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1.一种从植物体或分离得到的植物细胞产生原胶原蛋白或胶原蛋白的方法，其包含：

A)准备包含编码原胶原蛋白的核酸构建物的植物体或分离得到的植物细胞的工序；

B)在植物体或分离得到的植物细胞中，使原胶原蛋白瞬时性地表达的工序；

C)将通过工序B分泌至细胞外的原胶原蛋白或胶原蛋白进行分离的工序。

2.一种从植物体或分离得到的植物细胞产生原胶原蛋白或胶原蛋白的方法，其包含：

在工序B之后，切断分泌至细胞外的原胶原蛋白的N末端或C末端的工序。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中，

所述核酸构建物包含编码原胶原蛋白的核酸序列，所述原胶原蛋白相对于天然型原胶

原蛋白具有80%以上的氨基酸序列相同性。

4.根据权利要求1或2所述的方法，其中，

所述核酸构建物包含编码原胶原蛋白全长的核酸序列，并具有使原胶原蛋白的N末端

在植物细胞内不被切断的突变。

5.一种原胶原蛋白或胶原蛋白，其通过权利要求1或2所述的方法而产生得到。

6.一种表达原胶原蛋白或胶原蛋白的核酸构建物，其用于权利要求1所述的方法。

7.一种表达载体，其包含权利要求6所述的核酸构建物。

8.一种植物体或分离得到的植物细胞，其包含权利要求6所述的核酸构建物或权利要

求7所述的表达载体。

9.一种原胶原蛋白或胶原蛋白，其为权利要求6所述的核酸构建物编码的原胶原蛋白

或胶原蛋白，其中，

所述原胶原蛋白或胶原蛋白具有非天然型氨基酸序列。

10.根据权利要求9所述的原胶原蛋白或胶原蛋白，其中，

在N末端前区融合有异源肽。

11.一种作为药物组合物、化妆品组合物或食品组合物的组合物，其包含：

通过权利要求1或2所述的方法而产生得到的原胶原蛋白或胶原蛋白，或者

权利要求9或10所述的原胶原蛋白或胶原蛋白。
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胶原蛋白产生方法

技术领域

[0001] 本发明涉及制造胶原蛋白的植物或分离得到的植物细胞的制造方法和其中使用

的核酸构建物，以及使用了所述植物或分离得到的植物细胞的胶原蛋白的制造方法。

背景技术

[0002] 胶原蛋白是在所有哺乳类动物结缔组织中发现的细胞外基质蛋白家族，胶原蛋白

分子包含由三条被称为α链的多肽而形成三螺旋区域的结构。I型胶原蛋白等胶原蛋白参与

动物的早期发育、器官形成、细胞粘附、细胞增殖、造血、伤口愈合、组织重建等各种生物反

应。着眼于其结构的特性、较低免疫原性等，胶原蛋白广泛应用于医药领域、治疗领域、化妆

品领域、食品领域等(非专利文献1：Ruggiero  et  al .,  2000 ,FEBS  Letter ,  2000 , 

Vol .469,  pp.132‑136.  非专利文献2：Merle  et  al .,  FEBS  Letter,  2002,  Vol .515 , 

pp.114‑118)。

[0003] 然而，通常用于这些用途的胶原蛋白是从动物组织中提取得到的，存在被病毒、其

他感染性物质污染的可能性。因此，所述各领域的行业中，期待确保从动物组织以外得到胶

原蛋白的方法。作为为了安全地大量生产动物性质蛋白质的优异性价比的大量生产方法，

尝试了利用使用了基因修饰植物的表达系统，在基因修饰烟草等植物体中产生胶原蛋白

(非专利文献2：Merle  et  al.,  FEBS  Letter,  2002,  Vol.515,  pp.114‑118，专利文献1：

国际公开2006/035442号)。

[0004] 然而，胶原蛋白是具有复杂的结构的蛋白质，所述复杂的结构具有由3条肽链形成

的三股螺旋结构，为了在植物体内制造可以用于医药领域、治疗领域、化妆品领域、食品领

域等的胶原蛋白，需要进一步进行技术改善。例如，就如烟草植物这样的用于蛋白质产生的

植物细胞而言，具有切断偏离人本来的前区(proregion)的切断部位的位置的酶，即使单一

地在植物细胞内表达，也很难完全地制造与人胶原蛋白结构一致的高品质的胶原蛋白。因

此，即使单一地在植物细胞内表达胶原蛋白，也很难制造具有可以用于医药领域、治疗领

域、化妆品领域、食品领域等的品质的胶原蛋白。

[0005] 现有技术文献

[0006] 专利文献

[0007] 专利文献1：国际公开2006/035442号

[0008] 非专利文献

[0009] 非专利文献1：Ruggiero  et  al .,  2000 ,  FEBS  Letter ,  2000 ,  Vol .469 , 

pp.132‑136.

[0010] 非专利文献2：Merle  et  al.,  FEBS  Letter,  2002,  Vol.515,  pp.114‑118.

发明内容

[0011] 发明所解决的技术问题

[0012] 本发明的目的在于提供一种用于在植物或分离得到的植物细胞中制造胶原蛋白
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的进一步改善的方法，所述胶原蛋白可以用于医药领域、治疗领域、化妆品领域、食品领域

等。

[0013] 解决问题的技术手段

[0014] 本发明的发明人对于用于在植物或分离得到的植物细胞中制造所述胶原蛋白的

方法进行了深入试验、研究，其结果发现了，通过在植物细胞内瞬时性地表达原胶原蛋白

(Procollagen)，抑制植物体内的原胶原蛋白的N末端切断等，从而成功在植物或分离得到

的植物细胞中效率良好地产生胶原蛋白，而完成了本申请发明。

[0015] 在本发明的一种方式中，提供一种从植物体或分离得到的植物细胞产生原胶原蛋

白或胶原蛋白的方法，其包含：在植物体或分离得到的植物细胞中，使原胶原蛋白瞬时性地

表达的工序。

[0016] 在本发明的一种方式中，提供一种胶原蛋白或原胶原蛋白，其在植物体或分离得

到的植物细胞中产生得到。

[0017] 在本发明的一种方式中，提供一种核酸构建物，其用于在植物体或分离得到的植

物细胞中产生胶原蛋白或原胶原蛋白。

[0018] 在本发明的一种方式中，提供一种载体和含有所述载体的植物体或分离得到的植

物细胞，所述载体含有用于在植物体或分离得到的植物细胞中产生胶原蛋白或原胶原蛋白

的核酸构建物。

[0019] 在本发明的一种方式中，提供一种具有非天然序列的原胶原蛋白或胶原蛋白，所

述非天然序列是用于在植物体或分离得到的植物细胞中产生胶原蛋白或者原胶原蛋白的

核酸构建物编码的。

[0020] 在本发明的一种方式中，提供一种包含原胶原蛋白或胶原蛋白的组合物。

[0021] 更具体而言，本发明提供以下内容。

[0022] [项1]一种从植物体或分离得到的植物细胞产生原胶原蛋白或胶原蛋白的方法，

其包含：

[0023] A)准备包含编码原胶原蛋白的核酸构建物的植物体或分离得到的植物细胞的工

序；

[0024] B)在植物体或分离得到的植物细胞中，使原胶原蛋白瞬时性地表达的工序；

[0025] C)将通过工序B分泌至细胞外的原胶原蛋白或胶原蛋白进行分离的工序。

[0026] [项2]一种从植物体或分离得到的植物细胞产生原胶原蛋白或胶原蛋白的方法，

其包含：

[0027] 在工序B之后，切断分泌至细胞外的原胶原蛋白的N末端或C末端的工序。

[0028] [项3]根据项1或2所述的方法，其中，

[0029] 所述核酸构建物包含编码原胶原蛋白的核酸序列，所述原胶原蛋白相对于天然型

原胶原蛋白具有80%以上的氨基酸序列相同性。

[0030] [项4]根据项1或2所述的方法，其中，

[0031] 所述核酸构建物包含编码原胶原蛋白全长的核酸序列，并具有使原胶原蛋白的N

末端在植物细胞内不被切断的突变。

[0032] [项5]一种原胶原蛋白或胶原蛋白，其通过项1~4中任一项所述的方法而产生得

到。
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[0033] [项6]一种表达胶原蛋白的核酸构建物，其用于项1~4中任一项所述的方法。

[0034] [项7]一种表达载体，其包含项6所述的核酸构建物。

[0035] [项8]一种植物体或分离得到的植物细胞，其包含项5所述的核酸构建物或项7所

述的表达载体。

[0036] [项9]一种原胶原蛋白或胶原蛋白，其为项6所述的核酸构建物编码的原胶原蛋白

或胶原蛋白，其中，

[0037] 所述原胶原蛋白或胶原蛋白具有非天然型氨基酸序列。

[0038] [项10]根据项9所述的原胶原蛋白或胶原蛋白，其中，

[0039] 在N末端前区融合有异源肽。

[0040] [项11]一种作为药物组合物、化妆品组合物或食品组合物的组合物，其包含：

[0041] 通过项1~4中任一项所述的方法而产生得到的原胶原蛋白或胶原蛋白，或者

[0042] 项9或10所述的原胶原蛋白或胶原蛋白。

[0043] 发明的效果

[0044] 本发明具有以下效果：提供一种用于在植物或分离得到的植物细胞中制造胶原蛋

白的进一步改善的方法，所述胶原蛋白可以用于医药领域、治疗领域、化妆品领域、食品领

域等。

附图说明

[0045] [图1a]  图1a是表示I型胶原蛋白α1表达盒的构成的示意图。

[0046] [图1b]  图1b是表示I型胶原蛋白α2表达盒的构成的示意图。

[0047] [图1c]  图1c是表示脯氨酰4‑羟化酶α亚基(P4Hα)、脯氨酰4‑羟化酶β亚基(P4Hβ)
表达盒的构成的示意图。

[0048] [图1d]  图1d是表示赖氨酰羟化酶3  (LH3)表达盒的构成的示意图。

[0049] [图1e]  图1e是表示骨形态发生蛋白1(BMP1)表达盒的构成的示意图。

[0050] [图1f]  图1f是表示番茄丛矮病毒(Tomato  bushy  stunt  virus)来源RNA沉默抑

制子(silencing  suppressor)p19表达盒的构成的示意图。

[0051] [图2]  图2是表示通过使I型胶原蛋白α1表达盒在本氏烟草 (Nicotiana 

benthamiana)植物表达系统瞬时性地表达，确认了在植物体内积蓄有具有N末端前区和C末

端前区的全长胶原蛋白的图。泳道3表示提取了由I型胶原蛋白α1表达盒表达得到的全长胶

原蛋白。泳道4~18表示全长胶原蛋白通过对应的蛋白酶进行了切断，其中，所述全长胶原蛋

白由具有与各种蛋白酶对应的切断部位突变的I型胶原蛋白α1表达盒表达得到。

[0052] [图3]  图3是表示通过针对绿色荧光蛋白质(GFP)融合胶原蛋白α1提取液的提取

液照射激发光，而确认了荧光的图。

[0053] [图4]  图4是表示通过使I型胶原蛋白α1表达盒和I型胶原蛋白α2表达盒在植物表

达系统共表达，而确认α1和α2胶原蛋白同时在细胞体内积蓄的蛋白质印迹实验的结果的

图。

[0054] [图5]  图5是表示通过质量分析仪器而确认了表达了α1和α2胶原蛋白的试验的结

果的图。
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具体实施方式

[0055] 胶原蛋白由3条被称为α链的肽链构成，并且通过与细胞质的内质网(endoplasmic 

reticulum)膜结合的核糖体从mRNA合成得到的各肽在合成的同时转移至内质网内，通过各

个C末端的S‑S键合反应等而形成包含3条肽的三链(三螺旋)原胶原蛋白分子。就从内质网

经过高尔基体而分泌至细胞外的三链原胶原蛋白分子而言，通过切断N末端和C末端而得到

成熟三链胶原蛋白(Ricard‑Blum ,  Cold  Spring  Harb  Perspect  Biol .  2011  Jan  1;3

(1):a004978)。

[0056] 成熟三链胶原蛋白根据构成的α链的种类、组合、整体的结构或特性而分为I型胶

原蛋白、II型胶原蛋白、III型胶原蛋白~XXVIII型胶原蛋白等各个种类。例如，I型胶原蛋白

主要由2条α1肽和1条α2肽构成，II型胶原蛋白由3条α1肽构成。各α链根据生物合成时的剪

接方式的不同而进一步产生变异，III型胶原蛋白与II型胶原蛋白同样地由3条α1肽构成，

但构成这些的α链的剪接方式不同(Ricard‑Blum ,  Cold  Spring  Harb  Perspect  Biol . 

2011  Jan  1;3(1):a004978)。

[0057] 一些种类的成熟三链胶原蛋白通过进一步彼此交联，而形成纤维结构，一些种类

的成熟三链胶原蛋白形成网络结构。这些各种胶原蛋白在生物体内的各种位置生成，负责

各种生物体功能(Ricard‑Blum,  Cold  Spring  Harb  Perspect  Biol.  2011  Jan  1;3(1):

a004978)。

[0058] 为了大量生产这样的胶原蛋白而用于医药领域、治疗领域、化妆品领域，对于用于

在植物或分离得到的植物细胞中制造胶原蛋白的方法，本发明的发明人进行了深入试验、

研究的结果发现了，通过在植物细胞内使原胶原蛋白瞬时性地表达，从而可以大幅抑制由

植物细胞的内在性酶引起的表达胶原蛋白的分解。此外，发现了通过向胶原蛋白基因导入

突变，而可以从植物体回收三链原胶原蛋白分子或成熟三链胶原蛋白分子，可以效率良好

地产生胶原蛋白。

[0059] 更具体而言，在哺乳类生物体内，天然胶原蛋白作为在N末端和C末端具有延长区

域的原胶原蛋白而分泌至细胞外之后，N末端和C末端通过酶切断而得到成熟胶原蛋白分

子，与之相对的，在植物细胞内表达原胶原蛋白时，在植物细胞内切断N末端和C末端，其结

果使水溶性大幅降低。所述植物细胞内切断的N末端切断部位与本来原胶原蛋白在成熟为

胶原蛋白时N末端被切断的部位相比，位于更靠近C末端的位置，从植物细胞内表达的原胶

原蛋白得到的成熟胶原蛋白与天然成熟胶原蛋白相比，N末端被缩短。此外，植物细胞内切

断的N末端切断部位的切断位置是不清楚的。通过这些植物细胞内的非天然位置的切断，在

植物细胞内产生得到的胶原蛋白可以具有与天然胶原蛋白不同的特性。

[0060] 本发明的发明人等发现了，通过使植物细胞内的胶原蛋白瞬时性地表达，可以抑

制植物细胞内的原胶原蛋白的N末端切断。此外，发现了可以抑制植物细胞内或产生工序中

的原胶原蛋白的N末端或C末端的切断的氨基酸突变，通过使具有这些突变的原胶原蛋白表

达，从而能够效率良好地回收分泌至细胞外的原胶原蛋白或胶原蛋白。此外，通过期望的酶

切断原胶原蛋白的N末端和C末端延长区域，并且通过将酶识别序列导入胶原蛋白基因，能

够由期望的工序将原胶原蛋白转换为成熟胶原蛋白分子，所述酶识别序列用于使切断后的

成熟胶原蛋白分子的N末端和C末端的氨基酸序列与天然成熟胶原蛋白分子的氨基酸序列

相同。

说　明　书 4/30 页

6

CN 119604615 A

6



[0061] (定义)

[0062] 只要没有其他定义，本说明书中使用的技术用语和科学用语全部具有与由本发明

所属技术领域的本领域技术人员通常所理解的相同意义。

[0063] 本说明书中，在表示多个数值的范围的情况下，也同样地意指包含这些多个范围

的任意的下限值和上限值的组合的范围。

[0064] 本说明书中“实质上”这样的用语，具有与由本发明所属技术领域的本领域技术人

员通常所理解的相同意义，例如，考虑到存在生物学上或化学上的现象无法完全实现目的

状态的情况，使用该表达旨在包含目的状态和由于生物学上或化学上的特性而不可避免地

无法达成的状态。

[0065] 本说明书中，在涉及数值，使用“约”这样的用语的情况下，所述值是指例如，可以

在10%、9%、8%、7%、6%、5%、4%、3%、2%、1%、0.5%、0.1%、0.05%或0.01%的范围内变动。

[0066] 本说明书中，“包含”这样的用语具有与由本发明所属技术领域的本领域技术人员

通常所理解的相同意义，例如，包括“包含”和“由…组成”，具体而言，“包含”  A的组合物不

仅包含仅A的情况，也包含其他构成要素B。

[0067] 本说明书中，对于组合物所使用的“由…组成”或“由…构成”这样的用语具有与由

本发明所属技术领域的本领域技术人员通常所理解的相同意义，并且用于表示排他性地构

成所述组合物的构成要素。例如，由A“构成”的组合物排他性地仅包含A。然而在一种方式

中，由A“构成”的组合物包含以下方式：包含基于生物学和化学的性质而在制造上无法避免

A以外的混入物。

[0068] 本发明中，氨基酸序列或碱基序列的“相同性”是指，以使得待比较的两个氨基酸

序列的氨基酸或碱基序列的碱基尽可能多地一致的方式排列这两个序列，将一致的氨基酸

数或碱基数除以全氨基酸数或碱基数而得到的数以百分数来表示。在所述排列时，根据需

要，向待比较的两个序列的一方或双方插入适宜间隙。这样的序列的排列化可以使用例如

BLAST、FASTA、CLUSTAL  W等周知的程序进行。在插入间隙的情况下，所述全氨基酸数或碱基

数是将一个间隙计数为一个氨基酸或碱基而得到的数。由此计数得到的全氨基酸数或碱基

数在待比较的两个序列间不同的情况下，相同性(%)是将一致的氨基酸数或碱基数除以较

长一方的序列的全氨基酸数或碱基数而进行计算。但是，待比较的序列与其他任意的序列

连接的状态的情况下，仅将相应的区域取出来对比序列，计算相同性。

[0069] 本发明中，原胶原蛋白或胶原蛋白的“瞬时性地”表达是指，具有与由本发明所属

技术领域的本领域技术人员通常所理解的相同意义，典型性而言，在不导入宿主细胞的基

因组的状态下，使编码原胶原蛋白或胶原蛋白的核酸序列在宿主细胞内表达。这样的瞬时

性地表达可以通过例如使用病毒载体而实施。

[0070] (在植物或分离得到的植物细胞中产生胶原蛋白的方法)

[0071] 在一种方式中，本发明提供一种在植物或分离得到的植物细胞中产生胶原蛋白的

方法。

[0072] 本发明的胶原蛋白产生方法中，包含：通过使包含编码原胶原蛋白的核酸的核酸

构建物在植物体或分离得到的植物细胞中瞬时性地表达，而回收分泌至细胞外的原胶原蛋

白或胶原蛋白分子的工序，最终产生原胶原蛋白或胶原蛋白分子。

[0073] 典型性而言，本发明的原胶原蛋白或胶原蛋白产生方法包含以下工序：
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[0074] A)准备包含编码原胶原蛋白的核酸构建物的植物体或分离得到的植物细胞的工

序；

[0075] B)在植物体或分离得到的植物细胞中，使原胶原蛋白瞬时性地表达的工序；

[0076] C)将通过工序B分泌至细胞外的原胶原蛋白或胶原蛋白进行分离的工序。

[0077] 就所述工序A)“准备包含编码原胶原蛋白的核酸构建物的植物体或分离得到的植

物细胞的工序”中使用的核酸构建物而言，典型性而言，是具有下文(用于植物或分离得到

的植物细胞中的胶原蛋白产生的核酸构建物)的构成的核酸构建物。

[0078] 本发明的原胶原蛋白或胶原蛋白的产生方法中产生的胶原蛋白的种类没有特别

限定，通过组合适当的编码α链的核酸构建物，能够产生任意的胶原蛋白，例如，I型胶原蛋

白、II型胶原蛋白、III型胶原蛋白等。例如，如下文(核酸构建物编码的原胶原蛋白或胶原

蛋白)中所记载的，可以产生具有非天然型氨基酸序列的胶原蛋白或将异源肽进行融合的

胶原蛋白。

[0079] 作为本发明的原胶原蛋白或胶原蛋白产生方法中使用的植物，例如可举出烟草属

植物、苔藓植物(小立碗藓(P .  patens)等)、土豆(S .  tuberosum等)、禾本科植物(O . 

sativa等)、十字花科植物、生菜，优选为烟草属植物。作为烟草属植物，例如，可举出本氏烟

草(N.  benthamiana)、烟草(N.  tabacum)、高烟草(Nicotiana  excelsior)等，但不限于此。

[0080] 所述工序B)“在植物体或分离得到的植物细胞中，使原胶原蛋白瞬时性地表达的

工序”中，典型性而言，在不导入宿主细胞的基因组的状态下，使包含编码原胶原蛋白的核

酸序列的病毒载体等表达载体在植物体或分离得到的植物细胞中表达。

[0081] 通过瞬时性地表达原胶原蛋白，能够抑制植物细胞内的N末端切断。就植物体或分

离得到的植物细胞内的原胶原蛋白瞬时性地表达而言，可以通过本发明所属技术领域的本

领域技术人员所公知的方法进行，就原胶原蛋白的表达量、表达期间等而言，通过对使用的

载体、启动子、培养基的构成、培养条件等进行适宜调节，本领域技术人员可以在不脱离本

发明的主旨的范围内适宜调节。

[0082] 例如，在将本发明的核酸构建物作为重组病毒使用的情况下，在感染了病毒的植

物体或分离得到的植物细胞内病毒进行增殖，在植物细胞内生产大量的胶原蛋白。例如，在

使用植物体而产生胶原蛋白的情况下，病毒接种后培育植物约3~15天后，可以从叶等植物

组织中提取回收胶原蛋白或原胶原蛋白。

[0083] 所述工序C)“将通过工序B分泌至细胞外的原胶原蛋白或胶原蛋白进行分离的工

序”中，可以利用本发明所属技术领域的本领域技术人员所公知的任意的方法。例如，可以

使用C .  D .  Mount  et  al .,  Archives  of  Biochemistry  and  Biophysics ,  240  33 

(1985)、U.  H.  Gregory  and  I.  R.  Willshire,  Hoppe‑Sayler’s  Z.  Physiol.  Chem., 

356  1765  (1975)中所记载的方法，但不限于此。更具体而言，例如，在烟草植物体中使胶原

蛋白表达而产生胶原蛋白或原胶原蛋白的情况下，可以将经过冷冻保存的烟草植物的叶在

适当的缓冲液中磨碎，通过盐析从缓冲液提取、纯化胶原蛋白或原胶原蛋白。

[0084] 在一种方式中，就本发明的原胶原蛋白或胶原蛋白的产生方法而言，可以包含：在

工序B之后，切断分泌至细胞外的原胶原蛋白的N末端或C末端的工序。所述切断可以通过对

原胶原蛋白用化学处理或酶处理或这些的组合进行处理而实施。所述化学或酶处理的至少

一部分在植物细胞内以外的位置进行，可以在培养工序中、提取纯化工序中、提取纯化工序
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后等工序中进行。例如，已知可以通过将完全长原胶原蛋白在酸性环境进行提取纯化，从而

切除天然型原胶原蛋白的C末端。在一种方式中，可以在提取纯化工序后通过蛋白酶(蛋白

质分解酶)而切除原胶原蛋白的N末端或C末端。可以通过在提取纯化工序后由蛋白酶切除

原胶原蛋白的N末端或C末端，从而抑制向切除反应体系中混入夹杂物，使蛋白酶在适当的

反应条件下进行切除反应，从而提高切除反应的特异性，获得生成物的高稳定性。如此，不

仅能够制造稳定的胶原蛋白作为最终销售形态，也能够有以下应用方法：将完全长原胶原

蛋白作为生物3D打印机的生物油墨的原料，在通过生物3D打印机构建立体结构后追加切断

N末端或C末端的酶(例：BMP1)，从而使三螺旋结构更牢固。这是相当于数码相机普及前的照

片胶片的“显影”的工序。

[0085] 切断所述原胶原蛋白的N末端或C末端延长区域的酶没有特别限定。在一种方式

中，可以通过使用切断哺乳类细胞中的天然型原胶原蛋白的N末端和C末端的酶，由天然型

原胶原蛋白生成天然型成熟胶原蛋白。作为这样的切断天然型原胶原蛋白的N末端和C末端

的酶的非限定性的实例，可以使用Procollagen  N‑Endopeptidase(原胶原N内肽酶)、BMP1

等。此外，可以通过利用氨基酸突变，向原胶原蛋白的N末端和C末端导入期望的蛋白酶识别

序列，从而利用对应的蛋白酶。作为这样的酶，例如，可以使用HRV3C、弗林蛋白酶(Furin)、

肠激酶(Enterokinase)，但不限于此。需要说明的是，HRV3C、弗林蛋白酶和肠激酶的识别序

列和切断部位如下。

[0086]

[0087] 在一种方式中，本发明的原胶原蛋白或胶原蛋白的产生方法可以包含对原胶原蛋

白或胶原蛋白进行翻译后修饰的工序。例如，可以通过P4Hα、P4Hβ或LH3等，对原胶原蛋白或

胶原蛋白进行翻译后修饰，从而提高原胶原蛋白或胶原蛋白的稳定性。在本发明的原胶原

蛋白或胶原蛋白的产生方法中，就进行翻译后修饰的工序而言，可以在原胶原蛋白或胶原

蛋白的翻译后的任意时间点进行，可以在植物细胞内或从植物细胞中分泌后的阶段进行。

例如，通过将P4Hα和P4Hβ与原胶原蛋白在同一植物细胞进行表达，可以在植物细胞内例如

内质网内进行翻译后修饰。优选所述翻译后修饰的至少一部分在植物细胞的液胞以外的位

置进行。

[0088] (在植物或分离得到的植物细胞中产生得到的胶原蛋白)

[0089] 在一种方式中，本发明提供一种在植物或分离得到的植物细胞中产生得到的原胶

原蛋白或胶原蛋白。就通常在医药、化妆品或食品领域等中以往所提供的胶原蛋白而言，大

多将存在于生物体组织的胶原蛋白分子进一步聚合得到的胶原蛋白纤维等进行分解而提

供，这样的胶原蛋白通过分解处理而失去胶原蛋白的结构和功能的一部分。另一方面，就在

本发明的植物或分离得到的植物细胞中产生得到的原胶原蛋白或胶原蛋白而言，可以不经

过这样的分解处理而产生，因此可以在更完整的状态下保持胶原蛋白的结构和功能。

[0090] 在一种方式中，就通过本发明的产生方法而产生的原胶原蛋白而言，包含具有N末
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端和C末端的原胶原蛋白。这样的原胶原蛋白可以通过使包含编码天然型原胶原蛋白的核

酸的核酸构建物在植物细胞内进行瞬时性地表达，提取、纯化分泌至细胞外的原胶原蛋白，

而产生。

[0091] 在一种方式中，本发明中产生的原胶原蛋白包含具有天然型氨基酸序列的原胶原

蛋白。就所述具有天然型序列的原胶原蛋白而言，氨基酸序列与天然原胶原蛋白相同，但是

根据其产生工序中的各种条件，在翻译后修饰状态等方面可以不同。如上所述，在本发明的

植物或分离得到的植物细胞中产生胶原蛋白的方法中，可以通过各种方法对翻译后修饰状

态进行控制，由此可以具备各种生理活性上的优点。

[0092] 在一种方式中，本发明中产生的原胶原蛋白包含：在N末端切断部位或C末端切断

部位或这两者的部位具有氨基酸突变的非天然型原胶原蛋白。在一种方式中，所述突变抑

制植物细胞内或产生工序中的原胶原蛋白的切断。在一种方式中，所述突变提供对应于期

望的蛋白酶的识别序列。在一种方式中，所述突变提供通过产生工序的化学处理而诱导切

断的序列。就非天然型完全长原胶原蛋白的N末端切断部位或C末端切断部位的氨基酸突变

而言，可以是最终生成天然型成熟胶原蛋白的突变，也可以是生成在N末端或C末端或这两

者的末端具有非天然型序列的成熟胶原蛋白的突变。

[0093] 所述氨基酸突变可以是相对于天然型氨基酸序列的氨基酸添加、缺失、置换或这

些的组合。

[0094] 在一种方式中，就通过本发明的产生方法产生的原胶原蛋白而言，包含仅N末端或

C末端中的一个被切除的N末端缺失原胶原蛋白和N末端缺失原胶原蛋白。所述N末端缺失原

胶原蛋白具有与通过植物细胞内切除得到的不同的N末端缺失。在一种方式中，所述N末端

或C末端缺失原胶原蛋白可以通过将分泌至细胞外的完全长或不完全长原胶原蛋白进行化

学处理或酶处理或这些的组合处理，而生成。

[0095] 在一种方式中，本发明中产生的原胶原蛋白是包含在N末端或C末端或这两者融合

了具有特定功能的肽的原胶原蛋白。融合的肽没有特别限定，可以为异源蛋白质来源的肽、

新合成的非天然肽。例如，可以利用促进向细胞外的分泌的肽、可以用于原胶原蛋白的纯化

的亲和性肽、产生荧光的标记肽等。在一种方式中所述进行了融合的肽可以使用由本发明

的所属的技术领域的本领域技术人员已知的接头序列而与原胶原蛋白进行融合。在一种方

式中所述进行了融合的肽的一部分区域或全区域可以通过化学或酶反应，而从原胶原蛋白

中切除。

[0096] 在一种方式中，本发明中产生的成熟胶原蛋白在N末端和C末端具有天然型氨基酸

序列。在另一种方式中，本发明中产生的胶原蛋白在N末端和C末端的至少一者中具有非天

然型氨基酸序列。N末端的非天然型氨基酸序列与通过植物细胞内切除而生成的不同。

[0097] 在一种方式中，本发明中产生的原胶原蛋白或胶原蛋白包含具有上述以外的任意

的氨基酸突变的原胶原蛋白或胶原蛋白。在一种方式中，就本发明中产生的原胶原蛋白或

胶原蛋白而言，包含上述以外的原胶原蛋白或胶原蛋白的全区域或一部分区域与其他肽融

合而成的原胶原蛋白或胶原蛋白。

[0098] (用于植物或分离得到的植物细胞中的胶原蛋白产生的核酸构建物)

[0099] 在一种方式中，本发明提供一种用于植物或分离得到的植物细胞中的胶原蛋白产

生的核酸构建物。
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[0100] 本发明的核酸构建物具有编码至少一种构成胶原蛋白的α链的核酸序列。在一种

方式中本发明的核酸构建物具有表达原胶原蛋白的序列。就所述原胶原蛋白而言，包含具

有所述(在植物或分离得到的植物细胞中产生得到的胶原蛋白)提及的各种突变的原胶原

蛋白以及融合有其他肽的原胶原蛋白。本发明的核酸构建物编码的α链的种类没有特别限

定，可以编码α1、α2和这些的剪接异构体中的任一种。

[0101] 本发明的核酸构建物可以是DNA、RNA或由本发明的所属技术领域中本领域技术人

员已知的任意的这些的类似物。例如，本发明的核酸构建物可以包含非天然碱基，并且其中

一部分可以包含烃链、肽链。

[0102] 本发明的核酸构建物可以通过由本发明的所属技术领域的本领域技术人员已知

的常规方法的化学合成方法或基因工程方法而制备。例如，可以通过合成得到具有天然存

在的序列的cDNA后，以所述cDNA为模板，使用适当的引物而导入适宜突变而合成。或者，可

以将待合成的核酸构建物分成一些较短区域而对多个DNA片段进行化学合成，通过公知的

fusion  PCR法而连接各片段从而合成DNA构建物。RNA构建物可以通过来自DNA构建物的转

录反应而制备。

[0103] 作为向核酸构建物的序列导入突变的方法，可以利用由本发明的所属技术领域的

本领域技术人员已知的任意的方法。例如，本领域技术人员可以使用Kunkel法、Gapped 

duplex法等定点诱变法、重叠延伸PCR(overlap  extension  PCR)法、QuikChange法等方法，

但不限于此。

[0104] 在一种方式中，本发明的核酸构建物可以包含用于在植物体内瞬时性地表达的核

酸片段。可以包含例如编码在通过转录反应而合成重组病毒RNA时所需的适当的RNA聚合酶

启动子(例如，T7启动子等噬菌体聚合酶启动子)、病毒复制酶、迁移蛋白、外壳蛋白等的核

酸片段。

[0105] 在一种方式中，本发明的核酸构建物可以包含编码用于在植物体内使胶原蛋白稳

定表达的有益的酶等的核酸片段。例如，可以包含编码增强胶原蛋白的稳定性的P4Hα、P4Hβ
或LH3等的核酸片段或这些的组合。作为这些酶，可以利用各种生物来源的酶，例如，可以使

用来源于线虫、小鼠、人等的酶。

[0106] 在一种方式中，就编码这些酶等的核酸片段的一部分或全部而言，可以包含于与

包含编码原胶原蛋白的α链的核酸的核酸构建物不同的第2核酸构建物中，包含编码原胶原

蛋白的α链的核酸的第1核酸构建物可以与所述第2核酸构建物组合使用。

[0107] 在将包含编码原胶原蛋白的α链的核酸的第1核酸构建物与包含编码酶等的核酸

片段的第2核酸构建物进行组合使用的情况下，可以将这些导入相同的植物体或分离得到

的植物细胞，也可以导入不同的植物体或分离得到的植物细胞，并使得分泌至细胞外的原

胶原蛋白与酶进行反应。

[0108] (包含核酸构建物的表达载体)

[0109] 在一种方式中，本发明提供一种包含核酸构建物的载体，所述核酸构建物用于植

物或分离得到的植物细胞中的胶原蛋白产生。所述载体可用于在植物宿主内瞬时性地表达

胶原蛋白，典型性而言，作为植物病毒载体而提供。在一种方式中，本发明的表达载体可以

以“重组病毒”的方式提供。所述病毒为RNA病毒时本发明的核酸构建物为RNA，病毒为DNA病

毒时所述核酸构建物为 DN A。在一种方式中，可以使载体质粒转化至根癌农杆菌
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(Agrobacterium  tuminiferens)，使该根癌农杆菌感染植物而使靶蛋白瞬时性地表达。

[0110] 作为本发明的重组病毒提供的表达载体可以通过常规方法对由本发明的所属技

术领域的本领域技术人员已知的任意的植物病毒载体(参照例如，“蛋白质  核酸  酶”，

vol.45，p.607‑613等)进行修饰而制备。在一种方式中，优选修饰番茄丛矮病毒而作为重组

病毒。

[0111] (包含核酸构建物或表达载体的植物体或分离得到的植物细胞)

[0112] 在本发明的一种方式中，提供一种包含核酸构建物或表达载体的植物体或分离得

到的植物细胞。所述植物体或分离得到的植物细胞除了是经过核酸构建物或表达载体的导

入处理而得到的之外，也可以是这些被处理植物体或植物细胞经过生长发育或增殖而得到

的。

[0113] (核酸构建物编码的原胶原蛋白或胶原蛋白)

[0114] 在本发明的一种方式中，包含所述本发明的核酸构建物编码的原胶原蛋白或胶原

蛋白。所述原胶原蛋白或胶原蛋白不限于从植物体或分离得到的植物细胞产生得到的。就

所述原胶原蛋白或胶原蛋白而言，典型性而言，具有非天然型氨基酸序列。在一种方式中，

本发明的原胶原蛋白或胶原蛋白相对于天然型原胶原蛋白或胶原蛋白，具有70%以上、75%

以上、80%以上、85%以上、90%以上或95%以上的氨基酸序列相同性。本发明的原胶原蛋白或

胶原蛋白相对于天然型原胶原蛋白或胶原蛋白，可以包含一个以上的氨基酸的置换、插入、

缺失。

[0115] 在一种方式中，本发明的原胶原蛋白或胶原蛋白可以代替N末端前区，而融合异源

蛋白质，由此添加各种功能。例如，可以通过代替N末端前区而融合GFP，产生荧光胶原蛋白。

所述原胶原蛋白或胶原蛋白可以通过由本发明的所属技术领域的本领域技术人员所知的

任意的方法而进行表达和纯化，可以用于分析化学特性、生理活性等目的。

[0116] (包含原胶原蛋白或胶原蛋白的组合物)

[0117] 在本发明的一种方式中，提供一种组合物，其包含：由植物体或者分离得到的植物

细胞产生的原胶原蛋白或胶原蛋白，或者通过其他方法而产生的具有非天然型氨基酸序列

的原胶原蛋白或胶原蛋白。

[0118] 在一种方式中，本发明的组合物的方式不限，例如以药物组合物、化妆品组合物或

食品组合物的方式提供，除了包含原胶原蛋白或胶原蛋白之外，还可以包含这些各领域的

组合物中允许的载体、赋形剂等。在本发明的组合物中，原胶原蛋白或胶原蛋白可以为进一

步通过分子间的交联处理而具有包含多个原胶原蛋白或胶原蛋白分子的纤维状或网络状

结构的多聚体的状态。本发明的组合物含有的胶原蛋白的量没有特别限定，可以根据剂型、

目的等而适宜调节。

[0119] 就本发明的包含原胶原蛋白或胶原蛋白的药物组合物而言，包含所述组合物本身

为药物的情况和作为制造药物时的原料或中间制品的组合物。本发明的药物组合物的形态

没有特别限定，可以是固体状、粉状、颗粒状、液体状。本发明的药物组合物针对对象给药的

方式的情况下，其剂型没有特别限定，例如，可以作为片剂、细粒剂、丸剂、锭剂、胶囊剂或这

些的原材料或中间制品而提供。

[0120] 本发明的药物组合物包含再生医疗用药物或作为制造再生医疗用药物时的原料

或中间制品的组合物。例如，本发明的药物组合物作为片状的组合物而提供，可以作为用于
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促进对象的体内或体表组织再生的组合物或用于培养片状的组织的支架材料而提供。在一

种方式中，本发明的药物组合物可以作为用于构成用3D打印技术等而具有3维结构的再生

医疗制品的材料组合物，例如作为生物油墨的原料而提供。

[0121] 在一种方式中，本发明的药物组合物包含作为可植入的医疗设备或制造所述医疗

设备时的原料或中间制品的组合物。这些组合物可以用于疾病或障碍的预防或治疗、美容

目的等。所述组合物的非限定性的实例包含：创伤敷料、人造皮肤、人造血管、用于除去流体

或向患者递送流体的导管和其他设备、人造心脏、人造肾脏、用于整形外科的针、板和植入

物。例如本发明的药物组合物可以用作3D生物打印得到的乳房切除后植入物、美容整形用

填充剂。

[0122] 就本发明的包含原胶原蛋白或胶原蛋白的化妆品组合物而言，包含所述组合物本

身为化妆品的情况和作为制造化妆品时的原料或中间制品的组合物。本发明的化妆品组合

物的方式没有特别限定，可以是固体状、粉状、颗粒状、液体状。本发明的化妆品可以局部适

用或口服给药，例如，可以作为软膏、洗剂、霜剂、微乳液、凝胶、油、溶液等局部给药剂、片

剂、细颗粒剂、丸剂、锭剂、胶囊剂等口服给药剂或这些的原材料或中间制品而提供。

[0123] 就本发明的包含原胶原蛋白或胶原蛋白的食品组合物而言，包含所述组合物为本

身为食品的情况和作为制造食品时的原料或中间制品的组合物。所述食品包含健康食品、

功能性食品、特定保健用食品、患者用食品，在以人以外的动物作为对象来使用的情况下包

含饲料。所述食品的方式没有特别限定，可以是固体状或液态。作为人以外的动物没有特别

限定，例如可以以哺乳类、鸟类、爬虫类、两栖类、鱼类、昆虫等各种动物作为对象来使用。作

为具体的食品的种类，例如包含：清凉饮料、碳酸饮料、营养饮料、果汁饮料、乳饮料等饮料

或这些饮料的浓缩原液和调制用粉末；冰淇淋、冰果子露、刨冰等冷冻甜点；荞麦面、乌冬

面、粉条、饺子皮、烧麦皮、中式面条、方便面等面条类；糖、口香糖、糖果、软糖、透明果味糖、

焦糖、巧克力、硬糖、零食、饼干等烘焙点心、果冻、果酱、奶油等点心类；鱼板、汉堡包、火腿、

香肠等水产/畜产加工食品；加工乳、发酵乳、酸奶、黄油、奶酪等乳制品；色拉油、天妇罗油、

人造黄油、蛋黄酱、起酥油、生奶油、沙拉酱等油脂和油脂加工食品；酱料、蘸料等调味料；

汤、炖菜、咖喱、面包、果酱、沙拉、配菜、泡菜等，但不限于此。

[0124] 在下文中使用实施例对本发明进一步详细地说明，这些实施例为例举，实施例的

范围不限定本发明的范围。

[0125] 实施例

[0126] (材料和方法)

[0127] 本研究中使用的表达盒的构建如图1a~f所示。本研究中的编码序列根据需要为了

烟草中的表达而进行最优化，经过化学合成使得具有所需的侧翼区域(flanking  region)。

[0128] 使用的序列如下。

[0129] [表1]
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[0131]
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[0132]
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[0133]
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[0134]
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[0135]

说　明　书 17/30 页

19

CN 119604615 A

19



[0136]
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[0137]
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[0138]

[0139] 1.胶原蛋白基因表达盒的构建

[0140] 将合成基因克隆至包含CaMV  35S启动子(SEQ  ID  NO.1)和拟南芥ADH来源5’‑UTR

(SEQ  ID  NO.3)以及HSP终止子(SEQ  ID  NO.4)的表达盒中(图1a)，所述合成基因编码融合

于大麦淀粉酶信号肽(Barley  AMY  1 .2  Signal  Peptide(大麦AMY1 .2信号肽)，SEQ  ID 

NO .5)的胶原蛋白α‑1  (I)链(Collagen  alpha‑1  (I)  chain)  (Col1，SEQ  ID  NO .8)。向

Col1导入突变，构建了添加如下修饰的Col1的表达盒：N末端或C末端前区切断部位的修饰

(基于HRV3C、弗林蛋白酶或肠激酶的切断部位的导入)、N末端前区的除去、基于GFP(SEQ  ID 

NO.13)的N末端前区的置换等修饰。

[0141] 具体而言，N末端前区切断部位的修饰通过将N末端前区的C末端区域分别置换为

HRV3C、弗林蛋白酶或肠激酶的识别序列而进行。此时，弗林蛋白酶和肠激酶切断识别序列

的C末端，因此切断处理后的原胶原蛋白为具有天然N末端端肽序列的胶原蛋白。另一方面，

HRV3C切断识别序列的内部，因此切断处理后的原胶原蛋白为具有添加了HRV3C的识别序列

的C末端侧序列GlyPro的N末端端肽序列的胶原蛋白。在植物细胞内离天然N末端切断部位
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的2氨基酸残基(GlnLeu)C末端侧的位置进行切断。作为再现所述植物细胞内的切断的修

饰，通过向跨越N末端前区和N末端端肽区域的区域导入肠激酶的识别序列，从而构建得到

Col1的表达盒，所述Col1的表达盒产生具有缺失了N末端的2氨基酸残基(GlnLeu)的N末端

端肽序列的胶原蛋白。

[0142] 此外，就C末端前区的修饰而言，为了除去在植物细胞内切断C末端前区的未知的

蛋白酶的识别序列，而构建了多个表达盒，所述表达盒在从C末端端肽区域到C末端前区的

不同位置对肠激酶的识别序列进行氨基酸置换。

[0143] 将合成基因克隆至包含CaMV  35S启动子(SEQ  ID  NO.1)和拟南芥ADH来源5’‑UTR

(SEQ  ID  NO.3)以及HSP终止子(SEQ  ID  NO.4)的表达盒中(图1b)，所述合成基因编码融合

于大麦淀粉酶信号肽(SEQ  ID  NO .5)的胶原蛋白α‑2  (I)链(Collagen  alpha‑2  (I) 

chain)  (Col2，SEQ  ID  NO.11)。向Col2导入突变，构建了添加如下修饰的Col2的表达盒：N

末端或C末端前区切断部位的修饰、N末端前区的除去、向N末端的绿色荧光蛋白质的融合、

HN标签(SEQ  ID  NO.16)、GST标签(SEQ  ID  NO.14)、MBP标签(SEQ  ID  NO.15)的添加等修饰。

各修饰的内容与Col1的表达盒修饰是相同的。

[0144] 3.根癌农杆菌的转化

[0145] 使用通过上述2制备得到的pRI  201‑AN植物转化载体来源的质粒，通过冷冻融解

法而转化根癌农杆菌GV3101株。将用各质粒进行了转化的根癌农杆菌在单独或混合2个菌

株的条件下用于浸润(infiltration)。

[0146] 将植物本氏烟草(Nicotiana  benthamiana)在装有市售的椰壳基质的穴盘中从种

子开始培育。使所述植物在温室下以光照16小时/避光8小时的光照周期和全天25℃的温度

日程的条件下生长发育。对于从接种起4周后的植栽实施了农杆菌浸润。在即将实施之前，

通过从植物摘取芽，而除去了顶芽。

[0147] 2.修饰酶表达载体的构建

[0148] 将合成基因克隆至包含CaMV  35S启动子(SEQ  ID  NO .1)以及拟南芥ADH来源5’‑

UTR(SEQ  ID  NO.3)或者TMV  omega序列(SEQ  ID  NO.2)、HSP来源终止子(SEQ  ID  NO.4)的表

达盒中(图1c)，所述合成基因编码融合于液胞信号(Thiol  protease  aleurain  (Barley) 

vacuolar  signal(巯基蛋白酶aleurain  (大麦)液泡信号)，SEQ  ID  NO.6)或者大麦淀粉酶

信号肽(SEQ  ID  NO.5)的人P4Hα(SEQ  ID  NO.17)、人P4Hβ(SEQ  ID  NO.19)、线虫P4Hα(SEQ 
ID  NO.18)和小鼠P4Hβ(SEQ  ID  NO.20)。除了在内质网中积蓄的情况，从P4Hβ基因的3‘末端

除去KDEL序列。

[0149] 将合成基因克隆至包含CaMV  35S启动子(SEQ  ID  NO .1)以及拟南芥ADH来源5’‑

UTR(SEQ  ID  NO.3)、HSP来源终止子(SEQ  ID  NO.4)的表达盒中(图1d)，所述合成基因编码

融合于液胞信号(SEQ  ID  NO .6)或者大麦淀粉酶信号肽(SEQ  ID  NO .5)的LH3(SEQ  ID 

NO.21)。

[0150] 将编码融合有HN标签(SEQ  ID  NO.16)的BMP1(SEQ  ID  NO.22)的合成基因克隆至

包含CaMV  35S启动子(SEQ  ID  NO.1)以及拟南芥ADH来源5’‑UTR(SEQ  ID  NO.3)、HSP来源终

止子(SEQ  ID  NO.4)的表达盒中(图1f)，所述HN标签(SEQ  ID  NO.16)融合于液胞信号(SEQ 

ID  NO.6)或者大麦淀粉酶信号肽(SEQ  ID  NO.5)。只有在内质网中积蓄的情况下，向BMP1基

因的3‘末端添加了KDEL序列。
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[0151] 将合成基因(SEQ  ID  NO.23)克隆至包含CaMV  35S启动子(SEQ  ID  NO.1)以及拟南

芥ADH来源5’‑UTR(SEQ  ID  NO.3)、HSP来源终止子(SEQ  ID  NO.4)表达盒中(图1d)，所述合

成基因编码番茄丛矮病毒来源RNA沉默抑制子p19(UniProtKB  ‑  P50628)。

[0152] 将构建的各基因的表达盒以以下组合克隆至pRI  201‑AN植物转化载体的多克隆

位点中。

[0153] (1)Col1+p19

[0154] (2)Col2+p19

[0155] (3)Col1+Col2+P4Hα+P4Hβ+LH3+p19
[0156] (4)Col1+Col2+p19

[0157] (5)P4Hα+P4Hβ+LH3+p19
[0158] (6)Col1+P4Hα+P4Hβ+p19
[0159] (7)Col1+LH3+p19

[0160] (8)Col1+BMP1+p19

[0161] 4.从根癌农杆菌获得胶原蛋白

[0162] 将用各质粒进行了转化的根癌农杆菌在包含50  μg/ml  卡那霉素(kanamycin)的

选择替代蛋白质来源(Select  Alternative  Protein  Source(APS))培养基中在28℃下振

荡培养一晚，进行增殖使其OD600从4.5达到5.5。将根癌农杆菌培养液进行离心，将沉淀重悬

于浸润缓冲液(10mM  MgCl2和10mM  MES(pH5.6))中。菌液的浓度以使得OD600为0.4(同时接

种2个菌株的情况下为0.8)的方式进行调节而实施浸润。作为浸润后的植栽而孵化6天，仅

收获浸润了根癌农杆菌的叶。收获的叶在‑80℃下冷冻，粉碎为小片。

[0163] 就全可溶性蛋白质而言，对于约0.1  g的冷冻粉碎的叶，添加3体积份的50  mMTris

(pH7.4)、0.15  M  NaCl并磨碎，在4℃下5分钟，20000  g的条件下离心而提取得到。此外，作

为另一提取条件，实施了使用3体积份的0.5  M  乙酸、0.2  M  NaCl的提取。

[0164] 5.获得的胶原蛋白的分析

[0165] 对在以下条件下提取得到的胶原蛋白进行处理，通过SDS‑PAGE而确认了是否切

断。

[0166] 胶原蛋白提取液的蛋白酶处理：4℃  16小时反应

[0167] HRV3C：提取液20μL+HRV3C  (Millipore#71493)  1μL
[0168] 弗林蛋白酶：提取液20μL+6mM  CaCl2  4μL  +10倍稀释弗林蛋白酶  (R＆D  #1503‑

SE‑010)  2μL
[0169] 肠激酶：提取液20μL+6mM  CaCl2  10μL+10倍稀释肠激酶  (NEB#P8070S)  2μL
[0170] 6.质量分析

[0171] 通过DTT将全可溶性蛋白质还原后，通过进行使用了MOPS缓冲液的SDS‑PAGE电泳

从而分离质量分析样品。泳动后，通过CBB染色，进行分离蛋白质的检测时，其结果，确认了

在表达了胶原蛋白的全可溶性蛋白质的约130  kDa附近有预想的胶原蛋白的条带，切出所

述部分的凝胶，进行了包含的蛋白质的质量分析。质量分析向日本PROTEOMICS(株式会社)

委托解析。将凝胶片段脱色后，进行胰朊酶消化，通过nanoLC‑MS/MS进行质量的测定后，将

数据用MascotSearch进行蛋白质鉴定(https：//www.jproteomics.com/)。

[0172] 7.使用蛋白质印迹法确认烟草叶中的胶原蛋白表达
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[0173] 通过使用Tris甘氨酸缓冲液的SDS‑PAGE电泳而分离从烟草叶(本氏烟草)中提取

的全可溶性蛋白质。泳动后，转印至PVDF膜，使用针对胶原蛋白α1和标签序列的抗体而进行

蛋白质印迹法，确认了胶原蛋白α1和胶原蛋白α2的表达。

[0174] (结果)

[0175] 实施例1：植物表达系统中的分泌型的I型胶原蛋白α1的瞬时性地表达

[0176] 通过上述方法，使Col1的表达盒在本氏烟草植物表达系统瞬时性地表达，通过

SDS‑PAGE确认了是否切断(图2)。各泳道的样品如下所示。

[0177]
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[0178] 其结果，确认了植物体内积蓄有具有N末端前区和C末端前区的全长胶原蛋白(图

2，泳道3)。就所述结果而言，与F  Ruggiero等的2000年的研究所示的植物稳定表达系统中

分泌型的I型胶原蛋白α1的N末端前区和C末端前区被切断的实验结果相比，是意料之外的

结果。此外，显示了可以通过将具有切断部位修饰的I型胶原蛋白α1在提取液中用针对切断

部位修饰的酶进行处理，而切断I型胶原蛋白α1  N末端和C末端的前区(图2，泳道4~18)。

[0179] 实施例2：GFP融合胶原蛋白α1的获得

[0180] 通过对GFP融合胶原蛋白α1提取液的提取液照射激发光，确认了荧光。N末端和C末

端的前区中，C末端前区对于胶原蛋白形成三重链是必要的，N末端前区不是必须的，实质上

除去了N末端前区的序列也确认了表达。通过本实验，显示了可以通过代替N末端前区而融

合GFP这样的异源肽序列，而产生赋予了新功能的胶原蛋白(图3)。

[0181] 实施例3：胶原蛋白α1和胶原蛋白α2的同时表达的确认

[0182] 通过上述方法，在植物表达系统使Col1的表达盒和Col2的表达盒进行瞬时性地共

表达时，其结果，由蛋白质印迹确认了细胞体内同时积蓄α1和α2胶原蛋白(图4)。各泳道的

样品如下所示。

[0183]

[0184] 此外，通过质量分析，确认了α1和α2胶原蛋白的表达(图5)。各泳道的样品与图4相

同。

[0185] 从以上的实施例意外地发现了，可以通过在植物表达系统使胶原蛋白瞬时性地表

达，而稳定地获得分泌型的胶原蛋白。此外，确认了可以通过使代替N末端前区而融合了具

有各种功能的肽的胶原蛋白表达，而获得高功能型胶原蛋白。
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[0186]
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[0187]
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[0188]
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[0189]
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[0190]
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[0191]
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图1a

图1b

图1c
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图1d

图1e

图1f
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图2

图3

图4
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图5
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