
JP 2009-507503 A 2009.2.26

(57)【要約】
　複数の融合タンパク質分子を含むウイルス粒子または
ウイルス様粒子を用いて、目的のタンパク質を精製する
方法であって、該融合タンパク質が、次の融合タンパク
質ドメイン：（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質、（
ii）リコンビナントタンパク質、および（iii）場合に
より、該ウイルスコートタンパク質および該リコンビナ
ントタンパク質を連結するペプチドリンカーを含み、こ
こにおいて、該ウイルス粒子の形成に、フリーのウイル
スコートタンパク質を必要としない方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　目的のタンパク質を精製する方法であって、次の工程：
　（ａ）融合タンパク質を含むアフィニティーマトリックスであって、次の融合タンパク
質ドメイン：
　　（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質および
　　（ii）少なくとも５０アミノ酸残基を含むリコンビナントタンパク質であって、精製
される該目的のタンパク質へのアフィニティーを有する該融合タンパク質の該リコンビナ
ントタンパク質
を含む融合タンパク質を含むアフィニティーマトリックスを与え、
　（ｂ）該アフィニティーマトリックスと、該目的のタンパク質を含有する液体組成物と
を、該アフィニティーマトリックスの該リコンビナントタンパク質への該目的のタンパク
質の結合を可能にする条件下で接触させ、それによって、該アフィニティーマトリックス
が、該条件下で不溶性であり、
　（ｃ）該リコンビナントタンパク質に結合しなかった該液体組成物の成分を、工程（ｂ
）の混合物から、該アフィニティーマトリックスの該リコンビナントタンパク質への該目
的のタンパク質の結合を保存する条件下で除去し、そして
　（ｄ）該目的のタンパク質を該アフィニティーマトリックスから分離すること
を含む方法。
【請求項２】
　前記リコンビナントタンパク質が、免疫グロブリンまたはそれらの誘導体へのアフィニ
ティーを有する、好ましくは、該リコンビナントタンパク質が、ブドウ球菌プロテインＡ
またはその誘導体である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記目的のタンパク質が、免疫グロブリンである、請求項１または請求項２に記載の方
法。
【請求項４】
　前記融合タンパク質が、
　（iii）前記植物ウイルスコートタンパク質および前記リコンビナントタンパク質を連
結する少なくとも一つのペプチドリンカー
を更に含む、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記少なくとも一つのペプチドリンカーが、少なくとも１０アミノ酸残基を含む、請求
項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記アフィニティーマトリックスが、該アフィニティーマトリックス中に存在するフリ
ーのウイルスコートタンパク質および前記融合タンパク質の合計に相対して多くとも２０
ｍｏｌ％のフリーのウイルスコートタンパク質を含有する、請求項１～５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項７】
　複数の融合タンパク質分子を含むリコンビナントウイルス粒子またはリコンビナントウ
イルス様粒子であって、該融合タンパク質が、次の融合タンパク質ドメイン：
　（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質、
　（ii）少なくとも５０アミノ酸残基を含むリコンビナントタンパク質、および
　（iii）場合により、該植物ウイルスコートタンパク質および該リコンビナントタンパ
ク質を連結するペプチドリンカー
を含み、ここにおいて、該リコンビナントタンパク質が、免疫グロブリンを、好ましくは
、免疫グロブリンのＦｃ領域によって結合可能である、リコンビナントウイルス粒子また
はリコンビナントウイルス様粒子。
【請求項８】



(3) JP 2009-507503 A 2009.2.26

10

20

30

40

50

　融合タンパク質分子を含むリコンビナントウイルス粒子またはリコンビナントウイルス
様粒子であって、該融合タンパク質が、次の融合タンパク質セグメント：
　（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質、
　（ii）少なくとも５０アミノ酸残基を含むリコンビナントタンパク質、および
　（iii）該植物ウイルスコートタンパク質および該リコンビナントタンパク質を連結す
るペプチドリンカーであって、少なくとも１０アミノ酸残基を含む該ペプチドリンカー
を含み、ここにおいて、該ウイルス粒子が、多くとも２０ｍｏｌ％のフリーのウイルスコ
ートタンパク質を含む、リコンビナントウイルス粒子またはリコンビナントウイルス様粒
子。
【請求項９】
　前記ウイルス粒子が、桿状形である、請求項７～８のいずれか１項に記載のウイルス粒
子またはウイルス様粒子。
【請求項１０】
　前記ウイルスコートタンパク質が、ターニップベインクリアリングウイルス（turnip v
ein clearing virus）のコートタンパク質、またはターニップベインクリアリングウイル
スのコートタンパク質に少なくとも４０％の同一性を有するタンパク質である、請求項７
または請求項８のいずれかに記載のウイルス粒子またはウイルス様粒子。
【請求項１１】
　前記植物ウイルスコートタンパク質が、ターニップベインクリアリングウイルスのコー
トタンパク質に少なくとも６０％の同一性を有する、請求項７～９のいずれかに記載のウ
イルス粒子またはウイルス様粒子。
【請求項１２】
　前記植物ウイルスコートタンパク質が、タバコモザイクウイルスコートタンパク質、ま
たはタバコモザイクウイルスのコートタンパク質に少なくとも８０％の同一性を有するタ
ンパク質である、請求項７～９のいずれか１項に記載のウイルス粒子またはウイルス様粒
子。
【請求項１３】
　前記リコンビナントタンパク質が、前記植物ウイルスコートタンパク質のＮ末端に、前
記ペプチドリンカーによって連結している、請求項７～１２のいずれかに記載のウイルス
粒子またはウイルス様粒子。
【請求項１４】
　前記リコンビナントタンパク質が、前記植物ウイルスコートタンパク質のＣ末端に、前
記ペプチドリンカーによって連結している、請求項７～１２のいずれかに記載のウイルス
粒子またはウイルス様粒子。
【請求項１５】
　前記リコンビナントタンパク質が、前記植物ウイルスコートタンパク質に関して内部融
合であり且つ該植物ウイルスコートタンパク質に、二つのペプチドリンカーによって連結
している、請求項７～１２のいずれかに記載のウイルス粒子またはウイルス様粒子。
【請求項１６】
　前記ペプチドリンカーが、一定の二次構造を有していない、またはヘリックスを形成す
る、請求項７～１５のいずれかに記載のウイルス粒子またはウイルス様粒子。
【請求項１７】
　前記ウイルス粒子が、それらの表面上の二つまたはそれを超える異なったリコンビナン
トタンパク質を提示する、請求項７～１６のいずれかに記載のウイルス粒子またはウイル
ス様粒子。
【請求項１８】
　前記リコンビナントタンパク質が、免疫グロブリンまたはそれらの誘導体へのアフィニ
ティーを有する、好ましくは、該リコンビナントタンパク質が、免疫グロブリンのＦｃ領
域へのアフィニティーを有する、請求項７～１７のいずれかに記載のウイルス粒子または
ウイルス様粒子。
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【請求項１９】
　前記リコンビナントタンパク質が、免疫グロブリンを結合可能なブドウ球菌プロテイン
Ａまたはその誘導体である、請求項１８に記載のウイルス粒子またはウイルス様粒子。
【請求項２０】
　前記リコンビナントタンパク質が、免疫グロブリンを結合可能な連鎖球菌プロテインＧ
またはその誘導体である、請求項１８に記載のウイルス粒子またはウイルス様粒子。
【請求項２１】
　前記リコンビナントタンパク質が、ストレプトアビジンまたはその誘導体である、請求
項７～１７のいずれか１項に記載のウイルス粒子またはウイルス様粒子。
【請求項２２】
　ウイルス粒子が、多くとも２０ｍｏｌ％、好ましくは、多くとも１０ｍｏｌ％のフリー
のウイルスコートタンパク質を含む、請求項７～２１のいずれかに記載のウイルス粒子ま
たはウイルス様粒子。
【請求項２３】
　融合タンパク質分子を含むリコンビナントウイルス粒子またはリコンビナントウイルス
様粒子であって、該融合タンパク質が、次の融合タンパク質ドメイン：
　（ｉ）ターニップベインクリアリングウイルスの植物ウイルスコートタンパク質、また
はターニップベインクリアリングウイルスのコートタンパク質に少なくとも４０％の同一
性を有するタンパク質、
　（ii）少なくとも５０アミノ酸残基を含むリコンビナントタンパク質、および
　（iii）場合により、該植物ウイルスコートタンパク質および該リコンビナントタンパ
ク質を連結するペプチドリンカーであって、少なくとも１０アミノ酸残基を含む該ペプチ
ドリンカー
を含む、リコンビナントウイルス粒子またはリコンビナントウイルス様粒子。
【請求項２４】
　請求項７～２３のいずれかに記載のリコンビナントウイルス粒子またはリコンビナント
ウイルス様粒子を製造する方法であって、前記融合タンパク質を、細菌中、植物中、植物
組織中または植物細胞中で発現することを含む方法。
【請求項２５】
　前記融合タンパク質をコードしている植物ウイルスベクターを、アグロバクテリウムに
媒介されるデリバリーによって植物細胞中に導入後、該ウイルス粒子を該植物細胞から単
離することを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記ウイルス粒子を、化学的失活を用いて感染不十分（infection-deficient）にする
ことを更に含む、請求項２４または請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　リコンビナントウイルス粒子またはリコンビナントウイルス様粒子を製造する方法であ
って、請求項７～２３のいずれかに記載の融合タンパク質と、コートタンパク質であるま
たはそれを含む第二タンパク質とを含む混合物中において、該融合タンパク質および該第
二タンパク質を含むウイルス粒子の集合を可能にする条件下でリコンビナントウイルス粒
子を集合させることを含む方法。
【請求項２８】
　融合タンパク質であって、次の融合タンパク質セグメント：植物ウイルスコートタンパ
ク質；リンカーペプチド；および免疫グロブリンを結合可能なリコンビナントタンパク質
を含み、好ましくは、該リコンビナントタンパク質は、免疫グロブリンの定常領域を結合
可能であり、それによって、該融合タンパク質が、好ましくは、リコンビナントウイルス
粒子またはウイルス様粒子を形成可能である、融合タンパク質。
【請求項２９】
　融合タンパク質であって、次の融合タンパク質セグメント：
　（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質、
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　（ii）免疫グロブリンのＦｃ領域に結合可能なプロテインＡまたはプロテインＧ、また
はプロテインＡまたはプロテインＧの変異体、および
　（iii）項目（ｉ）および項目（ii）のセグメントを連結するリンカーペプチド
を含む融合タンパク質。
【請求項３０】
　請求項７～２３、請求項２８または請求項２９のいずれかに記載の融合タンパク質をコ
ードしているポリヌクレオチド。
【請求項３１】
　請求項３０に記載のポリヌクレオチドを含む植物、植物組織または植物細胞。
【請求項３２】
　請求項３１に記載の植物、植物組織または植物細胞より得られるまたは入手可能なウイ
ルス材料。
【請求項３３】
　部品キットであって、植物、植物組織または植物細胞と、請求項３０に記載のポリヌク
レオチドを含む部品キット。
【請求項３４】
　目的のタンパク質のアフィニティー精製のためのタンパク質マトリックスであって、請
求項７～２３のいずれかに記載の融合タンパク質分子を含むリコンビナントウイルス粒子
またはリコンビナントウイルス様粒子を含み、ここにおいて、該ウイルス粒子は、該アフ
ィニティーマトリックス中に存在するフリーのウイルスコートタンパク質および該融合タ
ンパク質の合計に相対して多くとも２０ｍｏｌ％のフリーのウイルスコートタンパク質を
含む、タンパク質マトリックス。
【請求項３５】
　請求項３４に記載のタンパク質マトリックスであって、化学的に架橋している前記ウイ
ルス粒子またはウイルス様粒子を含むタンパク質マトリックス。
【請求項３６】
　前記融合タンパク質が、請求項７～２３のいずれか１項に定義の通りである、請求項１
～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３７】
　目的のタンパク質を精製するための、
　請求項１～２３、請求項２８または請求項２９のいずれかに記載の融合タンパク質；ま
たは
　請求項７～２３のいずれかに記載のリコンビナントウイルス粒子またはウイルス様粒子
；または
　請求項３４または請求項３５のいずれかに記載のマトリックス
の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、リコンビナント植物ウイルス粒子またはリコンビナント植物ウイルス様粒子
を含むアフィニティーマトリックスを用いて目的のタンパク質をアフィニティー精製する
方法に関する。本発明は、更に、アフィニティーマトリックスおよびリコンビナントウイ
ルス粒子に関するが、それによって、リコンビナントウイルス粒子は、それらの表面上の
一つまたはそれを超えるリコンビナントタンパク質を暴露する。本発明は、更に、これら
リコンビナントウイルス粒子の構成単位としての融合タンパク質；その融合タンパク質を
コードしているポリヌクレオチド；およびこのポリヌクレオチドを含む植物、植物組織お
よび植物細胞に関する。本発明は、更に、このアフィニティーマトリックスを製造する方
法、およびこれらリコンビナントウイルス粒子を製造する方法に関する。本発明は、更に
、目的のタンパク質をアフィニティー精製するための、この融合タンパク質の使用に関す
る。
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【背景技術】
【０００２】
　生産物収率に関して最適化された微生物タンパク質発現系において、９０％までの全生
産費用が、それ自体の生産のための経費よりもむしろ、宿主からの目的のタンパク質の精
製に関する費用であるということは知られている。タンパク質生産をより経済的にするた
めに、目的のタンパク質または目的の非タンパク質性低分子を、他の混入成分から迅速且
つ安価に分離させるであろう戦略が要求される。
【０００３】
　アフィニティー精製による目的のタンパク質の精製のために、植物ウイルス粒子の表面
に結合した短いペプチド（例えば、ＦＬＡＧ標識）を有する植物ウイルス粒子を用いるこ
とが考えられた（ＷＯ０２／０６８９２７号）。しかしながら、その先行技術の方法では
、精製される目的のタンパク質を、ウイルス粒子の表面に結合したペプチドに結合可能で
ある一本鎖抗体または他の精製標識などのタンパク質に融合させる必要がある。したがっ
て、精製されるタンパク質をアフィニティー精製工程後に切断する必要があるが、それは
、免れたい追加の方法工程である。
【０００４】
　抗体および抗体誘導体は、現在開発中の生物医薬製品の約２０％を構成している。抗体
の精製は、全生産費用の５０～８０％を占める（概説については、Roque et al., 2004, 
Biotechnol. Prog., 20:639-654）。黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）からのプ
ロテインＡは、免疫グロブリン精製方法においてアフィニティータンパク質として広く用
いられている（概説については、Jungbauer & Hahn, 2004, Curr. Opin. Drug. Disc. & 
Dev., 7:248-256）。プロテインＡは、免疫グロブリンのＦｃドメイン（Lindmark et al.
, 1983, J. Immunol. Methods, 62:1-13; Gouda, et al., 1998, Biochemistry, 37:129-
136）と、主に疎水性相互作用（Dowd et al., 1998, Nat. Biotechnol., 16:190-195）に
よって可逆的に相互作用する。プロテインＡの高い安定性および選択性は、それを、免疫
グロブリン精製に好ましい包括的リガンドにする。市場用の主なプロテインＡ源は、大腸
菌（E.coli）で生産されるリコンビナントプロテインＡであった（Duggleby & Jones, 19
83, Nucleic Acids Res., 11:3065-3076; Engel et al., 1992, Protein Expr. Purif., 
3:108-113）。プロテインＡでのアフィニティー精製によって抗体を精製する先行技術方
法では、最初に、プロテインＡを発現させ且つ精製後、セファロースなどのマトリックス
に連結させる必要があり、次に、それを、抗体のアフィニティー精製に用いる。したがっ
て、アフィニティーマトリックスの製造は、多数の工程を必要とするので、労力を要する
し且つ高価である。アフィニティーマトリックスの費用のために、アフィニティーマトリ
ックスは、典型的に、数回の精製実験に用いられて、同じアフィニティーマトリックス上
で精製された逐次的試料間に混入のリスクをもたらす。したがって、抗体精製のためのよ
り安価で且つ容易に製造可能なアフィニティーマトリックスが、大いに要求される。この
ような安価なアフィニティーマトリックスは、混入リスクを免れる使い捨てのマトリック
スでありうる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　したがって、本発明の目的は、目的のタンパク質をアフィニティー精製する方法であっ
て、目的のタンパク質について、アフィニティー精製工程後に切断工程を行う必要がない
方法を提供することである。本発明のもう一つの目的は、経済的で且つ容易に利用可能な
アフィニティーマトリックスを用いた、治療的抗体またはそれらの融合タンパク質などの
免疫グロブリンを精製する方法を提供することである。本発明の別の目的は、ヒトまたは
他の動物の病原体の混入リスクを伴うことなく、治療的抗体を精製する方法を提供するこ
とである。本発明のもう一つの目的は、これら精製方法のためのアフィニティーマトリッ
クスを提供することである。
【課題を解決するための手段】
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【０００６】
　これら目的は、目的のタンパク質を精製する方法であって、次の工程：
　（ａ）融合タンパク質を含むアフィニティーマトリックスであって、次の融合タンパク
質ドメイン：
　　（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質、
　　（ii）少なくとも５０アミノ酸残基を含むリコンビナントタンパク質、および
　　（iii）場合により、この植物ウイルスコートタンパク質およびこのリコンビナント
タンパク質を連結する少なくとも一つのペプチドリンカー
を含み、この融合タンパク質のリコンビナントタンパク質が、精製されるこの目的のタン
パク質へのアフィニティーを有する、融合タンパク質を含むアフィニティーマトリックス
を与え、
　（ｂ）このアフィニティーマトリックスと、この目的のタンパク質を含有する液体組成
物とを、アフィニティーマトリックスのリコンビナントタンパク質へのこの目的のタンパ
ク質の結合を可能にする条件下で接触させ、それによって、このアフィニティーマトリッ
クスが、これら条件下で不溶性であり、
　（ｃ）このリコンビナントタンパク質に結合しなかった液体組成物の成分を、工程（ｂ
）の混合物から、アフィニティーマトリックスのリコンビナントタンパク質へのこの目的
のタンパク質の結合を保存する条件下で除去し、そして
　（ｄ）この目的のタンパク質をこのアフィニティーマトリックスから分離して、この目
的のタンパク質を精製された形で得ること
を含む方法によって達成される。
【０００７】
　上の目的は、更に、複数の融合タンパク質分子を含むリコンビナントウイルス粒子また
はリコンビナント植物ウイルス様粒子であって、この融合タンパク質が、次の融合タンパ
ク質ドメイン：
　（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質ドメイン、
　（ii）リコンビナントタンパク質ドメイン、および
　（iii）この植物ウイルスコートタンパク質およびこのリコンビナントタンパク質を連
結する少なくとも一つのペプチドリンカー
を含み、ここにおいて、このリコンビナントウイルス粒子の形成が、フリーのウイルスコ
ートタンパク質を必要としない、リコンビナントウイルス粒子またはリコンビナントウイ
ルス様粒子によって達成される。このリコンビナントドメインまたはこのコートタンパク
質ドメインは、順次、一つまたは二つ以上のドメインを有することがありうる。
【０００８】
　本発明は、更に、融合タンパク質分子を含むリコンビナントウイルス粒子またはリコン
ビナント植物ウイルス様粒子であって、この融合タンパク質が、次の融合タンパク質セグ
メント：
　（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質、
　（ii）少なくとも５０アミノ酸残基を含むリコンビナントタンパク質、および
　（iii）この植物ウイルスコートタンパク質およびこのリコンビナントタンパク質を連
結するペプチドリンカーであって、少なくとも１０アミノ酸残基を含むペプチドリンカー
を含み、ここにおいて、このウイルス粒子が、多くとも２０ｍｏｌ％のフリーのウイルス
コートタンパク質を含む、リコンビナントウイルス粒子またはリコンビナント植物ウイル
ス様粒子を提供する。
【０００９】
　本発明は、更に、融合タンパク質分子を含むリコンビナントウイルス粒子またはリコン
ビナント植物ウイルス様粒子であって、この融合タンパク質が、次の融合タンパク質セグ
メント：
　（ｉ）ターニップベインクリアリングウイルス（turnip vein clearing virus）の植物
ウイルスコートタンパク質、またはターニップベインクリアリングウイルスのコートタン
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パク質に少なくとも４０％の同一性を有するタンパク質、
　（ii）少なくとも５０アミノ酸残基を含むリコンビナントタンパク質、および
　（iii）この植物ウイルスコートタンパク質およびこのリコンビナントタンパク質を連
結するペプチドリンカーであって、少なくとも１０アミノ酸残基を含むペプチドリンカー
を含む、リコンビナントウイルス粒子またはリコンビナント植物ウイルス様粒子を提供す
る。
【００１０】
　本発明は、更に、融合タンパク質分子を含むリコンビナントウイルス粒子またはリコン
ビナント植物ウイルス様粒子であって、この融合タンパク質が、次の融合タンパク質セグ
メント：
　（ｉ）植物ウイルスコートタンパク質、
　（ii）少なくとも５０アミノ酸残基を含むリコンビナントタンパク質、および
　（iii）場合により、この植物ウイルスコートタンパク質およびこのリコンビナントタ
ンパク質を連結するペプチドリンカーであって、少なくとも１０アミノ酸残基を含むペプ
チドリンカー
を含み、ここにおいて、このリコンビナントタンパク質は、免疫グロブリンに、好ましく
は、免疫グロブリンのＦｃ領域に結合可能である、リコンビナントウイルス粒子またはリ
コンビナント植物ウイルス様粒子を提供する。最も好ましくは、このリコンビナントタン
パク質は、プロテインＡまたはプロテインＧ、またはプロテインＡまたはプロテインＧそ
れぞれの変異体であり、それによって、これら変異体は、免疫グロブリンのＦｃ領域に結
合可能である。
【００１１】
　本発明は、更に、目的のタンパク質を精製する方法であって、次の工程：
　（ａ）上に定義の融合タンパク質を含む複数のこのリコンビナントウイルス粒子または
リコンビナントウイルス様粒子を与え、この融合タンパク質のリコンビナントタンパク質
は、精製されるこの目的のタンパク質へのアフィニティーを有し、
　（ｂ）このリコンビナントウイルス粒子またはリコンビナントウイルス様粒子と、この
目的のタンパク質を含有する液体組成物とを、アフィニティーマトリックスのリコンビナ
ントタンパク質へのこの目的のタンパク質の結合を可能にする条件下で接触させ、それに
よって、このアフィニティーマトリックスが、これら条件下で不溶性であり、
　（ｃ）このリコンビナントタンパク質に結合しなかったこの液体組成物の成分を、工程
（ｂ）の混合物から、アフィニティーマトリックスのリコンビナントタンパク質へのこの
目的のタンパク質の結合を保存する条件下で除去し、そして
　（ｄ）この目的のタンパク質をこのアフィニティーマトリックスから分離すること
を含む方法を提供する。
【００１２】
　このリコンビナントタンパク質は、本明細書中において、「アフィニティータンパク質
」とも称される。
　本発明は、更に、目的のタンパク質を精製するための、本発明のアフィニティーマトリ
ックス、または本発明のリコンビナントウイルス粒子またはリコンビナント植物ウイルス
様粒子の使用を提供する。本発明は、更に、目的のタンパク質を精製するための、本発明
の融合タンパク質の使用を提供する。
【００１３】
　本発明のアフィニティーマトリックスは、本発明のリコンビナントウイルス粒子または
リコンビナント植物ウイルス様粒子を含む。このアフィニティータンパク質は、免疫グロ
ブリンまたはそれらの誘導体へのアフィニティーを有することがありうる、好ましくは、
このアフィニティータンパク質は、ブドウ球菌プロテインＡまたは連鎖球菌プロテインＧ
、またはいずれかこれらタンパク質の誘導体である。
【００１４】
　本発明は、更に、本発明によるリコンビナント植物ウイルス粒子またはリコンビナント
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植物ウイルス様粒子を製造する方法であって、この融合タンパク質を、細菌中、植物中、
植物組織中または植物細胞中で発現することを含む方法を提供する。更に提供されるのは
、上に定義の融合タンパク質をコードしているポリヌクレオチド、およびこのポリヌクレ
オチドを含む植物、植物組織または植物細胞である。
【００１５】
　更に、本発明は、上に定義の植物、植物組織または植物細胞より入手可能なリコンビナ
ントウイルス材料を提供する。
　更に、融合タンパク質を提供する。特に、融合タンパク質であって、次の融合タンパク
質セグメント：植物ウイルスコートタンパク質；リンカーペプチド；および免疫グロブリ
ンを結合可能なブドウ球菌プロテインＡまたはプロテインＡの誘導体を含み、それによっ
て、この融合タンパク質が、ウイルス粒子またはウイルス様粒子を形成可能である、融合
タンパク質を提供する。更に、融合タンパク質であって、次の融合タンパク質セグメント
：植物ウイルスコートタンパク質；リンカーペプチド；および免疫グロブリンに結合可能
な連鎖球菌プロテインＧ（或いは、ストレプトアビジンまたはその誘導体）または連鎖球
菌プロテインＧの誘導体を含む融合タンパク質を提供する。
【００１６】
　更に、部品キットであって、上に定義の植物、植物組織または植物細胞およびポリヌク
レオチドを含む部品キットを提供する。
　更に、用途を提供する。
【００１７】
　本発明は、更に、免疫グロブリンなどの目的のタンパク質のアフィニティー精製のため
のアフィニティーマトリックスであって、上に定義の融合タンパク質分子を含むリコンビ
ナントウイルス粒子またはリコンビナント植物ウイルス様粒子を含み、ここにおいて、こ
のウイルス粒子は、このアフィニティーマトリックス中に存在するフリーのウイルスコー
トタンパク質およびこの融合タンパク質の合計に相対して多くとも２０ｍｏｌ％のフリー
のウイルスコートタンパク質を含む、アフィニティーマトリックスを提供する。「フリー
のウイルスコートタンパク質」は、本発明のこのリコンビナントタンパク質に融合してい
ない植物ウイルスコートタンパク質である。
【００１８】
　本発明の発明者は、表面に結合したプロテインＡまたはプロテインＧなどのアフィニテ
ィータンパク質を有するこれらリコンビナントウイルス粒子またはリコンビナント植物ウ
イルス様粒子を含むアフィニティーマトリックスを用いて、免疫グロブリンをアフィニテ
ィー精製することができるということを発見した。本発明者は、得られた融合タンパク質
のウイルス粒子へと集合する能力を破壊することなく、リコンビナントタンパク質（プロ
テインＡ、プロテインＧ等、またはその誘導体など）を植物ウイルスコートタンパク質に
融合させることが可能であるということを発見した。一つの態様において、本発明の融合
タンパク質は、フリーのウイルスコートタンパク質を共発現することなく、植物細胞中で
発現する。この融合タンパク質から集合したウイルス粒子は、これらウイルス粒子の表面
に結合した高密度のリコンビナントタンパク質を有する。
【００１９】
　本発明以前には、植物ウイルスコートタンパク質との融合としてこれら粒子表面上にリ
コンビナントタンパク質を含む植物ウイルス粒子を製造する技術は無かったが、この場合
、リコンビナントタンパク質のサイズは、短いペプチドに制限されないし、そしてこの場
合、ウイルス粒子形成は、ウイルスコートタンパク質およびリコンビナントタンパク質の
融合タンパク質に加えて、ウイルスコートタンパク質を与える必要がない。ここで、本発
明の系には、先行技術の限界がなく；好ましくは、それは、表面上のリコンビナントタン
パク質を提示するウイルス粒子の集合のために、フリーのウイルスコートタンパク質の共
発現を必要としない。結果として、ウイルス粒子の表面上のリコンビナントタンパク質の
密度は、多量のフリーのウイルスコートタンパク質を含むウイルス粒子の場合よりもはる
かに高い。
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【００２０】
　本発明の融合タンパク質は、Ｎ末端およびＣ末端を含む連続ポリペプチドである。
　一つの態様において、融合タンパク質は、次のドメイン：植物ウイルスコートタンパク
質ドメイン；リコンビナントタンパク質ドメイン；およびこの植物ウイルスコートタンパ
ク質ドメインおよびこのリコンビナントタンパク質ドメインを連結する少なくとも一つの
ペプチドリンカーを含む。この態様において、このリコンビナントタンパク質は、コート
タンパク質のアミノ酸配列の一次構造内に存在してよく、それによって、コートタンパク
質ドメインは、融合タンパク質の一次構造の二つのコートタンパク質セグメントによって
形成されうる。この態様において、このリコンビナントタンパク質は、二つのペプチドリ
ンカーによってこのコートタンパク質に連結するが、一方のペプチドリンカーは、このリ
コンビナントタンパク質のＮ末端部分を、このコートタンパク質のＮ末端セグメントへ連
結し、もう一つのペプチドリンカーは、リコンビナントタンパク質のＣ末端部分をコート
タンパク質のＣ末端セグメントへ連結している。
【００２１】
　別の態様において、コートタンパク質ドメイン、リコンビナントタンパク質ドメインお
よび一つのペプチドリンカーは、この融合タンパク質の一次構造内の逐次的セグメントで
ある。この態様において、融合タンパク質のＮ末端からＣ末端への融合タンパク質セグメ
ント（またはドメイン）の配列には、二つの可能性がある。（ｉ）この植物ウイルスコー
トタンパク質は、融合タンパク質のＮ末端に位置し、そしてその後に、このペプチドリン
カーの後、融合タンパク質のＣ末端に位置するこのリコンビナントタンパク質が続く；（
ii）このリコンビナントタンパク質は、融合タンパク質のＮ末端に位置し、そしてその後
に、ペプチドリンカーの後、融合タンパク質のＣ末端に位置するこのコートタンパク質が
続く。したがって、本発明の一つの態様において、融合タンパク質は、一つのペプチドリ
ンカーを含む。
【００２２】
　これら態様全てにおいて、融合タンパク質は、追加のアミノ酸残基または配列セグメン
トを、Ｎ末端に、Ｃ末端にまたはこの融合タンパク質内に含んでいてよい。「ドメイン」
および「セグメント」は、本明細書中において同じ意味に用いられる。
【００２３】
　この植物ウイルスコートタンパク質は、下に挙げるいずれかの植物ウイルスに由来する
ことができる。一つの態様において、この植物ウイルスコートタンパク質は、桿状形ウイ
ルス粒子を形成する植物ウイルスに由来する。「由来する」は、本発明の融合タンパク質
中に用いられるコートタンパク質が、植物ウイルスの天然のコートタンパク質と同一であ
る必要はないということを意味する。それどころか、融合タンパク質中に用いられるコー
トタンパク質は、植物ウイルスの天然のコートタンパク質に相対して、付加、欠失、挿入
または突然変異を有していてよい。コートタンパク質は、適する条件下においてウイルス
またはウイルス様粒子を形成する能力を維持するということが不可欠なだけである。一つ
の態様において、天然の植物ウイルスコートタンパク質の多くとも２０アミノ酸残基は、
欠失および／または突然変異している。別の態様において、多くとも２０アミノ酸残基は
、本発明のコートタンパク質が由来する植物ウイルスの植物ウイルスコートタンパク質の
天然の配列中に挿入される。
【００２４】
　このコートタンパク質は、プラスセンス一本鎖ＲＮＡウイルスに由来してよい。本発明
においてそのコートタンパク質を用いることができる植物ウイルスの例には、タバコモザ
イクウイルス（ＴＭＶ）などのタバモウイルス（tobamoviruses）、ターニップベインク
リアリングウイルス、ジャガイモＸウイルス（Potato virus X）、ジャガイモＹウイルス
（Potato virus Y）およびそれらのフラグメントまたはホモログが含まれるが、但し、こ
れらフラグメントまたはホモログは、適する条件下においてウイルス粒子またはウイルス
様粒子を形成可能であるという条件付きである。好ましくは、本発明のコートタンパク質
は、ターニップベインクリアリングウイルス、タバコモザイクウイルス、ジャガイモＸウ
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イルスまたはジャガイモＹウイルスのコートタンパク質に、少なくとも４０％の配列同一
性を有する。別の態様において、この配列同一性は、少なくとも５０％であり；もう一つ
の態様において、この配列同一性は、少なくとも６０％である。重要な態様において、こ
のコートタンパク質は、タバコモザイクウイルスのコートタンパク質に少なくとも８０％
の配列同一性を有する。
【００２５】
　本発明のリコンビナントタンパク質は、これらリコンビナントウイルス粒子の表面上に
暴露される。このリコンビナントタンパク質に関する制限はない。このリコンビナントタ
ンパク質は、植物ウイルスコートタンパク質に、好ましくは、一つまたはそれを超えるペ
プチドリンカーによって融合したいずれかのタンパク質セグメントであってよい。このリ
コンビナントタンパク質のタイプは、本発明のウイルス粒子の適用に依存して選択するこ
とができる。本発明者は、４０未満または２０未満でさえものアミノ酸を有する小さいペ
プチドに制限されることなく、これらウイルス粒子の表面上に暴露されたリコンビナント
タンパク質を有するリコンビナントウイルス粒子を生じることが可能であるということを
初めて発見した。したがって、本発明は、少なくとも５０アミノ酸残基のサイズを有する
リコンビナントタンパク質でのその十分な可能性を示す。しかしながら、一つの態様にお
いて、このリコンビナントタンパク質は、少なくとも７０アミノ酸残基のサイズを有する
；もう一つの態様において、このリコンビナントタンパク質は、少なくとも９０アミノ酸
残基のサイズを有する；なおもう一つの態様において、このリコンビナントタンパク質は
、少なくとも１１０アミノ酸残基のサイズを有する。
【００２６】
　本発明のリコンビナントウイルス粒子またはウイルス様粒子は、その融合タンパク質の
コートタンパク質ドメインまたはセグメントが、植物ウイルスに由来するという点で、植
物ウイルス粒子である。本発明のウイルス粒子は、それらが、本発明の融合タンパク質の
一部分であるコートタンパク質から集合するという点で、リコンビナントである。それら
本発明のリコンビナントウイルス粒子は、本明細書中において「これらウイルス粒子」と
も称される。
【００２７】
　このリコンビナントタンパク質は、例えば、これらウイルス粒子のマトリックスが、目
的のタンパク質のアフィニティー精製に用いられる場合、アフィニティータンパク質とし
て機能しうる。したがって、「リコンビナントタンパク質」および「アフィニティータン
パク質」という用語は、本発明のウイルス粒子の表面上に暴露されたタンパク質について
、本明細書中で同じ意味に用いられる。本発明のリコンビナントタンパク質は、それが、
本発明の融合タンパク質のセグメントまたはドメインであるという点で、リコンビナント
である。
【００２８】
　目的のタンパク質または化合物のアフィニティー精製を、本発明のウイルス粒子を用い
て可能にするために、このリコンビナントタンパク質は、好ましくは、目的のタンパク質
または化合物へのアフィニティーを有する。本明細書中において、本発明のアフィニティ
ーマトリックスまたはリコンビナントウイルス粒子またはウイルス様粒子、または融合タ
ンパク質を用いて精製されるタンパク質を、「目的のタンパク質」と称する。精製される
目的のタンパク質は、本発明の融合タンパク質とは異なるタンパク質である。一つの態様
において、このリコンビナントタンパク質は、治療的抗体などの免疫グロブリンまたはそ
れらの誘導体へのアフィニティーを有する。免疫グロブリンまたはそれらの誘導体へのア
フィニティーは、免疫グロブリンの定常領域へのものであってよい。この場合、このリコ
ンビナントタンパク質は、免疫グロブリンへのアフィニティーを有するブドウ球菌プロテ
インＡまたはそのドメインまたは誘導体であってよい。別の態様において、このリコンビ
ナントタンパク質は、免疫グロブリンを結合可能な連鎖球菌プロテインＧまたはその誘導
体であってよい。別の態様において、このリコンビナントタンパク質は、ストレプトアビ
ジンまたはその誘導体であって、StrepTagII へのアフィニティーを有するストレパクチ
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ン（strepactin）などであってよい。
【００２９】
　精製される化合物が低分子である場合、リコンビナントタンパク質は、この低分子への
アフィニティーを有するいずれかのタンパク質でありうる。例えば、このリコンビナント
タンパク質は、この低分子へのアフィニティーを有する抗体または抗体の一本鎖フラグメ
ントでありうる。
【００３０】
　本発明のペプチドリンカーは、この融合タンパク質の一次構造中において、この植物ウ
イルスコートタンパク質およびこのリコンビナントタンパク質を連結する。ペプチドリン
カーは、少なくとも５０アミノ酸残基のサイズを有することがありうるこのリコンビナン
トタンパク質の存在にもかかわらず、この融合タンパク質のウイルス粒子の集合を可能に
する。このペプチドリンカーは、可変性であるべきである。一つの態様において、このペ
プチドリンカーは、可変性であるために、二次構造を有していない。別の態様において、
このペプチドリンカーは、ヘリックスを形成する。好ましくは、このペプチドリンカーは
、βシートを形成しない。所定の維持構造を有するまたは二次構造を有していないペプチ
ドを設計することは、当業者の一般的な知識のものである。例えば、プロリン残基は、ヘ
リックスおよびβシートを破壊する。したがって、このペプチドリンカー中に一つまたは
それを超えるプロリン残基を包含させることができる。或いは、このペプチドリンカーは
、かなりの割合のグリシン残基を含有することができ、それによって、きわめて可変性の
リンカーを得ることができる。
【００３１】
　このペプチドリンカーは、好ましくは、少なくとも１０アミノ酸残基を有する。別の態
様において、このペプチドリンカーは、少なくとも１５アミノ酸残基を有する；もう一つ
の態様において、このペプチドリンカーは、少なくとも２０アミノ酸残基を有する；もう
一つの態様において、このペプチドリンカーは、少なくとも３０アミノ酸残基を有する。
このウイルス粒子の表面に結合されるリコンビナントタンパク質が大きいほど、ペプチド
リンカーは、一層長くなるはずである。例えば、このリコンビナントタンパク質が、２０
０を超えるアミノ酸残基を有する場合、ペプチドリンカーは、好ましくは、少なくとも２
５アミノ酸残基を有する。
【００３２】
　一つの態様において、このペプチドリンカーの長さは、１０～７０アミノ酸残基である
。別の態様において、このペプチドリンカーの長さは、１３～５０アミノ酸残基である。
もう一つの態様において、このペプチドリンカーの長さは、１６～３０アミノ酸残基であ
る。
【００３３】
　一つの態様において、このリコンビナントタンパク質およびこのペプチドリンカーは、
一緒に、少なくとも６０アミノ酸残基を有する。別の態様において、このリコンビナント
タンパク質およびこのペプチドリンカーは、一緒に、少なくとも８０アミノ酸残基を有す
る。もう一つの態様において、このリコンビナントタンパク質およびこのペプチドリンカ
ーは、一緒に、少なくとも１００アミノ酸残基を有する。もう一つの態様において、この
リコンビナントタンパク質およびこのペプチドリンカーは、一緒に、少なくとも１３０ア
ミノ酸残基を有する。
【００３４】
　本発明のウイルス粒子またはウイルス様粒子は、本発明のこの融合タンパク質をコード
しているポリヌクレオチドを細菌または植物宿主中で発現させることによって生じること
ができる。この植物宿主は、植物細胞、植物組織または植物全体であってよい。この融合
タンパク質をコードしていることは別として、このポリヌクレオチドは、選択された宿主
中でのこの融合タンパク質の発現に必要な調節要素を有するであろう。このポリヌクレオ
チドを発現する際に、本発明のウイルス粒子は、概して、宿主細胞内で集合するし、また
は適する条件下において宿主細胞からこの融合タンパク質を単離後に、in vitro で集合
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することができる。
【００３５】
　本発明のこれらウイルス粒子は、好ましくは、集合のためのフリーのウイルスコートタ
ンパク質の存在を必要としない。したがって、一つの態様において、この融合タンパク質
は、フリーのウイルスコートタンパク質を共発現することなく発現する。しかしながら、
本発明の融合タンパク質は、フリーのコートタンパク質の存在下でこれらウイルス粒子へ
と集合することができる。一つの態様において、これらウイルス粒子は、多くとも３０ｍ
ｌ％のフリーのウイルスコートタンパク質、好ましくは、多くとも２０ｍｌ％、最も好ま
しくは、多くとも１０ｍｌ％のフリーのウイルスコートタンパク質を含む。これらウイル
ス粒子中のフリーのウイルスコートタンパク質の含有量は、これらウイルス粒子を可溶化
させ、そしてこれらウイルス粒子のタンパク質性成分の分子量および相対存在量を決定す
るためのＭＡＬＤＩまたはＥＳＩ質量分光法などの質量分光法を行うことによって決定す
ることができる。これらウイルス粒子中に含有されるウイルスＲＮＡはいずれも、質量分
光法を行う前に除去することができるかまたは、これらウイルス粒子のタンパク質性成分
の相対存在量を決定する時に、それらのシグナルを無視することができる。
【００３６】
　もう一つの態様において、ウイルス粒子についてＳＤＳ－ＰＡＧＥを行い、そして Coo
massie 染色または銀染色によって染色する。フリーのウイルスコートタンパク質による
バンドの強さは、市販のゲルリーダーによって決定したところ、この融合タンパク質によ
るバンドの強さの多くとも２０％、好ましくは、多くとも１０％であろう。
【００３７】
　本発明の目的のために、ウイルス粒子またはウイルス様粒子は、複数のウイルスコート
タンパク質分子、複数の本発明の融合タンパク質分子、または本発明のこれら融合タンパ
ク質分子およびウイルスコートタンパク質分子の混合物を含むオリゴマー粒子として定義
される。この粒子は、典型的に、このコートタンパク質が由来する野生型ウイルスのウイ
ルス粒子のサイズおよび形状に類似した、電子顕微鏡検査で認められるサイズおよび形状
を有する。Analytical Biochem., 333 (2004) 230-235 に記載のように、電子顕微鏡検査
で確かめられるウイルス粒子またはウイルス様粒子のサイズは、好ましくは、少なくとも
１０ｎｍの最短寸法、より好ましくは、少なくとも１３ｎｍの最短寸法である。
【００３８】
　一つの態様において、リコンビナントウイルス粒子またはウイルス様粒子は、植物細胞
または植物中において植物ウイルスベクターを用いて生産され、それによって、天然の植
物ウイルスのコートタンパク質オープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）は、本発明の融
合タンパク質のＯＲＦで置き換えられる。植物ウイルスコートタンパク質は、植物ウイル
スまたは植物ウイルスベクターに感染後の宿主細胞中で発現される最も豊富なタンパク質
であるので、植物ウイルスベクターの使用は、宿主細胞ごとに多量の本発明の融合タンパ
ク質を生じるという利点を有する。更に、ウイルスベクターの細胞－細胞移動または全身
（systemic）移動は、ウイルスベクターの拡散をもたらし、そしてこの融合タンパク質を
発現するきわめて多数の植物細胞をもたらすことができる。本発明の融合タンパク質など
のタンパク質を、ウイルスベクターを用いて発現させる方法は、当該技術分野において知
られている。一つの態様において、ウイルスベクターを、アグロバクテリウム（Agrobact
erium）に媒介される形質転換を用いて、植物細胞中にまたはバイナリーベクターの一部
分としての植物の細胞中に導入する。
【００３９】
　本発明は、更に、目的のタンパク質または化合物を精製するためのアフィニティーマト
リックスを提供する。このアフィニティーマトリックスは、複数の本発明のウイルス粒子
またはウイルス様粒子を含む。一つの態様において、このアフィニティーマトリックス中
のこれらウイルス粒子またはウイルス様粒子は、共有結合で架橋されていない。別の態様
において、このアフィニティーマトリックス中のウイルス粒子またはウイルス様粒子は、
架橋剤によって架橋されていてよい。本発明のウイルス粒子を架橋するのに用いることが
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できる架橋剤は、当該技術分野において知られている。このような架橋剤の例は、グルタ
ルアルデヒドまたはビススクシンイミドである。架橋されたアフィニティーマトリックス
は、改善された機械的性質およびより高い分子量を有する。更に、共有結合架橋は、これ
らウイルス粒子を感染不十分（infection-deficient）にさせるが、それは、このアフィ
ニティーマトリックスを用いて精製された生成物の安全性を増加させる。
【００４０】
　目的のタンパク質を精製するために、本発明のアフィニティーマトリックスは、アフィ
ニティークロマトグラフィー用のカラム中に充填することができる。次に、アフィニティ
ークロマトグラフィーを、慣用法にしたがって行うことができる。別の態様において、こ
の目的のタンパク質は、バッチ法によってこのアフィニティーマトリックスを用いて精製
することができる（実施例４を参照されたい）。いずれにせよ、本発明のアフィニティー
マトリックスは、このアフィニティーマトリックスまたはアフィニティーマトリックスの
これらウイルス粒子を溶解させない溶媒中で用いられる。適する溶媒は、水性溶媒であり
、好ましくは、溶媒は水である。アフィニティーマトリックスの高分子量およびその不溶
性ゆえに、アフィニティーマトリックスは、目的のタンパク質が精製される予定の溶液中
の可溶性混入物から（例えば、沈降によって）容易に分離することができる。
【００４１】
　本発明によって精製される目的のタンパク質は、典型的に、可溶性または不溶性の混入
物を更に含有する水性の溶液または分散液中に溶解した形で存在する。このような溶液の
例は、細胞溶解産物または細胞上澄みである。不溶性物質は、典型的に、透明溶液を得る
ための濾過または遠心分離によって最初に分離する。次に、その透明溶液を、本発明のア
フィニティーマトリックスと接触させることができ、それによって、目的のタンパク質は
、これらウイルス粒子のアフィニティータンパク質に結合する。次に、目的のタンパク質
を結合しているアフィニティーマトリックスを、目的のタンパク質を初めに含有していた
溶液から分離する。目的のタンパク質を結合しているアフィニティーマトリックスを洗浄
後、目的のタンパク質を、適する条件下においてアフィニティーマトリックスから脱離さ
せることができ、それによって、精製された目的のタンパク質を含有する溶液を得る。プ
ロテインＡを結合しているウイルス粒子を含むアフィニティーマトリックスを用いて免疫
グロブリンを精製するプロトコールは、実施例に与えられている。
【００４２】
　発明の詳細な説明
　ウイルスコートタンパク質は、ウイルス粒子およびウイルス様粒子（ＶＬＰ）の主な構
成単位である。ウイルス粒子およびＶＬＰは、構築された多分子バイオポリマーである。
リコンビナントタンパク質とウイルスコートタンパク質とを融合することにより、異種エ
ピトープ（およびリコンビナントタンパク質）を表面上に有するウイルス粒子を得ること
が可能である。しかしながら、リコンビナントタンパク質とウイルスコートタンパク質と
の翻訳融合（Hamamoto et al., 1993, BioTechnology, 11, 930-932; Gopinath et al., 
2000, Virology, 267, 159-173; Porta et al, 1994, Virology, 202:949-955; Porta et
 al, 2003, Virology, 310: 50-63；ＪＰ６１６９７８９号；ＵＳ５９７７４３８号；Ｗ
Ｏ０２０６８９２７号）は、先行技術において、植物ウイルスコートタンパク質に融合し
うると考えられるリコンビナントタンパク質が、２０～２５アミノ酸残基に制限されたよ
うに（Turpen et al., 1995 Biotechnology, 13: 53-57; Sugiyama et al., 1995, FEBS 
Lett., 359: 247-250；ＵＳ２００２／０１０７３８７号）、限られていた。ＵＳ２００
２／０１０７３８７号などの先行技術における、より大きいリコンビナントタンパク質が
ウイルス粒子に融合しうるという推測は、実験的に確かめられなかったので、誤りであっ
たと考えられる。図３Ｂに示される実験は、本発明による具体的な処置の不存在下におい
て、ウイルスコートタンパク質およびプロテインＡから成る融合タンパク質が生じること
はないということを示している。したがって、ＵＳ２００２／０１０７３８７号は、ウイ
ルスコートタンパク質に融合したリコンビナントタンパク質を含む植物ウイルス粒子を提
供することはなく、それによって、リコンビナントタンパク質は、５０を超えるアミノ酸
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残基を含む。
【００４３】
　したがって、先行技術において、有意の量（９５％まで）のフリーのウイルスコートタ
ンパク質は、融合タンパク質との共集合のために、融合タンパク質と共発現されたが、そ
れによって、９５％までのフリーのウイルスコートタンパク質から成るウイルス粒子が得
られる。明らかに、これは、ペプチドを表面上に提示するウイルス粒子のいずれの適用も
制限する。
【００４４】
　概して、ＴＭＶ、ササゲモザイクウイルス（ＣＰＭＶ）、アルファルファモザイクウイ
ルス等のような植物ウイルスのＣＰに融合しうると考えられるが、同時に、機能性ビリオ
ンへと集合する能力を保持しているペプチドの限られたサイズは、先行技術において、こ
れら系を、短い免疫原エピトープおよびペプチドホルモンの発現に限定した。別の公報（
Santa-Cruz et al., 1996, Proc Natl Acad Sci U S A, 93:6286-6290）は、ジャガイモ
Ｘウイルスコートタンパク質とのＮ末端融合として発現されたグリーン蛍光タンパク質（
ＧＦＰ）をその表面上に含有するジャガイモＸウイルス（Potato Virus X）（ＰＶＸ）ビ
リオンの形成を記載している。しかしながら、ＴＭＶベクターでの場合のように、有意の
量の野生型コートタンパク質の発現は、ウイルス粒子の集合に不可欠であった。後者は、
植物染色体ＤＮＡ中に安定して組み込まれた独立したベクターからのウイルスコートタン
パク質の発現によってかまたは、ＧＦＰ－ＣＰ融合中の切断可能なリンカーペプチドを用
いることによって達成され、したがって、ビリオン形成のためのＣＰ源が提供された。フ
リーのウイルスコートタンパク質の不存在下において、ＧＦＰを表面上に提示するウイル
ス粒子を得ることは不可能であった。同様の研究において、一本鎖抗体は、フリーのウイ
ルスコートタンパク質を含有するジャガイモＸウイルスウイルス粒子上に提示された（Sm
olenska et al., FEBS Lett. 441 (1998) 379-382）。別の研究（Bendahmane et al., 20
02, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99:3645-3650）は、ペプチドリンカーの不存在下にお
けるタバコモザイクウイルスのコートタンパク質とＧＦＰの融合が、リコンビナントウイ
ルス粒子を生じることはないということを示した。
【００４５】
　アフィニティークロマトグラフィーのような、本発明のリコンビナントウイルス粒子が
有用である多数の用途がある。例えば、現在開発中の生物医薬製品の約２０％を構成して
いる抗体および抗体誘導体の精製は、全製造費用の５０～８０％を占める（概説について
は、Roque et al., 2004, Biotechnol. Prog., 20:639-654）。Staphylococcus aureus 
からのプロテインＡは、免疫グロブリン精製方法においてアフィニティータンパク質とし
て広く用いられている（概説については、Jungbauer & Hahn, 2004, Curr. Opin. Drug. 
Disc. & Dev., 7:248-256）。プロテインＡは、免疫グロブリンのＦｃドメイン（Lindmar
k et al., 1983, J. Immunol. Methods, 62:1-13; Gouda, et al., 1998, Biochemistry,
 37:129-136）と、主に疎水性相互作用（Dowd et al., 1998, Nat. Biotechnol., 16:190
-195）によって可逆的に相互作用する。プロテインＡの高い安定性および選択性は、それ
を、免疫グロブリン精製に有用な包括的アフィニティータンパク質にする。市場用の主な
プロテインＡ源は、Ｅ．coli で生産されるリコンビナントプロテインＡであった（Duggl
eby & Jones, 1983, Nucleic Acids Res., 11:3065-3076; Engel et al., 1992, Protein
 Expr. Purif., 3:108-113）。ウイルス粒子またはウイルス様粒子を含むマトリックスな
どのアフィニティーマトリックスの表面上のアフィニティータンパク質としてのプロテイ
ンＡの提示は、プロテインＡを結合しているまたはリコンビナント単クローン性抗体の下
流プロセシングに用いられる別の免疫吸着剤を結合しているアフィニティーマトリックス
の安価な源について好機を広げる。本発明において用いることができる別のタンパク質は
、連鎖球菌プロテインＧ（Guss et al., 1986, EMBO J., 5: 1567-1575）であり、それは
、ＩｇＧのＦｃドメインへの強いアフィニティーも有するし（Sauer-Eriksson et al., 1
995, Structure, 3:275-278）、Ｆａｂフラグメントへの弱いアフィニティーも有する（D
errick & Wigley, 1992, Nature, 359: 752-754）。
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【００４６】
　本発明は、異なった宿主（本発明の目的について、いずれかの生物学的タンパク質生産
宿主またはいずれかの非生物学的タンパク質生産方法を包含する意味である）において生
産された目的のタンパク質を精製し且つ可視化する目的のために、植物ウイルスのいろい
ろな性質を利用する。本発明の一般的な原則は、図１：一つまたはそれを超えるリコンビ
ナントタンパク質を表面上に提示する植物ウイルス粒子、および目的のタンパク質（例え
ば、抗体）の精製のためのこれら植物ウイルス粒子の使用、に示される。更に、本発明は
、重合し、そして高度に組織化されたタンパク質構造を形成するウイルスコートタンパク
質の能力を利用している。本発明の「ウイルス粒子」という定義は、本発明の請求範囲に
記載の目的のリコンビナントタンパク質およびウイルスコートタンパク質を含む融合タン
パク質を含有する植物ウイルス粒子および植物ウイルス様粒子（ＶＬＰ）を包含する。「
タンパク質マトリックス」または「アフィニティーマトリックス」という用語は、本発明
によるウイルス粒子を含むマトリックスを一緒に形成する複数の植物ウイルス粒子を意味
する。桿状形ウイルス粒子を、図１に模式的に示す。しかしながら、実際には、十分に特
性決定された植物ウイルスはいずれも、本発明を実施するのに用いることができる。異な
った分類群に属するＤＮＡウイルスおよびＲＮＡウイルスは、植物ウイルスコートタンパ
ク質を含む融合タンパク質を構築するのに適している。
【００４７】
　本発明を適用することができるウイルスのリストを、下に示す。引用文中の（イタリッ
ク体でない）タクソン学名は、このタクソンに、ＩＣＴＶ国際承認学名がないことを示し
ている。種（俗称）名は、普通の字体で与えられている。属または科への正式な帰属のな
いウイルスを示している。
【００４８】
　ＤＮＡウイルス：環状ｄｓＤＮＡウイルス：科：カリモウイルス科（Caulimoviridae）
、属：バドナウイルス（Badnavirus）、基準種：コメリナイエローモットルウイルス（co
mmelina yellow mottle virus）、属：カリモウイルス（Caulimovirus）、基準種：カリ
フラワーモザイクウイルス（cauliflower mosaic virus）、属「ＳｂＣＭＶ様ウイルス」
、基準種：ダイズクロロティックモットルウイルス（Soybean chloroticmottle virus）
、属「ＣｓＶＭＶ様ウイルス」、基準種：キャッサバベインモザイクウイルス（Cassaya 
vein mosaicvirus）、属「ＲＴＢＶ様ウイルス」、基準種：ライスツングロバシリホルム
ウイルス（Rice tungro bacilliformvirus）、属「ペチュニアベインクリアリング様ウイ
ルス（Petunia vein clearing-like viruses）」、基準種：ペチュニアベインクリアリン
グウイルス（Petunia vein clearing virus）；環状ｓｓＤＮＡウイルス：科：ジェミニ
ウイルス科（Geminiviridae）、属：マストレウイルス（Mastrevirus）（サブグループＩ
ジェミニウイルス（Subgroup I Geminivirus））、基準種：メイズストリークウイルス（
maize streak virus）、属：カートウイルス（Curtovirus）（サブグループIIジェミニウ
イルス（Subgroup II Geminivirus））、基準種：ビートカーリートップウイルス（beet 
curly top virus）、属：ベゴモウイルス（Begomovirus）（サブグループIIIジェミニウ
イルス（Subgroup III Geminivirus））、基準種：ビーンゴールデンモザイクウイルス（
bean golden mosaic virus）；
　ＲＮＡウイルス：
　ｓｓＲＮＡウイルス：科：ブロモウイルス科（Bromoviridae）、属：アルファモウイル
ス（Alfamovirus）、基準種：アルファルファモザイクウイルス、属：イラルウイルス（I
larvirus）、基準種：タバコモザイクウイルス（tobacco streak virus）、属：ブロモウ
イルス（Bromovirus）、基準種：ブロムモザイクウイルス（brome mosaic virus）、属：
ククモウイルス（Cucumovirus）、基準種：キュウリモザイクウイルス（cucumber mosaic
 virus）；
　科：クロステロウイルス科（Closteroviridae）、属：クロステロウイルス（Closterov
irus）、基準種：ビート萎黄ウイルス（beet yellows virus）、属：クリニウイルス（Cr
inivirus）、基準種：レタス感染性イエローズウイルス（Lettuce infectious yellows v
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irus）、科：コモウイルス科（Comoviridae）、属：コモウイルス（Comovirus）、基準種
：カウピーモザイクウイルス（cowpea mosaic virus）、属：ファバウイルス（Fabavirus
）、基準種：ソラマメウイルトウイルス１（broad bean wilt virus 1）、属：ネポウイ
ルス（Nepovirus）、基準種：タバコ輪点ウイルス（tobacco ringspot virus）；
　科：ポティウイルス科（Potyviridae）、属：ポティウイルス（Potyvirus）、基準種：
ジャガイモＹウイルス（potato virus Y）、属：リモウイルス（Rymovirus）、基準種：
ライグラスモザイクウイルス（ryegrass mosaic virus）、属：ビモウイルス（Bymovirus
）、基準種：オオムギ縞萎縮ウイルス（barley yellow mosaic virus）；
　科：セキウイルス科（Sequiviridae）、属：セキウイルス（Sequivirus）、基準種：パ
ースニップイエローフレックウイルス（parsnip yellow fleck virus）、属：ワイカウイ
ルス（Waikavirus）、基準種：ライスツングロスフェリカルウイルス（rice tungro sphe
rical virus）、科：トムブスウイルス科（Tombusviridae）、属：カルモウイルス（Carm
ovirus）、基準種：カーネーション斑紋ウイルス（carnation mottle virus）、属：ディ
アンソウイルス（Dianthovirus）、基準種：カーネーションリングスポットウイルス（ca
rnation ringspot virus）、属：マクロモウイルス（Machlomovirus）、基準種：メイズ
クロロティックモットルウイルス（maize chlorotic mottle virus）、属：ネクロウイル
ス（Necrovirus）、基準種：タバコネクロシスウイルス（tobacco necrosis virus）、属
：トムブスウイルス（Tombusvirus）、基準種：トマトブッシィスタントウイルス（tomat
o bushy stunt virus）、未帰属のｓｓＲＮＡウイルス属、属：カピロウイルス（Capillo
virus）、基準種：リンゴステムグルービングウイルス（apple stem grooving virus）；
　属：カルラウイルス（Carlavirus）、基準種：カーネーション潜在ウイルス（carnatio
n latent virus）、属：エナモウイルス（Enamovirus）、基準種：ピーエネーションモザ
イクウイルス（pea enation mosaic virus）；
　属：フロウイルス（Furovirus）、基準種：ムギ類萎縮ウイルス（soil-borne wheat mo
saic virus）、属：ホルデイウイルス（Hordeivirus）、基準種：ムギ斑葉モザイクウイ
ルス（barley stripe mosaic virus）、属：イダエオウイルス（Idaeovirus）、基準種：
ラズベリブッシィドワーフウイルス（raspberry bushy dwarf virus）；
　属：ルテオウイルス（Luteovirus）、基準種：オオムギ黄萎ウイルス（barley yellow 
dwarf virus）；属：マラフィウイルス（Marafivirus）、基準種：メイズラヤドフィノウ
イルス（maize rayado fino virus）；属：ポテックスウイルス（Potexvirus）、基準種
：ジャガイモＸウイルス（potato virus X）；属：ソベモウイルス（Sobemovirus）、基
準種：インゲンマメ南部モザイクウイルス（Southern bean mosaic virus）、属：テヌイ
ウイルス（Tenuivirus）、基準種：イネ縞葉枯ウイルス（rice stripe virus）、
　属：トバモウイルス（Tobamovirus）、基準種：タバコモザイクウイルス（tobacco mos
aic virus）、
　属：トブラウイルス（Tobravirus）、基準種：タバコ茎えそウイルス（tobacco rattle
 virus）、
　属：トリコウイルス（Trichovirus）、基準種：リンゴクロロティックリーフスポット
ウイルス（apple chlorotic leaf spot virus）；属：ティモウイルス（Tymovirus）、基
準種：ターニップイエローモザイクウイルス（turnip yellow mosaic virus）；属：ウム
ブラウイルス（Umbravirus）、基準種：キャロットモットルウイルス（carrot mottle vi
rus）；
　マイナスｓｓＲＮＡウイルス：目：モノネガウイルス（Mononegavirales）、科：ラブ
ドウイルス科（Rhabdoviridae）、属：シトラブドウイルス（Cytorhabdovirus）、基準種
：レタスネクロティックイエローズウイルス（lettuce necrotic yellows virus）、属：
ヌクレオラブドウイルス（Nucleorhabdovirus）、基準種：ポテトイエロードワーフウイ
ルス（potato yellow dwarf virus）；
　マイナスｓｓＲＮＡウイルス：科：ブニヤウイルス科（Bunyaviridae）、属：トスポウ
イルス（Tospovirus）、基準種：トマト黄化えそウイルス（tomato spotted wilt virus
）；
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　ｄｓＲＮＡウイルス：科：パルティティウイルス科（Partitiviridae）、属：アルファ
クリプトウイルス（Alphacryptovirus）、基準種：シロクローバ潜伏ウイルス１（white 
clover cryptic virus 1）、属：ベータクリプトウイルス（Betacryptovirus）、基準種
：シロクローバ潜伏ウイルス２（white clover cryptic virus 2）、科：レオウイルス科
（Reoviridae）、属：フィジーウイルス（Fijivirus）、基準種：フィジーディジーズウ
イルス（Fiji disease virus）、属：フィトレオウイルス（Phytoreovirus）、基準種：
ウンドテュモアウイルス（wound tumor virus）、属：オリザウイルス（Oryzavirus）、
基準種：イネラギットスタントウイルス（rice ragged stunt virus）；
　未帰属のウイルス：
　ゲノム：ｓｓＲＮＡ：種：ガーリックＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄウイルス（Garlic viruses A,B,C
,D）；種：グレープバインフレックウイルス（grapevine fleck virus）；種：メイズホ
ワイトラインモザイクウイルス（maize white line mosaic virus）；種：オリーブラテ
ントウイルス２（olive latent virus 2）；種：オールミアメロンウイルス（ourmia mel
on virus）；種：ペラルゴニュームゾネートスポットウイルス（Pelargonium zonate spo
t virus）。
【００４９】
　選択されたウイルスのサイズおよび形状は、次の通りである。
　桿状形ウイルス－ＴＭＶ：ビリオンは、約３００ｎｍ長さおよび約１８ｎｍ直径を有す
る；ＰＶＸ（糸状；通常は、波状；透明様相長さを有する）：５１５ｎｍ長さおよび１３
ｎｍ直径；Brome Mosaic Virus：２６ｎｍ直径。
【００５０】
　対称性／形状－正二十面体様
　アルファルファモザイクウイルス（ヌクレオキャプシド桿状または準等尺伸長）：３５
ｎｍ長さ（Ｔｂ）または３０ｎｍ長さ；桿状（Ｔａ－ｂ）かまたは楕円（Ｔａ－ｔ）形で
存在する、透明様相長さ不含のＴａ：５６ｎｍ長さ（Ｂ）；４３ｎｍ長さ（Ｍ）；１８ｎ
ｍ直径。
【００５１】
　好ましいウイルスは、一本鎖プラスセンスＲＮＡゲノムを有する植物ウイルスである。
他の好ましいウイルスは、桿状形ウイルス粒子を有する植物ウイルスである。
　実施例において用いられるそれらウイルス（タバコモザイクウイルスおよびジャガイモ
Ｘウイルス）は、主に、ヘテロオリゴマータンパク質の発現についてごく最近開発された
系（ＥＰ出願第０５００１８１９．１号；ＷＯ２００６／０７９５４６号）を含めた、こ
れらウイルスについて十分に確定された発現系の容易な利用可能性のゆえに選択された（
Donson et al., 1991, Proc Natl Acad Sci U S A, 88:7204-7208; Shivprasad et al., 
1999, Virology, 255:312-323; Marillonnet et al., 2004, Proc Natl Acad Sci U S A,
 101:6852-6857; Marillonnet et al., 2005, Nat Biotechnol., 23:718-723; Chapman, 
Kavanagh & Baulcombe, 1992, Plant J., 2:549-557; Baulcombe, Chapman & Santa Cruz
, 1995, Plant J., 7:1045-1053; Angell & Baulcombe, 1997, EMBO J., 16:3675-3684）
。ＤＮＡウイルスを含めた他の植物ウイルスも、本発明を実施するのに用いることができ
る（概説については、Mullineaux et al., 1992, Genetic Engineering in Plant Viruse
s, CRC Press Inc., pp187-215; Timmermans et al., 1994, Ann. Rev. Plant Physiol. 
Plant Mol. Biol., 45:79-112; Porta & Lomonossoff, 2002, Biotechnol. Genet. Engin
eering Rev., 19:245-291）。
【００５２】
　本発明者は、驚くべきことに、（ａ）一つまたは複数の可変性ペプチドリンカー（二次
構造を形成不能かまたはヘリックス二次構造を形成可能）が、リコンビナントタンパク質
と植物ウイルスコートタンパク質との翻訳融合を生じる場合のサイズ制限を克服すること
を可能にするということを発見した。このリンカーペプチドは、おそらくは、融合パート
ナーの各々の他方の機能性への負の作用を除去するまたは有意に減少させる。本発明にお
いて用いられるリンカーペプチドは、（ＧＧＧＧＳ）３などの可変性ペプチドリンカー、
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または（ＥＡＡＡＫ）３などのヘリックス形成性ペプチドリンカーであってよく、ここに
おいて、ｎは、２～５であってよい。それらペプチドリンカーは、この融合タンパク質の
セグメントである。異なったタンパク質の融合タンパク質中におけるこのタイプのペプチ
ドリンカーの使用、および融合タンパク質の機能へのそれらの作用は、記載されている（
Arai et al., 2001, Protein Eng., 14:529-532; Arai et al., 2004, Proteins, 57:829
-838）。実施例１に、本発明者は、ｎ＝３のリンカーペプチドを含有するコンストラクト
の設計を記載している（図１も参照されたい）。しかしながら、ｎ＝２の類似のコンスト
ラクト（示されていない）も製造した。本発明者は、より長いペプチドリンカー（ｎ＝３
）が、融合パートナー、すなわち、ウイルスＣＰ（ウイルス粒子を形成する）とリコンビ
ナントタンパク質（例えば、免疫グロブリンを結合するプロテインＡ）の機能に、有意の
正の影響力を有するということを発見した。より長いリンカー（１５アミノ酸残基より長
い）は、更に、融合パートナーの機能間の干渉を最小限にすることができる。しかしなが
ら、本発明を実施するのに適するリンカーペプチドの長さは、上述のもの（例えば、２５
アミノ酸残基まで）よりも有意に長いことがありうるし、そしてウイルスコートタンパク
質に融合されるリコンビナントタンパク質の選択肢に依存するかもしれない。本発明を実
施するためのペプチドリンカーの選択肢は、上記のリンカーに制限されない。他の多くの
タイプのリンカーを、本発明において用いることができる。典型的には、マルチドメイン
または多重反復タンパク質中のリンカーは、ほとんど二次構造を有していないが、ヘリッ
クス構造を形成する他のタイプのリンカーが存在する（Ortiz et al., 2005, J. Mol. Bi
ol., 349:638-647）。更に、ファージ提示技術には、リンカー設計についての情報がある
（Maruyama et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:8273-8277; Turner et al.
, 1997, J. Immunol. Methods, 205:43-54; Castillo et al., 2001, J. Immunol. Metho
ds, 257:117-122; Weiss et al., 2000, Protein Sci., 9:647-654; Mikawa et al., 199
6, J. Mol. Biol., 262:21-30）。ファージと植物ウイルス基材系との間の構造および生
物学の有意差にもかかわらず、本発明者は、ペプチドリンカーの選択についての一般的な
原則を、植物ウイルス粒子に適用することができるということを発見した。リコンビナン
トタンパク質をこのペプチドリンカーペプチドによってウイルスコートタンパク質から隔
てることは、融合タンパク質上のコートタンパク質とリコンビナントタンパク質との間の
相互作用を減少させ、そして結果として、それらの機能を保存すると考えられる。本発明
を実施するために選択されたペプチドリンカーは、本出願におけるその適合性について、
タンパク質二次構造を予想するいろいろなプログラムを用いて調べることができる（例え
ば、ＮＮＰＲＥＤＩＣＴ，http://www.cmpharm.ucsf.edu/~nomi/nnpredict.html にリン
クされたい）（Kneller, et al., 1990, J. Mol. Biol. 214: 171-182）。二次構造を予
想するには、リンカーペプチドを、その二次構造への可能性のある隣接する配列（本発明
のコートタンパク質およびリコンビナントタンパク質）の影響のために、融合タンパク質
の組込み部分として分析すべきである。この目的の別のプログラムは、ドイツ、ハイデル
ベルグ大学の PredictProtein（http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predic
tprotein.html）である。
【００５３】
　リコンビナント植物ウイルス粒子または植物ウイルス様粒子は、本発明のこの融合タン
パク質を発現させることによって生じることができる。一つの態様において、この融合タ
ンパク質は、植物ウイルスベクターを用いて植物細胞または植物中で発現させる。このよ
うな植物ウイルスベクターの場合、ウイルスベクターが由来するウイルスのコートタンパ
ク質は、本発明のこの融合タンパク質をコードしているポリヌクレオチドで置き換えるこ
とができる。
【００５４】
　植物ウイルスベクターは、本発明の融合タンパク質などのリコンビナントタンパク質の
植物中における一時的高収率発現に有効な手段である（概説については、Porta & Lomono
ssoff, 1996, Mol. Biotechnol., 5, 209-221; Yusibov et al., 1999, Curr. Top. Micr
obiol. Immunol., 240, 81-94; Gleba et al., 2004, Curr Opin Plant Biol. 7:182-188
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; Gleba et al., 2005, Vaccine, 23:2042-2048 を参照されたい）。ウイルスベクター基
材発現系は、植物核内導入遺伝子と比較して、有意に高い収率の導入遺伝子産物（本発明
の融合タンパク質など）を与える。例えば、リコンビナントタンパク質のレベルは、ウイ
ルスベクターから発現させる場合、全細胞の植物タンパク質含有量の５～５０％に達する
ことがありうる（Kumagai et al., 2000, Gene, 245, 169-174; Shivprasad et al., 199
9, Virology, 255, 312-323; Marillonnet et al., 2004, Proc Natl Acad Sci U S A, 1
01:6852-6857; Marillonnet et al., 2005, Nat Biotechnol., 23:718-723）。植物にお
ける本発明の融合タンパク質の全身発現に適するウイルスベクターを記載している特許は
、いくつか公開されている（ＵＳ５３１６９３１号；ＵＳ５５８９３６７号；ＵＳ５８６
６７８５号）。概して、これらベクターは、ウイルスタンパク質との翻訳融合として（Ｕ
Ｓ５４９１０７６号；ＵＳ５９７７４３８号）、追加のサブゲノムプロモーターから（Ｕ
Ｓ５４６６７８８号；ＵＳ５６７０３５３号；ＵＳ５８６６７８５号）、または独立した
タンパク質翻訳のためのＩＲＥＳ要素を用いたポリシストロン性ウイルスＲＮＡから（Ｗ
Ｏ０２２９０６８号）、異種遺伝子を発現することができる。他の系（ＷＯ２００５０４
９８３９号）は、ウイルスレプリコンの全身デリバリーについてアグロバクテリウムに頼
るが、全身ウイルスベクターと比較して、異種遺伝子のサイズについて有意に高い容量を
有する。
【００５５】
　実施例２に、本発明者は、異なったサイズの異なったリコンビナントタンパク質を表面
上に提示するウイルス粒子の製造および分析を記載している。ウイルスベクターの助けで
発現された異なったウイルスＣＰ－リコンビナントタンパク質融合の電気泳動分析を、図
５に示す。この分析結果から、調べられた融合の大部分が、インフィルトレーション処理
された葉において高い発現レベルを示したことが明らかであり、若干の場合、リコンビナ
ントウイルスベクターは、全身移動しうると考えられる。しかしながら、全身移動は、野
生型ベクターへの復帰をもたらすことがありうる。したがって、本発明の一つの態様にお
いて、ＣＰ－リコンビナントタンパク質融合を、ウイルスベクターまたはプロベクターの
アグロバクテリウムに媒介されるデリバリーを用いて、被接種葉において発現させる（Ma
rillonnet et al., 2004, Proc Natl Acad Sci U S A, 101:6852-6857; Marillonnet et 
al., 2005, Nat Biotechnol., 23:718-723）。本発明によってＣＰとの融合として発現さ
れた７種類の異なったリコンビナントタンパク質の内、６種類のリコンビナントタンパク
質を、首尾良く発現させ、そして植物組織からタンパク質マトリックスの形で単離した。
これらウイルス粒子の表面上に提示されたリコンビナントタンパク質の活性を、実験的に
確かめた。更に、リンカーペプチド不含で直接的にＣＰに融合したリコンビナントタンパ
ク質の発現が認められなかったのは、被接種葉でも、全身葉でもないということは明らか
である（図５のレーン１、２、３、４）。被接種葉における高レベルの発現は、本発明に
よるペプチドリンカーによってＣＰに融合した同じリコンビナントタンパク質で達成され
た（レーン７Ｌ、１３、１４；図５）。
【００５６】
　本発明の別の態様は、バイオテクノロジー用途におけるウイルス粒子の表面上に提示さ
れたリコンビナントタンパク質の機能性を示す。本発明者は、１５アミノ酸ペプチドリン
カーによるウイルスＣＰおよびプロテインＡのドメインＥおよびＤ（１３３アミノ酸残基
、図４－Ａを参照されたい）を含む融合タンパク質を選択した。プロテインＡは、免疫グ
ロブリン、選択的には、ＩｇＧおよびその機能性誘導体のクロマトグラフィー精製に広く
用いられる有効なアフィニティー標識である（Fuglistaller, P., 1989, J. Immunol. Me
thods, 124-171-177; Fahmer et al., 1999, Biotechnol. Appl. Biochem., 30:121-128;
 Jungbauer & Hahn, 2004, Curr. Opin. Drug Discov. Dev., 7:248-256）。臨床試験に
おける単クローン性抗体の数は、着実に増大しているし、しかも抗体の商業生産には、大
量のリコンビナントプロテインＡが必要とされるであろうから、リコンビナント免疫グロ
ブリンの精製に用いられるリコンビナントプロテインＡへの要求が増大している。更に、
薬学的タンパク質精製について、使い捨て試薬は、好ましい選択肢である。現在、リコン
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ビナントプロテインＡの大部分は、Ｅ．coli で生産されている（Hammond et al., 1990,
 Ann. NY Acad. Sci., 613:863-867; Engel et al., 1992, Protein Expr. Purif., 3:10
8-113; Cai et al., 1992, Chin. J. Biotechnol., 8:93-98）。本発明は、大量のプロテ
インＡ、連鎖球菌プロテインＧ（Bond et al., 1993, J. Immunol. Methods, 166:27-33;
 Du et al., 2005, Biopolymers, 79:9-17; Honda et al., 1999, Biochemistry, 38:120
3-1213）それらの活性フラグメント、誘導体および模擬体を大量に生産することを可能に
するが、そられリコンビナントタンパク質は、アフィニティー（またはクロマトグラフィ
ー用）マトリックス、すなわち、ウイルス粒子の植物ウイルス由来タンパク質マトリック
スに既にカップリングしている。図６により、ＣＰ－プロテインＡ融合は、Coomassie 染
色されたＳＤＳ－ＰＡＧＥの検出限界の範囲内で排他的に融合タンパク質を含有しうるリ
コンビナントウイルス粒子の一部分であるということが明らかであり（図６Ｂ）、ウイル
ス粒子の構成単位としての野生型ＣＰは検出不能である。
【００５７】
　プロテインＡを提示するウイルス粒子の表面は、免疫グロブリンの精製に適する高アフ
ィニティーリガンドとして役立ちうる。比較的高分子量のウイルス粒子は、アフィニティ
ーマトリックスとしてのそれらの使用を可能にするし、しかも本発明のリコンビナントウ
イルス粒子（または他の目的のタンパク質）に結合することができる免疫グロブリンを精
製するための簡単な手順を開発することを可能にする。
【００５８】
　更に、リコンビナントウイルス粒子は、架橋によって更に重合して、例えば、タンパク
質精製手順においてアフィニティーマトリックスとして役立てるのに適するなお一層高分
子量の構造を生じることができる（Smith, Petrenko & Matthew, 1998, J. Immunol. Met
hods, 215:151-161）。ウイルス粒子を架橋する別の方法は、異なったウイルス粒子の修
飾された（システイン付加された）コートタンパク質の間にジスルフィド橋を形成するこ
とによることができる（Wang et al. 2002, Chem. Biol., 9:813-819）。この方法も、ウ
イルス粒子を失活させて、ウイルスベクターを複製させない。更に、ウイルス粒子を失活
させるには、ホルムアルデヒド（Barteling & Cassim, 2004, Dev. Biol., 119:449-455
）、エチレンイミン、Ｎ－アセチルエチレンイミン（Burrage et al., 2000, Vaccine, 1
8:2454-2461）、ＵＶ照射（Freitas et al., 2003, J Virol Methods., 108:205-11）お
よび他のアプローチなどのいろいろな架橋剤を用いることができるが、これに制限される
わけではない。
【００５９】
　ウイルスは、天然に存在する野生型または突然変異体のウイルスであれ、遺伝子操作さ
れたウイルスベクターであれ、自己複製性であり、それ自体は、きわめて安価である。植
物ウイルス粒子は、更に、精製手順を必要とする大多数のタンパク質または低分子よりも
はるかに大きい。分子量または物理化学的性質の大きな相違は、本発明によるウイルス粒
子に目的のタンパク質を結合させた後、得られた複合体をその混合物の残余から分離する
ことで、組織ホモジネートなどの混合物から目的のタンパク質または非タンパク質性化合
物を分離するのに有効に利用することができる。ウイルス粒子と目的の分子との間の会合
は、後に、当業者に知られている多数の方法で溶解させることができる。本発明の一つの
態様において、本発明者は、ＩｇＧ結合ドメインを表面上に提示するリコンビナントウイ
ルス粒子を用いた、植物抽出物からのＩｇＧの単離を示す。プロテインＡのＩｇＧ結合ド
メインを提示するウイルス粒子は、実施例２に記載のように製造し且つ単離した。それら
の結合容量の評価後（実施例３、図７）、これら粒子を、非競合性ウイルスベクターでア
グロインフィルトレーション処理された（agroinfiltrated）ニコチアナ・ベンタミアナ
（Nicotiana benthamiana）植物中で生産された単クローン性抗体（ＩｇＧクラス）の精
製に用いた（実施例４、図８）。図８により、これら粒子を用いた一段精製は、約９５％
純度のＩｇＧ試料を生じるということが明らかである。ウイルスコートタンパク質との融
合としてプロテインＡを提示するこれら粒子を用いたＩｇＧ精製プロトコールを、表１に
要約する。
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【００６０】
　本発明は、更に、二つ以上の（二つまたはそれを超える）タイプのリコンビナントタン
パク質を表面上に有するリコンビナントウイルス粒子を生じ且つ利用することを可能にし
、それによって、植物ウイルス粒子の表面上に複合体構造を生じる。これは、例えば、目
的のリコンビナントタンパク質とＣＰとの二つ以上の融合を高収率で発現させる最近開発
された植物ウイルス基材発現系を用いることにより、達成することができる（ＥＰ出願第
０５００１８１９．１号；ＷＯ２００６／０７９５４６号）。例えば、ほぼ等モル量の二
つのリコンビナント融合タンパク質は、本発明を用いてウイルス粒子中で発現させ且つ集
合させることができる。或いは、異なった融合タンパク質を等モル以外のモル比で必要と
する場合、これら融合タンパク質の一方は、標準的な（例えば、３５Ｓプロモーターで推
進される）発現カセットから一時的にかまたは、植物染色体ＤＮＡ中に安定して包含され
たベクターから発現させうると考えられるが、もう一方の融合タンパク質は、ウイルスベ
クターから発現させうると考えられる。また別のアプローチにおいて、ウイルス粒子は、
異なったリコンビナントウイルス粒子を必要な比率で混合し、その溶液のｐＨおよび／ま
たはイオン強度を変更することによってそれらを解体後、それらを de novo 再集合させ
ることによって in vitro で再構築し、それによって、異なったリコンビナントタンパク
質を表面上に有する異なったタイプのウイルス粒子を生じることができる。二つ以上のリ
コンビナントタンパク質を提示する植物ウイルス粒子の略図を、図１の左下に示す。この
ようなウイルス粒子は、ＣＰ－プロテインＡ融合を有することに加えて、精製手順の際に
これらウイルス粒子またはそれらのアフィニティーマトリックスを分離するのに役立つ蛍
光マーカー（例えば、ＧＦＰまたはｄｓＲｅｄ）を提示することもできる。更に、本発明
による融合タンパク質の一部分としてのプロテアーゼインヒビターは、単離される目的の
タンパク質（例えば、ＩｇＧ）をタンパク質分解させないことができる。
【００６１】
　植物は、事実上、ヒトおよび動物の病原体を含まないので、好ましくは、本発明のウイ
ルス粒子は、植物中で生産され（発現され）、したがって、ウイルス源または細菌源より
単離されたウイルス粒子を用いることにより、感染の危険を減少させる。植物、植物組織
または植物細胞中でウイルス粒子を生産する費用は、動物源または細菌源で生産されるウ
イルス粒子と比較して、有意に低いであろう。しかしながら、原則として、その方法は、
植物（細胞およびその組織培養物を含めた）、非ヒト動物体を含めた動物、および動物お
よびヒトの細胞培養物、真菌、細菌および酵母を含めた広範囲の宿主発現系を用いて実施
することができる。
【００６２】
　目的のタンパク質を精製する本方法は、タンパク質を宿主中で生産する方法および宿主
に相対して精製される目的のタンパク質の性状、およびウイルス粒子とタンパク質との間
のアフィニティーの性状などのいくつかの因子に依存して、多くの異なった方法で実施す
ることができる。精製される目的のタンパク質または低分子化合物が、宿主によって内因
的に（天然に）生産される態様において、その宿主は、培養され且つ溶解されていてよい
。目的のタンパク質を含有する溶解産物またはその純化した溶液は、本発明のリコンビナ
ントウイルス粒子を含むアフィニティーマトリックスと接触させることができる。宿主に
よって内因的に生産されていないタンパク質の精製は、典型的に、宿主を装置で、すなわ
ち、精製される目的のタンパク質をコードしている少なくとも一つの導入遺伝子で供給す
るために、遺伝子操作を必要とする。これら態様において、一つまたは複数の導入遺伝子
は、ウイルス発現／複製ベクターの一部分として、または別個の形質転換イベントによっ
て、宿主中に導入することができる。宿主によって生産される目的のタンパク質について
、アフィニティーマトリックス表面上に提示されるリコンビナントタンパク質のアフィニ
ティーは、直接的であってよいし、または導入遺伝子が、ウイルス粒子上のアフィニティ
ータンパク質によって認識され且つ結合する結合ペプチドとの融合の形で目的のタンパク
質をコードすることができるという意味で間接的であってよい。したがって、目的のタン
パク質は、それ自体、融合タンパク質であってよい。
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【００６３】
　一つの態様において、目的の外因性（例えば、異種）タンパク質を、植物宿主（例えば
、植物細胞、組織、ホモジネートまたは植物全体）において発現させる。この態様は、リ
コンビナントタンパク質を提示するこれらウイルス粒子をアフィニティータンパク質とし
て提供することを必要とするが、ここにおいて、このリコンビナントタンパク質は、精製
される目的のタンパク質へのアフィニティーを有する。
【００６４】
　或いは、このウイルス粒子は、精製される低分子化合物へのアフィニティーを有するリ
コンビナントタンパク質を提示する。治療薬および除草剤は、このような低分子化合物の
例である。概して、植物、動物、細菌または酵母の細胞などの宿主によって生産される非
ペプチド有機分子であって、植物ウイルス粒子の表面上に提示されるリコンビナントタン
パク質によって認識可能である（例えば、それに結合アフィニティーを有する）ものはい
ずれも、本発明にしたがって単離するまたは検出することができる。タンパク質（または
低分子）から植物ウイルス粒子を解離するのに用いられる条件は、相互作用の具体的なタ
イプに依存し、そして物理化学的パラメーター、例えば、ｐＨ；温度；イオン、キレート
剤濃度等を変更することによって生じることができる。適当な条件を選択することは、当
該技術分野におけるタンパク質精製技術レベルの範囲内であろう。限外濾過は、これらウ
イルス粒子のアフィニティーマトリックスからタンパク質を分離する一つのこのような方
法である。
【００６５】
　本発明は、目的のトランスジェニックタンパク質および内因性タンパク質、更には、植
物界、動物界および細菌界のメンバーが含まれるがこれに制限されるわけではない広範囲
の宿主における導入遺伝子発現の結果としての、または天然に存在する非タンパク質性分
子の精製に等しく適している。このようなタンパク質の例は、薬学的におよび工業的に重
要なタンパク質、例えば、免疫応答タンパク質、ＤＮＡ修飾酵素、デンプン－、細胞壁修
飾酵素、プロテアーゼ、リパーゼ等を含めた酵素でありうるが、これに制限されるわけで
はない。
【００６６】
　宿主に外因性であるタンパク質または低分子化合物の場合、目的のタンパク質（それ自
体またはウイルス粒子上のリコンビナントタンパク質を結合するペプチドとの融合の形）
をコードしている導入遺伝子、またはその発現が低分子の生産を引き起こすものを、標準
的な技法によって非ヒト宿主中に導入する。概して、これら技法には、安定なまたは一時
的な形質転換またはウイルスデリバリー（例えば、ウイルス発現ベクターによる細胞の感
染）が含まれてよい。安定して組み込まれた外来遺伝子でトランスジェニック生物を生じ
る方法は、参考文献に十分に記載されている。例えば、ＤＮＡは、Agrobacterium に媒介
されるデリバリーによって植物細胞中に形質転換することができる。米国特許第５，５９
１，６１６号；同第４，９４０，８３８号；および同第５，４６４，７６３号を参照され
たい。他の方法には、パーティクルまたはマイクロプロジェクティルボンバードメント（
microprojectile bombardment）（米国特許第５，１００，７９２号；欧州特許（ＥＰ）
第４４４，８８２Ｂ１号；ＥＰ４３４，６１６Ｂ１号）、マイクロインジェクション（Ｗ
Ｏ０９２０９６９６号；ＷＯ０９４００５８３Ａ１号；ＥＰ１７５，９６６Ｂ１号）およ
びエレクトロポレーション（ＥＰ５６４，５９５Ｂ１号；ＥＰ２９０，３９５Ｂ１号；Ｗ
Ｏ０８７０６６１４Ａ１号）が含まれる。動物、細菌および酵母の細胞中への導入遺伝子
デリバリーの手順は、十分に確立されている。動物細胞中への導入遺伝子デリバリーの一
般的な方法は、レトロウイルスに媒介される（Robbins & Givizzani, 1998; Reynolds et
 al., 1999）。合成（非ウイルス）担体での他の方法も適している（概説については、Bo
wn et al., 2001 を参照されたい）。酵母および細菌の細胞のための形質転換方法は、多
くの手引きに、例えば、Yeast Protocol Handbook (2000) および Sambrook et al., (19
89) に十分に記載されている。
【００６７】
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　本発明は、組織ホモジナイゼーション、遠心分離および限外濾過などの技法に適応する
ことができるので、工業的用途およびスケールアップに十分にしたがう。それは、いずれ
かの原核生物または真核生物の系におけるタンパク質および低分子の生産に適用すること
ができる。したがって、本発明は、いずれかの種類の原核生物または真核生物の系からの
いずれかの目的のタンパク質の精製について普遍的で安価なスケールアップ方法である。
【００６８】
　本発明のリコンビナントウイルス粒子は、多くの異なった分野、すなわち、バイオテク
ノロジーのみならず、ナノテクノロジーにおける用途および分子エレクトロニクス用途に
ついて興味深いことがありうる。植物ウイルスは、生産し且つ単離するのが容易であるし
、しかも高収率（新鮮なタバコ葉１キログラムにつき１０ｇまでのウイルス粒子）を与え
るので、このような目的にきわめて好都合である。更に、ウイルス粒子（ビリオン）は、
簡単な「ローテク（low-tech）」プロトコールを用いて工業的に精製することができる（
Creager et al, 1999, Plant Cell, 11:301-308）。
【実施例】
【００６９】
　次の実施例は、本発明の範囲を制限することなく、本発明を更に詳しく説明する。
　実施例１
　ＣＰ融合タンパク質の発現用のＴＶＣＶ基材およびＰＶＸ基材のプロベクターの構築
　次の実施例に用いられるベクターは、概して、二つの最近の公報に記載されている（Ma
rillonnet et al., 2004, Proc Natl Acad Sci U S A, 101:6852-6857; Marillonnet et 
al., 2005, Nat Biotechnol., 23:718-723）。Potato Virus Ｘ（ＰＶＸ）のｃＤＮＡを
、ＤＳＭＺコレクション（http://www.dsmz.de）より入手したＰＶＸ分離物ＰＶ－００１
４からＲＴ－ＰＣＲによって生じ、そしてＰＶＸプロベクターを生成するのに用いた。Ｐ
ＶＸ基材発現系の説明は、多数の公報に与えられている（Chapman, Kavanagh & Baulcomb
e, 1992, Plant J., 2:549-557; Baulcombe, Chapman & Santa Cruz, 1995, Plant J., 7
:1045-1053; Angell & Baulcombe, 1997, EMBO J., 16:3675-3684）。
【００７０】
　（ａ）トバモウイルスＴＶＣＶ（Turnip Vein Clearing Virus）の５’－プロベクター
　ＴＶＣＶコートタンパク質の３’部分を、ＰＣＲにより、プライマーｃｐｔｖ１および
ｃｐｆｕｓ４またはｃｐｆｕｓ５を用いて増幅させ、それによって、（ＧＧＧＧＳ）３リ
ンカーまたは（ＥＡＡＡＫ）３リンカーをＣＰのＣ末端に導入した。それらＰＣＲ産物を
、ＮｃｏＩおよびＢｓａＩで切断し、そして野生型ＣＰを含有する５’－プロベクターｐ
ＩＣＨ２０６９７（図２Ａ）中に、リンカーペプチドを伴うことなく連結して、コンスト
ラクトｐＩＣＨ２０７０１およびｐＩＣＨ２０７２３を生じた（図２Ｂ）。ベクターｐＩ
ＣＨ２０６９７は、そのイントロン構造によって、以前に記載されたもの（ｐＩＣＨ１８
７２２）の場合と同一である（Marillonnet et al., 2005, Nature Biotechnol., 23:718
-723）。
【００７１】
　（ｂ）ＰＶＸ（Potato Virus Ｘ）の５’－プロベクター
　リンカーを含むＣＰを、ＰＣＲにより、プライマーｐｖ５ｃｐｔｖおよびｐｖ５ｐ５ｒ
２で、ｐＩＣＨ２０７０１またはｐＩＣＨ２０７２３を鋳型として用いて増幅させた。Ｐ
ＣＲ産物を、ＮｈｅＩ－ＳａｃＩフラグメントとしてＰＶＸ５’－プロベクター中にクロ
ーン化して、コンストラクトｐＩＣＨ２３４０７およびｐＩＣＨ２３４１１を生じた（図
２）。
【００７２】
　（ｃ）３’－プロベクター中における目的の遺伝子のクローニング
　プロテインＡ
　Staphylococcus aureus からのプロテインＡは、５種類の免疫グロプリン（ＩｇＧ）結
合ドメインを含有する（図４－Ａ）。これらドメインの内の最初の二つ（ドメインＥおよ
びＤ）を、両側の同じ追加のアミノ酸と一緒に（全部で１３３ａａ、図４、下線を施して
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いる）、ＧＥＮＥＡＲＴ（レーゲンスブルグ、ドイツ）によって合成した。その配列を、
ニコチアナ・タバクム（Nicotiana tabacum）中での発現のために最適化した。配列を、
ＢｓａＩ－ＨｉｎｄIIIフラグメントとしてベクターｐＩＣＨ１０９９０中にクローン化
して（Marillonnet et al., 2004, Proc Natl Acad Sci U S A, 101:6852-6857）、コン
ストラクトｐＩＣＨ２１７６７を生じた（図３Ａ）。このコンストラクトから、プロテイ
ンＡ配列を、ＨｉｎｄIII－ＮｄｅＩフラグメントとしてＰＶＸ３’－プロベクターｐＩ
ＣＨ２１７９９中に導入して、ｐＩＣＨ２３５２３を生じた（図３Ａ）。コンストラクト
ｐＩＣＨ２１７７０（示されていない）は、ｐＩＣＨ２１７６７と似ているが、プロテイ
ンＡの一つのＩｇＧ結合ドメイン（ドメインＥ）だけを含有する。
【００７３】
　ストレプトアクチン（Streptactin）
　ストレプトアクチンは、StrepTag IIに対して増加したアフィニティーを有するストレ
プトアビジンの突然変異型である（Voss S. & Skerra A. 1997. Prot Engin 10, 975-982
）。ストレプトアクチンの５’部分および３’部分を、ＰＣＲにより別々に、プライマー
ｓｔｒｅｐｐｒ１およびｓｔｒｅｐｐｒ２またはｓｔｒｅｐｐｒ３およびｓｔｒｅｐｐｒ
４を用いて、鋳型としてのストレプトミセス・アビディニイ（Streptomyces avidinii）
からのゲノムＤＮＡ上において増幅させた。図４－Ｂに示されるタンパク質フラグメント
についてコードしているＰＣＲ産物を、ＢｓａＩ－ＢｐｉＩ（ｓｔｒｅｐｐｒ１およびｓ
ｔｒｅｐｐｒ２）およびＢｐｉＩ－ＢａｍＨＩ（ｓｔｒｅｐｐｒ３およびｓｔｒｅｐｐｒ
４）で切断し、そしてＢｓａＩ－ＢａｍＨＩで切断された３－プロベクターｐＩＣＨ１０
９９０中に連結して（Marillonnet et al., 2004, Proc Natl Acad Sci U S A, 101:6852
-6857）、コンストラクトｐＩＣＨ２１４４４を生じた（図３Ａ）。
【００７４】
　モノマーであると考えられる突然変異型のストレプトアクチン（Ｖ５５Ｔ、Ｔ７６Ｒ、
Ｌ１０９Ｔ、Ｖ１２５Ｒ）（Wu SC & Wong SL., 2005, J Biol Chem 280:23225-31）を、
位置指定突然変異誘発により、オリゴヌクレオチドｓｔｒｅｐｐｒ５～ｓｔｒｅｐｐｒ１
２で遺伝子操作して、コンストラクトｐＩＣＨ２３４７８を生じた（図３Ａ）。
【００７５】
　StrepTag II
　この標識を、ＸｂａＩ、ＢｓａＩで切断された３’－プロベクターｐＩＣＨ２１５９５
中に、オリゴｓｔｒｅｐｔａｇ５およびｓｔｒｅｐｔａｇ６とのアダプター連結によって
導入した。得られたコンストラクトを、ｐＩＣＨ２３４６３と称した（図３Ａ）。
【００７６】
　他の遺伝子
　多数の他の遺伝子（ＧＦＰ、ＤｓＲｅｄ、抗原、サイトカイン）を、同様に、３’－プ
ロベクター中にクローン化して（Marillonnet et al., 2004, Proc Natl Acad Sci U S A
, 101:6852-6857）、コンストラクトｐＩＣＨ７４１０（ＧＦＰ）、ｐＩＣＨ１０５８０
（ＤｓＲＥＤ）を生じた（図３Ａ）。
【００７７】
　実施例２
　植物中におけるＣＰ融合タンパク質の発現
　アグロインフィルトレーション（Agroinfiltration）
　全てのコンストラクトを、アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tu
mefaciens）ＧＶ３１０１中にエレクトロポレーションした。Ｎ．benthamiana 植物のア
グロインフィルトレーションは、本質的には、Marillonnet et al., 2004, Proc Natl Ac
ad Sci U S A, 101:6852-6857 に記載のように行った。部位特異的組換えによって植物内
のウイルスプロベクターを集合して、目的のリコンビナントタンパク質の増幅および発現
が可能なウイルスベクターとするために、ＣＰをコードしている５’プロベクター；リコ
ンビナントタンパク質をコードしている３’プロベクター；および部位特異的リコンビナ
ーゼ源（ｐＩＣＨ１４０１１、図３Ａ）を含有する３種類のアグロバクテリウム菌株を、
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一緒に混合し、そしてインフィルトレーションに用いた。小規模インフィルトレーション
は、シリンジで行った；大規模インフィルトレーションは、真空装置を用いて行った（Ma
rillonnet et al., 2005, Nature Biotechnol., 23:718-723）。
【００７８】
　Ｎ．benthamiana 葉中で発現されたＣＰ融合の分析
　全てのリコンビナントタンパク質融合を、インフィルトレーション処理されたＮ．bent
hamiana 葉から、インフィルトレーション後６～１１日に抽出し、そして以前に記載のポ
リアクリルアミドゲル中の電気泳動分離によって分析した（Marillonnet et al., 2004, 
Proc Natl Acad Sci U S A, 101:6852-6857; Marillonnet et al., 2005, Nature Biotec
hnol., 23:718-723）。異なったＣＰ－リコンビナントタンパク質融合の電気泳動分析の
結果を、図５（Ａ、Ｂ）に示す。目的のリコンビナントタンパク質とＣＰの直接融合（リ
ンカーペプチド不含）が、検出可能な発現を生じなかったということは注目すべきである
。
【００７９】
　具体的には、適当な３’プロベクター（ｐＩＣＨ２１７６７、図３Ｂ）との組合せでの
５’プロベクターｐＩＣＨ２０６９７（図３Ｂ）の使用は、検出可能な発現を全く与えな
かった。更に、下記のように行われた電子顕微鏡検査分析は、リンカーペプチドを含む５
’プロベクターを用いた場合とは異なり、試料中にウイルス様構造を全く検出しなかった
。
【００８０】
　ウイルス粒子の抽出および精製
　インフィルトレーション処理された葉を、０．１Ｍ　Ｋ－リン酸緩衝液、ｐＨ７．０（
２～３ｍｌ緩衝液／ｇＦＷ）中で、葉汁プレスまたは乳鉢・乳棒を用いて均一にした。不
溶性物質を、ミラクロス（miracloth）を介する濾過によって除去した。葉汁を、１容量
のクロロホルムで１回処理し、そしてウイルス粒子を、標準法を用いてポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ－６０００）で沈殿させた（Turpen & Reinl, 1998, Methods in Biotech
nol., 3:89-101, eds. C. Cunningham & A.J.R. Porter, Humana Press, Totowa, NJ）。
粒子を、Ｋ－リン酸緩衝液中に再懸濁させ、そして更に、スクロース密度遠心分離によっ
て精製した。プロテインＡフラグメントと融合したＣＰを含有するウイルス粒子の試料を
、ＳＤＳ－電気泳動および電子顕微鏡検査によって分析した。電子顕微鏡検査用の試料は
、Negrouk および同業者によって記載のように調製した（2004, Analytical Biochem., 3
33:230-235）。分析結果を、図６に示す。
【００８１】
　実施例３
　植物ウイルス粒子の表面に結合したプロテインＡの抗体結合容量
　リコンビナントプロテインＡを結合している精製されたウイルス粒子のアリコート（０
．５ｍｇ）を、異なった量のヒトＩｇＧ（Sigma １４５０６）と混合し、氷上で１時間イ
ンキュベートし、そして遠心分離（１０分、１２．０００ｇ）によって沈殿させた。ペレ
ットおよび上澄みを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析した（図７）。１ｍｇの粒子は、２ｍｇま
でのＩｇＧを結合することができるということを示した。結合容量は、約２ｍｇ　ＩｇＧ
／ｍｇウイルス粒子である（すなわち、１分子のＩｇＧ（１５０ｋＤａ）は、リコンビナ
ントウイルス粒子表面上のＣＰ－プロテインＡ融合（３４ｋＤａ）の３分の１～５分の１
の分子に結合する。
【００８２】
　実施例４
　プロテインＡを表面上に提示するリコンビナントウイルス粒子を用いて植物中で発現さ
れた抗体の精製
　抗体を、植物中におけるヘテロオリゴマータンパク質の生産のためのＩＣＯＮウイルス
発現系を用いて植物内で発現させた（ＥＰ出願第０５００１８１９．１号；ＷＯ２００６
／０７９５４６号）。ＩｇＧクラスの単クローン性抗体を含有する葉材料を、液体窒素中
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で粉砕し、そして新鮮葉重量（ＦＷ）１グラムにつき３ｍｌのＰＢＳで抽出した（Sambro
ok, Fritsch & Maniatis, 1989, Molecular Cloning: a Laboratory Manual, CSH, NY）
。不溶性物質を、２回の遠心分離（１０分、１６０００ｇ）によって除去した。プロテイ
ンＡを提示するウイルス粒子を、１ｍｌの植物抽出物につき１００ミリグラム加え、そし
て試料を氷上で少なくとも１時間インキュベートした。ウイルス粒子に結合した抗体を、
遠心分離（１５分、１２０００ｇ）によって沈殿させ、０．２５容量の０．１Ｍグリシン
ｐＨ２．５中に再懸濁させた。ウイルス粒子を除去するために、試料を、１％ＮａＣｌ、
４％ＰＥＧに調整し、氷上で３０分インキュベートし、そして１０．０００ｇで１５分遠
心分離した。抗体含有上澄みを、新しい試験管に移し、１／１０容量の１Ｍ Tris／ＨＣ
ｌ，ｐＨ９．０で中和し、そして適当容量のＰＢＳ緩衝液中の２５％ＰＥＧ溶液を加える
ことによって１４％ＰＥＧに調整した。試料を氷上で少なくとも１時間保持し、そして抗
体を遠心分離（１５分、１６０００ｇ）によって沈殿させた。精製プロトコールの要約を
、表１に示す。抗体を、好都合な容量のＰＢＳ中に溶解させ、そしてゲル電気泳動によっ
て分析した。精製手順によるタンパク質の電気泳動分析を、図８に示す。
【００８３】
　表１：プロテインＡを表面上に提示するリコンビナントウイルス粒子を用いたＩｇＧ精
製プロトコールの要約
　１．インフィルトレーション処理された葉を、３容量のＰＢＳで抽出する。抽出物を２
回の遠心分離で透明にする。
【００８４】
　２．ウイルス粒子（約１００ｍｇ／ｍｌ）を加え、氷上で１５～３０分間インキュベー
トする。
　３．４℃において１２０００ｇ（ベンチトップ遠心機において１１３００ｒｐｍ）で１
０分間遠心分離する。
【００８５】
　４．上澄みを捨て、ペレットを１容量の０．１Ｍグリシン、ｐＨ２．５中に再懸濁させ
る。
　５．１／１０容量の１２％ＮａＣｌおよび１／５容量の２５％ＰＥＧ－６０００（０．
１Ｍグリシン、ｐＨ２．５中）を加える。氷上で３０分間インキュベートする。
【００８６】
　６．４℃において１００００ｇ（ベンチトップ遠心機において１０３００ｒｐｍ）で１
５分間遠心分離する。
　７．上澄みを新しい試験管に移す；１／１０容量の１Ｍ Tris／ＨＣｌ，ｐＨ９．０で
中和する；そして１容量の２５％ＰＥＧ－６０００（ＰＢＳ中）を加え、氷上で３０分間
インキュベートする。
【００８７】
　８．４℃において１６０００ｇ（ベンチトップ遠心機において１３０００ｒｐｍ）で１
５分間遠心分離する。
　９．上澄みを捨て、更に５分間遠心分離する。
【００８８】
　１０．上澄みの痕跡を全て注意深く除去する；ペレットを好都合な容量のＰＢＳ中に再
懸濁させる。
【図面の簡単な説明】
【００８９】
【図１】図１は、左側上に、植物ウイルス粒子の構造を模式的に示す。右側上に、本発明
の融合タンパク質から構成された本発明によるウイルス粒子を模式的に示して、ウイルス
粒子の表面上のこのリコンビナントタンパク質としてプロテインＡを提示している。左下
に、本発明によるウイルス粒子を示すが、本発明による３種類の異なった融合タンパク質
は、３種類の異なったリコンビナントタンパク質、すなわち、プロテインＡ、蛍光マーカ
ーおよびアフィニティー標識を表面上に提示するウイルス粒子を生じる。右側上に示され
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たウイルス粒子を、抗体のアフィニティー精製に用いる場合、そのウイルス粒子は、抗体
分子をプロテインＡによって結合する。
【図２Ａ】図２は、いろいろなバイナリーベクターのＴ－ＤＮＡ領域を示す。図２Ａは、
ｐＩＣＨ２０６９７を示す。
【図２Ｂ】図２Ｂは、ＴＭＶ基材およびＰＶＸ基材のウイルス発現系の５’プロベクター
を含有するｐＩＣＨ２０７０１、ｐＩＣＨ２０７２３、ｐＩＣＨ２１６８４、ｐＩＣＨ２
０７１０、ｐＩＣＨ２３４０７およびｐＩＣＨ２３４１１を示す（イントロン位置は示さ
れていないが、ｐＩＣＨ２０６９７の場合と同一である（図２Ａ））。ＬＢ：Ｔ－ＤＮＡ
の左境界；ＲＢ：Ｔ－ＤＮＡの右境界；ＰＮＯＳ：アグロバクテリウムノパリンシンター
ゼ遺伝子のプロモーター；ＴＮＯＳ：アグロバクテリウムノパリンシンターゼ遺伝子の転
写終結領域；ＮＰＴII：カナマイシン耐性を与えるネオマイシンホスホトランスフェラー
ゼII遺伝子；Ｐ３５Ｓ：ＣａＭＶ３５Ｓプロモーター；ＡＣＴ２：Arabidopsis アクチン
２遺伝子プロモーターの転写エンハンサー；ＭＰ：ウイルス Movement タンパク質；ＣＰ
：ウイルスコートタンパク質；ＴＶＣＶポリメラーゼ：Turnip Vein Clearing Virus の
ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ；ＰＶＸポリメラーゼ：Potato Virus ＸのＲＮＡ依存
性ＲＮＡポリメラーゼ；２５Ｋ，１２Ｋ，８Ｋ：三重遺伝子ブロック（ＴＧＢ）領域の遺
伝子；ｓｇｐ：サブゲノムプロモーター；ｉｎｔ：イントロン配列の５’部分；ＡｔｔＰ
：部位特異的インテグラーゼｐｈｉＣ３１で認識される組換え部位。
【図２Ｃ－１】GeneBee プログラム（http://www.belozersky.msu.ru）（Prof. Y. Dorok
hov の好意）で行われるいろいろなトバモウイルスからのＣＰアミノ酸配列の整列。整列
の上の記号の意味は、次の通りである。‘・’：カラム対交換の平均重量は、マトリック
ス平均値重量より小さい；‘・’は、平均値＋１ＳＤより小さい；‘＋’は、平均値＋２
ＳＤより小さい；‘＊’は、平均値＋２ＳＤより大である。整列のために導入されるギャ
ップは、ダッシュで示している。データは、ＴＭＶ　Ｕ１（Ｕ１：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：
１９）についてはＥＭＢＬ受託番号Ｊ０２４１５；ＴＭＶ共通株（ＯＭ：ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：２０）についてはＸ０００５２；トマトモザイクウイルス（Tomato mosaic virus
）（ＴｏＭＶ：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２１）についてはＸ０２１４４；ＴＭＶ Kazakh 株
（Ｋ１：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２２）についてはＡＪ２４３５７１；ＴＭＶ Kazakh 株（
Ｋ２：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３）についてはＺ９２９０９；タバコグリーンモットルウ
イルス（Tobacco green mottle virus）または株（Ｕ２：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２４）に
ついてはＭ３４０７７；ＴＭＶフラブム（flavum）株（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）につ
いてはＡＦ５４６１８４；キュウリフルーツモットルモザイクウイルス（Cucumber fruit
 mottle mosaic virus）（ＣＦＭＭＶ）についてはＡＦ３２１０５７；キュウリグリーン
モットルモザイクウイルス（Cucumber green mottle mosaic virus）（ＣＧＭＭＶ）につ
いてはＤ１２５０５；オドントグロッスム輪点ウイルス（Odontoglossum ringspot virus
）（ＯＲＳＶ：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２６）についてはＥ０４３０５；ペッパーマイルド
モットルウイルス（Pepper mild mottle virus）（ＰＭＭＶ：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２７
）についてはＡＪ３０８２２８；ＴＭＶ株（Rakkyo：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２８）につい
てはＤ６３８０９；サンヘンプモザイクウイルス（sunn-hemp mosaic virus）（ＳＨＭＶ
）についてはＪ０２４１３；ヘラオオバコモザイクウイルス（ribgrass mosaic virus）
（ＲＭＶ：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２９）についてはＡＦ２５４９２４；ＴＭＶのクルシフ
ァ（crucifer）株（ｃｒＴＭＶ：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０）についてはＺ２９３７０；
ターニップベインクリアリングウイルス（turnip vein-clearing virus）（ＴＶＣＶ：Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）についてはＵ３３８７；ＴＭＶのクルシファ株（ＴＭＶ－Ｃｇ
：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３２）についてはＵ３０９４４；ＴＭＶ Wasabi のクルシファ株
（ＴＭＶ－Ｗ：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３４）についてはＡＢ００３９３６；およびオイル
シードセイヨウアブラナモザイクウイルス（Oilseed rape mosaic virus）（ＯＲＭＶ：
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３３）については Aguilar et al. (1996) より得た。
【図２Ｃ－２】GeneBee プログラム（http://www.belozersky.msu.ru）（Prof. Y. Dorok
hov の好意）で行われるいろいろなトバモウイルスからのＣＰアミノ酸配列の整列。整列
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の上の記号の意味は、次の通りである。‘・’：カラム対交換の平均重量は、マトリック
ス平均値重量より小さい；‘・’は、平均値＋１ＳＤより小さい；‘＋’は、平均値＋２
ＳＤより小さい；‘＊’は、平均値＋２ＳＤより大である。整列のために導入されるギャ
ップは、ダッシュで示している。
【図２Ｃ－３】GeneBee プログラム（http://www.belozersky.msu.ru）（Prof. Y. Dorok
hov の好意）で行われるいろいろなトバモウイルスからのＣＰアミノ酸配列の整列。整列
の上の記号の意味は、次の通りである。‘・’：カラム対交換の平均重量は、マトリック
ス平均値重量より小さい；‘・’は、平均値＋１ＳＤより小さい；‘＋’は、平均値＋２
ＳＤより小さい；‘＊’は、平均値＋２ＳＤより大である。整列のために導入されるギャ
ップは、ダッシュで示している。
【図３Ａ】図３Ａは、バイナリーベクターｐＩＣＨ２１７６７、ｐＩＣＨ２１８９８、ｐ
ＩＣＨ２１４４４、ｐＩＣＨ３２３４７８、ｐＩＣＨ２３４６３、ｐＩＣＨ２３５２３、
ｐＩＣＨ７４１０、ｐＩＣＨ１０５８０およびｐＩＣＨ１４０１１のＴ－ＤＮＡ領域を示
す。ＬＢ：Ｔ－ＤＮＡの左境界；ＲＢ：Ｔ－ＤＮＡの右境界；ＰＮＯＳ：アグロバクテリ
ウムノパリンシンターゼ遺伝子のプロモーター；ＴＮＯＳ：アグロバクテリウムノパリン
シンターゼ遺伝子の転写終結領域；ＮＰＴII：カナマイシン耐性を与えるネオマイシンホ
スホトランスフェラーゼII遺伝子；ＮＴＲ：ウイルスＲＮＡの３’非翻訳領域；ＡｔｔＢ
：部位特異的インテグラーゼｐｈｉＣ３１で認識される組換え部位；ｐＨＳＰ８１．１：
Arabidopsis 熱ショックタンパク質ｈｓｐ８１．１についてコードしている遺伝子のプロ
モーター；ＮＬＳ：ヌクレアーゼ局在化シグナル；ＧＦＰ：合成グリーン蛍光タンパク質
をコードしている遺伝子；ｄｓＲＥＤ：レッド蛍光タンパク質；Ｅ，Ｄ：Staphylococcus
 aureus プロテインＡの免疫グロブリン結合ドメインＥおよびＤ。
【図３Ｂ】図３Ｂは、プロテインＡ－ウイルス粒子融合の高レベル発現を示す。（ａ）Ｎ
．ベンタミアナ（N. benthamiana）植物のトランスフェクションに用いたコンストラクト
。野生型ＣＰは、集合したベクター（ｐＩＣＨ１７５０１）から発現させる。ＣＰ－プロ
テインＡ融合は、インテグラーゼによって触媒される部位特異的組換えによって植物内で
集合する別々の５’モジュールおよび３’モジュールから発現させる（ｐＩＣＨ１０８８
１）。短い１５ａａリンカー（影付き囲み）は、５’モジュール中に包含される、すなわ
ち、ｐＩＣＨ２０７０１およびｐＩＣＨ２４３８４中の可変性リンカー（ＧＧＧＧＳ）３

およびｐＩＣＨ２０７２３およびｐＩＣＨ２４３９９中のヘリックスリンカー（ＥＡＡＡ
Ｋ）３。ｐＩＣＨ２０６９７は、いずれのリンカーも含有しない。白囲みは、最適化され
た発現のためのイントロンである。ＲｄＲｐ：ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ；ＭＰ：
Movement Protein；ａｔｔＰ／ａｔｔＢ：組換え部位；ｉｎｔ：スプライシングによる組
換え部位の除去のためのイントロンの５’および３’部分；Ｎ：３’非翻訳領域；Ｔ：ｎ
ｏｓターミネーター。（ｂ）野生型ウイルス；リンカーを含むプロテインＡ　Ｎ末端融合
（ＰＡ－ＣＰ）；リンカー不含（ｐＩＣＨ２０６９７）またはリンカーを含む（ｐＩＣＨ
２０７０１／２０７２３）プロテインＡ　Ｃ末端融合（ＣＰ－ＰＡ）；リンカーを含むＣ
末端融合；全身葉でトランスフェクションされた植物；および非トランスフェクション対
照からの粗製抽出物を示す、Coomassie 染色されたポリアクリルアミドゲル。Ｒｂｃ：Ru
bisco ラージサブユニット。
【図４】図４は、（Ａ）Staphylococcus aureus プロテインＡ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３
５）および（Ｂ）成熟ストレプトアビジンのフラグメント（アミノ酸残基１２～１３９：
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３６）の配列を示す。タンパク質配列の下線を施した領域について
コードしているプロテインＡ遺伝子の部分を、Ｎ．タバクム（N. tabacum）中での発現の
ためにおよびｍＲＮＡの構造および安定性のために最適化されたコドン使用頻度で再合成
した。それを、ＴＭＶ－３’プロベクター（ｐＩＣＨ２１７６７）中にクローン化した。
クローン化された配列の長さは、１３３ａａ（ドメインＥ：５６ａａ；ドメインＤ：６１
ａａ）である。成熟ストレプトアビジンの配列フラグメント（ａａ１２～１３９）を、Ｃ
Ｐへの融合のために３’プロベクターｐＩＣＨ２１４４４中にクローン化した；StrepTag
II への増加したアフィニティーのための突然変異した残基に下線を施している（この位
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【図５】図５は、リコンビナントタンパク質とＣＰとのいろいろな融合の電気泳動分析を
示す。左側のゲル：リン酸緩衝液中の標準抽出物（７Ｌを除く）。右側のゲル：Laemli 
緩衝液中の抽出物（ＧＣ、ＲＣ、ＣＰＣを除く）。（１）ｐＩＣＨ２０６９７－ｐＩＣＨ
７４１０（ＧＦＰ）；　（２）ｐＩＣＨ２０６９７－ｐＩＣＨ１０５８０（ｄｓＲＥＤ）
；　（３）ｐＩＣＨ２０６９７－ｐＩＣＨ７４１０（ＧＦＰ）、全身葉；　（４）２０６
９７－ｐＩＣＨ１０５８０（ｄｓＲＥＤ）、全身葉；　（５）ｐＩＣＨ２０７０１；　（
６）ｐＩＣＨ２０７０１－ｐＩＣＨ７４１０（ＧＦＰ）；　（７）ｐＩＣＨ２０７０１－
ｐＩＣＨ１０５８０（ｄｓＲＥＤ）；　（８）ｐＩＣＨ２０７１０－ｐＩＣＨ７４１０（
ＧＦＰ）；　（９）ｐＩＣＨ２０７１０－ｐＩＣＨ１０５８０（ｄｓＲＥＤ）；　（１０
）ｐＩＣＨ２０７１０－ｐＩＣＨ７４１０（ＧＦＰ）、全身葉；　（１１）ｐＩＣＨ２０
７１０－ｐＩＣＨ１０５８０（ｄｓＲＥＤ）、全身葉；　（１２）ｐＩＣＨ２０７２３；
　（１３）ｐＩＣＨ２０７２３－ｐＩＣＨ７４１０（ＧＦＰ）；　（１４）ｐＩＣＨ２０
７２３－ｐＩＣＨ１０５８０（ｄｓＲＥＤ）；　（１５）ｐＩＣＨ２０７２３－ｐＩＣＨ
７４１０（ＧＦＰ）、全身葉；　（１６）ｐＩＣＨ２０７２３－ｐＩＣＨ１０５８０（ｄ
ｓＲＥＤ）、全身葉。ＮＣ：負の対照；ＧＣ：ＧＦＰ対照；ＲＣ：ｄｓＲＥＤ対照；ＣＰ
Ｃ：ＣＰ対照；Ｌ：Laemli 緩衝液。
【図６】（Ａ）リコンビナントウイルス粒子の電子顕微鏡検査。バーは１００ｎｍである
。（Ｂ）被接種葉組織より抽出されたタンパク質の電気泳動分離。（１）ｐＩＣＨ２０７
０１－ｐＩＣＨ２１７６７（プロテインＡ、２ドメイン）；　（２）ｐＩＣＨ２０７０１
－ｐＩＣＨ２１７７０（プロテインＡ、１ドメイン）；　（３）ｐＩＣＨ２０７２３－ｐ
ＩＣＨ２１７６７（２ドメイン）；　（２）ｐＩＣＨ２０７２３－ｐＩＣＨ２１７７０（
１ドメイン）；　（５）野生型ウイルス。（Ｃ）リコンビナントウイルス粒子より抽出さ
れたタンパク質の電気泳動分離。　（１）野生型ウイルス；　（２～７）ｐＩＣＨ２０７
０１－ｐＩＣＨ２１７６７（プロテインＡ、２ドメイン）、いろいろなウイルス粒子標品
；　（８）ＭＷタンパク質マーカー。
【図７】植物ウイルス由来マトリックスの表面上に提示されたプロテインＡの抗体結合容
量の測定。ｓ：上澄み；ｐ：ペレット；ＨＣ：ＩｇＧ重鎖；ＬＣ：ＩｇＧ軽鎖；ＣＰ－ｐ
ｒｏｔＡ：ウイルスコートタンパク質－プロテインＡ融合；ＭＷ：分子量タンパク質マー
カー（ｋＤａ）。
【図８】プロテインＡを表面上に提示しているウイルス粒子を用いた、植物抽出物からの
ＩｇＧの精製。（１）粗製抽出物；　（２）ＩｇＧの沈殿後の上澄み；　（３）ＩｇＧの
沈殿後の再懸濁されたペレット；　（４）粒子の除去後の再懸濁されたペレット；　（５
）ＩｇＧのＰＥＧ沈殿後の再懸濁されたペレット（他の試料と比較して２ｘ濃縮された）
。ＨＣ：ＩｇＧ重鎖；ＬＣ：ＩｇＧ軽鎖；ＣＰ－ｐｒｏｔＡ：ウイルスコートタンパク質
－プロテインＡ融合；ＭＷ：分子量タンパク質マーカー（ｋＤａ）。　添付書類１　プラ
イマー配列：
【００９０】
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