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(57)【要約】
　本発明は、組み換え手段によりペプチドを生産する方法を提供する。このペプチドを、
標的ペプチドと操作されたインテインとを含む融合ペプチドの一部として発現させる。本
発明はまた、操作されたインテイン、このインテインを含む融合タンパク質及びこの融合
タンパク質をコードするDNA構築物も提供する。融合タンパク質のチオール誘導性開裂に
より、標的ペプチドのカルボキシ末端α-チオエステルが得られる。カルボキシ末端α-チ
オエステルは、任意の求核剤と原理的には反応することができ、従って、この戦略により
、広範囲のカルボキシ末端修飾、例えば化学的ライゲーション、バイオコンジュゲーショ
ン又はアミド化が可能となる。本発明の操作されたインテインは、サイズが最小化され、
アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン
変異を有しており、これにより、融合タンパク質の発現レベルが増加し、単離された標的
ペプチドが高収量となり、そのため、本発明の方法は生産規模に適している。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ペプチドを生産する方法であって、前記ペプチドを融合タンパク質の一部として発現さ
せる工程を含み、前記融合タンパク質は、標的ペプチドと操作されたインテインとを含み
、前記インテインは、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン(
配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有する、方法。
【請求項２】
　前記インテインはGyrAインテインである、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記インテインはMxe GyrAインテインである、請求項2に記載の方法。
【請求項４】
　前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～164に対応する残基又
はMxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～164に対応する残基の一部の切除によりサ
イズが最小化されるMxe GyrAインテインであり、前記切除された残基は、1～10個のアミ
ノ酸を含むリンカーに置き換えられる、請求項3に記載の方法。
【請求項５】
　前記リンカーは、6～10個のアミノ酸を含み、前記リンカーのアミノ酸のうちの少なく
とも6個は、グリシン及び/又はセリンである、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　前記インテインの配列は配列番号20である、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　前記標的ペプチドは、α-アミド化ペプチド、例えばPYY、PP、α-CGRP、CT及びアミリ
ン又はこれらの類似体である、請求項1から6のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記融合タンパク質は、精製タグと任意選択でプロテアーゼ部位とを更に含み、これに
より、アフィニティクロマトグラフィー又は他のクロマトグラフィー法による同定及び/
又は精製が可能となり、前記プロテアーゼ部位により、そのような精製タグの脱離が可能
となる、請求項1から7のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記標的ペプチドのα-チオエステルを生じる前記融合タンパク質のチオール誘導性開
裂を更に含む、請求項1から8のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　α-アミド化ペプチドを生産する方法であって、前記ペプチドを融合タンパク質の一部
として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、標的ペプチドと配列番号20のイン
テインとを含む、方法。
【請求項１１】
　前記融合タンパク質を、細菌、酵母、哺乳動物細胞において、又はトランスジェニック
哺乳動物の体液中で発現させる、請求項1から10のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　標的ペプチドとインテインとを含む融合タンパク質であって、前記インテインは、サイ
ズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配列番号1)の3位に対応する
位置にシステイン変異を有する、融合タンパク質。
【請求項１３】
　サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配列番号1)の3位に対
応する位置にシステイン変異を有するインテイン。
【請求項１４】
　前記インテインの配列は配列番号20である、請求項13に記載のインテイン。
【請求項１５】
　請求項12に記載の融合タンパク質をコードするDNA構築物。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ペプチドを生産する方法であって、融合タンパク質の一部としてのペプチド
の発現を含み、前記融合タンパク質が、標的ペプチドと操作された(engineered)インテイ
ンとを含む方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ペプチドは、50種を超えるペプチドベースの製品が現在市販されている、急成長してい
る種類の治療法であり、免疫学、腫瘍学、神経学及び内分泌学等の疾患分野をカバーする
までに発展している。ペプチドは、主に特定の細胞受容体との相互作用により過度な生理
機能を制御し、それにより、ペプチドは、神経伝達及びホルモンの放出等の細胞シグナル
伝達事象を誘導する。内因性ペプチドは、in vivoで制限されている安定性及び生理学的
利用能に起因する治療法としての課題に関連している。しかしながら、ペプチドの治療特
性を選択的に変更する及び改善する能力の改善と組み合わされた高特異性及び低毒性によ
り、薬物開発でのペプチドの関連性が増加している。
【０００３】
　内分泌学では、糖尿病及び肥満等の疾患で見られるように、ペプチドホルモンのレベル
の不均衡により又はこの不均衡と関連して疾患が引き起こされることが多い。特に、内分
泌系及び神経系におけるペプチドホルモンの約半分は、それらのC末端でα-アミド化され
ており、α-アミド部分は、生物学的な活性及び安定性にとって極めて重要であることが
多い。肥満及び糖尿病に関与するペプチドホルモン{例えば、ペプチドYY(PYY)、膵臓ペプ
チド (PP)、α-カルシトニン遺伝子関連ペプチド(α-CGRP)、カルシトニン(CT)及びアミ
リン}を含む、ある特定の治療用ペプチドは、完全な生理学的活性を得るために、C末端に
α-アミド部分を必要とする。
【０００４】
　ペプチド治療薬を生産するために最も広く使用される技法は、微生物の発現系及び化学
合成である。ペプチドのC末端アミドは化学合成により容易に得られるが、α-アミド化酵
素機構を欠いている、微生物宿主由来の組み換えペプチドへの導入は容易ではない。従っ
て、α-アミドを翻訳後修飾として導入する必要がある。
【０００５】
　インテインは、アミノ末端及びカルボキシ末端の両方でタンパク質配列に隣接している
、単細胞生物中で発現される自己触媒タンパク質ドメインである。アミノ末端配列及びカ
ルボキシ末端配列は、エキソン及びイントロンというDNA命名法に従ってエクステインと
命名されている。インテインの新たに現われるファミリーの一見した代表的なメンバーは
、マイコバクテリウム・ゼノピ(Mycobacterium xenopi)からのGyrA遺伝子産物(Mxe GyrA)
である。このGyrA遺伝子産物は分子量が約22kDaであり、いくつかの極めて重要なアミノ
酸をアミノ末端(システイン)で並びにカルボキシ末端(ヒスチジン及びアスパラギン)で含
む。加えて、カルボキシ末端エクステインは、システイン、セリン又はトレオニンから始
まる必要がある。翻訳の完了後のある時点で、アミノ末端エクステインとインテインとの
間のペプチド結合は、インテインのアミノ末端でシステインに作用するNからSへのアシル
シフトによりチオエステル結合に変換される。次いで、この結合は、カルボキシ末端エク
ステインの開始と同時に求核残基(セリン、トレオニン又はシステイン)に交換され、その
後、インテインのC末端でのアスパラギンの関与により、インテインがそれ自体を切除し
、同時に、第2のアシルシフトによりアミノ末端エクステインとカルボキシ末端エクステ
インとの間に天然のペプチド結合が生じる。これらの関連した反応の全体的な効果は、2
個のエクステインが見かけ上結合しており、インテインが放出されていることである。
【０００６】
　変異インテイン(Mutant inteins)は、アミノ末端のスプライス部位又はカルボキシ末端
のスプライス部位のいずれかでの開裂を可能とするために、変異(mutation)により自己ス
プライシング機能が機能しないように設計されている。Mxe GyrAインテインの場合、N198
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A変異によりアミノ末端の開裂が可能となっている。別のポリペプチド配列である標的ペ
プチドによるアミノ末端のエクステインの置き換えにより、2-メルカプトエタンスルホン
酸ナトリウム(MESNa)等の求核性の化学剤による、生じた融合タンパク質の開裂後に、反
応性カルボキシ末端α-チオエステルハンドルを有する標的ペプチドの調製が可能となる
。そのようなインテイン誘導性α-チオエステルは、任意の求核剤と反応することができ
、化学的ライゲーション、バイオコンジュゲーション又はアミド化のための化学ハンドル
として有用である。インテインをベースとするアプローチを使用して、実験室規模でα-
アミド化ペプチドが組み換えにより生成されている(国際公開第98/50563A1号パンフレッ
ト;国際公開第00/00625A1号パンフレット;Cottingham I. R.等、Nat. Biotechnol. 2001
、19、974～977頁)。
【０００７】
　C末端がαアミド化されたペプチドの大規模生産のためのこの技法の使用の主な制限は
、一般に観察される低収量であり、これは、インテインの大きなサイズとインテイン融合
タンパク質の加水分解不安定性との組み合わせに起因する可能性がある。Mxe GyrAインテ
インにおけるT3C変異の導入は、早期開裂の低減に関連することが分かっている(Cui C.等
、Protein Expr. Purif. 2006、50、74～81頁)。更に、インテインのサイズはペプチドホ
ルモンのサイズと比べて大きく、インテインのサイズの減少により、宿主のタンパク質合
成機構のより経済的な使用によるペプチドホルモンの最終収量が潜在的に改善される可能
性がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第98/50563A1号パンフレット
【特許文献２】国際公開第00/00625A1号パンフレット
【特許文献３】国際公開第2006/108826号パンフレット
【特許文献４】国際公開第2008/043847号パンフレット
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Cottingham I. R.等、Nat. Biotechnol. 2001、19、974～977頁
【非特許文献２】Cui C.等、Protein Expr. Purif. 2006、50、74～81頁
【非特許文献３】Klabunde T. (1998) Nature Structural Biology、5、31～36頁
【非特許文献４】George RA.及びHeringa J. (2002) Protein Engineering、15、871～87
9頁
【非特許文献５】Hiraga, K.等(2005) J. Mol. Biol. 354、916～926頁
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、組み換え手段によりペプチドを生産する方法を提供する。このペプチドを、
標的ペプチドと操作されたインテインとを含む融合タンパク質の一部として発現させ、融
合タンパク質のチオール誘導性開裂により、標的ペプチドのカルボキシ末端α-チオエス
テルが得られる。カルボキシ末端α-チオエステルは、任意の求核剤と原理的には反応す
ることができ、従って、この戦略により、広範囲のカルボキシ末端修飾、例えば化学的ラ
イゲーション、バイオコンジュゲーション又はアミド化が可能となる。インテインをベー
スとする戦略の別の利点は、ペプチドα-チオエステルがペプチド-インテイン融合タンパ
ク質のチオール開裂(thiolysis)により生成され、酵素を処理する必要性が潜在的に避け
られることである。
【００１１】
　一態様では、本発明はペプチドを生産する方法であって、ペプチドを融合タンパク質の
一部として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、標的ペプチドとインテインと
を含み、前記インテインは、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテ
イン(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有する、方法を提供する。
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【００１２】
　別の態様では、本発明は、標的ペプチドとインテインとを含む融合タンパク質であって
、前記インテインは、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン(
配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有する、融合タンパク質を提供する
。
【００１３】
　別の態様では、本発明は、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテ
イン(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有するインテインを提供する。
【００１４】
　別の態様では、本発明は、少なくとも標的ペプチドとインテインとを含む融合タンパク
質をコードするDNA構築物であって、前記インテインは、サイズが最小化され、アライン
メントによりMxe GyrAインテイン(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有
する、DNA構築物を提供する。
【００１５】
　インテインへのアミノ末端融合としての標的ペプチドの発現を伴う、インテインをベー
スとするアプローチを使用するペプチドα-チオエステルの組み換え生産は、標的ペプチ
ドの低収量に起因して実験室規模に制限されてきた。
【００１６】
　本発明の操作されたインテインは、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe Gy
rAインテイン(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有しており、これによ
り、融合タンパク質の発現レベルが増加し、単離された標的ペプチドが高収量となり、そ
のため、本発明の方法は生産規模に適している。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】プロテアーゼ部位(配列番号8)を含むアミノ末端タグ(配列番号4)とカルボキシ末
端GyrAインテインバリアント(variant)(配列番号17)との間で融合した[Gly4]-hPYY4-36(
配列番号10)をコードするプラスミド1Aの代表的なpET11aベクターマップを示す図である
。融合タンパク質全体を特徴タンパク質1Aで示す。NdeI制限酵素部位、NheI制限酵素部位
、NsiI制限酵素部位、XhoI制限酵素部位及びBamHI制限酵素部位を示す。T7プロモーター
領域、アンピシリン(Ampecillin)耐性遺伝子、lacI抑制領域及び複製部位の起点もベクタ
ーマップに示す。
【図２】カルボキシ末端を修飾した標的ペプチドを作製するための基本原理を概略的に表
す図である。標的ペプチドは、この標的ペプチドをα-チオエステル、α-アミドとして生
成する求核開裂により遊離させることができるカルボキシ末端インテインに融合している
、又は合成カルボキシ末端断片と融合している。図2に示すように、標的ペプチドはアミ
ノ末端アフィニティタグに更に融合しており、このアフィニティタグを酵素的開裂により
除去することができる。この精製タグをインテインに対してカルボキシ末端に配置するこ
ともでき、これにより、酵素を処理する必要性が避けられる。
【図３】－
【図４】－
【図５】－
【図６】－
【図７】－
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　ペプチドは、糖尿病及び肥満等の代謝性疾患を含む幅広い疾患での治療薬として関心が
高い。肥満及び糖尿病に関与するペプチドホルモン(例えば、PYY、PP、α-CGRP、CT及び
アミリン)を含む、ある特定の治療用ペプチドは、完全な生理学的活性を得るために、カ
ルボキシ末端にα-アミド部分を必要とする。課題は、組み換え手段により及び特に生産
規模でそのようなペプチドを生成することである。
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【００１９】
　本発明は、操作されたインテインを提供し、このインテインは、サイズが最小化され、
アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン
点変異を有する。このインテインをペプチドの組み換え産生に使用することができ、この
ペプチドは、標的ペプチドと本発明の操作されたインテインとを含む融合タンパク質の一
部として発現される(図2を参照されたい)。アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配
列番号1)の3位に対応する位置でのシステイン変異とインテインの最小化との組み合わせ
により、インテイン融合タンパク質の発現量が増加し、そのため標的ペプチドの収量が増
加する。後者は、標的ペプチドのα-チオエステルをもたらす融合タンパク質のチオール
誘導性開裂により得られ、重炭酸アンモニウム(ammonia bicarbonate)等のアンモニア求
核剤の添加により、標的ペプチドのα-チオエステルを、標的ペプチドの対応するα-アミ
ドに変換することができる。そのため、本発明の操作されたインテインは、PYY、PP、ア
ミリン及びα-CGRP等のα-アミド化ペプチドホルモンの生産に最適化された戦略を提供す
る。単離された標的ペプチドのより高い発現量及びより高い収量に起因して、本発明は、
そのため生産規模でα-アミド化ペプチドを組み換えにより生産する方法を提供する。
【００２０】
　この方法により生成されたα-チオエステルも化学的ライゲーション又はバイオコンジ
ュゲーションに使用することができ、一態様では、本発明は、カルボキシ末端がバイオコ
ンジュゲートされたタンパク質及びペプチドを組み換えにより生産する方法を提供する。
【００２１】
　一態様では、本発明は、ペプチドを生産する方法であって、ペプチドを融合タンパク質
の一部として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、標的ペプチドとインテイン
とを含み、前記インテインは、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAイン
テイン(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有する、方法に関する。
【００２２】
　一態様では、本発明は、標的ペプチドとインテインとを含む融合タンパク質であって、
前記インテインは、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配
列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有する、融合タンパク質を提供する。
一態様では、本発明は、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン
(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有するインテインを提供する。一態
様では、本発明は、標的ペプチドとインテインとを含む融合タンパク質をコードするDNA
構築物であって、前記インテインは、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe Gy
rAインテイン(配列番号1)の3位に対応する位置にシステイン変異を有する、DNA構築物を
提供する。
【００２３】
　インテインは、アミノ末端及びカルボキシ末端の両方でタンパク質配列に隣接している
、単細胞生物中で発現される自己触媒タンパク質ドメインである。一態様では、このイン
テインはGyrAインテインである。GyrAインテインは、いくつかの細菌の、典型的にはマイ
コバクテリウム(Mycobacterium)種のDNAジャイレースサブユニットAをコードする遺伝子
配列内に挿入されているインテインのクラスである。このクラスのインテインは、高配列
相同性を共有する及びアミノ末端にCysを有しカルボキシ末端にHis-Asnを有することを特
徴とする16種の異なるインテインからなる。更に、これらインテインは全て、アミノ末端
エクステインのカルボキシ末端にTyrを有し、カルボキシ末端エクステインのアミノ末端
にThrを有することにより見分けられる。一般に、これらインテインは約420個のアミノ酸
のサイズを有しており、アミノ末端スプライシング領域及びカルボキシ末端スプライシン
グ領域は、DODホーミングエンドヌクレアーゼドメインにより遮断されている。しかしな
がら、Mxe GyrAインテインはDODホーミングエンドヌクレアーゼドメインを欠き、他のGyr
Aインテインと比べてアミノスプライシングドメインとカルボキシスプライシングドメイ
ンとの間に少量の残基を有しており、全体のサイズが198個のアミノ酸となる。このイン
テインのX線結晶構造から、この領域(アミノ酸残基107～164に対応する)は、2個のα-ヘ
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リクスと、更にインテインの特徴的なHINTスプライシングドメインの一部から突出してい
る及びこの一部ではない非構造化領域とからなることが分かっている。
【００２４】
　一態様では、インテインはMxe GyrAインテインであり、このMxe GyrAインテインは、化
学的ライゲーションの目的のためにタンパク質α-チオエステルを生成すべく実験室規模
で広く使用されている。このインテインは、細菌封入体からリフォールディングされる能
力等のいくつかの有利な特性を持ち、変性剤及びアミノ末端エクステインのカルボキシ末
端残基への低い配列要求の存在下で活性を保持する。Mxe GyrAインテインのアミノ酸配列
を配列番号1に示す。
【００２５】
　一態様では、インテインは、残基107～164の一部の切除又は切除された残基の配列GSGS
GSGSのリンカーへの置換によりサイズが最小化されるMxe GyrAインテインである。
【００２６】
　一態様では、インテインは、残基107～160の切除及び切除された残基の配列GSGSGSGSの
リンカーへの置き換えによりサイズが最小化されるMxe GyrAインテインである。
【００２７】
　一態様では、インテインは、配列番号20の配列を有するT3C変異を有する、最小化され
るMxe GyrAインテインである。
【００２８】
　一態様では、標的ペプチドは、カルボキシ末端でα-アミド化されているペプチドホル
モンである。全ての哺乳動物のペプチドホルモンの約50%は、これらのカルボキシ末端で
α-アミド化されており、このα-アミド官能基は生物学的活性に極めて重要であることが
多い。いくつかのペプチドホルモンは今日、糖尿病及び/又は肥満等の代謝性疾患の治療
での薬物として使用される。一例はアミリン{例えば、ヒトアミリンの類似体であるSymli
n(登録商標)(酢酸プラムリンチド)}である。ヒトアミリンは、糖尿病及び/又は肥満を治
療する又は予防するために使用され得る37個の残基のα-アミド化ペプチドホルモンであ
る。従って、アミリンのカルボキシ末端は、完全な生物学的活性を得るためにα-アミド
化される必要がある。同様に、PYY、PP、CT及びα-CGRPも、完全な生物学的活性を得るた
めにα-アミド化しなければならない。カルボキシ末端のα-アミド部分は、タンパク質分
解に対する防護としても作用することができる。カルボキシ末端のαアミド化されたグル
カゲン様ペプチド-1(GLP-1)と、アミド化されていないとの比較により、アミド化は、イ
ンスリン分泌及びグルカゴン分泌で見られる生物学的効果に全体的に影響を及ぼさないこ
とが示される。しかしながら、広範なカルボキシ末端分解が、アミド化されていないバリ
アント用の血漿中で生じる。そのため、いくつかのペプチド及びタンパク質の場合、カル
ボキシ末端のアミド化は、完全長の及び血漿中で生物学的に活性なタンパク質の存在を延
ばす手段として導入するのに有益であり得る。従って、本発明は、ペプチド又はタンパク
質を得るための代替方法を提供し、このペプチド又はタンパク質は、生物学的活性のため
に又は血漿中でのカルボキシペプチダーゼ分解に対して保護するためにカルボキシ末端が
α-アミド化されている。
【００２９】
　標的ペプチドは、カルボキシ末端α-チオエステルとしての融合タンパク質から放出さ
れ、カルボキシ末端α-チオエステルは、求核アシル置換反応により多くの求核剤と反応
することができ、従って、本発明は、化学的ライゲーションによる、生物学的実体又は非
生物学的実体とのバイオコンジュゲーションによる及びアミド化によるペプチド伸長等の
カルボキシ末端修飾を含む、より広範囲のペプチドを生産する方法を更に提供する。
【００３０】
　ペプチドYY(PYY)及び膵臓ペプチド(PP)は両方とも、神経ペプチドY(NPY)も属するPP-フ
ォールドファミリー(PP-fold family)のペプチドの群に属する。これらのペプチド全て、
カルボキシ末端アミドを有する36種のアミノ酸ペプチドとして天然に分泌される。これら
ペプチドは共通の3次元フォールド、即ちPP-フォールドを特徴としており、このPP-フォ
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ールドは、これらペプチドの生物学的機能にとって重要な安定化要素であると考えられる
。ヒトPYY(1-36)及びヒトPP(1-36)のアミノ酸配列をそれぞれ配列番号2及び配列番号14に
示す。PP-フォールドペプチド又はこの類似体は、動物モデルにおける及びヒトにおける
これらペプチドのうちのいくつかの実証された食欲減退効果に基づいて、肥満及び関連疾
患の治療での使用が提案されている。
【００３１】
　PYYは、ヒトペプチドホルモン及びこの種バリアントを意味する。一態様では、標的ペ
プチドはPYY又はこの類似体である。PYYは、食事中に末端小腸及び結腸におけるL細胞か
ら放出される。PYYはPYY(1-36)として放出されるが、ジペプチジルペプチダーゼIV(DPP I
V)により、循環PYYの約50%を構成するPYY(3-36)に開裂される。PYY(3-36)はGI管において
末梢効果を有することが知られており、満腹シグナルとして中心的に作用することも知ら
れている。用語「ヒトPYY」及び「hPYY」は、配列番号2に係るhPYY(1-36)又は代わりに配
列番号11に係るhPYY(3-36)を意味することを意図しており、これらは、1位及び2位におい
てアミノ末端アミノ酸を欠失している。一態様では、用語PYYはヒトPYYを意味することを
意図している。一態様では、標的ペプチドはPYY(3-36)である。一態様では、標的ペプチ
ドはhPYY(3-36)である。一態様では、標的ペプチドはPYYの類似体である。一態様では、
標的ペプチドはhPYYの類似体である。一態様では、標的ペプチドは[Gly4]-PYY(4-36)であ
る。一態様では、標的ペプチドは配列番号10の[Gly4]-hPYY(4-36)である。一態様では、
標的ペプチドは[Arg4, Gln18, Lys30]-PYY(3-36)である。一態様では、標的ペプチドは、
配列番号15の[Arg4, Gln18, Lys30]-hPYY(3-36)である。
【００３２】
　一態様では、標的ペプチドはPP又はこの類似体である。膵臓ポリペプチド(PP)PPは、膵
島において内分泌細胞から分泌されるホルモンであり、食事の摂取により放出が刺激され
る。PPは、食事摂取量を低減すること及びエネルギー消費を潜在的に高めることが知られ
ている。PPは、ヒトペプチドホルモン及びこの種バリアントを意味する。一態様では、標
的ペプチドはPPである。一態様では、標的ペプチドはhPPである。一態様では、標的ペプ
チドは、配列番号14に係るhPP(1-36)である。
【００３３】
　カルシトニン遺伝子関連ペプチド(CGRP)は、いくつかの種において、α-CGRP及びβ-CG
RP(又はそれぞれCGRP-I及びCGRP-II)と命名されている2種の形態で存在するペプチドであ
る。CGRPペプチドは種内で高度に保存されている。CGRPは、例えば感覚神経、運動神経及
び腸神経から放出される。CGRPは様々な薬理学的効果、例えば1)血管拡張、2)筋肉及び肝
臓のAMPキナーゼ(AMPK)の活性化並びに脂肪分解及び/又は脂肪酸化、3)食事摂取量の低減
、4)胃内容排出の抑制及び消化管機能の改変並びに5)解糖の増加及びグリコーゲン合成の
抑制を誘発する。AMPK活性化に対して、脂肪酸化及び食事摂取量の低減は、代謝性疾患、
解糖及びインスリン耐性を媒介することが示唆されているグリコーゲン合成の抑制におい
て有益であり得る。
【００３４】
　α-CGRPは、ヒトペプチドホルモン及びこの種バリアントを意味する。一態様では、標
的ペプチドはα-CGRP又はこの類似体である。一態様では、標的ペプチドはα-CGRPである
。一態様では、標的ペプチドは配列番号12のhα-CGRPである。
【００３５】
　カルシトニン(CT)は、カルシウム代謝の障害及び疼痛の治療に臨床的に使用されており
、哺乳動物におけるグルコースレベルの増加とのカルシトニン(CT)の関連性が様々な報告
の主題となっている。糖尿病の治療におけるカルシトニンの使用も説明されている。
【００３６】
　カルシトニンは、哺乳動物において甲状腺の傍濾胞細胞により並びに鳥及び魚の鰓後腺
により産生される小ペプチドである。ヒトカルシトニン、サケカルシトニン、ウナギカル
シトニン、エルカトニン(elkatonin)、ブタカルシトニン及びニワトリカルシトニン等の
様々なカルシトニンが単離されている。様々なカルシトニンの種類には、著しい構造的な
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非相同性が存在する。例えば、ヒトカルシトニンを構成するアミノ酸とサケカルシトニン
を構成するアミノ酸との間の同一性はわずか50%である。ヒトカルシトニン(hCT)は、甲状
腺の傍濾胞(Cとしても知られる)細胞により主に産生される、32個のアミノ酸残基を含む
ペプチドホルモンである。サケカルシトニンも32merのポリペプチドである。
【００３７】
　「カルシトニン」又は「CT」は、ヒトカルシトニン(hCT)又はサケカルシトニン(sCT)を
含む、ヒトペプチドホルモン及びこの種バリアントを意味する。一態様では、標的ペプチ
ドはCT又はこの類似体である。一態様では、標的ペプチドはCTである。一態様では、標的
ペプチドはヒトCTである。一態様では、標的ペプチドは配列番号13のhCTである。
【００３８】
　一態様では、標的ペプチドはアミリン又はこの類似体である。ヒトアミリン(hアミリン
)は、2種の別々の受容体複合体に結合する37個のアミノ酸長の配列番号3のポリペプチド
である。これら2種の複合体は、カルシトニン受容体に加えて受容体活性改変タンパク質
であるRAMP1又はRAMP3を含む。カルシトニン受容体とアミリン受容体との間の密接な関係
から、カルシトニン受容体に対するある程度の交差反応をアミリン受容体アゴニストに予
測することができる。カルシトニン受容体は全身の多くの組織で見出されており、骨代謝
の制御に関与すると考えられている。カルシトニン受容体で活性であるポリペプチドは、
高カルシウム血症、骨粗鬆症、パジェット病、肥満又は肥満関連疾患の治療において有用
であり得、更には肥満関連疾患の予防においても有用であり得る。
【００３９】
　アミリンは、ヒトペプチドホルモン及びこの種バリアントを意味する。一態様では、標
的ペプチドはアミリンである。一態様では、標的ペプチドは[Asp14, Arg17, Pro21, Pro2
7, Arg35]-アミリンである。一態様では、標的ペプチドは配列番号16の[Asp14, Arg17, P
ro21, Pro27, Arg35]-hアミリンである。
【００４０】
　一態様では、インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置している。
【００４１】
　用語「ポリペプチド」及び「ペプチド」は本明細書で使用する場合、ペプチド結合によ
り連結されている少なくとも5個の構成アミノ酸で構成されている化合物を意味する。光
学異性体が述べられていないアミノ酸は全て、L-異性体を意味すると理解すべきである。
しかしながら、本発明の範囲内では、1種又は複数種のアミノ酸のうちのD-アミノ酸残基
も考えられる。
【００４２】
　本発明に係るペプチドの構成アミノ酸は、遺伝暗号によりコードされるアミノ酸の群に
由来してもよく、遺伝暗号によりコードされない天然アミノ酸であってもよく、更には合
成アミノ酸でもよい。遺伝暗号によりコードされない天然アミノ酸は、例えばγ-カルボ
キシグルタミン酸塩、オルニチン、ホスホセリン、D-アラニン及びD-グルタミンである。
合成アミノ酸には、化学合成により製造されるアミノ酸、即ち遺伝暗号によりコードされ
るアミノ酸のD-異性体、例えばD-アラニン及びD-ロイシン、Aib(α-アミノイソ酪酸)、Ab
u(α-アミノ酪酸)、Tle(tert-ブチルグリシン)、β-アラニン、3-アミノメチル安息香酸
、アントラニル酸が含まれる。
【００４３】
　22種のタンパク質原性アミノ酸は、アラニン、アルギニン、アスパラギン、アスパラギ
ン酸、システイン、シスチン、グルタミン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、ヒド
ロキシプロリン、イソロイシン、ロイシン、リシン、メチオニン、フェニルアラニン、プ
ロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリンである。
【００４４】
　そのため、非タンパク質原性アミノ酸は、ペプチド結合によりペプチドに組み込まれ得
るがタンパク質原性アミノ酸ではない部分である。例は、γ-カルボキシグルタミン酸塩
、オルニチン、ホスホセリン、D-アミノ酸、例えばD-アラニン及びD-グルタミンであり、
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合成の非タンパク質原性アミノ酸には、化学合成により製造されるアミノ酸、即ち遺伝暗
号によりコードされるアミノ酸のD-異性体、例えばD-アラニン及びD-ロイシン、Aib(α-
アミノイソ酪酸)、Abu(α-アミノ酪酸)、Tle(tert-ブチルグリシン)、3-アミノメチル安
息香酸、アントラニル酸、des-アミノ-ヒスチジン、アミノ酸のベータ類似体、例えばβ-
アラニン等、D-ヒスチジン、デスアミノ-ヒスチジン、2-アミノ-ヒスチジン、β-ヒドロ
キシ-ヒスチジン、ホモヒスチジン、Nα-アセチル-ヒスチジン、α-フルオロメチル-ヒス
チジン、α-メチル-ヒスチジン、3-ピリジルアラニン、2-ピリジルアラニン若しくは4-ピ
リジルアラニン、(1-アミノシクロプロピル)カルボン酸、(1-アミノシクロブチル)カルボ
ン酸、(1-アミノシクロペンチル)カルボン酸、(1-アミノシクロヘキシル)カルボン酸、(1
-アミノシクロヘプチル)カルボン酸又は(1-アミノシクロオクチル)カルボン酸が含まれる
。
【００４５】
　本発明で使用する非天然アミノ酸として、チオチロシン、オルニチン、3-メルカプトフ
ェニルアラニン、3-若しくは4-アミノフェニルアラニン、3-若しくは4-アセチルフェニル
アラニン、2-若しくは3-ヒドロキシフェニル(o-若しくはm-チロシン)、ヒドロキシメチル
グリシン、アミノエチルグリシン、1-メチル-1-メルカプトエチルグリシン、アミノエチ
ルチオエチルグリシン及びメルカプトエチルグリシンが挙げられるがこれらに限定されな
い。本発明で有用な非天然アミノ酸の多くは市販されている。他のものは、当分野で既知
の方法により調製され得る。
【００４６】
　用語「類似体」はペプチドに関して本明細書で使用する場合、ペプチドの少なくとも1
個のアミノ酸残基が別のアミノ酸残基に置換されている及び/又は少なくとも1個のアミノ
酸残基がペプチドから欠失している及び/又は少なくとも1個のアミノ酸残基がペプチドに
追加されている及び/又はペプチドの少なくとも1個のアミノ酸残基が修飾されているペプ
チドを意味する。アミノ酸残基のそのような追加、置換又は欠失は、ペプチドのアミノ末
端及び/若しくはカルボキシ末端で並びに/又はポリペプチド配列内で生じることができる
。
【００４７】
　用語「置換」は、天然配列における1個のアミノ酸の別のアミノ酸への変更を意味する
ことを意図する。
【００４８】
　用語「欠失」は、天然配列からの1個又は複数個のアミノ酸の除去を意味することを意
図する。
【００４９】
　用語「挿入」は、1個又は複数個のアミノ酸の天然配列への追加を意味することを意図
する。
【００５０】
　用語「修飾」は、天然ペプチド配列における1個若しくは複数個のアミノ酸の側鎖又は1
個若しくは複数個のアミノ酸のアルファ窒素原子に共有結合した変更を意味することを意
図する。
【００５１】
　本発明の係るペプチドを説明するために単一の命名法を使用しており、例えば、[Gly4]
-hPYY(4-36)は、ヒトPYY(hPYY)ID:配列番号2の類似体を指定し、この類似体では、4位で
天然に存在するリシンがグリシンに置換されており、それぞれ1位、2位及び3位で天然に
存在するチロシン、プロリン及びイソロイシンが欠失している。一態様では、標的ペプチ
ドは、例えばヒト、マウス、ヒツジ、ヤギ、ウシ又はウマを含むの哺乳動物等の脊椎動物
に由来し得る。用語「脊椎動物」は、魚類、両生類、爬虫類、鳥類及び哺乳動物を含む脊
椎動物門の主要部門である脊椎動物亜門のメンバーを意味しており、このメンバーは全て
、分割された脊柱と明確な高分化頭部とを特徴とする。用語「哺乳動物」はヒトを意味し
ており、更には哺乳綱において恒常性維持機構を持つ動物界の他の温血メンバー、例えば
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コンパニオン哺乳動物、動物園の哺乳動物及び食料源としての哺乳動物も意味している。
コンパニオン哺乳動物のいくつかの例は、イヌ科の動物(例えばイヌ)、ネコ科の動物(例
えばネコ)及びウマであり、食料源としての哺乳動物のいくつかの例は、ブタ、ウシ、ヒ
ツジ等である。一態様では、哺乳動物はヒト又はコンパニオン哺乳動物である。一態様で
は、哺乳動物は男性又は女性のヒトである。
【００５２】
　この系の更なる改良では、融合タンパク質はタグも含み、これにより、アフィニティ又
は他のクロマトグラフィー法による、融合タンパク質、ひいてはペプチドの同定及び/又
は精製が可能となる。好適なタグの例として、特定のキチン結合ドメイン又はこの一部、
酸性アミノ酸又は塩基性アミノ酸の繰り返し、グルタチオントランスフェラーゼタグ、抗
体により回収されるタグ、例えばFLAGタグ、HAタグ、MYSタグ、ビオチン又はストレプト
アビジン及び固定化金属アフィニティクロマトグラフィー用の、少なくとも5個のヒスチ
ジンを含む小ポリペプチド配列であるHisタグが挙げられる。精製タグには、国際公開第2
006/108826号パンフレット及び国際公開第2008/043847号パンフレットで公開された国際
特許出願に記載されている好熱性細菌に由来する高塩基性のリボソームタンパク質も含ま
れ得る。例えば、融合タンパク質は、インタクトな融合タンパク質のアフィニティ精製に
使用することができる固定化金属イオンアフィニティクロマトグラフィーカラムに強固に
結合するHisタグを含むことができる。
【００５３】
　一態様では、融合タンパク質は、精製タグ及び任意選択でプロテアーゼ部位を更に含み
、これにより、アフィニティクロマトグラフィー又は他のクロマトグラフィー法による同
定及び/又は精製が可能となる。一態様では、精製タグはアルカリ性である。一態様では
、精製タグはヒスチジンタグを含む。一態様では、精製タグ及び任意選択でプロテアーゼ
部位は、標的ペプチドのアミノ末端に位置している。
【００５４】
　商業規模で作用することができる任意の発現系が好適であるが、上記に記載のインテイ
ンをベースとするベクターが大腸菌(E. coli)中で使用するために設計される。特定の発
現系で最適に使用するために他のベクターを設計することができる。例えば、哺乳動物の
発現系を選択した場合、タンパク質コード領域は、この特定の系のためにコドン使用頻度
を最適化しなければならない。ペプチド融合タンパク質を発現させるために使用され得る
発現系の例として、細菌{大腸菌、枯草菌(B.subtilis)等}、酵母{S.セレビシエ(S. cerev
isiae)、P.パストリス(P.pastoralis)等}、昆虫細胞{S.フルギペルダ(S. frugiperda)}、
哺乳動物発現系(チャイニーズハムスター卵巣、ベビーハムスター腎臓等)、乳又は他の体
液(好ましくはブタ、ウシ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ等)中におけるトランスジェニック哺乳
動物発現系が挙げられる。大腸菌発現系の場合には、発現産物中に開始メチオニンが保持
され得る。一例は、アミノ末端イソロイシンを有するPYY(3-36)であり、このPYY(3-36)は
、大腸菌中での発現後にメチオニンアミノペプチダーゼにより開始メチオニンが効果的に
除去されることを予期されない。しかしながら、アミノ末端を標識、例えばプロテアーゼ
部位を含む介在リンカーを有する精製タグに融合させることにより、標的ペプチドの天然
アミノ末端を得ることができる。適切なプロテアーゼ{例えば、alp、エンテロキナーゼ若
しくはヒトライノウイルス-14 3C(HRV14-3C)}又はペプチダーゼ{例えばジペプチジルアミ
ノペプチダーゼ1(DAP1)}の使用による精製タグのその後の除去により、標的ペプチドの天
然アミノ末端を生成する。或いは、臭化シアンと接触させることにより、開始メチオニン
を化学的に除去することができる。
【００５５】
　一態様では、融合タンパク質を、細菌、酵母、哺乳動物細胞又はトランスジェニック哺
乳動物の体液中で発現させる。一態様では、融合タンパク質を、細菌中で又は酵母中で発
現させる。一態様では、融合タンパク質を細菌中で発現させる。一態様では、融合タンパ
ク質を大腸菌中で発現させる。
【００５６】
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　チオエステルは、ペプチド結合又は酸素-エステルと比較して相対的に反応性の化学基
であり、従って緩やかな反応条件下でアミドに速やかに変換される。好ましい試薬はMESN
aであるが、多くの他のメルカプト基(スルフヒドリル基、チオール基)含有試薬も効果的
に機能することができる。放出されたMESα-チオエステルは、(不要な遊離酸を不可逆的
に生成する)水による加水分解に対して相対的に安定しており、アミド形成を促進する任
意の化学条件での反応に適している。
【００５７】
　一態様では、本方法は、標的ペプチドのα-チオエステルを生じる融合タンパク質のチ
オール誘導性開裂を含む。一態様では、本方法は、α-チオエステルの標的ペプチドの対
応するα-アミドへの変換を更に含む。一態様では、アミド化工程はアンモニウム求核剤
の存在下で起こる。一態様では、アンモニウム求核剤を重炭酸アンモニウムの水溶液とし
て供給する。
【００５８】
　一態様では、本発明は、配列番号10の[Gly4]-hPYY(4-36)を生産する方法であって、こ
のペプチドを融合タンパク質の一部として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は
、配列番号10の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号4の精製タグと、
配列番号8のプロテアーゼ部位とを含み、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキ
シ末端に位置しており、前記精製タグ及びプロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端
に位置している、方法を提供する。
【００５９】
　一態様では、本発明は、配列番号11のhPYY(3-36)を生産する方法であって、このペプチ
ドを融合タンパク質の一部として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、配列番
号11の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号5の精製タグと、配列番号9
のプロテアーゼ部位とを含み、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位
置しており、前記精製タグ及びプロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置して
いる、方法を提供する。
【００６０】
　一態様では、本発明は、配列番号12のhα-CGRPを生産する方法であって、このペプチド
を融合タンパク質の一部として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、配列番号
12の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号5の精製タグと、配列番号9の
プロテアーゼ部位とを含み、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置
しており、前記精製タグ及びプロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置してい
る、方法を提供する。
【００６１】
　一態様では、本発明は、配列番号14のhPPを生産する方法であって、このペプチドを融
合タンパク質の一部として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、配列番号14の
標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号5の精製タグと、配列番号9のプロ
テアーゼ部位とを含み、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置して
おり、前記精製タグ及びプロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、
方法を提供する。
【００６２】
　一態様では、本発明は、配列番号15の[Arg4, Gln18, Lys30]-hPYY(3-36)を生産する方
法であって、このペプチドを融合タンパク質の一部として発現させる工程を含み、前記融
合タンパク質は、配列番号15の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号6
の精製タグとを含み、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置してお
り、前記精製タグは標的ペプチドのアミノ末端に位置している、方法を提供する。
【００６３】
　一態様では、本発明は、配列番号16の[Asp14, Arg17, Pro21, Pro27, Arg35]-hアミリ
ンを生産する方法であって、このペプチドを融合タンパク質の一部として発現させる工程
を含み、前記融合タンパク質は、配列番号16の標的ペプチドと、配列番号20のインテイン
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と、配列番号7の精製タグとを含み、前記インテイン配列は標的ペプチドのアミノ末端に
位置しており、前記精製タグは標的ペプチドのカルボキシ末端に位置している、方法を提
供する。
【００６４】
　リーダー配列、コドン利用、インテイン又はこの変異体及び精製戦略の適切な選択によ
り、これらの系のうちのいずれか及び細胞内又は細胞外生産に発現を最適化することがで
きる。当業者は、本発明は任意の特定の標的ペプチド又は供給源としての任意の種に拘束
されないことを理解するであろう。
【００６５】
本発明の実施形態
　下記は本発明の非限定的な実施形態である。
　1.ペプチドを生産する方法であって、ペプチドを融合タンパク質の一部として発現させ
る工程を含み、前記融合タンパク質は、標的ペプチドとインテインとを含み、前記インテ
インは、サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配列番号1)の3
位に対応する位置にシステイン変異を有する、方法。
　2.前記インテインはGyrAインテインである、実施形態1に記載の方法。
　3.前記インテインはMxe GyrAインテインである、実施形態1又は2に記載の方法。
　4.前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～164又は該残基107～
164の一部の切除によりサイズが最小化されるMxe GyrAインテインである、実施形態1から
3のいずれか一つに記載の方法。
　5.前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～164又は該残基107～
164の一部の切除によりサイズが最小化されるMxe GyrAインテインであり、切除された残
基は、1～10個のアミノ酸を含むリンカーに置き換えられる、実施形態1から4のいずれか
一つに記載の方法。
　6.前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～164又は該残基107～
164の一部の切除によりサイズが最小化されるMxe GyrAインテインであり、切除された残
基は、6～10個のアミノ酸を含むリンカーに置き換えられ、リンカーのアミノ酸のうちの
少なくとも6個はグリシン及び/又はセリンである、実施形態1から5のいずれか一つに記載
の方法。
　7.前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～164の切除によりサ
イズが最小化されるMxe GyrAインテインであり、切除された残基は、配列GSGSGSGSのリン
カーに置き換えられる、実施形態1から6のいずれか一つに記載の方法。
　8.前記インテインの配列は配列番号20である、実施形態1から7のいずれか一つに記載の
方法。
　9.前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置する、実施形態1から8の
いずれか一つに記載の方法。
　10.標的ペプチドは、糖尿病又は肥満の調節に関与するペプチドホルモンである、実施
形態1から9のいずれか一つに記載の方法。
　11.標的ペプチドは、糖尿病の調節に関与するペプチドホルモンである、実施形態1から
10のいずれか一つに記載の方法。
　12.標的ペプチドは、肥満の調節に関与するペプチドホルモンである、実施形態1から11
のいずれか一つに記載の方法。
　13.標的ペプチドはα-アミド化ペプチドである、実施形態1から12のいずれか一つに記
載の方法。
　14.標的ペプチドの内因型はα-アミド化ペプチドである、実施形態1から13のいずれか
一つに記載の方法。
　15.標的ペプチドは、カルボキシ末端がバイオコンジュゲートされたペプチドである、
実施形態1から14のいずれか一つに記載の方法。
　16.標的ペプチドは、PYY、PP、α-CGRP、CT及びアミリン又はこれらの類似体から選択
される、実施形態1から15のいずれか一つに記載の方法。
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　17.標的ペプチドは、PYY、PP、α-CGRP及びアミリン又はこれらの類似体から選択され
る、実施形態1から16のいずれか一つに記載の方法。
　18.標的ペプチドはPYY又はこの類似体である、実施形態1から17のいずれか一つに記載
の方法。
　19.標的ペプチドはhPYY又はこの類似体である、実施形態1から18のいずれか一つに記載
の方法。
　20.標的ペプチドは[Gly4]-PYY(4-36)である、実施形態1から19のいずれか一つに記載の
方法。
　21.標的ペプチドは[Gly4]-hPYY(4-36)である、実施形態1から20のいずれか一つに記載
の方法。
　22.標的ペプチドはPYY(3-36)である、実施形態1から21のいずれか一つに記載の方法。
　23.標的ペプチドはhPYY(3-36)である、実施形態1から22のいずれか一つに記載の方法。
　24.標的ペプチドは[Arg4, Gln18, Lys30]-PYY(3-36)である、実施形態1から23のいずれ
か一つに記載の方法。
　25.標的ペプチドは[Arg4, Gln18, Lys30]-hPYY(3-36)である、実施形態1から24のいず
れか一つに記載の方法。
　26.標的ペプチドはα-CGRP又はこの類似体である、実施形態1から25のいずれか一つに
記載の方法。
　27.標的ペプチドはα-CGRPである、実施形態1から26のいずれか一つに記載の方法。
　28.標的ペプチドはhα-CGRPである、実施形態1から27のいずれか一つに記載の方法。
　29.標的ペプチドはCT又はこの類似体である、実施形態1から28のいずれか一つに記載の
方法。
　30.標的ペプチドはCTである、実施形態1から29のいずれか一つに記載の方法。
　31.標的ペプチドはhCTである、実施形態1から30のいずれか一つに記載の方法。
　32.標的ペプチドはPP又はこの類似体である、実施形態1から31のいずれか一つに記載の
方法。
　33.標的ペプチドはPPである、実施形態1から32のいずれか一つに記載の方法。
　34.標的ペプチドはhPPである、実施形態1から33のいずれか一つに記載の方法。
　35.標的ペプチドはアミリン又はこの類似体である、実施形態1から34のいずれか一つに
記載の方法。
　36.標的ペプチドはhアミリン又はこの類似体である、実施形態1から35のいずれか一つ
に記載の方法。
　37.標的ペプチドは[Asp14, Arg17, Pro21, Pro27, Arg35]-アミリンである、実施形態1
から36のいずれか一つに記載の方法。
　38.標的ペプチドは[Asp14, Arg17, Pro21, Pro27, Arg35]-hアミリンである、実施形態
1から37のいずれか一つに記載の方法。
　39.融合タンパク質は精製タグ及び任意選択でプロテアーゼ部位を更に含み、これによ
り、アフィニティ又は他のクロマトグラフィー法による同定及び/又は精製が可能となる
、実施形態1から38のいずれか一つに記載の方法。
　40.精製タグはアルカリ性である、実施形態39に記載の方法。
　41.精製タグはヒスチジンタグを含む、実施形態39に記載の方法。
　42.精製タグ及び任意選択でプロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置する
、実施形態39から41のいずれか一つに記載の方法。
　43.精製タグを適切なプロテアーゼで切断して標的ペプチドを生成することができる、
実施形態39から42のいずれか一つに記載の方法。
　44.融合タンパク質を細菌、酵母、哺乳動物細胞又はトランスジェニック哺乳動物の体
液中で発現させる、実施形態1から43のいずれか一つに記載の方法。
　45.融合タンパク質を細菌中で又は酵母中で発現させる、実施形態1から44のいずれか一
つに記載の方法。
　46.融合タンパク質を細菌中で発現させる、実施形態1から45のいずれか一つに記載の方
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法。
　47.融合タンパク質を大腸菌中で発現させる、実施形態1から46のいずれか一つに記載の
方法。
　48.標的ペプチドのα-チオエステルを生じる融合タンパク質のチオール誘導性開裂を更
に含む実施形態1から47のいずれか一つに記載の方法。
　49.標的ペプチドのα-チオエステルの、対応するα-アミドへの変換を更に含む実施形
態48に記載の方法。
　50.アミド化工程がアンモニウム求核剤の存在下で生じる、実施形態49に記載の方法。
　51.アンモニウム求核剤は重炭酸アンモニウムである、実施形態50に記載の方法。
　52.α-アミド化ペプチドを生産する方法であって、ペプチドを融合タンパク質の一部と
して発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、標的ペプチドと配列番号20のインテ
インとを含む、方法。
　53.前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置する、実施形態52に記
載の方法。
　54.融合タンパク質は、精製タグと任意選択でプロテアーゼ部位とを更に含み、これに
より、アフィニティ又は他のクロマトグラフィー法による同定及び/又は精製が可能とな
る、実施形態52又は53に記載の方法。
　55.精製タグはヒスチジンタグを含む、実施形態54に記載の方法。
　56.精製タグはアルカリ性タグを含む、実施形態55に記載の方法。
　57.精製タグ及び任意選択でプロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置する
、実施形態54から56のいずれか一つに記載の方法。
　58.精製タグを適切なプロテアーゼで切断して標的ペプチドを生成することができる、
実施形態54から57のいずれか一つに記載の方法。
　59.融合タンパク質を細菌、酵母、哺乳動物細胞又はトランスジェニック哺乳動物の体
液中で発現させる、実施形態52から58のいずれか一つに記載の方法。
　60.融合タンパク質を細菌中で又は酵母中で発現させる、実施形態59に記載の方法。
　61.融合タンパク質を細菌中で発現させる、実施形態59に記載の方法。
　62.融合タンパク質を大腸菌中で発現させる、実施形態59に記載の方法。
　63.[Gly4]-hPYY(4-36)を生産する方法であって、このペプチドを融合タンパク質の一部
として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、配列番号10の標的ペプチドと、配
列番号20のインテインと、配列番号4の精製タグと、配列番号8のプロテアーゼ部位とを含
み、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグ
及びプロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、方法。
　64.hPYY(3-36)を生産する方法であって、このペプチドを融合タンパク質の一部として
発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、配列番号11の標的ペプチドと、配列番号
20のインテインと、配列番号5の精製タグと、配列番号9のプロテアーゼ部位とを含み、前
記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグ及びプ
ロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、方法。
　65.hα-CGRPを生産する方法であって、このペプチドを融合タンパク質の一部として発
現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、配列番号12の標的ペプチドと、配列番号20
のインテインと、配列番号5の精製タグと、配列番号9のプロテアーゼ部位とを含み、前記
インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグ及びプロ
テアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、方法。
　66.hPPを生産する方法であって、このペプチドを融合タンパク質の一部として発現させ
る工程を含み、前記融合タンパク質は、配列番号14の標的ペプチドと、配列番号20のイン
テインと、配列番号5の精製タグと、配列番号9のプロテアーゼ部位とを含み、前記インテ
イン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグ及びプロテアー
ゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、方法。
　67.[Arg4, Gln18, Lys30]-hPYY(3-36)を生産する方法であって、このペプチドを融合タ
ンパク質の一部として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、配列番号15の標的



(16) JP 2016-519950 A 2016.7.11

10

20

30

40

50

ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号6の精製タグとを含み、前記インテイ
ン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグは標的ペプチドの
アミノ末端に位置している、方法。
　68.[Asp14, Arg17, Pro21, Pro27, Arg35]-hアミリンを生産する方法であって、このペ
プチドを融合タンパク質の一部として発現させる工程を含み、前記融合タンパク質は、配
列番号16の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号7の精製タグとを含み
、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグは
標的ペプチドのアミノ末端に位置している、方法。
　69.標的ペプチドとインテインとを含む融合タンパク質であって、前記インテインは、
サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配列番号1)の3位に対応
する位置にシステイン変異を有する、融合タンパク質。
　70.前記インテインはGyrAインテインである、実施形態69に記載の融合タンパク質。
　71.前記インテインはMxe GyrAインテインである、実施形態70に記載の融合タンパク質
。
　72.前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～164又は該残基107
～164の切除によりサイズが最小化されるMxe GyrAインテインであり、切除された残基は
配列GSGSGSGSのリンカーに置き換えられる、実施形態71に記載の融合タンパク質。
　73.前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～160の切除によりサ
イズが最小化されるMxe GyrAインテインであり、切除された残基は配列GSGSGSGSのリンカ
ーに置き換えられる、実施形態72に記載の融合タンパク質。
　74.前記インテインの配列は配列番号20である、実施形態73に記載の融合タンパク質。
　75.前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置している、実施形態69
から74のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　76.標的ペプチドは、糖尿病又は肥満の調節に関与するペプチドホルモンである、実施
形態69から75のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　77.標的ペプチドは、糖尿病の調節に関与するペプチドホルモンである、実施形態69か
ら76のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　78.標的ペプチドは、肥満の調節に関与するペプチドホルモンである、実施形態69から7
6のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　79.標的ペプチドはα-アミド化ペプチドである、実施形態69から78のいずれか一つに記
載の融合タンパク質。
　80.標的ペプチドの内因型はα-アミド化ペプチドである、実施形態69から78のいずれか
一つに記載の融合タンパク質。
　81.標的ペプチドは、カルボキシ末端がバイオコンジュゲートされたペプチドである、
実施形態69から78のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　82.標的ペプチドは、PYY、PP、α-CGRP及びアミリン又はこれらの類似体から選択され
る、実施形態69から78のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　83.標的ペプチドはPYY又はこの類似体である、実施形態82に記載の融合タンパク質。
　84.標的ペプチドはhPYY又はこの類似体である、実施形態83に記載の融合タンパク質。
　85.標的ペプチドは[Gly4]-PYY(4-36)である、実施形態83に記載の融合タンパク質。
　86.標的ペプチドは[Gly4]-hPYY(4-36)である、実施形態83に記載の融合タンパク質。
　87.標的ペプチドはPYY(3-36)である、実施形態83に記載の融合タンパク質。
　88.標的ペプチドはhPYY(3-36)である、実施形態83に記載の融合タンパク質。
　89.標的ペプチドは[Arg4, Gln18, Lys30]-PYY(3-36)である、実施形態83に記載の融合
タンパク質。
　90.標的ペプチドは[Arg4, Gln18, Lys30]-hPYY(3-36)である、実施形態83に記載の融合
タンパク質。
　91.標的ペプチドはα-CGRP又はこの類似体である、実施形態82に記載の融合タンパク質
。
　92.標的ペプチドはα-CGRPである、実施形態91に記載の融合タンパク質。
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　93.標的ペプチドはhα-CGRPである、実施形態91に記載の融合タンパク質。
　94.標的ペプチドはCT又はこの類似体である、実施形態82に記載の融合タンパク質。
　95.標的ペプチドはCTである、実施形態94に記載の融合タンパク質。
　96.標的ペプチドはhCTである、実施形態94に記載の融合タンパク質。
　97.標的ペプチドはPP又はこの類似体である、実施形態82に記載の融合タンパク質。
　98.標的ペプチドはPPである、実施形態97に記載の融合タンパク質。
　99.標的ペプチドはhPPである、実施形態97に記載の融合タンパク質。
　100.標的ペプチドはアミリン又はこの類似体である、実施形態82に記載の融合タンパク
質。
　101.標的ペプチドは[Asp14, Arg17, Pro21, Pro27, Arg35]-アミリンである、実施形態
100に記載の融合タンパク質。
　102.標的ペプチドは[Asp14, Arg17, Pro21, Pro27, Arg35]-hアミリンである、実施形
態100に記載の融合タンパク質。
　103.精製タグ及び任意選択でプロテアーゼ部位を更に含み、これにより、アフィニティ
又は他のクロマトグラフィー法による同定及び/又は精製が可能となる、実施形態69～102
のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　104.精製タグはアルカリ性である、実施形態103に記載の融合タンパク質。
　105.精製タグはヒスチジンタグを含む、実施形態104に記載の融合タンパク質。
　106.精製タグ及び任意選択でプロテアーゼ部位は標的ペプチドのアミノ末端に位置する
、実施形態103から105のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　107.精製タグを適切なプロテアーゼで切断して標的ペプチドを生成することができる、
実施形態103から106のいずれか一つに記載の融合タンパク質。
　108.配列番号10の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号4の精製タグ
と、配列番号8のプロテアーゼ部位とを含む融合タンパク質であって、前記インテイン配
列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグ及びプロテアーゼ部位
は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、融合タンパク質。
　109.配列番号11の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号5の精製タグ
と、配列番号9のプロテアーゼ部位とを含む融合タンパク質であって、前記インテイン配
列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグ及びプロテアーゼ部位
は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、融合タンパク質。
　110.配列番号12の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号5の精製タグ
と、配列番号9のプロテアーゼ部位とを含む融合タンパク質であって、前記インテイン配
列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグ及びプロテアーゼ部位
は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、融合タンパク質。
　111.配列番号14の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号5の精製タグ
と、配列番号9のプロテアーゼ部位とを含む融合タンパク質であって、前記インテイン配
列は標的ペプチドのカルボキシ末端に位置しており、前記精製タグ及びプロテアーゼ部位
は標的ペプチドのアミノ末端に位置している、融合タンパク質。
　112.配列番号15の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号6の精製タグ
とを含む融合タンパク質であって、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端
に位置しており、前記精製タグは標的ペプチドのアミノ末端に位置している、融合タンパ
ク質。
　113.配列番号16の標的ペプチドと、配列番号20のインテインと、配列番号7の精製タグ
とを含む融合タンパク質であって、前記インテイン配列は標的ペプチドのカルボキシ末端
に位置しており、前記精製タグは標的ペプチドのアミノ末端に位置している、融合タンパ
ク質。
　114.サイズが最小化され、アラインメントによりMxe GyrAインテイン(配列番号1)の3位
に対応する位置にシステイン変異を有するインテイン。
　115.前記インテインはGyrAインテインである、実施形態114に記載のインテイン。
　116.前記インテインはMxe GyrAインテインである、実施形態115に記載のインテイン。
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　117.前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～164又は該残基107
～164の一部の切除によりサイズが最小化されるMxe GyrAインテインであり、削除された
残基は、配列GSGSGSGSのリンカーに置き換えられる、実施形態116に記載のインテイン。
　118.前記インテインは、Mxe GyrAインテイン(配列番号1)の残基107～160の切除により
サイズが最小化されるMxe GyrAインテインであり、切除された残基は配列GSGSGSGSのリン
カーに置き換えられる、実施形態117に記載のインテイン。
　119.前記インテインの配列は配列番号20である、実施形態118に記載のインテイン。
　120.配列番号20のインテイン。
　121.実施形態69から113のいずれか一つに記載の融合タンパク質をコードするDNA構築物
。
　122.ベクターの形態である実施形態121に記載のDNA構築物。
【実施例】
【００６６】
　本発明の実施例は、PYY、PP、アミリン、CT及びα-CGRPのヒトバリアントhPYY、hPP、h
アミリン、hCT及びhα-CGRPをベースとする。天然インテインと称されるMxe GyrAインテ
インバリアント(配列番号17)はN198A変異を有しており、該Mxe GyrAインテインバリアン
トの生来の自己スプライシング機能が無力化されており、Mxe GyrAインテインバリアント
は分子間のチオール誘導性開裂の影響を受けやすい。合計で35種のベクターを含む7組の
プラスミドを設計した{Table 1(表1)}。
【００６７】
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【表１】

【００６８】
材料及び方法
略語のリスト
　Amp　アンピシリン
　E. coli　大腸菌
　GyrA　マイコバクテリウム・ゼノピ由来のDNA GyraseAインテイン
　hα-CGRP　ヒトα-カルシトニン遺伝子関連ペプチド
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　hアミリン　ヒトアミリン
　hCT　ヒトカルシトニン
　HPLC　高速液体クロマトグラフィー
　hPP　ヒト膵臓ペプチド
　hPYY　ヒトペプチドYY
　IB　封入体
　IPTG　イソプロピルβ-D-1-チオガラクトピラノシド
　LB　ルリア-ベルターニ
　LC-MS　液体クロマトグラフィー質量分析
　MESNa　2-メルカプトエタンスルホン酸ナトリウム
　OD600　600nmでの光学密度
　RP-UPLC　逆相超高速液体クロマトグラフィー
　SDS-PAGE　ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動
　TAP　熱安定性のアルカリ性タンパク質
　TFA　トリフルオロ酢酸
　T. Maritima　サーモトガ.マリティマ
【００６９】
融合タンパク質の一般的な調製方法
構築物のクローニング:
　プラスミドは、XhoI/BamHI制限酵素部位、NheI/BamHI制限酵素部位若しくはNheI/NsiI
制限酵素部位とT4 DNAリガーゼ(New England BioLabs社、マサチューセッツ州、イプスウ
ィッチ)とを製造業者により説明される方法により使用する、Geneart社(ドイツ、レーゲ
ンスブルク)から得た合成遺伝子断片のpET11aベクター(Novagen社)中へのクローニングに
より生成し、又はサブクローニングしたベクターとしてGeneart社から提供された。いず
れの場合も、融合タンパク質をコードする遺伝子は、E. coli中での発現にコドン最適化
されていた。このプラスミドのベクターマップを図1に例示する。
【００７０】
　このプラスミドを使用してコンピテントTOP10(Invitrogen社)E. coli細胞を形質転換さ
せ、100μg/mlのアンピシリンを含むLB培地寒天プレート上で一晩インキュベートした。
目的の各タンパク質をコードするプラスミドを、液体のLB/Amp(100μg/mlのアンピシリン
)培地及び標準的なミニプレップでのプラスミド増殖後の陽性クローンから得た。ヌクレ
オチド配列の正確性を、T7プロモーター/ターミネーター配列特異的プライマーを使用す
るDNAシークエンシング(Eurofins MWG Operon社、ドイツ、エーバースベルクにより行わ
れる)により検証した。
【００７１】
振とうフラスコ中での融合タンパク質の発現:
　プラスミドをE. coli発現株BL21(DE3)中に形質転換させ、この発現株をLB/Ampプレート
上に蒔いて37℃で一晩インキュベートした。振とうフラスコを使用して、LB/Amp培地中に
おいて37℃で、適切なプラスミドを含むBL21(DE3)細胞を0.4～0.6のOD600まで増殖させた
。この細胞を、37℃で3時間にわたり0.5mMのIPTGで誘導した。誘導後に、遠心分離(4000
×g、4℃、15分、Heraeus Multifuge 3 S-R、DJB Labcare社、イギリス、ニューポートパ
グネル)により細胞を回収した。25mMのリン酸ナトリウムpH5バッファー中における超音波
処理(氷上で実施した20分にわたる15秒オン及びオフのパルスでの40%パワー、Bandelin S
onopuls、Buch og Holm社)により、回収した細胞を溶解させた。不溶性タンパク質を沈降
させ(4000×g、4℃、15分)、細胞溶解物をデカンテーションした。
【００７２】
SDS-PAGE分析:
　誘導した細胞及び誘導していない細胞を含み、(25mMのリン酸ナトリウムpH5バッファー
を含むバッファー中での超音波処理及び遠心分離により得た)誘導した細胞の可溶性画分
及び不溶性画分も更に含む試料バッファー(BioRad XT試料バッファー+4mMのTCEP)中にお
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ける溶解物試料のクマシー染色SDS-PAGE分析を実行した。ImageJを使用するSDS-PAGEゲル
の濃度測定分析により、融合タンパク質及びインテインのバンド強度を推測した。
【００７３】
検出及び特性評価の一般的な方法
UPLC法A:融合タンパク質の定量化
　Acquity UPLCシステム(Waters社)及び参照Std1(精製した融合タンパク質1B、0.169mg/m
l)を使用するRP-UPLCにより、融合タンパク質のタンパク質濃度を定量化した。Acquity U
PLC BEH300 C4(1.7um、2.1×100mm、1.7μm)(Waters社)カラムと、下記のようにして214n
m検出を行う、0.4ml/分及び40℃のカラム温度での0.1%のTFA水(溶出液A)及びアセトニト
リル中の0.08%のTFA(溶出液B)を使用するグラジエント溶出とを使用して試料を分析した:
【００７４】
【表２】

【００７５】
　試料のセットを、システムを調節するためのStd 1の単回注入で開始し、試料の較正の
ためのStd 1の2回注入で終了した。
【００７６】
UPLC法B:チオール誘導性開裂の分析
　融合タンパク質の開裂反応から回収したアリコートを、Acquity UPLC System(Waters社
)と、BEH C18(2.1×5mm 1.7μm、Waters社)van guard(商標)プレカラムに接続したAcquit
y UPLC BEHC18(2.1×150mmカラム、1.7μm、Waters社)カラムとを使用するRP-UPLCにより
分析した。214nm検出を行う、0.4ml/分及び50℃のカラム温度での0.1%のTFA水(溶出液A)
及びアセトニトリル中の0.08%のTFA(溶出液B)を使用する二段階グラジエント溶出を下記
のように適用した:
【００７７】
【表３】

【００７８】
UPLC法C:ペプチドα-チオエステルの定量化
　Acquity UPLC System(Waters社)及び参照Std2{融合タンパク質1Aの精製ペプチドα-チ
オエステル、(0.144mg/ml)}を使用するRP-UPLCにより、α-チオエステルの濃度を定量化
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した。BEHC18(2.1×5mm 1.7μm、Waters社)van guard(商標)プレカラムに接続したAcquit
y UPLC BEHC18(2.1×150mmカラム、1.7μm、Waters社)カラムを適用した。214nm検出を行
う、0.4ml/分及び50℃のカラム温度での0.1%のTFA水(溶出液A)及びアセトニトリル中の0.
08%のTFA(溶出液B)の直線グラジエント溶出を下記のように使用した:
【００７９】
【表４】

【００８０】
　試料のセットを、試料の較正のためのStd 2の2回注入で終了した。
【００８１】
LC-MS分析A:融合タンパク質及びインテインの特性評価
　Zorbax 300SB-C18高感度分割(2.1×50mm、3.5μm、Agilent Technologies社)カラムを
使用するLC-MSD-TOF(Agilent Technologies社)機器と40℃のカラム温度とを使用するLC-M
S分析により、融合タンパク質及び開裂混合物の特性評価を実施した。MSイオン化モード
を陽イオンにセットした。100～3000amuをスキャンした。0.3ml/分のフロー及び214nmで
検出する、水中の0.1%のギ酸(溶出液A)及びアセトニトリル中の0.1%のギ酸(溶出液B)にお
ける8.8mMのギ酸アンモニウムの直線グラジエントを下記のように使用した:
【００８２】
【表５】

【００８３】
LC-MS分析B:酵素的開裂の分析
　LC-MSD-TOF(Agilent Technologies社)機器とカラム温度が40℃であるZorbax 300SB-C18
高感度分割(2.1×50mm、3.5μm、Agilent Technologies社)カラムとを使用するLC-MS分析
により、精製タグを除去するためのタンパク質分解酵素による酵素的消化を分析した。MS
イオン化モードを陽イオンにセットした。100～3000amuをスキャンした。0.3ml/分のフロ
ー及び214nmで検出する、水中の0.1%のギ酸(溶出液A)及びアセトニトリル中の0.1%のギ酸
(溶出液B)における8.8mMのギ酸アンモニウムの直線グラジエントを下記のように使用した
:
【００８４】
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【表６】

【００８５】
(実施例1)
操作されたインテインの活性の測定
　目的は、サイズが最小化される及びT3Cを有する機能性Mxe GyrAインテインを生成する
ことであった。この目的を達成するために、それぞれが異なるMxe GyrAインテインバリア
ントを有する17種の融合タンパク質のセットを生成し、これらのチオール誘導性開裂反応
の速度定数を、インテイン活性の尺度として使用した。
【００８６】
　17種全ての融合タンパク質{タンパク質1A～1Q、Table 1(表1)}は、プロテアーゼ部位を
介するアミノ末端伸長とカルボキシ末端Mxe GyrAインテインバリアントとの間で融合した
標的ペプチド[Gly4]-hPYY(4-36)(配列番号10)を含んだ。アミノ末端伸長は、カチオン交
換クロマトグラフィーによる精製を可能とする、サーモトガ・マリティマ(Thermotoga ma
ritime)由来のリボソームタンパク質L27のバリアント(RL27tm、配列番号4)であった。プ
ロテアーゼ部位(配列番号8)は、HRV14-3Cプロテアーゼに認識される及びアミノ末端伸長
の除去を可能とするEVLFQ配列を含んだ。タンパク質1Aは天然Mxe GyrAインテインバリア
ントを含み、タンパク質1Dは[Cys3]-Mxe GyrAインテインバリアントを含み、タンパク質1
B及びタンパク質1E～1Sは、最小化されたMxe GyrAインテインバリアントを含み、タンパ
ク質1Cは、T3C変異を有する、最小化されたMxe GyrAインテインバリアントを含んだ。最
小化されたインテインは、アミノ末端スプライシング領域とカルボキシ末端スプライシン
グ領域との間に、除去される又は小型リンカーに置換される46～57個のアミノ酸を有した
{Table 2(表7)}。より具体的には、除去される領域はMxe GyrAインテインの残基103～164
の一部で構成されており、結晶構造(Klabunde T. (1998) Nature Structural Biology、5
、31～36頁)によれば、カルボキシ末端スプライシング領域のβ-ストランド9及びβ-スト
ランド10の間に位置している。検討したリンカーとして、Mxe GyrAインテインのN末端ス
プライシングドメインのβ-ストランド4及びβ-ストランド5を連結するLDRHGN配列、リン
カーデータベースからのα-ヘリカルADNLALAリンカー配列(George RA.及びHeringa J. (2
002) Protein Engineering、15、871～879頁)、ドロソフィラ・メラノガスター(Drosophi
la melanogaster)のヘッジホッグタンパク質のβ-ストランド9及びβ-ストランド10を連
結するRDVETGEリンカー(Hiraga, K.等(2005) J. Mol. Biol. 354、916～926頁で説明され
ている)並びにフレキシブルGSGSGSGSリンカーが挙げられる。
【００８７】
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【表７】

【００８８】
融合タンパク質のチオール誘導性開裂:
　融合タンパク質1A～1Qを、一般的な方法で説明したように、200mLのLB培地が入った振
とうフラスコ中で発現させた。不溶性タンパク質をMQで2回洗浄し、より小さい画分に分
けて-20℃で保存した。不溶性タンパク質ペレットを可溶化バッファー[100mMのリン酸ナ
トリウム、pH7.5、5Mの尿素]中で再懸濁させ、1時間にわたり氷上でインキュベートし、
その後濾過した(0.45μm)。RP-UPLC法Aによりタンパク質濃度を決定し、その後、可溶化
バッファーで0.6mg/mlの最終濃度に希釈した。タンパク質溶液のアリコート(325μL)を48
5μLの水性希釈バッファーA[100mMのリン酸ナトリウム、pH7.5、250mMのNaCl]と190μLの
バッファーB[100mMのリン酸ナトリウム、pH.7.5、2Mの尿素、150mMのNaCl]との混合物中
への希釈によりリフォールドさせ、100mMのリン酸ナトリウム、pH7.5、2Mの尿素、150mM
のNaCl中に0.2mg/mlのタンパク質という最終濃度を得た。バッファーB中の2Mのストック
からの100mMへのMESNaの添加により開裂を誘導した。撹拌(300rpm)しつつ一晩にわたりエ
ッペンドルフチューブ中において5℃で反応させた。アリコートを経時的に回収し、6Mの
塩酸グアニジン中の1.7%のHClの1容積で約pH3までクエンチさせ、RP-UPLC法Bにより分析
すると共にLC-MS法Aにより特性評価した。決定を3回実施し、生成物生成を面積α-チオエ

ステル生成物/(面積α-チオエステル生成物+面積タンパク質){式中、α-チオエステル生
成物は、アミノ末端にタグが付けられた[Gly4]-PYY(4-36)α-チオエステルであり、タン
パク質は融合タンパク質である}として算出した。生成物生成を時間の関数としてプロッ
トした。著しく過剰なモル濃度でMESNaを使用することにより擬一次反応を達成させ、デ
ータを方程式P=P0(1-e

-kt){式中、Pは、生成されたペプチドα-チオエステル生成物の時
間tでのパーセンテージであり、P0は、得たペプチドα-チオエステル生成物の最大パーセ
ンテージであり、kは、GraphPad Prism 5.01(GraphPad Software社、カリフォルニア州、
ラホヤ)を使用して観測した速度である}に当てはめることにより、速度定数(kobs)を決定
した。
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【００８９】
1.1.機能性の最小化されたインテインの活性の測定:
　最初に、Mxe GyrAインテインを、そのサイズに関して最適化した。トランケート型イン
テインバリアントでは、Mxe GyrAインテイン配列のAla103とAla164との間の46個の残基(
全インテインサイズの23%に対応する)が最低限除去されている。タンパク質1Eにおけるイ
ンテインの残基112～157(46個のアミノ酸)の除去(配列番号21)により、スプライシング活
性がタンパク質1Aと比較してわずかに低下したが、タンパク質1Fにおけるインテインの残
基107～160(54個のアミノ酸)の除去(配列番号22)ではインテインは不活性であった{Table
 3(表8)}。タンパク質1E及びタンパク質1Fに関する差異は、タンパク質1Eのインテインが
、β-ストランド9とβ-ストランド10との間に残存するいくつかの非構造化アミノ酸を有
するが、タンパク質1Fではβ-ストランド9とβ-ストランド10との間の非構造化領域全体
が除去されていることである。配列番号19の操作されたインテイン配列を含むタンパク質
1Bを生じる、タンパク質1Fにおけるインテインの残基Gln106と残基Phe161との間へのフレ
キシブルGSGSGSGSリンカーの導入により、活性の領域はタンパク質1Aの天然インテインに
相当するレベルになった{Table 3(表8)}。タンパク質1Bにおけるインテインを更に最小化
することができるかどうかを検討するために、GSGSGSGSリンカーの両側の残基を意図的に
除去し、6種の融合タンパク質1N～1Sを生成した。タンパク質1L、タンパク質1M及びタン
パク質1Nでは、1個、2個及び3個のアミノ酸をそれぞれ、インテインのGSGSGSGSリンカー
に対してアミノ末端で除去し(配列番号28～30)、これにより、タンパク質1Nでは開裂を観
測せず、インテイン活性が著しく低下した{Table 3(表8)}。対照的に、インテインのGSGS
GSGSリンカーに対して1～3個のアミノ酸がカルボキシ末端で除去されているタンパク質1O
、タンパク質1P及びタンパク質1Qでのインテイン(配列番号31～33)ではそれぞれ、タンパ
ク質1Bと比較してわずか1.1倍、1.2倍及び1.7倍の活性の減少を観測した。
【００９０】
　リンカー領域の構造的完全性及び電荷の差異の効果を評価するために、欠失部位間に様
々な他のリンカーを挿入した。タンパク質1G及びタンパク質1Hではそれぞれ、インテイン
のAsp158とSer111との間にLDRHGNリンカーを挿入した(配列番号23)、又はインテインのGl
n106とPhe161との間にLDRHGNリンカーを挿入した(配列番号24)。リンカーが存在していな
いタンパク質1E及びタンパク質1Fの対応するインテインと比較して、タンパク質1G及びタ
ンパク質1HのLDRHGNリンカーではインテイン活性は変化しなかった{Table 3(表8)}。タン
パク質1BのGSGSGSGSリンカーの代わりにヘッジホッグRDVETGEリンカー(配列番号25)、α-
ヘリカルADNLALAリンカー(配列番号26)又はアルカリ性GRGSGRGSリンカー(配列番号27)を
導入した場合、タンパク質1I、タンパク質1J及びタンパク質1Kがそれぞれ生成され、イン
テイン活性がわずか1.8倍、4.8倍及び1.5倍低下した{Table 3(表8)}。
【００９１】
　最も活性な最小化されたインテインは、残基107～160がGSGSGSGSリンカーに置換されて
いるタンパク質1Bのインテイン(配列番号19)であった。
【００９２】
1.2.最小化されたインテインへのT3C変異の導入:
　次に、T3C変異を、タンパク質1Bの最小化されたインテインに導入してタンパク質1Cを
生成し、該タンパク質1Cは[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号20)を含んだ。タンパ
ク質1Dにおける完全長のT3Cインテインバリアント[Cys3]-Mxe GyrA(配列番号18)を対照と
して使用した。タンパク質1D及びタンパク質1CのT3C変異によりそれぞれ、タンパク質1A
の天然インテインと比較してインテイン活性が低下した{Table 3(表8)}。活性の低下は、
タンパク質1Dでの完全長インテインの場合よりもタンパク質1Cでの最小化されたインテイ
ン場合により顕著であった。
【００９３】
　サイズが約25%低減されている、いくつかの活性なMxe GyrAインテインバリアントを同
定した。これら最小化されたインテインは、Gln106とPhe161との間の46～57個のアミノ酸
が除去されている、又はリンカーに置換されている。最も活性な最小化されたインテイン
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は、残基107～160の代わりにフレキシブルGSGSGSGSリンカーが導入されている[106(GS)41
61]-Mxe GyrA(配列番号19)であった。T3C変異を有する、対応するインテインである[Cys3
, 106(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号20)も活性であったが、チオール誘導性開裂はより遅
かった。
【００９４】
【表８】

【００９５】
(実施例2)
操作されたインテインを使用するタンパク質発現レベル
　目的は、操作されたインテインである[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号20)が、
所望の標的ペプチドを含む融合タンパク質の発現レベルにどの程度影響を及ぼすかを決定
することであった。
【００９６】
　各標的ペプチド、[Gly4]-hPYY(4-36)(配列番号10)、hPYY(3-36)(配列番号11)、hα-CGR
P(配列番号12)、hCT(配列番号13)、hPP(配列番号14)、[Arg4, Gln18, Lys30]-hPYY(3-36)
(配列番号15)及び[Asp14, Arg17, Pro21, Pro27, Arg35]-hアミリン(配列番号16)のため
に、3種の異なる融合タンパク質を構築した。全ての融合タンパク質は、アミノ末端伸長
、標的タンパク質及びMxe GyrAインテインバリアントで構成されていた。各標的ペプチド
それぞれのA融合タンパク質、B融合タンパク質及びC誘導タンパク質はそれぞれ、天然Mxe
 GyrA(配列番号17)インテイン、[106(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号19)インテイン及び[Cy
s3, 106(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号20)インテインを含んだ。
【００９７】
融合タンパク質の発現:
　37℃でTPP細胞懸濁管を使用して、適切なプラスミドを含むBL21(DE3)細胞をLB培地(100
μg/mLのアンピシリン)中において約0.4のOD600まで増殖させた。細胞培養物を約20～30
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分にわたり18℃に冷却し、0.4～0.6のOD600で0.5mMのIPTGを添加することにより融合タン
パク質の発現を誘導した。タンパク質を18℃で一晩発現させた。遠心分離により、細胞を
1mLアリコート中に回収した。一般的な方法で説明したようにSDS-PAGE分析を実行した。
誘導した溶解物の試料のバンド強度から、加水分解の割合及び発現レベルを推定した{Tab
le 4(表9)}。具体的には、加水分解を面積インテイン/(面積タンパク質+面積インテイン)
として算出し、相対的な発現レベルは、各群内の融合タンパク質Cの面積と比べた融合タ
ンパク質A及び融合タンパク質Bの面積を表す。溶解性の割合を可溶性画分及び不溶性画分
から推定し、面積可溶性タンパク質/(面積可溶性タンパク質+面積不溶性タンパク質)(式
中、面積可溶性タンパク質及び面積不溶性タンパク質はそれぞれ、可溶性試料中の及び不
溶性試料中のインテイン及び融合タンパク質の全面積を表す)として算出した。
とし算出した。
【００９８】
2.1.PYY-インテイン融合タンパク質の発現
　タンパク質1A、タンパク質1B及びタンパク質1Cを含むタンパク質1ファミリーは、アミ
ノ末端伸長{HRV14-3Cプロテアーゼ部位(配列番号8)を介してアルカリ性タグ(配列番号4)
を含む}と、それぞれ天然Mxe GyrA(配列番号17)、[106(GS)4161]-Mxe(配列番号19)及び[C
ys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号20)であるカルボキシ末端Mxe GyrAインテインバリ
アントとの間で融合した[Gly4]-hPYY(4-36)を含む。タンパク質1A～1Cを可溶性画分中で
主に得た{Table 4(表9)}。タンパク質1A及びタンパク質1Bの約50%が加水分解されていた
が、タンパク質1Cにおける操作されたインテインでは加水分解を観測しなかった。加水分
解の欠如は、タンパク質1A及びタンパク質1Bと比較してタンパク質1Cの場合の発現レベル
の約30%の増加と関連した。
【００９９】
　2A、2B及び2Cを含むタンパク質2ファミリーは、アミノ末端伸長{エンテロキナーゼプロ
テアーゼ部位(配列番号9)を介してHisタグ(配列番号5)を含む}と、それぞれ天然Mxe GyrA
、[106(GS)4161]-Mxe GyrA及び[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAであるカルボキシ末端Mxe 
GyrAインテインバリアントとの間で融合したhPYY(3-36)を含む。タンパク質2A～2Cを可溶
性画分中で主に得た{Table 4(表9)}。タンパク質2A及びタンパク質2Bの約60%及び約50%が
それぞれ加水分解されていたが、タンパク質2Cでは加水分解を観測しなかった。このこと
は、タンパク質2A及びタンパク質2Bと比較してタンパク質2Cの発現レベルの30～40%の増
加と関連した。
【０１００】
　6A、6B及び6Cを含むタンパク質6ファミリーは、DAP1(配列番号6)により除去され得るア
ミノ末端ヒスチジン富化ドデカペチド伸長と、それぞれカルボキシ末端Mxe GyrA、[106(G
S)4161]-Mxe GyrA及び[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAとの間で融合した[Arg4, Gln18, Ly
s30]-hPYY(3-36)を含む。3種全ての融合タンパク質を可溶性画分で主として得た{Table 4
(表9)}。タンパク質6A及びタンパク質6Bの約50%が加水分解されていたが、タンパク質6C
では加水分解を観測しなかった。このことは、タンパク質6Cと比べてタンパク質6A及びタ
ンパク質6Bの発現レベルの15～30%の低下と更に関連した。
【０１０１】
2.2.α-CGRP-インテイン融合タンパク質の発現
　3A、3B及び3Cを含むタンパク質3ファミリーは、アミノ末端伸長{Hisタグ(配列番号5)及
びエンテロキナーゼプロテアーゼ部位(配列番号9)を含む}と、それぞれ天然Mxe GyrA、[1
06(GS)4161]-Mxe GyrA及び[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAであるカルボキシ末端Mxe GyrA
インテインバリアントとの間で融合したhα-CGRPを含む。3種全ての融合タンパク質を可
溶性画分中で主として得た{Table 4(表9)}。タンパク質3A及びタンパク質3Bの約50%が加
水分解されていたが、タンパク質3Cでは加水分解を観測しなかった。このことは、タンパ
ク質3Cと比べてタンパク質3A及びタンパク質3Bの発現レベルの約30%の低下と更に関連し
た。
【０１０２】
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2.3.CT-インテイン融合タンパク質の発現
　4A、4B及び4Cを含むタンパク質4ファミリーは、アミノ末端伸長{Hisタグ(配列番号5)及
びエンテロキナーゼプロテアーゼ部位(配列番号9)を含む}と、それぞれ天然Mxe GyrA、[1
06(GS)4161]-Mxe GyrA及び[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAであるカルボキシ末端Mxe GyrA
インテインバリアントと間で融合したhCTを含む。3種全てのタンパク質を、加水分解され
ることなく主として可溶性画分中で得た{Table 4(表9)}。この場合、タンパク質4A及びタ
ンパク質4Bの発現レベルはタンパク質4Cと比較して高かった。
【０１０３】
2.4.PP-インテイン融合タンパク質の発現
　5A、5B及び5Cを含むタンパク質5ファミリーは、アミノ末端伸長{Hisタグ(配列番号5)及
びエンテロキナーゼプロテアーゼ部位(配列番号9)と含む}と、それぞれ天然Mxe GyrA、[1
06(GS)4161]-Mxe GyrA及び[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAであるカルボキシ末端Mxe GyrA
インテインバリアントとの間で融合したhPPを含む。タンパク質5A～5Cを可溶性画分中で
得た{Table 4(表9)}。タンパク質5A及びタンパク質5Bでは約50%の加水分解を観測したが
、タンパク質5Cでは加水分解を観測しなかった。このことは、タンパク質5A及びタンパク
質5Bと比較してタンパク質5Cの発現レベルの約10～20%の増加と関連した。
【０１０４】
2.5.アミリン-インテイン融合タンパク質の発現
　7A、7B及び7Cを含むタンパク質7ファミリーは、alpプロテアーゼ(配列番号7)により除
去され得るアミノ末端ヒスチジン富化トリデカペプチド伸長と、それぞれ天然Mxe GyrA、
[106(GS)4161]-Mxe GyrA及び[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAであるカルボキシ末端Mxe Gy
rAインテインバリアントとの間で融合した[Asp14, Arg17, Pro21, Pro27, Arg35]-hアミ
リンを含む。タンパク質7A及びタンパク質7Bを両方とも可溶性画分中で主として得ており
、タンパク質7Cを可溶性タンパク質と不溶性タンパク質との混合物として得た{Table 4(
表9)}。タンパク質7A及びタンパク質7Bの両方の場合には広範な加水分解を観測したが、
タンパク質7Cの操作されたインテインは加水分解と関連しなかった。このことは、タンパ
ク質7A及びタンパク質7Bと比較してタンパク質7Cの7～13%までの発現レベルの増加という
結果になった。
【０１０５】
　結論として、[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAインテイン(配列番号20)は一般的に加水分
解が減少しており、同時に野生型Mxe GyrA(配列番号17)インテイン及び最小化された[106
(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号19)インテインと比較して融合タンパク質の発現レベルが増
加した。
【０１０６】
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【表９】

【０１０７】
(実施例3)
操作されたインテインを使用するペプチドα-チオエステル生成
　標的ペプチドの収量への操作された[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAインテインの効果を
調べるために、アミノ末端にタグが付けられた[Gly4]-hPYY(4-36)α-チオエステルを、そ
れぞれ天然Mxe GyrA(配列番号17)、[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号20)及び[Cys
3]-Mxe GyrA(配列番号18)を含む融合タンパク質1A、融合タンパク質1C及び融合タンパク
質1Dから単離した。
【０１０８】
　融合タンパク質1A、融合タンパク質1C及び融合タンパク質1Dを、一般的な方法で説明し
たように、200mLのLB培地が入った振とうフラスコ中で発現させた。一般的な方法で説明
したようにSDS-PAGE分析を実施し、融合タンパク質の>90%は不溶性画分中であることが示
された。回収した細胞を超音波処理により25mMのリン酸ナトリウムpH5バッファー中に溶
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解させ、不溶性画分を洗浄バッファー[25mMのリン酸ナトリウム、1mMのEDTA、1%のTriton
 X-100、pH7]で2回洗浄し、その後100mMのリン酸ナトリウムpH7.5バッファーで1回洗浄し
た。単離した封入体を可溶化バッファー[100mMのリン酸ナトリウム、8Mの尿素、1mMのTCE
P、1mMのEDTA、pH7.5](20mL)中に再懸濁し、緩やかに撹拌しつつ5℃で2時間にわたりイン
キュベートした。発現量をRP-UPLC法Aにより推定した。試料を濾過し(0.45μm)、コール
ドリフォールディングバッファー[100mMのリン酸ナトリウム、1.3Mの尿素、150mMのNaCl
、1mMのEDTA、1mMのTCEP、pH7.5]の9容積中に急速に希釈することによりリフォールドさ
せ、135mMのNaCl及び2Mの尿素の濃度となった。希釈直後に、MESNaを100mMの最終濃度ま
で添加することにより開裂を開始させた。pH7.3で20時間にわたり5℃で反応させた。チオ
ール誘導性開裂を、RP-UPLC法B及びLC-MS法Aによりモニタリングした。融合タンパク質及
びその対応するインテインの観測した質量は、予期したものと相関性があった{Table 3(
表8)}。
【０１０９】
　チオール誘導性反応混合物をバッファーA[50mMのリン酸ナトリウム、1mMのEDTA、pH7]
の3容積で希釈して導電率を約12mS/cmまで低下させた後、AKTA explorer 100システム(GE
 Healthcare社)を使用して5mL/分でHiTrap SP Sepharose HP(16×25mm、5mL、GE Healthc
are社)カラム上に充填した。カラムをバッファーAの9カラム容積で洗浄し、3mL/分で20カ
ラム容積を超えて1MのNaClを含む0～100%のバッファーAの直線グラジエントを使用して、
アミノ末端にタグが付けられた[Gly4]-hPYY(4-36)α-チオエステルを溶出させた。α-チ
オエステルを含む画分をプールし、RP-UPLC法Cにより量を推定した。生成物の素性をESI-
MSにより確認し、12315.35Da(予期:12315.09)のデコンボリュートした質量であった。収
量をTable 5(表10)に列挙する。
【０１１０】
【表１０】

【０１１１】
　結論として、野生型Mxe GyrAインテイン(配列番号14)を含むタンパク質1Aから得た、ア
ミノ末端にタグが付けられた[Gly4]-hPYY(4-36)α-チオエステルの収量は、[Cys3]-Mxe G
yrA(配列番号18)を含むタンパク質1Dの収量と類似しており、このことは、T3C変異自体が
標的ペプチドの量を増加させないことを示した{Table 5(表10)}。しかしながら、[Cys3, 
106(GS)4161]-Mxe GyrAインテイン(配列番号20)を含むタンパク質1Cから単離した場合に
は、収量は、タンパク質1Aと比較して約80%増加しており、このことは、サイズが最小化
される操作されたインテイン及びT3C変異が標的ペプチドの収量に良い影響を及ぼしたこ
とを示す。重要なことに、アミノ末端にタグが付けられた[Gly4]-hPYY(4-36)α-酸副生成
物の量がタンパク質1Aと比較してタンパク質1C及びタンパク質1Dの場合に低減しており、
このことは、T3C変異は精製中にも有益な効果を有することを示す。
【０１１２】
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　[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAインテイン(配列番号20)は融合タンパク質の発現レベル
を高め、標的ペプチドの収量を増強させる。このことが[Cys3]-Mxe GyrAインテイン(配列
番号18)の場合には観測されなかったことから、最小化されたサイズは、これらの特性の
増強に寄与する。
【０１１３】
(実施例4)
[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrAインテインを使用するα-アミド化ペプチドの生成
　α-アミド化ペプチドの大規模生産のための、操作されたインテインを含む融合タンパ
ク質の潜在的な使用は、この融合タンパク質の高細胞密度条件下で発現する能力に依存す
る。このことは[Gly4]-hPYY(4-36)-NH2で実証されており、この[Gly4]-hPYY(4-36)-NH2を
、生物反応器中での流加回分(fed-batch)発酵後にタンパク質1Cから単離した。
【０１１４】
4.1.融合タンパク質1Cの流加回分発酵
　プラスミドp1Cを含むBL21(DE3)細胞の前培養物を、6～8時間にわたり振とうフラスコ中
において、100μg/mLのアンピシリンが加えられたLB培地中で増殖させた。500mLの生物反
応器(DasGib Technology社)中において好気性条件下で発酵を実行し、炭素源及び窒素源
としてグルコース及びアンモニアをそれぞれ含む既知発酵培地の最初の体積が200mLであ
り、滅菌(30分にわたる121℃でのオートクレーブ処理)後に100μg/mLのアンピシリンを添
加した。約0.2の最初のOD600に達するまで前培養物を生物反応器中に接種した。5NのNH4O
Hの添加によりpHを7.0に維持し、温度を37℃に維持し、培養期間にわたって0.4L/分の空
気流量を培養ブロスに通した。撹拌速度(400～1200rpm)を調節して、少なくとも30%O2飽
和の溶解酸素レベルに達した。発酵培地中における最初のグルコース濃度は10g/Lであり
、発酵から5時間後から、マグネシウム及び微量金属を加えたグルコースフィードを、10g
のグルコース/L/時間の最終供給量まで段階的に加え、発酵が停止するまで最終供給量を
維持した。50～60のDO600での0.5mMのIPTGの添加により、融合タンパク質の産生を誘導し
た。誘導から4時間後に発酵を停止させた。F10-6x500y Rotor(13000×g)を備えるSorvall
 RC 6 Plus遠心分離機での遠心分離により細胞を回収し、-20℃で保管した。細胞を40～5
0のOD600まで溶解バッファー[25mMのリン酸ナトリウム、pH5]中で再懸濁させ、4℃で1時
間撹拌した。1.36Kbarの圧力において均一細胞破砕システム(constant cell disruption 
system)E615で細胞を溶解させた。溶解した細胞を沈降させ、上清をデカンテーションし
た。不溶性の封入体を洗浄バッファー[25mMのリン酸ナトリウム、pH7、5mMのEDTA、1%のT
riton X-100]で洗浄し、2時間にわたり5℃で撹拌した後、MilliQ水で1回洗浄した。封入
体を20個のより小さい画分に等しく分けた。
【０１１５】
4.2.[Gly4]-hPYY(4-36)-アミド([Gly4]-hPYY(4-36)-NH2)の単離
　本戦略を図2中で概説する。1/20流加回分培養物からの封入体を変性バッファー[25mMの
リン酸ナトリウム、8Mの尿素、1mMのTCEP、1mMのEDTA、pH7.5](30mL)中に再懸濁させ、緩
やかに撹拌しつつ3.5時間にわたり5℃でインキュベートした。融合タンパク質の収量をRP
-UPLC法Aにより推定し、変性バッファーにより試料を約1.2mg/mLの濃度まで希釈した。撹
拌しつつ5分を超えてタンパク質を8.5容積の希釈バッファー[25mMのリン酸ナトリウム、1
mMのTCEP、1mMのEDTA、0.5MのNaCl、pH7.5]に添加することにより、タンパク質をリフォ
ールドさせた。希釈バッファー中の2Mのストックからの100mMへのMESNaの添加により、チ
オール誘導性開裂を速やかに開始させた。撹拌しつつ一晩5℃及びpH7.3において0.8Mの尿
素と0.5MのNaClとの溶液中で反応させた。
【０１１６】
　固体のNH4HCO3の1Mの最終濃度までの添加により、アミド化を実施した。1NのNaOHによ
り溶液のpHを8.5に調整し、一晩5℃で反応させた。チオール誘導性開裂反応及びアミド化
反応をLC-MS法Aによりモニタリングした{Table 6(表11)}。
【０１１７】
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【表１１】

【０１１８】
　アミド化混合物を濾過し(0.22μm)、フィルタを8Mの尿素で洗浄した。尿素洗浄液をPhe
nomenex Lunaカラム(15μm及び300Å;10×250mm)上に充填し、続いて、AKTA Explorer 10
0(GE Healthcare社)を使用してアミド化混合物を充填した。水中の0.1%のTFA(溶媒A)及び
アセトニトリル中の0.1%のTFA(溶媒B)を25～45%Bの直線グラジエントで使用して、アミノ
末端にタグが付けられた[Gly4]-hPYY(4-36)-NH2を溶出した。凍結乾燥後、タンパク質を2
5mMのリン酸ナトリウムpH7.5バッファー中に溶解させ、配列EVLFQ/GPを特異的に認識する
HRV14-3Cプロテアーゼを使用する酵素的開裂によりアミノ末端のタグを除去した。酵素対
基質の1:12(重量/重量)の比を使用し、少なくとも48時間にわたり室温でインキュベート
した。消化物のpHを4.3に調整後、溶出液A[10mMのNH4HCO3、pH5.5]で平衡化したプレパッ
クHiTrap SPセファロースHPカラム(5mL)上への3ml/分での充填、続いて5カラム容積を超
える0～100%溶出液B[10mMのNH4HCO3、pH8.5]のグラジエントにより、[Gly4]-hPYY(4-36)-
NH2を回収し、10CVにわたりイソクラティック溶出液Bを使用して[Gly4]-hPYY(4-36)-NH2
を溶出させた。[Gly4]-hPYY(4-36)-NH2の純度及び同一性をRP-UPLC法Cにより決定し、LC-
MS法Bにより特性評価し、収量を化学発光窒素検出により推定した{(Table 7(表12)}。[Gl
y4]-hPYY(4-36)-NH2を99%の純度及び184mg/Lの収量で単離した{(Table 7(表12)}。
【０１１９】
　結論として、[Cys3, 106(GS)4161]-Mxe GyrA(配列番号20)を含む融合タンパク質1Cの高
細胞密度条件下での発現及び[Gly4]-hPYY(4-36)-NH2への変換に成功し、操作されたイン
テインの大規模なα-アミド化ペプチドの生産への適用性を実証した。
【０１２０】

【表１２】

【０１２１】
　本明細書では本発明のある特定の特徴が例示されている及び説明されているが、当業者
は多くの改変、置換、変更及び均等をすぐに想起するであろう。従って、添付した特許請
求の範囲は、そのような改変及び変更の全てを本発明の正確な趣旨内であるようにカバー
するように意図されていることが理解されるべきである。
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