
(57)【要約】
本発明は、細菌（例えば、 Escherichia coliなど）における外来タンパク質またはポリペ
プチドのクローニングおよび発現に関する。特に、本発明は、 FkpA、 SlyD、およびトリガ
ー因子からなる群より選択される FKBP型ペプチジルプロピルイソメラーゼを含む発現ツー
ル、組換えタンパク質発現の方法、組換えポリペプチドならびにかかるポリペプチドの使
用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び FKBPシ ャ ペ ロ ン
を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ の 上 流 に 含 ん で な る 、 融 合 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 で あ っ て 、 該 FKBPシ ャ ペ ロ ン が FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー
因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と に 特 徴 を 有 す る 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
10～ 100個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド リ ン カ ー を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 、 前 記 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と 前 記 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 配 列 と
の 間 に 含 む こ と に さ ら に 特 徴 を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を １ つ 含 ん で な る 請 求 項 １ ま た は ２ 記
載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 配 列 を ２ つ 含 ん で な る 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 組 換 え DNA分
子 。
【 請 求 項 ５ 】
FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る ２ つ の 配 列 が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 上 流 に 位
置 さ れ る こ と に さ ら に 特 徴 を 有 す る 請 求 項 ４ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
PPIシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る １ つ の 配 列 が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 上 流 に 位 置 さ れ 、 PPIシ ャ ペ
ロ ン を コ ー ド す る 他 の 配 列 が 標 的 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 下 流 に 位 置 さ れ る こ と に さ
ら に 特 徴 を 有 す る 請 求 項 ４ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
10～ 100個 の ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ２ つ の 核 酸 配 列 を 含 む こ と に
さ ら に 特 徴 を 有 す る 請 求 項 ４ ～ ６ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
10～ 100個 の ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー を コ ー ド す る ２ つ の 核 酸 配 列 が 異 な る 請 求 項 ７ 記 載 の 組
換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 リ ン カ ー 配 列 の う ち 少 な く と も １ つ が タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
リ ン カ ー を コ ー ド す る 、 請 求 項 ２ ～ ８ い ず れ か 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
操 作 可 能 に 連 結 さ れ た 請 求 項 １ ～ ９ い ず れ か 記 載 の 組 換 え DNA分 子 を 含 ん で な る 発 現 ベ ク
タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ０ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ａ ． 請 求 項 １ １ 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程
ｂ ． 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 工 程
ｃ ． 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 工 程
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る 少 な
く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 な ら び に 標 的 ペ プ チ ド に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 を 含 有 し て な る 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る 少 な
く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 標 的 ペ プ チ ド に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド
配 列 、 な ら び に 10～ 100個 の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 を 含 有 し
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て な る 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を １ つ 含 有 す る こ と に さ ら に 特 徴 を 有 す
る 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を ２ つ 含 有 す る こ と に さ ら に 特 徴 を 有 す
る 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 ２ つ の FKBPシ ャ ペ ロ ン が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て N末 端 に 位 置 さ れ る こ と に さ ら に
特 徴 を 有 す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ２ つ の FKBPシ ャ ペ ロ ン の う ち １ つ が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て N末 端 に 、 前 記 FKBPシ
ャ ペ ロ ン の う ち １ つ が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て C末 端 に 位 置 さ れ る こ と に さ ら に 特 徴 を
有 す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド 、 FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る ２ つ の 配 列 な ら び に 10～ 100個 の ア ミ ノ 酸 の ２ つ の ペ プ
チ ド リ ン カ ー 配 列 を 含 有 し て な る 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 の う ち 少 な く と も １ つ が タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 部 位 を 含 有 す る
、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 標 的 タ ン パ ク 質 が 感 染 性 生 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て な る 請 求 項 １ ３ ～ ２ ０ い
ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 感 染 性 生 物 の 少 な く と も １ つ の 診 断 的 に 直 接 関 係 の あ る エ ピ ト ー プ を
含 有 す る こ と に さ ら に 特 徴 を 有 す る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
研 究 動 物 の 免 疫 化 へ の 、 請 求 項 １ ３ ～ ２ ２ い ず れ か 記 載 の 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン
パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ワ ク チ ン の 生 成 に お け る 請 求 項 １ ３ ～ ２ ２ い ず れ か 記 載 の 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン
パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
免 疫 学 的 検 定 法 に お け る 請 求 項 １ ３ ～ ２ ２ い ず れ か 記 載 の 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン
パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ ３ ～ ２ ２ い ず れ か 記 載 の 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び 薬 学 的 に
許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 を 含 有 し て な る 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 Escherichia coliな ど の 細 菌 に お け る 異 種 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の ク
ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 FkpA、 SlyD、 お よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る FKBP型 ペ プ チ ジ ル プ ロ ピ ル イ ソ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る 発 現 ツ ー ル 、 組
換 え タ ン パ ク 質 発 現 の 方 法 、 従 っ て 得 ら れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド な ら び に か か る ポ リ ペ プ
チ ド の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
多 く の 種 類 の 発 現 系 は 、 特 許 お よ び 科 学 的 論 文 に 記 載 さ れ て い る 。 し か し 、 融 合 タ ン パ ク
質 が 現 代 生 物 学 の 基 礎 と な っ て い る と い う 事 実 に も か か わ ら ず 、 可 溶 性 、 生 物 学 的 に 活 性
な 形 態 の 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び 高 収 率 で 標 的 タ ン パ ク 質 を 得 る こ と は 、 主 要 な 難 題 で あ り
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続 け て い る （ Kapust, R.B.お よ び Waugh, D.S., Protein Sci 8 (1999) 1668～ 74） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
可 溶 化 剤 と し て 売 り 込 ま れ て い る 融 合 パ ー ト ナ ー の 例 と し て は 、 チ オ レ ド キ シ ン （ TRX）
、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） 、 プ ロ
テ イ ン Ａ 、 ユ ビ キ チ ン 、 お よ び DsbAが 挙 げ ら れ る 。 広 範 に 理 解 さ れ 、 潜 在 的 に 非 常 に 重 要
で あ る が 、 こ の 可 溶 化 効 果 は 、 不 十 分 に 理 解 さ れ た ま ま で あ る 。 例 え ば 、 固 有 の 高 い 可 溶
性 を 除 く 特 徴 が 有 効 な 可 溶 化 剤 の 典 型 で あ る こ と は 明 ら か で は な い 。 全 て の 可 溶 性 融 合 パ
ー ト ナ ー は こ の 課 題 に お い て 等 し く 熟 達 し て い る の で あ ろ う か 、 ま た は い く つ か は 堅 実 に
他 よ り も 有 効 な の で あ ろ う か ？ 同 様 に 、 多 く の 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 は 、 そ れ ら を
高 い 可 溶 性 の パ ー ト ナ ー に 融 合 す る こ と に よ り 改 良 さ れ 得 る か ど う か 、 ま た は こ の ア プ ロ
ー チ が ほ ん の 少 し の 場 合 に の み 有 効 で あ る か ど う か は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
も っ と も 強 力 な 発 現 系 に 関 す る 先 行 技 術 の 状 況 は 、 近 年 、 Kapustら 、 前 出 に よ り 要 約 さ れ
て い る 。 種 々 の 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 彼 達 の 試 み
に お い て 、 彼 等 は 、 ３ つ の 異 な る 顕 著 な 候 補 融 合 パ ー ト ナ ー を 評 価 し た 。 マ ル ト ー ス 結 合
タ ン パ ク 質 （ MBP） 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 お よ び チ オ レ ド キ シ ン
（ TRX） は 、 通 常 不 溶 性 形 態 で 蓄 積 す る ６ つ の 多 様 な タ ン パ ク 質 の 凝 集 を 阻 害 す る 能 力 に
つ い て 試 験 さ れ て い る 。 こ れ ら 候 補 発 現 系 の 全 て が 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 他 の 場 所 に 詳 細
に 記 載 さ れ る （ 例 え ば 、 発 現 ツ ー ル と し て GSTの 使 用 を 詳 細 に 記 載 し た 欧 州 特 許 第 293 249
号 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
注 目 す べ き こ と に 、 Kapustら 、 前 出 は 、 MBPが 先 行 技 術 で 広 範 に 使 用 さ れ て も い る 他 の ２
つ の 融 合 パ ー ト ナ ー よ り は る か に 有 効 な 可 溶 化 剤 で あ る こ と を 見 出 し た 。 さ ら に 、 彼 等 は
、 い く ら か の 場 合 に の み MBPへ の 融 合 が 付 着 タ ン パ ク 質 の そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 形 態 へ の
妥 当 な 折 り 畳 み を 促 進 し 得 る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
多 く の 凝 集 傾 向 の ポ リ ペ プ チ ド は 適 切 な パ ー ト ナ ー へ の 融 合 に よ り 可 溶 性 に さ れ 得 る が 、
多 少 の 予 測 で き な い 方 法 に お け る い く つ か の 候 補 融 合 パ ー ト ナ ー は 他 よ り も ず っ と よ い 可
溶 化 剤 で あ る こ と は 特 に 重 大 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
い く つ か の レ ト ロ ウ イ ル ス 性 の 表 面 糖 タ ン パ ク 質 （ rsgp） の 組 換 え 発 現 に 取 り 組 ん で い る
間 、 本 発 明 者 ら は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 勧 め ら れ て い る （ 例 え ば 、 Kapustら 、 前 出 に よ
り ） 多 く の 発 現 ツ ー ル の 利 用 性 を 研 究 し た 。 し か し 、 本 発 明 者 ら は 、 試 験 し た 全 て の 発 現
系 が １ 個 ま た は 数 個 の 以 下 の 欠 点 を 持 つ こ と を 見 出 し た ： 低 収 率 、 取 り 扱 い に く い 融 合 ポ
リ ペ プ チ ド 、 ま た は 生 理 的 緩 衝 条 件 で の 融 合 タ ン パ ク 質 の 不 溶 性 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
従 っ て 、 顕 著 な 要 求 は 、 例 え ば 、 rsgpな ど の 凝 集 傾 向 の タ ン パ ク 質 の 組 換 え 発 現 に 特 に 適
切 な 代 替 の 効 率 的 な 発 現 ツ ー ル を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
免 疫 抑 制 剤 FK-506に 結 合 す る タ ン パ ク 質 い わ ゆ る FK-506結 合 タ ン パ ク 質 す な わ ち FKBPに 関
す る 大 量 の 特 許 文 献 が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 広 範 に 研 究 さ れ て お り 、 市 販 の 適 用 は こ れ ら の タ ン パ ク 質 の FK-5
06結 合 活 性 に 集 中 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 例 え ば 、 WO93/25533は 、 CTP： CMP-3-デ オ
キ シ -D-マ ン ノ -オ ク ツ ロ ソ ン 酸 シ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ ＝ CKS） を 発 現 ツ ー ル と し
て 使 用 す る 。 FKBPは 、 CKS系 の 発 現 ベ ク タ ー に CKS遺 伝 子 の 下 流 に 挿 入 さ れ る 。 得 ら れ た 融
合 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 FK-506お よ び 他 の 免 疫 抑 制 剤 の 測 定 を 改 良 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
WO22/28011は 、 生 物 学 的 事 象 （ 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 転 写 な ら び に 操 作 細 胞 の 成 長 、 増 殖 お
よ び 分 化 ） の 調 節 の た め の 物 質 お よ び 方 法 を 開 示 す る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
WO97/10253は 、 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び FK-506結 合 タ ン パ ク 質 か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 に 結
合 し 得 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ に 関 す る 。 ハ イ ス
ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お け る FKBP12-Src相 同 性 （ SH2） 融 合 タ ン パ ク 質 の
使 用 が 開 示 さ れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 細 菌 ペ リ プ ラ ズ ム に お い て 可 溶 性 形 態 で 生 成 さ れ
、 標 準 的 な 凍 結 解 凍 処 理 に よ り 放 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 課 題 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 と し て rsgpを 含 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 の 改 良 さ れ た 発
現 に 使 用 さ れ 得 、 同 時 に あ ま り 重 要 で な い 標 的 タ ン パ ク 質 に も 適 切 で あ る 効 率 的 な 代 替 発
現 系 を 開 発 し 提 供 す る こ と が で き る か ど う か を 研 究 す る こ と で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
驚 い た こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 非 常 に 見 込 み あ る ク ロ ー ニ ン グ ツ ー ル と し て ペ プ チ ジ ル プ
ロ ピ ル イ ソ メ ラ ー ゼ （ PPIま た は PPIア ー ゼ ） シ ャ ペ ロ ン の FKBP型 フ ァ ミ リ ー の 特 定 の モ ジ
ュ ー ル メ ン バ ー を 同 定 す る こ と が で き た 。 本 発 明 者 ら は 、 SlyD、 FkpA、 お よ び ト リ ガ ー 因
子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た シ ャ ペ ロ ン の FKBP型 フ ァ ミ リ ー に 基 づ く 発 現 系 が 、 rsgpな ど
の 重 要 な タ ン パ ク 質 を 発 現 す る の に 理 想 で あ る こ と を 見 出 す と 同 時 に 、 こ れ ら の シ ャ ペ ロ
ン も あ ま り 重 要 で な い 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 非 常 に 見 込 み あ る ク ロ ー ニ ン グ ツ ー ル で あ
る こ と も 示 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
発 明 の 要 旨
第 一 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 お よ び FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ の
上 流 に 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 で あ っ て 、 該 FKBPシ ャ ペ ロ ン が F
kpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と に 特 徴 を 有 す る 組 換 え DNA分
子 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
か か る 組 換 え DNA分 子 の 設 計 な ら び に 発 現 ベ ク タ ー 、 か か る 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 宿 主
細 胞 の 一 部 と し て 、 お よ び 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 に お け る そ の 使 用 の 好 ま し い 方 法 も 開
示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
さ ら に 、 組 換 え 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 自 身 が 、 例 え ば 、 可 溶 化 、 精 製 お よ び 取 り 扱 い に 関 し て
驚 く べ き 、 有 利 な 特 性 を 示 す こ と が 見 出 さ れ て い る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る 少 な
く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 な ら び に 標 的 ペ プ チ ド に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
さ ら な る 態 様 は 、 FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ
ン に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る 少 な く と
も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 な ら び に 10～ 100個 の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の ペ プ チ ド
リ ン カ ー 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
好 ま し い 組 換 え 融 合 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 種 々 の 適 用 に お け る か か る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 使
用 も 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 は 、 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド 発 現 系 を 記 載 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 標 的 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る
少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ の 上 流 に 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換
え DNA分 子 で あ っ て 、 該 FKBPシ ャ ペ ロ ン が FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る こ と に 特 徴 を 有 す る 組 換 え DNA分 子 に 関 す る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
当 業 者 に と っ て 、 用 語 「 少 な く と も １ つ 」 は 、 そ れ ぞ れ 標 的 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は FKBPシ
ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 せ ず に 組 換 え
DNA分 子 の 構 築 に 使 用 さ れ 得 る こ と を 示 す た め に 使 用 さ れ る こ と は 明 白 で あ る 。 好 ま し く
は 、 DNA構 築 物 は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る １ つ ま た は ２ つ 、 最 も 好 ま し く は １ つ
の 配 列 を 含 み 、 同 時 に シ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ 多 く と も ４ つ 、 最 も 好 ま し
く は １ つ ま た は ２ つ の 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
用 語 「 組 換 え DNA分 子 」 は 、 遺 伝 子 工 学 技 術 ま た は 化 学 合 成 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 単
離 セ グ メ ン ト の 人 工 操 作 に よ っ て 達 成 し た 配 列 の ２ つ の 他 の 点 で 別 個 の セ グ メ ン ト の 組 み
合 わ せ に よ り 作 製 さ れ る DNA分 子 を い う 。 そ の よ う に す る こ と で 、 所 望 の 組 み 合 わ せ の 機
能 を 生 ず る た め に 所 望 の 機 能 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト を 結 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
大 量 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 適 な 宿 主 細 胞 に お い て 複 製 に よ り 産 生 さ れ 得 る 。 タ ン パ ク
質 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 天 然 ま た は 合 成 DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 原 核 細 胞
ま た は 真 核 細 胞 へ の 導 入 お よ び 複 製 可 能 な 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 、 典 型 的 に は DN
A構 築 物 に 組 み 込 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 化 学 合 成 （ Beaucage, S.L.お よ び Caruthers, M.H., Tetrahedr
on Letters 22 (1981) 1859～ 1862に 記 載 さ れ る ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 法 な ら び に Matteucci
, M.D.お よ び Caruthers, M.H., J. Am. Chem. Soc. 103 (1981) 3185～ 3191の ト リ エ ス テ
ル 法 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 二 本 鎖 フ ラ グ メ ン ト
は 、 相 補 鎖 を 合 成 し 、 適 切 な 条 件 下 で 鎖 を 共 に ア ニ ー リ ン グ す る こ と に よ る か 、 ま た は 適
切 な プ ラ イ マ ー 配 列 を 用 い て DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 相 補 鎖 を 付 加 す る こ と に よ る か
の い ず れ か に よ っ て 、 化 学 合 成 の 一 本 鎖 産 物 か ら 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 「 コ ー ド す る 」 と い わ れ 、 そ の 天 然 の 状 態 で あ る 場
合 ま た は 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 操 作 さ れ る 場 合 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ
ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る た め に 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 よ り 多 く の 量 必 要 と さ れ る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 、
従 っ て 、 他 の 非 組 換 え 供 給 源 か ら 単 離 ま た は 精 製 す る こ と は 難 し い 。 好 ま し く は 本 方 法 に
よ り 生 成 さ れ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 酵 素 、 サ イ ト カ イ ン 、 成 長 因 子 、 ホ ル モ ン
、 ワ ク チ ン 、 抗 体 な ど の 哺 乳 動 物 遺 伝 子 産 物 が 挙 げ ら れ る 。 よ り 詳 細 に は 、 好 ま し く は 本
発 明 の 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 産 物 と し て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 イ ン ス リ ン 、 ソ マ ト ト ロ
ピ ン 、 成 長 ホ ル モ ン 放 出 因 子 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、 上 皮 増 殖 因 子 、 ト ラ ン ス ホ ー ミ ン グ
増 殖 因 子 α 、 ト ラ ン ス ホ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β 、 上 皮 増 殖 因 子 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 、 神 経
発 育 因 子 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 Ｉ 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 Ｉ Ｉ 、 凝 固 因 子 VIII、 ス ー パ
ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 、 α － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 ｙ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ ン タ ー ロ イ
キ ン － １ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ３ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ４ 、 イ ン
タ ー ロ イ キ ン － ５ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ６ 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 複 数 直 系 （ multi-
lineage） コ ロ ニ ー 刺 激 活 性 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ 刺 激 因 子 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー
刺 激 因 子 、 Ｔ 細 胞 増 殖 因 子 、 リ ン ホ ト キ シ ン な ど の 遺 伝 子 産 物 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 過
剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 産 物 は ヒ ト 遺 伝 子 産 物 で あ る 。 さ ら に 、 本 方 法 は 、 ワ ク チ ン と し て 使
用 さ れ 得 る 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 分 泌 を 増 大 す る た め に 容 易 に 適 合 し 得 る 。 ワ ク チ
ン と し て 使 用 さ れ 得 る 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 産 物 と し て は 、 哺 乳 動 物 病 原 体 の 任 意 の 構 造
性 遺 伝 子 産 物 、 膜 会 合 性 遺 伝 子 産 物 、 膜 結 合 性 遺 伝 子 産 物 ま た は 分 泌 さ れ た 遺 伝 子 産 物 が
挙 げ ら れ る 。 哺 乳 動 物 病 原 体 と し て は 、 哺 乳 動 物 に 感 染 も し く は 攻 撃 し 得 る ウ イ ル ス 、 細
菌 、 単 細 胞 寄 生 生 物 ま た は 多 細 胞 寄 生 生 物 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス ワ ク チ ン と し
て は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） 、 ワ ク シ ニ ア 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、
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イ ン フ ル エ ン ザ 、 Ａ 型 肝 炎 、 Ｂ 型 肝 炎 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 、 水 痘 帯 状 疱 疹 、 サ
イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 Ａ 型 肝 炎 、 ロ タ ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス に 対 す る ワ ク チ ン 、 お よ び
麻 疹 、 黄 熱 、 耳 下 腺 炎 、 狂 犬 病 、 疱 疹 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ な ど の ウ イ
ル ス 性 疾 患 に 対 す る ワ ク チ ン が 挙 げ ら れ 得 る 。 細 菌 ワ ク チ ン と し て は 、 Vibrio cholerae
、 Salmonella typhi、 Bordetella pertussis、 Streptococcus pneumoniae、 Hemophilus i
nfluenza、 Clostridium tetani、 Corynebacterium diphtheriae、 Mycobacterium leprae
、 R. rickettsii、 Shigella、 Neisseria gonorrhoeae、 Neisseria meningitidis、 Coccid
ioides immitis、 Borellia burgdorferiな ど の 細 菌 に 対 す る ワ ク チ ン が 挙 げ ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
好 ま し く は 、 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 HIV-1 gp41、 HIV-2 gp36、 HTLV gp21、 HIV-1 p17、 SlyD
、 FkpA、 お よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 の メ ン バ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 単 一 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ る よ う に 構
築 さ れ た い く つ か の 異 な る タ ン パ ク 質 由 来 の 配 列 （ 例 え ば 、 診 断 的 に 直 接 関 係 の あ る エ ピ
ト ー プ ） を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ペ プ チ ジ ル プ ロ ピ ル イ ソ メ ラ ー ゼ （ PPIま た は PPIア ー ゼ ） と い う 折 り 畳 み ヘ ル パ ー は 、 ３
つ の フ ァ ミ リ ー 、 パ ル ブ リ ン （ parvuline） （ Schmid, F.X., Molecular chaperons in th
e life cycle of proteins (1998) 361～ 389, A.L. Finkお よ び Y. Goto編 , Marcel Decke
r In., New York, Rahfeld, J.U.ら , FEBS Lett 352 (1994) 180～ 4） 、 シ ク ロ フ ィ リ ン
（ cyclophiline） （ Fischer, G.ら , Nature 337 (1989) 476～ 8） お よ び FKBPフ ァ ミ リ ー
（ Lane, W.S.ら , J Protein Chem 10 (1991) 151～ 60） に 細 分 さ れ る 。 FKBPフ ァ ミ リ ー は
、 そ の メ ン バ ー が 本 来 マ ク ロ ラ イ ド （ 例 え ば 、 FK506お よ び ラ パ マ イ シ ン （ rapamycin） ）
に 結 合 す る 能 力 に よ り 同 定 さ れ て い る の で 興 味 深 い 生 化 学 特 性 を 表 す （ Kay, J.E., Bioch
em J 314 (1996) 361～ 85） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 に よ る と 、 好 ま し い モ ジ ュ ー ル PPIア ー ゼ は 、 FkpA（ Ramm, K.お よ び Pluckthun, A.
, J Biol Chem 275 (2000) 17106～ 13） 、 SlyD（ Hottenrott, S.ら , J Biol Chem 272 (1
997) 15697～ 701） お よ び ト リ ガ ー 因 子 （ Scholz, C.ら , Embo J 16 (1997) 54～ 8） 、 FKB
Pフ ァ ミ リ ー の 全 て の メ ン バ ー で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 シ ャ ペ ロ ン FkpAお よ び SlyDで あ
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
分 子 シ ャ ペ ロ ン の 完 全 な 配 列 を 常 に 使 用 す る 必 要 が な い こ と も 周 知 で あ り 、 明 白 で あ る 。
必 要 な 能 力 お よ び 機 能 を な お 有 し て い る シ ャ ペ ロ ン の 機 能 性 フ ラ グ メ ン ト （ い わ ゆ る モ ジ
ュ ー ル ） も ま た 、 使 用 さ れ 得 る （ WO98/13496参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
例 え ば 、 FkpAは 、 細 菌 サ イ ト ゾ ル に お い て 不 活 性 前 駆 体 分 子 と し て 合 成 さ れ 、 細 胞 質 膜 を
横 切 っ て 転 移 す る 原 形 質 周 辺 の （ periplasmic） PPIで あ る 。 活 性 形 態 の FkpA（ 成 熟 FkpAま
た は 原 形 質 周 辺 FkpA） は 、 シ グ ナ ル 配 列 （ ア ミ ノ 酸 1～ 25） を 欠 損 し 、 従 っ て 、 前 駆 体 分
子 の ア ミ ノ 酸 26～ 270を 含 む 。 FkpAに 関 す る 関 連 性 の あ る 配 列 情 報 は 、 公 開 デ ー タ ベ ー ス
か ら 容 易 に 得 ら れ 得 る （ 例 え ば 、 寄 託 番 号 P45523の 元 で 「 SWISS-PROT」 か ら ） 。 本 発 明 の
発 現 ツ ー ル と し て 使 用 さ れ る FkpAは 、 N末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 損 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
FkpA、 す な わ ち SlyDに 関 連 す る ク ロ ー ン は 、 触 媒 性 か つ シ ャ ペ ロ ン 機 能 を 司 る 構 築 さ れ た
N末 端 ド メ イ ン な ら び に ヒ ス チ ジ ン お よ び シ ス テ イ ン 残 基 が 非 常 に 豊 富 な 主 と し て 構 築 さ
れ て い な い C末 端 か ら な る （ Hottenrott、 前 出 ） 。 本 発 明 者 ら は 、 ア ミ ノ 酸 1～ 165を 含 む S
lyDの C末 端 切 断 バ リ ア ン ト が 標 的 タ ン パ ク 質 の 効 率 的 な 発 現 に 非 常 に 肯 定 的 な 効 果 を 発 揮
す る こ と を 見 出 し た 。 野 生 型 SlyDと は 異 な り 、 ジ ス ル フ ィ ド シ ャ ッ フ リ ン グ に 欠 陥 を 生 じ
さ せ る 危 険 は 、 使 用 さ れ る 切 断 SlyDバ リ ア ン ト （ 1～ 165） に お い て 首 尾 よ く 回 避 さ れ る 。
切 断 SlyD（ 1～ 165） を 含 む 組 換 え DNA分 子 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の DNA構 築 物 を 設 計 す る 好 ま し い 様 式 に お い て 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 含 ま れ な い 。
本 発 明 の 発 現 系 は 、 サ イ ト ゾ ル 発 現 系 と し て 作 用 す る 場 合 、 最 も 有 利 で あ る こ と が 見 出 さ
れ て い る 。 こ の サ イ ト ゾ ル 発 現 は 、 封 入 体 の 形 成 を 生 ず る 。 封 入 体 に 通 常 関 連 す る 表 明 さ
れ か つ 周 知 な 問 題 と は 異 な り 、 本 発 明 者 ら は 現 在 、 非 常 に 大 量 の タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る
だ け で な く 、 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 は ま た 取 り 扱 い や す い （ 例 え ば 、 可 溶 化 、 再 折 り
畳 み し や す い ） こ と を 見 出 し て い る 。 従 っ て 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー
ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ の 上 流 に 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 組 換 え DNA分 子 で あ っ て 、 該 FKBPシ ャ ペ ロ ン が FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ 、 DNA構 築 物 が シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 損 し て い る こ と に さ ら に 特 徴 を 有 す
る 組 換 え DNA分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
用 語 「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 損 し て い る 」 は 、 甚 だ し い 限 定 と し て 理 解 さ れ て は な ら な い
。 当 業 者 に と っ て は 、 い ず れ の 構 築 物 も 実 際 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 欠 損 し て も よ い こ
と は 容 易 に 明 白 で あ る 。 し か し 、 代 替 と し て 、 配 列 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 機 能 を 欠 損 す る
よ う に 単 に 修 飾 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
１ 個 ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は 欠 失 を 保 有 す る 上 記 で 考 察 さ れ た シ ャ ペ ロ ン の バ リ
ア ン ト も ま た 、 本 発 明 の 組 換 え DNAま た は 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
当 業 者 は 、 か か る バ リ ア ン ト が 実 施 例 節 で 記 載 す る よ う な 手 順 を 使 用 す る こ と に よ り 本 発
明 の 方 法 に 適 切 で あ る か ど う か を 容 易 に 断 言 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 組 換 え 体 」 ま た は 「 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 発 現 ツ ー ル
と し て 使 用 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン お よ
び 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を い う 。 任 意 に 、 か か る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 10～ 100ア ミ ノ 酸 残 基 の リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ
ド を さ ら に 含 み 得 る 。 当 業 者 に と っ て 、 か か る リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド が 意 図 さ れ る 適 用 、
特 に 長 さ 、 可 撓 性 、 電 荷 、 お よ び 親 水 性 に 関 し て 最 も 適 切 に 設 計 さ れ る こ と は 明 白 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 の DNA構 築 物 は 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 標 的
タ ン パ ク 質 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と の 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 含 む 融 合 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 。 さ ら に 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 部 位 を 提 供 す る た め に リ ン カ
ー を コ ー ド す る か か る DNA配 列 は ポ リ リ ン カ ー と し て も 作 用 し 得 る 、 す な わ ち 複 数 の DNA制
限 部 位 を 提 供 し て 、 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン を コ ー ド す る DNAフ ラ グ メ
ン ト の 融 合 を 容 易 に し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 は 、 適 切 な DNA分 子 を 構 築 す る た め に 組 換 え DNA技 術 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
さ ら な る 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と
も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ の 上 流 に 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分
子 で あ っ て 、 該 FKBPシ ャ ペ ロ ン が FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る こ と に 特 徴 を 有 す る 組 換 え DNA分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 機 能 的 関 係 に 配 置 さ れ る 場 合 、 操
作 可 能 に 連 結 さ れ る 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー が コ ー ド 配 列 の 転 写 ま た は 発 現 に 影 響 を 及 ぼ
す 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー は コ ー ド 配 列 に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ る 。 一 般 的 に 、 操 作 可 能 に 連 結
さ れ る は 、 連 結 さ れ た 配 列 が 隣 接 し 、 ２ つ の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 を 結 合 す る 必 要 が あ る
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場 合 、 共 に 隣 接 し て リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 特 定 の 遺 伝 子
エ レ メ ン ト 、 例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー が 離 れ て い る に も か か わ ら ず 、 す な わ ち 隣 接 し て い な
く て も 操 作 可 能 に 連 結 さ れ 得 る こ と は 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
当 業 者 に と っ て 、 １ 個 ま た は 数 個 、 例 え ば ９ 個 ま で の ア ミ ノ 酸 が 融 合 タ ン パ ク 質 の ２ つ の
ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン と の 間 に 配 置 さ れ る よ う に 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 設 計 す る こ と は 、 し ば し ば 有 利 で あ る こ と は 明 白 で あ る 。 従 っ て 、 構 築 さ れ た 融
合 タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら を 明 ら か に コ ー ド す る DNA分 子 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
宿 主 に 導 入 す る た め に 調 製 さ れ た DNA構 築 物 （ 所 望 の 標 的 融 合 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 意 図
さ れ た DNAフ ラ グ メ ン ト を 含 む ） は 、 典 型 的 に 、 宿 主 に よ り 認 識 さ れ る 複 製 系 を 含 み 、 好
ま し く は ま た 、 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た 転 写 お よ び
翻 訳 開 始 調 節 配 列 を 含 む 。 発 現 系 （ 発 現 ベ ク タ ー ） と し て は 、 例 え ば 、 複 製 ま た は 自 律 複
製 配 列 （ ARS） の 起 点 お よ び 発 現 制 御 配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び プ ロ セ シ
ン グ に 必 要 な 情 報 部 位 （ 例 え ば 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 RNAス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ
ル 化 部 位 ） 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 、 お よ び mRNA安 定 化 配 列 が 挙 げ ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
宿 主 に お い て 機 能 的 で あ る よ う に 適 切 な プ ロ モ ー タ ー お よ び 他 の 必 要 な ベ ク タ ー 配 列 が 選
択 さ れ る 。 細 胞 株 お よ び 発 現 ベ ク タ ー の 作 用 し 得 る 組 み 合 わ せ の 例 と し て は 、 Sambrook, 
J.ら ,「 Molecular Cloning: A Laboratory Manual」 (1989)-, J. Sambrook, E.F. Fritsc
hお よ び T. Maniatis編 , Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour
、 ま た は Ausubel, F.ら ,「 Current protocols in molecular biology」 (1987お よ び 定 期
的 改 訂 版 ), F. Ausubel, R. Brentお よ び K.R.E.編 , Wiley & Sons Verlag, New York;な
ら び に Metzger, D.ら , Nature 334 (1988) 31～ 6に 記 載 の も の が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 細 菌 、 酵 母 、 哺 乳 動 物 、 昆 虫 、 植 物 ま た は 他 の 細 胞 に お け る 発 現 用 の 多 く の
有 用 な ベ ク タ ー は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 販 売 会 社 （ Stratagene、 New England Biolab
s、 Promega Biotechな ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） か ら 得 ら れ 得 る 。 さ ら
に 、 構 築 物 は 、 増 幅 可 能 な 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 DHFE） に 結 合 さ れ 得 、 そ の 結 果 、 遺 伝 子 の 複
数 の コ ピ ー が 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
発 現 ベ ク タ ー お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 選 択 可 能 マ ー カ ー （ ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ
れ た 宿 主 細 胞 の 生 存 ま た は 増 殖 に 必 要 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 ） を お そ ら く 含 む
が 、 か か る マ ー カ ー 遺 伝 子 は 宿 主 細 胞 に 同 時 導 入 さ れ た 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 上 に 運
ば れ 得 る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る こ れ ら の 宿 主 の み が 、 選 択 条 件 下 で 生 存 お よ び ／ ま
た は 増 殖 す る 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 と し て は 、 （ ａ ） 抗 生 物 質 ま た は 他 の 毒 性 物 質 （ 例 え
ば 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン な ど ） に 対 す る 耐 性 を 与 え る タ ン パ ク 質 ； （ ｂ ） 栄
養 要 求 性 欠 損 を 捕 捉 す る タ ン パ ク 質 ； あ る い は （ ｃ ） 複 合 培 地 か ら 利 用 不 可 能 な 重 大 な 栄
養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好
適 な 選 択 可 能 マ ー カ ー の 選 択 は 宿 主 細 胞 に 依 存 し 、 種 々 の 宿 主 に 適 切 な マ ー カ ー は 、 当 該
分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
目 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 宿 主 細 胞
に 導 入 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 細 胞 宿 主 の 型 に 依 存 し て 変 わ り 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 塩
化 ル ビ ジ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 DEAE－ デ キ ス ト ラ ン 、 他 の 物 質 を 利 用 す る ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 、 お よ び ウ イ ル ス に よ る 感 染 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 大 量 の
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 適 合 宿 主 に お い て ベ ク タ ー ま た は 他 の
発 現 ビ ヒ ク ル に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 最
も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 原 核 生 物 宿 主 は 、 Echerichia coliの 株 で あ る が 、 他 の 原 核 生 物 （
例 え ば 、 Bacillus subtilis） も 使 用 さ れ 得 る 。 Echerichia coliに お け る 発 現 は 、 本 発 明
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を 実 施 す る 好 ま し い 様 式 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の ベ ク タ ー の 構 築 は 、 従 来 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 を 利 用 す る 。 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ
ド ま た は DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 切 断 さ れ 、 調 整 さ れ 、 所 望 の 形 態 に 再 度 ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ
れ 、 必 要 な プ ラ ス ミ ド を 生 ず る 。 所 望 の 場 合 、 構 築 さ れ た プ ラ ス ミ ド に お け る 正 確 な 配 列
を 確 認 す る た め の 分 析 は 、 公 知 の 様 式 で 実 施 さ れ る 。 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 イ ン ビ ト ロ
で 転 写 物 を 調 製 し 、 宿 主 細 胞 に DNAを 導 入 し 、 発 現 お よ び 機 能 を 評 価 す る た め の 分 析 を 実
施 す る た め の 好 適 な 方 法 は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。 遺 伝 子 存 在 、 増 幅 お よ び ／ ま た は 発
現 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 配 列 に 基 づ き 得 る 適 切 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い
て 、 従 来 の サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 mRNAの 転 写 を 定 量 す る た め の ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、
ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ DNAも し く は RNA分 析 ） 、 ま た は イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ り サ ン プ ル 中 で 直 接 測 定 さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 こ れ ら の 方 法 が 所 望 の 場 合 変 更 さ
れ う る か を 容 易 に 考 え 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 換 え DNA分 子 は 、 FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 な ら び に 標 的
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
２ つ の FKBPシ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン お よ び １ つ の 標 的 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク
質 も ま た 、 非 常 に 有 利 で あ る 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 換 え DNA分 子 は
、 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る ２ つ の 配 列 な ら び に 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る １ つ の
配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
DNA分 子 は 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る DNA配 列 を 共 に 標 的 タ ン パ ク 質 の 上 流 に 含 む よ う
に 設 計 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 ２ つ の FKBPド メ イ ン は 、 標 的 タ ン パ ク 質 を サ ン ド イ ッ チ す る
よ う に 配 列 さ れ 得 る 。 標 的 タ ン パ ク 質 の 上 流 に 両 FKBPド メ イ ン を 含 む 構 築 物 は 、 本 発 明 の
好 ま し い 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
２ つ の シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン お よ び 標 的 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を 含 む DNA構 築 物 は ま た 、 好
ま し く は 、 こ れ ら の ド メ イ ン の 間 に ２ つ の リ ン カ ー ペ プ チ ド を 含 む 。 意 図 的 な ク ロ ー ニ ン
グ を 可 能 に す る た め に は 、 好 ま し く は 、 こ れ ら の ２ つ の リ ン カ ー ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 異 な る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る こ の 違 い は 、 必 然 的 に 、 リ ン カ
ー ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 差 を 生 ず る 必 要 は な い 。 い っ そ う さ ら に 好 ま し い 態 様
に お い て 、 ２ つ の リ ン カ ー ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 同 一 で あ る 。 か か る 同 一 の リ ン カ ー
ペ プ チ ド 配 列 は 、 例 え ば 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 含 む
融 合 タ ン パ ク 質 が 免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 場 合 、 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
シ ャ ペ ロ ン の １ つ ま た は 全 て を 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 外 に 放 出 す る こ と が 所 望 さ れ る
場 合 、 リ ン カ ー ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 部 位 を 含 む よ う に 構 築 さ れ る 。 標 的 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 そ の 上 流 に FkpA、 SlyDお よ
び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 さ ら に タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 部 位 を
含 む ペ プ チ ド リ ン カ ー を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 有 す る 組 換 え DNA分 子 は 、 本 発 明 の さ ら
な る 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
操 作 可 能 に 連 結 さ れ た 本 発 明 の 組 換 え DNA分 子 、 す な わ ち 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 少 な く と も １ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 、 そ の 上 流 に FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ
ー 因 子 か ら 選 択 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 非 常 に 有 利 で あ
る こ と が 証 明 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の 組 換 え DNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 無 細 胞 翻 訳 系 に お い て 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現
す る た め に 使 用 さ れ 得 る か 、 ま た は 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。 該 方
法 は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 、 そ れ ぞ れ の 宿 主
細 胞 に お け る 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 工 程 、 お よ び 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
上 記 で 考 察 し た よ う に 、 FkpA、 SlyDま た は ト リ ガ ー 因 子 の FKBPシ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン は 、 そ
れ ぞ れ 、 天 然 に 存 在 す る か 、 ま た は 人 工 的 に 構 築 さ れ 、 サ イ ト ゾ ル 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 発 現
を 生 ず る 。 従 っ て 、 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 封 入 体 の 形 態 で 得 ら れ る 。 当 該 分 野 で
の お び た だ し い 努 力 が 任 意 の 所 望 の 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 形 態
で 直 接 得 る た め に 費 や さ れ て い る が 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 が 可 溶 化 形
態 で 容 易 に 封 入 体 か ら 得 ら れ る こ と を 見 出 し て い る 。 従 っ て 、 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 本 発 明 は 、 封 入 体 か ら 精 製 さ れ る 上 記 工 程 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
封 入 体 か ら の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 容 易 に 達 成 さ れ 、 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 手 順 （ カ
オ ト ロ ピ ッ ク 可 溶 化 お よ び 再 折 り 畳 み の 種 々 の 方 法 ） に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
融 合 タ ン パ ク 質 の 単 離 お よ び 精 製 は 、 可 溶 化 緩 衝 条 件 、 す な わ ち 、 封 入 体 、 す な わ ち 融 合
タ ン パ ク 質 が 可 溶 化 さ れ る 緩 衝 液 か ら 開 始 す る 。 適 切 な 緩 衝 液 （ 「 非 生 理 的 」 ま た は 「 可
溶 化 」 緩 衝 液 と 称 さ れ る ） は 、 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び FKBPシ ャ ペ ロ ン の 両 方 が 不 可 逆 的 に
変 性 さ れ な い と い う 必 要 条 件 が な け れ ば な ら な い 。 か か る 緩 衝 条 件 か ら 開 始 す る と 、 シ ャ
ペ ロ ン は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 密 に 近 接 し 、 非 生 理 条 件 か ら 生 理 条 件 へ の 緩 衝 条 件 の 変 化 は
、 融 合 タ ン パ ク 質 の 沈 殿 な し に 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
適 切 な （ 非 生 理 的 ） 緩 衝 液 、 す な わ ち 、 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び PPI
シ ャ ペ ロ ン が 共 に 可 溶 性 で あ る 緩 衝 液 は 、 高 も し く は 低 pH、 ま た は 高 カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 濃
度 あ る い は そ の 組 み 合 わ せ の い ず れ か を 利 用 す る 。 可 溶 化 緩 衝 液 は 、 好 ま し く は 、 相 当 に
高 濃 度 の カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 （ 例 え ば 、 6.0M塩 化 グ ア ニ ジ ニ ウ ム ） を 約 6の pHで 有 す る 緩 衝
液 で あ る 。 再 生 の 際 、 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン は 共 に そ の 天 然 様 の 構 造 を と り 、
シ ャ ペ ロ ン は そ の 肯 定 的 な 可 溶 化 効 果 を 働 か せ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 生 理 的 緩 衝 条 件 は 、 緩 衝 液 に 任 意 に 存 在 し 得 る 他 の 非 塩 成 分 （ 例
え ば 、 糖 、 ア ル コ ー ル 、 界 面 活 性 剤 ） と は 無 関 係 に 、 か か る 添 加 剤 が 標 的 タ ン パ ク 質 お よ
び シ ャ ペ ロ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 を 損 な わ な い 限 り 、 5.0～ 8.5の 間 の pH値 か つ
500mM未 満 の 総 塩 濃 度 に よ り 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
種 々 の 標 的 タ ン パ ク 質 が 大 量 に 発 現 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
生 化 学 的 に 相 当 に 異 な る 標 的 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 SlyD、 FkpA（ 直 ち に 可 溶 性 で あ る タ ン
パ ク 質 ） 、 HIV-1 p17（ 従 来 の 発 現 系 を 用 い て 大 量 の 発 現 を す る こ と が 困 難 で あ る タ ン パ
ク 質 ） 、 HTLV gp21（ 凝 集 傾 向 の あ る タ ン パ ク 質 ） 、 お よ び HIV-1 gp41、 な ら び に HIV-1 g
p36（ 両 タ ン パ ク 質 は 、 極 度 に 凝 集 性 が あ り 、 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で は 本 質 的 に 不 溶 性 で あ
る ） ） を 有 す る 本 発 明 の 発 現 系 は 、 例 え ば 、 極 度 に よ く 役 に 立 つ こ と が 示 さ れ て い る 。 特
に こ れ ら の タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 実 施 例 ４ か ら 容 易 に 推 測 さ れ 得 る よ う に 、 本 発 明 の 効 率
的 な 発 現 系 は 役 に 立 ち 、 高 レ ベ ル の 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成 を 生 ず る 。 類 似 の 肯 定 的 な 知 見
は 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 種 々 の 他 の 標 的 タ ン パ ク 質 で な さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
肯 定 的 な 例 の リ ス ト か ら 、 本 発 明 で 開 示 さ れ る 新 規 な 発 現 系 が 相 当 に 魅 力 的 な 普 遍 的 発 現
系 を 提 供 す る こ と は 容 易 に 明 ら か と な る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 発 現 系 は ま た 、 当 該 分 野 で 推 奨 さ れ る キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 （ 例 え ば
、 MBP） を 利 用 す る 標 準 的 な 発 現 系 に 匹 敵 し て い る 。 試 験 さ れ る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す
る 新 規 な 系 は 事 実 上 有 利 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 本 発 明 で 生 成 さ れ る 融 合 タ ン パ ク
質 の 比 収 率 は 、 MBP系 の 発 現 を 使 用 す る 比 収 率 と 比 較 し て 、 少 な く と も よ く 、 大 部 分 の 場
合 は い っ そ う 高 か っ た 。 発 現 の 効 力 は 、 例 え ば 、 種 々 の 融 合 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 標 的 タ
ン パ ク 質 の 濃 度 と 比 較 し た 、 E. coli細 胞 質 量 の 1gあ た り 、 ま た は モ ル 基 準 の 融 合 タ ン パ
ク 質 の 収 率 の 点 の 両 方 で 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 な ら び に 標 的 ペ プ チ ド
に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク
質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 が 有 利 な 特 性 （ 例 え ば 、 生 成 の 容 易 性 、 操 作 性 、 他 の 重
大 な タ ン パ ク 質 の 使 用 ） を 示 す こ と が 見 出 さ れ て い る 。 こ れ は 、 HIV-1 gp41を 含 む 融 合 タ
ン パ ク 質 も 用 い て 得 ら れ た 肯 定 的 な 結 果 の 記 載 か ら 容 易 に 明 ら か と な る 。 組 換 え 生 成 さ れ
た pg41自 身 が 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る の に 対 し て 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 存
在 す る 場 合 は 、 容 易 に 可 溶 性 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
一 般 的 に 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.4、 150mM NaClか ら な る 緩 衝 液 中 で 50nM以 下 の 濃 度
で 溶 解 で き る 場 合 、 タ ン パ ク 質 は 「 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る 」 と み な さ れ る 。 生 理 的 緩 衝 条
件 下 （ 例 え ば 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.4、 150mM NaClか ら な る 緩 衝 溶 液 中 ） で PPIシ ャ
ペ ロ ン 複 合 体 に 含 ま れ る 標 的 タ ン パ ク 質 が 100nM以 上 の 濃 度 で 溶 解 で き る 場 合 、 FKBPシ ャ
ペ ロ ン お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 「 可 溶 性 で あ る 」 と み な さ
れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 者 ら は 、 標 的 タ ン パ ク 質 が 凝 集 傾 向 タ ン パ ク 質 様 HIV-1 gp41で あ る 場 合 で さ え 、 本
発 明 の 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 が 封 入 体 か ら 可 溶 性 形 態 で 容 易 に 得 ら れ 得 る
こ と を 見 出 し た 。 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た FkpA-gp41に 含 ま れ る gp41の 著 し い 特 性 は 、 「 シ
ャ ペ ロ ン さ れ て い な い （ unchaperoned） 」 gp41外 部 ド メ イ ン （ ectodomain） と 比 較 す る と
、 生 理 的 緩 衝 条 件 で の そ の 格 別 な 可 溶 性 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 標 的 タ ン パ ク 質 が 天 然 様 構 造 で 容 易 に 得 ら れ
得 る こ と を 示 す こ と が 可 能 と な る 。 か か る 天 然 様 構 造 、 例 え ば 、 HIV-1 gp41に つ い て は 、
近 （ Near） UV-CDに よ り 、 ま た は 免 疫 反 応 性 に よ り 確 認 さ れ て い る 。 近 UV-CD分 析 は 、 当 業
者 に 公 知 で あ る 典 型 的 な 「 gp41サ イ ン 」 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 非 常 に 取 り 扱 い や す い 。 例 え ば 、 か か る 融 合 タ ン パ ク 質
を 再 生 す る こ と は か な り 容 易 で あ る 。 「 カ オ ト ロ ピ ッ ク 物 質 」 （ す な わ ち 、 FkpA-gp41含
有 6.0～ 7.0M GuHCl） が 別 の 方 法 で 再 折 り 畳 み さ れ 、 全 て 熱 力 学 的 安 定 お よ び 可 溶 性 天 然
様 形 態 を 生 じ 得 る こ と は 興 味 深 い 。 再 折 り 畳 み は 、 透 析 お よ び 迅 速 希 釈 の 両 方 に よ り 、 な
ら び に 再 生 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は マ ト リ ク ス 補 助 再 折 り 畳 み に よ り 高 い 収
率 で 達 成 さ れ る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 共 有 結 合 形 式 で の gp41-FkpA融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 準 安
定 タ ン パ ク 質 よ り も ず っ と 熱 力 学 的 に 安 定 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
FKBPシ ャ ペ ロ ン の 幾 つ か （ 例 え ば 、 FkpA） は 、 オ リ ゴ マ ー の 形 態 、 す な わ ち 、 ２ つ 以 上 の
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非 共 有 的 に 結 合 さ れ た FKBPポ リ ペ プ チ ド を 含 む 複 合 体 で そ の シ ャ ペ ロ ン 機 能 を は た ら か せ
る 。 本 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 １ つ お よ び 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 上 に か か る 活 性 FKBPダ
イ マ ー を 単 一 の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 設 計 お よ び 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 見 出 し
て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 構 築 物 を 一 本 鎖 PPI、 ま た は 一 本 鎖 FKBPと 称 し て い る 。
従 っ て 、 ２ つ の SlyDド メ イ ン を 含 む 一 本 鎖 PPIは 、 scSlyDと 称 さ れ 、 従 っ て 、 ２ つ の FkpA
ド メ イ ン を 含 む 一 本 鎖 PPIは 、 scFkpAと 称 さ れ る 。 一 本 鎖 ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル － イ ソ メ
ラ ー ゼ 、 す な わ ち 、 ２ つ の PPIド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 非 常 に 有 利 で あ り 、 従
っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で あ る 。 本 発 明 の sc-PPIは 、 パ ル ブ リ ン 、 シ ク ロ フ ィ リ ン ま
た は FKBPで あ り 得 る 。 FKBPフ ァ ミ リ ー の シ ャ ペ ロ ン か ら 選 択 さ れ る sc-PPIが 好 ま し い 。 最
も 好 ま し く は 、 そ れ ぞ れ 、 sc SlyDお よ び Sc FkpAで あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る 少 な
く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 標 的 ペ プ チ ド に 対 応 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド
配 列 、 な ら び に 10～ 100個 の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ の ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 を 含 む 組
換 え 的 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の さ ら に 好 ま し い 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
当 業 者 が 認 識 す る よ う に 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 必 要 な 適 用 に 最 も 適 切 な ア ミ ノ 酸 を 含 む
よ う に 構 築 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 疎 水 性 標 的 タ ン パ ク 質 の 場 合 、 リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、
好 ま し く は 、 適 切 な 数 の 親 水 性 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 特 に 、 標 的 タ ン パ ク 質 お
よ び １ つ ま た は ２ つ の FKBPシ ャ ペ ロ ン ま た は シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン お よ び ド メ イ ン の 間 に 適
切 な ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 標 的 ペ プ チ ド が 遊 離 形 態 で 必
要 と さ れ る か か る 適 用 に つ い て 、 適 切 な タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 部 位 を 含 む リ ン カ ー ペ プ チ
ド が 使 用 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 に 適 切 な ペ プ チ ド 配 列 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、
な か で も 、 例 え ば 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 の カ ル ボ キ シ 側 で 凝 固 因 子 Xaに よ り 切 断 さ れ る Ile-Gl
u-Gly-Arg、 ま た は Gly-Leu-Pro-Arg-Gly-Ser、 ト ロ ン ビ ン 切 断 部 位 な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 単 純 な 再 折 り 畳 み ス キ ー ム に よ り 封 入 体 か ら
容 易 に 得 ら れ 得 る 。 こ れ ら は 、 容 易 に 溶 解 で き 、 か か る 融 合 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 標 的 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 天 然 様 構 造 （ confirmation） で 容 易 に 得 ら れ 得 る 。 か か る 天 然 様 ポ リ ペ プ
チ ド は 診 断 な ら び に 治 療 適 用 に お い て 最 も 有 利 で あ る の で 、 こ れ は 感 染 生 物 由 来 の ポ リ ペ
プ チ ド に と っ て か な り 有 利 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、
標 的 タ ン パ ク 質 が 感 染 生 物 由 来 で あ る こ と が 公 知 で あ る 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と に
さ ら に 特 徴 を 有 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 感 染 生 物 は 、 HIV、 HTLV、 お よ び HCVで あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
科 学 的 文 献 お よ び 特 許 文 献 か ら 、 ペ プ チ ド 配 列 が 診 断 的 に 直 接 関 係 の あ る エ ピ ト ー プ を 含
む こ と は 周 知 で あ る 。 当 業 者 に と っ て 、 現 今 、 か か る 直 接 関 係 の あ る エ ピ ト ー プ を 同 定 す
る こ と に は 問 題 は な い 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 感 染 生 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド に 対
応 す る 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も １ つ の 診 断 的 に 直 接 関 係 の あ る エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
こ の 有 利 な 特 性 に よ り 、 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 研 究 動 物 の 免 疫 化 、 ワ ク チ ン の 生 成 ま た は 免 疫 学 的 測 定 に そ れ ぞ れ 使 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
新 規 な 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 適 用 が 意 図 さ れ る 場 合 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 換 え 的 に 生
成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 を 含 む 組 成 物 が 製 剤 化 さ れ る
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
以 下 の 実 施 例 、 参 考 文 献 、 配 列 表 お よ び 図 面 は 、 本 発 明 の 理 解 を 助 け る た め に 提 供 さ れ 、
そ の 真 の 範 囲 は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 示 さ れ る 。 本 発 明 の 趣 旨 を 逸 脱 せ ず に 手 順 に お け
る 改 変 が な さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
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【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 施 例 １ 　 FkpA系 の 発 現 系 を 使 用 す る HIV-1 gp41の 組 換 え 生 成
１ ． １ 　 FkpAお よ び gp41を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築
野 生 型 FkpAを ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 さ せ 、 幾 つ か の 重 要 で な い 改 変 を し た Bothmannお よ び
Plueckthun, J Biol Chem 275 (2000) 17106-17113に 従 っ て 精 製 し た 。 貯 蔵 の た め 、 タ ン
パ ク 質 溶 液 を 20mM NaH 2 PO 4 /NaOH（ pH6.0） 、 100mM NaClに 対 し て 透 析 し 、 26mg/ml（ 1mM）
に 濃 縮 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
サ イ ト ゾ ル 発 現 の た め 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー の FkpAコ ー ド 配 列 を 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 配 列 部 分 を 欠 損 す る よ う に 、 か つ そ の 代 わ り に 成 熟 FkpAの コ ー ド 領 域 の み を 含 む よ
う に 改 変 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
第 一 の 工 程 に お い て 、 成 熟 E. coli FkpAの コ ー ド 領 域 に お け る 制 限 部 位 BamHIを 、 プ ラ イ
マ ー ：
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
を 有 す る Stratagene（ La Jolla, CA; USA） の QuikChange部 位 指 向 変 異 誘 発 キ ッ ト を 用 い
て 欠 失 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
構 築 物 を EcFkpA（ Δ BamHI） ［ GGGS］ 3 と 名 づ け た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
HIV-1 gp41（ 535-681） -His 6 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 T7プ ロ モ ー タ ー 系 の 発 現 系 に お い て 発 現
し た 。 HIV-1エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 由 来 の ア ミ ノ 酸 531-681を コ ー ド す る 遺 伝 子 フ ラ グ メ
ン ト を 、 プ ラ イ マ ー ：
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
を 用 い て 、 T7系 の 発 現 ベ ク タ ー か ら PCRに よ り 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
フ ラ グ メ ン ト を BamHIお よ び XhoI制 限 部 位 を 用 い て EcFkpA（ Δ BamHI） ［ GGGS］ 3 に 挿 入 し
た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
FkpAと e-gp41の 間 の グ リ シ ン － セ リ ン － リ ッ チ リ ン カ ー ［ GGGS］ 3 に つ い て の コ ド ン を 、 F
kpAの ク ロ ー ニ ン グ 用 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー お よ び e-gp41の ク ロ ー ニ ン グ 用 の フ ォ ワ ー ド
プ ラ イ マ ー を 用 い て 挿 入 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
得 ら れ た 構 築 物 を 配 列 決 定 し 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る こ と を 見 出 し た 。 こ の
タ ン パ ク 質 の バ リ ア ン ト を ま た 、 標 準 的 手 順 に 従 っ て 部 位 指 向 変 異 誘 発 に よ り 生 成 し て い
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る 。 野 生 型 配 列 と 比 較 し て ４ つ の ア ミ ノ 酸 置 換 基 を 含 む gp41の バ リ ア ン ト は 、 例 え ば 、 配
列 番 号 ： ５ お よ び ６ の DNA構 築 物 に よ り コ ー ド さ れ 、 そ れ ぞ れ 発 現 系 と し て FkpAま た は Sly
Dを 利 用 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
１ ． ２ 　 E. coli細 胞 由 来 の FkpA-gp41融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製
発 現 プ ラ ス ミ ド を も つ E. coli BL21細 胞 を 0.7の OD 6 0 0 に 増 殖 さ せ 、 サ イ ト ゾ ル 過 剰 発 現 を
1mMの IPTGを 37℃ の 増 殖 温 度 で 添 加 す る こ と に よ り 誘 導 し た 。 誘 導 ４ 時 間 後 、 細 胞 を 遠 心
分 離 （ 5000gで 20分 ） に よ り 収 穫 し た 。 細 菌 ペ レ ッ ト を 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.8、 6.0M
 GuHCl（ 塩 化 グ ア ニ ジ ニ ウ ム ） 、 5mMイ ミ ダ ゾ ー ル に 再 懸 濁 し 、 完 全 溶 解 の た め 室 温 で 撹
拌 し た （ 10分 ） 。 遠 心 分 離 （ Sorvall SS34, 20000rpm, 4℃ ） を 繰 り 返 し た 後 、 上 清 を 濾
過 （ 0.8/0.2μ m） し 、 溶 解 緩 衝 液 中 で 予 め 平 衡 化 し た Ni-NTAカ ラ ム （ NTA： ニ ト リ ロ ト リ
ア セ テ ー ト ； Qiagen； Germantown, MD） に 適 用 し た 。 非 特 異 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、
10カ ラ ム 容 積 の 溶 解 緩 衝 液 を 適 用 す る こ と に よ り 洗 浄 工 程 中 で 除 去 し た 。 最 後 に 、 結 合 標
識 タ ン パ ク 質 を 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH2.5、 6.0M GuHClで 溶 出 し 、 4ml画 分 に 収 集 し
た 。 吸 光 度 を 280nmで 記 録 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
得 ら れ た 酸 性 お よ び カ オ ト ロ ピ ッ ク 溶 液 を 、 さ ら な る 精 製 工 程 ま た は イ ン ビ ト ロ 再 折 り 畳
み 実 験 の た め 4℃ で 貯 蔵 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
非 折 り 畳 み 物 質 で 開 始 す る と 、 種 々 の 再 折 り 畳 み 方 法 （ 例 え ば 、 透 析 、 迅 速 希 釈 、 再 生 サ
イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は マ ト リ ク ス 補 助 再 折 り 畳 み ） が 使 用 さ れ 、 首 尾 よ く 実
施 さ れ 得 、 そ れ ら 全 て は 、 同 じ 天 然 様 折 り 畳 み さ れ 、 か つ 可 溶 性 な タ ン パ ク 質 を 実 質 上 誘
発 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
１ ． ３ 　 透 析 お よ び 迅 速 希 釈 に よ る 再 生
上 記 の よ う に 可 溶 化 し た 物 質 を 透 析 に よ り 生 理 的 緩 衝 条 件 に 移 動 す る 。 透 析 チ ュ ー ブ の 選
択 カ ッ ト オ フ 値 は 、 4000～ 6000ダ ル ト ン で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
外 部 ド メ イ ン （ 融 合 タ ン パ ク 質 の HIV-1 gp41部 分 ） の 再 折 り 畳 み を 誘 導 す る た め 、 50mMリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH2.5、 50mM NaCl（ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ） に 対 す る 透 析 に よ り 溶 出 し た タ ン
パ ク 質 か ら GuHClを 除 去 し た 。 単 離 し た 外 部 ド メ イ ン が す べ て ら せ ん 状 で 、 こ の 極 度 の pH
で 三 次 接 触 を 形 成 す る こ と は 周 知 で あ る 。 近 UV CDに よ り 組 換 え 的 に 生 成 し た FkpAを 分 析
す る 場 合 、 FkpAが 同 じ 条 件 下 で は 本 質 的 に 構 築 さ れ な い こ と を 見 出 し た 。 透 析 に よ る gp41
-FkpAの 再 折 り 畳 み が 、 共 有 結 合 さ れ た gp41お よ び FkpAタ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 含 む 直 ち に
溶 解 で き る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 生 ず る こ と は 驚 く べ き こ と で あ る 。 UVス ペ ク ト ル （ 図 １ ）
は 、 迷 光 が な い 、 す な わ ち 300nmよ り 上 に は 明 ら か な 吸 収 が な い 。 迷 光 は 、 凝 集 体 の 指 標
で あ り 、 従 っ て 、 図 １ に 示 す ス ペ ク ト ル は 再 折 り 畳 み 物 質 が 有 意 な 量 の 凝 集 体 を 含 ま な い
こ と を 暗 示 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
円 偏 光 二 色 性 分 光 分 析 （ CD） は 、 タ ン パ ク 質 に お け る 二 次 お よ び 三 次 構 造 の 両 方 を 評 価 す
る た め の 選 択 方 法 で あ る 。 芳 香 領 域 （ 260～ 320nm） に お け る 楕 円 率 は 、 タ ン パ ク 質 中 の 三
次 接 触 （ す な わ ち 、 規 則 正 し く 折 り 畳 ま れ た タ ン パ ク 質 の 球 状 構 造 ） を 知 ら せ 、 一 方 、 ア
ミ ド 領 域 に お け る 楕 円 率 は 、 タ ン パ ク 質 骨 格 に お け る 規 則 正 し い 繰 り 返 し 要 素 、 す な わ ち
二 次 構 造 を 反 映 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
図 ２ に 示 す 近 UV CDス ペ ク ト ル は 、 外 部 ド メ イ ン （ 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る ） が pH2.5で
天 然 様 三 次 接 触 を 示 す や む に や ま れ ぬ 徴 候 を 提 供 す る 。 共 有 結 合 さ れ た gp41/FkpAタ ン パ
ク 質 ド メ イ ン の ス ペ ク ト ル は 、 同 一 条 件 下 で 単 離 さ れ た 外 部 ド メ イ ン の ス ペ ク ト ル と ほ と
ん ど 一 致 す る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 gp41の 典 型 的 な サ イ ン は 、 290nmで 楕 円 率 の 最 大 値 、 2
85nmで 特 徴 的 な 肩 お よ び 光 学 活 性 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 反 映 す る 260nmで 別 の 最 大 値 が 見
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ら れ た 。 FkpAが 各 条 件 下 で 全 く 近 UVシ グ ナ ル に 寄 与 し な い こ と を 示 す こ と は 重 要 で あ る 。
事 実 、 pH2.5の FkpAの 芳 香 楕 円 率 は 、 事 実 上 ベ ー ス ラ イ ン に 等 し い （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
近 UV領 域 由 来 の 結 果 に 一 致 し 、 融 合 構 築 物 の pH2.5で の 遠 UV CDは 、 主 と し て 構 築 さ れ た gp
41分 子 を 示 す 。 220nmお よ び 208nmで の ２ つ の 最 大 値 は 、 全 て ら せ ん 状 の 外 部 ド メ イ ン の 典
型 的 な サ イ ン に 近 づ き 、 対 応 す る （ 図 ３ ） 。 FkpA-gp41融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 迅 速 希 釈 に
よ り 、 示 し た 条 件 （ 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH2.5、 50mM NaCl） か ら 生 理 的 緩 衝 条 件 に 容
易 に 移 動 し 得 る 。 結 論 と し て 、 近 お よ び 遠 UV CDの 両 方 は 、 天 然 様 構 造 の gp41（ FkpAを ま
た 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る ） が 種 々 の 従 来 の 様 式 で 利 用 可 能 で あ る こ と を 強 調 す る
。
【 ０ ０ ９ ９ 】
１ ． ４ 　 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 再 生 （ SEC）
非 折 り 畳 み gp41-FkpAポ リ ペ プ チ ド （ 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.8、 7.0M GuHClに 溶 解 ）
を 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4、 50mM NaCl、 1mM EDTAで 平 衡 化 し た Superdex 200ゲ ル
濾 過 カ ラ ム に 適 用 し た 。 FkpA-gp41は 、 本 質 的 に ３ つ の 主 な 画 分 ： 高 分 子 付 随 物 と し て 、
明 白 な ヘ キ サ マ ー 種 と し て 、 お よ び 明 白 な ト リ マ ー 種 と し て 溶 出 す る 。 明 白 な ト リ マ ー 画
分 を 濃 縮 し て 、 近 UV CD測 定 に お け る そ の 三 次 構 造 に つ い て 評 価 し た （ 図 ４ ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
得 ら れ た グ ラ フ は 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 FkpAお よ び 標 的 タ ン パ ク 質 gp41の 両 方 が 1： 1比 で
寄 与 す る 事 実 上 オ ー バ ー レ イ 曲 線 で あ る 。 最 も 幸 い に も 、 gp41は 、 中 性 pHで 三 次 構 造 を 示
し 、 共 有 結 合 さ れ た シ ャ ペ ロ ン に よ り 明 ら か に 可 溶 化 さ れ て い る 。 換 言 す れ ば 、 シ ャ ペ ロ
ン FkpAは 、 天 然 様 構 造 の 外 部 ド メ イ ン gp41を 物 質 と し て 許 容 し 、 か つ 中 性 作 用 pHで こ の 折
り 畳 み に く い （ hard-to-fold） タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 す る よ う で あ る 。 従 っ て 、 診 断 目 的 の
た め に 大 量 の 可 溶 性 gp41抗 原 を 生 成 す る 重 大 な 必 要 性 を 満 た す 。
【 ０ １ ０ １ 】
pH7.4で の FkpA-gp41の 遠 UV CD（ 図 ５ ） は 、 FkpAお よ び gp41そ れ ぞ れ の シ グ ナ ル 寄 与 の 相
加 性 を 示 す 近 UV CD結 果 を 確 認 す る 。 予 想 さ れ る よ う に 、 ス ペ ク ト ル は 非 常 に ら せ ん 状 の g
p41外 部 ド メ イ ン （ そ れ ぞ れ 220nmお よ び 208nmで の 最 大 楕 円 率 ） に よ り 左 右 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
上 記 条 件 下 で 、 pH7.4で 可 溶 化 さ れ た 共 有 結 合 さ れ た gp41/ FkpAタ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 用
い て 得 ら れ た デ ー タ は 、 FkpAお よ び gp41が ポ リ ペ プ チ ド 構 築 物 中 で 独 立 し た 折 り 畳 み 単 位
と し て 作 用 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 ２ 　 Sly-D系 の 発 現 ベ ク タ ー の 使 用
シ ャ ペ ロ ン SlyDを 、 E. coliか ら 慣 用 的 な ク ロ ー ニ ン グ 手 順 に よ り 単 離 し て い る 。 組 換 え
発 現 に つ い て 、 SlyDの ア ミ ノ 酸 1～ 165を コ ー ド す る DNA構 築 物 を 調 製 し て い る 。 融 合 パ ー
ト ナ ー と し て SlyD（ 1～ 165） お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 と し て HIV-1 gp41（ 配 列 番 号 ： ６ を 参
照 ） を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し て い る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 上 記 FkpA-gp41に つ
い て 記 載 の よ う に 首 尾 よ く 精 製 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 SlyD（ 1～ 165） -g
p41型 の 天 然 様 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 室 温 で の 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.4、 150mM NaClに 対
す る カ オ ト ロ ピ ッ ク 物 質 （ 例 え ば 、 7.0M GuHClに 溶 解 ） の 透 析 に よ り き わ め て 従 来 の 様 式
で 得 ら れ 得 る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
実 施 例 ３ 　 scFkpAお よ び scSlyDの 精 製
一 本 鎖 PPIア ー ゼ scSlyD（ 配 列 番 号 ： ７ ） お よ び scFkpA（ 配 列 番 号 ： ８ ） を そ れ ぞ れ 、 実
施 例 １ に 記 載 さ れ る の と 実 質 的 に 同 じ 精 製 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て E. coli過 剰 プ ロ デ ュ ー
サ ー か ら 得 た 。 簡 単 に は 、 誘 導 細 胞 を 収 穫 し 、 PBSで 洗 浄 し 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.8
、 100mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 7.0M GuHClで 室 温 に て 溶 解 し た 。 非 折 り 畳 み 標 的 タ ン パ ク 質 を
そ の C-末 端 ヘ キ サ -His-タ グ を 介 し て Ni-NTAカ ラ ム に 結 合 し 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.8
、 100mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 で 再 折 り 畳 み し た 。 こ の マ ト リ ク ス 補 助 再 折 り 畳 み 手 順 の 後 、
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タ ン パ ク 質 を イ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 で 溶 出 し 、 Superdex 200（ 登 録 商 標 ） カ ラ ム で の ゲ ル 濾 過
に 供 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
あ る い は 、 scSlyDお よ び scFkpAを 溶 出 後 、 透 析 し 、 イ ミ ダ ゾ ー ル の 残 り の 濃 縮 物 を 除 去 し
て も よ い 。 両 タ ン パ ク 質 は 、 か な り 可 溶 性 で あ る こ と が わ か る 。 例 え ば 、 scSlyDは 、 25mg
/mlま で の 濃 度 で は 凝 集 傾 向 が な い 。 再 折 り 畳 み さ れ た scPPIア ー ゼ の 三 次 構 造 を 解 明 す る
た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 近 UV領 域 に お け る CDス ペ ク ト ル を モ ニ タ ー し た 。 scSlyDお よ び sc
FkpA両 方 の サ イ ン は 、 互 い に 似 て お り 、 接 近 し た 関 係 、 従 っ て 、 ２ つ の FKBPの 構 造 相 同 性
を 反 映 す る 。 し か し 、 芳 香 残 基 に お け る 低 含 量 に よ り 、 scSlyDの シ グ ナ ル 強 度 （ 図 ６ ） は
、 scFkpAの １ つ よ り も 有 意 に 低 い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
実 施 例 ４ 　 標 的 タ ン パ ク 質 の 改 良 発 現
生 化 学 的 に す っ か り 異 な る 標 的 タ ン パ ク 質 HIV-1 gp41、 HIV-2 gp36、 HIV-1 p17お よ び HTL
V gp21を 、 融 合 パ ー ト ナ ー （ gp41、 gp36、 p17、 gp21） を 有 さ な い pET/BL21発 現 系 を 使 用
す る か 、 ま た は 同 じ 標 準 的 発 現 系 で あ る が 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 （ SlyD-gp41、 FkpA-gp
41、 FkpA-p17、 SlyD-gp36、 FkpA-gp21） を コ ー ド す る DNA構 築 物 を 含 む 系 を 使 用 す る か の
い ず れ か で 発 現 し て い る 。 こ れ ら の 系 の 効 率 を 、 E. coli細 胞 質 量 あ た り の 組 換 え タ ン パ
ク 質 の 収 率 （ mg/g） の 点 で 比 較 し て い る 。 表 １ か ら 容 易 に 明 ら か な よ う に 、 新 規 な 発 現 系
は 、 試 験 し た 全 て の タ ン パ ク 質 に つ い て 有 意 な 改 善 を 導 い た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ９ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 pH2.5で の FkpA-gp41の UVス ペ ク ト ル を 表 す 。 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH
2.5； 50mM NaClに 対 す る 透 析 後 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド FkpA-gp41の UVス ペ ク ト ル 。 驚 く べ き
こ と に 、 ２ ド メ イ ン 構 築 は 、 可 溶 化 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 GuHClの 除 去 後 、 完 全 な 可 溶 性 の ま
ま で あ る 。 ベ ー ス ラ イ ン ド リ フ ト お よ び 300nmを 超 え た 波 長 で の 重 大 な 見 か け 吸 収 を 引 き
起 こ す こ と が 予 測 さ れ る 迷 光 凝 集 の 存 在 の 徴 候 は な い 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 pH2.5で の FkpA-gp41の 近 UV CDス ペ ク ト ル を 表 す 。 ス ペ ク ト ル は 、 20mM
リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH2.5； 50mM NaCl中 で 20℃ に て Jasco 720分 光 偏 光 計 で 記 録 さ れ 、 ノ
イ ズ を 減 少 す る た め 9倍 に 増 大 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 0.5cmの 通 過 長 （ pass length
） で 22.5μ Mで あ っ た 。 芳 香 の 楕 円 率 は 、 gp41の 典 型 的 な サ イ ン を 示 す 。 pH2.5で 、 FkpAは
、 主 と し て 構 築 さ れ ず 、 近 UV-CDに お け る シ グ ナ ル を 全 く 与 え な い 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 pH2.5で の FkpA-gp41の 遠 UV CDス ペ ク ト ル を 表 す 。 ス ペ ク ト ル は 、 20mM
リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH2.5； 50mM NaCl中 で 20℃ に て Jasco 720分 光 偏 光 計 で 記 録 さ れ 、 シ
グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 改 善 す る た め 9倍 に 増 大 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 0.2cmの 通 過 長 で
2.25μ Mで あ っ た 。 220nmお よ び 208nmで の 最 小 値 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る gp41の 主
た る ら せ ん 構 造 を 示 す 。 197nmよ り 下 で の ス ペ ク ト ル ノ イ ズ は 、 高 い ア ミ ド 吸 収 に よ り 、
融 合 タ ン パ ク 質 の い ず れ の 構 造 特 性 を 報 告 し な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 193nmで の 典 型
的 な ら せ ん 最 大 値 は 、 推 測 さ れ 得 る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で の FkpA-gp41の 近 UV CDス ペ ク ト ル を 表 す 。 ス ペ ク ト
ル は 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4； 50mM NaCl中 で 20℃ に て Jasco 720分 光 偏 光 計 で 記
録 さ れ 、 ノ イ ズ を 減 少 す る た め 9倍 に 増 大 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 0.5cmの 通 過 長 で 15
.5μ Mで あ っ た 。 顕 著 な こ と に 、 gp41お よ び FkpAの 共 有 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 ド メ イ ン （
連 続 線 ） の 芳 香 の 楕 円 率 は 、 pH3.0で の 天 然 様 の 全 て の ら せ ん gp41の 寄 与 （ 下 の 破 線 ） お
よ び pH7.4で の FkpAの 寄 与 （ 上 の 破 線 ） か ら 加 法 的 に 作 成 さ れ る 。 こ れ は 、 ポ リ ペ プ チ ド
融 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ れ る 場 合 に 、 キ ャ リ ア FkpAお よ び 標 的 gp41（ す な わ ち 、 ２ つ の 別
個 の 機 能 的 折 り 畳 み ユ ニ ッ ト ） が 可 逆 的 に か つ あ る 程 度 独 立 し て 再 折 り 畳 み す る こ と を 示
す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で の FkpA-gp41の 遠 UV CDス ペ ク ト ル を 表 す 。 ス ペ ク ト
ル は 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4； 50mM NaCl中 で 20℃ に て Jasco 720分 光 偏 光 計 で 記
録 さ れ 、 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 改 善 す る た め 9倍 に 増 大 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 0.2cm
の 通 過 長 で 1.55μ Mで あ っ た 。 そ れ ぞ れ 220nmお よ び 208nmで の 強 い シ グ ナ ル は 、 融 合 構 築
物 の 文 脈 に お け る gp41の 主 た る ら せ ん 構 造 を 示 す 。 198nmよ り 下 の ノ イ ズ は 、 高 い タ ン パ
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ク 質 吸 収 に よ り 、 FkpA-gp41の い ず れ の 二 次 構 造 特 性 も 反 映 し な い 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 scFkpAお よ び scSlyDの 近 UV-CDス ペ ク ト ル は 、 互 い に 似 て い る こ と を 示
す 。 CDス ペ ク ト ル は 、 0.5cmキ ュ ベ ッ ト 中 で Jasco 720分 光 偏 光 計 で 記 録 さ れ 、 シ グ ナ ル 対
ノ イ ズ 比 を 改 善 す る た め に 平 均 さ れ た 。 緩 衝 条 件 は 、 20℃ 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.8
、 100mM塩 化 ナ ト リ ウ ム で あ っ た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 scFkpA（ 280nmで の 上 線 ） お よ び sc
SlyD（ 280nmで の 下 線 ） 両 方 と も そ れ ぞ れ 45μ Mで あ っ た 。 両 タ ン パ ク 質 の 構 造 類 似 は 、 「
フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 領 域 」 に お け る 類 似 の サ イ ン に よ り 証 明 さ れ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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