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(57)【要約】
【課題】改良された特性を有するフリンポリペプチドを提供する。
【解決手段】本発明は、野生型フリンと比較して、ミドルドメイン（ホモ－Ｂ－ドメイン
）と膜貫通ドメインとの間の改変されたアミノ酸配列を有するフリンポリペプチドを含み
、このフリンポリペプチドは、タンパク質分解活性を保持するが、野生型フリンと比較し
て、低いレベルにおいて細胞培養物中に分泌される。さらに、本発明は、このようなフリ
ンポリペプチドをコードする核酸分子、これらの核酸分子を含むベクターおよび宿主細胞
、これらのフリンポリペプチドを含有する組成物、ならびにこのような組成物を産生する
ための方法を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　明細書中に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　（発明の背景）
　本発明は、新規なフリンポリペプチドに関する。フリンは、（対合した塩基性アミノ酸
切断酵素に因んで）ＰＡＣＥともまた称され、哺乳動物サブチリシン様プロタンパク質転
換酵素（ＳＰＣまたはＰＣ）のファミリーに属する。これらのタンパク質は、分泌経路内
において、単一か、対合しているか、または複数の塩基性コンセンサス部位において、不
活性前駆体タンパク質の内部タンパク質分解（ｅｎｄｏｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ）変異プ
ロセシングに関与する（Ｎａｋａｙａｍａ，１９９７，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．，３２７，
６２５－６３５頁；ＳｅｉｄａｈおよびＣｈｒｅｔｉｅｎ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉ
ｏｎｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，８，１９９７，６０２－６０７頁に総説さ
れている）。このファミリーの７つの別個のメンバーが、現在までに同定されており、フ
リン、ＰＣ１（ＰＣ３としてもまた公知）、ＰＣ２、ＰＡＣＥ４、ＰＣ４、ＰＣ５（ＰＣ
６としてもまた公知）、ＰＣ７（またはＬＰＣ、ＰＣ８、もしくはＳＰＣ７）を含み、こ
れらの各々が、独自の組織分布を示すが、いくつかの組織における種々のＰＣのオーバー
ラップした機能的縮重が起こり得る（Ｓｅｉｄａｈら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１９９４、７
６、１９７－２０９頁）。
【０００２】
　フリンは、試験された全ての哺乳動物組織および細胞株において遍在的に発現され、そ
して分泌経路において、広範な生物活性前駆体タンパク質（増殖因子、ホルモン、血漿タ
ンパク質、レセプター、ウイルスエンベロープ糖タンパク質、および細菌毒素が挙げられ
る）をプロセシングし得る。フリンは、カルシウム依存型セリンエンドプロテアーゼであ
り、構造的にいくつかのドメイン（すなわち、シグナルペプチド、プロペプチド、触媒ド
メイン、ミドルドメイン（ｍｉｄｄｌｅ　ｄｏｍａｉｎ）（ホモ－ＢまたはＰドメインと
もまた称される）、Ｃ末端に位置するシステインリッチドメイン、膜貫通ドメインおよび
細胞質テイル）に配置されている。新規に合成されたフリン前駆体の、小胞体からゴルジ
区画への遷移の際に、プロペプチドは、２段階プロセシング事象において、自己触媒反応
的に除かれる（Ｌｅｄｕｃら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６７，１９９２，１４３０
４－１４３０８頁；Ａｎｄｅｒｓｏｎら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１９９７，１５０８－１５１
８頁）。
【０００３】
　フリンは、トランス－ゴルジ網（ＴＧＮ）に優先的に局在するが、これはまた、エンド
ソーム小胞を介してＴＧＮと細胞表面との間を循環し、これによって、構成的な分泌経路
を介する前駆体タンパク質の移動の間に前駆体タンパク質をプロセシングし、かつ細胞外
経路に入る分子をプロセシングする。種々のプロセシング区画への、フリンの細胞分布は
、その細胞質テイル内での規定された構造的特性によって、明らかに方向付けられる（Ｓ
ｃｈａｅｆｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１１，１９９５，２４２４－２４３５頁；Ｖｏｏｒ
ｈｅｅｓら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，２０，１９９５，４９６１－４９７５頁；Ｔｅｕｃｈｅｒ
ｔら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７４，１９９９，８１９９－８２０７頁）。細胞質
ドメインの欠失は、原形質膜に主として位置する短縮型フリンポリペプチドを生じ、この
原形質膜へは、恐らくデフォルト経路によって、短縮型フリンポリペプチドが移送され、
細胞質ドメインにおける調節配列モチーフの損失に起因して、ＴＧＮへの再循環が不可能
である（Ｍｏｌｌｏｙら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１３、１９９４、１８－３３頁；Ｓｃｈａｅ
ｆｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１４、１９９５、２４２４－２４３５頁）。
【０００４】
　Ｃ末端ドメインは、フリンの機能的活性には必ずしも必要ではないことが見出された。
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膜貫通ドメインおよび細胞質テイルを欠く変異体フリンは、細胞培養培地中に容易に放出
され、一方で依然として重要な活性を示すことが見出された。全長組換えフリンの高レベ
ルの発現は、膜貫通ドメインおよび細胞質テイルを欠く短縮型フリン形態（「流出（ｓｈ
ｅｄ）」フリンと称される）の天然の分泌を生じた（Ｗｉｓｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８７、１９９０、９３７８－９３８２頁；Ｒｅｈｅｍｔｕｌｌａお
よびＫａｕｆｍａｎ，Ｂｌｏｏｄ，７９，１９９２，２３４９－２３５５頁；Ｖｉｄｒｉ
ｃａｉｒｅら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．，１９５，１９９
３、１０１１－１０１８頁；Ｖｅｙら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，１２７，１９９４，
１８２９－１８４２頁；Ｐｒｅｉｎｉｎｇｅｒら、Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌ．，３０，１
９９９，１－１５頁）。フリン流出（ｓｈｅｄｄｉｎｇ）が、飽和している細胞回復機構
に起因するか否か、過剰なプロテアーゼに対する宿主細胞の保護機構を表すか否か、また
は分泌による細胞内フリン濃度／活性を調節する天然の調節プロセスの一部であるか否か
に関しては、未解決のままである。ウシ腎臓細胞のゴルジ画分からの短縮型内因性フリン
の単離は、切断が、単に、過剰発現によって引き起こされる人工的な分泌プロセスではな
いという考えを支持し得る（Ｖｅｙら、１９９４）。可溶性の分泌形態へのフリンの変換
は、細胞内で、カルシウムの存在を必要とする酸性区画内で生じることが示された（Ｖｅ
ｙら、１９９４）。
【０００５】
　しかし、活性なままである、Ｃ末端短縮型であり、従って、可溶性形態のフリンの存在
は、ネイティブな全長フリンを組換え的に過剰発現する細胞の馴化培地中でほぼ排他的に
検出された（Ｗｉｓｅら、１９９０；ＲｅｈｅｍｔｕｌｌａおよびＫａｕｆｍａｎ、１９
９２；Ｖｉｄｒｉｃａｉｒｅら、１９９３；Ｖｅｙら、１９９４；Ｐｒｅｉｎｉｎｇｅｒ
ら、１９９９）。
【０００６】
　フリンポリペプチドを記載する他の先行技術としては、ＷＯ９１／０６３１４が挙げら
れ、これは、アミノ酸１０８～４６４からなり、従って、ホモ－Ｂドメイン、システイン
リッチ領域、膜貫通ドメインおよび細胞質テイルの一部を欠失する、フリンのフラグメン
トを記載する。ＷＯ９２／０９６９８は、全長フリンおよび膜貫通ドメインを欠失するフ
リンを開示する。さらに、Ｐｒｅｉｎｉｎｇｅｒら（Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　３
０、１９９９、ｐｐ．１－１５）は、システインリッチ領域、膜貫通ドメインおよびサイ
トゾルドメインを欠失する、フリン変異体を記載する。このような変異体を発現する細胞
は、増加した細胞内濃度のフリン誘導体（しかし、分泌レベルは変化する）を含んだ。こ
れらの著者らは、これらの分子の細胞外蓄積の欠失が、これらの分子がほぼおそらく分解
されることを示唆すると述べている。さらに、著者らは、細胞内に位置する全長組換えフ
リンが、ほとんど不活性であるようであること、および、その宿主細胞に対するより多く
の量の全長フリンの潜在的毒性が存在することを述べている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（発明の要旨）
　本発明者らは、細胞培養培地中の可溶性フリンが、フリンによって天然でプロセシング
され非特異的に切断されないタンパク質を生じ得ることを見出した。例えば、ネイティブ
第ＶＩＩＩ因子は、フリンによって天然でプロセシングされないが、第ＶＩＩＩ因子は、
例えば、細胞培養培地中で長時間フリンに曝露された場合に、可溶性フリンによる誤った
プロセシングに対する標的となり得る。このことは、このような細胞培養培地中の構造的
にインタクトな第ＶＩＩＩ因子タンパク質の収率の減少を導く。このことは、第ＶＩＩＩ
因子を、フリンの天然の基質（例えば、フォン・ビルブラント因子）と共に同時発現させ
た場合か、またはフリンによって天然でプロセシングされる組換えタンパク質を、長時間
フリンに対して曝露して、その結果、さらに、誤った部位が切断される場合に当てはまり
得る。
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【０００８】
　本発明は、改変されたフリンポリペプチドの使用によって、細胞培養物中のタンパク質
の非特異的切断を減少または阻害する。この改変されたフリンポリペプチドは、タンパク
質分解活性を有するが、宿主細胞により培養培地中に分泌されないか、または野生型フリ
ンの分泌と比較して減少した量で分泌される。このようなフリンポリペプチドは、大量に
細胞内で発現された場合でさえ、宿主細胞に対して毒性ではないことが、見出されている
。
【０００９】
　従って、本発明は、野生型フリンと比較して、ホモＢドメインと膜貫通ドメインとの間
（すなわち、図１および２に示されるアミノ酸配列に従うと、アミノ酸Ａｌａ５５７とＬ
ｅｕ７１３との間）で改変されたアミノ酸配列を有するフリンポリペプチドを提供する。
このような改変されたアミノ酸配列を有するフリンポリペプチドは、天然の（すなわち、
野生型の）フリンと類似のタンパク質分解活性を有するが、このようなフリンポリペプチ
ドを発現している宿主細胞によって、天然のフリンと比較して実質的に減少した量で培養
培地中に分泌されるということは、驚くべき知見であった。
【００１０】
　本発明によるフリンポリペプチドが、細胞への実質的な毒性なしに、この細胞内で大量
に発現され得ることは、本発明の別の局面である。なおさらなる局面において、改変され
たフリンタンパク質の生理学的な切断の性質はなお存在するが、培地中に存在するフリン
が少ないか、または培地中にフリンが存在しないために、細胞培養培地中の分泌されたタ
ンパク質または細胞外に局在するタンパク質の偶発的な切断が、非常に減少される。
【００１１】
　さらに、本発明のフリンポリペプチドのさらなる利点は、フリン依存性タンパク質のタ
ンパク質分解プロセシングは、細胞内で起こり得るが、フリンによるタンパク質の非特異
的プロセシングは、これが完全に排除されない場合でも少なくとも減少され得るというこ
とである。従って、細胞培養の馴化培地中の可溶性フリンにタンパク質が暴露される場合
に生じ得る、タンパク質の非特異的切断が、本発明によるフリンポリペプチドによって回
避される。
　別の局面において、本発明は、本発明によるフリンポリペプチドをコードする組換えポ
リヌクレオチドを提供する。なお別の局面において、本発明は、本発明によるフリンポリ
ペプチドを生成するための方法、本発明によるフリンポリペプチドをコードするポリヌク
レオチド配列を含む組換えベクター、このようなベクターを含む宿主細胞、および本発明
のフリンポリペプチドを含む調製物を提供する。
　本発明は、例えば、以下の項目を提供する：
（項目１）　アミノ酸を含むフリンポリペプチドであって、該アミノ酸は、野生型フリン
のアミノ酸配列と比較して、改変を含む配列を有し、ここで、該改変が、野生型フリンの
アミノ酸Ａｌａ５５７とＬｅｕ７１３との間に存在している、フリンポリペプチド。
（項目２）　前記改変が、野生型フリンのアミノ酸Ａｌａ５５７とＬｅｕ７１３との間に
ループ構造またはα－ヘリックス構造の形成を生じる、項目１に記載のフリンポリペプチ
ド。
（項目３）　前記改変がアミノ酸５７７と７１３との間である、項目１に記載のフリンポ
リペプチド。
（項目４）　前記改変が５～３０個のアミノ酸の置換である、項目１に記載のフリンポリ
ペプチド。
（項目５）　前記改変が、変異フリンポリペプチドにヘリックス構造またはループ構造の
形成を生じる１０個以上のアミノ酸の置換である、項目１に記載のフリンポリペプチド。
（項目６）　前記改変が、アラニン（Ａ）、ロイシン（Ｌ）、フェニルアラニン（Ｆ）、
トリプトファン（Ｗ）、メチオニン（Ｍ）、ヒスチジン（Ｈ）、グルタミン（Ｑ）、およ
びバリン（Ｖ）からなる群より選択されるアミノ酸の付加または置換を含む、項目１に記
載のフリンポリペプチド。
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（項目７）　前記改変が、セリン（Ｓ）、イソロイシン（Ｉ）、トレオニン（Ｔ）、グル
タミン酸（Ｅ）、アスパラギン酸（Ｄ）、リジン（Ｋ）、アルギニン（Ｒ）、グリシン（
Ｇ）、チロシン（Ｙ）、システイン（Ｃ）、アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）、プ
ロリン（Ｐ）、およびヒドロキシプロリンからなる群より選択されるアミノ酸の付加また
は置換を含む、項目１に記載のフリンポリペプチド。
（項目８）　アミノ酸５７８～７１１が欠失している、項目１に記載のフリンポリペプチ
ド。
（項目９）　アミノ酸５７７と７１３との間のアミノ酸が、配列ＡＥＭＷＨＱＡＭＥＶを
含むアミノ酸で置換されている、項目１に記載のフリンポリペプチド。
（項目１０）　アミノ酸５７７と７１３との間のアミノ酸が、配列ＧＳＰＮＳＱＰＹＤＧ
を含むアミノ酸で置換されている、項目１に記載のフリンポリペプチド。
（項目１１）　前記改変がＡｒｇ６８３においてである、項目１に記載のフリンポリペプ
チド。
（項目１２）　項目１に記載のフリンポリペプチドをコードする、組換えＤＮＡ分子。
（項目１３）　前記フリンポリペプチドの発現を可能にする異種性発現コントロール配列
に作動可能に連結されている項目１２に記載のＤＮＡ分子を含む、組換え発現ベクター。
（項目１４）　項目１３に記載の組換えＤＮＡ発現ベクターを含む、宿主細胞。
（項目１５）　少なくとも１つの組換え発現される前駆体ポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドをさらに含む、項目１４に記載の宿主細胞であって、ここで該ポリペプチド
が、コードされるフリンポリペプチドに対する基質である、宿主細胞。
（項目１６）　項目１に記載のフリンポリペプチドを産生するための方法であって、該方
法は、以下：
　（ａ）発現ベクターを含む宿主細胞を栄養培地中で増殖させる工程であり、該発現ベク
ターは、転写の方向に順番に、以下：
　該宿主細胞において機能的である、転写調節領域および翻訳開始領域、
　項目１に記載の変異フリンポリペプチドをコードするＤＮＡ配列、ならびに、
　該宿主細胞において機能的な翻訳終止領域および転写終止領域、
を含み、
　ここで、該ＤＮＡ配列の発現は、該開始領域および終止領域によって調節される、工程
；
　（ｂ）タンパク分解活性を有するフリンポリペプチドの分泌速度を測定する工程；なら
びに、
　（ｃ）減少した分泌を示すフリンポリペプチドを単離する工程、
を包含する、方法。
（項目１７）　項目１に記載のフリンポリペプチドを含有する、薬学的調製物。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、ヒト野生型フリンのアミノ酸配列を示す。
【図２】図２は、野生型フリンおよびフリン変異体のアミノ酸配列の図式的表示である。
【図３】図３は、フリン構築物で一過性トランスフェクトされたＦＤ１１－ＣＨＯ－ｒｖ
ＷＦ細胞を増殖させた馴化培地中での流出フリンを示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの写真であ
る。
【図４】図４は、フリン構築物で一過性トランスフェクトされたＦＤ１１－ＣＨＯ－ｒｖ
ＷＦ細胞中のｒｖＷＦ前駆体のプロセシングを示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの写真である。
【図５Ａ】図５Ａ～５Ｃは、一過性トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞におけるフ
リンの発現を示す。図５Ａは、一過性トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞の馴化培
地における流出組換えフリン（ｒフリン）を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの写真である。
【図５Ｂ】図５Ａ～５Ｃは、一過性トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞におけるフ
リンの発現を示す。図５Ｂは、ＨＥＫ２９３溶解物における細胞内ｒフリン発現を示すＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥゲルの写真である。
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【図５Ｃ】図５Ａ～５Ｃは、一過性トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞におけるフ
リンの発現をしめす。図５Ｃは、馴化培地および蛍光原基質（任意の単位）を使用するイ
ンビトロフリンアッセイの結果を示す。
【図６】図６は、ｒｖＷＦ前駆体プロセシングの程度と馴化培地中の流出フリンの存在と
の間の相関を示す３つのＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの写真である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　（発明の詳細な説明）
　（フリンポリペプチド）
　本発明は、ヒトフリン（このアミノ酸配列は、図１に示されている）のような野生型哺
乳動物フリンのアミノ酸配列と比較して、アミノ酸Ａｌａ５５７とＬｅｕ７１３との間で
改変されたアミノ酸配列を有するフリンポリペプチドを含む。本開示の目的のために、フ
リンポリペプチドは、タンパク質分解活性を有する野生型哺乳動物フリンタンパク質のア
ミノ酸配列の少なくとも一部を含むポリペプチドをいう。好ましい実施形態において、本
発明によるフリンポリペプチドの改変は、アミノ酸Ａｌａ５５７とＬｅｕ７１３との間に
位置する。代替的な実施形態において、この改変はＡｒｇ６８３においてである。なお別
の実施形態において、アミノ酸Ｇｌｙ５７７とＨｉｓ７１２との間が欠失される。
【００１４】
　本開示において、用語「改変された（改変した）」および「改変」は、フリンポリペプ
チドのアミノ酸配列に関して、１以上のアミノ酸の付加、欠失または置換を意味する。こ
のような改変は、例えば、指向された変異誘発もしくはＰＣＲ、または生じるポリペプチ
ドのアミノ酸配列における変化を指向する目的でＤＮＡ配列を特異的に変化するために適
切である、当該分野において公知の遺伝子工学の他の方法によって実施され得る（Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ．
１，ｃｈ．８（Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏ
ｎｓ，１９８９＆Ｓｕｐｐ．１９９０－９３）；Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎ
ｇ（Ｏｘｅｎｄｅｒ＆Ｆｏｘ　ｅｄｓ．，Ａ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，１９８７）。本発明
の改変は、ホモＢドメインと膜貫通ドメインとの間の領域内（すなわち、フリン分子のア
ミノ酸Ａｌａ５５７とＬｅｕ７１３との間の領域）である。
【００１５】
　好ましくは、本発明のフリンポリペプチドは、ループまたはαヘリックス構造を作製す
るアミノ酸置換および／または付加を有する。ポリペプチドにおいてアミノ酸がいくつか
の異なる二次構造（すなわち、ヘリックス構造またはループ構造）を形成し得ることは、
先行技術から周知である（Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ　Ａ．，”Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ”，ＶＣＨ
，１９８５，ｐｐ．１０２－１０７；Ｋａｒｌｓｏｎ　Ｐ．ｅｔ　ａｌ．，”Ｋｕｒｚｅ
ｓ　Ｌｅｈｒｂｕｃｈ　ｄｅｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ，Ｇｅｏｒｇ　Ｔｈｉｅｍｅ　Ｖｅ
ｒｌａｇ，１９９４，ｐｐ．２９－３２）。これらの構造は、例えば、αヘリックスまた
はループを形成する特定のアミノ酸を選択し、それにより生じるポリペプチド内のαヘリ
ックスまたはループのような構造を発生することによって生成され得る（Ｒｏｓｔ　Ｂ．
ａｎｄ　Ｓａｎｄｅｒ　Ｃ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，１９９３，ｐ
ｐ．７５５８－７５６２，Ｒｏｓｔ　Ｂ．ａｎｄ　Ｓａｎｄｅｒ　Ｃ．，１９９４，Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１
９，ｐｐ．５５－７２）。さらに、Ｋｙｔｅ　Ｊ．ａｎｄ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ　Ｒ．（
１９８３，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１５７，ｐｐ．１０５－１３２）に従って、このよ
うなアミノ酸は、これらのヒドロパシー値に基づいて選択され得る。これは、ネガティブ
ヒドロパシー値を示すアミノ酸はこれらの側鎖が水性溶媒に接近し得る親水性であるが、
ポジティブヒドロパシー値を示すアミノ酸はタンパク質内部に含まれる傾向のある疎水性
アミノ酸であるという知識の観点からである。さらに、非常に高いポジティブヒドロパシ
ー値またはネガティブヒドロパシー値を示すアミノ酸は、種々のプロテアーゼについて好
ましい標的であることが公知である。
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【００１６】
　従って、好ましい実施形態において、いくつかのアミノ酸（好ましくは、５と３０との
間、より好ましくは、１０と２０との間）の挿入が存在する。これは、本発明の改変され
たフリンポリペプチドにおいてループ構造またはヘリックス構造を生成する。
【００１７】
　代替の実施形態において、アミノ酸の挿入は、ヘリックス構造を生じる。このような実
施形態において、アミノ酸は、好ましくは、アラニン（Ａ）、ロイシン（Ｌ）、フェニル
アラニン（Ｆ）、トリプトファン（Ｗ）、メチオニン（Ｍ）、ヒスチジン（Ｈ）、グルタ
ミン（Ｑ）、バリン（Ｖ）およびグルタミン酸（Ｅ）からなる群より選択される。例えば
、アミノ酸５５８～７３８、好ましくはアミノ酸５７８～７１１は、アミノ酸配列ＥＡＭ
ＨＡ（配列番号１）、ＡＷＦＱＷ（配列番号２）またはＡＱＭＷＨＥＡＭＥＦＷＡＭＱＦ
ＥＡＭＨＡ（配列番号３）によって置換される。好ましい実施形態において、フリンポリ
ペプチドのアミノ酸５７８～７１１は、アミノ酸配列ＡＥＭＷＨＱＡＭＥＶ（配列番号４
）によって置換される。
【００１８】
　なお別の実施形態において、アミノ酸挿入は、ループ構造を形成し、ここで、このアミ
ノ酸は、好ましくはセリン（Ｓ）、イソロイシン（Ｉ）、スレオニン（Ｔ）、グルタミン
酸（Ｅ）、アスパラギン酸（Ｄ）、リジン（Ｋ）、アルギニン（Ｒ）、グリシン（Ｇ）、
チロシン（Ｙ）、システイン（Ｃ）、アスパラギン（Ｎ）、プロリン（Ｐ）、グルタミン
（Ｑ）およびヒドロキシプロリンからなる群より選択される。例えば、アミノ酸５５８～
７３８、好ましくは、アミノ酸５７８～７１１は、アミノ酸配列ＳＹＮＰＧ、ＳＹＱＰＤ
またはＧＳＰＹＱＴＮＧＰＳによって置換される。好ましい実施形態において、フリンポ
リペプチドのアミノ酸５７８～７１１は、アミノ酸配列ＧＳＰＮＳＱＰＹＤＧ（配列番号
５）によって置換される。
【００１９】
　ループ構造またはヘリックス構造を形成するためのアミノ酸の選択は、当業者に周知で
ある（Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ　Ａ．，”Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ”，ＶＣＨ，１９８５，ｐｐ．
１０２－１０７）。
【００２０】
　代替の実施形態において、フリン配列のアミノ酸位６８３のアルギニンは、任意のアミ
ノ酸、好ましくはリジン、グルタミン酸またはイソロイシンによって置換され得る。
【００２１】
　（核酸およびベクター）
　本発明の別の実施形態は、本発明のフリンポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
を提供する。このようなポリヌクレオチドに使用される核酸は、ＤＮＡおよび／またはＲ
ＮＡであり得る。
【００２２】
　全長フリンポリヌクレオチド、およびタンパク質分解活性を有するフリンポリペプチド
をコードするこの任意の誘導体は、本発明のフリンポリペプチドの構築のための出発物質
として使用され得る。ネイティブなヒトフリンをコードするｃＤＮＡ配列は、ｖａｎ　ｄ
ｅｎ　Ｏｕｗｅｌａｎｄ，Ａ．Ｍ．Ｗ．ｅｔ　ａｌ．（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅ
ｓ．，１９９０，１８（３），ｐ．６６４）およびＦｕｌｌｅｒ　Ｒ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．
（Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９８９，２４６：４８２）によって公表された。このようなフリン
ポリヌクレオチドは、任意の哺乳動物種、好ましくは、ヒト供給源、ブタ供給源またはウ
シ供給源由来であり得る。
【００２３】
　ポリヌクレオチドは、上記ＤＮＡまたはＲＮＡの異種性発現のために適切なエレメント
を提供するベクターによって発現される。発現ベクターは、例えば、宿主細胞において機
能的な転写調節領域および翻訳開始領域、本発明のフリンポリヌクレオチドをコードする
ＤＮＡ配列、ならびに上記宿主細胞において機能的な翻訳終止領域および転写終止領域を
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含む。ここで、上記核酸配列の発現は、上記開始領域および終止領域によって調節される
。
【００２４】
　発現ベクターはまた、上記ＤＮＡまたはＲＮＡの複製についてのエレメントを含み得る
。発現ベクターは、ＤＮＡベクターまたはＲＮＡベクターであり得る。ＤＮＡクローニン
グベクターおよび発現ベクターの例は、以下である：ｐＢＳＳＫＩＩ（Ｓｈｏｒｔ，Ｊ．
Ｍ．，Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ，Ｊ．Ｍ．，Ｓｏｒｇｅ，Ｊ．Ａ．　ａｎｄ　Ｈｕｓｅ，Ｗ．
Ｄ．Ｌａｍｂｄａ　ＺＡＰ，１９８８，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　１６（１５），７５８３－７６００；Ａｌｔｉｎｇ．Ｍｅｅｓ，Ｍ．Ａ．，ａｎｄ　Ｓ
ｈｏｒｔ，Ｊ．Ｍ．，１９８９，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１７
（２２），９４９４）、ｐＢＰＶ、ｐＳＶＬ、ｐＣＭＶ、ｐＲｃ／ＲＳＶ、筋原性ベクタ
ー系（ＷＯ９３／０９２３６）またはウイルス系（例えば、ワクシニアウイルス、アデノ
ウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、レトロウイルスまたはバキュロウイ
ルス）由来のベクター。ＲＮＡ発現ベクターの例は、レトロウイルスまたはフラビウイル
スのようなＲＮＡウイルス由来のベクターである。
【００２５】
　いくつかの場合において、フリンポリペプチドに対してタンパク質前駆体を発現する遺
伝子の複数のコピーまたはその逆のコピーを有することが望ましい。これは、従来技術に
十分に記載される様式で達成され得る。あるいは、異なる転写開始速度または異なるプロ
モーターを有する２つの転写調節領域を使用して、本発明に従うフリンポリペプチド、ま
たは前駆体ポリペプチドおよび／もしくはフリンによってタンパク質分解処理されないさ
らなるポリペプチドのいずれかの増大した発現を提供する。
【００２６】
　本発明に従う改変されたフリンポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む発現
ベクターを使用して、宿主細胞を形質転換し、次いでこのポリペプチドを産生し得る。こ
の形質転換した宿主細胞を、細胞培養系中で増殖して、インビトロでこのポリペプチドを
産生し得る。
【００２７】
　遺伝子治療におけるいくつかの特定の適用について、すなわち、核酸自体が、哺乳動物
の器官に注射される場合、この核酸、ＤＮＡおよびＲＮＡは、化学的に改変され得る。こ
の化学的改変は、例えば、骨格または末端を安定化することによって、ヌクレアーゼ消化
から核酸を保護する改変であり得る。
【００２８】
　本発明のフリンポリペプチドをコードする核酸を含む発現ベクターは、宿主細胞にイン
ビトロで予め形質転換することなく、哺乳動物にさらに投与され得る。このタイプの遺伝
子治療の実際の背景は、いくつかの特許出願（例えば、ＷＯ９０／１１０９２）に開示さ
れる。この核酸を含む発現ベクターは、適切なキャリア（例えば、生理学的緩衝溶液）と
混合され、そして器官（好ましくは、哺乳動物の骨格筋、皮膚または肝臓）に注射される
。
【００２９】
　（宿主細胞）
　本発明に従う改変されたフリンポリペプチドは、好ましくは、組換え発現によって産生
される。これは、当該分野で公知の発現系（例えば、永久細胞株またはウイルス発現系）
を用いる遺伝子操作によって調製され得る。永久細胞株は、例えば、ｖｅｒｏ、ＭＲＣ５
、ＣＨＯ、ＢＨＫ、２９３、ＨＥＫ　２９３、Ｓｋ－Ｈｅｐ１、肝臓細胞、腎臓細胞、線
維芽細胞、ケラチノサイトまたは筋芽細胞、肝細胞または幹細胞（例えば、造血幹細胞）
の宿主細胞ゲノムに、異種ＤＮＡを安定に組み込むことによって、または例えば、パピロ
ーマウイルス由来のエピソームベクターによって、調製される。
【００３０】
　あるいは、内在性フリン活性を有さない細胞株が使用され得る（Ｍｏｅｈｒｉｎｇ　Ｊ
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．Ｍ．およびＭｏｅｈｒｉｎｇ　Ｔ．Ｊ．，Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．，４１，１９８
３，９９８～１００９頁）。例えば、ＣＨＯ－ＲＰＥ４０またはＦＤ１１－ＣＨＯ細胞が
使用され得る。ここで、本発明のトランスフェクトされたフリンのタンパク質分解活性は
、内在性フリンのバックグラウンド活性を回避して、容易に測定され得る。
【００３１】
　ウイルス発現系（例えば、ワクシニアウイルス系、バキュロウイルス系またはレトロウ
イルス系）もまた用いられ得る。ｖｅｒｏ、ＭＲＣ５、ＣＨＯ、ＢＨＫ、２９３、Ｓｋ－
Ｈｅｐ１、腺、肝臓または腎臓の細胞が、細胞株として、一般的に使用される。真核生物
発現系（例えば、酵母、内在性腺（例えば、トランスジェニック動物の腺）、およびトラ
ンスジェニック動物）もまた、本発明に従うフリンポリペプチドの発現のために使用され
得る。組換えタンパク質の発現について、ＣＨＯ－ＤＨＦＲ細胞が、特に有用であること
が判明している（Ｕｒｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，
第７７巻、４２１６～４２２０頁、１９８０）。
【００３２】
　本発明に従うフリンポリペプチドは、適切なプロモーターの制御下で、それぞれの発現
系において発現される。真核生物における発現について、公知のプロモーター（例えば、
ＳＶ４０、ＣＭＶ、ＲＳＶ、ＨＳＶ、ＥＢＶ、β－アクチン、ｈＧＨまたは誘導性プロモ
ーター（例えば、ｈｓｐまたはメタロチオネインプロモーター））が適切である。
【００３３】
　好ましい実施形態において、本発明は、本発明に従うフリンポリペプチドおよび前駆体
ポリペプチドを生成するための方法を提供する。好ましくは、このフリンポリペプチドは
、フォン・ビルブラント因子タンパク質および／または第ＶＩＩＩ因子タンパク質と同時
発現される。
【００３４】
　さらなる局面において、本発明は、本発明に従うフリンポリペプチドを生成するための
方法を提供する。この方法は、栄養培地中で、発現ベクターを含む宿主細胞を増殖させる
工程を包含し、この発現ベクターは、宿主細胞において機能的な転写調節領域および翻訳
開始領域、本発明のフリンポリペプチドをコードするＤＮＡ配列、ならびにこの宿主細胞
において機能的な翻訳終止領域および転写終止領域を、転写の方向で含む。このＤＮＡ配
列の発現は、この開始領域および終止領域によって調節される。この方法は、タンパク質
分解活性を有する発現されたフリンポリペプチドの分泌速度を測定する工程、および野生
型フリンを発現する宿主細胞と比較して減少した分泌を示すフリンポリペプチドを発現す
る宿主細胞を単離する工程をさらに包含する。
【００３５】
　（薬学的調製物）
　本発明に従うフリンポリペプチドは、本発明に従う改変されたフリンポリペプチドを、
一成分調製物として有するか、または多成分系として他の成分と組み合わせて有する薬学
的調製物として提供され得る。特定の実施形態において、本発明のフリンポリペプチドは
、プロタンパク質（例えば、フォン・ビルブラント因子）と合わされ得る。
【００３６】
　（特異的活性）
　本発明の１つの局面によると、本発明のフリンポリペプチドは、野生型フリンタンパク
質（例えば、野生型ヒトフリン）のタンパク質分解活性と比較して、少なくとも５０％、
好ましくは少なくとも１００％のフリンタンパク質分解活性を有する。
【００３７】
　タンパク質分解活性の評価は、任意の適切な試験によって（例えば、フリンが特異的で
ある二塩基性切断部位からなる蛍光発生性基質を使用することによって）行われ得る（Ｐ
ｒｅｉｎｉｎｇｅｒ　Ａ．ら、１９９９，Ｓｃｈｌｏｋａｔ　Ｕ．ら、１９９６，Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，第２４巻、２５７～２６７頁）。あるい
は、タンパク質分解活性はまた、プロタンパク質（例えば、プロｒｖＷＦ）と共にフリン
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を十分な時間インキュベートすることによって測定され得る。プロｒｖＷＦのプロセシン
グの程度は、ウエスタンブロッドによって分析され得る。
【００３８】
　（分泌速度）
　この分泌速度は、所定の時間内で細胞培養培地中に蓄積する、分泌したフリンポリペプ
チド（流出フリン）の量として規定され得る。本発明に従う改変されたフリンポリペプチ
ドの分泌速度の減少は、野生型配列を有する、組換え発現されたフリン（例えば、野生型
ヒトフリン）または膜貫通領域および／もしくは細胞質領域を欠くフリンの分泌速度と比
較して、少なくとも２５％、好ましくは、少なくとも５０％、より好ましくは、少なくと
も９０％、最も好ましくは、少なくとも１００％である。
【００３９】
　例えば、この分泌速度は、抗フリン抗体との免疫反応性によって測定され得る。適切な
抗体は、フリンの触媒ドメインに対して指向され得る（Ｐｒｅｉｎｉｎｇｅｒら、１９９
９）。
【００４０】
　（単離方法）
　本発明に従うフリンポリペプチドを、溶解によって細胞から単離し、そして従来の方法
によって、必要に応じて、プロテアーゼインヒビターの存在下でさらに精製し得る。この
精製は、当該分野で公知のクロマトグラフィー方法、好ましくは、フリンポリペプチドに
対する抗体を使用する、アフィニティークロマトグラフィーによって、またはＨｉｓ－Ｔ
ａｇ基にフリンポリペプチドを連結し、そしてＮｉ２＋－ＮＴＡアガロース上にタンパク
質を選択的に結合することによって、なされ得る（Ｐｒｅｉｎｉｎｇｅｒら、１９９９）
。
【００４１】
　野生型フリンと比較して本発明のフリンポリペプチドのタンパク質分解特性が、実質的
に変更されていないという事実に起因して、野生型フリンによって処理されるタンパク質
もまた、本発明のフリンポリペプチドによって処理され得る。すなわち、対のアミノ酸残
基を有するタンパク質は、基質として役立ち得る。本発明の使用のための前駆体分子の例
としては、以下が挙げられ得るが、これらに限定されない：フォン・ビルブラント因子、
第ＸＩ因子、プロテインＣ、プロテインＳ、プロトロンビン、第Ｘ因子、第ＶＩＩ因子、
トランスホーミング増殖因子（ＴＦＦ）βおよびそれらのスーパーファミリー（アクチビ
ンおよびインヒビンを含む）、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）、インスリン、レラキシ
ン、増殖因子様血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、神経発育因子（ＮＧＦ）、およびウイ
ルスポリペプチド（サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）由来のポリペプチドを含む）、ヒト
免疫不全ウイルスならびに単純疱疹ウイルス。
【００４２】
　本発明は、続いて記載される実施例において例示される。当業者の範囲内の改変は、本
発明の範囲内にあると考えられるべきである。他に規定されない限り、本明細書で使用さ
れる全ての技術的な用語および科学的な用語は、本発明が属する分野の当業者によって一
般的に理解されるものと同一の意味を有する。本明細書中に記載される材料と類似または
等価な任意の方法および材料は、本発明の実施または処理の際に使用され得るが、好まし
い方法および材料が、ここに記載される。以下の実施例は、本発明を例示するが、いずれ
の方法においても本範囲を限定するものではない。
【実施例】
【００４３】
　（実施例）
　（１．フリンＲ６８３Ａの構築）
　６８３位にある天然アルギニンの代わりにアミノ酸アラニンを含む、全長フリン変異体
Ｒ６８３Ａを、伸長したオーバーラッププライマーを用いるＰＣＲベースのアプローチを
使用して、構築した（Ｈｏら、１９８９、Ｇｅｎｅ、７７、５１～５９頁）。最初に、２
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種の標準的なＰＣＲ反応を、鋳型としてプラスミドｐＣＭＶフリンｗｔ（フリン野生型ｃ
ＤＮＡを含む）および以下のプライマー対を使用して実施した：４９５３（５’ＧＧＧＧ
ＧＡＴＣＣＣ　ＴＣＴＧＧＣＧＡＧＴ　ＧＧ３’）（配列番号６）および５２１０（５’
ＣＧＧＧＧＡＣＴＣＴ　ＧＣＧＣＴＧＣＴＣＴ　Ｇ３’）（配列番号７）または５２０９
（５’ＣＡＧＡＧＣＡＧＣＧ　ＣＡＧＡＧＴＣＣＣＣ　Ｇ３’）（配列番号８）および４
９５４（５’ＧＧＧＧＧＡＴＣＣＣ　ＣＧＣＧＧＣＣＴＡＧ　Ｇ３’）（配列番号９）。
ここで、５２１０および５２０９は、変異を誘導する相補的に伸長される内部プライマー
であり、そして４９５３および４９５４は、Ｂａｍ　ＨＩ制限部位を含む外部プライマー
である。第二のＰＣＲラウンドにおいて、最初のＰＣＲ反応の２種の精製された増幅産物
を、２種の外部プライマー４９５３および４９５４の存在下でオーバーラップ伸長のため
に合わせた。最後の精製されたＰＣＲ産物を、Ｂａｍ　ＨＩで消化し、そしてプラスミド
ｐＣＭＶ－フリンｗｔ中の野生型Ｂａｍ　ＨＩフラグメントを置換するために使用した。
【００４４】
　（２．フリン欠失変異体のへリックス１０、ループ１０およびΔ５７８－７１１の構築
）
　フリン発現構築物のへリックス１０（１０個の螺旋構造の残基によって置換Ｓなれたア
ミノ酸残基５７８－７１１の欠失を含む）、ループ１０（１０個のループ構造の残基によ
って置換されたアミノ酸残基５７８－７１１の欠失を含む）およびΔ５７８－７１１（ア
ミノ酸残基５７８－７１１の欠失を含む）を、逆ＰＣＲによって産生した。このために、
野生型フリンの内部の１１７６ｂｐ　Ｂａｍ　ＨＩフラグメントを、ベクターｐＢＳ　Ｓ
ＫＩＩ（＋）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）のＢａｍ　ＨＩ部位にサブクローングした。得ら
れたプラスミドｐＢＳ／ｆｕｒ１１７６を、個々の構築物の逆ＰＣＲ反応のための鋳型と
して使用した。へリックス１０およびループ１０の場合において、特定のセンスプライマ
ーおよび逆方向プライマーの各々は、それらの５’末端に、５個の螺旋構造アミノ酸また
はループ構造アミノ酸をコードする、さらなる１５個のオーバーハングヌクレオチドを含
んだ。以下のプライマーセットを使用した：へリックス１０について：センスプライマー
５６９９（５’ＣＡＧＧＣＣＡＴＧＧ　ＡＧＧＴＧＣＡＣＣＴ　ＧＣＣＴＧＡＧＧＴＧ　
ＧＴＧＧＣＣＧＧＣＣ　ＴＣＡＧＣ３’）（配列番号１０）および逆方向プライマー５７
００（５’ＧＴＧＣＣＡＣＡＴＣ　ＴＣＧＧＣＣＣＣＣＴ　ＣＡＧＧＧＧＣＧＧＴ　ＧＣ
ＣＡＴＡＧＡＧＴ　ＡＣＧＡＧ３’）（配列番号１１）、ループ１０について：センスプ
ライマー５７０１（５’ＣＡＧＣＣＣＴＡＣＧ　ＡＣＧＧＣＣＡＣＣＴ　ＧＣＣＴＧＡＧ
ＧＴＧ　ＧＴＧＧＣＣＧＧＣＣ　ＴＣＡＧＣ３’）（配列番号１２）および逆方向プライ
マー５７０２（５’ＧＣＴＧＴＴＧＧＧＧ　ＣＴＧＣＣＣＣＣＣＴ　ＣＡＧＧＧＧＣＧＧ
Ｔ　ＧＣＣＡＴＡＧＡＧＴ　ＡＣＧＡＧ３’）（配列番号１３）、ならびにΔ５７８－７
１１について：センスプライマー５７２３（５’ＣＡＣＣＴＧＣＣＴＧ　ＡＧＧＴＧＧＴ
ＧＧＣ　Ｃ３’）（配列番号１４）および逆方向プライマー５７２４（５’ＣＣＣＣＴＣ
ＡＧＧＧ　ＧＣＧＧＴＧＣＣＡＴ　Ａ３’）（配列番号１５）。得られたＰＣＲフラグメ
ントを精製し、Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂ
ｓ）で処理し、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ（Ｒｏｃｈｅ）で再連結し、そしてＥ．ｃｏｌｉ株
ＸＬ１　Ｂｌｕｅ　ＭＲＦ’（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）中に形質転換した。導入された改
変を含む、ポジティブクローンを、配列決定により選択し、そして変異したＢａｍＨＩフ
ラグメントを、ｐＣＭＶ－フリンｗｔ中のｗｔ　１１７６ｂｐ　ＢａｍＨＩフラグメント
を置換するために使用した。
【００４５】
　一般に、標的配列の増幅は、市販の１０×ＰＣＲ緩衝液および２．５Ｕ　ＶｅｎｔＲ（
登録商標）ＤＮＡポリメラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）中の３０ｐ
Ｍｏｌの各プライマー、２００μＭの各ｄＮＴＰ、２ｍＭのＭｇＳＯ４を含む、全容積１
００μｌの１０～２０ｎｇの鋳型ＤＮＡを使用する、３０サイクルのＰＣＲを、５５℃で
のアニーリングおよび７２℃での伸長温度で慣用的に実施した。ＰＣＲフラグメントを、
ＱＩＡＥＸ　ＩＩ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して
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、供給者の指示書に従って精製した。
【００４６】
　フリン欠失改変体Δ５７８－７１１中へのへリックス１０の挿入は、アミノ酸配列ＡＥ
ＭＷＨＱＡＭＥＶ（配列番号４）を含む。
【００４７】
　フリン欠失改変体Δ５７８－７１１中へのループ１０の挿入は、アミノ酸配列ＧＳＰＮ
ＳＱＰＹＤＧ（配列番号５）を含む。
【００４８】
　（３．トランスフェクション、細胞培養およびタンパク質収集）
　フリン構築物は、２９３ＨＥＫ細胞（ヒト胚性腎臓線維芽細胞；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１５
７３）およびＦＤ１１－ＣＨＯ－ｒｖＷＦ細胞（ＦＤ１１－ＣＨＯは、フリン欠損細胞で
ある）において一過性発現された。１０％ウシ胎仔血清（完全培地）を補充したＤＭＥＭ
／ＨａｍのＦ１２（１：１）培地（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）において、細
胞を増殖させた。トランスフェクションのために、細胞を５ｃｍ培養ディッシュ（Ｃｏｓ
ｔａｒ）上で５０～７５％のコンフルエンシーまで増殖させ、そして以前に記載（Ｆｉｓ
ｃｈｅｒら、１９９４）のように、リン酸カルシウム共沈によってトランスフェクトした
。一過性トランスフェクションを、２０μｇの発現プラスミドを用いて実行した。
【００４９】
　無血清完全培地をコンフルエンシー（一般的に、トランスフェクションの４８時間後）
のトランスフェクトされた細胞に適用し、それらをＰＢＳ（Ｃａ２＋およびＭｇ２＋を含
まない、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）で２回洗浄した後に、組換えタンパク質
を収集した。馴化培地を収集し、そして遠心分離によって浄化した。接着細胞を、トリプ
シン処理し、ＰＢＳで洗浄し、そして細胞の総数を、３０μｍキャピラリーを使用して、
ＣＡＳＹカウンター（Ｓｃｈａｒｆｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｇｅｒｍａｎｙ）によって決定
した。細胞抽出物を、その細胞を５×１０７細胞／ｍｌの濃度の溶解緩衝液（２０ｍＭ　
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡおよび０．５
％Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００を含有する）で溶解させることによって調製した
。３０分間４℃でのインキュベーションの後に、溶解物を、１５分間、１０，０００×ｇ
、４℃で遠心分離することによって浄化した。
【００５０】
　（４．ウェスタンブロット）
　サンプルを還元し、そして変性させ、４％スタッキング／８％または１０％分離ゲル上
でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、そして記載されるように（Ｓｃｈｌｏｋａｔら、
１９９６）、ウェスタンブロッティングによって視覚化した。ＦＤ１１－ＣＨＯ－ｒｖＷ
Ｆの一過性トランスフェクションから誘導される馴化培地は、充填の前に、ｓｐｅｅｄ－
ｖａｃ遠心分離によって２０倍に濃縮された。溶解物を、７．５×１０細胞等量で、ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥ上にスロット毎に適用した。フリン分子の検出のために、フリンの触媒ドメ
インに指向するマウスモノクローナル抗体ＭＯＮ－１４８（Ａｌｅｘｉｓ）および第２抗
体としての抗マウスＩｇＧヤギ血清（Ｓｉｇｍａ）に結合したアルカリホスファターゼを
、使用した。組換えｖＷＦを、ウサギ抗ｖＷＦ抗血清（ＤＡＫＯ）および第２抗体として
の抗ウサギＩｇＧヤギ血清（Ｐｒｏｍｅｇａ）に結合したアルカリホスファターゼを使用
して視覚化した。
【００５１】
　図３は、一過性トランスフェクトされたＦＤ１１－ＣＨＯ－ｒｖＷＦ細胞の馴化培地に
おける流出フリンの量を示す。馴化培地を、２０倍に濃縮し、そして４％スタッキング／
１０％分離ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに適用し、変性させた。ウェスタンブロットを、ＭＯＮ
－１４８およびＡＰ結合抗マウスＩｇＧ抗体で視覚化した。
【００５２】
　コントロールとして、ｐＣＭＶベクター、野生型フリンポリペプチドおよびΔ５７７Ｇ
－４ｘＧ－１０ｘＨを使用した。フリン構築物Δ５７７Ｇ－４ｘＧ－１０ｘＨを、Ｐｒｅ
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ｉｎｉｎｇｅｒら（１９９９）に従って調製した。
【００５３】
　図は、明かに、本発明に従うフリン構築物が、いかなる流出も示さない（すなわち、培
地への分子の分泌速度が、野生型配列を有するｒフリンまたは膜貫通ドメインおよび細胞
質ドメインを欠くフリンと比較して実質的に減少する）ことを示す。
【００５４】
　（５．馴化培地におけるインビトロフリン活性の分析）
　流出フリン分子の機能的活性を、以前に記載された（Ｓｃｈｌｏｋａｔら、１９９６）
ように、螢光原基質によって決定した。
【００５５】
　（６．細胞内ｒフリン活性の証拠）
　フリン変異体Ｒ６８３Ａまたは野生型フリンを安定に発現するＦＤ１１－ＣＨＯ－ｒｖ
ＷＦ細胞を、２０μｇフリン発現プラスミドおよび１μｇの選択プラスミドｐＣＭＶ－ｈ
ｙｇ（ハイグロマイシンＢ（Ｒｏｃｈｅ）に対する耐性を媒介する）を使用して同時トラ
ンスフェクションによって確立した。耐性クローンを、トランスフェクションの２週間後
に単離し、そして選択圧下でサブクローニングすることによって安定化した。３つのＦＤ
１１－ＣＨＯ－ｒｖＷＦ／Ｒ６８３Ａクローン（クローン１、２、および３）（分泌され
るｒフリンの量で異なり、結果として種々の程度のｒｖＷＦ前駆体プロセシングを示す）
を選択した。
【００５６】
　細胞内フリン活性を、ｒｖＷＦ前駆体プロセシングの程度と２４時間にわたるＦＤ１１
－ＣＨＯ－ｒｖＷＦ／Ｒ６８３Ａ馴化培地存在とを相関させることによって実証した。コ
ントロールとして、ＦＤ１１－ＣＨＯ－ｒｖＷＦ／フリン　ｗｔおよびＦＤ１１－ＣＨＯ
－ｒｖＷＦ細胞を使用した。細胞を、コンフルエンシーになるまで６ウェルディッシュ（
１ウェル／タイムポイント）で増殖させ、そしてＰＢＳで２回洗浄し、その後、無血清培
地を、４時間、８時間、１６時間および２４時間に適用した。馴化培地を遠心分離によっ
て浄化し、そして流出ｒフリンの検出のために２０倍に濃縮した。ｒｖＷＦ前駆体プロセ
シングの評価をウェスタンブロットによって行った。
【００５７】
　図４は、一過性トランスフェクトされたＦＤ１１－ＣＨＯ－ｒｖＷＦ細胞におけるｒｖ
ＷＦ前駆体のプロセシングを示す。１００ｎｇ　ｒｖＷＦをレーンごとに適用した。プロ
ーブを還元し、変性し、そして４％スタッキング／５％分離ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに適用
した。ウェスタンブロットを、ポリクローナルウサギ抗ｖＷＦおよびＡＰ結合抗ウサギＩ
ｇＧ抗体を用いて展開した。細胞は一過性トランスフェクトされたのみであったが、Ｒ６
８３Ａ、Ｈｅｌｉｘ　１０、Ｌｏｏｐ１０およびΔ５７８－７１１フリン構築物は、タン
パク質分解活性を明示した。用語、一過性トランスフェクトされたとは、遺伝的に不均一
な混合細胞集団を反映する。トランスフェクション効率に依存して、細胞のうちのいくつ
かのみがトランスフェクトされる。
【００５８】
　図５（図５Ａ～５Ｃを含む）は、一過性トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞にお
けるフリン発現を示す：
　図５Ａは、一過性トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞の馴化培地における流出フ
リンを示す。１５μｌの馴化培地をスロット毎に適用した。プローブを還元し、変性し、
そして４％スタッキング／１０％分離ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに適用した。ウェスタンブロ
ットを、ＭＯＮ－１４８およびＡＰ結合抗マウスＩｇＧ抗体を用いて展開した。
【００５９】
　図５Ｂは、ＨＥＫ２９３溶解物における細胞内ｒフリンの測定を示す。７．５×１０ｅ
５細胞等量をスロット毎に適用した。
【００６０】
　図５Ｃは、馴化培地および螢光原基質を使用するインビトロアッセイの結果を示す。
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【００６１】
　図５Ａは、特異的抗体によって検出可能な培地における分泌されたフリンポリペプチド
の量が、非常に減少することを示す。これは、図５Ｃに示されるインビトロ活性測定によ
って確認された。図５Ｂのデータは、フリンポリペプチドが細胞内に位置することを示す
。
【００６２】
　図６は、フリン構築物Ｒ６８３Ａの細胞内タンパク質分解活性を示す。馴化培地におけ
るｒｖＷＦ前駆体タンパク質プロセシングの程度および流出ｒフリンの存在を比較する。
この図は、流出フリンが培地において検出されないとしても、ｖＷＦタンパク質の有意な
タンパク質分解プロセシングが生じることを示す。これは、このフリンポリペプチドが、
培地に分泌されなくても、タンパク質分解的に活性であることを示す。
【００６３】
　上側のレーンは、ｖＷＦウェスタンブロットであり、ここで、１００ｎｇ　ｒｖＷＦは
、レーン毎に適用される。ポジティブコントロールとして、ＣＨＯ－ｒｖＷＦを使用した
。
【００６４】
　下側のレーンは、馴化培地のフリンウェスタンブロットである。この物質は、レーン毎
に２０倍に濃縮される。ポジティブコントロールとして、流出野生型ｒｖＷＦを使用した
。

【図１】 【図２】
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