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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｏｒ　ｐｙｌｏｒｉ）由来のフコシルトランス
フェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列を提供する。
【解決手段】オリゴ糖、糖タンパク質、および糖脂質を合成するための組換えフコシルト
ランスフェラーゼ。特定のヌクレオチド配列に対して９０％より大きい同一性を有してお
り、フコースをＧｌｕＮＡｃ残基に転移させるα－１，３／４－フコシルトランスフェラ
ーゼタンパク質をコードするα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ核酸。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　本明細書中に記載される発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、２００４年１月２２日に出願された特許出願第１０／７６４，２１２号の一
部継続出願であり、これは、全ての目的で本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明により、ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｏｒ　ｐｙｌｏｒｉ）由来のフコシル
トランスフェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列が提供される。本発明により、また、
オリゴ糖、糖タンパク質、および糖脂質を合成するためにフコシルトランスフェラーゼを
使用する方法も提供される。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　近年、炭水化物化学は著しく発展しているが、糖結合体、具体的には、哺乳動物のオリ
ゴ糖において見られる偏在するβ－１，２－シス－マンノシド結合の形成を伴う糖結合体
の化学合成には、なおも実質的な問題点が存在している。さらに、位置化学的および立体
化学的障害を、炭水化物の新規合成の各工程において解決しなければならない。
【０００４】
　糖結合体の化学合成に伴う問題点を考慮すると、所望されるオリゴ糖部分を有している
糖タンパク質および糖脂質を酵素的に合成するためのグリコシルトランスフェラーゼの使
用は、このような糖結合体を調製するための有望なアプローチである。酵素をベースとす
る合成には位置選択性および立体選択性の利点があり、保護されていない物質を使用して
行うことができる。さらに、グリコシルトランスフェラーゼは、オリゴ糖部分を酵素的に
修飾するために使用されており、うまく立体化学的および位置化学的に制御されている特
異的産物を生じるために非常に有効であることが示されている。目的のグリコシルトラン
スフェラーゼとしては、フコシルトランスフェラーゼ、シアリルトランスフェラーゼ、ガ
ラクトシルトランスフェラーゼ、およびＮ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ
が挙げられる。一般的な評論については、非特許文献１および非特許文献２を参照のこと
。
【０００５】
　多くの糖タンパク質および糖脂質には、特定の生物学的活性を示すためには、特定の糖
型の存在、または特定の糖型が存在しないことが必要である。例えば、多くの糖タンパク
質および糖脂質には、生物学的活性を示すためには、特定のフコシル化構造の存在が必要
である。細胞内認識機構には、多くの場合は、フコシル化されたオリゴ糖が必要である。
例えば、細胞接着分子としての役割を担う、Ｐ－セレクチン、Ｌ－セレクチン、およびＥ
－セレクチンを含む多数の糖タンパク質は、シアリルＬｅｗｉｓ－ｘおよびシアリルＬｅ
ｗｉｓ－ａ構造のような、特異的細胞表面フコシル化炭水化物構造に結合する。さらに、
ＡＢＯ式血液型システムを形成する特異的炭水化物構造はフコシル化されている。３つの
基のそれぞれの炭水化物構造は、共通のＦｕｃα１，２Ｇａｌβ１－二糖単位を有してい
る。Ｏ型血液の構造においては、この二糖は末端構造であり；一方、Ａ型血液の構造は、
この二糖に末端ＧａｌＮＡｃ残基を付加するα１，３ＧａｌＮＡｃトランスフェラーゼに
よって形成され；そして、Ｂ型血液の構造は、末端ガラクトース残基を付加するα１，３
ガラクトシルトランスフェラーゼによって形成される。
【０００６】
　Ｌｅｗｉｓの血液型構造もまたフコシル化されている。例えば、Ｌｅｗｉｓ－ｘおよび



(3) JP 2011-167200 A 2011.9.1

10

20

30

40

50

Ｌｅｗｉｓ－ａ構造は、それぞれ、Ｇａｌβ１，４（Ｆｕｃα１，３）ＧｌｃＮａｃおよ
びＧａｌβ１，３（Ｆｕｃα１，４）ＧｌｃＮａｃである。これらの構造はいずれも、対
応するシアル化構造を形成するようにさらにシアル化（ＮｅｕＡｃα２，３－）すること
ができる。目的の他のＬｅｗｉｓの血液型構造は、Ｌｅｗｉｓ－ｙおよびＬｅｗｉｓ－ｂ
構造であり、これらは、それぞれ、Ｆｕｃα１，２Ｇａｌβ１，４（Ｆｕｃα１，３）Ｇ
ｌｃＮＡｃβ－ＯＲおよびＦｕｃα１，２Ｇａｌβ１，３（Ｆｕｃα１，４）ＧｌｃＮＡ
ｃ－ＯＲである。ＡＢＯ構造とＬｅｗｉｓの血液型構造、およびそれらの合成に関係して
いる酵素については、非特許文献３を参照のこと。
【０００７】
　詳細には、フコシルトランスフェラーゼは、フコース残基をグアノシン－５’－ジホス
ホフコースから糖アクセプターの特異的なヒドロキシルに転移させるための合成経路にお
いて使用されている。様々なドナー基質とアクセプター基質が知られている（非特許文献
４を参照のこと）。例えば、Ｉｃｈｉｋａｗａは、クローン化されたフコシルトランスフ
ェラーゼでのシアル化ラクトサミンのフコシル化を含む方法によって、シアリルＬｅｗｉ
ｓ－ｘを調製した（非特許文献５）。Ｌｏｗｅは、細胞中で自然界には存在しないフコシ
ル化活性を発現させ、それによって、細胞表面上でフコシル化された糖タンパク質を生成
するための方法などを記載した（特許文献１）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許第５，９５５，３４７号明細書
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｃｒｏｕｔら、「Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．」、１９
９８年、第２巻、ｐ．９８－１１１
【非特許文献２】Ａｒｓｅｑｕｅｌｌら、「Ｔｅｔｒａｈｅｄｏｎ：Ａｓｓｙｍｅｔｒｙ
」、１９９７年、第１０巻、ｐ．２８３９
【非特許文献３】Ｖａｒｋｉら編、「Ｅｓｓｅｎｔｉａｌｓ　ｏｆ　Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌ
ｏｇｙ」、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ、１９９９年、第１６章
【非特許文献４】Ｇｕｏら、「Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈ．」、１９９７年、第６８巻、ｐ．１－２０
【非特許文献５】Ｉｃｈｉｋａｗａら、「Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．」、１９９２年
、第１１４巻、ｐ．９２８３－９２９８
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　したがって、多くの市販されている重要な組み換えによって産生された、およびトラン
スジェニックによって産生された糖タンパク質および糖脂質の生物学的活性は、特定の糖
型の存在、または特定の糖型が存在しないことに依存するので、所望されるフコシル化オ
リゴ糖部分を有している糖結合体を酵素的に合成するための効率的な方法が必要とされて
いる。さらに、フコシル化オリゴ糖の効率のよい産生も必要とされている。本発明はこれ
らおよび多の必要性を満たす。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　（発明の要旨）
　本発明により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）由来のα－１，３／４－フコシルトラン
スフェラーゼタンパク質および核酸が提供される。α－１，３／４－フコシルトランスフ
ェラーゼタンパク質は、ドナー基質からアクセプター基質へのフコース残基の転移を触媒
する。１つの実施形態においては、本発明により、配列番号１、３、または７から選択さ
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れるヌクレオチド配列に対して９０％より大きい同一性を有しており、フコースをＧｌｕ
ＮＡｃ残基に転移させるα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質をコー
ドするα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ核酸が提供される。別の実施形態に
おいては、本発明により、配列番号５に対して９０％を超える同一性を有しており、フコ
ースをグルコース残基に転移させるα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパ
ク質をコードするα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ核酸が提供される。
【００１２】
　別の実施形態においては、α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ核酸は、配列
番号１、３、５、または７から選択される。本発明によって、また、配列番号２、４、６
、または８を含み、そしてフコースのＮ－アセチルグルコサミン残基へ、またはグルコー
ス残基への転移を触媒する、α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼをコードする
核酸配列も提供される。１つの態様においては、コードされるα－１，３／４－フコシル
トランスフェラーゼには、アミノ酸タグもまた含まれる。
【００１３】
　さらなる態様においては、本発明により、配列番号１１を含み、ドナー基質からグルコ
ース残基へのフコース残基の転移を触媒するα－１，３／４－フコシルトランスフェラー
ゼタンパク質をコードする単離された核酸が提供される。別の態様においては、本発明に
より、配列番号１２をコードする核酸が提供される。
【００１４】
　別の態様においては、本発明により、上記α－１，３／４－フコシルトランスフェラー
ゼ核酸を含む発現ベクター、発現ベクターを含む宿主細胞、およびα－１，３／４－フコ
シルトランスフェラーゼタンパク質の発現に適切な条件下で培養された宿主細胞を使用し
てα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質を生成するための方法が提供
される。
【００１５】
　別の実施形態においては、本発明により、配列番号２、４、または８に対して９０％を
超える同一性を有しているアミノ酸配列を含む、組換えフコシルトランスフェラーゼタン
パク質が提供される。ここでは、フコシルトランスフェラーゼは、ドナー基質からＮ－ア
セチルグルコサミンへのフコース残基の転移を触媒する。別の実施形態においては、本発
明により、配列番号６に対して９０％を超える同一性を有しているアミノ酸配列を含む組
換えフコシルトランスフェラーゼタンパク質が提供される。ここでは、フコシルトランス
フェラーゼは、ドナー基質からグルコースへのフコース残基の転移を触媒する。１つの態
様においては、フコシルトランスフェラーゼタンパク質には、配列番号２、４、６、また
は８が含まれる。別の態様においては、フコシルトランスフェラーゼタンパク質には、ア
ミノ酸タグもまた含まれる。
【００１６】
　別の実施形態においては、本発明により、配列番号１２を含み、ドナー基質からグルコ
ースへのフコース残基の転移を触媒する、組換えフコシルトランスフェラーゼタンパク質
が提供される。別の態様においては、フコシルトランスフェラーゼタンパク質には、アミ
ノ酸タグもまた含まれる。
【００１７】
　本発明により、ドナー基質からアクセプター基質へのフコース残基の転移を触媒する、
ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）由来のさらなるα－１，３／４－フコシルトランスフェラ
ーゼタンパク質および核酸が提供される。１つの実施形態においては、本発明により、配
列番号１５、１７、２５、２７、２９、または３１から選択されるヌクレオチド配列に対
して９０％を超える同一性を有しており、フコースをアクセプター基質へと転移させるα
－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質をコードする、α－１，３／４－
フコシルトランスフェラーゼ核酸が提供される。
【００１８】
　別の実施形態においては、α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ核酸は、配列
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番号１５、１７、２５、２７、２９、または３１から選択される。本発明により、配列番
号１６、１８、２６、２８、３０、または３２を含み、アクセプター基質（例えば、Ｎ－
アセチルグルコサミン残基）へ、またはグルコース残基へのフコースの転移を触媒する、
α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質をコードする核酸配列が提供さ
れる。１つの態様においては、コードされるα－１，３／４－フコシルトランスフェラー
ゼには、アミノ酸タグもまた含まれる。
【００１９】
　さらなる態様においては、本発明により、配列番号１９に対して９０％を超える同一性
を有している核酸配列を含み、ドナー基質からアクセプター基質へのフコース残基の転移
を触媒するα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質をコードする、単離
された核酸が提供される。本発明により、また、配列番号１９である核酸配列を含む、単
離された核酸も提供される。別の態様においては、本発明により、配列番号２０をコード
する核酸が提供される。
【００２０】
　別の実施形態においては、本発明により、上記α－１，３／４－フコシルトランスフェ
ラーゼ核酸を含む発現ベクター、発現ベクターを含む宿主細胞、およびα－１，３／４－
フコシルトランスフェラーゼタンパク質の発現に適切な条件下で培養された宿主細胞を使
用してα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質を生成するための方法が
提供される。
【００２１】
　別の実施形態においては、本発明により、配列番号１６、１８、２６、２８、３０、ま
たは３２に対して９０％を超える同一性を有しているアミノ酸配列を含む、組換えフコシ
ルトランスフェラーゼタンパク質が提供される。ここでは、フコシルトランスフェラーゼ
は、ドナー基質からアクセプター基質（例えば、Ｎ－アセチルグルコサミン残基またはグ
ルコース残基）へのフコース残基の転移を触媒する。別の実施形態においては、本発明に
より、配列番号２０に対して９３％を超える同一性を有しているアミノ酸配列を含む、組
換えフコシルトランスフェラーゼタンパク質が提供される。ここでは、フコシルトランス
フェラーゼは、ドナー基質からアクセプター基質（例えば、Ｎ－アセチルグルコサミン残
基またはグルコース残基）へのフコース残基の転移を触媒する。１つの態様においては、
フコシルトランスフェラーゼタンパク質には、配列番号１６、１８、２０、２６、２８、
３０、または３２が含まれる。別の態様においては、フコシルトランスフェラーゼタンパ
ク質には、アミノ酸タグもまた含まれる。
【００２２】
　本発明により、また、フコシル化オリゴ糖を産生するために上記α－１，３／４－フコ
シルトランスフェラーゼ、例えば、配列番号１６、１８、２０、２６、２８、３０、また
は３２を使用するための方法も提供される。フコシル化オリゴ糖は、さらに精製すること
ができる。アクセプター基質は、使用者の要望に応じて、Ｎ－アセチル化グルコサミンま
たはグルコースのいずれかであり得る。１つの実施形態においては、アクセプター基質は
、ラクト－Ｎ－ネオ－テトラオース（ＬＮｎＴ）であり、フコシル化産物は、ラクト－Ｎ
－フコペンタオースＩＩＩ（ＬＮＦＰ　ＩＩＩ）である。α－１，３／４－フコシルトラ
ンスフェラーゼは、フコシル化オリゴ糖を産生するために他のグリコシルトランスフェラ
ーゼと組み合わせて使用することができる。例えば、出発物質として乳糖を使用すると、
フコースをＮ－アセチルグルコサミンに転移させるα－１，３／４－フコシルトランスフ
ェラーゼ、β－１，３－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ、およびβ－１
，４－ガラクトシルトランスフェラーゼの作用によってＬＮＦＰを産生することができる
。β－１，３－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼおよびβ－１，４－ガラ
クトシルトランスフェラーゼは細菌の酵素であり、好ましい実施形態においては、淋菌（
Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ）由来の酵素である。
【００２３】
　別の実施形態においては、本発明のα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタン
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パク質（例えば、配列番号１６、１８、２０、２６、２８、３０、または３２）が、フコ
シル化糖脂質を産生するために使用される。アクセプター基質は、使用者の要望に応じて
、Ｎ－アセチルグルコサミンまたはグルコースのいずれかであり得る。
【００２４】
　別の実施形態においては、本発明により、本明細書中に記載されるα－１，３／４－フ
コシルトランスフェラーゼ（例えば、配列番号１６、１８、２０、２６、２８、３０、３
２、または３４）を、適切なアクセプター基質を含む糖タンパク質と、フコシル化糖タン
パク質を生成するために適切な条件下で混合することによって、フコシル化糖タンパク質
を生成するための方法が提供される。アクセプター基質は、Ｇａｌβ１－ＯＲ、Ｇａｌβ
，３／４ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ、ＮｅｕＡｃα２，３Ｇａｌβ１，３／４ＧｌｃＮＡｃ－Ｏ
ｒから選択することができる。ここでは、Ｒはアミノ酸、糖、オリゴ糖、または少なくと
も１つの炭素原子を有しているアグリコン基である。アクセプター基質は、Ｎ－アセチル
グルコサミン残基またはグルコース残基であり得る。α－１，３／４－フコシルトランス
フェラーゼには、アミノ酸タグもまた含めることができる。例えば、本発明は以下を提供
する：
（項目１）
フコシル化された糖タンパク質を生成するための方法であって、該方法は：
　組換えフコシルトランスフェラーゼタンパク質を、フコース残基を含むドナー基質およ
び糖タンパク質上のアクセプター基質を含む混合物と、該フコシルトランスフェラーゼが
ドナー基質から該糖タンパク質上の該アクセプター基質への該フコース残基の転移を触媒
する条件下で接触させ、それによりフコシル化された糖タンパク質を生成する工程、
を包含し、
　ここで、該組換えフコシルトランスフェラーゼタンパク質は、配列番号１６、配列番号
１８、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２および配列番号３４か
らなる群より選択されるアミノ酸配列に対して９０％を超える同一性を有しているポリペ
プチドを含む、
方法。
（項目２）
前記ポリペプチドは、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２６、配列
番号２８、配列番号３０、配列番号３２および配列番号３４からなる群より選択されるア
ミノ酸配列に対して９５％を超える同一性を有するアミノ酸配列を含む、項目１に記載の
方法。
（項目３）
前記ポリペプチドが、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２６、配列
番号２８、配列番号３０、配列番号３２および配列番号３４からなる群より選択されるア
ミノ酸配列を含む、項目１に記載の方法。
（項目４）
前記ポリペプチドがアミノ酸タグをさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目５）
前記方法が、前記フコシル化された糖タンパク質を精製する工程をさらに包含する、項目
１に記載の方法。
（項目６）
前記アクセプター基質が、グルコース残基およびＮ－アセチルグルコサミン残基から選択
される、項目１に記載の方法。
（項目７）
前記糖タンパク質上のアクセプター基質が、Ｇａｌβ１－ＯＲ、Ｇａｌβ，３／４Ｇｌｃ
ＮＡｃ－ＯＲ、ＮｅｕＡｃα２，３Ｇａｌβ１，３／４ＧｌｃＮＡｃ－Ｏｒを含み、ここ
で、Ｒはアミノ酸、糖、オリゴ糖、または少なくとも１つの炭素原子を有するアグリコン
基である、項目１に記載の方法。
（項目８）
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核酸配列を含む単離されたポリヌクレオチドであって、該核酸配列は、配列番号１５、配
列番号１７、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９および配列番号３１からなる群
より選択されるヌクレオチド配列に対して９０％を超える同一性を有し、該ヌクレオチド
配列は、ドナー基質からアクセプター基質へのフコース残基の転移を触媒するフコシルト
ランスフェラーゼをコードする、単離されたポリヌクレオチド。
（項目９）
前記核酸配列が、配列番号１５、配列番号１７、配列番号２５、配列番号２７、配列番号
２９および配列番号３１からなる群より選択される、項目８に記載のポリヌクレオチド。
（項目１０）
前記フコシルトランスフェラーゼが、Ｎ－アセチルグルコサミン残基およびグルコース残
基から選択されるアクセプター分子へのフコースの転移を触媒する、項目８に記載のポリ
ヌクレオチド。
（項目１１）
核酸配列を含む単離されたポリヌクレオチドであって、該核酸配列が、ドナー基質からア
クセプター基質へのフコース残基の転移を触媒するフコシルトランスフェラーゼをコード
し、該フコシルトランスフェラーゼは、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２６、配
列番号２８、配列番号３０および配列番号３２からなる群より選択されるアミノ酸を含む
、単離されたポリヌクレオチド。
（項目１２）
前記フコシルトランスフェラーゼがアミノ酸タグを含む、項目１１に記載のポリヌクレオ
チド。
（項目１３）
項目８または項目１１に記載の単離されたポリヌクレオチドを含む、発現ベクター。
（項目１４）
項目１３に記載の発現ベクターを含む、宿主細胞。
（項目１５）
フコシルトランスフェラーゼタンパク質の発現に適切な条件下で、項目１４に記載の宿主
細胞を培養する工程を包含する、フコシルトランスフェラーゼタンパク質を生成する方法
。
（項目１６）
核酸配列を含む単離されたポリヌクレオチドであって、該核酸配列が、配列番号１９に対
して９０％を超える同一性を有し、該ヌクレオチド配列が、ドナー基質からアクセプター
基質へのフコース残基の転移を触媒するフコシルトランスフェラーゼをコードする、単離
されたポリヌクレオチド。
（項目１７）
前記核酸配列が配列番号１９からなる、項目１６に記載のポリヌクレオチド。
（項目１８）
前記フコシルトランスフェラーゼが、Ｎ－アセチルグルコサミン残基およびグルコース残
基から選択されるアクセプター分子へのフコースの転移を触媒する、項目１６に記載のポ
リヌクレオチド。
（項目１９）
核酸配列を含む単離されたポリヌクレオチドであって、該核酸配列は、ドナー基質からア
クセプター基質へのフコース残基の転移を触媒するフコシルトランスフェラーゼをコード
し、該フコシルトランスフェラーゼは、配列番号２０に対して９３％を超える同一性を有
する、単離されたポリヌクレオチド。
（項目２０）
前記フコシルトランスフェラーゼが配列番号２０からなる、項目１９に記載のポリヌクレ
オチド。
（項目２１）
項目１６または項目１９に記載の単離されたポリヌクレオチドを含む、発現ベクター。
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（項目２２）
項目２１に記載の発現ベクターを含む、宿主細胞。
（項目２３）
フコシルトランスフェラーゼタンパク質の発現に適切な条件下で、項目２２に記載の宿主
細胞を培養する工程を包含する、フコシルトランスフェラーゼタンパク質を生成する方法
。
（項目２４）
配列番号１６、配列番号１８、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０および配列番
号３２からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して９０％を超える同一性を有するポ
リペプチドを含む組換えフコシルトランスフェラーゼタンパク質であって、該フコシルト
ランスフェラーゼが、ドナー基質からアクセプター基質へのフコース残基の転移を触媒す
る、組換えフコシルトランスフェラーゼタンパク質。
（項目２５）
アミノ酸タグをさらに含む、項目２４に記載の組換えフコシルトランスフェラーゼ。
（項目２６）
前記ポリペプチドが、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２６、配列番号２８、配列
番号３０および配列番号３２からなる群より選択される、項目２４に記載の組換えフコシ
ルトランスフェラーゼ。
（項目２７）
前記フコシルトランスフェラーゼが、Ｎ－アセチルグルコサミン残基およびグルコース残
基から選択されるアクセプター分子へのフコースの転移を触媒する、項目２４に記載の組
換えフコシルトランスフェラーゼ。
（項目２８）
配列番号２０に対して９３％を超える同一性を有するポリペプチドを含む組換えフコシル
トランスフェラーゼタンパク質であって、該フコシルトランスフェラーゼが、ドナー基質
からアクセプター基質へのフコース残基の転移を触媒する、組換えフコシルトランスフェ
ラーゼタンパク質。
（項目２９）
前記ポリペプチドが配列番号２０からなる、項目２８に記載の組換えフコシルトランスフ
ェラーゼタンパク質。
（項目３０）
前記フコシルトランスフェラーゼが、Ｎ－アセチルグルコサミン残基およびグルコース残
基から選択されるアクセプター分子へのフコースの転移を触媒する、項目２８に記載の組
換えフコシルトランスフェラーゼ。
（項目３１）
フコシル化されたオリゴ糖を作製する方法であって、該方法は：
　項目２４に記載の組換えフコシルトランスフェラーゼを、フコース残基を含むドナー基
質、および糖またはオリゴ糖を含むアクセプター基質を含む混合物と、融合タンパク質が
該ドナー基質から該アクセプター基質へのフコース残基の転移を触媒する条件下で接触さ
せ、それによりフコシル化されたオリゴ糖を生成する工程を包含する、
方法。
（項目３２）
前記方法が、前記フコシル化されたオリゴ糖を精製する工程をさらに包含する、項目３１
に記載の方法。
（項目３３）
ドナー基質がＧＤＰ－フコースである、項目３１に記載の方法。
（項目３４）
前記フコシルトランスフェラーゼがアミノ酸タグを含む、項目３１に記載の方法。
（項目３５）
アクセプター基質が、Ｎ－アセチルグルコサミンおよびグルコースから選択されるメンバ
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ーを含む、項目３１に記載の方法。
（項目３６）
前記アクセプター基質が、ラクト－Ｎ－ネオ－テトラオース（ＬＮｎＴ）である、項目３
１に記載の方法。
（項目３７）
前記フコシル化されたオリゴ糖が、ラクト－Ｎ－フコペンタオースＩＩＩ（ＬＮＦＰ　Ｉ
ＩＩ）である、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
前記混合物が、ラクトース、β－１，３－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼおよびβ－１，４－ガラクトシルトランスフェラーゼをさらに含む、項目３１に記載の
方法。
（項目３９）
前記β－１，３－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼが細菌の酵素である、
項目３８に記載の方法。
（項目４０）
前記β－１，３－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼがＮｅｉｓｓｅｒｉａ
　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ由来である、項目３９に記載の方法。
（項目４１）
前記β－１，４－ガラクトシルトランスフェラーゼが細菌の酵素である、項目３８に記載
の方法。
（項目４２）
前記β－１，４－ガラクトシルトランスフェラーゼがＮｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｃｏ
ｃｃｕｓ由来である、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
前記フコシル化されたオリゴ糖が、ラクト－Ｎ－フコペンタオースＩＩＩ（ＬＮＦＰ　Ｉ
ＩＩ）である、項目３８に記載の方法。
（項目４４）
フコシル化された糖脂質を生成するための方法であって、該方法は：
　項目２４に記載の組換えフコシルトランスフェラーゼタンパク質を、フコース残基を含
むドナー基質および糖脂質上のアクセプター基質を含む混合物と、該フコシルトランスフ
ェラーゼがドナー基質から該糖脂質上の該アクセプター基質への該フコース残基の転移を
触媒する条件下で接触させ、それによってフコシル化された糖脂質を生成する工程を包含
する、
方法。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１１８２Ｂ株由来のフコシルトラン
スフェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列が提供される。
【図２】図２により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１１１１Ａ株由来のフコシルトラン
スフェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列が提供される。
【図３】図３により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１２１８Ｂ株由来のフコシルトラン
スフェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列が提供される。
【図４】図４により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１９Ｃ２Ｂ株由来のフコシルトラン
スフェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列が提供される。
【図５】図５により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）９１５Ａ株由来のフコシルトランス
フェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列が提供される。
【図６】図６により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）２６６９５Ａ株由来のフコシルトラ
ンスフェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列が提供される。
【図７】図７により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１９Ｃ２Ａ株由来のフコシルトラン
スフェラーゼの核酸配列およびアミノ酸配列が提供される。
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【図８】図８により、１１８２　ｆｕｔＢアミノ酸配列と、グリコシルトランスフェラー
ゼファミリー１０（すなわち、フコシルトランスフェラーゼファミリー）に由来するコン
センサス配列との間でのアライメントが提供される。１１８２　ｆｕｔＢのアミノ酸２３
から３０５が上段に示され、これは、タンパク質の最も保存されている領域、すなわち、
フコシルトランスフェラーゼ触媒ドメインを示す。
【図９】図９により、１１１１　ｆｕｔＡアミノ酸配列と、グリコシルトランスフェラー
ゼファミリー１０（すなわち、フコシルトランスフェラーゼファミリー）に由来するコン
センサス配列との間でのアライメントが提供される。１１１１　ｆｕｔＡのアミノ酸２７
から４１７が上段に示され、これは、タンパク質の最も保存されている領域、すなわち、
フコシルトランスフェラーゼ触媒ドメインを示す。
【図１０】図１０により、１２１８　ｆｕｔＢアミノ酸配列と、グリコシルトランスフェ
ラーゼファミリー１０（すなわち、フコシルトランスフェラーゼファミリー）に由来する
コンセンサス配列との間でのアライメントが提供される。１２１８　ｆｕｔＢのアミノ酸
２３から３９９が上段に示され、これは、タンパク質の最も保存されている領域、すなわ
ち、フコシルトランスフェラーゼ触媒ドメインを示す。
【図１１】図１１により、１９Ｃ２　ｆｕｔＢアミノ酸配列と、グリコシルトランスフェ
ラーゼファミリー１０（すなわち、フコシルトランスフェラーゼファミリー）に由来する
コンセンサス配列との間でのアライメントが提供される。１９Ｃ２　ｆｕｔＢのアミノ酸
２３から３７７が上段に示され、これは、タンパク質の最も保存されている領域、すなわ
ち、フコシルトランスフェラーゼ触媒ドメインを示す。
【図１２】図１２により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）のアミノ酸配列１１８２　Ｆｕ
ｔＢ、１１１１　ＦｕｔＡ、１２１８　ＦｕｔＢ、１９Ｃ２　ＦｕｔＢ、９１５　Ｆｕｔ
Ａ、１９Ｃ２　ＦｕｔＡ、および２６６９５　ＦｕｔＡの間でのアライメントが提供され
る。最下段の配列はコンセンサス配列である。
【図１３－１】図１３により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）の核酸配列１１８２　Ｆｕ
ｔＢ、１１１１　ＦｕｔＡ、１２１８　ＦｕｔＢ、１９Ｃ２　ＦｕｔＢ、９１５　Ｆｕｔ
Ａ、１９Ｃ２　ＦｕｔＡ、および２６６９５　ＦｕｔＡの間でのアライメントが提供され
る。最下段の配列はコンセンサス配列である。
【図１３－２】図１３により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）の核酸配列１１８２　Ｆｕ
ｔＢ、１１１１　ＦｕｔＡ、１２１８　ＦｕｔＢ、１９Ｃ２　ＦｕｔＢ、９１５　Ｆｕｔ
Ａ、１９Ｃ２　ＦｕｔＡ、および２６６９５　ＦｕｔＡの間でのアライメントが提供され
る。最下段の配列はコンセンサス配列である。
【図１３－３】図１３により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）の核酸配列１１８２　Ｆｕ
ｔＢ、１１１１　ＦｕｔＡ、１２１８　ＦｕｔＢ、１９Ｃ２　ＦｕｔＢ、９１５　Ｆｕｔ
Ａ、１９Ｃ２　ＦｕｔＡ、および２６６９５　ＦｕｔＡの間でのアライメントが提供され
る。最下段の配列はコンセンサス配列である。
【図１３－４】図１３により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）の核酸配列１１８２　Ｆｕ
ｔＢ、１１１１　ＦｕｔＡ、１２１８　ＦｕｔＢ、１９Ｃ２　ＦｕｔＢ、９１５　Ｆｕｔ
Ａ、１９Ｃ２　ＦｕｔＡ、および２６６９５　ＦｕｔＡの間でのアライメントが提供され
る。最下段の配列はコンセンサス配列である。
【図１３－５】図１３により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）の核酸配列１１８２　Ｆｕ
ｔＢ、１１１１　ＦｕｔＡ、１２１８　ＦｕｔＢ、１９Ｃ２　ＦｕｔＢ、９１５　Ｆｕｔ
Ａ、１９Ｃ２　ＦｕｔＡ、および２６６９５　ＦｕｔＡの間でのアライメントが提供され
る。最下段の配列はコンセンサス配列である。
【図１４】図１４により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼの
基質であるラクト－Ｎ－ネオ－テトラオース（ＬＮｎＴ）と、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒ
ｉ）フコシルトランスフェラーゼの産物であるラクト－Ｎ－フコペンタオースＩＩＩ（Ｌ
ＮＦＰ　ＩＩＩまたはＬＮＦ　ＩＩＩ）のオリゴ糖構造が提供される。
【図１５】図１５により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼに
対するアクセプター特異性の分析の結果が提供される。
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【図１６】図１６により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼを
使用するＬＮＦ　ＩＩＩ合成の収率が提供される。２つのイオン交換樹脂を試験した：Ｍ
Ｒ３　ＮＨ４ＨＣＯ３およびＤｏｗｅｘ１／Ｄｏｗｅｘ５０樹脂。
【図１７】図１７により、フコースを糖タンパク質アシアリルトランスフェリンに変換す
るための、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１１８２株由来のＦｕｔＢ　α－１，３／４－
フコシルトランスフェラーゼの使用が示される。上段のパネルには、シアル化トランスフ
ェリンのＧＣ／ＭＳ分析が示される。下段のパネルには、酵素的にシアル化され、その後
、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１１８２株ＦｕｔＢ　α－１，３／４－フコシルトラン
スフェラーゼを使用してフコシル化された、シアル化トランスフェリンのＧＣ／ＭＳ分析
が示される。糖構造についての記号：黒四角－ＧｌｃＮＡｃ；白丸－マンノース；黒菱形
－ガラクトース；三角－フコース；星型－シアル酸。
【図１８】図１８により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１１１１　ＦｕｔＢ株由来のフ
コシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供される
。核酸配列は、小文字のＢａｍＨＩ部位で始まる。コード配列もまた、小文字（すなわち
、ａｔｇ．．．ｔａａ）であり、配列は、小文字のＥｃｏＲＩ部位で終わる。
【図１９】図１９により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）８０２　ＦｕｔＡ株由来のフコ
シルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供される。
核酸配列は、小文字のＢａｍＨＩ部位で始まる。コード配列は、小文字のａｔｇで始まり
、小文字の終止コドン（ｔａａ）で終わり、配列は小文字のＥｃｏＲＩ部位で終わる。
【図２０】図２０により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）９４８　ＦｕｔＡ株由来のフコ
シルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供される。
核酸配列は、小文字のＢａｍＨＩ部位で始まる。コード配列もまた、小文字（すなわち、
ａｔｇ．．．ｔａａ）であり、配列は、小文字のＥｃｏＲＩ部位で終わる。
【図２１】図２１により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）９５５　ＦｕｔＡ株由来のフコ
シルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供される。
核酸配列は、小文字のＢａｍＨＩ部位で始まる。開始コドン（すなわち、ａｔｇ）は小文
字であり、配列は小文字のＥｃｏＲＩ部位で終わる。
【図２２】図２２により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１２１８　ＦｕｔＡ株由来のフ
コシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供される
。核酸配列は、小文字のＢａｍＨＩ部位で始まり、配列は、小文字のＥｃｏＲＩ部位で終
わる。
【図２３】図２３により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ＵＡ９５５　ＦｕｔＢ株由来の
フコシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供され
る。
【図２４】図２４により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ＵＡ７６３　ＦｕｔＢ株由来の
フコシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供され
る。
【図２５】図２５により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１９Ｃ２　ＦｕｔＡ株由来の全
長のフコシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供
される。
【図２６】図２６により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１９Ｃ２　ＦｕｔＢ株由来の全
長のフコシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供
される。
【図２７】図２７により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）２６６９５　ＦｕｔＡ株由来の
フコシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供され
る。
【図２８】図２８によりにより、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）８０２　ＦｕｔＢ株由来
のフコシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供さ
れる。
【図２９】図２９により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ＵＡ９４８　ＦｕｔＢ株由来の
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フコシルトランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供され
る。
【図３０】図３０により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ＵＡ９１５ＦｕｔＢフコシルト
ランスフェラーゼの核酸配列（上段）およびアミノ酸配列（下段）が提供される。
【図３１－１】図３１により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラー
ゼ（１１１ＦｕｔＢ、８０２ＦｕｔＡ、９４８ＦｕｔＡ、ＵＡ９５５ＦｕｔＢ、ＵＡ７６
３ＦｕｔＢ、全長の１９Ｃ２ＦｕｔＡ、全長の１９Ｃ２ＦｕｔＢ、および２６６９５Ｆｕ
ｔＢ）の、ｐｆａｍ００８５２，Ｇｌｙｃｏ＿ｔｒａｎｓｆ＿１０，グリコシルトランス
フェラーゼファミリー１０の配列とのアライメントが提供される。例えば、Ｍａｒｃｈｌ
ｅｒ－Ｂａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３３：Ｄ１９
２－６（２００５）およびｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒｅ／ｃｄｄ／ｃｄｄ．ｓｈｔｍｌ．を参照のこと。保存されている残基と同じ残基は灰
色の文字であり；保存されていない残基は黒色の文字である。
【図３１－２】図３１により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラー
ゼ（１１１ＦｕｔＢ、８０２ＦｕｔＡ、９４８ＦｕｔＡ、ＵＡ９５５ＦｕｔＢ、ＵＡ７６
３ＦｕｔＢ、全長の１９Ｃ２ＦｕｔＡ、全長の１９Ｃ２ＦｕｔＢ、および２６６９５Ｆｕ
ｔＢ）の、ｐｆａｍ００８５２，Ｇｌｙｃｏ＿ｔｒａｎｓｆ＿１０，グリコシルトランス
フェラーゼファミリー１０の配列とのアライメントが提供される。例えば、Ｍａｒｃｈｌ
ｅｒ－Ｂａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３３：Ｄ１９
２－６（２００５）およびｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒｅ／ｃｄｄ／ｃｄｄ．ｓｈｔｍｌ．を参照のこと。保存されている残基と同じ残基は灰
色の文字であり；保存されていない残基は黒色の文字である。
【図３１－３】図３１により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラー
ゼ（１１１ＦｕｔＢ、８０２ＦｕｔＡ、９４８ＦｕｔＡ、ＵＡ９５５ＦｕｔＢ、ＵＡ７６
３ＦｕｔＢ、全長の１９Ｃ２ＦｕｔＡ、全長の１９Ｃ２ＦｕｔＢ、および２６６９５Ｆｕ
ｔＢ）の、ｐｆａｍ００８５２，Ｇｌｙｃｏ＿ｔｒａｎｓｆ＿１０，グリコシルトランス
フェラーゼファミリー１０の配列とのアライメントが提供される。例えば、Ｍａｒｃｈｌ
ｅｒ－Ｂａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３３：Ｄ１９
２－６（２００５）およびｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒｅ／ｃｄｄ／ｃｄｄ．ｓｈｔｍｌ．を参照のこと。保存されている残基と同じ残基は灰
色の文字であり；保存されていない残基は黒色の文字である。
【図３２－１】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－２】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－３】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
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９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－４】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－５】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－６】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－７】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－８】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－９】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質（
例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ、
８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ、
９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕｔ
Ｂ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２６
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６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には、
大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－１０】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質
（例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ
、８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ
、９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕ
ｔＢ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２
６６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には
、大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕ
ｓｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－１１】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質
（例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ
、８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ
、９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕ
ｔＢ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２
６６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には
、大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕ
ｓｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－１２】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質
（例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ
、８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ
、９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕ
ｔＢ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２
６６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には
、大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕ
ｓｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３２－１３】図３２により、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質
（例えば、１９Ｃ２ＡＦｕｔＡ、１９Ｃ２ＢＦｕｔＢ、７６３ＦｕｔＡ、７６３ＦｕｔＢ
、８０２ＦｕｔＡ、８０２ＦｕｔＢ、９１５ＦｕｔＡ、９１５ＦｕｔＢ、９４８ＦｕｔＡ
、９４８ＦｕｔＢ、９５５ＦｕｔＡ、９５５ＦｕｔＢ、１１１１ＦｕｔＡ、１１１１Ｆｕ
ｔＢ、１１８２ＦｕｔＡ、１１８２ＦｕｔＢ、１２１８ＦｕｔＡ、１２１８ＦｕｔＢ、２
６６９５ＦｕｔＡ、および２６６９５ＦｕｔＢ）のアライメントが提供される。上段には
、大多数であるか、またはコンセンサスである配列が示される。アライメントは、Ｃｌｕ
ｓｔａｌＷ（Ｓｌｏｗ／Ａｃｃｕｒａｔｅ，Ｇｏｎｎｅｔ）を使用して行った。
【図３３－１】図３３により、ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）由
来のフコシルトランスフェラーゼ遺伝子を配列決定し、クローニングするために有用なプ
ライマーが提供される。
【図３３－２】図３３により、ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）由
来のフコシルトランスフェラーゼ遺伝子を配列決定し、クローニングするために有用なプ
ライマーが提供される。
【図３３－３】図３３により、ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）由
来のフコシルトランスフェラーゼ遺伝子を配列決定し、クローニングするために有用なプ
ライマーが提供される。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　（定義）
　他の場所に明確に定義されていない限りは、本明細書中で使用される全ての技術用語お
よび科学用語は、一般的に、本発明が属する分野の当業者が通常理解している意味と同じ
意味を有する。一般的には、本明細書中で使用される学名、ならびに、以下に記載される
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細胞培養、分子遺伝学、有機化学、および核酸化学、およびハイブリダイゼーションにお
ける研究室手順は、当該分野で周知であり、一般的に使用されている。標準的な技術が、
核酸とペプチドの合成のために使用される。一般的には、酵素反応および精製工程は、製
造業者の説明書にしたがって行われる。技術および手順は、通常、当該分野での従来法と
、種々の一般的な参考文献にしたがって行われる（一般的には、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ
　ａｌ．，ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵ
ＡＬ、第２版（１９８９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（これは、本明細書
中に参考として援用される）を参照のこと）。これは、この文献全体を通じて提供される
。以下に記載される分析化学および有機合成において本明細書中で使用される学名および
研究室手順は、当該分野で周知であり、一般的に使用されている。標準的な技術またはそ
の改変は、化学合成および化学分析のために使用される。
【００２７】
　用語「α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼまたはフコシルトランスフェラー
ゼ」あるいは「α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼまたはフコシルトランスフ
ェラーゼ」をコードする核酸は：（１）配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号
７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号
１９、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、または配列番号３３
から選択される核酸配列によってコードされるポリペプチドに対して、あるいは、配列番
号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１
４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２６、配列番号２８、配列番
号３０、配列番号３２、または配列番号３４のアミノ酸配列に対して、好ましくは、少な
くとも約２５個、５０個、１００個、２００個、５００個、１０００個、またはそれ以上
のアミノ酸の領域にわたって、約６０％を超えるアミノ酸配列同一性、６５％、７０％、
７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、
８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、好ましくは、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％、あるいはそれ以上のアミ
ノ酸配列同一性を有しているアミノ酸配列を有する；（２）配列番号２、配列番号４、配
列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配
列番号１８、配列番号２０、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２
、または配列番号３４のアミノ酸配列を含む免疫原；それらの免疫原性断片；およびそれ
らの保存的に修飾された変異体に対して惹起させられた抗体（例えば、ポリクローナル抗
体）に特異的に結合する；（３）配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配
列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０
、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、または配列番号３４をコ
ードする核酸；例えば、配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９
、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号
２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、または配列番号３３；あるいは、そ
れらの相補物、およびそれらの保存的に修飾された変異体に対して、ストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件下で特異的にハイブリダイズする；（４）配列番号１、配列
番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号
１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列
番号３１、または配列番号３３；あるいは列挙された核酸配列の１つの相補物に対して、
好ましくは、少なくとも約２５個、５０個、１００個、２００個、５００個、１０００個
、またはそれ以上のヌクレオチドの領域にわたって、約６０％を超えるヌクレオチド配列
同一性、好ましくは、約６５％、７０％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８
０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８９％、９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、あるいはそ
れ以上のヌクレオチド配列同一性を有している核酸配列を有する、核酸、およびポリペプ
チド多形変異体、対立遺伝子、突然変異体、ならびに種間ホモログを意味する。本発明の
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核酸およびタンパク質には、自然界に存在している分子、または組み換え分子の両方が含
まれる。
【００２８】
　本発明のα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ酵素はまた、フコシルトランス
フェラーゼタンパク質の１つのファミリーである、グリコシルトランスフェラーゼファミ
リー１０において見られる高度に保存された触媒ドメインの存在によっても認識すること
ができる。例えば、ｇｎｌ｜ＣＤＤ｜１６８３６ｐｆａｍ００８５２，Ｇｌｙｃｏ＿ｔｒ
ａｎｓｆ＿１０を参照のこと。１１８２　ｆｕｔＢ、１１１１　ｆｕｔＡ、１２１８　ｆ
ｕｔＢ、および１９Ｃ２　ｆｕｔＢの保存されている触媒ドメインと、グリコシルトラン
スフェラーゼファミリー１０のメンバーの触媒ドメインによるコンセンサス配列との間で
のアライメントがズ８～１１および図３１に示される。同様のアライメントを、ピロリ菌
（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）由来の他のα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク
質の保存されている触媒ドメインを決定するために行うことができることは当業者には明
らかである。
【００２９】
　本明細書中に記載される生物学的に活性なフコシルトランスフェラーゼは、ドナー基質
（例えば、ＧＤＰ－フコース）からα－１，３／４－結合中のアクセプター分子へのフコ
ースの転移を触媒するフコシルトランスフェラーゼである。アクセプター分子は、Ｎ－ア
セチルグルコシルアミン（ＧｌｕｃＮＡｃ）またはグルコースのいずれかであり得る。例
えば、以下のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）株由来のフコシルトランスフェラーゼは、フ
コースをＧｌｕ－ＮＡｃに転移させる：９１５　ＦｕｔＡ株、１１１１　ＦｕｔＡ株、１
９Ｃ２　ＦｕｔＢ株、および１１８２　ＦｕｔＢ株。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１９
Ｃ２　ＦｕｔＡ株に由来するＦｕｔＡ遺伝子産物は、フコースをＬＮｎＴアクセプターの
還元性グルコースに転移させる。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１２１８株由来のＦｕｔ
Ｂ遺伝子産物、および新規の２６６９５　ＦｕｔＡタンパク質も同様である。好ましい実
施形態においては、フコシルトランスフェラーゼは、フコースをＧｌｃＮＡｃだけに転移
させるか、またはグルコースだけに転移させる。アクセプター分子は、炭水化物、オリゴ
糖、糖脂質、または糖タンパク質であり得る。
【００３０】
　本発明のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質は、ド
ナー基質からアクセプター基質への糖の転移に有用である。この付加には、一般的には、
オリゴ糖の非還元性末端、または生体分子上の炭水化物部分が利用される。しかし、いく
つかの実施形態においては、フコース残基は、還元性グルコース残基に付加される。本明
細書中で定義されるような生体分子としては、生物学的に有意な分子、例えば、炭水化物
、オリゴ糖、タンパク質（例えば、糖タンパク質）、および脂質（例えば、糖脂質、リン
脂質、スフィンゴ脂質、およびガングリオシド）が挙げられるが、これらに限定はされな
い。
【００３１】
　以下の略記が本明細書中で使用される：
　　Ａｒａ＝アラビノシル；
　　Ｆｒｕ＝フルクトシル；
　　Ｆｕｃ＝フコシル；
　　Ｇａｌ＝ガラクトシル；
　　ＧａｌＮＡｃ＝Ｎ－アセチルガラクトシルアミノ；
　　Ｇｌｃ＝グルコシル；
　　ＧｌｃＮＡｃ＝Ｎ－アセチルグルコシルアミノ；
　　Ｍａｎ＝マンノシル；および
　　ＮｅｕＡｃ＝シアリル（Ｎ－アセチルノイラミニル）
　　ＦＴまたはＦｕｔ＝フコシルトランスフェラーゼ＊

　　ＳＴ＝シアリルトランスフェラーゼ＊
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　　ＧａｌＴ＝ガラクトシルトランスフェラーゼ＊

　オリゴ糖は、還元性末端の糖が実際に還元糖であるかどうかにはかかわらず、還元性末
端と非還元性末端を有していると考えられる。一般的に認められている命名法にしたがい
、本明細書中では、オリゴ糖は、左側に非還元性末端を有し、右側に還元性末端を有する
として示される。
【００３２】
　本明細書中に記載される全てのオリゴ糖は、非還元糖（例えば、Ｇａｌ）の名称または
略称、その後ろに、グリコシド結合の立体配置（αまたはβ）、環結合、結合に関係して
いる還元糖の環位置、その後ろに、還元糖の名称または略称（例えば、ＧｌｃＮＡｃ）を
用いて記載される。２つの糖の間の結合は、例えば、２，３、２→３、または（２，３）
と表現することができる。それぞれ糖はピラノースまたはフラノースである。
【００３３】
　用語「シアル酸」は、９個の炭素からなるカルボキシル化された糖のファミリーの任意
のメンバーを意味する。シアル酸ファミリーの最も一般的なメンバーは、Ｎ－アセチル－
ノイラミン酸（２－ケト－５－アセトアミド－３，５－ジデオキシ－Ｄ－グリセロ－Ｄ－
ガラクトノヌロピラノース－１－オン酸（２－　ｋｅｔｏ－５－ａｃｅｔａｍｉｄｏ－３
，５－ｄｉｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｇｌｙｃｅｒｏ－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｎｏｎｕｌｏｐｙｒａ
ｎｏｓ－ｌ－ｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）（多くの場合は、Ｎｅｕ５Ａｃ、ＮｅｕＡｃ、または
ＮＡＮＡと略される））である。このファミリーの第２のメンバーは、Ｎ－グリコリル－
ノイラミン酸（Ｎｅｕ５Ｇｃ、またはＮｅｕＧｃ）である。ここでは、ＮｅｕＡｃのＮ－
アセチル基が水酸化されている。シアリル酸ファミリーの第３のメンバーは、２－ケト－
３－デオキシ－ノルロソン酸（２－ｋｅｔｏ－３－ｄｅｏｘｙ－ｎｏｎｕｌｏｓｏｎｉｃ
　ａｃｉｄ）（ＫＤＮ）である（Ｎａｄａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８６）Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２６１：１１５５０－１１５５７；Ｋａｎａｍｏｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６５：２１８１１－２１８１９（１９９０））。９－Ｏ－Ｃ１

－Ｃ６アシル－Ｎｅｕ５Ａｃ様９－Ｏ－ラクチルーＮｅｕ５Ａｃまたは９－Ｏ－アセチル
－Ｎｅｕ５Ａｃ、９－デオキシ－９－フルオロ－Ｎｅｕ５Ａｃおよび９－アジド－９－デ
オキシ－Ｎｅｕ５Ａｃのような９置換シアル酸もまた含まれる。シアル酸ファミリーの概
要については、例えば、Ｖａｒｋｉ，Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　２：２５－４０（１９
９２）；Ｓｉａｌｉｃ　Ａｃｉｄｓ：Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ　ａｎ
ｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，Ｒ．Ｓｃｈａｕｅｒ編（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ（１９９２）を参照のこと）。シアル化手順でのシアル酸化合物の合成およ
び使用は、１９９２年１０月１日に公開された国際出願ＷＯ９２／１６６４０に開示され
ている。
【００３４】
　グリコシルトランスフェラーゼの「アクセプター基質」は、特定のグリコシルトランス
フェラーゼについてアクセプターとして作用することができるオリゴ糖部分である。アク
セプター基質が、対応するグリコシルトランスフェラーゼおよび糖ドナー基質、ならびに
他の不可欠な反応混合物の成分と接触させられ、反応混合物が、十分な時間の間インキュ
ベートされると、グリコシルトランスフェラーゼは、糖残基を糖ドナー基質からアクセプ
ター基質へと転移させる。アクセプター基質は、多くの場合、特定のグリコシルトランス
フェラーゼの種々のタイプに応じてそれぞれである。
【００３５】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼの「アクセプター基質」は
、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼについてアクセプターとし
て作用することができるオリゴ糖部分である。アクセプター基質がピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌ
ｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼおよび糖ドナー基質（例えば、ＧＤＰ－フコース）
、ならびに他の不可欠な反応混合物の成分と接触させられ、反応混合物が十分な時間の間
インキュベートされると、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼは
、フコース残基をＧＤＰ－フコースからアクセプター基質へと転移させる。アクセプター
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基質は、多くの場合、特定のフコシルトランスフェラーゼの種々のタイプに応じてそれぞ
れである。例えば、哺乳動物のガラクトシド２－Ｌ－フコシルトランスフェラーゼ（α１
，２－フコシルトランスフェラーゼ）についてのアクセプター基質としては、オリゴ糖の
非還元性末端にあるＧａｌβ１，４－ＧｌｃＮＡｃ－Ｒが挙げられるであろう；このフコ
シルトランスフェラーゼは、α１，２結合を介してフコース残基をＧａｌに結合させる。
末端Ｇａｌβ１，４－ＧｌｃＮＡｃ－ＲおよびＧａｌβ１，３－ＧｌｃＮＡｃ－Ｒ、なら
びにそれらのシアル化類似体は、それぞれ、α１，３－およびα１，４－フコシルトラン
スフェラーゼのアクセプター基質である。しかし、これらの酵素は、アクセプター基質の
ＧｌｃＮＡｃ残基に対してフコース残基を結合させる。したがって、用語「アクセプター
基質」は、特定の適用についての目的の特定のグリコシルトランスフェラーゼの状況にお
いて使用される。本明細書中に記載されるピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトラン
スフェラーゼは、シアル化されたアクセプター基質またはシアル化されていないアクセプ
ター基質に対してフコースを転移させる。本明細書中に記載されるいくつかのピロリ菌（
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼは、フコースをグルコース残基に転移さ
せるであろう。
【００３６】
　グリコシルトランスフェラーゼについての「ドナー基質」は、活性化されたヌクレオチ
ド糖である。このような活性化された糖は、一般的には、糖の、ウリジン、グアノシン、
およびシチジン一リン酸誘導体（それぞれ、ＵＭＰ、ＧＭＰ、およびＣＭＰ）、または、
その中のヌクレオシド一リン酸または二リン酸が離脱基として作用する糖のニリン酸誘導
体（それぞれ、ＵＤＰ、ＧＤＰ、およびＣＤＰ）から構成されている。例えば、フコシル
トランスフェラーゼのドナー基質は、ＧＤＰ－フコースである。シアリルトランスフェラ
ーゼについてのドナー基質は、例えば、所望されるシアリル酸を含む活性化された糖ヌク
レオチドである。例えば、ＮｅｕＡｃの場合には、活性化された糖はＣＭＰ－ＮｅｕＡｃ
である。
【００３７】
　「実質的に均質な糖形態」または「実質的に均質なグリコシル化パターン」は、糖タン
パク質種について言及する場合には、目的のグリコシルトランスフェラーゼ（例えば、フ
コシルトランスフェラーゼ）によってグリコシル化されたアクセプター基質の割合を意味
する。例えば、上記のα１，３－またはα１，４－フコシルトランスフェラーゼの場合に
は、実質的に均質なフコシル化パターンは、実質的に全ての（以下に定義されるように）
Ｇａｌβ１，４－ＧｌｃＮＡｃ－Ｒおよび、シアル化されたその類似体またはシアル化さ
れていないその類似体が、目的の糖タンパク質を含む組成物中でフコシルかされている場
合に、存在する。出発物質にグリコシル化されているアクセプター基質（例えば、フコシ
ル化Ｇａｌβ１，４－ＧｌｃＮＡｃ－Ｒ物質）が含まれる場合があることは、当業者に理
解されるであろう。したがって、計算されるグリコシル化の量には、本発明の方法によっ
てグリコシル化されるアクセプター基質、さらには、出発物質中においてすでにグリコシ
ル化されているアクセプター基質が含まれるであろう。
【００３８】
　「実質的に均質な形態」の上記の定義における用語「実質的に」は、一般的には、特定
のグリコシルトランスフェラーゼについてのアクセプター基質のうち、少なくとも約６０
％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％、また、より好ましくは、少なくとも約９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、ま
たは１００％がグリコシル化されている（例えば、フコシル化Ｇａｌβ１，４－ＧｌｃＮ
Ａｃ－Ｒ物質）ことを意味する。
【００３９】
　用語「実質的に同一のフコシル化パターン」は、既知の糖タンパク質のフコシル化と、
少なくとも約８０％、より好ましくは、少なくとも約９０％、なおさらに好ましくは、少
なくとも約９１％、９２％、９３％、９４％、または９５％、そしてなおさらに好ましく
は、少なくとも約９６％、９７％、９８％、または９９％同一である、本発明の方法によ
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って産生された糖タンパク質のグリコシル化パターンを意味する。「既知のフコシル化パ
ターン」は、任意の既知のレベルのフコシル化を有している任意の供給源に由来する既知
の糖タンパク質のフコシル化パターンを意味する。
【００４０】
　用語「アミノ酸」は、自然界に存在しているアミノ酸、および合成のアミノ酸、ならび
に、自然界に存在しているアミノ酸と同様の様式で機能するアミノ酸類似体およびアミノ
酸模倣物を意味する。自然界に存在しているアミノ酸は、遺伝子コードによってコードさ
れるアミノ酸、さらには、後で修飾されるそのようなアミノ酸、例えば、ヒドロキシプロ
リン、γ－カルボキシグルタミン酸、およびＯ－ホスホセリンである。アミノ酸類似体は
、自然界に存在しているアミノ酸と同じ塩基性の化学構造（すなわち、水素、カルボキシ
ル基、アミノ基、およびＲ基（例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メチオニンスルホキ
シド、メチオニンメチルスルホニウム）に結合しているα炭素）を有している化合物を意
味する。このような類似体は、修飾されたＲ基（例えば、ノルロイシン）または修飾され
たペプチド骨格を有するが、自然界に存在しているアミノ酸と同じ塩基性化学構造を保っ
ている。アミノ酸模倣物は、アミノ酸の一般的な化学構造とは異なる構造を有しているが
、自然界に存在しているアミノ酸と同様の様式で作用する化合物を意味する。
【００４１】
　「タンパク質」、「ポリペプチド」、または「ペプチド」は、単量体がアミノ酸であり
、アミド結合を解して互いに連結されている高分子を意味し、これは、あるいは、ポリペ
プチドと呼ばれる。アミノ酸がα－アミノ酸である場合には、Ｌ－光学異性体またはＤ－
光学異性体のいずれかを使用することができる。さらに、自然界には存在しないアミノ酸
、例えば、β－アラニン、フェニルグリシン、およびホモアルギニンもまた含まれる。遺
伝子によってはコードされないアミノ酸もまた、本発明において使用することができる。
さらに、反応基を含むように修飾されているアミノ酸もまた、本発明において使用される
場合がある。本発明で使用される全てのアミノ酸は、Ｄ－異性体またはＬ－異性体のいず
れかであり得る。Ｌ－異性体が一般的には好ましい。さらに、他のペプチド模倣物もまた
、本発明において有用である。一般的な概要については、Ｓｐａｔｏｌａ，Ａ．Ｆ．，Ｃ
ＨＥＭＩＳＴＲＹ　ＡＮＤ　ＢＩＯＣＨＥＭＩＳＴＲＹ　ＯＦ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤＳ
，ＰＥＰＴＩＤＥＳ　ＡＮＤ　ＰＲＯＴＥＩＮＳ，Ｂ．Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ編，Ｍａｒｃ
ｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐ．２６７（１９８３）を参照のこと。
【００４２】
　用語「組換え」は、細胞に関して使用される場合には、細胞が異種核酸を複製するか、
または異種核酸によってコードされるペプチドもしくはタンパク質を発現することを示す
。組換え細胞には、細胞の自然界に存在している（組換えではない）形態においては見る
ことができない遺伝子を含めることができる。組換え細胞にはまた、自然界に存在してい
る形態の細胞において見られる遺伝子もまた含めることができる。ここでは、このような
遺伝子は、人工的な手段によって修飾され、細胞中に再度導入される。この用語にはまた
、細胞から核酸を取り出すことなく修飾された、細胞にとって内因性である核酸を含む細
胞も含まれる；このような修飾には、遺伝子置換、部位特異的突然変異、および関連技術
によって得られる修飾が含まれる。「組換えタンパク質」は、組換え細胞によって産生さ
れるものである。
【００４３】
　「融合タンパク質」は、もともとの、または自然界に存在している全長のタンパク質ま
たはその部分配列をコードするアミノ酸配列に加えて、そのようなアミノ酸配列の変わり
に、そのようなアミノ酸には満たない、および／またはそのようなアミノ酸配列とは異な
るアミノ酸配列を含む、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタン
パク質を意味する。
【００４４】
　融合タンパク質の成分には、「アクセサリー酵素」および／または「精製またはアミノ
酸タグ」が含まれる。「アクセサリー酵素」は、本明細書中で言及される場合には、例え
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ば、フコシルトランスフェラーゼの基質を形成する触媒反応に関係している酵素である。
アクセサリー酵素は、例えば、フコシルトランスフェラーゼによってドナー部分として使
用されるヌクレオチド糖、例えば、ＧＤＰ－フコースの形成を触媒する。アクセサリー酵
素はまた、ヌクレオチド糖の形成に必要なヌクレオチド三リン酸の生成、またはヌクレオ
チド糖に取り込まれる糖（例えば、フコース）の生成において使用されるものでもあり得
る。本発明の組換え融合タンパク質は、タンパク質の精製を容易にする分子「精製タグ」
を一方の末端に有している融合タンパク質として構築し、発現させることができる。この
ようなタグもまた、グリコシル化反応の間に目的のタンパク質を固定するために使用する
ことができる。適切なタグとしては、「エピトープタグ」が挙げられ、これは、抗体によ
って特異的に認識されるタンパク質配列である。エピトープタグは、一般的には、融合タ
ンパク質を疑いなく検出または単離するために容易に入手できる抗体を使用することを可
能にするために、融合タンパク質に組み込まれる。「ＦＬＡＧタグ」は、モノクローナル
抗ＦＬＡＧ抗体によって特異的に認識される、一般的に使用されているエピトープタグで
あり、配列ＡｓｐＴｙｒＬｙｓＡｓｐＡｓｐＡｓｐＡｓｐＬｙｓ、またはその実質的に同
じ変異体から構成されている。他の適切なタグが当業者には公知であり、例えば、ヘキサ
ヒスチジンペプチド（これは、ニッケルまたはコバルトイオンのような金属イオンに結合
する）のようなアフィニティータグが挙げられる。精製タグには、マルトース結合ドメイ
ンおよびデンプン結合ドメインも含まれる。マルトース結合ドメインタンパク質の精製は
当業者に公知である。デンプン結合ドメインは、本明細書中に参考として援用されるＷＯ
９９／１５６３６に記載されている。β－シクロデキストリン（ＢＣＤ）誘導樹脂を使用
するデンプン結合ドメインを含む融合タンパク質の親和的精製は、２００３年５月５日に
提出された米国特許出願番号６０／４６８，３７４（その全体が本明細書中に参考として
援用される）に記載されている。
【００４５】
　グリコシルトランスフェラーゼに関する用語「機能的ドメイン」は、酵素の活性（例え
ば、アクセプター基質特異性、触媒活性、結合親和力、または他の生物学的もしくは生化
学的活性）を付与するかまたは調節する、グリコシルトランスフェラーゼのドメインを意
味する。グリコシルトランスフェラーゼの機能的ドメインの例としては、触媒ドメインが
挙げられるがこれに限定はされない。
【００４６】
　タンパク質に関する用語「発現レベル」または「発現のレベル」は、細胞によって産生
されるタンパク質の量を意味する。細胞によって産生されるタンパク質の量は、本明細書
中に記載されるか、または当業者に公知であるアッセイと活性単位によって測定すること
ができる。当業者は、種々のアッセイや単位を使用して細胞によって産生されたタンパク
質の量を、それぞれ、測定し、記載するための方法を知っているであろう。したがって、
タンパク質（例えば、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼ）の発
現のレベルの定量的および定性的記載は、タンパク質の活性または量を記載するために使
用される酵素活性または単位を測定することによってアッセイすることができる。細胞に
よって産生されたタンパク質の量は、標準的な公知のアッセイ、例えば、Ｂｒａｄｆｏｒ
ｄ（１９７６）によるタンパク質アッセイ、Ｐｉｅｒｃｅによるビシンコニン酸タンパク
質アッセイ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）によって、あるいは、米国特許第５
，６４１，６６８号に記載されているように決定することができる。
【００４７】
　用語「酵素活性」は酵素の活性を意味し、本明細書中に記載されるか、または当業者に
公知であるアッセイと活性単位によって測定することができる。
【００４８】
　用語「比活性」は、本明細書中で使用される場合は、酵素（例えば、本発明のピロリ菌
（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質）の触媒活性を意味し、そ
して、活性単位で表現することができる。本明細書中で使用される場合は、１活性単位に
よって、所定の温度（例えば、３７℃）およびｐＨ値（例えば、ｐＨ７．５）で、１分当
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たり１μｍｏｌの生成物の形成を触媒する。したがって、１０単位の酵素は、１０μｍｏ
ｌの基質が、ある温度（例えば、３７℃）およびあるｐＨ値（例えば、ｐＨ７．５）で、
１分間のうちに１０μｍｏｌの生成物に変換される酵素の触媒量である。
【００４９】
　「触媒ドメイン」は、酵素によって行われる酵素反応を触媒するタンパク質ドメイン、
またはその部分配列を意味する。例えば、フコシルトランスフェラーゼの触媒ドメインに
は、ドナー糖からアクセプター糖へフコース残基を転移させるために十分なフコシルトラ
ンスフェラーゼの部分配列が含まれるであろう。触媒ドメインには、酵素全体、その部分
配列が含まれ得、これには、自然界において見ることができる、酵素に結合されていない
さらなるアミノ酸配列またはその部分配列を含めることができる。本発明のα－１，３／
４－フコシルトランスフェラーゼ酵素はまた、フコシルトランスフェラーゼタンパク質の
１つのファミリーである、グリコシルトランスフェラーゼファミリー１０において見られ
る高度に保存された触媒ドメインの存在によっても認識することができる。例えば、ｇｎ
ｌ｜ＣＤＤ｜１６８３６ｐｆａｍ００８５２，Ｇｌｙｃｏ＿ｔｒａｎｓｆ＿１０を参照の
こと。１１８２　ｆｕｔＢ、１１１１　ｆｕｔＡ、１２１８　ｆｕｔＢ、および１９Ｃ２
　ｆｕｔＢの保存されている触媒と、グリコシルトランスフェラーゼファミリー１０のメ
ンバーの触媒ドメインによるコンセンサス配列との間でのアライメントが、図８～１１に
示される。１１８２　ＦｕｔＢ、１１１１　ＦｕｔＡ、１２１８　ＦｕｔＢ、および１９
Ｃ２　ＦｕｔＢの保存されている触媒と、グリコシルトランスフェラーゼファミリー１０
のメンバーの触媒ドメインによるコンセンサス配列との間でのアライメントが、図８～１
１に示される。グリコシルトランスフェラーゼファミリー１０の触媒ドメインのコンセン
サス配列の、約１１位のアミノ酸で始まり、３０１位のアミノ酸で終わる領域と類似して
いる、高度に保存されている領域が、上記に列挙されたピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α
－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ酵素のそれぞれに見られ、例えば、１１８２
　ｆｕｔＢのアミノ酸２３～３０５；１１１１　ｆｕｔＡのアミノ酸２７～３０４；１２
１８　ｆｕｔＢのアミノ酸２３～３０５；および１９Ｃ２　ｆｕｔＢのアミノ酸２２～２
７７が、酵素の触媒ドメインであると考えられる。また、ｐｆａｍ００８５２，Ｇｌｙｃ
ｏ＿ｔｒａｎｓｆ＿１０コンセンサス配列に対するアライメントを使用して、図３１に、
複数のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）株（１１１　ＦｕｔＢ、８０２　ＦｕｔＡ、９４８
　ＦｕｔＡ、ＵＡ９５５　ＦｕｔＢ、ＵＡ７６３　ＦｕｔＢ、全長の１９Ｃ２　ＦｕｔＡ
、全長の１９Ｃ２　ＦｕｔＢ、および２６６９５　ＦｕｔＢ）に由来するα－１，３／４
－フコシルトランスフェラーゼの触媒ドメインが提供される。図３１に提供される触媒ド
メインは、全て、ｐｆａｍ００８５２，Ｇｌｙｃｏ＿ｔｒａｎｓｆ＿１０の残基２３８～
３１８の配列（すなわち、開示されるピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フ
コシルトランスフェラーゼタンパク質の約２２６位の残基で始まり、約３０６位の残基で
終わる）に密接に関係しており、これを含む。例えば、１１１１　ＦｕｔＢの触媒ドメイ
ンには、残基１７７～３０６が含まれている；８０２　ＦｕｔＡの触媒ドメインには、残
基２２６～３０３が含まれている；９４８　ＦｕｔＡの触媒ドメインには、残基２２７～
３０４が含まれている。ＵＡ９５５　ＦｕｔＢ（９５５　ＦｕｔＢとも呼ばれる）の触媒
ドメインには、残基２２９～３０６が含まれている；ＵＡ７６３　ＦｕｔＢ（７６３　Ｆ
ｕｔＢとも呼ばれる）の触媒ドメインには、残基２２９～３０６が含まれている。全長の
１９Ｃ２　ＦｕｔＡの触媒ドメインには、残基２２９～３０６が含まれている。全長の１
９Ｃ２　ＦｕｔＢの触媒ドメインには、残基２３０～３０７が含まれている；そして、全
長の２６６９５　ＦｕｔＢの触媒ドメインには、残基２３０～３０７が含まれている。し
たがって、上記で同定されたフコシルトランスフェラーゼ触媒ドメインを含むポリペプチ
ドは、例えば、オリゴ糖、糖タンパク質、および糖脂質をフコシル化するための本発明の
方法において使用することができる。上記で同定されたフコシルトランスフェラーゼ触媒
ドメインをコードする核酸もまた、例えば、オリゴ糖、糖タンパク質、および糖脂質をフ
コシル化するためのフコシルトランスフェラーゼタンパク質の産生のために、本発明の方
法において使用することができる。本発明には、図３１に開示される触媒ドメインを含む
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、任意のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタ
ンパク質が含まれる。
【００５０】
　「部分配列」は、それぞれ、核酸またはアミノ酸（例えば、タンパク質）のより長い配
列の一部を含む、核酸またはアミノ酸の配列を意味する。
【００５１】
　用語「核酸」は、一本鎖または二本鎖の形態のいずれかであるデオキシリボヌクレオチ
ドまたはリボヌクレオチドポリマーを意味し、これには、他の場所で限定されていない限
りは、自然界に存在しているヌクレオチドと同様の様式で核酸にハイブリダイズする自然
界に存在しているヌクレオチドの既知の類似体が含まれる。他の場所で明確に示されてい
ない限りは、特定の核酸配列には、その相補配列が含まれる。
【００５２】
　「組換え発現カセット」または簡単に「発現カセット」は、そのような配列と適合性で
ある宿主の構造遺伝子の発現に影響を及ぼすことができる核酸エレメントを用いて、組み
換えによって、または合成によって生成された核酸構築物である。発現カセットには、少
なくともプロモーターと、状況に応じて転写終結シグナルが含まれる。通常は、組換え発
現カセットには、転写される核酸（例えば、所望されるポリペプチドをコードする核酸）
とプロモーターが含まれる。発現に不可欠であるか、または発現を助けるさらなる因子も
また、本明細書中に記載されるように使用される場合がある。例えば、発現カセットには
、宿主細胞から発現されるタンパク質の分泌を指示するシグナル配列をコードするヌクレ
オチド配列も含めることができる。転写終結シグナル、エンハンサー、および遺伝子の発
現に影響を与える他の核酸配列もまた、発現カセットに含めることができる。
【００５３】
　「異種配列」または「異種核酸」は、本明細書中で使用される場合には、特定の宿主細
胞に対して外来である供給源を起源とするもの、または、同じ供給源に由来する場合には
、その元の形態から修飾されたものである。したがって、真核生物宿主細胞中の異種糖タ
ンパク質遺伝子として、修飾されている特定の宿主細胞に対して内因性である、糖タンパ
ク質をコードする遺伝子が挙げられる。異種配列の修飾は、例えば、プロモーターに作動
可能であるように連結させることができるＤＮＡ断片を生じるように制限酵素でＤＮＡを
処理することによって、行うことができる。部位特異的突然変異誘発のような技術もまた
、異種配列を修飾するために有用である。
【００５４】
　用語「単離された」は、酵素の活性を妨害する成分を実質的または本質的に含まない材
料を意味する。本発明の糖、タンパク質、または核酸については、用語「単離された」は
、その自然界での状態において見られる通常その物質に付随している成分を実質的または
本質的に含まない物質を意味する。一般的には、本発明の単離された糖、タンパク質、ま
たは核酸は、純度を決定するための銀染色ゲル上でのバンド強度によって、または他の方
法によって測定した場合に、少なくとも約８０％純粋であり、通常は、少なくとも約９０
％、そして好ましくは、少なくとも約９５％純粋である。純度または均質性は、多数の当
該分野で周知である多数の手法によって示すことができる。例えば、試料中のタンパク質
または核酸は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分解することができ、その後、
タンパク質または核酸を染色によって視覚化することができる。タンパク質または核酸の
高解像度の分解が所望され得る特定の目的については、例えば、ＨＰＬＣまたは同様の精
製手法を利用することができる。
【００５５】
　用語「作動可能であるように連結された」は、核酸発現制御配列（例えば、プロモータ
ー、シグナル配列列、または転写因子結合部位の並び）と第２の核酸配列との間の機能的
連結を意味する。ここでは、発現制御配列は、第２の配列に対応する核酸の転写および／
または翻訳に影響を与える。
【００５６】



(23) JP 2011-167200 A 2011.9.1

10

20

30

40

50

　用語「同一」またはパーセント「同一性」は、２つ以上の核酸またはタンパク質配列の
状況では、最大対応について比較しアライメントした場合に、以下の配列比較アルゴリズ
ムの１つを使用して、または目視検査によって測定して、同じであるか、または同じであ
るアミノ酸残基またはヌクレオチドの特定の割合を有している２つ以上の配列またはその
部分配列を意味する。
【００５７】
　表現「実質的に同一」は、２つの核酸またはタンパク質の状況においては、最大対応に
ついて比較しアライメントした場合に、以下の配列比較アルゴリズムの１つを使用して、
または目視検査によって測定して、約６０％を超える核酸またはアミノ酸配列同一性、６
５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、好ましくは、９１％、９２％、９３％
、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％、あるいはそれ以上のヌクレ
オチドまたはアミノ酸残基同一性を有している、２つ以上の配列またはその部分配列を意
味する。好ましくは、実質的同一性は、少なくとも約５０残基の長さにわたる配列領域全
体、より好ましくは、少なくとも約１００残基の領域全体にわたって存在し、そして配列
が、少なくとも約１５０残基の領域にわたって実質的に同一であることが最も好ましい。
最も好ましい実施形態においては、配列は、コード領域の全長にわたって実質的に同一で
ある。
【００５８】
　配列比較については、通常、１つの配列が、比較される試験配列に対して参照配列とさ
れる。配列比較アルゴリズムが使用される場合は、試験配列と参照配列がコンピューター
に入力され、その後、必要に応じて座標が設計され、配列アルゴリズムプログラムのパラ
メーターが設計される。次いで、配列比較アルゴリズムが、設計されたプログラムパラメ
ーターに基づいて、参照配列に対する試験配列（単数または複数）のパーセント配列同一
性を計算する。
【００５９】
　比較のための配列の最適なアライメントは、例えば、Ｓｍｉｔｈ　＆　Ｗａｔｅｒｍａ
ｎ，Ａｄｖ，Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２（１９８１）の局所相同性アルゴリズムに
よって、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　＆　Ｗｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３
（１９７０）の相同性アライメントアルゴリズムによって、Ｐｅａｒｓｏｎ　＆　Ｌｉｐ
ｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８５：２４４４（１９８８
）の類似性の検索方法によって、これらのアルゴリズム（ＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡ
ＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）のコンピューターによる履行によって（Ｗｉｓｃｏｎｓｉ
ｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍ
ｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、
あるいは視覚試験によって（一般的には、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．，Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，編、
Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．とＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃとの間での共同
事業（１９９５年，補完）（Ａｕｓｕｂｅｌ））行うことができる。
【００６０】
　パーセント配列同一性および配列類似性を決定するために適しているアルゴリズムの例
は、ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ　２．０アルゴリズムであり、これらは、それぞれ、Ａ
ｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－
４１０、およびＡｌｔｓｃｈｕｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２に記載されている。ＢＬＡＳＴ分析を行うた
めのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）を通
じて公に入手することができる。このアルゴリズムには、最初に、検索配列の長さＷのシ
ョートワードを同定することによって高スコアの配列対（ＨＳＰ）を同定することが含ま
れる。これは、データベース中の同じ長さのワードとアライメントされた場合に、いくつ
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かのポジティブ値閾値スコアＴに適合するかまたはそれらを満たすかのいずれかである。
Ｔは、文字列スコア閾値と呼ばれる（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，前出）。これら
の最初の文字列のヒットは、それらを含むより長いＨＳＰを見つけるための検索を開始す
るための種子として作用する。文字のヒットは、その後、累積するアルゴリズムスコアを
増加させることができる限りは、それぞれの配列に沿って両方向に伸ばされる。累積スコ
アは、ヌクレオチド配列については、パラメーターＭ（適合している残基の対についての
褒章スコア；常に＞０）とＮ（適合していない残基についてのペナルティースコア；常に
＜０）を使用して計算される。アミノ酸配列については、スコアリングマトリックスが、
累積スコアを計算するために使用される。各方向へと文字のヒットを延ばすことは：検索
Ｘによる累積アルゴリズムスコアが最大達成値から落ちた場合；１つ以上のネガティブに
スコアされる残基のアライメントの蓄積が原因で、累積スコアがゼロまたはそれ未満にな
った場合；または、いずれかの配列の末端に到達した場合に、停止される。ＢＬＡＳＴア
ルゴリズムパラメーターＷ、Ｔ、およびＸによって、アライメントの感度および速度が決
定される。（ヌクレオチド配列についての）ＢＬＡＳＴＮプログラムでは、１１の文字長
（Ｗ）、１０の期待値（Ｅ）、Ｍ＝５、Ｎ＝－４、および両方の鎖の比較が、デフォルト
として使用される。アミノ酸配列については、ＢＬＡＳＴＰプログラムでは、３の文字長
（Ｗ）、１０の期待値（Ｅ）、およびＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリックスが、デ
フォルトとして使用される（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ　＆　Ｈｅｉｎｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：１０９１５（１９８９）を参照のこと）。
【００６１】
　パーセント配列同一性を計算することに加えて、ＢＬＡＳＴアルゴリズムではまた、２
つの配列の間の類似性の統計学的分析も行われる（例えば、Ｋａｒｌｉｎ　＆　Ａｌｔｓ
ｃｈｕｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：５８７３－５７８
７（１９９３）を参照のこと）。ＢＬＡＳＴアルゴリズムによって提供される類似性の１
つの測定方法は、最小額確率（Ｐ（Ｎ））である。これにより、２つのヌクレオチド配列
またはアミノ酸配列の間で適合が偶然に生じる確率の指標が提供される。例えば、核酸は
、参照核酸に対する試験核酸の比較において、最小額確率が約０．１未満、より好ましく
は、約０．０１未満、そして最も好ましくは、約０．００１未満である場合に、参照配列
に対して類似していると考えられる。
【００６２】
　２つの核酸配列またはタンパク質が実質的に同一であることをさらに示すものは、以下
に記載されるように、第１の核酸によってコードされるタンパク質が第２の核酸によって
コードされるタンパク質と免疫学的に交差反応性であることである。したがって、タンパ
ク質は、通常、第２のタンパク質と実質的に同一であり、例えば、２つのペプチドは、保
存的置換だけによって異なる。２つの核酸配列が実質的に同一であることを示す別の指標
は、以下に記載されるように、２つの分子がストリンジェントな条件下で互いにハイブリ
ダイズすることである。
【００６３】
　表現「特異的にハイブリダイズする」は、配列が複雑な混合物（例えば、全細胞）ＤＮ
ＡまたはＲＮＡ中に存在する場合に、ストリンジェントな条件下で特定のヌクレオチド配
列にだけ分子が結合する、二本鎖を形成する、またはハイブリダイズすることを意味する
。
【００６４】
　用語「ストリンジェントな条件」は、プローブがその標的の部分配列にハイブリダイズ
するが、他の配列にはハイブリダイズしない条件を意味する。ストリンジェントな条件は
配列依存性であり、種々の状況において異なる。配列が長ければ長いほど、より高温で特
異的にハイブリダイズする。一般的には、ストリンジェントな条件は、定義されたイオン
強度およびｐＨでの特異的配列についての熱融解点（Ｔｍ）よりも約１５℃低くなるよう
に選択される。Ｔｍは、（定義されたイオン強度、ｐＨ、および核酸濃度下で）標的配列
に相補的であるプローブの５０％が平衡状態で標的配列にハイブリダイズする温度である
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。（標的配列が、通常、過剰に存在するので、Ｔｍでは、プローブの５０％が平衡状態で
占有されている）。通常、ストリンジェントな条件は、塩濃度が、ｐＨ７．０から８．３
で約１．０ＭのＮａイオン未満、通常は、約０．０１Ｍから１．０ＭのＮａイオン濃度（
または他の塩）であり、温度は、短いプローブ（例えば、１０から５０ヌクレオチド）に
ついては少なくとも約３０℃、そして長いプローブ（例えば、５０よりも長いヌクレオチ
ド）については少なくとも約６０℃である条件である。ストリンジェントな条件はまた、
ホルムアミドのような不安定剤の添加によって得られる場合もある。選択的または特異的
ハイブリダイゼーションについては、ポジティブシグナルは、通常、少なくともバックグ
ラウンドの２倍であり、好ましくは、バックグラウンドの１０倍のハイブリダイゼーショ
ンである。例示的なストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、以下であり得る
：５０％のホルムアミド、５×ＳＳＣ、および１％のＳＤＳ、４２℃でのインキュベーシ
ョン、あるいは、５×ＳＳＣ、１％のＳＤＳ、６５℃でのインキュベーションと、０．２
×ＳＳＣおよび０．１％のＳＤＳ中で６５℃での洗浄。ＰＣＲについては、約３６℃の温
度が、低いストリンジェンシーでの増幅について一般的であるが、アニーリング温度は、
プライマーの長さに応じて、約３２～４８℃の間で変化する。高いストリンジェンシーで
のＰＣＲ増幅については、約６２℃の温度が一般的であるが、高いストリンジェンシーで
のアニーリング温度は、プライマーの長さおよび特異性に応じて、約５０℃から約６５℃
の範囲であり得る。高いストリンジェンシーでの増幅および低いストリンジェンシーでの
増幅の両方についての一般的なサイクル条件には、９０～９５℃で３０～１２０秒間の変
性期、３０～１２０秒間続くアニーリング期と、１～２分間の約７２℃での伸張期が含ま
れる。高いストリンジェンシーでの増幅反応および低いストリンジェンシーでの増幅反応
についてのプロトコールおよび指針は、例えば、Ｉｎｎｉｓ，ｅｔ　ａｌ．，（１９９０
）ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐ
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．において入手すること
ができる。
【００６５】
　表現「タンパク質に特異的に結合する」または「～と特異的に免疫反応する」は、抗体
に関して使用される場合は、異種であるタンパク質の集団および他の生物製剤の存在下に
おいてそのタンパク質の存在を決定する結合反応を意味する。したがって、記載される免
疫アッセイ条件下では、特定の抗体は特定のタンパク質に優先的に結合し、試料中に存在
する他のタンパク質に対しては有意な量では結合しない。このような条件下でのタンパク
質に対する特異的な結合には、特定のタンパク質に対するその特異性について選択される
抗体が必要である。種々の免疫アッセイ形式を、特定のタンパク質と特異的に免疫反応す
る抗体を選択するために使用することができる。例えば、固相ＥＬＩＳＡ免疫アッセイは
、タンパク質と特異的に免疫反応するモノクローナル抗体を選択するために日常的に使用
されている。特異的免疫反応性を決定するために使用することができる免疫アッセイ形式
および条件の記載については、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ（１９８８）Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照のこと。
【００６６】
　特定のポリヌクレオチド配列の「保存的に修飾されたバリエーション」は、同一である
かまたは本質的に同一であるアミノ酸配列をコードするそのようなポリヌクレオチドを意
味するか、あるいは、ポリヌクレオチドがアミノ酸配列をコードしない場合には、本質的
に同一である配列を意味する。遺伝子コードの縮重が原因で、多数の機能的に同一である
核酸によって、任意の所定のタンパク質がコードされる。例えば、コドンＣＧＵ、ＣＧＣ
、ＣＧＡ、ＣＧＧ、ＡＧＡ、およびＡＧＧは全て、アミノ酸アルギニンをコードする。し
たがって、アルギニンがコドンによって特定されるそれぞれの位置では、コドンを、コー
ドされるタンパク質を変化させることなく、記載される対応するコドンのいずれかに変更
することができる。このような核酸のバリエーションは、「サイレントバリエーション」
であり、これは、「保存的に修飾されたバリエーション」の一種である。タンパク質をコ
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ードする本明細書中に記載されるそれぞれのポリヌクレオチド配列についてもまた、他の
場所で明記されていない限りは、それぞれ可能なサイレントバリエーションを記載するこ
とができる。当業者は、（ＡＵＧ（これは、通常は、メチオニンについての唯一のコドン
である）およびＵＧＧ（これは、通常、トリプトファンについての唯一のコドンである）
を除く）核酸中のそれぞれのコドンを、標準的な技術によって機能的に同一である分子を
生じるように修飾できることを認識している。したがって、タンパク質をコードする核酸
のそれぞれの「サイレントなバリエーション」は、それぞれの記載される配列に暗黙的に
含まれる。
【００６７】
　さらに、当業者は、コードされる配列中の１つのアミノ酸または小さい割合のアミノ酸
（通常は、５％未満、より一般的には、１％未満）を変化させる、付加する、または欠失
させる、個々の置換、欠失、または付加が、変更によって化学的に類似しているアミノ酸
でのアミノ酸の置換を生じる場合には、「保存的に修飾されたバリエーション」であるこ
とを認識するであろう。機能的に類似しているアミノ酸を提供する保存的置換の表は、当
業者に周知である。
【００６８】
　当業者は、融合タンパク質および融合タンパク質をコードする核酸の多くの保存的なバ
リエーションによって本質的には同一の産物が生じることを理解しているであろう。例え
ば、遺伝子コードの縮重が原因で、「サイレントな置換」（すなわち、コードされるタン
パク質には変更を生じない核酸配列の置換）が、アミノ酸をコードする全ての核酸配列の
適合性の特徴である。本明細書中で記載される場合は、配列は好ましくは、キメラグリコ
シルトランスフェラーゼを産生する特定の宿主細胞（例えば、酵母、ヒトなど）の中での
発現のために最適化される。同様に、アミノ酸配列中の１つまたは数個のアミノ酸が高度
に類似している特性を有している別のアミノ酸で置換される、「保存的アミノ酸置換」（
上記の定義のセクションを参照のこと）もまた、特定のアミノ酸配列、またはアミノ酸配
列をコードする特定の核酸配列に対して高度に類似しているとして容易に同定される。任
意の特定の配列のそのような保存的に置換されたバリエーションは、本発明の１つの特徴
である。Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ（１９８４）Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　
ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙもまた参照のこと。さらに、コードされる配列中の１つのアミノ
酸または少数のアミノ酸を変更する、コードされる配列に１つのアミノ酸または少数のア
ミノ酸を付加する、コードされる配列中の１つのアミノ酸または少数のアミノ酸を欠失さ
せる個々の置換、欠失、または付加もまた、「保存的に修飾されたバリエーション」であ
る。
【００６９】
　本発明の実施には、組み換え核酸の構築、およびトランスフェクトされた宿主細胞中で
の遺伝子の発現が含まれ得る。これらの目的を達成するための分子クローニング技術は当
該分野で公知である。発現ベクターのような組み換え核酸の構築に適している広範な種々
のクローニングおよびインビトロ増幅方法は、当業者に周知である。多くのクローニング
の実行へと当業者を導くに十分なこれらの技術の例および説明書は、Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎ
ｄ　Ｋｉｍｍｅｌ，Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１５２巻，Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（Ｂｅｒｇｅｒ）；およびＣｕ
ｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ
．Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ｇｒｅｅ
ｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．とＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ
　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃとの間での共同事業（１９９５年，補完）（Ａｕｓｕｂｅｌ）に
見ることができる。組換えピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼの
発現に適している宿主細胞は当業者に公知であり、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）を含
む細菌細胞が挙げられる。例えば、Ｓｆ９細胞を含む昆虫細胞、ならびに酵母細胞または
真菌細胞（例えば、放線菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）または酵母）のよう
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な真核生物細胞もまた、本発明において使用することができる。
【００７０】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、Ｑβ－レプリカーゼ
増幅、および他のＲＮＡポリメラーゼによって媒介される技術を含む、インビトロでの増
幅方法へと当業者を導くに十分なプロトコールの例は、Ｂｅｒｇｅｒ、Ｓａｍｂｒｏｏｋ
、およびＡｕｓｕｂｅｌ、ならびにＭｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）、米国特
許第４，６８３，２０２号；ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｉｎｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．編）Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）（Ｉｎｎｉｓ
）；Ａｒｎｈｅｉｍ　＆　Ｌｅｖｉｎｓｏｎ（１９９０年１０月１日）Ｃ＆ＥＮ　３６－
４７；Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　ＮＩＨ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（１９９１）３：８１
－９４；（Ｋｗｏｈ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ，８６：１１７３；Ｇｕａｔｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８７：１８７４；Ｌｏｍｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．
，（１９８９）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３５：１８２６；Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．，（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４１：１０７７－１０８０；Ｖａｎ　Ｂｒｕｎ
ｔ（１９９０）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　８：２９１－２９４；Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗａ
ｌｌａｃｅ（１９８９）Ｇｅｎｅ　４：５６０；およびＢａｒｒｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，（１９９０）Ｇｅｎｅ　８９：１１７に見ることができる。インビトロで増幅された
核酸をクローニングするための改良された方法は、Ｗａｌｌａｃｅ　ｅｔ　ａｌ．，米国
特許第５，４２６，０３９号に記載されている。
【００７１】
　（発明の詳細な説明）
　本発明により、細菌のα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ、すなわち、ピロ
リ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼが最初に提供される。これは、フ
コースを、ドナー基質から糖タンパク質上のアクセプター基質へと転移させる。さらに、
フコシルトランスフェラーゼは、フコシル化されたオリゴ糖および糖脂質を産生するため
に有用である。
【００７２】
　具体的には、以下のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）株由来のα－１，３／４－フコシル
トランスフェラーゼがクローン化され、分析された：９１５Ａ２、１１１１Ａ２、１９Ｃ
２Ｂ１、１１８２Ｂ３、１９Ｃ２Ａ５、２６６９５、１２１８、９５５、８０２、７６３
　０４　ＮＣＴＣ１１６３９，９４８、およびＪ９９。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）株
に由来する他のα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼが同定されている。例えば
、２００３年７月２３日に提出された、国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ／２００３／０２３１
５５；２００３年７月２３日に提出された、国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ／２００３／０２
３０５７；Ｇｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：２１３５７－２１３
６３（１９９７）；Ｒａｓｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５：４９
８８－４９９４（２０００）；およびＲａｓｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．２６７：６０５９－６０６６（２０００）を参照のこと；これらのそれぞれが、
全ての目的のために本明細書中に参考として援用される。
【００７３】
　哺乳動物のα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼを上回るピロリ菌（Ｈ．ｐｙ
ｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼの主要な利点は、ピロリ菌（Ｈ
．ｐｙｌｏｒｉ）酵素がアクセプターのシアル化状態による影響は受けないことである。
加えて、いくつかのピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼは、グル
コースとｇｌｃＮａｃ残基の両方を含むアクセプター糖の中のＮ－アセチルグルコサミン
（ｇｌｃＮＡｃ）だけに対してフコースを付加する。対照的に、哺乳動物のα－１，３／
４－フコシルトランスフェラーゼは、アクセプターのシアル化の程度に敏感であり、いく
つかの哺乳動物の酵素は、同じアクセプター中のグルコースおよびｇｌｃＮＡｃ残基の両
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方に対して付加する。さらに、細菌によって発現される酵素は、Ｓｆ９またはＣＨＯシス
テム中の哺乳動物遺伝子産物の発現と比較して大幅なコスト削減をもたらす。
【００７４】
　（Ａ．ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタ
ンパク質のクローニング）
　グリコシルトランスフェラーゼ、例えば、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／
４－フコシルトランスフェラーゼをコードする核酸、およびそのような核酸を得るための
方法は、当業者に公知である。適切な核酸（例えば、ｃＤＮＡ、ゲノム、または部分配列
（プローブ））は、クローニングすることができ、また、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写をベースとする増幅システム（ＴＡＳ）、または
自己配列複製システム（ＳＳＲ）のようなインビトロ方法によって増幅することもできる
。広範囲の種々のクローニングおよびインビトロでの増幅方法が当業者に周知である。こ
れらの技術の例と、多くのクローニングの実行へと当業者を導くに十分な説明は、Ｂｅｒ
ｇｅｒ　ａｎｄ　Ｋｉｍｍｅｌ，Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１５２　Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（Ｂｅｒｇｅｒ）；
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　
－　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版）１巻～３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ，（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ　
ｅｔ　ａｌ．，編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．とＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉ
ｎｃとの間での共同事業（１９９４年，補完）（Ａｕｓｕｂｅｌ）；Ｃａｓｈｉｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，米国特許第５，０１７，４７８号；およびＣａｒｒ，欧州特許第０，２４６
，８６４号を参照に見られる。
【００７５】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼをコード
するＤＮＡ、またはその部分配列は、上記の任意の適切な方法によって調製することがで
き、これには、例えば、制限酵素での適切な配列のクローニングおよび制限が含まれる。
１つの好ましい実施形態においては、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フ
コシルトランスフェラーゼをコードする核酸が、日常的に行われているクローニング方法
によって単離される。例えば、ＧｅｎＢａｎｋまたは他の配列データベース（上記を参照
のこと）に提供されているような、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコ
シルトランスフェラーゼのヌクレオチド配列を、（例えば、サザンブロットまたはノーザ
ンブロットにおいて）ゲノムＤＮＡ試料中のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／
４－フコシルトランスフェラーゼに、または全ＲＮＡ試料中のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒ
ｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼをコードするｍＲＮＡに特異的にハイ
ブリダイズするプローブを提供するために使用することができる。一旦、ピロリ菌（Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼをコードする標的核酸が同
定されると、これを、当業者に公知の標準的な方法にしたがって単離することができる（
例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版）第１巻～３巻、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ；Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　Ｋｉｍｍ
ｅｌ（１９８７），Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，第１５２巻：Ｇｕｉ
ｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｉｎｃ．；あるいは、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８７）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ
ｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）を参照のこと）。さらに、単離された核酸は、
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全長のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼをコ
ードする核酸、またはその部分配列（例えば、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３
／４－フコシルトランスフェラーゼの触媒ドメインの部分配列を少なくともコードする部
分配列を含むもの）を生成するために、制限酵素で切断することができる。ピロリ菌（Ｈ
．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼまたはその部分配列をコ
ードするこれらの制限酵素断片は、その後、例えば、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－
１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質をコードする核酸を生じるように、
連結させることができる。
【００７６】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼまたはそ
の部分配列はコードする核酸は、発現産物についてアッセイすることによって特徴付ける
ことができる。発現させられたタンパク質の物理的、化学的、または免疫学的特性の検出
に基づくアッセイを使用することができる。例えば、当業者は、クローン化されたピロリ
菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼを、ドナー基質か
らアクセプター基質へのフコース残基の転移を触媒する、核酸によってコードされるタン
パク質の能力によって同定することができる。１つの方法においては、キャピラリー電気
泳動が、反応産物を検出するために使用される。この高感度のアッセイには、Ｗａｋａｒ
ｃｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１（４５）：２８
２７１－２７６に記載されているような、フルオレセインで標識された、単糖類または二
糖類アミノフェニル誘導体のいずれかを使用することが含まれる。例えば、ナイセリア（
Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）ｌｇｔＣ酵素についてアッセイするためには、ＦＣＨＡＳＥ－ＡＰ
－ＬａｃまたはＦＣＨＡＳＥ－ＡＰ－Ｇａｌのいずれかを使用することができ、一方、ナ
イセリア（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）ｌｇｔＢ酵素については、適切な試薬はＦＣＨＡＳＥ－
ＡＰ－ＧｌｃＮＡｃ（Ｉｄ．）である。フコシル化された反応産物の検出のための他の方
法には、薄層クロマトグラフィーおよびＧＣ／ＭＳが含まれる。
【００７７】
　また、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼを
コードする核酸、またはその部分配列は、化学合成することもできる。適切な方法として
は、Ｎａｒａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：９０
－９９のホスホトリエステル法；Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅ
ｎｚｙｍｏｌ．６８：１０９－１５１のホスホジエステル法；Ｂｅａｕｃａｇｅ　ｅｔ　
ａｌ．，（１９８１）Ｔｅｔｒａ．Ｌｅｔｔ．，２２：１８５９－１８６２のジエチルホ
スホルアミダイト法；および米国特許第４，４５８，０６６号の固体支持法が挙げられる
。化学合成により、一本鎖のオリゴヌクレオチドが得られる。これを、相補配列とのハイ
ブリダイゼーションによって、または鋳型として一本鎖を使用するＤＮＡポリメラーゼで
の重合によって、二本鎖ＤＮＡへと変換させることができる。当業者は、ＤＮＡの化学合
成は多くの場合には約１００塩基の配列に限定されるが、さらに長い配列をより短い配列
の連結によって得ることができる場合があることを理解している。
【００７８】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼをコード
する核酸、またはその部分配列は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）のようなＤＮＡ増幅
方法を使用してクローニングすることができる。したがって、例えば、核酸配列または部
分配列は、１つの制限酵素部位（例えば、ＮｄｅＩ）を含むセンスプライマーと別の制限
酵素部位（例えば、ＨｉｎｄＩＩＩ）を含むアンチセンスプライマーを使用して、ＰＣＲ
増幅される。これにより、所望されるピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フ
コシルトランスフェラーゼまたは部分配列をコードし、そして末端に制限酵素部位を有し
ている核酸が得られる。次いで、この核酸を、第２の分子をコードする核酸を含み、適切
な対応する制限酵素部位を有しているベクター中に容易に連結させることができる。適切
なＰＣＲプライマーは、ＧｅｎＢａｎｋまたは他の供給源に提供されている配列情報を使
用して、当業者によって決定することができる。適切な制限酵素部位を、また、部位特異
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的突然変異誘発によって、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトラ
ンスフェラーゼタンパク質またはタンパク質部分配列をコードする核酸に付加することも
できる。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼを
コードするヌクレオチド配列または部分配列を含むプラスミドは、適切な制限エンドヌク
レアーゼで切断され、その後、標準的な方法にしたがって増幅および／または発現のため
の適切なベクターに連結される。当業者をインビトロでの増幅方法に導くために十分な技
術の例は、Ｂｅｒｇｅｒ，ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＡｕｓｕｂｅｌ、さらには、Ｍｕｌｌ
ｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）米国特許第４，６８３，２０２号；ＰＣＲ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ（Ｉｎｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，編）、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．Ｓａｎ
　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）（Ｉｎｎｉｓ）；Ａｒｎｈｅｉｍ　＆　Ｌｅｖｉｎｓｏ
ｎ（１９９０年１０月１日）Ｃ＆ＥＮ　３６－４７；Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　Ｎ
ＩＨ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（１９９１）３：８１－９４（Ｋｗｏｈ　ｅｔ　ａｌ．，（１９
８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８６：１１７３；Ｇｕａｔｅｌ
ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８
７，１８７４；Ｌｏｍｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，
３５：１８２６；Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
４１：１０７７－１０８０；Ｖａｎ　Ｂｒｕｎｔ（１９９０）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　８：２９１－２９４；Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗａｌｌａｃｅ（１９８９）Ｇｅｎｅ　４：５
６０；ならびにＢａｒｒｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）Ｇｅｎｅ　８９：１１
７に見られる。
【００７９】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）からα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ遺伝
子をクローニングするために使用することができるプライマーの例としては、以下が挙げ
られる：ＦｕｔＡについては、プライマー５５（
【００８０】
【化１】

【００８１】
（ＢａｍＨＩ制限酵素部位に下線、２６６９５中のチトクロームｃ生合成タンパク質｛遺
伝子ｈｐ０３７８｝配列ヌクレオチド３８８６７４－３８８６９４を大文字で並べた））
およびプライマー５６（
【００８２】
【化２】

【００８３】
（ＥｃｏＲＩ制限酵素部位に下線、２６６９５中のグルタミン酸デヒドロゲナーゼ｛遺伝
子ｈｐ０３８０｝ヌクレオチド３９０４５５－３９０４７３を大文字で並べた））；また
は、ＦｕｔＢについては、プライマー５３（
【００８４】
【化３】

【００８５】
（ＢａｍＨＩ制限酵素部位に下線、２６６９５中のホスホセリンホスファターゼ｛遺伝子
ｈｐ０６５２｝配列ヌクレオチド６９８４３６－６９８４５３を大文字で並べた））およ
びプライマー５４（
【００８６】
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【化４】

【００８７】
（ＥｃｏＲＩ制限酵素部位に下線、２６６９５中の仮想タンパク質｛遺伝子ｈｐ０６５０
｝ヌクレオチド６９６４２３－６９６４４０を大文字で並べた））。ＵＡ７６３株につい
ては、ＦｕｔＢを、プライマーＢＨＩＳＤＦｕｃ１３（
【００８８】

【化５】

【００８９】
（ＢａｍＨＩ制限酵素部位に下線、最適なシャインダルガノ配列をイタリックで、そして
α１，３－フコシルトランスフェラーゼを大文字で並べた））とプライマー５４を使用し
てＰＣＲ増幅した。開示されるプライマー対は、また、他のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
）株からα１，３－フコシルトランスフェラーゼをコードする核酸をクローニングするた
めに使用することもできる。したがって、本発明には、活性なフコシルトランスフェラー
ゼタンパク質をコードし、プライマー５５（５’ｃｇｇｇａｔｃｃｃｇＧＣＧＴＧＡＡＴ
ＴＡＣＴＡＣＣＴＴＴＣＴＧ３’）とプライマー５６（５’ｃｇｇａａｔｔｃｃｇＣＡＡ
ＡＡＣＣＣＴＣＣＴＴＴＣＴＡＣＴＡＡＴＧ３’）を使用して増幅することができる、ピ
ロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼＦｕｔＡ核酸
、ならびに、プライマー５３（
【００９０】

【化６】

【００９１】
）またはプライマーＢＨＩＳＤＦｕｃ１３（
【００９２】

【化７】

【００９３】
）とプライマー５４（
【００９４】
【化８】

【００９５】
）、あるいは、図３３より選択されるプライマー対を使用して増幅することができるピロ
リ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼＦｕｔＢ核酸が
含まれる（ただし、以下のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼ核
酸は、このグループから除外される：１１８２株由来のＦｕｔＢ、１１１１株由来のＦｕ
ｔＡ、１２１８株由来のＦｕｔＢ、１９Ｃ２株由来のＦｕｃＢ、２６６９５株由来のＦｕ
ｔＡ、および１９Ｃ２株由来のＦｕｔＡの短縮型（これらの配列のそれぞれは、２００３
年７月２３日に提出された国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ／２００３／０２３１５５；２００
３年７月２３日に提出された国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ／２００３／０２３０５７に開示
されている））。アクセス番号　ＮＣ＿０００９１５．１、ＡＦ１９４９６３、ＡＦ００
６０３９、ＡＹ４５０５９８、ＮＣ＿０００９２１、およびＡＦ００８５９６による核酸
もまた、このグループから除外される。本発明には、また、プライマー５５とプライマー
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５６によって、そしてプライマー５３またはプライマーＢＨＩＳＤＦｕｃ１３とプライマ
ー５４によって増幅することができる核酸によってコードされる活性なピロリ菌（Ｈ．ｐ
ｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質もまた含まれる（
ただし、以下のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質は
このグループから除外される：１１８２株由来のＦｕｔＢ、１１１１株由来のＦｕｔＡ、
１２１８株由来のＦｕｔＢ、１９Ｃ２株由来のＦｕｔＢの短縮型、２６６９５株由来のＦ
ｕｔＡ、および１９Ｃ２株由来のＦｕｔＡの短縮型（これらの配列のそれぞれは、２００
３年７月２３日に提出された国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ／２００３／０２３１５５；２０
０３年７月２３日に提出された国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ／２００３／０２３０５７に開
示されている））。アクセス番号ＮＰ＿２０７４４５、ＮＰ＿２０７１７７、ＡＡＦ３５
２９１、ＡＡＢ９３９８５、ＡＡＲ８８２４３、ＮＰ＿２２３７１９、ＮＰ＿２２３３１
４、およびＡＡＢ８１０３１による核酸もまた、このグループから除外される。
【００９６】
　特定の核酸から発現させられたクローン化されたピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１
，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質の他の物理的特性は、既知のピロリ菌
（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼの特性と比較するこ
とができ、アクセプター基質特異性および／または触媒活性の決定要因であるピロリ菌（
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼの適切な配列またはド
メインを同定する別の方法を提供することができる。あるいは、推定されるピロリ菌（Ｈ
．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ遺伝子または組換えであ
るピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ遺伝子を
突然変異させることができ、α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼとしてのその
役割、または特定の配列もしくはドメインの役割を、変異していないα－１，３／４－フ
コシルトランスフェラーゼ、自然界に存在しているα－１，３／４－フコシルトランスフ
ェラーゼ、または対照α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼによって通常産生さ
れる炭水化物の構造のバリエーションを検出することによって確立することができる。
【００９７】
　クローン化されたピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフ
ェラーゼの機能的ドメインは、本明細書中に記載されるように、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏ
ｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼを突然変異させるか修飾し、そして
アクセプター基質活性および／または触媒活性のような活性について修飾されたかまたは
突然変異させられたタンパク質を試験するための標準的な方法を使用することによって同
定することができる。種々のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルト
ランスフェラーゼの機能的ドメインを使用して、１つ以上のα－１，３／４－フコシルト
ランスフェラーゼの機能的ドメインを含むα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ
タンパク質をコードする核酸を構築することができる。これらの融合タンパク質を、その
後、所望されるアクセプター基質活性または触媒活性について試験することができる。
【００９８】
　α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質をコードする核酸をクローニ
ングするための例示的なアプローチにおいては、クローン化されたグリコシルトランスフ
ェラーゼの既知の核酸配列またはアミノ酸配列がアライメントされ、そして種々のグリコ
シルトランスフェラーゼ間での配列同一性の量を決定するために比較される。この情報は
、例えば、目的のグリコシルトランスフェラーゼの間での配列同一性の量に基づくアクセ
プター基質活性および／または触媒活性のような、グリコシルトランスフェラーゼ活性を
付与または調節するタンパク質ドメインを同定し、選択するために使用することができる
。例えば、目的のフコシルトランスフェラーゼの間で配列同一性を有しており、既知の活
性に関係しているドメインを、そのドメインを含み、そのドメインに関係している活性（
例えば、アクセプター基質特異性および／または触媒活性）を有しているフコシルトラン
スフェラーゼタンパク質を構築するために使用することができる。
【００９９】
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　（Ｂ．ヌクレオチド糖の構造に関与しているアクセサリー酵素を含む融合タンパク質）
　いくつかの実施形態においては、本発明の融合ポリペプチドには、α－１，３／４－フ
コシルトランスフェラーゼ触媒ドメイン（単数または複数）および／または他の機能的ド
メインに加えて、アクセサリー酵素に由来する少なくとも１つの触媒ドメインが含まれる
。アクセサリー酵素としては、例えば、ヌクレオチド糖の形成に関与している酵素が挙げ
られる。アクセサリー酵素は、ヌクレオチドへの糖の結合に関係している場合があり、ま
た、例えば、糖またはヌクレオチドを生成することに関係している場合もある。ヌクレオ
チド糖は、一般的には、特定の融合ポリペプチドのグリコシルトランスフェラーゼ触媒ド
メインにより糖ドナーとして利用されるものである。α－１，３／４－フコシルトランス
フェラーゼは、糖ドナーとしてＧＤＰ－フコースを利用する。グリコシルトランスフェラ
ーゼに由来する機能的ドメインとアクセサリー酵素を含む融合タンパク質、ならびに、そ
のような融合体を生成するための方法の例は、例えば、ＰＣＴ／ＣＡ９８／０１１８０、
１９９８年１２月１４日に提出された米国特許出願番号０９／２１１，６９１に見ること
ができる（これらの両方が全ての目的のために本明細書中に参考として援用される）。
【０１００】
　ヌクレオチド糖の合成に関与しているアクセサリー酵素は当業者に周知である。細菌に
よる多糖の合成および遺伝子用語の概要については、例えば、Ｒｅｅｖｅｓ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４：４９５－５０３（１９９６）を参照のこと
。グリコシルトランスフェラーゼをコードする核酸を得るための上記の方法はまた、ヌク
レオチド糖の形成に関与している酵素をコードする核酸を得るために適用することもでき
る。例えば、当業者は、当該分野で公知の核酸の１つ（そのうちのいくつかは以下に列挙
される）を、直接、または目的の他の生物体から対応する核酸を単離するためのプローブ
として、使用することができる。
【０１０１】
　本発明によって提供される融合ポリペプチドの一例は、フコシル化された可溶性オリゴ
糖を産生するために使用される。フコシルトランスフェラーゼについてのドナーヌクレオ
チド糖はＧＤＰ－フコースであり、これは、産生するには比較的費用がかかる。フコシル
化されたオリゴ糖を産生するコストを削減するために、本発明によって、比較的安価にＧ
ＤＰ－マンノースをＧＤＰ－フコースに変換させ、その後、フコースのアクセプター糖へ
の転移を触媒することができる融合ポリペプチドが提供される。これらの融合ポリペプチ
ドには、ＧＤＰ－マンノースデヒドロゲナーゼ、ＧＤＰ－４－ケト－６－デオキシ－Ｄ－
マンノース３，５－エピメラーゼ、またはＧＤＰ－４－ケト－６－デオキシ－Ｌ－グルコ
ース４－レダクターゼの少なくとも１つに由来する触媒ドメインが含まれる。これらの酵
素活性のそれぞれが提供されると、ＧＤＰ－マンノースをＧＤＰ－フコースへと変換させ
ることができる。
【０１０２】
　ＧＤＰ－フコースを合成する酵素をコードする大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の遺伝子クラス
ターのヌクレオチド配列は、Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６）Ｊ．Ｂａ
ｃｔｅｒｉｏｌ．１７８：４８８５－４８９３；ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　
Ｎｏ．Ｕ３８４７３に記載されている。この遺伝子クラスターは、ＧＤＰ－マンノースデ
ヒドロゲナーゼのオープンリーディングフレーム（ヌクレオチド８６３３－９７５４；Ｓ
ｔｅｖｅｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，前出）を含むことが報告されている。この遺伝子クラ
スターが３，５エピマー化と４－レダクターゼ活性の両方を有している酵素をコードする
オープンリーディングフレームを含むこともまた最近になって報告されており（２００２
年１２月３１日に発行された同一出願人による米国特許第６，５００，６６１号（これは
、全ての目的につい本明細書中に参考として援用される））、したがって、ＧＤＰ－マン
ノースデヒドラターゼ反応の産物（ＧＤＰ－４－ケト－６－デオキシマンノース）をＧＤ
Ｐ－フコースへと変換することができる。このＯＲＦ（これは、ＹＥＦ　Ｂと命名されて
いる）は、ヌクレオチド９７５７～１０７２２の間に見ることができる。ＹＥＦ　Ｂが２
つの活性を有している酵素をコードするというこの発見の以前には、１つまたは２つの酵
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素が、ＧＤＰ－４－ケト－６－デオキシマンノースからＧＤＰ－フコースへの変換に必要
であるかどうかは知られていなかった。ヒトＦｘ酵素をコードする遺伝子のヌクレオチド
配列は、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｕ５８７６６に見ることができる
。
【０１０３】
　マンノシルトランスフェラーゼ触媒ドメインとＧＤＰ－Ｍａｎピロホスホリラーゼ（Ｅ
Ｃ２．７．７．２２）の触媒ドメインとを含む融合ポリペプチドもまた提供される。これ
は、Ｍａｎ－１－ＰをＧＤＰ－Ｍａｎに変換する。多くの生物体に由来する適切な遺伝子
が知られており、これには、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）：ＧｅｎＢａｎｋ　Ｕ１３６２９、
ＡＢ０１０２９４、Ｄ４３６３７、Ｄ１３２３１、Ｂａｓｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎ
ｅ　１６４：１７－２３（１９９５）、Ｓｕｇｉｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔ
ｅｒｉｏｌ．１８０：２７７５－２７７８（１９９８）、Ｓｕｇｉｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　１４０（Ｐｔ１）：５９－７１（１９９４）、Ｋｉｄｏ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１７７：２１７８－２１８７（１９９５）；
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ：ＧｅｎＢａｎｋ　ＡＢ０１０２９６、Ａ
Ｂ０１０２９５、Ｓｕｇｉｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１８０：
２７７５－２７７８（１９９８）；Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ：ＧｅｎＢ
ａｎｋ　Ｘ５６７９３　Ｍ２９７１３、Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃ
ｔｅｒｉｏｌ．１７８：４８８５－４８９３（１９９６）が含まれる。
【０１０４】
　糖アクセプターをフコシル化するための本発明の融合ポリペプチドはまた、ＧＤＰ－フ
コースの形成についての主要ではないか、または「除去」経路を提供する酵素も利用する
ことができる。この経路においては、遊離のフコースは、フコキナーゼによってフコース
１－リン酸を形成するようにリン酸化され、これは、グアノシン５’－三リン酸（ＧＴＰ
）とともに、ＧＤＰ－フコースピロホスホリラーゼによって使用されて、ＧＤＰ－フコー
スが形成される（Ｇｉｎｓｂｕｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２３６
：２３８９－２３９３（１９６１）およびＲｅｉｔｍａｎ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，
２５５：９９００－９９０６（１９８０））。したがって、フコシルトランスフェラーゼ
触媒ドメインは、ＧＤＰ－フコースピロホスホリラーゼ由来の触媒ドメインに連結させる
ことができ、そのために適切な核酸は、１９９７年４月９日に提出された同時係属中の同
一出願人による米国特許出願番号０８／８２６，９６４に記載されている。フコキナーゼ
をコードする核酸は、例えば、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（Ｆｌｅ
ｉｓｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６９：４９６－５１
２）および大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）（Ｌｕ　ａｎｄ　Ｌｉｎ（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１７：４８８３－４８８４）について記載されている。
【０１０５】
　触媒ドメインを得ることができるさらなるアクセサリー酵素は、グリコシルトランスフ
ェラーゼサイクルにおいて消費される反応物質を形成することに関与しているものである
。例えば、任意のいくつかのリン酸キナーゼが、アクセサリー酵素として有用である。リ
ン酸キナーゼ（ＥＣ　２．７．４．１）は、例えば、ＡＴＰの形成を触媒する；ヌクレオ
シドリン酸キナーゼ（ＥＣ　２．７．４．４）は、それぞれのヌクレオシドニリン酸を形
成することができる；クレアチンリン酸キナーゼ（ＥＣ　２．７．３．２）；ミオキナー
ゼ（ＥＣ２．７．４．３）；Ｎ－アセチルグルコサミンアセチルキナーゼ（ＥＣ　２．７
．１．５９）；アセチルリン酸キナーゼ；およびピルビン酸キナーゼ（ＥＣ　２．７．１
．４０）。
【０１０６】
　（Ｃ．組換えピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラ
ーゼタンパク質を発現させるための発現カセットと宿主細胞）
　本発明の融合タンパク質は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、他の細菌宿主、および酵母を含
む種々の宿主細胞中で発現させることができる。宿主細胞は好ましくは微生物であり、例
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えば、酵母細胞、細菌細胞、または糸状菌細胞である。適切な宿主細胞の例としては、他
の多くのもののうち、例えば、Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．　（例えば、Ａ．　ｖｉ
ｎｅｌａｎｄｉｉ）、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｓｐ．、
Ｅｒｗｉｎｉａ　ｓｐ．、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｓｐ．　（例えば、Ｅ．　ｃｏｌｉ
）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｐｒｏｔｅｕｓ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌ
ａ、Ｓｅｒｒａｔｉａ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ、Ｒｈｉｚｏｂｉａ、Ｖｉｔｒｅｏｓｃｉｌｌ
ａ、ＰａｒａｃｏｃｃｕｓおよびＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｓｐ．が挙げられる。これらの
細胞は、いくつかの属のいずれかであり得る。その属としては、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃ
ｅｓ　（例えば、Ｓ．　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、Ｃａｎｄｉｄａ　（例えば、Ｃ．　ｕ
ｔｉｌｉｓ、Ｃ．　ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ、Ｃ．　ｋｒｕｓｅｉ、Ｃ．　ｖｅｒｓａ
ｔｉｌｉｓ、Ｃ．　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ、Ｃ．　ｚｅｙｌａｎｏｉｄｅｓ、Ｃ．　ｇｕ
ｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ、Ｃ．　ａｌｂｉｃａｎｓおよびＣ．　ｈｕｍｉｃｏｌａ）、
Ｐｉｃｈｉａ　（例えば、Ｐ．　ｆａｒｉｎｏｓａおよびＰ．　ｏｈｍｅｒｉ）、Ｔｏｒ
ｕｌｏｐｓｉｓ　（例えば、Ｔ．　ｃａｎｄｉｄａ、Ｔ．　ｓｐｈａｅｒｉｃａ、Ｔ．　
ｘｙｌｉｎｕｓ、Ｔ　ｆａｍａｔａおよびＴ　ｖｅｒｓａｔｉｌｉｓ）、Ｄｅｂａｒｙｏ
ｍｙｃｅｓ　（例えば、Ｄ．　ｓｕｂｇｌｏｂｏｓｕｓ、Ｄ．　ｃａｎｔａｒｅｌｌｉｉ
、Ｄ．　ｇｌｏｂｏｓｕｓ、Ｄ．　ｈａｎｓｅｎｉｉおよびＤ．　ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）
、Ｚｙｇｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　（例えば、Ｚ．　ｒｏｕｘｉｉおよびＺ．　ｂ
ａｉｌｉｉ）、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　（例えば、Ｋ．　ｍａｒｘｉａｎｕｓ）、
Ｈａｎｓｅｎｕｌａ　（例えば、Ｈ．ａｎｏｍａｌａおよびＨ．　ｊａｄｉｎｉｉ）およ
びＢｒｅｔｔａｎｏｍｙｃｅｓ　（例えば、Ｂ．　ｌａｍｂｉｃｕｓおよびＢ．　ａｎｏ
ｍａｌｕｓ）が挙げられる。有用な最近の例としては、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ、Ｅｎｔ
ｅｒｏｂａｃｔｅｒ、Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ、Ｅｒｗｉｎｉａ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｉａ
が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１０７】
　通常は、α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質をコードするポリヌ
クレオチドは、所望される宿主細胞中で機能的であるプロモーターの制御下に配置される
。極めて広い範囲の種々のプロモーターが周知であり、特定の用途に応じて本発明の発現
ベクターにおいて使用することができる。通常は、選択されるプロモーターは、その中で
プロモーターが活性化される細胞に応じて変化する。他の発現制御配列、例えば、リボソ
ーム結合部位、転写終結部位などもまた、必要に応じて含められる。これらの制御配列の
１つ以上を含む構築物は、「発現カセット」と呼ばれる。したがって、本発明によって、
その中に融合タンパク質をコードする核酸が、所望される宿主細胞中での高レベルの発現
のために組み入れられる発現カセットが提供される。
【０１０８】
　特定の宿主細胞中での使用に適している発現制御配列は、多くの場合、その細胞中で発
現させられる遺伝子をクローニングすることによって得られる。一般的に使用される原核
生物の制御配列（これは、転写の開始のためのプロモーターを、状況に応じてオペレータ
ーとともに、リボソーム結合部位配列と一緒に含むと定義される）としては、β－ラクタ
マーゼ（ペニシリナーゼ）およびラクトース（ｌａｃ）プロモーターシステム（Ｃｈａｎ
ｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９７７）１９８：１０５６）、トリプトファン（
ｔｒｐ）プロモーターシステム（Ｇｏｅｄｄｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９８０）８：４０５７）、ｔａｃプロモーター（ＤｅＢｏｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、（１９８３）８０
：２１－２５）；ならびに、λ由来のＰＬプロモーターおよびＮ－遺伝子リボソーム結合
部位（Ｓｈｉｍａｔａｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９８１）２９２：１２８）
のような一般的に使用されているプロモーターが挙げられる。特定のプロモーターシステ
ムは、本発明については重要ではなく、原核生物中で機能する任意の利用可能なプロモー
ターを使用することができる。
【０１０９】
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　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）以外の原核生物細胞中でのα－１，３／４－フコシルトランス
フェラーゼタンパク質の発現には、特定の真核生物種において機能するプロモーターが必
要である。このようなプロモーターは、複数の種からクローン化されている遺伝子から得
ることができ、また、異種プロモーターを使用することもできる。例えば、ハイブリッド
ｔｒｐ－ｌａｃプロモーターは、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）に加えてバシラス属においても
機能する。
【０１１０】
　リボソーム結合部位（ＲＢＳ）は、本発明の発現カセットの中に通常含まれる。大腸菌
（Ｅ．ｃｏｌｉ）のＲＢＳは、例えば、開始コドンの３～１１ヌクレオチド上流にある３
～９個のヌクレオチド長のヌクレオチド配列から構成されている（Ｓｈｉｎｅ　ａｎｄ　
Ｄａｌｇａｒｎｏ，Ｎａｔｕｒｅ（１９７５）２５４：３４；Ｓｔｅｉｔｚ，Ｉｎ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ：Ｇｅｎｅ
　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｒ．Ｆ．Ｇｏｌｄｂｅｒｇｅｒ編）第１巻、ｐ．３４９，１９
７９、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，ＮＹ）。
【０１１１】
　酵母の中でのα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼの発現のための一般的なプ
ロモーターとしては、ＧＡＬ１～１０（Ｊｏｈｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｅｓ（１９８
４）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．４：１４４０－１４４８）、ＡＤＨ２（Ｒｕｓｓｅｌ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８３）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５８：２６７４－２６８２
）、ＰＨＯ５（ＥＭＢＯ　Ｊ．（１９８２）６：６７５－６８０）、およびＭＦα（Ｈｅ
ｒｓｋｏｗｉｔｚ　ａｎｄ　Ｏｓｈｉｍａ（１９８２）Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｙｅａｓｔ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ（Ｓｔｒａｔｈ
ｅｒｎ，ＪｏｎｅｓおよびＢｒｏａｃｈ編）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，ｐｐ．１８１－２０９）が
挙げられる。酵母で使用される別の適切なプロモーターは、Ｃｏｕｓｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｇｅｎｅ　６１：２６５－２７５（１９８７）に記載されているＡＤＨ２／ＧＡＰＤ
Ｈハイブリッドプロモーターである。例えば、糸状菌、例えば、真菌であるＡｓｐｅｒｇ
ｉｌｌｕｓ属（ＭｃＫｎｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第４，９３５，３４９号）の
株については、有用なプロモーターの例として、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａ
ｎｓ）解糖系遺伝子に由来するプロモーター、例えば、ＡＨＤ３プロモーター（ＭｃＫｎ
ｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．４：２０９３　２０９９（１９８５））および
ｔｐｉＡプロモーターが挙げられる。適切なターミネーターの例は、ＡＨＤ３ターミネー
ター（ＭｃＫｎｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．）である。
【０１１２】
　構成性プロモーターまたは調節性プロモーターのいずれも、本発明において使用するこ
とができる。調節性プロモーターは、宿主細胞が融合タンパク質の発現が誘導される前に
高密度に増殖することができるので、有利であり得る。異種タンパク質の高レベルの発現
は、いくつかの状況においては細胞増殖を遅らせる。誘導性プロモーターは、発現レベル
を、例えば、温度、ｐＨ、嫌気性または好気性条件、光、転写因子、および化学物質のよ
うな環境要因または発生的要因によって変化させることができる遺伝子の発現を指示する
プロモーターである。このようなプロモーターは、本明細書中では「誘導性」プロモータ
ーと呼ばれ、これによって、ヌクレオチド糖の合成に関係しているグリコシルトランスフ
ェラーゼまたは酵素の発現のタイミングを制御することができる。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
）および他の細菌である宿主細胞については、誘導性プロモーターは当業者に公知である
。これらには、例えば、ｌａｃプロモーター、バクテリオファージλＰＬプロモーター、
ハイブリッドｔｒｐ－ｌａｃプロモーターが含まれる（Ａｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１
９８３）Ｇｅｎｅ　２５：１６７；ｄｅ　Ｂｏｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８３）Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８０：２１）、およびバクテリオファージ
Ｔ７プロモーター（Ｓｔｕｄｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ
．；Ｔａｂｏｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８５）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
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．ＵＳＡ，８２：１０７４－８）。これらのプロモーターとそれらの使用については、Ｓ
ａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，（前出）において議論されている。原核生物中での発現
に特に好ましい誘導性プロモーターは二重プロモーターであり、これにはガラクトースの
代謝に関与している酵素をコードする遺伝子（単数または複数）から得られたプロモータ
ー成分に連結されたｔａｃプロモーター成分（例えば、ＵＤＰガラクトース－４－エピメ
ラーゼ遺伝子（ｇａｌＥ）由来のプロモーター）が含まれている。二重ｔａｃ－ｇａｌプ
ロモーターは、ＰＣＴ特許出願公開番号ＷＯ９８／２０１１１に記載されている。
【０１１３】
　適切な宿主細胞中におかれるとポリヌクレオチドの発現を駆動する、遺伝子発現制御シ
グナルに作動可能であるように連結された目的のポリヌクレオチドを含む構築物は、「発
現カセット」と呼ばれる。本発明の融合タンパク質をコードする発現カセットは、多くの
場合、宿主細胞への導入のために発現ベクター中におかれる。ベクターには、通常、発現
カセットに加えて、ベクターが１つ以上の選択された宿主細胞中で独立して複製すること
を可能にする核酸配列が含まれる。一般的には、この配列は、ベクターが宿主染色体ＤＮ
Ａとは無関係に複製することを可能にするものであり、これには、複製起点、または自律
複製する配列が含まれる。このような配列は種々の細菌について周知である。例えば、プ
ラスミドｐＢＲ３２２由来の複製起点は、ほとんどのグラム陰性細菌に適している。ある
いは、ベクターは、宿主細胞のゲノム相補物の中に組み込まれ、そして細胞がＤＮＡ複製
を受けると同時に複製されることによって、複製することができる。細菌細胞中での酵素
の発現に好ましい発現ベクターはｐＴＧＫであり、これには、二重ｔａｃ－ｇａｌプロモ
ーターが含まれる。これは、ＰＣＴ特許出願公開番号ＷＯ９８／２０１１１に記載されて
いる。
【０１１４】
　ポリヌクレオチド構築物の構築には、一般的には、細菌の中で複製することができるベ
クターの使用が必要である。細菌からプラスミドを精製するためには、大量の市販されて
いるキットを利用することができる（例えば、ＥａｓｙＰｒｅｐＪ、ＦｌｅｘｉＰｒｅｐ
Ｊ（いずれも、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）；ＳｔｒａｔａＣｌｅａｎＪ
（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社製）；およびＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　
Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ社製）を参照のこと）。単離され、精製されたプラスミドは
、その後、他のプラスミドを生じるようにさらに操作することができ、そして細胞をトラ
ンスフェクトするために使用される。Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ属またはＢａｃｉｌｌｕ
ｓ属の中でのクローニングもまた可能である。
【０１１５】
　選択マーカーもまた、多くの場合に、本発明のポリヌクレオチドを発現させるために使
用される発現ベクター中に組み入れられる。これらの遺伝子は、選択培養培地中で増殖さ
せられた形質転換された宿主細胞の生存または増殖に不可欠なタンパク質のような遺伝子
産物をコードすることができる。選択遺伝子を含むベクターで形質転換されていない宿主
細胞は培養培地中では生存することはできない。選択遺伝子を含むベクターで形質転換さ
れていない宿主細胞は、この培養培地中では生存できない。通常の選択遺伝子は、抗生物
質または他の毒素（例えば、アンピシリン、ネオマイシン、カナマイシン、クロラムフェ
ニコール、またはテトラサイクリン）に対する耐性を付与するタンパク質をコードする。
あるいは、選択マーカーは、栄養要求性の欠損を相補するか、または複合培地からは入手
できない重要な栄養素を供給するタンパク質をコードする、例えば、バシラス属について
はＤ－アラニンラセミ化酵素をコードする遺伝子である場合もある。多くの場合は、ベク
ターは、その中にベクターが宿主細胞中に導入される前に複製される、例えば、大腸菌（
Ｅ．ｃｏｌｉ）または他の細胞において機能する１つの選択マーカーを有する。多数の選
択マーカーが当業者に公知であり、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（前出）に
記載されている。
【０１１６】
　上記に列挙された成分の１つ以上を含む適切なベクターの構築には、上記の参考文献に
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記載されているような標準的な連結技術が使用される。単離されたプラスミドまたはＤＮ
Ａ断片は、必要とされるプラスミドを生成するために所望される形態に切断され、合わせ
られ、そして再度連結させられる。構築されたプラスミドにおいて配列が正確であること
を確認するためには、プラスミドを、例えば、制限エンドヌクレアーゼ消化、および／ま
たは公知の方法による配列決定のような標準的な技術によって分析することができる。こ
れらの目的を達成するための分子クローニング技術は当該分野で公知である。組み換え核
酸の構築に適している広い範囲の種々のクローニング方法およびインビトロ増幅方法は、
当業者に周知である。このような技術と、多くのクローニングの実行へと当業者を導くに
十分な説明の例は、Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　Ｋｉｍｍｅｌ，Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ，第１５２巻，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅ
ｇｏ，ＣＡ（Ｂｅｒｇｅｒ）；およびＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．，Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，編、Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｓ，Ｉｎｃ．とＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃとの間での共同事業
（１９９年，補完）（Ａｕｓｕｂｅｌ））に見ることができる。
【０１１７】
　本発明の発現ベクターを構築するための出発材料としての使用に適している種々の一般
的なベクターは当該分野で周知である。細菌でのクローニングについての一般的なベクタ
ーとしては、ｐＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴ（登録商標）のようなｐＢＲ３２２由来のベクター
、およびλ－ファージ由来のベクターが挙げられる。酵母においては、ベクターとして、
酵母組み込み用プラスミド（Ｙｅａｓｔ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ　ｐｌａｓｍｉｄ）（
例えば、ＹＩｐ５）および酵母複製プラスミド（Ｙｅａｓｔ　Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ　
ｐｌａｓｍｉｄ）（ＹＲｐシリーズのプラスミド）およびｐＧＰＤ－２が挙げられる。哺
乳動物細胞中での発現は、ｐＳＶ２、ｐＢＣ１２ＢＩ、およびｐ９１０２３、さらには、
溶解性ウイルスベクター（例えば、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、およびバキュ
ロウイルス）、エピソームウイルスベクター（例えば、ウシパピローマウイルス）、なら
びに、レトロウイルスベクター（例えば、マウスレトロウイルスベクター）を含む、種々
の公に入手することができるプラスミドを使用して行うことができる。
【０１１８】
　選択された宿主細胞中に発現ベクターを導入するための方法は特に重要ではなく、この
ような方法は当業者に公知である。例えば、発現ベクターは、塩化カルシウム形質転換に
よって、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）を含む原核生物細胞中に、そしてリン酸カルシウム処理
または電気泳動によって真核生物細胞中に導入することができる。他の形質転換方法もま
た適切である。
【０１１９】
　翻訳共役が、発現を増強させるために使用される場合もある。この方法では、翻訳シス
テムに対してネイティブである、高度に発現される遺伝子に由来する短い上流のオープン
リーディングフレームが使用される。これは、プロモーターの下流に配置され、終止コド
ンから数アミノ酸コドン後ろにリボソーム結合部位が続く。終止コドンのすぐ前には、第
２のリボソーム結合部位があり、終止コドンの後には、翻訳の開始のための開始コドンが
ある。このシステムによりＲＮＡの二次構造がときほどかれ、翻訳の効率のよい開始が可
能である。Ｓｑｕｉｒｅｓ，ｅｔ　ａｌ．，（１９８８），Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
６３：１６２９７－１６３０２を参照のこと。
【０１２０】
　α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質は細胞内で発現させることが
でき、また、細胞から分泌させることができる場合もある。細胞内発現は、多くの場合は
、高い収量を生じる。必要な場合は、可溶性の活性のある融合タンパク質の量は、リフォ
ールディング手順を行うことによって増大させることができる場合もある（例えば、Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前出、Ｍａｒｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈ
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ｎｏｌｏｇｙ（１９８４）２：８００；Ｓｃｈｏｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ（１９８５）３：１５１を参照のこと）。α－１，３／４フコシルトラン
スフェラーゼタンパク質が細胞からペリプラズムまたは細胞外培地のいずれかに分泌され
る実施形態においては、ＤＮＡ配列は切断することが可能なシグナルペプチド配列に連結
される。シグナル配列は、細胞膜を介した融合タンパク質の転位を支持する。プロモータ
ー－シグナル配列ユニットを含む、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）での使用に適しているベクタ
ーの一例は、ｐＴＡ１５２９である。これは、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ｐｈｏＡプロモー
ターとシグナル配列を有している（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前出；Ｏ
ｋａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，（１９８５）８
２：７２１２；Ｔａｌｍａｄｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ，（１９８０）７７：３９８８；Ｔａｋａｈａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８５）２６０：２６７０を参照のこと）。別の実施形態において
は、例えば、精製を容易にするか、分泌、または安定性のために、融合タンパク質はプロ
テインＡまたはウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）の部分配列に融合させられる。
【０１２１】
　本発明のα－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質はまた、他の細菌タ
ンパク質にさらに連結させることができる。このアプローチは、多くの場合に高い収量を
もたらす。なぜなら、正常な原核生物の制御配列が、転写および翻訳を指示するからであ
る。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）においては、ｌａｃＺ融合体が、多くの場合に、異種タンパ
ク質を発現させるために使用される。適切なベクターは容易に入手することができ、例え
ば、ｐＵＲ、ｐＥＸ、およびｐＭＲ１００シリーズである（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　
ｅｔ　ａｌ．（前出）を参照のこと）。特定の用途については、精製後の融合タンパク質
から、ノン－グリコシルトランスフェラーゼ、および／またはアクセサリー酵素のアミノ
酸を切断することが望ましい場合もある。これは、当該分野で公知のいくつかの方法の任
意のものによって行うことができ、これには、臭化シアン、プロテアーゼによるか、また
は第Ｘａ因子による切断が含まれる（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（前出）
；Ｉｔａｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９７７）１９８：１０５６；Ｇｏ
ｅｄｄｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，（１９７
９）７６：１０６；Ｎａｇａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９８４）３０９：８１
０；Ｓｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，（１９
８６）８３：５６１を参照のこと）。切断部位は、所望される切断点で融合タンパク質の
遺伝子を操作することを可能にする。
【０１２２】
　１つ以上の組換えタンパク質が、１つの発現ベクター中に複数の転写カセットをおくこ
とによって、または、クローニングストラテジーにおいて使用される発現ベクターのそれ
ぞれについて異なる選択マーカーを利用することによって、１つの宿主の中で発現させら
れる場合がある。
【０１２３】
　それらのＮ末端の完全性を維持する、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）から組換えタンパク質を
得るために適しているシステムは、Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　７：６９８－７０４（１９８９）に記載されている。このシステムでは、目的の
遺伝子は、ペプチダーゼ切断部位を含む酵母のユビキチン遺伝子の最初の７６残基に対す
るＣ末端融合体として産生される。２つの部分の接続部での切断により、完全な正真正銘
のＮ末端残基を有しているタンパク質の産生が生じる。
【０１２４】
　（Ｄ．α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパク質の精製）
　本発明のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質は、細
胞内タンパク質として、または細胞から分泌されるタンパク質として発現させることがで
き、そして本発明の方法においてはこの形態で使用することができる。例えば、発現させ
られた細胞内ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質また
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は分泌されたピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質を含
む粗細胞抽出物を、本発明の方法で使用することができる。
【０１２５】
　あるいは、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質は、
当該分野で標準的である手順にしたがって精製することができ、これには、硫酸アンモニ
ウム沈殿、アフィニティーカラム、カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動などが含ま
れる（一般的には、Ｒ．Ｓｃｏｐｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｓ
ｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．（１９８２），Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ，Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、第１８２巻：Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎ．Ｙ．（１
９９０）を参照のこと）。少なくとも約７０～９０％の均質性である実質的に純粋な組成
物が好ましく、９８～９９％、またはそれ以上の均質性が最も好ましい。精製されたタン
パク質もまた、例えば、抗体の産生のための免疫原として使用される場合もある。
【０１２６】
　本発明のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ
タンパク質の精製を容易にするために、融合タンパク質をコードする核酸に、それに対す
る親和的結合試薬を利用することができるエピトープまたは「タグ」（すなわち、精製タ
グ）のコード配列を含めることもできる。適切なエピトープの例としては、ｍｙｃおよび
Ｖ－５レポーター遺伝子が挙げられる；これらのエピトープを有している融合タンパク質
の組み換え産生に有用な発現ベクターは、市販により入手することができる（例えば、Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ　ＣＡ）ベクターｐｃＤＮＡ３．１／Ｍｙｃ－Ｈ
ｉｓおよびｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５－Ｈｉｓが哺乳動物細胞の中での発現に適している）
。本発明のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ
タンパク質にタグをつけるために適しているさらなる発現ベクター、および対応する検出
システムは当業者に公知であり、いくつかは市販により入手することができる（例えば、
「ＦＬＡＧ」（Ｋｏｄａｋ，Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ　ＮＹ））。適切なタグの別の例は、ポ
リヒスチジン配列であり、これは、金属キレートアフィニティーリガンドに結合すること
ができる。通常、６つの隣接しているヒスチジンが使用されるが、６個以上、または６個
未満のものを使用することもできる。ポリヒスチジンタグについて結合部分としての役割
を担うことができる適切な金属キレートアフィニティーリガンドとしては、ニトリロ三酢
酸（ＮＴＡ）が挙げられる（Ｈｏｃｈｕｌｉ，Ｅ．（１９９０）「Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｗｉｔｈ　ｍｅｔａｌ　ｃｈ
ｅｌａｔｉｎｇ　ａｂｓｏｒｂｅｎｔｓ」Ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎ
ｇ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｊ．Ｋ．Ｓｅｔｌｏｗ編、Ｐｌｅ
ｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；Ｑｉａｇｅｎ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒｉｔａ，ＣＡ）から市
販により入手することができる））。
【０１２７】
　精製タグにはまた、マルトース結合ドメインとデンプン結合ドメインも含まれる。マル
トース結合ドメインタンパク質の精製は当業者に公知である。デンプン結合ドメインは、
本明細書中に参考として援用されるＷＯ９９／１５６３６に記載されている。βシクロデ
キストリン（ＢＣＤ）由来の樹脂を使用する、デンプ結合ドメインを含む融合タンパク質
の精製は、２００３年５月５日に提出され、その全体が本明細書中に参考として援用され
る米国特許出願番号６０／４６８，３７４に記載されている。別の精製タグは、ＳＵＭＯ
タグのカルボキシ末端半分（ＣＴＨＳ）である。ＣＴＨＳを使用する発現システムは、例
えば、ＬｉｆｅＳｅｎｓｏｒｓ，Ｉｎｃ．から市販により入手することができる。
【０１２８】
　タグとしての使用に適している他のハプテンが当業者に公知であり、例えば、Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ（第６版、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅ
ｎｅ　ＯＲ）に記載されている。例えば、ジニトロフェノール（ＤＮＰ）、ジゴキシゲニ
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ン、バルビツール酸塩（例えば、米国特許第５，４１４，０８５号を参照のこと）、およ
びいくつかのタイプの蛍光プローブはハプテンとして有用であり、これらの化合物の誘導
体についても同様である。タンパク質および他の分子に対してハプテンおよび他の部分を
連結させるためのキットは、市販によって入手することができる。例えば、ハプテンにチ
オールが含まれている場合は、ヘテロ二官能性リンカー（例えば、ＳＭＣＣ）を、捕捉試
薬上に存在するリジン残基に対してタグを結合させるために使用することができる。
【０１２９】
　当業者は、α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ触媒ドメインまたは機能的ド
メインに対して、それらの生物学的活性を低下させることなく修飾を行うことができるこ
とを理解している。いくつかの修飾を、クローニング、発現を容易にする、または融合タ
ンパク質中への触媒ドメインの組み込みのために行うことができる。このような修飾は当
業者に周知であり、これには例えば、例えば、開始部位を提供するためにアミノ酸末端に
付加されるメチオニンを提供するための、触媒ドメインをコードするコドンのポリヌクレ
オチドのいずれかの末端への付加、あるいは、便利であるように配置される制限酵素部位
、または終止コドン、または精製配列を生成するためにいずれかの末端に配置されるさら
なるアミノ酸（例えば、ポリＨｉｓ）の付加が含まれる。
【０１３０】
　（Ｅ．ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質の使用）
　本発明により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェ
ラーゼタンパク質と、糖タンパク質、糖脂質、およびオリゴ糖部分を酵素的に合成するた
めにピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパ
ク質を使用する方法が提供される。本発明のグリコシルトランスフェラーゼ反応では、少
なくとも１つのピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラ
ーゼ、アクセプター基質、およびドナー基質、ならびに通常は、可溶性の二価の金属陽イ
オンを含む反応媒体の中で行われる。いくつかの実施形態においては、アクセサリー酵素
と、アクセサリー酵素の触媒部分の基質もまた存在し、その結果、アクセサリー酵素は、
ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼのドナー基
質を合成することができる。
【０１３１】
　所望されるオリゴ糖部分を有している糖タンパク質および糖脂質を合成するためにグリ
コシルトランスフェラーゼを使用する多数の方法が公知である。例示的な方法は、例えば
、ＷＯ９６／３２４９１、Ｉｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９３）Ｐｕｒｅ　Ａｐｐｌ．Ｃ
ｈｅｍ．６５：７５３、および米国特許第５，３５２，６７０号、同第５，３７４，５４
１号、および同第５，５４５，５５３号に記載されている。
【０１３２】
　本明細書中に記載されるように調製されたピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトラ
ンスフェラーゼタンパク質は、別のグリコシルトランスフェラーゼと組み合わせて使用す
ることができる。例えば、組換えシアリルトランスフェラーゼ融合タンパク質と、組換え
ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼの組み合わ
せを使用することができる。２つのグリコシルトランスフェラーゼ反応を１つの容器の中
で連続して行うことにより、中間体種が単離される手順よりも全体的な収率が改変される
。さらに、過剰な溶媒および副生成物の除去および廃棄が減少する。同様に、組換えグリ
コシルトランスフェラーゼは、組換えアクセサリー酵素とともに使用することができ、こ
れは、融合体として存在しても、またそうでなくてもよい。他の実施形態においては、ピ
ロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼと別のグリコ
シルトランスフェラーゼ、またはアクセサリー酵素が、同じ細胞中で産生され、そして所
望される最終産物を合成するために使用される。
【０１３３】
　上記プロセスによって産生される産物は、精製することなく使用することができる。し
かし、標準的な周知の技術、例えば、薄層クロマトグラフィーまたは厚層（ｔｈｉｃｋ　
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、グリコシル化された糖の回収に使用することができる。また、例えば、同一出願人によ
るオーストラリア国特許第７３５６９５号に記載されているような、ナノフィルトレーシ
ョンまたは逆浸透圧膜を利用する膜濾過が使用される場合がある。さらなる例としては、
約１０００～約１０，０００ダルトンの分子量カットオフを有している膜である、膜濾過
を、タンパク質を除去するために使用することができる。別の例としては、ナノフィルト
レーションまたは逆浸透が、その後、塩を除去するために使用され得る。ナノフィルター
膜は、一価の塩は通過させるが、多価の塩と電荷を有していない、使用される膜に応じて
約２００ダルトンより大きく約１０００ダルトンまでの大きさの溶質を保持する、逆浸透
膜の１つのクラスである。したがって、例えば、本発明の組成物および方法によって産生
されたオリゴ糖は膜の中に保持され、そして混入している塩を通過させて流すことができ
る。
【０１３４】
　（Ｆ．ドナー基質およびアクセプター基質）
　本発明の方法においてピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタン
パク質および他のグリコシルトランスフェラーゼによって使用される適切なドナー基質と
しては、ＵＤＰ－Ｇｌｃ、ＵＤＰ－ＧｌｃＮＡｃ、ＵＤＰ－Ｇａｌ、ＵＤＰ－ＧａｌＮＡ
ｃ、ＧＤＰ－Ｍａｎ、ＧＤＰ－Ｆｕｃ、ＵＤＰ－ＧｌｃＵＡ、およびＣＭＰ－シアル酸が
挙げられるが、これらに限定はされない。Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．６８：１－２０（１９９７）。
【０１３５】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質および本発明の
方法によって使用される適切なアクセプター基質としては、多糖類、オリゴ糖類、脂質、
および糖脂質が挙げられるが、これらに限定はされない。例えば、オリゴ糖ＬＮｎＴを、
ＬＮＦＩＩＩを形成するようにフコシル化することができる。本明細書中に記載されるフ
コシルトランスフェラーゼはまた、通常の出発物質から所望される生成物を生じさせるた
めの多酵素システムにおいて使用することもできる。例えば、ＬＮＦＩＩＩは、本明細書
中に記載される１１８２株由来のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシ
ルトランスフェラーゼを、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ）のβ－１
，３Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ（ｌｇｔＡ）および淋菌（Ｎｅｉｓ
ｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ）のβ－１，４－ガラクトシルトランスフェラーゼ（
ｌｇｔＢ）と組み合わせて使用することによって、乳糖から多グラム（ｍｕｌｔｉｇｒａ
ｍ）のスケールで調製される。
【０１３６】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質および本発明の
方法によって使用される適切なアクセプター基質としては、本発明の方法によって修飾す
ることができるタンパク質、脂質、ガングリオシド、および他の生物学的構造（例えば、
細胞全体）が挙げられるが、これらに限定はされない。本発明の方法によって修飾するこ
とができる例示的な構造としては、表１に示されるような、当業者に公知である多数の糖
脂質、糖タンパク質、および炭水化物構造の任意のものが挙げられる。
【０１３７】
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【表１】

【０１３８】
　フコシルトランスフェラーゼによって触媒される反応において使用される適切なアクセ
プター基質の例と、シアリルトランスフェラーゼによって触媒される反応において使用さ
れる適切なアクセプター基質の例は、Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．６８：１－２０（１９９７）に記載されているが、そ
れらに限定はされない。
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【０１３９】
　本発明により、所望されるオリゴ糖部分を有している遊離のオリゴ糖、糖タンパク質、
および糖脂質を生じるそれらの能力について選択される、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）
フコシルトランスフェラーゼタンパク質（例えば、フコシルトランスフェラーゼ）が提供
される。同様に、存在する場合には、アクセサリー酵素が、所望される活性化させられた
糖物質、または生成物であるオリゴ糖上に見られる糖に基づいて選択される。
【０１４０】
　当業者は、種々の量の目的のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシル
トランスフェラーゼタンパク質（例えば、０．０１～１００ｍＵ／ｍｇのタンパク質）を
、目的の融合タンパク質によりグリコシル化される可能性があるアクセプター部位を有し
ているオリゴ糖が連結している、糖タンパク質、オリゴ糖の糖脂質と（１～１０ｍｇ／ｍ
ｌで）反応させることによって、適切なピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランス
フェラーゼタンパク質を容易に同定することができる。所望されるアクセプター部位に糖
残基を付加する本発明の組換えグリコシルトランスフェラーゼ融合タンパク質の能力が比
較され、所望される特性（例えば、アクセプター基質特異性または触媒活性）を有してい
るピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質が選択される。
【０１４１】
　一般的には、所望されるオリゴ糖部分を有しているオリゴ糖、糖タンパク質、および糖
脂質の酵素合成の効率は、本発明の組み換えによって産生されるピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏ
ｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼの使用により高めることができる。
組み換え技術により、大規模なオリゴ等、糖タンパク質、および糖脂質の修飾に必要な大
量のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼタンパ
ク質の産生が可能である。
【０１４２】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼおよび本発明の方法による
使用に適している糖タンパク質および糖脂質は、グリコシル化反応の間に固体支持体上に
固定された糖タンパク質および糖脂質である。用語「固体支持体」にはまた、半固体支持
体も含まれる。好ましくは、標的糖タンパク質または糖脂質は可逆的に固定することがで
き、その結果、それぞれの糖タンパク質または糖脂質は、グリコシル化反応が完了した後
に切り離すことができる。多くの適切なマトリックスが当業者に公知である。例えば、イ
オン交換を、グリコシル化反応が進行する間、適切な樹脂上に糖タンパク質または糖脂質
を一時的に固定するために使用することができる。目的の糖タンパク質または糖脂質に特
異的に結合するリガンドもまた、親和性に基づく固定のために使用することができる。例
えば、糖タンパク質に特異的に結合する抗体が適している。また、目的の糖タンパク質自
体が抗体であるか、またはその断片を含む場合には、親和性樹脂としてプロテインＡまた
はプロテインＧを使用することができる。目的の糖タンパク質または糖脂質に特異的に結
合する色素または他の分子もまた適切である。
【０１４３】
　本発明の組換え融合タンパク質は、一方の末端に、タンパク質の精製を容易にする分子
「タグ」、すなわち、精製タグを有している融合タンパク質として構築し、発現させるこ
とができる。このようなタグはまた、グリコシル化反応の間の目的のタンパク質の固定の
ために使用することもできる。適切なタグとしては、抗体によって特異的に認識されるタ
ンパク質配列である「エピトープタグ」が挙げられる。エピトープタグは、一般的には、
融合タンパク質を明らかに検出または単離するために容易に入手することができる抗体を
使用することができるようにするために、融合タンパク質中に組み込まれる。「ＦＬＡＧ
タグ」が一般的に使用されるエピトープタグであり、これは、モノクローナル抗ＦＬＡＧ
抗体によって特異的に認識され、配列ＡｓｐＴｙｒＬｙｓＡｓｐＡｓｐＡｓｐＡｓｐＬｙ
ｓまたはその実質的に同一である変異体から構成される。ｍｃｙタグは、別の一般的に使
用されているエピトープタグである。他の適切なタグが当業者に公知であり、これには、
例えば、ヘキサヒスチジンペプチドのような親和性タグが含まれる。これは、ニッケルま
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たはコバルトイオンのような金属イオンに結合する。精製タグにはまた、マルトース結合
ドメインおよびデンプン結合ドメインも含まれる。マルトース結合ドメインタンパク質の
精製は当業者に公知である。デンプン結合ドメインは、本明細書中に参考として援用され
るＷＯ９９／１５６３６に記載されている。β－シクロデキストリン（ＢＣＤ）誘導樹脂
を使用するデンプン結合ドメインを含む融合タンパク質の親和的精製は、２００３年５月
５日に提出された米国特許出願番号６０／４６８，３７４（その全体が本明細書中に参考
として援用される）に記載されている。
【０１４４】
　好ましくは、糖タンパク質は、全長の糖タンパク質の短縮されたバージョンである場合
には、これには、全長の糖タンパク質の生物学的に活性な部分配列が含まれることが好ま
しい。例示的な生物学的に活性な部分配列としては、酵素活性部位、レセプター結合部位
、リガンド結合部位、抗体の相補性決定領域、および抗原の抗原性領域が挙げられるが、
これらに限定はされない。
【０１４５】
　いくつかの実施形態においては、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェ
ラーゼおよび本発明の方法は、実質的に均一なグリコシル化パターンを有している糖タン
パク質または糖脂質を酵素的に合成するために使用される。糖タンパク質および糖脂質に
は、それについて糖化形態の変更が所望される、タンパク質、糖タンパク質、脂質、また
は糖脂質に結合させられる糖類またはオリゴ糖が含まれる。これらの糖類またはオリゴ糖
には、グリコシルトランスフェラーゼのアクセプター基質としての役割を担うことができ
る構造が含まれる。アクセプター基質がグリコシル化されている場合は、所望されるオリ
ゴ糖部分が形成される。所望されるオリゴ糖部分は、それに対して結合させられる糖タン
パク質または糖脂質に所望される生物学的活性を付与するものである。本発明の組成物に
おいては、予め選択された糖残基が、目的の可能性のあるアクセプター部位の少なくとも
約３０％に対して連結させられる。より好ましくは、予め選択された糖残基が、目的の可
能性のあるアクセプター基質の少なくとも約５０％に対して連結させられ、そしてなおさ
らに好ましくは、目的の可能性のあるアクセプター基質の少なくとも７０％に対して連結
させられる。出発糖タンパク質または糖脂質が目的のオリゴ糖部分において不均質性を示
す（例えば、出発糖タンパク質または糖脂質上のオリゴ糖のいくつかがすでに目的のアク
セプター基質に対して結合させられた予め選択された糖を有している）状況では、示され
る割合に、このような予め結合させられている糖残基が含まれる。
【０１４６】
　用語「変化させられた」は、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラー
ゼタンパク質および本発明の方法の適用後、もともと産生された糖タンパク質上で観察さ
れたものとは異なるグリコシル化パターンを有している目的の糖タンパク質または糖脂質
を意味する。このような糖結合体の一例は、糖タンパク質の糖化形態が、糖タンパク質が
自然な状態のままである生物の細胞によって産生された場合には、糖タンパク質について
見られるものとは異なる糖タンパク質である。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルト
ランスフェラーゼ、ならびに、これらの糖結合体のグリコシル化パターンが、宿主細胞に
よってもともと産生された糖結合体のグリコシル化パターンと比較して修飾されている、
糖タンパク質および糖脂質を酵素的に合成するためにそのような融合タンパク質を使用す
る方法もまた、提供される。宿主細胞は、同じ種である場合も、また自然界において糖結
合体が産生される細胞とは異なる種である場合もある。
【０１４７】
　糖タンパク質および糖脂質の構造分析によってだけではなく、糖結合体の１つ以上の生
物学的活性の比較によってもまた、グリコシル化パターンの差を評価することができる。
例えば、「変更された糖形態」を有している糖タンパク質には、未修飾の糖タンパク質と
比較して、グリコシル化反応後に糖タンパク質の１つ以上の生物学的活性において改変を
示すものが含まれる。例えば、変更された糖結合体としては、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒ
ｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質および本発明の方法の適用後に、目的のリガ
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ンドまたはレセプターに対してより大きな結合親和性を示すもの、より長い治療半減期を
有しているもの、抗原性が低下したもの、および特異的組織を標的化するものが挙げられ
る。観察される改変の量は、統計学的に有意であることが好ましく、より好ましくは、少
なくとも約２５％の改変、なおさらに好ましくは少なくとも約５０％、６０％、７０％、
そしてなおさらに好ましくは、少なくとも８０％である。
【０１４８】
　（Ｇ．フコシルトランスフェラーゼ反応）
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質、アクセプター
基質、ドナー基質、および他の反応混合物の成分（他のグリコシルトランスフェラーゼお
よびアクセサリー酵素を含む）は、水性の反応媒体中への混合によって混合される。媒体
は、一般的には、約５～約８．５のｐＨ値を有している。媒体の選択は、所望されるレベ
ルのｐＨを維持する媒体の能力に基づく。したがって、いくつかの実施形態においては、
媒体は、約７．５のｐＨ値に緩衝化される。緩衝液が使用されない場合は、媒体のｐＨは
、使用される特定のグリコシルトランスフェラーゼに応じて、約５～８．５に維持される
べきである。フコシルトランスフェラーゼについては、ｐＨ範囲は、約６．０～８．０に
維持されることが好ましい。シアリルトランスフェラーゼについては、範囲は、好ましく
は約５．５～約７．５である。フコシルトランスフェラーゼ反応と反応条件は、例えば、
２００３年７月２３日に提出された、国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ／２００３／０２３１５
５；２００３年７月２３日に提出された、国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ／２００３／０２３
０５７；Ｇｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：２１３５７－２１３６
３（１９９７）；Ｒａｓｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５：４９８
８－４９９４（２０００）；およびＲａｓｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．２６７：６０５９－６０６６（２０００）に教示されている；これらのそれぞれが
、全ての目的のために本明細書中に参考として援用される。
【０１４９】
　酵素の量または濃度は活性単位で表現され、これは触媒反応の初速度の測定値である。
１活性単位は、所定の温度（通常は、３７℃）およびｐＨ値（通常は、ｐＨ７．５）で、
１分当たり１μｍｏｌの生成物の形成を触媒する。したがって、１０単位の酵素は、１０
μｍｏｌの基質が、３７℃の温度、および７．５のｐＨ値で、１分間に１０μｍｏｌの生
成物に変換される酵素の触媒量である。
【０１５０】
　反応混合物に、二価の金属陽イオン（Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋）が含まれる場合がある。反
応媒体には、可溶化界面活性剤（例えば、ＴｒｉｔｏｎまたはＳＤＳ）、およびメタノー
ルまたはエタノールのような有機溶媒が、必要に応じて含まれる場合もある。酵素は、溶
液中で自由に利用でき、また、高分子のような支持体に結合させることもできる。したが
って、反応混合物は、最初は実質的に均質であるが、いくらかの沈殿物が反応の間に生じ
る可能性がある。
【０１５１】
　上記プロセスを実行することができる温度は、凍結温度よりも少し高い温度から、ほと
んどの感度の高い酵素が変性する温度までの範囲であり得る。この温度範囲は、好ましく
は、約０℃から約４５℃であり、より好ましくは、約２０℃から約３７℃である。
【０１５２】
　このように形成させられた反応混合物は、グリコシル化される糖タンパク質に結合させ
られたオリゴ糖基上に存在している決定基を含む、所望される大量の所望されるオリゴ糖
産物を得るに十分な時間の間維持される。大規模な調製のためには、反応は多くの場合、
約０．５～２４０時間の間進行させられ、より一般的には、約１～１８時間の間進行させ
られる。
【０１５３】
　１つ以上のグリコシルトランスフェラーゼがオリゴ糖産物を得るために使用される実施
形態においては、第２のグリコシルトランスフェラーゼ反応のための酵素および試薬を、
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最初のグリコシルトランスフェラーゼ反応が完了に近づいた反応媒体に添加することがで
きる。酵素のいくつかの組み合わせについては、グリコシルトランスフェラーゼと対応す
る基質を、１つの最初の反応混合物中で混合することができる。このような同時反応にお
いては、酵素が、他の酵素についてアクセプターとしての役割を担うことができない産物
は形成されないことが好ましい。１つの容器の中で２つのグリコシルトランスフェラーゼ
反応を連続して行うことにより、中間体種が単離される手順よりも全体的な収率が改変さ
れる。さらに、過剰な溶媒および副生成物の除去および廃棄が減少する。さらに、いくつ
かの実施形態においては、フコシルトランスフェラーゼと別のグリコシルトランスフェラ
ーゼ、またはアクセサリー酵素が同じ宿主細胞中で発現させられ、そして所望される産物
が宿主細胞中で合成される。
【０１５４】
　１つ以上のグリコシルトランスフェラーゼ反応を、グリコシルトランスフェラーゼサイ
クルの一部として行うことができる。グリコシルトランスフェラーゼサイクルの好ましい
条件および説明は記載されている。多数のグリコシルトランスフェラーゼサイクル（例え
ば、シアリルトランスフェラーゼサイクル、ガラクトシルトランスフェラーゼサイクル、
およびフコシルトランスフェラーゼサイクル）が、米国特許第５，３７４，５４１号およ
びＷＯ９４２５６１５Ａに記載されている。他のグリコシルトランスフェラーゼサイクル
は、Ｉｃｈｉｋａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１４：９２８３
（１９９２）、Ｗｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．５７：４３４３（１９
９２）、ＤｅＬｕｃａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１７：５８６９
－５８７０（１９９５）、およびＩｃｈｉｋａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ
ａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ．Ｙａｌｔａｍｉ編（
ＡＴＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９９３）に記載されている。
【０１５５】
　他のグリコシルトランスフェラーゼは、フコシルトランスフェラーゼおよびシアリルト
ランスフェラーゼについて詳細に記載されているように、同様のトランスフェラーゼサイ
クルに置き換えることができる。具体的には、グリコシルトランスフェラーゼは、例えば
、グルコシルトランスフェラーゼ（例えば、Ａｌｇ８（Ｓｔａｇｌｊｏｖ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９１：５９７７（１９９４）または
Ａｌｇ５（Ｈｅｅｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２２４：７１（
１９９４））、Ｎ－アセチルガラクトサミニルトランスフェラーゼ（例えば、α（１，３
）Ｎ－アセチルガラクトサミニルトランスフェラーゼ、β（１，４）Ｎ－アセチルガラク
トサミニルトランスフェラーゼ（Ｎａｇａｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．２６７：１２０８２－１２０８９（１９９２）、およびＳｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：１５１６２（１９９４））、ならびに、ポリペプチドＮ
－アセチルガラクトサミニルトランスフェラーゼ（Ｈｏｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２６０９（１９９３）））でもあり得る。適切なＮ－アセチル
グルコサミニルトランスフェラーゼとしては、ＧｎＴＩ（２．４．１．１０１、Ｈｕｌｌ
　ｅｔ　ａｌ．，ＢＢＲＣ　１７６：６０８（１９９１））、ＧｎＴＩＩ、およびＧｎＴ
ＩＩＩ（Ｉｈａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１１３：６９２（１９９３）
）、ＧｎＴＶ（Ｓｈｏｒｅｉｂａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：
１５３８１（１９９３））、Ｏ結合Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ（Ｂ
ｉｅｒｈｕｉｚｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，
８９：９３２６（１９９２））、Ｎ－アセチルグルコサミン－１－リン酸トランスフェラ
ーゼ（Ｒａｊｐｕｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．２８５：９８５（１９９２）
、およびヒアルロン酸合成酵素が挙げられる。適切なマンノシルトランスフェラーゼとし
ては、α（１，２）マンノシルトランスフェラーゼ、α（１，３）マンノシルトランスフ
ェラーゼ、β（１，４）マンノシルトランスフェラーゼ、Ｄｏｌ－Ｐ－Ｍａｎシンターゼ
、ＯＣｈ１、およびＰｍｔ１が挙げられる。
【０１５６】
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　上記グリコシルトランスフェラーゼサイクルについては、プロセスにおいて使用される
種々の反応物質の濃度または量は、温度およびｐＨ値のような反応条件、ならびに、グリ
コシル化されるアクセプター糖の選択および量を含む多数の要因に応じて変化する。グリ
コシル化プロセスにより、活性化しているヌクレオチド、活性化されたドナー糖の調節、
ならびに、触媒量の酵素の存在下で産生されたＰＰｉの除去が可能であるので、このプロ
セスは、上記で議論されている化学量論的物質の濃度または量によって制限される。本発
明の方法にしたがって使用することができる反応物質の濃度についての上限は、このよう
な反応物質の可溶性によって決定される。
【０１５７】
　好ましくは、活性化しているヌクレオチド、リン酸ドナー、ドナー糖、および酵素の濃
度は、アクセプターが消費されるまでグリコシル化が進行するように選択される。
【０１５８】
　各々の酵素は、触媒量で存在する。特定の酵素についての触媒量は、その酵素の基質の
濃度、さらには、温度、時間、およびｐＨ値のような反応条件にしたがって変化する。予
め選択された基質濃度および反応条件下での所定の酵素についての触媒量を決定するため
の手段は当業者に周知である。
【０１５９】
　フコシルトランスフェラーゼ反応は、アクセプター分子のようなオリゴ糖類または多糖
類を使用して行うことができる。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラ
ーゼタンパク質および本発明の方法によって使用される適切なアクセプター基質としては
、多糖類、オリゴ糖類、脂質、糖脂質、および糖タンパク質が挙げられるが、これらに限
定はされない。例えば、オリゴ糖ＬＮｎＴをフコシル化して、ＬＮＦＩＩＩを形成させる
ことができる。本明細書中に記載されるフコシルトランスフェラーゼはまた、便利な出発
物質から所望される生成物を生じるように、多酵素システムにおいて使用することもでき
る。例えば、ＬＮＦＩＩＩは、本明細書中に記載される１１８２株由来のピロリ菌（Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ）α－１．３／４－フコシルトランスフェラーゼを、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒ
ｉａ　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ）のβ－１，３Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラ
ーゼ（ｌｇｔＡ）および淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ）のβ－１，
４－ガラクトシルトランスフェラーゼ（ｌｇｔＢ）と組み合わせて使用することによって
、乳糖から多グラム（ｍｕｌｔｉｇｒａｍ）のスケールで調製された。
【０１６０】
　本発明の方法において使用される組換えフコシルトランスフェラーゼ融合タンパク質は
、目的のフコシルトランスフェラーゼアクセプター基質をフコシル化するその能力に基づ
いて選択される。好ましくは、フコシルトランスフェラーゼは、可溶性の糖またはオリゴ
糖に結合させられたフコシルトランスフェラーゼアクセプター基質を使用して適合性につ
いてアッセイされる。可溶性の糖またはオリゴ糖アクセプター基質の、フコシルトランス
フェラーゼ活性を決定するためのアッセイでの使用により、所望されるオリゴ糖産物を生
じるフコシルトランスフェラーゼを選択することが可能である。
【０１６１】
　フコシルトランスフェラーゼ反応は、アクセプター分子として脂質または糖脂質を使用
して行うことができる。多くの糖類には、生物学的活性を発揮するために特定のフコシル
化された構造の存在が必要である。細胞内認識機構には、多くの場合、フコシル化オリゴ
糖が必要である。例えば、細胞接着分子としての役割を担う多数のタンパク質（Ｐ－セレ
クチン、Ｅ－セレクチンを含む）は、例えば、シアリルＬｅｗｉｓ　ｘおよびシアリルＬ
ｅｗｉｓ　ａ構造のような特異的細胞表面フコシル化炭水化物構造に結合する。さらに、
ＡＢＯ血液型システムを形成する特異的炭水化物構造がフコシル化される。３つの基のそ
れぞれの中の炭水化物構造は、Ｆｕｃα１，２Ｇａｌβ１－二糖単位を共有する。Ｏ型血
液の構造においては、この二糖は末端構造である。Ａ型構造は、この二糖に末端ＧａｌＮ
Ａｃ残基が付加されている、α１，３ＧａｌＮＡｃトランスフェラーゼによって形成され
る。Ｂ型構造は、末端ガラクトース残基が付加されているα１，３ガラクトシルトランス
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フェラーゼによって形成される。Ｌｅｗｉｓ血液型構造もまたフコシル化される。例えば
、Ｌｅｗｉｓ　ｘおよびＬｅｗｉｓ　ａ構造は、それぞれ、Ｇａｌβ１，４（Ｆｕｃα１
，３）ＧｌｃＮａｃおよびＧａｌβ１，４（Ｆｕｃα１，４）ＧｌｃＮａｃである。これ
らの構造はいずれも、対応するシアル化構造を形成するようにさらにシアル化（ＮｅｕＡ
ｃα２，３－）することができる。目的の他のＬｅｗｉｓ血液型構造は、それぞれ、Ｆｕ
ｃα１，２Ｇａｌβ１，４（Ｆｕｃα１，３）ＧｌｃＮＡｃβ－ＯＲおよびＦｕｃα１，
２Ｇａｌβ１，３（Ｆｕｃα１，４）ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲである、Ｌｅｗｉｓ　ｙおよび
Ｌｅｗｉｓ　ｂ構造である。ＡＢＯ構造およびＬｅｗｉｓ血液型構造、ならびに、それら
の合成に関係している酵素の記載については、Ｅｓｓｅｎｔｉａｌｓ　ｏｆ　Ｇｌｙｃｏ
ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖａｒｋｉ　ｅｔ　ａｌ．編，第１６章（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９９９）を
参照のこと。
【０１６２】
　本発明の方法において使用される組換え体フコシルトランスフェラーゼ融合タンパク質
は、目的のフコシルトランスフェラーゼアクセプター基質をフコシル化するその能力に基
づいて選択される。好ましくは、フコシルトランスフェラーゼは、脂質または糖脂質に結
合させられるフコシルトランスフェラーゼアクセプター基質を使用して、適合性について
アッセイされる。可溶性のオリゴ糖の一部であるアクセプター基質ではなく、糖脂質に結
合させられたアクセプター基質の、フコシルトランスフェラーゼ活性を決定するためのア
ッセイにおける使用により、糖脂質上に選択されたフコシル化パターンを生じるフコシル
トランスフェラーゼを選択することができる。
【０１６３】
　フコシルトランスフェラーゼは、フコース単位をグアノシン－５’－ジホスホフコース
から糖アクセプターの特異的ヒドロキシルに転移させる合成経路において使用されている
。例えば、Ｉｃｈｉｋａｗａは、クローン化されたフコシルトランスフェラーゼでのシア
ル化ラクトサミンのフコシル化を含む方法によって、シアリルＬｅｗｉｓ－Ｘを調製した
（Ｉｃｈｉｋａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１４：９２８３－
９２９８（１９９２））。Ｌｏｗｅは、細胞中で自然界には存在しないフコシル化活性を
発現させ、それによって、細胞表面上でフコシル化糖タンパク質を生成するための方法な
どを記載した（米国特許第５，９５５，３４７号）。
【０１６４】
　１つの実施形態においては、本発明の方法は、フコシルトランスフェラーゼのアクセプ
ター部分を有している物質を、フコースドナー部分、フコシルトランスフェラーゼ、およ
びフコシルトランスフェラーゼ活性に必要な他の試薬を含む反応混合物と接触させること
によって行われる。この物質は、反応混合物中で、フコースドナー部分からフコシルトラ
ンスフェラーゼアクセプター部分へとフコースを転移させるために十分な時間の間、適切
な条件下でインキュベートされる。好ましい実施形態においては、フコシルトランスフェ
ラーゼは、組成物中のフコシルトランスフェラーゼのそれぞれのアクセプター部分の少な
くとも６０％のフコシル化を触媒する。
【０１６５】
　選択された物質についての特異性は、好ましいフコシルトランスフェラーゼが満たさな
ければならない唯一の第１の基準である。本発明の方法において使用されるフコシルトラ
ンスフェラーゼはまた、種々の物質を効率よくフコシル化し、少なくとも約５００ｍｇの
物質のフコシル化することができるように反応のスケールアップをサポートすることが好
ましい。より好ましくは、フコシルトランスフェラーゼは、少なくとも約１ｋｇの合成、
より好ましくは、比較的低コストおよびインフラ要求で少なくとも１０ｋｇの物質の合成
を可能にするフコシル化反応のスケールをサポートする。
【０１６６】
　フコース残基のフコシルトランスフェラーゼによって触媒される結合に適しているアク
セプター部分としては、ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ、Ｇａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ、Ｎｅ
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ｕＡｃα２，３Ｇａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ、Ｇａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ
、およびＮｅｕＡｃα２，３Ｇａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ（ここでは、Ｒは、アミ
ノ酸、糖、オリゴ糖、または少なくとも１つの炭素原子を有しているアグリコン基である
）。Ｒは、基質または基質の一部に対して連結される。特定の反応に適切なフコシルトラ
ンスフェラーゼは、所望されるフコース結合のタイプ（例えば、α２、α３、またはα４
）、目的の特定のアクセプター、および所望される高い収量のフコシル化を行うフコシル
トランスフェラーゼの能力に基づいて選択される。適切なフコシルトランスフェラーゼお
よびそれらの特性は、上記に記載されている。
【０１６７】
　組成物中の基質に連結させられたオリゴ糖のうちの十分な割合にフコシルトランスフェ
ラーゼアクセプター部分が含まれない場合は、適切なアクセプターを合成することができ
る。例えば、フコシルトランスフェラーゼのアクセプターを合成するための１つの好まし
い方法には、基質に連結させられたオリゴ糖上に存在するＧｌｃＮＡｃ残基をＧｌｃＮＡ
ｃトランスフェラーゼアクセプター部分に結合させるためにＧｌｃＮＡｃトランスフェラ
ーゼを使用することが含まれる。好ましい実施形態においては、目的の可能性のあるアク
セプター部分の大きな割合をグリコシル化する能力を有しているトランスフェラーゼが選
択される。得られたＧｌｃＮＡｃβ－ＯＲは、その後、フコシルトランスフェラーゼのア
クセプターとして使用することができる。
【０１６８】
　得られたＧｌｃＮＡｃβ－ＯＲ部分は、フコシルトランスフェラーゼ反応の前にガラク
トシル化することができ、これによって、例えば、Ｇａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲま
たはＧａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ残基が生じる。いくつかの実施形態においては、
ガラクシル化とフコシル化工程を同時に行うことができる。ガラクトシル化されたアクセ
プターを必要とするフコシルトランスフェラーゼを選択することにより、所望される生成
物だけが形成される。したがって、この方法には：
（ａ）化合物Ｇａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃβ－ＯＲまたはＧａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ－
ＯＲを形成させるために十分な条件下で、ＵＤＰガラクトースの存在下で、式ＧｌｃＮＡ
ｃβ－ＯＲの化合物をガラクトシルトランスフェラーゼでガラクトシル化する工程；およ
び
（ｂ）以下から選択される化合物を形成させるために十分な条件下で、ＧＤＰ－フコース
の存在下で、フコシルトランスフェラーゼを使用して（ａ）で形成された化合物をフコシ
ル化する工程：
【０１６９】
【化９】

【０１７０】
が含まれる。
【０１７１】
　所望される活性を有している別のフコシルトランスフェラーゼを含めることによって、
上記の構造に対して別のフコース残基を付加することができる。例えば、この方法により
、Ｆｕｃα１，２Ｇａｌβ１，４（Ｆｕｃα１，３）ＧｌｃＮＡｃβ－ＯＲおよびＦｕｃ
α１，２Ｇａｌβ１，３（Ｆｕｃα１，４）ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲのようなオリゴ糖決定基
を形成させることができる。したがって、別の好ましい実施形態においては、この方法に



(51) JP 2011-167200 A 2011.9.1

10

20

30

40

50

は、少なくとも２つのフコシルトランスフェラーゼの使用が含まれる。複数のフコシルト
ランスフェラーゼは、同時に、または連続してのいずれかで使用される。フコシルトラン
スフェラーゼが連続して使用される場合は、一般的には、糖タンパク質が多数のフコシル
化工程の間に精製されないことが好ましい。複数のフコシルトランスフェラーゼが同時に
使用される場合は、酵素活性は、２つの別の酵素に由来する場合があり、また、１つ以上
のフコシルトランスフェラーゼ活性を有している単一の酵素に由来する場合もある。
【０１７２】
　フコシルトランスフェラーゼ反応は、本発明の組換えフコシルトランスフェラーゼタン
パク質を、例えば、多コピーの糖タンパク質種（その大部分は、好ましくは、フコシルト
ランスフェラーゼのアクセプター基質を含む１つ以上の連結させられたオリゴ糖基を有し
ている）；フコースドナー基質；およびフコシルトランスフェラーゼ活性に必要な他の試
薬を含む混合物と接触させることによって行うことができる。糖タンパク質は、ドナー基
質からフコシルトランスフェラーゼアクセプター基質へとフコースを転移させるために十
分な時間の間、適切な条件下において反応混合物中でインキュベートされる。
【０１７３】
　本発明の方法において使用される組換えフコシルトランスフェラーゼ融合タンパク質は
、目的のフコシルトランスフェラーゼアクセプター基質をフコシル化するその能力に基づ
いて選択される。好ましくは、フコシルトランスフェラーゼは、糖タンパク質に結合させ
られたフコシルトランスフェラーゼアクセプター基質を使用して適合性についてアッセイ
される。可溶性のオリゴ糖類の一部であるアクセプター基質ではなく、糖タンパク質に連
結させられたアクセプター基質の、フコシルトランスフェラーゼ活性を決定するためのア
ッセイでの使用により、糖タンパク質上に選択されたフコシル化パターンを生じるフコシ
ルトランスフェラーゼを選択することが可能である。
【０１７４】
　好ましい実施形態においては、本発明の組換えフコシルトランスフェラーゼ融合タンパ
ク質は、細胞中で高レベルの発現および／または高い酵素活性（例えば、選択された物質
について高い特異性および／または高い触媒活性）を有している。別の好ましい実施形態
においては、フコシルトランスフェラーゼは、商業上重要な組換えまたはトランスジェニ
ック糖タンパク質をフコシル化するための方法において有用である。本発明の方法におい
て使用されるフコシルトランスフェラーゼはまた、種々の糖タンパク質を効率よくフコシ
ル化でき、そして少なくとも約５００ｍｇの糖タンパク質をフコシル化することができる
ように反応のスケールアップをサポートすることが好ましい。より好ましくは、フコシル
トランスフェラーゼは、少なくとも約１ｋｇの合成、より好ましくは、比較的低コストお
よびインフラ要求で少なくとも１０ｋｇの物質の合成を可能にするフコシル化反応のスケ
ールをサポートする。
【０１７５】
　例示的な実施形態においては、本発明の方法により、セレクチンの少なくとも１つのリ
ガンドの糖タンパク質の形成が生じる。このリガンドの形成の確認は、セレクチンと相互
作用する糖タンパク質の能力をプローブすることによって、作動可能な様式でアッセイさ
れる。糖タンパク質と特異的なセレクチンとの間での相互作用は、当業者がよく知ってい
る方法によって測定することができる（例えば、Ｊｕｔｉｌａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．１５３：３９１７－２８（１９９４）；Ｅｄｗａｒｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃ
ｙｔｏｍｅｔｒｙ　４３（３）：２１１－６（２００１）；Ｓｔａｈｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　８：３１１－３１９（１９９８）；Ｌｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．８０（４）：５２２－３１（２００１）；Ｄｏｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｍｅｃｈ．３３（１）：３５－４３（２０００）；Ｊｕｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６２（１１）：６７５５－６２（１９９９）；Ｋｅ
ｒａｍｉｄａｒｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
１０７（４）：７３４－８（２００１）；Ｆｉｅｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍ
．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１５２４（１）：７５－８５（２００１）；Ｂｒｕｅｈｌ
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　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５（４２）：３２６４２－８（２０００
）；Ｔａｎｇｅｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９０（７）：９３５－
４２（１９９９）；Ｓｃａｌｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｉｒｃ．Ｒｅｓ．８４（１）：９３
－１０２（１９９９）；Ａｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１３８（５
）：１１６９－８０（１９９７）；Ｓｔｅｅｍａｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．２７（６）：１３３９－４５（１９９７）；Ｓｔｅｗａｒｔ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４４（６）：９８８－１００２（２００１）；Ｓｃｈｕｒｍ
ａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｕｔ　３６（３）：４１１－８（１９９５）；Ｂｕｒｒｏｗｓ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．４７（１０）：９３９－４４（１９９４
）を参照のこと）。
【０１７６】
　フコース残基のフコシルトランスフェラーゼによって触媒される結合についての適切な
アクセプター基質としては、ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ、Ｇａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ、
ＮｅｕＡｃα２，３Ｇａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ、Ｇａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ－
ＯＲ、およびＮｅｕＡｃα２，３Ｇａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ（ここでは、Ｒは、
アミノ酸、糖、オリゴ糖、または少なくとも１つの炭素原子を有しているアグリコン基で
ある）。Ｒは、糖タンパク質または糖タンパク質の一部に対して連結される。特定の反応
に適切なフコシルトランスフェラーゼは、所望されるフコース結合のタイプ（例えば、α
２、α３、またはα４）、目的の特定のアクセプター、および所望される高い収量のフコ
シル化を行うフコシルトランスフェラーゼの能力に基づいて選択される。適切なフコシル
トランスフェラーゼおよびそれらの特性は、上記に記載されている。
【０１７７】
　組成物中の物質に連結させられたオリゴ糖のうちの十分な割合にフコシルトランスフェ
ラーゼアクセプター部分が含まれない場合は、適切なアクセプターを合成することができ
る。例えば、フコシルトランスフェラーゼのアクセプターを合成するための１つの好まし
い方法には、ＧｌｃＮＡｃ残基をＧｌｃＮＡｃトランスフェラーゼアクセプター基質に結
合させるためにＧｌｃＮＡｃトランスフェラーゼを使用することが含まれる。これは、糖
タンパク質に連結させられたオリゴ糖上に存在する。好ましい実施形態においては、目的
の可能性のあるアクセプター基質の大きな割合をグリコシル化する能力を有しているトラ
ンスフェラーゼが選択される。得られるＧｌｃＮＡｃβ－ＯＲは、その後、フコシルトラ
ンスフェラーゼのアクセプターとして使用することができる。
【０１７８】
　得られるＧｌｃＮＡｃβ－ＯＲ部分は、フコシルトランスフェラーゼ反応の前にガラク
トシル化することができ、これによって、例えば、Ｇａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲま
たはＧａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ－ＯＲ残基が生じる。いくつかの実施形態においては、
ガラクシル化とフコシル化工程が同時に行われる。したがって、この方法には：
（ａ）化合物Ｇａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃβ－ＯＲまたはＧａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ－
ＯＲを形成させるために十分な条件下で、ＵＤＰガラクトースの存在下で、式ＧｌｃＮＡ
ｃβ－ＯＲの化合物をガラクトシルトランスフェラーゼでガラクトシル化する工程；およ
び
（ｂ）以下から選択される化合物を形成させるために十分な条件下で、ＧＤＰ－フコース
の存在下で、フコシルトランスフェラーゼを使用して（ａ）で形成された化合物をフコシ
ル化する工程：
【０１７９】
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【化１０】

【０１８０】
が含まれる。
【０１８１】
　所望される活性を有しているフコシルトランスフェラーゼでフコシル化ペプチドを処理
することによって、フコシル化糖タンパク質に対して別のフコース残基を付加することが
できる。例えば、この方法により、Ｆｕｃα１，２Ｇａｌβ１，４（Ｆｕｃα１，３）Ｇ
ｌｃＮＡｃβ－ＯＲおよびＦｕｃα１，２Ｇａｌβ１，３（Ｆｕｃα１，４）ＧｌｃＮＡ
ｃβ－ＯＲのようなオリゴ糖決定基を形成させることができる。したがって、別の好まし
い実施形態においては、この方法には、少なくとも２つのフコシルトランスフェラーゼの
使用が含まれる。複数のフコシルトランスフェラーゼは、同時に、または連続してのいず
れかで使用される。フコシルトランスフェラーゼが連続して使用される場合は、一般的に
は、糖タンパク質が複数のフコシル化工程の間に精製されないことが好ましい。複数のフ
コシルトランスフェラーゼが同時に使用される場合は、酵素活性は、２つの別の酵素に由
来する場合も、また、１つ以上のフコシルトランスフェラーゼ活性を有している単一の酵
素に由来する場合もある。
【０１８２】
　（Ｈ．多酵素オリゴ糖合成）
　上記のように、いくつかの実施形態においては、２つ以上の酵素が、糖タンパク質また
は糖脂質上に所望されるオリゴ糖またはオリゴ糖決定基を形成させるために使用される場
合がある。例えば、特定のオリゴ糖決定基は、所望される活性を示すためには、ガラクト
ース、シアル酸、およびフコースの添加を必要とする場合がある。したがって、本発明に
より、２つ以上の酵素、例えば、グリコシルトランスフェラーゼ、トランスシアリダーゼ
、またはスルホトランスフェラーゼが、所望されるオリゴ糖決定基の高収量の合成を得る
ために使用される方法が提供される。
【０１８３】
　１つの好ましい実施形態においては、ＬＮＦＩＩＩが、本明細書中に記載される１１８
２株由来のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ
を、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ）のβ－１，３Ｎ－アセチルグル
コサミニルトランスフェラーゼ（ｌｇｔＡ）および淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏ
ｃｏｃｃｕｓ）のβ－１，４－ガラクトシルトランスフェラーゼ（ｌｇｔＢ）と組み合わ
せて使用することによって、乳糖から調製される。当業者であれば、他のβ－１，３Ｎ－
アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼおよびβ－１，４－ガラクトシルトランスフ
ェラーゼ酵素を本発明のこの実施形態で使用できることを理解するであろう。例えば、米
国特許第６，５０３，７４４号；同第６，６９９，７０５号（いずれも、全ての目的のた
めに本明細書中に参考として援用される）を参照のこと。
【０１８４】
　いくつかの場合には、糖タンパク質に連結されたオリゴ糖または糖脂質に連結されたオ
リゴ糖は、糖タンパク質または糖脂質の生体内での生合成の際に、目的の特定のグリコシ
ルトランスフェラーゼのアクセプター基質を含む。このような糖タンパク質または糖脂質
は、糖タンパク質または糖脂質のそれぞれのグリコシル化パターンを事前に修飾すること
なく、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質と本発明の
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方法を使用してグリコシル化することができる。しかし、他の場合には、目的の糖タンパ
ク質または糖脂質は、適切なアクセプター基質がない場合がある。このような場合には、
本発明の方法は、糖タンパク質または糖脂質のグリコシル化パターンを、糖タンパク質ま
たは糖脂質に連結させられたオリゴ糖が次いで、所望されるオリゴ糖部分を形成させるた
めに目的の予め選択された糖ユニットのグリコトランスフェラーゼによって触媒される結
合のアクセプター基質を含むように、変更するために使用することができる。
【０１８５】
　糖タンパク質または糖脂質に連結させられたオリゴ糖は、必要に応じて、最初に全体を
または部分的にのいずれかで「切り取って」、グリコシルトランスフェラーゼのアクセプ
ター基質、またはそれに対して１つ以上の適切な残基を付加して適切なアクセプター基質
を得ることができる部分のいずれかを露出させることができる。グリコシルトランスフェ
ラーゼおよびエンドグリコシダーゼのような酵素は、結合反応および切り取り反応に有用
である。例えば、「高マンノース」型オリゴ糖を提示する糖タンパク質については、１つ
以上の予め選択された糖単位を結合すると所望されるオリゴ糖決定基を形成するアクセプ
ター基質を得るために、マンノシダーゼによる切り取りを行うことができる。
【０１８６】
　この方法はまた、その自然界に存在している形態においてはグリコシル化されていない
タンパク質または脂質上に、所望されるオリゴ糖部分を合成するためにも有用である。対
応するグリコシルトランスフェラーゼに適切なアクセプター基質は、本発明の方法を使用
して、グリコシル化の前にそのようなタンパク質または脂質に結合させることができる。
例えば、グリコシル化に適しているアクセプターを有しているポリペプチドを得る方法に
ついては、米国特許第５，２７２，０６６号を参照のこと。
【０１８７】
　したがって、いくつかの実施形態においては、本発明により、適切なアクセプターを生
成するために糖結合体を修飾することを最初に含む、糖結合体上に存在する糖基のインビ
トロでのシアル化のための方法が提供される。所望されるオリゴ糖部分の多酵素合成の好
ましい方法の例は以下のとおりである。
【０１８８】
　（フコシル化され、かつシアル化されたオリゴ糖部分）
　糖タンパク質に対して所望される生物学的活性を付与するオリゴ糖決定基は、多くの場
合、フコシル化されることに加えて、シアル化もされる。したがって、本発明により、糖
タンパク質に連結されたオリゴ糖が、高い収量でシアル化され、フコシル化される方法が
提供される。
【０１８９】
　シアル化は、特定の部分にα２，６－結合シアル酸が必要である場合（シアリルトラン
スフェラーゼが使用される）を除き、トランス－シアリダーゼまたはシアリルトランスフ
ェラーゼのいずれかを使用して行うことができる。それぞれのタイプの酵素の適切な例は
、上記に記載されている。これらの方法には、適切なドナー基質の存在下で適切な酵素と
アクセプターを接触させることにより、シアリルトランスフェラーゼまたはトランスシア
リダーゼのアクセプターをシアル化することが含まれる。シアリルトランスフェラーゼに
ついては、ＣＭＰ－シアル酸が好ましいドナー基質である。しかし、トランス－シアリダ
ーゼは、トランスシアリダーゼがそれに対してシアル酸を付加することができない脱離基
を含むドナー基質を使用することが好ましい。
【０１９０】
　目的のアクセプター基質としては、例えば、Ｇａｌβ－ＯＲが挙げられる。いくつかの
実施形態においては、アクセプター基質は、化合物ＮｅｕＡｃα２，３Ｇａｌβ－ＯＲま
たはＮｅｕＡｃα２，６Ｇａｌβ－ＯＲを形成するようにアクセプター基質の非還元性末
端にシアル酸が転移させられる条件下で、ＣＭＰ－シアル酸の存在下でシアリルトランス
フェラーゼと接触させられる。この式中では、Ｒは、アミノ酸、糖、オリゴ糖、または少
なくとも１つの炭素原子を有しているアグリコン基である。Ｒは、糖タンパク質または糖



(55) JP 2011-167200 A 2011.9.1

10

20

30

40

50

タンパク質の一部に対して連結される。α２，８－シアリルトランスフェラーゼもまた、
上記構造に対して第２のシアル酸残基、または複数のシアル酸残基を結合させるために使
用することができる。
【０１９１】
　シアル化されており、かつ、フコシル化もされているオリゴ糖部分を得るためには、シ
アル化アクセプターは、上記で議論されているようにフコシルトランスフェラーゼと接触
させられる。シアリルトランスフェラーゼ反応とフコシルトランスフェラーゼ反応は、一
般的には、連続して行われる。なぜなら、ほとんどのシアリルトランスフェラーゼは、フ
コシル化されたアクセプターに対しては活性がないからである。しかし、ＦＴ　ＶＩＩは
、シアル化されたアクセプター基質に対してのみ作用する。したがって、ＦＴＶＩＩは、
シアリルトランスフェラーゼとの同時反応において使用することができる。
【０１９２】
　トランス－シアリダーゼがシアル化を行うために使用される場合は、フコシル化反応と
シアル化反応は、同時に、またはいずれかの順序で連続してのいずれかで、行うことがで
きる。修飾されるタンパク質は、適切な量のトランスシアリダーゼ、適切なシアル酸ドナ
ー基質、フコシルトランスフェラーゼ（α１，３またはα１，４結合を生成することがで
きる）および適切なフコシルドナー基質（例えば、ＧＤＰ－フコース）を含む反応混合物
とともにインキュベートされる。
【０１９３】
　（ガラクトシル化され、フコシル化され、かつシアル化されたオリゴ糖決定基）
　本発明によってまた、ガラクトシル化され、フコシル化され、そしてシアル化される、
オリゴヌクレオチド部分を酵素的に合成するための方法も提供される。シアリルトランス
フェラーゼまたはトランス－シアリダーゼ（α２，３－結合シアル酸のみについて）のい
ずれかを、これらの方法において使用することができる。
【０１９４】
　トランス－シアリダーゼ反応には、適切な量のガラクトシルトランスフェラーゼ（ｇａ
ｌβ１，３またはｇａｌβ１，４）、適切なガラクトシルドナー（例えば、ＵＤＰ－ガラ
クトース）、トランス－シアリダーゼ、適切なシアル酸ドナー基質、フコシルトランスフ
ェラーゼ（α１，３またはα１，４結合を生成することができる）、適切なフコシルドナ
ー基質（例えば、ＧＤＰ－フコース）、および二価の金属イオンを含む反応混合物ととも
に、修飾されるタンパク質をインキュベートすることが含まれる。これらの反応は、連続
して、または同時のいずれかで行うことができる。
【０１９５】
　シアリルトランスフェラーゼが使用される場合は、この方法には、適切な量のガラクト
シルトランスフェラーゼ（ｇａｌβ１，３またはｇａｌβ１，４）、適切なガラクトシル
ドナー（例えば、ＵＤＰ－ガラクトース）、シアリルトランスフェラーゼ（α２，３また
はα２，６）、および適切なシアル酸ドナー基質（例えば、ＣＭＰシアル酸）を含む反応
混合物とともに、修飾されるタンパク質をインキュベートすることが含まれる。反応は、
完了するまで連続して進行させられ、その後、フコシルトランスフェラーゼ（α１，３ま
たはα１，４結合を生成することができる）と適切なフコシルドナー基質（例えば、ＧＤ
Ｐ－フコース）が添加される。シアル化される物質（例えば、ＦＴ　ＶＩＩ）を必要とす
るフコシルトランスフェラーゼが使用される場合は、反応を同時に行うことができる。
【０１９６】
　（シアリルトランスフェラーゼ反応）
　上記のように、いくつかの実施形態においては、本発明により、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌ
ｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質と、糖タンパク質のシアル化の後に糖タ
ンパク質をフコシル化するための方法が提供される。好ましい実施形態においては、本発
明の融合タンパク質および方法によって、実質的に均一なシアル化パターンを有している
糖タンパク質が合成される。シアル化された糖タンパク質は、その後、フコシル化され、
それによって、その中のメンバーが実質的に均一なフコシル化パターンを有している、フ
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コシル化された糖タンパク質の集団が得られる。
【０１９７】
　糖タンパク質を、シアル酸をシアル酸ドナー基質から糖基へと転移させるために十分な
時間の間、適切な反応条件下で、シアリルトランスフェラーゼとシアル酸ドナー基質と接
触させることができる。シアリルトランスフェラーゼには、ドナー基質であるＣＭＰ－シ
アル酸からアクセプターであるオリゴ糖物質へとシアル酸を転移させるグリコシルトラン
スフェラーゼのファミリーが含まれる。好ましい実施形態においては、シアリルトランス
フェラーゼは、組換えであるシアリルトランスフェラーゼ融合タンパク質である。適切な
シアリルトランスフェラーゼ反応は、１９９７年１月１６日に提出された米国仮特許出願
番号６０／０３５，７１０、および１９９８年１月１５日に提出された米国特許出願番号
０９／００７，７１４に記載されている。
【０１９８】
　いくつかの実施形態においては、本発明のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトラ
ンスフェラーゼによって変更されたシアル化パターンを有している糖タンパク質上の糖部
分は、変更されていない糖タンパク質よりも高い割合のシアル化された末端ガラクトース
残基を有する。好ましくは、糖タンパク質に連結させられたオリゴ糖上に存在する末端ガ
ラクトース残基の約８０％を超えるものが、この方法の使用後にシアル化される。より好
ましくは、ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼタンパク質と本発
明の方法の使用により、末端ガラクトース残基の約９０％を超えるシアル化が、なおさら
に好ましくは、約９５％を超えるシアル化が生じる。最も好ましくは、組成物中の糖タン
パク質上に存在する末端がラクトース残基の本質的に１００％が、本発明の方法を用いた
修飾後にシアル化される。本発明の融合タンパク質および方法は、通常は、約４８時間以
内、より好ましくは、約２４時間以内に、所望されるシアル化のレベルを達成することが
できる。
【０１９９】
　少なくとも１５種の異なる哺乳動物のシアリルトランスフェラーゼが報告されており、
これらのうちの１３個のｃＤＮＡが今日までにクローニングされている（本明細書中で使
用される体系的な命名法については、Ｔｓｕｊｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６）Ｇｌｙｃ
ｏｂｉｏｌｏｇｙ　６：ｖ－ｘｉｖを参照のこと）。これらのｃＤＮＡは、本発明の組換
えシアリルトランスフェラーゼ融合タンパク質を生成するために使用することができる。
【０２００】
　好ましくは、糖タンパク質のＮ－結合および／またはＯ－結合炭化水素のグリコシル化
のためには、シアリルトランスフェラーゼによって、末端配列であるＧａｌβ１，４－Ｏ
ＲまたはＧａｌＮＡｃ－ＯＲに対してシアル酸が転移させられる。ここでは、Ｒは、アミ
ノ酸、糖、オリゴ糖、または少なくとも１つの炭素原子を有しているアグリコン基であり
、糖タンパク質または糖タンパク質の一部に対して連結されている。Ｇａｌβ１，４－Ｇ
ｌｃＮＡｃは、シアル化炭化水素構造全体の上の、末端シアル酸を基礎とする最も一般的
な最後から２番目の配列である。クローン化されている哺乳動物のシアリルトランスフェ
ラーゼのうち少なくとも３個は、このアクセプター特異性の要件を満たしており、これら
のそれぞれは、糖タンパク質のＮ結合およびＯ結合炭化水素基に対してシアル酸を転移さ
せることが明らかにされている。
【０２０１】
　いくつかの実施形態においては、本発明のシアル化方法は、組み換えによって産生され
たか、または自然界に存在している細菌細胞中で産生されたかのいずれかである細菌のシ
アリルトランスフェラーゼの使用を通じて商業的実用性が高められる。２つの細菌のシア
リルトランスフェラーゼが最近になって報告された；Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄ
ａｍｓｅｌａ由来のＳＴ６Ｇａｌ　ＩＩ（Ｙａｍａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６
）Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１２０：１０４－１１０）および淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍ
ｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）由来のＳＴ３Ｇａｌ　Ｖ（Ｇｉｌｂｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，（
１９９６）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：２８２７１－２８２７６）。２つの最近記
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載された最近の酵素は、オリゴ糖物質上のＧａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ配列にシアル酸を
転移させる。他の細菌のシアリルトランスフェラーゼが公知であり、例えば、米国特許第
６，５０３，７４４号；同第６，６９９，７０５号；同第６，０９６，５２９号；および
、２００４年９月１７日に提出された米国特許出願番号第６０／６１０８０７を参照のこ
と。
【０２０２】
　最近報告されたウイルスα２，３－シアリルトランスフェラーゼもまた、本発明のシア
ル化方法での試験に適しており、使用される可能性がある（Ｓｕｊｉｎｏ　ｅｔ　ａｌ．
，（２０００）Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｂ１０：３１３－３２０）。この酵素ｖ－Ｓ
Ｔ３ＧａｌＩは、粘液腫ウイルスに感染した細胞から得られ、それぞれのアミノ酸配列の
比較によって示されるように、哺乳動物のＳＴ３Ｇａｌ　ＩＶに関係しているようである
。ｖ－ＳＴ３Ｇａｌ　Ｉは、Ｉ型（Ｇａｌβ１，３－ＧｌｃＮＡｃβ１－Ｒ）、ＩＩ型（
Ｇａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ－β１－Ｒ）、およびＩＩＩ型（Ｇａｌβ１，３ＧａｌＮＡ
ｃβ１－Ｒ）アクセプターのシアル化を触媒する。この酵素はまた、フコシル化されたア
クセプター基質（例えば、Ｌｅｗｉｓ－ｘおよびＬｅｗｉｓ－ａ）に対してもシアル酸を
転移させることができる。
【０２０３】
　特許請求される方法において有用なシアリルトランスフェラーゼの一例は、ＳＴ３Ｇａ
ｌ　ＩＩＩであり、これは、α（２，３）シアリルトランスフェラーゼ（Ｅ．Ｃ　２．４
．９９．６）とも呼ばれている。この酵素は、Ｇａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ、Ｇａｌβ１
，３ＧａｌＮＡｃ、またはＧａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃグリコシドのＧａｌに対するシア
ル酸の転移を触媒する（例えば、Ｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．２６７：２１０１１；Ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｅｉｊｎｄｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９
９１）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５６：３１５９を参照のこと）。シアル酸は、２つの
糖の間でα結合を形成して、Ｇａｌに連結される。糖の間での結合（連結）は、ＮｅｕＡ
ｃの２位とＧａｌの３位の間である。この特定の酵素は、ラットの肝臓から単離すること
ができ（Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
５７：１３８４５）；ヒトのｃＤＮＡ（Ｓａｓａｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９３）Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：２２７８２－２２７８７；Ｋｉｔａｇａｗａ　＆　Ｐａｕ
ｌｓｏｎ（１９９４）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：１３９４－１４０１）、および
ゲノム（Ｋｉｔａｇａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７
１：９３１－９３８）ＤＮＡ配列は公知であり、これによって組換えの発現によってこの
酵素を産生することは容易である。好ましい実施形態においては、請求されるシアル化方
法では、ラットのＳＴ３Ｇａｌ　ＩＩＩが使用される。
【０２０４】
　上記のものを含む他のシアリルトランスフェラーゼもまた、商業的に重要な糖タンパク
質のシアル化のための、経済的で効率のよい大規模なプロセスにおいて有用である。上記
のように、これらの他の酵素の有用性を見出すための簡単な試験は、種々の量の個々の酵
素（１～１００ｍＵ／ｍｇタンパク質）を、容易に入手することができる糖タンパク質（
例えば、アシアロ－α１－ＡＧＰ（１～１０ｍｇ／ｍｌ））と反応させて、糖タンパク質
をシアル化するように相互作用するシアリルトランスフェラーゼの能力を比較することで
ある。結果は、例えば、所望される特定のシアル酸結合に応じて、ＳＴ６Ｇａｌ　Ｉまた
はＳＴ３Ｇａｌ　ＩＩＩ（例えば、ウシの酵素またはヒトの酵素）のいずれかまたは両方
と比較することができる。あるいは、他の糖タンパク質または糖タンパク質、あるいは、
ペプチド骨格から酵素によって遊離させられたＮ－結合またはＯ－結合オリゴ糖を、この
評価のためにアシアロ－α１ＡＧＰの代わりに使用することができ、また、他の方法によ
って産生されたかまたは乳汁のような自然界の産物から精製された糖類を使用することも
できる。しかし、シアリルトランスフェラーゼが、糖タンパク質に連結させられたオリゴ
糖を使用してアッセイされることが好ましい。例えば、ＳＴ６Ｇａｌ　Ｉよりも効率よく
糖タンパク質のＮ－結合またはＯ－結合オリゴ糖をシアル化する能力を示すシアリルトラ



(58) JP 2011-167200 A 2011.9.1

10

20

30

40

50

ンスフェラーゼは、糖タンパク質のシアル化のための実際の大規模プロセスにおいて有用
である。
【０２０５】
　いくつかの実施形態においては、細菌のシアリルトランスフェラーゼが、オリゴ糖、多
糖、糖脂質、または糖タンパク質を修飾するために使用される。細菌のシアリルトランス
フェラーゼの例は、例えば、米国特許第６，５０３，７４４号；同第６，０９６，５２９
号；および同第６，２１０，９３３号；ならびに、１９９８年３月１８日に提出された米
国特許出願番号０９／２７２９６０および２００１年３月２１日に提出された米国特許出
願番号０９／８１６０２８（これらのそれぞれは、全ての目的のために本明細書中に参考
として援用される）に見ることができる。米国特許第６，５０３，７４４号と、２００１
年３月２１日に提出された米国特許出願番号０９／８１６０２８には、それぞれ、本発明
において使用することができるさらなるグリコシルトランスフェラーゼの開示も含まれて
いる。
【０２０６】
　本発明により、また、α２，６Ｇａｌ結合、ならびにα２，３Ｇａｌ結合（これらはい
ずれも、ヒト血漿の糖タンパク質のＮ結合オリゴ糖上に見られる）中にシアル酸を付加す
ることによってフコシル化の前に糖タンパク質のシアル化パターンを変化させる方法も提
供される。この実施形態においては、ＳＴ３Ｇａｌ　ＩＩＩおよびＳＴ６Ｇａｌ　Ｉシア
リルトランスフェラーゼはいずれも反応中に存在し、シアル化反応において形成された再
現可能な割合の２つの結合を有しているタンパク質が提供される。したがって、２つの酵
素の混合物は、両方の結合が最終産物において所望される場合に価値がある場合がある。
【０２０７】
　シアリルトランスフェラーゼについてのアクセプター基質は、本明細書中に記載される
シアル化方法によって修飾される糖タンパク質上に存在する。適切なアクセプターとして
は、例えば、Ｇａｌβ１，４ＧｌｃＮＡｃ、Ｇａｌβ１，４ＧａｌＮＡｃ、Ｇａｌβ１，
３ＧａｌＮＡｃ、Ｇａｌβ１，３ＧｌｃＮＡｃ、Ｇａｌβ１，３Ａｒａ、Ｇａｌβ１，６
ＧｌｃＮＡｃ、Ｇａｌβ１，４Ｇｌｃ（乳糖）、ＧａｌＮＡｃ－Ｏ－Ｓｅｒ、ＧａｌＮＡ
ｃ－Ｏ－Ｔｈｒのようなガラクトシル化されたアクセプター、ならびに当業者に公知の他
のアクセプター（例えば、Ｐａｕｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２５３：５６１７－５６２４を参照のこと）が挙げられる。通常は、アクセプ
ターには、タンパク質中に存在しているアスパラギン、セリン、またはスレオニン残基に
結合させられたオリゴ糖鎖が含まれる。
【実施例】
【０２０８】
　以下の実施例は、特許請求される本発明を説明するために提供され、限定するためでは
ない。
【０２０９】
　（実施例１：ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランス
フェラーゼのクローニング）
　以下のピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）株に由来する推定される
フコシルトランスフェラーゼ遺伝子をＰＣＲ増幅し、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）で発現させ
るためにベクターにクローニングした：９１５　ＦｕｔＡ株、１１１１　ＦｕｔＡ株、１
９Ｃ２　ＦｕｔＢ株、１１８２　ＦｕｔＢ株、１９Ｃ２　ＦｕｔＡ株、２６６９５　Ｆｕ
ｔＡ株、および１２１８　ＦｕｔＢ株。核酸配列とアミノ酸配列を図１～７に示す。アミ
ノ酸配列のアライメントを、図１２に提供し、核酸配列のアライメントを図１３に提供す
る。
【０２１０】
　推定されるフコシルトランスフェラーゼタンパク質を、ＬＮｎＴおよびＧＤＰ－フコー
ス基質を使用して、α１，３／４－フコシルトランスフェラーゼ活性についてスクリーニ
ングした。ＬＮｎＴのオリゴ構造と、１つの産物であるＬＮＦＰ　ＩＩＩを図１４に示す
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。
【０２１１】
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼで形質転換した大腸菌（Ｅ
．ｃｏｌｉ）の１００ｍＬの培養液を、ＯＤ６００が０．８になるまで増殖させ、ＩＰＴ
Ｇとともにインキュベートし、回収した。細胞溶解物を、加圧型細胞破壊装置を使用して
作製した。フコシルトランスフェラーゼ酵素を、基質ＬＮｎＴを使用して、酵素活性とア
クセプター特異性について試験した。反応には、３ｍＭのＧＤＰ－フコース、３ｍＭのＬ
ＮｎＴ、５０ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ７．５）、２０ｍＭのＭｎＣｌ２、および１５％の細
菌溶解物を含めた。反応液を３７℃で２４時間インキュベートした。
【０２１２】
　反応産物を、以下のＴＬＣ－緩衝液システムを使用して分離した：７　ＩＰＡ：２　Ｈ

２Ｏ：１　酢酸。試料をメチル化し、加水分解し、重水素化ホウ酸ナトリウムで還元し、
アセチル化し、そして、ＬＮｎＴおよびＬＮＦ３の試料とともにＧＣ／ＭＳによって分析
した。結果を図１５に示す。１に近いＧｌｃ対Ｇｌｃ－ＮＡｃ値は、Ｇｌｃ－ＮＡｃのフ
コシル化に好ましい。０に近いＧｌｃ対Ｇｌｃ－ＮＡｃ値は、Ｇｌｃのフコシル化に好ま
しい。以下のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）株に由来するフコシルトランスフェラーゼを
、フコースをＧｌｃ－ＮＡｃに転移させた：９１５　ＦｕｔＡ株、１１１１　ＦｕｔＡ株
、１９Ｃ２　ＦｕｔＢ株、および１１８２　ＦｕｔＢ株。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）
１９Ｃ２Ａ株に由来するＦｕｔＡ遺伝子産物は、フコースをＬＮｎＴアクセプターの還元
性グルコースに転移させた。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１２１８　ＦｕｔＢ株由来の
ＦｕｔＢ遺伝子産物も同様であった。ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）２６６９５株に由来
する新規のＦｕｔＡタンパク質もまた、グルコースへのフコースの転移を触媒した。
【０２１３】
　（実施例２：ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランス
フェラーゼを使用したオリゴ糖の産生）
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランスフェラーゼを発現する、１Ｌの大腸菌
（Ｅ．ｃｏｌｉ）培養物を増殖させ、誘導し、回収した。溶解物を使用して、ＬＮｎＴか
らＬＮＦＩＩＩを合成した。２種類のイオン交換樹脂を、ＬＮＦＩＩＩの精製について試
験した。反応混合物を、５，０００ＲＰＭで３０分間遠心分離した。その後、試料を、１
０ｋＤの分子量カットオフの中空糸型限外濾過膜を使用して限外濾過によって処理した。
イオン交換クロマトグラフィーを、１ｍｌの合成についてＭＲ３　ＮＨ４ＨＣＯ３カラム
１ｍｌ樹脂（７０％）、または１ｍｌの合成についてＤｏｗｅｘ１／Ｄｏｗｅｘ５０カラ
ム２ｍｌ樹脂（８２％）のいずれかを使用して行った。その後、試料を、Ｐ２サイズ排除
カラム上に流し、その後凍結乾燥した。結果を図１６に示す。Ｄｏｗｅｘ樹脂を使用した
場合の収率は、およそ５０％であり、一方、ＭＲ３　ＮＨ４ＨＣＯ３を使用した場合の収
率は、およそ７０％であった。
【０２１４】
　ＬＮＦＩＩＩを、本明細書中に記載した１１８２株由来のピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
）α－１，３／４－フコシルトランスフェラーゼを発現する大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞
由来の溶解物を、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ）のβ－１，３Ｎ－
アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ（ｌｇｔＡ）および淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉ
ａ　ｇｏｎｏｃｏｃｃｕｓ）のβ－１，４－ガラクトシルトランスフェラーゼ（ｌｇｔＢ
）と組み合わせて使用して、多グラム（ｍｕｌｔｉｇｒａｍ）のスケールで乳糖から調製
した。当業者であれば、他のβ－１，３Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ
およびβ－１，４－ガラクトシルトランスフェラーゼ酵素を本発明のこの実施形態で使用
できることを理解するであろう。
【０２１５】
　（実施例３：ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトランス
フェラーゼを使用した糖タンパク質の産生）
　ピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）１１８２Ｂ株由来のフコシルトランスフェラーゼが糖タ
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ンパク質上のアクセプター分子に対してフコースを付加する能力を、基質としてアシアリ
ルトランスフェリンを使用して試験した。１１８２Ｂフコシルトランスフェラーゼを、上
記のように大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞中で産生させた。反応は、５０ｍＭのＴｒｉｓ（
ｐＨ７．５）、２０ｍＭのＭｎＣｌ２、２００μｇのアシアリルトランスフェリン、およ
び５ｍＭのＧＤＰ－フコースを含む緩衝液中で行った。反応を、１５％ｖ／ｖの細菌溶解
液を添加することによって開始させた。反応物を３７℃で一晩インキュベートした。試料
を、ＧＣ／ＭＳを使用して分析した。結果を図１７に示す。
【０２１６】
　（実施例４：別のピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）フコシルトラ
ンスフェラーゼ遺伝子のクローニング）
　以下のピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）株由来の追加のフコシル
トランスフェラーゼ遺伝子をＰＣＲ増幅し、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）で発現させるために
ベクターにクローニングした：９５５株、１９Ｃ２株、７６３株、１１１１株、９４８株
、Ｊ９９株、８０２株、および１２１８株。核酸配列とアミノ酸配列を、図１８～３０に
提供する。
【０２１７】
　ＵＡ７６３を除くピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）株由来のα１
，３－フコシルトランスフェラーゼを、ＦｕｔＡ（以前の技術用語－長い）については、
プライマー５５（
【０２１８】
【化１１】

【０２１９】
（ＢａｍＨＩ制限酵素部位に下線、２６６９５中のチトクロームｃ生合成タンパク質｛遺
伝子ｈｐ０３７８｝配列ヌクレオチド３８８６７４－３８８６９４を大文字で並べた））
およびプライマー５６（
【０２２０】

【化１２】

【０２２１】
（ＥｃｏＲＩ制限酵素部位に下線、２６６９５中のグルタミン酸デヒドロゲナーゼ｛遺伝
子ｈｐ０３８０｝ヌクレオチド３９０４５５－３９０４７３を大文字で並べた））、また
、ＦｕｔＢについては、プライマー５３（
【０２２２】

【化１３】

【０２２３】
（ＢａｍＨＩ制限酵素部位に下線、２６６９５中のホスホセリンホスファターゼ｛遺伝子
ｈｐ０６５２｝配列ヌクレオチド６９８４３６－６９８４５３を大文字で並べた））およ
びプライマー５４（
【０２２４】

【化１４】

【０２２５】
（ＥｃｏＲＩ制限酵素部位に下線、２６６９５中の仮想タンパク質｛遺伝子ｈｐ０６５０
｝ヌクレオチド６９６４２３－６９６４４０を大文字で並べた））のいずれかを使用して
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ＰＣＲ増幅した。ＰＣＲ産物を、ＢａｍＨＩとＥｃｏＲＩで制限酵素処理し、ｐＢｌｕｅ
ｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＫＳ＋中に、Ｔ７プロモーターの制御下にクローニングした。プラ
スミドＤＮＡを単離し、ＢａｍＨＩとＥｃｏＲＩで消化して、挿入断片の大きさを決定し
、配列決定反応を行って挿入断片が正確なものであることを確認した。ＵＡ７６３　Ｆｕ
ｔＢを、ＢＨＩＳＤＦｕｃ１３（
【０２２６】
【化１５】

【０２２７】
（ＢａｍＨＩ制限酵素部位に下線、最適なシャインダルガノ配列をイタリックで、そして
α１，３－フコシルトランスフェラーゼを大文字で並べた））とプライマー５４を使用し
てＰＣＲ増幅した。ＰＣＲ産物をＢａｍＨＩとＥｃｏＲＩで制限酵素処理し、ｐＭＳ１１
９ＨＥにクローニングした。プラスミドＤＮＡを単離し、ＢａｍＨＩとＥｃｏＲＩで消化
して、挿入断片の大きさを決定し、配列決定反応を行って挿入断片が正確なものであるこ
とを確認した。ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）からフコシルトラ
ンスフェラーゼをクローニングするために有用な他のプライマーを図３３に開示する。
【０２２８】
　本明細書中に記載されるフコシルトランスフェラーゼアッセイを、開示されるピロリ菌
（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）由来のフコシルトランスフェラーゼ遺伝子
によってコードされるタンパク質が、アクセプター分子（例えば、オリゴ糖、糖タンパク
質、または糖脂質）に対して活性化されたフコースを転移させることを確認するために行
った。
【０２２９】
　本明細書中で開示された実施例および実施形態は、説明の目的のためのものにすぎず、
その範囲などの種々の改変または変更が当業者に示唆され、本出願および添付される特許
請求の範囲の精神および範囲内に含まれることが理解される。本明細書中に記載される全
ての刊行物、特許、および特許出願は、全ての目的についてそれらの全体が本明細書中に
参考として援用される。
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