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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　キシラナーゼインヒビターに対するキシラナーゼポリゼペプチドの感受性を減少するた
めの方法であって、該方法は、
　該ポリペプチドの１以上のアミノ酸残基を改変する工程；および
　該キシラナーゼインヒビターに対する該キシラナーゼポリペプチドの感受性を測定する
工程；
を包含し、その結果、該ポリペプチドは、その親キシラナーゼ酵素と比べて、キシラナー
ゼインヒビターに対する減少された感受性を有するようになっており、
　該キシラナーゼは、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列のＤ
１１Ｙ、Ｄ１１Ｆ、Ｄ１１Ｋ、Ｄ１１Ｆ／Ｒ１２２Ｄ、およびＤ１１Ｆ／Ｇ３４Ｄからな
る群より選択されるアミノ酸改変、または他の相同なキシラナナーゼにおける等価なアミ
ノ酸改変のうちの少なくとも１つを有する、方法。
【請求項２】
　キシラナーゼインヒビターに対するキシラナーゼポリゼペプチドの感受性を減少するた
めの方法であって、該方法は、
　該ポリペプチドの２以上のアミノ酸残基を改変する工程；および
　必要に応じて、該キシラナーゼインヒビターに対する該キシラナーゼポリペプチドの感
受性を測定する工程；
を包含し、その結果、該ポリペプチドは、その親キシラナーゼ酵素と比べて、キシラナー
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ゼインヒビターに対する減少された感受性を有するようになっており、
　該改変は、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列のＤ１１Ｆ／
Ｒ１２２ＤまたはＤ１１Ｆ／Ｇ３４Ｄ、または他の相同なキシラナナーゼにおける等価な
アミノ酸改変のうちの２つ以上に対するものである、方法。
【請求項３】
　請求項１～２のうちのいずれか１項に記載の方法であって、前記アミノ酸改変が、部位
特異的変異誘発により実行される、方法。
【請求項４】
　請求項１～３のうちのいずれか１項に記載の方法であって、前記アミノ酸改変のうちの
１つが、Ｄ１１Ｆである、方法。
【請求項５】
　請求項１～３のうちのいずれか１項に記載の方法であって、前記アミノ酸改変のうちの
２つが、Ｄ１１ＦおよびＲ１２２Ｄである、方法。
【請求項６】
　請求項１～３のうちのいずれか１項に記載の方法であって、前記キシラナーゼがファミ
リー１１キシラナーゼである、方法。
【請求項７】
　キシラナーゼ活性を有する改変体ポリペプチドであって、
　少なくとも１つのアミノ酸改変を含み、該アミノ酸改変は、配列番号１として示される
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列のＤ１１Ｙ、Ｄ１１Ｆ、Ｄ１１Ｋ、Ｄ１１Ｆ／Ｒ１２
２Ｄ、およびＤ１１Ｆ／Ｇ３４Ｄからなる群より選択されるアミノ酸改変、または他の相
同なキシラナナーゼにおける等価なアミノ酸改変であり、その結果、該ポリペプチドは、
その親キシラナーゼ酵素と比べてキシラナーゼインヒビターに対する減少された感受性を
有するようになっている、改変体ポリペプチド。
【請求項８】
　キシラナーゼ活性を有する改変体ポリペプチドであって、
　少なくとも１つのアミノ酸改変を含み、該アミノ酸改変は、配列番号１として示される
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列のＤ１１Ｙ、Ｄ１１Ｆ、Ｄ１１Ｋ、Ｄ１１Ｆ／Ｒ１２
２Ｄ、Ｄ１１Ｆ／Ｇ３４Ｄからなる群より選択されるアミノ酸改変、または他の相同なキ
シラナナーゼにおける等価なアミノ酸改変であり、その結果、該ポリペプチドは、その親
キシラナーゼ酵素と比べてキシラナーゼインヒビターに対する減少された感受性を有する
ようになっており、該アミノ酸改変は、部位特異的変異誘発により導入されている、改変
体ポリペプチド。
【請求項９】
　請求項７～８のうちのいずれか１項に記載の改変体ポリペプチドであって、前記アミノ
酸改変のうちの１つが、Ｄ１１Ｆである、改変体ポリペプチド。
【請求項１０】
　請求項７～９のうちのいずれか１項に記載の改変体ポリペプチドであって、前記アミノ
酸改変のうちの２つが、Ｄ１１ＦおよびＲ１２２Ｄである、改変体ポリペプチド。
【請求項１１】
　請求項７～１０のうちのいずれか１項に記載の改変体ポリペプチドであって、前記イン
ヒビターが、植物組織において天然に見出されるインヒビターである、改変体ポリペプチ
ド。
【請求項１２】
　請求項７～１１のうちのいずれか１項に記載の改変体ポリペプチドを含む、組成物。
【請求項１３】
　植物の細胞壁を分解または改変するための方法であって、該方法は、
　該植物の細胞壁に、請求項７～１１のうちのいずれか１項に記載のポリペプチドまたは
請求項１２に記載の組成物を接触させる工程
を包含する、方法。



(3) JP 4795604 B2 2011.10.19

10

20

30

40

50

【請求項１４】
　植物材料を処理するための方法であって、該方法は、
　該植物材料に、請求項７～１１のうちのいずれか１項に記載のポリペプチドまたは請求
項１２に記載の組成物を接触させる工程
を包含する、方法。
【請求項１５】
　請求項７～１１のうちのいずれか１項に記載の改変体ポリペプチドをコードする、ポリ
ヌクレオチド。
【請求項１６】
　請求項１５に記載のポリヌクレオチドを含む、構築物。
【請求項１７】
　植物材料を改変する方法における請求項７～１１のうちのいずれか１項に記載の改変体
ポリペプチドの使用。
【請求項１８】
　穀類加工、デンプン生産、動物飼料、木材加工、および木材パルプの漂白プロセス増強
のうちの１つ以上における請求項７～１１のうちのいずれか１項に記載の改変体ポリペプ
チドの使用。
【請求項１９】
　ベーカリー、動物飼料、デンプンの生産、小麦粉分別（湿式製粉）ならびに、製紙およ
びパルプ製造の１つ以上における請求項７～１１のうちのいずれか１項に記載の改変体ポ
リペプチドの使用。
【請求項２０】
　植物細胞壁を分解または改変するための組成物であって、請求項７～１１のいずれか１
項に記載のポリペプチドまたは請求項１２に記載の組成物を含む、組成物。
【請求項２１】
植物材料を処理するための組成物であって、請求項７～１１のいずれか１項に記載のポリ
ペプチドまたは請求項１２に記載の組成物を含む、組成物。
【請求項２２】
　請求項７～１１のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む、植物材料を改変するため
の組成物。
【請求項２３】
　穀類加工、デンプン生産、動物飼料、木材加工、および木材パルプの漂白プロセス増強
のうちの１つ以上における使用のための組成物であって、該組成物は、請求項７～１１の
いずれか１項に記載の改変体ポリペプチドを含む、組成物。
【請求項２４】
　ベーカリー、動物飼料、デンプンの生産、小麦粉分別（湿式製粉）ならびに、製紙およ
びパルプ製造の１つ以上における使用のための組成物であって、該組成物は、請求項７～
１１のいずれか１項に記載の改変体ポリペプチドを含む、組成物。
【請求項２５】
　キシラナーゼインヒビターに対するキシラナーゼポリペプチドの感受性を減少する方法
であって、該方法は、
　該ポリペプチドの１以上のアミノ酸残基を改変する工程；および
　該キシラナーゼインヒビターに対する該キシラナーゼポリペプチドの感受性を測定する
工程であって、その結果、該ポリペプチドは、親キシラナーゼ酵素と比べて、キシラナー
ゼインヒビターに対する減少された感受性を有するようになっている、工程
　小麦粉スラリーの粘性についての該キシラナーゼポリペプチドの効果を測定する工程で
あって、その結果、該ポリペプチドは、親キシラナーゼ酵素よりも小麦粉スラリーの粘性
を減少させるようになっている、工程
を包含し、
　該キシラナーゼは、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列のＤ
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１１Ｙ、Ｄ１１Ｆ、およびＤ１１Ｋからなる群より選択されるアミノ酸改変、または他の
相同なキシラナナーゼにおける等価なアミノ酸改変のうちの少なくとも１つを有する、方
法。
【請求項２６】
　前記アミノ酸改変が、部位特異的変異誘発により実行される、請求項２５に記載の方法
。
【請求項２７】
　キシラナーゼインヒビターに対するキシラナーゼポリペプチドの感受性を減少する方法
であって、該方法は、
　該ポリペプチドの２以上のアミノ酸残基を改変する工程；および
　必要に応じて、該キシラナーゼインヒビターに対する該キシラナーゼポリペプチドの感
受性を測定する工程であって、その結果、該ポリペプチドは、親キシラナーゼ酵素と比べ
て、キシラナーゼインヒビターに対する減少された感受性を有するようになっている、工
程
　小麦粉スラリーの粘性についての該キシラナーゼポリペプチドの効果を測定する工程で
あって、その結果、該ポリペプチドは、親キシラナーゼ酵素よりも小麦粉スラリーの粘性
を減少させる、工程
を包含し、
　該改変は、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列のＤ１１Ｆ／
Ｒ１２２ＤまたはＤ１１Ｆ／Ｇ３４Ｄ、または他の相同なキシラナナーゼにおける等価な
アミノ酸改変のうちの２つ以上に対するものであり、
　該アミノ酸改変は、部位特異的変異誘発により実行される、方法。
【請求項２８】
　前記アミノ酸改変のうちの１つが、Ｄ１１Ｆである、請求項２５～２７のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項２９】
　前記アミノ酸改変のうちの２つが、Ｄ１１ＦおよびＲ１２２Ｄである、請求項２５～２
８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記キシラナーゼが、ファミリー１１キシラナーゼである、請求項２５～２９のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項３１】
　請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法によって提供された、改変体キシラナー
ゼポリペプチド。
【請求項３２】
　植物材料の改変法における、請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法によって提
供された改変体キシラナーゼポリペプチド、または請求項３１に記載の改変体キシラナー
ゼポリペプチドの使用。
【請求項３３】
　ベーカリー、動物飼料、デンプンの生産、小麦粉分別（湿式製粉）ならびに、製紙およ
びパルプ製造の１つ以上における、請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法によっ
て提供された改変体キシラナーゼポリペプチド、または請求項３１に記載の改変体キシラ
ナーゼポリペプチドの使用。
【請求項３４】
　穀類加工、デンプン生産、動物飼料、木材加工、および木材パルプの漂白プロセス増強
のうちの１つ以上における、請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法によって提供
された改変体キシラナーゼポリペプチド、または請求項３１に記載の改変体キシラナーゼ
ポリペプチドの使用。
【請求項３５】
　植物細胞壁物質を含む溶液または系におけるヘミセルロースまたはアラビノキシランの
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存在に由来する粘性を変化させるための、請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法
によって提供された改変体キシラナーゼポリペプチド、または請求項３１に記載の改変体
キシラナーゼポリペプチドの使用。
【請求項３６】
　請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法によって提供された改変体キシラナーゼ
ポリペプチド、または請求項３１に記載の改変体キシラナーゼポリペプチドを含む、植物
材料の改変のための組成物。
【請求項３７】
　請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法によって提供された改変体キシラナーゼ
ポリペプチド、または請求項３１に記載の改変体キシラナーゼポリペプチドを含む、ベー
カリー、動物飼料、デンプンの生産、小麦粉分別（湿式製粉）ならびに、製紙およびパル
プ製造の１つ以上における使用のための組成物。
【請求項３８】
　請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法によって提供された改変体キシラナーゼ
ポリペプチド、または請求項３１に記載の改変体キシラナーゼポリペプチドを含む、穀類
加工、デンプン生産、動物飼料、木材加工、および木材パルプの漂白プロセス増強のうち
の１つ以上における使用のための組成物。
【請求項３９】
　請求項２５～３０のいずれか１項に記載の方法によって提供された改変体キシラナーゼ
ポリペプチド、または請求項３１に記載の改変体キシラナーゼポリペプチドを含む、植物
細胞壁物質を含む溶液または系におけるヘミセルロースまたはアラビノキシランの存在に
由来する粘性を変化させるための組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の分野）
本発明は、キシラナーゼインヒビターに対する変化した感受性を有する変異体キシラナー
ゼ酵素に関連する。本発明はまた、植物材料の処理におけるこれらの変異体酵素の使用に
関連する。
【０００２】
（発明の背景）
何年もの間、エンド－β－１，４－キシラナーゼ（ＥＣ　３．２．１．８）（本明細書中
でキシラナーゼと呼ばれる）は、植物細胞壁材料由来の複雑な炭水化物の改変に使用され
てきた。異なるキシラナーゼ（異なる微生物または植物に由来する）の機能性が、非常に
異なることが当該分野で周知である。
【０００３】
キシラナーゼの機能性を特徴付ける包括的な研究が、十分に特徴付けられかつ純粋な基質
で行われている（Ｋｏｒｍｅｌｉｎｋら、１９９２）。これらの研究は、異なるキシラナ
ーゼが、アラビノキシラン（ＡＸ）のキシロース骨格の置換に関連して異なる特異的な必
要性を有することを示す。いくつかのキシラナーゼは、３つの非置換キシロース残基を必
要とし、キシロース骨格に加水分解される；その他は、１つまたは２つのみを必要とする
。特異性におけるこれらの差異についての理由は、触媒ドメイン内の三次元的構造に起因
すると考えられ、これはまた、キシラナーゼの一次構造（すなわち、アミノ酸配列）に依
存する。しかし、キシラナーゼが、植物材料のような複雑な環境下で作用する場合に、ア
ミノ酸配列における差異のこれらの翻訳の差異が、キシラナーゼ機能における差異となる
ことは、今も実証されていない。
【０００４】
コムギ（小麦粉）に見出されるキシラナーゼの基質は、伝統的に２つの画分に分けられて
きた：水で抽出不可能なＡＸ（ＷＵ－ＡＸ）および水で抽出可能な：ＡＸ（ＷＥ－ＡＸ）
。小麦粉におけるＷＵ－ＡＸ：ＷＥ－ＡＸの比は、約７０：３０である。なぜ２つの異な
るＡＸ画分が存在するかという多数の説明が存在する。より古い文献（Ｄ’Ａｐｐｏｌｏ
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ｎｉａおよびＭａｃＡｒｔｈｕｒ（１９７６）ならびにＭｏｎｔｇｏｍｅｒｙおよびＳｍ
ｉｔｈ（１９５５））は、ＷＥ－ＡＸとＷＵ－ＡＸ間の置換の程度の非常に大きな差異を
記載する。最も高度な置換は、ＷＥ－ＡＸで見出された。このことは、ＡＸのいくつかは
抽出可能であるか否かの説明に使用された。低度の置換と比較して高度な置換は、ポリマ
ーを可溶性にし、このことはポリマー間の水素結合、そして引続く沈殿を引き起こす。
【０００５】
異なるキシラナーゼの機能性間の差異は、キシラナーゼ特異性における差異、およびそれ
によるＷＵ－ＡＸの基質またはＷＥ－ＡＸの基質についてのこれらの嗜好に起因すると考
えられてきた。
【０００６】
いくつかの適用（例えば、製パン）において、ＷＵ－ＡＸ画分由来の高分子量（ＨＭＷ）
可溶性ポリマーを製造することが望ましい。このようなポリマーは、製パンにおける増量
に関連している（Ｒｏｕａｕ，１９９３；Ｒｏｕａｕら，１９９４およびＣｏｕｒｔｉｎ
ら，１９９９）。
【０００７】
他の適用において、ＨＭＷ　ＷＵ－ＡＸを改変すること、すなわち分子量をより小さくす
ること、ＨＭＷ　ＷＵ－ＡＸの親水コロイド効果を減少し、そしてそれによって生産物（
クラッカー、小麦粉分別など）における水締めを減少することが望ましい。
【０００８】
これらの異なる適用は、作業を実行するために使用されるキシラナーゼの異なる機能性を
必要とする。上記のように、機能性における差異は、キシラナーゼの異なる基質特異性に
よって説明されてきた。
【０００９】
（発明の要旨）
初期の研究との対比によって、発明者らはここで、他の因子が、純水で十分に特徴付けさ
れた基質で決定されたキシラナーゼの基質特異性よりも、キシラナーゼの機能性を決定す
るのにより重要であることを示した。本明細書中で示されるデータは、内因性のキシラナ
ーゼインヒビターが、例えば、小麦粉系において現在使用されているキシラナーゼの機能
性を決定することを示す。このことは、通常、ＷＵ－ＡＸを改変し、小麦粉系における増
加した生地液体の粘度を提供するキシラナーゼが、内因性キシラナーゼインヒビターが小
麦粉に存在しない場合に、異なる機能性を有することを意味する。従って、本発明者らの
発見は、例えば、部位指向性変異誘発を使用する阻害されていないキシラナーゼの設計お
よび適用が、種々の植物材料におけるキシラナーゼインヒビターの非存在を模倣し、完全
に新しい機能性を有する新規のキシラナーゼを与える方法であり得ることを示す。このよ
うなキシラナーゼは、粘性の減少が求められる適用において非常に効果的である。阻害さ
れていないキシラナーゼは、ＡＸに迅速に作用し、そして内因性のインヒビターによるよ
りもむしろその特異的活性によって主に影響される。本発明者らの研究から、本発明者ら
は、この阻害硬化が、特異的活性よりもかなり重要であるようだと考える。
【００１０】
実際に、本発明者らの結果は、ファミリー１１のキシラナーゼ間の阻害レベルにおいて１
０～５０倍の差異が存在することを初めて示す。
【００１１】
さらに、我々は、植物材料に存在するキシラナーゼインヒビターに対する感受性が減少さ
れたキシラナーゼが生成され得ることを実証するために、部位指向性変異誘発によって改
変された一連のキシラナーゼを設計および試験することを開始した。特に、キシラナーゼ
阻害の程度に影響するファミリー１１のキシラナーゼにおける多数の残基を同定した。
【００１２】
従って、キシラナーゼインヒビターに対する減少した感受性を有し、それ故に改変された
機能性を有する改変体キシラナーゼを生成することが可能である。このことは、例えば、
多数の適用（例えば、動物飼料、デンプンの生産、製パン、小麦粉分別（湿式製粉）なら
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びに、製紙およびパルプ製造）において要求されるキシラナーゼの量の減少を可能にする
。
【００１３】
従って、本発明は、１以上のアミノ酸の改変を含み、その結果、ポリペプチドまたはその
フラグメントが、親酵素と比較してキシラナーゼインヒビターへの変化した感受性を有す
るキシラナーゼ活性を有する改変体キシラナーゼポリペプチド、またはそのフラグメント
を提供する。
【００１４】
ここで、「親酵素」は、改変体キシラナーゼ酵素が、その酵素から誘導されたかまたは誘
導可能なキシラナーゼ酵素である。用語「誘導可能な」に関連して、改変体は、必ずしも
親酵素由来である必要はない。代わりに、改変体は、例えば、この改変体キシラナーゼ配
列をコードするヌクレオチド配列（すなわち、ここでこのヌクレオチド配列は、変異され
たヌクレオチド配列に類似であるが、親ヌクレオチド配列の変異によっては調製されない
）を利用する組換えＤＮＡ技術の使用によって調製され得る。この改変体は、親酵素を化
学的に改変することによってさえ調製され得る。
【００１５】
いくつかの実施形態について、親酵素は、野生型酵素である。用語「野生型」は、当業者
によって当該分野で理解される用語であり、天然に存在する種のメンバーのほとんどの特
徴である表現型、および変異体の表現型との対比を含む。従って、この状況において、野
生型酵素は、関連する種のほとんどのメンバーにおいて天然に見出される酵素の形態であ
り得る。一般的に、本発明の改変体ポリペプチドに関連する野生型酵素は、配列相同性の
点で最も密接に関連した対応する野生型酵素である。例えば、実施例に記載される特定の
変異体キシラナーゼについて、対応する野生形酵素は、野生型Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓキシ
ラナーゼＡ、より詳細にはＰａｉｃｅらによって１９８６年に公開され、配列番号１に示
される野生型Ｂ．ＳｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼＡである。しかし、特定の野生型配列が
、本発明の改変体ポリペプチドを産生するための基礎として使用される場合、これはアミ
ノ酸配列相同性の点からより密接に関連する別の野生型配列の存在に関係なく対応する野
生形配列である。
【００１６】
いくつかの実施形態について、好ましくは、改変体ポリペプチドは、ファミリー１１キシ
ラナーゼ由来である。
【００１７】
本発明者らの驚くべき発見の１つは、本発明者らの研究において、これまでのところキシ
ラナーゼ活性部位における変異は、キシラナーゼインヒビターに対する測定可能な阻害効
果を有さないということである。このことは、活性部位の外側に作製される変異に対して
正反対にある。この変異は、以下により詳細に考察される。
【００１８】
好ましい局面において、アミノ酸の改変は、１以上の表面アミノ酸残基の改変である。
【００１９】
より好ましい局面において、アミノ酸の改変は、１以上の溶媒にアクセス可能な残基の改
変である。ここで、溶媒は、水である。
【００２０】
より好ましい局面において、アミノ酸の改変は、活性部位の外側の１以上の表面残基であ
る。
【００２１】
非常に好ましい局面において、アミノ酸の改変は、活性部位の外側の１以上の表面残基の
改変であり、この残基は、少なくとも８％は溶媒にアクセス可能な残基である。ここで、
溶媒は、水である。
【００２２】
非常に好ましい局面において、アミノ酸の改変は、活性部位の外側の１以上の表面残基の
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改変であり、この残基は、少なくとも１０％は溶媒にアクセス可能な残基である。ここで
、溶媒は、水である。
【００２３】
溶媒のアクセス可能性は、Ｓｗｉｓｓ－ＰｄｂＶｉｅｗｅｒ（バージョン３．５ｂ１）を
使用して決定され得、ｈｔｔｐ：／／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｓｐｄｂｖ／ｍａ
ｉｎｐａｇｅ．ｈｔｍｌ．で、インターネットを介して検索し得る。Ｓｗｉｓｓ－Ｐｄｂ
Ｖｉｅｗｅｒは、Ｇｌａｘｏ　Ｗｅｌｌｃｏｍｅ　Ｅｃｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈによって提示される。
【００２４】
キシラナーゼの表面アミノ酸は、当業者によって決定される。
【００２５】
例示の目的によって、キシラナーゼＡについてのＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列は、
配列番号１として示される。この配列に関連して、表面アミノ酸残基は以下である：
【００２６】
【化１】

示されるように、他のキシラナーゼ酵素（例えば、Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ　ｌａｎｕｇ
ｉｎｏｓｕｓキシラナーゼＡ）の表面アミノ酸（このコードヌクレオチド配列は、配列番
号９として示される）は、当業者によって決定可能である。
【００２７】
それ故に、いくつかの局面について、本発明は、キシラナーゼ活性を有する改変体キシラ
ナーゼポリペプチド、またはそのフラグメントを包含し、この改変体キシラナーゼポリペ
プチドまたはフラグメントは、配列番号１に示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓのアミノ酸配
列のアミノ酸残基：
【００２８】
【化２】

のいずれか１つにおいて、または他の相同的なキシラナーゼポリペプチドにおけるその／
それらの等価な位置において１以上のアミノ酸の改変を含む。
【００２９】
従って、１つの実施形態において、本発明は、キシラナーゼ活性を有する改変体キシラナ
ーゼポリペプチドまたはそのフラグメントを提供し、配列番号１として示されるＢ．ｓｕ
ｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列のアミノ酸残基番号：１１、１２、１３、１５、１７、２９、
３１、３２、３４、１１３、１１４、１１９、１２０、１２１、１２２、１２３、１２４
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および１７５のいずれか１つにおいて、または他の相同的なキシラナーゼポリペプチドに
おけるそれらの等価な位置のいずれか１つにおいて１以上のアミノ酸改変を含む。
【００３０】
１つの実施形態において、本発明は、キシラナーゼ活性を有する改変体キシラナーゼポリ
ペプチドまたはそのフラグメントを提供し、配列番号１に示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ
のアミノ酸配列のアミノ酸残基番号１１、１２および１３のいずれか１つにおいて、また
は他の相同的なキシラナーゼポリペプチドにおけるこれらの等価な位置において１以上の
アミノ酸残基の改変を含む。
【００３１】
作製される改変の特定の好ましい例は、本明細書中の実施例の節に示される。
【００３２】
いくつかの実施形態において、好ましくはキシラナーゼ活性を有する改変体キシラナーゼ
ポリペプチドまたはそのフラグメントは、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉ
ｓｉのアミノ酸配列のアミノ酸残基番号：８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６、１７、１８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、６１、
６２、６３、１１１、１１２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１
９、１２０、１２１、１２２、１２３、１２４、１２５、１７３、１７４、１７５、１７
６、１７７、１７８のいずれか１つにおいて、または他の相同的なキシラナーゼポリペプ
チドにおけるこれらの等価な位置において、１以上のアミノ酸の改変を含む。
【００３３】
便宜上、アミノ酸残基番号：８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、６１、６２、６３、
１１１、１１２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、
１２１、１２２、１２３、１２４、１２５、１７３、１７４、１７５、１７６、１７７、
１７８をＢＡＮＤ１と言及する。
【００３４】
図１は、配列番号１として示されるアミノ酸配列を有するＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナ
ーゼの３－Ｄ構造を示す。ＢＡＮＤ１は、分子の上層として図１に描かれ、そして図１に
示されるように分子が配向される場合に、この分子の上から約１３Å広がる。ＢＡＮＤ１
は、図１を見る場合、左側の残基Ｐｈｅ１２５で終わり、そして図１で見る場合、右側の
残基Ａｓｎ６１で終わる。
【００３５】
さらに、または代替的に、いくつかの実施形態について、好ましくはキシラナーゼ活性を
有する改変体キシラナーゼポリペプチドまたはそのフラグメントは、他のアミノ酸残基の
いずれか１つで１以上のアミノ酸改変を含む。
【００３６】
好ましくは、上記他の改変は、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｉのアミ
ノ酸配列のアミノ酸残基番号：３、４、５、６、７、１９、２０、２１、２２、２３、２
４、２５、２６、２７、２８、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、５５
、５６、５７、５８、５９、６０、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、
７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８
５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、１０８、１０９、１１０
、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１５８、１５９、１６０、１６１
、１６２、１６３、１６４、１６５、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１
、１７２、１７９、１８０、１８１、１８２、１８３のいずれか１つにおいて、または他
の相同的なキシラナーゼポリペプチドにおけるこれらの等価な位置で起こり得る。
【００３７】
便宜上、しばしば、アミノ酸番号：３、４、５、６、７、１９、２０、２１、２２、２３
、２４、２５、２６、２７、２８、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、
５５、５６、５７、５８、５９、６０、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７
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１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４
、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、１０８、１０９、１
１０、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１５８、１５９、１６０、１
６１、１６２、１６３、１６４、１６５、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１
７１、１７２、１７９、１８０、１８１、１８２、１８３のＢＡＮＤ２として示されるＢ
．ｓｕｂｔｉｌｉｓのアミノ酸配列を言及する。
【００３８】
好ましくは、上記他の改変は、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸
配列の表面アミノ酸残基番号：３、４、５、６、１９、２０、２１、２２、２３、２５、
２７、４３、４４、５６、５７、５８、５９、６０、７３、７４、７５、７６、８７、８
９、９１、９２、９３、９４、１０９、１１０、１２６、１５９、１６０、１６２、１６
３、１６４、１７９、１８１、１８３のいずれか１つにおいて、または他の相同的なキシ
ラナーゼポリペプチドにおいて、これらの等価な位置で生じ得る。
【００３９】
好ましくは、本発明は、キシラナーゼ活性を有する改変体キシラナーゼポリペプチド、ま
たはそのフラグメントを包含し、キシラナーゼ活性を有する改変体キシラナーゼポリペプ
チド、またはそのフラグメントは、ＢＡＮＤ１および必要に応じて／またはＢＡＮＤ２の
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓアミノ酸配列または他の相同的なキシラナーゼポリペプチドにおけ
るこれらの等価な位置（バンド）で１以上のアミノ酸改変を含む。それ故に、改変は、少
なくともＢＡＮＤ１中に存在するが；ただＢＡＮＤ２だけに存在し得る。
【００４０】
改変体キシラナーゼポリペプチドは、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓの
アミノ酸配列の他のアミノ酸残基（例えば、アミノ酸残基：1、２、４６、４７、４８、
４９、５０、５１、５２、５３、５４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、１０１
、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１３２、１３３、１３４、１３５
、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４３、１４４、１４５
、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５３、１５４、１５５
、１５６、１５７、１８４、１８５のいずれか１つにおいて、または他の相同的なキシラ
ナーゼポリペプチドにおけるこれらの等価な位置のいずれか１つでの改変）における他の
改変を含み得る。
【００４１】
変異体キシラナーゼポリペプチドは、他の方面アミノ酸残基（例えば、配列番号１として
示されるＢ．ｓｕｂｕｔｉｌｉｓのアミノ酸配列の表面アミノ酸残基：１、２、４６、４
７、４８、４９、５０、５２、５４、９５、９７、９９、１０１、１０２、１０４、１３
３、１３４、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４３、１４
５、１４７、１４８、１５１、１５４、１５５、１５６、１５７、１８５のいずれか１つ
において、または他の相同的なキシラナーゼポリペプチドにおけるこれらの等価な位置の
いずれか１つでの改変）における他の改変を含み得る。
【００４２】
好ましくは、インヒビターは、植物組織において天然に見出されるインヒビターである。
好ましくは、インヒビターに対する改変体キシラナーゼの感受性は、親キシラナーゼ酵素
と比較して減少される。
【００４３】
本発明はまた、本発明のポリペプチドをコードする核酸分子（ヌクレオチド配列）を提供
する。本発明の核酸を含むベクターもまた提供され、必要に応じて、適切な宿主細胞のこ
の核酸の発現を指向し得る調節配列に作動可能に連結される。本発明の核酸またはベクタ
ーを含む宿主細胞がまた、提供される。
【００４４】
別の局面において、本発明は、本発明のポリペプチドを作製する方法を提供し、この方法
は、このポリペプチドをコードする核酸で宿主細胞を形質転換する工程、形質転換された
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細胞を培養する工程、およびこのポリペプチドを発現する工程を包含する。
【００４５】
発明者らの結果は、これらの改変体ポリペプチドが、改善された特性を有し、改善された
特性が、これらを種々の適用（例えば、製パン、動物飼料、デンプン製造、小麦粉分別（
湿式製粉）ならびに、製紙およびパルプ製造）に適合性にすることを示す。
【００４６】
従って、本発明はまた、植物材料を改変する方法における本発明の改変体ポリペプチドの
使用を提供する。
【００４７】
製パンにおける本発明の改変体ポリペプチドの使用がまた提供される。本発明はさらに、
シリアル処理、デンプン製造および動物飼料における本発明の改変体ポリペプチドの使用
、ならびに木材の処理（例えば、木製パルプのブリーチングの増強）における本発明の改
変体ポリペプチドの使用を提供する。
【００４８】
さらなる局面において、本発明は、インヒビターに対するキシラナーゼポリペプチドの感
受性を変化する方法を提供し、この方法は、配列番号１として示されるＢ．ｓｕｂｔｉｌ
ｉｓキシラナーゼのアミノ酸番号付けに基づくアミノ酸番号：１１、１２、１３、１５、
１７、２９、３１、３２、３４、１１３、１１４、１１９、１２０、１２１、１２２、１
２３、１２４および１７５から選択されたこの酵素の１以上のアミノ酸残基または他の相
同的なキシラナーゼポリペプチドにおける等価な残基を改変する工程を包含する。
【００４９】
重要なことには、本発明者らの結果はまた、キシラナーゼインヒビターが、植物材料のよ
うな複雑な系においてキシラナーゼ酵素の機能性を決定することに重要な役割を果たすこ
とを初めて示す。用語「機能性」によって、本発明者らは、所定の系におけるキシラナー
ゼの生化学的特性を意味する。これらの特性としては、基質特異性、ＫｍおよびＶｍａｘ

の速度論的パラメーター（適切である場合）ならびにこの系におけるキシラナーゼの作用
によって得られる反応産物の性質が挙げられる。機能性はまた、結果として、キシラナー
ゼが作用する植物材料の物理的および／または化学的性質（例えば、材料の粘性を変化す
る程度）への効果に関連して記載され得る。
【００５０】
同様に、改変体キシラナーゼは、種々の処理適用において使用され得、キシラナーゼイン
ヒビターは、例えば、製パン、木製パルプ処理およびシリアル処理のような種々の処理適
用において使用され得る。
【００５１】
（発明の詳細な説明）
一般的に、本明細書中で記載される分子技術は、当該分野で周知であるが、Ｓａｍｂｒｏ
ｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ（１９８９）およびＡｕｓｕｂｅｌら、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９９９）第４編、Ｊｏｈｎ　ＷｉｌｅｙおよびＳｏ
ｎｓ，Ｉｎｃ．に対して参照され得る。
【００５２】
（Ａ．改変体キシラナーゼポリペプチド）
キシラナーゼ酵素は、植物、真菌および細菌を含むほぼ１００の異なる生物から報告され
ている。キシラナーゼ酵素は、４０を超えるグリコシルヒドロラーゼ酵素のファミリーの
うちのいくつかに分類される。グリコシルヒドロラーゼ酵素（キシラナーゼ、マンナナー
ゼ、アミラーゼ、β－グルカナーゼ、セルラーゼ、および他のカルボヒドラーゼが挙げら
れる）は、アミノ酸配列、三次元構造および触媒部位の形態のような特性に基づいて分類
される（Ｇｉｌｋｅｓら、１９９１、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｒｅｖｉｅｗｓ　５５：３０
３～３１５）。
【００５３】
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製パン適用についての特に興味深いのは、ファミリー１１に分類される酵素である。これ
らの全ては、キシラナーゼであり、そして「ファミリー１１のキシラナーゼ」として公知
である。いくつかの刊行物は、ファミリーＧキシラナーゼとしてのこれらの同義性を言及
するが、用語「ファミリー１１のキシラナーゼ」は、本明細書中では、ファミリーＧキシ
ラナーゼおよびファミリー１１キシラナーゼの両方をいうために使用される。
【００５４】
表Ａは、多数の公知のファミリー１１キシラナーゼを列挙する。これらのほとんどは、約
２１，０００Ｄａの分子量を有する。ファミリー１１のキシラナーゼのうち３つ（Ｃｌｏ
ｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｓｔｅｒｃｏｒａｒｉｕｍ　ＸｙｎＡ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　
ｌｉｖｉｄａｎｓ　ＸｙｎＢ、およびＴｈｅｒｍｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ　ｆｕｓｃａ　Ｘ
ｙｎＡ）は、３１，０００Ｄａ～５０，０００Ｄａの高分子量を有する。しかし、これら
のキシラナーゼは、他のファミリー１１のキシラナーゼ同様に約２１，０００Ｄａの触媒
コア配列を有する。ファミリー１１のキシラナーゼ（またはより大きな酵素についての触
媒コア）のアミノ酸配列は、高度の類似性（通常、適切なアミノ酸整列において４０％を
超えて同一なアミノ酸）を示す。細菌、酵母、または真菌起源のファミリー１１のキシラ
ナーゼは、同一の一般的分子構造を共有する。
【００５５】
図２は、５１個のファミリー１１キシラナーゼに関するアミノ酸配列整列データを示す。
【００５６】
【表１】
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（本発明の改変体キシラナーゼ）
本発明の改変体キシラナーゼポリペプチドは、代表的には、キシラナーゼポリペプチドの
アミノ酸配列内の１つ以上のアミノ酸残基を置換、欠失または付加することによって、キ
シラナーゼポリペプチドを改変することによって得られる。好ましくは、この改変は、１
つ以上のアミノ酸置換を含む。ポリペプチド配列の改変は、部位特異的変異誘発のような
標準的な技術を使用して実行され得る。この改変はまた、化学的技術（例えば、１つ以上
のアミノ酸残基の化学的改変）によって発生し得る。
【００５７】
開始配列は、野生型配列または天然に存在しない配列（例えば、タンパク質操作にすでに
供されている誘導体）であり得る。改変されるキシラナーゼ配列は、任意の供給源（例え
ば、細菌、真菌または植物供給源）由来であり得る。好ましくは、改変されるキシラナー
ゼ配列は、ファミリー１１キシラナーゼのキシラナーゼ配列であり、より好ましくは、Ｔ
ｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉキシラナーゼＩ、Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅ
ｓｅｉキシラナーゼＩＩ、Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｈａｒｚｉａｎｕｍキシラナーゼ、
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｖｉｒｉｄｅキシラナーゼ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｉｒｃｕｌ
ａｎｓキシラナーゼＡ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼＡ、Ａｓｐｅ
ｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒキシラナーゼＡ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｋａｗａｃｈｉ
ｉキシラナーゼＣ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｕｂｉｇｅｎｓｉｓキシラナーゼＡ、Ｓ
ｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｌｉｖｉｄａｎｓキシラナーゼＢ、およびＳｔｒｅｐｔｏｍｙ
ｃｅｓ　ｌｉｖｉｄａｎｓキシラナーゼＣから選択されるファミリー１１キシラナーゼの
キシラナーゼ配列である。
【００５８】
特に好ましい実施形態において、改変されるキシラナーゼ配列は、配列番号１に示される
Ｂ　ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼ配列またはそのホモログである。好ましくは、このホ
モログは、ＧＣＧ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｂｅｓｔｆｉｔ　ｐａｃｋａｇｅ（Ｕｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｕ．Ｓ．Ａ．；Ｄｅｖｅｒｅｕｘら、１９８４
、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１２：３８７）を使用して決定され
る場合、少なくとも５０または１００アミノ酸残基に対して、少なくとも４０、５０、６
０または８０％の相同性を有する。
【００５９】
本発明に従う好ましい特定の改変は、配列番号１に示されるようなＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ
キシラナーゼのアミノ酸の番号、または他の相同なキシラナナーゼポリペプチドにおける
等価な残基に基づいて、１１、１２、１３、１５、１７、２９、３１、３２、３４、１１
３、１１４、１１９、１２０，１２１、１２２、１２３、１２４および１７５位で、１つ
以上のアミノ酸置換を含む。
【００６０】
特に好ましい置換は、
【００６１】
【化３】

（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼのアミノ酸配列に関して）の１つ以上または他の相
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．ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼの特定の残基に対する更なる参照はまた、他の相同性の
キシラナーゼのポリペプチドにおけるそれらの等価物を含む。
【００６２】
変異の組み合わせ（例えば、上記の残基の２つ以上における変異）が、行なわれ得る。こ
のような組み合わせの例は、本明細書中の実施例の節において示される。
【００６３】
さらなる実施形態において、本発明の改変体ポリペプチドは、精製および単離された天然
に存在する変異キシラナーゼであり得る。あるいは、変異キシラナーゼは、変異原に生物
体を供すること、次いで、それらのキシラナーゼ遺伝子における変異を含む個体について
スクリーニングすることによって作製され得る。天然に存在する変異体および無作為変異
誘発によって作製された変異は、キシラナーゼ遺伝子の領域を増幅するための適切な核酸
プライマーを使用するＰＣＲスクリーニングおよび得られたフラグメントの配列決定のよ
うな種々の技術を使用して、同定／スクリーニングされ得る。
【００６４】
従って、本発明の改変体ポリペプチドは、天然に存在する変異キシラナーゼ（それらが発
生するかまたは組換え的に得られる生物体から精製および単離される）、無作為変異誘発
によって得られた変異キシラナーゼ、および部位特異的変異誘発によって得られたキシラ
ナーゼを含む。
【００６５】
本発明の改変体ポリペプチドはまた、インヒビターに対する感受性、またはキシラナーゼ
活性を保持する、好ましくは、改変されていない配列と少なくとも実質的に同一のキシラ
ナーゼ活性を有する得られたアミノ酸配列を提供する配列に対する感受性、に必ずしも影
響しない、１つ（またはそれを超える）アミノ酸形態の任意の置換（ｓｕｂｓｔｉｔｕｔ
ｉｏｎ）、改変（ｖａｒｉａｔｉｏｎ）、改変（ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、置換（ｒ
ｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）、欠失または付加を含むさらなる改変に供され得る。
【００６６】
保存的な置換が、例えば、以下の表に従って作製され得る。第２列の同じブロックにあり
、そして、好ましくは、第３列の同じ行にあるアミノ酸は、お互いに置換され得る：
【００６７】
【表２】
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本発明のポリペプチドはまた、キシラナーゼ活性を有する上記の全長配列のフラグメント
を含む。
【００６８】
本発明のポリペプチドは、代表的には、Ｎ末端またはＣ末端、好ましくはＮ末端において
異種アミノ酸配列をさらに含み得る。異種配列は、細胞内または細胞外タンパク質標的化
に影響する配列（例えば、リーダー配列）を含み得る。
【００６９】
本発明のポリペプチドは、例えば、以下に記載されるように、代表的に組換え手段によっ
て作製され得る。しかし、これらはまた、固相合成のような当業者に周知の技術を使用す
る合成手段によって作製され得る。本発明のポリペプチドはまた、例えば、抽出および精
製を補助するために、融合タンパク質として産生され得る。これはまた、融合タンパク質
配列の除去を可能にするように、融合タンパク質パートナーと目的のタンパク質配列との
間にタンパク質分解切断部位（例えば、トロンビン切断部位）を含むことは、好都合であ
り得る。好ましくは、融合タンパク質は、目的のタンパク質配列の機能を妨げない。
【００７０】
適切の宿主細胞の使用が、本発明の組換え発現産物に対して最適な生物学的活性を与える
ために必要とされ得るこのような転写後の改変を提供すると予想される。
【００７１】
本発明のポリペプチドは、実質的に単離された形態で存在し得る。タンパク質は、タンパ
ク質の意図される目的を妨害しないキャリアまたは希釈剤と共に混合され得、そしてなお
実質的に単離されているとみなされることが理解される。本発明のポリペプチドはまた、
実質的に精製された形態であり得、この場合、調製物中のタンパク質の９０％を超えるタ
ンパク質、例えば、９５％、９８％または９９％が本発明のタンパク質である調製物中に
、一般にタンパク質を含む。
【００７２】
本発明の改変体ポリペプチドは、親キシラナーゼ配列（これは、野生型キシラナーゼに対
応し得る）と比較して、キシラナーゼインヒビターに対して感受性を変更されている。好
ましくは、改変体ポリペプチドは、キシラナーゼインヒビターに対する感受性が減少して
いる。用語「キシラナーゼインヒビターに対する変更された感受性」は、本発明の改変体
ポリペプチドのエンド－β－１，４－キシラナーゼ活性が、親キシラナーゼ酵素（これは
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、野生型キシラナーゼに対応し得る）のインヒビターと異なるキシラナーゼインヒビター
によって阻害される程度を意味する。好ましくは、改変体ポリペプチドがインヒビターに
よって阻害される程度は、親キシラナーゼ酵素（これは、野生型タンパク質であり得る）
のインヒビターより少ない。これは、例えば、改変体ポリペプチドの三次元構造における
変化に起因し得、その結果、このインヒビターは、もはや、親キシラナーゼ酵素（これは
、野生型酵素であり得る）に結合するのと同じ親和性で結合しない。
【００７３】
キシラナーゼインヒビターに対する本発明の改変体ポリペプチドの感受性は、例えば、実
施例４および以下に記載されるアッセイを使用してアッセイされ得る。このアッセイにお
ける使用のために適切なインヒビターは、実施例１における小麦粉から精製されたインヒ
ビターである。他のインヒビターは、以下に記載される。
【００７４】
（キシラナーゼアッセイ（エンド－β－１，４－キシラナーゼ活性））
キシラナーゼサンプルを、最終アッセイにおいて約ＯＤ＝０．７を得るために、クエン酸
（０．１Ｍ）（リン酸水素二ナトリウム（０．２Ｍ）緩衝液、ｐＨ５．０）に希釈する。
サンプルの３つの希釈液および規定された活性を有する内部標準を、４０℃で５分間、サ
ーモスタットに配置した。時間＝５分で、１つのＸｙｌａｚｙｍｅタブ（架橋した染色さ
れたキシラン基質）を、酵素溶液に添加した。時間＝１５分（または、いくつかの場合に
おいてより長く、サンプル中に存在するキシラナーゼ活性に依存する）で、１０ｍｌの２
％ＴＲＩＳを添加することによって、反応を終結した。反応混合物を遠心分離し、そして
、上清のＯＤを５９０ｎｍで測定した。希釈およびキシラナーゼの量を考慮して、サンプ
ルの活性（ＴＸＵ、総キシラナーゼユニット）は、標準に対して計算され得る。
【００７５】
（キシラナーゼインヒビター）
本明細書中で使用される場合、用語「キシラナーゼインヒビター」は、その役割が植物細
胞壁で見出される複合炭水化物（例えば、アラビノキシラン（ａｒａｂｉｎｏｘｙｌａｎ
））の脱重合を制御することである、化合物、代表的には、タンパク質をいう。これらの
キシラナーゼインヒビターは、天然に存在するキシラナーゼ酵素ならびに真菌または細菌
起源のキシラナーゼ酵素の活性を減少させ得る。キシラナーゼインヒビターの存在は、穀
類の種子において報告されているが（例えば、ＭｃＬａｕｃｈｌａｎら、１９９９ａ；Ｒ
ｏｕａｕおよびＳｕｇｅｔ　１９９８を参照のこと）、キシラナーゼ酵素の効果に対する
それらの影響は、広く調査されていない。
【００７６】
ＭｃＬａｕｃｈｌａｎら（１９９９ａ）は、２つのファミリー－１１キシラナーゼに結合
および阻害するコムギ由来のタンパク質の単離および特徴付けを開示する。同様に、ＷＯ
９８／４９２７８は、そのすべてがファミリー１１キシラーゼとして分類される微生物キ
シラナーゼ群の活性に対する小麦粉抽出物の効果を実証する。Ｄｅｂｙｓｔｅｒら（１９
９９）はまた、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒおよびＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔ
ｉｌｉｓ由来のエンドキシラナーゼ（これらは共に、ファミリー１１キシラナーゼのメン
バーである）は、ＴＡＸＩと呼ばれるコムギキシラナーゼインヒビターによって阻害され
ることを開示する。ＭｃＬａｕｃｈｌａｎら（１９９９ｂ）は、コムギ、オオムギ、ライ
ムギおよびトウモロコシのような商業的粉末由来の抽出物は、ファミリー１０およびファ
ミリー１１キシラナーゼの両方を阻害し得る。
【００７７】
キシラナーゼインヒビターは、任意の適切なキシラナーゼインヒビターであり得る。例と
しては、キシラナーゼインヒビターは、ＷＯ－Ａ－９８／４９２７８に記載されるような
インヒビターおよび／またはＲｏｕａｕ，Ｘ．およびＳｕｒｇｅｔ，Ａ．（１９９８）、
ＭｃＬａｕｃｈｌａｎ，Ｒ．，ら（１９９９）によって記載されるようなキシラナーゼイ
ンヒビターおよび／または英国特許出願番号９８２８５９９．２（１９９８年１２月２３
日出願）、英国特許出願番号９９０７８０５．７（１９９９年４月６日出願）および英国
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特許出願番号９９０８６４５．６（１９９９年４月１５日出願）に記載されるキシラナー
ゼインヒビターであり得る。
【００７８】
（キシラナーゼインヒビターアッセイ）
１００μｌの候補インヒビター画分、２５０μｌのキシラナーゼ溶液（１２ＴＸＵ微生物
キシラナーゼ／ｍｌを含む）および６５０μｌの緩衝液（０．１Ｍクエン酸－０．２Ｍ　
リン酸水素二ナトリウム緩衝液、ｐＨ５）を混合する。この混合物を４０．０℃で５分間
サーモスタットに配置した。時間＝５分において、１つのＸｙｌａｚｙｍｅタブを添加し
た。時間＝１５分において、１０ｍｌの２％ＴＲＩＳを添加することによって、反応を終
結した。反応混合物を遠心分離し（３５００ｇ、１０分間、室温）そして、上清を５９０
ｎｍで測定した。阻害を、ブランクに対する残渣の活性として計算する。ブランクは、１
００μｌのインヒビターを１００μｌの緩衝液（０．１Ｍクエン酸－０．２Ｍリン酸水素
二ナトリウム緩衝液、ｐＨ５．０）で置換することを除いて、同様に調製した。
【００７９】
（特異的なキシラナーゼインヒビター）
示されるように、本発明に従って使用され得るキシラナーゼインヒビターは、英国特許出
願番号９８２８５９９．２（１９９８年１２月２３日出願）、英国特許出願番号９９０７
８０５．７（１９９９年４月６日出願）および英国特許出願番号９９０８６４５．６（１
９９９年４月１５日出願）において記載されるキシラナーゼインヒビターである。
【００８０】
この内因性エンド－β－１，４－キシラナーゼインヒビターは、コムギ粉から得られる。
このインヒビターは、ジペプチドであり、約４０ｋＤａのＭＷ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥまたは
質量スペクトルによって測定されるように）および約８～約９．５のｐＩを有する。
【００８１】
現在までの配列分析は、インヒビターが、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番
号５、配列番号６、配列番号７および／または配列番号８として示される配列の少なくと
も１つ以上を有することを開示した。
【００８２】
先行技術において記載されるこれらのインヒビターはまた、アッセイにおいて使用され得
、キシラナーゼインヒビターに対する本発明の改変体ポリペプチドの感受性を決定する。
これらをまた以下のように使用して、キシラナーゼの機能性を調節し得る。
【００８３】
（ポリヌクレオチド）
本発明のポリヌクレオチドは、本発明の改変体ポリペプチド配列をコードする核酸配列を
含む。多数の異なるポリヌクレオチドが、遺伝子コードの同義性の結果として同じポリペ
プチドをコードし得ることが当業者によって理解される。さらに、当業者は、慣用技術を
使用して、本発明のポリペプチドが発現される任意の特定の宿主生物体のコドン使用を反
映するために、本発明のポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド配列に影響
しないヌクレオチド置換を作製し得ることが理解される。
【００８４】
本発明のポリヌクレオチドは、ＤＮＡまたはＲＮＡを含み得る。これらは、一本鎖または
二本鎖であり得る。これらはまた、それらの中に、合成ヌクレオチドまたは改変ヌクレオ
チドを含むポリヌクレオチドであり得る。オリゴヌクレオチドに対する多数の異なる型の
改変は、当該分野で公知である。これらは、メチルホスホネート骨格およびホスホロチオ
ネート骨格、分子の３’および／または５’末端におけるアクリジン鎖またはポリリジン
鎖の付加を含む。本発明の目的のために、本明細書中に記載されるポリヌクレオチドが、
当該分野で利用可能な任意の方法によって改変され得ることが理解される。このような改
変は、本発明のポリヌクレオチドのインビトロ活性または寿命の長さを強化するために、
実行され得る。
【００８５】
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（ヌクレオチドベクターおよび宿主細胞）
本発明のポリヌクレオチドは、複製可能な組換えベクター中に取り込まれ得る。このベク
ターを使用して、適合性の宿主細胞において核酸を複製し得る。従って、さらなる実施形
態において、本発明は、複製可能なベクターに本発明のポリヌクレオチドを導入すること
によって、適合性宿主細胞にベクターを導入することによって、およびベクターの複製を
もたらす条件下で宿主細胞を増殖することによって、本発明のポリヌクレオチドを作製す
る方法を提供する。このベクターは、宿主細胞から回収され得る。適切な宿主細胞として
は、Ｅ．ｃｏｌｉのような細菌、酵母および真菌が挙げられる。
【００８６】
好ましくは、ベクター中の本発明のポリヌクレオチドは、宿主細胞によってコード配列の
発現を提供し得る調節配列に作動可能に連結されている（すなわち、このベクターは、発
現ベクターである）。用語「作動可能に連結された」は、記載される成分が、それらの意
図する様式で、それらが機能することを可能にする関係にある近位をいう。コード配列に
「作動可能に連結された」調節配列は、コード配列の発現がコントロール配列と適合性の
条件下で達成される様式で、連結されている。用語「調節配列」は、プロモーターおよび
エンハンサーならびに他の発現調節シグナルを含む。
【００８７】
本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの強化された発現はまた、異種調節
領域（例えば、プロモーター、分泌リーダーおよびターミネーター領域）の選択によって
達成され得、これらは、発現、および所望であれば、選択された発現宿主由来の目的のタ
ンパク質の分泌レベルを増加するために、そして／または本発明のポリペプチドの発現の
誘導性制御を提供するために役立つ。
【００８８】
本発明のポリペプチドをコードする遺伝子に対してネイティブなプロモーターとは別に、
他のプロモーターを使用して、本発明のポリペプチドの発現を指向し得る。このプロモー
ターは、所望の発現宿主における本発明のポリペプチドの発現を指向する際のその効率に
ついて選択され得る。
【００８９】
別の実施形態において、構成的プロモーターが選択され、本発明の所望のポリペプチドの
発現を指向し得る。真菌発現宿主における使用に好ましい強力な構成性および／または誘
導性プロモーターの例は、キシラナーゼ（ｘｌｎＡ）、フィターゼ（ｐｈｙｔａｓｅ）、
ＡＴＰシンセターゼ、サブユニット９（ｏｌｉＣ）、リン酸トリオースイソメラーゼ（ｔ
ｐｉ）、アルコールデヒドロゲナーゼ（ＡｄｌＡ）、α－アミラーゼ（ａｍｙ）、アミノ
グルコシダーゼ（ＡＧ－ｇｌａＡ遺伝子由来）、アセトアミダーゼ（ａｍｄＳ）およびグ
リセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ｇｐｄ）プロモーターの真菌遺伝子か
ら得られるプロモーターである。
【００９０】
強力な酵母プロモーターの例は、アルコールデヒドロゲナーゼ、ラクターゼ、３－ホスホ
グリセリン酸キナーゼおよびトリオースリン酸イソメラーゼの遺伝子から得られるプロモ
ーターである。
【００９１】
強力な細菌プロモーターの例は、α－アミラーゼおよびＳＰ０２プロモーターならびに細
胞外プロテアーゼ遺伝子由来のプロモーターである。
【００９２】
ハイブリッドプロモーターをまた使用して、発現構築物の誘導性調節を改善し得る。
【００９３】
しばしば、本発明のポリペプチドが、発現宿主から、本発明のポリペプチドがより簡単に
回収され得る培養培地に、分泌されることは望ましい。本発明に従って、本発明のネイテ
ィブな分泌リーダー配列のポリペプチドは、本発明の発現されたポリペプチドの分泌に影
響するように使用され得る。しかし、本発明のポリペプチドの発現における増加は、時々
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、発現宿主がプロセシングおよび分泌可能であるレベルを超えるタンパク質の産生を生じ
、タンパク質産物が細胞内に蓄積するようにボトルネックを作製する。従って、本発明は
また、選択された発現宿主からの本発明のポリペプチドの最も効率的な分泌を提供する異
種リーダー配列を提供する。
【００９４】
本発明に従って、分泌リーダーは、所望の発現宿主に基づいて選択され得る。発現構築物
の他の調節領域に相同である異種分泌リーダーが、選択され得る。例えば、高度に分泌さ
れたアミログルコシダーゼ（ＡＧ）タンパク質のリーダーは、アミログルコシダーゼ（Ａ
Ｇ）プロモーター自身と組み合わせて、ならびに他のプロモーターと組み合わせて使用さ
れ得る。ハイブリッドシグナル配列もまた、本発明の状況で使用され得る。
【００９５】
好ましい異種分泌リーダー配列の例は、真菌のアミログルコシダーゼ（ＡＧ）遺伝子（ｇ
ｌａＡ－１８アミノ酸および２４アミノ酸の両方のバージョン（例えば、Ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌｕｓ由来））、α因子遺伝子（酵母（例えば、ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓおよびＫ
ｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ））またはα－アミラーゼ遺伝子（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）起源の
リーダー配列である。
【００９６】
このようなベクターは、本発明のポリペプチドの発現を提供する上記のような適切な宿主
細胞に形質転換され得る。従って、さらなる局面において、本発明は、本発明に従うポリ
ペプチドを調製するプロセスを提供し、このプロセスは、ポリペプチドをコードするコー
ド配列のベクターによる発現を提供する条件下で、上記のような発現ベクターを用いて形
質転換またはトランスフェクトした宿主細胞を培養する工程、および発現されたポリペプ
チドを回収する工程を包含する。適切な宿主細胞としては、例えば、真菌細胞（例えば、
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）および酵母細胞（例えば、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓまたは
Ｓａｃｃｈａｒｏｃｙｃｅｓ属の酵母細胞）が挙げられる。他の適切な宿主細胞は、以下
に考察される。
【００９７】
ベクターは、例えば、複製の起点、必要に応じて、このポリヌクレオチドの発現のための
プロモーター、および必要に応じてプロモーターのレギュレーターが提供される、プラス
ミド、ウイルスまたはファージベクターであり得る。このベクターは、１つ以上の選択マ
ーカー遺伝子を含み得る。工業的微生物についての最も適切な選択系は、宿主生物体にお
いて変異を必要としない選択マーカー群によって形成される選択系である。真菌選択マー
カーの例は、アセトアミダーゼ（ａｍｄＳ）、ＡＴＰシンセターゼ、サブユニット９（ｏ
ｌｉＣ）、オロチジン－５’－リン酸－デカルボキシラーゼ（ｐｖｒＡ）、フレオマイシ
ンおよびベノミル耐性（ｂｅｂＡ）についての遺伝子である。非真菌選択マーカーの例は
、細菌Ｇ４１８耐性遺伝子（これは、真菌ではなく、酵母において使用され得る）、アン
ピシリン耐性遺伝子（Ｅ．ｃｏｌｉ）、ネオマイシン耐性遺伝子（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）お
よびＥ．ｃｏｌｉ　ｕｉｄＡ遺伝子（β－グルコロニダーゼ（ＧＵＳ）をコードする）で
ある。ベクターは、例えば、ＲＮＡの生成のためにインビトロで使用され得るか、または
宿主細胞をトランスフェクトまたは形質転換するために使用され得る。
【００９８】
本発明のさらなる実施形態は、本発明のポリヌクレオチドで形質転換またはトランスフェ
クトされた宿主細胞を提供する。好ましくは、このポリヌクレオチドは、このポリヌクレ
オチドの複製および発現のためのベクター中に保有される。この細胞は、このベクターと
適合性であるように選択され、そして、原核生物細胞（例えば、細菌細胞）、真菌細胞、
酵母細胞または植物細胞であり得る。
【００９９】
Ｂａｃｉｌｌｕｓ属由来の細菌は、タンパク質を培養培地中に分泌するそれらの能力が理
由で、異種宿主として非常に安定である。宿主として安定な他の細菌は、Ｓｔｒｅｐｔｏ
ｍｙｃｅｓ属およびＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属由来の細菌である。
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【０１００】
本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの性質に依存して、および／または
発現されたタンパク質のさらなるプロセシングの望ましさに依存して、酵母または真菌類
のような真核生物宿主が、好ましくあり得る。一般に、酵母細胞は、操作が容易であると
いう理由で、真菌細胞よりも好ましい。しかし、いくつかのタンパク質は、酵母細胞から
ほとんど分泌されないか、またはいくつかの場合は、適切にプロセスされない（例えば、
酵母における過剰グリコシル化（ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ））かのいずれ
かである。これらの場合、真菌宿主生物が選択されるべきである。
【０１０１】
本発明のポリペプチドが、実質的に他のキシラナーゼを含まない形態で産生される異種宿
主がまた、選択され得る。このことは、通常このような酵素を産生しない宿主を選択する
ことにより、達成され得る。
【０１０２】
本発明の範囲内の好ましい発現宿主の例は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ種およびＴｒｉｃｈ
ｏｄｅｒｍａ種のような真菌類；Ｂａｃｉｌｌｕｓ種、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ種、お
よびＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ種のような細菌；およびＫｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ種およ
びＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ種のような酵母である。
【０１０３】
特に好ましい発現宿主は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕ
ｓ　ｎｉｇｅｒ　ｖａｒ．ｔｕｂｉｇｅｎｉｓ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ　
ｖａｒ．ａｗａｍｏｒｉ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ａｃｕｌｅａｔｉｓ、Ａｓｐｅｒｇ
ｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、Ｔｒｉｃｈｏ
ｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ
、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ　ａｎｄ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅから選択され得る。
【０１０４】
本発明に従って、本発明のポリペプチドの産生は、１つ以上の本発明のポリヌクレオチド
を用いて従来の栄養発酵培地中で形質転換された微生物発現宿主の培養によりもたらされ
得る。
【０１０５】
発酵培地は、炭素源（例えば、グルコース、マルトース、糖密等）、窒素源（例えば、硫
酸アンモニウム、硝酸アンモニウム、塩化アンモニウム等）、有機窒素源（例えば、酵母
抽出物、麦芽抽出物、ペプトン等）、および無機栄養源（例えば、リン、マグネシウム、
カリウム、亜鉛、鉄等）を含む公知の培養培地を含み得る。必要に応じて、インデューサ
ーが添加され得る。
【０１０６】
適切な培地の選択は、発現宿主の選択および／または発現構築物の調節要求に準拠し得る
。このような培地は、当業者に周知である。所望の場合、培地は、他の潜在的に混入して
いる微生物よりも形質転換された発現宿主に有利なさらなる成分を含む。
【０１０７】
発酵後、細胞は、遠心分離または濾過により発酵ブロスから除去され得る。次いで細胞を
除去した後に、本発明の改変ポリペプチドが回収され得、そして所望の場合は、従来の手
段により精製および単離され得る。
【０１０８】
（生物体）
本発明に関して、用語「生物体」は、本発明に基づく改変キシラナーゼタンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列および／またはそれらから獲得される生成物を含み得る任意の生
物体を含む（ここで、転写調節配列が、その生物体中に存在する場合、本発明に基づくヌ
クレオチド配列の発現を可能にし得る）。適切な生物体として、原核生物、真菌類、酵母
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、または植物が挙げられ得る。本発明のキシラナーゼの局面のために好ましい生物体は、
細菌、好ましくはＢａｃｉｌｌｕｓ属、より好ましくはＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌ
ｉｓであり得る。
【０１０９】
本発明に関して、用語「トランスジェニック生物体」は、本発明に基づくタンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列および／またはそれらから獲得される生成物を含む任意の生物
体を含む（ここで、転写調節配列が、この生物体中での本発明に基づくヌクレオチド配列
の発現を可能にし得る）。好ましくは、このヌクレオチド配列は、この生物体のゲノム中
に組み込まれる。
【０１１０】
用語「トランスジェニック生物体」は、天然の環境にあるネイティブのヌクレオチドコー
ド配列が、ネイティブのプロモーター（このプロモーターもまた、ネイティブの環境にあ
る）の制御下にある場合、それらを含まない。
【０１１１】
従って、本発明のトランスジェニック生物体は、本発明に基づくアミノ酸配列をコードす
るヌクレオチド配列、本発明に基づく構築物（それらの組合せを含む）、本発明に基づく
ベクター、本発明に基づくプラスミド、本発明に基づく細胞、本発明に基づく組織、また
はそれらの産物のいずれか１つかまたはその組合せを含む生物体を含む。形質転換された
細胞または生物体は、その細胞または生物体から容易に回収される、受容可能な量の所望
の化合物を調製し得る。
【０１１２】
（宿主細胞／宿主生物体の形質転換）
先に示したように、宿主生物体は、原核生物体または真核生物体であり得る。適切な原核
生物宿主の例として、Ｅ．ｃｏｌｉおよびＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓが挙げら
れる。原核生物宿主の形質転換に関する教示は、当該分野で十分に文書化されている。例
えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、１９８９、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）およびＡｕｓｕｂｅｌら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ（１９９９）、第４版、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．のＳ
ｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓを参照のこと。
【０１１３】
原核生物宿主が用いられる場合、ヌクレオチド配列は、形質転換前に（例えば、イントロ
ンの除去により）適切に改変される必要があり得る。
【０１１４】
上記のように、好ましい宿主生物体は、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属の生物体（例えば、Ｂａｃｉ
ｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）である。
【０１１５】
別の実施形態において、トランスジェニック生物体は、酵母であり得る。これに関して、
酵母はまた、異種遺伝子発現のためのビヒクルとしても、広く用いられている。Ｓａｃｃ
ｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ種は、異種遺伝子発現のための使用を含む工
業使用の長い歴史を持つ。Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅにおける
異種遺伝子の発現は、Ｇｏｏｄｅｙら（１９８７、Ｙｅａｓｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ、Ｄ　Ｒ　Ｂｅｒｒｙら編、４０１～４２９頁、Ａｌｌｅｎ　ａｎｄ　Ｕｎｗｉｎ、
Ｌｏｎｄｏｎ）およびＫｉｎｇら（１９８９、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｙｅａｓｔｓ、Ｅ　Ｆ　ＷａｌｔｏｎおよびＧ　Ｔ　Ｙａｒｒｏ
ｎｔｏｎ編、１０７～１３３頁、Ｂｌａｃｋｉｅ、Ｇｌａｓｇｏｗ）により総説されてい
る。
【０１１６】
いくつかの理由で、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅは、異種遺伝子
発現に十分適している。第１に、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅは



(22) JP 4795604 B2 2011.10.19

10

20

30

40

50

ヒトに対して非病原性であり、そして特定の内毒素を産生し得ない。第２に、Ｓａｃｃｈ
ａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅは、種々の目的の商業的な開発の数世紀に渡る
安全な使用の長い歴史を持つ。このことは、幅広い公衆の容認の要因となっている。第３
に、この生物体に注がれた広範な商業利用および研究は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅの遺伝学および生理学ならびに大量の発酵特性についての豊富な知
識を導いた。
【０１１７】
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅにおける異種遺伝子発現および遺伝
子産物の分泌の原理の総説は、Ｅ　Ｈｉｎｃｈｃｌｉｆｆｅ　Ｅ　Ｋｅｎｎｙ（１９９３
、「Ｙｅａｓｔ　ａｓ　ａ　ｖｅｈｉｃｌｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　
ｏｆ　ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ　ｇｅｎｅｓ」、Ｙｅａｓｔｓ、第５巻、Ａｎｔｈｏｎ
ｙ　Ｈ　ＲｏｓｅおよびＪ　Ｓｔｕａｒｔ　Ｈａｒｒｉｓｏｎ編、第２版、Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｌｔｄ．）により与えられる。
【０１１８】
いくつかの型の酵母ベクターが利用可能であり、維持のために宿主ゲノムとの組換えを必
要とする組込みベクター、および自律的に複製するプラスミドベクターが挙げられる。
【０１１９】
トランスジェニックＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓを調製するために、酵母における発現の
ために設計された構築物に本発明のヌクレオチド配列を挿入することにより、発現構築物
が調製される。異種発現に用いられるいくつかの型の構築物が、開発されている。この構
築物は、本発明のヌクレオチド配列に融合された、酵母において活性なプロモーターを含
み、通常は酵母起源のプロモーター（例えば、ＧＡＬ１プロモーター）を用いる。通常、
酵母起源のシグナル配列（例えば、ＳＵＣ２シグナルペプチドをコードする配列）が用い
られる。酵母において活性な終結因子は、発現系を終了させる。
【０１２０】
酵母の形質転換のために、いくつかの形質転換プロトコールが、開発されてきた。例えば
、本発明に基づくトランスジェニックＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓは、Ｈｉｎｎｅｎら（
１９７８、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ
　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＵＳＡ　７５、１９２９）；Ｂｅｇｇｓ，Ｊ
Ｄ（１９７８、Ｎａｔｕｒｅ、Ｌｏｎｄｏｎ、２７５、１０４）；およびＩｔｏ，Ｈら（
１９８３、Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ　１５３、１６３～１６８）の教示に従うこと
により調製され得る。
【０１２１】
形質転換された酵母細胞は、種々の選択マーカーを用いて選択される。形質転換に用いら
れるマーカーの間には、多くの栄養要求性マーカー（例えば、ＬＥＵ２、ＨＩＳ４、およ
びＴＲＰ１）および優性な抗生物質耐性マーカー（例えば、アミノグリコシド抗生物質マ
ーカー（例えば、Ｇ４１８））がある。
【０１２２】
別の宿主生物体は、植物である。遺伝的に改変された植物の構築における基礎的な原理は
、植物ゲノムに遺伝的情報を挿入し、その挿入された遺伝的物質の安定な維持を獲得する
ことである。
【０１２３】
本発明のトランスジェニック植物は、種を持つ植物（被子植物）および針葉樹のような任
意の植物から生成され得る。被子植物は、双子葉植物および単子葉植物を含む。双子葉植
物の例として、タバコ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｐｌｕｍｂａｇｉｎｉｆｏｌｉａおよびＮ
ｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）、シロイヌナズナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈ
ａｌｉａｎａ）、Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｎａｐｕｓ、Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｎｉｇｒａ、Ｄａ
ｔｕｒａ　ｉｎｎｏｘｉａ、Ｖｉｃｉａ　ｎａｒｂｏｎｅｎｓｉｓ、Ｖｉｃｉａ　ｆａｂ
ａ、エンドウマメ（Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ）、カリフラワー、カーネーションおよ
びヒラマメ（Ｌｅｎｓ　ｃｕｌｉｎａｒｉｓ）が挙げられる。単子葉植物の例として、コ
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ムギ、オオムギ、カラスムギ、およびトウモロコシのような穀物が挙げられる。
【０１２４】
トランスジェニック植物を生成するための技術は当該分野で周知である。代表的に、植物
全体、細胞、またはプロトプラストのいずれかが、ジンクフィンガー分子または標的ＤＮ
Ａをコードする適切な核酸構築物を用いて形質転換され得る（例えば、上記の核酸構築物
を参照のこと）。形質転換ＤＮＡ構築物を細胞に導入するための多くの方法が存在するが
、植物細胞へのＤＮＡの送達に関して、全てが適切であるとは限らない。適切な方法とし
て、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ感染（特に、Ｔｕｒｐｅｎら、１９９３、Ｊ．Ｖｉｒｏ
ｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、４２：２２７－２３９を参照のこと）、または、例えば、ＰＥＧ媒
介性の形質転換、エレクトロポレーション、もしくはＤＮＡでコーティングされた粒子の
加速によるようなＤＮＡの直接送達が挙げられる。一般に、加速法が好ましく、例えば、
微粒子銃（ｍｉｃｒｏｐｒｏｊｅｃｔｉｌｅ　ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ）が挙げられる。
米国特許第５，８７４，２６５号から抜粋された（特定の単子葉類における）トランスジ
ェニック植物を生成するための代表的なプロトコールは、以下に記載される。
【０１２５】
形質転換ＤＮＡセグメントを植物細胞に送達するための方法の例は、微粒子銃である。こ
の方法において、非生物学的粒子が、核酸でコーティングされ得、そして推進力により細
胞中に送達され得る。典型的な粒子として、タングステン、金、白金などを含む微粒子が
挙げられる。
【０１２６】
微粒子銃の特定の利点は、双子葉類と単子葉類の両方を再現性の面で安定に形質転換する
有効な手段であることに加えて、プロトプラストの単離もＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ感
染に対する感受性も要求されないことである。加速により植物細胞中にＤＮＡを送達する
ための方法の例示的な実施形態は、バイオリスティックス（Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃｓ）微粒
子送達システムであり、これは、ＤＮＡでコーティングされた粒子をスクリーン（ステン
レス鋼またはＮｙｔｅｘスクリーン）を通して、懸濁液中で培養された植物細胞で覆われ
たフィルター表面へ推進するために用いられ得る。このスクリーンは、タングステン－Ｄ
ＮＡ微粒子を分散させ、その結果、多くが凝集してレシピエント細胞に送達されない。射
出装置と照射される細胞との間に介在するスクリーンがなければ、この射出は凝集し、そ
して高頻度の形質転換を達成するには多すぎると考えられている。これは、多すぎる射出
により受容細胞に与えられる損傷に起因し得る。
【０１２７】
照射について、懸濁液中の細胞は、好ましくはフィルター上に濃縮される。照射される細
胞を含むフィルターは、マクロ射出停止プレートの下の適切な距離に配置される。所望の
場合、１つ以上のスクリーンもまた、銃と照射される細胞との間に配置される。本明細書
に記載される技術の使用を通じて、照射されたフィルター上でマーカー遺伝子（「病巣」
）を一時的に発現する１０００個まで、またはそれ以上の細胞のクラスターを獲得し得る
。照射後４８時間で異種遺伝子産物を発現する病巣中の細胞数は、しばしば１～１０の範
囲、および平均２～３の範囲である。
【０１２８】
上記のいずれかの方法によりレシピエント細胞への異種ＤＮＡの送達をもたらした後、好
ましい工程は、さらなる培養および植物再生のために形質転換された細胞を同定すること
である。この工程は、スクリーニング可能な特性に関して培養物を直接的にアッセイする
工程、または照射された培養物を１つかまたは複数の選択因子に曝すことによる工程を包
含し得る。
【０１２９】
スクリーニング可能なマーカー特性の例は、トウモロコシにおいてＲ座の制御下で産生さ
れる赤色色素である。この色素は、この段階での増殖を支持し得る栄養培地を含む固体支
持体上で細胞を培養し、例えば１８℃にて、１８０μＥｍ－２ｓ－１より上で細胞をイン
キュベートし、そして着色されているコロニー（細胞の目で見える凝集体）から細胞を選
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択することにより検出され得る。これらの細胞は、懸濁液中かまたは固体培地上のいずれ
かでさらに培養され得る。
【０１３０】
形質転換された細胞を同定するための方法の典型的な実施形態は、照射された培養物を選
択因子（例えば、代謝インヒビター、抗生物質、除草剤など）に曝す工程を包含する。形
質転換され、そして用いられる選択因子に対する耐性を与えるマーカー遺伝子を安定に組
み込まれた細胞は、培養物中で増殖し、分裂する。感受性の細胞は、さらなる培養に受け
入れられない。
【０１３１】
バー－ビアラホス（ｂｉａｌａｐｈｏｓ）選択系を使用するために、フィルター上で照射
された細胞は、非選択的液体培地に再懸濁され、培養され（例えば、１～２週間）、そし
て１～３ｍｇ／ｌのビアラホスを含む固体培地に被さっているフィルターに転写される。
代表的に１～３ｍｇ／ｌの範囲が好ましいが、本発明の実施において０．１～５０ｍｇ／
ｌの範囲が有用性を見出すと提案される。照射における使用のためのフィルターの型は、
特に重要であると考えられておらず、任意の固体状の、多孔性の、不活性な支持体を含み
得る。
【０１３２】
選択因子への曝露で生存する細胞は、植物の再生を補助する培地中で培養され得る。約２
～４週間、ホルモンを含む基礎培地で組織が維持され、次いでホルモンを含まない培地に
移動させる。２～４週間後、苗条の発達が、別の培地へ移す機会を合図する。
【０１３３】
代表的に再生は、その組成が、形質転換されたカルスからより成熟した植物への連続的な
発達段階の間に適切な栄養分およびホルモン性シグナルを提供するよう改変された培地の
進歩を必要とする。発達中の植物は、土壌に移され、そして例えば、約８５％の相対湿度
、６００ｐｐｍのＣＯ２、および２５０μＥｍ－２ｓ－１の光にて環境的に制御されたチ
ャンバにおいて、鍛えられる。好ましくは植物は、生長チャンバかまたは温室かのいずれ
かにおいて成熟させられる。代表的に再生には、約３～１２週かかる。再生中、細胞は、
組織培養容器中にて固体培地で増殖させられる。このような容器の例示的な実施形態は、
ペトリ皿である。好ましくは再生中の植物は、約１９℃～２８℃で生長させられる。再生
中の植物が、苗条および根の発達段階に達した後、それらを、さらなる生長および試験の
ために温室に移し得る。
【０１３４】
ゲノムＤＮＡをカルス細胞株および植物から単離し、当業者に周知の技術（例えば、ＰＣ
Ｒおよび／またはサザンブロット）の使用を通して、異種遺伝子の存在を決定し得る。
【０１３５】
遺伝情報を挿入するためのいくつかの技術が存在し、２つの主要な原理は、遺伝情報の直
接的な導入およびベクターシステムの使用による遺伝情報の導入である。一般的な技術の
概説は、Ｐｏｔｒｙｋｕｓ（Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　Ｐｌａｎ
ｔ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ［１９９１］４２：２０５－２２５）およびＣｈｒｉｓｔｏｕ（Ａ
ｇｒｏ－Ｆｏｏｄ－Ｉｎｄｕｓｔｒｙ　Ｈｉ－Ｔｅｃｈ　Ｍａｒｃｈ／Ａｐｒｉｌ　１９
９４　１７－２７）による論文中に見出され得る。
【０１３６】
従って、１つの局面において、本発明は、本発明に基づく改変キシラナーゼポリペプチド
をコードする構築物を保有し、そしてその構築物を植物のゲノムへ導入し得るベクターシ
ステムに関する。
【０１３７】
ベクターシステムは、１つのベクターを含み得るが、少なくとも２つのベクターを含むこ
とが可能である。２つのベクターの場合において、ベクターシステムは、通常バイナリー
ベクターシステムと呼ばれる。バイナリーベクターシステムは、Ｇｙｎｈｅｕｎｇ　Ａｎ
ら（１９８０）、Ｂｉｎａｒｙ　Ｖｅｃｔｏｒｓ、Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
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ｉｏｌｏｇｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ａ３、１－１９においてより詳細に記載される。
【０１３８】
所定のプロモーターまたはヌクレオチド配列もしくは構築物を用いた植物細胞の形質転換
のための、１つの広範に用いられるシステムは、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅ
ｆａｃｉｅｎｓ由来のＴｉプラスミドまたはＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｒｈｉｚｏｇ
ｅｎｅｓ由来のＲｉプラスミドの使用に基づく（Ａｎら（１９８６）、Ｐｌａｎｔ　Ｐｈ
ｙｓｉｏｌ．８１、３０１－３０５およびＢｕｔｃｈｅｒ　Ｄ．Ｎ．ら（１９８０），Ｔ
ｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｐｌａｎｔ　Ｐａｔｈｏｌｏｇ
ｉｓｔｓ、Ｄ．Ｓ．ＩｎｇｒａｍｓおよびＪ．Ｐ．Ｈｅｌｇｅｓｏｎ編、２０３－２０８
）。
【０１３９】
上記の植物または植物細胞構築物の構築に適切な、いくつかの異なるＴｉおよびＲｉプラ
スミドが構築されている。
【０１４０】
（Ｂ．用途）
一般的な意味で、本発明の改変キシラナーゼは、植物細胞壁物質を含む溶液または系にお
けるヘミセルロースまたはアラビノキシランの存在に由来する粘性を変化（例えば減少）
させるために用いられ得る。代表的に上記の植物細胞壁物質は、１つ以上のキシラナーゼ
インヒビターを含む。
【０１４１】
詳細には、本発明の改変キシラナーゼは、食料品（例えば、動物飼料）としての使用のた
めの植物物質の加工において、デンプン生産において、紙を作製するための木材パルプの
ベーキングおよび加工において使用され得る。
【０１４２】
（食料品の調製）
本発明の改変キシラナーゼは、動物飼料を含む食料品において使用されるシリアルのよう
な植物物質を処理するために用いられ得る。本明細書中で使用する場合、用語「シリアル
」は、食品として使用される任意の種類の穀物および／またはこの穀物を産生する任意の
草（例えば、コムギ、製粉されたコムギ、オオムギ、トウモロコシ、サトウモロコシ、ラ
イムギ、カラスムギ、ライコムギ、およびコメまたはそれらの組合せのいずれか１つ（し
かし、これらに限定されない））を意味する。１つの好ましい実施形態において、このシ
リアルは、コムギシリアルである。
【０１４３】
食品および／または飼料サプリメント中のキシレンは、このキシレンと本発明の改変キシ
ラナーゼを接触させることにより改変される。
【０１４４】
本明細書中で使用する場合、用語「接触する」は、本発明の改変キシラナーゼ酵素食品お
よび／または飼料サプリメントに散布すること、コーティングすること、浸漬させること
、または層状に重ねることを含むがこれらに限定されない。
【０１４５】
１つの実施形態において、本発明の食品および／または飼料サプリメントは、食品および
／または飼料サプリメントと改変キシラナーゼ酵素を直接的に混合することにより調製さ
れ得る。例示目的で、改変キシラナーゼ酵素は、シリアルベースの食品および／または飼
料サプリメント（例えば、製粉されたコムギ、トウモロコシ、またはダイズ紛）上で（例
えば、散布することにより）接触させられ得る。
【０１４６】
改変キシラーゼ酵素が第２の（そして異なる）食品および／または飼料もしくは飲料水に
組み込まれ、次いでこれが本発明の食品および／または飼料サプリメントに添加されるこ
ともまた可能である。従って、このような組み込みは、本発明の特定の好ましい局面を形
成するが、本発明により提供される改変キシラーゼが、シリアルベースの食品および／ま
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たは飼料サプリメント自体に組み込まれることは必須ではない。
【０１４７】
本発明の１つの実施形態において、食品および／または飼料サプリメントは、他の食品お
よび／または飼料成分と組み合わされて、シリアルベースの食品および／または飼料を生
成し得る。このような他の食品および／または飼料成分として、１つ以上の他の（好まし
くは熱安定性の）酵素サプリメント、ビタミン食品および／または飼料サプリメント、ミ
ネラル食品および／または飼料サプリメント、およびアミノ酸食品および／または飼料サ
プリメントが挙げられ得る。次いで、おそらくいくつかの異なる型の化合物を含む、得ら
れる（組み合わされた）食品および／または飼料サプリメントは、適切な量で、他の食品
および／または飼料成分（例えば、シリアルおよびタンパク質サプリメント）と混合され
、ヒト食品および／または動物飼料を形成し得る。
【０１４８】
１つの好ましい実施形態において、本発明の食品および／または飼料サプリメントは、適
切な活性を有する異なる酵素を混合して酵素混合物を生成することにより、調製され得る
。例示目的で、例えば、製粉されたコムギまたはトウモロコシから形成されたシリアルベ
ースの食品および／または飼料サプリメントは、（例えば、散布することにより）同時に
かまたは連続的にかのいずれかで、キシラナーゼ酵素および適切な活性を有する他の酵素
と接触され得る。これらの酵素として、アミラーゼ、グルコアミラーゼ、マンナナーゼ、
ガラクトシダーゼ、フィターゼ、リパーゼ、グルカナーゼ、アラビノフラノシダーゼ、ペ
クチナーゼ、プロテアーゼ、グルコースオキシダーゼ、ヘキソースオキシダーゼ、および
キシラナーゼのいずれか１つ以上が挙げられ得るがこれらに限定されない。所望の活性を
有する酵素は、例えば、これらの酵素とシリアルベースの食品および／または飼料サプリ
メントとを接触させる前に本発明のキシラナーゼと混合され得るか、あるいは、このよう
な酵素は、このようなシリアルベースのサプリメントに同時かまたは連続的に接触され得
るかのいずれかである。次いで食品および／または飼料サプリメントは、順にシリアルベ
ースの食品および／または飼料と混合されて、最終的な食品および／または飼料を調製す
る。食品および／または飼料サプリメントを個々の酵素活性の溶液として処方し、次いで
食品および／または飼料サプリメントを処理してペレットまたはマッシュのようにする前
に、この溶液と食品および／または飼料物質とを混合することもまた可能である。
【０１４９】
（ベーカリー製品）
本発明は、食料品の調製のための加工における本発明の改変体キシラナーゼポリペプチド
の使用を提供する。本発明に従う代表的なベーカリー製品（焼き製品）としては、パン（
例えば、ローフ、ロールパン、バン、ピザベースなど）、プレッツェル、トルティーヤ、
ケーキ、クッキー、ビスケット、クラッカーなどが挙げられる。ベーカリー製品のような
食料品の調製は、当該分野で周知である。例えば、生地生産は実施例２に記載される。粉
のスラリーの粘性を変更するための本発明の改変体キシラナーゼの使用は実施例５に記載
される。
【０１５０】
（デンプン生産）
本発明の改変体キシラナーゼはまた、穀物および塊茎（例えば、ポテト）由来の植物材料
からのデンプン生産に使用され得る。
【０１５１】
（木材パルプの加工）
本発明の改変体キシラナーゼはまた、木材パルプ加工において（例えば、紙を調製する際
）使用され得る。
【０１５２】
上記のように、本発明者らは、キシラナーゼ機能性の主要な決定因子が植物材料中の内因
性インヒビターの存在であることを示した。従って、キシラナーゼ機能性を変更する１つ
の方法は、内因性インヒビターに対するその感受性を変更するためにキシラナーゼを改変
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たは型を変更することである。従って、本発明はまた、キシラナーゼの機能性を変更する
ためのキシラナーゼインヒビターの使用、従って、上記の植物材料の加工方法におけるキ
シラナーゼインヒビターの使用を提供する。
【０１５３】
本発明は、ここで、以下の実施例（これは、例示されることのみが意図され、非限定であ
る）を参照してさらに記載される。
【０１５４】
（実施例）
（実施例１－小麦内因性キシラナーゼインヒビターの精製および特徴付け）
２ｋｇの小麦粉（Ｄａｎｉｓｈ　ｒｅｆｏｒｍ、バッチ９９０５６）を、１０分間の攪拌
の間に１：２の粉：水　比を使用して水を用いて抽出した。可溶性内因性キシラナーゼイ
ンヒビターを、遠心分離によって小麦粉－水スラリーから分離した。抽出および遠心分離
を４℃で実施した。インヒビターを、以下のクロマトグラフィー技術：ＨＰＬＣ－ＳＥＣ
、ＨＰＬＣ－ＣＩＥＣ、ロータリーエバポレーション、ＨＰＬＣ－ＨＩＣ、ＨＰＬＣ－Ｓ
ＥＣ、およびロータリーエバポレーションならびに濃縮技術によって水抽出物から精製し
た。キシラナーゼインヒビターを、以下の定量化方法を用いて、精製の間にモニターし定
量することができた。
【０１５５】
（インヒビターの定量方法）
１　ＸＩＵ（キシラナーゼインヒビター単位）を、下記の条件下で１ＴＸＵを０．５ＴＸ
Ｕまで低減するインヒビターの量として規定する。
【０１５６】
本アッセイに使用したキシラナーゼは、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ野生型キシ
ラナーゼである。
【０１５７】
１０００μｌの反応容積で反応するための１２ＴＸＵ／ｍｌを含む２５０μｌ　キシラナ
ーゼ溶液、約１００μｌ　キシラナーゼインヒビター溶液およびクエン酸（０．１Ｍ）－
リン酸水素二ナトリウム（０．２Ｍ）緩衝液（ｐＨ５）を、４０℃で５分間予めインキュ
ベートする。ｔ＝５分において、１Ｘｙｌａｚｙｍｅ（Ｍｅｇａｚｙｍｅ，Ｉｒｅｌａｎ
ｄ）錠剤を、この反応混合物に添加する。ｔ＝１５分において、この反応を１０ｍｌ　２
％　ＴＲＩＳ／ＮａＯＨ（ｐＨ１２）の添加によって終結する。この溶液を濾過し、そし
てこの上清の吸光度を５９０ｎｍにおいて測定する。上記のアッセイにおいていくつかの
異なる濃度のインヒビターを選択することによって、ＯＤ対インヒビター濃度のプロット
を作製することが可能である。このプロットからの傾き（ａ）および切片（ｂ）ならびに
キシラナーゼの濃度を用いて、所定のインヒビター溶液におけるＸＩＵ量を計算すること
が可能である（式１）。
【０１５８】
式１　　溶液中のＸＩＵ量＝（（ｂ／２）／－ａ）／ＴＸＵ
内因性キシラナーゼインヒビターの精製から、以下のインヒビターの収量を、回収した（
表１）。
【０１５９】
（表１．精製後の小麦内因性キシラナーゼインヒビターの回収率）
【０１６０】
【表３】
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インヒビターサンプルは純粋であり、小麦の内因性キシラン分解（ｘｙｌａｎｏｌｙｔｉ
ｃ）活性を含まなかった。
【０１６１】
（実施例２－キシラナーゼインヒビターを含まない小麦粉の分別および再構築ならびに添
加されたキシラナーゼインヒビターの関数としてのこの粉におけるキシラナーゼ機能性）
（粉の分別および再構築）
使用した粉は、Ｄａｎｉｓｈ　Ｒｅｆｏｒｍ粉（バッチ番号９９０５６）であった。分別
、インヒビター不活化および再構築は、以下のようであった：
簡単な生地を、５００ＢＵでのパン類製造販売業者らの吸着およびＦａｒｉｎｏｇｒａｐ
ｈの結果に従う混合時間に従って、最適な水を添加しながら１６００グラムの粉を混合す
ることによって作製した。これによって、２５１２グラムの生地が生じた。グルテンを、
約５：１の水と生地の比を用いて、この生地から手で洗い流した。使用した水は、４℃に
事前に冷却し、この生地におけるさらなる酵素活性を回避した。生じた洗浄水は、可溶性
タンパク質（キシラナーゼインヒビターを含む）、脂質、非デンプン多糖およびデンプン
を含んだ。デンプンおよび他の不溶性成分を、遠心分離（５０００ｇ、１０分、１０℃）
によって洗浄水から分離した。この洗浄水中の内因性キシラナーゼインヒビターを不活化
するために、遠心分離からの上清を、加熱エバポレーターを用いて３分間煮沸した。
【０１６２】
全ての３つの画分（グルテン、デンプンおよび溶解物）を、フラスコで凍結し、凍結乾燥
機に置いた。乾燥後、この分画の重量を量り、乳鉢および乳棒、コーヒーミルを用いてす
りつぶし、２５０μｍのふるいを通してふるいにかけた。全ての分画の重量を再び量り、
そして分別後に得た比に基づいて、粉を再構築した。
【０１６３】
（酵素）
表２に列挙するキシラナーゼを、本研究に使用した。キシラナーゼを精製し、他のキシラ
ン分解活性がこのサンプル中に存在しないことを意味する。
【０１６４】
（表２．本研究に使用したキシラナーゼおよび活性、ＴＸＵ）
【０１６５】
【表４】

（キシラナーゼアッセイ（エンド－β－１，４－キシラナーゼ活性））
キシラナーゼサンプルを、クエン酸（０．１Ｍ）－リン酸水素二ナトリウム（０．２Ｍ）
緩衝液（ｐＨ５．０）に希釈して、最終アッセイにおいてＯＤ＝約０．７を得る。サンプ
ルの３回希釈および規定された活性を有する内部標準を、５分間４０℃でサーモスタット
で調温する。時間＝５分において、１Ｘｙｌａｚｙｍｅタブ（架橋された、染色キシラン
基質）を、この酵素溶液に添加する。時間＝１５分（またはいくつかの場合、サンプル中
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に存在するキシラナーゼ活性に依存してより長く）において、この反応を、１０ｍｌの２
％　ＴＲＩＳの添加によって終結する。この反応混合物を、遠心分離し、そして上清のＯ
Ｄを、５９０ｎｍで測定する。キシラナーゼの希釈および量を考慮すると、サンプルの活
性（ＴＸＵ、総キシラナーゼ単位）が、標準物質と比較して計算され得る。
【０１６６】
（パン焼き試験）
パン焼き試験を、それぞれ、（１．４４×Ｄａｎｉｓｈ　Ｒｅｆｏｒｍ粉（バッチ番号９
９０５６）中の初期インヒビターレベル）を用いて行い、そして再構築された粉への精製
内因性キシラナーゼインヒビターの添加なしに行った。パン焼き試験を、表２に列挙する
キシラナーゼおよび表３に列挙する組成を用いて実施した。
【０１６７】
（表３．パン焼き試験内で作製した生地の組成）
【０１６８】
【表５】

（生地の分析）
生地を、以下に関して分析した：
（粘着性）
生地の粘着性を、Ｃｈｅｎ　Ａｎｄ　Ｈｏｓｅｎｅｙ（Ｌｅｂｅｎｓｍｉｔｔｅｌ　Ｗｉ
ｓｓ　ｕ．－Ｔｅｃｈｎｏｌ．，２８，４６７－４７３．１９９５）によって記載された
方法に従ってＳＭＳ　Ｄｏｕｇｈ　Ｓｔｉｃｋｉｎｅｓｓ　Ｃｅｌｌを用いたＴＸ－ＸＴ
２システム（Ｓｔａｂｌｅ　Ｍｉｃｒｏ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）において測定した。
【０１６９】
（生地液の粘性分析）
抽出した生地液の粘性を、抽出後にＢｒｏｏｋｆｉｅｌｄ粘度計を用いて測定した。
【０１７０】
（生地液のペントサン分析）
溶解したペントサンを、ＲｏｕａｕおよびＳｕｒｇｅｔ（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　ｐ
ｏｌｙｍｅｒｓ，２４，１２３－１３２，１９９４）の方法を用いて生地液中で測定した
。
【０１７１】
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（結果）
（粉の分別および再構築）
生地の分別および再構築によって、１６８．１５グラムの凍結乾燥グルテン、１１１．１
３グラムの凍結乾燥可溶性分画および１１４３．５６グラムの凍結乾燥デンプンを生じた
。
【０１７２】
（粉の中のインヒビターの定量）
インヒビター定量方法を用いて、９９０５６粉の中のインヒビターレベルおよび再構築し
た粉の中のインヒビターレベルを検出することができた。これらの分析からの結果を、表
４に列挙する。
【０１７３】
（表４．本来の粉（９９０５６）および再構築した粉におけるインヒビター定量からの結
果）
【０１７４】
【表６】

２部分の粉におけるインヒビターレベルを比較すると、再構築した粉におけるインヒビタ
ーレベルの９３％（１００－（４２ＸＩＵ／５９０ＸＩＵ）×１００％））の減少が、示
される。
【０１７５】
（パン焼き試験）
パン焼き試験からの結果を、表５および６に列挙する。
【０１７６】
（表５．再構築した粉、キシラナーゼおよびキシラナーゼインヒビター添加の有り／無し
（＋／－）での、パン焼き試験からのデータ。標準偏差（％）は、２日のパン焼きにわた
る標準偏差を表す。
【０１７７】
【表７】

表５に示される標準偏差は、試験した生地の生地操作特性を反映する。内因性キシラナー
ゼインヒビター無しで作製した生地（４２ＸＩＵ）は、操作が非常に困難であった。これ
らの生地からの標準偏差は、３～１２．５％の範囲である。インヒビターを添加した生地
と比較して、これは非常に高かった。これらの標準偏差をパンの容積における実際の変化
と比較する場合、数値がほとんど同じ値であることが見出され得る。これは、本発明者ら
が、パンの容積に対するインヒビターの影響が存在しないことに関して何も結論付けるこ
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とができないことを意味する。本発明者らが表５における内因性キシラナーゼインヒビタ
ーを添加して作製した生地（８５０ＸＩＵ）を見る場合、本発明者らは、２日間にわたる
再生方法において再構成した粉からパンを生産し得たことを理解することができる。標準
偏差は、０．０５～４．２％の範囲であり、これは許容できる。表６から、キシラナーゼ
は全て、焼いたパンの容積を増加したことが見出され得る。
【０１７８】
（表６．キシラナーゼおよびキシラナーゼインヒビター添加の関数としての、再構築した
粉から焼いたパンの容積の増加）
【０１７９】
【表８】

表５および６から推定され得ることは、粉の中にキシラナーゼインヒビターが無いと、生
地の操作が非常に困難になることである。従って、表６におけるインヒビターの添加によ
る容積のポジティブな応答として見出され得ることは、おそらく、困難な操作特性に起因
したインヒビターを欠く生地における高い標準偏差によって説明され得る。さらに、試験
した全てのキシラナーゼが、ブランクのコントロールに比較して、パンの容積を有意に増
加したことを、結論付けることができる。
【０１８０】
（粘着性）
パン焼き試験に使用した生地と同じ生地を、粘着性測定のために使用した。結果を、表７
に列挙する。
【０１８１】
（表７．時間、キシラナーゼ、および再構成した粉へのキシラナーゼインヒビターの添加
の関数としての、粘着性を表すデータ）
【０１８２】
【表９】

表７の結果は、本実験で観察したインヒビターの影響を明らかに示す。キシラナーゼと組
合わせて低いレベルのキシラナーゼインヒビターを有する生地は、操作および成形が非常
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に簡単になった。表７から見出され得るように、インヒビターと組合わせた９９０２０２
キシラナーゼの添加は、粘着性を減少した。生地はより乾燥した。
【０１８３】
表７はまた、粘着性に対して時間の効果がわずかな小さいものであるを示す。キシラナー
ゼは非常に速く作用するようである。最初の１０分間内に、最初のキシラナーゼ（Ｂ．ｓ
ｕｂ）が添加される場合、アラビノキシランのほとんどが改変される。試験した第２のキ
シラナーゼ（Ａ．ｎｉｇ）は、急速ではないが作用するようである。時間の相関は、この
キシラナーゼを用いて容易に観察され得る。これはまた、粘着性に関して分析した場合に
、インヒビターレベルの関数として少しも影響を示さないキシラナーゼである。
【０１８４】
（生地の粘性）
生地の粘性およびペントサン分析結果を、キシラナーゼおよびキシラナーゼインヒビター
を添加した再構築した粉から調製した生地の抽出物と同じ抽出物から得た。この生地を、
２つの試験時間（３０分および１２０分）後に分析した。
【０１８５】
粘性分析の結果を、表８に表す。
【０１８６】
（表８．時間、キシラナーゼおよび再構築した粉へのキシラナーゼインヒビターの添加の
関数としての、生地液の粘性を示すデータ）
【０１８７】
【表１０】

表８に見出され得るように、インヒビターは、キシラナーゼの機能性に対して有意な効果
を有する。インヒビターの添加無しでは、アラビノキシランは、低い粘性を有する低分子
量（ＬＭＷ）アラビノキシランへ脱重合される。インヒビターの添加は、アラビノキシラ
ンのこの非常に大量の脱重合を妨害する。
【０１８８】
（生地液のペントサン分析）
生地液のペントサン（アラビノキシラン）分析からの結果を、表９に表す。
【０１８９】
（表９．時間、キシラナーゼおよび再構築した粉へのキシラナーゼインヒビターの添加の
関数としての、ペントサン可溶化を示すデータ）
【０１９０】
【表１１】
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表９の結果から見出され得るように、内因性キシラナーゼインヒビターの添加は、アラビ
ノキシランの可溶化を減少した。３０分の試験時間後に評価した場合、インヒビター無し
で可溶化したアラビノキシランの量は、インヒビターの存在下のほぼ２倍の量である。関
連するコントロールサンプルの基礎に対して計算すると、可溶化は、以下の実施例におい
て示されるように、インヒビターの非存在下において大いに高い：
（０．７６６－０．３８７）／（０．４１０－０．４００）＝３７．９倍高い可溶化
上記の実施例は、Ｂａｃｉｌｌｕｓキシラナーゼ、３０分の試験およびインヒビターの有
り／無しを用いて、アラビノキシランの可溶化の基礎に対して計算した。
【０１９１】
（実施例３－キシラナーゼに対する部位指向型変異誘発）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼの特定の変異体を、多数の市販の変異
誘発キットのうちのいずれかを使用して、野生型酵素の部位指向型変異誘発によって得る
ことができる。Ｑｕｉｃｋ　Ｅｘｃｈａｎｇｅキット（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１１０１１　Ｎｏｒｔｈ　Ｔｏｒｒｅｙ　Ｐｉｎｅｓ　Ｒｏａ
ｄ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ　９２０３７，ＵＳＡから入手可能）を用いたＤ１１Ｆ変異
体を得る方法の例を、以下に提供する：
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼＡをコードするＤＮＡ配列は、Ｐａｉ
ｃｅら（１９８６）によって公開された。
【０１９２】
コード領域の配列は、以下のようであり、タンパク質の成熟部分をコードする配列は大文
字で示される：
【０１９３】
【表１２】

野生型酵素の成熟部分をコードする遺伝子の部分を、分子生物学の当業者に周知の方法に
よってＥ．ｃｏｌｉの細胞内に発現し得る。例えば、以下：
１．ＧＣＴＡＧＣＡＣＡの前に付加的なＮｄｅ１制限酵素部位（ＣＡＴＡＴＧ）、および
ＧＴＧＴＧＧＴＡＡの後に付加的なＨｉｎｄＩＩＩ制限部位（ＡＡＧＣＴＴ）を用いるポ
リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用して上記の遺伝子の大文字部分のコピーを生成する
工程、
２．上記の酵素の使用によって生じた遺伝子の改変コピーを発現ベクターｐＥＴ２４ａ（



(34) JP 4795604 B2 2011.10.19

10

20

30

40

＋）（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｉｎｃ．６０１　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ
，ＷＩ５３７１１，ＵＳＡから入手され得る）に挿入する工程、
３．適切なＥ．ｃｏｌｉ株に形質転換し、ｐＥＴ２４ａ（＋）の製造メーカによって記載
されるように醗酵によって発現する工程を包含する方法
本発明者らのＤ１１Ｆ変異酵素を、製造業者に従って「Ｑｕｉｃｋ　Ｅｘｃｈａｎｇｅ」
変異誘発キットを使用し、そして上記のＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ野生型キシ
ラナーゼｐＥＴ２４ａ（＋）構築物および以下のＰＣＲ変異誘発プライマー：
【０１９４】
【表１３】

を使用することによって得ることができる。
【０１９５】
変異酵素を、発現し、そして野生型酵素と同じプロトコールを使用して精製する。
【０１９６】
（実施例４　キシラナーゼ変異の阻害研究）
Ｅ．ｃｏｌｉにおいて発現されるキシラナーゼ変異体（実施例３を参照のこと）を、醗酵
し、そして脱塩工程および陽イオン交換クロマトグラフィー工程を用いて精製した（他の
キシラン分解活性が精製された調製物に存在しなかったことを意味する）。
【０１９７】
これらの精製キシラナーゼ変異体調製物を１２ＴＸＵ／ｍｌまで０．１Ｍクエン酸－０．
２Ｍリン酸水素二ナトリウム（ｐＨ５．０）を使用して希釈し、そして以下のアッセイに
おいて使用した。
【０１９８】
安定なインヒビター調製物を、実施例１に記載のプロトコールに従って作製した。この安
定なインヒビター調製物を、全てのキシラナーゼ－キシラナーゼインヒビター研究のため
のストックとして使用する。実施例１に記載されるインヒビター定量方法を使用して、イ
ンヒビター調製物を１２６ＸＩＵ／ｍｌを含むように分析した。
【０１９９】
（アッセイ）
２５０μｌの希釈キシラナーゼ変異体調製物に、それぞれ０、１０、２５、５０または１
００μｌのインヒビター調製物を添加する。これらのインヒビターキシラナーゼ混合物に
対して、０．１Ｍクエン酸－０．２Ｍリン酸水素二ナトリウム（ｐＨ５．０）を添加して
、最終容量を１０００μｌにした。これらの反応混合物を、４０℃で、５分間予めインキ
ュベートした。この後、１個のキシラザイム錠剤（Ｍｅｇａｚｙｍｅ，Ｉｒｅｌａｎｄ）
を、全てのインヒビターキシラナーゼ混合物に添加した。４０℃でのインキュベーション
の１０分後、反応を２％のＴｒｉｓ／ＮａＯＨ（ｐＨ１２．０）１０ｍｌを添加して終え
た。混合物を、遠心分離して、そして基質から遊離した青色を５９０ｎｍで測定した。
【０２００】
この結果を表１０に示す。
【０２０１】
【表１４】
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表１０の結果から、キシラナーゼ変異体Ｄ１１Ｙ、Ｄ１１Ｆ、Ｄ１１Ｋ、Ｄ１１Ｆ／Ｒ１
２２ＤおよびＤ１１Ｆ／Ｇ３４Ｄは、小麦内因性キシラナーゼインヒビターによって阻害
されないことを見出し得る。他のキシラナーゼ変異体または他のキシラナーゼと比較して
これらのキシラナーゼ変異体が可溶性アラビノキシランに対してより攻撃的に／特異的に
作用することが予測された。従って、これらは、粘度における減少（ＨＭＷアラビノキシ
ランの機能として）が欲される適用において優れている。
【０２０２】
（実施例５　キシラナーゼ変異体の機能性研究）
Ｅ．ｃｏｌｉにおいて発現されるキシラナーゼ変異体（実施例３を参照のこと）を、醗酵
し、そして精製した（他のキシラン分解活性が精製された調製物に存在しなかったことを
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【０２０３】
これらの精製キシラナーゼ変異体調製物を、水を使用して４００ＴＸＵ／ｍＬまで希釈し
、そして以下のアッセイにおいて使用した。
【０２０４】
（アッセイ）
２００ｍｌの３０％（ｗ／ｗ）小麦粉スラリーを、水（２５℃までのサーモスタットで調
温する）を使用して５分間撹拌することにより作製した。６０．０ｍｌのこの小麦粉スラ
リーを、Ｆｏｒｄカップに注ぎ、そして５０ｍｌのドレナージ時間を測定する。この測定
は、ブランク測定である。６０．０ｍｌの小麦粉スラリーを、注ぎ戻し、そして１０００
μｌの希釈キシラナーゼ変異体調製物を撹拌しながら小麦粉スラリーに添加する。２、５
、１０および２０分後、６０．０ｍｌをＦｏｒｄカップに注ぎ、そして５０ｍｌのドレナ
ージ時間を記録する。各測定を３回行った。
【０２０５】
この結果を表１１に示す。
【０２０６】
【表１５】
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（実施例６　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼＡの活性部位における部
位指向的変異は、キシラナーゼ：キシラナーゼインヒビター相互作用に影響を及ぼす）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ野生型キシラナーゼＡ酵素の活性部位における残基
を、部位指向的変異によって変更した（実施例３を参照のこと）。変異残基（Ｙ１６６Ｆ
）において、潜在的な水素結合が欠失する。変異キシラナーゼを、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて
発現し、醗酵し、そして精製した。この後、変異体を、キシラナーゼインヒビターとの相
互作用について研究した（実施例４を参照のこと）。
【０２０７】
以下に示し得るように（表１２）、活性部位におけるアミノ酸の交換は、驚くことに、Ｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ野生型キシラナーゼ酵素と比較して、キシラナーゼイ
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【０２０８】
【表１６】

それ故に、要約すると、上記の実験は、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナー
ゼＡの活性部位における部位指向的変異を示し、この変異は、キシラナーゼのキシラナー
ゼインヒビターとの相互作用に影響を及ぼさない。
【０２０９】
（実施例７　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼＡ以外のファミリー１１
キシラナーゼにおける部位指向的変異は、キシラナーゼ－キシラナーゼインヒビター相互
作用に影響を及ぼす）
Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ　ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓキシラナーゼＡ酵素のＤ１９残基を、
部位指向的変異誘発によってＦ１９に変異させた。Ｄ１９は、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂ
ｔｉｌｉｓキシラナーゼにおけるＤ１１残基に対応する（配列番号１）。Ｔｈｅｒｍｏｍ
ｙｃｅｓ　ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓキシラナーゼＡ遺伝子を、配列番号９に記載する。
【０２１０】
Ｄ１９Ｆ変異体のＰＣＲ構築のためのプライマーは、以下であり得る：
【０２１１】
【表１７】

得られた変異キシラナーゼ（Ｄ１９Ｆ）を、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて発現し、醗酵し、そし
て精製した。この後、変異体およびＴｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ　ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ野
生型キシラナーゼＡを、キシラナーゼインヒビターとのその相互作用について研究した（
実施例４を参照のこと）。表１３の結果から見られるように、Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ　
ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓキシラナーゼＡのＤ１９Ｆ変異は、Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ　ｌ
ａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ野生型キシラナーゼＡと比較してキシラナーゼインヒビターによっ
て、有意に少なく阻害される。
【０２１２】
【表１８】



(41) JP 4795604 B2 2011.10.19

10

20

故に、要約すると、上記の実験は、Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ　ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓキ
シラナーゼＡにおける部位指向的変異を示す。結果は、キシラナーゼ分子の表面上でアミ
ノ酸の置換を導入する変異（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓにおけるＤ１１Ｆに対するアナログ）
は、キシラナーゼ：キシラナーゼインヒビター相互作用を変化することを示す。従って、
本発明者らの発明（すなわち、表面残基がキシラナーゼ阻害のレベルを制御すること）は
、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓキシラナーゼに対して相同性であるキシラナーゼに有効である。
【０２１３】
（要旨）
要約すると、本発明は、キシラナーゼインヒビターに対するキシラナーゼ酵素の感受性を
変更するための手段を提供する。
【０２１４】
上の明細書中に挙げた全ての刊行物は、本明細書中に参考として援用される。種々の改変
ならびに本発明の記載された方法およびシステムのバリエーションは、本発明の範囲およ
び趣旨から逸脱することなく当業者にとっては明らかである。本発明は、特定の好ましい
実施形態に関して記載されているが、特許請求される発明は、このような特定の実施形態
に過度に限定されるべきではないことが理解されるべきである。実際に、生化学および生
物工学または関連分野の当業者に明らかな、本発明を実施するための記載された様式の種
々の改変は、上記の特許請求の範囲内であることが意図される。
【０２１５】
【表１９】
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【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、配列番号１として示されるアミノ酸配列を有するＢ．ｓｕｂｔｉｌｉ
ｓキシラナーゼの３－Ｄ構造を示す。ＢＡＮＤ１は、分子の上層として図１に描かれ、そ
して図１に示されるように分子が配向される場合に、この分子の上から約１３Å広がる。
ＢＡＮＤ１は、図１を見る場合、左側の残基Ｐｈｅ１２５で終わり、そして図１で見る場
合、右側の残基Ａｓｎ６１で終わる。
【図２】　図２は、５１個のファミリー１１キシラナーゼに関するアミノ酸配列整列デー
タを示す。
【配列表】
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