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(57)【要約】
　コードされている活性BoNT/Aの異種細胞における発現
を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む
核酸分子、そのような核酸分子を含む発現コンストラク
トおよび細胞、ならびにコードされている活性BoNT/Aを
そのような核酸分子、発現コンストラクトおよび細胞か
ら発現させるのに有用な方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子であって、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、原核細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレオチ
ド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞におけ
る発現を増加させる、
核酸分子。
【請求項２】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも100個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項1の分子。
【請求項３】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも300個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項1の分子。
【請求項４】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも500個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項1の分子。
【請求項５】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項1の分子。
【請求項６】
　原核細胞がバクテロイデス・フラギリス（Bacteroides fragilis）株、バチルス・リケ
ニホルミス（Bacillus licheniformis）株、枯草菌（Bacillus subtilis）株、カウロバ
クター・クレセンタス（Caulobacter crescentus）株、クロストリジウム・ディフィシレ
（Clostridia difficile）株、ウェルシュ菌（Clostridia perfringens）株、大腸菌（Es
cherichia coli）株、ラクトコッカス・ラクティス（Lactococcus lactis）株、メチロバ
クテリウム・エキストルクエンス（Methylobacterium extorquens）株、シュードモナス
・フルオレッセンス（Pseudomonas fluorescens）株、ナイセリア・メニンギルルス（Nei
sseria meningirulls）株またはネズミチフス菌（Salmonella typhimurium）株を含む、
請求項1の分子。
【請求項７】
　原核細胞が大腸菌の株である、請求項1の分子。
【請求項８】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項1の分子。
【請求項９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項1の分子。
【請求項１０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項1の分子。
【請求項１１】
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子であって、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、総G+C含量を原核細胞が好むレベルまで増加させるヌク
レオチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞におけ
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る発現を、他の点では同一である核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから
の原核細胞における同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、増加させる、
核酸分子。
【請求項１２】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも30％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項11の分子。
【請求項１３】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも40％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項11の分子。
【請求項１４】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも50％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項11の分子。
【請求項１５】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項11の分子。
【請求項１６】
　原核細胞がバクテロイデス・フラギリス株、バチルス・リケニホルミス株、枯草菌株、
カウロバクター・クレセンタス株、クロストリジウム・ディフィシレ株、ウェルシュ菌株
、大腸菌株、ラクトコッカス・ラクティス株、メチロバクテリウム・エキストルクエンス
株、シュードモナス・フルオレッセンス株、ナイセリア・メニンギルルス株またはネズミ
チフス菌株を含む、請求項11の分子。
【請求項１７】
　原核細胞が大腸菌の株である、請求項11の分子。
【請求項１８】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項11の分子。
【請求項１９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項11の分子。
【請求項２０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項11の分子。
【請求項２１】
　配列番号3、配列番号4、配列番号5、配列番号6、配列番号7、配列番号8、配列番号9、
配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14、配列番号15、配列番号
16、配列番号17、配列番号18、配列番号19、配列番号20、配列番号21、配列番号22、配列
番号23、配列番号24、配列番号25、配列番号26、配列番号27、配列番号28、配列番号29、
配列番号30、配列番号31、配列番号32、配列番号33、配列番号110、配列番号112、配列番
号122、配列番号123、配列番号124または配列番号125を含む改変オープンリーディングフ
レームを含む核酸分子。
【請求項２２】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号3を含む、請求項21の分子。
【請求項２３】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号110を含む、請求項21の分子。
【請求項２４】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号112を含む、請求項21の分子。
【請求項２５】
　発現コンストラクトを含む、請求項21の分子。
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【請求項２６】
　発現コンストラクトを含む原核細胞であって、発現コンストラクトが
　i）活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム、および
　ii）発現ベクター
を含み、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、原核細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレオチ
ド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞におけ
る発現を増加させる、
原核細胞。
【請求項２７】
　原核細胞がバクテロイデス・フラギリス株、バチルス・リケニホルミス株、枯草菌株、
カウロバクター・クレセンタス株、クロストリジウム・ディフィシレ株、ウェルシュ菌株
、大腸菌株、ラクトコッカス・ラクティス株、メチロバクテリウム・エキストルクエンス
株、シュードモナス・フルオレッセンス株、ナイセリア・メニンギルルス株またはネズミ
チフス菌株を含む、請求項26の細胞。
【請求項２８】
　原核細胞が大腸菌の株である、請求項26の細胞。
【請求項２９】
　発現コンストラクトが原核細胞に一過性に含有される、請求項26の細胞。
【請求項３０】
　発現コンストラクトが原核細胞に安定に含有される、請求項26の細胞。
【請求項３１】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも100個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項26の細胞。
【請求項３２】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも300個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項26の細胞。
【請求項３３】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも500個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項26の細胞。
【請求項３４】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項26の細胞。
【請求項３５】
　発現ベクターが原核発現ベクターである、請求項26の細胞。
【請求項３６】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項26の細胞。
【請求項３７】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項26の細胞。
【請求項３８】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項26の細胞。
【請求項３９】
　発現コンストラクトを含有する原核細胞であって、発現コンストラクトが
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　i）活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム、および
　ii）発現ベクター
を含み、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、総G+C含量を原核細胞が好むレベルまで増加させるヌク
レオチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞におけ
る発現を増加させる、
原核細胞。
【請求項４０】
　原核細胞がバクテロイデス・フラギリス株、バチルス・リケニホルミス株、枯草菌株、
カウロバクター・クレセンタス株、クロストリジウム・ディフィシレ株、ウェルシュ菌株
、大腸菌株、ラクトコッカス・ラクティス株、メチロバクテリウム・エキストルクエンス
株、シュードモナス・フルオレッセンス株、ナイセリア・メニンギルルス株またはネズミ
チフス菌株を含む、請求項39の細胞。
【請求項４１】
　原核細胞が大腸菌の株である、請求項39の細胞。
【請求項４２】
　発現コンストラクトが原核細胞に一過性に含有される、請求項39の細胞。
【請求項４３】
　発現コンストラクトが原核細胞に安定に含有される、請求項39の細胞。
【請求項４４】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも30％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項39の細胞。
【請求項４５】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも40％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項39の細胞。
【請求項４６】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも50％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項39の細胞。
【請求項４７】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項39の細胞。
【請求項４８】
　発現ベクターが原核発現ベクターである、請求項39の細胞。
【請求項４９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項39の細胞。
【請求項５０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項39の細胞。
【請求項５１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項39の細胞。
【請求項５２】
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子であって、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、酵母細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレオチ
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ド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞におけ
る発現を増加させる、
核酸分子。
【請求項５３】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも100個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項52の分子。
【請求項５４】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも300個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項52の分子。
【請求項５５】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも500個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項52の分子。
【請求項５６】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項52の分子。
【請求項５７】
　酵母細胞がピキア・パストリス（Pichia pastoris）株、ピキア・メタノリカ（Pichia 
methanolica）株、ピキア・アングスタ（Pichia angusta）株、シゾサッカロミセス・ポ
ンベ（Schizosaccharomyces pombe）株、サッカロミセス・セレビシェ（Saccharomyces c
erevisiae）株またはヤロウイア・リポリティカ（Yarrowia lipolytica）株を含む、請求
項52の分子。
【請求項５８】
　酵母細胞がピキア・パストリスの株である、請求項52の分子。
【請求項５９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項52の分子。
【請求項６０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項52の分子。
【請求項６１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項52の分子。
【請求項６２】
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子であって、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、総G+C含量を酵母細胞が好むレベルまで増加させるヌク
レオチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞におけ
る発現を増加させる、
核酸分子。
【請求項６３】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも30％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項62の分子。
【請求項６４】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも40％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項62の分子。
【請求項６５】
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　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも50％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項62の分子。
【請求項６６】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項62の分子。
【請求項６７】
　酵母細胞がピキア・パストリス株、ピキア・メタノリカ株、ピキア・アングスタ株、シ
ゾサッカロミセス・ポンベ株、サッカロミセス・セレビシェ株またはヤロウイア・リポリ
ティカ株を含む、請求項62の分子。
【請求項６８】
　酵母細胞がピキア・パストリスの株である、請求項62の分子。
【請求項６９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項62の分子。
【請求項７０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項62の分子。
【請求項７１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項62の分子。
【請求項７２】
　配列番号34、配列番号35、配列番号36、配列番号37 配列番号38、配列番号39、配列番
号40、配列番号41、配列番号42、配列番号43、配列番号44または配列番号45を含む改変オ
ープンリーディングフレームを含む核酸分子。
【請求項７３】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号34を含む、請求項72の分子。
【請求項７４】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号36を含む、請求項72の分子。
【請求項７５】
　発現コンストラクトを含む、請求項72の分子。
【請求項７６】
　発現コンストラクトを含む酵母細胞であって、発現コンストラクトが
　i）活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム、および
　ii）発現ベクター
を含み、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、酵母細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレオチ
ド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞におけ
る発現を増加させる、
酵母細胞。
【請求項７７】
　酵母細胞がピキア・パストリス株、ピキア・メタノリカ株、ピキア・アングスタ株、シ
ゾサッカロミセス・ポンベ株、サッカロミセス・セレビシェ株またはヤロウイア・リポリ
ティカ株を含む、請求項76の細胞。
【請求項７８】
　酵母細胞がピキア・パストリスの株である、請求項76の細胞。
【請求項７９】
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　発現コンストラクトが酵母細胞に一過性に含有される、請求項76の細胞。
【請求項８０】
　発現コンストラクトが酵母細胞に安定に含有される、請求項76の細胞。
【請求項８１】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも100個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項76の細胞。
【請求項８２】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも300個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項76の細胞。
【請求項８３】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも500個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項76の細胞。
【請求項８４】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項76の細胞。
【請求項８５】
　発現ベクターが酵母発現ベクターである、請求項76の細胞。
【請求項８６】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項76の細胞。
【請求項８７】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項76の細胞。
【請求項８８】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項76の細胞。
【請求項８９】
　発現コンストラクトを含む酵母細胞であって、発現コンストラクトが
　i）活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム、および
　ii）発現ベクター
を含み、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、総G+C含量を酵母細胞が好むレベルまで増加させるヌク
レオチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞におけ
る発現を増加させる、
酵母細胞。
【請求項９０】
　原核細胞がピキア・パストリス株、ピキア・メタノリカ株、ピキア・アングスタ株、シ
ゾサッカロミセス・ポンベ株、サッカロミセス・セレビシェ株またはヤロウイア・リポリ
ティカ株を含む、請求項89の細胞。
【請求項９１】
　酵母細胞がピキア・パストリスの株である、請求項89の細胞。
【請求項９２】
　発現コンストラクトが酵母細胞に一過性に含有される、請求項89の細胞。
【請求項９３】
　発現コンストラクトが酵母細胞に安定に含有される、請求項89の細胞。
【請求項９４】
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　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも30％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項89の細胞。
【請求項９５】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも40％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項89の細胞。
【請求項９６】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも50％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項89の細胞。
【請求項９７】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項89の細胞。
【請求項９８】
　発現ベクターが酵母発現ベクターである、請求項89の細胞。
【請求項９９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項89の細胞。
【請求項１００】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項89の細胞。
【請求項１０１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項89の細胞。
【請求項１０２】
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子であって、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、昆虫細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレオチ
ド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞におけ
る発現を増加させる、
核酸分子。
【請求項１０３】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも100個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項102の分子。
【請求項１０４】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも300個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項102の分子。
【請求項１０５】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも500個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項102の分子。
【請求項１０６】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項102の分子。
【請求項１０７】
　昆虫細胞がヨトウガ（Spodoptera frugiperda）株、イラクサギンウワバ（Trichoplusi
a ni）株、キイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）株またはタバコスズメ
ガ（Manduca sexta）株を含む、請求項102の分子。
【請求項１０８】
　昆虫細胞がヨトウガ細胞系、イラクサギンウワバ細胞系、キイロショウジョウバエ細胞
系またはタバコスズメガ細胞系を含む、請求項102の分子。
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【請求項１０９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項102の分子。
【請求項１１０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項102の分子。
【請求項１１１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項102の分子。
【請求項１１２】
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子であって、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、総G+C含量を昆虫細胞が好むレベルまで増加させるヌク
レオチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞におけ
る発現を増加させる、
核酸分子。
【請求項１１３】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも30％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項112の分子。
【請求項１１４】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも40％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項112の分子。
【請求項１１５】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも50％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項112の分子。
【請求項１１６】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項112の分子。
【請求項１１７】
　昆虫細胞がヨトウガ株、イラクサギンウワバ株、キイロショウジョウバエ株またはタバ
コスズメガ株を含む、請求項112の分子。
【請求項１１８】
　昆虫細胞がヨトウガ細胞系、イラクサギンウワバ細胞系、キイロショウジョウバエ細胞
系またはタバコスズメガ細胞系を含む、請求項112の分子。
【請求項１１９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項112の分子。
【請求項１２０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項112の分子。
【請求項１２１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項112の分子。
【請求項１２２】
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　配列番号58、配列番号59、配列番号60 配列番号61、配列番号62または配列番号63を含
む改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子。
【請求項１２３】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号60を含む、請求項122の分子。
【請求項１２４】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号63を含む、請求項122の分子。
【請求項１２５】
　発現コンストラクトを含む、請求項122の分子。
【請求項１２６】
　発現コンストラクトを含む昆虫細胞であって、発現コンストラクトが
　i）活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム、および
　ii）発現ベクター
を含み、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、昆虫細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレオチ
ド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞におけ
る発現を増加させる、
昆虫細胞。
【請求項１２７】
　昆虫細胞がヨトウガ株、イラクサギンウワバ株、キイロショウジョウバエ株またはタバ
コスズメガ株を含む、請求項126の細胞。
【請求項１２８】
　昆虫細胞がヨトウガ細胞系、イラクサギンウワバ細胞系、キイロショウジョウバエ細胞
系またはタバコスズメガ細胞系を含む、請求項126の細胞。
【請求項１２９】
　発現コンストラクトが昆虫細胞に一過性に含有される、請求項126の細胞。
【請求項１３０】
　発現コンストラクトが昆虫細胞に安定に含有される、請求項126の細胞。
【請求項１３１】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも100個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項126の細胞。
【請求項１３２】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも300個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項126の細胞。
【請求項１３３】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも500個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項126の細胞。
【請求項１３４】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項126の細胞。
【請求項１３５】
　発現ベクターが昆虫発現ベクターである、請求項126の細胞。
【請求項１３６】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項126の細胞。
【請求項１３７】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項126の細胞。
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【請求項１３８】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項126の細胞。
【請求項１３９】
　発現コンストラクトを含む昆虫細胞であって、発現コンストラクトが
　i）活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム、および
　ii）発現ベクター
を含み、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、総G+C含量を昆虫細胞が好むレベルまで増加させるヌク
レオチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞におけ
る発現を増加させる、
昆虫細胞。
【請求項１４０】
　昆虫細胞がヨトウガ株、イラクサギンウワバ株、キイロショウジョウバエ株またはタバ
コスズメガ株を含む、請求項139の細胞。
【請求項１４１】
　昆虫細胞がヨトウガ細胞系、イラクサギンウワバ細胞系、キイロショウジョウバエ細胞
系またはタバコスズメガ細胞系を含む、請求項139の細胞。
【請求項１４２】
　発現コンストラクトが昆虫細胞に一過性に含有される、請求項139の細胞。
【請求項１４３】
　発現コンストラクトが昆虫細胞に安定に含有される、請求項139の細胞。
【請求項１４４】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも30％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項139の細胞。
【請求項１４５】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも40％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項139の細胞。
【請求項１４６】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも50％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項139の細胞。
【請求項１４７】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項139の細胞。
【請求項１４８】
　発現ベクターが昆虫発現ベクターである、請求項139の細胞。
【請求項１４９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項139の細胞。
【請求項１５０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項139の細胞。
【請求項１５１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項139の細胞。
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【請求項１５２】
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子であって、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、哺乳動物細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレ
オチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞に
おける発現を増加させる、
核酸分子。
【請求項１５３】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも100個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項152の分子。
【請求項１５４】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも300個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項152の分子。
【請求項１５５】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも500個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項152の分子。
【請求項１５６】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項152の分子。
【請求項１５７】
　哺乳動物細胞がマウス細胞、ラット細胞、ハムスター細胞、ブタ細胞、ウシ細胞、ウマ
細胞、霊長類細胞またはヒト細胞を含む、請求項152の分子。
【請求項１５８】
　哺乳動物細胞がマウス細胞系、ラット細胞系、ハムスター細胞系、ブタ細胞系、ウシ細
胞系、ウマ細胞系、霊長類細胞系またはヒト細胞系を含む、請求項152の分子。
【請求項１５９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項152の分子。
【請求項１６０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項152の分子。
【請求項１６１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項152の分子。
【請求項１６２】
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子であって、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、総G+C含量を哺乳動物細胞が好むレベルまで増加させる
ヌクレオチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞に
おける発現を増加させる、
核酸分子。
【請求項１６３】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも30％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項162の分子。
【請求項１６４】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも40％まで増加させるヌ
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クレオチド変化を含む、請求項162の分子。
【請求項１６５】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも50％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項162の分子。
【請求項１６６】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項162の分子。
【請求項１６７】
　哺乳動物細胞がマウス細胞、ラット細胞、ハムスター細胞、ブタ細胞、ウシ細胞、ウマ
細胞、霊長類細胞またはヒト細胞を含む、請求項162の分子。
【請求項１６８】
　哺乳動物細胞がマウス細胞系、ラット細胞系、ハムスター細胞系、ブタ細胞系、ウシ細
胞系、ウマ細胞系、霊長類細胞系またはヒト細胞系を含む、請求項162の分子。
【請求項１６９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項162の分子。
【請求項１７０】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項162の分子。
【請求項１７１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項162の分子。
【請求項１７２】
　配列番号76 配列番号77、配列番号78、配列番号79、配列番号80、配列番号81、配列番
号82、配列番号83、配列番号84、配列番号85、配列番号86、配列番号87、配列番号88、配
列番号89、配列番号90、配列番号91、配列番号92、配列番号93、配列番号94、配列番号95
、配列番号96、配列番号97、配列番号98または配列番号99を含む改変オープンリーディン
グフレームを含む核酸分子。
【請求項１７３】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号78を含む、請求項172の分子。
【請求項１７４】
　改変オープンリーディングフレームが配列番号99を含む、請求項172の分子。
【請求項１７５】
　発現コンストラクトを含む、請求項172の分子。
【請求項１７６】
　発現コンストラクトを含む哺乳動物細胞であって、発現コンストラクトが
　i）活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム、および
　ii）発現ベクター
を含み、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、哺乳動物細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレ
オチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞に
おける発現を増加させる、
哺乳動物細胞。
【請求項１７７】
　哺乳動物細胞がマウス細胞、ラット細胞、ハムスター細胞、ブタ細胞、ウシ細胞、ウマ
細胞、霊長類細胞またはヒト細胞を含む、請求項176の細胞。
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【請求項１７８】
　哺乳動物細胞がマウス細胞系、ラット細胞系、ハムスター細胞系、ブタ細胞系、ウシ細
胞系、ウマ細胞系、霊長類細胞系またはヒト細胞系を含む、請求項176の細胞。
【請求項１７９】
　発現コンストラクトが哺乳動物に一過性に含有される、請求項176の細胞。
【請求項１８０】
　発現コンストラクトが哺乳動物細胞に安定に含有される、請求項176の細胞。
【請求項１８１】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも100個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項176の細胞。
【請求項１８２】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも300個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項176の細胞。
【請求項１８３】
　改変オープンリーディングフレームが、少なくとも500個の同義コドンを変化させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項176の細胞。
【請求項１８４】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項176の細胞。
【請求項１８５】
　発現ベクターが哺乳動物発現ベクターである、請求項176の細胞。
【請求項１８６】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項176の細胞。
【請求項１８７】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項176の細胞。
【請求項１８８】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項176の細胞。
【請求項１８９】
　発現コンストラクトを含む哺乳動物細胞であって、発現コンストラクトが
　i）活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム、および
　ii）発現ベクター
を含み、
　改変オープンリーディングフレームが、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリ
ーディングフレームと比較して、総G+C含量を哺乳動物細胞が好むレベルまで増加させる
ヌクレオチド変化を含み、そして
　改変オープンリーディングフレームが、コードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞に
おける発現を増加させる、
哺乳動物細胞。
【請求項１９０】
　哺乳動物細胞がマウス細胞、ラット細胞、ハムスター細胞、ブタ細胞、ウシ細胞、ウマ
細胞、霊長類細胞またはヒト細胞を含む、請求項189の細胞。
【請求項１９１】
　哺乳動物細胞がマウス細胞系、ラット細胞系、ハムスター細胞系、ブタ細胞系、ウシ細
胞系、ウマ細胞系、霊長類細胞系またはヒト細胞系を含む、請求項189の細胞。
【請求項１９２】
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　発現コンストラクトが哺乳動物細胞に一過性に含有される、請求項189の細胞。
【請求項１９３】
　発現コンストラクトが哺乳動物細胞に安定に含有される、請求項189の細胞。
【請求項１９４】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも30％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項189の細胞。
【請求項１９５】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも40％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項189の細胞。
【請求項１９６】
　改変オープンリーディングフレームが、総G+C含量を少なくとも50％まで増加させるヌ
クレオチド変化を含む、請求項189の細胞。
【請求項１９７】
　活性BoNT/Aが配列番号1、配列番号111または配列番号113を含む、請求項189の細胞。
【請求項１９８】
　発現ベクターが哺乳動物発現ベクターである、請求項189の細胞。
【請求項１９９】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも2倍
は高い、請求項189の細胞。
【請求項２００】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも5倍
は高い、請求項189の細胞。
【請求項２０１】
　改変オープンリーディングフレームからの活性BoNT/Aの増加した発現が、無改変オープ
ンリーディングフレームからの同じ活性BoNT/Aの発現レベルと比較して、少なくとも10倍
は高い、請求項189の細胞。

【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　本願は、米国特許法第119条（e）項に基づいて、米国仮特許出願第60/599132号（2004
年8月4日出願）および米国仮特許出願第60/599121号（2004年8月4日出願）への優先権を
主張し、これらの仮特許出願は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【０００２】
　本願において言及する特許および刊行物は全て、参照によりその全体が本明細書に組み
入れられる。本願において言及するGeneBank配列表（それぞれのGenBankアクセッション
番号で同定されるもの）は、National Center for Biotechnological Informationから入
手することができ、いずれも参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。本願にお
いて言及するURLアドレスは全て、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【０００３】
　クロストリジウム毒素、例えばBoNT/A、BoNT/B、BoNT/C1、BoNT/D、BoNT/E、BoNT/Fお
よびBoNT/Gなどのボツリヌス神経毒（BoNT）、ならびに破傷風神経毒（TeNT）が持つ、ニ
ューロン伝達を阻害する能力は、広範囲にわたるさまざまな治療用途および美容用途に活
用されている。例えばWilliam J.Lipham「Cosmetic and Clinical Applications of Botu
linum Toxin」（Slack,Inc., 2004）を参照されたい。一例として、BOTOX（登録商標）は
現在、以下の適応症について、一カ国以上で承認されている：アカラシア、成人痙縮、裂
肛、背痛、眼瞼痙攣、歯ぎしり、頚部ジストニア、本態性振戦、眉間のしわまたは運動過
多性顔面線（hyperkinetic facial lines）、頭痛、片側顔面痙攣、膀胱の過活動、多汗
症、若年性脳性麻痺、多発性硬化症、ミオクローヌス障害、鼻唇溝、痙攣性発声障害、斜
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視および第VII神経障害。また、以下に挙げる障害の処置にも、BoNT治療が提案されてい
る：神経筋障害［例えばKei Roger Aokiら「Method for Treating Neuromuscular Disord
ers and Conditions with Botulinum Toxin Types A and B（ボツリヌス毒A型およびB型
を使って神経筋障害および神経筋状態を処置する方法）」米国特許第6,872,397号（2005
年3月29日）；Rhett M.Schiffman「Methods for Treating Uterine Disorders（子宮障害
を処置するための方法）」米国特許出願公開第2004/0175399号（2004年9月9日）；Richar
d L.Barron「Methods for Treating Ulcers and Gastroesophageal Reflux Disease（潰
瘍および胃食道逆流疾患を処置するための方法）」米国特許出願公開第2004/0086531号（
2004年5月7日）；およびKei Roger Aokiら「Method for Treating Dystonia with Botuli
num Toxin C to G（ボツリヌス毒素C～Gを使ってジストニアを処置する方法）」米国特許
第6,319,505号（2001年11月20日）を参照されたい］、眼障害［例えばEric R.First「Met
hods and Compositions for Treating Eye Disorders（眼障害を処置するための方法およ
び組成物）」米国特許出願公開第2004/0234532（2004年11月25日）；Kei Roger Aokiら「
Botulinum Toxin Treatment for Blepharospasm（眼瞼痙攣のボツリヌス毒素処置）」米
国米国特許出願公開第2004/0151740号（2004年8月5日）；およびKei Roger Aokiら「Botu
linum Toxin Treatment for Strabismus（斜視のボツリヌス毒素処置）」米国特許出願公
開第2004/0126396号（2004年7月1日）を参照されたい］、疼痛［例えばKei Roger Aokiら
「Pain Treatment by Peripheral Administration of a Neurotoxin（神経毒の末梢投与
による疼痛処置）」米国特許第6,869,610号（2005年3月22日）；Stephen Donovan「Clost
ridial Toxin Derivatives and Methods to Treat Pain（クロストリジウム毒素誘導体お
よび疼痛を処置するための方法）」米国特許第6,641,820号（2003年11月4日）；Kei Roge
r Aokiら「Method for Treating Pain by Peripheral Administration of a Neurotoxin
（神経毒の末梢投与によって疼痛を処置する方法）」米国特許第6,464,986号（2002年１
月15日）；Kei Roger AokiおよびMinglei Cui「Methods for Treating Pain（疼痛を処置
するための方法）」米国特許第6,113,915号（2000年9月5日）；Martin Voet「Botulinum 
Toxin Therapy for Fibromyalgia（線維筋痛症のボツリヌス毒素治療法）」米国特許出願
公開第2004/0062776号（2004年4月1日）；およびKei Roger Aokiら「Botulinum Toxin Th
erapy for Lower Back Pain（腰痛のボツリヌス毒素治療法）」米国特許出願公開第2004/
0037852号（2004年2月26日）を参照されたい］、筋傷害［例えばGregory F. Brooks「Met
hods for Treating Muscle Injuries（筋傷害を処置するための方法）」米国特許第6,423
,319号（2002年7月23日）を参照されたい］、頭痛［例えばMartin Voet「Methods for Tr
eating Sinus Headache（副鼻腔性頭痛を処置するための方法）」米国特許第6,838,434号
（2005年1月4日）；Kei Roger Aokiら「Methods for Treating Tension Headache（緊張
性頭痛を処置するための方法）」米国特許第6,776,992号（2004年8月17日）；およびKei 
Roger Aokiら「Method for Treating Headache（頭痛を処置するための方法）」米国特許
第6,458,365号（2002年10月1日）を参照されたい］、心血管疾患［例えばGregory F. Bro
oksおよびStephen Donovan「Methods for Treating Cardiovascular Diseases with Botu
linum Toxin（ボツリヌス毒素を使って心血管疾患を処置する方法）」米国特許第6,767,5
44号（2004年7月27日）を参照されたい］、神経障害［例えばStephen Donovan「Parkinso
n's Disease Treatment（パーキンソン病の処置）」米国特許第6,620,415号（2003年9月1
6日）；およびStephen Donovan「Method for Treating Parkinson's disease with a Bot
ulinum Toxin（ボツリヌス毒素を使ってパーキンソン病を処置する方法）」米国特許第6,
306,403号（2001年10月23日）を参照されたい］、神経精神障害［例えばStephen Donovan
「Botulinum toxin therapy for neuropsychiatric disorders（神経精神障害のボツリヌ
ス毒素治療）」米国特許出願公開第2004/0180061号（2004年9月16日）；およびSteven Do
novan「Therapeutic Treatments for Neuropsychiatric Disorders（神経精神障害の治療
的処置）」米国特許出願公開第2003/0211121号（2003年11月13日）を参照されたい］、内
分泌障害［例えばStephen Donovan「Method for Treating Endocrine Disorders（内分泌
障害を処置するための方法）」米国特許第6,827,931号（2004年12月7日）；Stephen Dono
van「Method for Treating Thyroid Disorders with Botulinum Toxin（ボツリヌス毒素
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を使って甲状腺障害を処置する方法）」米国特許第6740321号（2004年5月25日）；Kei Ro
ger Aokiら「Method for Treating a Cholinergic Influenced Sweat Gland（コリン作用
の影響を受ける汗腺を処置するための方法）」米国特許第6,683,049号（2004年1月27日）
；Stephen Donovan「Neurotoxin Therapy for Diabetes（糖尿病の神経毒治療）」米国特
許第6,416,765号（2002年7月9日）；Stephen Donovan「Methods for Treating Diabetes
（糖尿病を処置するための方法）」米国特許第6,337,075号（2002年1月8日）；Stephen D
onovan「Method for Treating a Pancreatic Disorder with a Neurotoxin（神経毒を使
って膵臓障害を処置する方法）」米国特許第6,261,572号（2001年7月17日）；Stephen Do
novan「Methods for Treating Pancreatic Disorders（膵臓障害を処置するための方法）
」米国特許第6,143,306号（2000年11月7日）を参照されたい］、癌［例えばStephen Dono
van「Methods for Treating Bone Tumors（骨腫瘍を処置するための方法）」米国特許第6
,565,870号（2003年5月20日）；Stephen Donovan「Method for Treating Cancer with a 
Neurotoxin to Improve Patient Function（患者の身体機能を改善するために神経毒を使
って癌を処置する方法）」米国特許第6,368,605号（2002年4月9日）；Stephen Donovan「
Method for Treating Cancer with a Neurotoxin（神経毒を使って癌を処置する方法）」
米国特許第6,139,845号（2000年10月31日）；ならびにMitchell F.BrinおよびStephen Do
novan「Methods for treating diverse cancers（さまざまな癌を処置するための方法）
」米国特許出願公開第2005/0031648号（2005年2月10日）を参照されたい］、耳障害［例
えばStephen Donovan「Neurotoxin therapy for inner ear disorder（内耳障害の神経毒
治療）」米国特許第6358926号（2002年3月19日）；およびStephen Donovan「Method for 
Treating Otic Disorders（耳障害を処置するための方法）」米国特許第6265379号（2001
年7月24日）を参照されたい］、ならびに他の障害［例えばStephen Donovan「Use of a C
lostridial Toxin to Reduce Appetite（食欲を低下させるためのクロストリジウム毒素
の使用）」米国特許出願公開第2004/40253274号（2004年12月16日）；Howard I.Katzおよ
びAndrew M.Blumenfeld「Botulinum Toxin Dental Therapies and Procedures（ボツリヌ
ス毒素歯科治療および歯科措置）」米国特許出願公開第2004/0115139号（2004年1月17日
）；Kei Roger Aokiら「Treatment of Neuromuscular Disorders and Conditions with D
ifferent Botulinum（異なるボツリヌス菌による神経筋障害および神経筋状態の処置）」
米国特許出願公開第2002/0010138号（2002年1月24日）；ならびにKei Roger Aokiら「Use
 of Botulinum Toxins for Treating Various Disorders and Conditions and Associate
d Pain（種々の障害および状態ならびに関連痛を処置するためのボツリヌス毒素の使用）
」米国特許出願公開第2004/0013692号（2004年1月22日）を参照されたい］。また、今後
、BoNT（例えばBoNT/A、BoNT/B、BoNT/C1、BoNT/D、BoNT/E、BoNT/FおよびBoNT/Gなど）
の使用は、ヒトの治療的処置においても、美容的処置においても、これらの毒素の性質か
ら利益を得ることができる広範な疾患および病気に、ますます拡大していくと予想される
。
【０００４】
　BoNT治療がより一層広範なヒトの苦悩の処置に多用されるようになれば、これらの毒素
の生産効率を増加させる必要が生じる。しかし、この増加し続ける、それらBoNT処置の需
要の要求を満たすことは、困難になるかもしれない。懸案の課題の一つは、異種生物を使
ってBoNTを発現させる、今までに記載された方法では、工業的な量で至適レベルのBoNTを
達成することができていないということである。この非効率は、将来の治療に予想される
BoNTの量が増加しつつあるという理由だけでなく、この非効率が総合的生産コストを高く
するという理由からも問題である。その上、外因性プロテアーゼによるインビトロ活性化
を必要とするBoNT（例えばBoNT/AおよびBoNT/G）の場合は、活性化措置に伴う毒素の損失
がさらに多量の出発物質を要求することになるので、この問題はさらに深刻になる。した
がって、今までに記載された方法を使って得られる低い収量は、これらBoNTの工業的生産
全体にとって重大な障害であり、それゆえに大きな課題である。というのも、科学用途、
治療用途および美容用途には、これらの毒素の活性型が必要とされるからである。
【発明を実施するための最良の形態】
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【０００５】
　本発明は、異種生物を使った活性クロストリジウム毒素の高レベルかつ高品質な工業的
生産の必要性を認識するものである。例えばBoNT/A、BoNT/B、BoNT/C、BoNT/D、BoNT/E、
BoNT/FおよびBoNT/GなどのBoNT、ならびにTeNTなどといった（ただしこれらに限定される
わけではない）、科学用途、治療用途および美容用途に有用な全てのクロストリジウム毒
素が想定される。クロストリジウム毒素の高レベル生産は、コードされている毒素の異種
細胞における発現を増加させてタンパク質収量を向上させる改変核酸分子を使うことによ
って達成される。本発明の諸側面において、クロストリジウム毒素をコードする核酸分子
は、1）当該分子を発現させるために選択した異種細胞内に見いだされるネイティブ核酸
分子のオープンリーディングフレーム中に典型的に存在するコドンを含有すること；2）
当該分子を発現させるために選択した異種細胞中に見いだされるネイティブ核酸分子のオ
ープンリーディングフレームの平均G+C含量とより良く一致するG+C含量を含有すること；
3）活性クロストリジウム毒素をコードするオープンリーディングフレーム内に見いださ
れるポリモノヌクレオチド領域を減らすこと；および/または4）活性クロストリジウム毒
素をコードするオープンリーディングフレーム内に見いだされる内部調節部位または内部
構造部位を排除すること、になるように設計された改変オープンリーディングフレームを
含む。具体的な異種細胞の選択には数多くの生産要素が影響を及ぼすので、本明細書に開
示する核酸分子は、例えば細菌株、酵母株、植物細胞および植物由来の細胞系、昆虫細胞
および昆虫由来の細胞系、ならびに哺乳動物細胞および哺乳動物由来の細胞系を含む（た
だしこれらに限定されるわけではない）広範な原核細胞および真核細胞に向けられる。本
発明の諸側面は、本明細書に開示する改変核酸分子を発現させるのに有用な発現コンスト
ラクトおよび細胞組成物にも対応する。また、本発明の諸側面は、ここに開示する核酸分
子を使ってクロストリジウム毒素を生産する方法も提供する。
【０００６】
　本発明の諸側面は、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オープンリー
ディングフレームを含む核酸分子を提供する。改変オープンリーディングフレームは、同
じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリーディングフレームと比較して、少なくとも
一つのヌクレオチド変化を含む。異種細胞における改変オープンリーディングフレームか
らの活性BoNT/A発現の増加は、同じタイプの異種細胞で同じ活性BoNT/Aをコードする無改
変オープンリーディングフレームからの発現レベルを比較することによって決定される。
改変オープンリーディングフレームおよび無改変オープンリーディングフレームを除けば
、それらオープンリーディングフレームを含む核酸分子は性質が類似しているか同一であ
ると想定される。ヌクレオチド変化は、オープンリーディングフレーム内の同義コドンを
、本明細書に開示する分子を発現させるために選択した異種細胞に見いだされる内在的コ
ドン使用頻度と合致するように変化させることができる。さらに、ヌクレオチド変化は、
オープンリーディングフレーム内のG+C含量を、異種細胞中に存在する内在性核酸分子に
見いだされるオープンリーディングフレームの平均G+C含量とより良く一致するように変
化させることもできる。ヌクレオチド変化は、ネイティブ核酸分子内に見いだされるポリ
モノヌクレオチド領域または内部調節部位もしくは内部構造部位を変化させることもでき
る。例えば、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞における発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む分子、コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞における
発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む分子、コードされている活性
BoNT/Aの昆虫細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む分
子、コードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞における発現を増加させる改変オープン
リーディングフレームを含む分子、およびコードされている活性BoNT/Aの無細胞抽出物発
現系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む分子などといっ
た（ただしこれらに限定されるわけではない）、広範囲にわたるさまざまな改変核酸分子
が想定される。
【０００７】
　本発明の別の側面は、異種細胞中でBoNT/Aを発現させるのに有用な発現ベクターに作動
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可能に連結された本明細書に開示する核酸分子を含む発現コンストラクトを提供する。例
えば、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む原核発現コンストラクト、コードされているBoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む酵母発現コンストラクト、コードされているBoNT/Aの発
現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む昆虫発現コンストラクト、コー
ドされているBoNT/Aの発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む哺乳動
物発現コンストラクト、およびコードされているBoNT/Aの発現を増加させる改変オープン
リーディングフレームを含む無細胞抽出物発現系のための発現コンストラクトなどといっ
た（ただしこれらに限定されるわけではない）、広範囲にわたるさまざまな発現ベクター
が想定される。
【０００８】
　本発明の諸側面は、さらに、本明細書に開示する発現コンストラクトを含む異種細胞を
提供する。細胞は、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オープンリーデ
ィングフレームを含む原核発現コンストラクトを含有する原核細胞、コードされている活
性BoNT/Aの発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む酵母発現コンスト
ラクトを含有する酵母細胞、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オープ
ンリーディングフレームを含む昆虫発現コンストラクトを含有する昆虫細胞、およびコー
ドされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む哺
乳動物発現コンストラクトを含有する哺乳動物細胞など（ただしこれらに限定されるわけ
ではない）を含むことができると想定される。
【０００９】
　本発明の別の側面は、活性BoNT/Aを生産する方法であって、異種細胞中で核酸分子から
活性BoNT/Aを発現させる段階を含み、核酸分子が活性BoNT/Aをコードする改変オープンリ
ーディングフレームを含む方法を提供する。これらの方法の諸側面では、本明細書に開示
する核酸分子、発現コンストラクトおよび細胞を使用する。無細胞発現系と、細胞に基づ
く発現系は、どちらも、本明細書に開示する活性BoNT/Aをこの方法で生産するために使用
することができると想定される。
【００１０】
　本発明の諸側面は、一つには、異種細胞中の活性BoNT/Aをコードする改変オープンリー
ディングフレームを含む核酸分子を提供する。本明細書で使用する「オープンリーディン
グフレーム」という用語は「ORF」と同義であり、潜在的にタンパク質またはタンパク質
の一部をコードすることができる任意のヌクレオチド配列を意味する。オープンリーディ
ングフレームは、通常、開始コドン（標準コードでは、例えば、RNA分子の場合はAUG、DN
A分子においてはATGとして表される）で始まり、フレームが停止コドン（標準コードでは
、例えば、RNA分子の場合はUAA、UGAまたはUAG、DNA分子においてはTAA、TGAまたはTAGと
して表される）で終わるまで、コドントリプレットとして読み取られる。本明細書におい
て「コドン」という用語は、タンパク質合成時に特定のアミノ酸を指定する核酸分子中の
3ヌクレオチドの配列を意味し、トリプレットまたはコドントリプレットとも呼ばれる。
例えば、標準遺伝コードの考えうる64コドンのうち、2つのコドンGAAおよびGAGはアミノ
酸グルタミンをコードするのに対して、コドンAAAおよびAAGはアミノ酸リジンを指定する
。標準遺伝コードでは、3つのコドンが、アミノ酸を指定しない停止コドンである。本明
細書で使用する「同義コドン」という用語は、単一のアミノ酸をコードする全てのコドン
を意味する。メチオニン（Met）およびトリプトファン（Trp）を除くアミノ酸は、2～6個
の同義コドンによってコードされる（例えば表1を参照されたい）。例えば、標準遺伝コ
ードの場合、アミノ酸アラニンをコードする四つの同義コドンはGCA、GCC、GCGおよびGCU
であり、グルタミンを指定する二つの同義コドンはGAAおよびGAGであり、リジンをコード
する二つの同義コドンはAAAおよびAAGである（限定でない他の例については表1を参照さ
れたい）。
【００１１】
　したがって、ある態様では、ネイティブのボツリヌス菌（Clostridia botulinum）コド
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ンのヌクレオチド配列を、本明細書に開示する核酸分子を発現させるために選択した異種
細胞によって用いられる同義コドンとより良く一致するように変えることによって、活性
BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを変化させる。BoNT/Aを発現させ
るボツリヌス菌（C. botulinum）株は、他の同義コドンと比較して、ある一つの同義コド
ンに、特異的な選好または偏倚を示し、このボツリヌス菌株特異的なコドン使用頻度と、
対応するイソアクセプターtRNAとの間には、直接的な相関関係がある。既知オープンリー
ディングフレームまたは予想オープンリーディングフレーム中に、生物特異的、細胞特異
的、または機能クラス特異的な形で、同義コドンが不均等に存在するのは、コドン偏倚ま
たはコドン選好と呼ばれる現象である。したがって、異種細胞は他の同義コドンと比較し
てある同義コドンへの偏倚を持つ、または異種細胞はある同義コドンを他の同義コドンよ
りも好むと言うことができる。また、最も豊富なイソアクセプターtRNAと一致する同義コ
ドンは生物間で異なることが多く、場合によっては、同じ生物の異なる組織タイプを構成
する細胞間、または同じ生物のタンパク質機能クラス間（例えば細菌の指数増殖期に発現
されるタンパク質と細菌の定常増殖期に発現されるタンパク質との対比）でも異なる。コ
ドン偏倚の相違がオープンリーディングフレームの全長にわたって存在することもありう
る。例えばオープンリーディングフレームの5'側の三分の一にあるコドンは、同じオープ
ンリーディングフレームの3'側の残り三分の二と比較して、異なるコドンを使用しうる。
例えば上述のように、GCA、GCC、GCGおよびGCUは、アラニン（Ala）をコードする四つの
同義コドンである。ボツリヌス菌中で最も豊富なAlaイソアクセプターはGCAコドンを認識
するが、細菌・大腸菌（Escherichia coli）はGCGを認識し、酵母ピキア・パストリス（P
ichia pastoris）はGCTを認識し、ほとんどの多細胞真核生物はGCCを認識するようである
（例えば表1を参照されたい）。したがって、BoNT/Aを発現させるボツリヌス菌で通常使
用される一定のコドンは、BoNT/Aの工業的発現でよく使用される異種細胞中には、まれに
しか存在しないかもしれない。これらの異種生物は、対応するイソアクセプターtRNAを、
高レベルなBoNT/A発現を支えるのに十分な濃度では産生しないので、最適なタンパク質収
量が達成されない。したがって、異種細胞が好む同義コドンの数を増加させるヌクレオチ
ド変化を含む改変オープンリーディングフレームは、コードされている活性BoNT/Aの発現
を、同じ活性BoNT/Aをコードする無改変オープンリーディングフレームと比較して増加さ
せるだろう。オープンリーディングフレームの同義コドンは、コドンの第3位にあるヌク
レオチドを異なるヌクレオチドで置換することにより、そのコドンがコードするアミノ酸
の同一性を保ったまま変化させることができる。限定でない一例として、トリペプチド・
NH2-リジン-チロシン-ロイシン-COOHをコードする5'-AAATACTTA-3'オープンリーディング
フレームは、5'-AAGTATCTG-3'に変化させてもなお、トリペプチド・NH2-リジン-チロシン
-ロイシン-COOHをコードすることができる。
【００１２】
　したがってこの態様の一側面では、少なくとも一つのヌクレオチド変化を核酸分子に加
えて、オープンリーディングフレーム中のコドンを同義コドンで置換することにより、コ
ードされている活性BoNT/Aの異種細胞における発現を増加させる。この態様のもう一つの
側面では、複数のヌクレオチド変化を核酸分子に加えて、オープンリーディングフレーム
中の複数のコドンを複数の同義コドンで置換することにより、コードされている活性BoNT
/Aの異種細胞における発現を増加させる。したがってこの態様の諸側面は、例えば少なく
とも10個の同義コドン、少なくとも25個の同義コドン、少なくとも50個の同義コドン、少
なくとも75個の同義コドン、少なくとも100個の同義コドン、少なくとも200個の同義コド
ン、少なくとも300個の同義コドン、少なくとも400個の同義コドン、少なくとも500個の
同義コドン、少なくとも600個の同義コドン、少なくとも700個の同義コドン、少なくとも
800個の同義コドン、少なくとも900個の同義コドン、少なくとも1000個の同義コドン、少
なくとも1100個の同義コドンまたは少なくとも1200個の同義コドンを変えるヌクレオチド
変化を含む改変オープンリーディングフレームを包含することができる。この態様の別の
側面では、改変オープンリーディングフレームが、例えば多くとも10個の同義コドン、多
くとも25個の同義コドン、多くとも50個の同義コドン、多くとも75個の同義コドン、多く
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とも100個の同義コドン、多くとも200個の同義コドン、多くとも300個の同義コドン、多
くとも400個の同義コドン、多くとも500個の同義コドン、多くとも600個の同義コドン、
多くとも700個の同義コドン、多くとも800個の同義コドン、多くとも900個の同義コドン
、多くとも1000個の同義コドン、多くとも1100個の同義コドンまたは多くとも1200個の同
義コドンを変えるヌクレオチド変化を含む。
【００１３】
　もう一つの態様では、ネイティブのボツリヌス菌G+C含量を、本明細書に開示する核酸
分子を発現させるために選択した異種細胞中に見いだされるG+C含量とより良く一致する
ように変えることによって、活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム
を変化させる。BoNT/Aをコードするオープンリーディングフレームを含むボツリヌス菌核
酸分子の平均グアニンおよびシトシン含量（G+C含量という）は約25％である。この非常
に低いG+C含量は、BoNT/Aの工業的発現でよく使用される異種細胞に見いだされるタンパ
ク質をコードする内在性核酸分子の約50％というG+C含量とは対照的である（例えば表2を
参照されたい）。既知オープンリーディングフレームまたは予想オープンリーディングフ
レーム中のG+C含量がこのように生物特異的な形で異なるのは、G+C含量偏倚またはG+C含
量選好と呼ばれる現象である。したがって、異種細胞は、異なるG+C含量レベルと比較し
て、ある一定のG+C含量レベルへの偏倚を持つ、または異種細胞は、異なるG+C含量と比較
して、ある一定のG+C含量レベルを好むということができる。BoNT/Aをコードするオープ
ンリーディングフレームの低いG+C含量は、逆に、アデニンおよびチミジン含量（A+T含量
）の高い領域をもたらす。高いA+T含量は異種細胞におけるタンパク質発現を妨害するよ
うである。なぜなら、これらの領域は、例えば、転写または翻訳発現を終結させうる調節
シグナルを模倣したり、転写または翻訳リードスルーを邪魔しうる二次構造を形成したり
、転写または翻訳スリップを促進しうる繰り返し配列を含んだりしうるからである。それ
ゆえに、オープンリーディングフレームの平均G+C含量は、異種細胞におけるBoN/Aの発現
レベルに影響を及ぼしうる。したがって、総G+C含量を異種細胞が好むレベルまで増加さ
せるようなヌクレオチド変化を含む改変オープンリーディングフレームは、同じ活性BoNT
/Aをコードする無改変オープンリーディングフレームと比較して、コードされている活性
BoNT/Aの発現を増加させるだろう。配列のG+C含量は、コドンの第3位にあるアデニンまた
はチミジンをグアニンまたはシトシンで置換することにより、そのコドンがコードするア
ミノ酸を同一に保ったまま変化させることができる。限定でない一例として、オープンリ
ーディングフレームとインフレームである5'-AAATATTTA-3'領域は、5'-AAGTACCTG-3'に変
化させてもなお、トリペプチド・NH2-リジン-チロシン-ロイシン-COOHをコードすること
ができるだろう。逆に、配列のG+C含量は、コドンの第3位にあるグアニンまたはシトシン
をアデニンまたはチミジンで置換することにより、そのコドンがコードするアミノ酸を同
一に保ったまま低下させることができる。限定でない一例として、NH2-リジン-チロシン-
ロイシン-COOHをコードする5'-AAGTACCTG-3'オープンリーディングフレームは、5'-AAATA
TTTA-3'に変化させてもなお、トリペプチド・NH2-リジン-チロシン-ロイシン-COOHをコー
ドすることができる。
【００１４】
　したがってこの態様の一側面では、オープンリーディングフレームのG+C含量を変える
ような少なくとも一つのヌクレオチド変化を核酸分子に加えることにより、コードされて
いる活性BoNT/Aの異種細胞における発現を増加させる。この態様のもう一つの側面では、
オープンリーディングフレームのG+C含量を変えるような複数のヌクレオチド置換を核酸
分子に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの異種細胞における発現を増加さ
せる。したがってこの態様の諸側面は、総G+C含量レベルを、例えば少なくとも30％の総G
+C含量、少なくとも40％の総G+C含量、少なくとも50％の総G+C含量、少なくとも60％の総
G+C含量または少なくとも70％の総G+C含量に増加させるようなヌクレオチド変化を含む改
変オープンリーディングフレームを包含することができる。さらにまた、そのようなオー
プンリーディングフレームは、任意の50連続ヌクレオチドの総G+C含量を、例えば少なく
とも30％総G+C含量、少なくとも40％総G+C含量、少なくとも50％総G+C含量、少なくとも6
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0％総G+C含量または少なくとも70％総G+C含量だけ変えることも包含することができる。
別の側面において、改変オープンリーディングフレームは、任意の75連続ヌクレオチドの
総G+C含量を、例えば少なくとも30％総G+C含量、少なくとも40％総G+C含量、少なくとも5
0％総G+C含量、少なくとも60％総G+C含量または少なくとも70％総G+C含量だけ変えること
を包含することができる。さらに別の側面において、改変オープンリーディングフレーム
は、任意の100連続ヌクレオチドの総G+C含量を、例えば少なくとも30％総G+C含量、少な
くとも40％総G+C含量、少なくとも50％総G+C含量、少なくとも60％総G+C含量または少な
くとも70％総G+C含量だけ変えることを包含することができる。
【００１５】
　この態様の別の側面は、総G+C含量レベルを、例えば多くとも30％の総G+C含量、多くと
も40％の総G+C含量、多くとも50％の総G+C含量、多くとも60％の総G+C含量または多くと
も70％の総G+C含量に増加させるようなヌクレオチド変化を含む改変オープンリーディン
グフレームを包含する。さらにまた、そのようなオープンリーディングフレームは、任意
の50連続ヌクレオチドの総G+C含量を、例えば多くとも30％総G+C含量、多くとも40％総G+
C含量、多くとも50％総G+C含量、多くとも60％総G+C含量または多くとも70％総G+C含量だ
け変えることも包含することができる。別の側面において、改変オープンリーディングフ
レームは、任意の75連続ヌクレオチドの総G+C含量を、例えば多くとも30％総G+C含量、多
くとも40％総G+C含量、多くとも50％総G+C含量、多くとも60％総G+C含量または多くとも7
0％総G+C含量だけ変えることを包含することができる。さらに別の側面において、改変オ
ープンリーディングフレームは、任意の100連続ヌクレオチドの総G+C含量を、例えば多く
とも30％総G+C含量、多くとも40％総G+C含量、多くとも50％総G+C含量、多くとも60％総G
+C含量または多くとも70％総G+C含量だけ変えることを包含することができる。
【００１６】
　もう一つの態様では、ポリモノヌクレオチド領域を変えることによって、活性BoNT/Aを
コードする改変オープンリーディングフレームを変化させる。ポリモノヌクレオチド領域
（すなわち、ポリアデニン，ポリA；ポリチミジン，ポリT；ポリグアニン，ポリG；およ
びポリシトシン，ポリC）は、タンパク質合成にとって有害な場合があり、これらの領域
が5個以上のヌクレオチドから構成される場合は特にそうである。これらの領域は、例え
ば1）翻訳ストール（これは、タンパク質合成の速度を低下させると共に、合成される不
完全な/部分的なペプチドの数を増加させる）の一因になったり、2）翻訳スキップ（この
場合は、翻訳装置がオープンリーディングフレームと正しく整列していない状態になるこ
とにより、例えばフレームシフトのせいで切断されていたり異なるアミノ酸配列を含有し
たりする異常タンパク質が産生される）に関与したりすることがある。ポリモノヌクレオ
チド領域は、そのポリモノヌクレオチド領域に含まれていて、その領域の途中に存在する
コドンの第3位にあるヌクレオチドを、それとは異なるヌクレオチドで置換することによ
り、そのコドンがコードするアミノ酸を同一に維持したまま変化させることができる。限
定でない一例として、トリペプチド・NH2-リジン-リジン-リジン-COOHをコードする9個の
アデノシンを含有するポリA領域（すなわち5'-AAAAAAAAA-3'）は、その配列を5'-AAGAAGA
AG-3'に変化させることによって排除することができ、それでもなお、トリペプチド・NH2
-リジン-リジン-リジン-COOHをコードすることができる。
【００１７】
　したがってこの態様の一側面として、オープンリーディングフレーム中に見いだされる
ポリモノヌクレオチド領域を変えるような少なくとも一つのヌクレオチド変化を核酸分子
に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させることができる。こ
の態様のもう一つの側面では、オープンリーディングフレーム中の複数のポリモノヌクレ
オチド領域を変えるような複数のヌクレオチド変化を核酸分子に加えることにより、コー
ドされているBoNT/Aの発現を増加させる。この態様の諸側面において、オープンリーディ
ングフレームは、例えば少なくとも一つのヌクレオチド変化、少なくとも二つのヌクレオ
チド変化、少なくとも三つのヌクレオチド変化、少なくとも四つのヌクレオチド変化、少
なくとも五つのヌクレオチド変化、少なくとも10個のヌクレオチド変化、少なくとも20個



(24) JP 2008-508886 A 2008.3.27

10

20

30

40

50

のヌクレオチド、または少なくとも30個のヌクレオチド変化を含むことができる。この態
様の別の側面において、オープンリーディングフレームは、例えば多くとも一つのヌクレ
オチド変化、多くとも二つのヌクレオチド変化、多くとも三つのヌクレオチド変化、多く
とも四つのヌクレオチド変化、多くとも五つのヌクレオチド変化、多くとも10個のヌクレ
オチド変化、多くとも20個のヌクレオチド変化、または多くとも30個のヌクレオチド変化
を含むことができる。
【００１８】
　もう一つの態様では、内部調節部位または内部構造部位が変わるようにヌクレオチド配
列を変えることによって、改変オープンリーディングフレームを変化させる。内部調節部
位または内部構造部位には、内部翻訳開始部位または潜在性翻訳開始部位、RNアーゼ切断
部位、フレーム外（out-of-frame）停止コドン、メチル化部位およびヘアピンループ構造
などがあるが、これらに限定されるわけではない。内部翻訳開始部位は、翻訳装置を正し
くない開始部位に誤って導くことにより、合成される不完全な/部分的なまたは異常なタ
ンパク質の数を増加させることができる。オープンリーディングの第2読み枠および第3読
み枠にフレーム外停止コドンが存在すると、翻訳効率が増加し、したがってタンパク質収
量が増加しうる。例えば翻訳装置が、所望のタンパク質をコードしない読み枠にシフトす
ると、時間、資源およびエネルギーが欠損タンパク質の翻訳に浪費される。フレーム外停
止コドンの存在は、これら異常ペプチドの翻訳に費やされる細胞の労力を減少させる。RN
アーゼは、RNA分子を切断することにより、関心対象のタンパク質をコードする転写物を
破壊し、収量を低下させる酵素である。ヘアピンループ構造は、翻訳装置を物理的に遮断
または妨害することにより、タンパク質合成を妨げたり、合成される不完全な/部分的な
または異常なペプチドの数を増加させたりすることができる。内部調節部位または内部構
造部位は、コンセンサス配列に含まれるヌクレオチドを、それとは異なるヌクレオチドで
置換して、コンセンサス配列に対するヌクレオチド一致度を変えることにより、インフレ
ームの読み枠に存在するコドンがコードするアミノ酸を同一に維持したまま変化させるこ
とができる。
【００１９】
　この態様の一側面では、内部翻訳開始部位が変わるようにヌクレオチド配列を変えるこ
とによって、改変オープンリーディングフレームを変化させる。内部翻訳開始部位は、コ
ンセンサス配列に含まれているヌクレオチドであってコドンの第3位にあるものを、それ
とは異なるヌクレオチドで置換して、コンセンサス配列に対するヌクレオチド一致度を低
下させることにより、そのコドンがコードするアミノ酸を同一に維持したまま変化させる
ことができる。限定でない一例として、昆虫・キイロショウジョウバエ（Drosophila mel
anogaster）における典型的翻訳開始部位は5'-ACAACCAAAATG-3'であり、オープンリーデ
ィングフレーム内に存在する場合、これは、ペプチド・NH2-スレオニン-スレオニン-リジ
ン-メチオニン-COOHをコードするだろう。この翻訳開始部位は、この配列を5'-ACGACTAAG
ATG-3'に変化させることによって排除することができ、それでもなお、ペプチド・NH2-ス
レオニン-スレオニン-リジン-メチオニン-COOHをコードすることができる。この態様のも
う一つの側面として、少なくとも一つのヌクレオチド変化を核酸分子加えて、オープンリ
ーディングフレーム内に見いだされる内部翻訳開始部位のコンセンサス配列を変えること
により、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させることができる。この態様のもう
一つの側面では、複数のヌクレオチド変化を核酸分子に加えて、オープンリーディングフ
レームの一つ以上の内部翻訳開始部位を変えることにより、コードされているBoNT/Aの発
現を増加させる。したがってこの態様の諸側面において、オープンリーディングフレーム
は、例えば、少なくとも一つのヌクレオチド変化、少なくとも二つのヌクレオチド変化、
少なくとも三つのヌクレオチド変化、少なくとも四つのヌクレオチド変化、少なくとも五
つのヌクレオチド変化または少なくとも10個のヌクレオチド変化を含むことができる。こ
の態様の別の側面において、オープンリーディングフレームは、例えば、多くとも一つの
ヌクレオチド変化、多くとも二つのヌクレオチド変化、多くとも三つのヌクレオチド変化
、多くとも四つのヌクレオチド変化、多くとも五つのヌクレオチド変化、または多くとも
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10個のヌクレオチド変化を含むことができる。
【００２０】
　この態様のもう一つの側面では、RNアーゼ切断部位が変わるようにヌクレオチド配列を
変えることにより、改変オープンリーディングフレームを変化させる。RNアーゼ切断部位
は、コンセンサス配列に含まれているヌクレオチドであってコドンの第3位にあるものを
、それとは異なるヌクレオチドで置換して、コンセンサス配列に対するヌクレオチド一致
度を低下させることにより、そのコドンがコードするアミノ酸を同一に維持したまま変化
させることができる。限定でない一例として、典型的なRNアーゼE切断部位は5'-GGTAATTG
C-3'であり、オープンリーディングフレーム内に存在する場合、これは、ペプチド・NH2-
グリシン-イソロイシン-システイン-COOHをコードする。このRNアーゼ切断部位は、この
配列を5'-GGCAACTGC-3'に変化させることによって排除することができ、それでもなお、
ペプチド・NH2-スレオニン-スレオニン-リジン-メチオニン-COOHをコードすることができ
る。この態様のもう一つの側面として、少なくとも一つのヌクレオチド変化を核酸分子に
加えて、オープンリーディングフレーム中に見いだされるRNアーゼ切断部位のコンセンサ
ス配列を変えることにより、コードされているBoNT/Aの発現を増加させることができる。
この態様のもう一つの側面では、複数のヌクレオチド変化を核酸分子に加えて、オープン
リーディングフレームの一つ以上のRNアーゼ切断部位を変えることにより、コードされて
いる活性BoNT/Aの発現を増加させる。したがってこの態様の諸側面において、オープンリ
ーディングフレームは、例えば、少なくとも一つのヌクレオチド変化、少なくとも二つの
ヌクレオチド変化、少なくとも三つのヌクレオチド変化、少なくとも四つのヌクレオチド
変化、少なくとも五つのヌクレオチド変化または少なくとも10個のヌクレオチド変化を含
むことができる。この態様の別の側面において、オープンリーディングフレームは、例え
ば、多くとも一つのヌクレオチド変化、多くとも二つのヌクレオチド変化、多くとも三つ
のヌクレオチド変化、多くとも四つのヌクレオチド変化、多くとも五つのヌクレオチド変
化、または多くとも10個のヌクレオチド変化を含むことができる。ポリモノヌクレオチド
領域は、そのポリモノヌクレオチド領域に含まれているヌクレオチドであって、その領域
の途中に存在するコドンの第3位にあるものを、それとは異なるヌクレオチドで置換する
ことにより、そのコドンがコードするアミノ酸を同一に維持したまま変化させることがで
きる。
【００２１】
　この態様のもう一つの側面では、フレーム外の読み枠に停止コドンが付加されるように
ヌクレオチド配列を変えることによって、改変オープンリーディングフレームを変化させ
る。フレーム外の読み枠にある停止コドンは、コドンの第3位に含まれるヌクオチドを、
それとは異なるヌクレオチドで置換し、その結果として、フレーム外のコドンに停止コド
ンを作り出すことにより、インフレームのコドンがコードするアミノ酸を同一に維持した
まま、付加することができる。限定でない一例として、5'-GGCAACTGC-3'というヌクレオ
チド配列を持つインフレームのオープンリーディングフレームは、ペプチド・NH2-グリシ
ン-イソロイシン-システイン-COOHをコードする。フレーム外の停止コドンは、この配列
を5'-GGTAACTGC-3'（下線部の配列）に変化させることによって付加することができ、そ
れでもなおペプチド・NH2-グリシン-イソロイシン-システイン-COOHをコードすることが
できる。この態様のもう一つの側面として、少なくとも一つのヌクレオチド変化を核酸分
子に加えて、フレーム外の読み枠に停止コドンを付加することにより、コードされている
活性BoNT/Aの発現を増加させることができる。この態様のもう一つの側面では、複数のヌ
クレオチド変化を核酸分子に加えて、フレーム外の読み枠に一つ以上の停止コドンを付加
することにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる。したがってこの態様
の諸側面において、フレーム外の読み枠は、例えば少なくとも一つのヌクレオチド変化、
少なくとも二つのヌクレオチド変化、少なくとも三つのヌクレオチド変化、少なくとも四
つのヌクレオチド変化、少なくとも五つのヌクレオチド変化、少なくとも10個のヌクレオ
チド変化、少なくとも20個のヌクレオチド変化、または少なくとも30個のヌクレオチド変
化を含むことができる。この態様の別の側面において、フレーム外の読み枠は、例えば多
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くとも一つのヌクレオチド変化、多くとも二つのヌクレオチド変化、多くとも三つのヌク
レオチド変化、多くとも四つのヌクレオチド変化、多くとも五つのヌクレオチド変化、多
くとも10個のヌクレオチド変化、多くとも20個のヌクレオチド変化、または多くとも30個
のヌクレオチド変化を含むことができる。
【００２２】
　この態様のもう一つの側面では、ヘアピンループ構造が変わるようにヌクレオチド配列
を変えることによって、改変オープンリーディングフレームを変化させる。ヘアピンルー
プ構造は、コンセンサス配列に含まれているヌクレオチドであってコドンの第3位にある
ものを、それとは異なるヌクレオチドで置換して、コンセンサス配列に対するヌクレオチ
ド一致度を低下させることにより、そのコドンがコードするアミノ酸を同一に維持したま
ま変化させることができる。限定でない一例として、ヘアピンループ構造5'-GCTTGGCCAAG
C-3'がオープンリーディングフレーム内に存在し、ペプチド・NH2-アラニン-トリプトフ
ァン-プロリン-セリン-COOHをコードする。このヘアピンループ構造は、この配列を5'-GC
ATGGCCTAGC-3'に変化させることによって除去することができ、それでもなお、ペプチド
・NH2-アラニン-トリプトファン-プロリン-セリン-COOHをコードすることができる。この
態様のもう一つの側面として、少なくとも一つのヌクレオチド変化を核酸分子に加えて、
オープンリーディングフレーム中に見いだされるヘアピンループ構造のコンセンサス配列
を変えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させることができる。こ
の態様のもう一つの側面では、複数のヌクレオチド変化を核酸分子に加えて、オープンリ
ーディングフレーム中に見いだされるヘアピンループ構造のコンセンサス配列を変えるこ
とにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる。したがってこの態様の諸側
面において、オープンリーディングフレームは、例えば、少なくとも一つのヌクレオチド
変化、少なくとも二つのヌクレオチド変化、少なくとも三つのヌクレオチド変化、少なく
とも四つのヌクレオチド変化、少なくとも五つのヌクレオチド変化、少なくとも10個のヌ
クレオチド変化、少なくとも20個のヌクレオチド変化、または少なくとも30個のヌクレオ
チド変化を含むことができる。この態様の別の側面において、オープンリーディングフレ
ームは、例えば、多くとも一つのヌクレオチド変化、多くとも二つのヌクレオチド変化、
多くとも三つのヌクレオチド変化、多くとも四つのヌクレオチド変化、多くとも五つのヌ
クレオチド変化、多くとも10個のヌクレオチド変化、多くとも20個のヌクレオチド変化、
または多くとも30個のヌクレオチド変化を含むことができる。
【００２３】
　さらにもう一つの態様では、改変オープンリーディングフレームを配列番号2のオープ
ンリーディングフレームとの比較で変化させて、同義コドン、G+C含量、ポリモノヌクレ
オチド領域および内部調節部位もしくは内部構造部位またはそれらの任意の組み合わせを
変えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる。
【００２４】
　この態様の一側面では、オープンリーディング中のコドンを同義コドンで置き換えると
共にオープンリーディングフレームのG+C含量を変えるような、少なくとも一つのヌクレ
オチド変化を核酸分子に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加さ
せる。この態様のもう一つの側面では、オープンリーディングフレーム中の複数のコドン
を複数の同義コドンで置き換えると共にオープンリーディングフレームのG+C含量を変え
るような、複数のヌクレオチド変化を核酸に加えることにより、コードされている活性Bo
NT/Aの発現を増加させる。この態様のもう一つの側面では、オープンリーディングフレー
ム中のコドンを同義コドンで置き換えると共にオープンリーデングフレーム中に見いださ
れるポリモノヌクレオチド領域を変えるような、少なくとも一つのヌクレオチド変化を核
酸に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる。この態様のも
う一つの側面では、オープンリーディングフレーム中の複数のコドンを複数の同義コドン
で置き換えると共にオープンリーデングフレーム中に見いだされる複数のポリモノヌクレ
オチド領域を変えるような、複数のヌクレオチド変化を核酸に加えることにより、コード
されている活性BoNT/Aの発現を増加させる。この態様のさらにもう一つの側面では、オー
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プンリーディングフレーム中のコドンを同義コドンで置き換えると共にオープンリーデン
グフレーム中に見いだされる内部調節部位または内部構造部位を変えるような、少なくと
も一つのヌクレオチド変化を核酸に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発
現を増加させる。この態様のもう一つの側面では、オープンリーディングフレーム中の複
数のコドンを複数の同義コドンで置き換えると共にオープンリーデングフレーム中に見い
だされる複数の内部調節部位または内部構造部位を変えるような、複数のヌクレオチド変
化を核酸に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる。
【００２５】
　この態様のさらにもう一つの側面では、オープンリーディングフレーム中のコドンを同
義コドンで置き換え、オープンリーディングフレームのG+C含量を変え、そしてポリモノ
ヌクレオチド領域を変えるような、少なくとも一つのヌクレオチド変化を核酸分子に加え
ることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる。この態様のもう一つの
側面では、オープンリーディングフレーム中の複数のコドンを複数の同義コドンで置き換
え、オープンリーディングフレームのG+C含量を変え、そして複数のポリモノヌクレオチ
ド領域を変えるような、複数のヌクレオチド変化を核酸分子に加えることにより、コード
されている活性BoNT/Aの発現を増加させる。この態様のさらにもう一つの側面では、オー
プンリーディングフレーム中のコドンを同義コドンで置き換え、オープンリーディングフ
レームのG+C含量を変え、そして内部調節部位または内部構造部位を変えるような、少な
くとも一つのヌクレオチド変化を核酸分子に加えることにより、コードされている活性Bo
NT/Aの発現を増加させる。この態様のもう一つの側面では、オープンリーディングフレー
ム中の複数のコドンを複数の同義コドンで置き換え、オープンリーディングフレームのG+
C含量を変え、そして複数の内部調節部位または内部構造部位を変えるような、複数のヌ
クレオチド変化を核酸分子に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増
加させる。
【００２６】
　この態様の一側面では、オープンリーディングフレーム中のコドンを同義コドンで置き
換え、オープンリーディングフレームのG+C含量を変え、ポリモノヌクレオチド領域を変
え、そして内部調節部位または内部構造部位を変えるような、少なくとも一つのヌクレオ
チドを核酸に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる。この
態様のもう一つの側面では、オープンリーディングフレーム中の複数のコドンを複数の同
義コドンで置き換え、オープンリーディングフレームのG+C含量を変え、複数のポリモノ
ヌクレオチド領域を変え、そして複数の内部調節部位または内部構造部位を変えるような
、複数のヌクレオチドを核酸に加えることにより、コードされている活性BoNT/Aの発現を
増加させる。
【００２７】
　本明細書に開示する核酸分子の限定でない例として、配列番号3～配列番号99、配列番
号110、配列番号112および配列番号122～配列番号125を含む核酸配列分子が挙げられる。
【００２８】
　任意のさまざまな追加ヌクレオチド改変を行なって、核酸分子およびそのような分子が
コードする活性BoNT/Aの製造および使用を支援することができると想定される。一態様と
して、本明細書に開示する核酸分子は、制限エンドヌクレアーゼ結合部位を含む少なくと
も一つのヌクレオチド配列領域が付加されるように改変することができる。この態様のも
う一つの側面として、本明細書に開示する分子は、複数の制限エンドヌクレアーゼ結合部
位を含むことができる。したがってこの態様の諸側面は、一つ以上の制限エンドヌクレア
ーゼ結合部位、二つ以上の制限エンドヌクレアーゼ部位、三つ以上の制限エンドヌクレア
ーゼ部位、四つ以上の制限エンドヌクレアーゼ部位、または五つ以上の制限エンドヌクレ
アーゼ部位を含む核酸領域を持つ核酸分子を包含することができる。制限エンドヌクレア
ーゼ結合部位を含む核酸領域の場所は、分子の5'末端でも、分子の3'末端でも、分子内で
も、またはそれらの任意の組み合わせでもよいと想定される。この態様のもう一つの側面
では、制限エンドヌクレアーゼ部位を含む領域が、核酸分子に含まれるオープンリーディ
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ングフレームの5'末端と3'末端の両方に付加される。この態様のもう一つの側面では、制
限エンドヌクレアーゼ部位が、配列番号1のBoNT/Aをコードするオープンリーディングフ
レームの各末端に隣接して位置する。広範囲にわたるさまざまな制限エンドヌクレアーゼ
結合部位はどれでも、本明細書に開示する核酸分子と共に使用することができると想定さ
れる。制限エンドヌクレアーゼ結合部位の選択、作製および使用は、本明細書の教示内容
からして当業者には十分に可能な日常的な作業である。
【００２９】
　もう一つの態様として、本明細書に開示する核酸分子は、オープンリーディングフレー
ム内から制限エンドヌクレアーゼ結合部位を排除するような、少なくとも一つのヌクレオ
チド変化を含むことができる。この態様のもう一つの側面として、本明細書に開示する分
子は、オープンリーディングフレーム内から制限エンドヌクレアーゼ結合部位を排除する
ような、複数のヌクレオチド置換を含むことができる。したがってこの態様の諸側面は、
オープンリーディングフレーム内に見いだされる制限エンドヌクレアーゼ結合部位の認識
配列を、一つ以上のヌクレオチド、二つ以上のヌクレオチド、三つ以上のヌクレオチド、
または四つ以上のヌクレオチドによって変化させる核酸分子を包含することができる。制
限エンドヌクレアーゼ結合部位は、その酵素のパリンドローム認識配列に含まれているヌ
クレオチドであって、その部位の途中に存在するコドンの第3位にあるものを、それとは
異なるヌクレオチドで置換することにより、そのコドンがコードするアミノ酸配列を同一
に維持したまま変えることができる。限定でない一例として、オープンリーディングフレ
ーム中に見いだされ、ジペプチド・NH2-グルタミン酸-フェニルアラニン-COOHをコードす
る、5'-GAATTC-3'というEcoRI認識部位は、そのEcoRI認識部位を排除するために5'-GAGTT
C-3'に変化させることができ、それでもなお、ジペプチドジペプチド・NH2-グルタミン酸
-フェニルアラニン-COOHをコードすることができる。この態様のさらにもう一つの側面と
して、本明細書に開示する核酸分子は、オープンリーディングフレームからの少なくとも
一つの制限エンドヌクレアーゼ部位の排除を含むことができる。この態様のさらにもう一
つの側面として、本明細書に開示する分子は、オープンリーディングフレームからの複数
の制限エンドヌクレアーゼ結合部位の排除を含むことができる。したがってこの態様の諸
側面は、オープンリーディングフレームから一つ以上の制限エンドヌクレアーゼ結合部位
、オープンリーディングフレームから二つ以上の制限エンドヌクレアーゼ結合部位、オー
プンリーディングフレームから三つ以上の制限エンドヌクレアーゼ結合部位、またはオー
プンリーディングフレームから四つ以上の制限エンドヌクレアーゼ結合部位を排除するこ
とができる。
【００３０】
　さらにもう一つの態様として、本明細書に開示する核酸分子は、結合ペプチドをコード
する少なくとも一つの核酸領域を含むことができる。そのような結合ペプチドは、融合タ
ンパク質として、BoNT/Aをコードするオープンリーディングフレームにインフレームで作
動可能に連結される。この態様のもう一つの側面として、本明細書に開示する核酸分子は
、複数の作動可能に連結された結合ペプチドをコードする複数の核酸領域を含むことがで
きる。したがってこの態様の諸側面は、一つ以上の作動可能に連結された結合ペプチド、
二つ以上の作動可能に連結された結合ペプチド、三つ以上の作動可能に連結された結合ペ
プチド、四つ以上の作動可能に連結された結合ペプチド、または五つ以上の作動可能に連
結されたペプチドをコードする核酸領域を含む核酸分子を包含することができる。この態
様のもう一つの側面として、複数の結合ペプチドを含む核酸領域は、同じ結合ペプチドの
複数コピーをコードするか、異なる結合ペプチドをコードするか、またはそれらの任意の
組み合わせをコードすることができる。結合ペプチドをコードする核酸領域の場所は、例
えばBoNT/Aのアミノ酸末端の前、BoNT/A内、またはBoNT/Aおよび結合ペプチドのカルボキ
シル末端の後など（ただしこれらに限定されるわけではない）、さまざまな位置にあるこ
とができる。本明細書に開示する核酸領域によってコードされうる結合ペプチドの例には
、エピトープ結合ペプチド、例えばFLAG、Express（商標）、ヒトインフルエンザウイル
スヘマグルチニン（HA）、ヒトp62c-Mycタンパク質（c-MYC）、水疱性口内炎ウイルス糖
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タンパク質（VSV-G）、単純ヘルペスウイルス（HSV）の糖タンパク質D前駆体、V5、およ
びAU1；アフィニティ結合ペプチド、例えばポリヒスチジン（HIS）、ストレプトアビジン
結合ペプチド（strep）、およびビオチン；ならびにペプチド結合ドメイン、例えばグル
タチオン-S-トランスフェラーゼのグルタチオン結合ドメイン、カルモジュリン結合タン
パク質のカルモジュリン結合ドメイン、S-ペプチド結合ドメインおよびマルトース結合タ
ンパク質のマルトース結合ドメインなどがあるが、これらに限定されるわけではない。適
当な結合ペプチドを選択し、作製し、使用するための具体的プロトコールの限定でない例
は、「MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL」（Joseph SambrookおよびDavid W.Russ
ell編，Cold Spring Harbor Laboratory Press，第3版，2001）、「ANTIBODIES: A LABOR
ATORY MANUAL」（Edward HarlowおよびDavid Lane編，Cold Spring Harbor Laboratory P
ress，第2版，1998）、および「USING ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL: PORTABLE PRO
TOCOL No.I」（Edward HarlowおよびDavid Lane，Cold Spring Harbor Laboratory Press
，1998）などに記載されており、これらは参照により本明細書に組み入れられる。また、
結合ペプチドならびに詳細に特徴づけられた試薬類、条件およびプロトコールの限定でな
い例は、BD Biosciences-Clontech（カリフォルニア州パロアルト）、BD Biosciences Ph
armingen（カリフォルニア州サンディエゴ）、Invitrogen,Inc（カリフォルニア州カール
ズバッド）、QIAGEN Inc.（カリフォルニア州バレンシア）、およびStratagene（カリフ
ォルニア州ラホーヤ）などの供給業者（ただしこれらに限定されるわけではない）から、
容易に入手することができる。これらのプロトコールは、本明細書の教示内容からして当
業者には十分に可能な日常的作業である。
【００３１】
　もう一つの態様として、本明細書に開示する核酸分子は、プロテアーゼ切断部位をコー
ドする少なくとも一つの核酸領域を含むことができる。そのようなプロテアーゼ切断部位
は、融合タンパク質として、活性BoNT/Aおよび結合ペプチドをコードするオープンリーデ
ィングフレームにインフレームで作動可能に連結される。この態様のもう一つの態様とし
て、本明細書に開示する分子は、複数のプロテアーゼ切断部位をコードする複数の核酸領
域を含むことができる。さらに、二つ以上の核酸領域を含有する分子の場合、これらの領
域は同じプロテアーゼ切断部位をコードしてもよいし、異なるプロテアーゼ切断部位をコ
ードしてもよいと想定される。切断部位をコードする核酸領域の場所は、例えば、結合ペ
プチドと活性BoNT/Aのアミノ酸末端との間、または活性BoNT/Aのカルボキシ末端と結合ペ
プチド要素との間など（ただしこれらに限定されるわけでない）、さまざまな位置にある
ことができる。本明細書に開示する核酸領域によってコードされうるプロテアーゼ切断部
位の例には、エンテロキナーゼ切断部位、トロンビン切断部位、第Xa因子切断部位、ヒト
ライノウイルス3Cプロテアーゼ切断部位、タバコエッチウイルス（TEV）プロテアーゼ切
断部位、ジペプチジルアミノペプチダーゼ切断部位および低分子ユビキチン様修飾因子（
small ubiquitin-like modifier：SUMO）/ユビキチン様タンパク質1（ULP-1）プロテアー
ゼ切断部位などがあるが、これらに限定されるわけではない。プロテアーゼ切断部位なら
びに詳細に特徴づけられた試薬類、条件およびプロトコールの限定でない例は、BD Biosc
iences-Clontech（カリフォルニア州パロアルト）、BD Biosciences Pharmingen（カリフ
ォルニア州サンディエゴ）、Invitrogen,Inc（カリフォルニア州カールズバッド）、QIAG
EN Inc.（カリフォルニア州バレンシア）、およびStratagene（カリフォルニア州ラホー
ヤ）などの供給業者（ただしこれらに限定されるわけではない）から、容易に入手するこ
とができる。適当なプロテアーゼ切断部位の選択、作製および使用は、本明細書の教示内
容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【００３２】
　活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを作製するために変
化させるべき適当なヌクレオチドを同定するには、さまざまな手段をどれでも使用するこ
とができると想定される。適当なヌクレオチド変化は、公表されたコドン使用頻度表（例
えば「Codon Usage Database」前掲 (2004)を参照されたい）または当業者が開発したコ
ドン使用頻度表を使って、手作業で同定することができる。また、ヌクレオチド変化の選
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択を支援するように設計されたコンピュータプログラム。そのようなソフトウェアの限定
でない例には、eCodonOpt［Gregory L.MooreおよびCostas D.Maranas「eCodonOpt: A Sys
tematic Computational Framework for Optimizing Codon Usage in Directed Evolution
 Experiments（eCodonOpt：定方向進化実験においてコドン使用頻度を最適化するための
体系化された計算フレームワーク）」30(11) Nucleic Acids Res. 2407-2416 (2002)］；
DNA Works［例えばDavid M.HooverおよびJacek Lubkowski「DNAWorks: An Automated Met
hod for Designing Oligonucleotides for PCR-Based Gene Synthesis（DNAWorks：PCRに
基づく遺伝子合成のためのオリゴヌクレオチドを設計する自動化された方法）」30(10) N
ucleic Acids Res. e43 (2002)を参照されたい］；DNA2.0［例えばClaes Gustafssonら「
Codon Bias and Heterologous Protein Expression（コドン偏倚および異種タンパク質発
現）」22(7) Trends Biotechnol. 346-353 (2004)を参照されたい］；GeMS［例えばSarah
 J.Kodumalら「Total Synthesis of Long DNA Sequences: Synthesis of a Contiguous 3
2-Kb Polyketide Synthase Gene Cluster（長いDNA配列の全合成：連続した32Kbポリケチ
ドシンターゼ遺伝子クラスター）」101 (44) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 15573-155
78 (2004)を参照されたい］；CAD PAM［例えばLance StewartおよびAlex B.Burgin, 前掲
, 2005を参照されたい］；およびGene Composer［例えばLance StewartおよびAlex B. Bu
rgin, 前掲, 2005を参照されたい］などがある。また、コドン偏倚を同定するのに有用な
公けに利用できるインターネットサイト、例えばgcua.schoedl.deのGraphical Codon Use
r Analyzer［例えばMarkus Fuhrmannら「Monitoring Dynamic Expression of Nuclear Ge
nes in Chlamydomonas Reinhardtii by Using a Synthetic Luciferase Reporter Gene（
合成ルシフェラーゼレポーター遺伝子を使ってコナミドリムシにおける核遺伝子の動的発
現を監視する）」55(6) Plant Mol. Biol. 869-881 (2004)を参照されたい］およびURLア
ドレスvectorcore.pitt.edu/upgene/upgene.htmlのUpGene［例えばWentao Gaoら「UpGene
: Application of a Web-based DNA Codon Optimization Algorithm（UpGene：ウェブベ
ースのDNAコドン最適化アルゴリズムの応用）」20 BIOTECHNOL. PROG. 443-448, (2004)
を参照されたい］なども、利用することができる。もう一つの選択肢として、Aptagen,In
c.（バージニア州ハーンドン）；BlueHeron（登録商標）Biotechnology（ワシントン州ボ
セル）；deCODE Biostructures,Inc.（ワシントン州ベインブリッジアイランド）；DNA2.
0（カリフォルニア州メンローパーク）；Entelechon,GmbH.（ドイツ・レーゲンスブルク
）；Genscript Corp.（ニュージャージー州ピスカタウェイ）；Modular Genetics,Inc.（
マサチューセッツ州ウォーバーン）；およびQIAGEN,Inc.（カリフォルニア州バレンシア
）などのさまざまな供給業者（ただしこれらに限定されるわけではない）が、ヌクレオチ
ド最適化サービスを提供している。本明細書に開示する改変オープンリーディングフレー
ム中に加えるべき適当なヌクレオチド変化の同定は、本明細書の教示内容からして当業者
には十分に可能な日常的作業である。
【００３３】
　本明細書に開示する改変オープンリーディングを含む核酸分子を作製するには、さまざ
まな方法を使用することができる（例えばLance StewartおよびAlex B.Burgin, 前掲, 20
05を参照されたい）。例として、オリゴヌクレオチドライゲーション法、インビボ修復法
およびPCRに基づく方法などが挙げられるが、これらに限定されるわけではない。核酸分
子の合成は、本明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【００３４】
　相補ヌクレオチドの逐次的組み立てによる核酸合成は、不活性支持体に化学結合された
出発オリゴヌクレオチドへのオーバーラップ相補ヌクレオチドの逐次的ハイブリダイゼー
ションを伴う固相法である（例えばZdenek HostomskyおよびJiri Smrt「Solid-phase ass
embly of DNA duplexes from synthetic oligonucleoties（合成オリゴヌクレオチドから
のDNA二重鎖の固相組み立て）」18 Nucleic Acids Symp Ser. 241-244 (1987)；ならびに
K L.BeattieおよびR.F.Fowler「Solid-phase gene assembly（固相遺伝子組み立て）」35
2(6335) Nature 548-549 (1991)を参照されたい）。このオリゴヌクレオチドライゲーシ
ョン法では、遺伝子全体のトップ鎖およびボトム鎖に対応する約30ヌクレオチド長のオリ
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ゴヌクレオチド構築単位を個別に変性させ、変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動によっ
て精製する。これらの精製オリゴヌクレオチドの5'末端をリン酸化し、部分集団に分割し
た後、ハイブリダイズして、固相支持体上で部分組立品を形成させる。固相支持体への部
分組立品のハイブリダイゼーションを逐次的に繰り返して、完全長遺伝子が構築されるま
で、取付けられたDNA分子を伸長させる。
【００３５】
　FokI法による核酸合成では、大腸菌（E. coli）のインビボDNA合成修復機構を利用して
、オリゴヌクレオチドから合成遺伝子を構築する（例えばWlodek MandeckiおよびTimothy
 J.Boiling「FokI Method of Gene Synthesis（FokI DNA合成法）」68(1) GENE 101-107,
 (1988)を参照されたい）。この方法は、オリゴデオキシヌクレオチド（オリゴ）指定二
本鎖切断修復技術を使ってプラスミド中に大きな（約100bp長）インサートをクローニン
グすることができるという知見に基づいている。この方法では、約40～90ヌクレオチド長
のオリゴヌクレオチドの変性混合物および線状化したプラスミドを大腸菌に形質転換する
。オリゴヌクレオチドはFokI制限エンドヌクレアーゼ部位を含有する末端配列を持つよう
に設計され、同様にFokI部位を持つ線状化されたプラスミドの末端を相補する。ヌクレオ
チド（nt）配列はプラスミドの二つのFokI部位の間に挿入される。FokIは、その認識部位
から9ヌクレオチドおよび13ヌクレオチド離れた部位に食い違い型の二本鎖切断を作るク
ラスIIsエンドヌクレアーゼである。プラスミドDNAをFokIで切断すると、4ヌクレオチド
のFokI 5'オーバーハング配列を予定どおり含有する制限断片が遊離され、そのオーバー
ハング配列は、その後、関心対象の遺伝子が構築されるまで、より大きな合成DNAの断片
を組み立てる際に、付着末端として役立つことができる。
【００３６】
　ポリメラーゼサイクリングアセンブリー（polymerase cycling assembly：PCA）または
アセンブリーPCRによる核酸合成では、オーバーラップオリゴヌクレオチドの連結を必要
とする方法の代わりに、ポリメラーゼ連鎖反応を使って、オリゴヌクレオチドから遺伝子
を構築する（例えばPatrick J.DillonおよびCraig A.Rosen「A Rapid Method for the Co
nstruction of Synthetic Genes Using the Polymerase Chain Reaction（ポリメラーゼ
連鎖反応を使って合成遺伝子を構築するための迅速な方法）」9(3) BIOTECHNIQUES 298-3
00, (1990)；ならびにWillem P.Stemmerら「Single-Step Assembly of a Gene and Entir
e Plasmid from Large Numbers of Oligodeoxyribonucleotides（多数のオリゴデオキシ
リボヌクレオチドからの遺伝子およびプラスミド全体の一段階組み立て）」164(1) GENE 
49-53, (1995)を参照されたい）。この方法では、遺伝子全体のトップ鎖およびボトム鎖
に相当する約40～60ヌクレオチド長のオーバーラップオリゴヌクレオチドをプールし、複
数サイクルの変性、再生および重合にかける。次に、その結果生じるPCR産物を、最終PCR
産物のクローニングを容易にする制限エンドヌクレアーゼ部位を含有する外側隣接プライ
マーを使ってPCR増幅にかける。
【００３７】
　もう一つの選択として、例えばAptagen,Inc.（バージニア州ハーンドン）；BlueHeron
（登録商標）Biotechnology（ワシントン州ボセル）；DNA2.0（カリフォルニア州メンロ
ーパーク）；Entelechon,GmbH.（ドイツ・レーゲンスブルク）；Genscript Corp.（ニュ
ージャージー州ピスカタウェイ）；Modular Genetics,Inc.（マサチューセッツ州ウォー
バーン）；およびQIAGEN,Inc.（カリフォルニア州バレンシア）などのさまざまな供給業
者（ただしこれらに限定されるわけではない）が、ハイスループット遺伝子合成プラット
フォームの使用による核酸合成サービスを提供している。核酸合成の方法を実施例2に例
示する。本明細書に開示する改変オープンリーディングフレームの合成は、本明細書の教
示内容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【００３８】
　抗原的に異なる7タイプのボツリヌス毒素（BoNT）が、ヒト（BoNT/A、/B、/Eおよび/F
）、動物（BoNT/C1および/D）におけるボツリヌス中毒の大発生を調査することによって
同定されるか、土壌から単離（BoNT/G）されている。BoNT類は、互いに約35％のアミノ酸
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一致度を持ち、同じ機能ドメイン編成および全体的な構造構成を共有している。八つのク
ロストリジウム毒素血清型のアミノ酸配列が、対応する遺伝子から導かれている（例えば
Niemann「Molecular Biology of Clostridial Neurotoxins（クロストリジウム毒素の分
子生物学）」303-348（「Sourcebook of Bacterial Protein Toxins」AloufおよびFreer
編, Academic Press, 1991）を参照されたい）。各タイプのクロストリジウム毒素には、
アミノ酸配列がいくらか異なり、それらのタンパク質をコードする核酸配列もいくらか異
なるサブタイプが存在しうると、当業者には認識されている。例えば、BoNT/Aには現時点
で四つのサブタイプ、すなわちBoNT/A1、BoNT/A2、BoNT/A3およびBoNT/A4が存在し、特定
のサブタイプをもう一つのBoNT/Aサブタイプと比較すると約89％のアミノ酸一致度を示す
。七つのBoNT血清型は全て、類似する構造および薬理学的性質を持つが、それぞれは異質
な微生物学的特徴も示す。対照的に、破傷風毒素（TeNT）は、均一な破傷風菌（C. tetan
i）群によって産生される。クロストリジウム属の他の二種、クロストリジウム・バラチ
イ（C. baratii）およびクロストリジウム・ブチリカム（C. butyricum）も、それぞれBo
NT/FおよびBoNT/Eに類似する毒素を産生する。
【００３９】
　クロストリジウム毒素（CoNT）はそれぞれ、約150kDaの単鎖ポリペプチとして翻訳され
、次にそれは、細菌プロテアーゼまたは組織プロテアーゼによるジスルフィドループ内で
のタンパク質分解的切断によって切断される。この翻訳後プロセシングにより、一つのジ
スルフィド結合および非共有結合相互作用によって一つに保たれた約50kDaの軽鎖（LC）
と約100kDaの重鎖（HC）とを含む二鎖分子が生じる。各成熟二鎖分子は機能的に異なる三
つのドメイン、すなわち、1）LC内に配置された酵素ドメイン（これは、神経伝達物質放
出装置のコア構成要素を特異的に標的とする亜鉛依存性エンドペプチダーゼ活性を含有す
るメタロプロテアーゼ領域を含む）；2）HCのアミノ末端側の半分（HN）に含有されるト
ランスロケーションドメイン（これは、細胞内小胞から標的細胞の細胞質への毒素の放出
を容易にする）；および3）HCのカルボキシル末端側の半分（HC）内に見いだされる結合
ドメイン（これは、標的細胞の表面に配置された受容体複合体に対する毒素の結合活性お
よび結合特異性を決定する）を含む。
【００４０】
　毒性にとっては、これら三つの機能ドメインの結合活性、トランスロケーション活性お
よび酵素活性が全て必要である。この過程の詳細は全てが正確にわかっているわけではな
いが、CoNTがニューロンに侵入し神経伝達物質放出を阻害する際に用いる細胞中毒機序全
体はタイプにかかわらず類似している。出願人は以下の説明に束縛されることを望まない
が、中毒機序は少なくとも四つの段階、すなわち1）受容体結合、2）複合体内部移行、3
）軽鎖トランスロケーション、および4）酵素による標的修飾を含むと、説明することが
できる（図1参照）。この過程は、CoNTのHCドメインが、標的細胞の形質膜上に配置され
たCoNT特異的受容体複合体に結合した時に開始される。受容体複合体の結合特異性は、一
つには、各クロストリジウム受容体複合体を弁別的に構成するガングリオシドとタンパク
質受容体の特異的組み合わせによって達成されると考えられる。ひとたび結合されると、
CoNT/受容体複合体はエンドサイトーシスによって内在化され、内在化された小胞は、特
異的細胞内経路に仕分けされる。トランスロケーション段階は、小胞コンパートメントの
酸性化によって引き金が引かれるようである。この過程は、毒素の疎水性を増加させ、毒
素の酵素活性を増進する二つの重要なpH依存的構造再編成を開始すると思われる。ひとた
び活性化されると、毒素の軽鎖エンドペプチダーゼは細胞内小胞から細胞質ゾルへと放出
され、そこでは、神経伝達物質放出装置の三つの既知コア構成要素の一つを特異的に標的
とする。これらのコアタンパク質、すなわち小胞関連膜タンパク質（VAMP）/シナプトブ
レビン、25kDaのシナプトソーム関連タンパク質（SNAP-25）およびシンタキシンは、神経
終末におけるシナプスの小胞ドッキングおよび小胞融合に必要であり、可溶性N-エチルマ
レイミド感受性因子付着タンパク質受容体（soluble N-ethylmaleimide-sensitive facto
r-attachment protein-receptor：SNARE）ファミリーのメンバーを構成する。BoNT/Aおよ
びBoNT/EはSNAP-25をカルボキシ末端領域で切断して、9または24アミノ酸セグメントをそ
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れぞれ放出させ、BoNT/C1もSNAP-25をカルボキシル末端近くで切断する。ボツリヌス血清
型BoNT/B、BoNT/D、BoNT/FおよびBoNT/G、ならびに破傷風毒素は、VAMPの保存された中心
部分に作用して、VAMPのアミノ末端部分を細胞ゾル内に放出させる。BoNT/C1はシンタキ
シンを細胞質ゾル側膜表面近くの単一部位で切断する。シナプスSNAREの選択的タンパク
質分解は、クロストリジウム毒素がインビボで引き起こす神経伝達物質放出遮断の理由で
ある。クロストリジウム毒素のSNAREタンパク質標的は、さまざまな非ニューロンタイプ
のエキソサイトーシスに共通し、これらの細胞では、ニューロンの場合と同様に、軽鎖ペ
プチダーゼ活性がエキソサイトーシスを阻害する（例えば、参照により本明細書に組み入
れられるYann Humeauら「How Botulinum and Tetanus Neurotoxins Block Neurotransmit
ter Release（ボツリヌス神経毒および破傷風神経毒が神経伝達物質放出を遮断する方法
）」82(5) Biochimie. 427-446 (2000)；Kathryn Turtonら「Botulinum and Tetanus Neu
rotoxins: Structure, Function and Therapeutic Utility（ボツリヌス神経毒および破
傷風神経毒：構造、機能および治療的有用性）」27(11) Trends Biochem. Sci. 552-558.
 (2002)；M.Zouhair Atassi「Basic and Therapeutic Aspects of Botulinum and Tetanu
s Toxins（ボツリヌス毒素および破傷風毒素の基礎的側面および治療的側面）」（Dirk W
.DressierおよびJoseph J.Jankovic編，2003）；Giovanna LaIIiら「The Journey of Tet
anus and Botulinum Neurotoxins in Neurons（ニューロンにおける破傷風神経毒および
ボツリヌス神経毒の行程）」11(9) Trends Microbiol. 431-437, (2003)を参照されたい
）。
【００４１】
　本発明の諸側面は、一つには、活性BoNT/Aを提供する。本明細書で使用する「活性BoNT
/A」という用語は、BoNT/Aがニューロンに侵入し、神経伝達物質放出を阻害する際に用い
る細胞機序全体（低親和性または高親和性受容体複合体へのBoNT/Aの結合、毒素/受容体
複合体の内部移行、細胞質内へのBoNT/A軽鎖のトランスロケーション、およびBoNT/A基質
の酵素的修飾を包含する）を遂行することができる任意のタンパク質またはその断片を意
味する。したがって活性BoNT/Aは、天然活性BoNT/A変種（例えば活性BoNT/Aアイソフォー
ムおよびBoNT/Aサブタイプなど）、非天然活性BoNT/A変種（例えば保存的BoNT/A変種、非
保存的BoNT/A変種、BoNT/Aキメラ変種およびその活性BoNT/A断片など）、またはそれらの
任意の組み合わせを包含するが、これらに限定されるわけではない。本明細書で使用する
「BoNT/A変種」という用語は、天然であるか非天然であるかを問わず、配列番号1の対応
する領域と比較して少なくとも一つのアミノ酸変化を持ち、配列番号1に対応する領域に
対する一致率で記述することができる活性BoNT/Aを意味する。限定でない一例として、配
列番号1のアミノ酸1～1296を含む活性BoNT/A変種は、配列番号1のアミノ酸領域1～1296と
比較して、少なくとも一つのアミノ酸相違、例えばアミノ酸の置換、欠失または付加など
を持つだろう。限定でないもう一つの例として、配列番号1のアミノ酸15～1290を含むBoN
T/A変種は、配列番号1のアミノ酸領域15～1290と比較して、少なくとも一つのアミノ酸相
違、例えばアミノ酸の置換、欠失または付加を持つだろう。
【００４２】
　一致率の決定には、グローバル法、ローカル法およびハイブリッド法、例えばセグメン
トアプローチ法などを含む（ただしこれらに限定されるわけではない）、さまざまな配列
アラインメント法をどれでも使用することができる。一致率を決定するためのプロトコー
ルは、本明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な日常的な作業である。
【００４３】
　グローバル法では、配列を分子の最初から最後まで整列し、個々の残基対のスコアを合
計することによって、またギャップペナルティーを課すことによって、最適なアラインメ
ントを決定する。例えば、CLUSTAL W［例えばJulie D.Thompsonら「CLUSTAL W: improvin
g the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence we
ighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice（CLUSTAL W：配
列重み付け、位置特異的ギャップペナルティおよび重みマトリックス選択による累進多重
配列アラインメントの感度の改善）」22(22) Nucleic Acids Research 4673-4680 (1994)
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を参照されたい］および反復精密化［例えばOsamu Gotoh「Significant improvement in 
accuracy of multiple protein sequence alignments by iterative refinement as asse
ssed by reference to structural alignments（構造アラインメントを参照して評価した
反復精密化による多重タンパク質配列アラインメントの正確度の有意な改善）」264(4) J
. Mol. Biol. 823-838 (1996)を参照されたい］などがその例であるが、これらに限定さ
れるわけではない。
【００４４】
　ローカル法では、入力配列の全てが共有している一つ以上の保存されたモチーフを同定
することによって配列を整列する。例えば、Match-box［例えばEric DepiereuxおよびErn
est Feytmans「Match-box: a fundamentally new algorithm for the simultaneous alig
nment of several protein sequences（Match-box：数個のタンパク質配列を同時整列す
るための根本的に新しいアルゴリズム）」8(5) CABIOS 501-509 (1992)を参照されたい］
；ギブスサンプリング［例えばC.E.Lawrenceら「Detecting subtle sequence signals: a
 gibbs sampling strategy for multiple alignment（とらえにくい配列シグナルの検出
：多重アラインメントのためのギブスサンプリング戦略）」262(5131) Science 208-214 
(1993)を参照されたい］；Align-M［例えばIvo Van WaIIeら「Align-m－a new algorithm
 for multiple alignment of highly divergent sequences（Align-m－著しく遠い配列の
多重アラインメントのための新しいアルゴリズム）」20(9) Bioinformatics,:1428-1435 
(2004)を参照されたい］などがその例であるが、これらに限定されるわけではない。
【００４５】
　ハイブリッド法では、グローバルアラインメント法とローカルアラインメント法の機能
的側面を併用する。例えば、セグメント間比較［例えばBurkhard Morgensternら「Multip
le DNA and protein sequence alignment based on segment-to-segment comparison（セ
グメント間比較に基づく多重DNAおよびタンパク質配列アラインメント）」93(22) Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 12098-12103 (1996)を参照されたい］；T-Coffee［例えばCedr
ic Notredameら「T-Coffee: a novel algorithm for multiple sequence alignment（T-C
offee：多重配列アラインメントのための新規アルゴリズム）」302(1) J. Mol. Biol. 20
5-217 (2000)を参照されたい］；MUSCLE［例えばRobert C.Edgar「MUSCLE: Multiple seq
uence alignment with high score accuracy and high throughput（MUSCLE：高いスコア
正確度および高いスループットを持つ多重配列アラインメント）」32(5) Nucleic Acids 
Res. 1792-1797 (2004)を参照されたい］；およびDIALIGN-T［例えばAmarendran R Subra
manianら「DIALIGN-T: An improved algorithm for segment-based multiple sequence a
lignment（DIALIGN-T：セグメントに基づく多重配列アラインメントのための改良された
アルゴリズム）」6(1) BMC Bioinformatics 66 (2005)を参照されたい］などがその例で
あるが、これらに限定されるわけではない。
【００４６】
　本明細書で使用する「天然BoNT/A変種」という用語は、人為的操作の助けを借りずに産
生される任意の活性BoNT/Aを意味し、選択的スプライシングを受けた転写物から産生され
るBoNT/Aアイソフォーム、および自発的突然変異によって産生されるBoNT/Aアイソフォー
ムを含むが、これらに限定されるわけではない。本明細書において「非天然BoNT/A変種」
という用語は、人為的操作の助けを借りて産生される任意の活性BoNT/Aを意味し、無作為
突然変異誘発法または合理的設計を使って遺伝子工学により製造される活性BoNT/A、およ
び化学合成によって製造される活性BoNT/Aを含むが、これらに限定されるわけではない。
【００４７】
　本明細書で使用する「保存的BoNT/A変種」という用語は、少なくとも一つのアミノ酸が
、元のアミノ酸の性質と類似する少なくとも一つの性質を持つ別のアミノ酸またはアミノ
酸類似体で置換されている活性BoNT/Aを意味する。性質の例には、類似するサイズ、形態
、電荷、疎水性、親水性、親油性、共有結合能、水素結合能、物理化学的性質など、また
はそれらの任意の組み合わせがあるが、これらに限定されるわけではない。保存的BoNT/A
変種は、その保存的BoNT/A変種の元となった活性BoNT/Aと実質的に同じように機能するこ
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とができ、本発明のどの側面においても、活性BoNT/Aの代わりに使用することができる。
保存的BoNT/A変種では、その保存的BoNT/A変種の元となった活性BoNT/Aから、1個以上の
アミノ酸、2個以上のアミノ酸、3個以上のアミノ酸、4個以上のアミノ酸、5個以上のアミ
ノ酸、10個以上のアミノ酸、20個以上のアミノ酸、30個以上のアミノ酸、40個以上のアミ
ノ酸、50個以上のアミノ酸、100個以上のアミノ酸、200個以上のアミノ酸、300個以上の
アミノ酸、400個以上のアミノ酸、または500個以上のアミノ酸を置換することができる。
保存的BoNT/A変種では、その保存的BoNT/A変種の元となった活性BoNT/Aから、その保存的
BoNT/A変種の元となった活性BoNT/Aに対して少なくとも50％のアミノ酸一致度、65％のア
ミノ酸一致度、75％のアミノ酸一致度、85％のアミノ酸一致度または95％のアミノ酸一致
度を持つ、少なくとも10個の連続するアミノ酸、少なくとも15個の連続するアミノ酸、少
なくとも20個の連続するアミノ酸、または少なくとも25個の連続するアミノ酸を置換する
こともできる。
【００４８】
　本明細書で使用する「非保存的BoNT/A変種」という用語は、1）その非保存的BoNT/A変
種の元となった活性BoNT/Aから少なくとも一つのアミノ酸が欠失しているか、2）その非
保存的BoNT/A変種の元となった活性BoNT/Aに少なくとも一つのアミノ酸が付加されている
か、または3）少なくとも一つのアミノ酸が、元のアミノ酸の性質と類似する性質を何も
共有しない別のアミノ酸またはアミノ酸類似体によって置換されている、任意の活性BoNT
/Aを意味する。非保存的BoNT/A変種は、その非保存的BoNT/A変種の元となった活性BoNT/A
と実質的に同じように機能することができ、本発明のどの側面においても、活性BoNT/Aの
代わりに使用することができる。非保存的BoNT/A変種では、その非保存的BoNT/A変種の元
となった活性BoNT/Aから、1個以上のアミノ酸、2個以上のアミノ酸、3個以上のアミノ酸
、4個以上のアミノ酸、5個以上のアミノ酸、または10個以上のアミノ酸を欠失させること
ができる。非保存的BoNT/A変種では、その非保存的BoNT/A変種の元となった活性BoNT/Aに
、1個以上のアミノ酸、2個以上のアミノ酸、3個以上のアミノ酸、4個以上のアミノ酸、5
個以上のアミノ酸、および10個以上のアミノ酸を付加することができる。非保存的BoNT/A
では、その非保存的BoNT/A変種の元となった活性BoNT/Aから、1個以上のアミノ酸、2個以
上のアミノ酸、3個以上のアミノ酸、4個以上のアミノ酸、5個以上のアミノ酸、10個以上
のアミノ酸、20個以上のアミノ酸、30個以上のアミノ酸、40個以上のアミノ酸、50個以上
のアミノ酸、100個以上のアミノ酸、200個以上のアミノ酸、300個以上のアミノ酸、400個
以上のアミノ酸、または500個以上のアミノ酸を置換することができる。非保存的BoNT/A
変種では、その非保存的BoNT/A変種の元となった活性BoNT/Aから、その非保存的BoNT/A変
種の元となった活性BoNT/Aに対して少なくとも50％のアミノ酸一致度、65％のアミノ酸一
致度、75％のアミノ酸一致度、85％のアミノ酸一致度または95％のアミノ酸一致度を持つ
、少なくとも10個の連続するアミノ酸、少なくとも15個の連続するアミノ酸、少なくとも
20個の連続するアミノ酸、または少なくとも25個の連続するアミノ酸を置換することもで
きる。
【００４９】
　本明細書で使用する「BoNT/Aキメラ変種」という用語は、活性BoNT/Aの少なくとも一部
と少なくとも一つの他のタンパク質の少なくとも一部とを含み、その結果、活性BoNT/Aを
形成している分子を意味する。そのようなBoNT/Aキメラ分子は、例えばClifford C.Shone
ら「Recombinant Toxin Fragments（組換え毒素断片）」US 6,461,617（2002年10月8日）
；Keith A.Fosterら「Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sens
ory Afferent Functions（末梢知覚求心機能を修飾する能力を持つクロストリジウム毒素
誘導体）」US 6,395,513（2002年5月28日）；Wei-Jin Linら「Neurotoxins with Enhance
d Target Specificity（標的特異性が強化された神経毒）」US 2002/0137886（2002年9月
26日）；Keith A.Fosterら「Inhibition of Secretion from Non-neural Cells（非神経
細胞からの分泌の阻害）」US 2003/0180289（2003年9月25日）；J. Oliver Dollyら「Act
ivatable Recombinant Neurotoxins（活性化可能な組換え神経毒）」WO 2001/014570（20
01年3月1日）；Clifford C.Shoneら「Recombinant Toxin Fragments（組換え毒素断片）
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」WO 2004/024909（2004年3月25日）；およびKeith A.Fosterら「Re-targeted Toxin Con
jugates（標的を変えた毒素コンジュゲート）」WO 2005/023309（2005年3月17日）などに
記載されている。
【００５０】
　また、さまざまな活性BoNT/A断片はいずれも、活性BoNT/Aが基質をタンパク質分解的に
切断する際に用いる細胞機序全体をそれらの活性断片が遂行できる限り、本発明の諸側面
において、有用であることができると想定される。したがってこの態様の諸側面は、例え
ば少なくとも300アミノ酸、少なくとも400アミノ酸、少なくとも500アミノ酸、少なくと
も600アミノ酸、少なくとも700アミノ酸、少なくとも800アミノ酸、少なくとも900アミノ
酸、少なくとも1000アミノ酸、少なくとも1100アミノ酸および少なくとも1200アミノ酸の
長さを持つ活性BoNT/A断片を包含することができる。この態様の別の側面は、例えば多く
とも300アミノ酸、多くとも400アミノ酸、多くとも500アミノ酸、多くとも600アミノ酸、
多くとも700アミノ酸、多くとも800アミノ酸、多くとも900アミノ酸、多くとも1000アミ
ノ酸、多くとも1100アミノ酸および多くとも1200アミノ酸の長さを持つ活性BoNT/A断片を
包含することができる。
【００５１】
　したがって、ある態様では、本明細書に開示する改変オープンリーディングフレームを
含む核酸分子は、活性BoNT/Aをコードする。この態様の別の側面は、天然BoNT/A変種（例
えばBoNT/Aアイソフォームなど）、非天然BoNT/A変種（例えば保存的BoNT/A変種、非保存
的BoNT/A変種および活性BoNT/A断片など）、またはそれらの任意の組み合わせを包含する
。もう一つの態様では、本明細書に開示する改変オープンリーディングフレームを含む核
酸分子は、配列番号1を含む活性BoNT/Aをコードする。この態様の別の側面は、配列番号1
の天然BoNT/A変種（例えば配列番号1のBoNT/Aアイソフォームなど）、配列番号1の非天然
BoNT/A変種（例えば配列番号1の保存的BoNT/A変種、配列番号1の非保存的BoNT/A変種およ
び配列番号1の活性BoNT/A断片など）、またはそれらの任意の組み合わせを包含する。
【００５２】
　この態様のさらに別の側面において、活性BoNT/Aは、例えば、配列番号1と少なくとも7
0％のアミノ酸一致度、配列番号1と少なくとも75％のアミノ酸一致度、配列番号1と少な
くとも80％のアミノ酸一致度、配列番号1と少なくとも85％のアミノ酸一致度、配列番号1
と少なくとも90％のアミノ酸一致度または配列番号1と少なくとも95％のアミノ酸一致度
を持つ。この態様のさらに別の側面において、活性BoNT/Aは、例えば、配列番号1と多く
とも70％のアミノ酸一致度、配列番号1と多くとも75％のアミノ酸一致度、配列番号1と多
くとも80％のアミノ酸一致度、配列番号1と多くとも85％のアミノ酸一致度、配列番号1と
多くとも90％のアミノ酸一致度、配列番号1と多くとも95％のアミノ酸一致度を持つ。
【００５３】
　この態様の別の側面では、活性BoNT/Aが、配列番号1と比較して、例えば多くとも1個、
2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、20個、30個、40個、50個、100個、200
個または500個の連続していないアミノ酸置換を持つ。この態様の別の側面では、活性BoN
T/Aが、配列番号1と比較して、例えば少なくとも1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8
個、9個、10個、20個、30個、40個、50個、100個、200個または500個の連続していないア
ミノ酸置換を持つ。この態様のさらに別の側面では、活性BoNT/Aが、配列番号1と比較し
て、例えば多くとも1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、20個、30個
、40個、50個、100個、200個または500個の連続していないアミノ酸欠失を持つ。この態
様のさらに別の側面では、活性BoNT/Aが、配列番号1と比較して、例えば少なくとも1個、
2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、20個、30個、40個、50個、100個、200
個または500個の連続していないアミノ酸欠失を持つ。この態様のさらに別の側面では、
活性BoNT/Aが、配列番号1と比較して、例えば多くとも1個、2個、3個、4個、5個、6個、7
個、8個、9個、10個、20個、30個、40個、50個、100個、200個または500個の連続してい
ないアミノ酸付加を持つ。この態様の別の側面では、活性BoN/Aが、配列番号1と比較して
、例えば少なくとも1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、20個、30個
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、40個、50個、100個、200個または500個の連続していないアミノ酸付加を持つ。
【００５４】
　この態様の別の側面では、活性BoNT/Aが、配列番号1と比較して、例えば多くとも1個、
2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、20個、30個、40個、50個、100個、200
個または500個の連続したアミノ酸置換を持つ。この態様の別の側面では、活性BoNT/Aが
、配列番号1と比較して、例えば少なくとも1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9
個、10個、20個、30個、40個、50個、100個、200個または500個の連続したアミノ酸置換
を持つ。この態様のさらに別の側面では、活性BoNT/Aが、配列番号1と比較して、例えば
多くとも1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、20個、30個、40個、50
個、100個、200個または500個の連続したアミノ酸欠失を持つ。この態様のさらに別の側
面では、活性BoNT/Aが、配列番号1と比較して、例えば少なくとも1個、2個、3個、4個、5
個、6個、7個、8個、9個、10個、20個、30個、40個、50個、100個、200個または500個の
連続したアミノ酸欠失を持つ。この態様のさらに別の側面では、活性BoNT/Aが、配列番号
1と比較して、例えば多くとも1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、20
個、30個、40個、50個、100個、200個または500個の連続したアミノ酸付加を持つ。この
態様の別の側面では、活性BoN/Aが、配列番号1と比較して、例えば少なくとも1個、2個、
3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、20個、30個、40個、50個、100個、200個ま
たは500個の連続したアミノ酸付加を持つ。
【００５５】
　本発明の諸側面は、一つには、異種細胞を提供する。本明細書で使用する「異種細胞」
という用語は、当該クロストリジウム毒素が発見される元となった本来のクロストリジウ
ム株以外の細胞であって、本明細書に開示する活性BoNT/Aを発現させるか、発現させるよ
うに操作することができる任意の細胞を意味する。したがって、例えば、活性BoNT/Aをコ
ードする改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子を発現させる異種細胞は、A
血清型を産生するボツリヌス菌株以外の任意の原核細胞または真核細胞であるだろう。異
種細胞という用語は、細菌株、酵母株、植物細胞および植物由来の細胞系、昆虫細胞およ
び昆虫由来の細胞系、ならびに哺乳動物細胞および哺乳動物由来の細胞系を含む（ただし
これらに限定されるわけではない）、さまざまな生物に由来する細胞を包含する。本発明
の諸側面において有用な細胞としては、初代細胞、培養細胞、樹立細胞、正常細胞、形質
転換細胞、腫瘍細胞、感染細胞、増殖性最終分化細胞、および安定トランスフェクト細胞
または一過性トランスフェクト細胞などが挙げられるが、これらに限定されるわけではな
いと理解される。さらに、本発明の諸側面において有用な細胞は、例えば増殖状態または
静止状態、無傷の状態または透過処理された状態、例えば化学的トランスフェクション（
例えばリン酸カルシウム法、ジエチルアミノエチル（DEAE）デキストラン法、脂質法、ポ
リエチレンイミン（PEI）法およびポリブレン法）、物理的トランスフェクション（例え
ばバイオリスティック粒子送達、マイクロインジェクションおよびエレクトロポレーショ
ン）、およびウイルスによるトランスフェクション（例えばレトロウイルスによるトラン
スフェクション）などによって透過処理された状態など、任意の状態にあることができる
と理解される。さらに、本発明の諸側面において有用な細胞には、構成的、組織特異的、
細胞特異的もしくは誘導性であるプロモーター要素、エンハンサー要素、またはその両者
の制御を受けて活性BoNT/Aを発現させる細胞が含まれうると理解される。
【００５６】
　具体的な異種細胞の選択には広範囲にわたる種々の因子が影響を及ぼしうるので、さま
ざまな原核細胞および真核細胞で発現させるために、コードされている活性BoNT/Aの発現
を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子を設計することができる
。原核生物および真核生物に関するコドン使用頻度表およびG+C含量情報は、URLアドレス
www.kazusa.or.jp/codonのかずさDNA研究所コドン使用頻度データベース（2004）によっ
て公的に維持されている。
【００５７】
　したがって、ある態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
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プンリーディングフレームを含む核酸分子を、原核細胞中で発現させる。原核細胞の限定
でない例には、好気性細菌細胞、微好気性細菌細胞、好二酸化炭素性細菌細胞、通性細菌
細胞、嫌気性細菌細胞、グラム陰性細菌細胞およびグラム陽性細菌細胞の株、例えば大腸
菌、枯草菌（Bacillus subtilis）、バチルス・リケニホルミス（Bacillus licheniformi
s）、バクテロイデス・フラギリス（Bacteroides fragilis）、ウェルシュ菌（Clostridi
a perfringens）、クロストリジウム・ディフィシレ（Clostridia difficile）、カウロ
バクター・クレセンタス（Caulobacter crescentus）、ラクトコッカス・ラクティス（La
ctococcus lactis）、メチロバクテリウム・エキストルクエンス（Methylobacterium ext
orquens）、ナイセリア・メニンギルルス（Neisseria meningirulls）、髄膜炎菌（Neiss
eria meningitidis）、シュードモナス・フルオレッセンス（Pseudomonas fluorescens）
およびネズミチフス菌（Salmonella typhimurium）に由来する株などがある。この態様の
一側面では、本明細書に開示する核酸分子を大腸菌株で発現させる。この態様の別の側面
では、大腸菌株で発現させる核酸分子が、例えば配列番号3、配列番号4、配列番号5、配
列番号6、配列番号110、配列番号112および配列番号122～配列番号125のオープンリーデ
ィングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子をバクテロ
イデス・フラギリス（B. fragilis）株で発現させる。この態様の別の側面では、バクテ
ロイデス・フラギリス株で発現させる核酸分子が、例えば配列番号7、配列番号8または配
列番号9のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開
示する核酸分子を、バチルス・リケニホルミス（B. licheniformis）株で発現させる。こ
の態様の別の側面では、バチルス・リケニホルミス株で発現させる核酸分子が、例えば配
列番号10、配列番号11または配列番号12のオープンリーディングフレームを含む。この態
様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、枯草菌（B. subtilis）株で発現させ
る。この態様の別の側面では、枯草菌株で発現させる核酸が、例えば配列番号13、配列番
号14または配列番号15のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、
本明細書に開示する核酸分子を、カウロバクター・クレセンタス（C. crescentus）株で
発現させる。この態様の別の側面では、カウロバクター・クレセンタスで発現させる核酸
分子が、例えば配列番号16、配列番号17または配列番号18のオープンリーディングフレー
ムを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、クロストリジウム・
ディフィシレ（C. difficile）株で発現させる。この態様のもう一つの側面では、クロス
トリジウム・ディフィシレ株で発現させる核酸分子が、例えば配列番号19、配列番号20ま
たは配列番号21のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細
書に開示する核酸分子を、ウェルシュ菌株で発現させる。この態様の別の側面では、ウェ
ルシュ菌株で発現させる核酸分子が、例えば配列番号22、配列番号23または配列番号24の
オープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸
分子を、ラクトコッカス・ラクティス（L. lactis）株で発現させる。この態様の別の側
面では、ラクトコッカス・ラクティス株で発現させる核酸分子が、例えば配列番号25、配
列番号26または配列番号27のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面で
は、本明細書に開示する核酸分子を、メチロバクテリウム・エキストルクエンス（M. ext
orquens）株で発現させる。この態様のもう一つの側面では、メチロバクテリウム・エキ
ストルクエンス株で発現させる核酸分子が、例えば配列番号28、配列番号29または配列番
号30のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示す
る核酸分子を、ナイセリア・メニンギルルス（N. meningirulls）株で発現させる。この
態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、シュードモナス・フルオレッセンス
（P. fluorescens）株で発現させる。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分
子を、ネズミチフス菌（S. typhimurium）株で発現させる。この態様の別の側面では、ネ
ズミチフス菌株で発現させる核酸分子が、例えば配列番号31、配列番号32または配列番号
33のオープンリーディングフレームを含む。
【００５８】
　もう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オープンリ
ーディングフレームを含む核酸分子を、真核細胞または真核細胞に由来する細胞系で発現
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させる。この態様の諸側面では、真核細胞または真核細胞に由来する細胞系で発現させる
核酸分子が、例えば配列番号34～配列番号99のオープンリーディングフレームのいずれか
一つを含む。
【００５９】
　さらにもう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸配列分子を、酵母株で発現させる。酵母株の限定で
ない例には、ピキア・パストリス、ピキア・メタノリカ（Pichia methanolica）、ピキア
・アングスタ（Pichia angusta）、シゾサッカロミセス・ポンベ（Schizosaccharomyces 
pombe）、サッカロミセス・セレビシェ（Saccharomyces cerevisiae）およびヤロウイア
・リポリティカ（Yarrowia lipolytica）などに由来する株がある。この態様の一側面で
は、本明細書に開示する核酸分子を、ピキア・パストリス（P. pastoris）株で発現させ
る。この態様の別の側面では、ピキア・パストリス株で発現させる核酸分子が、例えば配
列番号34、配列番号35または配列番号36のオープンリーディングフレームを含む。この態
様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ピキア・メタノリカ（P. methanolica
）株で発現させる。この態様の別の側面では、ピキア・メタノリカ株で発現させる核酸分
子が、例えば配列番号34、配列番号35または配列番号36のオープンリーディングフレーム
を含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ピキア・アングスタ（
P. angusta）株で発現させる。この態様の別の側面では、ピキア・アングスタ株で発現さ
せる核酸分子が、例えば配列番号34、配列番号35または配列番号36のオープンリーディン
グフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、サッカロミ
セス・セレビシェ（S. cerevisiae）株で発現させる。この態様の別の側面では、サッカ
ロミセス・セレビシェ株で発現させる核酸分子が、例えば配列番号37、配列番号38または
配列番号39のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に
開示する核酸分子を、シゾサッカロミセス・ポンベ（S. pombe）株で発現させる。この態
様の別の側面では、シゾサッカロミセス・ポンベ株で発現させる核酸分子が、例えば配列
番号40、配列番号41または配列番号42のオープンリーディングフレームを含む。この態様
の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ヤロウイア・リポリティカ（Y. lipolyt
ica）株で発現させる。この態様の別の側面では、ヤロウイア・リポリティカ株で発現さ
せる核酸分子が、例えば配列番号43、配列番号44または配列番号45のオープンリーディン
グフレームを含む。
【００６０】
　さらにもう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸配列分子を、粘菌株で発現させる。粘菌株の限定で
ない例には、キイロタマホコリカビ（Dictyostelium discoideum）などに由来する株があ
る。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子をキイロタマホコリカビ（D. d
iscoideum）株で発現させる。この態様の別の側面では、キイロタマホコリカビ株で発現
させる核酸分子が、例えば配列番号46、配列番号47または配列番号48のオープンリーディ
ングフレームを含む。
【００６１】
　さらにもう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸配列分子を、植物細胞で発現させる。植物細胞およ
び植物細胞に由来する細胞系の限定でない例には、単子葉植物種（例えばトウモロコシ（
Zea mays）など）に由来するもの、および双子葉植物種（例えばシロイヌナズナ（Arabid
opsis thaliana）、コムギ（Triticum aestivum）、イボウキクサ（Lemna gibba）および
コウキクサ（Lemna minor）など）に由来するものなどがある。この態様の一側面では、
本明細書に開示する核酸分子を、単子葉植物細胞または単子葉植物細胞に由来する細胞系
で発現させる。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、双子葉植物細胞
または双子葉植物細胞に由来する細胞系で発現させる。この態様の一側面では、本明細書
に開示する核酸分子を、シロイヌナズナ（A. thaliana）細胞またはシロイヌナズナ細胞
に由来する細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、シロイヌナズナ細胞またはシ
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ロイヌナズナ細胞に由来する細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号49、配列番
号50または配列番号51のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、
本明細書に開示する核酸分子を、コムギ（T. aestivium）細胞またはシロイヌナズナ細胞
に由来する細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、シロイヌナズナ細胞またはコ
ムギ細胞に由来する細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号52、配列番号53また
は配列番号54のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書
に開示する核酸分子をトウモロコシ（Z. mays）細胞またはトウモロコシ細胞に由来する
細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、トウモロコシ細胞またはトウモロコシ細
胞に由来する細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号55、配列番号56または配列
番号57のオープンリーディングフレームを含む。
【００６２】
　さらにもう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸配列分子を、昆虫細胞または昆虫に由来する細胞系
で発現させる。昆虫細胞および昆虫に由来する細胞系の限定でない例には、ヨトウガ（Sp
odoptera frugiperda）、イラクサギンウワバ（Trichoplusia ni）、キイロショウジョウ
バエおよびタバコスズメガ（Manduca sexta）などに由来するものがある。この態様の一
側面では、本明細書に開示する核酸分子を、キイロショウジョウバエ（D. melanogaster
）細胞またはキイロショウジョウバエに由来する細胞系で発現させる。この態様の別の側
面では、キイロショウジョウバエ細胞またはキイロショウジョウバエに由来する細胞系で
発現させる核酸分子が、例えば配列番号58、配列番号59または配列番号60のオープンリー
ディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ヨト
ウガ（S. frugiperda）株またはヨトウガに由来する細胞系で発現させる。この態様の別
の側面では、ヨトウガ細胞またはヨトウガに由来する細胞系で発現させる核酸分子が、例
えば配列番号61、配列番号62または配列番号63のオープンリーディングフレームを含む。
この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、イラクサギンウワバ（T. ni）
細胞またはイラクサギンウワバに由来する細胞系で発現させる。この態様の別の側面では
、イラクサギンウワバ細胞またはイラクサギンウワバに由来する細胞系で発現させる核酸
分子が、例えば配列番号61、配列番号62または配列番号63のオープンリーディングフレー
ムを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、タバコスズメガ（M.
 sexta）株またはタバコスズメガに由来する細胞系で発現させる。この態様の一側面では
、本明細書に開示する核酸分子をSf9細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、Sf9
細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号61、配列番号62または配列番号63のオー
プンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子
をSf21細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、Sf21細胞系で発現させる核酸分子
が、例えば配列番号61、配列番号62または配列番号63のオープンリーディングフレームを
含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子をHigh-Five細胞系で発現さ
せる。この態様の別の側面では、High-Five細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列
番号61、配列番号62または配列番号63のオープンリーディングフレームを含む。この態様
の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、シュナイダーショウジョウバエ株2（S2
）細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、シュナイダーショウジョウバエ株2（S
2）細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号58、配列番号59または配列番号60の
オープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸
分子をKc細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、Kc細胞系で発現させる核酸分子
が、例えば配列番号58、配列番号59または配列番号60のオープンリーディングフレームを
含む。
【００６３】
　さらにもう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸配列分子を、魚類細胞または魚類細胞に由来する細
胞系で発現させる。魚類細胞および魚類細胞に由来する細胞系の限定でない例には、ゼブ
ラフィッシュ（Danio rerio）などに由来するものがある。この態様の一側面では、本明
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細書に開示する核酸分子を、ゼブラフィッシュ（D. rerio）細胞またはゼブラフィッシュ
に由来する細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、ゼブラフィッシュ細胞または
ゼブラフィッシュに由来する細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号64、配列番
号65または配列番号66のオープンリーディングフレームを含む。
【００６４】
　さらにもう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸配列分子を、両生類細胞で発現させる。両生類細胞
および両生類細胞に由来する細胞系の限定でない例には、ゼノパス（Xenopus）などに由
来するものがある。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、アフリカツ
メガエル（X. laevis）細胞またはアフリカツメガエルに由来する細胞系で発現させる。
この態様の別の側面では、アフリカツメガエル細胞またはアフリカツメガエルに由来する
細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号67、配列番号68または配列番号69のオー
プンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する
核酸分子を、ニシツメガエル（X. tropicalis）細胞またはニシツメガエル由来の細胞系
で発現させる。この態様の別の側面では、ニシツメガエル細胞またはニシツメガエル由来
の細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号70、配列番号71または配列番号72のオ
ープンリーディングフレームを含む。
【００６５】
　さらにもう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸配列分子を、鳥類細胞で発現させる。鳥類細胞およ
び鳥類細胞に由来する細胞系の限定でない例には、ニワトリ（Gallus gallus）などに由
来するものがある。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ニワトリ（
G. gallus）細胞またはニワトリ由来の細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、
ニワトリ細胞またはニワトリ由来の細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号73、
配列番号74または配列番号75のオープンリーディングフレームを含む。
【００６６】
　さらにもう一つの態様では、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸配列分子を、哺乳動物細胞で発現させる。哺乳動物
細胞および哺乳動物細胞に由来する細胞系の限定でない例には、マウス、ラット、ハムス
ター、ブタ、ウシ、ウマ、霊長類およびヒトなどに由来するものがある。この態様の一側
面では、本明細書に開示する核酸分子を、マウス細胞またはマウス由来の細胞系で発現さ
せる。この態様の別の側面では、マウス細胞またはマウス由来の細胞系で発現させる核酸
分子が、例えば配列番号76、配列番号77または配列番号78のオープンリーディングフレー
ムを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ハツ
カネズミ（Mus musculus）細胞またはハツカネズミ（M. musculus）由来の細胞系で発現
させる。この態様のさらに別の側面では、ハツカネズミ細胞またはハツカネズミ由来の細
胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号76、配列番号77または配列番号78のオープ
ンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を
10T1/2細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、10T1/2細胞系で発現させる核酸分
子が、例えば配列番号76、配列番号77または配列番号78のオープンリーディングフレーム
を含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をBALB/3T3細胞系
で発現させる。この態様のさらに別の側面では、BALB/3T3細胞系で発現させる核酸分子が
、例えば配列番号76、配列番号77または配列番号78のオープンリーディングフレームを含
む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をL-M細胞系で発現さ
せる。この態様のさらに別の側面では、L-M細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列
番号76、配列番号77または配列番号78のオープンリーディングフレームを含む。この態様
のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をNB4細胞系で発現させる。この態
様のさらに別の側面では、NB4細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号76、配列
番号77または配列番号78のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの
側面では、本明細書に開示する核酸分子を1A3細胞系で発現させる。この態様のさらに別
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の側面では、1A3細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号76、配列番号77または
配列番号78のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本
明細書に開示する核酸分子を、NIE-115細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面
では、NIE-115細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号76、配列番号77または配
列番号78のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明
細書に開示する核酸分子をNG108-15細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では
、NG108-15細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号76、配列番号77または配列番
号78のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書
に開示する核酸分子をNIH3T3細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、NIH3
T3細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号76、配列番号77または配列番号78のオ
ープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示す
る核酸分子をNCTC細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、NCTC細胞系で発
現させる核酸分子が、例えば配列番号76、配列番号77または配列番号78のオープンリーデ
ィングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子を
Neuro-2A細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、Neuro-2A細胞系で発現さ
せる核酸分子が、例えば配列番号76、配列番号77または配列番号78のオープンリーディン
グフレームを含む。
【００６７】
　この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子をラット細胞またはラット由来の
細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、ラット細胞またはラット由来の細胞系で
発現させる核酸分子が、例えば配列番号79、配列番号80または配列番号81のオープンリー
ディングフレームを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核
酸分子を、ドブネズミ（Rattus norvegicus）細胞またはドブネズミ（R. norvegicus）由
来の細胞系で発現させる。この態様のさらにもう一つの側面では、ドブネズミ細胞または
ドブネズミ由来の細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号79、配列番号80または
配列番号81のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に
開示する核酸分子をPC12細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、PC12細胞系で発
現させる核酸分子が、例えば配列番号79、配列番号80または配列番号81のオープンリーデ
ィングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子を
GH1細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、GH1細胞系で発現させる核酸分
子が、例えば配列番号79、配列番号80または配列番号81のオープンリーディングフレーム
を含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をGH3細胞系で発
現させる。この態様のさらに別の側面では、GH3細胞系で発現させる核酸分子が、例えば
配列番号79、配列番号80または配列番号81のオープンリーディングフレームを含む。この
態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をC6細胞系で発現させる。この
態様のさらに別の側面では、C6細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号79、配列
番号80または配列番号81のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの
側面では、本明細書に開示する核酸分子をL2細胞系で発現させる。この態様のさらに別の
側面では、L2細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号79、配列番号80または配列
番号81のオープンリーディングフレームを含む。
【００６８】
　この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ハムスター細胞またはハムス
ター由来の細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、ハムスター細胞またはハムス
ター由来の細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号82、配列番号83または配列番
号84のオープンリーディングフレームを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、本
明細書に開示する核酸分子を、モンゴルキヌゲネズミ（Cricetulus griseus）細胞または
モンゴルキヌゲネズミ（C. griseus）由来の細胞系で発現させる。この態様のさらに別の
側面では、モンゴルキヌゲネズミ細胞またはモンゴルキヌゲネズミ由来の細胞系で発現さ
せる核酸分子が、例えば配列番号82、配列番号83または配列番号84のオープンリーディン
グフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子をCHO細胞系で
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発現させる。この態様の別の側面では、CHO細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列
番号82、配列番号83または配列番号84のオープンリーディングフレームを含む。この態様
のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子を6E6細胞系で発現させる。この態
様のさらに別の側面では、6E6細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号82、配列
番号83または配列番号84のオープンリーディングフレームを含む。
【００６９】
　この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ブタ細胞またはブタ由来の細
胞系で発現させる。この態様の別の側面では、ブタ細胞またはブタ由来の細胞系で発現さ
せる核酸分子が、例えば配列番号85、配列番号86または配列番号87のオープンリーディン
グフレームを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子
を、イノシシ（Sus scrofa）細胞またはイノシシ（S. scrofa）由来の細胞系で発現させ
る。この態様のさらに別の側面では、イノシシ細胞またはイノシシ由来の細胞系で発現さ
せる核酸分子が、例えば配列番号85、配列番号86または配列番号87のオープンリーディン
グフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子をPK15細胞系で
発現させる。この態様の別の側面では、PK15細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列
番号85、配列番号86または配列番号87のオープンリーディングフレームを含む。この態様
のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をLLC-PK1細胞系で発現させる。こ
の態様のさらに別の側面では、LLC-PK1細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号8
5、配列番号86または配列番号87のオープンリーディングフレームを含む。この態様のも
う一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をST細胞系で発現させる。この態様のさ
らに別の側面では、ST細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号85、配列番号86ま
たは配列番号87のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では
、本明細書に開示する核酸分子をESK-4細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面
では、ESK-4細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号85、配列番号86または配列
番号87のオープンリーディングフレームを含む。
【００７０】
　この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ウシ細胞またはウシ由来の細
胞系で発現させる。この態様の別の側面では、ウシ細胞またはウシ由来の細胞系で発現さ
せる核酸分子が、例えば配列番号88、配列番号89または配列番号90のオープンリーディン
グフレームを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子
を、ボス・タウルス（Bos taurus）細胞またはボス・タウルス（B. taurus）由来の細胞
系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、ボス・タウルス細胞またはボス・タウ
ルス由来の細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号88、配列番号89または配列番
号90のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、本明細書に開示す
る核酸分子をCPAE細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、CPAE細胞系で発現させ
る核酸分子が、例えば配列番号88、配列番号89または配列番号90のオープンリーディング
フレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をBT細胞
系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、BT細胞系で発現させる核酸分子が、例
えば配列番号88、配列番号89または配列番号90のオープンリーディングフレームを含む。
この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をSBAC細胞系で発現させる
。この態様のさらに別の側面では、SBAC細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号
88、配列番号89または配列番号90のオープンリーディングフレームを含む。この態様のも
う一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をFB2細胞系で発現させる。この態様の
さらに別の側面では、FB2細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号88、配列番号8
9または配列番号90のオープンリーディングフレームを含む。
【００７１】
　この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ウマ細胞またはウマ由来の細
胞系で発現させる。この態様の別の側面では、ウマ細胞またはウマ由来の細胞系で発現さ
せる核酸分子が、例えば配列番号91、配列番号92または配列番号93のオープンリーディン
グフレームを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子
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を、エクウス・カバルス（Equus caballus）細胞またはエクウス・カバルス（E. caballu
s）由来の細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、エクウス・カバルス細
胞またはエクウス・カバルス由来の細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号91、
配列番号92または配列番号93のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面
では、本明細書に開示する核酸分子をNBL-6細胞系で発現させる。この態様の別の側面で
は、NBL-6細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号91、配列番号92または配列番
号93のオープンリーディングフレームを含む。
【００７２】
　この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を霊長類細胞または霊長類由来の
細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、霊長類細胞または霊長類由来の細胞系で
発現させる核酸分子が、例えば配列番号94、配列番号95または配列番号96のオープンリー
ディングフレームを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核
酸分子を、サバンナモンキー（Cercopithecus aethiops）細胞またはサバンナモンキー（
C. aethiops）由来の細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、サバンナモ
ンキー細胞またはサバンナモンキー由来の細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番
号94、配列番号95または配列番号96のオープンリーディングフレームを含む。この態様の
一側面では、本明細書に開示する核酸分子をCOS-1細胞系で発現させる。この態様の別の
側面では、COS-1細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号94、配列番号95または
配列番号96のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本
明細書に開示する核酸分子をCOS-7細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では
、COS-7細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号94、配列番号95または配列番号9
6のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に
開示する核酸分子をVV-1細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、VV-1細胞
系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号94、配列番号95または配列番号96のオープン
リーディングフレームを含む。
【００７３】
　この態様の一側面では、本明細書に開示する核酸分子を、ヒト細胞またはヒト由来の細
胞系で発現させる。この態様のもう一つの側面では、ヒト細胞またはヒト由来の細胞系で
発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号98または配列番号99のオープンリー
ディングフレームを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核
酸分子を、ホモ・サピエンス（Homo sapiens）細胞またはホモ・サピエンス（H. sapiens
）由来の細胞系で発現させる。この態様のもう一つの側面では、ホモ・サピエンス細胞ま
たはホモ・サピエンス由来の細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番
号98または配列番号99のオープンリーディングフレームを含む。この態様の一側面では、
本明細書に開示する核酸分子をSH-SY5Y細胞系で発現させる。この態様の別の側面では、S
H-SY5Y細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号98または配列番号99
のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開
示する核酸分子をSK-N-DZ細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、SK-N-DZ
細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号98または配列番号99のオー
プンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する
核酸分子をSK-N-SH細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、SK-N-SH細胞系
で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号98または配列番号99のオープンリ
ーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分
子をBE(2)-C細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、BE(2)-C細胞系で発現
させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号98または配列番号99のオープンリーディ
ングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をHe
La細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、HeLa細胞系で発現させる核酸分
子が、例えば配列番号97、配列番号98または配列番号99のオープンリーディングフレーム
を含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をHEK293細胞系で
発現させる。この態様のさらに別の側面では、HEK293細胞系で発現させる核酸分子が、例
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えば配列番号97、配列番号98または配列番号99のオープンリーディングフレームを含む。
この態様のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をMCF-7細胞系で発現させ
る。この態様のさらに別の側面では、MCF-7細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列
番号97、配列番号98または配列番号99のオープンリーディングフレームを含む。この態様
のもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をHepG2細胞系で発現させる。この
態様のさらに別の側面では、HepG2細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、
配列番号98または配列番号99のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一
つの側面では、本明細書に開示する核酸分子をHL-60細胞系で発現させる。この態様のさ
らに別の側面では、HL-60細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号9
8または配列番号99のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面
では、本明細書に開示する核酸分子をIMR-32細胞系で発現させる。この態様のさらに別の
側面では、IMR-32細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号98または
配列番号99のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本
明細書に開示する核酸分子をSW-13細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では
、SW-13細胞系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号98または配列番号9
9のオープンリーディングフレームを含む。この態様のもう一つの側面では、本明細書に
開示する核酸分子をCHP3細胞系で発現させる。この態様のさらに別の側面では、CHP3細胞
系で発現させる核酸分子が、例えば配列番号97、配列番号98または配列番号99のオープン
リーディングフレームを含む。
【００７４】
　本明細書に開示する核酸分子は、一つには、コードされている活性BoNT/Aの発現を増加
させる改変オープンリーディングフレームを含む。活性BoNT/Aの発現の増加は、改変オー
プンリーディングフレームから発現される活性BoNT/Aの量を、他の点では同一である核酸
分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現される同じ活性BoNT/Aの量と比較
することによって決定される。本明細書で使用する「改変オープンリーディングフレーム
」という用語は、コードされている活性BoNT/Aの定量的および定性的発現を増加させる少
なくとも一つのヌクレオチド変化を含有するオープンリーディングフレームを意味する。
本明細書で使用する「無改変オープンリーディングフレーム」という用語は、コードされ
ている活性BoNT/Aの発現を増加させるヌクレオチド変化を含有していないオープンリーデ
ィングフレームを意味する。限定でない一例として、配列番号2、配列番号114および配列
番号115は、コードされている活性BoNT/Aの異種細胞における発現を増加させないであろ
う無改変オープンリーディングフレームであり、配列番号3～配列番号99、配列番号110、
配列番号112および配列番号122～配列番号125は、適当な異種細胞において、コードされ
ている活性BoNT/Aの発現を増加させることができる改変オープンリーディングフレームで
ある。さらに、正確かつ一貫した比較を確保するために、改変オープンリーディングフレ
ームを含む核酸分子を発現させるために使用する方法および手順は、無改変オープンリー
ディングフレームを含む核酸分子を発現させるために使用する方法および手順と同じであ
るか類似しているべきであると、当業者には理解される。
【００７５】
　改変オープンリーディングフレームから発現された活性BoNT/Aの量を、他の点では同一
である核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現された同じ活性BoNT/A
の量と比較するには、広範囲にわたる種々の確立された方法を使用することができる。発
現された活性BoNT/Aの量の比較は、定量的比較であることも、定性的比較であることもで
きる。
【００７６】
　活性BoNT/A量は、細胞溶解物からタンパク質を分離し可視化することができる任意の手
法（例えば、ゲル電気泳動およびタンパク質染色、ウェスタンブロッティング、タンパク
質ラベリングを伴う手法、ならびにタンパク質の分離および可視化を伴う他の手法）を使
って測定することができる。例えば活性BoNT/Aの量は、活性BoNT/Aを放射性アミノ酸トレ
ーサーで標識し、ゲル電気泳動後のオートラジオグラフィーで発現を可視化することによ
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って見積ることができる。同様に、活性BoNT/Aへの放射標識アミノ酸の組み込みを、トリ
クロロ酢酸（TCA）沈殿後のシンチレーション計数によって測定することもできる。活性B
oNT/Aの量は、ゲル電気泳動で分離したタンパク質を、例えばクーマシーブリリアントブ
ルーやコロイドクーマシーブリリアントブルーのような色素染色法を使って、またはSYPR
O（登録商標）ルビーやルテニウムIIのような蛍光染色法を使って、または銀染色法を使
って染色することにより、評価することもできる。活性BoNT/Aの量は、ウェスタンブロッ
ト解析後の抗体染色によって、同様に決定することができる。さらにまた、例えばSNAP25
切断アッセイおよびGFP-SNAP25蛍光放出アッセイなどといった活性BoNT/Aの生物学的活性
を測定する機能アッセイを使って、改変オープンリーディングフレームから発現された活
性BoNT/Aの量を、他の点では同一である核酸分子中の無改変オープンリーディングフレー
ムから発現された同じ活性BoNT/Aの量と比較することもできる。タンパク質量を分離し可
視化するための具体的手法ならびに詳細に特徴づけられた試薬類、条件およびプロトコー
ルの限定でない例は、Amersham Biosciences（ニュージャージー州ピスカタウェイ）、Bi
o-Rad Laboratories（カリフォルニア州ハーキュリーズ）、Pierce Biotechnology,Inc.
（イリノイ州ロックフォード）、Promega Corporation（ウィスコンシン州マディソン）
およびStratagene（カリフォルニア州ラホーヤ）などの供給業者（ただしこれらに限定さ
れるわけではない）から、容易に入手することができる。また、タンパク質を分離し、可
視化し、定量するための具体的プロトコールの限定でない例は、「MOLECULAR CLONING A 
LABORATORY MANUAL」前掲（2001）および「CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY」
前掲（2004）などに記述されている。これらのプロトコールは、本明細書の教示内容から
して当業者には十分に可能な日常的作業である。
【００７７】
　活性BoNT/A量は、例えばゲル電気泳動およびタンパク質染色、ウェスタンブロッティン
グ、タンパク質ラベリング、UV吸光度、ローリーアッセイ、ビューレットアッセイ、スミ
ス銅/ビシンコニン酸（BCA）アッセイ、およびブラッドフォード色素アッセイなど（ただ
しこれらに限定されるわけではない）を使って、一つ以上の精製段階後に測定することが
できる（例えばChristine V.Sapanら「Colorimetric Protein Assay Techniques（比色法
によるタンパク質アッセイ技法）」29(2) Biotechnol. Appl. Biochem. 99-108, (1999)
を参照されたい）。本明細書に開示する活性BoNT/Aの精製には、さまざまな方法をどれで
も使用することができる。精製方法の例には、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、
酸抽出、イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、レクチ
ンクロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィー、疎水相互作用クロマトグラフ
ィー、サイズ排除クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、吸着クロマトグラ
フィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー（fast
 performance liquid chromatography：FPLC）、および高性能液体クロマトグラフィー（
high performance liquid chromatography：HPLC）などがあるが、これらに限定されるわ
けではない。関心対象である標的ペプチドの結合部分は、樹脂、アガロース、および磁気
ビーズなどといった（ただしこれらに限定されるわけではない）さまざまな物質のどれに
でも取付けることができる。また、バッチ式処理および重力落下式カラムなどといった（
ただしこれらに限定されるわけではない）さまざまな処理技法を、どれでも使用すること
ができる。本明細書に開示する核酸分子がコードする機能的に活性なBoNT/Aを確実に回収
するには、タンパク質再折り畳み段階が必要になることもありうる。具体的プロトコール
の限定でない例は、John Abelsonら「GUIDE TO PROTEIN PURIFICATION」（Academic Pres
s，1990）、「PROTEIN PURIFICATION: PRINCIPLES AND PRACTICE」（Robert K.Scopesら
編，Springer Verlag，第3版，1994）、「PROTEIN PURIFICATION TECHNIQUES: A PRACTIC
AL APPROACH」（Simon Roe編，Oxford University Press，第2版，2001）、「MOLECULAR 
CLONING A LABORATORY MANUAL」前掲（2001）、Ian M.Rosenberg「PROTEIN ANALYSIS & P
URIFICATION: BENCHTOP TECHNIQUES」（Springer Verlag，2002）などに記載されている
。これらのプロトコールは、本明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な日常的
作業である。
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【００７８】
　したがって、ある態様では、改変オープンリーディングフレームから発現される活性Bo
NT/Aの量が、無改変オープンリーディングフレームから発現される同じ活性BoNT/Aの量と
比較して増加する。改変オープンリーディングフレームおよび無改変オープンリーディン
グフレームを除けば、オープンリーディングフレームを含む核酸分子は、類似する性質ま
たは同一の性質を持つと想定される。この態様の諸側面では、改変オープンリーディング
フレームから発現される活性BoNT/Aの量は、例えば、他の点では同一な核酸分子中の無改
変オープンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して少なくとも1.
5倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームか
ら発現される同じBoNT/Aの量と比較して少なくとも2倍増加するか；他の点では同一な核
酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較し
て少なくとも3倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディン
グフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して少なくとも4倍増加するか；他の点
では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現される同じBoNT/A
の量と比較して少なくとも5倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オープ
ンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して少なくとも10倍増加す
るか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現され
る同じBoNT/Aの量と比較して少なくとも25倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の
無改変オープンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して少なくと
も50倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレーム
から発現される同じBoNT/Aの量と比較して少なくとも100倍増加するか；または他の点で
は同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの
量と比較して少なくとも200倍増加する。
【００７９】
　この態様の諸側面では、改変オープンリーディングフレームから発現される活性BoNT/A
の量が、例えば、他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームか
ら発現される同じBoNT/Aの量と比較して多くとも1.5倍増加するか；他の点では同一な核
酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較し
て多くとも2倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディング
フレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して多くとも3倍増加するか；他の点では
同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量
と比較して多くとも4倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリー
ディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して多くとも5倍増加するか；他
の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現される同じBo
NT/Aの量と比較して多くとも10倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オー
プンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して多くとも25倍増加す
るか；他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現され
る同じBoNT/Aの量と比較して多くとも50倍増加するか；他の点では同一な核酸分子中の無
改変オープンリーディングフレームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して多くとも10
0倍増加するか；または他の点では同一な核酸分子中の無改変オープンリーディングフレ
ームから発現される同じBoNT/Aの量と比較して多くとも200倍増加する。
【００８０】
　本発明の別の側面は、本明細書に開示する核酸分子がその核酸分子を異種細胞中で発現
させるのに有用な発現ベクターに作動可能に連結されてなる発現コンストラクトを提供す
る。例えば、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞における発現を増加させる改変オー
プンリーディングフレームを含む核酸分子を発現させるのに有用な原核発現ベクター；コ
ードされている活性BoNT/Aの酵母細胞における発現を増加させる改変オープンリーディン
グフレームを含む核酸分子を発現させるのに有用な酵母発現ベクター；コードされている
活性BoNT/Aの昆虫細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含
む核酸分子を発現させるのに有用な昆虫発現ベクター；コードされている活性BoNT/Aの哺
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乳動物細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子
を発現させるのに有用な哺乳動物発現ベクター、およびコードされている活性BoNT/Aの無
細胞抽出物における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む無細胞抽
出物中の核酸分子を発現させるのに有用な発現ベクターなど（ただしこれらに限定される
わけではない）、広範囲にわたるさまざまな発現ベクターが想定される。
【００８１】
　本明細書に開示する発現コンストラクトは、一つには、核酸分子を含む。本明細書に開
示する核酸分子は全て使用することができると想定される。したがってこの態様の諸側面
には、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞における発現を増加させる改変オープンリ
ーディングフレームを含む核酸分子；コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞における発
現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子；コードされている活
性BoNT/Aの粘菌細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む
核酸分子；コードされている活性BoNT/Aの植物細胞または植物細胞由来の細胞系における
発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子；コードされている
活性BoNT/Aの昆虫細胞または昆虫細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープ
ンリーディングフレームを含む核酸分子；コードされている活性BoNT/Aの魚類細胞または
魚類細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含
む核酸分子；コードされている活性BoNT/Aの両生類細胞または両生類細胞由来の細胞系に
おける発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子；コードされ
ている活性BoNT/Aの鳥類細胞または鳥類細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変
オープンリーディングフレームを含む核酸分子；およびコードされている活性BoNT/Aの哺
乳動物細胞または哺乳動物細胞（例えばマウス、ラット、ハムスター、ブタ、ウシ、ウマ
、霊長類およびヒト）由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディング
フレームを含む核酸分子が包含されるが、これらに限定されるわけではない。
【００８２】
　本明細書に開示する発現コンストラクトは、一つには、異種細胞を含む。本明細書に開
示する異種細胞は全て使用することができると想定される。したがってこの態様の諸側面
には、例えば原核細胞、限定するわけではないが、好気性細菌細胞、微好気性細菌細胞、
好二酸化炭素性細菌細胞、通性細菌細胞、嫌気性細菌細胞、グラム陰性細菌細胞およびグ
ラム陽性細菌細胞の株（例えば大腸菌、枯草菌、バチルス・リケニホルミス、バクテロイ
デス・フラギリス、ウェルシュ菌、クロストリジウム・ディフィシレ、カウロバクター・
クレセンタス、ラクトコッカス・ラクティス、メチロバクテリウム・エキストルクエンス
、ナイセリア・メニンギルルス、髄膜炎菌、シュードモナス・フルオレッセンスおよびネ
ズミチフス菌に由来する株など）；および真核細胞、限定するわけではないが、酵母株（
例えばピキア・パストリス、ピキア・メタノリカ、ピキア・アングスタ、シゾサッカロミ
セス・ポンベ、サッカロミセス・セレビシェおよびヤロウイア・リポリティカに由来する
株など）；粘菌株（例えばキイロタマホコリカビなどに由来するものなど）；植物細胞お
よび植物細胞由来の細胞系（例えば単子葉植物種、双子葉植物種、トウモロコシおよびシ
ロイヌナズナに由来するものなど）；昆虫細胞および昆虫由来の細胞系（例えばヨトウガ
、イラクサギンウワバ、キイロショウジョウバエおよびタバコスズメガに由来するものな
ど）；魚類細胞および魚類細胞由来の細胞系（例えばゼブラフィッシュに由来するものな
ど）；両生類細胞および両生類細胞由来の細胞系（例えばアフリカツメガエルおよびニシ
ツメガエルに由来するものなど）；鳥類細胞および鳥類細胞由来の細胞系（例えばニワト
リに由来するものなど）；哺乳動物細胞および哺乳動物細胞由来の細胞系（例えばマウス
、ラット、ハムスター、ブタ、ウシ、ウマ、霊長類およびヒトに由来するものなど）が包
含されるが、これらに限定されるわけではない。
【００８３】
　本明細書に開示する発現コンストラクトは、一つには、発現ベクターに作動可能に連結
された本明細書に開示する核酸分子を含む。本明細書で使用する「作動可能に連結された
」という用語は、本明細書に開示する核酸分子を、異種細胞への導入時にその核酸分子に
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よってコードされるペプチドが発現されるような形で、発現ベクターに接合することがで
きる、さまざまなクローニング方法のいずれかを意味する。本明細書に開示する発現コン
ストラクトを作製するために必要となりうる確立された分子生物学的技法は、ポリメラー
ゼ連鎖反応（PCR）増幅、制限酵素反応、アガロースゲル電気泳動、核酸ライゲーション
、細菌形質転換、核酸精製、核酸シークエンスおよび組換えに基づく技法など（ただしこ
れらに限定されるわけではない）、本明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な
日常的作業である。発現コンストラクトの作製に必要な具体的プロトコールの限定でない
例は、「MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL」前掲（2001）および「CURRENT PROTO
COLS IN MOLECULAR BIOLOGY」（Frederick M.Ausubelら編，John Wiley & Sons，2004）
などに記載されており、これらは参照により本明細書に組み入れられる。これらのプロト
コールは、本明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【００８４】
　活性BoNT/Aをコードするオープンリーディングフレームの発現には、広範囲にわたるさ
まざまな発現ベクターを使用することができ、これにはウイルス発現ベクター、原核発現
ベクターおよび真核発現ベクター（酵母、昆虫、植物および哺乳動物発現ベクターなど）
が含まれるが、これらに限定されるわけではない。発現ベクターの限定でない例は、その
ような発現ベクターから発現コンストラクトを作製し使用するための確立された試薬類お
よび条件と共に、BD Biosciences-Clontech（カリフォルニア州パロアルト）、BD Biosci
ences Pharmingen（カリフォルニア州サンディエゴ）、Invitrogen,Inc（カリフォルニア
州カールズバッド）、QIAGEN Inc.（カリフォルニア州バレンシア）、およびStratagene
（カリフォルニア州ラホーヤ）などの供給業者（ただしこれらに限定されるわけではない
）から、容易に入手することができる。適当な発現ベクターの選択、作製および使用は、
本明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【００８５】
　本明細書に開示する発現コンストラクトにはさまざまな発現ベクターがいずれも有用で
ありうると想定される。発現系には、細胞に基づく系と無細胞発現系の両方が包含される
。細胞に基づく系には、ウイルス発現系、原核発現系、酵母発現系、バキュロウイルス発
現系、昆虫発現系および哺乳動物発現系が含まれるが、これらに限定されるわけではない
。限定するわけではないが、無細胞系には、コムギ胚芽抽出物、ウサギ網状赤血球抽出物
および大腸菌抽出物などがあり、一般に本明細書に開示する方法と等価である。発現系を
用いる発現は、誘導性発現、非誘導性発現、構成的発現、ウイルスによる発現、安定に組
み込まれた発現および一過性発現などのさまざまな特徴（ただしこれらに限定されるわけ
ではない）を、どれでも含むことができる。詳細に特徴づけられたベクター、試薬類、条
件および細胞を含む発現系は確立されており、Ambion,Inc.（テキサス州オースティン）
、BD Biosciences-Clontech（カリフォルニア州パロアルト）、BD Biosciences Pharming
en（カリフォルニア州サンディエゴ）、Invitrogen,Inc（カリフォルニア州カールズバッ
ド）、QIAGEN Inc.（カリフォルニア州バレンシア）、Roche Applied Science（インディ
アナ州インディアナポリス）、およびStratagene（カリフォルニア州ラホーヤ）などの供
給業者（ただしこれらに限定されるわけではない）から、容易に入手することができる。
適当な異種発現系の選択および使用に関する限定でない例は、「PROTEIN EXPRESSION. A 
PRACTICAL APPROACH」（S.J.HigginsおよびB.David Hames編，Oxford University Press
，1999）；Joseph M.FernandezおよびJames P.Hoeffler「GENE EXPRESSION SYSTEMS. USI
NG NATURE FOR THE ART OF EXPRESSION」（Academic Press，1999）；ならびにMeena Rai
およびHarish Padh「Expression Systems for Production of Heterologous Proteins（
異種タンパク質を産生させるための発現系）」80(9) CURRENT SCIENCE 1121-1128, (2001
)などに記載されており、これらは参照により本明細書に組み入れられる。これらのプロ
トコールは、本明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【００８６】
　したがって、本発明において開示される一態様では、本明細書に開示する核酸分子が、
コードされている活性BoNT/Aをウイルス発現系で発現させるのに有用なウイルス発現ベク
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ターに由来する制御配列に、作動可能に連結される。ウイルス発現ベクターの限定でない
例には、レンチウイルスベクター、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルス、レトロウイルス
ベクター、セムリキ森林ウイルスベクター、シンドビスウイルスベクター、ワクシニアウ
イルスベクター、およびアデノウイルスベクターなどがあるが、これらに限定されるわけ
ではない。この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/A
の哺乳動物細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能
に連結されたウイルス発現ベクターを含む。
【００８７】
　本発明において開示されるもう一つの態様では、本明細書に開示する核酸分子が、コー
ドされている活性BoNT/Aを原核細胞中で発現させるのに有用な原核発現ベクターに由来す
る制御配列に、作動可能に連結される。原核発現ベクターの限定でない例には、大腸菌発
現ベクター、枯草菌発現ベクター、バチルス・リケニホルミス発現ベクター、バクテロイ
デス・フラギリス発現ベクター、ウェルシュ菌発現ベクター、クロストリジウム・ディフ
ィシレ発現ベクター、カウロバクター・クレセンタス発現ベクター、ラクトコッカス・ラ
クティス発現ベクター、メチロバクテリウム・エキストルクエンス発現ベクター、ナイセ
リア・メニンギルルス発現ベクター、髄膜炎菌発現ベクター、シュードモナス・フルオレ
ッセンス発現ベクターおよびネズミチフス菌発現ベクターなどがある。この態様の一側面
では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞における発現を増
加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された原核発現ベクターを
含む。この態様の一側面では、発現コンストラクトが、pET28発現ベクターと、コードさ
れている活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフ
レームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされて
いる活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発現を増加させる配列番号3の改変オープンリーデ
ィングフレームに作動可能に連結されたpET28発現ベクターを含む。この態様のもう一つ
の側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの大腸菌細胞における
発現を増加させる配列番号4の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結され
たpET28発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、
コードされている活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発現を増加させる配列番号5の改変オ
ープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpET28発現ベクターを含む。この態
様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの大腸菌
細胞における発現を増加させる配列番号6の改変オープンリーディングフレームに作動可
能に連結されたpET28発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンス
トラクトが、コードされている活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発現を増加させる配列番
号3の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpET29発現ベクターを含
む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT
/Aの大腸菌細胞における発現を増加させる配列番号4の改変オープンリーディングフレー
ムに作動可能に連結されたpET29発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、
発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発現を増加さ
せる配列番号5の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpET29発現ベ
クターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされてい
る活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発現を増加させる配列番号6の改変オープンリーディ
ングフレームに作動可能に連結されたpET29発現ベクターを含む。この態様のもう一つの
側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発
現を増加させる配列番号3の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたp
RSET発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コー
ドされている活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発現を増加させる配列番号4の改変オープ
ンリーディングフレームに作動可能に連結されたpRSET発現ベクターを含む。この態様の
もう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの大腸菌細胞
における発現を増加させる配列番号5の改変オープンリーディングフレームに作動可能に
連結されたpRSET発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラ
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クトが、コードされている活性BoNT/Aの大腸菌細胞における発現を増加させる配列番号6
の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpRSET発現ベクターを含む
。
【００８８】
　本発明において開示されるさらにもう一つの態様では、本明細書に開示する発現コンス
トラクトが、コードされている活性BoNT/Aを真核細胞で発現させるのに有用な真核発現ベ
クターに由来する制御配列に、作動可能に連結される。この態様の一側面では、本明細書
に開示する核酸分子が、コードされているBoNT/Aを酵母細胞で発現させるのに有用な酵母
発現ベクターに由来する制御配列に、作動可能に連結される。酵母発現ベクターの限定で
ない例には、ピキア・パストリス発現ベクター、ピキア・メタノリカ発現ベクター、ピキ
ア・アングスタ発現ベクター、シゾサッカロミセス・ポンベ発現ベクター、サッカロミセ
ス・セレビシェ発現ベクターおよびヤロウイア・リポリティカ発現ベクターなどがある。
この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞
における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された酵
母発現ベクターを含む。この態様の一側面では、発現コンストラクトが、pPICZ A発現ベ
クターと、コードされている活性BoNT/Aのピキア・パストリス細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現
コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのピキア・パストリス細胞における発現
を増加させる配列番号34の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpP
ICZ A発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コ
ードされている活性BoNT/Aのピキア・パストリス細胞における発現を増加させる配列番号
35の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpPICZ A発現ベクターを
含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性Bo
NT/Aのピキア・パストリス細胞における発現を増加させる配列番号36の改変オープンリー
ディングフレームに作動可能に連結されたpPICZ A発現ベクターを含む。この態様のもう
一つの側面では、発現コンストラクトが、pMET発現ベクターと、コードされている活性Bo
NT/Aのピキア・メタノリカ細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレ
ームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされてい
る活性BoNT/Aのピキア・メタノリカ細胞における発現を増加させる配列番号34の改変オー
プンリーディングフレームに作動可能に連結されたpMET発現ベクターを含む。この態様の
もう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのピキア・メ
タノリカ細胞における発現を増加させる配列番号35の改変オープンリーディングフレーム
に作動可能に連結されたpMET発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現
コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのピキア・メタノリカ細胞における発現
を増加させる配列番号36の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpM
ET発現ベクターを含む。この態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラクトが、
pYES2.1発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aのサッカロミセス・セレビシェ細
胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームとを含む。この態様のも
う一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのサッカロミセ
ス・セレビシェ細胞における発現を増加させる配列番号37の改変オープンリーディングフ
レームに作動可能に連結されたpYES2.1発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面
では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのサッカロミセス・セレビシ
ェ細胞における発現を増加させる配列番号38の改変オープンリーディングフレームに作動
可能に連結されたpYES2.1発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コ
ンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのサッカロミセス・セレビシェ細胞におけ
る発現を増加させる配列番号39の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結さ
れたpYES2.1発現ベクターを含む。
【００８９】
　この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子が、コードされて
いる活性BoNT/Aを昆虫細胞で発現させるのに有用な昆虫発現ベクターに由来する制御配列
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に作動可能に連結される。昆虫発現ベクターの限定でない例には、ヨトウガ発現ベクター
、イラクサギンウワバ発現ベクター、キイロショウジョウバエ発現ベクターおよびタバコ
スズメガ発現ベクターなどがある。この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コー
ドされている活性BoNT/Aの昆虫細胞または昆虫細胞由来の細胞系における発現を増加させ
る改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された昆虫発現ベクターを含む。
この態様の一側面では、発現コンストラクトが、pFastBac（商標）HT発現ベクターと、コ
ードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばSf9、Sf21およびHigh-Fiveなど）におけ
る発現を増加させる改変オープンリーディングフレームとを含む。この態様のもう一つの
側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばSf
9、Sf21およびHigh-Fiveなど）における発現を増加させる配列番号61の改変オープンリー
ディングフレームに作動可能に連結されたpFastBac（商標）HT発現ベクターを含む。この
態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの昆虫
細胞系（例えばSf9、Sf21およびHigh-Fiveなど）における発現を増加させる配列番号62の
改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpFastBac（商標）HT発現ベク
ターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている
活性BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばSf9、Sf21およびHigh-Fiveなど）における発現を増加さ
せる配列番号63の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpFastBac（
商標）HT発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、
pBACgus3発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばSf9、Sf21
およびHigh-Fiveなど）における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームと
を含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性
BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばSf9、Sf21およびHigh-Fiveなど）における発現を増加させる
配列番号61の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpBACgus3発現ベ
クターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされてい
る活性BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばSf9、Sf21およびHigh-Fiveなど）における発現を増加
させる配列番号62の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpBACgus3
発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードさ
れている活性BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばSf9、Sf21およびHigh-Fiveなど）における発現
を増加させる配列番号63の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpB
ACgus3発現ベクターを含む。
【００９０】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、pMT/BiP-V5-His/GFP発現ベクターと、
コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばシュナイダーショウジョウバエ株2（S
2）およびKcなど）における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームとを含
む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT
/Aの昆虫細胞系（例えばシュナイダーショウジョウバエ株2（S2）およびKcなど）におけ
る発現を増加させる配列番号58の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結さ
れたpMT/BiP-V5-His/GFP発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コン
ストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞系（例えばシュナイダーショウジ
ョウバエ株2（S2）およびKcなど）における発現を増加させる配列番号59の改変オープン
リーディングフレームに作動可能に連結されたpMT/BiP-V5-His/GFP発現ベクターを含む。
この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの
昆虫細胞系（例えばシュナイダーショウジョウバエ株2（S2）およびKcなど）における発
現を増加させる配列番号60の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された
pMT/BiP-V5-His/GFP発現ベクターを含む。
【００９１】
　この態様のさらにもう一つの側面では、本明細書に開示する核酸分子が、コードされて
いる活性BoNT/Aを哺乳動物細胞または哺乳動物細胞由来の細胞系で発現させるのに有用な
哺乳動物発現ベクターに由来する制御配列に、作動可能に連結される。哺乳動物発現ベク
ターからのBoNT/Aの発現は、構成的、組織特異的、細胞特異的もしくは誘導性であるプロ
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モーター要素、エンハンサー要素、またはその両方の制御を受けることができる。哺乳動
物発現ベクターの限定でない例には、マウス発現ベクター、ラット発現ベクター、ハムス
ター発現ベクター、ブタ発現ベクター、ウシ発現ベクター、ウマ発現ベクター、霊長類発
現ベクターおよびヒト発現ベクターなどがある。具体的発現ベクターには、pCMV-Script
、pCMVTNT、pDisplay、pSECTag、pSECTag2、pVAX1およびpQBI25などがあるが、これらに
限定されるわけではない。この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされて
いる活性BoNT/Aの哺乳動物細胞または哺乳動物細胞由来の細胞系における発現を増加させ
る改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された哺乳動物発現ベクターを含
む。
【００９２】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのマウス
細胞またはマウス細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディング
フレームに作動可能に連結されたマウス発現ベクターを含む。この態様の一側面では、発
現コンストラクトが、pSECTag2発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aのマウス細
胞系（例えば10T1/2、BALB/3T3、L-M、NB4 1A3、NIE-115、NG108-15、NIH3T3、NCTCおよ
びNeuro 2Aなど）における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームとを含む
。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/A
のマウス細胞系（例えば10T1/2、BALB/3T3、L-M、NB4 1A3、NIE-115、NG108-15、NIH3T3
、NCTCおよびNeuro 2Aなど）における発現を増加させる配列番号76の改変オープンリーデ
ィングフレームに作動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一
つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのマウス細胞系（例
えば10T1/2、BALB/3T3、L-M、NB4 1A3、NIE-115、NG108-15、NIH3T3、NCTCおよびNeuro 2
Aなど）における発現を増加させる配列番号77の改変オープンリーディングフレームに作
動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現
コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのマウス細胞系（例えば10T1/2、BALB/3
T3、L-M、NB4 1A3、NIE-115、NG108-15、NIH3T3、NCTCおよびNeuro 2Aなど）における発
現を増加させる配列番号78の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された
pSECTag2発現ベクターを含む。
【００９３】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのラット
細胞またはラット細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディング
フレームに作動可能に連結されたラット発現ベクターを含む。この態様の一側面では、発
現コンストラクトが、pSECTag2発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aのラット細
胞系（例えばPC12、GH1、GH3、C6およびL2など）における発現を増加させる改変オープン
リーディングフレームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが
、コードされている活性BoNT/Aのラット細胞系（例えばPC12、GH1、GH3、C6およびL2など
）における発現を増加させる配列番号79の改変オープンリーディングフレームに作動可能
に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンス
トラクトが、コードされている活性BoNT/Aのラット細胞系（例えばPC12、GH1、GH3、C6お
よびL2など）における発現を増加させる配列番号80の改変オープンリーディングフレーム
に作動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、
発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのラット細胞系（例えばPC12、GH1
、GH3、C6およびL2など）における発現を増加させる配列番号81の改変オープンリーディ
ングフレームに作動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。
【００９４】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのハムス
ター細胞またはハムスター細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリー
ディングフレームに作動可能に連結されたハムスター発現ベクターを含む。この態様の一
側面では、発現コンストラクトが、pSECTag2発現ベクターと、コードされている活性BoNT
/Aのハムスター細胞系（例えばCHOおよび6E6など）における発現を増加させる改変オープ
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ンリーディングフレームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクト
が、コードされている活性BoNT/Aのハムスター細胞系（例えばCHOおよび6E6など）におけ
る発現を増加させる配列番号82の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結さ
れたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクト
が、コードされている活性BoNT/Aのハムスター細胞系（例えばCHOおよび6E6など）におけ
る発現を増加させる配列番号83の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結さ
れたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクト
が、コードされている活性BoNT/Aのハムスター細胞系（例えばCHOおよび6E6など）におけ
る発現を増加させる配列番号84の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結さ
れたpSECTag2発現ベクターを含む。
【００９５】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのブタ細
胞またはブタ細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレ
ームに作動可能に連結されたブタ発現ベクターを含む。この態様の一側面では、発現コン
ストラクトが、pSECTag2発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aのブタ細胞系（例
えばPK15、LLC-PK1、STおよびESK-4など）における発現を増加させる改変オープンリーデ
ィングフレームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コー
ドされている活性BoNT/Aのブタ細胞系（例えばPK15、LLC-PK1、STおよびESK-4など）にお
ける発現を増加させる配列番号85の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結
されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラク
トが、コードされている活性BoNT/Aのブタ細胞系（例えばPK15、LLC-PK1、STおよびESK-4
など）における発現を増加させる配列番号86の改変オープンリーディングフレームに作動
可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コ
ンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのブタ細胞系（例えばPK15、LLC-PK1、ST
およびESK-4など）における発現を増加させる配列番号87の改変オープンリーディングフ
レームに作動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。
【００９６】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのウシ細
胞またはウシ細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレ
ームに作動可能に連結されたウシ発現ベクターを含む。この態様の一側面では、発現コン
ストラクトが、pSECTag2発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aのウシ細胞系（例
えばCPAE、BT、SBACおよびFB2など）における発現を増加させる改変オープンリーディン
グフレームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードさ
れている活性BoNT/Aのウシ細胞系（例えばCPAE、BT、SBACおよびFB2など）における発現
を増加させる配列番号88の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたpS
ECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コ
ードされている活性BoNT/Aのウシ細胞系（例えばCPAE、BT、SBACおよびFB2など）におけ
る発現を増加させる配列番号89の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結さ
れたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクト
が、コードされている活性BoNT/Aのウシ細胞系（例えばCPAE、BT、SBACおよびFB2など）
における発現を増加させる配列番号90の改変オープンリーディングフレームに作動可能に
連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。
【００９７】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのウマ細
胞またはウマ細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレ
ームに作動可能に連結されたウマ発現ベクターを含む。この態様の一側面では、発現コン
ストラクトが、pSECTag2発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aのウマ細胞系（例
えばNBL-6など）における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームとを含む
。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/A
のウマ細胞系（例えばNBL-6など）における発現を増加させる配列番号91の改変オープン
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リーディングフレームに作動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様の
もう一つの側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのウマ細胞系
（例えばNBL-6など）における発現を増加させる配列番号92の改変オープンリーディング
フレームに作動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側
面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのウマ細胞系（例えばNBL-
6など）における発現を増加させる配列番号93の改変オープンリーディングフレームに作
動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。
【００９８】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aの霊長類
細胞または霊長類細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディング
フレームに作動可能に連結された霊長類発現ベクターを含む。この態様の一側面では、発
現コンストラクトが、pSECTag2発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aの霊長類細
胞系（例えばCOS-1、COS-7およびVV-1など）における発現を増加させる改変オープンリー
ディングフレームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コ
ードされている活性BoNT/Aの霊長類細胞系（例えばCOS-1、COS-7およびVV-1など）におけ
る発現を増加させる配列番号94の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結さ
れたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクト
が、コードされている活性BoNT/Aの霊長類細胞系（例えばCOS-1、COS-7およびVV-1など）
における発現を増加させる配列番号95の改変オープンリーディングフレームに作動可能に
連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンスト
ラクトが、コードされている活性BoNT/Aの霊長類細胞系（例えばCOS-1、COS-7およびVV-1
など）における発現を増加させる配列番号96の改変オープンリーディングフレームに作動
可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。
【００９９】
　この態様の一側面では、発現コンストラクトが、コードされている活性BoNT/Aのヒト細
胞またはヒト細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレ
ームに作動可能に連結されたヒト発現ベクターを含む。この態様の一側面では、発現コン
ストラクトが、pSECTag2発現ベクターと、コードされている活性BoNT/Aの霊長類細胞系（
例えばSH-SY5Y、SK-N-DZ、SK-N-F1、SK-N-SH、BE(2)-C、HeLa、HEK293、MCF-7、HepG2、H
L-60、IMR-32、SW-13およびCHP3など）における発現を増加させる改変オープンリーディ
ングフレームとを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが、コード
されている活性BoNT/Aの霊長類細胞系（例えばSH-SY5Y、SK-N-DZ、SK-N-F1、SK-N-SH、BE
(2)-C、HeLa、HEK293、MCF-7、HepG2、HL-60、IMR-32、SW-13およびCHP3など）における
発現を増加させる配列番号97の改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結され
たpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンストラクトが
、コードされている活性BoNT/Aの霊長類細胞系（例えばSH-SY5Y、SK-N-DZ、SK-N-F1、SK-
N-SH、BE(2)-C、HeLa、HEK293、MCF-7、HepG2、HL-60、IMR-32、SW-13およびCHP3など）
における発現を増加させる配列番号98の改変オープンリーディングフレームに作動可能に
連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。この態様のもう一つの側面では、発現コンスト
ラクトが、コードされている活性BoNT/Aの霊長類細胞系（例えばSH-SY5Y、SK-N-DZ、SK-N
-F1、SK-N-SH、BE(2)-C、HeLa、HEK293、MCF-7、HepG2、HL-60、IMR-32、SW-13およびCHP
3など）における発現を増加させる配列番号99の改変オープンリーディングフレームに作
動可能に連結されたpSECTag2発現ベクターを含む。
【０１００】
　本発明の諸側面は、本明細書に開示する発現コンストラクトを含む細胞を、さらに提供
する。限定するわけではないが、細胞は、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞におけ
る発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子を発現させるのに
有用な原核発現コンストラクトを含有する原核細胞；コードされている活性BoNT/Aの酵母
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子を発現
させるのに有用な酵母発現コンストラクトを含有する酵母細胞；コードされている活性Bo
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NT/Aの昆虫細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸
分子を発現させるのに有用な昆虫発現コンストラクトを含有する昆虫細胞；およびコード
されている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞における発現を増加させる改変オープンリーディン
グフレームを含む核酸分子を発現させるのに有用な哺乳動物発現コンストラクトを含有す
る哺乳動物細胞を包含することができると想定される。
【０１０１】
　本明細書に開示する細胞は、一つには、発現コンストラクトを含む。本明細書に開示す
る発現コンストラクトは全て使用することができると想定される。したがってこの態様の
諸側面は、コードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞における発現を増加させる改変オ
ープンリーディングフレームに作動可能に連結されたウイルス発現ベクターを含む細胞；
コードされている活性BoNT/Aの原核細胞における発現を増加させる改変オープンリーディ
ングフレームに作動可能に連結された原核発現ベクターを含む細胞；コードされている活
性BoNT/Aの酵母細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動
可能に連結された酵母発現ベクターを含む細胞；コードされている活性BoNT/Aの粘菌細胞
における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された粘
菌発現ベクターを含む細胞；コードされている活性BoNT/Aの植物細胞または植物細胞由来
の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結
された植物発現ベクターを含む細胞；コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞または昆虫
細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可
能に連結された昆虫発現ベクターを含む細胞；コードされている活性BoNT/Aの魚類細胞ま
たは魚類細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレーム
に作動可能に連結された魚類発現ベクターを含む細胞；コードされている活性BoNT/Aの両
生類細胞または両生類細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディ
ングフレームに作動可能に連結された両生類発現ベクターを含む細胞；コードされている
活性BoNT/Aの鳥類細胞または鳥類細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープ
ンリーディングフレームに作動可能に連結された鳥類発現ベクターを含む細胞；およびコ
ードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞または哺乳動物細胞（例えばマウス、ラット、
ハムスター、ブタ、ウシ、ウマ、霊長類およびヒトなど）由来の細胞系における発現を増
加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された哺乳動物発現ベクタ
ーを含む細胞を包含するが、これらに限定されるわけではない。限定するわけではないが
、この態様の別の側面は、配列番号3～配列番号99、配列番号110、配列番号112および配
列番号122～配列番号125のいずれか一つを含む改変オープンリーディングフレームを含む
発現コンストラクトを含む。
【０１０２】
　本明細書に開示する細胞は、一つには、異種細胞を含む。本明細書に開示する異種細胞
は全て使用することができると想定される。したがって、この態様の諸側面は、例えば原
核細胞、限定するわけではないが、好気性細菌細胞、微好気性細菌細胞、好二酸化炭素性
細菌細胞、通性細菌細胞、嫌気性細菌細胞、グラム陰性細菌細胞およびグラム陽性細菌細
胞の株（例えば大腸菌、枯草菌、バチルス・リケニホルミス、バクテロイデス・フラギリ
ス、ウェルシュ菌、クロストリジウム・ディフィシレ、カウロバクター・クレセンタス、
ラクトコッカス・ラクティス、メチロバクテリウム・エキストルクエンス、ナイセリア・
メニンギルルス、髄膜炎菌、シュードモナス・フルオレッセンスおよびネズミチフス菌に
由来する株など）；および真核細胞、限定するわけではないが、酵母株（例えばピキア・
パストリス、ピキア・メタノリカ、ピキア・アングスタ、シゾサッカロミセス・ポンベ、
サッカロミセス・セレビシェおよびヤロウイア・リポリティカに由来する株など）；粘菌
株（例えばキイロタマホコリカビなどに由来するものなど）；植物細胞および植物細胞由
来の細胞系（例えば単子葉植物種、双子葉植物種、トウモロコシおよびシロイヌナズナに
由来するものなど）；昆虫細胞および昆虫由来の細胞系（例えばヨトウガ、イラクサギン
ウワバ、キイロショウジョウバエおよびタバコスズメガに由来するものなど）；魚類細胞
および魚類細胞由来の細胞系（例えばゼブラフィッシュに由来するものなど）；両生類細
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胞および両生類細胞由来の細胞系（例えばアフリカツメガエルおよびニシツメガエルに由
来するものなど）；鳥類細胞および鳥類細胞由来の細胞系（例えばニワトリに由来するも
のなど）；哺乳動物細胞および哺乳動物細胞由来の細胞系（例えばマウス、ラット、ハム
スター、ブタ、ウシ、ウマ、霊長類およびヒトに由来するものなど）が包含されるが、こ
れらに限定されるわけではない。細胞系は、URLアドレスwww.atcc.orgのAmerican Type C
ulture Collection（2004）；URLアドレスwww.ecacc.org.ukのEuropean Collection of C
ell Cultures（2204）；およびURLアドレスwww.dsmz.deのGerman Collection of Microor
ganisms and Cell Cultures（2004）から入手することができる。適当な細胞系を選択し
、作製し、使用するための具体的プロトコールの限定でない例は、「INSECT CELL CULTUR
E ENGINEERING」（Mattheus F.A.Goosenら編，Marcel Dekker，1993）；「INSECT CELL C
ULTURES: FUNDAMENTAL AND APPLIED ASPECTS」（J.M.Vlakら編，Kluwer Academic Publis
hers，1996）；Maureen A.HarrisonおよびIan F.Rae「GENERAL TECHNIQUES OF CELL CULT
URE」（Cambridge University Press，1997）；「CELL AND TISSUE CULTURE: LABORATORY
 PROCEDURES」（Alan Doyleら編，John Wiley and Sons，1998）；R.Ian Freshney「CULT
URE OF ANIMAL CELLS: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUE」（Wiley-Liss，第4版，2000）；
「ANIMAL CELL CULTURE: A PRACTICAL APPROACH」（John R.W.Masters編，Oxford Univer
sity Press，第3版，2000）；「MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL」前掲（2001）
；「BASIC CELL CULTURE: A PRACTICAL APPROACH」（John M.Davis，Oxford Press，第2
版，2002）；ならびに「CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY」前掲（2004）などに
記載されている。これらのプロトコールは、本明細書の教示内容からして当業者には十分
に可能な日常的作業である。
【０１０３】
　本明細書に開示する発現コンストラクトを細胞内に導入するための方法は全て使用する
ことができると想定される。本明細書に開示する細胞は、発現コンストラクトを一過性に
または安定に維持することができる。安定に維持されるコンストラクトは、染色体外にあ
って自律的に複製するものであってもよいし、細胞の染色体物質中に組み込まれて非自律
的に複製するものであってもよい。細胞内に核酸分子を導入するのに役立つ方法には、リ
ン酸カルシウム法、DEAEデキストラン法、脂質法、ポリブレン法、ポリリジン法、ウイル
ス法、マイクロインジェクション、プロトプラスト融合、バイオリスティック、およびエ
レクトロポレーションなどがあるが、これらに限定されるわけではない（例えば「Introd
ucing Cloned Genes into Cultured Mammalian Cells（培養哺乳動物細胞へのクローン化
遺伝子の導入）」16.1～16.62頁（SambrookおよびRussell編「MOLECULAR CLONING: A LAB
ORATORY MANUAL」第3巻，第3版，2001）を参照されたい）。細胞内に発現コンストラクト
を導入するための具体的方法の選択が、一つには、その細胞が発現コンストラクトを一過
性に含有することになるのか、それともその細胞が発現コンストラクトを安定に含有する
ことになるのかに依存することは、当業者には理解される。これらのプロトコールは、本
明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【０１０４】
　この態様の一側面では、活性BoNT/Aを発現させるコンストラクトを異種細胞内に導入す
るために、トランスフェクションと呼ばれる化学的方法が使用される。化学的トランスフ
ェクション法では、化学試薬が核酸との複合体を形成し、それが細胞へのその核酸の取り
込みを容易にする。そのような化学試薬には、リン酸カルシウム法（例えばMartin Jorda
nおよびFlorian Worm「Transfection of adherent and suspended cells by calcium pho
sphate（リン酸カルシウムによる付着細胞および懸濁細胞のトランスフェクション）」33
(2) Methods 136-143 (2004)を参照されたい）；ジエチル-アミノエチル（DEAE）デキス
トラン法、脂質法、カチオン性ポリマー法、例えばポリエチレンイミン（PEI）法および
ポリリジン法、ならびにポリブレン法（例えばChun Zhangら「Polyethyleneimine strate
gies for plasmid delivery to brain-derived cells（脳由来細胞へのプラスミド送達の
ためのポリエチレンイミン戦略）」33(2) Methods 144-150 (2004)を参照されたい）など
があるが、これらに限定されるわけではない。そのような化学的送達系は標準的方法によ
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って調製することができ、市販されている（例えばCellPhectトランスフェクションキッ
ト（Amersham Biosciences，ニュージャージー州ピスカタウェイ）；哺乳動物用トランス
フェクションキット、リン酸カルシウムおよびDEAE デキストラン（Stratagene,Inc.，カ
リフォルニア州ラホーヤ）；Lipofectamine（商標）トランスフェクション試薬（Invitro
gen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）；ExGen 500トランスフェクションキット
（Fermentas,Inc.，メリーランド州ハノーバー）、ならびにSuperFectおよびEffecteneト
ランスフェクションキット（Qiagen,Inc.，カリフォルニア州バレンシア）を参照された
い）。
【０１０５】
　この態様のもう一つの側面では、活性BoNT/Aを発現させるコンストラクトを異種細胞内
に導入するために、物理的方法が使用される。物理的作用には、エレクトロポレーション
、バイオリスティックおよびマイクロインジェクションなどがあるが、これらに限定され
るわけではない。バイオリスティック法およびマイクロインジェクション法では、細胞内
に核酸分子を導入するために、細胞壁に孔を開ける（例えばJeike E.Biewengaら「Plasmi
d-mediated gene transfer in neurons using the biolistics technique（バイオリステ
ィック法によるニューロンへのプラスミド媒介遺伝子導入）」71(1) J. Neurosci. Metho
ds. 67-75 (1997)；ならびにJohn O'BrienおよびSarah C.R.Lummis「Biolistic and diol
istic transfection: using the gene gun to deliver DNA and lipophilic dyes into m
ammalian cells（バイオリスティックおよびジオリスティックトランスフェクション：遺
伝子銃を使った哺乳動物細胞へのDNAおよび親油性色素の送達）」33(2) Methods 121-125
 (2004)を参照されたい）。エレクトロポレーションは、電気透過処理（electropermeabi
lization）とも呼ばれ、短い高電圧の電気パルスを使って膜に一過性の孔を作り、その孔
を通って核酸分子が侵入する方法であり、あらゆる細胞タイプの安定トランスフェクショ
ンおよび一過性トランスフェクションに効果的に使用することができる（例えばM.Golzio
ら「In vitro and in vivo electric field-mediated permeabilization, gene transfer
, and expression（インビトロおよびインビボでの電場による透過処理、遺伝子導入、お
よび発現）」33(2) Methods 126-135 (2004)；およびOliver Greschら「New non-viral m
ethod for gene transfer into primary cells（初代細胞に遺伝子を導入するための新し
い非ウイルス的方法）」33(2) Methods 151-163 (2004)を参照されたい）。
【０１０６】
　この態様のもう一つの側面では、活性BoNT/Aを発現させるコンストラクトを異種細胞内
に導入するために、形質導入と呼ばれるウイルスによる方法が使用される。ウイルスによ
る一過性形質導入法では、ウイルス粒子が宿主細胞に感染し宿主細胞中で複製する過程が
、この機序を使って細胞内に核酸分子が導入されるように操作されている。ウイルスによ
る方法は、例えばレトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、単純ヘルペス
ウイルス、ピコルナウイルス、アルファウイルスおよびバキュロウイルスなど（ただしこ
れらに限定されるわけではない）、広範囲にわたるさまざまなウイルスから開発されてい
る（例えば、Armin Blesch「Lentiviral and MLV based retroviral vectors for ex viv
o and in vivo gene transfer（エクスビボおよびインビボ遺伝子導入用のレンチウイル
スおよびMLVに基づくレトロウイルスベクター）」33(2) Methods 164-172 (2004)；およ
びMaurizio Federico「From lentiviruses to lentivirus vectors（レンチウイルスから
レンチウイルスベクターへ）」229 Methods Mol. Biol. 3-15 (2003)；E.M.Poeschla「No
n-primate lentiviral vectors（非霊長類レンチウイルスベクター）」5(5) Curr. Opin.
 Mol. Ther. 529-540 (2003)；Karim Benihoudら「Adenovirus vectors for gene delive
ry（遺伝子送達用アデノウイルスベクター）」10(5) Curr. Opin. Biotechnol. 440-447 
(1999)；H.Bueler「Adeno-associated viral vectors for gene transfer and gene ther
apy（遺伝子導入および遺伝子治療用のアデノ随伴ウイルスベクター）」380(6) Biol. Ch
em. 613-622 (1999)；Chooi M.Laiら「Adenovirus and adeno-associated virus vectors
（アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルスベクター）」21(12) DNA Cell Biol. 895-91
3 (2002)；Edward A.Burtonら「Gene delivery using herpes simplex virus vectors（
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単純ヘルペスウイルスベクターを使った遺伝子送達）」21(12) DNA Cell Biol. 915-936 
(2002)；Paola Grandiら「Targeting HSV amplicon vector（ターゲティングHSVアンプリ
コンベクター）」33(2) Methods 179-186 (2004)：Ilya Frolovら「Alphavirus-based ex
pression vectors: strategies and applications（アルファウイルス系発現ベクター：
戦略と応用）」93(21) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 11371-11377 (1996)；Markus U.
Ehrengruber「Alphaviral gene transfer in neurobiology（神経生物学におけるアルフ
ァウイルス遺伝子導入）」59(1) Brain Res. Bull. 13-22 (2002)；Thomas A.Kostおよび
J.Patrick Condreay「Recombinant baculoviruses as mammalian cell gene-delivery ve
ctors（哺乳動物細胞遺伝子送達ベクターとしての組換えバキュロウイルス）」20(4) Tre
nds Biotechnol. 173-180 (2002)；ならびにA.HuserおよびC.Hofmann「Baculovirus vect
ors: novel mammalian cell gene-delivery vehicles and their applications（バキュ
ロウイルスベクター：新しい哺乳動物細胞遺伝子送達ビヒクルおよびそれらの応用）」3(
1) Am. J. Pharmacogenomics 53-63 (2003)を参照されたい）。
【０１０７】
　エンベロープを持たない二本鎖DNAウイルスであるアデノウイルスは、哺乳動物細胞形
質導入にしばしば選択される。アデノウイルスは約36kdという比較的大きな核酸分子を取
り扱い、高い力価で産生され、分裂細胞でも、非分裂細胞でも、広範囲にわたるさまざま
な細胞に効率よく感染することができるからである（例えばWim T.J.M.C.Hermensら「Tra
nsient gene transfer to neurons and glia: analysis of adenoviral vector performa
nce in the CNS and PNS（ニューロンおよび神経膠への一過性遺伝子導入：CNSおよびPNS
におけるアデノウイルスベクターの性能）」71(1) J.Neurosci. Methods 85-98 (1997)；
およびHiroyuki Mizuguchiら「Approaches for generating recombinant adenovirus vec
tors（組換えアデノウイルスベクターを作製するためのアプローチ）」52(3) Adv. Drug 
Deliv. Rev. 165-176 (2001)を参照されたい）。アデノウイルスに基づく系を使った形質
導入では、長期間にわたるタンパク質発現は維持されない。核酸分子は、宿主細胞染色体
に組み込まれるよりも、細胞核内のエピソームとして運ばれるからである。アデノウイル
スベクター系およびそのようなベクターの使い方に関する具体的プロトコールは、例えば
ViraPower（商標）アデノウイルス発現系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズ
バッド）および「ViraPower（商標）Adenoviral Expression System Instruction Manual
 25-0543 version A」Invitrogen,Inc.（2002年7月15日）；ならびにAdEasy（商標）アデ
ノウイルスベクター系（Stratagene,Inc.，カリフォルニア州ラホーヤ）および「AdEasy
（商標）Adenoviral Vector System Instruction Manual 064004f」Stratagene,Inc.に開
示されている。
【０１０８】
　核酸分子送達には、オンコレトロウイルスおよびレンチウイルスなどの一本鎖RNAレト
ロウイルスを使用することもできる。レトロウイルスによる形質導入は100％近い形質導
入効率をもたらすことが多く、感染の多重度（MOI）を変えることによってプロウイルス
コピー数を容易に制御することができ、細胞を一過性または安定に形質導入するために使
用することができる（例えばTiziana Toniniら「Transient production of retroviral- 
and lentiviral-based vectors for the transduction of Mammalian cells（哺乳動物細
胞の形質導入のためのレトロウイルス系ベクターおよびレンチウイルス系ベクターの一時
的生成））」285 Methods Mol. Biol. 141-148 (2004)；Armin Blesch「Lentiviral and 
MLV based retroviral vectors for ex vivo and in vivo gene transfer（エクスビボお
よびインビボ遺伝子導入のためのレンチウイルスベクターおよびMLV系レトロウイルスベ
クター）」33(2) Methods 164-172 (2004)；Felix Recillas-Targa「Gene transfer and 
expression in mammalian cell lines and transgenic animals（哺乳動物細胞系および
トランスジェニック動物における遺伝子導入および発現）」267 Methods Mol. Biol. 417
-433 (2004)；およびRoland Wolkowiczら「Lentiviral vectors for the delivery of DN
A into mammalian cells（哺乳動物細胞へのDNA送達のためのレンチウイルスベクター）
」246 Methods Mol. Biol. 391-411 (2004)を参照されたい）。レトロウイルス粒子は、
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タンパク質キャプシドにパッケージングされたRNAゲノムからなり、全体が脂質エンベロ
ープで包まれている。レトロウイルスは、そのRNAを逆転写酵素と共に細胞質中に注入す
ることによって、宿主細胞に感染する。次に、RNAテンプレートは直線状二本鎖cDNAに逆
転写され、それは宿主細胞ゲノムに組み込まれることにより、自らを複製する。ウイルス
粒子は垂直方向にも（親細胞から娘細胞にプロウイルスを介して）水平方向にも（細胞か
ら細胞へとウイルス粒子を介して）伝播する。この複製戦略は長期間持続する発現を可能
にする。というのも、関心対象の核酸分子は宿主細胞の染色体中に安定に組み込まれ、そ
の結果、タンパク質の長期間発現を可能にするからである。例えば、さまざまな組織に注
入されたレンチウイルスベクターは、1年を超える持続的タンパク質発現をもたらすこと
が、動物研究で示されている（例えばLuigi Naldiniら「In vivo gene delivery and sta
ble transduction of non-dividing cells by a lentiviral vector（レンチウイルスベ
クターによる非分裂細胞のインビボ遺伝子送達および安定形質導入）」272(5259) Scienc
e 263-267 (1996)を参照されたい）。オンコレトロウイルス由来のベクター系（例えばモ
ロニーマウス白血病ウイルス（MoMLV）など）は広く使用されており、多種多様な非分裂
細胞に感染する。レンチウイルスも分裂細胞および非分裂細胞を含む多種多様な細胞タイ
プに感染することができ、高度に特異的な細胞ターゲティングを可能にする複雑なエンベ
ロープタンパク質を持っている。
【０１０９】
　レトロウイルスベクターおよびそのようなベクターの使い方に関する具体的プロトコー
ルは、例えばManfred GossenおよびHermann Bujard「Tight control of gene expression
 in eukaryotic cells by tetracycline-responsive promoters（テトラサイクリン応答
性プロモーターによる真核細胞における遺伝子発現の厳密な制御）」米国特許第5,464,75
8号（1995年11月7日）；Hermann BujardおよびManfred Gossen「Methods for regulating
 gene expression（遺伝子発現を調節するための方法）」米国特許第5,814,618号（1998
年9月29日）；David S.Hogness「Polynucleotides encoding insect steroid hormone re
ceptor polypeptides and cells transformed with same（昆虫ステロイドホルモン受容
体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドおよびそれで形質転換された細胞）」米国
特許第5,514,578号（1996年5月7日）；David S.Hogness「Polynucleotide encoding inse
ct ecdysone receptor（昆虫エクジソン受容体をコードするポリヌクレオチド）」米国特
許第6,245,531号（2001年6月12日）；Elisabetta Vegetoら「Progesterone receptor hav
ing C. terminal hormone binding domain truncations（C末端ホルモン結合ドメインが
切断されたプロゲステロン受容体）」米国特許第5,364,791号（1994年11月15日）；Elisa
betta Vegetoら「Mutated steroid hormone receptors, methods for their use and mol
ecular switch for gene therapy（突然変異型ステロイドホルモン受容体、それらの使用
方法および遺伝子治療のための分子スイッチ）」米国特許第5,874,534号（1999年2月23日
）ならびにElisabetta Vegetoら「Mutated steroid hormone receptors, methods for th
eir use and molecular switch for gene therapy（突然変異型ステロイドホルモン受容
体、それらの使用方法および遺伝子治療のための分子スイッチ）」米国特許第5,935,934
号（1999年8月10日）に開示されている。さらにまた、そのようなウイルス送達系は標準
的方法によって調製することができ、市販されている（例えばBD（商標）Tet-OffおよびT
et-On遺伝子発現系（BD Biosciences-Clonetech，カリフォルニア州パロアルト）ならび
に「BD（商標）Tet-OffおよびTet-On遺伝子発現系ユーザーマニュアルPT3001-1」BD Bios
ciences Clonetech（2003年3月14日）、GeneSwitch（商標）系（Invitrogen,Inc.，カリ
フォルニア州カールズバッド）および「GeneSwitch（商標）System A Mifepristone-Regu
lated Expression System for Mammalian Cells version D 25-0313」Invitrogen, Inc.
（2002年11月4日）；ViraPower（商標）レンチウイルス発現系（Invitrogen,Inc.，カリ
フォルニア州カールズバッド）および「ViraPower（商標）Lentiviral Expression Syste
m Instruction Manual 25-0501 version E」Invitrogen,Inc.（2003年12月8日）；ならび
にComplete Control（登録商標）レトロウイルス誘導性哺乳動物発現系（Stratagene，カ
リフォルニア州ラホーヤ）および「Complete Control（登録商標）Retroviral Inducible
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 Mammalian Expression System Instruction Manual, 064005e」を参照されたい）。
【０１１０】
　したがって、ある態様では、細胞が、コードされているBoNT/Aの哺乳動物細胞における
発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結さ
れた発現コンストラクトを含む哺乳動物細胞を含む。この態様の一側面では、細胞が、コ
ードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞における発現を増加させる改変オープンリーデ
ィングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含
有する哺乳動物細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている
活性BoNT/Aの哺乳動物細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレーム
を含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する哺乳動物細
胞を含む。この態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラクトがウイルス発現コ
ンストラクトである。この態様のさらなる側面では、ウイルス発現コンストラクトがレン
チウイルス発現コンストラクト、家禽ポックスウイルス発現コンストラクト、仮性狂犬病
ウイルス発現コンストラクト、レトロウイルス発現コンストラクト、セムリキ森林ウイル
ス発現コンストラクト、シンドビスウイルス発現コンストラクト、ワクシニアウイルス発
現コンストラクト、またはアデノウイルス発現コンストラクトである。この態様のさらに
別の側面では、核酸分子が、配列番号64～配列番号99の改変オープンリーディングフレー
ムのいずれかを含む。
【０１１１】
　したがって、ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞における
発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結さ
れた発現コンストラクトを含む原核細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が
、コードされている活性BoNT/Aの原核細胞における発現を増加させる改変オープンリーデ
ィングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含
有する原核細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性
BoNT/Aの原核細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核
酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する原核細胞を含む。こ
の態様のさらにもう一つの側面では、原核細胞が、好気性細菌細胞、微好気性細菌細胞、
好二酸化炭素性細菌細胞、通性細菌細胞、嫌気性細菌細胞、グラム陰性細菌細胞またはグ
ラム陽性細菌細胞に由来する。この態様のさらにもう一つの側面では、原核細胞が、大腸
菌、枯草菌、バチルス・リケニホルミス、バクテロイデス・フラギリス、ウェルシュ菌、
クロストリジウム・ディフィシレ、カウロバクター・クレセンタス、ラクトコッカス・ラ
クティス、メチロバクテリウム・エキストルクエンス、ナイセリア・メニンギルルス、髄
膜炎菌、シュードモナス・フルオレッセンスおよびネズミチフス菌に由来する原核生物株
である。この態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラクトが原核発現コンスト
ラクトである。この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号3～配列番
号33、配列番号110、配列番号112および配列番号122～配列番号125の改変オープンリーデ
ィングフレームのいずれかを含む。
【０１１２】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの真核細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含む真核細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aの真核細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する真核細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの真核
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する真核細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、発現コンストラクトが真核発現コンストラクトである。この態様
のさらに別の側面では、核酸分子が、配列番号34～配列番号99の改変オープンリーディン
グフレームのいずれかを含む。
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【０１１３】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含む酵母細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aの酵母細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する酵母細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの酵母
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する酵母細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、酵母細胞が、ピキア・パストリス、ピキア・メタノリカ、ピキア
・アングスタ、シゾサッカロミセス・ポンベ、サッカロミセス・セレビシェまたはヤロウ
イア・リポリティカ由来の酵母株である。この態様のさらにもう一つの側面では、発現コ
ンストラクトが酵母発現コンストラクトである。この態様のさらにもう一つの側面では、
核酸分子が、配列番号34～配列番号45の改変オープンリーディングフレームのいずれかを
含む。
【０１１４】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの粘菌細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含む粘菌細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aの粘菌細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する粘菌細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの粘菌
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する粘菌細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、粘菌細胞が、キイロタマホコリカビ由来の粘菌株である。この態
様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラクトが粘菌発現コンストラクトである。
この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号46～配列番号48の改変オー
プンリーディングフレームのいずれかを含む。
【０１１５】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの植物細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含む植物細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aの植物細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する植物細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの植物
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する植物細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、植物細胞が、単子葉植物細胞もしくは単子葉植物細胞由来の細胞
系または双子葉植物細胞もしくは双子葉植物細胞由来の細胞系である。この態様のさらに
もう一つの側面では、植物細胞または植物細胞由来の細胞系が、トウモロコシ、シロイヌ
ナズナまたはコムギに由来する。この態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラ
クトが植物発現コンストラクトである。この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子
が、配列番号49～配列番号57の改変オープンリーディングフレームのいずれかを含む。
【０１１６】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの昆虫細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含む昆虫細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aの昆虫細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する昆虫細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの昆虫
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細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する昆虫細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、昆虫細胞が、ヨトウガ、イラクサギンウワバ、キイロショウジョ
ウバエまたはタバコスズメガに由来する昆虫株である。この態様のさらにもう一つの側面
では、昆虫細胞が、Sf9、Sf21、High-five、S2およびKcに由来する昆虫細胞系である。こ
の態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラクトが昆虫発現コンストラクトであ
る。この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号58～配列番号63の改変
オープンリーディングフレームのいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、Sf9細
胞系が、配列番号61、配列番号62または配列番号63の改変オープンリーディングフレーム
を含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；Sf21細胞系が
、配列番号61、配列番号62または配列番号63の改変オープンリーディングフレームを含む
核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；High-Five細胞系が
、配列番号61、配列番号62または配列番号63の改変オープンリーディングフレームを含む
核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；S2細胞系が、配列番
号58、配列番号59または配列番号60の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子
に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；またはKc細胞系が、配列番号
58、配列番号59または配列番号60の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に
作動可能に連結された発現コンストラクトを含有する。
【０１１７】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの魚類細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含む魚類細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aの魚類細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する魚類細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの魚類
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する魚類細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、魚類細胞が、ゼブラフィッシュに由来する魚類細胞である。この
態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラクトが魚類発現コンストラクトである
。この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号64～配列番号66の改変オ
ープンリーディングフレームのいずれかを含む。
【０１１８】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの両生類細胞における発現を増加
させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コ
ンストラクトを含む両生類細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コード
されている活性BoNT/Aの両生類細胞における発現を増加させる改変オープンリーディング
フレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する
両生類細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT
/Aの両生類細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸
分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する両生類細胞を含む。こ
の態様のさらにもう一つの側面では、両生類細胞が、アフリカツメガエル由来の両生類細
胞またはアフリカツメガエル由来の両生類細胞に由来する細胞系である。この態様のさら
にもう一つの側面では、両生類細胞が、ニシツメガエル由来の両生類細胞またはニシツメ
ガエル由来の両生類細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面では
、発現コンストラクトが両生類発現コンストラクトである。この態様のさらにもう一つの
側面では、核酸分子が、配列番号67～配列番号72の改変オープンリーディングフレームの
いずれかを含む。
【０１１９】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの鳥類細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
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ストラクトを含む鳥類細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aの鳥類細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する鳥類細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの鳥類
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する鳥類細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、鳥類細胞が、ニワトリ由来の鳥類細胞またはニワトリ由来の鳥類
細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラク
トが鳥類発現コンストラクトである。この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子が
、配列番号73～配列番号75の改変オープンリーディングフレームのいずれかを含む。
【０１２０】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞における発現を増
加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現
コンストラクトを含む哺乳動物細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コ
ードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞における発現を増加させる改変オープンリーデ
ィングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含
有する哺乳動物細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている
活性BoNT/Aの哺乳動物細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレーム
を含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する哺乳動物細
胞を含む。この態様のさらにもう一つの側面では、哺乳動物細胞が、マウス、ラット、ハ
ムスター、ブタ、ウシ、ウマ、霊長類またはヒト由来の哺乳動物細胞またはマウス、ラッ
ト、ハムスター、ブタ、ウシ、ウマ、霊長類またはヒト由来の哺乳動物細胞に由来する細
胞系である。この態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラクトが哺乳動物発現
コンストラクトである。この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号76
～配列番号99の改変オープンリーディングフレームのいずれかを含む。
【０１２１】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのマウス細胞における発現を増加
させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コ
ンストラクトを含むマウス細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コード
されている活性BoNT/Aのマウス細胞における発現を増加させる改変オープンリーディング
フレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する
マウス細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT
/Aのマウス細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸
分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有するマウス細胞を含む。こ
の態様のさらにもう一つの側面では、マウス細胞が、ハツカネズミ由来のマウス細胞また
はハツカネズミ由来のマウス細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの
側面では、マウス細胞が、10T1/2、BALB/3T3、L-M、NB4 1A3、NIE-115、NG108-15、NIH3T
3、NCTCまたはNeuro 2Aに由来するマウス細胞系である。この態様のさらにもう一つの側
面では、発現コンストラクトがマウス発現コンストラクトである。この態様のさらにもう
一つの側面では、核酸分子が、配列番号76～配列番号78の改変オープンリーディングフレ
ームのいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、Neuro 2A細胞系が、配列番号76、
配列番号77または配列番号78の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；10T1/2細胞系が、配列番号76、配列
番号77または配列番号78の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能
に連結された発現コンストラクトを含有するか；BALB/3T3細胞系が、配列番号76、配列番
号77または配列番号78の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に
連結された発現コンストラクトを含有するか；NG108-15細胞系が、配列番号76、配列番号
77または配列番号78の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連
結された発現コンストラクトを含有するか；またはNIE-115細胞系が、配列番号76、配列
番号77または配列番号78の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能
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に連結された発現コンストラクトを含有する。
【０１２２】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのラット細胞における発現を増加
させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コ
ンストラクトを含むラット細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コード
されている活性BoNT/Aのラット細胞における発現を増加させる改変オープンリーディング
フレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する
ラット細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT
/Aのラット細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸
分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有するラット細胞を含む。こ
の態様のさらにもう一つの側面では、ラット細胞が、ドブネズミ由来のラット細胞または
ドブネズミ由来のラット細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面
では、ラット細胞が、PC12、GH1、Gh3、C6またはL2に由来するラット細胞系である。この
態様のさらにもう一つの側面では、発現コンストラクトがラット発現コンストラクトであ
る。この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号79～配列番号81の改変
オープンリーディングフレームのいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、PC12細
胞系が、配列番号79、配列番号80または配列番号81の改変オープンリーディングフレーム
を含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；GH1細胞系が
、配列番号79、配列番号80または配列番号81の改変オープンリーディングフレームを含む
核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；GH3細胞系が、配列
番号79、配列番号80または配列番号81の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分
子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；C6細胞系が、配列番号79、
配列番号80または配列番号81の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；またはL2細胞系が、配列番号79、配
列番号80または配列番号81の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可
能に連結された発現コンストラクトを含有する。
【０１２３】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのハムスター細胞における発現を
増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発
現コンストラクトを含むハムスター細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が
、コードされている活性BoNT/Aのハムスター細胞における発現を増加させる改変オープン
リーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過
性に含有するハムスター細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードさ
れている活性BoNT/Aのハムスター細胞における発現を増加させる改変オープンリーディン
グフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する
ハムスター細胞を含む。この態様のさらにもう一つの側面では、ハムスター細胞が、モン
ゴルキヌゲネズミ由来のハムスター細胞またはモンゴルキヌゲネズミ由来のハムスター細
胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面では、ハムスター細胞が、
CHOまたは6E6に由来するハムスター細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面では
、発現コンストラクトがハムスター発現コンストラクトである。この態様のさらにもう一
つの側面では、核酸分子が、配列番号82～配列番号84の改変オープンリーディングフレー
ムのいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、CHO細胞系が、配列番号82、配列番
号83または配列番号84の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に
連結された発現コンストラクトを含有するか；6E6細胞系が、配列番号82、配列番号83ま
たは配列番号84の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結さ
れた発現コンストラクトを含有する。
【０１２４】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのブタ細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含むブタ細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
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ている活性BoNT/Aのブタ細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有するブタ細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのブタ
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有するブタ細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、ブタ細胞が、イノシシ由来のブタ細胞またはイノシシ由来のブタ
細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面では、ブタ細胞が、PK15
、LLC-PK1、STまたはESK-4に由来するブタ細胞系である。この態様のさらにもう一つの側
面では、発現コンストラクトがブタ発現コンストラクトである。この態様のさらにもう一
つの側面では、核酸分子が、配列番号85～配列番号87の改変オープンリーディングフレー
ムのいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、PK15細胞系が、配列番号85、配列番
号86または配列番号87の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に
連結された発現コンストラクトを含有するか；LLC-PK1細胞系が、配列番号85、配列番号8
6または配列番号87の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連
結された発現コンストラクトを含有するか；ST細胞系が、配列番号85、配列番号86または
配列番号87の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された
発現コンストラクトを含有するか；またはESK-4細胞系が、配列番号85、配列番号86また
は配列番号87の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結され
た発現コンストラクトを含有する。
【０１２５】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのウシ細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含むウシ細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aのウシ細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有するウシ細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのウシ
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有するウシ細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、ウシ細胞が、ボス・タウルス由来のウシ細胞またはボス・タウル
ス由来のウシ細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面では、ウシ
細胞が、CPAE、BT、SBACまたはFB2に由来するウシ細胞系である。この態様のさらにもう
一つの側面では、発現コンストラクトがウシ発現コンストラクトである。この態様のさら
にもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号88～配列番号90の改変オープンリーディン
グフレームのいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、CPAE細胞系が、配列番号88
、配列番号89または配列番号90の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作
動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；BT細胞系が、配列番号88、配列番
号89または配列番号90の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に
連結された発現コンストラクトを含有するか；SBAC細胞系が、配列番号88、配列番号89ま
たは配列番号90の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結さ
れた発現コンストラクトを含有するか；またはFB2細胞系が、配列番号88、配列番号89ま
たは配列番号90の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結さ
れた発現コンストラクトを含有する。
【０１２６】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのウマ細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含むウマ細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aのウマ細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有するウマ細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのウマ
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
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可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有するウマ細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、ウマ細胞が、エクウス・カバルス由来のウマ細胞またはエクウス
・カバルス由来のウマ細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面で
は、ウマ細胞が、NBL-6に由来するウマ細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面
では、発現コンストラクトがウマ発現コンストラクトである。この態様のさらにもう一つ
の側面では、核酸分子が、配列番号91～配列番号94の改変オープンリーディングフレーム
のいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、NBL-6細胞系が、配列番号91、配列番
号92または配列番号93の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に
連結された発現コンストラクトを含有する。
【０１２７】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aの霊長類細胞における発現を増加
させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コ
ンストラクトを含む霊長類細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コード
されている活性BoNT/Aの霊長類細胞における発現を増加させる改変オープンリーディング
フレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有する
霊長類細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT
/Aの霊長類細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸
分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有する霊長類細胞を含む。こ
の態様のさらにもう一つの側面では、霊長類細胞が、サバンナモンキー由来の霊長類細胞
またはサバンナモンキー由来の霊長類細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにも
う一つの側面では、霊長類細胞が、COS-1、COS-7またはVV-1に由来する霊長類細胞系であ
る。この態様のさらにもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号94～配列番号96の改変
オープンリーディングフレームのいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、COS-1
細胞系が、配列番号94、配列番号95または配列番号96の改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；COS-7細胞
系が、配列番号94、配列番号95または配列番号96の改変オープンリーディングフレームを
含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；またはVV-1細胞
系が、配列番号94、配列番号95または配列番号96の改変オープンリーディングフレームを
含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有する。
【０１２８】
　ある態様では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのヒト細胞における発現を増加さ
せる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含むヒト細胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされ
ている活性BoNT/Aのヒト細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを一過性に含有するヒト細
胞を含む。この態様のもう一つの側面では、細胞が、コードされている活性BoNT/Aのヒト
細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動
可能に連結された発現コンストラクトを安定に含有するヒト細胞を含む。この態様のさら
にもう一つの側面では、ヒト細胞が、ホモ・サピエンス由来のヒト細胞またはホモ・サピ
エンス由来のヒト細胞に由来する細胞系である。この態様のさらにもう一つの側面では、
ヒト細胞が、SH-SY5Y、SK-N-DZ、SK-N-F1、SK-N-SH、BE(2)-C、HeLa、HEK293、MCF-7、He
pG2、HL-60、IMR-32、SW-13またはCHP3に由来するヒト細胞系である。この態様のさらに
もう一つの側面では、発現コンストラクトがヒト発現コンストラクトである。この態様の
さらにもう一つの側面では、核酸分子が、配列番号97～配列番号99の改変オープンリーデ
ィングフレームのいずれかを含む。この態様のさらなる側面では、SH-SY5Y細胞系が、配
列番号97、配列番号98または配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸
分子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；SK-N-DZ細胞系が、配列
番号97、配列番号98または配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分
子に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；SK-N-F1細胞系が、配列番
号97、配列番号98または配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子
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に作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；SK-N-SH細胞系が、配列番号9
7、配列番号98または配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に
作動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；BE(2)-C細胞系が、配列番号97
、配列番号98または配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作
動可能に連結された発現コンストラクトを含有するか；HeLa細胞系が、配列番号97、配列
番号98または配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能
に連結された発現コンストラクトを含有するか；HEK293細胞系が、配列番号97、配列番号
98または配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連
結された発現コンストラクトを含有するか；MCF-7細胞系が、配列番号97、配列番号98ま
たは配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結さ
れた発現コンストラクトを含有するか；HepG2細胞系が、配列番号97、配列番号98または
配列番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された
発現コンストラクトを含有するか；HL-60細胞系が、配列番号97、配列番号98または配列
番号99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現
コンストラクトを含有するか；IMR-32細胞系が、配列番号97、配列番号98または配列番号
99の改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コン
ストラクトを含有するか；SW-13細胞系が、配列番号97、配列番号98または配列番号99の
改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンスト
ラクトを含有するか；またはCHP3細胞系が、配列番号97、配列番号98または配列番号99の
改変オープンリーディングフレームを含む核酸分子に作動可能に連結された発現コンスト
ラクトを含有する。
【０１２９】
　本発明のもう一つの側面は、活性BoNT/Aを製造する方法であって、コードされている活
性BoNT/Aの異種細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームを含む
発現コンストラクトを発現させる段階を含む方法を提供する。本発明のもう一つの側面は
、活性BoNT/Aを製造する方法であって、コードされているBoNT/Aの発現を増加させる改変
オープンリーディングフレームを含む発現コンストラクトを異種細胞中に導入する段階、
および異種細胞中で発現コンストラクトを発現させる段階を含む方法を提供する。
【０１３０】
　本明細書に開示する方法は、一つには、活性BoNT/Aを含む。本明細書に開示する活性Bo
NT/Aは全て、本明細書に開示する方法を使って製造することができると想定される。した
がって、限定するわけではないが、この態様の諸側面は、活性BoNT/A、天然活性BoNT/A変
種（例えばBoNT/Aアイソフォームなど）、非天然活性BoNT/A変種（例えば保存的BoNT/A変
種、非保存的BoNT/A変種およびその活性BoNT/A断片など）、またはそれらの任意の組み合
わせの製造を含む。限定するわけではないが、この態様の別の側面は、配列番号1の活性B
oNT/A、配列番号1の天然活性BoNT/A変種（例えば配列番号1の活性BoNT/Aアイソフォーム
など）、配列番号1の非天然活性BoNT/A変種（例えば配列番号1の保存的BoNT/A変種、配列
番号1の非保存的BoNT/A変種および配列番号1の活性BoNT/A断片など）、またはそれらの任
意の組み合わせを含む。
【０１３１】
　本明細書に開示する方法は、一つには、発現コンストラクトを含む。本明細書に開示す
る発現コンストラクトは全て使用することができると想定される。したがって、限定する
わけではないが、この態様の諸側面は、コードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞にお
ける発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結されたウイル
ス発現ベクターを含む細胞；コードされている活性BoNT/Aの原核細胞における発現を増加
させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された原核発現ベクターを含
む細胞；コードされている活性BoNT/Aの酵母細胞における発現を増加させる改変オープン
リーディングフレームに作動可能に連結された酵母発現ベクターを含む細胞；コードされ
ている活性BoNT/Aの粘菌細胞における発現を増加させる改変オープンリーディングフレー
ムに作動可能に連結された粘菌発現ベクターを含む細胞；コードされている活性BoNT/Aの
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植物細胞または植物細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディン
グフレームに作動可能に連結された植物発現ベクターを含む細胞；コードされている活性
BoNT/Aの昆虫細胞または昆虫細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリ
ーディングフレームに作動可能に連結された昆虫発現ベクターを含む細胞；コードされて
いる活性BoNT/Aの魚類細胞または魚類細胞由来の細胞系における発現を増加させる改変オ
ープンリーディングフレームに作動可能に連結された魚類発現ベクターを含む細胞；コー
ドされている活性BoNT/Aの両生類細胞または両生類細胞由来の細胞系における発現を増加
させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された両生類発現ベクターを
含む細胞；コードされている活性BoNT/Aの鳥類細胞または鳥類細胞由来の細胞系における
発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された鳥類発現ベ
クターを含む細胞；およびコードされている活性BoNT/Aの哺乳動物細胞または哺乳動物細
胞（例えばマウス、ラット、ハムスター、ブタ、ウシ、ウマ、霊長類およびヒトなど）由
来の細胞系における発現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連
結された哺乳動物発現ベクターを含む細胞を包含する。限定するわけではないが、この態
様の別の側面は、無細胞抽出物を使って本明細書に開示するBoNT/Aを発現させるのに適し
た発現コンストラクトであって、コードされている活性BoNT/Aの無細胞抽出物における発
現を増加させる改変オープンリーディングフレームに作動可能に連結された発現ベクター
を含むものを包含する。限定するわけではないが、この態様の別の側面は、配列番号3～
配列番号99、配列番号110、配列番号112および配列番号122～配列番号125のいずれか一つ
を含む改変オープンリーディングフレームを含む発現コンストラクトを含む。
【０１３２】
　本明細書に開示する方法は、一つには、異種細胞を含む。本明細書に開示する異種細胞
は全て使用することができると想定される。したがってこの態様の諸側面は、例えば原核
細胞、限定するわけではないが、好気性細菌細胞、微好気性細菌細胞、好二酸化炭素性細
菌細胞、通性細菌細胞、嫌気性細菌細胞、グラム陰性細菌細胞およびグラム陽性細菌細胞
の株（例えば大腸菌、枯草菌、バチルス・リケニホルミス、バクテロイデス・フラギリス
、ウェルシュ菌、クロストリジウム・ディフィシレ、カウロバクター・クレセンタス、ラ
クトコッカス・ラクティス、メチロバクテリウム・エキストルクエンス、ナイセリア・メ
ニンギルルス、髄膜炎菌、シュードモナス・フルオレッセンスおよびネズミチフス菌に由
来する株など）；および真核細胞、限定するわけではないが、酵母株（例えばピキア・パ
ストリス、ピキア・メタノリカ、ピキア・アングスタ、シゾサッカロミセス・ポンベ、サ
ッカロミセス・セレビシェおよびヤロウイア・リポリティカに由来する株など）；粘菌株
（例えばキイロタマホコリカビなどに由来するものなど）；植物細胞および植物細胞由来
の細胞系（例えば単子葉植物種、双子葉植物種、トウモロコシおよびシロイヌナズナに由
来するものなど）；昆虫細胞および昆虫由来の細胞系（例えばヨトウガ、イラクサギンウ
ワバ、キイロショウジョウバエおよびタバコスズメガに由来するものなど）；魚類細胞お
よび魚類細胞由来の細胞系（例えばゼブラフィッシュに由来するものなど）；両生類細胞
および両生類細胞由来の細胞系（例えばアフリカツメガエルおよびニシツメガエルに由来
するものなど）；鳥類細胞および鳥類細胞由来の細胞系（例えばニワトリに由来するもの
など）；哺乳動物細胞および哺乳動物細胞由来の細胞系（例えばマウス、ラット、ハムス
ター、ブタ、ウシ、ウマ、霊長類およびヒトに由来するものなど）を包含するが、これら
に限定されるわけではない。細胞系は、URLアドレスwww.atcc.orgのAmerican Type Cultu
re Collection（2004）；URLアドレスwww.ecacc.org.ukのEuropean Collection of Cell 
Cultures（2204）；およびURLアドレスwww.dsmz.deのGerman Collection of Microorgani
sms and Cell Cultures（2004）から入手することができる。適当な細胞系を選択し、作
製し、使用するための具体的プロトコールの限定でない例は、「INSECT CELL CULTURE EN
GINEERING」（Mattheus F.A.Goosenら編，Marcel Dekker，1993）；「INSECT CELL CULTU
RES: FUNDAMENTAL AND APPLIED ASPECTS」（J.M.Vlakら編，Kluwer Academic Publishers
，1996）；Maureen A.HarrisonおよびIan F.Rae「GENERAL TECHNIQUES OF CELL CULTURE
」（Cambridge University Press，1997）；「CELL AND TISSUE CULTURE: LABORATORY PR
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OCEDURES」（Alan Doyleら編，John Wiley and Sons，1998）；R.Ian Freshney「CULTURE
 OF ANIMAL CELLS: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUE」（Wiley-Liss，第4版，2000）；「AN
IMAL CELL CULTURE: A PRACTICAL APPROACH」（John R.W.Masters編，Oxford University
 Press，第3版，2000）；「MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL」前掲（2001）；「
BASIC CELL CULTURE: A PRACTICAL APPROACH」（John M.Davis，Oxford Press，第2版，2
002）；ならびに「CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY」前掲（2004）などに記載
されている。これらのプロトコールは、本明細書の教示内容からして当業者には十分に可
能な日常的作業である。
【０１３３】
　本明細書に開示する方法は、一つには、発現コンストラクトを異種細胞内に導入するこ
とを含む。本明細書に開示する発現コンストラクトの導入方法は全て使用することができ
ると想定される。本明細書に開示する細胞は、発現コンストラクトを一過性にまたは安定
に維持することができる。安定に維持されるコンストラクトは、染色体外にあって自律的
に複製するものであってもよいし、細胞の染色体物質中に組み込まれて非自律的に複製す
るものであってもよい。細胞内に核酸分子を導入するのに役立つ方法には、リン酸カルシ
ウム法、DEAEデキストラン法、脂質法、ポリブレン法、ポリリジン法、ウイルス法、マイ
クロインジェクション、プロトプラスト融合、バイオリスティック、およびエレクトロポ
レーションなどがあるが、これらに限定されるわけではない（例えば「Introducing Clon
ed Genes into Cultured Mammalian Cells（培養哺乳動物細胞へのクローン化遺伝子の導
入）」16.1～16.62頁（SambrookおよびRussell編「MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MA
NUAL」第3巻，第3版，2001）を参照されたい）。細胞内に発現コンストラクトを導入する
ための具体的方法の選択が、一つには、その細胞が発現コンストラクトを一過性に含有す
ることになるのか、それともその細胞が発現コンストラクトを安定に含有することになる
のかに依存することは、当業者には理解される。これらのプロトコールは、本明細書の教
示内容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【０１３４】
　本明細書に開示する方法を使った活性BoNT/Aの製造には、無細胞法と細胞に基づく方法
をどちらも使用することができると想定される。これらの手法では、BD Biosciences-Clo
ntech（カリフォルニア州パロアルト）、BD Biosciences Pharmingen（カリフォルニア州
サンディエゴ）、Invitrogen,Inc（カリフォルニア州カールズバッド）、QIAGEN Inc.（
カリフォルニア州バレンシア）、Roche Applied Science（インディアナ州インディアナ
ポリス）、およびStratagene（カリフォルニア州ラホーヤ）などの供給業者（ただしこれ
らに限定されるわけではない）から容易に入手することができる詳細に特徴づけられたベ
クター、試薬類、条件および細胞を使用する。活性BoNT/Aの製造に適した手法の選択およ
び使用は、「PROTEIN EXPRESSION. A PRACTICAL APPROACH」前掲（1999）ならびにFernan
dezおよびHoeffler，前掲（1999）などに記載されている。これらのプロトコールは、本
明細書の教示内容からして当業者には十分に可能な日常的作業である。
【０１３５】
　活性BoNT/Aを製造する手法の一つでは、原核生物抽出物および真核生物抽出物など（た
だしこれらに限定されるわけではない）の無細胞発現系を使用する。原核細胞抽出物の限
定でない例には、RTS100大腸菌HYキット（Roche Applied Science，インディアナ州イン
ディアナポリス）、ActiveProインビトロ翻訳キット（Ambion,Inc.，テキサス州オースチ
ン）、EcoPro（商標）系（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）お
よびExpressway（商標）Plus発現系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッ
ド）などがある。真核細胞抽出物には、RTS100コムギ胚芽CECFキット（Roche Applied Sc
ience，インディアナ州インディアナポリス）、TnT（登録商標）共役コムギ胚芽抽出物系
（Promega Corp.，ウィスコンシン州マディソン）、コムギIVT（商標）キット（Ambion,I
nc.，テキサス州オースチン）、網状赤血球溶解物IVT（商標）キット（Ambion,Inc.，テ
キサス州オースチン）、PROTEI Nscript（登録商標）II系（Ambion,Inc.，テキサス州オ
ースチン）およびTnT（登録商標）共役網状赤血球溶解物系（Promega Corp.，ウィスコン
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【０１３６】
　また、種々の細胞に基づく発現法はどれでも、本明細書に開示する活性BoNT/Aをコード
する核酸分子を発現させるのに役立つと想定される。例えば、ウイルス発現系、原核発現
系、酵母発現系、植物発現系、バキュロウイルス発現系、昆虫発現系および哺乳動物発現
系などがあるが、これらに限定されるわけではない。ウイルス発現系には、ViraPower（
商標）レンチウイルス発現系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）、
アデノウイルス発現系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）、AdEasy
（商標）XLアデノウイルスベクター系（Stratagene，カリフォルニア州ラホーヤ）および
ViraPort（登録商標）レトロウイルス遺伝子発現系（Stratagene，カリフォルニア州ラホ
ーヤ）などがあるが、これらに限定されるわけではない。原核発現系の限定でない例には
、Champion（商標）pET発現系（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン
）、TriEx（商標）細菌発現系（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン
）、QIAexpress（登録商標）発現系（QIAGEN,Inc.）、Affinity（登録商標）タンパク質
発現・精製系（Stratagene，カリフォルニア州ラホーヤ）などがある。酵母発現系には、
EasySelect（商標）ピキア発現キット（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバ
ッド）、YES-Echo（商標）発現ベクターキット（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カ
ールズバッド）およびSpECTRA（商標）シゾサッカロミセス・ポンベ発現系（Invitrogen,
Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）などがあるが、これらに限定されるわけではな
い。バキュロウイルス発現系の限定でない例には、BaculoDirect（商標）(Invitrogen,In
c.，カリフォルニア州カールズバッド）、Bac-to-Bac（登録商標）(Invitrogen,Inc.，カ
リフォルニア州カールズバッド）、およびBD BaculoGold（商標）(BD Biosciences-Pharm
igen，カリフォルニア州サンディエゴ）などがある。昆虫発現系には、ショウジョウバエ
発現系（DES（登録商標）)（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）、Ins
ectSelect（商標）系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）およびInse
ctDirect（商標）系（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）などが
あるが、これらに限定されるわけではない。哺乳動物発現系の限定でない例には、T-REx
（商標）(テトラサイクリン調節発現）系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズ
バッド）、Flp-In（商標）T-REx（商標）系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カール
ズバッド）、pcDNA（商標）系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）、
pSecTag2系（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）、Exchanger（登録商
標）系，InterPlay（商標）哺乳動物TAP系（Stratagene，カリフォルニア州ラホーヤ）、
Complete Control（登録商標）誘導性哺乳動物発現系（Stratagene，カリフォルニア州ラ
ホーヤ）およびLacSwitch（登録商標）II誘導性哺乳動物発現系（Stratagene，カリフォ
ルニア州ラホーヤ）などがあるが、これらに限定されるわけではない。
【０１３７】
　以下の限定でない実施例は、ここに開示する態様をより完全に理解することが容易にな
るように、例示を目的として記載するに過ぎず、決して、本明細書に開示する態様のいず
れかを限定しようとするものではない。
【実施例１】
【０１３８】
コードされている活性BoNT/Aの異種細胞における発現を増加させるオープンリーディング
フレームのためのヌクレオチド改変の選択
1．ヌクレオチド改変の手作業による選択
　特定の異種細胞のコドン使用を決定し、それがボツリヌス菌に見いだされるコドン使用
頻度とどのように似ているかを決定するために、ボツリヌス菌および選択した異種細胞の
コドン使用頻度を、公的に維持されているコドン使用頻度データベース（URLアドレスwww
.kazusa.or.jp/codon）から得られる情報を使って表にすることで、生物間の比較を容易
にした（表1）。
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【表１－２】

【０１３９】
　特定異種細胞のG+C含量を決定し、それがボツリヌス菌に見いだされるコドン使用頻度
とどのように似ているかを決定するために、ボツリヌス菌および選択した異種細胞のG+C
含量を、公的に維持されているコドン使用頻度データベース（URLアドレスwww.kazusa.or
.jp/codon）から得られる情報を使って表にすることで、生物間の比較を容易にした（表2
）。
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【表２】

【０１４０】
　表1および表2を使用することにより、当業者は、オープンリーディングフレームが、そ
のオープンリーディングフレームを発現させるために選択した異種細胞によって好まれる
同義コドンを与え、その異種細胞のG+C含量とより良く一致するようにG+C含量を増加させ
ることになるように、配列番号2のオープンリーディングフレームに対して変化させるべ
きヌクレオチドを、手作業で選択することができる。
【０１４１】
2．コンピュータ支援によるヌクレオチド改変の選択
　コードされているBoNT/Aの異種細胞における発現を増加させるために配列番号2のオー
プンリーディングフレームを改変する目的で、公けに利用できるBacktranslate Toolバー
ジョン2（Entelechon,GmbH，ドイツ・レーゲンスブルグ，URLアドレスentelechon.com/en
g/backtranslation）を使って、各生物の同義コドン使用頻度を決定した。配列番号1の活
性BoNT/Aアミノ酸配列を、このウェブベースのプログラムに投入して、期待の持てる改変
オープンリーディングフレームを生成させた。次に、これらの改変配列をG+C含量につい
て解析し、具体的異種細胞のG+C含量とより良く一致するような置換を行なった。この作
業により、配列番号4～配列番号99の改変オープンリーディングフレームを得た。これら
は、それぞれ配列番号1の活性BoNT/Aをコードするが、異種細胞中で発現させるために最
適化されている。表示した種のコドン表を使って、核酸分子配列・配列番号4、7、10、13
、16、19、22、25、28、31、34、37、40、43、46、49、52、55、58、61、64、67、70、73
、76、79、82、85、88、91、94および97を作成した。この場合は、核酸分子の作成に際し
て、各アミノ酸に関するコドン使用頻度が維持されるようにした。例えば、大腸菌で発現
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させるための核酸分子・配列番号4を作成する場合、アルギニンに関して選択したコドン
使用頻度は、CGGが10％、CGAが6％、CGTが38％、CGCが40％、AGGが2％、そしてAGAが4％
であり；アラニンに関するコドン使用頻度は、GCGが35％、GCAが21％、GCTが16％、そし
てGCCが27％であり；システインに関するコドン使用頻度は、TGTが45％およびTGCが55％
とした。
【０１４２】
　表示した種のコドン表を使って、核酸分子配列・配列番号5、8、11、14、17、20、23、
26、29、32、35、38、41、44、47、50、53、56、59、62、65、68、71、74、77、80、83、
86、89、92、95および98を作成した。この場合は、核酸分子を作成するために、各アミノ
酸について最も頻繁に使用されるコドンだけを選択した。例えば、大腸菌で発現させるた
めの核酸分子・配列番号5を作成する場合、アルギニンにはコドンCGCを使用し、アラニン
にはコドンGCGを使用し、コドンTGCをシステインを使用した。
【０１４３】
　表示した種のコドン表を使って、核酸分子配列・配列番号6、9、12、15、18、21、24、
27、30、33、36、39、42、45、48、51、54、57、60、63、66、69、72、75、78、81、84、
87、90、93、96および99を作成した。この場合は、核酸分子を作成する際に、各アミノ酸
について、理論比の50％未満であるコドンを捨てた。アルギンは16.7％という理論比を持
つ。なぜならこのアミノ酸は6種類のコドンによってコードされるからである。また、ア
ラニンは25％という理論比を持つ。なぜならこのアミノ酸は4種類のコドンによってコー
ドされるからである。また、システインは50％という理論比を持つ。なぜならこのアミノ
酸は2種類のコドンによってコードされるからである。理論比の50％未満であるコドンを
捨てるとは、アルギニンの場合は使用頻度が8.35％未満であるコドンを全て捨て、アラニ
ンの場合は使用頻度12.5％未満のコドンを全て捨て、システインの場合は使用頻度25％未
満のコドンを全て捨てるということを意味することになる。例えば、大腸菌で発現させる
ための核酸分子・配列番号6を作成する場合、アルギニンにはコドンCGG、CGTおよびCGCを
使用し、アラニンにはコドンGCG、GCA、GCTおよびGCCを使用し、システインにはコドンTG
TおよびTGCを使用した。
【実施例２】
【０１４４】
核酸分子の合成
　BoNT/Aをコードする核酸分子を、大腸菌が好む特定の同義コドンが組み入れられ、かつ
G+C含量が約25％から約40％に増加するように改変した。まず、あるアルゴリズムにより
、配列番号1のBoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを生成させた（Blu
eHeron（登録商標）Biotechnology，ワシントン州ボセル）。このプログラムは、1）核酸
のmRNA二次構造を減少させ（自由エネルギー計算に基づく）、2）核酸分子のオープンリ
ーディングフレームの同義コドン使用頻度を、大腸菌が好む総コドン使用頻度に変化させ
た。このアルゴリズムでは、反復過程によって改善解（すなわち、代表的コドン使用頻度
と、より低い自由エネルギーとの組み合わせ）を探すために、統計モデルを使用する。次
に、この配列を、Allerganにおいて当業者が改変することにより、発現ベクターへのクロ
ーニングを容易にするために核酸分子の5'末端（例えばEcoRV、BamHI、EcoRI、SacIおよ
びNdeI）ならびに3'末端（例えばSalI、HindIII、NotI、EagI、XhoIおよびAvaI）に、ユ
ニークな制限エンドヌクレアーゼ部位を付加し、ポリモノヌクレオチド領域を減らし、内
部調節配列または内部構造部位配列を除去した。
【０１４５】
　上述したこの配列情報に基づいて、BlueHeron（登録商標）Biotechnologyにより、配列
番号3の核酸分子が合成された。標準的なホスホロアミダイト合成を使って、20～50塩基
長のオリゴヌクレオチドを合成した。これらのオリゴヌクレオチドをハイブリダイズさせ
て二本鎖とし、それらを一つにライゲートすることにより、完全長核酸分子を組み立てた
。標準的な分子生物学的方法を使って、この核酸分子をpUCBHB1ベクターのSmaI部位にク
ローニングすることにより、pUCBHB1-BoNT/Aを作製した。Big Dye Terminator（商標）Ch
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emistry 3.1（Applied Biosystems，カリフォルニア州フォスターシティ）およびABI3100
シークエンサー（Applied Biosystems，カリフォルニア州フォスターシティ）を使って配
列決定することにより、合成された核酸分子を検証した。
【実施例３】
【０１４６】
pUCBHB1/iBoNT/A(H227Y)の構築
　規制と安全性を考慮して、BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含
むコンストラクトの初期の発現は、酵素的に不活性なBoNT/A（iBoNT/A）を使って行なっ
た。これら初期発現の試みにより、活性BoNT/Aをコードするコンストラクトを発現させる
ために必要なプロトコールおよび戦略の開発が可能になった。LC内の亜鉛結合モチーフの
突然変異が酵素活性を妨害するという知見に基づいて、いくつかのiBoNT/A分子を設計し
た。まず最初に、BoNT/A中のヒスチジン227をチロシンで置換した（H227Y）。第2の点突
然変位（グルタミンでグルタミン酸224を置き換えるもの（E224Q））も構築した。亜鉛結
合残基を突然変異させたH227Y突然変異体とは異なり、H224Q突然変異では、開裂するペプ
チド結合に付加される求核性水分子の配位および活性化を担う残基が置き換えられる。こ
れらの不活化突然変異はどちらも、高度に保存された亜鉛結合モチーフ内にある（表3）
。
【表３】

【０１４７】
　実施例3のpUCBHB1/BoNT/Aを、コンストラクトpUCBHB1/iBoNT/A(H227Y)の構築をもたら
す部位特異的インビトロ突然変異誘発実験の出発コンストラクトとして使用した。pUCBHB
1/iBoNT/A(H227Y)を構築するために、テンプレートとしてのpUCBHB1-BoNT/Aコンストラク
ト、以下のH227Yプライマー対：センスオリゴヌクレオチド，5'-GTGACCTTGGCACATGAACTTA
TTTATGCCGGGCATCGCTTGTATGGAATCGCC-3'（配列番号100）およびアンチセンスオリゴヌクレ
オチド，5'-GGCGATTCCATACAAGCGATGCCCGGCATAAATAAGTTCATGTGCCAAGGTCAC-3'（配列番号10
1）、ならびにQuickChange（登録商標）II XL Site-Directed Mutagenesisキット（Strat
agene，カリフォルニア州ラホーヤ）に含まれる試薬類を使って、50μLの反応を組み立て
た。ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）ミックスは、1O×緩衝液5μL、デオキシリボヌクレオ
チド類（dNTPs）1μL、PfuUltra（商標）High Fidelity DNAポリメラーゼ（2.5単位/μL
）1μL、各プライマー125ng、テンプレートDNA 100ng、および最終体積を50μLにする量
のヌクレアーゼフリー水を含有した。サーモサイクラーの条件は以下のとおりとした：95
℃で60秒を1サイクル；95℃で30秒、55℃で60秒、および72℃で10分を16サイクル；72℃
で5分を1サイクル；および4℃で保持。サーモサイクリング後に、DpnI制限酵素（Stratag
ene，カリフォルニア州ラホーヤ）1μLを反応に加え、テンプレートDNAを消化するために
37℃で1時間インキュベートした。反応をQIAquickキット（QIAGEN,Inc.，カリフォルニア
州バレンシア）で精製し、アガロースゲル電気泳動で解析したところ、反応は完全長プラ
スミドをもたらしたことがわかった。突然変異誘発産物を化学的にコンピテントな大腸菌
DH5α細胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に熱ショック法によっ
て形質転換し、100μg/mLのアンピシリンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（p
H7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させた。候補突然変異誘発コンストラ
クトをアンピシリン耐性コロニーとして単離し、発現コンストラクトを単離するためにア



(77) JP 2008-508886 A 2008.3.27

10

20

30

40

50

ルカリ溶解プラスミド少量調製法を使用し、インサートの存在を決定するためにエンドヌ
クレアーゼ消化を使用することによって解析した。候補プラスミドコンストラクトの配列
解析により、点突然変異の組み込みを決定した。配列番号116の核酸分子は配列番号117の
iBoNT/A(H227Y)をコードする。
【実施例４】
【０１４８】
pRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)の構築
　pRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)を構築するために、pUCBHB1/iBoNT/A(H227Y)コンストラク
トをBamHIおよびHindIIIで消化して、iBoNT/A(H227Y)インサートをコードする断片を切り
出した。得られた制限断片をQIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN,Inc.，カリフォルニ
ア州バレンシア）で精製し、オープンリーディングフレーム全体を含有する断片を、制限
エンドヌクレアーゼBamHIおよびHindIIIで消化しておいたpRSETbベクター（Invitrogen,I
nc.，カリフォルニア州カールズバッド）にサブクローニングした。断片とベクターをT4 
DNAリガーゼにより16℃で終夜ライゲートすることにより、pRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)を
得た。ライゲーション混合物の一部を化学的にコンピテントなTOP10細胞（Invitrogen,In
c.，カリフォルニア州カールズバッド）に標準的な熱ショックプロトコールで形質転換し
、100μg/mlのアンピシリンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種
し、37℃の培養器に入れて終夜成長させた。候補発現コンストラクトをアンピシリン耐性
コロニーとして選択した。耐性コロニーを使って、100μg/mLのアンピシリンを含有する
ルリア-ベルターニ培地2mLに接種し、次にそれを37℃の培養器中、250rpmで振とうしなが
ら終夜成長させた。微量遠心分離によって細菌細胞を収集し、QIAGENミニプレップキット
（QIAGEN,Inc.，カリフォルニア州バレンシア）を使ってプラスミドDNAを単離した。BamH
IおよびPstIを使った制限消化で正しいインサート断片の存在および向きを決定すること
により、候補発現コンストラクトをスクリーニングした。所望の発現コンストラクトを含
有する培養物を使って、100μg/mLのアンピシリンを含有するルリア-ベルターニ培地200m
Lが入っている1Lバッフル付きフラスコに接種し、37℃の培養器に入れて、250rpmで振と
うしながら終夜成長させた。発現コンストラクトに相当する精製プラスミドDNAを、QIAGE
N Maxi-prep法（QIAGEN,Inc.，カリフォルニア州バレンシア）を使って単離し、配列決定
することにより、正しい発現コンストラクトが作製されたことを検証した。このクローニ
ング戦略により、配列番号119のアミノ末端エンテロキナーゼ切断可能ポリヒスチジンア
フィニティ結合ペプチドに作動可能に連結されたiBoNT/A(H227Y)をコードする配列番号11
8の核酸分子を含むpRSETb発現コンストラクトを得た。
【実施例５】
【０１４９】
pRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)の発現
　以下の実施例は、本明細書に開示する発現コンストラクトからBoNT/Aを発現させるのに
役立つ手法を例示するものである。pRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)発現コンストラクトを、
熱ショック形質転換プロトコールを使って、化学的にコンピテントな大腸菌BL21(DE3)細
胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に導入した。その熱ショック
反応を、100μg/mLのアンピシリンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）
に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させた。pRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)を含有
する形質転換大腸菌のアンピシリン耐性コロニーを使って、100μg/mLのアンピシリンを
含有するPA-0.5G培地3.0mLが入っているバッフル付きフラスコに接種し、次にそれを37℃
の培養器に入れて、250rpmで振とうしながら終夜成長させた。得られた終夜スターター培
養物を使って、今度は、100μg/mLのアンピシリンを含有するZYP-5052自己誘導培地が入
っている3Lバッフル付きフラスコに、1：1000の希釈率で接種した。培養体積は約600mL（
フラスコ体積の20％）～約750mL（フラスコ体積の25％）の範囲とした。これらの培養物
を37℃の培養器中、250rpmで振とうしながら、約5.5時間成長させた後、16℃の培養器に
移し、250rpmで振とうしながら終夜発現させた。細胞を遠心分離（4,000rpm、4℃で、20
～30分）によって収集し、直ちに使用するか、必要になるまで-80℃で乾燥保存した。
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【実施例６】
【０１５０】
His-iBoNT/A(H227Y)の精製および定量
　以下の実施例は、本明細書に開示するBoNT/Aの精製および定量に役立つ方法を例示する
ものである。固定化金属アフィニティークロマトグラフィー（IMAC）タンパク質精製のた
めに、実施例5に記載の、His-iBoNT/A(H227Y)を発現させるために使用した大腸菌BL21(DE
3)細胞ペレットを、カラム結合緩衝液（25mM N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-N'-(2-
エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.8；500mM塩化ナトリウム；10mMイミダゾール；2×Pro
tease Inhibitor Cocktail Set III（EMD Biosciences-Calbiochem，カリフォルニア州サ
ンディエゴ）；5単位/mLのベンゾナーゼ（Benzonase）（EMD Biosciences-Novagen，ウィ
スコンシン州マディソン）；0.1％(v/v)Triton-X（登録商標）100，4-オクチルフェノー
ルポリエトキシレート；10％(v/v)グリセロール）に再懸濁し、次に冷たいオークリッジ
遠心管に移した。細胞を溶解し、His-iBoNT/Aを放出させるために、細胞懸濁液を氷上で
超音波処理し（Branson Digital Sonifierを使用して、40％の強度で10秒間のパルスを60
秒間の冷却期間を挟んで10～12回）、次に溶解液を清澄化するために遠心分離した（16,0
00rpm，4℃で20分）。TALON（商標）SuperFlow Co2+アフィニティー樹脂（BD Bioscience
s-Clontech，カリフォルニア州パロアルト）を充填した20mL Econo-Pacカラムサポート（
Bio-Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）を使って固定化金属アフィニ
ティークロマトグラフィーカラムを調製し、次に、それを、5カラム体積の脱イオン蒸留
水ですすぎ、次いで5カラム体積のカラム結合緩衝液ですすぐことによって平衡化した。
清澄化した溶解液を、平衡化したカラムに、重力流によってゆっくり適用した（約0.25～
0.3mL/分）。次に、5カラム体積のカラム洗浄緩衝液（N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジ
ン-N'-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.8；500mM塩化ナトリウム；10mMイミダゾー
ル；0.1％(v/v)Triton-X（登録商標）100，4-オクチルフェノールポリエトキシレート；1
0％(v/v)グリセロール）で、カラムを洗浄した。His-iBoNT/Aを、20～30mLのカラム溶出
緩衝液（25mM N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-N'-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），
pH7.8；500mM塩化ナトリウム；500mMイミダゾール；0.1％(v/v)Triton-X（登録商標）100
，4-オクチルフェノールポリエトキシレート；10％(v/v)グリセロール）で溶出させ、お
よそ12個の1mL画分に集めた。各溶出画分に含まれるHis-iBoNT/A(H227Y)の量をブラッド
フォード色素アッセイによって決定した。この作業では、各1.0mL画分のうち20μLを、Bi
o-Rad Protein Reagent（Bio-Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）200
μLと混合し、脱イオン蒸留水で1対4に希釈した後、比色シグナルの強さを分光光度計を
使って測定した。最も強いシグナルを持つ五つの画分を溶出ピークであるとみなして、プ
ールした。プールしたピーク溶出画分の総タンパク質濃度を、ウシガンマグロブリン（Bi
o-Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）を標準に使って見積ることによ
り、総タンパク質収量を決定した。
【０１５１】
　FPLC脱塩カラムを使ってBoNT/Aを精製するために、HiPrep（商標）26/10サイズ排除カ
ラム（Amersham Biosciences，ニュージャージー州ピスカタウェイ）を、4℃のカラム緩
衝液（50mMリン酸ナトリウム，pH6.5）80mLで、予め平衡化した。カラムを平衡化した後
、BioLogic DuoFlowクロマトグラフィーシステム（Bio-Rad Laboratories，カリフォルニ
ア州ハーキュリーズ）を使って、His-iBoNT/A(H227Y)試料を、4℃カラム緩衝液の定組成
移動相と共に10mL/分の流速で、サイズ排除カラムに適用した。脱塩されたHis-iBoNT/A(H
227Y)試料を約7～12mLの単一画分として集めた。
【０１５２】
　FPLCイオン交換カラムを使ってBoNT/Aを精製するために、IMACカラムからの溶出後に脱
塩しておいたHis-iBoNT/A(H227Y)試料を、1mL UNO-S1（商標）カチオン交換カラム（Bio-
Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）に、BioLogic DuoFlowクロマトグ
ラフィーシステム（Bio-Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）を使って
適用した。試料を、4℃のカラム緩衝液（50mMリン酸ナトリウム，pH6.5）中のカラムに適
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用し、4℃の溶出緩衝液（50mMリン酸ナトリウム，1M塩化ナトリウム，pH6.5）を使った以
下の直線的勾配で溶出させた：ステップ1，流速1mL/分の5％溶出緩衝液5.0mL；ステップ2
，流速1mL/分の5～30％溶出緩衝液20.0mL；ステップ3，流速1.0mL/分の50％溶出緩衝液2.
0mL；ステップ4，流速1.0mL/分の100％溶出緩衝液4.0mL；およびステップ5，流速1.0mL/
分の0％溶出緩衝液5.0mL。カラムからのペプチドの溶出を280、260、および214nmで監視
し、280nmで最小閾値（0.01au）を超えて吸収するピークを集めた。His-iBoNT/Aの大部分
は約100～200mMの塩化ナトリウム濃度で溶出した。ブラッドフォードアッセイで決定した
His-iBoNT/A(H227Y)の平均総収量は、約1～2mg/Lだった。
【０１５３】
　His-iBoNT/A(H227Y)の発現をポリアクリルアミドゲル電気泳動によって解析した。上述
の手法を使って精製した試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニ
ア州カールズバッド）に加え、NuPAGE（登録商標）Novex 4-12％ビス-トリスプレキャス
トポリアクリルアミドゲル（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を用
いるMOPSポリアクリルアミドゲル電気泳動により、変性還元条件下でペプチドを分離した
。ゲルをSYPRO（登録商標）Ruby（Bio-Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリ
ーズ）で染色し、分離されたペプチドを、Fluor-S MAX MultiImager（Bio-Rad Laborator
ies，カリフォルニア州ハーキュリーズ）で撮像することにより、ペプチド発現レベルを
定量した。His-iBoNT/A(H227Y)のサイズおよび量は、MagicMark（商標）タンパク質分子
量標準（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）との比較によって決定し
た。現われたのは完全長His-iBoNT/A(H227Y)であることが、ゲルによって明らかになった
。
【０１５４】
　His-iBoNT/A(H227Y)の発現をウェスタンブロット解析でも解析した。上述の手法を使っ
て精製したタンパク質試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア
州カールズバッド）に加え、NuPAGE（登録商標）Novex 4-12％ビス-トリスプレキャスト
ポリアクリルアミドゲル（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を用い
るMOPSポリアクリルアミドゲル電気泳動により、変性還元条件下で分離した。分離したペ
プチドを、Trans-Blot（登録商標）SDセミドライ電気泳動転写セル装置（Bio-Rad Labora
tories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）を使ったウェスタンブロッティングにより、
ゲルからポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カール
ズバッド）に移した。25mMトリス緩衝食塩水（25mM 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-
プロパンジオール-塩酸（トリス-HCl）（pH7.4），137mM塩化ナトリウム，2.7mM塩化カリ
ウム）、0.1％TWEEN-20（登録商標），モノラウリン酸ポリオキシエチレン(20)ソルビタ
ン、2％ウシ血清アルブミン、5％脱脂粉乳を含有する溶液中、室温で2時間インキュベー
トすることにより、PVDF膜をブロックした。ブロックした膜を、プローブとして以下の一
次抗体の一つを含有するトリス緩衝食塩水TWEEN-20（登録商標）（25mMトリス緩衝食塩水
、0.1％TWEEN-20（登録商標），モノラウリン酸ポリオキシエチレン(20)ソルビタン）中
、4℃で終夜インキュベートした：ウサギポリクローナル抗BoNT/A抗血清（Allergan,Inc.
）の1：5,000希釈液；またはウサギポリクローナル抗ポリヒスチジン抗血清（Abcam Inc.
，マサチューセッツ州ケンブリッジ）の1：10,000希釈液。一次抗体でプローブしたブロ
ットを、トリス緩衝食塩水TWEEN-20（登録商標）中で、15分ずつ3回洗浄した。洗浄した
膜を、二次抗体としてセイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）にコンジュゲートしたヤ
ギポリクローナル抗ウサギ免疫グロブリンG重鎖および軽鎖（IgG,H+L）抗体（Pierce Bio
technology,Inc.，イリノイ州ロックフォード）の1：20,000希釈液を含有するトリス緩衝
食塩水TWEEN-20（登録商標）中、室温で2時間インキュベートした。二次抗体でプローブ
したブロットを、トリス緩衝食塩水TWEEN-20（登録商標）中で、15分ずつ3回洗浄した。
標識されたHis-iBoNT/A(H227Y)のシグナル検出を、ECL Plus（商標）Western Blot Detec
tion System（Amersham Biosciences，ニュージャージー州ピスカタウェイ）を使って可
視化し、Typhoon 9410 Variable Mode Imager（Amersham Biosciences，ニュージャージ
ー州ピスカタウェイ）で撮像することにより、His-iBoNT/A(H227Y)発現レベルを定量した
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【実施例７】
【０１５５】
pET30b/His-iBoNT/A(H227Y)の構築
　pET30b/His-iBoNT/A(H227Y)を構築するために、pRSETb/iBoNT/A(H227Y)コンストラクト
をBamHIおよびHindIIIで消化して、iBoNT/A(H227Y)をコードする断片を切り出した。得ら
れた制限断片をQIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN,Inc.，カリフォルニア州バレンシ
ア）で精製し、オープンリーディングフレーム全体を含有する断片を、制限エンドヌクレ
アーゼBamHIおよびHindIIIで消化しておいたpET30bベクター（EMD Biosciences-Novagen
，ウィスコンシン州マディソン）にサブクローニングした。断片とベクターをT4 DNAリガ
ーゼにより16℃で終夜ライゲートすることにより、pET30b/His-iBoNT/A(H227Y)を得た。
ライゲーション混合物の一部を化学的にコンピテントなTOP10細胞（Invitrogen,Inc.，カ
リフォルニア州カールズバッド）に標準的な熱ショックプロトコールで形質転換し、50μ
g/mlのカナマイシンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37
℃の培養器に入れて終夜成長させた。候補発現コンストラクトをカナマイシン耐性コロニ
ーとして選択した。耐性コロニーを使って、50μg/mLのカナマイシンを含有するルリア-
ベルターニ培地2mLに接種し、次にそれを37℃の培養器中、250rpmで振とうしながら終夜
成長させた。微量遠心分離によって細菌細胞を収集し、QIAGENミニプレップキット（QIAG
EN,Inc.，カリフォルニア州バレンシア）を使ってプラスミドDNAを単離した。BamHIおよ
びPstIを使った制限消化で正しいインサート断片の存在および向きを決定することにより
、候補発現コンストラクトをスクリーニングした。所望の発現コンストラクトを含有する
培養物を使って、50μg/mLのカナマイシンを含有するルリア-ベルターニ培地200mLが入っ
ている1Lバッフル付きフラスコに接種し、37℃の培養器に入れて、250rpmで振とうしなが
ら終夜成長させた。発現コンストラクトに相当する精製プラスミドDNAを、QIAGEN Maxi-p
rep法（QIAGEN,Inc.，カリフォルニア州バレンシア）を使って単離し、配列決定すること
により、正しい発現コンストラクトが作製されたことを検証した。このクローニング戦略
により、配列番号119のアミノ末端エンテロキナーゼ切断可能ポリヒスチジンアフィニテ
ィ結合ペプチドに作動可能に連結されたiBoNT/A(H227Y)をコードする配列番号118の核酸
分子を含むpET30b発現コンストラクトを得た。
【実施例８】
【０１５６】
pET30b/His-iBoNT/A(H227Y)の発現およびHis-iBoNT/A(H227Y)の精製と定量
　以下の実施例は、本明細書に開示する発現コンストラクトからBoNT/Aを発現させるのに
役立つ手法を例示するものである。pET30b/His-iBoNT/A(H227Y)発現コンストラクトを、
熱ショック形質転換プロトコールを使って、化学的にコンピテントな大腸菌BL21(DE3)細
胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に導入した。その熱ショック
反応を、50μg/mLのカナマイシンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）
に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させた。pET30b/His-iBoNT/A(H227Y)を含有
する形質転換大腸菌のカナマイシン耐性コロニーを使って、50μg/mLのカナマイシンを含
有するPA-0.5G培地3.0mLが入っているバッフル付きフラスコに接種し、次にそれを37℃の
培養器に入れて、250rpmで振とうしながら終夜成長させた。得られた終夜スターター培養
物を使って、今度は、50μg/mLのカナマイシンを含有するZYP-5052自己誘導培地が入って
いる3Lバッフル付きフラスコに、1：1000の希釈率で接種した。培養体積は約600mL（フラ
スコ体積の20％）～約750mL（フラスコ体積の25％）の範囲とした。これらの培養物を37
℃の培養器中、250rpmで振とうしながら、約5.5時間成長させた後、16℃の培養器に移し
、250rpmで振とうしながら終夜発現させた。細胞を遠心分離（4,000rpm、4℃で、20～30
分）によって収集し、直ちに使用するか、必要になるまで-80℃で乾燥保存した。
【０１５７】
　pET30b/His-iBoNT/A(H227Y)発現コンストラクトから発現させたHis-iBoNT/A(H227Y)を
、上記実施例6で述べたように精製し、定量した。His-iBoNT/A(H227Y)発現レベルを解析
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するために、実施例6で述べた精製手法を使って、His-iBoNT/A(H227Y)を精製した。各培
養物からの発現を、（実施例6に記述したように）ブラッドフォード色素アッセイ、ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動およびウェスタンブロット解析で評価した（図6a参照）。Hi
s-iBoNT/A(H227Y)の平均総収量は、ブラッドフォードアッセイで決定したところ、約4～5
mg/Lだった。
【実施例９】
【０１５８】
pET30b/His-BoNT/Aの構築
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含むプラスミド（図2）
を、pET30b/His-iBoNT/A(H227Y)の部位特異的突然変異誘発によって作製した。実施例3で
述べた手法および以下の二つのオリゴヌクレオチドを用いる一段階の部位特異的突然変異
誘発で不活化H227Yの修正を行なうことにより、pRSETb/His-BoNT/Aを得た：Y227Hプライ
マー対，センスオリゴヌクレオチド，5'-GTGACCTTGGCACATGAACTTATTCATGCCGGGCATCGCTTGT
ATGGAATCGCC-3'（配列番号102）およびアンチセンスオリゴヌクレオチド，5'-GGCGATTCCA
TACAAGCGATGCCCGGCATGAATAAGTTCATGTGCCAAGGTCAC-3（配列番号103）。アミノ酸番号は、
アミノ末端ポリヒスチジンタグを持たないネイティブ配列に対応している。H227Yを修正
するために変化させたヌクレオチドを太字で表し、下線を付す。この突然変異誘発により
、配列番号111の活性His-BoNT/Aをコードする配列番号110の改変オープンリーディングフ
レームが得られた。
【０１５９】
　活性は、GFP-SNAP25蛍光放出アッセイを使って、GFP-SNAP25基質のタンパク質加水分解
的切断によって同定した（例えばLance E.Stewardら「GFP-SNAP25 Fluorescence Release
 Assay for Botulinum Neurotoxin Protease Activity（ボツリヌス神経毒プロテアーゼ
活性のGFP-SNAP25蛍光放出アッセイ」米国特許出願公開第2005/0100973号（2005年5月12
日）を参照されたい）。候補pET30b/His-BoNT/A発現コンストラクトを、熱ショック法を
使って、化学的にコンピテントな大腸菌BL21(DE3)細胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニ
ア州カールズバッド）に形質転換し、50μg/mLのカナマイシンを含有する1.5％ルリア-ベ
ルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させた。pET30b/
His-BoNT/A候補を含有するカナマイシン耐性コロニーを使って、メンブレンリッドを取付
けたエッペンドルフLid-Bacチューブ中の、50μg/mLのカナマイシンを含有するZYP-5052
自己誘導培地の1mL培養物に接種した。バイオセイフティーキャビネットに置いたサーモ
ミキサー（1400rpm、37℃）で、濁りが生じるまで、培養物をインキュベートした（約7～
8時間）。次に温度を22℃に下げ、培養物を約16時間インキュベートした。細胞を遠心分
離（6,000×g、4℃で30分）によって収集し、デカントし、溶解を改善するために-80℃で
短時間凍結した。細胞ペレットを氷上で解凍し、25単位/mLのベンゾナーゼヌクレアーゼ
（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）、1KU/mL rリゾチーム（EMD
 Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）および2×Protease Inhibitor Co
cktail III（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）を含有するBugBu
ster（登録商標）溶解溶液（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）3
50μLに、それぞれを再懸濁し、その混合物を、サーモミキサー中、22℃、400rpmで、30
分間インキュベートした。遠心分離（36,000×g、4℃で15分間）によって溶解液を清澄化
し、上清溶液を低残渣微量遠心管に移し、氷上に置いた。
【０１６０】
　GFP-SNAP25基質のタンパク質分解的切断によって、His-BoNT/A候補の活性を同定した。
各アッセイ反応は、2×毒素反応緩衝液（100mM N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-N'-(
2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.4；20μM塩化亜鉛；20mMジチオスレイトール；0.2
％(v/v)TWEEN-20（登録商標），モノラウリン酸ポリオキシエチレン(20)ソルビタン）25
μL、清澄化した溶解液10μL、および50μM GFP-SNAP25(134-206)基質15μLを含有した。
対照反応は、溶解液の代わりに10μLの水または0.2μg/mLのLC/Aを含有した。反応を三つ
一組にして、37℃で1時間インキュベートした後、8M塩酸グアニジン20μLでクエンチした
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。クエンチした反応を、TALON（商標）SuperFlow Co2+アフィニティ樹脂（BD Bioscience
s-Clontech，カリフォルニア州パロアルト）75μLが入っているフィルタープレートのウ
ェル（脱イオン蒸留水200μLおよびアッセイリンス緩衝液（50mM N-(2-ヒドロキシエチル
)ピペラジン-N'-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.4）200μLですすぐことによって
調整しておいたもの）に移した。樹脂上で15分間インキュベートした後、反応溶液を減圧
濾過によって溶出させて、黒色96穴プレートに集め、それをさらに2回、樹脂床に通し、
最終通過後に集めた。次に、各樹脂床をアッセイリンス緩衝液210μLですすぎ、それを反
応溶液が入っているプレートに溶出させた。溶出した反応溶液の蛍光をSpectraMax Gemin
i XS分光光度計（Molecular Devices，λEx 474nm；λEm 509nm；495nmカットオフフィル
ター）で測定した。対照反応は、溶解液の代わりに10μLの水または0.2μg/mLのLC/Aを含
有した。陽性のHis-BoNT/A候補は、有意なプロテアーゼ活性を示した（図3参照）。
【実施例１０】
【０１６１】
改変オープンリーディングフレームおよび無改変オープンリーディングフレームから発現
されるHis-BoNT/A量の比較
　無改変オープンリーディングフレームと比較して、改変オープンリーディングフレーム
から発現される増加したBoNT/Aの量は、以下のようにして決定することができる。別々の
反応で、配列番号3の改変オープンリーディングフレームを含むpET30b/His-BoNT/A発現コ
ンストラクト、および配列番号2の無改変オープンリーディングフレームを含むpET30b/Hi
s-BoNT/Aコンストラクトを、熱ショック形質転換プロトコールを使って、化学的にコンピ
テントな大腸菌BL21(DE3)細胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に
導入する。その熱ショック反応を、50μg/mLのカナマイシンを含有する1.5％ルリア-ベル
ターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させる。両発現コ
ンストラクトから得られるpET30b/His-BoNT/Aコンストラクトを含有する形質転換大腸菌
のカナマイシン耐性コロニーを使って、カナマイシン耐性選択PA-0.5G培地3.0mLが入って
いる別々の15mLチューブに接種し、それを37℃の培養器に入れて、250rpmで振とうしなが
ら終夜成長させる。各コンストラクトから得られる終夜スターター培養物のうち約600μL
を使って、カナマイシン耐性ZYP-5052自己誘導培地600mLが入っている3.0Lバッフル付き
フラスコに接種する。接種した培養物を37℃の培養器中、250rpmで振とうしながら約5.5
時間成長させた後、16℃の培養器に移し、250rpmで振とうしながら終夜発現させる。遠心
分離（4,000rpm、4℃で20～30分）によって細胞を収集する。
【０１６２】
　改変オープンリーディングフレームと無改変オープンリーディングフレームの両者から
得られるHis-BoNT/A発現レベルを解析するために、実施例8に記載のIMAC法を使って、His
-BoNT/Aを精製する。配列番号3の改変オープンリーディングフレームから産生されるHis-
BoNT/Aの量が、配列番号2の無改変オープンリーディングフレームから発現されるHis-BoN
T/Aの量と比較して大きいかどうかを決定するために、各培養物からの発現を（実施例6で
述べたように）ブラッドフォード色素アッセイ、ポリアクリルアミドゲル電気泳動および
ウェスタンブロット解析で評価する。改変オープンリーディングフレームから発現される
活性His-BoN/Aの量には5倍の増加が予想される。改変オープンリーディングフレームから
発現されるIMAC精製活性His-BoNT/Aの平均量は約5mg/Lと予測されるのに対して、他の点
では同一である核酸分子中の無改変オープンリーディングフレームから発現されるIMAC精
製活性His-BoNT/Aは約1mg/Lであると予測される。
【実施例１１】
【０１６３】
pET29b/iBoNT/A-KHis(H227Y)の構築
　pET29b/iBoNT/A-KHis(H227Y)を構築するために、三段階戦略を使用して、まず、pRSETb
/His-iBoNT/A(H227Y)コンストラクトのiBoNT/A(H227Y)をコードするオープンリーディン
グフレームから、二つの内部NdeI制限エンドヌクレアーゼ部位を除去し、次にカルボキシ
末端リジン残基をiBoNT/A(H227Y)に付加し、最後にこの改変断片をpET29bベクターにサブ
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クローニングした。iBoNT/A(H227Y)をコードするオープンリーディングフレームから、部
位特異的突然変異誘発プロトコールを使って、二つの内部NdeI制限エンドヌクレアーゼ部
位を除去した。テンプレートとしてのpRSETb/iBoNT/A(H227Y)発現コンストラクト、Quick
Change（登録商標）II XL Site-Directed Mutagenesisキット（Stratagene，カリフォル
ニア州ラホーヤ）に含まれる試薬類、ならびに以下の四つのオリゴヌクレオチドプライマ
ー：SL103プライマー対，センスオリゴヌクレオチド，5'-GATGAACTCGATGATCCCTTACGGTGTG
AAACGTCTGG-3'（配列番号104）およびアンチセンスオリゴヌクレオチド，5'-CCAGACGTTTC
ACACCGTAAGGGATCATCGAGTTCATC-3'（配列番号105）；ならびにSL104プライマー対，センス
オリゴヌクレオチド，5'-CCAGACGTTTCACACCGTAAGGGATCATCGAGTTCATC-3'（配列番号106）
およびアンチセンスオリゴヌクレオチド，5'-GATGAACTCGATGATCCCTTACGGTGTGAAACGTCTGG-
3'（配列番号107）を使って、50μLの反応を組み立てた。ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）
ミックスは、1O×緩衝液5μL、デオキシリボヌクレオチド類（dNTPs）1μL、PfuUltra（
商標）High Fidelity DNAポリメラーゼ（2.5単位/μL）1μL、各プライマー125ng、テン
プレートDNA 50ng、および最終体積を50μLにする量のヌクレアーゼフリー水を含有した
。サーモサイクラーの条件は以下のとおりとした：95℃で120秒を1サイクル；90℃で60秒
、55℃で30秒、および72℃で20分を20サイクル；72℃で9分を1サイクル；および10℃で保
持。サーモサイクリング後に、DpnI制限酵素1μLを反応に加え、テンプレートDNAを消化
するために37℃で2時間インキュベートした。反応をQIAquickキット（QIAGEN,Inc.，カリ
フォルニア州バレンシア）で精製し、アガロースゲル電気泳動で解析したところ、反応は
完全長プラスミドをもたらしたことがわかった。突然変異誘発産物を化学的にコンピテン
トな大腸菌TOP10細胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に熱ショッ
ク法によって形質転換し、100μg/mLのアンピシリンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ
寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させた。候補コンストラ
クトをアンピシリン耐性コロニーとして単離し、発現コンストラクトを単離するためにア
ルカリ溶解プラスミド少量調製法を使用し、NdeI部位を持たないインサートの存在を決定
するためにNdeI制限エンドヌクレアーゼ消化を使用して解析した。候補プラスミドコンス
トラクトのオープンリーディングフレーム全体の配列解析により、二つの内部NdeI部位の
除去が確認された。このクローニング戦略により、二つの内部NdeI制限エンドヌクレアー
ゼ部位を欠くオープンリーディングフレームを含むpRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)コンスト
ラクトが得られた。
【０１６４】
　NdeI改変pRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)コンストラクトによってコードされるiBoNT/A(H22
7Y)を、トリプシン切断部位として役立ちうるリジン残基をタンパク質のカルボキシル末
端に付加するオリゴヌクレオチドプライマーを使ってオープンリーディングフレームをPC
R増幅することにより、pET29bベクターにサブクローニングした。テンプレートとしてのN
deI改変pRSETb/His-iBoNT/A(H227Y)発現コンストラクト、Expand High Fidelity PCRシス
テム（Roche Applied Science，インディアナ州インディアナポリス）に含まれる試薬類
、ならびに以下の二つのオリゴヌクレオチドプライマー：SL101プライマー対，NdeIセン
スオリゴヌクレオチド，5'-CGCCATATGCCGTTCGTAAACAAACAGTTC-3'（配列番号108）および
アンチセンスオリゴヌクレオチド，5'-CCCAAGCTTGTCGACTTTCAATGGGCGTTCTCCCCAACCGTC-3'
（配列番号109）を使って、50μLの反応を組み立てた。ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）ミ
ックスは、1O×緩衝液5μL、デオキシリボヌクレオチド類（dNTPs）1μL、PfuUltra（商
標）High Fidelity DNAポリメラーゼ（2.5単位/μL）1μL、各プライマー125ng、テンプ
レートDNA 100ng、および最終体積を50μLにする量のヌクレアーゼフリー水を含有した。
サーモサイクラーの条件は以下のとおりとした：95℃で120秒を1サイクル；95℃で45秒、
55℃で60秒、および72℃で3分を25サイクル；72℃で7分を1サイクル；および10℃で保持
。iBoNT/A-K(H227Y)インサートを切り出すために、PCR増幅産物をHindIIIおよびNdeIによ
り、37℃で2.5時間消化した。得られた制限断片を、QIAquick Gel Extraction Kit（QIAG
EN,Inc.，カリフォルニア州バレンシア）で精製し、オープンリーディングフレームを含
有する断片を、制限エンドヌクレアーゼHindIIIおよびNdeIで消化しておいたpET29bベク
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ター（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）にサブクローニングし
た。T4 DNAリガーゼプロトコールを使って断片とベクターとをライゲートすることにより
、pET29b/BoNT/A-KHis(H227Y)を得た。このライゲーション混合物の一部を、標準的な熱
ショックプロトコールによって、コンピテントTOP10細胞（Invitrogen,Inc.，カリフォル
ニア州カールズバッド）に形質転換し、50μg/mLのカナマイシンを含有する1.5％ルリア-
ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させた。候補
発現コンストラクトをカナマイシン耐性コロニーとして単離した。耐性コロニーを使って
、50μg/mLのカナマイシンを含有するルリア-ベルターニ培地2mLに接種し、37℃の培養器
中、250rpmで振とうしながら終夜成長させた。微量遠心分離によって細菌細胞を収集し、
QIAGENミニプレップキット（QIAGEN,Inc.，カリフォルニア州バレンシア）を使ってプラ
スミドDNAを単離した。NdeIおよびHindIIIによる制限消化で正しいインサート断片の存在
を決定することにより、候補発現コンストラクトをスクリーニングした。所望の発現コン
ストラクトを含有する培養物を使って、50μg/mLのカナマイシンを含有するルリア-ベル
ターニ培地200mLが入っている1Lバッフル付きフラスコに接種し、37℃の培養器に入れて
、250rpmで振とうしながら終夜成長させた。QIAGEN Maxi-prep法（QIAGEN,Inc.，カリフ
ォルニア州バレンシア）を使って、発現コンストラクトに相当する精製プラスミドDNAを
単離し、それを配列決定することにより、正しい発現コンストラクトが作製されたことを
検証した。このクローニング戦略により、配列番号121の、カルボキシル末端リジン残基
とそれに続くトリプシン切断可能なポリヒスチジンアフィニティ結合ペプチドに作動可能
に連結されたiBoNT/A(H227Y)をコードする、配列番号120の核酸分子を含むpET29b発現コ
ンストラクトが得られた。
【実施例１２】
【０１６５】
pET29b/BoNT/A-KHisの構築
　活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含むプラスミド（図4）
を、pET29b/iBoNT/A-KHis(H227Y)のインビトロ部位特異的突然変異誘発によって作製した
。実施例3で述べた手法および以下の二つのオリゴヌクレオチドを用いる一段階の部位特
異的突然変異誘発で不活化H227Yの修正を行なうことにより、pET29b/BoNT/A-KHisを得た
：Y227Hプライマー対，センスオリゴヌクレオチド，5'-GTGACCTTGGCACATGAACTTATTCATGCC
GGGCATCGCTTGTATGGAATCGCC-3'（配列番号102）およびアンチセンスオリゴヌクレオチド，
5'-GGCGATTCCATACAAGCGATGCCCGGCATGAATAAGTTCATGTGCCAAGGTCAC-3（配列番号103）。アミ
ノ酸番号は、アミノ末端ポリヒスチジンタグを持たないネイティブ配列に対応している。
H227Yを修正するために変化させたヌクレオチドを太字で表し、下線を付す。この突然変
異誘発により、配列番号113の活性BoNT/A-KHisをコードする配列番号112の改変オープン
リーディングフレームが得られた。
【０１６６】
　活性は、GFP-SNAP25蛍光放出アッセイを使って、GFP-SNAP25基質のタンパク質加水分解
的切断によって同定した（例えばLance E.Stewardら「GFP-SNAP25 Fluorescence Release
 Assay for Botulinum Neurotoxin Protease Activity（ボツリヌス神経毒プロテアーゼ
活性のGFP-SNAP25蛍光放出アッセイ」米国特許出願公開第2005/0100973号（2005年5月12
日）を参照されたい）。候補pET29b/BoNT/A-KHis発現コンストラクトを、熱ショック法を
使って、化学的にコンピテントな大腸菌BL21(DE3)細胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニ
ア州カールズバッド）に形質転換し、50μg/mLのカナマイシンを含有する1.5％ルリア-ベ
ルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させた。pET29b/
BoNT/A-KHis候補を含有するカナマイシン耐性コロニーを使って、メンブレンリッドを取
付けたエッペンドルフLid-Bacチューブ中の、50μg/mLのカナマイシンを含有するZYP-505
2自己誘導培地の1mL培養物に接種した。バイオセイフティーキャビネットに置いたサーモ
ミキサー（1400rpm、37℃）で、濁りが生じるまで、培養物をインキュベートした（約7～
8時間）。次に温度を22℃に下げ、培養物を約16時間インキュベートした。細胞を遠心分
離（6,000×g、4℃で30分）によって収集し、デカントし、溶解を改善させるために-80℃
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で短時間凍結した。細胞ペレットを氷上で解凍し、25単位/mLのベンゾナーゼヌクレアー
ゼ（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）、1KU/mL rリゾチーム（E
MD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）および2×Protease Inhibitor 
Cocktail III（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）を含有するBug
Buster（登録商標）溶解溶液（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン
）350μLに、それぞれを再懸濁し、その混合物を、サーモミキサー中、22℃、400rpmで、
30分間インキュベートした。遠心分離（36,000×g、4℃で15分間）によって溶解液を清澄
化し、上清溶液を低残渣微量遠心管に移し、氷上に置いた。
【０１６７】
　GFP-SNAP25基質のタンパク質分解的切断によって、BoNT/A-KHis候補の活性を同定した
。各アッセイ反応は、2×毒素反応緩衝液（100mM N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-N'
-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.4；20μM塩化亜鉛；20mMジチオスレイトール；0.
2％(v/v)TWEEN-20（登録商標），モノラウリン酸ポリオキシエチレン(20)ソルビタン）25
μL、清澄化した溶解液10μL、および50μM GFP-SNAP25(134-206)基質15μLを含有した。
対照反応は、溶解液の代わりに10μLの水または0.2μg/mLのLC/Aを含有した。反応を三つ
一組にして、37℃で1時間インキュベートした後、8M塩酸グアニジン20μLでクエンチした
。クエンチした反応を、TALON（商標）SuperFlow Co2+アフィニティ樹脂（BD Bioscience
s-Clontech，カリフォルニア州パロアルト）75μLが入っているフィルタープレートのウ
ェル（脱イオン蒸留水200μLおよびアッセイリンス緩衝液（50mM N-(2-ヒドロキシエチル
)ピペラジン-N'-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.4）200μLですすぐことによって
調整しておいたもの）に移した。樹脂上で15分間インキュベートした後、反応溶液を減圧
濾過によって溶出させて、黒色96穴プレートに集め、それをさらに2回、樹脂床に通し、
最終通過後に集めた。次に、各樹脂床をアッセイリンス緩衝液210μLですすぎ、それを反
応溶液が入っているプレートに溶出させた。溶出した反応溶液の蛍光をSpectraMax Gemin
i XS分光光度計（Molecular Devices，λEx 474nm；λEm 509nm；495nmカットオフフィル
ター）で測定した。対照反応は、溶解液の代わりに10μLの水または0.2μg/mLのLC/Aを含
有した。陽性のBoNT/A-KHis候補は、有意なプロテアーゼ活性を示した（図5参照）。 
【実施例１３】
【０１６８】
pET29b/BoNT/A-KHisの発現
　以下の実施例は、本明細書に開示する発現コンストラクトからBoNT/Aを発現させるのに
役立つ手法を例示するものである。pET29b/BoNT/A-KHis発現コンストラクトを、熱ショッ
ク形質転換プロトコールを使って、化学的にコンピテントな大腸菌BL21(DE3)細胞（Invit
rogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に導入した。その熱ショック反応を、50
μg/mLのカナマイシンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、3
7℃の培養器に入れて、終夜成長させた。pET29b/BoNT/A-KHisを含有する形質転換大腸菌
のカナマイシン耐性コロニーを使って、50μg/mLのカナマイシンを含有するPA-0.5G培地3
.0mLが入っているバッフル付きフラスコに接種し、次にそれを37℃の培養器に入れて、25
0rpmで振とうしながら終夜成長させた。得られた終夜スターター培養物を使って、今度は
、50μg/mLのカナマイシンを含有するZYP-5052自己誘導培地が入っている3Lバッフル付き
フラスコに、1：1000の希釈率で接種した。培養体積は約600mL（フラスコ体積の20％）～
約750mL（フラスコ体積の25％）の範囲とした。これらの培養物を37℃の培養器中、250rp
mで振とうしながら、約5.5時間成長させた後、16℃の培養器に移し、250rpmで振とうしな
がら終夜発現させた。細胞を遠心分離（4,000rpm、4℃で、20～30分）によって収集し、
直ちに使用するか、必要になるまで-80℃で乾燥保存した。
【実施例１４】
【０１６９】
BoNT/A-KHisの発現および定量
　以下の実施例は、本明細書に開示するBoNT/Aの精製および定量に役立つ方法を例示する
ものである。固定化金属アフィニティークロマトグラフィー（IMAC）タンパク質精製のた



(86) JP 2008-508886 A 2008.3.27

10

20

30

40

50

めに、実施例8に記載の、BoNT/A-KHisを発現させるために使用した大腸菌BL21(DE3)細胞
ペレットを、カラム結合緩衝液（25mM N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-N'-(2-エタン
スルホン酸)（HEPES），pH7.8；500mM塩化ナトリウム；10mMイミダゾール；2×Protease 
Inhibitor Cocktail Set III（EMD Biosciences-Calbiochem，カリフォルニア州サンディ
エゴ）；5単位/mLのベンゾナーゼ（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディ
ソン）；0.1％(v/v)Triton-X（登録商標）100，4-オクチルフェノールポリエトキシレー
ト；10％(v/v)グリセロール）に再懸濁し、次に冷たいオークリッジ遠心管に移した。細
胞を溶解し、BoNT/A-KHisを放出させるために、細胞懸濁液を氷上で超音波処理し（Brans
on Digital Sonifierを使用して、40％の強度で10秒間のパルスを60秒間の冷却期間を挟
んで10～12回）、次に溶解液を清澄化するために遠心分離した（16,000rpm，4℃で20分）
。TALON（商標）SuperFlow Co2+アフィニティー樹脂（BD Biosciences-Clontech，カリフ
ォルニア州パロアルト）を充填した20mL Econo-Pacカラムサポート（Bio-Rad Laboratori
es，カリフォルニア州ハーキュリーズ）を使って固定化金属アフィニティークロマトグラ
フィーカラムを調製し、次に、それを、5カラム体積の脱イオン蒸留水ですすぎ、次いで5
カラム体積のカラム結合緩衝液ですすぐことによって平衡化した。清澄化した溶解液を、
平衡化したカラムに、重力流によってゆっくり適用した（約0.25～0.3mL/分）。次に、5
カラム体積のカラム洗浄緩衝液（N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-N'-(2-エタンスル
ホン酸)（HEPES），pH7.8；500mM塩化ナトリウム；10mMイミダゾール；0.1％(v/v)Triton
-X（登録商標）100，4-オクチルフェノールポリエトキシレート；10％(v/v)グリセロール
）で、カラムを洗浄した。BoNT/A-Hisを、20～30mLのカラム溶出緩衝液（25mM N-(2-ヒド
ロキシエチル)ピペラジン-N'-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.8；500mM塩化ナトリ
ウム；500mMイミダゾール；0.1％(v/v)Triton-X（登録商標）100，4-オクチルフェノール
ポリエトキシレート；10％(v/v)グリセロール）で溶出させ、およそ12個の1mL画分に集め
た。各溶出画分に含まれるBoNT/A-KHisの量をブラッドフォード色素アッセイによって決
定し、最も強いシグナルを持つ五つの画分を溶出ピークであるとみなして、プールした（
図6b参照）。プールしたピーク溶出画分の総タンパク質濃度を、ウシガンマグロブリン（
Bio-Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）を標準に使って見積ることに
より、総タンパク質収量を決定した。
【０１７０】
　FPLC脱塩カラムを使ってBoNT/Aを精製するために、HiPrep（商標）26/10サイズ排除カ
ラム（Amersham Biosciences，ニュージャージー州ピスカタウェイ）を、4℃のカラム緩
衝液（50mMリン酸ナトリウム，pH6.5）80mLで、予め平衡化した。カラムを平衡化した後
、BioLogic DuoFlowクロマトグラフィーシステム（Bio-Rad Laboratories，カリフォルニ
ア州ハーキュリーズ）を使って、BoNT/A-KHis試料を、4℃カラム緩衝液の定組成移動相と
共に10mL/分の流速で、サイズ排除カラムに適用した。脱塩されたBoNT/A-His試料を約7～
12mLの単一画分として集めた。
【０１７１】
　FPLCイオン交換カラムを使ってBoNT/Aを精製するために、IMACカラムからの溶出後に脱
塩しておいたBoNT/A-KHis試料を、1mL UNO-S1（商標）カチオン交換カラム（Bio-Rad Lab
oratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）に、BioLogic DuoFlowクロマトグラフィ
ーシステム（Bio-Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）を使って適用し
た。試料を、4℃のカラム緩衝液（50mMリン酸ナトリウム，pH6.5）中のカラムに適用し、
4℃の溶出緩衝液（50mMリン酸ナトリウム，1M塩化ナトリウム，pH6.5）を使った以下の直
線的勾配で溶出させた：ステップ1，流速1mL/分の5％溶出緩衝液5.0mL；ステップ2，流速
1mL/分の5～30％溶出緩衝液20.0mL；ステップ3，流速1.0mL/分の50％溶出緩衝液2.0mL；
ステップ4，流速1.0mL/分の100％溶出緩衝液4.0mL；およびステップ5，流速1.0mL/分の0
％溶出緩衝液5.0mL。カラムからのペプチドの溶出を280、260、および214nmで監視し、28
0nmで最小閾値（0.01au）を超えて吸収するピークを集めた。BoNT/A-KHisの大部分は約10
0～200mMの塩化ナトリウム濃度で溶出した。ブラッドフォードアッセイで決定したBoNT/A
-Hisの平均総収量は、約7～12mg/Lだった。
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【０１７２】
　BoNT/A-KHisの発現をポリアクリルアミドゲル電気泳動によって解析した。上述の手法
を使って精製した試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カ
ールズバッド）に加え、NuPAGE（登録商標）Novex 4-12％ビス-トリスプレキャストポリ
アクリルアミドゲル（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を用いるMOP
Sポリアクリルアミドゲル電気泳動により、変性還元条件下でペプチドを分離した。ゲル
をSYPRO（登録商標）Ruby（Bio-Rad Laboratories，カリフォルニア州ハーキュリーズ）
で染色し、分離されたペプチドを、Fluor-S MAX MultiImager（Bio-Rad Laboratories，
カリフォルニア州ハーキュリーズ）で撮像することにより、ペプチド発現レベルを定量し
た。BoNT/A-Hisのサイズおよび量は、MagicMark（商標）タンパク質分子量標準（Invitro
gen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）との比較によって決定した。現われたのは
完全長BoNT/A-KHisであることが、ゲルによって明らかになった。
【０１７３】
　BoNT/A-KHisの発現をウェスタンブロット解析でも解析した。上述の手法を使って精製
したタンパク質試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カー
ルズバッド）に加え、NuPAGE（登録商標）Novex 4-12％ビス-トリスプレキャストポリア
クリルアミドゲル（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を用いるMOPS
ポリアクリルアミドゲル電気泳動により、変性還元条件下で分離した。分離したペプチド
を、Trans-Blot（登録商標）SDセミドライ電気泳動転写セル装置（Bio-Rad Laboratories
，カリフォルニア州ハーキュリーズ）を使ったウェスタンブロッティングにより、ゲルか
らポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッ
ド）に移した。25mMトリス緩衝食塩水（25mM 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパ
ンジオール-塩酸（トリス-HCl）（pH7.4），137mM塩化ナトリウム，2.7mM塩化カリウム）
、0.1％TWEEN-20（登録商標），モノラウリン酸ポリオキシエチレン(20)ソルビタン、2％
ウシ血清アルブミン、5％脱脂粉乳を含有する溶液中、室温で2時間インキュベートするこ
とにより、PVDF膜をブロックした。ブロックした膜を、プローブとして以下の一次抗体の
一つを含有するトリス緩衝食塩水TWEEN-20（登録商標）（25mMトリス緩衝食塩水、0.1％T
WEEN-20（登録商標），モノラウリン酸ポリオキシエチレン(20)ソルビタン）中、4℃で終
夜インキュベートした：ウサギポリクローナル抗BoNT/A抗血清（Allergan,Inc.）の1：5,
000希釈液；またはウサギポリクローナル抗ポリヒスチジン抗血清（Abcam Inc.，マサチ
ューセッツ州ケンブリッジ）の1：10,000希釈液。一次抗体でプローブしたブロットを、
トリス緩衝食塩水TWEEN-20（登録商標）中で、15分ずつ3回洗浄した。洗浄した膜を、二
次抗体としてセイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）にコンジュゲートしたヤギポリク
ローナル抗ウサギ免疫グロブリンG重鎖および軽鎖（IgG,H+L）抗体（Pierce Biotechnolo
gy,Inc.，イリノイ州ロックフォード）の1：20,000希釈液を含有するトリス緩衝食塩水TW
EEN-20（登録商標）中、室温で2時間インキュベートした。二次抗体でプローブしたブロ
ットを、トリス緩衝食塩水TWEEN-20（登録商標）中で、15分ずつ3回洗浄した。標識され
たBoNT/A-KHisのシグナル検出を、ECL Plus（商標）Western Blot Detection System（Am
ersham Biosciences，ニュージャージー州ピスカタウェイ）を使って可視化し、Typhoon 
9410 Variable Mode Imager（Amersham Biosciences，ニュージャージー州ピスカタウェ
イ）で撮像することにより、ペプチド発現レベルを定量した。
【実施例１５】
【０１７４】
改変オープンリーディングフレームおよび無改変オープンリーディングフレームから発現
されるBoNT/A-His量の比較
　無改変オープンリーディングフレームと比較して、改変オープンリーディングフレーム
から発現される増加したBoNT/Aの量は、以下のようにして決定することができる。別々の
反応で、配列番号112の改変オープンリーディングフレームを含むpET29b/BoNT/A-KHis発
現コンストラクト、および配列番号115の無改変オープンリーディングフレームを含むpET
29b/BoNT/A-KHisコンストラクトを、熱ショック形質転換プロトコールを使って、化学的
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にコンピテントな大腸菌BL21(DE3)細胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバ
ッド）に導入する。その熱ショック反応を、50μg/mLのカナマイシンを含有する1.5％ル
リア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜成長させる。
両発現コンストラクトから得られるpET29b/BoNT/A-KHisコンストラクトを含有する形質転
換大腸菌のカナマイシン耐性コロニーを使って、カナマイシン耐性選択PA-0.5G培地3.0mL
が入っている別々の15mLチューブに接種し、それを37℃の培養器に入れて、250rpmで振と
うしながら終夜成長させる。各コンストラクトから得られる終夜スターター培養物のうち
約600μLを使って、カナマイシン耐性ZYP-5052自己誘導培地600mLが入っている3.0Lバッ
フル付きフラスコに接種する。接種した培養物を37℃の培養器中、250rpmで振とうしなが
ら約5.5時間成長させた後、16℃の培養器に移し、250rpmで振とうしながら終夜発現させ
る。遠心分離（4,000rpm、4℃で20～30分）によって細胞を収集する。
【０１７５】
　改変オープンリーディングフレームと無改変オープンリーディングフレームの両者から
得られるBoNT/A-KHis発現レベルを解析するために、（実施例14に記載するように）IMAC
法を使って、BoNT/A-KHisを精製する。配列番号112の改変オープンリーディングフレーム
から産生されるBoNT/A-KHisの量が、配列番号115の無改変オープンリーディングフレーム
から発現されるBoNT/A-KHisの量と比較して大きいかどうかを決定するために、各培養物
からの発現を（実施例14で述べたように）ブラッドフォード色素アッセイ、ポリアクリル
アミドゲル電気泳動およびウェスタンブロット解析で評価する。改変オープンリーディン
グフレームから発現される活性BoN/A-KHisの量には約12倍の増加が予想される。改変オー
プンリーディングフレームから発現されるIMAC精製活性BoNT/A-KHisの平均量は約12mg/L
と予測されるのに対して、他の点では同一である核酸分子中の無改変オープンリーディン
グフレームから発現されるIMAC精製活性BoNT/A-KHisは約1mg/Lであると予測される。
【実施例１６】
【０１７６】
pRSET/BoNT/A-Hisの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpRSETベクター（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州
カールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位を、改変
オープンリーディングフレーム配列番号3の5'末端および3'末端に組み入れる。この核酸
分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。このコン
ストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号3のオープンリーディングフレームを
含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpRSETベクターに作動可能に
連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサートを、適当な制限
エンドヌクレアーゼで消化したpRSETベクターに、T4 DNAリガーゼ法を使ってサブクロー
ニングすることにより、pRSET/BoNT/A-His（図7）を得る。ライゲーション混合物を、熱
ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（Invitrogen,Inc.，カリ
フォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのアンピシリンを含有する1.5％
ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて終夜成長させる。
発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性コロニーとして同定する。アルカ
リ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを単離し、インサートの存在お
よび向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マッピングによって解析する。
このクローニング戦略により、カルボキシル末端のポリヒスチジン結合ペプチドに作動可
能に連結された活性BoNT/Aをコードする原核発現コンストラクトが得られる。同様のクロ
ーニング戦略を使って、発現レベルに関する対照として用いる配列番号2の無改変オープ
ンリーディングフレームを含有するpRSET発現コンストラクトを作製すると共に、配列番
号4～配列番号33の改変オープンリーディングフレームのいずれか一つがpRSETベクターに
作動可能に連結されているpRSET発現コンストラクトを作製する。
【０１７７】
　改変オープンリーディングフレームからの増加したBoNT/A発現量は、以下のように決定
される。別々の反応で、改変オープンリーディングフレーム（例えば配列番号3～配列番
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号33など）を含むpRSET/BoNT/A-His発現コンストラクト、および無改変オープンリーディ
ングフレーム（例えば配列番号2など）を含むpRSET/BoNT/A-Hisコンストラクトを、標準
的な形質転換プロトコール（例えば熱ショック形質転換プロトコールなど）を使って、化
学的にコンピテントな細菌細胞に導入する。その形質転換反応を、適切な抗生物質を含有
する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて、終夜
成長させる。両核酸分子から得られるpRSET/BoNT/A-Hisコンストラクトを含有する形質転
換細胞の抗生物質耐性コロニーを使って、抗生物質耐性選択PA-0.5G培地3.0mLが入ってい
る別々の15mLチューブに接種し、それを37℃の培養器に入れて、250rpmで振とうしながら
終夜成長させる。各コンストラクトから得られる終夜スターター培養物のうち約600μLを
使って、適切な抗生物質耐性成長培地600mLが入っている3.0Lバッフル付きフラスコに接
種する。接種した培養物を37℃の培養器中、250rpmで振とうしながら約5.5時間成長させ
た後、最終濃度が0.5～1.0mMになるようにIPTGを添加することによって誘導し、培養物を
16℃の培養器に移し、250rpmで振とうしながら終夜発現させる。遠心分離（4,000rpm、4
℃で20～30分）によって細胞を収集する。
【０１７８】
　ネイティブオープンリーディングフレームと改変オープンリーディングフレームの両者
から得られるBoNT/A-His発現レベルを解析するために、IMAC法を使って（実施例6および1
4で述べたように）BoNT/A-Hisを精製する。改変オープンリーディングフレームから産生
されるBoNT/A-Hisの量が、配列番号2の無改変オープンリーディングフレームから発現さ
れるBoNT/A-Hisの量と比較して大きいかどうかを決定するために、各培養物からの発現を
（実施例6および14で述べたように）ブラッドフォード色素アッセイ、ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動、および抗BoNT/A抗体または抗His抗体を用いるウェスタンブロット解析
によって評価する。
【実施例１７】
【０１７９】
pPICZ A/BoNT/A-myc-Hisの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpPIC Aベクター（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア
州カールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位を、改
変オープンリーディングフレーム配列番号36の5'末端および3'末端に組み入れる。この核
酸分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。このコ
ンストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号36のオープンリーディングフレー
ムを含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpPIC Aベクターに作動
可能に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサートを、適当
な制限エンドヌクレアーゼで消化したpPIC Aベクターに、T4 DNAリガーゼ法を使ってサブ
クローニングすることにより、pPIC A/BoNT/A-myc-His（図8）を得る。ライゲーション混
合物を、熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（Invitrogen,
Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、25μg/mLのZeocin（商標）を含
有する1.5％低塩濃度ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.5）に播種し、37℃の培養器に入
れて終夜成長させる。発現コンストラクトを含有する細菌をZeocin（商標）耐性コロニー
として同定する。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを単離
し、インサートの存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マッピ
ングによって解析する。このクローニング戦略により、カルボキシル末端のc-mycペプチ
ドおよびポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする酵
母発現コンストラクトが得られる。同様のクローニング戦略を使って、発現レベルに関す
る対照として用いる配列番号2の無改変オープンリーディングフレームを含有するpPIC A
発現コンストラクトを作製すると共に、配列番号34、配列番号35、配列番号37～配列番号
45の改変オープンリーディングフレームのいずれか一つがpPIC Aベクターに作動可能に連
結されているpPIC A発現コンストラクトを作製する。
【０１８０】
　活性なBoNT/Aを発現させる酵母細胞系を構築するために、pPICZ A/BoNT/A-myc-Hisを適
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切な制限エンドヌクレアーゼ（すなわちSacI、PmeIまたはBstXI）で消化し、得られた線
状化発現コンストラクトを、適当なピキア・パストリスMutS株KM71Hにエレクトロポレー
ション法を使って形質転換する。形質転換混合物を、100μg/mLのZeocin（商標）を含有
する1.5％YPDS寒天平板（pH7.5）に播種し、28～30℃の培養器に入れて、1～3日間成長さ
せる。5'AOX1座にpPICZ A/BoNT/A-myc-Hisを組み込んでいる形質転換体の選択は、Zeocin
（商標）に対するコロニー耐性によって決定される。同様の戦略を使って、発現レベルに
関する対照として使用する配列番号2を含有するpPICZ A発現コンストラクトを含有する細
胞系を作出する。pPICZ A/BoNT/A-myc-Hisコンストラクトを組み込んだ細胞系を、小規模
発現試験を使ってBoNT/A-myc-His発現について試験する。pPICZ A/BoNT/A-myc-Hisを組み
込んだ試験細胞系から生じる孤立コロニーを使って、MGYH培地100mLが入っている1.0Lバ
ッフル付きフラスコに接種し、振とう培養器（250rpm）中、約28～30℃で、培養物がOD60
0＝2～6に達するまで（約16～18時間）成長させる。遠心分離（3,000×g、22℃で5分）に
よって細胞を収集する。発現を誘導するために、細胞ペレットをMMH培地15mLに再懸濁し
、メタノールを最終濃度が0.5％になるように加える。培養物を振とう培養器（250rpm）
中、約28～30℃で6日間生育する。24時間ごとに、最終濃度が0.5％になるように、100％
メタノールを培養物に追加する。時刻0から開始して24時間ごとに時刻144時間まで、1.0m
Lの試験アリコートを培養物から採取する。そのアリコートから微量遠心分離によって細
胞を収集することによって細胞をペレット化し、-80℃で5分、次に37℃で5分からなる3ラ
ウンドの凍結融解を使って、それらを溶解する。溶解試料を2×LDS Sample Buffer（Invi
trogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に加え、配列番号2対照からBoNT/A-myc
-Hisを発現させる樹立細胞系と比較して、配列番号36から産生されるBoNT/A-myc-Hisの発
現量が増加している細胞系を同定するために、抗BoNT/A抗体、抗myc抗体または抗His抗体
を用いるウェスタンブロット解析により、樹立細胞系からの発現を（実施例6および14で
述べたように）測定する。配列番号2対照と比較して最も高いBoNT/A-myc-Hisの発現レベ
ルを示すピキア・パストリスMutS KM71H細胞系を、工業的発酵手法を用いる大規模発現の
ために選択する。大規模発現の手法は、培養体積が、5L BioFlo 3000発酵槽で生育される
MGYH培地約2.5Lであることを除いて上に概説したとおりであり、試薬類の濃度は全てこの
体積に合わせて比例的に増加させることになる。この実施例に記載した全ての手順に関す
るさらなる詳細については、「EasySelect（商標）Pichia Expression Kit, version G, 
A Manual of Methods for Expression of Recombinant Proteins Using pPICZ and pPICZ
α in Pichia pastoris, 122701, 25-0172」（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カー
ルズバッド）を参照されたい。
【実施例１８】
【０１８１】
pMET/BoNT/A-V5-Hisの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpMETベクター（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州
カールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位を、改変
オープンリーディングフレーム配列番号36の5'末端および3'末端に組み入れる。この核酸
分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。このコン
ストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号36のオープンリーディングフレーム
を含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpMETベクターに作動可能
に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサートを、適当な制
限エンドヌクレアーゼで消化したpMETベクターに、T4 DNAリガーゼ法を使ってサブクロー
ニングすることにより、pMET/BoNT/A-V5-His（図9）を得る。ライゲーション混合物を、
熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（Invitrogen,Inc.，カ
リフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのアンピシリンを含有する1.5
％低塩濃度ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.5）に播種し、37℃の培養器に入れて終夜成
長させる。発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性コロニーとして同定す
る。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを単離し、インサー
トの存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マッピングによって
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解析する。このクローニング戦略により、カルボキシル末端のV5ペプチドおよびポリヒス
チジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする酵母発現コンストラ
クトが得られる。同様のクローニング戦略を使って、発現レベルに関する対照として用い
る配列番号2の無改変オープンリーディングフレームを含有するpMET発現コンストラクト
を作製すると共に、配列番号34、配列番号35、配列番号37～配列番号45の改変オープンリ
ーディングフレームのいずれか一つがpMETベクターに作動可能に連結されているpMET発現
コンストラクトを作製する。
【０１８２】
　活性なBoNT/Aを発現させる酵母細胞系を構築するために、pMET/BoNT/A-V5-Hisを適切な
制限エンドヌクレアーゼ（すなわちApaI、AscI、FseI、PacI、KpnIまたはPstI）で消化し
、得られた線状化発現コンストラクトを、適当なピキア・メタノリカMutS株PMAD16にエレ
クトロポレーション法を使って形質転換する。形質転換混合物を、アデニンを欠く1.5％M
D寒天平板（pH7.5）に播種し、28～30℃の培養器に入れて、3～4日間成長させる。pMET/B
oNT/A-V5-Hisを組み込んでいる形質転換体の選択は、アデニン欠乏培地でのコロニー成長
によって決定される。同様の戦略を使って、発現レベルに関する対照として使用する配列
番号2を含有するpMET発現コンストラクトを含有する細胞系を作出する。pMET/BoNT/A-V5-
Hisコンストラクトを組み込んだAde+細胞系を、小規模発現試験を使ってBoNT/A-myc-His
発現について試験する。pMET/BoNT/A-V5-Hisを組み込んだ試験細胞系から生じる孤立コロ
ニーを使ってBMDY培地15mLに接種し、振とう培養器（250rpm）中、約28～30℃で、培養物
がOD600＝2～10に達するまで（約16～18時間）、細胞を成長させる。遠心分離（1,500×g
、22℃で5分）によって細胞を収集する。発現を誘導するために、細胞ペレットをBMMY培
地5mLに再懸濁し、振とう培養器（250rpm）中、約28～30℃で成長させる。24時間後に、5
00μLのアリコートを取り出し、メタノールを最終濃度が0.5％になるように加え、培養物
を振盪培養器（250rpm）中、約28～30℃で成長させる。24時間ごとに、3～5日間にわたっ
て、500μLのアリコートを除去し、メタノールを最終濃度が0.5％になるように培養物に
追加する。誘導されたBoNT/A-V5-Hisの発現を検出するために、各時点の細胞ペレットを
酸洗浄ガラスビーズ法を使って溶解する。溶解試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen
,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に加え、配列番号2対照からBoNT/A-V5-Hisを
発現させる樹立細胞系と比較して、配列番号36から産生されるBoNT/A-V5-Hisの発現量が
増加している細胞系を同定するために、抗BoNT/A抗体、抗V5抗体または抗His抗体を用い
るウェスタンブロット解析により、樹立細胞系からの発現を（実施例6および14で述べた
ように）測定する。配列番号2対照と比較して最も高いBoNT/A-V5-Hisの発現レベルを示す
ピキア・メタノリカMutS PMAD16細胞系を、工業的発酵手法を用いる大規模発現のために
選択する。大規模発現の手法は、培養体積が、5L BioFlo 3000発酵槽で生育されるBMDY/B
MMY培地約2.5Lであることを除いて上に概説したとおりであり、試薬類の濃度は全てこの
体積に合わせて比例的に増加させることになる。この実施例に記載した全ての手順に関す
るさらなる詳細については、「P. metanolica Expression Kit, version C, A Manual of
 Methods for Expression of Recombinant Proteins in Pichia methanolica, 062101, 2
5-0288」（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を参照されたい。
【実施例１９】
【０１８３】
pYES2/BoNT/A-V5-Hisの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpYES2ベクター（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州
カールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位を、改変
オープンリーディングフレーム配列番号39の5'末端および3'末端に組み入れる。この核酸
分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。このコン
ストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号39のオープンリーディングフレーム
を含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpYES2ベクターに作動可能
に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサートを、適当な制
限エンドヌクレアーゼで消化したpYES2ベクターに、T4 DNAリガーゼ法を使ってサブクロ
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ーニングすることにより、pYES2/BoNT/A-V5-His（図10）を得る。ライゲーション混合物
を、熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（Invitrogen,Inc.
，カリフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのアンピシリンを含有す
る1.5％低塩濃度ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.5）に播種し、37℃の培養器に入れて
終夜成長させる。発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性コロニーとして
同定する。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを単離し、イ
ンサートの存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マッピングに
よって解析する。このクローニング戦略により、カルボキシル末端のV5ペプチドおよびポ
リヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする酵母発現コン
ストラクトが得られる。同様のクローニング戦略を使って、発現レベルに関する対照とし
て用いる配列番号2の無改変オープンリーディングフレームを含有するpYES2発現コンスト
ラクトを作製すると共に、配列番号34～配列番号38および配列番号40～配列番号45の改変
オープンリーディングフレームのいずれか一つがpYES2ベクターに作動可能に連結されて
いるpYES2発現コンストラクトを作製する。
【０１８４】
　活性なBoNT/Aを発現させる酵母細胞系を構築するために、リチウムベースの形質転換法
を使って、pYES2/BoNT/A-V5-Hisを、コンピテントなサッカロミセス・セレビシェINVSc1
株に形質転換する。形質転換混合物を、2％グルコースを含有する2％SC最少培地寒天平板
（pH7.5）（0.01％ウラシルを含むもの、またはウラシルを欠くもの）に播種し、28～30
℃の培養器に入れて、1～3日間成長させる。pYES2/BoNT/A-V5-Hisを含有する形質転換体
の選択は、ウラシルを含有する平板でしか起こらないコロニー成長によって決定した。同
様の戦略を使って、発現レベルに関する対照として使用する配列番号2を含有するpYES2発
現コンストラクトを含有する細胞系を作出する。pYES2/BoNT/A-V5-Hisコンストラクトを
含有する細胞を、小規模発現試験を使ってBoNT/A-V5-His発現について試験する。pYES2/B
oNT/A-V5-Hisを含有する試験細胞から生じる孤立コロニーを使って、2％グルコースおよ
び0.01％ウラシルを含有するSC培地15mLに接種し、振とう培養器（250rpm）中、約28℃～
30℃で終夜成長させる。終夜培養物のOD600を決定し、体積50mL中にOD600が0.4の細胞濃
度になるように小分けする。これらのアリコートを遠心分離（1,500×g、22℃で5分）し
、得られた細胞ペレットを、20％グルコースおよび10％ラフィノースを含有するSC培地に
再懸濁する。細胞を振とう培養器（250rpm）中、約28～30℃で成長させ、0時間、4時間、
8時間、12時間、16時間および24時間の時点で、5mLずつアリコートを採取し、各試料につ
いてOD600濃度を決定する。収集した細胞を遠心分離（1,500×g、4℃で5分）し、水で1回
洗浄し、必要になるまで細胞ペレットを-80℃で保存する。誘導されたBoNT/A-V5-Hisの発
現を検出するために、各時点の細胞ペレットを酸洗浄ガラスビーズ法を使って溶解する。
溶解試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド
）に加え、最大BoNT/A-V5-His発現を得るのに必要な至適誘導時間を同定するために、抗B
oNT/A抗体、抗V5抗体または抗His抗体を用いるウェスタンブロット解析により、各時点で
の発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。配列番号2対照の無改変オープン
リーディングフレームと比較して、改変オープンリーディングフレームがコードするBoNT
/A-V5-Hisの最も高い発現レベルをもたらす誘導条件を、工業的発酵手法を用いる大規模
発現のために選択する。大規模発現の手法は、培養体積が、5L BioFlo 3000発酵槽で生育
されるSC培地約2.5Lであることを除いて上に概説したとおりであり、試薬類の濃度は全て
この体積に合わせて比例的に増加させることになる。この実施例に記載した全ての手順に
関するさらなる詳細については、「pYES2/CT, pYES3/CT, and pYC2/CT Yeast Expression
 Vectors with C-terminal Tags and Auxotrophic Selection Markers, version E, 25-0
304, Jan. 27, 2003」（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を参照さ
れたい。
【実施例２０】
【０１８５】
pFastBacHT/His-BoNT/Aの構築および発現
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　作動可能に連結された核酸分子をpFastBacHTベクター（Invitrogen,Inc.，カリフォル
ニア州カールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位を
、改変オープンリーディングフレーム配列番号63の5'末端および3'末端に組み入れる。こ
の核酸分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。こ
のコンストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号63のオープンリーディングフ
レームを含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpFastBacHTベクタ
ーに作動可能に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサート
を、適当な制限エンドヌクレアーゼで消化したpFastBacHTベクターに、T4 DNAリガーゼ法
を使ってサブクローニングすることにより、pFastBacHT/BoNT/A（図11）を得る。ライゲ
ーション混合物を、熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（I
nvitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのアンピ
シリンを含有する1.5％低塩濃度ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の
培養器に入れて終夜成長させる。発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性
コロニーとして同定する。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラク
トを単離し、インサートの存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消
化マッピングによって解析する。このクローニング戦略により、カルボキシル末端のTEV
切断可能なポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする
バキュロウイルストランスファーコンストラクトが得られる。同様のクローニング戦略を
使って、発現レベルに関する対照として用いる配列番号2の無改変オープンリーディング
フレームを含有するpFastBacHTコンストラクトを作製すると共に、配列番号58～配列番号
59、配列番号60、配列番号61または配列番号62の改変オープンリーディングフレームのい
ずれか一つがpFastBacHTベクターに作動可能に連結されているpFastBacHT発現コンストラ
クトを作製する。
【０１８６】
　活性BoNT/Aを発現させるバクミドコンストラクトを作製するために、pFastBacHT/His-B
oNT/Aコンストラクトを、熱ショック法により、バクミドへの転位のためのMAX Efficienc
y（登録商標）DH10Bac（商標）大腸菌細胞に形質転換する。形質転換混合物を、50μg/mL
のカナマイシン、7μg/mLのゲンタマイシン、10μg/mLのテトラサイクリン、100μg/mLの
Bluo-galおよび40μg/mLのIPTGを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に
播種し、組換えバクミドDNAを単離するために約48時間成長させる。候補バクミドコンス
トラクトを、カナマイシン、ゲンタマイシンおよびテトラサイクリン耐性である白色コロ
ニーとして単離する。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補バクミドコンスト
ラクトを単離し、インサートの存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアー
ゼ消化マッピングによって解析する。同様のクローニング戦略を使って、配列番号2コン
ストラクトの無改変オープンリーディングフレームを含有する組換えバキュロウイルスス
トックを作製する。50単位/mLのペニシリンおよび50μg/mLのストレプトマイシンを含む
完全Sf-900 II SFM培地2mLが入っている35mm組織培養皿に播種した約5×105個のSf9細胞
を、トランスフェクション溶液1.0mLでトランスフェクトすることにより、P1組換えバキ
ュロウイルスストックを単離する。トランスフェクション溶液は、DNA：脂質複合体を形
成させるために30分間プレインキュベートしておいた精製バクミドHis-BoNT/Aコンストラ
クト1.0μｇおよびCellfectin（登録商標）Reagent 6μLを含有する無添加グレース培地2
00μLに無添加グレース培地800μLを加えることによって調製する。細胞をこのトランス
フェクション溶液と共に27℃の培養器中で5時間インキュベートした後、この溶液を、50
単位/mLのペニシリンおよび50μg/mLのストレプトマイシンを含む完全Sf-900 II SFM培地
2.0mLで置き換える。Sf9細胞を27℃の培養器中で約72時間成長させて、培地中にウイルス
を放出させる。ウイルス感染昆虫細胞から15mLスナップキャップチューブに培地を移し、
デブリを除去するためにチューブを500×gで5分間遠心分離することによって、ウイルス
を収集する。清澄化した上清を新しい15mLスナップキャップチューブに移す。これは約1
×106～107プラーク形成単位（pfu）のバキュロウイルスを含有するはずである。次に、
このP1ウイルスストックを増幅してP2組換えバキュロウイルスストックを生成させる。50



(94) JP 2008-508886 A 2008.3.27

10

20

30

40

50

単位/mLのペニシリンおよび50μg/mLのストレプトマイシンを添加したSf-900 II SFM培地
2mLが入っている35mm培養皿に、約2×106個のSf9細胞を播種し、P1組換えバキュロウイル
スストック（約5×106pfu/ml）400μLを接種し、27℃の培養器で約48時間インキュベート
する。15mLスナップキャップチューブに培地を移し、デブリを除去するためにチューブを
500×gで5分間遠心分離することによって、ウイルスを収集する。清澄化した上清を新し
い15mLスナップキャップチューブに移す。これは約1×107～108pfuのバキュロウイルスを
含有するはずである。
【０１８７】
　バキュロウイルス発現系を使ってHis-BoNT/Aを発現させるために、50単位/mLのペニシ
リンおよび50μg/mLのストレプトマイシンを添加したSf-900 II SFM培地が入っている35m
m培養皿に、約2×106個のSf9細胞を播種し、P1組換えバキュロウイルスストック（約5×1
07pfu/ml）約4μLを接種し、27℃の培養器中で、約48時間インキュベートする。BoNT/A-H
is発現のために培地と細胞の両方を集める。培地は、15mLスナップキャップチューブに培
地を移し、デブリを除去するためにチューブを500×gで5分間遠心分離することによって
収集する。細胞は、100mMリン酸緩衝食塩水（pH7.4）3.0mLで細胞を1回すすぎ、62.6mM 2
-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール塩酸（トリス-HCl），pH6.8および2
％ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）を含有する緩衝液で細胞を溶解することによって収集
する。培地試料と細胞試料の両者を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォ
ルニア州カールズバッド）に加え、配列番号2対照からHis-BoNT/Aを発現させるストック
と比較して、配列番号63から産生されるHis-BoNT/Aの発現量が増加しているP2バキュロウ
イルスストックを同定するために、抗BoNT/A抗体または抗His抗体を用いるウェスタンブ
ロット解析により、発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。この実施例に
記載した全ての手順に関するさらなる詳細については、「Bac-to-Bac（登録商標）Baculo
virus Expression System, version D, An Efficient Site-specific Transposition Sys
tem to Generate Baculovirus for High-level Expression of Recombinant Proteins, 1
0359」（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を参照されたい。
【実施例２１】
【０１８８】
pBACgus3/gp64-BoNT/A-Hiの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpBACgus3ベクター（EMD Biosciences-Novagen，ウィ
スコンシン州マディソン）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位
を、改変オープンリーディングフレーム配列番号63の5'末端および3'末端に組み入れる。
この核酸分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。
このコンストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号63のオープンリーディング
フレームを含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpBACgus3ベクタ
ーに作動可能に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサート
を、適当な制限エンドヌクレアーゼで消化したpBACgus3ベクターに、T4 DNAリガーゼ法を
使ってサブクローニングすることにより、pBACgus3/BoNT/A-His（図12）を得る。ライゲ
ーション混合物を、熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（I
nvitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのアンピ
シリンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に
入れて終夜成長させる。発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性コロニー
として同定する。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを単離
し、インサートの存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マッピ
ングによって解析する。このクローニング戦略により、アミノ末端のgp64シグナルペプチ
ドおよびカルボキシル末端のトロンビン切断可能なポリヒスチジン結合ペプチドに作動可
能に連結された活性BoNT/Aをコードするバキュロウイルストランスファーコンストラクト
が得られる。同様のクローニング戦略を使って、発現レベルに関する対照として用いる配
列番号2の無改変オープンリーディングフレームを含有するpBACgus3コンストラクトを作
製すると共に、配列番号58、配列番号59、配列番号60、配列番号61または配列番号62の改
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変オープンリーディングフレームのいずれか一つがpBACgus3ベクターに作動可能に連結さ
れているpBACgus3発現コンストラクトを作製する。
【０１８９】
　バキュロウイルス発現系を使ってBoNT/A-Hisを発現させるために、BacVector（登録商
標）Insect培地（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）2mLが入って
いる60mm培養皿4枚に、約2.5×106個のSf9細胞を播種し、28℃の培養器で約20分間インキ
ュベートする。pBACgus3/gp64-BoNT/A-His 100ngおよびTlowEトランスファープラスミド5
00ngを含有するBacVector（登録商標）Insect培地25μLを、Insect GeneJuice（登録商標
）（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）5μLおよびヌクレアーゼ
フリー水20μLを含有する希釈Insect GeneJuice（登録商標）25μLに加えることによって
、各トランスフェクションにつき50μLのトランスフェクション溶液を6mLポリスチレンチ
ューブ中に調製し、この溶液を約15分間インキュベートする。15分間のインキュベーショ
ン後に、BacVector（登録商標）培地450μLをトランスフェクション溶液に加え、穏やか
に混合する。このトランスフェクション原液を1/10希釈液として使用することにより、さ
らに1/50、1/250および1/1250希釈のトランスフェクション溶液を作る。トランスフェク
ション溶液100μLを、4枚の60mm培養皿のうちの1枚に入っているSf9細胞に加え、抗生物
質フリー血清フリーBacVector（登録商標）Insect培地で2回洗浄し、22℃でインキュベー
トする。1時間後に、5％ウシ血清アルブミンを含有する1％BacPlaqueアガロース-BacVect
or（登録商標）Insect培地6mLを加える。アガロースを固化させた後、5％ウシ血清アルブ
ミンを含有するBacVector（登録商標）Insect培地2mLをトランスフェクト細胞に加え、プ
ラークが見えるようになるまで3～5日にわたって、細胞を28℃の培養器に移す。トランス
フェクションの3～5日後に、単層中のプラークは、pBACgus3/BoNT/A-Hisを含有する組換
えウイルスプラークの存在について試験するために、洗浄した単層を、20mg/mL X-Gluc S
olution（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）30μLを含有するBac
Vector（登録商標）Insect培地2mLと共に、28℃の培養器中で約2時間インキュベートする
ことにより、β-グルロニダーゼレポーター遺伝子活性について染色されるだろう。
【０１９０】
　候補組換えウイルスプラークを同定した後、数個の候補ウイルスプラークを溶出させ、
プラーク精製する。組換えウイルスを溶出させるために、組換えウイルスプラークを含有
するプラグを、滅菌パスツールピペットで、滅菌スクリューキャップバイアル中のBacVec
tor（登録商標）Insect培地（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）
1mLに移す。バイアルを22℃で約2時間または4℃で約16時間インキュベートする。各組換
えウイルスプラークにつき2.5×105個のSf9細胞を、BacVector（登録商標）Insect培地（
EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）2mLが入っている35mm培養皿に
播種し、28℃の培養器で約20分間インキュベートする。培地を除去し、溶出させた組換え
ウイルス200μLを加える。1時間後に、5％ウシ血清アルブミンを含有する1％BacPlaqueア
ガロース-BacVector（登録商標）Insect培地1mLを加える。アガロースを固化させた後、5
％ウシ血清アルブミンを含有するBacVector（登録商標）Insect培地1mLをトランスフェク
ト細胞に加え、プラークが見えるようになるまで3～5日にわたって、細胞を28℃の培養器
に移す。トランスフェクションの3～5日後に、単層中のプラークは、pBACgus3/BoNT/A-Hi
sを含有する組換えウイルスプラークの存在について試験するために、洗浄した単層を、2
0mg/mL X-Gluc Solution（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）30
μLを含有するBacVector（登録商標）Insect培地2mLと共に、28℃の培養器中で約2時間イ
ンキュベートすることにより、β-グルロニダーゼレポーター遺伝子活性について染色さ
れるだろう。
【０１９１】
　ウイルスのシードストックを調製するために、組換えウイルスプラークを含有するプラ
グを滅菌パスツールピペットで滅菌スクリューキャップバイアル中のBacVector（登録商
標）Insect培地（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）1mLに移すこ
とによって、組換えウイルスを溶出させる。そのバイアルを4℃で約16時間インキュベー
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トする。約5×105個のSf9細胞を、BacVector（登録商標）Insect培地（EMD Biosciences-
Novagen，ウィスコンシン州マディソン）5mLが入っているT-25フラスコに播種し、28℃の
培養器で約20分間インキュベートする。培地を除去し、溶出させた組換えウイルス300μL
を加える。1時間後に、5％ウシ血清アルブミンを含有するBacVector（登録商標）5mLをト
ランスフェクト細胞に加え、細胞の大半が付着していない不健全な状態になるまで3～5日
間にわたって、28℃の培養器に細胞を移す。15mLスナップキャップチューブに培地を移し
、デブリを除去するためにチューブを1000×gで5分間遠心分離することによって、ウイル
スを収集する。清澄化した上清を新しい15mLスナップキャップチューブに移し、4℃で保
存する。
【０１９２】
　ウイルスの高力価ストックを調製するために、約2×107個のSf9細胞を、BacVector（登
録商標）Insect培地（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）10mLが
入っているT-75フラスコに播種し、28℃の培養器で約20分間インキュベートする。培地を
除去し、ウイルスシードストック500μLを加える。1時間後に、5％ウシ血清アルブミンを
含有するBacVector（登録商標）Insect培地10mLをトランスフェクト細胞に加え、細胞の
大半が付着していない不健全な状態になるまで3～5日間にわたって、28℃の培養器に細胞
を移す。15mLスナップキャップチューブに培地を移し、デブリを除去するためにチューブ
を1000×gで5分間遠心分離することによって、ウイルスを収集する。清澄化した上清を新
しい15mLスナップキャップチューブに移し、4℃で保存する。高力価ウイルスストックは
約2×108～3×109pfuのバキュロウイルスを含有するはずである。
【０１９３】
　バキュロウイルス発現系を使ってgp64-BoNT/A-Hisを発現させるために、BacVector（登
録商標）Insect培地250mLが入っている1Lフラスコに、約1.25×108個のSf9細胞を播種し
、細胞密度が約2.5×108になるまでオービタルシェーカー（150rpm）で成長させる。その
培養物に約2.5×109の高力価ストック組換えバキュロウイルスを接種し、28℃のオービタ
ルシェーカー（150rpm）で約48時間インキュベートする。培地をチューブに移し、デブリ
を除去するために500×gで5分間チューブを遠心分離することにより、培地を収集する。
培地試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド
）に加え、配列番号2からgp64-BoNT/A-Hisを発現させるストックと比較して、配列番号63
から産生されるHis-BoNT/Aの発現量が増加しているバキュロウイルスストックを同定する
ために、抗BoNT/A抗体または抗His抗体を用いるウェスタンブロット解析により、発現を
（実施例6および14で述べたように）測定する。この実施例に記載した全ての手順に関す
るさらなる詳細については、「BacVector（登録商標）Transfection Kits, TB216, revis
ion A 1203」（EMD Biosciences-Novagen，ウィスコンシン州マディソン）を参照された
い。
【実施例２２】
【０１９４】
pMT/BiP-BoNT/A-V5-Hisの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpMTベクター（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カ
ールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位を、改変オ
ープンリーディングフレーム配列番号60の5'末端および3'末端に組み入れる。この核酸分
子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。このコンス
トラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号60のオープンリーディングフレームを
含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpMTベクターに作動可能に連
結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサートを、適当な制限エ
ンドヌクレアーゼで消化したpMTベクターに、T4 DNAリガーゼ法を使ってサブクローニン
グすることにより、pMT/BiP-BoNT/A-V5-His（図13）を得る。ライゲーション混合物を、
熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（Invitrogen,Inc.，カ
リフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのアンピシリンを含有する1.5
％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて終夜成長させる
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。発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性コロニーとして同定する。アル
カリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを単離し、インサートの存在
および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マッピングによって解析する
。このクローニング戦略により、カルボキシル末端のV5ペプチドおよびポリヒスチジン結
合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする昆虫発現コンストラクトが得
られることになる。同様のクローニング戦略を使って、発現レベルに関する対照として用
いる配列番号2の無改変オープンリーディングフレームを含有するpMTコンストラクトを作
製すると共に、配列番号58、配列番号59、配列番号61、配列番号62または配列番号63の改
変オープンリーディングフレームのいずれか一つがpMTベクターに作動可能に連結されて
いるpMT発現コンストラクトを作製する。
【０１９５】
　昆虫細胞で活性BoNT/A-V5-Hisを一過性に発現させるために、シュナイダーショウジョ
ウバエ培地3mLが入っている35mm組織培養皿に約3×106個のS2細胞を播種し、細胞が約9×
106細胞/mlの密度に達するまで（6～16時間）、28℃の培養器で成長させる。pMT/BiP-BoN
T/A-V5-His 19μgを含有する240mM塩化カルシウム300μLに、2×HEPES緩衝食塩水pH7.1（
50mM N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-N'-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.4；1
.5mMリン酸ナトリウム（一塩基性）；280mM塩化ナトリウム）300μLを加えることによっ
て、600μLトランスフェクション溶液を調製し、この溶液を約30分間インキュベートする
。トランスフェクション溶液をS2細胞に加え、細胞を28℃の培養器で約16～24時間インキ
ュベートする。発現を誘導するために、トランスフェクション培地を、500μM硫酸銅を含
有する新しいシュナイダーショウジョウバエ培地3mLに置き換える。細胞を28℃の培養器
でさらに48時間インキュベートする。15mLスナップキャップチューブに培地を移し、デブ
リを除去するためにチューブを500×gで5分間遠心分離することにより、培地を収集する
。試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）
に加え、配列番号2対照からBoNT/A-V5-Hisを発現させるコンストラクトと比較して、配列
番号60から産生されるBiP-BoNT/A-V5-Hisの発現量が増加しているpMTコンストラクトを同
定するために、抗BoNT/A抗体、抗V5抗体または抗His抗体を用いるウェスタンブロット解
析により、発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。
【０１９６】
　活性BoNT/A-V5-Hisを発現させる安定に組み込まれた昆虫細胞系を作出するために、シ
ュナイダーショウジョウバエ培地3mLが入っている35mm組織培養皿に約3×106個のS2細胞
を播種し、細胞が約9×106細胞/mlの密度に達するまで（6～16時間）、28℃の培養器で成
長させる。pMT/BiP-BoNT/A-V5-His 19μgおよびpCoHYgro 1μgを含有する240mM塩化カル
シウム300μLに、2×HEPES緩衝食塩水pH7.1（50mM N-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-N
'-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH7.4；1.5mMリン酸ナトリウム（一塩基性）；280mM
塩化ナトリウム）300μLを加えることによって、600μLトランスフェクション溶液を調製
し、この溶液を約30分間インキュベートする。トランスフェクション溶液をS2細胞に加え
、細胞を28℃の培養器で約16～24時間インキュベートする。トランスフェクション培地を
新しいシュナイダーショウジョウバエ培地3mLに置き換え、細胞を28℃の培養器で約48時
間インキュベートする。培地を、約500μg/mLのハイグロマイシンBを含有する新しいシュ
ナイダーショウジョウバエ培地3mLで置き換える。細胞を28℃の培養器で約3～4週間イン
キュベートし、4～5日ごとに古い培地を新しいハイグロマイシンB選択培地で置き換える
。ハイグロマイシンB耐性コロニーが樹立されたら、約500μg/mLのハイグロマイシンBを
添加した新しいシュナイダーショウジョウバエ培地が入っている新しい35mm培養プレート
に耐性コロニーを再播種し、細胞が約6～20×106細胞/mLの密度に達するまで培養する。p
MT/BiP-BoNT/A-V5-Hisが安定に組み込まれているS2細胞系からのBoNT/A-V5-Hisの発現を
調べるために、各細胞系に由来する約3×106個のS2細胞を、シュナイダーショウジョウバ
エ培地3mLが入っている35mm組織培養皿に播種し、28℃の培養器で、細胞が約9×106細胞/
mlの密度に達するまで（6～１6時間）成長させる。発現を誘導するために、トランスフェ
クション培地を、500μM硫酸銅を含有する新しいシュナイダーショウジョウバエ培地3mL
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に置き換える。細胞を28℃の培養器でさらに48時間インキュベートする。15mLスナップキ
ャップチューブに培地を移し、デブリを除去するためにチューブを500×gで5分間遠心分
離することにより、培地を収集する。試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，
カリフォルニア州カールズバッド）に加え、配列番号2対照からBoNT/A-V5-Hisを発現させ
る細胞系と比較して、配列番号60から産生されるBoNT/A-V5-Hisの発現量が増加しているS
2細胞系を同定するために、抗BoNT/A抗体、抗V5抗体または抗His抗体を用いるウェスタン
ブロット解析により、発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。配列番号2対
照と比較して最も高いBoNT/A-V5-Hisの発現レベルを示す樹立S2細胞系を、3Lスピナーフ
ラスコを用いる大規模発現用に選択する。大規模発現の手法は、培養培地がシュナイダー
ショウジョウバエ培地約800～1000mLであることを除いて上に概説したとおりであり、試
薬類の濃度は全てこの体積に合わせて比例的に増加させる。この実施例に記載した全ての
手順に関するさらなる詳細については、「Drosophila Expression System, version H, F
or the Stable Expression and Purification of Heterologous Proteins in Schneider 
2 Cells, 25-0191」（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を参照され
たい。
【実施例２３】
【０１９７】
pQBI25/BoNT/A-GFPの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpQBI25ベクター（Qbiogene,Inc.，カリフォルニア州
カールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位を、改変
オープンリーディングフレーム配列番号99の5'末端および3'末端に組み入れる。この核酸
分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。このコン
ストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号99のオープンリーディングフレーム
を含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpQBI25ベクターに作動可
能に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサートを、適当な
制限エンドヌクレアーゼで消化したpQBI25ベクターに、T4 DNAリガーゼ法を使ってサブク
ローニングすることにより、pQBI25/BoNT/A-GFP（図14）を得る。ライゲーション混合物
を、熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（Invitrogen,Inc.
，カリフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのアンピシリンを含有す
る1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入れて終夜成長
させる。発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性コロニーとして同定する
。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを単離し、インサート
の存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マッピングによって解
析する。このクローニング戦略により、カルボキシル末端のGFPペプチドに作動可能に連
結された活性BoNT/Aをコードする哺乳動物発現コンストラクトが得られる。同様のクロー
ニング戦略を使って、発現レベルに関する対照として用いる配列番号2の無改変オープン
リーディングフレームを含有するpQBI25コンストラクトを作製すると共に、配列番号76～
配列番号98の改変オープンリーディングフレームのいずれか一つがpQBI25ベクターに作動
可能に連結されているpQBI25発現コンストラクトを作製する。
【０１９８】
　活性BoNT/A-GFPを細胞系で一過性に発現させるために、10％ウシ胎仔血清（FBS）、1×
ペニシリン/ストレプトマイシン溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッ
ド）および1×MEM非必須アミノ酸溶液（MEM）（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カー
ルズバッド）を添加した完全ダルベッコ変法イーグル培地3mLが入っている35mm組織培養
皿に、約1.5×105個のSH-SY5Y細胞を播種し、細胞が約5×105細胞/mLの密度に達するまで
（6～16時間）、37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で成長させる。pQBI25/BoNT/A-GFP 5
μgを含有するOPTI-MEM Reduced Serum Medium 250μLに、室温で5分間インキュベートし
たLipofectAmine 2000（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）15μLを含
有するOPTI-MEM Reduced Serum Medium 250μLを加えることによって、500μLトランスフ
ェクション溶液を調製する。このトランスフェクションを室温で約20分間インキュベート
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する。完全添加DMEM培地をOPTI-MEM Reduced Serum Medium 2mLで置き換え、500μLトラ
ンスフェクション溶液をSH-SY5Y細胞に加え、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で
約6～18時間インキュベートする。トランスフェクション培地を新しい完全添加DMEM 3mL
で置き換え、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で48時間インキュベートする。細
胞を100mMリン酸緩衝食塩水（pH7.4）3.0mLで1回すすぎ、50mM N-(2-ヒドロキシエチル)
ピペラジン-N'-(2-エタンスルホン酸)（HEPES），pH6.8、150mM塩化ナトリウム、1.5mM塩
化マグネシウム、10％(v/v)グリセロール、1mMエチレングリコールビス(β―アミノエチ
ルエーテル)N,N,N',N'-四酢酸（EGTA）、2%(v/v)Triton-X（登録商標）100（4-オクチル
フェノールポリエトキシレート）および1×Completeプロテアーゼ阻害剤カクテル（Roche
 Applied Science，インディアナ州インディアナポリス）で細胞を溶解することにより、
細胞を収集する。細胞試料を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア
州カールズバッド）に加え、配列番号2対照からBoNT/A-GFPを発現させるコンストラクト
と比較して、配列番号99から産生されるBoNT/A-GFPの発現量が増加しているpQBI25コンス
トラクトを同定するために、抗BoNT/A抗体または抗GFP抗体を用いるウェスタンブロット
解析により、発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。
【実施例２４】
【０１９９】
pcDNA（商標）6/BoNT/A-V5-Hisの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpcDNA（商標）6ベクター（Invitrogen,Inc.，カリフ
ォルニア州カールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部
位を、改変オープンリーディングフレーム配列番号99の5'末端および3'末端に組み入れる
。この核酸分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る
。このコンストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号99のオープンリーディン
グフレームを含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpcDNA（商標）
6ベクターに作動可能に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このイ
ンサートを、適当な制限エンドヌクレアーゼで消化したpcDNA（商標）6ベクターに、T4 D
NAリガーゼ法を使ってサブクローニングすることにより、pcDNA（商標）6/BoNT/A-V5-His
（図15）を得る。ライゲーション混合物を、熱ショック法を使って、化学的にコンピテン
トな大腸菌DH5α細胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に形質転換
し、100μg/mLのアンピシリンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播
種し、37℃の培養器に入れて終夜成長させる。発現コンストラクトを含有する細菌をアン
ピシリン耐性コロニーとして同定する。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補
コンストラクトを単離し、インサートの存在および向きを決定するために、制限エンドヌ
クレアーゼ消化マッピングによって解析する。このクローニング戦略により、カルボキシ
ル末端のV5ペプチドおよびポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT
/Aをコードする哺乳動物発現コンストラクトが得られる。同様のクローニング戦略を使っ
て、発現レベルに関する対照として用いる配列番号2の無改変オープンリーディングフレ
ームを含有するpcDNA（商標）6コンストラクトを作製すると共に、配列番号76～配列番号
98の改変オープンリーディングフレームのいずれか一つがpcDNA（商標）6ベクターに作動
可能に連結されているpcDNA（商標）6発現コンストラクトを作製する。
【０２００】
　活性BoNT/A-V5-Hisを細胞系で一過性に発現させるために、10％ウシ胎仔血清（FBS）、
1×ペニシリン/ストレプトマイシン溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズ
バッド）および1×MEM非必須アミノ酸溶液（MEM）非必須アミノ酸溶液（Invitrogen,Inc.
，カリフォルニア州カールズバッド）を添加した完全ダルベッコ変法イーグル培地3mLが
入っている35mm組織培養皿に、約1.5×105個のSH-SY5Y細胞を播種し、細胞が約5×105細
胞/mLの密度に達するまで（6～16時間）、37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で成長させ
る。pcDNA（商標）6/BoNT/A-V5-His 5μgを含有するOPTI-MEM Reduced Serum Medium 250
μLに、室温で5分間インキュベートしたLipofectAmine 2000（Invitrogen,Inc.，カリフ
ォルニア州カールズバッド）15μLを含有するOPTI-MEM Reduced Serum Medium 250μLを
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加えることによって、500μLトランスフェクション溶液を調製する。このトランスフェク
ションを室温で約20分間インキュベートする。完全添加DMEM培地をOPTI-MEM Reduced Ser
um Medium 2mLで置き換え、500μLトランスフェクション溶液をSH-SY5Y細胞に加え、細胞
を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で約6～18時間インキュベートする。トランスフェク
ション培地を新しい完全添加DMEM 3mLで置き換え、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭
素下で48時間インキュベートする。BoNT/A-V5-Hisの発現解析を行なうために、培地と細
胞の両方を集める。培地は、15mLスナップキャップチューブに培地を移し、デブリを除去
するためにチューブを500×gで5分間遠心分離することによって、収集する。細胞は、100
mMリン酸緩衝食塩水（pH7.4）3.0mLで細胞を1回すすぐことによって収集し、62.6mM 2-ア
ミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール塩酸（トリス-HCl），pH6.8および2％ラ
ウリル硫酸ナトリウム（SDS）を含有する緩衝液で、細胞を溶解する。培地試料と細胞試
料の両者を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド
）に加え、配列番号2対照からBoNT/A-V5-Hisを発現させるコンストラクトと比較して、配
列番号99から産生されるBoNT/A-V5-Hisの発現量が増加しているpcDNA（商標）6コンスト
ラクトを同定するために、抗BoNT/A抗体、抗V5抗体または抗His抗体を用いるウェスタン
ブロット解析により、発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。
【０２０１】
　活性BoNT/A-V5-Hisを発現させる安定に組み込まれた細胞系を作出するために、10％FBS
、1×ペニシリン/ストレプトマイシン溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カール
ズバッド）および1×MEM非必須アミノ酸溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カー
ルズバッド）を添加した完全DMEM 3mLが入っている35mm組織培養皿に、約1.5×105個のSH
-SY5Y細胞を播種し、細胞が約5×105細胞/mLの密度に達するまで（6～16時間）、37℃の
培養器中、5％二酸化炭素下で成長させる。pcDNA（商標）6/BoNT/A-V5-His 5μgを含有す
るOPTI-MEM Reduced Serum Medium 250μLに、室温で5分間インキュベートしたLipofectA
mine 2000（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）15μLを含有するOPTI-
MEM Reduced Serum Medium 250μLを加えることによって、500μLトランスフェクション
溶液を調製する。このトランスフェクションを室温で約20分間インキュベートする。完全
添加DMEM培地をOPTI-MEM Reduced Serum Medium 2mLで置き換え、500μLトランスフェク
ション溶液をSH-SY5Y細胞に加え、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で約6～18時
間インキュベートする。トランスフェクション培地を新しい完全添加DMEM 3mLで置き換え
、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で約48時間インキュベートする。培地を、約5
μg/mLのブラストサイジン、10％FBS、1×ペニシリン/ストレプトマイシン溶液（Invitro
gen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）および1×MEM非必須アミノ酸溶液（Invitr
ogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を含有する新しい完全DMEM 3mLで置き換
える。4～5日ごとに古い培地を新しいブラストサイジン選択完全添加DMEMで置き換えなが
ら、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で、約3～4週間インキュベートする。ブラ
ストサイジン耐性コロニーが樹立されたら、約5μg/mLのブラストサイジン、10％FBS、1
×ペニシリン/ストレプトマイシン溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバ
ッド）および1×MEM非必須アミノ酸溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズ
バッド）を添加した新しい完全DMEMが入っている新しい35mm培養プレートに耐性コロニー
を再播種し、これらの細胞が6～20×105細胞/mLの密度に達するまで培養する。pcDNA（商
標）6/BoNT/A-V5-Hisが安定に組み込まれているSH-SY5Y細胞系からのBoNT/A-V5-Hisの発
現を調べるために、ブラストサイジン選択完全添加DMEM 3mLが入っている35mm組織培養皿
に、各細胞系に由来する約1.5×105個のSH-SY5Y細胞を播種し、37℃の培養器中、5％二酸
化炭素下で、細胞が約5×105細胞/mlの密度に達するまで（6～16時間）成長させる。培地
を、新しいブラストサイジン選択完全添加DMEM 3mLで置き換え、細胞を37℃の培養器中、
5％二酸化炭素下で48時間インキュベートする。BoNT/A-V5-Hisの発現解析を行なうために
、培地と細胞の両方を集める。培地は、15mLスナップキャップチューブに培地を移し、デ
ブリを除去するためにチューブを500×gで5分間遠心分離することによって、収集する。
細胞は、100mMリン酸緩衝食塩水（pH7.4）3.0mLで細胞を1回すすぎ、62.6mM 2-アミノ-2-
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ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール塩酸（トリス-HCl），pH6.8および2％ラウリル
硫酸ナトリウム（SDS）を含有する緩衝液で細胞を溶解することによって、収集する。培
地試料と細胞試料の両者を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州
カールズバッド）に加え、配列番号2対照からBoNT/A-V5-Hisを発現させる細胞系と比較し
て、配列番号99から産生されるBoNT/A-V5-Hisの発現量が増加しているSH-SY5Y細胞系を同
定するために、抗BoNT/A抗体、抗V5抗体または抗His抗体を用いるウェスタンブロット解
析により、発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。配列番号2対照と比較し
て最も高いBoNT/A-V5-Hisの発現レベルを示す樹立SH-SY5Y細胞系を、3Lフラスコを用いる
大規模発現用に選択する。大規模発現の手法は、出発体積が完全DMEM約800～1000mLであ
ることを除いて上に概説したとおりであり、試薬類の濃度は全てこの体積に合わせて比例
的に増加させる。この実施例に記載した全ての手順に関するさらなる詳細については、「
pcDNA（商標）6/V5-His A, B, and C, version C, 28-0183」（Invitrogen,Inc.，カリフ
ォルニア州カールズバッド）を参照されたい。
【実施例２５】
【０２０２】
pSecTag2/BoNT/A-c-myc-Hisの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpSecTag2ベクター（Invitrogen,Inc.，カリフォルニ
ア州カールズバッド）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ部位を、
改変オープンリーディングフレーム配列番号99の5'末端および3'末端に組み入れる。この
核酸分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得る。この
コンストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号99のオープンリーディングフレ
ームを含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpSecTag2ベクターに
作動可能に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサートを、
適当な制限エンドヌクレアーゼで消化したpSecTag2ベクターに、T4 DNAリガーゼ法を使っ
てサブクローニングすることにより、pSecTag2/BoNT/A-V5-His（図16）を得る。ライゲー
ション混合物を、熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細胞（Inv
itrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのアンピシ
リンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養器に入
れて終夜成長させる。発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性コロニーと
して同定する。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを単離し
、インサートの存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マッピン
グによって解析する。このクローニング戦略により、カルボキシル末端のc-mycペプチド
およびポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする哺乳
動物発現コンストラクトが得られる。同様のクローニング戦略を使って、発現レベルに関
する対照として用いる配列番号2の無改変オープンリーディングフレームを含有するpSecT
ag2コンストラクトを作製すると共に、配列番号76～配列番号98の改変オープンリーディ
ングフレームのいずれか一つがpSecTag2ベクターに作動可能に連結されているpSecTag2発
現コンストラクトを作製する。
【０２０３】
　活性BoNT/A-c-myc-Hisを細胞系で一過性に発現させるために、10％ウシ胎仔血清（FBS
）、1×ペニシリン/ストレプトマイシン溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カー
ルズバッド）および1×MEM非必須アミノ酸溶液（MEM）非必須アミノ酸溶液（Invitrogen,
Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を添加した完全ダルベッコ変法イーグル培地3m
Lが入っている35mm組織培養皿に、約1.5×105個のSH-SY5Y細胞を播種し、細胞が約5×105

細胞/mLの密度に達するまで（6～16時間）、37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で成長さ
せる。pSecTag2/BoNT/A-c-myc-His 5μgを含有するOPTI-MEM Reduced Serum Medium 250
μLに、室温で5分間インキュベートしたLipofectAmine 2000（Invitrogen,Inc.，カリフ
ォルニア州カールズバッド）15μLを含有するOPTI-MEM Reduced Serum Medium 250μLを
加えることによって、500μLトランスフェクション溶液を調製する。このトランスフェク
ションを室温で約20分間インキュベートする。完全添加DMEM培地をOPTI-MEM Reduced Ser
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um Medium 2mLで置き換え、500μLトランスフェクション溶液をSH-SY5Y細胞に加え、細胞
を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で約6～18時間インキュベートする。トランスフェク
ション培地を新しい完全添加DMEM 3mLで置き換え、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭
素下で48時間インキュベートする。BoNT/A-c-myc-Hisの発現解析を行なうために、培地と
細胞の両方を集める。培地は、15mLスナップキャップチューブに培地を移し、デブリを除
去するためにチューブを500×gで5分間遠心分離することによって、収集する。細胞は、1
00mMリン酸緩衝食塩水（pH7.4）3.0mLで細胞を1回すすぎ、62.6mM 2-アミノ-2-ヒドロキ
シメチル-1,3-プロパンジオール塩酸（トリス-HCl），pH6.8および2％ラウリル硫酸ナト
リウム（SDS）を含有する緩衝液で細胞を溶解することによって、収集する。培地試料と
細胞試料の両者を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズ
バッド）に加え、配列番号2対照からBoNT/A-V5-Hisを発現させるコンストラクトと比較し
て、配列番号99から産生されるBoNT/A-c-myc-Hisの発現量が増加しているpSecTag2コンス
トラクトを同定するために、抗BoNT/A抗体、抗c-myc抗体または抗His抗体を用いるウェス
タンブロット解析により、発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。
【０２０４】
　活性BoNT/A-V5-Hisを発現させる安定に組み込まれた細胞系を作出するために、10％FBS
、1×ペニシリン/ストレプトマイシン溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カール
ズバッド）および1×MEM非必須アミノ酸溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カー
ルズバッド）を添加した完全DMEM 3mLが入っている35mm組織培養皿に、約1.5×105個のSH
-SY5Y細胞を播種し、細胞が約5×105細胞/mLの密度に達するまで（6～16時間）、37℃の
培養器中、5％二酸化炭素下で成長させる。pSecTag2/BoNT/A-c-myc-His 5μgを含有するO
PTI-MEM Reduced Serum Medium 250μLに、室温で5分間インキュベートしたLipofectAmin
e 2000（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）15μLを含有するOPTI-MEM
 Reduced Serum Medium 250μLを加えることによって、500μLトランスフェクション溶液
を調製する。このトランスフェクションを室温で約20分間インキュベートする。完全添加
DMEM培地をOPTI-MEM Reduced Serum Medium 2mLで置き換え、500μLトランスフェクショ
ン溶液をSH-SY5Y細胞に加え、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で約6～18時間イ
ンキュベートする。トランスフェクション培地を新しい完全添加DMEM 3mLで置き換え、細
胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で約48時間インキュベートする。培地を、約5μg/
mLのZeocin（商標）、10％FBS、1×ペニシリン/ストレプトマイシン溶液（Invitrogen,In
c.，カリフォルニア州カールズバッド）および1×MEM非必須アミノ酸溶液（Invitrogen,I
nc.，カリフォルニア州カールズバッド）を含有する新しい完全DMEM 3mLで置き換える。4
～5日ごとに古い培地を新しいZeocin（商標）選択完全添加DMEMで置き換えながら、細胞
を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で、約3～4週間インキュベートする。Zeocin（商標
）耐性コロニーが樹立されたら、約5μg/mLのZeocin（商標）、10％FBS、1×ペニシリン/
ストレプトマイシン溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）および1
×MEM非必須アミノ酸溶液（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）を添加
した新しい完全DMEMが入っている新しい35mm培養プレートに耐性コロニーを再播種し、こ
れらの細胞が6～20×105細胞/mLの密度に達するまで培養する。pSecTag2/BoNT/A-c-myc-H
isが安定に組み込まれているSH-SY5Y細胞系からのBoNT/A-c-myc-Hisの発現を調べるため
に、Zeocin（商標）選択完全添加DMEM 3mLが入っている35mm組織培養皿に、各細胞系に由
来する約1.5×105個のSH-SY5Y細胞を播種し、37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で、細胞
が約5×105細胞/mlの密度に達するまで（6～16時間）成長させる。培地を、新しいZeocin
（商標）選択完全添加DMEM 3mLで置き換え、細胞を37℃の培養器中、5％二酸化炭素下で4
8時間インキュベートする。BoNT/A-c-myc-Hisの発現解析を行なうために、培地と細胞の
両方を集める。培地は、15mLスナップキャップチューブに培地を移し、デブリを除去する
ためにチューブを500×gで5分間遠心分離することによって、収集する。細胞は、100mMリ
ン酸緩衝食塩水（pH7.4）3.0mLで細胞を1回すすぎ、62.6mM 2-アミノ-2-ヒドロキシメチ
ル-1,3-プロパンジオール塩酸（トリス-HCl），pH6.8および2％ラウリル硫酸ナトリウム
（SDS）を含有する緩衝液で細胞を溶解することによって、収集する。培地試料と細胞試
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料の両者を2×LDS Sample Buffer（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド
）に加え、配列番号2対照からBoNT/A-c-myc-Hisを発現させる細胞系と比較して、配列番
号99から産生されるBoNT/A-c-myc-Hisの発現量が増加しているSH-SY5Y細胞系を同定する
ために、抗BoNT/A抗体、抗c-myc抗体または抗His抗体を用いるウェスタンブロット解析に
より、発現を（実施例6および14で述べたように）測定する。配列番号2対照と比較して最
も高いBoNT/A-c-myc-Hisの発現レベルを示す樹立SH-SY5Y細胞系を、3Lフラスコを用いる
大規模発現用に選択する。大規模発現の手法は、出発体積が完全DMEM約800～1000mLであ
ることを除いて上に概説したとおりであり、試薬類の濃度は全てこの体積に合わせて比例
的に増加させる。この実施例に記載した全ての手順に関するさらなる詳細については、「
pSecTag2 A, B and C, version E, 28-0159」（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カー
ルズバッド）を参照されたい。
【実施例２６】
【０２０５】
pIVEX2.3d/BoNT/A-Hisの構築および発現
　作動可能に連結された核酸分子をpIVEX2.3dベクター（Roche Applied Science，インデ
ィアナ州インディアナポリス）中にクローニングするのに適した制限エンドヌクレアーゼ
部位を、改変オープンリーディングフレーム配列番号3の5'末端および3'末端に組み入れ
る。この核酸分子を実施例2で述べたように合成し、pUCBHB1/BoNT/Aコンストラクトを得
る。このコンストラクトを、1）活性BoNT/Aをコードする配列番号3のオープンリーディン
グフレームを含有するインサートを切り出すと共に、2）このインサートをpIVEX2.3dベク
ターに作動可能に連結することを可能にするような制限酵素で、消化する。このインサー
トを、適当な制限エンドヌクレアーゼで消化したpIVEX2.3dベクターに、T4 DNAリガーゼ
法を使ってサブクローニングすることにより、pIVEX2.3d/BoNT/A-His（図17）を得る。ラ
イゲーション混合物を、熱ショック法を使って、化学的にコンピテントな大腸菌DH5α細
胞（Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に形質転換し、100μg/mLのア
ンピシリンを含有する1.5％ルリア-ベルターニ寒天平板（pH7.0）に播種し、37℃の培養
器に入れて終夜成長させる。発現コンストラクトを含有する細菌をアンピシリン耐性コロ
ニーとして同定する。アルカリ溶解プラスミド少量調製法を使って候補コンストラクトを
単離し、インサートの存在および向きを決定するために、制限エンドヌクレアーゼ消化マ
ッピングによって解析する。このクローニング戦略により、カルボキシル末端のポリヒス
チジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする原核発現コンストラ
クトが得られる。同様のクローニング戦略を使って、発現レベルに関する対照として用い
る配列番号2の無改変オープンリーディングフレームを含有するpIVEX2.3dコンストラクト
を作製すると共に、配列番号4～配列番号33の改変オープンリーディングフレームのいず
れか一つがpIVEX2.3dベクターに作動可能に連結されているpIVEX2.3d発現コンストラクト
を作製する。
【０２０６】
　無細胞発現系を使って活性BoNT/Aを発現させるために、RTS 100 E. coli HY Kit（Roch
e Applied Science，インディアナ州インディアナポリス）を使用する。大腸菌溶解液12
μl、反応ミックス10μl、アミノ酸12μl、メチオニン1μl、復元緩衝液5μlおよびpIVEX
2.3d/BoNT/A-His 0.5μgからなる50μl反応混合物を、30℃のサーモミキサーで4～6時間
インキュベートする。この反応混合物から採取した5μlの試料を2×LDS Sample Buffer（
Invitrogen,Inc.，カリフォルニア州カールズバッド）に加え、配列番号2からBoNT/A-His
を発現させるコンストラクトと比較して、配列番号3から産生されるBoNT/A-Hisの発現量
が増加しているpIVEX2.3dコンストラクトを同定するために、抗BoNT/A抗体または抗His抗
体を用いるウェスタンブロット解析により、発現を（実施例6および14で述べたように）
測定する。大規模発現の手法は、RTS 9000 E. coli HY Kit（Roche Applied Science，イ
ンディアナ州インディアナポリス）を使用することを除いて上に概説したとおりである。
この実施例に記載した全ての手順に関するさらなる詳細については、「RTS 100 E. coli 
HY Kit, In vitro protein synthesis system based on E. coli lysate, Instruction M
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anual, version 3, Oct. 2003」（Roche Applied Science，インディアナ州インディアナ
ポリス）および「Rapid Translation System RTS 9000 E. coli HY Kit, In vitro prote
in synthesis system based on an enhanced E. coli lysate, Instruction Manual, ver
sion 3, Nov. 2001」（Roche Applied Science，インディアナ州インディアナポリス）を
参照されたい。
【０２０７】
　本発明の諸側面を、開示した態様に関して説明したが、開示した具体的実験はこれらの
側面の実例に過ぎず、決して本発明を限定するものでないことは、当業者にはすぐに理解
されるだろう。本発明の要旨から逸脱することなくさまざまな変更を加えることができる
。
【図面の簡単な説明】
【０２０８】
【図１】中枢ニューロンおよび末梢ニューロンにおける神経伝達物質放出およびクロスト
リジウム毒素中毒の現在のパラダイムを図解したものである。図1aは、中枢ニューロンお
よび末梢ニューロンの神経伝達物質放出機序を図解したものである。放出過程は次の2段
階を含むと説明することができる：1）小胞のドッキング（ここでは、神経伝達物質分子
を含有する小胞の小胞結合型SNAREタンパク質が、形質膜に配置された膜結合型SNAREタン
パク質と会合する）；および2）神経伝達物質放出（ここでは、小胞が形質膜と融合し、
神経伝達物質がエキソサイトーシスされる）。図1bは、中枢ニューロンおよび末梢ニュー
ロンにおける破傷風毒素活性およびボツリヌス毒素活性の中毒機序を図解したものである
。この中毒過程は次の4段階を含むと説明することができる：1）受容体結合（ここでは、
クロストリジウム毒素がクロストリジウム受容体系に結合して、中毒過程を開始する）；
2）複合体の内部移行（ここでは、毒素の結合後に、毒素/受容体系複合体を含有する小胞
が細胞内にエンドサイトーシスされる；3）軽鎖トランスロケーション（ここでは、例え
ば小胞の内部pHの変化、クロストリジウム毒素重鎖のHNドメインを含むチャネル孔の形成
、クロストリジウム毒素軽鎖の重鎖からの分離、および活性型軽鎖の放出などといった複
数の事象が起こると考えられる）；および4）酵素による標的修飾（ここでは、クロスト
リジウム毒素の活性型軽鎖がその標的SNARE基質（例えばSNAP-25、VAMPまたはシンタキシ
ンなど）をタンパク質分解的に切断することによって、小胞のドッキングおよび神経伝達
物質放出を妨げる）。
【図２】アミノ末端ポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/A（配
列番号111）をコードする配列番号110の改変オープンリーディングフレームを含む原核発
現コンストラクトpET30b/His-BoNT/Aのプラスミド地図を表す。エンテロキナーゼプロテ
アーゼ切断部位が、ポリヒスチジン結合ペプチドとBoNT/Aとの間に作動可能に連結される
。略号は以下のとおりである：PT17，バクテリオファージT7プロモーター領域；6xHis，
ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域；エンテロキナーゼ，エンテロキナー
ゼ切断部位をコードする領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディン
グフレーム；T7 TT，バクテリオファージT7転写終結領域；f1起点，バクテリオファージf
1複製起点；カナマイシン，カナマイシン耐性を付与するアミノホスホトランスフェラー
ゼペプチドをコードする領域；pBR322 ori，pBR322プラスミド複製起点領域；lacI，ラク
トースIペプチドをコードする領域。
【図３】活性His-BoNT/Aを発現させるコンストラクトを同定するために使用したGFP-SNAP
25活性アッセイの結果を表す。His-BoNT/A候補1、2、5、6および8は統計的に有意なBoNT/
A酵素活性を示した。
【図４】カルボキシル末端ポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT
/A（配列番号113）をコードする配列番号112の改変オープンリーディングフレームを含む
原核発現コンストラクトpET29b/BoNT/A-KHisのプラスミド地図を表す。トリプシンプロテ
アーゼ切断部位が、ポリヒスチジン結合ペプチドとBoNT/Aとの間に作動可能に連結される
。略号は以下のとおりである：PT17，バクテリオファージT7プロモーター領域；6xHis，
ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域；トリプシン，トリプシン切断部位を
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コードする領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレーム；
T7 TT，バクテリオファージT7転写終結領域；f1起点，バクテリオファージf1複製起点；
カナマイシン，カナマイシン耐性を付与するアミノホスホトランスフェラーゼペプチドを
コードする領域；pBR322 ori，pBR322プラスミド複製起点領域；lacI，ラクトースIペプ
チドをコードする領域。
【図５】活性BoNT/A-Hisを発現させるコンストラクトを同定するために使用したGFP-SNAP
25活性アッセイの結果を表す。BoNT/A-His候補2、3、6および9は統計的に有意なBoNT/A酵
素活性を示した。
【図６】改変オープンリーディングフレームから発現されたIMAC精製BoNT/Aを表す。図6a
は、配列番号110の改変オープンリーディングフレームを含むpET30b/His-BoNT/A発現コン
ストラクトから発現されたHis-BoNT/AのIMAC精製プロファイルを表す。得られたHis-BoNT
/Aの量は平均で約5mg/Lだった。これは同じ活性His-BoNT/Aをコードする無改変オープン
リーディングフレームから得られるタンパク質量の5倍増に相当する。図6bは、配列番号1
12の改変オープンリーディングフレームを含むpET29b/BoNT/A-KHis発現コンストラクトか
ら発現されたBoNT/A-KHisのIMAC精製プロファイルを表す。得られたBoNT/A-KHisの量は平
均で約12mg/Lだった。これは同じ活性BoNT/A-KHisをコードする無改変オープンリーディ
ングフレームから得られるタンパク質量の12倍増に相当する。
【図７】アミノ末端ポリヒスチジン結合ペプチドおよびXpress（商標）結合ペプチドに作
動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む原
核発現コンストラクトpRSETb/His-BoNT/Aのプラスミド地図を表す。エンテロキナーゼプ
ロテアーゼ切断部位が、ポリヒスチジン結合ペプチドおよびXpress（商標）結合ペプチド
とBoNT/Aとの間に作動可能に連結される。略号は以下のとおりである：PT17，バクテリオ
ファージT7プロモーター領域；6xHis，ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領
域；XpressTM，Xpress（商標）結合ペプチド配列をコードする領域；エンテロキナーゼ，
EnterokinaseMax（商標）切断部位をコードする領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコードする
配列番号6の改変オープンリーディングフレーム；f1起点，バクテリオファージf1複製起
点；アンピシリン，アンピシリン耐性を付与するβ-ラクタマーゼペプチドをコードする
領域；pBR322 ori，pBR322プラスミド複製起点領域。
【図８】カルボキシル末端c-myc結合ペプチドおよびポリヒスチジン結合ペプチドに作動
可能に連結された活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む酵母
発現コンストラクトpPICZ A/BoNT/A-myc-Hisのプラスミド地図を表す。略号は以下のとお
りである：PAOX1，アルデヒドオキシダーゼ1プロモーター領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコ
ードする配列番号36の改変オープンリーディングフレーム；c-myc，c-myc結合ペプチド配
列をコードする領域；6xHis，ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域；AOX1 
TT，アルデヒドオキシダーゼ1転写終結領域；ZeocinTM，Zeocin（商標）耐性ペプチドを
コードする領域；pUC ori，pUCプラスミド複製起点領域。
【図９】カルボキシル末端V5結合ペプチドおよびポリヒスチジン結合ポリペプチドに作動
可能に連結された活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む酵母
発現コンストラクトpMET/BoNT/A-V5-Hisのプラスミド地図を表す。略号は以下のとおりで
ある：PAUG1，アルコールオキシダーゼプロモーター領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコード
する配列番号36の改変オープンリーディングフレーム；V5，V5結合ペプチド配列をコード
する領域；6xHis，ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域；AUG1 TT，アルコ
ールオキシダーゼ転写終結領域；ADE2，栄養要求性選択のためのADE2遺伝子；3'AUG1；pU
C ori，pUCプラスミド複製起点領域；アンピシリン，アンピシリン耐性を付与するβ-ラ
クタマーゼペプチドをコードする領域。
【図１０】カルボキシル末端V5結合ペプチドおよびポリヒスチジン結合ペプチドに作動可
能に連結された活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む酵母発
現コンストラクトpYES2.1/BoNT/A-V5-Hisのプラスミド地図を表す。略号は以下のとおり
である：PGAL1，ガラクトース誘導性プロモーター領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコードす
る配列番号39の改変オープンリーディングフレーム；V5，V5結合ペプチド配列をコードす
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る領域；6xHis，ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域；cyc1 TT，アルコー
ルオキシダーゼ転写終結領域；pUC ori，pUCプラスミド複製起点領域；アンピシリン，ア
ンピシリン耐性を付与するβ-ラクタマーゼペプチドをコードする領域；URA3，栄養要求
性選択のためのURA3遺伝子；2μ複製起点，2μ複製起点；f1起点，バクテリオファージf1
複製起点。
【図１１】アミノ末端ポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aを
コードする改変オープンリーディングフレームを含むバキュロウイルストランスファーコ
ンストラクトpFastBacHT/His-BoNT/Aのプラスミド地図を表す。タバコエッチウイルス（T
EV）プロテアーゼ切断部位が、ポリヒスチジン結合ペプチドとBoNT/Aとの間に作動可能に
連結される。略号は以下のとおりである：PPH，ポリヘドリンプロモーター領域；6xHis，
ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域；TEV，TEVプロテアーゼ切断配列をコ
ードする領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコードする配列番号63の改変オープンリーディング
フレーム；SV40 pA，シミアンウイルス40ポリアデニル化部位；アンピシリン，アンピシ
リン耐性を付与するβ-ラクタマーゼペプチドをコードする領域；pUC ori，pUCプラスミ
ド複製起点領域；ゲンタマイシン，ゲンタマイシン耐性を付与するアミノホスホトランス
フェラーゼペプチドをコードする領域。
【図１２】カルボキシル末端ポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性Bo
NT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含むバキュロウイルストランスフ
ァーコンストラクトpBACgus3/BoNT/A-Hisのプラスミド地図を表す。トロンビンプロテア
ーゼ切断部位が、BoNT/Aとポリヒスチジン結合ペプチドとの間に作動可能に連結される。
略号は以下のとおりである：PPH，ポリヘドリンプロモーター領域；gp64，gp64シグナル
ペプチドをコードする領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコードする配列番号63の改変オープン
リーディングフレーム；トロンビン，トロンビンプロテアーゼ切断配列をコードする領域
；6xHis，ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域；pUC ori，pUCプラスミド
複製起点領域；アンピシリン，アンピシリン耐性を付与するβ-ラクタマーゼペプチドを
コードする領域；f1 ori，バクテリオファージf1複製起点；gus，β-グルクロニダーゼペ
プチドをコードする領域。
【図１３】カルボキシル末端V5結合ペプチドおよびポリヒスチジン結合ペプチドに作動可
能に連結された活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む昆虫発
現コンストラクトpMT/BiP-BoNT/A-V5-Hisのプラスミド地図を表す。略号は以下のとおり
である：PMT，メタロチオネインプロモーター領域；BipSS，BiPシグナル配列をコードす
る領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコードする配列番号60の改変オープンリーディングフレー
ム；V5，V5結合ペプチド配列をコードする領域；6xHis，ポリヒスチジン結合ペプチド配
列をコードする領域；SV40 pA，シミアンウイルス40ポリアデニル化部位；pUC ori，pUC
プラスミド複製起点領域；アンピシリン，アンピシリン耐性を付与するβ-ラクタマーゼ
ペプチドをコードする領域。
【図１４】カルボキシル末端GFPペプチドに作動可能に連結された活性BoNT/Aをコードす
る改変オープンリーディングフレームを含む哺乳動物発現コンストラクトpQBI25/BoNT/A-
GFPのプラスミド地図を表す。略号は以下のとおりである：PCMV，サイトメガロウイルス
プロモーター領域；BoNT/A，活性BoNT/Aをコードする配列番号99の改変オープンリーディ
ングフレーム；GFP，緑色蛍光タンパク質ペプチドをコードする領域；BGH pA，ウシ成長
ホルモンポリアデニル化部位；ネオマイシン，ネオマイシン耐性を付与するアミノホスホ
トランスフェラーゼペプチドをコードする領域；pUC ori，pUCプラスミド複製起点領域；
アンピシリン，アンピシリン耐性を付与するβ-ラクタマーゼペプチドをコードする領域
。
【図１５】カルボキシル末端V5結合ペプチドおよびポリヒスチジン結合ペプチドに作動可
能に連結された活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む哺乳動
物発現コンストラクトpcDNA（商標）6/BoNT/A-V5-Hisのプラスミド地図を表す。略号は以
下のとおりである：PCMV，サイトメガロウイルスプロモーター領域；BoNT/A，活性BoNT/A
をコードする配列番号99の改変オープンリーディングフレーム；V5，V5結合ペプチド配列
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をコードする領域；6xHis，ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域；BGH pA
，ウシ成長ホルモンポリアデニル化部位；ブラストサイジン，ブラストサイジン耐性ペプ
チドをコードする領域；pUC ori，pUCプラスミド複製起点領域；アンピシリン，アンピシ
リン耐性を付与するβ-ラクタマーゼペプチドをコードする領域。
【図１６】カルボキシル末端c-myc結合ペプチドおよびポリヒスチジン結合ペプチドに作
動可能に連結された活性BoNT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む哺
乳動物発現コンストラクトpSecTag2/BoNT/A-c-myc-Hisのプラスミド地図を表す。略号は
以下のとおりである：PCMV，サイトメガロウイルスプロモーター領域；BoNT/A，活性BoNT
/Aをコードする配列番号99の改変オープンリーディングフレーム；c-myc，c-myc結合ペプ
チド配列をコードする領域；6xHis，ポリヒスチジン結合ペプチド配列をコードする領域
；BGH pA，ウシ成長ホルモンポリアデニル化部位；f1 ori，バクテリオファージf1複製起
点；PSV40，シミアンウイルス40プロモーター領域；ZeocinTM，Zeocin（商標）耐性ペプ
チドをコードする領域；pUC ori，pUCプラスミド複製起点領域；アンピシリン，アンピシ
リン耐性を付与するβ-ラクタマーゼペプチドをコードする領域。
【図１７】カルボキシル末端ポリヒスチジン結合ペプチドに作動可能に連結された活性Bo
NT/Aをコードする改変オープンリーディングフレームを含む無細胞発現コンストラクトpI
VEX2.3d/BoNT/A-Hisのプラスミド地図を表す。略号は以下のとおりである：PT7，バクテ
リオファージT7プロモーター領域；RBS，リボソーム結合部位；BoNT/A，活性BoNT/Aをコ
ードする配列番号3の改変オープンリーディングフレーム；6xHis，ポリヒスチジン結合ペ
プチド配列をコードする領域；T7 TT，バクテリオファージT7転写終結領域；pUC ori，pU
Cプラスミド複製起点領域；アンピシリン，アンピシリン耐性を付与するβ-ラクタマーゼ
をコードする領域。

【図１ａ】 【図１ｂ】
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