
(57)【要約】
本発明は、可溶性形態ヒトＳＳＡＯ（セミカルバジド感受性アミンオキシダーゼ）、選択
可能融合パートナー、シグナルペプチド；およびプロテアーゼ切断部位を含む融合タンパ
ク質をコードするヌクレオチド配列を含む組換え構築物に関する。当該構築物は、ヒトＳ
ＳＡＯの可溶性形態の生成のための方法において有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ ｉ ） 宿 主 細 胞 か ら の 融 合 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 指 令 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、
（ ｉ ｉ ） ヒ ト セ ミ カ ル バ ジ ド 感 受 性 ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ） の 可 溶 性 形 態 、
（ ｉ ｉ ｉ ） ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 の ダ イ マ ー 化 を 、 可 能 と す る 融 合 パ ー ト ナ ー 、 お よ
び
（ ｉ ｖ ） 該 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 と 該 融 合 パ ー ト ナ ー の 間 に 位 置 す る プ ロ テ ア ー ゼ 切
断 部 位 、
を 含 む 、 分 泌 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
該 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 が 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ２ ９ な い し ７ ６ ３ ま た は そ の フ ラ
グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 １ の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
該 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ の 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
該 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 が 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ２ ９ な い し ７ ６ ３ を 含 む 、 請 求 項 ２
の 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
該 融 合 タ ン パ ク 質 が ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 膜 横 断 部 分 を 欠 く 、 請 求 項 １ の 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
該 融 合 タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ６ な い し ２ ６ を 欠 く 、 請 求 項 １ の 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
該 融 合 パ ー ト ナ ー が ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 の Ｎ 末 端 部 分 に 融 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １
の 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
該 融 合 パ ー ト ナ ー が グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ま た は そ の 機 能 的 に 同 等 の 変 異 体
で あ る 、 請 求 項 １ の 核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
該 融 合 パ ー ト ナ ー が Schistosoma japonicumグ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 変 異 体
で あ っ て 、 該 変 異 体 は 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ８ ５ 、 １ ３ ８ お よ び １ ７ ８ 位
の 少 な く と も １ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 、 請 求 項 ８ の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 融 合 パ ー ト ナ ー が 配 列 番 号 ４ ま た は 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ８ の 核 酸
。
【 請 求 項 １ １ 】
該 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ 重 鎖 シ グ ナ ル ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
該 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 が ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 で あ る 、 請 求 項 １ の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ３ 】
該 ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｅ Ａ Ｌ Ｆ Ｑ Ｇ （ 配 列 番 号 ６ ） を 含 む 、 請 求
項 １ ２ の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ４ 】
該 融 合 タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 ２ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ４ の 核 酸 を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
組 換 え ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 精 製 の た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） 請 求 項 １ ５ の 発 現 ベ ク タ ー で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と 、
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（ ｉ ｉ ） 培 養 培 地 中 で 、 か つ 該 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 該
培 養 培 地 に 分 泌 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 分 泌 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 融 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て の ア フ ィ ニ テ ィ を 有 す
る リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る こ と 、
（ ｉ ｖ ） 該 融 合 パ ー ト ナ ー お よ び ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 を 分 離 す る こ と 、 お よ び
（ ｖ ） ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 を 回 収 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
融 合 パ ト ナ ー に 対 し て の ア フ ィ ニ テ ィ を 有 す る リ ガ ン ド が グ ル タ チ オ ン ま た は そ の 誘 導 体
で あ る 、 請 求 項 １ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
該 融 合 パ ー ト ナ ー を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 に よ っ て ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 か ら 分 離 す る
、 請 求 項 １ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
該 プ ロ テ ア ー ゼ が ピ コ ル ナ ウ イ ル ス ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
該 プ ロ テ ア ー ゼ が ラ イ ノ ウ イ ル ス ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
該 プ ロ テ ア ー ゼ を 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ せ て 融 合 プ ロ テ ア ー ゼ 得 る 、 請 求 項 １ ９ の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
該 融 合 プ ロ テ ア ー ゼ が 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 か ら 、 該 融 合 プ ロ テ ア ー ゼ を 該 融 合 プ
ロ テ ア ー ゼ に 対 し て の ア フ ィ ニ テ ィ を 有 す る リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る こ と を 含 む 方 法 に よ っ
て 分 離 さ れ る 、 請 求 項 ２ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
固 定 化 さ れ た 組 換 え ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 製 造 の た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） 細 胞 を 請 求 項 １ ５ の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と 、
（ ｉ ｉ ） 該 細 胞 を 、 培 養 培 地 中 で 、 か つ 該 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 融 合 タ ン パ
ク 質 を 該 培 養 培 地 中 へ 分 泌 さ せ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 該 分 泌 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 融 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て の ア フ ィ ニ テ ィ を 有
す る リ ガ ン ド へ 結 合 さ せ 、 こ れ に よ っ て 該 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
該 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 該 融 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て の ア フ ィ ニ テ ィ を 有 す る リ ガ ン ド 上 に 固
定 化 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 ヒ ト セ ミ カ ル バ ジ ド 感 受 性 ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ） の 可 溶 性 形 態 、 分
泌 可 能 融 合 パ ー ト ナ ー 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む 融 合 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 体 構 築 物 に 関 す る 。 本 発 明 は ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ
Ｏ の 可 溶 性 形 態 の 精 製 の た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 組 換 え 体 構 築 物 を 利 用 す る 当 該 方 法 に
も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景 技 術
セ ミ カ ル バ ジ ド 感 受 性 ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ） は 、 酵 素 の 銅 含 有 ア ミ ン オ キ シ ダ
ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属 し （ Ｃ ｕ Ａ Ｏ ； Ｅ Ｃ ． １ ． ４ ． ３ ． ６ ） 、 そ し て 真 核 お よ び 原 核 生 物
の 両 方 に 広 く 分 布 す る （ Buffoni, 1993） 。 こ の 豊 富 な 酵 素 の 生 理 学 的 役 割 は 、 本 質 的 に
未 知 で 、 そ し て 高 ア フ ィ ニ テ ィ の 内 生 基 質 は こ れ ま で 同 定 さ れ ず 、 し か し ベ ン ジ ル ア ミ ン
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は 、 人 工 的 な 高 ア フ ィ ニ テ ィ 基 質 で あ る （ Buffoni, 1993; Callingham et al., 1995;Lyl
es, 1996, Hartmann and McIntire, 1997; Holt et al., 1998） 。 ヒ ト に お い て 高 Ｓ Ｓ Ａ
Ｏ 活 性 は 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 に 見 出 さ れ る （ Lewinsohn 1984; Nakos and Gossrau, 1994; Y
u et al., 1994; Lyles and Pino, 1998; Jaakkola et al., 1999） 。 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 活 性 は ま
た 、 非 血 管 型 の 平 滑 筋 細 胞 に お よ び 内 皮 細 胞 に 検 出 さ れ た （ Lewinsohn, 1984; Castillo 
et al., 1998; Jaakkola et al., 1999） 。 小 量 の Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 は ま た 、 組 織 結 合
形 態 と 比 較 し て 類 似 特 性 を 示 す 血 液 中 に 見 出 さ れ る （ Yu and Zuo, 1993; Yu et al., 199
4; Kurkijaervi et al, 1998） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
多 く の 研 究 は 、 血 漿 中 の Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 活 性 が 、 い く つ か の ヒ ト の 状 態 、 例 え ば 心 不 全 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 糖 尿 病 で 上 昇 す る こ と を 実 証 し た （ Lewinsohn, 1984; Boomsma e
t al., 1997; Ekblom. 1998; Boomsma et al., 1999; Meszaros et al., 1999） 。 酵 素 活
性 の こ れ ら の 変 化 に 横 た わ る 機 構 は 、 現 在 特 徴 付 け ら れ て い な い 。 内 生 ア ミ ン オ キ シ ダ ー
ゼ に よ っ て 生 産 さ れ る 反 応 性 ア ル デ ヒ ド お よ び 水 素 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 、 心 臓 血 管 疾 患 の
進 行 の 原 因 と な り ま た は 寄 与 し 得 る こ と 、 お よ び 糖 尿 病 に お け る Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 活 性 の 阻 害 が 血
管 合 併 症 を 減 少 さ せ 得 る こ と を 示 唆 し た （ Ekblom, 1998） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
最 近 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が （ Zhang and McIntire, 1996） 、 血 管 接 着 タ ン パ ク
質 １ （ Ｖ Ａ Ｐ － １ ） で あ っ て リ ン パ 細 胞 の 、 末 梢 リ ン パ 節 血 管 内 皮 細 胞 へ の 結 合 を 仲 介 す
る こ と に よ っ て リ ン パ 細 胞 再 循 環 を 知 覚 す る （ Smith et al., 1998;ま た Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ５ ３
０ ４ ９ 参 照 ） も の と 同 一 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ／ Ｖ Ａ Ｐ － １ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
は 、 受 託 番 号 Ｕ ３ ９ ４ ４ ７ お よ び Ｎ Ｍ 　 ０ ０ ３ ７ ３ ４ で 寄 託 さ れ て い る （ 配 列 番 号 １ ） 。
Ｖ Ａ Ｐ － １ は ま た 、 炎 症 性 条 件 下 で 内 皮 細 胞 表 面 上 で 上 方 調 節 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た (S
mith et al., 1998)。 し か し 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 接 着 特 性 は 、 内 皮 細 胞 で の み 見 出 さ れ た の み で
あ る 。 平 滑 筋 細 胞 に お い て 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ は リ ン パ 細 胞 の 結 合 を 支 持 し な い （ Jaakola et al.
, 1999） 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 、 構 造 モ デ ル 化 お よ び 実 験 デ ー タ は 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ が 、 単 一 Ｎ
末 端 膜 横 断 (spanning)ド メ イ ン に よ っ て 原 形 質 膜 に ア ン カ ー 付 け ら れ て い る ２ つ の ９ ０ －
１ ０ ０ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ホ モ ダ イ マ ー 性 糖 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 唆 す る （
Morris et al., 1997; Smith et al., 1998; Salminen et al., 1998） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
組 換 え 体 哺 乳 動 物 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 精 製 、 ま た は 天 然 起 源 か ら の 、 ほ と ん ど 均 質 の 多 量 の ヒ ト Ｓ
Ｓ Ａ Ｏ へ の 精 製 に つ い て こ れ ま で 何 ら 報 告 は 刊 行 さ れ て い な い 。 １ つ の 報 告 は 、 検 出 目 的
の た め の 完 全 長 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の Ｎ 末 端 へ 融 合 さ れ た Ｆ Ｌ Ａ Ｇ ペ プ チ ド の 使 用 は 記 載 し た が
、 し か し ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の 精 製 の た め の そ の 使 用 に つ い て の 結 果 を 提 示 さ れ な か
っ た (Smith et al., 1998)。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 、 小 量 の ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ を 、 イ
ム ノ ブ ロ テ ィ ン グ の た め に 、 血 清 お よ び 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト か ら イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ 法 で 精
製 さ れ た (Smith et al., 1998; Kurkijaervi et al., 1998)。 結 果 的 に 、 有 意 な 量 の ヒ ト
Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 精 製 の た め の 代 替 的 方 法 の 必 要 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Schistosoma japonicum由 来 の グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） は 、 ホ モ ダ
イ マ ー 細 胞 質 性 酵 素 で あ っ て 、 固 定 化 コ フ ァ ク タ ー グ ル タ チ オ ン を 使 用 す る ア フ ィ ニ テ ィ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 次 い で 還 元 性 グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ） を 使 用 す る 競 合 的 溶 出 に よ っ
て 精 製 で き る も の で あ る 。 こ の 特 異 的 相 互 作 用 の 利 益 に よ っ て 、 E. coli細 胞 内 発 現 の た
め の 遺 伝 子 融 合 系 が 、 Smithお よ び 共 同 研 究 者 に よ っ て 開 発 さ れ （ Smith & Johnson, 1998
、 ま た Ｗ Ｏ ８ ８ ／ ０ ９ ３ ７ ２ 参 照 ） 、 Ｇ Ｓ Ｔ へ 融 合 さ れ た 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ
び 精 製 を 容 易 化 し た 。 融 合 体 パ ー ト ナ ー と し て Ｇ Ｓ Ｔ を 使 用 す る こ と に と も な う 潜 在 的 な
欠 点 は 、 そ の 表 面 上 の 遊 離 シ ス テ イ ン が 、 酸 化 的 環 境 に 曝 露 さ れ た と き に 例 え ば 融 合 さ れ
る 標 的 タ ン パ ク 質 上 の 遊 離 シ ス テ イ ン と 架 橋 し 得 る 可 能 性 で あ る 。 こ の リ ス ク を 最 小 化 す
る た め 、 そ し て Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 可 能 と す る た め 、 Ｇ Ｓ Ｔ の 突 然 変 異 体 形 態
が 最 近 開 発 さ れ 、 こ れ は ホ モ ダ イ マ ー を 形 成 す る 能 力 お よ び 酵 素 活 性 の 両 方 を 保 持 す る (T
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udyka and Skerra, 1997)。 Ｇ Ｓ Ｔ の ホ モ ダ イ マ ー 化 傾 向 を 使 用 し 、 増 加 さ れ た ア ビ ジ チ
ー 効 果 の た め に 、 融 合 さ れ る 標 的 タ ン パ ク 質 の ダ イ マ ー 化 を 喚 起 す る こ と が で き る (Tudyk
a and Skerra, 1997)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
文 献 に 記 載 さ れ た 代 替 的 ホ モ ダ イ マ ー 性 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ
領 域 （ Hollenbaugh et al., 1992; Sakurai et al., 1998; Lo et al., 1998; Dwyer et 
al., 1999） お よ び ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 、 例 え ば Ｇ Ｃ Ｎ ４ （ Rieker and Hu, 2000; Mueller 
et al., 2000） で あ る 。 い く つ か の 種 々 の タ ン パ ク 質 が 、 種 々 の 目 的 の た め 、 例 え ば ア ビ
ジ チ ー を 増 加 さ せ る た め （ Dwyer et al., 1999; Muller et al., 2000)お よ び 途 切 れ た Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 の 高 ア フ ィ ニ テ ィ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 を 回 復 す る た め に （ Rieker and Hu, 200
0） こ れ ら の ホ モ ダ イ マ ー 性 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に 融 合 さ れ た 。 Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、
低 ｐ Ｈ バ ッ フ ァ ー に よ る 溶 出 に 関 係 す る タ ン パ ク 質 Ａ ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ っ て 精 製 で き （ Sakurai et al., 1998; Lo et al., 1998） 、 こ れ は 融 合 さ れ た 標 的 タ
ン パ ク 質 の 活 性 を 減 少 さ せ 得 る （ Graeslund et al., 1997） 。 融 合 パ ー ト ナ ー と し て Ｆ ｃ
を 使 用 す る こ と に 随 伴 す る さ ら な る 問 題 は 、 細 胞 生 長 の た め の 血 清 の 使 用 で あ っ て 、 こ れ
は 分 泌 さ れ た Ｆ ｃ 融 合 物 の 検 出 お よ び 精 製 を 複 雑 に し 、 な ぜ な ら 血 清 は 多 量 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 含 む か ら で あ る （ Skurai et al., 1998） 。 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー Ｇ Ｃ Ｎ ４ は 、 E. coli
に お い て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 融 合 パ ー ト ナ ー と し て ほ と ん ど 使 用 さ れ （ Mueller et a
l., 2000） 、 そ し て ア フ ィ ニ テ ィ タ グ を 融 合 し 、 精 製 を 容 易 化 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
図 １ は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 　 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 概 略 図 で あ る 。 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 パ ー ト ナ ー に お け
る ３ つ の シ ス テ イ ン か ら セ リ ン へ の 突 然 変 異 （ GenBank受 託 番 号 Ｍ １ ４ ６ ５ ４ を 有 す る 配
列 に よ る 残 基 ８ ５ 、 １ ３ ８ お よ び １ ７ ８ ） は 、 太 字 で 示 さ れ る 。 ボ ッ ク ス を 付 し た 配 列 は
、 ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ の 認 識 配 列 を 示 す 。
図 ２ は 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 精 製 プ ロ セ ス の 概 観 で あ る 。 そ れ ぞ れ の 精 製 工 程 に つ い て 決 定 さ れ た 特
異 的 活 性 を 示 す 。
図 ３ は 、 ｐ Ｍ Ｂ ８ ８ ７ と 命 名 さ れ た Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー の 該 略 図 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 開 示
本 発 明 に し た が っ て 、 予 測 で き な い こ と に 、 可 溶 性 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ が 、 可 溶 性 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の ダ
イ マ ー 化 を 可 能 と す る こ と の で き る 融 合 パ ー ト ナ ー を 利 用 す る 精 製 系 に お い て 、 ミ リ グ ラ
ム 量 で 生 産 す る こ と が で き る こ と が 見 出 さ れ た 。 結 果 的 に 、 第 一 側 面 で は 、 本 発 明 は 融 合
タ ン パ ク 質 で あ っ て
（ ｉ ） ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 、
（ ｉ ｉ ） Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の ダ イ マ ー 化 を 可 能 と す る 分 泌 可 能 融 合 パ ー ト ナ ー 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 宿 主 細 胞 か ら の ポ リ ペ プ チ ド の 、 培 養 培 地 へ の 分 泌 を 可 能 と す る シ グ ナ ル ペ プ
チ ド 、 お よ び
（ ｉ ｖ ） ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 変 異 体 お よ び 融 合 パ ー ト ナ ー の 間 に 位 置 す る プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 体 構 築 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
当 業 者 に 理 解 さ れ る よ う に 、 該 組 換 え 体 構 築 物 は 所 望 に よ り 種 々 の 長 さ の ス ペ ー サ ー ア ミ
ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る １ ま た は ２ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う
な ス ペ ー サ ー 配 列 を 使 用 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 内 の フ レ キ シ ビ リ テ ィ ー を 増 加 さ せ 、 ま た は
タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 間 の ス ペ ー ス を 増 加 さ せ 、 そ の 結 果 、 隣 接 ド メ イ ン と 独 立 に 折 り 畳 み
が 起 こ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ス ペ ー サ ー は 、 導 入 さ れ た 切 断 可 能 認 識 配 列 で 切 断 す る
プ ロ テ ア ー ゼ の 接 近 可 能 性 を 増 加 さ せ る た め に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 は 、 好 ま し く は 、 野 生 型 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 膜 横 断 部 分 を 欠 く 。 Ｓ
Ｓ Ａ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 膜 横 断 部 分 は 、 当 業 界 で 知 ら れ （ Morris et al., 1997; Holt et a
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l., 1998; Smith et al., 1998） 、 そ し て 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ５ な い し ２ ７ 、 特 に ア ミ
ノ 酸 ６ な い し ２ ６ に 本 質 的 に 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 膜 横 断 部 分 を 除 き 、 配 列 番 号 ２ の ２ ９ 位 な い し ７ ６ ３ 位
を 好 ま し く は 含 み 、 ま た は 本 質 的 に そ れ か ら な る 。 し か し 、 当 業 者 は 、 膜 横 断 部 分 の 一 部
が 該 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が な お も そ の 本 質 的 に 可 溶 性 の 特 性 を 維 持
し つ つ 、 含 み 得 る こ と を 理 解 す る 。 結 果 的 に 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号
２ の 例 え ば ２ ７ な い し ７ ６ ３ 位 、 ま た は ２ ８ な い し ７ ６ ３ 位 を 含 み 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 生 物
学 的 活 性 を 実 質 的 に 有 す る そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 さ ら に 、 用 語 「 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド 」 は 、 酵 素 的 活 性 ま た は タ ン パ ク 質 相 互 作 用 （ 例 え ば 接 着 機 能 ） を 保 持 し た 、
ま た は 構 造 的 研 究 を 容 易 化 す る よ う に 設 計 さ れ た （ 例 え ば 結 晶 化 に つ い て 改 善 さ れ た 特 性
） 、 ま た は 構 造 ／ 機 能 関 連 性 の 研 究 を 容 易 化 す る よ う に 突 然 変 異 さ せ た （ こ れ は ま た 不 活
性 突 然 変 異 体 を 含 む ） 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 突 然 変 異 体 お よ び 天 然 に 存 在 す る 変 異 体 を 含 む こ
と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
該 融 合 パ ー ト ナ ー を 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 ま た は Ｎ 末 端 部 分 に 融 合 す る こ
と が で き る 。 該 融 合 タ ン パ ク 質 は １ よ り 多 い 融 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 、 Ｎ 末 端
に 融 合 す る も の 、 お よ び Ｃ 末 端 に 融 合 す る も の を 含 み 得 る こ と を 認 識 す る 。 追 加 的 融 合 パ
ー ト ナ ー は 、 追 加 的 ア フ ィ ニ テ ィ タ グ 、 ま た は レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 、 例 え ば 増 強 緑 色 蛍
光 タ ン パ ク 質 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ） で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
多 数 の 種 々 の 遺 伝 子 融 合 シ ス テ ム お よ び 融 合 パ ー ト ナ ー が 記 載 さ れ た 。 そ の よ う な シ ス テ
ム で は 、 相 互 作 用 の 種 々 の 型 、 例 え ば 酵 素 － 基 質 、 細 菌 レ セ プ タ ー － 血 清 タ ン パ ク 質 、 ポ
リ ヒ ス チ ジ ン － 金 属 イ オ ン 、 お よ び 抗 体 － 抗 原 が 利 用 さ れ た （ Uhlen et al., 1992） 。 ア
フ ィ ニ テ ィ 精 製 の た め の 種 々 の 遺 伝 子 融 合 シ ス テ ム は 、 当 業 界 で 知 ら れ る 。 そ の よ う な シ
ス テ ム で 使 用 さ れ る 融 合 パ ー ト ナ ー の 例 は （ 概 説 の た め に 、 例 え ば Nilsson et al., 1997
;ま た は Sheibani, 1999） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス プ ロ テ イ ン Ａ お よ び そ の 誘 導 体 Ｚ ； ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス 性 プ ロ テ イ ン Ａ 由 来 の ア ル ブ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 ； グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） ； ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ ； ビ オ チ ニ ル 化 ア フ ィ ニ テ ィ タ グ （ 例 え
ば Biotin Avi Tag） ； E. coliマ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 ； セ ル ロ ー ス 結 合 ド メ イ ン ； Ｆ
Ｌ Ａ Ｇ ペ プ チ ド ； お よ び Strep-タ グ を 含 む 。 代 替 的 な シ ス テ ム は 、 新 規 リ ガ ン ド レ セ プ タ
ー の 生 成 の た め 、 タ ン パ ク 質 骨 格 を 使 用 し て 改 変 し 得 る （ Skerra, 2000お よ び そ こ の 引 用
参 照 ） 。 こ れ ら の 新 規 結 合 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ア フ ィ ボ デ ィ は そ し て 、 種 々 の 応 用 の た め
の 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 有 用 で あ り 得 る （ Nygren and Uhlen, 1997; Nord et al., 1997)
。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 に し た が っ て 、 当 該 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の ダ イ マ ー 化 を 可 能 と す る も の と
す る 。 好 適 な 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） で あ り
、 な ぜ な ら そ の ダ イ マ ー 化 す る 傾 向 の た め で あ り 、 お よ び 精 製 処 理 が 、 固 定 化 グ ル タ チ オ
ン （ 例 え ば Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden） を 含 む ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
媒 体 を 使 用 す る 温 和 な 条 件 下 で 実 施 さ れ る 可 能 性 が あ る か ら で あ る 。 加 え て 、 Ｇ Ｓ Ｔ は そ
の 酵 素 活 性 に よ っ て ま た は Ｇ Ｓ Ｔ 特 異 的 抗 体 ま た は グ ル タ チ オ ン の 使 用 に よ っ て 、 商 業 的
に 利 用 可 能 な Ｇ Ｓ Ｔ 検 出 シ ス テ ム （ 例 え ば Amersham Pharmacia Biotech)を 使 用 し て 、 簡
便 に は 検 出 す る こ と が で き る 。 該 融 合 パ ー ト ナ ー は ま た 、 ダ イ マ ー 化 の 保 持 さ れ た 傾 向 を
有 す る 、 か つ ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 を 可 能 と す る 結 合 特 性 を 有 す る 、 Ｇ Ｓ Ｔ の 機 能 的 に 同 等 な
変 異 体 で あ り 得 る 。 当 該 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 よ り 好 ま し く は 、 S. japonicum GST（ GenBan
k受 託 番 号 Ｍ １ ４ ６ ５ ４ ； 配 列 番 号 ３ お よ び ４ ） の 変 異 体 で あ っ て 、 宿 主 細 胞 か ら の 分 泌
の た め に 設 計 さ れ 、 ８ ５ 、 １ ３ ８ お よ び １ ７ ８ 位 の 、 １ ま た は 2以 上 の 、 そ の シ ス テ イ ン
残 基 が 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 複 数 も あ る ） で 置 換 さ れ た も の で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 当 該
変 異 体 は 、 ８ ５ 、 １ ３ ８ お よ び １ ７ ８ 位 の シ ス テ イ ン 残 基 の 全 て が セ リ ン 残 基 で 置 換 さ れ

10

20

30

40

50

(6) JP 2004-520056 A 2004.7.8



た も の で あ る （ Tudyka & Skerra, 1997お よ び 配 列 番 号 ５ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
加 え て 、 当 該 組 換 え 体 構 築 物 は 、 当 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 、 宿 主 細 胞 か ら 培 養 培 地 ヘ の 分 泌
を 可 能 と す る Ｎ 末 端 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む も の と す る 。
真 核 細 胞 に お け る ヒ ト タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 生 産 の た め に 、 ホ モ ロ ガ ス シ グ ナ ル
ペ プ チ ド が 好 ま し い 。 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 に お け る Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 生 産 の た め に 、 例 え ば マ ウ ス Ｉ
ｇ Ｇ １ 重 鎖 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ Kabat et al., 1991） を 使 用 し 得 る 。 他 の 好 適 な シ グ ナ ル
ペ プ チ ド が 当 業 界 で 知 ら れ 、 そ し て 例 え ば 前 掲 の Kabat et alに 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
幾 つ か の 方 法 は 、 化 学 的 物 質 、 例 え ば Ｃ Ｎ Ｂ ｒ ま た は ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 、 ま た は 酵 素 例
え ば エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 、 Ｘ ａ 因 子 、 ト ロ ン ビ ン 、 ズ ブ チ リ シ ン ま た は 他 の プ ロ テ ア ー ゼ （
例 え ば Nilsson et al. (1997)お よ び そ こ の 引 用 参 照 ） で の 処 理 に 基 づ く 融 合 タ ン パ ク 質
の 部 位 特 異 的 切 断 の た め 記 載 さ れ た 。 本 発 明 に し た が っ て 、 当 該 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 簡 便
に は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 に よ っ て ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 切 断 の た め に
使 用 す べ き プ ロ テ ア ー ゼ は 例 え ば 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 科 由 来 の ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え ば
ラ イ ノ ウ イ ル ス ま た は エ ン テ ロ ウ イ ル ス ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ （ Walker et al., 1994） で あ
る こ と が で き る 。 結 果 的 に 、 好 ま し く は プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 は 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 科 由
来 の ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え ば ラ イ ノ ウ イ ル ス ま た は エ ン テ ロ ウ イ ル ス ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ
の た め の 切 断 部 位 で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 の １ つ の 例 示 的 形 態 で は 、 当 該 ３ Ｃ プ ロ テ
ア ー ゼ 切 断 部 位 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｅ Ａ Ｌ Ｆ Ｑ Ｇ （ 配 列 番 号 ６ ） を 含 む 。 し か し 、 当 業 者 は
、 他 の 好 適 な 切 断 部 位 を 同 定 す る こ と が で き 、 例 え ば Blom et al. (1996)お よ び そ こ の 引
用 参 照 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 に し た が う 組 換 え 体 構 築 物 は 、 例 え ば 図 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 本 質 的 に コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 従 う 組 換 え 体 構 築 物 を 含 む 、 標 準 的
方 法 に し た が っ て 調 製 し た 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｍ Ｂ
８ ８ ７ と 呼 ば れ る 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 例 示 さ れ 、 図 3に 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
さ ら な る 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 組 換 え 体 ヒ ト SSAOポ リ ペ プ チ ド の 精 製 の 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） 前 に 定 義 し た よ う に 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と 、
（ ｉ ｉ ） 当 該 細 胞 を 、 ベ ク タ ー に よ っ て 発 現 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 が 細 胞 培 地 へ 分 泌 さ れ
る こ と を 可 能 と す る 条 件 下 で 培 養 す る こ と 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 該 融 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て ア フ ィ ニ テ ィ を 有 す る
リ ガ ン ド を 含 む 培 地 へ 結 合 さ せ る こ と 、
（ ｉ ｖ ） 当 該 融 合 パ ー ト ナ ー お よ び 該 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 す る こ と 、 お よ び
（ ｖ ） 精 製 し た ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と
の 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
該 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 融 合 タ ン パ ク 質 が な お ア フ ィ ニ テ ィ リ ガ ン ド に 付 着 さ れ て い る と き
、 ま た は 該 融 合 タ ン パ ク 質 が 該 ア フ ィ ニ テ ィ リ ガ ン ド か ら 開 放 さ れ た と き の い ず れ か の と
き 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 変 異 体 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 当 該 融 合 パ ー ト ナ ー が 、 Ｇ Ｓ Ｔ で あ
る 場 合 、 該 融 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て の ア フ ィ ニ テ ィ を 有 す る 当 該 リ ガ ン ド は 好 ま し く は 、
グ ル タ チ オ ン ま た は そ の 誘 導 体 で あ る 。 あ る い は 、 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 原 処 理 さ れ た 抗 体 を ア フ ィ ニ
テ ィ リ ガ ン ド と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
前 記 の 様 に 、 該 融 合 パ ー ト ナ ー を 、 例 え ば ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 例 え ば ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 ３
Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ で の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 に よ っ て ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ か ら 分 離 す る こ と が で き る 。
当 該 プ ロ テ ア ー ゼ を 、 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 し 、 そ れ に よ っ て 「 融 合 プ ロ テ ア ー ゼ 」 を 得
る こ と が で き る （ Walker et al., 1994; Graeslund et al., 1997） 。 そ の よ う な 融 合 パ
ー ト ナ ー は 簡 便 に は 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の た め に 使 用 し た の と 同 じ 融 合 パ ー ト ナ ー 、
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例 え ば グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る こ と が で き る 。 し か し 、 プ ロ テ ア ー ゼ の
た め の 他 の 好 適 な 融 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 プ ロ テ イ ン Ｇ 由 来 の ア ル
ブ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 当 業 界 に 既 知 で あ り 、 例 え ば Graeslund et al., 1997参 照 。 当
該 融 合 プ ロ テ ア ー ゼ を 、 該 融 合 プ ロ テ ア ー ゼ を 当 該 融 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て の ア フ ィ ニ テ
ィ を 有 す る リ ガ ン ド を 含 む 培 地 ヘ 結 合 す る こ と を 含 む 方 法 に よ っ て 分 離 す る こ と が で き る
。 結 果 的 に 、 該 融 合 パ ー ト ナ ー は Ｇ Ｓ Ｔ で あ る と き 、 当 該 リ ガ ン ド は 好 ま し く は グ ル タ チ
オ ン 、 ま た は そ の 誘 導 体 で あ る 。 前 記 の 様 に 、 該 融 合 パ ー ト ナ ー に 指 向 さ れ た 抗 体 は ま た
、 ア フ ィ ニ テ ィ リ ガ ン ド と し て 使 用 し 得 る 。 商 業 的 に 利 用 可 能 な シ ス テ ム は 、 PreScissio
n Protease(Amersham Pharmacia Biotech,)で あ り 、 こ れ は S. japonicum GSTお よ び ヒ ト
ラ イ ノ ウ イ ル ス ３ Cプ ロ テ ア ー ゼ か ら な る 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
あ る 種 の 適 用 の た め に 、 SSAOを 固 定 化 す る の が 有 利 で あ り 得 る 。 こ れ は 、 例 え ば ア フ ィ ニ
テ ィ タ グ 、 た と え ば 前 記 の よ う な GSTに よ っ て 達 成 し 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 が ア フ ィ ニ テ
ィ タ グ を 介 し て 固 定 化 さ れ る 場 合 の 適 用 の 例 は 、 タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド の 捕 捉 、 タ ン パ ク 質
－ タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 分 析 、 お よ び バ イ オ リ ア ク タ ー に お け る 使 用 を 含 む （ Nilsson et
 al., 1996; Nord et al., 1997; Shpigel et al., 1999） 。 し か し 、 タ ン パ ク 質 の 固 定
化 の た め の 多 く の 代 替 的 方 法 が 記 載 さ れ （ 例 え ば Tischer and Kasche, 1999お よ び そ こ の
引 用 参 照 ） 、 そ れ は ま た 、 融 合 パ ー ト ナ ー の 除 去 後 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ま た は Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 固
定 化 、 例 え ば 共 有 結 合 お よ び 非 共 有 吸 着 の た め に 適 用 可 能 で あ り 得 る 。 加 え て 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ
タ ン パ ク 質 は ま た 、 ゾ ル － ゲ ル ま た は 人 工 的 細 胞 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム に カ プ セ ル 化 し 得 る
（ 例 え ば Liang et al., 2000お よ び そ こ の 引 用 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
ア フ ィ ニ テ ィ タ グ 、 た と え ば Ｇ Ｓ Ｔ に よ る 一 つ の 利 益 は 、 例 え ば 細 胞 ラ イ セ ー ト か ら 直 接
的 に 、 し ば し ば １ 工 程 処 理 に よ っ て 、 指 向 化 固 定 化 を 達 成 で き る こ と で あ る 。 こ れ は 、 活
性 結 合 部 位 の よ い 空 間 的 配 置 接 近 可 能 で あ る こ と お よ び 安 定 性 の 増 加 と 言 う 結 果 と な り 得
る (Saleemuddin, 1999; Turkova, 1999)。 タ ン パ ク 質 の 固 定 化 の た め に 使 用 さ れ て き た 代
替 的 な ア フ ィ ニ テ ィ タ グ の ア プ ロ ー チ の 1例 は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ に よ っ て 特 異
的 に ビ オ チ ニ ル 化 さ れ 、 そ し て ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン の 間 の
非 常 に 強 い 相 互 作 用 （ Ｋ ｄ ～ １ ０ － １ ５ ） を 利 用 す る 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 使 用 で き る ペ
プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 （ Nilsson et al., 1997） 、 お よ び 特 異 的 に セ ル ロ ー ス に 結 合 す
る Ｃ Ｂ Ｄ で あ る （ Linder et al., 1998; Tomme et al., 1998） 。 タ ン パ ク 質 の 指 向 化 固
定 化 は ま た 、 タ ン パ ク 質 を 結 合 す る 固 定 化 さ れ た 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 ま た は タ
ン パ ク 質 表 面 上 に 存 在 し 得 る 炭 水 化 物 部 分 を 介 し て 達 成 し 得 る （ Turkova, 1999） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
最 近 、 エ ン ド ウ 実 生 か ら の ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ が 、 修 飾 さ れ た カ ー ボ ン ペ ー ス ト を 使 用 し
て 固 定 化 さ れ 、 生 物 発 生 性 お よ び 合 成 ア ミ ン の 定 量 の た め の バ イ オ セ ン サ ー を 得 ら れ た （
Wimmerova and Macholan, 1999） 。 同 様 に 、 組 換 え 体 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ を 、 バ イ オ セ ン サ ー の
構 成 の た め に 固 定 化 し 、 例 え ば 、 産 業 的 有 機 性 工 程 に お い て 使 用 さ れ 、 そ し て Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の
た め の 基 質 で あ る 、 心 臓 血 管 毒 素 ア リ ル ア ミ ン を 検 出 し 得 る （ Boor and Hysmith, 1987; 
Conklin et al., 1998） 。 固 定 化 さ れ た 場 合 、 組 換 え 体 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ は 、 膜 ア ン カ ー 型 で あ る
Ｓ Ｓ Ａ Ｏ お よ び 、 可 溶 性 状 態 と 異 な り 得 る そ の 特 性 を 模 倣 し 得 る こ と を 想 起 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
結 果 的 に 、 以 下 の 例 に 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は 、 酵 素 的 活 性 を 伴 う 高 度 に 精 製 さ れ た 可
溶 性 組 換 え 体 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 生 産 の た め の 手 法 を 提 供 す る 。 例 示 さ れ た 手 法 は 、 ア フ ィ ニ
テ ィ 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 、 宿 主 細 胞 か ら の 輸 送 の た め に 設 計 さ れ た （ Tudyka and Skerr
a, 1997） 、 S. japonicumグ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） か ら の 突 然 変 異
体 の 使 用 に 関 係 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 分 泌 さ せ 、 そ し て グ ル タ チ オ
ン － ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 培 養 培 地 か ら 直 接 的 に 精 製 し 得 る 。 特 異 的
タ ン パ ク 質 分 解 お よ び 追 加 的 グ ル タ チ オ ン － ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ っ
て 、 該 融 合 パ ー ト ナ ー お よ び プ ロ テ ア ー ゼ を 除 去 し 、 そ れ に よ っ て 純 粋 な 、 可 溶 性 且 つ 高
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度 に 活 性 の 組 み 換 え 体 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 を 、 ミ リ グ ラ ム 量 で 得 た 。 発 明 者 ら の 知 識
で は 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 形 態 の 、 活 性 の 組 換 え 体 が 生 産 さ れ 、 そ し て ほ と
ん ど 均 質 に 精 製 さ れ た の は こ れ が 最 初 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
組 換 え 体 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 生 産 の た め に 開 示 さ れ た 方 法 は 、 他 の 哺 乳 動 物 ア ミ ン オ キ シ ダ ー
ゼ 、 例 え ば ヒ ト 胎 盤 ジ ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ (Zhang et al., 1995)お よ び ヒ ト 網 膜 特 異 的 ア
ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ （ Imamura et al., 1998） 、 並 び に 他 の 分 泌 可 能 タ ン パ ク 質 に ま た 適 用
可 能 で あ る こ と と 信 じ る 。 開 示 の 方 法 は ま た 、 修 飾 の 発 見 お よ び 同 定 、 例 え ば 活 性 部 位 コ
フ ァ ク タ ー の 同 定 を 、 例 え ば コ フ ァ ク タ ー を 含 有 す る ペ プ チ ド の 単 離 に よ っ て 、 ま た は 結
晶 構 造 決 定 に よ っ て 容 易 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
以 下 の 例 に お い て 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ が 活 性 か つ 可 溶 性 で 、 膜 貫 通 （ transmembrane） 領 域 を 欠 く
こ と 、 お よ び Ｇ Ｓ Ｔ を タ ン パ ク 質 分 解 的 に 除 去 す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら
の 発 見 は 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ が 膜 貫 通 領 域 付 近 で の タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 に よ っ て 循 環 中 に 放 出 さ
れ る （ shedding） 仮 説 で あ る 、 Ｉ 型 お よ び Ｉ Ｉ 型 膜 タ ン パ ク 質 に つ い て 一 般 的 で あ る プ ロ
セ ス を 支 持 す る 。 例 え ば 糖 尿 病 に お い て 血 漿 中 、 上 昇 し た Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 活 性 （ Boomsma et al.
, 1999） は こ う し て 、 膜 ア ン カ ー 型 で あ る Ｓ Ｓ Ａ Ｏ を 切 断 す る プ ロ テ ア ー ゼ の 増 加 し た タ
ン パ ク 質 分 解 活 性 の 、 ま た は 存 在 す る プ ロ テ ア ー ゼ の た め の 基 質 利 用 可 能 性 を 増 加 さ せ る
表 面 局 在 化 の 増 加 の 結 果 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
特 に 定 義 し な い 限 り 、 こ こ で 使 用 す る す べ て の 技 術 的 お よ び 具 体 的 用 語 は 、 本 発 明 の 属 す
る 当 業 界 で の 通 常 の 技 術 を 有 す る 者 に よ っ て 普 通 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 好
適 な 方 法 お よ び 材 料 は 以 下 に 記 載 す る が 、 こ こ に 記 載 の も の と 類 似 ま た は 同 等 の 方 法 お よ
び 材 料 は ま た 、 本 発 明 の 実 施 化 ま た は 試 験 に お い て 使 用 で き る 。 す べ て の 刊 行 物 、 特 許 出
願 、 特 許 お よ び こ こ に 言 及 す る 他 の 引 用 は 、 引 用 に よ り そ の 全 体 を こ こ に 含 め る 。 矛 盾 が
あ る 場 合 に は 、 定 義 も 含 め て 本 明 細 書 の 記 載 が 優 先 す る 。 加 え て 、 材 料 、 方 法 お よ び 例 は
、 例 示 の み で あ り 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 有 利 性 は 、 以 下 の
詳 細 な 記 載 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 か と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
実 験 方 法
大 動 脈 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 お よ び ク ロ ー ニ ン グ
２ 種 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 、 ヒ ト 胎 盤 ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ の 公 開 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ Ge
nBank受 託 番 号 Ｕ ３ ９ ４ ４ ７ ; Zhang and McIntire, 1996） の 助 け に よ っ て 設 計 し た 。 ５
’ プ ラ イ マ ー Ｘ Ｎ Ｑ Ｚ － １ ５ （ ５ ’ ― CCG GAA TTC CAA CGC　 GTC CAT GAA CCA GAA GAC A
AT CCT CGT G― ３ ’ 、 配 列 番 号 ７ ） を 、 Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン を 含 む Ｓ Ｓ Ａ Ｏ コ ー ド 配 列 の ５
’ 末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ク ロ ー ニ ン グ の た め の 制 限 酵 素 切 断 部 位 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ と ｍ
ｌ ｕ Ｉ を 含 む よ う に 設 計 し た 。 ３ ’ プ ラ イ マ ー Ｘ Ｎ Ｑ Ｚ － １ ７ （ ５ ’ ― CCC CCA AGC TTG 
TCG ACT CAC TAG TTG TGA GAG AGA AGC CCC CCC― ３ ’ ； 配 列 番 号 ８ ） を 、 本 来 の 停 止 コ
ド ン Ｔ Ａ Ｇ 次 い で 追 加 的 な 停 止 コ ド ン Ｔ Ｇ Ａ お よ び 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の ２ つ の 制 限 酵
素 切 断 部 位 で あ る Ｓ ａ ｌ Ｉ お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ を 含 む 、 ３ ’ 末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
よ う に 設 計 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の た め の テ ン プ レ ー ト と し て 、 ０ ． ５ μ ｌ の ヒ ト 大 動 脈 お よ び ヒ
ト 平 滑 筋 細 胞 QUICK-Clone ｃ DNA（ １ ｎ ｇ ／ μ ｌ 、 Clontech Laboratories, Palo Alto, C
A)を 試 験 し た 。 以 下 の 条 件 す な わ ち ５ ０ μ ｌ の 総 体 積 中 、 ２ ０ ｐ モ ル の そ れ ぞ れ の プ ラ イ
マ ー Ｘ Ｎ Ｑ Ｘ － １ ５ お よ び Ｘ Ｎ Ｏ Ｚ － １ ７ 、 １ μ ｌ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 類 （ １ ０ ｍ Ｍ ） 、 １ μ ｌ の
Advantage cDNA cDNA Polymerase Mix(Clontech)、 ５ μ ｌ の １ ０ ｘ cDNA PCR反 応 バ ッ フ ァ
ー （ Clontech） を Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の た め に 使 用 し た 。 増 幅 を Perkin-Elmer 2400サ ー モ サ イ ク
ラ ー (Perkin-Elmer, Norwalk, CT)で 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ グ ラ ム は 、 ９ ４ ℃ ５ 分 間 の 当
初 変 性 、 ９ ４ ℃ ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ ３ ０ 秒 間 お よ び ７ ２ ℃ ３ 分 間 の ３ ５ サ イ ク ル 、 次 い で ７
２ ℃ ３ 分 間 で の 最 終 伸 長 か ら な る 。 Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ を 次 い で 使 用 し 、 該 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ベ
ク タ ー ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ (Invitrogen, Carlsbad, CA)に 挿 入 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し
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た Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を 、 色 素 タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル 配 列 決 定 に つ い て の 標 準 的 プ ロ ト
コ ル に し た が っ て 両 方 の 方 向 で 配 列 決 定 し 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 機 Ａ Ｍ Ｉ ３ ７ ７ (Appli
ed Biosystems, Foster City, CA)で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お け る Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 発 現 の た め の ベ ク タ ー の 構 築
完 全 な Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 の た め の ベ ク タ ー を 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ．
１ Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ベ ク タ ー か ら の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ フ ラ グ メ ン ト の 、 ベ ク タ
ー ｐ Ｃ Ｉ － ｎ ｅ ｏ （ Promega, Madison, WI） へ の 挿 入 に よ っ て 調 製 し 、 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｂ ８
４ ３ を 得 た 。 こ の ベ ク タ ー を 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 残 基 ２ ９ － ７ ６ ３ に 対 応 す る 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ
増 幅 の た め の テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た （ Zhang and McIntire, 1996） 。 ５ ’ プ ラ イ マ
ー ５ ’ ― GAG GAA GCT TTG TTC CAA GGT GGA GAT GGG GGT GAA― ３ ’ （ 配 列 番 号 ９ ） を 、
３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 （ 以 下 参 照 ） の 一 部 に つ い て の コ ド ン お よ び 残 基 ２ ９ に つ い て
の コ ド ン の 上 流 の Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 含 む よ う に 合 成 し た 。 ３ ’ プ ラ イ マ
ー ５ ’ ― GCA TTC TAG TTG TGG TTT GTC― ３ ’ （ 配 列 番 号 １ ０ ） は 、 ク ロ ー ニ ン グ し た Ｓ
Ｓ Ａ Ｏ フ ラ グ メ ン ト の 下 流 に ア ニ ー リ ン グ す る ｐ Ｃ Ｉ － ｎ ｅ ｏ ベ ク タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー
で あ る 。 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 し そ し て プ ラ ス ミ
ド ｐ Ｅ Ｔ ３ ８ ｂ （ ＋ ） (Novagen, Inc., Madison, WI)に ク ロ ー ニ ン グ し 、 同 じ 酵 素 で 切 断
し 、 ｐ Ｅ Ｔ ３ ８ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ を 得 た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 を 、 前 記 の 様 に 実 施 し 、 ク ロ ー ニ ン グ
し た Ｓ Ｓ Ａ Ｏ フ ラ グ メ ン ト の 予 測 さ れ た 配 列 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
組 換 え 体 タ ン パ ク 質 の た め の 分 泌 可 能 な 酵 素 的 に 活 性 の ダ イ マ ー 化 モ ジ ュ ー ル と し て 以 前
使 用 し た S. japonicumか ら の グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） の 突 然 変 異 形
態 （ 配 列 番 号 ５ ） （ Tudyka and Skerra, 1997） を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 仲 介 突 然 変 異 誘 発 、 そ し て 以
下 に 記 載 の よ う に フ ラ グ メ ン ト の ア セ ン ブ リ に よ っ て 調 製 し た 。 突 然 変 異 を 実 施 し 、 S. j
aponicum GST(Lim et al., 1994; Tudyka and Slerra, 1997)の 結 晶 構 造 中 に 表 さ れ た よ
う な Ｇ Ｓ Ｔ タ ン パ ク 質 表 面 付 近 に 位 置 す る ３ つ の シ ス テ イ ン 残 基 ８ ５ 、 １ ３ ８ お よ び １ ７
８ を セ リ ン 残 基 で 置 換 し 、 酸 化 的 環 境 ヘ の Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の 輸 送 後 の 、 望 ま し く な
い ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 回 避 し た （ Tudyka and Skerra, 1997） 。 以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
を 使 用 し 、 突 然 変 異 Ｇ Ｓ Ｔ を 構 築 し 、 ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 の 第 一 の 部 分 （ 以 下 参 照
） 並 び に ク ロ ー ニ ン グ の た め の 好 適 な 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 導 入 し た 。 加 え て 、 該 プ ラ イ マ
ー は 、 コ ン ト ロ ー ル 切 断 の た め 、 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を ア
セ ン ブ ル す る 可 能 性 の た め 、 内 部 制 限 部 位 を 導 入 す る ： Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － １ （ ５ ’ ― GCC GGA AT
T CGA CGC GTC CCC TAT ACT AGG TTA TTG G― ３ ’ ； 配 列 番 号 １ １ ） は 、 ク ロ ー ニ ン グ の
た め の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｍ ｌ ｕ Ｉ を 含 み 、 そ し て Ｇ Ｓ Ｔ （ Ｍ １ ４ ６ ５ ４ ） の コ ド ン ２ － ８
に ア ニ ー リ ン グ す る ； Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ２ （ ５ ’ ― CTC TGC GCG CTC TTT TGG AGA ACC CAA CAT 
GTT GTG C― ３ ’ ； 配 列 番 号 １ ２ ） は 、 Ｂ ｓ ｓ Ｈ Ｉ Ｉ 部 位 を 含 む ； Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ３ （ ５ ’ ― G
GT TCT CCA AAA GAG CGC GCA GAG ATT TCA ATG CTT GAA G― ３ ’ ； 配 列 番 号 １ ３ ） は 、 Ｂ
ｓ ｓ Ｈ Ｉ Ｉ 部 位 を 含 む ； Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ４ （ ５ ’ ― ATG AGA TAA ACG GTC TTC GAA CAT TTT CA
G CAT TTC― ３ ’ ； 配 列 番 号 １ ４ ） は 、 Ｂ ｂ ｓ Ｉ 部 位 を 含 む ； Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ５ （ ５ ’ ― GTT C
GA AGA CCG TTT ATC TCA TAA AAC ATA TTT AAA TGG TGA TC― ３ ’ ； 配 列 番 号 １ ５ ） は 、
Ｂ ｂ ｓ Ｉ 部 位 を 含 む ； Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ６ （ ５ ’ ― AAA AGA AAC TAG TTT TGG GAA CGC ATC CAG 
GCA― ３ ’ ； 配 列 番 号 １ ６ ） は 、 Ｓ ｐ ｅ Ｉ 部 位 を 含 む ； Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ７ （ ５ ’ ― CCC AAA ACT
 AGT TTC TTT TAA AAA ACG TAT TGA AGC TAT C― ３ ’ ； 配 列 番 号 １ ７ ） は 、 Ｓ ｐ ｅ Ｉ 部 位
を 含 む ； Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ８ （ ５ ’ ― ACC CAA GCT TCC TGA CTT TGT GAC TTT GGA GGA TGG TCG 
CCA CC― ３ ’ ； 配 列 番 号 １ ８ ） は 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ を 含 み Ｇ Ｓ Ｔ （
Ｍ １ ４ ６ ５ ４ ） の コ ド ン ２ １ ２ － ２ １ ８ に ア ニ ー ル す る 。 Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ８ は ま た 、 部 分 的 ３
Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 の 前 に ス ペ ー サ ー － 配 列 Ｓ Ｑ Ｓ Ｑ の た め の コ ド ン を 導 入 す る で あ
ろ う 。 Ｇ Ｓ Ｔ 遺 伝 子 の オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ 部 分 を 別 個 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 、 プ ラ イ マ ー 対 Ｒ Ｏ
Ｅ Ｌ － １ ／ ２ 、 Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ３ ／ ４ 、 Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ４ ／ ５ お よ び Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ７ ／ ８ で 、 プ ラ ス
ミ ド ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ６ Ｐ － ２ (Amersham Pharmacia Biotech)を テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し て 増
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幅 す る 。 こ れ に よ り 、 完 全 な 突 然 変 異 Ｇ Ｓ Ｔ 遺 伝 子 を 得 、 こ れ ら ４ 種 の Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン
ト を 混 合 す る こ と 、 お よ び こ れ ら を テ ン プ レ ー ト と し て 、 プ ラ イ マ ー Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － １ お よ び
Ｒ Ｏ Ｅ Ｌ － ８ で の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に お い て 使 用 す る こ と に よ っ て ア セ ン ブ ル し た 。 該 Ｐ Ｃ Ｒ 反
応 を 、 Advantage cDNA PCR Kit(Clontech)を 使 用 し て 実 施 し た 。 次 の 工 程 で は 、 Ｇ Ｓ Ｔ フ
ラ グ メ ン ト を Ｒ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ で 消 化 し 、 そ し て ｐ Ｕ Ｃ １ ８ （ Amersham P
harmacia Biotech)の 同 じ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ｐ Ｍ Ｂ ８ ０ ９ を 得 た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定
を 、 前 記 の 様 に 実 施 し 、 突 然 変 異 Ｇ Ｓ Ｔ フ ラ グ メ ン ト の 予 測 さ れ た 配 列 を 確 認 し た 。 ｐ Ｍ
Ｂ ８ ０ ９ ベ ク タ ー を 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ で 切 断 し 、 そ し て Ｇ Ｓ Ｔ フ ラ グ メ
ン ト を 単 離 し 、 そ し て 同 じ 酵 素 で 切 断 さ れ た ｐ Ｅ Ｔ ３ ８ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ベ ク タ ー 中 の Ｓ Ｓ Ａ Ｏ
フ ラ グ メ ン ト の 上 流 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の 工 程 に よ り 、 Ｇ Ｓ Ｔ と Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 間 の （ 残
基 ２ ９ － ７ ６ ３ ） ヒ ト ラ イ ノ ウ イ ル ス １ ４ お よ び コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス （ Miyashita et a
l., 1996; Wang et al., 1997)の 、 完 全 な ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 Ｅ Ａ Ｌ Ｆ Ｑ Ｇ （ 配 列
番 号 ６ ） の 創 出 と 言 う 結 果 と な っ た （ 図 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ フ ラ グ メ ン ト を 、 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｂ ５ ６ ５ の Ｍ ｌ ｕ Ｉ と Ｓ ａ ｌ Ｉ 部 位 に ク
ロ ー ニ ン グ し 、 こ こ に マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 重 鎖 の 突 然 変 異 シ グ ナ ル 配 列 （ 図 １ ） を 、 哺 乳 動 物 発
現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｉ － ｎ ｅ ｏ （ Promega)の 多 重 リ ン カ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 得 ら れ た Ｇ
Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー を 、 ｐ Ｍ Ｂ ８ ８ ７ と 命 名 す る （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
安 定 ク ロ ー ン の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 選 択
３ 種 の ２ ５ ｃ ｍ ２ Ｔ フ ラ ス コ に 約 ４ ｘ １ ０ ５ ヒ ト 胚 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 （ HEK293細 胞 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ５ ７ ３ , Rockville, MD） を 播 種 し た 。 細 胞 を 、 １ ０ ％ の 胎 児 ウ シ 血 清 （
Ｆ Ｂ Ｓ ） お よ び ２ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン を 補 足 し た Dulbeccoの 修 飾 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ ） を 含 む 増 殖 培 地 で ５ ０ ％ ま で コ フ ル エ ン ト に 増 殖 さ せ た 。 こ の Ｆ Ｂ Ｓ を ５ ６ ℃ ３ ０ 分
間 熱 不 活 性 化 し 次 い で 、 増 殖 培 地 成 分 と 混 合 し た 。 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｂ ８ ８ ７ を 次 い で 、
製 造 者 の 推 奨 に し た が っ て LipofectAMINEを 使 用 し て （ Life Technologies, Frederick, M
D） リ ポ ソ ー ム 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 細 胞 に 導 入 し た 。 ４ ８ 時 間 の 増 殖 後 、
安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 選 択 の た め に 、 培 地 を １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ジ ェ ネ チ シ ン
（ Ｇ ４ １ ８ ） で 補 足 し た 増 殖 培 地 に 、 全 て の フ ラ ス コ で 培 地 を 交 換 し た 。 約 ２ 週 間 後 、 抵
抗 性 細 胞 が 出 現 し 、 そ し て コ フ ル エ ン ト に 増 殖 さ せ た 。 ３ つ の Ｔ フ ラ ス コ か ら の 細 胞 を プ
ー ル し （ ク ロ ー ン の 混 合 物 ） 、 そ し て １ ． ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ を 補 足 し た 増 殖 培 地 中
に 希 釈 し 、 そ し て １ ５ ｃ ｍ ペ ト リ 皿 に 播 種 し た 。 個 別 の コ ロ ニ ー が ２ 週 間 後 に 出 現 し 、 そ
し て Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 生 産 の 次 の 分 析 の た め に 個 別 に 拡 張 さ せ る べ く つ ま み 出 し た 。 拡 張
し た ク ロ ー ン か ら の 、 収 集 し た 培 地 中 の Ｇ Ｓ Ｔ タ ン パ ク 質 の 検 出 を 、 Ｇ Ｓ Ｔ 　 ９ ６ ウ ェ ル
検 出 モ ジ ュ ー ル （ Amersham Pharmacia Biotech)を 使 用 し て 実 施 し た 。 ７ こ の 陽 性 ク ロ ー
ン を 選 択 お よ び 凍 結 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
Cell Factory中 の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 生 産
ク ロ ー ン 番 号 １ ０ を 拡 張 さ せ 、 そ し て ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ 熱 不 活 性 化 ） 、 ２ ｍ Ｍ の Ｌ グ ル タ ミ ン
お よ び １ ． ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ を 補 足 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 含 む 増 殖 培 地 中 で 培 養 し 、 そ し
て 使 用 し て 、 １ ５ ０ ０ ｍ ｌ の 増 殖 培 地 を 含 む ６ ３ ２ ０ ｃ ｍ ２ の Nunc Cell Factory(Nalge 
Nunc Int., Naperville, IL)に 播 種 し 、 ３ ７ ℃ で 増 殖 さ せ た 。 ４ 日 の 増 殖 後 、 細 胞 は コ フ
ル エ ン ト に な り 、 そ し て 培 地 を 収 集 し た 。 新 し い 増 殖 培 地 （ １ ５ ０ ０ ｍ ｌ ） と 減 少 し た 量
の Ｆ Ｂ Ｓ （ ２ ％ ） を 次 い で 、 同 じ Cell Factory中 の 細 胞 に 添 加 し 、 次 い で ３ 日 後 に 調 質 し
た 培 地 を 収 集 し た 。 こ の 処 理 を １ 回 反 復 し 、 １ つ の Cell Factoryか ら ４ ． ５ リ ッ ト ル ま で
の 総 量 の 収 集 し た 培 地 を 得 た 。 収 集 し た 培 地 を 遠 心 分 離 し そ し て － ７ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
調 質 し た 細 胞 培 地 の 濃 縮
２ つ の Cell Factory（ ９ ． ４ リ ッ ト ル ） か ら の 凍 結 し た 調 質 し た 培 地 を 、 ３ ０ ℃ の ウ ォ ー
タ ー バ ス 中 で 融 解 し た 。 材 料 を 、 Centramate超 ろ 過 装 置 (Pall Filtron, Northborough, M
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A） を 使 用 し て 、 Omega膜 （ MWCO(Molecular-Weight Cut-Off)10000)を 経 由 し て ポ ン プ し 、
６ ０ ０ ｍ ｌ の 体 積 を 達 成 し た 。 濃 縮 水 を ０ ． ６ ５ μ ｍ の プ レ フ ィ ル タ ー （ Sartorius, Goe
ttingen, Germany） を 備 え た 、 ０ ． ４ ５ μ ｍ フ ィ ル タ ー で あ る Sartobran Pを 経 由 し て ろ
過 し た 。 管 系 中 の 残 り の 濾 液 を 、 ２ ５ ０ ｍ ｌ の リ ン 酸 緩 衝 生 食 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） に よ っ て 置 換
し 、 ８ ５ ０ ｍ ｌ の ろ 過 サ ン プ ル を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 精 製 お よ び 切 断
Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 １ ０ カ ラ ム 体 積 の Ｐ Ｂ Ｓ で 平 衡 さ せ た 、 ８ ｍ ｌ の グ
ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ４ Fast Flow（ １ ０ ｍ ｇ ま で の GST／ ｍ ｌ ゲ ル を 結 合 す る 、 Amer
sham Pharmacia Biotech） を 充 填 し た HR10/10カ ラ ム （ Amersham Pharmacia Biotech)に お
い て グ ル タ チ オ ン ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し た 。 ろ 過 し た 材 料 （ ８
５ ０ ｍ ｌ ） を 、 室 温 で 終 夜 ０ ． ９ ｍ ｌ ／ 分 で 負 荷 し た 。 フ ロ ー ス ル ー 材 料 を 、 分 析 の た め
に 収 集 し 、 そ し て － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で カ ラ ム を 洗 浄 後 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を
溶 出 緩 衝 液 で 溶 出 さ せ た （ ２ ０ ｍ Ｍ の Ｇ Ｓ Ｈ 、 ０ ． １ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． １ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ
－ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． ２ ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
溶 出 液 を ヘ リ ウ ム を 散 布 し た 切 断 可 能 緩 衝 液 （ １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ２ ５ ℃ ） で 平 衡 さ せ た HiPrep Desalt 26/1
0カ ラ ム （ Amersham Pharmacia Biotech)に 負 荷 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 収 集 し た 。
切 断 を 、 Ｄ Ｔ Ｔ （ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ） を ５ ｍ Ｍ ま で お よ び ３ ８ ０ 単 位 の PreScissionプ
ロ テ ア ー ゼ （ Amersham Pharmacia Biotech)を 添 加 す る こ と に よ っ て 開 始 さ せ た 。 PreScis
sion Proteaseは Ｇ Ｓ Ｔ お よ び ヒ ト ラ イ ノ ウ イ ル ス ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ か ら な る 遺 伝 的 に 改
変 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ し て そ の 認 識 配 列 の Ｇ ｌ ｎ （ Ｑ ） お よ び Ｇ ｌ ｙ （ Ｇ ）
残 基 の 間 を 特 異 的 に 切 断 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
該 切 断 混 合 物 を 、 ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ６ ３ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ の 材
料 を 、 切 断 緩 衝 液 で 平 衡 さ せ た グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 前 記 の 様 に 負 荷 し た
。 貫 流 液 （ ３ ６ ｍ ｌ ） を 収 集 し 、 そ し て ５ ℃ で 約 １ 週 間 開 管 中 で 貯 蔵 し た 。 サ ン プ ル を と
り だ し 、 そ し て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 非 還 元 性 ） に よ っ て 分 析 し た 。 カ ラ ム に 捕 捉 し た タ ン
パ ク 質 を 、 分 析 の た め に 溶 出 緩 衝 液 で 溶 出 さ せ た 。 収 集 し た タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 、 緩 衝
液 交 換 お よ び 濃 縮 の た め に 、 JumboSep装 置 （ MWCO 30000, Pall Filtron)に 適 用 し た 。 遠
心 分 離 お よ び ５ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） お よ び １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を
含 む 緩 衝 液 で の 希 釈 の ５ サ イ ク ル を 実 施 し た 。 サ ン プ ル を 種 々 の 分 析 の た め に と っ た 。 緩
衝 液 交 換 お よ び 濃 縮 さ れ た 材 料 （ ４ ． ２ ｍ ｌ ） を 次 い で 、 － ７ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
タ ン パ ク 質 分 析
Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 精 製 お よ び サ イ ズ を 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 析 し た 。 サ ン プ ル を 、 勾 配
性 ゲ ル ４ － ２ ０ ％ ま た は ４ － １ ２ ％ （ Novex, Copenhage,Denmark） に お い て 、 ２ － メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 電 気 泳 動 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を ク マ シ ー 染 色
（ PhastGel Blue R, Amersham Pharmacia Biotech） に よ っ て 可 視 化 し た 。 タ ン パ ク 質 濃
度 を 、 製 造 者 の 指 示 に し た が っ て 、 標 準 と し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に よ り 、 ９ ６ ウ ェ ル プ
レ ー ト に お け る Coomassie Plus proteinア ッ セ イ 試 薬 キ ッ ト （ Pierce, Rockford, IL） で
決 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 、 SMART System(Amersham Pharmacia Biotech)を 使 用 し
て 、 Superdex 200 PC 3.2/30カ ラ ム (Amersham Pharmacia Biotech)に お い て 実 施 し た 。 カ
ラ ム を 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び １ ｍ
Ｍ の ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む バ ッ フ ァ ー で 室 温 で 平 衡 化 さ せ た 。 注 入 容 量
は 、 １ ０ μ ｌ で あ り 、 そ し て サ ン プ ル を 、 ０ ． １ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 で 溶 出 さ せ た 。 カ ラ ム キ
ャ リ ブ レ ー シ ョ ン 分 子 量 マ ー カ ー の た め 、 Gel Filtration HMW Calibration Kit(Amersha
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m Pharmacia Bioech)か ら の 、 Blue Dextran 2000(～ ２ ０ ０ ０ ｋ Ｄ ａ ） 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン
（ ６ ６ ９ ｋ Ｄ ａ ） 、 フ ェ リ チ ン （ ４ ４ ０ ｋ Ｄ ａ ） 、 カ タ ラ ー ゼ （ ２ ３ ２ ｋ Ｄ ａ ） お よ び ア
ル ド ラ ー ゼ （ １ ５ ８ ｋ Ｄ ａ ） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
Ｎ 末 端 配 列 決 定 を 、 精 製 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ お よ び Ｓ Ｓ Ａ Ｏ に つ い て 、 HP 1090 PTH分 析 器
（ Hewlett Packaed, Palo Alto, CA） に 結 合 さ れ た HP G1000Aタ ン パ ク 質 シ ー ケ ン サ ー を
使 用 す る 反 復 さ れ た エ ド マ ン 分 解 に よ っ て 実 施 し た 。 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ サ ン プ ル を 脱 塩 し
、 分 析 前 に グ ル タ チ オ ン を 除 去 し た 。 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ を 、 切 断 後 の グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス
カ ラ ム の フ ロ ー ス ル ー よ り 取 得 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
Holtお よ び 共 同 研 究 者 （ Holt et al., 1997） に よ っ て 記 載 さ れ た モ ノ ア ミ ン オ キ シ ダ ー
ゼ の た め の ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ を 使 用 し 、 種 々 の 精 製 工 程 か ら の サ ン プ
ル 中 の ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 決 定 し た 。 ア ッ セ イ を 、 SPECTRAmax 250マ イ ク ロ プ レ ー
ト ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ ー タ ー (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)に お い て ３ ７ ℃ で イ ン
キ ュ ベ ー ト さ れ た ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で 実 施 し た 。 ０ ． ２ の リ ン 酸 カ リ
ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ） 中 に 、 １ ｍ Ｍ の バ ニ リ ン 酸 (Sigma, St. Louis, MO)、 ５ ０
０ μ Ｍ の ４ － ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン (Sigma)、 お よ び ４ Ｕ ｍ ｌ － １ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ ホ
ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ 由 来 の Ｖ Ｉ 型 、 Sigma)を 含 む 試 薬 ミ ッ ク ス を 調 製 し 、 同 じ 日 に ア ッ セ イ
を 実 施 し 、 使 用 ま で ５ ℃ で 保 持 し た 。 反 応 を 、 ５ ０ μ ｌ の サ ン プ ル 、 ５ ０ μ ｌ の 試 薬 ミ ッ
ク ス お よ び ２ ０ ０ μ ｌ の リ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー で あ っ て ７ ５ ０ μ Ｍ の ベ ン ジ ル ア ミ ン
ヒ ド ロ ク ロ リ ド （ Sigma)を 有 す る ま た は 有 し な い も の を 混 合 す る こ と に よ っ て 開 始 さ せ 、
そ し て ３ 反 復 で 実 施 し た 。 ブ ラ ン ク 参 照 値 を 取 得 す る た め 、 ウ ェ ル を 、 サ ン プ ル の 代 わ り
に バ ッ フ ァ ー を 加 え て 分 析 し た 。 吸 光 度 の 変 化 を 、 １ ０ － ４ ０ 分 に わ た り ４ ９ ０ ｎ ｍ で 追
跡 し た 。 標 準 曲 線 を 、 Ｈ ２ Ｏ ２ の ス ト ッ ク 溶 液 の 、 １ ０ ｎ ｍ ／ ウ ェ ル な い し １ ２ ０ ｎ ｍ ｏ
ｌ ／ ウ ェ ル の 範 囲 の 、 リ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 中 に よ る 希 釈 に よ っ て 調 製 し た 。 阻 害 実
験 を 実 施 し た と き 、 サ ン プ ル を 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 溶 液 の 添 加 の 前 に 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 ３
０ ０ μ Ｍ の セ ミ カ ル バ ジ ド 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
発 明 を こ こ で 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と で 説 明 す る 。 こ れ ら は 発 明 を 例 示 す る こ と の
み 意 図 し 、 そ し て と に か く 発 明 の 範 囲 の 限 定 と し て 考 察 す べ き で は な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
実 施 例
実 施 例 １ ： Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ 、
Ｐ Ｃ Ｒ 戦 略 を 、 ヒ ト 大 動 脈 由 来 の ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 使 用 し た 。 該 Ｐ
Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 、 ヒ ト 胎 盤 ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 に 隣 接 す る 配 列 （ Zhang and mcIn
tire, 1996） を 含 ま せ 、 か つ 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ の た め の 制 限 酵 素 切 断
部 位 を 含 む よ う 設 計 し た 。 ～ ２ ３ ０ ０ ｂ ｐ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 引 き
続 く Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 は 、 該 ク ロ ー ニ ン グ し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 、 ヒ ト 胎 盤 ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ
配 列 （ Zhang and McIntire, 1996） に 、 お よ び 肺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｖ Ａ Ｐ
－ １ 配 列 （ Smith et al., 1998)に 同 一 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
実 施 例 ２ ； 膜 に 結 合 し た Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 精 製 （ 比 較 例 ）
組 換 え Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め の 試 み は 、 ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｐ タ ン パ ク 質 の 完 全 コ ー
ド 配 列 が ク ロ ー ン ニ ン グ さ れ て い る ｐ Ｍ Ｂ ８ ４ ３ を 使 用 し て 、 活 性 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ が ヒ ト 肺 腎 臓
（ Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ ） 細 胞 中 で 生 産 さ れ 得 る こ と を 示 し た 。 活 性 タ ン パ ク 質 が 、 可 溶 化 剤 を 使
用 す る 抽 出 後 見 出 さ れ た が 、 マ イ ク ロ グ ラ ム 量 の み の タ ン パ ク 質 が 部 分 的 に 精 製 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
実 施 例 ３ ： Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 可 溶 性 形 態 の 発 現 の た め の 遺 伝 子 構 築 物 の 理 論 的 解 釈 お よ び 設 計
代 替 的 な 戦 略 を 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 非 膜 結 合 性 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 生 産 の た め 開 発 し た 。 精 製
お よ び 検 出 を 、 推 定 膜 横 断 ペ プ チ ド を 含 む Ｎ 末 端 領 域 を 、 固 有 ダ イ マ ー 化 傾 向 を 有 す る ア
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フ ィ ニ テ ィ 融 合 パ ー ト ナ ー で 置 換 す る こ と に よ っ て 実 施 し た 。 該 戦 略 は ま た 、 培 養 培 地 へ
該 融 合 パ ー ト ナ ー を 分 泌 す る こ と が で き る た め の 分 泌 可 能 ア フ ィ ニ テ ィ 融 合 パ ー ト ナ ー の
使 用 に 関 係 し た 。 S. japonicumグ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） の 突 然 変
異 性 変 異 体 を 選 択 し た 。 こ の 突 然 変 異 体 Ｇ Ｓ Ｔ は 、 そ の 活 性 並 び に ダ イ マ ー 化 す る 傾 向 を
有 し 、 そ し て 分 泌 の た め 最 適 化 さ れ た （ Tudyka and Skerra, 1997） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
精 製 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 か ら の Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 放 出 を 可 能 と す る よ う に 、 プ ロ テ
ア ー ゼ 切 断 部 位 を 設 計 し た 。 予 測 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の ス キ ャ ン に よ っ て 、 ３ つ の グ リ シ
ン 残 基 に よ っ て 隣 接 さ れ た ２ ８ 位 の ア ル ギ ニ ン が 明 か と な っ た 。 い く つ か の ヒ ト プ ロ テ ア
ー ゼ は 、 塩 基 性 残 基 の 後 で 切 断 し （ Carter, 1990; Hooper et al., 1997） 、 お よ び グ リ
シ ン 残 基 の 短 い ス ト レ ッ チ は 、 プ ロ テ ア ー ゼ ヘ の 感 受 性 を 高 め る こ と が 示 唆 さ れ た （ Cart
er, 1990） 。 加 え て 、 多 く の 膜 ア ン カ ー タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域 の 、 血 流 へ の タ ン パ ク 質
分 解 的 放 出 （ shedding） は 、 そ の 膜 の 近 く で 起 こ る （ Hooper et al., 1997） 。 ２ ９ 位 の
グ リ シ ン 残 基 は し た が っ て 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 後 、 部 位 特 異 的 タ ン
パ ク 質 分 解 の た め に 好 適 な 基 質 へ 連 結 す る よ う に 選 択 し た 。 こ う し て 、 Ｐ １ ’ 位 の グ リ シ
ン を 有 す る 、 か つ 高 い 特 異 性 を 有 す る 基 質 を 切 断 で き る プ ロ テ ア ー ゼ が 望 ま れ た 。 い く つ
か の 商 業 的 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 Ｘ ａ 因 子 、 ト ロ ン ビ ン 、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ お よ び ３ Ｃ プ ロ テ
ア ー ゼ の よ う な こ れ ら ２ つ の 特 性 を 有 し て 存 在 す る (Nilsson et al., 1997)。 切 断 後 プ ロ
テ ア ー ゼ を 容 易 に 捕 捉 す る 能 力 は 、 考 え ら れ る 別 の 因 子 で あ り 、 Ｇ Ｓ Ｔ へ 融 合 さ れ た 商 業
的 に 入 手 可 能 な ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ の 選 択 へ と つ な が っ た 。 該 ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 Ｅ
Ａ Ｌ Ｆ Ｑ Ｇ （ 配 列 番 号 ６ ） (Miyashita et al., 1996; Wang et al., 1997)を 、 Ｇ Ｓ Ｔ －
Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 構 築 物 に 導 入 し た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 の 、 培 養 培 地 へ の 分
泌 を 達 成 す る た め の シ グ ナ ル 配 列 と と も に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ニ ン グ し た 。 マ ウ ス 抗 体
の 重 鎖 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 を 使 用 し た （ 図 １ 参 照 ） 。 最 終 的 な 構 築 物 （ 配 列 番 号 １ ９ お よ
び ２ ０ ） は 、 こ う し て 、 抗 体 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 １ ８ ア ミ ノ 酸 ス ペ ー サ ー 領 域 、 突 然 変 異
性 Ｇ Ｓ Ｔ タ ン パ ク 質 、 ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ の た め の 基 質 配 列 お よ び ヒ ト 大 動 脈 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら
ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ヒ ト Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の 残 基 ２ ９ － ７ ６ ３ を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド し た （ 図 １ ） 。 非 修 飾 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 の 計 算 さ れ た 分 子 量 は 、 １
１ ２ ｋ Ｄ ａ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
実 施 例 ４ ： Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 か
ら の 調 質 さ れ た 培 地 上 で の 当 初 の 分 析
Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｂ ８ ８ ７ で 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｈ Ｅ Ｋ ２
９ ３ 細 胞 の 小 規 模 の 培 養 か ら の 調 質 培 地 に お け る ベ ン ジ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 Ｇ
Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ が 培 養 培 地 中 に 分 泌 さ れ た こ と を 示 し た 。 更 な る 分 析 は 、 グ ル タ チ オ ン －
セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 使 用 し て 、 調 質 培 地 か ら 直 接 的 に 小 量 の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン
パ ク 質 を 精 製 し 得 る こ と （ デ ー タ 示 さ ず ） 、 そ し て 精 製 さ れ た 剤 濾 う は ベ ン ジ ル ア ミ ン オ
キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が 、 示 さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン
パ ク 質 が 、 グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ 上 に 固 定 化 さ れ た と き 、 活 性 で あ る こ と が
見 出 さ れ た 。 調 質 培 地 中 の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 の 量 は 、 ビ ー ズ 上 に 捕 捉 さ れ
た タ ン パ ク 質 の 量 の 評 価 に よ っ て 、 ～ １ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る と 計 算 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例 ５ ： Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 の 分 取 精 製 お よ び 部 位 特 異 的 切 断
ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に 基 づ く 手 法 の 概 略 は 、 図 ２ に 示 す 。 精 製 の 結 果 は 、 表 １ に ま と め る 。
１ つ の 選 択 さ れ た ク ロ ー ン は 拡 張 し 、 そ し て Cell Factriesで 生 長 し 、 よ り 多 量 の 、 精 製
の た め の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ を 生 成 し た 。 収 集 し た 調 質 さ れ た 培 地 を 濃 縮 お よ び ろ 過 し 、 グ
ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 上 に 負 荷 す る た め の 時 間 を 減 少 さ せ た 。 次 い で 、 グ ル タ
チ オ ン － ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 、 濃 縮 お よ び ろ 過 し た 調 質 さ れ た 培 地 か ら Ｇ
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Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め 適 用 し た 。 カ ラ ム 上 に 捕 捉 さ れ た タ ン パ ク
質 を 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｇ Ｓ Ｈ で 溶 出 さ せ 、 そ し て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 還 元 条 件 で 分 析 し た 。 こ
れ は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 が 高 純 度 を 有 す る こ と 、 お よ び 単 一 の 工 程 で 培 養
培 地 中 の 多 量 の 他 の タ ン パ ク 質 か ら 単 離 し 得 る こ と を 示 し た 。 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 分 子 量 マ ー カ の １ １ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 と の レ ベ ル で 移 動 し た 。 全 ８ ． ８ ｍ ｇ
の タ ン パ ク 質 を 、 グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム か ら 回 収 し た 。 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融
合 タ ン パ ク 質 の 特 異 的 活 性 は 、 ３ ４ ３ ｎ ｍ ｏ ｌ ・ 分 － １ ・ ｍ ｇ － １ で あ る と 決 定 さ れ た 。
興 味 深 い こ と に 、 特 異 的 活 性 は 、 還 元 剤 Ｇ Ｓ Ｈ を 除 去 す る バ ッ フ ァ ー 交 換 工 程 に よ っ て 、
ほ と ん ど ２ 倍 で あ っ た （ ６ ３ ４ ｎ ｍ ｏ ｌ ・ 分 － １ ・ ｍ ｇ － １ ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
グ ル タ チ オ ン ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 さ れ た Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ を 、 Ｇ Ｓ Ｔ － ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 融
合 タ ン パ ク 質 （ ４ ６ ｋ Ｄ ａ ） で 切 断 し 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ か ら Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 パ ー ト ナ ー を 除 去 し た 。
分 析 的 実 験 は 、 切 断 が ゆ っ く り だ が 正 確 で あ り 、 観 察 可 能 な 副 産 物 が な い こ と を 示 唆 し た
。 さ ら に 、 完 全 な 切 断 が 、 ～ ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 取 得 さ れ 得 る 。 切 断 混 合 物
を グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 通 過 さ せ 、 除 去 さ れ た Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 パ ー ト ナ ー お よ び
Ｇ Ｓ Ｔ － ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ を 捕 捉 し た 。 フ ロ ー ス ル ー 材 料 を 収 集 し 、 そ し て 還 元 条 件 下 で
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 析 し 、 こ れ は ～ ９ ７ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 の 予 測 さ れ た Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 産
物 の み を 示 し た 。 捕 捉 さ れ た 材 料 を ま た 分 析 し 、 こ れ は Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 パ ー ト ナ ー （ ～ ２ ８ ｋ
Ｄ ａ ） お よ び Ｇ Ｓ Ｔ － ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ の み を 示 し た 。 こ れ は 、 完 全 な 切 断 が 起 こ っ た こ
と 、 お よ び す べ て の Ｇ Ｓ Ｔ 含 有 タ ン パ ク 質 が 、 グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 上 に 捕
捉 さ れ た こ と を 示 し た 。 ま た す べ て の Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 が カ ラ ム を 経 由 し て 通 過 し た こ
と を 示 し た 。 な ぜ な ら 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 が 溶 出 さ れ た 材 料 中 に 見 出 さ れ な か っ た か ら
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
精 製 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の 特 異 的 活 性 は 、 ５ ２ ２ ｎ ｍ ｏ ｌ ・ 分 － １ ・ ｍ ｇ － １ で あ る と 決
定 さ れ た 。 こ れ は 切 断 前 に 決 定 さ れ た 特 異 的 活 性 よ り も 小 さ か っ た 。 Ｄ Ｔ Ｔ を 使 用 し て 、
Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 の 切 断 中 の ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 確 保 し た か ら 、 我 々
は 、 切 断 バ ッ フ ァ ー が Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ホ モ ダ イ マ ー 中 の 可 能 な ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に 影 響 し た か い
な か 見 る た め 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ 非 還 元 性 ） を 作 成 し た （ Kurkijaervi et al., 19
98; Smith et al., 1998; Salminen et al., 1998） 。 推 定 さ れ た Ｓ Ｓ Ａ Ｏ モ ノ マ ー （ ～
９ ７ ｋ Ｄ ａ ） の み が 、 み ら れ 得 る （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 し か し 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 は 、 ５
℃ で の 貯 蔵 中 に 、 ～ １ ７ ０ ｋ Ｄ ａ の サ イ ズ に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ
っ て 分 析 し た ） 、 こ の こ と は 、 １ ま た は い く つ か の ジ ス ル フ ィ ド が 形 成 さ れ た こ と を 示 し
た 。 切 断 バ ッ フ ァ ー を 、 透 析 ろ 過 （ diafiltration） に よ っ て 除 去 し 、 そ し て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ 分 析 は 、 該 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 が な お 明 ら か に ダ イ マ ー 性 で あ り 、 分 子 量 が ～ １ ７
０ ｋ Ｄ ａ で あ る こ と を 示 し た 。 全 部 で ３ ． ６ ｍ ｇ の 組 換 え Ｓ Ｓ Ａ Ｏ を 、 ８ ０ ９ ｎ ｍ ｏ ｌ ・
分 － １ ・ ｍ ｇ － １ の 特 異 的 活 性 を 有 す る ９ ， ４ リ ッ ト ル の 調 質 培 地 か ら 取 得 し た 。 プ ロ セ
ス の 全 体 収 率 は 、 決 定 さ れ た ベ ン ジ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ い て ２ ２ ％ で あ っ た
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
興 味 深 い こ と に 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の ベ ン ジ ル ア ミ ン オ キ シ
ダ ー ゼ 活 性 に 顕 著 に は 影 響 が な か っ た 。 バ ッ フ ァ ー 交 換 工 程 後 の 精 製 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融
合 タ ン パ ク 質 の 特 異 的 活 性 は 、 ６ ３ ４ ｎ ｍ ｏ ｌ ・ 分 － １ ・ ｍ ｇ － １ と 決 定 さ れ た 。 Ｇ Ｓ Ｔ
融 合 パ ー ト ナ ー の 除 去 後 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ の 特 異 的 活 性 は 、 ８ ０ ９ ｎ ｍ ｏ ｌ ・ 分 － １ ・ ｍ ｇ － １

と 決 定 さ れ た 。 し か し 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 パ ー ト ナ ー の 分 子 質 量 は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン
パ ク 質 の ～ ２ ５ ％ で あ り 、 そ し て Ｇ Ｓ Ｔ の 除 去 後 の 特 異 的 活 性 の 増 加 は 、 同 じ 範 囲 で あ っ
た 。 こ れ は 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 を 酵 素 特 性 把 握 の た め に 使 用 す る 可 能 性 を 開 く 。 さ ら に 、
ア フ ィ ニ テ ィ 融 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば Ｇ Ｓ Ｔ を 使 用 し て 、 固 体 支 持 体 上 に 有 向 の 態 様 で 組
換 え タ ン パ ク 質 を 結 合 ま た は 固 定 化 し 、 例 え ば タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 お よ び 酵
素 特 性 把 握 を 研 究 す る こ と が で き る (Nilsson et al., 1997)。 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン
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パ ク 質 は 、 そ れ を グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ に 結 合 さ せ た と き 、 実 際 に 活 性 で あ
っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例 ６ ； 精 製 さ れ た Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の 当 初 の 特 性 把 握
ゲ ル ろ 過 実 験 を 実 施 し 、 非 変 性 条 件 下 で の Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の サ イ ズ を 分 析 し た 。 非 還
元 条 件 下 で Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 調 査 し た と き 、 ダ イ マ ー 性 タ ン パ ク 質 と し て 移 動 し
た Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 材 料 か ら の サ ン プ ル を 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン し た 分 析 的 Superdex 2
00カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 は 、 １ ． ２ ９ ｍ ｌ で 溶 出 し 、 こ れ は わ ず か に
カ タ ラ ー ゼ （ ２ ３ ２ ｋ Ｄ ａ ） よ り 早 く 、 こ れ は １ ． ３ ５ ｍ ｌ で 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
精 製 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ が 、 Ｇ
Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 （ 図 １ ） 中 の ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ 基 質 配 列 Ｅ Ａ Ｌ Ｆ Ｑ Ｇ （ 配
列 番 号 ６ ） を 特 異 的 に 切 断 す る こ と を 示 し た 。 ２ ９ ア ミ ノ 酸 を 決 定 し 、 そ し て 予 測 さ れ た
Ｓ Ｓ Ａ Ｏ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） 中 の 残 基 数 ２ ９ － ５ ８ に 正 確 に 対 応 し た 。 Ｎ 末 端 配
列 決 定 を ま た 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て 実 施 し 、 こ れ は 、 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド が 、 予 測 さ れ た と お り 保 有 さ れ た こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
最 後 に 、 精 製 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ タ ン パ ク 質 は 、 予 測 さ れ た よ う に セ ミ カ ル バ ジ ド に よ る 阻 害 に 感 受
性 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 ０ ． １ ｍ Ｍ の セ ミ カ ル バ ジ ド の 存 在 下 、 ９ ５ ％ よ り 多 い ベ ン
ジ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 が 阻 害 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 １ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 　 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 概 略 図 で あ る 。 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 パ ー ト ナ
ー に お け る ３ つ の シ ス テ イ ン か ら セ リ ン へ の 突 然 変 異 （ GenBank受 託 番 号 Ｍ １ ４ ６ ５ ４ を
有 す る 配 列 に よ る 残 基 ８ ５ 、 １ ３ ８ お よ び １ ７ ８ ） は 、 太 字 で 示 さ れ る 。 ボ ッ ク ス を 付 し
た 配 列 は 、 ３ Ｃ プ ロ テ ア ー ゼ の 認 識 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 精 製 プ ロ セ ス の 概 観 で あ る 。 そ れ ぞ れ の 精 製 工 程 に つ い て 決 定
さ れ た 特 異 的 活 性 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ｐ Ｍ Ｂ ８ ８ ７ と 命 名 さ れ た Ｇ Ｓ Ｔ － Ｓ Ｓ Ａ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー の 概 略 図 で あ
る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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