
JP 6483687 B2 2019.3.13

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１７の配列のアミノ酸１０８、１０９、１１０、１３８、４１０、５２４、５
２５、５２６、５２７、５２８、５２９、５３０、５３１、５３２、または５４５の後に
位置するプロテアーゼ認識配列を有する、配列番号１７の配列を含む組換えホスホグルコ
ースイソメラーゼタンパク質。
【請求項２】
　配列番号４８のアミノ酸配列のアミノ酸３８１、３８２、３８７、または４０９の後に
位置するプロテアーゼ認識配列を有する、配列番号４８の配列を含む組換えホスホトラン
スアセチラーゼタンパク質。
【請求項３】
　配列番号６３の配列のアミノ酸６３５、６３６、６３７、６３８または６４０の後に位
置するプロテアーゼ認識配列を有する、配列番号６３の配列を含む組換えトランスケトラ
ーゼＡタンパク質。
【請求項４】
　プロテアーゼ認識配列が、アラニンカルボキシペプチダーゼ、Armillaria melleaアス
タシン、細菌性ロイシルアミノペプチダーゼ、癌凝血原、カテプシンＢ、クロストリパイ
ン、細胞質アラニルアミノペプチダーゼ、エラスターゼ、エンドプロテイナーゼＡｒｇ－
Ｃ、エンテロキナーゼ、ガストリクシン、ゼラチナーゼ、Ｇｌｙ－Ｘカルボキシペプチダ
ーゼ、グリシルエンドペプチダーゼ、ヒトライノウイルス３Ｃプロテアーゼ、ヒポデルミ
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ンＣ、Ｉｇａ特異的セリンエンドペプチダーゼ、ロイシルアミノペプチダーゼ、ロイシル
エンドペプチダーゼ、ｌｙｓＣ、リソソームプロ－Ｘカルボキシペプチダーゼ、リシルア
ミノペプチダーゼ、メチオニルアミノペプチダーゼ、粘液細菌、ナリジリシン、膵臓エン
ドペプチダーゼＥ、ピコルナイン２Ａ、ピコルナイン３Ｃ、プロエンドペプチダーゼ、プ
ロリルアミノペプチダーゼ、プロタンパク質コンバターゼＩ、プロタンパク質コンバター
ゼＩＩ、ルスセリリシン、サッカロペプシン、セメノゲラーゼ、Ｔ－プラスミノーゲンア
クチベーター、トロンビン、組織カリクレイン、タバコエッチウイルス（ＴＥＶ）、トガ
ビリン、トリプトファニルアミノペプチダーゼ、Ｕ－プラスミノーゲンアクチベーター、
Ｖ８、ベノムビンＡ、ベノムビンＡＢ、およびＸａａ－プロアミノペプチダーゼ、からな
る群から選択されるプロテアーゼによって認識されるプロテアーゼ認識配列である、請求
項１～３のいずれか一項に記載の組換えタンパク質。
【請求項５】
　プロテアーゼ認識配列が、配列番号３８の配列を含むヒトライノウイルス３Ｃプロテア
ーゼ認識配列である、請求項４に記載の組換えタンパク質。
【請求項６】
　組換えタンパク質が、配列番号２５の配列を含む、請求項１に記載の組換えタンパク質
。
【請求項７】
　組換えタンパク質が、配列番号５０の配列を含む、請求項２に記載の組換えタンパク質
。
【請求項８】
　組換えタンパク質が、配列番号６６の配列を含む、請求項３に記載の組換えタンパク質
。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の組換えタンパク質をコードする、核酸。
【請求項１０】
　請求項９に記載の核酸を含む、ベクター。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のベクターを含む、細胞。
【請求項１２】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の組換えタンパク質を発現する、細胞。
【請求項１３】
　請求項１１または１２に記載の細胞の、溶解物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、35 U.S.C. § 119(e)の下で、２０１３年８月５日に出願された米国仮特許
出願第U.S.S.N. 61/862,363号および２０１４年５月２日に出願された米国仮特許出願第U
.S.S.N. 61/987,518号の優先権を主張する；これらの仮出願の各々は、参照により本明細
書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　代謝工学は、細胞内の生化学反応（例えば、生合成経路）を操作することにより、化合
物の生産を可能にする。それでもなお、特定の化合物の生産は、細胞の本質的な目標と競
合する可能性がある。例えば、化合物の生産のための栄養素およびエネルギーの転換は、
バイオマスの生産のためのそれらの基質および補因子の不足をもたらし得る。操作された
生物は、目的化合物の生産から離れて進化するか、または準最適に成長するかのいずれか
であり得る。この問題に対処するため、生合成経路内のタンパク質の協調発現を通した化
合物のin vitroでの生産のために、無細胞系が開発されてきた。in vivoおよびin vitro
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両方の生物生産システムにおける１つの警告は、生合成経路からのフラックスを転換する
多くの重要なタンパク質はまた、細胞増殖のためにも重要であるか、あるいは不可欠であ
るということである。これらのタンパク質の欠失または不活性化は、それが細胞増殖また
は生存率の低減をもたらすために、しばしば困難であるかまたは不可能である。タンパク
質を不活性化する１つの方法は、プロテアーゼ媒介性の不活性化を介して行われる。標的
タンパク質のプロテアーゼ媒介性不活性化は、標的タンパク質の一次アミノ酸配列中にプ
ロテアーゼ認識部位を組み込むことによって達成可能である。プロテアーゼ認識部位は一
次配列中に、得られたタンパク質が認識部位を切断するプロテアーゼの不在下で活性であ
り、プロテアーゼの存在下で不活性であるように、組み込むことができる。かかる操作さ
れたまたは組換えられた標的タンパク質は、目的の化合物の無細胞合成のために、特に有
用である。
【発明の概要】
【０００３】
　本明細書で提供されるのは、化合物のin vitro無細胞生産の間に選択的に不活性化する
ことができる、組換え酵素である。組換え酵素の選択的不活性化は、組換え酵素をコード
する遺伝子中の２つのコドン（例えば、２つの隣接するコドン）の間に、プロテアーゼ認
識配列をコードする少なくとも１つのヌクレオチド配列を導入することによって、達成さ
れる。化合物のin vitro無細胞生産の前に、同族のプロテアーゼ（すなわち、組換えタン
パク質中のプロテアーゼ認識配列を特異的に認識して切断するプロテアーゼ）を、これが
組換え酵素を切断することができるような様式で、無細胞系に導入または無細胞系中で活
性化して、これにより組換え酵素を不活性化する。本明細書でさらに提供されるのは、選
択的に不活性化することができ、野生型酵素のそれに匹敵する活性レベルを保持する組換
え酵素を、生産およびスクリーニングする方法である。
【０００４】
　本発明のいくつかの側面において、本明細書で提供されるのは、天然のタンパク質の２
つのアミノ酸（例えば、２つの隣接するアミノ酸）の間に位置する少なくとも１つ（また
は１つ）のプロテアーゼ認識配列を有する、組換えホスホグルコースイソメラーゼ（Ｐｇ
ｉ）タンパク質である。他の側面において、組換えホスホグルコースイソメラーゼタンパ
ク質をコードする核酸が提供される。
【０００５】
　いくつかの側面において、Ｐｇｉタンパク質は、配列番号１７の配列を含む。特定の態
様において、Ｐｇｉタンパク質は、配列番号２５と９０％、９５％、９８％、または９９
％相同である配列を含んでよい。いくつかの態様において、Ｐｇｉタンパク質をコードす
る核酸は、配列番号１の配列を含む。特定の態様において、Ｐｇｉタンパク質をコードす
る核酸は、配列番号９と９０％、９５％、９８％、または９９％相同である配列を含んで
よい。
【０００６】
　本発明のいくつかの側面において、本明細書で提供されるのは、天然のタンパク質の２
つのアミノ酸（例えば、２つの隣接するアミノ酸）の間に位置する少なくとも１つ（また
は１つ）のプロテアーゼ認識配列を有する、組換えホスホトランスアセチラーゼ（Ｐｔａ
）タンパク質である。他の側面において、組換えホスホトランスアセチラーゼタンパク質
をコードする核酸が提供される。
【０００７】
　いくつかの態様において、Ｐｔａタンパク質は、配列番号４８の配列を含む。特定の態
様において、Ｐｔａタンパク質は、配列番号４８と９０％、９５％、９８％、または９９
％相同である配列を含んでよい。いくつかの態様において、Ｐｔａタンパク質をコードす
る核酸は、配列番号４７の配列を含む。特定の態様において、Ｐｔａタンパク質をコード
する核酸は、配列番号４７と９０％、９５％、９８％、または９９％相同である配列を含
んでよい。
【０００８】
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　本発明のいくつかの側面において、本明細書で提供されるのは、天然のタンパク質の２
つのアミノ酸（例えば、２つの隣接するアミノ酸）の間に位置する少なくとも１つ（また
は１つ）のプロテアーゼ認識配列を有する、組換えトランスケトラーゼＡ（ＴｋｔＡ）タ
ンパク質である。他の側面において、組換えトランスケトラーゼＡタンパク質をコードす
る核酸が提供される。
【０００９】
　いくつかの態様において、ＴｋｔＡタンパク質は、配列番号６３の配列を含む。特定の
態様において、ＴｋｔＡタンパク質は、配列番号６３と９０％、９５％、９８％、または
９９％相同である配列を含んでよい。いくつかの態様において、ＴｋｔＡタンパク質をコ
ードする核酸は、配列番号５７の配列を含む．特定の態様において、ＴｋｔＡタンパク質
をコードする核酸は、配列番号５７と９０％、９５％、９８％、または９９％相同である
配列を含んでよい。
【００１０】
　いくつかの態様において、少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列は、アラニンカルボ
キシペプチダーゼ、Armillaria melleaアスタシン、細菌性ロイシルアミノペプチダーゼ
、癌凝血原、カテプシンＢ、クロストリパイン、細胞質アラニルアミノペプチダーゼ、エ
ラスターゼ、エンドプロテイナーゼＡｒｇ－Ｃ、エンテロキナーゼ、ガストリクシン（ga
stricsin）、ゼラチナーゼ、Ｇｌｙ－Ｘカルボキシペプチダーゼ、グリシルエンドペプチ
ダーゼ、ヒトライノウイルス３Ｃプロテアーゼ、ヒポデルミンＣ、Ｉｇａ特異的セリンエ
ンドペプチダーゼ、ロイシルアミノペプチダーゼ、ロイシルエンドペプチダーゼ、ｌｙｓ
Ｃ、リソソームプロ－Ｘカルボキシペプチダーゼ、リシルアミノペプチダーゼ、メチオニ
ルアミノペプチダーゼ、粘液細菌（myxobacter）、ナリジリシン（nardilysin）、膵臓エ
ンドペプチダーゼＥ、ピコルナイン（picornain）２Ａ、ピコルナイン３Ｃ、プロエンド
ペプチダーゼ、プロリルアミノペプチダーゼ、プロタンパク質コンバターゼＩ、プロタン
パク質コンバターゼＩＩ、ルスセリリシン、サッカロペプシン（saccharopepsin）、セメ
ノゲラーゼ、Ｔ－プラスミノーゲンアクチベーター、トロンビン、組織カリクレイン、タ
バコエッチウイルス（ＴＥＶ）、トガビリン、トリプトファニルアミノペプチダーゼ、Ｕ
－プラスミノーゲンアクチベーター、Ｖ８、ベノムビンＡ、ベノムビンＡＢ、およびＸａ
ａ－プロアミノペプチダーゼ、からなる群から選択されるプロテアーゼによって認識され
るプロテアーゼ認識配列である。
【００１１】
　いくつかの態様において、少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列は、ヒトライノウイ
ルス３Ｃプロテアーゼによって認識されるプロテアーゼ認識配列である。いくつかの態様
において、ヒトライノウイルス３Ｃプロテアーゼによって認識されるプロテアーゼ認識配
列のアミノ酸配列は、配列番号３８の配列を含む。いくつかの態様において、ヒトライノ
ウイルス３Ｃプロテアーゼによって認識されるプロテアーゼ認識配列の核酸配列は、配列
番号３７の配列を含む。
【００１２】
　いくつかの態様において、Ｐｇｉタンパク質の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列
は、配列番号１７の配列のアミノ酸４１０、５２６、５２７、５２８、５２９、５３０、
５３１または５３２の後に位置する。いくつかの態様において、Ｐｇｉタンパク質の少な
くとも１つのプロテアーゼ認識配列は、配列番号１７の配列のアミノ酸５２６の後に位置
する。いくつかの態様において、Ｐｇｉタンパク質をコードする核酸の少なくとも１つの
プロテアーゼ認識配列は、配列番号１の配列のコドン４１０、５２６、５２７、５２８、
５２９、５３０、５３１または５３２の後に位置する。いくつかの態様において、Ｐｇｉ
タンパク質をコードする核酸のプロテアーゼ認識配列は、配列番号１の配列のコドン５２
６の後に位置する。
【００１３】
　いくつかの態様において、Ｐｔａタンパク質の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列
は、配列番号４８の配列のアミノ酸３８１、３８２、３８７、または４０９の後に位置す
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る。いくつかの態様において、Ｐｔａタンパク質の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配
列は、配列番号４８の配列のアミノ酸３８１の後に位置する。いくつかの態様において、
Ｐｔａタンパク質をコードする核酸の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列は、配列番
号４７の配列のコドン３８１、３８２、３８７、または４０９の後に位置する。いくつか
の態様において、Ｐｔａタンパク質をコードする核酸のプロテアーゼ認識配列は、配列番
号４７の配列のコドン３８１の後に位置する。
【００１４】
　いくつかの態様において、ＴｋｔＡタンパク質の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配
列は、配列番号６３の配列のアミノ酸６３５、６３６、６３７、６３８、または６４０の
後に位置する。いくつかの態様において、ＴｋｔＡタンパク質の少なくとも１つのプロテ
アーゼ認識配列は、配列番号６３の配列のアミノ酸６３７の後に位置する。いくつかの態
様において、ＴｋｔＡタンパク質をコードする核酸の少なくとも１つのプロテアーゼ認識
配列は、配列番号５７の配列のコドン６３５、６３６、６３７、６３８、または６４０の
後に位置する。いくつかの態様において、ＴｋｔＡタンパク質をコードする核酸のプロテ
アーゼ認識配列は、配列番号５７の配列のコドン６３７の後に位置する。
【００１５】
　いくつかの態様において、Ｐｇｉタンパク質の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列
は、タンパク質のＣ末端領域に位置することができる。いくつかの態様において、Ｐｔａ
タンパク質の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列は、タンパク質の中央領域またはＣ
末端領域に位置することができる。いくつかの態様において、ＴｋｔＡタンパク質の少な
くとも１つのプロテアーゼ認識配列は、タンパク質の中央領域またはＣ末端領域に位置す
ることができる。いくつかの態様において、Ｐｇｉタンパク質の少なくとも１つのプロテ
アーゼ認識配列は、タンパク質の溶媒露出ループ領域に位置することができる。いくつか
の態様において、Ｐｔａタンパク質の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列は、タンパ
ク質の溶媒露出ループ領域に位置することができる。いくつかの態様において、ＴｋｔＡ
タンパク質の少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列は、タンパク質の溶媒露出ループ領
域に位置することができる。
【００１６】
　本発明のいくつかの側面は、組換えＰｇｉタンパク質をコードする核酸を含むベクター
を提供する。本発明のいくつかの側面は、組換えＰｔａタンパク質をコードする核酸を含
むベクターを提供する。本発明のいくつかの側面は、組換えＴｋｔＡタンパク質をコード
する核酸を含むベクターを提供する。いくつかの態様において、ベクターは、クローニン
グベクターまたは発現ベクターであってよい。いくつかの態様において、ベクターは、プ
ラスミド、フォスミド、ファージミド、ウイルスゲノムまたは人工染色体であってよい。
特定の態様において、ベクターはプラスミドである。
【００１７】
　本発明の他の側面は、本明細書に記載のタンパク質、核酸、またはベクターの任意の１
つを含む細胞を提供する。いくつかの態様において、細胞は、細菌細胞、真菌細胞、哺乳
動物細胞、または植物細胞である。いくつかの態様において、細胞は細菌細胞である。い
くつかの態様において、細菌細胞は大腸菌細胞である。
【００１８】
　本発明のさらなる側面は、本明細書に記載されるように、プロテアーゼ切断部位を有す
る組換えタンパク質を発現する細胞を提供する。特定の態様において、組換えタンパク質
は、組換えＰｇｉタンパク質である。特定の他の態様において、組換えタンパク質は、組
換えＰｔａタンパク質である。特定の他の態様において、組換えタンパク質は、組換えＴ
ｋｔＡタンパク質である。いくつかの態様において、細胞は、細菌細胞、真菌細胞、哺乳
動物細胞、または植物細胞である。特定の態様において、細胞は、例えば大腸菌細胞など
の細菌細胞である。
【００１９】
　さらに提供されるのは、本明細書に記載の任意の細胞の溶解物である。
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【００２０】
　本発明の様々な側面において、本明細書で提供されるのは、タンパク質の溶媒露出ルー
プ領域において天然タンパク質の２つのアミノ酸（例えば、２つの隣接するアミノ酸）の
間に位置する少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列を有する組換えタンパク質であり、
ここで少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列は、単一の認識配列特異性を有する同族の
プロテアーゼによって切断され、およびここで、同族のプロテアーゼの存在下での組換え
タンパク質の活性は、同族のプロテアーゼの不在下での組換えタンパク質の活性から少な
くとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも７５％、少なくとも９
０％、少なくとも９９％、または少なくとも９９．９％低減される（またはそれの約７０
％、約６０％、約５０％、約２５％、約１０％、約１％、もしくは約０．１％である）。
いくつかの態様において、同族のプロテアーゼの不在下での組換えタンパク質の活性は、
細胞の野生型の増殖を可能にするのに十分である。いくつかの態様において、同族のプロ
テアーゼの存在下での組換えタンパク質の活性は、野生型対照タンパク質と比較して少な
くとも５０％低減され、ここで、同族のプロテアーゼの不在下での組換えタンパク質の活
性は、野生型対照タンパク質と比較して少なくとも８０％である。いくつかの態様におい
て、同族のプロテアーゼの不在下での組換えタンパク質は、野生型細胞の増殖速度（例え
ば、組換えタンパク質を含まない細胞の増殖速度）の少なくとも７５％の細胞増殖速度を
維持する。
【００２１】
　プロテアーゼ認識配列を有する組換えタンパク質（例えば、組換えＰｇｉタンパク質お
よび／または組換えＰｔａタンパク質および／または組換えＴｋｔＡタンパク質）を操作
する方法もまた、提供される。方法は、以下のステップを含むことができる：（ａ）細胞
を、複数の核酸変異体（ここで、各核酸変異体は、天然のタンパク質の２つのアミノ酸（
例えば、２つの隣接するアミノ酸）の間に位置する少なくとも１つのプロテアーゼ認識配
列を有する組換えタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含有し）、および同族のプ
ロテアーゼをコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結された誘導性プロモーター配
列を有する核酸で、形質転換すること；（ｂ）細胞を、非誘導性条件下にて、不活性な組
換えタンパク質の細胞増殖を妨げる培地上で培養すること、および野生型対照細胞と同等
の増殖速度を有する細胞を収集すること；および（ｃ）細胞を、同族のプロテアーゼの発
現を誘導する条件下で培養すること、および、増殖しないかまたは野生型対照細胞と比較
して低い増殖速度を有する細胞を収集すること。いくつかの態様において、細胞は、ステ
ップ（ｂ）の後かつステップ（ｃ）の前に、同族のプロテアーゼをコードするヌクレオチ
ド配列に作動可能に連結された誘導性プロモーター配列を有する核酸で、形質転換される
。いくつかの態様において、方法は、ステップ（ｃ）で収集した細胞の核酸変異体の配列
決定を実施して、少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列の位置を特定することを、さら
に含む。
【００２２】
　いくつかの態様において、野生型タンパク質（例えば、Ｐｇｉタンパク質および／また
はＰｔａタンパク質および／またはＴｋｔＡタンパク質）が、細胞増殖に必要とされ、細
胞のゲノムは、野生型タンパク質をコードする野生型遺伝子の染色体コピーを欠いている
。
【００２３】
　いくつかの側面において、本明細書で提供されるのは、組換えタンパク質をコードする
複数の核酸変異体を操作する方法である。方法は、少なくとも１つのプロテアーゼ認識配
列をコードする少なくとも１つの配列を、標的タンパク質をコードする核酸の各コドンの
後に挿入して、組換えタンパク質をコードする複数の核酸変異体を生成することを含むこ
とができ、ここで各組換えタンパク質は、プロテアーゼ認識配列を、その一次アミノ酸配
列内のユニークな位置に有する。いくつかの態様において、方法はさらに、（ａ）細胞を
、複数の核酸変異体、および同族のプロテアーゼをコードするヌクレオチド配列に作動可
能に連結された誘導性プロモーター配列を有する核酸で、形質転換すること；（ｂ）細胞
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を、非誘導性条件下にて、不活性な組換えタンパク質の細胞増殖を妨げる培地上で培養す
ること、および正常な増殖速度を有する細胞を収集すること；および（ｃ）細胞を、同族
のプロテアーゼの発現を誘導する条件下で培養すること、および、増殖しないかまたは低
い増殖速度を有する細胞を収集すること、を含む。いくつかの態様において、細胞は、ス
テップ（ｂ）の後かつステップ（ｃ）の前に、同族のプロテアーゼをコードするヌクレオ
チド配列に作動可能に連結された誘導性プロモーター配列を有する核酸で、形質転換され
る。いくつかの態様において、方法はさらに、ステップ（ｃ）で収集した細胞の核酸変異
体の配列決定を実施して、プロテアーゼ認識配列の位置を特定することを含む。
【００２４】
　本発明の他の側面において、本明細書で提供されるのは、異種の複数の核酸変異体であ
って、ここで各核酸変異体は、天然の配列の２つのアミノ酸（例えば、２つの隣接するア
ミノ酸）の間に位置する少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列を含むように修飾された
組換えタンパク質をコードする。いくつかの態様において、単一のプロテアーゼ認識配列
が、天然タンパク質の２つのアミノ酸の間に位置される。
【００２５】
　本明細書でさらに提供されるのは、異種細胞集団であり、ここで集団の各細胞は、以下
：核酸変異体、ここで各核酸変異体は、天然配列の２つのアミノ酸（例えば、２つの隣接
するアミノ酸）の間に位置する少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列を含むように修飾
された組換えタンパク質をコードし；および誘導性プロモーターに作動可能に連結された
同族のプロテアーゼをコードする核酸；を含む。いくつかの態様において、単一のプロテ
アーゼ認識配列が、天然タンパク質の２つのアミノ酸の間に位置される。
【００２６】
　添付の図面は、縮尺通りに描くことを意図していない。明確化の目的のため、すべての
要素がすべての図面でラベル付けされているわけではない。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１Ａ】図１Ａは、プロテアーゼ認識配列を組換えタンパク質の２つのアミノ酸の間に
挿入することによる、プロテアーゼ認識配列を有する組換えタンパク質を調製するための
、１つの例示的な方法の概略図である。
【００２８】
【図１Ｂ】図１Ｂは、組換えタンパク質の天然のアミノ酸をプロテアーゼ認識配列で置き
換えることによる、プロテアーゼ認識配列を有する組換えタンパク質を調製するための、
別の例示的な方法の概略図である。
【００２９】
【図２】図２は、本発明の方法の１つに対する修飾の概略図であり、ここで、部分的なプ
ロテアーゼ認識配列は、完全な認識配列が最終生成物中で再構成されるような様式で、野
生型タンパク質の２つのアミノ酸またはコドンの間に挿入される。
【００３０】
【図３】図３は、プラスミドｐＧＬＡ０４２の図である。
【００３１】
【図４】図４は、プラスミドｐＧＬＣ２１７の図である。
【００３２】
【図５】図５は、細胞溶解物中の、時間の関数としてのホスホグルコースイソメラーゼ（
Ｐｇｉ）タンパク質活性のグラフである。
【００３３】
【図６】図６は、プロテアーゼ部位の挿入位置を示す、Ｐｇｉの結晶構造の図である。
【００３４】
【図７】図７は、プラスミドｐＧＬＣ０８９の図である。
【００３５】
【図８】図８は、プラスミドｐＧＬＣ２２１の図である。
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【００３６】
【図９】図９は、株および増殖速度のデータ（左）および、プロテアーゼ誘導有りまたは
無しでのＰｇｉ活性のグラフをまとめた表（右）である。
【００３７】
【図１０Ａ】図１０Ａは、プロテアーゼ誘導有りまたは無しでの、Ｐｔａ変異体における
酢酸排出のグラフである。
【００３８】
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、プロテアーゼ誘導有りまたは無しでの、Ｐｔａ変異体における
乳酸排出のグラフである。
【００３９】
【図１１】図１１は、プロテアーゼ誘導有りまたは無しでの、細胞溶解物中のホスホトラ
ンスアセチラーゼ（Ｐｔａ）タンパク質活性のグラフである。
【００４０】
【図１２】図１２は、トランスケトラーゼＡ（ＴｋｔＡ）タンパク質二量体の結晶構造の
図である。白い点線によって強調されたループ（上部中央と左中央）は、ヒトライノウイ
ルス（ＨＲＶ）プロテアーゼ認識配列モチーフが、ＴｋｔＡタンパク質のプロテアーゼ媒
介性非活性化を可能にするため挿入された位置を示す。
【００４１】
配列表の簡単な説明
　配列番号１は、野生型ｐｇｉ遺伝子のヌクレオチド配列である。
【００４２】
　配列番号２は、コドン１０８の後に挿入されたヒトライノウイルス（ＨＲＶ）３Ｃ認識
配列を有するｐｇｉ遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００４３】
　配列番号３は、コドン１０９の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ遺
伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００４４】
　配列番号４は、コドン１１０の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ遺
伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００４５】
　配列番号５は、コドン１３８の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ遺
伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００４６】
　配列番号６は、コドン４１０の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ遺
伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００４７】
　配列番号７は、コドン５２４の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ遺
伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００４８】
　配列番号８は、コドン５２５の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ遺
伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００４９】
　配列番号９は、コドン５２６の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ遺
伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００５０】
　配列番号１０は、コドン５２７の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００５１】
　配列番号１１は、コドン５２８の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
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【００５２】
　配列番号１２は、コドン５２９の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００５３】
　配列番号１３は、コドン５３０の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００５４】
　配列番号１４は、コドン５３１の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００５５】
　配列番号１５は、コドン５３２の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００５６】
　配列番号１６は、コドン５４５の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｇｉ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００５７】
　配列番号１７は、野生型Ｐｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００５８】
　配列番号１８は、配列番号２でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００５９】
　配列番号１９は、配列番号３でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００６０】
　配列番号２０は、配列番号４でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００６１】
　配列番号２１は、配列番号５でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００６２】
　配列番号２２は、配列番号６でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００６３】
　配列番号２３は、配列番号７でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００６４】
　配列番号２４は、配列番号８でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００６５】
　配列番号２５は、配列番号９でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である。
【００６６】
　配列番号２６は、配列番号１０でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００６７】
　配列番号２７は、配列番号１１でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００６８】
　配列番号２８は、配列番号１２でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００６９】
　配列番号２９は、配列番号１３でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００７０】
　配列番号３０は、配列番号１４でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００７１】
　配列番号３１は、配列番号１５でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である
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。
【００７２】
　配列番号３２は、配列番号１６でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００７３】
　配列番号３３は、コドン最適化ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼのヌクレオチド配列である。
【００７４】
　配列番号３４は、コドン最適化ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼのアミノ酸配列である。
【００７５】
　配列番号３５は、ＯｍｐＡリーダー配列を有するコドン最適化ＨＲＶ ３Ｃプロテアー
ゼのヌクレオチド配列である。
【００７６】
　配列番号３６は、ＯｍｐＡリーダー配列を有するコドン最適化ＨＲＶ ３Ｃプロテアー
ゼのアミノ酸配列である。
【００７７】
　配列番号３７は、ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のヌクレオチド配列である。
【００７８】
　配列番号３８は、ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のアミノ酸配列である。
【００７９】
　配列番号３９は、部分的ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のアミノ酸配列である。
【００８０】
　配列番号４０は、部分的ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のアミノ酸配列である。
【００８１】
　配列番号４１は、部分的ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のアミノ酸配列である。
【００８２】
　配列番号４２は、部分的ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のアミノ酸配列である。
【００８３】
　配列番号４３は、部分的ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のアミノ酸配列である。
【００８４】
　配列番号４４は、部分的ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のアミノ酸配列である。
【００８５】
　配列番号４５は、部分的ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ認識配列のアミノ酸配列である。
【００８６】
　配列番号４６は、Ｎ末端ＯｍｐＡリーダー配列のアミノ酸配列である。
【００８７】
　配列番号４７は、野生型ｐｔａ遺伝子のヌクレオチド配列である。
【００８８】
　配列番号４８は、野生型Ｐｔａタンパク質のアミノ酸配列である。
【００８９】
　配列番号４９は、コドン３８１の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｔａ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００９０】
　配列番号５０は、配列番号４９でコードされたＰｔａタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００９１】
　配列番号５１は、コドン３８２の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｔａ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００９２】
　配列番号５２は、配列番号５１でコードされたＰｔａタンパク質のアミノ酸配列である
。
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【００９３】
　配列番号５３は、コドン３８７の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｔａ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００９４】
　配列番号５４は、配列番号５３でコードされたＰｔａタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００９５】
　配列番号５５は、コドン４０９の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｐｔａ
遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００９６】
　配列番号５６は、配列番号５５でコードされたＰｔａタンパク質のアミノ酸配列である
。
【００９７】
　配列番号５７は、野生型ｔｋｔＡ遺伝子のヌクレオチド配列である。
【００９８】
　配列番号５８は、コドン６３５の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｔｋｔ
Ａ遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【００９９】
　配列番号５９は、コドン６３６の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｔｋｔ
Ａ遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１００】
　配列番号６０は、コドン６３７の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｔｋｔ
Ａ遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１０１】
　配列番号６１は、コドン６３８の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｔｋｔ
Ａ遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１０２】
　配列番号６２は、コドン６４０の後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を有するｔｋｔ
Ａ遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１０３】
　配列番号６３は、野生型ＴｋｔＡタンパク質のアミノ酸配列である。
【０１０４】
　配列番号６４は、配列番号５８でコードされたＴｋｔＡタンパク質のアミノ酸配列であ
る。
【０１０５】
　配列番号６５は、配列番号５９でコードされたＴｋｔＡタンパク質のアミノ酸配列であ
る。
【０１０６】
　配列番号６６は、配列番号６０でコードされたＴｋｔＡタンパク質のアミノ酸配列であ
る。
【０１０７】
　配列番号６７は、配列番号６１でコードされたＴｋｔＡタンパク質のアミノ酸配列であ
る。
【０１０８】
　配列番号６８は、配列番号６２でコードされたＴｋｔＡタンパク質のアミノ酸配列であ
る。
【０１０９】
　配列番号６９は、ＨＲＶプロテアーゼ認識配列のヌクレオチド配列である。
【０１１０】
　配列番号７０は、配列番号７１でコードされたＰｇｉタンパク質のアミノ酸配列である
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。
【０１１１】
　配列番号７１は、Ｐｇｉタンパク質のヌクレオチド配列である。
【０１１２】
　配列番号７２は、配列番号７３でコードされたＰｇｉ－ＨＲＶ－Ｉ００１タンパク質の
アミノ酸配列である。
【０１１３】
　配列番号７３は、図１Ａの最初に図示されたコドンの後に挿入されたＨＲＶプロテアー
ゼ認識配列を有するｐｇｉ－ｈｒｖ－Ｉ００１遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である
。
【０１１４】
　配列番号７４は、配列番号７５でコードされたＰｇｉ－ＨＲＶ－Ｉ００２タンパク質の
アミノ酸配列である。
【０１１５】
　配列番号７５は、図１Ａの２番目に図示されたコドンの後に挿入されたＨＲＶプロテア
ーゼ認識配列を有するｐｇｉ－ｈｒｖ－Ｉ００２遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列であ
る。
【０１１６】
　配列番号７６は、配列番号７７でコードされたＰｇｉ－ＨＲＶ－Ｉ００３タンパク質の
アミノ酸配列である。
【０１１７】
　配列番号７７は、図１Ａの３番目に図示されたコドンの後に挿入されたＨＲＶプロテア
ーゼ認識配列を有するｐｇｉ－ｈｒｖ－Ｉ００３遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列であ
る。
【０１１８】
　配列番号７８は、配列番号７９でコードされたＰｇｉ－ＨＲＶ－Ｒ００１タンパク質の
アミノ酸配列である。
【０１１９】
　配列番号７９は、図１Ｂの最初に図示されたコドンの後にＨＲＶプロテアーゼ認識配列
の置換を有するｐｇｉ－ｈｒｖ－Ｒ００１遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１２０】
　配列番号８０は、配列番号８１でコードされたＰｇｉ－ＨＲＶ－Ｒ００２タンパク質の
アミノ酸配列である。
【０１２１】
　配列番号８１は、図１Ｂの２番目に図示されたコドンの後にＨＲＶプロテアーゼ認識配
列の置換を有するｐｇｉ－ｈｒｖ－Ｒ００２遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１２２】
　配列番号８２は、配列番号８３でコードされたＰｇｉ－ＨＲＶ－Ｒ００３タンパク質の
アミノ酸配列である。
【０１２３】
　配列番号８３は、図１Ｂの３番目に図示されたコドンの後にＨＲＶプロテアーゼ認識配
列の置換を有するｐｇｉ－ｈｒｖ－Ｒ００３遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１２４】
　配列番号８４は、配列番号８５でコードされたＰｇｉ－ＨＲＶ－Ｉ００５タンパク質の
アミノ酸配列である。
【０１２５】
　配列番号８５は、プロリンの前にＨＲＶプロテアーゼ認識配列の挿入を有するｐｇｉ－
ｈｒｖ－Ｉ００５遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１２６】
　配列番号８６は、配列番号８７でコードされたＰｇｉ－ＨＲＶ－Ｉ０１５タンパク質の
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アミノ酸配列である。
【０１２７】
　配列番号８７は、ロイシンの後にＨＲＶプロテアーゼ認識配列の挿入を有するｐｇｉ－
ｈｒｖ－Ｉ０１５遺伝子変異体の、ヌクレオチド配列である。
【０１２８】
発明の特定の態様の詳細な説明
　生合成経路における多くの主要なタンパク質は、細胞増殖のために重要である。これら
のタンパク質の欠失または不活性化は、それが細胞増殖または生存率の低下をもたらし、
細胞を目的の化合物の生産に不満足なものとするために、多くの場合に困難であるかまた
は不可能である。本発明は、この細胞増殖阻害の問題に対して、細胞増殖の間は活性であ
り、目的化合物のin vitroでの無細胞生産の間は不活性な組換えタンパク質（例えば、酵
素）を提供することによって、対処する。本明細書で提供される方法によって操作された
組換えタンパク質は、その一次アミノ酸配列中に選択的に位置されたプロテアーゼ認識配
列を有し、そのため、認識配列が存在するにもかかわらず、組換えタンパク質の活性は細
胞の野生型の増殖を可能にするのに十分である。組換えタンパク質は、同族のプロテアー
ゼの導入、発現、および／または活性化により選択的に不活性化することができ、ここで
前記同族のプロテアーゼは、組換え標的タンパク質をプロテアーゼ認識配列において特異
的に切断して、これにより組換え標的タンパク質を不活性化する（または活性を低下させ
る）。したがって、本発明の組換えタンパク質は、目的の化合物を生産する生合成経路を
操作および／または変更するのに有用である。
【０１２９】
　本明細書に提供される組換えタンパク質および方法は、細胞および無細胞系における代
謝経路を操作および変更するために有用である。例えば、本発明の組換えＰｇｉ酵素を標
的とするプロテアーゼは、無細胞反応における解糖およびペントースリン酸経路の間の炭
素フラックスの制御を、細胞増殖中のこの重要な酵素の機能を変更することなく、可能に
する。したがって本発明は、重要な経路酵素のまたは競合酵素の細胞活性を維持または変
更する操作を含む、重要な経路酵素の操作を介した、代謝フラックスを制御する方法を提
供する。
【０１３０】
　細胞の野生型の増殖を可能にする活性レベルを有する、プロテアーゼ認識配列を有する
組換えタンパク質を生産するために、核酸変異体のライブラリーを生成することができ、
ここで各核酸変異体は、タンパク質の野生型一次配列の２つのアミノ酸（例えば、２つの
隣接するアミノ酸）の間に位置する少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列を有する、組
換えタンパク質をコードする。この変異体のライブラリーから、組換えタンパク質が生産
され、プロテアーゼの不在下でのタンパク質活性および、プロテアーゼの存在下でのタン
パク質の不活性についてスクリーニングする。細胞の集団は、最初に、核酸変異体のライ
ブラリーで形質転換される。活性な発現組換えタンパク質を選択するために、細胞は、不
活性な組換えタンパク質の増殖を妨げる培地上で増殖させる。増殖欠陥を示さない細胞は
、プロテアーゼ認識配列の導入にもかかわらず、活性な組換えタンパク質を含有すると推
定され、これらをさらなる特徴付けのために選択する。不活性化することができる組換え
タンパク質を含む細胞を選択するために、同族のプロテアーゼをコードするヌクレオチド
配列に作動可能に連結された誘導性プロモーター配列を有する核酸を、細胞に導入するこ
とができる。誘導性同族のプロテアーゼをコードする核酸は、活性な組換えタンパク質の
選択の前または後のいずれかで導入することができる。活性な組換えタンパク質を含有す
ると推定される細胞は、次いで、同族のプロテアーゼの発現を誘導する条件下で増殖させ
る。増殖しないか、または増殖が少ない細胞（例えば、増殖欠陥を示すもの）は、所望の
不活性な組換えタンパク質を含有すると推定され、さらなる特徴付けおよび／または使用
のために選択される。選択された細胞の核酸変異体は、プロテアーゼ認識配列の位置を特
定するために増幅して、配列決定してもよい。
【０１３１】
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タンパク質および代謝経路
　本明細書で使用する「タンパク質」または「野生型タンパク質」は、直鎖のペプチド結
合により結合されたアミノ酸で構成される分子を指す。本明細書で使用する「天然」アミ
ノ酸は、野生型タンパク質の一次アミノ酸配列中のアミノ酸を指す（すなわち、修飾また
は突然変異のないアミノ酸）。本明細書で使用する「標的タンパク質」は、関心対象の野
生型タンパク質（すなわち、組換えタンパク質ではない）、または本明細書に記載のよう
にプロテアーゼ認識配列で操作されたタンパク質を指す。本明細書で使用する「組換えタ
ンパク質」は、異なる供給源由来の核酸を組み合わせることによって人工的に形成された
、組換え核酸に由来するタンパク質を指す。いくつかの態様において、本発明の組換えタ
ンパク質は、単一のプロテアーゼ認識配列の位置がそれぞれの組換えタンパク質にユニー
クであるという点で、互いに異なる。例えば、１つの組換えタンパク質は、一次アミノ酸
配列の最初のアミノ酸の後に位置するプロテアーゼ認識配列を有してもよく、別の組換え
タンパク質は、一次アミノ酸配列の第２のアミノ酸の後に位置するプロテアーゼ認識配列
を有してもよく、さらに別の組換えタンパク質は、一次アミノ酸配列の第３のアミノ酸の
後に位置するプロテアーゼ認識配列を有してもよい、等々である。したがって、複数の組
換えタンパク質は、典型的には異種の複数である。
【０１３２】
　本発明の組換えタンパク質は、代謝経路を、または酵素によって触媒される生化学的反
応の順序を、操作するために使用してもよい。本発明に従って操作され得る代謝経路の例
としては、限定されないが、炭水化物代謝、脂質代謝、アミノ酸代謝、およびエネルギー
代謝に関与するものが挙げられる。いくつかの態様において、代謝経路は、解糖である。
いくつかの態様において、代謝経路は酢酸オーバーフロー代謝である。いくつかの態様に
おいて、代謝経路は、ペントースリン酸経路である。
【０１３３】
ホスホグルコースイソメラーゼ（Ｐｇｉ）
　いくつかの態様において、標的タンパク質は、ホスホグルコースイソメラーゼ（Ｐｇｉ
）酵素、例えば、大腸菌（E. coli）からのＰｇｉ酵素である。この酵素は、グルコース
－６－リン酸とフルクトース－６－リン酸の相互変換を触媒し、これは解糖における最初
に関与するステップである。Ｐｇｉの不活性化は、細胞増殖を阻害する；しかし、Ｐｇｉ
活性は、グルコースの解糖経路への転換をもたらし、その結果リボースから誘導される目
的の化合物の無細胞生産のためのグルコースの不足が生じる。Ｐｇｉ酵素をコードするｐ
ｇｉ遺伝子を含む核酸は、プロテアーゼ認識配列を含む変異体を生成するために、本明細
書で提供されるかまたは当該技術分野で知られている方法のいずれかによって、修飾され
得る。いくつかの態様において、使用されるプロテアーゼ認識配列は、ヒトライノウイル
ス（ＨＲＶ）３Ｃプロテアーゼ認識配列（例えば、配列番号３７、配列番号３８）である
が、ただし本発明はこれに限定されない。いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配
列は、ｐｇｉ遺伝子の各コドンの後にインフレームで挿入される。いくつかの態様におい
て、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、最初および／または最後のコドンを除く、ｐｇｉ遺伝子の
各コドンの後に挿入される。いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、アミノ
酸２～５、９、２４～２５、３３～３６、５８～５９、８５～９６、１０５～１１１、１
１３～１１５、１３７～１４１、１４３～１４４、１４６、１７３～１７６、１９６、２
５０～２５１、２５４、３６６～３７０、３９８～３９９、４１０～４１４、４４７～４
５１、４７７、５２６～５３２または５４５の後に挿入される。いくつかの態様において
、ＨＲＶ ３Ｃの認識配列は、Ｐｇｉタンパク質の溶媒露出ループ領域の少なくとも１つ
の、またはそれぞれの、コドンの後に挿入される。
【０１３４】
　いくつかの態様において、本発明の組換えＰｇｉタンパク質は、アミノ酸１０８、１０
９、１１０、１３８、４１０、５２４、５２５、５２６、５２７、５２８、５２９、５３
０、５３１、５３２または５４５の後に位置するＨＲＶ ３Ｃ認識配列を含む。いくつか
の態様において、本発明のＰｇｉ変異体は、配列番号１８～３２から選択されるアミノ酸
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配列を含む。
【０１３５】
　いくつかの態様において、本発明の核酸ｐｇｉ変異体（例えば、遺伝子）は、コドン１
０８、１０９、１１０、１３８、４１０、５２４、５２５、５２６、５２７、５２８、５
２９、５３０、５３１、５３２または５４５の後に位置するＨＲＶ ３Ｃ認識配列を含む
。いくつかの態様において、本発明のｐｇｉ変異体は、配列番号２～１６から選択される
ヌクレオチド配列を含む。
【０１３６】
　いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ｐｇｉ遺伝子の非隣接コドンの間
に挿入される。いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ｐｇｉ遺伝子の天然
のコドンを置き換える。例えば、いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列の８つ
のコドン（すなわち、CTG GAA GTG CTG TTT CAG GGT CCG；配列番号３７）は、ｐｇｉ遺
伝子の８つの連続したコドンを置き換えることができる。
【０１３７】
ホスホトランスアセチラーゼ（Ｐｔａ）
　いくつかの態様において、標的タンパク質はホスホトランスアセチラーゼ（Ｐｔａ）酵
素、例えば、大腸菌（E. coli）からのＰｔａ酵素である。この酵素は、アセチル－Ｃｏ
Ａとアセチルリン酸の可逆的な相互変換を触媒する。Ｐｔａ酵素をコードするｐｔａ遺伝
子を含む核酸は、プロテアーゼ認識配列を含む変異体を生成するために、本明細書に提供
されるかまたは当該技術分野で知られている方法のいずれかによって、修飾され得る。い
くつかの態様において、使用されるプロテアーゼ認識配列はヒトライノウイルス（ＨＲＶ
）３Ｃプロテアーゼ認識配列（例えば、配列番号３７、配列番号３８）であるが、ただし
本発明はこれに限定されない。いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ｐｔ
ａ遺伝子の各コドンの後にインフレームで挿入される。いくつかの態様において、ＨＲＶ
 ３Ｃ認識配列は、最初および／または最後のコドンを除く、ｐｔａ遺伝子の各コドンの
後に挿入される。いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、Ｐｔａタンパク質
の溶媒露出ループ領域の少なくとも１つの、またはそれぞれのコドンの後に挿入される。
【０１３８】
　いくつかの態様において、本発明の組換えＰｔａタンパク質は、アミノ酸３８１、３８
２、３８７、または４０９の後に位置するＨＲＶ ３Ｃ認識配列を含む。いくつかの態様
において、本発明のＰｔａ変異体は、配列番号５０、配列番号５２、配列番号５４、およ
び配列番号５６から選択されるアミノ酸配列を含む。
【０１３９】
　いくつかの態様において、本発明の核酸ｐｔａ変異体（例えば、遺伝子）は、コドン３
８１、３８２、３８７、または４０９の後に位置するＨＲＶ ３Ｃ認識配列を含む。いく
つかの態様において、本発明のｐｔａ変異体は、配列番号４９、配列番号５１、配列番号
５３、および配列番号５５から選択されるヌクレオチド配列を含む。
【０１４０】
　いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ｐｔａ遺伝子の非隣接コドンの間
に挿入される。いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ｐｔａ遺伝子の天然
のコドンを置き換える。例えば、いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列の８つ
のコドン（すなわち、CTG GAA GTG CTG TTT CAG GGT CCG；配列番号３７）は、ｐｔａ遺
伝子の８つの連続したコドンを置き換えることができる。
【０１４１】
トランスケトラーゼＡ（ＴｋｔＡ）
　いくつかの態様において、標的タンパク質は、トランスケトラーゼＡ（ＴｋｔＡ）酵素
、例えば、大腸菌（E. coli）由来のＴｋｔＡ酵素である。ＴｋｔＡは、トランスケトラ
ーゼＢ（ＴｋｔＢ）と共にペントースリン酸経路における２つの可逆的ケトール転移反応
を触媒する。ＴｋｔＡ酵素をコードするｔｋｔＡ遺伝子を含む核酸は、プロテアーゼ認識
配列を含む変異体を生成するために、本明細書に提供されるか、または当該技術分野で知
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られている方法のいずれかによって、修飾され得る。いくつかの態様において、使用され
るプロテアーゼ認識配列はヒトライノウイルス（ＨＲＶ）３Ｃプロテアーゼ認識配列（例
えば、配列番号３７、配列番号３８）であるが、ただし本発明はこれに限定されない。い
くつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ｔｋｔＡ遺伝子の各コドンの後にイン
フレームで挿入される。いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、最初および
／または最後のコドンを除く、ｔｋｔＡ遺伝子の各コドンの後に挿入される。いくつかの
態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ＴｋｔＡタンパク質の溶媒露出ループ領域の少
なくとも１つの、またはそれぞれのコドンの後に挿入される。
【０１４２】
　いくつかの態様において、本発明の組換えＴｋｔＡタンパク質は、アミノ酸６３５、６
３６、６３７、６３８、または６４０の後に位置するＨＲＶ ３Ｃ認識配列を含む。いく
つかの態様において、本発明のＴｋｔＡ変異体は、配列番号６４、配列番号６５、配列番
号６６、配列番号６７、および配列番号６８から選択されるアミノ酸配列を含む。
【０１４３】
　いくつかの態様において、本発明の核酸ｔｋｔＡ変異体（例えば、遺伝子）は、コドン
６３５、６３６、６３７、６３８、または６４０の後に位置するＨＲＶ ３Ｃ認識配列を
含む。いくつかの態様において、本発明のｔｋｔＡ変異体は、配列番号５８、配列番号５
９、配列番号６０、配列番号６１、および配列番号６２から選択されるヌクレオチド配列
を含む。
【０１４４】
　いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ｔｋｔＡ遺伝子の非隣接コドンの
間に挿入される。いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列は、ｔｋｔＡ遺伝子の
天然のコドンを置き換える。例えば、いくつかの態様において、ＨＲＶ ３Ｃ認識配列の
８つのコドン（すなわち、CTG GAA GTG CTG TTT CAG GGT CCG；配列番号３７）は、ｔｋ
ｔＡ遺伝子の８つの連続したコドンを置き換えることができる。
【０１４５】
プロテアーゼ認識配列および同族の認識配列
　本発明のタンパク質は、特定の認識配列で切断する様々なプロテアーゼのいずれかで不
活性化することができる。本明細書で使用する、タンパク質の文脈における「プロテアー
ゼ認識配列」は、同族のプロテアーゼにより認識され切断されるアミノ酸配列を指す。タ
ンパク質をコードする核酸の文脈において、「プロテアーゼ認識配列」は、同族のプロテ
アーゼにより認識され切断されるアミノ酸配列をコードする配列を指す。本明細書で使用
する場合、「同族のプロテアーゼ」は、組換え標的タンパク質（例えば、酵素）を切断す
ることよって不活性化する、プロテアーゼを指す。本明細書において使用できる同族のプ
ロテアーゼには、単一の特定の認識配列を有するものが含まれ、すなわちプロテアーゼが
、１または２以上のアミノ酸の特定の配列内でまたはこれに隣接して切断することを意味
する。例えば、ヒトライノウイルス３Ｃプロテアーゼは、認識配列Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｖａ
ｌ－Ｌｅｕ－Ｐｈｅ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ（配列番号３８）に対して高度に特異的で
ある。プロテアーゼはこの配列を認識して、グルタミン残基の後で切断する。ヒトライノ
ウイルス３Ｃプロテアーゼは、典型的には、他の認識配列を認識せず、切断しないが、し
かしすべてのプロテアーゼはいくらか無差別的であり、他の部位を認識して切断すること
もあり、ただし非常に低減した割合においてである。いくつかの態様において、本発明の
タンパク質は、操作されたヒトライノウイルス３Ｃプロテアーゼ認識配列を用いて調製さ
れる。
【０１４６】
　本発明に従って使用することができるプロテアーゼの他の例としては、限定することな
く、アラニンカルボキシペプチダーゼ、Armillaria melleaアスタシン、細菌性ロイシル
アミノペプチダーゼ、癌凝血原、カテプシンＢ、クロストリパイン、細胞質アラニルアミ
ノペプチダーゼ、エラスターゼ、エンドプロテイナーゼＡｒｇ－Ｃ、エンテロキナーゼ、
ガストリクシン、ゼラチナーゼ、Ｇｌｙ－Ｘカルボキシペプチダーゼ、グリシルエンドペ
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プチダーゼ、ヒトライノウイルス３Ｃプロテアーゼ、ヒポデルミンＣ、Ｉｇａ特異的セリ
ンエンドペプチダーゼ、ロイシルアミノペプチダーゼ、ロイシルエンドペプチダーゼ、ｌ
ｙｓＣ、リソソームプロ－Ｘカルボキシペプチダーゼ、リシルアミノペプチダーゼ、メチ
オニルアミノペプチダーゼ、粘液細菌、ナリジリシン、膵臓エンドペプチダーゼＥ、ピコ
ルナイン２Ａ、ピコルナイン３Ｃ、プロエンドペプチダーゼ、プロリルアミノペプチダー
ゼ、プロタンパク質コンバターゼＩ、プロタンパク質コンバターゼＩＩ、ルスセリリシン
、サッカロペプシン、セメノゲラーゼ、Ｔ－プラスミノーゲンアクチベーター、トロンビ
ン、組織カリクレイン、タバコエッチウイルス（ＴＥＶ）、トガビリン、トリプトファニ
ルアミノペプチダーゼ、Ｕ－プラスミノーゲンアクチベーター、Ｖ８、ベノムビンＡ、ベ
ノムビンＡＢ、およびＸａａ－プロアミノペプチダーゼを含む（Rawlings, S. D., et al
., Handbook of Proteolytic Enzymes, Academic Press, 2013, Science, Elsevier Ltd.
、４０９４ページを参照、これに記載されているプロテアーゼの構造化学および生物学的
側面に関するその教示内容について、本明細書に参照により組み込まれる）。他のプロテ
アーゼを、本発明に従って使用してもよい。
【０１４７】
核酸
　本発明は、本明細書に記載の組換えタンパク質（例えば、組換えＰｇｉタンパク質およ
び／または組換えＰｔａタンパク質および／または組換えＴｋｔＡタンパク質）をコード
する核酸を包含する。本明細書で使用する「核酸」は、互いに共有結合された少なくとも
２つのヌクレオチドを指す（例えば、アデニン、チミン、シトシン、グアニン、ウラシル
）。本発明の核酸は一般に、ホスホジエステル結合を含む。核酸は、一本鎖（ｓｓ）また
は二本鎖（ｄｓ）の、ＤＮＡまたはＲＮＡであってよい。いくつかの態様において、核酸
は、ｃＤＮＡの形態である。いくつかの態様において、核酸は、ゲノムＤＮＡの形態であ
る。本明細書で用いられる「コドン」は、アミノ酸をコードする３つの隣接するヌクレオ
チドのセットを指す。本発明のコドンは、翻訳が開始される最初のヌクレオチドによって
定義され、番号付けられている。
【０１４８】
　いくつかの態様において、直鎖状二本鎖核酸（例えば、ＤＮＡ）変異体が、本発明に従
って調製される。いくつかの例において、直鎖状二本鎖核酸変異体は、プロテアーゼ認識
配列を有する組換えタンパク質をコードする変異体遺伝子配列、ならびに遺伝子の開始コ
ドンの上流の少なくとも３０ヌクレオチド塩基対（ｂｐ）の追加の配列、および終止コド
ンの下流の少なくとも３０ヌクレオチド塩基対の追加の配列を含み、ここで各追加の配列
は、核酸が形質転換される細胞のゲノムの野生型遺伝子座に相同である。本明細書で使用
する場合、「野生型遺伝子」とは、少なくとも１つ（または１つ）のプロテアーゼ認識部
位を有する組換えタンパク質に対応する野生型タンパク質をコードする野生型遺伝子を指
す。例えば、標的タンパク質がＰｇｉであり、形質転換される細胞が大腸菌である場合、
核酸は、少なくとも１つのプロテアーゼ認識配列を有するＰｇｉをコードする遺伝子変異
体、遺伝子変異体の開始コドンの上流の、大腸菌ゲノムのｐｇｉ遺伝子座に相同な少なく
とも３０ｂｐの追加の配列、および遺伝子変異体の開始コドンの下流の、大腸菌ゲノムの
ｐｇｉ遺伝子座に相同な少なくとも３０ｂｐの追加の配列を含む。追加の配列は、いくつ
かの例において、遺伝子の染色体野生型コピーを有する遺伝子変異体の組換えを容易にす
る。
【０１４９】
　本発明は、本明細書において提供される核酸変異体を含むベクターを、包含する。本明
細書で使用する「ベクター」は、所望の配列または複数配列を、異なる遺伝子環境間の輸
送のため、または細胞における発現のために、制限およびライゲーションにより挿入する
ことができる多数の核酸のいずれであってもよい。ベクターは、典型的にはＤＮＡで構成
されるが、ただしＲＮＡベクターも利用可能である。本発明によるベクターの例としては
、限定されないが、プラスミド、フォスミド、ファージミド、ウイルスゲノム、および人
工染色体が挙げられる。いくつかの態様において、本発明の核酸変異体は、組換えクロー
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ニングベクター内で提供される。いくつかの態様において、本発明の核酸変異体は、組換
え発現ベクター中で発現される。
【０１５０】
　本発明のクローニングベクターは、細胞のゲノムで自律的に複製または統合することが
できる。クローニングベクターは、エンドヌクレアーゼ制限配列を有し、ここでベクター
は決定可能な様式で切断され、この中に所望のＤＮＡ配列がライゲートされて、新しい組
換えベクターが細胞中で複製するその能力を保持するようにされる。プラスミドの場合に
は、所望の配列の複製は、細菌細胞などの細胞内でのプラスミドのコピー数の増加と共に
多数回発生するか、または細胞が有糸分裂によって複製される前に、細胞あたり１回のみ
発生する可能性がある。ファージの場合、複製は溶原相の間に能動的に生じるか、または
溶解相の間に受動的に生じ得る。
【０１５１】
　本発明の発現ベクターは、その中に所望のＤＮＡコード配列を制限およびライゲーショ
ンによって挿入することができ、それが作動可能に調節配列に連結されて、ＲＮＡ転写物
として発現され得るようにされているものである。
【０１５２】
　本明細書で使用する場合、コード配列および調節配列（例えば、プロモーター配列）が
「作動可能に」連結されると言われるのは、それらが、コード配列の発現または転写を調
節配列の影響または制御の下に置くような様式で（例えば、調節配列が、コード配列の転
写開始および／または発現を「駆動する」ような様式で）、共有結合されている場合であ
る。コード配列が機能タンパク質に翻訳される場合、２つのＤＮＡ配列が作動可能に連結
されたとみなされるのは、５’調節配列におけるプロモーターの誘導がコード配列の転写
をもたらし、かつ２つのＤＮＡ間の結合の性質が（１）フレームシフト変異の導入をもた
らさず、（２）コード配列の転写を指示するプロモーター領域の能力を妨害せず、または
（３）対応するＲＮＡ転写物のタンパク質に翻訳される能力を妨害しない場合である。し
たがって、プロモーター領域がコード配列に作動可能に連結されているとは、プロモータ
ー領域がそのＤＮＡ配列の転写に対して、得られた転写物が所望のタンパク質またはポリ
ペプチドに翻訳可能であるように、影響を与えることができる場合である。
【０１５３】
　本発明のベクターはさらに、ベクターで形質転換またはトランスフェクトされたか、ま
たはされていない細胞の同定における使用のためのマーカー配列を含んでもよい。マーカ
ーとしては、例えば、抗生物質に対する耐性または感受性のいずれかを増加または減少さ
せるタンパク質をコードする遺伝子（例えば、アンピシリン耐性遺伝子、カナマイシン耐
性遺伝子、ネオマイシン耐性遺伝子、テトラサイクリン耐性遺伝子およびクロラムフェニ
コール耐性遺伝子）または他の化合物、当該技術分野で知られている標準的アッセイによ
り検出可能な活性を有する酵素をコードする遺伝子（例えば、βガラクトシダーゼ、ルシ
フェラーゼまたはアルカリホスファターゼ）、および形質転換またはトランスフェクトさ
れた細胞、宿主、コロニーまたはプラークの表現型に目に見える影響を与える遺伝子（例
えば、緑色蛍光タンパク質）が挙げられる。いくつかの態様において、本明細書で使用さ
れるベクターは、自己複製および、それらが作動可能に連結されたＤＮＡセグメントに存
在する構造遺伝子産物の発現が可能である。
【０１５４】
　本発明のタンパク質のいずれかをコードする核酸が、細胞内で発現される場合、種々な
転写制御配列を用いて、その発現を導くことができる。例えば、本発明の核酸は、プロモ
ーター、エンハンサー、および／またはターミネーターを含んでよい。代替的に、核酸が
挿入されるベクターは、かかる調節配列を含んでよい。
【０１５５】
　本明細書中で使用する「プロモーター」は、そこにおいて核酸配列の残りの転写の開始
および速度が制御される、核酸配列の制御領域を指す。プロモーターはまた、ＲＮＡポリ
メラーゼおよび他の転写因子などの、調節タンパク質および分子が結合することができる
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サブ領域を含んでもよい。プロモーターは、構成的、誘導性、活性化可能、抑制性、組織
特異的、またはそれらの任意の組み合わせであってよい。プロモーターは、それが調節す
る核酸配列の発現を駆動し、または転写を駆動する。プロモーターは、遺伝子または配列
に天然に関連するものであってもよく、所与の遺伝子または配列のコードセグメントおよ
び／またはエクソンの上流に位置する５’非コード配列を単離することによって得ること
ができるようなものであってよい。かかるプロモーターは、「内因性」と呼ぶことができ
る。
【０１５６】
　いくつかの態様において、コード核酸セグメントは、組換えまたは異種プロモーターの
制御下に配置することができ、このプロモーターは、その天然の環境においてコードされ
る核酸配列と通常は関連しないプロモーターを指す。組換えまたは異種エンハンサーは、
その天然の環境において核酸配列と通常は関連しないエンハンサーを指す。かかるプロモ
ーターまたはエンハンサーとしては、他の遺伝子のプロモーターまたはエンハンサー；他
の原核生物、ウイルスまたは真核生物の細胞から単離されたプロモーターまたはエンハン
サー；および「天然に存在」しない合成プロモーターまたはエンハンサー、例えば異なる
転写調節領域の異なる要素、および／または当該技術分野で知られている遺伝子工学の方
法によって発現を変化させる変異を含有するもの、を挙げることができる。プロモーター
およびエンハンサーの核酸配列を合成的に生成することに加えて、配列は、組換えクロー
ニングおよび／またはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を含む核酸増幅技術を用いて、生
産することができる。さらに、ミトコンドリア、葉緑体などの非核細胞小器官内の配列の
転写および／または発現を導く制御配列を、本発明に従って使用することができる。
【０１５７】
　本明細書で使用する「誘導性プロモーター」とは、インデューサーまたは誘導剤の存在
下で、またはその影響により、またはその接触の場合に、転写活性を開始または増強する
ことを特徴とするものである。「インデューサー」または「誘導剤」は、内因性であるか
、または通常は外来性化合物もしくはタンパク質であって、誘導性プロモーターからの転
写活性の誘導に活性であるような方法で投与されるものであってよい。
【０１５８】
　本発明に従って使用するための誘導性プロモーターとしては、本明細書に記載のまたは
当業者に知られている、任意の誘導性プロモーターが挙げられる。誘導性プロモーターの
例としては、限定はされないが、化学的／生化学的調節性および物理的調節性プロモータ
ーなどであり、例えばイソプロピルβ－Ｄ－１－チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）調
節性プロモーター、アルコール調節性プロモーター、テトラサイクリン調節性プロモータ
ー（例えば、アンヒドロテトラサイクリン（ａＴｃ）応答性プロモーターおよびその他の
テトラサイクリン応答性プロモーター系であって、テトラサイクリンリプレッサータンパ
ク質（ｔｅｔＲ）、テトラサイクリンオペレーター配列（ｔｅｔＯ）およびテトラサイク
リントランスアクチベーター融合タンパク質（ｔＴＡ）を含む）、ステロイド調節性プロ
モーター（例えば、ラットグルココルチコイド受容体、ヒトエストロゲン受容体、蛾のエ
クジソン受容体に基づくプロモーター、およびステロイド／レチノイド／甲状腺受容体ス
ーパーファミリーからのプロモーター）、金属調節性プロモーター（例えば、酵母、マウ
ス、およびヒトからのメタロチオネイン（金属イオンに結合して封鎖するタンパク質）由
来のプロモーター）、病因調節性プロモーター（例えば、サリチル酸、エチレンまたはベ
ンゾチアジアゾール（ＢＴＨ）によって誘導される）、温度／熱誘導性プロモーター（例
えば、熱ショックプロモーター）、および光調節性プロモーター（例えば、植物細胞から
の光応答性プロモーター）である。
【０１５９】
　本発明に従って使用するための誘導性プロモーターは、原核生物および真核生物両方の
宿主生物において機能することができる。いくつかの態様において、哺乳動物誘導性プロ
モーターが使用される。本明細書における使用のための哺乳動物誘導性プロモーターの例
としては、限定はされないが、以下を含む：プロモーター型ＰＡｃｔ：ＰＡＩＲ、ＰＡＲ
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Ｔ、ＰＢＩＴ、ＰＣＲ５、ＰＣＴＡ、ＰＥＴＲ、ＰＮＩＣ、ＰＰＩＰ、ＰＲＯＰ、ＰＳＰ
Ａ／ＰＳＣＡ、ＰＴＥＴ、ＰＴｔｇＲ、プロモーター型ＰＲｅｐ：ＰＣｕＯ、ＰＥＴＲ 
ＯＮ８、ＰＮＩＣ、ＰＰＩＲ ＯＮ、ＰＳＣＡ ＯＮ８、ＰＴｅｔＯ、ＰＵＲＥＸ８、プロ
モーター型ＰＨｙｂ：ｔｅｔＯ７－ＥＴＲ８－ＰｈＣＭＶｍｉｎ、ｔｅｔＯ７－ＰＩＲ３
－ＥＴＲ８－ＰｈＣＭＶｍｉｎ、およびｓｃｂＲ８－ＰＩＲ３-ＰｈＣＭＶｍｉｎ。いく
つかの態様において、他の生物由来の誘導性プロモーター、ならびに原核生物または真核
生物宿主で機能するように設計された合成プロモーターを使用することができる。本明細
書における使用のための非哺乳動物誘導性プロモーターの例としては、限定はされないが
、以下を含む：レンチウイルスプロモーター（例えば、ＥＦα、ＣＭＶ、ヒトシナプシン
Ｉ（ｈＳｙｎＩ）、ＣａＭＫＩＩα、ｈＧＦＡＰおよびＴＰＨ－２）およびアデノ随伴ウ
イルスプロモーター（例えば、ＣａＭＫＩＩα（ＡＡＶ５）、ｈＳｙｎＩ（ＡＡＶ２）、
ｈＴｈｙ１（ＡＡＶ５）、ｆＳＳＴ（ＡＡＶ１）、ｈＧＦＡＰ（ＡＡＶ５、ＡＡＶ８）、
ＭＢＰ（ＡＡＶ８）、ＳＳＴ（ＡＡＶ２））。本発明の誘導性プロモーターの１つの重要
な機能的特徴は、外部から適用されたインデューサーへの暴露による、それらの誘導能で
ある。
【０１６０】
　本発明に従って使用する誘導性プロモーターは、１または２以上の生理学的条件によっ
て誘導される（または抑制される）ことができ、該条件とは例えば、ｐＨ、温度、放射線
、浸透圧、生理食塩水勾配、細胞表面結合、および１または２以上の外因性または内因性
の誘導剤の濃度における、変化である。外因性インデューサーもしくは誘導剤は、限定は
されないが、以下を含むことができる：アミノ酸およびアミノ酸類似体、糖類および多糖
類、核酸、タンパク質転写アクチベーターおよびリプレッサー、サイトカイン、毒素、石
油系化合物、金属含有化合物、塩、イオン、酵素基質類似体、ホルモン、またはそれらの
組み合わせ。他の誘導性プロモーターを、本発明に従って使用することができる。
【０１６１】
　本発明のいくつかの態様において、プロモーターは、プロモーターの下流の核酸配列の
転写活性化に関与するシス作用調節配列を指す「エンハンサー」と併用して使用してもよ
く、しなくてもよい。エンハンサーは、その配列の下流または上流のいずれかに位置する
核酸配列に天然に関連するものであってもよい。エンハンサーは、プロモーターおよび／
またはコードされた核酸の前または後の任意の機能的位置に位置することができる。
【０１６２】
　本明細書中で使用される「ターミネーター」または「ターミネーター配列」は、転写の
停止を引き起こす核酸配列である。ターミネーターは、単方向性または双方向性であって
よい。これは、ＲＮＡポリメラーゼによるＲＮＡ転写物の特異的終結に関与するＤＮＡ配
列から構成される。ターミネーター配列は、下流の核酸配列の転写活性化を、上流のプロ
モーターによって防ぐことができる。したがって、特定の態様において、ＲＮＡ転写物の
産生を終了させるターミネーターが企図される。
【０１６３】
　ターミネーターの最も一般的に使用される種類は、フォワードターミネーターである。
通常に転写される核酸配列の下流に位置されると、フォワード転写ターミネーターは、転
写の終了を引き起こす。いくつかの態様において、双方向性転写ターミネーターを使用す
ることができ、これは通常、フォワードおよびリバース鎖両方で転写の終結を引き起こす
。いくつかの態様において、リバース転写ターミネーターを使用することができ、これは
通常、リバース鎖上のみで転写を終結させる。
【０１６４】
　原核生物系において、ターミネーターは通常、２つのカテゴリ：（１）ρ独立性ターミ
ネーターおよび（２）ρ依存性ターミネーターに分類される。ρ独立性ターミネーターは
、一般に、Ｇ－Ｃ塩基対が豊富なステムループと続いていくつかのＴ塩基とを形成するパ
リンドローム配列で構成される。本発明に従って使用するためのターミネーターには、本
明細書に記載のまたは当業者に知られた、任意の転写のターミネーターが含まれる。ター
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ミネーターの例としては、限定されないが、例えばウシ成長ホルモンターミネーターなど
の遺伝子の終結配列、および例えばＳＶ４０ターミネーター、ｓｐｙ、ｙｅｊＭ、ｓｅｃ
Ｇ－ｌｅｕＵ、ｔｈｒＬＡＢＣ、ｒｒｎＢ Ｔ１、ｈｉｓＬＧＤＣＢＨＡＦＩ、ｍｅｔＺ
ＷＶ、ｒｒｎＣ、ｘａｐＲ、ａｓｐＡ、およびａｒｃＡターミネーターなどのウイルス終
結配列を含む。いくつかの態様において、終結シグナルは、例えば配列の切断に起因する
ものなど、転写または翻訳することができない配列であってもよい。その他のターミネー
ターを、本発明に従って使用してもよい。
【０１６５】
　いくつかの態様において、核酸は、本発明の組換えタンパク質の改善された発現のため
に、コドン最適化される。バイアスされたコドン使用とも呼ばれるコドン最適化は、ＤＮ
Ａのコーディングにおける同義コドンの出現頻度の相違を指す。
【０１６６】
細胞
　本発明は、本明細書に提供されるタンパク質を組換えにより発現する、原核細胞および
真核細胞を含む細胞の任意の型を包含する。いくつかの態様において、細胞は細菌細胞で
ある。いくつかの態様において、細菌細胞は、Escherichia属からの細菌の細胞である。
いくつかの態様において、細菌細胞は、大腸菌（E. coli）細胞である。いくつかの態様
において、細胞は、例えば酵母細胞などの真菌細胞である（例えば、Saccharomyces cere
visiae細胞）。いくつかの態様において、細胞は、哺乳動物細胞、または植物細胞である
。本発明に従って使用するためのいくつかの細胞は、野生型タンパク質（例えば、プロテ
アーゼ認識配列を有する組換えタンパク質に対応する野生型タンパク質）をコードする遺
伝子の野生型の染色体コピーを含有しないことが、理解されるべきである。
【０１６７】
　本明細書で提供される細胞は、いくつかの態様において、本発明の核酸のいずれかで形
質転換することができる原核細胞である。形質転換およびトランスフェクションは、外因
性の遺伝物質が、原核細胞内および真核細胞内にそれぞれ導入されるプロセスである。形
質転換は、エレクトロポレーションによって、または化学的手段によって達成することが
できる。形質転換される細胞は、典型的には、コンピテンス（competence）の状態である
。したがって、いくつかの態様において、本明細書で提供される細胞は、エレクトロコン
ピテントまたはケミカルコンピテント細胞である。様々なエレクトロコンピテントおよび
ケミカルコンピテント細胞が当該技術分野で知られており、本発明に従って使用すること
ができる。
【０１６８】
　いくつかの態様において、細胞は、大腸菌（E. coli）細胞、例えば、JW3985-1 E. col
i細胞である（Coli Genetic Shock Center; CHSC #10867; Mol. Sys. Biol. 2:2006-08, 
2006、これは本明細書中に参照により組み込まれる）。他の市販および非市販の細胞株を
、本発明に従って使用することができる。
【０１６９】
　本発明の細胞は、選択マーカーを含んでもよい。選択マーカーとしては、限定されない
が、抗生物質に対する耐性または感受性のいずれかを増加または減少させるタンパク質を
コードする遺伝子（例えば、アンピシリン耐性遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子、ネオマ
イシン耐性遺伝子、テトラサイクリン耐性遺伝子およびクロラムフェニコール耐性遺伝子
）または他の化合物、当該技術分野に知られている標準的アッセイにより検出可能な活性
を有する酵素をコードする遺伝子（例えば、βガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼまたは
アルカリホスファターゼ）、および形質転換またはトランスフェクトされた細胞、宿主、
コロニーまたはプラークの表現型に目に見える影響を与える遺伝子（例えば、緑色蛍光タ
ンパク質）が挙げられる。その他の選択マーカーを、本発明に従って使用することができ
る。
【０１７０】
ライブラリー構築
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　本発明の方法は、本明細書で提供される核酸変異体のライブラリーを構築するために使
用することができる。ライブラリー設計には、２つのヌクレオチド配列：標的タンパク質
の一次アミノ酸配列をコードするもの、および本発明の組換えタンパク質の不活性化のた
めに使用されるプロテアーゼのプロテアーゼ認識配列をコードするもの、を利用すること
ができる。プロテアーゼ認識配列は、２つの方法のいずれかにおいて元の配列に沿って「
歩かせる（walked）」ことができる（図１Ａおよび図１Ｂ）。
【０１７１】
　１つの方法において、プロテアーゼ認識配列は、標的タンパク質をコードするヌクレオ
チド配列の複数のコドンの後に挿入することができ、それによって複数の核酸変異体を生
産し、ここで各核酸変異体は、２つの天然コドンの間のユニークな位置に位置するプロテ
アーゼ認識配列を含有する（図１Ａ）。別の方法において、プロテアーゼ認識配列は、標
的タンパク質をコードする配列中の同数のヌクレオチドを置き換えることができ、これに
より複数の核酸変異体を生産し、ここで各核酸変異体は、天然のヌクレオチドの等価のス
トレッチの代わりにプロテアーゼ認識配列を含有する（図１Ｂ）。
【０１７２】
　いくつかの態様において、プロテアーゼ認識配列は、標的タンパク質をコードする核酸
配列のすべてのコドンの後に挿入することができ、これにより複数の核酸変異体を生産し
、ここで各核酸変異体は、２つの天然のコドン（例えば、２つの隣接する天然のコドン）
の間のユニークな位置に位置するプロテアーゼ認識配列を含有する。いくつかの態様にお
いて、プロテアーゼ認識配列は、最初および／または最後のコドンを除く、核酸配列のす
べてのコドンの後に挿入することができる。代替的に、いくつかの態様において、プロテ
アーゼ認識配列は、１つおきのコドンの後、２つおきのコドンの後、３つおきのコドンの
後、４つおきのコドンの後、１０に１つのコドンの後、または２０に１つのコドンの後に
、挿入することができる。いくつかの態様において、プロテアーゼ認識配列は、ランダム
に挿入されてもよい。いくつかの態様において、プロテアーゼ認識配列は、核酸の特定の
領域、例えばＮ末端領域またはＣ末端領域に挿入することができる。いくつかの態様にお
いて、プロテアーゼ認識配列は、標的タンパク質をコードする核酸配列の連続したコドン
を置き換えることができる。タンパク質の「Ｎ末端領域」は、本明細書で使用する場合、
５’末端アミノ酸に隣接して位置する、１００、９０、８０、７０、６０、５０、４０、
３０、２０または１０個のアミノ酸のストレッチを指すことができる。タンパク質の「Ｃ
末端領域」は、本明細書で使用する場合、３’末端アミノ酸に隣接して位置する１００、
９０、８０、７０、６０、５０、４０、３０、２０または１０個のアミノ酸のストレッチ
を指すことができる。各態様において、各核酸変異体は少なくとも１つの（または１つの
）プロテアーゼ認識配列を含むことが、理解されるべきである。
【０１７３】
　いくつかの態様において、標的タンパク質の構造が知られているか、予測可能である場
合、プロテアーゼ認識配列は、タンパク質の溶媒露出ループ領域に対応する領域に挿入す
ることができる。いくつかの場合において、これらの溶媒露出ループ領域は、容易に切断
可能であるプロテアーゼ認識配列の挿入に対して耐性であることが見出されている。した
がって、いくつかの態様において、本明細書で提供されるのは、タンパク質の溶媒露出ル
ープ領域に対応する領域にプロテアーゼ認識配列を含む核酸のライブラリーを構築する方
法である。かかる方法は、プロテアーゼ認識配列を有するタンパク質を調製するための時
間およびコストを節約する。いくつかの態様において、野生型核酸配列の合成を妨げる、
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に基づくライブラリー構築戦略を使用することが有利で
ある。
【０１７４】
　いくつかの態様において、完全長認識配列を生成するために必要であるような、プロテ
アーゼ認識配列のより多くを組み込むことが有利となり得ることが理解されるべきである
。例えば、プロテアーゼ認識配列がロイシンで始まり、配列がロイシンの後に挿入される
場合、部分的な認識配列のみを、ロイシンが繰り返されないように挿入することができる
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（図２）。同様に、プロテアーゼ認識配列の最後のアミノ酸がプロリンであり、プロテア
ーゼ認識配列がプロリンの前に挿入される場合、プロリンが二重にならないように、部分
的なプロテアーゼ認識配列のみを挿入してもよい。したがって、２つの天然のアミノ酸ま
たはコドン（例えば、２つの隣接する天然のアミノ酸またはコドン）の間に位置するプロ
テアーゼ認識配列を有するタンパク質または核酸はそれぞれ、完全な認識配列が最終生成
物中で再構成されるような様式で、２つの天然のアミノ酸またはコドンの間に挿入された
部分的なプロテアーゼ認識配列を有する、タンパク質および核酸を包含する。
【０１７５】
株の構築
　本発明の核酸変異体は、組換え細胞（例えば、細菌細胞）に形質転換されて、最適な（
例えば、活性および不活性化）組換えタンパク質をスクリーニングすることができる。ス
クリーニングのために使用される細胞は必ずしも、例えば関心対象の代謝経路等を操作す
る目的で、最適な組換えタンパク質を発現するために使用する細胞ではないことが、理解
されるべきである。
【０１７６】
　いくつかの態様において、細胞のゲノムは、（ａ）標的タンパク質をコードする遺伝子
の染色体の野生型（または内因性）コピーを、除去または変異させるように、および／ま
たは（ｂ）細胞質の同族のプロテアーゼ発現を誘導する手段を含むように、修飾すること
ができる。後者は、誘導性プロモーターを有する同族のプロテアーゼをコードする遺伝子
を細胞ゲノムへ添加すること、または誘導性プロモーターを有する同族のプロテアーゼを
コードする遺伝子を、例えばプラスミドなどのベクター上に提供することにより、達成す
ることができる。代替的に、いくつかの態様において、細胞は完全に同族のプロテアーゼ
を欠いていてもよく、これはその後に、スクリーニング／選択ステップで添加することが
できる。いくつかの態様において、同族のプロテアーゼは、精製された形態で添加される
。
【０１７７】
　いくつかの態様において、組換え細胞は、野生型遺伝子（すなわち、プロテアーゼ認識
部位を有する組換えタンパク質に対応する野生型タンパク質をコードする野生型遺伝子）
の機能的染色体コピーを欠くように修飾され、本発明の核酸変異体を含むプラスミドで形
質転換される。理論に束縛されるものではないが、細胞からの遺伝子の染色体野生型コピ
ーの欠失は相補性を許容し、核酸が低効率の組換え法（例えば、代償性の野生型遺伝子の
存在に起因する細胞増殖が、偽陽性を表す場合）を介して挿入された場合に、バックグラ
ウンドを最小にすることを補助する。いくつかの態様において、細胞中、例えば核酸変異
体を含むエピソームベクター中に選択可能なマーカー（例えば、抗生物質耐性マーカー）
を含めることは、偽陽性の割合を低減させ得る。
【０１７８】
　いくつかの態様において、細胞は、標的タンパク質と同様の機能を有するタンパク質を
コードする野生型遺伝子を除去するように修飾されてもよい。例えば、いくつかの態様に
おいて、標的酵素（すなわち、類似の機能を提供する酵素）のアイソザイムをコードする
遺伝子の染色体コピーが、スクリーニング／選択ステップ（複数可）におけるバックグラ
ウンドを最小化するために、細胞から除去される。
【０１７９】
　いくつかの態様において、組換え細胞を修飾して、例えば、ラムダファージ（λ）リコ
ンビナーゼ系遺伝子ガンマ（γ）、ベータ（β）およびexoを含有する少なくとも１つの
核酸などの、誘導性リコンビナーゼ系を含むようにする。したがって、いくつかの態様に
おいて、リコンビニアリング（または組換え媒介性の遺伝子操作）方法を使用して、本発
明の組換え細胞を修飾する。かかる相同組換え系を用いて、細胞ゲノムから野生型遺伝子
の染色体コピーを導入する、または除去することができる。他のリコンビニアリング法も
企図され、本明細書中で使用することができる。本発明はまた、特定の順序で核酸配列を
結合する制限酵素およびリガーゼの使用も企図する（Strachan, T., et al., Human Mole
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cular Genetics, Chapter 4, Garland Science, New York, 1999)。
【０１８０】
タンパク質活性の選択
　本発明の核酸変異体を発現する組換え細胞は、核酸変異体によってコードされる組換え
タンパク質の回収を可能にする機能性プロテアーゼの不在下において、選択培地で増殖さ
せることができる。例えば、いくつかの態様において、標的タンパク質の活性が、細胞増
殖のために必要とされ得る。同族のプロテアーゼ認識配列の挿入が、組換えタンパク質の
活性に有害な影響を与える場合には、おそらく細胞は、増殖欠陥を、例えば低下した増殖
速度などを表わすであろう。従って、このスクリーニング／選択ステップにおいて、正常
な増殖速度を有する（または増殖欠陥のない）細胞のみを、さらなる特徴付けのために選
択する。本明細書で使用される「正常な増殖速度」は、対照の野生型細胞と同等の増殖速
度を指す。いくつかの態様において、細胞が「正常な増殖速度」を有すると考えられるの
は、増殖速度が、野生型の対照細胞（例えば、本発明の核酸変異体／組換えタンパク質な
しの細胞）の増殖速度の約１５％以内の場合である。例えば、細胞は、その増殖速度が、
野生型対照細胞の増殖速度の５０％、４０％、３０％、２５％、２０％、１５％、１４％
、１３％、１２％、１１％、１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％
、または１％以内であれば、正常な増殖速度を有すると考えることができる。本明細書で
使用する「増殖欠陥」を有する細胞とは、増殖できない細胞、または野生型対照細胞の増
殖速度と比較して、１０％を超える、１５％を超える、２０％を超える、または２５％を
超える、低下した増殖速度を有する細胞を指す。
【０１８１】
　本発明に従って使用される選択的増殖培地は、いくつかの態様において、組換えタンパ
ク質の特定の特性に、例えば活性な組換えタンパク質の特定の機能に依存し得る。例えば
、組換えＰｇｉタンパク質を、利用可能な炭素源がグルコースのみである最小培地上で増
殖させた場合、活性な組換えＰｇｉ変異体を含む細胞は良好に増殖するが、一方非活性な
組換えＰｇｉ変異体を含む細胞の増殖は不十分である。いくつかの態様において、使用さ
れる選択培地は、組換えＰｇｉ変異体の基質に依存し得る。いくつかの態様において、「
レスキュー」アプローチを使用して選択的増殖条件を生成し、ここで細胞増殖に必要とさ
れる組換えタンパク質の活性は、細胞のゲノムから取り除かれ（例えば、野生型タンパク
質（単数または複数）をコードする遺伝子（単数または複数）が、除去または変異されて
いる）、その後核酸ｐｇｉ変異体が細胞に導入される。これらの活性な核酸変異体は、細
胞増殖を助け（レスキューし）（例えば細胞が増殖する）、不活性なものは、細胞増殖を
助けない（例えば細胞は増殖しない）。
【０１８２】
タンパク質の不活性化について選択
　増殖欠陥を示さない細胞を、次に、同族のプロテアーゼの発現を誘導する選択条件下で
増殖させる。このステップは、増殖欠陥を示す細胞の回収を可能にする。
【０１８３】
　増殖欠陥を示す細胞はおそらく、機能的同族のプロテアーゼの存在下で不活性化された
組換えタンパク質（これらは機能的同族のプロテアーゼの不在において活性である）を保
有する。これらの増殖欠陥の細胞を回収し、そこに含まれる核酸変異体を、さらなる特徴
付けのために配列決定する。
【０１８４】
　さらなる特徴付けには、機能的な同族のプロテアーゼを欠く細胞中における、選択され
た核酸変異体の発現を含むことができる。これらの細胞の増殖を次に特徴付けし、溶解物
を生成し、回収することができる。溶解物を次に、組換えタンパク質活性の喪失について
in vitroで試験することができる。かかる試験は、外因性の精製した同族のプロテアーゼ
の有りまたは無しでのインキュベーションの際の、タンパク質活性のアッセイを利用して
もよい。種々のタンパク質活性アッセイが当該技術分野で知られており、これらのいずれ
も、本発明に従って用いることができる。選択されたタンパク質活性のアッセイは、タン
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パク質の種類に依存する。いくつかの態様において、プロテアーゼに暴露された場合に最
も完全かつ迅速に不活性化する組換えタンパク質を、例えば関心対象の代謝経路の操作に
おける、更なる使用のために選択することができる。
【０１８５】
　同族のプロテアーゼ誘導条件は、同族のプロテアーゼの発現を駆動するために選択され
る誘導性プロモーター系の種類に依存し、これは当該技術分野で知られている。例えば、
イソプロピルβ－Ｄ－１－チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）をin vitro無細胞系に添
加して、同族のプロテアーゼに作動可能に連結されたＩＰＴＧ応答性プロモーターを活性
化してもよい。
【０１８６】
　これらおよび他の側面は、以下の非限定的な実施例によって例示される。
【０１８７】
　本発明の少なくとも１つの態様のいくつかの側面をこのように説明してきたが、様々な
変更、修飾および改良が当業者に容易に想起されることを、理解すべきである。かかる変
更、修飾および改良は、この開示の一部であることが意図され、本発明の精神および範囲
内にあることが意図される。したがって、前述の説明および図面は、例としてのみ存在す
る。
【０１８８】
例
例１－大腸菌のホスホグルコースイソメラーゼ酵素
　大腸菌（E. coli）のホスホグルコースイソメラーゼ（Ｐｇｉ）酵素は、グルコース－
６－リン酸とフルクトース－６－リン酸の相互変換を触媒し、これは解糖における最初の
関与ステップである。この酵素を標的とするプロテアーゼは、細胞増殖中にこの重要な酵
素の機能／活性を変化させることなく、無細胞反応における解糖とペントースリン酸経路
の間の炭素フラックスの制御を可能にする。
【０１８９】
Ｐｇｉ変異体ライブラリーの構築
　５６２メンバーの直鎖状二本鎖ＤＮＡライブラリーをポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
によって設計して構築し、ここで天然の大腸菌ｐｇｉ遺伝子配列（配列番号１）を、ヒト
ライノウイルス３Ｃ（ＨＲＶ）プロテアーゼの８個のアミノ酸プロテアーゼ認識配列（配
列番号３８）をコードするヌクレオチド配列（配列番号３７）を含むように修飾した（図
１Ａおよび１Ｂ）。ライブラリーの５４７メンバーは、野生型ｐｇｉ遺伝子における５４
９個のコドン（最初と最後のコドンを除く）の各々の後に挿入されたプロテアーゼ認識配
列をコードするヌクレオチドを有する、変異体ｐｇｉ遺伝子を含んでいた。追加のライブ
ラリーメンバーを、プロテアーゼ認識配列の８アミノ酸をコードするヌクレオチド配列を
有する野生型ｐｇｉ遺伝子配列を置き換えることにより作成した。これらのメンバーは、
コドン番号２４４、２４５、３５７、３５８、３５９、３６０、３６１、３６２、３６３
、３６４、３６５、３６６、３６７、４６１、４６２で始まる１５の異なる位置において
、野生型遺伝子に置換を含有した（ここで、コドン番号は、置換配列の最初のコドンに対
応する）。遺伝子のコード配列に加えて、各ライブラリーメンバーは、５０ｂｐの相同性
アームも含んでいた（例えば、大腸菌ゲノムの野生型ｐｇｉ遺伝子座に相同な、遺伝子の
開始コドンの上流の５０ｂｐの追加の配列、および遺伝子の終止コドンの下流の５０ｂｐ
）。ＬＥＶＬＦＱＧＰ（配列番号３８）の配列をアミノ酸Ｌ、ＬＥまたはＬＥＶの後に挿
入する場合、それぞれＥＶＬＦＱＧ（配列番号３９）、ＶＬＦＱＧＰ（配列番号４０）、
またはＬＦＱＧＰ（配列番号４１）のみが挿入された。同様に、配列をアミノ酸Ｐ、ＧＰ
またはＱＧＰの前に挿入する場合、それぞれ、ＬＥＶＬＦＱＧ（配列番号４２）、ＬＥＶ
ＬＦＱ（配列番号４３）またはＬＥＶＬＦ（配列番号４４）のみが挿入された。さらに、
挿入（または置換）がアミノ酸ＬＰの間である場合、例えば、ＥＶＬＦＱＧ（配列番号４
５）のみが挿入（または置換）された。
【０１９０】
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株の設計
　Keio collection（Mol. Syst. Biol. 2006;2:2006-08）からの大腸菌JW3985-1（Coli G
enetic Stock Center；CGSC #10867）を、Ｐｇｉライブラリースクリーン用菌株として選
択した。この株は、ｐｇｉ遺伝子の代わりにカナマイシン耐性マーカー（ＫａｎＲ）を含
む。スクリーンで使用する株を調製するために、いくつかの修飾を行った。まず、Ｋａｎ
Ｒを、大腸菌BT340（CGSC # 7629）から得たｐＣＰ２０を使用し、Datsenko & Wanner（P
roc Natl Acad Sci USA. 2000 Jun 6;97(12):6640-45、本明細書に参照により組み込まれ
る）の方法を採用して除去した。得られた株のｐｇｉ遺伝子座は、ｐｇｉ遺伝子の最初の
３つの塩基および最後の２１塩基と、間に短いｓｃａｒ配列とを含んでいた。２つのプラ
スミド（ｐＧＬＡ０４２とｐＧＬＣ２１７；図３、図４）をこの株に同時形質転換して、
Ｐｇｉスクリーン（ＧＬ１２－０８５）で使用する最終の株を、プールされたハイスルー
プット選択アプローチ（後述）を通して作製した。ｐＧＬＡ０４２は、ｐＫＤ４６（大腸
菌BW25113；GCSC # 7739から得る）から、ｐＫＤ４６のアラビノース誘導性発現系を温度
誘導性λｃＩ８５７－ｐＲ発現系と置き換えることにより作製した。この変化は、ｐＧＬ
Ａ０４２からの、ファージλリコンビナーゼ系遺伝子γ、β、およびexoの温度誘導性発
現を可能とする。ｐＧＬＣ２１７は、ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ（大腸菌における発現の
ためにコドン最適化；配列番号３４）のアラビノース誘導性発現を提供する、低コピープ
ラスミドであり、これの翻訳は、強力なリボソーム結合部位により促進される。ｐＧＬＣ
２１７を欠く菌株も、個別選択およびアッセイアプローチ（下記参照）で使用するために
作製した（ＧＬ１２－０５２）。
【０１９１】
個別選択およびアッセイアプローチ
　ＧＬ１２－０５２のｐｇｉの染色体遺伝子座を、上記の直鎖状二本鎖ＤＮＡライブラリ
ーの７６メンバーのサブセットで組み換えた。このサブセットは、その結晶構造（タンパ
ク質データバンクＩＤ：３ＮＢＵ）によって予測されるように、Ｐｇｉの溶媒接触可能ル
ープ領域中にプロテアーゼ認識配列を含んでいた。得られたＰｇｉライブラリーメンバー
は、野生型Ｐｇｉ一次アミノ酸配列における以下の位置の後に、プロテアーゼ認識配列の
挿入を有していた：２～５、９、２４～２５、３３～３６、５８～５９、８５～９６、１
０５～１１１、１１３～１１５、１３７～１４１、１４３～１４４、１４６、１７３～１
７６、１９６、２５０～２５１、２５４、３６６～３７０、３９８～３９９、４１０～４
１４、４４７～４５１、４７７、５２６～５３２。
【０１９２】
　ＧＬ１２－０５２は、３０℃にて低塩ＬＢ（溶原性ブロス）（０．５×ＮａＣｌ）中で
、０．５の光学密度（ＯＤ）まで増殖させた。培養物を４２℃の水浴に移し、１５分間振
盪して、ｐＧＬＡ０４２からのリコンビナーゼ系を誘導した。誘導された細胞は、標準的
な方法に従ってエレクトロコンピテントにし、核酸変異体のライブラリーで形質転換した
。各ライブラリーメンバー（または核酸変異体）を個別に（２５μＬの細胞と２５０ｎｇ
のライブラリーメンバー）、または３メンバーのサブセットで形質転換し、１ｍＬの低塩
ＬＢ中３０℃にて１時間以上回収した。回収した転換物を、１％グルコースを補充したＭ
９寒天培地（Ｍ９Ｇ）にプレーティングした。プレートを３０℃で１．５～２日間インキ
ュベートした。得られたコロニーは、プロテアーゼ認識配列を含むにも関わらず活性なＰ
ｇｉ分子を含有するライブラリーメンバーを表した。これらのライブラリーメンバーのゲ
ノムのＰｇｉ領域をＰＣＲ増幅し、配列決定した。配列を検証した株を次に、それらの増
殖速度を決定するために、Ｍ９Ｇ培地を有する小規模振盪フラスコ培養物中で３０℃で増
殖させ、これにより、プロテアーゼ認識配列の挿入の、Ｐｇｉ活性に対する影響を評価す
るための、in vivo方法を提供する。野生型増殖速度の１５％以内の増殖速度を有する株
は、プロテアーゼの不活性化に対する感受性を決定するスクリーニングの第２ラウンドに
進行させた；元の７６メンバーのサブセットのうち、４１を進行させた。
【０１９３】
　プロテアーゼ感受性を評価するために、清澄化した溶解物を作製し、in vitroで外因性
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ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼの存在下または不在下で、Ｐｇｉ活性をアッセイした。Ｍ９Ｇ
培養物を、ＯＤが２となるまで増殖させ、ペレット化し（８０００×ｇ、８分、４℃）、
洗浄し（１０ｍＬの１×ＰＢＳ、４℃）、再懸濁させ（１２ｍｌの１００ｍＭトリス－Ｈ
Ｃｌ、ｐＨ７．５、４℃）、溶解し（AVESTIN（登録商標）Emulsiflex C3ホモジナイザー
、１５，０００ｐｓｉにて）、および清澄化した（２２，０００×ｇ、１５分、４℃）。
清澄化した溶解物（１００μＬ）を、±１０単位の外因性ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ（ACC
ELAGEN（商標）H0101S）で、３７℃で４時間処置し、Ｐｇｉ活性についてアッセイした。
Ｐｇｉ活性は、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤＨ）に結合させ、ニ
コチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（ＮＡＤＰ＋）の還元を３４０ｎｍの吸光度
において３７℃で５分間追跡することにより、アッセイした。反応物は、１００ｍＭのト
リス－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、８ｍＭのＭｇＳＯ４、５ｍＭのフルクトース－６－リン酸
、１ｍＭのＮＡＤＰ＋、０．２５ｍｇ／ｍＬのウシ血清アルブミン、Leuconostoc mesent
eroides（MEGAZYME（登録商標）E-GPDH5）からの２．５単位の精製Ｇ６ＰＤＨ、および３
０体積％の溶解物／プロテアーゼ試料を、含有していた。
【０１９４】
　最終的に、１２のユニークなｐｇｉ遺伝子配列が選択され、これらは次のコドンの後に
挿入されたＨＲＶ ３Ｃ認識配列を含有していた：１０８、１０９、１１０、１３８、４
１０、５２６、５２７、５２８、５２９、５３０、５３１、および５３２。元の７６メン
バーのサブセット中のこれら１２のメンバーは、Ｍ９Ｇ培地中で野生型の１５％以内の増
殖速度を示し、外因性プロテアーゼに暴露されると顕著に不活性化された（表１）。図５
は、ライブラリーのサブセットに対する、プロテアーゼによる長時間の処置を示す。上述
の実験から得られたデータに基づき、最適なＰｇｉ変異体は、アミノ酸５２６の後にＨＲ
Ｖ ３Ｃ認識配列を含んでいた（すなわち、遺伝子ｐｇｉ－ＨＲＶ－Ｉ５２６からのＰｇ
ｉ－ＨＲＶ－Ｉ５２６）。
【表１】

【０１９５】
プールされたハイスループット選択アプローチ
　ＧＬ１２－０８５のｐｇｉの染色体座を、上記の方法を用いて、５６２メンバーのプー
ルされたライブラリーと（等モル濃度で）再結合した。得られた細胞ライブラリーを、ア
ラビノースを欠き、３４μｇ／ｍＬのクロラムフェニコールおよび１％グルコースを補充
したＭ９寒天培地（Ｍ９ＣＧ）にプレーティングした。細胞をプレーティングしてライブ
ラリーの５倍のカバレッジを得、こうして約２５０細胞／プレートを有する１１のプレー
トを得て、これにより方法の次のステップでの容易なレプリカプレーティングを可能にし
た。これらのプールされたライブラリープレートを、３７℃で１．５～２日間インキュベ
ートした。活性なＰｇｉを提供するライブラリーメンバーを表すコロニーを、その後、Ｍ
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９ＧＣ培地と、３４μｇ／ｍＬのクロラムフェニコール、１％グルコースおよび２％アラ
ビノースを補充したＭ９寒天培地（Ｍ９ＣＧＡ）の両方にレプリカプレーティングした。
レプリカプレートを３７℃で１．５～２日間インキュベートした。Ｍ９ＣＧプレート上に
存在するが、Ｍ９ＣＧＡプレート上に存在しないすべてのコロニーを、さらなる分析のた
めに回収した。
【０１９６】
　これらのコロニーのゲノムのＰｇｉ領域をＰＣＲ増幅し、配列決定した。７つのユニー
クなｐｇｉ遺伝子配列が同定され、これらは、次のコドンの後に挿入されたＨＲＶ ３Ｃ
認識配列を含んでいた：５２４、５２５、５２６、５２８、５２９、５３１および５４５
。メンバー５２６、５２８、５２９、および５３１はまた、７６メンバーのサブセットか
らも、上述の個別スクリーニングアッセイを使用して同定された。
【０１９７】
タンパク質結晶構造
　個別のおよびプールされたスクリーンから得られたほぼすべての１５のＰｇｉ変異体を
、Ｐｇｉについて公表された結晶構造（タンパク質データバンクＩＤ：３ＮＢＵ）の溶媒
露出ループ領域上にマッピングする。また、変異体５２６～５３２は、ＰｇｉのＣ末端ヘ
リックスに先行するループ領域に対応し、および変異体５２４～５２５は、触媒活性を有
する、別のヘリックスのＣ末端に対応する（図６）。５２４～５３２の領域に挿入された
認識配列のプロテアーゼ媒介性の切断は、こうしてＣ末端ヘリックスを切断し、先行する
触媒ヘリックスの奇形が生じ得る。Ｐｇｉは二量体であるために、Ｃ末端ヘリックスの除
去はおそらく有害であり、このヘリックスは二量体を互いに「ラッチ」する助けとなる。
【０１９８】
標的Ｐｇｉの効果的なプロテアーゼ媒介性不活性化の実証
　大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）のｐｇｉ遺伝子を、ｐｇｉ－ＨＲＶ－Ｉ５２６（配列番号９
）で置き換えた。この株（ＧＬ１２－１１６）を、３つのプラスミドで個別に形質転換し
た：ｐＡＣＹＣＤｕｅｔ－１、ｐＧＬＣ０８９（図７）、およびｐＧＬＣ２２１（図８）
。ｐＡＣＹＣＤｕｅｔ－１は低コピー空ベクター対照プラスミドであり、一方ｐＧＬＣ０
８９とｐＧＬＣ２２１は、イソプロピルβ－Ｄ－１チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）
で誘導された場合に、Ｔ７プロモーターからＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼ（大腸菌での発現
のためにコドン最適化）を発現することができる。ｐＧＬＣ０８９のプロテアーゼ遺伝子
は、得られるＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼが、周辺質中のプロテアーゼを隔離するＮ末端Ｏ
ｍｐＡリーダー（MKKTAIAIAVALAGFATVAQA）（配列番号４６）を有するような様式で、追
加の配列を含み、一方ｐＧＬＣ２２１のプロテアーゼ遺伝子は、かかるリーダーを欠き、
細胞質で発現される。これらの株は、規定のグルコース培地中で３７℃で中間対数期まで
増殖させ、０．８ｍＭのＩＰＴＧで２時間誘導した。清澄化溶解物を作製し、その後Ｐｇ
ｉ活性についてアッセイした（上記のように）。表２は、誘導前の各菌株の増殖速度と、
清澄化溶解物で測定されたＰｇｉ活性を示す。ＨＲＶ ３Ｃプロテアーゼが細胞質で発現
された場合、増殖速度は、プロテアーゼを欠く株に比べて４０％低下し、これはおそらく
、ＩＰＴＧ誘導性の過剰発現の前の、プロテアーゼの漏出性発現による。
【表２】

【０１９９】
例２－大腸菌のホスホトランスアセチラーゼ酵素
　大腸菌（E. coli）のホスホトランスアセチラーゼ（Ｐｔａ）酵素（リン酸アセチルト
ランスフェラーゼとも呼ばれる）は、酢酸オーバーフロー代謝に最初に関与する反応を触
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媒する：
　アセチル－ＣｏＡ＋リン酸←→アセチルリン酸＋コエンザイムＡ
　酢酸オーバーフローは、急速に増殖する大腸菌のグルコース供給好気性培養物中で起こ
る。生産培地中に排出される酢酸の蓄積は、増殖速度、増殖密度、および組換えタンパク
質の生産を制限し、これは工業的発酵における典型的な問題である。Ｐｔａ活性を除去さ
れた株は、それらの野生型対応物より日常的に１５～２０％遅く増殖し、酢酸排出を減少
させる一方で、オーバーフローの問題を解決せず、なぜならば、株は代わりに、同様の有
害な影響を持つ乳酸およびピルビン酸を排出するからである。無細胞生産工程でのＰｔａ
を標的とするプロテアーゼは、酢酸の蓄積を防止し、炭素フラックスをトリカルボン酸サ
イクルにシフトし、一方で株が、それらのｐｔａ除去対応物よりも速い最大増殖速度で増
殖することを可能とする。
【０２００】
Ｐｔａ変異体ライブラリーの構築
　２００メンバーの直鎖状二本鎖ＤＮＡライブラリーを、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）により設計して構築し、ここで天然の大腸菌ｐｔａ遺伝子配列（配列番号４７）を修飾
して、ヒトライノウイルス３Ｃ（ＨＲＶ）プロテアーゼの８アミノ酸のプロテアーゼ認識
配列（配列番号３８）をコードするヌクレオチド配列（配列番号３７）を含めた。プロテ
アーゼ認識モチーフをコードするヌクレオチド配列は、野生型ｐｔａ遺伝子の次のコドン
の後に挿入された：３５０、３８０～３８８、４０１～４０５、４０９～４１５、４２６
～４３１、４３４～４３８、４４６～４６５、４７５～４８３、４９０～４９５、５０２
～５０８、５１１～５１８、５２６～５３８、５４４～５４９、５５２～５６３、５７７
～５８６、５８９～６０３、６１５～６２０、６２６～６２７、６２９～６３２、６３９
～６５０、６５３～６６０、６６９～６７４、６８１～６８７、６８９～６９８、７０９
～７１３。遺伝子のコード配列に加えて、各ライブラリーメンバーは、５０塩基対（ｂｐ
）の相同アームも含んでいた（例えば、大腸菌ゲノムの野生型ｐｔａ遺伝子座に相同であ
る、遺伝子の開始コドンの上流の５０ｂｐの追加の配列、および遺伝子の終止コドンの下
流の５０ｂｐの追加の配列）。ＬＥＶＬＦＱＧＰ（配列番号３８）配列をアミノ酸Ｌ、Ｌ
ＥまたはＬＥＶの後に挿入する場合、それぞれＥＶＬＦＱＧＰ（配列番号３９）、ＶＬＦ
ＱＧＰ（配列番号４０）またはＬＦＱＧＰ（配列番号４１）のみが挿入された。同様に、
配列をアミノ酸Ｐ、ＧＰまたはＱＧＰの前に挿入する場合、それぞれＬＥＶＬＦＱＧ（配
列番号４２）、ＬＥＶＬＦＱ（配列番号４３）またはＬＥＶＬＦ（配列番号４４）のみが
挿入された。さらに、挿入がアミノ酸ＬＰの間の場合、例えばＥＶＬＦＱＧ（配列番号４
５）のみが挿入された。
【０２０１】
株の設計
　Ｐｔａライブラリースクリーンのために、Keio collection（Mol. Syst. Biol. 2006; 
2:2006-08）からの大腸菌JW2294-1（Coli Genetic Stock Center；CGSC #9844）の修飾バ
ージョンを作製した。スクリーンにおける使用のための株を調製するために、JW2294-1の
ゲノムを２つの方法、例１で前述したホスホグルコースイソメラーゼのため方法を用いて
修飾した。第１に、ｐｔａ遺伝子の代わりに位置されたＫａｎＲマーカーを除去して、ｐ
ｔａ遺伝子の最初の３塩基および最後の２１塩基ならびにそれらの間の短いｓｃａｒ配列
を含んだｐｔａ遺伝子座を残した。第２に、アセチル－ＣｏＡシンセターゼ（すなわち、
ａｃｓ）をコードする遺伝子をＫａｎＲで置き換え、それにより、酢酸を唯一の炭素源と
して増殖する能力を欠いており、カナマイシンに対する耐性を回復した株を作製した。先
に述べたリコンビナーゼプラスミド（ｐＧＬＡ０４２；図３）をこの株に形質転換して最
終的なスクリーン株（ＧＬ１３－０５２）を作製し、これを個別の選択およびアッセイア
プローチで使用した。
【０２０２】
個別選択およびアッセイアプローチ
　ＧＬ１３－０５２におけるｐｔａの染色体遺伝子座を、ＨＲＶプロテアーゼ認識配列が
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ＰｔａのＣ末端触媒ドメインの予測された溶媒接触可能ループ領域に位置している、上述
の２００メンバーの直鎖状二本鎖ＤＮＡライブラリーを用いて、個別に組換えした。大腸
菌Ｐｔａの結晶構造はまだ決定されていないので、前述のループ領域の予測は、大腸菌Ｐ
ｔａのＣ末端触媒ドメインを、公開された結晶構造を有する異種酵素のそれに対して（す
なわち、タンパク質データバンクＩＤ：１Ｒ５Ｊおよび２ＡＦ３）、アミノ酸配列アライ
ンメントを実施して行った。
【０２０３】
　ＧＬ１３－０５２の２リットル（Ｌ）の培養物を、１０μｇ／ｍＬのカナマイシンおよ
び５０μｇ／ｍＬのカルベニシリンを含有する低塩ＬＢ（５ｇ／Ｌの酵母抽出物、１０ｇ
／Ｌのトリプトン、５ｇ／ＬのＮａＣｌ）中、３０℃で、６００ｎｍでの光学密度が０．
５となるまで増殖させた。培養物を４２℃の水浴に移し、３０分間振盪して、ｐＧＬＡ０
４２からのリコンビナーゼ系を誘導した。誘導された細胞を標準的な方法に従ってエレク
トロコンピテントにし、５０μＬのアリコートを液体窒素でフラッシュ凍結し、続いて－
８０℃で保存した後、ライブラリーメンバーで組換えを行った。
【０２０４】
　各ライブラリーメンバーのＤＮＡを、個別に形質転換して（２５μＬの細胞および５０
ｎｇのライブラリーメンバーのＤＮＡ）、１ｍＬの低塩ＬＢ中３０℃で３時間以上回収し
た。回収した形質転換物を、１％酢酸および１０μｇ／ｍＬのカナマイシンを補充したＭ
９寒天培地にプレーティングし、プレートを３７℃で２～３日間インキュベートした。コ
ロニーを生成した組換え事象は、プロテアーゼ認識配列モチーフを含むにもかかわらず、
活性なＰｔａ酵素を含有したライブラリーメンバーの代表的なものであった。これらのラ
イブラリーメンバーのゲノムのＰｔａ領域をＰＣＲ増幅し、配列決定した。配列検証株は
その後コンピテントにし、ｐＧＬＣ２１７で形質転換し、ＨＲＶプロテアーゼのアラビノ
ース誘導性発現を可能とした。株はまた、ＨＲＶプロテアーゼをコードする遺伝子をタバ
コエッチウイルス（ＴＥＶ）プロテアーゼをコードする遺伝子で置き換えたことを除いて
ｐＧＬＣ２１７と同一である、対照プラスミド（ｐＧＬＣ２１９）でも形質転換した。こ
のプロテアーゼは、Ｐｔａ変異体を切断しない。
【０２０５】
　in vivoでのプロテアーゼ感受性を評価するために、増殖速度と酢酸排出を、０．５％
グルコース、１０μｇ／ｍＬのカナマイシン、および３４μｇ／ｍＬクロラムフェニコー
ルを含有するＭ９最少培地中で３７℃で増殖させたｐＧＬＣ２１７またはｐＧＬＣ２１９
のいずれかを保有する生存可能なＰｔａ変異体を含む株について、測定した。これらの培
養物は±２％のアラビノースで増殖させ、プロテアーゼを過剰発現させた。したがって、
各生存可能なＰｔａ変異体の増殖速度を、４つの条件下で試験した：（１）ＴＥＶプロテ
アーゼ発現が誘導されない、（２）アラビノース誘導性のＴＥＶプロテアーゼ発現、（３
）ＨＲＶプロテアーゼ発現が誘導されない、および（４）アラビノース誘導性のＨＲＶプ
ロテアーゼ発現。条件（３）および（４）は、ＨＲＶプロテアーゼ媒介性のＰｔａ非活性
化を増殖速度によって評価することを可能にし、一方条件（１）および（２）は、プラス
ミドの維持およびアラビノース誘導性のタンパク質発現によってもたらされる、代謝負荷
についての対照を提供する。陽性対照として、野生型ｐｔａを有する株を研究に含め、一
方ｐｔａを除去された株は、陰性対照として機能した。
【０２０６】
　対照株と比較した増殖および酢酸排出の表現型に基づき、４つのユニークなＰｔａ変異
体が２００メンバーのライブラリーから最終的に選択された。これらの変異体は、ＨＲＶ
プロテアーゼ切断モチーフを、アミノ酸３８１、３８２、３８７、および４０９（配列番
号５０、５２、５４、５６、それぞれ配列番号４９、５１、５３、５５によりコードされ
る）の後に挿入されて含有した。図１０Ａは、野生型Ｐｔａおよびｐｔａ対照と比較した
、選択した変異体についての酢酸排出データを示し、図１０Ｂは、乳酸排出データを示す
。野生型Ｐｔａ対照は高酢酸および低乳酸の表現型を示し、一方ｐｔａ対照は、逆の表現
型を示す。したがって、特定のＰｔａ変異体がＨＲＶプロテアーゼ媒介性非活性化に感受
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性である場合、それはＨＲＶプロテアーゼの誘導の不在下で、高酢酸および低乳酸を示す
はずであり、一方ＨＲＶプロテアーゼが誘導された場合には、逆を示す。ＴＥＶプロテア
ーゼ対照においては、ＴＥＶプロテアーゼ認識配列がＰｔａ変異体に存在しないため、誘
導に関わらず、酢酸は高く乳酸は低いはずである。明らかに、変異体３８１、３８２、３
８７、および４０９は、これらの基準を満たしている。
【０２０７】
　これらのＰｔａ変異体がＨＲＶプロテアーゼに感受性であったことをさらに実証するた
めに、in vitro活性アッセイを実施した。図１１は、３７℃で３０分間インキュベーショ
ンした後に外因的に供給されたＨＲＶプロテアーゼの存在下または不在下における、各Ｐ
ｔａ変異体の活性を示す。すべての場合において、Ｐｔａ活性は、ＨＲＶプロテアーゼと
のインキュベーションの際に劇的に減少した。変異体３８１（配列番号５０）は、野生型
に近い活性を有することと、プロテアーゼ媒介性非活性化に特に感受性であることとの間
の最良のバランスを示した。
【０２０８】
例３－大腸菌のトランスケトラーゼ酵素
　大腸菌（E.coli）の主要およびマイナーなトランスケトラーゼ酵素（それぞれＴｋｔＡ
およびＴｋｔＢ）は、ペントースリン酸経路における２つの可逆的ケトール転移反応を触
媒する：
フルクトース－６－リン酸＋グリセルアルデヒド－３－リン酸←→エリスロース－４－リ
ン酸＋キシルロース－５－リン酸
リボース－５－リン酸＋キシルロース－５－リン酸←→セドヘプツロース－７－リン酸＋
グリセルアルデヒド－３－リン酸
　トランスケトラーゼ活性は、エリスロース－４－リン酸、すなわち、３個の芳香族アミ
ノ酸ならびにいくつかのビタミンの生産に必要とされるキーとなる中心の炭素代謝物の、
適切な供給を保証する。トランスケトラーゼ活性を欠いている株は、例えば、芳香族アミ
ノ酸などのエリスロース－４－リン酸由来の化合物およびビタミンの補充を必要とする。
高価ともなり得るかかる補充があったとしても、発酵において高い細胞密度への増殖は困
難である。トランスケトラーゼはまた、ペントースリン酸経路を解糖に接続し、グルコー
スのフラックスが高い場合、ペントースリン酸を、過剰なヌクレオチドの生産から吸い上
げる。トランスケトラーゼを標的とするプロテアーゼは、その重要な機能を細胞増殖の間
に大幅に変更することなく、無細胞反応においてペントースに由来する分子の生産に利益
をもたらすが、これは、高ペントースリン酸経路のフラックスが、解糖へと吸い上げられ
ることを防止するからである。トランスケトラーゼの結晶構造を、図１２に示す。
【０２０９】
トランスケトラーゼＡ変異体ライブラリーの構築
　２００メンバーの直鎖状二本鎖ＤＮＡライブラリーを、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）により設計して構築し、ここで天然の大腸菌トランスケトラーゼＡ（ｔｋｔＡ）遺伝子
配列（配列番号５７）を修飾して、ＨＲＶプロテアーゼの８アミノ酸プロテアーゼ認識配
列（配列番号３８）をコードするヌクレオチド配列（配列番号３７）を含めた。プロテア
ーゼ認識モチーフをコードするヌクレオチド配列は、野生型ｔｋｔＡ遺伝子の次のコドン
の後に挿入された：２２～２４、４３～５５、７８～８３、８８～１１０、１３８～１４
８、１７２～１７５、１８５～１９２、１９６～２００、２０８～２１０、２１８～２２
０、２３３～２３８、２４５～２５７、２６１～２８７、２９４～２９６、３３１～３３
６、３５０～３５４、３７１～３７２、３８８～４０３、４８４～４８７、５０８～５１
１、５２３～５２９、５４４～５５１、５７３～５７７、５９１～５９３、６０１～６０
７、６２４～６２７、６３３～６４０、６４８～６５１。遺伝子のコード配列に加えて、
各ライブラリーメンバーは、５０塩基対（ｂｐ）の相同アームも含んでいた（例えば、大
腸菌ゲノムの野生型ｔｋｔＡ遺伝子座に相同であるそれぞれ５０ｂｐの配列、すなわち遺
伝子の開始コドンの上流の５０ｂｐの追加の配列、および遺伝子の終止コドンの下流の５
０ｂｐの追加の配列）。ＬＥＶＬＦＱＧＰ（配列番号３８）配列をアミノ酸Ｌ、ＬＥまた
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はＬＥＶの後に挿入する場合、それぞれＥＶＬＦＱＧＰ（配列番号３９）、ＶＬＦＱＧＰ
（配列番号４０）またはＬＦＱＧＰ（配列番号４１）のみが挿入された。同様に、ＬＥＶ
ＬＦＱＧＰ（配列番号３８）をアミノ酸Ｐ、ＧＰまたはＱＧＰの前に挿入する場合、それ
ぞれＬＥＶＬＦＱＧ（配列番号４２）、ＬＥＶＬＦＱ（配列番号４３）またはＬＥＶＬＦ
（配列番号４４）のみが挿入された。さらに、ＬＥＶＬＦＱＧＰ（配列番号３８）の挿入
がアミノ酸ＬＰの間の場合、例えばＥＶＬＦＱＧ（配列番号４５）のみが挿入された。
【０２１０】
株の設計
　ＴｋｔＡライブラリースクリーンのために、Keio collection（Mol. Syst. Biol. 2006
; 2:2006-08）からの大腸菌JW5478-1（Coli Genetic Stock Center; CGSC #11606）の修
飾バージョンを作製した。スクリーンにおける使用のための株を調製するために、JW5478
-1のゲノムを２つの方法、例１で前述した方法を用いて修飾した。第１に、ｔｋｔＡ遺伝
子の代わりに位置されたＫａｎＲマーカーを除去して、ｔｋｔ遺伝子の最初の３塩基およ
び最後の２１塩基ならびにそれらの間の短いｓｃａｒ配列を含んだｔｋｔＡ遺伝子座を残
した。第２に、マイナーなトランスケトラーゼ（ｔｋｔＢ）をコードする遺伝子をＫａｎ
Ｒで置き換え、それにより、いかなるトランスケトラーゼ活性も欠いており、カナマイシ
ンに対する耐性を回復した株を作製した。リコンビナーゼプラスミドｐＧＬＡ０４２（図
３）をこの株に形質転換して最終的なスクリーン株ＧＬ１３－０５３を作製し、これを個
別の選択およびアッセイアプローチで使用した。
【０２１１】
個別選択およびアッセイアプローチ
　ＧＬ１３－０５０のｔｋｔＡの染色体遺伝子座を、その結晶構造（タンパク質データバ
ンクＩＤ：１ＱＧＤ）により予測されるように、ＨＲＶプロテアーゼ認識配列をＴｋｔＡ
の溶媒接触可能ループ領域に配置した、上記の２００メンバーの直鎖状二本鎖ＤＮＡライ
ブラリーを用いて個別に組み換えした（図１１参照）。
【０２１２】
　ＧＬ１３－０５０の２リットル（Ｌ）の培養物を、改変フォーゲルボナーＥ（ｍＶＢＥ
）培地（１×ＶＢＥ最小塩、０．４％グルコース、２％カザミノ酸、１ｍＭのトリプトフ
ァン、０．２５ｍＭの２，３－ジヒドロキシ安息香酸、３０μＭのｐ－アミノ安息香酸、
３０μＭのｐ－ヒドロキシ安息香酸、５μＭピリドキシン－ＨＣｌ、１０μｇ／ｍＬのカ
ナマイシン）中３０℃で、６００ｎｍでの光学密度が０．５となるまで増殖させた。培養
物を４２℃の水浴に移し、３０分間振盪して、ｐＧＬＡ０４２からのリコンビナーゼ系を
誘導した。誘導された細胞を標準的な方法に従ってエレクトロコンピテントにし、５０μ
Ｌのアリコートを液体窒素でフラッシュ凍結し、続いて－８０℃で保存した後、ライブラ
リーメンバーで組換えた。
【０２１３】
　各ライブラリーメンバーのＤＮＡを、個別に形質転換して（２５μＬの細胞および５０
ｎｇのライブラリーメンバーＤＮＡ）、１ｍＬの低塩ＬＢ中３０℃で３時間以上回収した
。回収した形質転換物を、１％グルコースおよび１０μｇ／ｍＬのカナマイシンを補充し
たＭ９寒天培地にプレーティングし、プレートを３７℃で２～３日間インキュベートした
。コロニーを生成した形質転換物／組換え物は、プロテアーゼ認識配列モチーフを含むに
もかかわらず、活性なＴｋｔＡ分子を含有したライブラリーメンバーの代表的なものであ
った。これらのライブラリーメンバーのゲノムのＴｋｔＡ領域をＰＣＲ増幅し、配列決定
した。配列検証株はその後コンピテントにし、ｐＧＬＣ２１７で形質転換し、ＨＲＶプロ
テアーゼのアラビノース誘導性発現を可能とした。株はまた、ＨＲＶプロテアーゼをコー
ドする遺伝子をタバコエッチウイルス（ＴＥＶ）プロテアーゼをコードする遺伝子で置き
換えたことを除いてｐＧＬＣ２１７と同一である、対照プラスミド（ｐＧＬＣ２１９）で
も形質転換した。このプロテアーゼは、ＴｋｔＡ変異体を切断しない。
【０２１４】
　in vivoでのプロテアーゼ感受性を評価するために、増殖速度を、０．５％グルコース
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、１０μｇ／ｍＬのカナマイシン、および３４μｇ／ｍＬクロラムフェニコールを含むＭ
９最少培地中で３７℃で増殖させたｐＧＬＣ２１７またはｐＧＬＣ２１９のいずれかを保
有する生存可能なＴｋｔＡ変異体を含む株について、測定した。これらの培養物は±２％
のアラビノースで増殖させ、プロテアーゼを過剰発現させた。したがって、各生存可能な
ＴｋｔＡ変異体の増殖速度を、４つの条件下で試験した：（１）ＴＥＶプロテアーゼ発現
が誘導されない、（２）アラビノース誘導性のＴＥＶプロテアーゼ発現、（３）ＨＲＶプ
ロテアーゼ発現が誘導されない、および（４）アラビノース誘導性のＨＲＶプロテアーゼ
発現。条件（３）および（４）は、ＨＲＶプロテアーゼ媒介性のＴｋｔＡの非活性化を増
殖速度によって評価することを可能にし、一方条件（１）および（２）は、プラスミドの
維持およびアラビノース誘導性のタンパク質発現によってもたらされた、代謝負荷につい
ての対照を提供する。
【０２１５】
　５つのユニークなＴｋｔＡ変異体が、２００メンバーのライブラリーから選択された。
選択された変異体は、ＨＲＶプロテアーゼ切断モチーフを、アミノ酸６３５、６３６、６
３７、６３８、および６４０（それぞれ配列番号６４～６８、それぞれ配列番号５８～６
２によりコードされる）の後に挿入されて含有した。表３に示すように、選択された変異
体は、ＨＲＶプロテアーゼの発現が誘導されなかった場合には、最小グルコース培地にお
ける増殖を支援することができたが、ＨＲＶプロテアーゼが誘導された場合には、その増
殖は著しく損なわれた。ＴＥＶプロテアーゼ対照が示すように、プロテアーゼの誘導によ
りもたらされた増殖障害は、単にタンパク質過剰発現の負担的性質の結果ではなかった。
したがって、これらのＴｋｔＡ変異体は、in vivoでのＨＲＶプロテアーゼ媒介性の非活
性化に感受性であった。
【表３】

【０２１６】
タンパク質結晶構造
　ＴｋｔＡの公表された結晶構造（タンパク質データバンクＩＤ：１ＱＧＤ）に従って、
スクリーンから得た５つのＴｋｔＡ変異体（表３）を、Ｃ末端ヘリックスの直前に先行す
るループにマッピングする（図１１）。ＴｋｔＡは二量体として活性であり、このループ
は、二量体化界面に生じる。理論に束縛されることなく、ＨＲＶプロテアーゼによるこの
ループの切断はおそらく、ＴｋｔＡの二量体化する能力を破壊する。実際、トランスケト
ラーゼの二量体化は、活性な酵素の形成を律速する（J. Biol. Chem. 1981; 256:4877-83
）。
【０２１７】
その他の態様
　本明細書で開示された特徴のすべては、任意の組み合わせで組み合わせることができる
。本明細書で開示された各特徴は、同一、等価、または類似の目的を果たす代替の特徴に
よって置き換えることができる。したがって、特に明記しない限り、開示された各特徴は
、等価または類似の特徴の一般的系列の一例に過ぎない。
【０２１８】
　上記の説明から、当業者は本発明の本質的な特徴を容易に確認することができ、その精
神および範囲から逸脱することなく本発明の様々な変更および修正を行って、これを様々
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な用途および条件に適合させることができる。したがって、他の態様もまた、特許請求の
範囲内である。
【０２１９】
均等物
　本発明のいくつかの態様を本明細書に記載および説明してきたが、当業者は、本明細書
に記載された機能を実行し、および／または結果および／または１もしくは２以上の利点
を得るためのさまざまな別の手段および／または構造を容易に想像し、かかる変形および
／または修正の各々は、本明細書に記載の本発明の態様の範囲内であるとみなされる。よ
り一般的に、当業者は容易に、本明細書に記載のすべてのパラメータ、寸法、材料、およ
び構成が例示的であることを意味することを理解するであろうし、実際のパラメータ、寸
法、材料、および／または構成は、特定の用途または本発明の教示（複数可）が使用され
るところの用途に依存することを理解する。当業者は、日常的な実験のみを用いて、本明
細書に記載した特定の発明の態様の多くの均等物を認識または確認することができる。し
たがって、前述の態様は、ほんの一例としてのみ提示され、添付の特許請求の範囲および
その均等物の範囲内において、本発明の態様は、具体的に記載し特許請求された以外の方
法でも実施できることが、理解されるべきである。本開示の発明の態様は、本明細書に記
載の個々の特徴、システム、物品、材料、キット、および／または方法に向けられている
。また、２または３以上のかかる特徴、システム、物品、材料、キット、および／または
方法の任意の組み合わせは、かかる特徴、システム、物品、材料、キット、および／また
は方法が互いに矛盾しない場合には、本開示の発明の範囲内に含まれる。
【０２２０】
　本明細書中で定義され使用されるすべての定義は、辞書の定義、参照により組み込まれ
る文書における定義、および／または定義された用語の通常の意味を支配すると理解され
るべきである。
【０２２１】
　本明細書および特許請求の範囲において使用される不定冠詞「a」および「an」は、明
らかに逆が示さない限り、「少なくとも１つ」を意味すると理解されるべきである。
【０２２２】
　本明細書および特許請求の範囲において使用される語句「および／または」は、そのよ
うに結合された要素、すなわち、ある場合には接続的に存在する要素であり、他の場合に
は離接的に存在する要素の、「いずれかまたは両方」を意味すると理解されるべきである
。「および／または」で列挙された複数の要素は、同様の様式で、すなわち、そのように
結合された要素の「１または２以上」と解釈されるべきである。「および／または」節に
よって具体的に識別された要素以外の他の要素も、具体的に識別された要素と関連するか
非関連かに関わらず、任意に存在してよい。したがって、非限定的な例として、「Ａおよ
び／またはＢ」への言及は、「含む」などのオープンエンドの言語と組み合わせて使用す
る場合には、一態様においては、Ａのみを指し（任意にＢ以外の要素を含む）；別の態様
においては、Ｂのみを指し（任意にＡ以外の要素を含む）；さらに別の態様においては、
ＡとＢの両方を指す（任意にその他の要素を含む）、などである。
【０２２３】
　本明細書および特許請求の範囲において使用される場合、「または」は、上記に定義し
た「および／または」と同じ意味を有すると理解されるべきである。例えば、リスト内の
項目を分離する場合、「または」または「および／または」は、包括的であると、すなわ
ち、多数のまたはリストの要素ならびに追加のリストされていない項目の、少なくとも１
つ、さらにまた１より多くを包含すると、解釈されるべきである。逆が明確に示されてい
る場合にのみ、例えば「１つのみ」もしくは「正確に１つ」、または特許請求の範囲で用
いられる場合に「からなる」などは、多数のまたはリストの要素の正確に１つの要素の包
含を意味する。一般的に、本明細書で用いられる用語「または」は、「いずれか」、「の
１つ」、「１つのみ」または「正確に１つ」などの排他性の用語が先行する場合にのみ、
排他的代替物（すなわち、「一方または他方、しかし両方ではない」）を示すものとして
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許法の分野で使用される通常の意味を有するものとする。
【０２２４】
　明細書および特許請求の範囲において本明細書中で使用される、１または２以上の要素
のリストを参照しての語句「少なくとも１つ」は、要素のリスト内の任意の１または２以
上の要素から選択される少なくとも１つの要素を意味するが、ただし必ずしも、要素のリ
スト内に具体的に挙げられたそれぞれおよびすべての要素の少なくとも１つを含む必要は
なく、要素のリスト内の任意の組み合わせを除外しないことが、理解されるべきである。
この定義はまた、「少なくとも１つ」の語句が参照する要素のリスト内に具体的に同定さ
れた要素以外にも、具体的に同定された要素と関連するか非関連かにかかわらず、要素が
任意に存在することを許容する。したがって、非限定的な例として、「ＡおよびＢの少な
くとも１つ」（または、同等に、「ＡまたはＢの少なくとも１つ」、または、同等に、「
Ａおよび／またはＢの少なくとも１つ」）とは、一態様において、少なくとも１つ、任意
に１つより多くのＡを含み、Ｂは存在しない（および任意に、Ｂ以外の要素を含む）こと
を指し；別の態様において、少なくとも１つ、任意に１つより多くのＢを含み、Ａは存在
しない（および任意に、Ａ以外の要素を含む）ことを指し；さらに別の態様において、少
なくとも１つ、任意に１つより多くのＡを含み、および少なくとも１つ、任意に１つより
多くのＢを含む（および任意に、他の要素を含む）ことを指す、などである。
【０２２５】
　また、明らかに逆が示されない限り、１つより多くのステップまたは行為を含む、本明
細書に特許請求されたいかなる方法においても、方法のステップまたは行為の順序は必ず
しも、方法のステップまたは行為が記載されている順序に限定されない、ということが理
解されるべきある。
【０２２６】
　本明細書に開示されたすべての参考文献、特許および特許出願は、それぞれが引用され
ている主題に関して、参照によって本明細書に組み込まれ、いくつかのケースでは、文書
全体を包含し得る。
【０２２７】
　特許請求の範囲において、および上記の明細書において、「含む（comprising）」、「
含む（including）」、「保有する」、「有する」、「含有する」、「関与する」、「保
持する」、「構成される」などの語句は、オープンエンド、すなわちそれらを含むがそれ
らに限定されないことを意味する。米国特許庁マニュアルのPatent Examining Procedure
s, Section 2111.03に記載されているように、「からなる」および「から本質的になる」
の移行句のみが、それぞれクローズまたは半クローズの移行句とされるべきである。
【０２２８】
配列表
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