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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離した単量体ポリペプチド又はタンパク質を生成する方法において、当該方法が：
（ａ）前記単量体ポリペプチド又はタンパク質を宿主細胞中で融合タンパク質として発現
させるステップであって、前記融合タンパク質が前記単量体ポリペプチド又はタンパク質
とリゾチームとを含み、前記融合タンパク質が前記宿主細胞から細胞培地上澄へと分泌さ
れるステップ；および
（ｂ）前記分泌融合タンパク質を前記細胞培地上澄から単離するステップ；
を具え、前記単量体ポリペプチド又はタンパク質が少なくとも１１０アミノ酸長の長さを
有することを特徴とする方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法において、前記融合タンパク質の収率が、リゾチームを含まない
単量体ポリペプチド又はタンパク質の収率に比べて、少なくとも２倍高いことを特徴とす
る方法。
【請求項３】
　請求項１に記載の方法において、前記単量体ポリペプチド又はタンパク質及びリゾチー
ムを含む融合タンパク質の１５％未満が凝集体を形成することを特徴とする方法。
【請求項４】
　請求項１乃至３のいずれか１項に記載の方法において、前記宿主細胞が真核細胞又は原
核細胞であることを特徴とする方法。
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【請求項５】
　請求項１乃至４のいずれか１項に記載の方法において、前記宿主細胞が、前記単量体ポ
リペプチド又はタンパク質とリゾチームとを含む前記融合タンパク質をコードする発現ベ
クターでトランスフェクトされていることを特徴とする方法。
【請求項６】
　請求項１乃至５のいずれか１項に記載の方法において、前記単量体ポリペプチド又はタ
ンパク質が、少なくとも１２０アミノ酸長、少なくとも１２５アミノ酸長、少なくとも１
５０アミノ酸長、少なくとも２００アミノ酸長、少なくとも２５０アミノ酸長、少なくと
も３００アミノ酸長、少なくとも４００アミノ酸長、又は少なくとも５００アミノ酸長の
長さを有することを特徴とする方法。
【請求項７】
　請求項１乃至６のいずれか１項に記載の方法において、前記融合タンパク質が培地から
単離されていることを特徴とする方法。
【請求項８】
　請求項７に記載の方法において、前記融合タンパク質が、リゾチームに特異的な抗体で
単離されていることを特徴とする方法。
【請求項９】
　請求項１乃至８のいずれか１項に記載の方法において、前記リゾチームが哺乳類リゾチ
ームであることを特徴とする方法。
【請求項１０】
　請求項１乃至９のいずれか１項に記載の方法において、前記リゾチームが、リゾチーム
の断片、類似体、同族体、変異又は誘導体であることを特徴とする方法。
【請求項１１】
　請求項１乃至１０のいずれか１項に記載の方法に用いるための、少なくとも１１０アミ
ノ酸長の長さのポリペプチド又はタンパク質とリゾチームとを含む融合タンパク質をコー
ドする発現ベクターと、リゾチームに特異的な抗体とを含むことを特徴とするキット。
【請求項１２】
　請求項１１に記載のキットにおいて、前記リゾチームに特異的な抗体が、支持基体に付
着していることを特徴とするキット。
【請求項１３】
　請求項１２に記載のキットにおいて、前記支持基体が、アガロース、セファロース、ポ
リアクリルアミド、アガロース／ポリアクリルアミドコポリマー、デキシトラン、セルロ
ース、ポリプロピレン、ポリカーボネート、ニトロセルロース、ガラス、紙、及び磁気粒
子からなる群から選択されることを特徴とするキット。
　
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　組み換えポリペプチド及びタンパク質の発現と精製は、バイオテクノロジーの研究にお
けるルーチンな手法である。一般的に、精製プロセスには、原核細胞又は真核細胞中に所
望のポリペプチドを発現させて、次いで、宿主細胞のその他の非タンパク性粒子とタンパ
ク性粒子から分離するステップが含まれる。これによって、様々なタイプのクロマトグラ
フィを用いて、例えば、サイズ、電荷又は疎水性によって、所望の分子を精製する。
【０００２】
　更なる特別な戦略は、対象となるポリペプチドに融合させたタグを使用することである
。特定のタグは、対象となるポリペプチドのフォールディング、溶解度、安定性及び発現
をサポートするのに使用することができるが、その他のタグは主に精製に使用される。こ
れによって、所望のポリペプチドが原核細胞又は真核細胞中に融合構造で発現し、特定の
抗体結合部位で検出される融合したタグを介して生成される。この種の精製戦略は、親和
性クロマトグラフィと呼ばれる。
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【０００３】
　科学会で使用されている一つの精製タグは、例えばＨｉｓタグである。これによって、
Ｈｉｓタグに融合しているポリペプチドを、例えば、Ｈｉｓタグに強い親和性がある固定
化ニッケルイオン又はコバルトイオンを持つ精製カラムを用いて分離することができる。
このタンパク質は、次いで、ニッケル又はコバルトの結合に対してＨｉｓタグと競合する
イミダゾールと関連して、溶出プロセスでカラムから放出される。更なる例は、Ｆｌａｇ
タグとＳｔｒｅｐタグである。これらは両方とも対象となるポリペプチドに融合し、それ
ぞれ、例えば、抗体やストレプトアクチン（Ｓｔｒｅｐｔａｃｔｉｎ）などのような、タ
グ特定抗原結合部の抗原として働く。生成に使用する（例えば、それぞれ、Ｆｌａｇタグ
、Ｓｔｒｅｐタグ、又はＨｉｓタグを介して）これらの結合部位（例えば、抗体、ストレ
プトアクチン（Ｓｔｒｅｐｔａｃｔｉｎ）又は金属イオン）は、例えば、固相基体（例え
ば、メンブレイン、ビーズ）の上に固定化することができる。所定のタグ用に特定の結合
部位に結合されたこれらの固相基体を用いて、タグ化ポリペプチドを、溶解物や馴化培地
としての複合サンプルから容易に捕捉することができる。しかしながら、短ペプチドであ
るＦｌａｇタグ、Ｓｔｒｅｐタグ、及びＨｉｓタグは、時に、特定のポリペプチド又はタ
ンパク質の三次元構造にアクセスすることができず、したがって、精製に適さないことが
ある。更に、Ｓｔｒｅｐタグを介しての哺乳類細胞培地の上澄からの精製は、大部分の培
地でビオチン濃度が高いため、正常に機能しない。
【０００４】
　ある種のより大きな球形タグは、発現が困難なポリペプチドのタンパク質としてのフォ
ールディング、溶解度、及び発現をサポートすることができる。利用可能な遺伝子融合テ
クノロジィのほとんどは、大腸菌の発現と粗溶解物からの精製向けに開発されたものであ
る。これらの融合タンパク質の例は、ＭＢＰ（マルトース結合タンパク質）、ＧＳＴ（グ
ルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ）、及びＳＵＭＯ（ユビキチン類似タンパク質；例
えば、ＷＯ０３／０５７１７４号参照）である。
【０００５】
　ＳＵＭＯタグは、もともと、原核細胞の発現用に設計されたものであり（例えば、ＳＵ
ＭＯｐｒｏ（登録商標）発現キット、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｉｆｅｓｅｎｓｏｒｓ．
ｃｏｍ）、その後、哺乳類細胞歯柘植尿に開発された（ＳＵＭＯｓｔａｒ（登録商標）発
現キット、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｉｆｅｓｅｎｓｏｒｓ．ｃｏｍ）。ＳＵＭＯは、シ
ャペロンとしても、タンパク質フォールディングの開始剤としても機能し、対象となるタ
ンパク質の溶解度と発現レベルを改善する。Ｄｅｓｕｍｏｙｌａｓｅを使用することによ
って、対象となるタンパク質のＮ末端に融合したＳＵＭＯタグを除去して、タンパク質の
天然Ｎ末端を産生する。対象となるタンパク質のＣ末端に対するＳＵＭＯタグの融合では
、融合タグの除去はできない。ＳＵＭＯタグに融合したターゲットタンパク質の精製では
、ＳＵＭＯタグは使用せず、Ｈｉｓタグなどの精製タグを利用する必要がある。
【０００６】
　哺乳類細胞発現用の代替法は、ヒンジ領域である、ヒトｌｇＧ１のＣＨ２及びＣＨ３ド
メインを有するＦｃタグを使用することである。Ｆｃタグは、特定のポリペプチドの発現
、フォールディング、及び分泌をサポートするのに使用され、並行して、その精製用タグ
としても使用される。Ｈｉｓタグ及びＦｌａｇタグは低分子量の短ペプチドであり可溶性
ポリペプチドとタンパク質の発現に適しているが、Ｆｃタグは、２００アミノ酸長以上の
ポリペプチドであり、特定の疎水性で溶解性がより低いタンパク質の発現をサポートする
。しかしながら、比較的大きいＦｃ部分は、ジスルフィド架橋凝集体を形成し、単離して
生成した対象となるタンパク質の二量体形又は多量体形を作る。
【０００７】
　その他の一般的な代替法は、それぞれ、グルタチオンとマルトースに結合する、ＧＳＴ
（グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ）とＭＢＰ（マルトース結合タンパク質）である
。両タグともに、高分子量（＞２５ｋＤａ）であり、対象となるポリペプチド又はタンパ
ク質の溶解度と安定性を大幅に上げる。しかしながら、両遺伝子融合システムともに、媒
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質の成分が、融合タグの結合パートナー、すなわち、グルタチオン又はマルトースに対す
る結合を阻止するため、調整した哺乳類細胞培地上澄から分泌したタンパク質のタンパク
質精製に使用することはできない。更に、両融合タグとも哺乳類細胞の発現システム中で
凝集する傾向があり、また、封入体を形成しやすい。
【０００８】
　このように、例えば、Ｆｃタグは哺乳類ポリペプチドとタンパク質の発現には適さない
が、その他の入手可能なタグは、特定の有用性と欠点を有しており、ある種の特定のポリ
ペプチドとタンパク質の発現及び／又は生成に適さない。総合すると、発現及び精製の質
は、対象となるポリペプチド又はタンパク質の性質に依存するばかりでなく、使用するそ
れぞれのタグにも依存している。従って、最良の結果を得るには、特定のタグと、対象と
なる特定のポリペプチド又はタンパク質の組み合わせが重要ではあるが、予測することが
非常に難しい。結果的に特定の困難な組み換えポリペプチドとタンパク質の発現と精製を
可能にする、あるいは品質を改善する新規で使いやすいタグが、常に求められている。本
出願に開示した方法は、リゾチームをタグとして使用することによってポリペプチドとタ
ンパク質を発現させ生成する効率的な方法を提供するものである。
【発明の概要】
【０００９】
　本開示は、モノマーポリぺプチドとタンパク質を発現させ、精製する方法を提供する。
本開示により、この分野で知られているその他のタグを用いては発現及び精製できないポ
リペプチドとタンパク質の生成が可能になる。本開示では、融合パートナーとしてリゾチ
ームを使用することを開示する。更に、リゾチームに特異的な抗体を介して、リゾチーム
をタグにしたポリペプチドとタンパク質を単離する精製方法が述べられている。リゾチー
ムをタグとして使用することで、モノマーポリペプチドとタンパク質の発現が可能であり
、あるいは、従来技術であるその他のタグに比べて、ポリペプチドとタンパク質の発現速
度が改善されることがわかった。不適当なフォールディング、低い溶解度と発現、単離し
たポリペプチドの活性並びに凝集のロス、所望しない多量体タンパク質の形成の誘導は、
融合パートナーとしてリゾチームを用いることによって、回避することができる。更に、
リゾチームを使用することのもう一つの利点は、その抗菌活性であり、これによって、殺
菌状態での細胞培養及びタンパク質発現プロセスに通常必要とされる抗生物質の使用を低
減又は回避することができる。
【００１０】
　リゾチーム（ＥＣ　３．２．１．１７）は、ムラミダーゼ又はＮ－アセチルムラミドグ
リカンヒドロラーゼとしても知られており、約１４．６ｋＤａの分子量を持ち、Ｎ－アセ
チルムラミン酸とペプチドグリカン中のＮ－アセチル－Ｄ－グルコサミン残基間、及び、
キトデキシトリン（ｃｈｉｔｏｄｅｘｔｒｉｎ）中のＮ－アセチル－Ｄ－グルコサミン残
基間の、１，４－ベータ－リンケージの加水分解に触媒作用を及ぼす。
【００１１】
　リゾチームは、通常、ウイルス、植物、昆虫、鳥類、爬虫類、及び哺乳類など、多くの
有機体によって、バクテリアに対する防衛機構として生成される。この酵素は、バクテリ
アの重要な構造分子であるペプチドグリカンのグリコシド結合を開裂させることによって
、バクテリア細胞壁に加水分解を引き起こす。リゾチームの作用によって細胞壁を弱めた
後、浸透圧の結果、バクテリアの細胞が溶解する。
【００１２】
　リゾチームは、ニワトリ卵白リゾチーム（ＧＨ２２）、ガチョウ卵白リゾチーム（ＧＨ
２３）、バクテリオファージＴ４リゾチーム（ＧＨ２４）、スフィンゴモナス（ｓｐｈｉ
ｎｇｏｍｏｎａｓ）鞭毛タンパク質（ＧＨ７３）、及び、キャラロプシス（Ｃｈａｌａｒ
ｏｐｓｉｓ）リゾチーム（ＧＨ２５）の５種類の糖質加水分解（ＧＨ）ファミリーに分類
される（Ｃａｚｙ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃａｚｙ．ｏｒｇ）。リゾチームファミリー
ＧＨ２５は、その他のリゾチームファミリーとは構造的に関係がないことがわかっている
。
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【００１３】
　リゾチームの使用は、動物の飼料（例えば、ＷＯ００／２１３８１号及びＷＯ０４／０
２６３３４号参照）、チーズの製造（例えば、ＷＯ０５／０８０５５９号）で、食品保存
用に（Ｈｕｇｈｅｙ　ａｎｄ　Ｊｏｈｎｓｏｎ（１９８７）Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　５３：２１６５）、洗剤として（例えば、米国特許出願第０７／４
２８，２７３号及びＥＰ０４２５０１６号）、口腔ケアに（例えば、米国特許出願０６／
２７９，５３６号、ＷＯ０４／０１７９８８号、ＷＯ０８／１２４７６４号、美容術及び
皮膚科学、避妊、泌尿器学、婦人科において（例えば、ＷＯ０８／１２４７６４号）、提
言されている。ニワトリ卵白リゾチームは、商業的に入手可能なリゾチーム製品である。
微生物から単離されたリゾチームは、哺乳類由来のものも知られている。しかしながら、
哺乳類細胞培地における組み換えリゾチームの発現、あるいは、細胞培地中でリゾチーム
に融合したペプチド又はタンパク質の発現についての公的報告書はない。
【００１４】
　米国特許出願第１０／０２４，５９７号及びＷＯ０１／００８５５号は、トランスジェ
ニック動物の乳でリゾチームに融合した少量のペプチド発現を開示している。リゾチーム
は、天然に発現した乳タンパク質であるため、リゾチームに融合したペプチドは乳中に発
現し、基本的なリゾチーム融合ペプチドは、乳中の主な酸性タンパク質から生成できた。
しかしながら、乳腺からの細胞は、細胞培地でリゾチームなどの乳タンパク質を生成でき
ないと記載されている（Ｓｔｅｒｕｌｉ　ａｎ　Ｂｉｓｓｅｌｌ（１９９０）Ｔｈｅ　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅ　１１０，Ａｐｒｉｌ　
１９９０　１４０５－１４１５）。更に、トランスジェニック動物の乳タンパク質のタン
パク質発現は、細胞培地の発現として予測することができず、それぞれの発見は、細胞培
地システムに導入することができない（例えば、Ｆｕｒｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１
），１９　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．６２０５　ａｎｄ　Ｗｈｉｔｅｌａｗ
　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）；１　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓ．３）。
【００１５】
　別の出願である、Ｋｏｂｉｌｋａ　ｅｔ　ａｌ．では、リゾチームをＧ－タンパク質に
結合したレセプタ（ＧＰＣＲｓ）として用いて、ＧＰＣＲｓの結晶化ができるようにして
いる。これによって、Ｔ４リゾチームを、昆虫の細胞に発現した各ＧＰＣＲの細胞内ルー
プの一つに挿入する（ＷＯ０９／０５１７６９号）。
【００１６】
　本開示は、宿主細胞中の単離したタンパク質、ペプチド、及び／又はアミノ酸を生成及
び精製する方法を提供するものであり、このタンパク質、ペプチド、及び／又はアミノ酸
は、リゾチームに融合している。この方法は：
（ａ）対象となるタンパク質をコードする遺伝子が発現する条件下で宿主細胞を培養する
ステップと；
（ｂ）このタンパク質、ペプチド、又はアミノ酸を単離するステップと；
を具える。
【００１７】
　本開示は、また、ここに開示した方法で使用する宿主細胞とベクターを提供する。本開
示は、また、本発明の方法に使用する、発酵槽などの反応容器を提供する。本発明はまた
：
（ａ）本発明に係るベクター；
（ｂ）リゾチームに特異的な抗体；
（ｃ）選択的に、ここに記載した方法によるベクターと抗体の使用指示書；
を具えるキットを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１にリゾチーム融合タンパク質の発現に用いるベクターを示す。ニワトリリゾ
チームをコードする配列を、ｐＭａｘベクター骨格にサブクローンした。
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【図２】図２Ａ－Ｃは、ニワトリリゾチーム（下線）を含む全ｐＭａｘ発現構造をコード
する核酸配列（配列番号：１５）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　一の態様において、本開示は、対象となるポリペプチド又はタンパク質をリゾチームを
含む融合タンパク質として発現させることによって、対象となるポリペプチド又はタンパ
ク質の発現を強化する方法に関する。
【００２０】
　本開示の一実施例では、対象となるポリペプチド又はタンパク質が、対象となる単量体
ポリペプチド又はタンパク質である。更なる実施例では、この対象となるポリペプチド又
はタンパク質が、生理学的単量体組成物を有する。別の実施例では、この対象となるポリ
ペプチド又はタンパク質が、生理学的単量体組成物を有し、単量体として作用する。別の
実施例では、対象となるタンパク質が、生理学的に単量体として発現した細胞表面受容体
である。更なる実施例では、対象となるタンパク質が、生理学的に単量体として発現した
可溶性タンパク質である。
【００２１】
　本開示の一実施例では、融合タンパク質が、対象となるポリペプチド又はタンパク質と
リゾチームを含み、リゾチームが対象となるポリペプチド又はタンパク質のＮ末端に融合
している。本開示の一実施例では、融合タンパク質が、対象となるポリペプチド又はタン
パク質及びリゾチームを含み、リゾチームが、対象となるポリペプチド又はタンパク質の
Ｃ末端に融合している。
【００２２】
　一実施例では、本開示は、対象となるポリペプチド又はタンパク質をリゾチームを含む
融合タンパク質として発現させることによって、対象となるポリペプチド又はタンパク質
の発現を強化する方法であって、この融合タンパク質の収量が、リゾチームを含まない対
象となるポリペプチド又はタンパクの収量に比べて少なくとも２倍高いポリペプチド又は
タンパク質に関する。
【００２３】
　一実施例では、本開示は、対象となるポリペプチド又はタンパク質をリゾチームを含む
融合タンパク質として発現させることによって、対象となるポリペプチド又はタンパク質
の発現を強化する方法であって、対象となるポリペプチド又はタンパク質を含む融合タン
パク質が、凝集体又は封入体を形成しない。本開示の更なる実施例では、対象となるポリ
ペプチド又はタンパク質及びリゾチームを含む融合タンパク質の、５０％、４０％、３０
％、２５％、２０％、１５％、１４％、１３％、１２％、１１％、１０％、９％、８％、
７％、６％、５％、４％、３％、２％、１％以下が凝集体を形成する。
【００２４】
　本開示の一実施例では、融合タンパク質が宿主細胞に発現している。本開示の更なる実
施例では、この宿主細胞が真核細胞又は原核細胞であり、好ましい実施例では、宿主細胞
が真核細胞である。より好ましい実施例では、この真核細胞がＣＨＯ細胞、ＰＥＲ．Ｃ６
細胞、ＨＫＢ１１細胞、及びＨＥＫ２９３細胞から選択された細胞である。
【００２５】
　本開示の一実施例では、宿主細胞が、対象となるポリペプチド又はタンパク質とリゾチ
ームを含む融合タンパク質をコードする発現ベクターで形質転換した細胞である。
【００２６】
　本開示の一実施例では、この融合タンパク質が宿主細胞中に発現しており、この宿主細
胞の培養に、培地の補填として、リゾチームに融合していない対象となるタンパク質また
はポリペプチドの培養に必要な培地に比較して、少なくとも５０％少ない抗生物質を要す
る。本開示の好ましい実施例では、この融合タンパク質が宿主細胞中に発現しており、こ
の宿主細胞の培養に、培地の補填として、リゾチームに融合していない対象となるタンパ
ク質またはポリペプチドの培養に必要な培地に比較して、少なくとも５０％少ない、６０
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％少ない、７０％少ない、８０％少ない、９０％少ない、あるいは９５％少ない抗生物質
を要する。本開示のより好ましい実施例では、この融合タンパク質が宿主細胞中に発現し
ており、宿主細胞の培養に用いる培地に、抗生物質が含まれていない。
【００２７】
　本開示に一実施例では、対象となるポリペプチド又はタンパク質とリゾチームの融合タ
ンパク質が、発現後に単離される。本開示の更なる実施例では、この融合タンパク質が、
宿主細胞、培地、またはその両方から単離される。
【００２８】
　本開示の一実施例では、融合タンパク質がリゾチームに特異的な抗体と共に単離される
。本開示の更なる実施例では、このリゾチームに特異的な抗体がモノクロナール抗体であ
る。本開示の好ましい実施例では、このリゾチームに特異的な抗体が、配列ＮＳＡＡＷＳ
（配列番号９）のＨＣＤＲ１領域と、配列ＲＩＹＹＲＳＫＷＹＮＤＹＡＶＳＶＫＳ（配列
番号１０）のＨＣＤＲ２領域と、配列ＬＤＨＲＹＨＥＤＴＶＹＰＧＭＤＶ（配列番号１１
）のＨＣＤＲ３領域と、配列ＳＧＤＮＬＰＡＹＴＶＴ（配列番号１２）のＬＣＤＲ１領域
と、配列ＤＤＳＤＲＰＳ（配列番号１３）のＬＣＤＲ２領域と、配列ＡＳＷＤＰＳＳＧＶ
（配列番号１４）のＬＣＤＲ３領域と、を含む。本開示の好ましい実施例では、リゾチー
ムに特異的抗体がＭＯＲ０３２０７である。本開示の別の実施例では、リゾチームに特異
的な抗体が、ＭＯＲ０３２０７と同じエピトープに結合する。本開示の更なる実施例では
、リゾチームに特異的な抗体が、ＭＯＲ０３２０７と競合する。
【００２９】
　本開示の一実施例では、リゾチームに特異的な抗体が、支持基体に付着する。本開示の
更なる実施例では、リゾチームに特異的な抗体が、アガロース、セファロース、ポリアク
リルアミド、アガロース／ポリアクリルアミドコポリマー、デキシトラン、セルロース、
ポリプロピレン、ポリカーボネート、ニトロセルロース、ガラス、紙、及び磁気粒子から
なる群から選択された支持基体に付着する。更なる実施例では、この支持基体が精製カラ
ムに組み込まれている。更なる実施例では、この支持基体が、分離可能なビーズ上に組み
込まれている。
【００３０】
　本開示の一態様では、対象となるポリペプチド又はタンパク質が哺乳類リゾチームに融
合している。一実施例では、この哺乳類リゾチームが、ヒト、マウス、ラット、ニワトリ
、ウサギ、ヤギ、及び、霊長類リゾチームからなる群から選択される。好ましい実施例で
は、哺乳類リゾチームがニワトリリゾチームである。
【００３１】
　本開示の一態様では、対象となるポリペプチド又はタンパク質が、リゾチーム、又は、
その断片、類似体、同族体、異形、又は誘導体に融合している。一実施例では、このリゾ
チーム、又は、その断片、類似体、同族体、異形、又は誘導体が、哺乳類リゾチームから
抽出される。更なる実施例では、この哺乳類リゾチームが、ヒト、マウス、ラット、ニワ
トリ、ウサギ、ヤギ、及び、霊長類リゾチームからなる群から選択される。好ましい実施
例では、この哺乳類リゾチームが、ニワトリリゾチームである。
【００３２】
　一実施例では、融合タンパク質が、対象となるポリペプチド又はタンパク質と、リゾチ
ーム、又は、その断片、類似体、同族体、異形、又は誘導体と、プロテアーゼ開裂部位を
含む。好ましい実施例では、この開裂部位が、活性化第Ｘ因子、エンテロキナーゼ（エン
テロペプチダーゼ）、ＴＥＶ－プロテナーゼ、又は、ＨＲＶ３Ｃ－プロテナーゼ（Ｐｒｅ
Ｓｃｉｓｓｉｏｎプロテナーゼ）である。好ましい実施例では、このプロテナーゼ開裂部
位を用いて、リゾチームポリペプチドドメインを除去できる。
【００３３】
　一の態様では、本開示は、融合タンパク質をコード得る発現ベクターを含むキットに関
し、これは、対象となるポリペプチド又はタンパク質とリゾチーム、及びリゾチームに特
異的な抗体を含む。一実施例では、このリゾチームに特異的な抗体が支持基体に付着して
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いる。好ましい実施例では、この支持基体が固相支持基体である。更なる実施例では、こ
の固相支持基体が、アガロース、セファロース、ポリアクリルアミド、アガロース／ポリ
アクリルアミドコポリマー、デキシトラン、セルロース、ポリプロピレン、ポリカーボネ
ート、ニトロセルロース、ガラス、紙、及び磁気粒子から選択される。
【００３４】
　一の態様では、本開示は、対象となるポリペプチド又はタンパク質を含む融合タンパク
質に関し、この対象となるポリペプチド又はタンパク質の長さが、少なくとも５アミノ酸
長、少なくとも１０アミノ酸長、少なくとも２０アミノ酸長、少なくとも５０アミノ酸長
、少なくとも８０アミノ酸長、少なくとも９０アミノ酸長、少なくとも１００アミノ酸長
、少なくとも１１０アミノ酸長、少なくとも１２０アミノ酸長、少なくとも１２５アミノ
酸長、少なくとも１５０アミノ酸長、少なくとも２００アミノ酸長、少なくとも２５０ア
ミノ酸長、少なくとも３００アミノ酸長、少なくとも４００アミノ酸長、又は、少なくと
も５００アミノ酸長である。
【００３５】
　一の態様では、本開示は、リゾチームでタグ化したポリペプチド又はタンパク質に関す
る。一の態様では、このリゾチームでタグ化したポリペプチド又はタンパク質の長さが、
少なくとも５アミノ酸長、少なくとも１０アミノ酸長、少なくとも２０アミノ酸長、少な
くとも５０アミノ酸長、少なくとも８０アミノ酸長、少なくとも９０アミノ酸長、少なく
とも１００アミノ酸長、少なくとも１１０アミノ酸長、少なくとも１２０アミノ酸長、少
なくとも１２５アミノ酸長、少なくとも１５０アミノ酸長、少なくとも２００アミノ酸長
、少なくとも２５０アミノ酸長、少なくとも３００アミノ酸長、少なくとも４００アミノ
酸長、又は、少なくとも５００アミノ酸長である。
【００３６】
　一の態様では、本開示は、対象となる単量体ポリペプチド又はタンパク質の発現を、こ
の対象となるポリペプチド又はタンパク質をリゾチームを含む融合タンパク質として発現
させることによって、強化する方法に関する。
【００３７】
　一の態様では、本開示は対象となる単量体ポリペプチド又はタンパク質の発現を、この
対象となる単量体ポリペプチド又はタンパク質をリゾチームを含む融合タンパク質として
発現させることによって、強化する方法に関し、ここで、この融合タンパク質の収率が、
リゾチームを含まない対象となるポリペプチド又はタンパク質の収率と比べて、少なくと
も２倍、少なくとも３倍、少なくとも４倍、少なくとも５倍、少なくとも６倍、少なくと
も７倍、少なくとも８倍、少なくとも１０倍、少なくとも１５倍、少なくとも２０倍、少
なくとも２５倍、少なくとも５０倍、あるいは少なくとも１００倍高い。
【００３８】
　一実施例では、本開示は、対象となる単量体ポリペプチド又はタンパク質の発現を、こ
の対象となる単量体ポリペプチド又はタンパク質をリゾチームを含む融合タンパク質とし
て発現させることによって強化する方法に関し、ここで、対象となるポリペプチド又はタ
ンパク質とリゾチームを含むこの融合タンパク質が、凝集又は封入体を形成しない。この
開示の更なる実施例では、対象となるポリペプチド又はタンパク質とリゾチームを含む融
合タンパク質の、５０％、４０％、３０％、２５％、２０％、１５％、１４％、１３％、
１２％、１１％、１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％、１％以下
が、凝集を形成する。
【００３９】
　本開示の一実施例では、宿主細胞が、単量体ポリペプチド又はタンパク質とリゾチーム
を含む融合タンパク質をコードする発現ベクターで形質転換されている。
【００４０】
　本開示の一実施例では、融合タンパク質が対象となるポリペプチド又はタンパク質とリ
ゾチームを含み、このリゾチームが対象となる単量体ポリペプチド又はタンパク質のＮ末
端に融合している。本開示の一実施例では、この融合タンパク質が対象となるポリペプチ
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ド又はタンパク質とリゾチームを含み、リゾチームが対象となるポリペプチド又はタンパ
ク質のＣ末端に融合している。
【００４１】
　本開示の一実施例では、対象となるポリペプチド又はタンパク質とリゾチームを含む融
合タンパク質が、発現後単離される。本開示の更なる実施例では、この融合タンパク質が
、宿主細胞、培地、又はその両方から単離される。
【００４２】
　一の態様では、本開示は融合タンパク質の製造方法に関し、この方法は、
（ａ）宿主細胞中に誘導タンパク質を発現させるステップと、
（ｂ）この融合タンパク質を単離するステップと、
を具え、この融合タンパク質のポリペプチドドメインの一つがリゾチームである。
【００４３】
　本開示の一実施例では、融合タンパク質が宿主細胞から単離される。更なる実施例では
、融合タンパク質が、培地から単離される。好ましい実施例では、融合タンパク質が、宿
主細胞と培地から単離される。
【００４４】
　一の態様では、本開示は融合タンパク質の製造方法に関し、この方法は、
（ａ）宿主細胞中に融合タンパク質を発現させるステップと、
（ｂ）この融合タンパク質を宿主細胞と培地から単離するステップと、
を具え、この融合タンパク質のポリペプチドドメインの一つがリゾチームであり、ステッ
プ（ａ）の融合タンパク質の収率が、リゾチームポリペプチドドメインを含まないタンパ
ク質の収率に比べて、少なくとも２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１
０倍、１５倍、２０倍より高い。
【００４５】
　一の態様では、本開示は融合タンパク質の製造方法に関し、この方法は、
（ａ）宿主細胞中に融合タンパク質を発現させるステップと、
（ｂ）この融合タンパク質を宿主細胞と培地から単離するステップと、
を具え、この融合タンパク質のポリペプチドドメインの一つがリゾチームであり、ステッ
プ（ａ）で発現した融合タンパク質が、凝集又は封入体を形成しない。
【００４６】
　本開示の一の態様では、単離した融合タンパク質の５０％、４０％、３０％、２５％、
２０％、１５％、１４％、１３％、１２％、１１％、１０％、９％、８％、７％、６％、
５％、４％、３％、２％、１％以下が、凝集を形成する。
【００４７】
　一の態様では、本開示が、対象となる単離したポリペプチド又はタンパク質を製造する
方法に関し、この方法が、
（ａ）宿主細胞中に誘導タンパク質を発現させるステップであって、融合タンパク質が対
象となるポリペプチド又はタンパク質とリゾチームを含むステップと、
（ｂ）この融合タンパク質を単離するステップと、
を具える。
【００４８】
　本開示の一実施例では、融合タンパク質が宿主細胞から単離されている。更なる実施例
では、融合タンパク質が培地から単離されている。好ましい実施例では、融合タンパク質
が、宿主細胞と培地から単離されている。
【００４９】
　一の態様では、本開示は、単離した単量体ポリペプチド又はタンパク質を製造する方法
に関する。一の態様では、この開示は、対象となる単離した単量体ポリペプチド又はタン
パク質の製造方法に関する。好ましい実施例では、このポリペプチド又はタンパク質が、
生理学的単量体組成物を有する。好ましい実施例では、対象となるタンパク質が、生理学
的単量体組成物を有する。好ましい実施例では、対象となるタンパク質が、生理学的にモ
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ノマーとして発現した細胞表面受容体である。好ましい実施例では、対象となるタンパク
質が、生理学的にモノマーとして発現した可溶性タンパク質である。
【００５０】
　一の態様では、本開示は、対象となる単離した単量体ポリペプチド又はタンパク質の製
造方法に関し、この方法が、
（ａ）宿主細胞中に誘導タンパク質を発現させるステップであって、融合タンパク質が対
象となるポリペプチド又はタンパク質とリゾチームを含むステップと、
（ｂ）この融合タンパク質を宿主細胞と培地から単離するステップと、
を具える。
【００５１】
　本開示の一実施例では、ステップ（ａ）の融合タンパク質の収率が、リゾチームを含ま
ない対象となる単量体ポリペプチド又はタンパク質の収率に比べて、少なくとも２倍、３
倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、１５倍、２０倍より高い。
【００５２】
　本開示の一実施例では、ステップ（ａ）で発現した融合タンパク質が、凝集又は封入体
を形成しない。本開示の好ましい実施例では、単離した融合タンパク質の５０％、４０％
、３０％、２５％、２０％、１５％、１４％、１３％、１２％、１１％、１０％、９％、
８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％、１％以下が、凝集を形成する。
【００５３】
　本開示の一実施例では、リゾチームがタグである。更なる実施例では、リゾチームが、
発現又は精製タグである。好ましい実施例では、リゾチームが発現及び精製タグである。
【００５４】
　一の態様では、本開示は、リゾチームに融合した対象となるポリペプチド又はタンパク
質を発現させ、このリゾチームに融合した対象となるポリペプチド又はタンパク質を単離
することによって特徴づけられる、対象となるポリペプチド又はタンパク質の製造用タグ
としてのリゾチームの使用に関する。
【００５５】
　一の態様では、本開示は、宿主細胞中でリゾチームに融合した対象となるポリペプチド
又はタンパク質を発現させ、宿主細胞及び培地からこのリゾチームに融合した対象となる
ポリペプチド又はタンパク質を単離することによって特徴づけられる、対象となるポリペ
プチド又はタンパク質の製造用タグとしてのリゾチームの使用に関する。
【００５６】
　一の態様では、本開示は、宿主細胞中でリゾチームに融合している対象となるポリペプ
チド又はタンパク質を発現し、この宿主細胞及び培地からリゾチームに融合した対象とな
るポリペプチド又はタンパク質を単離することによって特徴づけられた、対象となるポリ
ペプチド又はタンパク質の製造用タグとしてのリゾチームの使用であって、このリゾチー
ムに融合した対象となるポリペプチド又はタンパク質が、リゾチームに特異的な抗体と共
に単離されている、使用に関する。
【００５７】
　本開示の一実施例では、リゾチームに融合した対象となるポリペプチド又はタンパク質
の収率が、リゾチームポリペプチドドメインを含まない対象となるポリペプチド又はタン
パク質の収率に比べて、少なくとも、２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍
、１０倍、１５倍、２０倍より高い。
【００５８】
定義
　用語「ポリペプチド」は、ここでは、当業者に認識されている最も広い意味で使用され
ている。ポリペプチドは、ペプチド結合を介して結合された少なくとも二つのアミノ酸を
含む。通常、ポリペプチドは３０以上のアミノ酸を含む。
【００５９】
　用語「タンパク質」は、ここでは、当業者に認識されている最も広い意味で使用されて
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いる。タンパク質は一またはそれ以上のポリペプチドを含み、このポリペプチドの少なく
とも部分が、ポリぺプチド鎖内及び／又は間に第１、第２、第３、又は第４構造を形成す
ることによる、所定の三次元構造配列を有するあるいは得ることができる。タンパク質は
単量体（一のポリペプチド鎖からなる）又は多量体（２又はそれ以上のポリペプチド鎖か
らなる）であってもよい。
【００６０】
　用語「宿主細胞」は、ここでは、外来性ポリペプチド又はタンパク質の製造における任
意数の共通に使用されている細胞であり、真核宿主細胞と原核宿主細胞を含む。本発明の
好ましい宿主細胞は、菌細胞、イースト細胞、植物細胞、昆虫細胞、又は哺乳類細胞など
の、真核細胞である。最も好ましい宿主細胞は、哺乳類宿主細胞である。更に好ましい実
施例では、この哺乳類宿主細胞が、ＣＨＯ細胞（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ；ＥＣＡＣＣ　＃８５０５０３０２）、ＰＥＲ．Ｃ
６細胞（Ｃｒｕｃｅｌｌ，Ｌｅｉｄｅｎ，Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）、ＨＫＢ１
１細胞（Ｂａｙｅｒ　ＨｅａｌｔｈＣａｒｅ，Ｂｅｒｋｌｅｙ／ＣＡ，ＵＳＡ）、及びＨ
ＥＫ２９３（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ；Ｏ
ｒｄｅｒ　Ｎｏ．ＣＲＬ－１５７３）である。
【００６１】
　ここで用いられている用語「（ポリペプチドを）発現する条件」とは、所定のポリペプ
チドの発現を促す条件を意味する。宿主細胞の条件の意図的な選択によって、本発明のポ
リペプチドの発現スイッチをオンにする（あるいはシャットダウンする）ことができる。
通常、このような条件の変更は、化学的化合物あるいは天然に生じる化合物である、「誘
導物質」を宿主細胞の成長媒体に加えることによって行われる。使用する特定の促進剤に
応じて、誘導物質の性質は変わる。ポリペプチドの発現を促す条件のその他の変更は、温
度の上昇や、あるいは、光又は紫外線への露出である。
【００６２】
　ここで用いられている用語「リゾチーム」は、ニワトリ卵白リゾチームなどの天然に生
じるリゾチーム、合成リゾチーム、及びヒト組み換えリゾチーム、並びにリゾチーム塩な
ど、すべてのリゾチームを含む。好ましい実施例では、リゾチームがニワトリリゾチーム
（配列番号１）である。一実施例では、用語「リゾチーム」が、藻、始原細菌、バクテリ
ア、イースト、糸状菌、又は原生動物由来のリゾチームを意味する。一実施例では、用語
「リゾチーム」が、マウス（配列番号２）、ウサギ（配列番号３）、ヤギ（配列番号４）
、ヒト（配列番号５）、ウシ（配列番号６）、ネズミ（配列番号７）、あるいはカニクイ
ザル（配列番号８）リゾチームである。好ましい実施例では、本開示で使用されているリ
ゾチームが、天然由来の有機体で発現されるリゾチームのアミノ酸配列に、少なくとも６
５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少
なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも
９８％、少なくとも９９％、あるいは１００％共通している。
【００６３】
　用語「変異」は、一またはそれ以上の特定位置に置ける一またはそれ以上のアミノ酸残
基の、置換、挿入、及び／又は削除といった変形を含むポリペプチドとして定義される。
変形ポリぺプチド（変異）は、親リゾチームをコードするポリヌクレオチド配列の変形に
よって人間の介入を介して入手できる。親リゾチームは、配列番号１、２、３、４、５、
６、７、８、又は、これらの配列の一つに、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少な
くとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９
５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくとも９９％共通
している配列によってコードすることができる。変異ポリペプチド配列は、自然界にない
ものが好ましい。本発明は、好ましくは、一またはそれ以上の位置における置換及び／又
は挿入及び／又は削除の形をした、変形を含むリゾチーム変異に関する。
【００６４】
　ここで用いられている用語「単離されている」は、例えば、発現がなされている宿主細
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胞などの現から単離されたポリペプチド又はタンパク質又はその変異を意味する。好まし
くは、このポリペプチドは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥできめられている、少なくとも６０％純粋
、少なくとも８０％純粋、少なくとも９０％純粋、あるいは少なくとも９５％純粋など、
少なくとも４０％純粋である。
【００６５】
　用語「融合タンパク質」は、少なくとも二つのポリペプチドドメインを持つ単ポリペプ
チド鎖を意味する。通常は、天然の単ポリペプチドには、二つのポリペプチドドメインは
存在しない。従って、ここで用いられているように、自然界に生じるタンパク質は「融合
タンパク質」ではない。好ましくは、対象となるポリペプチドは、少なくとも一のポリペ
プチドドメインにペプチド結合によって融合しており、この融合タンパク質は、別のタン
パク質由来にアミノ酸部分間にアミノ酸の結合領域も有する。対象となるポリペプチドに
融合したポリペプチドドメインは、対象となるポリペプチドの溶解度及び／又は発現を強
化し、宿主細胞、培地上澄、あるいはその両方から組み換え融合タンパク質の生成ができ
るようにする精製タグを提供する。対象となるポリペプチドに融合したポリペプチドドメ
インは、対象となるポリペプチドのＮ－末端又はＣ－末端で融合する。
【００６６】
　用語「組み換え」は、例えば、化学合成によって、あるいはアミノさ又は核酸の単離し
たセグメントを遺伝子工学技術を用いて操作することによって、二つの分離した配列の人
工的な組み合わせを意味する。
【００６７】
　ここで使用している用語「発現」は、例えば、ｍＲＮＡ又はタンパク質（前駆体又は成
熟タンパク質）などの、機能性最終生成物の生成を意味する。
【００６８】
　用語「ベクター」は、リンクしている別のポリヌクレオチド分子を搬送できるポリヌク
レオチド分子を意味する。ある種のベクターは「プラズミド」であり、これは、中に更に
ＤＮＡセグメントを挿入することができる、環状二重標準ＤＮＡループを意味する。更に
、対象となる遺伝子のコード配列は、細胞転写機構によって所定のベクターから転写し、
更に、対象となるタンパク質へ翻訳することができる。このようなベクターをここでは、
「発現ベクター」と呼んでいる。一般的に、組み換えＤＮＡ技術に有用な発現ベクターは
、プラズミドの形をしている。「プラズミド」は最も普通に使用されている形のベクター
であるので、本明細書では、「プラズミド」と「ベクター」は交換可能に使用されている
。しかしながら、本開示は、ウイルスベクター（例えば、複製欠落レトロウイルス、アデ
ノウイルス、及びアデノ関連ウイルス）など、同等に機能する他の形の発現ベクターを含
むよう意図されている。
【００６９】
　ここで使用されているように、用語「単量体」及び文法的にこれと同等の用語は、単ポ
リペプチド鎖からなるポリペプチド又はタンパク質を意味する。本発明の単量体ポリペプ
チド又はタンパク質は、別のポリペプチド又はタンパク質に共有結合も非共有結合もして
いない。
【００７０】
　用語「タグ」は、第２のポリペプチドに付着できるペプチド又はポリペプチド配列を意
味する。
【００７１】
　ここで使用されている用語「精製タグ」は、ポリペプチドの生成又は同定に適している
ペプチド配列を意味する。「精製タグ」は、特に、精製タグに親和性がある別の部分に結
合する。このような精製タグに特に結合する部分は、通常、アガロースビーズなどのマト
リックス又は樹脂に付着する。精製タグに特に結合する部分は、抗体、その他のタンパク
質（例えば、タンパク質Ａ又はストレプタビジン）、ニッケル又はコバルトイオン又は樹
脂、ビオチン、アミロース、マルトース、及びシクロデキシトリン、を含む。例示的な精
製タグは、ヒスチジン（ＨＩＳ）タグ（ヘキサヒスチジンペプチドなど）を含み、これは
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はｍｙｃタグ（ＥＱＫＬＩＳＥＥＤＬ）、Ｓｔｒｅｐタグ（ＷＳＨＰＱＦＥＫ）、Ｆｌａ
ｇタグ（ＤＹＫＤＤＤＤＫ）、及びＶ５タグ（ＧＫＰＩＰＮＰＬＬＧＬＤＳＴ）である。
用語「精製タグ」には、「エピトープタグ」、すなわち抗体によって特異に気に認識され
るペプチド配列も含まれる。例示的エピトープタグには、モノクロナール抗ＦＬＡＧ抗体
によって特異的に認識される、ＦＬＡＧタグがある。抗ＦＬＡＧ抗体によって認識される
ペプチド配列は、配列ＤＫＹＤＤＤＤＫ又はこれのほぼ同一である変異からなる。用語「
精製タグ」は、精製タグの実質的に同一である変異も含む。ここで用いられている「実質
的に同一である変異」は、原精製タグと比較して変形されている（例えば、アミノ酸置換
、削除、挿入を介して）が、精製タグを特に認識する部分に特異的に結合する精製タグの
特性を残している、精製タグの誘導体、又は断片を意味する。
【００７２】
　ここで用いられている用語「発現タグ」は、第２ポリペプチドに付着でき、その溶解度
、安定性、及び／又は対象となる組み換えポリペプチドの発現をサポートすると考えられ
る、ペプチド又はポリペプチドを意味する。例示的発現タグには、Ｆｃ－タグとＳＵＭＯ
－タグがある。原理的には、どのペプチド、ポリペプチド又はタンパク質も、発現タグと
して使用することができる。
【００７３】
　ここで用いられている用語「抗体」は、全抗体と、抗体断片又は単鎖を含む。天然の「
抗体」は、ジスルフィド結合で相互に結合された少なくとも２つの重（Ｈ）鎖と二つの軽
（Ｌ）鎖を含むタンパク質である。好ましい実施例では、本出願に開示された抗体は、「
モノクロナール抗体」である。ここで用いられている用語「モノクロナール抗体」は、単
モノクロナール組成物の抗体分子の製剤を意味する。モノクロナール抗体組成物は、特定
のエピトープに対する独自の結合特異性と親和性を有する独自の結合部位が見られる。
【００７４】
　ここで用いられている用語「トランスフェクション」は、外来性ＤＮＡの原核宿主細胞
又は真核宿主細胞への導入に一般的に使用される様々な技術を意味し、例えば、電気穿孔
法、リン酸カルシウム沈殿、ＤＥＡＥ－デキシトラントランスフェクション、などがある
。宿主細胞は、当業者に公知の従来の手段を用いて、本発明のベクターでトランスフェク
トすることができる。例えば、トランスフェクションは、一過性トランスフェクションで
あってもよい。従って、本発明の所定の実施例では、対象となるポリペプチド又はタンパ
ク質及びリゾチームを含む上述の融合タンパク質をコード化する遺伝子が、一過性トラン
スフェクションを介して真核宿主細胞に導入される。
【００７５】
　明細書及び請求項を通じて使用されている用語「％共通している」は、以下のように計
算される。ＣＬＵＳＴＡＬ　Ｗアルゴリズム（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，Ｊ．Ｄ．，Ｈｉｇｇｉ
ｎｓ，Ｄ．Ｇ．ａｎｄ　Ｇｉｂｓｏｎ，Ｔ．Ｊ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ，２２：ｖ４６７３－４６８０（１９９４））を用いて、ターゲット配列に問
い合わせ配列を整列させる。整列した配列の最も短い者に対応するウインドで比較を行う
。各位置でのアミノ酸残基を比較して、ターゲット配列中の同一対応性を有する問い合わ
せ配列の一のパーセンテージを、％共通として報告する。
【００７６】
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【００７７】
　すべての試薬は、商業的に入手可能であり、例えば、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓ
ａｒｔｏｒｉｕｓ，ＴＴＰ，ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ社、その他から購入できる。ま
た、分子生物学の研究所で使用されている標準試薬である。
【００７８】
　特に表示されていない限り、分子クローニングは、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．：
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，３
　Ｖｏｌ．；Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（Ｄｅｃｅ
ｍｂｅｒ　２０００）に実質的に記載されている、標準プロトコルを用いて実行した。発
現と精製は、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ（Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ）に記載されている標準的手順に従って行
った。
【００７９】
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例１：　本発明の方法に使用するのに適したベクターの生成
　例えば、標準ｐｃＤＮＡ３．１ベクター（Ｉｎｖｉｔｏｒｏｇｅｎ）又はｐＭＡＸ発現
ベクター（図１、図２）などの真核発現ベクターであり、ｐｃＤＮＡ３．１に基づいて改
変した発現ベクターを用いて、本発明を実行した。ｐＭＡＸ発現ベクターは、効率のよい
トランスクリプションと翻訳のために、例えば、複製源、抗生物質耐性、並びに調節配列
（例えば、促進剤、強化材、ポリアデニル化部位）を含む。各融合パートナー又はタグ（
例えば、リゾチーム、ＧＳＴ，Ｈｉｓ，Ｆｃ）を、標準サブクローニングを用いて、多重
クローニング部位（ＭＣＳ）の３’－末端に挿入した（図１）。図２では、ニワトリリゾ
チームを含むｐＭａｘ発現構造のヌクレオチド配列が例示されている。
【００８０】
　対象となるタンパク質のコード配列を発現ベクターのＭＣＳに挿入し、対象となる遺伝
子の融合構造と例えばリゾチームを得る。このようにして取得したベクターを、対象とな
るタンパク質を含む融合タンパク質が発現されている条件下で、例えばＨＫＢ１１又はＨ
ＥＫ２９３細胞などの哺乳類宿主細胞にトランスフェクトする。
【００８１】
実施例２：　適当な宿主細胞へのベクターの転写
　実施例１に係るベクターの様々な変異を精製して、特定のタグ（例えば、リゾチーム、
ＧＳＴ，Ｈｉｓ，Ｆｃ）に融合した対象となる特定のたんぱく質をコードして、哺乳類宿
主細胞の転写した。
【００８２】
　例えば、ＨＫＢ１１懸濁細胞を、０．５×１０６ｖｃ／ｍｌの密度で播種し、加湿した
ＣＯ２インキュベータ中で、３７℃、及び６％のＣＯ２濃度でインキュベートした。翌日
、製造者の指示書に従って、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００とＯｐｔｉＭＥＭ（Ｉｎ
ｖｉｔｏｒｏｇｅｎ）を用いて、細胞をプラズミド－ＤＮＡで転写した。３日後、調整し
た細胞培地上澄を採取した。その後、発現したタンパク質を、採取した上澄から標準的な
精製方法（Ｆｃ－ｔａｇ用のタンパク質Ａ親和性クロマトグラフィ、又はＨｉｓタグ用の
ＩＭＡＣ）を用いて、または、リゾチームタグ化タンパク質用には、リゾチーム（ＭＯＲ
０３２０７）に特異的な抗体を用いて、精製した。この場合、リゾチームに特異的な抗体
を、製造者の指示書に基づいて、セファロース４ＦＦ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に
結合させた。対象となる発現した融合タンパク質が、カラムに結合し、サンプルを１００
ｍＭのグリシン、ｐＨ４．０で溶出した。
【００８３】
　２８０ｎｍの波長におけるＵＶ吸収測定を使用して、タンパク質濃度を測定した。生成
したタンパク質の自然な状態を、サイズ排除クロマトグラフィ（凝集のパーセンテージの
測定に使用する）と、ダイナミック光散乱（粒子サイズの測定に使用する）によって分析
した。
【００８４】
実施例３：リゾチームをタグとして使用した対象となるタンパク質の発現と精製
３．１　８種のタンパク質を分析
　対象となる８種類のタンパク質を、リゾチーム融合タンパク質として発現させ及び精製
するために選択した。全てのタンパク質は哺乳類細胞株（例えば、ＨＫＢ１１）によって
発現及び分泌され、細胞培地上澄から生成した。選択したタンパク質は、非常に発現率が
低く、及び／又はＦｃ－融合、ＧＳＴ－融合、あるいはＨｉｓ－タグ化タンパク質として
高い凝集を示した。反対に、リゾチームとの融合は、すべてのタンパク質について、発現
率を高め、及び／又は、タンパク質の品質を大きく改善した。
【００８５】
　表１－８において、８つの異なるタンパク質の発現と精製を試験して比較した。分析し
た対象となるすべてのタンパク質は、単量体として生理学的に発言したタンパク質であり
、１１０アミノ酸長より長いタンパク質である。例示したタンパク質は、タンパク質１の
場合、１１６アミノ酸最短長を有し、タンパク質２は５１７アミノ酸長、タンパク質３は
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２５７アミノ酸長、タンパク質４は２３７アミノ酸長、タンパク質５は２１７アミノ酸長
、タンパク質６及びタンパク質７は、１９３アミノ酸長、タンパク質８は２０９アミノ酸
長である。
【００８６】
　いくつかの例示したタンパク質は、Ｆｃ－タグに融合した場合に発現しなかった。結論
として、Ｈｉｓ－タグ、リゾチーム、あるいはその組み合わせについて対象となる単量体
タンパク質を発現することを試験した。続く精製は、Ｈｉｓ－タグ又はリゾチームを介し
て行った。Ａｖｉ－タグを更なるタグとして用いて、各タンパク質を続いてビオチン化し
た。Ａｖｉ－タグは１５アミノ酸長であり、部位特定ビオチン化を媒介するＢｉｒＡ酵素
に対する認識部位を有する。Ａｖｉ－タグは、組み換えで発現したポリペプチド又はタン
パク質の発現レベルに影響を与えず、凝集傾向を損なわない。
【００８７】
３．２　タンパク質の発現を可能にするあるいは強化するリゾチーム－タグ
　タンパク質１は、哺乳類発現ベクターでコードされ、二つの異なるタグの特定の組み合
わせに融合した。これによって、Ｈｉｓ－タグ又はリゾチームタグのいずれかを使用して
、Ｈｉｓ－タグ（固定化金属親和性クロマトグラフィ、ＩＭＡＣを用いて）又はリゾチー
ム（セファロース４ＦＦに結合したリゾチーム特異的抗体としてＭＯＲ３２０７を用いて
）を介して生成を行った。Ｈｉｓ－タグを用いてはタンパク質１の発現が検出されなかっ
たのに対して、リゾチームを用いた融合によって、タンパク質１を発現することができた
（表１）。更に、リゾチーム特異的抗体を介した融合タンパク質の精製では、ＩＭＡＣを
介した精製に比べて非常に大量のタンパク質を算出した。更に、精製したタンパク質の凝
集は検出されなかった。
【００８８】

【００８９】
　表２及び３では、更に、Ｆｃ－タグ又はＨｉｓ－タグの組み合わせを用いて発現できな
かったタンパク質を例示している。しかしながら、リゾチームとの融合によって、タンパ
ク質２及びタンパク質３ともに発現し、精製することができた。タンパク質２については
、リゾチームをタンパク質２に融合させることで、精製後の収率が０．３ｍｇ.／Ｌから
４．０ｍｇ／Ｌに増えた。更に、凝集のレベルは、精製した融合タンパク質の７％を下回
った。
【００９０】
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【００９１】

【００９２】
３．２　リゾチーム融合タンパク質は凝集が少ない
　分析したタンパク質４、５、及び６は、発現率が強化されているだけではなく、リゾチ
ーム融合タンパク質として発現されている場合に凝集が少ないことを示す。タンパク質４
の発現は３倍以上増えており、タンパク質がＨｉｓに代えてリゾチームと融合している場
合は、凝集が３倍以上低減された（表４）。
【００９３】
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【００９４】
　タンパク質５について（表５）も、６（表６）についても、リゾチームタグをＧＳＴ－
タグに比較した場合、同じ結果が見られた。
【００９５】

【００９６】

【００９７】
　したがって、表７及び８で分析されているタンパク質もＧＳＴ－Ｈｉｓ－タグ又はＨｉ
ｓ－タグに融合したタンパク質に比べてリゾチームでタグ化した場合、有意に少ない凝集
で生成することができた。更に、タンパク質８の発現レベルは、ＧＳＴ－Ｈｉｓ－タグ又
はＨｉｓ－タグに比べてリゾチーム－融合によって高くなったが、タンパク質７の発現レ
ベルは、Ｈｉｓ－タグに比べた場合にのみ上がり、ＧＳＴ－Ｈｉｓ－タグの場合は上がら
なかった。
【００９８】
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【００９９】

【０１００】
　まとめると、分析したすべてのタンパク質に対してリゾチームの融合は、代替のタグ（
例えば、Ｈｉｓ，ＧＳＴ－Ｈｉｓ，Ｆｃ－Ｈｉｓ，Ｈｉｓ）に比べて有益であった。
【０１０１】
　タンパク質１、２、及び３については、タンパク質がリゾチームに融合している場合、
発現レベルが非常に高くなった。タンパク質７については、発現レベルは上がらなかった
が、リゾチームへの融合によって、凝集が少なくなったという意味で、精製したタンパク
質の品質を有意に改良した。しかしながら、タンパク質４、５、６及び８に関しては、タ
ンパク質がリゾチームに融合した場合の高い発現率を持って、凝集する傾向が有意に小さ
くなったことが観察された。
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