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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

  SapIによって認識される二つの収束性DNA配列、及び

、それらの間に見出され、SmaIによって認識されるイン

サートのクローニングイン(cloning-in)部位を含むDNA

配列を含む増幅モジュールを包含し、前記増幅モジュー

ルは、配列：GCTCTTCACCCGGGCCCAGAAGAGCを含む、DNAベ

クター。

【請求項２】

  タンパク質発現ベクターであって、更に複製開始点、

抗生物質抵抗性遺伝子、転写プロモーター、リプレッサ

ー遺伝子、翻訳開始シグナル、及び場合により6ヒスチ

ジン残基をコードする配列及び翻訳停止シグナルをコー

ドする配列を含む、請求項1に記載のDNAベクター。

【請求項３】

atgcgctctt cacccgggcc cagaagagct aagtaagtaa g (配

列1)、

atggctcttc acccgggccc agaagagcta agtaagtaag (配列

2)、

atgccgctct tcacccgggc ccagaagagc taagtaagta ag (配

列3)、

atgcaccacc accaccacca cagctcttca cccgggccca gaaga

gctaa gtaagtaag (配列4)、

atgcaccacc accaccacca cgctcttcac ccgggcccag aagag

ctaag taagtaag (配列5)、及び、

atgcaccacc accaccacca cccgctcttc acccgggccc agaag

agcta agtaagtaag (配列6)、

から成る群から選択される配列を有する、請求項1に記

載のDNAベクター。

【請求項４】

－1－

  (全   12 頁)



3 4

10

20

30

40

50

catgcaccac caccaccacc acagctcttc acccgggccc agaag

agcta agtaagtaag agctcgaccc ggtcgaattt gctttcgaat

 ttctgccatt catccgctta ttatcactta ttcaggcgta gcac

caggcg tttaagggca ccaataactg ccttaaaaaa attacgccc

c gccctgccac tcatcgcagt actgttgtaa ttcattaagc att

ctgccga catggaagcc atcacagacg gcatgatgaa cctgaatc

gc cagcggcatc agcaccttgt cgccttgcgt ataatatttg cc

catggtga aaacgggggc gaagaagttg tccatattgg ccacgtt

taa atcaaaactg gtgaaactca cccagggatt ggctgagacg a

aaaacatat tctcaataaa ccctttaggg aaataggcca ggtttt

cacc gtaacacgcc acatcttgcg aatatatgtg tagaaactgc 

cggaaatcgt cgtggtattc actccagagc gatgaaaacg tttca

gtttg ctcatggaaa acggtgtaac aagggtgaac actatcccat

 atcaccagct caccgtcttt cattgccata cggaattccg gatg

agcatt catcaggcgg gcaagaatgt gaataaaggc cggataaaa

c ttgtgcttat ttttctttac ggtctttaaa aaggccgtaa tat

ccagctg aacggtctgg ttataggtac attgagcaac tgactgaa

at gcctcaaaat gttctttacg atgccattgg gatatatcaa cg

gtggtata tccagtgatt tttttctcca ttttagcttc cttagct

cct gaaaatctcg ataactcaaa aaatacgccc ggtagtgatc t

tatttcatt atggtgaaag ttggaacctc ttacgtgccg atcaac

gtct cattttcgcc aaaagttggc ccagggcttc ccggtatcaa 

cagggacacc aggatttatt tattctgcga agtgatcttc cgtca

caggt atttattcgg cgcaaagtgc gtcgggtgat gctgccaact

 tactgattta gtgtatgatg gtgtttttga ggtgctccag tggc

ttctgt ttctatcagc tgtccctcct gttcagctac tgacggggt

g gtgcgtaacg gcaaaagcac cgccggacat cagcgctagc gga

gtgtata ctggcttact atgttggcac tgatgagggt gtcagtga

ag tgcttcatgt ggcaggagaa aaaaggctgc accggtgcgt ca

gcagaata tgtgatacag gatatattcc gcttcctcgc tcactga

ctc gctacgctcg gtcgttcgac tgcggcgagc ggaaatggct  

tacgaacggg gcggagattt cctggaagat gccaggaaga tactt

aacag ggaagtgaga gggccgcggc aaagccgttt ttccataggc

 tccgcccccc tgacaagcat cacgaaatct gacgctcaaa tcag

tggtgg cgaaacccga caggactata aagataccag gcgtttccc

c ctggcggctc cctcgtgcgc tctcctgttc ctgcctttcg gtt

taccggt gtcattccgc tgttatggcc gcgtttgtct cattccac

gc ctgacactca gttccgggta ggcagttcgc tccaagctgg ac

tgtatgca cgaacccccc gttcagtccg accgctgcgc cttatcc

ggt aactatcgtc ttgagtccaa cccggaaaga catgcaaaag c

accactggc agcagccact ggtaattgat ttagaggagt tagtct

tgaa gtcatgcgcc ggttaaggct aaactgaaag gacaagtttt 

ggtgactgcg ctcctccaag ccagttacct cggttcaaag agttg

gtagc tcagagaacc ttcgaaaaac cgccctgcaa ggcggttttt

 tcgttttcag agcaagagat tacgcgcaga ccaaaacgat ctca

agaaga tcatcttatt aatcagataa aatatttcta gatttcagt

g caatttatct cttcaaatgt agcacctgaa gtcagcccca tac

gatataa gttgtaattc tcatgtttga cagcatgcca tcgatcgc

ga tcttgctcaa ttgttatcag ctatgcgccg accagaacac ct

tgccgatc agccaaacgt ctcttcaggc cactgactag cgataac

ttt ccccacaacg gaacaactct cattgcatgg gatcattggg t

actgtgggt ttagtggttg taaaaacacc tgaccgctat ccctga

tcag tttcttgaag gtaaactcat cacccccaag tctggctatg 

cagaaatcac ctggctcaac agcctgctca gggtcaacga gaatt

aacat tccgtcagga aagcttggct tggagcctgt tggtgcggtc

 atggaattac cttcaacctc aagccagaat gcagaatcac tggc

tttttt ggttgtgctt acccatctct ccgcatcacc tttggtaaa

g gttctaagct caggtgagaa catccctgcc tgaacatgag aaa

aaacagg gtactcatac tcacttctaa gtgacggctg catactaa

cc gcttcataca tctcgtagat ttctctggcg attgaagggc ta

aattcttc aacgctaact ttgagaattt ttgcaagcaa tgcggcg

tta taagcattta atgcattgat gccattaaat aaagcaccaa c

gcctgactg ccccatcccc atcttgtctg cgacagattc ctggga

taag ccaagttcat ttttcttttt ttcataaatt gctttaaggc 

gacgtgcgtc ctcaagctgc tcttgtgtta atggtttctt ttttg

tgctc atacgttaaa tctatcaccg caagggataa atatctaaca

 ccgtgcgtgt tgactatttt acctctggcg gtgataatgg ttgc

atgtac taaggaggtt gtt (配列7)を有する、請求項1に記

載のDNAベクター。

【請求項５】

  a) エピトープをコードする平滑末端のDNA配列をクロ

ーン化して、請求項1～4に記載のDNAベクター内に、Sm

aIにより認識される部位で挿入する、

b)得られたベクターを細菌宿主中で増幅させ、単離して

SapIで消化し、その後、エピトープをコードするDNA配

列を含む単離した断片を、コンカテマーへのインサート

の一方向性のライゲーションを促進する、一本鎖突出末

端を備えるように修飾する、

c)単離した断片をオートライゲーションさせる、

d)オートライゲーション産物を、SapIにより認識される

部位で、請求項1～4に記載のDNAベクター中にクローン

化する、及び

e)得られたベクターを細菌宿主の形質転換に使用し、そ

の後ポリエピトープタンパク質を発現させ、単離する、

方法であって、ポリエピトープタンパク質の大きさを増

大させるため、段階e)を実行する前に段階b)からd)を繰

り返すことを特徴とする、ポリエピトープタンパク質を

得る方法。

【請求項６】

  エピトープがHBVエピトープである、請求項5に記載の

方法。

【請求項７】

  増幅されたモノマー断片は、異なるタンパク質又は同

じタンパク質の異なる領域に由来する様々なエピトープ

を含む、請求項5に記載の方法。

【請求項８】

  ポリエピトープタンパク質が、その精製を促進する配

列を更に含み、段階e)において実施される単離が、金属

アフィニティクロマトグラフィーの使用を包含する、請

求項5に記載の方法。
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【請求項９】

  段階e)において、ポリエピトープタンパク質が巨大分

子担体に固定化されている、請求項5に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

【技術分野】

【０００１】

    本発明の主題は、ポリエピトープタンパク質を得る

方法とこの方法を具体化するためのDNAベクターに関す

る。本発明に従って得られるタンパク質は、特に改善さ

れたワクチンの生産のために、多くの用途が見いだされ

てよい。

【背景技術】

【０００２】

    Shen S-Hは、多量体(最大7コピー)のプロインスリ

ンを得る方法を開示している(P.N.A.Sci USA 81:4627-

4631(1984))。当該多量体は、IISエンドヌクレアーゼ(

SfaNI、アルカリフォスファターゼ、ポリヌクレオチド

キナーゼ及びDNAリガーゼ)で切断された合成DNA断片を

用いたDNA長の連続した連結を使用して得られた。しか

しながら、この方法では、毎回1つの追加モノマーコピ

ーしか付加できないため、単一の反応中で多数重複した

繰り返しのDNA配列を産生することはできない。

【０００３】

  Lennickらは、ペプチドホルモン、すなわち心房性ナ

トリウム利尿ペプチドの8コピーをコードする多量体遺

伝子を開示している(Gene 61:103-112(1987))。開示さ

れた方法は、ペプチドをコードする配列の多量体コピー

を生じさせることができるベクターを使用しておらず、

得られた多量体遺伝子はin vitroで産生されたものであ

り、最終的に一般に使用される発現ベクター中へとクロ

ーン化された。この方法もまた、毎回1つの追加モノマ

ーしか付加することができないため、単一の反応中で容

易にDNA配列を増幅させることはできない。

【０００４】

  Kim, S. C.及びSzybalski, Wは、IIS型制限エンドヌ

クレアーゼBspMI、pSK3 DNAベクター及びDNAリガーゼを

使用して、クローン化DNA断片を一方向性に増幅させる

方法を開示している(Gene 71:1-8、(1998))。コンカテ

マー中に30モノマーのコピーが得られた。しかしながら

、基質DNAを完全に分解しないため、BspMIの使用は実際

には困難である。事実、ORFを持続的に維持することは

できず、増幅は、増幅されたコンカテマーに追加のDNA

配列を導入する。記載された方法では、所望の数の繰り

返しDNA断片を得る可能性を著しく制限する増幅サイク

ルを繰り返すことはできない。記載されたベクターは、

発現ベクターではなかった。

【０００５】

  Lee, J.H.らは、IIS型制限エンドヌクレアーゼ-BspM

I及びBbsI、pBBS1 DNAベクター及びDNAリガーゼを使用

して、クローン化DNA断片を一方向性に増幅させる方法

を開示している(Genetic Analysis; Biomolecular Eng

ineering 13: 139-145(1996))。当該方法は、4ヌクレオ

チド(nt)の突出DNA末端のオートライゲーションに基づ

いており、増幅DNA断片の所望のコピー数を達成するた

めの、増幅サイクルの繰り返しが不可能であるため、O

RF持続性の維持が不可能となる。使用されたベクターは

発現ベクターではなかった。この方法は、短い抗菌ペプ

チド遺伝子-mogainin(108コピー)を増幅するために使用

された。

【０００６】

  Lee, J.H.らは、前述のベクターpBBS1に基づく方法の

別の変形を開示している(Protein Expression and pur

ification 12:53-60(1998))。使用されたベクターは発

現ベクターではなかった。著者らは、Bbsl酵素を使用し

て4ヌクレオチド(nt)の突出DNA末端、深刻なORF持続性

の阻害を生じさせた。この文献は、増幅配列中で6コピ

ー未満のDNAモノマーDNAを産生することを開示している

。この方法は、monoganin抗菌ペプチド遺伝子とBuffer

in IIの増幅に使用された。

【０００７】

  Wang, Y-Q及びCai, J.Y. は、二つのDNAアダプターの

存在下、非対称の突出末端を含む合成DNA断片のオート

ライゲーションを用いて、抗菌ペプチドをコードする遺

伝子を多量体化した、他のバリアントを開示している（

Appl Biochem Biotechnol. 141:203-13(2007))。前記ア

ダプターは、制限エンドヌクレアーゼSalI及びEcoRIに

より認識される配列を含んでいた。この手法はベクター

を使用せず、増幅を制御することは困難であり、合成D

NAのモノマーの連続部分を反応中に添加する必要がある

。開示された重合体遺伝子の構築方法は、抗菌ペプチド

の産生のために設計され、結果として重合体タンパク質

中に８モノマーのコピーを生じた。

【先行技術文献】

【非特許文献】

【０００８】

【非特許文献１】Shen S-H(P.N.A.Sci USA 81:4627-46

31(1984)

【非特許文献２】Lennickら(Gene 61:103-112(1987)

【発明の概要】

【０００９】

  本発明の到達点は、任意の長さのポリエピトープタン

パク質を容易に得る方法、前記方法及びより高次のポリ

エピトープ構造を得る態様において有用なベクターを供

給することである。得られたポリエピトープタンパク質

及び高次のポリエピトープ構造は、幅広い用途に有用で

あり、特に効果を増強した改良ワクチンの産生に用いる

ことができる。

【００１０】

  本発明の主題は、SapIエンドヌクレアーゼによって認

識される二つの収束性のDNA配列を含む増幅モジュール
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の配列を包含するDNAベクター、及び、SmaIエンドヌク

レアーゼによって認識されるインサートのクローニング

イン(cloning-in)部位を含む、介在DNA配列であり、好

ましくは、増幅モジュールは配列GCTCTTCACCCGGGCCCAG

AAGAGC(配列番号11)を有する。

【発明が解決しようとする課題】

【００１１】

  好ましくは、本発明のDNAベクターは、更に複製開始

点(好ましくはp15A)、抗生物質抵抗性遺伝子(好ましく

はクロラムフェニコール)、転写プロモーター(好ましく

はλバクテリオファージのPR )、リプレッサー遺伝子(好

ましくはcl857ts)、翻訳開始シグナル、及び場合により

6ヒスチジン残基をコードする配列及び翻訳停止シグナ

ルをコードする配列をさらに含むタンパク質発現ベクタ

ーである。

【００１２】

  好ましくは、本発明のDNAベクターは図2に示す配列1

～6の中から選択される配列を含む。

【００１３】

  好ましくは、本発明のDNAベクターは配列7(pAMP1-Hi

sA)を有する。

【００１４】

  本発明の次の主題は、以下に特徴づけられるポリエピ

トープタンパク質を得る方法である：

a) エピトープをコードする平滑末端のDNA配列をクロー

ン化して、上記で定義されたベクター内に、エンドヌク

レアーゼSmaIにより認識される部位で挿入するか、又は

、エピトープをコードする突出末端のDNA配列をクロー

ン化して、上記で定義されたベクター内に、SapIエンド

ヌクレアーゼにより認識される部位で挿入する。場合に

より、コンカテマー形成効率を向上させるために、Sap

Iで消化されたベクターへの添加に先立ち、一方向性の

消化を確実にするよう、突出末端を有するDNA配列の予

備ライゲーションを行うことができる。

b)得られたベクターを細菌宿主中で増幅させ、単離し、

IISサブタイプ制限SapIエンドヌクレアーゼで消化し、

その後、エピトープをコードするDNA配列を含む単離さ

れた断片を、コンカテマーへのインサートの一方向性の

ライゲーションを確実にするよう、一本鎖突出末端を備

えるように修飾する。

c)単離した断片をオートライゲーションさせる。

d)オートライゲーション産物を、サブタイプIIS制限Sa

pIエンドヌクレアーゼにより認識される部位で、請求項

1～4に定義したDNAベクター中にクローン化する、及び

e)得られたベクターを細菌宿主の形質転換に使用し、そ

の後ポリエピトープタンパク質を発現させ、単離する、

上記方法において、ポリエピトープタンパク質の大きさ

を増大させるため、段階e)を実行する前に段階b)からd

)を繰り返す。

【００１５】

場合により、別のエピトープの増幅段階において、上記

で定義された、得られたポリエピトープタンパク質を高

分子担体(微生物、細胞、細菌、バクテリオファージ、

ウイルス、不完全ウイルス、自己凝集タンパク質又はナ

ノ粒子等)上に固定化することにより、使用する。

【課題を解決するための手段】

【００１６】

  以下の実施例は、本発明にかかる方法の可能な態様の

変形の一つについての詳細な記載を含む。インサートの

クローン化における他の方法は、デオキシリボヌクレオ

チド3リン酸の存在下でDNAポリメラーゼを使用して突出

末端が埋められたSapI消化ベクターを使用することであ

る。本発明に従い、当業者は次の態様のバリアントを提

案することができる。

【００１７】

  好ましくは、エピトープは、特に合成配列9によりコ

ードされるHBVエピトープである(図3)。

【００１８】

  好ましくは、増幅されたモノマー部分は、異なるタン

パク質又は同じタンパク質の異なる領域に由来し、好ま

しくは合成配列によってコードされる種々のエピトープ

を含んでもよい(図1)。

【００１９】

  発明者らはまた、遺伝子工学的方法及び化学合成を使

用し、天然には発生しない人工遺伝子を設計し使用する

方法を開示しており、当該人工遺伝子は、一つまたは複

数のペプチドの複数のモノマー単位を含む、繰り返し部

分をコードする複数のDNAコピーを含む。特定の生物学

的又は化学的機能を有するペプチド(エピトープ)をコー

ドする遺伝子の増幅は、得られた(ポリ)ペプチドと特異

的なリガンドとの所望の相互作用を増大させることにつ

ながる。特に、このようなポリエピトープタンパク質は

(i)人工抗原- 免疫系の刺激能力を増強させたワクチン

の新規創出；(ii)その工業生産性又は環境修復性のため

のレアメタルキレート化モジュールを含むポリタンパク

質；(iii) 悪影響を停止させるために創傷中で作用する

プロテアーゼ等の、酵素コファクター(陽イオン、陰イ

オン、有機分子等)に対する結合モジュール;(iv)分子病

、ウイルス疾患、及び細菌性疾患の治療のための、生物

学的機能の活性化剤又は阻害剤と共にペプチドを含む、

マルチエピトープ保護タンパク質、多重モジュール;(v

)ペプチドホルモンのマルチマー又はシグナルタンパク

質の生物学的に活性な断片及び組織再生を刺激するペプ

チドホルモンのマルチマー又はシグナルタンパク質の生

物学的に活性な断片を含む、マルチエピトープタンパク

質;(vi)巨大分子担体(微生物、細胞、細菌、バクテリオ

ファージ、ウイルス、不完全なウイルス粒子、自己凝集

タンパク質、又はナノ粒子など)上に固定化されたポリ

エピトープタンパク質、として有用である。 固定化は

、遺伝学的又は化学的手段を使用して実施されてよい。
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【図面の簡単な説明】

【００２０】

【図１】HBV抗原表面の増幅の例を使用して記載した本

発明の方法の概要。

【図２】pAMPベクターの第一のシリーズを、p15A複製開

始点を有するベクター骨格に基づいて設計したものであ

る。設計されたベクターのうち、pAMP-A(6ヒスチジン残

基の融合タグを含まない)と、pAMP-HisA(6ヒスチジン残

基の融合タグを含む)とを構築した。さらには、pAMPベ

クターシリーズは、λファージPRの制御下でタンパク質

を高発現する選択肢と、効率的な金属アフィニティクロ

マトグラフィーのプロトコルを使用することにより、ポ

リエピトープタンパク質の単離を可能にするHis6タグに

よる融合の選択肢を付して構築された。

【図３】増幅反応に供されるHBV表面抗原の7アミノ酸エ

ピトープのモデル。

【図４】pAMP1-HisAベクター、SapIエンドヌクレアーゼ

及びDNAリガーゼを使用した、HBV表面抗原モデルに由来

する7アミノ酸エピトープのin vitro増幅反応の結果を

示している。

【図５】第一の増幅ラウンドで得られた、HBVタンパク

質のポリエピトープをコードする遺伝子のハイブリッド

クローン分析の結果。

【図６】HBVエピトープの五量体の増幅の第二ラウンド

の結果。

【図７】AMP1-HisAベクターにおける第一の増幅ラウン

ド(13-mer)の間に得られたタンパク質ポリエピトープH

BVタンパク質をコードするハイブリッド遺伝子の発現解

析例

【図８】pAMP1-HisAベクターの制限地図

【図９】HBVの7アミノ酸エピトープの増幅の結果生じた

13コピーのコンカテマー遺伝子のバリアントの発現プラ

スミド

【図１０】13コピーのコンカテマー遺伝子の発現のウエ

スタンブロット検出

【図１１】多遺伝子性の五量体エピトープのポリエピト

ープタンパク質と、HBVエピトープ多遺伝子の増幅に働

き、バクテリオファージベクターとの遺伝子工学的に融

合するために使用される、EcoRI及びHindIIIの制限部位

を導入する望ましいプライマーとの配列

【図１２】実施例3で使用された精製25mer及び、実施例

4で使用された五量体HBVエピトープを数百コピー提示す

る組み換えT7バクテリオファージのウエスタンブロット

【発明を実施するための形態】

【実施例】

【００２１】

  実施例1：本発明の方法の態様の概要図

【００２２】

  図1は、HBV抗原表面の増幅の例を使用して記載した本

発明の方法の概要である。この図は、エピトープの増幅

ベクターと増幅反応の概要を表している (図中：合成H

BVエピトープ)。

【００２３】

  増幅ベクターは、優先的に長いDNA配列を認識し、DN

Aを切断して3ヌクレオチド(又は3ヌクレオチドの重複)

の突出末端を生じるサブタイプIIS制限エンドヌクレア

ーゼによって認識される二つの収束性のDNA配列を含む

。発明者らは、SapIエンドヌクレアーゼを使用した。S

apIエンドヌクレアーゼの注目すべき特徴は、(ベクター

及び増幅したDNA部分に固有の)7塩基対の比較的長い配

列を認識して、上の鎖では１ヌクレオチドの距離、下の

鎖からは4ヌクレオチドの距離で切断し、3ヌクレオチド

の突出末端又は単一コドンの等価物を生じる。SapI部位

はベクター中で、挿入されたDNAのクローニングのため

に設計されている従来のII型エンドヌクレアーゼの配列

に隣接している。発明者らは、認識配列中でDNAを切断

し、いわゆる平滑末端を生じるSmaIエンドヌクレアーゼ

を使用した。SmaIによるベクターの切断は、合成又は天

然の任意のDNA部分をクローン化し、増幅することがで

きる。好ましい実施形態では、増幅されたDNA部分は、

数個の同一または異なる抗原を包含する抗原又はアミノ

酸配列をコードする。唯一の制限は増幅された断片の長

さであり、所定の種類のDNAベクターによって許容され

るインサートDNAの長さによって決定される。 

【００２４】

  実施例２:設計された6つのpAMP1ベクター

  図2に示した実施形態において、発明者らは、pAMPベ

クターの第一のシリーズを、p15A複製開始点を有するベ

クター骨格に基づいて設計した。設計されたベクターの

うち、発明者らは、pAMP1-A(6ヒスチジン残基の融合タ

グを含まない)と、pAMP1-HisA(6ヒスチジン残基の融合

タグを含む)とを構築した。さらには、pAMPベクターシ

リーズは、λファージPRの制御下でタンパク質を高発現

する選択肢と、効率的な金属アフィニティクロマトグラ

フィーのプロトコルを使用することにより、ポリエピト

ープタンパク質の単離を可能にするHis6タグによる融合

の選択肢を付して構築された。

【００２５】

  ベクターは、p15A複製開始点、クロラムフェニコール

に対する抗生物質抵抗性遺伝子、λバクテリオファージ

に由来する強力な転写プロモーターPR、リプレッサー遺

伝子clt857ts、翻訳開始シグナル、ニッケルイオンとの

親和性を有する6ヒスチジン残基の配列、翻訳開始コド

ンATG及びORFを維持するDNA断片の一方向性の増幅のた

めのモジュールと融合した、IISサブタイプエンドヌク

レアーゼ、好ましくはSapIの収束性の制限部位であって

挿入されたDNAのクローニングのための補助的な制限部

位、好ましくはSmaIを含む短いDNA部分によって分離さ
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れている制限部位系を含む。バリアントは、(天然の非

合成DNA配列を増幅する際に重要でありうる)3つのリー

ディングフレームを制御する能力という点、及び、(電

荷、可溶性及びその他の生化学的パラメータにかかわら

ず、発現したポリエピトープタンパク質のその後の単離

を容易にする点で優れている)His6タグの存在又は非存

在という点で異なる。バリアント4を、HBVの表面抗原に

由来するエピトープを増幅する以下の実施例において使

用した。増幅モジュールは、様々なクラスのベクター、

例えば、他の複製起点、抗生物質抵抗性遺伝子、転写プ

ロモーター、及び翻訳シグナルを含むベクターをクロー

ニングすることによって導入されてよい。例えば、発明

者らは、増幅したモジュールを、アンピシリン抵抗性及

びcolE1複製起点並びにaraBAD又はT7転写プロモーター

をそれぞれ有するベクターpBAD/Myc-HisA及びpET21d21

d(+)に導入した。NcoI及びSacI酵素の突出末端を有する

合成モジュールは、His6残基アフィニティタグを含む及

び含まないバージョンで、これらの酵素で切断されたベ

クター中にクローン化され、araBAD又はT7プロモーター

を(それぞれ)使用するポリエピトープタンパク質の発現

が可能になった。発明者らは、標準的なMCS(マルチクロ

ーニングサイト)において挿入された増幅モジュールを

有するベクターpBADMP1-A、pBADAMP1-HisA、pETAMP-A、

pETAMP1-HisAを得た。

【００２６】

  実施例3において使用されるpAMP1-HisAベクターの全

配列は、配列7として示される。さらに、図8においては

、pAMP1-HisAベクターの制限地図を示しており、図9に

おいては、13merの抗原性ペプチドをクローン化したpA

MP1-HisAベクターの制限地図を示している。

【００２７】

  実施例2において使用される、pBAD及びpETベクターに

導入された増幅モジュールをコードする合成オリゴリボ

ヌクレオチドの配列は、配列12、13、14及び15に示され

る。

【００２８】

  実施例3：HBV表面抗原の7アミノ酸エピトープのモデ

ルを含むポリエピトープタンパク質の産生

【００２９】

  増幅反応に供されるHBV表面抗原の7アミノ酸エピトー

プのモデルを図3に示す。

【００３０】

  HBV表面抗原のエピトープをコードする合成DNA断片は

、pAMP1-HisAベクターにおける試験的な増幅実験に供さ

れる。発明者らは、in vitroで、DNAコンカテマー中に

60コピー超のエピトープ及びin vivoでクローン化され

た13コピーのIN THE HYBRIDポリエピトープタンパク質

を得た。

【００３１】

  図4は、pAMP1-HisAベクター、SapIエンドヌクレアー

ゼ及びDNAリガーゼを使用した、HBV表面タンパク質モデ

ルに由来する7アミノ酸エピトープのin vitro増幅反応

の結果を示している。

【００３２】

  発明者らは、PAGEを使用して増幅反応を分析した。発

明者らは、HBV表面抗原の7アミノ酸エピトープをコード

する、21bpの合成DNA断片を増幅ベクターpAMP1-HisA中

でクローン化した。HBVエピトープモノマーを含むプラ

スミドをSapIエンドヌクレアーゼで消化し、プラスミド

構造から修飾エピトープを除去した。この修飾は、一本

鎖5‘突出末端の3ヌクレオチドの付加から成る。増幅反

応とは別に、最終的なポリマーハイブリッドタンパク質

において、これらの末端はプロリン残基の付加、いわゆ

る“へリックスブレーカー”を担い、エピトープモノマ

ーを分離し、3次元構造中で、エピトープの独立したフ

ォールディングを促進し、従ってその天然の空間構造の

維持を助ける。付加される“へリックスブレーカー”の

数は、それらをコードするアミノ酸の合成エピトープ末

端への導入によって、(コードするDNAレベルで)任意に

制御されうる。切除された、エピトープをコードする修

飾DNAは、in vitroで自動ライゲーションに供される。

5～160分のレーンは、自己ライゲーションの動態を示し

ている。反応産物は、長さが増大する一連のDNA部分を

生じる電気泳動で分析される。これは、DNAリガーゼ(K

)のない対照反応に関連するエピトープ遺伝子の一方向

性のコンカテマー(ポリマー)である。生じたin vitroコ

ンカテマーは再度、pAMP-HisA中へクローン化された。

これらは別の増幅サイクル又は、コードされた多量体タ

ンパク質の発現に供されてよい。

【００３３】

  図5は、第一の増幅ラウンドで得られた、HBVタンパク

質のポリエピトープをコードする遺伝子のハイブリッド

クローン分析の結果を示す。

【００３４】

   以下の系：pAMP-HisA増幅ベクター/SapIエンドヌク

レアーゼ/DNAリガーゼを使用してin vitroでポリマー化

された、合成HBVエピトープ遺伝子の混合物(図4、レー

ン：MIX)は、poly-HBVエピトープ遺伝子のバリアントを

修復し、コードされたポリエピトープタンパク質を発現

し、増幅サイクルを繰り返すよう、pAMP-HisA増幅ベク

ター中で再度クローン化された。増幅反応の第一ラウン

ドにおいて、発明者らは、2～13コピーのエピトープを

含む、一連のクローンを得た(レーン1～13、PCR分析、

DNA断片はその長さ(結合したエピトープの数の直接的な

指標)が長くなるほどゆっくりと移動する)。DNA配列の

分析は、得られたコンストラクトにおけるORFの持続性

を示し、従ってこのような各合成多遺伝子は、これらの

合成タンパク質が標的とする役割に関して非常に重要な

、異なるポリエピトープHBVタンパク質をコードする。

これは、それらの異なるバリアントが、免疫応答の強度
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及び可溶性の変化を誘導するという事実に起因する。S

apIによる再度の除去後、各コンカテマー遺伝子バリア

ントは、全く別の増幅反応に供されてもよく、(プロリ

ンにより分断された)数百コピーのHBVエピトープ遺伝子

から成る次の多遺伝子をもたらし、ハイブリッドコンス

トラクト内で、大腸菌高発現系におけるORF持続性を維

持する。従って、連続的な各増幅ラウンドは、幾何学的

な比率でコンカテマーにおけるモノマーコピー数を増幅

させ、短時間で、所定のコピー数の標的プラスミドコン

ストラクトのバリアントが得られる。

【００３５】

  図6は、HBVエピトープの五量体コンカテマーの増幅の

第二ラウンドの結果を示す。

【００３６】

  DNA断片はSapIエンドヌクレアーゼを使用して、増幅

の第1ラウンドの間に得られ、再度増幅に供された5エピ

トープのコピーのコンカテマーを含むpAMP1-HisAコンス

トラクトから除去された。最も大きなコンカテマーは、

12コピーの5量体を含み、60倍の一方向性の多量体HBVエ

ピトープを構成しており、アガロースゲル分離の端にお

いて可視化される。大きなコンカテマーが明白に可視化

されるほど、一方で区別できるバンドへと分離されなく

なる。得られた第二ラウンドの産物は、pAMP-HisA中へ

と再度クローン化され、持続性ORFを有する単一組み換

えポリペプチド(タンパク質)で表される、数百又は数千

のHBVエピトープのコピーの産生をもたらす増幅の第三

ラウンドに供されてもよい。これらのクローンはまた、

ポリエピトープタンパク質内でのエピトープ増幅のバリ

アントを得るための分析的な発現にも供された。

【００３７】

  図7は、pAMP1-HisAベクターにおける第一の、モデル

の、増幅ラウンド(13-mer)の間に得られたポリエピトー

プHBVタンパク質をコードするハイブリッド遺伝子の発

現解析例を示している(配列番号7、図8)。発明者らは、

発現された13merのポリHBVエピトープの電気泳動解析を

、変性条件下のポリアクリルアミドゲル及びクマシーブ

ルー染色で行った。レーンMはタンパク質定量マーカー

(GE LMW  Calibration Kit)であり；レーンK0～3：13m

erのHBVコンストラクトを含む、誘導前の組み換え大腸

菌培養、0、1、2、3時間のサンプル、レーン1時間～16

時間: 13merのHBVコンストラクトを含む、熱誘導後の組

み換え大腸菌培養、1、2、3、4及び16時間のサンプル。

赤矢印は、赤紫色に染色した、13merのHBVバンドが増え

ていることを示す。菌における発現誘導の持続を超えて

濃度が増大した(連続したレーン)、13merのバンドの赤

紫色の異常な染色は、アミノ酸部分の配列の繰り返し染

色の規則正しい配列から生じており、従って、検出及び

単離の間にポリエピトープタンパク質の存在の更なる試

験として機能を果たす。発明者らは、各エピトープがプ

ロリン残基によって分断された、HBVの7アミノ酸エピト

ープの増幅の結果生じた13コピーのコンカテマー遺伝子

のバリアントを含むクローンの発現解析(in vivoにおけ

るタンパク質合成)を使用した(発現プラスミドは、配列

番号8、図9を参照)。この技術は、ORFの持続性を維持す

る。発現は、大腸菌/、人工ポリエピトープHBVタンパク

質の高発現をもたらすPRλバクテリオファージプロモー

ターの系において実施された。

【００３８】

  図10：ABCは、ポリエピトープタンパク質のバリアン

トの例：13コピーのコンカテマー遺伝子の発現を分離す

る手法とウエスタンブロット検出を表している。(増幅

ベクターを有し、13merのHBVエピトープを発現する)組

み換え菌の予備培養(10L)から誘導及び発現後まで、発

明者らは、細菌のバイオマスを遠心分離して以下の手法

に供した：(i)細胞のデブリの超音波分解及び遠心分離

、(ii)分解物を65℃で加熱して宿主のタンパク質を変性

させ、沈殿したタンパク質を遠心分離する、(iii)核酸

及び酸性の宿主タンパク質を除去するために生成物を緩

衝化ポリエチレンイミンで処理し、沈殿物を遠心分離す

る、(iv)硫酸アンモニウムで塩析することによって分画

し、次の単離段階で使用するために、13-merのHPVエピ

トープを含有する沈殿物及びバッファー中の分解物を遠

心分離する、(v)ゲル中でニッケルイオンをキレートす

るためのAKTA高性能アフィニティークロマトグラフィー

-HiTrap IMAC HP、13merのN末端において6ヒスチジン残

基のタグに結合する、(vi)Superdex 200pgにおけるAKT

A高性能分子ふるいクロマトグラフィー。電気泳動的に

均一な13merのポリエピトープタンパク質の生成された

調製物を、抗6ヒスチジン残基タグモノクローナル抗体

を使用して、発色反応がコンジュゲートしたHRP及び3,

3',4,4'-テトラアミノビフェニルヘトラヒドロクロリド

を使用して実施されるウエスタンブロッティングに供し

た。図10は：パネルA～B:13merのHBVエピトープを単離

する連続した段階のサンプルのPAGEの変性。レーン:M-

分子量マーカー(GE LMW Calibration kit);レーン1-13

merのHBVエピトープを発現する組み換え細菌細胞;レー

ン2-超音波処理の結果生じた細胞抽出物; レーン3-加熱

後沈殿した変性タンパク質;レーン4-ポリエチレンイミ

ンでの処理後の13merを含む上清;レーン5及び6-硫酸ア

ンモニウムでの分画後の13merを含む上清;レーン7-金属

アフィニティクロマトグラフィを使用した精製後のHBV

13mer；レーン8-分子ふるいクロマトグラフィー後のHB

V13mer；パネルC:ウエスタンブロット検出。レーン1-分

子量マーカー(GE LMW Calibratio

n kit);レーン2-精製HBV13mer調製物;レーン3-抗6ヒス

チジン残基タグ(Merk)抗体によるウエスタンブロット検

出。

【００３９】

  組み換え宿主はいずれも6ヒスチジン配列を含むタン

パク質を有していないため、陽性反応は、単離されたタ
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ンパク質が13merのHBVポリエピトープタンパク質である

ことを明確に裏付けるものである。更なる裏づけは、分

子量マーカーと比較した、単離されたタンパク質の予測

サイズ及びHiTrap  IMAC HPゲルに対する特異的な結合

である。この手法は共通のものであり、6ヒスチジン残

基と融合した他のポリエピトープタンパク質のバリアン

トの単離においても成功裏に裏付けられており、多量化

したHBVエピトープの量の変化を含む。

【００４０】

  実施例4：T7バクテリオファージのカプシド表面のHB

V表面抗原の7アミノ酸エピトープのモデルを含む、ポリ

エピトープタンパク質の数百の固定化コピーを含む多量

体構造のより高次での産生

【００４１】

  ポリエピトープタンパク質の構築は、単一のタンパク

質分子中のエピトープ濃度の多重増加を促進し、次の増

幅段階は、より高次の構造の多くのポリエピトープタン

パク質分子の組合せに基づく。このことは、(i)生物学

的に、ポリエピトープタンパク質と、染色体、核様体、

微生物のプラスミド、細菌、バクテリオファージ、もし

くはウイルスなどの高次の構造担体の遺伝材料と、ポリ

エピトープタンパク質をコードする遺伝子との融合を介

して、又は(ii)化学的手段により、巨大分子と結合する

因子の使用を介して、達成されうる。

【００４２】

  図11は、五量体エピトープを有する多遺伝子性のポリ

エピトープタンパク質と、HBVエピトープ多遺伝子の増

幅に働き、バクテリオファージベクターとの遺伝子工学

的に融合するために使用される、EcoRI及びHindIIIの制

限部位を導入する望ましいプライマーとの配列を表して

いる。この配列は、大腸菌に感染するT7バクテリオファ

ージカプシド表面のポリエピトープHBV五量体エピトー

プの生物学的固定手法の例を設計するために使用された

。発明者らは、市販されているNovagen T7Select(登録

商標) Phage Display SystemのファージベクターT7Sle

ct415-1bを使用するバージョンを使用した。当該システ

ムは、415ポリペプチドコピーを長さ50アミノ酸残基以

下で正確に固定化し、従って、(好ましくは、発明者ら

は五量体構造を使用する)完全な高分子構造は、2075コ

ピーのHBVエピトープを含む。バクテリオファージカプ

シド表面のポリエピトープタンパク質の固定化手法は、

以下の段階から成る：(i)T7カプシドを形成するための

タンパク質への翻訳のためのORF持続性を維持し、DNA断

片をクローニングするためのベクターT7Slect415-1b用

の、エンドヌクレアーゼHindIII及びEcoRIに対する制限

部位を導入した、五量体HBVエピトープをコードする断

片のPCR増幅;(ii)PCR増幅した断片の、制限エンドヌク

レアーゼHindII及びEcoRIによる消化;(iii)消化したPC

R断片と、予めHindIII及びEcoRIで消化したT7バクテリ

オファージの左右腕との一方向性のライゲーション;(i

v)組み換えT7バクテリオファージのin vitroでのパッキ

ング及び宿主大腸菌への感染;(v)組み換えT7バクテリオ

ファージの個々のクローンの単離、クローンの増幅及び

設計された配列で産生されたDNA配列の検証。

【００４３】

  実施例4で使用される(五量体HBVエピトープのバリア

ントをコードする)Phage Display Systemのインサート

を産生するための基質であるPCR産物の配列は、配列16

として示され、5HBVエピトープのバリアントの増幅に使

用されるPCRプライマーの配列は配列17及び18として示

される。

【００４４】

  実施例5:ポリエピトープHBVタンパク質の免疫学的活

性

【００４５】

  実施例2の25merのポリエピトープHBVタンパク質を実

施例4において示した手法を使用して組み換え菌から単

離した。代表群のマウス(それぞれ6個体)に、不完全フ

ロイントアジュバントと混合した、精製25merのPBS緩衝

溶液を20μg/個体で接種した。並行して、対照群もPBS

及び不完全フロイントアジュバントを接種した。ワクチ

ン化サイクルは3週間間隔で3回の注射を含んだ。

【００４６】

  図12は、実施例3で使用された精製25mer及び、実施例

4で使用された五量体HBVエピトープを数百コピー提示す

る組み換えT7バクテリオファージのウエスタンブロット

を示す。変性PAGEを使用して分離されたサンプルを、不

完全フロイントアジュバントと混合した、25merのポリ

エピトープHBVタンパク質を接種されたマウスに由来す

る上清及びPBS及び不完全フロイントアジュバントを接

種された対照マウスに由来する上清を使用してウエスタ

ンブロットした。レーンM、泳動定量マーカー;レーン1

、五量体HBVエピトープを含む精製組み換えバクテリオ

ファージ。パネルAの左手の矢印は、バクテリオファー

ジT7カプシドと、五量体HBVエピトープとの融合タンパ

ク質の位置を示す。パネルAの右手矢印は、精製25merタ

ンパク質の多量体形態を示す;レーン2:図10に従って、

均一に精製された25merのポリエピトープHBVタンパク質

。この結果は、ポリエピトープタンパク質及び組み換え

バクテリオファージT7のカプシド上に提示されたポリエ

ピトープタンパク質の両方に存在する、7アミノ酸HBVエ

ピトープ多量体に対する、最初の3サイクルの免疫化後

の特異的な体液性免疫応答を示す。同時に、陽性のウエ

スタンブロットの結果及び組み換えバクテリオファージ

T7のDNA配列は、実施例4のクローニング法の正確性、並

びに、五量体HBVエピトープを提示し、次世代ワクチン

のバリアントにおいて述べられている技術を使用する可

能性を示す組み換えバクテリオファージのバリアントを

評価している。得られたポリエピトープHBVタンパク質

及び組み換えT7バクテリオファージは、ポリエピトープ
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HBVタンパク質の多量体コピーを有しており、抗HBVワク チンのプロトタイプを構成する。

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】

【図５】 【図７】
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【図１０Ｃ】 【図１１】 【図１２Ｂ】

特許第６６９２７９６号(10)

－10－



【図１２Ａ】

特許第６６９２７９６号(11)

－11－



フロントページの続き

 

(72)発明者  アグニエシュカ・ジリッチュ－スタフーラ

            ポーランド・グダニスク・ＰＬ－８０－３０６・ウリツァ・ポランキ・６８

(72)発明者  オルガ・ゾルニエルキエヴィチ

            ポーランド・グダニスク・ＰＬ－８０－３０６・ウリツァ・スタルトバ・１５ア／２０

(72)発明者  マウゴジャータ・スコフロン

            ポーランド・グディニャ・ＰＬ－８１－６０１・ウリツァ・カンスキエゴ・１ア／１

(72)発明者  ルカシュ・ヤヌス

            ポーランド・ポズナン・ＰＬ－６０－６９４・ウリツァ・オシェドレ・ブワディスワヴァ・ヤギエ

            ウウィ・１５・エム・６

(72)発明者  ヨアンナ・イエゼウスカ－フラッコヴィアク

            ポーランド・グダニスク・ＰＬ－８０－３３１・ウリツァ・タトシャンスカ・１１ア／４８

(72)発明者  ダリア・クレフト

            ポーランド・レダ・ＰＬ－８４－２４０・ウリツァ・オブボドバ・２６／ベ２０

(72)発明者  ダヴィド・ニゾウルスキ

            ポーランド・グダニスク・ＰＬ－８０－８０７・ウリツァ・マルチナ・ドラガナ・２０／６

(72)発明者  カスヤン・シェミアコ

            ポーランド・グダニスク・ＰＬ－８０－２８７・ウリツァ・オランスカ・２ベ／１２

(72)発明者  ナタリア・マチエジュフスカ

            ポーランド・プウォシニツァ・ＰＬ－１３－２０６・ザレシエ・８０

(72)発明者  マルタ・ノヴァック

            ポーランド・レダ・ＰＬ－８４－２４０・ウリツァ・フツァソバ・３２

(72)発明者  アネタ・シマンスカ

            ポーランド・グダニスク・ＰＬ－８０－２８３・ウリツァ・クルレフスキエ・ブズグジェ・２３／

            ３１

    審査官  飯室  里美

(56)参考文献  特開平１１－２２１０８９（ＪＰ，Ａ）      

              特表２０１３－５３１４８０（ＪＰ，Ａ）      

              Genetic Analysis: Biomolecular Engineering, 1996, Vol.13, p.139-145

              Macromolecules, 2002, Vol.35, p.8281-8287

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)

              Ｃ１２Ｎ    １５／０９        

              Ｃ１２Ｐ    ２１／０２        

              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）

              ＣＡｐｌｕｓ／ＲＥＧＩＳＴＲＹ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）

              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎｅＳｅｑ

特許第６６９２７９６号(12)

－12－


