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(57)【要約】
　本発明は、少なくとも一部分にコイルドコイル構造を
有するポリペプチドと、キレート剤及び金属イオンを含
み、ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合し
ているキレートとを含む組成物に関する。好ましい実施
形態では、かかるポリペプチドはシルクフィブロインで
あり、ここで、前記シルクフィブロインの少なくとも一
部分はコイルドコイル構造を有している。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも一部分にコイルドコイル構造を有するポリペプチドと、
キレート剤及び金属イオンを含むキレートとを含み、
ここで、該キレートは前記ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合している、組
成物。
【請求項２】
　前記キレート剤は、前記ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合している、請
求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記金属イオンは、前記ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に配位結合により結
合している、請求項１または請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　コイルドコイル構造を有する前記ポリペプチドの一部分は、少なくとも３５個のアミノ
酸を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５】
　コイルドコイル構造を有する前記ポリペプチドの一部分は、少なくとも６３個のアミノ
酸を含む、請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
　前記コイルドコイル構造内のアミノ酸の少なくとも２０％はアラニン残基である、請求
項１～５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項７】
　前記ポリペプチドは、約９～約３０の７アミノ酸繰り返しを含む、請求項１～６のいず
れか一項に記載の組成物。
【請求項８】
　前記金属イオンに配位結合により結合している前記少なくとも１個のアミノ酸は、Ｔｙ
ｒ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｍｅｔ、Ｌｙｓ、Ｇｌｕまたは非天然型アミノ酸である、請求項３
～７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９】
　前記キレート剤に結合しているアミノ酸残基の少なくとも１つは荷電したアミノ酸残基
である、請求項１～８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記キレート剤は、原子環を含む、請求項１～９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記キレート剤は、ポルフリン（ｐｏｒｐｈｒｙｉｎ）、コリン、クロリン、コルフィ
ン、ポルフィン及びフタロシアニンからなる群から選択される、請求項１～１０のいずれ
か一項に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記金属イオンは、遷移金属、アルカリ土類金属またはｐブロック金属のイオンである
、請求項１～１１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記金属イオンは、Ｆｅ、Ｓｎ、Ｃｄ、Ｃｒ、Ｍｎ、Ｃｏ、Ｃｕ、Ｒｕ、Ｚｎ、Ｍｇ、
Ｓｃ、Ｒｕ、Ｒｈ、Ｏｓ、Ａｇ、Ｐｄ、Ｚｎ、Ｒｅ、Ｐｔ、Ｔｉ、Ｖ、Ｎｉ、Ｍｏ、Ｔｃ
、Ｗ及びＩｒの各イオンからなる群から選択される、請求項１～１２のいずれか一項に記
載の組成物。
【請求項１４】
　前記組成物は、標的化合物と結合することができる、請求項１～１３のいずれか一項に
記載の組成物。
【請求項１５】
　前記組成物は、標的化合物に対する結合部位を含む、請求項１～１４のいずれか一項に
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記載の組成物。
【請求項１６】
　前記標的化合物は、酸素、一酸化炭素、二酸化炭素、過酸化水素、化合物でＰ原子、Ｓ
原子、またはＮ原子を有するもの、及びその混合物からなる群から選択される、請求項１
４または請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　前記標的化合物はＮＯである、請求項１４～１６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１８】
　前記組成物は、１つ以上のポリペプチドを含む、請求項１～１７のいずれか一項に記載
の組成物。
【請求項１９】
　請求項１～１８のいずれか一項に記載の組成物を含む材料であって、
前記ポリペプチドは、イオン結合、水素結合、共有結合またはその組み合わせにより架橋
しており、前記材料は水不溶性である、前記材料。
【請求項２０】
　前記材料は、シルクのファイバー、フィルム、粉末またはスポンジである、請求項１９
に記載の材料。
【請求項２１】
　請求項１～１８のいずれか一項に記載の組成物と、さらなるポリペプチドとを含み、こ
こで、前記さらなるポリペプチドの少なくとも一部分はコイルドコイル構造を有する、共
重合体。
【請求項２２】
　前記ポリペプチドの少なくともいくつかは架橋している、請求項２１に記載の共重合体
。
【請求項２３】
　前記ポリペプチドの前記残基の少なくともいくつかは共有結合で架橋している、請求項
２２に記載の共重合体。
【請求項２４】
　請求項１～１８のいずれか一項に記載の組成物、及び／または請求項１９もしくは請求
項２０に記載の材料、または請求項２１～２３のいずれか一項に記載の共重合体
を含む、標的化合物を検出するためのセンサー。
【請求項２５】
　前記組成物は、前記標的化合物に対する結合部位を含み、前記標的化合物が結合するこ
とにより検出可能な変化が生じる、請求項２４に記載のセンサー。
【請求項２６】
　前記検出可能な変化は、色、分光光度的変化、蛍光変化または電気化学的変化である、
請求項２５に記載のセンサー。
【請求項２７】
　前記分光光度的変化は、ソーレー帯ピークの変化、または波長が５００～６００ｎｍの
間にある分光光度計によるピークの少なくとも１つにおける変化である、請求項２６に記
載のセンサー。
【請求項２８】
　標的化合物を結合する方法であって、
（ａ）請求項１～１８のいずれか一項に記載の組成物及び／または請求項１９もしくは請
求項２０に記載の材料を提供し、かつ
（ｂ）前記組成物と標的化合物とを、前記組成物に前記化合物が結合する条件下で接触さ
せるステップを含む、前記方法。
【請求項２９】
　前記組成物及び／または標的化合物における結合時の変化を検出することにより、前記
標的化合物の結合を検出することをさらに含む、請求項２８に記載の方法。
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【請求項３０】
　バイオセンサーを作製するための方法であって、
少なくとも一部分にコイルドコイル構造を有するポリペプチドを提供し、かつ
キレート剤及び金属イオンを含むキレートと前記ポリペプチドとを、前記キレートが前記
ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合する条件下で接触させることを含む、前
記方法。
【請求項３１】
　前記金属イオンは、前記ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に配位結合によって
結合している、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記キレート剤は、前記ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合している、請
求項３０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ポリペプチドとキレート剤及び金属イオンを含むキレートとを含む組成物、
及びその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　混合物中の検出対象の分子の存在、及びそのレベルの検出は商業上、非常に重要である
。
【０００３】
　その結果、対象分子と相互作用できる分子を使用して、その対象分子を検出し、かつそ
のレベルを監視する方法を開発する取り組みがなされている。これらの方法のうち最も有
望な方法には、バイオセンサーを使用するものがいくつかある。バイオセンサーは、生物
学的識別素子を用いて特定の定量的または半定量的な分析情報を提供することができる装
置である。バイオセンサーの生物学的識別素子は選択性を決定し、測定するべき分子がシ
グナルを発する。選択は、分子の化学構造が変化していない分子の生化学的識別、または
素子が分子の生化学反応を触媒する生体触媒作用に基づいていてよい。トランスデューサ
ーは、生物学的識別素子の識別を半定量的または定量的な信号に変換する。可能なトラン
スデューサー技術は、光学技術、電気化学技術、音響／機械技術または比色技術である。
これまでに利用されている光特性には、吸光度、蛍光、生物発光／化学発光、反射率、光
散乱及び屈折率が挙げられる。蛍光化合物のような従来のレポーター基を使用してよいが
、別法として、標識をせずに済む、光を直接検出する機会がある。
【０００４】
　バイオセンサーの生物学的識別素子は特異性を決定するので、対象分子に対する結合が
高度に特異的で高感度であることが既知のタンパク質ドメインが多種多様にあることから
タンパク質をバイオセンサーで使用することへの関心は高く、例えば、モノクローナル抗
体及びそれに由来する一本鎖可変断片（ｓｃＦｖｓ）、酵素、ウイルスタンパク質、タン
パク質アプタマーなどがある。
【０００５】
　しかし、多くのタンパク質はその特性からバイオセンサーで使用するには感度が落ちる
。例えば、多くのタンパク質は精製すると不安定になり、非可逆なコンフォメーション変
化、変性、及び生化学的活性の損失が起こる。
【０００６】
　材料内部または材料上にタンパク質を固定化することにも問題が生じる。例えば、タン
パク質は、非特異的な共有結合によって表面に固定化されることが多く、そのため、可能
な配向が多数存在し得るが、例えば、その結合部位または活性部位が曝露されるよう配さ
れるタンパク質もあれば、活性部位が曝露されないよう配されるタンパク質もあるため、
対象分子との選択的結合反応はできない。配向に加え、タンパク質密度の制御も不良であ
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り得る。タンパク質は、時間依存的な変性、固定化中の変性、及び固定化後の包括タンパ
ク質の溶出も生じやすい。さらに、固定化により、タンパク質と対象診断分子との接触が
制限されることがある。
【０００７】
　したがって、材料内に形成可能である、または材料内また材料上に組み込み可能な安定
したタンパク質バイオセンサーが当該分野では求められている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ（１９８４）Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５３：５９５－６２３．
【発明の概要】
【０００９】
　本願発明者らは、驚くべきことに、コイルドコイルシルクポリペプチドのようなコイル
ドコイル構造をした部分を含むポリペプチド、大環状化合物のようなキレート剤、及び金
属イオンを使用して、例えばバイオセンサーとして使用するためなど、所望される特性を
有する組成物及び材料を提供できることを見出した。
【００１０】
　したがって、一態様では、本発明は、少なくとも一部分にコイルドコイル構造を有する
ポリペプチドと、キレート剤及び金属イオンを含み、ポリペプチドの少なくとも１個のア
ミノ酸に結合しているキレートとを含む組成物を提供する。いくつかの実施形態では、キ
レート剤は、ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合している。いくつかの実施
形態では、キレート剤に結合しているアミノ酸残基の少なくとも１つは荷電したアミノ酸
残基である。いくつかの実施形態では、金属イオンを、ポリペプチドの少なくとも１個の
アミノ酸に配位結合により結合させる。いくつかの実施形態では、金属イオンに配位結合
により結合している少なくとも１個のアミノ酸は、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｍｅｔ、Ｌ
ｙｓ、Ｇｌｕまたは非天然型アミノ酸である。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、ポリペプチドのコイルドコイル構造を有する一部分は、少な
くとも３５個のアミノ酸、または少なくとも６３個のアミノ酸を含む。いくつかの実施形
態では、コイルドコイル構造内のアミノ酸のうち少なくとも２０％はアラニン残基である
。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、キレート剤は、原子環を含む。いくつかの実施形態では、キ
レート剤は、ポルフリン（ｐｏｒｐｈｒｙｉｎ）、コリン、クロリン、コルフィン、ポル
フィン及びフタロシアニンからなる群から選択される。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、金属イオンは、遷移金属、アルカリ土類金属またはｐブロッ
ク金属のイオンである。例えば、金属イオンは、Ｆｅ、Ｓｎ、Ｃｄ、Ｃｒ、Ｍｎ、Ｃｏ、
Ｃｕ、Ｒｕ、Ｚｎ、Ｍｇ、Ｓｃ、Ｒｕ、Ｒｈ、Ｏｓ、Ａｇ、Ｐｄ、Ｚｎ、Ｒｅ、Ｐｔ、Ｔ
ｉ、Ｖ、Ｎｉ、Ｍｏ、Ｔｃ、Ｗ及びＩｒの各イオンからなる群から選択してよい。一実施
形態では、アルカリ土類金属はＭｇである。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、本発明の組成物は、標的化合物と結合することができる。い
くつかの実施形態では、本発明の組成物は、標的化合物に対する結合部位を含む。標的化
合物は、酸素、一酸化炭素、二酸化炭素、過酸化水素、化合物でＰ原子、Ｓ原子、または
Ｎ原子を有するもの、及びその混合物からなる群から選択してよい。いくつかの実施形態
では、標的化合物はＮＯである。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、組成物は、１つ以上のポリペプチドを含む。
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【００１６】
　別の態様では、本発明は、本発明の組成物を含む材料を提供し、ここで、ポリペプチド
は、イオン結合、水素結合、共有結合またはその組み合わせにより架橋しており、材料は
水不溶性である。材料は、シルクのファイバー、フィルム、粉末またはスポンジの形態で
あってよい。
【００１７】
　さらに別の態様では、本発明は、本発明の組成物を含む共重合体及び少なくとも一部分
がコイルドコイル構造を有するさらなるポリペプチドを提供する。いくつかの実施形態で
は、ポリペプチドの少なくともいくつかは架橋している。いくつかの実施形態では、ポリ
ペプチドの残基の少なくともいくつかは共有結合で架橋している。
【００１８】
　さらに別の態様では、本発明は、本発明の組成物、材料または共重合体を含む標的化合
物を検出するセンサーを提供する。いくつかの実施形態では、組成物、材料または共重合
体は、標的化合物に対する結合部位を含み、ここで、かかる標的化合物が結合することに
より検出可能な変化が生じる。検出可能な変化は、変色、分光光度的変化、蛍光変化また
は電気化学的変化であってよい。いくつかの実施形態では、分光光度的変化はソーレー帯
ピークの変化である。他の実施形態では、分光光度的変化は、波長が５００～６００ｎｍ
の分光光度計によるピークの少なくとも１つにおける変化である。
【００１９】
　さらに別の態様では、本発明は、標的化合物を結合させる方法であって、（ａ）本発明
の組成物、材料または共重合体を提供し、（ｂ）前記組成物、材料または共重合体と標的
化合物とを、前記組成物に前記化合物が結合する条件下で接触させるステップを含む、前
記方法を提供する。いくつかの実施形態では、方法はさらに、結合時の組成物及び／また
は標的化合物における変化を検出することにより、標的化合物の結合を検出することを含
む。
【００２０】
　さらに別の態様では、本発明はまた、バイオセンサーを製造するための方法であって、
少なくとも一部分にコイルドコイル構造を有するポリペプチドを提供し、かつ、該ポリペ
プチドと、キレート剤及び金属イオンを含むキレートとを、前記ポリペプチドの少なくと
も１個のアミノ酸に対して前記キレートが結合する条件下で接触させることを含む前記方
法も提供する。いくつかの実施形態では、キレート剤は、ポリペプチドの少なくとも１個
のアミノ酸に結合している。いくつかの実施形態では、キレート剤に結合しているアミノ
酸残基の少なくとも１つは荷電したアミノ酸残基である。いくつかの実施形態では、金属
イオンを、ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に配位結合により結合させる。いく
つかの実施形態では、金属イオンに配位結合により結合している少なくとも１個のアミノ
酸は、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｍｅｔ、Ｌｙｓ、Ｇｌｕまたは非天然型アミノ酸である
。
【００２１】
　さらなる態様では、本発明は、一酸化窒素を検出する方法であって、（ａ）試料を本発
明の組成物または材料と接触させること、及び（ｂ）ステップ（ａ）の結果、試料中に一
酸化窒素があることを示す検出可能な変化が該組成物または材料に生じるか否かを判定す
ることを含む前記方法を提供する。一実施形態では、キレートはヘムｂである。
【００２２】
　本明細書のいかなる実施形態も、特に具体的に断らない限り、他のいかなる実施形態に
も準用すると解釈されるべきである。
【００２３】
　本発明は、あくまで例示目的を意図する、本明細書に記載される特定の実施形態により
範囲を限定されるものではない。機能的に同等な生成物、組成物及び方法は、本明細書に
記載のように、本発明の範囲内であることは明確である。
【００２４】
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　本明細書全体を通して、特に具体的に断りがある、または文脈にょり指示がある場合を
除いては、単一のステップ、組成物、ステップ群または組成物群は、かかるステップ、組
成物、ステップ群または組成物群を１つ及び複数（すなわち１つ以上）包含すると解釈さ
れるべきである。
【００２５】
　本明細書で使用する場合、ａｂｏｕｔ（約）という用語は、特に断らない限り、指定値
の＋／－１０％、より好ましくは＋／－５％を指す。
【００２６】
　本明細書全体を通して、語「ｃｏｍｐｒｉｓｅ（含む）」、または「ｃｏｍｐｒｉｓｅ
（含む）」もしくは「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（含む）」のような変形は、記述されている
要素、整数もしくはステップ、または要素、整数もしくはステップの群を含むが、他の任
意の要素、整数もしくはステップ、または要素、整数もしくはステップの群を除外するも
のではないことを意味すると理解されるであろう。
【００２７】
　本発明を、添付の図を参照しながら以下の非限定的実施例によって以下に説明する。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】ヘムｂがミツバチのシルクスポンジ内に結合及び配位する証拠を示す。ヘム溶液
（緑の呈色）をミツバチのシルクスポンジ（上パネルＡ）またはカイコのシルクスポンジ
（下パネルＢ）に滴下した。ミツバチのシルクスポンジは赤に変色するが、カイコのシル
クスポンジでは変色しない。ヘムで誘導されたミツバチスポンジの呈色は７０％メタノー
ルで洗浄した後もそのままであるが、ヘムｂの緑色はカイコのシルクスポンジから洗い落
とされている。この図から、本発明のポリペプチドに対するキレートの結合及び配位が示
される。
【図２】ヘムｂがミツバチのシルクフィルム内に結合及び配位する証拠を示す。ミツバチ
のシルクタンパク質ＡｍｅｌＦ３から作製したＡｍｅｌＦ３－ヘムｂ複合体フィルムから
得られたＵＶ／Ｖｉｓスペクトルは、４１０ｎｍにおいて先鋭なソーレー帯ピークを示す
（実線）。対照的に、水溶液中の配位していないヘムｂから得たスペクトルは、４００ｎ
ｍより下において幅広なソーレー帯ピークを示す（点線）。ソーレー帯ピークのシフトか
ら、シルクタンパク質フィルムのＡｍｅｌＦ３ポリペプチドの残基にヘム中心が配位して
いることを示している。この図から、本発明のポリペプチドに対するキレートの結合及び
配位が示される。
【図３】ヘムｂとＡｍｅｌＦ３とのモル比を変えた場合のＵＶ／Ｖｉｓスペクトルの比較
を示す。タンパク質に対するヘムｂの濃度が高くなるにつれ、ソーレー帯ピークは幅広に
なり、かつ波長の低い方へシフトしたことから、配位していないヘム量の増加が示された
。ヘム：ＡｍｅｌＦ３の比が１：１以下では、４０４ｎｍでのソーレー帯ピークは、全ヘ
ムが配位していることを示している。ヘム：ＡｍｅｌＦ３比が増加するにつれ、ソーレー
帯ピークは拡大するとともに３９８（挿入）へシフトし、配位していないヘム量の増加を
示している。この図で実証された化学量論から、本発明のポリペプチドに対するキレート
の特異的な飽和性結合が示される。
【図４】本発明のポリペプチドは、チロシン残基を介してキレートの金属イオンを配位す
ることを示す。ＡｍｅｌＦ３－ヘムｂのラマンスペクトル（中央のトレース）は、５９４
ｃｍ－１に中心を持つ幅広の特徴を示す。ＡｍｅｌＦ３のラマンスペクトル（上トレース
）及びヘムｂのトレース（中央のトレース［訳者注：「中央」ではなく「下」の誤記と思
われる］）は５９４ｃｍ－１に中心を持つ幅広の特徴を示さない。これらのスペクトルは
、ヘム中心に配位するチロシン残基と一致する。
【図５】溶液中及び材料中における、本発明のポリペプチドに対するキレートの結合及び
配位を示す。図はまた、ＡｍｅｌＦ３のＴｙｒ７６がヘムｂの配位にとって重要であるこ
とも示す。Ａ．ミツバチの組換えシルクタンパク質ＡｍｅｌＦ３から作製したシルクタン
パク質フィルム及びチロシン７６をアラニンに変異させたＡｍｅｌＦ３（ＡｍｅｌＦ３．
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Ｔｙｒ７６Ａｌａ）に、ヘムｂを加えた場合に得られた両ＵＶ／Ｖｉｓスペクトルの比較
。３９５ｎｍにおける幅広なソーレー帯ピークは、修飾ミツバチのシルクがヘムｂに配位
しないことを示している。Ｂ．チロシン７６をヒスチジンに変異させたＡｍｅｌＦ３水溶
液（ＡｍｅｌＦ３．Ｔｙｒ７６Ｈｉｓ）とヘムｂ水溶液の比が１：１の場合。ソーレー帯
ピークとして知られる４００ｎｍ前後における先鋭なピークは、アミノ酸残基がヘム中心
の鉄に配位していることを示す。データから、金属イオンは溶液にしても、またフィルム
状にしても配位することがわかる。
【図６】ヘムｂ浸出後の、ツムギアリ（ｇｒｅｅｎ　ａｎｔ）の組換えシルクタンパク質
（ＧＡ１～４）から作製したシルクフィルムのＵＶ／Ｖｉｓスペクトルを示す。このデー
タから、ＧＡ１及びＧＡ３では４００ｎｍ前後において強いシグナルが観察され、これら
のタンパク質がヘムと強く結合したことを実証していることがわかる。このデータから、
ミツバチのシルクポリペプチド以外のコイルドコイル構造を有する他のポリペプチドは、
キレート剤及び金属イオンを含むキレートを結合できることがわかる。
【図７】ヘムｂ浸出後の、カマキリの組換えシルクタンパク質から作製したシルクフィル
ムのＵＶ／Ｖｉｓスペクトルを示す。約４００ｎｍにおいて強いシグナルが観察され、こ
れらのタンパク質がヘムと強く結合したことを実証している。このデータから、コイルド
コイル構造を有する他のポリペプチドが、キレート剤及び金属イオンを含むキレートを結
合できることがわかる。
【図８】キレートのキレート剤をさまざまに変えてよいことを示す。非ポルフィリン系キ
レート剤のコビルン酸（ｃｏｂｙｒｎｉｃ　ａｃｉｄ）（ジシアノコビリン酸ヘプタメチ
ルエステル）を、ミツバチの組換えシルクタンパク質ＡｍｅｌＦ３から作製したシルクタ
ンパク質フィルムに加えた。キレート剤にシルクフィルムを添加した際、先鋭なピークの
最大吸収が３７０ｎｍから３６０ｎｍにシフトし、このことは、ジシアノコビリン酸（ｄ
ｉｃｙａｎｏｃｏｂｙｒｉｎｃ　ａｃｉｄ）ヘプタメチルエステルがＡｍｅｌＦ３フィル
ム内に浸出すると、アミノ酸残基がコバルト中心に配位することを示している。
【図９】ミツバチの組換えシルクタンパク質ＡｍｅｌＦ３から作製したシルクタンパク質
フィルムを還元し、その後再度再度酸化させた場合に得られたＵＶ／Ｖｉｓスペクトルを
示し、逆反応が可能であることを示す。ヘム中心の酸化状態は、ＵＶ／Ｖｉｓスペクトル
のシフトから決定される。還元すると、ソーレー帯ピークは４１０ｎｍから４２０ｎｍへ
シフトし、５５０ｎｍにおいてピーク上昇が観察された。このデータから、本発明の組成
物は可逆的に還元され得ることがわかる。
【図１０】標的化合物の結合及び結合時の該標的化合物における検出可能な変化を示す。
Ａ．ミツバチの組換えシルクタンパク質ＡｍｅｌＦ３から作製したシルクタンパク質フィ
ルムを、ＮＯ濃度を上昇させて結合させた場合に得られたＵＶ／Ｖｉｓスペクトル。Ｂ．
ＮＯ濃度上昇に伴う４２０ｎｍにおける吸光度変化の比変化。４２０ｎｍにおける吸光度
の低下または３９０ｎｍにおける吸光度の上昇いずれでも使用できる。４２０ｎｍにおけ
る吸光度の低下は、ＮＯにより占有された結合部位の画分に変換し、ＮＯ濃度に対してプ
ロットし、ヒルの式をもとにして解離定数６．７μＭ及び検出限界約１μＭを用いた変形
シグモイド曲線に当てはめることができる。このデータから、本発明の組成物は、標的分
子（ｂ）を結合でき、かつ、標的分子の結合により組成物に検出可能な変化が生じること
がわかる。
【図１１】ヘム－シルク材料のペルオキシダーゼ活性を示す。Ａ．Ｈ２Ｏ２、アミノアン
チピリン及びフェノールの溶液にヘムｂ－ＡｍｅｌＦ３スポンジ（約１ｍｇ）を加えた場
合のスペクトルの経時的変化を示す。５１０ｎｍにおける吸光度の増加は、アミノアンチ
ピリンとフェノールの間で酸化生成物が形成されたことによる。酸化生成物は赤である。
Ｂ．５１０ｎｍにおける吸光度の経時的変化を監視するペルオキシダーゼ測定。対照シル
クフィルム（ヘムなし；点線）に見られるように、ペルオキシダーゼ活性はフィルムへの
ヘム添加によるものである。Ｃ．ヘムｂ－ＡｍｅｌＦ３スポンジを回収可能かつ再使用可
能な触媒として使用できることの実証。写真は、４－アミノアンチピリン、フェノール及
びＨ２Ｏ２の入った一連のウェルを示す。ヘム－シルクスポンジを加えると、色が赤変す



(9) JP 2018-502826 A 2018.2.1

10

20

30

40

50

る。スポンジを各ウェルから取り出し、次のウェル内に置いた（左から右へ）。最終ウェ
ルは、まだスポンジを加えていない無色溶液であり、右へ向かって２番目のウェルにはま
だヘムｂ－ＡｍｅｌＦ３スポンジが入っている。
【図１２】本発明の組成物を使用して、抗菌活性を有するＺｎＰｃを結合させることがで
きることを示す。図左：光増感物質の亜鉛フタロシアニンテトラスルホン酸を浸出させて
十分な洗浄を行った後のミツバチの組換えシルクタンパク質材料であり、亜鉛フタロシア
ニンが結合した特徴である濃青色を示している。図右：結合した亜鉛フタロシアニンのな
い、７０％ＭｅＯＨで洗浄した組換えシルクフィルム。
【図１３】金属キレートの固有物質はさまざまに変えてよいが、本発明の特徴が維持され
ることを示す。各種の人工ポルフィリンをミツバチのシルクフィルムに導入した。人工ポ
ルフィリン（銅プロトポルフィリンＩＸ－ＣｕＰＰＩＸ）、コバルトプロトポルフィリン
ＩＸ（ＣｏＰＰＩＸ）及びヘムｂ（ＦｅＰＰＩＸ）を含有するミツバチのシルクフィルム
のＵＶ／Ｖｉｓスペクトルである。金属イオンの種類を変えられることを利用して、組成
物の機能を改変できる。例えば、ＣｏＰＰＩＸは、一酸化窒素に対する感度が改善され、
かつ分子の酸素に対する親和性が抑制された一酸化窒素センサーとして使用できるであろ
う。
【図１４】本発明の組成物の安定性の一例を示す。ミツバチの組換えシルクタンパク質Ａ
ｍｅｌＦ３及び結合ヘムｂを含む、調製されたばかりの（新しいフィルム）複合体フィル
ム及び１年前の（調製後１年のフィルム）複合体フィルムを用いてＵＶ／Ｖｉｓスペクト
ルを測定したところ、ピークの位置、強度ともに変化しておらず、環境室温で長期保存さ
れることが示された。新しいフィルムも１年前のフィルムもＮＯを結合することができた
（点線）。
【図１５】本発明の複合材料は、さまざまな異なる溶媒に曝露させた後も変化がないこと
を示す。Ａ．結合したヘムｂを含有するミツバチの組換えシルクタンパク質ＡｍｅｌＦ３
から作製したシルクタンパク質フィルムをさまざまな溶媒（左：酢酸エチル；中央：クロ
ロホルム；右：エタノール）で処理した後に得られたＵＶ／Ｖｉｓスペクトル（未処理：
点線；処理：実線）であり、かかる処理による、ソーレー帯ピークの位置または強度に対
する有意な影響がないことを示す。Ｂ．スポンジは、溶媒に２４時間曝露させた後も変化
しない（シルクスポンジにも溶媒にもキレートを加えていない）。
【図１６】電気化学測定におけるヘム－シルク材料使用の一例を示す。カーボンナノチュ
ーブを用いて修飾したグラッシーカーボン電極上にＡｍｅｌＦ３フィルム中のヘムｂを投
じた。Ｆｅ３＋／Ｆｅ２＋酸化還元対に起因し得る、明瞭な反転ピークが見られる。これ
らの酸化還元ピークは、ヘムが不在の場合（点線）またはＡｍｅｌＦ３シルクがない場合
（一点鎖線）は観察されない。
【図１７】一酸化窒素を検出するための、実施例１５に記載のように調製したヘム－シル
ク電極の使用を示す。一酸化窒素を加えると、著明な接触電流が認められる。この接触電
流は、ヘム－シルク材料により一酸化窒素が酸化されたことに起因し、試料中の一酸化窒
素濃度の測定が可能である。
【図１８】酸素を検出するための、実施例１５に記載のように調製したヘム－シルク電極
の使用を示す。嫌気条件下（アルゴンガスを用いたパージによる）、電極の電位を一定に
保った（－３００ｍＶ対Ａｇ／ＡｇＣｌ）。酸素をさまざまな濃度で導入するため、我々
は通気した緩衝液の分注を加えた。接触電流の急激な上昇は、ヘム－シルク材料により酸
素が還元されたためであり、これらの材料を酸素センサーとして使用できることを実証し
ている。
【図１９】ＡｍｅｌＦ３にさらなるヘム結合部位の導入が可能であることを示す。コイル
ドコイルのａ位にＹ７６Ａを有するＡｍｅｌＦ３に配位Ｈｉｓ残基を導入した。得られた
タンパク質（Ｙ７６Ａ　Ａ９７Ｈ）は、ヒスチジンの配位を示す先鋭なソーレー帯ピーク
を４１３ｎｍにおいて示した。
【図２０】ＡｍｅｌＦ３におけるヘムの結合は、さらなる配位残基の付加により増加し得
ることを実証している。コイルドコイルのａ位にＹ７６Ｈ置換を有するＡｍｅｌＦ３に配
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位性Ｈｉｓ残基（Ｈｉｓ９７）を導入した。Ｙ７６Ｈは、シルクタンパク質に対するヘム
の結合比が１：１であることをはっきりと示しており、これは、ヘム比が１：１を超える
とソーレー帯ピークは幅広となり、また最大ピーク位置がシフトすることにより示される
。Ｙ７６Ｈ　Ａ９７Ｈではソーレー帯ピークの形状及び位置に変化は認められなかったこ
とから、追加のヘム結合部位が導入され、修飾ＡｍｅｌＦ３が今度はヘム補因子２つを結
合できたことを示している。
【００２９】
配列表への鍵
　配列番号１－シグナル配列を有する、Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａ（ミツバチ）のシ
ルクフィブロイン１（ＡｍｅｌＦ１またはＸｅｎｏｓｐｉｒａ１とも呼ばれる）のアミノ
酸配列
【００３０】
　配列番号２－シグナル配列を有する、Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロ
イン２（ＡｍｅｌＦ２またはＸｅｎｏｓｐｉｒａ２とも呼ばれる）のアミノ酸配列
【００３１】
　配列番号３－シグナル配列を有する、Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロ
イン３（ＡｍｅｌＦ３またはＸｅｎｏｓｐｉｒａ３とも呼ばれる）のアミノ酸配列
【００３２】
　配列番号４－シグナル配列を有する、Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロ
イン４（ＡｍｅｌＦ４またはＸｅｎｏｓｐｉｒａ４とも呼ばれる）のアミノ酸配列
【００３３】
　配列番号５－Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロイン１（ＡｍｅｌＦ１ま
たはＸｅｎｏｓｐｉｒａ１とも呼ばれる）の核酸配列
【００３４】
　配列番号６－Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロイン２（ＡｍｅｌＦ２ま
たはＸｅｎｏｓｐｉｒａ２とも呼ばれる）の核酸配列
【００３５】
　配列番号７－Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロイン３（ＡｍｅｌＦ３ま
たはＸｅｎｏｓｐｉｒａ３とも呼ばれる）の核酸配列
【００３６】
　配列番号８－Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロイン４（ＡｍｅｌＦ４ま
たはＸｅｎｏｓｐｉｒａ４とも呼ばれる）の核酸配列
【００３７】
　配列番号９－シグナル配列を有する、Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａ（
ツムギアリ（ｗｅａｖｅｒ　ａｎｔ））のシルクフィブロイン１（Ｆ１またはＧＡＦ１と
も呼ばれる）のアミノ酸配列
【００３８】
　配列番号１０－シグナル配列を有する、Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａ
のシルクフィブロイン２（Ｆ２またはＧＡＦ２とも呼ばれる）のアミノ酸配列
【００３９】
　配列番号１１－シグナル配列を有する、Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａ
のシルクフィブロイン３（Ｆ３またはＧＡＦ３とも呼ばれる）のアミノ酸配列
【００４０】
　配列番号１２－シグナル配列を有する、Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａ
のシルクフィブロイン４（Ｆ４またはＧＡＦ４とも呼ばれる）のアミノ酸配列
【００４１】
　配列番号１３－Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａのシルクフィブロイン１
（Ｆ１またはＧＡＦ１とも呼ばれる）の核酸配列
【００４２】
　配列番号１４－Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａのシルクフィブロイン２
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（Ｆ２またはＧＡＦ２とも呼ばれる）の核酸配列
【００４３】
　配列番号１５－Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａのシルクフィブロイン３
（Ｆ３またはＧＡＦ３とも呼ばれる）の核酸配列
【００４４】
　配列番号１６－Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａのシルクフィブロイン４
（Ｆ４またはＧＡＦ４とも呼ばれる）の核酸配列
【００４５】
　配列番号１７－Ａｐｉｓ　ｃｅｒａｎａ（トウヨウミツバチ）のシルクフィブロイン１
のアミノ酸配列
【００４６】
　配列番号１８－Ａｐｉｓ　ｃｅｒａｎａのシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００４７】
　配列番号１９－Ａｐｉｓ　ｃｅｒａｎａのシルクフィブロイン３のアミノ酸配列
【００４８】
　配列番号２０－Ａｐｉｓ　ｃｅｒａｎａのシルクフィブロイン４のアミノ酸配列
【００４９】
　配列番号２１－Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａのシルクフィブロイン１
のアミノ酸配列
【００５０】
　配列番号２２－Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａのシルクフィブロイン２
のアミノ酸配列
【００５１】
　配列番号２３－Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａのシルクフィブロイン３
のアミノ酸配列
【００５２】
　配列番号２４－Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａのシルクフィブロイン４
のアミノ酸配列
【００５３】
　配列番号２５－Ｐｏｌｉｓｔｅｓ　ｄｏｍｉｎｕｌａ（ヨーロッパアシナガバチ）のシ
ルクフィブロイン１のアミノ酸配列
【００５４】
　配列番号２６－Ｐｏｌｉｓｔｅｓ　ｄｏｍｉｎｕｌａのシルクフィブロイン２のアミノ
酸配列
【００５５】
　配列番号２７－Ｐｏｌｉｓｔｅｓ　ｄｏｍｉｎｕｌａのシルクフィブロイン３のアミノ
酸配列
【００５６】
　配列番号２８－Ｐｏｌｉｓｔｅｓ　ｄｏｍｉｎｕｌａのシルクフィブロイン４のアミノ
酸配列
【００５７】
　配列番号２９－Ａｐｉｓ　ｄｏｒｓａｔａ（オオミツバチ）のシルクフィブロイン１の
アミノ酸配列
【００５８】
　配列番号３０－Ａｐｉｓ　ｄｏｒｓａｔａのシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００５９】
　配列番号３１－Ａｐｉｓ　ｄｏｒｓａｔａのシルクフィブロイン３のアミノ酸配列
【００６０】
　配列番号３２－Ａｐｉｓ　ｄｏｒｓａｔａのシルクフィブロイン４のアミノ酸配列
【００６１】
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　配列番号３３－Ａｐｉｓ　ｆｌｏｒｅａ（コミツバチ）のシルクフィブロイン１のアミ
ノ酸配列
【００６２】
　配列番号３４－Ａｐｉｓ　ｆｌｏｒｅａのシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００６３】
　配列番号３５－Ａｐｉｓ　ｆｌｏｒｅａのシルクフィブロイン３のアミノ酸配列
【００６４】
　配列番号３６－Ａｐｉｓ　ｆｌｏｒｅａのシルクフィブロイン４のアミノ酸配列
【００６５】
　配列番号３７－Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロイン１のアミノ酸配列
【００６６】
　配列番号３８－Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００６７】
　配列番号３９－Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロイン３のアミノ酸配列
【００６８】
　配列番号４０－Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａのシルクフィブロイン４のアミノ酸配列
【００６９】
　配列番号４１－Ｂｏｍｂｕｓ　ｉｍｐａｔｉｅｎｓ（東洋で一般的なマルハナバチの一
種）のシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００７０】
　配列番号４２－Ｂｏｍｂｕｓ　ｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（セイヨウオオマルハナバチ）の
シルクフィブロイン１のアミノ酸配列
【００７１】
　配列番号４３－Ｂｏｍｂｕｓ　ｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓのシルクフィブロイン２のアミノ
酸配列
【００７２】
　配列番号４４－Ｂｏｍｂｕｓ　ｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓのシルクフィブロイン３のアミノ
酸配列
【００７３】
　配列番号４５－Ｂｏｍｂｕｓ　ｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓのシルクフィブロイン４のアミノ
酸配列
【００７４】
　配列番号４６－Ｃａｍｐｏｎｏｔｕｓ　ｆｌｏｒｉｄａｎｕｓ（フロリダオオアリ（ｆ
ｌｏｒｉｄａ　ｃａｒｐｅｎｔｅｒ　ａｎｔ））のシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００７５】
　配列番号４７－Ｃａｍｐｏｎｏｔｕｓ　ｆｌｏｒｉｄａｎｕｓのシルクフィブロイン３
のアミノ酸配列
【００７６】
　配列番号４８－Ｃａｍｐｏｎｏｔｕｓ　ｆｌｏｒｉｄａｎｕｓのシルクフィブロイン４
のアミノ酸配列
【００７７】
　配列番号４９－Ｈａｒｐｅｇｎａｔｈｏｓ　ｓａｌｔａｔｏｒ（インドクワガタアリ）
（インドのジャンプするアリ及びまたはＪｅｒｄｏｎのジャンプするアリ）のシルクフィ
ブロイン１のアミノ酸配列
【００７８】
　配列番号５０－Ｈａｒｐｅｇｎａｔｈｏｓ　ｓａｌｔａｔｏｒのシルクフィブロイン２
のアミノ酸配列
【００７９】
　配列番号５１－Ｈａｒｐｅｇｎａｔｈｏｓ　ｓａｌｔａｔｏｒのシルクフィブロイン３
のアミノ酸配列
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【００８０】
　配列番号５２－Ｈａｒｐｅｇｎａｔｈｏｓ　ｓａｌｔａｔｏｒのシルクフィブロイン４
のアミノ酸配列
【００８１】
　配列番号５３－Ｍｙｒｍｅｃｉａ　ｆｏｒｆｉｃａｔｅ（ブルドッグアリ）のシルクフ
ィブロイン１のアミノ酸配列
【００８２】
　配列番号５４－Ｍｙｒｍｅｃｉａ　ｆｏｒｆｉｃａｔｅのシルクフィブロイン２のアミ
ノ酸配列
【００８３】
　配列番号５５－Ｍｙｒｍｅｃｉａ　ｆｏｒｆｉｃａｔｅのシルクフィブロイン３のアミ
ノ酸配列
【００８４】
　配列番号５６－Ｍｙｒｍｅｃｉａ　ｆｏｒｆｉｃａｔｅのシルクフィブロイン４のアミ
ノ酸配列
【００８５】
　配列番号５７－Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ　ｒｏｔｕｎｄａｔａ（アルファルファハキリバチ
）のシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００８６】
　配列番号５８－Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ　ｒｏｔｕｎｄａｔａのシルクフィブロイン３のア
ミノ酸配列
【００８７】
　配列番号５９－Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ　ｒｏｔｕｎｄａｔａのシルクフィブロイン４のア
ミノ酸配列
【００８８】
　配列番号６０－Ｏｓｍｉａ　ｃｏｒｎｕｔａ（ツツハナバチ（ｂｕｉｌｄｅｒ　ｂｅｅ
））のシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００８９】
　配列番号６１－Ｏｓｍｉａ　ｃｏｒｎｕｔａのシルクフィブロイン４のアミノ酸配列
【００９０】
　配列番号６２－Ｖｅｓｐａ　ｓｉｍｉｌｌｉｍａ　ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒａ（キイロス
ズメバチ）のシルクフィブロイン１のアミノ酸配列
【００９１】
　配列番号６３－Ｖｅｓｐａ　ｓｉｍｉｌｌｉｍａ　ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒａのシルクフ
ィブロイン２のアミノ酸配列
【００９２】
　配列番号６４－Ｖｅｓｐａ　ｓｉｍｉｌｌｉｍａ　ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒａのシルクフ
ィブロイン３のアミノ酸配列
【００９３】
　配列番号６５－Ｖｅｓｐａ　ｓｉｍｉｌｌｉｍａ　ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒａのシルクフ
ィブロイン４のアミノ酸配列
【００９４】
　配列番号６６－Ｖｅｓｐａ　ａｎａｌｉｓ（コガタスズメバチ）のシルクフィブロイン
１のアミノ酸配列
【００９５】
　配列番号６７－Ｖｅｓｐａ　ａｎａｌｉｓのシルクフィブロイン２のアミノ酸配列
【００９６】
　配列番号６８－Ｖｅｓｐａ　ａｎａｌｉｓのシルクフィブロイン３のアミノ酸配列
【００９７】
　配列番号６９－Ｖｅｓｐａ　ａｎａｌｉｓのシルクフィブロイン４のアミノ酸配列
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【００９８】
　配列番号７０－Ｖｅｓｐａ　ｍａｎｄａｒｉｎｉａ（オオスズメバチ）のシルクフィブ
ロイン１のアミノ酸配列
【００９９】
　配列番号７１－Ｖｅｓｐａ　ｍａｎｄａｒｉｎｉａのシルクフィブロイン２のアミノ酸
配列
【０１００】
　配列番号７２－Ｖｅｓｐａ　ｍａｎｄａｒｉｎｉａのシルクフィブロイン３のアミノ酸
配列
【０１０１】
　配列番号７３－Ｖｅｓｐａ　ｍａｎｄａｒｉｎｉａのシルクフィブロイン４のアミノ酸
配列
【０１０２】
　配列番号７４－Ｔｅｎｏｄｅｒａ　ａｕｓｔｒａｌａｓｉａｅのタンパク質、カマキリ
フィブロイン１のアミノ酸配列
【０１０３】
　配列番号７５－Ｔｅｎｏｄｅｒａ　ａｕｓｔｒａｌａｓｉａｅのタンパク質、カマキリ
フィブロイン２のアミノ酸配列
【０１０４】
　配列番号７６－Ａｒｃｈｉｍａｎｔｉｓ　ｍｏｎｓｔｒｏｓａのシルクフィブロイン１
のアミノ酸配列
【０１０５】
　配列番号７７－Ａｒｃｈｉｍａｎｔｉｓ　ｍｏｎｓｔｒｏｓａのシルクフィブロイン２
のアミノ酸配列
【０１０６】
　配列番号７８－Ｐｓｅｕｄｏｍａｎｔｉｓ　ａｌｂｏｆｉｍｂｒｉａｔａのシルクフィ
ブロイン１のアミノ酸配列
【０１０７】
　配列番号７９－Ｐｓｅｕｄｏｍａｎｔｉｓ　ａｌｂｏｆｉｍｂｒｉａｔａのシルクフィ
ブロイン２のアミノ酸配列
【０１０８】
　配列番号８０～８２－オリゴヌクレオチドのプライマー。
【発明を実施するための形態】
【０１０９】
　本発明は、一部は、コイルドコイル構造を有するポリペプチドは、キレート剤及び金属
イオンを含むキレートを結合することができるという特性評価に基づいている。例えば、
本願発明者らは、コイルドコイル構造を有するシルクポリペプチドはキレートを結合して
、そのキレートの金属イオンに配位することができることを実証した。さらに、本願発明
者らは、キレートの金属イオンの配位により、ＵＶ可視スペクトルのピーク（例えば、ソ
ーレー帯ピーク）の位置をシフトさせることができることを実証した。本願発明者らは、
ポリペプチドに結合しているキレートを結合できる分子が結合すると、検出可能な変化が
生じ、これを、対象分子の検出に使用され得るセンサー、例えばバイオセンサーの基盤と
して使用できることも示した。
【０１１０】
　したがって、第１の態様では、本発明は、少なくとも一部分にコイルドコイル構造を有
するポリペプチドと、キレート剤及び金属イオンを含み、ポリペプチドの少なくとも１個
のアミノ酸に結合しているキレートとを含む組成物を提供する。いくつかの実施形態では
、キレート剤は、ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合している。いくつかの
実施形態では、金属イオンを、ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に配位結合によ
り結合させる。いくつかの実施形態では、金属イオンは、ポリペプチドの少なくとも１個



(15) JP 2018-502826 A 2018.2.1

10

20

30

40

50

のアミノ酸に配位結合で結合しており、キレート剤は、ポリペプチドの少なくとも１個の
アミノ酸に結合している。
【０１１１】
　有利なことに、本発明の組成物は、材料、好ましくは水不溶性の材料を形成するために
処理されてよく、また、長期間、室温で高度に安定している。いくつかの実施形態では、
本発明の組成物及び本発明の組成物で形成した材料は、対象分子に可逆的に結合できる。
重要なことに、本発明の組成物、及びかかる組成物で形成した材料は、対象分子を結合及
び／または検出する能力を長期間にわたり保持する。
【０１１２】
　ポリペプチド
　本明細書で使用する場合、用語「ポリペプチド」には、あらゆる長さのアミノ酸ポリマ
ーが含まれる。タンパク質は直鎖または分岐であってよく、修飾アミノ酸を含んでよく、
かつ、アミノ酸以外のもので中断されてよい。かかる用語には、自然に、または介入によ
って修飾されたアミノ酸ポリマー、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質
付加、アセチル化、リン酸化、または標識成分との複合体形成のような他の任意の操作ま
たは修飾を受けたアミノ酸ポリマーも包含される。また、例えば、アミノ酸の類似体（例
えば、非天然型（ｕｎｎａｔｕｒａｌ）または非天然型（ｎｏｎ－ｎａｔｕｒａｌ）アミ
ノ酸など）の１つ以上、及び当技術分野で公知の他の修飾を含有するタンパク質も含まれ
る。タンパク質は一本鎖として、または会合した鎖として生じ得る。会合した鎖は、非共
有結合相互作用または共有結合相互作用により連結されていてよい。一実施形態では、ポ
リペプチドは天然に生じるアミノ酸の鎖である。
【０１１３】
　本発明に有用なポリペプチドは、さまざまな手段（例えば、原料からの単離及び精製、
組換え発現、細胞培養からの精製、化学合成など）、かつ、さまざまな形態（例えば、天
然型、融合形態、非グリコシル化形態、脂質付加形態など）で調製することができる。好
ましくは、それらを実質的に純粋な形（すなわち、実質的に宿主細胞のタンパク質を含ま
ない）で調製する。典型的に、存在する総タンパク質の少なくとも６０重量％である場合
、そのポリペプチドは実質的に純粋である。例えば、調製物は、存在する総タンパク質の
少なくとも７５％、少なくとも約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少
なくとも約９１％、少なくとも約９２％、少なくとも約９３％、少なくとも約９４％、少
なくとも約９５％、少なくとも約９６％、少なくとも約９７％、少なくとも約９８％、少
なくとも約９９％、より好ましくは、少なくとも９０重量％である。一実施形態では、組
換え手段、例えば、酵母細胞または細菌細胞などの好適な宿主細胞に発現させることによ
りポリペプチドを作製する。
【０１１４】
　本明細書で使用する場合、「部分」とは、ポリペプチドの一部分を指し、該ポリペプチ
ドの完全長に定義された特性または活性を維持するものと理解される。例えば、コイルド
コイル構造を形成する能力を有し、かつ／またはシルクタンパク質の特性のいずれか１つ
以上を再現する能力を有する。
【０１１５】
　本明細書に開示するように、ポリペプチドの少なくとも一部分は、コイルドコイル構造
を形成してよい。コイルドコイル構造は、ロープの撚り糸のように共に巻き付く少なくと
も２つのアルファヘリックスを含む。コイルドコイル構造は、２つから７つのアルファヘ
リックス、例えば２つ、３つ、４つ、５つ、６つまたは７つのアルファヘリックスを含ん
でよい。いくつかの実施形態では、コイルドコイル構造は、３つ、つ４または５つのアル
ファヘリックスを含む。コイルドコイル構造は、鎖内または鎖間の相互作用により形成し
てよい。
【０１１６】
　いくつかの実施形態では、ポリペプチドのコイルドコイル構造を有する一部分は、少な
くとも３５個のアミノ酸、少なくとも４２個のアミノ酸、少なくとも４９個のアミノ酸、
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少なくとも５６個のアミノ酸、少なくとも６３個のアミノ酸、少なくとも７０個のアミノ
酸、少なくとも７７個のアミノ酸、少なくとも８４個のアミノ酸、少なくとも９１個のア
ミノ酸、少なくとも９８個のアミノ酸、少なくとも１０５個のアミノ酸、少なくとも１１
２個のアミノ酸、少なくとも１１９個のアミノ酸、少なくとも１２６個のアミノ酸、少な
くとも１３３個のアミノ酸、少なくとも１４０個のアミノ酸、少なくとも１４７個のアミ
ノ酸、少なくとも１５４個のアミノ酸、少なくとも１６１個のアミノ酸、少なくとも１６
８個のアミノ酸、少なくとも１７５個のアミノ酸、少なくとも１８２個のアミノ酸、少な
くとも１８９個のアミノ酸、少なくとも１９６個のアミノ酸、少なくとも２０３個のアミ
ノ酸、少なくとも２１０個のアミノ酸または少なくとも２１７個のアミノ酸を含む。一実
施形態では、ポリペプチドのコイルドコイル構造を有する一部分は、約３５～約５００個
のアミノ酸を含む。
【０１１７】
　いくつかの実施形態では、コイルドコイル構造にあるアミノ酸のうち少なくとも１６％
はアラニン残基である。例えば、コイルドコイル構造にあるアミノ酸のうち少なくとも１
８％、少なくとも２０％、少なくとも２２％、少なくとも２４％、少なくとも２６％、少
なくとも２８％または少なくとも３０％はアラニン残基である。
【０１１８】
　典型的に、アルファヘリックスは、らせん一回転あたり約３．６個のアミノ酸残基を含
有する。コイルドコイル構造を形成できるアルファヘリックスの場合、ポリペプチドまた
はポリペプチドの一部分がアルファヘリックスのコンホメーションをとった時に、疎水性
アミノ酸残基と親水性アミノ酸残基がそれぞれ、らせんの別々の面に隔離されて両親媒性
構造を形成するよう、疎水性アミノ酸残基と親水性アミノ酸残基とがペプチドの直鎖配列
に沿って配されている。アルファヘリックスにおける疎水性アミノ酸残基と親水性アミノ
酸残基の隔離は、らせんの車輪投影図（ｈｅｌｉｃａｌ　ｗｈｅｅｌ）にして見ることが
できる。コイルドコイル構造を形成できるアルファヘリックスのペプチド構築には特定の
疎水性アミノ酸残基及び親水性アミノ酸残基が好ましい。天然に生じる疎水性アミノ酸残
基は、Ｌｅｕ、Ａｌａ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ及びＰｈｅである。天然に生じる好ましい親水性
アミノ酸残基は、Ｓｅｒ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ｇｌｎ及びＡｓｐである。当業者には理解さ
れるように、コイルドコイル構造を形成できるポリペプチド配列はさまざまに異なり得る
。ポリペプチド配列の各種アミノ酸の多数の組み合わせ及び順列により、両親媒性アルフ
ァヘリックス作製の効果を達成できるため、別のポリペプチドと会合させてコイルドコイ
ルを形成できる。例えば、いくつかの実施形態では、本発明のポリペプチドによって形成
されるコイルドコイルのコアではセリンは一般的であり、他のコイルドコイルでは一般的
ではない。
【０１１９】
　コイルドコイル構造を形成できるポリペプチドは通常７アミノ酸配列ａｂｃｄｅｆｇの
繰り返しを含む。一実施形態では、ポリペプチドは、７アミノ酸配列ａｂｃｄｅｆｇを少
なくとも５コピー含む一部分を含む。本発明に有用なポリペプチドは、７アミノ酸繰り返
しを４より大きい任意の数で含んでよい。例えば、ポリペプチドは、７アミノ酸配列ａｂ
ｃｄｅｆｇを少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９
、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４
、少なくとも１５、少なくとも１６、少なくとも１７、少なくとも１８、少なくとも１９
、少なくとも２０、少なくとも２１、少なくとも２２、少なくとも２３、少なくとも２４
、少なくとも２５、少なくとも２６、少なくとも２７、少なくとも２８、少なくとも２９
、少なくとも３０、少なくとも３１、少なくとも３２、少なくとも３３、少なくとも３４
、少なくとも３５、少なくとも３６、少なくとも３７、少なくとも３８、少なくとも３９
少なくとも４０、少なくとも４１、少なくとも４２、少なくとも４３、少なくとも４４、
少なくとも４５、少なくとも４６、少なくとも４７、少なくとも４８、少なくとも４９、
少なくとも５０、またはそれ以上のコピー数を含むコイルドコイル構造を有する一部分を
含んでよい。ある特定の例では、ポリペプチドは、７アミノ酸配列ａｂｃｄｅｆｇの少な
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くとも１９、または少なくとも２３のコピーを含むコイルドコイル構造を有する一部分を
含む。
【０１２０】
　一実施形態では、本発明に有用なポリペプチドは、約１５～約２５、または約１９～約
２３のような約９～約３０の７アミノ酸繰り返し、または約１９～約２３の繰り返しを含
む。いくつかの実施形態では、ポリペプチドは、２２～２８の繰り返しを含むコイルドコ
イル構造を有する一部分を含む。
【０１２１】
　７アミノ酸繰り返しは、ポリペプチド配列において連続していてもよいし、ポリペプチ
ド配列において連続していなくてもよい。したがって、ポリペプチドは、７アミノ酸配列
を何回でも連続して含んでよいが、ポリペプチド中の７アミノ酸配列の総数は少なくとも
５である。好ましくは、ポリペプチドは、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、
少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少な
くとも１３、少なくとも１４、少なくとも１５、少なくとも１６、少なくとも１７、少な
くとも１８、少なくとも１９、少なくとも２０、少なくとも２１、少なくとも２２、少な
くとも２３、少なくとも２４、少なくとも２５またはそれ以上連続する７アミノ酸配列を
含む。一例では、ポリペプチドは、少なくとも１９、例えば、少なくとも２０、少なくと
も２１、少なくとも２２、または少なくとも２３の連続する７アミノ酸配列を含む。別の
例では、ポリペプチドは約１０～約３０、例えば、約１５～約２５、または約１９～約２
３の連続する７アミノ酸繰り返しを含む。好ましくは、ポリペプチドは、約１９または約
２３の連続する７アミノ酸繰り返しを含む。
【０１２２】
　７アミノ酸繰り返しは、本発明に有用なポリペプチドの任意の部分を含んでよい。例え
ば、複数の７アミノ酸繰り返しは、ポリペプチドの少なくとも１０％、少なくとも１５％
、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも３５％、少なく
とも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０
％、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９５％、少なくとも９９％の長さ、または
ポリペプチド全体を含んでよい。
【０１２３】
　別の例では、複数の７アミノ酸繰り返しは、ポリペプチドの約６０％～約９０％、例え
ば、約７０％～約８０％を含んでよい。したがって、ポリペプチドの約６０％～約９０％
、例えば、約７０％～約８０％はコイルドコイル構造を含んでよい。
【０１２４】
　古典的コイルドコイルでは、ａ位置及びｄ位置のアミノ酸は疎水性残基、例えば、限定
されることなく、アラニン、イソロイシン、ロイシンまたはバリンである。これらのアミ
ノ酸は概して、７アミノ酸配列の他の位置のアミノ酸より疎水性の傾向にある。これによ
り、疎水性相互作用及びファンデルワールス相互作用を介したコイルドコイル形成が安定
化すると考えられる。アミノ酸残基の疎水性は、当技術分野で公知のいずれの方法でも決
定することができる。例えば、疎水性は、アミノ酸側鎖の物理化学的特性に基づいて予測
可能できるが、あるアミノ酸を非混和性の２液相間で分離させて決定してよい。これらの
方法を使用して天然に生じるアミノ酸それぞれの相対的疎水性を決定した結果、いくつか
の疎水性尺度が作成され公知である（あくまでも例として、Ｋａｌｌｏｌ　ｅｔ　ａｌ．
，２００３；Ｋｙｔｅ　ａｎｄ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，１９８２；Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ，
１９８４；Ｒｏｓｅ　ａｎｄ　Ｗｏｌｆｅｎｄｅｎ，１９９３を参照されたい）。これら
、または他の公知の任意の疎水性尺度を使用して、７アミノ酸配列ａｂｃｄｅｆｇの各位
置に存在するアミノ酸の疎水性（したがって、平均疎水性）を決定できる。一例では、Ｅ
ｉｓｅｎｂｅｒｇスケールにしたがってアミノ酸疎水性を決定する。特定の例では、７ア
ミノ酸配列の位置ａ及び／またはｄにおけるアミノ酸の平均疎水性は、Ｅｉｓｅｎｂｅｒ
ｇスケールにしたがうと正であり、７アミノ酸配列の残りの位置におけるアミノ酸の平均
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疎水性はＥｉｓｅｎｂｅｒｇスケールにしたがうと負である。一般に、アミノ酸のシステ
イン、グリシン、イソロイシン、ロイシン、メチオニン及びバリンは他のアミノ酸よりも
疎水性であると考えられる。芳香族アミノ酸も、一般に、非芳香族アミノ酸よりも疎水性
であると考えられる。
【０１２５】
　ｅ位置及びｇ位置のアミノ酸は、荷電した、例えば、限定されることなく、グルタマー
トまたはリシンであってよい。これは、コイルドコイル構造を安定させるヘリックス間の
静電的相互作用形成を促進すると考えられる。ｂ位置、ｃ位置及びｆ位置のアミノ酸は、
これらのアミノ酸が溶媒に曝露されることが多いことから親水性の傾向がある。ただし、
上記はあくまでも指針に過ぎず、当業者であれば、特異性、新規機能、オリゴマー形成等
を促進するために、ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ及びｇのいずれの位置においても変更が生じ
得ることを認識するであろう。
【０１２６】
　本発明の一実施形態では、７アミノ酸配列の位置ａ及び／またはｄのアミノ酸は、アラ
ニン、セリン、イソロイシン、ロイシンまたはバリンから選択され、好ましくはセリンま
たはアラニンである。
【０１２７】
　一実施形態では、本発明に有用なポリペプチドにおける７アミノ酸繰り返しの位置ａに
あるアミノ酸のうち少なくとも１５％はアラニン残基である。例えば、位置ａにあるアミ
ノ酸のうち少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％
、少なくとも３５％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なく
とも５５％、少なくとも６０％、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９５％または
それ以上がアラニン残基であってよい。好ましくは、本発明に有用なポリペプチドにおけ
る７アミノ酸繰り返しの位置ａにあるアミノ酸のうち少なくとも４５％はアラニン残基で
ある。
【０１２８】
　別の例では、本発明に有用なポリペプチドにおける７アミノ酸繰り返しのａ位置にある
アミノ酸のうち約３０％～約７０％、例えば、約４０％～約６０％、または約４５％～約
５５％はアラニン残基である。一例では、本発明に有用なポリペプチドにおける７アミノ
酸繰り返しの位置ａにあるアミノ酸のうち約５０％はアラニン残基である。
【０１２９】
　７アミノ酸繰り返しの位置ａ及びｄ位置におけるアラニンの相対的割合はさまざまに異
なり得るが、位置ａ及び位置ｄにあるアミノ酸のうち少なくとも１５％はアラニン残基で
ある。したがって、本発明に有用なポリペプチドは、位置ａにあるアミノ酸のうち少なく
とも２５％がアラニン残基である７アミノ酸繰り返しを含むことができる。
【０１３０】
　７アミノ酸繰り返しそれぞれを構成するアミノ酸の組成は、同一であってもよいし、７
アミノ酸配列間で異なってもよい。当業者により理解されるように、７アミノ酸配列ａｂ
ｃｄｅｆｇの各種アミノ酸の多数の組み合わせ及び順列により、コイルドコイル構造を作
製する同じ効果を達成できるため、別のポリペプチドと会合させてコイルドコイルを形成
できる。本明細書に開示するポリペプチドに対して可能なアミノ酸置換に関する指針を、
あくまでも例として表１に記載する。本明細書で提供する実験データに基づいて予測され
た有用なアミノ酸置換と、表１で提供する置換例とが矛盾する場合は、実験データに基づ
いた置換を使用することが好ましい。
【０１３１】
　さらに、ポリペプチドは、コイルドコイル構造形成能を維持したままで、各７アミノ酸
繰り返し内部及び／または各７アミノ酸繰り返し同士の間に特定の破壊を含んでよい。例
えば、なおもコイルドコイル構造を形成するようにしたままで、１個以上のアミノ酸によ
り７アミノ酸配列を切断するか、または１個以上のアミノ酸により伸長させてよい。した
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がって、上述のように、７アミノ酸配列ａｂｃｄｅｆｇの２コピーを１個以上のアミノ酸
によって区切り、なおもコイルドコイル構造を形成するようにしてよい。
【０１３２】
　ポリペプチドの任意の部分にコイルドコイル構造を含んでよい。例えば、少なくとも１
０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少
なくとも３５％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも
５５％、少なくとも６０％、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９５％、少なくと
も９９％、またはポリペプチド全体が、コイルドコイル構造を含んでよい。一例では、ポ
リペプチドがノ少なくとも７０％ガコイルドコイル構造を含む。
【０１３３】
　それ以外のコイルドコイル構造を形成しないポリペプチド部分は、任意のタンパク質二
次構造を形成できるか、または、構造化されなくてよい。例えば、ポリペプチドの残部は
、ランダムコイル、アルファヘリックス、ベータ鎖、及び／またはベータシート等を形成
してよい。
【０１３４】
　いくつかの実施形態では、ポリペプチドの少なくとも一部分はベータシートを形成して
よいか、またはベータシートを形成することができる。ベータシートは、主鎖水素結合に
より連結されているベータ鎖を含む。ベータシートは、少なくとも２つのベータ鎖を含ん
でよい。例えば、本明細書に記載する材料では、ポリペプチドの少なくとも一部分はベー
タシートを形成してよい。ベータシートは、ベータ鎖同士の鎖内または鎖間の相互作用に
より形成されてよい。
【０１３５】
　本願発明者らは、シルクポリペプチドがキレート剤及び金属イオンを含むキレートに結
合できることを実証した。したがって、一態様では、ポリペプチドはシルクポリペプチド
である。いくつかの実施形態では、ポリペプチドは、ａｃｕｌｅａｔｅ　Ｈｙｍｅｎｏｐ
ｔｅｒａ（膜翅目有剣類）に由来するシルクタンパク質（組換えシルクタンパク質を含む
）であるか、またはその変異体である。膜翅類の例には、細腰亜目（ハチ、アリ及びスズ
メバチ）の任意の種が含まれるが、これに限定されるものではなく、それらに含まれる昆
虫の科として、Ｃｈｒｙｓｉｄｉｄａｅ（セイボウ）、Ｆｏｒｍｉｃｉｄａｅ（アリ）、
Ｍｕｔｉｌｌｉｄａｅ（アリバチ）、Ｐｏｍｐｉｌｉｄａｅ（ベッコウバチ）、Ｓｃｏｌ
ｉｉｄａｅ、Ｖｅｓｐｉｄａｅ（アシナガバチ、トックリバチ、スズメバチ）、Ａｇａｏ
ｎｉｄａｅ（イチジクコバチ）、Ｃｈａｌｃｉｄｉｄａｅ（アシブトコバチ）、Ｅｕｃｈ
ａｒｉｔｉｄａｅ（アリヤドリコバチ）、Ｅｕｐｅｌｍｉｄａｅ（ナガコバチ）、Ｐｔｅ
ｒｏｍａｌｉｄａｅ（コガネコバチ）、Ｅｖａｎｉｉｄａｅ（ヤセバチ）、Ｂｒａｃｏｎ
ｉｄａｅ、Ｉｃｈｎｅｕｍｏｎｉｄａｅ（ヒメバチ）、Ｍｅｇａｃｈｉｌｉｄａｅ、Ａｐ
ｉｄａｅ、Ｃｏｌｌｅｔｉｄａｅ、Ｈａｌｉｃｔｉｄａｅ、及びＭｅｌｉｔｔｉｄａｅ（
ケアシハナバチ（ｏｉｌ　ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ　ｂｅｅ））が挙げられる。例えば、膜
翅目は、Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａ（一般名にはミツバチが含まれる）、Ａｐｉｓ　
ｄｏｒｓａｔａ、Ａｐｉｓ　ｆｌｏｒｅａ、Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎ
ａ（一般名にはツムギアリ（ｗｅａｖｅｒ　ａｎｔ）及びツムギアリ（ｇｒｅｅｎ　ａｎ
ｔ）が含まれる）、Ｐｏｌｉｓｔｅｓ　ｄｏｍｉｎｕｌａ、Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ　ｒｏｔ
ｕｎｄａｔａ、Ｍｙｒｍｅｃｉａ　ｆｏｒｉｃａｔａ、Ｃａｍｐｏｎｏｔｕｓ　ｆｌｏｒ
ｉｄａｎｕｓ、Ｈａｒｐｅｇｎａｔｈｏｓ　ｓａｌｔａｔｏｒ、Ｏｓｍｉａ　ｃｏｒｎｕ
ｔａ、Ｖｅｓｐａ　ｓｉｍｉｌｌｉｍａ　ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒａ、Ｖｅｓｐａ　ａｎａ
ｌｉｓ、Ｖｅｓｐａ　ｍａｎｄａｒｉｎａ、Ｂｏｍｂｕｓ　ｉｍｐａｔｉｅｎｓまたはＢ
ｏｍｂｕｓ　ｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓであってよいが、これに限定されない。いくつかの実
施形態では、ポリペプチドは、網翅目に由来するシルクタンパク質（組換えシルクタンパ
ク質を含む）であるか、またはその変異体である。例えば、網翅目は、Ｐｓｅｕｄｏｍａ
ｎｔｉｓ　ａｌｂｏｆｉｍｂｒｉａｔａ、Ｔｅｎｏｄｅｒａ　ａｕｓｔｒａｌａｓｉａｅ
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またはＡｒｃｈｉｍａｎｔｉｓ　ｍｏｎｓｔｒｏｓａであってよいが、これに限定されな
い。いくつかの実施形態では、ポリペプチドは、脈翅目に由来するシルクタンパク質（組
換えシルクタンパク質を含む）であるか、またはその変異体である。脈翅類の例に含まれ
る昆虫科の種には、カマキリモドキ（Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２を参照され
たい）、Ｃｈｒｙｓｏｐｉｄａｅ（クサカゲロウ）、Ｍｙｒｍｅｌｅｏｎｔｉｄａｅ（ウ
スバカゲロウ）、及びＡｓｃａｌａｐｈｉｄａｅ（ツノトンボ）が挙げられる。例えば、
脈翅目はＭａｌｌａｄａ　ｓｉｇｎａｔａであってよいが、これに限定されない。このよ
うなタンパク質の例は、ＷＯ２００７／０３８８３７及びＷＯ２０１３／１４２９０１に
記載されている。これらのシルクポリペプチドには、発酵を利用して容易に高レベルで発
現させることができるという利点がある（少なくとも１ｇ／リットル）。
【０１３６】
　好ましい実施形態では、本発明に有用なポリペプチドは、膜翅目もしくは脈翅目の種か
ら精製され得るか、または膜翅目もしくは脈翅目の種から精製されたポリペプチドの変異
体である。好ましくは、膜翅目の種はＡｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａである。
【０１３７】
　いくつかの実施形態では、本発明に有用なポリペプチドは、ツムギアリの種から精製さ
れ得るか、またはツムギアリの種から精製されたポリペプチドの変異体である。好ましく
は、ツムギアリの種はＯｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａである。
【０１３８】
　本発明に有用なポリペプチドを、配列が以下の配列番号で提供される多数の特定タンパ
ク質により例示する。例えば、本発明に有用なポリペプチドには、Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉ
ｆｅｒａ（ミツバチ）シルクフィブロイン１（ＡｍｅｌＦ１またはＸｅｎｏｓｐｉｒａ１
とも呼ばれる）（配列番号１）、Ａ．ｍｅｌｌｉｆｅｒａシルクフィブロイン２（Ａｍｅ
ｌＦ２またはＸｅｎｏｓｐｉｒａ２とも呼ばれる）（配列番号２）、Ａ．ｍｅｌｌｉｆｅ
ｒａシルクフィブロイン３（ＡｍｅｌＦ３またはＸｅｎｏｓｐｉｒａ３とも呼ばれる）（
配列番号３）、Ａ．ｍｅｌｌｉｆｅｒａシルクフィブロイン４（ＡｍｅｌＦ４またはＸｅ
ｎｏｓｐｉｒａ４とも呼ばれる）（配列番号４）、Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇ
ｄｉｎａ（ツムギアリ（ｗｅａｖｅｒ　ａｎｔ））シルクフィブロイン１（Ｆ１、ＧＡ１
またはＧＡＦ１とも呼ばれる）（配列番号９）、Ｏ．ｓｍａｒａｇｄｉｎａシルクフィブ
ロイン２（Ｆ２、ＧＡ２またはＧＡＦ２とも呼ばれる）（配列番号１０）、Ｏ．ｓｍａｒ
ａｇｄｉｎａシルクフィブロイン３（Ｆ３、ＧＡ３またはＧＡＦ３とも呼ばれる）（配列
番号１１）及びＯ．ｓｍａｒａｇｄｉｎａシルクフィブロイン４（Ｆ４、ＧＡ４またはＧ
ＡＦ４とも呼ばれる）（配列番号１２）、ならびに、ＷＯ２０１３１４２９０１　Ａに記
載のものが挙げられるが、これに限定されるものではない。
【０１３９】
　好ましい実施形態では、ポリペプチドはＡｍｅｌＦ３である。
【０１４０】
　別の実施形態では、ポリペプチドはＧＡ１またはＧＡ３である。
【０１４１】
　本明細書で使用する場合、用語「シルクタンパク質」及び「シルクポリペプチド」は同
義で使用され、シルクファイバー、シルクフィルム、シルクスポンジ、シルク粒子及び／
または線維状タンパク質複合体といった材料の製造に使用することができる、線維状のタ
ンパク質／ポリペプチドを意味する。典型的に、シルクタンパク質は、組換え発現により
作製されるであろう。ただし、シルクタンパク質は、天然原料から精製するか、または人
工的に、例えば、ペプチド固相合成法等などによって作製することができる。シルクタン
パク質は、天然に生じるシルクタンパク質に対応する配列を有してよく、または人為的に
作製したその変異型である。このような変異型は、小規模の置換、欠失及び付加を含むだ
けではなく、天然型配列の大幅な再構成も包含し、その場合、例えば、複数の７アミノ酸
は並べ替えられ、天然型タンパク質のアミノ酸一次配列に対する類似性はまったくないが
、その７アミノ酸構造ゆえに依然として機能するシルクタンパク質である。
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【０１４２】
　上述のように、本願発明者らは、本明細書に記載するポリペプチドの少なくとも１個の
アミノ酸はキレートに結合できることを実証した。いくつかの実施形態では、本明細書に
記載するポリペプチドは、本明細書に記載する少なくとも１つのキレートに結合すること
ができる。他の実施形態では、本明細書に記載するポリペプチドは、本明細書に記載する
２つ以上のキレートに結合することができる。
【０１４３】
　したがって、本明細書に記載するポリペプチドは、少なくとも１つのキレート結合部位
を含む。例えば、キレートがヘムである場合、キレート剤が結合する部位はヘムの結合部
位である。いくつかの実施形態では、本明細書に記載するポリペプチドは、２つ以上のキ
レート結合部位を含む。
【０１４４】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載するポリペプチドは、本明細書に記載する少
なくとも１つのキレート剤に結合することができる。他の実施形態では、本明細書に記載
するポリペプチドは、本明細書に記載する２つ以上のキレート剤に結合することができる
。いくつかの実施形態では、本発明に有用なポリペプチドは、キレート剤に結合できる少
なくとも１つの荷電した残基を含む。荷電した残基は、アルギニン、リシン、グルタマー
ト及びアスパルタートを含むが、これに限定されない。いくつかの実施形態では、キレー
ト剤に結合しているアミノ酸残基の少なくとも１つは、アルギニンまたはリシンのような
正に荷電したアミノ酸である。いくつかの実施形態では、キレート剤に結合しているアミ
ノ酸残基の少なくとも１つはアルギニンである。いくつかの実施形態では、キレート剤に
結合しているアミノ酸残基の少なくとも１つは、配位結合により金属イオンに結合してい
る少なくとも１個のアミノ酸残基から最高で１２Åに位置する荷電した残基である。
【０１４５】
　さらに、本願発明者らは、いくつかの実施形態において、金属イオンは、ポリペプチド
の少なくとも１個のアミノ酸に配位結合によって結合していることを実証した。本明細書
で使用する用語「配位結合（ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ　ｂｏｎｄ）」とは、２中心、２電子
の一種の共有結合で、その２つの電子が同一原子に由来するものを指す。配位結合は、双
極子結合（ｄｉｐｏｌａｒ　ｂｏｎｄ）または付与共有結合（ｄａｔｉｖｅ　ｃｏｖａｌ
ｅｎｔ　ｂｏｎｄ）とも呼ばれ得る。
【０１４６】
　一実施形態では、コイルドコイル部分のコアは、コアにおける７アミノ酸のアミノ酸位
置ａ及び／またはｄにおいて少なくとも１つ、または２つ、または３つ、または４つまた
はそれ以上の配位アミノ酸残基を含む。コイルドコイルタンパク質の「コア」は当技術分
野において周知である（Ｌｕｐａｓ　ａｎｄ　Ｇｒｕｂｅｒ，２００５）。コイルドコイ
ル領域はアルファヘリックスを形成し、このようなヘリックスの２つ以上が疎水性残基を
内側にして互いに巻き付き、細く長い疎水性コアを形成している。したがって、コイルド
コイルのコアはコアの外側よりも疎水性である。
【０１４７】
　一実施形態では、ポリペプチドには、１個の配位アミノ酸残基が含まれる。一実施形態
では、ポリペプチドには、２個の配位アミノ酸残基が含まれる。一実施形態では、ポリペ
プチドには、３個の配位アミノ酸残基が含まれる。一実施形態では、ポリペプチドには、
４個の配位アミノ酸残基が含まれる。いくつかの実施形態では、配位アミノ酸は、ヒスチ
ジン、システイン、メチオニン、チロシン、リシンまたはトリプトファンからなる群から
選択される。
【０１４８】
　ポリペプチド内に存在するアミノ酸残基で、かつ残基が、金属イオン－キレート剤錯体
との配位性の接触を提供するアミノ酸残基を、本明細書では配位アミノ酸または配位残基
という。ポリペプチドにおける配位アミノ酸としての使用に好適なアミノ酸には、金属タ
ンパク質の金属陽イオンに対する配位子を提供することが当技術分野で公知の天然に生じ
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るアミノ酸が含まれ、それらにはＨｉｓ、Ｃｙｓ、Ｍｅｔ、Ｌｙｓ、Ｔｒｐ、Ｇｌｕ及び
Ｔｙｒが挙げられる。ポリペプチドにおける配位アミノ酸残基としての使用に好適なアミ
ノ酸には、金属陽イオンに対する配位子を提供することが当技術分野で公知の天然には生
じないアミノ酸も含まれる。そのような天然には生じないアミノ酸には、（２，２－ビピ
リジン－５イル）アラニン（Ｂｐｙ－Ａｌａ）、（８－ヒドロキシキノリン－３－イル）
アラニン、２－アミノ－３－［４－ヒドロキシ－３－（１Ｈ－ピラゾール－１－イル）フ
ェニル］プロパン酸（ｐｙＴｙｒ）及び２－アミノ－３－（８－ヒドロキシキノリン－５
－イル）プロパン酸（ＨｑＡｌａ）を挙げてよいが、これに限定されるものではない。
【０１４９】
　例えば、本願発明者らは、水メタノールに溶解させたヘムｂ（ヘモグロビン及びシトク
ロムＰ４５０に見られる）溶液をミツバチのシルクスポンジに加えた時、灰色がかった緑
色のヘムｂ溶液が直ちにスポンジに吸収され、スポンジの色が数秒以内に赤変したことを
実証する。ミツバチのシルクのこの赤色呈色はシルク－ヘム材料を徹底的に洗浄した後も
そのままであった。ミツバチのシルクで観察された変色は、ヘム基内部の鉄金属中心の配
位における変化を指し、赤いヘモグロビンと同様の配位をする材料が作製されたことを指
す。さらには、ヘム基は、シルクタンパク質基質内部に結合したまま残り、洗い流せなか
ったことから、ヘム基がタンパク質基質内部に保持されたことが示された。やや意外なこ
とに、ミツバチのシルクは、修飾せずともそのままで、天然に生じるヘムタンパク質と同
様にヘム補因子と結合及び配位できた。
【０１５０】
　鉄中心の配位を試験するため、ミツバチの透明なシルクフィルムを調製し、ＵＶ／Ｖｉ
ｓ分光法を用いて材料のスペクトル特性を監視した。シルクタンパク質とヘムｂの溶液の
共乾燥を介して、または予備形成したフィルムをヘムｂの溶液に一晩浸漬して該フィルム
にヘムｂを「溶出」させることによりヘムｂを導入した。ヘムタンパク質は、そのＵＶ／
Ｖｉｓスペクトル約４００ｎｍにおいて特徴的なソーレー帯ピークを有するが、これはヘ
ムの鉄原子の配位変化に対して感度が極めて高い。ヘムｂなど鉄ポルフィリンの場合、４
００ｎｍより下の幅広なソーレー帯ピークは、鉄がポルフィリン環にのみ配位している４
配位鉄中心を指す。ヘム基がアミノ酸に配位すると（５配位鉄中心）、ソーレー帯の赤は
４００ｎｍより上にシフトし先鋭化する。ミツバチのシルク－ヘムｂフィルムの紫外可視
スペクトルは４１０ｎｍで先鋭なソーレー帯ピークを示し、そのヘム中心鉄がミツバチの
シルクタンパク質に配位されていることが確認される。
【０１５１】
　したがって、本発明は、少なくとも一部分にコイルドコイル構造を有するポリペプチド
と、キレート剤及び金属イオンを含むキレートとを含む組成物であって、キレートはポリ
ペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合しており、金属イオンはポリペプチドの少な
くとも１個のアミノ酸に配位結合によって結合している組成物も提供する。
【０１５２】
　シルクタンパク質はヒスチジン、メチオニンのシステインのような典型的な配位残基を
含有していないので、ミツバチの非修飾シルクタンパク質へのヘムｂの配位は予想外のこ
とであった。配位アミノ残基の性質を決定するため、本願発明者らは、シルクタンパク質
に加えるヘムｂ量をさまざまに変えてラマン分光法を使用してヘム結合の化学量論を検討
した。ヘム低負荷では（ヘム：タンパク質のモル比が１：１及び１：２）、４１０ｎｍで
先鋭なソーレー帯ピークが観察され、全ヘムの配位が示された。タンパク質に対するヘム
ｂの濃度が高くなるにつれ、ソーレー帯ピークは幅広になり、かつ波長の低い方へシフト
したことから、配位していないヘム量の増加が示された。ヘム：シルク比１：１で全ヘム
が配位したという知見から、各シルク単量体内部の１個のアミノ酸が配位に関与すること
が示唆された。
【０１５３】
　ポリペプチドの配位アミノ酸の同一性をラマン分光法を使用して検討した。ラマン分光
法は、鉄中心と配位する配位子との間の伸縮振動数を測定するもので、これらの伸縮振動
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数から配位子の性質が示される。励起波長７８５ｎｍで励起したシルク－ヘムフィルムの
ラマンスペクトルは、５９４ｃｍ－１に中心がある幅広なピークを示し、これはシルク－
ヘムフィルムに特異的なものであった。配位性配位子チロシンを有するヘムタンパク質は
、同様のＦｅ－Ｔｙｒ伸縮を示す。ミツバチの組換え成熟シルクタンパク質３（配列番号
３９）は、予測コイルドコイルのコア内に位置する１個のチロシン残基（Ｔｙｒ７６）を
含有する。ラマンスペクトルから、Ｔｙｒ７６は、ヘム中心に配位する可能性が最も高い
候補であることが示された。
【０１５４】
　Ｔｙｒ７６が実際に配位する配位子であるのか否かを試験するため、シルク遺伝子の部
位特異的突然変異誘発を使用してＴｙｒ７６をアラニンで置換した。Ｔｙｒ７６Ａｌａ置
換タンパク質のＵＶ／Ｖｉｓスペクトルが３９５ｎｍにおいて幅広なソーレー帯ピークを
有していたことから、ミツバチの非修飾シルクで認められた配位はこの単一アミノ酸置換
によって逆転したことが示された。Ｔｙｒ７６Ａｌａシルクタンパク質を使用して調製し
たスポンジにヘムｂを加えたところ、著明な変色は観察されなかったが、ヘムｂの緑色は
水メタノールで洗浄しても消えないことから、ヘムｂ補因子は水素結合を介してシルクタ
ンパク質に結合しており、シルクに配位はしていないことが示される。したがって、ポリ
ペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に金属イオンが結合することが本発明の好ましい特
徴である。
【０１５５】
　本願発明者らは、少なくとも１つのポリペプチドがＡｍｅｌＦ３ポリペプチドを含む場
合、ＡｍｅｌＦ３の位置７６にあるチロシン（配列番号３９）は、キレートの金属イオン
と配位結合を形成することを実証した。
【０１５６】
　空間において配位アミノ酸を取り囲むアミノ酸は、キレートの金属イオンの配位に関与
していることがある。いくつかの実施形態では、隣接する極性残基または荷電した残基は
、配位残基が金属イオンに配位され得るように該残基に極性を与え、かつ／または活性化
に関与することがある。例えば、発明者らは、ＡｍｅｌＦ３のＳｅｒ８０をアラニンに変
異させてもキレート剤に対するポリペプチドの結合に影響はないが金属イオンの配位を妨
げることを実証した。別の例として、発明者らは、ＡｍｅｌＦ３のＳｅｒ８０は金属イオ
ンの配位に関与することを実証した。理論に束縛されることは望まないが、セリンは配位
残基に極性を与えて金属イオンに配位結合させると考えられている。
【０１５７】
　いくつかの実施形態では、配位アミノ酸残基は、少なくとも１つの荷電した残基、例え
ば、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、ＬｙｓまたはＡｒｇから２０Å以下、１８Å以下、１６Å以下１４
Å以下、１２Å以下、１０Å以下または８Å以下に位置する。いくつかの実施形態では、
配位アミノ酸残基は、少なくとも１つの極性残基、例えば、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｎ、Ａ
ｓｎ、Ｈｉｓ、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、ＭｅｔまたはＴｒｐから２０Å以下、１８Å以下、１６
Å以下１４Å以下、１２Å以下、１０Å以下または８Å以下に位置する。
【０１５８】
　一実施形態では、金属イオン結合部位及び／またはキレート剤結合部位をポリペプチド
内に工学的に操作する。例えば、ランダム変異誘発または部位特異的突然変異誘発を実施
してタンパク質を操作し、キレートのタンパク質への結合及び／または金属イオンの配位
を可能にするために必要な残基が含有されるようにする。したがって、本発明のポリペプ
チドをコードする単離された、またはベクターに組み込んだＤＮＡ配列を使用して、本発
明に有用なポリペプチドを作製することができる。その後、この配列を細胞に発現させ、
ポリペプチドを細胞から精製する。（あるいは、ペプチド固相合成法を使用してポリペプ
チドを作製することが可能である）。得られたポリペプチドはキレート結合能のあるポリ
ペプチドであり、次いでそれを過剰のキレートとインキュベートして確実にポリペプチド
と結合させる。
【０１５９】
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　一例では、成熟ＡｍｅｌＦ３（配列番号３９）の位置９７にあるＡｌａ残基を、配位ア
ミノ酸残基、例えば、Ｈｉｓ、Ｃｙｓ、Ｍｅｔ、Ｌｙｓ、Ｔｒｐ、ＧｌｕまたはＴｙｒに
変異させる。ある特定の例では、ＡｍｅｌＦ３の位置９７にあるＡｌａ残基をＨｉｓに変
異させる。
【０１６０】
　別の例では、ＡｍｅｌＦ３の成熟形態（配列番号３９）の位置７６にあるＴｙｒ残基を
Ｈｉｓに変異させる。
【０１６１】
　金属イオンは、すべてのタンパク質の３分の１に見られ、構造上及び機能上の重要な役
割を果たす。金属イオン特性の調整にポリペプチドが果たす役割の解明に向けて多大な努
力が払われてきている。デノボ合成の目的は、設計原理を利用して人工の機能性金属タン
パク質を作製することにある。多くの研究は、天然タンパク質の足場の変異誘発を研究す
ること、または金属イオン部位を他のタンパク質足場に再構成すること（ｒｅ－ｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇ）に焦点を当ててきたが、こうした研究は天然の足場の複雑さに阻まれて
いる。したがって、別の実施形態では、本発明の組成物の形成には、キレート剤を結合で
き、かつ／または金属イオンに結合できるポリペプチドのデノボ設計（スクラッチから）
が用いられる。
【０１６２】
　一実施形態では、本発明に有用なポリペプチドは、大きさが約２９ｋＤａ～約４５ｋＤ
ａの範囲であってよい。例えば、ポリペプチドは、大きさが約３３ｋＤａであってよい。
【０１６３】
　一実施形態では、本発明のポリペプチドは天然ポリペプチド由来である。例えば、天然
ポリペプチドを、天然または非天然型（ｎｏｎ－ｎａｔｕｒａｌ）アミノ酸の組込みによ
って修飾し（本明細書において、ｕｎｎａｔｕｒａｌ（非天然型）アミノ酸及びｎｏｎ－
ｎａｔｕｒａｌ（非天然型）アミノ酸という用語は同義で使用される）、キレート剤の結
合及び／または金属イオンに対する結合を増強または修飾してよい。
【０１６４】
　本願開示から理解されるように、ポリペプチドの正確なアミノ酸配列（したがって、ポ
リヌクレオチドの正確な核酸配列）はさまざまに異なり得るが、それでも依然として、自
身または別のポリペプチドと会合してコイルドコイル形成が可能な構造を有するポリペプ
チドが提供される。したがって、例示される配列はあくまでも例にすぎないと考えるべき
であり、これらの特定の配列の有意な変形が許容されてよいことを認識されよう。
【０１６５】
　特定の例では、ポリペプチドは、
ｉ）配列番号１～配列番号４または配列番号９～配列番号１２のいずれか１つに提供され
るようなアミノ酸配列；及び
ｉｉ）配列番号１～配列番号４または配列番号９～配列番号１２のうちいずれか１つ以上
と少なくとも２５％同一であるアミノ酸配列；及び
ｉｉｉ）ｉ）またはｉｉ）の生物学的に活性な断片
から選択されるアミノ酸配列を含む。
【０１６６】
　別の特定の例では、ポリペプチドは、
ｉ）配列番号１～配列番号４または配列番号９～配列番号１２または配列番号１７～配列
番号７９のいずれか１つに提供されるようなアミノ酸配列；及び
ｉｉ）配列番号１～配列番号４または配列番号９～配列番号１２または配列番号１７～配
列番号７９のうちいずれか１つ以上と少なくとも２５％同一であるアミノ酸配列；及び
ｉｉｉ）ｉ）またはｉｉ）の生物学的に活性な断片
から選択されるアミノ酸配列を含む。
【０１６７】
　別の特定の例では、ポリペプチドは、
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ｉ）配列番号１７～配列番号７９のいずれか１つに提供されるようなアミノ酸配列；及び
ｉｉ）配列番号１７～配列番号７９のうちいずれか１つ以上と少なくとも２５％同一であ
るアミノ酸配列；及び
ｉｉｉ）ｉ）またはｉｉ）の生物学的に活性な断片
から選択されるアミノ酸配列を含む。
【０１６８】
　ポリペプチドの％同一性は、ギャップ（Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，
１９７０）分析（ＧＣＧプログラム）を、ギャップ生成ペナルティ＝５、ギャップ伸長ペ
ナルティ＝０．３を用いて行うことにより決定する。問い合わせ配列は少なくとも５０ア
ミノ酸長であり、ギャップ分析により２つの配列の少なくとも５０アミノ酸からなる領域
に対してアラインメントを行う。より好ましくは、問い合わせ配列は少なくとも１００ア
ミノ酸長であり、ギャップ分析により２つの配列の少なくとも１００アミノ酸からなる領
域に対してアラインメントを行う。さらにより好ましくは、問い合わせ配列は少なくとも
２５０アミノ酸長であり、ギャップ分析により２つの配列の少なくとも２５０アミノ酸か
らなる領域に対してアラインメントを行う。さらにより好ましくは、ギャップ分析により
２つの配列の全長に対してアラインメントを行う。
【０１６９】
　ポリペプチドに関して、本明細書で提供する％同一性よりも高く表されている％同一性
は、好ましい実施形態に包含されることを認識されよう。したがって、適用可能な場合、
最小％同一性が表されることに鑑み、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは関連する指
定配列番号に対して少なくとも２５％、より好ましくは少なくとも３５％、より好ましく
は少なくとも４０％、より好ましくは少なくとも４５％、より好ましくは少なくとも５０
％、より好ましくは少なくとも５５％、より好ましくは少なくとも６０％、より好ましく
は少なくとも６５％、より好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも７５
％、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、より好ましく
は少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９１％、より好ましくは少なくとも９２
％、より好ましくは少なくとも９３％、より好ましくは少なくとも９４％、より好ましく
は少なくとも９５％、より好ましくは少なくとも９６％、より好ましくは少なくとも９７
％、より好ましくは少なくとも９８％、より好ましくは少なくとも９９％、より好ましく
は少なくとも９９．１％、より好ましくは少なくとも９９．２％、より好ましくは少なく
とも９９．３％、より好ましくは少なくとも９９．４％、より好ましくは少なくとも９９
．５％、より好ましくは少なくとも９９．６％、より好ましくは少なくとも９９．７％、
より好ましくは少なくとも９９．８％、さらにより好ましくは少なくとも９９．９％同一
であるアミノ酸配列を含むことが好ましい。
【０１７０】
　本発明に有用なポリペプチドのアミノ酸配列変異体は、ヌクレオチドの適切な変更を核
酸内に導入すること、または所望のポリペプチドをインビトロ合成することにより調製で
きる。このような変異体は、例えば、アミノ酸配列内に残基の欠失、挿入または置換を含
む。欠失、挿入及び置換の組み合わせを行って最終構成物に到達でき、その場合、得られ
た最終ポリペプチド生成物は所望の特性を有する。
【０１７１】
　変異体（改変型）ポリペプチドは、当技術分野で公知のいずれの手法を用いても調製可
能である。例えば、本明細書に開示するポリヌクレオチドをインビトロ変異誘発に供する
ことができる。このようなインビトロ変異誘発技術には、好適なベクター内へのポリヌク
レオチドのサブクローニング、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＸＬ－１　ｒｅｄ（ストラタジーン製）の
ような「変異誘発（ｍｕｔａｔｏｒ）」株へのベクターの形質転換、及び形質転換された
細菌の好適世代数での増殖が含まれる。別の例では、ポリヌクレオチドを、Ｈａｒａｙａ
ｍａ（１９９８）により概略されているＤＮＡシャッフリング技術に供する。これらのＤ
ＮＡシャッフリング技術には、本明細書に記載するポリペプチドをコードする遺伝子を含
んでよく、本明細書に記載する遺伝子に関連する遺伝子も含まれ得る。本明細書に記載の



(26) JP 2018-502826 A 2018.2.1

10

技術を使用して変異／改変ＤＮＡ由来の生成物をすぐにスクリーニングし、それらがシル
クタンパク質として使用可能か否かを決定することができる。
【０１７２】
　アミノ酸配列変異体の設計では、変異部位の位置及び変異の性質は、修飾対象となる特
性（複数可）に依存することになる。変異させる部位は、例えば、（１）最初に保守的な
選択肢のアミノ酸で置換し、その後、達成された結果に応じ、より根本的な選択肢で置換
する、（２）標的残基を欠失させる、または（３）位置している部位に隣接して他の残基
を挿入することにより個別に、または連続して修飾可能である。
【０１７３】
　アミノ酸配列の欠失はどの長さでもよいが、一般に、約１～１５残基の範囲、好ましく
は約１～１０残基または約１～７残基、典型的には連続する約１～７残基である。
【０１７４】
　置換変異体は、ポリペプチド分子内で、少なくとも１個のアミノ酸残基が除去され、か
つその場所に異なる残基が挿入されている。置換による変異誘発の対象部位として可能性
が高い部位には、機能上重要であると特定された部位が含まれる。他に対象となる部位は
、各種の株または種から得た特定の残基が同一な部位である。これらの位置は、生物学的
活性に重要な場合がある。これらの部位、特に、同一に保存された部位が他に少なくとも
３つある配列内にある部位は、比較的保存的方法で置換するのが好ましい。このような保
存的置換を、「例示的な置換」と題した表１に示す。
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【表１】

【０１７５】
　本明細書で使用する場合、ポリペプチドの「生物学的に活性な断片」は半結晶材料（す
なわち、非晶質の基質内部に分子構造の規則正しい領域（微結晶）を有する材料）を形成
することができるか、または形成してよい。あるいは、またはさらに、生物学的に活性な
断片は、線維状分子を形成できるか、または形成してよい。したがって、生物学的に活性
な断片は、シルクファイバー、シルクフィルム、シルク粉末、シルクスポンジ、シルクマ
ット等の作製に使用され得るものであってよい。生物学的に活性な断片は、定義された活
性を維持する限り、いかなる大きさのものでもあり得る。
【０１７６】
　さらに、必要に応じ、非天然型（ｎｏｎ－ｎａｔｕｒａｌ）アミノ酸、非天然型（ｕｎ
ｎａｔｕｒａｌ）アミノ酸または化学アミノ酸類似体を、本発明に有用なポリペプチドへ
の置換体または付加体として導入することができる。そのようなアミノ酸には、一般的ア
ミノ酸のＤ型異性体、２，４－ジアミノ酪酸、ａ－アミノイソ酪酸、４－アミノ酪酸、２
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－アミノ酪酸、６－アミノヘキサン酸、２－アミノイソ酪酸、３－アミノプロピオン酸、
オルニチン、ノルロイシン、ノルバリン、ヒドロキシプロリン、サルコシン、シトルリン
、ホモシトルリン、システイン酸、ｔ－ブチルグリシン、ｔ－ブチルアラニン、フェニル
グリシン、シクロヘキシルアラニン、β－アラニン、フルオロアミノ酸、デザイナーアミ
ノ酸（ｄｅｓｉｇｎｅｒ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ）β－メチルアミノ酸、Ｃａ－メチルア
ミノ酸、Ｎａ－メチルアミノ酸、及びアミノ酸類似体全般が挙げられるが、これに限定さ
れるものではない。
【０１７７】
　本発明に有用なポリペプチドは、例えば、ビオチン化、ベンジル化、グリコシル化、ア
セチル化、リン酸化、アミド化、既知の保護基／ブロッキング基による誘導体化、タンパ
ク質分解による切断、抗体分子または他の細胞リガンドへの結合などにより、合成中また
は合成後、差別的に修飾することができる。これらの修正は、ポリペプチドの安定性及び
／または生物活性を高めるために機能してよい。
【０１７８】
　本発明に有用なポリペプチドは、シグナルペプチドを含んでも含まなくてもよい。した
がって、これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、シグナルペプチドをコ
ードしてもコードしなくてもよい。シグナル配列を持たない本発明に有用なポリペプチド
の例を、配列番号の１７～７９として記載する。ポリペプチドを宿主細胞に発現中に特定
の細胞位置へ向かわせる特異的シグナルペプチド（例えば、ポリペプチドが宿主細胞膜を
通過して移行するのを促進する）の多くの例が当技術分野で公知である。シグナルペプチ
ドの特定の例は、本明細書に開示する具体的な配列に提供される。ポリペプチド内のシグ
ナルペプチド切断部位の存在及び位置を予測するためにＳｉｇｎａｌＰ　４．１　Ｓｅｒ
ｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇｎａ
ｌＰ／にて利用可能）（Ｐｅｔｅｒｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１）を使用してよい。
ポリヌクレオチド及びポリペプチドに、これらの特異的シグナルペプチドを含めてもよい
し、これらの特異的シグナルペプチドを含めなくてもよい。したがって、ポリペプチドは
、配列番号１～配列番号４または配列番号９～配列番号１２のうちいずれか１つ以上を含
む配列；配列番号１～配列番号４または配列番号９～配列番号１２のうちいずれか１つに
対して少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも３５％、少なくとも４０％、少
なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、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９５％、少なくとも９９％、または少なくとも９９．９％
同一である配列を含むポリペプチド、及びその生物学的に活性な断片を含むポリペプチド
を含んでよい。
【０１７９】
　一例では、ポリペプチドは、内因性シグナルペプチドの代わりに代替的シグナルペプチ
ドを含んでよい。
【０１８０】
　本発明に有用なポリペプチドは、天然ポリペプチドの作製と回収、組換えポリペプチド
の作製と回収、及びポリペプチドの化学合成などのさまざまな方法で作製することができ
る。一実施形態では、単離されたポリペプチドは、ポリペプチド発現能のある細胞をポリ
ペプチド作製に有効な条件下で培養し、かかるポリペプチドを回収することにより作製さ
れる。培養に好ましい細胞は本明細書に開示するような組換え細胞である。有効な培養条
件には、ポリペプチド生成が可能な、有効な培地、バイオリアクター、温度、ｐＨ及び酸
素といった条件が挙げられるが、これに限定されるものではない。有効な培地とは、細胞
を培養してポリペプチドが生成される任意の培地を指す。このような培地は、典型的に、
同化し得る炭素源、窒素源及びリン酸塩源、ならびに適切な塩、ミネラル、金属及び他の
栄養素、例えばビタミンを有する水性培地を含む。細胞は、従来の発酵バイオリアクター
、振とうフラスコ、試験管、マイクロタイターディッシュ、及びペトリ皿で培養可能であ
る。培養は、組換え細胞に適した温度、ｐＨ及び酸素含有量で行うことができる。このよ
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うな培養条件は、当業者の専門知識の範疇である。
【０１８１】
　本発明のポリペプチドは、当業者に公知の方法によって、前記ポリペプチドを産生する
組換え細胞、例えば、植物細胞、細菌細胞または酵母細胞から抽出し、精製してよい。一
実施形態では、方法では、ｐＨを下げて加熱し、その後、硫安分画することにより、均質
化した細胞／組織／植物などからの天然細胞タンパク質の除去を行う。簡単に言うと、細
胞／組織／植物を均質化させることにより総可溶性タンパク質を抽出する。天然タンパク
質を、ｐＨ４．７で沈殿させた後６０℃で沈殿させて除去する。その後、得られた上清を
４０％飽和硫酸アンモニウムで分画する。得られたタンパク質は、少なくとも５０％、ま
たは少なくとも７５％、または少なくとも９０％、または少なくとも９５％程度純粋とい
うことになる。従来のゲルろ過クロマトグラフィまたはアフィニティクロマトグラフィを
用いてさらなる精製を達成してよい。
【０１８２】
　別の例では、細胞溶解液を高濃度の酸、例えば、ＨＣｌまたはプロピオン酸を用いて処
理し、１時間以上かけてｐＨを約１～２に下げ、これにより、シルクタンパク質は可溶化
されるが他のタンパク質は沈殿することになる。
【０１８３】
　コイルドコイル固有の超二次構造または超三次構造の性質により、脱水の際にポリペプ
チドが自然にコイルドコイル二次構造を形成するであろう。以下に記載するように、コイ
ルドコイルの強度は、近接するリシン残基を酵素によるかまたは化学的に架橋させること
により増強され得る。例えば、ＷＯ２０１３／１２０１４３に開示される方法にしたがっ
て架橋を促進させてよい。
【０１８４】
組換えベクター
　本明細書で定義するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド／核酸を含む組換えベ
クターを、例えば本発明の組成物の作製に使用できる。ポリヌクレオチド／核酸は、ポリ
ヌクレオチド分子を宿主細胞に送達できる任意のベクターに挿入することができる。この
ようなベクターは、非相同なポリヌクレオチド配列、すなわち、天然では本発明のポリヌ
クレオチド分子に隣接して見られないポリヌクレオチド配列であり、好ましくは、該ポリ
ヌクレオチド分子（複数可）が由来する種以外の種に由来するポリヌクレオチド配列を含
有する。ベクターは、ＲＮＡまたはＤＮＡであり得、原核生物または真核生物のものであ
り得、典型的には、（ＵＳ５，７９２，２９４に記載のような）トランスポゾン、ウイル
スまたはプラスミドである。
【０１８５】
　組換えベクターの一種は、発現ベクターに機能的に連結されたポリヌクレオチド分子を
含む。機能的に連結された、という語句は、宿主細胞に形質転換された場合にポリヌクレ
オチド分子が発現できるように該ポリヌクレオチド分子を発現ベクターに挿入することを
指す。本明細書で使用する場合、発現ベクターとは、宿主細胞を形質転換することができ
、指定ポリヌクレオチド分子の発現に影響を及ぼすことのできるＤＮＡまたはＲＮＡのベ
クターである。好ましくは、発現ベクターは、宿主細胞内での複製能もある。発現ベクタ
ーは、原核生物または真核生物のベクターであり得、典型的にはウイルスまたはプラスミ
ドである。本発明の発現ベクターには、細菌細胞、真菌細胞、内部寄生虫細胞、節足動物
細胞、動物細胞、及び植物細胞を含む、本発明の組換え細胞において機能する（すなわち
、遺伝子発現を導く）任意のベクターが含まれる。本発明の特に好ましい発現ベクターは
、細菌または酵母の細胞において遺伝子発現を導くことができる。また、ベクターを使用
して、ポリペプチドを細胞を含まない発現系で作製することもでき、そのような系は、当
技術分野において周知である。
【０１８６】
　特に、本発明の発現ベクターは、調節配列、例えば、転写制御配列、翻訳制御配列、複
製起点、及びそれ以外の、組換え細胞と適合性があり、かつポリヌクレオチドの発現を制
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御する調節配列を含有する。特に、組換え分子には転写制御配列が含まれる。転写制御配
列は、転写の開始、伸長、及び終結を制御する配列である。特に重要な転写制御配列は、
プロモーター配列、エンハンサー配列、オペレーター配列及びリプレッサー配列のような
、転写開始を制御する転写制御配列である。好適な転写制御配列には、少なくとも１つの
組換え細胞、例えば組換え細菌細胞において機能できる任意の転写制御配列が含まれる。
そのような転写制御配列の多種多様なものが当業者に公知である。好ましい転写制御配列
には、細菌細胞、酵母細胞、節足動物細胞、植物細胞または哺乳類細胞において機能する
転写制御配列、例えば、ｔａｃ、ｌａｃ、ｔｒｐ、ｔｒｃ、ｏｘｙ－ｐｒｏ、ｏｍｐ／ｌ
ｐｐ、ｒｒｎＢ、ラムダバクテリオファージ、バクテリオファージＴ７、Ｔ７１ａｃ、バ
クテリオファージＴ３、バクテリオファージＳＰ６、バクテリオファージＳＰＯｌ、メタ
ロチオネイン、アルファ接合因子、ピチア・アルコールオキシダーゼ、アルファウイルス
のサプゲノムプロモーター（シンドビスウイルスのサプゲノムプロモーターなど）、抗生
物質耐性遺伝子、バキュロウイルス、アメリカタバコガ（Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ　ｚｅａ）
昆虫ウイルス、ワクシニアウイルス、ヘルペスウイルス、アライグマ（ｒａｃｃｏｏｎ）
ポックスウイルス、他のポックスウイルス、アデノウイルス、サイトメガロウイルス（中
初期プロモーター）、シミアンウイルス４０、レトロウイルス、アクチン、レトロウイル
スの長い末端反復配列、ラウス肉腫ウイルス、熱ショック（応答）、リン酸及び硝酸転写
制御配列、ならびに他の、原核生物または真核細胞における遺伝子発現を制御できる配列
が挙げられるが、これに限定されない。
【０１８７】
　本発明の組換え分子はまた、（ａ）発現した本発明のポリペプチドが、ポリペプチドを
産生する細胞から分泌されるようにするための分泌シグナル（すなわち、シグナルセグメ
ント核酸配列）を含有し、かつ／または（ｂ）本発明の核酸分子を融合タンパク質として
発現させる融合配列を含有してもよい。好適なシグナルセグメントの例には、本発明のポ
リペプチドの分泌を導くことができるあらゆるシグナルセグメントが含まれる。好ましい
シグナルセグメントには、組織プラスミノゲン活性化因子（ｔ－ＰＡ）、インターフェロ
ン、インターロイキン、成長ホルモン、ウイルスエンベロープ糖タンパク質シグナルセグ
メント、ニコチアナ・ネクタリン（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｎｅｃｔａｒｉｎ）シグナルペ
プチド（ＵＳ５，９３９，２８８）、タバコエクステンシンシグナル、大豆オレオシンオ
イルボディ結合タンパク質シグナル、Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ（シロ
イヌナズナ）液胞塩基性キチナーゼシグナルペプチド、及び本発明に有用なポリペプチド
の天然のシグナル配列が挙げられるが、これに限定されるものではない。さらに、核酸分
子を、コードされたポリペプチドをプロテオソーム、例えばユビキチン融合セグメントに
導く融合セグメントにつなげることができる。組換え分子は、核酸配列の周囲及び／また
は内部に、介在配列及び／または非翻訳配列を含んでもよい。
【０１８８】
宿主細胞
　本発明の別の実施形態には、１つ以上の組換え分子で形質転換された宿主細胞、または
その子孫細胞を含む組換え細胞の使用が含まれる。ポリヌクレオチド分子の細胞内への導
入は、ポリヌクレオチド分子を細胞に挿入できる、いかなる方法でも実施可能である。形
質転換技術には、トランスフェクション、電気穿孔法、マイクロインジェクション、リポ
フェクション法、吸着、及びプロトプラスト融合が挙げられるが、これに限定されるもの
ではない。組換え細胞は、単細胞のままであっても、または、組織、臓器もしくは多細胞
生物に増殖させてもよい。形質転換された本発明のポリヌクレオチド分子は、染色体外に
留まることができるか、または発現能が保持されるよう、形質転換された（すなわち、組
換え）細胞の染色体内の１つ以上の部位に取り込まれることができる。
【０１８９】
　形質転換に好適な宿主細胞には、本発明に有用なポリヌクレオチドで形質転換され得る
、いかなる細胞も含まれる。本発明に有用な宿主細胞は、本明細書で定義するポリペプチ
ドを産生する内因的（すなわち、天然の）能力を有していても、またはこのようなポリペ
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プチドを、該ポリペプチドをコードする少なくとも１つのポリヌクレオチド分子で形質転
換された後に産生する能力を有していてもよい。宿主細胞は、本明細書で定義するような
タンパク質を少なくとも１つ産生できる任意の細胞であり得、細菌細胞、真菌（酵母を含
む）細胞、寄生虫細胞、節足動物細胞、動物細胞及び植物細胞が含まれる。宿主細胞の例
には、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｌｉｓｔｅ
ｒｉａ、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ
ａ、Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ、ＢＨＫ（ベビーハムスター腎臓）の各細胞、ＭＤＣＫ細
胞、ＣＲＰＫ細胞、ＣＶ－Ｉ細胞、ＣＯＳ（例えば、ＣＯＳ－７）細胞、及びベロ細胞が
挙げられる。宿主細胞のさらなる例は、Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｋ－１２誘導体を
含む）；Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ；Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒ
ｉｕｍ（弱毒株を含む）；Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ；Ｔｒｉｃｈｏ
ｐｌｕｓｉａ　ｎｉ及び非腫瘍形成性マウス筋芽Ｇ８細胞（例えば、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１
２４６）である。さらなる哺乳類の適切な細胞宿主には、他の腎臓細胞株、他の線維芽細
胞株（例えば、ヒト、マウスまたはニワトリ胚線維芽細胞株）、骨髄腫細胞株、チャイニ
ーズハムスター卵巣細胞、マウスＮＩＨ／３Ｔ３細胞、ＬＭＴＫ細胞及び／またはＨｅｌ
ａ細胞が挙げられる。他の宿主細胞は、植物細胞、例えば、Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍ
ｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅ
ｎ　ＧｍｂＨ（Ｇｅｒｍａｎ　ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓ
ｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅｓ：ドイツ微生物・培養細胞回収）から利用可
能な植物細胞である。
【０１９０】
　組換えＤＮＡ技術を使用して、形質転換されたポリヌクレオチド分子の発現改善が可能
であり、例えば、宿主細胞内のポリヌクレオチド分子のコピー数、それらのポリヌクレオ
チド分子が転写される効率、得られた転写産物が翻訳される効率、及び翻訳後修飾の効率
を操作することにより可能である。本発明のポリヌクレオチド分子の発現を高めるために
有用な組換え技術には、高コピー数プラスミドへのポリヌクレオチド分子の機能的連結、
１つ以上の宿主細胞染色体へのポリヌクレオチド分子の組み込み、プラスミドへのベクタ
ー安定性配列の付加、転写制御シグナルの置換または修飾（例えば、プロモーター、オペ
レーター、エンハンサー）、翻訳制御シグナルの置換または修飾（例えば、リボソーム結
合部位、シャイン・ダルガノ配列）、本発明のポリヌクレオチド分子の修飾による宿主細
胞のコドン使用頻度への対応、及び、転写産物を不安定化させる配列の欠失が挙げられる
が、これに限定されるものではない。
【０１９１】
　宿主細胞は、例えば、ＷＯ２００７／０３８８３７及びＷＯ２０１３／１４２９０１に
記載のようなトランスジェニック動物またはトランスジェニック植物に存在していてよい
。
【０１９２】
キレート
　一態様では、本発明に有用なポリペプチドは、キレート剤及び金属イオンを含むキレー
トとの錯体を形成する。
【０１９３】
　本明細書でキレートとポリペプチドに関連して使用する場合、用語「ｂｏｕｎｄ（結合
している）」は、キレート剤がポリペプチドの残基と共有結合及び／または非共有結合を
形成し、錯体を形成することを指す。本明細書で使用する場合、「ｂｏｕｎｄ（結合して
いる）」、「ｂｉｎｄ（結合する）」等は、共有結合及び／または非共有結合による相互
作用を包含すると解釈される。例えば、キレート剤は、ポリペプチドの少なくとも１個の
アミノ酸に共有結合または非共有結合のいずれで結合していてもよい。相互作用は特異的
でなければならない、すなわち、ポリペプチドは、特異的手段を介してキレートを結合し
なければならない。
【０１９４】
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　一実施形態では、キレート剤はポリペプチドではない。好ましい実施形態では、ポリペ
プチド及びキレート剤は、単一オープンリーディングフレームから発現するようなポリペ
プチド単鎖は形成しない。
【０１９５】
　錯体は、キレート剤及び使用ポリペプチドの具体的な性質に応じて多少不安定であって
よい。一実施形態では、キレート剤とポリペプチドの錯体は、本発明で求められる有用性
のある錯体として十分に安定である。
【０１９６】
　本明細書で使用する場合、用語「ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ（配位する）」は、金属イオ
ンがポリペプチドの残基の１つ以上と配位結合を形成することを指す。
【０１９７】
　用語「キレート化」とは、多座配位子（複数結合）と１個の中心原子、典型的には金属
イオンとの間で２つ以上の配位結合が別々に形成されることを指す。配位子は、典型的に
は、陰イオン形態で多く見られる有機化合物であり、それらは、ｃｈｅｌａｎｔ（キレー
ト剤）、ｃｈｅｌａｔｏｒ（キレート剤）ｃｈｅｌａｔｉｎｇ　ａｇｅｎｔ（キレート剤
）、または封鎖剤と呼ばれ得る。したがって、本明細書で使用する用語「キレート剤」と
は、金属イオンとの錯体を生成できる化合物を指す。本明細書で使用する場合、キレート
錯体を生成する配位子をキレート剤（ｃｈｅｌａｔｏｒ）とも言う。
【０１９８】
　キレート錯体は典型的に多座配位子で生成されるが、本明細書で使用するキレートとい
う用語は、単座配位子と中心原子とで生成される配位化合物（ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ
　ｃｏｍｐｌｅｘ）も指す。
【０１９９】
　本明細書で使用する場合、用語「キレート」には、キレート剤と、１価、２価、３価、
４価、５価、または６価の陽イオンとの錯体が含まれる。陽イオンは、金属であってよく
、例えば、限定するわけではないが、ランタニドもしくは遷移金属の陽イオン、アルカリ
土類金属またはｐブロック金属であってよい。キレートは、非イオン結合、非共有結合性
引力のみによる、陽イオンとの単純錯体でよく、または、イオン結合及び／または他の非
共有結合性引力による錯体でもよい。後者の場合、キレート剤は、陽イオンとの反応及び
／または溶媒、例えば、水との反応によりイオン化されてよい。例えば、（中性）キレー
ト剤のオキソ酸型基、例えば、ホスホン酸基またはホスホン酸エステル基は、そのヒドロ
キシル基から水素を失うことがあり、得られた酸化物部分はその後、金属イオンとのイオ
ン結合に関与する可能性がある。
【０２００】
　多くの異なる金属イオンが本発明での金属イオンとしての使用に好適である。好ましく
は、金属イオンは多価であり、２～８の配位部位、例えば、２、３、４、５、６、７また
は８の配位部位を有する。
【０２０１】
　重要なことには、本明細書に記載の組成物が所望の標的分子に結合できるよう金属イオ
ンを選択する。例えば、金属イオンは、Ｃ、Ｐ、Ｎ、Ｓ、Ｏ等のようなヘテロ原子とキレ
ート化できる任意のイオンであり得る。
【０２０２】
　いくつかの実施形態では、キレート化した金属イオンは遷移金属のイオンである。
【０２０３】
　いくつかの実施形態では、キレート化した金属イオンはｐブロック金属のイオンである
。
【０２０４】
　いくつかの実施形態では、キレート化した金属イオンは、Ｆｅ、Ｓｎ、Ｃｄ、Ｃｒ、Ｍ
ｎ、Ｃｏ、Ｃｕ、Ｒｕ、Ｚｎ、Ｍｇ、Ｓｃ、Ｒｈ、Ｏｓ、Ａｇ、Ｐｄ、Ｚｎ、Ｒｅ、Ｐｔ
、Ｔｉ、Ｖ、Ｎｉ、Ｍｏ、Ｔｃ、Ｗ、及びＩｒの各イオンからなる群から選択される。
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【０２０５】
　いくつかの実施形態では、金属イオンはアルカリ土類金属イオンである。いくつかの実
施形態では、アルカリ土類金属イオンは、Ｍｇ、Ｂｅ、Ｃａ、Ｓｒ、Ｂａ及びＲａからな
る群から選択される。
【０２０６】
　本発明に使用できる例示的な金属イオンには、亜鉛（Ｚｎ）、カドミウム（Ｃｄ）、銅
（Ｃｕ）、ニッケル（Ｎｉ）、ルテニウム（Ｒｕ）、白金（Ｐｔ）、パラジウム（Ｐｄ）
、コバルト（Ｃｏ）、マグネシウム（Ｍｇ）、バリウム（Ｂａ）、ストロンチウム（Ｓｒ
）、鉄（Ｆｅ）、バナジウム（Ｖ）、クロミウム（Ｃｒ）、マンガン（Ｍｎ）、ロジウム
（Ｒｈ）、銀（Ａｇ）、水銀（Ｈｇ）、モリブデン（Ｍｏ）タングステン（Ｗ）、カルシ
ウム（Ｃａ）、鉛（Ｐｂ）、セリウム（Ｃｅ）、アルミニウム（Ａｌ）とトリウム（Ｔｈ
）、スズ（Ｓｎ）、ルテニウム（Ｒｕ）、スカンジウム（Ｓｃ）、ロジウム（Ｒｈ）、オ
スミウム（Ｏｓ）、亜鉛（Ｚｎ）、レニウム（Ｒｅ）、タルム（Ｔｈａｌｌｕｍ）（Ｔｉ
）、バナジウム（Ｖ）、テクネチウム（Ｔｃ）、及びイリジウム（Ｉｒ）が挙げられる。
【０２０７】
　多価金属イオンのイオン状態は異なり得、周知されている。多価金属イオンの好ましい
酸化状態またはイオン状態は、好ましくはＺｎ（ＩＩ）、Ｃｄ（ＩＩ）、Ｃｕ（Ｉ）、Ｃ
ｕ（ＩＩ）、Ｎｉ（ＩＩ）、Ｒｕ（ＩＩ）、Ｒｕ（ＩＩＩ）、Ｐｔ（ＩＩ）、Ｐｄ（ＩＩ
）、Ｃｏ（ＩＩ）、Ｃｏ（ＩＩＩ）、Ｍｇ（ＩＩ）、Ｂａ（ＩＩ）、Ｓｒ（ＩＩ）、Ｆｅ
（ＩＩ）、Ｆｅ（ＩＩＩ）、Ｆｅ（ＩＶ）、Ｖ（ＩＩＩ）、Ｃｒ（ＩＩ）、Ｃｒ（ＩＩＩ
）、Ｍｎ（ＩＩ）、Ｒｈ（ＩＩＩ）、Ａｇ（Ｉ）、Ｈｇ（ＩＩ）、（Ｍｏ（ＩＩＩ）、Ｍ
ｏ（ＩＶ）、Ｍｏ（Ｖ）、Ｍｏ（ＶＩ）、Ｗ（ＩＩＩ）、Ｗ（ＩＶ）、Ｗ（Ｖ）、Ｗ（Ｖ
Ｉ）、Ｃａ（ＩＩ）、Ｐｂ（ＩＩ）、Ｃｅ（ＩＩＩ）、Ａｌ（ＩＩＩ）、またはＴｈ（Ｉ
Ｖ）であり、酸化状態を括弧内に示している。
【０２０８】
　上記のように、キレート剤は、１個の中心原子との配位結合を２つ以上別々に形成でき
る配位子である。キレート剤は、本明細書に記載の組成物が所望の標的分子に結合できる
よう選択される。例えば、キレート剤は、所望の金属イオンとキレート化することができ
、かつポリペプチドを結合することができる任意のキレート剤であってよい。重要なこと
には、キレート剤は、本明細書に記載の組成物と所望の標的分子との結合を可能にするべ
く所望の金属イオンを結合するよう選択される。
【０２０９】
　一実施形態では、キレート剤は、原子環を含む。好ましくは、キレート剤は大環状化合
物である。語句「ｍａｃｒｏｃｙｃｌｅｓ（大環状化合物）」、「ｍａｃｒｏｃｙｃｌｉ
ｃ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ（大環状化合物）」、及び「ｃｙｃｌｉｃ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
（環式化合物）」は本明細書では同義で使用され、環が１つ以上の構造を有する単環式及
び複素環式のいずれの化合物も意味する。そのような環構造それぞれにある原子総数は大
きく異なってよく、例えば、３～約１００またはそれ以上の範囲である。このような単環
式または複素環式の化合物はさらに、直鎖官能基、分岐官能基、及び／または環構造によ
り定義された平面を横切るように架橋する弓状官能基を１つ以上含有してよい。２つ以上
の環構造を有する複素環式化合物の場合、このような環構造のいずれの対も非環式のスペ
ーサー構造体により仕切られてよく、または環は、１つの化学結合もしくは１個の原子を
共有する、互いに隣り合った関係であり得、または別法として、複数の環は部分的に重な
り合っていてよく、または１つの環構造が、別の環に包囲されるか、もしくは別の環と絡
み合っていてよい。このような化合物の３次元構造は、平面、円筒型、半球形、球形、卵
形、らせん形、ピリミジルなどを含むがこれに限定されない、規則的または不規則的な任
意の幾何学的形状により特徴づけることができる。
【０２１０】
　いくつかの実施形態では、キレート剤は負荷電基を含む。いくつかの実施形態では、キ
レート剤は、少なくとも１つのカルボキシラート基を含む。理論に束縛されることは望ま
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ないが、カルボキシラート基は、非共有結合的相互作用を生じさせることにより、例えば
静電的相互作用を介して、キレート剤のポリペプチドへの結合を補助すると考えられてい
る。
【０２１１】
　いくつかの実施形態では、大環状化合物は、少なくとも１つのペンダント基を含む。い
くつかの実施形態では、少なくとも１つのペンダント基は負電荷を有する。いくつかの実
施形態では、大環状化合物は、カルボキシラート基である少なくとも１つのペンダント基
を含む。理論に束縛されることは望まないが、陰性荷電ペンダント基は、ポリペプチドの
陽性荷電基に結合してキレート（及びキレート剤）とポリペプチドとの結合を補助すると
考えられている。
【０２１２】
　このような大環状化合物には、天然に生じる大環状化合物及び人工大環状化合物を含ん
でよい。天然に生じる大環状化合物には、プロトポルフィリン（例えば、ヘムｂ）、フィ
トポルフリン（ｐｈｙｔｏｐｏｒｐｈｒｙｉｎ）（例えば、クロロフィルｃ）及びポルフ
リノーゲン（ｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ）（例えば、生合成前駆物質のウロポルフリノ
ーゲン（ｕｒｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ））などのポルフリン（ｐｏｒｐｈｒｙｉｎ
）、コリン、クロリン、及びコルフィンが挙げられるが、これに限定されるものではない
。人工大環状化合物には、ポルフィン及びフタロシアニンが挙げられるが、これに限定さ
れない。
【０２１３】
　ポルフィリンは、すべての生物に見られる化合物の一群であり、金属に結合することが
できるテトラピロール大環状化合物を含有する。ヘム、クロロフィル及びコリンは、この
化合物群の例であり、それぞれ鉄、マグネシウム及びコバルトを含有している。
【０２１４】
　本発明での使用に好適な金属ポルフィリンは、フロンティア・サイエンティフィック社
（Ｆｒｏｎｔｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎｃ）より市販されている。
【０２１５】
　本発明の大環状化合物には、ポルフリノーゲン（ｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ）、ポル
フィリン、サフィリン（ｓａｐｈｙｒｉｎ）、テキサフィリン、バクテリオクロリン、ク
ロリン、コプロポルフィリンＩ、コリン、コロール、シトポルフィリン、ジュウテロポル
フィリン、エチオポルフィリンＩ、エチオポルフィリンＩＩＩ、ヘマトポルフィリン、フ
ェオホルビドａ、フェオホルビドｂ、ホルビン、フタロシアニン、フィロクロリン、フィ
ロポルフィリン、フィトクロリン、フィトポルフィリン、プロトポルフィリン、ピロクロ
リン、ピロポルフィリン、ロドクロリン、ロドポルフィリン、ウロポルフィリンＩ、カリ
ックス［ｎ］ピロール、カリックス［ｎ］エリン（ｅｒｉｎｅ）、シクロアルカン、シク
ロアルケン、シクロアルキン、ピペリジン、モルホリン、ピロリジン、アジリジン、アニ
リン、チオフェン、キノリン、イソキノリン、ナフタレン、ピリミジン、プリン、ベンゾ
フラン、オキシラン、ピロール、チアジド、オザゾール（ｏｚａｚｏｌｅ）、イミダゾー
ル、インドール、フラン、ベンゾチオフェン、ポリアザ大環状化合物、炭水化物、アセタ
ール、クラウンエーテル、環状無水物、ラクタム、ラクトン、環状ペプチド、フェニルチ
オヒダントイン、チアゾリノン、スクシンイミド、コロネン、マクロライド、炭素環化合
物、シクロデキストリン、スクアレン酸化物、イオノフォア抗生物質、環状ビス－Ｎ，Ｏ
－アセタール、環状ジスルフィド、テルペノイド、スピロ環、レゾルシナレン　大環状化
合物、環状オリゴ（シロキサン）、スタンニル化環状オリゴ（エチレンオキシド）、環状
ポリ（ジブチルスズジカルボキシラート（ｄｉｂｕｔｙｌｔｉｎｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａ
ｔｅ））、環状ポリ（ピロール）、環状ポリ（チオフェン）、環状ポリ（アミド）、環状
ポリ（エーテル）、環状ポリ（カーボネート）、環状ポリ（エーテルスルホン）、環状ポ
リ（エーテルケトン）、環状ポリ（ウレタン）、環状ポリ（イミド）、環状ポリ（デカメ
チレンフマラート（ｄｅｃａｍｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｆｕｍａｒａｔｅ））、環状ポリ（デ
カメチルエチレンマレアート（ｄｅｃａｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｍａｌｅａｔｅ
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））などが挙げられるが、これに限定されるものではない。
【０２１６】
　一実施形態では、キレート剤は、ポルフリン（ｐｏｒｐｈｒｙｉｎ）、コリン、クロリ
ン、コルフィン、ポルフィン及びフタロシアニンからなる群から選択される。別の実施形
態では、キレート剤は、プロトポルフィリン、フィトポルフリン（ｐｈｙｔｏｐｏｒｐｈ
ｒｙｉｎ）、及びポルフリノーゲン（ｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ）からなる群から選択
されるポルフィリンである。別の実施形態では、キレート剤は、ヘムｂ、クロロフィルｃ
またはウロポルフリノーゲン（ｕｒｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ）からなる群から選択
されるポルフィリンである。別の実施形態では、キレート剤はコリン、クロロフィルａ、
または補因子Ｆ４３０である。
【０２１７】
　一実施形態では、キレート剤はヘムである。本明細書で使用する場合、用語「ヘム」と
は、ポルフィリンと呼ばれる大型複素環式有機環の中心に鉄原子を含有して形成されるキ
レートまたは補欠分子族を指す。すべてのポルフィリンが鉄を含有するわけではないが、
かなりの割合のポルフィリン含有金属タンパク質がその補欠分子サブユニット（ｐｒｏｓ
ｔｈｅｔｉｃ　ｓｕｂｕｎｉｔ）としてヘムを有しており、これらは、ヘムタンパク質（
ｈｅｍｏｐｒｏｔｉｅｎ）タンパク質またはヘムタンパク質（ｈａｅｍ　ｐｒｏｔｅｉｎ
）として知られる。ヘムの非限定的例は、ヘムＡ、ヘムＢ、ヘムＣ、ヘムＯ、メソヘム（
ｍｅｓｏｈａｅｍ）、ジュウテロヘム（ｄｅｕｔｅｒｏｈａｅｍ）、合成ジシアノポルフ
ィリン及び対称型ポルフィリン（限定するわけではないが、プロトポルフィリンＩＩＩな
ど）である。
【０２１８】
　ヘムタンパク質は、生物系の至るところで見られ、電子移動、低分子輸送、触媒作用及
び感知など、さまざまな機能を働かせている。ヘムタンパク質ファミリーとして含まれる
ものには、製薬及び農薬業界が関心を寄せている、多様な働きを持つ各種シトクロムＰ４
５０、ならびに一酸化窒素センサータンパク質である可溶性グアニル酸シクラーゼがあり
、これは、酸素などの他のガスより一酸化窒素を選択的に結合し、一酸化窒素バイオセン
サーでの使用が検討されている。
【０２１９】
　ヘムタンパク質は、ポルフィリン環と、窒素原子４個に配位する鉄とからなるヘム補因
子を含有する。ヘム補因子は、広範な二原子の気体、陰イオン及び塩基に対する反応性が
高い。生物系では、この反応性はヘム補因子を取り囲むタンパク質環境により制御される
。大半のヘムタンパク質では、ヘム基はタンパク質基質内に、ポルフィリン環と、アミノ
酸残基、例えば、アルギニン、チロシン及びセリンなどとの水素結合を介して保持されて
いる。さらに、アミノ酸残基は鉄中心と配位する（化学結合を形成する）。配位する配位
子をさまざまに変えることは、ヘムタンパク質がヘム補因子の機能を調節する方法の１原
則（ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ）である。例えば、ヘモグロビンのような酸素運搬タンパク質は
、その金属補因子を保存ヒスチジンを使用して配位させ、触媒シトクロムＰ４５０は保存
システインを使用する一方、シトクロムｃのような電子伝達タンパク質は典型的にヒスチ
ジン残基及びメチオニン残基と２か所で配位する鉄中心を有する。
【０２２０】
　一般に、金属イオンへの結合に好ましいキレート剤の同定は、最初にポリペプチド骨格
に結合させるべき所望のキレート剤を決定し、その後、そのキレート剤に強く結合する金
属イオンを同定するか、または最初に所望の金属イオンを同定してから好ましいキレート
剤を同定するか、いずれでも可能である。したがって、好ましいキレート剤を同定し、そ
の後、そのキレート剤への結合の効率について金属イオン候補のスクリーニングを行う。
別法として、好ましい金属イオンを同定してから、キレート剤のスクリーニングを行うこ
とができる。そのようなスクリーニング方法は当業者に周知である。
【０２２１】
　さらに別の態様では、本発明は、本発明の組成物を作製する方法であって、（ａ）少な
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くとも一部分はコイルドコイル構造を有する候補ポリペプチドと、候補キレート剤と、候
補金属イオンとを合わせ、（ｂ）かかるポリペプチド、キレート剤及び金属イオンが会合
し、キレートがポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合しているか否かを判定す
ることを含む前記方法を提供する。一実施形態では、方法は、シルクポリペプチドなどの
ポリペプチドの候補を修飾して、少なくとも１つ、可能であればさらなる配位アミノ酸を
導入することを含む。一実施形態では、方法はさらに、組成物が標的化合物を結合し、か
つ／または修飾する能力を試験することを含む。
【０２２２】
　選択される陽イオン、例えば、金属または放射性核種は、感知、治療的または診断のた
めに最も適している陽イオン、金属イオンまたは同位素子に依存することになる。例えば
、本明細書に記載するポリペプチドに金属ポルフィリンを導入することである。ヘムタン
パク質は、酸素運搬、電子移動／輸送及び触媒作用など広範囲にわたる機能を果たすこと
ができる。したがって、この広範囲にわたる機能を本発明によるバイオセンサーに含める
ために金属ポルフィリンを使用できる。例えば、二酸素を結合させるために鉄ポルフィリ
ンを含むポリペプチドを使用できる。一実施形態では、標的化合物結合能で金属イオン及
び／またはキレート剤を選択する。
【０２２３】
組成物
　一態様では、本発明の組成物は、少なくとも一部分にコイルドコイル構造を有するポリ
ペプチドと、キレート剤及び金属イオンを含み、ポリペプチドの少なくとも１個のアミノ
酸に結合しているキレートとを含む。
【０２２４】
　一実施形態では、本明細書に記載する組成物には、本明細書に記載するようなポリペプ
チドを１つ以上が含まれる。例えば、組成物には、２つの異なった本明細書に記載するよ
うなポリペプチドが含まれ得る。他の実施形態では、組成物には、本明細書に記載するポ
リペプチド、ならびに該組成物の安定性及び／または生物活性を高めるよう機能する、さ
らなるポリペプチドが含まれ得る。
【０２２５】
　本発明の組成物には、「許容される担体」が含まれてよい。
【０２２６】
　このような許容される担体の例には、水、食塩液、リンガー液、デキストロース溶液、
ハンクス溶液、及び他の生理平衡塩水溶液が挙げられる。不揮発性油、ゴマ油、オレイン
酸エチル、またはトリグリセリドのような非水性ビヒクルを使用してもよい。
【０２２７】
　本発明の組成物は、溶液で（例えば、Ｈｉｓ置換ＡｍｅｌＦ３）または材料形態で形成
してよい。一実施形態では、組成物を材料形態で形成する。
【０２２８】
　本明細書に記載のように、シルクポリペプチドは、ファイバー、スポンジまたはフィル
ムのような極めて安定な耐荷材料各種に製造可能である。したがって、いくつかの実施形
態では、本明細書に記載するポリペプチドは固体材料形態で提供され、本発明の組成物は
固体材料形態で提供される。
【０２２９】
　一実施形態では、ポリペプチドを本明細書に記載する材料に形成し、かかる材料をキレ
ートと接触させて本発明の組成物を形成する。例えば、本発明のポリペプチドをファイバ
ー、フィルム、粉末、スポンジ等などの材料に形成した後、かかる材料とキレート含有溶
液とを、ポリペプチドにキレートが結合するのに十分な条件及び期間で接触させて、材料
に本発明の組成物が含まれるようにする。
【０２３０】
　一実施形態では、ポリペプチドを本明細書に記載する材料に形成し、かかる材料とキレ
ート剤とを、キレート剤がポリペプチドに結合するのに十分な条件及び期間で、金属イオ
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ンを存在させずに接触させることにより、ポリペプチド－キレート剤錯体を含む材料が形
成される。その後、ポリペプチド－キレート剤錯体を含む材料を金属イオンと接触させる
ことによって本発明の組成物を形成してよい。
【０２３１】
　一実施形態では、本明細書に記載する組成物を本明細書に記載のような材料に形成する
。別の実施形態では、本発明の組成物は、ポリペプチドとキレートとを、ポリペプチドに
対するキレートの結合が促進される条件下で接触させることにより形成される。例えば、
本発明のポリペプチドを、上述の開示のようにキレートを含有する溶液と接触させる。溶
液には、錯体形成を支持する濃度でキレートが含有され、ポリペプチドとキレートとを、
キレートがポリペプチドに結合して本発明の組成物を形成するのに十分な条件下で一定期
間接触させる。
【０２３２】
　別の実施形態では、本発明の組成物は、ポリペプチド－キレート剤錯体が形成されるよ
う、ポリペプチドに対するキレート剤の結合が促進される条件下でポリペプチドとキレー
ト剤とを接触させることにより形成される。キレート剤は錯体形成を支持する濃度であり
、ポリペプチドとキレート剤とを、キレート剤がポリペプチドに結合するのに十分な条件
及び期間で接触させて、ポリペプチド－キレート剤錯体を形成する。その後、ポリペプチ
ド－キレート剤錯体を金属イオンと接触させることによって本発明の組成物を形成してよ
い。金属イオンは、本発明の組成物の形成を支持する濃度であり、ポリペプチド－キレー
ト剤錯体と金属イオンとを、本発明の組成物を形成するのに十分な条件及び期間で接触さ
せる。任意選択で、本発明の組成物を本明細書に記載する材料に形成してよい。
【０２３３】
　例えば、実施例３に例示されるように、ＡｍｅｌＦ３シルクタンパク質とヘムｂをヘキ
サフルオロイソプラノール（ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｉｓｏｐｒａｎｏｌ）中で合わせるこ
とによって本発明の組成物を形成した。次いで、組成物を室温で風乾しフィルムを形成し
た。乾燥させたフィルムは、材料を水不溶性にするために十分な時間、７０％メタノール
に一晩浸漬した。理論に束縛されることは望まないが、７０％メタノールに浸漬すること
により、βシート構造の形成が誘導されて、フィルムを水不溶性にさせると考えられてい
る。他の有機溶媒、例えば、エタノール、酢酸エチル等を使用してキレートを導入するこ
とができる。
【０２３４】
　いくつかの実施形態では、材料及び／または本発明のポリペプチドを、キレート及び溶
媒を含む溶液と接触させる。キレートの量は、ポリペプチドの量より過剰であり得る。い
くつかの実施形態では、キレートの濃度は約０．００１～５０ｍｇ／ｍＬである。いくつ
かの実施形態では、キレートの濃度は約０．０１～１０ｍｇ／ｍＬである。いくつかの実
施形態では、キレートの濃度は約０．１ｍｇ／ｍｌ～５ｍｇ／ｍｌ、例えば０．１ｍｇ／
ｍｌ、０．２ｍｇ／ｍｌ、０．３ｍｇ／ｍｌ、０．４ｍｇ／ｍｌ．０．５ｍｇ／ｍｌ、０
．６ｍｇ／ｍｌ、０．７ｍｇ／ｍｌ、０．８ｍｇ／ｍｌ、０．９ｍｇ／ｍｌ、１．０ｍｇ
／ｍｌ、１．５ｍｇ／ｍｌ、２．０ｍｇ／ｍｌ、２．５ｍｇ／ｍｌ、３．０ｍｇ／ｍｌ、
３．５ｍｇ／ｍｌ、４．０ｍｇ／ｍｌ、４．５ｍｇ／ｍｌまたは５．０ｍｇ／ｍｌである
。
【０２３５】
　いくつかの実施形態では、材料及び／または本発明のポリペプチドを、キレート剤及び
溶媒を含む溶液と接触させる。キレート剤の量は、ポリペプチドの量より過剰であり得る
。いくつかの実施形態では、キレート剤の濃度は約０．００１～５０ｍｇ／ｍＬである。
いくつかの実施形態では、キレート剤の濃度は約０．０１～１０ｍｇ／ｍＬである。いく
つかの実施形態では、キレート剤の濃度は約０．１ｍｇ／ｍｌ～５ｍｇ／ｍｌ、例えば０
．１ｍｇ／ｍｌ、０．２ｍｇ／ｍｌ、０．３ｍｇ／ｍｌ、０．４ｍｇ／ｍｌ．０．５ｍｇ
／ｍｌ、０．６ｍｇ／ｍｌ、０．７ｍｇ／ｍｌ、０．８ｍｇ／ｍｌ、０．９ｍｇ／ｍｌ、
１．０ｍｇ／ｍｌ、１．５ｍｇ／ｍｌ、２．０ｍｇ／ｍｌ、２．５ｍｇ／ｍｌ、３．０ｍ
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ｇ／ｍｌ、３．５ｍｇ／ｍｌ、４．０ｍｇ／ｍｌ、４．５ｍｇ／ｍｌまたは５．０ｍｇ／
ｍｌである。
【０２３６】
　溶媒は、その中でキレート及び／またはキレート剤が所望の濃度で可溶であり、材料及
び／またはポリペプチドに悪影響を与えない溶媒である。いくつかの実施形態では、溶媒
は、極性溶媒または非極性溶媒であってよい。例えば、溶媒は、水、アルコール、ハロゲ
ン化アルコール、炭化水素、ハロゲン化炭化水素、スルホキシド、ニトリル、エーテル、
エステル、カルボン酸、ケトン及びアルデヒドからなる群から選択されてよい。いくつか
の実施形態では、溶媒は、水、ペンタン、シクロペンタン、ヘキサン、シクロヘキサン、
ベンゼン、トルエン、ジエチルエーテル、ジクロロメタン、テトラヒドロフラン、酢酸エ
チル、アセトン、ジメチルホルムアミド、アセトニトリル、ジメチルスルホキシド、炭酸
プロピレン、ギ酸、ｎ－ブタノール、イソプロパノール、ｎ－プロパノール、エタノール
、メタノール、酢酸、クロロホルム、２－ブタノン、ヘキサフルオロイソプロパノール及
びその混合物からなる群から選択される。いくつかの好ましい実施形態では、溶媒は、水
、メタノール、クロロホルム、２－ブタノン、ヘキサフルオロイソプロパノール及びその
混合物からなる群から選択される。いくつかの、［より好ましい］実施形態では、溶媒は
、水、メタノール、ヘキサフルオロイソプロパノール及びその混合物からなる群から選択
される。例えば、溶媒は、水に溶解させたメタノールを１０～１００％（ｖ／ｖ）、例え
ば１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％
、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％または１００％（
ｖ／ｖ）含んでよい。好ましくは、溶媒は、水に溶解させたメタノールを５０％超、１０
０％未満（ｖ／ｖ）含む。
【０２３７】
　上述のように、ポリペプチド及びキレートを、キレートがポリペプチドに結合して本発
明の組成物を形成するのに十分な条件下で一定期間接触させる。当業者であれば、条件及
び期間はキレート濃度、溶媒、所望の効果等に依って異なってくることを理解するであろ
う。いくつかの実施形態では、キレート及びポリペプチドを、約１秒～７日の間のさまざ
まな期間で接触させる。いくつかの実施形態では、キレート及びポリペプチドを、少なく
とも３秒、例えば、限定するわけではないが、３秒、６秒、９秒秒、１２秒、１８秒、２
４秒、３０秒．３６秒、４２秒、２８秒、５４秒、６０秒、６６秒、または７２秒という
期間接触させる。いくつかの実施形態では、キレート及びポリペプチドを、少なくとも３
分、例えば、限定するわけではないが分、３分、６分、９分、１２分、１８分、２４分、
３０分．３６分、４２分、２８分、５４分、６０分、６６分、または７２分、という期間
接触させる。いくつかの実施形態では、キレート及びポリペプチドを、少なくとも３時間
、例えば、限定するわけではないが、３時間、６時間、９時間、１２時間、１８時間、２
４時間、３０時間．３６時間、４２時間、２８時間、５４時間、６０時間、６６時間、ま
たは７２時間、という期間接触させる。いくつかの実施形態では、ポリペプチド及びキレ
ートを、温度約１０℃～３０℃で、または約１８℃～２４℃で接触させる。
【０２３８】
　上記のように、ポリペプチド及びキレート剤を、キレート剤がポリペプチドに結合して
ポリペプチド－キレート剤錯体を形成するのに十分な条件下で一定期間接触させる。当業
者であれば、条件及び期間は、キレート剤の濃度、使用溶媒、所望の効果等に依って異な
ってくることを理解するであろう。いくつかの実施形態では、キレート剤及びポリペプチ
ドを、少なくとも３秒、例えば、限定するわけではないが、３秒、６秒、９秒、１２秒、
１８秒、２４秒、３０秒、３６秒、４２秒、２８秒、５４秒、６０秒、６６秒、または７
２秒という期間接触させる。いくつかの実施形態では、キレート剤及びポリペプチドを、
少なくとも３分、例えば、限定するわけではないが、３分、６分、９分、１２分、１８分
、２４分、３０分、３６分、４２分、２８分、５４分、６０分、６６分、または７２分と
いう期間接触させる。いくつかの実施形態では、キレート剤及びポリペプチドを、少なく
とも３時間、例えば、限定するわけではないが、３時間、６時間、９時間、１２時間、１
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８時間、２４時間、３０時間、３６時間、４２時間、２８時間、５４時間、６０時間、６
６時間、または７２時間という期間接触させる。いくつかの実施形態では、ポリペプチド
及びキレート剤を、温度約１０℃～３０℃または約１８℃～２４℃で接触させる。
【０２３９】
　いくつかの実施形態では、ポリペプチド－キレート剤錯体またはポリペプチド－キレー
ト剤錯体を含む材料を、金属イオン及び溶媒を含む溶液に接触させることによって本発明
の組成物を形成してよい。いくつかの実施形態では、金属イオンの濃度は約０．００１～
５０ｍｇ／ｍＬである。いくつかの実施形態では、金属イオンの濃度は約０．０１～１０
ｍｇ／ｍＬである。いくつかの実施形態では、金属イオンの濃度は約０．１ｍｇ／ｍｌ～
５ｍｇ／ｍｌ、例えば０．１ｍｇ／ｍｌ、０．２ｍｇ／ｍｌ、０．３ｍｇ／ｍｌ、０．４
ｍｇ／ｍｌ．０．５ｍｇ／ｍｌ、０．６ｍｇ／ｍｌ、０．７ｍｇ／ｍｌ、０．８ｍｇ／ｍ
ｌ、０．９ｍｇ／ｍｌ、１．０ｍｇ／ｍｌ、１．５ｍｇ／ｍｌ、２．０ｍｇ／ｍｌ、２．
５ｍｇ／ｍｌ、３．０ｍｇ／ｍｌ、３．５ｍｇ／ｍｌ、４．０ｍｇ／ｍｌ、４．５ｍｇ／
ｍｌまたは５．０ｍｇ／ｍｌである。溶媒は、その中で金属イオンが所望の濃度で可溶で
あり、材料及び／またはポリペプチドに悪影響を与えない溶媒である。例えば、溶媒は、
極性溶媒、または水、アルコール、アンモニア等のような極性溶媒の混合物であってよい
。
【０２４０】
　上述のように、ポリペプチド－キレート剤錯体と金属イオン、またはポリペプチド－キ
レート剤錯体を含む材料と金属イオンを、本発明の組成物または本発明の組成物を含む材
料が形成されるのに十分な条件下で一定期間接触させる。当業者であれば、条件及び期間
は、材料の表面と容積の比、金属イオンの濃度、使用溶媒、所望の効果等に依って異なっ
てくることを理解するであろう。いくつかの実施形態では、期間は約２秒～７日の間で異
なる。いくつかの実施形態では、期間は少なくとも１分、例えば、限定するわけではない
が、１分、２分、４分、６分、１２分、１８分、２４分、３０分、３６分、４２分、２８
分、５４分、６０分、６６分、または７２分である。いくつかの実施形態では、期間は少
なくとも１時間、例えば、限定するわけではないが、１時間、２時間、４時間、６時間、
１２時間、１８時間、２４時間、３０時間、３６時間、４２時間、２８時間、５４時間、
６０時間、６６時間、または７２時間である。いくつかの実施形態では、温度は約１０℃
～３０℃または約１８℃～２４℃である。
【０２４１】
　一実施形態では、組成物はヘムｂ及びＡｍｅｌＦ３（配列番号３）を含むが、シグナル
配列を含んでいない（配列番号３９）。この実施形態では、キレートはヘムｂであり、キ
レート剤はプロトポルフィリンＩＸであり、金属イオンは鉄であり、少なくとも１つのポ
リペプチドはＡｍｅｌＦ３である。本願発明者らは、キレート剤がヘムｂであり、金属イ
オンが鉄であり、かつ少なくとも１つのポリペプチドがＡｍｅｌＦ３である場合に、Ａｍ
ｅｌＦ３（配列番号３９）の位置７６のチロシンは鉄と配位結合を形成し、ヘムｂはポリ
ペプチドの正荷電残基の少なくとも１つ結合することを実証した。
【０２４２】
　一実施形態では、組成物は、ＧＡ１及びヘムｂを含む。一実施形態では、組成物は、Ｇ
Ａ３及びヘムｂを含む。
【０２４３】
　他の実施形態では、組成物は金属プロトポルフィリンＩＸ含み、その場合、金属イオン
はＦｅ、Ｃｏ及びＣｕ、及びＡｍｅｌＦ３から選択される。
【０２４４】
　一実施形態では、組成物は、フタロシアニンテトラスルホン酸、及びＡｍｅｌＦ３を含
む。
【０２４５】
　他の実施形態では、組成物は、ジシアノコビリン酸ヘプタメチルエステルから選択され
るキレートまたはジシアノコビリン酸ヘプタメチルエステル、及びＡｍｅｌＦ３を含む。
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【０２４６】
　ポリペプチドに結合している鉄ポルフィリンを使用する組成物のような本発明の組成物
は、例えば、標的化合物の検出、標的化合物の定量化、触媒作用、電子移動といった用途
及び抗菌薬として使用できる。
【０２４７】
　金属または陽イオン及びキレート剤を、これら２つが錯体を生成できる任意の条件下で
合わせてよい。
【０２４８】
材料
　デノボ合成に関する多くの研究とは対照的に、本発明は、安定性が高く、ファイバー、
ゲル、シート、フィルム、マット、スポンジ等のような材料への形成が容易なタンパク質
足場を提供する。本願発明者らは、ポリペプチドであって、該ポリペプチドの少なくとも
一部分がコイルドコイル構造を形成し、キレートはキレート剤及び金属イオンを含み、そ
の場合に、かかるキレートがポリペプチドの少なくとも１個のアミノ酸に結合しているポ
リペプチドは、高度に安定であり、かつ各種材料に形成できることを実証した。したがっ
て、本発明は、本発明の組成物を含む材料及びかかる材料を作製する方法に関する。ある
いは、本発明の組成物は、ある材料の形態であってよい。
【０２４９】
　本明細書で使用する場合、用語「安定である」とは、本発明の組成物及び／または材料
が、経時的または異なる条件においてその機能特性を保持する能力を指す。例えば、ある
期間、例えば、１０か月、１１か月またはそれ以上にわたって、検出可能な化合物を結合
する能力を保持することである。
【０２５０】
　本明細書に記載のように、本発明の組成物は、水中で安定な材料として形成され得る。
好ましい実施形態では、材料は、対象分子を結合する能力を例えば、１週間、１か月、１
年またはそれ以上の期間経過後も保持している。材料には、ファイバー、ゲル、シート、
フィルム、マット、スポンジ、粉末等が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【０２５１】
　本明細書で使用する場合、用語「溶媒安定性」とは、材料が溶媒、例えば、水、ＳＤＳ
（例えば、２％ＳＤＳ）、グアニジニウム（例えば、８Ｍグアニジニウム）または尿素（
例えば、８Ｍ尿素）中で不溶性状態にある能力を指す。本明細書で使用する場合、「溶媒
中で不溶性状態にある」とは、材料を溶媒中に室温で２４時間溶解させた後、材料のタン
パク質質量の損失が１０％未満であることを意味する。
【０２５２】
　本明細書で言及されているように、いくつかの本発明の実施形態では、ポリペプチドは
シルクポリペプチドであってよい。シルクポリペプチドは、その靭性及び強度から、新た
な材料の創製に特に有用である。
【０２５３】
　ポリペプチドがシルクポリペプチドである場合、シルク材料はシルクドープから形成し
てよい。本明細書で使用する場合、用語「シルクドープ」とは、シルクタンパク質を含む
水溶液を指す。好ましくは、シルクドープは、本明細書に定義するシルクタンパク質を少
なくとも０．０５ｗ／ｖ％、より好ましくは少なくとも０．１ｗ／ｖ％、さらにより好ま
しくは少なくとも０．５ｗ／ｖ％含む。一実施形態では、シルクドープは、シルクタンパ
ク質を約０．５％～約１５％（ｗｔ％）含む方法により作製される。ただし、シルクドー
プ中のシルクタンパク質濃度を高めるステップをさらに実施しない場合は、より典型的な
収率はシルクタンパク質約０．５％～約４％（ｗｔ％）である。シルクドープは、ファイ
バー及び／またはフィルム成型の形成の際、押出し成形に供し易い。
【０２５４】
　シルクドープ及びシルクドープ等から延伸または押し出される材料の作製方法は、ＷＯ
２０１１／０２２７７１及びＷＯ２０１３／１２０１４３に開示されている。
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【０２５５】
　例えば、一実施形態では、シルクドープは、ｉ）１つ以上のシルクタンパク質を産生す
る細胞を溶解させること、ｉｉ）シルクタンパク質を、界面活性物質またはイオン液体と
接触させることにより可溶化すること、及びｉｉｉ）シルクタンパク質を濃縮してシルク
ドープを作製し、その場合、１つ以上のシルクタンパク質はコイルドコイル構造を含む三
次構造を形成できることを含む方法により作製される。一実施形態では、界面活性物質は
ＳＤＳである。
【０２５６】
　一実施形態では、シルク材料、例えば、シルクファイバー、ナノファイバー、ゲル、シ
ート、フィルム、マット、スポンジ等が作製され得るシルクドープを提供する。
【０２５７】
　本明細書で使用する場合、「シルクファイバー」とは、繊維製品のようなさまざまな製
品に織込み可能なシルクタンパク質を含む繊維を指す。シルクファイバーは、当業者に公
知の技術で形成してよい。本発明に有用なシルクファイバーは、処理要求が低い。本発明
に有用なシルクタンパク質は、それらが自発的に強いコイルドコイルを形成し、それをリ
シン架橋などの架橋を用いて補強することができるので、強いファイバーの形成には最低
限の処理、例えば、紡糸しか必要としない。
【０２５８】
　いくつかの実施形態では、シルクファイバーを溶液から紡糸する。本発明に有用なシル
クタンパク質の濃度が臨界値を越えると、タンパク質の自発的な自己集合によって溶液か
ら線維状凝集体が形成される。Ｏ’Ｂｒｉｅｎら（“Ｄｅｓｉｇｎ，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
　ａｎｄ　Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏｖｅｌ　Ｓｅｌｆ－Ａｓｓｅｍｂｌｉｎ
ｇ　Ｆｉｂｒｉｌｌａｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ”，ｉｎ　Ｓｉｌｋ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ：Ｍ
ａｔｅｒｉａｌｓ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｐｐ．１０
４－１１７，Ｋａｐｌａｎ，Ａｄａｍｓ，Ｆａｒｍｅｒ　ａｎｄ　Ｖｉｎｅｙ，ｅｄｓ．
，ｃ．１９９４　ｂｙ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，Ｗａｓ
ｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．）の方法にしたがって、凝集体を集め、巨視的な繊維を機械的
に紡糸してよい．
【０２５９】
　いくつかの実施形態では、液晶相に特徴的な特性を有する溶液からファイバーを紡糸し
てよい。相転移が起こり得る線維濃度は、溶液中に存在するタンパク質またはタンパク質
組み合わせの組成に依存する。しかし、相転移は、溶液の清澄度及び複屈折を監視するこ
とによって検出可能である。液晶相の発生は、溶液が半透明の外観を呈し、直交偏光フィ
ルター（ｃｒｏｓｓｅｄ　ｐｏｌａｒｉｚｉｎｇ　ｆｉｌｔｅｒｓ）を通して見た時に複
屈折が示される場合に検出可能である。
【０２６０】
　ファイバー形成技術の一つでは、最初に、タンパク質溶液をオリフィスを通してメタノ
ール内に押し出していき、機械的手段で取り出すのに十分な長さの繊維を得る。次いで、
そのような機械的手段でメタノール溶液を通して線維を引き出し、回収して乾燥させるこ
とができる。繊維の延伸方法は、当技術分野で周知と考えられる。
【０２６１】
　シルクファイバー及び／またはシルク共重合体の作製に使用され得る方法のさらなる例
は、ＵＳ２００４／０１７０８２７及びＵＳ２００５／００５４８３０に記載されている
。
【０２６２】
　シルクファイバーは、縫合糸、皮膚移植片、細胞増殖マトリックス、置換用靭帯、及び
外科用メッシュといった医療用具、ならびに、例えば、ケーブル、ロープ、網製品、釣り
糸、生地、防弾チョッキ裏地、生地コンテナー、バックパック、リュックサック、バッグ
または財布用紐、接着結合材、非接着結合材、ストラップ材料、テント生地、ターポリン
素材、プールカバー、車両カバー、フェンシング材、封止剤、建築資材、耐候性材料、柔
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軟性パーティション材料、スポーツ用品といった広範な工業用及び商用製品の製造に使用
してよく、実際、高い抗張力と弾性が所望特性とされるファイバーまたは生地用途のほと
んどすべてに使用され得る。
【０２６３】
　本明細書で使用する場合、「ナノファイバー」とは、直径１０００ｎｍ未満のファイバ
ーを指す。ナノファイバーは、当業者に公知の技術、例えば、電界紡糸（例えば、Ｗｉｔ
ｔｍｅｒ　ｅｔ．　ａｌ．，２０１１を参照されたい）によって製造してよい。いくつか
の実施形態では、ナノファイバーを製品に織込みできない。ナノファイバーを、創傷被覆
材、細胞培養等に使用され得る生体材料の製造に使用してよい。
【０２６４】
　本明細書で使用する場合、「シルクフィルム」とは、シルクタンパク質を含むフィルム
を指す。シルクフィルムは、当業者に公知の技術によって形成してよい。
【０２６５】
　シルクフィルムは、創傷被覆材のような医療用具、一酸化窒素センサーのようなバイオ
センサー用フィルムの製造に使用してよく、実際、安定性が所望特性とされるフィルム用
途のほとんどすべてに使用され得る。
【０２６６】
　本明細書で使用する場合、「シルクスポンジ」とは、シルクタンパク質を含むスポンジ
を指す。シルクスポンジは、当業者に公知の技術によって形成してよい。シルクスポンジ
は、組織／細胞培養の足場、触媒、創傷被覆材、センサーへの応用といった多様な用途に
使用してよく、実際、安定性が所望特性とされるスポンジ用途のほとんどすべてに使用さ
れ得る。
【０２６７】
　本明細書で使用する場合、「シルクマット」とは、シルクタンパク質を含むマットを指
す。シルクマットは、当業者に公知の技術によって形成してよい。マットは、電界紡糸マ
ットであってよい。シルクスポンジは、組織／細胞培養の足場、創傷被覆材、センサーへ
の応用といった多様な用途に使用してよく、実際、安定性が所望特性とされるマット用途
のほとんどすべてに使用され得る。
【０２６８】
　一実施形態では、組成物は粉末形態である。
【０２６９】
　いくつかの実施形態では、ポリペプチドはａｃｕｌｅａｔｅ　Ｈｙｍｅｎｏｐｔｅｒａ
（膜翅目有剣類）由来の組換えシルクタンパク質である。好ましくは、ａｃｕｌｅａｔｅ
　Ｈｙｍｅｎｏｐｔｅｒａ（膜翅目有剣類）由来の組換えシルクタンパク質はミツバチの
組換えシルク、例えば、限定するわけではないが、ＡｍｅｌＦ３である。ミツバチの組換
えシルクは、多様な材料形態に製造可能であり、ファイバー及びフィルム（Ｗｅｉｓｍａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０；Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１）、電界
紡糸マット（Ｗｉｔｔｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１）及びスポンジ（ＷＯ２０１１／
０２２７７１及びＷＯ２０１３／１２０１４３）が挙げられる。
【０２７０】
　好ましくは、材料を、いくつかの記載にある製造後処理に供して水に反応しないように
させる。製造後処理の例には架橋、熱処理または化学処理が含まれるが、これに限定され
ない。
【０２７１】
　本明細書で使用する場合、「共重合体」とは、２つ以上の異なる本発明に有用なポリペ
プチドを含む組成物である。例えば、２つ以上の異なる本発明に有用なシルクポリペプチ
ド、またはＷＯ２００７／０３８８３７に記載の２つ以上のシルクポリペプチドである。
一例として、本発明の共重合体（したがって、組成物）は、ＡｍｅｌＦ３とＡｍｅｌＦ１
、またはＡｍｅｌＦ３、ＡｍｅｌＦ１とＡｍｅｌＦ２、またはＡｍｅｌＦ２、ＡｍｅｌＦ
１とＡｍｅｌＦ４、またはＧＡＦ３とＡｍｅｌＦ３などを含んでよい。したがって、本発
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明は、少なくとも２つの本発明に有用なポリペプチドを含む共重合体を含む組成物を提供
する。
【０２７２】
　本明細書で使用する場合、「架橋」は、１つのポリマー（ポリペプチドなど）鎖と別の
ポリマー鎖とを架橋する共有結合及び非共有結合の両方の意味に使用される。当業者は、
ポリマーは、自鎖上で折り返し、それ故、自鎖に架橋し得ることを理解するであろう。非
共有結合の架橋には、イオン結合及び水素結合が含まれてよい。ポリペプチドでは、架橋
は、骨格原子間、側鎖原子間または骨格原子と側鎖原子の間に形成され得る。
【０２７３】
　本明細書で使用する場合、「架橋」は、１つのポリマーと別のポリマー、またはポリマ
ーの一部と別の一部が架橋により連結される過程の意味に使用される。
【０２７４】
　いくつかの実施形態では、本発明のポリペプチド、シルクファイバー、シルクフィルム
、シルク粉末、シルクスポンジ及び／または共重合体などは架橋している。一実施形態で
は、かかるポリペプチド、シルクファイバー、シルクフィルム、シルク粉末、シルクスポ
ンジ及び／または共重合体などを、対象とする表面／物品／製品などに、当技術分野で公
知の技術を使用して架橋させる。別の実施形態では（または、前の実施形態との組み合わ
せでは）、シルクファイバー、シルクフィルム、シルク粉末、シルクスポンジ及び／また
は共重合体などにおける少なくともいくつかのシルクタンパク質を、互いに架橋させる。
いくつかの実施形態では、シルクタンパク質を、該タンパク質のリシン残基を介して架橋
させる。このような架橋は、当技術分野で公知の化学的及び／または酵素を用いた技術を
使用して実施可能である。例えば、酵素による架橋は、リシルオキシダーゼで触媒でき、
酵素を用いない架橋は、糖化リシン残基から生成され得る（Ｒｅｉｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
，１９９２）。いくつかの実施形態では、シルクタンパク質はベータシート構造を含み、
ここで、ベータ鎖は、同一ポリペプチドのまたは別のポリペプチドの他のベータ鎖に架橋
している。これらの実施形態では、架橋は非共有結合であり、好ましくは水素結合である
。
【０２７５】
　いくつかの実施形態では、材料を熱処理に供する。熱処理は、リシン、セリン、スレオ
ニン・アスパラギン、アスパラギン酸及び／またはグルタミン酸の各残基を介して、リシ
ノアラニン及び／またはメチルリシノアラニン（ｍｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｏａｌａｎｉｎ
ｅ）、イソペプチド及び／またはエステルの架橋形成が誘導される温度まで、材料を加熱
することを含んでよい。処理には、真空下、約１８０℃超までの加熱、またはより低い温
度（すなわち１２０℃）までの加熱が含まれてよい。
【０２７６】
　一実施形態では、本発明は、本発明の組成物を含む材料を熱処理する過程によって形成
された材料を含み、かかる過程は、ｉ）材料を固体状態で得、ｉｉ）かかる材料を、架橋
が形成される温度まで十分な時間、乾熱することを含む。好ましくは、温度は少なくとも
約１２０℃、少なくとも約１２０℃または少なくとも約１８０℃である。別の実施形態で
は、本発明は、本発明のポリペプチドを含む材料を熱処理する過程によって形成された材
料を含み、かかる過程は、ｉ）材料を固体状態で得、ｉｉ）かかる材料を、架橋が形成さ
れる温度まで十分な時間、乾熱し、ｉｉｉ）乾熱した材料とキレート含有溶液とを、ポリ
ペプチドにキレートが結合するのに十分な条件及び期間で接触させて、材料に本発明の組
成物が含まれるようにすることを含む。好ましくは、温度は少なくとも約１２０℃、少な
くとも約１２０℃または少なくとも約１８０℃である。溶液には、錯体形成を支持する濃
度でキレートが含有される。
【０２７７】
　非晶質またはらせん形の再生カイコシルク材料をＴｇより高い温度まで乾熱処理するこ
とにより、熱誘導βシート型結晶の形成が導かれる（Ｍａｇｏｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，１
９７７）。同様に、２３０℃まで加熱した再生タッサーシルクでは、ランダムコイル構造
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はβシートに変化するが、ａヘリックス含有量は極めて一定に保たれる（Ｋｗｅｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００１）。再生コラーゲンのスポンジ及びファイバーは、一般に、材料を
真空下、温度１００～１２０℃まで数日加熱する熱硬化の形で安定化させる（Ｙａｎｎａ
ｓ及びＴｏｂｏｌｓｋｙ、１９６７）。コラーゲンの熱硬化によりコラーゲンが分解され
、温度上昇と共にタンパク質の切断化が高まる（Ｇｏｒｈａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２
）。コイルドコイルのシルク材料におけるβシート構造は、タンパク質のガラス転移温度
をかなり上回る２１５℃まで乾熱することによって誘導されているが（Ｓｕｔｈｅｒｌａ
ｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１）、強い機械的強度が観察されなかったのは、後で分かっ
たことだが、材料の加熱時間が十分に長くなかったために架橋を欠いたことが原因であっ
た。対照的に、本願発明者らは、ミツバチのシルクタンパク質、及び／または関連するコ
イルドコイルのシルクタンパク質を含む材料を十分な時間で高度の乾熱に曝露すると、架
橋の形成が促進され、加熱された材料に高い靭性及び／または溶媒安定性を付与すること
を見出した。当業者であれば理解するように、「乾熱」とは、必ずしも水分が全く存在し
ないことを意味するわけではない。例えば、乾熱は、通常の室内湿度条件下、例えば、湿
度約２０％～約８０％、または湿度約３０％～約５０％で実施されることが多い。かかる
処理は、熱処理、加熱前の材料の水分含有量、及び加熱ステップが乾燥条件下で実施され
たか否か（及び乾燥条件の性質）に依存し得る。本明細書の教示に鑑み、これらのパラメ
ータの好適な組み合わせは、標準的な手順を使用して容易に決定できる。何らかの疑念が
ある場合でも、材料を凍結乾燥して約１８０℃まで約３０分加熱する、または材料を（標
準的な実験設備で発生させるような）真空下で約１２０℃まで約４８時間加熱するという
ような多数の手段によって利益を達成できる。
【０２７８】
　加熱する材料は固体状態で水が過量にあり、シルクタンパク質の煮沸効果を有すること
になる。本明細書で使用する場合、「固体状態」とは、例えば、室温または凍結時に材料
に水が全くないことを意味する。一実施形態では、出発原料は、Ｈ２Ｏ含有量が約１％～
約１０％である。一実施形態では、出発原料は、Ｈ２Ｏ含有量が約５％未満または約１％
未満である。
【０２７９】
　乾燥を促進する条件下で方法を実施すると上述の煮沸効果と逆になる。したがって、乾
燥を促進する条件下で実施すると、加熱される（例えば、約１００℃～約１２０℃まで加
熱）材料の水分含有量は、１８０℃超で加熱される水含有量が低い材料よりも高くなり得
る。例えば、真空（乾燥条件として使用する場合）が完全真空に近いほどＨ２Ｏ含有量は
高くなり得る。
【０２８０】
　一実施形態では、真空存在下で加熱を実施する。大まかに言えば、真空は気体の圧力が
大気圧よりはるかに低い領域である。部分的真空の質とは、完全真空にいかに近づいてい
るかを指す。化学、物理学、及び工学においてはよく見られる超高真空チャンバーは、大
気圧（１００ｎＰａ）の１兆分の１を下回る（１０）圧力で作動し、約１００粒子／ｃｍ
に達しうる。
【０２８１】
　一実施形態では、真空で約１００℃まで材料を加熱する。このような真空は、恐らく完
全真空ではないであろう。真空が特に強力というわけではない、及び／または乾燥剤が存
在していない場合は、熱を、例えば約１２０℃～約１５０℃に上げる必要があることがあ
る。真空（圧力）及び温度の程度の具体的な組合せは、本願教示に鑑み、当業者により容
易に決定され得る。
【０２８２】
　別の実施形態では、乾燥剤の存在下で（可能であれば真空も存在させる）加熱を実施す
る。乾燥剤は、当業者に周知であり、市販されているが、それらには、シリカゲル、硫酸
カルシウム、及び塩化カルシウムが挙げられるが、これに限定されるものではない。入手
した材料の水分含有量が過量の場合は（例えばシルクタンパク質含有溶液）、限定するわ
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けではないが、凍結乾燥または沈殿（凝固としても知られる）のような技術を使用して材
料を乾燥させて減少させることができる。
【０２８３】
　凍結乾燥は当技術分野では、例えば、凍結乾燥（ｌｙｏｐｈｉｌｉｚａｔｉｏｎ）また
は凍結乾燥（ｃｒｙｏｄｅｓｉｃｃａｔｉｏｎ）とも呼ばれる。凍結乾燥は、材料を凍結
させ、次いで周囲圧力を低下させて、材料中の凍結水を固相から直接気相へ昇華させるこ
とにより達成される。材料の凍結乾燥に使用できる装置の例には、マニホールド型凍結乾
燥装置、ロータリー型凍結乾燥装置及びトレイ式凍結乾燥装置が含まれる。この装置は典
型的に、材料の入っている容器内の雰囲気圧を低下させる真空ポンプと、冷却表面での凝
縮により水分を除去する凝縮器とを含む。
【０２８４】
　一実施形態では、材料または溶液を、約－２０℃、約－３０℃、約－４０℃、約－５０
℃または約－６０℃以下で凍結させる。一実施形態では、凍結させた材料または溶液を約
１２～約４８時間凍結乾燥させる。さらなる実施形態では、凍結させた材料または溶液を
約２４時間凍結乾燥させる。
【０２８５】
　沈殿（凝固）に関しては、この用語は、出発原料（シルクタンパク質を含む組成物）を
流体から固体状態に変換することを指す。材料は、多種多様な技術により沈殿させること
ができ、それらには、例えば限定するわけではないが、シルクタンパク質を含む溶液への
アルコールまたは塩の添加（例えば、を使用して、フッ化物、硫酸塩、リン酸水素塩、酢
酸塩、塩化物、硝酸塩、臭化塩、塩素酸塩、過塩素塩、チオシアン酸塩、アンモニウム、
カリウム、ナトリウム、リチウム、マグネシウム、カルシウムまたはグアニジニウムを用
いた塩析）、または溶液ｐＨの少なくとも約５．５、好ましくは少なくとも約４．５まで
の低減、またはその２つ以上の組み合わせが挙げられる。一実施形態では、アルコールを
含む溶液中でシルクタンパク質を沈殿させ、沈殿物を回収、風乾し、ステップｉｉ）で使
用する。どの好適なアルコールでも使用でき、好ましい例としてメタノール及びエタノー
ルが含まれる。
【０２８６】
　材料は、当技術分野で公知の任意の好適な手段を使用して乾熱できる。例には、オーブ
ン、加熱ランプまたはヒートブロックの使用が挙げられるが、これに限定されるものでは
ない。当業者であれば理解するように、乾熱では、オートクレーブのような高湿で生じる
過程が排除される。
【０２８７】
　乾熱により、個々のシルクタンパク質などのタンパク質の鎖間でかなりの程度の架橋が
得られる。シルクタンパク質では、コイルドコイル形態にある場合、架橋は、架橋形成の
可能性のある多数のアミノ酸がタンパク質中に存在すること、及びこれらの残基がタンパ
ク質表面上に存在すること、そのため架橋形成に利用可能であることによるものと考えら
れる。いくつかの実施形態では、架橋は、グルタミン、グルタミン酸及びアスパラギン酸
の各残基の１つ以上の間のアミド架橋、及び／またはスレオニン及び／またはセリンと、
グルタミン酸及び／またはアスパラギン酸とのエステル架橋である。一実施形態では、平
均約２つのＬｙｓ－Ｇｌｕイソペプチド結合が個々のタンパク質分子間にある。
【０２８８】
　熱処理する過程により材料の特性が改善され、例えば、熱処理で靭性及び／または溶媒
安定性が高まった。改善の程度は、加熱前の材料の性質に依存する。例えば、「未処理」
スポンジと比較すると、過程により、水に浸漬した場合の安定性が本質的に付与される。
事前にメタノールで処理した材料に比べて水への溶解度はほとんど改善しないが、本明細
書に記載のような熱処理では、ＳＤＳ（例えば、２％ＳＤＳ）、尿素（例えば、８Ｍ尿素
）またはグアナジニウム（ｇｕａｎａｄｉｎｉｕｍ）（例えば、６Ｍグアナジニウム（ｇ
ｕａｎａｄｉｎｉｕｍ））を含む溶液中での安定性が本質的に付与され、一方、メタノー
ル（例えば、６０％メタノール）処理した材料は、ＳＤＳ、尿素及びグアナジニウム（ｇ
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ｕａｎａｄｉｎｉｕｍ）中で可溶性である。またさらなる実施形態では、本明細書に記載
のような熱処理により、メタノール（例えば、６０％メタノール）で処理した材料と比較
して靭性が少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、少なくとも約４０％、少なくとも
約５０％向上する。一実施形態では、改善された靭性及び／または溶媒安定性を、メタノ
ール処理、水アニーリングまたはオートクレーブなしでもシルクタンパク質が会合できる
ようにされている未処理材料と比較して評価した。
【０２８９】
　本明細書で使用する場合、用語「靭性」とは、材料を破壊するのに要するエネルギーを
指す。靭性は、当技術分野で公知の好適な技術のどれを使用しても測定することができる
。ある場合では、標準的な応力－ひずみ曲線下の面積を決定することにより靭性を測定す
る。一実施形態では、本発明の方法を使用して作製した材料は少なくとも約１２０ＭＪ／
ｍ３、または最小約１３０ＭＪ／ｍ３、または最小約１４０ＭＪ／ｍ３、または最小約１
５０ＭＪ／ｍ３、または最小約１６０ＭＪ／ｍ３の破壊エネルギーを要する。さらなる実
施形態では、方法による結果は、メタノール（例えば、６０％メタノール）で処理した材
料と比較して靭性（破壊エネルギー）が少なくとも約１．５倍増加、または少なくとも約
１．７５倍増加、または少なくとも約２倍増加となる。
【０２９０】
　いくつかの実施形態では、材料を化学的処理に供する。いくつかの実施形態では、材料
を、水溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノール、例えば水中メタノールまたは水中エタノールを用い
た化学的処理に供する。好ましくは、Ｃ１－Ｃ４アルカノールはメタノールである。
【０２９１】
　一実施形態では、本発明は、本発明の組成物を含む材料を化学的処理する過程によって
形成された材料を含み、かかる過程は、ｉ）材料を固体状態で得、ｉｉ）かかる材料と、
水溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノール、例えば、水中メタノールまたは水中エタノールとを十分
な時間接触させて処理した材料が不溶性になるようにすることを含む。別の実施形態では
、本発明は、本明細書で定義するポリペプチドを含む材料を化学的処理する過程によって
形成された材料を含み、かかる過程は、ｉ）材料を固体状態で得、ｉｉ）材料と、キレー
ト及び水溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノールを含有する溶液とを、ポリペプチドにキレートが結
合するのに十分な条件及び期間で接触させて、材料に本発明の組成物が含まれるようにす
ることを含む。
【０２９２】
　水溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノールは、キレートを、錯体形成を支持する濃度で含有し、例
えばこの場合はキレート量は過剰量である。いくつかの実施形態では、水溶性Ｃ１－Ｃ４

アルカノールは、キレートを、濃度約０．００１～５０ｍｇ／ｍＬで含む。いくつかの実
施形態では、キレートの濃度は約０．０１～１０ｍｇ／ｍＬである。いくつかの実施形態
では、キレートの濃度は約０．１ｍｇ／ｍｌ～５ｍｇ／ｍｌ、例えば０．１ｍｇ／ｍｌ、
０．２ｍｇ／ｍｌ、０．３ｍｇ／ｍｌ、０．４ｍｇ／ｍｌ．０．５ｍｇ／ｍｌ、０．６ｍ
ｇ／ｍｌ、０．７ｍｇ／ｍｌ、０．８ｍｇ／ｍｌ、０．９ｍｇ／ｍｌ、１．０ｍｇ／ｍｌ
、１．５ｍｇ／ｍｌ、２．０ｍｇ／ｍｌ、２．５ｍｇ／ｍｌ、３．０ｍｇ／ｍｌ、３．５
ｍｇ／ｍｌ、４．０ｍｇ／ｍｌ、４．５ｍｇ／ｍｌまたは５．０ｍｇ／ｍｌである。
【０２９３】
　いくつかの実施形態では、水メタノールは、処理した材料が未処理材料より可溶性が低
くなるようにするために十分な量のＣ１－Ｃ４アルカノールを含む。一実施形態では、水
溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノールは、少なくとも約５０％メタノール、少なくとも約６０％Ｃ

１－Ｃ４アルカノール、少なくとも約７０％Ｃ１－Ｃ４アルカノール、少なくとも約８０
％Ｃ１－Ｃ４アルカノールまたは約９０％未満のＣ１－Ｃ４アルカノールを含む。一実施
形態では、水溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノールは、容量で、５０％を超えるが１００％未満の
Ｃ１－Ｃ４アルカノールを含む。
【０２９４】
　理論に束縛されることは望まないが、材料及び／または組成物を、水溶性Ｃ１－Ｃ４ア
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ルカノール（好ましくはメタノール）を用いて処理することによって、コイルドコイルの
ポリペプチド間にベータシートの架橋が発生すると考えられている。ベータシートの架橋
の形成は、材料が水溶液中で安定化するのを支えていると考えられている。メタノールは
、溶媒の疎水性を高め、それにより内部のタンパク質間疎水性相互作用を弱めることによ
ってベータシートの形成を誘導すると考えられている。同時に、水素結合に利用可能な水
が減少し、それによりタンパク質間の水素結合が誘導されると考えられている。
【０２９５】
　好ましい実施形態では、水溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノールは、容量で、水中メタノール５
０％～９０％を含む。水は可塑剤として作用し、タンパク質のガラス転移温度を下げてタ
ンパク質の移動度を高め、構造の再構成がより容易に起きやすいようにしていると考えら
れている。水はタンパク質にとっては溶媒でもあることから、材料の安定化には妥協点を
見つける必要があり、すなわち、水が過量だと溶解過程が優勢となり、水がほとんどまた
は全くなければ構造の再構成率は許容できないほど緩徐になる。本願発明者らは、５０～
９０％メタノールで処理した材料は、タンパク質が構造を再構成できる十分な水を有し、
なおかつタンパク質を沈殿状態、かつ固体形態に維持する十分なメタノールもある環境に
あったことを見出した。
【０２９６】
　溶解度は、当技術分野で公知の好適な技術のどれを使用しても測定することができる。
ある場合では、水中での材料の性能を評価することにより溶解度を測定する。可溶性材料
は膨張し、水中に完全浸漬後、最終的に２４時間以内に溶解する。
【０２９７】
　上記のように、材料と、水溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノールとを、十分な時間接触させて、
処理した材料を未処理材料よりも不溶性にならせた。時間は、水溶液中のＣ１－Ｃ４アル
カノール濃度に依存する。いくつかの実施形態では、材料と、水溶性Ｃ１－Ｃ４アルカノ
ールとを少なくとも約１時間、少なくとも約６時間、少なくとも約１２時間、少なくとも
約１８時間、少なくとも約２４時間、少なくとも約３０時間、少なくとも約３６時間、少
なくとも約４２時間、少なくとも約４８時間、少なくとも約５４時間または少なくとも約
６０時間接触させる。任意選択で、材料は、乾燥させてから使用する。一実施形態では、
材料は、乾燥させてから使用する。
【０２９８】
　本明細書に記載する化学的処理の過程の結果、材料特性が改善され、少なくとも靭性及
び／または溶媒安定性が向上する。改善の程度は、加熱前の材料の性質に依存する。例え
ば、「未処理」スポンジと比較すると、過程により、水に浸漬した場合の安定性が本質的
に付与される。「未処理」スポンジが水中で膨張し急速に溶解するのに対し、水メタノー
ルで処理したスポンジは、水中での膨張及び／または溶解レベルが低いことを示した。
【０２９９】
　驚くべきことに、本明細書に記載する組成物及び／または材料は、室温で乾燥保存した
場合に著しい安定性を示す。例えば、本発明の組成物及び／または材料は、１２か月にわ
たり室温で乾燥保存した場合に安定であり、スペクトルシグナルの低下が観察されなかっ
たことが実証されている。
【０３００】
　固体材料形態は、多数の用途、例えば、回収可能な生体触媒スポンジ、再使用可能感知
フィルム、または抗菌創傷被覆材等に使用してよい。
【０３０１】
標的化合物との結合
　本願発明者らは、本発明の組成物、材料及び／または共重合体は標的化合物結合能があ
ることを実証した。
【０３０２】
　したがって、本発明は、標的化合物と結合することができる本明細書に記載の組成物を
提供する。本発明はまた、標的化合物に対する結合部位を含む組成物も提供する。標的化
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合物は、気相でも、または液相に溶解していてもよい。
【０３０３】
　用語「標的化合物」は広く定義され、酸素、一酸化炭素、二酸化炭素、一酸化窒素及び
シアン化水素等といった低分子、ならびにイソシアニド及びシアニド・ヒドロキシド（ｃ
ｙａｎｉｄｅ　ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ）等といったイオンまたは官能基が含まれるが、これ
に限定されない。例えば、本発明の組成物により結合される標的化合物には、酸素、一酸
化炭素、二酸化炭素、化合物でＰ原子、Ｓ原子、またはＮ原子を有するもの、及びその混
合物からなる群から選択される化合物が挙げられる。
【０３０４】
　本発明は、ＮＯと酸素の可逆的結合に特に有用である。本願発明者らは、ＮＯを本発明
の組成物と結合させると、組成物に検出可能な変化が生じるため、かかる組成物は、バイ
オセンサー技術における使用に好適であることを実証した。
【０３０５】
　いくつかの実施形態では、本発明の組成物及び／または材料は、特定の標的化合物につ
いて選択的である。選択性は、組成物及び／もしくは材料に存在するキレート剤及び／も
しくは金属イオンならびに／または使用する形質導入方法（例えば、電気化学的か、光学
的か）を変えることによって改変してよい。また、ポリペプチド配列中の１個以上のアミ
ノ酸の置換によって選択性に影響を与えてもよい。
【０３０６】
　本発明の組成物は、意図される特定の使用条件下で対象標的化合物に結合するよう設計
され得る。より詳細には、組成物には、金属イオンとキレート剤とが含まれるキレートが
含まれることになり、その場合、かかる組成物は標的化合物が含有されている環境におい
て標的化合物を結合することができる。
【０３０７】
　用語「標的化合物が含有されている環境」とは、上述の定義のように、１つ以上の標的
化合物を含んでいる培地を指す。
【０３０８】
　上述のように、キレートは、鉄、チタン、スズ、マンガン、クロミウム、コバルト、ニ
ッケル、銅、ルテニウム、ロジウム、パラジウム、オスミウム、イリジウム、バナジウム
、亜鉛、及び白金という上述金属イオンなど、多種多様な遷移金属またはｐブロック金属
のいかなる配位錯体であってもよい。一実施形態では、金属イオンは錯体を生成し、キレ
ートが所望の標的化合物を結合する第１の価電子状態を有する。一実施形態では、金属イ
オンは、キレートが標的化合物への結合に実質的に不活性である第２の価電子状態も有す
ることになる。
【０３０９】
　組成物中の金属イオン及び／またはキレート剤は、天然には生じない機能（例えば、標
的化合物結合）を果たすために多様に変えることができる。例えば、本明細書に記載する
ポルフィリンのような人工ポルフィリンが多種多様にあり、市販されているものもあれば
、容易に調製することもでき、それらを使用して、代替的機能を導入することができる。
例えば、コバルトポルフィリンは、一酸化窒素親和性に優れているが酸素に対する親和性
は低く、一方、ルテニウムポルフィリンは、蛍光酸素センサー及びＭＲＩ造影剤として使
用できる。
【０３１０】
センサー
　本願発明者らは、本明細書に定義するポリペプチドをキレートに結合させると、気体結
合能のような新しい特性が導入されることを実証した。したがって、本発明の組成物は、
バイオセンサーとして使用可能である。
【０３１１】
　用語「バイオセンサー」を本明細書で使用する場合、化学種または生物学的種を分子の
識別に基づいて選択的に検出するシステム、基質または装置を意味することを理解される
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べきである。バイオセンサーは、生物学的識別素子を使用する。化学種または生物学的種
は本明細書において標的化合物を指す。バイオセンサーは、本明細書に記載する組成物を
センサーとして使用する。バイオセンサーは、標的化合物が結合した時の組成物における
検出可能な変化を使用し得る。バイオセンサーは、特定の生化学的反応を使用して、電気
シグナル、熱シグナル、光シグナル等により分子を検出し得る。
【０３１２】
　バイオセンサーは、典型的に、識別用生物学的素子を含む（例えば、標的化合物と結合
することができる素子）。バイオセンサーは、識別用素子に対する標的化合物の結合を測
定するシグナルトランスデューサーも含んでよい。いくつかの実施形態では、本発明の組
成物及び／または材料をバイオセンサーにおける識別用素子として使用してよい。
【０３１３】
　例えば、ヘムタンパク質機能には、ヘム補因子の可逆的な還元及び再酸化を行う能力が
要求される。還元及び酸化は、分光法を用いて監視することができるが、これは、還元に
よりソーレー帯ピークが約４００ｎｍからさらに高い波長（約４２０～４３０ｎｍ）へシ
フトするからである。ミツバチのシルク－ヘムフィルムを還元剤に曝露させると、ソーレ
ー帯ピークは４２１ｎｍにシフトし、５２７ｎｍと５５８ｎｍにおけるアルファ・ベータ
両ピークの明確な分断が見られ、Ｆｅ３＋がＦｅ２＋に還元されたことを示している。同
様のシフトは、ヘモグロビンまたはミオグロビンのようなヘムタンパク質のスペクトルで
観察される。本明細書で実証されたように、酸化剤を添加すると還元は逆に進んだ。
【０３１４】
　したがって、本明細書に記載する組成物は、産業汚染物質の監視から生物医学の分野に
至るまで多くの用途に好適な一酸化窒素バイオセンサーとして使用できるであろう（例え
ば、ＮＯは血管拡張メッセンジャーであり、内皮由来弛緩因子でもあるが、細胞間コミュ
ニケーションに主要な役割を果たしている。また、ＮＯは炎症を起こした組織によっても
産生されるので、診断ツール、例えば、呼気中ＮＯから肺の炎症を診断するツールとして
も使用できる）。
【０３１５】
　本願発明者らは、ヘムｂ－シルク材料の一酸化窒素結合を検討した。ＮＯ曝露では、Ｎ
Ｏ濃度の増加に伴いソーレー帯ピークの位置は４２１ｎｍから３９５ｎｍへシフトした。
濃度の影響が著明に観察されたことから、本明細書に記載する組成物で形成された材料を
一酸化窒素センサーで使用できることが実証された。フィルムは、顕著な安定性を示し、
室温で乾燥保存した場合、少なくとも１２か月にわたっては、スペクトルのシグナルの低
下は観察されなかった。
【０３１６】
　組成物に検出可能な変化を検出する能力があるため、複雑な検出系（例えば、明らかな
分析検体を使用するものなど）または複雑な中間操作を回避できる。組成物により標的化
合物の認識は、検出可能な変化によって直接検出され得る。例えば、シグナル変換で次々
と起こるイベントがなくても検出可能な変化が検出され得る。
【０３１７】
　本明細書で使用する「検出可能な変化」は、例えば、色、蛍光、生物発光、タンパク質
活性、電気化学（コンダクタンスまたは電流など）等といった標的化合物及び組成物の結
合または会合の状態を使用者に示すために使用できる、組成物の物理的または化学的特性
におけるあらゆる変化であってよい。指標は、例えば、例えば、吸光分光光度計または蛍
光分光光度計のような分光光度計、または電気化学測定用のルミノメーターまたはポテン
シオスタットといった計測器を使用して、目視検出可能及び／または検出可能であってよ
い。一実施形態では、検出可能な変化は電気化学測定によって検出可能である。
【０３１８】
　例えば、いくつかの実施形態では、特性は、酸化還元状態、電気伝導率／電気抵抗率、
電気化学、電流、電位、容量、吸光度、光線透過率、インピーダンス、反射率、屈折率、
蛍光、燐光、発光、重量測定または質量感受性共振法で決定した質量、熱量測定法で決定
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した熱、前記組成物のコンホメーション及び生理的活性からなる群から選択されてよい。
【０３１９】
　いくつかの実施形態では、前記物性は吸光度、光線透過率、反射率、屈折率、蛍光、燐
光、または発光であり、トランスデューサーは前記変化を吸光度、光線透過率、反射率、
屈折率、蛍光、燐光、または発光を電気的シグナルに変し、例えば、フォトメーターもし
くは分光光度計または光強度を測定する他の装置または前述の任意の光特性である。
【０３２０】
　前記物性が吸光度または上述した他の任意の光特性である複数の実施形態では、組成物
を、透明または反射電極上に固定化してもよいし、または、非導電性の透明または反射基
質、例えばガラス上に固定化してもよい。
【０３２１】
　検出可能な変化が電気化学である複数の実施形態では、検出可能な変化は、電位差法ま
たはボルタンメトリー法のような電気化学法を使用して測定してよい。
【０３２２】
　いくつかの実施形態では、本発明の組成物または材料中のキレートは、１つ以上の電子
を可逆的または半可逆的に移動させることができる金属含有基（例えば、遷移金属含有基
、アルカリ土類金属またはｐブロック金属を含有する基）であり得る。数多くある可能な
遷移金属含有キレート、アルカリ土類金属またはｐブロック金属を含有する基が使用可能
である。
【０３２３】
　キレートは、標的化合物との結合に応答して電流測定または電位差測定での変化を生じ
させる能力があり得る。
【０３２４】
　いくつかの実施形態では、本発明の組成物を、組成物自身に載せて、または一連の電子
運搬体にして電子運搬体として使用してよい。一連の電子運搬体は、電子伝達系であって
もよく、または一連の電子運搬体が電極を含んでいてもよい。電子伝達鎖は、一連の電子
運搬体分子に沿ってエネルギーレベルの高い方から低い方へ電子を運搬する。電子運搬体
分子とは、電子を供与体分子から受容体分子に移動させる分子である。電子受容体は、電
子を受け取りやすく、そのため電子を獲得して還元される分子であり、電子供与体は、反
応過程で電子を容易に放出して、酸化される分子である。したがって、本発明の組成物は
、電子運搬体に沿って電子を渡すことを利用する方法に使用することができ、その場合、
各電子運搬体は、電子の移動によって還元されてから酸化され（またはその逆）、一連の
電子運搬体として本発明のタンパク質を含む。電子伝達系は、天然または合成の電子運搬
体を含んでよい。本発明の組成物は、電子運搬体に沿って電子を渡すことを利用する方法
に使用することができ、その場合、各電子運搬体は、電子の移動によって還元されてから
酸化されるかまたはその逆であり、本発明のタンパク質は電子運搬体の一部を形成する。
このような方法では、電子は、一般に、酸化還元電位が引き続き低いまたは高い電子運搬
体の勾配に沿って移動する。
【０３２５】
　本発明の組成物の別の使用は、電子が次から次へと渡されるように電極と会合する組成
物を含む装置の一部として使用することである。組成物は、電極上に結合または吸着され
てよい。これにはサイクリックボルタンメトリーにおける本発明の組成物の使用が含まれ
、錯体の中点電位（酸化還元電位）に関する情報を得るために使用される。
【０３２６】
使用
　本願発明者らは、本発明の組成物が、Ｚｎフスロシアニン（ｐｈｔｈｌｏｃｙａｎｉｎ
ｅ）テトラスルホン酸のような光感作薬を結合できることを実証した。したがって、本発
明の組成物及び／または材料を光線力学的治療法に使用してよい。
【０３２７】
　光線力学的治療法（ＰＤＴ）は、ポルフィリン及びフタロシアニンのような光増感物質
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を用いる悪性腫瘍の治療法である。簡単に言うと、ポルフィリン、金属ポルフィリン、及
びフタロシアニンなど、特定の光増感物質により腫瘍細胞を選択的に特定するものである
。組織の照射により、光増感物質を担持する細胞に選択的な細胞死をもたらす。治療上有
用な６００～１２００ｎｍの範囲の赤色光が使用される。スペクトルのこの領域の光は、
生物組織内での透過率が高い。ポルフィリン及び構造的に類似したフタロシアニンはいず
れも赤色光を吸収する。ポルフィリンの方が幅広く研究が行われているが、フタロシアニ
ンは吸収特性が改善され、またスペクトルのこの領域の吸光係数が高い。ポルフィリン、
金属ポルフィリン、及びフタロシアニンの光化学及び光物理学が詳細に研究されている。
観察された過程には、基底への無放射崩壊、軸配位子の損失、エネルギー移動、電子移動
、一重項酸素の形成、燐光及び蛍光が挙げられる。各系で観察された光過程は、通常は金
属（ポルフィリンに対する２Ｈ）である中心配位子、金属の酸化状態及び金属に結合して
いる軸配位子に大きく依存する。光物理的特性が大環状化合物の性質に依存することも観
察された。光に曝露すると、光増感化合物は、毒性になるか、または一重項酸素または他
の酸化基のような毒性物質を放出することがあり、これらは細胞の膜及び細胞構造など、
細胞物質または生体分子に損傷を与え、このような細胞または膜の損傷により最終的に細
胞を死滅させ得る。
【０３２８】
　微生物感染の治療または予防にＰＤＴを使用してもよい。上記のように、ＰＤＴは、一
旦光で活性化されると活性酸素種（ＲＯＳ：ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｏｘｙｇｅｎ　ｓｐｅｃ
ｉｅｓ）を発生させる光増感分子の使用に基づいている。これらのＲＯＳは、細菌、マイ
コプラズマ、及び酵母を含む、多くの種類の原核細胞及び真核細胞（上述のような腫瘍細
胞など）にとって毒性である。ＰＤＴはまた、癌治療としてのＮＯ及び一重項酸素を生成
させるための三核種［Ｒｕ（ｐｃ）（ｐｚ）２｛Ｒｕ（ｂｐｙ）２（ＮＯ）｝２］（ＰＦ
６）６（ｐｃ＝フタロシアニン；ｐｚ＝ピラジン；ｂｐｙ＝ビピリジン）の使用も含んで
よい。
【０３２９】
　したがって、本発明はさらに、本明細書で記載する組成物を利用した、グラム陽性菌及
び／またはグラム陰性細菌などの微生物（ｍｉｃｒｏｂｅ）を殺傷する方法を含む。
【０３３０】
　微生物（ｍｉｃｒｏｂｅ）という用語の使用は、本明細書では、細菌、真菌類、藻類、
及びウイルスのような微生物（ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ）を含む。この方法の実施形
態は、本明細書で記載する組成物を提供し、前記組成物をグラム陽性菌及び／またはグラ
ム陰性細菌に曝露し、かつ、ある期間組成物に照射するというステップを含む。
【０３３１】
　一態様では、本発明は、被検者の腫瘍を治療する方法を提供し、前記方法は、本明細書
に記載する組成物を投与することを含む。
【０３３２】
　被検者は、有効濃度を得るために薬理学的に許容される担体または希釈剤を存在させた
、薬理学的有効量の本明細書に記載の組成物を患者に投与することにより治療され得る。
【０３３３】
　本発明による組成物は、薬理学的に許容される担体または希釈剤中に、十分な量で含ま
れる、生体内で治療的に有用な作用を示し、治療される患者に有害な毒性作用を示さない
。
【０３３４】
　組成物の一部として、薬理学的に適合性のある結合剤、及び／またはアジュバント物質
を含めてもよい。活性物質を、抗生物質、抗真菌薬、他の抗ウイルス薬及び免疫賦活薬な
ど、所望の作用を損なわず、かつ／または所望の作用に補足しない他の活性物質と混合す
ることもできる。本発明による活性物質は、任意の経路、例えば、経口経路、非経口経路
、静脈内経路、皮内経路、皮下経路、または局所経路で、液体形態または固体形態で投与
可能である。
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【０３３５】
　本発明の化合物の好ましい投与方法は経口投与である。経口組成物には一般に、不活性
希釈剤または食用担体が含まれるであろう。それらは、ゼラチンカプセル内に封入しても
圧縮して錠剤にしてもよい。経口治療的投与のために、前述の化合物を、添加物と共に組
み込み、錠剤、トローチ剤、カプセル、エリキシル剤、懸濁液、シロップ、ウエハース、
チューインガム等の形態で使用してよい。錠剤、丸剤、カプセル、トローチ剤等は、以下
の成分を含有してよく、すなわち、微結晶セルロース、トラガントガムまたはゼラチンの
ような結合剤；スターチまたは乳糖のような添加物、アルギン酸、プリモゲル（Ｐｒｉｍ
ｏｇｅｌ）、コーンスターチ等の崩壊剤；ステアリン酸マグネシウムまたはステロート（
Ｓｔｅｒｏｔｅｓ）のような滑沢剤；コロイド状二酸化ケイ素のような滑剤；及びショ糖
もしくはサッカリンのような甘味剤またはペパーミント、サリチル酸メチルのような香味
剤、もしくはオレンジ香味剤を添加してよい。投与単位形態がカプセルの場合、そこには
、上述タイプの材料に加え、脂肪油などの液状担体を含有してよい。他の投与単位形態は
、投与単位の物理的形態を変更する、例えば、コーティング剤のような他のさまざまな材
料を含有してよい。したがって、錠剤または丸剤を、糖、シェラック、または他の腸溶コ
ーティング剤を用いてコーティングしてよい。シロップは、活性成分に加え、甘味剤とし
てのショ糖、ならびに特定の防腐剤、色素と着色剤及び香味剤を含有してよい。これらの
さまざまな組成物を調製する際に使用される材料は、使用量において薬理学的に純粋かつ
非毒性でなければならない。
【０３３６】
　溶液または懸濁液は以下の構成要素、すなわち、注射用水、生理食塩水、不揮発性油、
ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒のよう
な滅菌希釈剤；ベンジルアルコールまたはメチルパラベンのような抗菌薬；アスコルビン
酸または亜硫酸水素ナトリウムのような抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸のようなキレ
ート剤；酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸塩のような緩衝剤及び塩化ナトリウムまたはデ
キストロースのような等張化剤を含んでもよい。非経口調製物は、ガラスまたはプラスチ
ック製のアンプル、使い捨てシリンジまたは多用量バイアル内に封入することができる。
【０３３７】
　組成物自身の有効成分濃度は、薬物の生物学的利用能及び当業者に公知の他の因子に依
存するであろう。
【０３３８】
　用量値も、軽減すべき疾患状態の具体的な重篤度によりことなってくること、ならびに
、いかなる個々の被験者についても、特定の投与レジメンは、個々の必要性と、前述の組
成物を投与するかまたは投与を監督する者の専門的判断とに従って調整するべきであるこ
とに留意するべきである。有効成分は、単回投与でよく、または、多数の小用量に分割し
て投与間隔をさまざまに変えて投与してもよい。
【０３３９】
　本発明の組成物を、薬理学的に許容される担体を共に製剤として調製する。体外に短時
間で排出されないよう活性化合物を保護する担体が好ましいとされ、例えば、植込み及び
マイクロカプセル化による送達システムなどの徐放製剤である。生分解性、生物的適合性
ポリマーを使用でき、例えば、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、及びポリ乳
酸がある。このような製剤の調製方法は、当業者に明らかとなるであろう。
【０３４０】
　特定の一実施形態によると、本発明の組成物を使用して抗炎症反応を抑制できる。具体
的には、このような抗炎症反応には、ＩＬ－２、ＩＬ－１７、ＩＬ－２３、ＩＦＮ－ガン
マ、ＩＬ－６のような炎症誘発性サイトカインの量または発現の抑制または低下を伴って
よい。本発明によるこのような抑制または低下は、未治療対照に比較して約５％～９９％
の低下、具体的には、約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０
％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０
％、９５％または９９％の低下であってよい。さらに別の具体的な実施形態では、本発明
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の組成物は、ＴＧＦ－ベータ、ＩＬ－１０、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－９及びＩＬ－１
３のような抗炎症サイトカインの量または発現を上昇及び増加させてよい。具体的には、
抗炎症サイトカインの増加、誘導または上昇は、未治療対照と比較して約５％、１０％、
１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、
６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％または９９％の増加であって
よい。
【０３４１】
　本発明の組成物は、ＲＮＡ加水分解、及びｆｏｒＤＮＡ光切断のための核磁気共鳴画像
法用薬剤、放射線増感剤としての使用を含むさまざまな用途において有用である。
【０３４２】
　本願発明者らは、本発明の組成物が基質酸化の触媒として機能できることも実証した。
特に、本願発明者らは、本発明の組成物がペルオキシダーゼとして機能できることを実証
した。
【０３４３】
　鉄（ＩＶ）オキソポルフィリン基の陽イオンを使用する多くの酵素が介在してさまざま
な基質の酸化を触媒することが知られている。
【０３４４】
　キレート、特に金属イオン及び／またはキレート剤は、触媒、例えばペルオキシダーゼ
として機能させるために選択することができる。例えば、本発明のヘムｂコイルドコイル
シルクタンパク質組成物のペルオキシダーゼ活性は、フェノール廃水のバイオレメディエ
ーションに使用することができる。
【０３４５】
　いくつかの実施形態では、本発明の組成物は、触媒過程のような過程に使用できる、そ
の場合、酸化状態の循環が必要とされる。例えば、本願発明者らは、ヘムｂ及びＡｍｅｌ
Ｆ３を含むフィルム中の金属イオンは、Ｆｅ２＋からＦｅ３＋へ可逆的に酸化され得るこ
とを実証した。キレート、特に金属イオン及び／またはキレート剤は、金属イオンの酸化
還元電位に基づいて選択することができる。
【実施例】
【０３４６】
　ここで、本発明を以下の実施例を参照しながら説明する。これらの実施例は、あくまで
例示を目的として提供されるものであり、本発明はこれらの例に限定されるものではなく
、むしろ、本明細書で提供される教示の結果として明らかなあらゆる変形を包含するもの
である。
【０３４７】
材料及び方法
　使用した標準的な化学薬品はすべてＳｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ社より購入した。ヘム
ｂは、Ｆｒｏｎｔｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社より購入した。ＵＶ／Ｖｉｓ吸光度測
定は、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　Ｍ２マイクロプレートリーダーで実施した。
【０３４８】
ポリペプチド合成
　アフィニティー精製タグのない、完全長のミツバチの組換えシルクタンパク質（Ａｍｅ
ｌＦ３）を、Ｗｅｉｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０１０）に記載のようにＥｓｃｈｅｒｉ
ｃｈｉａ　ｃｏｌｉでの発酵により作製した。アフィニティー精製タグのない、完全長、
ツムギアリ（Ｗｅａｖｅｒ　Ａｎｔ）／ツムギアリ（Ｇｒｅｅｎ　Ａｎｔ）（Ｏｅｃｏｐ
ｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａ）組換えシルクタンパク質（ＧＡ１、ＧＡ２、ＧＡ３
、ＧＡ４）を、Ｗｅｉｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０１０）に概略されている同一の手順
にしたがいＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉでの発酵により作製した。
【０３４９】
　ミツバチのシルクタンパク質の部位特異的突然変異誘発を当業者に公知の方法を使用し
て実施した。例えば、ＡｍｅｌＦ３　Ｔｙｒ７６Ａｌａを作製するため、フォワード側プ
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ライマー５’－ＣＴＣＴＴＧＣＡＧＡＧＧＣＣＧＣＧＴＴＧＣＧＡＧＣＧＴＣＣＧ－３’
（配列番号８０）を対応するリバース側プライマーと共に用い、部位特異的突然変異誘発
を、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ製Ｐｆｘ５０ＤＮＡポリメラーゼを使用してＰｆｘ５０製造者
の指示書にしたがい実施した。すべてのＡｍｅｌＦ３変異体を発現させ、非修飾Ａｍｅｌ
Ｆ３シルクタンパク質の場合と同様の手順を使用して精製した。ＡｍｅｌＦ３　Ｔｙｒ７
６Ｈｉｓを作製するため、フォワード側プライマー５’－ＣＴＣＴＴＧＣＡＧＡＧＧＣＣ
ＣＡＴＴＴＧＣＧＡＧＣＧＴＣＣＧ－３’（配列番号８１）を対応するリバース側プライ
マーと共に用いた。ＡｍｅｌＦ３　Ａｌａ９７Ｈｉｓを作製するため、フォワード側プラ
イマー５’－ＣＣＴＧＡＡＡＡＡＴＣＡＴＣＡＡＣＡＡＧＣＧＣＡＡＴＴＡＡＡＣＧＣＣ
ＣＡＧＧＡＡＡＡＧＴＣ－３’（配列番号８２）を使用した。
【０３５０】
実施例１：組換えシルク系材料の調製
　先に記載の方法（Ｗｅｉｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０；Ｈｕｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．，２０１２；Ｒａｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）を使用して、組換えシルクタン
パク質をスポンジまたはフィルムに製造した。シルクポリペプチドで製造した材料、例え
ば、スポンジまたはフィルムを必要になるまで室温で保存した。
【０３５１】
実施例２：コイルドコイル領域を有するポリペプチドはキレート剤及び金属イオンを含む
キレートに強く結合する
　ＡｍｅｌＦ３スポンジを実施例１に記載のように調製した。７０％メタノール　ヘムｂ
中のヘムｂの溶液（０．５ｍｇ／ｍＬ）をミツバチのシルクスポンジ（ヘムｂ過剰）に加
えると、灰色がかった緑色のヘムｂ溶液は直ちにスポンジに吸収され、数秒以内にスポン
ジの色が赤変し、ヘムが、シルクタンパク質に結合したことを示す（図１Ａ）。ミツバチ
のシルクで観察された変色は、ヘム基内部の鉄金属中心の配位における変化を指し、赤い
ヘモグロビンと同様の配位をする材料が作製されたことを指す。７０％メタノール、０．
１Ｍ　ＨＣｌまたは０．１Ｍ　ＮａＣｌを用いた十分な洗浄では色は除去されなかった。
赤色が保持されたことは、ミツバチのシルクスポンジ内でヘムが強く結合していることを
示す。
【０３５２】
　図１は、本発明のポリペプチドに対するキレートの強い結合を実証している。
【０３５３】
実施例３：コイルドコイル領域を含むポリペプチドは金属イオンとの配位結合を形成する
　実施例１に記載のようにＡｍｅｌＦ３から透明なシルクフィルムを調製し、ＵＶ／Ｖｉ
ｓ分光法を用いて材料のスペクトル特性を監視した。
【０３５４】
　ＡｍｅｌＦ３とヘムｂの溶液を共乾燥させて本発明の組成物の実施形態を形成した。簡
単に言うと、ヘムｂ２ｍｇとＡｍｅｌＦ３　２０ｍｇのシルクスポンジを１ｍＬのＨＦＩ
Ｐに一晩室温にて溶解させた。溶液をキュベットまたは２４ウェルプレートに分注し、室
温で乾燥させた。乾燥させたフィルムを７０％メタノールに一晩浸漬してフィルムを水不
溶性にした。
【０３５５】
　別法として、ヘムｂを予め形成したフィルムに「浸出」させた。実施例１に記載のよう
にＡｍｅｌＦ３材料を形成した。７０％メタノール溶液に溶解させたヘムｂ溶液（０．５
ｍｇ／ｍＬ；ヘムｂ過剰）にシルク材料を１～４８時間浸漬し、その後、７０％メタノー
ルで洗浄して結合しなかったヘムｂをすべて除去し室温で乾燥させた。
【０３５６】
　ヘムタンパク質は、約４００ｎｍにおけるＵＶ／Ｖｉｓスペクトルで特徴的なソーレー
帯ピークを有し、そのピークはヘムの鉄原子の配位変化に対して極めて敏感である。ヘム
ｂなどの鉄ポルフィリンの場合、４００ｎｍより下における幅広なソーレー帯ピークは鉄
がポルフィリン環にのみ配位している４配位鉄中心を指す。ヘム基がアミノ酸に配位する
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と（５配位鉄中心）、ソーレー帯の赤は４００ｎｍより上にシフトしピークが先鋭化する
。
【０３５７】
　３００～６００ｎｍのＵＶ／Ｖｉｓ吸光度測定値を収集した。図２は、水に溶解させた
ヘムｂの溶液（０．０５ｍｇ／ｍＬ）及びヘムｂを含有するミツバチの組換えシルクタン
パク質ＡｍｅｌＦ３から作製したシルクフィルムの両ＵＶ／Ｖｉｓ吸収スペクトルを示す
。フィルムのＵＶ／Ｖｉｓスペクトルは、４００ｎｍ～４１０ｎｍで先鋭なソーレー帯ピ
ークを示している。これは、シルクポリペプチドの１個または２個のアミノ酸に対するＦ
ｅ配位の特徴である。対照的に、ヘムｂ溶液は、４００ｎｍより下で幅広なピークを示す
。このピークはヘムｂ内の配位していないＦｅの特徴である。
【０３５８】
　ミツバチシルクの場合、シルクタンパク質はヒスチジン、メチオニンのシステインのよ
うな典型的な配位残基を含有していないので、ヘムｂ内のＦｅが非修飾シルクタンパク質
に配位するという事実は予想外のことであり、意外であった。
【０３５９】
　配位アミノ残基の性質を決定するため、発明者らは、シルクタンパク質に加えるヘムｂ
量をさまざまに変え、ラマン分光法を使用してヘムｂ結合の化学量論を検討した。
【０３６０】
　ヘム及びＡｍｅｌＦ３ＨＦＩＰ溶液を共乾燥させて、ヘムｂ対ＡｍｅｌＦ３の比が異な
るＡｍｅｌＦ３フィルムを調製した。ヘム低負荷では（ヘム：タンパク質のモル比が１：
１及び１：２）、４０４ｎｍにおける先鋭なソーレー帯ピークが観察され、全ヘムが配位
したことを示している（図３）。タンパク質に対するヘムｂの濃度が高くなるにつれ、ソ
ーレー帯ピークは幅広になり、かつ波長の低い方へシフトしたことから、配位していない
ヘム量の増加が示された（図３）。ヘム：シルク比１：１で全ヘムが配位したという知見
から、各シルク単量体内部の１個のアミノ酸が配位に関与することが示唆された。
【０３６１】
　配位アミノ酸の同一性をラマン分光法を使用して検討した。ラマン分光法は、鉄中心と
配位する配位子との間の伸縮振動数を測定するもので、これらの伸縮振動数から配位子の
性質が示される。ラマンスペクトルは、ｉｎＶｉａ共焦点顕微鏡システム（Ｒｅｎｉｓｈ
ａｗ、Ｇｌｏｕｃｅｓｔｅｒｓｈｉｒｅ、イギリス）を使用して、Ｍｏｄｕ－Ｌａｓｅｒ
（アメリカ合衆国）Ｓｔｅｌｌａｒ－Ｐｒｏ　ＭＬ／１５０　Ａｒイオンレーザーの５０
倍（０．７５　ｎａ）対物レンズから７５４ｎｍで励起して得た。Ｏｐｈｉｒ（イスラエ
ル）Ｎｏｖａパワーメーターを使用してＰＤ３００－３Ｗヘッドを合わせて測定した入射
レーザーパワーは、シルクフィルムでは０．５９ｍＷ、またミオグロビン粉末では０．３
２ｍＷであった。フィルムは、鏡面裏板（ｍｉｒｒｏｒｅｄ　ｂａｃｋｉｎｇ）上に保持
し、一方、粉末は２ｍＭのキャビティーセル内に圧縮した。同軸後方散乱幾何学を用いた
。１００～３２００ｃｍ－１の範囲にわたるスペクトルを収集し、各蓄積時間が２０秒の
スキャンを少なくとも２０スキャンにわたり平均を出した。シリコンウェハーの５２０ｃ
ｍ－１ラインを使用してラマンシフトを校正した。スペクトル分解能は約１ｃｍ－１であ
った。Ｇｒａｍｓ　ＡＩソフトウェアＶ９．１（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、
アメリカ合衆国）を使用してすべてのデータ操作を実施した。
【０３６２】
　励起波長７８５ｎｍで励起したシルク－ヘムフィルムのラマンスペクトルは、５９４ｃ
ｍ－１に中心がある幅広なピークを示し（図４）、これはシルク－ヘムフィルムに特異的
なものであった。配位性配位子チロシンを有するヘムタンパク質は、同様のＦｅ－Ｔｙｒ
伸縮を示す（Ｎａｇａｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８３及び１９８９）。成熟したミツバチの
組換えシルクタンパク質３は、予測コイルドコイルのコア内に位置する１個のチロシン残
基（Ｔｙｒ７６）を含有する（配列番号３９）。ラマンスペクトルから、ＡｍｅｌＦ３の
Ｔｙｒ７６が、ヘム中心に配位する可能性が最も高い候補であることが示された。
【０３６３】
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　Ｔｙｒ７６が実際に配位する配位子であるか否かを試験するため、本願発明者らは、Ａ
ｍｅｌＦ３シルク遺伝子の部位特異的突然変異誘発を使用してＴｙｒ７６をアラニンで置
き換えた。Ｔｙｒ７６Ａｌａ置換タンパク質（ＡｍｅｌＦ３　Ｔｙｒ７６Ａｌａ）のＵＶ
／Ｖｉｓスペクトルは３９５ｎｍにおいて幅広なソーレー帯ピークを有していたことから
、ミツバチの非修飾シルクで認められた配位はこの単一アミノ酸置換によって逆転したこ
とが示された（図５Ａ）。Ｔｙｒ７６Ａｌａシルクタンパク質を使用して調製したスポン
ジにヘムｂを加えたところ、著明な変色は観察されず、水メタノールで洗浄してもヘムｂ
の緑色は消えなかったことから、ヘムｂ補因子はシルクタンパク質に結合したが、金属イ
オンはポリペプチドに配位しなかったことが示された。
【０３６４】
　このデータは、ミツバチの組換えシルクを、ヘムタンパク質工学の安定なタンパク質足
場として使用できることを指している。ヘム中心鉄に配位させる、コイルドコイルのコア
内のチロシン残基を決定した。部位特異的突然変異誘発から、ヘム中心の配位を制御する
ことが可能であることが実証された。
【０３６５】
実施例４：部位特異的突然変異誘発を使用したポリペプチドの修飾で金属イオン配位を制
御できる
　本願発明者らはまた、Ｔｙｒ７６からヒスチジンへの変異も行い、単一アミノ酸の置換
がヘムｂへの結合に与える影響を検討した。ＡｍｅｌＦ３のＵＶ／Ｖｉｓスペクトルで示
されたように、Ｔｙｒ７６Ｈｉｓは、溶液中でもフィルム形態でも配位結合を介してヘム
ｂを結合した（図５Ｂ）。４００ｎｍ前後で観察された先鋭なピークは、ヘム中心鉄に対
するアミノ酸残基の配位を示している。このデータは、コイルドコイル領域を有するポリ
ペプチドを、キレート剤に結合するための安定なタンパク質足場として使用できることを
指している。部位特異的突然変異誘発から、キレート剤への結合が改変可能であることが
実証された。
【０３６６】
実施例５：コイルドコイル領域を有するポリペプチドに対するキレート剤及び金属イオン
を含むキレートの結合はシルクポリペプチド固有ではない
　ツムギアリ（Ｇｒｅｅｎ　Ａｎｔ）（Ｏｅｃｏｐｈｙｌｌａ　ｓｍａｒａｇｄｉｎａ）
（ＧＡ１～４）シルクタンパク質由来の透明フィルムを上述のように調製した。７０％メ
タノールに溶解させたヘムｂを、実施例３に記載のように、予備形成したツムギアリ（Ｇ
ｒｅｅｎ　Ａｎｔ）シルクフィルムに浸出させた。ヘムｂが浸出した後のツムギアリ（Ｇ
ｒｅｅｎ　Ａｎｔ）シルクフィルムについてＵＶ／Ｖｉｓスペクトルを収集した。ＧＡ１
及びＧＡ３では、４００ｎｍ前後において強いシグナルが観察され、これらのタンパク質
がヘムと強く結合したことを実証している（図６）。このデータは、コイルドコイル構造
を有する他のポリペプチドが、キレート剤及び金属イオンを含むキレートを結合すること
ができることを示している。
【０３６７】
　カマキリシルク由来の透明フィルムを上述のように調製した。実施例３に記載のように
、予備形成したフィルムにヘムｂを浸出させた。ＵＶ／Ｖｉｓスペクトルを収集した。約
４００ｎｍで強いシグナルが観察され、これらのタンパク質がヘムと強く結合したことを
実証している（図７）。このデータは、コイルドコイル構造を有する他のポリペプチドが
、キレート剤及び金属イオンを含むキレートを結合することができることを示している。
【０３６８】
実施例６：コイルドコイルシルクポリペプチドはヘムｂに加えて他の大環状化合物も結合
する
　組換えＡｍｅｌＦ３から作製したスポンジがさまざまな大環状化合物を結合する能力を
試験し、その際、試験対象の大環状化合物を過剰に含有している大環状化合物溶液をＡｍ
ｅｌＦ３スポンジに加え、スポンジの色、及び洗浄後のスポンジの色が保持されるか否か
について観察することにより行った。洗浄後のスポンジに保持された色の強度を評価して
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、大環状化合物の結合強度を定量的に評価した。スポンジに対する強い結合とは、大環状
化合物を、水メタノール、有機溶媒、０．１Ｍ　ＨＣｌまたは０．１Ｍ　ＮａＯＨを用い
て洗い流すことができないという所見を指す。一部の大環状化合物は、大環状化合物と弱
く結合することが認められたが、この場合、スポンジのかすかな呈色が観察され、ＵＶ－
Ｖｉｓスペクトルは弱い吸収ピークを示した。
【０３６９】
　下記表２に概略されるように、スポンジは多数のポルフィリン及びフタロシアニンと結
合できた。
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【表２Ｂ】

【０３７０】
　これらの結果は、大環状化合物に金属が存在しない場合、大環状化合物（カルボキシル
基、例えばＰＰＩＸ、またはスルホン基、例えばフタロシアニンなど）中の電荷が選択さ
れて、シルクタンパク質にある反対電荷を持つ残基に大環状化合物を結合させることを示
す。電荷が存在しない、例えば、フタロシアニンまたはエチオポルフリン（ｅｔｉｏｐｏ
ｒｐｈｒｙｉｎ）Ｉの場合、結合は得られない。
【０３７１】
　このデータから、ポリペプチドとキレート間の強い結合には金属イオンが必要なわけで
はないこともわかる。したがって、強く結合するためにはポリペプチドとキレート剤間の
相互作用で十分である。
【０３７２】
　これらの結果は、シルク内で適切な位置にある負荷電残基が、であろう、正電荷を持つ
大環状化合物を結合すること、及びシルク内で適切な位置にある正荷電残基が、負電荷を
持つ大環状化合物を結合することを示唆している。
【０３７３】
実施例７：結合には、キレート剤内部に含有される金属イオンと、ポリペプチドの少なく
とも１個のアミノ酸との配位で十分である
　ジシアノコビリン酸ヘプタメチルエステルを含有する、ミツバチの組換えシルクタンパ
ク質ＡｍｅｌＦ３から作製したフィルムを実施例３に記載のように調製した。ジシアノコ
ビリン酸ヘプタメチルエステルを含有している組換えＡｍｅｌＦ３から作製したフィルム
、及びＡｍｅｌＦ３を含まないジシアノコビリン酸ヘプタメチルエステル溶液についてＵ
Ｖ／Ｖｉｓスペクトルを記録した（図８）。
【０３７４】
　ジシアノコビリン酸ヘプタメチルエステルはフィルム状ＡｍｅｌＦ３に強く結合するこ
とがわかった。ジシアノコビリン酸ヘプトメチル（ｈｅｐｔｍｅｔｈｙｌ）エステルがシ
ルクタンパク質に結合した場合の３７０から３６０へのピーク位置のシフト及び５００～
６００ｎｍにおける変化から、チロシン残基がコバルト中心に配位していることが示唆さ
れる。ジシアノコブリン酸（ｄｉｃｙａｎｏｃｏｂｒｙｎｉｃ　ａｃｉｄ）ヘプタメチル
エステル溶液を、ＡｍｅｌＦ３　Ｔｒｙ７６Ａｌａから調製したスポンジに加え、７０％
メタノールで徹底的に洗浄した場合、スポンジのピンク色が洗い流されたことから、Ａｍ
ｅｌＦ３　Ｔｒｙ７６Ａｌａはジシアノコビリン酸ヘプタメチルエステルに結合しなかっ
たことが示された。
【０３７５】
　このことは、ジシアノコビリン酸ヘプタメチルエステルの結合が、コバルト金属中心単
独に対するチロシン残基の配位を介して生じたことを指している。キレート剤とポリペプ
チドの間の結合の可能性は低い。したがって、結合には、ポリペプチドと金属イオン間の
配位結合で十分である。ジシアノコビリン酸ヘプトメチル（ｈｅｐｔｍｅｔｈｙｌ）エス
テルは、予備形成フィルムにもスポンジにも導入されていた（データ示さず）。
【０３７６】
実施例８：本発明による組成物は可逆的に還元及び酸化され得る
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　気体結合のようなヘムタンパク質の機能には、ヘム基がＦｅ３＋からＦｅ２＋に還元さ
れる必要があるが、触媒作用には還元と再酸化の循環が必要である。Ｆｅの還元と酸化は
分光法を用いて監視することができるが、これは、還元によりソーレー帯ピークが約４０
０ｎｍからさらに高い波長へシフトすることからわかる（配位系によって、約４２０～４
３０ｎｍ）。
【０３７７】
　５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７）内に調製したばかりの亜ジチオン酸ナトリウム（１０
０ｍＭ）を還元剤として使用した。１０～１００μＬを５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７）
に加え、ポルフィリン－ＡｍｅｌＦ３フィルムを覆った。亜ジチオン酸ナトリウムと同様
の方法で酸化剤に過硫酸ナトリウムを使用した。
【０３７８】
　ＡｍｅｌＦ３－ヘムフィルムを還元剤に曝露すると、ソーレー帯ピークは４２１ｎｍに
シフトしたことから、Ｆｅ３＋がＦｅ２＋に還元されたことを示している（図９）。酸化
剤を添加すると還元は逆方向に進んだ（図９）。このデータは、触媒過程、例えば、酸化
状態の循環が必要とされる触媒過程にヘム－シルク材料を使用できることを実証している
。
【０３７９】
実施例９：本発明による組成物は一酸化窒素を結合できる
　人工ヘム材料はさまざまな気体及び揮発性の有機化合物を感知する能力を保持している
。例えば、人工ヘムタンパク質は、一酸化窒素（ＮＯ）感知用の優れた候補であり、産業
汚染物質の監視から臨床診断及び生物医学研究に至るまで数多くの分野で求められている
。したがって、発明者らは、シルク－ヘムｂ材料の一酸化窒素（ＮＯ）結合能力を検討し
た。
【０３８０】
　ＡｍｅｌＦ３－ヘムｂフィルムをポルフィリン－シルクフィルムとして使用した。５０
ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７）内に調製したばかりの亜ジチオン酸ナトリウム（１００ｍＭ
）を還元剤として使用した。１０～１００μＬを５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７）に加え
、ポルフィリン－シルクフィルムを覆った。亜ジチオン酸ナトリウムの場合と同様の方法
で過硫酸ナトリウムを酸化剤に使用した。ジエチルアミン２－ニトロソヒドラジンナトリ
ウム水和物（Ｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ　２－ｎｉｔｒｏｓｏｈｙｄｒａｚｉｎｅ　ｓｏ
ｄｉｕｍ　ｈｙｄｒａｔｅ）（ＮＯＮＯアート）を５０ｍＭリン酸塩（ｐＨ７）に溶解さ
せて１．５モル当量の溶解ＮＯを生成させた。ジエチルアミンＮＯＮＯアート溶液の分注
を、亜ジチオン酸塩還元フィルムに加えた。ＵＶ／Ｖｉｓスペクトル変化を監視して酸化
還元状態を決定しＮＯ結合を測定した（図１０Ａ及び１０Ｂ）。ＮＯ曝露では、ＮＯ濃度
の増加に伴いソーレー帯ピークの位置は４２１ｎｍから３９５ｎｍへシフトした。
【０３８１】
　ＮＯ濃度を上昇させた曝露させると、４２１ｎｍから３９５ｎｍへのソーレー帯ピーク
のシフトが生じた。０～７μＭでは、４２１ｎｍにおける吸光度の低下とＮＯ濃度の間に
直線関係が見られ、ＮＯ検出限界は１μＭであった。ＮＯ結合は、可逆性であり及びシル
ク－ヘムｂフィルムであることがわかった。
【０３８２】
　このデータから、本発明の組成物は、標的分子（例えば、ＮＯ）を結合することができ
ること、及び標的分子の結合により組成物に検出可能な変化が生じることがわかる。
【０３８３】
実施例１０：本発明による組成物は触媒として使用できる
　本願発明者らは、結合ヘムｂを含有しているミツバチの組換えシルクから作製したヘム
シルク材料がペルオキシダーゼとして作用できるか否かを検討した。この活性は、Ｗｏｒ
ｔｈｉｎｇｔｏｎアッセイ（ｗｗｗ．ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ－ｂｉｏｃｈｅｍ．ｃｏｍ
／ｈｐｏ／ａｓｓａｙ．ｈｔｍｌ）の変形を使用して実証された。かかるアッセイでは、
水素供与体として４－アミノアンチピリンを使用する。反応速度は、過酸化水素の分解に
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伴うアミノアンチピリンとフェノールの酸化的カップリングにより生じた５１０ｎｍにお
ける吸光度の増分を測定して決定する（図１１）。
【０３８４】
実施例１１：本発明による組成物を使用して、抗菌活性を有するＺｎＰｃを結合させるこ
とができる
　光線力学的治療法は、選択的波長の光に曝露されると微生物（細菌、真菌類及びウイル
ス）、標的悪性細胞または他の疾患細胞にとって毒性となる、非毒性の感光性化合物を使
用する。光線力学的治療法は、光増感物質、光源及び組織酸素を要する。光により光増感
物質が励起され、毒性のある活性酸素種の生成を引き起こす。
【０３８５】
　光増感物質として作用できる大環状化合物は、ミツバチの組換えシルクから作製したフ
ィルムタンパク質内部に結合され得る（図１２）。これらの材料は光線力学的治療法に完
全に適していることが予想され得る。
【０３８６】
実施例１２：本発明の組成物は異なる金属イオンを含み得る
　図１３は、キレートの金属イオンはさまざまに異なってよいことを示す。銅（ＣｕＰＰ
ＩＸ）、コバルト（ＣｏＰＰＩＸ）及びヘムｂ（ＦｅＰＰＩＸ）を含む各キレートをＡｍ
ｅｌｆ３シルクフィルムに導入した。金属イオンをさまざまに変えられることを利用して
、組成物の機能を改変でき、例えば、異なる標的化合物に結合させることができる。
【０３８７】
実施例１３：本発明による組成物は少なくとも１年間安定である
　ＡｍｅｌＦ３－ヘムｂフィルムは、顕著な安定性を示し、少なくとも１年間、室温での
乾燥保存が可能であり、ＮＯ結合能力の低下も見られなかった（図１４）。このデータは
、材料が、１０か月にわたってスペクトルシグナルの低下を示さなかったことも実証して
いる。
【０３８８】
実施例１４：本発明による組成物は有機溶媒中で安定である
　本願発明者らは、シルクフィルム及びスポンジがさまざまな異なる有機溶媒中で安定で
あることを実証した。異なる溶媒中のＡｍｅｌＦ３シルクフィルムのＵＶ／Ｖｉｓスペク
トルを記録した。図１５は、シルク材料が、水、クロロホルム、酢酸エチル及びエタノー
ルといった多種多様な水性溶媒及び非水性溶媒中で安定であることを示す。このデータは
、非水性溶媒を要する触媒用途に本発明の組成物を使用できることを実証している。
【０３８９】
実施例１５：ヘム－シルク材料の組成物は電気化学シグナル伝達と適合性がある
　カーボンナノチューブを用いてグラッシーカーボン電極を改修し、その際、ＤＭＦ中に
分散させたカーボンナノチューブ（単壁；１～５μｍ）を乾燥させることにより行った。
ＡｍｅｌＦ３フィルムは、ＡｍｅｌＦ３水溶液（１０ｍｇ／ｍｌ）を乾燥させることによ
ってナノチューブ層上に成型した。７０％メタノール溶液から、先に記載があるようにＡ
ｍｅｌＦ３内にヘムｂを浸出させた。可逆性ボルタンメトリー応答がヘムｂ－ＡｍｅｌＦ
３試料に認められたが、これはヘム不在（点線）またはＡｍｅｌＦ３シルクなし（一点鎖
線）の場合には観察されず、Ｆｅ３＋／Ｆｅ２＋酸化還元対に起因する可能性がある。図
１６）。この相違は、シルク－ヘム材料が、電気化学シグナル伝達法と適合性があること
を実証している。
【０３９０】
実施例１６：ヘム－シルク材料の組成物を使用して一酸化窒素検出が可能である
　実施例１５に記載のように調製した電極を用い、一酸化窒素を加えると、著明な接触電
流が認められる（図１７）。この接触電流は、ヘム－シルク材料による一酸化窒素の酸化
に起因するものであり、これを使用して、試料中の一酸化窒素濃度を決定できる。
【０３９１】
実施例１７：ヘム－シルク材料の組成物を使用して酸素検出が可能である
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　ヘム－シルク電極を実施例１５のように調製した。嫌気条件下（アルゴンガスを用いた
パージによる）で電極を定電位に保った（－３００ｍＶ対Ａｇ／ＡｇＣｌ）。通気緩衝液
の分注を加えて酸素をさまざまな濃度で導入した。接触電流の急激な上昇は、ヘム－シル
ク材料により酸素が還元されたためであり、これらの材料を酸素センサーとして使用でき
ることを実証している（図１８）。
【０３９２】
実施例１８：ＡｍｅｌＦ３にさらなるヘム結合部位を導入可能である
　コイルドコイルのａ位にＹ７６Ａを有するＡｍｅｌＦ３に配位性Ｈｉｓ残基を導入した
。得られたタンパク質（Ｙ７６Ａ　Ａ９７Ｈ）は、４１３ｎｍにおいて先鋭なソーレー帯
ピークを示し、ヒスチジンの配位を示している（図１９）。このことは、コイルドコイル
のポリペプチドにさらなる結合部位の導入が可能なことを実証している。
【０３９３】
実施例１９：ＡｍｅｌＦ３における高いヘム結合の実証
　コイルドコイルのａ位にＹ７６Ｈ置換を有するＡｍｅｌＦ３に配位性Ｈｉｓ残基（Ｈｉ
ｓ９７）を導入した。Ｙ７６Ｈは、シルクタンパク質に対するヘムの結合比が１：１であ
ることをはっきりと示しており、これは、ヘム比が１：１を超えるとソーレー帯ピークは
幅広となり、また最大ピーク位置がシフトすることにより示される（図２０）。Ｙ７６Ｈ
　Ａ９７Ｈではソーレー帯ピークの形状にも位置にも変化は認められなかったことから、
追加のヘム結合部位が導入されており、そのため修飾ＡｍｅｌＦ３が２つのヘム補因子を
結合できるようになったことが示された。
【０３９４】
　広く記載された本発明の趣旨及び範囲から逸脱することなく、本発明に対する多数の変
形及び／または修正を、具体的な実施形態で示されるように行ってよいことは、当業者に
理解されるであろう。したがって、本願実施形態は、あらゆる点において、限定的ではな
く例示的であるものと見なされるべきである。
【０３９５】
　本出願は、２０１５年１１月１７日に出願されたＡＵ２０１４９０４６１２の優先権を
主張するものであり、その記載内容全体は参照により本明細書に組み込まれる。
【０３９６】
　本明細書で考察及び／または参照されたすべての刊行物は、その全体が本明細書に組み
込まれる。
【０３９７】
　本明細書に含まれている文献、行為、材料、装置、論文などのいかなる考察も、本発明
の文脈を提供することのみを目的とするものである。これらの事柄のいずれかまたはすべ
てが、先行技術基盤の一部を形成するか、または、この出願の各請求項の優先日前に存在
していたために、本発明に関連する分野において共通の一般的な知識であったことの承認
として解釈されるべきではない。
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