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= (54) 発明の名称 ：結晶化促進ポ リぺプチ ド

(57) Abstract: The purpose o f the present invention i s to
provide a versatile and effective method for promoting the
crystallization o f a protein o f interest in X-ray crystal struc[ 図 1]
ture analysis. The abovementioned problem can be solved by
(1) a polypeptide comprising the amino acid sequence rep
resented by SEQ ID NO: l , (2) a polypeptide comprising the
amino acid sequence represented by SEQ ID NO:2, and (3) a
polypeptide comprising the amino acid sequence represented
by SEQ ID NO:2, wherein 1 to 18 amino acids have been
deleted ：from the N-terminal side, and/or any o f 1 t o 3 amino
acids have been deleted fixim the C -terminal side.

(57) 要約： 本発 明の 目的は、 X 線結晶構造解析
法 において、 目的の タ ンパ ク質の結 晶化 を促進
す るための、汎用性 が あ り、か つ効率 的な方法
を提供 す る ことで ある。 前記課題 は、 （1 )
配 列番号 1 で表 され るァ ミノ酸配 列か らな るポ
リペ プチ ド、 （2 ) 配 列番号 2 で表 され るア ミ
ノ酸配 列か らな るポ リペ プチ ド、 （3 ) 配 列番
号 2 で表 され るァ ミノ酸配列 において 、 N 末側
か ら 1 ~ 1 8 個 の ア ミノ酸が欠失 、及 び / "若 し
くは C 末側か ら 1 ~ 3 個 の いずれ かの ア ミノ酸
が 欠 失 した ァ ミノ酸 配 列 か らな るポ リぺ プチ
ド、によって解決す ることができる。
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明 細 書

発明の名称 ：結晶化促進ポリペプチ ド

技術分野

[0001 ] 本発明は、タンパク質の結晶化を促進することのできるポリペプチ ド及び

タンパク質の結晶化方法に関する。本発明によれば、 X 線結晶構造解析法に

用いるためのタンパク質結晶を容易に得ることができる。

背景技術

[0002] タンパク質の構造解析にはX 線結晶構造解析法、 N M R法、又は電子顕微

鏡による解析が主に使用されている。その中で、 X 線結晶構造解析法は、電

子顕微鏡よりも精度の高い分子像が得られる。また、 N M R法と比べて分子

量が大きな分子においても適用可能である。従って、 X 線結晶構造解析法は

、タンパク質の構造解析法として、汎用されている。 しかし、 X 線結晶構造

解析法によるタンパク質の分析のためには、タンパク質を結晶化する必要が

ある。単分子のタンパク質は、 X 線散乱が弱く強度が低いため、構造を解析

することができない。タンパク質の結晶では、回折光が増幅されるため、散

乱強度を測定することができ、それにより電子密度を計算することによって

、タンパク質分子の構造モデルを作製することが可能となる。

[0003] しかしながら、タンパク質の結晶化はX 線結晶構造解析法でも一番の難関

である。タンパク質の結晶化条件は、例えば同じファミリ一に属するタンパ

ク質同士でも大きく異なり、 p Hや沈殿剤濃度の変化に非常に敏感である。

また、タンパク質の結晶化のメカニズムは現在でも明らかになっていない。

そのため、タンパク質の結晶化には、大量の条件検討を行う必要があり、多

大な労力、時間、及び費用がかかる。そして、 X 線結晶構造解析法において

は、良質の結晶が得られないために、構造解析ができないタンパク質も多い

X 線結晶構造解析法に用いるタンパク質結晶を得るために、多数の結晶化

条件を検討するための結晶化キッ卜が開発され、また結晶化ロボッ卜を用い



る条 件 検 討 が行 わ れ て い る。 更 に、 無 重 力 場 （宇 宙空 間 ） で の結 晶 化 、 磁 場

又 は レー ザ 一照 射 に よ る結 晶 化 な どが検 討 され て い るが、 い ず れ も十 分 な効

果 を挙 げて い る とは言 い が た い もの で あ った。

先行 技 術 文 献

特 許 文献

[0004] 特 許 文献 1 ：特 開 2 0 0 5 _ 2 1 3 1 1 6 号 公 報

非 特 許 文献

[0005] 非 特 許 文献 1 ： 「プ ロシ 一 デ ィン グ ォ プ ザ ナ シ ョナル ア カデ ミー ォ

プ サ イ エ ンス ォ プ ザ ュ ナ イテ ツ ド ス テ ィ 卜 ォ プ ア メ リカ （Pro

ceed i ngs o f the Nat i ona l Academy o f Sc i ences o f the Un i ted states o f

Ame i ca) 」 2 0 0 6 年 （米 国 ）、 第 1 0 3 巻 、 p . 1 6 2 3 0 - 1 5 2 3 5

非 特 許 文献 2 ： 「プ ロテ イ ン ' サ イ エ ンス （Prote i n Sc i ence) 」 2 0 1 1 年

(米 国 ）、 第 2 0 巻 、 p . 1 8 7 6 - 1 8 9 0

発 明 の概 要

発 明 が解 決 しょ う とす る課題

[0006] 本 発 明者 らは、 X 線 結 晶構 造 解 析 法 に用 い る タ ンパ ク質 の結 晶 化 につ い て

鋭 意検 討 した と こ ろ、 タ ンパ ク質 結 晶 系 に は 2 回 も しくは 3 回 回転 軸 を持 つ

もの は全 体 の 8 0 % とな って い る こ とに気 が付 い た。 す な わ ち、 回転 対 称 を

持 つ 二量 体 又 は三 量 体 タ ンパ ク質 は、 単 量 体 タ ンパ ク質 よ りも結 晶 化 しや す

い と考 え られ た。 また ，本 発 明者 らは解 析 され た構 造 か らポ リペ プチ ドを用

い て、 二 量 体 及 び 三 量 体 タ ンパ ク質 を人 工 的 に形 成 させ る可 能 性 を見 出 した

(特 許 文献 1 ) 。

タ ンパ ク質 を二 量 体 化 す る方 法 と して、 リゾチ 一 厶 （目的 タ ンパ ク質 ） に

シ ス テ ィ ンの変 異 を導 入 し、 二量 体 化 す る こ とに よ って、 結 晶 化 が促 進 され

る こ とが 開示 され て い る （非 特 許 文献 1 ) 。 更 に、 リゾチ 一 厶又 は マル ト一

ス結 合 タ ンパ ク質 に、 一 対 の ヒス チ ジ ン、 又 は シ ス テ ィ ンの変 異 を導 入 し、

金 属 イオ ン に よ りタ ンパ ク質 を二量 体 化 す る こ とが 開示 され て い る （非 特 許



文献 2 ) 。 しか しながら、これらの方法は、目的のタンパク質ごとに、構造

などに基づいて変異を導入するアミノ酸を検討する必要があり、すべてのタ

ンパク質に汎用できる方法ではなかった。更に、結晶化させるタンパク質自

体に変異を導入するものであるため、変異の導入によりタンパク質の構造が

変化する可能性があった。従ってこれらの方法は、タンパク質のX 線結晶構

造解析法に最適なものではなかった。

[0007] 本発明の目的は、X 線結晶構造解析法において、目的のタンパク質の結晶

化を促進するための、汎用性があり、かつ効率的な方法を提供することであ

る。

課題を解決するための手段

[0008] 本発明者は、X 線結晶構造解析法における目的のタンパク質の結晶化を促

進する方法について、鋭意研究 した結果、驚 くべきことに、特定の配列のァ

ミノ酸からなるポ リペプチ ドを目的のタンパク質のN末端又はC末端に融合

させることにより、目的のタンパク質の結晶化が効果的に促進されることを

L し/

本発明は、こうした知見に基づくものである。

従って、本発明は、

[ 1 ] ( 1 ) 配列番号 1 で表されるアミノ酸配列からなるポ リペプチ ド、 （

2 ) 配列番号 2 で表されるァミノ酸配列からなるポ リペプチ ド、 （3 ) 配列

番号 2 で表されるアミノ酸配列において、 N末側から 1 1 8 個のアミノ酸

が欠失、及び/ 若 しくはC末側から 1 3 個のいずれかのアミノ酸が欠失 し

たアミノ酸配列からなるポ リペプチ ド、又は （4 ) 前記ポ リペプチ ド （1 )

、ポ リペプチ ド （2 ) 、又はポ リペプチ ド （3 ) のァミノ酸配列において、

1若 しくは複数のアミノ酸が欠失、置換、挿入、及び/ 若 しくは付加された

アミノ酸配列からなり、かつタンパク質のC末端若 しくはN末端に直接若 し

くはべプチ ドリンカ一を介 して融合させた融合タンパク質として発現させた

場合に当該融合タンパク質の結晶化を促進する活性を示す、改変体ポ リぺプ

チ ド、



[ ] 前記改変体ポ リぺ プチ ドが、配列番号 3 、又は 4 で表 されるアミノ酸

配列か らなる、 [ 1 ] に記載のポ リぺ プチ ド、

[ 3 ] [ 1 ] 又 は [ 2 ] に記載のポ リペ プチ ドが、 タンパ ク質の C 末端又は

N末端 に、直接又はペ プチ ドリンカ一を介 して融合 した、融合 タンパ ク質、

[ 4 ] [ 1 ] 又 は [ 2 ] に記載のポ リペ プチ ド又は [ 3 ] に記載の融合 タン

パ ク質 をコ一 ドするポ リヌク レオチ ド、

[ 5 ] [ 4 ] に記載のポ リヌク レオチ ドを含む組換 えべ クタ一、

[ 6 ] [ 5 ] に記載の組換 えベ クターを含む形質転換細胞、

[ 7 ] [ 3 ] に記載の融合 タンパ ク質 をコー ドするポ リヌク レオチ ドを含む

組換 えベ クターを構築する工程、前記組換 えベ クターを用いて融合 タンパ ク

質 を発現 させ る工程、及び前記発現 した融合 タンパ ク質 を精製 する工程、 を

含む融合 タンパ ク質の製造方法、

[ 8 ] [ 3 ] に記載の融合 タンパ ク質 をコー ドするポ リヌク レオチ ドを含む

組換 えベ クターを構築する工程、前記組換 えベ クターを用いて融合 タンパ ク

質 を発現 させ る工程、

前記発現 した融合 タンパ ク質 を精製 する工程、及び精製 された融合 タンパ ク

質の多量体形成 を確認する工程、 を含む [ 7 ] に記載の融合 タンパ ク質の製

造方法、及び

[ 9 ] [ 3 ] に記載の融合 タンパ ク質 をコー ドするポ リヌク レオチ ドを含む

組換 えベ クターを構築する工程、前記組換 えベ クターを用いて融合 タンパ ク

質 を発現 させ る工程、

前記発現 した融合 タンパ ク質 を精製 する工程、精製 された融合 タンパ ク質の

多量体形成 を確認する工程、精製 された融合 タンパ ク質 を結晶化 させ る工程

、及び X 線照射 によ りタンパ ク質結晶を確認する工程、 を含むタンパ ク質結

晶の製造方法、

に関する。

発明の効果

本発明のポ リペ プチ ドによれば、特定の配列のアミノ酸か らなるポ リぺ プ



チ ドを、 目的のタンパ ク質の N末端又は C 末端 に融合 させ ることによ り、 目

的のタンパ ク質の結晶化 を促進することがで きる。特 に、配列番号 1 、 3 、

又は 4 で表 されるアミノ酸か らなるポ リべ プチ ドは、 タンパ ク質の結晶化 を

促進することが可能である。本発明のポ リペ プチ ドと融合するタンパ ク質は

、 ネイテ ィブ （野生型）タンパ ク質 と比較 して、優れた結晶化能 を有するも

のである。本発明のポ リヌク レオチ ド、組換 えべ クタ一、及び形質転換細胞

は、本発明の融合 タンパ ク質 を調製 するためのツール と し、非常に有用なも

のである。 また、本発明のタンパ ク質結晶の製造方法 によれば、従来のタン

パ ク質工学的な結晶化方法 と比較 して、多 くのタンパ ク質 に適用可能であ り

、汎用性のあるタンパ ク質結晶の製造方法である。特 に本発明のポ リべ プチ

ドに融合するタンパ ク質結晶の製造方法は、難結晶化タンパ ク質 を結晶化す

ることが可能である。

例 えば、全 く結晶化が起 こらないタンパ ク質が、本発明のポ リペ プチ ドに

融合することによ り、 1 つの結晶化条件であ つても結晶化が起 きるな らば、

そのタンパ ク質の X 線結晶構造解析が可能 になる。すなわち、本発明のポ リ

ぺ プチ ドに融合するタンパ ク質が、後述の結晶化条件のスク リーニングにお

いて、結晶化で きる条件が、 1 つでも見出されることは、 タンパ ク質の結晶

化促進 においては、十分な効果である。

図面の簡単な説明

[ 図 1] 本発 明の 2 R S 1 タグ （ポ リペ プチ ド1 ) の構造の模式図である。

[ 図2] 本発 明のポ リベ プチ ド2 の構造の模式図である。

[ 図3] 本発 明の改変体ポ リぺ プチ ド （ポ リペ プチ ド4 ) の 1 つの実施態様のァ

ミノ酸配列を示 した図である。

[ 図4] M B P 2 R S 1 融合 タンパ ク質 を発現する p M A L _ 2 R S 1 ベ クタ

- ( A ) 及び P H 0 8 2 8 / 2 R S 1 融合 タンパ ク質 を発現する p E T 2 2

— P H 0 8 2 8 2 R S 1 ベ クタ一 （B ) の構造 を模式的に示 した図である

[ 図5] 比較例である 2 R S 2 タグ （A ) 、 2 R S 3 タグ （B ) 、 2 R S 4 タグ



( C ) 、及び 2 R S 5 タグ （D ) の構造の模式図である。

[ 図6] M B P 2 R S 1 融合 タンパ ク質 （実施例 1 ) 、 M B P 2 R S 2 融合

タンパ ク質 （比較例 1 ) 、 M B P Z 2 R S 3 融合 タンパ ク質 （比較例 2 ) 、

M B P / 2 R S 4 融合 タンパ ク質 （比較例 3 ) 、 M B P 2 R S 5 融合 タン

パ ク質 （比較例 4 ) 、 タグの融合 していないM B P (比較例 5 ) のゲル ろ過

クロマ トグラフィーによる 2 量体化の解析結果 を示 した図である。

[ 図7] M B P / 2 R S 1 融合 タンパ ク質 （実施例 1 ) の結晶化スク リーニング

によ り、結晶化が認め られた 6 つの結晶化条件 における結晶の写真である。

[ 図8] M B P / 2 R S 1 融合 タンパ ク質結晶の X 線回折写真 （左） と構造解析

で得 られた構造の模式図 （右）である。

[ 図9] A x C e S D _ P i I Z 2 R S 1 融合 タンパ ク質の X 線結晶構造解析

で得 られた構造の模式図である。

発明を実施するための形態

[ 1 ] ポ リべ プチ ド

本発明のポ リぺ プチ ドは、 （1 ) 配列番号 1 で表 されるァミノ酸配列か ら

なるポ リペ プチ ド、 （2 ) 配列番号 2 で表 されるァミノ酸配列か らなるポ リ

ペ プチ ド、 （3 ) 配列番号 2 で表 されるアミノ酸配列において、 N末側か ら

1 〜 1 8 個 のアミノ酸が欠失、及び / 若 しくは C 末側か ら 1 〜 3 個 のァミノ

酸が欠失 したアミノ酸配列か らなるポ リペ プチ ド、又は （4 ) 前記ポ リぺ プ

チ ド （1 ) 、ポ リペ プチ ド （2 ) 、又 はポ リペ プチ ド （3 ) のアミノ酸配列

において、 1 若 しくは数個のアミノ酸が欠失、置換、揷入、及び / 若 しくは

付加 されたアミノ酸配列か らな り、かつタンパ ク質の C 末端若 しくは N末端

に直接若 しくはべ プチ ドリンカ一を介 して融合 させた融合 タンパ ク質の結晶

化 を促進する活性 を示す、改変体ポ リべ プチ ドである。

本発明のポ リぺ プチ ドは、任意のタンパ ク質の N末端又は C 末端 に直接又

は リンカ一 （数残基）を介 して融合することによって、 タンパ ク質の結晶化

を促進することので きるタグポ リペ プチ ドである。 （以下、前記 （1 ) 〜 （

4 ) のポ リベ プチ ドを、結晶化促進タグポ リベ プチ ドと称することがある。



)

[001 2 ] ( 1 ) 配 列番 号 1 で表 され る ア ミ ノ酸 配 列 か らな るポ リペ プチ ド

配 列番 号 1 で表 され る ァ ミ ノ酸 配 列 か らな るポ リぺ プチ ド （以 下、 ポ リぺ

プチ ド 1 又 は 2 R S 1 タ グ と称 す る こ とが あ る） は、 End — B i nd i ng 1 (Eb1 )

タ ンパ ク質 の部 分 ペ プチ ドで あ る。 End — B i nd i ng 1は、 細 胞 内微 小 管 の伸 長

端 に結 合 し、 癌 抑 制 遺 伝 子 A P C (Adenomatous Po lypos i s Co i ) タ ンパ ク

質 に結 合 す る タ ンパ ク質 で あ る。 しか しな が ら、 そ の詳 細 な機 能 は 明 らか で

は な い。 本 発 明 の 2 R S 1 タ グ は、 この Eb1 タ ンパ ク質 の部 分 ペ プチ ドで あ る

が、 任 意 の タ ンパ ク質 の N 末 端 又 は C 末 端 に直接 又 は リンカ 一 を介 して融 合

す る こ とに よ って、 タ ンパ ク質 の結 晶 化 を促 進 す る こ とが で きる結 晶 化 促 進

タ グ と して 用 い る こ とが で きる。

ポ リペ プチ ド 1 は 4 5 ァ ミ ノ酸 か らな り、 具 体 的 な ァ ミ ノ酸 配 列 は、 EDLEK

ERDFY FGKLRNIELI CQENEGENDP VLQRIVDILY ATDEG (配 列番 号 1 ) で あ る。 ポ

リベ プチ ド 1 は、 図 1 に示 した よ うな構 造 を有 して い る と推 定 され る。

[001 3 ] ( 2 ) 配 列番 号 2 で表 され る ア ミ ノ酸 配 列 か らな るポ リペ プチ ド

配 列番 号 2 で表 され る ァ ミ ノ酸 配 列 か らな るポ リぺ プチ ド （以 下、 ポ リぺ

プチ ド 2 と称 す る こ とが あ る） は、 End — B i nd i ng 1 (Eb1 ) タ ンパ ク質 の部 分

ぺ プチ ドで あ る。 前 記 ポ リペ プチ ド 1 よ り、 N 末 端 側 に 1 8 ァ ミ ノ酸 が付 加

され、 C 末 端 側 に 3 ァ ミ ノ酸 が付 加 され た 6 6 ァ ミ ノ酸 か らな るポ リぺ プチ

ドで あ り、 タ ンパ ク質 の結 晶 化 を促 進 す る活 性 を示 す。 具 体 的 な ア ミ ノ酸 配

列 は、 DDEAAELMQQ VNVLKLTVED LEKERDFYFG KLRNIELICO ENEGENDPVL QRIVDILY

AT DEGFVI (配 列番 号 2 ) で あ り、 ポ リペ プチ ド 2 は、 図 2 に示 した構 造 を有

して い る と推 定 され る。

[0014] ( 3 ) ポ リぺ プチ ド 1 及 び ポ リペ プチ ド 2 の 中 間鎖 長 のぺ プチ ド

配 列番 号 2 で表 され る ア ミ ノ酸 配 列 に お い て、 N 末 側 か ら 1 〜 1 8 個 の ァ

ミ ノ酸 が 欠 失、 及 び / 若 しくは C 末 側 か ら 1 〜 3 個 の ァ ミ ノ酸 が 欠 失 した ァ

ミ ノ酸 配 列 か らな るポ リぺ プチ ド （以 下、 ポ リペ プチ ド3 と称 す る こ とが あ

る） は、 End — B i nd i ng 1 (Eb1 ) タ ンパ ク質 の部 分 ペ プチ ドで あ る。 す な わ ち



、 ポ リベ プチ ド1 及びポ リベ プチ ド2 の中間鎖長 のポ リベ プチ ドであ り、 タ

ンパ ク質 の結晶化 を促進 す る活性 を示 す。 N 末端側 か らの欠失す る ことので

きるア ミノ酸数 は、 1 、 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 、 9 、 1 0 、 1 1 、 1

2 、 1 3 、 1 4 、 1 5 、 1 6 、 1 7 、 又 は 1 8 であ る。 また、 C 末端側 か ら

の欠失す る ことので きるア ミノ酸数 は、 1 、 2 、 又 は 3 であ る。従 って、 ポ

リペ プチ ド3 に含 まれ る結晶化促進 タグポ リペ プチ ドの鎖長 は、 6 5 、 6 4

、 6 3 、 6 2 、 6 1 、 6 0 、 5 9 、 5 8 、 5 7 、 5 6 、 5 5 、 5 4 、 5 3 、

5 2 、 5 1 、 5 0 、 4 9 、 4 8 、 4 7 、 4 6 、 又 は 4 5 であ る。 なお 4 5 ァ

ミノ酸 の鎖長 のポ リベ プチ ドは、 ポ リベ プチ ド1 と同 じであ る。

[001 5] ( 4 ) 改 変体ポ リぺ プチ ド

改変体ポ リぺ プチ ド （以下、 ポ リぺ プチ ド4 と称 す る ことがあ る） は、前

記ポ リペ プチ ド （1 ) 、 ポ リペ プチ ド （2 ) 、 又 はポ リペ プチ ド （3 ) の ァ

ミノ酸配列 において、 1 若 しくは数個 の ア ミノ酸 が欠失、置換、揷 入、及び

/ 若 しくは付加 された ァ ミノ酸配列か らな るポ リぺ プチ ドであ り、 かつタ ン

パ ク質 の C 末端若 しくは N 末端 に直接若 しくはべ プチ ドリンカ一 を介 して融

合 させ た融合 タ ンパ ク質 の結晶化 を促進 す る活性 を示 す。

[001 6] 本発 明 において、 「ア ミノ酸配列 において、 1 若 しくは複数 の ア ミノ酸 が

欠失、置換、挿 入、及び / 若 しくは付加 された ア ミノ酸 」 とは、部位特異 的

突然変異誘発法等 の周知 の方法 によ り、又 は天然 に生 じ得 る程度 の数個 の数

の ァ ミノ酸 の置換等 によ り改変 がな された ことを意味す る。 ァ ミノ酸 の改変

の個数 は、 好 ま しくは 1 〜 1 5 個、 よ り好 ま しくは 1 〜 1 0 個、 更 に好 ま し

くは 1 〜 5 個、 更 によ り好 ま しくは 1 〜 3 個、最 も好 ま しくは 1 個 であ る。

本発 明のポ リベ プチ ドの改変 ア ミノ酸配列の例 は、 好 ま しくは、 その ア ミ

ノ酸 が、 1 又 は数個 （好 ま しくは、 1 、 2 、 3 又 は 4 個 ）の置換 を有 す るァ

ミノ酸配列であ る ことがで きる。

[001 7] 本発 明の改変体ポ リべ プチ ドは、 タ ンパ ク質 の結晶化 を促進 す る活性 を有

す る。 ポ リペ プチ ドの欠失、置換、揷 入、及び / 又 は付加 による改変 は、改

変前 のポ リペ プチ ドの結晶化促進活性 を改良す る改変 （改良改変）で もよ く



、 結 晶化促 進 活性 を維 持 す る改 変 （維 持 改 変 ） で もよい。

[001 8 ] 改 良改 変 に よ って得 られ た改 変 体 ポ リペ プチ ドと して は、 例 え ば配 列番 号

3 、 又 は 4 で表 され る ア ミ ノ酸 配 列 か らな るポ リべ プチ ドを挙 げ る こ とが で

きる。 具 体 的 な ア ミ ノ酸 配 列 は、 EDLEKELDFY FGKLRNIELI COENEGENDP VLQRIV

DILY ATDEG (配 列番 号 3 ) 、 EDLEKERDFL FGKLRNIELI COENEGENDP VLQRIVDILY

ATDEG (配 列番 号 4 ) で あ る。 欠 失、 置換 、 揷 入、 及 び / 又 は付 加 に よ る改

変 が、 改 良改 変 で あ る こ とは、 親 のポ リペ プチ ドの結 晶化促 進 活性 と比 較 し

て、 結 晶化促 進 活性 が 向上 して い る こ とに よ って確 認 す る こ とが で きる。 例

え ば、 結 晶化 条件 の ス ク リ一 ニ ング にお いて、 親 のポ リぺ プチ ドが融 合 した

タ ンパ ク質 よ り、 改 変 体 ポ リベ プチ ドの融 合 した タ ンパ ク質 が多 くの結 晶化

条件 で結 晶化 が確 認 で きた場合 、 改 良改 変 で あ る と判 断 す る こ とが で きる。

また、 改 良改 変 に用 い られ る置換 は、 結 晶化促 進 活性 が 向上 す る限 りにお

いて、 限定 され る もの で はな いが、 c o i led-co はの規 則 を維 持 す る頻 度 の高 い

ア ミ ノ酸 残基 へ の置換 が好 ま しい。 また、 欠 失、 揷 入、 及 び / 又 は付 加 され

る ア ミ ノ酸 も、 結 晶化促 進 活性 が 向上 す る限 りにお いて、 限定 され る もの で

はな いが、 c o i Led-co はの規 則 を維 持 す る頻 度 の高 い ア ミ ノ酸 残基 の欠 失、 揷

入、 及 び 又 は付 加 が好 ま しい。

[001 9 ] また、 維 持 改 変 は親 ポ リベ プチ ドの結 晶化促 進 活性 を維 持 す る改 変 で あ る

。 維 持 改 変 に用 い られ る置換 は、 結 晶化促 進 活性 が維 持 され る限 りにお いて

、 限定 され る もの で はな いが、 c o i led-co はの規 則 を維 持 す る頻 度 の高 い ア ミ

ノ酸 残基 へ の置換 が好 ま しい。 また、 欠 失、 揷 入、 及 び / 又 は付 加 され る ァ

ミ ノ酸 も、 結 晶化促 進 活性 が維 持 され る限 りにお いて、 限定 され る もの で は

な いが、 c o i Led-co はの規 則 を維 持 す る頻 度 の高 い ア ミ ノ酸 残基 の欠 失、 揷 入

、 及 び / 又 は付 加 が好 ま しい。 欠 失、 置換 、 揷 入、 及 び / 又 は付 加 に よ る改

変 が、 維 持 改 変 で あ る こ とは、 親 のポ リペ プチ ドの結 晶化促 進 活性 と比 較 し

て、 結 晶化促 進 活性 が 同等 で あ る こ とに よ って確 認 す る こ とが で きる。 また

、 親 のポ リペ プチ ドの結 晶化促 進 活性 と比 較 して、 結 晶化促 進 活性 が低 下 し

て いて も、 親 のポ リべ プチ ドが融 合 して いな い 目的 の タ ンパ ク質 の結 晶化 よ



りも優れている場合は、維持改変であると判断することができる。例えば、

結晶化条件のスク リ一ニングにおいて、本発明のポ リべ プチ ドが融合 してい

ないタンパク質より、改変体ポ リべ プチ ドの融合 したタンパク質が多 くの条

件で結晶化が確認できた場合、維持改変であると判断することができる。

[0020] 本発明の改変体ポ リ《 プチ ドは、常法、例えば部位特異的突然変異誘発法

(s i te-spec i f i c mutagenes i s ) によ り、ポ リペ プチ ド、1 〜 3 をコ一 ド、するポ

リヌク レオチ ドに変異 を導入 し、改変体ポ リペ プチ ドをコー ドするポ リヌク

レオチ ドを取得 し、そのポ リヌク レオチ ドを発現 させることによって取得す

ることができる。特 には、改変体ポ リペ プチ ドをコー ドするポ リヌク レオチ

ドと、 目的のタンパク質をコー ドするポ リヌク レオチ ドを融合 し、融合タン

パク質 と して発現 させることが好ま しい。発現 した融合タンパク質が、例え

ば、結晶化条件のスク リーニング方法により、結晶化促進活性 を有すること

を確認することにより、所望の改変体ポ リぺ プチ ドを取得することができる

[0021 ] (融合 タンパク質）

本発明の融合タンパク質は、前記結晶化促進タグポ リペ プチ ドが、タンパ

ク質の C 末端又は N末端 に、直接又はべ プチ ドリンカ一を介 して融合 したも

のである。本発明の融合タンパク質は、結晶化促進タグペ プチ ドの融合 して

いないネイテ ィブタンパク質 と比較 して、結晶化されやすいタンパク質であ

る。なお、本発明の融合タンパク質は、本発明のポ リペ プチ ドと、 End—Bi nd

i ng 1 と異なるタンパク質 とを融合 させるものである。すなわち、本発明の

融合タンパク質は、 End—Bi nd i ng 1 を含むものではない。

[0022] 実施例 1 で得 られたM B P 2 R S 1 融合タンパク質及び実施例 3 で得 ら

れ た 六 乂〇 6 3 _ ？ i I Z 2 R S 1 融合タンパク質は、後述のようにX

線結晶構造解析 され、それぞれ図 8 及び図 9 で示された構造を有 していると

考え られた。更に、実施例 4 で得 られたM B P 2 R S 1 _ R 7 L 融合タン

パク質は、 2 . 3 A の分解能で、そ して P H 0 8 2 8 / 2 R S 1 _ R 7 L 融

合タンパク質は、 3 . 5 A の分解能で、構造解析 に成功 した。



[0023] ( 目的のタンパク質）

結晶化促進タグポリべプチ ドを融合させる目的のタンパク質は、結晶化さ

せるタンパク質であり、特に限定されるものでないが、例えばマル ト一ス結

合タンパク質 （ma ltose b i nd i ng prote i n) 、又はP H 0 8 2 8 を挙げること

ができる。また、限定されるものではないが、目的のタンパク質として、溶

液中で単量体として存在するタンパク質を挙げることができる。単量体とし

て存在するタンパク質は、本発明の結晶化促進タグポリベプチ ドと融合タン

パク質を形成 した場合に、結晶化が促進されるからである。

更に、本発明によると、難結晶化するタンパク質、いわゆる結晶化 し難い

タンパク質を結晶化することも可能である。難結晶化するタンパク質として

は、例ぇば八乂〇 6 3 _ ？ i I Z を挙げることができる。

[0024] ( リンカ一ペプチ ド）

本発明の融合タンパク質において、目的タンパク質及び結晶化促進タグポ

リペプチ ドは、 リンカ一ペプチ ドによって融合することができる。すなわち

、目的タンパク質のN末端 （ァミノ末端）側、又はC末端 （カルボキシル末

端）側において、 リンカ一ぺプチ ドを介 して結晶化促進タグポリベプチ ドが

目的タンパク質に融合することができる。 リンカ一ペプチ ドは、限定される

ものではないが、目的のタンパク質の結晶化を阻害 しないものが好ましい。

リン力一ぺプチ ドの鎖長は、 1 〜 2 0 が好ましく、 1 〜 1 0 がより好ましく

、 1 〜 5 がより好ましく、 1 〜 3 が更に好ましい。具体的なアミノ酸配列と

しては、 「A A A 」、 「A G A 」、 「A S A 」、 「A N A 」、 「G A G」、

「G S G」、 「G N G」、 「A G」、 「A S 」、 「A N」、 「A し」、 「A

E」、 「G S 」、 「G N」、 「A 」、 「G」、 「S 」、又は 「L 」を挙げる

ことができる。

[0025] (結晶化促進活性）

本明細書において 「タンパク質の結晶化を促進する」とは、従来結晶化で

きなかったタンパク質を結晶化できるようにすること、又はタンパク質の結

晶化の効率を向上させることを意味する。



例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 結 晶 化 の 効 率 は 、 結 晶 化 条 件 の ス ク リー ニ ン グ に よ

つ て 検 討 す る こ と が 可 能 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 結 晶 化 は 、 緩 衝 液 の p H 、 塩

の 種 類 、 塩 濃 度 、 沈 殿 剤 の 種 類 、 及 び 沈 殿 剤 濃 度 な ど に 敏 感 に 影 響 を 受 け る

。 従 っ て 、 通 常 タ ン パ ク 質 ご と に 、 結 晶 化 条 件 の ス ク リー ニ ン グ を 行 う。

タ ン パ ク 質 の 結 晶 化 条 件 の ス ク リー ニ ン グ は 、 緩 衝 液 の p H 、 塩 の 種 類 、

塩 濃 度 、 沈 殿 剤 の 種 類 、 及 び 沈 殿 剤 濃 度 な ど を 組 み 合 わ せ た 複 数 の 条 件 に お

い て 結 晶 化 の 有 無 を検 討 す る こ と に よ っ て 行 う。 結 晶 化 が 起 こ る タ ン パ ク 質

の 濃 度 も、 タ ン パ ク 質 に よ っ て 異 な る が 、 例 え ば 5 〜 5 0 m g m L の タ ン

パ ク 質 濃 度 を 用 い る こ と が 多 い 。 結 晶 化 の 方 法 と して は 、 限 定 さ れ る も の で

は な い が 、 例 え ば ハ ン ギ ン グ ドロ ッ プ （h a n g i n g - d r o p ) 蒸 気 拡

散 法 、 又 は シ ッテ ィ ン グ ドロ ッ プ （s i t t i n g — d r o p ) 蒸 気 拡 散 法

を 用 い る こ と が で き る 。 結 晶 化 条 件 の ス ク リー ニ ン グ の 温 度 は 、 特 に 限 定 さ

れ る も の で は な い が 、 例 え ば 1 〜 3 0 °C 程 度 で 行 う こ と が で き る 。 タ ン パ ク

質 の 結 晶 化 は 、 温 度 に も影 響 を 受 け る の で 、 例 え ば 4 °C 及 び 2 0 °C で 行 う こ

と が 好 ま しい 。 結 晶 化 条 件 の ス ク リー ニ ン グ の 時 間 も、 限 定 さ れ る も の で は

な く、 1 日 〜 1 ヶ 月 程 度 行 う こ と が で き る が 、 1 日、 3 日、 7 日、 1 4 日、

及 び 2 8 日 に プ レー 卜を 観 察 す る こ と が 好 ま しい 。

タ ン パ ク 質 の 結 晶 化 条 件 の ス ク リー ニ ン グ は 、 市 販 の キ ッ トを 用 い て 行 う

こ と が で き る 。 市 販 の ス ク リー ニ ン グ キ ッ トと して は 、 例 え ば QIAGEN 社 、 HAM

PTON RESEARCH社 、 Mo lecu lar D i mens i ons 社 、 Emera l d B i oSystems 社 、 又 は J e

na B i osc i ence 社 か ら市 販 さ れ て い る ス ク リー ニ ン グ キ ッ 卜を 用 い る こ と が で

き る 。

結 晶 化 条 件 の ス ク リー ニ ン グ に お い て 、 結 晶 化 促 進 タ グ ポ リべ プ チ ドが 融

合 して お らず そ して 結 晶 化 で き な か っ た 親 の タ ン パ ク 質 と比 較 して 、 本 発 明

の 融 合 タ ン パ ク 質 が 結 晶 化 した 場 合 、 タ ン パ ク 質 の 結 晶 化 が 促 進 さ れ た と判

断 で き る 。 ま た 、 親 の タ ン パ ク 質 と比 較 して 、 結 晶 化 す る 条 件 が 増 加 した 場

合 も、 タ ン パ ク 質 の 結 晶 化 が 促 進 さ れ た と判 断 で き る 。

単 量 体 で は 結 晶 化 が 起 こ らな い タ ン パ ク 質 が 2 量 体 化 し、 1 つ の 条 件 で も



結晶化が起きることにより、X 線結晶構造解析が可能になる。従って、例え

ば結晶化条件のスクリ一ニングによって、 1 つでも結晶化条件が見出される

ことは、十分な効果である。

[0027] (ポ リヌクレオチ ド）

本発明のポ リヌクレオチ ドは、本発明のポ リベプチ ドをコ一 ドするポ リヌ

クレオチ ド （以下、タグポ リヌクレオチ ドと称することがある）、又は本発

明の融合 したタンパク質をコー ドするポ リヌクレオチ ド （以下、融合ポ リヌ

クレオチ ドと称することがある）である。融合ポ リヌクレオチ ドは、タグポ

リヌクレオチ ド及び目的タンパク質をコ一 ドするポ リヌクレオチ ド （以下、

目的ポ リヌクレオチ ドと称することがある）が融合 したものである。融合ポ

リヌクレオチ ドは、ヌクレオチ ド上にタグ及び目的ポ リヌクレオチ ドが融合

するものである。

更に、融合ポ リヌクレオチ ドは、 リンカ一ポ リペプチ ドをコー ドするヌク

レオチ ド （以下、 リンカ一ヌクレオチ ドと称することがある）を含んでもよ

し、。すなわち、タグポ リヌクレオチ ドは、目的ポ リヌクレオチ ドの 3 ' 末端

又は 5 ' 末端に、 リンカ一ヌクレオチ ドを介 して融合することができる。

[0028] (タグポ リヌクレオチ ド）

本発明のタグポ リヌクレオチ ドは、本発明のポ リべプチ ドをコ一 ドする限

りにおいて、限定されるものではなく、タグポ リヌクレオチ ドは、ポ リぺプ

チ ドのアミノ酸に対応するコ ドンの組み合わせからなるすべてのポ リヌクレ

ォチ ドを含む。

例えば、ポ リペプチ ド1 ( 2 R S 1 タグ）をコ一 ドするポ リヌクレオチ ド

(以下、タグポ リヌクレオチ ド1 と称することがある）の例として、限定さ

れるものではないが、配列番号 5 で表される塩基配列からなるポ リヌクレオ

チ ドを挙げることができる。また、ポ リペプチ ド2 をコー ドするポ リヌクレ

ォチ ド （以下、タグポ リヌクレオチ ド2 と称することがある）の例として、

限定されるものではないが、配列番号 6 で表される塩基配列からなるポ リヌ

クレオチ ドを挙げることができる。更に、ポ リぺプチ ド4 (改変体ポ リぺプ



チ ド）をコー ドするポ リヌクレオチ ド （以下、タグポ リヌクレオチ ド4 と称

することがある）の例 として、限定されるものではないが、配列番号 7 、及

び 8 で表される塩基配列からなるポ リヌクレオチ ドを挙げることができる。

なお、ポ リべプチ ド3 をコ一 ドするポ リヌクレオチ ドをポ リヌクレオチ ド3

と称することがある。

[0029] 前記ポ リヌクレオチ ド1 〜 3 は、常法に従 って取得することができる。例

えば、End - B i nd i ng 1 (Eb1 ) タンパク質を発現 している細胞 （例えば H eLa

細胞）から、アシッ ドグァニジニゥ厶—フエノール—クロ口ホルム （Ac i d Gu

an Ίd η Ί um-Pheno l-Ch lorof orm) 法にて全 R N A を抽出する。全 R N A よりm

R N A 単離キッ 卜を用い、メーカ一の推奨する方法に従 ってポ リA + R N A を

精製する。その後、オ リゴ d T —セルロースゃセファロ一ス 2 B 等を担体と

するポ リU —セファロ一ス等を用いたァフィ二ティ一カラム法、又はバ ッチ

法によりポ リA + m R N A を得る。 このように して選 られた m R N A を錶型と

して、逆転写酵素を用いて一本鎖 c D N A を合成 し、 D N A ポ リメラ一ゼを

用いて二本鎖 D N A を合成することによって、End—Bi nd i ng 1 (Eb1 ) タンパ

ク質をコー ドしている c D N A を得ることができる。 この c D N A を錶型と

して適当なプライマ一セッ 卜を用いた P C R 法により、ポ リヌクレオチ ド1

〜 3 を取得するこ とが可能である。 P C R によりポ リヌクレオチ ドの両末端

に制限酵素サイ 卜を導入することにより、容易にベクタ一にクローニングす

ることができる。また、細胞から取得 した前記全 R N A より、 R T — P C R

法により、ポ リヌクレオチ ド1 〜 3 を取得することも可能である。

[0030] 前記ポ リヌクレオチ ド4 は、部位特異的突然変異誘発法 （s i te-spec i f i c

utagenes i s ) により、前記ポ リヌクレオチ ド1 〜 3 に変異を導入することに

よって取得することができる。得 られたポ リヌクレオチ ドと、 目的のタンパ

ク質をコ一 ドするポ リヌクレオチ ドとを融合 し、融合タンパク質として発現

させる。発現 した融合タンパク質が、例えば、結晶化条件のスクリーニング

方法により、結晶化促進活性を有することを確認することにより、所望のポ

リヌクレオチ ド4 を取得することができる。



また、本発明のタグポ リヌクレオチ ドは、 D N A 合成によって調製するこ

とも可能である。 また、 D N A 合成 と P C R などの方法を組み合わせて調製

することも可能である。

[0031 ] ( 目的ポ リヌクレオチ ド）

本発明の融合ポ リヌクレオチ ドに用いる目的ポ リヌクレオチ ドは、 目的タ

ンパク質をコ一 ドするポ リヌクレオチ ドであ り、常法に従 って取得すること

ができる。

例えば、 目的のタンパク質を発現 している細胞か ら、アシッ ドグァニジニ

ゥム一フエノーリレーク ホリレム (Ac i d Guan d Ί n um-Pheno l-Ch lorof orm)

法にて全 R N A を抽出する。全 R N A よりm R N A 単離キッ 卜を用い、メ一

力一の推奨する方法に従 ってポ リA + R N A を精製する。その後、オ リゴ d T

—セル ロースゃセファロ一ス 2 B 等を担体 とするポ リU —セファロ一ス等を

用いたァフィ二テ ィ一カラ厶法、又はバ ッチ法によりポ リA + m R N A を得る

。 このように して選 られた m R N A を錶型 として、逆転写酵素を用いて一本

鎖 c D N A を合成 し、 D N A ポ リメラ一ゼを用いて二本鎖 D N A を合成する

ことによって、 目的のタンパク質をコ一 ドしている c D N A を得ることがで

きる。例えば、前記 c D N A を錶型 として適当なプライマ一セッ トを用いた

P C R 法により、ポ リヌクレオチ ドの両末端に制限酵素サイ 卜が導入された

遺伝子断片を取得 し、ベクタ一にクロ一ニングすることができる。 また、細

胞か ら取得 した前記全 R N A より、 R T — P C R 法により、 目的ポ リヌクレ

ォチ ドを取得することも可能である。

[0032] (融合ポ リヌクレオチ ド）

本発明の融合ポ リヌクレオチ ドは、本発明の融合タンパク質をコ一 ドする

ポ リヌクレオチ ドであるが、具体的には、前記 目的ポ リヌクレオチ ドの 3 '

末端又は 5 ' 末端 にタグポ リヌクレオチ ドが融合 したものである。タグポ リ

ヌクレオチ ドは、 目的ポ リヌクレオチ ドの 3 ' 末端又は 5 ' 末端に、 リンカ

—ヌクレオチ ドを介 して融合 してもよい。タグポ リヌクレオチ ドの目的タン

パク質への融合、及び リンカ一ヌクレオチ ドの導入などは、制限酵素での切



断、ライゲ一シヨン、及び P C Rなどの公知の遺伝子工学的手法を用いて行

うことができる。

[0033] (組換えべクタ一）

本発明の組換えべクタ一は、本発明のタグポ リヌクレオチ ドを含むベクタ

- (以下、タグべクタ一と称することがある）、又は本発明の融合ポ リヌク

レオチ ドを含むベクタ一 （以下、融合タンパク質ベクタ一と称することがあ

る）である。

タグべクタ—は、融合タンパク質ベクタ—を構築するために用いることが

でき、目的タンパク質をコ一 ドするポ リヌクレオチ ドを容易に導入できる制

限酵素サイ トを有するものが好ましい。また、タグべクタ一は、限定される

ものではないが、融合タンパク質を発現することができるように発現用のプ

口モータ一を含む発現用のカセッ卜を有するものが好ましい。

融合タンパク質ベクタ一は、限定されるものではないが、融合タンパク質

を発現するための発現べクタ一が好ましい。融合タンパク質ベクタ一は、前

記タグべクタ一に前記目的ポ リヌクレオチ ドを導入することによって構築す

ることができる。また、通常のベクタ一に、本発明の融合ポ リヌクレオチ ド

を導入することによつて構築することができる。

[0034] 本発明の組換えべクタ一に用いることのできるベクタ一としては、宿主細

胞において複製可能である限り、プラスミ ド、ファージ、ウィルス等のいか

なるベクタ一も用いることができる。例えば、 p B R 3 2 2 、 p B R 3 2 5

、 p U C 1 1 8 、 p U C 1 1 9 、 p K C 3 0 、 p C F M 5 3 6 等の大腸菌プ

ラスミ ド、 p U B 1 1 0 等の枯草菌プラスミ ド、 p G — 1、 Y E p 1 3 、 Y

C p 5 0 等の酵母プラスミ ド、スg t 1 1 0 、 スZ A P I I 等のファージの

D N A 等が挙げられ、哺乳類細胞用のベクタ一としては、バキュロウィルス

、ワクシニアウィルス、アデノウイルス等のウィルスD N A 、 S V 4 0 とそ

の誘導体等が挙げられる。ベクタ—は、複製開始点、選択マ—力—、プロモ

—タ一を含み、必要に応 じてェンハンサ一、転写終結配列 （ターミネータ一

) 、 リボソーム結合部位、ポ リアデニル化シグナル等を含んでいてもよい。



[0035] ベクタ一は、商業的に入手可能なものを使用することができ、例えば細菌

性のものでは p Q E 7 0 、 p Q E 6 0 、 p Q E - 9 ( Q i a g e n ) 、 p B

I u e s c r i p t I I K S 、 p t r c 9 9 a 、 p K K 2 2 3 _ 3 、 p D

R 5 4 0 、 p R I T 2 T ( P h a r m a c i a ) p E T - 1 1 a ( o v

a g e n ) 、真核性のものでは p X T 1、 p S G 5 ( S t r a t a g e n e

) 、 p S V K 3 、 p B P V 、 p M S G、 p S V し、 S V 4 0 ( P h a r m a

c i a ) 等を挙げることができる。

複製開始点として、大腸菌べクタ一に対 して、例えばC o I i E 1、 R因

子、 F 因子由来のものが、酵母べクタ一に対 して、例えば 2 m D N A 、 A

R S 1 由来のものが、哺乳類細胞用べクタ一に対 して、例えばS V 4 0 、ァ

デノウィルス、ゥシパピ口一マウィルス由来のものを用いることができる。

また、プロモータ一としてアデノウイルス又はS V 4 0 プロモータ一、大腸

菌 I a c 又は t r p プロモータ一、ファージラムダ P L プロモータ一、酵母

用としてのA D H、 P H 〇5 、 G P D、 P G K、 A 〇X 1 プロモータ一、蚕

細胞用としての角多角体病ウィルス由来プロモータ一等を用いることができ

る。

選択マ一力一として、大腸菌用べクタ一には、カナマイシン耐性遺伝子、

アンピシリン耐性遺伝子、テ 卜ラサイクリン耐性遺伝子等を、酵母用べクタ

—には、 L e u 2 、 T r p 1、 U r a 3 遺伝子等を、哺乳類細胞には、ネオ

マイシン耐性遺伝子、チミジンキナ一ゼ遺伝子、ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝

子等を挙げることができる。

[0036] (形質転換細胞）

本発明の形質転換細胞は、前記組換えベクターを含む細胞である。すなわ

ち、本発明の形質転換細胞は、前記タグベクター又は融合タンパク質ベクタ

—を含む。

本発明の組換えべクタ一を含む宿主細胞としては、大腸菌、ス トレブ トミ

セス、枯草菌等の細菌細胞、ァスペルギルス属菌株等の真菌細胞、パン酵母

、メタノール資化性酵母等の酵母細胞、 ドロソフイラS 2 、スポ ドプテラS



f 9 等の昆虫細胞、C H 〇、C O S B H K、 3 T 3 、 C 1 2 7 等の哺乳類

細胞等を用いることができる。

[0037] 形質転換は、塩化カルシウム、 リン酸カルシウム、 D E A E —デキス トラ

ン介在 トランスフエクシヨン、エレク トロポ一レ一シヨン等の公知の方法で

行うことができる。

[0038] (作用）

本発明の結晶化促進タグポ リべプチ ドが、タンパク質の結晶化を促進する

機構は、タンパク質を2 量体化することによって、対称なタンパク質 2 量体

を得て、タンパク質の結晶化を促進するものと考えられる。 しか しながら、

比較例に示すように、 2 量体化 したタンパク質のすべてにおいて、結晶性が

改善するわけではない。本発明の結晶化促進タグポ リペプチ ドは、タンパク

質の結晶化において、優れた効果を有 しているものである。

[0039] [ 2 ] 融合タンパク質の製造方法

本発明の融合タンパク質の製造方法は、前記融合タンパク質をコ一 ドする

ポ リヌクレオチ ドを含む組換えべクタ一を構築する工程、前記組換えべクタ

一を用いて融合タンパク質を発現させる工程、及び前記発現 した融合タンパ

ク質を精製する工程を含み、好ましくは、更に精製された融合タンパク質の

多量体形成を確認する工程、を含む。

また、本発明の融合タンパク質結晶の製造方法は、前記融合タンパク質を

コ一 ドするポ リヌクレオチ ドを含む組換えべクタ一を構築する工程、前記組

換えベクターを用いて融合タンパク質を発現させる工程、前記発現 した融合

タンパク質を精製する工程、精製された融合タンパク質の多量体形成を確認

する工程、精製された融合タンパク質を結晶化させる工程、及びX 線照射に

よりタンパク質結晶を確認する工程、を含む。

[0040] ( 1 ) ベクター構築工程

本発明の融合タンパク質の製造方法におけるベクタ一構築工程は、本発明

の融合タンパク質をコ一 ドするポ リヌクレオチ ドを含む組換えべクタ一を構

築する工程である。すなわち、前記融合タンパク質ベクタ一を構築する工程



である。

融合タンパク質ベクターの構築の手順は、特 に限定されるものではな く、

例えば前記タグポ リヌク レオチ ドを含むタグベクターに、前記 目的ポ リヌク

レオチ ドを組込んでもよ く、通常の発現べクタ一に融合ポ リヌク レオチ ドを

組込んでもよ く、通常の発現べクタ一にタグポ リヌク レオチ ド及び 目的ポ リ

ヌク レオチ ドを同時に組込んでもよい。 これ らのポ リヌク レオチ ドのベクタ

—への組み込みは、 P C R、制限酵素での切断、 ライゲ一シ ヨンなどの公知

の遺伝子工学的手法を用いて行 うことができる。

[0041 ] ( 2 ) 発現工程

本発明の融合タンパク質の製造方法における発現工程は、組換えべクタ一

を用いて融合タンパク質を発現 させる工程である。発現工程は、限定される

ものではないが、構築 された融合タンパク質ベクタ一を、公知の形質転換方

法を用いて宿主細胞 に導入 し、得 られた形質転換細胞 を培養することによつ

て、実施することができる。

[0042] 形質転換細胞の培地、培養条件は、公知の方法により適宜選択 して用いる

ことができる。すなわち、細胞 に応 じて培地 を選択することができる。例え

ば、大腸菌の場合 について記載すると、大腸菌は通常用い られる L 培地、 Y

T 培地、 M 9 _ C A 培地などで培養すればよい。融合タンパク質ベクタ一は

薬剤耐性遺伝子を持 って場合は、それに対応する薬剤 を適当な濃度 になるよ

うに添加することが望 ま しい。 プロモータ一と して誘導性のプロモータ一を

有する融合タンパク質ベクタ一を用いた形質転換細胞 を培養するときには、

必要に応 じてインデューサ一を培地 に添加 してもよい。例えば、 I a c プロ

モータ一を有する融合タンパク質ベクタ一を用いた形質転換体を培養すると

きにはイソプロピル 一 S — D —チォガラク 卜ビラノシ ド （I P T G ) 等 を、

t p プロモータ一を有する融合タンパク質ベクタ一を用いた形質転換体を

培養するときにはイン ドールアク リル酸 （I A A ) 等 を培地 に添加 してもよ

い。

[0043] ( 3 ) 精製工程



本発明の融合タンパク質の製造方法における精製工程は、形質転換細胞に

よって発現した融合タンパク質を精製する工程である。

融合タンパク質の精製方法は、特に限定されるものではなく、公知の技術

、すなわちリゾチーム処理、超音波破砕、遠心分離、塩析法、脱塩法、沈殿

法及び各種クロマ卜グラフィ一を組み合わせて行うことができる。

[0044] 具体的には、本発明の融合タンパク質が、形質転換細胞内に溶解状態で発

現した場合には、培養終了後、形質転換細胞を遠心分離により回収し、緩衝

液に懸濁して、ホモジナイザ一、超音波破砕機、フレンチプレス等により細

胞を破砕後、遠心分離して無細胞抽出液を得る。更に、前記無細胞抽出液を

遠心分離することにより得られた上清から、通常の酵素の単離精製法で用い

られる手法により精製した融合タンパク質を得ることもできる。緩衝液には

、融合タンパク質の失活を防ぐため、抗酸化剤、酵素の安定化剤、ポリフエ

ノール吸着剤、金属配位子などを添加することができる。更に、比活性を高

めるために、融合タンパク質を精製することも有効である。

精製方法としては、溶媒抽出法、硫安等による塩析法、脱塩法、有機溶媒

による沈殿法、陰イオン交換クロマトグラフィー法、陽イオン交換クロマト

グラフィ一法、疎水性クロマトグラフィー法、ゲルろ過法、ァフィ二ティ一

クロマトグラフィー法、クロマトフォーカシング法、等電点電気泳動等の電

気泳動法等が挙げられ、これらは単独で、あるいは組み合わせて用いること

ができる。

[0045] また、本発明の融合タンパク質が細胞内に不溶状態で発現した場合は、前

記と同様に細胞を破砕後、遠心分離を行うことにより得られた沈殿画分より

、通常の方法によりポリペプチドを回収することができる。更に、得られた

融合タンパク質の不溶体を変性剤で可溶化し、希薄溶液に希釈あるいは透析

した後、上記と同様の単離精製法により精製融合タンパク質を得ることがで

きる。

[0046] 更に本発明の融合タンパク質が細胞外に分泌された場合には、培養上清に

前記ポリベプチド融合タンパク質あるいはその誘導体を回収することができ



る。そ して、培養物を上記と同様の遠心分離等の手法により処理することに

より可溶性画分を取得 し、可溶性画分から、上記と同様の単離精製法を用い

ることにより、精製融合タンパク質を得ることができる。

[0047] ( 4 ) 多量体形成の確認工程

本発明の融合タンパク質の製造方法における多量体形成の確認工程は、前

記精製 した融合タンパク質の多量体化の形成を確認する工程である。多量体

形成の確認方法は、特に限定されるものではないが、例えばゲルろ過クロマ

卜グラフィ一法を用いて、溶出位置から当該融合タンパク質の多量体として

の分子量を確認することができる。すなわち、分子量によって、単量体又は

多量体を形成 しているか否かを確認することができる。

[0048] [ 3 ] タンパク質結晶の製造方法

本発明のタンパク質結晶の製造方法は、請求項 3 に記載の融合タンパク質

をコ一 ドするポ リヌクレオチ ドを含む組換えべクタ一を構築する工程 （以下

、ベクタ一構築工程と称する）、前記組換えべクタ一を用いて融合タンパク

質を発現させる工程 （以下、発現工程と称する）、前記発現 した融合タンパ

ク質を精製する工程 （以下、精製工程と称する）、精製された融合タンパク

質の多量体形成を確認する工程 （以下、多量体形成確認工程と称する）、精

製された融合タンパク質を結晶化させる工程 （以下、結晶化工程と称する）

、及びX 線照射によりタンパク質結晶を確認する工程 （以下、結晶化確認ェ

程と称する）、を含む。本発明のタンパク質結晶の製造方法における、べク

ター構築工程、発現工程、精製工程、及び多量体形成確認工程は、前記融合

タンパク質の製造方法における各工程を用いることができる。以下に、結晶

化工程及び結晶化確認工程について、説明する。

[0049] ( 5 ) 結晶化工程

本発明のタンパク質結晶の製造方法における結晶化工程は、前記精製 した

融合タンパク質を結晶化させる工程である。結晶化方法は、特に限定される

ものではなく、例えばバッチ法、蒸気拡散法、又は透析法などを用いること

ができる。また、前記のように、タンパク質の結晶化は、緩衝液の p H、塩



の種類、塩濃度、沈殿剤の種類、及び沈殿剤濃度などに敏感に影響 を受ける

。従 って、結晶化させる融合タンパク質の最適な結晶化条件 を検討すること

が好ま しい。

[0050] 緩衝液 と しては、限定されるものではないが、例えば酢酸緩衝液、 クェン

酸緩衝液、 リン酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、 卜リス塩酸緩衝液、 H E P E S 、

M E S などの緩衝液 を用いることができる。 これ らの緩衝液 を基本 と して、

p H、塩の種類、及び塩濃度 を更に検討することができる。

[0051 ] 沈殿剤 と しては、たとえば、塩、ポ リエチ レング リコール、 アル コール、

又はその組み合わせを用いることができる。塩 と しては、例えば塩化 リチウ

厶、塩化ナ トリウム、塩化マグネシウム、塩化カ リウム、塩化カルシウム、

硫酸 アンモニゥ厶、硫酸 リチウム、又は硫酸マグネシウムを挙 げることがで

きる。ポ リエチ レング リコール と しては、例えば分子量 1 0 0 〜 1 0 0 0 0

0 のものを挙 げることができる。 アル コール と しては、 メタノール、ェタノ

—ル、 プロパ ノール、 プタノ一ル、又はメチルペ ンタンジオールを挙 げるこ

とができる。

[0052] 結晶化の温度は、特 に限定されるものではないが、 1 °C 〜 3 0 °C で行 うこ

とができるが、結晶化条件のスク リ一ニングにより、結晶化の起 こりやすい

温度 を検討 してお くことが好ま しい。結晶化の時間も、限定されるものでは

な く、 1 日〜 1 ヶ月程度で行 うことができるが、結晶化条件のスク リ一ニン

グにより、その融合タンパク質の結晶化の起 きる時間を検討 してお くことが

好ま しい。

[0053] ( 6 ) 結晶化確認工程

本発明のタンパク質結晶の製造方法における結晶化確認工程は前記タンパ

ク質結晶の製造方法におけるX 線照射によりタンパク質結晶を確認する工程

である。タンパク質結晶を確認するために，回折反射の測定を行 う。測定は

液体窒素やヘ リウムの吹 き出すノズルの下で 1 ο ο κ 以下の温度で行 う。そ

の際、タンパク質結晶の凍結を防 ぐため、分子量 4 0 0 D a のポ リエチ レン

グ リコールゃグ リセロール、スクロースなどのクライオプロテクタン 卜を混



合 したうえで、 SP r i ng-8 又はPho t onFac t o r yなどの大型放射光施設の ビ一ムラ

イン、 も しくは研究室の X 線照射装置にて、 X 線の照射を行い、回折データ

を得る。

[0054] 以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、 これ らは本発明の範

囲を限定するものではない。

[0055] 《実施例 1 》

本実施例では、 M B P と 2 R S 1 タグとを融合させた融合タンパク質を調

製 した。

( 1 ) p M A L _ 2 R S 1 ベクタ一の構築

本実施例では、 M B P がコ一 ドされている p M A L _ c 2 e ベクタ一に、

2 R S 1 タグ （E b 1 タンパク質由来の部分べプチ ド）をコ一 ドするポ リヌ

クレオチ ドを融合 した p M A L _ 2 R S 1 ベクタ一 （融合タンパク質ベクタ

- ) を構築 した。

登録されているEnd — B i nd i ng 1 (Eb 1) タンパク質の部分ペプチ ドをコー ド

する D N A 遺伝子配列を元に、オ リゴDNA断片を合成 し、下記のオ リゴ D N A

で P C R を行い、 2 R S 1 の D N A 断片を得た。なお、得 られた D N A 断片

は、配列番号 5 で表されるヌクレオチ ドの末端に S a c I サイ ト及び K p n

I サイ トが導入されている D N A 断片である。なお、 M B P と 2 R S 1 タグ

との間にペプチ ドリンカ一として 「A A A 」が揷入されるようにオ リゴ D N

A はデザィン した。

M B P 用 2 R S 1 オ リゴプライマ一 1 : 5 ' - AATTAAGAGCTCGGCTGCTGCTGAAGA

CTT - 3 ' (配列番号 9 )

M B P 用 2 R S 1 オ リゴプライマ一 2 ：5 ' - TCCGAAGTAGAAATCCCTCTCTTTCTC

CAAGTCTTCAGCA - 3 ' (配列番号 1 0 )

M B P 用 2 R S 1 オ リゴプライマ一 3 ：5 ' - CTACTTCGGAAAGCTACGGAACATTGA

ATTGATTTGCCAGGAGAA - 3 ' (配列番号 1 1 )

M B P 用 2 R S 1 オ リゴプライマ一 4 ：5 ' - CCTCTGCAATACAGGGTCGTTTTCCCC



CTCGTTCTCCTGG - 3 ' ( 配 列 番 号 1 2 )

Μ Β Ρ 用 2 R S 1 オ リ ゴ プ ラ イ マ 一 5 ：5 ' - ATTGCAGAGGATTGTAGACATTCTGTA

TGCCACAGATGAA- 3 ' ( 配 列 番 号 1 3 )

Μ Β Ρ 用 2 R S 1 オ リ ゴ プ ラ イ マ 一 6 ：5 ' - AATTAAGGTACCTTAGCCTTCATCTGT

GGC- 3 ' ( 配 列 番 号 1 4 )

得 ら れ た D N A 断 片 を p M A L _ c 2 e ベ ク タ 一 に 導 入 した 。 D N A 断 片

及 び p M A L - c 2 ベ ク タ 一 を 制 限 酵 素 S a c I 及 び K ρ η I に よ っ て 、 3

7 °C 、 2 4 時 間 で 消 化 した 。 反 応 液 を 、 D N A の 精 製 キ ッ 卜 （Q I A q u i

c k P C R p u r i f i c a t i o n k i t ( Q I A g e n ) ) を 用

い て 精 製 した 。 切 断 さ れ た p M A L _ c e ベ ク タ 一 及 び D N A 断 片 を T 4

D N A ラ イ ゲ 一 ス を 用 い て 、 1 6 °C 、 2 時 間 で 結 合 さ せ た 。 反 応 液 を 大 腸

菌 J M 1 0 9 株 （コ ン ビテ ン トセ ル ） と混 合 し、 ヒ 一 卜シ ョ ッ ク 法 に よ り形

質 転 換 した 。 1 0 0 斗 g m L ア ン ピ シ リ ン を 含 む L B 寒 天 培 地 に お い て 、

3 7 °C で 一 晚 培 養 した 。 コ ロ ニ ー を 培 養 して 、 プ ラ ス ミ ドを 取 得 した 。 制 限

酵 素 で 切 断 後 に 、 ァ ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 を 行 い 、 目 的 の D N A 断 片 が 組 込 ま れ

た ク ロ ー ン を 選 択 した 。 シ ー ク ェ ン ス に よ っ て 、 塩 基 配 列 を 確 認 し、 p M A

L - 2 R S 1 ベ ク タ 一 を 取 得 した 。

( 2 ) 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 と精 製

前 記 p M A L _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 を タ ン パ ク 質 発 現 用 の 大 腸 菌 B L 2 1 (

D E 3 ) p R A R E 株 に 形 質 転 換 した 。 1 0 0 g m L の ア ン ピ シ リ ン と

3 0 斗 g m L の ク ロ ラ 厶 フ エ ニ コ 一 ル を 加 え た L B 培 地 1 . 5 m L を 用 い

て 3 7 °C で 一 晚 前 々 培 養 を 行 っ た 。 同 じ く ア ン ピ シ リ ン と ク ロ ラ ム フ エ ニ コ

— ル を 加 え た L B 培 地 1 O O m L を 用 い て 3 7 °C で 一 晚 前 培 養 を 行 っ た 後 、

L B 培 地 3 L で 本 培 養 を 行 っ た 。 〇 D 6 0 0 = 0 . 6 に な る ま で 3 7 °C で 培

養 し、 培 養 温 度 を 2 5 °C に 下 げ た 後 終 濃 度 1 m M と な る よ う I P T G を 加 え

て 目 的 タ ン パ ク 質 の 発 現 誘 導 を 行 っ た 。 更 に 一 晚 培 養 した 後 、 S D S — P A

G E に よ っ て 目 的 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 確 認 した 。

本 培 養 後 の 菌 液 を 4 5 0 0 X g 、 2 0 m i n 、 4 °C で 遠 心 し上 清 を 取 り、



懸 濁 b u f f e r ( S T E b u f f e r ) で 懸 濁 した 後 更 に 5 ， 0 0 0 X

g 、 2 0 m i n 、 4 °C で 遠 心 し上 清 を取 っ て 集 菌 を 行 っ た 。

菌 を破 砕 b u f f e r で 懸 濁 し、 O N 1 s e c 、 〇 F F 1 . 5 s e c

t o t a l 1 0 m i n で 超 音 波 破 砕 を 行 っ た 。 そ の 後 4 0 ， 0 0 0 X g

、 2 5 m i n 、 1 0 °C で 遠 心 して 上 清 の み を取 り出 した 。 7 0 °C で 1 5 m i

n 加 熱 処 理 を 行 い 氷 上 で 1 0 m i n イ ン キ ュベ ー ト し、 4 0 ， 0 0 0 X g 、

3 0 m i n 、 1 0 °C で 遠 心 して 上 清 を取 っ た 。 硫 安 沈 殿 、 透 析 、 陰 イ オ ン交

換 ク ロ マ トグ ラ フ ィー 、 ゲ ル ろ過 ク ロ マ トグ ラ フ ィー 、 ァ フ ィ二 テ ィ一 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ一 （H i s タ グ 又 は M B P に 対 す る ァ フ ィ二 テ ィ一 ビー ズ を使

用 ） な ど の 精 製 法 の 組 み 合 わ せ に よ り融 合 タ ンパ ク 質 を精 製 し、 M B P Z 2

R S 1 融 合 タ ンパ ク 質 を得 た 。 ゲ ル ろ過 ク ロ マ トグ ラ フ ィー の 結 果 を 図 6 に

示 す 。

《比 較 例 1 》

本 比 較 例 で は 、 M B P と 2 R S 2 タ グ と を融 合 さ せ た 融 合 タ ンパ ク 質 を調

製 した 。 2 R S 2 タ グ の ア ミ ノ酸 配 列 を 配 列 番 号 1 5 に、 ヌ ク レオ チ ドの 塩

基 配 列 を 配 列 番 号 1 6 に 示 す 。 ま た 、 2 R S 2 タ グ の 構 造 の 模 式 図 を 図 5 (

A ) に 示 す 。

M B P 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 6 に代 え て 、 M B P 用 2 R S 2 ォ

リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 4 を 用 い た こ と を 除 い て は 、 実 施 例 1 ( 1 ) の 操 作 を繰

り返 して 、 p M A L — 2 R S 2 ベ ク タ 一 を取 得 した 。

M B P 用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 : 5 -AATTAAGAGCTCGGCTGCTGCTATGGT

TTCTAAACTGAGC - 3 ' ( 配 列 番 号 1 7 )

M B P 用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 2 ：5 GGGCCGCCAGGAGTTCCGTCTGCAGCT

GGCTCAGTTTA- 3 ' ( 配 列 番 号 1 8 )

M B P 用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 3 ：5 -CCTGGCGGCCCTGCTCGAATCAGGGCT

GAGCAAAGAGGCACTGATCCA- 3 ' ( 配 列 番 号 1 9 )

M B P 用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 4 ：5 ' - AATTAAGGTACCTTACTCACCCAGTGC

C - 3 ' ( 配 列 番 号 2 0 )



[0058] p M A L _ 2 R S 1 ベ クタ一 に代 えて、 p M A L _ 2 R S 2 ベ クタ一 を用

いた ことを除 いて は、 実施例 1 ( 2 ) の操 作 を繰 り返 して、 M B P 2 R S

2 融合 タ ンパ ク質 を取得 した。 ゲル ろ過 ク ロマ 卜グラ フ ィ一の結果 を図 6 に

示 す。

[0059] 《比較例 2 》

本比較例 で は、 M B P と 2 R S 3 タ グ とを融合 させ た融合 タ ンパ ク質 を調

製 した。 2 R S 3 タ グの ア ミノ酸 配 列 を配 列番 号 2 1 に、 ヌク レオ チ ドの塩

基 配 列 を配 列番 号 2 2 に示 す。 また、 2 R S 3 タ グの構 造 の模 式 図 を図 5 (

A ) に示 す。

M B P 用 2 R S 1 オ リゴプライマ一 1 〜 6 に代 えて、 M B P 用 2 R S 3 ォ

リゴプライマ一 1 〜 4 を用 いた ことを除 いて は、 実施例 1 ( 1 ) の操 作 を繰

り返 して、 p M A L — 2 R S 3 ベ クタ一 を取得 した。

M B P 用 2 R S 3 オ リゴプライマ一 1 ：5 ' - AATTAAGAGCTCGGCTGCTGCTGGAAT

TGGA- 3 ' (配 列番 号 2 3 )

M B P 用 2 R S 3 オ リゴプライマ一 2 ：5 ' - CCTGTGGTTAATACCTTCAGAACTGCT

CCAATTCCAGC - 3 ' (配 列番 号 2 4 )

M B P 用 2 R S 3 オ リゴプライマ一 3 ：5 ' - TAACCACAGGATTGCCCGCCCTCATAA

GTTGGATTAAACGTAAGAGGCAA - 3 ' (配 列番 号 2 5 )

M B P 用 2 R S 3 オ リゴプライマ一 4 ：5 ' - AATTAAGGTACCTTACTGTTGCCTCTT

ACG- 3 ' (配 列番 号 2 6 )

[0060] p M A L _ 2 R S 1 ベ クタ一 に代 えて、 p M A L _ 2 R S 3 ベ クタ一 を用

いた ことを除 いて は、 実施例 1 ( 2 ) の操 作 を繰 り返 して、 M B P 2 R S

3 融合 タ ンパ ク質 を取得 した。 ゲル ろ過 ク ロマ 卜グラ フ ィ一の結果 を図 6 に

示 す。

[0061 ] 《比較例 3 》

本比較例 で は、 M B P と 2 R S 4 タ グ とを融合 させ た融合 タ ンパ ク質 を調

製 した。 2 R S 4 タ グの ア ミノ酸 配 列 を配 列番 号 2 7 に、 ヌク レオ チ ドの塩

基 配 列 を配 列番 号 2 8 に示 す。 また、 2 R S 4 タ グの構 造 の模 式 図 を図 5 (



A ) に示 す。

M B P 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 6 に代 え て、 M B P 用 2 R S 4 ォ

リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 6 を用 い た こ とを除 い て は、 実 施 例 1 ( 1 ) の操 作 を繰

り返 して、 p M A L — 2 R S 4 ベ ク タ 一 を取 得 した。

M B P 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 ：5 ' - AATTAAGAGCTCGGCTGCTGCTAATGT

TGA- 3 ' (配 列番 号 2 9 )

M B P 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' - TCCATGACCCGCATTTGAAACTCCTGT

TCAAAGCTGAGGTCAACATTAGC - 3 ' ( 配 列番 号 3 0 )

M B P 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 3 ：5 ' - GGGTCATGGAGGAGCAAGTGAGTGCCA

TGAGCCTTCAGGAAGCTCGTGAG- 3 ' ( 配 列番 号 3 1 )

M B P 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 4 ：5 ' - CATCATCAATAGGCGAGAGGCTTGCAA

CAGTAGCTCACGAGCTTCCTGAA - 3 ' ( 配 列番 号 3 2 )

M B P 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 5 ：5 ' - TATTGATGATGAAAGACAACGTCATTC

GCTCCTTGGTCAAACGCGCTGCC - 3 ' ( 配 列番 号 3 3 )

M B P 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 6 ：5 ' - AATTAAGGTACCTTATCTGGCAGCGCG

TTT- 3 ' (配 列番 号 3 4 )

[0062] p M A L _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 に代 え て、 p M A L _ 2 R S 4 ベ ク タ 一 を用

い た こ とを除 い て は、 実 施 例 1 ( 2 ) の操 作 を繰 り返 して、 M B P 2 R S

4 融 合 タ ンパ ク質 を取 得 した。 ゲル ろ過 ク ロマ 卜グ ラ フ ィ一 の結 果 を図 6 に

示 す。

[0063] 《比 較 例 4 》

本 比 較 例 で は、 M B P と 2 R S 5 タ グ とを融 合 させ た融 合 タ ンパ ク質 を調

製 した。 2 R S 5 タ グの ア ミ ノ酸 配 列 を配 列番 号 3 5 に、 ヌ ク レオ チ ドの塩

基 配 列 を配 列番 号 3 6 に示 す。 また、 2 R S 2 タ グの構 造 の模 式 図 を図 5 (

A ) に示 す。

M B P 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 6 に代 え て、 M B P 用 2 R S 5 ォ

リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 6 を用 い た こ とを除 い て は、 実 施 例 1 ( 1 ) の操 作 を繰

り返 して、 p M A L — 2 R S 5 ベ ク タ 一 を取 得 した。



M B P 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 ：5 ' - AATTAAGAGCTCGGCTGCTGCTGGTGA

GGA- 3 ' ( 配 列 番 号 3 7 )

M B P 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' - CTACATAAGTAGCCGCGAAGGCGGCAT

CTTTATCCTCACCAGC - 3 ' ( 配 列 番 号 3 8 )

M B P 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 3 ：5 ' - CTACTTATGTAGCACCGCTTATCGACG

AATCCATCCACCTTGGT - 3 ' ( 配 列 番 号 3 9 )

M B P 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 4 ：5 ' - GTGAATGCGCGCACGAGTGAAACCAAG

GTG- 3 ' ( 配 列 番 号 4 0 )

M B P 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 5 ：5 ' - CATTCACGCCCTTTTAGACCAGGTCGC

TGAAAG - 3 ' ( 配 列 番 号 4 1 )

M B P 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 6 ：5 ' - AATTAAGGTACCTTAGCCCCTACTTTC

AGC- 3 ' ( 配 列 番 号 4 2 )

[0064] p M A L _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 に代 え て、 p M A L _ 2 R S 5 ベ ク タ 一 を用

い た こ とを除 い て は、 実 施 例 1 ( 2 ) の操 作 を繰 り返 して、 M B P 2 R S

5 融 合 タ ンパ ク質 を取 得 した。 ゲル ろ過 ク ロマ 卜グ ラ フ ィ一 の結 果 を図 6 に

示 す。

[0065] 《比 較 例 5 》

本 比 較 例 で は、 タ グの融 合 して い な い M B P を調 製 した。

M B P 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 、 2 に代 え て、 M B P 用 n o t a g

オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 、 2 を用 い た こ とを除 い て は、 実 施 例 1 ( 1 ) の操 作 を

繰 り返 して、 P M A L _ n o t a g ベ ク タ 一 を取 得 した。 な お、 M B P 用 n

o t a g オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 を用 い る こ とで、 M B P 遺 伝 子 及 び リンカ 一 （

A A A ) と 2 R S 1 タ グ遺 伝 子 の 間 に終 止 コ ドン （下 線 ） が揷 入 され る。

M B P 用 n o t a g オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 : 5 ' - AATTAAGAGCTCGGCTGCTGCTTAA

GAAGACTT - 3 ， ( 配 列 番 号 7 3 )

M B P 用 n o t a g オ リゴ プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' - TCCGAAGTAGAAATCCCTCTCTTTC

TCCAAGTCTTCTTAAGCA- 3 ' ( 配 列 番 号 7 4 )

p M A L - n o t a g ベ ク タ 一 を用 い て、 実 施 例 1 ( 2 ) の操 作 を繰 り返



して 、 タ グ の 融 合 して い な い M B P ( M B P - n o t a g ) を取 得 した 。 ゲ

ル ろ過 ク ロマ 卜グ ラ フ ィ一 の 結 果 を 図 6 に示 す 。

図 6 に示 す よ う に、 M B P 2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 、 M B P 2 R S 2

融 合 タ ンパ ク質 、 M B P 2 R S 4 融 合 タ ンパ ク質 、 M B P 2 R S 5 融 合

タ ンパ ク質 に つ い て は ， M B P — n o t a g ( 単 量 体 ） よ り も高 分 子 量 （2

量 体 ） 側 に溶 出 さ れ 、 単 量 体 の 位 置 に ほ とん ど溶 出 さ れ な か った 。 従 って 、

これ らの 融 合 タ ンパ ク質 は、 安 定 的 に 2 量 体 化 して い る こ とが 示 唆 さ れ る。

しか し、 M B P / 2 R S 3 融 合 タ ンパ ク質 に 関 して は、 非 常 に 巨大 な 分 子 量

の 位 置 に溶 出 さ れ 、 凝 集 体 を形 成 した と推 測 さ れ た 。

《実 施 例 2 》

本 実 施 例 で は、 P H 0 8 2 8 と 2 R S 1 タ グ と を融 合 させ た 融 合 タ ンパ ク

質 を調 製 した 。

( 1 ) R S 1 タ グ D N A 断 片 の 構 築

本 実 施 例 で は、 2 R S 1 タ グ （E b 1 タ ンパ ク質 由 来 の 部 分 べ プ チ ド） を

コ 一 ドす る ポ リヌ ク レオ チ ドを含 む 2 R S 1 タ グ D N A 断 片 を構 築 した 。 下

記 の オ リゴ D N A を 用 い て P C R を行 い、 End — B i nd i ng 1 (Eb1 ) タ ンパ ク質

の 部 分 ペ プ チ ドを コ ー ドす る D N A 断 片 を得 た 。 な お、 得 られ た D N A 断 片

は、 配 列 番 号 4 で 表 さ れ る ヌ ク レオ チ ドの 末 端 に X h o I サ イ ト及 び N h e

I サ イ 卜が 導 入 さ れ て い る D N A 断 片 で あ る。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 : 5 ' - AATTAACTCGAGGAAGACTTG

GAGAAAGAGAGGGA- 3 ' ( 配 列 番 号 4 3 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' - TCAATTCAATGTTCCGTAGCT

TTCCGAAGTAGAAATCCCTCTC - 3 ' ( 配 列 番 号 4 4 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 3 ：5 ' - GCTACGGAACATTGAATTGAT

TTGCCAGGAGAACGA- 3 ' ( 配 列 番 号 4 5 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 4 ：5 ' - TACAATCCTCTGCAATACAGG

GTCGTTTTCCCCCTCGTT - 3 ' ( 配 列 番 号 4 6 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 5 ：5 ' - TATTGCAGAGGATTGTAGACA



TTCTGTATGCCACAGATG - 3 ' ( 配 列 番 号 4 7 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 6 ：5 ' - AATTAAGCTAGCTTAGCCTTC

ATCTG - 3 ' ( 配 列 番 号 4 8 )

[0067] ( 2 ) P H 0 8 2 8 遺 伝 子 の増 幅

Pyrococcus ho i kosh i i 0T3 株 由来 P H 0 8 2 8 遺 伝 子 の c D N A ク ロー ン

を錶 型 と し、 下 記 の セ ンス プ ラ イ マ 一 及 び ア ンチ セ ンス プ ラ イ マ 一 を用 い て

P C R を行 い、 P H 0 8 2 8 を コー ドす る D N A 断 片 を得 た。 な お、 得 られ

た D N A 断 片 は、 P H 0 8 2 8 の ヌ ク レオ チ ドの末 端 に N d e I サ イ 卜及 び

X h o I サ イ 卜が導 入 され て い る D N A 断 片 で あ る。

P H 0 8 2 8 セ ン ス プ ラ イ マ 一 ：5 ' - GGAATTCCATATGTCTTATAAGGAAAAGAG -

3 ' ( 配 列 番 号 4 9 )

P H 0 8 2 8 ア ンチ セ ンス プ ラ イ マ 一 ：5 ' - CCGCTCGAGTCTAATCTCATCGAAATC

ACC- 3 ' ( 配 列 番 号 5 0 )

[0068] ( 3 ) p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 の構 築

前 記 、 2 R S 1 タ グ D N A 断 片、 及 び P H 0 8 2 8 遺 伝 子 を、 p E T 2 8

M ベ ク タ 一 に導 入 し、 p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 を作

成 した。 この 際、 2 R S 1 タ グ と p E T 2 8 断 片 の境 界 に N h e I サ イ トを

導 入 す るた め に、 p E T 2 8 M を錶 型 と して、 下 記 の セ ンス プ ラ イ マ 一 及 び

ア ンチ セ ンス プ ラ イ マ 一 を用 い て P C R を行 い、 末 端 が N h e I サ イ ト及 び

N d e l サ イ 卜とな る よ うな D N A 断 片 を得 た。

p E T 2 8 M - N h e I プ ラ イ マ 一 ：5 ' - CTTAAGCTAGCTTTAAACACCACCACCAC

CACCACTG - 3 ' ( 配 列 番 号 5 1 )

p E T 2 8 M - N d e I プ ラ イ マ 一 ：5 ' - AATTAACATATGGTGATGGTGATGGTGGC

CCATG - 3 ' 配 列番 号 5 2 )

2 R S 1 タ グ D N A 断 片 を X h o l 及 び N h e l 、 P H 0 8 2 8 遺 伝 子 D N

A 断 片 を N d e I 及 び X h o I 、 p E T 8 M 由来 D N A 断 片 を N h e I 及

び N d e l に よ って、 3 7 °C 、 2 4 時 間 で消 化 した。 各 反 応 液 を、 D N A の

精 製 キ ッ 卜 （QIAqu i c k PCR p u i f i cat i o n k i t (QIAgen) ) を用 い て精 製 した



。 精 製 した各 D N A 断 片 を混 合 し、 T 4 D N A ラ イ ゲ 一 ス を用 い て、 1 6

°C 、 2 時 間 で 結 合 させ た。 反 応 液 を大 腸 菌 J M 1 0 9 株 （コ ン ビテ ン トセ ル

) と混 合 し、 ヒ一 卜シ ョ ック法 に よ り形 質 転 換 した。 5 0 g m L カ ナ マ

イ シ ン を含 む L B 寒 天 培 地 に お い て、 3 7 °C で 一 晚 培 養 した。 コ ロニ ー を培

養 して、 プ ラ ス ミ ドを取 得 した。 制 限 酵 素 で切 断 後 に、 ァ ガ ロー ス 電 気 泳 動

を行 い、 目的 の D N A 断 片 が組 込 まれ た ク ロー ン を選 択 した。 シ ー ク ェ ンス

に よ って、 塩 基 配 列 を確 認 し、 p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 1 べ ク

タ 一 を取 得 した。

( 4 ) 融 合 タ ンパ ク質 の発 現 と精 製

P M A L - 2 R S 1 ベ ク タ 一 に代 え て、 p E T 2 8 M — P H 0 8 2 8 — 2

R S 1 ベ ク タ 一 を用 い た こ と を除 い て は、 実 施 例 1 ( 2 ) の操 作 を繰 り返 し

て、 P H 0 8 2 8 2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 を取 得 した。

[0069] 《比 較 例 6 》

本 比 較 例 で は、 P H 0 8 2 8 と 2 R S 2 タ グ と を融 合 させ た融 合 タ ンパ ク

質 を調 製 した。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 6 に代 え て、 P H 0 8 2 8

用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 4 を用 い た こ と を除 い て は、 実 施 例 2 ( 1

) 及 び （3 ) の操 作 を繰 り返 して、 p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 2

ベ ク タ 一 を取 得 した。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 ： 5 ' - AATTAACTCGAGATGGTTTCT

AAACTGAGCCAGCT - 3 ' ( 配 列 番 号 5 3 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' - TTCGAGCAGGGCCGCCAGGAG

TTCCGTCTGCAGCTGGCTC - 3 ' ( 配 列 番 号 5 4 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 3 ：5 ' - CCCTGCTCGAATCAGGGCTGA

GCAAAGAGGCACTGATCCAGG - 3 ' ( 配 列 番 号 5 5 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 2 オ リゴ プ ラ イ マ 一 4 ：5 ' - AATTAAGCTAGCTTACTCACC

CAGTGCCTGGATCAGTG - 3 ' ( 配 列 番 号 5 6 )

[0070] p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 に代 え て、 p E T 2 8 M



— P H 0 8 2 8 — 2 R S 2 ベ クタ一 を用 いた こ とを除 いて は、 実施 例 2 ( 4

) の操 作 を繰 り返 して、 P H 0 8 2 8 2 R S 2 融 合 タ ンパ ク質 を取 得 した

[0071 ] 《比 較 例 7 》

本比 較 例 で は、 P H 0 8 2 8 と 2 R S 3 タ グ とを融 合 させ た融 合 タ ンパ ク

質 を調製 した。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プライマ 一 1 〜 6 に代 えて、 P H 0 8 2 8

用 2 R S 3 オ リゴ プライマ 一 1 〜 4 を用 いた こ とを除 いて は、 実施 例 2 ( 1

) 及 び （3 ) の操 作 を繰 り返 して、 p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 3

ベ クタ一 を取 得 した。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 3 オ リゴ プライマ 一 1 ：5 ' - AATTAACTCGAGGGAATTGGA

GCAGTTCT - 3 ， (配 列番 号 5 7 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 3 オ リゴ プライマ 一 2 ：5 ' - GCAATCCTGTGGTTAATACCT

TCAGAACTGCTCC - 3 ' ( 配 列番 号 5 8 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 3 オ リゴ プライマ 一 3 ：5 ' - ACAGGATTGCCCGCCCTCATA

AGTTGGATTAAA- 3 ' ( 配 列番 号 5 9 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 3 オ リゴ プライマ 一 4 ：5 ' - AATTAAGCTAGCTTACTGTTG

CCTCTTACGTTTAA- 3 ' ( 配 列番 号 6 0 )

[0072] p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 1 ベ クタ一 に代 えて、 p E T 2 8 M

— P H 0 8 2 8 — 2 R S 3 ベ クタ一 を用 いた こ とを除 いて は、 実施 例 2 ( 4

) の操 作 を繰 り返 して、 P H 0 8 2 8 / 2 R S 3 融 合 タ ンパ ク質 を取 得 した

[0073] 《比 較 例 8 》

本比 較 例 で は、 P H 0 8 2 8 と 2 R S 4 タ グ とを融 合 させ た融 合 タ ンパ ク

質 を調製 した。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プライマ 一 1 〜 6 に代 えて、 P H 0 8 2 8

用 2 R S 4 オ リゴ プライマ 一 1 〜 6 を用 いた こ とを除 いて は、 実施 例 2 ( 1

) 及 び （3 ) の操 作 を繰 り返 して、 p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 4



ベ ク タ 一 を取 得 した 。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 ：5 ' - AATTAACTCGAGAATGTTGAC

CTCAGCTTTGAACAGGA- 3 ' ( 配 列 番 号 6 1 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' - CACTCACTTGCTCCTCCATGA

CCCGCATTTGAAACTCCTGTTCAAA - 3 ' ( 配 列 番 号 6 2 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 3 ：5 ' - CAAGTGAGTGCCATGAGCCTT

CAGGAAGCTCGTGAGCTACTGTTGCAAG - 3 ' ( 配 列 番 号 6 3 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 4 ：5 ' - CGAATGACGTTGTCTTTCATC

ATCAATAGGCGAGAGGCTTGCAAC - 3 ' ( 配 列 番 号 6 4 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 5 ：5 ' - GACAACGTCATTCGCTCCTTG

GTCAAACGCGCTGC - 3 ' ( 配 列 番 号 6 5 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 4 オ リゴ プ ラ イ マ 一 6 ：5 ' - AATTAAGCTAGCTTATCTGGC

AGCGCG- 3 ' ( 配 列 番 号 6 6 )

[0074] p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 に代 え て 、 p E T 2 8 M

— P H 0 8 2 8 — 2 R S 4 ベ ク タ 一 を 用 い た こ と を 除 い て は、 実 施 例 2 ( 4

) の 操 作 を繰 り返 して 、 P H 0 8 2 8 / 2 R S 4 融 合 タ ンパ ク質 を取 得 した

[0075] 《比 較 例 9 》

本 比 較 例 で は、 P H 0 8 2 8 と 2 R S 5 タ グ と を融 合 させ た 融 合 タ ンパ ク

質 を調 製 した 。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 6 に代 え て 、 P H 0 8 2 8

用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 〜 6 を 用 い た こ と を 除 い て は、 実 施 例 2 ( 1

) 及 び （3 ) の 操 作 を繰 り返 して 、 p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 5

ベ ク タ 一 を取 得 した 。

P H 0 8 2 8 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 ：5 ' - AATTAACTCGAGGGTGAGGAT

AAAGATGCCGCCTTC - 3 ' ( 配 列 番 号 6 7 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' - GTCGATAAGCGGTGCTACATA

AGTAGCCGCGAAGGCGG - 3 ' ( 配 列 番 号 6 8 )



P H 0 8 2 8 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 3 ：5 ' - GCTTATCGACGAATCCATCCA

CCTTGGTTTCACTCGT - 3 ' ( 配 列 番 号 6 9 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 4 ：5 ' - AAAAGGGCGTGAATGCGCGCA

CGAGTGAAACC - 3 ' ( 配 列 番 号 7 0 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 5 ：5 ' - CCCTTTTAGACCAGGTCGCTG

AAAGTAGG - 3 ' ( 配 列 番 号 7 1 )

P H 0 8 2 8 用 2 R S 5 オ リゴ プ ラ イ マ 一 6 ：5 ' - AATTAAGCTAGCTTAGCCCCT

ACTTTC - 3 ' ( 配 列 番 号 7 2 )

[0076] p E T 2 8 M _ P H 0 8 2 8 _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 に代 え て、 p E T 2 8 M

— P H 0 8 2 8 — 2 R S 5 ベ ク タ 一 を用 い た こ とを除 い て は、 実 施 例 2 ( 4

) の 操 作 を繰 り返 して、 P H 0 8 2 8 / 2 R S 5 融 合 タ ンパ ク質 を取 得 した

[0077] 《比 較 例 1 0 》

本 比 較 例 で は、 タ グの融 合 して い な い P H 0 8 2 8 を調 製 した。 P H 0 8

2 8 用 2 R S 1 オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 に代 え て、 P H 0 8 2 8 用 n o t a g ォ

リゴ プ ラ イ マ 一 1 を用 い た こ とを除 い て は、 実 施 例 1 ( 1 ) の操 作 を繰 り返

して、 p H 0 8 2 8 — n o t a g ベ ク タ 一 を取 得 した。 な お、 P H 0 8 2 8

用 n o t a g オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 を用 い る こ とで、 P H 0 8 2 8 遺 伝 子 及 び

リンカ 一 と 2 R S 1 タ グ遺 伝 子 の 間 に終 止 コ ドン （下 線 ） が揷 入 され る。

P H 0 8 2 8 用 n o t a g オ リゴ プ ラ イ マ 一 1 ：5 ' -AATTAACTCGAGTAAGAAG

ACTTGGAGAAAGAGAGGGA- 3 ' ( 配 列 番 号 7 5 )

[0078] 《結 晶 化 ス ク リ一 ニ ン グ》

実 施 例 1 及 び 比 較 例 1 〜 4 で得 られ た M B P との各 融 合 タ ンパ ク質 並 び に

比 較 例 5 で得 られ た M B P _ n o t a g を用 い て、 結 晶 化 の ス ク リー ニ ン グ

を行 った。 「N e X t a l J C S G C o r e S u i t e I I I III

I V」 （Q I A G E N 社 ） の 4 種 の結 晶 化 ス ク リー ニ ン グ キ ッ 卜を用 い て、

各 融 合 タ ンパ ク質 の結 晶 化 初 期 ス ク リ一 ニ ン グ を シ ッテ ィン グ ドロ ップ法 で

行 った。



結果を表 1 に示す。

[0079] [表 1]

表 1 に示すように、実施例 1 で得られたM B P / 2 R S 1融合タンパク質

は、 6 つの条件で結晶化が誘導された。 しかし、比較例 1、 3 、及び 4 の融

合タンパク質は 2 量体を形成 したが、結晶化は確認できなかった。

M B P / 2 R S 1融合タンパク質で見られた 6 つの条件での、 8 日後の結

晶の写真を図 7 に示す。

[0080] 実施例 2 及び比較例 6 〜 9 で得られた P H 0 8 2 8 との各融合タンパク質

並びに比較例 1 0 で得られた P H 0 8 2 8 _ n o t a g を用いて、結晶化の

スクリ一ニングを行つた。結晶化スクリ一ニングキットは、M B P と同じも

のを用いた。

[0081 ] [表2]

表 2 に示すように、実施例 2 で得られた P H 0 8 2 8 2 R S 1融合タン

パク質は、 2 つの条件で結晶化が誘導された。 しかし、比較例 8 及び 9 の融

合タンパク質は 2 量体又は4 量体を形成 したが、結晶化は確認できなかつた



。 な お、 比 較 例 6 及 び 7 は、 発 現 量 が 少 な く、 結 晶 化 が で きな か った。

[0082] 《実 施 例 3 》

本 実 施 例 で は、 A x C e S D _ P i I Z と 2 R S 1 タ グ とを融 合 させ た A

x C e S D - P i I Z 2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 を調 製 した。

p E T 2 8 b ベ ク タ 一 に A x C e S D — P i I Z を組 み 込 ん だ p E T 2 8

b - A x C e S D - P i I Z ベ ク タ 一 に、 GENEART Seam less C lon i ng and As

semb l y K i t ( i nv i t rogen 社 ） を用 い て、 2 R S 1 タ グ を組 み 込 み、 p E T 2

8 b - A x C e S D - P i I Z _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 を得 た。

[0083] M A L _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 に代 え て、 p E T 2 8 b _ A x C e S D _ P i

1 Z _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 を用 い た こ とを除 い て は、 実 施 例 1 ( 2 ) の 操 作 を

繰 り返 して、 A x C e S D — P i I Z / 2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 を取 得 した

[0084] 《X 線 回折 像 の測 定 と構 造 解 析 》

実 施 例 1 で得 られ た M B P / 2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 及 び 実 施 例 3 で得 ら

れ た A x C e S D _ P i I Z / 2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 を X 線 結 晶構 造 解 析

した。 そ れ ぞ れ の タ ンパ ク質 結 晶 に対 して、 SPr i ng-8 又 は PhotonFactory の 放

射 光 施 設 にて、 X線 を照 射 し、 回折 像 を得 た。 得 られ た 回折 デ ー タ をHKL2000

又 は XDSの ソ フ トウ ェ ア に よ って処 理 し、 空 間群 や格 子 定数 を決 定 し、 デ ー タ

の指 数 付 け、 積 分 、 ス ケ ー リン グ、 マ 一 ジ ン グ を行 った。 M B P 2 R S 1

の 場 合 に は、 既 存 の M B P の構 造 を用 い て分 子 置 換 を行 い、 構 造 を決 定 した

。 A x C e S D _ P i I Z / 2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 の場 合 に は、 既 存 の構

造 が な か つた た め、 メチ ォ ニ ン をセ レノメチ ォ ニ ン に置 換 した タ ンパ ク質 結

晶 を作 成 し、 Se-SAD 法 を用 い て構 造 を決 定 した。

得 られ た M B P 2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 及 び 六 乂〇 6 3 _ ？ i I Z

2 R S 1 融 合 タ ンパ ク質 の構 造 の模 式 図 を、 そ れ ぞ れ 図 8 及 び 図 9 に示 す。

[0085] 《実 施 例 4 》

本 実 施 例 で は、 2 R S 1 タ グ の 7 番 目の アル ギ ニ ン （R ) の ロイ シ ン （L

) へ の 置 換 、 に よ る、 M B P 及 び P H 0 8 2 8 の 結 晶 化 へ の影 響 を検 討 した



実 施 例 1 ( 1 ) で 得 ら れ た p M A L _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 、 又 は p E T 2 8

M - P H 0 8 2 8 - 2 R S 1 ベ ク タ 一 を 錶 型 と して 、 下 記 の プ ラ イ マ 一 を 用

い て 、 R 7 L の 変 異 を 導 入 し、 p M A L _ 2 R S 1 _ R 7 L ベ ク タ 一 、 又 は

p E T 2 8 M — P H 0 8 2 8 — 2 R S 1 - R 7 L ベ ク タ 一 を 得 た 。

R 7 L プ ラ イ マ 一 1 ：5 ' - TTCTACTTCGGAAAGCTACGG - 3 ' ( 配 列 番 号 7 6 )

R 7 L プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' - ATCTAACTCTTTCTCCAAGTC - 3 ' ( 配 列 番 号 7 7 )

P M A L - 2 R S 1 ベ ク タ 一 に 代 え て 、 p M A L — 2 R S 1 — R 7 L べ ク

タ 一 、 又 は p E T 2 8 M - P H 0 8 2 8 - 2 R S 1 — R 7 L ベ ク タ 一 を 用 い

た こ と を 除 い て は 、 実 施 例 1 ( 2 ) の 操 作 を 繰 り返 して 、 M B P 2 R S 1

- 7 L 融 合 タ ン パ ク 質 、 又 は P H 0 8 2 8 / 2 R S 1 - R 7 L 融 合 タ ン パ

ク 質 を 取 得 した 。

前 記 結 晶 化 ス ク リー ニ ン グ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 M B P 2 R S 1 — R

7 L 融 合 タ ン パ ク 質 及 び P H 0 8 2 8 / 2 R S 1 - R 7 L 融 合 タ ン パ ク 質 の

結 晶 化 の ス ク リ一 ニ ン グ を 行 っ た 。 結 果 を 表 3 に 示 す 。

《実 施 例 5 》

本 実 施 例 で は 、 2 R S 1 タ グ の 1 0 番 目 の チ ロ シ ン （Y ) の ロ イ シ ン （L

) へ の 置 換 に よ る 、 M B P 及 び P H 0 8 2 8 の 結 晶 化 へ の 影 響 を 検 討 した 。

実 施 例 1 ( 1 ) で 得 ら れ た p M A L _ 2 R S 1 ベ ク タ 一 、 又 は p E T 2 8

M - P H 0 8 2 8 - 2 R S 1 ベ ク タ 一 を 錶 型 と して 、 下 記 の プ ラ イ マ 一 を 用

い て 、 Y 1 0 L の 変 異 を 導 入 し、 p M A L _ 2 R S 1 _ Y 1 0 L ベ ク タ 一 、

又 は p E T 2 8 M - P H 0 8 2 8 - 2 R S 1 - Y 1 0 L ベ ク タ 一 を 得 た 。

Y 1 0 L プ ラ イ マ 一 1 ：5 ' - TTCTTATTCGGAAAGCTACGG - 3 ' ( 配 列 番 号 7 8

)

Y 1 0 L プ ラ イ マ 一 2 ：5 ' -ATCCCTCTCTTTCTCCAAGTC- 3 ' ( 配 列 番 号 7 9

)

M A L - 2 R S 1 ベ ク タ 一 に 代 え て 、 p M A L — 2 R S 1 - Y 1 0 L べ ク

タ 一 、 又 は p E T 2 8 M - P H 0 8 2 8 - 2 R S 1 - Y 1 0 L ベ ク タ 一 を 用



いたことを除いては、実施例 1 ( 2 ) の操作を繰 り返 して、M B P 2 R S

1 - Y 1 0 L 融合タンパク質、又は P H 0 8 2 8 / 2 R S 1 - Y 1 0 L 融合

タンパク質を取得 した。

前記結晶化スクリーニングに記載の方法に従って、M B P 2 R S 1 —Y

1 0 L 融合タンパク質及び P H 0 8 2 8 / 2 R S 1 - Y 1 0 L 融合タンパク

質の結晶化のスクリ一ニングを行った。結果を表 3 に示す。

[0087] [表3]

表 3 に示すように、実施例 4 の 2 R S 1 タグの R 7 L の置換 （変異）によ

り、M B Ρ の結晶化は、実施例 1 の 6 / 3 8 4 から 1 1 / 3 8 4 に上昇 し、

P H 0 8 2 8 の結晶化は、実施例 2 の 2 / 3 8 4 から6 / 3 8 4 に上昇 した

。従って、 2 R S 1 タグの 7 番目のアルギニン （R ) のロイシン （L ) への

置換は、改良改変であると考えられる。

また、実施例 5 の 2 R S 1 タグのY 1 0 L の置換 （変異）により、 P H 0

8 2 8 の結晶化は、実施例 2 の 2 / 3 8 4 から4 / 3 8 4 に上昇 した。従つ

て、 2 R S 1 タグの 7 番目のアルギニン （R ) のロイシン （L ) への置換は

、 P H 0 8 2 8 については改良改変であると考えられる。一方、 2 R S 1 タ

グのY 1 O L の置換 （変異）により、M B P の結晶化は、実施例 1 の 6 / 3

8 4 から3 / 3 8 4 に低下 した。 しか しながら、表 1 の比較例 5 に示すよう

にタグを持たないM B P の結晶化は 1 3 8 4 であり、 Y 1 O L の置換 （変

異）により、M B P の結晶化は3 / 3 8 4 であるため、 Y 1 0 L の置換はM

B P については、維持改変であると考えられる。

産業上の利用可能性

[0088] 本発明のポ リペプチ ドは、目的のタンパク質と融合させ、そのタンパク質



を結晶化 させ ることがで きる。得 られた融合 タンパ ク質は、 X 線照射 して、

回折データを測定 し、結晶構造解析法 に用いて、そのタンパ ク質の構造 を解

析することがで きる。

以上、本発明を特定の態様 に沿 って説明 したが、 当業者 に自明の変形ゃ改

良は本発明の範囲に含 まれる。



請求の範囲

[ 請求項 1] ( ) 配列番号 1 で表 されるアミノ酸配列か らなるポ リべ プチ ド、

( ) 配列番号 2 で表 されるァミノ酸配列か らなるポ リぺ プチ ド、

( 3 ) 配列番号 2 で表 されるアミノ酸配列において、 N末側か ら 1 〜

1 8 個 のアミノ酸が欠失、及び / 若 しくは C 末側か ら 1 〜 3 個 のいず

れかのアミノ酸が欠失 したアミノ酸配列か らなるポ リべ プチ ド、又は

( 4 ) 前記ポ リペ プチ ド （1 ) 、ポ リペ プチ ド （2 ) 、又 はポ リぺ プ

チ ド （3 ) のアミノ酸配列において、 1 若 しくは複数のアミノ酸が欠

失、置換、揷入、及び / 若 しくは付加 されたアミノ酸配列か らな り、

かつタンパ ク質の C 末端若 しくは N末端 に直接若 しくはべ プチ ドリン

力一を介 して融合 させた融合 タンパ ク質 と して発現 させた場合 に当該

融合 タンパ ク質の結晶化 を促進する活性 を示す、改変体ポ リべ プチ ド

[ 請求項2] 前記改変体ポ リペ プチ ドが、配列番号 3 、又は 4 で表 されるァミノ

酸配列か らなる、請求項 1 に記載のポ リぺ プチ ド。

[ 請求項3] 請求項 1 又 は 2 に記載のポ リぺ プチ ドが、 タンパ ク質の C 末端又は

N末端 に、直接又はペ プチ ドリンカ一を介 して融合 した、融合 タンパ

ク質。

[ 請求項4] 請求項 1 又 は 2 に記載のポ リベ プチ ド又は請求項 3 に記載の融合 タ

ンパ ク質 をコ一 ドするポ リヌク レオチ ド。

[ 請求項 5] 請求項 4 に記載のポ リヌク レオチ ドを含む組換 えべ クタ一。

[ 請求項6] 請求項 5 に記載の組換 えベ クターを含む形質転換細胞。

[ 請求項7] 請求項 3 に記載の融合 タンパ ク質 をコ一 ドするポ リヌク レオチ ドを

含む組換 えベ クターを構築する工程、

前記組換 えベ クターを用いて融合 タンパ ク質 を発現 させ る工程、及び

前記発現 した融合 タンパ ク質 を精製 する工程、

を含む融合 タンパ ク質の製造方法。

[ 請求項8] 請求項 3 に記載の融合 タンパ ク質 をコ一 ドするポ リヌク レオチ ドを



含む組換 えベ クターを構築する工程、

前記組換 えベ クターを用いて融合 タンパ ク質 を発現 させ る工程、

前記発現 した融合 タンパ ク質 を精製 する工程、及び

精製 された融合 タンパ ク質の多量体形成 を確認する工程、

を含む請求項 7 に記載の融合 タンパ ク質の製造方法。

[ 請求項 9] 請求項 3 に記載の融合 タンパ ク質 をコ一 ドするポ リヌク レオチ ドを

含む組換 えベ クターを構築する工程、

前記組換 えベ クターを用いて融合 タンパ ク質 を発現 させ る工程、

前記発現 した融合 タンパ ク質 を精製 する工程、

精製 された融合 タンパ ク質の多量体形成 を確認する工程、

精製 された融合 タンパ ク質 を結晶化 させ る工程、及び

X 線照射 によ りタンパ ク質結晶を確認する工程、

を含むタンパ ク質結晶の製造方法。











INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

A . CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
C12N1 5/0 0 ( 2 6 . 1 ) f C 0 7K1 4 / 4 7 [ 2 0 0 . 0 1 ) ± f C 0 7K1 9/0 0 ( 2 0 0 6 . 0 1 ) ± f C 1 2N1 / 1 5

( 2 0 0 6 . 1 ) , C 2 2 / 2 ( 2 0 0 6 . 1 ) , C12N1 /21 ( 2 0 0 6 . 1 ) , C12N5/ 1 0 ( 2 0 0 . 1 ) f

C12N1 5/09 ( 2 6 . 1 ) f C 1 2P21 / 0 2 [ 2 0 0 . 1 )
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B . FIELDS SEARCHED
Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
C 1 2N1 5 / 0 0 , C 0 7 K 1 4 / 4 7 , C 0 7 K 1 9 / 0 0 , C 1 2N1 / 1 5 , C 1 2N1 / 1 9 C 1 2N5 / 1 0
C 1 2N1 5 / 0 9 , C 1 2 P 2 1 / 0 2

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched
Jitsuyo Shinan Koho 1922-1996 Jitsuyo Shinan Toroku Koho 1996-2014
Kokai Jitsuyo Shinan Koho 1971-2014 Toroku Jitsuyo Shinan Koho 1994-2014

，where practicable, search terms used)
GenBank/EMBL/DDBJ/GeneSeq , UniProt /Gene Seq , CAplus /MEDLINE / BIOS I S /WP I DS
( STN ) , JSTPlus / JMEDPlus / JST 7 8 0 ( JDreaml l l ) , PubMed

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

A U S 2 0 0 7 / 0 1 4 8 6 3 A l (Wen e t a l . ) , 1 - 9
2 8 June 2 0 0 7 ( 2 8 . 0 6 . 2 0 0 7 ) ,
fig . 1 , ; Acces s ion : AGD 6 3 8
( am i l y : none )

A Tomoyuki MORI e t a l . "The crys tal s tructure o f
EB1 -CLAS P complex " , Dai 1 1 K i Prote i n Science
Society o f Japan Nenkai Program Yo shishu , page
5 3 : 1 P - 0 3 3 ( 2 0 1 1 )

A Frye e t a l . , Structure o f the Tropomyo s i n 1 - 9
Overlap Complex from Chi cken Smooth Mus cle ：
I n s ight into the Divers ity o f N-Terminal
Recognit ion , Bio chemi stry , V o l . 4 9 , p . 9 0 8 - 4 9 2 0
( 2 0 1 0 ) DO I ： 1 0 . 1 0 2 1 /bi l 0 0 3 4 9 a

Further documents are listed in the continuation of Box C. [ ι See patent family annex.

Special categories or cited documents: 'T" later document published after the international filing date or priority
"A" document defining the general state of the art which i s not considered to date and not i n conflict with the application but cited t o understand

be of particular relevance the principle or theory underlying the invention

"E" earlier application or patent but published on or after the international filing 'X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
date considered novel o r cannot b e considered to involve an inventive

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or h i cn i s step when the document i s taken alone
cited t o establish the publication date of another citation o r other 'Ύ" document of particular relevance; the claimed invention cannot b e
special reason (as specified) considered to involve an inventive step when the document i s

"0" document referring t o an oral disclosure, use, exhibition or other means combined with one or more other such documents, such combination
"p" being obvious to a person skilled in the artdocument published prior to the international tiling date but later than the

priority date claimed document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
0 9 July, 2 0 1 4 ( 0 9 . 0 7 . 1 4 ) 2 2 July , 2 0 1 4 ( 2 2 . 7 . 1 4 )

Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer
Japane s e Patent Office

Facsimile N Tele one No.
Form PCTASA/210 (second sheet) (July 2009)



国 際 調 査 報 告 国 際 出 願 番 号 P C T J P 2 0 1 4 0 6 2 2 1 5

発 明 の 属 す る 分 野 の 分 類 （国 際 特 許 分 類 （ I P C ) )

IntCl. C12N15/00 (2006. 01) i , C07K14/47 (2006. 01) i , C07K19/00 (2006. 01) i , C12N1/15 (2006. 01)

C12N1/19 (2006. 01) i , C12N1/2 1 (2006. 01) i , C12N5/10 (2006. 01) i , C12N15/09 (2006. 01) i ,

C12P2 1/02 (2006. 01) i

B . 調 査 を 行 っ た 分 野

調 査 を 行 っ た 最 小 限 資 料 （国 際 特 許 分 類 （I P C ) )

IntCl. C12N15/00, C07K14/47, C07K19/00, C12N1/15, C12N1/19, C12N1/2 1 , C12N5/10, C12N15/09, C12P21/02

最 小 限 資 料 以 外 の 資 料 で 調 査 を 行 つ た 分 野 に 含 ま れ る も の
9999

日 本 国 実 用 新 案 公 報 2799

日 本 国 公 開 実 用 新 案 公 報 421

日 本 国 実 用 新 案 登 録 公 報 221
日 本 国 登 録 実 用 新 案 公 報 ooo9

9
国 際 調 査 で 使 用 し た 電 子 デ ー タ ベ ー ス （デ ー タ ベ ー ス の 名 4446称 、 調 査 に 使 用 し た 用 語 ）

年年年年

GenBank/EMBL/DDBJ/GeneSeq, UniProt/GeneSeq, CAplus/MEDLINE/BIOSIS/ffPIDS (STN)

JSTPlus/JMEDPlus/JST7580 (jDreamHI) , P b e d

C . 関 連 す る と 認 め ら れ る 文 献

引 用 文 献 の 関 連 す る

カ テ ゴ リ ー * 引 用 文 献 名 及 び 一 部 の 箇 所 が 関 連 す る と き は 、 そ の 関 連 す る 箇 所 の 表 示 請 求 項 の 番 号

A US 2007/0148663 A l (Wen e t al. ) 2007. 06. 8 , Fig. 1 , 9 、 1-9

Accession:AGD67938 ( フ ァ ミ リ 一 な し ）

森 智 行 ほ か ， 微 小 管 + 端 集 積 因 子 、EB1-CLASP の 複 合 体 結 晶 構 造 解 1-9

析 ， 第 1 1 回 日本 蛋 白 質 科 学 会 年 会 プ ロ

p . 53: IP- 033 (2011)

C 欄 の 続 き に も 文 献 が 列 挙 さ れ て い る 。 パ テ ン リ ー に 関 す る 別 紙 を 参 照 。

* 引 用 文 献 の 日 の 後 に 公 表 さ れ た 文 献

「Α 」 特 に 関 連 文 献 で は な く 、 一 般 的 技 術 水 準 を 示 す 「τ 」 国 際 出 願 日 又 は 優 先 日後 に 公 表 さ れ た 文 献 で あ つ て

も の 出 願 と 矛 盾 す る も の で は な く 、 発 明 の 原 理 又 は 理 論

「Ε 」 国 際 出 願 日 前 の 出 願 ま た は 特 許 で あ る が 、 国 際 出 願 日 の 理 解 の た め に 引 用 す る も の

以 後 に 公 表 さ れ た も の 「X 」 特 に 関 連 の あ る 文 献 で あ っ て 、 当 該 文 献 の み で 発 明

「L 」 優 先 権 主 張 に 疑 義 を 提 起 す る 文 献 又 は 他 の 文 献 の 発 行 の 新 規 性 又 は 進 歩 性 が な い と 考 え ら れ る も の

日 若 し く は 他 の 特 別 な 理 由 を 確 立 す る た め に 引 用 す 「Y 」 特 に 関 連 の あ る 文 献 で あ っ て 、 当 該 文 献 と 他 の 1 以

る 文 献 （理 由 を 付 す ） 上 の 文 献 と の 、 当 業 者 に と っ て 自 明 で あ る 組 合 せ に

「0 」 口 頭 に よ る 開 示 、 使 用 、 展 示 等 に 言 及 す る 文 献 よ っ て 進 歩 性 が な い と 考 え ら れ る も の

「P 」 国 際 出 願 日 前 で 、 か つ 優 先 権 の 主 張 の 基 礎 と な る 出 願 「& 」 同 一 パ テ ン ト フ ア ミ リ ー 文 献

国 際 調 査 を 完 了 し た 日 国 際 調 査 報 告 の 発 送 日

0 9 . 0 7 . 2 0 1 4 2 2 . 0 7 . 2 0 1 4

国 際 調 査 機 関 の 名 称 及 び あ て 先 特 許 庁 審 査 官 （権 限 （ 職 員 ) 4 N 3 2 3

ョ本 国 特 許 庁 （ I S A / J Ρ )
櫛 引 明 佳

郵 便 番 号 1 0 0 — 8 9 1 5

東 京 都 千 代 田 区 霞 が 関 三 丁 目 4 番 3 号 電 話 番 号 0 3 — 3 5 8 1 内 線 3 4 8 8

様 式 P C T / I S A 2 1 0 ( 第 2 ペ ー ジ ） （2 0 0 9 年 7 月 ）



国際調査報告 国際出願番号 P C T J P 2 0 1 4 0 6 2 2 1 5

C (続き）. 関連すると認められる文献
引用文献の 関連する

一 * 引用文献名 及び一部の箇所が関連するときは、その関連する箇所の表示 請求項の番号

A Frye et al. ， Structure of the Tropomyosin Overlap Complex from 1-9
Chicken Smooth Muscle : Insight into the Diversity of N- Terminal
Recognition, Biochemistry, Vol. 49, p. 4908-4920 (2010)
DOI : 10. 1021/bil00349a

様式P C T I S A Z 2 1 0 (第 2ページの続き〕 （2 0 0 9年 7 月）


	abstract
	description
	claims
	drawings
	wo-search-report
	wo-search-report

