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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単一翻訳領域（ＯＲＦ）内で各々、少なくとも３つの生物活性のあるポリペプチドを各
々コードする少なくとも２つのポリジーンをコードするポリヌクレオチドであって、前記
ポリジーンを構成する遺伝子によってコードされるポリペプチドの少なくとも２つが、非
ウイルス性由来であり、前記ポリジーンを構成する遺伝子によってコードされるポリペプ
チドの少なくとも２つが、該ポリジーンの遺伝子によってコードされる少なくとも１つの
他のポリペプチドと少なくとも一過性に相互作用することが各々可能であり、および各ポ
リジーンを構成する遺伝子が、少なくとも１つのプロテアーゼ切断部位をコードする配列
によって、および／または少なくとも１つの自己切断ペプチドをコードする配列によって
互いに接続されている、前記ポリヌクレオチド。
【請求項２】
　各ポリジーンが、前記ポリジーンの発現を調節することが可能であるプロモーター配列
へ操作可能に連結される、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３】
　各ＯＲＦが、転写終結配列によって隣接される、請求項１または２に記載のポリヌクレ
オチド。
【請求項４】
　プロテアーゼ切断部位が、ポティウイルスＮＩａプロテアーゼ、ポティウイルスＨＣプ
ロテアーゼ、ポティウイルスＰ１（Ｐ３５）プロテアーゼ、ビオウイルスＮＩａプロテア
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ーゼ、ビオウイルスＲＮＡ－２によりコードされるプロテアーゼ、アフトウイルスＬプロ
テアーゼ、エンテロウイルス２Ａプロテアーゼ、ライノウイルス２Ａプロテアーゼ、ピコ
ルナ３Ｃプロテアーゼ、コモウイルス２４Ｋプロテアーゼ、ネポウイルス２４Ｋプロテア
ーゼ、ＲＴＳＶ（イネツングロ球状ウイルス）３Ｃ様プロテアーゼ、ＰＹＶＦ（パースニ
ップ黄色フレックウイルス）３Ｃ様プロテアーゼ、トロンビン、第Ｘａ因子およびエンテ
ロキナーゼの切断部位からなる群より選択される、請求項１～３のいずれか一項に記載の
ポリヌクレオチド。
【請求項５】
　プロテアーゼ切断部位が、ＴＥＶ（タバコエッチウイルス）プロテアーゼ切断部位であ
る、請求項４に記載のポリヌクレオチド。
【請求項６】
　自己切断ペプチドが、アフトウイルス２Ａペプチドおよびカルジオウイルス２Ａペプチ
ドからなる群より選択される、請求項１～４のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項７】
　自己切断ペプチドが、ＦＭＤＶ（口蹄疫ウイルス）２Ａペプチドである、請求項６に記
載のポリヌクレオチド。
【請求項８】
　プロテアーゼ切断部位を切断することのできるプロテアーゼのための遺伝子をさらに含
有する、請求項１～７のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項９】
　プロテアーゼ遺伝子が、少なくとも１つのポリジーンの一部である、請求項８に記載の
ポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　少なくとも１つのポリジーンが、少なくとも４つの遺伝子を含む、請求項１～９のいず
れか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　各ポリジーンが、少なくとも４つの遺伝子を含む、請求項１０に記載のポリヌクレオチ
ド。
【請求項１２】
　ポリジーンのヌクレオチド配列の長さが、２０％まで互いに異なる、請求項１～１１の
いずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１３】
　ベクターまたは宿主細胞中へその組込みのための少なくとも１つの部位をさらに含む、
請求項１～１２のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１４】
　ポリジーンを構成する遺伝子が、多タンパク質複合体のメンバーをコードする遺伝子と
代謝経路のメンバーをコードする遺伝子とからなる群より選択される、請求項１～１３の
いずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１５】
　（ａ）ＭＣＳ（多重クローニング部位）１に関してプロモーターＰ１および転写終結配
列Ｔ１によって隣接されおよびＭＣＳ２に関してプロモーターＰ２および転写終結配列Ｔ
２によって隣接される多重クローニング部位ＭＣＳ１またはＭＣＳ２を各々含む、頭－頭
、頭－尾または尾－尾の配置にある少なくとも２つの発現カセットＴ１－ＭＣＳ１－Ｐ１
およびＰ２－ＭＣＳ２－Ｔ２
　（ｂ）少なくとも２つの制限部位ＡおよびＢを含むプロモーターＰ１とＰ２との間にあ
る少なくとも１つの増殖モジュールＭ
　（ｃ）発現カセットの１つと各々隣接する少なくとも２つの部位ＸおよびＹを含み、こ
こで
　（ｄ）制限部位ＡおよびＸ並びにＢおよびＹは互換性があるが、しかし
　（ｅ）ＡＹおよびＢＸの連結産物は、制限部位Ａ、Ｂ、ＸおよびＹにそれぞれ特異的な
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制限酵素ａ、ｂ、ｘまたはｙによって酵素的に切断可能ではなく、および
　（ｆ）制限部位ＡおよびＢ並びにＸおよびＹは互換性がなく、および、各ポリジーンが
発現カセットの１つの中へ挿入される、式Ｉ
　Ｘ－Ｔ１－ＭＣＳ１－Ｐ１－［Ａ－Ｂ］－Ｐ２－ＭＣＳ２－Ｔ２－Ｙ　　　（Ｉ）
に記載の機能的配置を含む、請求項１～１４のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１６】
　増殖モジュールＭ中の制限部位ＡおよびＢが、制限部位ＢｓｔＺ１７Ｉ、ＳｐｅＩ、Ｃ
ｌａＩおよびＮｒｕＩまたはそれらのイソ制限酵素によって切断される制限部位からなる
群より選択される、請求項１５に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１７】
　制限部位ＸおよびＹが、制限部位ＰｍｅＩおよびＡｖｒＩＩまたはそれらのイソ制限酵
素によって切断される制限部位からなる群より選択される、請求項１５または１６に記載
のポリヌクレオチド。
【請求項１８】
　（ａ）プロモーターＰ１およびＰ２が、ｐｏｌｈおよびｐ１０からなる群より選択され
；
　（ｂ）転写終結配列が、ＳＶ４０およびＨＳＶｔｋからなる群より選択され；
　（ｃ）増殖モジュールＭ中の制限部位ＡおよびＢが、制限部位ＢｓｔＺ１７１Ｉ、Ｓｐ
ｅＩ、ＣｌａＩおよびＮｒｕＩからなる群より選択され；
　（ｄ）制限部位ＸおよびＹが、制限部位ＰｍｅＩおよびＡｖｒＩＩからなる群より選択
され；および
　（ｅ）ウイルス組み込みのための部位が、ｃｒｅ－ｌｏｘおよびＴｎ７からなる群より
選択される、請求項１５～１７のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１９】
　請求項１～１８のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項２０】
　真核生物発現ベクターまたはトランスファーベクターである、請求項１９に記載のベク
ター。
【請求項２１】
　ウイルスである、請求項１９または２０に記載のベクター。
【請求項２２】
　バキュロウイルス発現ベクターである、請求項２１に記載のベクター。
【請求項２３】
　バキュロウイルス遺伝子ｖ－ｃａｔｈおよびｃｈｉＡが、機能的に破壊されている、請
求項２２に記載のベクター。
【請求項２４】
　部位特異的リコンビナーゼ（ＳＳＲ）のための部位を含む、請求項１９～２３のいずれ
か一項に記載のベクター。
【請求項２５】
　ｃｒｅ－ｌｏｘ特異的組換えのためのＬｏｘＰ部位を含む、請求項２４に記載のベクタ
ー。
【請求項２６】
　トランスポゾン要素を含む、請求項１９～２５のいずれか一項に記載のベクター。
【請求項２７】
　トランスポゾン要素が、Ｔｎ７結合部位である、請求項２６に記載のベクター。
【請求項２８】
　請求項１～１８のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドおよび／または請求項１９～
２７のいずれか一項に記載のベクターを含有する宿主細胞。
【請求項２９】
　細菌、酵母細胞、昆虫細胞、線形動物細胞および哺乳動物細胞からなる群より選択され



(4) JP 5075833 B2 2012.11.21

10

20

30

40

50

る、請求項２８に記載の宿主細胞。
【請求項３０】
　イー・コリ、Ｓ．セレビシエ、Ｐ．パストリス、Ｓ．ポンベ、Ｃ．アルビカンス、Ｓｆ
９細胞、Ｃ．エレガンス細胞、ヒト細胞、げっ歯類細胞、ブタ細胞、ウシ細胞およびヒツ
ジ細胞からなる群より選択される、請求項２９に記載の宿主細胞。
【請求項３１】
　請求項１～２８のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドおよび／または請求項１９～
２７のいずれか一項に記載のベクターで形質転換された遺伝子導入非ヒト動物。
【請求項３２】
　げっ歯類、ブタ、ウシおよびＣ．エレガンスより選択される、請求項３１に記載の動物
。
【請求項３３】
　（ａ）ポリジーンを構成する遺伝子のコード領域を増幅させる工程；
　（ｂ）該コード領域に、少なくとも１つのプロテアーゼ切断部位および／または少なく
とも１つの自己切断ペプチドをコードする配列を提供する工程；
　（ｃ）単一ＯＲＦが結果的に各ポリジーンをもたらすように、工程（ａ）および（ｂ）
から結果的に生じる断片を集合させる工程；
　（ｄ）少なくとも２つのポリジーンを単一ポリヌクレオチドに結合する工程
を含む、請求項１～１８のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドの生成のための方法。
【請求項３４】
　（ａ）ポリジーンの発現を可能にする条件下で、請求項２８～３０のいずれか一項に記
載の宿主細胞を適切な培地中で培養する工程；および
　（ｂ）ポリジーンによってコードされる発現産物を培地および／または宿主細胞から回
収する工程
を含む、インビトロでの多タンパク質複合体の産生のための方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ポリジーン（Polygenes）を構成する遺伝子によってコードされるポリペプ
チドの少なくとも２つが、非ウイルス性由来であり、ポリジーンを構成する遺伝子によっ
てコードされるポリペプチドの少なくとも２つが、該ポリジーンの遺伝子によってコード
される少なくとも１つの他のポリペプチドと少なくとも一過性に相互作用することが各々
可能であり、および各ポリジーンを構成する遺伝子が、少なくとも１つのプロテアーゼ切
断部位をコードする配列によって、および／または少なくとも１つの自己切断ペプチドを
コードする配列によって互いに接続される、単一翻訳領域（ＯＲＦ）内で各々、少なくと
も３つの生物活性のあるポリペプチドを各々コードする少なくとも２つのポリジーンをコ
ードする組換えポリヌクレオチドに関するものである。本発明のさらなる態様は、組換え
ポリペプチドを含有するベクター、組換えポリヌクレオチドおよび／またはベクターを含
有する宿主細胞ならびに組換えポリヌクレオチドおよび／またはベクターで形質転換され
た非ヒト遺伝子導入動物である。本発明は、ポリヌクレオチドの生成のための、および多
タンパク質複合体の製造のための方法にも関するものである。本発明の態様は、遺伝子治
療、薬物候補スクリーニング、ワクチン産生および構造研究のための多タンパク質複合体
の結晶化において特に有用である。
【０００２】
　ポストゲノム時代における生物学的研究の尽力に関する強い焦点は、タンパク質の相互
作用ネットワーク（相互作用体（ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ））の解明である。同定された
多タンパク質（ｍｕｌｔｉｐｒｏｔｅｉｎ）複合体の多くが、ネイティブな細胞中で詳細
な分子生物学的分析のための十分量では存在しないため、前記複合体の研究は、大規模な
異種性タンパク質生成のための組換え技術に依存している。組換え発現方法は、多タンパ
ク質発現前に、労力および材料の両者において不相応な投資を必要とし、発現後には、改
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定された発現研究のための多タンパク質構成分を迅速に変化させるための柔軟性を提供し
ない。
【０００３】
　多サブユニット複合体を得るために近年使用されている組換え技術が幾多もある。例え
ば、タンパク質は、可溶性形態または封入体としてのいずれかで、イー・コリィ（Ｅ．ｃ
ｏｌｉ）中での単離物で発現され、精製された後、インビトロで同様に生成されたタンパ
ク質を使用して多タンパク質複合体中に再構成されることが可能である。真核生物細胞（
例えば、哺乳動物細胞または酵母細胞）も、一過性発現実験において宿主として使用され
ることが可能である。この方法論は、効率的なインビトロでの再構成プロトコールの存在
に完全に依存する。この戦略が、小さなサブユニットサイズを有するより単純な系につい
ては許容可能な結果を生じ得るのに対し、多くの、また、大きなサブユニットを含有する
より複雑化した（例えば、より高次の真核動物の、特にヒトの制御複合体の全てに近い）
多タンパク質複合体に関しては一般的に適用可能ではない。
【０００４】
　同時発現は、上述に概略されるインビトロでの再構成の戦略に代わる優れたものとして
認識されてきた。幾つもの同時発現系が、原核細胞発現および真核細胞発現両者に関して
過去に開発されている。原核細胞系において、同時発現は、選択された遺伝子全てを含有
する単一プラスミドを産生することによって、または１つもしくは２つの遺伝子を含有す
る幾つものプラスミドならびに異なる耐性マーカーおよびレプリコンを同時形質転換する
ことによって達成されることが可能である。
【０００５】
　真核細胞における同時発現は、バキュロウイルス系を使用することによって具現化され
ており、初期には、幾つものウイルスによる同時感染によって成功が制限されていたが、
後には単一ウイルスから全てのタンパク質を発現させることによってさらに成功し、多く
の利点を提唱し、（比較的小さなサブユニットのサイズ、真正のプロセッシングの欠如、
真核生物（特にヒト）タンパク質の困難な発現等の）原核細胞系に存在するいくつもの制
限を排除した。バキュロウイルス系に関し、単一ウイルスからの発現は、収量を劇的に増
大させることが示されている（Ｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）　Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　２２，　１５８３－１５８７；　Ｃｏｍｍｅｎｔ　（２００４）
，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　２２，　ｖｉｉ，　Ｎｅｗ　＆　Ｖｉｅｗｓ　（
２００４），　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　２２，　１５２，　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　Ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２，　７　（２００５）；
　Ｂｅｒｔｏｌｏｔｔｉ－Ｃｉａｒｌｅｔ　ｅｔ　ａｌ．　（２００３）　Ｖａｃｃｉｎ
ｅ　２１　，　３８８５－３９００も参照）のに対し、特に、大規模な産生に関してロジ
スティックな需要を決定的に低下させる。
【０００６】
　多タンパク質発現の主要な改良は、ＷＯ　２００５／０８５４５６　Ａ１　（ＰＣＴ／
ＥＰ２００４／０１３３８１；Ｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）上述も参照）
に開示されている、本発明者によって提供される多重遺伝子発現カセットの作製のための
モジュラー系の提供であった。ＷＯ　２００５／０８５４５６　Ａ１　（ＰＣＴ／ＥＰ２
００４／０１３３８１）によって記載されているＭｕｌｔｉＢａｃ技術によって、多重遺
伝子発現カセットの単純な作製、ならびに発現実験の改変および修正が可能となる（Ｂｅ
ｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）上述）。
【０００７】
　しかしながら、特に（真核生物、例えばヒトの遺伝子制御複合体の大部分を構成する）
多くの（６、７、８またはそれより多くの）サブユニットを有する多サブユニット複合体
の発現の成功およびインビボでの集合に関する障害は、これらのサブユニットの相対的発
現レベルが多くの場合、完全には理解されていない機構（例えば、転写および翻訳の効率
、タンパク質の安定性、ｍＲＮＡの安定性および二次構造等）に基づいて典型的に有意に
異なるという事実において見出される。結果として、本質的に非平衡の系において、最少
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量で発現するサブユニットは、複合体の全体的な収量を制限することによって、多サブユ
ニット複合体生成実験の全体的な成功に影響するであろう。したがって、転写／翻訳装置
は、過程に組み込まれていない他の成分の過剰量を生成し、したがって細胞内の転写／翻
訳資源を「無駄にする」。個々の発現レベルは典型的に、互いに関して何倍も（例えば、
最大１０倍以上まで）変動し、特に（例えば、多くの真核生物遺伝子制御複合体の場合に
おいて、）５、６、８、１０以上のサブユニットなど、４個を超える複合体の場合、望ま
しい多サブユニット複合体の生成の成功に対して抵抗性のある損失を伴う。
【０００８】
　ピコルナウイルススーパー群のウイルスは、ウイルスプロテアーゼの切断部位によって
、または自己切断ペプチドによって互いに接続されるウイルスタンパク質を含むポリタン
パク質をコードする単一のまたは２つのＯＲＦを含有するセンスの向きでの一本鎖ＲＮＡ
分子からなるゲノムを有する（例えば、Ｒｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　Ｊ．　
Ｇｅｎｅｒ．　Ｖｉｒｏｌ．　７８，　６９９－７２３において概説されている）。
【０００９】
　タンパク質複合体の生成に関して、組換えウイルスを通じてポリタンパク質を発現させ
る一般的な概念は、ＴＣＲ（Ｔ細胞受容体）：ＣＤ３複合体の再構成において適用されて
いる（Ｓｚｙｍｃｚａｋ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
．　５，　５８９－５９４）。著者は、２つの組換えレトロウイルスベクターを使用し、
その中で、１つのベクターは、２つのＴＣＲサブユニットをコードする配列を含有したの
に対し、他のベクターは、４つのＣＤ３サブユニットを含むポリタンパク質をコードした
。サブユニットは、アフトウイルス由来の自己切断２Ａペプチド配列によって接続された
。このアプローチの１つの不利な点は、完全な複合体を再構成するために、２つの別個の
ベクターが調製されなければならず、２回の形質移入が必要であることである。
【００１０】
　ウイルスポリタンパク質のアプローチは、ヘテロ二量体ＩＬ－１２（Ｋｏｋｕｈｏ　ｅ
ｔ　ａｌ．　（１９９９）　Ｖｅｔ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．
　７２，　２８９－３０２）ならびにバキュロウイルス多面体由来の核標的指向化シグナ
ルおよび関心対象のタンパク質を含む融合タンパク質（米国特許第５，１７９，００７号
）等の小さな構築物のためのバキュロウイルス発現系において適用されている。
【００１１】
　それゆえ、本発明の基礎となる技術的な課題は、多タンパク質の改良された発現のため
の新規の系を提供することである。
【００１２】
　上述の技術的な課題の解決は、特許請求の範囲において定義される態様によって提供さ
れる。
【００１３】
　特に、本発明は、ポリジーンを構成する遺伝子によってコードされるポリペプチドのう
ちの少なくとも２つが、非ウイルス性由来であり、ポリジーンを構成する遺伝子によって
コードされるポリペプチドのうちの少なくとも２つが、該ポリジーンの遺伝子によってコ
ードされる少なくとも１つの他のポリペプチドと少なくとも一過性に相互作用することが
各々可能であり、および各ポリジーンを構成する遺伝子が、少なくとも１つのプロテアー
ゼ切断部位をコードする配列によって、および／または少なくとも１つの自己切断ペプチ
ドをコードする配列によって互いに接続される、単一翻訳領域（ＯＲＦ）内で各々、少な
くとも３つの生物活性のあるポリペプチドを各々コードする少なくとも２つのポリジーン
をコードするポリヌクレオチドを提供する。
【００１４】
　本発明のポリヌクレオチドは、１つ以上の合成ヌクレオチド類似体を含むＤＮＡ、ＲＮ
Ａまたはポリヌクレオチドであり得る。ポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖の形態
で存在し得る。ＤＮＡ、特に二本鎖ＤＮＡの形態が特に好ましい。本発明のポリヌクレオ
チドは、化学合成によって生成され得る。本発明の好ましいポリヌクレオチド構築物は、
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組換え遺伝子技術によって作製される（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．　“Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ”，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ，　１９８９参照）。
【００１５】
　本明細書で使用される「ポリジーン（ｐｏｌｙｇｅｎｅｓ）」とは、単一ＯＲＦにおい
て生物活性のある少なくとも３つのポリペプチドをコードする核酸配列である。したがっ
て、ポリジーンを構成する各「遺伝子」とは、ポリペプチド、特にタンパク質または、特
異的な、特に構造的、制御的または酵素的機能を有するその断片、変異形、変異体または
類似体をコードする核酸配列である。好ましくは、ポリペプチドをコードする「遺伝子」
は、構造タンパク質、制御タンパク質もしくは酵素タンパク質またはその断片、変異形、
変異体もしくは類似体をコードするｃＤＮＡのコード領域を含む。
【００１６】
　ポリジーン中に含有される遺伝子によってコードされるポリペプチドの「断片」とは、
もとのポリペプチドの領域の一部または一領域を意味するものであり、好ましくは、完全
なタンパク質の機能の少なくとも１つを保持する断片を意味する。ポリジーン中に含有さ
れる遺伝子によってコードされるポリペプチドの「変異形」とは、別の種から派生したも
ともとのポリペプチドの機能的または非機能的等価物であるポリペプチド、または代替的
スプライシングもしくは翻訳後加工から生じるもともとのポリペプチドの機能的もしくは
非機能的誘導体を意味する。ポリジーン中に含有される遺伝子によってコードされるポリ
ペプチドの「変異体」とは、自然発生しているタンパク質から、１つ以上のアミノ酸残基
の挿入、置換、付加および／または欠失によって派生するポリペプチドを意味する。ポリ
ジーン中に含有される遺伝子によってコードされるポリペプチドの「類似体」とは、非関
連アミノ酸配列さえも有し得るが、類似のポリペプチドと同一機能を発揮する、もともと
のポリペプチドの機能的等価物を意味する。
【００１７】
　したがって、核酸レベルにおいて、遺伝子「断片」とは、「断片」が由来するもともと
の遺伝子の一部または一領域である。遺伝子「変異形」は、もともとの遺伝子と比較して
異なる種において見出される配列を有するかまたは、問題のポリペプチドのスプライシン
グ変異形もしくは翻訳後加工されたバージョンをコードし得る。「変異体」は、１つ以上
のヌクレオチドの挿入、置換、付加および／または欠失によって親遺伝子から派生する。
遺伝子の「類似体」は、親遺伝子によってコードされるポリペプチドの機能的等価物をコ
ードする。
【００１８】
　本発明に記載のポリジーン中の遺伝子のうち少なくとも２つは、非ウイルス由来である
。「非ウイルス」とは、（機能的タンパク質またはその断片、変異形、類似体もしくは変
異体を表す）ぺプチドをコードする核酸配列が、ウイルスのゲノム中に本来見出されない
かまたは前記ゲノム由来ではないことを意味する。特に、本発明に記載のポリヌクレオチ
ドのポリジーン中に含まれるヌクレオチド配列は、真核生物および／または原核生物由来
である。
【００１９】
　したがって、本発明によると、多サブユニット集合体の（多タンパク質複合体または代
謝経路のメンバーまたは互いに少なくとも一過性に少なくとも潜在的に相互作用するその
他のタンパク質等の）サブユニットをコードする遺伝子は、少なくとも２つの翻訳領域（
ＯＲＦ）中に存在する。集合体のサブユニット（ポリペプチド）をコードする配列は、少
なくとも２つのポリジーン中に存在し、その中で、各ポリジーンを構成する遺伝子は、プ
ロテアーゼ切断部位をコードする（２つ以上あり得る）配列（すなわち、プロテアーゼの
認識部位を含む配列）または少なくとも１つの自己切断ペプチドによって互いに接続され
ている。
【００２０】
　本発明の好ましい態様によると、ポリジーンを構成する遺伝子を接続する配列によって
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コードされる切断部位を切断することのできるプロテアーゼは、本発明のポリヌクレオチ
ドによってコードされる。より好ましくは、プロテアーゼをコードする遺伝子は、ポリジ
ーンの少なくとも１つの一部である。
【００２１】
　適切なプロテアーゼ切断部位および自己切断ペプチドは、当業者に公知である（例えば
、Ｒｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　Ｊ．　Ｇｅｎｅｒ．　Ｖｉｒｏｌ．　７８，
　６９９－７２２；　Ｓｃｙｍｃｚａｋ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）　Ｎａｔｕｒｅ　
Ｂｉｏｔｅｃｈ．　５，　５８９－５９４参照）。プロテアーゼ切断部位の好ましい例は
、ポティウイルスＮＩａプロテアーゼ（例えば、タバコエッチウイルスプロテアーゼ（ｔ
ｏｂａｃｃｏ　ｅｔｃｈ　ｖｉｒｕｓ　ｐｒｏｔｅａｓｅ））、ポティウイルスＨＣプロ
テアーゼ、ポティウイルスＰ１（Ｐ３５）プロテアーゼ、ビオウイルス（ｂｙｏｖｉｒｕ
ｓ）ＮＩａプロテアーゼ、ビオウイルスＲＮＡ－２によりコードされるプロテアーゼ、ア
フトウイルスＬプロテアーゼ、エンテロウイルス２Ａプロテアーゼ、ライノウイルス２Ａ
プロテアーゼ、ピコルナ３Ｃプロテアーゼ、コモウイルス（ｃｏｍｏｖｉｒｕｓ）２４Ｋ
プロテアーゼ、ネポウイルス（ｎｅｐｏｖｉｒｕｓ）２４Ｋプロテアーゼ、ＲＴＳＶ（イ
ネツングロ球状ウイルス（ｒｉｃｅ　ｔｕｎｇｒｏ　ｓｐｈｅｒｉｃａｌ　ｖｉｒｕｓ）
）３Ｃ様プロテアーゼ、ＰＹＶＦ（パースニップ黄色フレックウイルス（Ｐａｒｓｎｉｐ
　ｙｅｌｌｏｗ　ｆｌｅｃｋ　ｖｉｒｕｓ））３Ｃ様プロテアーゼ、トロンビン、第Ｘａ
因子およびエンテロキナーゼの切断部位である。切断の高い厳密度により、ＴＥＶ（タバ
コエッチングウイルス）プロテアーゼの切断部位が特に好ましい。したがって、本発明に
記載のポリジーンの遺伝子は好ましくは、Ｘがいずれかのアミノ酸を表す一般式ＥＸＸＹ
ＸＱ（Ｇ／Ｓ）のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含むヌクレオチドのスト
レッチによって接続される（ＴＥＶによる切断は、ＱとＧとの間またはＱとＳとの間で生
じる）。最も好ましいのは、ＥＮＬＹＦＱＧおよびＥＮＬＹＦＱＳをそれぞれコードする
リンカーヌクレオチド配列である。
【００２２】
　好ましい自己切断ペプチド（「シス作用型加水分解性要素」（ＣＨＹＳＥＬ）とも呼ば
れる；ｄｅＦｅｌｉｐｅ　（２００２）　Ｃｕｒｒ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｎ　２，　３５
５－３７８参照）は、ポティウイルスペプチドおよびカルジオウイルス２Ａペプチドに由
来する。特に好ましい自己切断ペプチドは、ＦＭＤＶ（口蹄疫ウイルス）、ウマ鼻炎Ａウ
イルス、ゾーシーアシグナウイルス（Ｔｈｏｓｅａ　ａｓｉｇｎａ　ｖｉｒｕｓ）および
ブタテスコウイルス（ｔｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓ）由来の２Ａペプチドより選択される。
【００２３】
　本発明のポリジーンによりコードされるポリペプチドのうち少なくとも２つは、ポリジ
ーンによってコードされる１つの他のポリペプチドと少なくとも一過性に相互作用するこ
とができるかまたは、ポリジーン中に含有される遺伝子によってコードされる別のポリペ
プチドと少なくとも一過性に相互作用することができると少なくとも思われる。ポリペプ
チド間で形成される典型的な「相互作用」には、共有結合、水素結合、静電相互作用およ
びファンデルワールス相互作用が含まれる。「一過性」の相互作用は、二分子、特にタン
パク質に対して共通であり、典型的には、酵素とそれらの基質との間、受容体とそれらの
（アゴニストまたはアンタゴニスト）リガンドとの間の相互作用、代謝経路のメンバー間
の相互作用および制御性の（例えば、遺伝子制御性の）複合体のタンパク質間の相互作用
によって表される。
【００２４】
　本発明のポリジーンを構成するヌクレオチド配列によってコードされるポリペプチドは
、同一または異別であり得る。したがって、本発明の構築物中に存在する各ポリジーンは
、関心対象のタンパク質をコードする各ヌクレオチド配列の１つ以上のコピーを含有し得
る。この様式で、例えば、特に、タンパク質が通常、異なるレベルで発現するかおよび／
または異なる化学量論における巨大分子集合体中に存在する場合における望ましいタンパ
ク質の最適な発現のために機能する構築物を提供することが可能である。それゆえ、ポリ
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ペプチドが、通常使用される系においてほとんど発現しない場合、相当するコード配列の
２つ以上のコピーが、本発明の構築物の１つ以上のポリジーン中へ組み込まれ得る。同一
のアプローチは、ポリペプチドが、望ましい複合体中の二量体、三量体または多量体とし
て存在する場合、使用され得る。この様式で、本発明の構築物は、当業者が発現させるか
および／または精製することを望むいずれかの複合体または他の巨大分子集合体の必要条
件（発現レベル、化学量論等）に従って、個々に集合され得る。
【００２５】
　ポリジーンを構成する遺伝子が、多タンパク質複合体のメンバーをコードする遺伝子お
よび代謝経路のメンバーをコードする遺伝子からなる群より選択されることはさらに好ま
しい。好ましい多タンパク質複合体は、転写因子複合体等の遺伝子制御タンパク質複合体
、核内および細胞内輸送に関与する複合体等の輸送複合体、タンパク質折りたたみ複合体
、受容体／リガンド複合体、細胞－細胞間認識複合体、アポトーシスに関与する複合体、
細胞周期制御に関与する複合体等である。代謝経路のメンバーは例えば、（解糖、糖新生
、クエン酸回路、グリコーゲン生合成、ガラクトース経路、カルビン回路等の）炭水化物
代謝、（トリアシルグリセロール代謝、脂肪酸の活性化、脂肪酸（偶数鎖／奇数鎖）のβ
酸化、α酸化経路、脂肪酸生合成、コレステロール生合成等の）脂質代謝、グルタミン酸
反応、クレブス－ヘンゼライト（Ｈｅｎｓｅｌｉｅｔ）尿素回路、シキミ酸経路、Ｐｈｅ
およびＴｙｒ生合成、Ｔｒｐ生合成等の）アミノ酸代謝、（酸化的リン酸化、ＡＴＰ合成
、光合成、メタン代謝等の）エネルギー代謝、核酸代謝（プリンおよびピリミジンの生合
成および分解、ＤＮＡ複製等）のメンバーである。多タンパク質複合体のメンバーおよび
代謝経路のメンバーは例えば、その開示内容が参照により本明細書に組み入れられる、ｈ
ｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｃａｒｔａ．ｃｏｍ／ｇｅｎｅｓ／ｉｎｄｅｘ．ａｓｐおよ
びＧ．　Ｍｉｃｈａｌ　（ｅｄ．）　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐａｔｈｗａｙｓ，　１
．　ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｈｏｂｏｋｅｎ，　Ｎ
Ｊ，　ＵＳＡ，　１９９９から採取され得る。
【００２６】
　本発明に記載の各ポリジーンは、少なくとも３つの遺伝子、すなわち生物活性のあるポ
リペプチドをコードする配列を含有する。より好ましいのは、４、５、６以上またはさら
により多くのタンパク質をコードするポリジーンである。上述のように、ポリペプチドと
接続するプロテアーゼ切断部位を切断することのできるプロテアーゼは、ポリジーンの少
なくとも１つによってコードされることが好ましい。
【００２７】
　好ましい態様によると、本発明のポリヌクレオチドは、ポリジーンの１つへ各々作用可
能に連結され、したがってポリジーンの発現を調節することのできる少なくとも２つのプ
ロモーター配列を含有する。本発明の構築物中の適切なプロモーターは、ｐｏｌｈ、ｐ１
０およびｐＸＩＶ最晩期バキュロウイルスプロモーター、ｖｐ３９バキュロウイルス後期
プロモーター、ｖｐ３９ｐｏｌｈバキュロウイルス後期／最晩期プロモーター、Ｐｃａｐ

／ｐｏｌｈ、ｐｃｎａ、ｅｔｌ、ｐ３５、ｄａ２６バキュロウイルス初期プロモーター；
ＣＭＶ、ＳＶ４０、ＵｂＣ、ＥＦ－１α、ＲＳＶＬＴＲ、ＭＴ、ＰＤＳ４７、Ａｃ５、Ｐ

ＧＡＬおよびＰＡＤＨからなる群より選択され得る。プロモーター配列は、全てのポリジ
ーンに関して同一であり得るかまたは、異なるプロモーターが異なるポリジーンに関して
選択され得る。
【００２８】
　好ましくは、本発明のポリジーンを含有する各ＯＲＦは、ＳＶ４０、ＨＳＶｔｋまたは
ＢＧＨ（ウシ成長ホルモン）等の転写終結配列によって隣接される。
【００２９】
　本発明に記載のポリヌクレオチドは、エンハンサー配列または抑制因子配列等のさらな
る制御配列を含有し得る。
【００３０】
　本発明に記載のポリヌクレオチドが、ベクターまたは宿主細胞中への組み込みのための
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少なくとも１つの部位を含有することはさらに好ましい。このような組み込み部位によっ
て、（ウイルス等の）ベクターおよび宿主細胞（例えば、真核生物宿主細胞）中へのそれ
ぞれへの簡便なゲノム組み込みまたは一過性組み込みが可能となる。ゲノム組み込みのた
めの部位がより好ましい。
【００３１】
　特に好ましい組み込み部位は、ウイルス中へのポリヌクレオチドの組み込みと適合性の
あるものである。より好ましくは、組み込み部位は、アデノウイルス、アデノ随伴ウイル
ス（ＡＡＶ）、自律性パルボウイルス、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）、レトロウイル
ス、ラジノウイルス、エプスタイン・バーウイルス、レンチウイルス、セムリキ森林ウイ
ルスおよびバキュロウイルスからなる群より選択されるウイルス中へのポリヌクレオチド
の組み込みに適合する。
【００３２】
　さらに好ましい態様において、組み込み部位は、（ヒト細胞、例えばＨｅＬａ、Ｈｕｈ
７、ＨＥＫ２９３、ＨｅｐＧ２、ＫＡＴＯ－ＩＩＩ、ＩＭＲ３２、ＭＴ－２、膵臓β細胞
、ケラチノサイト、骨髄線維芽細胞、ＣＨＰ２１２、初代神経細胞、Ｗ１２、ＳＫ－Ｎ－
ＭＣ、Ｓａｏｓ－２、ＷＩ３８、初代肝細胞、ＦＬＣ３、１４３ＴＫ－、ＤＬＤ－１、臍
帯静脈細胞、胚性肺線維芽細胞、初代包皮線維芽細胞、骨肉腫細胞、ＭＲＣ５、ＭＧ６３
細胞等の）哺乳動物細胞、（ＣＰＬ、ＦＳ－１３、ＰＫ－１５等の）ブタ細胞、（ＭＤＢ
、ＢＴ等の）ウシ細胞、（ＦＬＬ－ＹＦＴ等の）ヒツジ細胞、線虫細胞、（Ｓ．セレビシ
エ、Ｓ．ポンベ、Ｃ．アルビカンス、Ｐ．パストリス等の）酵母細胞、および（Ｓ．フル
ギペルダ（ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）、例えばＳｆ９、Ｓｆ２１、Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ｓｆ＋
、Ｈｉｇｈ　Ｆｉｖｅ　Ｈ５細胞、ショウジョウバエ（Ｄ．ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）
、例えばＳ２シュナイダー細胞等の）昆虫細胞からなる群より好ましく選択され得る真核
生物宿主細胞中へのポリヌクレオチドの組み込みに適合する。
【００３３】
　特に好ましい組み込み部位は、Ｔｎ７のトランスポゾン要素、λインテグラーゼ特異的
結合部位およびＳＳＲ（部位特異的リコンビナーゼ）より選択され、好ましくはｃｒｅ－
ｌｏｘ特異的（ＬｏｘＰ）部位またはＦＬＰリコンビナーゼ特異的組み込み（ＦＲＴ）部
位である。
【００３４】
　本発明の好ましい態様において、ポリヌクレオチドは、他の毒性物質に対する耐性に基
づいて望ましい特性を有する宿主細胞を選択するための１つ以上の耐性マーカーをさらに
含む。適切な耐性マーカーの例は、アンピシリン、クロラムフェニコール、ゲンタマイシ
ン、スペクチノマイシンおよび／またはカナマイシンに対する耐性を供与するものである
。
【００３５】
　原核生物宿主細胞中への組み込みのため、本発明のポリヌクレオチドは好ましくは、原
核生物宿主中でｐｉｒ遺伝子に依存した増殖をなすための条件的Ｒ６Ｋγ複製開始点を含
む。
【００３６】
　本発明のポリヌクレオチドの特に好ましい態様は、ＷＯ２００５／０８５４５６Ａ１（
ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１３３８１）に開示される構築物中への発現カセットとしての
ポリジーンの挿入によって結果的に生じる。
【００３７】
　それゆえ、本発明のポリヌクレオチドが、
　（ａ）ＭＣＳ１に関してプロモーターＰ１および転写終結（ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ）配
列Ｔ１によって隣接され、ＭＣＳ２に関してプロモーターＰ２および転写終結配列Ｔ２に
よって隣接される多重クローニング部位ＭＣＳ１またはＭＣＳ２を各々含む、頭－頭（ｈ
ｅａｄ－ｔｏ－ｈｅａｄ）、頭－尾（ｈｅａｄ－ｔｏ－ｔａｉｌ）のまたは尾－尾（ｔａ
ｉｌ－ｔｏ－ｔａｉｌ）の配置にある少なくとも２つの発現カセットＴ１－ＭＣＳ１－Ｐ
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１およびＰ２－ＭＣＳ１－Ｔ２
　（ｂ）少なくとも２つの制限部位ＡおよびＢを含むプロモーターＰ１とＰ２との間にあ
る少なくとも１つの増殖モジュールＭ
　（ｃ）発現カセットの１つと各々隣接する少なくとも２つの制限部位ＸおよびＹを含み
、ここで、
　（ｉ）制限部位ＡおよびＸ並びにＢおよびＹは互換性があるが、しかし
　（ｉｉ）ＡＹおよびＢＸの連結産物が、制限部位Ａ、Ｂ、ＸおよびＹに特異的な制限酵
素ａ、ｂ、ｘまたはｙによって酵素的に切断可能ではなく、および
　（ｉｉｉ）制限部位ＡおよびＢ並びに制限部位ＸおよびＹは互換性がなく、ここで、各
ポリジーンは発現カセットの１つ中へ挿入される次の式Ｉ
　Ｘ－Ｔ１－ＭＣＳ１－Ｐ１－［Ａ－Ｂ］－Ｐ２－ＭＣＳ２－Ｔ２－Ｙ　　　（Ｉ）
に記載の機能的配置を含むことが好ましい。
【００３８】
　式（Ｉ）の配置を有する構築物のさらに好ましい態様に関して、ＷＯ２００５／０８５
４５６　Ａ１（ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１３３８１）に明確に参照されている。特に、
増殖モジュールＭ中の制限部位ＡおよびＢは、制限部位ＢｓｔＺ１７Ｉ、ＳｐｅＩ、Ｃｌ
ａＩおよびＮｒｕＩまたはそれらのイソ制限酵素（ｉｓｏｓｃｈｉｚｏｍｅｒ）によって
切断される制限部位からなる群より選択される。イソ制限酵素は、同一の切断部位を有す
る制限酵素である。さらに、制限部位ＸおよびＹの好ましい例は、ＰｍｅＩおよびＡｖｒ
ＩＩからなる群より選択される制限部位または、そのイソ制限酵素によって切断される制
限部位である。
【００３９】
　上述の式（Ｉ）中に含有される発現カセットのうちの１つ中へ挿入される各ポリジーン
を有する特に好ましいポリヌクレオチドは、次の特徴を含む。
　（ａ）プロモーターＰ１およびＰ２は、ｐｏｌｈおよびｐ１０からなる群より選択され
；
　（ｂ）転写終結配列は、ＳＶ４０およびＨＳＶｔｋからなる群より選択され；
　（ｃ）増殖モジュールＭにおける制限部位ＡおよびＢは、制限部位ＢｓｔＺ１７１Ｉ、
ＳｐｅＩ、ＣｌａＩおよびＮｒｕＩからなる群より選択され；
　（ｄ）制限部位ＸおよびＹは、制限部位ＰｍｅＩおよびＡｖｒＩＩからなる群より選択
され、および
　（ｅ）ウイルス組み込みのための部位は、ｃｒｅ－ｌｏｘおよびＴｎ７からなる群より
選択される。式（Ｉ）に記載の上述の配置を有するポリヌクレオチドの生成に関して、Ｗ
Ｏ２００５／０８５４５６　Ａ１（ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１３３８１）に明確に参照
されている。
【００４０】
　ポリジーンを各々含有する２つ以上のＯＲＦ内に生物活性のあるいくつものポリペプチ
ドをコードする本発明のポリヌクレオチドの提供は、多サブユニットタンパク質複合体の
メンバーをコードする遺伝子のクローニングおよび発現に関し、主要な改良を提供する。
一方で、結合されるべきコード配列の膨大なサイズおよび数のため、単一ＯＲＦ中への全
てのサブユニット遺伝子の集合はしばしば、不可能であるかまたは非常に困難である。も
う一方で、個別の発現カセット中に各々存在する多サブユニット複合体のいくつものまた
は全てのメンバーの効率的な集合はしばしば、非常に非効率的であるようになり、その理
由は、全体的な複合体収量が、最少に発現するサブユニットによって決定されるからであ
る。本発明によると、多タンパク質集合体のサブユニットは、少なくとも３つの（好まし
くは非ウイルス由来の）ポリペプチドを各々コードする（各々単一のＯＲＦを表す）少な
くとも２つのポリジーンによってコードされ、結果的に、構築物およびその構成体（特に
ポリジーンの集合体）の扱いやすいと（特に本発明のポリヌクレオチドが適切なベクター
中に存在する場合の）発現効率性との間に最適な妥協を生じる。
【００４１】
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　それゆえ、本発明のさらなる態様は、上述のポリヌクレオチドを含有するベクターであ
る。ベクターは、プラスミド、発現ベクターおよびトランスファーベクターからなる群よ
り選択され得る。より好ましくは、本発明のベクターは、真核生物の遺伝子導入、一過性
またはウイルスベクター仲介性遺伝子導入に有用である。
【００４２】
　特に好ましいベクターは、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、自律性パ
ルボウイルス、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）、レトロウイルス、ラジノウイルス、エ
プスタイン・バーウイルス、レンチウイルス、セムリキ森林ウイルスおよびバキュロウイ
ルスより選択されるウイルス等の真核生物発現ベクターである。本発明の最も好ましいベ
クターは、バキュロウイルス発現ベクターである。本発明の好ましいバキュロウイルスは
、遺伝子ｖ－ｃａｔｈおよびｃｈｉＡが機能的に破壊される態様であり、その理由は、こ
のことが、感染およびタンパク質発現の間、細胞内区画の維持の改良に至るからである。
ｖ－ｃａｔｈ遺伝子は、キチナーゼをコードするウイルスＤＮＡであるｃｈｉＡ上に並置
された遺伝子に依存する過程による細胞死の際に活性化されるウイルスプロテアーゼＶ－
ＣＡＴＨをコードする。両遺伝子は好ましくは、Ｖ－ＣＡＴＨ活性を除去し、ｃｈｉＡ遺
伝子産物からの干渉なしでキチンアフィニティクロマトグラフィーを利用する選択肢を獲
得するために破壊される。機能的に活性のあるｖ－ｃａｔｈおよびｃｈｉＡ遺伝子を欠失
するバキュロウイルス系によって生じる発現産物の品質は、ウイルス依存性タンパク質分
解活性および細胞溶解の低下のため、有意に改良される。
【００４３】
　好ましくは、本発明に記載のベクターは、ＳＳＲのための部位を含み、好ましくはｃｒ
ｅ－ｌｏｘ部位特異的組換えのためのＬｏｘＰを含む。より好ましくは、ｃｒｅ－ｌｏｘ
部位は、バキュロウイルス遺伝子ｖ－ｃａｔｈおよびｃｈｉＡのうちの１つまたは両者の
機能を破壊するため、それらの中に配置される。
【００４４】
　本発明のベクターは好ましくは、正確に集合されたベクターでうまく形質移入された宿
主の選択のための１つ以上のマーカー遺伝子を含有する。適切なマーカー遺伝子の例は、
ルシフェラーゼ、β－Ｇａｌ、ＣＡＴ、ＧＦＰ、ＢＦＰ、ＹＦＰ、ＣＦＰおよびそれらの
変異形等の蛍光タンパク質をコードする遺伝子、およびｌａｃＺα遺伝子である。マーカ
ー遺伝子は、上述の例の機能的に等価の変異形、変異体、断片または類似体あるいは、当
業者に公知の他の適切なマーカーであり得る。変異形、変異体または類似体は好ましくは
、該変異形、変異体または類似体の由来するマーカーと比較して、アミノ酸レベルで少な
くとも７５％、より好ましくは８５％、特に好ましくは９０％、特に少なくとも９５％の
相同性を示す。
【００４５】
　別の好ましい態様において、本発明のベクターは、トランスポゾン要素、好ましくはＴ
ｎ７結合部位を含む。より好ましくは、このようなトランスポゾン要素、例えばＴｎ７結
合部位は、マーカー遺伝子内に配置され、それにより転位による組み込みの成功が、機能
的マーカー遺伝子によって提供される表現型を検査することによって評価されることが可
能となる。
【００４６】
　本発明の好ましいトランスファー（ｔｒａｎｓｆｅｒ）ベクターは、ＷＯ２００５／０
８５４５６　Ａ１（ＰＣＴ／ＥＰ２００４／１３３８１；そこにそれぞれ開示される配列
番号１および２ならびに図１および２参照）に開示されるｐＦＢＤＭまたはｐＵＣＤＭに
基づいている。本発明のさらに好ましいトランスファーベクターは、上述のｐＦＢＤＭベ
クターおよびｐＵＣＤＭベクターのそれぞれの誘導体に基づいている。
【００４７】
　ｐＦＢＤＭおよびｐＵＣＤＭの特に好ましい誘導体の例は、トランスファーベクターｐ
ＳＰＬ（図３）、ｐＦＬ（図４）、ｐＫＬ（図５）およびｐＫＤＭ（図６）である。ｐＵ
ＣＤＭのように、ｐＳＰＬは、条件的な複製開始点（Ｒ６Ｋγ）を含有する。（ｐＦＢＤ
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よびｐＫＬは、ｐＢＲ３２２由来の低コピーの複製開始点を有する。ｐＦＢＤＭとの類似
性において、ｐＦＬ、ｐＫＬおよびｐＫＤＭは、トランスポゾン要素（Ｔｎ７Ｒ、Ｔｎ７
Ｌ）を含有する。ベクターｐＳＰＬ、ｐＦＬおよびｐＫＬは、（ｐＵＣＤＭがそうである
ように）二重発現カセットに隣接するＬｏｘＰの不完全な逆方向反復を有する。ベクター
は全て、多遺伝子カセット１を生じるために、上述の増殖モジュール（Ｍ）を含有する。
ｐＦＬおよびｐＫＬ（ならびに誘導体）は、受容ベクターであり、ｐＵＣＤＭおよびｐＳ
ＰＬ（ならびに誘導体）は、Ｃｒｅ仲介性プラスミド融合体における供与ベクターである
。
【００４８】
　本発明の構築物を生じるためのトランスファーベクターに関する上述の好ましい例の重
要な特徴は、次の表１に要約されている。
【００４９】
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【表１】

【００５０】
　それゆえ、本発明のポリジーンは、制限酵素切断および連結によるかまたは（例えば、
ＢＤ　Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ酵素を使用する）組換えを介してのいずれかで、多重クローニ
ング部位（ＭＣＳ１およびＭＣＳ２）におけるｐＦＢＤＭ、ｐＵＣＤＭ、ｐＳＰＬ、ｐＦ
Ｌ、ｐＫＬまたはｐＫＤＭ等のベクター中へと挿入される。バキュロウイルストランスフ
ァーベクターｐＦＢＤＭ、ｐＵＣＤＭ、ｐＳＰＬ、ｐＦＬ、ｐＫＬおよびｐＫＤＭは、改
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良されたタンパク質生成のために操作された修飾されたレシピエントバキュロウイルスＤ
ＮＡを含み、単純で迅速な方法により、この目的のために仕立てられたイー・コリ細胞中
のバキュロウイルスＤＮＡへの遺伝子の組み込みを２つのアクセス部位（ａｔｔＴｎ７お
よびＬｏｘＰ）を介して可能にする。
【００５１】
　さらなる態様によると、本発明は、本発明のポリヌクレオチドおよび／またはベクター
を含有する宿主細胞を提供する。
【００５２】
　好ましい宿主細胞の例は、ヒト、げっ歯類、ＣＰＬ、ＦＳ－１３およびＰＫ－１５等の
ブタの細胞、ＭＤＢおよびＢＴ等のウシの細胞、ＦＬＬ－ＹＦＴ等のヒツジの細胞等の哺
乳動物細胞、線虫（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ）細胞、Ｓ．セレビシエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉ
ａｅ）、Ｓ．ポンベ（Ｓ．ｐｏｍｂｅ）、Ｐ．パストリス（Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ）およ
びＣ．アルビカンス（Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）等の酵母細胞、Ｓ．フルギペルダ由来の細
胞等の昆虫細胞、好ましくはＳｆ９、Ｓｆ２１、Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ｓｆ＋またはＨｉｇｈ
　Ｆｉｖｅ　ｈ５細胞、Ｓ２シュナイダー細胞等のショウジョウバエ由来の細胞、および
イー・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）等の細菌、好ましくはＴｏｐ１０、Ｄｈ５α、ＤＨ１０α、
ＨＢ１０１、ＴＧ１、ＢＷ２３４７３およびＢＷ２３４７４の系である。
【００５３】
　好ましいヒト細胞は、ＨｅＬａ、Ｈｕｈ７、ＨＥＫ２９３、ＨｅｐＧ２、ＫＡＴＯ－Ｉ
ＩＩ、ＩＭＲ３２、ＭＴ－２、膵臓β細胞、ケラチノサイト、骨髄線維芽細胞、ＣＨＰ２
１２、初代神経細胞、Ｗ１２、ＳＫ－Ｎ－ＭＣ、Ｓａｏｓ－２、ＷＩ３８、初代肝細胞、
ＦＬＣ３、１４３ＴＫ－、ＤＬＤ－１、臍帯静脈細胞、胚性肺線維芽細胞、初代包皮線維
芽細胞、骨肉種細胞、ＭＲＣ５およびＭＧ６３細胞より選択される。
【００５４】
　本発明に記載のポリヌクレオチドおよび／またはベクターを含む宿主細胞は、単離され
た細胞であり得るかまたは、組織もしくは臓器中に存在し得る。
【００５５】
　本発明のさらなる態様は、本発明の少なくとも１つのポリヌクレオチド配列および／ま
たはベクターで形質転換されている非ヒト遺伝子導入動物に関する。好ましい遺伝子導入
動物は、げっ歯類、ブタ、ウシおよび線虫の種である。
【００５６】
　本発明の遺伝子導入動物は、多タンパク質複合体の役割の解明のために、またはインビ
ボでの生物活性に関して化合物をスクリーニングするために特に有用である。
【００５７】
　本発明のさらなる態様は、
　（ａ）少なくとも２つのポリジーンを構成する遺伝子のコード領域を提供、好ましくは
増幅する工程；
　（ｂ）少なくとも１つのプロテアーゼ切断部位および／または少なくとも１つの自己切
断ペプチドをコードする配列を該コード領域に提供する工程；
　（ｃ）単一ＯＲＦが結果として各ポリジーンをもたらすように工程（ａ）および（ｂ）
から結果的に生じる断片を集合させる工程；および
　（ｄ）少なくとも２つのポリジーンを単一ポリヌクレオチドに結合する工程
を含む、上述に定義されるポリヌクレオチドの生成のための方法である。
【００５８】
　本発明の別の局面は、
　（ａ）（好ましくは、本発明のポリヌクレオチドの生成のための上述の方法によって）
上述に定義される単一ＯＲＦ内に少なくとも３つの遺伝子を各々含む少なくとも２つのポ
リジーンを発生させる工程；および
　（ｂ）ポリジーンをプラスミドベクターまたはウイルスベクター中へクローニングする
工程；を含み、各ポリジーンの遺伝子のうちの少なくとも１つが非ウイルス由来であり、
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遺伝子によってコードされるポリペプチドのうちの少なくとも２つが遺伝子によってコー
ドされる１つの他のポリペプチドと少なくとも一過性に相互作用することのできる、本発
明に記載のベクターの生成のための方法である。
【００５９】
　好ましくは、ポリジーン中へ集合する遺伝子のうちの１つは、ポリジーンによってコー
ドされるポリペプチドを接続するプロテアーゼ切断部位を切断することのできるプロテア
ーゼをコードする遺伝子である。好ましいプロテアーゼは、上述に定義されるとおりであ
る。
【００６０】
　本発明のポリジーンおよびベクターの構築は、当業者に一般的に公知である多様な分子
生物学的技術を通じて実施されることが可能である（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａ
ｌ．　（ｅｄｓ．）　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｈｏｂｏｋｅｎ，　ＮＪ
，　ＵＳＡ，　２００３参照）。ポリジーンの生成は、例えば、（例えば、対応するｃＤ
ＮＡテンプレートを使用して）特定のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列のＰＣ
Ｒ増幅によって、好ましくは、少なくとも１つのプロテアーゼ切断部位および／または少
なくとも１つの自己切断ペプチドをコードする配列を提供するプライマー（５’または３
’のいずれか）の使用によって実施され得る。好ましくは、プライマーは、適切な制限酵
素の認識配列をさらに含有する。好ましくは、各プライマーは、他のプライマーの制限部
位とは異なる制限部位を含有し、それにより結果的に生じる増幅産物を別の増幅産物およ
び／または同一制限部位を含有する線形化されたベクターと指向性の連結をすることが可
能である。指向性の連結による構築物の生成のための別の好ましい態様によると、プライ
マーは、ＲｓｒＩＩまたはＢｓｔＥＩＩ等の自己連結可能ではないオーバーハングを生じ
る制限酵素の認識配列を含有し得る。プライマー自体が制限部位を含有しない場合、望ま
しい制限部位を含むアダプターとともに増幅産物を提供することも可能である。もちろん
、（増幅のほかに）いずれかの供給源を使用して、望ましいポリペプチドをコードする領
域を提供することも可能である。例えば、必要とされる配列は、それ自体既に存在し得る
かまたは、配列が適切な制限酵素によって切り出され得る対応するベクター中に既に存在
し得る。適切な制限部位等を含有しない構築物は、必要とされる要素を含有する適切なア
ダプターの連結によって、適切な配列（制限部位、プロテアーゼ切断部位／自己切断可能
なペプチド、リンカー等）とともに提供され得る。次に、増幅産物または（制限部位を含
有する）その他の適切な構築物が適切な制限酵素で切断される。もちろん、使用されるい
ずれかのプライマーの配列は、好ましくは適切なベクター中へのポリジーンの最終的な集
合後、単一ＯＲＦが各ポリジーンを結果として生じるよう、好ましく選択される。
【００６１】
　本発明の好ましい態様によると、次に、増幅産物または他の適切な配列は、適切なベク
ター中へ、例えば、上述に参照されるＭｕｌｔｉＢａｃベクター系のＭＣＳ１またはＭＣ
Ｓ２で連続してまたは同時に連結され得る。例えば、（ＷＯ２００５／０８５４５６　Ａ
１（ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１３３８１）に記載されるように）１つのポリジーンは、
ｐＦＤＢＭ中へ導入され得、別のポリジーンは、ｐＵＣＤＭ中へ連結され得る。次に、そ
の結果得られる構築物は、関心対象の多タンパク質複合体の発現および生成のために対応
する昆虫細胞の感染のために用意されるバキュロウイルス発現ベクターを生じるｃｒｅ－
ｌｏｘ部位特異的組換え（ｐＵＣＤＭ誘導体）およびＴｎ７特異的転位（ｐＦＢＤＭ誘導
体）によって、対応するバクミド（ｂａｃｍｉｄ）の生成のために使用される。
【００６２】
　ポリジーンを生じ、これらを適切なベクター中へ、制限／連結によって導入するほかに
、適切なリコンビナーゼを使用する相同的組換えによってこのような構築物を構築させる
ことも可能である。リコンビナーゼに基づくクローニング技術の適切な例は、ＢＤ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，　Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，　Ｇｅｒｍａｎｙ　
（ｓｅｅ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，　Ｏｃｔｏｂｅｒ　２００２，　ｐ．　１０
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）から市販されているＩｎ－Ｆｕｓｉｏｎ（登録商標）系およびＧｅｎｅ　Ｂｒｉｄｇｅ
ｓ　ＧｍｂＨ，　Ｄｒｅｓｄｅｎ，　Ｇｅｒｍａｎｙ　（ｓｅｅ　ＷＯ－Ａ－９９／２９
８３７；　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｂｒｉｄｇｅｓ．ｃｏｍ）から市販されてい
るＲｅｄ（登録商標）／ＥＴ（登録商標）組換え系である。
【００６３】
　Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ（登録商標）系は、対応する相同性領域を有する（適切なベクター
等の）線形構築物中へ融合されるべきＤＮＡ分子中に１５ｂｐの相同性領域を必要とする
。したがって、本発明のポリジーンを含有するベクターは、１５ｂｐの適切な相同的配列
とともに、（プロテアーゼ切断部位および／または自己切断ペプチドをコードするリンカ
ー配列とともに）構成しているコード領域を提供することによって、連続してまたは同時
に集合され得る。もし望まれれば、１５ｂｐの相同的配列は、構成しているコード領域が
望ましい順序で集合されるよう選択され得る。もちろん、適切な相同性領域は、望ましい
配列を含有するプライマーを使用する、対応する断片のＰＣＲ増幅によって導入され得る
。
【００６４】
　Ｒｅｄ（登録商標）／ＥＴ（登録商標）組換え系は、４０～６０塩基対の相同性配列が
必要とされるＩｎ－Ｆｕｓｉｏｎ（登録商標）系とは異なるが、断片が挿入されるべき構
築物は、線形である必要がない。組換えは、宿主中で、好ましくは二重リコンビナーゼ系
「ＥＴ」（ＲｅｃＥ／ＲｅｃＴまたはＲｅｄα／Ｒｅｄβ）を発現するイー・コリ系でイ
ンビボで実施される。したがって、ポリジーンを構成する断片は、適切なベクターととも
に適切な宿主中へ、好ましくはイー・コリ細胞中へ直接形質転換され得る。この様式で、
各ポリジーンは、（好ましくは、多タンパク質複合体の各メンバーポリペプチド＋少なく
とも１つのプロテアーゼ切断部位配列／自己切断ペプチド配列に関するコード領域を含む
）断片ごとに連続的に、または全ての断片の同時形質転換のいずれかによって適切なベク
ター中へ集合され得る。
【００６５】
　本発明の特に好ましいポリヌクレオチド構築物は、少なくとも同様の長さのポリジーン
を含有する。なぜならば、このような構築物から対応するポリタンパク質（ｐｏｌｙｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ）を発現させると、かなりの発現レベルを結果的に生じることを本発明者が
発見したからである。本発明によると、「同様な長さのポリジーン」とは、ポリジーンの
ヌクレオチド配列の長さが、５０％以下まで、より好ましくは３０％以下まで、特に２０
％以下までまたはさらにより少なく互いに異なることを意味する。
【００６６】
　さらに、本発明は、
　（ａ）ポリジーンの発現を可能にする条件下で適切な培地中で本発明に記載の宿主細胞
を培養する工程；および
　（ｂ）ポリジーンによってコードされる発現産物を培地および／または宿主細胞から回
収する工程
を含む、インビトロでの多タンパク質複合体の生成のための方法を提供する。
【００６７】
　本発明は、
　（ａ）上述に定義される単一ＯＲＦ内で少なくとも３つの遺伝子を各々含む少なくとも
２つのポリジーンを発生させる工程；および
　（ｂ）ポリジーンを動物中へ形質転換し、それによりポリジーンが該動物中で発現され
る工程
を含む、インビボでの多タンパク質複合体の生成のための方法にも関する。
【００６８】
　好ましくは、工程（ｂ）に従ったポリジーンによる動物の形質転換は、ベクター、特に
ウイルスベクター、より好ましくはバキュロウイルスベクターによって生じる。バキュロ
ウイルスは、哺乳動物手中へのポリジーンの送達に特に有用な媒体である。上述のインビ
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ボでの方法は好ましくは、哺乳動物、線虫または昆虫において実施される。適切な動物種
の特に好ましい例は、本明細書で上述に定義される。
【００６９】
　本発明の態様は、タンパク質の多サブユニット集合体に対して向けられるワクチンの調
製にも有用である。多サブユニットの複合体はしばしば、個々のタンパク質と比較して異
なるエピトープを呈する。それゆえ、本発明に従って生成される多タンパク質複合体は、
より適切な様式で自然発生する関連エピトープを呈し、したがって、抗体産生のためのよ
り良好な抗原標的を提供する。
【００７０】
　近年、重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）コロナウイルス由来の４つのタンパク質から
なるビリオン様粒子（ＶＬＰ）が、組換えバキュロウイルス発現ベクターを使用して作製
された（Ｍｏｒｔｏｌａ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４），　ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．　５７
６，　１７４－１７８参照）。ワクチンの調製のためのこのような感染性粒子の効果的な
発現は、本発明に従ったポリジーン発現系を使用して大いに促進されるであろう。特に、
ＳＡＲＳ－ＶＬＰの例よりも実質的に多くのポリペプチドを含有する多サブユニット集合
体の高収量の発現は、本発明の発現ツールによって利用可能とされる。
【００７１】
　それゆえ、本発明はさらに、
　（ａ）本発明の少なくとも１つのポリヌクレオチドおよび／またはベクターを哺乳動物
へ投与し、それにより本発明のポリジーンが哺乳動物内で発現する工程；
　（ｂ）アジュバントを哺乳動物へ場合により投与する工程；および
　（ｃ）ポリジーンによりコードされるポリペプチドの少なくとも１つに特異的な抗体お
よび／または前記抗体を産生する脾臓細胞を場合により単離する工程
を含む、ワクチンの生成のための方法に関するものである
【００７２】
　本発明は、多タンパク質集合体の組換え生成のための簡便かつ単純なアプローチを提供
する。これらの多サブユニット集合体は、タンパク質複合体相互作用または他サブユニッ
ト集合体を構成するタンパク質の修飾に関して検査され得る。本発明に従って生成される
多サブユニット集合体は、医学的価値のある生物学的に有意な活性を発揮し得る候補化合
物（有機小分子、核酸、ペプチド、ポリペプチド等）との相互作用に関してもアッセイさ
れ得る。
【００７３】
　それゆえ、本発明は、タンパク質複合体相互作用またはタンパク質修飾をアッセイする
ための方法にも関するものである。
【００７４】
　好ましい態様によると、本発明は、
　（ａ）少なくとも２つのポリジーンを含有する本発明に従った宿主細胞を提供する工程
；
　（ｂ）ポリジーンの発現を可能にする条件下で宿主細胞を維持する工程；および
　（ｃ）ポリジーンによりコードされるポリペプチド間の相互作用または前記ポリペプチ
ドの修飾を検出する工程
を含む、タンパク質複合体の相互作用またはインビトロでの多タンパク質複合体の修飾を
スクリーニングするための方法を提供する。
【００７５】
　本発明の別の好ましい態様は、（ｉ）多タンパク質複合体と相互作用することおよび／
または（ｉｉ）多タンパク質複合体内でのタンパク質の修飾かおよび／または（ｉｉｉ）
多タンパク質複合体内でのもしくは多タンパク質複合体間の相互作用を阻害するかおよび
／または多タンパク質複合体内でタンパク質の修飾を阻害することの可能な候補化合物の
インビトロでのスクリーニングのための方法であり、
　（ａ）少なくとも２つのポリジーンを含有する本発明に従った宿主細胞を提供する工程
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；
　（ｂ）ポリジーンの発現を可能にする条件下で宿主細胞を維持する工程；
　（ｃ）候補化合物を宿主細胞と接触させる工程；
　（ｄ）発現産物と候補化合物との相互作用および／または発現産物間の相互作用および
／または発現産物の修飾および／または発現産物間の相互作用の阻害を検出する工程
を含む。
【００７６】
　本発明のポリヌクレオチドおよび／またはベクターは、タンパク質－タンパク質、タン
パク質－（多）タンパク質複合体または多タンパク質複合体－多タンパク質複合体の相互
作用またはインビボでの多タンパク質複合体の修飾（リン酸化、グリコシル化等）のスク
リーニングにも適している。
【００７７】
　したがって、本発明のさらに好ましい態様は、（ｉ）多タンパク質複合体と相互作用す
ること、および／または（ｉｉ）多タンパク質複合体内でのタンパク質の修飾および／ま
たは（ｉｉｉ）多タンパク質複合体内または多タンパク質複合体間の相互作用を阻害する
ことおよび／または多タンパク質複合体内でタンパク質の修飾を阻害することのできる候
補化合物のインビボでのスクリーニングのための方法であり、
　（ａ）上述に定義される少なくとも２つのポリジーンを含有する本発明の少なくとも１
つのポリヌクレオチドおよび／またはベクターを含む動物を提供し、それによりポリジー
ンが動物中で発現する工程；
　（ｂ）候補化合物を動物へ投与する工程；および
　（ｃ）発現産物と候補化合物との相互作用および／または発現産物間の相互作用および
／または発現産物の修飾および／または発現産物間の相互作用の阻害を検出する工程
を含む。
【００７８】
　本発明の多タンパク質発現ツールは、医学的にも使用される。特に、生物活性のある多
タンパク質複合体ならびにタンパク質の医学的に有利な組み合わせ、例えば抗体混合物は
、場合によりインターロイキンおよび／またはアジュバントと組み合わせて本発明のポリ
ヌクレオチドおよび／または遺伝子送達ベクターによって、動物またはヒトへ投与される
ことが可能である。
【００７９】
　したがって、本発明はさらに、遺伝子治療のためのポリジーントランスファー媒体を含
む医薬の調製のための、上述のポリヌクレオチドおよび／またはベクターおよび／または
宿主細胞の使用に関する。
【００８０】
　治療適用のための遺伝子送達系を開発するために、多大な尽力がなされている。遺伝子
治療は、強い熱意の焦点であったが、過去には非難もあった。今日まで、ヒト疾病に関す
るインビボおよびエクスビボでの安全で適用可能な臨床的戦略を達成するための過程にお
いて、臨床治験における遺伝子治療を評価する上での主要な進展があった（Ｗｏｒｇａｌ
ｌ　Ｓ．　（２００４）　Ｐｅａｄｉａｔｒ．　Ｎｅｐｈｒｏｌ．参照）。全般的に、遺
伝子治療はいまや、遺伝子の補正のための、および治療用遺伝子産物の持続的発現または
一過性発現を引き起こす獲得された疾患のための非常に見込みのある手段として有効であ
る（Ｗｏｒｇａｌｌ　Ｓ．、上述）。ウイルスをベースとした組換えベクター、特に哺乳
動物宿主中で複製形質転換受容性ではないものは、哺乳動物細胞遺伝子送達のための強力
なツールとして近年出現し、ヒト、霊長類、げっ歯類、ウシ、ブタおよびヒツジの細胞を
含む哺乳動物細胞系の全範囲へうまく適用されている（Ｋｏｓｔ　ａｎｄ　Ｃｏｎｄｒｅ
ａｙ　（２００２）　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　２０，　１７３－１８０に概説
）。エクスビボおよびインビボの両者で複雑な遺伝子トランスファー／治療効果を得るた
め、単一遺伝子治療によるものよりもむしろ組み合わさった遺伝子治療によるより強力な
結果を達成するために、多シストロン性のウイルスベクターに関する需要が高まってきた
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（ｄｅ　Ｆｅｌｉｐｅ　（２００２），　Ｃｕｒｒ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　２，　３
５５－３７８；　Ｐｌａｎｅｌｌｅｓ　（２００３）　Ｍｅｔｈ．　ＭｏＩ．　Ｂｉｏｌ
．　２２９，　２７３－２８４）。例えば、補体の系による不活性化を遮断するためにイ
ンビボで投与されるべき担体ウイルス中へのアクセサリー遺伝子の組み込みの要求も、ヒ
ト崩壊促進因子タンパク質ドメイン融合を運搬したバキュロウイルスｇｐ６４外被タンパ
ク質を有する偽型バキュロウイルスを使用することによって示されており（Ｈｕｅｓｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．　（２００１）　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　１９，　４５１－４５５
）、治療目的のためにトランスファーされるべき多重遺伝子に加え、ウイルス産生レベル
に関する組換え修飾を提供する必要性を実証している。
【００８１】
　したがって、本発明の組換えバキュロウイルスは、遺伝子治療製剤を調製するために好
ましい。より好ましくは、本発明の製剤のために使用されるベクターは、
　（ｉ）１つ以上の治療用ポリペプチドおよび
　（ｉｉ）１つ以上のバキュロウイルスタンパク質
をコードする上述に定義される少なくとも２つのポリジーンを含むバキュロウイルスであ
る。
【００８２】
　好ましい態様において、（ｉｉ）に従ったタンパク質は、偽型バキュロウイルスから発
現されるヒト化バキュロウイルスタンパク質、好ましくは、ヒト化バキュロウイルス外被
タンパク質ｇｐ６４、例えば崩壊促進因子等のヒトタンパク質と融合されたｇｐ６４であ
る。
【００８３】
　さらに、本発明は、
　（ａ）本発明に従ったポリヌクレオチドを含むポリジーントランスファー媒体を提供す
る工程；および
　（ｂ）遺伝子疾患を罹患している患者へポリジーントランスファー媒体を投与する工程
を含む、インビボでの遺伝子治療法に関するものである。
【００８４】
　本発明はさらに、
　（ａ）遺伝子疾患を罹患している患者の細胞を回収する工程；
　（ｂ）本発明に従ったポリヌクレオチドを含むポリジーントランスファー媒体で、回収
された細胞を形質転換する工程；および
　（ｃ）形質転換された細胞を患者へ投与する工程
を含む。
【００８５】
　本発明に従って生成される多タンパク質複合体は、生物物理的研究、特に結晶学的、電
子顕微鏡的および／またはＮＭＲの技術を使用する構造研究、特にタンパク質－タンパク
質相互作用のための、および薬物開発のためのタンパク質化学的研究において有利に使用
され得る。
【００８６】
　したがって、本発明は、多タンパク質複合体の結晶化のための、本発明のポリヌクレオ
チドおよび／またはベクターおよび／または宿主細胞の使用に関する。
【００８７】
　本発明のさらなる態様は、
　（ａ）ポリジーンを構成するコード配列のＰＣＲ増幅のためのプライマー；
　（ｂ）プラスミドベクターまたはウイルスベクター；および
　（ｃ）場合により、プラスミドまたはベクターの増殖に適した宿主細胞
を含む多タンパク質複合体の調製のためのキットである。
【００８８】
　プライマーは、各ポリジーンのための単一ＯＲＦを生成するための要求と適合するよう
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簡便に設計され、プラスミドベクターまたはウイルスベクター中へ連結のための制限部位
を（連続的または同時に）含有し得るかおよび／またはプライマーは、（例えば、上述の
Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ（登録商標）系またはＲｅｄ（登録商標）／ＥＴ（登録商標）系を使
用する）相同的組換えによってプラスミドベクターまたはウイルスベクター中へポリジー
ンを集合させるかおよび／または挿入するための配列を含有し得る。
【００８９】
　本発明は、次の制限のない実施例によってさらに説明される。
【００９０】
　実施例１：ポリジーンの生成および発現ベクター中への連結
　ポリジーンを発生させる原理は、ヒトＴＡＴＡボックス結合タンパク質（ｈＴＢＰ）中
心（ｈＴＢＰｃ、位置１５９で切断された全長タンパク質のｃ末端断片）を使用すること
によってここに示される。ＲｓｒＩＩ制限部位を有するオーバーハングを含有する遺伝子
の５’末端にアニールし、アミノ酸スペーサーおよびタバコエッチングウイルス（ＴＥＶ
）切断部位をさらにコードするセンスプライマーを使用するポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）によって、ｈＴＢＰｃをコードする遺伝子を増幅した。アンチセンスプライマーは、
遺伝子の３’末端へアニールし、ＲｓｒＩＩ制限部位を含有した。ＲｓｒＩＩは、自己連
結しない３ヌクレオチドの非対称性オーバーハングを生じる制限酵素であり、制限産物は
非対称性であり、連結は方向性産物を生じる。ＰＣＲ産物をＲｓｒＩＩで消化し、精製し
た。ＰＣＲ産物のＤＮＡ（配列番号１）および推定アミノ酸配列（配列番号２）を図１に
示す。
【００９１】
　連結は、図２に示されるｈＴＢＰｃのコンカタマーを生じた。適切なベクター中へのイ
ンビトロでの連結反応混合物のサブクローニングは、ＴＥＶプロテアーゼ切断部位によっ
て分離される単一ポリタンパク質中で１、２、３および５のｈＴＢＰタンパク質をコード
するポリジーンを含有する発現構築物を生じた。結果として生じる発現ベクターのうちの
１つ（ｐＦＢＤＯ［ｈＴＢＰｃ］３）の模式的呈示およびヌクレオチド配列（配列番号３
）を図３および図４にそれぞれ示す。
【００９２】
　実施例２：ヒト一般的転写因子のサブユニットをコードするポリジーンを含有するバキ
ュロウイルストランスファーベクターの生成
　遺伝子が、バキュロウイルス発現のためのトランスファーベクターｐＵＣＤＭ（ＷＯ２
００５／０８５４５６　Ａ１（ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１３３８１）参照）中へ挿入さ
れたｈＴＢＰｃに加え、ヒトＴＢＰ関連因子ｈＴＡＦ１およびｈＴＡＦ２を含むポリタン
パク質をコードする、アミノ酸スペーサーおよびＴＥＶプロテアーゼ部位をコードする配
列によって分離されている、ポリジーンを生成した。結果として生じる構築物ｐＵＣＤＭ
ＣＳＴＡＦ１ＴＢＰｃＴＡＦ２の模式的呈示を図９に示す。構築物のヌクレオチド配列を
図１０（配列番号４）に示す。バキュロウイルス発現のためのトランスファーベクターｐ
ＦＢＤＭ（ＷＯ２００５／０８５４５６　Ａ１（ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１３３８１）
参照）中へ挿入されたＴＥＶプロテアーゼ及びヒトＴＢＰ関連因子ｈＴＡＦ６およびｈＴ
ＡＦ９を含むポリタンパク質をコードするポリジーンを含有するさらなる構築物を生成す
る。遺伝子は、アミノ酸スペーサーおよびＴＥＶプロテアーゼ部位をコードする配列によ
って分離されている。結果として生じる構築物ｐＦＤＤＯ［ＨｉｓＴＥＶＴＡＦ６ＴＡＦ
９］ｈｉｓの模式的呈示を図１１に示す。この構築物のヌクレオチド配列を図１２（配列
番号５）に示す。
【００９３】
　実施例３：バクミド構築物の調製、昆虫細胞の感染およびタンパク質発現
　上述の２つのポリジーンを含むバクミド構築物の構築のため、構築物ｐＵＣＤＭＣＳＴ
ＡＦ１ＴＢＰｃＴＡＦ２（ｐＵＣＤＭ誘導体）およびｐＦＤＤＯ［ＨｉｓＴＥＶＴＡＦ６
ＴＡＦ９］ｈｉｓ（ｐＦＢＤＭ誘導体）を各々、ＷＯ２００５／０８５４５６　Ａ１（Ｐ
ＣＴ／ＥＰ２００４／０１３３８１）の実施例５（ｐＵＣＤＭＣＳＴＡＦ１ＴＢＰｃＴＡ
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Ｆ２用；Ｃｒｅ－ｌｏｘ部位特異的組換え）および実施例６（ｐＦＤＤＯ［ＨｉｓＴＥＶ
ＴＡＦ６ＴＡＴＡＦ９］ｈｉｓ用；Ｔｎ７転位）に記載されているＤＨ１０ＭｕｌｔｉＢ
ａｃＣｒｅ細胞中へ導入した。望む場合、一工程転位／ｃｒｅ－ｌｏｘ部位特異的組換え
は、同様にＷＯ２００５／０８５４５６　Ａ１（ＰＣＴ／ＥＰ２００４／０１３３８１）
において記載されているＤＨ１０ＭｕｌｔｉＢａｃＣｒｅ細胞で実施され得る。確立され
たプロトコールに従って、バクミド調製、昆虫細胞の感染およびタンパク質発現を実施し
た（例えば、Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９４）　“Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕ
ｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｖｅｃｔｏｒｓ．　Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａ
ｌ“　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　－　Ｏ
ｘｆｏｒｄ；　”Ｂａｃ－ｔｏ－　ＢａｃTM　Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｍａｎｕａｌ”　Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｉｎｃ．，　２０００参照）。
【００９４】
　次の配列リストは、本明細書の一部であり、その中で、配列は次のとおりである。
【００９５】
　配列番号１は、図１に示されるヒトＴＡＴＡボックス結合タンパク質（ｈＴＰＢ）中心
（ｈＴＢＰｃ、位置１５９で切断された全長タンパク質のｃ末端断片）をコードするＰＣ
Ｒ産物のヌクレオチド配列である。
【００９６】
　配列番号２は、図１に示されるヒトＴＡＴＡボックス結合タンパク質中心（ｈＴＢＰｃ
）のアミノ酸配列である。
【００９７】
　配列番号３は、図８に示されるｐＦＢＤＯ［ｈＴＢＰｃ］３のヌクレオチド配列である
。
【００９８】
　配列番号４は、図１０に示されるｐＵＣＤＭＣＳＴＡＦ１ＴＢＰｃＴＡＦ２のヌクレオ
チド配列である。
【００９９】
　配列番号５は、図１２に示されるｐＦＢＤＯ［ＨｉｓＴＥＶＴＡＦ６ＴＡＦ９］ｈｉｓ
のヌクレオチド配列である。
【図面の簡単な説明】
【０１００】
【図１】図１は、ヒトＴＡＴＡボックス結合タンパク質（ｈＴＰＢ）中心（ｈＴＢＰｃ、
位置１５９で切断された全長のタンパク質のｃ末端断片）をコードするＰＣＲ産物のヌク
レオチド配列（配列番号１）および推定アミノ酸配列（配列番号２）を示す。（プライマ
ー配列中に存在する）ＲｓｒＩＩ制限部位の位置が示されている。
【図２】図２は、ｈＴＢＣ遺伝子セグメントのインビトロでの連結および混合物のサブク
ローニングのアガロースゲル電気泳動分析の写真を示す。ＰＣＲで増幅されたｈＴＰＢｃ
遺伝子をＲｓｒＩＩで消化し、精製した（レーン１）。リガーゼとのインキュベーション
は、各１つのＯＲＦ中で連結された１、２、３およびそれより多くの遺伝子を含有するコ
ンカテマーのラダーを生じる（レーン２、レーン３はＭＢＩ　ＤＮＡマーカー１ｋｂラダ
ーである）。１つのポリジーンを含有するこのように生じた発現構築物の混合物のサブク
ローニングは、ＲｓｒＩＩを使用して制限消化することによって遊離されることが可能で
ある連結されたｈＴＢＰｃ遺伝子の異なる数を有する（レーン４～７）。挿入されたポリ
ジーンの外側の消化は、各場合において単一のＯＲＦを生じた１（レーン８）、２（レー
ン９）、３（レーン１０）および５（レーン１１）のｈＴＢＰｃ遺伝子を証明する。
【図３】図３は、本発明の好ましいトランスファーベクター構築物の基礎となる基本的な
トランスファーベクターｐＳＰＬの模式的呈示を示す。
【図４】図４は、本発明の好ましいトランスファーベクター構築物の基礎となる基本的な
トランスファーベクターｐＦＬの模式的呈示を示す
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【図５】図５は、本発明の好ましいトランスファーベクター構築物の基礎となる基本的な
トランスファーベクターｐＫＬの模式的呈示を示す。
【図６】図６は、本発明の好ましいトランスファーベクター構築物の基礎となる基本的な
トランスファーベクターｐＫＤＭの模式的呈示を示す。
【図７】図７は、トランスファーベクター構築物ｐＦＢＤＯ［ｈＴＢＰｃ］３の模式的呈
示を示す。
【図８】図８は、ｐＦＢＤＯ［ｈＴＢＰｃ］３（配列番号３）のヌクレオチド配列を示す
。
【図９】図９は、トランスファーベクター構築物ｐＵＣＤＭＣＳＴＡＦ１ＴＢＰｃＴＡＦ
２の模式的呈示を示す。
【図１０】図１０は、ｐＵＣＤＭＣＳＴＡＦ１ＴＢＰｃＴＡＦ２（配列番号４）のヌクレ
オチド配列を示す。
【図１１】図１１は、トランスファーベクター構築物ｐＦＢＤＯ［ＨｉｓＴＥＶＴＡＦ６
ＴＡＦ９］ｈｉｓの模式的呈示を示す。
【図１２】図１２は、ｐＦＢＤＯ［ＨｉｓＴＥＶＴＡＦ６ＴＡＦ９］ｈｉｓ（配列番号５
）のヌクレオチド配列を示す。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図５】

【図６】

【図７】 【図８－１】
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【図８－２】 【図８－３】

【図９】 【図１０－１】
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【図１０－２】 【図１０－３】

【図１０－４】 【図１０－５】
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【図１１】 【図１２－１】

【図１２－２】 【図１２－３】
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