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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ｉ）配列番号１、２、６、７、８、９、１０、１１、１２及び１５のいずれかのポリペ
プチド配列において、位置Ｓ２４２のアミノ酸がアラニンまたはグルタミンで置換された
ポリペプチド配列を有するバチルス－ステアロサーモフィルス－アルファアミラーゼ（Ａ
ｍｙＳ）と、
（ｉｉ）バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼと、
を含むことを特徴とするアルファアミラーゼ混合物。
【請求項２】
フィターゼをさらに含むことを特徴とする請求項１に記載のアルファアミラーゼ混合物。
【請求項３】
前記混合物が、Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳの４０％と、バチルス－リケニホルミス－
アルファアミラーゼの６０％との重量比で構成されることを特徴とする請求項１に記載の
アルファアミラーゼ混合物。
【請求項４】
Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳとバチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼとの重
量比が１０：９０であることを特徴とする請求項１に記載のアルファアミラーゼ混合物。
【請求項５】
Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳの１４００ＡＡＵ／ｇから１４０００ＡＡＵ／ｇと、バチ
ルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼの８０００ＬＵ／ｇから１９０００のＬＵ／
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ｇとの活性比をさらに含むことを特徴とする請求項１に記載のアルファアミラーゼ混合物
。
【請求項６】
位置Ｓ２４２に置換を有するＡｍｙＳが、Ｓ２４２の置換を有しないＡｍｙＳと比較して
、８０℃から９５℃の間のより高い耐熱性を有することを特徴とする請求項１に記載のア
ルファアミラーゼ混合物。
【請求項７】
前記ＡｍｙＳが、配列番号１、２、６、７、８、９、１０、１１、１２及び１５のいずれ
かのポリペプチド配列に対して少なくとも９０％、９５％、９８％又は９９％の配列同一
性を有するポリペプチド配列で構成され、前記ＡｍｙＳがアルファアミラーゼ活性を有す
ることを特徴とする請求項１に記載のアルファアミラーゼ混合物。
【請求項８】
前記バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼが、精製された野生型酵素で構成さ
れることを特徴とする請求項１に記載のアルファアミラーゼ混合物。
【請求項９】
前記バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼが、Ｍ１５Ｔ、Ｈ１３３Ｙ、Ｎ１８
８Ｓ及びＡ２０９Ｖからなる群より選択された野生型配列の１個又はそれ以上のアミノ酸
を置換したもので構成されることを特徴とする請求項１に記載のアルファアミラーゼ混合
物。
【請求項１０】
前記バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼが、配列番号２０に示されているポ
リペプチド配列で構成されることを特徴とする請求項１に記載のアルファアミラーゼ混合
物。
【請求項１１】
前記バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼが、配列番号２０に対して少なくと
も９０％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配
列で構成されることを特徴とする請求項１に記載のアルファアミラーゼ混合物。
【請求項１２】
デンプンを液化する方法であって、
デンプンを含む溶液に請求項１に記載のアミラーゼ混合物を加えるステップと、
スラリーを形成するためにデンプンを含む溶液を液化させるステップと、
を含むことを特徴とする方法。
【請求項１３】
前記アミラーゼ混合物が、Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳの（ＡＡＵ／ｇ固形分として）
４０％と、バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼの（ＬＵ／ｇ固形分として）
６０％との活性比を有することを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
前記デンプンが、植物性材料、コーン、マイロ、ライムギ、オオムギ、コムギ、モロコシ
、オートミール、コウベイ、糠、カッサバ、ミレット、ジャガイモ、サツマイモ又はタピ
オカから得られることを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
前記デンプンが乾式又は湿式の製粉プロセスから得られる粒状デンプンであることを特徴
とする請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
さらなる基質を前記スラリーに加えるステップを含む第１の液化ステップ及び／又は第２
の液化ステップをさらに含むことを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
フィチン酸加水分解酵素を加えるステップをさらに含むことを特徴とする請求項１２に記
載の方法。
【請求項１８】
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前記液化されたデンプンを糖化して発酵性糖を得るステップをさらに含むことを特徴とす
る請求項１２に記載の方法。
【請求項１９】
適切な発酵条件下で前記発酵性糖を発酵させてアルコール最終生成物を得るステップをさ
らに含むことを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
前記アルコール最終生成物がエタノール又はブタノールであることを特徴とする請求項１
９に記載の方法。
【請求項２１】
前記液化のｐＨがｐＨ４．５～５．４の範囲内であり、前記液化ステップに酸中和物質を
加えないことを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項２２】
前記液化のｐＨがｐＨ４．８～５．８の範囲内であり、前記液化ステップに酸中和物質を
加えないことを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項２３】
発酵性基質を得る方法であって、
デンプンゼラチン化温度よりも低い０～３０℃の温度において、粒状デンプンを含む製粉
された穀物のスラリーを、フィチン酸加水分解酵素及び請求項１に記載のアルファアミラ
ーゼの混合物の両方に接触させるステップと、
前記温度をゼラチン化温度よりも高くするステップと、
ゼラチン化されたデンプンを加水分解するステップと、
発酵性基質を得るステップと、
を含むことを特徴とする方法。
【請求項２４】
発酵性糖を生産する方法であって、
（ａ）製粉されたデンプンを含む材料を、水及び希釈蒸留廃液と混合することによって、
デンプンを含み、かつ、２０～５０ｗ／ｗ％の固形分（ｄｓ）を有するスラリーを得るス
テップであって、前記希釈蒸留廃液が１０～７０ｖ／ｖ％の範囲内であるステップと、
（ｂ）前記デンプンを液化する前に又は液化と同時にスラリーをフィターゼで処理するス
テップと、
（ｃ）デンプンを液化させるステップと、
（ｄ）工程（ｂ）の間に及び／又は前記液化ステップと同時に、前記デンプンに請求項１
に記載のアルファアミラーゼ混合物を加えるステップと、
（ｅ）前記液化されたデンプンを糖化することによって発酵性糖を得るステップとを含み
、
前記ステップ（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）又は（ｅ）のいずれにおいてもｐＨを調整
しないことを特徴とする方法。
【請求項２５】
前記発酵性糖を回収、精製又は異性化することを特徴とする請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
前記液化ステップよりも前にフィターゼを加えることを特徴とする請求項２４に記載の方
法。
【請求項２７】
前記アルファアミラーゼ混合物をフィターゼと共に加えることを特徴とする請求項２４に
記載の方法。
【請求項２８】
前記液化ステップの間に又は前記糖化ステップの間にアルファアミラーゼ混合物の第２の
用量を加えることを特徴とする請求項２４に記載の方法。
【請求項２９】
グルコースを生産する方法であって、
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デンプン基質を請求項１に記載のアミラーゼ混合物に接触させるステップと、
前記デンプン基質を液化させるステップと、
前記基質を高温でインキュベートしてグルコースを含む生成物を生産するステップと、
を含むことを特徴とする方法。
【請求項３０】
前記インキュベートが第２の液化ステップであることを特徴とする請求項２９に記載の方
法。
【請求項３１】
前記インキュベートを９０～１００℃の温度で行うことを特徴とする請求項２９に記載の
方法。
【請求項３２】
前記生成物が２～１４のデキストロース当量のグルコースを含むようになるのに充分な時
間にわたって前記インキュベートを行うことを特徴とする請求項２９に記載の方法。
【請求項３３】
前記生成物が１０のデキストロース当量のグルコースを含むようになるのに充分な時間に
わたって前記インキュベートを行うことを特徴とする請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
前記生成物を糖化することによってグルコースリッチ溶液を生産するステップをさらに含
むことを特徴とする請求項２９に記載の方法。
【請求項３５】
前記グルコースリッチ溶液が８０％～９９％のグルコースを含むことを特徴とする請求項
３４に記載の方法。
【請求項３６】
前記グルコースリッチ溶液が９３％～９６％のグルコースを含むことを特徴とする請求項
３５に記載の方法。
【請求項３７】
前記糖化は、グルコース生成物を、グルコアミラーゼ、又は、グルコアミラーゼとプルラ
ナーゼとを含む酵素混合物と接触させるステップを含むことを特徴とする請求項３４に記
載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
この出願は、２００８年９月２５日に提出された米国仮出願第６１／１００，０９２号、
及び、２００９年９月１日に提出された米国仮出願第６１／２３８，８９１号に対する優
先権を主張する。それぞれの全体が本明細書に組み込まれている。
【０００２】
配列表
配列番号１－２０を含む配列表が添付されており、言及することによってそのまま組み込
まれている。
【０００３】
本明細書に記載されているのは、ゲオバチルス－ステアロサーモフィルス－アルファアミ
ラーゼとバチルス－リケニフォルミス－アルファアミラーゼとの混合物である。本明細書
に記載されているアルファアミラーゼ混合物は、デンプンの液化及び糖化、エタノール生
産並びに／又は甘味料生産のような多数の用途に適している。
【背景技術】
【０００４】
アルファアミラーゼ（アルファ－１，４－グルカン－４－グルカノヒドラーゼ、Ｅ．Ｃ．
３．２．１．１）は、デンプン並びに他の直鎖の及び分岐の１，４－グルコシドオリゴ糖
及び多糖の加水分解を触媒する酵素の一群を構成する。
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【０００５】
アミラーゼは、デンプン処理の初期段階（液化）；コーンの湿式粉砕；アルコール生産；
洗剤マトリクス中の清浄剤；繊維産業におけるデンプンのデサイジング；焼き付けの用途
；飲料産業；油田の掘削工程；再生紙の脱インキ及び動物飼料において商業的に利用する
ことができる。
【０００６】
アルファアミラーゼは、種々様々な細菌、真菌、植物及び動物の源から単離される。多数
の産業上重要なアルファアミラーゼは、バチルス属が一般に増殖インキュベート液中にア
ミラーゼを分泌する能力が高いことを理由の一部として、バチルス属から分離されている
。更に、アルファアミラーゼ又はその変異体の混合物は必要である。この混合物は、少な
くとも２つのバクテリア菌株に由来する少なくとも２つのアルファアミラーゼの最良の特
性を生かすことができる。
【０００７】
例えば、バチルス－ステアロサーモフィルス（ＡｍｙＳ）から単離されるアルファアミラ
ーゼは、急速な粘度低下特性を理由として燃料エタノールの用途に使用されてきた。燃料
エタノール工場には、スラリーがジェットクッキングステップを受ける前に２０分～３０
分のスラリー時間があり、その２０分～３０分間に円滑なパイプ輸送のために粘度を低下
させなければならない。しかしながら、特定のアルファアミラーゼ又はその変異体は耐熱
性ではなく、したがって、それらのアミラーゼが時間をかけてスラリーの粘度を低下させ
ても、スラリーを最大で９０分から１２０分間にわたって８５℃から９０℃に維持する場
合、第２の液化においてデキストロース当量の勾配及び粘度低下が小さくなってしまう。
【０００８】
したがって、産業において、例えば、商用のデンプン液化プロセス及びエタノール生産プ
ロセスといった様々な生産プロセスに有用なアミラーゼ及びその混合物の同定及び最適化
の必要性がある。
【０００９】
低粘度デンプン液化物は現行のエタノール生産プロセスに有用である。アルファアミラー
ゼ又はその変異体の最適化された混合物を使用して発酵供給原料としてそのような低粘度
液化物を生産する方法を発見することができれば、これはその技術に有用な貢献を意味す
るであろう。更に、２つの異なる細菌種に由来するアルファアミラーゼ又はその変異体の
混合物で全粉砕穀粒を処理することによってデンプン液化を改善する方法を発見すること
ができれば、このこともその技術に有用な貢献を意味するであろう。
【００１０】
発酵供給原料の調製におけるさらなる課題は、例えば、バチルス－ステアロサーモフィル
スに由来するアルファアミラーゼが、直鎖アミラーゼを加水分解するのにそれほど有効で
はなく、結果として酵母発酵条件下において老化した不溶性の残存デンプンが生じること
である。酵母発酵インキュベート液中の高濃度の残存デンプンは、エタノールプロセス生
産における下流の処理作業に影響する蒸発装置汚染を左右する主要な要因の１つとみなさ
れてきた。したがって、アルファアミラーゼ又はその変異体の最適化された混合物を使用
して発酵培養液中の残存不溶性のデンプンを減少させる方法を発見することができれば、
このこともその技術に有用な貢献を意味するであろう。
【発明の概要】
【００１１】
発酵プロセスにおける全粉砕穀粒のための液化プロセスを記載する。このプロセスは、全
粉砕穀粒を含む水性スラリーを、少なくとも２つの異なる細菌種に由来し、デンプンを液
化するアルファアミラーゼの混合物に接触させるステップを含む。
【００１２】
一実施形態において、本発明は、（ｉ）配列番号２に示されているアミノ酸番号システム
を使用した位置Ｓ２４２においてアミノ酸が置換されたバチルス－ステアロサーモフィル
ス－アルファアミラーゼ（ＡｍｙＳ）と、（ｉｉ）バチルス－リケニホルミス－アルファ
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アミラーゼとを含むアルファアミラーゼ混合物を含む。この混合物はフィターゼをさらに
含んでいてもよい。
【００１３】
一実施形態において、約４０％のＳ２４２置換を有するＡｍｙＳと、約６０％のバチルス
－リケニホルミス－アルファアミラーゼとの重量比を使用することができる。このように
、各酵素の優れた特性、デンプン液化物の急速な粘度低下及び耐熱性は、それぞれ、アル
コールを発酵させる方法において完全に利用することができる。他の好ましい一実施形態
において、Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳとバチルス－リケニホルミス－アルファアミラ
ーゼとの重量比は、甘味料を作る方法において酵素の特性を完全に利用するために、１０
：９０である。他の実施形態においては、Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳとバチルス－リ
ケニホルミス－アルファアミラーゼとの重量比は、５：９５、１５：８５、２０：８０、
２５：７５、３０：７０、５０：５０、６０：４０、７０：３０、７５：２５、８０：２
０、８５：１５、９０：１０、又は、これらの中間値であってもよい。
【００１４】
他の一実施形態において、Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳの約１４００ＡＡＵ／ｇから約
１４０００ＡＡＵ／ｇと、バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼの約８０００
のＬＵ／ｇから約１９０００ＬＵ／ｇとの活性比を使用することができる。Ｓ２４２置換
を有するＡｍｙＳとバチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼとのこの比は、１４
００ＡＡＵ／ｇ：１４０００Ｌｕ／ｇ、２０００ＡＡＵ／ｇ：１５０００Ｌｕ／ｇ、２１
００ＡＡＵ／ｇ：１６０００Ｌｕ／ｇ、１９００ＡＡＵ／ｇ：１７０００ＬＵ／ｇ又はこ
れらの中間値であってもよい。他の実施形態においては、バチルス－リケニホルミス－ア
ルファアミラーゼと、Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳとの比が、約５．５ＬＵ／ＡＡＵか
ら約９．５ＬＵ／ＡＡＵである。バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼとＳ２
４２置換を有するＡｍｙＳとの活性比は、約０．１ＬＵ／ＡＡＵから約９．５ＬＵ／ＡＡ
Ｕの範囲内である。例えば、活性比は、０．１ＬＵ／ＡＡＵ、０．２ＬＵ／ＡＡＵ、０．
３ＬＵ／ＡＡＵ、０．４ＬＵ／ＡＡＵ、０．５ＬＵ／ＡＡＵ、１．０ＬＵ／ＡＡＵ、１．
５ＬＵ／ＡＡＵ、２．０ＬＵ／ＡＡＵ、２．５ＬＵ／ＡＡＵ、３．０ＬＵ／ＡＡＵ、４．
０ＬＵ／ＡＡＵ、５．０ＬＵ／ＡＡＵ、５．５ＬＵ／ＡＡＵ、６．０ＬＵ／ＡＡＵ、６．
５ＬＵ／ＡＡＵ、７．０ＬＵ／ＡＡＵ、７．５ＬＵ／ＡＡＵ、８．０ＬＵ／ＡＡＵ、８．
５ＬＵ／ＡＡＵ、９．０ＬＵ／ＡＡＵ、９．５ＬＵ／ＡＡＵ又はこれらの中間値であって
もよい。
【００１５】
ＡｍｙＳは、配列番号１又は配列番号２のポリペプチド配列であって、Ｓ２４２残基が置
換されたものを含んでいてもよい。好ましい一実施形態において、ＡｍｙＳは、配列番号
４に記載されているアミノ酸配列を含む。この配列は、SPEZYME（登録商標）Xtra（配列
番号２）と比較してＳ２４２Ｑ置換を有する。本明細書においてこの酵素は、「ＡｍｙＳ
　Ｓ２４２Ｑ」又は単に「Ｓ２４２Ｑ」のいずれかとして示されている。他の一実施形態
において、ＡｍｙＳは、配列番号６、７、８、９、１０、１１、１２、１５、１６のポリ
ペプチド配列を含むＡｍｙＳ酵素の１つであって、Ｓ２４２残基が置換されたものから選
択されてもよい。
【００１６】
Ｓ２４２置換は、Ｓ２４２Ａ、Ｓ２４２Ｅ、Ｓ２４２Ｑ、Ｓ２４２Ｆ、Ｓ２４２Ｈ又はＳ
２４２Ｎ置換であってもよい。一実施形態において、位置Ｓ２４２におけるアミノ酸置換
は、ＡｍｙＳの耐熱性を変化させる。位置Ｓ２４２に置換を有するＡｍｙＳは、Ｓ２４２
置換を有しないＡｍｙＳと比較して約８０℃から約９５℃の間のより高い耐熱性を有し得
る。
【００１７】
一実施形態において、ＡｍｙＳは、配列番号１のＡｍｙＳに対して少なくとも６０％、７
０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ
酸配列を含み、前記ＡｍｙＳはアルファアミラーゼ活性を有する。ＡｍｙＳは、番号付け
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に配列番号１を使用したアミノ酸３４９及び４２８においてシステインの置換を含んでい
てもよい。ＡｍｙＳは、Ｎ１９３及び／又はＶ４１６の置換をさらに含んでいてもよい。
ＡｍｙＳは、番号付けに配列番号１を使用したアミノ酸１７９及び１８０における欠失を
さらに含んでいてもよい。
【００１８】
ＡｍｙＳ酵素は、例えば、基質特異性、基質結合、基質開裂パターン、熱安定性、ｐＨ／
活性プロファイル、ｐＨ／安定性特性、酸化に対する安定性、Ｃａ２＋依存性、及び／又
は、比活性といった、酵素の１つ又はそれ以上特性を変化させるアミノ酸配列であって、
野生型ＡｍｙＳと比較して変化したアミノ酸配列を有していてもよい。例えば、その変化
によって、野生型ＡｍｙＳと比較して、低下したＣａ２＋依存性、並びに／又は、変化し
たｐＨ／活性プロファイル及び／若しくは耐熱性を有する酵素を得ることができる。
【００１９】
バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼは精製された野生型酵素であってもよい
。バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼは、Ｍ１５Ｔ、Ｈ１３３Ｙ、Ｎ１８８
Ｓ及びＡ２０９Ｖからなる群より選択される野生型配列の１つ又はそれ以上のアミノ酸置
換を有していてもよい。好ましい一実施形態において、バチルス－リケニホルミス－アル
ファアミラーゼは、配列番号２０に示されているアミノ酸配列を含んでおり、このアミノ
酸配列はSPEZYME（登録商標）FREDとしても知られている。一実施形態において、バチル
ス－リケニホルミス－アルファアミラーゼは、SPEZYME（登録商標）FRED（配列番号２０
）に対して少なくとも６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７
％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。
【００２０】
本発明は、さらに、本発明の酵素をコードするＤＮＡ構築物、その酵素を調製及び精製す
る方法、及び、例えば、デンプン液化又は甘味料生産といった様々な工業的プロセスにお
ける酵素の使用に関する。
【００２１】
一態様において、本発明は、アルファアミラーゼ（ＡＡ）活性及びフィチン酸加水分解酵
素（ＦＴＵ又はフィターゼ）を使用して可溶性デンプン基質を加水分解するステップであ
って、ＡＡＵ：ＦＴＵの比が約１：１５から約１５：１、好ましくは１：１０から約１０
：１であるステップに関する。一実施形態においてはＡＡＵ：ＦＴＵの比が１：４から３
：１である。さらなる実施形態においてはＡＡＵ：ＦＴＵの比が１：１である。フィター
ゼは、あらゆる源に由来する野生型酵素であり得る。フィチン酸加水分解酵素は、細菌性
又は真菌性のフィターゼであってもよい。真菌性のフィターゼは、アスペルギルス－フィ
ターゼ又はブティアウクセラ－フィターゼであってもよい。いくつかの実施形態において
、細菌性のフィターゼは大腸菌に由来する。一実施形態において、フィターゼは、配列番
号１９のアミノ酸配列を含んでいてもよい。
【００２２】
デンプンを液化する方法であって、デンプンを含む溶液に上記アミラーゼ混合物を加える
ステップと、前記デンプンを含む溶液を液化させるステップとを含む方法を提供する。こ
の用途のための好ましいアミラーゼ混合物は、Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳの（固形分
１ｇ当たりのＡＡＵとして）約４０％と、バチルス－リケニホルミス－アルファアミラー
ゼの（固形分１ｇ当たりのＬＵとして）約６０％との活性比を有する。１５：８５、２０
：８０、３０：７０、５０：５０、６０：４０、７０：３０、８０：２０及び８５：１５
のような他の比率をこの用途に使用することもできる。
【００２３】
デンプン基質は、コーン、マイロ、ライムギ、オオムギ、コムギ、モロコシ又はオートム
ギから得ることができる。デンプンの他の源は、他の穀類、草、球根及び根を含み、より
詳細には、コウベイ、糠、カッサバ、ミレット、ジャガイモ、サツマイモ、及びタピオカ
を含む。この基質は、乾式又は湿式の製粉プロセスに由来する粒状デンプンのような植物
性材料を含んでいてもよい。この方法は、スラリーにさらなる基質を加えるステップ含む
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第１の及び／又は第２の液化ステップを含んでいてもよい。この方法は、フィチン酸加水
分解酵素をさらに含むアミラーゼ混合物を使用するステップを含んでいてもよい。
【００２４】
液化されたデンプンを糖化することによって発酵性糖を得る方法をさらに提供する。いく
つかの実施形態において、この方法は、適切な発酵条件下において発酵性糖を発酵させる
ことによってアルコールのような最終生成物を得るステップをさらに含む。本方法によっ
て生産されるアルコールは、例えばエタノール及びブタノールを含む。
【００２５】
更なる一態様において、本発明は、デンプン変換プロセス及び／又はエタノール発酵プロ
セスであって、ｐＨを調節するための酸又は塩基の添加を必要としないプロセスに関する
。一実施形態は、ｐＨ調整を必要としない液化ステップであって、前記液化のｐＨがｐＨ
４．５～５．４の範囲内であり、液化プロセス中に酸中和物質を加えないステップに関す
る。他の一実施形態において、液化のｐＨはｐＨ４．８～５．８の範囲内であり、液化プ
ロセス中に酸中和物質を加えない。
【００２６】
一実施形態において、この方法は、デンプンゼラチン化温度よりも０℃～３０℃低い温度
において粒状デンプンを含む製粉された穀物のスラリーをフィチン酸加水分解酵素及び上
記アルファアミラーゼ混合物の両方に接触させるステップと、ゼラチン化温度よりも温度
を高くするステップと、ゼラチン化されたデンプンを加水分解するステップと、発酵性基
質を得るステップとを含む。
【００２７】
他の一態様において、本発明は、発酵性糖を生産するプロセスであって、（ａ）製粉され
たデンプンを含む材料を、水及び希釈蒸留廃液と混合することによって、デンプンを含み
、かつ、２０～５０ｗ／ｗ％の固形分（ｄｓ）を有するスラリーを得るステップであって
、前記希釈蒸留廃液が１０～７０ｖ／ｖ％の範囲内であるステップと、（ｂ）デンプンを
液化する前に又は液化と同時にスラリーをフィターゼで処理するステップと、（ｃ）デン
プンを液化させるステップと、（ｄ）工程（ｂ）の間に及び／又は前記液化ステップと同
時に、デンプンに上記アルファアミラーゼ混合物を加えるステップと、（ｅ）前記液化さ
れたデンプンを糖化することによって発酵性糖を得るステップとを含み、前記ステップ（
ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）又は（ｅ）のいずれにおいてもｐＨを調節しない方法に関
する。いくつかの実施形態においては、発酵性糖を、回収、精製、又は異性化する。他の
実施形態においては、液化ステップよりも前にフィターゼを加える。さらなる実施形態に
おいては、にフィターゼと共にアルファアミラーゼ混合物を加える。また別の実施形態に
おいては、液化ステップの間に又は糖化ステップの間に第２の用量のアルファアミラーゼ
混合物を加える。
【００２８】
更なる一態様において、本発明は、デンプンを含む材料からアルコールを生産するステッ
プであって、上記のようにデンプン基質を液化及び糖化させることによって発酵性糖を得
るステップと、適切な発酵条件下において発酵性糖をさらに発酵させることによってアル
コールを得るステップとを含むプロセスに関する。いくつかの実施形態においては、糖化
ステップと醗酵工程とを同時に行う。いくつかの実施形態においては、アルコールがエタ
ノール又はブタノールである。
【００２９】
さらなる実施形態においては、低粘度液化物をグルコース及び高フルクトースコーンシロ
ップのような甘味料に変換するために上記アミラーゼ混合物を使用することができる。こ
の用途のための好ましいアミラーゼ混合物は、Ｓ２４２置換を有するＡｍｙＳの（固形分
１ｇ当たりのＡＡＵとして）約１５％と、バチルス－リケニホルミス－アルファアミラー
ゼの約８５％（固形分１ｇ当たりのＬＵとして）の活性比を有する。５：９５、１０：９
０、２０：８０及びこれらの中間値のような他の比率をこの用途に使用することができる
。
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【００３０】
甘味料を生産する方法は、上記のようにデンプン基質をアミラーゼ混合物に接触させるス
テップと、デンプン基質を液化させるステップと、前記基質を高温でインキュベートする
ことによってグルコースを含む生成物を生産するステップとを含んでいてもよい。インキ
ュベート工程は第２の液化ステップであってもよい。インキュベート工程は、例えば約９
５℃のように約９０℃～１００℃の温度で行うことができる。インキュベートは、生成物
が約２～１４デキストロース当量のグルコースを含むようになるのに充分な時間にわたっ
て行うことができる。一実施形態においては、生成物が約１０デキストロース当量のグル
コースを含む。甘味料を生産するこの方法は、生成物を糖化することによってグルコース
リッチ溶液を生産するステップをさらに含んでいてもよい。グルコースリッチ溶液は８０
％～９９％のグルコースを含んでいてもよい。一実施形態においてはグルコースリッチ溶
液が約９３％～９６％のグルコースを含む。糖化は、グルコース生成物を、グルコアミラ
ーゼ、又は、グルコアミラーゼとプルラナーゼとを含むＯＰＴＩＭＡＸ（商標）４０６０
－ＶＨＰのような酵素混合物に接触させるステップを含んでいてもよい。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】図１Ａ～図１Ｄは、他の親SPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼにお
ける対応位置を、位置合わせによって見つけることができることを示している。配列番号
４がＡｍｙＳ　Ｓ２４２Ｑであることに留意されたい。ＡｍｙＳ　Ｓ２４２Ａ及びＡｍｙ
Ｓ　Ｓ２４２Ｅは、それぞれ、配列番号３及び５に記載されている。
【図２】図２は、ｐＨＰＬＴ－ＡｍｙＳプラスミドを示している。
【図３】図３は、９５℃における３０分間の熱ストレス後のＳ２４２ライブラリ変異体の
残存活性パーセントを示している。Ｐ、Ｓ、Ｗ及びＹに位置する変異体は存在せず、野性
型ＡｍｙＳ「wt」によって置き換えられている。SPEZYME（登録商標）（登録商標）Xtra
コントロールは「Ｚ」とラベルされている。他のポジティブコントロールである、Δ１７
９～１８０が欠失し、かつ、Ｃ末端の２９個のアミノ酸が切り捨てられたＡｍｙＳ（配列
番号１６）も「＄」として示されている。Ｓ２４２ＡとＳ２４２Ｑは明らかに野性型より
も高い残存活性を示している。
【図４】図４Ａ－図４Ｉは、配列番号１及び１４についての対の配列を示している。
【図５】図５は、カルシウムが加えられていない野性型及びアミラーゼ変異体についての
熱融解曲線及び融点を示している。
【図６】図６は、カルシウムを含む野性型及びアミラーゼ変異体の熱融解曲線及び融点を
示している。
【図７】図７は、３つの時点におけるSPEZYME（登録商標）Xtra及び２つの変異体の活性
プロファイルをリコザイムＳＣ（Liquozyme SC）と比較して示している。
【図８】図８は、３０μｇの用量における、アルファアミラーゼリコザイムＳＣ、SPEZYM
E（登録商標）エチル又はSPEZYME（登録商標）Xtraの作用によるコーン粉の粘度低下を示
している。
【図９】図９は、３０μｇの用量における、アルファアミラーゼリコザイムＳＣ若しくは
SPEZYME（登録商標）Xtra、又は、２つの変異体（Ｓ２４２ＡとＳ２４２Ｑ）の１つの作
用によるコーン粉の粘度低下を示している。
【図１０】図１０は、２０μｇの用量における、アルファアミラーゼリコザイムＳＣ若し
くはSPEZYME（登録商標）Xtra、又は、２つの変異体（Ｓ２４２ＡとＳ２４２Ｑ）の１つ
の作用によるコーン粉の粘度低下を示している。
【図１１】図１１は、リコザイムＳＣ、SPEZYME（登録商標）Xtra又は２つの変異体（Ｓ
２４２Ａ及びＳ２４２Ｑ）の１つで処理を行った全粉砕コーンのデキストロース当量の経
過を時間経過（０分、３０分、６０分及び９０分）に伴って示している。
【図１２】図１２は、リコザイムＳＣ、SPEZYME（登録商標）Xtra又は２つの変異体（Ｓ
２４２ＡとＳ２４２Ｑ）の１つで処理を行った全粉砕コーンのジェット後の粘度を時間経
過（０分、３０分、６０分及び９０分）に伴って示している。
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【図１３】図１３は、８５℃～９０℃のバッチ液化プロセスにおいて、ＡｍｙＳ　Ｓ２４
２Ｑ（配列番号４）とSPEZYME（登録商標）FREDとの混合物、及び、各酵素で処理を行っ
た各酵素で処理を行った全粉砕コーンのデキストロース当量の経過を時間経過（３０分、
６０分、９０分及び１２０分）に伴って示している。
【図１４】図１４は、８５℃～９０℃のバッチ液化プロセスにおいて、ＡｍｙＳ　Ｓ２４
２Ｑ（配列番号４）とSPEZYME（登録商標）FREDとの混合物、及び、各酵素で処理を行っ
た全粉砕コーンのスラリー粘度を時間経過（３０分、６０分、９０分及び１２０分）に伴
って示している。
【図１５】図１５は、配列番号２０に示されているSPEZYME（登録商標）FREDのアミノ酸
配列を示している。
【図１６】図１６は、ＡｍｙＳ　Ｓ２４２Ｑ（配列番号４）とSPEZYME（登録商標）FRED
との混合物を使用したデンプン基質からのデキストロース当量変化を示している。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
親バチルス－ステアロサーモフィルス－アルファアミラーゼの変異体と、バチルス－リケ
ニホルミスに由来する耐熱性のアルファアミラーゼとの混合物を提供する。好ましい一実
施形態において、アルファアミラーゼ混合物は、固形分１ｇ当たりのＡＡＵとしての活性
により、少なくとも約５０％のバチルス－ステアロサーモフィルス－アルファアミラーゼ
変異体酵素を含んでいる。好ましい範囲は、バチルス－ステアロサーモフィルス－アルフ
ァアミラーゼ変異体酵素の固形分１ｇ当たりのＡＡＵとしての活性によって、約１０％か
ら約９０％である。特に好ましい実施形態においては、各株の優れた特性、すなわち、デ
ンプン液化物の急速な粘度低下及び耐熱性をそれぞれ生かすことができるように、バチル
ス－ステアロサーモフィルス－アルファアミラーゼの（固形分１ｇ当たりのＡＡＵとして
）約１０％から約７０％と、バチルス－リケニホルミス－アルファアミラーゼの（固形分
１ｇ当たりのＬＵとして）約３０％から約９０％との活性比が使用されるであろう。
【００３３】
親バチルス－ステアロサーモフィルス－アルファアミラーゼの変異体と、バチルス－リケ
ニホルミスに由来する耐熱性のアルファアミラーゼとの混合物は、固形分濃度、ｐＨ、カ
ルシウム含有量、並びに、液化温度及び加熱温度によって例示される、デンプン液化物の
処理に関連する他の有利な特性を有するであろう。例えば、特定の実施形態において、固
形分濃度は、約３２％から約４０％であってもよいし、又は、それより高くてもよい。他
の一態様において、デンプン液化物のｐＨは約ｐＨ５．５から約ｐＨ６．０であってもよ
い。カルシウム濃度は、加えるカルシウムが最大で約１０ｐｐｍであってもよい。Ｔｊｅ

ｔは約１００℃から約１１０℃であってもよく、Ｔｈｏｌｄは約８５℃から約９５℃であ
ってもよい。これらのプロセスは、例えば、グルコースシロップ、高フルクトースコーン
シロップのような甘味料を生産するためのデンプン液化を含んでいてもよい。これらのプ
ロセスは甘味料の生産に特に適用されるが、いくつかの実施形態においてはこれらのプロ
セスを発酵供給原料の生産に適用することもできる。以下にさらに詳細に検討するように
、このように発酵供給原料として生産された液化物を、エタノール又はブタノールを含む
有用な最終生成物を生産するために発酵プロセスにおいて使用することができる。
【００３４】
いくつかの態様において、本発明は、遺伝子工学及び分子生物学の分野において使用され
る慣用的な技術及び方法に頼る。以下の資料Sambrook et al., MOLECULAR CLONING、A LA
BORATORY MANUAL (2nd Ed., 1989年)、Kreigler, GENE TRANSFER AND EXPRESSION、A LAB
ORATORY MANUAL (1990年) and Ausubel et al., Eds、及び、CURRENT PROTOCOLS IN MOLE
CULAR BIOLOGY (1994年)は、本発明に従った有用な一般的方法論の記載を含む。これらの
一般的参考文献は当業者に公知の定義及び方法を提供する。しかしながら、これらが変わ
ってもよいように、本発明は、記載されているあらゆる特定の方法、プロトコル及び試薬
に限定されることは意図されていない。本明細書に別の定義がされていない限り、本明細
書において使用される技術用語及び科学用語のすべては本発明が属する分野の当業者によ
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って一般に理解されるのと同じ意味を有する。
【００３５】
Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 2D ED., Joh
n Wiley and Sons, New York (1994年)、及び、Hale & Markham, THE HARPER COLLINS DI
CTIONARY OF BIOLOGY, Harper Perennial, NY (1991年)は、本発明において使用されてい
る用語の多くの一般的辞書を当業者に提供する。
【００３６】
本明細書に記載されているものと同様の又は類似のあらゆる方法及び材料を本発明の実施
又は試験において使用することができるが、好ましい方法及び材料を説明する。
【００３７】
ここにおいては以下の定義び実施例を用いて参照のみとして本発明を詳細に説明する。こ
こにおいて引用されている特許及び刊行物のすべては、そのような特許及び刊行物中に示
されている配列のすべてを含めて、言及することによって明示的に組み込まれている。
【００３８】
数値の範囲はその範囲を定義する数値を含む。
【００３９】
別段の定めがない限り、それぞれ、核酸は左から右に５’から３’の方向で記載されてお
り、アミノ酸配列は左から右にアミノからカルボキシ方向で記載されている。
【００４０】
ここで提供されている見出しは、明細書を全体として参照することによって得られる本発
明の様々な態様又は実施形態を限定するものではない。
【００４１】
Ａ．定義
ここで用いられているように、「デンプン」という用語は、式（Ｃ６Ｈ１０Ｏ５）ｘを有
する（Ｘは任意の数であり得る）アミロース及びアミロペクチンを含む、植物の複合多糖
炭水化物で構成されたあらゆる材料を表す。特に、この用語は、これらに限定されないが
、穀類、草、球根及び根、より詳細には、小麦、大麦、コーン、ライ麦、オートミール、
ソルガム、マイロ、コウベイ、モロコシ、糠、カッサバ、ミレット、ジャガイモ、サツマ
イモ及びタピオカを含む任意の植物をベースとした材料に由来するアミラーゼ及び／又は
アミロペクチンを表す。
【００４２】
「アルファアミラーゼ（例えばＥ．Ｃ．クラス３．２．１．１）」という用語は、アルフ
ァ－１，４－グルコシド結合の加水分解を触媒する酵素を表す。これらの酵素は、１，４
－アルファ－連結されたＤ－グルコース単位を含む多糖類の１，４－アルファ－Ｄ－グル
コシド結合のエキソ型又はエンド型の加水分解を生じさせるものとしても記載されている
。これらの酵素を表現するために用いられる他の用語の１つは「グリコゲナーゼ」である
。例示的酵素には、アルファ－１，４－グルカン４－グルカノヒドラーゼ　グルカノヒド
ラーゼが含まれる。
【００４３】
「組み換え」という用語を細胞、核酸、タンパク又はベクターについて用いる場合、その
細胞、核酸、タンパク又はベクターが、異種起源の核酸若しくはタンパクの導入又は生来
の核酸若しくはタンパクの変化によって修正されているか、又は、その細胞がそのように
変化した細胞に由来することを表す。したがって、例えば、組み換え細胞は、天然（非組
換え）形態の細胞には見られない遺伝子を発現するか、又は、過剰に発現される、過少に
発現される若しくは全く発現されない生来の遺伝子を発現する。
【００４４】
本明細書において「タンパク」及び「ポリペプチド」との用語を区別なく使用する。本明
細書においてアミノ酸残基のための慣用的な１文字又は３文字コードを使用する。
【００４５】
「シグナル配列」は、タンパクのＮ末端部分に結合したアミノ酸の配列であって、細胞外
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に成熟形態のタンパクの分泌を促進するものを意味する。シグナル配列の定義は機能的な
ものである。成熟形態の細胞外タンパクには、分泌プロセス中に開裂されるシグナル配列
がない。
【００４６】
「遺伝子」は、ポリペプチドの生産に関与するＤＮＡ断片を表しており、コード領域の前
後の領域並びに各コード断片（エクソン）の間の介在配列（イントロン）を含む。
【００４７】
「核酸」という用語は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、又は、これらの一本鎖若しくは二本鎖の化学修
飾体を包含する。本明細書において「核酸」及び「ポリヌクレオチド」との用語を区別な
く使用することができる。遺伝子コードが劣化しているので、特定のアミノ酸をコードす
るために１つよりも多いコドンを使用してもよい。また、本発明は、特定のアミノ酸配列
をコードするポリヌクレオチドを包含する。
【００４８】
「ベクター」は、１つ以上の細胞種に核酸を導入するために設計されたポリヌクレオチド
配列を表す。ベクターには、クローニングベクター、発現ベクター、シャトルベクター、
プラスミド、ファージ粒子及びカセット等が含まれる。
【００４９】
ここにおいて使用される「発現ベクター」は、適切な宿主においてＤＮＡを発現させるこ
とができる適切な制御配列と、作用可能な状態で連結されたＤＮＡ配列を含むＤＮＡ構築
物を意味する。そのような制御配列は、転写を達成するプロモータ、転写を制御する省略
可能なオペレーター配列、ｍＲＮＡの適切なリボソーム結合部位をコードする配列、転写
及び翻訳の終了を制御するエンハンサー及び配列を含んでいてもよい。
【００５０】
「プロモータ」は、遺伝子の転写を開始させるためのＲＮＡポリメラーゼの結合に関与す
る調節配列である。プロモータは、誘導可能なプロモータであってもよいし又は常時発現
のプロモータであってもよい。本発明において使用される好ましいプロモータは、トリコ
デルマリーゼイＣＢＨＩである。このプロモータは誘導可能なプロモータである。
【００５１】
「転写調節下で」は、当業界においてよく理解されている用語であり、ポリヌクレオチド
配列、通常、ＤＮＡ配列の転写が、転写の開始に貢献するか又は転写を促進する因子に作
用可能な状態で連結されていることに依存していることを表す。
【００５２】
「翻訳調節下で」は、当業界においてよく理解されている用語であり、ｍＲＮＡが形成さ
れた後に生じる調節プロセスを表す。
【００５３】
ここで用いられているように、タンパク及びそれらのタンパクをコードする遺伝子につい
て記載するとき、遺伝子のための用語をイタリック体にする（例えば、ａｍｙＬ（バチル
ス－リケニフォルミスＡＡ）をコードする遺伝子はａｍｙＬとして表される。）。タンパ
クのための用語は、一般にイタリック体にせず、一般に最初の１文字を大文字化する（例
えば、ａｍｙＬ遺伝子によってコードされたタンパクは、ＡｍｙＬ又はａｍｙＬとして表
される。）。
【００５４】
「由来する(derived)」という用語は、「～から生じた(originated from)」、「得られた
(obtained)」若しくは「～から入手可能な(obtainable from)」並びに「～から単離され
た(isolated from)」という用語を包含する。
【００５５】
「作用可能な状態で連結された(operably linked)」との用語は、複数の因子が機能的に
関連することを可能にするように配置された並置を表す。例えば、プロモータがコード配
列の転写をコントロールする場合、プロモータはコード配列に作用可能な状態で連結され
ている。
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【００５６】
「選択マーカー」という用語は、導入された核酸又はベクターを含む宿主の選択が容易に
なるように宿主において発現することができる遺伝子を意味する。選択マーカーの例は、
限定されないが、抗菌剤（例えば、ヒグロマイシン、ブレオマイシン又はクロラムフェニ
コール）、及び／又は、栄養的優位のような代謝的優位を宿主細胞に与える遺伝子を含む
。
【００５７】
他の配列と特定のパーセント（例えば８０％、８５％、９０％、９５％又は９９％）の配
列同一性を有するポリヌクレオチド又はポリペプチドは、位置合わせをしたときに、２つ
の配列を比較したときに、塩基又はアミノ酸残基のパーセンテージが同じであることを意
味する。この位置合わせ並びに相同性及び同一性パーセントは、例えば、CURRENT PROTOC
OLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel et al. (eds) 1987, Supplement 30, sectio
n 7.7.18)に記載されているもののような、当業界で知られたあらゆる適切なソフトウェ
アプログラムを使用して決定することができる。好ましいプログラムには、Vector NTI A
dvance(商標) 9.0 (Invitrogen社、Carlsbad、カリフォルニア州)、GCG Pileup, FASTA (
Pearson et al. (1988) Proc. Natl, Acad. Sci USA 85:2444-2448)、及び、BLAST (BLAS
T Manual, Altschul et al., Natl Cent. Biotechnol. Inf., Natl Lib. Med. (NCIB NLM
 NIH), Bethesda, Md., and Altschul et al., (1997) NAR 25:3389-3402)プログラムが
含まれる。他の好ましい配列プログラムの１つは、ALIGN Plus (Scientific and Educati
onal Software、ペンシルベニア州)であり、好ましくはデフォルトパラメータを使用する
。用途が見いだされる他の配列ソフトウェアプログラムは、Sequence Software Package 
Version 6.0において利用可能なTFASTA Data Searching Program(Genetics Computer Gro
up、University of Wisconsin、Madison、ウィスコンシン州)である。
【００５８】
当業者は、例証されているａｍｙＳ配列（例えば、ＷＯ０６／００２６４３の配列番号５
）との相同性が高くないとハイブリダイズしない条件（stringent hybridization condit
ions）下においてハイブリダイズする能力によって、本発明によって包含される配列が定
義されることを理解するであろう。温度及び溶液イオン強度の適切な条件下において一本
鎖形態の核酸が他の核酸にアニールすることができるとき、その核酸は他の核酸配列にハ
イブリダイズすることができる。ハイブリダイズ及び洗浄の条件は、当業界で広く知られ
ている(例えば、Sambrook (1989) supra、特にチャプター９及び１１を参照されたい)。
いくつかの実施形態において、相同性が高くないとハイブリダイズしない条件は６５℃の
Ｔｍ及び０．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳに相当する。
【００５９】
「宿主株」又は「宿主細胞」は、本発明の変異体アルファアミラーゼ酵素をコードするポ
リヌクレオチドを含む発現ベクター又はＤＮＡ構築物のための適切な宿主を意味する。具
体的に、宿主株は細菌細胞であることが好ましい。本発明の好ましい一実施形態において
、「宿主細胞」は、その細胞と、微生物株及び特にバチルス種の細胞から作られた原形質
体との両方を意味する。
【００６０】
「インキュベート」という用語は、液体又は固形の培地において適切な条件下で微生物細
胞の群を育成することを表す。一実施形態において、インキュベートは、粒状デンプンを
含むデンプン基質から最終生成物への（一般的には容器又は反応器内における）発酵によ
る生物学的変換を表す。発酵は、より単純な有機化合物を生産するための微生物による有
機物質の酵素的かつ嫌気的な分解である。発酵は嫌気条件下において生じるが、酸素の存
在下においても発酵が生じるので、この用語が厳密な嫌気条件のみに限定されることは意
図されていない。
【００６１】
「接触させる」という用語は、酵素が基質を最終生成物に変換することを可能にするのに
充分な程度に各基質の近くに各酵素を配置することを表す。当業者は、酵素の混合溶液を
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各基質と混合することによって接触を生じさせることができることを理解するであろう。
【００６２】
「酵素的変換」という用語は、一般に酵素作用による基質の変形を表す。本明細書で使用
されるこの用語は、酵素作用によるデンプン基質の変形も表す。
【００６３】
本明細書において用いられているように、「糖化」という用語は、デンプンからグルコー
ス又は他の低分子多糖類への酵素変換を表す。
【００６４】
「ゼラチン化」という用語は、煮沸によるデンプン分子の可溶化によって粘性懸濁液を作
ることを意味する。
【００６５】
「液化」という用語は、ゼラチン化されたデンプンが加水分解されることによって低分子
量の可溶性デキストリンが与えられる、デンプン変換における段階を表す。
【００６６】
「重合度（ＤＰ）」という用語は、与えられた糖類におけるアンヒドログルコピラノース
単位の数（ｎ）を表す。ＤＰ１の例は、グルコース及びフルクトースのような単糖類であ
る。ＤＰ２の例は、マルトース及びスクロースのような二糖類である。ＤＰ＞３は、３よ
りも大きい重合度を有するポリマーを表す。
【００６７】
「最終生成物」又は「所望の最終生成物」という用語は、デンプン基質から酵素的に変換
されるあらゆる炭素源に由来する分子生成物を表す。
【００６８】
本明細書において用いられているように、「酵素単位」という用語は、試験条件下におい
て所定時間当たりに所定量の生成物を生産する酵素の量を表す。いくつかの実施形態にお
いて、酵素単位は、試験条件下において毎分１マイクロモルの生成物を生産する酵素の量
を表す。例えば、一実施形態において、「グルコアミラーゼ活性単位」（ＧＡＵ）という
用語は、６０℃及びｐＨ４．２の試験条件下において可溶性デンプン基質（固形分４％）
から毎時１ｇのグルコースを生産するのに必要な酵素の量として定義される。
【００６９】
アルファアミラーゼ活性（ＡＡＵ）は、分光測光法で測定されるヨウ素染色能力の低下速
度において反映されるように、デンプン加水分解の速度によって決定される。細菌性アル
ファアミラーゼ活性の１ＡＡＵは、標準化された条件下において１分当たりに１０ｍｇの
デンプンを加水分解するのに必要な酵素の量である。
【００７０】
アルファアミラーゼ活性は、可溶性デンプン単位（ＳＳＵ）としても決定することができ
、ｐＨ４．５、５０℃における一定量の酵素サンプルによる可溶性ジャガイモデンプン基
質（固形分４％）の加水分解の程度に基づいている。還元糖含有量は、in Miller, G. L.
(1959) Anal.Chem. 31:426 - 428に記載されているようなＤＮＳ方法を使用して測定され
る。
【００７１】
Ｌｉｑｕｅｆｏｎ　Ｕｎｉｔｓ（ＬＵ）におけるアルファアミラーゼ活性は、ＵＳ特許第
５，９５８，７３９号に記載されている方法によって測定される。簡潔に説明すると、こ
の試験方法は、化学的にブロックされた非還元性の糖鎖末端を有するｐ－ニトロフェニル
マルトヘプトシドを基質として使用する。ｐ－ニトロフェニル放出の速度は、アルファア
ミラーゼ活性に比例し、その放出は４１０ｎｍにおいてモニターされる。活性は標準プロ
トコルに対して計算される。
【００７２】
本明細書において用いられているように、「乾燥固形分含量（ｄｓ）」という用語は、乾
燥重量を基準とした％によるスラリーの全固形分を表す。「スラリー」という用語は、不
溶性固体を含む水溶性混合物を表す。
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【００７３】
「残余デンプン」という用語は、基質を含むデンプンの発酵の後に組成物に残された（溶
性又は不溶性の）残存するデンプンを表す。
【００７４】
本明細書において用いられているように、「再利用するステップ」は、マッシュ成分のリ
サイクルを表し、そのマッシュ成分は、残余デンプン、酵素、及び／又は、デンプンを含
む基質を発酵させるための微生物を含んでいる可能性がある。
【００７５】
「マッシュ」という用語は、アルコールのような発酵生成物を生産するために使用される
発酵性炭素源（炭水化物）の水中混合物を表す。いくつかの実施形態においては、「ビー
ル」の用語と「マッシュ」の用語とが相互に交換して用いられる。
【００７６】
「蒸留廃液」という用語は、発酵していない固体と水との混合物を意味する。この混合物
は、発酵したマッシュからアルコールを除去した後の残りである。
【００７７】
「蒸留乾燥穀物（ＤＤＧ）」及び「可溶物含有蒸留乾燥穀物（ＤＤＧＳ）」という用語は
、穀物発酵の有用な副産物を表す。
【００７８】
本明細書において用いられているように、「エタノール生産性微生物」は、糖又はオリゴ
糖をエタノールに変換する能力を有する微生物を表す。エタノール生産性微生物は、単独
で又は共になって糖をエタノールに変換する一又はそれ以上酵素を発現する能力によって
エタノール生産性である。
【００７９】
本明細書において用いられているように、「エタノール生産者」又は「エタノール生産微
生物」という用語は、ヘキソース又はペントースからエタノールを生産することができる
あらゆる生物又は細胞を表す。一般に、エタノール生産細胞は、アルコール脱水素酵素及
びピルビン酸デカルボキシラーゼを含む。エタノール生産微生物の例には、酵母のような
真菌性微生物が含まれる。好ましい酵母には、サッカロミケスの株、特にサッカロミセス
セレビシエが含まれる。
【００８０】
ポリヌクレオチド又はタンパクに関する「外因性」という用語は、宿主細胞において自然
には生じないポリヌクレオチド又はタンパクを表す。いくつかの実施形態においては、タ
ンパクが商業的に重要な産業用のタンパクである。この用語が、天然に存在する遺伝子、
変化した遺伝子及び／又は合成遺伝子によってコードされるタンパクを包含することが意
図されている。
【００８１】
ポリヌクレオチド又はタンパクに関する「内因性」という用語は、宿主細胞において自然
に生じるポリヌクレオチド又はタンパクを表す。
【００８２】
「回収された」、「単離された」及び「分離された」という用語は、ここで用いられてい
るように、自然に付随する少なくとも１つの成分から除去された化合物、タンパク、細胞
、核酸又はアミノ酸を表す。
【００８３】
本明細書において用いられているように、細胞について用いられている「トランスフォー
ムされた（transformed）」、「安定にトランスフォームされた（stably transformed）
」及び「トランスジェニック（transgenic）」という用語は、細胞が、その細胞のゲノム
内に組み込まれたもの又は複数世代を通じて保持されるエピソーム性プラスミドとして非
生来の（例えば、外因性の）核酸配列を有することを意味する。
【００８４】
本明細書において用いられているように、「発現」という用語は、遺伝子の核酸配列に基
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づいてポリペプチドが生産されるプロセスを表す。このプロセスは転写及び翻訳の両方を
含む。
【００８５】
核酸配列を細胞内に挿入するという文脈における「導入された」という用語は、「トラン
スフェクション」、又は、「トランスフォーム」若しくは「トランスダクション」を意味
し、真核生物又は原核細胞中への核酸配列の組み込みへの言及を含む。ここで、前記核酸
配列は、細胞（例えば、染色体、プラスミド、色素体又はミトコンドリアＤＮＡ）のゲノ
ムに組み込まれてもよいし、独立したレプリコンに変換されるか又は瞬間的に発現（例え
ば、トランスフェクトされたｍＲＮＡ）されてもよい。
【００８６】
本明細書において用いられているように、「比活性」という用語は、特定条件下において
単位時間当たりに酵素製剤によって生成物に変換される基質のモル数として定義される酵
素単位を意味する。比活性はタンパクの単位（Ｕ）／ｍｇとして表現される。
【００８７】
「産出量」という用語は、本発明の方法を使用して生産された最終生成物又は所望の最終
生成物の量を表す。いくつかの好ましい実施形態においては、当業界において知られた方
法を用いて生産されるよりも産出量が多い。いくつかの実施形態においてはこの用語が最
終生成物の体積を表し、また、他の実施形態においてはこの用語が最終生成物の濃度を表
す。
【００８８】
「ＡＴＣＣ」は、マナッサス、バージニア州、２０１０８（ＡＴＣＣ）にある米国インキ
ュベート菌保存施設を表す。
【００８９】
「ＮＲＲＬ」は、Agricultural Research Service Culture Collection, National Cente
r for Agricultural Utilization Research（USDA Northern Regional Research Laborat
oryとして以前に知られている）、Peoria,IIIを表す。
【００９０】
別段の定めがない限り、「１つの（a）」、「１つの（an）」及び「その（the）」は、複
数の言及を含む。
【００９１】
ここで用いられているように、「含む(comprising)」という用語及びその同根語は、包括
的な意味、すなわち、「含む(including)」という用語及びそれに対応する同根語と同等
に使用されている。
【００９２】
命名法
本明細書及び特許請求の範囲においてアミノ酸残基のための慣用的な１文字のコード及び
３文字のコードを使用する。参照し易くするために、以下の命名法を用いて本発明のアル
ファアミラーゼ変異体を記載する。
本来のアミノ酸：位置：置換したアミノ酸
【００９３】
この命名法に従って、例えば、位置２４２におけるアラニンによるセリンの置換は以下の
ように示される。
Ｓｅｒ２４２Ａｌａ又はＳ２４２Ａ
位置３０におけるアラニンの欠失は以下のように示される。
Ａｌａ３０＊又はＡ３０＊又はΔＡ３０
リジンのようなさらなるアミノ酸残基の挿入は以下のように示される。
Ａｌａ３０ＡｌａＬｙｓ又はＡ３０ＡＫ
【００９４】
アミノ酸残基３０－３３のようなアミノ酸残基の連続的範囲の欠失は、（３０－３３）＊

又はΔ（Ａ３０－Ｎ３３）として示される。
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【００９５】
特定のアルファアミラーゼが他のアルファアミラーゼと比べて「欠失」を含んでおり、そ
のような位置において挿入がなされている場合は、以下のように示される。
＊３６Ａｓｐ又は＊３６Ｄ
これは位置３６におけるアスパラギン酸の挿入を表す。
【００９６】
複数の変異はプラス記号によって分離される。
Ａｌａ３０Ａｓｐ＋Ｇｌｕ３４Ｓｅｒ又はＡ３０Ｎ＋Ｅ３４Ｓ
これは、位置３０及び位置３４においてアラニン及びグルタミン酸がそれぞれアスパラギ
ン及びセリンに変異していることを表す。
【００９７】
１つ又はそれ以上のアミノ酸残基が所定の位置に選択的に挿入されてもよい場合は、
Ａ３０Ｎ，Ｅ又は
Ａ３０Ｎ　ｏｒ　Ａ３０Ｅ
として示される。
【００９８】
更に、いかなる特定の変異も提案されることなく、本明細書において変異に適した位置が
同定されている場合、その位置のアミノ酸残基に代えてあらゆるアミノ酸残基を用いるこ
とができることは理解されるであろう。したがって、例えば、位置３０におけるアラニン
の変異が言及されているが、その変異が特定されていない場合は、そのアラニンを欠損し
ていてもよいし、又は、そのアラニンが他のあらゆるアミノ酸、すなわち、Ｒ、Ｎ、Ｄ、
Ａ、Ｃ、Ｑ、Ｅ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｌ、Ｋ、Ｍ、Ｆ、Ｐ、Ｓ、Ｔ、Ｗ、Ｙ、Ｖのいずれか１つ
で置換されていてもよいことが理解されるであろう。
【００９９】
更に、「Ａ３０Ｘ」は、Ａ３０Ｒ、Ａ３０Ｎ、Ａ３０Ｄ、Ａ３０Ｃ、Ａ３０Ｑ、Ａ３０Ｅ
、Ａ３０Ｇ、Ａ３０Ｈ、Ａ３０Ｉ、Ａ３０Ｌ、Ａ３０Ｋ、Ａ３０Ｍ、Ａ３０Ｆ、Ａ３０Ｐ
、Ａ３０Ｓ、Ａ３０Ｔ、Ａ３０Ｗ、Ａ３０Ｙ若しくはＡ３０Ｖ、
又は、簡潔に、
Ａ３０Ｒ，Ｎ，Ｄ，Ｃ，Ｑ，Ｅ，Ｇ，Ｈ，Ｉ，Ｌ，Ｋ，Ｍ，Ｆ，Ｐ，Ｓ，Ｔ，Ｗ，Ｙ，Ｖ
のいずれかの置換を意味する。
【０１００】
番号付けに使用した親酵素が、置換として提案されたそのアミノ酸残基をその位置に既に
有している場合は、以下の命名法を使用する。
例えば、Ｎ又はＶのいずれかが野性型に存在している場合は、「Ｘ３０Ｎ」又は「Ｘ３０
Ｎ，Ｖ」である。
したがって、これは、他の対応する親酵素が位置３０において「Ａｓｎ」又は「Ｖａｌ」
に置換されていることを意味する。
【０１０１】
アミノ酸残基の特性
帯電したアミノ酸：Asp, Glu, Arg, Lys, His
負に帯電したアミノ酸（最初の最も陰性の残基を有する）：Asp, Glu
正に帯電したアミノ酸（最初の最も陽性の残基を有する）：Arg, Lys, His
中性のアミノ酸：GIy, Ala, VaI, Leu, He, Phe, Tyr, Trp, Met, Cys, Asn, GIn, Ser, 
Thr, Pro
疎水性のアミノ酸残基(最後に一覧されている最も疎水性の残基を有する):GIy, Ala, VaI
, Pro, Met, Leu, He, Tyr, Phe, Trp
親水性アミノ酸(最後に一覧されている最も親水性の残基を有する):Thr, Ser, Cys, GIn,
 Asn
【０１０２】
アルファ－アミラーゼ
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ァアミラーゼとを含む。ＡｍｙＳ酵素は、配列番号１又は配列番号２のポリペプチド配列
であって、Ｓ２４２残基が置換されたものを含んでいてもよい。好ましい一実施形態にお
いて、ＡｍｙＳは、「ＡｍｙＳ　Ｓ２４２Ｑ」又は「Ｓ２４２Ｑ」としても知られている
、配列番号４に記載されているアミノ酸配列を含む。このアミノ酸配列は、SPEZYME（登
録商標）Xtra（配列番号２）と比較してＳ２４２Ｑ置換を有する。他の一実施形態におい
て、ＡｍｙＳは、配列番号６、７、８、９、１０、１１、１２、１５及び１６のポリペプ
チド配列を含むＡｍｙＳ酵素であって、前記Ｓ２４２残基が置換されたものの１つから選
択されてもよい。
【０１０３】
Ｓ２４２置換は、Ｓ２４２Ａ、Ｓ２４２Ｅ、Ｓ２４２Ｑ、Ｓ２４２Ｆ、Ｓ２４２Ｈ又はＳ
２４２Ｎ置換であってもよい。一実施形態において、位置Ｓ２４２におけるアミノ酸置換
はＡｍｙＳの耐熱性を変化させる。位置Ｓ２４２に置換を有するＡｍｙＳは、Ｓ２４２置
換を有しないＡｍｙＳと比較してより高い約８０℃から約９５℃の間の耐熱性を有する場
合がある。
【０１０４】
一実施形態において、ＡｍｙＳは、配列番号１のＡｍｙＳに対して少なくとも６０％、７
０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一
性を有するアミノ酸配列を含み、前記ＡｍｙＳがアルファアミラーゼ活性を有する。Ａｍ
ｙＳは、配列番号１を使用した番号付けにおいてアミノ酸３４９及び４２８にシステイン
の置換を含んでいてもよい。また、ＡｍｙＳは、Ｎ１９３及び／又はＶ４１６の置換を含
んでいてもよい。また、ＡｍｙＳは、配列番号１を使用した番号付けにおいてアミノ酸１
７９及び１８０の欠失を含んでいてもよい。
【０１０５】
ＡｍｙＳ酵素は、酵素の１つ又はそれ以上の特性、例えば、基質特異性、基質結合、基質
開裂パターン、熱安定性、ｐＨ／活性プロファイル、ｐＨ／安定性特性、酸化に対する安
定性、Ｃａ２＋依存性及び／又は比活性を変化させる、野生型のＡｍｙＳと比較して変化
したアミノ酸配列を有していてもよい。例えば、その変化は、野生型のＡｍｙＳと比較し
て、低下したＣａ２＋依存性、変化したｐＨ／活性プロファイル及び／又は耐熱性を有す
る酵素を生じさせる可能性がある。
【０１０６】
バチルス種によって生産される多数のアルファアミラーゼは、アミノ酸レベルにおいて高
度に相同（同一）である。
【０１０７】
多数の公知のバチルス－アルファアミラーゼの同一性は以下の表１にみられる。
表１　
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【０１０８】
例えば、配列番号７に示されているアミノ酸配列を含むバチルス－リケニホルミス－アル
ファアミラーゼ（ＬＡＴ）は、配列番号９に示されているアミノ酸配列を含むバチルス－
アミロリクエファシエンス－アルファアミラーゼと約８１％相同であり、また、配列番号
１に示されているアミノ酸配列を含むジオバチルス－ステアロサーモフィラス－アルファ
アミラーゼ（ＢＳＧ）と約６５％相同であることがわかった。さらに相同性の高いアルフ
ァ－アミラーゼには、ＷＯ９５／２６３９７に記載されているＳＰ６９０及びＳＰ７２２
と、配列番号６に示されており、Tsukamoto et al., Biochemical and Biophysical Rese
arch Communications, 151(1988), pp. 25-31に記載されているバチルス－スパイクに由
来する＃７０７アルファアミラーゼとが含まれる。
【０１０９】
ＫＳＭ　ＡＰ１３７８アルファアミラーゼはＷＯ９７／００３２４（ＫＡＯ株式会社）に
示されている。
【０１１０】
さらに相同性の高いアルファアミラーゼには、ＥＰ０２５２６６６．（ＡＴＣＣ２７８１
１）に記載されているバチルス－リケニホルミス株によって生産されるアルファアミラー
ゼと、ＷＯ９１／００３５３及びＷＯ９４／１８３１４において同定されたアルファアミ
ラーゼとが含まれる。他の商用のSPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼは、以
下の商品名：SPEZYME（登録商標）（登録商標）ＡＡや、Ｕｌｔｒａｐｈｌｏｗ（Ｄａｎ
ｉｓｃｏ　ＵＳ社、Ｇｅｎｅｎｃｏｒ　ｄｉｖｉｓｉｏｎから入手可能）や、Ｋｅｉｓｔ
ａｓｅ（商標）（Ｄａｉｗａから入手可能）や、Ｌｉｑｕｅｚｙｍｅ　ＳＣ（Ｎｏｖｏｚ
ｙｍｅｓ、デンマークから入手可能）で販売される製品に含まれている。
【０１１１】
これらのアルファアミラーゼにみられる実質的相同性により、これらは、同じクラスのア
ルファアミラーゼ、すなわち、「SPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼ」のク
ラスに属すると考えられている。
【０１１２】
従って、本文脈において、「SPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼ」という用
語は、アルファアミラーゼ、具体的にはバチルス－アルファ－アミラーゼ、特にゲオバチ
ルス－ステアロサーモフィルス－アルファアミラーゼを示すように意図されており、その
アルファアミラーゼは、アミノ酸レベルにおいて本明細書の配列番号２に示されているア
ミノ酸配列を有するアルファアミラーゼとの実質的な同一性を示す。SPEZYME（登録商標
）Xtra（配列番号２）は、Ｄａｎｉｓｃｏ　ＵＳ社、ＧｅｎｅｎｃｏｒＤｉｖｉｓｉｏｎ
から市販されている。その文献においてゲオバチルス－ステアロサーモフィルスは、バチ
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ルス－ステアロテルモフィルスと呼称されており、これらの２つは本明細書において区別
なく使用される。
【０１１３】
言い換えれば、本明細書の配列番号１、６、７、８、９、１０、１１、１２、１５及び１
６に示されているアミノ酸配列を有するすべてのアルファアミラーゼは、「SPEZYME（登
録商標）Xtra様アルファアミラーゼ」の１つであると考えられる。他のSPEZYME（登録商
標）Xtra様アルファアミラーゼは、ｉ）配列番号１、６、７、８、９、１０、１１、１２
、１５及び１６に示されている前記アミノ酸配列の少なくとも１つと少なくとも６０％、
例えば、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、
少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくと
も９８％、又は、少なくとも９９％の相同性（同一性）を示すアルファアミラーゼである
か、及び／又は、ＷＯ０６／００２６４３及び本明細書の配列番号：９（ＢＡＮ）、５（
ＢＳＧ）、３（ＳＰ７２２）、１（ＳＰ６９０）、７（ＬＡＴ）、１１（ＡＡ５６０）（
それぞれ、コード配列は、配列番号１、６、７、８、９、１０、１１、１２、１５及び１
６に示されているアミノ酸配列をコードする）から明らかな上記に特定されたアルファア
ミラーゼをコードするＤＮＡ配列にハイブリダイズするＤＮＡ配列によってコードされる
。
【０１１４】
バチルス－リケニフォルミスに由来する他の有用なアルファアミラーゼアミラーゼは、SP
EZYME（登録商標）FRED（配列番号２０）（Ｄａｎｉｓｃｏ　ＵＳ社、Ｇｅｎｅｎｃｏｒ
　Ｄｉｖｉｓｉｏｎから入手可能）である。このアルファアミラーゼは、本明細書におい
てSPEZYME（登録商標）FRED又は「Ｆｒｅｄ」（配列番号２０）と呼称される。
【０１１５】
相同性（同一性）
相同性は、第２の配列からの第１の配列の由来を示す２つの配列間の同一性の程度として
決定することができる。相同性は、ＧＣＧプログラムパッケージ（上述）において提供さ
れるＧＡＰのような当業界で知られたコンピュータプログラムによって適切に決定するこ
とができる。したがって、ギャップＧＣＧｖ８は、同一性のためのデフォルトスコアリン
グマトリックス及び以下のデフォルトパラメータ：核酸配列比較のためにそれぞれ５．０
のギャップクリエイションペナルティ及び３．０のギャップエクステンションペナルティ
、並びに、タンパク配列比較のためにそれぞれ３．０のギャップクリエイションペナルテ
ィ及び０．１のギャップエクステンションペナルティと共に使用することができる。ＧＡ
Ｐは、位置合わせ及び同一性の算出のためにNeedleman and Wunsch, (1970), J.Mol.Biol
. 48:443-453の方法を使用する。
【０１１６】
SPEZYME（登録商標）Xtra（配列番号２）と、例えば、他のアルファアミラーゼとの間の
構造的位置合わせは、他のSPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼにおける同等
の／対応する位置を同定するために使用することができる。この構造的位置合わせを得る
ための方法は、ギャップペナルティのデフォルト値、すなわち、３．０のギャップクリエ
イションペナルティ及び０．１のギャップエクステンションペナルティを使用して、ＧＣ
ＧパッケージからのＰｉｌｅ　Ｕｐ　ｐｒｏｇｒａｍｍｅを使用することである。構造的
位置合わせの他の方法には、疎水性クラスター分析(Gaboriaud et al., (1987), FEBS LE
TTERS 224,第149-155頁)及びリバーススレッディング(Huber, T;Torda, AE, PROTEIN SCI
ENCE Vol. 7, No. 1 第142-149頁 (1998)が含まれる。
【０１１７】
ハイブリダイゼーション
上記SPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼの特性決定において使用されるオリ
ゴヌクレオチドプローブは、そのアルファアミラーゼの完全な又は部分的なヌクレオチド
又はアミノ酸配列をベースとして適切に調製することができる。
【０１１８】
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ハイブリダイゼーション試験を行うのに適した条件は、５倍のＳＳＣに予め浸漬すること
、及び、２０％のホルムアミド、５倍のデンハルト溶液、５０ｍＭ　リン酸ナトリウムｐ
Ｈ６．８、及び、５０ｍｇの超音波で処理された変性コウシ胸腺ＤＮＡの溶液中において
４０℃で１時間予めハイブリダイズし、その後に、１００ｍＭ　ＡＴＰを追加した同じ溶
液中で４０℃で１８時間ハイブリダイゼーションを行い、その後に、２倍のＳＳＣ、０．
２％のＳＤＳの中において４０℃で３０分間（低い厳格性）、好ましくは５０℃（中程度
の厳格性）、より好ましくは６５℃（高い厳格性）、さらに好ましくは７５℃（非常に高
い厳格性）フィルタを３回洗浄することを含む。ハイブリダイゼーション方法に関するさ
らなる詳細は、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., 
Cold Spring Harbor, 1989に見つけることができる。
【０１１９】
本文脈において、「～から由来した（derived from）」は、その生命体の種によって生産
され又は生産可能なアルファアミラーゼを示すだけでなく、そのような種から単離されて
前記ＤＮＡ配列で変形された宿主生物において生産されるＤＮＡ配列によってコードされ
たアルファアミラーゼを示すように意図されている。最後に、この用語は、合成及び／又
はｃＤＮＡ起原のＤＮＡ配列によってコードされ、アルファアミラーゼの識別する特性を
有するアルファアミラーゼを示すように意図されている。この用語は、親アルファ―アミ
ラーゼは、天然に存在するアルファアミラーゼの変異体、すなわち、天然に存在するアル
ファアミラーゼの１つ又はそれ以上のアミノ酸残基の変異（挿入、置換、欠失）の結果で
ある変異体であってもよいことを示すようにも意図されている。
【０１２０】
変化した特性
以下のセクションは、本明細書に記載されている変異体に存在する変異と、特性の望まし
い変化（親SPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼの特性との比較）であって、
その変異から生じ得る変化との関係について記載する。
【０１２１】
上述したように、本発明は、変化した特性を有するSPEZYME（登録商標）Xtra様アルファ
アミラーゼに関する。
【０１２２】
特に意図された特性の変化を受けることに関して特に意図されている親SPEZYME（登録商
標）Xtra様アルファアミラーゼは、上述されている親SPEZYME（登録商標）Xtra様アルフ
ァアミラーゼ、及び、親ハイブリッドSPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼで
ある。
【０１２３】
ゲオバチルス－ステアロサーモフィルス－アルファアミラーゼ（配列番号２）は出発点と
して用いられるが、例えば、ＳＰ７２２、ＢＬＡ、ＢＡＮ、ＡＡ５６０、ＳＰ６９０、Ｋ
ＳＭ　ＡＰ１３７８、＃７０７、及び、他のバチルス－アルファアミラーゼにおける対応
位置は、開示されているものとして、また、特に意図されているものとして理解しなけれ
ばならない。
【０１２４】
一態様において、本発明は、上記のように変化した特性を有する変異体に関する。
【０１２５】
第１の態様において、親ジオバチルス－ステアロサーモフィラス－アルファアミラーゼの
変異体は、（配列番号１のアミノ酸を用いた番号付けにおいて）１つ又はそれ以上の位置
にP17, D19, T21, N28, S51, G72, V74, A82, Q86, Q89, A93, G95, Q97, W115, D117, P
123, S124, D125, N127, I130,G132, Q135, P145, G146, G148, S153,Y159, W166, S169,
 K171, W187, P209, N224, S242, G256, D269, N271, T278, N281, G302, A304, R308, T
321, Q358, P378, S382, K383, T398, H405, T417, E418, P420, G421, P432, W437, G44
6, G454, S457, T459, T461, S464, G474, R483からなる群より選択される変異を含み、
（ａ）前記変異は、独立して、
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　（ｉ）前記位置を占有するアミノ酸の下流へのアミノ酸の挿入、
　（ｉｉ）前記位置を占有するアミノ酸の欠失、又は、
　（ｉｉｉ）異なるアミノ酸による前記位置を占有するアミノ酸の置換であり、
（ｂ）前記変異体がアルファアミラーゼ活性を有し、（ｃ）各位置が、配列番号２に示さ
れているアミノ酸配列を有する親ジオバチルス－ステアロサーモフィラスアルファアミラ
ーゼのアミノ酸配列の位置に対応している。
【０１２６】
特に本明細書において意図されているものは、Ｓ２４２Ａ、Ｓ２４２Ｑ、Ｓ２４２Ｎ及び
Ｓ２４２Ｅである。
【０１２７】
さらに、残基Ｒ１７９、Ｇ１８０、１１８１、Ｇ１８２、Ｋ１８３は、カルシウム－ナト
リウム結合領域における変異の影響を調査するために選択され、Ｐ２４５は、アルファ－
ヘリックスの中央のプロリンが異常であることを理由として選択された。
【０１２８】
他の親SPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼにおける対応位置は、上記の位置
合わせによってみつけることができ、図４の配列に示されている。したがって、第２の態
様において、親SPEZYME（登録商標）Xtra様アルファアミラーゼの変異体が（配列番号１
のアミノ酸を用いた番号付けにおいて）上記に列挙されている位置の１つ又はそれ以上に
変異を含むことがここにおいて意図されている。
【０１２９】
安定性
本明細書に記載されている変異体の文脈において、安定性の変化、特に高い温度（すなわ
ち、７０℃～１２０℃）及び／又は極端なｐＨ（すなわち、低いｐＨ又は高いｐＨ、すな
わち、それぞれｐＨ４～６又はｐＨ８～１１）において、特に、６０ｐｐｍ未満の遊離（
すなわち、解放されている、従って、溶液中において）カルシウム濃度において、特に改
善された安定性（すなわち、より高い又はより低い）を達成するために重要な変異（アミ
ノ酸置換及び欠失を含む）は、「変化した特性」のセクションにおいて一覧されている変
異のあらゆるものを含む。安定性を、以下の「方法」セクションに記載されているように
決定することができる。
【０１３０】
Ｃａ２＋安定性
変化したＣａ２＋安定性は、Ｃａ２＋枯渇における酵素の安定性が改善されたこと、すな
わち、より高い又はより低い安定性を意味する。本明細書に記載されている変異体の文脈
において、Ｃａ２＋安定性の変化、特に、高いｐＨ（すなわち、ｐＨ８～１０．５）にお
いて、特に、改善されたＣａ２＋安定性、すなわち、より高い又はより低い安定性を達成
するために重要な変異（アミノ酸置換及び欠失を含む）は、「変化した特性」のセクショ
ンに一覧されている変異のあらゆるものを含む。
【０１３１】
比活性
更なる一態様において、変化した比活性、特に、１０℃～６０℃、好ましくは２０℃～５
０℃、特に３０℃～４０℃の温度において、特に、向上した又は低下した比活性を示す変
異体を得ることに関して重要な変異（アミノ酸置換と欠失を含む）は、「変化した特性」
セクションに一覧されている変異のあらゆるものを含む。比活性を、以下の「方法」セク
ションに記載されているように決定することができる。
【０１３２】
酸化安定性
記載されている変異体は、親アルファアミラーゼと比較して、変化した酸化安定性、特に
より高い酸化安定性を有することができる。向上した酸化安定性は、例えば、界面活性剤
成分において有利であり、また、低下した酸化安定性はデンプン液化のための組成物にお
いて有利である。以下の「方法」セクションに記載されているように酸化安定性を決定す
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ることができる。
【０１３３】
変化したｐＨ特性
変化したｐＨ特性、特に、特に高いｐＨ（すなわちｐＨ８～１０．５）又は低いｐＨ（す
なわち、ｐＨ４～６）において向上した活性を有する変異体を得ることに関して重要な位
置及び変異は、活性部位残基の近くに位置するアミノ残基の変異を含む。
【０１３４】
好ましい特定の変異／置換は、セクション「変化した特性」において一覧されているその
位置に関するものである。適切な分析は以下の「方法」セクションに記載されている。
【０１３５】
洗浄能力
特に高いｐＨ（すなわち、ｐＨ８．５～１１）において改善された洗浄能力を有する変異
体を得ることについて重要な位置及び変異は、その位置について「変化した特性」セクシ
ョンに一覧されている特定の変異／置換を含む。洗浄能力を、以下の「方法」セクション
に記載されているように試験することができる。
【０１３６】
本発明の変異体における一般的変異
本明細書に記載されている変異体は、一実施形態において、上に説明されているものに加
えて１つ又はそれ以上の変異を含む。従って、アルファアミラーゼ変異体の一部分に存在
する１つ又はそれ以上のプロリン（Ｐｒｏ）残基が非プロリン残基によって変異又は置換
されていることは有利である可能性があり、前記非プロリン残基は、可能な、天然に存在
する非プロリン残基のいずれであってもよく、好ましくは、アラニン、グリシン、セリン
、トレオニン、バリン又はロイシンである。
【０１３７】
同様に、一実施形態において、親アルファアミラーゼに存在する１つ又はそれ以上のシス
テイン残基は、セリン、アラニン、トレオニン、グリシン、バリン又はロイシンのような
非システイン残基で置換されていてもよい。
【０１３８】
上述されている変異の２個以上を組み込んだ変異体が本発明に包含されることは理解され
るであろう。
【０１３９】
更に、（配列番号７を使用した番号付けにおける）以下の位置：M15, V128, Al Il, H133
, W138, T149, M197, N188, A209, A210, H405, T412の１つ又はそれ以上における変異、
特に以下の単独の、二重若しくは三重の、又は、複数の変異：M15X、特にM15T,L; V128X
、特にV128E; H133X、特にH133Y; N188X、特にN188S,T,P; M197X、特にM197T,L; A209X、
特にA209V; M197T/W138F; M197T/138Y; M15T/H133Y/N188S; M15N128E/H133Y/N188S; E119
C/S130C; D124C/R127C; H133Y/T149I; G475R, H133Y/S187D; H133Y/A209Vを導入すること
が有利である可能性がある。
【０１４０】
配列番号７に示されているアミノ酸配列を有する親アルファアミラーゼの場合、酸化安定
性を向上させる目的で削除又は置換することができる適切なアミノ酸残基には、単一のシ
ステイン残基（Ｃ３６３）、及び、配列番号２の位置Ｍ８、Ｍ９、Ｍ９６、Ｍ２００、Ｍ
２０６、Ｍ２８４、Ｍ３０７、Ｍ３１１、Ｍ３１６及びＭ４３８に位置するメチオニン残
基が含まれる。
【０１４１】
アルファアミラーゼ変異体の熱安定性をその親アルファアミラーゼよりも向上させること
に関して、配列番号２に示されているアミノ酸配列における以下のアミノ酸残基の少なく
とも１個、また、好ましくは、２個又は３個を欠損させることが特に好ましいと考えられ
る。そのアミノ酸残基は、Ｆ１７８、Ｒ１７９、Ｇ１８０、I１８１、Ｇ１８２及びＫ１
８３である。
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【０１４２】
この種の特に興味深いペア欠損は、Ｒ１７９＊＋Ｇ１８０＊及びＩ１８１＊＋Ｇ１８２＊

（それぞれ、配列番号１６又は配列番号１５）（又は、本開示の文脈において親アルファ
アミラーゼの要件を満たす他のアルファアミラーゼにおけるこれらのペア欠失の均等物）
である。
【０１４３】
他の対象残基には、配列番号２に示されているアミノ酸配列におけるＮ１９３Ｆ及びＶ４
１６Ｇが含まれる。
【０１４４】
アルファアミラーゼ変異体を調製する方法
遺伝子に変異を導入するいくつかの方法は当業界において公知である。アルファアミラー
ゼをコードするＤＮＡ配列のクローニングについての簡単な検討の後に、アルファアミラ
ーゼをコードする配列の特定部位において変異を生じさせるための方法を検討する。
【０１４５】
アルファアミラーゼをコードするＤＮＡ配列のクローニング
親アルファアミラーゼをコードするＤＮＡ配列は、当業界において周知の様々な方法を使
用して、そのアルファアミラーゼを生産するあらゆる細胞又は微生物から単離することが
できる。最初に、研究対象のアルファアミラーゼを生産する生物から、染色体ＤＮＡ又は
メッセンジャーＲＮＡを使用して、ゲノムＤＮＡ及び／又はｃＤＮＡライブラリを構築す
べきである。その後、アルファアミラーゼのアミノ酸配列がわかっていれば、相同な標識
されたオリゴヌクレオチドプローブを合成し、その生命体から調製されたゲノムライブラ
リから、アルファアミラーゼをコードするクローンを同定するためにそのプローブを使用
することができる。代替的に、より低い厳格性のハイブリダイゼーション及び洗浄の条件
を用いて、既知のアルファアミラーゼ遺伝子に対して相同な配列を含む標識されたオリゴ
ヌクレオチドプローブを、アルファアミラーゼをコードするクローンを識別するためのプ
ローブとして使用することができる。
【０１４６】
アルファアミラーゼをコードするクローンを識別するためのさらに別の方法は、プラスミ
ドのような発現ベクターにゲノムＤＮＡの断片を挿入するステップと、得られたゲノムＤ
ＮＡライブラリによってアルファアミラーゼ陰性細菌をトランスフォームするステップと
、次に、アルファアミラーゼのための基質を含む寒天の上にトランスフォームされた細菌
を被覆させることによってアルファアミラーゼを発現するクローンが同定されるようにす
るステップとを含む。
【０１４７】
代替的に、この酵素をコードするＤＮＡ配列は、例えば、S. L. Beaucage及びM. H. Caru
thers (1981)によって記載されている亜りん酸アミダイト法、又は、Matthes et al.(198
4)によって記載されている方法のような確立された標準的方法によって合成的に調製する
ことができる。亜りん酸アミダイト法において、オリゴヌクレオチドは、例えば、自動Ｄ
ＮＡ合成装置において合成され、精製され、アニーリングされ、連結され、適切なベクタ
ーの中にクローニングされる。
【０１４８】
最後に、そのＤＮＡ配列は、混合ゲノム由来物と合成由来物、混合合成由来物とｃＤＮＡ
由来物、又は、混合ゲノム由来物とｃＤＮＡ由来物からなるものであってもよく、標準的
技術に従って、合成由来物、ゲノム由来物、又は、ｃＤＮＡ由来物の断片（必要に応じて
全ＤＮＡ配列の様々な部分に対応する断片）を連結することによって調製される。例えば
、米国特許第４，６８３，２０２号又はＲ．Ｋ．Ｓａｉｋｉら（１９８８）に記載されて
いるように、特異的プライマーを使用したポリメラーゼチェーン反応（ＰＣＲ）によって
ＤＮＡ配列を調製することもできる。
【０１４９】
部位特異的変異誘発
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アルファアミラーゼをコードするＤＮＡ配列が単離されており、変異のための望ましい部
位が同定されていれば、合成オリゴヌクレオチドを使用して変異を導入することができる
。これらのオリゴヌクレオチドは望ましい変異部位に隣接するヌクレオチド配列を含んで
おり、変異ヌクレオチドがオリゴヌクレオチド合成中に挿入される。特定の一方法におい
て、アルファアミラーゼ遺伝子を運ぶベクターにおいて、アルファアミラーゼをコードす
る配列に架かるＤＮＡの一本鎖ギャップを作成する。その後、一本鎖ＤＮＡの相同部分の
中に望ましい変異を有する合成ヌクレオチドをアニーリングする。その後、ＤＮＡポリメ
ラーゼＩ（クレノー断片）を用いて残りのギャップを埋めて、Ｔ４リガーゼを用いてその
構築物を連結する。この方法の特定の例はＭｏｒｉｎａｇａら（１９８４）に記載されて
いる。米国特許第４，７６０，０２５号は、カセットの小さな変異を実施することによっ
て複数の変異をコードするオリゴヌクレオチドの導入を開示している。しかしながら、様
々な長さの多数のオリゴヌクレオチドを導入することができるので、Ｍｏｒｉｎａｇａの
方法によってさらに種々様々な変異をいつでも導入することができる。
【０１５０】
アルファアミラーゼをコードするＤＮＡ配列へ変異を導入する他の方法は、Ｎｅｌｓｏｎ
　ａｎｄ　Ｌｏｎｇ（１９８９）に記載されている。この方法は、ＰＣＲ反応におけるプ
ライマーの１つとして化学的に合成されたＤＮＡ鎖を使用することによって導入された望
ましい変異を含むＰＣＲ断片の３つのステップによる生成を含む。変異を運ぶＤＮＡ断片
は、ＰＣＲ生成された断片から、制限酵素を用いた開裂によって単離され、発現プラスミ
ドの中に再挿入され得る。
【０１５１】
本発明の変異体を提供するための別の方法には、例えば、ＷＯ９５／２２６２５（Affyma
x Technologies N.V.）若しくはＷＯ９６／００３４３（Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ　Ａ
／Ｓ）に記載されている遺伝子シャフリング、又は、例えば、問題になっている置換及び
／又は欠失といった変異を含むハイブリッド酵素を得ることができる他の対応する技術が
含まれる。
【０１５２】
アルファアミラーゼ変異体の発現
本発明に従って、上記方法によって又は当業界において周知のあらゆる他の方法によって
生産される変異体をコードするＤＮＡ配列は、プロモータ、オペレーター、リボソーム結
合部位、翻訳開始シグナル、及び、選択的に、抑制遺伝子、又は、様々なアクチベータ遺
伝子をコードする制御配列を典型的に含む発現ベクターを使用して、酵素の形態で発現さ
れ得る。
【０１５３】
本発明のアルファアミラーゼ変異体をコードするＤＮＡ配列を運ぶ組み換え発現ベクター
は、いかなるベクターであってもよく、そのベクターは、簡便に、組み換えＤＮＡ処置に
供されてもよい。また、ベクターの選択は、多くの場合においてそのベクターを導入する
宿主細胞に応じて変わるであろう。したがって、ベクターは、例えば、プラスミド、バク
テリオファージ、染色体外因子、ミニクロモソーム、又は、人工染色体のような、自律的
に複製するベクター、すなわち、染色体外の存在物として存在するベクターであって、そ
の複製が染色体の複製に依存しないベクターであってもよい。代替的に、ベクターは、宿
主細胞へ導入されたときに、宿主細胞ゲノムに組み込まれて、そのベクターが組み込まれ
た染色体と共に複製されるものであってもよい。
【０１５４】
ベクターにおいて、そのＤＮＡ配列は、作用可能な状態で適切なプロモータ配列に連結さ
れるべきである。プロモータは、最適な宿主細胞において転写活性を示すあらゆるＤＮＡ
配列であってもよく、宿主細胞に対して相同又は非相同なタンパクをコードする遺伝子に
由来していてもよい。特に細菌宿主において、本発明のアルファアミラーゼ変異体をコー
ドするＤＮＡ配列の転写を誘導するのに適したプロモータの例には、大腸菌のＬａｃオペ
ロンのプロモータ、ストレプトマイセス－セリカラー－アガラーゼ遺伝子ｄａｇＡプロモ
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ータ、バチルス－リケニフォルミス－アルファアミラーゼ遺伝子（ａｍｙＬ）のプロモー
タ、ゲオバチルス－ステアロサーモフィルス－マルトース生成型アミラーゼ遺伝子（ａｍ
ｙＭ）のプロモータ、バチルス－アミロリケファシエンス－アルファアミラーゼ（ａｍｙ
Ｑ）のプロモータ、並びに、バチルス－サチリスｘｙ１Ａ遺伝子及びｘｙ１Ｂ遺伝子のプ
ロモータなどが含まれる。真菌宿主における転写に関して、有用なプロモータの例は、ア
スペルギルスオリザエＴＡＫＡアミラーゼ、リゾムコールミーハエ（Ｒｈｉｚｏｍｕｃｏ
ｒ　ｍｉｅｈｅｉ）アスパラギン酸プロテイナーゼ、アスぺルギルスニガー中性アルファ
アミラーゼ、アスぺルギルスニガー酸安定アルファアミラーゼ、アスぺルギルスニガーグ
ルコアミラーゼ、リゾムコールミーハエリパーゼ、アスペルギルスオリザエ－アルカリプ
ロテアーゼ、アスペルギルスオリザエ－トリオースリン酸イソメラーゼ、又は、アスペル
ギルスニデュランス－アセタミダーゼをコードする遺伝子に由来するものである。
【０１５５】
本発明の発現ベクターは、さらに、適切な転写終止配列、及び、真核生物において、本発
明のアルファアミラーゼ変異体をコードするＤＮＡ配列に作用可能な状態で連結されたポ
リアデニル化配列を含んでいてもよい。終止配列とポリアデニル化配列とは、前記適切な
プロモータと由来が同一であってもよい。
【０１５６】
ベクターは、ベクターがその宿主細胞において複製することを可能にするＤＮＡ配列をさ
らに含んでいてもよい。そのような配列の例は、プラスミドｐＵＣ１９、プラスミドｐＡ
ＣＹＣ１７７、プラスミドｐＵＢ１１０、プラスミドｐＥ１９４、プラスミドｐＡＭＢｌ
及びプラスミドｐＩＪ７０２の複製起点である。
【０１５７】
ベクターは、例えば、バチルスサブチリス若しくはバチルスリケニホルミスに由来するｄ
ａｌ遺伝子のように、その遺伝子の生成物が宿主細胞の欠陥を補完する遺伝子、又は、ア
ンピシリン抵抗性、カナマイシン抵抗性、クロラムフェニコール抵抗性若しくはテトラサ
イクリン抵抗性のような抗生物質耐性を与えるような選択可能なマーカーをさらに含んで
いてもよい。更に、ベクターは、ヒグロマイシン抵抗性を生じさせるマーカーである、ａ
ｍｄＳ、ａｒｇＢ、ｎｉａＤ及びｓＣのようなアスペルギルス選択マーカーを含んでいて
もよいし、又は、例えば、ＷＯ９１／１７２４３に記載されているような同時トランスフ
ォームによって選択を実行することもできる。
【０１５８】
例えば、特定の細菌を宿主細胞として使用する場合に細胞内発現がいくつかの点において
有利であることもあるが、一般的には発現が細胞外であることが好ましい。一般的に、こ
こで言及されているバチルスアルファアミラーゼは、発現されたプロテアーゼの培地中へ
の分泌を可能にする予備領域（preregion）を含む。各予備領域をコードするＤＮＡ配列
の置換によって簡便に達成される場合は、必要に応じて、異なる予備領域又はシグナル配
列によってこの予備領域を置換してもよい。
【０１５９】
アルファアミラーゼ変異体、プロモータ、ターミネータ、及び、他の因子をそれぞれコー
ドする本発明のＤＮＡ構築物を連結させるために使用される手順、及び、複製に必要な情
報を含む適切なベクターにこれらを挿入するために使用される手順は、当業者に周知であ
る（例えば、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Co
ld Spring Harbor, 1989を参照されたい）。
【０１６０】
上記に定義されているような本発明のＤＮＡ構築物又は発現ベクターを含む本発明の細胞
は、本発明のアルファアミラーゼ変異体の組み換え体製造における宿主細胞として好適に
使用される。この細胞は、変異体をコードする本発明のＤＮＡ構築物によって、簡便には
ＤＮＡ構築物（１つ又はそれ以上のコピー）を宿主染色体中に組み込むことによってトラ
ンスフォームされたものであってもよい。ＤＮＡ配列が細胞内でより安定に維持されるの
で、一般的には組み込みが有利であると考えられる。宿主染色体中へのＤＮＡ構築物の組
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み込みは、例えば、相同的組み換え又は非相同的組み換えによる慣用的方法によって行う
ことができる。代替的に、様々な種類の宿主細胞に関連して上述されているように発現ベ
クターを用いて細胞をトランスフォームすることもできる。
【０１６１】
本発明の細胞は、哺乳動物又は昆虫のような高等生物の細胞であってもよいが、例えば、
細菌性又は真菌性の細胞（酵母を含む）のような微生物細胞であることが好ましい。
【０１６２】
適切な細菌の例は、バチルスサチリス、バチルスリケニフォルミス、バチルスレンタス、
バチルスブレビス、ゲオバチルスステアロサーモフィルス、バチルスアルカロフィルス、
バチルスアミロリケファシエンス、バチルスコアグランス、バチルスシルクランス、バチ
ルスラウタス、バチルスメガテリウム、バチルススリンギエンシス、又は、ストレプトマ
イセスリビダンス若しくはストレプトマイセスミュリナスのようなグラム陽性菌、又は、
大腸菌のようなグラム陰性菌である。細菌のトランスフォームは、例えば、原形質体トラ
ンスフォームによって又は受容細胞を用いることによってそれ自体は公知の方法で達成す
ることができる。酵母生物は、例えば、サッカロマイセス－セレヴィシエのようなサッカ
ロミケス又はシゾサッカロミセスの種から好適に選択される。
【０１６３】
糸状菌は、例えば、アスペルギルスオリザエ、アスペルギルスニガーのようなアスペルギ
ルスの種に属するものであることが有益である。真菌性細胞は、原形質体形成及び原形質
体のトランスフォームと、その後の細胞壁の再生とを含むプロセスによってそれ自体は公
知の方法でトランスフォームされたものであってもよい。アスペルギルス宿主細胞のトラ
ンスフォームに適した手順はＥＰ２３８０２３に記載されている。
【０１６４】
さらなる態様において、本発明は、本発明のアルファアミラーゼ変異体を生産する方法で
あって、変異体の生産に貢献する条件下で上記宿主細胞をインキュベートするステップと
、細胞及び／又は培地から変異体を回収するステップとを含む方法に関する。
【０１６５】
細胞をインキュベートするために使用される媒体は、対象の宿主細胞をインキュベートす
ること、及び、本発明のアルファアミラーゼ変異体の発現を得ることに適したあらゆる従
来の媒体であってもよい。適切な媒体は、商業的供給業者から入手可能であり、又は、公
表されている配合に従って（例えば、米国インキュベート菌保存施設のカタログに記載さ
れているように）調製することもできる。
【０１６６】
宿主細胞から分泌されたアルファアミラーゼ変異体は、遠心分離又は濾過によって媒体か
ら細胞を分離するステップと、硫酸アンモニウムのような塩によって媒体のタンパク成分
を沈殿させ、その後に、イオン交換クロマトグラフィ及び親和性クロマトグラフィのよう
なクロマトグラフィ手順を使用するステップとを含む、広く知られた手順によって培地か
ら簡便に回収することができる。
【０１６７】
フィターゼ
本発明に有用なフィターゼには、インキュベートステップ及び液化ステップの定められた
条件下でフィチン酸を加水分解することができる酵素が含まれる。いくつかの実施形態に
おいて、フィターゼは、イノシトール６リン酸（フィチン酸）から少なくとも１つの無機
リン酸塩を遊離させることができる。フィターゼは、加水分解が始まるフィチン分子上の
リン酸エステル基の特定位置の優先傾向に従って（例えば、３－フィターゼ（ＥＣ３．１
．３．８）、又は６－フィターゼ（ＥＣ３．１．３．２６）のように）グループ化するこ
とができる。フィターゼの典型例は、ミオ－イノシトール－ヘキサキスフォスフェート－
３－フォスフォヒドロラーゼである。
【０１６８】
フィターゼは、真菌性生物及び細菌性生物のような微生物から得ることができる。これら
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スペルギルステレウス、アスペルギルスフィカム及びアスペルギルスフミガーツス）、ミ
セリオフトラ（ミセリオフトラサーモフィリア）、タラロミセス（タラロミセスサーモフ
ィラス）、トリコデルマ種（トリコデルマリーゼイ）、及び、サーモミセス（ＷＯ９９／
４９７４０）が含まれる。フィターゼは、例えば、ペニシリウムホルデイ（ＡＴＣＣ第２
２０５３号）、ペニシリウムピセウム（ＡＴＣＣ第１０５１９号）、又は、ペニシリウム
ブレヴィコンパクタム（ＡＴＣＣ第４８９４４号）のようなペニシリウム種から入手可能
である。例えば、米国特許第６，４７５，７６２号を参照されたい。フィターゼは、バチ
ルス（例えば、バチルスサブチリス、シュードモナス、ペニオフォラ、大腸菌、シトロバ
クター、エンテロバクター及びブティアウクセラ（ＷＯ２００６／０４３１７８参照））
からも入手可能である。
【０１６９】
ＮＡＴＵＰＨＯＳ（ＢＡＳＦ）、ＲＯＮＯＺＹＭＥ　Ｐ（Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ　Ａ／Ｓ）
、ＰＨＺＹＭＥ（Ｄａｎｉｓｃｏ　Ａ／Ｓ、Ｄｉｖｅｒｓａ）及びＦＩＮＡＳＥ（ＡＢ　
Ｅｎｚｙｍｅｓ）のような商品のフィターゼが入手可能である。微生物のフィターゼ活性
を決定する方法及びフィターゼ単位の定義は、Engelenら(1994) J. of AOAC Internation
al, 77: 760-764によって公表されている。フィターゼは、野生型のフィターゼ又はその
変異体若しくは断片であってもよい。
【０１７０】
一実施形態において、本発明に有用なフィターゼは、細菌ブチオキシエラ（Buttiauxiell
a）種に由来するフィターゼである。ブチオキシエラ種には、Ｂ．アグレスティス(agrest
is)、Ｂ．ブレネラエ（brennerae）、Ｂ．フェラギターゼ(ferragutiase)、B.ガビニアエ
(gaviniae)、Ｂ．イザルディ(izardii)、Ｂ．ノアキアエ(noackiae)、及び、Ｂ．ウォー
ムボルディアエ(warmboldiae)が含まれる。ブチオキシエラ種株は、ＤＳＭＺ、the Germa
n National Resource Center for Biological Material (Inhoffenstrabe 7B, 38124 Bra
unschweig, Germany)から入手することができる。登録番号ＮＣＩＭＢ４１２４８の下で
供託されたブチオキシエラ種株Ｐｌ－２９は、フィターゼを得ることができ、本発明に従
って使用することができる特に有用な株の例である。いくつかの実施形態において、フィ
ターゼは、ＢＰ野性型、ＷＯ０６／０４３１７８に示されている変異体（ＢＰ－１１など
）、又は、２００７年３月６日に提出されたＵＳ特許出願第１１／７１４，４８７号に示
されているような変異体である。例えば、ＢＰ野性型及びその変異体は、ＷＯ０６／０４
３１７８の表１に示されている。この番号付けは、公表されているＰＣＴ出願の配列番号
３を参照している。
【０１７１】
好ましい一実施形態において、本発明において有用なフィターゼは、表２に示されている
配列番号１９（ＢＰ－１７）に記載されているアミノ酸配列及びその変異体に対して少な
くとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも８８％、少なくとも９
０％、少なくとも９３％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少
なくとも９８％及び少なくとも９９％の配列同一性を有するものである。より好ましくは
、フィターゼは、配列番号１９に記載されているアミノ酸配列又はその変異体に対して少
なくとも９５％から９９％の配列同一性を有する。いくつかの実施形態において、フィタ
ーゼは、配列番号１９のアミノ酸配列を含んでいるか又は配列番号１９のアミノ酸配列か
らなる。
【０１７２】
表２
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ＢＰ－１７フィターゼとして知られるブティアウクセラに由来するフィターゼの成熟タン
パクの配列（配列番号１９）
NDTPASGYQV EKVVILSRHG VRAPTKMTQT MRDVTPNTWP EWPVKLGYIT
PRGEHLISLM GGFYRQKFQQ QGILSQGSCP TPNSIYVWAD VDQRTLKTGE
AFLAGLAPQC GLTIHHQQNL EKADPLFHPV KAGTCSMDKT QVQQAVEKEA
QTPIDNLNQH YIPFLALMNT TLNFSTSAWC QKHSADKSCD LGLSMPSKLS
IKDNGNKVAL DGAIGLSSTL AEIFLLEYAQ GMPQAAWGNI HSEQEWASLL
KLHNVQFDLM ARTPYIARHN GTPLLQAISN ALNPNATESK LPDISPDNKI
LFIAGHDTNI ANIAGMLNMR WTLPGQPDNT PPGGALVFER LADKSGKQYV
SVSMVYQTLE QLRSQTPLSL NQPAGSVQLK IPGCNDQTAE GYCPLSTFTR
VVSQSVEPGC QLQ
【０１７３】
いくつかの実施形態において、インキュベート及び／又は液化プロセスにおいて使用され
るフィターゼの量（用量）は、約０．００１～５０ＦＴＵ／固形分１ｇの範囲内（例えば
、約０．０１～２５ＦＴＵ／固形分１ｇ、約０．０１～１５ＦＴＵ／固形分１ｇ、約０．
０１～１０ＦＴＵ／固形分１ｇ、約０．０５～１５ＦＴＵ／固形分１ｇ、及び、約０．０
５～５．０ＦＴＵ／固形分１ｇの範囲内）である。
【０１７４】
産業上の利用
本明細書に示されているアルファアミラーゼ混合物は、様々な産業上の利用を可能にする
有益な性質を有している。具体的には、アミラーゼ混合物は、デンプン処理、詳しくはデ
ンプン変換、特にデンプンの液化に使用することができる（例えば、米国特許第３，９１
２，５９０号、欧州特許出願第２５２７３０号及び第６３９０９号、ＷＯ９９／１９４６
７及びＷＯ９６／２８５６７を参照されたい。すべての文献は言及することによって組み
込まれている。）。グルコアミラーゼ、プルラナーゼ及び／又は他のアルファアミラーゼ
をさらに含むアミラーゼ混合物も意図されている。
【０１７５】
さらに、このアミラーゼ混合物は、デンプン又は全穀粒から、甘味料、及び、エタノール
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又はブタノールのようなアルコールを生産するのに特に有用である（例えば、米国特許第
５，２３１，０１７号を参照されたい。この文献は言及することによって組み込まれてい
る。）。
【０１７６】
このアミラーゼ混合物は、紡織繊維、生地及び衣服のデサイジング（例えば、言及するこ
とによって組み込まれているＷＯ９５／２１２４７、米国特許第４，６４３，７３６号、
ＥＰ１１９，９２０を参照されたい。）、ビールの製造若しくは醸造、パルプ及び紙の生
産においても有用である。
【０１７７】
デンプン変換
例えば、言及することにより組み込まれている、米国特許第３，９１２，５９０号と欧州
特許公報第２５２，７３０号及び第６３，９０９号には、液化工程及び糖化工程のような
従来のデンプン変換工程が記載されている。
【０１７８】
一実施形態において、デンプンを糖又は脂肪代替物のようなより低い分子量の炭水化物成
分に分解するデンプン変換工程は、脱分岐させる工程を含む。
【０１７９】
デンプンから糖への変換
デンプンを糖に変換する場合にはデンプンが解重合される。代表的な解重合工程は、前処
理工程と、２つ又は３つの連続的生産工程、すなわち、液化プロセス、糖化プロセス、及
び、所望の最終生成物に応じて選択的な異性化工程とで構成される。
【０１８０】
天然デンプンの前処理
天然のデンプンは、室温で水に溶解しない微細な顆粒からなる。水溶性のデンプンスラリ
ーを加熱すると、顆粒が膨張して最終的に破裂し、デンプン分子が溶液中に分散する。こ
の「ゼラチン化」プロセス中に粘度が劇的に上昇する。典型的な工業プロセスにおいては
固形分レベルが３０％～４０％であるので、処理できるようにデンプンを希釈又は「液化
」しなければならない。今日、この粘度の低下のほとんどが酵素の分解によって得られて
いる。
【０１８１】
液化
液化ステップ中に長鎖のデンプンがアルファアミラーゼによってより短い分岐した単位及
びより短い直鎖の単位に分解される。生成物は、グルコース（ａ／ｋ／ＤＰ１）だけでな
く、マルトデキストリン及び他の短鎖オリゴ糖（ＤＰ２＋）を含み得る。液化プロセスは
、１０５℃～１１０℃で５～１０分間、その後に９５℃で１～２時間実行される。ｐＨは
５．５から６．２の間である。これらの条件下において最適な酵素安定性を保証するため
に、１ｍＭ　カルシウムを加える（４０ｐｐｍの遊離カルシウムイオン）。この処理の後
に、液化されたデンプンは、１０～１５の「デキストロース当量」（ＤＥ）を有するであ
ろう。
【０１８２】
糖化
液化プロセスの後に、可溶性のデキストリン及び短鎖オリゴ糖は、グルコアミラーゼ（例
えば、ＯＰＴＩＤＥＸ（登録商標）Ｌ－４００）と、イソアミラーゼ（米国特許第４，３
３５，２０８号）又はプルラナーゼのような脱分枝酵素とを加えることによって、グルコ
ース及びマルトースのような発酵性糖に変換される。この工程の前に、液化用アルファア
ミラーゼを不活性化する高い温度（９５℃超）を維持しながらｐＨを４．５よりも低い値
に下げて、脱分枝酵素によって適切に加水分解することができない「パノース前駆体」と
呼ばれる短いオリゴ糖の形成を抑制する。
【０１８３】
温度を６０℃に下げてグルコアミラーゼ及び脱分枝酵素を加える。糖化プロセスを２４～
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７２時間にわたって継続する。
【０１８４】
通常、液化ステップの後にアルファアミラーゼを変性させる場合は、糖化生成物の約０．
２～０．５％が分岐した三糖類Ｇｌｃ　pα１－６Ｇｌｃpα１－４Ｇｌｃ（パノース）で
ある。これはプルラナーゼによって分解され得ない。液化ステップに由来する活性（すな
わち、変成していない）アミラーゼが糖化中に存在すれば、このレベルは１～２％にも達
し得る。このレベルは糖化産出量を著しく低下させるので、非常に望ましくない。
【０１８５】
異性化
所望の最終の糖分生成物が例えば高フルクトースシロップである場合には、デキストロー
スシロップをフルクトースに変換することができる。糖化工程の後に、ｐＨを６～８の範
囲内の値、好ましくはｐＨ７．５に上昇させ、また、イオン交換によってカルシウムを除
去する。その後、例えば、（Ｇｅｎｓｗｅｅｔ（登録商標）ＩＧＩ－ＨＦのような）固定
化されたグルコースイソメラーゼを使用して、デキストロースシロップを高フルクトース
シロップに変換する。
【０１８６】
エタノール生産
一般的に、全穀粒からのアルコール（エタノール）生産は、４つの主要なステップ：
製粉
液化
糖化
発酵
に分けることができる。
【０１８７】
製粉
穀物の構造を開いてさらなる処理を可能にするためにその穀物を粉末化する。使用される
２つのプロセスは湿式製粉又は乾式製粉である。乾式製粉においては、全穀粒を粉末化し
て、それをプロセスの残りの部分において使用する。湿式製粉は、原料と粉末とを（デン
プン粒とタンパクとを）非常によく分離することができ、多少の例外はあるが、シロップ
の並列的生産が存在する位置に適用される。
【０１８８】
デンプン含有材料のスラリーの調製
粉末化デンプン含有材料を水及びリサイクルされた希釈蒸留廃液と混合することによって
水性スラリーを得る。このスラリーは、１５～５５％重量対重量（w/w）の固形分（例え
ば、２０～５０％、２５～５０％、２５～４５％、２５～４０％及び２０～３５％の固形
分）を含むであろう。いくつかの実施形態において、リサイクルされた希釈蒸留廃液は、
１０～７０％v/v（v/v）の範囲内（例えば、１０～６０％、１０～５０％、１０～４０％
、１０～３０％、１０～２０％、２０～６０％、２０～５０％、２０～４０％及び２０～
３０％）であろう。
【０１８９】
粉末化デンプン含有材料を水及び希釈蒸留廃液と混合したら、スラリーにおいてｐＨを調
節しない。さらに、フィターゼ及び選択的にアルファアミラーゼをスラリーに加えた後に
もｐＨを調節しない。好ましい一実施形態において、スラリーのｐＨは、ｐＨ４．５から
６．０未満の範囲（例えば、ｐＨ４．５～５．８、ｐＨ４．５～５．６、ｐＨ４．８～５
．８、ｐＨ５．０～５．８、ｐＨ５．０～５．４及びｐＨ５．２～５．５）であろう。ス
ラリーのｐＨは、スラリーに加えた希釈蒸留廃液の量及び希釈蒸留廃液を含む材料の種類
に応じて、ｐＨ４．５から５．２であってもよい。例えば、希釈蒸留廃液のｐＨは、ｐＨ
３．８からｐＨ４．５であってもよい。さらなる具体例として、以下の表３は、全粉砕コ
ーンスラリー（３２％固形分）に加える希釈蒸留廃液の量の増加に伴って生じる、１５５
Ｆで２時間撹拌した後のｐＨ変化を図示している。
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【０１９０】
表３

【０１９１】
エタノール生産中に、ビールのｐＨを充分に低下させて蒸留前に微生物汚染のリスクを低
減するために、酸を加えることができることに言及すべきである。
【０１９２】
いくつかの実施形態においては、スラリーに、アルファアミラーゼ混合物の他に、フィタ
ーゼをさらに加える。いくつかの実施形態においてはフィターゼ及びアルファアミラーゼ
混合物をスラリーに連続的に加え、他の実施形態においてはフィターゼ及びアルファアミ
ラーゼ混合物を同時に加える。いくつかの実施形態において、アルファアミラーゼ混合物
と選択的にフィターゼとを含むスラリーを、５分～８時間（例えば、５分～６時間、５分
～４時間、５分～２時間、１５分～４時間）の時間にわたってインキュベート（前処理）
する。他の実施形態においては、スラリーを、４０～１１５℃（例えば、４５～８０℃、
５０～７０℃、５０～７５℃、６０～１１０℃、６０～９５℃、７０～１１０℃及び７０
～８５℃）の範囲内の温度でインキュベートする。
【０１９３】
他の実施形態においては、スラリーを、デンプン含有材料のデンプンゼラチン化温度より
も低い０～３０℃（例えば、０～２５℃、０～２０℃、０～１５℃、０～１０℃及び０～
５℃）の温度でインキュベートする。いくつかの実施形態において、この温度は、６８℃
未満、６５℃未満、６２℃未満、６０℃未満、及び、５５℃未満であろう。いくつかの実
施形態において、この温度は、４５℃超、５０℃超、５５℃超、及び、６０℃超であろう
。いくつかの実施形態において、デンプンゼラチン化温度よりも低い温度における、アル
ファアミラーゼ混合物と選択的にフィターゼとを含むスラリーのインキュベートは、第１
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の（１°）液化と呼ばれる。
【０１９４】
一実施形態においては粉末化デンプン含有材料がコーン又はマイロである。スラリーは２
５～４０％の固形分を含み、ｐＨは４．８～５．２の範囲内であり、スラリーを、６０～
７５℃の温度範囲で５分から２時間にわたってアルファアミラーゼ混合物と、選択的にさ
らにフィターゼとインキュベートする。
【０１９５】
さらなる液化ステップにおいて、インキュベート又は前処理されたデンプンを含む材料を
、２分～６時間（例えば、２分～４時間）、約４．０～５．５のｐＨにおいて、好ましく
は１時間～２時間、デンプン含有材料のデンプンゼラチン化温度よりも高い０～４５℃の
上昇させた温度（例えば、７０℃～１２０℃、７０℃～１１０℃、及び、７０℃～９０℃
）に暴露させる。従来の高温ジェットクッキングシステムによって、例えば、１～１５分
間の短時間でその温度を上昇させることができる。その後、そのデンプンを、７５℃～９
５℃（例えば、８０℃～９０℃及び８０℃～８５℃）の温度において１５～１５０分間（
例えば３０～１２０分間）にわたってさらに加水分解してもよい。好ましい一実施形態に
おいて、これらの工程中にｐＨを調節せず、液化されたマッシュのｐＨは、ｐＨ４．０～
ｐＨ５．８の範囲内（例えば、ｐＨ４．５～５．８、ｐＨ４．８～５．４、及び、ｐＨ５
．０～５．２）である。いくつかの実施形態においては耐熱性アルファアミラーゼ混合物
の第２用量を第２の液化ステップに加えるが、他の実施形態においてはアルファアミラー
ゼ混合物を追加しない。
【０１９６】
本発明のインキュベート工程及び液化工程の後に、当業界において周知の糖化工程及び醗
酵工程を実行することができる。
【０１９７】
液化
液化プロセスにおいて、デンプン粒子は、大部分が４を超える重合度のマルトデキストリ
ンに加水分解されることによって可溶性される。この加水分解は、酸処理によって、又は
、アルファアミラーゼによって酵素的に実行することができる。酸加水分解は限られた基
準で使用される。原料は、粉末化された全穀粉又はデンプン処理からの副流であってもよ
い。
【０１９８】
酵素による液化は、一般的には３工程ホットスラリープロセスとして実行する。スラリー
を６０～９５℃、好ましくは８０～８５℃に加熱し、酵素を加える。その後、スラリーを
９５～１４０℃、好ましくは１０５～１２５℃でジェットクッキングし、６０～９５℃に
冷まし、最終加水分解を得るためにさらなる酵素を加える。この液化プロセスは、ｐＨ４
．５～６．５、一般的にはｐＨ５～６において実行する。粉末化及び液化された穀物はマ
ッシュとしても知られている。
【０１９９】
発酵
一般的にはサッカロミケス種に由来する酵母をマッシュに加え、発酵を２４～９６時間、
一般的には３５～６０時間継続する。温度は、２６～３４℃、一般的には約３２℃であり
、ｐＨは、ｐＨ３～６、好ましくはｐＨ４～５前後である。
【０２００】
最も広く使用されるプロセスは、同時的な糖化及び発酵（Simultaneous Saccharificatio
n and Fermentation、SSF）プロセスであり、このプロセスは、糖化のための保持段階が
なく、酵母と酵素とを一緒に加えることを意味することに留意されたい。ＳＳＦを行う場
合、発酵の直前に、５０℃よりも高い温度において予備糖化ステップを導入することが一
般的である。
【０２０１】
糖化及び発酵
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液化デンプン含有材料をグルコアミラーゼのような糖化酵素の存在下において糖化させる
。糖化プロセスは、１２時間～１２０時間（例えば、１２～９０時間、１２～６０時間、
及び、１２～４８時間）にわたって継続することができる。しかしながら、３０～６５℃
の温度範囲、一般的には６０℃前後において約３０分～２時間（例えば、３０～９０分）
の予備糖化ステップを行い、その後に、同時的な糖化及び発酵（ＳＳＦ）と呼ばれる発酵
の間に完全な糖化を行うことが一般的である。ｐＨは、通常４．２～４．８であり、好ま
しくはｐＨ４．５である。
【０２０２】
全粉砕穀粒を含む穀類、及び、コーンスターチを含むデンプン（例えば、デキストリン、
単糖類、特にグルコース）から得られた発酵性糖は、酵素糖化から生産される。これらの
発酵性糖をさらに精製して及び／又は有用な砂糖製品に変換してもよい。さらに、全粉砕
穀粒から得られた糖は、アルコール（例えば、エタノール及びブタノール）、有機酸（例
えば、コハク酸、クエン酸及び乳酸）、糖アルコール（例えばグリセロール）、アスコル
ビン酸中間体（例えば、グルコン酸塩、２－ケト－Ｄ－グルコン酸塩、２，５－ジケト－
Ｄ－グルコン酸塩及び２－ケト－Ｌ－グロン酸）、アミノ酸（例えば、リジン、グルタミ
ン酸、及び、例えばグルタミン酸ナトリウムのようなグルタミン酸塩）、タンパク（例え
ば、抗体及びその断片）のような最終生成物を生産する微生物発酵過程における発酵供給
原料として使用可能である。
【０２０３】
好ましい一実施形態において、液化工程中に得られた発酵性糖は、アルコール、特にエタ
ノールを生産するために使用される。エタノール生産においては、一般的にＳＳＦプロセ
スが用いられており、糖化酵素及び発酵生物（例えば酵母）を一緒に加えて、３０℃～４
０℃の温度で実行する。
【０２０４】
発酵において使用する生物は所望の最終生成物に応じて変わるであろう。一般的に、エタ
ノールが所望の最終生成物であれば、発酵生物として酵母を使用する。いくつかの好まし
い実施形態において、エタノールを生産する微生物は、酵母、特に、サッカロミセスセレ
ビシエ（米国特許第４，３１６，９５６号）の株のようなサッカロミセスである。種々の
サッカロミセスセレビシエを市販によって入手することができ、また、これらは、限定さ
れないが、ＦＡＬＩ(Fleischmann's Yeast)、ＳＵＰＥＲＳＴＡＲＴ(Alltech)、ＦＥＲＭ
ＩＯＬ(DSM Specialties)、レッドスター(Lesaffre)及びエンジェルアルコール酵母(Ange
l Yeast社、中国)を含む。この方法において使用されるスターター酵母の量は、適切な時
間内に商業的に意味のある量のエタノールを生産する（例えば、２５～４０％の固形分を
有する基質から７２時間未満に少なくとも１０％のエタノールを生産する）のに有効な量
である。酵母細胞は、一般的に、培養液１ｍｌ当たり１０４～１０１２個、好ましくは１
０７～１０１０個の生存酵母密度の量で供給される。この発酵は、発酵微生物（例えば酵
母）栄養素に加えて、フィターゼを含むがフィターゼには限定されない選択的なさらなる
酵素を含むであろう。発酵における酵母の使用は周知であり、また、THE ALCOHOL TEXTBO
OK, K. JACQUES ET AL., EDS.1999, NOTTINGHAM UNIVERSITY PRESS, UKを参照する。
【０２０５】
さらなる実施形態において、発酵最終生成物は、当業界において知られている適切な発酵
微生物の使用によって、限定されるものではないが、グリセロール、１，３－プロパンジ
オール、グルコン酸塩、２－ケト－Ｄ－グルコン酸塩、２，５－ジケト－Ｄ－グルコン酸
塩、２－ケト－Ｌ－グロン酸、コハク酸、乳酸、アミノ酸及びこれらの誘導体を含み得る
。より具体的には、乳酸が所望の最終生成物である場合にはラクトバシラス種（ラクトバ
シラスカゼイ）を使用することができ、グリセロール又は１，３－プロパンジオールが所
望の最終生成物である場合には大腸菌を使用することができ、また、２－ケト－Ｄ－グル
コン酸塩、２，５－ジケト－Ｄ－グルコン酸塩及び２－ケト－Ｌ－グロン酸が所望の最終
生成物である場合にはパントエア－シトレアを発酵微生物として使用することができる。
上記に列挙されたリストは単なる例であり、当業者は、所望の最終生成物を得るために適
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切に使用することができる多数の発酵微生物を知っているであろう。
【０２０６】
蒸留
選択的に、発酵後に、例えば蒸留及びその後の選択的な１つ又はそれ以上の工程によって
アルコール（例えば、エタノール又はブタノール）を抽出することができる。
【０２０７】
いくつかの実施形態において、本発明に包含される方法によって生産されるエタノール又
はブタノールの生産量は、少なくとも８％、少なくとも１０％、少なくとも１２％、少な
くとも１４％、少なくとも１５％、少なくとも１６％、少なくとも１７％、少なくとも１
８％（v/v）及び少なくとも２３％（v/v）であろう。本発明のプロセスによって得られる
エタノールは、例えば、燃料エタノール、飲用エタノール、すなわち、飲用ニュートラル
スピリッツ、又は、工業用エタノールとして使用可能である。
【０２０８】
副産物
発酵に由来する穀物副産物は、一般的には液体形態又は乾燥形態のいずれかにおいて飼料
として用いられる。デンプンを湿式製粉すると、非デンプン副産物は、粗タンパク質、油
及び繊維、例えばコーングルテン粉末を含む。デンプンを乾式製粉すると、その副産物は
、蒸留乾燥穀物（ＤＤＧ）及び可溶物含有蒸留乾燥穀物（ＤＤＧＳ）のような動物飼料副
生物を含み得る。しかし、穀類を乾式製粉し、液化及び糖化の前にスラリーに混合すると
、穀物は副産物として残らない。
【０２０９】
アルコールの液化、糖化、発酵、蒸留及び回収を実行する方法についてのさらなる詳細は
、当業者に周知である。
【０２１０】
本発明のプロセスによれば、糖化及び発酵を同時に又は別々に実行することができる。
【０２１１】
グルコアミラーゼ及びプルラナーゼ
有用なグルコアミラーゼは、アスペルギルスニガーから生成されたもの（例えば、Boel e
t al. (1984)、「Glucoamylases Gl and G2 from Aspergillus niger are synthesized f
rom two different but closely related mRNAs」、EMBO J. 3 (5)、第1097-1102頁に記
載されているＧ１又はＧ２アスペルギルスニガーＡＭＧ、又は、その変異体、特に、ＷＯ
００／０４１３６又はＷＯ０１／０４２７３に記載されている変異体や、ＷＯ９９／２８
４４８に記載されているタラロミセスエメルソニイ(Talaromyces emersonii)ＡＭＧや、
トリコデルマリーゼイグルコアミラーゼ（ＷＯ０６／０６００６２参照）を含む。
【０２１２】
また、一実施形態において、本発明の組成物は、プルラナーゼ、例えばバチルス－プルラ
ナーゼを含む。例えば、ＷＯ９９／４５１２４を参照されたい。
【０２１３】
方法
アルファアミラーゼ変異体の発酵及び精製
適切な発現プラスミドを内部に有するバチルスサブチリス菌株を以下のように発酵及び精
製することができる。その菌株を、－８０℃の保存された１０μｇ／ｍｌカナマイシンを
含むＬＢ寒天プレートの上に筋状に付して３７℃で一晩培養する。コロニーを、５００ｍ
ｌの震動フラスコ内の１０μｇ／ｍｌのクロラムフェニコールを加えた１００ｍｌのＰＳ
－I媒体（下記）に移す。３７℃、２７０ｒｐｍで５日間振ることによって培養する。
ＰＳ－I媒体の組成
パールシュガー　　　　　　　　　　　　１００ｇ／ｌ
ダイズ粉末　　　　　　　　　　　　　　　４０ｇ／ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４，１２Ｈ２Ｏ　　　　　　　　１０ｇ／ｌ
プルロニック（Pluronic）（商標）ＰＥ６１００　０．１ｇ／ｌ
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ＣａＣＯ３　　　　　　　　　　　　　　　　５ｇ／ｌ
【０２１４】
２０～２５分間４５００ｒｐｍで遠心分離することによって培養液から細胞及び細胞破片
を除去する。その後に、その上澄みをろ過することによって完全に透明な溶液を得る。そ
の濾液を濃縮してＵＦ－フィルタ（１００００カットオフ膜）で浄化し、バッファをｐＨ
５．５、２０ｍＭ　酢酸に変更する。ＵＦ濾液をＳ－セファロースＦ．Ｆ．に塗布し、同
じバッファ中における０．２ＭのＮａＣｌによるステップ溶出によって溶出を実行する。
この溶出液を、１０ｍＭ　トリスｐＨ９．０に対して透析し、Ｑ－セファロースＦ．Ｆ．
に塗布し、６カラム体積にわたる０～０．３ＭのＮａＣｌからの直線的濃度勾配によって
溶出させた。活性（フェイドバス(Phadebas)アッセイによって測定した）を含む画分を貯
めて、ｐＨをｐＨ７．５に調節し、さらに、残っている色を０．５％重量／体積の活性炭
を用いた５分間の処理によって除去した。
【０２１５】
比活性測定
比活性は、フェイドバス（登録商標）アッセイ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を使用して、酵素
１ｇ当たりの活性として決定した。製造業者の指示書は以下のようである（下記「アルフ
ァアミラーゼ活性の分析」も参照されたい）。
【０２１６】
安定性測定
以下の方法を使用してアミラーゼ安定性を測定することができる。適切な条件下で酵素を
インキュベートする。サンプルを、例えば、０分、５分後、１０分後、１５分後及び３０
分後の様々な時点で取得し、分析バッファ（５０ｍＭ　ブリットンバッファ(Britton buf
fer)、ｐＨ７．３）で２５倍に希釈（取得したすべてのサンプルについて同様に希釈）し
、さらに、活性を、標準条件３７℃、ｐＨ７．３においてフェイドバスアッセイ（Ｐｈａ
ｒｍａｃｉａ）を使用して測定する。
【０２１７】
アルファアミラーゼ活性についての分析
１．フェイドバスアッセイ
基質としてフェイドバス（登録商標）タブレットを用いた方法によってアルファアミラー
ゼ活性を決定する。フェイドバスタブレット(Pharmacia Diagnosticによって供給されるP
hadebas（登録商標）Amylase Test)は、架橋された青色の不溶性デンプンポリマーを含ん
でおり、そのポリマーは、ウシ血清アルブミン及び緩衝物質と混合されてタブレット化さ
れている。
【０２１８】
それぞれの単一の測定について、５０ｍＭ　ブリットン－ロビンソンバッファ５ｍｌ（５
０ｍＭ酢酸、５０ｍＭリン酸、５０ｍＭホウ酸、０．１ｍＭ　ＣａＣｌ２、ＮａＯＨによ
って対象の値に調節されたｐＨ）を含むチューブに１個の錠剤を懸濁させる。試験対象の
温度の水槽中で試験を行う。試験を行うアルファアミラーゼを５０ｍＭ　ブリットン－ロ
ビンソンバッファのｘ　ｍｌで希釈する。このアルファアミラーゼ溶液の１ｍｌを５０ｍ
Ｍ　ブリットン－ロビンソンバッファ５ｍｌに加える。デンプンがアルファアミラーゼに
よって加水分解されて青色の可溶性断片を与える。分光測光法によって６２０ｎｍにおい
て測定された得られた青い溶液の吸収度がアルファアミラーゼ活性の機能である。
【０２１９】
１０分間又は１５分間のインキュベート（試験時間）の後に６２０ｎｍにおいて測定した
吸収度が、６２０ｎｍにおいて０．２～２．０の吸収度単位の範囲内であることが重要で
ある。この吸収度範囲内では、活性と吸収度との間に線形性が存在する（ランベルト－ベ
ールの法則）。したがって、この基準に適合するように酵素の希釈度を調節しなければな
らない。特定の条件集合（温度、ｐＨ、反応時間、バッファ条件）においては、所定のア
ルファアミラーゼの１ｍｇが特定量の基質を加水分解して、青色が生成されるであろう。
その色強度を６２０ｎｍにおいて測定する。測定された吸収度は、所定の条件集合におけ
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る試験対象のアルファアミラーゼの比活性（純粋なアルファアミラーゼタンパク１ｍｇ当
たりの活性）に正比例する。
【０２２０】
２．代替的方法
ＰＮＰ－Ｇ７基質を用いた方法によってアルファアミラーゼ活性を決定する。ｐ－ニトロ
フェニル－α，Ｄ－マルトヘプタオシドの略語であるＰＮＰ－Ｇ７は、エンドアミラーゼ
によって開裂されるブロックされた糖である。開裂に続いて、キットに含まれているアル
ファグルコシダーゼは、その基質を消化して、黄色を有し従ってλ＝４０５ｎｍ（４００
－４２０ｎｍ）における可視光吸光度測定によって測定することができる遊離のＰＮＰ分
子を放つ。ＰＮＰ－Ｇ７基質及びアルファグルコシダーゼを含むキットは、Ｂｏｅｈｒｉ
ｎｇｅｒ－Ｍａｎｎｈｅｉｍ（カタログＮｏ．１０５４６３５）によって製造されている
。
【０２２１】
試薬溶液を作るために、製造業者によって推奨されているように、１０ｍｌの基質／緩衝
液を、５０ｍｌの酵素／緩衝液に加える。２０μｌのサンプルを９６ウェルのマイクロタ
イタープレートに移し、２５℃でインキュベートすることによってこの分析を実行する。
２５℃に予め平衡化した２００マイクロリットルの試薬溶液を加える。この溶液を混合し
て１分間予備インキュベートし、吸収度をＥＬＩＳＡリーダにおいて光学密度４０５ｎｍ
において３０秒ごとに４分間測定する。
【０２２２】
時間依存的吸収曲線の傾斜は、所定の条件集合下において試験対象のアルファアミラーゼ
の活性に正比例する。
【０２２３】
フィターゼ活性（ＦＴＵ）の測定
フィターゼ活性（ＦＴＵ）を無機リン酸塩の放出によって測定する。無機リン酸塩は、酸
性のモリブデン酸塩／バナジン酸塩試薬と共に、黄色の複合体を形成する。その黄色の複
合体を分光光度計において４１５ｎｍの波長で測定し、また、放出された無機リン酸塩の
量をリン酸塩標準曲線で定量する。フィターゼの１単位（ＦＴＵ）は、欧州標準（ＣＥＮ
／ＴＣ　３２７，２００５－ＴＣ３２７WI ００３２７０XX)で与えられる反応条件下にお
いてフィチンから１分あたりに１μモルの無機リン酸塩を放出させる酵素の量である。
【０２２４】
フィチン酸含有量の定量
フィチン酸含有量：５％スラリー（乾燥サンプルである場合）のｐＨをｐＨ１０に調整す
ることによってサンプルからフィチン酸を抽出し、次に、イオン交換カラムを用いてＨＰ
ＬＣ法によってそのフィチン酸を測定した。ＮａＯＨ勾配システムを用いてカラムからフ
ィチン酸を溶出させた。その後、フィチン酸標準物と比較することによってその液体中の
フィチン酸含有量を算出した。
【０２２５】
本発明を以下の実施例においてさらに詳細に説明する。実施例は、特許請求の範囲に記載
されている発明の範囲をいかようにも限定するように意図されていない。添付図面は、本
発明の明細書及び説明の不可欠な部分とみなされるように意図されている。引用されてい
るすべての参考文献は、本明細書に記載されているもののすべてに特に言及することによ
って組み込まれている。以下の実施例は、説明のために提供されているが、特許請求の範
囲に記載されている発明を限定しない。
【０２２６】
実施例
以下の開示及び実験セクションにおいては、以下の略語：ｗｔ％（重量パーセント）；℃
（摂氏温度）；Ｈ２Ｏ（水）；ｄＨ２Ｏ（脱イオン水）；ｄＩＨ２Ｏ（脱イオン水、ミリ
Ｑ濾過）；ｇ又はｇｍ（グラム）；μｇ（マイクログラム）；ｍｇ（ミリグラム）；ｋｇ
（キログラム）；μｌ（マイクロリットル）；ｍＬ及びｍｌ（ミリリットル）；ｍｍ（ミ
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リメートル）；μｍ（マイクロメートル）；Ｍ（モル）；ｍＭ（ミリモル）；μＭ（マイ
クロモル）；Ｕ（ユニット）；ＭＷ（分子量）；ＳＥＣ（秒）；ｍｉｎ（ｓ）（分／分）
；ｈｒ（ｓ）（時間／時間）；ＤＯ（溶解酸素）；Ｗ／Ｖ（重量対体積）；Ｗ／Ｗ（重量
対重量）；Ｖ／Ｖ（v/v）；ＩＫＡ（ＩＫＡ　Ｗｏｒｋｓ社、２６３５　Ｎｏｒｔｈ　Ｃ
ｈａｓｅ　Ｐａｒｋｗａｙ　ＳＥ、Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ、ＮＣ）Ｎｃｍ（ニュートンセ
ンチメートル）及びＥＴＯＨ（エタノール）、ｅｑ（均等物）；Ｎ（通常）；ｄｓ又はＤ
Ｓ（乾燥固形分含量）、ＡＡＵ（アルファアミラーゼ単位）、ＬＵ（Ｌｉｑｕｅｆｏｎ単
位）、ＳＡＰＵ（分光光度の酸プロテアーゼ単位、ここで、１ＳＡＰＵは、この分析の条
件下においてカゼイン基質から１分あたり１マイクロモルのチロシンを放出させるプロテ
アーゼ酵素活性の量である。）、及び、ＧＡＵ（グルコアミラーゼ単位、ｐＨ４．２及び
６０℃において１時間あたりに可溶性デンプン基質から得られるグルコースとして算出さ
れる１ｇの還元糖を生産する酵素の量として定義される）を適用する。
【０２２７】
実施例１－変異体の構築
部位特異的手法を用いてＡｍｙＳの成熟配列の位置Ｓ２４２における変異体を構築した。
【０２２８】
変異誘発のためのテンプレートは、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（マサチュ
ーセッツ）から得たｄａｍ－メチラーゼを用いてメチル化したｐＨＰＬＴ－ＡｍｙＳ（図
２参照）であった。Ｏｐｅｒｏｎ（Hunts ville、アラバマ州）において、反応における
連結のための５’リン酸エステルを含む相補的な順方向配列と逆方向配列とを用いて、縮
重プライマー（以下に与えられているＳ２４２Ｆ（順方向）及びＳ２４２Ｒ（逆方向））
を合成して１０μＭに希釈した。親アルファアミラーゼの配列を配列番号２として本明細
書に添付する。ライブラリを、ターゲット位置においてＮＮ（Ｇ／Ｃ）でランダム化した
オリゴヌクレオチドプライマーを使用して、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｑｕｉｋ－ｃｈａｎ
ｇｅ（商標）マルチサイトキット（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、カリフォ
ルニア州）を用いて作成した。１９個の可能なすべてのオプションで選択したアミノ酸（
すなわち、Ｓ２４２）をランダムに置換した。
【０２２９】
変異誘発のためのＳ２４２プライマー：
Ｓ２４２　Ｆ：５’　[リン酸エステル]GTCAAGCATATTAAGTTCNNSTTTTTTCCTGATTGGTTG　3’
配列番号１７
Ｓ２４２　Ｒ：５’　[リン酸エステル]CAACCAATCAGGAAAAAASNNGAACTTAATATGCTTGAC　3’
配列番号：１８
以下のように反応を実行した。
【０２３０】
Ｑｕｉｋ－Ｃｈａｎｇｅ反応：
この反応は、１８μｌの無菌蒸留Ｈ２Ｏ、キットから得た２．５μｌの１０×バッファ、
キットから得た１μＬのデオキシリボヌクレオチド３リン酸（ｄＮＴＰｓ）、（１０μＭ
ストックの）１．２５μｌの順方向プライマー、（１０μＭストックの）１．２５μｌの
逆方向プライマー、テンプレートとして１μｌのｐＨＰＬＴ－ＡｍｙＳプラスミドＤＮＡ
（～７０ｎｇ）、及び、キットから得た酵素混合物の１μｌの合計２６．５μｌで構成さ
れていた。
【０２３１】
サイクル条件：
サイクル条件は、９５℃で１分間に１回、次に、９５℃で１分、５５℃で１分、６５℃で
１０分の間に２５サイクルであった。
【０２３２】
１マイクロリットルのＤｐｎＩ（１０Ｕ／μｌ）をマルチサイトＱｕｉｋ－ｃｈａｎｇｅ
反応混合液に加え、３７℃で１８時間インキュベートし、次に、０．５μｌをさらに３時
間にわたってさらに加えた。
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【０２３３】
１マイクロリットルのＤｐｎＩで消化した反応物を、Ｔｅｍｐｌｉｐｈｉ増幅キット（Ａ
ｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ニュージャージ州）
を用いたローリングサークル増幅のためのテンプレートとして使用し、Ａｍｅｒｓｈａｍ
プロトコルに従って反応を実行した。１マイクロリットルのローリングサークルＤＮＡを
、１００μｌのバチルス－サチリス受容細胞（２個のプロテアーゼを削除したバチルスサ
ブチリス株（ΔaprE、ΔnprE、amyE::xylRPxylAcomK-phleo）の中に導入して３７℃で１
時間振動させた。次に、すべての形質転換体を、ＬＡ＋１０ｐｐｍ　Ｎｅｏ＋１％不溶性
デンプンプレート（２５μｌのプレート、別のプレートにおいて７５μｌ）被覆させて、
３７℃で一晩インキュベートした。９６個の形質転換体をマイクロタイタープレートの中
の１５０μｌのＬＢ＋１０ｐｐｍ　Ｎｅｏに分けて３７℃で一晩培養した。一晩培養した
プレートを、９６ピン複製ツールを用いて多量のＬＡ＋１０ｐｐｍ　Ｎｅｏ＋１％不溶性
デンプンのプレートに分けて、コロニーＰＣＲ及び配列決定のためにＱｕｉｎｔａｒａ　
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Berkeley、カリフォルニア州）に提出した。
【０２３４】
変異体配列を決定した後に、その変異体を、１２５μｌのＬＢ＋１０ｐｐｍ　Ｎｅｏを含
む９６ウェルのマイクロタイタープレートに分けて、その変異体をコントロールと共に４
個で１セットの形式で配置した。配置したそのマイクロタイタープレートを、３７℃、２
５０ｒｐｍで６時間培養した。このマイクロタイター培養プレートを、タンパク発現のた
めの１５０μｌのＭＢＤ溶媒(G. Vogtentanzら、A Bacillus subtilis fusion protein s
ystem to produce soybean Bowman-Birk protease inhibitor, Prot. Expr. & Purif.,55
 (2007)40-52)を含み、かつ、タンパク発現のために５ｍＭ　ＣａＣｌ２が追加された新
しいマイクロタイタープレート（Enzyscreen、Leiden、オランダから入手したマイクロタ
イタープレート及びプレート蓋）に、複製ツール（Enzyscreen、Leiden、オランダ）を用
いて接種するために使用した。発現プレートを３７℃、２５０ｒｐｍ、湿度７０％で６４
時間培養した。次に、発現培養液をマイクロフィルタプレート（０．２２μｍ、Millipor
e Billerica、マサチューセッツ州）によってろ過し、向上した耐熱性について検査した
（実施例３参照）。
【０２３５】
実施例２－変異体の発現、精製及び特性評価
実施例１のマイクロタイタープレートから筋状のコロニーを作成し、１０ｐｐｍのネオマ
イシンを含むデンプンプレートに接触させた。このプレートを３７℃で一晩培養した。ま
た、単一のコロニーを採取し、溶媒（下記参照）及び２０ｐｐｍのネオマイシンを含む振
盪フラスコ（２５ｍＬの溶媒を含む２５０ｍＬ）に接種するために使用した。これらを３
７℃、２７５ｒｐｍで約８時間（吸光度（６００ｎｍ）が２．０に達するまで）培養した
。その後、その培養液を、５０％のグリセロールと２：１比率で混合し、個々にラベルし
た培養バイアル瓶に入れて－８０℃で冷凍した。その後に、選択したアミラーゼをこれら
のグリセロールストックから生産した。
【０２３６】
１％(w/v)のソイトーン（Soytone）を含む最小限のＭＯＰＳ培地(Neidhardtら、Bacterio
l.(1974) 119(3):736-747)の中で３７℃で６０時間培養した５００ｍＬの振盪フラスコに
おいてアミラーゼのための発酵を実行した。疎水性相互作用クロマトグラフィーを用いて
培養液から酵素を精製した。簡潔に説明すると、この培養液を、１０倍に濃縮し、その後
に、１Ｍの硫酸アンモニウムと共に、５０ｍＭ　ＭＥＳ、２ｍＭ　ＣａＣｌ２、ｐＨ６．
８を用いて希釈し、無菌のグラスファイバーフィルタを用いてろ過した。サンプルを、同
じバッファで予め平衡にしたフェニルセファロースＦＦ高密度カラム(20 x 95mm、Amersh
am、GE Healthcare Bio-Sciences、スウェーデン)に装填した。非アミラーゼタンパクを
、硫酸アンモニウムを含まない１０カラム体積の同じバッファで洗い流し、その後に５カ
ラム体積の水で洗い流した。最後に、対象の酵素を、４０％のプロピレングリコールを含
む５０ｍＭ　ＭＥＳ、２ｍＭ　ＣａＣｌ２、ｐＨ６．８を用いて溶出させた。
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【０２３７】
標準的な定量ＳＤＳページゲル濃度測定法又はメガザイム（Megazyme）（Wicklow、アイ
ルランド）から得た標準的なアミラーゼアッセイキットを使用した活性アッセイのいずれ
かによってタンパク濃度を測定した。精製されたアミラーゼ（バチルス７０７アミラーゼ
；配列番号６）を使用して作成した標準曲線を用いてアッセイを変換した。
【０２３８】
実施例３－変化した特性の測定：熱ストレス
この実施例は、ここに記載されている変異体が親アルファアミラーゼと比較して変化した
特性を有し得ることを示している。ジオバチルス－ステアロサーモフィラス－アルファア
ミラーゼ（ＡｍｙＳ）変異体の高生産性熱安定性による選抜を行った。
【０２３９】
開始時の野生型酵素が、熱ストレス後に、ストレスを受けていないときの約４０％の活性
を示す（すなわち、熱ストレス後の活性／熱ストレス前の活性が約０．４である）ように
、熱ストレス条件を調査及び選択した。変異体のライブラリを４通りに選別し、熱ストレ
スの後に、開始時の野性型酵素の平均残存活性よりも標準偏差の少なくとも２倍以上高い
残存活性を示したものを潜在的な成功として認定した。
【０２４０】
発現プレートの培養液上清中において、アミラーゼ発現は約１００ｐｐｍであった。加湿
した振盪装置（２５０ｒｐｍ及び相対湿度７０％）において、３７℃で６０～６５時間培
養した後に、その培養液上清を、ろ板を用いて浄化することによって細胞形質成分を除去
した。浄化した上澄みを、５０ｍＭ　ＮａＯＡｃ／２．６ｍＭ　ＣａＣｌ２／０．００２
％トゥイーン２０を含むｐＨ５．８のバッファの中に、１０倍に希釈して、約１０ｐｐｍ
の最終濃度にした。上澄みの第１の分割量を０．０２ｐｐｍにさらに希釈し、酵素変異体
の活性を、蛍光標識したコーンデンプン基質を用いて後述するように測定した。上澄みの
第２の分割量を、５０ｍＭ　ＮａＯＡｃ／２．６ｍＭ　ＣａＣｌ２／０．００２％トゥイ
ーン２０（ｐＨ５．８）の中で０．０２ｐｐｍに希釈する前に、サーモサイクラー内で９
５℃で３０分間の熱ストレスに供し、同じ蛍光基質及び後述するアッセイを用いて残存活
性について分析した。
【０２４１】
アミラーゼ活性は、製造業者（Invitrogen、San Diego、カリフォルニア州）によって記
載されているとおりにアミラーゼEnzCheckアッセイを用いて測定した。このアッセイにお
けるアミラーゼの最終濃度は約０．０２ｐｐｍであった。アッセイバッファは、５０ｍＭ
　ＮａＯＡｃ／２．６　ｍＭ　ＣａＣｌ２／０．００２％トゥイーン２０（ｐＨ５．８）
であった。基質は、BODIPY蛍光染料を結合させた１００μｇ／ｍＬのＤＱ（商標）コーン
由来デンプン（Invitrogen、Eugene、オレゴン州）であった。アミラーゼ活性を示す蛍光
の増大をSpectomax M2（Molecular Devices、Sunnyvale、カリフォルニア州）を用いて測
定した。動的形式で記録する装置を用いて室温において反応を５分間モニターした。励起
波長は４８５ｎｍであった。５１５ｎｍの遮断フィルターを用いて、５２０ｎｍにおいて
排出をモニターした。
【０２４２】
野性型ＡｍｙＳ（Xtra）は、９５℃において３０分間の熱ストレスに供された後に３３％
～４３％の残存活性を示した。ＡｍｙＳ変異体Ｓ２４２Ａ及びＳ２４２Ｑは、同じ熱スト
レス条件の後に、それぞれ、５５％～６５％及び７０％～８０％の残存活性を保持した。
図３及び表４を参照されたい。これらの残存活性測定は、野性型アルファアミラーゼより
も２つの変異体が耐熱性に優れていることを示している。表４には、各変異体サンプルの
残存活性パーセントが一覧されている。取り消されている位置文字によって示されている
ように、いくつかの変異体はライブラリから欠損していた。その変異体の場所には、「Ｗ
Ｔ」という文字で示されているように、野性型（SPEZYME（登録商標）Xtra）を使用した
。各プレートは、コントロールとしてSPEZYME（登録商標）Ethyl（「＄」と標識されてい
る）及びSPEZYME（登録商標）Xtra（「Ｚ」と標識されている）を含む。
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【０２４３】
表４

【０２４４】
実施例４－変化した特性の測定：ＤＳＣ
疎水性相互作用クロマトグラフィーを用いてSPEZYME（登録商標）Xtra、S242A及びS242Q
から振盪フラスコ培養液（実施例２参照）を精製した。４０％のプロピレングリコール及
び２ｍＭ　ＣａＣｌ２を含む５０ｍＭ　ＭＥＳ、ｐＨ６．８を用いて、タンパクを、精製
された形態でカラムから溶出させた。
【０２４５】
超高感度スキャニング高生産性マイクロ熱量計、VP-Cap DSC(MicroCal社、Northampton、
マサチューセッツ州)を用いて過剰熱容量関数を測定した。ＤＳＣ測定のための標準的手
順及びその技術の理論は、以前に公表されている(Freire, E. (1995) Differential Scan
ning Calorimetry Methods. MoI. Biol 41、191-218)。０．５ｍｇ／ｍｌの野性型バチル
ス－ステアロテルモフィルス－アルファアミラーゼ又は変異体Ｓ２４２Ｓ及びＳ２４２Ｑ
の約５００μＬを（２ｍＭ塩化カルシウムの存在下及び非存在下において）３０℃～１２
０℃の温度範囲にわたって調べた。その後、プロセスの可逆性をチェックするために同じ
サンプルを再スキャンした。アルファアミラーゼについては熱によるアンフォールディン
グプロセスが不可逆的であった。使用したバッファは、１０ｍＭ酢酸ナトリウム、ｐＨ５
．５であった。凝集によって生じ得るあらゆる人工産物を最小限にするために２００℃／
時間のスキャンレートを使用した。ＤＳＣ曲線の熱の中央点（Ｔｍ）を熱安定性の標識と
して用いた。表５は、試験を行ったアミラーゼタンパクについての熱融解点を示している
。野性型及びアミラーゼ変異体についての熱融解曲線及び融点は、図５に示されている。
【０２４６】
２ｍＭ塩化カルシウムの非存在下及び存在下におけるアミラーゼ変異体Ｓ２４２Ａ及びＳ
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２４２Ｑについての熱によるアンフォールディングは、野性型についてのそれと比較する
と、変異体については融解点の相当な上昇を示している。添加される塩化カルシウムの非
存在下においては、野性型アミラーゼが１００．８℃の熱融解点を有するのに対し、Ｓ２
４２Ａ及びＳ２４２ＱについてのＴｍがそれぞれ１０６．５℃及び１１０．１℃である。
したがって、ＡによるＳ２４２の置換は、Ｔｍを５．７℃上昇させ、また、ＱによるＳ２
４２の置換は、Ｔｍを９．３℃上昇させる。２ｍＭ塩化カルシウムの存在下においては、
特徴付けられた野性型アミラーゼが１０６．８℃の熱融解点を有するのに対して、Ｓ２４
２Ａ及びＳ２４２ＱについてのＴｍは、それぞれ１１１．８℃及び１１３．８℃である。
【０２４７】
したがって、２ｍＭ塩化カルシウムの存在下においては、３つのタンパクすべてが上昇し
たＴｍ値を示した。野性型及びＳ２４２Ａ変異体についてのＴｍの上昇は、それぞれ、６
℃及び５．３℃であった。Ｓ２４２Ｑ変異体についてのＴｍの上昇は３．７℃であった。
これは、Ｓ２４２Ｑ変異体が、カルシウムによってあまり安定化されないか、又は、安定
性についてカルシウムにあまり依存しないことを示唆している。塩化カルシウムの存在下
においては、野性型と比較して、Ｓ２４２Ａ及びＳ２４２ＱのＴｍの上昇は、それぞれ、
５℃及び３℃であった。これは、変異体の熱力学的特性がSPEZYME（登録商標）Xtraのも
のとは異なることを示唆しており、応用研究におけるその強化された能力と一致している
（実施例５参照）。
【０２４８】
表５

【０２４９】
実施例５－活性プロファイル
この実施例は、試験された変異体が、親アルファアミラーゼだけでなく業界標準と比べて
も異なる活性プロファイルを有することを示す。精製したサンプル又はプレートサンプル
についてタンパク定量を行った。すべての試験変異体及び標準的アルファアミラーゼを同
じタンパク濃度で投与した。
【０２５０】
ｐＨ５．６リンゴ酸バッファを用いてプレートの変異体又は精製した変異体のいずれかを
約２０ｐｐｍに希釈した。基質は、同じｐＨ５．６の５０ｍＭリンゴ酸バッファに１５％
のコーンデンプンが含まれるものからなっていた。４００マイクロリットルのデンプン懸
濁液を７０℃まで２．５分間にわたって平衡化した。その後、平衡化したデンプン（最終
タンパクコーン、約０．３６ｐｐｍ）に希釈した７μｌの酵素を素早く加えた。その後、
反応混合物を、あらかじめ加熱した８５℃の振動加熱ブロックに入れて３００ｒｐｍで混
合した。あらかじめ決められた時間間隔で、５０μｌの１２５ｍＭ　ＮａＯＨを用いて反
応を停止させた。その後、反応チューブを遠心分離し、ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤによってＤＰ
プロフィールについて分析するために、その上澄みを１０ｍＭ　ＮａＯＨの中へ１０倍に
希釈した。
【０２５１】
反応を４分間、１０分間及び２０分間に設定した。ＤＰ２からＨＰＬＣ稼働終了時までの
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合計面積を合計し、その面積を総タンパク及び反応時間で割った。
【０２５２】
４分間の反応は、酵素がどれくらい速く基質を分解し始めるかの指標を与え、１０分間の
反応は、酵素の熱活性の指標を与え、２０分間の反応は、酵素の熱安定性の指標を与える
。結果を図６及び図７に提供する。
【０２５３】
実施例６－粘度計における液化
この実施例は、野生型の親とは異なる残存活性を有する実施例３のＳ２４２Ａ及びＳ２４
２Ｑ変異体が、親アルファアミラーゼとは異なる能力をも有することを示す。実施例２の
変異体アルファアミラーゼを精製し、その用途における試験の前に総タンパク及び比活性
の特性について分析した。
【０２５４】
アルファアミラーゼの作用によるコーンフラワーの粘度低下を、HAAKE Viscotester 550
装置を用いてモニターした。基質スラリーを、３０％コーン粉固形分を用いてバッチモー
ドにより毎日新しく作成した。硫酸を用いてｐＨを５．８に調整した。５０ｇのスラリー
（１５ｇの固形分）を定量し、攪拌しながら１０分間予備培養して７０℃に暖める。アル
ファアミラーゼを加えるときに、７５の回転速度で回転させながら、温度を７０℃から８
５℃に急速に上昇させる。スラリー及び酵素混合物の温度が８５℃に達したら、その温度
を一定に維持し、粘度をさらに３０分にわたってモニターする。稼働中を通じて粘度を測
定し、μＮｍとして報告する。野生型のＡｍｙＳ、Ｓ２４２Ａ及びＳ２４２Ｑのすべてを
同じタンパク濃度で投与した（２０μｇ又は３０μｇ／５０ｇのコーンフラワースラリー
）。
【０２５５】
粘度計適用試験は、両方のＡｍｙＳ変異体、Ｓ２４２Ａ及びＳ２４２Ｑが、標準のアルフ
ァアミラーゼ－リコザイムＳＣ、エチル及びXtraよりも優れた能力を有するという結果に
なった。両方の変異体は、Xtraの低いピーク粘度特性と、リコザイムＳＣ及びEthylの低
い最終粘度とを示す。２０μｇの全タンパク量というより低い濃度で投与されるとき、こ
れらの変異体のより低いピーク粘度の差は、リコザイムＳＣと比較してさらに大きくなる
。図８、図９及び図１０を参照されたい。
【０２５６】
実施例７－ジェットクッキング装置における液化
水対希釈蒸留廃液の７０：３０の比率を用いて、全粉砕トウモロコシを３２％（固形分ト
ウモロコシ）のスラリーにした。１０Ｎ　ＮａＯＨを用いてスラリーのｐＨをｐＨ５．８
に調整した。ジャケットケトル内で水と蒸気を用いてスラリーを７０℃（１５８°Ｆ）に
加熱した。液化酵素（SPEZYME（登録商標）Xtra、Liquozyme SC又はS242Q）を加え、スラ
リーを約１０分間にわたって８５℃（１８５°Ｆ）に加熱した。８５℃でさらに１０分間
インキュベートした後に、大規模なパイロットプラントジェット（ヒドロサーマル社、Wa
ukesha、ウィスコンシン州のＭ１０３ヒドロヒーターを装備したもの）を用いて、スラリ
ーに、３分間の保持時間で１０７℃（２２５°Ｆ）で維持されたジェットクッキング装置
を通過させた。蒸気噴流から液化物を回収し、８５℃の水槽内に置いた。蒸気噴流後に液
化酵素の第２の投与量を加えた。液化物を連続的に撹拌して８５℃で９０分間維持した。
０分、３０分、６０分及び９０分にサンプルを回収した。蒸気噴流後に、デキストロース
当量（Ｓｃｈｏｏｒｌｓ法を使用する。この方法は要求に応じて利用可能である。）につ
いて、及び、粘度（ブロックフィールド形粘度計（イリノイ州、Melrose ParkのLab-line
 Instruments社）スピンドル３、２０ｒｐｍにおいて）について、すべてのサンプルを試
験した。蒸気噴流前及び蒸気噴流後の液化酵素の投薬は、以下の図において「Ｘ＋Ｙ」と
して示されている。ここで、Ｘは、蒸気噴流前に加えられた酵素単位の数を意味し、Ｙは
、液化物がジェットクッキング装置を通過した後に液化物に加えられた単位の数を意味す
る。結果は図１１及び１２に示されている。
【０２５７】
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実施例８－アルファアミラーゼＡｍｙＳ　Ｓ２４２ＱとＳＰＥＺＹＭＥ（登録商標）FRED
との混合物を使用したバッチ液化
Lader's feed mill（Tiffany、ウィスコンシン州）の全粉砕トウモロコシを使用した。SP
EZYME（登録商標）FREDラボスタンダード（活性１７，６６２ＡＡＵ／ｇ）及びＡｍｙＳ
　Ｓ２４２Ｑラボスタンダード（活性１４，２３４ＡＡＵ／ｇ）を使用した。
【０２５８】
３２％固形分で３０％ｖ／ｖの希釈蒸留廃液（United Ethanol、Milton、ウィスコンシン
州から入手したもの）を含む水を用いて、全粉砕コーン（７００ｇ）の３つの同じスラリ
ーを調製した。６Ｎ　ＮａＯＨを使用してサンプルをｐＨ５．８に調整した。スラリーを
８５℃の水槽中で混合しながら保持し、ＡｍｙＳ　Ｓ２４２Ｑ（４ＡＡＵ／ｇ　コーン固
形分）、Ｆｒｅｄ（２０ＬＵ／ｇ　コーン固形分）、及び、ＡｍｙＳ　Ｓ２４２ＱとＦｒ
ｅｄとの混合物（２．８ＡＡＵ／ｇ　コーン固形分及び６ＬＵ／ｇ　コーン固形分）を各
スラリーにそれぞれ加えた。スラリー温度が８５℃に達した時に時間測定を開始した。デ
キストロース当量（Ｓｃｈｏｏｒｌｓによる）、°Ｂｒｉｘ及び粘度（ブルックフィール
ドによる）について試験を行うために、３０分、６０分、９０分及び１２０分にサンプル
を得た。デキストロース当量経過及び粘度データを図１３及び図１４にまとめる。
【０２５９】
図１３及び図１４に示されているように、ＡｍｙＳ　Ｓ２４２Ｑ／Ｆｒｅｄ混合物は、３
０分でスラリー粘度を１９２３ｃＰにまで充分に低下させた。さらに、ＡｍｙＳ　Ｓ２４
２Ｑ／Ｆｒｅｄ混合物を含むサンプルは、高いデキストロース当量経過勾配を１２０分間
維持し、優れた熱安定性を示した。粘度低下に関して、図１４は、単独のＡｍｙＳ　Ｓ２
４２Ｑが３０分間に粘度を１５８４ｃＰに急速に低下させるのに対し、単独のＦｒｅｄが
３０分後のサンプリングにおいて１２０００ｃＰの非常に高い粘度のままであったことを
示している。単独のＦｒｅｄは９０分間の液化時間によって粘度を２０００ｃＰ未満に低
下させたが、上述したように、この時間の長さは現在実施されているエタノール生産に有
用ではないだろう。
【０２６０】
まとめると、ＡｍｙＳ　Ｓ２４２Ｑ／Ｆｒｅｄ混合物で処理された粉砕コーンスラリーは
、効率的なエタノール生産に必要とされる基本特性、すなわち、スラリー粘度を（約３０
分以内に）２０００ｃＰ未満に急速に低下させることを実証する。これは、エタノール工
場に適しており、また、１２０分間の液化時間の全体にわたって高いデキストロース当量
経過勾配であり、耐熱性を実証している。したがって、これらの活性レベルにおいて、Ａ
ｍｙＳ　Ｓ２４２ＱとＦｒｅｄとの組み合わせは、別々のいずれかの酵素よりも顕著に優
れた特性を有する。
【０２６１】
実施例９－アルファアミラーゼＡｍｙＳ　Ｓ２４２ＱとSPEZYME（登録商標）FREDとの混
合物を使用したグルコースシロップの生産
デンプン基質からグルコースシロップを調製した。乾燥したコーンデンプンを逆浸透水（
Ｒ．Ｏ．）中に懸濁することによって、３８％の固形分コーンデンプンを含むスラリーと
して基質を調製した。必要に応じてＳＯ２又は炭酸ナトリウムを使用することによってｐ
Ｈを５．８に調整した。このスラリーに、５ＬＵのSPEZYME（登録商標）FRED及び０．６
ＡＡＵのＡｍｙＳ　Ｓ２４２Ｑを加えた。ヒドロヒーターブランド蒸気噴射タイプジェッ
トクッキング装置（Hydro Heater Brand steam injection type jet cooker）を用いて、
１０８℃において５分間の滞留保持時間でスラリーを液化させた。この第１の液化の後に
、液化されたスラリーを、大気圧に暴露させ、１２０分間又は１０デキストロース当量が
達成されるまで９５℃で保持した。デキストロース当量の変化は図１６に示されている。
ＨＣｌを用いてｐＨを３．５に調製して９５℃で２０分間にわたって保持することによっ
てアルファアミラーゼ活性を停止させた。
【０２６２】
液化させたデンプンを６０℃に冷まし、２０％炭酸ナトリウム溶液を用いてｐＨを４．５
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に調製した。糖化は、OPTIMAX（商標）4060ブランドを用いてｐＨ４．５において、その
液化されたデンプンを処理すること、及び、乾燥物の０．１６ＧＡＵ／ｇの投与量で酵素
混合物を糖化することによって実行した。時間に伴うグルコース生産は表６に示されてい
る。
【０２６３】
表６

【０２６４】
最終糖化グルコースシロップは、１００ｍｌを２５００ｒｐｍで１０分間遠心分離するこ
とによって沈降について試験した。このシロップは１．５％未満の沈降物を含んでいた。
遠心ペレットの２つの塊を回収し、逆浸透水を用いて５ｍｌに再懸濁した。この溶液を水
槽中で約１０℃に冷まし、０．５ｍｌの０．０２Ｎ　ヨウ素溶液を加えた。色が変化せず
、ヨウ素染色に対して陰性であると判断した。
【０２６５】
上記明細書において言及されている刊行物及び特許のすべては、ここで言及することによ
って組み込まれている。記載されている本発明の方法及びシステムの様々な修正及び変形
は、本発明の範囲及び精神から外れることなく当業者に明らかであろう。本発明は特に好
ましい実施形態に関して説明されているが、特許請求の範囲に記載されている発明がその
ような特定の実施形態に不当に限定されるべきでないことは理解されるであろう。実際に
、本発明を実行するための記載されている態様の様々な修正であって、当業者に明らかな
ものは、特許請求の範囲内であるように意図されている。
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