
(57)【要約】
【課題】　コレクチンネック領域あるいはその変異体又は誘導体、もしくは同一又は同様
のアミノ酸パターン及び／又は疎水性プロフィールを有するアミノ酸配列を包含し、三量
体化し得るポリペプチドの提供。
【解決手段】　当該ポリペプチドは例えばタンパク質ドメインを生成する、又はイムノグ
ロブリンに由来する異種アミノ酸を含めた付加的アミノ酸を包含し、もしくはオリゴ糖の
ような非ペプチド部分の付着のために誘導されるアミノ酸を包含し得るか、あるいはホモ
三量体又はヘテロ三量体を生成し得る。ヘテロ三量体化は、例えば 50℃に低温加熱し、次
いで室温に冷却することにより促進し得る。ポリペプチドの使用例としては、コラーゲン
構成物の接種がある。ポリペプチドをコードする核酸及びそれらの生成方法を提供する。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 コ レ ク チ ン の ネ ッ ク 領 域 で あ る ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 で あ っ て 、 １ 以 上 の 異 種 ア ミ ノ 酸 に
融 合 さ れ た も の を 含 み 、 か つ 、 三 量 体 を 形 成 し 得 る 非 天 然 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 が コ レ ク チ ン SP-Dの ネ ッ ク 領 域 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 以 下 の ヒ ト ・ ネ ッ ク 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 VASLRQQVEALQGQVQHLQAAFSQYKK
で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が 以 下 の ウ シ ・ ネ ッ ク 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 VNALRQRVGILEGQLQRLQNAFSQYKK
で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 以 下 の ラ ッ ト ・ ネ ッ ク 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 SAALRQQMEALNGKLQRLEAAFSRYKK
で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が コ レ ク チ ン 43又 は コ ン グ ル チ ニ ン の ネ ッ ク 領 域 で あ る 、 請 求 項
１ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 以 下 の ウ シ ・ コ ン グ ル チ ニ ン ・ ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 VNALKQRVTILDGHLRRFQNAFSQYKK
で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 以 下 の ウ シ ・ コ レ ク チ ン 43ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 VDTLRQRMRNLEGEVQRLQNIVTQYRK
で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 １ 以 上 の 異 種 ア ミ ノ 酸 に 融 合 さ れ た コ レ ク チ ン SP-Dの ネ ッ ク 領 域 と 実 質 的 に 同 一 な 疎 水
性 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 を 含 み 、 か つ 、 三 量 体 を 形 成 し 得 る ポ リ ペ プ
チ ド で あ っ て 、 こ こ で 、 当 該 ネ ッ ク 領 域 は 、 以 下 の ：
　 　 　 　 　 　 　 　 ｉ ） 　 VASLRQQVEALQGQVQHLQAAFSQYKK、
　 　 　 　 　 　 　 　 ii） 　 VNALRQRVGILEGQLQRLQNAFSQYKK、 及 び
　 　 　 　 　 　 　 　 iii）  SAALRQQMEALNGKLQRLEAAFSRYKK、
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 が タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 に
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー を 介 し て 異 種 ア ミ ノ 酸 （ 単 数 又 は 複 数 ） に
連 結 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ 11の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 単 数 又 は 複 数 の 異 種 ア ミ ノ 酸 が 化 学 的 部 分 の 付 着 の た め に 誘 導 可 能 で あ る ア ミ ノ 酸
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 12の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 非 ペ プ チ ド 部 分 と 連 結 さ れ た 、 請 求 項 １ ～ 13の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 の Ｎ 末 端 側 に 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 （ 単 数 又 は 複 数 ） と 、 及 び 前 記
ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 の Ｃ 末 端 側 に １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 と 、 あ る い は 前 記 ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列
の Ｃ 末 端 側 に 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 （ 単 数 又 は 複 数 ） と 及 び 前 記 ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 の Ｎ 末 端
側 に １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 14の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 コ レ ク チ ン Ｃ 型 レ ク チ ン ・ ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 15の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を
含 む 核 酸 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の 核 酸 を 含 有 す る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の 調 節 配 列 に 作 用 可 能 な 状 態 で
連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 20に 記 載 の 核 酸 を 含 有 す る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 の コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 、 請 求 項 17に 記 載 の 核 酸 か ら の 発 現 を 含 む 、 請 求 項
１ ～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の 条 件 下 、 請 求 項 21に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を
含 む 、 請 求 項 １ ～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 22又 は 23に 記 載 の 方 法 に よ る そ の 発 現 後 に ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 三 量 体 を 形 成 す る
こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 三 量 体 の 製 造 方 法
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 三 量 体 が ホ モ 三 量 体 で あ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 三 量 体 が ヘ テ ロ 三 量 体 で あ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 コ レ ク チ ン の ネ ッ ク 領 域 で あ る ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 を 含 み 、 か つ 、 三 量 体 を 形 成 し 得 る
非 天 然 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ヘ テ ロ 三 量 体 で あ る 三 量 体 を 、 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 か ら の ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 後 に 形 成 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む 三 量 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 22又 は 23に 記 載 の 方 法 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 後 に そ の ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す
る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 28に 記 載 の 方 法 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 後 に そ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 三 量 体 を
形 成 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 三 量 体 の
製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 三 量 体 が ホ モ 三 量 体 で あ る 、 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-328851 A 2005.12.2



【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 三 量 体 が ヘ テ ロ 三 量 体 で あ る 、 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 三 量 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ホ モ 三 量 体 で あ る 、 請 求 項 32に 記 載 の 三 量 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ヘ テ ロ 三 量 体 で あ る 、 請 求 項 32に 記 載 の 三 量 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 コ レ ク チ ン の ネ ッ ク 領 域 で あ る ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 を 含 み 、 か つ 、 三 量 体 を 形 成 し 得 る
非 天 然 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ヘ テ ロ 三 量 体 で あ る 三 量 体 を 形 成 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～
16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 三 量 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん の 形 成 方 法 で あ っ て 、 非 天 然 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 、 各
ポ リ ペ プ チ ド が 、 三 量 体 を 形 成 す る こ と が で き る 、 コ レ ク チ ン の ネ ッ ク 領 域 で あ る ア ミ ノ
酸 の 第 １ 配 列 の Ｎ 末 端 側 に 一 連 の コ ラ ー ゲ ン ・ ト リ プ レ ッ ト を 含 み 、 そ し て 上 記 ポ リ ペ プ
チ ド と し て 三 量 体 を 形 成 さ せ る 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 が コ レ ク チ ン SP-Dの ネ ッ ク 領 域 で あ る 、 請 求 項 36に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 以 下 の ネ ッ ク 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 VASLRQQVEALQGQVQHLQAAFSQYKK
で あ る 、 請 求 項 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 第 １ ア ミ ノ 酸 配 列 が コ レ ク チ ン － 43又 は コ ン グ ル チ ニ ン の ネ ッ ク 領 域 で あ る 、 請 求
項 36に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に あ る か 、 あ る い は 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド が 前 記 第 １ 配 列 の Ｃ 末 端 側 の １ 以 上 の 異 種 ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 36～ 39の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん の 形 成 方 法 で あ っ て 、 非 天 然 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 、 各
ポ リ ペ プ チ ド が 、 三 量 体 を 形 成 し 得 る 、 コ レ ク チ ン SP-Dの ネ ッ ク 領 域 と 実 質 的 に 同 一 な 疎
水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 第 １ 配 列 の Ｎ 末 端 側 の 一 連 の コ ラ ー ゲ ン ・ ト リ プ レ
ッ ト を 含 み 、 そ し て 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を し て 三 量 体 を 形 成 せ し め る こ と を 含 む 前 記 方 法
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ の コ ー デ ィ ン グ 核 酸 か ら の 発 現 に よ り 提 供 さ れ る 、 請 求 項 36～
41の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 三 量 体 が 、 三 量 体 化 後 に 単 離 さ れ る 、 請 求 項 42に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 多 量 体 、 特 に 三 量 体 を 生 成 し 得 る ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に こ の よ う な ポ リ ペ プ
チ ド の 製 造 及 び 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 分 子 の 生 合 成 は 、 三 重 ら せ ん を 形 成 す る た め に Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ
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プ レ ッ ト か ら 成 る ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 正 し い 整 列 を 要 す る 〔 １ 〕 。 各 鎖 は 、 右 回 り 三 重
ら せ ん 中 で 左 回 り ら せ ん 構 造 を と り 、 こ れ は 鎖 間 水 素 結 合 に よ り 安 定 化 さ れ る 。 三 重 ら せ
ん の 形 成 は 、 ３ 本 の 鎖 の Ｃ 末 端 の 単 一 核 形 成 点 か ら 進 行 し 、 ジ ッ パ ー 様 方 式 で 成 長 す る 〔
２ 〕 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｉ Ｉ 型 に 関 す る 再 生 実 験 は 、 Ｃ 末 端 球 状 タ ン パ ク 質 構 造 間 に 形 成 さ れ る 特
異 的 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は 三 重 ら せ ん の in vitro再 生 の た め の 核 と し て 機 能 す る の に 十
分 で あ る が 、 一 方 還 元 は こ の 工 程 を 完 全 に 阻 害 す る 、 と い う こ と を 示 し た 〔 ３ 〕 。 し か し
な が ら 、 コ ラ ー ゲ ン 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 族 が 大 き く 、 異 な る 型 の Ｃ 末 端 非 コ ラ ー ゲ
ン 様 領 域 の 配 列 比 較 に よ っ て は Ｆ Ａ Ｃ Ｉ Ｔ （ 三 重 ら せ ん 遮 断 を 伴 う 細 繊 維 関 連 コ ラ ー ゲ ン
、 Ｉ Ｘ 、 Ｘ Ｉ Ｉ 、 Ｘ Ｉ Ｖ 及 び Ｘ Ｖ Ｉ 型 ） 、 横 紋 細 繊 維 の コ ラ ー ゲ ン （ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ 、
Ｖ 及 び Ｘ Ｉ 型 ） 、 又 は Ｃ ｌ ｑ 様 Ｃ 末 端 ド メ イ ン （ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 及 び Ｘ 型 ） が 共 有 す る 一 般 的 モ
チ ー フ が 明 ら か に さ れ な か っ た た め 、 コ ラ ー ゲ ン の 会 合 及 び 整 列 登 録 を 導 く 分 子 メ カ ニ ズ
ム は 、 依 然 と し て は っ き り 分 か っ て い な い 。 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 高 頻 度 の 形 成 は 、 鎖
間 会 合 及 び そ の 後 の 三 重 ら せ ん 形 成 の 核 形 成 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 モ ジ ュ ー ル に 関 す る 調
査 を さ ら に 複 雑 に し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 「 コ レ ク チ ン  collectin」 と し て 公 知 の コ ラ ー ゲ ン タ ン パ ク 質 の 一 族 は 、 血 清 タ ン パ ク
質 マ ン ナ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 コ レ ク チ ン － ４ ３ 及 び ウ シ コ ン グ ル チ ニ ン 、 並 び
に 肺 界 面 活 性 剤 タ ン パ ク 質 Ｓ Ｐ － １ ０ 及 び Ｓ Ｐ － Ａ で 構 成 さ れ る 〔 ５ 〕 。 コ ラ ー ゲ ン ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 は 短 Ｎ 末 端 領 域 、 即 ち 短 い 一 続 き の ３ ４ ～ ３ ９ ア ミ ノ 酸 （ 「 ネ ッ ク 」 領 域 を 形
成 す る ） に よ り Ｃ 末 端 Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン （ １ １ ３ ～ １ １ ８ ア ミ ノ 酸 ） に 連 結 さ れ る コ
ラ ー ゲ ン 様 領 域 （ ２ ０ ～ ５ ９ の Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト ） を 含 有 す る （ 図 １
ａ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 コ レ ク チ ン タ ン パ ク 質 の 「 ネ ッ ク 領 域 」 が ３ つ の コ ラ ー ゲ ン ポ リ ペ プ チ ド 鎖
の 鎖 間 認 識 、 三 量 体 化 及 び 整 列 登 録 を 媒 介 し 得 る こ と を 示 す 結 果 か ら 生 じ た 〔 ７ 〕 。 そ の
結 果 に よ り 、 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド を 三 量 体 化 す る 簡 単 な 方 法 が 利 用 で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 コ レ ク チ ン の ネ ッ ク 領 域 あ る い は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 又 は そ の 誘
導 体 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 適 切 な 条 件 下 で 三
量 体 を 生 成 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 非 天 然 性 で あ る 。 即 ち 自 然 に は 見 出 さ れ な い も の で あ る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ れ は 、 ネ ッ ク 領 域 あ る い は そ の 変 異 体 又 は 誘 導 体 と 接 合 し た １ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 種
ア ミ ノ 酸 を 包 含 し 得 る 。 そ れ は 、 そ れ が 得 ら れ る 分 子 か ら の １ つ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸
を 保 持 す る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は コ レ ク チ ン Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン を 包 含 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 一 定 義 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 次 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｎ － Ｙ
（ 式 中 、 Ｎ は コ レ ク チ ン ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 変 異 体 又 は 誘 導 体 、 あ る い は
三 量 体 を 形 成 し 得 る 、 コ レ ク チ ン ネ ッ ク 領 域 と 同 一 の 又 は 同 様 の ア ミ ノ 酸 パ タ ー ン 及 び ／
又 は 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 で あ り ； Ｘ は 存 在 し な い か 又 は １ つ 又 は
そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で あ り ； Ｙ は 存 在 し な い か 又 は １ つ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。
Ｘ 及 び Ｙ が と も に 存 在 し な い 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 本 質 的 に Ｎ で 構 成 さ れ る 。 Ｘ 及 び ／ 又
は Ｙ は １ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 種 ア ミ ノ 酸 を 包 含 し 、 そ の い ず れ も が 誘 導 化 で き る か 、 あ る
い は 化 学 的 部 分 の 付 着 に 関 し て 「 キ メ ラ 修 飾 可 能 」 で あ る ） に し た が っ て ア ミ ノ 酸 で 本 質
的 に 構 成 さ れ る 非 天 然 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 化 学 的 部 分 は 、 特 異 的 化 学 的 修 飾 可 能 な 残 基 （ 単 数 又 は 複 数 ） に 導 入 し 得 る 。 化 学 的 修
飾 可 能 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 特 定 の 条 件 下 で 選 択 さ れ た 化 学 試 薬 に よ る 修 飾 を 受 け 易 い ア ミ ノ
酸 残 基 で あ る 。 そ の ア ミ ノ 酸 は ポ リ ペ プ チ ド 中 に 唯 一 で あ る か 、 又 は そ れ は 独 自 に 修 飾 可
能 で あ る か 、 あ る い は 選 択 的 に 又 は 存 在 す る 他 の ア ミ ノ 酸 よ り 優 先 的 に 修 飾 可 能 で あ る 。
例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 は 結 合 部 位 に 導 入 し 得 る し 、 そ の チ オ ー ル 基 を 介 し て 化 学 的 修 飾
に 用 い 得 る 。 そ れ は さ ら に 、 そ の 環 境 を 工 学 的 処 理 す る こ と に よ り 、 例 え ば 特 定 の 特 性 を
有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 に 隣 接 す る 分 子 内 に そ れ を 位 置 調 節 す る こ と に よ り 、 ア ミ ノ 酸 を 分 子
内 の 同 一 種 類 の 他 の ア ミ ノ 酸 に 比 較 し て 優 先 的 に 修 飾 可 能 に さ せ 得 る 。 例 え ば 、 カ ル ボ キ
シ ラ ー ト 基 の 隣 の ア ミ ノ 基 は 、 結 合 部 位 内 に 唯 一 で な い 場 合 で も 、 よ り 求 核 性 に そ し て 選
択 的 修 飾 可 能 性 に さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 他 の 化 学 的 修 飾 可 能 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ヒ ス チ ジ ン 及 び チ ロ シ
ン が 挙 げ ら れ る 。 共 有 修 飾 は 、 広 範 な 部 分 、 特 に リ ポ ー タ ー 基 又 は 触 媒 作 用 の た め の 補 因
子 を 組 み 入 れ 可 能 に す る 。 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に お い て 、 特 異 的 に 修 飾 可 能 な １ つ 又 は そ
れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 組 み 入 れ ら れ る 。 こ れ は 大 き な 有 機 基 、 例 え ば 蛍 光 性 リ ポ ー タ ー 基 、
７ － ニ ト ロ ベ ン ズ － ２ － オ キ サ － １ ， ３ － ジ ア ゾ ー ル （ Ｎ Ｂ Ｄ ） の 相 互 作 用 を 可 能 に す る
。 他 の 大 型 基 、 例 え ば 触 媒 作 用 の た め の フ ラ ビ ン 補 因 子 、 Ｆ Ｍ Ｎ 及 び Ｆ Ａ Ｄ も 組 み 入 れ 得
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 同 一 試 薬 又 は ２ つ （ 又 は そ れ 以 上 ） の 異 な る 試 薬 に よ る 修 飾 の た め に ２ つ （ 又
は そ れ 以 上 ） の 残 基 を 組 み 入 れ る 可 能 性 が あ る し 、 あ る い は さ ら に 好 ま し く は 異 な る 残 基
を 異 な る 試 薬 で 修 飾 し て 異 な る 化 学 的 部 分 を 結 合 部 位 に 組 み 入 れ 得 る 。 こ れ は 、 例 え ば フ
ラ ビ ン 及 び ヘ ム の よ う な ２ つ の 化 学 的 部 分 の 存 在 が 酸 化 還 元 反 応 の 触 媒 作 用 を 促 し 得 る 触
媒 作 用 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 他 に も ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 方 法 が 考 え ら れ る 。 特 異 的 官 能 基 を 含 有 す る 分 子 を 用 い て 特
異 的 に 誘 導 さ れ る 多 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が あ る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 基 は Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ
ン イ ミ ド エ ス テ ル を 用 い て 、 カ ル ボ キ シ ル 基 は カ ル ボ ジ イ ミ ド で 、 ヒ ス チ ジ ン 及 び シ ス テ
イ ン は ハ ロ メ チ ル ケ ト ン で 、 ア ル ギ ニ ン は グ リ オ キ サ ル で 修 飾 し 得 る （ 例 え ば 、 A. R. Fe
rsht, Enzyme Structure and Mechanism 2nd edn, 1985 pp248-251, W. H. Freeman, New
 York ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 修 飾 す る た め に 用 い ら れ る い く つ か の 試 薬 が 、 T. Imoto及 び H. Y
amada （ " Protein Function: a Practical Approach ", pp247-277, 1989 ） に よ り 示 さ
れ て い る 。 特 異 的 官 能 基 を ポ リ ペ プ チ ド に 導 入 す る た め に 、 こ れ ら の 試 薬 の 反 応 基 を 修 飾
試 薬 中 の 官 能 基 と 組 合 せ 得 る 。 例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 　 ７ － ア ミ ノ － ４ － メ チ ル ク マ リ
ン － ３ － 酢 酸 で タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る の が 望 ま し い 場 合 、 分 子 の Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ
ミ ジ ル エ ス テ ル を 用 い て ア ミ ノ 酸 基 を 修 飾 し 、 一 方 Ｎ － 〔 ６ － （ ア ミ ノ － ４ － メ チ ル ク マ
リ ン － ３ － ア セ ト ア ミ ド ） ヘ キ シ ル 〕 － ３ ’ － （ ２ ’ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ） プ ロ ピ オ ン ア ミ
ド を 用 い て シ ス テ イ ン 基 を 修 飾 し 得 る 。
　 考 え ら れ る 別 の 方 法 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の γ － カ ル ボ キ シ ア ミ ド 基 と 第 一 ア ミ ン と の
間 の ア シ ル 転 移 反 応 を 触 媒 す る ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ を 用 い る こ と で あ る （ E. Bendixe
n et al., J. Biol. Chem. 268 21962-21967, 1993; K. N. Lee et al., Biochem. Bioph
ys. Acta 1202 1-6 1993; T. Kanaji et al., J. Biol. Chem. 268 11565-11572 1993 ）
。 し た が っ て 、 こ の 酵 素 は ペ プ チ ド か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 を ペ プ チ ド リ シ ン エ プ シ ロ ン ア ミ
ノ 基 を 介 し て グ ル タ ミ ン 残 基 中 へ 、 又 は ペ プ チ ド グ ル タ ミ ン 基 を 介 し て リ シ ン 基 中 ヘ 導 入
し 得 た 。 本 酵 素 は さ ら に 、 第 一 ア ミ ン を 用 い て グ ル タ ミ ン 残 基 の 誘 導 化 を 触 媒 し 得 た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 別 の ア プ ロ ー チ は 、 逆 タ ン パ ク 質 分 解 又 は 化 学 的 共 役 、 あ る い は そ の ２ つ の 組 合
せ を 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 に 化 学 的 部 分 を 導 入 す る こ と で あ る （ I. Fisch
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 et al., Bioconj. Chem. 3, 147-153, 1992; H. F. Gaertner et al., Bioconjug. Chem
. 3, 262-268, 1992; H. F. Gaertner et al., Biol. Chem. 269, 7224-7230, 1994; J. 
Bongers et al., Biochem. Biophys. Acta, 50, S57-162, 1991; R. Offord, Protein En
gineering, 4, 709-710, 1991 ） 。 こ れ ら の 方 法 を 用 い て 非 コ ー ド 化 要 素 が タ ン パ ク 質 及
び ペ プ チ ド 分 子 に 導 入 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 導 入 さ れ 得 る フ ル オ ロ フ ォ ア の 例 と し て は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 ク マ
リ ン 、 Ｎ Ｂ Ｄ 、 テ キ サ ス レ ッ ド Ｔ ｅ ｘ ａ ｓ 　 Ｒ ｅ ｄ 及 び キ レ ー ト 化 ラ ン タ ニ ド イ オ ン が 挙
げ ら れ る 。 導 入 し 得 る 触 媒 基 の 例 と し て は 、 フ ラ ビ ン ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｆ Ａ Ｄ ）
、 フ ラ ビ ン モ ノ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｆ Ｍ Ｎ ） 、 シ ト ク ロ ム 及 び キ レ ー ト 化 金 属 イ オ ン 、 例 え ば
亜 鉛 及 び 銅 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 ネ ッ ク 領 域 は 、 コ レ ク チ ン Ｓ Ｐ － Ｄ （ あ る い は そ の 変 異 体 又 は 誘
導 体 ） に 属 す る も の で あ る 。 そ の 他 の 可 能 性 と し て は 、 コ レ ク チ ン － ４ ３ 及 び コ ン グ ル チ
ニ ン が 挙 げ ら れ る 。 マ ン ナ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 及 び Ｓ Ｐ － Ａ も 本 発 明 に 使 用 し 得
る が 、 し か し そ の 場 合 、 そ れ ぞ れ の レ ク チ ン ド メ イ ン か ら の 付 加 的 ア ミ ノ 酸 を 要 す る 。 し
か し な が ら そ れ ら の 付 加 的 ア ミ ノ 酸 は α ら せ ん 構 造 を 有 す る た め 、 天 然 分 子 中 で は 、 必 要
な ア ミ ノ 酸 配 列 は 依 然 と し て コ レ ク チ ン の 「 ネ ッ ク 領 域 」 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 １ （ ａ ） は 、 Ｖ ／ Ｌ 反 復 を 有 す る Ｓ Ｐ － Ｄ の ネ ッ ク 領 域 を 示 す 。 あ る 実 施 態 様 で は 、
図 示 さ れ て い る よ う に 、 す ぐ 上 流 の Ｇ 残 基 を 、 そ し て リ ン カ ー 間 及 び ／ 又 は 下 流 に ア ミ ノ
酸 を 、 ネ ッ ク 領 域 に 含 む の が 好 ま し い 。 リ ン カ ー は 、 三 量 体 中 の 折 り 畳 ま れ た ド メ イ ン を
一 定 間 隔 に 置 く た め に 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 「 ． ． ． Ｆ Ｐ ． ． ． 」 は 鎖 中 に よ じ れ を 提 供
す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｓ Ｐ － Ｄ の ネ ッ ク 領 域 で な い 場 合 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 中 の ネ ッ ク 領 域 は 、 三 量 体 化
す る 能 力 が 保 持 さ れ さ え す れ ば 、 Ｓ Ｐ － Ｄ の ネ ッ ク 領 域 と 同 一 の 又 は 同 様 の ア ミ ノ 酸 パ タ
ー ン 及 び ／ 又 は 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 以 下 に 種 々 の コ レ ク チ ン ネ ッ ク 領 域 の ア ミ ノ 酸 の 列 を 示 す ：
　 位 　 置 　 　 　 　 　 -　 - abcdefgabcdefgabcdefgabcdef
　 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ 　 　 　  - VASLRQQVEALQ QVQHLQAA SQ KK
　 ウ シ Ｓ Ｐ － Ｄ 　 　 　  - VNALRQRVGILE QLQRLQNAFSQYKK
　 ラ ッ ト Ｓ Ｐ － Ｄ 　 -　 - SAALRQQMEALN KLQRLEAAFSRYKK
　 ウ シ コ ン グ ル チ ニ ン 　  VNALKQRVTILD HLRRFQNAFSQYKK
　 ウ シ コ レ ク チ ン ４ ３ 　  VDTLRQRMRNLE EVQRLQNIVTQYRK
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 層 「 ａ 」 の Ｖ 及 び 層 「 ｄ 」 の Ｌ の 位 置 調 節 は 、 好 ま し く は 二 量 体 を 生 じ る と 一 般 に 考 え
ら れ る 。 上 記 の 配 列 中 の Ｆ 及 び Ｙ の 存 在 は 異 常 で 、 オ リ ゴ マ ー 化 の 程 度 に 直 接 影 響 を 及 ぼ
す 。 Ｇ は ２ つ の 「 ａ ｄ 」 反 復 の 真 ん 中 に 正 確 に 位 置 調 節 さ れ る 。 こ れ は 、 三 量 体 形 成 工 程
に と っ て 重 要 で あ る 。 グ リ シ ン 残 基 は α ら せ ん に お け る 他 の 残 基 と は わ ず か に 異 な っ た 振
る 舞 い を す る 。 し か し な が ら 、 今 ま で の と こ ろ 、 明 確 な 規 則 は 確 立 さ れ て い な い 。 Ｇ は し
ば し ば ら せ ん の 末 端 に 見 出 さ れ 、 そ れ ら を 終 結 さ せ る 。 層 「 ａ 」 及 び 「 ｄ 」 の 残 基 は 、 α
ら せ ん 束 の 左 回 り 超 ら せ ん 中 で お 互 い の 上 部 に 位 置 調 節 さ れ る （ 「 ａ ２ 」 の 上 部 に 「 ａ １
」 、 「 ｄ ２ 」 の 上 部 に 「 ｄ １ 」 ） よ う に は 厳 密 に は な ら な い た め 、 中 央 に 位 置 調 節 さ れ た
グ リ シ ン 残 基 は ら せ ん の 超 ら せ ん の わ ず か な 変 化 に 関 係 し 、 し た が っ て 異 な る 充 填 行 動 に
、 又 は 「 ａ 」 及 び 「 ｄ 」 層 の 疎 水 性 残 基 に 関 係 し 得 る 。 次 い で こ れ は 、 規 定 の 配 列 の 排 他
的 三 量 体 化 の 理 由 の 一 部 と な り 得 る 。 か な り 大 き な 嵩 の あ る 疎 水 性 残 基 Ｆ 及 び Ｙ の Ｃ 末 端
「 ａ ｄ 」 層 は 、 標 準 α ら せ ん 束 と は 異 な る 充 填 行 動 を 要 し 、 お そ ら く は 二 重 コ イ ル の 全 体
的 ね じ れ 及 び 形 状 に 影 響 を 及 ぼ す 。 「 ｅ 」 及 び 「 ｇ 」 位 置 の Ｑ 残 基 は と も に ら せ ん を 保 持
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す る 力 に 関 与 し 、 こ れ は ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ か ら 、 例 え ば ウ シ コ レ ク チ ン ４ ３ へ の 観 察 さ れ る 置
換 に よ り 増 強 さ れ る た め 、 Ｑ 残 基 が 豊 富 に 存 在 す る こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 場 合 、 「 ｇ 」
位 置 で の Ｑ か ら Ｒ へ の 置 換 は 「 ａ － ｇ 」 反 復 直 後 の 「 ｅ 」 層 で の Ｑ か ら Ｅ へ の 置 換 に 対 応
し 、 し た が っ て ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ に お け る Ｑ 残 基 の 位 置 で の 反 対 の 電 荷 と の イ オ ン 相 互 作 用 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 し た が っ て 、 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド の 特 性 に 影 響 を 及 ぼ す よ う 変 え ら れ て 三
量 体 α ら せ ん 束 を 形 成 す る 多 数 の 明 確 な 特 徴 を 有 す る 。 そ の 列 は 、 三 量 体 を 形 成 し 、 多 数
の 置 換 を 示 す が 、 三 量 体 化 能 力 に は 作 用 し な い コ レ ク チ ン の 天 然 ネ ッ ク 領 域 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の 三 量 体 化 特 徴 は 、 特 に Ｎ 末 端 の 「 ａ 」 ～ 「 ｄ 」 反 復 の 延 長 に よ り
、 例 え ば ネ ッ ク 領 域 の 最 初 の 部 分 ：
　 VASLRQQVEALQGQ-VASLRQQVEALQGQVQGLQAAFSQYKK
の 別 の コ ピ ー を 付 加 す る こ と に よ り さ ら に 増 強 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ヒ ト に 投 与 す る た め に は 、 好 ま し く は ネ ッ ク 領 域 及 び ／ 又 は ア ミ ノ 酸 の 異 種 配 列 は 、 ポ
リ ペ プ チ ド を 個 体 に 投 与 し た 際 に 生 じ る 免 疫 応 答 が 存 在 す る 可 能 性 を 低 減 す る た め に 、 ヒ
ト 起 源 で あ る か 、 又 は 「 ヒ ト 化 」 さ れ る 。 「 ア ミ ノ 酸 の 異 種 配 列 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド 中 の 融 合 の 位 置 で コ レ ク チ ン ネ ッ ク 領 域 と 連 結 さ れ る 、 天 然 に は 見 出 さ れ
な い ア ミ ノ 酸 の 鎖 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ネ ッ ク 領 域 （ 等 ） と 連 結 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 形 成 し 得 る 。 好 ま し
く は 、 ア ミ ノ 酸 の 配 列 は 機 能 的 ド メ イ ン を 形 成 す る 。 ア ミ ノ 酸 は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 由 来
す る 配 列 、 例 え ば 可 変 ド メ イ ン 、 又 は 可 変 ド メ イ ン と 不 変 領 域 を 包 含 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 原 則 と し て 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 含 め た あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 別 々 に 折 り 畳
ま れ る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン （ 単 数 又 は 複 数 ） は 、 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド と 連 結 し 得 る 。 こ れ
は ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 又 は Ｎ 末 端 あ る い は 両 端 に 認 め ら れ 、 同 一 の 、 同 様 の 又 は 異 な る
タ ン パ ク 質 配 列 を 包 含 す る 。 「 連 結 」 は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め の 組 換 え 体 Ｄ
Ｎ Ａ 技 術 の 使 用 、 又 は ネ ッ ク 領 域 （ あ る い は そ の 変 異 体 又 は そ の 誘 導 体 ） を 含 め た ポ リ ペ
プ チ ド の 化 学 的 合 成 の 使 用 、 又 は ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド へ の ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 的 付 着 を 包
含 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ネ ッ ク 領 域 を 含 有 す る ３ つ の 同 一 又 は 異 な る ポ リ ペ プ チ ド は す べ て 、 適 切 な 条 件 下 で ホ
モ 三 量 体 又 は ヘ テ ロ 三 量 体 を 形 成 し 得 る 。 ホ モ 三 量 体 は 同 一 の ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド か ら 成
る 。 ヘ テ ロ 三 量 体 は ３ つ の う ち 少 な く と も ２ つ が 異 な る ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 。 ３ つ の ポ
リ ペ プ チ ド す べ て が 異 な る こ と も あ る 。 ヘ テ ロ 三 量 体 中 の １ つ の 、 ２ つ の 又 は ３ つ す べ て
の ポ リ ペ プ チ ド が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る が 、 但 し 各 ポ リ ペ プ チ ド は 三 量 体 化 可
能 な 領 域 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ネ ッ ク 領 域 α ら せ ん 束 は 一 般 に 、 よ く 似 た 又 は 適 切 な 生 理 学 的 条 件 で 三 量 体 分 子 と し て
の み 存 在 す る 。 三 量 体 の 安 定 性 は 、 溶 液 の イ オ ン 強 度 に よ り 増 強 さ れ る 。 三 量 体 会 合 は 変
性 （ 例 え ば 熱 変 性 ） に よ り 可 逆 的 に 中 断 さ れ 、 そ の 分 子 は 、 条 件 が 生 理 学 的 条 件 （ 冷 却 ）
に 戻 る と す ぐ に 、 三 量 体 に 再 会 合 し 得 る 。 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の 三 量 体 化 す る 能 力 は 、 隣
接 タ ン パ ク 質 配 列 と は 無 関 係 で あ る 。 各 々 が ネ ッ ク 領 域 を 含 有 す る 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を
用 い る 場 合 に は 、 可 逆 的 変 性 － 再 会 合 工 程 を 用 い て ヘ テ ロ 三 量 体 分 子 を 生 成 し 得 る 。 好 ま
し く は 、 変 性 の た め の 条 件 は 、 隣 接 す る 異 種 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の あ ら ゆ る 特 性 を 損 失 し
な い よ う 選 択 さ れ る 。 ヘ テ ロ 三 量 体 生 成 の 一 方 法 は 実 施 例 ３ に 詳 述 さ れ て お り 、 加 熱 （ こ
の 場 合 、 約 50℃ に 加 熱 ） 及 び 冷 却 を 伴 う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 約 50℃ を 用 い た ヘ テ ロ 三 量 体 化 は 、 あ る イ オ ン 強 度 で の 一 例 に 過 ぎ な い ： ヘ テ ロ 三 量 体
化 の 他 の 手 段 が 選 ば れ る こ と も あ る 。 用 い る 方 法 は 、 適 用 に よ っ て 変 わ り 得 る 。 異 な る ネ
ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 構 築 物 は 、 化 学 的 に 合 成 し 、 修 飾 し 、 又 は 発 現 系 で 生 成 し 得 る 。 反 応 基
が ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 又 は Ｃ 末 端 （ 又 は ほ と ん ど 有 り そ う も な い が し か し 可 能 性
と し て は 中 央 ） 部 の 特 異 的 位 置 に 置 か れ る た め 、 化 学 的 付 着 部 位 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 と 同
じ く ら い 特 異 的 で あ る 。 こ れ ら の 部 位 に 付 着 さ れ る 分 子 は 、 ペ プ チ ド 又 は 有 機 化 合 物 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 一 般 的 に 適 用 可 能 で あ る が 、 ネ ッ ク 領 域 を 有 す る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の す べ て
を 同 じ よ う に 十 分 に 用 い 得 る わ け で は な い 。 非 常 に 大 き な ド メ イ ン は 、 特 別 に 適 合 さ せ た
リ ン カ ー 配 列 を 要 し 、 最 も 重 要 な の は 、 二 量 体 形 成 又 は オ リ ゴ マ ー 形 成 特 性 を 示 す ド メ イ
ン は 、 全 く 不 溶 性 で あ る か 、 そ う で な け れ ば そ れ ら が 意 図 さ れ る 使 用 に 適 し て い な い 大 き
な 集 塊 を 生 成 す る こ と で あ る 。 さ ら に 、 ペ プ チ ド を 含 有 す る ネ ッ ク 領 域 は 、 好 ま し く は 逆
相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 使 用 さ れ る ア セ ト ニ ト リ ル の よ う な 有 機 溶 媒 を 使 用 せ ず に 精 製 さ
れ る べ き で あ る 。 例 え ば 化 学 合 成 後 に 用 い ら れ る 場 合 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 三 量 体 化 を 妨
害 す る た め 、 完 全 に 除 去 さ れ る べ き で あ る 。 同 様 に 、 （ ヘ テ ロ ） 三 量 体 化 中 に ド デ シ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム 又 は 同 様 の 強 力 な イ オ ン 洗 剤 が 存 在 し な い よ う に す べ き で あ る （ し か し な が
ら 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 一 緒 に ネ ッ ク 領 域 の ら せ ん を 保 持 す る 疎 水 性 力 を 乱 す の で 、 そ れ
ら は 、 制 御 さ れ た 情 況 で は 、 低 温 で の ヘ テ ロ 三 量 体 化 に お け る 有 用 な 試 薬 で あ り 得 る ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 野 性 型 と 比 較 し て 、 例 え ば １ つ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 付 加
、 置 換 、 挿 入 又 は 欠 失 に よ り 、 １ つ 又 は そ れ 以 上 の 変 化 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 変 化 は す
べ て 、 三 量 体 を 形 成 す る ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を な く す べ き で は な い が 、 変 化 の 性 質 に よ っ
て こ の 能 力 を 増 大 又 は 低 減 す る こ と が あ る 。 誘 導 体 は 天 然 ネ ッ ク 領 域 に 比 し て 、 い く つ か
の 化 学 的 修 飾 を 有 す る 。 こ の 例 と し て は 、 炭 化 水 素 構 造 、 核 酸 、 又 は 他 の 化 学 化 合 物 、 特
に 抗 原 と し て 用 い ら れ る も の 、 あ る い は 他 の 化 学 的 又 は 生 物 学 的 相 互 作 用 、 例 え ば 配 位 子
－ 受 容 体 相 互 作 用 に 用 い ら れ る も の の 化 学 的 又 は 酵 素 的 付 着 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 発 現 系 に お い て ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 に 用 い ら れ る 適 切 な コ ー ド 化 核 酸 を 提 供 し 、 操 作 す
る こ と に よ り 、 野 性 型 と 比 較 し て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 変 化 が も た ら さ れ る 。 本 発 明 は
さ ら に 、 本 明 細 書 に 開 示 し た よ う に 、 三 量 体 を 形 成 し 得 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド の 配 列 を 包 含 し 、 コ レ ク チ ン の ネ ッ ク 領 域 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 又 は そ の 誘
導 体 、 あ る い は コ レ ク チ ン Ｓ Ｐ － Ｄ の ネ ッ ク 領 域 と 同 じ で あ る か 又 は 同 様 の ア ミ ノ 酸 パ タ
ー ン 及 び ／ 又 は 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 有 し 、 異 種 配 列 の ア ミ ノ 酸 と 融 合 す る ア ミ ノ 酸 の 配
列 を 包 含 す る 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 核 酸 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の コ ー ド 化 配 列 と 操 作 可 能 的 に 連 結 し た 適 切 な 調 節
配 列 を 包 含 し 得 る 。 コ ー ド 化 配 列 か ら の 発 現 は 、 調 節 配 列 の 制 御 下 に あ る と 言 わ れ て い る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 の よ う な 核 酸 を 包 含 す る ベ ク タ ー 、 特 に コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド が
適 切 な 条 件 下 で 発 現 さ れ る あ ら ゆ る 発 現 ベ ク タ ー 、 及 び こ の よ う な あ ら ゆ る ベ ク タ ー 又 は
核 酸 を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 便 利 な 方 法 は 、 そ れ を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 す る こ と
で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 in vitro又 は in vivo で ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 か ら の 発 現 を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 を 包 含 す る 。 核 酸 は 、 発 現 ベ ク
タ ー の 一 部 で あ る 。 発 現 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 又 は 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、
適 切 な 核 酸 を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と に よ り 成 し 遂 げ る の が 便 利 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 種 々 の 異 な る 宿 主 細 胞 中 の ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 の た め の 系 は 、 十 分 公
知 で あ る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 と し て は 、 細 菌 、 哺 乳 類 細 胞 、 酵 母 菌 及 び バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系
が 挙 げ ら れ る 。 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 関 す る 当 業 界 で 利 用 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 株 と し て
は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 ハ ム ス タ ー 乳 仔 腎 臓 細 胞 及 び そ の
他 多 数 が 挙 げ ら れ る 。 一 般 的 な 好 ま し い 細 菌 宿 主 は 大 腸 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 断 片 、 ポ リ ア デ ニ ー ル 化 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、
マ ー カ ー 遺 伝 子 及 び そ の 他 の 配 列 を 含 め た 適 切 な 調 節 配 列 を 、 適 宜 、 含 有 す る 適 切 な ベ ク
タ ー を 選 択 し 、 又 は 構 築 す る 。 ベ ク タ ー は 、 適 宜 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 性 の 例 え ば 「 フ
ァ ー ジ 」 、 又 は フ ァ ー ジ ミ ド で あ る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 例 え ば Molecular Cloning: a Lab
oratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laborator
y Press を 参 照 さ れ た い 。 例 え ば 、 核 酸 構 築 物 の 製 造 に お け る 核 酸 の 操 作 、 突 然 変 異 誘 発
、 シ ー ケ ン シ ン グ 、 細 胞 中 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 及 び 遺 伝 子 発 現 、 並 び に タ ン パ ク 質 の 分 析 の
た め の 多 数 の 公 知 の 技 術 及 び プ ロ ト コ ー ル が 、 Short Protocols in Molecular Biology, 
Second Edition, Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, 1992 に 詳 述 さ れ て い る 。
Sambrook等 及 び Ausubel 等 の 開 示 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ て い る よ う に 、 核 酸 を 含
有 す る 宿 主 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 局 面 は 、 こ の よ う な 核 酸 を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 を 提 供 す る 。 導 入 は 、 利 用 で き る あ ら ゆ る 技 術 を 用 い 得 る 。 真 核 細 胞 に 関
し て は 、 適 切 な 技 術 と し て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 又 は 他 の ウ イ ル ス 、 例 え ば ワ ク シ ニ ア 、 又
は 昆 虫 細 胞 に 関 し て は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い た リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ ソ ー ム 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 形
質 導 入 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 導 入 後 は 、 例 え ば 遺 伝 子 の 発 現 の た め の 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 、 核 酸
か ら 発 現 さ せ る か 又 は 発 現 を 可 能 に す る 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 核 酸 を 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム （ 例 え ば 染 色 体 ） 中 に 組 み 込 む 。 組
込 み は 、 標 準 技 法 に し た が っ て 、 ゲ ノ ム を 用 い て 組 換 え を 促 す 配 列 の 含 入 に よ り 促 進 さ れ
る 。
　 発 現 後 、 ポ リ ペ プ チ ド は 三 量 体 化 さ れ る か 又 は 三 量 体 化 が 可 能 に な る 。 こ れ は 、 単 離 の
前 後 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｓ Ｐ － Ｄ の ネ ッ ク 領 域 に 認 め ら れ る α ら せ ん の ピ ッ タ リ 会 合 さ れ た 三 量 体 は 、 わ れ わ れ
の 知 る 限 り 、 セ ル フ ア ッ セ ン ブ リ ー 構 造 モ チ ー フ 、 即 ち コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん 構 造 に 対 す
る Ｃ 末 端 の 最 初 の 例 で あ り 、 こ れ は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 形 成 を 伴 わ な い 。 さ ら に 、 わ れ わ
れ の 知 見 は 、 反 復 す る Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト の コ ラ ー ゲ ン 配 列 は 鎖 間 認 識
の た め の 付 加 的 タ ン パ ク 質 配 列 、 及 び 無 傷 三 重 ら せ ん へ の 折 り 畳 み を 開 始 す る た め に そ の
Ｃ 末 端 で の 会 合 を 要 す る が 、 ね じ れ 形 の コ ラ ー ゲ ン ら せ ん を 形 成 す る た め に 正 し い 登 録 簿
で ３ つ の 鎖 を 並 べ る た め に 、 こ の 会 合 そ れ 自 体 は ね じ れ 形 方 式 で あ ら ね ば な ら な い と い う
わ け で は な い 。 本 発 明 は 、 三 量 体 の 他 に 二 量 体 及 び 四 量 体 を 形 成 す る ペ プ チ ド を 多 量 体 化
す る 従 来 技 術 を 上 回 る 利 点 を 有 す る と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の セ ル フ ア ッ セ ン ブ リ ド メ イ ン の サ イ ズ の 小 さ さ 、 並 び に ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 要 件 の
欠 如 は 、 そ の コ ラ ー ゲ ン 配 列 の 起 源 と 無 関 係 な 、 Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト で
構 成 さ れ る あ ら ゆ る コ ラ ー ゲ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 会 合 及 び 登 録 さ れ た 整 列 に お け る 「 ネ
ッ ク 領 域 」 ペ プ チ ド の 使 用 を 特 に 可 能 に す る 。 Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト の コ
ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん 配 座 の 形 成 を 開 始 す る た め の あ ら ゆ る コ ラ ー ゲ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の
Ｃ 末 端 で ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド を 用 い る こ と は 実 行 可 能 で あ る 〔 ３ 〕 。 し か し な が ら 、 コ ラ
ー ゲ ン 構 造 の 安 定 性 は 、 ト リ プ レ ッ ト の 数 及 び 三 重 ら せ ん 領 域 の Ｎ 末 端 で の ペ プ チ ド 構 造
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の 性 質 に 依 っ て い る 。 さ ら に 、 三 重 ら せ ん の 安 定 性 を 大 い に 増 強 す る た め の Ｙ ａ ａ 位 置 に
お け る プ ロ リ ン 残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 化 が 示 さ れ て い る 〔 ２ ４ 〕 。 三 重 ら せ ん 形 成 を 開 始 す
る た め の ネ ッ ク ペ プ チ ド の 使 用 に よ り 、 コ ラ ー ゲ ン 構 造 の 安 定 性 に 影 響 を 及 ぼ す こ れ ら の
因 子 の 相 対 的 重 要 性 が 分 析 で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん の 「 播 種 」 の 方 法 に お け る コ レ ク チ ン の
ネ ッ ク 領 域 あ る い は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 又 は そ の 誘 導 体 を 本 質 的 に 包 含 す る か 又 は そ
れ か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｃ 末 端 で （ お
そ ら く は リ ン カ ー を 介 し て ） コ レ ク チ ン の 「 ネ ッ ク 領 域 」 あ る い は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異
体 又 は そ の 誘 導 体 に 融 合 さ れ る 一 連 の コ ラ ー ゲ ン ト リ プ レ ッ ト （ Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ
） 、 も し く は コ レ ク チ ン Ｓ Ｐ － Ｄ の ネ ッ ク 領 域 と 同 一 の 又 は 同 様 の ア ミ ノ 酸 パ タ ー ン 及 び
／ 又 は 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 有 し 、 ネ ッ ク 領 域 に 対 す る ア ミ ノ 酸 Ｃ 末 端 を 有 さ ず 又 は ネ ッ
ク 領 域 に 対 す る 異 種 ア ミ ノ 酸 Ｃ 末 端 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら 成 る 。 「 ネ ッ ク 領 域 」 （
即 ち 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る よ う な 「 ア ミ ノ 酸 の 一 次 配 列 」 ） は 、 ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ
末 端 に 存 在 す る か 、 又 は 付 加 的 Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 が 存 在 す る が 、 但 し 、 ポ リ ペ プ チ ド は 全 体
と し て 非 天 然 性 で あ る 。
　 コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん の 播 種 方 法 は 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 三 量 体 化 さ せ る か 又 は
三 量 体 化 を 可 能 に す る こ と を 包 含 す る 。 そ れ は 先 ず 、 そ の コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド か ら の 発
現 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 を 包 含 す る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド が 発
現 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 含 め た こ の よ う な 核 酸 を 包 含 す る ベ ク タ ー 、 及 び こ の よ う な ベ ク
タ ー 又 は 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 は 、 ポ
リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る 条 件 下 で ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 増
殖 さ せ る こ と を 含 む 。 ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 等 の た め の 系 は 、 上 記 で 考 察 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 三 量 体 化 後 に 、 例 え ば そ の 後 の 使 用 及 び ／ 又 は 操 作 の た め の 三 量 体 の 単 離 を 行 う 。
　 本 明 細 書 中 で 実 験 に よ り 立 証 さ れ た よ う に 、 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド を 用 い て ネ ッ ク 領 域 の
ど ち ら か の 末 端 で 明 瞭 な 特 性 を 保 有 す る １ つ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド を 生 成 し 得 る し 、 ヘ テ ロ 三 量 体 化 を 用 い て 、 こ れ ら の 特 性 を 、 ネ ッ ク 領 域 を 含 有 す る 別
々 に 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 他 の ド メ イ ン に よ り 保 有 さ れ る も の と 併 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 例 え ば 、 一 本 鎖 抗 体 は 、 発 現 系 中 で ネ ッ ク 領 域 を 有 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て そ れ を
生 成 す る こ と に よ り 三 量 体 化 し 得 る 。 抗 体 又 は そ の 断 片 の 融 合 は 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ を 含 め て 、 細
胞 表 面 分 子 、 例 え ば Ｃ Ｄ ８ 、 Ｃ Ｄ ４ 又 は Ｔ Ｃ Ｒ δ に 対 し て 指 示 さ れ る 。 三 量 体 分 子 は 、 ネ
ッ ク 領 域 を 含 有 し な い 単 量 体 形 態 よ り 高 い そ の そ れ ぞ れ の 配 位 子 に 対 す る 結 合 活 性 を 有 す
る べ き で あ る 。 加 熱 （ 例 え ば 約 50℃ に ） 及 び 冷 却 （ 例 え ば 周 囲 温 度 ） の 穏 や か な ヘ テ ロ 三
量 体 化 技 術 を 用 い て 、 個 々 の 三 量 体 を 解 離 し 、 再 会 合 し て 、 ヘ テ ロ 三 量 体 複 合 体 を 産 生 し
得 る 。 こ れ ら の 複 合 体 は 、 個 々 の 個 体 配 位 子 に 対 し て 弱 い 親 和 性 を 有 す る が 、 し か し ２ つ
又 は そ れ 以 上 の そ れ ぞ れ の 配 位 子 を 示 す 実 体 に 対 す る 強 い 結 合 活 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 三
量 体 化 抗 Ｃ Ｄ ４ 、 抗 Ｃ Ｄ ８ 及 び 抗 γ δ 　 Ｔ Ｃ Ｒ 　 ｓ ｃ Ｆ ｖ 分 子 は 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 及 び γ
δ 　 Ｔ Ｃ Ｒ 陽 性 で あ る 実 体 に 対 し て 強 結 合 活 性 を 有 す る 。 し た が っ て 、 一 次 、 二 次 及 び 三
次 結 合 特 異 性 の あ ら ゆ る 組 合 せ を 有 す る 分 子 を 用 い て 、 ヘ テ ロ 三 量 体 を 生 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 特 異 的 認 識 が ポ リ ペ プ チ ド 中 の ネ ッ ク 領 域 の 一 端 、 例 え ば Ｃ 末 端 に 関 与 す る だ け で あ る
場 合 、 ネ ッ ク 領 域 の 他 端 、 例 え ば Ｎ 末 端 は 、 付 加 的 機 能 の た め に 、 例 え ば 薬 剤 の 標 的 化 又
は 診 断 的 検 出 に 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ホ モ 又 は ヘ テ ロ 三 量 体 化 の さ ら な る 適 用 と し て は 、 以 下 の い ず れ の 使 用 を も 含 み 得 る ：
　 （ ｉ ） 受 容 体 の た め の 、 ペ プ チ ド － 配 位 子 、 特 に 低 親 和 性 結 合 （ 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ペ プ
チ ド 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ） 。
　 （ ｉ ｉ ） 抗 原 。
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　 （ ｉ ｉ ｉ ） 活 性 化 時 に 反 応 性 で あ る 化 学 的 化 合 物 、 例 え ば 近 接 し た 場 合 に 特 異 的 に 又 は
一 般 的 に タ ン パ ク 質 の よ う な あ ら ゆ る 分 子 と 反 応 す る 光 活 性 化 可 能 な 化 学 的 架 橋 剤 。 ネ ッ
ク 領 域 ペ プ チ ド は 、 未 知 の 受 容 体 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 配 位 子 を 保 有 す る 三 量 体 の 一 部
で あ る 。 受 容 体 と の 特 異 的 結 合 後 、 架 橋 剤 は Ｕ Ｖ 活 性 化 さ れ 、 配 位 子 － 受 容 体 複 合 体 に 隣
接 す る 分 子 だ け が 架 橋 さ れ 、 し た が っ て 同 定 さ れ る 。
　 （ ｉ ｖ ） 有 機 化 合 物 、 例 え ば カ フ ェ イ ン 、 モ ル ヒ ネ （ 例 え ば 研 究 、 診 断 又 は 治 療 的 使 用
の た め の ） 。
　 （ ｖ ） 特 に 薬 剤 研 究 に お け る 有 力 な 阻 害 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 低 親 和 性 結 合 ド メ
イ ン 。
　 （ ｖ ｉ ） pH、 Ｃ ａ Ｃ ｌ 2  濃 度 又 は 診 断 及 び 研 究 に 関 連 し た そ の 他 の も の 。
　 （ ｖ ｉ ｉ ） 炭 化 水 素 結 合 ド メ イ ン 。
　 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 例 え ば レ ク チ ン に 関 す る 結 合 及 び ／ 又 は 研 究 の た め の 炭 化 水 素 。
　 （ ｉ ｘ ） 脂 質 含 有 構 造 （ こ れ ら は 、 例 え ば 活 性 分 子 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム 中 へ の 取 込 み
の た め に Ｎ 末 端 に あ り 、 三 量 体 化 ポ リ ペ プ チ ド は ネ ッ ク 領 域 の 末 端 、 例 え ば Ｃ 末 端 に 特 異
性 指 示 ド メ イ ン を 有 す る ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 （ ｘ ） Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ あ る い は 誘 導 体 （ こ れ は 、 一 つ 以 上 の タ ン パ ク 質 が 例 え ば 染 色
体 中 の 特 異 的 部 位 で 作 用 す る よ う 指 示 さ れ る 場 合 、 又 は の エ フ ェ ク タ ー 酵 素 へ の Ｄ Ｎ Ａ の
簡 単 な 化 学 的 付 着 ガ そ の 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 場 合 に 有 用 で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 相 互 作 用
（ ネ ッ ク 領 域 の 末 端 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び 染 色 体 中 の Ｄ Ｎ Ａ ） が ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド よ り 高 い 解 離
温 度 を 有 す る 場 合 （ こ れ は 大 い に 考 え ら れ る ） に は 、 異 な る 機 能 性 ポ リ ペ プ チ ド を 初 期 Ｄ
Ｎ Ａ 認 識 後 に 付 加 し 得 る 。 こ れ は in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 同 様 の 方 法 で 用 い 得
る 。 こ の 場 合 、 蛍 光 タ ッ グ ヲ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 付 加 し て 染 色 体 上 の 遺 伝 子 の 位 置 を 顕
微 鏡 で 見 え る よ う に す る 。 し た が っ て 、 ネ ッ ク 領 域 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 通 常 約 65～ 75℃ で
規 定 遺 伝 子 の 位 置 で 例 え ば ヒ ト 染 色 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 次 い で 、 溶 液 を 約 50℃ に 冷
却 し 、 未 ハ イ ブ リ ダ イ ズ プ ロ ー ブ を 洗 い 落 と す 。 そ の 後 、 約 50℃ の ま ま で 、 適 切 な 条 件 が
も た ら さ れ た 場 合 に は ど こ で も 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 切 断 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 別 の ネ ッ ク 領
域 ポ リ ペ プ チ ド を 付 加 す る 。 例 え ば Ａ Ｔ Ｐ 及 び Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の 付 加 。 可 溶 性
付 加 ネ ッ ク 領 域 酵 素 融 合 タ ン パ ク 質 及 び 「 固 定 化 」 Ｄ Ｎ Ａ ネ ッ ク 領 域 分 子 を 次 に 溶 液 を 冷
却 し て ヘ テ ロ 三 量 体 化 さ せ 、 十 分 洗 浄 後 、 補 因 子 を 付 加 す る 。 こ こ で 酵 素 は 活 性 で あ る が
、 し か し ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 部 位 で 切 断 す る だ け で あ る 。 こ れ は 、 特 に 問 題 の 酵 素
が Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 す る の に 必 要 な 温 度 を 保 て な い が 、 し か
し 穏 や か に ヘ テ ロ 三 量 体 化 さ れ る 場 合 に は そ の 活 性 を 保 持 し 得 る 場 合 に 、 非 常 に 有 用 で あ
る 。 あ る い は 、 二 次 ネ ッ ク 領 域 融 合 タ ン パ ク 質 も 、 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ の
単 離 の た め の 精 製 タ ッ グ を 含 有 し 得 る 。 機 能 性 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の そ の 認 識 部 位 へ の 供
給 遅 延 に よ る 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 認 識 系 は 、 他 の 環 境 、 例 え ば in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 （ ヒ ト ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト ） 、 in vitro検 定 又 は 非 放 射 性 診 断
で 用 い 得 る ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 （ ｘ ｉ ） ネ ッ ク 領 域 は 固 体 マ ト リ ッ ク ス に 付 着 さ れ る （ 来 れ は 例 え ば 、 ネ ッ ク 領 域 を 含
有 す る 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 を 可 逆 的 に 固 定 化 す る た め の 調 査 道 具 と し て 有 用 で あ る ） 。 固
定 化 （ 好 ま し く は Ｎ 末 端 を 介 し て ） ネ ッ ク 領 域 を 含 有 す る 樹 脂 を 、 約 25℃ で 亜 生 理 学 的 イ
オ ン 強 度 で 、 例 え ば 一 本 鎖 抗 体 を 含 有 す る 組 換 え 体 ネ ッ ク 領 域 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と 混 合 し
、 ヘ テ ロ 三 量 体 化 し 得 る 。 樹 脂 上 の ネ ッ ク 領 域 分 子 当 た り ２ 個 の 一 本 鎖 抗 体 分 子 を 結 合 さ
せ て 、 溶 媒 に 対 し て 配 向 さ せ る 。 そ の 時 、 樹 脂 は 正 常 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス と 同 様 に 用 い 得
る が 、 し か し 、 例 え ば 約 50℃ で 一 本 鎖 抗 体 ネ ッ ク ペ プ チ ド を 放 出 し 、 新 規 の ネ ッ ク 領 域 ペ
プ チ ド 含 有 分 子 で 再 負 荷 す る こ と に よ り 、 異 な る 分 子 に も 用 い 得 る 。 ）
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 （ ｘ ｉ ｉ ） 酵 素 （ 特 に 、 あ る 反 応 の 生 成 物 が 次 の 酵 素 の た め の 基 質 で あ る よ う に 、 そ の
後 含 ま れ る 同 一 反 応 経 路 の 酵 素 ） 。 酵 素 の 近 く に 位 置 す る と 、 拡 散 路 が 短 い た め に 利 点 が
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生 じ て 、 副 作 用 の 可 能 性 が 低 減 さ れ る 。 さ ら に 、 ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド の う ち １ つ の ネ ッ ク
領 域 を 介 し た 酵 素 の 固 定 化 も 、 例 え ば 酵 素 又 は カ ラ ム 上 の 反 応 物 を 容 易 に 除 去 で き る 利 点
を 生 じ る 。 こ の 利 点 は 、 約 50℃ で 余 分 量 の ネ ッ ク 領 域 － 樹 脂 と 混 合 し 、 冷 却 し 、 樹 脂 を 除
去 す る こ と に よ り 、 溶 液 の 残 り か ら 取 り 出 す こ と が で き る ヘ テ ロ 三 量 体 又 は ホ モ 三 量 体 酵
素 複 合 体 に よ っ て も 得 ら れ る 。 適 用 例 と し て は 、 分 子 生 物 学 に 用 い ら れ る 酵 素 が あ る 。 と
い う の も 、 基 質 及 び そ の 作 用 の 生 成 物 が 主 と し て 非 常 に （ 熱 ） 安 定 性 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る
た め で あ る 。
　 （ ｘ ｉ ｉ ｉ ） 共 有 結 合 三 量 体 を 生 成 す る た め に 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 配 列 の ど ち ら か の 末
端 又 は 両 端 に 付 加 し 得 る 。 シ ス テ イ ン を 含 有 す る 正 し い 配 列 は 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｉ Ｔ コ ラ ー ゲ ン か
ら 得 ら れ る 。 こ の う ち の い く つ か は 、 コ ラ ー ゲ ン 構 造 の 直 後 で ジ ス ル フ ィ ド を 介 し て 三 量
体 に 結 合 さ れ 、 し た が っ て そ れ ら の 配 列 の １ つ を ネ ッ ク 領 域 の Ｎ 末 端 に 転 移 さ せ 得 る 。 こ
れ は 、 全 体 的 形 状 に 影 響 を 与 え ず に ペ プ チ ド 三 量 体 の 安 定 性 を さ ら に 増 大 す る た め の 使 用
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 の 図 面 を 参 照 し な が ら 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 。
　 本 文 に 記 載 し た 文 献 は す べ て 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 含 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　
　 コ レ ク チ ン ネ ッ ク 領 域 の 三 量 体 化
　 図 １ （ ａ ） は 、 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の 構 造 を 示 す 。 １ ６ ８ bpＤ Ｎ Ａ 断 片 は 、 ７ つ の Ｇ ｌ ｙ － Ｘ
ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト 及 び Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン へ と 続 く ネ ッ ク 領 域 の ３ ５ の 非 コ ラ
ー ゲ ン 様 残 基 を コ ー ド し た 。 そ れ は ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ 細 菌 発 現 ベ ク タ ー 中 で ク ロ ー ニ ン グ さ
れ 〔 ９ 〕 、 挿 入 物 の 正 し い 配 向 は 制 限 消 化 に よ り 確 認 さ れ た 。 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ ／ ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル の 発 現 は 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る
誘 導 の ６ 時 間 後 に 得 ら れ た 。 親 和 性 精 製 融 合 タ ン パ ク 質 の ト ロ ン ビ ン 消 化 は 、 Ｎ 末 端 に 付
加 的 Ｇ ｌ ｙ － Ｓ ｅ ｒ － Ｐ ｒ ｏ ト リ プ レ ッ ト を 、 Ｃ 末 端 に Ｇ ｌ ｙ － Ｉ ｌ ｅ － Ｐ ｒ ｏ － Ｈ ｉ ｓ
－ Ａ ｒ ｇ － Ａ ｓ ｐ を 有 し 、 ｐ Ｇ ｅ ｘ － ２ Ｔ 中 に 存 在 す る ポ リ リ ン カ ー を 示 す ２ つ の ポ リ ペ
プ チ ド 、 即 ち グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 及 び ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド を 生 じ た 。
培 養 １ リ ッ ト ル 当 た り 組 換 え 体 ペ プ チ ド 14mgを ３ 工 程 精 製 手 順 で 精 製 し た 。 ペ プ チ ド は 、
800 mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で HighLoad-Sカ ラ ム か ら 単 一 ピ ー ク 中 に 溶 離 し た 。 ペ プ チ ド の 純 度 は 、
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 、 残 基 １ ～ ４ ６ の Ｎ 末 端 配 列 、 及 び レ ー ザ ー 脱 着 質 量 分 光 （ デ ー タ
は 示 さ ず ） に よ り 確 証 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ペ プ チ ド の 二 次 構 造 を 測 定 す る た め に 、 遠 紫 外 線 Ｃ Ｄ 測 定 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処 理 ネ ッ ク ペ
プ チ ド に 関 し て 実 施 し た （ 図 ２ （ ａ ） ） 。 ス ペ ク ト ル は 193 nmで 強 い 正 の 値 を 示 し 、 208 
及 び 223 nmで ２ つ の 負 の 値 を 示 し 、 こ れ は α ら せ ん 構 造 の 予 測 プ ロ フ ィ ー ル と 一 致 し た 〔
１ ０ 〕 。 構 造 は 温 度 の 上 昇 に 伴 っ て 消 失 し 、 55℃ で 熱 変 性 遷 移 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｓ Ｐ － Ｄ タ ン パ ク 質 内 の ネ ッ ク 領 域 の 位 置 は α ら せ ん の 平 行 配 向 を 示 唆 し 、 ペ プ チ ド の
ア ミ ノ 酸 配 列 は 疎 水 性 残 基 を 反 復 ７ つ 組 パ タ ー ン で 含 有 す る の で 、 ３ つ の α ら せ ん は 二 重
コ イ ル で 会 合 し 、 疎 水 性 残 基 は ら せ ん 間 に 界 面 を 形 成 す る （ 図 １ （ ｂ ） ） 〔 １ １ 〕 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 非 解 離 条 件 下 で サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 ６ ５ 残 基 長 ペ プ チ ド は 、 21～
24kDa の 見 か け の 分 子 量 を 有 す る 単 一 ピ ー ク と し て 動 い た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 は 、 6 
kDa の 一 本 鎖 サ イ ズ を 示 し た が 、 し か し な が ら 架 橋 試 薬 と の 反 応 に 際 し て は 、 反 応 完 了 時
に 21kDa の 単 一 タ ン パ ク 質 種 が 検 出 さ れ た が 、 一 方 6 、 13及 び 21kDa に 対 応 す る タ ン パ ク
質 バ ン ド は 特 に 架 橋 反 応 で 観 察 さ れ た （ 図 ３ 及 び ４ ） 。 高 度 オ リ ゴ マ ー は 観 察 さ れ な か っ
た 。 し た が っ て 、 発 現 さ れ る 領 域 は 、 三 量 体 を 生 成 す る の に 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 ペ プ チ ド の ３ 番 目 の Ｎ 末 端 の ７ つ の Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト が 三 量 体 の 生
成 に い か に 関 与 し て い る か を 調 べ る た め に 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 を 実 施 し 、 そ の 結 果 生 じ た
ペ プ チ ド の 分 子 量 は 4kDaに 低 減 し て い た 。 Ｎ 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 、 コ ラ ー ゲ ン ト リ
プ レ ッ ト は す べ て 除 去 さ れ て い た こ と が 示 さ れ た 。 し か し 、 こ れ は 残 り の ペ プ チ ド が 溶 液
中 で 安 定 三 量 体 を 形 成 す る 能 力 を 低 減 し な か っ た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 両 ペ プ チ ド は 、 熱 変 性 （ リ ン 酸 緩 衝 化 食 塩 水 中 で 98℃ で 20分 間 ） 後 で さ え 三 量 体 複 合 体
中 に 再 集 合 す る こ と が 判 明 し た 。 消 化 さ れ た コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 種 々 の 部 分 と 無 傷 ネ ッ ト ペ プ
チ ド を 混 合 し た 後 、 熱 変 性 し 、 冷 却 す る と 、 複 合 体 に 対 す る ヘ テ ロ 三 量 体 化 を 予 測 化 学 量
で 生 じ た （ 図 ５ 及 び ６ ） 。 し た が っ て 、 Ｃ 末 端 ３ ５ 残 基 は 、 三 量 体 複 合 体 中 で の 安 定 非 共
有 可 逆 的 会 合 を 媒 介 す る の に 十 分 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 不 均 一 核 単 一 量 子 コ ヒ ー レ ン ス の 完 全 構 造 測 定 を 得 る た め に 、 1 5 Ｎ
標 識 化 ペ プ チ ド に 関 す る （ 1  Ｈ ， 1 5 Ｎ ） Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル を 収 集 し 、 各 残 基 に 対 し て 一 磁
気 環 境 の み を 示 し た 。 ペ プ チ ド は 三 量 体 と し て 存 在 す る の で 、 そ し て ３ つ の α ら せ ん の い
ず れ か の 内 の 各 残 基 は 他 の 鎖 に お け る 対 応 す る 残 基 と し て 同 一 磁 気 環 境 を 示 す の で 、 α ら
せ ん 束 の 構 造 は ３ 倍 対 称 性 を 示 さ ね ば な ら な い 。 し た が っ て 、 ネ ッ ク ペ プ チ ド は イ ン フ ル
エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン の 三 量 体 柄 と 同 じ オ リ ゴ マ ー 構 造 を と る 〔 １ ３ 〕 が 、 し か し ウ イ ル
ス 柄 領 域 ペ プ チ ド と 異 な っ て 、 Ｓ Ｐ － Ｄ ペ プ チ ド は 広 範 囲 に 及 ぶ pH値 （ 3.0 ～ 9.5 ） で 三
量 体 構 造 を 形 成 し た 。 観 察 さ れ た ３ 倍 対 称 性 は 、 ３ つ の ら せ ん の 非 ね じ れ 形 及 び 平 行 会 合
を 立 証 し 、 ス ペ ク ト リ ン 分 子 に 関 し て 最 近 立 証 さ れ た 抗 平 行 ら せ ん の ね じ れ 形 整 列 〔 １ ４
〕 に 対 比 さ れ る 。 し た が っ て 、 意 外 に も 、 平 行 及 び 非 ね じ れ 形 左 回 り 超 ら せ ん 中 の ３ つ の
右 回 り α ら せ ん は 、 左 回 り ら せ ん の 右 回 り コ ラ ー ゲ ン 超 ら せ ん の 形 成 の た め の 核 形 成 部 位
と し て 役 立 つ 。 関 与 す る ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 同 一 で あ り 、 コ ラ ー ゲ ン ら せ ん 及 び α ら
せ ん 束 は 直 接 連 接 し て 位 置 す る の で 、 Ｓ Ｐ － Ｄ 分 子 の こ の 領 域 は ペ プ チ ド 構 造 の 急 な 屈 曲
を 含 有 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　
　 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 と の 融 合 に よ る ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｎ 末 端 ド メ イ ン の 三 量 体 化
　 緩 衝 液 Ｎ ｒ ｕ １ 中 の ４ 単 位 の Ｎ ｒ ｕ １ （ New England Biolabs ） で 、 次 い で 緩 衝 液 Ｊ 中
の ５ 単 位 の Ｓ ｍ ａ １ （ Promega ） で 、 25℃ で ４ 時 間 、 制 限 酵 素 消 化 に よ り プ ラ ス ミ ド を 含
有 す る 元 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 10μ g か ら ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の コ ラ ー ゲ ン 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 取 り 出 し 、 ４ ５ ６ bp断 片 を 切 り 出 し て 、 こ の 融 合 ペ プ チ ド の た め の 発 現 プ ラ ス ミ ド を 生
成 し た 。 マ ジ ッ ク ｍ ｉ ｎ ｉ ｐ ｒ ｅ ｐ Ｄ Ｎ Ａ 精 製 樹 脂 （ Promega ） を 用 い て 残 り の プ ラ ス ミ
ド を 精 製 し 、 再 結 紮 し て 、 大 腸 菌 の Ｂ Ｌ ２ １ 菌 株 の コ ン ピ テ ン ト 細 胞 中 で 形 質 転 換 さ せ た
。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 、 Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｎ 末 端 ド メ イ ン の Ｎ 末 端 に Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 制 限
酵 素 部 位 を 生 成 し た 。 そ の 結 果 生 じ た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 及 び Ｂ ａ ｌ １ で 切 断 し て
、 ８ ４ ア ミ ノ 酸 （ Ｎ 末 端 ド メ イ ン の ２ ８ 及 び ネ ッ ク 領 域 の ５ ６ 。 ２ つ の ド メ イ ン 間 の ７ ト
リ プ レ ッ ト コ ラ ー ゲ ン リ ン カ ー を 含 む ） を コ ー ド す る 開 放 読 取 り 枠 を 生 じ た 。 ポ リ ペ プ チ
ド を 、 図 ７ に 示 し た グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Ｎ 末 端 － ネ ッ ク 領 域 融 合 タ
ン パ ク 質 と し て 生 成 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 組 換 え 体 プ ラ ス ミ ド 　 ｐ Ｇ ｅ ｘ － ２ Ｔ － Ｎ 末 端 － ネ ッ ク を 有 す る Ｂ Ｌ ２ １ の 個 々 の コ ロ
ニ ー を 同 定 し て 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る タ ン パ ク 質 発 現 の 誘 導 後 に 予 測 サ イ ズ （ 34kDa ） の 組 換
え 体 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た （ 実 施 例 １ 参 照 ） 。 Highload S　 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 上 で の Ｎ 末 端 - ネ ッ ク 領 域 タ ン パ ク 質 の 同 様 の 振 る 舞 い に よ り 、 ネ ッ ク 領 域 ペ
プ チ ド に 関 し て 概 略 を 上 記 し た よ う に 、 大 規 模 タ ン パ ク 質 生 成 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 要 す る に 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 用 い て タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 。 ６ １ の 細 菌 培 養 の 細 胞 を ０ ℃
で ５ k rpm で の 遠 心 分 離 に よ り 収 穫 し 、 100mM Tris-Cl, pH 8.0、 200 mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 20m
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M　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら 成 る 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で ２ 分 間 の 音 波 処 理 に よ り 細 胞 を 溶 解 し
た 。 細 胞 屑 を ０ ℃ で 30分 間 19k rpm で 回 転 さ せ て 沈 め 、 上 清 を グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 入 れ て 、 溶 解 緩 衝 液 で 平 衡 さ せ た 。 0.2 % （ w/v ） Emulphogen（
ポ リ オ キ シ エ チ レ ン － １ ０ － ト リ デ シ ル エ ー テ ル ） を 含 有 す る 溶 解 緩 衝 液 を 用 い て 、 280 
nmで の 吸 光 度 が 再 び 開 始 値 に 達 す る ま で 、 樹 脂 を 洗 浄 し た 。 溶 解 緩 衝 液 中 の 20mMグ ル タ チ
オ ン （ 還 元 形 態 ） を 用 い て 結 合 タ ン パ ク 質 を 溶 離 し 、 融 合 ペ プ チ ド １  mg 当 た り 10単 位 の
ト ロ ン ビ ン を 付 加 し て 、 37℃ で 10時 間 こ の 緩 衝 液 中 で ト ロ ン ビ ン 消 化 を 実 施 し た 。 次 に 、
１ M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 を 、 次 い で １ M Ｈ Ｃ ｌ を 加 え て pHを 3.0 に 調 整 し て 、 pH 3
.0の 100 mM　 ク エ ン 酸 緩 衝 液 を 生 じ た 。 こ の 段 階 で 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ を 含 有 す る 白 色 沈 殿 を 遠 心 分 離 （ ０ ℃ で 30分 間 19k rpm ） に よ り 除 去 し 、 Waters FPL
C systemを 用 い て 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の た め に 上 清 を Pharmacia Highload
 S　 カ ラ ム に 適 用 し た 。 Ｎ 末 端 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド は 単 一 対 称 性 ピ ー ク で 450 mM　 Ｎ ａ Ｃ
ｌ で 溶 離 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ - Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 及 び ク ー マ シ ー ブ ル ー 　 Ｒ － ２ ５ ０ 染 色 で 判 定 し て 夾
雑 タ ン パ ク 質 を 含 有 し な い こ と が 示 さ れ た 。 精 製 ペ プ チ ド を Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し て 透 析 し て 、 ３
kDa cut-off centricon cartridge を 用 い て 濃 縮 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 解 し た 最 終 濃 度 １ mg/m
l の ペ プ チ ド の 溶 液 25mlを 回 収 し た 。 こ れ は 、 細 菌 培 養 １ ml当 た り ４ mgの 組 換 え 体 タ ン パ
ク 質 分 解 処 理 ペ プ チ ド の 収 率 を 示 す 。 ペ プ チ ド の 純 度 並 び に そ の サ イ ズ を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ 分 析 を 用 い て 測 定 し 、 分 子 量 約 ８ kDa と い う 値 を 得 た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 単 独 に 関 し て 上 記 し た よ う に 架 橋 実 験 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 を 図 ８
に 示 す 。 共 有 結 合 架 橋 剤 の 非 存 在 下 で 、 ペ プ チ ド は 約 ９ kDa の 単 一 ポ リ ペ プ チ ド 種 と し て
振 る 舞 う が 、 し か し な が ら 、 架 橋 条 件 下 で は 、 部 分 的 架 橋 化 複 合 体 中 の 二 量 体 及 び 三 量 体
ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 し て 、 そ し て 溶 液 中 に 存 在 す る 完 全 架 橋 化 三 量 体 複 合 体 に 対 し て 、 18
kDa 及 び 約 29kDa の 付 加 的 バ ン ド が 見 え る 。 し た が っ て 、 ネ ッ ク 領 域 は 、 ネ ッ ク 領 域 配 列
の Ｎ 末 端 に 融 合 去 れ た 異 種 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 三 量 体 化 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　 ネ ッ ク 領 域 の Ｃ 末 端 に 位 置 す る ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン の 三 量 体 化
　 こ れ ら の 試 験 の 他 に 、 非 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る タ ン パ ク 質 発 現 系 を 用 い て 、 ネ ッ
ク 領 域 ペ プ チ ド の 三 量 体 化 特 徴 の さ ら に 正 確 な 図 を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ｐ Ｅ Ｔ シ リ ー ズ の 発 現 ベ ク タ ー （ Studier and Moffat, 1986） を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 発
現 の 誘 導 物 質 と し て Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 用 い て 大 腸 菌 に お け る 非 融 合 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル 細 胞 内
産 生 を 生 じ た 。 Ｓ Ｐ － Ｄ － ネ ッ ク － レ ク チ ン 及 び Ｓ Ｐ － Ｄ － レ ク チ ン タ ン パ ク 質 の 産 生 の
た め の プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ 　 ３ ａ を 用 い る た め に 、 Ｓ Ｐ － Ｄ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 、 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ を 用 い て ｐ Ｇ ｅ ｘ － ２ Ｔ ベ ク タ ー か
ら 切 り 出 し て 、 そ の 結 果 生 じ た 断 片 を ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ プ ラ ス ミ ド の ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル 耐 性 保 有 型 　 ｐ Ｂ Ｃ Ｓ Ｋ に 結 紮 し 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ で 線 状 化 し 、 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 処 理 し た 。 そ の 結 果 生 じ た プ ラ ス ミ ド （ マ ジ ッ ク ミ ニ プ レ ッ プ 法 及 び 制 限 酵 素
消 化 を 用 い て そ れ ぞ れ の 挿 入 物 を 含 有 す る こ と を 確 認 さ れ た ） を 制 限 酵 素 の 組 合 せ Ｘ ｂ ａ
１ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ で 消 化 し た 。 こ れ に よ り 、 Ｎ ｈ ｅ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ で 消 化 さ れ た ｐ Ｅ Ｔ
－ ３ ａ プ ラ ス ミ ド に 対 す る 適 合 性 末 端 を 有 す る 断 片 が 生 じ た 。 し た が っ て 、 ネ ッ ク 領 域 及
び レ ク チ ン ド メ イ ン 又 は Ｓ Ｐ － Ｄ の レ ク チ ン ド メ イ ン の み を コ ー ド す る 両 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 融
合 タ ン パ ク 質 か ら 転 移 さ せ て 、 ２ 工 程 手 順 で ｐ Ｅ Ｔ 系 に 対 す る 発 現 系 を 生 成 し た 。 各 構 築
物 の Ｎ 末 端 に 導 入 さ れ た 別 の 残 基 は 、 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 の オ リ ゴ マ ー 化 又 は 炭 化 水 素 構
造 と の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ さ な い と 思 わ れ る た め 、 最 小 の 影 響 を 有 す る と 考 え ら れ る （ 図 ９
） 。 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 用 い て 両 ポ リ ペ プ チ ド を 誘 導 し 、 慣 用 的 Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
る 細 胞 の 溶 解 後 に 精 製 し た 。 組 換 え 体 ポ リ ペ プ チ ド は ど ち ら も 最 初 の 精 製 工 程 中 に pH9.0 
で Ｆ ａ ｓ ｔ Ｆ ｌ ｏ ｗ 　 Ｑ － Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ （ Pharmacia ） と 結 合 す る こ と が 判 明 し て
い る た め 、 Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ （ レ ク チ ン ド メ イ ン ） 及 び Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｓ （ ネ ッ ク － レ ク チ ン ド メ イ ン
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） カ ラ ム （ Pharmacia ） 上 で さ ら に 次 の 精 製 を 成 し 遂 げ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 精 製 タ ン パ ク 質 を ４ ℃ で Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し て 透 析 し 、 標 本 （ 50μ l ） を 12.5% Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 分 析 し た 。 ビ ス － （ ス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル ） － ス ベ レ ー ト ア ミ ノ 反 応 性 架 橋
剤 を ２ つ の 異 な る 濃 度 で 加 え 、 こ れ ら の 標 本 に 対 応 す る レ ー ン で 検 出 さ れ た タ ン パ ク 質 バ
ン ド か ら 、 そ の オ リ ゴ マ ー 状 態 の 点 で 異 な る ２ つ の タ ン パ ク 質 が 明 示 さ れ た （ 図 １ ０ ） 。
Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン は 溶 液 中 で 単 量 体 の よ う に 振 る 舞 う こ と が 判 明 し た が 、 ネ ッ ク － レ
ク チ ン ド メ イ ン は 溶 液 中 の 三 量 体 分 子 の 予 測 架 橋 パ タ ー ン を 示 し た 。 し た が っ て 、 ネ ッ ク
領 域 は 、 ネ ッ ク 領 域 な し で 単 量 体 分 子 を 生 成 す る こ と が 示 さ れ て い る ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｃ 型
レ ク チ ン ド メ イ ン の 三 量 体 化 を 媒 介 す る 。 三 量 体 化 レ ク チ ン ド メ イ ン は さ ら に 親 和 性 マ ト
リ ッ ク ス マ ル ト ー ス － ア ガ ロ ー ス と よ り 強 力 に 結 合 す る こ と が 判 明 し た が 、 一 方 単 量 体 レ
ク チ ン ド メ イ ン （ ネ ッ ク 領 域 を 含 ま ず ） は 弱 い 親 和 性 を 示 し た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ネ ッ ク － レ ク チ ン 分 子 中 の ３ つ の レ ク チ ン ド メ イ ン が ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の 単 一 「 棒 」 中 に 存
在 す る レ ク チ ン ド メ イ ン と し て 炭 化 水 素 に 対 す る そ の 結 合 部 位 の 同 一 間 隔 を 有 す る と 予 測
さ れ る た め 、 発 現 さ れ た ２ つ の タ ン パ ク 質 は ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ に 関 す る 本 来 の 炭 化 水 素 配 位 子
の 試 験 の た め の 有 益 な 道 具 を 提 供 し 得 る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド と 融 合 し
た 異 種 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン が 三 量 体 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 組 換 え 体 ネ ッ ク － レ ク チ ン ポ リ ペ プ チ ド 　 20μ g を 25℃ で ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 　 40μ g 
と 混 合 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で 平 衡 さ せ た Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ 　 Superose 12 （ Pharmacia ） サ イ ズ 排 除 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 、 混 合 物 を 分 析 し た 。 残 り の 溶 液 を 50℃ に 30分 間 加 熱 し 、
次 い で 20分 間 室 温 に 放 置 し て 冷 却 し た 。 次 に 溶 液  100μ l を 同 一 の Superose 12 カ ラ ム 上
で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 両 操 作 の 溶 離 プ ロ フ ィ ー ル を 図 １ １ に 示 す 。 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 及 び ネ ッ ク － レ ク チ ン
ポ リ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ の ホ モ 三 量 体 の サ イ ズ に 対 応 し た ２ つ の 明 白 な ピ ー ク が 最 初 の 操
作 で 検 出 さ れ た （ 図 １ １ Ａ 　 ａ ） が 、 一 方 熱 処 理 ペ プ チ ド 混 合 物 の プ ロ フ ィ ー ル は 変 わ ら
な か っ た （ 図 １ １ Ａ 　 ｂ ） 。 ネ ッ ク － レ ク チ ン ホ モ 三 量 体 に 対 応 す る 一 次 ピ ー ク は 、 小 サ
イ ズ に 対 応 し て 後 期 溶 離 時 間 に 移 動 し た 。 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド ホ モ 三 量 体 に よ り 生 じ た 二
次 ピ ー ク は そ の 元 の 位 置 に 留 ま っ た が 、 高 さ が 低 減 し た 。 こ の こ と は 、 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ
ド ホ モ 三 量 体 の 量 の 低 減 を 示 す 。 移 動 し た 一 次 ピ ー ク は 、 ヘ テ ロ 三 量 体 複 合 体 と し て 一 緒
に 保 持 さ れ る ２ つ の ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 及 び １ つ の ネ ッ ク － レ ク チ ン ポ リ ペ プ チ ド か ら 成
る こ と が 架 橋 実 験 （ デ ー タ は 示 さ ず ） で 判 明 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 し た が っ て 、 ヘ テ ロ 三 量 体 化 は 、 両 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 内 に 含 ま れ る ネ ッ ク 領 域 － α ら
せ ん を 介 し て 生 じ て い た 。 ヘ テ ロ 三 量 体 化 実 験 の 開 始 時 に ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド ホ モ 三 量 体
が 過 分 の 大 き な 分 子 は 反 応 を 行 わ せ て ２ つ の 三 量 体 複 合 体 の み 、 即 ち ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド
ホ モ 三 量 体 及 び １ つ の ネ ッ ク － レ ク チ ン ポ リ ペ プ チ ド と ２ つ の ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド に よ る
単 一 種 の ヘ テ ロ 三 量 体 を 産 生 し た 。 実 験 開 始 時 の ネ ッ ク － レ ク チ ン ホ モ 三 量 体 の 濃 度 増 大
は 、 反 応 を 他 端 ま で 進 め 、 そ の 結 果 、 再 形 成 中 の ネ ッ ク － レ ク チ ン ホ モ 三 量 体 、 並 び に ２
つ の 分 子 ネ ッ ク － レ ク チ ン ポ リ ペ プ チ ド 及 び １ つ の ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド か ら 成 る 単 一 種 の
ヘ テ ロ 三 量 体 複 合 体 を 生 じ る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　
　 コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん 生 成 の 核 形 成
　 ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 作 っ て 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ
ク 質 を 生 成 し た （ 実 施 例 １ 参 照 ） 。 ５ ７ の ト リ プ レ ッ ト を 有 す る ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド （ 図
１ ２ ） 及 び ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｎ 末 端 非 コ ラ ー ゲ ン 残 基 、 並 び に ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ 由 来 の ネ ッ ク 領
域 ペ プ チ ド を 含 有 し な い ４ ８ の Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト は 、 ネ ッ ク 領 域 ペ プ
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チ ド を 伴 わ ず に グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 直 接 融 合 し た 。 実 施 例 １ に 略 記
し た プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 両 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 し 、 精 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ト ロ ン ビ ン で の 切 断 前 に 、 融 合 タ ン パ ク 質 を ２ M グ リ シ ン 緩 衝 液 ， pH7.5 中 で 10倍 に 希
釈 し 、 次 い で 100 mMTris-HCl（ pH 7.4） 200 mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ に 対 し て 広 範 に 透 析 し た 。 溶 液
中 の ポ リ ペ プ チ ド の 熱 安 定 性 は 、 ２  M　 グ リ シ ン の 付 加 に よ り 大 い に 増 強 さ れ る 〔 ２ ４ 〕
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ト ロ ン ビ ン に よ る 消 化 及 び そ の 後 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 で 、 切 断 生 成 物 の サ イ ズ に 顕
著 な 差 が 認 め ら れ た 。 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 及 び ４ ８ Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ －
Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト か ら 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 長 さ の 異 な る 多 数 の ペ プ チ ド を 生 じ た だ
け で 、 こ れ は コ ラ ー ゲ ン 配 列 内 に ア ル ギ ニ ン 残 基 を 包 含 す る ペ プ チ ド 結 合 の ト ロ ン ビ ン に
よ る 高 頻 度 に 発 生 し た 切 断 を 反 映 し て い る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 こ れ に 対 比 し て 、 ５ ７ Ｇ
ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト に 対 す る ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド Ｃ 末 端 及 び ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ
か ら の Ｎ 末 端 非 コ ラ ー ゲ ン ペ プ チ ド を 含 有 す る グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 ２ つ の 生 成 物 、 即 ち グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 並 び に ネ ッ
ク 領 域 ペ プ チ ド 及 び 付 着 し た ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｎ 末 端 ペ プ チ ド を 有 す る 全 コ ラ ー ゲ ン 領 域 へ
の 一 回 切 断 の み を 示 し た （ 図 １ ４ ） 。 一 次 構 築 物 の ４ ８ Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ
ッ ト は 二 次 構 築 物 の ５ ７ Ｇ ｌ ｙ － Ｘ ａ ａ － Ｙ ａ ａ ト リ プ レ ッ ト 中 に 含 ま れ た の で 、 い か な
る ア ル ギ ニ ン 残 基 で も ト ロ ン ビ ン 切 断 が 認 め ら れ な い の は 、 コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん 構 造 の
存 在 と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん の 形 成 （ 図 １ ３ ） は 、 円 二 色 性 〔 ２ ５ 〕 、 多 元 的 Ｎ Ｍ Ｒ 〔 ２ ６ 〕
及 び 電 子 顕 微 鏡 〔 ２ ７ 〕 に よ り 検 出 し 得 る 。
　 観 察 さ れ た 三 重 ら せ ん の 安 定 性 の 増 大 に お け る ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｎ 末 端 非 コ ラ ー ゲ ン 領 域
の 関 与 を 実 験 し た 。 コ ラ ー ゲ ン 配 列 の Ｎ 末 端 の 天 然 二 重 コ イ ル が マ ク ロ フ ァ ー ジ フ カ ベ ン
ジ ャ ー 受 容 体 中 に 観 察 さ れ る の で 、 タ ン パ ク 質 工 学 的 処 理 技 術 を 用 い て 、 短 ペ プ チ ド 配 列
を ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の コ ラ ー ゲ ン 領 域 Ｎ 末 端 の Ｎ 末 端 に 付 着 さ せ る 。 こ れ は 、 合 成 さ れ
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 及 び 既 に ネ ッ ク 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ を 保 有 す る そ の 後 の ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ ベ ク タ ー 中 の 融 合 タ ン パ ク 質 併 合 部 位 へ の 結 紮 の 使
用 を 包 含 す る （ 実 施 例 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 そ の 結 果 生 じ た 一 連 の 精 製 組 換 え 体 ペ プ チ ド を 、 ア ミ ノ 反 応 性 化 学 的 架 橋 剤 を Ｓ Ｄ Ｓ －
Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と 組 合 せ て 用 い て 、 三 重 ら せ ん ペ プ チ ド の 正
し い 整 列 に 関 し て 試 験 し た 。 次 に ２ ～ ３ 個 の 適 切 な ペ プ チ ド を 1 5 Ｎ 同 位 元 素 標 識 化 し て 、
多 元 性 Ｎ Ｍ Ｒ を 用 い て 熱 安 定 性 を 分 析 し た 。 こ の 段 階 で 、 融 解 温 度 に 及 ぼ す ト リ プ レ ッ ト
数 の 影 響 を 、 同 様 の 方 法 で 、 コ ラ ー ゲ ン コ ー ド Ｄ Ｎ Ａ の 長 い 一 続 き を そ の 後 挿 入 す る こ と
に よ り 調 べ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド を 用 い て 三 量 体 化 す る 場 合 の Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン の 結
合 の 増 大
　 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ プ ラ
ス ミ ド を 制 限 酵 素 Ｓ ｍ ａ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 、 並 び に Ｍ ｓ ｃ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ で 消 化 し て 、
そ れ ぞ れ ５ ３ ２ bp及 び ３ ６ ４ bpの Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 生 じ た 。 両 断 片 を ｐ Ｇ ｅ ｘ － ２ Ｔ 発 現 ベ ク
タ ー 中 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 制 限 酵 素 Ｓ ｍ ａ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ で 線 状 化 し た 。 こ の 指 向
性 ク ロ ー ニ ン グ 操 作 に よ り 、 ２ つ の 発 現 プ ラ ス ミ ド 、 即 ち ｐ Ｇ ｅ ｘ － ２ Ｔ － ネ ッ ク － レ ク
チ ン 及 び ｐ Ｇ ｅ ｘ － ２ Ｔ － レ ク チ ン が 生 成 し た 。 こ れ ら を 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ 株 中 で 形 質 転 換
さ せ た 。 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 用 い て タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し 、 ク ロ ー ン を 同 定 し て 予 測 サ イ ズ の 、
即 ち ｐ Ｇ ｅ ｘ － ２ Ｔ － ネ ッ ク － レ ク チ ン に 関 し て は 43 kDa及 び ｐ Ｇ ｅ ｘ － ２ Ｔ － レ ク チ ン
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に 関 し て は 37 kDaの 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ （ 図 １ ５ ） 、 こ れ ら を 用 い て 上 記 の よ
う に 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 大 規 模 生 産 を 開
始 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 音 波 処 理 に よ る 細 胞 溶 解 後 、 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 屑 を 除 去 し て 、 上 清 の 一 部 （ 元 の 細 菌
培 養 100 mlに 対 応 し て ） を 未 キ レ ー ト 化 カ ル シ ウ ム に 関 し て ５ mMと し 、 溶 液 を 100 mMTris
-Cl 、 150 mMＮ ａ Ｃ ｌ 、 5 mMＣ ａ Ｃ ｌ 2  、 １ mMＮ ａ Ｎ ， pH7.5 中 で 10倍 に 希 釈 し た 。 そ の
結 果 生 じ た 溶 液 を ４ ℃ で 一 夜 、 10ｌ の 同 一 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し 、 遠 心 分 離 に よ り 幾 つ か
の 付 加 的 生 成 沈 殿 物 を 除 去 後 、 タ ン パ ク 質 溶 液 を 10ml／ 時 で 同 一 緩 衝 液 で 平 衡 さ せ た マ ル
ト ー ス － ア ガ ロ ー ス カ ラ ム に 通 し た 。 カ ラ ム を 緩 衝 液 　 50mlで 洗 浄 し 、 100 mM　 Tris-Cl 
、 150 mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ , pH 7.5に 溶 解 し た  20 mMＥ Ｄ Ｔ Ａ を 用 い て 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 溶 離
し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 標 本 （ 50μ l ） を 12.5 %　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 分 析 し た が 、 約 43 kDaの ｐ Ｇ ｅ ｘ
－ ２ Ｔ － ネ ッ ク － レ ク チ ン コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 だ け が こ の 方 法 で 精 製 で き た 。 明 ら か に 、
グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 融 合 し た Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン の み を 含 有 す る
融 合 タ ン パ ク 質 は 、 用 い た 条 件 下 で 固 定 化 マ ル ト ー ス と 結 合 で き な か っ た （ 図 １ ６ ） 。 こ
の 観 察 は 、 ３ つ の 同 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 、 平 行 配 向 で 集 合 さ せ 、 し た が っ て 隣 接 Ｃ 型 レ ク
チ ン ド メ イ ン の 結 合 特 性 を 増 強 す る 場 合 に お け る ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の 疑 わ し い 役 割 と 一
致 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 一 本 鎖 抗 体 の 三 量 体 化
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 Ｏ Ｘ ３ ５ 〔 １ ５ 〕 か ら 調 製 さ れ る 全 Ｒ Ｎ Ａ を ｃ Ｄ Ｎ Ａ － Ｐ Ｃ Ｒ 〔
１ ６ 〕 の た め の 鋳 型 と し て 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 分 泌 す る 抗 Ｃ Ｄ ４ モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の Ｌ 及 び Ｈ 鎖 の 可 変 部 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 生 成 し た 。 400 bp長 の 両 断 片 を ｐ Ｂ ｌ
ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｓ Ｋ ベ ク タ ー （ Stratagene） 中 で ク ロ ー ニ ン グ し 、 次 い で 半 硬 質 リ ン
カ ー ペ プ チ ド （ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ ） 3  を コ ー ド す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 用 い て 併 合 し 、 Ｖ L  及 び Ｈ

L  ド メ イ ン の 対 が 確 実 に 正 し く な る よ う に し た 〔 １ ７ 〕 。 Ｄ Ｎ Ａ の ジ デ オ キ シ シ ー ケ ン シ
ン グ に よ り 、 構 築 物 の 配 列 を 確 証 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 次 に 、 Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ － リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ る ２ つ の 可 変 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 既 に ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 遺 伝 子 を 保 有 す る （ 実 施 例 １ 参 照 ） ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２
Ｔ ベ ク タ ー 中 で ク ロ ー ニ ン グ し て 、 一 本 鎖 抗 体 、 並 び に グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ 及 び ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド か ら 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 　 Ｇ Ｔ － Ｏ Ｘ ３ ５ － ｓ ｃ Ａ ｂ － ネ
ッ ク （ 55kDa の 予 測 分 子 量 を 有 す る ） を 生 じ た 。 一 本 鎖 抗 体 コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ を さ ら に 、 ネ
ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 遺 伝 子 を 用 い ず に ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ 単 独 中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 グ ル タ チ
オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 融 合 す る Ｏ Ｘ ３ ５ － ｓ ｃ Ａ ｂ を コ ー ド す る 開 放 読 取 り 枠
を 生 じ た （ 50kDa の 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 じ る ） 。 構 築 さ れ た 両 発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 Ｂ Ｌ
２ １ 細 胞 中 で 形 質 転 換 さ せ た （ 図 １ ７ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 発 現 レ ベ ル は 、 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 単 独 で 得 ら れ た も の （ 実 施 例 １ ） と 同 様 で あ る こ と
が 判 明 し た （ 図 １ ８ 参 照 ） 。 し か し な が ら 、 精 製 プ ロ ト コ ー ル 後 、 実 施 例 １ に 略 記 し た よ
う に 、 融 合 タ ン パ ク 質 の ほ と ん ど が 不 溶 性 で 、 可 溶 性 に し 、 グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス ア
フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 精 製 で き た の は 低 比 率 の 一 本 鎖 抗 体 融 合 タ ン パ ク 質 だ け で あ
っ た 。 ト ロ ン ビ ン に よ る 切 断 時 に 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 を 用 い て 、 予 測 さ れ る サ イ ズ の
断 片 を 検 出 し た 。 少 量 の 小 断 片 も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 一 本 鎖 抗 体 を 精 製 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 で 、 Ｏ Ｘ ３ ５ － ｓ
ｃ Ａ ｂ に 関 し て は 25kDa 、 Ｏ Ｘ ３ ５ － ｓ ｃ Ａ ｂ － ネ ッ ク ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て は 30kDa と
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い う 見 か け の 分 子 量 を 得 た が 、 し か し な が ら サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 場 合
、 Ｏ Ｘ ３ ５ － ｓ ｃ Ａ ｂ － ネ ッ ク に 関 し て 見 か け の 分 子 量 の 増 大 が 観 察 さ れ 、 一 方 、 Ｏ Ｘ ３
５ － ｓ ｃ Ａ ｂ は サ イ ズ 排 除 カ ラ ム で 25kDa ポ リ ペ プ チ ド の 予 測 さ れ た 振 る 舞 い を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 化 学 的 架 橋 実 験 は 、 ス ク ロ ー ス 密 度 遠 心 分 離 分 析 と 同 様 に 、 Ｏ Ｘ ３ ５ － ｓ ｃ Ａ ｂ － ネ ッ
ク ポ リ ペ プ チ ド の オ リ ゴ マ ー 状 態 を 確 定 す る 。 ゲ ル 濾 過 分 析 で 観 察 さ れ た 結 果 だ け を 基 に
し た 概 算 は 、 三 量 体 分 子 の 存 在 を 示 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び Ｂ ｉ ａ Ｃ ｏ ｒ ｅ 　 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｏ
ｎ 　 Ｒ ｅ ｓ ｏ ｎ ａ ｎ ｃ ｅ 〔 １ ９ 〕 分 析 に お け る 固 定 化 組 換 え 体 Ｃ Ｄ ４ 〔 １ ８ 〕 を 用 い た 三
量 体 及 び 単 量 体 ｓ ｃ Ａ ｂ に 関 す る 親 和 性 測 定 を 実 施 し 得 る 。 発 現 抗 体 構 築 物 の 収 率 及 び 構
造 的 均 一 性 の 実 質 的 改 良 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 含 有 分 子 の 発 現 を 促 進 す る こ と が 公 知 の 〔 ２ １
〕 、 細 菌 封 入 体 か ら の 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 精 製 〔 ２ ０ 〕 又 は 酵 母 菌 発 現 系 の 使 用 に 関 す
る 確 立 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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【 化 １ 】
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【 化 ２ 】
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【 化 ３ 】
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ （ ａ ） は 、 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の 位 置 選 定 を 示 す 略 図 で あ る
。 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ は 、 ４ つ の 棒 様 構 造 に 集 合 す る １ ２ の 同 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 （ 各 々 ３ ５ ６ ア
ミ ノ 酸 ） か ら 成 り 、 そ の 棒 様 構 造 は 各 々 、 残 基 ２ ６ ～ ２ ０ ２ に 及 ぶ 三 重 ら せ ん の コ ラ ー ゲ
ン 構 造 を 形 成 す る ３ つ の 鎖 で 構 成 さ れ る 。 分 子 の Ｃ 末 端 は 、 ネ ッ ク 領 域 を 介 し て コ ラ ー ゲ
ン ド メ イ ン に 連 結 す る Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン を 含 有 し 、 一 方 Ｎ 末 端 は 、 三 量 体 の 四 量 体 へ
の オ リ ゴ マ ー 化 に 関 与 す る 。 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ タ ン パ ク 質 内 の ネ ッ ク 領 域 の 位 置 及 び 実 施 例 １
に 示 し た よ う な ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の 配 列 。 ａ － ら せ ん 二 重 コ イ ル の 「 ａ 」 及 び 「 ｄ 」 位
置 を 示 す 。 （ ｂ ） ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の ａ － ら せ ん 輪 図 。 図 は 、 「 ａ 」 位 置 の Ｎ 末 端 バ リ
ン 残 基 で 開 始 す る ら せ ん 軸 を 下 る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の 二 次 構 造 の 熱 安 定 性 の 円 二 色 性
分 光 分 析 を 示 す 。 ペ プ チ ド 溶 液 （ 210 nmで の Ｏ Ｄ 読 取 り 値 を 1.0 と な る よ う 調 整 ） を 含 入
す る 石 英 浅 鉢 を 選 定 し た 各 温 度 で 15分 間 平 衡 さ せ た 。 20℃ で 収 集 し 、 30mMリ ン 酸 緩 衝 液 pH
 7.4中 に 両 ペ プ チ ド を 溶 解 し て 、 210 nmで Ｕ Ｖ 吸 光 度 が 1.0 を 示 す よ う 調 整 し た コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 消 化 （ 破 線 ） 及 び 無 傷 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の 円 二 色 性 分 光 プ ロ フ ィ ー ル 。 両 ペ プ チ ド
に 関 し て ブ ラ ン ク ベ ー ス ラ イ ン を 差 し 引 い て 、 そ の 結 果 得 ら れ た 曲 線 を 上 か ら 重 ね 描 き し
た 。 ス ペ ク ト ル は ほ ぼ 同 一 で 、 波 長 207 nmで 約 － 30 mdeg 、 224 nmで 約 － 20mdegと い う 負
の 値 を 示 し 、 こ れ は α ら せ ん 構 造 か ら 予 測 さ れ る ス ペ ク ト ル と よ く 一 致 す る 。 ２ （ ｂ ） ：
曲 線 は 、 約 55℃ で の 熱 遷 移 を 示 す 。 し か し な が ら 、 こ の 遷 移 は 広 範 囲 の 温 度 で 生 じ 、 ネ ッ
ク 領 域 ペ プ チ ド に 関 す る よ り 正 確 な 融 解 温 度 を 確 定 す る に は さ ら な る 実 験 デ ー タ を 要 す る
。
【 図 ３ 】 図 ３ （ ａ ） は 、 ７ 残 基 （ リ シ ン ） で ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 内 に 存 在 す る ア ミ ノ 基 と
反 応 さ せ 、 ア ミ ド 結 合 を 形 成 し 、 し た が っ て ６ Ｃ Ｈ 2  基 に よ り 一 定 の 間 隔 を 開 け ら れ る ポ
リ ペ プ チ ド 鎖 を 共 有 結 合 さ せ る た め に 用 い ら れ る 架 橋 剤 ビ ス － （ ス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル ）
－ ス ベ レ ー ト を 示 す 。 図 ３ （ ｂ ） は 、 ７ 個 の コ ラ ー ゲ ン ア ミ ノ 酸 （ ジ グ ザ グ 形 ） を 有 す る
三 量 体 化 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド （ 管 ） の 略 図 で あ る 。
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【 図 ４ 】 図 ４ は 、 漸 増 量 の ビ ス － （ ス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル ） － ス ベ レ ー ト と 反 応 さ せ た 精
製 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 ペ プ チ ド （ レ ー ン ５ ～ ８ ） 及 び 無 傷 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド （ レ ー ン １ ～
４ ） の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ 15% （ w/v ） ア ク リ ル ア ミ ド ト リ ス － ト リ シ ン － グ リ セ ロ
ー ル ゲ ル の ク ー マ シ ー ブ ル ー Ｒ － ２ ５ ０ 染 色 ） を 示 す 。 ０ mM（ レ ー ン １ 及 び ５ ） 、 ３ mM（
レ ー ン ２ 及 び ６ ） 、 ５ mM（ レ ー ン ３ 及 び ７ ） 及 び 10mM（ レ ー ン ４ 及 び ８ ） の 架 橋 剤 を 、 Ｐ
Ｂ Ｓ 40μ l に 溶 解 し た 定 量 （ 10μ g ） の ペ プ チ ド と と も に 37℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 後 、 標 本 を ト リ ス 含 有 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 負 荷 緩 衝 液 中 で 沸 騰 さ せ て 、 反 応 を 停 止 さ せ た
。 両 ペ プ チ ド は 、 大 き な 集 塊 と な ら ず に 、 そ の そ れ ぞ れ の 三 量 体 複 合 体 に 架 橋 し 得 る 。 コ
ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 ペ プ チ ド の 三 量 体 を 約 16 kDaで 動 き 、 一 方 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 三 量 体 は 約
22 kDaの 分 子 量 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 図 ６ 参 照 ） で 分 析 し た 架 橋 実 験 の 略 図 で あ る 。 レ ー
ン １ の 図 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 ペ プ チ ド 及 び 無 傷 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の 両 方 の 未 架 橋 一 本
鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 示 す 。 レ ー ン ２ ～ ５ は 、 架 橋 反 応 を 示 し 、 部 分 架 橋 反 応 後 に 分 析 し た ネ
ッ ク 領 域 ペ プ チ ド を 示 す レ ー ン ２ は 、 単 量 体 、 二 量 体 及 び 三 量 体 分 子 量 を 示 す 。 レ ー ン ３
は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 ペ プ チ ド に 関 す る 同 一 の 分 析 を 表 し 、 レ ー ン ４ は 、 架 橋 工 程 前 に 加
熱 冷 却 し な い 場 合 の 両 ペ プ チ ド の 架 橋 反 応 の 予 測 結 果 を 示 す 。 架 橋 反 応 前 に 加 熱 及 び 冷 却
を 実 施 す る 場 合 に は 、 ヘ テ ロ 三 量 体 複 合 体 は 検 出 可 能 で あ る べ き で あ り 、 レ ー ン ５ に は 中
間 分 子 量 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 精 製 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 ペ プ チ ド 及 び 無 傷 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド の Ｓ Ｄ Ｓ －
Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ 15% （ w/v ） ア ク リ ル ア ミ ド ト リ ス － ト リ シ ン － グ リ セ ロ ー ル ゲ ル の ク ー
マ シ ー ブ ル ー Ｒ － ２ ５ ０ 染 色 ） を 示 す 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 加 熱 及 び 冷 却 後 に 個 々 の ペ プ チ ド を 架
橋 し 、 ２ つ の ペ プ チ ド 種 を 異 な る 比 率 で 混 合 し （ 加 熱 及 び 冷 却 前 ） 、 そ の 後 架 橋 す る 。 レ
ー ン １ は 、 架 橋 剤 を 加 え な い そ れ ぞ れ １ 及 び ５ μ g の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 ペ プ チ ド 及 び 無 傷
ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド を 示 す 。 ５ mMビ ス － （ ス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル ） － ス ベ レ ー ト と 反 応 さ
せ た ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド を レ ー ン ２ 及 び ３ に 示 す 。 ペ プ チ ド 溶 液 を 99℃ で 20分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 後 、 氷 上 で 冷 却 し 、 そ の 後 架 橋 剤 を 付 加 し た （ レ ー ン ３ ） 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化
ペ プ チ ド と の 同 一 反 応 を そ れ ぞ れ レ ー ン ４ 及 び ５ に 示 す 。 レ ー ン ３ 及 び ５ の ペ プ チ ド を 加
熱 し 、 冷 却 し た 。 レ ー ン ６ ～ ９ で は 、 異 な る 量 の ２ つ の ペ プ チ ド を 加 熱 、 冷 却 前 に 混 合 し
、 そ の 後 ５ mM架 橋 剤 で 架 橋 し た 。 比 率 （ ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド ： 消 化 ペ プ チ ド ） は 、 レ ー ン
６ で は １ ： １ 、 レ ー ン ７ で は ４ ： １ 、 レ ー ン ８ で は １ ： ４ 、 レ ー ン ９ で は ２ ： １ で あ る 。
バ ン ド 化 パ タ ー ン は 、 先 ず 加 熱 及 び 冷 却 が 三 量 体 複 合 体 の 架 橋 に よ る 検 出 を 変 え な か っ た
、 第 二 に 、 混 合 複 合 体 が 架 橋 さ れ る と 、 異 な る 複 合 体 の ポ リ ペ プ チ ド は 高 温 で 解 離 さ れ 、
そ れ ら は 混 合 複 合 体 中 で 再 ア ニ ー リ ン グ し 、 そ し て 第 三 に 、 こ れ ら の ヘ テ ロ 三 量 体 化 反 応
は 濃 度 依 存 的 に 行 わ れ る 、 と い う こ と を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ ： ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ － Ｎ － 末 端 ネ ッ ク 領 域 プ ラ ス ミ ド は 、 ト ロ ン ビ ン で 切 断 さ
れ て 図 示 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 を 生 じ る グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Ｎ － 末 端
ネ ッ ク 領 域 融 合 タ ン パ ク 質 の 誘 導 （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る ） を 可 能 に す る （ 下 段 は ｐ Ｇ Ｅ Ｘ ポ リ
リ ン カ ー 配 列 を 示 し 、 Ｎ 末 端 配 列 に 下 線 を 付 す ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 は 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ － Ｎ
末 端 コ ラ ー ゲ ン ネ ッ ク 領 域 プ ラ ス ミ ド の Ｓ ｍ ａ １ 及 び Ｎ ｒ ｕ １ 消 化 及 び そ の 後 の 適 合 性 部
位 の 再 結 紮 に よ っ て 得 ら れ た 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 還 元 （ レ ー ン ４ 、 ５ 、 ６ ） 及 び 非 還 元 （ レ ー ン １ 、 ２ 、 ３ ） 条 件 下 で 漸
増 量 の 架 橋 剤 と 反 応 さ せ た 精 製 Ｎ 末 端 ネ ッ ク 領 域 融 合 ペ プ チ ド の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （
15% （ w/v ） ア ク リ ル ア ミ ド ト リ ス － ト リ シ ン － グ リ セ ロ ー ル ゲ ル の ク ー マ シ ー ブ ル ー Ｒ
－ ２ ５ ０ 染 色 ） を 示 す 。 ペ プ チ ド （ 50μ l ） を 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 解 し た ０ mM（ レ ー ン ３ 及 び ６
） 、 ２ mM（ レ ー ン ２ 及 び ５ ） 及 び ５ mM（ レ ー ン １ 及 び ４ ） の ビ ス － （ ス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ
ル ） － ス ベ レ ー ト と と も に 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 １ M ト リ ス － Ｃ ｌ ， pH 8.0　 10
μ l を 加 え て 反 応 を 中 止 さ せ た 。 反 応 が ほ ぼ 完 了 し た 時 点 で 、 約 29 kDaの タ ン パ ク 質 種 が
検 出 さ れ 、 一 方 、 二 量 体 ペ プ チ ド （ 約 19 kDa） 及 び 一 本 鎖 Ｎ 末 端 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド （ 9 
kDa ） に 対 応 す る バ ン ド が 不 完 全 又 は 非 架 橋 反 応 で 検 出 さ れ た 。 非 還 元 条 件 下 で は 、 ペ プ
チ ド の 約 半 分 が 二 量 体 と し て 動 き 、 架 橋 反 応 に お い て 、 還 元 標 本 と 比 較 し た 場 合 、 二 量 体
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及 び 三 量 体 の 量 の 増 加 が 認 め ら れ た 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 融 合 タ ン パ ク 質 生 成 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ 系 （ ａ ） か ら の ネ ッ ク 領 域 レ ク チ ン
及 び レ ク チ ン コ ー ド Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ｐ Ｅ Ｔ ３ ａ ベ ク タ ー へ の 転 移 を 示 す 。 Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 及 び Ｅ
ｃ ｏ Ｒ １ を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 切 り 出 し て 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ プ ラ ス ミ ド 中 で サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ れ を 同 一 酵 素 を 用 い て 線 状 に し た 。 そ の 結 果 生 じ た プ ラ ス ミ ド を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト 化 Ｎ Ｍ ５ ５ ４ 細 胞 か ら 再 精 製 後 、 Ｘ ｂ ａ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ 断
片 を 切 り 出 し て 、 Ｎ ｈ ｅ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ で 切 断 し た ｐ Ｅ Ｔ ３ ａ プ ラ ス ミ ド 中 に 存 在 す る
部 位 に 対 す る 適 合 性 末 端 を 生 成 し た 。 Ｎ ｈ ｅ １ 部 位 を ｐ Ｅ Ｔ ３ ａ 開 放 読 取 り 枠 の 開 始 コ ド
ン に 置 い た 。 し た が っ て 、 誘 導 さ れ た タ ン パ ク 質 は そ の 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 相 手 を 有 し な
い が 、 し か し ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ポ リ リ ン カ ー 配 列 由 来 の ７ ア ミ ノ 酸 だ け 保 有 す る ：
Ｍ Ａ Ｒ Ｔ Ｓ Ｇ Ｓ 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 及 び ｐ Ｅ Ｔ － ３ ａ ベ ク タ ー
を 用 い て 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に 誘 導 さ れ た 細 菌 培 養 の 溶 解 物 か ら 精 製 し た
場 合 の ネ ッ ク 領 域 － レ ク チ ン ド メ イ ン の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ 12.5% （ w/v ） ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル の ク ー マ シ ー ブ ル ー Ｒ － ２ ５ ０ 染 色 ） を 示 す 。 レ ー ン １ ～ ３ は レ ク チ ン ド メ イ
ン に 対 応 し 、 レ ー ン ４ ～ ６ は ネ ッ ク 領 域 － レ ク チ ン ド メ イ ン タ ン パ ク 質 を 示 す 。 漸 増 最 終
濃 度 の ビ ス － （ ス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル ） － ス ベ レ ー ト を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 を 架 橋 し た 。
レ ー ン １ 及 び ４ の 反 応 液 は ０ mMの 架 橋 剤 を 含 有 し 、 レ ー ン ２ 及 び ５ は ５ mMに 対 応 し 、 レ ー
ン ３ 及 び ６ は 10mM架 橋 剤 と の 反 応 の 結 果 を 示 す 。 ネ ッ ク 領 域 含 有 タ ン パ ク 質 は 架 橋 さ れ た
三 量 体 か ら 成 る こ と が 示 さ れ る が 、 こ の よ う な 架 橋 可 能 な オ リ ゴ マ ー は 、 そ れ 自 体 の 上 に
発 現 さ れ る レ ク チ ン ド メ イ ン に 関 し て は 存 在 し な い 。 し た が っ て 、 ネ ッ ク 領 域 は 三 量 体 化
を 媒 介 し 得 る が 、 一 方 自 己 会 合 特 性 は ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ 単 独 の レ ク チ ン ド メ イ ン に 関 し て は 検
出 さ れ な か っ た 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ ： （ ａ ） Superose 12 カ ラ ム を 用 い た ヘ テ ロ 三 量 体 化 前 （ Ａ ） 及 び 後 （
Ｂ ） の ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド ／ ネ ッ ク － レ ク チ ン タ ン パ ク 質 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 。 カ ラ ム を 平 衡 さ せ 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 0.3 ml／ 分 で 動 か し て 、 Ｕ Ｖ 検 出 器 を 280 nm（ 感 受 性
 0.02 ） に 設 定 し た 。 100 mlル ー プ を 用 い て 標 本 に 注 入 し た 。 ネ ッ ク － レ ク チ ン 三 量 体 複
合 体 が 先 ず 溶 離 し 、 そ の 後 ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 三 量 体 が 溶 離 し た 。 ヘ テ ロ 三 量 体 化 後 、 ２
つ の ネ ッ ク 領 域 ペ プ チ ド 及 び １ つ の ネ ッ ク － レ ク チ ン タ ン パ ク 質 か ら 成 る 三 量 体 タ ン パ ク
質 複 合 体 に 対 応 し て 、 一 次 ピ ー ク の 溶 離 プ ロ フ ィ ー ル に お け る 変 化 が 検 出 さ れ た 。 （ ｂ ）
ヘ テ ロ 三 量 体 化 工 程 の 略 図 を 示 す 。 ネ ッ ク 領 域 を 含 有 す る 異 な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 再 ア ニ
ー リ ン グ 工 程 後 に ヘ テ ロ 三 量 体 を 生 成 中 で 、 こ れ は 、 ヘ テ ロ 三 量 体 化 反 応 の 生 成 物 の 比 の
測 定 開 始 時 に 用 い ら れ る ２ つ の ホ モ 三 量 体 分 子 の 相 対 量 に よ る 濃 度 駆 動 性 工 程 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ ： ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ － Ｎ 末 端 コ ラ ー ゲ ン ネ ッ ク 領 域 プ ラ ス ミ ド （ Ｂ ） は 、
ト ロ ン ビ ン で 切 断 さ れ て 25kDa Ｓ Ｐ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Ｎ 末 端 コ ラ ー ゲ ン ネ ッ ク 領 域 融 合 タ ン パ ク 質 の 誘 導 （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る ）
を 可 能 に す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 は 、 Ｎ 末 端 配 列 の 開 始 コ ド ン に Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 部 位 を 導 入 す る ５
’ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び プ ラ イ マ ー と し て の Ｓ Ｐ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 停 止 コ ド ン 後 に Ｅ
ｃ ｏ Ｒ １ 部 位 を 導 入 す る ３ ’ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 本 来 の Ｓ Ｐ － Ｄ タ ン パ ク 質 （ Ａ
） の 全 タ ン パ ク 質 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 増 幅 す る Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 ら れ た 。 次 い で
、 遺 伝 子 工 学 的 処 理 し た 酵 素 部 位 を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 中 に ク
ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 結 果 生 じ た プ ラ ス ミ ド を 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 及 び Ｍ ｓ ｃ １ で 消 化 し て
、 Ｎ 末 端 コ ラ ー ゲ ン ネ ッ ク 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ プ ラ ス ミ ド 中 に
ク ロ ー ニ ン グ し 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 及 び Ｓ ｍ ａ １ で 線 状 化 し た 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の 三 重 ら せ ん コ ラ ー ゲ ン 様 領 域 の 生 成 を 含 め た 提 唱 さ
れ た 折 り 畳 み 工 程 の 略 図 を 示 す 。 ネ ッ ク 領 域 は 平 行 ホ モ 三 量 体 二 重 コ イ ル と し て 会 合 し 、
隣 接 コ ラ ー ゲ ン 領 域 で の 三 重 ら せ ん 構 造 生 成 の た め の 核 化 点 を 提 供 す る 。 コ ラ ー ゲ ン 三 重
ら せ ん は 、 ジ ッ パ ー 様 方 式 で 核 化 点 か ら ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の Ｎ 末 端 に 向 か っ て 生 じ る 。 コ ラ
ー ゲ ン 配 列 内 に 存 在 す る ト ロ ン ビ ン に 関 す る 多 数 の 有 力 な 切 断 部 位 が あ る が 、 し か し 、 コ
ラ ー ゲ ン 構 造 を 消 化 し 得 る 公 知 の プ ロ テ ア ー ゼ は コ ラ ゲ ナ ー ゼ だ け で あ る た め 、 三 重 ら せ
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ん の 生 成 は こ れ ら の 部 位 を タ ン パ ク 質 分 解 的 消 化 に 対 し て 耐 性 に さ せ る 。
【 図 １ ４ （ ａ ） 】 図 １ ４ ： （ ａ ） ト ロ ン ビ ン 切 断 （ 10% （ w/v ） ア ク リ ル ア ミ ド ） 前 後 の
グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Ｎ 末 端 － コ ラ ー ゲ ン － ネ ッ ク 領 域 融 合 タ ン パ ク
質 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ ク ー マ シ ー ブ ル ー Ｒ － ２ ５ ０ 染 色 ） 。 溶 離 さ れ た 及 び グ リ シ
ン 処 理 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 溶 液 　 50μ l を 、 ト ロ ン ビ ン 消 化 の 前 （ レ ー ン １ 、 ２ ） 及
び 後 （ レ ー ン ３ ～ ６ ） に 入 れ た 。 レ ー ン ５ 及 び ６ の 大 写 し （ ｂ ） は 、 25kDa グ ル タ チ オ ン
－ Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 下 を 動 く 弱 ～ 強 染 色 さ れ た 25kDa 組 換 え 体 ペ プ チ ド を 示 す 。
【 図 １ ４ （ ｂ ） 】 図 １ ４ ： （ ａ ） ト ロ ン ビ ン 切 断 （ 10% （ w/v ） ア ク リ ル ア ミ ド ） 前 後 の
グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Ｎ 末 端 － コ ラ ー ゲ ン － ネ ッ ク 領 域 融 合 タ ン パ ク
質 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ ク ー マ シ ー ブ ル ー Ｒ － ２ ５ ０ 染 色 ） 。 溶 離 さ れ た 及 び グ リ シ
ン 処 理 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 溶 液 　 50μ l を 、 ト ロ ン ビ ン 消 化 の 前 （ レ ー ン １ 、 ２ ） 及
び 後 （ レ ー ン ３ ～ ６ ） に 入 れ た 。 レ ー ン ５ 及 び ６ の 大 写 し （ ｂ ） は 、 25kDa グ ル タ チ オ ン
－ Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 下 を 動 く 弱 ～ 強 染 色 さ れ た 25kDa 組 換 え 体 ペ プ チ ド を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ ： Ｓ ｍ ａ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ （ ネ ッ ク ＋ レ ク チ ン ） 又 は Ｍ ｓ ｃ １ 及 び Ｅ ｃ
ｏ Ｒ １ （ レ ク チ ン ） を 用 い て ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ － ネ ッ ク 領 域 － レ ク チ ン 及 び ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ
－ レ ク チ ン プ ラ ス ミ ド を 生 成 し て 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ プ ラ ス ミ ド 中 に Ｓ Ｐ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断
片 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 Ｓ ｍ ａ １ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ で 線 状 に し た 。 誘 導 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質
は 、 予 測 分 子 量 43kDa （ ネ ッ ク ＋ レ ク チ ン ） 及 び 37kDa （ レ ク チ ン ） で あ っ た 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 ネ ッ ク 領 域 及 び レ ク チ ン 領 域 （ Ａ ） 及 び ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ 単 独 の レ ク チ
ン ド メ イ ン （ Ｂ ） を 含 有 す る グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 の 細
菌 発 現 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ 10 %（ w/v ） ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル ） を 示 す 。 非 誘 導 化 細
菌 （ Ａ レ ー ン ２ 及 び ３ 、 並 び に Ｂ レ ー ン １ 及 び ２ ） 及 び 誘 導 化 細 菌 （ Ａ レ ー ン １ 並 び に Ｂ
レ ー ン ３ ） を 沸 騰 さ せ て 、 ゲ ル 上 に 載 せ 、 還 元 条 件 下 で 動 か し た 。 マ ル ト ー ス － Ｔ Ｓ Ｋ と
結 合 す る タ ン パ ク 質 を Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 用 い て 溶 離 し 、 ピ ー ク 標 本 （ 50μ l ） を レ ー ン ４ 及 び ５
に 載 せ た が 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Ｌ ｅ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 し て 溶
離 し た タ ン パ ク 質 は な か っ た 。 ネ ッ ク 領 域 並 び に レ ク チ ン ド メ イ ン を と も に 含 有 す る 融 合
タ ン パ ク 質 ハ 、 細 胞 内 で タ ン パ ク 質 溶 解 性 分 解 を 蒙 り 易 い と 思 わ れ る 。 レ ー ン Ａ 　 １ で 目
立 つ タ ン パ ク 質 バ ン ド に 関 し て は 、 予 測 サ イ ズ 約 42kDa だ け で な く 約 30kDa で 存 在 す る 。
し か し な が ら 、 こ の タ ン パ ク 質 は マ ル ト ー ス － Ｔ Ｓ Ｋ カ ラ ム に は 結 合 し な か っ た 。 グ ル タ
チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Ｌ ｅ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 は 約  37 kDa の 分 子 量 を 示 し た
。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 可 動 部 リ ン カ ー 配 列 に よ り 一 緒 に 融 合 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル ラ ッ ト
抗 Ｃ Ｄ ４ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 Ｈ 及 び Ｌ 鎖 （ ｓ ｃ ａ ｂ Ｏ Ｘ ３ ５ ） の 可 変 部 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ド メ イ
ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 示 す （ ａ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ － ネ ッ ク 領 域 ペ
プ チ ド の Ｓ ｍ ａ １ 部 位 に 挿 入 す る と 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 融 合 タ
ン パ ク 質 及 び ネ ッ ク 領 域 に 関 す る 開 放 読 取 り 枠 を 生 じ た 。 さ ら に Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ
プ ラ ス ミ ド （ ｂ ） に 挿 入 し 、 Ｓ ｍ ａ １ で 線 状 化 し て 、 ｓ ｃ ａ ｂ Ｏ Ｘ ３ ５ の グ ル タ チ オ ン －
Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 単 独 と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 し た 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 Ｏ Ｘ ３ ５ 一 本 鎖 抗 体 （ レ ー ン １ ） 、 ヒ ト Ｓ Ｐ － Ｄ の ネ ッ ク 領 域 （ レ
ー ン ２ ） 、 及 び ネ ッ ク 領 域 － Ｏ Ｘ ３ ５ － 一 本 鎖 抗 体 （ レ ー ン ３ ） を 用 い て 、 非 誘 導 化 細 菌
（ レ ー ン ４ ） と 比 較 し て 、 還 元 条 件 （ 12.5% （ w/v ） ア ク リ ル ア ミ ド ） 下 で 、 グ ル タ チ オ
ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に 誘 導 さ れ た 培 養 の 細 菌 溶 解
物 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ ク ー マ シ ー ブ ル ー Ｒ － ２ ５ ０ 染 色 ） を 示 す 。
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