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(57)【要約】
　本発明は、真核生物における糖タンパク質産生および
タンパク質糖鎖工学、具体的には、酵母などの下等真核
生物におけるヒト様複合またはハイブリッド糖鎖付加タ
ンパク質の産生を改善する。本発明は、免疫グロブリン
および他の治療用タンパク質として有用な糖鎖最適化タ
ンパク質を産生することができる糖鎖改変真核宿主細胞
を提供し、ヒト細胞中で産生される糖タンパク質と同様
のグリカン構造を有する糖タンパク質を産生することが
できる細胞を提供する。本発明はさらに、ヒト様グリカ
ン構造を有するタンパク質およびこれらの細胞により産
生可能なその新規組成物を提供する。
【選択図】図１２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞内器官の細胞質側から内腔側に、1個のマンノース残基を含む脂質結合オリゴ糖(LL
O)を効率的にフリップすることができる、2個のマンノース残基を含むLLOを効率的にフリ
ップすることができる、および3個のマンノース残基を含むLLOを効率的にフリップするこ
とができるLLOフリッパーゼ活性を発現するように改変された細胞。
【請求項２】
　前記LLOフリッパーゼが、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、およびMan3GlcNAc2からなる群よ
り選択される脂質結合オリゴ糖のフリップにおいて活性であることを特徴とする、請求項
１に記載の細胞。
【請求項３】
　前記LLOフリッパーゼ活性が、
　a)配列番号1、配列番号3、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号1
3、配列番号15および配列番号17、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、
および配列番号29のうちの1個以上の配列を含む核酸分子；
　b)配列番号2、配列番号4、配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号
14、配列番号16および配列番号18、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、
および配列番号30のうちの1個以上の配列を含むポリアミノ酸をコードする核酸分子；な
らびに
　c)a)またはb)の核酸分子の断片、変異体、類似体または誘導体、
からなる群より選択される1個以上の核酸分子の発現により付与される、請求項１または
２に記載の細胞。
【請求項４】
　細胞内器官が小胞体(ER)である、請求項１～３のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項５】
　前記細胞が異種(糖)タンパク質をコードする少なくとも1種の核酸を含み、その(糖)タ
ンパク質を発現することを特徴とする、請求項１～４のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項６】
　前記細胞がRft1型LLOフリッパーゼ活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか
、もしくは枯渇したことを特徴とし、Rft1型LLOフリッパーゼ活性が、1～3個のマンノー
ス残基を有する脂質結合オリゴ糖をフリップするその活性が5個のマンノース残基を有す
る脂質結合オリゴ糖をフリップするその活性よりも低いことを特徴とする、請求項１～５
のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項７】
　前記細胞が遺伝子rft1またはrft1相同体のノックアウト突然変異体である、請求項６に
記載の細胞。
【請求項８】
　前記細胞が、1種以上のER局在性グリコシルトランスフェラーゼ活性を欠くか、または
それが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴とする、請求項１～７のいず
れか１項に記載の細胞。
【請求項９】
　ER局在性グリコシルトランスフェラーゼがマンノシルトランスフェラーゼであることを
特徴とする、請求項８に記載の細胞。
【請求項１０】
　前記細胞が、1種以上のER局在性脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ活性を欠くか、または
それが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴とする、請求項１～９のいず
れか１項に記載の細胞。
【請求項１１】
　前記細胞が、Alg11型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯
渇したことを特徴とする、請求項１～１０のいずれか１項に記載の細胞。
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【請求項１２】
　前記細胞が遺伝子alg11またはalg11相同体のノックアウト突然変異体である、請求項１
１に記載の細胞。
【請求項１３】
　前記細胞が、Alg11型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯
渇し、1種以上の脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ型活性をさらに欠くか、またはそれが抑
制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴とする、請求項１～１２のいずれか１
項に記載の細胞。
【請求項１４】
　前記細胞が、遺伝子alg11もしくはalg11相同体および脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ
活性をコードする1個以上の遺伝子のノックアウト突然変異体である、請求項１３に記載
の細胞。
【請求項１５】
　前記細胞が、Alg11型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯
渇し、Alg3型活性をさらに欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇し
たことを特徴とする、請求項１～１４のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項１６】
　前記細胞が遺伝子alg11またはalg11相同体およびalg3またはalg3相同体のノックアウト
突然変異体である、請求項１６に記載の細胞。
【請求項１７】
　前記細胞が、Alg11型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯
渇し、β-D-マンノシルトランスフェラーゼもしくはDPM1型活性をさらに欠くか、または
それが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴とする、請求項１～１６のい
ずれか１項に記載の細胞。
【請求項１８】
　前記細胞が、遺伝子alg11またはalg11相同体およびdpm1またはdpm1相同体のノックアウ
ト突然変異体である、請求項１７に記載の細胞。
【請求項１９】
　前記細胞が、Alg2型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇
したことを特徴とする、請求項１～１８のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項２０】
　前記細胞がalg2またはalg2相同体のノックアウト突然変異体である、請求項１９に記載
の細胞。
【請求項２１】
　前記細胞が、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性をコードする1種以上の核酸分
子を含むことを特徴とし、それがGlc3Man9GlcNAc2以外のオリゴ糖をタンパク質に転移さ
せることができることを特徴とする、請求項１～２０のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項２２】
　オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、原生動物オリゴサッカリルトランスフェ
ラーゼ(POT)活性であることを特徴とする、請求項２１に記載の細胞。
【請求項２３】
　原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、トキソプラズマ・ゴンジ(Toxop
lasma gondii) (Tg)、リーシュマニア・メジャー(Leishmania major) (Lm)、リーシュマ
ニア・インファンタム(Leishmania infantum) (Li)、リーシュマニア・ブラジリエンシス
(Leishmania braziliensis) (Lb)、リーシュマニア・メキシカーナ(Leishmania Mexicana
) (Lmx)、リーシュマニア・ドノバニ(Leishmania donovani) (Ld)、リーシュマニア・グ
ヤネンシス(Leishmania guyanensis) (Lg)、リーシュマニア・トロピカ(Leishmania trop
ica) (Lt)、トリパノソーマ・クルージ(Trypanosoma cruzi) (Tc)、またはトリパノソー
マ・ブルセイ(Trypanosoma brucei) (Tb)に由来することを特徴とする、請求項２２に記
載の細胞。
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【請求項２４】
　原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、TbStt3Bp型活性、TbStt3Cp型活
性、LmStt3Ap型活性、LmStt3Bp型活性、およびLmStt3Dp型活性からなる群より選択される
ことを特徴とする、請求項２３に記載の細胞。
【請求項２５】
　原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、TbStt3B型活性、TbStt3C型活性
、LmStt3A型活性、LmStt3B型活性、LmStt3C型活性、およびLmStt3D型活性、LiStt3-1型活
性、LiStt3-2型活性、およびLiStt3-3型活性、LbStt3-1型活性、LbStt3-2型活性、および
LbStt3-3型活性からなる群より選択されることを特徴とする、請求項２３に記載の細胞。
【請求項２６】
　3個のマンノース残基、4個のマンノース残基および／または5個のマンノース残基を含
むオリゴ糖をタンパク質に効率的に転移させることができるオリゴサッカリルトランスフ
ェラーゼ活性を発現するように改変された細胞。
【請求項２７】
　オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、1ユニットの原生動物型オリゴサッカリ
ルトランスフェラーゼ(POT)であることを特徴とする、請求項２６に記載の細胞。
【請求項２８】
　原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、トキソプラズマ・ゴンジ(Toxop
lasma gondii) (Tg)、リーシュマニア・メジャー(Leishmania major) (Lm)、リーシュマ
ニア・インファンタム(Leishmania infantum) (Li)、リーシュマニア・ブラジリエンシス
(Leishmania braziliensis) (Lb)、リーシュマニア・メキシカーナ(Leishmania mexicana
) (Lmx)、リーシュマニア・ドノバニ(Leishmania donovani) (Ld)、リーシュマニア・グ
ヤネンシス(Leishmania guyanensis) (Lg)、リーシュマニア・トロピカ(Leishmania trop
ica) (Lt)、トリパノソーマ・クルージ(Trypanosoma cruzi) (Tc)、またはトリパノソー
マ・ブルセイ(Trypanosoma brucei) (Tb)に由来することを特徴とする、請求項２７に記
載の細胞。
【請求項２９】
　原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、TbStt3Bp型活性、TbStt3Cp型活
性、LmStt3Ap型活性、LmStt3Bp型活性、およびLmStt3Dp型活性からなる群より選択される
ことを特徴とする、請求項２８に記載の細胞。
【請求項３０】
　原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、TbStt3B型活性、TbStt3C型活性
、LmStt3A型活性、LmStt3B型活性、LmStt3C型活性、およびLmStt3D型活性、LiStt3-1型活
性、LiStt3-2型活性、およびLiStt3-3型活性、LbStt3-1型活性、LbStt3-2型活性、および
LbStt3-3型活性からなる群より選択されることを特徴とする、請求項２８に記載の細胞。
【請求項３１】
　前記細胞が1種以上のER局在性グリコシルトランスフェラーゼ活性を欠くか、またはそ
れが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことをさらに特徴とする、請求項２６～３
０のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項３２】
　ER局在性グリコシルトランスフェラーゼがマンノシルトランスフェラーゼであることを
特徴とする、請求項３１に記載の細胞。
【請求項３３】
　前記細胞が1種以上のER局在性脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ活性を欠くか、またはそ
れが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことをさらに特徴とする、請求項２６～３
２のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項３４】
　前記細胞がAlg11型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇
したことをさらに特徴とする、請求項２６～３３のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項３５】
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　前記細胞が遺伝子alg11またはalg11相同体のノックアウト突然変異体である、請求項３
４に記載の細胞。
【請求項３６】
　前記細胞がAlg11型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇
し、1種以上の脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ型活性をさらに欠くか、またはそれが抑制
され、減少するか、もしくは枯渇したことをさらに特徴とする、請求項２６～３５のいず
れか１項に記載の細胞。
【請求項３７】
　前記細胞が遺伝子alg11またはalg11相同体および脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ活性
をコードする1個以上の遺伝子のノックアウト突然変異体である、請求項３６に記載の細
胞。
【請求項３８】
　前記細胞がAlg11型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇
し、Alg3型活性をさらに欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇した
ことをさらに特徴とする、請求項２６～３７のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項３９】
　前記細胞が遺伝子alg11またはalg11相同体およびalg3またはalg3相同体のノックアウト
突然変異体である、請求項３８に記載の細胞。
【請求項４０】
　前記細胞がAlg11型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇
し、β-D-マンノシルトランスフェラーゼもしくはDPM1型活性をさらに欠くか、またはそ
れが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことをさらに特徴とする、請求項２６～３
９のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項４１】
　前記細胞が遺伝子alg11またはalg11相同体およびdpm1またはdpm1相同体のノックアウト
突然変異体である、請求項４０に記載の細胞。
【請求項４２】
　前記細胞がRft1型LLOフリッパーゼ活性を示すことをさらに特徴とする、請求項２６～
４１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項４３】
　野生型細胞と比較してRft1型活性を過剰発現する、請求項４２に記載の細胞。
【請求項４４】
　前記細胞が1種以上のゴルジ体局在性マンノシルトランスフェラーゼ活性を欠くか、ま
たはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴とする、請求項１～４３
のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項４５】
　ゴルジ体局在性マンノシルトランスフェラーゼ活性が、Och1型活性、Mnn1型活性、Mnn2
型活性、Mnn4型活性、Mnn5型活性、Mnn9型活性、Mnn10型活性、およびMnn11型活性からな
る群より選択されることを特徴とする、請求項４４に記載の細胞。
【請求項４６】
　前記細胞がoch1、mnn1、mnn2、mnn4、mnn5、mnn9、mnn10、mnn11、およびその相同体か
らなる群より選択される少なくとも1個の遺伝子のノックアウト突然変異体である、請求
項４５に記載の細胞。
【請求項４７】
　前記細胞がMnn1型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇し
たことを特徴とする、請求項４４に記載の細胞。
【請求項４８】
　前記細胞が、遺伝子mnn1および／またはmnn1相同体のノックアウト突然変異体である、
請求項４７に記載の細胞。
【請求項４９】
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　前記細胞がOch1型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇し
たことを特徴とする、請求項４４に記載の細胞。
【請求項５０】
　前記細胞が遺伝子och1またはoch1相同体のノックアウト突然変異体である、請求項４９
に記載の細胞。
【請求項５１】
　前記細胞が、
　マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラ
ーゼ(GnTI)；
　マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラ
ーゼ(GnTII)；
　β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(
GnTIII)；
　マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラ
ーゼ(GnTIV)；
　マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,6-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラ
ーゼ(GnTV)；
　マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラ
ーゼ(GnTVI)；
　β-N-アセチルグルコサミニルグリコペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ
(GalT)；
　α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)；
　β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)；
　UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)；
　シアル酸シンターゼ(NeuB)；
　CMP-Neu5Acシンテターゼ；
　N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼ；
　N-アシルノイラミン酸-9-ホスファターゼ；
　UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子；
　UDP-ガラクトース輸送因子；
　GDP-フコース輸送因子；
　CMP-シアル酸輸送因子；
　ヌクレオチドジホスファターゼ；
　GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ；および
　GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ、
からなる群より選択される1種以上のゴルジ体局在性異種酵素またはその触媒ドメインを
発現することを特徴とする、請求項１～５０のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項５２】
　前記細胞が、菌類細胞を含む下等真核細胞ならびに哺乳動物細胞および哺乳動物細胞系
、植物細胞、および昆虫細胞を含む高等真核細胞から選択されることを特徴とする、請求
項１～５１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項５３】
　請求項１または２に記載のLLOフリッパーゼ活性をコードするか、またはそれを付与す
ることができる単離された1又は複数の核酸分子。
【請求項５４】
　前記分子が請求項３に記載の1種以上の核酸分子から選択されることを特徴とする、請
求項５３に記載の核酸分子。
【請求項５５】
　プロモーターをコードする核酸分子およびターミネーターをコードする核酸分子の少な
くとも1つと連結した1コピー以上の請求項５３または５４に記載の核酸分子の1つを含む



(7) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40

50

、真核宿主細胞中での発現のための発現カセット。
【請求項５６】
　1コピー以上の請求項２１～２５のいずれか１項に記載のオリゴサッカリルトランスフ
ェラーゼ活性をコードする核酸分子をさらに含む、請求項５５に記載の発現カセット。
【請求項５７】
　1コピー以上の請求項５３もしくは５４に記載の核酸分子の1つおよび／または1コピー
以上の請求項５５もしくは５６に記載の発現カセットを含む、真核宿主細胞の形質転換の
ためのベクター。
【請求項５８】
　細胞内器官中でMan3GlcNAc2グリカン構造を有する脂質結合オリゴ糖を特異的に合成す
ることができる細胞の作製方法であって、
　該細胞を、
　請求項５３もしくは５４に記載の核酸分子；
　請求項５５もしくは５６に記載の発現カセット；および
　請求項５７に記載のベクター、
の群より選択されるLLOフリッパーゼ活性をコードする少なくとも1個の構築物または構造
物で形質転換して、該細胞がその構築物または構造物によりコードされるLLOフリッパー
ゼ活性を発現することができるようにする工程を含む、前記方法。
【請求項５９】
　前記細胞が、前記構築物または構造物によりコードされるLLOフリッパーゼ活性および
オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性を発現することができるように、前記構築物ま
たは構造物が、さらにオリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性をコードし、かつ
　請求項５６に記載の発現カセットおよび
　1コピー以上の請求項５７に記載の発現カセットを含むベクター
の群より選択される、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　Alg2型活性；
　Alg11型活性；
　Alg3型活性；
　DPM1型活性；および
　脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ型活性、
から選択される少なくとも1種の酵素活性を前記細胞中で減少させるか、または枯渇させ
る工程をさらに含む、請求項５８または５９に記載の方法。
【請求項６１】
　細胞内器官中でMan1GlcNAc2、Man2GlcNAc2および／またはMan3GlcNAc2グリカン構造を
有する脂質結合オリゴ糖を特異的に合成し、そのグリカン構造を、その細胞中で発現され
た新生タンパク質に転移させることができ、請求項５８～６０のいずれか１項に記載の方
法に従って作製可能であることを特徴とする、単離された1または複数の細胞。
【請求項６２】
　請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞を提供する工程；
　前記細胞中での糖タンパク質または糖タンパク質組成物の産生を可能にする条件下、培
養培地中で前記細胞を培養する工程；ならびに
　必要に応じて、前記細胞および／または前記培養培地から糖タンパク質または糖タンパ
ク質組成物を単離する工程、
を含む、糖タンパク質または糖タンパク質組成物の産生のための方法。
【請求項６３】
　請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞、および
　糖タンパク質の産生を付与する細胞を培養するための培養培地
を含む、糖タンパク質または糖タンパク質組成物を産生するためのキット。
【請求項６４】
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　GlcNAcMan3-5GlcNAc2構造を有する糖タンパク質を産生するように特異的に設計された
、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項６５】
　請求項４５に記載の細胞により産生された、GlcNAcMan3-5GlcNAc2グリカン構造を有す
る糖タンパク質。
【請求項６６】
　GlcNAc2Man3GlcNAc2構造を有する糖タンパク質を産生するように特異的に設計された、
請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項６７】
　請求項６６に記載の細胞により産生された、GlcNAc2Man3GlcNAc2グリカン構造を有する
糖タンパク質。
【請求項６８】
　GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティンググリカン構造を有する糖タンパク質を産生する
ように特異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項６９】
　請求項６８に記載の細胞により産生された、GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティンググ
リカン構造を有する糖タンパク質。
【請求項７０】
　Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2グリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように特異的に
設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項７１】
　請求項７０に記載の細胞により産生された、Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2グリカン構造を有
する糖タンパク質。
【請求項７２】
　請求項７０に記載の1種以上の細胞により産生された、Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2またはG
alGlcNAc2Man3GlcNAc2構造を有する糖タンパク質の組成物。
【請求項７３】
　Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fucグリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように特異
的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項７４】
　請求項７３に記載の細胞により産生された、Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fucグリカン構造
を有する糖タンパク質。
【請求項７５】
　Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティンググリカン構造を有する糖タンパク質を産生
するように特異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞
。
【請求項７６】
　請求項７５に記載の細胞により産生された、Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティン
ググリカン構造を有する糖タンパク質。
【請求項７７】
　Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティンググリカン構造を有する糖タンパク質を産
生するように特異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細
胞。
【請求項７８】
　請求項７７に記載の細胞により産生された、Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティ
ンググリカン構造を有する糖タンパク質。
【請求項７９】
　NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2グリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように特
異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項８０】
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　請求項７９に記載の細胞により産生された、NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2グリカン構
造を有する糖タンパク質。
【請求項８１】
　NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fucグリカン構造を有する糖タンパク質を産生するよう
に特異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項８２】
　請求項８１に記載の細胞により産生された、NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fucグリカ
ン構造を有する糖タンパク質。
【請求項８３】
　NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティンググリカン構造を有する糖タンパク質
を産生するように特異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載
の細胞。
【請求項８４】
　請求項８３に記載の細胞により産生された、NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセク
ティンググリカン構造を有する糖タンパク質。
【請求項８５】
　NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティンググリカン構造を有する糖タンパク
質を産生するように特異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記
載の細胞。
【請求項８６】
　請求項８５に記載の細胞により産生された、NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセ
クティンググリカン構造を有する糖タンパク質。
【請求項８７】
　GlcNAc3Man3GlcNAc2グリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように特異的に設計
された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項８８】
　請求項８７に記載の細胞により産生された、GlcNAc3Man3GlcNAc2グリカン構造を有する
糖タンパク質。
【請求項８９】
　Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2グリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように特異的に
設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項９０】
　請求項８９に記載の細胞により産生された、Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2グリカン構造を有
する糖タンパク質。
【請求項９１】
　NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2グリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように特
異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項９２】
　請求項９１に記載の細胞により産生された、NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2グリカン構
造を有する糖タンパク質。
【請求項９３】
　NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fucグリカン構造を有する糖タンパク質を産生するよう
に特異的に設計された、請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項９４】
　請求項９３に記載の細胞により産生された、NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fucグリカ
ン構造を有する糖タンパク質。
【請求項９５】
　請求項１～５２または６１のいずれか１項に記載の細胞により産生可能な糖タンパク質
；
　請求項６２に記載の方法により産生可能な糖タンパク質；ならびに



(10) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40

50

　請求項６３、６７、６９、７１、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８４、８６、
８８、９０、９２、および９４のいずれか１項に記載の糖タンパク質
の1種以上から選択される、単離された1または複数の糖タンパク質。
【請求項９６】
　請求項９５に記載の2種以上の異なる糖タンパク質を含む、糖タンパク質組成物。
【請求項９７】
　請求項９５または９６に記載の治療上活性な1または複数の組換えタンパク質。
【請求項９８】
　請求項９６または９７に記載の1または複数の免疫グロブリン。
【請求項９９】
　請求項９５～９８の1以上に記載の1種以上の糖タンパク質または糖タンパク質組成物と
、少なくとも1種の製薬上許容し得る担体またはアジュバントとを含む医薬組成物。
【請求項１００】
　糖タンパク質または組成物の投与により治療可能な症状の治療的処理における使用のた
めの、請求項９５～９９のいずれか１項に記載の糖タンパク質または糖タンパク質組成物
。
【請求項１０１】
　請求項９５～９９の1以上に記載の1種以上の糖タンパク質または組成物の投与により治
療可能な障害を治療する方法であって、該糖タンパク質または組成物の投与により治療可
能な疾患に罹患しているか、またはそれが疑われる被験体に、上記の糖タンパク質または
組成物を投与する工程を含む、前記方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、真核生物における糖タンパク質産生およびタンパク質糖鎖付加(グリコシル
化)工学、具体的には、酵母などの下等真核生物におけるヒト様複合もしくはハイブリッ
ド糖鎖付加タンパク質の産生の分野に関する。本発明はさらに、ヒト用の免疫グロブリン
および他の治療用タンパク質として特に有用である糖鎖付加が最適化されたタンパク質を
産生することができる糖鎖付加改変真核宿主細胞に関する。本発明はまた、ヒト細胞中で
産生される糖タンパク質と同様のグリカン構造を有する糖タンパク質を産生することがで
きる遺伝子操作された真核非ヒト細胞にも関する。従って、本発明はさらに、ヒト様グリ
カン構造を有するタンパク質および前記細胞により産生可能であるその新規組成物に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質に基づく生物薬剤の多くは、その治療用途に関連するタンパク質特性に多大
に影響し得るいくつかの形態の翻訳後修飾を担持した。タンパク質糖鎖付加は、最も一般
的な修飾である(約50％のヒトタンパク質が糖鎖付加されている)。糖鎖付加は、タンパク
質組成物内のタンパク質上での異なるグリカン構造の生成を介して、該組成物中にかなり
の不均質性を導入し得る。そのようなグリカン構造は、糖タンパク質は小胞体(ER)および
ゴルジ複合体を通過するため(糖鎖付加カスケード)、糖鎖付加機構の多様な酵素の作用に
より作られる。タンパク質のグリカン構造の性質は、タンパク質の折畳み、安定性、寿命
、往来、薬力学、薬物動態および免疫原性に影響する。グリカン構造はタンパク質の主要
な機能的活性に大きく影響する。糖鎖付加は、局所タンパク質構造に影響し、ポリペプチ
ド鎖の折畳みを指令するのを助けることができる。1つの重要な種類のグリカン構造は、
いわゆるN-グリカンである。それらは、新生ポリペプチド鎖のコンセンサス配列NXS/T中
のアスパラギン残基のアミノ(N)-基へのオリゴ糖の共有結合により生成する。N-グリカン
はさらに、その最終的な標的へのタンパク質の分類もしくは指向に関与し得る：抗体のN-
グリカンは、例えば、補体成分と相互作用することができる。N-グリカンはまた、例えば
、その溶解性を増強し、その表面上の疎水性パッチを防護し、タンパク質溶解から保護し
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、および鎖内安定化相互作用を指令することにより、糖タンパク質を安定化するのに役立
つ。糖鎖付加は、タンパク質半減期を調節することができ、例えば、ヒトにおいては、N-
グリカン中の末端シアル酸の存在は、血流中に循環するタンパク質の半減期を増加させる
ことができる。
【０００３】
　オリゴ糖の合成は、ER膜の両側で起こる。糖鎖付加カスケードは、ER膜の細胞質表面上
での脂質結合オリゴ糖(LLO)の生成から始まる。まず、規定の構造を有する脂質結合コア
オリゴ糖(Man3GlcNAc2)が合成される。さらに、オリゴ糖は細胞質表面上の脂質ドリコー
ル結合Man3GlcNAc2上に付加されて、ヘプタ糖Man5GlcNAc2グリカン構造を生じる。次いで
、このLLOはERの内腔側に移行する(「フリップ」)。そこで、3個のグルコース、9個のマ
ンノースおよび2個のN-アセチルグルコサミン残基を含む分枝状オリゴ糖単位(Glc3Man9Gl
cNAc2)構造へのヘプタオリゴ糖鎖のさらなる加工が起こる。Glc3Man9GlcNAc2構造は、い
くつかのグリコシルトランスフェラーゼの作用により作られる。それぞれ個々のグリコシ
ルトランスフェラーゼは、特定のオリゴ糖基質に対する強い選択性を示す。これは、分枝
状オリゴ糖の基本的に線状の段階的生合成を誘導する。次いで、Glc3Man9GlcNAc2構造は
、ドリコール脂質から新生ポリペプチドに移動(転移)する。図1は、野生型酵母におけるE
RでのLLOプロセッシングを描いたものである。
【０００４】
　2段階のこのER糖鎖付加経路は、グリコシルトランスフェラーゼの作用と直接関連しな
い：(1)ER膜の細胞質側から内腔側へのMan5GlcNAc2-LLOのフリッピングおよび(2)脂質リ
ンカーから新生ポリペプチドへのオリゴ糖移動。
【０００５】
　フリッピングは、ATP非依存性二方向フリッパーゼにより触媒される。酵母においては
、フリッパーゼ活性は、ER膜を通って広がる約10個の膜貫通ドメインを含むポリトピック
膜タンパク質「Rft1」により支援または付与される。相同タンパク質の遺伝子は、他の真
核生物のゲノム中に生じる。
【０００６】
　理論に束縛されることを望むものではないが、完全なオリゴ糖Glc3Man9GlcNAc2は、オ
リゴサッカリルトランスフェラーゼ(OTもしくはOST)の最適な基質であり、次いで、ドナ
ーLLOから、新生タンパク質もしくはポリペプチドのAsn-X-Ser/Thrコンセンサス配列内の
選択されたアスパラギン残基のアミノ基上に一括でオリゴ糖を移動させる。多くの生物に
おいては、オリゴサッカリルトランスフェラーゼは、その1個(Stt3p)が触媒サブユニット
である7もしくは8個の異なるタンパク質を含むマルチマー複合体である。一度、糖タンパ
ク質が折畳まれ、適切にオリゴマー化されたら、それらはゴルジ複合体に移動する。次い
で、N結合グリカンはさらなるトリミングおよび修飾にかけられ、新しい糖が付加されて
、ヒト細胞中で、例えば、ハイブリッドまたは複合型グリカンを生成する。
【０００７】
　グリコシルトランスフェラーゼおよびグリコシダーゼは、ERおよびゴルジ装置の内部(
内腔)表面に並び、それらはERおよびゴルジネットワークを通って進行するため、それに
よって糖タンパク質の連続的プロセッシングを可能にする「触媒」表面を提供する。実際
、シス、中央、およびトランスのゴルジならびにトランス-ゴルジネットワーク(TGN)の複
数の区画が、整然とした順序の糖鎖付加反応が起こり得る様々な局所性を提供する。糖タ
ンパク質がERにおける合成から、後のゴルジまたはTGNでの完全な成熟に進行するにつれ
て、それは、特定のオリゴ糖グリカン構造を合成することができるように、様々なグリコ
シダーゼ、マンノシダーゼおよびグリコシルトランスフェラーゼに連続的に曝露される。
【０００８】
　様々な生物が、様々な糖鎖付加酵素(グリコシルトランスフェラーゼおよびグリコシダ
ーゼ)を提供する。かくして、タンパク質のグリカン構造の最終組成は、宿主に応じて顕
著に変化し得る。例えば、酵母および繊維性菌類などの下等真核生物は、典型的には、ゴ
ルジ体内に大量のマンノース残基を付加して、「高マンノース」型糖タンパク質を生じる
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が、哺乳動物細胞においては、グリカン構造はゴルジ体内でトリミングされて、9個のマ
ンノース残基のうちのいくつかを除去し、典型的には、下等真核生物のN-グリカン中に存
在しないさらなる糖残基、例えば、シアル酸またはフコースを用いてさらに伸長させるこ
とができる。
【０００９】
　組換えタンパク質を産生する可能性は、様々な疾患を有する患者の治療に革命をもたら
した。多くの治療用タンパク質はグリカン構造の付加により改変する必要がある。この糖
鎖付加は、タンパク質の正確な折畳み、長い循環、および多くの場合、最適な活性にとっ
て必要であり得る。一般的に用いられるチャイニーズハムスター卵巣細胞(CHO細胞)など
の哺乳動物細胞は、ヒトグリカン構造と同様の複雑なグリカン構造を産生することができ
る。にもかかわらず、例えば、CHO細胞に由来するグリカン構造は、CHO細胞がa)低い程度
でシアル化し、b)さらなるオリゴ糖を一般的なシアル酸(NeuAc)、別の非ヒトシアル酸(Ne
uGc)に組込み、ならびにc)ヒト細胞には存在しない末端結合したα-1,3-ガラクトースを
含むため、ヒト起源のグリカン構造とは異なる。組換えタンパク質の産生のための現在用
いられている哺乳動物発現系の欠点は、(1)低い生産性、(2)コストが高い発酵手順、(3)
複雑な鎖設計および(4)ウイルス汚染の危険である。
【００１０】
　哺乳動物細胞とは対照的に、酵母細胞は工業的発酵のための強固な酵母であり、明確に
定義された培地中で高密度で培養することができる。酵母および菌類における糖鎖付加は
、哺乳動物およびヒトにおけるものとは非常に異なるが、いくつかの一般的なエレメント
が共有されている。第1段階、ER中でのLLOの新生タンパク質への移動は、酵母、菌類、植
物およびヒトなどの全ての真核生物において高度に保存されている。しかしながら、ゴル
ジ体でのN-グリカンのその後のプロセッシングは、酵母および哺乳動物において有意に異
なっている。酵母においては、それはいくつかのマンノース糖の付加を含む。これらのマ
ンノシル化は、ゴルジ体に存在するマンノシルトランスフェラーゼ(例えば、Och1、Mnn1
、Mnn2など)により触媒され、続いて、マンノース糖をN-グリカンに付加する。
【００１１】
　再生可能であり、一貫した糖型プロフィールを有する治療用タンパク質の製造は、生物
薬剤産業に対する未だかなりの課題である。特に、酵母中で産生される治療用糖タンパク
質は、高等真核生物、特に、動物およびヒトにおいては望ましくない免疫応答を誘発し、
酵母などにおいて産生される治療用タンパク質の治療的価値を低くすることがある。いく
つかの治療用タンパク質の分泌、安定性、免疫原性および活性に対する糖鎖付加の影響が
、血液因子、抗凝固剤、血栓溶解剤、抗体、ホルモン、刺激因子およびサイトカイン、例
えば、TFN-ファミリーの調節タンパク質、EPO、ゴナドトロピン、免疫グロブリンG(IgG)
、顆粒球-マクロファージ刺激因子およびインターフェロンなどのいくつかの重要な治療
クラスについて観察されてきた。
【００１２】
　そのような系の利点を使用するが、糖鎖付加に関する欠点を排除するために、いくつか
の酵母、例えば、ピチア・パストリス(Pichia pastoris)、ヤロウイア・リポリティカ(Ya
rrowia lipolytica)およびサッカロミセス・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)が、
最近開発中である。タンパク質上に規定のヒト様グリカン構造を作製するためのいくつか
の株が遺伝的に開発中である。
【発明の概要】
【００１３】
　脂質およびタンパク質、特に、組換え糖タンパク質などの糖鎖付加された分子、好まし
い例として、免疫グロブリンの産生のための手段および方法を提供することが本発明の課
題である。特に、前記手段および方法により製造可能である、ヒト様またはハイブリッド
もしくは複合グリカン構造などの規定のグリカン構造を有する糖タンパク質、およびその
新規組成物を提供することがさらなる課題である。本発明の特定の課題は、N-糖鎖付加タ
ンパク質および特に、高い治療効力で、かつ望ましくない副作用を誘発することなくヒト
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における治療に使用可能であるヒト様グリカン構造を有する免疫グロブリンの提供である
。
【００１４】
　本発明の基礎を為す技術的問題は主に、新規脂質結合オリゴ糖(LLO)フリッパーゼ活性(
LLOフリッパーゼ活性)の提供により解決される。新規フリッパーゼ活性は主に、それが特
に高い活性で、1個のマンノース残基を含むグリカン構造を含むLLO、特に、Man1GlcNAc2
を効率的にフリップすることができること；2個のマンノース残基を含むグリカン構造を
含むLLO、特に、Man2GlcNAc2を効率的にフリップすることができること；ならびに3個の
マンノース残基を含むグリカン構造を含むLLO、特に、Man3GlcNAc2を効率的にフリップす
ることができることを特徴とする。
【００１５】
　本発明は、既知のフリッパーゼ活性、特に、Rft-1型活性とは対照的に、フリップしよ
うとするオリゴサッカリル構造に関して「緩やかな」特異性を示す、新しい型の「LLOフ
リッパーゼ活性」を提供する。理論に束縛されることを望むものではないが、例えば、以
前に特性評価された下等真核生物の既知のフリッパーゼ活性は、フリップしようとするLL
Oの特定のグリカン構造に対する高い特異性を示す。より具体的には、Rft-1型活性(YBL02
0W；Man5GlcNAc2-PP-Dolフリッパーゼと同義)は主に、5個のマンノース残基を含むLLO、
特に、Man5GlcNAc2グリカン構造をフリップすることができるが、Man1GlcNAc2グリカン構
造を含むLLOをフリップすることは基本的にできない。
【００１６】
　本明細書で用いられる用語「効率的に」とは、主に、本明細書に記載の本発明の範囲お
よび課題内で宿主細胞の技術的目的を達成するのに十分な量または速度で起こる酵素活性
または移動(転移)活性を指す。例えば、「効率的な」移動または合成は、本発明に従う糖
タンパク質を産生するために宿主細胞内で提供される酵素合成工程のカスケード中の化合
物の流動における主要な速度制限工程と類似しないか、またはそれを反映しないと考えら
れる。
【００１７】
　本発明の基礎を為す技術的問題はまた、前記新規LLOフリッパーゼ活性を含み、発現す
る、改変された、もしくは遺伝子操作された細胞もしくは宿主細胞、特に、真核細胞の提
供によっても解決される。
【００１８】
　本発明者らは驚くべきことに、フリップしようとするLLOのグリカン構造に対する緩い
特異性を有するその新しい型の「LLOフリッパーゼ活性」の提供が可能であることを見出
した。この新規LLOフリッパーゼは、有利には、細胞内器官の膜、特に、ER膜で起こる糖
鎖付加プロセスの遺伝子操作を可能にする。
【００１９】
　本発明の第1の態様に従えば、宿主細胞中での糖鎖付加の改変および制御のための価値
あるツールとして有用である緩い特異性を有する新規LLOフリッパーゼ活性が提供される
。好ましい実施形態においては、宿主細胞のこの改変を、膜の細胞質側および／または器
官の内腔側でのLLO構造の構築プロセスの少なくとも1個以上の遺伝的改変と組合わせる(
図1を参照)。
【００２０】
　より好ましい実施形態においては、これらの改変を、構築プロセスの終わりに新生ポリ
ペプチドへのオリゴサッカリル移動(転移)を媒介した器官におけるオリゴサッカリルトラ
ンスフェラーゼ活性の遺伝的改変とさらに組合わせる。これらの複合系の改変は、有利に
は、特に、細胞内器官、およびより具体的には、ER中で、1、2または3個のマンノース残
基からなるグリカン構造、特に、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、またはMan3GlcNAc2を特異
的に合成することができる、新規に改変された宿主細胞の提供を可能にする。
【００２１】
　本発明の好ましい態様においては、1個以上の器官、またはER局在性グリコシルトラン
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スフェラーゼ活性、特に、マンノシルトランスフェラーゼ活性を欠くか、またはそれを抑
制し、減少させるか、もしくは枯渇させ、かつ特に、代わりの異種グリコシルトランスフ
ェラーゼ活性およびタンパク質のハイブリッドもしくは複合N-糖鎖付加にとって必要な他
の酵素を発現するように前記細胞をさらに改変する。
【００２２】
　本発明の第2の態様においては、あるいは、またはさらに、LLOからタンパク質に移動(
転移)させようとするグリカン構造に対する緩い特異性を有する、1個以上の器官もしくは
ERに局在化した、改変された、および特に、異種性のオリゴサッカリルトランスフェラー
ゼ(OT)活性を含むか、もしくは発現するように改変された細胞が提供される。特に、Man1
GlcNAc2、Man2GlcNAc2、またはMan3GlcNAc2グリカン構造を移動させるそのようなOTの活
性は高い。この文脈においては、用語「高い」とは、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、または
Man3GlcNAc2を、新生タンパク質の少なくとも20％、少なくとも40％、少なくとも60％、
および好ましくは、少なくとも80％、および最も好ましくは、少なくとも90％に移動する
ことを意味する。前記細胞はさらに、該細胞が、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活
性がGlc3Man9GlcNAc2をタンパク質に選択的に移動させないが、Glc3Man9GlcNAc2以外のオ
リゴ糖、好ましくは、1～9個のマンノース残基を有するオリゴ糖、最も好ましくは、Man1
GlcNAc2、Man2GlcNAc2、またはMan3GlcNAc2をタンパク質に移動させることもできること
を特徴とする、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性をコードする1個以上の核酸分
子を含むことを特徴とする。より具体的には、前記細胞は、その活性がGlc3Man9GlcNAc2
をタンパク質に移動させるだけでなく、Glc3Man9GlcNAc2以外のオリゴ糖、好ましくは、1
～9個のマンノース残基を有するオリゴ糖(Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、Man3GlcNAc2、Man
4GlcNAc2、Man5GlcNAc2、Man6GlcNAc2、Man7GlcNAc2、Man8GlcNAc2、Man9GlcNAc2)、最も
好ましくは、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2および／またはMan3GlcNAc2をタンパク質に効率
的に移動させることもできることを特徴とする。
【００２３】
　より具体的には、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ(OT)活性は、単一ユニットであ
るか、または単一タンパク質ユニットの形態のOT活性をもたらす原生動物型OTである。よ
り具体的な実施形態においては、原生動物から誘導されたOT、すなわち、原生動物OT(POT
)である。この態様の細胞は、好ましくは、原生動物オリゴサッカリルトランスフェラー
ゼ活性が、トキソプラズマ・ゴンジ(Toxoplasma gondii) (Tg)、リーシュマニア・メジャ
ー(Leishmania major) (Lm); リーシュマニア・インファンタム(Leishmania infantum) (
Li)、リーシュマニア・ブラジリエンシス(Leishmania braziliensis) (Lb)、リーシュマ
ニア・メキシカーナ(Leishmania Mexicana) (Lmx)、リーシュマニア・ドノバニ(Leishman
ia donovani) (Ld)、リーシュマニア・グヤネンシス(Leishmania guyanensis) (Lg)、リ
ーシュマニア・トロピカ(Leishmania tropica) (Lt)、トリパノソーマ・クルージ(Trypan
osoma cruzi) (Tc)、およびトリパノソーマ・ブルセイ(Trypanosoma brucei) (Tb)から誘
導されることをさらに特徴とする。本発明はまた、前記細胞中でPOT活性をもたらすよう
に機能する前記POTに関連するか、またはそれから誘導された相同構造または人工構造に
も関する。
【００２４】
　本発明の特定の態様においては、前記細胞を、1個以上のゴルジ体局在性マンノシルト
ランスフェラーゼ活性を欠くか、または抑制し、減少させるか、もしくは枯渇させるよう
にさらに改変する。
【００２５】
　本発明の細胞は、好ましくは、1個以上の、特に異種性および組換え糖タンパク質をコ
ードし、該糖タンパク質またはその1種以上の組成物を産生することができる1個以上の核
酸分子を含む。本発明はまた、前記糖タンパク質または糖タンパク質組成物を製造するた
めの方法またはプロセスであって、主に、本発明に従う細胞を提供し、該糖タンパク質を
製造するのに用いることを特徴とする前記方法も提供する。本発明はまた、本発明の細胞
により産生可能であるか、または産生された糖タンパク質、および特に、新規糖タンパク
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質組成物も提供する。
【００２６】
　本発明に従う細胞は、宿主細胞の未改変野生型株と比較して、増加した内腔内濃度のMa
n1～Man3型LLOを示す。特に、内腔内濃度は、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、
30％、40％、50％、70％、または90％、より特には、少なくとも100％、200％、500％、7
00％、1000％、1500％、2000％以上増加する。かくして、前記細胞は、宿主細胞の未改変
野生型株と比較して、増加した糖鎖付加効率を示す。特に、糖鎖付加は、特にMan3に基づ
く構造については、少なくとも5％、10％、15％、20％、25％、30％、40％、50％、70％
、または90％、より特には、少なくとも100％、200％、500％、700％、1000％、1500％、
2000％以上増加する。
【００２７】
　ERノックアウト突然変異株、すなわち、ER中に改変糖鎖、特に、alg改変経路を有する
株に関連して、本発明に従って改変された場合、そのような突然変異株は、未改変のERノ
ックアウト突然変異株と比較して、増殖速度の増加および／または温度感受性の低下を示
す。特に、ERノックアウト突然変異株における増殖速度は、少なくとも5％、10％、15％
、20％、25％、30％、40％、50％、70％、または90％、より特には、少なくとも100％、2
00％、500％、700％、1000％、1500％、2000％以上増加する。
【００２８】
　本発明の特定の態様は、単離されたLLOフリッパーゼおよび該フリッパーゼをコードす
る単離された核酸分子に関する。本発明に従うフリッパーゼは、少なくとも1個の膜貫通
ドメインと、細胞内の膜のための少なくとも1個の局在化配列とを含むタンパク質であり
、膜に結合している。フリッパーゼはさらに、膜を横切る脂質結合オリゴ糖のMan1GlcNAc
2、Man2GlcNAc2、またはMan3GlcNAc2構造をフリップすることができる、例えば、前記器
官の細胞質側から内腔側に前記Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、またはMan3GlcNAc2構造をフ
リップすることができることを特徴とする。前記LLOフリッパーゼを、本明細書の以下に
さらに記載される方法に従って単離することができる。本発明はさらに、細胞中でのフリ
ッパーゼ活性の発現のための発現カセットおよびベクターに関する。
【００２９】
　本発明のさらに特定の態様は、好ましくは、特に、原生動物オリゴサッカリルトランス
フェラーゼ(POT)などのグリカン構造に対する緩い特異性を有するオリゴサッカリルトラ
ンスフェラーゼと組合わせた前記LLOフリッパーゼの使用または糖タンパク質もしくはそ
のような糖タンパク質を含む組成物の産生のための本発明に従う細胞のいずれか1つの使
用に関する。本発明の他の態様は、本発明の細胞を含むキットにより産生された糖タンパ
ク質および該キットならびに該糖タンパク質の産生のためのその使用に関する。
【００３０】
　より具体的には、第1の態様において、本発明は、1～3個のマンノース残基を含む脂質
結合した全てのオリゴ糖を、細胞内器官の細胞質側から内腔側へ効率的にフリップするこ
とができるLLOフリッパーゼ活性を発現するように改変された細胞または宿主細胞を提供
する。
【００３１】
　その特定の態様においては、前記細胞はさらに、前記LLOフリッパーゼが、Man1GlcNAc2
、Man2GlcNAc2、およびMan3GlcNAc2からなる群より選択される脂質結合したオリゴ糖を効
率的にフリップする活性を有することを特徴とする。
【００３２】
　その好ましい態様においては、前記細胞はさらに、前記LLOフリッパーゼ活性が、
a)配列番号1、配列番号3、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13
、配列番号15、および配列番号17、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、
および配列番号29のうちの1個以上の配列を含むか、もしくはそれからなる核酸分子；
b)配列番号2、配列番号4、配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号14
、配列番号16および配列番号18、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、お
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よび配列番号30のうちの1個以上の配列を含む、ポリアミノ酸をコードする核酸分子；な
らびに
c)a)もしくはb)の核酸分子の断片、変異体、類似体または誘導体、
からなる群より選択される、1個以上の核酸分子の発現により付与されることを特徴とす
る。
【００３３】
　前記態様の1つの細胞はさらに、細胞内器官が小胞体(ER)であることを特徴としてもよ
い。
【００３４】
　前記請求項の1つの細胞はさらに、該細胞が異種(糖)タンパク質をコードする少なくと
も1種の核酸を含み、好ましくはその(糖)タンパク質を発現することを特徴としてもよい
。
【００３５】
　前記細胞はさらに、該細胞がRft1-型LLOフリッパーゼ活性を欠くか、またはそれが抑制
され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴としてもよい。この態様の細胞は、好ま
しくは、Rft1-型LLOフリッパーゼが、5個未満のマンノース残基を有する脂質結合オリゴ
糖をフリップするためのその活性が5個のマンノース残基を有する脂質結合オリゴ糖をフ
リップするためのその活性よりも低いことを特徴とすることをさらに特徴とする。より具
体的には、Rft1-型LLOフリッパーゼは、5個未満のマンノース残基を有する脂質結合オリ
ゴ糖をフリップするためのその活性が、5個のマンノース残基を有する脂質結合オリゴ糖
をフリップするためのその活性よりも低いことを特徴とし、ここで、「低い」とは、5個
のマンノース残基を有する脂質結合オリゴ糖の量と比較した場合、5個未満のマンノース
残基を有する10％、20％、50％、80％未満の脂質結合オリゴ糖がフリップされることを意
味する。
【００３６】
　この特定の態様の細胞は、好ましくは、該細胞が遺伝子rft1またはrft1相同体のノック
アウト突然変異体であることをさらに特徴とする。
【００３７】
　前記細胞はさらに、該細胞が、1種以上のER局在性グリコシルトランスフェラーゼ活性
を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴としてもよ
い。この態様の細胞は、好ましくは、ER局在性グリコシルトランスフェラーゼがマンノシ
ルトランスフェラーゼであることをさらに特徴とする。
【００３８】
　前記細胞はさらに、該細胞が、1種以上のER局在性脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ活性
を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴としてもよ
い。
【００３９】
　前記細胞はさらに、該細胞が、Alg11-型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少す
るか、もしくは枯渇したことを特徴としてもよい。この態様の細胞は、好ましくは、該細
胞が遺伝子alg11またはalg11相同体のノックアウト突然変異体であることをさらに特徴と
する。
【００４０】
　前記細胞はさらに、該細胞がAlg11-型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少する
か、もしくは枯渇し、1種以上の脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ型活性をさらに欠くか、
またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴としてもよい。この態
様の細胞は、好ましくは、該細胞が遺伝子alg11またはalg11相同体および脂質結合単糖(L
LM)フリッパーゼ活性をコードする1個以上の遺伝子のノックアウト突然変異体であること
をさらに特徴とする。
【００４１】
　前記細胞はさらに、該細胞が、Alg11-型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少す
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るか、もしくは枯渇し、Alg3-型活性をさらに欠くか、またはそれが抑制され、減少する
か、もしくは枯渇したことを特徴としてもよい。この態様の細胞は、好ましくは、該細胞
が遺伝子alg11またはalg11相同体およびalg3またはalg3相同体のノックアウト突然変異体
であることをさらに特徴とする。
【００４２】
　前記細胞はさらに、該細胞が、Alg11-型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少す
るか、もしくは枯渇し、β-D-マンノシルトランスフェラーゼもしくはDPM1-型活性をさら
に欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴としてもよ
い。この態様の細胞は、好ましくは、該細胞が遺伝子alg11またはalg11相同体およびdpm1
またはdpm1相同体のノックアウト突然変異体であることをさらに特徴とする。
【００４３】
　前記細胞はさらに、該細胞がAlg2-型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少する
か、もしくは枯渇したことを特徴としてもよい。この態様の細胞は、好ましくは、alg2ま
たはalg2相同体のノックアウト突然変異体であることをさらに特徴とする。
【００４４】
　前記細胞はさらに、該細胞が、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が、Glc3Man9
GlcNAc2をタンパク質に選択的に移動させるだけでなく、Glc3Man9GlcNAc2以外のオリゴ糖
、好ましくは、1～9個のマンノース残基を有するオリゴ糖、最も好ましくは、Man1GlcNAc
2、Man2GlcNAc2、またはMan3GlcNAc2をタンパク質に移動させることもできることを特徴
とする、前記活性をコードする1個以上の核酸分子を含むことを特徴としてもよい。より
具体的には、前記細胞は、前記活性がGlc3Man9GlcNAc2をタンパク質に移動させるだけで
なく、Glc3Man9GlcNAc2以外のオリゴ糖、好ましくは、1～9個のマンノース残基を有する
オリゴ糖(Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、Man3GlcNAc2、Man4GlcNAc2、Man5GlcNAc2、Man6Gl
cNAc2、Man7GlcNAc2、Man8GlcNAc2、Man9GlcNAc2)、最も好ましくは、Man1GlcNAc2、Man2
GlcNAc2、および／またはMan3GlcNAc2をタンパク質に効率的に移動させることもできるこ
とを特徴とする。
【００４５】
　前記態様の細胞は、好ましくは、原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性が
、TbStt3Bp-型活性、TbStt3Cp-型活性、LmStt3Ap-型活性、LmStt3Bp-型活性、およびLmSt
t3Dp-型活性からなる群より選択されることをさらに特徴とする。
【００４６】
　前記細胞はさらに、該細胞が1種以上のゴルジ体局在性マンノシルトランスフェラーゼ
活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことを特徴として
もよい。
【００４７】
　前記態様のうちの1つ以上の細胞は、特に、ゴルジ体局在性マンノシルトランスフェラ
ーゼが、Och1-型活性ならびにMnnマンノシルトランスフェラーゼファミリー、特に、Mnn1
-型活性、Mnn2-型活性、Mnn4-型活性、Mnn-5型活性、Mnn9-型活性、Mnn10-型活性、およ
びMnn11-型活性からなる群より選択されることを特徴とする。この態様の細胞は、好まし
くは、該細胞がoch1、mnn1、mnn2、mnn4、mnn5、mnn9、mnn10、mnn11および／またはその
相同体のうちの少なくとも1個以上のノックアウト突然変異体であることをさらに特徴と
する。
【００４８】
　前記態様のうちの1つ以上の細胞は、特に、ゴルジ体局在性マンノシルトランスフェラ
ーゼが、Ktrマンノシルトランスフェラーゼファミリー、特に、Ktr1-型活性、Ktr2-型活
性、Ktr3-型活性、Ktr5-型活性、Ktr6-型活性、およびKtr7-型活性からなる群より選択さ
れることを特徴とする。この態様の細胞は、好ましくは、該細胞がktr1、ktr2、ktr3、kt
r4、ktr5、ktr6、ktr7および／またはその相同体のうちの少なくとも1個のノックアウト
突然変異体であることをさらに特徴とする。
【００４９】
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　前記態様のうちの1つ以上の細胞は特に、ゴルジ体局在性マンノシルトランスフェラー
ゼが、Vanマンノシルトランスフェラーゼファミリー、特に、Van1-型活性およびVrg4-型
活性からなる群より選択されることを特徴とする。この態様の細胞は、好ましくは、該細
胞がvan1、vrg4および／またはその相同体のうちの少なくとも1個のノックアウト突然変
異体であることをさらに特徴とする。
【００５０】
　前記態様のうちの1つの細胞は、好ましくは、該細胞がMnn2-型活性を欠くか、またはそ
れが抑制され、減少するか、もしくは枯渇し、Mnn5-型活性をさらに欠くか、またはそれ
が抑制され、減少するか、もしくは枯渇したことをさらに特徴とする。前記態様の細胞は
、好ましくは、該細胞は遺伝子mnn2またはmnn2相同体および遺伝子mnn5またはmnn5相同体
のノックアウト突然変異体であることをさらに特徴とする。
【００５１】
　前記細胞は、該細胞がOch1-型活性を欠くか、またはそれが抑制され、減少するか、も
しくは枯渇したことをさらに特徴としてもよい。この態様の細胞は、好ましくは、該細胞
が遺伝子och1またはoch1相同体のノックアウト突然変異体であることをさらに特徴とする
。
【００５２】
　前記細胞は、該細胞が、好ましくは、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)；
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(Gn
TIII)；
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTIV)；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,6-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTV)；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTVI)；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
；
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)；
シアル酸シンターゼ(NeuB)；
CMP-Neu5Acシンテターゼ；
N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼ；
N-アシルノイラミン酸-9-ホスファターゼ；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子；
UDP-ガラクトース輸送因子；
GDP-フコース輸送因子；
CMP-シアル酸輸送因子；
ヌクレオチドジホスファターゼ；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ；および
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ、
からなる群より選択される、1個以上のゴルジ体に局在化した異種酵素またはその触媒ド
メインを発現することをさらに特徴としてもよい。
【００５３】
　前記細胞は、該細胞が菌類細胞などの下等真核細胞ならびに哺乳動物細胞、植物細胞、
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および昆虫細胞などの高等真核細胞から選択されることをさらに特徴としてもよい。
【００５４】
　第3の態様において、本発明は、本発明の第1の態様において特性評価されたLLOフリッ
パーゼ活性をコードするか、またはそれを付与することができる、単離された核酸分子を
提供する。その好ましい態様において、前記核酸分子は、該分子が本発明の前記態様のう
ちの1つで特性評価された1種以上の核酸分子から選択されることを特徴とする。
【００５５】
　第4の態様において、本発明は、プロモーターをコードする核酸分子およびターミネー
ターをコードする核酸分子のうちの少なくとも1つに連結した本発明の前記態様のうちの1
つで特性評価された核酸分子の1つの1個以上のコピーを含む、真核宿主細胞中での発現の
ための発現カセットを提供する。
【００５６】
　その好ましい態様において、前記発現カセットは、本発明の前記態様のうちの1つで特
性評価されたオリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性をコードする核酸分子の1個以上
のコピーをさらに含む。
【００５７】
　第5の態様において、本発明は、真核宿主細胞の形質転換のためのベクターであって、
本発明の前記態様のうちの1つで特性評価された核酸分子の1つのコピーと、本発明の前記
態様のうちの1つで特性評価された発現カセットの1個以上のコピーから選択される1つ以
上を含む前記ベクターを提供する。
【００５８】
　第6の態様において、本発明は、細胞内器官である小胞体中で、Man1GlcNAc2、Man2GlcN
Ac2、またはMan3GlcNAc2グリカン構造を有する脂質結合オリゴ糖を特異的に合成すること
ができる細胞の作製方法であって、少なくとも、
本発明の前記態様のうちの1つで特性評価された核酸分子；
本発明の前記態様のうちの1つで特性評価された発現カセット；および
本発明の前記態様のうちの1つで特性評価されたベクター、
からなる群より選択されるLLOフリッパーゼをコードする少なくとも1個の構築物または構
造を用いて前記細胞を形質転換する工程であって、前記細胞がその構築物または構造によ
りコードされるLLOフリッパーゼ活性を発現することができるような前記工程を含む、前
記方法を提供する。
【００５９】
　その好ましい態様において、前記構築物は、前記細胞がその構築物によりコードされる
LLOフリッパーゼ活性およびオリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性を発現することが
できるように、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性をさらにコードする。
【００６０】
　前記態様のうちの1つ以上の好ましい態様において、前記方法はさらに、前記細胞中で
、
Alg2-型活性；
Alg11-型活性；
Alg3-型活性；
DPM1-型活性；および
脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ型活性、
からなる群より選択される少なくとも1種の酵素活性を減少または枯渇させる工程を含む
。
【００６１】
　第7の態様において、本発明は、細胞内器官中でMan1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、またはMan
3GlcNAc2グリカン構造を有する脂質結合オリゴ糖を特異的に合成し、その細胞中で発現さ
れる新生タンパク質に該グリカン構造を移動させることができる単離された細胞であって
、該細胞が本発明の前記態様の1つに記載の方法に従って作製可能であるか、または実際
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に作製されることを特徴とする、前記1または複数の細胞を提供する。
【００６２】
　第8の態様において、本発明は、糖タンパク質または糖タンパク質組成物の製造方法で
あって、
本発明の前記態様の1つに従って細胞を提供する工程；
前記細胞中での糖タンパク質または糖タンパク質組成物の産生を可能にする条件下、培養
培地中で該細胞を培養する工程；ならびに
必要に応じて、前記細胞および／または前記培養培地から糖タンパク質または糖タンパク
質組成物を単離する工程、
を含む前記方法を提供する。
【００６３】
　第9の態様において、本発明は、
本発明の前記態様の1つに記載の細胞および
糖タンパク質の産生を与えるための、細胞を培養するための培養培地、
を含む、糖タンパク質を製造するためのキットまたはキットの一部を提供する。
【００６４】
　第10の態様において、本発明は、グリカン構造が、
GlcNAcMan3-5GlcNAc2、
GlcNAc2Man3GlcNAc2、
GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング(bisecting)、
Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2、
Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc、
Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング、
Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング、
NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2、NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc、
NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング、
NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング、
GlcNAc3Man3GlcNAc2、
Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2、
Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc、
NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2、および
NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc
から選択されることを特徴とする、糖タンパク質または糖タンパク質組成物を提供する。
【００６５】
　第11の態様において、本発明は、本発明の第9の態様で特性評価された1種以上の糖タン
パク質または糖タンパク質組成物を特異的に産生することができる宿主細胞を提供する。
【００６６】
　第12の態様において、本発明は、
本発明の前記態様の1つに従う細胞により産生可能な糖タンパク質、
本発明の前記態様の1つに従う方法により産生可能な糖タンパク質、および
本発明の第10の態様に従う糖タンパク質、
から選択される糖タンパク質を提供する。
【００６７】
　その好ましい態様は、第10の態様に従う2種以上の糖タンパク質を含む糖タンパク質組
成物である。
【００６８】
　その好ましい態様は、1または複数の組換えタンパク質である。その好ましい態様は、
治療上活性な1または複数のタンパク質である。
【００６９】
　その好ましい態様は、1または複数の免疫グロブリンである。
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【００７０】
　第13の態様において、本発明は、本発明の前記態様の1つに記載の1種以上の糖タンパク
質および好ましくは、少なくとも1種の製薬上許容し得る担体またはアジュバントを含む
医薬組成物を提供する。
【００７１】
　第14の態様において、本発明は、前記態様の1つ以上に記載の1種以上の糖タンパク質ま
たは組成物の投与によって治療可能である障害を治療する方法であって、その糖タンパク
質または組成物の投与によって治療可能な疾患を罹患しているか、または罹患することが
疑われる被験者に、上記の糖タンパク質または組成物を投与する工程を含む、前記方法を
提供する。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１】酵母における生合成脂質結合オリゴ糖(LLO)経路の模式図である。LLO合成はERの
外膜で開始し、Man5GlcNAc2(M5)構造の生成の際に、LLOはER内腔にフリップされ、LLO合
成が完了する。オリゴ糖はOT(OST)によりタンパク質に移される。
【図２】Δalg11突然変異株(YG1365)(図2A)、およびΔalg3Δ11突然変異株(YG1363)(図2B
)に由来する[3H]-マンノース標識脂質結合オリゴ糖のHPLCトレースを示し、YG1363におけ
るMan3GlcNAc2構造(M3)の生成を示す。
【図３】Δalg11突然変異株(YG1365)(図3A)、およびΔalg3Δalg11突然変異株(YG1363)(
図3B)に由来する[3H]-マンノース標識タンパク質結合オリゴ糖のHPLCトレースを示す。ER
合成されたMan3GlcNAc2 LLO構造(M3)は、ゴルジ体においてMan4GlcNAc2(M4)およびMan5Gl
cNAc2(M5)にさらに伸長される。
【図４】野生型株(WT)(図4A)、Δalg11突然変異株(YG1365)(図4B)、およびΔalg3Δalg11
突然変異株(YG1363)(図4C)に由来する細胞壁タンパク質から単離された2-AB-標識N-グリ
カンのMALDI-TOF MSスペクトルを示す。Man3GlcNAc2～Man12GlcNAc2グリカン構造(M3～M1
2)を表す、個々のN-グリカンのピークをそれぞれのピークの下に注記する。それぞれのマ
ークを付けた構造は2個のN-アセチルグルコサミン(GlcNAc)残基およびそれぞれ示された
数のマンノースから構成される；m/z 1053でのピークはM3を表し、m/z 1214でのピークは
M4、およびm/z 1377でのピークはM5を表す。ERで合成されたM3 LLO構造は、ゴルジ体にお
いてM4およびM5にさらに伸長される。
【図５－１】図5A-Kは、Flc2'もしくはそのフラグメントをコードするヌクレオチド配列
またはその転写物のアミノ酸配列を列挙する(ER局在化シグナルを下線付きで印刷し、膜
貫通ドメインを太字で印刷する)：図5AはFlc2'をコードするヌクレオチド配列を示す(配
列番号1)；図5BはFlc2'転写物のアミノ酸配列を示す(配列番号2)；図5Cはflc2'のコード
領域のER局在化シグナルと、膜貫通ドメイン(TM)1～3(TM1-3)をコードするヌクレオチド
配列を示す(配列番号3)；図5Dは図5Cのヌクレオチド配列の転写物のアミノ酸配列を示す(
配列番号4)；図5Eはflc2'のコード領域のER局在化シグナルと、膜貫通ドメイン(TM)1～2(
TM1-2)をコードするヌクレオチド配列を示す(配列番号5)；図5Fは図5Eのヌクレオチド配
列の転写物のアミノ酸配列を示す(配列番号6)；図5Gはflc2'のコード領域のER局在化シグ
ナルと、膜貫通ドメイン(TM)2～4(TM3-4)をコードするヌクレオチド配列を示す(配列番号
7)；図5Hは図5Gのヌクレオチド配列の転写物のアミノ酸配列を示す(配列番号8)；図5Iはf
lc2'のコード領域のER局在化シグナルと、膜貫通ドメイン(TM)3～4(TM3-4)をコードする
ヌクレオチド配列を示す(配列番号9)；図5Kは図5Iのヌクレオチド配列の転写物のアミノ
酸配列を示す(配列番号10)；図5Lはflc2'の内因性プロモーターを表すヌクレオチド配列
を示す(配列番号61)。下線部分は開始コドンを識別する。
【図５－２】図５－１の続きである。
【図５－３】図５－２の続きである。
【図５－４】図５－３の続きである。
【図６】図6Aは、空ベクター、Rft1(oe RFT1)またはFlc2'発現プラスミド(oe Flc2')を担
持するΔrft1突然変異株と比較した野生型株のスポッティングアッセイを示す。各行は示
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された株の連続希釈液からなる。プラスミド担持Flc2'はRft1欠失Δを補完することがで
きる；図6Bは、Δalg11突然変異株と比較した野生型株の対応するスポッティングアッセ
イを示す；図6Cは、Δalg2-1突然変異株と比較した野生型株の対応するスポッティングア
ッセイを示す。
【図７】図7AおよびBは、空ベクター、Rft1、Flc2'、膜貫通ドメイン3(TM3)、膜貫通ドメ
イン1および3(TM1-3)もしくは膜貫通ドメイン3および4(TM3-4)を含むFlc2'フラグメント
またはFlc2発現プラスミドを担持するΔrft1突然変異株のスポッティングアッセイを示す
。各行は、示された株の連続希釈液からなる。プラスミド担持Flc2'はRft1欠失を補完す
ることができる。対照的に、完全長Flc2の過剰発現(oe Flc2)は増殖欠陥を補完すること
ができず、かくして、内因性フリッパーゼ活性の欠如に対する補償をもたらす。図7Cは、
空プラスミド(YEp352)、またはRft1およびFlc2'フリッパーゼの過剰発現のためのプラス
ミドを担持する野生型酵母株Δrft1突然変異株におけるカルボキシペプチダーゼYのN-糖
鎖付加を示す。完全に糖鎖付加された(mCPY)および低糖鎖付加形態のCPYを表すバンドを
、-1、-2、-3および-4で示す。YEp26.2はHCSSにおいて同定された元のクローンを表す。
【図８】Δrft1突然変異株に由来する[3H]-マンノース標識脂質結合オリゴ糖のHPLCトレ
ースを示す：図8A：空ベクターYEp352を担持するΔrft1突然変異株；図8B：Rft1発現構築
物を担持するΔrft1突然変異株；図8C：Flc2'発現構築物を担持するΔrft1突然変異株。
【図９】空プラスミド(YEp352)、またはFlc2'、もしくはRft1フリッパーゼの過剰発現の
ためのプラスミドを担持する野生型またはΔalg3Δalg11突然変異酵母株におけるカルボ
キシペプチダーゼYのN-糖鎖付加の結果を示す。
【図１０】野生型酵母(YG1509)またはFlc2'フリッパーゼ、LmStt3D、もしくはFlc2'フリ
ッパーゼとLmStt3Dの組合せを発現する突然変異酵母株YG1365(Δalg11)およびYG1363(Δa
lg3Δalg11)におけるカルボキシペプチダーゼY(CPY)およびβ-1,3-グルカノシルトランス
フェラーゼ(Gas1p)のN-糖鎖付加のウェスタンブロットの結果を示す。完全に糖鎖付加さ
れた(M CPY)および低糖鎖付加形態のCPYならびにGas1Pを表すバンドを示す。
【図１１】空ベクター(e.v.、YEp352)、またはFlc2'、POT、もしくはFlc2'とPOTの過剰発
現のためのプラスミドを担持するΔalg11突然変異株におけるカルボキシペプチダーゼYの
N-糖鎖付加を示す。完全に糖鎖付加された(mCPY)および低糖鎖付加形態のCPYを表すバン
ドを-1、-2、-3および-4で示す。
【図１２】下等真核生物、例えば、酵母におけるN結合糖鎖に関する本発明に従う好まし
い複合系の模式図を示す。より詳細には、脂質結合オリゴ糖の合成はERの細胞質側で起こ
る；合成はSec59pによるリン酸残基のドリコールへの移動により開始し、オリゴ糖供与体
はERの細胞質側と内腔側でのいくつかの単糖類トランスフェラーゼの連続的作用により伸
長し、最終的には脂質結合Glc3Man9GlcNAc2をもたらす。脂質結合Glc3Man9GlcNAc2は、内
因性多サブユニット酵母オリゴサッカリル複合体(Ost複合体)のための基質として働く；
複合系においては、alg3およびalg11遺伝子は欠失し(Δalg11、Δalg3)、脂質結合Man3Gl
cNAc2の生成をもたらす。残りのトランスフェラーゼは依然として細胞中に存在するが、
脂質結合GlcNAc2Man3基質上で不活性である。本発明に従う新規LLOフリッパーゼ(Flc2')
および原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼ(POTリーシュマニア・メジャーStt3
D)を添加する。代替的な実施形態においては、脂質結合Man3GlcNAc2の生成はdpm1遺伝子
の欠失により提供され、その生成物はER膜の細胞質側上で脂質結合マンノースを生成する
(DPM1)。代替的な実施形態においては、脂質結合Man3GlcNAc2の生成は、ドリコール結合
マンノースをER内腔(星印)にフリップする単糖類フリッパーゼの欠失により提供される。
脂質結合マンノースは、ER内腔に局在化したオリゴサッカリルトランスフェラーゼのため
の供与体として働く。alg11突然変異と組合わせた場合、そのような細胞は脂質結合Man3G
lcNAc2も産生するであろう。余剰の使用されていないトランスフェラーゼ、フリッパーゼ
(Rft1)、酵母Ost複合体の成分および非合成構造を灰色で印刷する。
【図１３－１】好ましい実施形態のヌクレオチド配列、Flc2'発現プラスミドYEp352Flc2'
を示す(配列番号31)。
【図１３－２】図１３－１の続きである。
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【図１３－３】図１３－２の続きである。
【図１４－１】別の好ましい実施形態のヌクレオチド配列、LmStt3DとFlc2'の同時発現プ
ラスミドpAX306fを示す(配列番号32)。
【図１４－２】図１４－１の続きである。
【図１４－３】図１４－２の続きである。
【図１４－４】図１４－３の続きである。
【図１５】図15Aは、酵母Flc2タンパク質のトランケート型Flc2'(膜貫通ドメイン1-4)の
模式図を示す。図15Bは、空ベクター(v.c.)、またはFlc2'の過剰発現のためのベクター(o
e Flc2*)もしくはトランケートエレメントのベクター(TMD1-2、TMD1-3、TMD3-4)またはFl
c2'の個々の膜貫通ドメイン1、3、もしくは4のベクター(TMD1、TMD3、TMD4)を担持するΔ
rft1突然変異株のスポッティングアッセイを示す。膜貫通ドメイン3および4(TMD3-4)なら
びに膜貫通ドメイン4(TMD4)を含むトランケートエレメントは完全長Flc2'(＝膜貫通ドメ
イン1-4)と同様のレベルまでRft1の欠失を補完することが示される。図15Cは、空プラス
ミド(v.c.)またはFlc2'の過剰発現のためのプラスミド(oe Flc2*)またはFlc2'の膜貫通ド
メイン4のみを含むトランケート型のFlc2'のプラスミド(Flc2*-TMD4)を担持するΔrft1突
然変異酵母株におけるカルボキシペプチダーゼY(CPY)のN-糖鎖付加の結果を示す。完全に
糖鎖付加された(mCPY)と低糖鎖付加形態のCPYを表すバンドを示す。膜貫通ドメイン4(Flc
2*-TMD4)のみの過剰発現がΔrft1突然変異酵母株における糖鎖付加欠損を補完することが
できる。
【図１６】図16Aは、空プラスミド(v.c.)、またはRft1(oe Rft1)、Flc2'(oe Flc2*)もし
くは内因性Flc2(oe Flc2)の過剰発現のためのプラスミドを担持するΔrft1突然変異酵母
株におけるカルボキシペプチダーゼY(CPY)のN-糖鎖付加の結果を示す。完全に糖鎖付加さ
れた(mCPY)および低糖鎖付加形態のCPYを表すバンドを示す。Flc2の過剰発現はRft1の欠
失の際に観察された低糖鎖付加表現型を補完することができない。図16Bは、空ベクター(
v.c.)、Rft1(oe Rft1)、Flc2*(oe Flc2*)もしくはFlc2の過剰発現のためのプラスミドを
担持するΔrft1細胞の増殖アッセイを示す。この増殖アッセイは、Flc2*の能力およびRft
1欠損を補完する完全長Flc2の無能力を確認する。
【図１７】図17ABCは、空ベクター(v.c.)(図17A)、Rft1(oe Rft1)(図17B)、もしくはFlc2
'(oe Flc2*)(図17C)の過剰発現のためのプラスミドを担持するΔalg11突然変異株(YG1365
)から単離された[3H]-マンノース標識脂質結合オリゴ糖のHPLCトレースを示す。検出され
たLLO種は、Man2GlcNAc2(Man2、M2)、Man3GlcNAc2(Man3、M3)、Man5GlcNAc2(Man5、M5)、
Man6GlcNAc2(Man6、M6)、およびMan7GlcNAc2(Man7、M7)である。M2およびM3オリゴ糖はER
膜の細胞質側(cytopl.)に位置し、M5-M7オリゴ糖はER膜の内腔側(lumenal)に位置する。
細胞質対内腔LLO種の相対量は、発現されたタンパク質のフリッパーゼ活性を示す。
【図１８】図18Aは、空ベクター(v.c.)、Rft1(oe Rft1)もしくはFlc2'(oe Flc2*)の過剰
発現のためのプラスミドを担持するΔalg11Δalg3突然変異酵母株の増殖アッセイを示す
。図18Bは、それぞれの細胞のスポッティングアッセイを示す。増殖アッセイおよびスポ
ッティングアッセイは、Δalg11Δalg3突然変異酵母株の増殖を改善するFlc2'またはRft1
の過剰発現の能力を示す。図18Cは、空プラスミド(v.c.)、またはRft1(oe Rft1)もしくは
Flc2'(oe Flc2*)の過剰発現のためのプラスミドを担持するΔalg11Δalg3突然変異酵母株
におけるカルボキシペプチダーゼY(CPY)のN-糖鎖付加の結果を示す。完全に糖鎖付加され
た(mCPY)および低糖鎖付加形態のCPYを表すバンドを示す。Rft1またはFlc2'の過剰発現は
CPYのN-糖鎖付加を改善する。
【図１９】図19Aは、空ベクター(v.c.)、Rft1(oe Rft1)もしくはFlc2'(oe Flc2*)の過剰
発現のためのプラスミドを担持するΔalg11突然変異酵母株の増殖アッセイを示す。図19B
は、それぞれの細胞のスポッティングアッセイを示す。増殖アッセイおよびスポッティン
グアッセイは、Δalg11突然変異酵母株の増殖を改善するFlc2'またはRft1の過剰発現の能
力を示す。図19Cは、空プラスミド(v.c.)、またはRft1(oe Rft1)もしくはFlc2'(oe Flc2*

)の過剰発現のためのプラスミドを担持するΔalg11突然変異酵母株におけるカルボキシペ
プチダーゼY(CPY)のN-糖鎖付加の結果を示す。完全に糖鎖付加された(mCPY)および低糖鎖
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付加形態のCPYを表すバンドを示す。Rft1またはFlc2'の過剰発現はCPYのN-糖鎖付加を改
善する。
【図２０】図20Aは、温度感受性Alg2タンパク質を担持するalg2-1株におけるLLO合成の模
式図を示す。Alg2はMan1GlcNAc2(M1)構造へのマンノースの2個の連続的付加を触媒し、Ma
n2GlcNAc2(M2)およびMan3GlcNAc2(M3)を生成する。この突然変異は、Alg2活性を低下させ
、次いで、M1より大きいLLO種の合成を減少させる。しかしながら、Alg2の残留活性は規
則的なLLO合成を持続させるのに十分であり、Glc3Man9GlcNAc2構造の生成をもたらす。M1
およびM2構造のフリッピングはAlg2により触媒される伸長反応と競合する。M1およびM2構
造がER内腔にフリップされるようになる場合、これらの構造物はER内腔においてマンノシ
ルトランスフェラーゼの基質ではなく、さらに伸長されない。最後に、様々なLLO供与体
に由来するオリゴ糖はタンパク質のN-糖鎖付加共通配列中のAsn残基上に移動する。図20B
は、MALDI-TOFスペクトルの模式図を示し、予想されるピークはMan1GlcNAc2(M1)、Man2Gl
cNAc2(M2)および高マンノース構造Man8GlcNAc2～Man12GlcNAc2(M8-M12)である。NLO種の
ピーク強度に基づいて、個々の構造の相対量を算出することができる。M1種の相対的な増
加は、M1のフリッピングがAlg2によるMan1GlcNAc2(M1)の伸長反応を支配することを示し
ている。
【図２１】図21Aは、Flc2'(oe Flc2*)もしくは原生動物オリゴサッカリルトランスフェラ
ーゼPOT(oe POT)、およびFlc2'とPOTの組合せ(oe Flc2* & POT)の過剰発現のためのベク
ターを担持するΔalg11突然変異酵母細胞におけるカルボキシペプチダーゼY(CPY)のN-糖
鎖付加の結果を示す。完全に糖鎖付加された(mCPY)および低糖鎖付加形態のCPYを表すバ
ンドを示す。図21Bは、Flc2*(oe Flc2*)、POT(oe POT)、およびFlc2'とPOTの組合せ(oe F
lc2* & POT)の過剰発現のためのベクターを担持するΔalg11Δalg3突然変異酵母細胞にお
けるカルボキシペプチダーゼY(CPY)のN-糖鎖付加の結果を示す。完全に糖鎖付加された(m
CPY)および低糖鎖付加形態のCPYを表すバンドを示す。POTとFlc2'の同時発現は、Δalg11
およびΔalg11Δalg3酵母株の両方においてより高い程度まで低糖鎖付加表現型を抑制す
る。
【図２２】図22ABは、Δalg3Δalg11酵母突然変異株に由来する細胞壁タンパク質(図22A)
およびΔalg11Δalg3Δmnn1酵母突然変異株に由来する細胞壁タンパク質(図22B)から単離
された2-AB-標識N-グリカンのMALDI-TOF MSスペクトルを示す。個々のN-グリカンのピー
クを上に注記し、それぞれのピークはMan3GlcNAc2(M3)～Man6GlcNAc2(M6)である。マンノ
ースに加えて、それぞれ示された構造は2個のさらなるGn残基を含む。m/z 1053でのピー
クはM3、m/z 1215でのピークはM4、m/z 1377でのピークはM5、m/z 1539でのピークはM6を
表す。ERで合成されたMan3GlcNAc2 LLO構造はゴルジ体内でMan4GlcNAc2、Man5GlcNAc2お
よび非常に少量のMan6GlcNAc2にさらに伸長される。mnn1の欠失は、ゴルジ体内でのMan5
ピークの強い低下により示されるようにERで合成されたMan3GlcNAc2構造のプロセッシン
グを部分的に無効化する。
【発明を実施するための形態】
【００７３】
発明の詳細な説明
　本発明は主に、哺乳動物、例えば、ヒトの治療用糖タンパク質の製造のための宿主株に
なるグリコシルトランスフェラーゼ、糖輸送因子およびマンノシダーゼのセットの異種発
現によりさらに改変することができる修飾脂質結合オリゴ糖を有する宿主細胞に関する。
このプロセスは、糖鎖付加に関与する任意の所望の遺伝子を発現させ、標的化するのに用
いることができる遺伝子操作された宿主細胞を提供する。修飾脂質結合オリゴ糖を含む宿
主細胞を作製するか、または選択する。遺伝子操作された宿主細胞中で作られたN-グリカ
ンは、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、および／またはMan3GlcNAc2コア構造を有し、次いで
、これを1種以上の酵素、例えば、グリコシルトランスフェラーゼ、糖輸送因子およびマ
ンノシダーゼの異種発現によりさらに改変して、ヒト様糖タンパク質を得ることができる
。治療用タンパク質の製造のために、この方法を遺伝子操作細胞系に適用し、任意の所望
の糖鎖構造を取得することができる。
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【００７４】
　本明細書で別途定義されない限り、本発明と関連して用いられる科学的および技術的用
語は、当業者によって一般的に理解される意味を有する。さらに、本文によって別途要求
されない限り、単数形の用語は複数形を含み、複数形の用語は単数形を含むものとする。
本発明の方法および技術は、一般的には当業界でよく知られた従来の方法に従って実施さ
れる。一般的には、本明細書に記載の生化学、酵素学、分子生物学および細胞生物学、微
生物学、遺伝学ならびにタンパク質および核酸化学およびハイブリダイゼーションに関連
して用いられる命名法ならびにその技術はよく知られたものであり、当業界で一般的に用
いられるものである。本発明の方法および技術は、別途指摘しない限り、当業界でよく知
られた従来の方法に従って、ならびに本明細書を通して記載および考察される様々な一般
的かつより具体的な参考文献に記載されるように実施される。例えば、Sambrookら、Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual、第2版、Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, N.Y. (1989); Ausubelら、Current Protocols in Molecular Biolo
gy, Greene Publishing Associates (1992年、および2002年補遺); HarlowおよびLane An
tibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring H
arbor, N.Y. (1990); Introduction to Glycobiology, Maureen E. Taylor, Kurt Dricka
mer, Oxford Univ. Press (2003); Worthington Enzyme Manual, Worthington Biochemic
al Corp. Freehold, N.J.; Handbook of Biochemistry: Section A Proteins Vol I 1976
 CRC Press; Handbook of Biochemistry: Section A Proteins Vol II 1976 CRC Press; 
Essentials of Glycobiology, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999)を参照され
たい。本明細書に記載の生化学および分子生物学に関連して用いられる命名法、ならびに
その実験室手順および技術は、当業界でよく知られたものであり、一般的に用いられるも
のである。
【００７５】
新規LLOフリッパーゼの提供
　本発明の文脈において、「LLOフリッパーゼ活性」または「フリッパーゼ」は、主に膜
の細胞質(細胞質ゾル)側の細胞内器官の膜に結合した脂質結合した、特に、ドリコール結
合したオリゴ糖(LLO)を、細胞質側から膜を通って該器官の内腔側に移行させる機能と定
義される。特に、細胞内器官は、小胞体(ER)である。LLOの移行のこのプロセスは、「フ
リッピング」を特徴とする。好ましい実施形態においては、フリッパーゼ活性はERを標的
とする。理論に束縛されることを望むものではないが、用語「フリッパーゼ」および「フ
リッピング」はまた、フリッパーゼ活性をもたらす別の潜在的なフリッパーゼタンパク質
を支援するための支援作用も指す。
【００７６】
　驚くべきことに、細胞の糖鎖付加カスケードにおいて、新規LLOフリッパーゼが単離可
能であり、かつ機能的であること、およびそれらが例えば、Rft1型活性などの内因性LLO
フリッパーゼ活性の低下または欠如を相殺することができることが見出された。さらに驚
くべきことに、本発明に従うLLOフリッパーゼ活性が、変化した糖鎖付加カスケードにお
いて機能することができることが見出された。前記変化は、その生成と、例えば、5個未
満のマンノース残基を含むLLOなどの少ないオリゴ糖を有する脂質結合オリゴ糖のER膜を
横断するフリッピングとを含む。そのようなLLO構造は通常、野生型細胞においては主に
産生またはフリップされない。驚くべきことに、新規LLOフリッパーゼは、細胞内器官の
膜を横断する、5個未満のマンノース残基を含む脂質結合オリゴ糖、特に、Man1GlcNAc2、
Man2GlcNAc2、Man3GlcNAc2、またはMan4GlcNAc2を効率的にフリップする活性を有するこ
とが見出された。新規LLOフリッパーゼは、Man5GlcNAc2を含む脂質結合オリゴ糖をフリッ
プする高い活性を示す；それは、Man4GlcNAc2を含む脂質結合オリゴ糖をフリップする高
い活性を示す；それは、Man3GlcNAc2を含む脂質結合オリゴ糖をフリップする高い活性を
示す；それは、Man2GlcNAc2を含む脂質結合オリゴ糖をフリップするさらに高い活性を示
す；およびMan1GlcNAc2を含む脂質結合オリゴ糖をフリップするさらに高い活性を示す。
新規LLOフリッパーゼは、フリップしようとするオリゴサッカリル構造に関して「緩い」
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特異性を示すことがわかった。
【００７７】
　理論に束縛されることを望むものではないが、特に、LLOフリッパーゼに関して本明細
書で用いられる用語「活性」は、輸送または合成しようとする特定の化合物または分子に
特異的な輸送、移動または合成の速度に関する。分子の膜貫通輸送に関して、輸送速度と
して表される輸送活性を、生物学的障壁を越える輸送因子である、より具体的には、細胞
内器官の膜を越えるか、もしくはそれを通って「フリップ」される、特定の分子もしくは
構造の正味の流動を評価することにより評価する。正味の流動を、特に、取込み速度と流
出速度から算出する。正味の流動は、輸送された分子の分子構造に大きな程度で依存し得
ることがわかった。正味の流動、および次いで、輸送活性は、輸送されるか、またはフリ
ップされるそれぞれ個々の構造にとって特異的であってもよい。理論に束縛されることを
望むものではないが、フリッパーゼ活性を、ERの細胞質側に存在するLLO中に取り込まれ
た標識マンノースの量を決定し、その数を、LLOに取り込まれた標識マンノース、好まし
くは[3H]-マンノースの総量で割ることにより算出することができる。あるいは、LLOフリ
ッパーゼ活性を、「人工」ベシクルを用いて決定することができる。Rft1型のLLOフリッ
パーゼにおいては、例えば、Man5GlcNAc2構造を有するLLOをフリップする活性は高いが、
Man1GlcNAc2構造を有するLLOについては、たとえあっても、低いことがわかった。かくし
て、Rft1型のLLOフリッパーゼは、Man5GlcNAc2構造をフリップする高い特異性を示す。対
照的に、本発明に従う新規LLOフリッパーゼにおいては、Man1GlcNAc2構造を有するLLOを
フリップする活性は高く、Man2GlcNAc2またはMan3GlcNAc2構造を有するLLOをフリップす
る活性も高い。本発明に従う新規LLOフリッパーゼは、特定のグリカン構造に対する特異
性が低い活性を示し、かくして、「緩い」または特異性の低いフリッパーゼ活性を示す。
【００７８】
　本発明に従うLLOフリッパーゼ活性をコードする遺伝子または「人工」遺伝子を、好ま
しい例においては、酵母細胞から、添付の実施例に詳細に概略された高コピーサプレッサ
ースクリーン(HCSS)を用いて単離することができる。簡単に述べると、例えば、rft1遺伝
子の欠失を担持する酵母細胞などの、内因性LLOフリッパーゼが不活化された細胞を、HCS
Sにおいて用いることができる。次いで、前記細胞を、選択マーカーをも担持する、例え
ば、Yep352などの高コピープラスミドから発現された、ゲノム酵母DNAライブラリーなど
のゲノムDNAライブラリーを用いて形質転換することができる。糖鎖付加カスケード中に
欠損を有する細胞は、低糖鎖タンパク質を産生し、増加した温度感受性ならびに浸透圧感
受性を有する。従って、HCSSで得られる選択された細胞を、例えば、ソルビトールなどの
浸透圧安定化剤の非存在下で増殖するその能力について試験する。次いで、その温度感受
性および発現されたタンパク質を糖鎖付加する能力について、陽性コロニーをさらに分析
することができる。
【００７９】
　本発明はまた、新規LLOフリッパーゼ活性を有する新規LLOフリッパーゼポリペプチドを
コードする単離された核酸またはその複数、該単離された核酸を含むベクター、およびこ
のベクターを含む細胞にも関する。
【００８０】
　特定の実施形態において、本発明は、flc2'の転写物である「人工」新規LLOフリッパー
ゼ活性を提供する。「人工」遺伝子flc2'は、flc2遺伝子から誘導される(同義名：YAL053
W；酵母染色体1上に位置する；塩基45900-48251)。Flc2転写物は、ER膜中に位置する、推
定FAD輸送因子であり、重要なFADをERに輸送するように機能する。内因性Flc2-タンパク
質は、フリッパーゼとして機能せず、LLOを輸送しない。
【００８１】
　「人工」flc2'は主に、3'トランケート型のflc2である。flc2'の完全な配列を配列番号
1(図5A)に列挙し、これは酵母染色体1、塩基45900-47222である。flc2'の転写物は、4個
の完全な膜貫通ドメインと、5番目のトランケートされた膜貫通ドメインを含む452アミノ
酸のタンパク質である(配列番号2；図5B)。アミノ酸442-452のC末端の11アミノ酸は、ク
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ローニング手順から生じる。予想外にも、Flc2'、すなわち、Flc2のN末端断片は、Δrft1
突然変異株においてフリッパーゼ活性の欠如を相殺することができるが、完全長Flc2自体
はフリッパーゼ活性を全く示さない。より具体的には、Flc2'フリッパーゼは、Man1構造
に対する高い親和性を示し、高速でMan1構造をフリップすることがわかった。
【００８２】
　本発明は、本発明に従う新規LLOフリッパーゼをコードするいくつかの「人工」遺伝子
または遺伝子構築物を提供する。これらは全て、flc2遺伝子から誘導されたものである。
特に、「人工」flc2'の断片および1個以上のこれらの断片の構築物を提供する。本発明は
、これらの配列に限定されない。本発明は、特に、本明細書で特性評価され、記載された
新規LLOフリッパーゼ型機能を示す「人工」遺伝子または遺伝子構築物に関する。本発明
者らは驚くべきことに、細胞内器官の膜中に局在化し、器官の内腔へのLLOのフリッピン
グを付与する「人工」膜貫通タンパク質を構築することができるか、またはそれが入手可
能であることを見出した。これらのタンパク質は、本明細書に記載のLLOのグリカン構造
に関して緩い特異性を主な特徴とする新規LLOフリッパーゼ活性を示す。
【００８３】
　主に、flc2から誘導された「人工」遺伝子または遺伝子構築物の形態の、本明細書で提
供される「原理の証明」を開発した後、類似する機能のLLOフリッパーゼ活性をコードす
るさらなる「人工」遺伝子または遺伝子構築物を、単に本明細書の以下に記載のスクリー
ニング方法を実行することによって、当業者により容易に提供することができる。
【００８４】
　あるいは、またはさらに、本発明は、細胞、特に、Rft1がrft1の過剰発現によって高濃
度で存在する遺伝的に改変された細胞中でLLOフリッパーゼ活性をもたらすrft1遺伝子ま
たはRft1もしくはRft1型活性をコードするポリヌクレオチドに基づき、特に、それらを含
む遺伝子構築物、ならびにそのような細胞を産生する手段を提供する。
【００８５】
　好ましい実施形態においては、LLOフリッパーゼ活性は、多ユニット輸送因子などの、1
種以上のタンパク質またはタンパク質様構造中で具体化される。
【００８６】
　本発明に従えば、本明細書の上記で特性評価されたフリッパーゼ活性をコードするか、
または付与することができる、単離された、または「実質的に純粋な」核酸分子またはそ
の機能的類似体が提供される。好ましい実施形態においては、この核酸分子を、本明細書
の以下で特性評価される1種以上の核酸分子から選択する。
【００８７】
　用語「ポリヌクレオチド」または「核酸分子」とは、長さ少なくとも10塩基のポリマー
形態のヌクレオチドを指す。この用語は、DNA分子(例えば、cDNAまたはゲノムもしくは合
成DNA)およびRNA分子(例えば、mRNAもしくは合成RNA)、ならびに非天然ヌクレオチド類似
体、非天然ヌクレオシド間結合、もしくはその両方を含むDNAまたはRNAの類似体を含む。
核酸は、任意の位相コンフォメーションにあってもよい。例えば、核酸は、一本鎖、二本
鎖、三本鎖、四本鎖、部分二本鎖、分枝鎖、ヘアピン、環状、または南京錠型コンフォメ
ーションであってよい。この用語は、一本鎖および二本鎖形態のDNAを含む。
【００８８】
　「単離された」または「実質的に純粋な」核酸またはポリヌクレオチド(例えば、RNA、
DNAまたは混合ポリマー)は、その天然の宿主細胞中で天然ポリヌクレオチドに天然で付随
する他の細胞成分、例えば、それが天然で結合したリボソーム、ポリメラーゼ、およびゲ
ノム配列から実質的に分離されたものである。この用語は、(1)その天然の環境から除去
された、(2)「単離されたポリヌクレオチド」が天然で認められるポリヌクレオチドの全
部もしくは一部と結合していない、(3)天然で連結していないポリヌクレオチドに機能し
得る形で連結された、または(4)天然に存在しない核酸またはポリヌクレオチドを包含す
る。
【００８９】



(28) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40

50

　また、用語「単離された」を、組換えもしくはクローン化DNA単離物、化学的に合成さ
れたポリヌクレオチド類似体、または異種系により生物学的に合成されたポリヌクレオチ
ド類似体を参照して用いることもできる。しかしながら、「単離された」は、そのように
記載された核酸またはポリヌクレオチド自体がその天然の環境から物理的に取り出された
ことを必ずしも要しない。例えば、生物のゲノム中の内因性核酸配列は、この内因性核酸
配列の発現が変化するように、異種配列(すなわち、この内因性核酸配列に天然では隣接
しない配列)が内因性核酸配列の近くに置かれた場合、本明細書では「単離された」と見
なされる。例えば、非天然プロモーター配列を、(例えば、相同組換えにより)ヒト細胞の
ゲノム中の遺伝子の天然プロモーターに置換して、この遺伝子が変化した発現パターンを
有するようにしてもよい。この遺伝子は、それに天然でフランキングする少なくともいく
つかの配列から分離しているため、今や「単離された」ことになるであろう。また、核酸
がゲノム中で対応する核酸に天然では起こらない任意の改変を含む場合、それは「単離さ
れた」と考えられる。例えば、内因性コード配列が、例えば、ヒトの介入によって「人工
的に」導入された挿入、欠失または点突然変異を含む場合、それは「単離された」と考え
られる。「単離された核酸」はまた、異種部位で宿主細胞染色体中に組込まれた核酸、エ
ピソームとして存在する核酸構築物も含む。さらに、「単離された核酸」は、他の細胞材
料を実質的に含まないか、または組換え技術により作製された場合、培養培地を実質的に
含まないか、または化学的に合成された場合、化学的前駆体もしくは他の化合物を実質的
に含まないものであってよい。
【００９０】
　主な態様において、本発明は、flc2から誘導され、LLOフリッパーゼ活性をコードする
核酸分子に関する。その態様の好ましい実施形態においては、前記核酸分子は、少なくと
もER局在化シグナルおよび1個以上の膜貫通領域の配列を担持する。
【００９１】
　好ましい実施形態においては、宿主細胞中の前記LLOフリッパーゼ活性は、
・配列番号1、配列番号3、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13
、配列番号15および配列番号17のうちの1個以上の配列を含むか、もしくはそれからなる
核酸分子；
・配列番号2、配列番号4、配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号14
、配列番号16および配列番号18のうちの1個以上の配列を含むか、もしくはそれからなる
ポリアミノ酸をコードする核酸分子；
・特に、好ましくは配列番号19、およびHDELモチーフおよび／もしくはKKxxモチーフを含
むポリアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列の1つから選択されるER局在化シグナ
ルをコードする1個以上の核酸分子に融合された場合、配列番号21、配列番号23、配列番
号25、配列番号27および配列番号29のうちの1個以上の配列を含むか、もしくはそれから
なる核酸分子；
・特に、好ましくは配列番号20、およびHDELモチーフおよび／もしくはKKxxモチーフを含
むポリアミノ酸配列の1つから選択される1個以上のER局在化シグナルをさらに含む、配列
番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28および配列番号30のうちの1個以上の配列
を含むか、もしくはそれからなるポリアミノ酸をコードする核酸分子；ならびに
・本発明のLLOフリッパーゼ活性を付与する、上記で同定された核酸分子の断片、変異体
、類似体または誘導体、
から選択される、1個以上の核酸分子の発現により付与される。
【００９２】
　本明細書で用いられる用語「断片」とは、ポリヌクレオチドの断片を指す。断片は、末
端(5'-もしくは3'-末端)および／または内部欠失を有してもよい。一般的には、ポリヌク
レオチドの断片は、長さ少なくとも4、特に少なくとも5、少なくとも6、少なくとも7、少
なくとも8、少なくとも9、少なくとも10、少なくとも12、少なくとも15、少なくとも18、
少なくとも25、少なくとも30、少なくとも35、少なくとも40、少なくとも50、少なくとも
60、少なくとも65、少なくとも70、少なくとも75、少なくとも80、少なくとも85、少なく
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とも90、または少なくとも100以上のヌクレオチドであろう。
【００９３】
　本明細書で用いられる用語「欠失」とは、(1個以上のヌクレオチドの)1、2、3、4、5、
6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19または20個のポリヌクレオチド断
片が、そのヌクレオチド配列から失われるか、または欠失しているヌクレオチド配列の変
異体を指す。
【００９４】
　本明細書で用いられる用語「付加」とは、(1個以上のヌクレオチドの)1、2、3、4、5、
6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19または20個のポリヌクレオチド断
片が、そのヌクレオチド配列に付加されているか、または融合しているヌクレオチド配列
の変異体を指す。付加変異体はまた、融合分子を含む。
【００９５】
　特に、1個以上のヌクレオチドの付加または欠失による、上記改変の好ましい変形にお
いて、3またはその倍数である数のヌクレオチドを付加するか、または欠失させることに
より、フレームシフトが回避されることが理解される。
【００９６】
　本明細書で用いられる用語「類似体」とは主に、天然のRNAおよびDNAを構造的に類似す
る化合物を指す。核酸は、3個の部分：リン酸主鎖、ひだのある形状のペントース糖、リ
ボースもしくはデオキシリボース、および4個の核酸塩基のうちの1個から構成される、ヌ
クレオチドの鎖である。類似体は、これらのいずれかが変化していてもよく、典型的には
、核酸塩基類似体は、特に、異なる塩基対および4種全部の基準塩基と対形成し得る普遍
的塩基などの塩基積み重ねの妥当性を与えるが、リン酸-糖主鎖類似体は、PNA(Petersson
 Bら、Crystal structure of a partly self-complementary peptide nucleic acid (PNA
) oligomer showing a duplex-triplex network. J Am Chem Soc. 2005 Feb 9;127(5):14
24-30)、DNAとは有意に異なり、三重らせんを形成し得る二次構造(三本鎖らせん)など、
鎖の特性に影響する。
【００９７】
　好ましい実施形態は、(a)上記で特性評価された核酸分子および(b)高度にストリンジェ
ントな条件下で(a)の核酸分子の相補体にハイブリダイズする核酸分子から選択される単
離された核酸分子またはその複数である。高度にストリンジェントな条件は、一般的には
、45℃の6X塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム(SSC)中でのハイブリダイゼーション、
次いで、65℃の0.2 X SSC、0.1％SDS中での洗浄と等価であると定義される。
【００９８】
　その実施形態の好ましい変形は、本明細書に記載の核酸配列のいずれかと少なくとも80
％同一である配列を含むか、またはそれからなる単離された核酸分子である。
【００９９】
　「ER局在化シグナル」とは、そのようなペプチド配列を有するタンパク質がER中に輸送
され、保持されるように指令するペプチド配列を指す。そのようなER局在化配列は、ER中
に存在し、そこで機能するタンパク質に認められることが多い。ER局在化または「保持」
シグナルは当業者には利用可能であり、例えば、サッカロミセス・セレビジアのERタンパ
ク質MNS1の最初の21アミノ酸残基が挙げられる(Martinetら、Biotechnology Letters 20:
 1171-1177, 1998)。本発明における使用にとって好ましいER局在化シグナルは、ペプチ
ドHDEL(配列番号31)である。いくつかの酵母タンパク質のC末端に認められるHDELペプチ
ド配列は、ERの保持／回収シグナルとして働く(Pelham EMBO J. 7: 913-918, 1988)。HDE
L配列を有するタンパク質は、膜結合受容体(Erd2p)により結合した後、ゴルジ装置からER
に戻るための逆行輸送経路に進入する。
【０１００】
　あるいは、KKxx配列は、ER局在化を提供することができる(Jackson J. Cell Biol. 121
:317)。このモチーフは、いくつかの内因性ER膜タンパク質上に存在する。この配列は、
前記タンパク質のNもしくはC末端上に存在してもよく、ER後区画から回収される。
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【０１０１】
　本発明の主な態様は、好適な宿主細胞の改変もしくは遺伝子操作のためのツールおよび
手段を提供すること(下記参照)およびその細胞中に変化した、かつより好適なN-糖鎖を付
与することである。
【０１０２】
　従って、1コピー以上の上記で特性評価された核酸分子の1つを含む、真核宿主細胞中で
の上記で特性評価された新規LLOフリッパーゼ活性の発現のための発現カセットまたはそ
の機能的類似体も提供される。前記ベクター中の核酸配列を、発現制御配列に機能し得る
形で連結することができる。好ましくは、1個以上の前記核酸分子は、プロモーターをコ
ードする核酸分子とターミネーターをコードする核酸分子の少なくとも一方と共に存在す
る。
【０１０３】
　本明細書で用いられる「プロモーター」とは、遺伝子の転写を可能にするDNA配列を指
す。プロモーターはRNAポリメラーゼにより認識され、次いで転写を開始する。プロモー
ターは、RNAポリメラーゼにより直接結合するか、またはその動員に関与するDNA配列を含
む。プロモーター配列はまた、タンパク質と結合して遺伝子クラスター中での遺伝子の転
写レベルを増強することができる(これが名前の由来)1個以上のDNA領域である「エンハン
サー領域」(すなわち、転写因子のセットとよく似たトランス作用因子)を含んでもよい。
エンハンサーは、典型的にはコード領域の5'末端にあるが、プロモーター配列から離れて
いてもよく、例えば、遺伝子の固有の領域にあるか、または遺伝子のコード領域の3'側に
あってもよい。
【０１０４】
　本発明に従えば、プロモーターは好ましくは、遺伝子の内因性プロモーターである。好
ましい実施形態においては、前記遺伝子は、好ましくは過剰発現を誘導する高コピー数プ
ラスミド上にある。別の好ましい実施形態においては、前記遺伝子は低コピー数プラスミ
ド上にある。プロモーターは、異種プロモーターであってもよい。特定の変異体において
は、プロモーターは構成的プロモーターである。別の特定の変異体においては、プロモー
ターは誘導性プロモーターである。本発明に従う特定のプロモーターは、1コピー以上の
核酸分子の過剰発現を与える。好ましい実施形態においては、前記分子は、内因性プロモ
ーターからの発現と比較した場合、2倍、より好ましくは5倍、10倍、20倍、50倍、100倍
、200倍、500倍、1000倍、および最も好ましくは、2000倍以上過剰発現される。例えば、
宿主細胞がピチア・パストリスである場合、好適なプロモーターとしては、限定されるも
のではないが、aox1、aox2、das、gap、pex8、ypt1、fld1、およびp40が挙げられる；宿
主細胞がサッカロミセス・セレビジアである場合、好適なプロモーターとしては、限定さ
れるものではないが、gal1、接合因子a、cyc-1、pgk1、adh2、adh、tef、gpd、met25、ga
lL、galS、ctr1、ctr3、およびcup1が挙げられる。宿主細胞が、例えば、哺乳動物細胞で
ある場合、安定なプロモーターとしては、限定されるものではないが、CMV、SV40、アク
チンプロモーター、rps21、ラウス肉腫ウイルスゲノムの大ゲノム末端反復配列(RSV)、メ
タロチオネイン、チミジンキナーゼまたはインターフェロン遺伝子プロモーターが挙げら
れる。
【０１０５】
　「ターミネーター」または3'終結配列は、ポリアデニル化を引き出す配列などの、配列
が機能し得る形で連結された遺伝子のmRNA転写産物を安定化するように機能する構造遺伝
子の停止コドンであってよい。3'終結配列を、ピチアまたは他のメチロトープ酵母または
他の酵母または高等菌類または他の真核生物から取得することができる。本発明の実施に
とって有用なピチア・パストリスの3'終結配列の例としては、aox1遺伝子、p40遺伝子、h
is4遺伝子およびfld1遺伝子に由来する終結配列が挙げられる。
【０１０６】
　本発明に従えば、1コピー以上の上記で特性評価された核酸分子の1つまたは1コピー以
上の上記で特性評価された発現カセットを含む、真核宿主細胞の形質転換のためのベクタ
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ーも提供される。
【０１０７】
　本明細書で用いられる用語「ベクター」は、それが連結された別の核酸を輸送すること
ができる核酸分子を指す。ベクターの1つの型は、追加のDNA断片を連結することができる
環状二本鎖DNAループを指す、「プラスミド」である。他のベクターとしては、コスミド
、細菌「人工」染色体(BAC)および酵母「人工」染色体(YAC)が挙げられる。別の型のベク
ターは、追加のDNA断片をウイルスゲノム中に連結することができるウイルスベクターで
ある(以下でより詳細に考察する)。特定のベクターは、それらが導入された宿主細胞中で
自己複製することができる(例えば、宿主細胞中で機能する複製起点を有するベクター)。
他のベクターを、宿主細胞中への導入の際に宿主細胞のゲノム中に組込むことができ、そ
れによってそれらは宿主ゲノムと共に複製される。さらに、特定の好ましいベクターは、
それらが機能し得る形で連結された遺伝子の発現を指令することができる。そのようなベ
クターを本明細書では「組換え発現ベクター」(または単に「発現ベクター」)と呼ぶ。
【０１０８】
　本発明のベクターは、好ましくは、選択マーカー遺伝子を含む。そのような系の例とし
ては、his4ピチア株を補完するのに用いることができるサッカロミセス・セレビジアもし
くはピチア・パストリスのhis4遺伝子、またはピチア・パストリスのarg突然変異体を補
完するのに用いることができるサッカロミセス・セレビジアもしくはピチア・パストリス
のarg4遺伝子、またはそれぞれ、ピチア・パストリスura3もしくはade1突然変異体を補完
するのに用いることができるピチア・パストリスのura3およびade1遺伝子が挙げられる。
ピチア・パストリス中で機能する他の選択マーカーとしては、zeoR遺伝子、g418R遺伝子
、ブラスチシジン耐性遺伝子などが挙げられる。
【０１０９】
　本発明のベクターはまた、自己複製配列(ARS)を含んでもよい。このベクターはまた、
細菌中で機能する選択マーカー遺伝子、ならびに細菌中での複製および染色体外維持を担
う配列を含んでもよい。代替的な実施形態においては、前記選択は栄養要求性マーカーに
より付与される。細菌選択マーカー遺伝子の例としては、アンピシリン耐性(ampr)、テト
ラサイクリン耐性(tetr)、ネオマイシン耐性、ヒグロマイシン耐性およびゼオシン耐性(z
eoR)遺伝子が挙げられる。
【０１１０】
　本発明はまた、遺伝子組込みを指令するための対応する手段も提供する。細胞中で発現
させようとするタンパク質をコードする本発明に従うヌクレオチド配列を、組込みベクタ
ーまたは複製ベクター(複製環状プラスミドなど)中に入れることができる。組込みベクタ
ーは、一般的には、少なくとも第1の挿入可能なDNA断片、選択マーカー遺伝子、および第
2の挿入可能なDNA断片の連続的に配置された配列を含む。第1および第2の挿入可能なDNA
断片は、それぞれ約200ヌクレオチド長であり、形質転換しようとする種のゲノムDNAの一
部と相同であるヌクレオチド配列を有する。発現のための目的の構造遺伝子を含むヌクレ
オチド配列を、このベクター中のマーカー遺伝子の前後の第1および第2の挿入可能なDNA
断片の間に挿入する。組込みベクターを酵母形質転換の前に線状化して、目的のヌクレオ
チド配列の宿主細胞ゲノムへの組込みを容易にすることができる。
【０１１１】
　本発明はまた、脂質結合し、トランケートされた、または完全な前駆体オリゴ糖(LLO)
、特に、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2および／またはMan3GlcNAc2をフリップすることがで
きるポリアミノ酸分子、特に、タンパク質も提供する。用語「ポリアミノ酸分子」、「ポ
リペプチド」および「タンパク質」は互換的に用いられ、長さまたは翻訳後修飾に関わら
ず、アミノ酸の任意のペプチド結合鎖を意味する。
【０１１２】
　本発明の特定かつ好ましい実施形態においては、前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン4
(TM4)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、または本質的にそれから
なる。その特定かつ好ましい実施形態においては、前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン3
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～4(TM3-4)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、または本質的にそれ
からなる。
【０１１３】
　前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン1(TM1)またはその相同な機能的構造をコードする
断片を含むか、または本質的にそれからなってもよい。前記分子はまた、Flc2'の膜貫通
ドメイン2(TM3)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、または本質的に
それからなってもよい。その特定かつ好ましい実施形態においては、前記分子は、Flc2'
の膜貫通ドメイン1～2(TM1-2)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、
または本質的にそれからなる。その別の実施形態においては、前記分子は、Flc2'の膜貫
通ドメイン2～4(TM2-4)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、または
本質的にそれからなる。
【０１１４】
　前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン3(TM3)またはその相同な機能的構造をコードする
断片を含むか、または本質的にそれからなってもよい。その特定の実施形態においては、
前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン1～3(TM1-3)またはその相同な機能的構造をコードす
る断片を含むか、または本質的にそれからなる。その別の実施形態においては、前記分子
は、Flc2'の膜貫通ドメイン2～3(TM2-3)またはその相同な機能的構造をコードする断片を
含むか、または本質的にそれからなる。
【０１１５】
　主な態様において、前記ポリアミノ酸は、flc2'から誘導され、flc2'を含む1個以上の
上記で同定された「人工」構築物の転写物である。好ましい実施形態においては、前記転
写物は、配列番号2、配列番号4、配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列
番号14、配列番号16および配列番号18のうちの1個以上の配列を含むか、またはそれから
なる。
【０１１６】
　別の好ましい実施形態においては、前記転写物は、好ましくは、配列番号20とHDELおよ
びKKxxモチーフを含むポリアミノ酸配列の1つから選択される、ER局在化シグナルに融合
された、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、および配列番号30のうちの
1個以上の配列を含むか、またはそれからなる。
【０１１７】
　別の好ましい実施形態においては、ポリアミノ酸は、1個以上の上記で同定された転写
物の断片、類似体および誘導体である。本明細書で用いられる転写物の「断片」、「類似
体」および「誘導体」とは、付加、欠失、または置換を含んでもよい生物学的に活性な変
異体を指す。
【０１１８】
　置換を有する変異体は、好ましくは、50個以下、特に、1、2、3、4、5、6、7、8、9、1
0、12、15、20、25、30、35、40、または45個以下の保存的アミノ酸置換を有する。「保
存的置換」は、あるアミノ酸の類似する特性を有する別のアミノ酸への置換と理解される
。保存的置換としては、以下の群内の置換が挙げられる：バリン、アラニンおよびグリシ
ン；ロイシン、バリン、およびイソロイシン；アスパラギン酸およびグルタミン酸；アス
パラギンおよびグルタミン；セリン、システイン、およびトレオニン；リジンおよびアル
ギニン；ならびにフェニルアラニンおよびチロシン。非極性の疎水性アミノ酸としては、
アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトフ
ァンおよびメチオニンが挙げられる。極性の中性アミノ酸としては、グリシン、セリン、
トレオニン、システイン、チロシン、アスパラギンおよびグルタミンが挙げられる。正に
荷電した(塩基性)アミノ酸としては、アルギニン、リジンおよびヒスチジンが挙げられる
。負に荷電した(酸性)アミノ酸としては、アスパラギン酸およびグルタミン酸が挙げられ
る。対照的に、非保存的置換は、あるアミノ酸の類似する特性を有する別のアミノ酸への
置換である。
【０１１９】
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　本発明に従うポリアミノ酸分子は、本明細書に記載のLLOフリッパーゼ活性を示すか、
または付与する。それは特に、脂質結合した、トランケートされたか、または完全な前駆
体オリゴ糖(LLO)、特に、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2および／またはMan3GlcNAc2をフリッ
プすることができることを特徴とする。
【０１２０】
　理論に束縛されることを望むものではないが、LLOフリッパーゼまたはその断片、変異
体、類似体もしくは誘導体の活性または特異性を、当業者には公知の方法により測定する
ことができる。理論に束縛されることを望むものではないが、本発明に従うLLOフリッパ
ーゼ活性を評価するための好ましい方法は、以下の工程：推定LLOフリッパーゼであるタ
ンパク質を発現している細胞を増殖および培養する工程；特定の時間および特定の温度で
、標識されたマンノース基質、特に、放射性[3H]-マンノースに前記細胞を曝露する工程(
標識)；ならびにマンノース標識されたLLOを単離する工程；および[3H]-マンノース標識
されたLLOのオリゴ糖含量を評価する工程を含んでもよい。[3H]-標識されたLLOを、本明
細書に含まれる実施例に詳述するように単離することができる。[3H]-マンノース標識さ
れたLLOのオリゴ糖含量を、例えば、質量分析(例えば、MALDI-TOF-MS)または高速液体ク
ロマトグラフィー(HPLC)などの好適な検出方法により分析することができる。次いで、ER
の細胞質側に存在するLLO中の取り込まれた[3H]-マンノースの量を決定し、その数を、LL
O中に取り込まれた[3H]-マンノースの総量で割ることにより、フリッパーゼ活性を算出す
ることができる。特定のグリカン構造のLLOをフリップすることができない細胞は、細胞
質LLOを蓄積するであろう。例えば、本発明に従う推定LLOフリッパーゼは、Man5GlcNAc2
構造を有するLLOがフリップされ、ER内腔中のマンノシルトランスフェラーゼによりさら
に改変される場合、陽性に検出される。
【０１２１】
　野生型細胞においては、Man5GlcNAc2構造を有するLLOは、例えば、Rft1フリッパーゼな
どのLLOフリッパーゼの基質である。機能的フリッパーゼを発現する野生型細胞は、Glc3M
an9GlcNAc2構造を有する最終的なLLOフリッパーゼの基質にさらに加工される主に内腔のL
LOを産生するであろう。LLOフリッパーゼを欠くか、またはLLOフリッパーゼ中に欠損を有
する細胞、例えば、rft1ノックアウト細胞は、主にERの細胞質側に存在し、そこで測定可
能であるMan5GlcNAc2構造を有するLLOを産生するが、これはERの内腔へのLLOの移行の遮
断、すなわち、Glc3Man9GlcNAc2構造を有する最終的なER内腔LLOへのLLOのさらなる加工
の遮断を示唆している。
【０１２２】
　あるいは、LLOフリッパーゼの活性または特異性を、「人工」ベシクルを用いて決定し
てもよい。細胞からER膜を抽出することにより、そのようなベシクルを作製することがで
きる。例えば、Rft1などの内因性LLOフリッパーゼが枯渇したそのような膜からベシクル
を再構成すること、およびこれらのベシクルに新しいLLOフリッパーゼを装備させること
により、前記の新しいタンパク質のフリッパーゼ活性を決定することができる。標識のた
めに[3H]-マンノースを添加し、細胞質のマンノシルトランスフェラーゼ活性は、[3H]-マ
ンノースを細胞質側でLLO中に取り込む。次いで、LLOを、活性LLOフリッパーゼを用いてE
R内腔にフリップすることができる。ベシクルをEndo H酵素で処理することにより、ベシ
クルの表面上に露出したLLOを切り取り、ドリコール脂質上の末端GlcNAc残基のみを残し
、それによってベシクルの表面から放射性標識を除去する。ベシクルの内腔中のEndo H処
理された[3H]-マンノース対Endo Hで処理しないベシクル中に存在する放射活性の量を定
量することにより、フリッピングの量を算出することができる；ここで、低い放射活性が
決定された場合、LLOフリッパーゼが特定のLLOに対して活性または特異性が低い。
【０１２３】
　そのオリゴ糖構造において変化する特定の型のLLOに関するLLOフリッパーゼの特異性ま
たは活性を、少なくとも1種の細胞質マンノシルトランスフェラーゼを欠くか、またはそ
の中に欠損を有する細胞を用いることにより決定することができる。例えば、Alg2型活性
に欠損を有する細胞は、Man1GlcNAc2もしくはMan2GlcNAc2構造を有するLLOを産生するで
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あろうが、Alg11および必要に応じてAlg3型活性を欠くか、もしくはその中に欠損を有す
る細胞はMan3GlcNAc2構造を有するLLOを生成するであろう。そのような突然変異細胞また
はその再構成されたER膜ベシクルを、新しく単離されたLLOフリッパーゼの活性および特
異性を測定および決定するのに用いることができる。
【０１２４】
　本明細書でさらに詳細に説明されるフリッパーゼについては、脂質結合した低マンノー
スオリゴ糖、すなわち、Man1-3GlcNAc2構造を有するオリゴ糖(ここでMan1-3GlcNAc2構造
はMan1GlcNAc2、Man2GlcNAc2またはMan3GlcNAc2構造である)をフリップするための特異性
が低いか、または基本的に非特異的であるフリッパーゼ活性を有するフリッパーゼ活性ま
たは特異性を測定する。対照的に、内因性LLOフリッパーゼ活性、特に、Rft1型活性は、M
an5GlcNAc2、次いでMan3GlcNAc2を有するLLOに対する最も高いフリッパーゼ活性または特
異性を有する。より具体的には、本発明のフリッパーゼは、内因性Rft1と比較して、LLO
に対する逆転した特異性を示し、それはMan1GlcNAc2などの小さいLLOについては最も高く
、Man5GlcNAc2については最も小さい。
【０１２５】
好適な宿主細胞
　ER中の新生タンパク質へのLLOの移行(転移)は、酵母、菌類、植物、動物、およびヒト
などの全ての真核生物において高度に保存されている。従って、上記で詳述された本発明
の細胞は、原理的には、下等真核細胞、菌類細胞などの任意の型の真核細胞であってよい
が、植物細胞、昆虫細胞または哺乳動物細胞であってもよい。
【０１２６】
　本発明に従う「宿主細胞」は、組換えベクターが導入された細胞に関することが意図さ
れる。そのような用語は、特定の被験体の細胞だけでなく、そのような細胞の子孫も指す
と意図されると理解されるべきである。特定の改変が突然変異または環境的影響に起因し
て後の世代において生じ得るため、そのような子孫は、実際、親細胞と同一ではないかも
しれないが、本明細書で用いられる用語「宿主細胞」の範囲内に依然として含まれる。組
換え宿主細胞は、単離された細胞もしくは培養物中で増殖させた細胞系であってよく、ま
たは生きている組織もしくは生物中に存在する細胞であってもよい。異種糖タンパク質の
製造に用いられる用語「細胞」または「宿主細胞」とは、例えば、異種糖タンパク質をコ
ードする核酸を導入／トランスフェクトすることができるか、またはそうする細胞を指す
。そのような細胞は、ベクター／プラスミドの増殖に用いられる原核細胞と、真核細胞の
両方を含む。
【０１２７】
　好ましい実施形態においては、宿主細胞は哺乳動物細胞である。好ましくは、前記細胞
を、ハイブリドーマ細胞、ミエローマ細胞、好ましくは、ラットミエローマ細胞およびマ
ウスミエローマ細胞、またはヒト細胞の好ましくは不死化された細胞系から選択する。
【０１２８】
　そのより好ましい変形においては、前記細胞を、限定されるものではないが、CHO細胞
、特に、CHO K-1およびCHO DG44、BHK細胞、NSO細胞、SP2/0細胞、HEK293細胞、HEK293EB
NA細胞、PER.C6細胞、COS細胞、3T3細胞、YB2細胞、HeLa細胞、およびVero細胞から選択
する。好ましい変形においては、前記細胞を、DHFR欠損CHO細胞、例えば、dhfr-CHO(Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 77, p. 4216-4220, 1980)およびCHO K-1(Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA, Vol. 60, p. 1275, 1968)から選択する。
【０１２９】
　他の好ましい実施形態においては、宿主細胞は両生類細胞である。好ましくは、前記細
胞を、限定されるものではないが、アフリカツメガエル(Xenopus laevis)卵母細胞(Natur
e, Vol. 291, p. 358-360, 1981)から選択する。
【０１３０】
　他の好ましい実施形態においては、宿主細胞は昆虫細胞である。好ましくは、前記細胞
を、限定されるものではないが、Sf9、Sf21、およびTn5から選択する。
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【０１３１】
　他の好ましい実施形態においては、宿主細胞は植物細胞である。好ましくは、前記細胞
を、限定されるものではないが、タバコ(Nicotiana tabacum)、水生植物コウキクサ(Lemn
a minor)またはコケ類ヒメツリガネゴケ(Physcomitrella patens)から誘導された細胞か
ら選択する。これらの細胞は、ポリペプチドを製造するための系として知られており、カ
ルスとして培養することができる。
【０１３２】
　現在最も好ましい実施形態においては、宿主細胞は下等真核細胞である。本発明に従う
下等真核細胞としては、限定されるものではないが、ピチア種(Pichia)、カンジダ種(Can
dida)、サッカロミセス種(Saccharomyces)、サッカロミコデス種(Saccharomycodes)、サ
ッカロミコプシス種(Saccharomycopsis)、シゾサッカロミセス種(Schizosaccharomyces)
、ザイゴサッカロミセス種(Zygosaccharomyces)、ヤロウイア種(Yarrowia)、ハンセニュ
ラ種(Hansenula)、クルイベロミセス(Kluyveromyces)、トリコデルマ種(Trichoderma)、
アスペルギルス種(Aspergillus)、およびフサリウム種(Fusarium)から選択される単細胞
性、多細胞性、および繊維性菌類ならびに、好ましくは子嚢菌類(Ascomycetes)、特に、
チソスポリウム・ルクノウェンス(Chysosporium lucknowense)および担子菌類(Basidiomy
cetes)、特に、コニホラ種(Coniphora)ならびにアルクスラ種(Arxula)から選択される真
菌(Myceteae)が挙げられる。
【０１３３】
　そのより好ましい変形においては、前記細胞を、限定されるものではないが、P. pasto
ris、P. stiptis、P. methanolica、P. bovis、P. canadensis、P. fermentans、P. memb
ranaefaciens、P. pseudopolymorpha、P. quercuum、P. robertsii、P. saitoi、P. silv
estrisi、P. strasburgensis; P. finlandica、P. trehalophila、P. koclamae、P. opun
tiae、P. thermotolerans、P. salictaria、P. guercuum、P. pijperi; C. albicans、C.
 amphixiae、C. atlantica、C. corydalis、C. dosseyi、C. fructus、C. glabrata、C. 
fermentati、C. krusei、C. lusitaniae、C. maltosa、C. membranifaciens、C. utilis;
 S. bayanus、S. cerevisiae、S. bisporus、S. delbrueckii、S. fermentati、S. fragi
lis、S. mellis、S. rosei; Saccharomycodes ludwigii、Saccharomycopsis capsularis;
 Schizosaccharomyces pombe、Schizosaccharomyces octosporus、Zygosaccharomyces bi
sporus、Zygosaccharomyces mellis、Zygosaccharomyces rouxii; Yarrowia lipolytica
、Hansenula polymorpha、Kluyveromyces sp.、Trichoderma reseei.、A. nidulans、A. 
candidus、A. carneus、A. clavatus、A. fumigatus 、A. niger、A. oryzae、A. versic
olor、Fusarium gramineum、Fusarium venenatum、およびNeurospora crassaならびにArx
ula adeninivoransから選択する。
【０１３４】
Rft1型フリッパーゼ活性を欠く宿主細胞
　本明細書に記載され、表1および表2で言及される全ての酵素活性および遺伝子は、酵母
サッカロミセス・セレビジア中のそれぞれ対応する遺伝子座に従って命名される。当業者
であれば、原核生物などの他の生物に存在する対応する活性を提供することができる。代
替起源の例は、サッカロミセス、ピチア、アスペルギルス、カンジダなどの株である。既
知の酵素活性間の相同性に基づいて、PCRプライマーを設計するか、または標的生物のDNA
ライブラリー中の相同体を同定するためのプローブとして、そのような酵素をコードする
遺伝子もしくは遺伝子断片を使用することができる。あるいは、関連生物における特定の
表現型を補完することができる。
【０１３５】
　あるいは、目的の特定の菌類の全遺伝子配列が既知である場合、NCBI、Swissprotなど
のいくつかの供給源から入手可能である公共的に利用可能なDNAデータベースを単に検索
することにより、そのような遺伝子を同定することができる。例えば、サッカロミセス・
セレビジアに由来する既知の遺伝子を用いて所与のゲノム配列またはデータベースを検索
することにより、高い程度の確度で、類似するか、または同一の活性を有する遺伝子をコ
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ードする、そのようなゲノム中で相同性が高い遺伝子を同定することができる。例えば、
P.pastorisにおいて、S.cerevisiaeに由来する既知のマンノシルトランスフェラーゼに対
する相同体を、これらの手法のいずれか1つを用いて同定した；これらの遺伝子は、S.cer
evisiaeにおけるタンパク質のマンノシル化に関与する遺伝子と類似する機能を有し、か
くして、その欠失を用いて、P.pastorisまたは類似する糖鎖付加経路を有する任意の他の
菌類における糖鎖付加パターンを操作することができる。
【０１３６】
　上記で特性評価された実施形態の好ましい変形においては、例えば、rft1および／また
はrft1相同体をノックアウトさせることにより、特に、Rft1型の(内因性)LLOフリッパー
ゼ活性を欠くか、またはそれが減少するか、もしくは枯渇するように、前記宿主細胞をさ
らに改変するか、または遺伝子操作する。より具体的には、前記細胞は、遺伝子rft1に対
するノックアウト突然変異体である。本発明はまた、この細胞を作製する方法にも関する
。
【０１３７】
　従って、本発明は、反転による抑制、アンチセンス構築物による抑制、欠失による抑制
、転写レベルでの抑制、翻訳レベルでの抑制および他の手段から選択される1個以上の手
段に起因して、少なくとも1種の内因性酵素活性が欠如しているか、または無効である遺
伝子操作された細胞に関する。これらのものは、分子生物学の当業者にはよく知られてい
る。
【０１３８】
　本発明の文脈において、用語「ノックアウト」または「ノックアウト突然変異体」とは
、遺伝子もしくは転写物が全く存在しない完全ノックアウト系、および遺伝子もしくは転
写物は依然として存在するが、それぞれ、サイレントであるか、もしくは低濃度であり、
相当な効果が細胞中の転写物により発揮されない部分的ノックアウト突然変異体の両方を
指す。
【０１３９】
　一度所与の標的遺伝子配列が決定されたら、遺伝子ノックアウトの作製は、酵母および
菌類の分子生物学の社会における確立した技術であり、当業者であれば誰でも実行するこ
とができる(例えば、R. Rothsteins, (1991) Methods in Enzymology, vol. 194, p. 281
を参照されたい)。実際、宿主生物の選択は、良好な形質転換の利用性およびそのような
宿主に関する遺伝子破壊技術により影響され得る。いくつかのトランスフェラーゼをノッ
クアウトさせなければならない場合、マーカー、例えば、全ての望ましくない内因性トラ
ンスフェラーゼまたは本明細書に記載の他の酵素活性を連続的に排除するためのURA3マー
カーの反復使用を可能にする方法が開発された。この技術は他の技術により改善されたが
、基本的には対抗選択可能なマーカーにフランキングする2個の反復DNA配列の使用を含む
。該マーカーの存在は、形質転換体のその後の選択において有用である；例えば、酵母に
おいては、ura3、his4、suc2、g418、bla、またはshble遺伝子を用いることができる。例
えば、ura3をマーカーとして用いて、構築物を組込んだ形質転換体の選択を確保すること
ができる。ura3マーカーを直接反復にフランキングすることにより、第1に構築物を組込
み、かくして、標的遺伝子を破壊した形質転換体を選択することができる。形質転換体の
単離、およびその特性評価後、2回目のラウンドにおいて5'FOAに耐性を有するものを対抗
選択することができる。5'FOAを含むプレート上で生存することができるコロニーは、上
記の反復を含む交叉事象を介して再びura3マーカーを失った。かくして、この手法により
、同じマーカーの反復使用が可能になり、追加のマーカーを要することなく複数の遺伝子
の破壊が容易になる。
【０１４０】
　核酸またはポリペプチドに適用される、本明細書で用いられる用語「野生型」とは、そ
れぞれ、自然界に存在する生物中に存在するか、またはそれによって産生される核酸また
はポリペプチドを指す。
【０１４１】
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　宿主細胞中の核酸または宿主細胞により産生されるポリペプチドに対して本明細書で適
用される用語「異種」とは、宿主細胞と同じ種の細胞から誘導されない任意の核酸または
ポリペプチド(例えば、N-糖鎖活性を有するタンパク質)を指す。従って、本明細書で用い
られる「相同」核酸、またはタンパク質は、宿主細胞と同じ種の細胞中に存在するか、ま
たはそれにより産生されるものである。
【０１４２】
　より具体的には、核酸および特定の宿主細胞を参照して本明細書で用いられる用語「異
種」とは、自然界に認められる特定の細胞中には存在しない(およびそれから取得するこ
とができない)任意の核酸を指す。かくして、非天然核酸は、一度、宿主細胞中に導入さ
れた宿主細胞に対して異種であると考えられる。非天然核酸が全体として自然界に存在し
ないという条件で、該核酸が自然界で認められる核酸サブ配列または核酸配列の断片を含
んでもよいことに留意することが重要である。例えば、発現ベクター内にゲノムDNA配列
を含む核酸分子は、非天然核酸であり、かくして、その核酸分子が全体として(ゲノムDNA
＋ベクターDNA)自然界に存在しないため、宿主細胞中に一度導入された宿主細胞に対して
異種である。かくして、全体として自然界に存在しない任意のベクター、自己複製するプ
ラスミド、またはウイルス(例えば、レトロウイルス、アデノウイルス、もしくはヘルペ
スウイルス)は、非天然核酸であると考えられる。従って、PCRまたは制限エンドヌクレア
ーゼ処理により産生されたゲノムDNA断片ならびにcDNAは、それらが自然界に認められな
い個別の分子として存在するため、非天然核酸であると考えられる。
【０１４３】
　また、自然界で認められない配置のプロモーター配列およびポリペプチドをコードする
配列を含む任意の核酸(例えば、cDNAまたはゲノムDNA)は非天然核酸であるということに
なる。天然である核酸は特定の細胞に対して異種であってよい。例えば、酵母xの細胞か
ら単離された全染色体は、一度、染色体が酵母yの細胞中に導入されたら、酵母yの細胞に
関して異種核酸である。
【０１４４】
ER局在性マンノシルトランスフェラーゼ活性をさらに欠く宿主細胞
　本発明に従うフリッパーゼは、例えば、遺伝子操作により、ER局在性グリカン合成経路
の1種以上の酵素活性、特に、マンノース残基の、例えば、Man1-3GlcNAc2構造を有するLL
Oなどのグリカン構造への移動を与えるマンノシルトランスフェラーゼ活性を有する1種以
上の酵素を欠く突然変異細胞中で発現させた場合、増殖および安定性を支援する。
【０１４５】
　好ましい実施形態においては、前記細胞を特異的に設計または選択して、ゴルジ体での
さらなる糖鎖付加プロセッシングにとって好適なMan1GlcNAc2構造を有する新生糖タンパ
ク質を合成する。
【０１４６】
　別の好ましい実施形態においては、前記細胞を特異的に設計または選択して、ゴルジ体
でのさらなる糖鎖付加プロセッシングにとって好適なMan2GlcNAc2構造を有する新生糖タ
ンパク質を合成する。
【０１４７】
　別の好ましい実施形態においては、前記細胞を特異的に設計または選択して、ゴルジ体
でのさらなる糖鎖付加プロセッシングにとって好適なMan3GlcNAc2構造を有する新生糖タ
ンパク質を合成する。
【０１４８】
　好ましい態様において、上記で同定された新規LLOフリッパーゼ活性を発現するように
改変された本発明の宿主細胞を、細胞内器官に局在化した1種以上のグリコシルトランス
フェラーゼ活性を欠くようにさらに改変するか、または遺伝子操作する。これらの好まし
い実施形態の後ろにある主要な考えは、細胞内器官での、および／または細胞内器官中の
LLOの糖鎖付加および特に、マンノシル化を減少させ、制御することである。緩い特異性
で上記で同定された新規LLOフリッパーゼ活性を発現するように改変され、かくして、低
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マンノース、特に、Man1-3グリカン構造を内腔にフリップすることができる本発明の宿主
細胞の提供により、糖鎖付加の選択的制御が可能になり、特に、以下の改良された実施形
態を提供することが可能になる。
【０１４９】
　宿主細胞中でノックアウトし、減少させるか、または枯渇させようとするER局在性グリ
コシルトランスフェラーゼは、好ましくは、マンノシルトランスフェラーゼである(表1を
参照)。宿主細胞の好ましい実施形態においては、Alg2-、Alg3-、およびAlg11-型活性の
うちの1個以上をノックアウトし、減少させるか、または枯渇させる。より好ましい変形
において、これらの実施形態はさらに、β-D-マンノシルトランスフェラーゼ(Dpm1)-型活
性および脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ活性のうちの1つ以上を欠くか、またはそれが減
少もしくは枯渇する。
【表１】

【０１５０】
　特定の実施形態においては、前記宿主細胞は、Alg2-型活性を欠いている突然変異体で
ある。より具体的には、前記細胞は、遺伝子alg2および／またはalg2相同体のノックアウ
ト突然変異体である。前記宿主細胞は、Man1GlcNAc2およびMan2GlcNAc2構造を有するLLO
を特異的に合成することができる。本発明はまた、この細胞を作製する方法にも関する。
【０１５１】
　別の特定の実施形態においては、前記宿主細胞は、Alg11-型活性を欠いている突然変異
体である。より具体的には、前記細胞は、遺伝子alg11および／またはその相同体のノッ
クアウト突然変異体である。前記細胞は、Man3GlcNAc、Man6GlcNAc2およびMan7GlcNAc2構
造を有するLLOを特異的に合成することができる。その好ましい変形においては、前記宿
主細胞は、Alg11-型活性と脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ活性の両方を欠く突然変異体
である。より具体的には、前記細胞は、alg11および／またはその相同体と、脂質結合単
糖(LLM)フリッパーゼ活性をコードする1個以上の遺伝子の両方のノックアウト突然変異体
である。前記細胞は、主にMan3GlcNAc2構造を有するLLOを特異的に合成することができる
。本発明はまた、この細胞を作製する方法にも関する。
【０１５２】
　その別の好ましい変形においては、前記宿主細胞は、Alg11-型活性とβ-D-マンノシル
トランスフェラーゼ(DPM1)-型活性の両方を欠いている突然変異体である。より具体的に
は、前記細胞は、両遺伝子、alg11および／またはその相同体ならびにdpm1および／また
はその相同体に対するノックアウト突然変異体である。この細胞は、主にMan3GlcNAc2構
造を有するLLOを特異的に合成することができる。本発明はまた、この細胞を作製する方
法にも関する。
【０１５３】
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　別の特定の実施形態においては、前記宿主細胞は、Alg3型活性を欠いている突然変異体
である。より具体的には、前記細胞は、遺伝子alg3および／またはその相同体のノックア
ウト突然変異体である。より好ましい実施形態においては、前記宿主細胞は、Alg3-型活
性とAlg11-型活性の両方を欠いている突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、
両遺伝子、alg3およびalg11、ならびにその任意の相同体のノックアウト突然変異体であ
る。この細胞は、Man3GlcNAc2構造を有するLLOを特異的に合成することができる。本発明
はまた、この細胞を作製する方法にも関する。
【０１５４】
　上記で特性評価された実施形態の好ましい変形においては、少なくとも1種のゴルジ体
局在性マンノシルトランスフェラーゼ活性を欠くか、またはそれが減少するか、もしくは
枯渇するように、前記宿主細胞をさらに改変または遺伝子操作する。本発明はまた、この
細胞を作製する方法にも関する。
【０１５５】
POT活性を発現する宿主細胞-複合系
　本発明の特に好ましい実施形態は、好ましくは、異種性の、および／または改変された
オリゴサッカリルトランスフェラーゼ(OSTまたはOT)の発現に関する。オリゴサッカリル
トランスフェラーゼは、グリコシルトランスフェラーゼである。それはLLOのオリゴ糖を
新生タンパク質に移動させる膜タンパク質またはタンパク質複合体である。野生型細胞に
おいては、LLOフリッパーゼの基質のGlc3Man9GlcNAc2構造を、糖鎖付加されるであろうタ
ンパク質のアスパラギン(Asn)残基に移し、結合させるであろう。OTにより触媒される反
応は、N-結合糖鎖付加経路における中心的な工程である。
【０１５６】
　酵母および脊椎動物のOTは、7もしくは8個のサブユニット(酵母においては、Ost1p、Os
t2p、Ost3p/Ost6p、Ost4p、Ost5p、Stt3p、Wbp1p、およびSwp1p; 哺乳動物細胞において
は、リボフォリンI、DAD1、N33/IAP、OST4、Stt3A/Stt3B、Ost48、およびリボフォリンII
)からなる複雑なヘテロオリゴマータンパク質である。酵母または脊椎動物の多タンパク
質複合体とは対照的に、3もしくは4個の完全なパラログがコードされる触媒Stt3サブユニ
ットのみを含むトリパノソーマ種およびリーシュマニア種以外の原生動物のゲノムは、2
～4個のサブユニットを有する。原生動物のオリゴサッカリルトランスフェラーゼ(POT)は
、様々な脂質結合オリゴ糖構造に対するその特異性において、酵母および脊椎動物のOTと
異なる。
【０１５７】
　理論に束縛されることを望むものではないが、内因性オリゴサッカリルトランスフェラ
ーゼは、野生型細胞のERにとって典型的である高マンノースグリカン構造を有するLLOを
移動させるのに高度に特殊化されているのかもしれない。かくして、内因性オリゴサッカ
リルトランスフェラーゼは、Glc3Man9GlcNAc2構造を有するLLOを移動させるのに高度に特
殊化されているかもしれない。本発明に従う宿主細胞においては、マンノシル化はERにお
いて抑制されており、改変された細胞は主にMan1-3GlcNAc2構造を有するLLOを産生する。
酵母ドリチル-ジホスホオリゴ糖-タンパク質グリコトランスフェラーゼ(サブユニット；W
bp1、Ost1、Ost2、Ost3、Ost4、Ost5、Ost6、Swp1、Stt3p)などの内因性オリゴサッカリ
ルトランスフェラーゼは、そのような低マンノースLLOに対する低い活性を有し得る。例
えば、酵母OT(図1を参照)は、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、Man3GlcNAc2、Man4GlcNAc2ま
たはMan5GlcNAc2構造を有するLLOに対する低い活性を有すると予想される。理論に束縛さ
れることを望むものではないが、低マンノースグリカンの新生タンパク質への移動は、た
とえあったとしても非常に限られた速度で起こるため、内因性オリゴサッカリルトランス
フェラーゼ活性の存在は、速度制限工程を課し、糖鎖付加カスケードにおける「ボトルネ
ック」を引き起こし得る。
【０１５８】
　かくして、さらなる態様において、本発明は、1種以上の改変されたか、または好まし
くは異種性のオリゴサッカリルトランスフェラーゼ、および特に、1種以上のこれらの改
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変された、または好ましくは異種性のオリゴサッカリルトランスフェラーゼを発現するか
、または過剰発現する細胞をさらに提供する。あるいは、またはさらに、オリゴサッカリ
ルトランスフェラーゼ活性がGlc3Man9GlcNAc2をタンパク質に選択的に移動させないが、G
lc3Man9GlcNAc2以外のオリゴ糖、好ましくは、1～9個のマンノース残基を有するオリゴ糖
、最も好ましくは、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2、および／またはMan3GlcNAc2をタンパク
質に移動させることもできることを特徴とする、1種以上の、改変された、または好まし
くは異種性のオリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性を発現するか、または含むように
改変または遺伝子操作された、本発明に従う宿主細胞が提供される。換言すれば、本発明
は、タンパク質に移動される様々な型のグリカン構造に対する「緩い」特異性を示す、少
なくとも1種のER局在性オリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性を有する宿主細胞を提
供する。特に、そのような活性を、本明細書では「POT様活性」または「POT活性」と呼ぶ
。
【０１５９】
　特定の実施形態においては、低マンノース構造、特に、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2また
はMan3GlcNAc2を移動させるかなりの活性を示す、原生動物のオリゴサッカリルトランス
フェラーゼ(POT)を、本発明の宿主細胞における使用のために提供する。
【０１６０】
　より好ましい変形においては、POTは、原生動物、特に、限定されるものではないが、
トキソプラズマ種、リーシュマニア種およびトリパノソーマ種から選択される原生動物の
酵母オリゴサッカリルトランスフェラーゼのStt3サブユニットの相同体である。原生動物
を、好ましくは、限定されるものではないが、トキソプラズマ・ゴンジ(Toxoplasma gond
ii) (Tg)、リーシュマニア・メジャー(Leishmania major) (Lm); リーシュマニア・イン
ファンタム(Leishmania infantum) (Li)、リーシュマニア・ブラジリエンシス(Leishmani
a braziliensis) (Lb)、リーシュマニア・メキシカーナ(Leishmania mexicana) (Lmx)、
リーシュマニア・ドノバニ(Leishmania donovani) (Ld)、リーシュマニア・グヤネンシス
(Leishmania guyanensis) (Lg)、リーシュマニア・トロピカ(Leishmania tropica) (Lt)
、トリパノソーマ・クルージ(Trypanosoma cruzi) (Tc)、およびトリパノソーマ・ブルセ
イ(Trypanosoma brucei) (Tb)から選択する。特定の実施形態においては、POTを、1種以
上のパラログ：トリパノソーマ・ブルセイのTbStt3BpおよびTbStt3Cp; リーシュマニア・
インファンタムのLiStt3-1、LiStt3-2、およびLiStt3-3; リーシュマニア・ブラジリエン
シスのLbStt3-1、LbStt3-2、およびLbStt3-3; ならびにリーシュマニア・メジャーのLmSt
t3A、LmStt3B、LmStt3C、およびLmStt3D、ならびにその相同体から選択する。別の実施形
態においては、POTを、トリパノソーマ・ブルセイのTbStt3BpおよびTbStt3Cp、ならびに
リーシュマニア・メジャーのLmStt3Ap、LmStt3Bp、およびLmStt3Dpのうちの1種以上から
選択する。
【０１６１】
　かくして、本発明はまた、1種以上のPOTをコードする1種以上の核酸を含む、本発明に
従う宿主細胞にも関する。POTまたはPOT様活性を発現させるためのプロモーターは、その
活性が発現される細胞に関して内因性である、内因性プロモーターであってよい。このプ
ロモーターは、1コピー以上の核酸分子の過剰発現を与えることができる。
【０１６２】
　ADH、TefまたはGPDなどのプロモーターを、酵母におけるPOTまたはPOT様活性の発現の
ために用いることができる。好ましい実施形態においては、POTまたはPOT様活性をコード
する遺伝子は、好ましくは過剰発現を誘導する高コピー数プラスミド上にある。好ましい
実施形態においては、前記分子は、低コピー数プラスミドまたは1コピーの染色体組込み
からの発現と比較した場合、2倍、より好ましくは5倍、10倍、20倍、50倍、100倍、200倍
、500倍、1000倍、および最も好ましくは2000倍以上過剰発現される。POTまたはPOT様活
性を発現させるためのプロモーターは、例えば、高コピー数プラスミド上のadh、Tefまた
はgpdであってよい。
【０１６３】
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　本発明はまた、これらの細胞を作製する方法にも関する。
【０１６４】
LLMノックアウト-POT複合系
　本発明は、以下で「複合系」と呼ばれる改変された、または遺伝子操作された宿主細胞
を提供する。本発明の複合系とは、低マンノースグリカン構造を有するLLOを特異的に合
成することができ、低マンノースグリカンをこの細胞中の1種以上の新生タンパク質に移
動させる宿主細胞であって、
(i)特に、少なくとも1種の器官局在性マンノシルトランスフェラーゼおよび必要に応じて
、本明細書により詳細に記載される脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼをノックアウトする
ことにより達成された、細胞内器官において、低マンノースグリカン構造、特に、Man1Gl
cNAc2、Man2GlcNAc2もしくはMan3GlcNAc2を有するLLOを合成するように改変された前記細
胞；ならびに
(ii)特に、内因性OTの基質特異性と比較して、新生タンパク質に移動させる低マンノース
グリカン構造に対する緩い基質特異性を示す、外因性／異種性オリゴサッカリルトランス
フェラーゼであって、原生動物のオリゴサッカリルトランスフェラーゼ(POT)である前記
オリゴサッカリルトランスフェラーゼを発現するようにさらに改変された前記細胞、
を指す。
【０１６５】
　特定の実施形態においては、新生タンパク質に移動させる低マンノースグリカン構造に
対する緩い基質特異性を示す、オリゴサッカリルトランスフェラーゼは、原生動物のオリ
ゴサッカリルトランスフェラーゼ(POT)である。特定の実施形態においては、本発明に従
う宿主細胞中で発現させるか、または過剰発現させるPOTは、リーシュマニア・メジャー
のパラログLmStt3Aまたはその構造相同体である。別の特定の実施形態においては、本発
明に従う宿主細胞中で発現させるか、または過剰発現させるPOTは、リーシュマニア・メ
ジャーのパラログLmStt3Cまたはその構造相同体である。別の特定の実施形態においては
、本発明に従う宿主細胞中で発現させるか、または過剰発現させるPOTは、リーシュマニ
ア・メジャーのパラログLmStt3Dまたはその構造相同体である。
【０１６６】
　別の特定の実施形態においては、本発明に従う宿主細胞中で発現させるか、または過剰
発現させるPOTは、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-1またはその構
造相同体である。本発明に従う宿主細胞中で発現させるか、または過剰発現させるPOTは
、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-2またはその構造相同体であって
もよい。別の特定の実施形態においては、本発明に従う宿主細胞中で発現させるか、また
は過剰発現させるPOTは、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-3または
その構造相同体である。
【０１６７】
　別の特定の実施形態においては、本発明に従う宿主細胞中で発現させるか、または過剰
発現させるPOTは、リーシュマニア・インファンタムのパラログLiStt3-1またはその構造
相同体である。別の特定の実施形態においては、本発明に従う宿主細胞中で発現させるか
、または過剰発現させるPOTは、リーシュマニア・インファンタムのパラログLiStt3-2ま
たはその構造相同体である。本発明に従う宿主細胞中で発現させるか、または過剰発現さ
せるPOTは、リーシュマニア・インファンタムのパラログLiStt3-3またはその構造相同体
である。
【０１６８】
　さらに別の特定の実施形態においては、本発明に従う宿主細胞中で発現させるか、また
は過剰発現させるPOTは、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3Aまたはその構造相
同体である。別の特定の実施形態においては、本発明に従う宿主細胞中で発現させるか、
または過剰発現させるPOTは、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3Bまたはその構
造相同体である。別の特定の実施形態においては、本発明に従う宿主細胞中で発現させる
か、または過剰発現させるPOTは、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3Cまたはそ
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の構造相同体である。
【０１６９】
　本発明の特定の実施形態においては、特に、1種以上の上記で特性評価されたPOTなどの
低マンノースグリカン構造に対する緩い基質特異性を有する1種以上のPOTの発現のための
発現カセットまたはその機能的類似体が提供される。この発現カセットは、上記で同定さ
れたPOTから選択される、低マンノースグリカン構造に対する緩い基質特異性を有するオ
リゴサッカリルトランスフェラーゼをコードする1コピー以上の核酸分子の1つを含む。
【０１７０】
　その特定の変形においては、上記で特性評価された1種以上のPOTをコードする1コピー
以上の核酸分子を含む、真核宿主細胞の形質転換のためのベクターも提供される。前記ベ
クター中の核酸配列を、発現制御配列に機能し得る形で連結することができる。好ましく
は、1種以上の前記核酸分子は、プロモーターをコードする核酸分子とターミネーターを
コードする核酸分子のうちの少なくとも一方と共に存在する。POT活性を発現させるため
のプロモーターは、例えば、高コピー数プラスミド上のADH、TefまたはGPDであってもよ
い。
【０１７１】
　より好ましい実施形態においては、本発明は、リーシュマニア・メジャーのパラログLm
Stt3Dまたはその構造相同体を発現するトランスジェニック突然変異細胞を提供する。そ
の特定の変形においては、LmStt3Dを、低コピーベクター中、前記細胞中で発現させる。
別の特定の変形においては、LmStt3Dを、高コピーベクター中、前記細胞中で発現させる
。
【０１７２】
　別の好ましい実施形態においては、提供される細胞は、リーシュマニア・ブラジリエン
シスのパラログLbStt3-3またはその構造相同体を発現する。その特定の変形においては、
LbStt3-3を、低コピーベクター中、前記細胞中で発現させる。別の特定の変形においては
、LbStt3-3を、高コピーベクター中、前記細胞中で発現させる。
【０１７３】
　別の好ましい実施形態においては、提供される細胞は、リーシュマニア・ブラジリエン
シスのパラログLbStt3-1またはその構造相同体を発現する。その特定の変形においては、
LbStt3-1を、高コピーベクター中、前記細胞中で発現させる。
【０１７４】
　別の好ましい実施形態においては、提供される細胞は、リーシュマニア・インファンタ
ムのパラログLiStt3-2またはその構造相同体を発現する。その特定の変形においては、Li
Stt3-2を、高コピーベクター中、前記細胞中で発現させる。
【０１７５】
　さらに別の好ましい実施形態においては、提供される細胞は、トリパノソーマ・ブルセ
イのパラログTbStt3Bまたはその構造相同体を発現する。その特定の変形においては、TbS
tt3Bを、高コピーベクター中、前記細胞中で発現させる。
【０１７６】
　さらに別の好ましい実施形態においては、提供される細胞は、トリパノソーマ・ブルセ
イのパラログTbStt3Cまたはその構造相同体を発現する。その特定の変形においては、TbS
tt3Cを、高コピーベクター中、前記細胞中で発現させる。
【０１７７】
　複合系の特定の実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg2-型活性を欠いて
いる、および(ii)POT活性を発現または過剰発現する突然変異体である。より具体的には
、前記細胞は、(i)alg2および／またはalg2相同体のノックアウト突然変異体であり、(ii
)1種以上の上記で同定されたPOT活性を発現する。本発明はまた、この細胞を作製する方
法にも関する。
【０１７８】
　複合系の特定の実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg11-型活性を欠い
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ている、および(ii)POT活性を発現または過剰発現する突然変異体である。より具体的に
は、前記細胞は、(i)alg11および／またはalg11相同体のノックアウト突然変異体であり
、(ii)1種以上の上記で同定されたPOT活性を発現または過剰発現する。好ましい実施形態
においては、本発明は、リーシュマニア・メジャーのパラログLmStt3Dを発現するalg11お
よび／またはalg11相同体のノックアウト突然変異体を提供する。その特定の変形におい
ては、LmStt3Dを、低コピーベクター中で発現させる。別の好ましい実施形態においては
、この突然変異細胞は、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-3を発現す
る。その特定の変形においては、LbStt3-3を、低コピーベクター中で発現させる。その特
定の変形においては、LbStt3-3を、低コピーベクター中で発現させる。本発明はまた、こ
れらの細胞を作製する方法にも関する。
【０１７９】
　複合系の別の特定の実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg3-型活性とAl
g11-型活性の両方を欠いている、および(ii)POT活性を発現または過剰発現する突然変異
体である。より具体的には、前記細胞は、(i)alg3およびalg11の両方ならびに／またはそ
の任意の相同体のノックアウト突然変異体であり、(ii)1種以上の上記で同定されたPOT活
性を発現する。好ましい実施形態においては、本発明は、リーシュマニア・メジャーのパ
ラログLmStt3Dを発現する、alg3およびalg11の両方ならびに／またはその任意の相同体の
ノックアウト突然変異体を提供する。その特定の変形においては、LmStt3Dを低コピーベ
クター中で発現させる。別の好ましい実施形態においては、この突然変異細胞は、リーシ
ュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-3を発現する。その特定の変形においては
、LbStt3-3を、低コピーベクター中で発現させる。さらに別の好ましい実施形態において
は、この突然変異細胞は、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3BまたはTbStt3Cを
発現する。その特定の変形においては、TbStt3BまたはTbStt3Cを、高コピーベクター中で
発現させる。本発明はまた、これらの細胞を作製する方法にも関する。
【０１８０】
　複合系の別の特定の実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg11-型活性と
脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼ活性の両方を欠いている、および(ii)POT活性を発現また
は過剰発現する突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、(i)alg11および／また
はalg11相同体ならびに脂質結合単糖(LLM)フリッパーゼをコードする1個以上の遺伝子の
相同体の両方のノックアウト突然変異体であり、(ii)1種以上の上記で同定されたPOT活性
を発現する。本発明はまた、これらの細胞を作製する方法にも関する。
【０１８１】
　複合系のさらに別の特定の実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg11-型
活性とβ-D-マンノシルトランスフェラーゼ(DPM1)-型活性の両方を欠いている、および(i
i)POT活性を発現または過剰発現する突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、(
i)alg11および／もしくはdpm1の両方ならびに／またはその相同体のノックアウト突然変
異体であり、(ii)1種以上の上記で同定されたPOT活性を発現する。本発明はまた、これら
の細胞を作製する方法にも関する。
【０１８２】
　理論に束縛されることを望むものではないが、好ましい変形においては、内因性OTのた
めのノックアウト突然変異は必要ではない。しかしながら、好ましい変形においては、内
因性OTは、前記細胞中に存在しないか、または抑制されている。従って、内因性OTサブユ
ニットをコードする1個以上の遺伝子がノックアウトされた細胞が提供される。酵母細胞
を含む好ましい変形においては、内因性オリゴサッカリルトランスフェラーゼの前記少な
くとも1個のサブユニットを、Wbp1p、Ost1p、Ost2p、Ost3p、Ost4p、Ost5p、Ost6p、Swp1
p、およびStt3pからなる群より選択する。好ましい実施形態においては、前記細胞は、wb
p1およびstt3遺伝子のノックアウト突然変異体である。別の好ましい実施形態においては
、前記細胞は、ost1およびost2遺伝子のノックアウト突然変異体である。
【０１８３】
　特定の変形においては、前記宿主細胞は、Stt3pの突然変異体であり、より具体的には



(44) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40

50

、宿主細胞はstt3-7対立遺伝子の温度感受性表現型を有する、酵母株YG543である(Spirig
ら、Mol. Gen. Genet. 256, p. 628-637, 1997)。
【０１８４】
LLMノックアウト-LLOフリッパーゼ-POT複合系
　別の態様に従えば、本発明は、低マンノースグリカン構造を有するLLOを特異的に合成
することができる宿主細胞であって、低マンノースグリカンを、この細胞中で発現された
1種以上の新生タンパク質に移動させる前記細胞であって、
(i)低マンノースグリカン構造、特に、Man1GlcNAc2、Man2GlcNAc2もしくはMan3GlcNAc2を
有するLLOを細胞内器官中で合成するように改変され、特に、少なくとも1種の器官局在化
マンノシルトランスフェラーゼおよび必要に応じて、本明細書により詳細に記載される脂
質結合単糖(LLM)フリッパーゼをノックアウトすることにより達成された前記細胞；
(ii)本明細書により詳細に記載される低マンノースLLOに対する緩い特異性を有する新規L
LOフリッパーゼを発現するように改変された前記細胞；ならびに
(iii)好ましくは、原生動物のオリゴサッカリルトランスフェラーゼ(POT)であり、より特
には、上記で同定されたPOTから選択される、新生タンパク質に移動させる低マンノース
グリカン構造に対する緩い基質特異性を示すオリゴサッカリルトランスフェラーゼを発現
するようにさらに改変された前記細胞、
を提供する。
【０１８５】
　上記で特性評価された新規LLOフリッパーゼ活性と、POTなどの低マンノースグリカン構
造に対する緩い基質特異性を有するオリゴサッカリルトランスフェラーゼの両方の発現の
ための発現カセットまたはその機能的類似体が提供される。この発現カセットは、1コピ
ー以上の上記で特性評価された新規LLOフリッパーゼ活性をコードする核酸分子の1つと、
1コピー以上の上記で特性評価されたPOTなどの低マンノースグリカン構造に対する緩い基
質特異性を有するオリゴサッカリルトランスフェラーゼをコードする核酸分子の1つとを
含む。
【０１８６】
　その特定の変形においては、1コピー以上の上記で特性評価された核酸分子の1つまたは
1コピー以上の上記で特性評価された発現カセットとを含む、真核宿主細胞の形質転換の
ためのベクターも提供される。このベクター中の核酸配列を、発現制御配列に機能し得る
形で連結することができる。好ましくは、1種以上の前記核酸分子は、プロモーターをコ
ードする核酸分子とターミネーターをコードする核酸分子のうちの少なくとも一方と共に
存在する。POT活性を発現させるためのプロモーターは、例えば、高コピー数プラスミド
上のADH、TefまたはGPDであってよい。
【０１８７】
　新規LLOフリッパーゼ活性およびPOT活性を宿主細胞に付与するベクターに関する好まし
い実施形態を、図14に記載する。そのヌクレオチド配列を配列番号32に提供する。
【０１８８】
　本明細書で用いられる用語「flc2'から誘導された(flc2'に由来する)」は、flc2'の完
全な配列(配列番号1)を含む分子も包含し、好ましいさらなる変形においては、Flc2分子
の1個以上の膜貫通ドメインをコードするflc2'の1個以上の断片を含む分子を包含する。
本発明の特定かつ好ましい実施形態においては、前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン4(T
M4)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、または実質的にそれからな
る。その特定かつ好ましい実施形態においては、前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン3～
4(TM3-4)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、または実質的にそれか
らなる。
【０１８９】
　前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン1(TM1)またはその相同な機能的構造をコードする
断片を含むか、または実質的にそれからなってもよい。前記分子はまた、Flc2'の膜貫通
ドメイン2(TM3)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、または実質的に
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それからなってもよい。その特定かつ好ましい実施形態においては、前記分子は、Flc2'
の膜貫通ドメイン1～2(TM1-2)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、
または実質的にそれからなる。別の実施形態においては、前記分子は、Flc2'の膜貫通ド
メイン2～4(TM2-4)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含むか、または実質
的にそれからなる。
【０１９０】
　前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン3(TM3)またはその相同な機能的構造をコードする
断片を含むか、または実質的にそれからなってもよい。その特定の実施形態においては、
前記分子は、Flc2'の膜貫通ドメイン1～3(TM1-3)またはその相同な機能的構造をコードす
る断片を含むか、または実質的にそれからなる。別の実施形態においては、前記分子は、
Flc2'の膜貫通ドメイン2～3(TM2-3)またはその相同な機能的構造をコードする断片を含む
か、または実質的にそれからなる。
【０１９１】
　前記複合系の特定の実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg2-型活性を欠
いている；(ii)本発明に従う新規LLOフリッパーゼ活性を発現する；および(iii)POT活性
を発現する突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、(i)alg2および／もしくはa
lg2相同体のノックアウト突然変異体である；(ii)LLOフリッパーゼ活性を付与する1個以
上の核酸分子を発現する；ならびに(iii)1種以上の上記で同定されたPOT活性を発現する
。より特定の実施形態においては、前記細胞は、新規LLOフリッパーゼ活性を付与する、
上記でより詳細に記載されたflc2'から誘導された1種以上の核酸分子を発現する。別の変
形においては、前記細胞は、LLOフリッパーゼ活性を付与する、上記のrft1から誘導され
た1種以上の核酸分子を発現する。この細胞は、Man1GlcNAc2およびMan2GlcNAc2構造を有
するLLOを特異的に合成し、この構造を新生タンパク質に移動させることができる。本発
明はまた、この細胞を作製する方法にも関する。
【０１９２】
　別の好ましい実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg11-型活性を欠いて
いる；(ii)本発明に従う新規LLOフリッパーゼ活性を発現する；および(iii)POT活性を発
現する突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、(i)alg11および／もしくはalg1
1相同体のノックアウト突然変異体である；(ii)LLOフリッパーゼ活性を付与する1個以上
の核酸分子を発現する；ならびに(iii)1種以上の上記で同定されたPOT活性を発現する。
より特定の実施形態においては、前記細胞は、新規LLOフリッパーゼ活性を付与する、上
記でより詳細に記載されたflc2'から誘導された1種以上の核酸分子を発現する。別の変形
においては、前記細胞は、LLOフリッパーゼ活性を付与する、上記のrft1から誘導された1
種以上の核酸分子を発現する。この細胞は、Man3GlcNAcおよびMan6GlcNAc2、Man7GlcNAc2
および／またはMan8GlcNAc2構造を有するLLOを特異的に合成し、この構造を新生タンパク
質に移動させることができる。本発明はまた、この細胞を作製する方法にも関する。
【０１９３】
　最も好ましい実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg3-型活性とAlg11-型
活性の両方を欠いている；(ii)本発明に従う新規LLOフリッパーゼ活性を発現する；およ
び(iii)POT活性を発現する突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、(i)alg3お
よび／もしくはalg11、またはその任意の相同体の両方のノックアウト突然変異体である
；(ii)LLOフリッパーゼ活性を付与する1個以上の核酸分子を発現する；ならびに(iii)1種
以上の上記で同定されたPOT活性を発現する。より特定の実施形態においては、前記細胞
は、新規LLOフリッパーゼ活性を付与する、上記でより詳細に記載されたflc2'から誘導さ
れた1種以上の核酸分子を発現する。別の変形においては、前記細胞は、LLOフリッパーゼ
活性を付与する、上記のrft1から誘導された1種以上の核酸分子を発現する。この細胞は
、Man3GlcNAc2構造を有するLLOを特異的に合成し、この構造を新生タンパク質に移動させ
ることができる。本発明に従う好ましい突然変異細胞は、リーシュマニア・メジャーのパ
ラログLmStt3Dを発現する。その特定の変形においては、LmStt3Dを低コピーベクター中で
発現させる。別の好ましい実施形態においては、この突然変異細胞は、リーシュマニア・
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ブラジリエンシスのパラログLbStt3-3を発現する。その特定の変形においては、LbStt3-3
を低コピーベクター中で発現させる。さらに別の好ましい実施形態においては、この突然
変異細胞は、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3BまたはTbStt3Cを発現する。そ
の特定の変形においては、TbStt3BまたはTbStt3Cを、高コピーベクター中で発現させる。
本発明はまた、これらの細胞を作製する方法にも関する。
【０１９４】
　別の好ましい実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg11-型活性と、脂質
結合単糖(LLM)フリッパーゼ活性の両方を欠いている；(ii)本発明に従う新規LLOフリッパ
ーゼ活性を発現する；および(iii)POT活性を発現する突然変異体である。より具体的には
、前記細胞は、(i)alg11および／もしくはその相同体と、脂質結合単糖(LLM)フリッパー
ゼ活性をコードする1個以上の遺伝子の両方のノックアウト突然変異体である；(ii)LLOフ
リッパーゼ活性を付与する1個以上の核酸分子を発現する；ならびに(iii)1種以上の上記
で同定されたPOT活性を発現する。より特定の実施形態においては、前記細胞は、新規LLO
フリッパーゼ活性を付与する、上記でより詳細に記載されたflc2'から誘導された1種以上
の核酸分子を発現する。あるいは、またはさらに、前記細胞は、LLOフリッパーゼ活性を
付与する、上記のrft1から誘導された1種以上の核酸分子を発現する。本発明に従う好ま
しい突然変異細胞は、リーシュマニア・メジャーのパラログLmStt3Dを発現する。その特
定の変形においては、LmStt3Dを低コピーベクター中で発現させる。別の好ましい実施形
態においては、この突然変異細胞は、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbSt
t3-3を発現する。その特定の変形においては、LbStt3-3を低コピーベクター中で発現させ
る。さらに別の好ましい実施形態においては、この突然変異細胞は、トリパノソーマ・ブ
ルセイのパラログTbStt3BまたはTbStt3Cを発現する。その特定の変形においては、TbStt3
BまたはTbStt3Cを、高コピーベクター中で発現させる。本発明はまた、これらの細胞を作
製する方法にも関する。この細胞は、Man3GlcNAc2構造を有するLLOを特異的に合成し、こ
の構造を新生タンパク質に移動させることができる。本発明はまた、この細胞を作製する
方法にも関する。
【０１９５】
　さらに別の好ましい実施形態においては、前記細胞は、(i)少なくともAlg11-型活性と
、β-D-マンノシルトランスフェラーゼ(DPM-1)型活性の両方を欠いている；(ii)本発明に
従う新規LLOフリッパーゼ活性を発現する；および(iii)POT活性を発現する突然変異体で
ある。より具体的には、前記細胞は、(i)alg11および／もしくはdpm1および／もしくはそ
の相同体の両方のノックアウト突然変異体である；(ii)LLOフリッパーゼ活性を付与する1
個以上の核酸分子を発現する；ならびに(iii)1種以上の上記で同定されたPOT活性を発現
する。より特定の実施形態においては、前記細胞は、新規LLOフリッパーゼ活性を付与す
る、上記でより詳細に記載されたflc2'から誘導された1種以上の核酸分子を発現する。あ
るいは、またはさらに、前記細胞は、LLOフリッパーゼ活性を付与する、上記のrft1から
誘導された1種以上の核酸分子を発現する。本発明に従う好ましい突然変異細胞は、リー
シュマニア・メジャーのパラログLmStt3Dを発現する。その特定の変形においては、LmStt
3Dを低コピーベクター中で発現させる。別の好ましい実施形態においては、この突然変異
細胞は、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-3を発現する。その特定の
変形においては、LbStt3-3を低コピーベクター中で発現させる。さらに別の好ましい実施
形態においては、この突然変異細胞は、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3Bま
たはTbStt3Cを発現する。その特定の変形においては、TbStt3BまたはTbStt3Cを、高コピ
ーベクター中で発現させる。本発明はまた、これらの細胞を作製する方法にも関する。こ
の細胞は、主にMan3GlcNAc2構造を有するLLOを特異的に合成し、この構造を新生タンパク
質に移動させることができる。本発明はまた、この細胞を作製する方法にも関する。
【０１９６】
　特に、内因性OTサブユニットをコードする1個以上の遺伝子がノックアウトされた細胞
が提供される。酵母細胞を含む好ましい変形においては、内因性オリゴサッカリルトラン
スフェラーゼの少なくとも1個のサブユニットを、Wbp1p、Ost1p、Ost2p、Ost3p、Ost4p、



(47) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40

Ost5p、Ost6p、Swp1p、およびStt3pからなる群より選択する。好ましい実施形態において
は、前記細胞は、遺伝子wbp1およびstt3のノックアウト突然変異体である。別の好ましい
実施形態においては、前記細胞は遺伝子ost1およびost2のノックアウト突然変異体である
。
【０１９７】
　本発明のさらなる実施形態においては、上記の細胞のいずれか1種は、異種糖タンパク
質をコードする少なくとも1種の核酸をさらに含んでもよい。異種糖タンパク質を発現さ
せるためのプロモーターは、その活性が発現される細胞に関して内因性である内因性プロ
モーターであってよい。別の好ましい実施形態においては、前記プロモーターは、1コピ
ー以上の核酸分子の過剰発現を付与する、異種プロモーター、誘導性プロモーターまたは
構成的プロモーターである。これらの細胞は、主にMan1-3GlcNAc2構造を有するLLOを特異
的に合成し、この構造を前記異種タンパク質に移動させることができる。
【０１９８】
　理論に束縛されることを望むものではないが、上記で特定されたノックアウト欠失株は
、ER上で、またはER中で、低マンノースLLO、特に、Man3GlcNAc2を産生することのみを可
能にするべきであり、次いで、ER中のタンパク質に結合される。いくつかの状態において
は、さらなるマンノース残基がマンノシルトランスフェラーゼによりゴルジ装置中で後に
付加され、タンパク質上にMan4GlcNAc2およびMan5GlcNAc2構造をもたらし得る。望ましく
ないMan4GlcNAc2およびMan5GlcNAc2構造の量を減少させるために、本発明は、これを回避
するための尺度を提供する。好ましい尺度は、上記で詳細に説明された本発明の細胞のい
ずれか1種における、ゴルジ体局在性マンノシルトランスフェラーゼをコードする1種以上
の遺伝子の欠失である。
【０１９９】
　所望の低マンノシル化グリカンを、相同性もしくは異種性マンノシダーゼ活性を用いる
高マンノース(例えば、Man8GlcNAc2もしくはMan9GlcNAc2)または超マンノシル化糖型の除
去／切断により取得する本発明は、従来技術の以前の教示とは明確に対照的である。かく
して、好ましい実施形態においては、本発明は、有効なマンノシダーゼ活性を示さないか
、またはマンノシダーゼ活性を全く示さない細胞に関する。
【０２００】
改変されたゴルジ糖鎖付加を有する宿主細胞
　ERでのオリゴサッカリルトランスフェラーゼ活性の結果生じる主要な糖タンパク質を、
以下でより詳細に説明されるゴルジ体でのさらなる糖鎖付加にかけることができる。本発
明のさらに主要な態様は、本発明の宿主細胞中でのゴルジ体に基づく糖鎖付加の改変のた
めの手段および方法の提供である。上記でより詳細に説明されたERに基づく糖鎖付加の改
変および下記でより詳細に説明されるゴルジ体に基づく糖鎖付加の改変は連動する。本発
明は、有利には、ゴルジ体での続いて改変される糖鎖付加のための理想的な基質を形成す
る低マンノースグリカン構造を有する主要な糖タンパク質を提供する。
【０２０１】
ゴルジ体局在性マンノシルトランスフェラーゼ活性をさらに欠く宿主細胞
　好ましい実施形態においては、本発明の宿主細胞を、1種以上、少なくとも2種、好まし
くは少なくとも3種、少なくとも4種または少なくとも5種のゴルジ体局在性マンノシルト
ランスフェラーゼを欠くか、またはそれが減少もしくは枯渇するようにさらに改変または
遺伝子操作する。このマンノシルトランスフェラーゼを、好ましくは、Och1p、Mnn1p、Mn
n2p、Mnn4p、Mnn5p、Mnn9p、Mnn10p、およびMnn11p、ならびにその相同体から選択する(
表2を参照)。前記細胞は、好ましくは、och1、mnn1、mnn2、mnn4、mnn5、mnn9、mnn10、
およびmnn11遺伝子ならびにその相同体からなる群より選択される少なくとも1個の遺伝子
のノックアウト突然変異体である。相同体はまた、同じか、または関連する遺伝子ファミ
リーの他のメンバーも含む。
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【表２】

【０２０２】
　前記細胞は、och1、またはmnn1、mnn2、mnn4、mnn5、mnn9、mnn10、mnn11および／また
はその相同体の少なくとも1個の遺伝子のノックアウト突然変異体であってよい。前記細
胞はまた、ktr1、ktr2、ktr3、ktr4、ktr5、ktr6、ktr7および／またはその相同体の少な
くとも1個の遺伝子のノックアウト突然変異体であってもよい。前記細胞はまた、van1、v
rg4および／またはその相同体の少なくとも1個の遺伝子のノックアウト突然変異体であっ
てもよい。
【０２０３】
　好ましい実施形態においては、本発明の細胞、および特に上記で同定された複合系は、
少なくともOch1-型活性、より具体的には、α-1,6-マンノシルトランスフェラーゼをさら
に欠いている。より具体的には、前記細胞はさらに、och1に対するノックアウト突然変異
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体である。例えば、本発明の複合系を、ピチア・パストリスの超マンノシル化-マイナス(
Och1)突然変異株に基づいて遺伝子操作することができる。
【０２０４】
　好ましい実施形態においては、本発明の細胞、および特に上記で同定された複合系は、
mnn1遺伝子またはその相同体により付与される少なくともα-1,3-マンノシルトランスフ
ェラーゼ活性を欠いている。より具体的には、前記細胞は少なくともmnn1またはその相同
体に対するノックアウト突然変異体である。この細胞はまた、1個以上の上記で特性評価
されたマンノシルトランスフェラーゼ活性を欠いてもよく、特に、mnn9、mnn5、van1およ
びその相同体の1個以上から選択される、このマンノシルトランスフェラーゼ活性をコー
ドするこれらの遺伝子の1個以上のノックアウト突然変異体である。
【０２０５】
　好ましい実施形態においては、前記細胞は、少なくともAlg11-型活性、およびMnn1-型
活性を欠いている突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、少なくともalg11お
よびmnn1のノックアウト突然変異体である。その好ましい実施形態は、
(i)特に、本明細書で定義された1種以上の核酸分子によりコードされる少なくとも1種の
新規LLOフリッパーゼ活性を発現するように改変され、alg11もしくはその相同体に対する
ノックアウト突然変異体である、
(ii)少なくともmnn1もしくはその相同体に対するノックアウト突然変異体である、ならび
に
(iiia)上記で特性評価されたPOT活性の少なくとも1種をさらに発現するか、または過剰発
現する、ならびに、あるいは、またはさらに、
(iiib)上記で特性評価されたLLO活性の少なくとも1種をさらに発現するか、または過剰発
現する、
複合系である突然変異細胞、好ましくは酵母細胞である。
【０２０６】
　この細胞は、主にMan3GlcNAc2構造を有するLLOを特異的に合成し、この構造を新生タン
パク質に移動させることができる。本発明はまた、この細胞を作製する方法にも関する。
【０２０７】
　好ましい実施形態においては、前記細胞は、少なくともAlg3-型活性、Alg11-型活性、
およびMnn1-型活性を欠いている突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、少な
くともalg11、alg3およびmnn1のノックアウト突然変異体である。その好ましい実施形態
は、
(i)特に、本明細書で定義された1種以上の核酸分子によりコードされる少なくとも1種の
新規LLOフリッパーゼ活性を発現するように改変され、alg3およびalg11もしくはその相同
体に対するノックアウト突然変異体である、
(ii)少なくともmnn1もしくはその相同体に対するノックアウト突然変異体である、ならび
に
(iiia)上記で特性評価されたPOT活性の少なくとも1種をさらに発現するか、または過剰発
現する、ならびに、あるいは、またはさらに、
(iiib)上記で特性評価されたLLO活性の少なくとも1種をさらに発現するか、または過剰発
現する、
複合系である突然変異細胞、好ましくは酵母細胞である。
【０２０８】
　この細胞は、主にMan3GlcNAc2、Man6GlcNAc2、Man7GlcNAc2、またはMan8GlcNAc2構造を
有するLLOを特異的に合成し、この構造を新生タンパク質に移動させることができる。本
発明はまた、この細胞を作製する方法にも関する。
【０２０９】
　別の好ましい実施形態においては、前記細胞は、少なくともAlg11-型活性、DPM1-型活
性、およびMnn1-型活性を欠いている突然変異体である。より具体的には、前記細胞は、
少なくともalg11、dpm1、およびmnn1のノックアウト突然変異体である。その好ましい実
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施形態は、
(i)特に、本明細書で定義された1種以上の核酸分子によりコードされる少なくとも1種の
新規LLOフリッパーゼ活性を発現するように改変され、dpm1およびalg11もしくはその相同
体に対するノックアウト突然変異体である、
(ii)少なくともmnn1もしくはその相同体に対するノックアウト突然変異体である、ならび
に
(iiia)上記で特性評価されたPOT活性の少なくとも1種をさらに発現するか、または過剰発
現する、ならびに、あるいは、またはさらに、
(iiib)上記で特性評価されたLLO活性の少なくとも1種をさらに発現するか、または過剰発
現する、
複合系である突然変異細胞、好ましくは酵母細胞である。
【０２１０】
　特定の実施形態においては、これらの細胞は、新規LLOフリッパーゼ活性を付与する、
上記でより詳細に説明されたflc2'から誘導された1種以上の核酸分子を発現するか、また
は過剰発現する。あるいは、またはさらに、前記細胞は、LLOフリッパーゼ活性を付与す
る、上記のrft1から誘導された1種以上の核酸分子を発現する。
【０２１１】
　その特定の実施形態においては、これらの細胞は、リーシュマニア・メジャーのパラロ
グLmStt3Dを発現または過剰発現する。その特定の変形においては、LmStt3Dを低コピーベ
クター中で発現させる。別の好ましい実施形態においては、この突然変異細胞は、リーシ
ュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-3を発現する。その特定の変形においては
、LbStt3-3を低コピーベクター中で発現させる。さらに別の好ましい実施形態においては
、この突然変異細胞は、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3BまたはTbStt3Cを発
現する。その特定の変形においては、TbStt3BまたはTbStt3Cを高コピーベクター中で発現
させる。本発明はまた、これらの細胞を作製する方法にも関する。
【０２１２】
　その特定の実施形態においては、これらの細胞はまた、ost1およびost2ならびに／また
はwbp1およびstt3ならびに／または対応するその相同体のノックアウトによる、内因性OT
活性のノックアウト突然変異体でもある。
【０２１３】
異種グリコシルトランスフェラーゼの発現によるゴルジ体に基づく糖鎖付加の特異的制御
　以下でより詳細に説明するように、本発明の核酸分子またはポリアミノ酸分子の好まし
い実施形態を用いて、以下に特性評価される糖タンパク質または糖タンパク質組成物を産
生するように特殊化された改変宿主細胞を作製する。
【０２１４】
　本発明の細胞を、様々な真核生物間で有意に異なるゴルジ体内の糖鎖付加カスケードを
変化させ、かくして、糖タンパク質が、それらが発現され、そこから単離された細胞型に
応じてそのグリカン構造において異なるように、さらに遺伝子操作することができる。例
えば、下等真核生物は通常、高マンノースを含有するN-グリカンを産生する。従って、本
発明の別の課題は、例えば、ヒト細胞以外の細胞中のヒトグリカン構造などの、特定の型
のN-グリカン構造を有する糖タンパク質を産生するのに有用な細胞およびそれを産生する
ことができる方法を提供することである。従って、例えば、ヒトにおける糖タンパク質の
プロセッシングを模倣する、一連の酵素反応を前記細胞が実行することができるゴルジ体
糖鎖付加経路において、そのような細胞をさらに遺伝的に改変することができる。これら
の遺伝子操作された細胞中で発現された組換えタンパク質は、そのヒト対応物と、実質的
に同一ではなくても、より類似する糖タンパク質を得る。上記に例示したように、通常は
高マンノース含有N-グリカンを産生する下等真核細胞を用いる場合、前記細胞を、Man3Gl
cNAc2もしくはMan5GlcNAc2またはヒト糖鎖付加経路に沿った他の構造などのN-グリカンを
産生するように改変する。好ましい実施形態としては、限定されるものではないが、
GlcNAcMan3-5GlcNAc2、
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GlcNAc2Man3GlcNAc2、
GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング
Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2、
Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc、
Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング、
Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング、
NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2、
NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc、
NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング、
euAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング、
GlcNAc3Man3GlcNAc2、
Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2、
Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc、
NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2、および
NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc、
から選択される1個以上のグリカン構造を含む組換え糖タンパク質が挙げられる。
【０２１５】
　本明細書で用いられる、GlcNAcはN-アセチルグルコサミンであり、Galはガラクトース
であり、Fucはフコースであり、NeuAcはN-アセチルノイラミン酸またはシアル酸である。
好ましい実施形態においては、本明細書で用いられる全てのグリカン構造は、フコース(F
uc)の存在が特に例示されない限り、そのグリカン構造中にフコースを欠く。
【０２１６】
　本発明に従って、好ましくは、下等真核生物、特に、酵母などの菌類細胞の糖タンパク
質に特徴的な望ましくない高マンノース型構造を作る特定の酵素活性を欠く株の遺伝子操
作および／または選択により、これを達成する。好ましくは、活性が望まれる菌類などの
下等真核細胞中に存在する条件下で最適な活性を有するか、または最適な活性が達成され
る器官に標的化されるように選択された高マンノース型を作る酵素によって認識されない
グリカン構造を生成する異種活性を発現する宿主細胞、および遺伝子操作された真核生物
が「ヒト様」糖タンパク質を産生するのに必要とされる複数の異種酵素を発現するその組
合せを遺伝子操作することにより、これを達成する。
【０２１７】
　好ましい実施形態においては、本発明はまた、「ヒト様」N-グリカンを産生することが
できるゴルジ体中への1種以上の異種酵素活性の組込みにも関する。好ましい実施形態に
おいては、本発明は、ゴルジ体中に、少なくとも1種の異種グリコシルトランスフェラー
ゼ活性および／または表3、4および5に記載の活性群から選択される活性に関連する1種以
上のグリコシルトランスフェラーゼ活性を含む遺伝子操作された細胞を提供する。
【０２１８】
　ヒト様糖鎖は主に、N-アセチルグルコサミン、ガラクトース、フコースおよび／または
N-アセチルノイラミン酸を含む「複雑な」N-グリカン構造を特徴とする。ハムスターなど
の他の哺乳動物に由来するN-グリカン中に存在するN-グリコリルノイラミン酸などの他の
シアル酸は、ヒトには存在しない。また、末端結合したα-1-3-ガラクトースなどの特殊
なオリゴサッカリル結合は、げっ歯類には典型的であるが、ヒト細胞には存在しない。
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【表３】
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【表４】
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【表５】
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【０２１９】
　この遺伝子操作努力の主な目標は、工業的発酵プロセスにおける規定のヒト様グリカン
構造を有するタンパク質を実行することができる強固なタンパク質産生株を作製すること
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である。宿主(例えば、菌類)染色体への複数の遺伝子の組込みには、注意深い計画が必要
である。遺伝子操作された株を、様々な遺伝子により形質転換しなければならない可能性
が高く、これらの遺伝子を安定な様式で形質転換して、所望の活性が発酵プロセスを通し
て維持されることを確保しなければならないであろう。任意の組合せの酵素活性を、タン
パク質発現レベルで宿主細胞中に遺伝子操作しなければならないであろう。
【０２２０】
　DNA配列情報に関して、当業者であれば、GnT活性をコードするDNA分子をクローニング
することができるであろう。当業者にはよく知られた標準的な技術を用いて、1個以上のG
nTをコードする(またはその触媒的に活性な断片をコードする)核酸分子を、本発明の選択
された宿主細胞、例えば、本明細書に記載のピチア種、クルイベロミセス種、サッカロミ
セス種、ヤロウイア種およびアスペルギルス種などの菌類宿主において転写を駆動するこ
とができるプロモーターおよび他の発現制御配列の転写制御下で、好適な発現ベクター中
に挿入して、1種以上のこれらの哺乳動物GnT酵素を、ヒト様複合糖タンパク質の産生のた
めに選択された宿主細胞中で活発に発現させることができる。
【０２２１】
　遺伝子操作された株を、様々な糖鎖付加関連遺伝子で安定に形質転換して、所望の活性
が発酵プロセスを通して維持されることを確保することができる。以下の酵素活性の任意
の組合せを、発現宿主中に遺伝子操作しなければならないであろう。平行して、望ましく
ない糖鎖付加反応に関与するいくつかの宿主遺伝子を欠失させなければならないであろう
。
【０２２２】
　好ましい実施形態においては、異種糖鎖付加酵素をコードする遺伝子のサブセット、少
なくとも2個の遺伝子(ライブラリーとも呼ぶ)を、宿主生物中に形質転換し、最初に遺伝
子混合集団を得る。次いで、所望の糖鎖付加表現型を有する形質転換体を、混合集団から
選択する。好ましい実施形態においては、この宿主生物は下等真核生物であり、宿主糖鎖
付加経路を、1個以上のヒトもしくは動物の糖鎖付加酵素の安定な発現により改変し、ヒ
トグリカン構造と類似するか、または同一であるN-グリカンを得る。特に好ましい実施形
態においては、遺伝子のサブセットまたは「DNAライブラリー」は、糖鎖付加に関与する
様々な細胞位置、特に、ER、シスゴルジ体、中央ゴルジ体、またはトランスゴルジ体のた
めの標的化配列を有する糖鎖付加酵素の融合物をコードする遺伝子構築物を含む。
【０２２３】
　いくつかの場合、DNAライブラリーを、存在するか、または野生型遺伝子から直接集合
させることができる。しかしながら、好ましい実施形態においては、DNAライブラリーを
、1個以上のサブライブラリーの融合物から集合させる。サブライブラリーのインフレー
ム連結により、有用な標的化糖鎖付加活性をコードする多数の新規遺伝子構築物を作製す
ることができる。例えば、1つの有用なサブライブラリーとしては、本明細書の以後に記
載される任意の組合せの酵素および酵素活性をコードするDNA配列が挙げられる。
【０２２４】
　好ましくは、前記酵素は、ヒト起源のものであるが、他の真核生物または原核生物の酵
素、より具体的には、哺乳動物、原生動物、植物、細菌または菌類の酵素も有用である。
好ましい実施形態においては、遺伝子をトランケートして、酵素の触媒ドメインをコード
する断片を得る。次いで、内因性標的化配列を除去することにより、酵素を他の細胞位置
に再指向させ、そこで発現させることができる。そのような触媒ドメインの選択を、触媒
ドメインが続いて活性となる特定の環境に関する知識によって誘導することができる。別
の有用なサブライブラリーとしては、ER、ゴルジ体またはトランスゴルジネットワーク内
の特定の場所にタンパク質を局在化させるシグナルペプチドをコードするDNA配列が挙げ
られる。これらのシグナル配列を、宿主生物ならびに他の関連するか、または関連しない
生物から選択することができる。典型的なERまたはゴルジ体の膜結合タンパク質としては
、例えば、細胞質尾部(ct)、膜貫通ドメイン(tmd)、およびステム領域(sr)をコードするN
-末端配列が挙げられる。ct、tmdおよびsr配列は、十分に個別に、または組み合わさって
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、タンパク質を器官の内部(内腔)膜に固定する。従って、シグナル配列のサブライブラリ
ーの好ましい実施形態は、これらのタンパク質に由来するct、tmd、および／またはsr配
列を含む。いくつかの場合、変化する長さのsr配列を含むサブライブラリーを提供するこ
とが望ましい。これを、細胞質領域をコードするDNAの5'末端に結合するプライマーを用
い、ステム領域の様々な部分に結合する一連の反対向きのプライマーを用いるPCRにより
達成することができる。シグナル配列のさらに他の有用な起源としては、回収シグナルペ
プチドが挙げられる。
【０２２５】
　オープンリーディングフレーム配列に加えて、一般的には、各ライブラリー構築物に、
そのようなプロモーター、転写ターミネーター、エンハンサー、リボソーム結合部位、お
よび宿主生物中への形質転換の際に遺伝子の効率的な転写および翻訳を確保するのに必要
であってよい他の機能的配列を提供することが好ましい。
【０２２６】
　かくして、これに従えば、本発明はさらに、表3、4および5に示され、好ましくは、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼもしくはN-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼI (GnTI);
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼもしくはN-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ II (GnTII);
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼも
しくはN-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ III (GnTIII);
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼもしくはN-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ IV (GnTIV);
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,6-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼもしくはN-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼV (GnTV); 
α-1,6-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼも
しくはN-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼVI (GnTVI);
β-N-アセチルグルコサミニルグリコペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼも
しくはガラクトシルトランスフェラーゼ (GalT);
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼもしくはフコシルトランスフェラーゼ (FucT); 
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼもしくはシアリルトランスフェラー
ゼ (ST)
からなるゴルジ体に基づく異種酵素群より選択される、少なくとも1個の好ましくは異種
酵素またはその触媒ドメインを発現するようにさらに遺伝子操作または改変された本明細
書に記載の本発明に従う宿主細胞に関する。
【０２２７】
　これらの酵素活性を、UDP-GlcNAcトランスフェラーゼ；UDP-GlcNAc輸送因子；UDP-ガラ
クトシルトランスフェラーゼ；UDP-ガラクトース輸送因子；GDP-フコシルトランスフェラ
ーゼ；GDP-フコース輸送因子；CMP-シアリルトランスフェラーゼ；CMP-シアル酸輸送因子
；およびヌクレオチドジホスファターゼのうちの1種以上の活性によりさらに支援するこ
とができる。
【０２２８】
　本明細書に記載の少なくとも1種の酵素または触媒ドメインが、細胞内の膜または器官
のための少なくとも局在化配列を含むことは言うまでもない。好ましい実施形態において
は、その細胞内の膜または器官はゴルジ体である。
【０２２９】
　その好ましい変形においては、N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼV(GnTV)
および／またはN-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼVI(GnTVI)は、改変された
細胞中に存在しないか、またはその中で欠損している。これらの変形においては、これら
の2種の酵素活性の一方または両方により触媒される改変は必要ではないか、またはゴル
ジ体に基づく改変から排除される。
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【０２３０】
GlcNAcMan3-5GlcNAc2構造の合成に関する実施形態
　好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、マンノシル(α-1,3-)-糖タンパ
ク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-
型転写物から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の
酵素活性を示す。
【０２３１】
　この細胞はまた、UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写
物から選択される好ましくは異種性の酵素活性をも含む。
【０２３２】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも両方またはそれのみを含む。
【０２３３】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1およ
びslc35A3ならびに／またはその相同体のうちの1種以上を発現する。
【０２３４】
　この細胞は特に、GlcNAcMan3-5GlcNAc2構造を有するN-グリカンを産生することができ
る。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように
特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくはこの細胞
により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好ましくは単離
された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによるその糖タ
ンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２３５】
GlcNAc2Man3GlcNAc2構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；および
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)型活性、特に、Mgat2-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２３６】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２３７】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、およびslc35A3ならびに／またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２３８】
　この細胞は特に、GlcNAcMan3GlcNAc2構造を有するN-グリカンを産生することができる
。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように特
異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくはこの細胞に
より産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好ましくは単離さ
れた糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによるその糖タン
パク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２３９】
GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティングの合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
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UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；および
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(Gn
TIII)、特に、Mgat3-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２４０】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２４１】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、mgat3およびslc35A3ならびに／またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２４２】
　この細胞は特に、GlcNAc2Man3GlcNAc2-バイセクティング構造を有するN-グリカンを産
生することができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質
を産生するように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好
ましくはこの細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する
、好ましくは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いるこ
とによるその糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２４３】
Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；および
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２４４】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２４５】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、mgat3、b4galt1およびslc35a2ならびに／またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２４６】
　この細胞は特に、Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2構造を有するN-グリカンを産生することがで
きる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生するよう
に特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくはこの細
胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好ましくは単
離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによるその糖
タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２４７】
Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
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ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；および
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；および
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２４８】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２４９】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、slc35a3、mgat3、b4galt1、slc35a2、gmds、tsta3、slc35c1およびfut8ならびに／
またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２５０】
　この細胞は特に、Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc構造を有するN-グリカンを産生すること
ができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生する
ように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくはこ
の細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好ましく
は単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによるそ
の糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２５１】
Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(Gn
TIII)、特に、Mgat3-型転写物、
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；および
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２５２】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２５３】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、mgat3、slc35a3、b4galt1、およびslc35a2ならびに／またはその相同体の1種以上を
発現する。
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【０２５４】
　この細胞は特に、Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング構造を有するN-グリカン
を産生することができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパ
ク質を産生するように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた
、好ましくはこの細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有
する、好ましくは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用い
ることによるその糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２５５】
Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(Gn
TIII)、特に、Mgat3-型転写物、
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；および
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２５６】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２５７】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、mgat3、slc35a3、b4galt1、slc35a2、gmds、tsta3、slc35c1およびfut8ならびに／
またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２５８】
　この細胞は特に、Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング構造を有するN-グリカ
ンを産生することができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タン
パク質を産生するように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はま
た、好ましくはこの細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を
有する、好ましくは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用
いることによるその糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２５９】
NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
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、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
シアル酸シンターゼ(NeuB)、特に、NeuB-型転写物；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２６０】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２６１】
　その代替的な変形においては、改変された宿主細胞は、シアル酸シンターゼ活性の代わ
りに、N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼおよびN-アシルノイラミン酸-9-ホスフ
ァターゼ活性を示し、より具体的には、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼ；
N-アシルノイラミン酸-9-ホスファターゼ；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２６２】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２６３】
　これらの実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1
、mgat2、slc35a3、b4galt1、slc35a2、st6gal1、neuC、neuB、slc35a1、およびneuC/cma
sならびに／またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２６４】
　この細胞は特に、NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2構造を有するN-グリカンを産生するこ
とができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生す
るように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくは
この細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好まし
くは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによる
その糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２６５】
NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
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ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(Gn
TIII)、特に、Mgat3-型転写物、
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
シアル酸シンターゼ(NeuB)、特に、NeuB-型転写物；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２６６】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２６７】
　その代替的な変形においては、改変された宿主細胞は、シアル酸シンターゼ活性の代わ
りに、N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼおよびN-アシルノイラミン酸-9-ホスフ
ァターゼ活性を示し、より具体的には、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(Gn
TIII)、特に、Mgat3-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼ；
N-アシルノイラミン酸-9-ホスファターゼ；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２６８】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２６９】
　これらの実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1
、mgat2、slc35a3、mgat3、b4galt1、slc35a2、st6gal1、neuC、neuB、slc35a1、およびn
euC/cmasならびに／またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２７０】
　この細胞は特に、NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2-バイセクティング構造を有するN-グ
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リカンを産生することができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖
タンパク質を産生するように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明
はまた、好ましくはこの細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構
造を有する、好ましくは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞
を用いることによるその糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２７１】
NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
シアル酸シンターゼ(NeuB)、特に、NeuB-型転写物；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２７２】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２７３】
　その代替的な変形においては、改変された宿主細胞は、シアル酸シンターゼ活性の代わ
りに、N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼおよびN-アシルノイラミン酸-9-ホスフ
ァターゼ活性を示し、より具体的には、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
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N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼ；
N-アシルノイラミン酸-9-ホスファターゼ；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２７４】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２７５】
　これらの実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1
、mgat2、slc35a3、b4galt1、slc35a2、gmds、tsta3、slc35c1、fut8、st6gal1、neuC、n
euB、slc35a1、およびneuC/cmasならびに／またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２７６】
　この細胞は特に、NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc構造を有するN-グリカンを産生す
ることができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産
生するように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好まし
くはこの細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好
ましくは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることに
よるその糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２７７】
NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(Gn
TIII)、特に、Mgat3-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
シアル酸シンターゼ(NeuB)、特に、NeuB-型転写物；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２７８】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２７９】
　その代替的な変形においては、改変された宿主細胞は、シアル酸シンターゼ活性の代わ
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りに、N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼおよびN-アシルノイラミン酸-9-ホスフ
ァターゼ活性を示し、より具体的には、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
β-1,4-マンノシル-糖タンパク質4-β-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ(Gn
TIII)、特に、Mgat3-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼ；
N-アシルノイラミン酸-9-ホスファターゼ；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２８０】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２８１】
　これらの実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1
、mgat2、slc35a3、b4galt1、mgat3、slc35a2、gmds、tsta3、slc35c1、fut8、st6gal1、
neuC、neuB、slc35a1、およびneuC/cmasならびに／またはその相同体の1種以上を発現す
る。
【０２８２】
　この細胞は特に、NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング構造を有するN-
グリカンを産生することができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する
糖タンパク質を産生するように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発
明はまた、好ましくはこの細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この
構造を有する、好ましくは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細
胞を用いることによるその糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する
。
【０２８３】
GlcNAc3Man3GlcNAc2構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；および
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
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ゼ(GnTIV)型活性、特に、Mgat4-型転写物；
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２８４】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２８５】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、mgat4、およびslc35A3ならびに／またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２８６】
　この細胞は特に、GlcNAc3Man3GlcNAc2構造を有するN-グリカンを産生することができる
。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生するように特
異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくはこの細胞に
より産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好ましくは単離さ
れた糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによるその糖タン
パク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２８７】
Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；および
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTIV)型活性、特に、Mgat4-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；および
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２８８】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２８９】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、mgat4、slc35a3、b4galt1およびslc35a2ならびに／またはその相同体の1種以上を発
現する。
【０２９０】
　この細胞は特に、Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2構造を有するN-グリカンを産生することがで
きる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生するよう
に特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくはこの細
胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好ましくは単
離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによるその糖
タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２９１】
Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
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UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；および
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTIV)型活性、特に、Mgat4-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；および
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２９２】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２９３】
　この実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1、mg
at2、mgat4、slc35a3、b4galt1、slc35a2、gmds、tsta3、slc35c1およびfut8ならびに／
またはその相同体の1種以上を発現する。
【０２９４】
　この細胞は特に、Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc構造を有するN-グリカンを産生すること
ができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生する
ように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくはこ
の細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好ましく
は単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによるそ
の糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０２９５】
NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTIV)型活性、特に、Mgat4-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
シアル酸シンターゼ(NeuB)、特に、NeuB-型転写物；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２９６】
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　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２９７】
　その代替的な変形においては、改変された宿主細胞は、シアル酸シンターゼ活性の代わ
りに、N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼおよびN-アシルノイラミン酸-9-ホスフ
ァターゼ活性を示し、より具体的には、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTIV)型活性、特に、Mgat4-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼ；
N-アシルノイラミン酸-9-ホスファターゼ；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０２９８】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０２９９】
　これらの実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1
、mgat2、slc35a3、b4galt1、mgat4、slc35a2、st6gal1、neuC、neuB、slc35a1、およびn
euC/cmasならびに／またはその相同体の1種以上を発現する。
【０３００】
　この細胞は特に、NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2構造を有するN-グリカンを産生するこ
とができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産生す
るように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好ましくは
この細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好まし
くは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることによる
その糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０３０１】
NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc構造の合成に関する実施形態
　別の好ましい実施形態においては、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTIV)型活性、特に、Mgat4-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
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UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
シアル酸シンターゼ(NeuB)、特に、NeuB-型転写物；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０３０２】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０３０３】
　その代替的な変形においては、改変された宿主細胞は、シアル酸シンターゼ活性の代わ
りに、N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼおよびN-アシルノイラミン酸-9-ホスフ
ァターゼ活性を示し、より具体的には、改変された宿主細胞は、
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTI)型活性、特に、Mgat1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン輸送因子型活性、特に、Slc35A3-型転写物；
マンノシル(α-1,6-)-糖タンパク質β-1,2-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTII)、特に、Mgat2-型転写物；
マンノシル(α-1,3-)-糖タンパク質β-1,4-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼ(GnTIV)型活性、特に、Mgat4-型転写物；
β-N-アセチルグルコサミニル糖ペプチドβ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(GalT)
、特に、B4galt1-型転写物；
UDP-ガラクトース輸送因子型活性、特に、Slc35A2-型転写物；
GDP-D-マンノース4,6-デヒドラターゼ型活性、特に、Gmds-型転写物；
GDP-4-ケト-6-デオキシ-D-マンノース-3,5-エピメラーゼ-4-リダクターゼ型活性、特に、
Tsta3-型転写物；
GDP-フコース輸送因子型活性、特に、Slc35C1-型転写物；
α(1,6)フコシルトランスフェラーゼ(FucT)型活性、特に、Fut8-型転写物；
β-ガラクトシドα-2,6-シアリルトランスフェラーゼ(ST)、特に、ST6gal1-型転写物；
UDP-N-アセチルグルコサミン2-エピメラーゼ(NeuC)、特に、NeuC-型転写物；
N-アシルノイラミン酸-9-リン酸シンターゼ；
N-アシルノイラミン酸-9-ホスファターゼ；
CMP-Neu5Acシンテターゼ、特に、Slc35A1-型転写物；および
CMP-シアル酸輸送因子、特に、NeuA/Cmas-型転写物、
から選択されるゴルジ体に基づくプロセッシングのための、好ましくは異種性の酵素活性
を示す。
【０３０４】
　最も好ましい実施形態においては、この細胞は、これらのゴルジ体プロセッシング関連
酵素活性の少なくとも全部またはそれのみを含む。
【０３０５】
　これらの実施形態の好ましい変形においては、前記細胞は、以下の遺伝子の1つ：mgat1
、mgat2、slc35a3、b4galt1、mgat4、slc35a2、gmds、tsta3、slc35c1、fut8、st6gal1、
neuC、neuB、slc35a1、およびneuC/cmasならびに／またはその相同体の1種以上を発現す
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る。
【０３０６】
　この細胞は特に、NeuAc3Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc構造を有するN-グリカンを産生す
ることができる。かくして、本発明はまた、このグリカン構造を有する糖タンパク質を産
生するように特異的に設計された宿主細胞にも関する。かくして、本発明はまた、好まし
くはこの細胞により産生可能であるか、または実際に産生された、この構造を有する、好
ましくは単離された糖タンパク質にも関する。また、本発明は、この細胞を用いることに
よるその糖タンパク質を作製するための方法またはプロセスを提供する。
【０３０７】
糖タンパク質を作製するための方法またはプロセス
　本発明はまた、本発明に従う宿主細胞のいずれか1つを用いることによる糖タンパク質
を作製するための方法またはプロセスも提供する。理論に束縛されることを望むものでは
ないが、本発明に従う細胞は、前記糖タンパク質上でMan1GlcNAc2、Man2GlcNAc2またはMa
n3GlcNAc2構造を有する大量のN-グリカンを産生することができる。糖タンパク質は、同
種または異種タンパク質であってよい。従って、上記に概略された宿主細胞のいずれか1
つは、好ましくは、異種糖タンパク質をコードする少なくとも1種の核酸を含む。同種タ
ンパク質は主に、宿主細胞自身に由来するタンパク質を指すが、「外来」のクローニング
された遺伝子によりコードされるタンパク質は、宿主細胞の異種タンパク質である。より
具体的には、本発明に従う異種タンパク質をコードする任意の核酸を、目的の宿主細胞中
での発現のためにコドン最適化することができる。例えば、トリパノソーマ・ブルセイの
POT活性をコードする核酸を、サッカロミセス・セレビジアなどの酵母細胞中での発現の
ためにコドン最適化することができる。
【０３０８】
　本発明に従う宿主細胞は、複合N-結合オリゴ糖とハイブリッドオリゴ糖を産生すること
ができる。分枝状複合N-グリカンは、ヒトエリスロポエチン(hEPO)などの治療用タンパク
質の生理学的活性に関与する。二分岐構造を有するヒトEPOは、低い活性を有することが
示されているが、四分岐構造を有するhEPOは血流からのより遅い消失およびかくして、よ
り高い活性をもたらした(Misaizu Tら(1995) Blood December 1; 86(11):4097-104)。
【０３０９】
　グリカン構造は、タンパク質コアに結合したオリゴ糖を意味する。高マンノース構造は
6個以上のマンノースを含むが、主としてマンノースからなり、ある程度までに過ぎない
が、5個未満のマンノース部分からなるグリカン構造は低マンノースグリカン構造、例え
ば、Man3GlcNAc2である。より具体的には、本明細書で用いられる用語「グリカン」また
は「糖タンパク質」とは、N-結合オリゴ糖、例えば、アスパラギン-N-アセチルグルコサ
ミン結合により、ポリペプチドのアスパラギン残基に結合したものを指す。N-グリカンは
、Man3GlcNAc2の共通の五糖類コアを有する(「Man」はマンノースを指し、「Glc」はグル
コースを指し、および「NAc」はN-アセチルを指し、GlcNAcはN-アセチルグルコサミンを
指す)。N-グリカンは、Man3GlcNAc2(「Man3」)コア構造に付加された末梢糖(例えば、フ
コースおよびシアル酸)を含む分枝(アンテナ)の数に関して異なる。N-グリカンは、その
分枝した構成要素に従って分類される(例えば、高マンノース、複合またはハイブリッド)
。糖型は、特定のN-グリカンを担持する糖鎖付加されたタンパク質を表す。従って、糖型
は、異なるN-グリカンを担持する糖鎖付加されたタンパク質を表す。「高マンノース」型
N-グリカンは、5個以上のマンノース残基を有する。
【０３１０】
　N-グリカンの全てのクラスに共通のものは、コア構造Man3GlcNAc2である。このコア構
造の後に、それぞれの分枝上の伸長配列があり、細胞型特異的ヘキソースで終わる。3つ
の一般的な型のN-グリカン構造を定義することができる：(1)その伸長配列内に、および
また末端部分として主にマンノースを含む高マンノースグリカン。(2)対照的に、複合グ
リカンは異なるヘキソースから構成される。ヒトにおいては、それらは末端ヘキソースと
してN-アセチルノイラミン酸を含むことが多い。ならびに(3)1個の単一のグリカン内にポ
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リマンノシル酸と複合伸長配列の両方を含むハイブリッドグリカン。
【０３１１】
　「複合」型N-グリカンは、典型的には、1,3マンノースアームに結合した少なくとも1個
のGlcNAcおよび「トリマンノース」コアの1,6マンノースアームに結合した少なくとも1個
のGlcNAcを有する。「トリマンノースコア」は、Man3構造を有する五糖類である。複合N-
グリカンはまた、必要に応じて、シアル酸または誘導体(「NeuAc」、ここで「Neu」はノ
イラミン酸を指し、「Ac」はアセチルを指す)で改変されたガラクトース(「Gal」)残基を
有してもよい。複合N-グリカンはまた、「分岐」GlcNAcとコアフコース(「Fuc」)を含む
鎖内置換を有してもよい。「ハイブリッド」N-グリカンは、トリマンノースコアの1,3マ
ンノースアームの末端上に少なくとも1個のGlcNAcと、トリマンノースコアの1,6マンノー
スアーム上に0個以上のマンノースを有する。
【０３１２】
　本発明のさらなる態様は、低マンノースグリカン構造を有する糖タンパク質または低マ
ンノースグリカン構造を有する1個以上の糖タンパク質を含む糖タンパク質組成物を作製
するためのプロセスである。
【０３１３】
　好ましい実施形態においては、前記タンパク質は異種タンパク質である。その好ましい
変形においては、異種タンパク質は組換えタンパク質である。本発明の好ましい実施形態
は、本発明の細胞により産生されるか、または産生可能である異種および／または組換え
糖タンパク質を含む組成物であって、Man1-3GlcNAc2のグリカン構造を有する高収量の糖
タンパク質を含む前記組成物である。
【０３１４】
　「組換えタンパク質」、「異種タンパク質」および「異種タンパク質」は、組換えDNA
技術により作製されたポリペプチドを指すように互換的に用いられ、一般的には、ポリペ
プチドをコードするDNAを好適な発現ベクター中に挿入し、次いで、宿主細胞を形質転換
して、異種タンパク質を産生させるために用いる。すなわち、前記ポリペプチドを、異種
核酸から発現させる。
【０３１５】
　好ましい変形においては、Man3GlcNAc2グリカン構造を有する糖タンパク質またはMan3G
lcNAc2グリカン構造を有する少なくとも1個の糖タンパク質を含む糖タンパク質組成物を
作製するためのプロセスを提供する。別の好ましい変形においては、Man2GlcNAc2グリカ
ン構造を有する糖タンパク質またはMan2GlcNAc2グリカン構造を有する少なくとも1個の糖
タンパク質を含む糖タンパク質組成物を作製するためのプロセスを提供する。別の好まし
い変形においては、Man1GlcNAc2グリカン構造を有する糖タンパク質またはMan1GlcNAc2グ
リカン構造を有する少なくとも1個の糖タンパク質を含む糖タンパク質組成物を作製する
ためのプロセスも提供する。別の好ましい変形においては、Man4GlcNAc2グリカン構造を
有する糖タンパク質またはMan4GlcNAc2グリカン構造を有する少なくとも1個の糖タンパク
質を含む糖タンパク質組成物を作製するためのプロセスも提供する。別の好ましい変形に
おいては、Man5GlcNAc2グリカン構造を有する糖タンパク質またはMan5GlcNAc2グリカン構
造を有する少なくとも1個の糖タンパク質を含む糖タンパク質組成物を作製するためのプ
ロセスも提供する。
【０３１６】
　前記プロセスは、少なくとも以下の工程：本発明に従う突然変異細胞の提供を含む。前
記細胞を、好ましくは液体培養培地中、好ましくは、該細胞中での前記糖タンパク質また
は糖タンパク質組成物の産生を可能にするか、または最も好ましくは、それを支援する条
件下で培養する。必要に応じて、必要とされる前記糖タンパク質または糖タンパク質組成
物を、前記細胞および／または前記培養培地から単離することができる。その単離を、好
ましくは、当業界で公知の方法および手段を用いて実施する。
【０３１７】
　本発明はまた、本発明に従う細胞または方法により産生可能であるか、または産生され
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る、新規糖タンパク質およびその組成物を提供する。そのような組成物はさらに、Man1Gl
cNAc2、Man2GlcNAc2、およびMan3GlcNAc2、好ましくは、Man3GlcNAc2構造から選択される
グリカンコア構造を含むことを特徴とする。本発明はまた、ゴルジ体でのMan1GlcNAc2、M
an2GlcNAc2またはMan3GlcNAc2コアのさらなるマンノシル化に起因して産生され得る、Man
4GlcNAc2およびMan5GlcNAc2から選択されるグリカン構造を含むことを特徴とする組成物
を提供し得る。
【０３１８】
　好ましい実施形態においては、1種以上の前記グリカン構造が、少なくとも40％以上、
より好ましくは少なくとも50％以上、さらにより好ましくは60％以上、さらにより好まし
くは70％以上、さらにより好ましくは80％以上、さらにより好ましくは90％以上、さらに
より好ましくは95％以上、最も好ましくは99％または100％の量で前記組成物中に存在す
る。そのようなタンパク質組成物に共通する他の物質および副生成物はその計算から排除
されることは言うまでもない。最も好ましい実施形態においては、前記細胞により産生さ
れる基本的に全てのグリカン構造は、Man3GlcNAc構造を示す。別の好ましい実施形態にお
いては、前記細胞により産生される基本的に全ての糖型は、Man4GlcNAc2および／またはM
an5GlcNAc2構造を示す。
【０３１９】
　上記でより詳細に説明されたように、ゴルジ改変の結果として、複合ならびにハイブリ
ッドN-グリカンを担持する糖タンパク質が取得可能である。前記糖タンパク質は、限定さ
れるものではないが、
GlcNAcMan3-5GlcNAc2、
GlcNAc2Man3GlcNAc2、
GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング、
Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2、
Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc、
Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング、
Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング、
NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2、NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2Fuc、
NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2-バイセクティング、
NeuAc2Gal2GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc-バイセクティング、
GlcNAc3Man3GlcNAc2、
Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2、
Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc、
NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2、および
NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc
から選択されるグリカン構造を含む。
【０３２０】
　好ましい実施形態においては、1種以上の上記で同定されたグリカン構造が、全ての糖
タンパク質に対して少なくとも約40％以上、より好ましくは少なくとも約50％以上、さら
により好ましくは約60％以上、さらにより好ましくは約70％以上、さらにより好ましくは
80％以上、さらにより好ましくは約90％以上、さらにより好ましくは約95％以上、および
最も好ましくは99％の量で前記糖タンパク質または糖タンパク質組成物中に存在する。そ
のようなタンパク質組成物に共通する他の物質および副生成物がその計算から排除される
ことは言うまでもない。最も好ましい実施形態においては、本発明の宿主細胞により産生
される基本的に全ての糖タンパク質は、1種以上の上記で同定されたグリカン構造を示す
。
【０３２１】
　いくつかの実施形態においては、本発明に従う糖タンパク質のN-糖鎖型は、相同である
か、または実質的に相同であってよい。特に、前記糖タンパク質中の1つの特定のグリカ
ン構造の画分は、全ての糖タンパク質に対して少なくとも約20％以上、約30％以上、約40
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％以上、より好ましくは少なくとも約50％以上、さらにより好ましくは約60％以上、さら
により好ましくは約70％以上、さらにより好ましくは80％以上、さらにより好ましくは約
90％以上、さらにより好ましくは約95％以上、および最も好ましくは99％である。
【０３２２】
　本発明の好ましい実施形態は、上記で同定されたグリカン構造の2種以上の異なる糖タ
ンパク質で示す宿主細胞により産生されるか、または産生可能である新規糖タンパク質組
成物である。理論に束縛されることを望むものではないが、好ましい実施形態においては
、本発明の特定の宿主細胞は、異なる構造の糖タンパク質の「混合物」をもたらす、同時
に2種以上の異なる糖タンパク質を産生することができる。これはまた、中間型の糖鎖を
指す。本発明の最も好ましい変形においては、前記宿主細胞が本質的な程度で、主に、ま
たはさらに純粋に(90％を超える、好ましくは95％を超える、最も好ましくは99％以上)、
1種の特定のグリカン構造を提供することに留意しなければならない。
【０３２３】
　別の好ましい実施形態においては、本発明の2種以上の異なる宿主細胞を、好ましくは
、2種以上の異なるN-グリカン構造を産生するように同時培養して、異なる構造の糖タン
パク質の「混合物」をもたらす。
【０３２４】
　N-グリカン分析にとって好適な器具としては、例えば、ABI PRISM(登録商標)377 DNA配
列決定装置(Applied Biosystems)が挙げられる。データ分析を、例えば、GENESCAN(登録
商標)3.1ソフトウェア(Applied Biosystems)を用いて実施することができる。N-グリカン
分析のさらなる方法としては、例えば、質量分析(例えば、MALDI-TOF-MS)、通常相、逆相
上での高速液体クロマトグラフィー(HPLC)およびイオン交換クロマトグラフィー(例えば
、グリカンを標識しない場合、パルスアンペロメトリー検出を用いる、およびグリカンを
好適に標識する場合、UV吸収または蛍光を用いる)が挙げられる。
【０３２５】
　好ましい実施形態は、Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2構造のN-グリカンを含む、本発明の細胞
により産生可能な、IgGなどの組換え免疫グロブリンである。
【０３２６】
　別のより好ましい実施形態は、NeuAc3Gal3GlcNAc3Man3GlcNAc2Fuc構造の3個のN-グリカ
ンを含む、本発明の細胞により産生可能な、組換えヒトエリスロポエチン(rhuEPO)である
。
【０３２７】
　好ましい実施形態においては、糖タンパク質または糖タンパク質組成物を、限定される
ものではないが、前記宿主細胞から単離することができる。好ましい実施形態においては
、糖タンパク質または糖タンパク質組成物を、限定されるものではないが、前記宿主細胞
からさらに精製することができる。本明細書で用いられる用語「単離された」とは、天然
に不随する成分、例えば、タンパク質または他の天然の生物分子もしくは有機分子から分
離または精製された分子、またはその断片を指す。典型的には、本発明の単離された糖タ
ンパク質または糖タンパク質組成物は、調製物中の同じ型の全分子の少なくとも60重量％
、例えば、サンプル中の同じ型の全分子の60％を占める。例えば、単離された糖タンパク
質は、調製物またはサンプル中の全タンパク質の少なくとも60重量％を占める。いくつか
の実施形態においては、調製物中の単離された糖タンパク質は、調製物中の同じ型の全分
子の少なくとも75重量％、少なくとも90重量％、または少なくとも99重量％からなる。
【０３２８】
　遺伝子操作された宿主細胞を、治療上活性である新規糖タンパク質またはその組成物を
製造するための方法において用いることができる。
【０３２９】
　上記で同定された好ましい実施形態に従う宿主細胞により産生されるか、または産生可
能である好ましい糖タンパク質または糖タンパク質組成物としては、限定されるものでは
ないが、血液因子、凝固防止剤、血栓溶解剤、抗体、その抗原結合フラグメント、ホルモ
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ン、増殖因子、刺激因子、ケモカイン、およびサイトカイン、より具体的には、TFNファ
ミリーの調節タンパク質、エリスロポエチン(EPO)、ゴナドトロピン、免疫グロブリン、
顆粒球-マクロファージコロニー刺激因子、インターフェロン、および酵素が挙げられる
。最も好ましい糖タンパク質または糖タンパク質組成物を、エリスロポエチン(EPO)、イ
ンターフェロン-α、インターフェロン-β、インターフェロン-γ、インターフェロン-ω
、および顆粒球-CSF、第VIII因子、第IX因子、ヒトプロテインC、可溶性IgE受容体α鎖、
免疫グロブリンG(IgG)、IgGのFab、IgM、ウロキナーゼ、キマーゼ、尿素トリプシン阻害
剤、IGF-結合タンパク質、表皮増殖因子、増殖ホルモン放出因子、アネキシンV融合タン
パク質、アンギオスタチン、血管内皮増殖因子2、ミエロイド前駆体阻害因子1、オステオ
プロテゲリン、グルコセレブロシダーゼ、ガラクトセレブロシダーゼ、α-L-イズロニダ
ーゼ、β-D-ガラクトシダーゼ、β-グルコシダーゼ、β-ヘキソサミニダーゼ、β-D-マン
ノシダーゼ、α-L-フコシダーゼ、アリールスルファターゼB、アリールスルファターゼA
、α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ、アスパルチルグルコサミニダーゼ、イズロネー
ト-2-スルファターゼ、α-グルコサミニド-N-アセチルトランスフェラーゼ、β-D-グルク
ロニダーゼ、ヒアルロニダーゼ、α-L-マンノシダーゼ、α-ノイラミニダーゼ、ホスホト
ランスフェラーゼ、酸リパーゼ、酸セラミダーゼ、スフィンゴミエリナーゼ、チオエステ
ラーゼ、カテプシンK、およびリポタンパク質リパーゼから選択する。
【０３３０】
　本発明の別の実施形態は、1種以上の上記で同定された糖タンパク質、特に、上記で同
定された低マンノースグリカン構造を有する糖タンパク質を含む、組換えの治療上活性な
タンパク質である。治療上活性なタンパク質は、好ましくは、本発明に従う細胞により産
生可能である。
【０３３１】
　その好ましい実施形態は、免疫グロブリンである。その別の好ましい実施形態は、1種
以上の上記で同定された免疫グロブリンを含む抗体または抗体組成物である。用語「免疫
グロブリン」とは、それが抗原と特異的に相互作用し、分子の任意の鎖が、限定されるも
のではないが、キメラ抗体もしくはヒト化抗体などの任意の天然もしくは組換え形態のそ
のような分子などの抗体可変領域の機能的に動作する領域を含むという理由でアミノ酸配
列を有する任意の分子を指す。本明細書で用いられる「免疫グロブリン」は、免疫グロブ
リン遺伝子により本質的にコードされる1種以上のポリペプチドからなるタンパク質を意
味する。本発明の免疫グロブリンは、好ましくは活性断片、好ましくは、1個以上の糖鎖
付加部位を含む断片を包含する。活性断片とは、抗原抗体反応活性を有する抗体のフラグ
メントを意味し、F(ab')2、Fab'、Fvおよび組換えFvが挙げられる。
【０３３２】
　さらに別の好ましい実施形態は、1種以上の以下のもの：1種以上の上記で同定された糖
タンパク質もしくは本発明に従う糖タンパク質組成物、1種以上の上記で同定された本発
明に従う組換え治療用タンパク質、1種以上の上記で同定された本発明に従う免疫グロブ
リン、および1種以上の上記で同定された本発明に従う抗体を含む医薬組成物である。必
要に応じて、または適用可能な場合、前記組成物はさらに、少なくとも1種の製薬上許容
し得る担体またはアジュバントを含む。
【０３３３】
　本発明の糖タンパク質を、医薬組成物中で製剤化することができる。これらの組成物は
、1種以上の上記物質に加えて、製薬上許容し得る賦形剤、担体、バッファー、安定剤ま
たは当業者にはよく知られた他の材料を含んでもよい。そのような材料は非毒性的である
べきであり、活性成分の効力を阻害するべきではない。前記担体または他の材料の正確な
性質は、投与経路、例えば、経口、静脈内、皮膚もしくは皮下、鼻内、筋肉内、腹腔内ま
たはパッチ経路に依存する。
【０３３４】
　経口投与のための医薬組成物は、錠剤、カプセル、粉末または液体形態にあってもよい
。錠剤は、ゼラチンなどの固形担体またはアジュバントを含んでもよい。液体医薬組成物
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は、一般的には、水、石油、動物油もしくは植物油、鉱物油または合成油などの液体担体
を含む。生理食塩溶液、デキストロースもしくは他の糖類溶液またはエチレングリコール
、プロピレングリコールもしくはポリエチレングリコールなどのグリコールを含有させて
もよい。静脈内、皮膚もしくは皮下注射、または罹患部位での注射のためには、活性成分
は、発熱源を含まず、好適なpH、等張性および安定性を有する非経口的に許容し得る水性
溶液の形態にあるであろう。当業者であれば、例えば、等張性ビヒクルを用いて好適な溶
液を調製することができる。必要に応じて、保存剤、安定剤、バッファー、酸化防止剤お
よび／または他の添加物を含有させてもよい。
【０３３５】
　それが個体に投与されるポリペプチド、ペプチド、または核酸分子、本発明に従う他の
製薬上有用な化合物であろうと、投与は好ましくは、「予防上有効量」または「治療上有
効量」にあり(場合によっては、予防が治療と考えられることもあるが)、これは個体に対
して利益を示すのに十分なものである。投与される実際の量、ならびに投与の速度および
時間経過は、治療しようとするものの性質および重篤度に依存するであろう。治療の処方
、例えば、用量の決定などは、一般開業医および他の医学博士の責任の範囲内にあり、典
型的には、治療しようとする障害、個々の患者の症状、送達部位、投与方法および医師に
は公知の他の因子を考慮に入れる。
【０３３６】
　別の態様においては、本発明は、1種以上の上記で同定された糖タンパク質もしくはそ
の組成物の投与により治療可能な障害を治療する方法であって、上記の糖タンパク質もし
くは組成物を、該糖タンパク質もしくは組成物の投与により治療可能な疾患に罹患してい
るか、もしくはそれが疑われる被験体に投与する工程を含む前記方法を提供する。好まし
い実施形態においては、前記方法はまた、(a)被験者を提供する工程および／または(b)該
被験体が前記糖タンパク質もしくは組成物の投与により治療可能な疾患に罹患しているか
どうかを決定する工程を含む。前記被験体は、ヒトなどの哺乳動物であってよい。前記障
害は、例えば、癌、免疫障害、炎症症状または代謝性障害であってよい。
【０３３７】
　本発明に従えば、糖タンパク質を製造するためのキットまたはキットの一部であって、
少なくとも、組換えタンパク質を産生することができる1種以上の本発明に従う宿主細胞
、および好ましくは、該組換えタンパク質を産生するように該細胞を培養するための培養
培地を含む前記キットも提供する。
【０３３８】
配列表
　配列番号1は、flc2遺伝子のトランケートされた断片であるflc2'をコードするヌクレオ
チド配列である(図5A)：
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【０３３９】
　配列番号2は、Flc2'のアミノ酸配列である(図5B)：

【０３４０】
　配列番号3は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルおよび膜貫通ドメイン(TM)1-3(TM
1-3)をコードするヌクレオチド配列である：
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【０３４１】
　配列番号4は、Flc2'のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)1-3(TM1-3)のアミノ酸配
列である：

【０３４２】
　配列番号5は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)1-2(TM1-2)
をコードするヌクレオチド配列である：

【０３４３】
　配列番号6は、Flc2'のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)1-2(TM1-2)のアミノ酸配
列である：
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【０３４４】
　配列番号7は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)2-4(TM2-4)
をコードするヌクレオチド配列である：

【０３４５】
　配列番号8は、Flc2'のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)2-4(TM2-4)のアミノ酸配
列である：

【０３４６】
　配列番号9は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)3-4(TM3-4)
をコードするヌクレオチド配列である：

【０３４７】
　配列番号10は、Flc2'のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)3-4(TM3-4)のアミノ酸
配列である：
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【０３４８】
　配列番号11は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)1(TM1)を
コードするヌクレオチド配列である：

【０３４９】
　配列番号12は、Flc2'のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)1(TM1)のアミノ酸配列
である：

【０３５０】
　配列番号13は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)2(TM2)を
コードするヌクレオチド配列である：

【０３５１】
　配列番号14は、Flc2'のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)2(TM2)のアミノ酸配列
である：

【０３５２】
　配列番号15は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)3(TM3)を
コードするヌクレオチド配列である：

【０３５３】
　配列番号16は、Flc2'のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)3(TM3)のアミノ酸配列
である：

【０３５４】
　配列番号17は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)4(TM4)を
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コードするヌクレオチド配列である：

【０３５５】
　配列番号18は、Flc2'のER局在化シグナルと膜貫通ドメイン(TM)4(TM4)のアミノ酸配列
である：

【０３５６】
　配列番号19は、flc2'のコード領域のER局在化シグナルをコードするヌクレオチド配列
である：

【０３５７】
　配列番号20は、Flc2'のER局在化シグナルのアミノ酸配列である：

【０３５８】
　配列番号21は、flc2'の第1の膜貫通ドメイン(TM1)をコードするヌクレオチド配列であ
る：

【０３５９】
　配列番号22は、Flc2'の第1の膜貫通ドメイン(TM1)のアミノ酸配列である：

【０３６０】
　配列番号23は、flc2'の第2の膜貫通ドメイン(TM2)をコードするヌクレオチド配列であ
る：

【０３６１】
　配列番号24は、Flc2'の第2の膜貫通ドメイン(TM2)のアミノ酸配列である：

【０３６２】
　配列番号25は、flc2'の第3の膜貫通ドメイン(TM3)をコードするヌクレオチド配列であ
る：

【０３６３】
　配列番号26は、Flc2'の第3の膜貫通ドメイン(TM3)のアミノ酸配列である：
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【０３６４】
　配列番号27は、flc2'の第4の膜貫通ドメイン(TM4)をコードするヌクレオチド配列であ
る：

【０３６５】
　配列番号28は、Flc2'の第4の膜貫通ドメイン(TM4)のアミノ酸配列である：

【０３６６】
　配列番号29は、flc2'の第5の膜貫通ドメイン(TM5)をコードするヌクレオチド配列であ
る：

【０３６７】
　配列番号30は、Flc2'の第5の膜貫通ドメイン(TM5)のアミノ酸配列である：

【０３６８】
　配列番号31は、ACSプロモーター(1...399)、flc2'(400...1722)と潜在的な停止コドン(
1753...1758)を含むFlc2'発現カセットを含むFlc2'発現プラスミドYEp352Flc2'のヌクレ
オチド配列(図13)である。
【０３６９】
　配列番号32は、ACSプロモーター(1...399)、flc2' ORF(400...1722)、停止コドンの後
にCYC1ターミネーター(6904...7155)を含むFlc2'発現カセットと、逆方向に、LmStt3D OR
F(相補的)(7192...9762)および強力な構成的GPDプロモーター(相補的)(9781...10435)を
含むPOT LmStt3D発現カセットをさらに含むLmStt3DおよびFlc2'同時発現プラスミドpAX30
6fのヌクレオチド配列(図14)である；LmStt3DのATGはGPDプロモーターの直後にある。
【０３７０】
　配列番号33は、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-1をコードするヌ
クレオチド配列である。
【０３７１】
　配列番号34は、LbStt3-1のアミノ酸配列である。
【０３７２】
　配列番号35は、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-2をコードするヌ
クレオチド配列である。
【０３７３】
　配列番号36は、LbStt3-2のアミノ酸配列である。
【０３７４】
　配列番号37は、リーシュマニア・ブラジリエンシスのパラログLbStt3-3をコードするヌ
クレオチド配列である。
【０３７５】
　配列番号38は、LbStt3-3のアミノ酸配列である。
【０３７６】
　配列番号39は、リーシュマニア・インファンタムのパラログLiStt3-1をコードするヌク
レオチド配列である。
【０３７７】
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　配列番号40は、LiStt3-1のアミノ酸配列である。
【０３７８】
　配列番号41は、リーシュマニア・インファンタムのパラログLiStt3-2をコードするヌク
レオチド配列である。
【０３７９】
　配列番号42は、LiStt3-2のアミノ酸配列である。
【０３８０】
　配列番号43は、リーシュマニア・インファンタムのパラログLiStt3-3をコードするヌク
レオチド配列である。
【０３８１】
　配列番号44は、LiStt3-3のアミノ酸配列である。
【０３８２】
　配列番号45は、リーシュマニア・メジャーのパラログLmStt3Aをコードするヌクレオチ
ド配列である。
【０３８３】
　配列番号46は、LmStt3Aのアミノ酸配列である。
【０３８４】
　配列番号47は、リーシュマニア・メジャーのパラログLmStt3Bをコードするヌクレオチ
ド配列である。
【０３８５】
　配列番号48は、LmStt3Bのアミノ酸配列である。
【０３８６】
　配列番号49は、リーシュマニア・メジャーのパラログLmStt3Cをコードするヌクレオチ
ド配列である。
【０３８７】
　配列番号50は、LmStt3Cのアミノ酸配列である。
【０３８８】
　配列番号51は、リーシュマニア・メジャーのパラログLmStt3Dをコードするヌクレオチ
ド配列である。
【０３８９】
　配列番号52は、LmStt3Dのアミノ酸配列である。
【０３９０】
　配列番号53は、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3Aをコードするヌクレオチ
ド配列である。
【０３９１】
　配列番号54は、TbStt3Aのアミノ酸配列である。
【０３９２】
　配列番号55は、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3Bをコードするヌクレオチ
ド配列である。
【０３９３】
　配列番号56は、TbStt3Bのアミノ酸配列である。
【０３９４】
　配列番号57は、トリパノソーマ・ブルセイのパラログTbStt3Cをコードするヌクレオチ
ド配列である。
【０３９５】
　配列番号58は、TbStt3Cのアミノ酸配列である。
【０３９６】
　配列番号59は、トリパノソーマ・クルージのパラログTbStt3をコードするヌクレオチド
配列である。
【０３９７】
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　配列番号60は、TbStt3のアミノ酸配列である。
【０３９８】
　配列番号61は、flc2'の内因性プロモーターエレメントのヌクレオチド配列である。
【０３９９】
(実施例)
【実施例１】
【０４００】
Man3GlcNAc2構造を有する糖タンパク質の製造
1.1 酵母培地および方法
　全ての株を、別途記述しない限りYPD培地上で増殖させた。YG1137株をYPGal上で維持し
た。YCN1(Δrft1)、YG1363(Δalg3Δalg11)、YG1365(Δalg11)およびYG1830(alg2-1)株を
、別途記述しない限り1Mソルビトールを補給した培地中で増殖させた。
【０４０１】
1.2 株の構築
　全Alg11オープンリーディングフレームを、S. cerevisiae HIS3座を含むPCR産物の組込
みによりSS328XSS330中で置換した。形質転換された酵母株YG1141(MATa/α ade2-201/ade
2-201 ura3-52/ura3-52 his3Δ200/his3Δ200 tyr1/+ lys2-801/+ Δalg11::HIS3/+)を胞
子形成させ、テトラドを切り分けて、Δalg11半数体YG1361(MATα ade2-201 ura3-52 his
3Δ200 Δalg11::HIS3)を取得し、これをYG248 (MATa Δalg3::HIS3 ade2-101 his3Δ200
 lys2-801 ura3-52)とつがわせた。得られた2倍体YG1362(MATa/α ade2-201/ade2-201 ur
a3-52/ura3-52 his3Δ200/his3Δ200 lys2-801/+ Δalg3::HIS3 Δalg11::HIS3/+)を、1M
ソルビトールを含むYPDプレート上で胞子形成させて、半数体株YG1365(MATα ade2-101 u
ra3-52 his3Δ200 Δalg11::HIS3)およびYG1363 (MATα ade2-101 ura3-52 his3Δ200 ly
s2-801 Δalg3::HIS3 Δalg11::HIS3)を得た。2倍体株中でrft1遺伝子をHIS3カセットと
置換し、得られた2倍体ヘテロ接合株を胞子形成させ、得られた半数体Δrft1::HIS3株(YC
N1)を選択することにより、Δrft1株を作製した。
【０４０２】
1.3 タンパク質分析
　タンパク質の抽出およびウェスタン分析を記載のように実施した。CPYに対する抗体を3
,000倍に希釈した。
【０４０３】
1.4 脂質およびタンパク質結合オリゴ糖分析
　脂質結合オリゴ糖を記載のように標識し、抽出し、分析した。簡単に述べると、酵母細
胞(1の546 nmでの吸光度を有する50 mlの培養物)をYPD中で増殖させ、有機溶媒で溶解す
る前に[3H]-マンノースを含む培地中でインキュベートした。脂質結合オリゴ糖を有機溶
媒を用いて抽出し、オリゴ糖を穏和な酸加水分解により遊離させた。遊離したオリゴ糖を
、流量を計測しながらNH2-カラムを用いるHPLCにより分析した。実行における全計数で割
った1分あたりの計数を計測した。サンプル中の全シグナルの割合は2つの測定値を用いる
平均である。脂質結合オリゴ糖の抽出後、N-結合オリゴ糖を細胞破片から精製した。破片
ペレットのタンパク質を(100℃で10分間)、0.2 mlの1％SDS、50 mmol/l Tris-HCl、1％β
-メルカプトエタノール中に溶解した。遠心分離後(15,000gで2分間)、上清を0.25 ml中1
％(v/v)NP40に補給し、タンパク質結合オリゴ糖をPNGaseF(2ユニット、37℃で一晩)を用
いて消化した。タンパク質を0.75 mlのエタノールで沈降させ、サンプルを15,000gで20分
間遠心分離した。上清を乾燥させ、0.2 mlの70:30アセトニトリル：水中に再懸濁し、そ
の0.1 mlを上記のようにHPLCにより分析した。
【０４０４】
1.5 MALDI-TOF-MS
　細胞壁タンパク質に由来するN-グリカンの分析のために、ガラスビーズを用いて細胞を
10 mmol/l Tris中で破壊し、不溶性細胞壁画分を2Mチオウレア、7 mol/l尿素、2％SDS、5
0 mmol/l Tris、pH 8.0および10 mmol/l DTTを含むバッファー中で還元した。25 mmol/l
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ヨードアセタミドを含む同一のバッファー中、激しく攪拌しながら、37℃で1時間、アル
キル化を実施した。細胞壁画分を遠心分離により回収し、得られたペレットを50 mmol/l 
NH4CO3中で洗浄した。
【０４０５】
　1 x変性バッファー、50 mmol/lリン酸バッファー、pH 7.5、および1％NP-40を含むバッ
ファー中、1μlのPNGase Fを用いて37℃で一晩、N-グリカンを遊離させた。C18および炭
素カラムを介してN-グリカンを精製し、N-グリカンを含む溶出液を蒸発させた。N-グリカ
ンを2-アミノベンズアミドを用いて標識し、最後に炭素カラムを用いて精製した。精製さ
れたN-グリカン調製物の質量スペクトルを、陽イオンモードのAutoflex MALDI-TOF MS (B
ruker Daltonics, Fallanden, Switzerland)を用いて獲得し、リフレクターモードで運転
した。800-3000のm/z範囲を測定した。
【０４０６】
1.6 高コピーサプレッサースクリーン
　高コピーサプレッサースクリーンのために、ベクターYEp352(Hillら、1986)中に連結さ
れた部分消化酵母染色体DNAを含有する1μgのゲノムライブラリー(Stagljarら、1994)を
、エレクトロポレーションにより1 x 109 YCN1(Δrft1)細胞中に形質転換し、25℃でウラ
シルを欠く1Mソルビトールを含む最少培地上で形質転換体を選択した。増殖した形質転換
体を、33℃、YPDおよびYPDS上でのレプリカ平板法により増殖について試験した。陽性コ
ロニー(YPDおよびYPDS上、33℃で増殖)を、33、35および37℃でΔrft1の増殖を支援する
その能力について試験した。完全または部分抑制を示すコロニーのプラスミドDNAを、全
酵母DNAを抽出することにより単離し、大腸菌株DH5α中でのプラスミド増幅に用いた。回
収されたプラスミドを再度形質転換し、YPD上、33、35および37℃でΔrft1株の増殖を支
援する能力について試験した。64個のC.tesを、Δrft1細胞中での糖鎖付加を改善する能
力についてさらに分析した。選択された高コピーサプレッサープラスミドを、M13(GTA AA
A CGA CGG CCA GT)およびM13rev (GAG CGG ATA ACA ATT)プライマーを用いて配列決定し
た。
【０４０７】
1.7 スポッティングアッセイ
　Rft1もしくはFlc2'またはその断片を発現する、例えば、Δrft1、Δalg11またはΔalg2
突然変異株などの酵母株または酵母突然変異株の増殖を評価するために、そのような酵母
株のスポッティングアッセイを行った。株を一晩増殖させ、培養物を等しい細胞密度に調
整した。連続希釈液を寒天プレート上に塗布し、プレートを指示された温度で3日間イン
キュベートした。
【０４０８】
　液体培地中での増殖アッセイを以下のように実施し、1個のコロニーを用いて接種され
た前培養物を、プラスミド維持のためにウラシルを欠き、1 mol/lソルビトールを補給し
た5 mlのSD培地中で48時間増殖させた。増殖アッセイのために、25 mlの同一の培地に0.0
5の出発細胞密度に達する等量の細胞を接種した。細胞を、23℃または30℃、200 rpmで回
転式振とう器上で48時間増殖させた。細胞密度を指示された時点で測定した。
【０４０９】
1.8 Man3GlcNAc2構造の生成
　脂質結合オリゴ糖(LLO)は、集合した糖を、N-糖鎖付加コンセンサス配列のアスパラギ
ン残基に移す、小胞体(ER)中のオリゴサッカリルトランスフェラーゼのための基質である
。LLOの構築は、活性化された糖供与体に由来する糖を、成長しているLLO構造に付加する
連続的プロセスである。LLO合成のための詳細な経路は、図1に記載されている。細胞から
特定のトランスフェラーゼを除去することにより、調整されたLLO構造を生成させること
ができる。
【０４１０】
　本発明者らは、理論に束縛されることを望むものではないが、このプロセスにおいて、
Alg3pおよびAlg11pタンパク質がLLO構造の構築において主要な役割を果たすことを見出し
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た。Alg11pの標的化された除去により、A-分枝の合成を上手く防止し、Man6GlcNAc2およ
びMan7GlcNAc2構造の生成を誘導することができる(図2A)。本発明の宿主細胞中で、Man3G
lcNAc2構造をERの細胞質側で合成した後、ER内腔にフリップすることができ、そこでそれ
はER内腔に局在化したトランスフェラーゼのための基質として働く。さらに、B-分枝を開
始するα(1,3)-マンノースの誘導を触媒する酵素Alg3pも、フリップされたLLO基質のプロ
セッシングにおいて重要な役割を果たすと同定される。Alg3pの排除はB-分枝の形成を防
止するだけでなく、α(1,3)-マンノースの存在がC-分枝の形成のための必要条件である。
従って、Alg3p型およびAlg11p型の活性を共に欠く突然変異酵母株または同様のものが提
供される。かくして、本発明の宿主細胞は、例えば、産生されたLLO構造の[3H]-マンノー
ス標識およびHPLCプロファイリングにより示されるように、主に、かつ好ましくは、低マ
ンノースのみ、および特に、Man3GlcNAc2グリカン構造を産生する(図2B)。
【０４１１】
　[3H]-マンノース標識を用いるタンパク質結合オリゴ糖(NLO)分析により、Δalg3Δalg1
1株においてはMan3GlcNAc2より大きい構造が、Δalg11株においてはN-グリカンより小さ
い構造が産生されることが示された(図3B)。
【０４１２】
　この構造を、細胞壁タンパク質から単離された2-AB標識N-グリカンのMALDI-TOF MSを用
いてさらに特性評価した(図4)。還元末端にGlcNAc2に加えて8個以上のヘキソース残基を
含むグリカンのアレイが存在する野生型酵母とは対照的に(図4A)、Δalg11株においては
、還元末端にGlcNAc2に加えて5～9個のヘキソースを含むN-グリカンが主に検出された(図
4B)。Δalg3Δalg11株においては、ほんのわずかのMan3GlcNAc2(m/z 1053)およびより多
いMan4GlcNAc2(m/z 1215)およびMan5GlcNAc2(m/z 1377)構造が検出された(図4C)。
【０４１３】
　LLOおよびNLOの分析は全体として、Δalg3Δalg11株においては、Man3GlcNAc2がER中で
産生され、タンパク質に移されるが、この構造はゴルジ装置においてさらに改変されるこ
とを示している。
【０４１４】
1.9 高コピーサプレッサースクリーン-新規フリッパーゼの同定
　高コピーサプレッサースクリーン(HCSS)は、所望の表現型を提供する遺伝子の選択のた
めの好ましく、かつ効率的なツールである。
【０４１５】
　必須のRft1機能の喪失を補うことができる遺伝子を同定するために、HCSSをΔrft1株に
おいて実施した。ゲノム酵母DNAライブラリーを、突然変異株中で、高コピープラスミドY
ep352から発現させた。
【０４１６】
　形質転換体を、25℃でウラシルを欠く1 mol/lソルビトールを含む最少培地上で選択し
た。増殖した形質転換体を、33℃、YPDおよびYPDS上でのレプリカ平板法により増殖につ
いて試験した。陽性コロニー(YPDおよびYPDS上、33℃で増殖する)を、33、35および37℃
でΔrft1の増殖を支援する能力について試験した。64個のC.tesを、Δrft1細胞中での糖
鎖付加を改善する能力についてさらに分析した。
【０４１７】
　これらのクローンのうちの1個は、3'トランケート型のflc2遺伝子(flc2')を含んでいた
。Flc2'は酵母第1染色体上にコードされる。HCSSスクリーンにおいて同定されたトランケ
ート型は、その天然プロモーターを含む完全長遺伝子の塩基43309-44631を含む。Flc2'発
現プラスミド(YEp352Flc2')の配列を図13(配列番号33)に記載し、Flc2'のコード配列を図
5Aに示す。Flc2'は4個の完全な膜貫通ドメインと第5のトランケートされた膜貫通ドメイ
ンを含む452アミノ酸のタンパク質をコードする。アミノ酸442-452に由来するC末端の11
個のアミノ酸は、クローニング手順から生じる(図5B)。flc2'遺伝子配列およびそのプロ
モーターを図5に提供する(図5L)。
【０４１８】
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1.10 突然変異宿主細胞
　Rft1またはFlc2'発現プラスミドを担持するΔrft1、Δalg11またはalg2-1突然変異株の
スポッティングアッセイを実施した。細胞をYPDプレート上にスポットした。プレートを3
7℃、30℃または31.5℃で3日間インキュベートした(それぞれ示された通り)。Flc2'の過
剰発現は、Δrft1もしくはΔalg11株の増殖の改善をもたらし、Rft1を発現する突然変異
株と同一であるか、または類似する増殖表現型を示す(図6Aおよび6B)。Flc2'の過剰発現
はまた、alg2-1株の増殖の改善をもたらすが、Rft1の過剰発現は増殖の改善を誘導しない
(図6C)。
【０４１９】
　Δalg3Δalg11株は、高温感受性表現型および増殖欠陥を示す。これらの欠陥を、Flc2'
の発現により強く弱めることができる。Flc2'の発現は、株の増殖行動を強く改善し、温
度感受性を低下させる(図18B)。
【０４２０】
　さらに、Flc2'の膜貫通ドメイン3(配列番号16)または膜貫通ドメイン3および4(配列番
号10)をコードする発現プラスミドを担持するΔrft1突然変異株のスポッティングアッセ
イを実施した。細胞を上記のようにスポットし、37℃で3日間インキュベートした。Flc2'
の膜貫通ドメイン1-3またはFlc2'の膜貫通ドメイン3-4の過剰発現は、増殖の増加をもた
らすが、完全長Flc2を発現する細胞は増殖の改善を示さない(図7Aおよび7B)。
【０４２１】
　さらに、Flc2'を、Δrft1株において糖鎖付加欠損を修復する能力について試験した。
野生型酵母株ならびに空プラスミド(YEp352)、またはRft1およびFlc2'の過剰発現のため
のプラスミドを担持するΔrft1を、SD-ura培地(ウラシルを欠く合成デキストロース培地)
中で増殖させた。総可溶性タンパク質をSDS-PAGEゲル上で分離し、抗CPY抗体を用いる免
疫ブロッティングにより分析した。Flc2'の過剰発現は、免疫ブロッティングにより示さ
れるように、Rft1の過剰発現の際に観察されるのと同様のレベルまでΔrft1株におけるカ
ルボキシペプチダーゼCPYのN-糖鎖付加を修復させる(図7C)。
【０４２２】
　LLO合成に対するFlc2'の効果を調査するために、Flc2'発現構築物を担持するΔrft1細
胞(図8C)の3H-マンノース標識を実施した。対照として、空ベクターYEp352を担持するΔr
ft1細胞(図8A)およびRft1発現構築物を担持するΔrft1細胞(図8B)を用いた。細胞を、最
初に[3H]-マンノースで標識した。オリゴ糖を酸加水分解により脂質担体から遊離させ、
精製し、HPLCにより分析した。[3H]-マンノース標識されたLLOのHPLCプロフィールは、機
能的フリッパーゼの非存在下では、細胞はMan5GlcNAc2を蓄積することを示している(図8A
)。これは、Man5GlcNAc2をER内腔にフリップすることができる分子は存在しないため、LL
O合成がERの細胞質側でAlg11pにより触媒される工程の後に停止することを示唆している
。プラスミド上にrft1を提供することにより、LLO合成が修復され、Glc3Man9GlcNAc2の蓄
積が誘導される(図8B)。Δrft1細胞中でのFlc2'の発現の際に、フリッピングが修復され
、Man5GlcNAc2の他にGlc3Man9GlcNAc2も細胞中に蓄積した(図8C)。全体として、このデー
タは、Flc2'がΔrft1酵母細胞中でフリッパーゼとして機能することを示唆している。
【０４２３】
　Δrft1突然変異株におけるFlc2'および／またはRft1の発現は、対照株と比較して約3倍
高い細胞密度に達する同様の程度まで、48時間後に培養物の最終的な細胞密度を改善した
(表6)。Flc2'と対照的に、完全長Flc2の過剰発現は、Δrft1株中でノックアウトされたフ
リッパーゼを補わなかった：Δrft1株の対照と比較して増殖の改善は検出されなかった。
内因性完全長Flc2はΔrft1株の増殖欠損を補完することができない。
【０４２４】
　Rft1またはFlc2'の発現は増殖を改善し、空プラスミドのみを担持する対応する対照と
比較して、Δalg11(図19A)およびΔalg3Δalg11(図18A)突然変異株の48時間後により高い
最終光細胞密度を誘導した。Δalg11株においては、Flc2*の発現はベクター対照と比較し
て33％増殖を改善し、Rft1の過剰発現は49％の増加をもたらした。Δalg3Δalg11突然変
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発現は最終的な細胞密度の74％の増加をもたらした(表6)。
【０４２５】
　表6は、Rft1、Flc2'、完全長Flc2を過剰発現するか、または空ベクター(対照)を担持す
る酵母株の増殖アッセイの結果をまとめたものである(n.d.＝決定／測定せず)。
【表６】

【０４２６】
1.11 Man3GlcNAc2構造のフリッピングおよび移動
　カルボキシペプチダーゼY(CPY)のN-糖鎖付加効率に対するFlc2'の過剰発現の効果を、
Δalg3Δalg11株において分析した。野生型酵母株ならびに空プラスミド(YEp352)、また
はFlc2'もしくはRft1の過剰発現のためのプラスミドを担持するΔalg3Δalg11をSD-ura培
地中で増殖させた。総可溶性タンパク質をSDS-PAGEゲル上で分離し、抗CPY抗体を用いる
免疫ブロッティングにより分析した(図9)。野生型細胞中で、CPYはRft1またはFlc2'の過
剰発現とは無関係に完全に糖鎖付加される。しかしながら、Δalg3Δalg11株におけるFlc
2'またはRft1の発現は、CPYのより高い分子量へのシフトにより示されるように、CPYの糖
鎖付加を改善した(図9)。
【０４２７】
1.12 alg2-1株におけるフリッパーゼに関する特異性アッセイ
　短いLLOに向かうFlc2'の活性および特異性を確立するために、温度感受性Alg2タンパク
質を担持する酵母株を選択した。より低いAlg2活性に起因して、この株は主にMan12GlcNA
c2(M1)およびMan2GlcNAc2(M2)構造を蓄積する。しかしながら、残留酵素活性はGlc3Man9G
lcNAc2である規則的な酵母LLOの生成を誘導する。M1またはM2がER内腔にフリップされる
場合、これらの2つのLLO種はAlg経路に関与する内腔のマンノシルトランスフェラーゼの
ための基質ではない。M1またはM2ならびにGlc3Man9GlcNAc2はタンパク質上に移される。G
lc3Man9GlcNAc2構造はERならびにゴルジ装置中でさらに加工され、8～14個のマンノース
残基を含むNLO種を生じる。Alg2_1株を、Flc2'およびRft1発現ベクターならびに空ベクタ
ー対照を用いて形質転換した。この株を1のA600まで増殖させ、細胞を収穫した。細胞壁
タンパク質を単離し、還元し、アルキル化し、N-グリカンをPNGase Fを用いて遊離させた
。N-グリカンを精製し、過メチル化し、700～4000のm/zの範囲のMALDI-TOF MSにより分析
した。
【０４２８】
　M1、M2および高マンノース構造Man8GlcNAc2～Man14GlcNAc2(M8～M14)の予想されるサイ
ズのピークがMALDI-TOFスペクトルで検出された。NLO種のピーク強度に基づいて、個々の
構造の相対量を算出した。M1またはM2種の相対的増加は、これらの構造のフリッピングが
Alg2により触媒される伸長を支配することを示唆している。Flc2'の発現はM1構造の88.5
％の蓄積を誘導した。対照的に、M1構造は、Rft1を発現するか、または空ベクターを担持
するalg2-1株において総N-グリカンに対して74.7％および78.7％だけ寄与した(表7)。
【０４２９】
　表7は、Rft1またはFlc2*を過剰発現するか、または空ベクターを担持するalg2-1株にお
けるN-グリカンの相対的存在度(％)をまとめたものである。
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【表７】

【０４３０】
1.13 Δalg11株におけるフリッパーゼに関する特異性アッセイ
　Man3GlcNAc2(M3)構造に向かうFlc2'の活性および特異性を確立するために、Δalg11酵
母株を選択した。この株の使用により、ER膜の細胞質側および内腔側でのLLO構造の相対
量の決定が可能になる。alg11遺伝子の不活性化に起因して、細胞質側でのLLO合成のみが
M3のレベルまで進行する。この構造は、ER内腔にフリップされる場合、Alg3によりさらに
改変されるようになり、その後、マンノシルトランスフェラーゼがM7の生成を誘導する。
3H-マンノースを用いる細胞の標識により、HPLCを用いて様々なLLO種の相対量を定量する
ことが可能になる。フリッピングが非効率的である場合、細胞質のLLO種はER膜の細胞質
側に蓄積し、対照的に、内腔のLLOの相対量は減少する。
【０４３１】
　Δalg11株におけるFlc2'およびRft1の発現は、LLOの総量に対する細胞質LLO種の相対的
寄与を低下させ(図17A、17B、17C)、それによって、内腔のLLO種を対照株における約43％
からFlc2'またはRft1を過剰発現する両方の株における約70％まで増加させる(表8)。
【０４３２】
　表8は、Rft1もしくはFlc2*を過剰発現するか、または空ベクターを担持するΔalg11株
における様々なLLO種の相対量(％)をまとめたものである。LLO種を細胞質群または内腔群
に割り当てる。
【表８】

【０４３３】
1.14 Δalg3Δalg11Δmnn1ノックアウト株の作製
　Δmnn1欠失株をΔalg3欠失株と交配させた。2倍体ヘテロ接合Δalg3Δmnn1株を胞子形
成させ、半数体の胞子をΔalg3およびmnn1遺伝子の非存在について試験した。二重ノック
アウト株をPCR分析によりalg3およびmnn1遺伝子の非存在について試験した。選択された
Δalg3Δmnn1株をΔalg3Δalg11株とさらに交配させ、得られた株を胞子形成させ、テト
ラドをalg3、alg11およびmnn1遺伝子を欠く株について分析した。
【０４３４】
　二重および三重突然変異体の糖プロフィールを記載のように分析した。N-グリカンをPN
Gase Fにより細胞壁タンパク質から遊離させ、2-ABで標識し、MALDI-TOF MSにより分析し
た。Δalg3Δalg11と三重突然変異体に由来するN-グリカンスペクトルの比較により、M5
であるm/z = 1377でのピークの低下が示される。これらのデータは、mnn1遺伝子の排除に
より、ゴルジ装置中でのNLOの改変を無効化することができることを示している。図22は
、Δalg3Δalg11酵母突然変異株に由来する細胞壁タンパク質(図22A)およびΔalg11Δalg
3Δmnn1酵母突然変異株(図22B)から単離された2-AB-標識N-グリカンのMALDI-TOF MSスペ
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クトルを示す。
【実施例２】
【０４３５】
糖鎖付加のための複合系
2.1 酵母突然変異株における新規LLOおよび原生動物オリゴサッカリルトランスフェラー
ゼの発現
　好ましい実施形態においては、少なくとも3つの構成要素：(i)オリゴサッカリルトラン
スフェラーゼのための前駆体としての脂質結合Man3GlcNAc2の生成；(ii)フリッパーゼ、
例えば、(Flc2')、および(iii)緩い基質特異性を示す原生動物オリゴサッカリルトランス
フェラーゼ(POT)を含む、特に酵母におけるタンパク質の糖鎖付加のための複合系を提供
する。
【０４３６】
　2種の異種タンパク質、フリッパーゼとPOTを組合わせるために、両部分を含むベクター
を構築した。
【０４３７】
　その目的のために、GPDプロモーターとcyc1ターミネーターの制御下にある原生動物オ
リゴサッカリルトランスフェラーゼ(LmStt3D)を、遺伝子が反対方向に転写されるような
様式でFlc2'を含むベクター中に挿入した。LmStt3D、Flc2'または両酵素を担持するプラ
スミドを、野生型酵母(YG1509)またはalg11(YG1365)もしくはalg11とalg3(YG1363)を欠く
酵母細胞中に形質転換し、CPYおよびGas1pのN-糖鎖付加をウェスタンブロットを用いて分
析した(図10)。
【０４３８】
　ERに局在化したオリゴサッカリルトランスフェラーゼの欠失を含まない対照株において
、CPY移動性はFlc2'またはLmStt3DまたはFlc2'とLmStt3Dの両方の発現時に同一である。a
lg11を欠損し、脂質結合GlcNAc2Man5を産生する酵母株YG1365またはalg11およびalg3を欠
損し、脂質結合GlcNAc2Man5を産生するYG1363においては、Flc2'とLmStt3Dの同時発現は
、Flc2'またはLmStt3Dのみを発現する細胞と比較してより高い分子量にCPYをシフトさせ
るが、これはFlc2'およびLmStt3Dの存在下でのCPYのより完全なN-糖鎖付加を示唆してい
る。移動性の同様の変化は、β-1,3-グルカノシルトランスフェラーゼ(Gas1p)上でも観察
された。このGPIアンカータンパク質は細胞壁に局在化し、ゴルジ装置中で起こる改変も
受ける。
【０４３９】
　カルボキシペプチダーゼY(CPY)のN-糖鎖付加効率に対するFlc2'およびLmStt3Dの過剰発
現の効果を、空プラスミド(YEp352)、またはFlc2'もしくはLmStt3DまたはFlc2'およびLmS
tt3Dの過剰発現のためのプラスミドを担持するΔalg11株において分析するか、または23
℃でSD-ura培地中で増殖させた。総可溶性タンパク質をSDS-PAGEゲル上で分離し、抗CPY
抗体を用いる免疫ブロッティングにより分析した(図11)。Δalg11細胞中で、Flc2'および
LmStt3D CPYの過剰発現は完全に糖鎖付加されるが(mCPY)、Flc2'またはPOT LmStt3D株の
みを過剰発現する細胞は、Flc2'とPOTの同時発現と同程度ではないが、ベクター対照と比
較してCPYの低糖鎖付加を減少させる(図11)。
【０４４０】
　図12に図示される複合系においては、alg3とalg11遺伝子の両方が欠失しており、脂質
結合Man3GlcNAc2の生成をもたらす。残りのトランスフェラーゼは細胞中に依然として存
在するが、脂質結合Man3GlcNAc2基質上では不活性である。第1の手法においては、新規フ
リッパーゼ(例えば、Flc2'など)を付加する。第2に、原生動物オリゴサッカリルトランス
フェラーゼ(POT、リーシュマニア・メジャーのStt3Dなど)を付加する。脂質結合Man3GlcN
Ac2の生成のための代替物は、その生成物がER膜の細胞質側で脂質結合マンノースを生成
するdpm1遺伝子の欠失、またはドリコール結合マンノースをER内腔にフリップする単糖類
フリッパーゼの欠失であろう。脂質結合マンノースは、ER内腔に局在化したオリゴサッカ
リルトランスフェラーゼのための供与体として働く。Δalg11突然変異と共に、そのよう
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ンスフェラーゼ、フリッパーゼ(Rft1)、酵母Ost複合体の成分および非合成構造を灰色で
示す。
【０４４１】
2.2 酵母突然変異株における原生動物オリゴサッカリルトランスフェラーゼの発現
　少なくとも2つの構成要素：(i)オリゴサッカリルトランスフェラーゼのための前駆体と
しての脂質結合Man3GlcNAc2の生成および(ii)緩い基質特異性を示す、原生動物オリゴサ
ッカリルトランスフェラーゼ(POT)の1種以上のパラログの発現を含む、特に、酵母におけ
るタンパク質の糖鎖付加のための複合系を提供する。
【０４４２】
　4種のStt3パラログであるLmStt3A～LmStt3Dを有するL.major；それぞれ、Lb3_1～Lb3_3
およびLi3_1～Li3_3と命名されたそれぞれ3種の異なるStt3パラログを有するL.brazilien
sisおよびL.infantumのPOTを含むベクターを構築した。それぞれのPOT遺伝子を全て、低
コピー数プラスミドならびに高コピー数プラスミド上に含有させた。さらに、トリパノソ
ーマ・ブルセイのパラログTbStt3_BおよびTbStt3_CのPOT遺伝子を高コピー数プラスミド
上に含有させた。個々のPOTパラログを、POTプラスミドを導入した改変Δalg11突然変異
酵母株およびΔalg3Δalg11突然変異酵母株中で発現させた。全ての株の細胞抽出物を調
製し、CPY特異的抗体により分析した。N-糖鎖付加効率の結果の比較により、個々のPOTの
効果が異なる突然変異株において異なっていてもよいことが示され、LLO基質のための異
なるPOTの異なる選択性を示唆している。低コピー数プラスミドからのPOTの発現は、高コ
ピー数プラスミドからの発現よりもN-糖鎖付加の改善においてより有効であったが、これ
は適切な発現レベルが重要であり、これを最適化することができることを示唆している。
【０４４３】
　N-糖鎖付加スコアを確立するために、ウェスタンCPYブロット(n=2～5)群を分析し、N-
糖鎖付加効率を、未改変Δalg11およびΔalg3Δalg11バックグラウンドと比較して0(追加
効果なし)～3(大きい追加効果)とスコア化した。個々の実験のポイントを合計し、その合
計を反復回数で割ることによりN-糖鎖付加スコアを算出した。結果を表9にまとめる。



(100) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

【表９】



(101) JP 2012-506710 A 2012.3.22

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(102) JP 2012-506710 A 2012.3.22

【図５－１】 【図５－２】

【図５－３】 【図５－４】



(103) JP 2012-506710 A 2012.3.22

【図６】 【図７】

【図８】 【図９】

【図１０】



(104) JP 2012-506710 A 2012.3.22

【図１１】 【図１２】

【図１３－１】 【図１３－２】



(105) JP 2012-506710 A 2012.3.22

【図１３－３】 【図１４－１】

【図１４－２】 【図１４－３】



(106) JP 2012-506710 A 2012.3.22

【図１４－４】 【図１５】

【図１６】 【図１７】



(107) JP 2012-506710 A 2012.3.22

【図１８】 【図１９】

【図２０】 【図２１】



(108) JP 2012-506710 A 2012.3.22

【図２２】

【配列表】
2012506710000001.app



(109) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40

【国際調査報告】



(110) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40



(111) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40



(112) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40



(113) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40



(114) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40



(115) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40



(116) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40



(117) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

40



(118) JP 2012-506710 A 2012.3.22

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ０７Ｋ  16/00     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/00    　　　　          ４Ｈ０４５
   Ｃ０７Ｋ  14/39     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/39    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/435    (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/435   　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  31/715    (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/20    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/395    (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｖ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,SE,SI,S
K,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BH,BR,
BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,IL,IN,I
S,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PE
,PG,PH,PL,PT,RO,RS,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ヘレニウス，ヨンネ
            ドイツ連邦共和国　０１０９９　ドレスデン，プリースニッツシュトラーセ　２４
(72)発明者  ノイペルト，クリスティーネ
            スイス国　ツェーハー－８０３７　チューリッヒ，レーエンシュタイク　７
(72)発明者  エビ，マルクス
            スイス国　ツェーハー－５４３０　ヴェッティンゲン，ベレヴーシュトラーセ　４
(72)発明者  パルサイエ　ナサブ，ファルノウシュ
            スイス国　ツェーハー－８０４９　チューリッヒ，リンマタールシュトラーセ　２６６
(72)発明者  フライ，アレクサンダー，ダニエル
            スイス国　ツェーハー－４６００　オルテン，ハーゼンヴァイト　１２
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  BA41  CA01  DA02  DA12  GA11  HA01 
　　　　 　　  4B064 AG26  CA06  CA10  CA19  CC24  DA01 
　　　　 　　  4B065 AA72X AA90X AA90Y AB01  AC14  BA02  CA24  CA44 
　　　　 　　  4C084 AA01  AA06  AA07  BA34  BA48  CA53 
　　　　 　　  4C085 AA33  DD62  EE01 
　　　　 　　  4H045 AA11  BA10  BA53  CA15  CA40  DA75  EA20  FA74 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	search-report
	overflow

