
(57)【要約】
真核生物から誘導された酵素が、コンジュゲートの形成の前、すなわち、標的分子に結合
可能な分子に対する酵素の結合の前に脱グリコシル化されると、標的分子の存在を検出す
るかまたはその量を測定するための、コンジュゲートが標識された成分として使用される
アッセイの感度が高くなる。本発明は、コンジュゲート、これを提供するための方法、か
かるコンジュゲートの使用および該コンジュゲートを含んでなるキットを提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 酵
素 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 結 合 さ
せ る 工 程
を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 酵
素 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子
に 結 合 さ せ る 工 程
を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 １ ０ ％ ～ ９ ９ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 ２ ０ ％ ～ ７ ０ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 約 ６ ０ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 工 程 （ ａ ） の グ リ コ シ ル 化 酵 素 が 哺 乳 動 物 性 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 １ ～ ５ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 工 程 （ ａ ） の グ リ コ シ ル 化 酵 素 が 哺 乳 動 物 性 病 原 体 を 含 ま な い こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ ～ ６ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 酵 素 が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ り 、 こ こ で 、 該 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の ア ミ ノ
酸 配 列 が 、 該 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 形 質 転 換 宿 主 生 物 に お い て 認 識 さ れ る グ
リ コ シ ル 化 部 位 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 真 核 生 物 起 源 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 該 酵 素 が 、 化 学 試 薬 、 ア ミ ダ ー ゼ 、 エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ ま た は
エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ り 脱 グ リ コ シ ル 化 ま た は 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 該 酵 素 が 、 エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ Ｈ 、 エ
ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ Ｆ 、 ま た は ペ プ チ ド － Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ
、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ に よ り 脱 グ リ コ シ ル 化 ま た は 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ る こ と
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を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 が 、
　 （ ａ ） 抗 体 ま た は そ の 機 能 性 断 片 、
　 （ ｂ ） ア ビ ジ ン 、 ま た は ア ビ ジ ン 分 子 の ポ リ マ ー 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ア ビ ジ
ン の 断 片 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ア ビ ジ ン 断 片 の ポ リ マ ー 、
　 （ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 の ポ リ マ ー 、 ま た は ビ オ チ
ン に 結 合 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 断 片 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 断 片 の ポ リ マ ー 、
　 （ ｄ ） レ ク チ ン 、 ま た は 炭 水 化 物 に 結 合 可 能 な そ の 断 片 、
　 （ ｅ ） ハ プ テ ン 、
　 （ ｆ ） 核 酸 ま た は そ の ア ナ ロ グ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 が 、 連 結 基 に よ っ て 酵 素 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ ～ １ ３ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 酵
素 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、 該 グ リ コ シ ル 化 酵 素 の 炭 水 化 物 部 分 は 多 数 の マ ン ノ ー ス サ ブ
ユ ニ ッ ト を 含 む 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程
を 含 む 方 法 に よ っ て 得 ら れ 得 る 、 哺 乳 動 物 性 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 、 哺 乳 動 物 起 源 の 単 離
お よ び 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 酵 素 が 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト を 含
む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 が ５ ４ ｋ Ｄ ａ ～ ５ ８ ｋ Ｄ ａ で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め の 請 求 項 １ ５ ～ １ ８ い ず れ か 記 載 の 酵 素 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵
素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 標 的 分 子 の 存 在 を 検 出 す る た め 、 ま た は 標 的 分 子 の 量 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ に お け
る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ア ッ セ イ が 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 酵 素 免 疫 測 定 法 が 不 均 一 系 ま た は 均 一 系 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ２ ２ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 固 相 に 結 合 さ せ た 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 、 お よ び 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酵 素 部 分 に よ り 変 換 さ れ 得 る 基 質
を 含 有 し て な る 、 パ ー ツ の キ ッ ト 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 酵 素 を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 グ リ コ シ
ル 化 さ れ た 酵 素 を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 関 し 、 こ こ で 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 は 、 真 核
生 物 の 微 生 物 宿 主 中 で 組 み 換 え 手 段 に よ っ て 産 生 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 糖 タ ン パ ク 質 は グ リ コ シ ル 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化
は 、 通 常 、 N結 合 ま た は O結 合 の い ず れ か で あ る 。 N結 合 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 の 側 鎖 に 対
す る 炭 水 化 物 部 分 の 結 合 を い う 。 3ペ プ チ ド の 配 列 で あ る ア ス パ ラ ギ ン － X－ セ リ ン お よ び
ア ス パ ラ ギ ン － X－ ス レ オ ニ ン （ Xは プ ロ リ ン 以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る ） は 、 ア ス パ ラ
ギ ン 側 鎖 に 対 す る 炭 水 化 物 部 分 の 酵 素 に よ る 結 合 の た め の 認 識 配 列 で あ る 。 し た が っ て 、
ポ リ ペ プ チ ド 中 に こ れ ら の 3ペ プ チ ド の 配 列 の い ず れ か が 存 在 す る こ と に よ り 、 グ リ コ シ
ル 化 部 位 が 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 O結 合 グ リ コ シ ル 化 は 、 糖 （ 例 え ば 、 N－ ア セ チ ル ガ ラ ク
ト サ ミ ン 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 ま た は キ シ ロ ー ス ） の ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ノ 酸 （ 最 も 一 般 的 に は
、 セ リ ン ま た は ス レ オ ニ ン ） へ の 結 合 を い う が 、 5－ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ま た は 5－ ヒ ド ロ
キ シ リ ジ ン も ま た 使 用 さ れ 得 る 。 N結 合 オ リ ゴ 糖 は 、 さ ら に 、 3つ の サ ブ グ ル ー プ に 分 け ら
れ 、 こ れ ら は 、 高 マ ン ノ ー ス 型 、 複 合 型 、 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド 型 で あ る 。 N結 合 オ リ ゴ 糖
は 、 高 頻 度 で 分 岐 し て お り 、 分 岐 は 通 常 、 マ ン ノ ー ス 残 基 ま た は N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ
ン 残 基 の い ず れ か で 生 じ る 。 こ れ ら の 分 岐 し た 構 造 は 、 分 岐 が 2つ 存 在 す る 場 合 に は 、 二
分 岐 と 呼 ば れ 、 分 岐 が 3つ 存 在 す る 場 合 に は 三 分 岐 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 炭 水 化 物 構 造 を 分 析 す る た め の 既 存 の 方 法 は 、 複 雑 な 多 工 程 の 手 順 に 依 存 す る 。 こ れ ら
の 手 順 に は 、 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 、 NMR、 高 速 原 子 衝 撃 、 錯 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 （
高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 気 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 お よ び 逆 相 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー ） 、 複 雑 に 連 続 し た 化 学 反 応 （ メ チ ル 化 分 析 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 、 お よ び 種 々 の
加 水 分 解 反 応 ） の よ う な 技 術 が 含 ま れ 、 こ れ ら の 全 て が 、 オ リ ゴ 糖 の 配 列 お よ び そ れ ら の
グ リ コ シ ド 結 合 の 特 徴 を 決 定 す る た め に 、 種 々 の 組 み 合 わ せ で 使 用 さ れ て い る 。 そ れ ぞ れ
の 方 法 は 、 炭 水 化 物 構 造 に つ い て あ る 程 度 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る が 、 そ れ ぞ れ が 欠
点 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 高 速 原 子 衝 突 （ 非 特 許 文 献 1） は 、 大 き さ お よ び 配 列 の デ ー タ
を い く ら か 提 供 す る こ と が で き る が 、 結 合 位 置 ま た は ア ノ マ ー 構 造 に つ い て の 情 報 は 提 供
し な い 。 NMRは 、 炭 水 化 物 を 分 析 す る た め の 最 も 効 果 的 な ツ ー ル で あ る （ 非 特 許 文 献 2） が
、 こ れ は 相 対 的 に 感 度 が 低 く 、 こ れ に は 多 量 の 検 体 が 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 非 特
許 文 献 3、 非 特 許 文 献 4、 お よ び 非 特 許 文 献 5に よ っ て 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 精 製 さ れ た グ リ コ シ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 か ら の 炭 水 化 物 部 分 の 除 去 は 、 化 学 的 に ま た
は 酵 素 的 に 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を 、 化 合 物 ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ン 酸
ま た は そ れ と 同 等 の 化 合 物 に 曝 露 す る こ と に よ る 化 学 的 な 脱 グ リ コ シ ル 化 に よ り 、 ポ リ ペ
プ チ ド を 完 全 な ま ま 残 し な が ら 、 結 合 糖 （ N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン ま た は N－ ア セ チ ル ガ
ラ ク ト サ ミ ン ） を 除 く 殆 ど ま た は 全 て の 糖 の 切 断 を 生 じ る こ と が で き る 。 化 学 的 な 脱 グ リ
コ シ ル 化 は 、 非 特 許 文 献 6に よ っ て 、 お よ び 非 特 許 文 献 7に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ペ
プ チ ド 上 の 炭 水 化 物 部 分 の 酵 素 に よ る 切 断 は 、 非 特 許 文 献 8に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う
な 、 種 々 の エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ お よ び エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ の 使 用 に よ り 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 酵 素 活 性 を 維 持 す る た め に 炭 水 化 物 部 分 が 必 要 で あ る グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 が 存 在 す
る こ と は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 そ れ ら に つ い て の 例 は 、 非 特 許 文 献 9に よ っ て 記 載 さ
れ て い る 。 酵 母 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ ッ シ ェ （ Saccharomycescerevisiae） か ら 精 製
さ れ た 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 エ ン ド － β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ Hに よ っ て 、 ま
た は HF処 理 に よ っ て 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 。 90％ 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 は 、 三 次 元 構
造 の 崩 壊 を 伴 う 酵 素 活 性 の 顕 著 な 喪 失 を 示 し た 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 非 特 許 文 献 10に は 、 血 液 循 環 に お け る 酵 素 の 保 持 を 改 善 す る た め の 、 NaIO 4 お よ び NaBH 4
を 用 い た ヒ ト β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ の 修 飾 が 記 載 さ れ て い る 。 修 飾 さ れ た 酵 素 は 、 免 疫 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 酵 母 中 で の 異 種 タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 し ば し ば 、 マ ン ノ ー ス 高 含 有 の 高 度 に グ リ コ シ ル
化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 生 じ る （ 非 特 許 文 献 11） 。 そ の 一 例 は 、 メ チ ロ ト ロ ー フ 酵 母 ハ ン ゼ
ヌ ラ ・ ポ リ モ ル フ ァ （ Hansenula polymorpha） 中 で 異 種 タ ン パ ク 質 と し て 産 生 さ れ た 、 植
物 Cyamopsistetragonoloba（ グ ア ー ） 由 来 の α － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ る （ 非 特 許 文 献 12
） 。 グ ア ー 中 で は 、 α － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ハ ン ゼ ヌ ラ ・ ポ リ モ ル
フ ァ に よ っ て 分 泌 さ れ た α － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ も ま た グ リ コ シ ル 化 さ れ て お り 、 こ れ は 、
9.5%の 糖 含 有 量 を 有 し て い た 。 ハ ン ゼ ヌ ラ ・ ポ リ モ ル フ ァ に よ っ て 産 生 さ れ た α － ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ の 比 活 性 は 、 天 然 グ ア ー の α － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に つ い て の 100U／ mgと 比 較 し
て 、 38U／ mgで あ っ た 。 注 目 す べ き は 、 α － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 脱 グ リ コ シ ル 化 に よ り 、
比 活 性 が 完 全 に 回 復 し た こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め に 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 を 天 然 哺 乳 動 物 宿 主 組 織 か ら 精
製 す る こ と に は 、 阻 害 因 子 ま た は 病 原 体 の よ う な 望 し く な い 化 合 物 が 同 時 に 精 製 さ れ 得 る
リ ス ク が 伴 う 。 例 え ば 、 ウ シ の 組 織 か ら 単 離 さ れ る ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に は 、
ウ シ の 病 原 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が 混 入 す る 可 能 性 が あ る 。 こ の 理 由 の た め に 、 酵 母 の よ
う な 微 生 物 宿 主 中 で の 所 望 さ れ る タ ン パ ク 質 の 組 み 換 え 発 現 が 好 ま し い 。 メ チ ロ ト ロ ー フ
酵 母 を 微 生 物 宿 主 と す る こ と が 非 常 に 好 ま し い 。 酵 母 中 で の 所 望 さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現
に は 、 グ リ コ シ ル 化 に よ る 所 望 さ れ る タ ン パ ク 質 の 修 飾 を 含 む 分 泌 経 路 の よ う な 、 細 胞 内
輸 送 経 路 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 特 許 文 献 1に は 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） 中 で 異 種 タ ン パ ク 質 と し て 発
現 さ れ た 、 活 性 の 高 い 真 核 生 物 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 開 示 さ れ て い る 。 こ れ も ま た 、
分 泌 経 路 に 対 し て 標 的 化 さ れ る と 、 酵 母 に よ っ て グ リ コ シ ル 化 さ れ る 。 注 目 す べ き は 、 酵
母 に よ っ て 誘 導 さ れ た 酵 素 の 特 性 が 、 ウ シ の 小 腸 か ら 精 製 さ れ た 天 然 の グ リ コ シ ル 化 さ れ
た 酵 素 の 特 性 と 類 似 し て い る こ と で あ る 。 し た が っ て 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 中 で 異 種 タ ン
パ ク 質 と し て 発 現 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 比 活 性 が 、 7,000U／ mgの 比 活 性 を 有 す
る こ と が 報 告 さ れ る 。 こ の よ う に 、 酵 母 特 異 的 炭 水 化 物 部 分 は 、 遊 離 の 酵 素 の 酵 素 活 性 を
妨 害 す る こ と は な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 化 学 物 質 ま た は 生 物 学 的 物 質 の 検 出 の た め の 分 析 方 法 に お
い て 標 識 と し て 頻 繁 に 使 用 さ れ る 酵 素 の 一 例 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 の 殆 ど は 、 「 標 的 分 子
」 ま た は 「 検 体 」 と 呼 ば れ る 検 出 さ れ る 物 質 が 、 対 応 す る 「 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 」
ま た は 「 受 容 体 」 と 特 異 的 か つ 優 先 的 に 反 応 す る 、 「 特 異 的 結 合 」 反 応 と し て 知 ら れ て い
る 方 法 に 依 存 す る 。 殆 ど の 周 知 の 特 異 的 結 合 反 応 は 、 免 疫 反 応 体 、 例 え ば 、 抗 体 、 お よ び
抗 原 ま た は ハ プ テ ン 間 で 生 じ る 。 「 ハ プ テ ン 」 に よ り 、 抗 原 と し て 作 用 す る こ と が で き る
が 、 そ れ 自 体 は 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と は で き な い 任 意 の 分 子 が 意 味 さ れ る 。 適 切 な 抗 体
応 答 を 誘 発 す る た め に は 、 ハ プ テ ン を 、 通 常 は 、 共 有 結 合 に よ っ て 、 免 疫 原 性 担 体 に 結 合
さ せ て 、 ハ プ テ ン に 特 異 的 な 抗 体 を 誘 発 す る こ と が で き る 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の ビ オ チ ン と の 特 異 的 結 合 反 応 、 炭 水 化 物 の レ ク チ
ン と の 特 異 的 結 合 反 応 、 ま た は ホ ル モ ン の ホ ル モ ン 受 容 体 と の 特 異 的 結 合 反 応 の よ う な 、
他 の 特 異 的 結 合 反 応 も ま た 知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 特 異 的 結 合 と い う 用 語 に は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お け る 相 補 的 核 酸 ま た は そ の 類 似 体 の 相 互 作 用 も 含 ま れ る 。 さ ら に
、 特 異 的 結 合 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 と 核 酸 ま た は 核 酸 類 似 体 と の 間 で 生 じ る こ と が 知
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ら れ て い る 。 核 酸 類 似 体 の 一 例 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ま た は ペ プ チ ド 核 酸 （ 「 PNA」 ）
で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 分 析 さ れ る 試 料 に は 、 し ば し ば 極 少 量 の 標 的 分 子 が 含 ま れ る の で 、 免 疫 測 定 法 に 基 づ く
方 法 が そ れ ら の 検 出 の た め に 使 用 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 方 法 に よ り 、 標 的 分 子
は 、 極 め て 特 異 的 か つ 正 確 に 決 定 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 方 法 に は 多 く の 変 形 が 存 在 す る 。 種
々 の 免 疫 学 的 決 定 方 法 は 、 均 一 系 の 方 法 と 不 均 一 系 の 方 法 に 分 類 す る こ と が で き る 。 固 相
反 応 は 、 通 常 、 検 出 さ れ る 物 質 と 標 識 さ れ た 成 分 を 含 む 複 合 体 を 固 定 し 、 こ れ に よ り 、 結
合 し て い な い 標 識 さ れ た 成 分 か ら そ れ ら を 分 離 す る た め に 、 「 不 均 一 系 の 」 方 法 の 一 部 を
常 に 形 成 す る 。 「 均 一 系 の 」 方 法 の 変 形 に お い て は 、 結 合 し た 標 識 と 結 合 し て い な い 標 識
の 分 離 は 行 わ れ ず 、 そ の 結 果 、 結 合 し た 標 識 と 結 合 し て い な い 標 識 は 、 他 の 方 法 に よ っ て
識 別 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 標 識 」 は 、 シ グ ナ ル を 生 じ る か 、 ま た は シ グ ナ ル を 生 じ る よ う に 誘 導 す る こ と が で き
る 任 意 の 分 子 で あ る 。 免 疫 測 定 法 に つ い て 知 ら れ て い る 多 く の 種 々 の 「 標 識 さ れ た 成 分 」
が 存 在 し て い る 。 標 識 さ れ た 成 分 の 1つ の 部 分 で あ る 標 識 は 、 シ グ ナ ル を 生 じ る た め に 1つ
ま た は い く つ か の さ ら な る 成 分 を 必 要 と す る 酵 素 で あ り 、 そ の 結 果 、 シ グ ナ ル 生 成 系 に は
、 測 定 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る た め に 必 要 な 成 分 の 全 て が 含 ま れ る 。 こ の よ う に し て 、 シ
グ ナ ル が 、 酵 素 の 活 性 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 さ れ る 。 さ ら な る 成
分 と し て は 、 基 質 、 補 酵 素 、 エ ン ハ ン サ ー 、 別 の 酵 素 、 酵 素 活 性 に よ っ て 生 成 さ れ る 産 物
と 反 応 す る 物 質 、 触 媒 、 活 性 化 因 子 、 補 因 子 、 阻 害 因 子 、 ス カ ベ ン ジ ャ ー 、 金 属 イ オ ン 、
お よ び シ グ ナ ル を 生 じ る 物 質 の 結 合 に 必 要 な 特 異 的 結 合 物 質 が 挙 げ ら れ 得 る 。 適 切 な シ グ
ナ ル 生 成 系 に つ い て の 詳 細 な 議 論 は 、 特 許 文 献 2お よ び 特 許 文 献 3に お い て 見 る こ と が で き
る 。 酵 素 お よ び 基 質 の 例 と し て は 、 例 え ば 以 下 ： （ a） 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 基
質 と し て 過 酸 化 水 素 、 こ こ で 、 過 酸 化 水 素 は 色 素 前 駆 体 、 例 え ば 、 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア
ミ ン ま た は 3,3',5,5'－ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド を 酸 化 す る ； （ b） ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 色 原 体 基 質 と し て パ ラ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト ； （ c） β － D
－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と 色 原 体 基 質 、 例 え ば 、 o－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル － β － D－ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ
シ ド 、 ま た は 蛍 光 発 生 基 質 で あ る ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル － β － D－ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ
シ ド が 挙 げ ら れ る 。 し か し 、 多 数 の 他 の 酵 素 － 基 質 の 組 み 合 わ せ が 、 当 業 者 に 公 知 で あ る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 標 識 さ れ た 成 分 の 別 の 部 分 は 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 で あ り 、 抗 体 ま た は 抗 体 の 機
能 的 断 片 に よ っ て 例 示 さ れ る 。 異 な る 種 に 由 来 す る 部 分 を 含 む 、 単 鎖 抗 体 、 お よ び キ メ ラ
、 ヒ ト 化 、 ま た は 霊 長 類 化 （ CDR移 植 ） 抗 体 、 な ら び に キ メ ラ ま た は CDR移 植 単 鎖 抗 体 な ど
も ま た 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 用 語 「 抗 体 」 に 含 ま れ る 。 こ れ ら の 抗 体 の 種
々 の 部 分 は 、 従 来 技 術 に よ っ て 互 い に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 ま た 、 遺 伝 子 操 作
技 術 を 使 用 し て 連 続 し て い る タ ン パ ク 質 と し て 調 製 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 キ メ ラ 、
ヒ ト 化 、 霊 長 類 化 、 ま た は 単 鎖 抗 体 の 断 片 を 含 む 、 抗 体 の 機 能 的 断 片 も ま た 作 製 す る こ と
が で き る 。 上 記 の 抗 体 の 機 能 的 断 片 は 、 そ れ ら が 由 来 す る 全 長 の 抗 体 の 少 な く と も 1つ の
結 合 機 能 を 保 持 し て い る 。 好 ま し い 機 能 的 断 片 は 、 対 応 す る 全 長 の 抗 体 の 抗 原 結 合 機 能 を
保 持 し て い る 。 標 識 さ れ た 成 分 中 の 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に つ い て の 他 の 例 は 、 ア ビ
ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 レ ク チ ン 、 核 酸 、 ま た は そ れ ら の 類 似 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 2つ の 部 分 、 す な わ ち 酵 素 と 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 を 含 む 標 識 さ れ た 成 分 は 、 「 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト 」 を 形 成 す る こ と に よ り 、 す な わ ち 、 2つ の 部 分 を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て
得 る こ と が で き る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 単 一 の 構 造 を 形 成 す る よ う に 、 任 意 に 連 結 基 を 介
し て 、 互 い に 結 合 さ れ た 2つ 以 上 の 分 子 か ら 構 成 さ れ る 分 子 で あ る 。 結 合 は 、 分 子 間 の 直
接 的 な 結 合 に よ る か 、 ま た は 連 結 基 に よ る か の い ず れ か で 行 わ れ 得 る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、
特 に 、 酵 素 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 形 成 に つ い て の 概 要 は 、 非 特 許 文 献 13に 見 る こ と が で き る
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。 タ ン パ ク 質 に 対 し て 酵 素 を 結 合 さ せ る た め の 技 術 は 、 非 特 許 文 献 14に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に お い て は 、 機 能 、 す な わ ち 、 標 識 と し て そ の 中 に 含 ま れ る 酵 素 の 活 性
は 、 い く つ か の 理 由 に よ り 低 下 し て い る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に お い て
は 、 酵 素 は 変 化 し た 次 善 の 立 体 構 造 を 有 す る 場 合 が あ る 。 別 の 例 は 、 酵 素 の 、 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト を 形 成 す る 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 ） と の 相 互 作 用 で あ る 。 こ の よ う な 場 合 に は 、 例 え ば
、 酵 素 の 触 媒 中 心 に 対 す る 基 質 の 接 近 性 を 低 下 さ せ る 立 体 効 果 に よ り 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に
お け る 酵 素 活 性 の 低 下 が 生 じ 得 る 。 結 果 と し て 、 標 的 分 子 の 存 在 を 検 出 す る か ま た は そ の
量 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 免 疫 測 定 法 （ 検 出 ア ッ セ イ ） は 、 標 識 さ れ た 成 分
が 活 性 が 低 下 し た 酵 素 を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 場 合 に は 、 低 い 感 度 を 有 す る 。 逆 に 、
免 疫 測 定 法 の よ う な 検 出 ア ッ セ イ の 感 度 は 、 標 識 さ れ た 成 分 と し て ア ッ セ イ に お い て 使 用
さ れ る コ ン ジ ュ ゲ ー ト 中 の 酵 素 の 活 性 を 損 な う あ ら ゆ る 障 害 を 取 り 除 く こ と に よ っ て 、 高
め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
【 特 許 文 献 １ 】 欧 州 特 許 第 EP 1 176 205号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 US 4,275,149号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 US 5,185,243号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Dell,A., Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 45（ 1987） 19-72
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Vliegenthartら , Adv. Carbohydr. Chem. 41（ 1983） 209-375
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Spellman,M.W., Anal. Chem. 62（ 1990） 1714-1722
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Lee, K.B.ら , Appl. Biochem. Biotechnol. 23（ 1990） 53-80
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Geisow,M.J., Bio/technology 10（ 1992） 277-280
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Sojar,H.T. お よ び Bahl,O.P., Arch. Biochem. Biophys. 259（ 1987） 5
2-57
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Edge,A.S.B.,ら , Anal. Biochem. 188（ 1981） 131-137
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Thotakura,N.R. お よ び Bahl,O.P., Meth. Enzymol. 138（ 1987） 350-35
9
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Barbaric,S.,ら , Arch. Biochem. Biophys. 234（ 1984） 567-575
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Houba,H.J.ら  Bioconjugate Chem. 7（ 1996） 606-611
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Tanner,W. お よ び Lehle, L., BiochimBiophys Acta 906（ 1987） 81-9
9
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Fellinger,A.J.,ら , Yeast 7（ 1991） 463-473
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Hermanson,G.T., Bioconjugate Techniques, Ch. 16, Academic Pres
s, 1996, pp. 630-638
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 O'Sullivan,M.J.お よ び Marks,V., Methods Enzymol. 73（ 1981） 147-
166
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 標 的 分 子 の 存 在 を 検 出 す る か ま た は そ の 量 を 測 定 す る た
め の ア ッ セ イ の 感 度 を 高 め る 、 標 識 さ れ た 成 分 と し て の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の
酵 素 を 提 供 す る こ と で あ る 。 こ こ で 、 酵 素 は 、 真 核 生 物 か ら 誘 導 さ れ る 、 す な わ ち 、 真 核
生 物 中 で 発 現 お よ び ／ ま た は 真 核 生 物 か ら 精 製 さ れ た も の で あ る 。 本 発 明 の さ ら な る 目 的
は 、 免 疫 測 定 法 の 感 度 を 高 め る 標 識 さ れ た 成 分 と し て の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の
酵 素 を 提 供 す る こ と で あ る 。 こ こ で 、 酵 素 は 、 酵 母 中 で 、 よ り 具 体 的 に は 、 メ チ ロ ト ロ ー
フ 酵 母 中 で 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 真 核 生 物 か ら 誘 導 さ れ た 酵 素 が 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 形
成 の 前 、 す な わ ち 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 対 す る 酵 素 の 結 合 の 前 に 脱 グ リ コ シ ル 化
さ れ る と 、 標 的 分 子 の 存 在 を 検 出 す る か ま た は そ の 量 を 測 定 す る た め の 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
が 標 識 さ れ た 成 分 と し て 使 用 さ れ る ア ッ セ イ の 感 度 が 高 く な る こ と を 見 出 し た 。 し た が っ
て 、 本 発 明 の 第 1の 態 様 は 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す
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る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 （ a） グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、 （ b） 工 程 （
a） の 酵 素 を 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、 （ c） 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、
（ d） 工 程 （ c） の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 結 合 さ せ る
工 程 を 含 む 。 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 標 的 分 子 に
結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 標 的 分 子 の 存 在 を
検 出 す る か ま た は そ の 量 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ に お け る 、 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の
使 用 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 固 相 に 結 合 さ せ た 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 、
本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 、 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酵 素
部 分 に よ っ て 変 換 さ れ 得 る 基 質 を 含 む 、 パ ー ツ の キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 機 能 す る 多 数 の 用 途 が 、 生 命 科 学 に は 存 在 し て い る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
は 、 酵 素 の よ う な タ ン パ ク 質 の 、 他 の 分 子 、 例 え ば 、 第 2の タ ン パ ク 質 ま た は 別 の ク ラ ス
の 分 子 に 対 す る 結 合 に よ っ て 生 じ る 。 第 2の タ ン パ ク 質 の 例 は 、 抗 体 ま た は ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン で あ る 。 ビ オ チ ン は 、 別 の ク ラ ス の 分 子 の 一 例 で あ る 。 臨 床 診 断 、 免 疫 学 な ど の 分
野 、 お よ び イ ン ビ ボ で の 画 像 化 に お い て 非 常 に 重 要 な 技 術 は 、 こ れ ら の 結 合 さ れ た タ ン パ
ク 質 試 薬 の 使 用 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 ELISA型 の 免 疫 測 定 法 で の 使 用 の た め の 抗 体 と 酵 素
を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 別 の 分 子 と の タ ン パ ク 質 の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト を 形 成 さ せ る こ と が 考 え ら れ る 場 合 に は 、 機 能 的 な 化 学 反 応 に 関 し て 、 い く つ か の 手
法 が と ら れ 得 る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 、 な ら び に 他 の 分 子 と タ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ る た め の
種 々 の 化 学 的 方 法 の 適 用 に つ い て の さ ら な る 概 要 は 、 Aslam M.お よ び Dent A.（ 1998） Bio
conjugation. Grove's Dictionaries, Inc., New York, 特 に 、 50～ 101頁 に よ っ て 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 一 方 、 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 の 官 能 基 が 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る 際
の 結 合 反 応 に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 リ ジ ン の ε － ア ミ ノ 基 は 反 応 性 が 高 く 、 － （ CH 2 ） 4

－ 鎖 は 、 タ ン パ ク 質 分 子 か ら 反 応 部 位 を 隔 て る た め の 簡 便 な ス ペ ー サ ー と し て 作 用 す る 。
末 端 ア ミ ン 基 の 誘 導 体 化 は 、 ア ミ ン 基 を 、 ア リ ー ル 、 ス ル ホ ニ ル 、 ま た は ハ ロ ゲ ン 化 ト リ
ア ジ ン 、 活 性 な カ ル ボ キ シ ル 誘 導 体 、 ア ル デ ヒ ド 、 イ ソ （ チ オ ） シ ア ネ ー ト 、 イ ミ デ ー ト
、 オ キ シ ラ ン 、 ま た は ハ ロ ア セ チ ル 誘 導 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ 得 る 。 別 の 例
と し て 、 オ キ シ ラ ン 、 マ レ イ ミ ド 、 ジ ス ル フ ィ ド 、 ハ ロ ア セ チ ル 化 合 物 、 水 銀 剤 、 ビ ニ ル
ス ル ホ ン 、 ハ ロ ゲ ン 化 ア リ ー ル 、 な ら び に ア ジ リ ジ ン を 使 用 す る タ ン パ ク 質 の チ オ ー ル 基
の 誘 導 体 化 が 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 当 業 者 は 、 ま た 、 カ ル ボ ン 酸 塩 、 カ ル ボ キ シ ア ミ
ド 、 お よ び ヒ ド ロ キ シ ル 官 能 基 を 有 す る も の の よ う な タ ン パ ク 質 を 形 成 す る ア ミ ノ 酸 、 さ
ら に は 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び メ チ オ ニ ン 残 基 の 多 数 の 他 の 誘
導 体 化 方 法 も 認 識 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 方 、 糖 タ ン パ ク 質 は 、 さ ら に 、 カ ッ プ リ ン グ 反 応 に お け る 使 用 の た め の 炭 水 化 物 残 基
を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で は 、 用 語 「 炭 水 化 物 残 基 」 は 、 グ リ カ ン の 単 量 体 糖 サ ブ ユ ニ ッ
ト を 示 す 。 炭 水 化 物 残 基 は 、 例 え ば 、 エ ポ キ シ ド 、 ベ ン ゾ キ ノ ン 、 ま た は 臭 化 シ ア ン を 使
用 し て 誘 導 体 化 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 広 範 囲 の 使 用 が 過 ヨ ウ 素 酸 塩 酸 化 に よ っ て 行 わ れ る 。
過 ヨ ウ 素 酸 塩 は 強 力 な 酸 化 剤 で あ り 、 隣 接 し て い る 炭 素 原 子 上 に ヒ ド ロ キ シ ル 基 （ ビ シ ナ
ル ジ オ ー ル ） を 含 む 糖 分 子 と 合 理 的 な 特 異 的 反 応 を 受 け 、 こ れ に よ り 炭 水 化 物 環 が 切 断 さ
れ 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 2つ の ア ル デ ヒ ド 基 が 生 じ る 。 ア ル デ ヒ ド は ア ミ ン と の 脱 水
反 応 を 受 け て イ ミ ン を 生 じ 、 す な わ ち 、 こ れ は 、 糖 鎖 に ア ミ ン 含 有 分 子 を 結 合 す る 手 段 で
あ る 。 よ り 大 き い 安 定 性 の た め に 、 こ の 結 合 は 、 通 常 、 置 換 さ れ た ア ミ ン 結 合 へ と 還 元 さ
れ る 。 穏 や か な 酸 化 剤 も ま た 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 こ れ に は 、 ガ ラ ク ト ー ス オ キ シ ダ ー ゼ
の よ う な 酵 素 の 例 が 含 ま れ る 。 酸 化 さ れ た 物 質 の ア ミ ノ 分 解 の 代 替 法 は 、 ア ル デ ヒ ド を ヒ
ド ラ ジ ド と 反 応 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 そ の 天 然 の 形 態 に お い て は グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 酵 素 の 、 酵 母 中 で の 異 種 酵 素 と し て
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の 発 現 は 、 し ば し ば 、 高 度 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た 産 物 を 生 じ る 。 す な わ ち 、 天 然 の 形 態 の
酵 素 と 比 較 し て 、 よ り 多 く の 糖 残 基 が 、 酵 母 中 で 産 生 さ れ る 酵 素 を 結 合 す る 。 さ ら に 、 グ
リ コ シ ル 化 パ タ ー ン が 、 天 然 の 形 態 の 酵 素 と 比 較 し て 異 な る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 酵 母 中 で 組 み 換 え に よ っ て 発 現 さ れ た グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 に つ い て の こ れ ら の 相 違
を 考 慮 す る と 、 特 定 の 条 件 下 で は 、 組 み 換 え に よ っ て 発 現 さ れ た 酵 素 の 炭 水 化 物 部 分 は 、
別 の タ ン パ ク 質 に 化 学 的 に 結 合 し て コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る 際 、 そ の 能 力 に マ イ ナ ス の
影 響 を 与 え る 場 合 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 第 1局 面 は 、 （ ａ ） グ リ コ シ ル 化 酵 素 を
提 供 す る 工 程 、 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、 （ ｃ ） 脱 グ リ コ シ ル
化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 、 標 的 分
子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 結 合 さ せ る 工 程 を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 と の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 工 程 （ a） の 酵 素 は 、 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 中 で の 発 現 に よ っ て 得 ら れ 、 該 酵 母 か ら 単 離
さ れ る こ と が 好 ま し い 。 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 の 炭 水 化 物 部 分 に 複 数 の マ ン ノ ー ス サ ブ
ユ ニ ッ ト が 含 ま れ る こ と が 、 さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 に グ リ コ シ ル 化 部 位 が 含 ま れ る 。 本 発
明 の 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 酵 素 は 真 核 生 物 起 源 で あ る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、
酵 素 は 、 真 核 生 物 宿 主 中 で 、 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 構 築 物 を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 得
ら れ る 。 用 語 「 発 現 」 に は 、 翻 訳 後 修 飾 、 具 体 的 に は 、 酵 素 の グ リ コ シ ル 化 が 含 ま れ る 。
さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 酵 素 は 、 真 核 生 物 起 源 ま た は 原 核 生 物 起 源 で あ り 、 真 核 生
物 宿 主 中 で 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 構 築 物 を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 さ ら に 別
の 好 ま し い 態 様 で は 、 真 核 生 物 宿 主 は 酵 母 株 で あ る 。 酵 母 中 で の 所 望 さ れ る 酵 素 の 発 現 に
は 、 グ リ コ シ ル 化 に よ る 所 望 さ れ る 酵 素 の 修 飾 を 含 む 、 分 泌 経 路 な ど の 細 胞 内 輸 送 経 路 が
利 用 さ れ 得 る 。 酵 母 中 で の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 米 国 特 許 第 5,618,676号 、 米 国 特 許 第 5,8
54,018号 、 米 国 特 許 第 5,856,123号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,919,651号 に 記 載 さ れ て い る 。 さ
ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 真 核 生 物 宿 主 は 、 メ チ ロ ト ロ ー フ 酵 母 株 で あ る 。 さ ら に 別 の
好 ま し い 態 様 で は 、 真 核 生 物 宿 主 は 、 ピ キ ア 属 （ Pichia） 、 ハ ン ゼ ヌ ラ 属 （ Hansenula）
、 カ ン ジ ダ 属 （ Candida） 、 お よ び ト ル ロ プ シ ス 属 （ Torulopsis） か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 属 の メ チ ロ ト ロ ー フ 酵 母 株 で あ る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 真 核 生 物 宿 主 は 、
ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 種 の メ チ ロ ト ロ ー フ 酵 母 株 で あ る 。 メ チ ロ ト ロ ー フ 酵 母 ピ キ ア ・ パ ス
ト リ ス 中 で の タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め の 十 分 に 確 立 さ れ た 方 法 は 、 米 国 特 許 第 4,683,293
号 、 米 国 特 許 第 4,808,537号 、 米 国 特 許 第 4,812,405号 、 米 国 特 許 第 4,818,700号 、 米 国 特
許 第 4,837,148号 、 米 国 特 許 第 4,855,231号 、 米 国 特 許 第 4,857,467号 、 米 国 特 許 第 4,879,2
31号 、 米 国 特 許 第 4,882,279号 、 米 国 特 許 第 4,885,242号 、 米 国 特 許 第 4,895,800号 、 米 国
特 許 第 4,929,555号 、 米 国 特 許 第 5,002,876号 、 米 国 特 許 第 5,004,688号 、 米 国 特 許 第 5,032
,516号 、 米 国 特 許 第 5,122,465号 、 米 国 特 許 第 5,135,868号 、 米 国 特 許 第 5,166,329号 、 お
よ び 国 際 公 開 第 WO 00/56903に 記 載 さ れ て い る 。 所 望 さ れ る タ ン パ ク 質 の 宿 主 生 物 か ら の
単 離 に は 、 宿 主 生 物 の バ イ オ マ ス か ら の 単 離 、 な ら び に 宿 主 生 物 が 培 養 さ れ た 培 地 か ら の
単 離 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 酵 母 中 で の 異 種 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 、 し ば し ば 、 マ ン ノ ー ス 高 含 有 の 高 度 に グ リ コ
シ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 が 生 じ る （ Tanner,W. お よ び Lehle, L., Biochim Biophys Acta 
906（ 1987） 81-99） 。 し た が っ て 、 高 度 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 に は 、 複 数 の マ
ン ノ ー ス サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 炭 水 化 物 部 分 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 糖 タ ン パ ク 質 を 脱 グ リ コ シ ル 化 す る た め の 方 法 が い く つ か 知 ら れ て お り 、 こ れ ら は 、 化
学 的 方 法 お よ び 酵 素 的 方 法 で あ る 。 ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ TFMS） を 使 用 す る 化
学 的 な 脱 グ リ コ シ ル 化 手 順 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 さ ら に 、 メ タ ノ リ シ ス ま た は フ ッ 化 水
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素 酸 に 基 づ く 方 法 も 当 業 者 に 周 知 で あ る （ Edge,A.S.B.,ら , Anal. Biochem. 188（ 1981）
131-137； Sojar,H.T. お よ び Bahl,O.P., Arch. Biochem. Biophys. 259（ 1987） 52-57）
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 N－ グ リ コ シ ダ ー ゼ Fと し て も 知 ら れ て い る ペ プ チ ド Nグ リ コ シ ダ ー ゼ F（ EC 3.2.218； 3.
5.1.52） は 、 ペ プ チ ド 結 合 中 に ア ミ ノ 基 お よ び カ ル ボ キ シ ル 基 が 存 在 し 、 オ リ ゴ 糖 が キ ト
ビ オ ー ス コ ア 単 位 の 最 小 の 長 さ を 有 す る 限 り は 、 全 て の タ イ プ の ア ス パ ラ ギ ン に 結 合 し た
N－ グ リ カ ン を 切 断 す る （ Tarentino,A.L.,ら , Biochemistry 24（ 1985） 4665-4671； Chu,
F.K., J. Biol. Chem. 261（ 1986） 172-177） 。 反 応 産 物 は 、 ア ン モ ニ ア 、 ア ス パ ラ ギ ン
酸 （ ペ プ チ ド 鎖 中 ） 、 お よ び 完 全 な オ リ ゴ 糖 で あ る 。 反 応 機 構 は 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ
D、 H、 お よ び Fの も の と は 異 な る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 2つ の N－ ア セ チ ル － グ ル コ サ ミ ン 残
基 の 間 の グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 す る 。 こ れ ら は ま た 、 N－ グ リ コ シ ダ ー ゼ Fよ り も さ ら に 限
ら れ た 基 質 特 異 性 を 示 す （ Haselbeck,A. お よ び Hoesel,W., Topics in Biochemistry（ 19
88） Nr. 8, Boehringer Mannheim GmbH） 。 し た が っ て 、 N－ グ リ コ シ ダ ー ゼ Fは グ リ コ シ
ダ ー ゼ で は な く 、 む し ろ こ れ は 、 ア ス パ ラ ギ ン を ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 変 換 さ せ る の で 、 ア ミ
ダ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ペ プ チ ド 上 の 炭 水 化 物 部 分 の 酵 素 に よ る 切 断 は 、 種 々 の エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ お よ び エ
キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ を 使 用 し て 行 わ れ 得 る 。 エ ン ド － β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー
ゼ Hは 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Hま た は endo H（ EC 3.2.1.96） と し て も 知 ら れ て お り 、 高
マ ン ノ ー ス 型 の N－ グ リ カ ン を 優 先 的 に 加 水 分 解 す る （ Kobata,A., Anal. Biochem. 100（
1979） 1-14； Trimble,R.B. お よ び Maley,F., Anal. Biochem. 141（ 1984） 515-522） 。 エ
ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Hは 、 オ リ ゴ 糖 の ジ ア セ チ ル キ ト ビ オ ー ス コ ア 中 の 2つ の N－ ア セ チ ル
グ ル コ サ ミ ン 残 基 の 間 を 切 断 し 、 そ れ に よ り ア ス パ ラ ギ ン 上 に 残 っ て い る 1つ の N－ ア セ チ
ル グ ル コ サ ミ ン 残 基 を 含 む 短 縮 型 の 糖 分 子 を 生 じ る 。 対 照 的 に 、 ペ プ チ ド N－ グ リ コ シ ダ
ー ゼ Fは オ リ ゴ 糖 を 完 全 な ま ま 除 去 す る 。 エ ン ド － β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ F
は 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Fま た は endo Fと し て も 知 ら れ て お り 、 N結 合 オ リ ゴ 糖 の ジ ア セ
チ ル キ ト ビ オ ー ス コ ア 内 を 切 断 し 、 そ れ に よ り ア ス パ ラ ギ ン に 結 合 し て い る N－ ア セ チ ル
－ グ リ コ サ ミ ン 残 基 を 残 す 。 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Fは 、 高 マ ン ノ ー ス 型 N－ グ リ カ ン に 対
し て 優 先 的 に 作 用 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 の 工 程 （ b） に お い
て 、 酵 素 が 、 化 学 試 薬 、 ア ミ ダ ー ゼ 、 エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 ま た は エ ン ド グ リ コ シ ダ ー
ゼ に よ っ て 脱 グ リ コ シ ル 化 、 ま た は 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ る 。 好 ま し い 化 学 試 薬 は
、 無 水 ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ン 酸 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 本
発 明 の 方 法 の 工 程 （ b） に お い て 、 酵 素 が 、 エ ン ド － β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ
H、 エ ン ド － β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ F、 ま た は ペ プ チ ド － N－ グ リ コ シ ダ ー ゼ
F、 あ る い は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 脱 グ リ コ シ ル 化 、 ま た は 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ
ル 化 さ れ る 。 し た が っ て 、 酵 素 は 、 エ ン ド － β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ H、 エ ン
ド － β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ F、 お よ び ペ プ チ ド － N－ グ リ コ シ ダ ー ゼ Fか ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 酵 素 に よ っ て 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 脱 グ リ コ シ ル 化 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 実 施 例 1に は 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 中 で 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ の 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Hを 使 用 す る 脱 グ リ コ シ ル 化 が 記 載 さ れ る 。 し か し た と
え 脱 グ リ コ シ ル 化 を 徹 底 的 に 行 な っ て も 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Hは グ リ コ シ ル 化 さ れ た
タ ン パ ク 質 か ら 全 て の グ リ カ ン 残 基 を 完 全 に は 除 去 す る こ と が で き ず 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の
ア ス パ ラ ギ ン 残 基 に 結 合 し た N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 残 基 が 1つ 残 る 。 残 っ た N－ ア セ チ
ル グ ル コ サ ミ ン 残 基 は 、 な お も 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る 際 の 結 合 反 応 の 標 的 と な り 得
る 。 同 じ こ と が 、 存 在 す る 場 合 に は O結 合 グ リ カ ン に も 当 て は ま る た め 、 O結 合 グ リ カ ン は
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、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Hの 好 ま し い 基 質 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 酵 母 中 で 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ る 酵 素 は 、 通 常 、 分 子 量 に 関 し て 均 質 で は な い 。 こ
れ は 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 中 で 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 を 有
し て い る ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ っ て 説 明 さ れ る 。 図 4に は 、 MALDI－ TOF－ MS
分 析 の 最 初 の 結 果 が 示 さ れ る 。 こ こ で 、 57,503.0お よ び 65,872.48の 分 子 量 を 示 し て い る
最 大 ピ ー ク は 、 グ リ コ シ ル 化 の 程 度 が 異 な る グ リ コ シ ル 化 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
単 量 体 に 相 当 す る 。 図 5に は 、 MALDI－ TOF－ MS分 析 の 第 2の 結 果 が 示 さ れ る 。 こ こ で 、 55,1
13.64の 分 子 量 を 示 す 最 大 ピ ー ク は 、 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 単 量
体 に 相 当 す る 。 66,431.01の 近 隣 の ピ ー ク は 、 内 部 標 準 に 対 応 す る 。 第 2の 結 果 は 、 エ ン ド
グ リ コ シ ダ ー ゼ Hを 使 用 し た 徹 底 的 な ま た は ほ ぼ 徹 底 的 な 消 化 を 許 容 す る 条 件 下 で 得 ら れ
た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 条 件 下 で は 、 約 80％ ま で の グ リ カ ン 残 基 が 切 り 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 は 、 （ ａ ） グ リ コ シ ル 化 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、
（ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ
ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素
を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 結 合 さ せ る 工 程 を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵
素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 工 程 （ a） の 酵 素 は 、 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 中 で の 発 現 に よ っ て 得 ら れ 、 そ れ ら か ら 単 離
さ れ る こ と が 好 ま し い 。 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 の 炭 水 化 物 部 分 に 複 数 の マ ン ノ ー ス サ ブ
ユ ニ ッ ト が 含 ま れ る こ と が 、 さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 工 程 （ b） に お い て 、 10％ か ら 99％ の 間 の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 か ら
切 り 離 さ れ る こ と も ま た 、 好 ま し い 。 20％ か ら 70％ の 間 の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 さ
れ た 酵 素 か ら 切 り 離 さ れ る こ と が 、 さ ら に 好 ま し い 。 約 60％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル
化 さ れ た 酵 素 か ら 切 り 離 さ れ る こ と が 、 な お さ ら に 好 ま し い 。 こ こ で 、 「 約 」 は 、 50％ か
ら 70％ の 間 の 間 隔 を 示 す 。 部 分 的 な 脱 グ リ コ シ ル 化 に よ り 、 酵 素 と 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な
分 子 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る 際 に 、 酵 素 の 残 存 し て い る 炭 水 化 物 残 基 を 標 的 化 す る 化
学 反 応 を 使 用 す る 可 能 性 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め に 使 用 さ れ る 酵 素 を 天 然 の 哺 乳 動 物 宿 主 の 組 織 か ら 精 製
す る こ と に は 、 阻 害 因 子 ま た は 病 原 体 の よ う な 望 ま し く な い 化 合 物 が 同 時 に 精 製 さ れ 得 る
リ ス ク が 伴 う 。 例 え ば 、 ウ シ の 組 織 か ら 単 離 さ れ る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に は 、 ウ シ の
病 原 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が 混 入 す る 可 能 性 が あ る 。 こ の 理 由 の た め に 、 酵 母 の よ う な 微
生 物 宿 主 中 で の 所 望 さ れ る 酵 素 の 組 み 換 え 発 現 が 好 ま し い 。 メ チ ロ ト ロ ー フ 酵 母 を 微 生 物
宿 主 と す る こ と が 非 常 に 好 ま し い 。 微 生 物 宿 主 と し て の 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 中 で 組 み 換 え
に よ っ て 発 現 さ れ 、 お よ び ／ ま た は そ れ ら に よ っ て 分 泌 さ れ る 所 望 さ れ る 酵 素 は 、 哺 乳 動
物 の タ ン パ ク 質 を 含 ま ず 、 そ し て 特 に 、 哺 乳 動 物 の 病 原 体 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 性 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い グ リ
コ シ ル 化 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、 （ ｃ
） 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た
酵 素 を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 結 合 さ せ る 工 程 を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子
と 酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 方 法 で あ る 。 工 程 （ ｂ ） は 、 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的
に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る こ と か ら 構 成 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 １ ０ ％
～ ９ ９ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去 さ れ る こ と が よ り 好 ま し い 。 工
程 （ ｂ ） に お い て 、 ２ ０ ％ ～ ７ ０ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去 さ れ
る こ と が さ ら に よ り 好 ま し い 。 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 約 ６ ０ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ
ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去 さ れ る こ と さ ら に よ り 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 該 酵 素 が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ り 、 こ こ で 、 該
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 該 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 形 質 転
換 宿 主 生 物 に お い て 認 識 さ れ る グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 用 語 「 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 」 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
を 示 す 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 二 量 体 の 亜 鉛 を 含 む 非 特 異 的 ホ ス ホ モ ノ エ ス テ ラ ー
ゼ で あ り 、 こ れ は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ E.coli） お よ び 哺 乳 動 物 の よ う な 、 原 核 生 物 な ら び
に 真 核 生 物 中 に 存 在 し て い る （ McCombら , Alkaline Phosphatases Plenum Press, New Yo
rk, 1979） 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー の 種 々 の メ ン バ ー の 一 次 構 造 の 比 較 に
よ り 、 高 い 程 度 の 相 同 性 が 示 さ れ て い る （ 大 腸 菌 と 哺 乳 動 物 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の
間 で 25～ 30％ の 相 同 性 ； Millan, J.L., Anticancer Res. 8（ 1988） 995-1004； Harris, H
., Clin. Chim. Acta 186（ 1990） 133-150） 。 ヒ ト お よ び 高 等 動 物 に お い て は 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー に は 、 4つ の メ ン バ ー が 含 ま れ 、 こ れ ら は 異 な る 遺 伝 子 坐 に
存 在 す る （ Millan, J.L., Anticancer Res. 8（ 1988） 995-1004； Harris, H., Clin. Chi
m. Acta 186（ 1990） 133-150） 。 ヒ ト と 高 等 動 物 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー
に は 、 組 織 特 異 的 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 生 殖 細 胞 ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び 小 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） と 組 織 特 異 的 で は な い ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ こ れ は 、 主 に 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 骨 に 存 在 す る ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 真 核 生 物 起 源 の も の で あ る 。
本 発 明 の さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は ヒ ト ま た は ウ シ 起 源 の
も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 「 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 」 に は 、 さ ら に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 変 異 体 が 含
ま れ る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 変 異 体 、 す な わ ち 、 野 生 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の
変 異 体 は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 ま た は 1つ 以 上 の ア ミ ノ
酸 の 末 端 付 加 に よ っ て 生 じ る 、 野 生 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 対 立 遺 伝 子 形 態 で あ る タ
ン パ ク 質 を 示 す 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 好 ま し い 変 異 体 に お い て は 、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 10％ ま で の ア ミ ノ 酸 が 、 変 異 体 が 由 来 す る 野 生 型
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し て 異 な る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 グ リ コ シ ル 化 さ れ 得 る 変 異 体 、 す な わ ち 、 変 異 体 が グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 む 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 変 異 体 が 、 な お さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 真 核 生 物 宿 主 中 で の 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め の 遺 伝 子 操 作 方 法 も 存 在 し 、 こ れ は 、
所 望 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 さ れ た さ ら な る ア ミ ノ 酸 の 配 列 が 存 在 す る 点
で 特 徴 的 で あ る 。 さ ら な る ア ミ ノ 酸 の 配 列 に つ い て の 例 は 、 ビ オ チ ニ ル 化 ペ プ チ ド （ 例 え
ば 、 国 際 公 開 第 WO95/04069） お よ び ヒ ス チ ジ ン タ グ （ Janknecht,R.ら , Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 88（ 1991） 8972-8976） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 特 異 的 な 位 置 に あ る 特 定 の ア ミ ノ 酸 が 、 酵
素 の 活 性 に 対 し て 特 異 的 な 影 響 を 有 す る こ と も ま た 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 欧 州 特 許 第
EP 0,955,369号 に は 、 活 性 の 高 い ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 （ ａ ） メ チ ロ ト ロ ー フ 酵 母 に お い て 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を
発 現 さ せ （ 該 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の ポ リ ペ プ チ ド は グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 む ） 、 グ リ
コ シ ル 化 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 単 離 す る 工 程 、 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ を 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 単 離 す る 工 程 、 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ
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れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 結 合 さ せ る 工 程 を 含 む 、 標
的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る 方 法 で
あ る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 哺 乳 動 物 起 源 の も の で あ る こ と が 好 ま し く 、 ウ シ 起 源 の
も の で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で
あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 各 タ ン
パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ２ つ の タ ン パ ク 質 の ダ
イ マ ー か ら な る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 非 常 に 好 ま し い 態 様
で は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 各 タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 配 列 番 号 ： １ の ア ミ
ノ 酸 配 列 か ら な る ２ つ の タ ン パ ク 質 の ダ イ マ ー か ら な る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 が 、 （ ａ ） 抗 体 ま た
は そ の 機 能 的 断 片 、 （ ｂ ） ア ビ ジ ン 、 ま た は ア ビ ジ ン 分 子 の ポ リ マ ー 、 ま た は ビ オ チ ン に
結 合 可 能 な ア ビ ジ ン の 断 片 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ア ビ ジ ン 断 片 の ポ リ マ ー 、 （ ｃ
） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 の ポ リ マ ー 、 ま た は ビ オ チ ン に 結
合 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 断 片 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 断
片 の ポ リ マ ー 、 （ ｄ ） レ ク チ ン 、 ま た は 炭 水 化 物 に 結 合 可 能 な そ の 断 片 、 （ ｅ ） ハ プ テ ン
、 （ ｆ ） 核 酸 ま た は そ の ア ナ ロ グ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 が 、 連 結 基 に よ っ て
酵 素 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 ら れ 、 該 酵
母 か ら 単 離 さ れ る グ リ コ シ ル 化 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、 該 グ リ コ シ ル 化 酵 素 の 炭 水
化 物 部 分 は 多 数 の マ ン ノ ー ス サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 、 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的 に 脱
グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 を 含 む
方 法 に よ っ て 得 ら れ 得 る 、 哺 乳 動 物 性 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 、 哺 乳 動 物 起 源 の 単 離 お よ び
部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 で あ る 。 該 酵 素 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る こ と
が 好 ま し い 。 該 酵 素 は 、 ヒ ト ま た は ウ シ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る こ と が よ り 好 ま し
い 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る こ と が さ ら に よ
り 好 ま し い 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る サ ブ ユ
ニ ッ ト を 含 む こ と が さ ら に よ り 好 ま し い 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ ト が 配 列
番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る こ と が さ ら に よ り 好 ま し い 。 配 列 番 号 ： １ の タ ン パ ク 質
は 、 ダ イ マ ー を 形 成 す る 、 す な わ ち ２ つ の モ ノ マ ー サ ブ ユ ニ ッ ト が 会 合 し て い る 。 ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 は 、 ５ ４ ｋ Ｄ ａ ～ ５ ８ ｋ Ｄ ａ で あ る こ と が 好 ま
し い 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 は 、 約 ５ ５ ｋ Ｄ ａ 、 す な わ ち ５ ４
． ５ ｋ Ｄ ａ ～ ５ ６ ｋ Ｄ ａ で あ る こ と が さ ら に よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め の 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら
れ 得 る 酵 素 の 使 用 で あ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め の 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ
得 る 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 の 使 用 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る
酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 。 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ
得 る 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 標 的 分 子 の 存 在 を 検 出 す る た め 、 ま た は 標 的 分 子 の 量 を 測 定
す る た め の ア ッ セ イ に お け る 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 使 用 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態
様 で は 、 ア ッ セ イ は 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 酵 素 免 疫 測
定 法 は 、 不 均 一 系 ま た は 均 一 系 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 固 相 に 結 合 さ せ た 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 、 本 発 明 の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 、 お よ び 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酵 素 部 分 に よ り
変 換 さ れ 得 る 基 質 を 含 有 し て な る パ ー ツ の キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 、 参 考 文 献 、 配 列 表 お よ び 図 面 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 示 さ れ た 真 の
範 囲 で あ る 本 発 明 の 理 解 を 補 助 す る た め に 提 供 す る 。 記 載 し た 手 順 に お い て 、 本 発 明 の 精
神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 変 形 を 行 な い 得 る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 １
組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 脱 グ リ コ シ ル 化
　 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス か ら 単 離 し た 10mgの 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ （ 図 中 で は 「 recAP」 と も い わ れ る ） を 、 200ミ リ 単 位 の エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ H（
「 endoＨ 」 、 Rocheカ タ ロ グ 番 号 1643053） と 共 に 、 1mMの MgCl 2 と 1.5Mの NaClを 含 む 1mlの 3
0mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH5.5） 中 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 時 間 の 後 、 溶 液
を 、 YM30膜 を 取 り 付 け た 濾 過 チ ャ ン バ ー 中 で 、 150mMの NaCl、 1mMの MgCl 2 、 お よ び 0.1mMの
ZnCl 2 を 含 む ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン ／ HCl緩 衝 液 （ pH7.6） を 使 用 し て 徹 底 的 に 透 析 し 、 こ
れ に よ っ て 1mlの 最 終 容 量 を 得 た 。 図 1は 、 endo Hで の 処 理 の 前 お よ び 後 の 、 組 み 換 え に よ
っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の TSK 3000カ ラ ム 上 で の 溶 出 時 間 を 示 す 。 処 理 前
の 6.88分 で の 溶 出 ピ ー ク が 完 全 に 消 滅 し て お り 、 新 し い 溶 出 ピ ー ク が 7.61分 に 現 れ た こ と
を 見 る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
が グ リ カ ン 鎖 を 失 い 、 そ の 結 果 、 変 化 し て い な い 分 子 と 比 較 し て 、 よ り 分 子 量 が 小 さ く な
り 、 溶 出 時 間 が 遅 く な っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
実 施 例 ２
AP酵 素 活 性 の 測 定
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 酵 素 活 性 を 、 記 載 さ れ て い る 試 験 プ ロ ト コ ー ル （ Z. Klin. C
hem. Klin. Biochem. 8（ 1970） 658-660； お よ び Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. 10（ 19
72） 182） に し た が っ て 基 質 と し て 4－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト を 使 用 し て 決 定 し た 。
組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 由 来 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 約 7,00
0U／ mgの 比 活 性 を 示 し 、 こ れ は エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Hで の 処 理 に よ っ て 変 化 し な か っ た
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
実 施 例 ３
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
APの 活 性 化
　 0.5mlの 30mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.1） 中 に 溶 解 さ せ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
調 製 物 （ 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ； 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ
れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ／ endo Hで 処 理 し た も の ） 各 5mgを 、 12μ lの DMSO中 に 溶 解 さ
せ た 0.059mgの N－ ス ク シ ン イ ミ ジ ル － Ｓ － ア セ チ ル チ オ プ ロ ピ オ ナ ー ト （ SATP） と 混 合 し
、 室 温 （ RT） で 1時 間 攪 拌 し た 。 反 応 を 、 5μ lの 1Mリ ジ ン － HClの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ 、
室 温 （ RT） で さ ら に 30分 間 攪 拌 し た 。 そ の 後 、 反 応 混 合 物 を 、 50mMの NaClを 含 む 1.5lの 10
mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH6.1） に 対 し て 、 4℃ で 一 晩 、 徹 底 的 に 透 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
抗 ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン （ hCG） 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 活 性 化
　 1mlの 30mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.1） 中 に 溶 解 さ せ た 20mgの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る 抗 hCG－ M－ INN22－ IgGを 、 21μ lの DMSO中 に 溶 解 さ せ た 0.205mgの マ レ イ ミ ド ヘ キ サ
ノ イ ル － N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ MHS） と 混 合 し 、 RTで 1時 間 攪 拌 し た 。
反 応 を 、 5μ lの 1Mリ ジ ン － HClの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ 、 RTで さ ら に 30分 間 攪 拌 し た 。 そ
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の 後 、 反 応 混 合 物 を 、 50mMの NaClを 含 む 5lの 10mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH6.1） に 対 し
て 、 4℃ で 一 晩 、 徹 底 的 に 透 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 50mMの NaClを 含 む 324μ lの 10mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.5） 中 に 溶 解 さ せ た 、 SATP
で 活 性 化 し た AP調 製 物 （ 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ； 組 み 換 え
に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ／ endo Hで 処 理 し た も の ） 各 3mgを 、 8μ lの 1
Mヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 溶 液 と 混 合 し 、 RTで 1時 間 攪 拌 し た 。 こ の 時 間 の 後 、 50mMの NaClを 含
む 262μ lの 10mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.5） 中 に 溶 解 さ せ た 1.74mgの MHS活 性 化 抗 hCG
－ M－ INN22－ IgGを 添 加 し 、 反 応 混 合 物 を RTで 2時 間 攪 拌 し た 。 そ の 後 、 7μ lの 0.2Mシ ス テ
イ ン － HCl溶 液 （ 1Mの リ ン 酸 の 添 加 に よ っ て pH6.7に 調 整 し た ） を 添 加 し 、 RTで 30分 間 攪 拌
し た 。 こ の 後 、 7μ lの 0.5M N－ メ チ ル マ レ イ ミ ド 水 溶 液 を 添 加 し 、 RTで さ ら に 30分 間 攪 拌
し た 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を 、 150mMの NaCl、 1mMの MgCl 2 、 お よ び 0.1mMの ZnCl 2 を 含 む 1.5
lの 50mMの ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン － HCl緩 衝 液 （ pH7.6） に 対 し て 、 4℃ で 一 晩 、 徹 底 的 に 透
析 し た 。 透 析 後 、 溶 液 を 3Mの NaCl濃 度 と し 、 使 用 す る ま で ＋ 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 2は 、 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ／ 抗 hCG－ IgG（ パ ー ト A）
お よ び 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ endoHで 処 理 し た も の ） ／
抗 hCG－ IgG（ パ ー ト B） に つ い て の 、 2時 間 後 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 結 果 を 、 TSK 4000カ ラ ム
上 で の 反 応 混 合 物 の 分 離 物 の 形 態 で 示 す 。 パ ー ト Aに お い て は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ピ ー ク （ 8
.08分 の 溶 出 時 間 で 最 大 ） は コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な い 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の ピ ー ク （ 9.63分 で 溶 出 ） か ら 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 塊 （ 8.52分 で 最 大
の 溶 出 ） が 、 誘 導 体 化 さ れ て い な い 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
／ endo Hで 処 理 し た も の （ 10.13分 で 最 大 の 溶 出 ） か ら は る か に 良 好 に 分 離 さ れ て い る 場
合 で あ る パ ー ト Bほ ど 十 分 に 分 離 さ れ て い な い こ と を 見 る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 パ ー
ト Aの コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 比 較 し て 、 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 収 量 は は る か に 多 い 。 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 図 に 示 し た よ う に プ ー ル し 、 さ ら な る 分 析 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
実 施 例 ４
hCG ELISAに よ る コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 比 較
　 hCG ELISAを 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 使
用 す る こ と に よ っ て 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ と し て 行 っ た 。 ビ オ チ ニ ル 化 Mab抗 hCG－ M－ 1
F79－ Fab誘 導 体 を 、 固 定 化 し た 結 合 パ ー ト ナ ー と し て 使 用 し た （ 1ウ ェ ル あ た り 、 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 中 の 5μ g／ ml溶 液 150μ lを RTで 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た ） 。 3
回 の 洗 浄 後 、 そ れ ぞ れ 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 中 に 溶 解 さ せ た 、 0、 14.84、 254.
8、 2103、 お よ び 7801mU／ mlの 濃 度 の 120μ lの hCG試 料 を 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、 RT
で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3回 の 洗 浄 後 、 100μ lの 上 記 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ／ Mab
抗 hCG－ M－ INN22－ IgGコ ン ジ ュ ゲ ー ト を そ れ ぞ れ 添 加 し 、 RTで 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 3回 の 洗 浄 後 、 1ウ ェ ル あ た り 100μ lの 100mM 4－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル － ホ ス フ ェ ー ト 基 質 溶
液 を 添 加 し 、 RTで 20分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 吸 光 度 を 、 補 正 波 長 と し て 490nmを
使 用 し て 、 405nmで ELISAリ ー ダ ー で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー ： リ ン 酸 カ リ ウ ム 50mM、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 150mM、 1％ の ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.05％ の Tween 20（ pH7.5） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 比 較 の た め に 、 2つ の 分 析 系 を 実 施 し た 。 第 1の 系 に お い て は 、 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 100mU／ mlの 濃 度 で そ れ ぞ れ 添 加 し 、 第 2の 系 に お い て は 、 42ng／ mlの そ れ ぞ れ
の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し た 。 図 3は 、 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 標 識 と し て 組 み 換 え に よ っ
て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ endo Hで 処 理 し た も の ） を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト が
、 N－ グ リ カ ン 鎖 が な お も 存 在 し て い る 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス か ら 組 み 換 え に よ っ て 産 生
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さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 比 較 し て 、 い ず れ の 場 合 に お い て も 良 好 に 機 能 す る こ と
を 見 る こ と が で き る （ パ ー ト Aで は 100mU／ mlの 各 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し 、 パ ー ト Bで は 4
2ng／ mlを 使 用 し た ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 ５
マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 装 置 （ MALDI－ TOF－ MS） に よ
る endo Hで 脱 グ リ コ シ ル 化 し た recAPの 分 子 量 の 決 定
　 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 中 で 産 生 さ せ た recAPを 、 実 施 例 1に 記 載 し た よ う に endo Hに よ っ て
処 理 し 、 蒸 留 水 に 対 し て 透 析 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 を シ ナ ピ ン 酸 マ ト リ ッ ク ス 溶 液 と 混 合
し 、 標 的 上 で 結 晶 化 さ せ た （ chrystallized） 。 試 料 を 、 デ ィ レ イ ド エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン
を 備 え た Voyager Biospectrometryワ ー ク ス テ ー シ ョ ン 上 で 、 ポ ジ テ ィ ブ モ ー ド で 分 析 し
た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 脱 グ リ コ シ ル 化 前 の recAPの 分 子 量 に 対 応 す る 最 大 ピ ー ク を 、 57,503Daお よ び 65,872.48
Daと 決 定 し 、 脱 グ リ コ シ ル 化 後 の も の に つ い て は 、 55,113.64Daと 決 定 し た （ 図 4お よ び 5
を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 図 １ 】 endo Hで の 処 理 前 （ A） お よ び 処 理 後 （ B） の 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ recAP） の 、 TSK 3000カ ラ ム 上 で の 溶 出 。 実 線 は 280nmで の タ ン パ ク 質
吸 収 を 示 す 。
【 図 ２ 】 TSK 4000ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 上 で 分 離 し た 、 2時 間 の 反 応 時 間 後 の 、 組 み
換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ／ 抗 hCG－ IgG（ パ ー ト A） コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 、 お よ び 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Endo Hで 処 理 し た も の
） ／ 抗 hCG－ IgG（ パ ー ト B） コ ン ジ ュ ゲ ー ト の プ ロ フ ァ イ ル 。 実 線 は 280nmで の タ ン パ ク 質
吸 収 を 示 す 。
【 図 ３ 】 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ／ 抗 hCG－ IgGコ ン ジ ュ ゲ ー
ト （ 四 角 ） 、 お よ び 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Endo Hで 処 理
し た も の ） ／ 抗 hCG－ IgG（ 三 角 ） を 用 い た MTP ELISAに お け る hCGの 測 定 。 パ ー ト Aで は 100
mU／ ml、 パ ー ト Bで は 42ng／ mlの い ず れ か の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し た 。
【 図 ４ 】 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 中 で 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た 配 列 番 号 ： １ の ウ シ ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 分 子 量 の 決 定 。 MALDI-TOF-MSの 結 果 （ 実 施 例 5を 参 照 の こ と ） 。
【 図 ５ 】 endo H処 理 後 の 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 中 で 組 み 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た 配 列 番 号
： １ の ウ シ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 分 子 量 の 決 定 。 MALDI-TOF-MSの 結 果 （ 実 施 例 5を 参
照 の こ と ） 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 9月 20日 (2004.9.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 結 合 さ
せ る 工 程
を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子
に 結 合 さ せ る 工 程
を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
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　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 １ ０ ％ ～ ９ ９ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 ２ ０ ％ ～ ７ ０ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 約 ６ ０ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 工 程 （ ａ ） の グ リ コ シ ル 化 酵 素 が 哺 乳 動 物 性 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 １ ～ ５ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 工 程 （ ａ ） の グ リ コ シ ル 化 酵 素 が 哺 乳 動 物 性 病 原 体 を 含 ま な い こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ ～ ６ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 該 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 形 質
転 換 宿 主 生 物 に お い て 認 識 さ れ る グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ～ ７ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 真 核 生 物 起 源 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 該 酵 素 が 、 化 学 試 薬 、 ア ミ ダ ー ゼ 、 エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ ま た は
エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ り 脱 グ リ コ シ ル 化 ま た は 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 該 酵 素 が 、 エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ Ｈ 、 エ
ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ Ｆ 、 ま た は ペ プ チ ド － Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ
、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ に よ り 脱 グ リ コ シ ル 化 ま た は 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 が 、
　 （ ａ ） 抗 体 ま た は そ の 機 能 性 断 片 、
　 （ ｂ ） ア ビ ジ ン 、 ま た は ア ビ ジ ン 分 子 の ポ リ マ ー 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ア ビ ジ
ン の 断 片 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ア ビ ジ ン 断 片 の ポ リ マ ー 、
　 （ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 の ポ リ マ ー 、 ま た は ビ オ チ
ン に 結 合 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 断 片 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 断 片 の ポ リ マ ー 、
　 （ ｄ ） レ ク チ ン 、 ま た は 炭 水 化 物 に 結 合 可 能 な そ の 断 片 、
　 （ ｅ ） ハ プ テ ン 、
　 （ ｆ ） 核 酸 ま た は そ の ア ナ ロ グ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 が 、 連 結 基 に よ っ て 酵 素 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ ～ １ ３ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 ア
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ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、 該 グ リ コ シ ル 化 酵 素 の 炭 水 化 物 部 分
は 多 数 の マ ン ノ ー ス サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程
を 含 む 方 法 に よ っ て 得 ら れ 得 る 、 哺 乳 動 物 性 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 、 哺 乳 動 物 起 源 の 単 離
お よ び 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト を 含
む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 が ５ ４ ｋ Ｄ ａ ～ ５ ８ ｋ Ｄ ａ で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め の 請 求 項 １ ５ ～ １ ７ い ず れ か 記 載 の 酵 素 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵
素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 標 的 分 子 の 存 在 を 検 出 す る た め 、 ま た は 標 的 分 子 の 量 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ に お け
る 請 求 項 １ ９ 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア ッ セ イ が 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 酵 素 免 疫 測 定 法 が 不 均 一 系 ま た は 均 一 系 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ２ １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 固 相 に 結 合 さ せ た 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 、 お よ び 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酵 素 部 分 に よ り 変 換 さ れ 得 る 基 質
を 含 有 し て な る 、 パ ー ツ の キ ッ ト 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 10月 12日 (2005.10.12)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 に 結 合 さ
せ る 工 程
を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程 、
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　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子
に 結 合 さ せ る 工 程
を 含 む 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 約 ６ ０ ％ の 炭 水 化 物 残 基 が グ リ コ シ ル 化 酵 素 か ら 切 断 除 去 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 該 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 形 質
転 換 宿 主 生 物 に お い て 認 識 さ れ る グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ～ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 該 酵 素 が 、 エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ Ｈ 、 エ
ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ Ｆ 、 ま た は ペ プ チ ド － Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ
、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ に よ り 脱 グ リ コ シ ル 化 ま た は 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 が 、
　 （ ａ ） 抗 体 ま た は そ の 機 能 性 断 片 、
　 （ ｂ ） ア ビ ジ ン 、 ま た は ア ビ ジ ン 分 子 の ポ リ マ ー 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ア ビ ジ
ン の 断 片 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ア ビ ジ ン 断 片 の ポ リ マ ー 、
　 （ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 の ポ リ マ ー 、 ま た は ビ オ チ
ン に 結 合 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 断 片 、 ま た は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 断 片 の ポ リ マ ー 、
　 （ ｄ ） レ ク チ ン 、 ま た は 炭 水 化 物 に 結 合 可 能 な そ の 断 片 、
　 （ ｅ ） ハ プ テ ン 、
　 （ ｆ ） 核 酸 ま た は そ の ア ナ ロ グ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 が 、 連 結 基 に よ っ て 酵 素 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ ～ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 （ ａ ） 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に お け る 発 現 に よ り 得 、 該 酵 母 か ら 単 離 し た グ リ コ シ ル 化 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、 該 グ リ コ シ ル 化 酵 素 の 炭 水 化 物 部 分
は 多 数 の マ ン ノ ー ス サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 、
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 を 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 酵 素 を 単 離 す る 工 程
を 含 む 方 法 に よ っ て 得 ら れ 得 る 、 哺 乳 動 物 性 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 、 哺 乳 動 物 起 源 の 単 離
お よ び 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト を 含
む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 が ５ ４ ｋ Ｄ ａ ～ ５ ８ ｋ Ｄ ａ で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め の 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 酵 素 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 請 求 項 １ ～ い ず れ か 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る 、 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 と 酵 素
と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 標 的 分 子 の 存 在 を 検 出 す る た め 、 ま た は 標 的 分 子 の 量 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ に お け
る 請 求 項 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 固 相 に 結 合 さ せ た 標 的 分 子 に 結 合 可 能 な 分 子 、 請 求 項 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 、 お よ び 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酵 素 部 分 に よ り 変 換 さ れ 得 る 基 質
を 含 有 し て な る 、 パ ー ツ の キ ッ ト 。
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