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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチドとラクトフェリン又はラクトフェリン
の生物活性断片もしくはペプチドとの融合タンパク質であって、
　　（ＬＦ－ｓ－Ｙ）ｎ　又は　（Ｙ－ｓ－ＬＦ）ｎ
　〔式中、ＬＦはラクトフェリン又はラクトフェリンの生物活性断片もしくはペプチド、
ＹはＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチド、ｓは０～１０個の任意のアミノ酸
の配列、ｎは１～１０の整数を表す〕
　で表され、Ｙのヒンジ領域は存在しない、融合タンパク質、又はその改変体。
【請求項２】
　ＬＦはラクトフェリンである、請求項１記載の融合タンパク質、又はその改変体。
【請求項３】
　融合タンパク質が、単量体又は二量体（ｎ＝１又は２）である、請求項１又は２記載の
融合タンパク質、又はその改変体。
【請求項４】
　融合タンパク質が、単量体である、請求項１又は２記載の融合タンパク質、又はその改
変体。
【請求項５】
　融合タンパク質が、天然又は遺伝子組換え型ラクトフェリンの５０％以上の鉄キレート
能を保持している、請求項１～４のいずれか１項記載の融合タンパク質、又はその改変体
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。
【請求項６】
　融合タンパク質は、ラクトフェリン受容体、ＩｇＧ受容体及びアルブミン受容体からな
る群より選択される少なくとも１つの受容体を介して取り込まれるものである、請求項１
～５のいずれか１項記載の融合タンパク質、又はその改変体。
【請求項７】
　融合タンパク質は、天然又は遺伝子組換え型ラクトフェリンと比べてキモトリプシン耐
性が向上したものである、請求項１～６のいずれか１項記載の融合タンパク質、又はその
改変体。
【請求項８】
　配列番号５又は配列番号６に示すアミノ酸配列からなる請求項１記載の融合タンパク質
、又はその改変体。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか１項記載の融合タンパク質又はその改変体をコードする核酸分
子。
【請求項１０】
　請求項９記載の核酸分子を含む発現ベクター。
【請求項１１】
　請求項１０記載の発現ベクターを含む宿主細胞。
【請求項１２】
　請求項９記載の核酸分子を含む非ヒト遺伝子組換え動物。
【請求項１３】
　請求項９記載の核酸分子を含む遺伝子組換え植物。
【請求項１４】
　請求項１～８のいずれか１項記載の融合タンパク質又はその改変体を含む、ラクトフェ
リンによって改善される疾患の治療剤。
【請求項１５】
　請求項１～８のいずれか１項記載の融合タンパク質又はその改変体及び担体を含む、医
薬品組成物。
【請求項１６】
　請求項１～８のいずれか１項記載の融合タンパク質又はその改変体の製造方法であって
、この融合タンパク質又はその改変体をコードする遺伝子を含む宿主細胞を培養して融合
タンパク質を発現させ、この宿主細胞又はその培地から融合タンパク質又はその改変体を
回収することを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　
本発明は、改良された特性を有するラクトフェリン融合タンパク質、その用途及びその製
造方法等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ラクトフェリンは、主に哺乳動物の乳汁中に存在し、好中球、涙、唾液、鼻汁、胆汁、
精液などにも見出されている、分子量約８０，０００の糖タンパク質である。ラクトフェ
リンは、鉄を結合することから、トランスフェリンファミリーに属する。ラクトフェリン
の生理活性としては、抗菌作用、鉄代謝調節作用、細胞増殖活性化作用、造血作用、抗炎
症作用、抗酸化作用、食作用亢進作用、抗ウイルス作用、ビフィズス菌生育促進作用、抗
がん作用、がん転移阻止作用、トランスロケーション阻止作用などが知られている。さら
に、最近、ラクトフェリンが脂質代謝改善作用、鎮痛・抗ストレス作用、アンチエイジン
グ作用を有することも明らかにされている。このように、ラクトフェリンは、多様な機能
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を示す多機能生理活性タンパク質であり、健康の回復又は増進のため、医薬品や食品など
の用途に使用されることが期待されており、ラクトフェリンを含む食品は既に市販されて
いる。
【０００３】
　ラクトフェリンは、経口的に摂取した場合、胃液中に存在する酸性プロテアーゼのペプ
シンにより加水分解を受け、ペプチドに分解されるため、ラクトフェリン分子としてはほ
とんど腸管まで到達することができない。しかし、ラクトフェリン受容体は消化管では小
腸粘膜に存在することが知られており、最近、ラクトフェリンが腸管から体内に取り込ま
れて、生物活性を発現していることが明らかにされている。そのため、ラクトフェリンの
持つ生物活性を発揮させるには、ラクトフェリンを胃液中でのペプシンによる加水分解を
受けない状態で腸管まで到達させることが重要である。また、注射剤とした場合、キモト
リプシンやエラスターゼといった組織、器官に含まれるプロテアーゼによる分解に曝され
るため、体内での投与組織、器官での安定性を増加させるためには、これらのプロテアー
ゼに対する抵抗性を付与することが実用上重要である。
【０００４】
　ＩｇＧ抗体は、生体内で新生児Ｆｃ受容体（ｎｅｏｎａｔａｌ　Ｆｃ　ｒｅｃｅｐｔｏ
ｒ；以下「ＦｃＲｎ」という）を介したリサイクリング機構により分解が抑制されるため
、血中半減期が長いことが知られている。また、抗体薬は、特定のタンパク質やペプチド
などに標的が限定され、作用メカニズムが限定されるため、従来の合成化合物と比べ、副
作用は少ないと考えられている。
【０００５】
　ＩｇＧ抗体やそのＦｃ領域を用いた融合タンパク質を利用する生物学的製剤の概念自体
は、従来知られており、例えば、腎移植後の急性拒絶反応を抑制する薬として１９８６年
にＣＤ３をターゲットとする抗体医薬品が承認され、長く使用されている。
【０００６】
　しかし、一般に融合タンパク質は、融合によって活性部位が影響を受けることにより、
融合されていないタンパク質と比べ、生物活性が低減されることも頻繁に観察されている
。例えば、ＴＰＯＲ結合擬似ペプチドは、内在性のＴＰＯと比べ、ＴＰＯＲとの結合量に
は遜色はないが、インビトロ試験において生物活性は若干低い傾向があった。
【０００７】
　さらに、ＩＦＮ－αとＦｃ領域とを結合してＩＦＮ－αの血中半減期を増加させた融合
タンパク質については、血中半減期は大幅に増加されたものの、ＩＦＮ－αの生理活性は
低下してしまうという欠点がある。したがって、望ましい特性を備えた融合タンパク質を
作製するための条件等については、タンパク質ごとに充分に検討されなければならない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開２００７－１０５０４４号公報
【特許文献２】特許第４２３４４３８号公報
【特許文献３】特表２０１１－５２３３５１号公報
【特許文献４】特表２００４－５２１６５５号公報
【特許文献５】米国特許第５，７２３，１２５号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｊａｚａｙｅｒｉ，Ｊ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｄｒｕｇｓ，２２，
１１－２６（２００８）
【非特許文献２】Ｙｅｕｎｇ，Ｙ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１８２，
７６６３－７６７１（２００９）
【非特許文献３】Ｓｕｚｕｋｉ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１８４，１
９６８－１９７６（２０１０）
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【非特許文献４】Ｂａｔｒａ，Ｊ．Ｋ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，３
０，３７９－３８６，（１９９３）
【非特許文献５】Ｄｉｍｉｔｒｏｖ，Ｄ．Ｓ．，ｍＡｂｓ，１，２６－２８（２００９）
【非特許文献６】Ｇｏｎｇ，Ｒ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２８６，２
７２８８－２７２９３（２０１１）
【発明の開示】
【００１０】
　本発明は、抗原性を低減し、プロテアーゼ耐性を付与し、経口、組織、器官投与を可能
にし、体内寿命を延ばした、臨床的有用性の高いラクトフェリン融合タンパク質及びその
製造方法等を提供することを目的とする。さらに、天然ラクトフェリンの生物活性を保持
し、体内寿命が有意に延長されており、臨床的有用性が天然ラクトフェリン及び遺伝子組
換え型ラクトフェリンよりも優れたラクトフェリン融合タンパク質及びその製造方法等を
提供することを目的とする。
【００１１】
　本発明者らは、天然物と遜色ない高次構造を有するラクトフェリンであって、生理活性
が損なわれていないうえに、長い半減期を維持するラクトフェリンを創出すべく鋭意努力
し、ラクトフェリンタンパク質にＦｃＲｎ結合タンパク質（Ｆｃ領域）を融合させたもの
を製造し、血中での安定性を調べた結果、Ｆｃ領域と融合させたラクトフェリンタンパク
質は、融合をしていないものと比べて半減期が５．４倍に顕著に増大されたことを見出し
た。また、ＣＤスペクトルと鉄結合能の測定の結果から、融合タンパク質において、Ｆｃ
領域と融合されることによるラクトフェリン自体の立体構造の変化は見られず、熱安定性
についても立体構造が少なくとも３０℃以上、さらには６５℃以上でも維持され、生物活
性についても全く損なわれていないという全く予期しない結果であることを見出し、さら
に、製造されたラクトフェリン融合タンパク質はプロテアーゼに対する抵抗性を有し、最
も重要な生物活性である鉄キレート能も保存されているという結果を得、本発明を完成し
た。
【００１２】
　即ち、本発明は、
〔１〕　ＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチドとラクトフェリンとの融合タン
パク質であって、
（ＬＦ－ｓ－Ｙ）ｎ　又は　（Ｙ－ｓ－ＬＦ）ｎ
〔式中、ＬＦはラクトフェリン又はラクトフェリンの生物活性断片もしくはペプチド、Ｙ
はＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチド、ｓは０～１０個の任意のアミノ酸の
配列、ｎは１～１０の整数を表す〕
で表される融合タンパク質、又はその改変体；
〔２〕　ＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチドが、ＩｇＧ、ＩｇＧの重鎖、Ｉ
ｇＧの重鎖Ｆｃ領域、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメイン、Ｆｃ領域のＣＨ２
ドメイン、アルブミン又はアルブミンのＦｃＲｎ結合領域のいずれかを含む、〔１〕記載
の融合タンパク質、又はその改変体；
〔３〕　融合タンパク質が、単量体又は二量体（ｎ＝１又は２）である、〔１〕又は〔２
〕記載の融合タンパク質、又はその改変体；
〔４〕　融合タンパク質が、単量体である、〔１〕又は〔２〕記載の融合タンパク質、又
はその改変体、又はその改変体；
〔５〕　融合タンパク質が、天然ラクトフェリンの５０％以上の鉄キレート能を保持して
いる、〔１〕～〔４〕のいずれか１項記載の融合タンパク質、又はその改変体；
〔６〕　融合タンパク質は、ラクトフェリン受容体、または／かつ　ＩｇＧ／アルブミン
受容体を介して取り込まれるものである、〔１〕～〔５〕のいずれか１項記載の融合タン
パク質、又はその改変体。
〔７〕　融合タンパク質は、天然又は遺伝子組換え型ラクトフェリンと比べてキモトリプ
シン耐性が向上したものである、〔１〕～〔６〕のいずれか１項記載の融合タンパク質、
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又はその改変体。
〔８〕　〔１〕～〔７〕のいずれか１項記載の融合タンパク質又はその改変体をコードす
る核酸分子；
〔９〕　〔８〕記載の核酸分子を含む発現ベクター；
〔１０〕　〔９〕記載の発現ベクターを含む宿主細胞；
〔１１〕　〔８〕記載の核酸分子を含む非ヒト遺伝子組換え動物；
〔１２〕　〔８〕記載の核酸分子を含む遺伝子組換え植物；
〔１３〕　〔１〕～〔７〕のいずれか１項記載の融合タンパク質又はその改変体を含む、
ラクトフェリンによって改善される疾患の治療剤；
〔１４〕　〔１〕～〔７〕のいずれか１項記載の融合タンパク質又はその改変体及び担体
を含む、医薬品組成物；
〔１５〕　〔１〕～〔７〕のいずれか１項記載の融合タンパク質又はその改変体の製造方
法であって、この融合タンパク質又はその改変体をコードする遺伝子を含む宿主細胞を培
養して融合タンパク質又はその改変体を発現させ、この宿主細胞又はその培地から融合タ
ンパク質又はその改変体を回収することを含む方法
を提供する。
【００１３】
　本発明の融合タンパク質又はその改変体（以下、「融合タンパク質等」と表記すること
がある）は、ラクトフェリンが有する鉄の結合能が保持されており、したがって、少なく
とも鉄結合能に基づくラクトフェリンの重要な生物活性が保持されている。また、体内寿
命が長く、プロテアーゼに対する抵抗性を有しているため、体内で長時間にわたって生物
活性を発揮することができる。さらに、融合タンパク質にすることによって胃でのペプシ
ンによる消化分解を受けにくくなっているため、さらなる腸溶化のための製剤的な処理を
行わなくても、充分に腸内に到達しうる。
【００１４】
　また、本発明の融合タンパク質等は、遺伝子組換えによって製造されることによって、
製造管理・品質管理の点でも有利であり、医薬品成分としての使用に特に適している。即
ち、本発明にしたがった融合タンパク質等及び融合タンパク質等の製造方法により、ラク
トフェリンを医薬品成分としてさらに有用性の高い形とすることができる。ラクトフェリ
ンは、安全性が非常に高く、多様な生物活性を有するので、本発明により、有効な治療薬
がない疾患又は症状の治療薬又は予防薬として、さらに有利に適用が可能となる。例えば
、生活習慣病（動脈硬化、高コレステロール血症、高脂血症、高血圧、糖尿病、脂肪肝な
ど）、がん（発がん予防、がんの二次予防、転移抑制、制癌剤の作用増強など）、自己免
疫疾患（シェーグレン症候群によるドライアイ及びドライマウス、リウマチ性関節炎、悪
性関節リウマチ、膠原病、多発性硬化症、全身性エリテマトーデス、全身性紅斑性狼蒼な
ど）、精神神経疾患（痴呆、アルツハイマー病、パーキンソン病、テンカン、うつ病、ヒ
キコモリ、統合失調症、各種ストレス性疾患、更年期障害など）、疼痛緩和（モルヒネ等
のオピオイド増強作用、がん性疼痛、神経因性疼痛、ヘルペス後疼痛、線維筋痛症、術後
疼痛、舌痛症、生理痛、歯痛、関節痛、更年期障害など）、肝炎（各種ウイルス性肝炎、
非アルコール性肝炎、肝硬変など）、炎症性腸疾患（大腸性潰瘍炎、クローン病など）、
過敏性腸症候群、前立腺肥大、頻尿、不眠症、便秘などへ適応を拡大できる。さらに、ラ
クトフェリンは、抗菌・抗ウイルス作用及び免疫能賦活作用があるので、本発明の融合タ
ンパク質又はそれを含む医薬品組成物は、各種感染症及びそれに基づく炎症、例えば、ヘ
リコバクター・ピロリ菌の胃粘膜感染、歯周病、歯槽膿漏、口臭、口腔カンジダ症、口内
炎、口角炎、鼻炎、食道炎、胆嚢炎、尿路感染症、膣感染症、水虫、ニキビ、ヘルペス属
ウイルスの感染症、老人性肺炎、術後感染症などへの適用も可能であり、また、抗生物質
の作用を増強する作用がある。一方、ラクトフェリンは免疫的な寛容をもたらす作用もあ
り、本発明の融合タンパク質又はそれを含む医薬品組成物は、花粉症、アトピー性皮膚炎
、脂漏症、蕁麻疹等のアレルギー性疾患にも適用可能である。注目すべきことは、ラクト
フェリンには鉄キレート作用に基づく強い抗酸化ストレス作用があり、本発明の融合タン
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パク質又はそれを含む医薬品組成物は、ウィルソン病、劇症肝炎などや、肌や眼の抗加齢
・若返り作用、加齢性黄斑変性症、糖尿病性網膜症、粘膜上皮細胞の角化抑制・若返り作
用などへの適用も可能である。
　また、本発明の融合タンパク質は、ラクトフェリン受容体、ＩｇＧ受容体及びアルブミ
ン受容体からなる群より選択される少なくとも１つの受容体を介して細胞に取り込まれる
ため、副作用が低いことが期待できる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】図１は、全長ヒトラクトフェリン（ｈＬＦ）ｃＤＮＡを含むベクターｐＢＳＩＩ
ＬｆＡＬにＢａｍＨＩサイトを含む合成オリゴヌクレオチドを挿入し、ｐＢＳＩＩＬｆＡ
Ｌ／Ｂａｍを作製する方法の概略を表す図である。
【図２】図２は、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃ領域のヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３のゲノム配列をもつ
ベクターｐＴｅｕＩｇＧの構造及びこのベクターへのｈＬＦｃＤＮＡの挿入を表す図であ
る。
【図３】図３は、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃ領域のＣＨ２、ＣＨ３のｃＤＮＡ配列をもつベクタ
ーｐｍＩｇＧの構造及びこのベクターへのｈＬＦｃＤＮＡの挿入を表す図である。
【図４】図４は、ＤＧ４４細胞用発現ベクターｐＯｐｔｉ－ＶＥＣにベクターｐＢｌｕｅ
ｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社）のＴ７プライマー結合部位からＴ３プラ
イマー結合部位までの領域を挿入し、ベクターｐＯｐｔｉ－ＶＥＣ－ＭＣＳを作製する方
法の概略を表す図である。
【図５】図５は、ヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）発現ベクター
及びヒンジ欠損融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）発現ベクターの作製方法の概略
を表す図である。ｐＴｅｕＩｇＧ／ｈＬＦのｈＬＦ、ヒトＩｇＧ　Ｆｃ領域のヒンジ、Ｃ
Ｈ２、ＣＨ３のゲノム配列を含む領域、又はｐｍＩｇＧ／ｈＬＦのヒトＩｇＧ　Ｆｃ領域
のＣＨ２、ＣＨ３のｃＤＮＡ配列を含む領域をＸｈｏＩ－ＮｏｔＩ断片として切り出し、
ｐＯｐｔｉＶＥＣ－ＭＣＳのＸｈｏＩ／ＮｏｔＩサイトにクローニングした。
【図６】図６は、ヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）をＤＧ４４細
胞に発現誘導させた際の発現量を表す図である。
【図７】図７は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃをＤＧ４４細胞に
発現誘導させた際の発現量を表す図である。
【図８】図８は、ヒンジ付加融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）の精製を表す図
である。
【図９】図９は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃの精製を表す図で
ある。
【図１０】図１０は、ヒンジ付加融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）の硫酸アン
モニウム沈殿による濃縮を表す図である。
【図１１】図１１は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃの硫酸アンモ
ニウム沈殿による濃縮を表す図である。
【図１２－Ａ】図１２は、ｈＬＦ、ヒンジ欠損型及びヒンジ付加ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融
合タンパク質の二次構造の相同性を表す図である。パネルＡはｈＬＦのＣＤスペクトルを
表す。
【図１２－Ｂ】図１２は、ｈＬＦ、ヒンジ欠損型及びヒンジ付加ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融
合タンパク質の二次構造の相同性を表す図である。パネルＢはヒンジ欠損型融合タンパク
質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃのＣＤスペクトルを表す。
【図１２－Ｃ】図１２は、ｈＬＦ、ヒンジ欠損型及びヒンジ付加ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融
合タンパク質の二次構造の相同性を表す図である。パネルＣはヒンジ付加融合タンパク質
ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）のＣＤスペクトルを表す。
【図１３－Ａ】図１３は、ｈＬＦ、ヒンジ欠損型及びヒンジ付加ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融
合タンパク質の熱安定性を表す図である。パネルＡはｈＬＦのＣＤスペクトルを表す。
【図１３－Ｂ】図１３は、ｈＬＦ、ヒンジ欠損型及びヒンジ付加ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融
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合タンパク質の熱安定性を表す図である。パネルＢはヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ
／ｍｈＩｇＧＦｃのＣＤスペクトルを表す。
【図１３－Ｃ】図１３は、ｈＬＦ、ヒンジ欠損型及びヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ
融合タンパク質の熱安定性を表す図である。パネルＣはヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（
ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）のＣＤスペクトルを表す。
【図１４】図１４は、ヒンジ付加ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の分解を表す図で
ある。
【図１５－Ａ】図１５－Ａは、ヒンジ付加ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の３７℃
、３週間後の分解物を表す図である。
【図１５－Ｂ】図１５－Ｂは、ヒンジ付加ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の模式図
とその分解箇所を表す図である。
【図１６】図１６は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃの血中安定性
を表す図である。
【図１７－Ａ】図１７－Ａは、発現ベクターｐＯｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｄＦｃがコード
するヒトラクトフェリン（ｈＬＦ）／ヒトＩｇＧＦｃ融合タンパク質のアミノ酸配列（配
列表の配列番号５）を表す図である。二重線はスペーサーアミノ酸、斜字体はヒンジ領域
のアミノ酸、下線つきの太字はＣＨ２ドメインのアミノ酸、太字はＣＨ３ドメインのアミ
ノ酸の配列をそれぞれ表す。
【図１７－Ｂ】図１７－Ｂは、発現ベクターｐＯｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｍＦｃがコード
するｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質のアミノ酸配列（配列表の配列番号６）を表す
図である。二重線はスペーサーアミノ酸、下線つきの太字はＣＨ２ドメインのアミノ酸、
太字はＣＨ３ドメインのアミノ酸の配列をそれぞれ表す。
【図１８】図１８は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃの血清溶液中
での安定性を示す図である。
【図１９】図１９は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃの小腸上皮様
細胞への取り込みを表す図である。
【図２０】図２０は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃのキモトリプ
シン耐性を表す電気泳動写真である。
【図２１】図２１は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃのキモトリプ
シン耐性を表す図である。
【図２２】図２２は、ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃが溶液中でホ
モダイマーを形成することを示す図である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　以下、本発明を詳細に説明する。以下の実施の形態は、本発明を説明するための例示で
あり、本発明をこの実施の形態のみに限定する趣旨ではない。本発明は、その要旨を逸脱
しない限り、様々な形態で実施をすることができる。
　なお、本明細書において引用した全ての文献、および公開公報、特許公報その他の特許
文献は、参照として本明細書に組み込むものとする。また、本明細書は、２０１２年４月
２３日に出願された本願優先権主張の基礎となる日本国特許出願（特願２０１２－０９８
０８５号）の明細書及び図面に記載の内容を包含する。
【００１７】
　本発明の融合タンパク質は、ＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチドとラクト
フェリン又はラクトフェリンの生物活性断片もしくはペプチドとの生物学的に活性な融合
タンパク質である。本発明の融合タンパク質においてラクトフェリン又はラクトフェリン
の生物活性断片もしくはペプチドと結合されるタンパク質又はペプチドは、一般に、Ｆｃ
Ｒｎに結合することの知られている配列を含むタンパク質やペプチドであり、生体に対し
て適合可能又は薬理学的に不活性であればよい。例えば、血液成分タンパク質であるＩｇ
Ｇ又はアルブミンはＦｃＲｎに結合することが知られている。したがって、本発明におい
て使用されるＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチドとしては、ＩｇＧ（ＩｇＧ
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１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＧ５、ＩｇＧ６、ＩｇＧ７）、ＩｇＧの重鎖、
ＩｇＧの重鎖にあるＦｃ領域、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメイン、ＣＨ２ド
メイン、アルブミン、アルブミンのＦｃＲｎ結合領域を含む領域が挙げられる。これらの
タンパク質及びペプチドのアミノ酸配列は公知であり、本発明において使用される場合、
天然の配列と同一であってもよく、また、変異を有していてもよい。
【００１８】
　好ましくは、本発明において使用されるＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチ
ドは、ラクトフェリンと融合させた状態から分解しにくいものが良い。例えば、ＩｇＧの
ヒンジ領域を含むＦｃ領域を使用するとヒンジ領域がジスルフィド結合を形成することに
より二量体形態の融合タンパク質が形成されるが、ヒンジ領域はプロテアーゼに対して感
受性が高いため、ヒンジ領域を含まないもの、又はヒンジ領域のシステインを他のアミノ
酸で置換したり、システインの位置を変更したものを使用することができる。あるいは、
糖鎖付加部位を含む他のアイソタイプ由来のヒンジ領域と入れ替えることで、糖鎖により
プロテアーゼ耐性を増大させてもよく（特許文献２）、これらもＦｃＲｎ結合領域を含む
タンパク質又はペプチドに含まれる。
　ヒンジ領域のプロテアーゼによる分解を防ぐためには、ヒンジ領域を削除することによ
り、ヒンジ欠損型融合タンパク質を作製する方法が好ましい。この融合タンパク質はヒン
ジ領域を持たないことから、エフェクター機能に関わるＦｃγレセプターや、補体への結
合低下が考えられ、副作用につながるエフェクター機能を介した細胞障害や、血中からの
融合タンパク質の排除につながるエフェクター機能を介した免疫反応の活性化が軽減し、
ヒンジ領域を有するもの（ヒンジ付加型融合タンパク質等）と比較して有利である。
【００１９】
　このようなＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチドは、ＦｃＲｎ結合領域に加
えて、他の配列を含んでいてもよく、例えば、ＩｇＡ、ＩｇＭなどの多量体を形成するＪ
鎖が含まれる配列を付加することによって、さらに多量体化することができる。
ラクトフェリン又はラクトフェリンの生物活性断片もしくはペプチドとＦｃＲｎ結合領域
を含むタンパク質又はペプチドとは、融合タンパク質においてどちらをＮ末端側又はＣ末
端側に位置させてもよいが、ラクトフェリン又はラクトフェリンの生物活性断片もしくは
ペプチドをＮ末端側、ＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチドをＣ末端側とする
ことが好ましい。したがって、本発明の融合タンパク質としては、（ＬＦ－Ｙ）ｎで表さ
れるもの、及び／又は前記〔１〕の式においてｎ＝１又は２のものが好ましく、（ＬＦ－
Ｙ）ｎで表されるものであってｎ＝１のものがさらに好ましい。なお、後述するように、
ＬＦとＹとの間に付加的な配列が存在してもよい。
【００２０】
　本発明の融合タンパク質等において使用される「ラクトフェリン」（ＬＦ）又はラクト
フェリンの生物活性断片もしくはペプチドは、遺伝子組換え型（一部のアミノ酸が置換さ
れた改変型を含む）ラクトフェリンであって、使用される配列の由来する生物種及び改変
の有無などは問わない。例えば、ラクトフェリンは、ヒト及び種々の動物（ウシ、ウマ、
ブタ、ヒツジ、ヤギ、ラクダ等）から得られる天然のラクトフェリンと同一のアミノ酸配
列を有していてもよいし、目的とするラクトフェリンの生理活性を有する限りにおいて、
一部のアミノ酸が欠失、付加、置換していてもよい。ラクトフェリンの機能的（生物活性
を有する）断片、ペプチドは、種々のものが公知であり（例えば、「プログラム・抄録集
第２回　臨床ラクトフェリンシンポジウム２００９」、２１～２７頁（島崎敬一）、Ｐｅ
ｐｔｉｄｅｓ．２０１１　Ｓｅｐ；３２（９）：１９５３－６３．Ｅｐｕｂ　２０１１　
Ｊｕｌ　３０，Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｓｙｎ
ｔｈｅｔｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎ　
ｆｏｒ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｕｓｅ，Ｂｒｏｕｗｅｒ　ＣＰ，Ｒａｈｍａｎ　Ｍ，Ｗｅｌ
ｌｉｎｇ　ＭＭ、Ｂｉｏｍｅｔａｌｓ．２０１０　Ｊｕｎ；２３（３）：４９３－５０５
．Ｅｐｕｂ　２０１０　Ｍａｒ　１８，Ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎ－
ｄｅｒｉｖｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｈＬＦ１－１１　ｐｒｉｍｅｓ　ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ
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　ｆｏｒ　ａｎ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ＴＬＲ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓ
ｐｏｎｓｅ，ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｄｏｅｓ　ＡＭ，Ｂｏｇａａｒｄｓ　ＳＪ，Ｊｏｎｋ　Ｌ
，Ｗｕｌｆｅｒｉｎｋ　Ｍ，Ｖｅｌｄｅｒｓ　ＭＰ，Ｎｉｂｂｅｒｉｎｇ　ＰＨ、Ｊ　Ａ
ｇｒｉｃ　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．２０１０　Ｊｕｎ　９；５８（１１）：６７２１－７，
Ａｎｔｉｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｌａｃｔｏｆｅｒｒ
ｉｃｉｎ　Ｂ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ，Ｒｕｉｚ－Ｇｉｍｅｎｅｚ　Ｐ，Ｉ
ｂａｎｅｚ　Ａ，Ｓａｌｏｍ　ＪＢ，Ｍａｒｃｏｓ　ＪＦ，Ｌｏｐｅｚ－Ｄｉｅｚ　ＪＪ
，Ｖａｌｌｅｓ　Ｓ，Ｔｏｒｒｅｇｒｏｓａ　Ｇ，Ａｌｂｏｒｃｈ　Ｅ，Ｍａｎｚａｎａ
ｒｅｓ　Ｐ）、必要に応じて設計することができる。
【００２１】
　本発明の融合タンパク質等に関して「生物（学的）活性」とは、特にことわらない限り
、ラクトフェリンの生理薬理活性を意味する。特に、本発明の融合タンパク質等は、天然
ラクトフェリン（又は天然と同等の配列を有する組換え型ラクトフェリン）と同等の鉄キ
レート（結合）能を有している。具体的には、後述する実施例の方法で測定して天然ラク
トフェリン（又は天然と同等の配列を有する組換え型ラクトフェリン）の鉄結合能を１０
０％とした場合に、本発明の融合タンパク質等は、少なくとも５０％以上（例えば約５０
％～約１５０％又は約５０％～約１２０％）の鉄結合能を保持しており、好ましい態様に
おいては、本発明の融合タンパク質等は、天然ラクトフェリン（又は天然と同等の配列を
有する組換え型ラクトフェリン）の約７０％～約１００％又はそれ以上（例えば約７０％
～約１５０％又は約７０％～約１２０％）、さらには約９０％以上に相当する鉄結合能を
有する。なお、鉄結合能は、実施例に記載した方法又はそれと同等の方法によって測定す
る場合、±２０％程度の誤差がありうる。
【００２２】
　本発明の融合タンパク質は、さらに、付加的なアミノ酸配列及び（又は）糖鎖等を含ん
でいてもよい。ＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチドと、ラクトフェリン又は
ラクトフェリンの生物活性断片もしくはペプチドとの間に、スペーサー配列として適切な
長さの任意のアミノ酸配列を有することができる。スペーサー配列（ｓ）は、例えば０～
１０個、又は０～５個の任意のアミノ酸の配列であることができる。その他の付加的な配
列は、スペーサー配列のような立体構造上の利点を提供するものであってもよく、また、
例えばシグナルペプチドや精製に利用されるタグ配列のように、何らかの機能を融合タン
パク質に与えるものであってもよく、これらを有するものを改変体と称する。
【００２３】
　本発明の融合タンパク質等は、遺伝子組換えにより製造することができる。所望のアミ
ノ酸配列を有するラクトフェリン遺伝子とＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又はペプチ
ドの遺伝子とを、常法により連結し、所望の宿主細胞において発現させるのに必要なその
他の要素を含む発現ベクターを構築し、このベクターを宿主細胞に導入して融合タンパク
質を発現させ、発現された融合タンパク質を細胞又は培地から回収することができる。
【００２４】
　本発明の融合タンパク質等をコードする核酸分子は、公知の配列及び標準的な遺伝子操
作技術によって設計し、作製することができる。ラクトフェリン及びＦｃＲｎ結合領域含
有タンパク質をコードする遺伝子は、公知の核酸又はアミノ酸配列に基づくプローブを用
いて、一般に利用可能な種々のゲノムライブラリー又はｃＤＮＡライブラリーからクロー
ニングしたり、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法によって合成することにより、得るこ
とができる。これらの遺伝子に所望の改変を加えたり変異を導入してもよい。
【００２５】
　核酸分子を複製するために使用する宿主細胞及びベクター系、及び融合タンパク質を発
現させるために使用する宿主及びベクター系は、公知の多数の真核細胞（哺乳動物細胞、
植物細胞、酵母、昆虫細胞など）及び原核細胞（細菌など）の系から適宜選択して使用す
ることができる。
　本発明の融合タンパク質を発現させるためのベクターは、ラクトフェリン又はラクトフ
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ェリンの生物活性断片もしくはペプチドをコードする配列及びＦｃＲｎ結合領域を含むタ
ンパク質又はペプチドをコードする配列（又は、ＦｃＲｎ結合領域を含むタンパク質又は
ペプチドをコードする配列及びラクトフェリン又はラクトフェリンの生物活性断片もしく
はペプチドをコードする配列）に加えて、一般に、作動可能に連結された状態で、転写プ
ロモーター、分泌シグナルペプチド配列、転写ターミネーター、ポリＡシグナルなどの要
素を含み、さらに通常、薬剤耐性遺伝子などの選択マーカーを含む。
【００２６】
　これらのベクターを用いて、公知の種々の技術にしたがって宿主細胞を形質転換するこ
とができる。
【００２７】
　本発明の融合タンパク質等は、遺伝子組換え植物及び遺伝子組換え動物を製造すること
によって、これらの動物及び植物に産生させることができる。例えば、ヒツジ、ヤギなど
の非ヒト動物のゲノムに本発明の融合タンパク質をコードする核酸分子を組み込むことに
より、本発明の融合タンパク質を乳汁中に分泌させるようにすることができる。また、植
物に組み込むことによって本発明の融合タンパク質等を産生する有用植物を製造すること
もできる（例えば特表２００４－５２８０２２号公報）。
【００２８】
　本発明の融合タンパク質等は、本発明の発現ベクターで形質転換された宿主細胞の培地
などから、硫酸アンモニウム沈殿、ゲルろ過、イオン交換クロマトグラフィー及びアフィ
ニティークロマトグラフィーなどの種々のクロマトグラフィー技術を適宜用いて単離精製
することができる。特に好ましい精製方法としては、イオン交換クロマトグラフィーが挙
げられる。
【００２９】
　ラクトフェリンは、抗菌作用、鉄代謝調節作用、細胞増殖活性化作用、造血作用、抗炎
症作用、抗酸化作用、食作用亢進作用、抗ウイルス作用、ビフィズス菌生育促進作用、抗
がん作用、がん転移阻止作用、トランスロケーション阻止作用、脂質代謝改善作用、鎮痛
作用、抗ストレス作用などを含む広範な生理活性を有しており、これらの作用によって、
生活習慣病（例えば、高コレステロール血症、高脂血症など）、疼痛管理（がん性疼痛、
神経因性疼痛など）、膠原病（シェーグレン症候群によるドライアイ及びドライマウス、
リウマチ性関節炎など）、歯周病、Ｃ型肝炎などを含む、多くの疾患又は症状の治療（改
善を含む）及び予防が可能である。
【００３０】
　本発明の融合タンパク質等は、ラクトフェリンの生物活性を充分に保持しているので、
単独で、又は他の薬剤と組合せて、ラクトフェリンが有効である疾患の予防又は治療剤と
して、投与することができる。また、本発明の融合タンパク質等は、製剤学の分野で公知
の各種の担体、治療上不活性な基剤及び／又は添加物を配合することによって、所望の剤
型の医薬品組成物とすることができる。便宜上、本発明に関して医薬品又は医薬品組成物
というときは、投与対象が人の場合のほか、動物である場合（即ち、獣医薬等）も含む。
このような医薬品組成物に含有させることができる各種成分及び剤型は当業者には充分に
公知である。
【００３１】
　本発明の融合タンパク質等を含む治療剤又は医薬品組成物の有効投与量は、治療又は予
防すべき疾患又は症状の種類や程度、投与対象の状態、剤型、投与経路などによって異な
り、公知の有効ラクトフェリン量を目安に適宜選択することができる。一般に、公知の有
効ラクトフェリン量と比較して有意に少ない用量（例えばラクトフェリン量換算で１／２
～１／２０量）とすることができ、同等の用量で用いるのであれば投与回数を減らすこと
が可能である。
【実施例】
【００３２】
　以下に、実施例及び試験例を掲げて、本発明をさらに詳しく説明するが、本発明は実施
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【００３３】
実施例１：ヒトラクトフェリン（ｈＬＦ）とヒンジ領域を含むヒトＩｇＧＦｃ領域との融
合タンパク質の作製及び生物活性評価
　１．ヒトラクトフェリン（ｈＬＦ）遺伝子のクローニング
　ヒトラクトフェリン（ｈＬＦ）ｃＤＮＡは、ヒトｃＤＮＡライブラリー（商品名「Ｈｕ
ｍａｎ　Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　Ｍａｒａｔｈｏｎ－Ｒｅａｄｙ　ｃＤＮＡ」、クロンテッ
ク社）からＰＣＲ法により取得した。フォーワード側プライマーとして、Ｓ＿ＬＦｅｘ＿
ＸｈｏＩ＿ＡＴＧ（配列番号１；５’－ＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＡＡＣＴＴＧＴＣＴＴＣＣ
ＴＣＧＴＣ（開始コドンであるＡＴＧの上流に下線部ＸｈｏＩサイトを導入）、リバース
側プライマーとして、ＡＳ＿ＬＦｅｘ＿ＴＡＡ　＿ＸｂａＩ（配列番号２；５’－ＴＣＴ
ＡＧＡＴＴＡＣＴＴＣＣＴＧＡＧＧＡＡＴＴＣＡＣ（終止コドンＴＡＡの下流に下線部Ｘ
ｂａＩサイトを導入）を用い、ＤＮＡ合成酵素は「ＫＯＤ－ｐｌｕｓ」（商品名、東洋紡
社）を使用して、ｈＬＦ　ｃＤＮＡを増幅した。
【００３４】
　得られたＤＮＡ断片に、Ａを付加し、「ＴＯＰＯ　ＴＡクローニングベクター」（商品
名、インビトロジェン社）にクローニングした。その後、このベクターをＸｈｏＩとＸｂ
ａＩで消化することにより、ｈＬＦ　ｃＤＮＡのＤＮＡ断片を切り出し、予めＸｈｏＩと
ＸｂａＩで消化したベクター「ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ」（商品名、Ｓｔｒａｔａ
ｇｅｎｅ社）にクローニングした。このベクターを、「ｐＢＳＩＩＬｆＡＬ」と命名した
。ｈＬＦ　ｃＤＮＡの塩基配列は、ジデオキシ法シークエンシングで確認した。ｐＢＳＩ
ＩＬｆＡＬには、ｈＬＦ遺伝子全長がベクターのＸｈｏＩ及びＸｂａＩ制限酵素サイトに
挟まれる形でクローン化されている。ｐＢＳＩＩＬｆＡＬの構造を図１（左図）に示す。
【００３５】
　上記で作製した、ｈＬＦ遺伝子全長を含むベクターｐＢＳＩＩＬｆＡＬを用いて、ｈＬ
Ｆ遺伝子３’末端側に存在するＥｃｏＲＩとＸｂａＩとの間にＢａｍＨＩサイトを導入し
たベクター、ｐＢＳＩＩＬｆＡＬ／Ｂａｍを作製した。合成オリゴヌクレオチドＥｃｏ＿
ｈＬＦ＿Ｂａｍ－Ｓ（配列番号３；５’－ＡＡＴＴＣＣＴＣＡＧＧＡＡＧＧＡＴＣＣＴ－
３’）及びＥｃｏ＿ｈＬＦ＿Ｂａｍ－Ａ（配列番号４；５’－ＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＴ
ＴＣＣＴＧＡＧＧ－３’）を用意し、それぞれ１００μＭの濃度で滅菌水に溶解した。そ
の後、以下の表１に示した試薬を混合して、サンプル溶液とした。
【００３６】
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【表１】

【００３７】
　このサンプル溶液を７０℃に加熱後、ゆっくり室温まで冷却させることでアニーリング
させ、二本鎖ＤＮＡを形成させた（アニーリングオリゴ）。ＥｃｏＲＩとＸｂａＩとで完
全消化したｐＢＳＩＩＬｆＡＬ（１０ｎｇ／μｌ）を用意し、以下の表２に示した試薬を
混合して、１６℃で３０分間ライゲーションした。
【００３８】

【表２】

【００３９】
　このライゲーション溶液５μｌとコンピテントセルＴＯＰ１０　５０μｌとを混合し、
氷上で３０分インキュベートした。その後、４２℃で４０秒間、コンピテントセルにヒー
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トショックをかけ、氷上で２分間静置後、ＳＯＣ培地を１００μｌ加え、３７℃で１時間
インキュベートした。１時間インキュベートしたサンプルを、アンピシリン入りＬＢ寒天
培地に播き、３７℃で一晩培養した。翌日、得られたコロニーを１．５ｍｌのＬＢ液体培
地（１００μｇ／ｍｌアンピシリン入り）中で３７℃、２００ｒｐｍの条件下で、一晩、
振とう培養した。
【００４０】
　プラスミドＤＮＡ抽出は、「ＱＩＡｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ」
（商品名、ＱＩＡＧＥＮ社）を用いて行った。アニーリングオリゴとｐＢＳＩＩＬｆＡＬ
とのライゲーションは、アニーリングオリゴ近傍の塩基配列を解読することで確認した。
作製したベクターを、ｐＢＳＩＩＬｆＡＬ／Ｂａｍと命名した（図１、右）。
【００４１】
　２．ヒンジ領域を含むｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質発現ベクターの構築
　２－１　ｐＴｅｕＩｇＧ／ｈＬＦの構築
　ｈＬＦとヒトＩｇＧＦｃ（ｈＩｇＧＦｃ）との融合タンパク質（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ
）がヒンジ領域でジスルフィド（ｓ－ｓ）結合により二量体化した構造の融合タンパク質
（ヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）と表記することがある）を動
物細胞にて発現させるための発現ベクターを構築した。
【００４２】
　ヒトＩｇＧＦｃ領域のヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３のゲノム配列をもつ発現ベクター、ｐＴ
ｅｕＩｇＧ（図２）のＸｈｏＩ／ＢａｍＨＩサイトに、ｐＢＳＩＩＬｆＡＬ／ＢａｍのＸ
ｈｏＩ－ＢａｍＨＩ断片をクローニングした。このヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬ
Ｆ／ｈＩｇＧＦｃ）発現ベクターを、ｐＴｅｕＩｇＧ／ｈＬＦと命名した。発現ベクター
の作製は、上記記載の方法に準じた。
　なお、ｐＴｅｕＩｇＧは、強力な発現プロモーターであるＳＲαの下流にヒトＩｇＧ１
のヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３領域に対応するゲノムＤＮＡ配列を導入して構築した（Ｓａｔ
ｏ，Ａ．ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３７１，６０３－６０８（２００３））。
【００４３】
　ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の安定発現細胞株構築のために、ＣＨＯ細胞の一
種であるＤＨＦＲ欠損チャイニーズハムスター卵巣由来細胞（ＤＧ４４）を用いた。ＤＨ
ＦＲとは、ジヒドロ葉酸還元酵素であり、核酸の生合成には必須である。ＤＨＦＲのアン
タゴニストであるメトトレキサート（ＭＴＸ）の存在下で細胞を培養すると、ＤＨＦＲの
産生が阻害される。その際、細胞は生き残るためにＤＨＦＲ遺伝子を増幅し、ＤＨＦＲ遺
伝子の近傍に存在する遺伝子も増幅されるために、その遺伝子のタンパク質発現が増幅す
ることが知られている。このようにして、目的とするタンパク質を高発現させることが可
能である。
【００４４】
　ＤＧ４４細胞用発現ベクターには、インビトロジェン社製ｐＯｐｔｉＶＥＣ（商品名）
を使用した。ベクターｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ（商品名、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社
）のＴ７プライマー結合部位からＴ３プライマー結合部位までの領域をＰＣＲ法で増幅し
て、ＴＡクローニング法でｐＯｐｔｉＶＥＣに連結することにより、ベクターｐＯｐｔｉ
ＶＥＣ－ＭＣ
Ｓを作製した（図４）。
【００４５】
　ヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）発現ベクターを作製するため
に、ベクターｐＴｅｕＩｇＧ／ｈＬＦから、ｈＬＦ、ヒトＩｇＧＦｃ領域のヒンジ、ＣＨ
２、ＣＨ３のゲノム配列を含む領域をＸｈｏＩ－ＮｏｔＩ断片として切り出し、ｐＯｐｔ
ｉＶＥＣ－ＭＣＳのＸｈｏＩ／ＮｏｔＩサイトにクローニングした。このベクターをｐＯ
ｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｄＦｃと命名した（図５）。発現ベクターの作製は、上記記載の
方法に準じた。
【００４６】
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　ヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）発現ベクターであるｐＯｐｔ
ｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｄＦｃがコードするヒトラクトフェリン（ｈＬＦ）／ヒトＩｇＧＦｃ
融合タンパク質のアミノ酸配列を、配列表の配列番号５に記載した。配列番号５において
、それぞれ、アミノ酸番号１～７１１はｈＬＦ、７１２～７１４はスペーサー、７１５～
７２９はヒンジ領域、７３０～８３９はＣＨ２ドメイン、８４０～９４６はＣＨ３ドメイ
ンのアミノ酸配列である（図１７Ａ：Ｇｅｎｂａｎｋ登録番号ＡＡＢ６０３２４．１．及
びＡＡＡ０２９１４．１配列に基づく）。
【００４７】
　３．ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の発現及び精製
　３－１．ＤＧ４４細胞を宿主とするヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質
安定発現細胞株の構築
　作製したｐＯｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｄＦｃをＤＧ４４細胞へ導入して、ヒンジ付加型
融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）安定発現細胞株を樹立した。発現ベクターを
効率的に細胞へ導入するために、ベクター２０μｇ分をＰｖｕＩで制限酵素処理して直鎖
状にした。このサンプルにフェノール／クロロホルム１容量分を加え、ミキサー（Ｖｏｒ
ｔｅｘ）で攪拌してタンパク質を除去した。１５０００ｒｐｍで５分間遠心後、上清を新
しいチューブに移した。上清に１／１０容量の３Ｍ酢酸ナトリウム及び２．５容量の１０
０％エタノールを加え、１５０００ｒｐｍで２０分間遠心してベクターを沈殿させた。上
清を除去したチューブに、７０％エタノールを１００μｌ加えてリンスした。その後、１
５０００ｒｐｍで５分間遠心して上清を捨て、１０分間風乾した。風乾したチューブに滅
菌水１５μｌを加え、発現ベクターを懸濁した。ＰｖｕＩ処理した発現ベクターを、ｐＯ
ｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｄＦｃ／ＰｖｕＩと命名した。
【００４８】
　作製したｐＯｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｄＦｃ／ＰｖｕＩを用いてＤＧ４４細胞へのトラ
ンスフェクションを行った。ｐＯｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｄＦｃ／ＰｖｕＩ　２０μｇ分
を、「Ｆｒｅｅ　Ｓｔｙｌｅ　ＭＡＸ　Ｒｅａｇｅｎｔ」（商品名、インビトロジェン社
）１５μｌ、「Ｏｐｔｉ　Ｐｒｏ　ＳＦＭ」（商品名、インビトロジェン社）１２００μ
ｌと混合し、室温で１０分間静置して、トランスフェクション溶液とした。ＤＧ４４細胞
（１５×１０６細胞）を培地（「ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＣＤ　ＤＧ４４　ｍｅｄｉｕｍ」、
インビトロジェン社）３０ｍｌに懸濁して、この中に予め用意したトランスフェクション
溶液を混合して、ＣＯ２インキュベーター（３７℃、５％ＣＯ２）で４８時間培養した。
その後、培地を「ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＣＤ　ＤＧ４４　ｍｅｄｉｕｍ」から「ｃｏｍｐｌ
ｅｔｅ　ＣＤ　ｏｐｔｉ　ＣＨＯ　ｍｅｄｉｕｍ」（インビトロジェン社）に交換した。
この培地はヒポキサンチンやチミジン不含の培地であり、ＤＨＦＲ欠損細胞は生育できな
い。一方、ＰｖｕＩで制限酵素処理した発現ベクターはＤＨＦＲ遺伝子をコードしている
ため、ＤＧ４４細胞の染色体に発現ベクターが組み込まれれば、細胞が生育可能となる。
トランスフェクション後４８時間経過した細胞を、４００×ｇで５分間遠心して集め、「
ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＣＤ　ｏｐｔｉ　ＣＨＯ　ｍｅｄｉｕｍ」３０ｍｌに懸濁した（３×
１０６細胞／ｍｌ）。その後、培地交換を２日毎に行いながら、ＣＯ２インキュベーター
（３７℃、５％ＣＯ２）で培養した。細胞密度が培養開始時の９０％以上になるまで培養
した。
【００４９】
　その後、メトトレキサート（ＭＴＸ、和光純薬）による細胞内のゲノム増幅を行った。
「Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＣＤ　ｏｐｔｉ　ＣＨＯ　ｍｅｄｉｕｍ」で培養したＤＧ４４細胞
の細胞数を計測し、１．２×１０７細胞分を４００×ｇで５分間遠心した。この細胞を、
「ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＣＤ　ｏｐｔｉ　ＣＨＯ　ｍｅｄｉｕｍ」３０ｍｌと１ｍＭ　ＭＴ
Ｘ　１．５μｌ（終濃度：０．０５μＭ）の混合培地に懸濁した。その後、ＣＯ２インキ
ュベーター（３７℃、５％ＣＯ２）で細胞密度が培養開始時の９０％以上になるまで培養
した。その後は、ＭＴＸの濃度を０．５μＭ、１μＭ、２μＭ、３μＭ、４μＭと段階的
に上げて、同様の培養を行った。
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【００５０】
　３－２．ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の発現確認
　１．２×１０７細胞分の細胞を、各濃度（０、０．０５μＭ、０．５μＭ、１μＭ、２
μＭ、３μＭ、４μＭ）のＭＴＸを含む「ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＣＤ　ｏｐｔｉ　ＣＨＯ　
ｍｅｄｉｕｍ」に懸濁してＣＯ２インキュベーター（３７℃、５％ＣＯ２）で細胞密度が
培養開始時の９０％以上になるまで培養した。その時点で４００×ｇで５分間遠心して細
胞を沈殿させ、その上清を回収した。上清１５μｌに非還元の４×サンプル緩衝液（０．
５Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ６．８）を２ｍｌ、ラウリル硫酸ナトリウム（ナカライテ
スク社）を０．８ｇ、グリセリン（Ｗａｋｏ社）を４ｍｌ混和し、純水で１０ｍｌにメス
アップして調製）を５μｌ混合し、９５℃で５分間熱処理を行い、７．５％　ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥで解析した。バンドの染色にはＣＢＢを用いた。
【００５１】
　結果を図６に示す。目的であるｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）の分子量は、約２１０ｋＤ
ａである。ＭＴＸ濃度１μＭから、矢印で示した約２１０ｋＤａ付近にバンドが見られ、
ＭＴＸ濃度が上昇するにつれて、そのバンドは濃くなり、タンパク質の発現量が増加した
ことが確認できた。
　ＭＴＸ濃度４μＭ存在下で樹立した細胞株を、ＤＧ４４－ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）
と命名した。
【００５２】
　３－３．ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の大量発現
　大量発現は、１７５ｃｍ２のＴフラスコ（グライナー社製、培地５０ｍｌ使用）、ある
いはＮｕｎｃ社製トリプルフラスコ（培地２００ｍｌ使用）を用いた静置培養で行った。
ヒンジ付加型融合タンパク質安定発現株は、無血清培地「Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＣＤ　Ｏｐ
ｔｉ　ＣＨＯ　ｍｅｄｉｕｍ」で継代培養した。タンパク質発現の際は、培地を「Ｈｙｂ
ｒｉｄｏｍａ　Ｓｅｒｕｍ　Ｆｒｅｅ　Ｍｅｄｉｕｍ」（商品名、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
社）＋４μＭ　メトトレ　キセート（ＭＴＸ）＋６０μｇ／ｍｌ　プロリン（以下「Ｈｙ
ｂｒｉｄｏｍａ　ＳＦＭ」という）に換え、細胞濃度１×１０６細胞／ｍｌで播き、３７
℃、５％ＣＯ２で７日間培養した。７日後、細胞培養液を４００×ｇで５分間遠心するこ
とにより、上清と細胞とを分けた。細胞は、再びＨｙｂｒｉｄｏｍａ　ＳＦＭ　５０ｍｌ
に懸濁して、３７℃、５％ＣＯ２でさらに１週間培養することによりタンパク質を発現さ
せた。上清は、８０００ｒｐｍで５分間再遠心し、得られた上清に最終濃度０．０２％ア
ジ化ナトリウムを加え、４℃にて保存した。
【００５３】
　３－４．ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の精製
　精製には、大量発現で得られた培地上清（最終濃度０．０２％アジ化ナトリウムを含む
）をそのまま使用した。陽イオン交換担体である「ＭａｃｒｏＣａＰ　ＳＰ」（商品名、
ＧＥヘルスケア社）４００μｌを「Ｐｏｌｙ－Ｐｒｅｐ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
　Ｃｏｌｕｍｎｓ」（商品名、バイオラッド社）に充填して、５カラム容量（ＣＶ）分の
１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．６）で平衡化した。平衡化に使用した１０ｍ
Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．６）を捨てて、大量発現で得られた培地上清４ｍｌ
を加え、シーソーシェイカーで３０分間反応させた。反応後、溶液は素通り画分として回
収した。「Ｐｏｌｙ－Ｐｒｅｐ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｃｏｌｕｍｎｓ」を、
「ＵＶ　ＤＥＴＥＣＴＯＲ」（東京理化器械社、２８０ｎｍの吸光度を測定）、マイクロ
チューブポンプ（東京理化器械社）と接続し、ポンプの流速を１ｍｌ／ｍｉｎに設定し、
１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．６）を流して担体を洗浄した。「ＵＶ　ＤＥ
ＴＥＣＴＯＲ」の２８０ｎｍの吸光度が上昇し始めた時点から、排出液を回収した（Ｗａ
ｓｈ画分）。この回収は２８０ｎｍの吸光度が０になるまで続けた。その後、溶液を０．
２Ｍ　ＮａＣｌ＋１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．６）に換えて同様の操作を
行った（０．２Ｍ　ＮａＣｌ溶出画分）。この一連の操作を、ＮａＣｌ濃度を０．１Ｍず
つ上げながら１．０Ｍ　ＮａＣｌまで続けた。回収した各溶出液は、４℃にて保存した。
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　各溶出画分１５μｌに非還元の４×サンプル緩衝液を５μｌ混合し、９５℃で５分間熱
処理を行い、７．５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥで解析した。バンドの染色にはＣＢＢを用いた。
【００５５】
　その結果を、図８に示す。０．４Ｍ　ＮａＣｌの画分から目的タンパク質であるヒンジ
付加型ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）が溶出していた。この結果から、「ＭａｃｒｏＣａＰ
　ＳＰ」に結合したヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）は、０．３
Ｍ　ＮａＣｌで洗浄して、１．０Ｍ　ＮａＣｌで溶出することにより効率よく回収できる
ことがわかった。
【００５６】
　３－５．ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の硫酸アンモニウム沈殿に
よる濃縮
　液量１ｍｌに対し、硫酸アンモニウムが２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、
９０％飽和になるように、それぞれ硫酸アンモニウム０．１１３ｇ、０．１７６ｇ、０．
２４２ｇ、０．３１４ｇ、０．３９０ｇ、０．４７２ｇ、０．５６１ｇ、０．６５７ｇを
微量電子天秤で量りとり、２．０ｍｌチューブに入れた。それぞれのチューブに、陽イオ
ン交換担体で精製したＰＢＳに懸濁したヒンジ付加型ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）タンパ
ク質溶液を１ｍｌずつ加え、硫酸アンモニウムが溶けるまで転倒混和した後、４℃で一晩
静置した。その後、１５０００ｒｐｍ、３０分間の条件で遠心を行い、タンパク質を沈殿
させた。上清を回収し、沈殿は１００μｌのＰＢＳに溶解した。ＰＢＳで溶かした各沈殿
と回収した上清を７．５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びＣＢＢ染色で調べた。
【００５７】
　その結果を図１０に示す。５０％から９０％の飽和硫酸アンモニウムで沈殿が認められ
た。さらに、沈殿が認められた５０％から９０％の飽和硫酸アンモニウムの画分について
は、溶液中のタンパク質濃度を、既知濃度のＢＳＡをスタンダードとしてブラッドフォー
ド法（プロテインアッセイ、バイオラッド社）で測定して、硫酸アンモニウム沈殿での回
収率を算出した（ｎ＝５）。ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の場合は、分子量を用いてｈＬ
Ｆ換算濃度を算出した。具体的には、ヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧ
Ｆｃ）の場合は、ｈＬＦの分子量が８０ｋＤａ（×２）、Ｆｃ部分の分子量は５０ｋＤａ
として計算した。ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃの場合は、ｈＬＦ
の分子量が８０ｋＤａ、Ｆｃ部分の分子量は２５ｋＤａとして計算した。各硫酸アンモニ
ウム濃度とその回収率（％）を以下の表３に示す。
【００５８】
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【表３】

【００５９】
　７０％硫酸アンモニウムで回収率が最も高かった。硫酸アンモニウム沈殿後は、沈殿を
ＰＢＳに懸濁して、ＰＢＳに対して透析を行うことで、硫酸アンモニウムを除去した。
【００６０】
　４．生物学的活性測定
　４－１．ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の鉄結合能の測定
　ラクトフェリンは分子量８万の非ヘム性の鉄結合性糖タンパク質で、Ｎローブ、Ｃロー
ブと呼ばれる二つの領域からなり、炭酸イオン（ＣＯ３

２－）の存在下でタンパク質１分
子当たり２個の鉄イオン（Ｆｅ３＋）を可逆的にキレート結合する能力を有する（Ａｎｄ
ｅｒｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３４４，７８４－７８（１９９０））。ラク
トフェリンの鉄結合能の測定は、以下のように行った。ホロ（ｈｏｌｏ）型ラクトフェリ
ンから鉄イオン（Ｆｅ３＋）を遊離させ、アポ（ａｐｏ）型ラクトフェリンを調製する。
次いで炭酸イオン（ＣＯ３

２－）存在下で鉄イオン（Ｆｅ３＋）を付加させた鉄再結合ラ
クトフェリンを調製した。ａｐｏ型及び鉄再結合ラクトフェリンの鉄含量及びタンパク質
濃度を測定し、鉄結合量の測定を行った。具体的には、ａｐｏ型ラクトフェリンは、Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ヒトＬＦ、ヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／
ｈＩｇＧＦｃ）を０．１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ２．１）で２４時間、さらに蒸留水で２
４時間透析を行い、調製した。鉄再結合型ラクトフェリンは、ａｐｏ型ラクトフェリンを
０．００１％クエン酸鉄アンモニウム、５０ｍＭ炭酸ナトリウム及び５０ｍＭ塩化ナトリ
ウムを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）で２４時間透析を行った後、過剰の鉄イオンを除
去するため、蒸留水、次いで５０ｍＭ塩化ナトリウムを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）
に対し２４時間透析を行い、調製した。タンパク質に結合している鉄イオンを比色法で測
定するため、血清鉄測定キット「Ｆｅ　Ｃ－テストワコー」（商品名、和光純薬）を用い
た。鉄の結合能は、ブラッドフォード法で定量したｈＬＦタンパク質１ｍｇ（ヒトＩｇＧ
Ｆｃ融合タンパク質の場合は、分子量を用いて算出したｈＬＦ換算で１ｍｇ）あたりに結
合している鉄の結合量として算出した。２回実験を行った結果を以下の表４に示す。
【００６１】



(18) JP 5855239 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

【表４】

【００６２】
　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦの鉄の結合活性を１００％とした場合、
ヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）は、ほぼ１００％の活性を示し
た。
【００６３】
　４－２．ＣＤスペクトルを用いたヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の
熱安定性の検討
　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦとヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬ
Ｆ／ｈＩｇＧＦｃ）の熱安定性を、円偏光二色性（ＣＤ）スペクトルで解析した。円偏光
二色性（ＣＤ）スペクトルとは、物質にある波長をあてた場合の右円偏光と左円偏光の吸
収の差を測定する方法で、タンパク質の二次構造の有無や種類、含量を推定することが可
能である。
【００６４】
　まず、ＰＢＳ（－）に０．１ｍｇ／ｍｌで懸濁したＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換
え型ｈＬＦ、融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）を用意し、室温（約２０℃）で
、波長２００ｎｍ～２５０ｎｍのＣＤスペクトルを測定した（日本分光のＪ－７２０使用
）。
【００６５】
　その結果を、図１２に示す。組換え型ｈＬＦ（パネルＡ）と、ヒンジ付加型融合タンパ
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ク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）（パネルＣ）の二次構造には、大きな違いは認められな
かった。
【００６６】
　次に、各タンパク質の熱安定性を調べた。タンパク質溶液の温度を低温から高温へ変化
させながらＣＤスペクトルを測定すると、ある温度で［θ］が上昇し一定の値を取る。こ
の現象は、熱によりタンパク質の変性が起きて、二次構造が変化することに起因している
。熱安定性を観察する場合は、一般に測定する波長は２２５ｎｍ付近を用いる。ＰＢＳ（
－）に０．１ｍｇ／ｍｌで懸濁したＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦ、ヒン
ジ付加型
融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）を用意し、３０～９０℃まで１℃ずつ上昇さ
せながら、波長２２５ｎｍのＣＤスペクトルを測定した（日本分光のＪ－７２０使用）。
【００６７】
　結果を図１３に示す。Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦ（パネルＡ）は、
６７℃付近でＣＤスペクトル値の大きな変化が観察された。一方、ヒンジ付加型融合タン
パク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）（パネルＣ）では、３０～９０℃まで加熱しても２２
５ｎｍにおけるＣＤスペクトルに大きな変化は観察されなかった。
【００６８】
　以上より、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦと比較して、ヒンジ付加型融
合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）は、熱に対する安定性が向上していることが示
された。構造的に安定になったヒンジ付加型融合タンパク質ｄ（ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ）
は、インビボにおける血中安定性の向上も期待できると考えられる。
【００６９】
　４－３．ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の安定性の検討
　３－４．で示した陽イオン交換担体「ＭａｃｒｏＣａｐ　ＳＰ」で精製後のヒンジ付加
型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質を、ＰＢＳに透析し、さらにＰＢＳで希釈するこ
とで３３６μｇ／ｍＬの濃度のサンプルを調製した。このサンプルを１．５ｍＬチューブ
に１００μＬ加えて、３７℃で３週間静置反応させた。反応０、１、２、３週間後のサン
プルを３μＬとり、非還元の４×サンプル緩衝液を１μｌ混合し、９５℃、５分熱処理を
行った。その後、７．５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥで解析した。
　ＣＢＢ染色の結果を図１４に示す。図１４において、Ｍはマーカー、レーン１はｈＬＦ
（１μｇ／レーン）、レーン２～５はそれぞれ０、１、２、３週間後のサンプルである。
３７℃でも数週間は安定であるものの、時間経過と共に、＊で示したヒンジ付加型ｈＬＦ
／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質のバンドが薄くなり、分解物と思われる＊＊、＊＊＊のバ
ンドが濃くなった。これは精製過程で混入したプロテアーゼにより分解したものと考えら
れる。なお、ヒンジ欠損型融合タンパク質（後述）では、このような分解は観察されなか
った。
【００７０】
　４－４．ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の分解箇所の解析
　ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の分解箇所を特定するために、分解
したバンドのＮ末端アミノ酸配列を解析した。上述した方法で、ヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈ
ＩｇＧＦｃ融合タンパク質（１２μｇ分）を３７℃で３週間静置反応させ、その後、分解
したサンプルを１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動した。泳動後、定法に従いタンパク質をＰ
ＶＤＦ膜（ミリポア社）に転写した。ＰＶＤＦ膜をＣＢＢ染色した図を図１５－Ａに示す
。図１５－Ａにおいて、Ｍはマーカー、レーン１はｈＬＦ（４μｇ）、レーン２～６はい
ずれも分解後のサンプル（各２μｇ／レーン）である。このＰＶＤＦ膜から約５０ｋＤａ
のバンド（矢印）を切り出し、脱色した。そのバンドのＮ末端アミノ酸配列を、ｐｒｏｃ
ｉｓｅ　４９１ＨＴ（商品名、ＡＢＩ社）で解析した。得られたアミノ酸配列は、Ｔ－Ｈ
－Ｔ－Ｘ－Ｐ（４アミノ酸目は解読不能）であり、その配列を調べたところ、配列表の配
列番号５のアミノ酸番号７２２～７２６（ヒンジ領域内）に対応していた（図１５－Ｂ）
。
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【００７１】
実施例２：ヒトラクトフェリンとヒンジ領域を含まないヒトＩｇＧＦｃ領域との融合タン
パク質（「ヒンジ欠損型」）の作製、生物活性及び血中安定性評価
　１．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質発現ベクターの構築
　上記で作製したベクターｐＢＳＩＩＬｆＡＬ／Ｂａｍ（図１）を使用して、ｈＬＦとヒ
ンジ領域を含まないｈＩｇＧＦｃとの融合タンパク質（ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧ
Ｆｃ）を動物細胞にて発現させるための発現ベクターを構築した。
【００７２】
　ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ発現ベクターを作製するために、
ヒトＩｇＧＦｃ領域のＣＨ２、ＣＨ３のｃＤＮＡ配列をもつ発現ベクターｐｍＩｇＧ（図
３）のＸｈｏＩ／ＢａｍＨＩサイトに、ｐＢＳＩＩＬｆＡＬ／ＢａｍのＸｈｏＩ－Ｂａｍ
ＨＩ断片をクローニングした。このベクターをｐｍＩｇＧ／ｈＬＦと命名した。各発現ベ
クターの作製は、上記記載の方法に準じた。
　なお、ｐｍＩｇＧは、以下のようにして構築した。前述したヒンジ付加型融合タンパク
質発現ベクターであるｐＴｅｕＩｇＧのＢａｍＨＩ－ＸｂａＩに存在するヒトＩｇＧ１の
ヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３領域に対応するゲノムＤＮＡ配列を、ヒトＩｇＧ１のＣＨ２とＣ
Ｈ３領域に対応するｃＤＮＡ配列に入れ替えて作製した。
【００７３】
　ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ発現ベクターを作製するために、
ｐｍＩｇＧ／ｈＬＦのｈＬＦ、ヒトＩｇＧ　Ｆｃ領域のＣＨ２、ＣＨ３のｃＤＮＡ配列を
含む領域をＸｈｏＩ－ＮｏｔＩ断片として切り出し、上記で作製したｐＯｐｔｉＶＥＣ－
ＭＣＳ（図４）のＸｈｏＩ／ＮｏｔＩサイトにクローニングした。このベクターを、ｐＯ
ｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｍＦｃと命名した（図５）。発現ベクターの作製は、上記記載の
方法に準じた。ヒンジ欠損型融合タンパク質ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ発現ベクターｐＯｐ
ｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｍＦｃがコードするｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質のアミノ
酸配列を配列表の配列番号６に記載した。配列番号６において、それぞれ、アミノ酸番号
１～７１１はｈＬＦ、７１２～７１３はスペーサー、７１４～８２３はＣＨ２ドメイン、
８２４～９３０はＣＨ３ドメインのアミノ酸配列である（図１７Ｂ：Ｇｅｎｂａｎｋ登録
番号ＡＡＢ６０３２４．１及びＡＡＡ０２９１４．１の配列に基づく）。
【００７４】
　２．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の発現及び精製
　２－１．ＤＧ４４細胞を宿主とするヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質
安定発現細胞株の構築
　ヒンジ付加型の場合と同様にして、作製したｐＯｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｍＦｃをＤＧ
４４細胞へ導入して、ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質安定発現細胞株を樹立した。
ＰｖｕＩ処理した発現ベクターを、ｐＯｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｍＦｃ／ＰｖｕＩと命名
した。
【００７５】
　ヒンジ付加型の場合と同様にして、作製したｐＯｐｔｉＶＥＣ／ｈＬＦ－ｍＦｃ／Ｐｖ
ｕＩを用いてＤＧ４４細胞へのトランスフェクションを行い、ＭＴＸの濃度を段階的に上
げて、同様の培養を行った。
【００７６】
　２－２．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の発現確認
　ヒンジ付加型の場合と同様にして、７．５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びＣＢＢ染色で解析し
た。
【００７７】
　結果を図７に示す。目的であるｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃの分子量は、約１０５ｋＤａで
ある。ＭＴＸ濃度０．５μＭから矢印で示した約１０５ｋＤａ付近にバンドが見られ、Ｍ
ＴＸ濃度が上昇するにつれて、そのバンドは濃くなり、タンパク質の発現量が増加したこ
とが確認できた。
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　ＭＴＸ濃度４μＭ存在下で樹立した細胞株を、ＤＧ４４－ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃと命
名した。
【００７８】
　２－３．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の大量発現
　ヒンジ付加型の場合と同様にして、細胞を継代培養し、融合タンパク質を大量発現させ
た。得られた上清を４℃にて保存した。
【００７９】
　２－４．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の精製
　ヒンジ付加型の場合と同様にして、大量発現で得られた培地上清から融合タンパク質を
精製した。
【００８０】
　その結果を、図９に示す。０．５Ｍから０．７Ｍ　ＮａＣｌで、目的タンパク質である
ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃが溶出した。この結果から、その後は「Ｍａｃｒｏ
ＣａＰ　ＳＰ」に結合したヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃは、０．４Ｍ　ＮａＣｌ
で洗浄して、１．０Ｍ　ＮａＣｌで溶出することにより効率よく回収できることがわかっ
た。
【００８１】
　２－５．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の硫酸アンモニウム沈殿に
よる濃縮
　ヒンジ付加型の場合と同様にして、融合タンパク質を硫酸アンモニウム沈殿によって濃
縮し、７．５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びＣＢＢ染色で調べた。
【００８２】
　その結果を図１１に示す。６０％から９０％の飽和硫酸アンモニウムで沈殿が認められ
た。さらにｎ沈殿が認められた６０％から９０％の飽和硫酸アンモニウムの画分について
は、溶液中のタンパク質濃度をブラッドフォード法で測定して、硫酸アンモニウム沈殿で
の回収率を算出した（ｎ＝２）。各硫酸アンモニウム濃度とその回収率（％）を以下の表
５に示す。
【００８３】

【表５】

【００８４】
　６０％硫酸アンモニウムで回収率が最も高かった。硫酸アンモニウム沈殿後は、沈殿を
ＰＢＳに懸濁して、ＰＢＳに対して透析を行うことで、硫酸アンモニウムを除去した。
【００８５】
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　３．生物的活性測定
　３－１．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の鉄結合能の測定
　ラクトフェリンの鉄結合能の測定は、ヒンジ付加型の場合と同様にして行った。２回実
験を行った結果を以下の表６に示す。
【００８６】
【表６】

【００８７】
　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦの鉄の結合活性を１００％とした場合、
ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）は１００％の活性を示した。
【００８８】
　３－２．ＣＤスペクトルを用いたヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の
熱安定性の検討
　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦとヒンジ付加型、及びヒンジ欠損型ｈＬ
Ｆ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の熱安定性を、ヒンジ付加型の場合と同様にしてＣＤス
ペクトルで解析した。その結果を、図１２に示す。Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え
型ｈＬＦ（パネルＡ）と、ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質（パネルＢ
）の二次構造には、大きな違いは認められなかった。
【００８９】
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　次に、ヒンジ付加型の場合と同様にして、各タンパク質の熱安定性を調べた。結果を図
１３に示す。Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦ（パネルＡ）は、６７℃付近
でＣＤスペクトル値の大きな変化が観察されたのに対し、ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧ
Ｆｃ融合タンパク質（パネルＢ）では、３０～９０℃まで加熱しても２２５ｎｍにおける
ＣＤスペクトルに大きな変化は観察されなかった。
【００９０】
　以上より、ｈＬＦと比較して、ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質は熱
に対する安定性が向上していることが示され、インビボにおける血中安定性の向上も期待
できると考えられる。
【００９１】
　３－３．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質のラットを用いた血中安定
性の検討
　８週齢のＷｉｓｔａｒ系ラット（雄）６頭に、ペントバルビタールナトリウムによる麻
酔下にて、外頸静脈に採血用カニューレを留置した。大腿静脈内注射によりＡｓｐｅｒｇ
ｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦ（１ｍｇ／ｋｇ体重で投与）及びヒンジ欠損型融合タン
パク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）（ｈＬＦ換算で１ｍｇ／ｋｇ体重で投与）を投与した
。投与前及び投与後５、１０、１５、３０、６０、１２０、１８０、２４０分後に外頸静
脈に留置したカニューレから採血し、血漿中のｈＬＦ濃度はＥＬＩＳＡ（「ＡｓｓａｙＭ
ａｘ　Ｈｕｍａｎ　Ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎ　ＥＬＩＳＡ　ｋｉｔ」、Ａｓｓａｙｐｒｏ
社製）により測定した。なお、予備検討により、採血時に使用した抗凝固剤であるＥＤＴ
Ａ、及び血漿は、このＥＬＩＳＡ測定に影響を及ぼさないことを確認している。また、使
用したＥＬＩＳＡキットは、ビオチン化抗ヒトラクトフェリン抗体（１次抗体）とペルオ
キシダーゼ標識ストレプトアジビンで構成されている。したがって、２次抗体を使用する
一般的なＥＬＩＳＡで問題となる２次抗体とヒンジ欠損型（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）の
Ｆｃ領域との交差反応を懸念する必要がない。
【００９２】
　まず、ブラッドフォード法で濃度既知であるＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈ
ＬＦ、及びヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）を用いて、検量線を
作成した。Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦは０．４７～７．５ｎｇ／ｍｌ
で、ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）は０．２３５～３０．０ｎ
ｇ／ｍｌで、それぞれ直線性が得られたので、この範囲に測定値が入るように各血漿サン
プルを希釈してタンパク質濃度を測定した。
【００９３】
　その結果を、図１６に示す。投与前はＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦ、
ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）投与群ともに血中からＬＦは検
出されなかった。Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦ投与群は投与後６０分後
には血中からほぼクリアランスされたが、ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩ
ｇＧＦｃ）投与群は２４０分後においても検出された。
【００９４】
　統計解析ソフトウエア「ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　４」（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓ
ｏｆｔｗａｒｅ社）を用いて、血中半減期と時間曲線下面積（ａｒｅａ　ｕｎｄｅｒ　ｔ
ｈｅ　ｃｕｒｖｅ、ＡＵＣ）を算出した。Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦ
投与群の半減期は１２．６分であるのに対し、ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍ
ｈＩｇＧＦｃ）投与群は６７．７分と約５．４倍に延長した。ＡＵＣについては、ヒンジ
欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）投与群がｈＬＦ投与群の約７．４倍に
増加していた。以上より、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ由来の組換え型ｈＬＦと比較して、ヒ
ンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）は血中安定性の著しい向上を示し
た。
【００９５】
　３－４．ヒンジ欠損型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質のインビトロでのプロテア
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ーゼ耐性試験
　ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）を、７５％ウシ血清／ＰＢＳ
中で、０．２μｇ／μｌの濃度で長期間３７℃で反応させた。０、１４、２１、３８、５
５日後にサンプルを採取して、抗ｈＬＦ抗体を用いたイムノブロッティングにより残存す
るＬＦのサイズ及び量を検出した。
　その結果、５５日間までの保存期間中、０日と比較してほとんど分解を受けずに当初の
分子量を維持し、検出量も減少していなかった（図１８）。したがって、本発明の融合タ
ンパク質は、血中でのプロテアーゼによる分解に対し、十分な耐性を有する。
【００９６】
実施例３：ヒトラクトフェリンとヒトＩｇＧＦｃ領域の融合タンパク質（「ヒンジ欠損型
」）のヒト小腸上皮様細胞への取り込み評価及びキモトリプシン耐性評価
　１．ヒト小腸上皮様細胞Ｃａｃｏ２への取り込み評価
　ＬＦは腸管から取り込まれて胸管リンパに移行することが知られている。そこで、本研
究で作製したヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）がこの経路より取
り込まれるかを、ヒト小腸上皮様細胞Ｃａｃｏ２細胞を用いて確認した。
　ｈＬＦとヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）は、蛍光プローブで
あるＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８で標識した。１ｍｇのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４
８８にＤＭＳＯ　１００μｌを加え、その後、１Ｍ　ＮａＨＣＯ３を加えた各タンパク質
とＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８をモル比１：１０で混合して、室温で、１ｈ反応させ
た。反応後、反応液を１×ＰＢＳ（－）に対して２４時間透析を行い、未標識Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ　４８８を除去した。
　Ｃａｃｏ－２細胞を１２ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに細胞濃度　５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍ
ｌになるように撒き込み、３７℃，５％　ＣＯ２で１週間培養（２日おきに培地交換）し
た。Ｃａｃｏ－２細胞にＰＢＳ（－）を１ｍｌ／ｗｅｌｌ加えて、３回洗浄を行い、培地
成分を完全に取り除いた。次に、Ａｌｅｘａ標識済みの各タンパク質を１５μｇ／ｗｅｌ
ｌ加えて、１ｈｒ反応させた。１ｈｒ後、Ａｌｅｘａ標識済みの各タンパク質を取り除き
、ｃｏｌｄ　ＰＢＳ（－）を１ｍｌ／ｗｅｌｌ加えて、１回洗浄を行った。洗浄後、０．
２５％Ｔｒｙｐｓｉｎ／ＥＤＴＡを２５０μｌ／ｗｅｌｌ加えて、３７℃条件下で５ｍｉ
ｎ反応させた。５ｍｉｎ後、細胞をｔｕｂｅに全量回収して、遠心機を用いて、２００×
ｇ，２ｍｉｎ，４℃で遠心を行った。遠心後、上清液を取り除き、ｃｏｌｄ　ＰＢＳ（－
）を１ｍｌ／ｔｕｂｅ加えて、軽く懸濁をして、２００×ｇ，２ｍｉｎ，４℃で遠心を行
った。遠心後、上清液を取り除き、４％ＰＦＡ／ＰＢＳ（－）を２００μｌ／ｔｕｂｅ加
えて、軽く懸濁をして、室温で１５ｍｉｎ反応させた。１５ｍｉｎ後、２００×ｇ，２ｍ
ｉｎ，４℃で遠心を行った。遠心後、上清液を取り除き、１μｇ／ｍｌビスベンズイミド
／ＰＢＳ（－）を２００μｌ／ｔｕｂｅ加えて、軽く懸濁をして、室温で１５ｍｉｎ反応
させた（核染色）。１５ｍｉｎ後、２００×ｇ，２ｍｉｎ，４℃で遠心を行った。遠心後
、上清液を取り除き、ｃｏｌｄ　ＰＢＳ（－）を２００μｌ／ｔｕｂｅ加えて、軽く懸濁
をした。懸濁後、２００×ｇ，２ｍｉｎ，４℃で遠心を行った。遠心後、上清液を取り除
き、ｃｏｌｄ　ＰＢＳ（－）を２００μｌ／ｔｕｂｅ加えて、軽く懸濁をして、全量を８
ｗｅｌｌ　ｃｈａｍｂｅｒ　ｐｌａｔｅに移した。その後、共焦点レーザースキャン顕微
鏡ＬＳＭ５１０で取り込みの蛍光を観察した。
【００９７】
　その結果、ｈＬＦ及びヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）は４℃
条件下ではＣａｃｏ２細胞へ取り込まれないが（図１９Ａ）、３７℃条件下ではＣａｃｏ
２細胞へ取り込まれていることが確認された（図１９Ｂ）。また３７℃における取り込み
は、ＮａＮ３（図１９Ｃ）、および過剰量の未標識ウシラクトフェリン（ｂＬＦ）（図１
９Ｄ）で阻害されたため、この細胞内取り込みはレセプター介在性であり、ヒンジ欠損型
融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）はＬＦの取り込みルートで細胞内に取り込ま
れることが確認された。すなわち、ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦ
ｃ）は、ラクトフェリン受容体、ＩｇＧ受容体又はアルブミン受容体のいずれか１つ以上
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の受容体を介して取り込まれるものと考えられる。
【００９８】
　２．ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）のキモトリプシン消化耐
性評価
　本実験で用いたＢｕｆｆｅｒは、表７の通り調製し、その後ｐＨを７．４に調製した。
【表７】

　ｈＬＦやヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）は１ｍｇ／ｍｌとな
るように本Ｂｕｆｆｅｒにサスペンドした。
【００９９】
［消化酵素耐性試験］
　１５０μｌの１ｍｇ／ｍｌ　ｈＬＦ、あるいはヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／
ｍｈＩｇＧＦｃ）をＢｕｆｆｅｒ　１２０μｌと混合して、３７℃で５分間静置した。そ
の後、１６．７μｇ／ｍｌのキモトリプシン溶液３０μｌを加え、３７℃で静置反応した
。経時的に反応サンプル３６μｌを回収し、あらかじめ用意しておいたＳａｍｐｌｅ　Ｂ
ｕｆｆｅｒ（０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ６．８）、４％　ＳＤＳ、２０％　Ｇｌ
ｙｃｅｒｏｌ、ＢＰＢ少量）１２μｌに加え、消化反応を停止させた。その後、反応液は
１０％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動後（１５μｌ／レーン使用）、ＣＢＢ染色した。
　左から順に分子量マーカー、ｈＬＦのキモトリプシンを加えずに３７℃で静置反応させ
たサンプル、ｈＬＦのキモトリプシンを加えて３７℃静置反応させたサンプル、ヒンジ欠
損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）のキモトリプシンを加えずに３７℃静置
反応させたサンプル、ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）のキモト
リプシンを加えて３７℃静置反応させたサンプルの泳動結果を図２０に示す。
【０１００】
　各バンドの濃さをＩｍａｇｅＪにより解析した。キモトリプシンを加えないバンドの濃
さの平均値を１００％としてグラフ化した（図２１）。ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈ
ＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）はほとんど分解されなかったが、コントロールであるｈＬＦは３
０秒で分解がおこり、ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）のキモト
リプシンに対する消化耐性が示された。
　また、表７に示すＢｕｆｆｅｒに溶解したｈＬＦ及びヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈ
ＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）をゲルカラムクロマトグラフィー分析したところヒンジ欠損型融
合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）はホモダイマーとして存在することが分かった
（図２２）。
　図２２パネルＢは溶出時間とタンパク分子量の相関性を示すグラフである。クロマトグ
ラフ（図２２パネルＡ）で、青曲線（「ｈＬＦ／ｄｈＩｇＧＦｃ」）は２量体を形成する
ための領域（ヒンジ領域）を含むヒンジ付加型ｈＬＦ／ｈＩｇＧＦｃ融合タンパク質の結
果である。他方、緑曲線（「ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ」）はヒンジ欠損型融合タンパク質
（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）の結果である。ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ及びｈＬＦ／ｄｈＩ
ｇＧＦｃをゲルろ過すると、両者の溶出時間にほとんど差がないことが判明した。このこ
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とから、ヒンジ欠損型融合タンパク質（ｈＬＦ／ｍｈＩｇＧＦｃ）は、溶液中ではダイマ
ーを形成していることが示された。
【産業上の利用可能性】
【０１０１】
　本発明は、改良された特性を有するラクトフェリン融合タンパク質、その用途及びその
製造方法を提供する。
［配列表］
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【図５】 【図１２Ａ】
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【図１３Ｃ】 【図１５Ｂ】



(45) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図１６】 【図１７Ａ】

【図１７Ｂ】



(46) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図６】



(47) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図７】



(48) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図８】



(49) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図９】



(50) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図１０】



(51) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図１１】



(52) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図１４】



(53) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図１５Ａ】



(54) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図１８】



(55) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図１９】



(56) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図２０】



(57) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図２１】



(58) JP 5855239 B2 2016.2.9

【図２２】



(59) JP 5855239 B2 2016.2.9

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    5/00     １０１　        　　　　　
   Ａ０１Ｋ  67/027    (2006.01)           Ａ０１Ｋ   67/027    　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ   21/02     　　　Ｃ        　　　　　
   Ａ０１Ｈ   5/00     (2006.01)           Ａ０１Ｈ    5/00     　　　Ａ        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  38/16     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   37/14     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    3/10     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   15/12     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    9/12     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   35/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   29/00     １０１　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   19/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   37/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/28     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/16     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/08     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/04     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/24     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/24     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/20     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/20     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    1/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    1/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   13/08     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   13/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    1/10     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   31/04     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   31/12     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    1/16     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    3/06     　　　　        　　　　　

    審査官  長部　喜幸

(56)参考文献  特表２００３－５１２０１１（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００２－５２００４５（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０００－５１１４２４（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０１０－５１４６９９（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０１０－５３１１３４（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００８－５０９１５３（ＪＰ，Ａ）　　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ０７Ｋ　　１９／００　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
              ＷＰＩ


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

