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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　配列番号１記載のアミノ酸配列を含むアンジオテンシン変換酵素２活性を有するポリペ

プチド。

【請求項２】

　配列番号６、８及び１０から１７記載のアミノ酸配列を有するポリペプチドのうち、す

くなくとも１種類のポリペプチドのＣ末端アミノ酸残基を１残基切断する活性を有するこ

とを特徴とする、請求項１記載のアンジオテンシン変換酵素２活性を有するポリペプチド

。

【請求項３】

　請求項１記載のアンジオテンシン変換酵素２活性を有するポリペプチドをコードする遺

伝子。

【請求項４】

　配列番号２記載のアンジオテンシン変換酵素２活性を有するポリペプチドをコードする

遺伝子。

【請求項５】

　請求項３に記載の遺伝子を含有する発現プラスミド。

【請求項６】

　請求項５記載の発現プラスミドにより形質転換された形質転換体。

【請求項７】
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　 前 記 形 質 転 換 体 が 原 核 微 生 物 由 来 で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 形 質 転 換 体 。

【 請 求 項 ８ 】

　 請 求 項 ６ 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 地 で 培 養 し 、 培 養 物 か ら ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活

性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性

を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と す る 、 ア ン ジ オ テ ン シ

ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る 酵 素 剤 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 配 列 番 号 ６ 、 ８ 及 び １ ０ か ら １ ７ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の う ち 、 す

く な く と も １ 種 類 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 を １ 残 基 切 断 す る 活 性 を 有 す る こ

と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ 記 載 の ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る 酵 素 剤 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 微 生 物 由 来 の ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、

前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 前 記 遺 伝 子 を 含 有 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド 、 前 記 発 現

プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 及 び 原 核 微 生 物 に よ る 前 記 ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ ン

変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 大 量 生 産 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ は 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 の 血 圧 調 整 機 構 で あ る レ ニ ン － ア ン

ジ オ テ ン シ ン 系 に お い て 重 要 な 酵 素 の 一 つ で あ る 。 図 ３ に レ ニ ン － ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 の

血 圧 調 整 機 構 を 示 す 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 レ ニ ン は 、 主 に 腎 臓 の 傍 糸 球 体 細 胞 で 生 合 成 さ れ 、 様 々 な 刺 激 で 血 中 に 放 出 さ れ 、 肝 臓

で 合 成 さ れ た 基 質 タ ン パ ク で あ る ア ン ジ オ テ ン シ ノ ー ゲ ン に 作 用 し て ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ

を 遊 離 す る 。

　 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ は 、 主 に 肺 循 環 中 に お い て 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 や キ マ ー ゼ

に よ り ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ に 変 換 さ れ る 。 生 じ た ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ は 、 Ａ Ｔ １ 受 容

体 に 作 用 し 、 血 管 収 縮 、 細 胞 増 殖 、 肥 大 な ど を 引 き 起 こ す 。 ま た 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ

は 、 Ａ Ｔ ２ 受 容 体 に も 作 用 し 、 血 管 拡 張 、 増 殖 抑 制 な ど を 引 き 起 こ す 。

　 一 方 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ は 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ ま た は ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ

Ｉ に 作 用 し て 、 そ れ ぞ れ ア ン ジ オ テ ン シ ン （ １ － ９ ） ま た は ア ン ジ オ テ ン シ ン （ １ － ７ ）

を 遊 離 す る 。 ま た 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン （ １ － ９ ） は Ａ Ｃ Ｅ の 働 き で ア ン ジ オ テ ン シ ン （ １

－ ７ ） に 変 換 さ れ る 。

　 な お 、 図 ３ に お い て 、 枠 線 内 の 二 段 表 記 の 上 段 は ホ ル モ ン の 名 称 、 下 段 は そ の ア ミ ノ 酸

配 列 、 二 重 枠 線 内 は 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 の 名 称 を 示 す 。 Ａ Ｃ Ｅ は ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵

素 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ は ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ の 略 で あ る 。

　 ア ン ジ オ テ ン シ ン （ １ － ７ ） は Ｍ ａ ｓ 受 容 体 に 作 用 し 、 血 管 拡 張 、 増 殖 抑 制 等 の 作 用 を

引 き 起 こ す 。 こ れ ら の 作 用 は 血 圧 降 下 を 惹 起 す る の み で は な く 、 急 性 呼 吸 促 迫 症 候 群 （ Ａ

Ｒ Ｄ Ｓ ） 発 症 時 に お け る 炎 症 を 抑 制 す る 効 果 も も た ら す 。 例 え ば 、 呼 吸 不 全 （ 非 特 許 文 献

１ ） や 心 不 全 の モ デ ル マ ウ ス （ 非 特 許 文 献 ２ 及 び 非 特 許 文 献 ３ ） に ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換

酵 素 ２ を 投 与 す る と 症 状 が 改 善 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ は 、 多 様 な 糖 鎖 を 持 つ 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 疎 水 性 細 胞 膜

貫 通 領 域 を 持 つ 膜 タ ン パ ク 質 で あ る こ と か ら 、 大 量 生 産 は 難 し く 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 利

用 し て 大 量 に 生 産 で き る も の が 求 め ら れ て い た 。 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い た ア ン ジ オ テ ン

シ ン 変 換 酵 素 ２ に 関 す る 研 究 と し て 、 昆 虫 由 来 の ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ が 知 ら れ て

い る （ 特 許 文 献 １ ） 。
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【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 表 ２ ０ １ １ － ５ １ ９ ２ ６ ４

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Imai et. al. , Nature 436, 112-116, 2005

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Zhong et al. , Circulation 122, 717-728, 2010

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Sato et al. , J. Clin. Invest. 123, 5203-5211, 2013

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Takahashi et al. , Biomedical Research, Vol. 36, No. 3, p. 219-22

4, 2015

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Vickers et al. , J. Biol. Chem. 277, 14838-14843, 2002

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 し か し な が ら 、 特 許 文 献 １ に 開 示 さ れ た ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ は 、 糖 タ ン パ ク 質

で あ り 、 そ の た め 、 宿 主 と し て 真 核 細 胞 微 生 物 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 を 用 い る 必 要 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 糖 鎖 の な い 可 溶 性 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る 酵 素 を 提

供 し 、 原 核 微 生 物 に よ る 大 量 生 産 の 可 能 な 遺 伝 子 、 前 記 遺 伝 子 を 含 有 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド

及 び 前 記 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を

有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基

の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 付 加 及 び ／ 又 は 逆 位 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 ア ン ジ オ テ ン

シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を

有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基

の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 付 加 及 び ／ 又 は 逆 位 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 ア ン ジ オ テ ン

シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を

コ ー ド す る 遺 伝 子 又 は 、 配 列 番 号 ２ 記 載 の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン

ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を

コ ー ド す る 遺 伝 子 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ま た 本 発 明 は 、 前 記 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る 遺 伝 子 を 含 有 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド 及 び 前 記 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転

換 体 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 前 記 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 か ら ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵

素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素

２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 法 を 提 供 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に よ っ て 、 糖 鎖 の な い 可 溶 性 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ

チ ド が 提 供 さ れ 、 又 、 原 核 微 生 物 に よ る 前 記 ペ プ チ ド を 大 量 に 生 産 す る こ と が 可 能 な 遺 伝

子 、 前 記 遺 伝 子 を 含 有 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド 及 び 前 記 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転 換 さ れ た
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形 質 転 換 体 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の 糖 鎖 の な い 可 溶 性 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ は 、 血

圧 降 下 剤 や 急 性 呼 吸 促 迫 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ） 発 症 時 に お け る 炎 症 抑 制 剤 な ど の 医 薬 と し て

利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ の 阻 害 作 用 や 亢 進 作 用 を

判 定 す る 試 薬 と し て も 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ６ 】

【 図 １ 】 本 発 明 に よ り 精 製 し た 組 換 え 原 核 微 生 物 由 来 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ の Ｓ Ｄ

Ｓ -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 本 発 明 に 係 る 原 核 微 生 物 由 来 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ に よ る ア ン ジ オ テ ン シ

ン Ｉ Ｉ の 分 解 を 表 す 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 レ ニ ン － ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 に よ る 血 圧 調 節 機 構 を 説 明 す る 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 の 糖 鎖 の な い 可 溶 性 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 以

下 、 本 ポ リ ペ プ チ ド と い う ） は 、 糖 鎖 修 飾 が 起 こ ら な い 原 核 微 生 物 由 来 の タ ン パ ク 質 で 、

し か も 可 溶 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Paenibacillus sp. B38株 （ 独 立 行

政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー に ARIF-B38（ FER M P-20321） と し て

寄 託 さ れ て い る ） か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ 、 遺 伝 子 配 列

を 配 列 番 号 ２ と し て 、 特 定 し た も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ と 同 様 の 基 質 特 異 性 と 酵 素 活 性 を

示 し て お り 、 血 圧 降 下 剤 や 急 性 呼 吸 促 迫 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ） 発 症 時 に お け る 炎 症 抑 制 剤 な

ど の 医 薬 と し て 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。

　 な お 、 ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 他 の 哺 乳 類 の ア ン ジ オ テ ン

シ ン 変 換 酵 素 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 非 常 に 類 似 し て お り 、 例 え ば 、 ゴ リ ラ （ Gorilla gorill

a gorilla） と は ９ ９ ％ の 類 似 性 が あ り （ 以 下 、 カ ッ コ 内 の 数 字 は 類 似 の 割 合 を 示 す ） 、

チ ン パ ン ジ ー （ Pan troglodytes、 ９ ９ ％ ） 、 オ ラ ウ ー タ ン （ Pongo abelii、 ９ ８ ％ ） 、

ヤ ギ （ Capra hircus、 ８ ２ ％ ） 、 ブ タ （ Sus scrofa、 ８ １ ％ ） 、 イ ヌ （ Canis lupus fami

liaris、 ８ ４ ％ ） 、 ヒ ツ ジ （ Ovis aries、 ８ ２ ％ ） 、 ア ラ イ グ マ （ Procyon lotor、 ８ ４

％ ） 、 ヤ ク （ Bos mutus、 ８ １ ％ ） 、 シ ャ チ （ Orcinus orca、 ８ １ ％ ） 、 ハ ン ド ウ イ ル カ

（ Tursiops truncatus、 ８ １ ％ ） 、 ゴ ー ル デ ン ハ ム ス タ ー （ Mesocricetus auratus、 ８ ４

％ ） 、 ウ シ （ Bos taurus、 ８ １ ％ ） 、 ウ サ ギ （ Oryctolagus cuniculus、 ８ ５ ％ ） 、 ウ マ

（ Equus caballus、 ８ ７ ％ ） 、 ア ル パ カ （ Vicugna pacos、 ８ ３ ％ ） 、 ネ コ （ Felis catus

、 ８ ５ ％ ） 、 マ ウ ス （ Mus musculus、 ８ ２ ％ ） 、 ラ ッ ト （ Rattus norvegicus、 ８ ２ ％ ）

と ８ ０ ％ 以 上 の 高 い 類 似 性 を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 人 以 外 の 哺 乳 動 物 に お い て も 、 血

圧 降 下 剤 や 急 性 呼 吸 促 迫 症 候 群 発 症 時 に お け る 炎 症 抑 制 剤 な ど の 動 物 医 薬 と し て 利 用 す る

こ と が 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ま た 、 本 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 １ に 限 定 さ れ る わ け で は な く 、 ア ン

ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る 範 囲 で 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入

、 付 加 及 び ／ 又 は 逆 位 と な っ て い て も 良 い 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 た だ し 、 本 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 中 心 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 His-Glu-Xaa-Xaa-Hisあ る い は His

-Gluと い っ た 特 有 な ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 存 在 す る た め 、 こ の よ う な 配 列 の 箇 所 の ア ミ ノ 酸 残

基 の 変 更 は 好 ま し く な い 。 具 体 的 に は 、 Hｉ ｓ （ ２ ６ ９ 位 ） － Ｇ ｌ ｕ （ ２ ７ ０ 位 ） － Ｘ ａ

ａ － Ｘ ａ ａ － Ｈ ｉ ｓ （ ２ ７ ３ 位 ） 及 び Ｈ ｉ ｓ （ ２ ９ ８ 位 ） － Ｇ ｌ ｕ （ ２ ９ ９ 位 ） の ア ミ ノ

酸 残 基 を 変 更 す る こ と は 好 ま し く な い 。

【 ０ ０ ２ １ 】
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　 本 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺

伝 子 、 又 は 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 欠 失

、 挿 入 、 付 加 及 び ／ 又 は 逆 位 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素

２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。

　 具 体 的 な 例 と し て 、 配 列 番 号 ２ の 遺 伝 子 配 列 が あ る 。 し か し 、 本 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド

す る 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ２ の 遺 伝 子 配 列 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 配 列 番 号 ２ 記 載 の 塩

基 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 と 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 遺 伝 子 配 列

で あ れ ば 良 い 。

　 ま た 、 配 列 番 号 ２ の 遺 伝 子 検 索 に よ っ て 得 ら れ る 配 列 番 号 ２ に 該 当 す る 遺 伝 子 配 列 ま た

は 、 合 成 遺 伝 子 配 列 で あ っ て も 良 い 。

　 遺 伝 子 検 索 に よ っ て 得 ら れ る 遺 伝 子 配 列 に は 、 例 え ば 、 Paenibacillus durus （ ATCC 3

5681） 、 Paenibacillus polymyxa （ ATCC 15970） 、 Bacillus coagulans DSM1株 （ ATCC 7

050） な ど の 原 核 微 生 物 の 配 列 番 号 ２ に 該 当 す る 遺 伝 子 配 列 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ

プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 又 は 、 配 列 番 号 ２ 記 載 の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 と ス ト リ

ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ

プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 用 プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ん で 発 現 プ ラ ス ミ ド と し た の ち 、

前 記 発 現 プ ラ ス ミ ド で 原 核 微 生 物 を 形 質 転 換 し 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 地 中 で 培 養 す る

こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 原 核 微 生 物 由 来 で あ る た め 、 糖 鎖 形 成 を 必 要 と せ ず 、 発 現 用 プ ラ ス

ミ ド 及 び 宿 主 を 原 核 微 生 物 の 形 質 転 換 に 適 し た も の を 用 い れ ば 良 く 、 又 は 、 酵 母 、 麹 菌 、

昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 な ど の 異 種 タ ン パ ク 質 発 現 系 を 用 い て も 生 産 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 発 現 用 プ ラ ス ミ ド は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 形 質 転 換 す る 宿 主 を 原 核 微 生 物 と

し 、 原 核 微 生 物 の 発 現 用 プ ラ ス ミ ド と し て 用 い ら れ る も の で あ れ ば 良 い 。 宿 主 を 大 腸 菌 と

す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ － ３ ２ aを 使 用 す る こ と が で き る 。

　 大 腸 菌 と ｐ Ｅ Ｔ － ３ ２ aと の 組 合 せ 以 外 に 、 例 え ば 以 下 の も の を 用 い る こ と が で き る 。

　 宿 主 と し て 大 腸 菌 を 用 い る 場 合 ： 発 現 プ ラ ス ミ ド と し て pETシ リ ー ズ 、 pUCシ リ ー ズ 、 M1

3mpシ リ ー ズ 、 pCA M BIAシ リ ー ズ 、 pK K223、 pACYC184、 pBR322、 pM ALシ リ ー ズ 、 pGEXシ リ ー

ズ 、 pColdシ リ ー ズ な ど 。

　 宿 主 と し て 枯 草 菌 （ Bacillus subtil is） を 用 い る 場 合 ： 発 現 プ ラ ス ミ ド と し て pHTシ リ

ー ズ 、 pALシ リ ー ズ 、 pBE-Sな ど 。

　 宿 主 と し て ブ レ ビ バ チ ル ス 菌 （ Brevibacillus） を 用 い る 場 合 ： 発 現 プ ラ ス ミ ド と し て p

BICシ リ ー ズ 、 pNCシ リ ー ズ 、 pNIシ リ ー ズ 、 pN Y326、 pNC M O2な ど 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

（ １ ） 原 核 微 生 物 由 来 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２ （ 以 下 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ２

を Ａ Ｃ Ｅ ２ と 略 記 す る ） の ス ク リ ー ニ ン グ

　 Paenibacillus sp. B38株 （ 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ

ー に ARIF-B38（ FER M P-20321） と し て 寄 託 さ れ て い る ） か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 つ

ぎ に 、 得 ら れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を シ ー ク エ ン サ ー に よ り 解 析 し た 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ は カ

ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 を 有 し て い る こ と か ら 、 Basic Local Alignment Search Tool

（ BLAST） を 用 い て 、 解 析 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 の 中 か ら カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ を

コ ー ド す る と 推 定 さ れ る 領 域 （ 推 定 領 域 ） を 検 索 し た 。 推 定 領 域 の 塩 基 配 列 か ら 設 計 し た

プ ラ イ マ ー （ 塩 基 配 列 ３ 及 び ４ ） を 用 い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 法 に よ り 推

定 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た 。 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ５ に 示 す 。

　 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ を 大 腸 菌 用 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ － ３ ２ aの マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト
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に 挿 入 し 、 推 定 領 域 の 発 現 プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 得 ら れ た 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り 大 腸 菌

Ｂ Ｌ ２ １ (Ｄ Ｅ ３ ） 株 を 形 質 転 換 し 、 こ れ を Ｌ Ｂ 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 、 推 定 領 域

に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 の 測 定 は 非 特 許 文 献 ４ に 従 っ て 行 っ た 。 す な わ ち 、 消 光 性 蛍 光 基 質 ２ － メ

チ ル ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル （ Ｎ ｍ ａ ） － ヒ ス チ ジ ン （ Ｈ ｉ ｓ ） － プ ロ リ ン （ Ｐ ｒ ｏ ） － ［ Ｎ ε

－ （ ２ ， 　 ４ － ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） － リ シ ル ］ ［ Ｌ ｙ ｓ （ Ｄ ｎ ｐ ） ］ を 用 い て 、 こ れ を 分

解 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 、 大 腸 菌 に よ り 発 現 し た タ ン パ ク 質 か ら ス ク リ ー ニ ン グ

し た 。 そ の 結 果 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 見 し た 。 ま た 、 こ の

タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

（ ２ ） 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 精 製

　 大 腸 菌 用 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ － ３ ２ aの マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 配 列 番 号 ２ に 示

し た 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 全 長 を 組 み 込 み 、 発 現 プ ラ ス ミ ド を 構 築

し た 。 得 ら れ た 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ (Ｄ Ｅ ３ ） 株 を 形 質 転 換 し 、 こ れ を

Ｌ Ｂ 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 、 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ を 発 現 さ せ た 。 超 音 波 破 砕 機

に よ り 大 腸 菌 を 破 砕 し 、 遠 心 分 離 に よ り 菌 体 破 砕 液 上 清 を 取 得 し た 。 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー 、 並 び に ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 単 一 酵 素 を 取 得 し た （ 図 １ ）

。 図 １ 中 、 符 号 １ は 分 子 量 マ ー カ ー 、 符 号 ２ は 精 製 タ ン パ ク 質 を 電 気 泳 動 し た レ ー ン で あ

る 。

　 精 製 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 ５ ７ ｋ Ｄ ａ で あ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 計 算 し た 分 子 量 ５ ７

,５ ９ ７ と 一 致 し た 。 ま た 、 培 養 液 １ Ｌ （ リ ッ ト ル ） あ た り 約 １ ０ ０ ｍ ｇ の 原 核 微 生 物 由

来 Ａ Ｃ Ｅ ２ が 得 ら れ た 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

（ ３ ） 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 酵 素 活 性

　 精 製 酵 素 の 基 質 N ma-His-Pro-Lys(Dnp)に 対 す る 動 力 学 定 数 を 非 特 許 文 献 ４ に 基 づ き 測 定

し た 。 表 １ に そ の 結 果 を 示 す 。 な お 、 動 力 学 定 数 は 、 実 験 を ３ 回 繰 り 返 し て 行 っ て 得 ら れ

た 平 均 値 で あ る 。 本 実 施 例 で 使 用 し た ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ は コ ス モ ・ バ イ オ 株 式 会 社 か ら 購 入 し

た 。

　 動 力 学 定 数 は 、 ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ と 近 似 な 値 を 示 し た 。

　 な お 、 ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ の 動 力 学 定 数 値 は 、 非 特 許 文 献 ４ か ら 引 用 し た 値 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ ９ 】

（ ４ ） 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ に よ る 各 種 ペ プ チ ド の 加 水 分 解 実 験

　 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ に よ る ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ の 加 水 分 解 実 験 を 行 っ た と こ ろ 、

ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ と 同 様 に ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ か ら ア ン ジ オ テ ン シ ン （ １ － ７ ） を 生 成 し た

。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 図 ２ に お い て 、 （ Ａ ） は 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ の み 、 （ Ｂ ） は 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン （

１ － ７ ） の み 、 （ Ｃ ） は 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ に ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時

間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た も の 、 （ Ｄ ） は 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ に 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ

Ｅ ２ を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た も の で あ る 。

　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 測 定 条 件 は 、 溶 媒 Ａ か ら Ｂ へ の リ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト （ 溶 媒 Ａ ： ０ ． １ ％ ト リ

フ ル オ ロ 酢 酸 、 溶 媒 Ｂ ： ５ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 ０ ． １ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ） 、 分 析 時 間
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２ ０ 分 、 検 出 波 長 ： ２ １ ０ ｎ ｍ 、 カ ラ ム ： TSKgel Super-O DS（ １ ０ ｃ ｍ ） と し た 。

　 ま た 、 各 種 ペ プ チ ド の 加 水 分 解 実 験 の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。

【 ０ ０ ３ １ 】

【 表 ２ 】

↓ （ 下 向 き 矢 印 ） ： 切 断 部 位 、 ○ ： 切 断 さ れ る 、 × ： 切 断 さ れ な い 。

　 な お 、 ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ の デ ー タ は 、 非 特 許 文 献 ５ か ら 引 用 し た 値 で あ る 。

　 表 ２ 中 、 Neurotensin 1-8の ア ミ ノ 酸 配 列 に 記 載 さ れ た pEは 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を

表 し 、 配 列 表 １ ７ で は 、 pEを 除 く ア ミ ノ 酸 配 列 の み を 記 載 し て い る 。

　 表 ２ に 示 す よ う に 、 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ 、 す な わ ち 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ

ト Ａ Ｃ Ｅ ２ と 同 じ 酵 素 活 性 を 示 す こ と が わ か る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

（ ４ ） ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ 阻 害 剤 に よ る 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 阻 害 実 験

　 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ も 既 知 の ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ 阻 害 剤 で あ る ニ コ チ ア ナ ミ ン に よ る 阻 害

を 受 け た （ IC 5 0 : 原 核 微 生 物 由 来 Ａ Ｃ Ｅ ２ ７ ４ ｎ Ｍ , ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ ８ ４ ｎ Ｍ ） 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 実 施 の 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 し た 発 明

40



(8) JP  6535960  B2  2019.7.3

の 範 囲 内 で 種 々 の 変 形 が 可 能 で あ り 、 そ れ ら も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ と は い う ま で

も な い 。

【 符 号 の 説 明 】

【 ０ ０ ３ ４ 】

１ ： 分 子 量 マ ー カ ー の 電 気 泳 動 レ ー ン

２ ： 精 製 タ ン パ ク 質 の 電 気 泳 動 レ ー ン

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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