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DESCRIPCIÓN 

Sustancia proteínica que tiene estructura de hélice triple y método de producción de la misma 

Campo técnico 

La presente invención se relaciona con proteínas que tienen una estructura de hélice triple y métodos para 
producirlas. Más específicamente, la presente invención se relaciona con análogos de colágeno tipo humano y 5 

métodos para producirlos. Un objetivo de la presente invención es proveer análogos de colágeno compuestos de 
proteínas recombinantes tipo humano que son seguras para los organismos vivos y pueden ser purificadas y 
obtenidas fácilmente, y métodos para producirlas. Más específicamente, la presente invención provee métodos para 
producir análogos de colágeno compuestos de una proteína recombinante en la cual los genes introducidos son 
todos de tipo humano, en donde el método es llevado a cabo mediante la transducción estable de un vector de 10 

expresión en mamíferos insertado con un ADNc de una proteína recombinante que comprende colágeno tipo 
humano en células de ovario de hámster chino (CHO). 

Técnica antecedente 

En años recientes, un ejemplo de los materiales más importantes en la medicina regenerativa es el colágeno. El 
colágeno es una proteína representativa distribuida en casi todos los tejidos (piel, huesos, cartílagos y similares) en 15 

organismos vivos, y es bien conocido que tiene funciones importantes en los organismos vivos tales como mantener 
la estructura de los tejidos y órganos biológicos convirtiéndose en un soporte para las células. Además, tiene 
diversas funciones fisiológicas que regulan la proliferación, diferenciación y migración de las células. A partir de 
estos hechos, está recibiendo atención en el campo de la medicina regenerativa a través de su uso junto con 
células, factores de crecimiento y similares en la medicina de la ingeniería de tejidos. Hasta ahora, el colágeno ha 20 

sido usado ampliamente en el campo médico como implantes de órganos artificiales (Documento de Patente 1), 
matrices de liberación de fármacos sostenida (Documento de Patente 2), piel artificial (Documento de Patente 3), y 
componentes de materiales biocompatibles para uso en matrices de vendajes para heridas y matrices para el 
tratamiento de heridas (Documento de Patente 4). 

Cuarenta por ciento de todo el colágeno de un organismo vivo está en la piel, y el 70 por ciento o más del peso seco 25 

de la piel/tendones es colágeno. Por lo tanto, el colágeno es importante en el desarrollo de la piel artificial. En 
particular, el colágeno es utilizado como un biomaterial para reparar daños en organismos. Por ejemplo, se utiliza 
como material de recubrimiento para sitio de lesiones de piel, tales como una quemadura, y se ha reportado 
curación y mejora (Documentos no Patente 1 y 2). Esto significa que se pueden tener grandes esperanzas para 
aplicaciones en el campo actual significativamente avanzado de la medicina regenerativa. Además, se utiliza como 30 

un material útil en técnicas para el cultivo de células y órganos (Documentos de Patente 5 y 6). Además, se ha 
señalado que la ingestión oral de colágeno (colágeno tipo 2) y similares puede ser utilizada para suprimir la artritis 
reumatoide (Documento no Patente 3). Además, se ha reportado que es posible tratar diseñando un gen de expresar 
un péptido parcial de colágeno humano (colágeno tipo VII), e introducir un gen de colágeno de bajo peso molecular 
en las células de la epidermólisis bulosa (Documento no Patente 4). 35 

Muchos de los colágenos usados actualmente son derivados de especies de mamíferos no humanos tales como 
bovinos o cerdos. Se ha reportado que cuando estos colágenos son trasplantados a humanos, se presenta reacción 
alérgica en aproximadamente el 3% de los pacientes (Documentos no Patentes 5 y 6). Adicionalmente, en años 
recientes, el riesgo de contaminación del colágeno derivado de especies de mamíferos no humanos con priones o 
patógenos se ha convertido en un problema principal. Por lo tanto, se desea fuertemente un sistema para producir 40 

colágenos tipo humano seguros con baja antigenicidad y libres de riesgo de contaminación por patógenos. 

Para evitar tales problemas, algunos inventores han inventado un método para producir colágeno humano 
recombinante que tiene una estructura de hélice triple equivalente a la del cuerpo humano infectando células de 
insectos con un virus recombinante insertado con un ADNc que codifica colágeno humano, y han solicitado una 
patente (Documento de Patente 7). Adicionalmente, también se han diseñado métodos para producir colágeno 45 

humano utilizando células de mamíferos o células de levadura (Documento de Patente 8). 

[Documentos de la técnica anterior] 

[Documentos de Patente] 

[Documento de Patente 1] Solicitud de Patente Japonesa de Kokai Publicación No. (JP-A) 2007-204881 (Solicitud de 
Patente Japonesa no examinada, publicada) 50 

[Documento de Patente 2] JP-A (Kokai) 2001-316282 

[Documento de Patente 3] JP-A (Kokai) 2005-314 
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[Documento de Patente 4] JP-A (Kokai) 2007-160092 

[Documento de Patente 5] JP-A (Kokai) 2002-142753 

[Documento de Patente 6] Solicitud de Patente Japonesa de Saikohyo Publicación No. (JP-A) 2005-014774 
(Publicación de fase nacional Japonesa no examinada correspondiente a una publicación internacional Japonesa) 

[Documento de Patente 7] JP-A (Kokai) 8-23979 5 

[Documento de Patente 8] Solicitud de Patente Japonesa de Kohyo Publicación No. (JP-A) 7-501939 (Publicación de 
fase nacional Japonesa no examinada correspondiente a una publicación internacional no Japonesa). 

[Documentos no Patente] 

[Documento no Patente 1] Surg. Forum, 10, 303 (1960) 

[Documento no Patente 2] J. Surg. Forum, 10, 485-491 (1960) 10 

[Documento no Patente 3] Science, 261, 1727-1730 (1993) 

[Documento no Patente 4] THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY Vol. 275, No. 32,  Expedido Agosto 
11 11, pp. 24429-24435, 2000 

[Documento no Patente 5] J. Immunol. 136:877-882, 1986 

[Documento no Patente 6] Biomaterials 11:176-180, 1990 15 

Resumen de la invención 

[Problemas para ser resueltos por la invención] 

De esta manera, el colágeno es una sustancia útil como un producto farmacéutico o un biomaterial para trasplante 
de donantes vivos o medicina regenerativa; sin embargo, el colágeno utilizado convencionalmente, es derivado de 
tejidos de especies de mamíferos no humanas tales como cerdos y ganado. El colágeno es originalmente una 20 

proteína con baja inmunogenicidad, y está siendo trasplantado, embebido o administrado en el cuerpo humano 
como un biomaterial. Sin embargo, aunque en baja frecuencia, hay reportes de que se evocan reacciones inmunes 
por parte del colágeno derivado de tejidos de especie de mamíferos no humanos (J. Immunol., 136, 877-882 (1986); 
Biomaterials, 11, 176-180 (1990)). Adicionalmente, debido a la posibilidad de contaminación con priones sugerida en 
el caso del ganado, no es posible utilizar colágeno derivado de ganado. Además, no hay garantía de que 25 

contaminantes desconocidos (virus patogénicos y similares) como la contaminación por priones no estén contenidos 
en mamíferos tales como los cerdos que se utilizan actualmente para la purificación y extracción de colágeno, y han 
ido surgiendo problemas de seguridad con el uso de colágeno derivado de mamíferos no humanos para humanos. 
Adicionalmente, un problema con el colágeno derivado biológicamente es que se hace necesaria una purificación de 
etapas múltiples durante la purificación debido a la inclusión de gran cantidad de proteínas contaminantes, y el 30 

método de purificación se hace complicado. 

A la luz de los problemas antes mencionados, el colágeno derivado de humanos es deseable como biomaterial para 
ser utilizado directamente en humanos. El colágeno derivado de humanos puede ser purificado a partir de fuentes 
humanas (tales como placenta humana) (Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,002,071 y 5,428,022). Sin 
embargo, hay varios problemas en el uso de colágenos derivado de humanos (1) puesto que el material es tejido 35 

humano, el material tiene suministro limitado; (2) no se puede eliminar completamente la posibilidad de la 
contaminación con virus patogénicos tales como virus de hepatitis y virus de inmunodeficiencia humana (HIV); (3) 
los tipos de colágeno recolectados de la placenta son desproporcionados y las calidades no son completamente 
idénticas; y (4) hay problemas éticos concernientes a la extracción y purificación de colágeno a partir de humanos. El 
problema cualitativo también existe puesto que la purificación se hace difícil debido a la formación de puentes no 40 

especificados en el colágeno obtenido. 

Hasta el momento, se han investigado métodos que utilizan técnicas de ingeniería genética para producir colágeno 
para eliminar el riesgo de contaminación por patógenos y para obtener grandes cantidades de colágeno para las 
cuales las etapas de aislamiento y purificación son fáciles (Biochem. Soc., 28, 350-353 (2000)). Sin embargo, el 
peso molecular de una molécula de colágeno es 100,000 o más si es muy grande, y la producción de un vector de 45 

expresión para introducción en células anfitrionas es muy complicada. Además, los métodos convencionales no 
generan niveles de producción que puedan sostener las aplicaciones prácticas. Adicionalmente, el colágeno es una 
molécula que adopta una estructura de hélice triple en la cual se ensamblan tres cadenas de polipéptidos, y tal 
estructura es formada experimentando un número de modificaciones postraducción (N. Engl. J. Med., 31, 376-386 
(1984)), pero solamente se espera que células especificas posean tales capacidades de modificación. 50 
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Es sabido que con el fin de que el colágeno forme una estructura de hélice triple, las prolinas en el dominio del 
colágeno deben ser hidroxiladas. Para producir colágeno que tenga una estructura de hélice triple, se proveyó un 
método para producir colágeno recombinante por coexpresión de colágeno humano y prolina hidroxilasa en células 
de insecto (JP-A (Kokai) 2002-315580). Sin embargo, para coexpresar la prolina hidroxilasa, al menos tres genes, 
esto es, el de colágeno y la subunidad α y la subunidad β de la prolina hidroxilasa, deben ser coexpresados y la 5 

clonación de las células se hace muy complicada. 

La producción de colágeno recombinante derivado de humanos utilizando células de embrión de hámster, células de 
fibroblasto de ratón y similares como anfitriones ha sido probada desde antes (Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 84, 764-
768 (1987); J. Biol. Chem., 264, 20683-20687 (1989)). Las estructuras moleculares de los colágenos obtenidos en 
estos ejemplos fueron normales, pero el colágeno derivado de las células anfitrionas y el colágeno derivado de 10 

genes foráneos fueron mezclados. Adicionalmente, en un ejemplo en donde se expreso el colágeno tipo II en células 
de fibrosarcoma humana HT1080 (Biochem, J., 298, 31-37 (1994)), el nivel de producción fue muy bajo (0.5 a 1 mg 
por 1 L de cultivo), y esto no fue sostenible para uso práctico. Adicionalmente, fue observada una cantidad igual de 
colágeno tipo IV derivado de células HT1080 de fibrosarcoma humanas como el del colágeno tipo II derivado de 
genes foráneos.  Por lo tanto, el colágeno tipo II derivado de gen foráneo tiene que ser separado del colágeno tipo IV 15 

endógeno y fue impráctico también en este aspecto. Por lo tanto, incluso si se utiliza un sistema de expresión, se 
hace necesario examinar las condiciones de purificación meticulosas, y se considero que incluso bajo condiciones 
de contaminantes mixtos, es necesario un método de purificación simple y productivo. 

Además de lo anterior, hay ejemplos en los cuales el colágeno humano fue expresado utilizando levadura, (JP-A 
(Kohyo) H07-501939) células de insecto (JP-A (Kokai) H08-23979), Bacillus brevis (JP-A (Kokai) H11-178574), y 20 

Escherichia coli (JP-A (Kokai) 2002-325584). Sin embargo, estos pueden tener el riesgo de producir el colágeno con 
diferentes modificaciones postraducción a partir de las del colágeno humano de origen natural. Como se describió 
anteriormente, todos los métodos indicados hasta ahora no son sostenibles para uso práctico como medios para 
producir colágeno humano por ingeniería genética, tanto cualitativa como cuantitativamente. Adicionalmente, hasta 
el momento no se han examinado métodos para producir una gran cantidad de proteína que tenga una estructura de 25 

hélice triple, tal como un colágeno recombinante diseñado para tener un peso molecular bajo. 

A la vista de las circunstancias anteriores, los solicitantes han investigado la producción de colágeno tipo I humano 
mediante la aplicación de técnicas de ingeniería genética para obtener el colágeno no antigénico, eliminar el riesgo 
de contaminación por patógenos y obtener colágeno que sea fácil de aislar y purificar (Publicación Internacional WO 
2006/106970). Aunque los métodos convencionales pueden asegurar un cierto nivel de producción, se requiere un 30 

sistema en el cual se formen más estructuras de hélice triple. La mejora fue considerada necesaria también en 
términos del nivel de expresión. 

La presente invención fue lograda a la vista de las circunstancias anteriores. Un objetivo de la presente invención es 
proveer proteínas análogas al colágeno tipo humano seguras que tienen una estructura de hélice triple, y métodos 
para producirlas. 35 

[Medios para resolver los problemas] 

Los presentes inventores llevaron a cabo diversos exámenes para resolver los problemas antes mencionados y 
produjeron exitosamente análogos de colágeno purificados fácilmente (minicolágenos) que tienen una estructura de 
hélice triple y un peso molecular más pequeño que el de los colágenos de tipo de origen natural, introduciendo en 
células anfitrionas un constructo producido por la fusión de un gen de dominio peptídico de señalización de colectina 40 

humana y un gen de dominio rico en cisteína de colectina humana en el lado del terminal amino y un gen de dominio 
de cuello de colectina humana y un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana al lado 
del terminal carboxi del domino de colágeno del gen de colágeno el cual es una proteína que tiene una estructura de 
hélice triple. 

Ejemplos de proteínas conocidas que tienen una estructura de hélice triple incluyen la lectina de enlazamiento al 45 

manano humana (MBL) y la conglutinina. Al reducir el peso molecular de los análogos de colágeno de la presente 
invención para acercarlos a los de estas proteínas, las proteínas análogas al colágeno que tienen una estructura de 
hélice triple con peso molecular reducido, las cuales han sido difíciles de obtener hasta la fecha, fueron producidas 
exitosamente. Adicionalmente, estas proteínas análogas del colágeno demostraron tener una estructura de hélice 
triple y estabilidad térmica. 50 

El colágeno humano de origen natural tiene pobre solubilidad en agua, mientras que los análogos de colágeno de la 
presente invención muestran alta solubilidad en agua puesto que comprenden el dominio rico en cisteína soluble en 
agua, el dominio de cuello, y el dominio de reconocimiento de carbohidratos de la colectina humana. Por lo tanto, 
son más fáciles de manejar en comparación con los colágenos de origen natural que tienen un peso molecular alto. 

Los presente inventores precipitaron los análogos de colágeno promoviendo la formación de fibrilas agregando una 55 

alta concentración de sal neutra, y exitosa y fácilmente purificaron análogos de colágeno fibroso que tenían una 
estructura de hélice triple por centrifugación. 
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Adicionalmente, los presentes inventores purificaron exitosamente análogos de colágenos solubles en agua 
mediante un método de purificación simple de una etapa, utilizando manano agarosa la cual utiliza el enlazamiento 
del dominio de reconocimiento de carbohidratos al manano. 

Utilizando los diferentes métodos de purificación descritos más arriba, los presentes inventores purificaron 
exitosamente dos análogos de colágeno que tienen diferentes propiedades físicas: un análogo de colágeno fibroso 5 

con alta resistencia física; y un colágeno soluble en agua con alta solubilidad que se enlaza al manano. Estos 
análogos de colágeno han demostrado tener los mismos grados de adhesividad celular y propiedades de elongación 
que el colágeno humano de origen natural cuando se utilizan como biomaterial en células adherentes humanas. Se 
espera que los análogos de colágeno de la presente invención puedan ser útiles como reemplazo para el colágeno 
usado convencionalmente derivado de especies de mamíferos no humanos, o como biomateriales para uso en 10 

humanos. 

Como resultado de llevar a cabo diversos exámenes para resolver los problemas antes mencionados, los presentes 
inventores inventaron un constructo del gen de colágeno que puede ser purificado fácilmente y que mantiene una 
estructura de hélice triple equivalente a la del colágeno de origen natural a la vez que tiene bajo peso molecular. 
Específicamente, puesto que CR-D (un péptido de señalización) tiene un dominio de reconocimiento de 15 

carbohidratos, se permite purificación de una etapa por purificación por afinidad. Sustituyendo una porción de un gen 
estructural de colágeno humano de la presente invención con la porción de gen estructural similar a colágeno de 
MBL, ha sido posible obtener colágenos de bajo peso molecular que mantiene una estructura de hélice triple en 
grandes cantidades y con alta pureza. 

Más específicamente, los presentes inventores produjeron exitosamente grandes cantidades de análogos de 20 

colágeno humano introduciendo un constructo en el cual un gen análogo de colágeno de la presente invención está 
contenido en un vector capaz de expresar altamente un gen foráneo utilizando como anfitrión células de ovario de 
hámster chino (CHO) las cuales (1) han sido utilizadas para producir agentes farmacéuticos y está confirmado que 
son seguras y (2) se cree que tienen modificaciones de cadena de azúcar y las correspondientes de proteínas que 
son cercanas a las de los humanos puesto que son células de mamíferos. 25 

Más específicamente, los presentes inventores desarrollaron exitosamente un método para producir grandes 
cantidades de colágeno análogos de la presente invención sin la necesidad de etapas de purificación complicadas, 
minimizando la mezcla de colágeno derivado del anfitrión y colágeno derivado del gen foráneo, usando células de 
mamífero que tienen un bajo nivel de expresión de colágeno (una proteína que tiene estructura de hélice triple) como 
anfitrionas. A partir de lo anterior, se completó la presente invención.  30 

Específicamente, la presente invención provee lo siguiente: 

[1] una proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple, la cual comprende una proteína codificada 
por un polinucleótido que comprende (i) a (v) a continuación en orden desde el terminal amino: 

(i) un gen de dominio de péptido de señalización de colectina humana; 

(ii) un gen de domino rico en cisteína de colectina humana; 35 

(iii) un gen de dominio de colágeno de colágeno humano; 

(iv) un gen de dominio de cuello de colectina humana; y 

(v) un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana; 

[2] teniendo la proteína recombinante una estructura de hélice triple de [1], en donde el gen de dominio de péptido 
de señalización de la colectina humana es un gen de dominio de péptido de señalización de la proteína D 40 

surfactante humana (SP-D) y un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4; 

[3] la proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de [1], en donde el gen de dominio rico en 
cisteína de la colectina humana es un gen de dominio rico en cisteína de la proteína D surfactante humana (SP-D) y 
un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5; 

[4] la proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de [1] en donde el gen de dominio de cuello de 45 

la colectina humana es un gen de dominio de cuello de la lectina de enlazamiento  al manano humana (MBL) y un 
polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 6; 

[5] la proteína recombinante que tiene una estructura de hélice de [1], en donde el gen de dominio de reconocimiento 
de carbohidratos de la colectina humana es un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de lectina de 
enlazamiento a manano humano (MBL) y un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID 50 

NO: 7; 
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[6] teniendo la proteína recombinante una estructura de hélice triple de [1], en donde el gen de dominio de colágeno 
del colágeno humano comprende al menos uno o más tipos de genes de dominio de colágeno de colágenos 
humanos de cadena α; 

[7] la proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple [1], en donde el dominio de gen de colágeno de 
colágeno humano es un gen de dominio de colágeno de un colágeno tipo I humano que comprende un colágeno 5 

humano de cadena α; 

[8] teniendo la proteína recombinante una estructura de hélice triple de [6] o [7], en donde el gen de dominio de 
colágeno de un colágeno humano de cadena α es un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de 
SEQ ID NO: 8; 

[9] teniendo la proteína recombinante una estructura de hélice triple de [1], la cual comprende una proteína que 10 

comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1; 

[10] teniendo la proteína recombinante una estructura de hélice triple de [1], en donde el polinucleótido es un 
polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3; 

[11] un método para producir una proteína que tiene una estructura de hélice triple, en donde el método comprende 
las etapas de: 15 

(a) introducir un vector en un polinucleótido que comprende de (i) a (v) por debajo en orden desde el terminal amino: 

(i) un gen de dominio de péptido de señalización de colectina humana; 

(ii) un gen de domino rico en cisteína de colectina humana; 

(iii) un gen de dominio de colágeno de colágeno humano; 

(iv) un gen de dominio de cuello de colectina humana; y 20 

(v) un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana; 

(b) transformando una célula del anfitrión por introducción de genes usando el vector; y 

(c) cultivar o cruzar el transformante y recolectar una proteína que tenga una estructura de hélice triple a partir del 
aceite o de su sobrenadante de cultivo; 

[12] el método de [11], en donde el gen de dominio de péptido de señalización de la colectina humana es un gen de 25 

dominio del péptido de señalización de proteína D surfactante humana (SP-D) y un polinucleótido que comprende la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4; 

[13] el método de [11], en donde el gen de dominio rico en cisteína de colectina humana es un gen de dominio rico 
en cisteína de la proteína D surfactante humana (SP-D) y un polinucleótido que comprende la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO: 5; 30 

[14]  el método de [11], en donde el dominio del gen de cuello de colectina humana es un dominio de gen del cuello 
versus lectina enlazante a manano humana (MBL) y un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos 
de SEQ ID NO: 6; 

[15] el método de [11], en donde el gen de dominio de reconocimiento de carbohidrato de una colectina humana es 
un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de la lectina de enlazamiento humana (MBL) y un 35 

polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótido de SEQ ID NO: 7; 

[16] el método de [11], en donde el gen de dominio de colágeno de colágeno humano comprende al menos uno o 
más tipos de genes de dominio de colágeno de colágenos humanos de cadena α; 

[17] el método de [11], en donde el gen de dominio de colágeno del colágeno humano es un gen de dominio de 
colágeno de un colágeno tipo I humano que comprende un colágeno humano de cadena α; 40 

[18] el método [16] o [17], en donde el gen de dominio de colágeno de un colágeno humano de cadena α es un 
polinucleótido que comprende la secuencia del nucleótido de SEQ ID NO: 8; 

[19] el método de [11], en donde el vector utilizado en la etapa (a) es pNC1 de SEQ ID NO: 2; y 

[20] el método de [11], en donde el vector utilizado en la etapa (a) es pDC6/CF de SEQ ID NO: 9. 
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Breve descripción de los dibujos 

La figura 1 muestra el constructo pNC1/minicolágeno tipo I con las respectivas abreviaturas mostradas a 
continuación. PCMV: promotor de citomegalovirus; INRBG: intrón de la hormona de crecimiento de conejo; 
minicolágeno tipo I: ADN minicolágeno; PABGH: señal de adición poliA del gen de la hormona del crecimiento 
bovino; PdSV: promotor del virus 40 de simio con potenciador eliminado; NPT: ADNc de neomicina fosfotransferasa; 5 

PASV: señal de adición poliA 40 de virus de simio; y Ampr: marcador de selección (resistencia a la ampicilina) en E. 
coli.  

La figura 2 muestra el constructo pDC6/CF_minicolágeno tipo I con las respectivas abreviaturas mostradas a 
continuación. PCMV5: promotor de citomegalovirus 5; minicolágeno tipo I: ADN minicolágeno; PABGH: señal de 
adición poliA de gen de hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor de virus 40 de simio con potenciador 10 

eliminado; cd180DHFR: gen DHFR con traducción impedida producido por la alteración de codones en el rango de 
180 bases del extremo 5’ de la secuencia de nucleótidos de DHFR a los codones menos frecuentemente usados en 
mamífero; PASV: señal de adición poliA 40 de virus de simio; y Ampr: marcador de selección (de resistencia a la 
ampicilina) en E. coli.  

La figura 3 es un diagrama de flujo de la purificación de minicolágeno. Todas las etapas fueron llevadas a cabo a 15 

4°C a menos que se especifique otra cosa. En la figura, * 1 indica la etapa de ajustar las células a 2.0 x 105 
células/mL con medio IS CD-CHO con hidrolizado (IS JAPAN) suplementado para tener una concentración final de 
Gluta MAX™-I 4 mM (GIBCO), 0.4 mg de cultivo celular probado G418 (CALBIOCHEM), y solución de suplemento 1 
x HT (GIBCO), y cultivado por cultivo estacionario en matraces T75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de 
carbono al 5% durante 14 días (Celda 150 HERA, Heraeus). *2 indica la etapa de centrifugación a 1,750 x g durante 20 

una hora (EX-126, TOMY). *3 indica la etapa de adición de cloruro de sodio (Wako) al sobrenadante (1.4 L) para 
obtener 0.4 M. *4 indica la etapa de ajustar el pH a 7.4 (F-51, HORIBA) a 4°C utilizando hidróxido de sodio (Wako). 
*5 indica la etapa de concentrar el sobrenadante del cultivo a 1/20 veces su volumen utilizando filtración de flujo 
transverso (VIVAFLOW50; 10,000 MWCO PES; VIVASIENCE). *6 indica la etapa de dializar (membranas de diálisis 
Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) durante tres días contra TBS (TBS en polvo, 25 

Takara) que contiene EDTA 5 mM (Dojindo). *7 indica la etapa de agregar cloruro de calcio (Wako) y cloruro de 
sodio (Wako) para obtener 20 mM y 2 M, respectivamente. *8 indica la etapa de dializar (membranas de diálisis 
Spectra/Pro™ Biotech éster de celulosa (CE); 25,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra agua MilliQ 
(MILLIPORE) durante cinco días. *9 indica las etapas de llenar una Econo-Column (Bio-RAD) con 4.5 mL de gel de 
manano agarosa (SIGMA), lavando y equilibrando el gel con 45 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene 30 

EDTA 5 mM (Dojindo) y TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene cloruro de calcio 5 mM (Wako), cargando el 
sobrenadante por circulación a una rata de flujo de 1.0 mL/minuto durante 17.5 horas, removiendo el sobrenadante, 
lavando luego con 10 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene cloruro de calcio 5 mM (Wako), y eluyendo el 
minicolágeno con 20 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene EDTA 5 mM (Dojindo). * 10 indica la etapa de 
dializar (membranas de diálisis Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra cloruro 35 

de sodio 0.4 M – regulador Tris-clorhidrato 0.1 M (pH 7.4 a 4°C) durante 5 días. *11 indica la etapa de concentrar a 
1/10 veces el volumen por ultrafiltración a 1,750 x g durante 30 minutos utilizando Amicon Ultra-15 (10,000 MWCO; 
MILLIPORE).  

La figura 4 muestra en una fotografía el resultado del análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo 
condiciones reductoras (con adición de 2-mercaptoetanol) de proteínas purificadas a partir del sobrenadante de 40 

cultivo y minicolágeno soluble en agua. La línea 1 muestra proteínas purificadas como un precipitado y la línea 2 es 
un minicolágeno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso molecular y el 
oligómero del minicolágeno están indicados en la fotografía.  

La figura 5 muestra en una fotografía el resultado de análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo 
condiciones no reductoras (sin adición de 2-mercaptoetanol) de proteínas purificadas a partir del sobrenadante de 45 

cultivo y de minicolágeno soluble en agua. La línea 1 muestra las proteínas purificadas como un precipitado y la 
línea 2 es minicolágeno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso molecular y los 
oligómeros de minicolágeno están indicados sobre la fotografía.  

La figura 6 muestra en una fotografía el resultado del análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida bajo 
condiciones originales (sin adición de 2-mercaptoehanol y SDS) de proteínas purificadas a partir del sobrenadante 50 

del cultivo y minicolágeno soluble en agua. La línea 1 muestra proteínas purificadas como un precipitado y la línea 2 
es minicolágeno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso molecular y los 
oligómeros de minicolágeno están indicados sobre la fotografía. 

La figura 7 muestra en una fotografía resultados obtenidos llevando a cabo electroforesis en gel de poliacrilamida 
SDS bajo condiciones reductoras (con adición de 2-mercaptoetanol) de proteínas purificadas a partir del 55 

sobrenadante de cultivo y minicolágeno soluble en agua (llevando a cabo inmunoprecipitación Western utilizando un 
anticuerpo policlonal anti-MBL de conejo (dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD)), y reversando el 
contraste de la fotografía de la detección por quimioluminiscencia. La línea 1 muestra proteínas purificadas como un 
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precipitado y la línea 2 es minicolágeno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso 
molecular y el oligómero de minicolágeno están indicados sobre la fotografía. 

La figura 8 muestra en una fotografía el resultado obtenido llevando a cabo electroforesis en gel de poliacrilamida 
SDS bajo condiciones no reductoras (sin adición de 2-mercaptoetanol) de proteínas purificadas a partir del 
sobrenadante del cultivo y de minicolágeno soluble en agua, llevando a cabo inmunoprecipitación Western utilizando 5 

un anticuerpo policlonal anti-MBL de conejo (dominio de reconocimiento de carbohidrato (CRD)), y luego reversando 
el contraste de la fotografía de detección por quimioluminiscencia. La línea 1 muestra proteínas purificadas como un 
precipitado y la línea 2 es minicolágeno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso 
molecular y los oligómeros de minicolágeno están indicados sobre la fotografía.  

La figura 9 muestra en una fotografía el resultado del análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo 10 

condiciones reductoras (con adición de 2-mercaptoetanol) de la proteína purificada y del atelocolágeno tipo I 
humano de origen natural digerido con pepsina bajo condiciones ácidas. Las posiciones de las bandas para el 
minicolágeno, el dominio de colágeno del minicolágeno restante después de la digestión, y la pepsina están 
indicadas sobre la fotografía. Línea 1: marcador de peso molecular, línea 2: proteína purificada no digerida con 
pepsina; línea 3: proteína purificada digerida con pepsina; línea 4: atelocolágeno tipo I humano de origen natural no 15 

digerido con pepsina; línea 5: atelocolágeno tipo I humano de origen natural digerido con pepsina; y línea 6: pepsina 
sola agregada.  

La figura 10 muestra en una fotografía los resultados de analizar la estabilidad térmica sometiendo a las proteínas 
purificadas a tratamiento con calor en un rango de temperatura de 30°C a 50°C, llevando a cabo un tratamiento con 
enzimas utilizando una combinación de tripsina y quimotripsina altamente concentradas bajo condiciones en las 20 

cuales no se digiere el colágeno, y llevando a cabo electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones 
reductoras (con adición de 2-mercaptoetanol). Las posiciones de las bandas para minicolágeno, el dominio del 
colágeno del minicolágeno restante después de la digestión, tripsina y quimotripsina están indicadas sobre la 
fotografía. La línea 1 es el marcador de peso molecular, la línea 2 es la proteína purificada no sometida a tratamiento 
con enzima, las líneas 3 a 15 son proteínas purificadas sometidas a tratamiento con calor en un rango de 25 

temperatura de 30°C a 50°C, y luego sometidas a tratamientos con enzimas de tripsina y quimotripsina, la línea 16 
es tripsina sola, y la línea 17 es quimotripsina sola. 

La figura 11 es un diagrama de curva de fusión que muestra la proporción de la banda de dominio de colágeno 
digerida de acuerdo con la temperatura de calentamiento con base en el resultado del ensayo de estabilidad térmica 
ejecutado sobre la proteína purificando utilizando tripsina y quimotripsina de la figura 10. 30 

La figura 12 es un diagrama de flujo de la purificación de minicolágeno utilizando precipitación. Todas las etapas 
fueron llevadas a cabo a 4°C al menos que se especifique otra cosa.  En la figura, * 1 indica la etapa de ajustar las 
células CHO que expresan minicolágeno (pNC7/MC21) a 2.0 x 105 células/mL con medio IS CHO-CD con 
hidrolizado (IS JAPÓN) suplementado hasta una concentración final de Gluta MAX™-I  4 mM (GIBCO), cultivo 
celular de sulfato G418 probado 0.4 mg/mL (CALBIOCHEM), y solución de suplemento 1 x HT (GIBCO), y cultivando 35 

por cultivo estacionario en matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de carbono al 5% durante 14 
días (Celda 150 HERA, Heraeus). *2 indica la etapa de centrifugar a 1,750 x g durante 10 minutos (EX-126, TOMY). 
*3 indica la etapa de agregar cloruro de sodio (Wako) al sobrenadante para obtener 0.4 M (pH 7.4) e incubar a 4°C. 
*4 indica la etapa de centrifugar a 10,000 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY). *5 indica la etapa de concentrar 
el sobrenadante del cultivo a un volumen de 320 mL utilizando filtración por flujo cruzado (VIVAFLOW50; 10,000 40 

MWCO PES; VIVASIENCE). *6 indica la etapa de agregar cloruro de sodio (Wako) para obtener 4 M (pH 7.4) e 
incubar a 4°C. *7 indica la etapa de centrifugar a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY). *8 indica la etapa 
de agregar 1.5 mL de solución de ácido acético 50 mM (Wako) al precipitado. *9 indica la etapa de dializar 
(membranas de diálisis de éster de celulosa (CE) Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, 
Inc.) contra una solución de ácido acético 50 mM (Wako). *10 indica la etapa de agregar 7.4 mL de la solución de 45 

ácido acético 50 mM al precipitado. 

La figura 13 es un diagrama de flujo de la purificación de minicolágeno utilizando el enlazamiento con manano. 
Todas las etapas fueron llevadas a cabo a 4°C a menos que se especifique otra cosa. En la figura *1 indica la etapa 
de ajustar células CHO que expresan minicolágeno (pNC7/MC-21) a 2.0 x 105 células/mL con medio IS CHO-CD con 
hidrolizado (IS JAPÓN) suplementado para tener concentraciones finales de Gluta MAX™-I  4 mM (GIBCO), cultivo 50 

de células sulfato G418 probada a 0.4 mg/mL (CALBIOCHEM), y solución de suplemento 1 x HT (GIBCO), y 
cultivando por cultivo estacionario en matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de carbono al 5% 
durante 14 días (Celda 150 HERA, Heraeus). *2 indica la etapa de centrifugar a 1,750 x g durante 10 minutos (EX-
126, TOMY). *3 indica la etapa de agregar cloruro de sodio (Wako) al sobrenadante para obtener 0.4 M (pH 7.4) e 
incubar a 4°C. *4 indica la etapa de centrifugar a 10,000 x g durante 30 minutos (EX126, TOMY). *5 indica la etapa 55 

de concentrar el sobrenadante del cultivo hasta un volumen de 320 mL utilizando filtración de flujo cruzado 
(VIVAFLOW50; 10,000 MWCO PES; VIVASIENCE). *6 indica la etapa de agregar cloruro de sodio (Wako) para 
obtener 4 M (pH 7.4) e incubar a 4°C. *7 indica la etapa de centrifugar a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, 
TOMY). *8 indica la etapa de agregar una solución de cloruro de calcio 1 M para obtener 20 mM y luego incubar a 
4°C durante 18 horas. *9 indica la etapa de concentrar el volumen a 56 mL utilizando filtración de flujo cruzado 60 
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(VIVAFLOW200; 30,000 MWCO PES; VIVASIENCE). *10 indica la etapa de dializar (membranas de diálisis 
Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra TBS (TBS en polvo, Takara) que 
contiene EDTA 5 mM (Dojindo) durante siete días. *11 indica las etapas de llenar una Econo-Column (Bio-RAD) con 
5 mL de gel de manano agarosa (SIGMA), lavando y equilibrando el gel con 15 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) 
que contiene EDTA 5 mM (Dojindo) y 45 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene cloruro de calcio 5 mM 5 

(Wako), cargando el sobrenadante a una rata de flujo de 1.0 mL/min, luego lavando con 40 mL de TBS (TBS en 
polvo, Takara) que contiene cloruro de calcio 5 mM (Wako), y eluyendo el minicolágeno con 15 mL de TBS (TBS en 
polvo, Takara) que contiene EDTA 5 mM (Dojindo) para recolectar el primer pico (9 mL). *12 indica la etapa de 
dializar (membranas de diálisis Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) el eluido contra 
cloruro de sodio 0.4 mM, regulador tris-clorhidrato 0.1 mM (pH 7.4 a 4°C) durante cinco días.  10 

La figura 14 muestra los resultados de absorbancia medida en osteoblastos humanos las cuales son células 
adherentes (línea celular MG-63, ATCC), después de que fueron adheridas a 37°C durante una hora a placas 
recubiertas con atelocolágeno tipo I humano de origen natural, atelocolágeno tipo I bovino de origen natural, MC-sal, 
MC-Man, solución de BSA al 3% (p/v) desnaturalizada por calor, o PBS, las células no adheridas fueron removidos 
lavando, se agregó MTS, las placas fueron cultivadas a 37°C durante tres horas. El eje vertical muestra la 15 

absorbancia medida a la longitud de onda de 490 nm con la longitud de onda de 655 nm como control, y el eje 
horizontal muestra los nombres de cada una de las muestras colocadas como recubrimiento sobre las placas. 

La figura 15 muestra en fotografías en contraste de fases microgramos de células después de que el atelocolágeno 
tipo I humano de origen natural, el atelocolágeno tipo I bovino de origen natural, MC-sal, MC-Man, solución de BSA 
al 3% (p/v) desnaturalizada por calor, y PBS fueron colocados como recubrimiento sobre las placas, los osteoblastos 20 

humanos se hicieron adherir a 37°C durante una hora, y las células no adheridas fueron removidas por lavado. Las 
fotografías muestran los estados de los osteoblastos humanos que se hicieron adherir sobre las placas recubiertas 
con: 1) atelocolágeno tipo I humano de origen natural; 2) atelocolágeno tipo I bovino de origen natural; 3) MC-sal; 4) 
MC-Man; 5) solución de BSA al 3% (p/v) desnaturalizada por calor; y 6) PBS. Las células para las cuales se observo 
elongación están indicadas por flechas. 25 

La figura 16 muestra en fotografías de contraste de fases microgramos de células después de que el atelocolágeno 
tipo I humano de origen natural, el atelocolágeno tipo I bovino de origen natural, MC-sal, MC-Man, solución de BSA 
al 3% (p/v) desnaturalizada por calor, y PBS fueron colocados como recubrimiento sobre las placas, se hicieron 
adherir osteoblastos humanos a 37°C durante una hora, las células no adheridas fueron removidas por lavado y las 
placas fueron incubadas a 37°C durante tres horas. Las fotografías muestran los estados de los osteoblastos 30 

humanos que se hicieron adherir sobre las placas las cuales estaban recubiertas con: 1) atelocolágeno tipo I 
humano de origen natural; 2) atelocolágeno tipo I bovino de origen natural; 3) MC-sal; 4) MC-Man; 5) solución de 
BSA al 3% (p/v) desnaturalizada por calor; y 6) PBS. Las células para las cuales se observó la elongación están 
indicadas por flechas. 

La figura 17 muestra las estructuras de minicolágeno tipo I y MC-GPP. A: dominio de péptido de señalización de 35 

proteína D surfactante humana (SP-D); B: dominio rico en cisteína de SP-D; C: colágeno tipo I humano (COL1A1) de 
hélice triple (593-769); D: triple hélice COL1A1 (1178-1192); E: dominio de cuello de manosa humana que enlaza 
lectina (MBL); F: dominio de reconocimiento de carbohidratos de MBL; y G: región 6 x His.  

La figura 18 muestra el constructo pDC6/MC-GPP con las respectivas abreviaturas mostradas a continuación. 
PCMV: promotor de citomegalovirus; INRBG: intrón de hormona de crecimiento de conejo; MC-GPP: ADNc de 40 

minicolágeno que carece de la porción de la región terminal C a la región GPP; PABGH: señal de adición poli A de 
gen de hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor 40 de virus de simio con eliminación de potenciado; 
cd180DHFR: gen DHFR con traducción impedida producido por la alteración de los codones en el rango de 180 
bases desde el extremo 5’ de la secuencia de nucleótidos de DHFR a los codones menos frecuentemente usados en 
mamíferos; PASV: señal de adición poli A 40 de virus de simio; y Ampr: marcador de selección (de resistencia a la 45 

ampicilina) en E. coli.  

La figura 19 muestra en una fotografía el resultado de análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo 
condiciones reductoras (con adición de 2-mercaptoetanol) de MC-GPP purificado a partir del sobrenadante del 
cultivo. La línea 1 es la MC-GPP purificada, y el peso molecular y los oligómeros de MC-GPP están indicados sobre 
la fotografía. 50 

La figura 20 muestra en una fotografía el resultado de análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo 
condiciones no reductoras (sin adición de 2-mercaptoetanol) de MC-GPP purificada del sobrenadante del cultivo. La 
línea 1 es la MC-GPP purificada, y el peso molecular y los oligómeros de MC-GPP están indicados sobre la 
fotografía. 

La figura 21 muestra en una fotografía el resultado del análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida bajo 55 

condiciones nativas (sin adición de 2-mercaptoetanol y SDS) de MC-GPP purificada a partir del sobrenadante del 
cultivo. La línea 1 es la MC-GPP, y el peso molecular y los oligómeros de MC-GPP están indicados sobre la 
fotografía. 
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La figura 22 muestra en una fotografía el resultado obtenido llevando a cabo inmunoprecipitación Western bajo 
condiciones de reducción (con adición de 2-mercaptoetanol) de MC-GPP purificada a partir del sobrenadante del 
cultivo y reversando el contraste de la fotografía de detección por quimioluminiscencia. La línea 1 es la MC-GPP 
purificada, y el peso molecular y el oligómero de MC-GPP están indicados en la fotografía.  

La figura 23 muestra en una fotografía el resultado obtenido llevando a cabo inmunoprecipitación Western bajo 5 

condiciones no reductoras (sin adición de 2-mercaptoetanol) de MC-GPP purificada a partir del sobrenadante del 
cultivo y reversando el contraste de la fotografía de detección por quimioluminiscencia. La línea 1 es la MC-GPP 
purificada, y el peso molecular y los oligómeros de la MC-GPP están indicados sobre la fotografía.  

La figura 24 muestra en una fotografía el resultado del análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo 
condiciones reductoras (con adición de 2-mercaptoetanol) llevado a cabo sobre MC-GPP, atelocolágeno tipo I 10 

humano de origen natural, y minicolágeno fibroso purificado digerido con pepsina bajo condiciones ácidas. Las 
posiciones de las bandas para MC-GPP, atelocolágeno humano de origen natural (cadenas α1, α2, β, y γ), 
minicolágeno, el dominio de colágeno restante del minicolágeno o MC-GPP después de la digestión y pepsina están 
indicados en la fotografía. Línea 1: adición de MC-GPP; línea 2: adición de MC-GPP digerida con pepsina; línea 3: 
adición de pepsina sola (misma cantidad que en la línea 2); línea 4: adición de atelocolágeno tipo I humano de 15 

origen natural; línea 5: adición de atelocolágeno tipo I humano de origen natural digerido con pepsina; línea 6: 
adición de pepsina sola (misma cantidad que en la línea 5); línea 7: adición de minicolágeno fibroso purificado; línea 
8: adición de minicolágeno fibroso purificado digerido con pepsina; línea 9: adición de pepsina sola (misma cantidad 
que en la línea 8); y línea 10: sin adición de MC-GPP, atelocolágeno tipo I humano de origen natural, minicolágeno y 
pepsina. 20 

La figura 25 es un diagrama obtenido después de la digestión de MC-GPP y de minicolágeno fibroso purificado con 
pepsina bajo condiciones ácidas y analizando con el uso de ImageJ las bandas de la imágenes de electroforesis en 
gel de poliacrilamida SDS llevada a cabo bajo condiciones reductoras (con adición de 2-mercaptoetanol). *1 es MC-
GPP, *2 es MC-GPP digerida con pepsina, 3* es pepsina sola (misma cantidad que en *2), *4 es minicolágeno 
fibroso purificado, *5 es minicolágeno fibroso purificado digerido con pepsina, y *6 es pepsina sola (misma cantidad 25 

que en *5). Las bandas del marcador y sus pesos moleculares son analizados como se muestra en el diagrama. 

Modo de ejecutar la invención 

De aquí en adelante, se mostraran  modos para llevar a cabo la presente invención, y la presente invención será 
explicada en más detalle. 

La presente invención se relaciona con una proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple, la cual 30 

comprende una proteína codificada por un polinucleótido que comprende (i) a (v) a continuación en orden desde el 
terminal amino: 

(i) el gen de dominio de péptido de señalización de colectina humana; 

(ii) el gen de domino rico en cisteína de colectina humana; 

(iii) el gen de dominio de colágeno de colágeno humano; 35 

(iv) el gen de dominio de cuello de colectina humana; y 

(v) el gen de dominio de reconocimiento de carbohidrato de colectina humana. 

En la presente invención, una “proteína que tiene una estructura de hélice triple” puede ser una proteína en la cual 
una hélice triple es construida en la etapa de producción por cultivo, o una proteína en la cual una estructura de 
hélice triple es formada a través de operaciones tales como purificación después de la producción por cultivo. 40 

Aunque es una proteína que puede tomar una estructura de hélice triple, puede ser producida en grandes 
cantidades en la forma de una estructura de cadena sencilla. La proteína que puede formar una estructura de hélice 
triple puede ser parte de las proteínas expresadas. 

En la presente invención, el “gen de dominio de péptido de señal de colectina humana” no está particularmente 
limitado, pero es preferiblemente ejemplificado por el “gen de dominio de péptido de señal de proteína D surfactante 45 

humana (SP-D)” o más preferiblemente un polinucleótido que comprende la secuencias de nucleótidos de SEQ ID 
NO: 4. 

En la presente invención, el “gen de dominio rico en cisteína de colectina humana” no está particularmente limitado, 
pero es ejemplificado preferiblemente  por el “gen del dominio rico en cisteína de proteína D surfactante humana 
(SP-D)” o más preferiblemente un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5. 50 
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En la presente invención, el “gen de dominio de cuello de colectina humana” no está particularmente limitado, pero 
es ejemplificado preferiblemente por el “gen de dominio de cuello de lectina enlazante a manano humana (MBL)” o 
más preferiblemente un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 6. 

En la presente invención, el “gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana” no está 
particularmente limitado, pero es ejemplificado particularmente por el “gen de dominio de reconocimiento de 5 

carbohidratos de lectina enlazante a manano humana (MBL)” o más preferiblemente un polinucleótido que 
comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 7. 

En la presente invención, el “gen de dominio de colágeno de colágeno humano” no está particularmente limitado, 
pero el gen comprende preferiblemente al menos uno o más tipos de genes de dominio de colágeno de colágenos 
humanos de cadena α. Adicionalmente, este gen es preferiblemente un gen de dominio de colágeno de colágeno 10 

humano tipo I compuesto de colágeno humano de cadena α. Un ejemplo de un dominio de gen de colágeno de 
colágeno humano de cadena α de la presente invención es más preferiblemente un polinucleótido que comprende la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 8. Adicionalmente, puede ser un gen de dominio de colágeno que carece 
de la región de la región C terminal a la región GPP del gen de dominio de colágeno. Un ejemplo de tal gen de 
dominio de colágeno que carece de la porción de la región terminal C a la región GPP es más preferiblemente un 15 

polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 15. 

Se conocen más de 20 diferentes tipos de colágeno y aproximadamente 25 tipos de cadenas α constituyentes. Los 
genes que los codifican han sido clonados y las secuencias de nucleótidos de los mismos han sido elucidadas 
(“Connective Tissue and Its Heritable Disorders”, pp 145-165, publicado por Weily-Liss Inc. (1992)). Estos genes 
pueden ser introducidos en un vector usado en la presente invención que puede expresar altamente genes foráneos 20 

por técnicas de recombinación de genes conocidas para los experimentado en la técnica (por ejemplo, “Molecular 
Cloning”  second edition, published by Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). El ADNc de colágeno humano 
usado en la presente invención puede ser cualquiera de estos ADNc clonados de colágeno, e incluye ADNc de 
péptidos de colágeno parciales. 

El tipo de colágeno de la presente invención no está limitado específicamente,  pero el colágeno tipo mamífero es 25 

preferible, y el colágeno tipo humano es más preferible. 

Adicionalmente, la proteína que tiene una estructura de hélice triple de la presente invención también incluye una 
proteína que tiene una estructura de hélice triple de la presente invención cuya secuencia de aminoácidos es 
modificada parcialmente por sustitución, eliminación o similares. Además, hay métodos conocidos para obtener 
células transducidas que expresan moléculas de proteína introduciendo un vector en células de mamífero 30 

anfitrionas. Pueden aplicarse métodos similares a la presente invención. 

Una “proteína que tiene una estructura de hélice triple” de la presente invención es ejemplificada más 
preferiblemente por una proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple, incluyendo una proteína que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 y una proteína codificada por un polinucleótido que 
comprende la secuencia de polinucleótidos de SEQ ID NO: 3. 35 

Adicionalmente, la presente invención se relaciona con un método para producir una proteína que tiene una 
estructura de hélice triple, que comprende las etapas de: 

(a) introducir en un vector un polinucleótido que comprende (i) a (v) a continuación en orden desde el terminal 
amino: 

(i) el gen de dominio de péptido de señal de colectina humana; 40 

(ii) el gen de domino rico en cisteína de colectina humana; 

(iii) el gen de dominio de colágeno de colágeno humano; 

(iv) el gen de dominio de cuello de colectina humana; y 

(v) el gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana; 

(b) transformar una célula anfitriona por introducción de un gen utilizando el vector; y 45 

(c) cultivar o hacer crecer el transformante y recolectar las proteínas que tienen una estructura de hélice triple a 
partir de estas células o de su sobrenadante de cultivo. 

El siguiente método puede ser utilizado para examinar si una proteína que tiene una estructura de hélice triple es 
sintetizada como proteína recombinante por células introducidas con el vector antes mencionado. Específicamente, 
los péptidos del colágeno pueden ser identificados por métodos inmunoquímicos tales como inmunoprecipitación 50 
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Western utilizando anticuerpos disponibles comercialmente que se enlazan específicamente a colágeno humano. El 
colágeno usualmente no migra de acuerdo con el peso molecular en electroforesis en gel de poliacrilamida SDS 
(Nature, 227, 680-685 (1970)). Así, la reactividad de una muestra con un anticuerpo anticolágeno puede ser 
examinada después de que la muestra es sometida a electroforesis simultáneamente con colágeno como marcador 
y transferida a una membrana de nylon o a una membrana de nitrocelulosa de acuerdo con el método de Matsudaira 5 

et al. (J. Biol. Chem., 261, 10035-10038 (1987)). Adicionalmente, si una molécula que tiene una estructura de hélice 
triple está presente en los productos de colágeno recombinante generados por el vector de expresión puede 
examinarse como sigue. 

El colágeno fibroso típico es una molécula de tres cadenas formada a partir de tres subunidades (cadena α), y tiene 
una estructura de hélice triple intramolecular. Adicionalmente, el colágeno que tiene una estructura de hélice triple es 10 

conocido por ser resistente a la digestión con pepsina. Así, la presencia de moléculas de tres cadenas en una 
muestra de proteína puede ser confirmada digiriendo los sobrenadantes del cultivo de células introducidas con el 
vector de expresión de genes exógeno alto antes mencionado con pepsina en condición ácida, y examinando si la 
muestra tiene una estructura resistente a la pepsina. 

Específicamente, en la presente invención, las muestras de proteína tratadas con pepsina fueron sometidas a 15 

electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones reductoras. Como resultado, el colágeno recombinante 
obtenido demostró tener resistencia a la pepsina similar a la del colágeno natural, y así se esperaba que los péptidos 
de colágeno que tienen una propiedad resistente a la pepsina estuvieran contenidos en sobrenadantes de cultivo de 
células introducidas con el vector de expresión de gen exógeno alto. Los resultados antes mencionados muestran 
que el vector de expresión de la presente invención tiene la capacidad de sintetizar en células anfitrionas, colágeno 20 

que tiene resistencia a la pepsina, lo cual es una característica equivalente al colágeno encontrado en el cuerpo 
vivo. 

Los métodos para producir y purificar las proteínas de la presente invención que tienen una estructura de hélice 
triple se muestran más abajo, sin estar limitado a los mismos. 

Las células de mamífero utilizadas para cultivo como célula anfitriona en la presente invención no están 25 

particularmente limitadas pero preferiblemente son células CHO. 

El cultivo a gran escala de las células CHO utilizadas en la presente invención puede hacerse por cultivo en 
suspensión. Por ejemplo, de 1 x 108 a 1 x 109 células CHO recombinantes introducidas con un vector de expresión 
de colágeno humano que contienen un gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, gen de hidrofolato reductasa 
de ratón, y ADNc que codifica colágeno humano o un péptido parcial del mismo pueden cultivarse en un matraz en 30 

agitación o en un matraz con rotación utilizando de 100 ml a 1 L de medio de cultivo. Después de cultivar estas 
células durante un período de tiempo apropiado, las proteínas pueden ser extraídas de los sobrenadantes de cultivo 
recolectados en grandes cantidades. 

En los sobrenadantes de cultivo de células CHO recombinante introducidas con el vector de expresión de colágeno 
humano que contienen un gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, un gen de dihidrofolato reductasa de ratón, 35 

y ADNc que codifica colágeno humano o un péptido parcial de la misma, existen no solamente moléculas de 
proteína de tres cadenas con una estructura de hélice triple, sino también proteínas que no se han conformado en 
las moléculas de tres cadenas normales. Como se mencionó más arriba, las proteínas similares al colágeno que no 
tengan una estructura de hélice triple son digeridas por la pepsina. Así, las proteínas similares al colágeno que 
carecen de una estructura de hélice triple pueden ser removidas por digestión con pepsina. Este tratamiento puede 40 

al mismo tiempo degradar y remover las proteínas en los sobrenadantes de cultivo diferentes a las moléculas de 
proteína de tres cadenas que tenían una estructura de hélice triple. Utilizando las características antes mencionadas, 
las proteínas que no son colágeno así como las proteínas que carecen de una estructura de hélice triple pueden ser 
digeridas y removidas por tratamiento directo con pepsina de las proteínas totales presentes en los sobrenadantes 
del cultivo de células CHO recombinantes introducidas con el vector de expresión del colágeno humano que 45 

contiene un gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, un gen de dihidrofolato reductasa de ratón, y ADNc que 
codifica colágeno humano o un péptido parcial del mismo. 

En la presente invención, el colágeno humano de interés es todos los colágenos humanos incluyendo los colágenos 
tipo I a XXI que son conocidos actualmente, y también incluyen péptidos parciales de los mismos. El tipo del 
colágeno de la presente invención no está limitado particularmente pero incluye, como ejemplos representativos, tipo 50 

I, tipo II, tipo III, tipo IV, tipo V, tipo VII, tipo IX, tipo XI, tipo XII, tipo XVII, y tipo XVIII, y preferiblemente tipo I, tipo II, 
tipo III. Los tipos I, IV, V, IX, y XI consisten de dos o tres tipos de cadenas α, y los tipos II, III, VII, XII, XVII, y XVIII 
consisten de un tipo de cadena α. Tienen cada una la siguiente composición molecular: tipo I: [α1(I)]2α2(I), tipo II: 
[α1(II)]3, tipo III: [αl(III)]3, tipo IV: [α1(IV)2α2(IV), tipo V: [α1(V)]2α2(V) y α1(V)α2(V)α3(V), tipo VII: [α1(VII)]3, tipo IX: 
α1(IX)α2(IX)α3(IX), tipo XI: α1(XI)α2(XI)α3(XI), tipo XII: [α1(XII)]3, tipo XVII: [α1(XVII)]3, o tipo XVIII: [α1(XVIII)]3; sin 55 

embargo, la composición molecular del colágeno de la presente invención no está limitada particularmente. 
Adicionalmente, la composición molecular del colágeno de la presente invención no está restringida a la del 
colágeno natural, y puede ser compuesta artificialmente de tres diferentes tipos de cadenas α. 
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Las secuencia de nucleótidos de un ADN que codifica la cadena 1α del colágeno tipo I de la presente invención está 
indicada en SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleótidos de un ADN que codifica la cadena 2α del colágeno tipo I 
está indicada en SEQ ID NO: 11, la secuencia de nucleótidos de un ADN que codifica la cadena 1α de colágeno tipo 
II está indicada en  SEQ ID NO: 12, y la secuencia de nucleótido de un ADN que codifica la cadena 1α de colágeno 
tipo III está indicada en SEQ ID NO: 13. 5 

Los ADN que codifican el colágeno de la presente invención incluyen oligonucleótidos que comprenden cualquiera 
de las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NOs: 10 a 13, y preferiblemente incluyen oligonucleótidos que hibridan 
selectivamente a oligonucleótidos que comprenden cualquiera de las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NOs: 10 
a 13. "Hibridizantes selectivamente" se refiere a moléculas de ácidos nucleicos que hibridan,  forman cadena dobles 
con, o se enlazan sustancialmente a moléculas que tienen una secuencia predeterminada (esto es, un segundo 10 

polipéptido) presentes en una muestra de ADN o ARN bajo condiciones de hibridación de restricción apropiada. Las 
condiciones restrictivas son, por ejemplo, usualmente condiciones de 42°C, 2x SSC, y 0.1% de SDS, 
preferiblemente condiciones de 50°C, 2x SSC, y 0.1% de SDS, y más preferiblemente condiciones de 65°C, 0.1x 
SSC, y 0.1% de SDS, pero no está limitados particularmente a estas condiciones. Los factores que afectan la 
restricción de la hibridación pueden incluir factores plurales tales como la temperatura y la concentración de sal, y 15 

los experimentados en la técnica pueden seleccionar apropiadamente estos factores para alcanzar la restricción más 
apropiada.  

Las proteínas que tienen una estructura de hélice triple producidas por la presente invención pueden ser moléculas 
de procolágeno en las cuales un polipéptido está enlazado a los términos N y C  en el dominio del colágeno, o 
pueden estar en una forma en la cual el polipéptido es removido.   20 

En la presente invención, "péptidos parciales de colágeno" se refieren a polipéptidos que son codificados por 20% o 
más (por ejemplo, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, o 90%) de los polinucleótidos de un ADNc que codifica colágeno 
(denominado de aquí en adelante como minicolágeno). Los péptidos también incluyen aquellos en los cuales las 
secuencias de aminoácidos de colágeno son modificadas parcialmente o aquellas que tienen una secuencia de 
aminoácidos no colágeno agregada. 25 

En la presente invención “células de mamíferos con baja expresión de colágeno” se refiere a células que producen 
50 ng/mL de colágeno o menos cuando se cultivan a 1 x 106 células/mL; y ejemplos preferidos son células CHO. En 
la presente invención, “expresión alta” se refiere a la expresión de 1 µg/mL de minicolágeno o más, preferiblemente 
expresión de 5 µg/mL o más de minicolágeno por 5.0 x 105 células/mL de células de CHO introducidas por el gen a 
72 horas de cultivo.  30 

En la presente invención, “vectores que pueden expresar altamente genes foráneos” se refiere, por ejemplo, a 
vectores que comprenden un gen marcador para la selección de fármacos en células de mamífero, con una 
actividad débil, de tal forma que la inserción ocurre selectivamente en una región activamente transcrita del 
cromosoma de las células de mamífero. Tales vectores incluyen preferiblemente el vector pNC1 (SEQ ID NO: 2), y 
más preferiblemente incluyen el vector pDC6/CF (SEQ ID NO: 9). Ejemplo de los vectores de expresión de la 35 

presente invención incluyen los vectores de expresión descritos específicamente en los Ejemplos, pero no se limitan 
a los mismos. En la presente invención, el método de cultivo puede ser bien cultivo por suspensión o por adhesión. 

Ejemplos 

[Ejemplo 1]  Construcción de pNC1/minicolágeno tipo I 

Utilizando métodos bien conocidos para los experimentados en la técnica, el pNC1/minicolágeno tipo I (figura 1) fue 40 

construido sustituyendo la secuencia de nucleótidos No. 1274 del vector pNC1 descrito en SEQ ID NO: 2 con el 
ADNc que codifica minicolágeno de SEQ ID NO: 3 (descrito de aquí en adelante como minicolágeno tipo I). 

[Ejemplo 2] Introducción de pNC1/minicolágeno tipo I en células CHO, y selección de G418 utilizando un medio CD 
o un medio producido agregando un aditivo de base no animal a un medio CD.  

10 µg de pNC1/minicolágeno tipo I fueron transfectados en 5.0 x 105 células CHO (células CHO DG44) en matraces 45 

de cultivo de 25 cm2 utilizando el método de la Lipofectina (se utilizó Lipofectamine™ LTX, Invitrogen). El método de 
transfección siguió las instrucciones del fabricante. A 48 horas después de la transfección se determino el número 
de células, y luego las células fueron diluidas en un medio CHO-CD con hidrolizado (IS Japón) que contenía Gluta 
MAX™-I 4 mM (Invitrogen). Las células fueron sembradas entonces en concentraciones de 1000 células/pozo y 100 
células/pozo en cinco placas de microtitulación de 96 pozos cada una para un total de diez placa (960 pozos) y 50 

cuando se cultivaron en la presencia de gas dióxido de carbono 5% a 37°C durante aproximadamente tres semanas, 
se observaron células supervivientes (clones resistentes a G418). Se seleccionaron arbitrariamente 72 clones 
resistentes a G418 seleccionados de las células supervivientes, y subsecuentemente se determinaron los  niveles de 
producción de minicolágeno en los sobrenadantes del cultivo. 
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[Ejemplo 3]  Determinación de los niveles de producción de minicolágeno por clones transfectados con 
pNC1/minicolágeno tipo I 

El nivel de producción fue examinado por ELISA. Tal como se indica en la figura 1, puesto que el minicolágeno 
contiene un dominio de reconocimiento de carbohidratos de MBL humano en su porción de terminal C, se utilizaron 
anticuerpos MBL humanos para la detección de minicolágeno. Utilizando 1 µg/mL de un anticuerpo MBL antihumano 5 

(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University, Japón) diluido con un regulador de recubrimiento 
(Na2CO3  15 mM, NaHCO3  35 mM, NaN3 al 0.05%, pH 9.6), se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP 
Nunc-Immunoplate, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con Block Ace (Dainippon 
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) al 4%, se aplicaron 100 µL de cada uno de los sobrenadantes del cultivo 14 días 
después de la transfección (dilución 1/10), una serie de diluciones de dos veces (20 a 0.3125 ng/mL) de MBL 10 

humano purificado (obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) en medio IS CHO-CD con 
hidrolizado (IS Japón) el cual es un medio libre de suero para células CHO, y medio IS CHO con hidrolizado (IS 
Japón), y la incubación se llevó a cabo a 37°C durante una hora. Adicionalmente, se aplicaron 0.1 µg/mL de un 
anticuerpo monoclonal MBL humano biotinilado (obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) a 100 
µL/pozo y esto fue incubado a 37°C durante una hora. Se aplicó el kit VECTASTAION Elite ABC STANDARD (2 15 

gotas de reactivo A, 2 gotas de reactivo B / 5 mL, Vector) el cual había sido incubado a 37°C durante 30 minutos, a 
100 µL/pozo, y esto se dejó reaccionar a 37°C durante 45 minutos. Se aplicó adicionalmente PEROXIDASE 
SUBSTRATE KIT TMB (2 gotas de regulador, 3 gotas de TMB, 2 gotas de HYDROGEN PEROXIDE / 5 mL, Vector), 
el cual había sido incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos, a 100 µL/pozo. Después de que esto se 
hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 15 minutos, se agregó ácido fosfórico 1 M a 100 µL/pozo para 20 

detener la reacción. La concentración de minicolágeno fue calculada a partir de la curva de calibración de MLB 
humano purificado utilizando un lector de microplacas (modelo 680, manufacturado por BioRad) y midiendo la 
absorbancia a 450 nm. Las diez muestras superiores con los niveles de producción de minicolágeno más altos 
fueron determinadas de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA. Las diez muestras superiores fueron 
resembradas adicionalmente, transferidas a placas de 24 pozos junto con medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS 25 

Japón) que contenía Gluta MAX™-I 4 mM (Invitrogen), y las células fueron cultivadas hasta que ocuparon 1/3 o más 
de cada pozo. Se colocaron 0.4 mL de cada línea en un tubo esterilizado, y se centrifugó a 200 x g durante dos 
minutos. El sobrenadante fue descartado, las células fueron suspendidas en un medio fresco (medio IS CHO-CD 
con hidrolizado (IS Japón) que contenía Gluta MAX™-I 4 mM (Invitrogen)), y se determinó el recuento celular. Luego 
el número de células fue ajustado a 5 x 105 células/mL por dilución en el medio, se transfirieron 0.2 mL de este a 30 

nuevas placas de 24 pozos, y se incubaron en la presencia de gas de dióxido de carbono al 5% a 37°C durante 72 
horas. Después de la centrifugación a 9300 x g durante dos minutos, el sobrenadante fue recolectado. 
Subsecuentemente, se determinó el nivel de producción de minicolágeno en el sobrenadante del cultivo. 

El nivel de producción fue examinado por ELISA, utilizando 1 µg/mL de un anticuerpo MBL antihumano (obsequio 
del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University, Japón) diluido con un regulador de recubrimiento (Na2CO3 15 mM, 35 

NaHCO3 35 mM, NaN3 al 0.05%, pH 9.6), placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP Nunc-Immunoplate, Cat. no. 
442404, Nunc) recubiertas a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con Block Ace (Dainippon Sumitomo 
Pharma Co., Ltd.) al 4%, se aplicaron 100 µL de cada uno de los sobrenadantes de los cultivos de 72 horas (en 
dilución 1/1000), una serie de diluciones dos veces (de 20 a 0.3125 ng/mL) de MBL purificado (obsequio del Dr. 
Otani en la Asahikawa Medical University) en medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japón) el cual es un medio libre 40 

de suero para células CHO, y medio IS CHO con hidrolizado (IS Japón), y la incubación se llevó a cabo a 37°C 
durante una hora. Posteriormente, se aplicó 0.1 µg/mL de un anticuerpo monoclonal MBL humano biotinilado 
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) a 100 µL/pozo y este fue incubado a 37°C durante una 
hora. Se aplicó el kit VECTASTAION Elite ABC STANDARD (2 gotas de reactivo A, 2 gotas de reactivo B / 5 mL, 
Vector), el cual había sido incubado a 37°C durante 30 minutos, a 100 µL/pozo, y este se dejó reaccionar a 37°C 45 

durante 45 minutos. Se aplicó posteriormente PEROXIDASE SUBSTRATE KIT TMB (2 gotas de regulador, 3 gotas 
de TMB, 2 gotas de HYDROGEN PEROXIDE / 5 mL, Vector) el cual había sido incubado a temperatura ambiente 
durante 30 minutos, a 100 µL/pozo. Después este se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante15 minutos, se 
agregó ácido fosfórico 1 M a 100 µL/pozo para detener la reacción. La concentración de minicolágeno fue calculada 
a partir de la curva de calibración de MBL humano purificado utilizando un lector de microplacas (modelo 680, 50 

manufacturado por BioRad) y midiendo la absorbancia de 450 nm. Las diez muestras superiores con los niveles de 
producción de minicolágeno más altos determinadas de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA se 
muestran en la Tabla 1. 

[Tabla 1] 

Niveles de producción de minicolágeno de clones resistentes a G418 

Nombre del clon Nivel de producción (µg/mL) 

MC 1 2.6 
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Niveles de producción de minicolágeno de clones resistentes a G418 

Nombre del clon Nivel de producción (µg/mL) 

MC 10 5.2 

MC 11 1.8 

MC 12 3.8 

MC 13 4.5 

MC 21 6.3 

MC 24 3.5 

MC 34 2.9 

MC 51 0.6 

MC 64 4.5 

    

[Ejemplo 4]  Construcción de pDC6/CF minicolágeno tipo I 

Utilizando métodos bien conocidos para los experimentados en la técnica, se construyó pDC6/CF bajo minicolágeno 
tipo I (figura 2) sustituyendo la secuencia de nucleótidos No. 1059 del vector pDC6/CF descrito en SEQ ID NO: 9 con 
el ADNc que codifica minicolágeno de SEQ ID NO: 3 (descrito de aquí en adelante como minicolágeno tipo I). 5 

[Ejemplo 5]  Introducción de pDC6/CF minicolágeno tipo I en células CHO, y selección utilizando un medio CD o un 
medio producido por la adición de un aditivo con base no animal a un medio CD 

Se transfectaron 10 µg de pNC1/minicolágeno tipo I en 5.0 x 105 células CHO (células CHO DG44) en matraces de 
cultivo de 25 cm2 utilizando el método de Lipofectina (se utilizó Lipofectamine™ LTX, Invitrogen). El método de 
transfección siguió las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfección, se determino el número de 10 

células y luego las células fueron diluidas en un medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japón) que contenía Gluta 
MAX™-I 4 mM (Invitrogen). Las células fueron sembradas a concentraciones de 4000 células/pozo y 1000 
células/pozo en cinco placas de microtitulación de 96 pozos cada una para un total de diez placas (960 pozos), y 
después de ser cultivadas en la presencia de gas de dióxido de carbono al 5% a 37°C durante aproximadamente 
tres semanas, se observaron células supervivientes (clones supervivientes). Se seleccionaron arbitrariamente 157 15 

clones supervivientes de las células supervivientes, y subsecuentemente se determinaron los niveles de producción 
de minicolágeno en los sobrenadantes del cultivo. 

[Ejemplo 6]  Determinación de los niveles de producción de minicolágeno por clones transfectados de 
pDC6/CF_minicolágeno tipo I 

El nivel de producción fue examinado por ELISA. Tal como se indica en la figura 2, puesto que el minicolágeno 20 

contiene el dominio de reconocimiento de carbohidratos de MBL humano en su porción terminal C, se utilizaron 
anticuerpos MBL humanos para la detección de minicolágeno. Utilizando 1 µg/mL de un anticuerpo MBL antihumano 
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University, Japón) diluido con un regulador de recubrimiento 
(Na2CO3 15 mM, NaHCO3 35 mM, NaN3 al 0.05%, pH 9.6), se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP 
Nunc-Immunoplate, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con Block Ace (Dainippon 25 

Sumitomo Pharma Co., Ltd.) al 4%, se aplicaron 100 µL de cada uno de los sobrenadantes de cultivo 14 días 
después de la transfección (a dilución 1/1000), dilución en serie dos veces (de 20 a 0.3125 ng/mL) de MBL humano 
purificado (obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) en medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS 
Japón) el cual es un medio libre de suero para células CHO, y medio IS CHO con hidrolizado (IS Japón), y la 
incubación se llevó a cabo a 37°C durante una hora. Adicionalmente,  se aplicó 0.1 µg/mL de un anticuerpo 30 

monoclonal MBL biotinilado (obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) a 100 µL/pozo y este fue 
incubado a 37°C durante una hora. Se aplicó el kit VECTASTAION Elite ABC STANDARD (2 gotas de reactivo A, 2 
gotas de reactivo B / 5 mL, Vector), el cual había sido incubado a 37°C durante 30 minutos, a 100 µL/pozo, y este se 
dejó reaccionar a 37°C durante 45 minutos. Se aplicó posteriormente el PEROXIDASE SUBSTRATE KIT TMB (2 
gotas de regulador, 3 gotas de TMB, 2 gotas de HYDROGEN PEROXIDE / 5 mL, Vector), el cual había sido 35 

incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos, a 100 µL/pozo. Después de que este se hizo reaccionar a 
temperatura ambiente durante 15 minutos, se agregó ácido fosfórico 1 M a 100 µL/pozo para detener la reacción. La 
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concentración de minicolágeno fue calculada a partir de la curva de calibración de MBL humano purificado utilizando 
un lector de microplacas (modelo 680, manufacturado por BioRad) y midiendo la absorbancia a 450 nm. Se 
determinaron diez muestras superiores con los niveles de producción de minicolágeno más altos de acuerdo con los 
resultados obtenidos por ELISA. Las diez muestras superiores fueron resembradas de nuevo, transferidas a placas 
de 24 pozos junto con medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japón) que contenía Gluta MAX™-I 4 mM (Invitrogen), 5 

y las células fueron cultivadas hasta que ocuparon 1/3 o más de cada pozo. Se colocaron 0.4 mL de cada línea en 
un tubo esterilizado, y se centrifugó a 200 x g durante dos minutos. El sobrenadante fue descartado, las células 
fueron suspendidas en 0.1 mL de medio fresco (medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japón) que contenía Gluta 
MAX™-I 4 mM (Invitrogen)), y se determinó el recuento celular. Luego el número de células fue ajustado a 5.0 x 105 
células/mL por dilución en el medio, 0.2 mL de este fueron transferidos a nuevas placas de 24 pozos, y se incubaron 10 

en presencia de gas de dióxido de carbono al 5% a 37°C durante 72 horas. Después de centrifugar a 9300 x g 
durante dos minutos, el sobrenadante fue recolectado. Subsecuentemente, se determinó el nivel de producción de 
minicolágeno en el sobrenadante del cultivo. 

El nivel de producción fue examinado por ELISA. Utilizando 1 µg/mL de un anticuerpo MBL antihumano (obsequio 
del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University, Japón) diluido con un regulador de recubrimiento (Na2CO3 15 mM, 15 

NaHCO3 35 mM, NaN3 al 0.05%, pH 9.6), se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP Nunc-Immunoplate, 
Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con Block Ace (Dainippon Sumitomo Pharma 
Co., Ltd.) al 4%, se aplicaron 100 µL de cada uno de los sobrenadantes de los cultivos a 72 horas (a dilución 
1/1000), de series en dilución a dos veces (de 20 a 0.3125 ng/mL) de MBL humano purificado (obsequio del Dr. 
Otani en la Asahikawa Medical University) en medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japón) el cual es un medio libre 20 

de suero para células CHO, y medio IS CHO con hidrolizado (IS Japón), y la incubación se llevó a cabo a 37°C 
durante una hora. Adicionalmente,  se aplicaron 0.1 µg/mL de un anticuerpo monoclonal MBL humano biotinilado 
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) a 100 µL/pozo y esto fue incubado a 37°C durante una 
hora. El kit VECTASTAION Elite ABC STANDARD (2 gotas de reactivo A, 2 gotas de reactivo B / 5 mL, Vector), el 
cual había sido incubado a 37°C durante 30 minutos, fue aplicado a 100 µL/pozo, y se dejó reaccionar a 37°C 25 

durante 45 minutos. Se aplicaron posteriormente PEROXIDASE SUBSTRATE KIT TMB (2 gotas de regulador, 3 
gotas de TMB, 2 gotas de HYDROGEN PEROXIDE / 5 mL, Vector), el cual había sido incubado a temperatura 
ambiente durante 30 minutos, a 100 µL/pozo. Después se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 15 
minutos, se agregó ácido fosfórico 1 M a 100 µL/pozo para detener la reacción. La concentración de minicolágeno 
fue calculada a partir de la curva de calibración de MBL humano purificado utilizando un lector de microplacas 30 

(modelo 680, manufacturado por BioRad) y se midió la absorbancia a 450 nm. Las diez muestras superiores con los 
niveles de producción más altos de minicolágeno determinados de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA 
se muestran en la Tabla 2.  

Tabla 2 

Niveles de producción de minicolágeno de clones cultivados en medio libre de HT 

Nombre del clon Nivel de producción (µg/mL) 

MC6-22 8.6 

MC6-33 8.5 

MC6-35 7.1 

MC6-55 9.7 

MC6-57 9.9 

MC6-97 8.6 

MC6-116 9.9 

MC6-126 8.4 

MC6-137 5.6 

MC6-145 9.5 

 35 

[Ejemplo 7]  Purificación de minicolágeno 
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Células CHO que expresan minicolágeno (pNC1/minicolágeno tipo I-21) fueron ajustadas a 2.0 x 105 células/mL con 
medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS JAPÓN) suplementado para tener concentraciones finales de Gluta MAX™-I 4 
mM (GIBCO), cultivo celular probado de sulfato G418 (CALBIOCHEM) 0.4 mg, y 1 x HT solución de suplemento 
(GIBCO), y cultivado por cultivo estacionario y matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de 
carbono al 5% durante 14 días (celda 150 HERA, Heraeus). Las siguientes etapas fueron llevadas a cabo a 4°C a 5 

menos que se especifique otra cosa. Las soluciones de cultivo fueron recolectadas y centrifugadas a 1,750 x g 
durante una hora (EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante. A este sobrenadante (1.4 L), se 
agregó cloruro de sodio (Wako) para obtener 0.4 M y el pH fue ajustado (F-51, HORIBA) a 7.4 a 4°C utilizando 
hidróxido de sodio (Wako), y este fue concentrado a 1/20 veces su volumen utilizando filtración de flujo cruzado 
(VIVAFLOW50; 10,000 MWCO PES; VIVASIENCE). Los precipitados formados en este proceso fueron recolectados 10 

por centrifugación (EX-126, TOMY) a 1,750 x g durante una hora. El sobrenadante fue dializado durante tres días 
(membranas de diálisis Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra TBS (TBS en 
polvo, Takara) que contiene EDTA 5 mM (Dojindo), y cloruro de calcio (Wako) y se agregó el cloruro de sodio 
(Wako) para obtener 20 mM y 2 M, respectivamente, para generar la precipitación. Esto fue centrifugado a 1,750 x g 
durante una hora (EX-126, TOMY) para separar los precipitados y el sobrenadante. Estos precipitados fueron 15 

combinados con los precipitados recolectados previamente, dializados (membranas para diálisis de éster de celulosa 
(CE) Spectra/Pro™ Biotech; 25,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra agua MilliQ (MILLIPORE) durante 
cinco días, y liofilizados (Concentrador 5301, Eppendorf) para obtener las proteínas purificadas. 1.47 mg de las 
proteínas purificadas fueron disueltas en 1.47 mL de solución de ácido acético 50 mM (Wako), y fue utilizado en los 
siguientes ensayos. Adicionalmente, el minicolágeno remanente en el sobrenadante fue purificado utilizando una 20 

columna de manano agarosa utilizando el enlazamiento con manano. Primero, se lleno una Econo-Column (BIO-
RAD) con 4.5 mL de gel de manano agarosa (SIGMA), el gel fue lavado y equilibrado con 45 mL de TBS (TBS en 
polvo, Takara) que contenía EDTA 5 mM (Dojindo) y TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía cloruro de calcio 5 
mM (Wako), y el sobrenadante fue cargado por circulación a una rata de flujo de 1.0 mL/minuto durante 17.5 horas. 
La remoción del sobrenadante fue seguida por lavado con 10 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía 25 

cloruro de calcio 5 mM (Wako) y eluyendo el minicolágeno con 20 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía 
EDTA 5 mM (Dojindo). El eluido fue dializado (membranas de diálisis Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; 
Spectrum Laboratories, Inc.) contra cloruro de sodio 0.4 M – regulador de tri-clorhidrato 0.1 M (pH 7.4 a 4°C) durante 
cinco días. Después de esto, el volumen fue concentrado a 1/10 por ultrafiltración a  1,750 x g durante 30 minutos 
utilizando Amicon Ultra-15 (10,000 MWCO; MILLIPORE). Finalmente, se recolectaron 7.7 mg de minicolágeno 30 

fibroso como precipitado a partir de 1.4 L del sobrenadante del cultivo, y subsecuentemente, se recolectaron 2.5 mg 
de minicolágeno soluble en agua que tenia la actividad de enlazamiento al manano a partir del sobrenadante 
remanente (Véase figura 3). 

[Ejemplo 8]  Análisis de minicolágeno 

Las proteínas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo y el minicolágeno soluble en agua fueron analizadas 35 

por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones reductoras. 

Más específicamente, 10 µL del regulador de muestra Laemmli (BIO-RAD) que contenía 2-mercaptoetanol al 5% 
(Wako) fueron agregados a 10 µL de cada una de las proteínas purificadas y el minicolágeno soluble en agua 
(diluido cada uno diez veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía cloruro de calcio 20 mM (Wako)) para 
reducción por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL, TaKaRa 40 

BIOMEDICALS). Se colocó un regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ al 5% a 20% 
de 17 pozos (Wako) en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), se 
aplicaron 10 µL de soluciones de muestras tratadas con calor a Super Sep™ al 5% a 20% de 17 pozos (Wako), y se 
llevó a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Después de esto, el gel 
fue lavado con 25 mL de DW (MILLIPORE) con agitación durante cinco minutos, y esto se repitió por tres veces. El 45 

gel fue sometido a tinción con 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako) durante una hora, y luego se destiñó en 25 mL de 
DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 4). 

[Ejemplo 9] Análisis de minicolágeno 

Las proteínas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo y el minicolágeno soluble en agua fueron analizados 
por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones no reductoras. 50 

Más específicamente, 10 µL del regulador de muestra Laemmli (BIO-RAD) que no contiene 2-mercaptoetanol fue 
agregado a cada uno de proteínas purificadas y minicolágeno soluble en agua (diluido cada uno diez veces con TBS 
(TBS en polvo, Takara) que contenía cloruro de calcio 20 mM (Wako)) y esto fue tratado por calentamiento a 98°C 
durante cinco minutos (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL, TaKaRa BIOMEDICALS). Se colocó un regulador 
de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ de 3% a 10% 17 pozos (Wako) en un recipiente de 55 

electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y se aplicaron 10 µL de las soluciones de 
muestras tratadas con calor a Super Sep™ 3% a 17%, 17 pozos (Wako), y la electroforesis fue llevada a cabo a 40 
mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Luego, el gel fue lavado con 25 mL de DW (MILLIPORE) 
con agitación (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) durante cinco minutos, y esto fue repetido tres veces. El 
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gel fue sometido a tinción en 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako) durante una hora, y luego desteñido en 25 mL de 
DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 5). 

[Ejemplo 10] Análisis de minicolágeno 

Las proteínas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo y el minicolágeno soluble en agua fueron analizados 
por electroforesis en gel de poliacrilamida nativa. 5 

Más específicamente, 10 µL del regulador de muestra nativo (BIO-RAD) que no contenía 2-mercaptoetanol ni SDS 
fueron agregados a 10 µL de cada uno de proteínas purificadas y minicolágeno soluble en agua (diluido cada uno 
diez veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía cloruro de calcio 20 mM (Wako)). Se colocaron un 
regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ de 3% a 10% 17 pozos (Wako) en un 
recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), se aplicaron 10 µL de las 10 

soluciones de muestras preparadas a Super Sep™ de 3% a 10% 17 pozos (Wako), y se llevó a cabo la 
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Luego el gel fue lavado con 25 mL de 
DW (MILLIPORE) con agitación durante (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) durante cinco minutos, y esto 
fue repetido durante tres veces. El gel fue sometido a tinción en 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako) durante una 
hora, y luego desteñido en 25 mL de DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 6). 15 

[Ejemplo 11]  Inmunoprecipitación Western bajo condiciones reductoras  

Puesto que el minicolágeno codifica el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) del MBL, el dominio CRD 
está incluido en el minicolágeno expresado. Por lo tanto, los anticuerpo anti-MBL (con reconocimiento del dominio 
CRD) pueden enlazarse al mismo. Esto fue utilizado para llevar a cabo inmunoprecipitación Western bajo 
condiciones reductoras utilizando un anticuerpo policlonal anti-MBL (dominio CRD) de conejo (obsequio del Dr. Otani 20 

en la Asahikawa Medical University), y las proteínas purificadas y el minicolágeno soluble en agua fueron 
identificados por detección por quimioluminiscencia. 

Más específicamente, 10 µL del regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que contenía 5% de 2-mercaptoetanol 
(Wako) fue mezclado en 10 µL de cada una de proteínas purificadas y minicolágeno soluble en agua (diluido cada 
uno 500 veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía cloruro de calcio 20 mM (Wako)) para reducción por 25 

calentamiento a 98°C durante cinco minutos (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL, TaKaRa BIOMEDICALS). 
Se colocaron un regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ de 5% a 20% 17 pozos 
(Wako) en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y se aplicaron 10 µL 
de las soluciones de muestras tratadas con calor a Super Sep™ de 5% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevó a cabo la 
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Luego, el gel fue retirado de las placas 30 

de vidrio y sumergido durante cinco minutos con agitación (ROTOSHAKE GENIE, Scientific Industries) en un 
regulador de transferencia (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) que contenía metanol al 30% (Wako)). Se sumergió la 
membrana Immobilon-P Transfer (MILLIPORE) con agitación (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) en 8 mL 
de metanol (Wako) durante 15 segundos, 8 mL de agua MilliQ (MILLIPORE) durante dos minutos, y 8 mL del 
regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía metanol al  30% (Wako)) durante cinco 35 

minutos. En un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMIDRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), se colocaron 
papeles de filtro sumergidos en regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía metanol 
al 30% (Wako)) (Extra Thick Blot Paper Criterion™ Size, BIO-RAD), la membrana de transferencia Immobilon-P 
(MILLIPORE), el gel y los papeles de filtro (Extra Thick Blot Paper Criterion™ Size, BIO-RAD) en orden desde el lado 
menos, se colocó una placa de recubrimiento, y se llevó a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HC™, BIO-40 

RAD) durante dos horas para transferir las proteínas separadas a la membrana de transferencia Immobilon-P 
(MILLIPORE). Después de la transferencia, la membrana de transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergida 
en 8 mL de ImmunoBlock (marca comercial registrada, división de productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo 
Pharma Co., Ltd.) y se bloqueo a 4°C durante 18 horas, luego se lavó tres veces por agitación durante cinco minutos 
en 8 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía Tween 20 al 0.05% (Polioxietileno (20) Sorbitano 45 

Monolaurato, Wako). Se hicieron reaccionar 8 mL de anticuerpo policlonal anti-MBL (dominio CRD) de conejo 
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) diluido 2,000 veces con TBS (TBS en polvo, Takara) 
que contenía Tween 20 al 0.05% (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako) y las proteínas sobre la 
membrana se hicieron reaccionar durante una hora a temperatura ambiente con agitación (ROTOSHAKE GENIE, 
Scientific Industries). Después de que se removieron los anticuerpos no enlazados, la membrana fue lavada tres 50 

veces agitando durante cinco minutos en 8 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía Tween 20 al 0.05% 
(Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregaron 8 mL de IgG (H+L) fragmento F(ab’)2 anticonejo de  
asno AffiniPure conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch) diluido 20,000 veces en TBS (TBS en polvo, 
Takara) que contenía Tween 20 al 0.05% (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y la reacción se dejó 
proceder a temperatura ambiente durante una hora con agitación (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). 55 

Después de que los anticuerpos no enlazados fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitación 
durante tres minutos en 24 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía Tween 20 al 0.05% (Polioxietileno (20) 
Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregó 1 mL de sustrato HRP Immobilon™ Western Chemiluminescent 
(MILLIPORE) para quimioluminiscencia, y se tomo una fotografía de un minuto utilizando un sistema de cámara 
CCD enfriada Light-Capture ATTO (ATTO) en sus condiciones normales (véase figura 7). 60 
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[Ejemplo 12] Inmunoprecipitación Western bajo condiciones no reductoras  

Puesto que el minicolágeno codifica el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) de MBL, el dominio CRD 
está incluido en el minicolágeno expresado. Por lo tanto, los anticuerpo anti-MBL (reconocimiento de dominio CRD) 
pueden enlazarse al mismo. Esto fue utilizado para llevar a cabo inmunoprecipitación Western bajo condiciones no 
reductoras utilizando un anticuerpo policlonal anti-MBL (dominio CRD) de conejo (obsequio del Dr. Otani en la 5 

Asahikawa Medical University), y las proteínas purificadas y el minicolágeno soluble en agua fueron identificados por 
detección con quimioluminiscencia. 

Más específicamente, 10 mL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que no contenía 5% of 2-
mercaptoetanol fue mezclado en 1µL cada una de las proteínas purificadas y minicolágeno soluble en agua (cada 
uno diluido 500 veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía cloruro de calcio 20 mM (Wako)) y tratado por 10 

calentamiento a 98°C durante cinco minutos (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL, TaKaRa BIOMEDICALS). 
Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ 3% a 10% 17 pozos (Wako) fueron 
colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y se aplicaron 10 
µL de soluciones de muestra tratadas con aclor a Super Sep™ 3% a 10% 17 pozos (Wako), y se llevó a cabo la 
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Después de esto, el gel fue retirado de 15 

las placas de vidrio, y sumergido durante cinco minutos con agitación (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) 
en un regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía 30% de metanol (Wako)). 
Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergido con agitación (ROTO-SHAKE GENIE, 
Scientific Industries) en 8 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos, 8 mL de agua MilliQ (MILLIPORE) durante 
dos minutos, y 8 mL de regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía 30% de metanol 20 

(Wako)) durante cinco minutos. En un aparato de transferencia (TRANS-BLO SD SEMIDRY TRANSFER CELL, BIO-
RAD), regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía papeles de filtro sumergidos en 
30% de metanol (Wako)) (Extra Thick Blot Paper Criterion™ Size, BIO-RAD), Membrana de Transferencia 
Immobilon-P (MILLIPORE), gel, y papeles de filtro (Extra Thick Blot Paper Criterion™ Size, BIO-RAD) fueron 
dispuestos en orden desde el lado menos, se colocó una cubierta, y se llevó a cabo la electroforesis a 80 mA 25 

(PowerPac HC™, BIO-RAD) durante dos horas para transferir las proteínas separadas sobre la Membrana de 
Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE). Después de la transferencia, la Membrana de Transferencia Immobilon-P 
(MILLIPORE) fue sumergida en 8 mL de ImmunoBlock (marca registrada, división de Productos de Laboratorio de 
Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y bloqueada a 4°C durante 18 horas, luego se lavó tres veces por agitación 
durante cinco minutos en 8 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) 30 

Sorbitano Monolaurato, Wako). 8 mL de un anticuerpo policlonal anti-MBL (dominio CDR) de conejo (obsequio del 
Dr. Otani at Asahikawa Medical University) diluido 2,000 veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía 0.05% 
Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako) y las proteínas sobre la membrana se hicieron 
reaccionar durante una hora a temperatura ambiente con agitación (ROTOSHAKE GENIE, Scientific Industries). 
Después de que los anticuerpos no enlazados, la membrana fue lavada tres veces por agitación durante cinco 35 

minutos en 8 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano 
Monolaurato, Wako). Se agregaron 8 mL de un fragmento  F(ab’)2 anticonejo de asno IgG(H+L) AffiniPure 
conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch) diluido 20,000 veces en TBS (TBS en polvo, Takara) que 
contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y se dejó transcurrir la reacción 
durante una hora a temperatura ambiente con agitación (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de 40 

que los anticuerpos no enlazados fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitación durante diez 
minutos en 24 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano 
Monolaurato, Wako). 1 mL de Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) fue agregado 
para quimioluminiscencia, y se tomó una fotografía de un minuto usando el Light-Capture ATTO Cooled CCD 
Camera System (ATTO) en sus parámetros normales (véase la Fig. 8). 45 

[Ejemplo 13] Digestión de pepsina de las proteínas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo y atelocolágeno 
tipo I humano de origen natural 

Las proteínas purificadas y el atelocolágeno tipo I humano de origen natural (colágeno, tipo I, soluble en ácido, de 
piel humana, SIGMA-ALDRICH) fueron digeridas con pepsina bajo condiciones de acidez, y se verificó la resistencia 
contra la escisión con pepsina a partir de imágenes de electroforesis en poliacrilamida SDS. 50 

Más específicamente, 3 µL de solución de ácido clorhídrico 0.3 M fueron agregados a 10 µL de cada uno de las 
proteínas purificadas (0.5 mg/mL) o del atelocolágeno tipo I humano de origen natural (colágeno, tipo I, soluble en 
ácido, de piel humana, SIGMA-ALDRICH) (1 mg/mL) para ajustar el pH a 2, se agregaron respectivamente 5 µL de 
pepsina 2 mg/mL (pepsina, de mucosa estomacal de porcino, 3370 unidades/mg de proteína; SIGMA-ALDRICH), y 
se llevó a cabo la digestión con pepsina a 20°C (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa 55 

BIOMEDICALS) durante dos horas. Aquí, las muestras que no tienen pepsina agregada a las proteínas purificadas y 
similares, y las muestras que tienen solo pepsina (pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de 
proteína; SIGMA-ALDRICH) pero sin adición de las proteínas purificadas y similares fueron preparadas como 
controles, se agregaron 5 µL de una solución de ácido acético 10 mM en lugar de la solución de pepsina y 10 µL de 
una solución de ácido acético 10 mM y fueron agregados en vez de las proteínas purificadas y similares, y la 60 

incubación se llevó a cabo a 20°C durante dos horas. Se agregó 1 µL de solución de tris (2-Amino-2-hidroximetil-1,3-
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propanodiol (tris aminometano) 1 M; Wako) a las muestras de proteínas purificadas y las muestras de pepsina solas 
(pepsina, de  mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de proteína; SIGMA-ALDRICH), y 5 µL de esta solución 
fueron agregados a atelocolágeno humano de origen natural (colágeno, tipo I, soluble en ácido, de piel humana, 
SIGMA-ALDRICH) para detener la reacción, y luego el colágeno fue refibrilizado irreversiblemente por incubación a 
4°C durante 18 horas. Se agregó regulador de muestra Laemmli (BIO-RAD) que contenía 5% de 2-mercaptoetanol 5 

(Wako) en una cantidad de 19 µL a las muestras de proteína purificada y a las muestras de pepsina sola, y 23 µL a 
atelocolágeno tipo I humano de origen natural (colágeno, tipo I, soluble en ácido, de piel humana, SIGMA-ALDRICH) 
para reducción por calentamiento (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS) a 98°C 
durante cinco minutos. Se colocó un regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ de 5% a 
20% 17 pozos (Wako) en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), se 10 

aplicaron 10 µL de las soluciones de muestra tratadas con calor a Super Sep™ de 5% a 20% 17 pozos (Wako), y se 
llevó a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Luego, el gel fue lavado 
en 25 mL de DW (MILLIPORE) con agitación durante cinco minutos (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries), y 
esto fue repetido tres veces. El gel fue sometido a tinción durante una hora en 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako), y 
luego se destiñó en 25 mL de DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 9). Como resultado, el atelocolágeno 15 

tipo I humano de origen natural (colágeno, tipo I, soluble en ácido, de piel humana, SIGMA-ALDRICH) no fue 
escindido por la digestión con pepsina. Se observo una banda a 50 kDa para el minicolágeno, y puesto que los 
dominios diferentes a colágeno fueron escindidos y eliminados por la digestión con pepsina, se observó una banda a 
30 kDa para el dominio del colágeno solo. Esto mostró que de manera similar al atelocolágeno tipo I humano de 
origen natural (colágeno, tipo I, soluble en ácido, de piel humana SIGMA-ALDRICH), el minicolágeno es resistente a 20 

la escisión por pepsina (pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de proteína; SIGMA-ALDRICH) y 
es plegado correctamente en una estructura de hélice triple.  

[Ejemplo 14]  Ensayo de estabilidad térmica de las proteínas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo 

El colágeno estable correctamente plegado en una estructura de hélice triple es resistente contra la escisión por 
proteasas tales como tripsina y quimotripsina. En este ejemplo, la estabilidad térmica de las proteínas purificadas fue 25 

probada utilizando tratamiento enzimático con concentraciones altas de tripsina (tripsina, tipo IX-S, de páncreas 
porcino, 13100 unidades/mg de proteína sólida; SIGMA-ALDRICH) y quimotripsina (α-quimotripsina, tipo I-S: de 
páncreas bovino, 58 unidades/mg de proteína; SIGMA) bajo condiciones en las cuales solamente el colágeno es 
resistente a la escisión.  

Más específicamente, se agregó 1 µL de tris (2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (tris aminometano); Wako) 1 M 30 

a 10 µL de las proteínas purificadas (0.5 mg/mL) para ajustar el pH a 7. Las muestras fueron tratadas entonces 
(TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS) durante diez minutos a cada una de las 
temperaturas de 30°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, y 50°C, luego enfriadas 
inmediatamente a 20°C (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS), se agregaron 1 µL de 
cada uno de 1 mg/mL de tripsina (tripsina, tipo IX-S, de páncreas porcino, 13100 unidades/mg de proteína sólida; 35 

SIGMA-ALDRICH) y quimotripsina (α-quimotripsina, tipo I-S: de páncreas bovino, 58 unidades/mg de proteína; 
SIGMA) y el tratamiento enzimático fue llevado a cabo a 20°C (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa 
BIOMEDICALS) durante dos minutos. Aquí, se prepararon solo las muestras que no tienen adición de enzima y 
muestras que tienen tripsina (tripsina, tipo IX-S, de páncreas porcino, 13100 unidades/mg de proteína sólida; 
SIGMA-ALDRICH) o quimotripsina (α-quimotripsina, tipo I-S: de páncreas bovino, 58 unidades/mg de proteína; 40 

SIGMA), se agregaron 2 µL de cloruro de sodio 0.4 M – regulador de tris clorhidrato 0.1 M (pH 7.4 a 4°C) en vez de 
la enzima y se agregaron 12 µL de cloruro de sodio 0.4 M – regulador tris clorhidrato 0.1 M (pH 7.4 a 4°C) en vez de 
las proteínas purificadas y similares, y la incubación se llevó a cabo a 20°C (TaKaRa PCR Thermal Cycler 
PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS) durante dos minutos. A cada solución de muestra, se agregaron 13 µL de 
regulador de muestra Laemmli (BIO-RAD) que contiene 5% de 2-mercaptoetanol (Wako) para reducción por 45 

calentamiento (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS) a 98°C durante cinco minutos. 
Se colocó un regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ al 10% a 20% 17 pozos (Wako) 
en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y se aplicaron 6.5 µL de las 
soluciones de muestras tratadas con calor a Super Sep™ de 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevó a cabo la 
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 60 minutos. Luego, el gel fue lavado en 25 mL de 50 

DW (MILLIPORE) con agitación (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) durante cinco minutos, y esto fue 
repetido tres veces. El gel fue sometido a tinción durante una hora a 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako), y luego se 
destiñó en 25 mL de DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 10).  

La figura 11 muestra el resultado de representar gráficamente una curva de fusión de la cuantificación de las bandas 
de dominio de colágeno en las temperaturas de calentamiento respectivas, con base en los resultados del ensayo de 55 

estabilidad térmica llevado a cabo en este ejemplo para las proteínas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo 
utilizando tripsina y quimotripsina,  y definiendo el valor obtenido en la cuantificación de la banda del dominio del 
colágeno a la temperatura de tratamiento con calor de 30°C como 100%. Como resultado, la temperatura de 
desnaturalización por calor (temperatura de tratamiento con calor a la cual el 50% es digerido por la enzima) del 
dominio de colágeno de la proteína purificada fue de 42.9°C (figura 11). Puesto que la temperatura de 60 

desnaturalización por calor del atelocolágeno tipo I humano de origen natural es 41.9°C (J. Biochem, 115, 853-857 
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(1994)), la proteína purificada tiene una termotolerancia que es equivalente o superior a la del atelocolágeno tipo I 
humano de origen natural, y se considera como que forma una estructura de hélice triple estable.  

[Ejemplo 15] Purificación de minicolágeno utilizando precipitación 

Se ajustaron células CHO que expresan minicolágeno (pNC7/MC-21) a 2.0 x 105 células/mL con medio IS CHO-
CDw/ con hidrolizado (IS JAPÓN) suplementado para tener concentraciones finales de Gluta MAX™-I  4 mM 5 

(GIBCO), cultivo de células probado de sulfato G418  0.4 mg/mL (CALBIOCHEM), y solución de suplemento 1 x HT 
(GIBCO), y cultivados por cultivo estacionario en un matraz T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de 
carbono al 5% durante 14 días (celda 150 HERA, Heraeus). Se llevaron a cabo las siguientes etapas a 4°C a menos 
que se especifique otra cosa. La solución del cultivo fue recolectada y centrifugada a 1,750 x g durante diez minutos 
(EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante. A este sobrenadante (1.35 L), se agregó cloruro de 10 

sodio (Wako) para obtener 0.4 M y el pH fue ajustado (F-51, HORIBA) a 7.4 a 4°C utilizando hidróxido de sodio 
(Wako), y fue almacenada a 4°C. Este sobrenadante fue centrifugado a 10,000 x g durante 30 minutos (EX-126, 
TOMY) para remover los precipitados, y se recolecto el sobrenadante (1.35 L). Adicionalmente, se ajustaron células 
CHO que expresan minicolágeno (pNC7/MC-21) a 2.0 x 105 células/mL con medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS 
JAPÓN) suplementado para tener concentraciones finales de 4 mM Gluta MAX™-I (GIBCO), 0.4 mg/mL Cultivo 15 

Celular de Sulfato G418 Probado (CALBIOCHEM), y 1 x Solución de Suplemento HT (GIBCO), y cultivadas por 
cultivo estacionario en un matraz T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de carbono al 5% durante 14 
días (Celda 150 HERA, Heraeus). La solución de cultivo fue recolectada y centrifugada a 1,750 x g durante diez 
minutos (EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante (1.87 L). Este sobrenadante (1.87 L) y el 
sobrenadante antes mencionado (1.35 L) fueron combinados (3.22 L) y concentrados hasta un volumen de 320 mL 20 

usando filtración en flujo cruzado (VIVAFLOW200; 30,000 MWCO PES; VIVASIENCE), y se agregó cloruro de sodio 
(Wako) para obtener una concentración final de 4 M. El pH fue ajustado (F-51, HORIBA a 7.4 a 4ºC usando 
hidróxido de sodio (Wako), y se incubó a 25°C durante cuatro días. Los precipitados formados en este proceso 
fueron recolectados por centrifugación a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY). A los precipitados, se 
agregaron 1.5 mL de solución de ácido acético 50 mM (Wakoy la cantidad total fue dializada (Spectra/Pro™ Biotech 25 

, Membranas de Éster de Celulosa (CE); 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra solución de ácido 
acético 50 mM (Wako) durante cinco días. Luego, la muestra dializada fue recolectada y sometida a centrifugación a 
9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY) para recolectar los precipitados. A los precipitados, se agregaron 7.4 
mL de solución de ácido acético 50 mM, y la cantidad total fue dializada (Spectra/Pro™ Biotech , Membranas de 
Éster de Celulosa (CE); 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra solución de ácido acético 50 mM 30 

durante cinco días para recolectar 3.3 mg del minicolágeno (de aquí en adelante, MC-sal) (véase Fig. 12). 

[Ejemplo 16]  Purificación de minicolágeno utilizando el enlazamiento con manano  

Células CHO que expresan minicolágeno (pNC7/MC-21) fueron ajustadas a 2.0 x 105 células/mL con medio IS CHO-
CD con hidrolizado (IS Japón) suplementado para tener concentraciones finales de Gluta MAX™-I 4 nM (GIBCO), 
0.4 mg/mL Cultivo Celular de Sulfato G418 Probado (CALBIOCHEM), y 1 x Solución de Suplemento HT (GIBCO), y 35 

cultivadas por cultivo estacionario en matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de carbono al 5% 
durante 14 días (Celda 150 HERA, Heraeus). Las siguientes etapas fueron llevadas a cabo a 4°C  a menos que se 
especifique otra cosa. La solución de cultivo fue recolectada y centrifugada a 1,750 x g durante diez minutos (EX-
126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante. A este sobrenadante (1.35 L), se agregó cloruro de sodio 
para obtener 0.4 M y el pH fue ajustado (F-51, HORIBAa 7.4 a 4ºC usando hidróxido de sodio (Wako), y fue 40 

almacenado a 4°C. Este sobrenadante fue centrifugado a 10,000 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY) para 
remover los precipitados, y el sobrenadante (1.35 L) fue recolectado. Posteriormente, células CHO que expresan 
minicolágeno (pNC7/MC-21) fueron ajustadas a 2.0 x 105 células/mL con medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS 
Japón) suplementado para tener concentraciones finales de 4 mM Gluta MAX™-I (GIBCO), 0.4 mg/mL Cultivo 
Celular de Sulfato G418 Probado (CALBIOCHEM), y 1 x Solución de Suplemento HT (GIBCO), y cultivadas por 45 

cultivo estacionario en un matraz T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de carbono al 5% durante 14 
días (Celda 150 HERA, Heraeus). La solución de cultivo fue recolectada y centrifugada a 1,750 x g durante diez 
minutos (EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante (1.87 L). Este sobrenadante (1.87 L) y el 
sobrenadante antes mencionado (1.35 L) fueron combinados (3.22 L) y concentrados hasta un volumen de 320 mL 
usando filtración en flujo cruzado (VIVAFLOW200; 30,000 MWCO PES; VIVASIENCE), y se agregó cloruro de sodio 50 

(Wako) para obtener una concentración final de 4 M. El pH fue ajustado (F-51, HORIBAa 7.4 a 4ºC usando hidróxido 
de sodio (Wako), y se incubó a 25°C durante cuatro días. Los precipitados formados en este proceso fueron 
removidos por centrifugación a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY). A este sobrenadante (320 mL), se 
agregó solución de cloruro de calcio 1M para obtener 20 mM, y se incubó a 4°C durante 18 horas y se centrifugó a 
9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY) para separar los precipitados y el sobrenadante. Este sobrenadante 55 

(320 mL) fue concentrado hasta un volumen de 56 mL usando filtración en flujo cruzado (VIVAFLOW200; 30,000 
MWCO PES; VIVASIENCE), y luego dializado (Spectra/Pro™ Biotech, Membranas de Diálisis; 10,000 MWCO; 
Spectrum Laboratories, Inc.) contra TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía 5 mM EDTA (Dojindo) durante siete 
días. A la solución de muestra dializada, se agregó solución de cloruro de calcio 1M para obtener 20 mM, y se 
incubó a 4°C durante 18 horas y luego se centrifugó a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY) para separar 60 

los precipitados y el sobrenadante. El minicolágeno remanente en este sobrenadante (86 mL) fue purificado usando 
una columna de manano agarosa usando el enlazamiento con manano. Una Econo-Column (Bio-RAD) fue llenada 
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con 5 mL de gel de manano agarosa (SIGMA), y el gel fue lavado y equilibrado con 15 mL de TBS (TBS en polvo, 
Takara) que contenía 5 mM EDTA (Dojindo) y 45 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía cloruro de calcio 
5 mM (Wako). El sobrenadante fue cargado a una rata de flujo de 1.0 mL/min, y luego lavado con 40 mL de TBS 
(TBS en polvo, Takara) que contenía cloruro de calcio 5 mM (Wako). El minicolágeno fue eluido usando 15 mL de 
TBS (TBS en polvo, Takara) que contenía 5 mM EDTA (Dojindo), y el primer pico (9 mL) fue recolectado. El eluido 5 

fue dializado (Spectra/Pro™ Biotech , Membranas de Diálisis; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra 
cloruro de sodio 0.4 M, regulador 0.1 M Tris-clorhidrato (pH7.4 at 4°C) durante cinco días, y se recolectaron 3.9 mg 
de minicolágeno soluble en agua que tenía actividad de enlazamiento a manano (de aquí en adelante, MC-Man) 
(véase Fig. 13). 

[Ejemplo 17]  Ensayo sobre la adhesión celular a placas recubiertas con colágeno  10 

Las propiedades de adhesión de las células fueron examinadas haciendo que osteoblastos humanos (células MG-
63, ATCC), los cuales son células adherentes, se adhirieran a microplacas de 96 pozos recubiertas con 
atelocolágeno tipo I de origen natural, atelocolágeno tipo I bovino de origen natural, o minicolágenos purificados 
(MC-sal, MC-Man).  

Específicamente, atelocolágeno tipo I humano de origen natural (colágeno, tipo I, soluble en ácido, de piel humana; 15 

SIGMA-ALDRICH), atelocolágeno tipo I bovino de origen natural (de piel de ternera, cultivo celular probado; SIGMA), 
MC-sal, y MC-Man fueron preparados por dilución a 0.1 mg/mL en ácido acético 0.1 M (Wako). Estas soluciones de 
colágeno, solución de BSA desnaturalizada por calor al 3% (p/v) (Invitrogen), y PBS (Wako) fueron agregadas a 
placas de 96 pozos (placa F96 MAXISORP NuncImmuno, Nunc) a 100 µL/pozo y los pozos fueron recubiertos a 
temperatura ambiente durante 13 horas (n = 3). Los pozos recubiertos fueron lavados tres veces con PBS (Wako), y 20 

solución de BSA desnaturalizado por calor al  1% (p/v) (Invitrogen) fue agregada a 300 mL/pozo para bloquear a 
37°C durante una hora. Después del bloqueo, los pozos fueron lavados una vez con PBS (Wako), y se sembró una 
solución de osteoblastos humanos (células MG-63, ATCC) ajustada a 2.5 x 105 células/mL en un medio RPMI-1640 
(Invitrogen) a 100 µL/pozo para hacer que los osteoblastos humanos (células MG-63, ATCC) se adhirieran a 37°C 
durante una hora. Después de remover los osteoblastos humanos no adheridos (línea celular MG-63, ATCC) 25 

mediante un lavado sencillo utilizando una solución de BSA desnaturalizada por calor al 1% (p/v) (Invitrogen), se 
agregó medio RPMI-1640 (Invitrogen) a 100 µL/pozo y 20 µL de CellTiter 96™. Se agregó Aqueous One Solution 
Reagent (MTS, Promega). Después de la incubación a 37°C durante tres horas, se midió la absorbancia a la longitud 
de onda de 490 nm con la longitud de onda de 655 nm como control utilizando un lector de microplacas (Modelo 
680, manufacturado por BioRad) (véase figura 14). Adicionalmente, se hizo que osteoblastos humanos (células MG-30 

63, ATCC) se adhirieran durante una hora a 37°C, y las células que permanecieron después de la remoción de las 
células no adheridas por lavado (véase figura 15) así como las células que fueron incubadas subsecuentemente a 
37°C durante tres horas (figura 16) fueron observadas bajo un microscopio con contraste de fases. La imagen fue 
observada utilizando un microscopio invertido (Nikon ECLIPSE TE2000-S, manufacturado por Nikon) equipado con 
una cabeza de cámara a color de alta definición (DS-Fi1, manufacturado por Nikon) y una unidad de control (DS-L2, 35 

manufacturado por Nikon). 

Como resultado, las absorbancias en los pozos recubiertos con atelocolágeno tipo I humano de origen natural, 
atelocolágeno tipo I bovino de origen natural, MC-sal, y MC-Man fueron dos veces o más que la de los pozos (PBS) 
no recubiertos con colágeno, y se observó un alto nivel de adhesión de osteoblastos humanos debido al 
recubrimiento con colágeno. Adicionalmente, se hizo que los osteoblastos humanos se adhirieran durante una hora, 40 

y las células que permanecieron después de la remoción de las células no adheridas por lavado (véase figura 15) 
así como las células que fueron incubadas subsecuentemente a 37°C durante tres horas (véase figura 16) fueron 
observados en un microscopio con contraste de fases. Los osteoblastos humanos mostraron adhesión y elongación 
en los pozos recubiertos con atelocolágeno tipo I humano de origen natural, MC-sal, y MC-Man. Sin embargo, 
mientras que la adhesión de los osteoblastos humanos fue observada con atelocolágeno tipo I bovino de origen 45 

natural, la elongación fue difícilmente vista. A partir de lo anterior, se encontró que MC-sal y MC-Man tienen 
propiedades comparables a las del atelocolágeno humano de origen natural con respecto a la adhesión y elongación 
de osteoblastos humanos. 

[Ejemplo 18]  Construcción de minicolágeno en el cual la región terminal C a la región GPP es eliminada 

Para especificar la región necesaria para la estructura de hélice triple del minicolágeno los presente inventores 50 

construyeron una proteína en la cual la porción de la región terminal C a la región GPP del minicolágeno es 
eliminada (de aquí en adelante, abreviada como MC-GPP). La figura 17 muestra cada una de las regiones del 
minicolágeno (minicolágeno tipo I) y MC-GPP. Utilizando métodos bien conocidos por los experimentados en la 
técnica, se construyó pDC6/MC-GPP (figura 18) sustituyendo la secuencia de nucleótidos Nos. 1267-1275 del vector 
pDC6 como se describe en SEQ ID NO: 14 con el ADNc que codifica MC-GPP tal como se describe en SEQ ID NO: 55 

15. 

[Ejemplo 19]  Introducción de pDC6/MC-GPP en células CHO, y selección en un medio libre de HT utilizando un 
medio CD o un medio producido por la adición de un aditivo sin base animal a un medio CD 
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Se transfectaron 2.5 µg de pDC6/MC-GPP en 4,000,000 de células CHO (células CHO DG44) en matraces de 
cultivo de 25 cm2 utilizando el método de la Lipofectina (se utilizó Lipofectamina™ LTX, Invitrogen). El método de 
transfección siguió a las instrucciones del fabricante. Transcurridas 48 horas después de la transfección, se 
determino el número de células, y luego las células fueron diluidas en medio IS CHO-CD con H (IS Japón) que 
contenía Gluta MaxTM-I 4 mM (Invitrogen). Las células fueron sembradas en cinco placas de microtitulación de 96 5 

pozos a concentraciones de 4000 células/pozo (480 pozos), y cuando fueron cultivadas en la presencia de gas de 
dióxido de carbono al 5%  a 37°C durante aproximadamente tres semanas, se observaron células supervivientes 
(líneas celulares que crecen en medio libres de HT). Se llevó a cabo la inmunoprecipitación Western bajo 
condiciones reductoras para verificar la expresión de la proteína de interés en las líneas celulares supervivientes. 
Específicamente, 10 µL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que contenía 5% 2-mercaptoetanol (Wako) 10 

fueron mezclados con 10 µL de cada uno de los sobrenadantes de los cultivos de las líneas celulares que se 
encontraron como proliferantes, para reducción por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (DTU-18, TAITEC). 
Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos (Wako) fueron 
colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), 20µL de las 
soluciones tratadas con calor fueron aplicados a Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevó a cabo la 15 

electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Después de esto, el gel fue retirado de 
las placas de vidrio, y sumergido durante cinco minutos con agitación (Wave-S1, TAITEC) en 10 mL de regulador de 
transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía metanol (Wako) a 30%). La Membrana de 
Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergido con agitación (Wave-S 1, TAITEC) en 10 mL de metanol 
(Wako) durante 15 segundos, 10 mL de agua ultrapura (ELGA) durante dos minutos, y 10 mL de regulador de 20 

transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos. En 
un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), regulador de transferencia 
(Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía papeles de filtro sumergidos en 30% de metanol (Wako)) (Extra 
Thick Blot Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD), Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE), gel, y 
papeles de filtro (Extra Thick Blot Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD) fueron dispuestos en orden desde el lado 25 

menos, se colocó una cubierta, y se llevó a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HC™, BIO-RAD) durante 90 
minutos para transferir las proteínas separadas sobre la ImmobilonP Transfer Membrane (MILLIPORE). Después de 
la transferencia, la Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergida en 10 mL de 
ImmunoBlock (División de Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y bloqueada a 4°C 
durante 18 horas, luego se lavó tres veces por agitación (Wave-S1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 mL de 30 

PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 10 mL de una 
anticuerpo 6-His monoclonal (COVANCE) diluido 1,000 veces con PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 
(Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako) y las proteínas sobre la membrana se hicieron reaccionar durante 
una hora a temperatura ambiente con agitación (Wave-S1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no enlazados 
fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitación durante cinco minutos (WaveS1, TAITEC) en 10 35 

mL de PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregaron 
10 mL de una IgG(H+L)HRP antirratón de cabra (Jackson ImmunoResearch) diluido 5,000 veces en PBS (Wako) 
que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y se dejó transcurrir la reacción 
durante una hora a temperatura ambiente con agitación (Wave-S1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no 
enlazados fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitación (Wave-S1, TAITEC) durante diez 40 

minutos en 24 mL de PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 
2 mL de Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) fue agregado para 
quimioluminiscencia, y se tomó una fotografía de 10 segundos a un minuto usando Light-Capture ATTO Cooled CCD 
Camera System (ATTO) en sus parámetros normales. Las células para las cuales se detectó la expresión de MC-
GPP fueron transferidas a placas de 24 pozos junto con Medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japón) que contenía 45 

4 mM Gluta MAX™-I (Invitrogen), y las células fueron cultivadas hasta que ocuparon 1/3 o más de cada pozo. Se 
llevó a cabo inmunoprecipitación Western bajo condiciones reductoras como se describió más arriba, y las células 
en las cuales se detectó la expresión de MC-GPP fueron transferidas a placas de 6 pozos  junto con Medio IS CHO-
CD con hidrolizado (IS Japón) que contenía 4 mM Gluta MAX™-I (Invitrogen), y las células fueron cultivadas hasta 
que ocuparon 1/3 o más de cada pozo. Las líneas celulares para las cuales se observó proliferación y se detectó 50 

expresión de MC-GPP por inmunoprecipitación Western bajo condiciones reductoras fueron transferidas a matraces 
T-75 (BD) junto con Medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japón) que contenía 4 mM Gluta MAX™-I (Invitrogen), y 
las células fueron cultivadas hasta que alcanzaron 1.0 x 106 células/mL en cada pozo. 

[Ejemplo 20]  Purificación de MC-GPP 

Se cultivaron células CHO que expresan MC-GPP (pDC6/MC-GPP-3) con medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS 55 

JAPÓN) por cultivo estacionario en matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dióxido de carbono al 5% 
(celda HERA 150, Heraeus). La soluciones de cultivo fueron recolectadas y centrifugadas a 1,750 x g durante diez 
minutos (EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante, y este sobrenadante fue cargado en una 
columna de Ni para purificar el MC-GPP. Específicamente, se lleno una columna vacía Poly (BIO-RAD) con 1 mL de 
gel de agarosa Ni-NTA (Invitrogen) y el gel fue lavado con 6 mL de agua ultrapura (BMS). Subsecuentemente, el gel 60 

fue lavado tres veces con 6 mL de regulador de enlazamiento nativo (dihidrógeno fosfato de sodio 0.25 M (Wako), 
cloruro de sodio 2.5 M (Wako), imidazol 0.01 M (Wako), pH 8.0), y 8 mL del sobrenadante de cultivo fueron cargados 
sobre la columna. La columna fue tapada y tuvo lugar el enlazamiento con mezcla a 4°C durante 60 minutos (Aikuru, 
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IWAKI). El gel fue lavado nueve veces con 6 mL del regulador de lavado nativo (dihidrógeno fosfato de sodio 0.25 M 
(Wako), cloruro de sodio 2.5 M (Wako), imidazol 0.02 M (Wako), pH 8.0), y la elución se llevó a cabo seis veces,      
1 mL a la vez utilizando el regulador de elución nativo (dihidrógeno fosfato de sodio 0.23 M (Wako), cloruro de sodio 
2.3 M (Wako), imidazol 0.25 M (Wako), pH 8.0). Los 2 mL iniciales del eluido fueron dializados contra solución de 
ácido acético 0.02 M a 4°C durante tres días, y luego se recolecto la solución de MC-GPP. 5 

[Ejemplo 21] Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS de MC-GPP bajo condiciones reductoras 

MC-GPP purificado fue analizado por electroforesis en gel de acrilamida SDS bajo condiciones reductoras. 
Específicamente, 10 µL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que contenía 5% of 2-mercaptoetanol (Wako) 
fue agregado a 10 µL de MC-GPP purificado para reducción por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (DTU-
18, TAITEC). Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos 10 

(Wako) fueron colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y 
15µL de las soluciones tratadas con calor fueron aplicados a Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se 
llevó a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, se llevó a cabo 
la tinción con plata usando 2D-Silver Stain Reagent II (COSMO BIO CO., LTD). Primero, el gel fue fijado por 
agitación durante20 minutos en 40 mL de solución de fijación I (50% de metanol (Wako), ácido acético al 10% 15 

(Wako), y 40% agua (BMS)). A continuación, el gel fue fijado por agitación durante 30 minutos en 40 mL de solución 
de fijación II (30% de metanol (Wako)-ácido acético al 10% (Wako), 5% agente de fijación (2D-Silver Stain Reagent 
II, COSMO BIO CO., LTD.), y 55% de agua ultrapura (BMS)). Luego, se llevó a cabo el pretratamiento por agitación 
durante 20 minutos en 40 mL de solución de pretratamiento (50% de metanol (Wako), 5% de agente de tratamiento 
(2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 45% de agua ultrapura (BMS)). El gel fue lavado durante 20 

diez minutos con 40 mL de agua ultrapura (BMS), teñido durante 30 minutos usando 40 mL de solución de tinción de 
plata (solución de tinción al 5% A (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), solución de tinción al 5% B 
(2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 90% de agua ultrapura (BMS)), y luego se lavó durante cinco 
minutos usando 40 mL de agua ultrapura (BMS). El lavado fue repetido tres veces. El gel fue desarrollado durante 
minutos usando 40 mL de solución de desarrollo (solución madre de desarrollo al 5% (2D-Silver Stain Reagent II, 25 

COSMO BIO CO., LTD.) y 95% de agua ultrapura (BMS)), y 2 mL de solución de detención (2D-Silver Stain Reagent 
II, COSMO BIO CO., LTD.)) fueron agregados para detener el desarrollo. Finalmente, el gel fue lavado durante diez 
minutos usando 40 mL de agua ultrapura (BMS), y se tomó por barrido una imagen (véase Fig. 19) usando un 
escáner (GT-X900, EPSON). 

[Ejemplo 22] Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS de MC-GPP bajo condiciones no reductoras  30 

El MC-GPP purificado fue analizado por electroforesis en gel de acrilamida SDS bajo condiciones no reductoras. 
Específicamente, 10 µL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) fue agregado a 10 µL de MC-GPP purificado, 
y se sometió a tratamiento por calor a 98°C durante cinco minutos (DTU-18, TAITEC). Un regulador de electroforesis 
(Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos (Wako) fueron colocados en un recipiente de 
electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y 15 µL de las soluciones tratadas con calor 35 

fueron aplicados a Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevó a cabo la electroforesis a 40 mA (My 
Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, se llevó a cabo la tinción con plata usando 2D-Silver Stain 
Reagent II (COSMO BIO CO., LTD). Primero, el gel fue fijado por agitación durante20 minutos en 40 mL de solución 
de fijación I (50% de metanol (Wako), ácido acético al 10% (Wako), y 40% agua (BMS)). A continuación, el gel fue 
fijado por agitación durante 30 minutos en 40 mL de solución de fijación II (30% de metanol (Wako), ácido acético al 40 

10% (Wako), 5% agente de fijación (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 55% de agua ultrapura 
(BMS)). Luego, se llevó a cabo el pretratamiento por agitación durante 20 minutos en 40 mL de solución de 
pretratamiento (50% de metanol (Wako), 5% de agente de tratamiento (2D- Silver Stain Reagent II, COSMO BIO 
CO., LTD.), y 45% de agua ultrapura (BMS)). El gel fue lavado durante diez minutos con 40 mL de agua ultrapura 
(BMS), teñido durante 30 minutos usando 40 mL de solución de tinción de plata (solución de tinción al 5% A (2D-45 

Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), solución de tinción al 5% B (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO 
BIO CO., LTD.), y 90% de agua ultrapura (BMS)), y luego se lavó durante cinco minutos usando 40 mL de agua 
ultrapura (BMS). El lavado fue repetido tres veces. El gel fue desarrollado durante minutos usando 40 mL de 
solución de desarrollo (solución madre de desarrollo al 5% (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.) y 
95% de agua ultrapura (BMS)), y 2 mL de solución de detención (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., 50 

LTD.)) fueron agregados para detener el desarrollo. Finalmente, el gel fue lavado durante diez minutos usando 40 
mL de agua ultrapura (BMS), y se tomó por barrido una imagen (véase Fig. 20) usando un escáner (GT-X900, 
EPSON). 

[Ejemplo 23]  Electroforesis en gel de poliacrilamida nativa de MC-GPP  

El MC-GPP purificado fue analizado por electroforesis en gel de poliacrilamida nativa. Específicamente, se 55 

agregaron 10 µL de regulador de muestra nativo (BIO-RAD) a 10 µL de MC-GPP purificado. Se colocaron un 
regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIORAD) y Super Sep™ Ace de 5% a 20% 17 pozos (Wako) en un 
recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), se aplicaron 15 µL de las 
soluciones de muestra preparadas a Super Sep™ Ace de 5% a 20% 17 pozos (Wako), y la electroforesis fue llevada 
a cabo a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, se llevó a cabo la tinción con plata 60 
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utilizando 2D-Silver Stain Reagent II (COSMO BIO CO., LTD). Primeramente, el gel fue fijado por agitación durante 
20 minutos en 40 mL de solución-I de fijación (50% de metanol (Wako), 10 % de ácido acético (Wako), y 40% de 
agua (BMS)). A continuación, el gel fue fijado por agitación durante 30 minutos en 40 mL de solución-II de fijación 
(30% de metanol (Wako), 10% de ácido acético (Wako), 5% de agente de fijación (2D-Silver Stain Reagent II, 
COSMO BIO CO., LTD.), y 55% de agua ultrapura (BMS)). Se llevó a cabo un pretratamiento agitando durante 20 5 

minutos en 40 mL de solución de pretratamiento (50% de metanol (Wako), 5% de agente de pretratamiento (2D- 
Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 45%  de agua ultrapura (BMS)). El gel fue lavado durante 10 
minutos con 40 mL de agua ultrapura (BMS), teñido durante 30 minutos utilizando 40 mL de solución de tinción de 
plata (solución A de tinción al 5% (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), solución B de tinción al 5% 
(2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 90% de agua ultrapura (BMS)), y luego se lavó durante cinco 10 

minutos utilizando 40 mL de agua ultrapura (BMS). El lavado fue repetido tres veces. El gel fue desarrollado durante 
8 minutos utilizando 40 mL de solución de desarrollo (solución de reserva de desarrollo 5% (2D-Silver Stain Reagent 
II, COSMO BIO CO., LTD.) y 95% de agua ultrapura (BMS)), y se agregaron 2 mL de solución de detención (2D-
Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.)) para detener el desarrollo. Finalmente, el gel fue lavado durante 
diez minutos utilizando 40 mL de agua ultrapura (BMS), y se sometió a barrido una imagen (véase figura 21) 15 

utilizando un escáner (GT-X900, EPSON). 

[Ejemplo 24]  Inmunoprecipitación Western de MC-GPP bajo condiciones reductoras 

Puesto que el MC-GPP tiene una etiqueta His en el lado de su terminal C, los anticuerpos anti-His pueden enlazarse 
a él. La inmunoprecipitación Western fue llevada a cabo bajo condiciones reductoras utilizando esta propiedad, y se 
detecto e identificó MC-GPP purificado por quimioluminiscencia. Específicamente, 10 µL de regulador de muestras 20 

Laemmli (BIO-RAD) que contenía 5% 2-mercaptoetanol (Wako) fue agregado a 10 µL de MC-GPP purificado para 
reducción por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (DTU-18, TAITEC). Un regulador de electroforesis 
(Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos (Wako) fueron colocados en un recipiente de 
electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y 15 µL de las soluciones tratadas con calor 
fueron aplicados a Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevó a cabo la electroforesis a 40 mA (My 25 

Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, el gel fue removido de las placas de vidrio, y sumergido 
durante cinco minutos con agitación (Wave-S1, TAITEC) en 10 mL de regulador de transferencia (Regulador 
Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía 30% de metanol (Wako)). Membrana de Transferencia Immobilon-P 
(MILLIPORE) fue sumergido con agitación (Wave-S1, TAITEC) en 10 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos, 
10 mL de agua ultrapura (ELGA) durante dos minutos, y 10 mL de regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina 30 

(BIO-RAD) que contenía 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos. En un aparato de transferencia 
(TRANSBLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-
RAD) que contenía papeles de filtro sumergidos en 30% de metanol (Wako)) (Extra Thick Blot Paper Protean™ XL 
Size, BIO-RAD), Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE), gel, y papeles de filtro (Extra Thick Blot 
Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD) fueron dispuestos en orden desde el lado menos, se colocó una cubierta, y se 35 

llevó a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HC™, BIO-RAD) durante 90 minutos para transferir las proteínas 
separadas sobre la Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE). Después de la transferencia, la 
Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergida en 10 mL de ImmunoBlock (División de 
Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y bloqueada a 4°C durante 18 horas, luego se 
lavó tres veces por agitación (WaveS1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 mL de PBS (Wako) que contenía 40 

0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 10 mL de un anticuerpo 6-His monoclonal 
(COVANCE) diluido 1,000 veces con PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano 
Monolaurato, Wako) y las proteínas sobre la membrana se hicieron reaccionar durante una hora a temperatura 
ambiente con agitación (Wave-S 1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no enlazados fueron removidos, la 
membrana fue lavada tres veces por agitación (Wave-S1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 mL de PBS (Wako) 45 

que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregaron 10 mL de una 
IgG(H+L)HRP antirratón de cabra (Jackson ImmunoResearch) diluido 5,000 veces en PBS (Wako) que contenía 
0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y la reacción tuvo lugar a temperatura ambiente 
con agitación durante una hora (Wave-S1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no enlazados fueron 
removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitación (Wave-S1, TAITEC) durante diez minutos en 24 mL de 50 

PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 2 mL de Immobilon 
Western Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) fue agregado para quimioluminiscencia, y se tomó una 
fotografía de 30 segundos (véase Fig. 22) usando Light-Capture ATTO Cooled CCD Camera System (ATTO) en sus 
parámetros normales. 

[Ejemplo 25] Inmunoprecipitación Western de MC-GPP bajo condiciones no reductoras 55 

 Puesto que MC-GPP tiene una etiqueta sobre su lado del terminal C, los anticuerpos anti-His pueden enlazarse a él. 
La inmunoprecipitación Western se llevó a cabo bajo condiciones no reductoras utilizando esta propiedad, y se 
detectó e identificó el MC-GPP purificado por quimioluminiscencia. Específicamente, 10 µL de regulador de muestras 
Laemmli (BIO-RAD) fue agregado a 10 µL de MCGPP purificado para tratamiento por calor a 98°C durante cinco 
minutos (DTU-18, TAITEC). Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIORAD) y Super Sep™ Ace 5% a 60 

20% 17 pozos (Wako) fueron colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS 
CO., LTD), y 15 µL de las soluciones tratadas con calor fueron aplicados a Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos 
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(Wako), y se llevó a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, el 
gel fue removido de las placas de vidrio, y sumergido durante cinco minutos con agitación (Wave-S1, TAITEC) en un 
regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía 30% de metanol (Wako)). Membrana de 
Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergido con agitación (Wave-S 1, TAITEC) en 10 mL de metanol 
(Wako) durante 15 segundos, 10 mL de agua ultrapura (ELGA) durante dos minutos, y 10 mL de regulador de 5 

transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos. En 
un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), regulador de transferencia 
(Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenía papeles de filtro sumergidos en 30% de metanol (Wako)) (Extra 
Thick Blot Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD), Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE), gel, y 
papeles de filtro (Extra Thick Blot Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD) fueron dispuestos en orden desde el lado 10 

menos, se colocó una cubierta, y se llevó a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HC™, BIO-RAD) durante 90 
minutos para transferir las proteínas separadas sobre la membrana de transferencia ImmobilonP (MILLIPORE). 
Después de la transferencia, la Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergida en 10 mL de 
ImmunoBlock (División de Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y bloqueada a 4°C 
durante 18 horas, luego se lavó tres veces por agitación (Wave-S1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 mL de 15 

PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 10 mL de un 
anticuerpo 6-His monoclonal (COVANCE) diluido 1,000 veces con PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 
(Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako) y las proteínas sobre la membrana se hicieron reaccionar durante 
una hora a temperatura ambiente con agitación (Wave-S 1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no enlazados 
fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitación (Wave-S1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 20 

mL de PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregaron 
10 mL de una IgG(H+L)HRP antirratón de cabra (Jackson ImmunoResearch) diluido 5,000 veces en PBS (Wako) 
que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y la reacción tuvo lugar a 
temperatura ambiente con agitación durante una hora (Wave-S1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no 
enlazados fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitación (Wave-S 1, TAITEC) durante diez 25 

minutos en 24 mL de PBS (Wako) que contenía 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 
2 mL de Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) fue agregado para 
quimioluminiscencia, y se tomó una fotografía de 30 segundos (véase Fig. 23) usando Light-Capture ATTO Cooled 
CCD Camera System (ATTO) en sus parámetros normales. 

[Ejemplo 26]  Digestión con pepsina de MC-GPP y atelocolágeno humano de origen natural  30 

El colágeno que forma una estructura de hélice triple es resistente contra la escisión por pepsina. Por lo tanto, MC-
GPP purificado, atelocolágeno tipo I humano de origen natural (colágeno, tipo I, soluble en ácido, de piel humana, 
SIGMA-ALDRICH), y minicolágeno fibroso purificado (ejemplo 7) fueron digeridos con pepsina bajo condiciones 
ácidas, y se verifico la resistencia contra la escisión por pepsina a partir de imágenes de electroforesis en 
poliacrilamida SDS. Más específicamente, 3 µL de solución de ácido clorhídrico 0.3 M fueron agregados a 10 µL de 35 

cada uno de MC-GPP purificado (0.028 mg/mL), atelocolágeno tipo I humano de origen natural (colágeno, tipo I, 
soluble en ácido, de piel humana, SIGMA-ALDRICH) (0.1 mg/mL) o minicolágeno fibroso (Ejemplo 7) (0.1 mg/mL) 
para ajustar el pH a 2, se agregaron 3 µL de pepsina (pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de 
proteína; SIGMA-ALDRICH) en solución (la cantidad de pepsina es tres veces la de cada proteína cuando se 
convierte en moles), y se llevó a cabo la digestión con pepsina a 20°C (ciclizador térmico 2720, Applied Biosystems) 40 

durante dos horas. Aquí, las preparaciones de cada muestra sin pepsina agregada, las preparaciones de pepsina 
(pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de proteína; SIGMA-ALDRICH) sola (misma cantidad 
que la cantidad utilizada para dirigir cada muestra), y las preparaciones que no contenían muestra ni pepsina fueron 
preparadas como controles. Se agregó solución de ácido acético 10 mM en vez de la solución de pepsina o muestra, 
y la incubación se llevó a cabo a 20°C durante dos horas. Se agregó 1 µL de solución de tris (2-Amino-2-hidroximetil-45 

1,3-propanodiol (Tris aminometano) 1 M; Wako) para detener la reacción, y el colágeno fue refibrilizado 
irreversiblemente por incubación a 4°C durante 18 horas. 17 µL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que 
contenía 5% 2-mercaptoetanol (Wako) fueron agregados para reducción por calentamiento (DTU-18, TAITEC) a 
98°C durante cinco minutos. Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 10% a 
20% 17 pozos (Wako) fueron colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS 50 

CO., LTD), y 18 µL de las soluciones tratadas con calor fueron aplicados a Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos 
(Wako), y se llevó a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, se 
llevó a cabo la tinción con plata usando 2D-Silver Stain Reagent II (COSMO BIO CO., LTD). Primero el gel fue fijado 
por agitación durante 20 minutos en 40 mL de solución de fijación I (50% de metanol (Wako), ácido acético al 10% 
(Wako), y 40% de agua (BMS)). A continuación, el gel fue fijado por agitación durante 30 minutos en 40 mL de 55 

solución de fijación II (30% de metanol (Wako), ácido acético al 10% (Wako), 5% agente de fijación (2D-Silver Stain 
Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 55% de agua ultrapura (BMS)). El Pretratamiento fue llevado a cabo por 
agitación durante 20 minutos en 40 mL de solución de pretratamiento (50% de metanol (Wako), 5% de agente de 
tratamiento (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 45% de agua ultrapura (BMS)). El gel fue lavado 
durante diez minutos con 40 mL de agua ultrapura (BMS), teñido durante 30 minutos usando 40 mL de solución de 60 

tinción de plata (solución de tinción al 5% A (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), solución de tinción 
al 5% B (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 90% de agua ultrapura (BMS)), y luego se lavó 
durante cinco minutos usando 40 mL de agua ultrapura (BMS). El lavado fue repetido tres veces. El gel fue 
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desarrollado durante minutos usando 40 mL de solución de desarrollo (solución madre de desarrollo al 5% (2D-Silver 
Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.) y 95% de agua ultrapura (BMS)), y 2 mL de solución de detención (2D-
Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.)) fueron agregados para detener el desarrollo. Finalmente, el gel fue 
lavado durante diez minutos usando 40 mL de agua ultrapura (BMS), y se tomó por barrido una imagen (Fig. 24) 
usando un escáner (GT-X900, EPSON). Las bandas en las líneas en las cuales fueron aplicados MC-GPP, MC-GPP 5 

digerido con pepsina, una cantidad equivalente de pepsina solamente a la usada para digerir el MC-GPP, 
minicolágeno fibroso purificado (Ejemplo 7), minicolágeno fibrosos digerido con pepsina (Ejemplo 7), y una cantidad 
equivalente de pepsina solamente a la usada para digerir el minicolágeno fibroso, fueron analizadas usando ImageJ 
(véase Fig. 25).  

Como resultado, el atelocolágeno tipo I humano de origen natural no fue escindido por la digestión con pepsina. El 10 

minicolágeno fibroso purificado mostró una banda cerca a 50 kDa, pero regiones diferentes a la del dominio del 
colágeno fueron escindidas y eliminadas por la digestión con pepsina de tal manera que una banda para el dominio 
de colágeno fue observada alrededor de 30 kDa. También con el MC-GPP, se eliminaron bandas diferentes a las del 
dominio del colágeno de tal manera que se observo una banda para el dominio del colágeno cerca a 30 kDa. Lo 
anterior revela que el MC-GPP es resistente contra la escisión por pepsina y está correctamente plegado en una 15 

estructura de hélice triple, y sugiere que la presencia del dominio rico es cisteína de SP-D lleva a la formación de 
una estructura de hélice triple de la porción de colágeno. 

Aplicabilidad industrial  

Utilizando células de mamíferos como anfitrionas, la presente invención puede proveer análogos de colágeno 
humano avanzados que tienen una estructura de hélice triple similar a la de los de origen natural, lo cuales pueden 20 

ser más fácilmente manejados que los de origen natural, vectores de expresión que permiten la producción de los 
mismos, y células productoras de análogos de colágeno humano. 

Los métodos de producción de la presente invención pueden ser aplicados no solamente al colágeno, sino también a 
proteínas que tengan una estructura de hélice triple, tales como la colectina. 

Puesto que los análogos de colágeno de la presente invención tienen pesos moleculares más bajos que los de los 25 

colágenos de origen natural, son fácilmente purificados y fácilmente manipulados. Se considera que estos 
novedosos análogos de colágeno que tienen una estructura de hélice triple tienen propiedades que son diferentes de 
las de los colágenos conocidos, y se esperan sus aplicaciones como biomateriales novedosos.  
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REIVINDICACIONES 

1. Una proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple, que comprende una proteína codificada por 
un polinucleótido que comprende (i) a (v) a continuación en orden desde el terminal amino: 

(i) un gen de dominio de péptido de señalización de colectina humana; 

(ii) un gen de domino rico en cisteína de colectina humana; 5 

(iii) un gen de dominio de colágeno de colágeno humano; 

(iv) un gen de dominio de cuello de colectina humana; y 

(v) un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana. 

2. La proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicación 1, en donde el gen del 
dominio de péptido de señalización de la colectina humana es un gen de dominio de péptido de señalización de una 10 

proteína D surfactante humana (SP-D) y es un polinucleótido que consiste de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID 
NO: 4. 

3. La proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicación 1, en donde el gen del 
dominio rico en cisteína de colectina humana es un gen de dominio rico en cisteína de proteína D surfactante 
humana (SP-D) y es un polinucleótido que consiste de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5. 15 

4. La proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicación 1, en donde el gen de 
dominio de cuello de la colectina humana es un gen de dominio de cuello de lectina de enlazamiento al manano 
humana (MBL) y es un polinucleótido que consiste de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 6. 

5. La proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicación 1, en donde el gen de 
dominio de reconocimiento de carbohidratos de la colectina humana es un gen de dominio reconocimiento de 20 

carbohidratos de la lectina de enlazamiento a manano humana (MBL) y es un polinucleótido que consiste de la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 7. 

6. La proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicación 1, en donde el gen de 
dominio de colágeno humano  

i) comprende al menos uno o más tipos de genes de dominio de colágeno de colágenos humanos de cadena α o 25 

ii) es un gen de dominio de colágeno de un colágeno tipo I humano que consiste de un colágeno humano de cadena 
α. 

7. La proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicación 6, en donde el gen de 
dominio del colágeno de un colágeno humano de cadena α es un polinucleótido que consiste de la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO: 8. 30 

8. La proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicación 1, que comprende una 
proteína que consiste de la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1. 

9. La proteína recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicación 1, en donde el 
polinucleótido es un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3. 

10. Un método para producir una proteína que tiene una estructura de hélice triple, en donde el método comprende 35 

las etapas de: 

(a) introducir un vector en un polinucleótido que comprende de (i) a (v) a continuación en orden desde el terminal 
amino: 

(i) un gen de dominio de péptido de señalización de colectina humana; 

(ii) un gen de domino rico en cisteína de colectina humana; 40 

(iii) un gen de dominio de colágeno de colágeno humano; 

(iv) un gen de dominio de cuello de colectina humana; y 

(v) un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana; 
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(b) transformar una célula anfitriona por introducción genética utilizando el vector; y 

(c) cultivar o hacer crecer el transformante, y recolectar una proteína que tiene una estructura de hélice triple a partir 
de la célula o de su sobrenadante de cultivo. 

11. El método de la reivindicación 10, en donde el gen de dominio de péptido de señalización de colectina humana 
es un gen de dominio de péptido de señalización de proteína D surfactante humana (SP-D) y es un polinucleótido 5 

consistente de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4. 

12. El método de la reivindicación 10, en donde el gen de dominio rico en cisteína de colectina humana es un gen de 
dominio rico en cisteína de proteína D surfactante humana (SP-D) y es un polinucleótido que consiste de la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5. 

13. El método de la reivindicación 10, en donde el gen de dominio de cuello de la colectina humana es un gen de 10 

dominio de cuello de la lectina de enlazamiento a manano humana (MBL) y es un polinucleótido que consiste de la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 6. 

14. El método de la reivindicación 10, en donde el gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de la 
colectina humana es un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de la lectina de enlazamiento a manano 
humana (MBL) y es un polinucleótido que consiste de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 7. 15 

15. El método de la reivindicación 10, en donde el gen de dominio de colágeno de colágeno humano  

i) comprende al menos uno o más tipos de genes de dominio de colágeno de colágenos humanos de cadena α o 

ii) es un gen de dominio de colágeno de colágeno tipo I humano que consiste de un colágeno humano de cadena α.  

16. El método de la reivindicación 15, en donde el gen de dominio de colágeno de un colágeno humano de cadena α 
es un polinucleótido que consiste de nucleótidos de SEQ ID NO: 8. 20 

17. El método de la reivindicación 10, en donde el vector usado en la etapa (a) es pNC1 de SEQ ID NO: 2 o 
pDC6/CF de SEQ ID NO: 9.  

E09834882
05-05-2015ES 2 536 198 T3

 



62 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



63 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



64 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



65 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



66 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



67 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



68 

 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



69 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



70 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



71 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



72 

 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



73 

 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



74 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



75 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



76 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



77 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



78 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



79 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



80 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



81 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



82 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



83 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



84 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



85 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 



86 

 

 

 

 

ES 2 536 198 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

