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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離されたＸＲＧＤ富化した組換えゼラチンポリペプチドであって、モチーフＤＲＧＤ
、ＰＲＧＤ、及びＯＲＧＤを含まないが、少なくとも１つのＸＲＧＤモチーフを含み、こ
こでＸはＥである、前記ゼラチンポリペプチド。
【請求項２】
　ゼラチンポリペプチドがＳ（Ｓｅｒ）および／またはＴ（Ｔｈｒ）および／またはＮ（
Ａｓｎ）残基を含まない、請求項１に記載の組換えゼラチンポリペプチド。
【請求項３】
　少なくとも２つのＸＲＧＤモチーフを含み、ここでＸはＥである、請求項１または２に
記載の組換えゼラチンポリペプチド。
【請求項４】
　ポリペプチドが少なくとも１５ｋＤａの分子量を有する、請求項１～３のいずれか１項
に記載の組換えゼラチンポリペプチド。
【請求項５】
　１％未満のプロリンがヒドロキシル化されている、請求項１～４のいずれか１項に記載
の組換えゼラチンポリペプチド。
【請求項６】
　配列番号１のアミノ酸１７９～１１９２と７０％同一性を有する配列を伴う、請求項１
～５のいずれか１項に記載の組換えゼラチンポリペプチド。
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【請求項７】
　配列番号１のアミノ酸１７９～１１９２と９０％同一性を有する配列を伴う、請求項１
～５のいずれか１項に記載の組換えゼラチンポリペプチド。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の組換えゼラチンポリペプチドの少なくとも２つの
反復を含むか、またはそれからなる、ポリマー状組換えゼラチンポリペプチド。
【請求項９】
　反復がアミノ酸配列において同一であり、そしてモノマー反復単位の間にいずれの介在
アミノ酸をも含まない、請求項８に記載のポリマー状組換えゼラチンポリペプチド。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の組換えゼラチンポリペプチドを含む、細胞支持体
。
【請求項１１】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の組換えゼラチンポリペプチドを含む、制御放出組
成物。
【請求項１２】
　請求項１～９に記載の組換えゼラチンポリペプチドを製造するための方法であって、下
記：
　ａ）請求項１～９に記載のポリペプチドをコードする核酸配列が適切なプロモーターに
作動可能な状態で連結したものを含む発現ベクターを調製し；
　ｂ）前記の核酸配列をメチロトローフ酵母において発現させ：
　ｃ）前記の核酸配列を発現させるのに適切な発酵条件下でその酵母を培養し；そして
　ｄ）場合により前記ポリペプチドを培養物から精製する；
を含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組換え製造したＸＲＧＤ富化ゼラチンの分野のものおよびこれらを製造する
方法である。本発明のゼラチンは、細胞付着を伴う幾つかの用途、たとえば細胞培養作業
、および足場依存性細胞の細胞培養を伴う用途、ならびに多様な医療用途にも特に有用で
ある。特に、これらの組換えゼラチンはきわめて安定であり、すなわちタンパク質分解に
よる分解および／または化学分解に対して高い抵抗性をもつ。この高い安定性は、組換え
宿主細胞において産生させる際に高い収量をもたらし、たとえば医薬組成物または医療用
具におけるその後のタンパク質の使用に際しても有利である。
【背景技術】
【０００２】
　動物細胞、特に哺乳動物細胞（ヒト細胞を含む）の細胞培養系は、多くの重要な（遺伝
子工学的に処理した）生物材料、たとえばワクチン、酵素、ホルモンおよび抗体の製造の
ために重要である。大部分の動物細胞は足場依存性であり、それらの生存および増殖のた
めに表面または細胞培養支持体に付着する必要がある。
【０００３】
　細胞付着は、医療用途、たとえば創傷の処置（人工皮膚材料が含まれるが、治癒および
細胞付着を促進する化合物または組成物を含む粘着性のプラスターまたはバンドエイドも
含まれる）、骨および軟骨の（再）増殖、ならびに移植および人工血管材料においても重
要な役割を果たす。したがって医療用途において、インプラントまたは移植材料などの材
料は細胞付着に関して生体適合性のコーティングを含むことがしばしば要求される。
【０００４】
　細胞付着に関連して関心のある他の領域は、細胞の付着受容体の遮断である。たとえば
、付着受容体の遮断により、癌転移が影響または阻害を受ける、抗血栓組成物において血
小板凝集が影響を受ける、ならびにたとえば外科手術後の組織癒着が阻止される、あるい
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はたとえば歯科製品または他の医療製品に対する組織接着が促進されるという可能性があ
る。
【０００５】
　ＵＳ　２００６／０２４１０３２には、最小（増加）レベルのＲＧＤモチーフをもち、
かつそのＲＧＤモチーフの一定の分布をもつ、ＲＧＤ富化したゼラチン様タンパク質が開
示されており、これは医療およびバイオテクノロジー用途における細胞接着および細胞結
合にきわめて適切なことが見いだされた。そこに記載された細胞結合ペプチドは良好な細
胞付着特性をもつ。
【０００６】
　しかし、分解しやすさが大量の組換えゼラチンの製造能力における制限因子であった。
　ＥＰ　９２６５４３およびWerten et al. 1999 (Yeast 15, 1087-1096)には、組換えゼ
ラチンの製造方法が記載されており、その際らせんドメイン（Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａト
リプレット反復配列からなる）の非ヒドロキシル化フラグメントがメチロトローフ酵母（
ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｙｅａｓｔ）ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａ
ｓｔｏｒｉｓ）において高収量で製造された：マウスＩ型（計算ｍｗ　２１ｋＤａおよび
２８ｋＤａのＣＯＬ１Ａ１ペプチドならびに５３ｋＤａのＣＯＬ１Ａ２をエンコードする
）およびラットＩＩＩ型（ＣＯＬ３Ａ１）。収量は、ＣＯＬ３Ａ１の多重コピー形質転換
体につき３～４ｇ／リットル清澄ブロス（ｃｌａｒｉｆｉｅｄ　ｂｒｏｔｈ）と最高１４
．８ｇ／リットルの間であった。ＣＯＬ３Ａ１については、発酵ｐＨをｐＨ５からｐＨ３
に変更することにより分解を減少させることができた。対照的に、エンドペプチダーゼモ
チーフ（Ｍｅｔ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ）を含むと思われるＣＯＬ１Ａ１の分解はこれ
によって減少しなかった。このモチーフをＡｒｇ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｍｅｔに部位特異的
変異誘発すると分解が減少し、Ｋｅｘ２プロテアーゼまたはＫｅｘ２－様プロテアーゼは
モチーフ［Ｌｅｕ－Ｉｌｅ－Ｖａｌ－Ｍｅｔ］－Ｘａａ－Ｙａａ－Ａｒｇを認識すると推
測された。しかし、ＣＯＬ１Ａ１配列の収量をさらに改良する必要があった。Ｗｅｒｔｅ
ｎらは、ＣＯＬ１Ａ１の収量がＣＯＬ３Ａ１のものより低いままであるのは、ＣＯＬ３Ａ
１のコドン利用が高発現ピキア・パストリス遺伝子のものと類似するのに対してＣＯＬ１
Ａ１のコドン利用は高発現ピキア・パストリス遺伝子のものと異なるためであるという仮
説を立てた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】ＵＳ　２００６／０２４１０３２
【特許文献２】ＥＰ　９２６５４３
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Werten et al. 1999 (Yeast 15, 1087-1096)
【発明の概要】
【０００９】
　本発明により、ＸＲＧＤ富化したゼラチン様配列、たとえばＧｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａト
リプレットからなるかまたはそれを含む配列、たとえばコラーゲンの三重らせんドメイン
（”コラーゲン性ドメイン”とも言われる）の全部もしくは一部からなるかもしくはそれ
を含む配列（たとえば、哺乳動物、特にヒトのＣＯＬ１Ａ１）または本質的にそれに類似
する配列の収量および／または安定性を改良する方法が今回見いだされた。配列ＤＲＧＤ
（Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ）およびＰＲＧＤ（Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ
）が存在すべきではないこと、すなわち最小量のＸＲＧＤ（Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａ
ｓｐ）が存在すべきであることが見いだされた；これによればＸ（Ｘａａ）はＤ（Ａｓｐ
）、Ｐ（Ｐｒｏ）またはヒドロキシプロリン以外のいずれかのアミノ酸である。これによ
り本発明は、大幅に安定化されたゼラチン様ポリペプチドを提供し、これらを高レベルで
製造でき、これらは細胞付着に特に有用である。
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【００１０】
　本発明の１態様においては、ＸＲＧＤ富化した組換えゼラチンポリペプチドであって、
そのアミノ酸配列がモチーフＤＲＧＤおよび／またはＰＲＧＤを含まないが、少なくとも
１つのＸＲＧＤモチーフを含み、ここでＸはＤ（Ａｓｐ）およびＰ（Ｐｒｏ）またはＯ（
ヒドロキシプロリン）以外のいずれかのアミノ酸であるゼラチンポリペプチドが提供され
る。そのような配列は、化学分解および／またはタンパク質分解による分解に対して大幅
に高められた安定性をもつ。
【００１１】
　ＲＧＤ富化したゼラチン様配列（およびそのバリアント、ならびにこれらのいずれかの
フラグメント）の安定性および発現レベルは、ヒトのコラーゲン性ドメインＣＯＬ（Ｉ）
α１（本明細書中ではＣＯＬ１Ａ１とも記載する；ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１を参照）およ
び／またはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２（ＣＢＥモノマー）に対して少なくとも６０％、より
好ましくは少なくとも７０または８０％、たとえば少なくとも９０％、好ましくは少なく
とも９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％もしくは９９％またはそ
れ以上のアミノ酸配列同一性をもち、かつ配列ＸＲＧＤを好ましくは少なくとも１回、よ
り好ましくは少なくとも２回、３回、４回、５回、またはそれ以上含む（ここでＸはＤ、
ＰまたはＯ以外のいずれかのアミノ酸である）天然または合成核酸配列を発現させること
によって著しく改良することができる。
【００１２】
　核酸配列（ＤＮＡまたはＲＮＡ）、実質的に純粋な組換えゼラチン様ポリペプチド分子
、およびそのような異種ポリペプチドを高収量で大規模発酵法を用いて製造する方法が提
供される。そのようなポリペプチドを含むか、またはそれらからなる、組成物および用具
も提供される。
【００１３】
　そのような核酸配列およびコードされるポリペプチドのマルチマーも提供され、したが
ってＸＲＧＤを含むモノマーポリペプチド単位をコードする核酸配列が、モノマーのサイ
ズに応じて数回、たとえば少なくとも２～１０回、２０回、３０回、５０回または１００
回、反復される。好ましくは、モノマーまたはマルチマーは少なくとも約１５ｋＤａ、２
０ｋＤａ、３０ｋＤａまたはそれ以上、たとえば１００ｋＤａもしくは１５０ｋＤａの計
算分子量をもつ。したがって、ＧＸＹトリプレットからなり、約１５ｋＤａ～約１５０ｋ
Ｄａ（およびその間のいずれかの数値）の分子量をもつポリペプチド（モノマーまたはポ
リマー）が本発明に包含され、その際、それらのポリペプチドは少なくとも１つ、ただし
好ましくはその以上のＸＲＧＤモチーフを含み、ここでＸはＤ（Ａｓｐ）およびＰ（Ｐｒ
ｏ）またはＯ（ヒドロキシプロリン）以外のいずれかのアミノ酸である。そのようなモノ
マーおよび／またはマルチマーポリペプチドは、細胞接着用途に特に適切である。
【００１４】
　したがって本発明の１態様においては、組換えによるＸＲＧＤ富化ゼラチン、ならびに
それでコートした細胞支持体、および組換えゼラチンを含む制御放出組成物が提供される
。組換えゼラチンおよび／または細胞支持体もしくは制御放出組成物を細胞接着関連の医
療用途に使用する方法も提供される。
【００１５】
　一般的な定義
　用語’コラーゲン’、’コラーゲン関連’、’コラーゲン由来’なども当技術分野でし
ばしば用いられるが、本明細書の他の箇所全体において用語’ゼラチン’または’ゼラチ
ン様’タンパク質を用いる。天然ゼラチンは５，０００から４００，０００ダルトンより
大きい範囲にまで及ぶＭＷをもつ個々のポリマーの混合物である。
【００１６】
　用語”細胞接着（ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ）”と”細胞付着（ｃｅｌｌ　ａｔｔａ
ｃｈｍｅｎｔ）”は互換性をもって用いられる。
　用語”ＸＲＧＤ配列”および”ＸＲＧＤモチーフ”および”Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－
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Ａｓｐ”も互換性をもって用いられる。用語”ＸＲＧＤ富化した”は、本明細書中で少な
くとも１つのＸＲＧＤモチーフを含むアミノ酸配列を表わし、ここでＸはＤ、Ｐまたはヒ
ドロキシプロリン（Ｏ）ではない。本発明に関連して用語”ＸＲＧＤ富化した”は、分子
当たりのアミノ酸の総数に対するパーセントとして計算して一定レベルのＸＲＧＤモチー
フが存在すること、およびアミノ酸配列中に一定の均一なＸＲＧＤ配列分布があることを
意味する。ＸＲＧＤ配列のレベルは、パーセントとして表わされる。このパーセントは、
ＸＲＧＤモチーフの数をアミノ酸の総数で割り、その結果を１００倍することにより計算
される。ＸＲＧＤモチーフの数は１から出発する、２、３などの整数である。
【００１７】
　特に、”ＸＲＧＤ富化した”は、本明細書中でアミノ酸の総数に対するＸＲＧＤモチー
フのパーセントが少なくとも０．４であるアミノ酸配列を表わし、アミノ酸配列がアミノ
酸３５０個以上を含む場合、アミノ酸３５０個の範囲それぞれが少なくとも１つのＸＲＧ
Ｄモチーフを含む。好ましくは、ＸＲＧＤモチーフのパーセントは少なくとも０．６、よ
り好ましくは少なくとも０．８、より好ましくは少なくとも１．０、より好ましくは少な
くとも１．２、最も好ましくは少なくとも１．５である。
【００１８】
　少なくとも０．４以上のＸＲＧＤモチーフのパーセントは、アミノ酸２５０個当たり少
なくとも１以上のＸＲＧＤ配列に相当する。ＸＲＧＤモチーフの数は整数であり、したが
って０．４％の特徴を満たすためには、アミノ酸２５１個からなるアミノ酸配列は少なく
とも２つのＸＲＧＤ配列を含むべきである。好ましくは、本発明のＸＲＧＤ富化した組換
えゼラチンは、アミノ酸２５０個当たり少なくとも２つのＲＧＤ配列、より好ましくはア
ミノ酸２５０個当たり少なくとも３つのＲＧＤ配列、最も好ましくはアミノ酸２５０個当
たり少なくとも４つのＲＧＤ配列を含む。さらに他の態様において、本発明のＸＲＧＤ富
化した組換えゼラチンは、少なくとも４つのＸＲＧＤモチーフ、好ましくは６、より好ま
しくは８、よりさらに好ましくは１２、ないし１６に及ぶＲＧＤモチーフを含む。
【００１９】
　”三重らせんドメイン”および”コラーゲン性ドメイン”は互換性をもって用いられ、
組換えまたは天然コラーゲンのＧｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレット反復領域、すなわち
［Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａ］ｎを表わす；ここでＸａａおよびＹａａはいずれかのアミノ
酸であり、ｎは少なくとも５、１０、１５、２０、３０、４０、５０、７０、８０、９０
、１００またはそれ以上である。たとえばＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１に示される天然ヒトＣ
ＯＬ１Ａ１において、コラーゲン性ドメインはアミノ酸１７９からアミノ酸１１９２まで
であり、それもしくはバリアントの全体、またはその（またはバリアントの）フラグメン
トを本発明に使用できる。
【００２０】
　”フラグメント”はより長い核酸またはポリペプチド分子の一部であり、より長い分子
のうちたとえば少なくとも１０、１５、２０、２５、３０、５０、１００、２００、５０
０またはそれ以上の連続したヌクレオチドまたはアミノ酸残基を含むか、またはそれから
なる。
【００２１】
　”自然”または”天然”コラーゲンまたはコラーゲン性ドメインは、自然界で、たとえ
ばヒトまたは他の哺乳動物にみられる核酸配列またはアミノ酸配列を表わす。
　”バリアント”は、１個以上のアミノ酸の挿入、欠失または置換により天然配列と異な
り、後記に定める天然配列と”実質的に同一”である配列を表わす。
【００２２】
　用語”タンパク質”または”ポリペプチド”または”ペプチド”は互換性をもって用い
られ、アミノ酸の鎖からなる分子を表わし、特定の作用様式、サイズ、三次元構造または
由来を表わすものではない。単離されたタンパク質は、それの自然環境内ではみられない
タンパク質、たとえば培地から精製したタンパク質である。
【００２３】
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　用語”支持体”または”細胞付着支持体”は、本明細書中で、細胞の付着および／また
は増殖を容易にするために使用できるいずれかの支持体、たとえば培養皿、マイクロキャ
リヤー（たとえばマイクロキャリヤービーズ）、ステント、インプラント、プラスターな
どを表わす。
【００２４】
　用語”実質的に同一”、”実質的同一性”、または”本質的に類似”または”本質的類
似性”は、２つのポリペプチドをデフォルトパラメーターのスミス－ウォーターマン（Ｓ
ｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ）アルゴリズムを用いてペアワイズアラインメントした際に
少なくとも６０％、７０％、８０％、より好ましくは少なくとも９０％、９５％、９６％
または９７％、より好ましくは少なくとも９８％、９９％またはそれ以上のアミノ酸配列
同一性を構成することを意味する。配列アラインメント、および配列同一性パーセントに
関するスコアは、コンピュータープログラム、たとえばＧＣＧ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐ
ａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ　１０．３（Accelrys Inc.から入手できる；9685 Scrant
on Road, San Diego, CA 92121-3752 USA）を用いて、またはＥｍｂｏｓｓ　ＷＩＮ（た
とえばｖｅｒｓｉｏｎ　２．１０．０）を用いて決定できる。２つの配列間の配列同一性
を比較するためには、局所アラインメントアルゴリズム、たとえばＥｍｂｏｓｓＷＩＮプ
ログラム”ｗａｔｅｒ”に使用されるスミス－ウォーターマン
アルゴリズム（Smith TF, Waterman MS (1981) J. MoI. Biol 147(l);195-7)を用いるの
が好ましい。デフォルトパラメーターは、タンパク質に関するＢｌｏｓｕｍ６２置換マト
リックスを用いて、ギャップオープニングペナルティー１０．０およびギャップエクステ
ンションペナルティー０．５である(Henikoff & Henikoff, 1992, PNAS 89, 915-919)。
【００２５】
　用語”含む”は、記載した部分、工程または構成要素の存在を特定するけれども追加の
１以上の部分、工程または構成要素の存在を除外するものではないと解釈すべきである。
　さらに、不定冠詞”ａ”または”ａｎ”による要素の表記は、その状況から１つ、かつ
１つだけの要素があることが明らかに要求されない限り、１より多い要素が存在する可能
性を除外するものではない。したがって、不定冠詞”ａ”または”ａｎ”は通常は”少な
くとも１つ”を意味する。
【００２６】
　”モノマー”は、ポリペプチド単位（またはそれをコードする核酸配列）であって、そ
の単位を線状に反復させてより長いポリペプチドを生成させることによって”マルチマー
”（または”ポリマー”、これは互換性をもって用いられる）を生成させるのに使用でき
るものを表わす。モノマー単位は好ましくは介在アミノ酸なしに反復されるが、場合によ
り１、２、３、４、５個またはそれ以上の連結アミノ酸がモノマー単位間に存在してもよ
い。
【００２７】
　用語”改良された安定性”は、酵母発現宿主の通常の培養条件下でＸＲＧＤ富化ゼラチ
ンが加水分解されないこと、またはＤＲＧＤ、ＰＲＧＤもしくはＯＲＧＤ（Ｏはヒドロキ
シプロリンを意味する）をもつ対応する配列と比較して加水分解される程度が好ましくは
少なくとも２倍少ないことを意味する。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　意外にも、卓越した細胞付着特性をもち、改良された安定性、改良された細胞付着特性
（おそらく改良された安定性に帰因するものであろう）などの利点を含み、および／また
は組換えポリペプチドでコートしたキャリヤー（たとえばコアマイクロキャリヤービーズ
）のより均一な粒度分布を生じる、高収量の改良されたきわめて安定なペプチドまたはポ
リペプチドを得るのが可能なことが見いだされた。
【００２９】
　これらのポリペプチドは、抗原性が低く、かつウイルス、プリオンなどの病的因子を伝
達するリスクなしに使用できるので、いかなる健康関連リスクを示すこともない。
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　メチロトローフ酵母（特にピキア属またはハンゼヌラ属（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ））にお
いて、ＸＲＧＤ富化したゼラチン様ポリペプチドをコードする核酸配列を発現させること
により、特に、分解していない全長のＸＲＧＤ富化タンパク質の安定性および収量を改良
することができる。この組換えＸＲＧＤ富化ポリペプチドは、ポリペプチド（モノマーま
たはポリマー）のサイズが約１５ｋＤａ～約１５０ｋＤａとなるような適切な数の連続Ｇ
ＸＹトリプレットを含むか、またはそれからなる。１態様において、組換えゼラチン様ポ
リペプチド（すなわちモノマーおよび／またはマルチマー）はヒトＣＯＬ１Ａ１のコラー
ゲン性ドメイン（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のアミノ酸１７９～１１９２）および／または
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２に対して少なくとも６０％の配列同一性をもち、配列ＤＲＧＤお
よび／またはＰＲＧＤを含まないが、最小数のＸＲＧＤモチーフ（少なくとも１つ）を含
み、ここでＸはＤおよびＰまたはＯ（ヒドロキシプロリン）以外のいずれのアミノ酸であ
ってもよい。
【００３０】
　本発明によるゼラチン様ポリペプチドモノマー
　したがって本発明の１態様においては、ＲＧＤ富化したゼラチンモノマーであって、モ
チーフＤＲＧＤまたはＰＲＧＤまたはＯＲＧＤを含まないが、少なくとも１つのＸＲＧＤ
モチーフを含み、ここでＸはＤ（Ａｓｐ）およびＰ（Ｐｒｏ）またはＯ（ヒドロキシプロ
リン）以外のいずれかのアミノ酸であるモノマーが提供される。
【００３１】
　あるいは、またはさらに、組換えによるＸＲＧＤ富化したゼラチン様タンパク質は、Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１および／またはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２に対する配列同一性により
、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のアミノ酸１７９～１１９２またはそのフラグメント、たとえ
ば少なくとも１５個の連続アミノ酸のフラグメントに対する、少なくとも６０％、好まし
くは少なくとも７０％、８０％、９０％またはそれ以上のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも９２％、９５％、９６％、９８％、９９％の配列同一性またはそれ以上
をもつアミノ酸配列を含むかまたはそれからなるタンパク質として規定することもできる
。”フラグメント”は、１０００個未満のアミノ酸、たとえば８００、６００、５００、
３００、２５０、２００、１００、５０、３０個またはそれ未満の連続アミノ酸、ただし
好ましくは少なくとも１０、１５または２０個のアミノ酸の部分である。
【００３２】
　好ましくは、前記の配列は少なくとも１つのＸＲＧＤモチーフ、より好ましくは少なく
とも２つのＸＲＧＤモチーフを含み、ここでＸはいずれかのアミノ酸であってよいが、Ｄ
、ＰまたはＯ（ヒドロキシプロリン）ではない。このポリペプチドは、好ましくはＤＲＧ
Ｄ、ＰＲＧＤまたはＯＲＧＤ配列モチーフを含まない。したがって、たとえば天然ＣＯＬ
１Ａ１コラーゲン性ドメインをコードする核酸配列（たとえば哺乳動物Ｉ型プロコラーゲ
ン、たとえばマウス、ラット、ヒトのＣＯＬ１Ａ１遺伝子に由来するもの）を使用でき、
天然ＤＲＧＤモチーフおよび／またはＰＲＧＤモチーフをコードするコドンを、たとえば
部位特異的変異誘発により修飾してＸＲＧＤにすることができる。あるいは、ＤＲＧＤお
よび／またはＰＲＧＤモチーフを、ポリペプチドがこれらのモチーフを含まず、かつ少な
くとも１以上の’新たな’ＸＲＧＤモチーフを配列中のいずれかの箇所に導入するように
修飾して、異なる配列にすることができる。もちろん、連続ＧＸＹモチーフ、たとえば少
なくとも５、１０、１５、２０、３０、５０、１００、２００、３００またはそれ以上の
連続ＧＸＹモチーフを含み、これにより少なくとも１つ、ただし好ましくはそれより多い
ＸＲＧＤモチーフが配列中に含まれるアミノ酸配列を簡単に設計することも可能である。
そのように設計されたポリペプチドは、これらをコードする核酸配列を作製し（日常的な
分子生物学的手法を用いて）、これらを組換え宿主細胞において発現させることにより製
造できる。好ましくは、ＸＲＧＤモチーフ（ＸはＤまたはＰまたはＯではない）の間隔は
少なくとも約０、１０、１５、２０、２５、３０個またはそれ以上の介在アミノ酸が存在
するものである（後記を参照）。その配列中に数個のＸＲＧＤが存在する場合、これらは
好ましくは規則的な間隔をもつが、これは必要条件ではない。
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【００３３】
　ＸはＤ、ＰおよびＯ以外のいずれかのアミノ酸であってよいが、Ｘは好ましくはＣ、Ｍ
、Ｋ、Ｌ、Ｉ、Ｒ、Ｋ、Ｈ、Ｓ、Ｔ、Ｖ、Ａ、ＧまたはＥから選択される。好ましくは、
ＸはＳ、Ｔ、Ｖ、Ａ、ＧおよびＥから選択される。最も好ましくは、ＸはＥである。１よ
り多いＸＲＧＤモチーフが存在する場合、異なるＸＲＧＤモチーフ中に存在するＸが同一
である必要はないが、好ましい態様においてはすべてのＸＲＧＤモチーフがＥＲＧＤであ
る。したがって、好ましい組換えゼラチンは、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のアミノ酸１７９
～１１９２および／またはそのフラグメントおよび／またはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２に対
して少なくとも６０％の配列同一性をもつアミノ酸配列を含むか、またはそれからなり、
好ましくはＤＲＧＤおよび／またはＰＲＧＤ（およびＯＲＧＤ）を含まず、少なくとも１
つ、好ましくは少なくとも２つ、好ましくは少なくとも３つ、またはそれ以上のＸＲＧＤ
を含み、ここでＸは、その配列中に存在する少なくとも１つ、ただし好ましくは少なくと
も２つ、またはすべてのＸＲＧＤモチーフにおいてＥである。１態様においては、多数の
、たとえば少なくとも１０、２０、３０またはそれ以上のＸＲＧＤモチーフが存在する。
場合により、モノマー全体が連続結合したＸＲＧＤモチーフから構成され、０、１、２、
３、４または５個の介在アミノ酸がモチーフ間にある。
【００３４】
　好ましくは、ＸＲＧＤモチーフはＧＸＹモチーフの一部であり、すなわちＧＸＹトリプ
レットはＸＲＧＤモチーフ（１以上）により中断されていない。たとえば配列－ＧＸＹ－
ＧＸＹ－ＧＸＲ－ＧＤＹ－ＧＸＹ－ＧＸＹ－において、ＸＲＧＤモチーフは連続ＧＸＹト
リプレットを中断していない。
【００３５】
　したがって、２より多い、たとえば３、４、５またはそれ以上のＸＲＧＤモチーフがモ
ノマーポリペプチド中に存在してもよい；この場合も、ＸはＤ、ＰまたはＯ以外のいずれ
かのアミノ酸である。そのようなさらに他のＸＲＧＤモチーフを、たとえば部位特異的変
異誘発により、または他の方法を用いて、天然配列中に導入することもできる。
【００３６】
　組換えゼラチンがＳ（Ｓｅｒ）および／またはＴ（Ｔｈｒ）および／またはＮ（Ａｓｎ
）をいずれも含まないものがさらに他の態様である。したがって、たとえば天然コラーゲ
ンドメイン（またはそのフラグメント）にみられるＳおよび／またはＴおよび／またはＮ
を既知の分子生物学的方法で置換および／または欠失させることができる。あるいは、Ｓ
および／またはＴおよび／またはＮを含まない天然フラグメントを選択することができる
。これによりグリコシル化が減少し、または阻止される（さらに後記を参照）。
【００３７】
　好ましくは、特に追加のＸＲＧＤモチーフを導入する場合、ＸＲＧＤモチーフは配列内
に比較的均一に分布する。好ましい態様において、修飾してＸＲＧＤ（ＸはＤまたはＰま
たはＯではない）にされる天然ＤＲＧＤ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のアミノ酸７４４～７
７７）とＰＲＧＤ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のアミノ酸１０９２～１０９５）の間の間隔
は３４４個の介在アミノ酸である。ＸＲＧＤモチーフ間に少なくとも３０、３５、４０、
４５、５０、１００個の介在アミノ酸またはそれ以上があるように追加のＸＲＧＤモチー
フを導入することができる。したがって前記のポリペプチドは、１００、１５０、２００
または３００または３５０個のアミノ酸につき、好ましくは少なくとも２またはそれ以上
のＸＲＧＤモチーフを含む。場合によってはより多数、たとえば５、６、７、８、９、１
０またはそれ以上のＸＲＧＤおよび／またはＥＲＧＤモチーフが存在してもよい。
【００３８】
　１態様において、組換えゼラチン様タンパク質は、前記の２以上のモノマーを含むかま
たはそれからなるポリマー（本明細書中では用語”マルチマー”と互換性をもって用いる
）である。したがって組換えポリマーは、それぞれのモノマーが前記の基準を満たすｎ個
のモノマー単位を含むことができ、ここでｎは約１５～１５０ｋＤａのマルチマーを構築
するのに必要なモノマー反復配列の数である。したがって、ｎの数値はモノマーのサイズ
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に依存する。アミノ酸１０個のモノマーについて、ｎはたとえば１０～１００またはそれ
以上であってもよい。アミノ酸１００個のモノマーについて、ｎはたとえば１～１０であ
ってもよい。ポリマーは、連続結合した同一または異なるモノマー単位を含むことができ
る。それぞれのモノマーは、好ましくは少なくとも１つのＸＲＧＤを含み、ここでＸはＤ
またはＰまたはＯではない。モノマーはＤＲＧＤおよび／またはＰＲＧＤを含まないので
、ポリマーもこれらのモチーフを含まない。好ましくは、ポリマーは少なくとも
ｎ個のＸＲＧＤモチーフ（ここでＸはＤまたはＰまたはＯではない）を含み、ＤＲＧＤ、
ＰＲＧＤまたはＯＲＧＤモチーフを含まない。好ましくは、ポリマーはＳ、Ｔおよび／ま
たはＮも含まない。
【００３９】
　ポリマー中に存在するモノマー単位は、１態様においてはそれらのアミノ酸配列が同一
である。
　モノマー単位間に介在アミノ酸が存在しないことが好ましいが、モノマー単位間に１個
以上の介在アミノ酸を含むポリマーも本発明において提供される。
【００４０】
　前記ポリペプチドの酵素および／または化学的タンパク質分解に対する安定性は、対応
する天然ポリペプチド、たとえばＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１の天然アミノ酸１７９～１１９
２もしくはその天然バリアントもしくはそのフラグメントのものより高く、および／また
はＸＲＧＤモチーフのＸがＤ、ＰもしくはＯである対応するアミノ酸配列のものより高い
。たとえば、実施例のＸＲＧＤ富化したＣＢＥモノマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）の安
定性は、ＣＢＥと同じアミノ酸配列をもつがＸＲＧＤモチーフ中のＸがＤである対応する
ＣＢＴモノマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５）のものより高い。ＣＢＥモノマーは、ＬＣ－
ＭＳにより見られるように、ピキア属菌において産生される途中／後に開裂されてより小
さなフラグメントになることはなく、１つのポリマーとして安定に維持される。
【００４１】
　好ましくは、たとえばＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルまたは他の方法、たとえばＬＣ－ＭＳによ
る安定性アッセイの途中／後に、分解または開裂生成物、すなわちコードされた（全長）
ポリペプチドのものより小さなサイズのポリペプチドは見られず、または少ない。安定性
は、たとえばポリペプチドが酵母宿主の培地中に分泌された後に試験することができ、こ
れによれば実質的にすべて（少なくとも９５％、好ましくは少なくとも９８％、９９％、
または最も好ましくは１００％）の組換えポリペプチドが完全サイズである場合、そのポ
リペプチドは安定である。いずれの場合も、分解していないポリペプチドの割合は、ＸＲ
ＧＤモチーフのＸ部分にＤ、ＰまたはＯをもつけれども他の点では同一のアミノ酸配列を
もつ対応するポリペプチドを産生に際して同じ方法で処理したもの、たとえば組換え宿主
において同じ方法で発現させ、または同じ安定性試験を施したものより、有意に高い。酵
素による加水分解または化学的加水分解に対する安定性は、ポリペプチドを１種類以上の
タンパク質分解酵素または加水分解性化学薬品と共にインキュベートし、特定の処理期間
後に得られた分子量を分析することにより試験することもできる。
【００４２】
　たとえば、同じ酵母宿主において産生された組換えによる天然ゼラチンと本発明による
ゼラチンの分子量を発酵後に比較した場合、本発明による組換えゼラチンは同じ条件下に
おいて同じ方法で産生された天然ゼラチンより分解が少ない。分解は、同量の試料を装入
したＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上のバンド強度を分析することによっても定量できる。たとえ
ばWerten et al. 1999(前掲)を参照。
【００４３】
　前記のゼラチン様タンパク質モノマー（および１以上のモノマーを含むかまたはそれか
らなるポリマー）は、好ましくは相当数のＧＸＹ三つ組を含み、またはそれからなり、こ
こでＧはグリシンであり、ＸおよびＹはいずれかのアミノ酸である。相当数のＧＸＹ三つ
組とは、全ポリペプチドの少なくとも約５０％、より好ましくは少なくとも６０％、７０
％、８０％、９０％、または最も好ましくは１００％のアミノ酸トリプレットがＧＸＹ、
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特に連続ＧＸＹトリプレットであることを表わす。モノマーおよび／またはポリマーのＮ
－および／またはＣ－末端側末端は、他のアミノ酸を含むことができ、これらはＧＸＹト
リプレットである必要はない。また、モノマーの分子量は好ましくは少なくとも約１５ｋ
Ｄａ（計算分子量）、より好ましくは少なくとも約１６、１７、１８、１９、２０、３０
、４０、５０、６０、７０、８０、９０ｋＤａまたはそれ以上である。
【００４４】
　好ましい態様においてＸＲＧＤを含むゼラチンは組換えＤＮＡ技術により、特にメチロ
トローフ酵母、好ましくはピキア属および／またはハンゼヌラ属、最も好ましくはピキア
・パストリスにおいて核酸配列を発現させることにより製造される。宿主は好ましくはプ
ロリンをヒドロキシル化できず、すなわちそれは機能性プロリル－４－ヒドロキシラーゼ
を欠如し、したがって、得られるポリペプチドにおいてポリマー中のＧＸＹトリプレット
のプロリン残基および／または全プロリン残基のうち１０％未満、より好ましくは５％未
満、４％未満、３または２％未満、最も好ましくは１％未満がヒドロキシル化されている
。本発明の組換えゼラチンは、好ましくは天然コラーゲン性配列に由来し、好ましくは本
明細書中の他のいずれかの箇所に記載するアミノ酸配列基準を満たすためにさらに修飾さ
れる。特に、天然の哺乳動物ＣＯＬ１Ａ１配列、たとえば哺乳動物プロコラーゲンＣＯＬ
１Ａ１配列が修飾に適切である。これらは１つの連続範囲のＧＸＹトリプレットを含み、
これがコラーゲン性ドメインを構成する。コラーゲン、たとえばＣＯＬ１Ａ１をコードす
る核酸は一般に当技術分野で記載されており（たとえばFuller and Boedtker (1981) Bio
chemistry 20: 996-1006; Sandell et al. (1984) J Biol Chem 259: 7826-34; Kohno et
 al. (1984) J Biol Chem 259: 13668-13673; French et al. (1985) Gene 39: 311-312;
 Metsaranta et al. (1991) J Biol Chem 266: 16862-16869; Metsaranta et al. (1991)
 Biochim Biophys Acta 1089: 241-243; Wood et al. (1987) Gene 61: 225-230; Glumof
f et al. (1994) Biochim Biophys Acta 1217: 41-48 ; Shirai et al. (1998) Matrix B
iology 17: 85-88; Tromp et al. (1988) Biochem J 253: 919-912; Kuivaniemi et al. 
(1988) Biochem J 252: 633640;およびAla-Kokko et al. (1989) Biochem J 260: 509-51
6を参照)、遺伝子／タンパク質データベースから入手できる。
【００４５】
　本発明によるゼラチン様ポリペプチドマルチマー
　さらに他の態様においては、前記モノマーのマルチマーが提供される。したがって、そ
のようなマルチマーはモノマー配列の少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９または
１０の反復配列を含むか、またはそれからなる。したがって、さらに他の態様においては
、前記のモノマー配列のマルチマーを含むか、またはそれからなる、組換えゼラチンポリ
ペプチドが提供される。好ましくは、モノマー反復配列は同じモノマー単位（同一アミノ
酸配列をもつもの）の反復配列であるが、場合により異なるモノマー単位（それぞれ前記
の基準に含まれる異なるアミノ酸配列をもつもの）の組合わせも使用できる。
【００４６】
　好ましくはモノマー単位はスペーシングアミノ酸により分離されていないが、短い連結
アミノ酸、たとえば１、２、３、４または５個のアミノ酸が１以上のモノマー間に挿入さ
れていてもよい。
【００４７】
　１態様においてマルチマーは、前記のモノマー、たとえばＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１のア
ミノ酸１７９～１１９２またはそのフラグメントと実質的に同一の配列の少なくとも２、
３、４、５、６、７、８、９または１０の反復配列を含むか、またはそれからなり、その
際、この配列はＤＲＧＤおよび／またはＰＲＧＤを含まず、かつこの配列は少なくとも１
つのＸＲＧＤを含み、ＸはＤまたはＰまたはＯではない（前記を参照）。
　そのようなマルチマーは既知の標準的な分子生物学的方法を用いて作製できる。
【００４８】
　ＸＲＧＤを含むモノマーおよび／またはマルチマーを含む材料および組成物
　本発明は、細胞接着にきわめて適切であって医療またはバイオテクノロジー用途に使用
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できるペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質、特に組換えゼラチンまたはゼラチン様
タンパク質に関する。より具体的には本発明は、ＲＧＤを含む既知の組換えゼラチン様ポ
リペプチド、たとえばＵＳ２００６／０２４１０３２に記載されるもの、特にそこでＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ：２と表示される配列と比較して改良された特性をもつ、細胞結合ペプチ
ドまたはポリペプチドに関する。
【００４９】
　本発明による組換えゼラチンは細胞培養支持体をコートするのにきわめて適切であり、
これをバイオテクノロジー法または医療用途に使用できることが見いだされた。
　ゼラチン中のＸＲＧＤ配列は、細胞壁上のインテグリンと呼ばれる特異的受容体に接着
することができる。これらのインテグリンは細胞結合アミノ酸配列を認識する際のそれら
の特異性が異なる。天然ゼラチンおよびたとえばフィブロネクチンは共にＸＲＧＤ配列を
含む可能性があるが、ゼラチンはフィブロネクチンに結合しない細胞と結合することがで
き、逆も同様である。したがって、ＸＲＧＤ配列を含むフィブロネクチンが細胞接着の目
的について必ずしもゼラチンの代替となりうるわけではない。
【００５０】
　組換えにより製造したゼラチンには、動物から得られたゼラチンの欠点、すなわちそれ
からゼラチンが得られた動物を起源とする病原体による潜在汚染がない。
　細胞培養支持体として、またはそれと組み合わせて使用する場合、本発明によるゼラチ
ン様ポリペプチドは細胞結合ポリペプチドとして機能する。それは、その上で増殖する細
胞がそれを代謝することもできるという、他のポリペプチドを上回る利点をもつ。
【００５１】
　組換え製造したゼラチンのさらに他の利点は、分子量（ＭＷ）を均一に維持できること
である。天然ゼラチンは、その調製方法の結果として、５，０００ｋＤより小さいペプチ
ドから４００，０００ｋＤより大きい分子量をもつ大型ポリマーまでを含む幅広い分子量
分布をもつことを避けられない。特に、細胞培養支持体としてのマイクロキャリヤーコア
ビーズと組み合わせる際に、小型ペプチドの欠点は、細胞が到達できないマイクロキャリ
ヤー内部の微細孔にペプチドが粘着するため添加したゼラチンの一部が使用されないこと
である。組換え製造法によれば、目的分子量をもつゼラチンを設計でき、この望ましくな
い材料損失が阻止される。
【００５２】
　本発明による組換えゼラチンを含む細胞支持体が提供される。そのような細胞支持体は
、下記よりなる群から選択できる：
　１）細胞培養支持体、たとえばコアビーズ（たとえばマイクロキャリヤービーズ）もし
くはペトリ皿またはこれらに類するものを、１種類以上の本発明によるゼラチン様ポリペ
プチドでコートしたもの；
　２）インプラントまたは移植装具（たとえば股関節－、歯－、または他のインプラント
、ステントなど）を、１種類以上の本発明による組換えゼラチンでコートしたもの；
　３）組織工学のための骨格またはマトリックス、たとえば人工皮膚マトリックス材料を
、１種類以上の組換えゼラチン様ポリペプチドでコートしたもの；
　４）創傷修復製品を、１種類以上の組換えゼラチン様ポリペプチドでコートしたもの；
　５）１種類以上の組換えゼラチン様ポリペプチドを含むか、またはそれからなる、組織
接着剤；
　前記の組換えゼラチン様タンパク質は、このポリペプチドでコートした細胞支持体、た
とえばマイクロキャリヤーが有利な特性をもつという利点をもたらす。マイクロキャリヤ
ーコアビーズのコーティング過程における重要な問題は、ビーズ相互の凝集である。特に
、そのような凝集により、細胞付着に利用できる表面積が少なくなり、マイクロキャリヤ
ーのサイズ分布が乱れてそれらは役に立たなくなる。本発明によるポリペプチドを使用す
るとコートされた粒子のサイズ分布がより均一になることが見いだされた。支持体の細胞
接着特性も改良された；これはおそらくタンパク質安定性の増大がみられたことに帰因す
るものであろう。
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【００５３】
　１態様において、本明細書中で提供される細胞支持体は、好ましくは本発明による組換
えゼラチン１種類のみ、すなわち提供されるポリペプチドの１つから選択されるものを含
む。したがって、生成物のアミノ酸配列、分子量などは均一である。場合により、ペプチ
ドはたとえば化学架橋により架橋していてもよい。
【００５４】
　別態様においては、本発明によるポリペプチドの混合物、たとえば本発明による２、３
、４、５種類またはそれ以上の異なるアミノ酸配列を使用できる。混合物の比率は多様で
あってよく、たとえば１：１、または１０：１、５０：１、１００：１、１：１００、１
：５０、１：１０、およびこれらの間の比率である。場合により、これらの混合物または
その一部もたとえば化学架橋により架橋していてもよい。
【００５５】
　１態様においては、本発明による組換えゼラチンポリペプチドのみを細胞支持系に使用
する；すなわち、他の組換えゼラチン、たとえば先行技術に記載されたものまたは天然ゼ
ラチンは細胞支持体に含まれない。別態様において、細胞支持系はさらに他の組換えおよ
び／または天然ゼラチン（たとえば天然源から抽出したもの）を含むことができる。
【００５６】
　組換えゼラチンモノマー（１種類以上）および／またはマルチマーを多孔質マイクロキ
ャリヤービーズのコーティングに用いる場合、好ましくは少なくとも約３０ｋＤａ、たと
えば少なくとも約３０ｋＤａ、４０ｋＤａ、５０ｋＤａ、６０ｋＤａもしくは７０ｋＤａ
またはそれ以上の分子量をもつポリペプチドを使用する。その理由は、より小さいポリペ
プチドは細孔に侵入し、このためコートされたビーズの細胞付着特性に寄与せず、特に低
濃度のポリペプチドをコーティング処理に用いる場合にその処理が非効率的となる可能性
があるからである。
【００５７】
　好ましくは、使用するゼラチンまたはゼラチン様タンパク質の分子量は均一であり、７
５％より多い、好ましくは８５％より多い、より好ましくは９５％より多い、またはさら
に少なくとも９８％のゼラチンまたはゼラチン様タンパク質が、選択した分子量から２０
％以内の均一なＭＷをもつ。
【００５８】
　前記に特定した範囲内の分子量をコーティング処理に際して選択することにより、ゼラ
チンまたはゼラチン様タンパク質コーティング溶液の粘度を厳密に制御できる。可能な限
り高い濃度のゼラチンを選択できる一方で、そのようなゼラチン溶液の完全なゲル化また
はより重大な部分ゲル化を阻止することができる。均一なゼラチンは、均等にコートされ
たマイクロキャリヤーの処理を確実にする。均一なコーティング処理により、最小量のゼ
ラチンの使用、および最小体積のゼラチンコーティング溶液の使用が可能になる。これら
すべての結果として、当技術分野で既知のものよりはるかに効率的なコーティング処理が
得られる。
【００５９】
　本発明の１態様においては、非孔質コアビーズを本発明のゼラチンでコートする。適切
には非孔質コアビーズはポリスチレンまたはガラスで作製される。他の適切な非孔質材料
は当業者に既知である。
【００６０】
　特に有利な態様は、多孔質コアビーズ、たとえば修飾デキストランまたは架橋セルロー
スまたは（多孔質）ポリスチレン、特にＤＥＡＥ－デキストラン製のビーズを、本発明の
ゼラチンでコートする、本発明の方法である。他の適切な多孔質材料は当業者に既知であ
り、たとえば化学修飾した、または修飾していない、他の多糖類が含まれる。
【００６１】
　ビーズのサイズは５０μｍから５００μｍにまで及ぶことができる。マイクロキャリヤ
ービーズの一般的な平均サイズは、生理食塩水中で約１００、約１５０または約２００μ
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ｍである。少なくとも９０％のビーズがその範囲内にあるサイズ範囲は、８０～１２０μ
ｍ、１００～１５０μｍ、１２５～１７５μｍまたは１５０～２００μｍに及ぶことがで
きる。
【００６２】
　広範な細胞をマイクロキャリヤー上で培養できる。たとえば、無脊椎動物、魚類、鳥類
からの細胞、および哺乳動物由来の細胞をマイクロキャリヤー上で培養できる。トランス
フォームした細胞系および正常細胞系、線維芽細胞および上皮細胞、ならびに遺伝子工学
的に処理した細胞ですら、多様な生物学的用途のために、たとえば免疫物質、たとえばイ
ンターフェロン、インターロイキン、増殖因子などの製造のために、マイクロキャリヤー
上で培養できる。マイクロキャリヤー上で培養した細胞は、手足口病または狂犬病などの
ワクチンとして使用される多様なウイルスのための宿主としても役立つ。
【００６３】
　マイクロキャリヤー培養は、大量培養のほかにも多数の用途をもつ。マイクロキャリヤ
ー上で増殖している細胞は、細胞生物学の種々の観点、たとえば細胞－対－細胞または細
胞－対－培養基板の相互作用を研究するための卓越した道具として役立つ。細胞の分化お
よび成熟、代謝の研究も、マイクロキャリヤーを用いて実施できる。そのような細胞は、
電子顕微鏡による研究のために、または細胞小器官、たとえば細胞膜の単離のためにも使
用できる。この系は本質的に三次元系であり、良好な三次元モデルとしても役立つ。同様
に、この系を用いて細胞の共培養を行なうことができる。したがって用途には、細胞、ウ
イルスおよび細胞産物（たとえばインターフェロン、酵素、核酸、ホルモン）の大量生産
、細胞の接着、分化および細胞機能に関する研究、潅流カラム培養系、顕微鏡による研究
、有糸分裂細胞の採取、細胞の単離、膜の研究、細胞の貯蔵および輸送、細胞伝達を伴う
アッセイ、ならびに標識化合物の取込みに関する研究が含まれる。
【００６４】
　マイクロキャリヤーは、脾細胞集団からマクロファージを枯渇させるためにも使用でき
る。ＤＥＡＥ－デキストランマイクロキャリヤーは、コンカナバリンＡ（ｃｏｎ　Ａ）に
よるリンパ球刺激を増強することができる。同種腫瘍細胞で周密状態にしたマイクロキャ
リヤービーズをマウスに注射して、体液性免疫および細胞仲介性免疫を高めることができ
る。植物プロトプラストをＤＥＡＥ－デキストランマイクロキャリヤー上に固定化するこ
とができる。
【００６５】
　マイクロキャリヤーにより提供される大きな表面積－対－体積比の結果として、それら
は実験室的規模およびたとえば４０００リットル以上もの工業的規模での多様な生物学的
生産に効果的に使用できる。
【００６６】
　ゼラチンでコートしたマイクロキャリヤーを用いて、発現生成物の大規模生産を達成で
きる。生産規模のバイオリアクター内へのマイクロキャリヤーの充填は、一般に２０ｇ／
ｌであるが、４０ｇ／ｌまで高めることができる。マイクロキャリヤーをバッチおよび潅
流システムに、撹拌培養、およびウェーブバイオリアクター（ｗａｖｅ　ｂｉｏｒｅｃｔ
ｏｒ）に、ならびに伝統的な固定単層培養およびローラー培養の表面積を拡大するために
使用できる。
【００６７】
　さらに他の好ましい態様において、ゼラチンまたはゼラチン様タンパク質は本質的にヒ
ドロキシプロリン残基を含まない。ヒドロキシル化はコラーゲンにおける三重らせん形成
の必要条件であり、ゼラチンのゲル化に際して役割を果たす。特に、組換えゼラチンのア
ミノ酸残基の１０％未満、より好ましくは５％未満、より好ましくは１％未満がヒドロキ
シプロリンであり、組換えゼラチンのゲル化能が好ましくない用途においては組換えゼラ
チンはヒドロキシプロリンを含まないことが最も好ましい。ヒドロキシプロリンを含まな
い組換えゼラチンはより高い濃度で使用でき、その溶液はより粘度が低く、激しい撹拌の
必要性がより少なく、その結果、培養細胞に対する剪断力がより少ないであろう。ＷＯ　
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０２／０７００００　Ａｌに記載されるように、本質的にヒドロキシプロリンを含まない
組換えゼラチンは、天然ゼラチンと対照的にＩｇＥを伴う免疫反応を示さない。ヒドロキ
シプロリンの不存在は、たとえば機能性プロリル－４－ヒドロキシラーゼ酵素で形質転換
していないかまたはそれを含まないピキア属宿主、たとえばピキア・パストリスにおける
発現により達成できる。
【００６８】
　コラーゲンコートしたマイクロキャリヤーの製造方法はＵＳ　４，９９４，３８８に記
載されている。要約すると、コアビーズへのコラーゲンコーティングの付与は２工程で行
われる：コーティングおよび固定。コアビーズを酸性コラーゲン水溶液（０．０１～０．
１Ｎ酢酸）に懸濁し、溶液を蒸発乾固させる。乾固したコラーゲンコートされたビーズを
、次いでタンパク質架橋剤、たとえばグルタルアルデヒドを含有する溶液に懸濁し、こう
してコラーゲンコーティングを架橋させる。あるいは、コラーゲン溶液で湿潤させたコア
ビーズを固定工程の開始前に完全には乾燥させない。コーティング条件の変更および別の
コーティング処理も当業者が容易になしうる範囲のものである。
【００６９】
　組換え構造体は、ＵＳ　５，５１２，４７４に従って追加のアルギニン、リジンまたは
ヒスチジンを組み込むことにより、正に荷電した追加の基を含むように設計することもで
きる。ゼラチンの組換え製造により、生成タンパク質中の正に荷電したアミノ酸（細胞培
養のｐＨにおいて正に荷電していることを意味する）の数を容易に操作することができる
。特にアルギニン、リジンおよびヒスチジンは正の電荷をもつ。目的とする特定の細胞培
養のｐＨにおいて正味正電荷をもつゼラチンを設計するのは、当業者が十分に達成しうる
範囲である。細胞は普通はｐＨ７～７．５で培養される。したがって、本発明のさらに他
の態様においては、ｐＨ７～７．５で正味正電荷をもつゼラチンまたはゼラチン様タンパ
ク質を使用する。好ましくは、正味正電荷は＋２、＋３、＋４、＋５、＋１０またはそれ
以上である。したがって、さらに他の態様において本発明は、ｐＨ７～７．５で正味正電
荷をもつゼラチンに関する。好ましくは、正味正電荷は＋２、＋３、＋４、＋５、＋１０
またはそれ以上である。
【００７０】
　さらに他の態様において本発明は、細胞の表面受容体を遮断するための、およびそのよ
うな受容体を遮断する組成物を調製するための、ＸＲＧＤを含む本発明によるゼラチンの
使用に関する。細胞の受容体の遮断は、たとえば血管形成の阻害または心臓線維芽細胞上
のインテグリンの遮断に適用される。
【００７１】
　本発明による組換えゼラチンでコートし、その上で細胞を増殖させた細胞支持体は、た
とえば皮膚の移植もしくは創傷の処置に際して、または骨もしくは軟骨の（再）増殖を増
強するために適用できる。インプラント材料を本発明の組換えゼラチンでコートして細胞
を接着させ、これにより移植を促進することもできる。
【００７２】
　本発明のさらに他の態様においては、１種類以上の本発明による組換えゼラチンを含む
制御放出組成物が提供される。したがって、この組成物はさらに１種類以上の薬物を含む
ことができる。制御放出配合物は、当技術分野で知られているように、たとえば組換えゼ
ラチン様タンパク質またはこれらを含む組成物を１種類以上の薬物の周囲のコーティング
層として用いることにより、または薬物を内包したもしくは取り込んだマトリックスの作
製のために用いることにより調製できる。制御放出組成物は、注射（皮下、静脈内または
筋肉内）または経口により、または吸入により投与できる。しかし、使用する制御放出組
成物を外科的に埋め込むこともできる。さらに他の適切な投与経路は、外部創傷包帯、ま
たはさらに経皮によるものである。
【００７３】
　制御放出組成物は、好ましくは架橋した形の、たとえば化学架橋した組換えゼラチンを
含む。本発明はさらに、痛み、癌療法、心血管疾患、心筋修復、血管形成、骨の修復およ
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び再生、創傷の処置、神経刺激／療法、または糖尿病を処置する医薬を製造するための、
本明細書に記載する制御放出組成物の使用を提供する。
【００７４】
　さらに他の態様において、本発明はグリコシル化されていない、ＸＲＧＤを含むゼラチ
ンに関する。グリコシル化はアミノ酸Ａｓｎにおいて（Ｎ－グリコシド構造体）、または
ＳｅｒもしくはＴｈｒにおいて（Ｏ－グリコシド構造体）行われる。グリコシル化は、免
疫応答を望まない用途については好ましくは阻止すべきである。アミノ酸配列中にＡｓｎ
、Ｓｅｒおよび／またはＴｈｒアミノ酸を存在させないことは、たとえば酵母細胞培養を
用いるバイオテクノロジーによる製造系においてグリコシル化を阻止するための有効な方
法である。
【００７５】
　さらに、ゼラチンの特徴は異例な高いプロリン残基含量である。さらに他の特徴は、天
然ゼラチンでは多数のプロリン残基がヒドロキシル化されていることである。ヒドロキシ
ル化の最も顕著な部位は４－位であり、その結果、ゼラチン分子中に異例なアミノ酸４－
ヒドロキシプロリンが存在する。哺乳動物のトリプレットにおいて、４－ヒドロキシプロ
リンは常にＹの位置にみられる。ヒドロキシプロリン残基の存在は、ゼラチン分子がそれ
の二次構造においてらせんコンホメーションをとる可能性があるという事実の原因となる
。したがって、ゲル化特性が好ましくない用途において本発明に従って使用するためのゼ
ラチンは、ヒドロキシプロリン残基の含量が５％未満、好ましくは３％未満、最も好まし
くは１％未満であることが好ましい。
【００７６】
　ＸＲＧＤを含む本発明によるゼラチンは、ＥＰ－Ａ－０９２６５４３、ＥＰ－Ａ－１０
１４１７６またはＷＯ　０１／３４６４６に開示された組換え法により製造できる。本発
明のゼラチンの製造および精製を可能にするために、ＥＰ－Ａ－０９２６５４３およびＥ
Ｐ－Ａ－１０１４１７６中の例も参照される。
【００７７】
　コラーゲン（の一部）をコードする天然核酸配列から出発して、本発明に従ってＸＲＧ
Ｄを含み、ＤＲＧＤおよび／またはＰＲＧＤを含まないゼラチンをコードする配列が得ら
れるような点変異を適用することもできる。既知のコドンに基づいて、ＸＲＧＸ配列が変
異後にＸＲＧＤ配列を生成するような点変異を行なうことができ、あるいはＸＹＧＤ配列
を変異させてＸＲＧＤ配列を得ることもできる。ＸＹＧＸ配列がＸＲＧＤ配列を生成する
ように、２つの変異を行なうことも可能である。１個以上のヌクレオチドを挿入し、また
は１個以上のヌクレオチドを欠失させて、目的とするＸＲＧＤ配列を生成させることも可
能であろう。同じ方法で、たとえば１個以上のアミノ酸の置換、挿入または欠失によりＤ
ＲＧＤおよび／またはＰＲＧＤモチーフを除去することができる。さらに、目的ゼラチン
をコードする遺伝子を遺伝子合成により得ることができる。遺伝子合成事業は種々の企業
が提供している。
【００７８】
　したがって、前記のゼラチン様タンパク質は、それらのポリペプチドをコードする核酸
配列を適切な微生物により発現させることによって製造できる。この方法は、真菌細胞ま
たは酵母細胞を用いて適切に実施できる。適切には、宿主細胞は高発現性の宿主細胞、た
とえばハンゼヌラ属（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ）、トリコデルマ属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
）、コウジカビ属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、アオカビ属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）
、サッカロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、クライベロミセス属（Ｋｌｕｙｖ
ｅｒｏｍｙｃｅｓ）、アカパンカビ属（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）またはピキア属（Ｐｉｃ
ｈｉａ）である。真菌および酵母細胞は反復配列の不適切な発現を生じにくいので、それ
らの方が細菌より好ましい。最も好ましくは、宿主は発現したコラーゲン構造体を攻撃す
る高レベルのプロテアーゼをもたないであろう。これに関して、ピキア属またはハンゼヌ
ラ属はきわめて適切な発現系の例である。発現系としてのピキア・パストリスの使用は、
ＥＰ－Ａ－０９２６５４３およびＥＰ－Ａ－１０１４１７６に開示されている。１態様に
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おいて、微生物は活性な翻訳後プロセシング機序、たとえば特にプロリンのヒドロキシル
化を伴わず、リジンのヒドロキシル化も伴わない。他の態様において、宿主系は内因性の
プロリンヒドロキシル化活性をもち、これにより組換えゼラチンはきわめて効果的にヒド
ロキシル化される。既知の工業用の酵素産生真菌宿主細胞、特に酵母細胞から、宿主細胞
を本発明による組成物に適切な組換えゼラチン様タンパク質の発現に適切なものにするた
めに必要な本明細書に記載するパラメーターと宿主細胞および発現させる配列に関する知
識とを合わせたものに基づいて適切な宿主細胞を選択することは、当業者がなしうるであ
ろう。
【００７９】
　したがって、１観点において本発明は、本発明による組換えゼラチンを製造するための
方法であって、下記を含む方法に関する：
　－請求項１～１０に記載のポリペプチドをコードする核酸配列が適切なプロモーターに
作動可能な状態で連結したものを含む発現ベクターを調製し、
　－前記の核酸配列をメチロトローフ酵母において発現させ、
　－前記の核酸配列を発現させるのに適切な発酵条件下でその酵母を培養し、
　－場合により前記ポリペプチドを培養物から精製する。
【００８０】
　変異宿主株、たとえば１種類以上のタンパク質分解酵素を欠如する株も使用できるが、
組換えポリペプチドはタンパク質分解に対してきわめて安定かつ抵抗性であるので、これ
は本発明によれば必要ではない。
【００８１】
　配列
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ　１：ヒトプロコラーゲンＣＯＬ１Ａ１配列
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ　２：ＥＲＧＤ富化モノマー
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ　３：ＥＲＧＤ富化マルチマー（トリマー）
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ　４：ＥＲＧＤ富化マルチマー（ペンタマー）
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ　５：ＤＲＧＤを含む配列
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ　６：ＥＲＧＤを含む配列。
【実施例】
【００８２】
　実施例１：
　ヒトＣＯＬ１Ａ１－１のゼラチンアミノ酸配列の一部をコードする核酸配列に基づき、
この核酸配列を修飾して、ＸＲＧＤを含むゼラチンを製造した。ＥＰ－Ａ－０９２６５４
３、ＥＰ－Ａ－１０１４１７６およびＷＯ　０１／３４６４６に開示された方法を用いた
。このＸＲＧＤを含むゼラチンは下記の配列をもつ：
　アミノ酸配列（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６）：
【００８３】
【化１】

【００８４】
１９２個のアミノ酸の長さ；４つのＥＲＧＤモチーフを含む。
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６のから、ＥＲＧＤ富化モノマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）の
配列を誘導した：
　ＥＲＧＤ富化モノマーのアミノ酸配列（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）：
【００８５】
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【化２】

【００８６】
１８９個のアミノ酸の長さ；４つのＥＲＧＤモチーフを含む。
　標準サブクローニング法により、ＥＲＧＤ富化モノマーを含むマルチマーを製造した。
　たとえば、このモノマーの３回反復配列を含むマルチマー、すなわちＥＲＧＤ富化トリ
マー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）であって、前にＧＡＰを含み、かつグリシン（Ｇ）で延
長されたものを製造した。こうして製造したＥＲＧＤ富化トリマーを含むゼラチンの配列
は下記のものである：
【００８７】

【化３】

【００８８】
５７１個のアミノ酸の長さ；１２のＥＲＧＤモチーフを含む。
　同様に、このモノマーの５回反復配列を含むマルチマー、すなわちＥＲＧＤ富化ペンタ
マー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４）であって、前にＧＡＰを含み、かつグリシン（Ｇ）で延
長されたものを製造した。こうして製造したＥＲＧＤ富化ペンタマーを含むゼラチンの配
列は下記のものである：
【００８９】
【化４】

【００９０】
９４９個のアミノ酸の長さ；２０のＥＲＧＤモチーフを含む。
【００９１】
　実施例２：
　マイクロキャリヤービーズの調製
　平均直径１００マイクロメートルのポリスチレンビーズを用いる。ヘテロ二官能性架橋
剤ＢＢＡ－ＥＡＣ－ＮＯＳを用いて、ゼラチンをポリスチレンビーズ上に共有結合により
固定化する。ＢＢＡ－ＥＡＣ－ＮＯＳをポリスチレンビーズに添加し、吸着させる。次い
でゼラチンを添加し、このＮＯＳ合成ポリマーと反応させて、このスペーサーへの共有結
合を生じさせる。次いでビーズを（３２０ｎｍで）光活性化して、スペーサー（および共
有結合したゼラチン）をポリスチレンビーズに共有結合により固定化する。最後に、リン
酸緩衝化生理食塩水（ｐＨ７．２）中の緩和な界面活性剤Ｔｗｅｅｎ　２０で一夜洗浄す
ることにより、ゆるく付着したゼラチンを除去する。
【００９２】
　細胞タイプおよび培養条件
　ミドリザル（Ｇｒｅｅｎ　ｍｏｎｋｅｙ）腎（Ｖｅｒｏ）細胞、チャイニーズハムスタ
ー卵巣（ＣＨＯ）細胞、正常ラット腎線維芽（ＮＲＫ－４９Ｆ）細胞、およびＭａｄｉｎ
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　Ｄａｒｂｙイヌ腎（ＭＤＣＫ）細胞を、ＡＴＣＣから購入した。４種類すべての細胞タ
イプを７５ｃｍ2のフラスコ内で３７℃において５％　ＣＯ2の環境で継代および維持した
。ＶｅｒｏおよびＮＲＫ－４９Ｆ細胞はダルベッコの改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で
培養され、ＣＨＯ細胞はハム（Ｈａｍ）のＦ－１２栄養素混合物中で培養され、ＭＤＣＫ
細胞はアールの塩類（Ｅａｒｌｅ’ｓ　ｓａｌｔｓ）を含む最少必須培
地（ＭＥＭ）中で培養された。
【００９３】
　ＶｅｒｏおよびＣＨＯ細胞については、培地に１０％のウシ胎仔血清（ＦＢＳ）、２ｍ
ＭのＬ－グルタミン、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ緩衝液、１ｍＭのピルビン酸ナトリウム、１
００ｕｇ／ｍｌのストレプトマイシン、および１００単位／ｍｌのペニシリンを補充した
（最終ｐＨ７．１）。ＮＲＫ－４９Ｆ細胞については、ＤＭＥＭに５％のＦＢＳ、２ｍＭ
のＬ－グルタミン、１ｍＭのピルビン酸ナトリウム、非必須アミノ酸（各０．１ｍＭ）、
１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン、１００単位／ｍｌのペニシリン、および０．２
５μｇ／ｍｌのアンホテリシンＢを補充した（最終ｐＨ７．１）。ＭＤＣＫ細胞について
は、ＭＥＭに１０％のＦＢＳ、２ｍＭのＬ－グルタミン、非必須アミノ酸（各０．１ｍＭ
）、ならびに１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン、１００単位／ｍｌのペニシリン、
および０．２５μｇ／ｍｌのアンホテリシンＢを補充した（最終ｐＨ７．１）。
【００９４】
　各実験の前に細胞の生理的状態を標準化するために、マイクロキャリヤービーズ接種の
２～３日前に細胞を１５０ｃｍ2のフラスコに継代した。細胞をフラスコから離脱させる
ためにトリプシン処理した（ＰＢＳ中、０．０５％のトリプシン、０．５３ｍＭのＥＤＴ
Ａ）。マイクロキャリヤー実験のために、細胞を遠心してトリプシン培地を除去し、培養
培地に再懸濁して約１×１０6細胞／ｍｌにした。生存細胞濃度をトリパン色素排除によ
り判定した（０．９％生理食塩水中の０．４％トリパンブルー）。
【００９５】
　撹拌フラスコにおける細胞培養およびアッセイ
　細胞付着アッセイのために、２０ｍｇ／ｍｌのコートしたポリスチレンビーズを用い、
細胞濃度はそれぞれの細胞タイプにつき１．５×１０5細胞／ｍｌであった。
【００９６】
　１００ｍｌの培養物を２５０ｍｌの撹拌容器内に維持し、懸垂型の磁気インペラーで撹
拌しながら（５０ｒｐｍ）、マイクロキャリヤーを培養した。
　細胞付着の動態を上清細胞濃度の低下としてアッセイした。試料を取り出すために撹拌
を短時間（約３０秒間）停止し、この時点でマイクロキャリヤーは沈降し、下記に従って
細胞を定量するために上清試料を取り出した。
【００９７】
　細胞計数のために、細胞を０．１Ｍクエン酸中のクリスタルバイオレット（０．１％　
ｗ／ｗ）等体積と混合することにより染色し、次いで血球計数器で計数した。培地からの
細胞枯渇をビーズに付着した細胞の指標として用いた。
【００９８】
　培地から除かれた細胞が実際にマイクロキャリヤーに付着した（かつ細胞溶解していな
い）ことを証明するために、マイクロキャリヤーに付着した細胞をそれぞれの細胞付着ア
ッセイの終了時に定量した。十分に撹拌したキャリヤー培地１ｍｌずつを取り出し、マイ
クロキャリヤーを沈降させ、沈降したマイクロキャリヤーを前記のクリスタルバイオレッ
ト／クエン酸に再懸濁した。３７℃で１時間インキュベートした後、懸濁液をパスツール
ピペットに吸入排出することにより剪断して核を放出させ、これを血球計数器で定量した
。
【００９９】
　ＥＲＧＤを含むゼラチン（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６）を前記操作に従ってマイクロキャ
リヤーコーティングとして用い、ＵＳ　２００６／０２４１０３２に開示された４つのＲ
ＧＤ配列をもつ配列識別番号２の参照ゼラチンと比較した。ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２は、
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出発培地からの細胞枯渇数に関して、またマイクロキャリヤーへの細胞付着に関しても、
改良された結果を示した。この改良は、ＵＳ　２００６／０２４１０３２に開示された識
別番号２の配列と比較して改良されたＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６ゼラチンの安定性に帰因す
る可能性がある。
【０１００】
　同様にＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３およびＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４を含むゼラチンを前記の
操作に従ってマイクロキャリヤーコーティングとして用い、ＵＳ　２００６／０２４１０
３２に開示された配列識別番号２のＸＲＧＤを含むゼラチンのトリマー、テトラマーおよ
びペンタマーと比較する。ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３およびＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４を含む
ゼラチンは、おそらく改良されたそれらの安定性に帰因すると思われるが、ＵＳ　２００
６／０２４１０３２に開示された識別番号２の配列に基づくマルチマーゼラチンと比較し
て、マイクロキャリヤーへの改良された細胞付着を示す。ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３および
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４を含むゼラチンでコートしたマイクロキャリヤーの粒度測定も、
コートしたマイクロキャリヤーの２４時間保持後および細胞付着アッセイ直後に、ＵＳ　
２００６／０２４１０３２に開示された識別番号２の配列に基づくマルチマーゼラチンと
比較して、より均一な粒度分布を示す。
【０１０１】
　実施例３
　下記のポリペプチドをピキア・パストリスにおいて、Ｅａｓｙ　ｓｅｌｅｃｔピキア発
現キット（Ｐｉｃｈｉａ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｋｉｔ）ｖｅｒｓｉｏｎ　Ｈ（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．）に付随する発現ベクターおよびマニュアルに記載された方
法を用いて発現させた。
【０１０２】
【化５】

【０１０３】
　組換えピキア・パストリスの培養上清中に分泌されたポリペプチドおよびポリペプチド
フラグメントをＬＣ－ＭＳで分析した。予想された生成物のほかに、次表に示すように幾
つかのより小さいフラグメントがみられた：
【０１０４】
【表１】

【０１０５】
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　このように、培養上清は組換えポリペプチドの完全サイズポリペプチドより小さい多数
のフラグメントを含有していた。これらのフラグメントはＤ／ＲＧＤ各種モチーフ内のＤ
とＲの間の開裂に起因すると考えられた。
【０１０６】
　この仮説を調べるために、ＤＲＧＤモチーフを含まずに代わりにＥＲＧＤを含む改良型
のポリペプチド（本明細書中でＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６と呼ぶ）を作製した：
【０１０７】
【化６】

【０１０８】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６はＤＲＧＤモチーフを含まずに代わりにＥＲＧＤを含む。
　組換えピキア・パストリスにおいて前記と同じ方法を用いてポリペプチドを産生させ、
培養上清を分析した。
【０１０９】
　Ｅ／ＲＧＤ内のＥとＲの間の開裂により生じると予想されたフラグメントはみられなか
った。したがって、ＤＲＧＤモチーフの代わりにＥＲＧＤモチーフを含むＸＲＧＤ富化タ
ンパク質の方が安定である。

【配列表】
0005349335000001.xml
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