouooog

Argl70Thy+Gly195GIlu0d O O O R170Y+G195E
gbobooooi1lrvoob1os0goooboooooboobooboboobooooobobobao
gbooboooooooboobobada

10

20

30

40

50



€))

JP 4611531 B2 2011.1.12

00000000 Tyrle7d GlyO AlaO Serd ThrO O Argl700 Glyd Ala,Ser,ThrO O O O O

opoooboog

gpooooo

gooao

& 7

Tyrle7Gly+Argl70Gly, Tyrlée7Gly+Argl70Ala,
Tyri67Gly+Argl70Ser, Tyrlée7Gly+Argl70Thr,
Tyrl67Ala+Argl70Gly, Tyrlé7Ala+Argl70Ala,
Tyrle7Ala+Argl70Ser, Tyrlé7Ala+Argl70Thr,
Tyrl678er+Argl70Gly, Tyrle7Ser+Argl70Ala,
Tyrle75er+Argl708er, Tyrlé7Ser+Argl70Thr,
Tyrie7Thr+Argl70Gly, TyrlG?Thr+Argl7OAla,

Tyrle7Thr+argl70Ser, gyt Tyrlé7Thr+Argl70Thr.

oooooao

gbobooooooobobobonb
gbooboooooobooboobobooooboobobooad
ooooooooobooooooon

OGlyDAlaD SerO0ThrO O OO OOODODDDOOODODOOO
ugbo” oooooao

ugbogood

gooooad

gboooooooobgnb
O (WalshO 19790 0 0 O O O

ooooooDoooooooo
O
d CompanyO San Franciscod O O 0O O
O
O

O
O
O

(Enzymatic Reaction

ooooooDooOooood
oooooDoDoOOoOooooog
Y OOOOOO0OO0OOOOOBPN
ein Engng.4(1991)719-7370
oooooao
oooooooog
ooooDoDoOOo0oO0oO0oOooooooooODDDODOoOOoOooDoOooo
000000000 (Whited Handlerd O Smithd 1973 O O

obooooooooboanb
ubogoogooobod

O
O
O

ROODODODODODODODODODOODOOOOODOoDOO

gbooobooooooobogan

O00O0DTyrle70 Glyd Alad SerO ThrO O Argl70

goooocoo* boboooao

ooooooooooooog
Mechanisms.)W.H.Freeman an

0000000 BPN (BASBPN
000000 Siezend O Prot

ooOoooOoooOoooOoo
0000 (Principles of Bio

chemistryd ” 0O O O O McGraw-Hill Book Companyl NYO pp.271-272)0

oooooao

gboboooobooboboboozo,oo0d 0 d4as,0000
gbooboooooboobooboboobooboobobooaod
ugbdooboooooboboboboobooboboboodd
ooobOooooboocoooooooooboooooboon

gboboobooooooobogno
gboobooooooobgoan
ugbogobodoooooobgan
gooo0OocoooDnDonadpHO

pre.ol 0 011,000 00000000 DODOOO0OO0ODOOOO0ODDOOOOODDAOPriest(

1977)Bacteriological Rev.41 711-7530 0 0 O O
oooooao

10

20

30

40

50



(10) JP 4611531 B2 2011.1.12

goboooan

O000D0DDOD00000000000D0DDOO0O0O0O0O0O0DDODODSiezend O Protein
Engng.4(1991)719-7370 O Siezend 0O Protein Science 6(1997)501-5230 0 0 00O O DO O
oo0o0oo0ooDoODO0oO000O0O0o0ooo0o0o0o0DoDDOoODO0D00D0D00Ooo0DoDoDoODoODDOoDOoOOooOOOg
700 0000000000000 OQOOODDOOODODOOOOOODODODOOOSiezen

OOoo0oooogod

O

O 0Ooo0ooo

O

O 0OoO0ooogoaog
O Ooo0oooao
OoOoo0oooogod

O

O

oooobOooooobooooobobOoboooobobocOooobboooobooog
gobooogooboooboboboooobobobobooooboboboboo
uboooooobobooboooboboboboooobooboboobooao
0000000000000 00ODDOO0OO000000OD0DsSiezenO (1997)0 O
gono

g

ocoooOOoOoO0O0oOoOoOoN-s1ico0* 00000000 O0” OoO0O0O0DDOi1es(

BSS168)0 D DO DO OBPN O0O0O0ODOODO DO Carlsberg(ALCALASET NOVO NORDISK A/S)O
ooOooDooOoby@sshy)o oo ooo” ooogooooooao
ugbdooboooooboobogoboboobooooboboboobooboooboobobobaa
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo
OO00D0OO0OO0OO0O0D0D0OO0OOonDBP92(BAALKP) (MAXACLAD Gist-Brocades NV)O OO O O
O O 309(SAVINASEO NOVO NORDISK A/S)0 0 0 O O O O 147(BLS147) (ESPERASEL] NOVO NORD
ISK A/S) D00 000000 OCODOYaB(BSEYAB) DO OO QOOODOO

oooooao

goooooooogoogan

1-S1

000000 1680 BSS168(BSSAS(Subtilisin amylosacchariticus)O
BSAPRID O OO DOOOJOOBSAPRNO OO OO OONATOOBMSAMPO DO OO O OOOQOQO
0 O (Mesentericopeptidase)d O

0OO00000O0BPN O BASBPNO

00O0000Dbyd BSSDYO

OO0OO0ODDCarlsbergd BLSCAR(BLKERA(C O O O O O O O BLSCAL1O BLSCA2[ BLSCA3)U
BSSPRCO OO ODOOOOODOC

BSSPROO O OO OOOOOOD

gboooaog

1S-2

OOOO0ODDDOOOO (Sendai)d BSAPRS

000000 ALPLDO BSAPRQO

OO00OO0DD1470 Esperaseld O O O BLS147(BSAPRMO O O O O O O AprM)O BAH101)O
OOO0OO0DD3090 Savinased O O O O BLS309/BLSAVI(BSKSMK(M-0O 0O O O O O O O BAALKP
OooooOOoogoOgPB20BacillusD D000 DOOOOODOOOODODOBLSUBLO O OO
uobOooseLon

O0o0ob0OO0O0000D0aoyYaBO SYSYABU

oooooao

“ 00000 AVINASEY O OO O™

OOOO0OD0ODDOOOONOVO NORDISK A/SODOD0O0O00O0OOOOCOCOB.LentusO 0000
00003000 000BAALKPO 10 O ONS7SOD OO OOODOOOOOODOOOODODOO
goboooo" oboobobobooooooboobobobooog

gboooao

goooogao

OO 0D0DDO0O0O00" OSiezenD (19910 01997) 0 00 0000C0O0O0ODDOOOOOO
gboooooooobogoobo* bobooo” boboboboobooooobobobao
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ooooooooobooooo*ocoooobooo” Oobo*0ooobooooobT oo

10

20

30

40

50



(11) JP 4611531 B2 2011.1.12

OO0

ocooooao

ooooopooooog

00o0oooogo* 00" OmodificationD OO OO O0DD0ODODODOODDOODOODOOO
Oo00D0DDOoODOoOO0oODNADODODDODODODDODODODODODODODO0DODODODDDDODOODODODOOO
oooo0oDoOO0O000DO0o0oooooODODDDODOoOoDO0oOoOooooo

ooooooooaog

OO000DD0DDO0OD000000O0O0O0O000D0O0variantd 000000 mutatedd 00O OO
oo0oo0oDoDoODO0OO000O0O00ooOoOoOoO0DDDODO0D00DO0DO0o0OooDoODoOoODoODDOoDOOoDOoOg
oooo0oo0ooOO0O000oO0O0oooOoOoo0OoDOoODO0O0U0ODO0o0ooooDooDooDoODOoooOOg
0O000DDO0OD000000o0o0o0o0DoDDO0oD0D0Do0DO0Do0oo0ooDoDoDoDoDoDOoO0Oan

ocooooao

0000 homologousO OO0 0O 00000

SAVINASED 0 0D 00000000 oooDoooooDooooooooooooooooao
oo0o0oDoDoOOo0oo0oo0ooooooOoODoDOoDo0oDoDoOooooDooDoDoDoOoOo0Ooo
OO0O00D0DDOD0O0000000000D0DDODO0OO0D0DO0O0OO0O0O0DODODODDDOSAVINASED
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
oooooDoODoOOo00o0DOo0o0ooooooDoDDoODOoDo0o0Oo0o0ooo* ocooOo"o0o0ooog
ooo

oooooao

00000000 ooDoo0oooDoooo0oDoDoooooDooooooeccDoooOod
Oo0009.A0GAPO D00 O0ODODOOODODDDODODODODODODODODODODODDODDODDODODODOOO
ooooooODOoOO0O0O0oO0OoOoOo* 0000 ODO0DO0D0DUOoODOoOooDoooDoODOoOoOOoOoOoog
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
Oo0ooDDoDoODOoOOoO0o0oDOoO0ooooooDooDooOoooOod

oooooao

oooano
0oo0o00DD0DDOD000000000o00o0DDDODO0D00D0D00O0Do0Do0DoDoODoODDOoDOoOOoDOoDOOg
ooooDoDoODOoOO00o0oOo0o0oooooOoo0DDODDODO0DO00DO0O0OoooDoODoOoDoODoODDOoDOoOOoDOoOg
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
ooooooooooao

oooooao

O0O0D0OD0ODNAO O

OO 00000 OODNAO OO OODDODDODODODODODOOOOOoOOoOOODODNAODDOOOO
OOoO0oODNAOODDODODODODODDODODODDDODODDODODODODO0DODODODDODDDODOODODOOOOn
oo0oo0oDoDoODO0OO000O0O00ooOoOoOoO0DDDODO0D00DO0DO0o0OooDoODoOoODoODDOoDOOoDOoOg
00000000 o0oDoo00o0o0Doo0o0o0oDoOOo0O0deDNAOCOOODDODOODOODOOO
Oo0O00oDDoDODNAODODODODODODDODDODDODDODODODODODODODO0DODODDODDDDOODODODOOO
oo0o0o0D0DDODO0O000000000Y D03 D0D0DO0DO0o0oooDoDooDooDoooooOog
000000000000 0000D000000000A0A0Dynand Tijand Natrure 316:
774-78, 19850 0 00 DO D UOODNADO” ODDODDDODO*" ODODDODOODNADDO” OODOO
oono

oooooao

oooooooo

ooooDoDoODOoOO0O0oO0O0O0* Oo0o0O0OO0O" DODO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DOoDOoDoODoODDODOOoDODOO0
oooo0oDoODOoOOooooooo
gcooooDoOOoOO0OO0OO0DO0oOoooooOoDODDODO0OO0DO0DOoDO0ooooooooDoDoooooog.
ooooDoDO" 0Do0ooooooooooao

ocooooao

OO0O00DDOO0OO0OOSbS-PAGED D O0DODDDOOODDIIDO0O0O0ODOOODDODDODOODOOO

10

20

30

40

50



Ooooojooooojocooooooog

O

OoOooooo4oooooo4oDoDoDoooooooogogoao
Oooooooo0oooooo0ooDooooooooogogoao

OO0 oDoogogoooooogdg
Ooooooooooogogg
OoooooooooooQgg
Oo0oooooooooQgdg

Ooo0Ooogooodao
OO0 oooogao

OO oo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O

O
O

od
od
600

1 Y
O Oo;m;m oo
I 1y

O O Ooogoioo
O O Oooo O
O

O O
[ |

Oo0oooQgoao

O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo

O 0o oo

O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O

O 0Ooo

O

O

O

O

O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

(12)

JP 4611531 B2 2011.1.12

oooooOoooos3ooooooobooooan

Oooo0O0OO0OSbS-PAGED DO ODOOOOODO400O0O0O0DDODOO
oooosogooooboooooboobocoooboooesonoonod
ooooowboooooooOooooboooooobboooooDoon

ooo-

goooocooo”

oooooooooan

homologous impurities0 0D 0000000 ODOODOOOODO
000000000000 ooooDoDDoDOoDooooooooao

O
O
O

O
O
O

O
O
O

O
O
O

a
u

O
O

O
O

gooon
gobooaod

O
O

goood
good

O
O

ooooao
ooooao

O
O

oooao
oooao

O
O

“ogo” ooboooooao
ooooo ooono

O
O

O0D0D0oO0OO00O0OoOoooooobDoOoOooesobl1osoonoDnOn T
s 0OooooooooooobobooobobobocooboobooooobooOon
glopi14a00oboooc0ooobOOoO0oOoobobo0oobobbooooboonod

O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O

O Ooooo O Oooo

O oOoooo
O oOoo0ooo

O Oooo

O O0ooo

OJ
O

0
U
g

O

O

O

goo

O

O

O

good

0

O

O

good

gono
ao
oogd

O

oogd

oogd
oood

gono
ano
ogdod

O
O
OJ
O
O

oono

oogdd

oogdod
oood

O

0

O

oo

O

O

O

ioocgoogogobooboobooo=siocogi-s200oooooooobooboboobood

00000000 ()0
10301040 000000
00000000000
00000000000
00000000000

oooooOoooooao
DNAO OO DO 0O 0O 0O PCRO

DNAODOOOoooOooooboooooooooobooobobonno
goooooooboooobooooooooooboooooao

goooOooooobooooobooooooooooobooooooao

10

20

30

40

50



e Y Iy
DDDDDDDDDEIEIDDCDDEII:IDEIEII:IDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD

I Y Y Y i o O ¢}

Iy e e e I Iy

Ooooooo0ooooogogogoao

(¢}

OO0 ooooogoggogo
OooooooQgoo

OO0 o0DOooooo0 oo ooo oo oDoogQgoo

O

Ooooooo0ooooooooDooogQgoo
oo oooooo0 oo oooo0oooooogoQgoo

O Oo0oooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oooao
OO oO0gooo
O Ooo0oooo

O

zenld

OooooooooQgoogoo

o R |
O OO

(13)

O Protein Science 6 (1997) 501-5230 00 O O BLSAVIO O O 1-S10 O 1-S20
oooooODDbOOOoOoOoOoooesbbbi103 00O oOoooO®MOon
goobOoogopPcROOOODO0OODODOOOODODOOOODODOOOODOO

oooooo

ooooocooooao
PCRO O O DNAO OO0 O O
1030 O 1040
oooooao

O

Oooooogg

O O ogoo
O 0Ooogoo
O 0Ooo0gooo
O O ogogog
O Ooogoo
O 0Ooooo

O
O

O

Ooooooogdg

O
O
O
O

O 0Oooo

O 0o oo

O
(]
O
O
O
O

O
O
O
O
O

u
0
U
g

I Y o [

goo

O

O Oooo

O

O Oooo

u
O
a
u
O
g

O

O 0o oo

O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
OO oo
O Oooo

gboooobobobobooobooboboboboonDos

g
g

O Oooo

oo
ao

O Oo0ooogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

oo
uo
od
oo

O O oo

O Oooo

OooobOOoOODNAOOOOOPCRODOOOOO
gboopogooesbobilongnboboonon
oooobooooooooosBLSAVID OO OO
oooobooooooooooooboooooao
DNAOU DO ODOobOoboooobgobogobonnb
gbooooooboboobooobobobao

gboooobobobobooobobobao
gboooobooboboobooobobobad
oooil1o3p1040 0000000000000
OoooDoOooooD@Guooooooonon

O Oooo

ooobOooooobooocooobooobooooobooooooao
o boooO0oooobooOoboOoooobOoboOoooOoDbOon

ooobOooooboocoooobooooboooooao

ooo

O
O
O

O

[ |

gbooboooooboobobobooooobonn

oooooOoooobooooooooboooooao

ugbooooboobobobobooooobgano
oooooOooooboooooooobocooooao
gbooooooboobobo

BPN' ODOOO4U*“ agbO” oboooobooabdaao

1030 000000000000000000000000000000BPN OO
O@GMIODDIODDIODD0DOD0DODO0@®ODoon

O

Oooooooooooogdg

O 0Ooo0oo0ooao

O o0Oooo

O

iNOO0000D0OD0O0OO0D0ODOO0OO0OO0DDOOOOO0ODOOOOMDIOBLSAVI

ooooboDooooooo0oooobDbooooboboOo1e3n14a000DDbODOO
gboboooobobobooboooooan

O
O

ogoo
aood

ogoo
uond

oogao
ooo

gbobooooobooboboboooooboboboooonn
ooobooooooboOooocAPOD D OOODOOOODDOOOO

ooooDOoOO0oOooooooooooo@Mooooooboooo
gbobooooooooboobobooooooobooboobao

goobooooooocooooboooooboooooobooooao
oooooooooao
oooooooooobooooooboooobobooobobboooobooog
DNAODOOGOooooOoooboboooooboooooboooooooooonno

JP 4611531 B2 2011.1.12

10

20

30

40

50



(14)

JP 4611531 B2 2011.1.12

gbooooboobooboboobooooobognn

gbooogobobobobooechecADODSDbOoooooDoboboboon

Oooo0oO0OOoOO0o0o0obOO0OO0OO0O0O0ODOEODHOKODOOROODOOOOODODOEOK

ROODODDOOOOODODODOoOOoDbOOoOOobOOoDoOoDODOobOobobOoboooDOoDbDo

O 0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooaog

Y]
00

OOoo0oooaoo

oo
oo
o
00
oo
uno

980

OO

oo

00

O Ooo0oooo
O0Ooo0oooao

9900
od

go

od

coNooQusODTODODODODONIQEISODODO

gono
AO GO
oogd
FO 10
uono

ood
oogd

oogd

gbooooooboboobooonn
gvhboboboooobooboooaoaao
ooooao

LOMOPOWDO OYDODODOFDIOLO
gbooooboobaobobooobonn

ooooBLsaviD O oODooooooood
oooobOocooobOoooobooo

oooobOoooobOoooobooo

0 0 3090 O BAALKPO BLSUBLO O BSKSMKO 0 O 0D OO O0o0OOoCOO0O0OO0OOO

S103STO S103SGO S103SSO S103SDU S103SEU S103SKO S103SRO S103SHO S103SVO
S103SNO S103SQ0 S103SFO S103S10 S103SLO S103SMO S103SPO S103swd O O S103

gobolobgbooooooobgobobobooooboboboboono

oboobooooobooboboboooooboobobooboooooboobobaa
ugboboooboobuobobobooooobooboboabaoado
oooooooooboooooboocoooan

Doooo* oooooooo”
oooooon
0000000000000
ooooo
0000000000000 0
ooooo

00

0

ooooon
OooooO0ooO0ooono
Dooo00oO0oO0ooon
Do0oDo00oO00oo0oo0O0n
000000000000
DOooO00oO00oO0ooon
MOOYODODODOODOOOOO
0Do0oO00O00O0on
oooooQ
Dooooo0ooo0oo0on
000000000000
00
Dooo00oO00oo0ooon
X103X[TO 6O A S]
X103X[DO EO KO R]
X103X[HO VO cO NO Q]
X103X[FO 10 LO MO PO WO
000000000000
0 OBASBPNO OO DO OO
DoooooQ

oooooo
0000000000
S103SA0

$103scO

syooodo

0000

Doooooon
S103ST+Y167A0
oooooQ

0000

0000

0000

oooooo

0000

10

20

30

40



HEOHR

IEEE (EIHE

B % (AICHE)

Bt
BEoK
FEEHE
MR
Oooogoodg
gooooooood
Oooooooooao
Ooooooooodg
Ooo0ooooood
Oooooooooao
ooogodg
Ooo0oooooodg
Oooooooooao
gois-20 0000
OoO00ogogogir-sig

GO7A+A98AS+S99GH GI5S+A98AT+S99AM

0

O O o
O O o
O O o

O O o
O Oooo

O

KO BAALKPO BLSUBL)O
gooooooooaon
gboobooooooao
ugboobooooooad

(15)

JP 4611531 B2 2011.1.12

& 8
BRENT S/ BER
T/ B
K=yoy
H=ERAFT U
E=7L3 3B

O

O

O OO
O 0O O

O

O

g
g
O

O

goo
ooo
ooo
ogoo

ooo
goao
1S-20
ooo

O
O
O
O
O
O
O

O

O 0Oooo

[ i R

O

W,
D=7 RANNTX

Q=423
N=FRNFX

L=Aq4
l=4va14Ly

v=nRyw

M=AFZ=2

F=xZ)IWT7o3=2

W=k FRrTr

Y=Favy

G=T7V) o

A=F735=

S=t1y

T=ALA=2
gogoooodad

oooooooooooooao

oooooooooooooooan

gooooooooooodgooan

ooooooooooood

gooooooooooogoooan

ooooooooOoooooood

oo

BSAPRQO BLS147(BSAPRMO BAH101)O

BYSYABUO O BSAPRSO O O O
goobOooooobooocoooobooooboogoao
O 0O 0O DO O BLSAVI(SAVINASED O O O NOVO NORDISK A/S)DO0 O OO
OO0O0O0OO0OO0OO0OSAVINASED O OO OoOooooood

oooooi-s200000

ugboogoodo
gboooao
ugboogooao
gbooooao

goooir-s1

BLSAVI (BSKSM
ugboogoaodo

10

20

30

40

50



(16) JP 4611531 B2 2011.1.12

gboooaod
oooobooooooboooooboooooobooboooooboboooobobooooobooo
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooobobobao
ugbooogoooboobooboboo* ooobo”obdobooobooobouobobobad
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo
gbobooooobooobobobooooooboobobobobooooboonn

gbooood
ooobOooooobOoooboboooOono2220000000000DbD0O021800000
gbobooooooobogobobobooooobobobobesb0o0oobobOobO
gbooooooooboobobao
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ooobooooooboooooon

270 360 570 760 870 970 1010 1040 1200 1230 1670 1700 2060 2180 2220 2240 2350
O 2740

OO00000000BLSAVIO BLSUBLO BSKSMKO O BAALKPO OO O OO DODOCOOO0ODOOOO
0 0O K27RO *36D0 S57P0 N76DO S87ND GO97NI S010GO S103A0 V104A0 V10410 V104NO V104Y
0 H120DO N123SO Y1670 R1700 Q206E0 N218S[ M222S[ M222A0 T224S0 K235L0 O T274A0
oooooao

S101G+V104NDO S87N+S1010G0O V104NO K27RO V104Y+N123S+T274A0 N76DO S103A0 V10410 O
N76D+V1iO4A0 D D OO O0ODODOOOODOODOODODODODOO0DODODODODODODDODODOOV:
04NDO S101GO K27RO V104YD N123SO T274A0 N76D0O Vio4AD D D OO OO ODOCOCOOODOAO
ooobooooooon

gboooaog

ooooooooobDooooboooOoobobOboOoon0DbDO0O0Onaizen 1310 1330 O 194
000000 129K0O 131H0 133P0O 133D0 0 194PO0 0 0 0 O 0O O O O O O P129KO P131HO Al
33P0 A133DO0 D A14PU 00000 DOODODOOLOOODODODODODOOOODODO

gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
ugboodogoado
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboobooooobobao

ugboogood

gooooogooooog
gobooooooogoobgobobobooooboboboboboooobuobobao
ugbooooooobooboboboobooooboobobo*oboooo”boboba
ooooooooboooao

gbooboog
gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ooooOoODOO0OO00O0O0O0OoooOoOODDbOOO0OO0O0O0O0O0OO0OoOOODDO Sambrookd O (1

989)Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring
Harbor, NY; Ausubel, F. M. OO OO O0O*" Current protocols in Molecular Biology
", John Wiley and Sons, 1995; Harwood, C.R.,O O cutting, S.M.(O OO "” Molecular
Biological Methods for Bacillus” , John Wiley and Sons, 1990); 0O 0O W096/349460
oooooao
ocooooao
Oo000D0DDOD0O0000000Q0O00ODDDODOoO0D0DOoDOOoOoDOooOODNADDODDODODODOGOGOwW
09572262500 Stemmer WPC, Nature 370:389-91(1994))0 0 0 00000 O0ODOOOOODOO
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
OO000DDODO0O0O0O0OOSavinaseD OO O ODODODODOOOOQOOOODNADOOOOODO

10

20

30

40

50



Ooooooo0oooooo0o oD oDoDooUoo oo ooooooDoojogooao
Oooooooo0 oo oooo0 oo oooo0ooDooooooiocoogogQgdg

O

DDDDDDDDDDDDDDD%

Oooooooooogooogogoo

17 JP 4611531 B2 2011.1.12

ocooo@GOooooooooooo@Gmoooooooooao
oooobooOoooooboooooobooobocoooboooobooo

DNAODOOOOooOoDOoOOoobOobooooooooooDbNAoOooano

gboooooooboobob
ubobooobooboboboooobooboboboooboonn
oooooOooooobooooooboobocoooboooobooo
gboobooooboboboboooobobobobooobonn
obooboooboobobobooooboobobobooobonn
ubooooboboboobooooonn

ObDo0oo0O0oooDOgDNAODODODNAD ODODODODObOOoooDognon
uboboooboobobobooooboboboobooobognn

DNAODOOOoooOooooboooooooooo* oooobonn

gbooooobobobobooooboboboboooboognn

DNAU D ODOOooOoooboobobotboooobooboboboooonboao

ooobooOoooobOooooooOoboOoOoDNADODOOOOoDOon
ooooooooooboobooooobooooobooooooao

ooobooOooooobooooooboobocoooboooobooo

Bacillus stearothermophilusD OO0 000 O00OO0DODOOOODOODOO

Bacillus licheniformisO D OO O ODOODOOO0OODOODOODOO
0 O O Bacillus amyloliquefaciensO 0D OO OO0 0ODOOO0ODOOO
OBacillus subtilisD O 00000000 O0ODOOOODOOO

O0OBacillus pumilusD 0 000000000000 O0O0O0O0O0O0O0O0OR

LSoooDoDo00000OE.coliClacODtrp0 Dtac0 00 O0O00OO0ODODODOOO

vinasel 0 O OO
oooooood
ooooao

ooao

ooo
oooooood
ooooooogg
ooooooogd
ooooooodod
oooooogd
oooooogd
oooooood
ooo
oooooogdd
oooooood
oooooad
ooooooogog
ooao
oooooood
oooooogdd
ooo
oooooood
ooao
ooooooogd
oooooood
ooooooogog
ooao
oooooood
oooooogdd
ooo
oooooood

DNAO D OO Oooogao

O

Ooooooo0ooooogooao
OooooocoooooooQgoao
OO0 OoOooog4dooooogodgogogoao

O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo

Oo0oooooooooogooao
O OooOoooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0oooaog
O Oooooo
O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Oooooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooaog
O Oooooo
O Ooo0oooao

O 0Oooo
O 0Oooo

Ooooooo0oooooQgooao
O 0Oooo

Ooooooo0ooooogogooao

O OooOo
O oOoo 0o

OODNADOOOOoooOOoOooobooooobbooobonn
O

ooobooOooooobooooooboobocoooboooobooo

ugbooboooboobooboboobooobooboboobooao

ooobooooooboocooooao
gboobooooboooboobobooogoobooboboboo

O Oooo
O
O
(]
O
O
O
O
O
O
O

ooobooooooboocooooao
gbobooooooobobobo
DNAOU O OooOoOooOobooooano

OoooODNAOOO0OS5S OOO0O00a0
gboboooooogobobobao

O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O Oogoog

DNAODOOGOOooobOooooobooobooooboouooboogoao
oooooODoO0oooobooooopPcROODODOODOOOODOD
ubobooobobobobooouobooboboobooobonb
OOoO0OD0ODDO0OO0000000000O0D SambrookD 0 O0O0O00OO

10

20

30

40

50



O Ooooiooaog

OooooooQgdg
Oooo0oooogoao

u o

Oo0ooooooooooljgogog
Oooooooooooooin;ogodg
OO0 o0ooDoogogogogoooojgogdg

S I Y i R

O d

(18) JP 4611531 B2 2011.1.12

gbooooboboboboobDNAODOoOoODOooboboboboonno
ubooouobouoboboboooouobobobobooobobobao
oooooOocooobOoooobooooobooOoooooboooooao
gobooooooboboboooooboboboboooobDobobo
uboooobooboboboooobooboboboobDNAO D OO0
“ o0 boOO0o0ob0obooocOo0ob0obOocOo0oO0obOob0Oo00DnDoDNAD
gbooooogbNAO DO oboboboooboboboboono
a

DNADOOoOooooooooboouoobooooooooooboooboboonno
goooobooooooooooobooooboooooooooooDooooooao

OO000DD0O00000000Q000D0DDDODO0O0D00DO0O0D0DO0O0OO0OO0ODDOOO0OO0UB-subt
ilisD 0000000000000 0B. licheniformisO OO ODOOOODODOOB. len
tusD 000000000 00B. brevisDOOOODODOOODDODDODODODOOOOODB. ste
arothermophilusO 0 000 O00O0OODOOOOOB. alkalophilusD OO O DOOOOAO
O0D0DO0O0OO0O00O000D0OB. amyloliguefaciensO OO OO0 ODOODOODOOAOB. coagula
ns0 00 00000000000B. circulansO 0000 O0OO0ODODOOOB. lautusd O
OO000DDD0OD000O000OB. megatheriuml 0 0000000000 OOOOOOB. thu
ringiensis0 0 0000000000000 OOOOOODODOOOOOOS. lividansO
00000000 ooDoooooDoog0sS-urinus0 000000 0OO0OOO0ODODOOO
OO0O00DD0OO0O00OEscherichiacoliDOODODODOOOODOOODODOO

oooooao
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
00000000 o0DoO0o00o0o0oO0o0oooDoO0o0oo0oDoDoDO0O0n0oDoOOSsambrookd O
oooooao

oooooao
O000E.coliD0DO0OOO0O0OODODDODOODODDOODOODODODOOODDOODOUODODOO
oo0oo0DDoDoDOoOO00o0O0oOo0ooooOooODDDODO0D00DO0DO0o0oooDoDoODoODDoODOoOOoDoOg
oooo0oooODO0OO000oO0OoooooO0oO0ODDODO0DO00DU0DO0o0oOoDOoDoODoOooODoODDODOoOOoDOoOg
oo0oo0o0ooODO0o000oO0O0o0ooOoOoOoo0oDDODO0DO0U0DODO0DOoooOoDoDoDoODDOoDOoOOooOOg
oo0o0oo0DoDDoDOoOO000O0O0o0ooo0o0OooODDoDDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoDoDoODoDoODoOooOog
oo0o0o0oDoDOoO000O0oO0o0oooooODODDoDO0oDO0oD0oDU0DOoOoOoooDooDoOoDOoOOno

ocooooao
0oo0o00DD0DDOD000000000o00o0DDDODO0D00D0D00O0Do0Do0DoDoODoODDOoDOoOOoDOoDOOg
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
oooo0oDoODOoOO0oO0o0oOoOoooooooOoDoOoOoOoOoOg

oooooao

ooooooood
Oo0O00DDDODO00O0oOooobDNADODDODDODODDO0DOo0OoOoOooOoOODODDDODOO0DO0DOoOOooOn
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
ooooDDoDoODOoO0oo0ooDOoooooooooOoao
Ooo0o0oDoDOoODOoOODNAODODODODDODODODODDODODODODODODODODODODODODDODDDOODODODOOO
oooO0oDDoDOoOO0O00oU0oOooooooooODoOoOoOoO
oo0o00DoDD0OD000000o0oo0o0o0o0o0DoDDODO0D000DO00o0oooDoDoDoODDoOoDOoOoDoOog
ooooDoDoODOoOooooooo

oooooao

10

20

30

40

50



(19) JP 4611531 B2 2011.1.12

gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
oooboooooooocooooboooooboooooobooooano
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooobobobao
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo
gobooooooooobgoboboboooobobobobobooooboobobobao
gbooood

gooooooooooogooan
gobooboooooogoobgobobobooooboboboboboooobobobao
gooao

ugbobooooobooboboboobooooboboboobooob
gooboooooboooooooboboooobooooobOooooboooooboon
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
ugbdooboooooboobogoboboobooooboboboobooboooboobobobaa
oooboooooobOoooooooooao

gbooogd

gbooboooogoogooaoboagaan
oooobooooooboooooboooooooboobooooboboooobooboooobooo
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
OoO00DDOO0O000O00000OO0D0ODDOOO00O0O00O00DDODWo96/3494600 WO97/072

020 wo/95/300110 0D OO DO OO
ooobOooooboocoobooobooooboooobooOooooooboOboooooboood
gboooaog

goaooad

ooooboooooooOocooooboooooboooooobooooonn
gboboooooogobgoboboboooobobobobobooooobobobao
gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
uybdoodoooobouobdoboboobooouobuoboboboboboobouobuobobaa
goobooooobobOocoooboooOooboog

gboooaog
ugbdooboogooobouobobobooboooobobobobooboooboobobobaa
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo
gobooooooogoobgobobobooooboboboboboooobuobobao
ugboooooobooboobobooboboooboboboboobooooobobobaa
oooboooooooocooooon
gobobooooooobgobobobooooboboboboboooogopHDbobO
ugboboooooboobooboboooooboobobobooboooboonn

ugboogood

goooodan
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
ugboooooobooboobobooboboooboboboboobooooobobobaa
oooboooooobooooobooooooboooobooOooobooooobooo
gboboooooogobgoboboboooobobobobobooooobobobao
Oo00oDODOO0OO00O0O0O0OoOoQoOoOoOODDOOO0OOOONovol O 0O0ODODOAOCarlsberg
OCoO0OO0ODDOO300 000000147000 000001680wW089/062790 000000
oooooObOOO00O0DO0O0oooooOoODbDbObOO0OO0O0O0O0OoooOoOODDOOODnDOwosaso
62700 O W094/255830 0 0 0D 0 00O O0OFRusariumD 0 OO0 00O

ugbodaao

oooooao



ooo
ooao
g 570
2740
ooo
ooao

(20) JP 4611531 B2 2011.1.12

OoOQO0O0ODDOO0O0O0wo92/7197290 W098/7201150 W098/201160 O W098/349460 O O
ooooOooobobooocooboooboooobooooboooOooboobooan?27o 36
760 870 970 1010 1040 1200 1230 1670 1700 1940 2060 2180 2220 2240 2350 O

000000000 O000D0OOOdAIcalased O 0O 0O O Savinase O O 0O O Primased
0 Duralasell O O O 0O Esperasel] 0 0O O O O KannaseD O O O O Novo Nordisk A/S

0 O Maxatasel 0 O O O Maxacall O O O O Maxapemd O O O O Properased O O O O Puraf
ect 0000 Purafect OXPO 0 OO , FN2O O O O O O FN3O O O O O Genencor Internat

ional
O

Ooooooogogloo
Ooo0oo0ooooog|ig
OO0oo0oooogogl|igo

od
00

O v oo

00
, 00
uond
O

inc)H)O00OOO

ooo

00
oooo0oDoOo0o0oo0DO0oo0ooo0oOoODDDODOoD0D0DU0DO0oo0o0ooDoDoODoDoDoDoOoOooOoOg
0000000000000 0Q000DDD0DO0000O000OO0O0HUmicolaD 00000
ThermomycesO 0 0 0 OO0 OOEP 258 0680 O EP 305 2160 0 0 000 0OOOO
OH. lanuginosal (0 OO0 O ODOOOOOOODOT. lauginosus)O O 0O W096/13580
OO00DOO0OO0O0ODODOOOAH.insolens 0000 OOODODOPseudomonast O OO
00000000 oDooooooDoodgP. alcaligenesD D000 O0DO0OOOOOO
00000000 P.pseudoalcaligenesd (EP 218 272),

goo
OoO0OO0ODDOOO0O0OOP. cepaciall (EP 331 376), 00 OO OOODODOOOOOO

. stutzeril (GB 1,372,034), 0000 O0OO0ODOODOODOODOOOP. fluorescensOd ,

OO0O0OO0OD0ODDOO0OPseudomonas sp.0 SD 7050 O WO 957067200 O WO 96/27002)
O0o0DOoOO0o0oo0oooOO0OO0OoO0oDoOOP. Wisconsinensisl (WO 96/ 12012)0 O O
ooooDoOoOOoO0O0O0oOoOooooooOoDDbOOO0O0O0OOagas. subtilish (Dartois

0 (1993)0 Biochemica et Biophysica Acta, 1131, 253-360), 0 OO0 OO0 O0O0O0OO

Oooaog
ilusO
ooo
oood

0O 0O 0O O B. stearothermophilusO (JP 64/744992)0 0 D OO OODODOOOOB. pu
(WO 91/16422)0 0 0 0 OO

ooo

OO0 0OWo 92705249, WO 94701541, EP 407 225, EP 260 105, WO 95/35381, WO

96700292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615, WO 97/040790 O WO
97/072020 O OO COOODODOOOOOOODOO

Oooao
rdisk
Oooao

O00D0D0OO0OO0000D00ODOdLipoLased O 0O 0O O O Lipolase Ultrad O O O (Novo No
A/SY 000000

goo

goo
uoof
uod

licheniformisOd O

ogoo
uond
ooao

god
goao
gbodb0da oooopoOooooOoOoOoobDbooOoobooOoooobooboooao
gboboooooobobobobobooobooboboboboooooobonn

O
O
oooobooogeB 1,296,830 0 0 0000000000000 O0DOOO0OOGOB.
ooobobOo0o0o0obDoeOOCOO0OO0ODODOOOODOOO

ooo

OoOOO0ODDOO0O0OWwo 94702597, WO 94718314, WO 96/23873, 0O O WO 97/434240
goobOoooobooocoooboobooooboooobooOo0oO0o0n0oDnbaoaiso 230

1050 1060 1240 1280 1330 1540 1560 1810 1880 1900 1970 2020 2080 2090 2430 2640
3040 3050 3910 4080 0 4440

oono
oono
onal

ooao

O00DO000O0ODuramylDO OO0 O TermamylO 0 O O O FungamylD O O O O O BANO O
Novo Nordisk A/S), Rapidasell O 0O O O O Purastard O O O (Genencor Internati

Incd .)

ogoo

10

20

30

40

50



(21) JP 4611531 B2 2011.1.12

oooooad
goooooOdogoobooooooogogooboobooogoUoboo0ogoboDboogugbooo
goooooooobooooooogoQoobobooOoobooOoooDbDbooguobooo
O00000OHumicola OO O OO OO Fusariumd 0000 O OO ThielaviaDOD OO OO
OO0O0O00OAcremoniumC 000 0OOCOOO0ODOOOODODOOOOA4,435,307/ 000000
05,648,2630 0 0 0 0O0O5,691,1780 000 000OS5,776,7570 O O WO 897092590 O O O
00000000000 000DO0DOHUmicola insolens , 0000000 O0ODODOOOO
O O Myceliophthora thermophilall , OO0 OO ODO0ODOOO O O Fusarium oxysporumd
goooooooobooooooao

oooooao
JoooooOdoooDoooooooOooooDoooUooDooDOoooDoDoooooDood
00000000 O0DOEP O 49 257, EP 0 531 372, WO 96/11262, WO 96/29397, WO 9
87089400 0 DO ODOODDDOOOODOOODODDOWO 94707998, EP 0 531 315, 0 OO
0O065,457,0460 0 0 00 0O0O5,686,5930 0 00O 0O0OOS5,763,2540 O WO 95/24471, WO 9
8/123070 O PCR/DK98/002990 0 D 0D OO O OODOOOOODODO
O0D0DO0O0OO0OO00000dCelluzymel 00O O 0O O Garexymed O O O (Novo Nordisk A/S), Cla
zinasel 0 0O O O O Puradax HAO O O O (Genencor International Inc.,) KAC-500(B)0O
0 0O 0 (Kao Corporation)d 0O 00O OO

oooDooo
goooooogoooboogooopopooooooooooobooOoooobpboogoobooo
0o0ooooodoooDoooooooOooooDoooooDooDo0ooDoDoooooDoodd
00000000 0DOQCO0OO00D0OOO0OOO0ODDAOCoprinus OOODOWO 93724618, WO 95
/106020 O WO 98/152570 0 0 DO 0 O0O0DODOODOOODOOOC.cinereusd0ODOO0OOO

Oo0o0ooDDoDOo0o0ooOooooooooooOoao

0000000000000 DOGuardzymed O O O O Novo Nordisk A/S) D0 OO0 OO
oooooao
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
0oo0o00DD0DDOD000000000o00o0DDDODO0D00D0D00O0Do0Do0DoDoODoODDOoDOoOOoDOoDOOg
ooooDoDoODOoOO00o0oOo0o0oooooOoo0DDODDODO0DO00DO0O0OoooDoODoOoDoODoODDOoDOoOOoDOoOg
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
oooooooooao

oooooao

Oo0o00D0DDODO0OO000O0O0ooo4,106,9910 0 004,661,4520 00000000000
oo0oo0o0ooODO0o000oO0O0o0ooOoOoOoo0oDDODO0DO0U0DODO0DOoooOoDoDoDoODDOoDOoOOooOOg
OoO0D0DDDOOO0OOo10000O0z200000 0000000000 OODODDDODOOODOOOO
OO0O00OD0ODOPEG)D 16000500 0000DOO0O0O0DO0DOODODODODOODDODDODOOOOO
000o0Doo0oooDl2000200000000000000100080000000
0oo0o00DD0DDOD000000000o00o0DDDODO0D00D0D00O0Do0Do0DoDoODoODDOoDOoOOoDOoDOOg
oo0o0oo0DDoODO0000O0o0oooooODDODO0oD0D0D0DO0DO0o0oo0Do0DoODoODDOoDOoDOoDOoDooOoOoGB 1
4835910 0 0 000 0O0O0OOO0ODODDODO0O00O0DO0OoOooooOoODDDODO0oO0DOoDOoOoooDOoOO
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
OO000DDDODO0OO0OO0OEP 238,260 000000000 OOOOOODOO

oooooao
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
0oooDoooooooooooDoooooDooyo0oooOooon3n0onooood
oooo0oDDoDoODOoOoOooooooo
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
oo0o00DoDD0OD000000o0oo0o0o0o0o0DoDDODO0D000DO00o0oooDoDoDoODDoOoDOoOoDoOog
ocoooDoAwoooe0 DO OOODOOOOO

oooooao

10

20

30

40

50



OO0 oooooogoQgg

OO0 oOoooodooooogodgogoao
Oooooo4oooooogogooao
Ooooooo0oooooQgooao
Oo0ooooooooooogooao

O 0Ooo0ooao
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

Oo0oooooo0ooDooo o ooooogoQg-g
e e e s e Y B
OO0 oo oooo oo oDooo4goooog
Oo0oDoDooooo o oDoooogogoooog
Oo0ooooooooooooooooogoog-g

0

O

O

100mg/1L0
1L0

0

O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oO0ooo
O Ooooo
O Ooooo

O Ooogoao

O o oooogogog
OO0 oooogogo
Oooooooogoogo
O oD oooogogog
O oo ooogogo
oo oooogogo
OooooooogooOgoo
O o oooogogog
oo oooogogo

OOo0ooogogdg

O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
OO o0goo

O Oooo
O 0Ooo0ooao
O OoOgoao
O Ooooao
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOgoo
Ooo0oogo o

OooooogogoQg

s e e e e [ Y Iy

Oo0ooooOoinooooaoo
OO0o0oo0ooo|jgogoao

Oo0oo0oooojgoooao

Oooooo|jgoooao

OoOoo0oooinooooao

O Ooooolio
O Ooo0oooo
O 0Ooo0ooo
OO oO0ooo
O Ooooo

I s [ [y |

(]
O
O
O
O
O

0
g
U

O
g
u

O
a
u

O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo

O
g
u

O
g
u

O
g
u

O
O
u

0
g
U

(22)

1%0 000400 OO
ooooooooao
goooooooao
ooooooooo

O
g
u

Hoechst 0O SKS-60

O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Ooo

O
O
O
O

OJ
O
O
O
O
O
O
OJ

O Oooo

O Oooo

O 0Oooo

> O O

O
O

O Oooo

O

O O

OO o O

OoooooOoogao
OOo0ooogogaog
Oooooogogoao

O 0Oooo
OO oo
O Oooo

O
O
O

O

O
O

O
O

g
u

0

-050

O
O

0
0

g
u

uon
oogod
oo
oono

ogdod
oood
ooo
oood

00O
000
00O
000
000
H,0,0
00O
00O

oogo
ogdod

a
O
g
a

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo

OooooQgogao

O
O

O 0Oooo
O Oooo
[ |
I |

O 0ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
OO oo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O0ooo
O O0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O

O

0

O

O

ogdd
oboobooooooogan
O O wo 927197090 O WO

20000 0 40%0

O

O

O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo

O O oOgooo
O Ooooo
O Ooooo

O

O

ogdod

O
O

gbooboooooogan
obooboooooogan

JP

O 0o oo

O
O

4611531 B2 2011.1.12

O O oo

O
O

O Oooo

O

O 0o oo

O
O

ooono
00 65%0

O

I [ o [

0
0

0

oogao
ooooo
927197080

gooonf
gbooaond

O Oooo

O
O

O Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

O

gboobooooobooboboboonn
Smg 00000100000 000.10 1mgd O O
goooooaod
oooooogwo 97/072020 D DO OOODOO

ooooooooooboboooooon
gooboooooooocooobooooobooo

O Oooo
O 0Oooo

O Oooo
O 0o oo
O 0o oo
O Oooo
O 0o oo

O
O

O 0Ooo
O Oooo
O oOooo
O 0Oooo

O O
0O O
O O
O O
O O

O
O
O
O
O

oooo.o1

uoboboooooboboboboooboobobao

O

uo

10

20

30

40

50



(23) JP 4611531 B2 2011.1.12

0D00DooooQg
0000000000000 000000000000000000000000000
0000000000000 00000000000000000000000000¢0
00000000000

0000000000000 000000000000000000000000000
0000000000000 0000000

0000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 000

0o0O0ooOo

00000

00

00000000000 B.subtilisD DN1885(Diderichsend 0 19900 [

000000000 0B.lentusd 3090 01470 00000000 0O Bacillus lentusD
O00D0DO0O000OO0NCIBDODODODOOO00D0DDONCIBL03090 0101470 000000000
0000000000000 D000003,723,2500000000000

E.coliMC10000 M.J.Casadaban(l S.M.Cohen(19800 O J.Mol .Biol.138 179-2070 0 0 O O
0000000 00*00000000000000000000039,298000000
000

0o0O0ooOo

0DoOoooo

plS30 000000109000 00000000000E.coli-B.subtilisDOOO0OOO
0 O O Jacob Schiodtd O Protein and Peptide Letters 3:39-44(1996)0 0 0O O O O
pSX222:B.subtilisO 0 0 O O O O W096/349460 0O O O O

oooooao

ooooooooooog
Ooo0oDoDoOODNADODODOODDODODODODDODODDODODODODO0DO0DODDODODODDDOOOOOOSam
brookO O (1989)Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor lab.,

Cold Spring Harbor, NY; Ausubel, F. M.O OO OO O*“ Current protocols in Molecul
ar Biology” . John Wiley and Sons, 1995; Harwood, C. R.,0 Cutting, S.M.(OO) "
Molecular Biological Methods for Bacillus” . John Wiley and Sons, 1990)0

DNAOU O OODODODDODODODODOoDOooooooooooooo

oooooao

DNAOD OO Ooonoano

0000000000000 0o0DoO0OdDNAD DD O0O0DDOOOODDODONew England B
iolabs, IncO OO 0O O

ocooooao

ooooooano

0000000 o0ooDooDOoDOoooooDooooNvoO OO ODoDOooOooKNPWYODOOD
0000000000000 U0OOOSAVINASED DO OOOoOoooooooobobooobooao
oooooDoOO0OO0Os00 ,pHO0000O0S8.30000000000000OOODOOOOOOO
000b0OO0oooooMOD O D ODDOO0ODDD0DODODODODODOOONovo Nordisk A/S, Denm
arkD O OODODOOOOoDDOOoDOoDOoOooDOoOoooDoooDoDoooDooooDooooodd
oo

oooooad

cguUdddddOOdOoOoooisoo400 00000000 O0ODOD0ODOoUoDOooOooOooOoOoN-O0d
0000000000000 0000U00OU0L0D00U0ODUOO0OUONA-O 0000000
oooooDoOOoOooOoOooooooooao

0000000 OdJdounral of American Oil Chemists Society, Rothgeb, T.M.,Goodland
er, B.D., Garrison, P.H.,00 Smith, L.A.,(19880 0D 0 OO0 OO0ODODODOODOOOOO
oo0o0o0o0oO0O00U0U00U0UoOoOooOO0OO0DO0D0DU0U0O0D00U0O0O0O0OO0OD0DO0DO00U0OO0OOOOEPN

10

20

30

40

50



(24) JP 4611531 B2 2011.1.12

ADDDDO0OO0OODOOOO0OOO000
oooooan

000

00000000000 000000000000000000300r.p.m00030000
0100mIOBPXO DO O OS500mI0 000000000000 0000000000000O0
oooo

00000000000 000000000000000000000000
00000000000 O000

Oooooo0an

000

BPX0 0O DODDOO0ODOO00O000

0000000000000 100g

0000000000000 50g

0000000000000 20g

Na,HP,x 12H,00 0 000 00O 9g

A 0 o

00o0ooooooooogd 10g
Oo00D0DDD0D0De000O0O0O0O0OO0ODODODOOODO1200045000000000000
OO0OO0OD0OODODOpHO NaHCOGOD .AaMO O OO OOOCOOODOOO

oooo

oooooao

Oo0o00DD0DDoDo00oooooooan

ooooooooaog

goi1o30 01040 00000000000 GMULDIOODODDODO0DODUODODODODOOODDODOO
03000 000000000000000D00000OPCROEODDOODODOODNADDOOOODO
00000000000 0ODOOO0 Sambrookd O Molecular Cloning: A Laboratory Manu

al, 00O 0O 0O Cold Spring Harbor, 1989)0 0 00 0O 0O O

OO0O0O0OO0OODNAOpIS3D OO UODOOobOOobo3pobooooooooobuoboo
oooo
OO0O00DOO0oOO0oO0obOOoOOO0Oos13sXxogooooooooooooboogogxo
10301040 0 00 000000D0OD0OD0OD0DODODOODS103sXO00 0000 3090
goooo

03090 000E.cOliDOO0OODODOOOODOOOODODOOOODOD
O0ODNAO OODDODDOODOO0OOoODOoDOoOoOooODNAOOODODDOoOOoOOoooDood
subtilisD OO0 00O OOO0ODODOOOOODODOOOODOB.subtilisO
O

O 0OB.subtilisOOODOOOO O Dubnaud 0O 1971, J. Mol.Biol.56.
oooooooaod

I I R B
O 0oo0on0oond

O 0o oo
O Oooo
O Oooo
OO0 w@o

O
O
O
O

OO0 oooooogoQgog
oo oooooogooQgog

ooo
pp-209-2210
oono
0000000000000 0000D0DO0o00ag
0000000000000 000DDoDoDOoo0ooOooooo

DNAO OO OOoDOoOOoODODDDODOODOODNMADOODDDODODDDOODOOOO
oooooo0oao

O 000000000 ooDoOooooDooOoooPCROOODDOOOO
PCROOODOODODOOPCR-OOOOO0ODDOODOODODDDODOOODDDODODOODODOD
OE.coliOB.subtilis0 0O ODOO0O0ODDODDODODODODODODODODODODOODOOOO
ooo

000000 ooooogPCROODDODOOPCROODOODODDODDODOOODODOOODOO
0000000000000 o0o0o0DoDDOoODO0D00U0O0o0o0DooDoDoDoODoDoODOooDooOg
PCROODOOODDDODODOODODOOOO

O
O
O
O

O 0Ooo0oomio;mo
O O g oo

O
g
u
O
g

OoooooQgooolog
Oooooooogoogoio;oo
O 0o0o0ooooogoglg

O 0o o oo

O 0o ogo oo

10

20

30

40

50



Ooo0oo0OoOoood
Ooo0oo0ogoood

Oooooooooooaog
gl

O o0ood
O Oood

CAA
od

(25) JP 4611531 B2 2011.1.12

ooobOoOo0o0i1o3b1040 0000000 DOODO0OO0DDODODDODOODODOOOODOO
OO0O00O0OO0O0OSAVINASEDL OO OOOoooao

goo
gboboooooobgobobobobooboboboboboz200000
oobobDAOTOCODGON=25%O 0 O0OOs50wCc00oGOoOOoOooooooooonan
PCR-OO0O0OODOCOCOPRODOOCOOODOOOODOOPCROODOOOOOODODOPCR
SavinaseON-O OO O0DOOOOS5 CTA AAT ATT CGT GGTGGC GC 3 (DO DO OO
GAC TTT AAC AGC GTA TAG CTC AGC 3 OO OOODCOOOODOOODNADDODOO
OO0O0O0pdS30OHIindIII-OONW-OO0ODOOO0OO0OO0O0O0OO0OO0OO0OOODOD10000
OO00D0E.coiDO00OO0OOOODOOOODOOOODODODOOOD

ugoad

oooD0OOo00O0gs CTA GGG GCG AGC GGT TCA GGT TCG NNS GTC AGC TCG ATT GCC

GGA TTG 3 UO0OODOOODOpiSSOMIDOOOOOODODDDOODODODOOODODODOD

O

gboboos -CCC TTT AAC CGC ACA GCG TTT-3 U ODODODOODODODOOOODPp

Js3p00O0OoOopPcROOOCOOODDOOOOOOOOPCROEOODDODOOOHININIOO Mu
I00000pJS3a00000oooooooooboDononoan

oooooo0ooobooooooOoO0ob0DbDOE.cODOODO0OODOOOoOoDODOO
goooooonoileo,ooo0 0 bODboOoOoobOOoOoOoOoDDOOOn

oooooao
ioooooooboooooboocooobOoooobooooooOoOooooDoao
Oo00ODDOO000O000O0O0OO0OODODOOO0O0O0O0O0O0O0ODOOB.subtilis pJS30 0
OCoO0O0O0ODODO0OO0OO0O0OO0OOB-subtilisDODODOODOOOOOOOOO1I0pg/mIDOOOO
ocooooDoOocavmoooooooDoOoOoOoo

gboooaog

gbodoooooogoogan
oooobooooooboooooboooooooboooooboooooboboooobooo
gbobooooooao
ooobOooooboooooobobobooooboooobooOooOosoeoorpmd 3500000
OCoO0O0ODODO10%0 000 00pHe.50 0000 Seitz Supra S1too0 000000000
goooooagd

gboooaog

O0OO0OAmicon S1Y1I0 UFO OO OO OO OO O O Amicon CH2A UFD OO DO O O O O 400mid
OoO0o0ODurO 00000000 O0OODDODOO0OO0OO0OO0OOOBactitracinD 0000000
OO00pH7O000D00COO0OOODOOO0OBacitracinD D0 OO00O0DDODOO?25%0 2-00
ooooomMooooDOOoOOooooooOpH7DDOOOOO.COOOODDOOOOODOO.IM
gooooo.oco2a2vD Do OooOooOOOoOoOooOoDODOOoOOoOoOOn

gbooboog

BacitracinD U O OO OODODDOODOODODDODODOOODOODOODOODO.oOMODDOOO
oooDoDDoo.2vD DO OoOoo.002m0 00000000 0OpHE. 500000000000
O0O0D0OD0 750ml0 SephadexG250 0 0O 0O O O 5ecm)0 O O O O SephadexG250 0 0 O O OO
0o0o0o0Doooooooooooooooo.oaMOIIDDODOUODOUOOoDOoOODOoO2vO0O OO
go.oo2v0 0D 00000 0O0O0O0O0OpHEe.5S00000O0O0O0OOOOODODODOO150mIOCM S
epharose CL6BO D OO0 DO OO0 OOOObBemOODODOO

ocooooao
goooDooogogoooooono.AaMOIODDODOOODDOOOUODOODOODDOOO
Oo0o00oDoODOoOO000o0wM7Oo0oOOOoDoO2vO DD OO OOOO
OO0O0O0ODDOO0OO0OOCMSepharosel 00O O0O0DO0DO0DOODODOOOODDODOOODODOOODOG
R81PPO O O O O O Danish Sugar Factories Inc.0 )0 00 OO AmiconD 000 O0OO0OOd
ocooooao
ooo0o0oDoODO0OO000O0O00oo0OoOoO0O0ODDDODOO0D0D0DO0O0DO0DOoDOoDOoOODDOOO0OS309

10

20

30

40

50



(26) JP 4611531 B2 2011.1.12

gbooooooboobao

OoOooogoogao
S103STO S103SAO S103SSO S103SDP S103SEQ S103SPO S103SGH S103SHO S103s10 O O S103
ST+Y167A0
000000000000 ooOgosavinasel D OO0 O0OoOQoooOOoooO
OoOoooogaod
goooooooogoDogouopoogoougogao
gooooogooofooooogoooo oo ooy ooy oo pbDouoooo
OoOoogogao
goooad 10
£ 9
oS
KREY
3—0Aws\ ¥ H
ERIE 4g./1 1g/ |
e s - o o 20
EFRE 30°C 25°C
e A 304 104
KOBE 18° dH{Ca®* /Mg?*=5:1) |6° dH(Ca®'/Mg?*=2:1)
pH b N b FEEE
23 15y 1, 2, 5 10, 30nM 1, 2, 5, 10, 30nM
HER #iPExE X f-150ml WiPHEE % e A 1-150m 20
HSAE~h— HSRE—h—
WM |SOmIDERDSEMENF | 50ml DkFId S KN
(¢ 2. 5cm) (¢ 2. 5cm)
HABHH EMPA116 EMPA117
Oooogoodg
Ooo0od 40

OO0OO0O0ODODDOO0ODO0O00O000D0ODOODODOoMoO Datasheet ED-9745105)0 O O O O WiskO Data
sheet ED-97118930 0 00D 00000 O0OOOCOODDODOODOODOOODODODODODDODO
ugboobooobooooobobobobood

goog

00000 0EPA1160 O EMPA1170 O O O EMPA Testmaterialen, Movenstrasse 12, CH-90

15 st. Gall, OO OOOOOO

gooano

OO00D00O000@RDOOOMacbeth ColorEye 70000 O OO ODODOOOODO460nmd
gboobooooobooboobobooooobooboboboooa

ugbogood 50




27) JP 4611531 B2 2011.1.12

gonf
oooobooooooboooooboooooobooboooooboboooobobooooobooo
oooooooooaon
gbooomwroooobgogbobobooooboboboboobooooobobobao
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ooooooaod

IFO0/0 00000 ref

gooooo
000000000000 0D0O00
0000
a"AR_,,"¢c
R=R,+ () ;
AR,,,ta-c

oooobOoooboboooooobboouobbbooooboooooboooboooonn
gbooooDoboboboboooboboboboooobobOoDbOobDbRmaxtd O
gbooooboobooboobooboooooan

oooao

gbooooonooooooog

go

O Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao

Rzas—Ros.s
p= ()

R*ﬂ:“-}'—t'_ R T4

ocooooOoOOsilonvDd0oooooODbOOOO0OO0oOoOooooobobODbDDbOOobOOoOoOoOoOo
nMO SavinaseD O OO 0000000 OOODOOOOO0OO0DOOOOOOODDODOOOOO
gboobooooobobao

Ooo0o0ogao
% 10
US (R : USPA R, R F : ENPAILT)

ERE IFE. R p

S103SA 1.3

S103ST >3 2.3
goo0oooogooogao
000000000 0GAPODODODODODODODOOBPN ()00 Ssavinased O 0O 0O (
bhOOoOOoDOoODoDOooOoooDooao
O0000001a0000000BPN OW091/003450 0 O O Savinase 0 OO0 QO oogoQd
Oooooooooao
000000000 o0GAPO 000000000 OoOoOoOBPN OOOOOODOAOCarlks

10

20

30

40

50



berg DOCOOCODODDOOOOO
ooobOO0O0o0d2a0000000BPN

ooobooooooon
OOo000DDODO0OO000O0O00O00savineseD D00 O0O0O0O0QOOODDOOOOO(PDB)O
oisvNOOoOOoOoooooooo@mooooooooo

goooao

<110=>

<120>

<130

SEQUENCE LISTING

Novo Nordisk A/S

(28)

Subtilase enzymes of the I-S1 and 1-852 sub-groups

having an ad-ditiocnal amino acid residue in an active

site loop region.

<140
«141>

<160> 2

<170

<210> 1

<211>
<212
«213>

<400> 1

Ala

Gln

Thr

Ser

Thr

&5

Ley

Ser

Txp

Pro

Gln

Ala

Gly

Phe

50

His

Gly

Ser

Ala

Ser

275
PRT
Bacillus licheniformis

Thr

Gln

Ile

is

Val

Val

val

Gly

Thx

Gly

5758.204

val

Gly

20

Gln

Ala

Ala

Ala

Ser

100

Thxr

Ser

PatentIn Ver.

Pro

Phe

Ala

Gly

Gly

Pro

85

Gly

ABn

Thr

2.1

TYY

Lys

Ser

Glu

Thr

70

Ser

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

Hisg

Ala

55

val

Val

Xaa

Met

Met

Ile

Ala

Pro

40

Tyx

Ala

Ser

Tyr

Asp

120

Lys

Pro

ABN

25

Asp

Asn

Ala

Leu

Ser

105

val

Gln

Leu

10

Val

Leu

Thr

Leu

Tyr

50

Gly

Ile

Ala

Iie

Lys

AsSn

Asp

Bep

75

Ala

Ile

Amn

val

Lvys

Val

Vval

Gly

60

Asn

val

val

Met

Asp

Ala

Ala

Val

45

AEN

Thr

Lys

Ser

Ser

125

Asn

Asp

Val

30

Gly

cly

Thr

Val

Gly

110

Leu

Ala

Lys

15

Leu

Gly

His

Gly

Leu

95

Ile

Gly

TyYr

0 W091/003450 0 0 0 OO O O O O Carlsbegd O

Val

Asp

Ala

Gly

Val

g0

Asn

Glu

Gly

Ala
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130

Arg Gly Val Val Val
145

Asn Thr Asn Thr Ile
165

Val Gly ala Val Asp
180

Gly Ala Glu Leu Glu
195

Tyr Prc Thr Ser Thr
210

Pro His Vval Ala Gly
225

Leu Ser Alg Ser Gln
245

Leu G8ly Ser Ser Fhe
260

Ala Ala Gln
275

<210> 2
<211> 270
«212> PRT

Val

150

Gly

Ser

Val

Tyr

Ala

230

Val

VY

<213> Bacillus lentus

<400> 2

Ala Gln Ser val Pro Trp Gly Ile

1 5

His Asn Arg Gly Leu
20

Thr Gly Ile Ser Thr His Pro Asp

35

Phe val Proc Gly Glu
5¢

Thr Gly Sex

Pro Ser Thr

135

Ala Ala

Tyr Pro

Asn Ser

Met Ala

Ala Thr

215

200

Ala Ala

Arg Asn

Tyr Gly

55

40

(29)
140

Ala Gly Asn Ser Gly
155

Ala Lys Tyr Asp Sex
170

Asn Arg Ala Ser Phe
185

Pro Gly Ala Gly val
205

Leu Asn Gly Thr Ser
220

Leu Ile Leu Ser Lys
235

Arg Leu Ser Ser Thr
250

Lys Gly Leu Ile Asn
265

Ser Arg Val Gln ala
10

Gly val Lys Val Ala
25

Leu Asn Ile Arg Gly
43

Gln Asp Gly Asn Gly
60

Ser Ser Gly
160

Val Ile Ala
175

Ser Ser Val
190

Tyr Ser Thr

Met Ala Ser

His Pro Asn

240

Ala Thr Tyr
255

val Glu Ala
270

Pro aAla Ala
15

Val Leu Asp
30

Gly Ala Ser

His Gly Thr
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His

65

Gly

Ser

Ala

Ser

Gly

145

Ber

Gln

Ile

TYT

Ala

225

Ile

Leu

Val

val

Gly

Gly

Pro

130

val

Tyr

Asn

Val

Ala

210

Ala

Arg

Tyr

Ala

Ela

Ser

Bsn

115

sSer

Leu

Pro

AsD

Ala

195

Ser

Ala

Asn

Gly

Gly

Pro

Gly

100

Asn

Ala

Val

Ala

Asn

180

Pro

Leu

Leu

His

Ser
260

Thr

Ser

85

Ser

Gly

Thyr

Val

Arg

165

Arg

Gly

val

Leu
245

Gly

Ile

70

Ala

Xaa

Met

Leu

Bla
150

Tyr

Ala

Val

Gly

Lys

230

Lys

Lew

Ala

Glu

vVal

His

Glu

125

Ala

Ala

Ser

Asn

Thx

215

Gln

Asn

val

Ala

Leu

Sexr

Val

120

Gln

Ser

Asn

Phe

Val

200

Sexr

Lys

Thr

Asn

Leu

Tyr

Ser

105

Ala

Ala

Gly

Ala

Ser

i85

Gln

Met

Agn

Ala

Ala
265

Asn

Ala

20

Ile

Asn

Val

Asn

Met

17¢

Gln

Ser

Ala

Pro

Thr

280

Glu

(30)

ASD

75

val

Rla

Lewx

Asn

Ser

155

Ala

Tyr

Thr

Ser

235

Ser

Ala

Ser

Lys

Gin

Ser

Ser

140

Gly

val

Gly

Tyr

Fro

220

Trp

Leu

Ala

Iie

Val

Gly

Leu

125

Ala

Ala

Gly

Ala

Pro

205

His

Ser

Gly

Thr

Gly

Leu Gly

Leu

110

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

180

Gly

Val

Asn

Ser

Arg
270

val

95

Glu

Eer

Ser

ser

‘Thr

175

Leu

sexr

Ala

Val

Thr
255

Leu

80

Ala

Trp

Pro

Arg

TIle

160

Asp

Asp

Thr

Gly

Gln

240

ABn
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No: 1 10 20 30 40 50
a) AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASM
b) AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGI*STHPDLNIRGGASF
No: 60 70 80 90 100
a) VPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPSASLYAVKVLGADG
b) VPGEPST*QDGNGHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVAPSAELYAVKVLGASG
No: 110 120 130 140 150
a) SGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVV
b) SGSVSSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVV
No: 160 170 180 190 200
a) ARAGNEGTSGSSSTVGYPGKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMA
b) AASGNSG*AGS***ISYPARYANAMAVGATDONNNRASFSQYGAGLDIVA
No: 210 220 230 240 250
a) PGVSIQSTLPGNKYGAYNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNWINTQVRSSL
b) PGVNVQSTYPGSTYASLNGTSMATPHVAGAAALVKQKNPSWSNVQIRNHL
No 260 270 275
a) ENTTTKLGDSFYYGKGLINVQAAAQ
b) KNTATSLGSTNLYGSGLVNAEAATR
Fig.1
No.: 10 20 30 40 50

a)

9)

No.:

a)

9)

No.:

a)
b)

a)
b)

a)
b)

No.:

a)
b)

AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASM
BQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASE
60 70 80 90 100
VPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPSASLYAVKVLGADG
VAGEAYN*TDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSG

110 120 130 140 150
SGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVV
SGTYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGPSGSTAMKQAVDNAYARGVVVV

160 170 180 190 200
RAAGNEGTSGSSSTVGYPGKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMA
ABAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMA

210 220 230 240 250
PGVSIQSTLPGNKYGAYNGTSMASPHVAGAARLILSKHPNWTNTQVRSSL
PGAGVYSTYPTSTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRL

260 270 275
ENTTTXLGDSFYYGKGLINVQAARD
SSTATYLGSSFYYGKGLINVEAARQ

Fig.2

G

O

No: 1

a)

b)

No:
a)

b)

No:
a)

b)

No:
a)
b}
No:
a)
b}
No:
a)
b}
No:
a)
b)
No:
a)
b)
No:
a)
b
No:
a)
b)

No:

a)

[-}]

No:

a)

q)

No:

a)

9i

No:

a)

g)

No:

a)
g}

No: 160
B-A-B-G-N-E~G-T-S-G-5-5-5-T-V-G-Y-P-G

a)

Q)

No:

a)
9

No:

a)

No:

a)

9)

a)

)
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