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(57)【要約】
　グリコシル化ドメインを用いて、植物細胞において目
的タンパク質を高発現させる技術に関し、グリコシル化
ドメインと目的タンパク質との融合タンパク質コーディ
ング遺伝子を含む組換えベクター、組換え細胞、形質転
換植物、及びこれらを用いた目的タンパク質の生産方法
が提供される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　目的タンパク質及び前記目的タンパク質のＣ－末端又はＮ－末端に融合したＮ－グリコ
シル化ドメインを含む融合タンパク質をコーディングする遺伝子を含む組換えベクターと
、
　前記組換えベクターを含む組換え細胞と、
　前記組換え細胞を含む形質転換有機体と、
　からなる群から選ばれた１種以上を含む、目的タンパク質の生産用組成物。
【請求項２】
　前記Ｎ－グリコシル化ドメインは、配列番号２のヒトＣＤ４５由来Ｍドメイン又は前記
Ｍドメインの一部を含む、配列番号１のヒトＣＤ４５タンパク質内の連続する１０～１０
０個のアミノ酸の長さのポリペプチドであり、
　前記Ｍドメインの一部は、配列番号２の２番目の位置のアスパラギン残基、３０番目の
位置のアスパラギン残基、４０番目の位置のアスパラギン残基、及び４６番目の位置のア
スパラギン残基の中から選ばれる１つ以上のＮ－グリコシル化の位置を含む１０以上のア
ミノ酸、を含むポリペプチド断片である、請求項１に記載の目的タンパク質の生産用組成
物。
【請求項３】
　前記Ｍドメインの一部は、ＬＴＥＣＫＮＡＳＶＳ　ＩＳＨＮＳＣＴＡＰＤ（配列番号６
）又はＮＶＮＥＮＶＥＣＧＮ　ＮＴＣＴＮＮＥＶＨＮ　ＬＴＥＣＫＮＡＳＶＳ　ＩＳＨＮ
ＳＣＴＡＰＤ（配列番号７）を含む、配列番号２内の連続する１０以上のアミノ酸長のポ
リペプチド断片である、請求項２に記載の目的タンパク質の生産用組成物。
【請求項４】
　前記Ｍドメインの一部は、ＮＶＮＥＮＶＥＣＧＮ　ＮＴＣＴＮＮＥＶＨＮ　ＬＴＥＣＫ
ＮＡＳＶＳ　ＩＳＨＮＳＣＴＡＰＤ（配列番号７）を含む、配列番号２内の連続する２０
以上のアミノ酸長のポリペプチド断片である、請求項２に記載の目的タンパク質の生産用
組成物。
【請求項５】
　前記融合タンパク質は、目的タンパク質とＮ－グリコシル化ドメインの間に、ペプチド
リンカーをさらに含むものである、請求項１～４のいずれか一項に記載の目的タンパク質
の生産用組成物。
【請求項６】
　前記融合タンパク質は、小胞体で標的化されるものである、請求項１～４のいずれか一
項に記載の目的タンパク質の生産用組成物。
【請求項７】
　前記組換えベクターは、ＢｉＰ（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉ
ｎ）コーディング遺伝子、ＨＤＥＬ（Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）ペプチドコーデ
ィング遺伝子、又はその両方をさらに含むものである、請求項１～４のいずれか一項に記
載の目的タンパク質の生産用組成物。
【請求項８】
　前記細胞は植物細胞であり、前記有機体は植物である、請求項１～４のいずれか一項に
記載の目的タンパク質の生産用組成物。
【請求項９】
　目的タンパク質及び前記目的タンパク質のＣ－末端又はＮ－末端に融合したＮ－グリコ
シル化ドメインを含む融合タンパク質をコーディングする遺伝子を含む、目的タンパク質
の発現用組換えベクター。
【請求項１０】
　前記融合タンパク質は、目的タンパク質とＮ－グリコシル化ドメインの間にペプチドリ
ンカーをさらに含むものである、請求項９に記載の目的タンパク質の発現用組換えベクタ
ー。
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【請求項１１】
　前記融合タンパク質は、小胞体で標的化されるものである、請求項９に記載の目的タン
パク質の発現用組換えベクター。
【請求項１２】
　ＢｉＰ（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）コーディング遺伝子
、ＨＤＥＬ（Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）ペプチドコーディング遺伝子、又はその
両方をさらに含む、請求項９に記載の目的タンパク質の発現用組換えベクター。
【請求項１３】
　植物細胞における発現に使用するためのものである、請求項９～１２のいずれか一項に
記載の植物細胞発現用組換えベクター。
【請求項１４】
　請求項９～１２のいずれか一項に記載の組換えベクターを含む、組換え細胞。
【請求項１５】
　請求項１４の組換え細胞を含む形質転換有機体。
【請求項１６】
　請求項１４の組換え細胞を培養するステップを含む、目的タンパク質の生産方法。
【請求項１７】
　請求項１５の形質転換有機体を成長させるステップを含む、目的タンパク質の生産方法
。
【請求項１８】
　Ｎ－グリコシル化ドメインをコーディングする遺伝子又は前記遺伝子を含む組換えベク
ターを含み、
　前記Ｎ－グリコシル化ドメインは、配列番号２のヒトＣＤ４５由来Ｍドメイン又は前記
Ｍドメインの一部を含む、配列番号１のヒトＣＤ４５タンパク質内の連続する１０～１０
０個のアミノ酸の長さのポリペプチドであり、
　前記Ｍドメインの一部は、配列番号２の２番目の位置のアスパラギン残基、３０番目の
位置のアスパラギン残基、４０番目の位置のアスパラギン残基、及び４６番目の位置のア
スパラギン残基の中から選ばれる１つ以上のＮ－グリコシル化の位置を含む１０以上のア
ミノ酸、を含むポリペプチド断片である、タンパク質の発現用組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糖化ドメインを用いて植物細胞において目的タンパク質を高発現させる技術
に関し、糖化ドメインと目的タンパク質の融合タンパク質コーディング遺伝子を含む組換
えベクター、組換え細胞、形質転換植物、及びこれらを用いた目的タンパク質生産方法を
提供する。
【背景技術】
【０００２】
　分子生物学と遺伝子工学技術の目覚ましい発達は、植物分野にも適用されて、植物体か
ら有用な生理活性物質を生産しようとする努力が着実に続いている。植物から有用な物質
を生産する場合、生産単価を大幅に減らすことができ、従来の動物細胞や微生物から合成
してタンパク質を分離精製する方法において発生し得るウイルス、癌遺伝子、腸毒素のよ
うないくつかの汚染源を完全に排除することができ、商品化の段階でも、動物細胞や微生
物とは異なり、種子で長期保管及び管理が可能であるという利点を有する。また、該当有
用物質の需要が急増する場合、大量生産に必要な設備技術やコスト面で、既存の動物細胞
のシステムに比べて絶対的に有利であるため、高まった需要に応じた供給が最短期間で可
能であるということも長所である。
【０００３】
　しかしながら、このような長所にもかかわらず、植物細胞からタンパク質を生産するに
当たり、動物細胞を含む他の宿主に比べて相対的に低いタンパク質の発現レベルが最大の



(4) JP 2020-503884 A 2020.2.6

10

20

30

40

50

短所となっている。これに多くの研究が進められており、さまざまな方法で植物細胞から
タンパク質の発現量を増加させようとする試みがあった。
【０００４】
　以前まで植物細胞から目的タンパク質の発現量を増加させるための研究は、殆どタンパ
ク質の発現過程の中でｍＲＮＡからタンパク質が作製される翻訳ステップ以前の転写ステ
ップに集中していて、ｍＲＮＡからタンパク質が翻訳されるとき、タンパク質の発現量を
増加させうる方法に関する研究は、多く行われていなかった。
【０００５】
　一方、従来のＮ－グリコシル化（Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ）がタンパク質の安
定性に影響を及ぼすということはよく知られている。この場合には、Ｎ－グリカンがプロ
テアーゼからタンパク質を保護するため、安定性を高めると考えられた。また、他の機序
でタンパク質の３次元構造に追加的な結合力を提供して安定性を提供することが知られて
いる。
【０００６】
　本発明者らは、植物細胞から目的タンパク質を生産するに当たり、翻訳ステップで目的
タンパク質の発現レベルを高めるため、鋭意努力した結果、糖化を起こす小さいドメイン
を目的タンパク質に融合したとき、タンパク質の発現レベルが高くなることを確認した。
これを用いて形質転換植物体から目的タンパク質の生産効率を画期的に向上させることが
できるという点を立証することにより、本発明を完成した。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、Ｎ－グリコシル化ドメインの目的タンパク質の発現に使用する用途に関する
。
【０００８】
　一例では、Ｎ－グリコシル化ドメインをコーディングする遺伝子、前記遺伝子を含む組
換えベクター、及び前記組換えベクターを含む組換え細胞からなる群から選ばれた１種以
上を含む目的タンパク質の発現用組成物を提供する。
【０００９】
　前記目的タンパク質の発現用組成物は、目的タンパク質コーディング遺伝子又は前記遺
伝子を含む組換えベクターをさらに含むことができる。このとき、前記目的タンパク質コ
ーディング遺伝子とＮ－グリコシル化ドメインコーディング遺伝子は、Ｎ－グリコシル化
ドメインと目的タンパク質を含む融合タンパク質をコーディングする遺伝子又はこれを含
む組換えベクターの形態で含まれることができる。
【００１０】
　前記Ｎ－グリコシル化ドメインは、Ｎ－グリコシル化可能な残基（Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｙ
ｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ）を１つ以上、又は２つ以上含むＮ－グリコシル化ドメイン（例
えば、多重Ｎ－グリコシル化ドメイン）であってもよく、一具体例において、ＣＤ４５由
来Ｍドメイン、例えばヒトＣＤ４５由来Ｍドメイン又はその一部を含むものであってもよ
い。前記目的タンパク質の発現は、真核細胞（例えば、植物細胞）又は真核有機体（例え
ば、植物体）内で行われるものであってもよい。
【００１１】
　他の例では、Ｎ－グリコシル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質のコ
ーディング遺伝子を含む組換えベクターを提供する。
【００１２】
　他の例では、前記組換えベクターが導入された組換え細胞を提供する。前記細胞は、真
核細胞、例えば、植物細胞であってもよい。
【００１３】
　前記融合タンパク質コーディング遺伝子を含む組換えベクター及び／又は組換え細胞は
、目的タンパク質の生産を増進させる用途として使用されうる。したがって、他の例では
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、Ｎ－グリコシル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質のコーディング遺
伝子を含む組換えベクター及び／又は組換え細胞を含む目的タンパク質の生産用、又は、
目的タンパク質の生産増進用組成物を提供する。
【００１４】
　他の例では、前記Ｎ－グリコシル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質
のコーディング遺伝子を含む組換えベクターが導入された形質転換有機体を提供する。前
記形質転換有機体は、形質転換真核有機体、例えば、形質転換植物体であってもよい。
【００１５】
　他の例では、前記目的タンパク質の生産用組成物又は生産増加用組成物を細胞に導入さ
せるステップを含む目的タンパク質の生産方法、又は目的タンパク質の生産増加方法を提
供する。前記方法は、目的タンパク質コーディング遺伝子を細胞に単独導入させた場合（
すなわち、Ｎ－グリコシル化ドメインを含んでいない組換えベクターを介して導入させた
場合）と比較して、目的タンパク質の発現量又は生産量を増加させることができることを
特徴とする。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明は、上述した問題点を解決するためのもので、Ｎ－グリコシル化ドメインの植物
体内の目的タンパク質の発現に使用する用途、より具体的に、目的タンパク質をコーディ
ングする遺伝子、及び前記遺伝子のＣ－末端該当部位（３’末端）、又はＮ－末端該当部
位（５’末端）にＮ－グリコシル化ドメインをコーディングする遺伝子を融合して発現さ
せることにより、目的タンパク質の発現レベルを増加させる技術を提案する。
【００１７】
　一例では、Ｎ－グリコシル化ドメインをコーディングする遺伝子、前記遺伝子を含む組
換えベクター、及び前記組換えベクターを含む組換え細胞からなる群から選ばれた１種以
上を含む目的タンパク質の発現用組成物を提供する。
【００１８】
　前記目的タンパク質の発現用組成物は、目的タンパク質コーディング遺伝子又は前記遺
伝子を含む組換えベクターをさらに含むことができる。このとき、前記目的タンパク質コ
ーディング遺伝子とＮ－グリコシル化ドメインコーディング遺伝子は、Ｎ－グリコシル化
ドメインと目的タンパク質を含む融合タンパク質をコーディングする遺伝子、又はこれを
含む組換えベクターの形態で含まれることができる。
【００１９】
　前記Ｎ－グリコシル化ドメインはＮ－グリコシル化可能な残基を１つ以上、又は２つ以
上を含むＮ－グリコシル化ドメインであってもよく、一具体例において、ＣＤ４５由来Ｍ
ドメイン又はその一部、例えば、ヒトＣＤ４５由来Ｍドメイン又はその一部を含むことが
できる。前記目的タンパク質の発現は、真核細胞（例えば、植物細胞）、又は真核有機体
（例えば、植物体）内で行われるものであってもよい。
【００２０】
　他の例では、Ｎ－グリコシル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質のコ
ーディング遺伝子を含む組換えベクターを提供する。前記組換えベクターは、真核細胞、
例えば、植物細胞で発現するためのものであってもよい。
【００２１】
　他の例では、前記Ｎ－グリコシル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質
のコーディング遺伝子を含む組換え細胞を提供する。前記組換え細胞は、細胞にＮ－グリ
コシル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質のコーディング遺伝子を含む
組換えベクターが導入されたものであってもよい。前記細胞は、真核細胞、例えば、植物
細胞であってもよい。
【００２２】
　他の例では、前記Ｎ－グリコシル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質
のコーディング遺伝子を含む形質転換有機体を提供する。前記形質転換有機体は、有機体



(6) JP 2020-503884 A 2020.2.6

10

20

30

40

50

にＮ－グリコシル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質のコーディング遺
伝子を含む組換えベクターが導入されたものであってもよい。前記形質転換有機体は、形
質転換真核有機体、例えば、形質転換植物体であってもよい。前記形質転換有機体は、前
述の組換え細胞を含む真核有機体（例えば、植物体）であってもよい。
【００２３】
　前記融合タンパク質コーディング遺伝子を含む組換えベクター及び／又は組換え細胞及
び／又は形質転換有機体は、目的タンパク質の生産用、又は目的タンパク質の生産を増進
させる用途として使用されうる。
【００２４】
　したがって、他の例では、Ｎ－グリコシル化ドメインと目的タンパク質を含む融合タン
パク質のコーディング遺伝子、前記遺伝子を含む組換えベクター、前記組換えベクターを
含む組換え細胞、及び前記組換えベクターを含む形質転換有機体からなる群から選ばれた
１種以上を含む目的タンパク質の生産用、又は目的タンパク質の生産増進用組成物を提供
する。
【００２５】
　他の例では、Ｎ－グリコシル化ドメインと目的タンパク質を含む融合タンパク質のコー
ディング遺伝子を含む組換え細胞を培養するステップを含む目的タンパク質の生産方法、
又は目的タンパク質の生産増加方法を提供する。前記組換え細胞は、細胞にＮ－グリコシ
ル化ドメイン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質のコーディング遺伝子を含む組換
えベクターが導入されたものであってもよい。前記細胞は、真核細胞、例えば、植物細胞
であってもよい。前記方法は、前記培養するステップの以前に、Ｎ－グリコシル化ドメイ
ン及び目的タンパク質を含む融合タンパク質のコーディング遺伝子を含む組換えベクター
を細胞に導入させるステップをさらに含むことができる。前記方法は、前記培養するステ
ップの以後に、前記培養された細胞（細胞、細胞破砕物、又は細胞溶解物）及び／又は培
養培地から目的タンパク質を分離（又は抽出）及び／又は精製するステップをさらに含む
ことができる。
【００２６】
　他の例では、Ｎ－グリコシル化ドメインと目的タンパク質を含む融合タンパク質のコー
ディング遺伝子を含む形質転換有機体を成長させるステップを含む、目的タンパク質の生
産方法、又は目的タンパク質の生産増加方法を提供する。前記有機体は、真核有機体、例
えば、植物であってもよい。前記方法は、前記成長させるステップの前に、Ｎ－グリコシ
ル化ドメインと目的タンパク質を含む融合タンパク質のコーディング遺伝子を含む組換え
ベクターを有機体に導入させるステップをさらに含むことができる。前記方法は、前記成
長させるステップの後に、前記真核有機体（例えば、植物）、又は前記真核有機体の細胞
（細胞、細胞破砕物、細胞溶解物、又は前記細胞の培養物）から目的タンパク質を分離（
又は抽出）及び／又は精製するステップをさらに含むことができる。
【００２７】
　前記方法は、目的タンパク質コーディング遺伝子を細胞又は有機体に単独導入させた場
合（すなわち、Ｎ－グリコシル化ドメインを含んでいない組換えベクターを介して導入さ
せた場合）、目的タンパク質をＯ－糖化ドメインと融合して使用する場合、及び／又は別
個のＮ－グリコシル化ドメインが融合されず、目的タンパク質が内在的にＮ－グリコシル
化残基を含む場合と比較して、目的タンパク質の発現量又は生産量を増加させることがで
きることを特徴とする。
【００２８】
　一実施例において、前記Ｎ－グリコシル化ドメインは、Ｎ－グリコシル化残基（Ｎ－グ
リコシル化が起こるアミノ酸；アスパラギン（Ａｓｎ））を１個以上、又は２個以上、例
えば、１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、又は１０個含み、総ア
ミノ酸数が１０～１００個、又は２０個～８０個のポリペプチドであってもよい。一具体
例において、Ｎ－グリコシル化ドメインは、ヒトＣＤ４５内の少なくともヒトＣＤ４５由
来Ｍドメイン（Ｍ　ｄｏｍａｉｎ；４個のＮ－グリコシル化残基を含む）、又はその一部
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を含む連続する１０～１００個、又は２０個～８０個のアミノ酸を含むポリペプチドであ
ってもよい。例えば、前記ヒトＣＤ４５タンパク質は、配列番号５（ＵｎｉＰｒｏｔ　ｎ
ｏ．Ｐ０８５７５）のアミノ酸配列で表現されるものであってもよい。前記ヒトＣＤ４５
由来Ｍドメインは、ヒトＣＤ４５タンパク質（配列番号５）の２３１番目の残基のＡｌａ
から２９０番目の残基のＡｓｐまでの計６０個のアミノ酸からなるポリペプチド
 

であってもよい。一具体例において、前記ヒトＣＤ４５由来Ｍドメインを暗号化する遺伝
子は、配列番号１の核酸配列を含むものであってもよい。前記ヒトＣＤ４５由来Ｍドメイ
ンの一部は、前記ＣＤ４５由来ＭドメインのうちのＮ－グリコシル化残基（例えば、配列
番号２の２番目の位置のＮ(Ａｓｎ）、３０番目の位置のＮ(Ａｓｎ）、４０番目の位置の
Ｎ(Ａｓｎ）、及び４６番目の位置のＮ(Ａｓｎ）の中から選ばれる）を１個以上、又は２
個以上、例えば、１個、２個、３個、又は４個を含む連続する１０個以上、１５個以上、
又は２０個以上のアミノ酸を含むポリペプチド断片であってもよい。前記ポリペプチド断
片は、配列番号２のアミノ酸配列において、少なくとも４０番目の位置のＮと４６番目の
位置のＮの中から選ばれた１個以上のアミノ酸残基を含む連続する１０個以上、１５個以
上、又は２０個以上のアミノ酸を含むポリペプチドであってもよく、例えば、「ＬＴＥＣ
ＫＮＡＳＶＳ　ＩＳＨＮＳＣＴＡＰＤ（配列番号６）」、又は「ＮＶＮＥＮＶＥＣＧＮ　
ＮＴＣＴＮＮＥＶＨＮ　ＬＴＥＣＫＮＡＳＶＳ　ＩＳＨＮＳＣＴＡＰＤ（配列番号７）」
）であってもよいが、これに限定されるものではない。一例において、前記Ｎ－グリコシ
ル化ドメインは、ヒトＣＤ４５タンパク質（配列番号５）中のＭドメイン（配列番号２）
又は前記Ｍドメイン（配列番号２）中の連続する１０個以上、１５個以上、又は２０個の
アミノ酸を含むＭドメインの一部を含む連続する１０～１００個又は２０個～８０個のア
ミノ酸を含むポリペプチド（例えば、配列番号６、７、又は８）であってもよい。一実施
例において、前記Ｍドメインをコーディングする遺伝子は、配列番号１で表される核酸配
列を有するものであってもよい。
【００２９】
　一実施例において、前記組換えベクターは、転写調節因子、翻訳調節因子、遺伝子発現
を確認できるマーカーなどからなる群から選ばれた１種以上をさらに含むことができる。
【００３０】
　一実施例において、前記転写調節因子は、細胞、例えば、植物細胞における転写調節の
ために通常使用されるすべての転写因子の中から選ばれた１種以上であってもよく、例え
ば、カリフラワーモザイクウイルス　３５Ｓ　ＲＮＡプロモーター、カリフラワーモザイ
クウイルス１９Ｓ　ＲＮＡプロモーター、ゴマノハグサモザイクウイルス（Ｆｉｇｗｏｒ
ｔ　Ｍｏｓａｉｃ　Ｖｉｒｕｓ）由来の全長転写プロモーター及びタバコモザイクウイル
スコートタンパク質プロモーターにからなる群より選ばれる１種以上であってもよいが、
これに限定されるものではない。
【００３１】
　前記翻訳調節因子は、細胞、例えば、植物細胞において翻訳調節のために通常使用され
るすべての翻訳調節因子の中から選ばれた１種以上であってもよく、例えば、Ｍ１７因子
であってもよいが、これに限定されるものではない。前記Ｍ１７因子は、配列番号３の核
酸配列で表示されるものであってもよい。
【００３２】
　さらに他の実施例において、前記組換えベクターは、特定の細胞内小器官へのターゲテ
ィング（移動及び／又は滞留（ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ））のためにシグナル配列をさらに含
むことができる。一例では、前記組換えベクターは、小胞体（ＥＲ）にターゲティングさ
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れるように設計されたものであってもよく、そのために小胞体（例えば、細胞体膜の表面
）移動シグナル（例えば、ＢｉＰ（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉ
ｎ）コーディング遺伝子など）及び／又は小胞体滞留シグナル（例えば、ＨＤＥＬ（Ｈｉ
ｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）ペプチドコーディング遺伝子）をさらに含むことができる
。前記細胞内小器官（例えば、小胞体）ターゲティングシグナル配列は、融合タンパク質
のＮ－末端（融合タンパク質コーディング遺伝子の５’末端）又はＣ－末端（融合タンパ
ク質コーディング遺伝子の３’末端）、例えば、Ｎ－末端（融合タンパク質コーディング
遺伝子の５’末端）に連結されたものであってもよい。このように、組換えベクターが細
胞内小器官の中で小胞体（例えば、小胞体の内部）にターゲティングされることにより、
タンパク質の発現レベルをより増加させることができる（図３参照）。一例では、前記融
合タンパク質のＮ－グリコシル化は、小胞体の内で起こることができる。
【００３３】
　前記ＢｉＰ（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）は、配列番号４
の核酸配列で表示されるものであってもよい。
【００３４】
　一具体例では、目的タンパク質コーディング遺伝子、ヒトＣＤ４５由来Ｍドメインコー
ディング遺伝子、転写調節因子、前記転写調節因子と作動可能に連結されたＭ１７因子、
及びＢｉＰ（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、及び／又はＨＤ
ＥＬ（Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）ペプチドをコーディングする遺伝子を含む目的
タンパク質の発現レベルを増加させるための植物形質転換用組換えベクターを提供する。
【００３５】
　一実施例において、前記組換えベクターは、遺伝子の発現を確認できるマーカーをさら
に含むことができる。本発明の一実施例では、ウェスタンブロットで発現するかどうかを
確認するため、ＨＡエピトープ配列を使用したが、これに限定されるものではない。
【００３６】
　本明細書に記載された真核細胞は、真菌、動物細胞、及び植物細胞からなる群より選ば
れる１種以上であってもよく、例えば、植物細胞であってもよい。真核有機体は、すべて
の真核単細胞生物及び真核多細胞生物（植物又は動物）からなる群より選ばれる１種以上
であってもよく、例えば、植物であってもよい。本明細書に記載された植物は、すべての
藻類、単子葉植物及び双子葉植物の中から選ばれた１種以上の植物、又はこれらの細胞で
あってもよく、例えば、シロイヌナズナ、大豆、タバコ、ナス、唐辛子、ジャガイモ、ト
マト、白菜、大根、キャベツ、レタス、桃、梨、イチゴ、スイカ、マクワウリ、キュウリ
、ニンジン、及びセロリからなる群から選ばれる双子葉植物；又は稲、大麦、小麦、ライ
麦、トウモロコシ、サトウキビ、エンバク、及びタマネギからなる群から選ばれる単子葉
植物、又はこれらの細胞であってもよいが、これに限定されるものではない。
【００３７】
　前記組換えベクターを真核有機体（例えば、植物体）又は真核細胞（例えば、植物細胞
）に導入させるステップは、通常の形質導入方法によって行うことができ、例えば、アグ
ロバクテリウム（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ.）媒介による方法、粒子銃衝撃法
（ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｇｕｎ　ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ）、炭化けい素ウィスカー法（ｓ
ｉｌｉｃｏｎ　ｃａｒｂｉｄｅ　ｗｈｉｓｋｅｒｓ）、超音波処理法（ｓｏｎｉｃａｔｉ
ｏｎ）、電気穿孔法（ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ）、及びＰＥＧ（ポリエチレング
リコール）媒介性形質転換方法からなる群から選ばれる１つ以上を用いることができるが
、これに限定されるものではない。
【００３８】
　上述したように、本明細書で用いられたものであって、「Ｎ－グリコシル化」（Ｎ－Ｇ
ｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ）は、タンパク質のアミノ酸の窒素原子に糖分子オリゴ糖のグ
リカンを結合させる一連の過程を意味するもので、タンパク質のアミノ酸残基の酸素原子
に糖分子を結合させるＯ－グリコシル化（Ｏ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ）と区別され
る。本明細書において、Ｎ－グリコシル化は、小胞体（例えば、小胞体の内部）で起こる
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ものであってもよい。
【００３９】
　前記「Ｎ－グリコシル化ドメイン」は、Ｎ－グリコシル化される位置（Ｎ－Ｇｌｙｃｏ
ｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ；アミノ酸残基）を含むポリペプチドであって、人為的に化
学的又は組換え的に合成されるか、天然由来のものであってもよい。
【００４０】
　一実施例では、ヒトＣＤ４５のＭドメインを目的タンパク質のカルボキシル末端（Ｃ－
ｔｅｒｍｉｎａｌ）に融合させた融合タンパク質を暗号化する遺伝子を含む組換えベクタ
ーを製造して実験したが、これに限定されず、目的タンパク質のアミノ末端（Ｎ－ｔｅｒ
ｍｉｎａｌ）に融合されることもできる。
【００４１】
　前記目的タンパク質とＮ－グリコシル化ドメインを含む融合タンパク質は、前記目的タ
ンパク質とＮ－グリコシル化ドメインとの間に適切なリンカー（例えば、１－５０ａａ、
１－３０ａａ、１－２０ａａ、２－５０ａａ、２－３０ａａ、又は２－２０ａａのペプチ
ドリンカー）を含むことができる。前記ペプチドリンカーは、グリシン－セリンが繰り返
される配列であってもよいが、これに限定されるものではない。
【００４２】
　本明細書に記載されたアミノ酸配列と核酸配列は、提供された配列と７０％以上、７５
％以上、８０％以上、８５％以上、９０％以上、９１％以上、９２％以上、９３％以上、
９４％以上、９５％以上、９６％以上、９７％以上、９８％以上、又は９９％以上の相同
性を有する配列まで拡張されて解釈されうる。
【００４３】
　前記「配列相同性の％」は、２つの最適に配列された配列と比較領域を比較することに
より確認することができ、比較領域におけるポリヌクレオチド配列の一部は、２つの配列
の最適配列に対する参考配列（挿入又は欠失を含んでいない）に比べて挿入又は欠失（す
なわち、ギャップ）を含むことができる。
【００４４】
　本明細書で使用されるものであって、「組換えベクター又は組換え細胞」は、細胞が異
種の核酸（ポリヌクレオチド）を複製するか、前記核酸を発現するか、又はペプチド、異
種のペプチド又は異種の核酸によって暗号化されたタンパク質を発現するベクター又は細
胞を意味するものであってもよい。組換え細胞は、前記細胞の天然形態では、発見されな
い遺伝子又は遺伝子切片をセンス及び／又はアンチセンスの形態のいずれかで発現するこ
とができる。また、組換え細胞は、天然の状態の細胞で発見される遺伝子を発現すること
ができる。しかし、前記遺伝子は、改変されたものであって、人為的な手段によって細胞
内に再導入されたものである。
【００４５】
　前記「組換えベクター」は、遺伝子配列又は塩基配列が挿入又は導入されることができ
る当分野に公知されたすべてのプラスミド、ファージ、酵母プラスミド、植物細胞ウイル
ス、哺乳動物細胞ウイルス、及びその他の媒介体からなる群から選ばれた１種以上であっ
てもよく、概して、任意のプラスミド及びベクターは、植物細胞又は植物体宿主内で複製
及び安定化が可能であれば、特別な制限なしに使用することができる。一例では、前記組
換えベクターは、植物体又は植物細胞の形質転換に使用するためのものであってもよい。
本発明による前記遺伝子配列又は塩基配列は、発現調節因子に動作可能に連結されること
ができ、前記作動可能に連結された（ｏｐｅｒａｂｌｙ　ｌｉｎｋｅｄ）遺伝子配列と発
現調節因子は、選択マーカー、及び複製開始点（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｒｉｇｉｎ
）をすべて含んでいる１つの発現ベクター内に含まれることができる。
【００４６】
　公知のベクターの例では、ｐＢＩ１２１、ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ８、ｐＲＯＫII、ｐＢ
Ｉ７６、ｐＥＴ２１、ｐＳＫ（＋）、ｐＬＳＡＧＰＴ、ｐＵＣ、及びｐＧＥＭを含む。ま
た、ＣＭＶ３５ｓプロモーターを含む、植物体で発現されるベクターは、例えば、ｐＣＡ
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ＭＢＩＡシリーズ（ｐＣＡＭＢＩＡ１２００、１２０１、１２８１、１２９１、１３００
、１３０１、１３０２、１３０３、１３０４、１３８０、１３８１、２２００、２２０１
、２３００、２３０１、３２００、３２０１、３３００）、ｐＭＤＣ３２、及びｐＣ－Ｔ
ＡＰaｐＹＬ４３６のようなものが使用されうる。しかし、これに限定されるものではな
い。
【００４７】
　本発明の用語の「作動可能に連結」されるということは、適切な分子が発現調節因子に
結合されるとき、遺伝子の発現を可能にする方式で連結された遺伝子と発現調節因子であ
ってもよい。
【００４８】
　本発明の前記用語の「発現調節因子」は、特定の宿主細胞で作動可能に連結されたポリ
ヌクレオチド配列の発現を調節するＤＮＡ配列を意味する。そのような調節因子は、転写
を行うためのプロモーター及び任意のオペレーター配列を含む転写調節因子、適合なｍＲ
ＮＡリボソーム結合部位をコーディングする配列及びタンパク質合成を調節する配列を含
む翻訳調節因子、転写及び翻訳の終結を調節する配列を含む。
【００４９】
　本発明では、前記転写調節因子は、カリフラワーモザイクウイルス３５Ｓ　ＲＮＡプロ
モーター、カリフラワーモザイクウイルス１９Ｓ　ＲＮＡプロモーター、ゴマノハグサモ
ザイクウイルス（Ｆｉｇｗｏｒｔ　Ｍｏｓａｉｃ　Ｖｉｒｕｓ）由来の全長転写プロモー
ター及びタバコモザイクウイルスコートタンパク質プロモーターからなる群より選ばれる
ものであってもよいが、これに限定されるものではない。
【００５０】
　本発明では、前記翻訳調節因子は、Ｍ１７配列であってもよく、これは植物体内で目的
タンパク質の合成量を増加させる役割をする。本発明で好ましい前記Ｍ１７配列は、配列
番号３で表示されるものであってもよい。
【００５１】
　本発明の組換えベクターは、ＢｉＰ（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔ
ｅｉｎ）、又はＨＤＥＬ（Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）ペプチドをコーディングす
る核酸をさらに含むことができ、これは前記転写調節因子と作動可能に連結されうる。
【００５２】
　前記ＢｉＰは、ルミナル結合タンパク質（ｌｕｍｉｎａｌ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔ
ｅｉｎ）であって、免疫グロブリン重鎖結合タンパク質とグルコース調節タンパク質（ｇ
ｌｕｃｏｓｅ　ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ）と同定され、小胞体に位置してい
るＨＳＰ７０シャペロンファミリーの一種として小胞体で新たに合成されたタンパク質に
一時的に結合する。また、ＢｉＰタンパク質のＮ－末端には、小胞体へのターゲティング
を決定するシグナル配列を含有していて、目的タンパク質を小胞体へターゲティングさせ
る役割をする。例えば、前記ＢｉＰコーディング核酸は、配列番号４で表示される核酸配
列を有するものであってもよい。
【００５３】
　また、前記植物形質転換用組換えベクターは、ＨＤＥＬのような小胞体保持シグナルペ
プチド（ＥＲ　ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ）をコーディングす
る塩基配列を含むことができる。ＨＤＥＬシグナルペプチドの場合、目的タンパク質を小
胞体内に滞在するようにすることによって、分子シャペロンによるフォールディング（ｆ
ｏｌｄｉｎｇ）とアセンブリー（ａｓｓｅｍｂｌｙ）が増加して、結果的に、タンパク質
の分解をさらに最小化する。これらの例としては、目的タンパク質を分泌経路へ送る時よ
りも、小胞体内に保持させた場合、目的タンパク質の収率が１０～１００倍程度に増加す
ることが知られている。
【００５４】
　また、一具体例では、目的タンパク質、ヒトＣＤ４５由来Ｍドメイン又はその一部をコ
ーディングする遺伝子、転写調節因子、前記転写調節因子と作動可能に連結されたＭ１７
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、ＢｉＰ（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）及びＨＤＥＬ（Ｈｉ
ｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）ペプチドをコーディングする核酸を含む目的タンパク質の
発現レベルを増加させるための植物形質転換用組換えベクターを提供する。
【００５５】
　本明細書に記載された組換えベクターは、遺伝子の発現を確認できるマーカーをさらに
含むことができる。一具体例では、ウェスタンブロットで発現するかどうかを確認するた
め、ＨＡエピトープ配列を使用するが、これに限定されるものではない。
【００５６】
　用語の「目的タンパク質」は、生産しようとするタンパク質又はその断片を意味するも
のであって、特定のタンパク質に限定されるものではない。具体的に、目的タンパク質は
、抗原、抗体、抗体断片、構造タンパク質、調節タンパク質、転写因子、毒素タンパク質
、ホルモン、ホルモン類似体、サイトカイン、酵素、酵素阻害剤、輸送タンパク質、レセ
プター（例えば、チロシンキナーゼ受容体など）、レセプターの断片、生体防御誘導物質
、貯蔵タンパク質、移動タンパク質（ｍｏｖｅｍｅｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、エクスプロ
イティブプロテイン（ｅｘｐｌｏｉｔｉｖｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、レポータータンパク質
などから構成される群から選ばれるいずれか１つ以上であってもよい。
【００５７】
　一実施例では、前記目的タンパク質としてレプチン（ｌｅｐｔｉｎ）、ＧＬＰ－１、Ｅ
ｘｅｎｄｉｎ－４、アプロチニン（ａｐｒｏｔｉｎｉｎ）、ＧＦＰ（ｇｒｅｅｎ　ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎt　ｐｒｏｔｅｉｎ）などを例示的に使用したが、これは本明細書で提供
されるタンパク質の生産増加効果を例示的に示すためのものだけで、目的タンパク質が前
記タンパク質に制限されるものではない。
【００５８】
　本発明は、また、前記組換えベクターで形質転換された植物を提供する。前記形質転換
植物は、Ｍドメイン配列を含み、これは転写及び翻訳調節因子と作動可能に連結され、こ
れによって制御されるように工夫されている。本発明で説明された形質転換植物は、植物
全体、植物細胞（例えば、葉、茎、根などの細胞）、又は植物組織（例えば、葉、茎、根
など）であってもよい。植物組織は、植物の種子を含むことができる。前記植物は、草本
又は木本植物であってもよく、双子葉植物又は単子葉植物であってもよく、具体的には、
前記双子葉植物としては、シロイヌナズナ、大豆、タバコ、ナス、唐辛子、ジャガイモ、
トマト、白菜、大根、キャベツ、レタス、桃、梨、イチゴ、スイカ、マクワウリ、キュウ
リ、ニンジン、及びセロリからなる群から選ばれることができ、前記単子葉植物としては
、稲、大麦、小麦、ライ麦、トウモロコシ、サトウキビ、エンバク、及びタマネギからな
る群から選ばれることができるが、これに限定されるものではない。
【００５９】
　本発明の組換えベクターを植物体に導入する方法は、アグロバクテリウム（Ａｇｒｏｂ
ａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ.）媒介による方法、粒子銃衝撃法（ｐａｒｔｉｃｌe　ｇｕｎ　
ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ）、炭化ケイ素ウィスカー法（Ｓｉｌｉｃｏｎ　ｃａｒｂｉｄｅ
　ｗｈｉｓｋｅｒｓ）、超音波処理法（ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ）、電気穿孔法（ｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ）又はＰＥＧ（ポリエチレングリコール）媒介性形質転換方法の
中から選ぶことができるが、これに限定されるものではない。
【００６０】
　前記形質転換された植物は、当業界の通常の方法の有性繁殖方法又は無性繁殖方法など
を介して得ることができる。より具体的には、本発明の植物は、花の受粉過程を介して種
子を生産し、前記種子から繁殖する過程の有性繁殖を介して得ることができる。また、本
発明に係る組換えベクターで植物体を形質転換した後、通常の方法によってカルスの誘導
、発根及び土壌浄化の過程の無性繁殖方法を介して得ることができる。すなわち、本発明
に係る組換えベクターで形質転換された植物の切片体を当業界に公知された適切な培地に
置床した後、適正条件で培養してカルスの形成を誘導し、新梢が形成されると、ホルモン
無添加培地に移して培養する。約２週間後、前記新梢を発根用培地に移して根を誘導する
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。根が誘導された後、これを土壌に移植して浄化させることにより、本発明に係る植物を
得られることができる。本発明で形質転換された植物体は、それから得ることができる組
織、細胞、又は種子を含みうる。
【００６１】
　また、本発明は、前記植物形質転換用組換えベクターを製造するステップと、前記組換
えベクターを植物体に導入して形質転換植物体を製造するステップと、前記形質転換され
た植物体を培養するステップと、前記形質転換された植物体又は培養液から目的タンパク
質を分離精製するステップと、を含む目的タンパク質の製造方法を提供する。
【００６２】
　前記植物発現ベクターの植物細胞又は植物体への導入は、アグロバクテリウム（Ａｇｒ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ.）媒介による方法、粒子銃衝撃法（ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｇ
ｕｎ　ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ）、炭化ケイ素ウィスカー法（ｓｉｌｉｃｏｎ　ｃａｒｂ
ｉｄｅ　ｗｈｉｓｋｅｒｓ）、超音波処理法（ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ）、電気穿孔法（ｅ
ｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ）、及びＰＥＧ（ポリエチレングリコール）媒介性形質転
換方法からなる群から１つ以上を選択して使用することができる。本発明の一実施例では
、ＰＥＧ媒介性形質転換方法を用いた。
【発明の効果】
【００６３】
　本発明に係る植物形質転換用組換えベクターは、植物細胞内で目的タンパク質の発現レ
ベルを向上させることにより、既存の植物形質転換を用いたタンパク質の生産において最
大の問題であった高発現形質転換体の取得の困難性を克服し、これを介して植物を用いた
有用タンパク質の生産に大きく役立つものと期待される。
【図面の簡単な説明】
【００６４】
【図１】図１は、一実施例によって作製した植物形質転換用組換えベクターにおいて、ｐ
３５Ｓ－Ｍ１７：ＢｉＰ：レプチン：Ｍ：ＨＡ：ＨＤＥＬの部分を含む連結形態を示す模
式図である。
【図２ａ】図２ａは、一実施例によって作製した植物形質転換用組換えベクターにおいて
、ｐ３５Ｓ－Ｍ１７：Ｂｉｐ：レプチン：ＨＡ：ＨＤＥＬ、ｐ３５Ｓ－Ｍ１７：Ｂｉｐ：
レプチン：Ｍ：ＨＡ：ＨＤＥＬ、及びｐ３５Ｓ－Ｍ１７：Ｂｉｐ：レプチン：Ｍ１２３４
：ＨＡ：ＨＤＥＬの部分を含む連結形態を示す模式図である（Ｍ１２３４：Ｍドメインの
Ｎ－グリコシル化部位　Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４が変形（Ａｓｎ→Ｇｌｎ）されたＭ
ドメイン変異体）。
【図２ｂ】図２ｂは、ＭドメインのＮ－グリコシル化の有無によるタンパク質の発現量を
ウェスタンブロット方法で確認した電気泳動の結果（上段）及びその定量結果（下段）を
示す。
【図３】図３は、ターゲティングされる植物細胞小器官によるタンパク質の発現量の差を
テストするための組換えベクターの模式図（上段）、及びタンパク質の発現レベルをウェ
スタンブロットで確認した電気泳動の結果（中段）、及びその定量結果（下段）を示す。
【図４】図４は、Ｍドメインと融合した融合タンパク質の時間による発現態様をウェスタ
ンブロットで確認した電気泳動の結果（上段）、及びその定量結果（下段）を示す。
【図５】図５は、ＭドメインがＥｘｅｎｄｉｎ４又はＧＬＰ－１とそれぞれ融合した融合
タンパク質の発現レベルをウェスタンブロットで確認した結果である。
【図６ａ】図６ａは、一実施例に係るＭドメインと様々な目的タンパク質が様々な順序で
融合された融合タンパク質の発現のための組換えベクターの模式図である。
【図６ｂ】図６ｂは、Ｍドメインがレプチン(Ｌｅｐ）、アプロチニン(Ａｐｒ）、又はＧ
ＦＰ（Ｇｆｐ）と様々な順序で融合した融合タンパク質の発現レベルをウェスタンブロッ
トで確認した結果である。
【図７】図７a-７cは、ＭドメインのＮ－グリコシル化位置が様々な組み合わせにより変
異された変異Ｍドメインとレプチンが融合した融合タンパク質の発現レベルを示すグラフ
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【図８】図８は、ＥＲ関連分解抑制の有無による野生型Ｍドメイン又は変異型Ｍドメイン
が融合した融合タンパク質の発現レベルをウェスタンブロットで確認した結果である。
【図９】図９は、内在的にＮ－グリコシル化の位置を有する目的タンパク質のＭドメイン
と融合の有無によるタンパク質の発現レベルをウェスタンブロットで確認した結果である
。
【図１０】図１０は、様々なＭドメインの一部又は延長部と目的タンパク質が融合した融
合タンパク質のタンパク質発現レベルをウェスタンブロットで確認した結果である。
【図１１】図１１は、Ｍドメイン又は様々なＭドメイン変異体の融合による転写レベルを
定量的ＲＴ－ＰＣＲで確認した結果を示すグラフである。
【実施例】
【００６５】
　以下、実施例を介して本発明をさらに詳細に説明する。
【００６６】
　これらの実施例は、単に本発明を例示するためのもので、本発明の範囲がこれらの実施
例により限定されるものと解釈されないのは、当業界において通常の知識を有する者にと
って自明であろう。
【００６７】
　（参考例１：植物材料の準備）
　シロイヌナズナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ　ｅｃｏｔｙｐｅ、Ｃｏ
ｌ－０）植物を１６時間／８時間の明暗周期及び２０℃～２２℃の温度条件における成長
チャンバーのＢ５プレート上で成長させた。２週間成長させた植物の葉組織をプロトプラ
ストの分離に用いた。
【００６８】
　（参考例２：プラスミド構築）
　マウスレプチンｃＤＮＡ（ＮＭ＿００８４９３．３）の成熟ペプチド領域を用いた。Ｍ
ドメインをコーディングするＤＮＡ断片（配列番号１）を反復的なＰＣＲ遂行によって合
成し、Ｎ－グリコシル化部位の突然変異（Ａｓｎ－Ｇｌｎ置換）は、ＰＣＲベースの部位
特異的突然変異導入によって生成した。化学合成によってアプロチニンを暗号化するＤＮ
Ａ断片（配列番号１１）を作製した（Ｂｉｏｎｅｅｒ、大田、韓国）。エンテロキナーゼ
とフーリン（ｆｕｒｉｎ）の切断部位をレプチンの増幅に用いられたプライマーに含ませ
た（５’－ＧＧＡＴＣＣＡＡＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＡＧＧＴＧＣＣＴＡＴＣＣＡＧ
ＡＡＡＧＴＣＣＡＧＧＡＴ－３’（配列番号１８）。ＨＡエピトープ及びＥＲ保持シグナ
ルであるＨＤＥＬは、前記Ｍドメインの増幅に用いられたプライマーを用いて導入した。
ＰＣＲ条件は、次の通りである：９４℃５分、（９４℃３０秒、５２℃１分、７２℃３０
秒）を３０回繰り返し、７２℃７分。用いられたプライマーの配列を下記の表１にまとめ
た：
【００６９】
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【表１】

【００７０】
　レプチンの成熟領域と、Ｍドメイン又はＡｓｎ－tｏ－Ｇｌｎ置換突然変異Ｍドメイン
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をベクターＢｉＰ：ＨＡ：ＣＢＤ：ＨＤＥＬに連続的に連結させた。
【００７１】
　葉緑体及びミトコンドリアで融合タンパク質を蓄積させるため、Ｃａｂ移行ペプチド又
はＦ１－ＡＴＰａｓｅ　ｇａｍｍａサブユニットプレ配列をＰＣＲで増幅し、ＥｅＬｅｐ
ｆ及びＥｅＬｅｐｆＭベクター内のＢｉＰに置換させた（Lee,D.W.et al., Arabidopsis 
nuclear-encoded plastid transit peptides contain multiple sequence subgroups wit
h distinctive chloroplast-targeting sequence motifs.Plant Cell 20,1603-1622(2008
); Lee,S.et al., Mitochondrial targeting of the Arabidopsis F1-ATPase gamma-subu
nit via multiple compensatory and synergistic presequence motifs.PlantCell 24,50
37-5057(2012)参照）。
【００７２】
　前記構造体は、すべて同じベクターから作製された。したがって、同じ５’－ＵＴＲｓ
を持つ。すべてのＰＣＲ産物の核酸配列は、ヌクレオチドシーケンシングによって確認し
た。
【００７３】
　（参考例３：発現、化合物処理、及びウェスタンブロット分析）
　前記参考例２で作製されたプラスミドは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）媒介形質
転換によって、参考例１で用意された植物細胞のプロトプラスト内に導入させた。形質転
換後、２４時間又は所定の時点でタンパク質を抽出し、タンパク質抽出物を調製した。形
質転換直後に、プロトプラストにツニカマイシン（ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ，１０μｇ／
ｍＬ；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を処理し、形質転換１２
時間後にシクロヘキシミド（５０μｇ／ｍＬ；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏ
ｕｉｓ，ＭＯ）を処理した。タンパク質の抽出物に対して抗ＨＡ抗体（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）、抗アクチン抗体（ＭＰ　Ｂｉ
ｏｍｅｄｉｃａｌｓ，Ｓｏｌｏｎ，ＯＨ）、抗ＧＦＰ抗体（ＢｉＯ－Ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎ、浦項、大韓民国）、又は抗ＢｉＰ抗体を用いてウェスタンブロット解析を行った。
タンパク質ブロットをＥＣＬキット（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）で展開し、ＬＡＳ４０００　ｉｍａｇｅ　ａｎａ
ｌｙｚｅｒ（Ｆｕｊｉｆｉｌｍ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）を用いてイメージを得た。
【００７４】
　（参考例４：全ＲＮＡの分離及び転写レベルの定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析）
　ＰＥＧ媒介形質転換後の植物細胞のプロトプラストから、Ａｍｂｉｏｎ　Ｐｈｅｎｏｌ
－ｆｒｅｅ　ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｋｉｔを用いて全ＲＮＡを抽出
し、ＴＵＲＢＯ　ＤＮａｓｅ（Ａｍｂｉｏｎ）で処理した。ｈｉｇｈ－ｃａｐａｃｉｔｙ
　ｃＤＮＡ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｋｉｔ（Ａｐｐｌｉｅｄ　
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて、前記抽出された全ＲＮＡからｃＤＮＡを合成した。Ｐ
ｏｗｅｒ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂ
ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて転写レベルを検出した。ＡＣＴＩＮ２は、内在性コントロ
ールとして用いた。ＰＣＲ混合物（２０μｌ）は、鋳型５０ｎｇ、フォワード及びリバー
スプライマー０．５ｍＭ、及び１×ＳＹＢＲ　Ｍｉｘを含んだ。
【００７５】
　ＰＣＲ条件は、次の通りである：初期変性９５℃１０分、その後９５℃１５秒と６０℃
１分を４０サイクル行った。
【００７６】
　特異的な増幅を確認するため、９５℃で１５秒間加熱した後、６０℃で１分間加熱した
後、９５℃まで１５秒ごとに０．３℃ずつ温度を上昇させつつ融解曲線を得た。
【００７７】
　（実施例１．Ｍドメイン融合用組換えベクターの作製）
　植物体から目的タンパク質を高発現させることができるように、目的タンパク質にヒト
ＣＤ４５のＭドメインが融合した融合タンパク質をコーディングする遺伝子を含む植物形
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質転換用組換えベクターを作製した。目的タンパク質としてエンテロキナーゼ切断部位と
フーリン切断部位がそれぞれアミノ末端とカルボキシル末端に融合されたレプチン（Ｌｅ
ｐｔｉｎ）（以下、「ｅＬｅｐｆ」という）を用いた。前記組換えベクターは、通常使用
されるベクターであるｐＣＡＭＢＩＡ１３００ベクターにＣａＭＶ　３５Ｓプロモーター
を用いた。タンパク質合成量の増加のためにＭ１７配列（配列番号３）を追加し、ＢｉＰ
（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）タンパク質のシグナルペプチ
ドに該当するゲノムＤＮＡ配列（配列番号４）を用いて、目的タンパク質を小胞体に移動
させることができるようし、最終的な目的タンパク質が小胞体に蓄積されうるようにカル
ボキシル末端にＨＤＥＬ（Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）を付与して小胞体に保持さ
せた。また、ウェスタンブロットを介して融合タンパク質の発現可否を確認するため、Ｈ
Ａエピトープを用いた。本実施例で作製した組換えベクターの模式図を図１に示した（Ｍ
：Ｍドメイン）。
【００７８】
　図１に示されている組換えベクターの核酸配列（配列番号１０）を次の表２にまとめた
。
【００７９】
【表２】

【００８０】
配列番号２のＭドメインのＮ－グリコシル化残基は、次の通りである：
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【００８１】
　（実施例２．ＭドメインのＮ－グリコシル化によるタンパク質発現の増加を確認）
　前記実施例１で作製したＭドメインが含まれた組換えベクターによって作製された融合
タンパク質ｅＬｅｐｆＭの発現量を比較するため、下記のように組換えベクターを作製し
た。
【００８２】
　前記実施例１で製造した組換えベクター（ＥｅＬｅｐｆＭ；図１）からＭドメインを除
去したベクター（ＥｅＬｅｐｆ）及びＭドメインのうちの４個（実施例１の図を参照）の
Ｎ－グリコシル化部位（Ａｓｎ）に突然変異（ｍｕｔａｔｉｏｎ；ＡｓｎをＧｌｎに置換
）を導入されたベクター（ＥｅＬｅｐｆＭ１２３４）を作製した（参考例１参照）。この
３つのベクター（図２ａ参照）をシロイヌナズナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉ
ａｎａ）の葉から分離した植物細胞（参考例１参照）にポリエチレングリコール（ｐｏｌ
ｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ；ＰＥＧ）を介して形質転換させ、Ｎ－グリコシル化
の効果を確認するために形質転換した後、Ｎ－グリコシル化を阻害するツニカマイシン（
ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ）を処理した。２４時間後、ウェスタンブロットを介してタンパ
ク質の発現量を確認した。前記得られたタンパク質の発現量の結果を図２ｂに示した（上
段：ウェスタンブロットの結果；下段：ウェスタンブロットの結果、得られたタンパク質
の発現量をＬＡＳ４０００　ｉｍａｇｅ　ａｎａｌｙｚｅｒで定量して表したグラフ（エ
ラーバーは標準偏差（ｎ＝３）；＊、ｐ＜０．０５（Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ　ｔ－ｔｅｓｔ
）））。
【００８３】
　図２ｂに示すように、Ｎ－グリコシル化が起こらなくてもＭドメインが融合されたとき
にタンパク質の発現量が増加するが（ＥｅＬｅｐｆＭ＋ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ）、Ｍド
メインのある組換えベクターでツニカマイシンを添加しなかったとき（ＥｅＬｅｐｆＭ－
ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ）、Ｎ－グリコシル化が起こって目的タンパク質の発現量が最大
に増加した。
【００８４】
　Ｍドメインの融合によってタンパク質の発現量が増加されることがＮ－グリコシル化に
よるものかをより明確にするため、Ｍドメインのない目的タンパク質（ｅＬｅｐｆ）及び
Ｍドメインが融合したタンパク質（ｅＬｅｐｆＭ）がそれぞれ小胞体、葉緑体、ミトコン
ドリアでターゲティングされるように組換えベクターを作製した。融合タンパク質を小胞
体、葉緑体、ミトコンドリアでターゲティングさせるため、それぞれ、ＢｉＰ（配列番号
４）、Ｃａｂ　ｔｒａｎｓｉｔ　ｐｅｐｔｉｄｅ（配列番号１２）、又はＦ１－ＡＴＰａ
ｓｅ　ｇａｍｍａ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｐｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（配列番号１３）を目的タ
ンパク質のアミノ末端に融合し、Ｍドメインコーディング核酸配列（配列番号１）を目的
タンパク質のカルボキシル末端に融合して組換えベクターを作製した。それぞれの組換え
ベクターを、前記のような方法で植物細胞に導入した後、培養して融合タンパク質を発現
させた。ウェスタンブロットを介してタンパク質の発現量を確認した。
【００８５】
　前記得られたタンパク質の発現量の結果を図３に示した（上段：発現ベクターの模式図
；中段：ウェスタンブロットの結果；下部：ウェスタンブロットの結果、得られたタンパ
ク質の発現量をＬＡＳ４０００　ｉｍａｇｅ　ａｎａｌｙｚｅｒで定量して表したグラフ
（エラーバーは標準偏差（ｎ＝３）；＊，　ｐ＜０．０５（Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ　ｔ－ｔ



(18) JP 2020-503884 A 2020.2.6

10

20

30

40

50

ｅｓｔ）））。
【００８６】
　図３に示すように、ＭドメインのないｅＬｅｐｆは、細胞内小器官別のタンパク質の量
に差がないのに対し、Ｍドメインが融合したｅＬｅｐｆＭの場合、Ｎ－グリコシル化が起
こる小胞体（ＥＲ）でターゲティングさせたＥｅＬｅｐｆＭだけがタンパク質の発現量が
増加したことが確認できた。
【００８７】
　図２ｂと図３の結果を総合したとき、Ｍドメイン融合による目的タンパク質の発現増加
は、Ｎ－グリコシル化によるものであることが分かる。
【００８８】
　（実施例３．Ｍドメイン融合タンパク質の発現速度）
　前記実施例２で確認したように、Ｎ－グリコシル化によるタンパク質の発現の増加の機
序を理解するために、Ｍドメイン融合タンパク質の発現速度を確認した。前記Ｍドメイン
が融合された組換えベクターＥｅＬｅｐｆＭとＭドメインのＮ－グリコシル化部位が変異
したＥｅＬｅｐｆＭ１２３４をそれぞれ植物細胞に形質転換させ、１２時間後に、タンパ
ク質の合成を防ぐシクロヘキシミド又はＤＭＳＯ（ジメチルスルホキシド）を処理した後
、１２時間の間隔でタンパク質を抽出して、ウェスタンブロットで確認した。
【００８９】
　前記得られた結果を図４に示した（上段：ウェスタンブロットの結果；下段：ウェスタ
ンブロットの結果、得られたタンパク質の発現量をＬＡＳ４０００　ｉｍａｇｅ　ａｎａ
ｌｙｚｅｒで定量して表したグラフ（ｘ軸、時間；エラーバーはＳＤ（ｎ＝３）；＊，ｐ
＜０．０５；＊＊＊，ｐ＜０．００１）））。
【００９０】
　その結果、図４に示すように、初期（１２時間）には、ＥｅＬｅｐｆＭとＥｅＬｅｐｆ
Ｍ１２３４の発現量の差がほとんどないが、時間が経つにつれて、その差がますます大き
くなることが分かり、このことからＥｅＬｅｐｆＭの発現速度がＥｅＬｅｐｆＭ１２３４
に比べてはるかに速いことが分かった。しかし、シクロヘキシミドを処理してタンパク質
の合成を防いだとき、植物細胞内でＥｅＬｅｐｆＭは少しずつ消えるが、ＥｅＬｅｐｆＭ
１２３４は、４８時間までそのまま保持されたことを確認することにより、作製されたタ
ンパク質の小胞体内安定性は、ＥｅＬｅｐｆＭ１２３４がより高いことが分かった。この
結果は、Ｎ－グリコシル化が起こるタンパク質の翻訳速度がＮ－グリコシル化が起こらな
いタンパク質に比べて速いことを意味する。
【００９１】
　（実施例４．様々なタンパク質とＭドメインの融合）
　Ｍドメインによる発現増加の効果が、前記実施例で使用した目的タンパク質（ｅＬｅｐ
ｆ）以外のタンパク質にも適用されるかを確認するため、さらに他の目的タンパク質とし
てＥｘｅｎｄｉｎ４（配列番号５１）コーディング遺伝子又はＧＬＰ－１（配列番号５２
）のコーディング遺伝子にＭドメインコーディング遺伝子（配列番号１）を融合し、翻訳
エンハンサードメイン（ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｅｎｈａｎｃｅｒ　ｄｏｍａｉｎ）と
してＧドメインを融合して組換えベクターを製造し（図１参照）、それぞれの組換えベク
ターを植物細胞（参考例１）に形質転換させた後、タンパク質の発現量をウェスタンブロ
ットで確認した。前記結果を図５に示した。図６に示すように、Ｎ－グリコシル化を防ぐ
ツニカマイシン（ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ）を処理したときよりもツニカマイシンを処理
せずにＮ－グリコシル化が起こった時のタンパク質の発現の程度がはるかに増加すること
を確認した。
【００９２】
　（実施例５．様々なタンパク質とＭドメインの様々な順序における融合）
　また、図６ａに模式的に示した組換えベクターのＸｘｘ位置にレプチン（Ｌｅｐ）、ア
プロチニン（Ａｐｒ；配列番号１１）、又はＧＦＰ（Ｇｆｐ；配列番号１５）を含む組換
えベクターを準備して（「（Ｇ４Ｓ）２」：リンカー（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ））、これ
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を植物細胞に形質転換した後、タンパク質の発現量をウェスタンブロットで確認した。
【００９３】
　前記得られた結果を図６ｂに示した。図６ｂに示すように、目的タンパク質とＭドメイ
ンの融合タンパク質をコーディングする遺伝子を発現させた場合、目的タンパク質の種類
、Ｍドメインとの連結手順、及びリンカーの有無とは関係なしに、Ｍドメインと融合され
ない場合と比較して、目的タンパク質の発現量が顕著に増加することを確認できる。
【００９４】
　（実施例６．ＭドメインのＮ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅの組み合わせに
よる目的タンパク質の発現試験）
　Ｍドメインの４個のＮ－グリコシル化部位（実施例１の図を参照）の様々な組み合わせ
にＡｓｎ－Ｇｌｎ置換突然変異を導入した突然変異体（４個のＮ－グリコシル化部位のう
ちの１個が変異、２個が変異、３個が変異、及び４個がすべて変異）を暗号化する遺伝子
を含む組換えベクターを用いて、目的タンパク質（レプチン）の発現レベルを測定した（
図７ａ－７ｃ）。前記組換えベクターを植物細胞プロトプラストに形質転換させた後、タ
ンパク質を抽出し、前記得られたタンパク質抽出物を抗－ＨＡ抗体を用いたウェスタンブ
ロッティングで分析した。前記ウェスタンブロッティングの結果、得られたバンドのシグ
ナル強度をＬＡＳ４０００画像分析機とともに提供されたソフトウェアを用いて定量化し
て、その結果を図７ａ－７ｃに示した（ｘ軸のＥｅＬｅｐｆＭの後ろに記載された数字は
、Ａｓｎ－ｔｏ－Ｇｌｎ変異されたＮ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅを意味す
る）。図７ａ－７ｃにおいて、各突然変異体を使用した場合の目的タンパク質の発現レベ
ルをＥＲ標的化された野生型タンパク質（野生型Ｍドメインと目的タンパク質の融合）で
あるＥｅＬｅｐｆＭの発現レベル（１）に対する相対値で示した。図７ａ－７ｃにおいて
、図７ａは、単一のＡｓｎ－Ｇｌｎ突然変異体を使用した場合の目的タンパク質が相対的
発現レベルを、図７ｂは、二重Ａｓｎ－Ｇｌｎ突然変異体を使用する場合の目的タンパク
質が相対的発現レベルを、図７ｃは、トリプルＡｓｎ－Ｇｌｎ突然変異体を使用した場合
の目的タンパク質が比較的発現レベルを、それぞれ示す（エラーバーはＳＤ（ｎ＝４））
。
【００９５】
　図７ａ－７ｃに示すように、ＭドメインのＮ－グリコシル化部位のうちの１－３個の位
置に突然変異が発生した場合に、野生型よりも目的タンパク質の発現レベルが低くなるが
、Ｎ－グリコシル化部位の４個がすべて突然変異された場合に比べて、全て高レベルの目
的タンパク質の発現を示した。Ｍドメインの４個のＮ－グリコシル化部位がすべて突然変
異された突然変異体を使用した場合であっても、目的タンパク質を単独発現させる場合と
比較して、目的タンパク質の発現レベルが増加することを考慮したとき（図２ｂ参照）、
野生型Ｍドメインだけではなく、４個のＮ－グリコシル化部位のうちの１－４個の位置に
突然変異が発生した変異Ｍドメインを使用した場合であっても、融合発現された目的タン
パク質の発現レベルの増加に寄与すると言える。
【００９６】
　（実施例７．非グリコシル化タンパク質の低発現レベルとＥＲ関連分解との関連性試験
）
　非グリコシル化タンパク質の発現レベルが低いことがＥＲ関連分解と関連があるかどう
かを試験した。結論として、非糖化タンパク質の低い発現レベルは、ＥＲ関連分解に起因
するものではないことを確認した。
【００９７】
　より具体的に、ＥｅＬｅｐｆＭベクター（Ｌｅｐｔｉｎと野生型Ｍドメインの融合タン
パク質の発現）及びＥｅＬｅｐｆＭ１２３４ベクター（Ｌｅｐｔｉｎと４個の糖化位置が
すべて変異（Ｇｌｎに置換）された変異Ｍドメインの融合タンパク質の発現）をそれぞれ
植物プロトプラストに形質転換後、１８時間又は２１時間に２６Ｓプロテアソーム依存性
分解の阻害剤であるＭＧ１３２（ＩＵＰＡＣ名：Benzyl N-[(2S)-4-methyl-1-[[(2S)-4-m
ethyl-1-[[(2S)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl]amino]-1-oxopentan-2-yl]amino]-1-oxopen
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tan-2-yl]carbamate）２０μＭを原形質培養培地に添加し、プロトプラストをそれぞれ６
又は３時間をさらに培養した。
【００９８】
　［試験デザインの概略図］ 

　（ＨＡＴ：形質転換後時間数）
【００９９】
　比較のために（陽性対照群）、プロトプラストをＲｂｃｓ[Ｔ４,７Ａ]：ＧＦＰで形質
転換させた後、１８時間にＭＧ１３２で処理し、さらに６時間培養した。Ｒｂｃｓ[Ｔ４,
７Ａ]：ＧＦＰは、ＧＦＰ融合体として、葉緑体へのタンパク質の導入に欠陥のあるＲｂ
ｃｓ伝達ペプチドの突然変異の形態を発現し、細胞質内の２６Ｓプロテアソームによって
ユビキチン化されて分解される。
【０１００】
　形質転換後、２４時間目に形質転換されたプロトプラストからタンパク質を抽出し、抗
－ＨＡ抗体又は抗－ＧＦＰ抗体を用いたウェスタンブロッティングを行って、前記タンパ
ク質抽出物を分析した。
【０１０１】
　前記得られたウェスタンブロットの結果を図８に示した。図８に示すように、Ｒｂｃｓ
[Ｔ４,７Ａ]：ＧＦＰの発現レベルは、ＭＧ１３２の未処理時と比較して、処理時により
高く、これらの結果は、本実施例の試験条件の下でＭＧ１３２が２６Ｓプロテアソーム依
存性タンパク質分解を阻害することを示す。しかし、ＥｅＬｅｐｆＭとＥｅＬｅｐｆＭ１
２３４タンパク質の発現レベルは、ＭＧ１３２処理に関係なしに差がなく、これは、ＥＲ
関連分解がＮ－グリコシル化ＥｅＬｅｐｆＭと非グリコシル化ＥｅＬｅｐｆＭ１２３４の
タンパク質の発現には役割を果たしていないことを示す。
【０１０２】
　（実施例８．目的タンパク質自体のＮ－グリコシル化とＭドメインのＮ－グリコシル化
が目的タンパク質の発現に及ぼす効果試験）
　目的タンパク質がＮ－グリコシル化部位を内在的に含み、それ自体でＮ－グリコシル化
しうる場合、Ｍドメインと融合されずに目的タンパク質自体がＮ－グリコシル化される場
合にも、目的タンパク質の発現レベルが増加するかを確認した。
【０１０３】
　このために、前述の実施例を参照して、レプチンタンパク質の代わりにＬＩＦ（Ｌｅｕ
ｋｅｍｉａ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ；配列番号１７；コーディング核酸配
列：配列番号１６；ＥｅＬｉｆｆ；内在的に６個のＮ－グリコシル化部位がある）を用い
て、Ｍドメインが融合されたり、また融合されないＬＩＦ（ＥｅＬｉｆｆ）を発現する組
換えベクターを構築し、植物のプロトプラストに形質転換させ、２４時間後にタンパク質
を抽出し、ウェスタンブロッティングを行ってタンパク質の発現レベルを測定した。
【０１０４】
　前記得られたタンパク質の発現レベルを図９に示した。図９に示すように、Ｍドメイン
が融合しないＥｅＬｉｆｆと比較して、Ｍドメインが融合したＥｅＬｉｆｆＭの発現レベ
ルがはるかに高いことが分かる（ＲｂｃＬ：ローディングコントロール）。これらの結果
は、目的タンパク質に内在するＮ－グリコシル化の位置におけるＮ－グリコシル化は、目
的タンパク質の発現レベルに影響を及ぼさないのに対し、目的タンパク質と融合される融
合パートナーであるＭドメインのＮ－グリコシル化が目的タンパク質の発現レベルに重要
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【０１０５】
　（実施例９．Ｍドメインの一部又はＭドメインの延長部と融合した融合タンパク質の発
現レベル）
　目的タンパク質（レプチン）がＭドメインの一部又は延長部と融合した融合タンパク質
の発現レベルを試験した。このために、実施例２の方法を参照して、目的タンパク質とＭ
ドメイン（配列番号２；総６０ａａ）の４１－６０位置の２０個のアミノ酸の長さの断片
（配列番号６）が融合した融合タンパク質（ＥｅＬｅｐｆＭ２０； Ｎ－グリコシル化位
置の１個（Ｎ４：４６番目の位置のＡｓｎ）を含む）、２１－６０位置の４０個のアミノ
酸の長さの断片（配列番号７）が融合した融合タンパク質（ＥｅＬｅｐｆＭ４０；Ｍドメ
インのＮ－グリコシル化位置の３個（Ｎ２：３０番目の位置のＡｓｎ；Ｎ３：４０番目の
位置のＡｓｎ；及びＮ４：４６番目の位置のＡｓｎ）を含む）、Ｍドメイン（配列番号２
）と融合された融合タンパク質（ＥｅＬｅｐｆＭ６０）、及びＣＤ４５（配列番号５）に
おいて、配列番号２のＭドメインのＮ末端側及びＣ末端側にそれぞれ１０個のアミノ酸だ
け延長された計８０個のアミノ酸の長さの断片（配列番号８）が融合した融合タンパク質
（ＥｅＬｅｐｆＭ８０）を、植物細胞のプロトプラストに導入してそれぞれ発現させた後
、タンパク質を抽出してウェスタンブロッティングで発現量を測定した。比較のために、
Ｍドメインが融合されていないＥｅＬｅｐｆの発現レベルもともに測定した。
【０１０６】
　前記得られたタンパク質の発現レベルを図１０に示した。図１０に示すように、ＥｅＬ
ｅｐｆＭ２０、ＥｅＬｅｐｆＭ４０、ＥｅＬｅｐｆＭ６０、及びＥｅＬｅｐｆＭ８０は、
すべてＥｅＬｅｐｆより高発現レベルを示した（EｅＬｅｐｆ＜＜ＥｅＬｅｐｆＭ２０＜
ＥｅＬｅｐｆＭ４０≒ＥｅＬｅｐｆＭ≒ＥｅＬｅｐｆＭ８０）。
【０１０７】
　（実施例１０．Ｍドメイン又は様々なＭドメイン変異体の融合による転写レベル試験）
　植物細胞（参照例１）を野生型（変異されていない）Ｍドメイン又はＮ－グリコシル化
部位がそれぞれ変異された様々なＭドメイン変異体とレプチンがそれぞれ融合された融合
タンパク質のコーディング遺伝子を含む組換えベクターでそれぞれ形質転換させ、１日後
に全ＲＮＡを抽出して、定量的ＲＴ－ＰＣＲを行った。具体的な方法は、参考例４に記載
した。
【０１０８】
　前記のように得られたＲＮＡレベルを図１１に示した。図１１は、野生型（変異されて
いない）Ｍドメイン（即ち、十分にグリコシル化されている）とレプチンが融合された場
合のｍＲＮＡ量（＝１）に対して、それぞれのＭドメイン変異体が融合した場合のｍＲＮ
Ａ量の相対値の平均を示したものである（エラーバーはＳＤ（ｎ＝３　ｆｏｒ　Ｍ　ｔｏ
１４；ｎ＝２　ｆｏｒ　２３　ｔｏ　１２３４））。Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ　ｔ－ｔｅｓｔ
の結果、ｐ値が０.０５以上でＭドメイン融合されたレプチンと変異されたＭドメインが
融合されたレプチンとの間のｍＲＮＡ量の差はなかった。この結果は、Ｍドメインの融合
による発現増加が転写の増加によるｍＲＮＡ量の増加に起因するものではないことを意味
し、ｍＲＮＡからタンパク質への翻訳の促進に起因するものであることを示唆する。
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【図１】 【図２ａ】

【図２ｂ】 【図３】
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【図６ａ】 【図６ｂ】
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【図７ａ】 【図７ｂ】

【図７ｃ】 【図８】
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【図９】 【図１０】
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