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(57)【要約】
　ある態様において、本発明は、DEEP融合タグおよび標的タンパク質(例えば目的のタン
パク質)を含む融合タンパク質に関する。種々の他の態様において、本発明は、DEEP融合
タグおよび標的タンパク質を含む融合タンパク質を産生する方法、DEEP融合タグをコード
するヌクレオチド配列および標的タンパク質をコードするヌクレオチド配列を導入するた
めのクローニング部位を含む構築物、ならびにかかるDNA構築物を含むキットを提供する
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　DEEP融合タグおよび標的タンパク質を含む、融合タンパク質。
【請求項２】
　DEEP融合タグが、標的タンパク質に対してN末端にある、請求項１記載の融合タンパク
質。
【請求項３】
　DEEP融合タグが、複数の表面露出ヒスチジン残基を含む、請求項１または２記載の融合
タンパク質。
【請求項４】
　DEEP融合タグが、アミノ酸配列:
【化１】

(配列番号：1)を含む、請求項１、２または３記載の融合タンパク質。
【請求項５】
　DEEP融合タグが、アミノ酸配列:
【化２】

(配列番号：10)を含む、請求項１、２または３記載の融合タンパク質。
【請求項６】
　DEEP融合タグと標的タンパク質との間にリンカーアミノ酸配列をさらに含む、前記請求
項のいずれか記載の融合タンパク質。
【請求項７】
　該リンカーアミノ酸配列がポリグリシン配列を含む、請求項６記載の融合タンパク質。
【請求項８】
　DEEP融合タグと標的タンパク質との間に切断部位をさらに含む、前記請求項のいずれか
記載の融合タンパク質。
【請求項９】
　該切断部位がプロテアーゼ切断部位である、請求項８記載の融合タンパク質。
【請求項１０】
　該切断部位が化学的切断部位である、請求項８記載の融合タンパク質。
【請求項１１】
　該標的タンパク質が、緑色蛍光タンパク質(GFP)、アミロイドβ(Aβ)ポリペプチド、Tr
p Cageタンパク質、LS3ポリペプチド、インスリンA鎖ポリペプチドおよびインスリンB鎖
ポリペプチドからなる群より選択される、前記請求項のいずれか記載の融合タンパク質。
【請求項１２】
　第1の標的タンパク質および第2の標的タンパク質を含む融合タンパク質であって、第2
の標的タンパク質が第1の標的タンパク質とは異なる、前記請求項のいずれか記載の融合
タンパク質。
【請求項１３】
　第1の標的タンパク質がDEEP融合タグに対してC末端にあり、第2の標的タンパク質がDEE
P融合タグに対してN末端にある、請求項１２記載の融合タンパク質。
【請求項１４】
　第1の標的タンパク質がインスリンA鎖ポリペプチドであり、第2の標的タンパク質がイ
ンスリンB鎖ポリペプチドである、請求項１２または１３記載の融合タンパク質。
【請求項１５】
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　約4～約10のpH範囲に対して安定である、前記請求項のいずれか記載の融合タンパク質
。
【請求項１６】
　前記請求項のいずれか記載の融合タンパク質をコードする、核酸分子。
【請求項１７】
　請求項１６記載の核酸を含む、宿主細胞。
【請求項１８】
　大腸菌である、請求項１７記載の宿主細胞。
【請求項１９】
　a.　融合タンパク質をコードするDNA構築物を、宿主細胞に導入する工程、ここで該融
合タンパク質は、DEEP融合タグおよび標的タンパク質を含む；
b.　該宿主細胞中で融合タンパク質を発現させる工程；
c.　融合タンパク質を単離する工程；ならびに
d.　標的タンパク質からDEEP融合タグを分離するために融合タンパク質を切断して、
それにより標的タンパク質を得る工程
を含む、標的タンパク質を得る方法。
【請求項２０】
　該融合タンパク質が、DEEP融合タグの親和性樹脂への結合により単離される、請求項１
９記載の方法。
【請求項２１】
　該親和性樹脂が固定された金属である、請求項２０記載の方法。
【請求項２２】
　該固定された金属が固定されたニッケルである、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　該標的タンパク質からDEEP融合タグを分離するために融合タンパク質を切断する工程が
、融合タンパク質とプロテアーゼを接触させることを含む、請求項１９～２２いずれか記
載の方法。
【請求項２４】
　該標的タンパク質からDEEP融合タグを分離するために融合タンパク質を切断する工程が
、融合タンパク質と化学的切断剤を接触させることを含む、請求項１９～２２いずれか記
載の方法。
【請求項２５】
　DEEP融合タグをコードするヌクレオチド配列および標的タンパク質をコードするヌクレ
オチド配列を導入するためのクローニング部位を含む、DNA構築物。
【請求項２６】
　プラスミドである、請求項２５記載のDNA構築物。
【請求項２７】
　DEEP融合タグをコードするヌクレオチド配列がクローニング部位の上流にある、請求項
２５または２６記載のDNA構築物。
【請求項２８】
　DEEP融合タグをコードするヌクレオチド配列とクローニング部位との間にリンカーアミ
ノ酸配列をコードするヌクレオチド配列をさらに含む、請求項２５、２６または２７記載
のDNA構築物。
【請求項２９】
　選択マーカーをさらに含む、請求項２５～２８いずれか記載のDNA構築物。
【請求項３０】
　標的タンパク質をコードするヌクレオチド配列をさらに含む、請求項２５～２９いずれ
か記載のDNA構築物。
【請求項３１】
　DEEP融合タグが、アミノ酸配列: 
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【化３】

(配列番号：1)を含む、請求項２５～３０いずれか記載のDNA構築物。
【請求項３２】
　DEEP融合タグが、アミノ酸配列:

【化４】

(配列番号：10)を含む、請求項２５～３０いずれか記載のDNA構築物。
【請求項３３】
　複数のDNA構築物を含むキットであって、それぞれのDNA構築物が、DEEPタンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列および標的タンパク質をコードするヌクレオチド配列を導入す
るためのクローニング部位を含む、キット。
【請求項３４】
　それぞれのDNA構築物が異なるDEEP融合タグをコードする、請求項３３記載のキット。
【請求項３５】
　少なくとも1つの構築物が、アミノ酸配列:
【化５】

(配列番号：1)を含むDEEP融合タグをコードする、請求項３３または３４記載のキット。
【請求項３６】
　少なくとも1つの構築物が、アミノ酸配列:
【化６】

(配列番号：10)を含むDEEP融合タグをコードする、請求項３３または３４記載のキット。
【請求項３７】
　それぞれのDNA構築物が同じクローニング部位を含む、請求項３３～３６いずれか記載
のキット。
【請求項３８】
　DEEP融合タグをコードするヌクレオチド配列がクローニング部位の上流にある、請求項
３３～３７いずれか記載のキット。
【請求項３９】
　DEEP融合タグ、インスリンA鎖ポリペプチドおよびインスリンB鎖ポリペプチドを含む、
融合タンパク質。
【請求項４０】
　インスリンA鎖ポリペプチドが、DEEP融合タグに対してC末端にある、請求項３９記載の
融合タンパク質。
【請求項４１】
　インスリンB鎖ポリペプチドが、DEEP融合タグに対してN末端にある、請求項３９または
４０記載の融合タンパク質。
【請求項４２】
　DEEP融合タグとインスリンA鎖ポリペプチドとの間に第1のリンカーをさらに含む、請求
項３９、４０または４１記載の融合タンパク質。
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【請求項４３】
　第1のリンカーが第1の切断部位を含む、請求項４２記載の融合タンパク質。
【請求項４４】
　DEEP融合タグとインスリンB鎖ポリペプチドとの間に第2のリンカーをさらに含む、請求
項３９～４３いずれか記載の融合タンパク質。
【請求項４５】
　第2のリンカーが第2の切断部位を含む、請求項４４記載の融合タンパク質。
【請求項４６】
　第1の切断部位および第2の切断部位が、同じ条件下で切断可能である、請求項４５記載
の融合タンパク質。
【請求項４７】
　第1の切断部位および第2の切断部位が、独立して切断可能である、請求項４５記載の融
合タンパク質。
【請求項４８】
　アミノ酸配列:
【化７】

(配列番号：14)を含む、請求項３９～４７いずれか記載の融合タンパク質。
【請求項４９】
　DEEP融合タグとインスリンA鎖ポリペプチドとの間に第1の切断部位をさらに含む、請求
項３９～４２および４４のいずれか一項記載の融合タンパク質。
【請求項５０】
　DEEP融合タグとインスリンB鎖ポリペプチドとの間に第2の切断部位をさらに含む、請求
項３９～４２、４４および４９のいずれか一項記載の融合タンパク質。
【請求項５１】
　第1の切断部位および第2の切断部位が、同じ条件下で切断可能である、請求項５０記載
の融合タンパク質。
【請求項５２】
　第1の切断部位および第2の切断部位が、独立して切断可能である、請求項５０記載の融
合タンパク質。
                                                                        

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、2017年7月28日に出願された米国仮特許出願第62/538,505号の利益を主張する
。この出願の全教示は、参照により本明細書に援用される。
【０００２】
ASCIIテキストファイルにおける資料の参照による援用
　本願は、本願と同時に提出された以下のASCIIテキストファイル
ファイル名：53911006001_SEQUENCELISTING.TXT；2018年7月26日に作成され、11KBのサイ
ズ
に含まれる配列表を参照により援用する。
【背景技術】
【０００３】
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背景
　バイオテクノロジーの現在の時代は、組み換えDNAの作製および全ての種にわたる遺伝
子の操作により始まった。今日、この技術は、基礎科学からタンパク質医薬の大規模製造
まで広範囲の種々の設定において広範囲に実施される。組換えDNAを操作して該DNAを種々
の異なる宿主生物に挿入することは比較的簡単になっているが、このDNAにコードされる
タンパク質の発現および精製は困難なままである。組み換えタンパク質を発現させるため
に最も一般的に使用される宿主は大腸菌である。大腸菌におけるタンパク質の産生は比較
的早く、安価で、ユーザーにとって使い易く、細胞質もしくはペリプラズムなどの異なる
細胞区画に方向づけられ得るか、または細胞外に分泌されもし得る。しかしながら、多く
の所望のタンパク質およびペプチドの発現収率および可溶性は、予想できず、大腸菌およ
び/または他の発現宿主においてしばしば低い発現が生じ、または発現がないことさえ生
じる。
【０００４】
　これらの問題に取り組むための試みは、典型的に、目的のタンパク質(POI)の、融合タ
グとして公知である別のタンパク質への融合体を構築することを含み、これは、多くの場
合において発現レベルを向上させ得、可溶性を高め得、分解を低減させ得、かつPOIの折
り畳みを容易にし得る。今日まで、タンパク質発現に使用される融合タグは一般的に、宿
主細胞において高レベルで発現する特定のタンパク質由来の天然に存在する配列であった
。しかしながら、全てのPOIの産生を信頼性高く容易にする公知の単一の融合タグはない
。結果的に、それぞれの新規のPOIについていくつかの異なる融合タグが典型的に試験さ
れ、もしあれば、どれがPOIの発現を容易にするかが決定される。現在、良く特徴付けら
れ、市販されている約1ダースのみの天然に存在する融合タグがある。しかしながら、こ
れらの市販の融合タグは、いくつかのPOIは既存のタグとの融合体として発現された場合
であっても産生することが困難なままであるので、全てのPOIの発現を容易にするわけで
はない。したがって、既存のタグを使用して産生することが困難であるPOIを含む、一般
のPOIの発現および精製を向上し得る新規の融合タグについての必要性がある。
【発明の概要】
【０００５】
概要
　本発明は、一般的に、本明細書においてデノボ発現エンハンサータンパク質(De novo E
xpression Enhancer Protein) (DEEP)融合タグと称される、広範囲のタンパク質の発現を
高め得る人工融合タグを含む融合タンパク質、ならびにかかる融合タンパク質をコードす
るDNA構築物およびかかる融合タンパク質を得る(例えば産生する)方法に関する。
【０００６】
　したがって、一態様において、本発明は、DEEP融合タグおよび標的タンパク質(例えば
目的のタンパク質(POI))を含む融合タンパク質に関する。
【０００７】
　別の態様において、本発明は、DEEP融合タグ、インスリンA鎖ポリペプチド(例えばDEEP
融合タグに対してC末端)およびインスリンB鎖ポリペプチド(例えばDEEP融合タグに対して
N末端)を含む融合タンパク質に関する。
【０００８】
　別の態様において、本発明は、DEEP融合タグ(例えば配列番号：1のアミノ酸配列を含む
)および標的タンパク質(例えばPOI)を含む融合タンパク質をコードする核酸分子に関する
。さらに別の態様において、本発明は、DEEP融合タグ(例えば配列番号：1のアミノ酸配列
を含む)および標的タンパク質を含む融合タンパク質をコードする核酸分子を含む宿主細
胞(例えば大腸菌)に関する。
【０００９】
　別の態様において、本発明は、a)融合タンパク質をコードするDNA構築物を宿主細胞に
導入する工程、ここで該融合タンパク質は、DEEP融合タグおよび標的タンパク質を含む、
b)該宿主細胞中で融合タンパク質を発現させる工程、c)該融合タンパク質を単離する工程
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、ならびにd)標的タンパク質からDEEP融合タグを分離するために該融合タンパク質を切断
する工程を含む、標的タンパク質を得る方法に関する。
【００１０】
　さらに別の態様において、本発明は、i)DEEP融合タグをコードするヌクレオチド配列、
およびii)標的タンパク質をコードするヌクレオチド配列を導入するためのクローニング
部位を含む構築物に関する。
【００１１】
　さらなる態様において、本発明は、1つまたは複数のDNA構築物を含むキットに関し、こ
こでそれぞれのDNA構築物は、DEEPタンパク質をコードするヌクレオチド配列および標的
タンパク質をコードするヌクレオチド配列を導入するためのクローニング部位を含む。
【００１２】
　本明細書に記載されるように、DEEP融合タグは、宿主細胞、特に大腸菌において、天然
に存在する配列に基づく既存の融合タグを使用して発現することが困難であるタンパク質
を含む、種々の異なるタンパク質の発現および産生を容易にし得る。さらに、DEEP融合タ
グを含む融合タンパク質は一般的に、可溶性でありかつ広範囲のpH値(例えば4～10のpH)
に対して安定であるが、天然の配列に基づく市販の融合タグは典型的に、生理学的pHの周
囲のみで安定である。さらに、本明細書に記載されるDEEP融合タグはまた、さらなる親和
性タグを必要とせずに、融合タンパク質の迅速な精製のための親和性タグとして使用され
得る。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
図面の簡単な説明
【図１－１】図1A～1Eは、DEEPの過剰発現および精製に関する。図1A)DEEPタンパク質のI
MAC精製(挿入図：表面に露出した12His残基が強調され、親水性残基が暗く、疎水性残基
が明るくされているDEEPタンパク質の構造)。図1B)IMACピーク#5のSEC精製および対応す
る図1C)SDS-PAGE分析(1-細胞全体、2-溶解された細胞、3-溶解された細胞の可溶性画分、
4/5/6/7/8-IMACおよびSECピーク)。
【図１－２】図1D)20から60%のBの線形勾配を用いて分析的C8カラムを使用してSEC精製さ
れたDEEPのRP HPLC分析(A-水、B-MeCN、両方に0.1% v/vのTFAを添加)、および図1E)ピー
クの対応するESI-TOF MS分析。
【図２－１】図2A～2CはfrGFP(折り畳まれたレポーターGFP)の過剰発現および精製に関す
る。図2A)プラスミド設計ならびにリンカー残基およびfrGFPの対応する配列。
【図２－２】図2B)過剰発現され、精製された1-6xHis、2-DEEPおよび3-6xHis-SUMOへのfr
GFP N末端融合体のSDS-PAGE。Sol-溶解された細胞の可溶性画分、HisTrap-IMAC(固定され
た金属アフィニティークロマトグラフィー)およびSEC-サイズ排除クロマトグラフィー。
【図２－３】図2C)DEEP-GFPおよびSUMO-GFPの蛍光発光(Ex.：490nm)。
【図３－１】図3A～3Dは、Trp cageの過剰発現および精製に関する。図3A)プラスミド設
計ならびにリンカー残基およびTrp cageの対応する配列。図3B)Trp cageは、以下の切断
部位：1-DEEP-Met-Trp、2-DEEP-TEV-Trp、3-SUMO-Met-Trpおよび4-SUMO-TEV-Trpを含むDE
EPおよびSUMO融合タグなし(左のゲル)およびあり(中央のゲル)で過剰発現された。DEEP-M
et-Trpはさらに、IMACを使用して精製された(右のゲル)。予想MWは：1-14796、2-15460、
3-16314および4-16948Daである。
【図３－２】図3C)IMAC精製した可溶性および不溶性の画分の発現比較ならびに対応する
図3D)HPLC分析。
【図４－１】図4A～4Cは、Aβ1-42の過剰発現および精製に関する。図4A)プラスミド設計
ならびにリンカー残基およびAβ1-42の対応する配列。図4B)1-Aβ1-42、2-DEEP-Aβ1-42

および3-SUMO-Aβ1-42過剰発現(左のゲル)の細胞全体SDS-PAGE分析。37℃および18℃で誘
導された細胞からのDEEP-Aβ1-42の精製(右のゲル)。WC-細胞全体、Sol-溶解された細胞
の可溶性画分、Pel-0.5% w/vサルコシルに溶解された不溶性タンパク質画分。予想MWは：
1-4645、2-17465および3-18927Daである。
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【図４－２】図4C)精製プロセスのSDS-PAGE。
【図５－１】図5A～5Cは、DEEP-Met-LS3の過剰発現および精製に関する。図5A)プラスミ
ド設計ならびにリンカー残基およびLS3の対応する配列。図5B)タンパク質収率を高めるた
めに、グルコースの添加を試験した(±は、1% w/vグルコースを補充したLB培地中の過剰
発現を示す)。実験セクションに記載されるようなバッファを用いてNi-NTAビーズを使用
してDEEP-Met-LS3精製を行った。DEEP-Met-LS3の予想MWは14865Daである。
【図５－２】図5C)精製プロセスのSDS-PAGE。右のゲルは、SUMO-LS3およびDEEP-LS3を用
いた3回の発現および精製実験の要約である。
【図６－１】図6A～6Dは、DEEP-Met-Insの過剰発現に関する。図6A)プラスミド設計およ
び対応する配列。図6B)発現および精製プロセスのSDS-PAGE。WC-細胞全体、Sup1/2/3-洗
浄工程の上清およびIBs-再懸濁された封入体。DEEP-Insの予想MWは18302Daである。
【図６－２】図6C)再折り畳み中間体のRP-HPLCクロマトグラムおよびβMEの関数としての
再折り畳み収率。
【図６－３】図6D)V8プロテアーゼのLC-MS分析。三角形はV8の切断部位である(グルタミ
ン酸のC末端で切断)。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
詳細な説明
　例示態様の説明を以下にする。
【００１５】
　本発明は、部分的に、融合タグとして融合タンパク質に組み込んだ際に宿主細胞、特に
大腸菌内および/または大腸菌からの種々の異なる目的のタンパク質の発現、産生および/
または精製を容易にし得るタンパク質の発見に基づく。
【００１６】
　したがって、一態様において、本発明は、DEEP融合タグおよび標的タンパク質(例えば
目的のタンパク質)を含む融合タンパク質に関する。
【００１７】
　「タンパク質」、「ペプチド」および「ポリペプチド」は、長さまたは翻訳後修飾(例
えばグリコシル化またはリン酸化)に関係なく、アミド結合により共有結合した少なくと
も2つのアミノ酸のポリマーを示すために本明細書において交換可能に使用される。タン
パク質、ペプチドまたはポリペプチドは、任意の適切なL-および/またはD-アミノ酸、例
えば一般的なα-アミノ酸(例えばアラニン、グリシン、バリン)、非αアミノ酸(例えばβ
-アラニン、4-アミノ酪酸、6-アミノカプロン酸、サルコシン、スタチン)および通常でな
いアミノ酸(例えばシトルリン、ホモシトルリン(homocitruline)、ホモセリン、ノルロイ
シン、ノルバリン、オルニチン)を含み得る。ペプチド上のアミノ、カルボキシルおよび/
または他の官能基は遊離してい得る(例えば修飾されない)かまたは適切な保護基により保
護され得る。アミノ基およびカルボキシル基のための適切な保護基ならびに保護基を付加
または除去するための方法は、当該技術分野で公知であり、例えばGreen and Wuts, 「Pr
otecting Groups in Organic Synthesis」, John Wiley and Sons, 1991に開示される。
タンパク質、ペプチドまたはポリペプチドの官能基はまた、当該技術分野で公知の方法を
使用して誘導体化(例えばアルキル化)され得るかまたは(例えばフルオロゲンまたはハプ
テンなどの検出可能な標識を用いて)標識され得る。タンパク質、ペプチドまたはポリペ
プチドは、所望の場合は、1つ以上の修飾(例えばアミノ酸リンカー、アシル化、アセチル
化、アミド化、メチル化、末端修飾基(例えば環状化修飾)、N-メチル-α-アミノ基置換)
を含み得る。さらに、タンパク質、ペプチドまたはポリペプチドは、公知のおよび/また
は天然に存在するペプチドのアナログ、例えば保存アミノ酸残基置換(1つまたは複数)を
有するペプチドアナログであり得る。
【００１８】
　用語「融合タンパク質」は、2つ以上の異なるタンパク質および/またはペプチドの全て
または一部を含む合成、半合成または組み換えの単一タンパク質分子をいう。融合は、N
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EP融合タグおよび/または標的タンパク質に関して)であり得る。
【００１９】
　本明細書で使用する場合、用語「デノボ発現エンハンサータンパク質融合タグ」または
「DEEP融合タグ」は、少なくとも2つ(例えば2、3、4、5または6)のαへリックスを有する
ポリペプチドをいい、ここでそれぞれのα-へリックスは、[PNPPNNP]n(式中、それぞれの
「P」は独立して、極性アミノ酸残基Lys (K)、His (H)、Glu (E)、Gln (Q)、Asp (D)、As
n (N)、Thr (T)およびSer (S)から選択され、それぞれの「N」は独立して、非極性アミノ
酸残基Phe (F)、Leu (L)、Ile (I)、Met (M)、Val (V)およびTrp (W)から選択され、nは2
～10の整数(例えば2、3、4、5、6、7、8、9、10)である)により定義される7個のアミノ酸
残基の2成分のパターン化された配列、または7つぞろいの配列を含む。DEEP融合タグの特
定の態様において、n=3である。
【００２０】
　1つより多くの7つぞろいの配列を含むα-へリックス中の7つぞろいの配列は、同一であ
り得る(すなわち同じ7つぞろいの配列の反復)かまたは異なり得る(すなわち、同じα-へ
リックス中のそれぞれのPNPPNNPの7つぞろいの配列は異なるアミノ酸配列を有し得る)。
さらに、DEEP融合タグ中のα-へリックスのアミノ酸組成は、例えばタグ中のα-へリック
スのそれぞれが異なるアミノ酸配列を有するように、へリックスからヘリックスへと異な
り得る。
【００２１】
　DEEP融合タグはまた、例えばタグ中の第1のα-へリックスに対してN末端および/または
最後のα-へリックスに対してC末端にさらなるアミノ酸残基を含み得る。典型的に、DEEP
融合タグはまた、α-へリックスの間にヘリックス間ターンを含み、ここでそれぞれのへ
リックス間ターンは、例えば縮重DNAコドンVAN (V：A、GまたはC；N：A、G、CまたはT)に
よりコードされる4、5または6個のアミノ酸残基(例えばGly (G)、His (H)、Gln (Q)、Asn
 (N)、Asp (D)、Glu (E)およびLys (K))を含む。
【００２２】
　DEEP融合タグは一般的に、少なくとも約70アミノ酸残基長(例えば74アミノ酸残基)であ
る。特定の態様において、DEEP融合タグは、少なくとも約100アミノ酸残基長(例えば102
アミノ酸残基)である。典型的に、DEEP融合タグは、約500アミノ酸残基長未満、例えば約
450アミノ酸残基長未満または約420アミノ酸残基長未満である。
【００２３】
　特定の態様において、DEEP融合タグは、適切に折り畳まれた融合タンパク質内の表面に
露出する複数のヒスチジン残基を含む。さらなる態様において、DEEP融合タグ内のそれぞ
れのα-ヘリックスは、少なくとも1つ(例えば1、2、3、4、5、6またはそれ以上、例えば1
2)のヒスチジン残基(1つまたは複数)を含む。
【００２４】
　本発明におけるDEEP融合タグとしての使用に適切なポリペプチド、ならびにかかるポリ
ペプチドを設計および作製する方法の特定の例は、それぞれがその全体において参照によ
り本明細書に援用される以下の刊行物：
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【表１】

に記載される。
【００２５】
　特定の態様において、DEEP融合タグは、S-824タンパク質またはその機能性断片、例え
ばN末端メチオニン残基を欠く断片のアミノ酸配列

【化１】

(配列番号：1)を含むか、それから本質的になるかまたはそれからなる(例えば含む)。
【００２６】
　別の特定の態様において、DEEP融合タグは、アミノ酸配列
【化２】

(配列番号：10)またはその機能性断片を含むか、それから本質的になるかまたはそれから
なる(例えば含む)。
【００２７】
　他の態様において、DEEP融合タグは、配列番号：1または配列番号：10のアミノ酸配列
のそれぞれに対して、例えば少なくとも約70%、75%、80%、85%、86%、87%、88%、89%、90
%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%もしくはそれ以上の同一性を有する配
列番号：1または配列番号：10のS-824配列のバリアントアミノ酸配列を含む。本明細書で
使用する場合、用語「配列同一性」は、デフォルトギャップウェイトを使用したプログラ
ムGAPまたはBESTFITなどにより最適に整列される場合に、2つのヌクレオチドまたはアミ
ノ酸配列が、少なくとも、例えば70%配列同一性、または少なくとも80%配列同一性、また
は少なくとも85%配列同一性、または少なくとも90%配列同一性、または少なくとも95%配
列同一性またはそれ以上を共有することを意味する。配列比較について、典型的に、1つ
の配列は、試験配列が比較される参照配列(例えば親配列)として働く。配列同一性比較は
、所定のタンパク質の全長を通して、または所定のタンパク質の所望の断片内で試験され
得る。配列比較アルゴリズムを使用する場合、試験配列および参照配列がコンピューター



(11) JP 2020-529221 A 2020.10.8

10

20

30

40

50

に入力され、サブ配列座標が指定され、必要な場合は、配列アルゴリズムプログラムパラ
メーターが指定される。次いで配列比較アルゴリズムにより、指定されたプログラムパラ
メーターに基づいて、参照配列に対する試験配列(1つまたは複数)についてのパーセント
配列同一性が計算される。
【００２８】
　比較のための配列の最適整列は、例えばSmith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (
1981)の局所相同性アルゴリズムにより、Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1
970)の相同性整列アルゴリズムにより、Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. US
A 85:2444 (1988)の類似性検索方法により、これらのアルゴリズムのコンピューター計算
実行(the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Scien
ce Dr., Madison, Wis.のGAP、BESTFIT、FASTAおよびTFASTA)により、または視覚的調査(
一般的にAusubel et al., Current Protocols in Molecular Biology参照)により実行さ
れ得る。パーセント配列同一性および配列類似性を決定するために適切なアルゴリズムの
1つの例は、Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990)に記載されるBLASTアルゴ
リズムである。BLAST分析を実行するためのソフトウェアは、国立生物工学情報センター
を通じて公に利用可能である(国立衛生研究所NCBIインターネットサーバーを通じて公に
アクセス可能である)。典型的に、デフォルトプログラムパラメーターは、配列比較を実
行するために使用され得るが、カスタマイズされたパラメーターも使用され得る。アミノ
酸配列について、BLASTPプログラムでは、デフォルトとして、3のワード長さ(wordlength
) (W)、10の予測(expectation) (E)およびBLOSUM62スコアリングマトリックスが使用され
る(Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)参照)。
【００２９】
　本明細書で使用する場合、用語「標的タンパク質」は、宿主系におけるその発現が望ま
しいペプチドまたはポリペプチドをいう。かかるタンパク質はまた、本明細書において目
的のタンパク質またはPOIと称される。本発明の融合タンパク質に含まれ得る標的タンパ
ク質の例は、緑色蛍光タンパク質(GFP)、アミロイドβ(Aβ)ポリペプチド、Trp Cageタン
パク質、LS3ポリペプチド、インスリンA鎖ポリペプチドおよびインスリンB鎖ポリペプチ
ドである。本発明の融合タンパク質に含まれ得る標的タンパク質のさらなる例は、インス
リンまたはその断片、例えばインスリンA鎖ポリペプチド、インスリンB鎖ポリペプチドも
しくはインスリンC鎖ポリペプチドまたはそれらの組合せである。
【００３０】
　一態様において、標的タンパク質は少なくとも10個のアミノ酸を含む。一態様において
、標的タンパク質は少なくとも20個のアミノ酸を含む。別の態様において、標的タンパク
質は少なくとも30個のアミノ酸を含む。特定の態様において、標的タンパク質は少なくと
も50個のアミノ酸を含む。ある態様において、標的タンパク質は少なくとも100個のアミ
ノ酸を含む。
【００３１】
　一般的に、標的タンパク質は、別の異種タンパク質の発現および/または精製を促進す
るために使用されるペプチドタグまたはポリペプチドドメインではない。一態様において
、標的タンパク質は、アミノ酸配列DYKDDDDK(配列番号：2)を有するFLAGオクタペプチド
ではない。一態様において、標的タンパク質は、エラスチン様タンパク質(ELP)ではない
。一態様において、標的タンパク質は、インテインポリペプチドではない。一態様におい
て、標的タンパク質は、アミノ酸配列GGCを有するトリペプチドではない。
【００３２】
　一態様において、DEEP融合タグは、標的タンパク質に対してN末端に配置される。別の
態様において、DEEP融合タグは、標的タンパク質に対してC末端に配置される。
【００３３】
　いくつかの態様において、本明細書に開示される融合タンパク質は、内部融合体(DEEP
融合タグおよび/または標的タンパク質に関して)である。例えば、DEEP融合タグは、標的
タンパク質に挿入され得る。代替的に、標的タンパク質は、DEEP融合タグに挿入され得る
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。特定の態様において、標的タンパク質は、DEEP融合タグ中のヘリックス間ターンに挿入
される。
【００３４】
　本発明の融合タンパク質は、DEEP融合タグおよび標的タンパク質に加えて他のアミノ酸
配列を含み得る。いくつかの態様において、本発明の融合タンパク質は、リンカーアミノ
酸配列を含む(例えば、DEEP融合タグと標的タンパク質の間に配置される)。種々のリンカ
ーアミノ酸配列は、当該技術分野で公知であり、本発明において使用され得る。いくつか
の態様において、リンカー配列は、Gly、Ser、Thr、His、Asp、Glu、Asn、Gln、Lysおよ
びArgから選択される1つ以上のアミノ酸残基を含む。いくつかの態様において、リンカー
配列としては、ポリグリシン配列(例えば6Xグリシン配列)が挙げられる。リンカーの他の
例としては、GSAGSAAGSG(配列番号：12)、GGGGGGSR(配列番号：13)、KRおよびRRが挙げら
れる。ある態様において、リンカー配列は、切断部位を含む。
【００３５】
　いくつかの態様において、本発明の融合タンパク質は切断部位を含む。切断部位は、試
薬(例えばプロテアーゼなどの生物学的試薬または化学的試薬)により切断される特異的な
アミノ酸またはアミノ酸配列である。
【００３６】
　一態様において、切断部位は、プロテアーゼ切断部位(例えばTEVプロテアーゼにより認
識および切断される部位)である。いくつかの異なるプロテアーゼについてのプロテアー
ゼ切断部位を提供するヌクレオチド配列は、当該技術分野で公知であり、例えばエンテロ
ペプチダーゼ切断部位：DDDDK/；タバコエッチウイルス(tobacco etch virus)プロテアー
ゼ切断部位：ENLYFQ/G；第Xa因子切断部位：IEGR/；およびトロンビン切断部位：LVPR/GS
が挙げられる。プロテアーゼ切断部位を提供する他のヌクレオチド配列としては、例えば
LysおよびArgのC末端でのトリプシン切断；ならびにポリペプチドのC末端の位置からのLy
sおよびArgの加水分解によるカルボキシペプチダーゼ切断が挙げられる。したがって、本
発明の融合タンパク質中の切断部位は、例えばエンテロペプチダーゼ、タバコエッチウイ
ルスプロテアーゼ、第Xa因子、トロンビン、トリプシンまたはカルボキシペプチダーゼに
より切断され得る。
【００３７】
　別の態様において、切断部位は、化学的切断部位(例えば臭化シアン(CNBr)により認識
および切断される部位)である。種々の化学剤についての化学的切断部位を提供するヌク
レオチド配列は、当該技術分野で公知であり、例えばメチオニンのC末端でのCNBr切断：M
/；アスパラギン-グリシンでのヒドロキシルアミン切断：N/G；およびアスパラギン酸-プ
ロリンでの蟻酸切断：D/Pが挙げられる。
【００３８】
　いくつかの態様において、本発明の融合タンパク質は、広いpH範囲に対して安定性およ
び/または溶解性を示す。特定の態様において、本発明の融合タンパク質は、約4～約10の
pH範囲に対して安定性および/または溶解性を示す。
【００３９】
　一般的に、DEEP融合タグのN末端およびC末端は、本発明の適切に折り畳まれた融合タン
パク質において、互いに対して極めて近接して、例えば2つのペプチド鎖の間の分子間相
互作用(例えばジスルフィド結合形成)が可能になる距離で、配置される。代表的なDEEP融
合タグの核磁気共鳴構造、S-824 (PDBエントリー1P68)によると、適切に折り畳まれたS-8
24のN末端とC末端の間の距離は、約10Å～約12.4Åの範囲である。したがって、いくつか
の態様において、適切に折り畳まれたDEEP融合タグのN末端とC末端の間の距離は、約25Å
未満、例えば約20Å未満、約15Å未満または約10Å未満である。いくつかの態様において
、適切に折り畳まれたDEEP融合タグのN末端とC末端の間の距離は、約1Å～約25Å、約5Å
～約20Åまたは約5Å～約15Åである。
【００４０】
　理論に拘束されることを望まないが、かかるトポロジーを有するDEEP融合タグは、多量
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体化(例えば二量体化)、2つ以上の異なるペプチド/ポリペプチド鎖または標的タンパク質
の間の分子間折り畳みおよび/またはジスルフィド形成を誘導するために使用され得ると
考えられる。したがって、いくつかの態様において、本発明の融合タンパク質は、2つ以
上の標的タンパク質(例えば2つの標的タンパク質)を含む。一態様において、DEEP融合タ
グは、2つの標的タンパク質(例えば第1の標的タンパク質のN末端および第2の標的タンパ
ク質のC末端)の間に配置される。例えば、本発明の融合タンパク質は、インスリンA鎖ポ
リペプチドである第1の標的タンパク質とインスリンB鎖ポリペプチドである第2の標的タ
ンパク質の間にDEEP融合タグを含み得る。この例において、DEEP融合タグは、インスリン
C鎖ポリペプチドと同様に機能し得、A鎖とB鎖の間のジスルフィド形成を誘導し得る。
【００４１】
　いくつかの態様において、融合タンパク質は、DEEP融合タグ、インスリンA鎖ポリペプ
チドおよびインスリンB鎖ポリペプチドを含む。いくつかの態様において、インスリンA鎖
ポリペプチドは、DEEP融合タグのC末端にある。いくつかの態様において、インスリンB鎖
ポリペプチドは、DEEP融合タグのN末端にある。いくつかの態様において、インスリンA鎖
ポリペプチドはDEEP融合タグのC末端にあり、インスリンB鎖ポリペプチドはDEEP融合タグ
のN末端にある。
【００４２】
　インスリンは、時々プレプロインスリンと称される110アミノ酸鎖として転写される。
ヒトプレプロインスリンのアミノ酸配列は、UniProtアクセッション番号P01308(配列番号
：11)に指定されている。アミノ酸残基1～24からなるプレプロインスリンのシグナルペプ
チドの除去により、プロインスリンが生じる。生物学的に活性なインスリンは、インスリ
ンC鎖のアミノ酸配列に対応する配列番号：11のアミノ酸残基57～87の除去およびA鎖とB
鎖の間のジスルフィド結合の形成により生じる。したがって、生物学的に活性なインスリ
ンは、元の翻訳産物のほんの51アミノ酸だけを含む。そうではないと示されない限り、「
インスリン」は、本明細書で使用する場合、プレプロインスリン、プロインスリンおよび
生物学的に活性なインスリンを包含する。いくつかの態様において、インスリンは生物学
的に活性なインスリンである。いくつかの態様において、インスリンはプロインスリンで
ある。いくつかの態様において、インスリンはプレプロインスリンである。
【００４３】
　本明細書で使用する場合、「インスリンA鎖ポリペプチド」は、天然に存在し得るかま
たは天然には存在し得ない(例えば作り変えられ得る)。インスリンA鎖ポリペプチドは、
組み換え体または合成物であり得、未修飾または修飾され得る(例えば翻訳後修飾され、
例えばグリコシル化またはリン酸化によるものとして)。本明細書に記載される融合タン
パク質および方法における使用に適切なインスリンA鎖ポリペプチドの例は、当該技術分
野で公知であり、ヒト由来のインスリンA鎖ポリペプチドなどの天然に存在するインスリ
ンA鎖ポリペプチドのバリアント(例えば天然に存在するインスリンA鎖ポリペプチドに対
して少なくとも約70%、約75%、約80%、約85%、約90%、約95%、約96%、約97%、約98%また
は約99%の同一性を有するバリアント)が挙げられる。いくつかの態様において、インスリ
ンA鎖ポリペプチドは、UniProtアクセッション番号P01308(配列番号：11)に指定されるヒ
トインスリンのアミノ酸残基90～110のアミノ酸配列を有するポリペプチド、または配列
番号：11のアミノ酸配列のアミノ酸残基90～110に対して少なくとも約70%(例えば約75%、
約80%、約85%、約90%、約95%、約96%、約97%、約98%または約99%)の同一性を有するその
バリアントである。配列番号：9のアミノ酸配列は、配列番号：11のアミノ酸配列のアミ
ノ酸残基90～110に対応する。したがって、いくつかの態様において、インスリンA鎖ポリ
ペプチドは、配列番号：9のアミノ酸配列を有するポリペプチド、または配列番号：9のア
ミノ酸配列に対して少なくとも約70%(例えば約75%、約80%、約85%、約90%、約95%、約96%
、約97%、約98%または約99%)の同一性を有するそのバリアントである。
【００４４】
　本明細書で使用する場合、「インスリンB鎖ポリペプチド」は、天然に存在し得るかま
たは天然には存在し得ない(例えば作り変えられ得る)。インスリンB鎖ポリペプチドは、
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組み換え体または合成物であり得、未修飾または修飾され得る(例えば翻訳後修飾され、
例えばグリコシル化またはリン酸化によるものとして)。本明細書に記載される融合タン
パク質および方法における使用に適切なインスリンB鎖ポリペプチドの例は、当該技術分
野で公知であり、ヒト由来のインスリンB鎖ポリペプチドなどの天然に存在するインスリ
ンB鎖ポリペプチドのバリアント(例えば天然に存在するインスリンB鎖ポリペプチドに対
して少なくとも約70%、約75%、約80%、約85%、約90、約95%、約96%、約97%、約98%または
約99%の同一性を有するバリアント)が挙げられる。いくつかの態様において、インスリン
B鎖ポリペプチドは、UniProtアクセッション番号P01308(配列番号：11)に指定されるヒト
インスリンのアミノ酸残基25～54のアミノ酸配列を有するポリペプチド、または配列番号
：11のアミノ酸配列のアミノ酸残基25～54に対して少なくとも約70%(例えば約75%、約80%
、約85%、約90%、約95%、約96%、約97%、約98%または約99%)の同一性を有するそのバリア
ントである。配列番号：8のアミノ酸配列は、配列番号：11のアミノ酸配列のアミノ酸残
基25～54に対応する。したがって、いくつかの態様において、インスリンB鎖ポリペプチ
ドは、配列番号：8のアミノ酸配列を有するポリペプチド、または配列番号：8のアミノ酸
配列に対して少なくとも約70%(例えば約75%、約80%、約85%、約90%、約95%、約96%、約97
%、約98%または約99%)の同一性を有するそのバリアントである。
【００４５】
　本明細書で使用する場合、「インスリンC鎖ポリペプチド」は、天然に存在し得るかま
たは天然には存在し得ない(例えば作り変えられ得る)。インスリンC鎖ポリペプチドは、
組み換え体または合成物であり得、未修飾または修飾され得る(例えば翻訳後修飾され、
例えばグリコシル化またはリン酸化によるものとして)。本明細書に記載される融合タン
パク質および方法における使用に適切なインスリンC鎖ポリペプチドの例は、当該技術分
野で公知であり、ヒト由来のインスリンC鎖ポリペプチドなどの天然に存在するインスリ
ンC鎖ポリペプチドのバリアント(例えば天然に存在するインスリンC鎖ポリペプチドに対
して少なくとも約70%、約75%、約80%、約85%、約90、約95%、約96%、約97%、約98%または
約99%の同一性を有するバリアント)が挙げられる。いくつかの態様において、インスリン
C鎖ポリペプチドは、UniProtアクセッション番号P01308(配列番号：11)に指定されるヒト
インスリンのアミノ酸残基57～87のアミノ酸配列を有するポリペプチド、または配列番号
：11のアミノ酸配列のアミノ酸残基57～87に対して少なくとも約70%(例えば約75%、約80%
、約85%、約90%、約95%、約96%、約97%、約98%または約99%)の同一性を有するそのバリア
ントである。
【００４６】
　米国特許出願公開公報US 2018/0194827号には、インスリンペプチドならびに天然のも
しくは天然に存在するインスリンA鎖およびB鎖と比較して種々の置換、付加および/また
は改変を含むインスリンA鎖およびインスリンB鎖を含む単鎖インスリンペプチドアゴニス
トが記載される。インスリン誘導体およびアナログ、例えばインスリンA鎖ポリペプチド
およびインスリンB鎖ポリペプチドに関するUS 2018/0194827の教示は、それらの全体にお
いて参照により本明細書に援用される。したがって、インスリンA鎖ポリペプチドおよび
インスリンB鎖ポリペプチドの例としては、US 2018/0194827に開示されるインスリンA鎖
およびインスリンB鎖が挙げられる。
【００４７】
　Mathieu, C., Gillard, P. and Benhalima, K., Nature Reviews Endocrinology 13, 3
85-399 (2017) (Mathieu et al.)およびZaykov, A.N., Mayer, J.P. and DiMarchi, R.D.
, Nature Reviews Drug Discovery 15, 425-439 (2016) (Zaykov et al.)には、インスリ
ンアナログが記載される。インスリン誘導体およびアナログ、例えばインスリンA鎖ポリ
ペプチドおよびインスリンB鎖ポリペプチドに関するMathieu et al.およびZaykov et al.
の教示は、それらの全体において参照により本明細書に援用される。したがって、インス
リンA鎖ポリペプチドおよびインスリンB鎖ポリペプチドの例としては、Mathieu et al.お
よびZaykov et al.に開示されるインスリンA鎖およびインスリンB鎖が挙げられる。
【００４８】
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　DEEP-インスリンA鎖ポリペプチド-インスリンB鎖ポリペプチド融合体のいくつかの態様
は、DEEP融合タグとインスリンA鎖ポリペプチドの間に第1のリンカーをさらに含む。DEEP
-インスリンA鎖ポリペプチド-インスリンB鎖ポリペプチド融合体のいくつかの態様は、DE
EP融合タグとインスリンB鎖ポリペプチドの間に第2のリンカーをさらに含む。DEEP-イン
スリンA鎖ポリペプチド-インスリンB鎖ポリペプチド融合体のいくつかの態様は、DEEP融
合タグとインスリンA鎖ポリペプチドの間に第1のリンカーおよびDEEP融合タグとインスリ
ンB鎖ポリペプチドの間に第2のリンカーをさらに含む。いくつかの態様において、第1の
リンカーは、第1の切断部位(例えばプロテアーゼ切断部位、化学的切断部位)を含む。い
くつかの態様において、第2のリンカーは、第2の切断部位(例えばプロテアーゼ切断部位
、化学的切断部位)を含む。
【００４９】
　DEEP-インスリンA鎖ポリペプチド-インスリンB鎖ポリペプチド融合体のいくつかの態様
は、DEEP融合タグとインスリンA鎖ポリペプチドの間に第1の切断部位をさらに含む。DEEP
-インスリンA鎖ポリペプチド-インスリンB鎖ポリペプチド融合体のいくつかの態様は、DE
EP融合タグとインスリンB鎖ポリペプチドの間に第2の切断部位をさらに含む。DEEP-イン
スリンA鎖ポリペプチド-インスリンB鎖ポリペプチド融合体のいくつかの態様は、DEEP融
合タグとインスリンA鎖ポリペプチドの間に第1の切断部位およびDEEP融合タグとインスリ
ンB鎖ポリペプチドの間に第2の切断部位をさらに含む。
【００５０】
　第1の切断部位および第2の切断部位を有するDEEP-インスリンA鎖ポリペプチド-インス
リンB鎖ポリペプチド融合体のいくつかの態様において、第1の切断部位および第2の切断
部位は同じ条件下で(例えば同じ化学的条件下で同じプロテアーゼにより)切断可能である
。いくつかの態様において、第1の切断部位および第2の切断部位は独立して(たとえば直
交する(orthogonal)化学的条件下で独立する異なるプロテアーゼにより)切断可能である
。
【００５１】
　本発明の融合タンパク質の一態様において、融合タンパク質は、配列番号：7のアミノ
酸配列、または配列番号：7のアミノ酸配列に対して少なくとも約70%(例えば約75%、約80
%、約85%、約90%、約95%、約96%、約97%、約98%または約99%)の同一性を有するそのバリ
アントを含む。
【００５２】
　本発明の融合タンパク質の一態様において、融合タンパク質は、アミノ酸配列:
【化３】

(配列番号：14)、または配列番号：14のアミノ酸配列に対して少なくとも約70%(例えば約
75%、約80%、約85%、約90%、約95%、約96%、約97%、約98%または約99%)の同一性を有する
そのバリアントを含む。太字の配列番号：14の部分は配列番号：10のアミノ酸配列を有す
るDEEP融合タグに対応する。
【００５３】
　別の態様において、本発明は、本発明の融合タンパク質をコードする核酸分子に関する
。用語「核酸」は、本明細書において、複数のヌクレオチドモノマー(例えばリボヌクレ
オチドモノマーまたはデオキシリボヌクレオチドモノマー)を含むポリマーをいうために
使用される。「核酸」としては、例えばDNA(例えばcDNA)、RNAおよびDNA-RNAハイブリッ
ド分子が挙げられる。核酸分子は、天然に存在し得るか、組み換え体であり得るかまたは
合成物であり得る。また、核酸分子は、一本鎖、二本鎖または三本鎖であり得る。いくつ
かの局面において、核酸分子は改変され得る。核酸改変としては、例えばメチル化、ヌク
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レオチドアナログによる1つ以上の天然に存在するヌクレオチドの置換、非電荷結合(例え
ばメチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホアミデート、カルバメート等)、電
荷結合(例えばホスホロチオエート、ホスホロジチオエート等)などのヌクレオチド間の改
変、垂れ下がり(pendent)部分(例えばポリペプチド)、インターカレーター(例えばアクリ
ジン、ソラレン(psoralen)等)、キレート剤、アルキル化剤および改変された結合(例えば
αアノマー核酸等)が挙げられる。二本鎖ポリマーの場合、「核酸」は、分子のいずれか
または両方の鎖をいい得る。
【００５４】
　遺伝子コードは、ほとんどのアミノ酸がいくつかのコドン(「同義語(synonym)」または
「同義の(synonymous)」コドンと称される)により表されるように縮重するが、特定の生
物によるコドンの使用頻度はランダムではなく、特定のコドントリプレットに対して偏っ
ていることが当該技術分野において理解される。したがって、特定の態様において、本発
明の融合タンパク質をコードする核酸は、特定の種類の宿主細胞における発現について(
例えばコドン最適化により)最適化されているヌクレオチド配列を含む。コドン最適化は
、目的のタンパク質をコードするポリヌクレオチドが、かかるポリヌクレオチドにおける
特定のコドンを、同じアミノ酸(1つまたは複数)をコードするが、核酸が発現されている
宿主細胞においてより一般的に使用され/認識されるコドンにより置き換えるように改変
されるプロセスをいう。いくつかの局面において、本発明の融合タンパク質をコードする
ポリヌクレオチドは、大腸菌における発現について最適化されたコドンである。
【００５５】
　別の態様において、本発明は、本発明の融合タンパク質をコードする核酸分子を含む宿
主細胞に関する。本明細書で使用する場合、用語「宿主細胞」は、DEEP融合タグを含む融
合タンパク質をコードする核酸を発現するための適切な宿主をいう。いくつかの態様にお
いて、宿主細胞は、当該技術分野で公知の組み換えDNA技術を使用して構築されたベクタ
ーにより形質転換またはトランスフェクトされている細胞をいう。適切な宿主細胞の例と
しては、酵母細胞(例えばピキア・パストリス(Pichia pastoris)およびサッカロミセス・
セレビシエ)、昆虫細胞(例えばスポドプテラ・フルギペルダ(Spodoptera frugiperda) Sf
9細胞)、哺乳動物細胞(例えばCHO細胞)および細菌細胞(例えば大腸菌および枯草菌；アグ
ロバクテリウム・ツメファシエンス(Agrobacterium tumefaciens))が挙げられる。適切な
宿主細胞のさらなる例としては、植物細胞(例えばベンサミアナタバコ(Nicotiana bentha
miana))が挙げられる。特定の局面において、宿主細胞は大腸菌である。
【００５６】
　本発明の融合タンパク質は、常套的な方法および当該技術分野で周知の試薬を使用して
、組み換え的または合成的に産生され得る。例えば、本発明の融合タンパク質は、当該技
術分野で公知の方法により、適切な宿主細胞(例えば細菌、酵母、昆虫細胞、哺乳動物細
胞)中で組換え的に産生され得る。例えばCurrent Protocols in Molecular Biology, Sec
ond Edition, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992；およびMolecular Cloni
ng: a Laboratory Manual, 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press参照。例えば、本明細書に記載される融合タンパク質をコードするヌク
レオチド配列を含む核酸分子は、適切な宿主細胞(例えば大腸菌)に導入され得、かつ発現
され得、発現された融合タンパク質は、常套的な方法および容易に入手可能な試薬を使用
して宿主細胞(例えば封入体中)から単離/精製され得る。
【００５７】
　ある態様において、本発明はまた、標的タンパク質を得る(例えば発現する、産生する
、精製する)方法に関する。一態様において、該方法は、a)融合タンパク質をコードするD
NA構築物を宿主細胞に導入する工程、ここで該融合タンパク質はDEEP融合タグおよび標的
タンパク質を含む、b)宿主細胞中で融合タンパク質を発現させる工程、c)融合タンパク質
を単離する工程、ならびにd)融合タンパク質を切断して標的タンパク質からDEEP融合タグ
を分離する工程を含む。
【００５８】
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　融合タンパク質をコードするDNA構築物を宿主細胞に導入するための方法は、当該技術
分野で周知であり、例えば標準的な形質転換およびトランスフェクションの技術(例えば
エレクトロポレーション、化学的形質転換)が挙げられる。本発明の分野における当業者
は、DNA構築物を宿主細胞に導入するための適切な方法を容易に選択し得る。
【００５９】
　宿主細胞中でタンパク質を発現させるための種々の方法が当該技術分野で周知である(
例えば大腸菌におけるIPTG誘導発現)。本発明の分野における当業者は、本発明の融合タ
ンパク質を宿主細胞中で発現させるための適切な方法を容易に選択し得る。
【００６０】
　発現された融合タンパク質は、例えばリゾチーム処理、超音波処理、濾過、塩析、超遠
心分離およびクロマトグラフィーを含む公知の方法および試薬を使用して、宿主細胞から
単離され得る。組み換え的に発現された融合タンパク質は、宿主細胞および/または宿主
細胞培養培地から回収され得る。一旦細胞から放出されると、融合タンパク質は、標準的
な技術および試薬を使用した親和性樹脂への結合により細胞溶解物から精製され得る。特
定の態様において、融合タンパク質は、融合タンパク質中のDEEP融合タグの親和性樹脂(
例えば固相支持体)への結合により単離される。いくつかの態様において、DEEP融合タグ
は、His-タグ付加タンパク質について典型的に使用される方法による精製を可能にする、
複数の表面露出ヒスチジン残基を含む。例えば、本発明の融合タンパク質は、固定された
金属イオン親和性クロマトグラフィー(IMAC)を使用して単離され得る。IMAC適用のための
固定された遷移金属を含む適切なIMAC樹脂は当該技術分野で公知であり、市販され(例え
ばTALON(登録商標)SuperflowTM樹脂、HisTrapTM 高性能樹脂、GE Healthcare Life Scien
ces)、例えば固定されたニッケル樹脂、固定されたコバルト樹脂、固定された銅樹脂およ
び固定された亜鉛樹脂が挙げられる。特定の態様において、本発明の融合タンパク質は、
固定されたニッケルイオンを含む親和性樹脂を使用して精製される。
【００６１】
　本明細書で使用する場合、「単離された(isolated)」は、実質的に純粋を意味する。例
えば、単離された融合タンパク質は、融合タンパク質以外の物質(例えば化学物質、タン
パク質、ペプチド、他の生物学的物質)を含む混合物の少なくとも約50重量%、約60重量%
、約70重量%、約80重量%、約90重量%、約95重量%、約97重量%、約98重量%、約99重量%ま
たは約99.5重量%を構成する。
【００６２】
　融合タンパク質から融合タグを切断する方法は当該技術分野で公知である。例えば、標
的タンパク質からDEEP融合タグを分離するための融合タンパク質の切断は、化学的切断(
例えばCNBr切断)または酵素切断(例えばプロテアーゼ切断)により実施され得る。
【００６３】
　さらに別の態様において、本発明は、DEEP融合タグ、および標的タンパク質をコードす
るヌクレオチド配列を導入するためのクローニング部位をコードするヌクレオチド配列を
含む構築物に関する。特定の態様において、該構築物はDNA構築物である。DEEP融合タグ
は、本明細書に記載されるDEEP融合タグのいずれか(例えば配列番号：1)であり得る。標
的タンパク質の例としては、本明細書に記載される標的タンパク質(例えば配列番号：1)
が挙げられる。
【００６４】
　いくつかの態様において、該構築物はプラスミドである。一般的に、用語「プラスミド
」は、用語「ベクター」と交換可能に使用され、核酸配列を細胞に導入するための核酸構
築物をいう。いくつかの局面において、プラスミドは、本明細書に記載されるように、適
切な宿主における発現に影響を及ぼし得る1つ以上の適切な異種配列(1つまたは複数)に操
作可能に連結される発現プラスミドである。「操作可能に連結される」は、本明細書にお
いて、異種配列が、例えば目的のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの発現を引
き起こすまたは制御するか、または目的のポリヌクレオチドの発現産物に関してインフレ
ームで発現されるように、異種配列が、目的のポリヌクレオチドに関係のある位置に適切
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に(例えば機能的関係で)配置される構成として定義される。本明細書で使用する場合、ア
ミノ酸配列またはヌクレオチド配列は、2つの配列が自然には関係のない場合に該アミノ
酸配列またはヌクレオチド配列が操作可能に連結される別の配列に対して「異種」である
。
【００６５】
　一局面において、異種配列はプロモーター配列である。本明細書で使用する場合、「プ
ロモーター配列」は、宿主細胞に対して内在性であり、宿主細胞中で該プロモーターに操
作可能に連結された核酸の転写を引き起こし得る1つ以上のタンパク質により認識される
核酸配列をいう。典型的に、プロモーター配列は、目的のポリヌクレオチドの発現を媒介
する転写調節配列を含む。プロモーターは、変異体、切断体およびハイブリッドのプロモ
ーターを含む選り抜きの宿主細胞において転写活性を示す任意の核酸配列であり得、宿主
細胞に対して同種または異種のいずれかの細胞外または細胞内のポリペプチドをコードす
る遺伝子から得られ得る。細菌性宿主について、本開示の核酸構築物の転写を引き起こす
ための適切なプロモーターとしては、限定されないが、大腸菌lacオペロン、ストレプト
ミセス・セリカラー(Streptomyces coelicolor)アガラーゼ遺伝子(dagA)、枯草菌レバン
スクラーゼ(levansucrase)遺伝子(sacB)、バチルス・リケニフォルミス(Bacillus lichen
iformis)αアミラーゼ遺伝子(amyL)、バチルス・ステアロサーモフィルス(Bacillus stea
rothermophilus)マルトース生成アミラーゼ(maltogeic amylase)遺伝子(amyM)、バチルス
・アミロリケファシエンス(Bacillus amyloliquefaciens)αアミラーゼ遺伝子(amyQ)、バ
チルス・リケニフォルミスペニシリナーゼ遺伝子(penP)、枯草菌xy1Aおよびxy1B遺伝子、
ならびに原核生物βラクタマーゼ遺伝子から得られるプロモーター(例えばVilla-Kamarof
f et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 3727-3731, 1978参照)、ならびにtacプロモ
ーター(例えばDeBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 21-25, 1983参照)が挙
げられる。繊維状真菌宿主細胞についてのプロモーターの例としては、限定されないが、
コウジカビTAKAアミラーゼ、リゾムコール・ミエヘイ(Rhizomucor miehei)アスパラギン
酸プロテイナーゼ、黒色アスペルギルス中性α-アミラーゼ、黒色アスペルギルス酸性安
定性α-アミラーゼ(acid stable alpha-amylase)、黒色アスペルギルスまたはアワモリコ
ウジカビ(Aspergillus awamori)グルコアミラーゼ(glaA)、リゾムコール・ミエヘイリパ
ーゼ、コウジカビアルカリ性プロテアーゼ、コウジカビトリオースホスフェートイソメラ
ーゼ、アスペルギルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)アセトアミダーゼ、および
フザリウム・オキシスポラム(Fusarium oxysporum)トリプシン様プロテアーゼ(例えばWO 
96/00787参照)についての遺伝子から得られるプロモーター、ならびにNA2-tpiプロモータ
ー(黒色アスペルギルス中性α-アミラーゼおよびコウジカビトリオースホスフェートイソ
メラーゼについての遺伝子由来のプロモーターのハイブリッド)、ならびにそれらの変異
体、切断体およびハイブリッドのプロモーターが挙げられる。酵母細胞プロモーターの例
は、サッカロミセス・セレビシエエノラーゼ(ENO-1)、サッカロミセス・セレビシエガラ
クトキナーゼ(GAL1)、サッカロミセス・セレビシエアルコールデヒドロゲナーゼ/グリセ
ルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ(ADH2/GAP)、およびサッカロミセス・セレビシ
エ3-ホスホグリセレートキナーゼについての遺伝子に由来するものであり得る。酵母宿主
細胞についての他の有用なプロモーターは当該技術分野で公知である(例えばRomanos et 
al., Yeast 8:423-488, 1992参照)。
【００６６】
　プロモーター配列に加えて、本発明のDNA構築物中のDEEP融合タグおよび/またはPOIを
コードするヌクレオチド配列に操作可能に連結され得る他の異種配列の例としては、限定
されないが、他の融合部分(例えばマルトース結合タンパク質(MBP)、グルタチオン-S-ト
ランスフェラーゼ(GST))をコードする配列、シグナルペプチドをコードする配列、プロペ
プチドをコードする配列、開始配列、ターミネーター配列、転写および翻訳の停止シグナ
ル、ならびに選択マーカー配列が挙げられる。
【００６７】
　DEEP融合タグをコードするヌクレオチド配列に加えて、本明細書に記載される構築物は
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、ヌクレオチド配列(1つまたは複数)(例えば標的タンパク質をコードする配列)を導入す
るための1つ以上(例えば1、2または3)のクローニング部位(1つまたは複数)を含む。クロ
ーニング部位は、標的タンパク質をコードするヌクレオチド配列の上流または下流に配置
され得る。本発明の核酸構築物における含入のための種々の有用なクローニング部位は当
業者に公知である。いくつかの態様において、クローニング部位は、制限酵素により認識
および/または切断されるヌクレオチド配列である。
【００６８】
　いくつかの態様において、構築物は、リンカーアミノ酸配列をコードする1つ以上のヌ
クレオチド配列(例えばDEEP融合タグをコードするヌクレオチド配列とクローニング部位
の間に配置されるリンカーヌクレオチド配列)をさらに含む。リンカーアミノ酸配列の例
としては、本明細書に記載されるリンカーのいずれか(例えばポリグリシンリンカー)が挙
げられる。
【００６９】
　いくつかの態様において、構築物は、抗生物質耐性遺伝子(例えばカナマイシン耐性遺
伝子)などの選択マーカーをさらに含む。種々の選択マーカーは当該技術分野で公知であ
り、本発明において使用され得る。
【００７０】
　さらなる態様において、本発明は、本発明の1つ以上のDNA構築物を含むキットに関し、
ここで該1つ以上の構築物はそれぞれ、DEEPタンパク質をコードするヌクレオチド配列、
およびヌクレオチド配列(例えば標的タンパク質/目的のタンパク質をコードする異種配列
)を導入するためのクローニング部位を含む。適切なDNA構築物としては、例えば本明細書
に記載されるDNA構築物のいずれかが挙げられる。適切なクローニング部位(例えば制限部
位)としては本明細書に記載されるものが挙げられる。好ましくは、クローニング部位は
、標的タンパク質をコードする異種ヌクレオチド配列のインフレーム挿入を可能にする、
DEEP融合タグをコードする配列に関係のある位置に配置される。
【００７１】
　一態様において、キットは、DEEPタンパク質をコードする配列およびクローニング部位
を含む単一のDNA構築物を含む。別の態様において、該キットは、DEEPタンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列およびクローニング部位を含む複数の構築物を含む。特定の態様
において、該キットは複数のDNA構築物を含み、ここでそれぞれのDNA構築物は、異なるDE
EP融合タグをコードする。別の態様において、該キットは複数のDNA構築物を含み、ここ
でそれぞれのDNA構築物は、同じDEEP融合タグをコードする。
【００７２】
　キット内の複数の構築物は、同じクローニング部位または異なるクローニング部位を含
み得る。一態様において、それぞれのDNA構築物は同じクローニング部位を含む。クロー
ニング部位は、構築物内でDEEP融合タグをコードするヌクレオチド配列の上流または下流
に配置され得る。
【００７３】
　複数のDNA構築物を含む本発明のキットは、例えば特定の宿主において最適な発現を有
するDEEP融合タンパク質を同定するように設計されたハイスループットスクリーニング法
において使用され得る。
【００７４】
　いくつかの態様において、該キットはさらに、分子クローニング技術に有用な試薬(例
えば制限酵素)などの1つ以上のさらなる試薬を含む。
【００７５】
　典型的に、該キットは、使用の容易さのために区分けされ、試薬を有する1つ以上の容
器を含み得る。一態様において、キット構成要素の全ては一緒にパッケージングされる。
代替的に、該キットの1つ以上の個々の構成要素は、他のキット構成要素とは別のパッケ
ージにおいて提供され得る。
【実施例】
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【００７６】
実施例
　以下の材料および方法は、本明細書における図1A～6Dに記載される実験において使用さ
れた。
【００７７】
プラスミドの構築および株：
　アミロイドβ1-42(Aβ1-42)、TRP cage (TRP)、インスリン(INS)および(LSLLLSL)3 (LS
3)をコードする合成遺伝子を、大腸菌コドン最適化gBlocks (Integrated DNA Technologi
es)として注文して、XbaIおよびHindIIIの制限部位を含むフォワードプライマーおよびリ
バースプライマーを用いて増幅した。S-824およびSUMOタンパク質をコードする遺伝子を
、先に報告されたプラスミドから、NdeIおよびXbaI制限部位を含むフォワードプライマー
およびリバースプライマーを用いて増幅した(SUMO: J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 2162
-2165、S824: Journal of Molecular Biology 428, 399-411)。標準的な遺伝子工学技術
を使用して、消化したS-824、POI(目的のタンパク質/ペプチド)および直線化されたプラ
スミドをライゲーションして、pET30DEEP-POIプラスミドを生じた。GFP融合について、S-
824およびSUMOを、以前に記載されるようにNdeIおよびBamHI制限部位を使用してpET28GFP
にクローニングした(J. Molec. Biology 319, 1279-1290)。ライゲーションされたプラス
ミドをDH5α細胞に形質転換して、カナマイシン選択プレート上で増殖させた。プラスミ
ドDNA抽出および配列決定のために、コロニーを、30mg/Lカナマイシンを補充した5mLの新
鮮なLB(LB-kan)を含む試験管に接種して、震盪インキュベーター中37℃、200RPMで一晩増
殖させた。
【００７８】
タンパク質発現および溶解：
　配列決定したプラスミドをBL21DE3細胞に形質転換して、カナマイシン選択LB寒天プレ
ート上で増殖させた。新しいコロニーを、37℃、200RPMでの一晩のインキュベーションの
ために50mLフラスコ中15mLのLB-kanに接種した。翌日、10mLの一晩増殖培養物を4Lフラス
コ中1LのLB-kanに接種した。細胞を37℃、200RPMで約0.6のOD600まで増殖させて発現実験
を行った。IPTG(1または0.1mM)を添加してタンパク質発現を開始させ、37℃で約4時間ま
たは18℃で一晩、200RPMでさらにインキュベートした。4℃で5000xgの遠心分離により細
胞を回収し、-80℃で保存した。細胞ペレットを、50mM Tris、300mM NaClおよび10% v/v
グリセロール中pH=8で再懸濁して、1000barで操作するEmulsiflex C3ホモジナイザーを通
した少なくとも3回の通過を使用して溶解させた。4℃、30000xg、30分間の遠心分離によ
り溶解物を清澄化した。
【００７９】
可溶性タンパク質の精製：
　DEEP-GFPおよびDEEP-TRPの両方は、可溶性画分中に見られた。0.45μm PVDF膜シリンジ
フィルターにより上清をろ過して、バッファA(TBS：50mM Tris、300mM NaCl、pH=8)中で
予め平衡化したHisTrap (GE Healthcare)カラムに充填した。カラムを、10カラム容量の
バッファAで洗浄した。次いでタンパク質を75%バッファB(TBS、500mMイミダゾール、pH=8
)で溶出した。溶出された画分を合わせて約10mLを得て、HiLoad Superdex 75 26/600カラ
ム(GE Healthcare)を使用したサイズ排除クロマトグラフィー(SEC)または3,500MWCOチュ
ーブを使用した透析のいずれかにより、さらに精製した。
【００８０】
　図1A～1Eは、DEEPの過剰発現および精製に関し、DEEPが精製ハンドル(handle)として働
き得ることを示す。12個の表面露出ヒスチジン残基により、DEEPは、His-タグと同等の親
和性でNi-IMACカラムに結合する。HPLCクロマトグラム(図1D)により示されるように、タ
ンパク質は95%より高い純度までさらに精製され得た。
【００８１】
　図2A～2Cは、frGFP(折り畳みレポーターGFP)の過剰発現および精製に関し、DEEPの、GF
Pなどの良好に発現されるタンパク質への融合は、タンパク質の発現を損なわないことを
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示す。さらに、DEEPのGFPへの融合により、SUMO-GFP融合体と比較してより高い蛍光を有
するタンパク質が生じ、DEEPは、GFPの正確な折り畳みにおいてSUMOよりも小さく干渉す
ることが示唆された。
【００８２】
　図3A～3Dは、Trp cageの過剰発現および精製に関し、Trp cageの全体的な発現収率は、
DEEP融合についてSUMO融合よりも高いことが示される。
【００８３】
　表1は、図2Bに示されるHis-GFP、DEEP-GFPおよびSUMO-GFPの精製の要約を提供する。
【００８４】
【表２】

【００８５】
不溶性タンパク質の精製：
　DEEP-Aβ1-42、DEEP-INSおよびDEEP-LS3は不溶性画分中に見られた。DEEP-Aβ1-42また
はDEEP-INSの不溶性ペレットを、1% Triton X-100を添加した溶解バッファで洗浄し、20
℃、30000xgで20分間遠心分離し、滅菌Milli-Q水でもう2回洗浄した。驚くべきことに、D
EEP-Aβ1-42およびDEEP-INSは1% Triton X-100中で不溶性の封入体を形成したが、DEEP-L
S3はこの画分で可溶性であり、DEEP-LS3と膜の好ましい結合が示唆された。そのため、Tr
iton X-100洗浄を省略して、ペレットを、TBSで2回洗浄した。DEEP-Aβ1-42、DEEP-INSお
よびDEEP-LS3の洗浄したペレットは、最終的に6MグアニジンHClを含むTBSに溶解し、6Mグ
アニジンHClを添加したバッファAおよびBを用いて変性条件下で、HisTrapカラムを使用し
て精製した。
【００８６】
　図4A～4Cは、Aβ1-42の過剰発現および精製に関し、DEEPに融合した場合、Aβ1-42は、
主に不溶性画分に蓄積して、SUMO融合と比較した場合より高い発現収率を生じることを示
す。
【００８７】
　図5A～5Cは、DEEP-Met-LS3の過剰発現および精製に関し、DEEP融合により、正確な質量
に対応するタンパク質バンドがSDS-PAGEゲル上に見られ得ることを示す。一方で、SUMO融
合ではタンパク質はほとんど観察されなかった。
【００８８】
　図6A～6Dは、DEEP-Met-Insの過剰発現に関し、インスリンのA鎖およびB鎖のDEEPのC末
端およびN末端の両方への融合により高発現収率が生じることを示す。さらに、DEEPは、
正確なジスルフィドパターンの形成に向かうインスリンの再折り畳みプロセスを容易にす
る。
【００８９】
HPLC分析：
　両方に0.1% TFAを添加した溶媒A：水および溶媒B：アセトニトリルを用いてC4またはC1
8カラムのいずれかを使用して逆相HPLCを行った。タンパク質試料は、カラムへの充填前
に、0.1%または1% TFAのいずれかで酸性化した。
【００９０】
DEEP-インスリン再折り畳みおよびジスルフィドパターン特徴付け
　8M尿素中の50mgのIMAC精製したDEEP-インスリンを、50mM Glyバッファ、pH=10.5で10倍
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希釈した。ジスルフィド結合再編成(reshuffling)を開始するために、βMeを添加して、
再折り畳み溶液を緩やかに撹拌しながら4℃でインキュベートした。DEEP融合体からイン
スリンを解放するために、再折り畳みDEEP-インスリンを、トリプシンおよびカルボキシ
ペプチダーゼBで処理した。切断されたインスリンを、C18カラムを使用してRP-HPLCによ
りさらに精製し、凍結乾燥して、V8プロテアーゼにより消化した。
【００９１】
　表2は、V8プロテアーゼにより消化されたDEEP-インスリンのペプチド断片の、計算され
た質量および同定された質量を示す。表2に示される結果により、DEEP-インスリン融合体
のA鎖およびB鎖は、天然のインスリンにおいて観察されるジスルフィドパターンを形成す
ることが確認される。DEEP-インスリン融合タンパク質中のV8の切断部位およびインスリ
ンのA鎖およびB鎖の間で形成されるあり得るジスルフィド結合を図6Dに示す。
【００９２】
【表３】

【００９３】
　そうではないと定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術的用語および科学
的用語は、本発明の属する分野の当業者により一般的に理解されるものと同じ意味を有す
る。
【００９４】
　本明細書で使用する場合、不定冠詞「a」および「an」は、明確にそれと反対であると
示されない限り、「少なくとも1つ」を意味すると理解されるべきである。
【００９５】
　語句「および/または」は、本明細書で使用する場合、そのように連結される要素、す
なわちいくつかの場合において接続的に存在し、他の場合において離接的に存在する要素
の「いずれかまたは両方」を意味すると理解されるべきである。
【００９６】
　明確にそれと反対であると示されない限り、1つより多くの工程または行為を含む本明
細書に記載される任意の方法において、該方法の工程または行為の順序は、該方法の工程
または行為が記載される順序に必ずしも限定されないことも理解されるべきである。
【００９７】
　そうではないと示されない限り、またはそうではないことが文脈から明らかでかつ当業
者に理解されない限り、範囲として表される値は、文脈がそうではないことを明らかに規
定しない限りは、種々の態様において記載される範囲内の任意の特定の値または下位範囲
(subrange)が想定され得る。数値に関して「約」は一般的に、そうではないと示さない限
りまたはそうではないことが文脈から明らかでない限り、該値の±8%、いくつかの態様に
おいて±6%、いくつかの態様において±4%、いくつかの態様において±2%、いくつかの態
様において±1%、いくつかの態様において±0.5%以内にある値の範囲をいう。
【００９８】
　本明細書に引用される全ての特許、公開公報および参照文献の教示は、それらの全体に
おいて参照により援用される。
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【００９９】
　例示態様が特に示され、記載されるが、形態および詳細における種々の変更は、添付の
特許請求の範囲に包含される態様の範囲から逸脱することなく、本発明においてなされ得
ることが当業者には理解される。

【図１－１】 【図１－２】
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【図２－１】 【図２－２】

【図２－３】 【図３－１】
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【図３－２】 【図４－１】

【図４－２】 【図５－１】
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【図５－２】 【図６－１】

【図６－２】 【図６－３】
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