
(57)【要約】
本発明は、 P450活性を持つポリペプチド、そのポリペプチドをコードしているポリヌクレ
オチド、それらポリペプチドに結合する抗体、及びそれらポリペプチド及びポリペプチド
の作製並びに使用のための方法を教示するものである。その P450酵素は、エポキシド及び
アレンオキシドを対応するジオールへの加水分解を触媒するために使用できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 ： そ の 核 酸 は 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、
　 そ の 核 酸 は 、 P450活 性 を 有 す る 少 な く と も 一 種 の ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド し 、 そ の 配 列 同
一 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 200残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 200残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 200残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 200残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 200残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
  該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13、
SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:
49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 300残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と
も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 300残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 300残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 300残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 300残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
  該 核 酸 が 、
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　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 400残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 400残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 400残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 400残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 400残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ３ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
  該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 500残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 500残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 500残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 500残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 500残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ４ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 600残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 600残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 600残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 600残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 600残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ５ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 700残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
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:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 700残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 700残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 700残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 700残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ６ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 800残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 800残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 800残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 800残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 800残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ７ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 900残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 900残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 900残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 900残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 900残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7： SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 1000残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 1000残 基 の 領 域 に
お い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 1000残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 1,000残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-512532 A 2005.5.12



を 持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 1,000残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性
を 持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ９ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 95％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 95％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 98％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 95％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 98％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 99％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 核 酸 が 、
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　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 95％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、
少 な く と も 98％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 99％ の 配 列 同 等 性 を
持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 95％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 98％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 99％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は
組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 98％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 99％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又
は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く
と も 99％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 核 酸 が 、
　 SEQ ID NO:1に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:3に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID N
O:5に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:7に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:9に 記 載
の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:11に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:13に 記 載 の 配 列 を
持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:15に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:17に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸
、 SEQ ID NO:19に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:21に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID
 NO:23に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:25に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:27に
記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:29に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:31に 記 載 の 配
列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:33に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:35に 記 載 の 配 列 を 持 つ
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核 酸 、 SEQ ID NO:37に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:39に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SE
Q ID NO:41に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:43に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:
45に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:47に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:49に 記 載
の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:51に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:53に 記 載 の 配 列 を
持 つ 核 酸 、 又 は SEQ ID NO:55に 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た
、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 核 酸 が 、 下 記 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組
換 え 核 酸 ：
　 SEQ ID NO:2に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:4に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ
プ チ ド 、 SEQ ID NO:6に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:8に 記 載 の 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:10に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:12に 記 載 の 配
列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:14に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:16に
記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:18に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID
 NO:20に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:22に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
、 SEQ ID NO:24に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:26に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ
ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:28に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:30に 記 載 の 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:32に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:34に 記 載
の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:36に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:
38に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:40に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SE
Q ID NO:42に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:44に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ
チ ド 、 SEQ ID NO:46に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:48に 記 載 の 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:50に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:52に 記 載 の 配
列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO:54に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は SEQ ID NO:
56に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム が BLASTバ ー ジ ョ ン 2.2.2.ア ル ゴ リ ズ ム 、 フ ィ ル タ ー セ ッ テ ィ
ン グ は blastall -p blastp -d "nr pataa"  -F F、 そ し て そ の 他 の オ プ シ ョ ン は 初 期 設 定
で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 P450活 性 が 一 酸 素 添 加 反 応 か ら 成 る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 P450活 性 が 基 質 へ の 酸 素 結 合 に よ る 触 媒 反 応 を も 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、
又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 脂 肪 族 、 又 は 芳 香 族 炭 素 の ヒ ド ロ キ シ ル 化 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ２
記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 エ ポ キ シ 化 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え
核 酸 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 N-、 O-、 又 は S-脱 ア ル キ ル 化 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 単 離 さ
れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 脱 ハ ロ ゲ ン 化 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換
え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 酸 化 的 脱 ア ミ ノ 酸 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は
組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 N-酸 化 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 N-水 酸 化 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核
酸 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に ス ル フ ォ キ シ ド の 形 成 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又
は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 エ ポ キ シ タ ー ゼ 活 性 が 、 更 に 、 ア ル ケ ン 基 質 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 単 離 さ れ た
、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 該 エ ポ キ シ タ ー ゼ 活 性 が 、 更 に 、 キ ラ ル 生 成 物 の 生 成 を も 含 む 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 単 離
さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 エ ポ キ シ タ ー ゼ 活 性 が 、 光 学 選 択 的 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換
え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 P450活 性 が 熱 に 安 定 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 37～ 70 ℃ の 温 度 範 囲 を 含 む コ ン デ ィ シ ョ ン の 下 で P450活 性 を 保
持 す る 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 P450活 性 が 耐 熱 性 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 37 ℃ 以 上 か ら 約 90 ℃ か ら 成 る 温 度 範 囲 に 曝 さ れ た 後 、 P450活 性 を
保 持 す る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 37 ℃ 以 上 か ら 約 50 ℃ か ら 成 る 温 度 範 囲 に 曝 さ れ た 後 、 P450活 性 を
保 持 す る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 厳 格 な 条 件 下 で 下 記 の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ る 配 列 か ら 成 る 単 離 さ れ た 、
又 は 組 換 え 核 酸 ： そ の 核 酸 は 、
　 SEQ ID NO:1に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:3に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:5に 記 載 の 配 列 、 SEQ
 ID NO:7に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:9に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:11に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID 
NO:13に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:15に 記 載 の 配 列 、
　 SEQ ID NO:17に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:19に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:21に 記 載 の 配 列 、
SEQ ID NO:23に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:25に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:27に 記 載 の 配 列 、 SE
Q ID NO:29に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:31に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:33に 記 載 の 配 列 、 SEQ 
ID NO:35に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:37に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:39に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID
 NO:41に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:43に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:45に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID N
O:47に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:49に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:51に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:
53に 記 載 の 配 列 、 又 は SEQ ID NO:55に 記 載 の 配 列 を 含 む 、
　 そ し て 、 そ の 核 酸 は P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 核 酸 の 長 さ が 、 少 な く と も 約 100残 基 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組
換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 核 酸 の 長 さ が 、 少 な く と も 約 200残 基 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組
換 え 核 酸 。
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【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 核 酸 の 長 さ が 、 少 な く と も 約 300残 基 で あ る 、 請 求 項 ４ １ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組
換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 該 核 酸 の 長 さ が 、 少 な く と も 約 400残 基 で あ る 、 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組
換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 核 酸 の 長 さ が 、 少 な く と も 約 500、 600、 700、 800、 900、 1,000残 基 、 又 は 全 長 の 遺 伝
子 あ る い は 転 写 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 厳 格 な 条 件 は 、 約 65 ℃ に お い て 15分 間 の 0.2 X SSCで の 洗 浄 か ら 成 る 洗 浄 ス テ ッ プ を
含 む 、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 単 離 さ れ た 、 又 は 組 換 え 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 同 定 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ ： そ の プ
ロ ー ブ は 、 下 記 の 配 列 か ら 成 る 連 続 し た 少 な く と も 10塩 基 か ら 構 成 さ れ る 。
　 SEQ ID NO:1に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:3に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:5に 記 載 の 配 列 、 SEQ
 ID NO:7に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:9に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:11に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID 
NO:13に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:15に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:17に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO
:19に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:21に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:23に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:2
5に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:27に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:29に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:31
に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:33に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:35に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:37に
記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:39に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:41に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:43に 記
載 の 配 列 、 SEQ ID NO:45に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:47に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:49に 記 載
の 配 列 、 SEQ ID NO:51に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:53に 記 載 の 配 列 、 又 は SEQ ID NO:55に 記
載 の 配 列 、
　 そ し て 、 上 記 の プ ロ ー ブ が 結 合 、 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 核 酸 を 同 定 す る 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 該 プ ロ ー ブ が 、 下 記 の 配 列 か ら 成 る 連 続 し た 少 な く と も 約 10～ 50、 約 20～ 60、 約 30～ 70
、 約 40～ 80、 約 60～ 100塩 基 か ら 構 成 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 、 請 求 項 ４ ６ 記
載 の 核 酸 プ ロ ー ブ 。
　 SEQ ID NO:1に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:3に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:5に 記 載 の 配 列 、 SEQ
 ID NO:7に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:9に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:11に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID 
NO:13に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:15に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:17に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO
:19に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:21に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:23に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:2
5に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:27に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:29に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:31
に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:33に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:35に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:37に
記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:39に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:41に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:43に 記
載 の 配 列 、 SEQ ID NO:45に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:47に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:49に 記 載
の 配 列 、 SEQ ID NO:51に 記 載 の 配 列 、 SEQ ID NO:53に 記 載 の 配 列 、 又 は SEQ ID NO:55に 記
載 の 配 列 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ タ イ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 同 定 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ ： そ の
プ ロ ー ブ は 下 記 の 核 酸 か ら 成 る 。
　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13
、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID N
O:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と
も 50％ の 配 列 同 一 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は  SEQ ID NO:55の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お
い て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 一 性 を 持 つ 核 酸 、
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　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持
つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持
つ 核 酸 、
　 そ し て 、 該 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 又 は 視 覚 的 な 検 査 に よ る 分 析 に よ っ て
決 定 さ れ る 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 該 プ ロ ー ブ が 、 SEQ ID NO:1 に 記 載 の 配 列 に お い て 、 連 続 し た 少 な く と も 約 10～ 50、 約
20～ 60、 約 30～ 70、 約 40～ 80、 約 60～ 100塩 基 か ら 構 成 さ れ る 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:3 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5 に 記 載 の 核 酸 配 列
、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:13 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:19 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:29 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31 に 記 載 の 核 酸 配 列 、
又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:39 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:45 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:49 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:55 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 核 酸 プ ロ
ー ブ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 プ ロ ー ブ が 、 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、 SEQ ID NO:1に 記 載 の 配 列 か ら 成
る 核 酸 に 対 す る 配 列 同 一 性 が 、 少 な く と も 90％ で あ る 核 酸 、 又 は そ の サ ブ 核 酸 、 SEQ ID N
O:3 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:13 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:23 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25 に 記 載 の 核 酸 配 列 、
又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:33 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:39 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:49 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51 に 記 載 の 核 酸 配 列 、
又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 核 酸 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
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　 該 プ ロ ー ブ が 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、  SEQ ID NO:1に 記 載 の 配 列 か ら 成
る 核 酸 に 対 す る 配 列 同 一 性 が 、 少 な く と も 95％ で あ る 核 酸 、 又 は そ の サ ブ 核 酸 、 SEQ ID N
O:3 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:13 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:23 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25 に 記 載 の 核 酸 配 列 、
又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:33 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:39 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:49 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51 に 記 載 の 核 酸 配 列 、
又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 核 酸 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 プ ロ ー ブ が 少 な く と も 約 100残 基 の 領 域 に お い て 、  SEQ ID NO:1に 記 載 の 配 列 か ら 成
る 核 酸 に 対 す る 配 列 同 一 性 が 、 少 な く と も 98％ で あ る 核 酸 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:3 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:13 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:23 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25 に 記 載 の 核 酸 配 列 、
又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:33 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:39 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:49 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51 に 記 載 の 核 酸 配 列 、
又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 ５ １ 記 載 の 核 酸 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 P450活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 増 幅 す る 為 の 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 ペ
ア 、 そ し て そ の プ ラ イ マ ー ペ ア が 下 記 に 記 載 の 配 列 か ら 成 る 核 酸 を 増 幅 可 能 で あ る ：
　 SEQ ID NO:1 に 記 載 の 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7 に 記 載
の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SE
Q ID NO:11 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17 に
記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:21 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23 に 記 載 の 核 酸 配
列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO
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:27 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33 に 記 載 の
核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ
 ID NO:37 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43 に
記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:47 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:49 に 記 載 の 核 酸 配
列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO
:53 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の
サ ブ 配 列 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 そ れ ぞ れ の 増 幅 プ ラ イ マ ー ペ ア が 、 少 な く と も 連 続 し た 約 10～ 50塩 基 か ら 構 成 さ れ る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 、 請 求 項 ５ ３ 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ ー ペ ア 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 以 下 の 核 酸 配 列 の 増 幅 が 可 能 な 増 幅 プ ラ イ マ ー ペ ア と 核 酸 鋳 型 の 増 幅 か ら 成 る P450活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 増 幅 す る 方 法 ：
　 SEQ ID NO:１  に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3 に 記 載 の 核 酸 配 列
、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7 
に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:11 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13 に 記 載 の 核 酸 配
列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO
:17 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23 に 記 載 の
核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ
 ID NO:27 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33 に
記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:37 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39 に 記 載 の 核 酸 配
列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO
:43 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:49 に 記 載 の
核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ
 ID NO:53 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又
は そ の サ ブ 配 列 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 以 下 か ら 成 る 核 酸 か ら 構 成 さ れ る 発 現 カ セ ッ ト ：
　 （ i) SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID 
NO:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ
 ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な
く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持
つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持
つ 核 酸 、 も し く は 、
　 （ ii) 厳 格 条 件 下 で 下 記 の 配 列 か ら 成 る 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 ： SEQ ID NO:
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１  に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7 に 記 載 の 核 酸
配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:11 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17 に 記 載 の
核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ
 ID NO:21 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27 に
記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:31 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33 に 記 載 の 核 酸 配
列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO
:37 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43 に 記 載 の
核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ
 ID NO:47 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:49 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53 に
記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配
列 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 下 記 か ら 成 る 核 酸 か ら 構 成 さ れ た ベ ク タ ー ：
　 （ i) SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID 
NO:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ
 ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 又 は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な
く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 又 は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い
て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 又 は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持
つ 核 酸 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に お い て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持
つ 核 酸 、 も し く は 、
　 （ ii) 厳 格 条 件 下 で 下 記 の 配 列 か ら 成 る 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 ： SEQ ID NO:
１ に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:5 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7 に 記 載 の 核 酸 配
列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:
11 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17 に 記 載 の 核
酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ I
D NO:21 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27 に 記
載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:31 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33 に 記 載 の 核 酸 配 列
、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3
7 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43 に 記 載 の 核
酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ I
D NO:47 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:49 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53 に 記
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載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55 に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又 は そ の サ ブ 配 列
。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む ク ロ ー ニ ン グ 媒 介 物 ： こ の 中 の ク ロ ー ニ ン グ 媒 介 物
は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ォ ス ミ ド 、
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 あ る い は 人 工 ク ロ モ ゾ ー ム を 含 む 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス ‐ 関 連 ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 ５ ８ 記 載 の ク ロ ー ニ ン グ 媒 介 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 バ ク テ リ ア 人 工 ク ロ モ ゾ ー ム (BAC)、 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ P1-由 来 ベ ク タ ー
(PAC)、 酵 母 人 工 ク ロ モ ゾ ー ム (YAC)、 あ る い は 高 等 動 物 人 工 ク ロ モ ゾ ー ム (MAC)を 含 む 、
請 求 項 ５ ９ 記 載 の ク ロ ー ニ ン グ 媒 介 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 ベ ク タ ー を 含 む 形 質 変 換 細 胞 ： こ の 中 の ベ ク タ ー は 、 以 下 を 含 む ：
　 (i)　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID 
NO:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ
 ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53 の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少
な く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55 の 少 な く と も 約 100残 基 に わ
た り 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、  
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、 あ る い は 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、
　 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 決 定 さ れ る 。
　 (ii)　 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 以 下 の 核 酸 ：  SEQ ID NO:1と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:5と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:11と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 さ れ る
配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:17と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 さ れ
る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示
さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て
示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と
し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 以 下 を 含 む 形 質 変 換 細 胞 ：
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　 (i) SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID N
O:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ 
ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な
く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、  
SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:3
7、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り
、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、  
SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、
少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、  
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、
　 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 決 定 さ れ る 。
　 (ii) 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 以 下 の 核 酸 ：  SEQ ID NO:1と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:5と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:11と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 さ れ る
配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:17と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 さ れ
る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示
さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て
示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と
し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 該 細 胞 が 、 細 菌 、 高 等 動 物 細 胞 、 カ ビ 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 あ る い は 植 物 細 胞 を 含 む 、 請 求
項 ６ １ あ る い は ６ ２ の 形 質 変 換 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 以 下 を 含 む 形 質 変 換 動 物 ：  
　 (i) SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID N
O:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ 
ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な
く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た
り 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、  
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
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酸 配 列 、
　 こ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 決 定 さ れ る 。
　 (ii) 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 以 下 の 核 酸 ：  SEQ ID NO:1と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:5と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:11と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 さ れ る
配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:17と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 さ れ
る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示
さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て
示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と
し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 該 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 ６ ４ 記 載 の 非 ヒ ト 形 質 変 換 動 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 以 下 を 含 む 形 質 変 換 植 物 は ：
　 (i) SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID N
O:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ 
ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な
く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た
り 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、
　 こ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 決 定 さ れ る 。
　 (ii)　 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 以 下 の 核 酸 ： SEQ ID NO:1と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:5と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:11と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 さ れ る
配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:17と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 さ れ
る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示
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さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て
示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と
し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 該 植 物 が 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ポ テ ト 、 ト マ ト 、 小 麦 、 油 種 、 ア ブ ラ ナ 、 大 豆 、 あ る い は タ
バ コ で あ る 、 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 形 質 変 換 植 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 以 下 を 含 む 形 質 変 換 植 物 。
(i)　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO
:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ I
D NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た
り 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列  
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、
　 こ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 決 定 さ れ る ； あ
る い は
　 (ii)　 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 以 下 の 核 酸 ：  SEQ ID NO:1と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:5と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:11と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 さ れ る
配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:17と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 さ れ
る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示
さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て
示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と
し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 該 種 子 が 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ポ テ ト 、 ト マ ト 、 小 麦 、 油 種 、 ア ブ ラ ナ 、 大 豆 、 ヤ シ 、 ヒ マ
ワ リ 、 胡 麻 、 南 京 豆 、 あ る い は タ バ コ の 種 子 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 形 質 変 換 し た 種 子
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。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 以 下 の 核 酸 配 列 に 相 同 的 な 又 は 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ア ン チ セ ン ス  オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
(i)　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO
:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ I
D NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く
と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た
り 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は  SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、
　 こ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 決 定 さ れ る ； 、
あ る い は
(ii)　 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 以 下 の 核 酸 ：  SEQ ID NO:1 と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:5と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:11と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 さ れ る
配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:17と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 さ れ
る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示
さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て
示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と
し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 該 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 約 10－ 50、 20－ 60、 30－ 70、 40－ 80、 あ る い
は 60－ 100塩 基 長 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ 記 載 の ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 以 下 の 配 列 に 相 同 的 で あ る か 、 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス  オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 細 胞 へ の 投 与 、 あ る い は 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と を 含 め た 細 胞 中 の P450
メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 ：
　 (i)　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID 
NO:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ
 ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な
く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-512532 A 2005.5.12



:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た
り 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、
　 こ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 決 定 さ れ る ； あ
る い は 、
　 (ii)　 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 以 下 の 核 酸 ：  SEQ ID NO:1と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:5と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:11と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 さ れ る
配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:17と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 さ れ
る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配
列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ
配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示
さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て
示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の
サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と
し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 を 含 む ：  
(a)　 以 下 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
　 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID NO:12、 SEQ ID NO:1
4、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID 
NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54 の 少 な く と も 約 100残 基 に
わ た り 、 少 な く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、  
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:44、 あ る
い は SEQ ID NO:56の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ
ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:28の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:20の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は
(b)　 以 下 を 含 む 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ：
　 (i)　 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID 
NO:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ
 ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な
く と も 50％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO
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:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た
り 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は SEQ ID NO:35の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り
、 少 な く と も 70％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:27の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:19の 少 な く と も 約 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 、
　 こ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 に よ り 決 定 さ れ る ； あ
る い は 、
　 (ii)　 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 以 下 の 核 酸 ： SEQ ID NO:1と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:3と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
 SEQ ID NO:5と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:7と し て 示 さ れ る
配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、  SEQ ID NO:11と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:13と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:15と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、  SEQ ID NO:17と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:19と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:23と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:25と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:
27と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:29と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ
る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:31と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ 
ID NO:33と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:35と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:37と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、  SEQ ID NO:39と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:41と し て 示 さ
れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:43と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、  SEQ ID NO:45と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:47と し
て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:51と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:53と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、  SEQ ID NO:
55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 P450活 性 を 持 つ 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 該 P450活 性 が 、 モ ノ オ キ シ ゲ ネ ー シ ョ ン に 関 わ る 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換
え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 該 P450活 性 が 、 基 質 へ の 酸 素 の 取 り 込 み を 触 媒 す る こ と か ら 成 る 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 単
離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 脂 肪 族 あ る い は 芳 香 族 炭 素 の 水 酸 化 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の
単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 エ ポ キ シ 化 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 N-、 O-、 あ る い は S-脱 ア ル キ ル 化 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 単
離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、  脱 ハ ロ ゲ ン 化 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ８ １ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 酸 化 的 脱 ア ミ ノ 化 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換
え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 N-酸 化 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 N-水 酸 化 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 該 P450活 性 が 、 更 に 、 ス ル フ ォ キ シ ド の 形 成 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 単 離 あ る い は
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 該 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 が 、 更 に 、 ア ル ケ ン 基 質 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 単 離 あ る い
は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 該 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 が 、 更 に 、 キ ラ ル 産 物 を も 含 む 、 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 単 離 あ る い は
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 該 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 が 、 対 掌 選 択 的 で あ る 、 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 該 P450活 性 が 、 熱 に 安 定 で あ る 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 37－ 70℃ の 温 度 範 囲 を 含 む 条 件 に お い て P450活 性 を 保 持 す る 、 請
求 項 ８ ８ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 該 P450活 性 が 、 耐 熱 性 で あ る 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 37以 上 90 ℃ の 範 囲 の 温 度 に 曝 さ れ た 後 で も P450活 性 を 保 持 す る
、 請 求 項 ９ ０ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 約 37以 上 50 ℃ の 範 囲 の 温 度 に 曝 さ れ た 後 で も P450活 性 を 保 持 す る
、 請 求 項 ９ ０ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、  SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID
 NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SE
Q ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 200残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 50％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:44、 あ る
い は SEQ ID NO:56の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 60％ の 同 等 性 を 持 つ
ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:28の 少 な く と も 200残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:20の 少 な く と も 200残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID 
NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ
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 ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 300残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 50％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:44、 あ る
い は SEQ ID NO:56の 少 な く と も 300残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 60％ の 同 等 性 を 持 つ
ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:28の 少 な く と も 300残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:20の 少 な く と も 200残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ 記 載 の 単 離 、 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID 
NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ
 ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 400残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 50％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:44、 あ る
い は SEQ ID NO:56の 少 な く と も 400残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 60％ の 同 等 性 を 持 つ
ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:28の 少 な く と も 400残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は
　 SEQ ID NO:20の 少 な く と も 400残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ９ ４ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID
 NO:38、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ
る い は SEQ ID NO:54の 少 な く と も 500残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 50％ の 同 等 性 を 持
つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:44、 あ る い は SEQ ID NO:56の 少 な く と も 500残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く
と も 60％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:20の 少 な く と も 500残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 含 む 、 請 求 項 ９ ５ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID 
NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ
 ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 60％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、  
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:44、 あ る い は SEQ ID NO:5
6の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 70％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:28の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:20の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 95％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID 
NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ
 ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 70％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、  
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　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:44、 あ る い は SEQ ID NO:5
6の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:28の 少 な く と も 100 残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 95％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:20の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 98％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ９ ７ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID 
NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ
 ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 80％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:44、 あ る い は SEQ ID NO:5
6の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:28の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 98％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:20 の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 99％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ９ ８ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID 
NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ
 ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 90％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:44、 あ る い は SEQ ID NO:5
6の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 95％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:28 の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 99％ の 同 等 性 を 持 つ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ９ ９ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID 
NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ
 ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 50％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:44、 あ る い は SEQ ID NO:5
6の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 98％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む 、 請 求 項 １ ０ ０ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、  SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID
 NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SE
Q ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 98％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO
:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:44、 あ る い は SEQ ID NO:5
6の 少 な く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 99％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む 、 請 求 項 １ ０ １ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、  SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID
 NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SE
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Q ID NO:46、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は SEQ ID NO:54の 少 な
く と も 100残 基 の 領 域 に わ た り 、 少 な く と も 98％ の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請
求 項 １ ０ ２ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:2と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:4と し て 示 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:6と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:8と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:10と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:12と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:14と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:16と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:18と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:20と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:22と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:24と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:26と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:28と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:30と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:32と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:34と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:36と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:38と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:40と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:42と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:44と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:46と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:48と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:50と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:52と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:54と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:56と し て 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ３ 記 載 の 単 離 あ る い は 組 換 え ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 請 求 項 ７ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い た 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 該 P450活 性 が 、 約 37 ℃ に お い て 100－ 1,200ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 範 囲 の 比 活 性 を 持 つ
、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 該 P450活 性 が 、 500－ 1,000ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 範 囲 の 比 活 性 を 持 つ 、 請 求 項 １ ０ ６
の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 該 P450活 性 は 、 約 37 ℃ に お い て 500－ 700ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 範 囲 の 比 活 性 を 持 つ 、
請 求 項 １ ０ ７ 記 載 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 該 P450活 性 が 、  37 ℃ に お い て 750－ 1,000ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 範 囲 の 比 活 性 を 持 つ
、 請 求 項 １ ０ ７ 記 載 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 該 耐 熱 性 が 、 そ の 上 昇 さ れ た 温 度 で 加 熱 し た 後 、 37 ℃ に お け る 比 活 性 の 少 な く と も 半
分 を 保 持 す る こ と を 意 味 す る 、 請 求 項 ９ ０ 記 載 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 該 耐 熱 性 が 、 そ の 上 昇 さ れ た 温 度 で 加 熱 し た 後 、 37 ℃ に お け る 比 活 性 が 500－ 1,200 ユ
ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 範 囲 の 比 活 性 を 持 つ こ と を 意 味 す る 、 請 求 項 ９ ０ 記 載 の 単 離 ポ リ ペ
プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 少 な く と も 一 つ の グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 部 位 を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ 記 載
の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 該 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 部 位 が 、 N-結 合 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン で あ る 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の
単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
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　 該 P450が 、 P. pastorisあ る い は S. pombeで 発 現 さ れ た 後 に グ リ コ シ ル 化 さ れ る 、 請 求
項 １ １ ２ 記 載 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 pH 4.5－ 5を 含 む 条 件 下 で P450活 性 を 保 持 す る 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の
単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 pH 9.0、 pH 9.5、 あ る い は pH 10を 含 む 条 件 下 で P450活 性 を 保 持 す
る 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 請 求 項 ７ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 画 分 ： そ の タ ン パ ク 画 分 ポ リ ペ プ チ ド は
、 液 体 、 固 体 、 あ る い は ゲ ル を 含 む 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 請 求 項 ７ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ヘ テ ロ 二 量 体 及 び 第 二 の ド メ イ ン 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 第 二 の ド メ イ ン が 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ の ヘ テ ロ 二 量 体 は 、 融 合 タ ン パ ク で あ る 、
請 求 項 １ １ ８ 記 載 の ヘ テ ロ 二 量 体 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 第 二 の ド メ イ ン が 、 エ ピ ト ー プ (決 定 基 )で あ る 、 請 求 項 １ １ ８ 記 載 の ヘ テ ロ 二 量 体 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 第 二 の ド メ イ ン が 、 タ グ で あ る 、 請 求 項 １ １ ８ 記 載 の ヘ テ ロ 二 量 体 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 請 求 項 ６ ７ あ る い は 請 求 項 １ ０ ７ に 記 載 の 配 列 を 含 む P450活 性 を 持 つ
固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 細 胞 、 金 属 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 微 小 電 極 、 グ
ラ フ ァ イ ト 粒 子 、 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 プ レ ー ト 、 ア レ ー 、 あ る い は キ ャ ピ ラ リ ー 管 に 固 定 化 さ
れ る 、 請 求 項 １ ２ ２ 記 載 の 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 請 求 項 ７ ３ あ る い は 請 求 項 １ １ ８ 記 載 の 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ア レ ー 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 固 定 化 核 酸 を 含 む ア レ ー 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 請 求 項 ７ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 核 酸 に よ
り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 、 あ る い は 組 換 え 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル あ る い は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ２ ６ 記 載 の 単 離 、
あ る い は 組 換 え 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 請 求 項 ７ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 核 酸 に よ
り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 、 あ る い は 同 定 す る 方 法 ： (a)
請 求 項 １ ２ ６ 記 載 の 抗 体 を 与 え る ； (b)ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 与 え る 。 そ し て ； (
c)ス テ ッ プ (b)の サ ン プ ル を ス テ ッ プ (a)の 抗 体 と 、 そ の 抗 体 が そ の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的
に 結 合 で き る 条 件 に お い て 、 接 触 さ せ る 。 そ れ に よ り 、 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 単
離 、 あ る い は 同 定 す る 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 核 酸 、 あ る い は 請 求 項 ７ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 体 液 性 免 疫 応 答 を 起
こ す た め に 十 分 な 量 で 、 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 し 、 そ れ に よ り 、 抗 P450抗 体 を 作 製 す る こ と 含
む 、 抗 P450ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を 作 製 す る 方 法 、 。

10

20

30

40

50

(25) JP 2005-512532 A 2005.5.12



【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 ： (a)動 作 的 に プ ロ モ ー タ ー に
結 合 さ せ た 核 酸 を あ た え る ； そ の 核 酸 は 、 請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 含 む
、 そ し て ； (b)ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 で き る 条 件 に お い て 、 ス テ ッ プ (a)の 核 酸 を 発 現 さ せ 、
そ れ に よ り 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 宿 主 細 胞 を ス テ ッ プ (a)の 核 酸 で 形 質 変 換 さ せ 、 ス テ ッ プ (a)の 核 酸 を 発 現 さ せ 、 そ れ に
よ り 、 形 質 変 換 細 胞 に お い て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ３
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 ： (a)請 求 項 ７ ３ 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド を 与 え る ； (b)P450基 質 を 与 え る 。 そ し て ； (c)ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド 、
あ る い は 断 片 、 あ る い は そ れ ら の 変 種 と ス テ ッ プ (b)の 基 質 を 接 触 さ せ 、 基 質 量 の 減 少 、
あ る い は 反 応 産 物 の 増 加 を 測 定 す る 。 そ の 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 の 増 加 が 、 P4
50活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 該 基 質 が ア ル ケ ン で あ る 、 請 求 項 １ ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450基 質 の 同 定 法 ： (a) 請 求 項 74記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は  
請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る
； (b)試 験 基 質 を 与 え る 。 そ し て ； (c)ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド と ス テ ッ プ (b)の 基 質 を
接 触 さ せ 、 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 の 増 加 を 測 定 す る 。 そ の 基 質 量 の 減 少 、 あ る
い は 反 応 産 物 の 増 加 が 、 P450基 質 と し て 、 試 験 基 質 を 同 定 す る 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む 試 験 化 合 物 が 特 異 的 に ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る か を 調 べ る 方 法 ： (a
)あ る 核 酸 又 は そ の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 、 そ の 核 酸 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 が な さ れ る
条 件 に お い て 、 発 現 さ せ る 。 そ の 核 酸 は 、 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 持 つ 。 あ
る い は 請 求 項 ７ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る ； (b)試 験 化 合 物 を 与 え る ； (c)そ の ポ リ ペ
プ チ ド と そ の 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る ； そ し て 、 (d)ス テ ッ プ (b)の 試 験 化 合 物 が 、 そ の ポ
リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る か を 調 べ る 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450活 性 の 調 節 因 子 を 同 定 す る 方 法 ： (a)請 求 項 74記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 、 あ る い は 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る
； (b)試 験 化 合 物 を 与 え る ； (c)ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド と ス テ ッ プ (b)の 試 験 化 合 物 を
与 え 、 P450活 性 を 測 定 す る 。 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 に お け る P450活 性 と 存 在 下 に お け る 活
性 の 変 化 は 、 試 験 化 合 物 に よ る P450活 性 調 節 の 測 定 値 を 与 え る 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 該 P450活 性 は 、 P450基 質 を 与 え る こ と に よ り 測 定 さ れ 、 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産
物 の 増 加 、 又 は 基 質 量 の 増 加 、 あ る い は 反 応 産 物 の 減 少 を 測 定 す る 、 請 求 項 １ ３ ７ の 方 法
。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 試 験 基 質 の 存 在 下 に お け る 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 の 増 加 を 、 試 験 基 質 の 非 存
在 下 に お け る 基 質 、 あ る い は 反 応 産 物 の 量 と 比 較 し て そ の 試 験 化 合 物 が P450基 質 の 活 性 化
因 子 と し て 同 定 す る 、 請 求 項 １ ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 試 験 基 質 の 存 在 下 に お け る 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 の 増 加 を 、 試 験 基 質 の 非 存
在 下 に お け る 基 質 、 あ る い は 反 応 産 物 の 量 と 比 較 し て そ の 試 験 化 合 物 が P450基 質 の 阻 害 因
子 と し て 同 定 す る 、 請 求 項 １ ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
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　 処 理 装 置 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 及 び こ の 中 で ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 核 酸 の 配 列
を 保 存 し た デ ー タ ー 保 存 装 置 と 言 わ れ る デ ー タ ー 保 存 装 置 ： そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 請 求 項
７ ３ 記 載 の 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 み 、 そ の 核 酸 は 、 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３
９ 記 載 の 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 む 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ 及 び そ の 中 に 少 な く と も 一 つ の 保 存 さ れ て い る 対 照 配 列 を 持 つ デ ー
タ ー 保 存 装 置 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ４ １ 記 載 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
　 そ の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ポ リ モ ル フ ィ ズ ム を 示 す コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 含
む 、 請 求 項 １ ４ １ 記 載 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
　 該 配 列 に 関 す る 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る 同 定 装 置 を 更 に 含 む 、 請 求 項
１ ４ ２ 記 載 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 あ る い は 核 酸 配 列 を 保 存 し て い る コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体 ： ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 又 は 核 酸 配 列 は 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 む 、
そ の 核 酸 配 列 は 、 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 む
。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む あ る 配 列 の 持 つ あ る 特 徴 を 同 定 す る た め の 方 法 ： (a)あ る 配 列 に お
け る 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用 し て そ の 配 列 を
読 む 。 そ の 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 核 酸 配 列 を 含 み 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 請
求 項 ７ ３ 記 載 の 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 み 、 そ の 核 酸 配 列 は 、 請 求 項 １ 又 は
請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 む ； そ し て 、 (b)そ の コ ン ピ ュ ー
タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用 し て そ の 配 列 に お け る 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む 最 初 の 配 列 と 二 番 目 の 配 列 を 比 較 す る 方 法 ： (a)最 初 と 二 番 目 の 配
列 を 、 配 列 を 比 較 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用 し て 読 む 。 そ の 最 初 の 配 列 は 、 ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 、 あ る い は 核 酸 配 列 を 含 み 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の
配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 み 、 そ の 核 酸 配 列 は 、 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載
の 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 む ； そ し て 、 (b)そ の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム
を 利 用 し て 、 最 初 と 二 番 目 の 配 列 間 の 相 違 を 調 べ る 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
  最 初 と 二 番 目 の 配 列 間 の 相 違 を 調 べ る ス テ ッ プ は 、 ポ リ モ ル フ ィ ズ ム を 同 定 す る ス テ ッ
プ を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 配 列 に お け る 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る 同 定 装 置 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １
４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
　 最 初 の 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 利 用 し て 読 み 、 そ の 配 列 に お け る 一 つ 、 あ る
い は そ れ 以 上 の 特 徴 を 同 定 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む 環 境 サ ン プ ル に 由 来 す る P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た
核 酸 を 単 離 、 あ る い は 回 収 す る 方 法 ： (a)P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸
を 増 幅 す る た め の 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア ー を 与 え る 。 そ の プ ラ イ マ ー ペ ア ー は 、 SEQ ID
 NO:1、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID 
NO:13、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:19、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:23、 SEQ
 ID NO:25、 SEQ ID NO:27、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:35
、 EQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO
:47、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID NO:55、 あ る い は そ れ ら の サ
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ブ 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る ； (b)環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る か 、 あ る い は 環 境
サ ン プ ル 中 の 核 酸 が 、 増 幅 プ ラ イ マ ー ペ ア ー に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に 接 近 で き る よ う
に そ の 環 境 サ ン プ ル を 処 理 す る ； そ し て 、 (c)ス テ ッ プ (b)の 核 酸 と ス テ ッ プ (a)の 増 幅 プ
ラ イ マ ー ペ ア ー を 混 合 し 、 環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 増 幅 す る 。 そ れ に よ り 、 環 境 サ ン プ ル
に 由 来 す る P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 単 離 又 は 回 収 す る 。  
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 各 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO
:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID 
NO:19、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:27、 SEQ ID NO:29、 SEQ
 ID NO:31、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:41
、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 SEQ ID N
O:53、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 の 少 な く と も 10～ 50
連 続 塩 基 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 、 請 求 項 １ ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む 環 境 サ ン プ ル に 由 来 す る P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た
核 酸 を 単 離 、 あ る い は 回 収 す る 方 法 ： (a)請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 、 あ る
い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  プ ロ ー ブ を 与 え る ； (b)環 境 サ ン プ ル か ら
核 酸 を 単 離 す る か 、 あ る い は 環 境 サ ン プ ル 中 の 核 酸 が 、 ス テ ッ プ (a)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  プ
ロ ー ブ ー に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に 接 近 で き る よ う に そ の 環 境 サ ン プ ル を 処 理 す る ； (c
)単 離 し た 核 酸 、 あ る い は 処 理 を 施 し た ス テ ッ プ (b)の 環 境 サ ン プ ル を ス テ ッ プ (a)の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド  プ ロ ー ブ と 混 合 す る ； そ し て 、 (d)ス テ ッ プ (b)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  プ ロ ー
ブ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 単 離 す る 。 そ れ に よ り 、 環 境 サ ン プ ル か ら エ ポ キ
シ ド ヒ ド ロ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 環 境 サ ン プ ル は 、 液 体 サ ン プ ル 、 土 壌 サ ン プ ル 、 空 気 サ ン プ ル 、 あ る い は 生 物 学 的 サ ン
プ ル を 含 む 、 請 求 項 １ ５ １ あ る い は 請 求 項 １ ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 細 菌 細 胞 、 原 生 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 カ ビ 細 胞 、 あ る
い は 高 等 動 物 細 胞 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ５ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 の 変 種 を 作 製 す る 方
法 ： (a)請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 含 む 鋳 型 核 酸 を 与 え る ； そ し て 、 (b)鋳
型 核 酸 の 変 種 を 作 製 す る た め に 、 そ の 鋳 型 核 酸 に お け る 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の ヌ ク レ
オ チ ド を 修 飾 、 削 除 、 又 は 付 加 、 あ る い は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 修 飾 す る 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 P450ポ リ ペ プ チ ド 変 種 を 作 製 す る た め に 、 変 種 核 酸 を 発 現 さ せ る こ と を も 含 む 、 請 求 項
１ ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】
　 修 飾 、 挿 入 又 は 削 除 は 、 エ ラ ー プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指
向 変 異 法 、 ア セ ン ブ リ ー PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 法 、 イ ン ビ ボ 変 異 法 、 カ セ ッ ト 変 異 法
、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 部 位 特 異 的 変 異 法 、 遺 伝 子 再
集 合 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法 (GSSM)、 合 成 結 合 再 集 合 (SLR)、 及 び そ れ ら の 方 法 の 組 み 合
わ せ に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
　 修 飾 、 挿 入 又 は 削 除 は 、 リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 再 帰 的 な 配 列 リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 フ ォ
ス フ ォ チ オ エ イ ト DNA 変 異 法 、 ウ ラ シ ル 含 有 テ ン プ レ ー ト 変 異 法 、 ギ ャ ッ プ デ ュ プ レ ッ ク
ス 変 異 法 、 ポ イ ン ト ミ ス マ ッ チ リ ペ ア ー 変 異 法 、 リ ペ ア ー 欠 損 宿 主 変 異 法 、 化 学 変 異 法 、
放 射 線 変 異 法 、 デ リ ー シ ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ ク シ ョ ン /セ レ ク シ ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ
ク シ ョ ン /ピ ュ ー リ フ ィ ケ ー シ ョ ン 変 異 法 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 キ メ
ラ 遺 伝 子 重 合 体 の 創 製 及 び そ れ ら の 方 法 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６
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記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 エ ラ ー プ ロ ー ン PCRに よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 向 変 異 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項
１ ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 ア セ ン ブ リ ー PCRに よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 セ ク シ ュ ア ル PCR 変 異 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 イ ン ビ ボ 変 異 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 カ セ ッ ト 変 異 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５
６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ８ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５
６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ９ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 部 位 特 異 的 変 異 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ０ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 遺 伝 子 再 集 合 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ７ １ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 合 成 結 合 再 集 合 （ SLR） に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ２ 】
　 修 飾 、 挿 入 、 又 は 削 除 は 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法 （ GSSM） に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項
１ ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ３ 】
　 そ の 方 法 は 、 鋳 型 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド に 比 べ て 、 P450が 変 化 し た
又 は 異 な る 活 性 を 持 つ ま で 、 あ る い は そ の 安 定 性 が 変 化 又 は 異 な る ま で 繰 り 返 さ れ る 、 請
求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ４ 】
　 P450ポ リ ペ プ チ ド 変 種 は 、 耐 熱 性 で あ り 、 上 昇 し た 温 度 に 曝 さ れ た 後 で い く ら か の 活 性
を 保 持 し て い る 、 請 求 項 １ ７ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ５ 】
　 P450ポ リ ペ プ チ ド 変 種 は 、 鋳 型 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た P450に 比 べ て 、 グ リ コ シ ル 化 の
度 合 い が 高 い 、 請 求 項 １ ７ ３ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ７ ６ 】
　 P450ポ リ ペ プ チ ド 変 種 は 、 高 温 に お い て も P450活 性 を 持 つ 。 鋳 型 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ
て い る P450は 、 そ の よ う な 高 温 に お い て 活 性 を 示 さ な い 、 請 求 項 １ ７ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ７ 】
　 そ の 方 法 は 、 P450を コ ー ド し て い る 配 列 が 鋳 型 核 酸 に 比 べ て 、 異 な っ た コ ド ン 使 用 を 持
つ ま で 繰 り 返 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ８ 】
　 そ の 方 法 は 、 鋳 型 核 酸 に 比 べ て 、 P450遺 伝 子 の メ ッ セ ー ジ が よ り 高 い 、 又 は 低 い 発 現 、
あ る い は 安 定 性 を 示 す ま で 繰 り 返 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ９ 】
　 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 の 宿 主 に お け る 発 現 を 促 進 さ せ る た め の
コ ド ン 修 飾 法 ： そ の 方 法 は 、 次 の ス テ ッ プ を 含 む ： (a)請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載
の 配 列 を 含 む P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 与 え る ； そ し て 、 (b)ス テ
ッ プ (a)の 核 酸 に お け る 全 く 好 ま し く な い 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド ン を 同 定 し
、 そ れ ら を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 好 ま し い 、 あ る い は 天 然 に 使 用 さ れ て い る コ ド ン を
置 換 コ ド ン と し て 置 き 換 え る 。 好 ま し い コ ド ン と は 、 宿 主 に お け る 遺 伝 子 の 配 列 中 に 過 剰
発 現 さ れ て い る コ ド ン で あ り 、 又 、 全 く 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド ン と は 、 宿 主
に お い て コ ー ド さ れ て い る 配 列 中 に 過 小 発 現 さ れ て い る コ ド ン で あ る 。 そ れ に よ り 、 宿 主
に お け る 発 現 を 促 進 す る た め の 核 酸 修 飾 が 施 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ８ ０ 】
　 P450ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 の コ ド ン を 修 飾 す る 方 法 ： そ の 方 法 は 、 次 の ス テ ッ
プ を 含 む ： (a)請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 含 む P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド し た 核 酸 を 与 え る ； そ し て 、 (b)ス テ ッ プ (a)の コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ を 同 じ ア ミ ノ
酸 を コ ー ド す る 異 な る コ ド ン を 置 換 コ ド ン と し て 置 き 換 え る 。 そ れ に よ り 、 P450コ ー ド し
た 核 酸 を 修 飾 す る 。
【 請 求 項 １ ８ １ 】
　 P450ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 の 宿 主 に お け る 発 現 を 促 進 さ せ る た め の コ ド ン 修 飾
法 ： そ の 方 法 は 、 次 の ス テ ッ プ を 含 む ： (a)請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ に お い て 示 す よ う な
配 列 を 含 む P450ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 与 え る ； そ し て 、 (b)ス テ ッ プ (a)の 核 酸
に お け る 全 く 好 ま し く な い 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ ら を 同 じ
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 好 ま し い 、 あ る い は 天 然 に 使 用 さ れ て い る コ ド ン を 置 換 コ ド ン と し
て 置 き 換 え る 。 好 ま し い コ ド ン と は 、 宿 主 に お け る 遺 伝 子 の 配 列 中 に 過 剰 発 現 さ れ て い る
コ ド ン で あ り 、 又 全 く 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド ン と は 、 宿 主 に お い て コ ー ド さ
れ て い る 配 列 中 に 過 小 発 現 さ れ て い る コ ド ン で あ る 。 そ れ に よ り 、 宿 主 に お け る 発 現 を 促
進 す る た め の 核 酸 修 飾 が 施 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ８ ２ 】
　 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 の 宿 主 に お け る 発 現 を 減 少 さ せ る た め の
コ ド ン 修 飾 法 ： そ の 方 法 は 、 次 の ス テ ッ プ を 含 む ： (a)請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ に お い て
示 す よ う な 配 列 を 含 む P450ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 与 え る ； そ し て 、 (b)ス テ ッ
プ (a)の 核 酸 に お い て 、 少 な く と も 一 つ 、 好 ま し い コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ ら を 同 じ ア ミ ノ
酸 を コ ー ド す る 全 く 好 ま し く な い か 、 あ る い は よ り 好 ま し く な い コ ド ン を 置 換 コ ド ン と し
て 置 き 換 え る 。 好 ま し い コ ド ン と は 、 宿 主 に お け る 遺 伝 子 の 配 列 中 に 過 剰 発 現 さ れ て い る
コ ド ン で あ り 、 又 全 く 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド ン と は 、 宿 主 に お い て コ ー ド さ
れ て い る 配 列 中 に 過 小 発 現 さ れ て い る コ ド ン で あ る 。 そ れ に よ り 、 宿 主 に お け る 発 現 を 減
少 さ せ る た め の 核 酸 修 飾 が 施 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ８ ３ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 細 菌 細 胞 、 カ ビ 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 、 あ る い は 高 等 動 物
細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ８ １ あ る い は 請 求 項 １ ８ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ４ 】
　 多 数 の 修 飾 P450活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド し た 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 法 ： そ
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の 修 飾 さ れ た 活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 と は 、 初 期 活 性 部 位 、 あ る い は 初 期 基 質 結 合 部 位
を コ ー ド し た 配 列 を 含 む 初 期 核 酸 に 由 来 す る 。 そ の 方 法 は 、 次 の ス テ ッ プ を 含 む ： (a)初
期 活 性 部 位 又 は 初 期 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 初 期 核 酸 を 与 え る 。 そ の 初 期 核 酸 と は 、 SE
Q ID NO:1、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ
 ID NO:13、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:19、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:23
、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:27、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID N
O:35、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:45、 SEQ 
ID NO:47、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配
列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 に 、 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 み 、 そ の
核 酸 は 、 P450の 活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド し て い る 。 (b)初 期 核 酸 に お け る 多 数
の 標 的 コ ド ン に 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 に よ る 変 異 を コ ー ド し た 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 集 団 を 与 え る ； そ し て 、 (c)変 異 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 コ ド ン に お い て 、 ア ミ ノ 酸 変 種 の 並
び を コ ー ド し て い る 活 性 部 位 又 は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド し た 変 種 核 酸 を 作 製 す る た め に そ
の 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 集 団 を 利 用 す る 。
【 請 求 項 １ ８ ５ 】
　 至 適 化 指 向 変 異 シ ス テ ム を 含 む 方 法 に よ り 、 ス テ ッ プ (a)の 初 期 核 酸 を 変 異 さ せ る こ と
を 含 む 、 請 求 項 １ ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ６ 】
　 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法 (GSSM)に よ り 、 ス テ ッ プ (a)の 初 期 核 酸 を 変 異 さ せ る こ と を 含 む
、 請 求 項 １ ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ７ 】
　 合 成 結 合 再 集 合 (SLR)に よ り 、 ス テ ッ プ (a)の 初 期 核 酸 を 変 異 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項
１ ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ８ 】
　 エ ラ ー プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 向 変 異 法 、 ア セ ン ブ リ ー P
CR、 セ ク シ ュ ア ル PCR 変 異 法 、 イ ン ビ ボ 変 異 法 、 カ セ ッ ト 変 異 法 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変
異 法 、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 部 位 特 異 的 変 異 法 、 遺 伝 子 再 集 合 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変
異 法 (GSSM)、 合 成 結 合 再 集 合 (SLR)及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 ス テ ッ プ (a)の 初 期
核 酸 、 変 種 を 変 異 さ せ る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ９ 】
　 リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 再 帰 的 な 配 列 リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 フ ォ ス フ ォ チ オ エ イ ト DNA 変
異 法 、 ウ ラ シ ル 含 有 テ ン プ レ ー ト 変 異 法 、 ギ ャ ッ プ デ ュ プ レ ッ ク ス 変 異 法 、 ポ イ ン ト ミ ス
マ ッ チ リ ペ ア ー 変 異 法 、 リ ペ ア ー 欠 損 宿 主 変 異 法 、 化 学 変 異 法 、 放 射 線 変 異 法 、 デ リ ー シ
ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ ク シ ョ ン /セ レ ク シ ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ ク シ ョ ン ー ピ ュ ー リ フ ィ
ケ ー シ ョ ン 変 異 法 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 キ メ ラ 遺 伝 子 重 合 体 の 創 製 及
び そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 の 方 法 に よ っ て 、 ス テ ッ プ (a)の 初 期 核 酸 あ る い は 変 種 を 変 異 さ
せ る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ０ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む 低 分 子 の 作 製 法 ： (a)小 分 子 を 合 成 又 は 修 飾 で き る 多 数 の 生 合 成 酵
素 を 与 え る 。 そ れ ら 酵 素 の 一 つ は 、 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 に コ ー
ド さ れ た P450を 含 む ； (b)ス テ ッ プ (a)の 酵 素 の 少 な く と も 一 つ に 対 す る 基 質 を 与 え る ； そ
し て 、 (c)一 連 の 生 体 触 媒 反 応 に よ り 、 小 分 子 を 産 生 す る 多 数 の 生 体 触 媒 反 応 を 容 易 に す
る 条 件 に お い て 、 ス テ ッ プ (b)の 基 質 と 酵 素 を 反 応 さ せ る 。
【 請 求 項 １ ９ １ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む 小 分 子 の 修 飾 法 ： (a)P450酵 素 を 与 え る 。 そ の 酵 素 は 、 請 求 項 ７ ３
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 あ る い は 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 に
コ ー ド さ れ て い る ； (b)小 分 子 を 与 え る ； そ し て 、 (c)P450酵 素 に よ り 触 媒 さ れ る 酵 素 反 応
が 容 易 に 起 こ る 条 件 に お い て 、 ス テ ッ プ (a)の 酵 素 と ス テ ッ プ (b)の 小 分 子 を 反 応 さ せ る 。
【 請 求 項 １ ９ ２ 】
　 ス テ ッ プ (a)の 酵 素 に 対 す る 多 数 の 小 分 子 基 質 を 更 に 含 む 。 そ れ に よ り 、 そ の P450酵 素
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に よ り 触 媒 さ れ る 少 な く と も 酵 素 反 応 一 つ の に よ り 産 生 さ れ る 修 飾 小 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー
を 作 製 す る 、 請 求 項 １ ９ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ３ 】
　 多 数 の 酵 素 反 応 に よ り 産 生 さ れ た 修 飾 小 分 子 の 修 飾 小 分 子 を 作 製 す る た め に 、 そ の 酵 素
に よ る 多 数 の 生 体 触 媒 反 応 が 容 易 に 起 こ る 条 件 に お い て 、 多 数 の 付 加 的 な 酵 素 を 更 に 含 む
、 請 求 項 １ ９ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ４ 】
　 好 ま し い 活 性 を 持 つ あ る 特 定 の 修 飾 小 分 子 が ラ イ ブ ラ リ ー に 存 在 す る か を 調 べ る た め の
ラ イ ブ ラ リ ー を 試 験 す る ス テ ッ プ を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ９ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ５ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー を 試 験 す る そ の ス テ ッ プ は 、 好 ま し い 活 性 を 持 つ 特 定 の 修 飾 小 分 子 の 存 否
を 一 部 の 修 飾 小 分 子 を 調 べ る こ と に よ り 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー の 多 数 の 修 飾 小 分 子 の 一 部 を
産 生 す る た め に 使 わ れ る 生 体 触 媒 反 応 の 一 つ を 除 く 全 て を 系 統 的 に 削 除 す る ス テ ッ プ を 更
に 含 み 、 好 ま し い 活 性 の 特 定 の 修 飾 小 分 子 を 産 生 す る 少 な く と も 一 つ の 特 別 な 生 体 触 媒 反
応 を 同 定 す る 、 請 求 項 １ ９ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ６ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450酵 素 の 機 能 断 片 を 決 定 す る 方 法 ： (a)P450酵 素 を 与 え る 。 そ の
酵 素 は 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 あ る い は 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載
の 配 列 を 含 む 核 酸 に コ ー ド さ れ て い る ； そ し て 、 (b)ス テ ッ プ (a)の 配 列 か ら 多 数 の ア ミ ノ
酸 残 基 を 削 除 し 、 P450活 性 を 残 る サ ブ 配 列 に つ い て 調 べ る 。 そ れ に よ り 、 P450酵 素 の 機 能
断 片 を 決 定 す る 。
【 請 求 項 １ ９ ７ 】
　 P450活 性 は 、 P450酵 素 基 質 を 与 え る こ と に よ り 測 定 し 、 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 生
成 物 の 増 加 を 検 出 す る 、 請 求 項 １ ９ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ８ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む リ ア ル タ イ ム 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 析 に よ る 新 規 、 あ る い は 修 飾 表 現 型
の 全 細 胞 エ ン ジ ニ ア リ ン グ の 方 法 ： (a)細 胞 の 遺 伝 的 組 成 を 修 飾 す る こ と に よ り 、 細 胞 を
修 飾 す る 。 そ の 遺 伝 的 組 成 は 、 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 細 胞 に 添
加 す る こ と に よ り 修 飾 さ れ る ； (b)多 数 の 修 飾 細 胞 を 得 る た め に 、 そ の 修 飾 細 胞 を 培 養 す
る ；  (c)リ ア ル タ イ ム で ス テ ッ プ (b)の 細 胞 培 養 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 少 な く と も
一 つ の 代 謝 パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る ； そ し て 、 (d)同 様 の 条 件 で 、 そ の 測 定 パ ラ メ ー タ ー
が 、 非 修 飾 細 胞 の 比 較 で き る 測 定 値 と 異 な る か を 調 べ る た め に 、 ス テ ッ プ (c)の デ ー タ ー
を 分 析 す る 。 そ れ に よ り 、 即 時 流 量 実 時 間 分 析 に よ る そ の 細 胞 に お け る 修 飾 表 現 型 の 同 定
が な さ れ る 。
【 請 求 項 １ ９ ９ 】
　 そ の 細 胞 の 遺 伝 的 組 成 は 、 そ の 細 胞 に お け る 配 列 の 削 除 、 あ る い は 修 飾 を 含 む 方 法 に よ
っ て 、 あ る い は 遺 伝 子 の 発 現 を ノ ッ ク ア ウ ト す る こ と に よ っ て 修 飾 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ０ 】
　 新 規 に エ ン ジ ニ ア さ れ た 表 現 型 を 持 つ 細 胞 を 選 別 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ９ ８ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ １ 】
　 そ の 選 別 さ れ た 細 胞 を 培 養 し 、 そ れ に よ り 、 新 規 に エ ン ジ ニ ア さ れ た 表 現 型 を 持 つ 細 胞
を 作 製 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ２ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む ア ル ケ ン を 加 水 分 解 す る 方 法 ： (a)P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を
与 え る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 あ る い は 請 求 項
１ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 含 む 核 酸 に コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ； (b)ア
ル ケ ン を 含 む 組 成 を 与 え る ； そ し て 、 (c)そ の ポ リ ペ プ チ ド が オ キ シ ゲ ナ ー ゼ と し て ア ル
ケ ン に 作 用 す る 条 件 下 、 ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド と ス テ ッ プ (b)の 組 成 を 反 応 さ せ る 。
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【 請 求 項 ２ ０ ３ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む 好 ま し い キ ラ ル 化 合 物 を 産 生 す る 方 法 ： (a)立 体 選 択 的 P450活 性 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 P450酵 素 を 与 え る 。 そ の 酵 素 は 、 請 求
項 ７ ３ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 あ る い は 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 含 む
核 酸 に コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ； (b)P450基 質 を 含 む 組 成 を 与 え る ； (c)そ の
ポ リ ペ プ チ ド が 、 P450基 質 を キ ラ ル エ ポ キ シ ド へ の 変 換 を 触 媒 す る 条 件 に お い て 、 ス テ ッ
プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド と ス テ ッ プ (b)の 組 成 を 反 応 さ せ る ； そ し て 、 (d)そ の キ ラ ル エ ポ キ
シ ド を キ ラ ル 化 合 物 に 変 換 す る 。
【 請 求 項 ２ ０ ４ 】
　 該 キ ラ ル 化 合 物 が 、 ジ オ ー ル 、 ア ミ ノ ア ル コ ー ル 、 あ る い は 分 枝 ア ル キ ル 鎖 残 基 を 含 む
、 請 求 項 ２ ０ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ５ 】
　 該 キ ラ ル 産 物 が 、 抗 生 物 質 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ６ 】
　 P450活 性 ポ リ ペ プ チ ド の 耐 熱 性 、 あ る い は 熱 安 定 性 を 増 加 さ せ る 方 法 、  P450ポ リ ペ プ
チ ド を グ リ コ シ ル 化 す る 方 法 ： そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 配 列 の 少 な く と も
30の 隣 接 配 列 、 あ る い は 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 配 列 を 持 つ 核 酸 に コ ー ド さ れ て い
る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 そ れ に よ り 、 P450活 性 ポ リ ペ プ チ ド の 耐 熱 性 、 あ る い は 熱 安 定 性
を 増 加 さ せ る 。
【 請 求 項 ２ ０ ７ 】
　 P450の 比 活 性 は 約 37～ 90 ℃ の 範 囲 の 温 度 で 熱 安 定 あ る い は 耐 熱 性 で あ る 、 請 求 項 ２ ０
６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ８ 】
　 請 求 項 １ あ る い は 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 核 酸 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 、 少 な く と も 50
％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 を 持 つ 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 発 現 さ せ る こ と を 含 ん だ 、 あ
る 細 胞 に お い て 組 換 え P450ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 発 現 さ せ る 方 法 ： そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列
比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い た 分 析 あ る い は 視 覚 的 検 索 に よ り 決 定 さ れ る 。 過 剰 発 現 は 、 高 い
活 性 を 持 つ プ ロ モ ー タ ー 、 ジ シ ス ト ロ ニ ッ ク  ベ ク タ ー の 利 用 あ る い は そ の ベ ク タ ー の 遺
伝 子 増 幅 に よ り 影 響 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ０ ９ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む エ ポ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 む 細 胞 を 選 別 す る 増 殖 を
基 に し た 方 法 ： (a)多 数 の 細 胞 を 与 え る 。 そ の 細 胞 は 、 増 殖 に 必 要 な 組 成 を 欠 い て い る ； (
b)前 駆 体 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り 、 そ の 細 胞 の 増
殖 に 必 要 な 組 成 に 変 換 さ れ る こ と が で き 、 そ の 必 須 組 成 は 、 そ の 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る エ
ポ キ シ ド を 含 む は ず で あ る ； (c)そ の エ ポ キ シ ド を 欠 い て い る 培 地 中 で そ の 細 胞 を 培 養 し
、 ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 あ る い は 基 質 を 加 え る ； そ し て 、 (d)細 胞 の 増 殖 を ス ク リ ー ン す る
。 刺 激 さ れ た ク ロ ー ン の 増 殖 に お け る 細 胞 が 、 そ の 前 駆 体 あ る い は 基 質 を エ ポ キ シ ド を 含
む 組 成 に 変 換 で き る P450を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 ん で い る も の と し て 同 定 さ れ る 。 そ れ
に よ り 、 P450を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 む 細 胞 を 選 別 す る 。  
【 請 求 項 ２ １ ０ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450を コ ー ド し て い る 核 酸 を 選 別 す る 増 殖 を 基 に し た 方 法 ： (a)ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 を 与 え る ； (b)前 駆 体 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆
体 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り 、 そ の 細 胞 の 増 殖 に 必 要 な 組 成 に 変 換 さ れ る こ と が で き 、
そ の 必 須 組 成 は 、 そ の 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る エ ポ キ シ ド を 含 む は ず で あ る ； (c)多 数 の 細
胞 を 与 え る 。 そ の 細 胞 は 、 ス テ ッ プ (b)の 組 成 を 作 れ な い ； (d)そ の 核 酸 を 細 胞 へ 導 入 し 、
細 胞 を 、 そ の 核 酸 が 発 現 さ れ 、 コ ー ド し て い る ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 条 件 に お い て 、
増 殖 さ せ る 。 そ の 細 胞 を 、 増 殖 に 必 須 な エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 を 欠 い て い る 培 地 中 で 増 殖
さ せ 、 ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 あ る い は 基 質 を 添 加 す る ； そ し て 、 (e)増 殖 を ス ク リ ー ン す る
。 刺 激 さ れ た ク ロ ー ン の 増 殖 に お け る 細 胞 が 、 そ の 前 駆 体 あ る い は 基 質 を エ ポ キ シ ド を 含
む 組 成 に 変 換 で き る P450を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 ん で い る も の と し て 同 定 さ れ る 。 そ れ
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に よ り 、 P450を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 む 細 胞 を 選 別 す る 。
【 請 求 項 ２ １ １ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450を コ ー ド し て い る 核 酸 を 同 定 す る 方 法 ： (a)核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー
を 与 え る ； (b)前 駆 体 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り 、
そ の 細 胞 の 増 殖 に 必 要 な 組 成 に 変 換 さ れ る こ と が で き 、 そ の 必 須 組 成 は 、 そ の 細 胞 の 増 殖
を 誘 導 す る エ ポ キ シ ド を 含 む は ず で あ る ； (c)多 数 の 細 胞 を 与 え る 。 そ の 細 胞 は 、 ス テ ッ
プ (b)の 組 成 を 作 れ な い ； (d)そ の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 細 胞 に 導 入 し 、 そ の 細
胞 を 、 増 殖 に 必 須 な エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 を 欠 い て い る 培 地 中 で 増 殖 さ せ る ； (e)ス テ ッ
プ (b)の 前 駆 体 あ る い は 基 質 を そ の 培 養 に 添 加 す る ； (f)増 殖 し て い る 細 胞 を 選 別 し 、 ス テ
ッ プ (d)の 挿 入 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 同 定 す る 。 そ の 細 胞 は 、 そ の 前 駆 体 を 酵
素 的 に 増 殖 に 必 須 な エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 に 変 換 す る こ と に よ り 、 増 殖 さ せ る こ と が で き
、 そ の 酵 素 は 、 そ の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー に よ り コ ー ド さ れ て い る 。 そ れ に よ り
、 P450を コ ー ド し て い る 核 酸 を 同 定 す る 。
【 請 求 項 ２ １ ２ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450を コ ー ド し た 核 酸 を 含 む 細 胞 の 選 別 法 ： (a)エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ
ラ ー ゼ を 含 む 多 数 の 細 胞 を 与 え る 。 そ の 細 胞 は 、 増 殖 に 必 要 な 組 成 を 欠 い て い る ； (b)前
駆 体 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り エ ポ キ シ ド に 変 換 す
る こ と が で き 、 そ の エ ポ キ シ ド は 、 エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ に よ り そ の 細 胞 の 増 殖 に 必 要
な 組 成 に 変 換 さ せ る こ と が で き る ； (c)増 殖 に 必 要 な エ ポ キ シ ド 及 び 組 成 を 欠 い て い る 培
地 中 で そ の 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 あ る い は 基 質 を そ の 培 養 に 添 加 す る ；
そ し て 、 (d)細 胞 の 増 殖 を ス ク リ ー ン す る 。 刺 激 さ れ た ク ロ ー ン の 増 殖 に お け る 細 胞 が 、
そ の 前 駆 体 あ る い は 基 質 を エ ポ キ シ ド に 変 換 で き る P450を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 ん で い
る も の と し て 同 定 さ れ る 。 そ れ に よ り 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ P450を コ ー ド し て い る
核 酸 を 含 む 細 胞 を 選 別 す る 。
【 請 求 項 ２ １ ３ 】
　 次 の ス テ ッ プ を 含 む P450を コ ー ド し た 核 酸 を 含 む 細 胞 の 細 胞 増 殖 を 基 に し た 選 別 法 ： (a
)ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 を 与 え る ； (b)前 駆 体 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前
駆 体 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り 、 そ の 細 胞 の 増 殖 に 必 要 な エ ポ キ シ ド に 変 換 さ れ る こ と
が で き 、 そ の エ ポ キ シ ド は 、 エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ に よ り そ の 細 胞 の 増 殖 に 必 要 な 組 成
に 変 換 さ せ る こ と が で き る ； (c)多 数 の エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ を 含 む 細 胞 を 与 え る 。 そ
の 細 胞 は 、 ス テ ッ プ (b)の 組 成 を 作 れ な い ； (d)そ の 核 酸 を 細 胞 へ 導 入 し 、 細 胞 を 、 そ の 核
酸 が 発 現 さ れ 、 コ ー ド し て い る ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 条 件 に お い て 、 増 殖 さ せ る 。 そ
の 細 胞 を 、 増 殖 に 必 須 な エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 を 欠 い て い る 培 地 中 で 増 殖 さ せ 、 ス テ ッ プ
(c)の 基 質 を 添 加 す る ； そ し て 、 (e)増 殖 を ス ク リ ー ン す る 。 刺 激 さ れ た ク ロ ー ン の 増 殖 に
お け る 細 胞 が 、 そ の 前 駆 体 あ る い は 基 質 を エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 に 変 換 で き る P450を コ ー
ド し て い る も の と し て 同 定 さ れ る 。 そ れ に よ り 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ P450を コ ー ド
し て い る 核 酸 を 選 別 す る 。
【 請 求 項 ２ １ ４ 】
　 該 前 駆 体 あ る い は 基 質 が 、 ア ル ケ ン を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ９ 、 請 求 項 ２ １ ０ 、 請 求 項 ２ １
１ 、 請 求 項 ２ １ ２ 、 あ る い は 請 求 項 ２ １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ５ 】
　 該 前 駆 体 あ る い は 基 質 が 、 ア リ ル ア ル コ ー ル 、 3,3-ジ メ チ ル ア ク リ レ ー ト あ る い は ト ラ
ン ス -3-メ チ ル -2-ペ ン テ ノ エ ー ト を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ９ 、 請 求 項 ２ １ ０ 、 請 求 項 ２ １ １ 、
請 求 項 ２ １ ２ 、 あ る い は 請 求 項 ２ １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ６ 】
　 該 核 酸 が 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー で あ る 請 求 項 ２ ０ ９ 、 あ る い は 請 求 項 ２ １ ２
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ７ 】
該 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 生 物 体 の 混 合 集 団 か ら 得 ら れ た 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ９ 、 あ る い は 請
求 項 ２ １ ２ 記 載 の 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 の 引 照
本 出 願 は 、 2001年 8月 3日 に フ ァ イ ル さ れ た 米 国 臨 時 出 願 番 号 (USSN) 60/309,497の 35 U.S.
C. §  119(e) の 優 先 的 利 点 を 求 め る も の で あ る 。 前 述 の 出 願 は 、 明 確 に す べ て の 目 的 に
お け る 参 照 と し て こ こ に 取 り 込 ま れ る 。
技 術 領 域
【 ０ ０ ０ ２ 】
  本 出 願 は 、 分 子 な ら び に 細 胞 生 物 学 及 び 生 化 学 に 関 連 し て い る 。 特 に 、 本 出 願 は 、 P450
の 活 性 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド や ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 作 製 な ら び に 使 用 に つ い て 教 示 す る も の で あ る 。 本 出 願 は 、 概 し て 、 エ
ポ キ シ ド の 産 生 に 使 用 す る P450酵 素 の 選 別 あ る い は ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 同 定 に 関 連 し て い
る 。 本 出 願 は 、 本 発 明 の P450酵 素 を 用 い た エ ポ キ シ ド の 産 生 に 関 す る 方 法 を 提 供 す る も の
で あ る 。
背 　 景
【 ０ ０ ０ ３ 】
  ア ル コ ー ル 、 α -ヒ ド ロ キ シ ル 酸 及 び エ ポ キ シ ド を 含 む キ ラ ル 分 子 は 、 多 く の 化 学 試 薬
な ら び に 医 薬 品 、 農 業 化 成 品 の 合 成 に と っ て 重 要 で あ る 。 現 在 の 合 成 化 学 に お け る 大 き な
チ ャ レ ン ジ は 、 立 体 及 び 部 位 選 択 性 の 高 い そ の よ う な 化 合 物 を 高 収 量 で 産 生 す る こ と に あ
る 。 鏡 像 化 学 (光 学 )的 に 単 一 な エ ポ キ シ ド は 、 多 く の 医 薬 品 、 農 業 化 成 品 及 び 他 の 高 品 質
化 成 品 を 合 成 す る た め の 多 様 な 合 成 源 と な る 。 し か し な が ら 、 現 在 の キ ラ ル エ ポ キ シ ド へ
の 化 学 ル ー ト は 、 プ ロ セ ス ス ケ ー ル で の 合 成 に お い て 、 そ れ ら の 広 範 な 応 用 を 妨 げ る 重 大
な 欠 点 を 持 っ て い る （ 以 下 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
  現 在 可 能 な 技 術 の う ち 、 最 も 広 く 使 用 さ れ て い る も の は Sharplessの エ ポ キ シ 化 反 応  (S
harpless, K. B. & Michaelson, R. C. J. J. Am. Chem. Soc. 1973 95, 6136)、 Jacobse
n/Katsuki-型 エ ポ キ シ 化 (Zhang, W., Loebach, J. L., Wilson, S. R., & Jacobsen, E. 
N. J. Am. Chem. Soc. 1990 112, 2801; Katsuki, T. & Sharpless, K. B. J. Am. Chem.
 Soc. 1980 102, 5974)、 及 び Juliaの ポ リ ロ イ シ ン -触 媒 反 応 (Julia, S., Masana, J., &
 Vega, J. C. Angew.Chem.1980 92, 968)で あ る (図 -1)。 こ れ ら 全 て の 方 法 に は 、 プ ロ セ
ス ス ケ ー ル で の キ ラ ル 合 成 に 応 用 す る 場 合 、 高 価 な 金 属 触 媒 の 使 用 、 低 い 基 質 /触 媒 比 、
及 び 低 ～ 中 程 度 の 立 体 選 択 性 で の 限 定 的 な 効 率 及 び 産 生 性 を 含 む 問 題 に よ る 制 限 が あ る 。
更 に 、 各 方 法 に は 、 効 果 的 に 使 わ れ る 基 質 の 範 囲 に 制 限 が 存 在 す る 。 Sharplessの エ ポ キ
シ 化 触 媒 は 、 強 制 的 に ア リ ル ア ル コ ー ル と 反 応 し 、 Jacobsen反 応 は 、 cis-二 置 換 ア ル ケ ン
に の み 効 果 的 に 反 応 し 、 Julia法 は 、 カ ル コ ン 様 ア ル ケ ン に 対 し て の み 応 用 で き る 。 従 っ
て 、 上 記 方 法 に よ る よ う な 高 い 鏡 像 体 超 過 率 を 得 る こ と が で き る が 、 プ ロ セ ス ス ケ ー ル に
お い て 、 温 和 な 反 応 条 件 下 に お い て も 機 能 す る よ う な 非 不 斉 酸 化 触 媒 に 対 す る 需 要 が あ る
こ と は 明 ら か で あ る 。 酸 化 酵 素 は 、 こ れ ら の 基 準 を 満 た し 、 ま た 、 商 業 的 に そ の 化 学 触 媒
に 変 わ る 実 行 可 能 な 変 法 を 提 供 で き る 可 能 性 を 持 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
  上 述 し た よ う に 、 現 在 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 及 び 化 学 工 業 に お け る 生 物 学 的 あ る い は 化
学 的 プ ロ セ ス を 至 適 に 実 行 で き る 分 子 （ 例 え ば 、 酵 素 ） に 対 す る 需 要 が 存 在 す る 。 例 え ば
、 化 成 、 医 薬 、 繊 維 、 食 品 や 飼 料 、 及 び 界 面 活 性 剤 等 の 既 存 あ る い は 新 規 両 市 場 に お い て
使 用 さ れ る 分 子 や 化 合 物 は 、 厳 格 な 経 済 的 及 び 環 境 的 な 基 準 を 満 た す は ず で あ る 。 ポ リ マ
ー 、 医 薬 、 天 然 産 物 、 及 び 農 業 化 成 品 の 合 成 は 、 有 害 な 副 産 物 の 産 生 、 不 十 分 な 触 媒 に よ
る 高 価 な プ ロ セ ス に よ り し ば し ば 妨 げ ら れ る 。 例 え ば 、 酵 素 は 、 触 媒 に お け る こ れ ら の 問
題 点 を 克 服 で き る 多 く の 注 目 す べ き 利 点 を 持 っ て い る ： そ れ ら は 、 単 一 の 機 能 的 官 能 基 に
反 応 し 、 そ れ ら は 、 単 一 分 子 に お い て 類 似 す る 官 能 基 を 区 別 し 、 そ し て 、 そ れ ら は 、 鏡 像
体 を 区 別 す る 。 更 に 、 そ れ ら は 、 生 物 学 的 に 分 解 可 能 で あ り 、 反 応 混 合 物 中 で 低 濃 度 に お
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い て 機 能 す る 。 酵 素 は 、 そ れ ら の 化 学 的 、 部 位 的 、 及 び 立 体 的 特 異 性 を 持 つ た め に 、 好 ま
し い 選 択 的 な 転 換 を 最 適 な 状 態 で 達 成 す る 驚 く べ き 機 会 を 提 供 す る 。 こ れ ら を 、 特 に 、 ワ
ン ス テ ッ プ 反 応 に よ っ て 化 学 的 に 複 製 す る こ と は 非 常 に 困 難 で あ る 。 付 随 す る 環 境 的 負 担
の 軽 減 と と も に 、 保 護 基 、 選 択 性 、 単 一 反 応 容 器 に お け る マ ル チ ス テ ッ プ 転 換 を 行 う 能 力
の 必 要 性 を 省 け る こ と は 、 化 成 及 び 医 薬 工 業 に お け る 酵 素 の 需 要 を 増 大 さ せ た 。 酵 素 を ベ
ー ス と し た プ ロ セ ス は 、 徐 々 に 多 く の 習 慣 的 な 試 薬 ベ ー ス の 方 法 と 置 き 換 わ り つ つ あ る 。
よ り 広 範 な 工 業 的 使 用 に 対 し て 現 存 す る 制 限 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 酵 素 の 数 が 相 対 的 に
少 な い こ と に よ る 。 今 ま で に 述 べ ら れ て い る 3,000以 上 も の 非 DNA修 飾 酵 素 活 性 か ら 300に
も 満 た な い 酵 素 (DNA修 飾 酵 素 を 除 く )が 商 業 的 に 入 手 可 能 に な っ て い る の み で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
  工 学 的 な 応 用 の た め の 酵 素 の 使 用 は 、 ま た 、 求 め ら れ て い る 工 業 的 な 条 件 下 で の 実 行 を
要 求 さ れ 得 る 。 こ れ に は 、 環 境 中 あ る い は 進 化 的 に 選 別 さ れ な か っ た 現 在 知 ら れ る 一 群 の
酵 素 の 基 質 に 対 す る 活 性 が 含 ま れ る 。 し か し な が ら 、 天 然 の 環 境 に は 、 例 え ば 、 異 常 に 高
い 温 度 や pHを 含 む 極 端 な 条 件 が 与 え ら れ る 。 多 数 の 微 生 物 は 、 そ れ ら の 両 極 端 に 耐 え ら れ
る よ う に な る よ り も 部 分 的 に は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 選 択 に よ り こ れ ら の 条 件 に 順 応 し て
い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
  酵 素 は 、 温 度 、 pH、 及 び 塩 濃 度 の 条 件 下 、 生 物 体 の 周 囲 環 境 内 で 非 常 に 特 異 的 な 生 物 学
的 機 能 を 遂 行 す る た め の 選 択 的 切 迫 に よ り 進 化 し た 。 そ の 大 部 分 で あ る 現 在 ま で に 同 定 さ
れ た 非 DNA修 飾 酵 素 活 性 は 、 中 温 性 の 生 物 体 か ら 単 離 さ れ て お り 、 役 に 立 つ 系 統 発 生 学 的
多 様 性 の 極 一 部 を 表 し て い る に す ぎ な い 。 生 体 触 媒 の 活 発 な 領 域 は 、 極 端 な 環 境 に 生 き る
微 生 物 か ら 単 離 さ れ た 酵 素 の 助 け を 持 つ 新 し い 次 元 の 様 相 を 帯 び て き て い る 。 例 え ば 、 そ
の よ う な 酵 素 は 、 100 ℃ 以 上 の 地 上 の 熱 泉 や 深 海 の 高 温 孔 、 0 ℃ 以 下 の 極 地 の 水 中 、 死 海
の 飽 和 し た 塩 環 境 、 石 炭 堆 積 や 高 含 硫 地 熱 泉 中 の pH 0付 近 の 環 境 、 あ る い は 下 水 泥 中 の pH
 11付 近 の 環 境 で 機 能 す る は ず で あ る 。 例 え ば 、 生 物 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は ポ
リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 酵 素 )を 含 ん で い る 過 酷 な 条 件 か ら 得 ら れ た 環 境 サ ン プ ル は 、 生 体 触
媒 の 新 し い 領 域 を 切 り 開 く 。 本 発 明 は 、 興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 生 物 剤 、 治 療 剤 、 及 び 工 業 応 用 の た め の 酵 素 の 開
発 の た め の 材 料 を 提 供 す る の み な ら ず 、 例 え ば 、 特 別 な 活 性 、 特 異 性 、 あ る い は 条 件 の た
め に 修 飾 さ れ た 分 子 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド を 開 発 す る た め の 指 向 的 進 化 及 び 変 異 に よ る
更 な る 修 飾 工 程 の た め の 新 た な 物 質 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
  工 業 使 用 の た め の 新 規 酵 素 の 需 要 に 加 え 、 新 規 な 活 性 を 持 つ 生 物 学 的 に 活 性 な 化 合 物 の
需 要 が 飛 躍 的 に 増 大 し た 。 こ の 需 要 は 、 主 に 、 現 在 入 手 可 能 な 抗 生 物 質 に 抵 抗 す る 病 原 性
生 物 の 数 が 明 ら か に 増 加 傾 向 に あ る こ と と 関 連 し た 全 世 界 的 な 人 口 統 計 の 変 化 に よ り 生 じ
た も の で あ る 。 例 え ば 、 若 い 世 代 を 持 っ た 新 し い 国 々 に お け る 抗 バ ク テ リ ア 薬 の 需 要 が 急
増 す る 一 方 で 、 老 齢 化 し た 世 代 を 抱 え る ア メ リ カ の よ う な 国 に お い て は 、 癌 、 糖 尿 病 、 関
節 炎 、 及 び 他 の 衰 弱 状 況 に 対 処 す る 医 薬 品 の 増 大 し つ つ あ る 需 要 が 存 在 し て い る 。 感 染 症
に よ る 死 亡 率 は 、 1980か ら 1982の 間 で 58 ％ の 増 加 を 示 し 、 抗 生 物 質 抵 抗 性 の 微 生 物 の 出
現 に よ り 、 ア メ リ カ 単 独 で 年 間 300億 ド ル の 健 康 管 理 コ ス ト の 超 過 を 加 え た も の と 概 算 さ
れ て い る 。 (Adams et al., Chemical and Engineering News, 1995; Amann 他 , Microbio
logical Reviews, 59, 1995)。 こ の 傾 向 に 対 す る 対 応 と し て 、 製 薬 業 界 は 、 特 徴 的 な 活 性
、 あ る い は 特 異 性 を 持 っ た 化 合 物 を 得 る た め に 多 様 な 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 著 し く 増
加 さ せ て き た 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 関 連 し た 配 列 特 異 的 な 情 報 を 、
例 え ば 、 種 々 の マ ク ロ 生 物 体 の 腸 内 の よ う な 環 境 に 存 在 す る 感 染 性 微 生 物 か ら 搾 取 及 び 同
定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
  環 境 サ ン プ ル か ら 新 規 酵 素 を 同 定 す る こ と は こ の 問 題 の 一 つ の 解 決 で あ る 。 興 味 あ る 活
性 を 持 っ て い る ポ リ ペ プ チ ド 及 び 興 味 あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
迅 速 に 同 定 す る こ と に よ り 、 本 発 明 は 、 種 々 の 方 法 、 生 物 剤 、 診 断 薬 、 治 療 薬 の た め の 組
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成 及 び 材 料 、 ま た 工 業 応 用 の た め の 混 合 物 等 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
  専 ら 、 酸 化 酵 素 が 過 去 数 十 年 の 間 に 研 究 さ れ て い る 。 ア ル コ ー ル の 酸 化 、 水 酸 化 、 及 び
エ ポ キ シ 化 を 含 む 非 常 に 多 様 な 酸 化 を こ れ ら の 酵 素 は 触 媒 す る (図 -2)。 有 機 分 子 へ の 酸 素
分 子 の 導 入 (酸 素 化 )に 関 与 す る こ れ ら の 反 応 は 、 従 来 の 化 学 合 成 を 用 い た 立 体 的 及 び 部 位
選 択 的 な 様 態 に お い て 達 成 す る こ と が 最 も 困 難 な 典 型 で あ る 。 こ れ ら の 転 換 を 触 媒 す る た
め の 酵 素 の 使 用 は 、 そ れ ら が 反 応 性 の あ る 化 学 的 な 機 能 性 を 予 め 活 性 化 し て い な い 部 位 に
導 入 で き る た め 、 非 常 に 強 力 な 合 成 手 段 と な る 可 能 性 を 持 っ て い る 。 更 に 、 こ れ ら の 酸 化
酵 素 は 、 温 和 な 反 応 条 件 下 、 高 い 立 体 特 異 性 を も っ て こ の 機 能 性 を 導 入 で き る 。 し か し な
が ら 、 広 く 使 用 さ れ て い る 加 水 分 解 酵 素 に 比 べ て 、 生 体 触 媒 や バ イ オ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー
シ ョ ン に こ れ ら 酸 化 酵 素 が 商 業 化 さ れ た 応 用 例 は 、 そ の 潜 在 的 な 利 点 に も 関 わ ら ず 、 相 対
的 に 非 常 に 少 な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
  P450は 、 天 然 に 広 く 存 在 し 、 生 体 異 物 の 解 毒 、 通 常 に は 存 在 し な い 炭 素 源 の 異 化 、 及 び
二 次 代 謝 物 の 生 合 成 等 の プ ロ セ ス に 関 わ る 酸 化 酵 素 で あ る 。 こ れ ら 酸 化 酵 素 は 、 分 子 中 の
鉄 /ヘ ム 核 に よ り 酸 素 分 子 を 活 性 化 し 、 エ ポ キ シ 化 反 応 を 支 え る 酸 化 還 元 電 子 シ ャ ト ル を
利 用 す る 。 し か し な が ら 、 現 在 ま で の と こ ろ 、 エ ポ キ シ ド の 合 成 に 酸 化 酵 素 (又 は 、 エ ポ
キ シ ダ ー ゼ )を 用 い た 報 告 は 殆 ど な い 。 こ れ は 、 お そ ら く 、 伝 統 的 な 方 法 に よ っ て 得 る こ
と が で き る 限 ら れ た バ イ オ デ ィ バ ー シ テ ィ ー (生 物 多 様 性 )か ら 安 定 な エ ポ キ シ ド を 見 出 す
こ と が 困 難 な た め で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
総 　 括
  本 発 明 は 、 SEQ ID(配 列 認 識 番 号 ) NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、  SEQ ID NO:9、 S
EQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:4
5、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:51あ る い は  SEQ ID NO:53と 少 な く と も 100
、 200、 300、 400、 500、 600,700、 800、 900、 1000、 1100、 1200、 1300、 1400、 又 は 、 そ
れ 以 上 の 残 基 に わ た り 少 な く と も 50 ％ 、 55 ％ 、 60 ％ 、 65 ％ 、 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 8
5 ％ 、 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 ％ 、 又 は 、 そ れ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 持 っ た 核 酸 配 列 を 含
ん だ 単 離 あ る い は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の 核 酸 は 、 P450の 活 性 を 持 つ 少 な く と も 一 つ
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ り 、 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ
る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33
、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43あ る い は  SEQ ID NO:55と 少 な く と も 100、
200、 300、 400、 500、 600, 700、 800、 900、 1000、 1100、 1200、 1300、 1400、 又 は 、 そ れ
以 上 の 残 基 に わ た り 少 な く と も 60 ％ 、 65 ％ 、 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 
％ 、 98 ％ 、 99 ％  又 は 、 そ れ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 持 っ た 核 酸 配 列 を 含 ん だ 単 離 あ る い は
組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の 核 酸 は 、 P450の 活 性 を 持 つ 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 で あ り 、 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検
索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31あ る い は  SEQ ID NO:35と 少 な く と も 100、 200
、 300、 400、 500、 600, 700、 800、 900、 1000、 1100、 1200、 1300、 1400、 又 は 、 そ れ 以
上 の 残 基 に わ た り 少 な く と も 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 ％
 又 は 、 そ れ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 持 っ た 核 酸 配 列 を 含 ん だ 単 離 あ る い は 組 換 え 核 酸 を 提 供
す る 。 こ の 核 酸 は 、 P450の 活 性 を 持 つ 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で
あ り 、 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:27と 少 な く と も 100、 200、 300、 400、 500、 600, 700、 800、 900
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、 1000、 1100、 1200、 又 は 、 そ れ 以 上 の 残 基 に わ た り 少 な く と も 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 9
5 ％ 、 98 ％ 、 99 ％  又 は 、 そ れ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 持 っ た 核 酸 配 列 を 含 ん だ 単 離 あ る い
は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の 核 酸 は 、 P450の 活 性 を 持 つ 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 核 酸 で あ り 、 そ の 配 列 相 同 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 可 視 的 な
検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:19と 少 な く と も 100、 200、 300、 400、 500、 600, 700、 800、 900
、 1000、 1100、 1200、 又 は 、 そ れ 以 上 の 残 基 に わ た り 少 な く と も 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 9
9 ％  又 は 、 そ れ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 持 っ た 核 酸 配 列 を 含 ん だ 単 離 あ る い は 組 換 え 核 酸 を
提 供 す る 。 こ の 核 酸 は 、 P450の 活 性 を 持 つ 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 で あ り 、 そ の 配 列 相 同 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り
決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 単 離 あ る い は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 こ こ に 言 う 核 酸 は 、 SEQ 
ID NO: 1と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 、 SEQ 
ID NO:9と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配 列 SEQ ID NO:13と し て 示 す 配 列 、 SEQ
 ID NO:15と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:17と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列
、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す
配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て
示 す 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:37と
し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:
43と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID
 NO:49と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配 列 、 あ
る い は SEQ ID NO:55と し て 示 す 配 列 、 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 単 離 あ る い は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の 核 酸 は 、 SEQ ID NO:
2と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:4と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:6と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO
:8と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:10と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:12と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID
 NO:14と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:16と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:18と し て 示 す 配 列 、 SE
Q ID NO:20と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:22と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:24と し て 示 す 配 列
、 EQ ID NO:26と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:28と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:30と し て 示 す
配 列 、 SEQ ID NO:32と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:34と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:36と し て
示 す 配 列 、 SEQ ID NO:38と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:40と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:42と
し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:44と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:46と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:
48と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:50と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:52と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID
 NO:54と し て 示 す 配 列 、 あ る い は SEQ ID NO:56と し て 示 す 配 列 、 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
  一 例 と し て 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム と は 、 BLAST 版 2.2.2ア ル ゴ リ ズ ム で あ り 、 Blastal
l -p Blastp -d “ nr pataa”   -F Fが フ ィ ル タ ー セ ッ テ ィ ン グ と し て セ ッ ト さ れ 、 他 の
全 て の オ プ シ ョ ン は デ フ ォ ル ト に セ ッ ト さ れ る 。
  一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 モ ノ オ キ シ ゲ ネ ー シ ョ ン 反 応 を 含 む 。 一 例 と し て 、 P450の
活 性 は 、 酸 素 の 基 質 へ の 取 り 込 み の 触 媒 反 応 を 含 む 。 一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 更 に 、
脂 肪 族 、 あ る い は 芳 香 族 炭 素 の 水 酸 化 を も 含 む こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 P450の 活 性
は 、 エ ポ キ シ 化 を 含 み 得 る 。 他 の 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 N-、 O-、 あ る い は S-脱 ア ル キ
ル 化 を 含 み 得 る 。 一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 脱 ハ ロ ゲ ン 化 を 含 め る 。 別 の 例 と し て 、 P4
50の 活 性 は 、 酸 化 的 脱 ア ミ ド 化 を 含 み 得 る 。 一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 N-オ キ シ デ ー シ
ョ ン 、 あ る い は N-ヒ ド ロ キ シ レ ー シ ョ ン を 含 み 得 る 。 一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 ス ル ホ
キ シ ド の 形 成 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
  一 例 と し て 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 更 に 、 ア ル ケ ン を 基 質 に で き る 。 エ ポ キ シ ダ ー ゼ
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活 性 は 、 更 に 、 キ ラ ル 産 物 の 産 生 を 含 み 得 る 。 一 例 と し て 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 光 学
選 択 的 で あ る 。
  本 発 明 は 、 単 離 、 あ る い は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の P450の 活 性 は 熱 に 安 定 で あ る 。
一 例 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 37～ 70 ℃ の 範 囲 の 温 度 か ら な る 条 件 下 、 P450活 性 を 保 持
で き る 。 他 の 例 と し て 、 P450の 活 性 は 耐 熱 性 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 37 ℃ 以 上 お お よ
そ 90 ℃ ま で の 範 囲 の 温 度 に 曝 さ れ た 後 で も P450活 性 を 保 持 で き る 。 他 の 例 と し て 、 ポ リ
ペ プ チ ド は 、 37 ℃ 以 上 か ら お お よ そ 50 ℃ ま で の 範 囲 の 温 度 に 曝 さ れ た 後 で も P450活 性 を
保 持 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
  本 発 明 は 、 単 離 、 あ る い は 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の 核 酸 は 、 厳 格 な 条 件 下 、 SEQ ID
 NO:1と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列 、 SEQ I
D NO:7と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配 列 、 SEQ
 ID NO:13と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:17と し て 示 す 配 列
、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 す
配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て
示 す 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:35と
し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:
41と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:43と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID
 NO:47と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:49と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 、 SE
Q ID NO:53と し て 示 す 配 列 、 あ る い は SEQ ID NO:55と し て 示 す 配 列 を 含 む 核 酸 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 配 列 を 含 み 、 そ の 核 酸 は 、 P450活 性 を 持 っ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 そ の
核 酸 は 、 少 な く と も 100、 200、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 900、 1000、 1100、 1200
、 1300残 基 長 、 あ る い は そ の 遺 伝 子 又 は 転 写 体 の 完 全 長 で あ り え る 。 一 例 と し て 、 厳 格 な
条 件 下 と は 、 65 ℃ の 温 度 で 0.2 X SSCに よ る 約 15 分 間 の 洗 浄 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
  本 発 明 は 、 P450の 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。
こ の プ ロ ー ブ と は 、 SEQ ID NO:1と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID N
O:5と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID 
NO:11と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 す 配 列 、 SEQ
 ID NO:17と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列
、 SEQ ID NO:23と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 す
配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て
示 す 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:39と
し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:43と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:
45と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:49と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID
 NO:51と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配 列 、 あ る い は SEQ ID NO:55と し て 示 す
配 列 を 含 ん だ 配 列 の う ち の 少 な く と も 1、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、 2
00、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1
000あ る い は そ れ 以 上 の 連 続 し た 塩 基 配 列 を 含 み 、 そ の プ ロ ー ブ は 、 結 合 や ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に よ っ て そ の 核 酸 を 同 定 す る 。 そ の プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 例 え ば 、
SEQ ID NO:1と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列
、 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配
列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:17と し て 示
す 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:23と し
て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:29
と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID N
O:35と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 、 SEQ 
ID NO:41と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:43と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 す 配 列 、
SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:49と し て 示 す 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配
列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配 列 、 あ る い は SEQ ID NO:55と し て 示 す 配 列 、 中 の 少 な く と
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も 10～ 50、 0～ 60、 30～ 70、 40～ 80、 あ る い は 60～ 100の 連 続 し た 塩 基 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
  本 発 明 は 、 P450の 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。
こ の プ ロ ー ブ と は 、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:
11、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID
 NO:47、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53上 の 少 な く と も 100残 基 に
わ た り 50 ％ 、 55 ％ 、 60 ％ 、 65 ％ 、 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 ％ 、 98 
％ 、 99 ％ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 配 列 を 含 ん だ 核 酸 を 含 み 、 そ の 配 列 同
等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33
、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は SEQ ID NO:55上 の 少 な く と も 10
0残 基 に わ た り 60 ％ 、 65 ％ 、 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 
％ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 配 列 を 含 ん だ 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 そ の 配 列
同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は SEQ ID NO:35上 の 少 な く と も 100残
基 に わ た り 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 ％ 、 あ る い は そ れ 以
上 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 配 列 を 含 ん だ 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較
ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:27上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 ％
、 98 ％ 、 99 ％ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 配 列 を 含 ん だ 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供
し 、 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 可 視 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ
れ る 。   
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:19上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 ％
、 あ る い は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 配 列 を 含 ん だ 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 そ の 配 列 同
等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
  そ の プ ロ ー ブ は 、 SEQ ID NO:1と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 S
EQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て
示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SE
Q ID NO:17と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23と し て
示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SE
Q ID NO:27と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て
示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SE
Q ID NO:37と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し て
示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SE
Q ID NO:47と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て
示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 中 の 少 な く と も 10～ 50、 20～ 60、 30～ 70、 40～ 80、 あ る
い は 60～ 100の 連 続 し た 塩 基 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
  本 発 明 は 、  P450の 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 増 幅 す る た め の 増 幅 プ
ラ イ マ ー 配 列 ペ ア ー を 与 え る 。 こ の 増 幅 プ ラ イ マ ー と は 、 SEQ ID NO:1と し て 示 す 配 列 あ
る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5と
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し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配 列 あ る
い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と
し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列 あ る
い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と
し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配 列 あ る
い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と
し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配 列 あ る
い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と
し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配 列 あ る
い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 核 酸 を 増
幅 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア ー の 一 つ あ る い は 各 メ ン バ ー
は 、 そ の 配 列 中 の 少 な く と も 10～ 50の 連 続 し た 塩 基 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
  本 発 明 は 、 P450の 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 増 幅 す る 方 法 を 提 供 し 、
SEQ ID NO:1と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 す 配 列 あ る い は
そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示
す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ I
D NO:11と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 す 配 列 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17と し て 示
す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ 
ID NO:21と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 す 配 列 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示
す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ 
ID NO:31と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 す 配 列 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て 示
す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ 
ID NO:41と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し て 示 す 配 列 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示
す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ 
ID NO:53と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 す 配 列 あ る い は そ
の サ ブ 配 列 、 を 増 幅 す る こ と の で き る 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア ー を 用 い た 鋳 型 核 酸 の 増 幅
か ら 成 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は 、 厳 格 な 条 件 下 に お い て 、 SEQ ID NO:1と し て 示 す
配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:5と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:15と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:25と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
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O:35と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:45と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 核
酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 か ら 成 る 発 現 カ セ ッ ト を 与 え る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は 、 厳 格 な 条 件 下 に お い て 、 SEQ ID NO:1と し て 示 す
配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID 
NO:5と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:15と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:17と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:25と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:35と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID N
O:45と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ
ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配
列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 核
酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 か ら 成 る ベ ク タ ー を 与 え る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
  本 発 明 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー 、 あ る い は 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ 媒 介 体 を 提
供 す る 。 そ の ク ロ ー ニ ン グ 媒 介 体 と は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 フ ァ
ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 あ る い は 、 人 工 ク ロ モ ゾ ー ム を 含 み 得 る 。 ウ
イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 あ る い は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 関 連 ベ
ク タ ー を 含 み 得 る 。 ク ロ ー ニ ン グ 媒 介 体 に は 、 人 工 バ ク テ リ ア ク ロ モ ゾ ー ム (BAC)、 プ ラ
ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ P1－ 由 来 ベ ク タ ー （ PAC） 、 人 工 酵 母 ク ロ モ ゾ ー ム (YAC)、 あ
る い は 人 工 の 高 等 動 物 ク ロ モ ゾ ー ム (MAC)を も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
  本 発 明 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー 、 本 発 明 の ク ロ ー ニ ン グ 媒 介 体 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 を
含 む 形 質 転 換 細 胞 を 与 え る 。  本 発 明 の 核 酸 と は 、 例 え ば 、
(i)  SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO
:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ I
D NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は SEQ ID NO:53上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な く と
も 50 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID 
NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は  SEQ ID N
O:55上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な く と も 60 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID 
NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は  SEQ ID NO:35上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な く と
も 70 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO: 27 上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な
く と も 80 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、  SEQ ID NO: 19 上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り
少 な く と も 90 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 で あ り 、 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ
ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。
(ii)  厳 格 な 条 件 下 、 SEQ ID NO:1と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と
し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列
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、 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:17と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 。 形 質 転 換 細 胞
に は 、 バ ク テ リ ア 細 胞 、 高 等 動 物 細 胞 、 カ ビ 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 あ る い は 植 物 細
胞 が 使 え る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は 本 発 明 の ベ ク タ ー を 含 む ヒ ト 以 外 の 形 質 変 換 動 物 を
与 え る 。 一 例 と し て 、 そ の 動 物 は 、 マ ウ ス で あ る 。
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 あ る い は 本 発 明 の ベ ク タ ー を 含 む 形 質 変 換 植 物 を 与 え る 。 そ の
形 質 変 換 植 物 と は 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ト マ ト 、 コ ム ギ 、 油 種 、 大 豆 、 あ る い は タ バ コ 等 の 植
物 で あ る 。
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は 本 発 明 の ベ ク タ ー を 含 む 形 質 変 換 種 子 を 与 え る 。 そ
の 形 質 変 換 種 子 と は 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 コ ム ギ 、 油 種 、 ナ タ ネ 、 大 豆 、 ヤ シ 、 ヒ マ ワ リ 、 ゴ
マ 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 あ る い は タ バ コ 等 の 種 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
  本 発 明 は 、 厳 格 な 条 件 下 、 本 発 明 の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 配 列 、 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ ズ
で き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 の 核 酸 と は 、 例 え ば 、
(i)  SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO
:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ I
D NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は  SEQ ID NO:53上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な く
と も 50 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ I
D NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は  SEQ ID
 NO:55上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な く と も 60 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 SEQ I
D NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は  SEQ ID NO:35 上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な く
と も 70 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、 SEQ ID NO: 27 上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少
な く と も 80 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 、  SEQ ID NO: 19 上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た
り 少 な く と も 90 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 で あ り 、 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ
リ ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 。 又 は 、
(ii)  厳 格 な 条 件 下 、 SEQ ID NO:1と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と
し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:17と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し

10

20

30

40

50

(43) JP 2005-512532 A 2005.5.12



て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し
て 示 す 配 列 、 を 含 む 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 。
  一 例 と し て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 10～ 50、 20～ 60、 30～ 70、 40～ 80、
あ る い は 60～ 100塩 基 長 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 と 相 補 的 で あ る か 、 あ る い は 、 厳 格 な 条 件 下 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る 核 酸 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 投 与 、 あ る
い は 、 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と に よ り P450メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 を 与 え る 。
  本 発 明 は 、 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
(a)　  SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID NO:12、 SEQ ID 
NO:14、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:46、 SEQ
 ID NO:48、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:52、 あ る い は  SEQ ID NO:54 上 の 少 な く と も 100、
150、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 ま た は そ れ 以 上 の  残 基  に わ た り 少 な く と も
60 ％ 、 65 ％ 、 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 ％ 、 ま た は そ れ
以 上 の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:16、 SEQ
 ID NO:18、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO:32、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:36
、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:44、 あ る い は  SEQ ID NO:56 上 の 少 な く と も
100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 ま た は そ れ 以 上 の  残 基  に わ た り 少 な
く と も 60 ％ 、 65 ％ 、 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 ％ 、 ま た
は そ れ 以 上 の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；  SEQ ID NO:28上 の 少 な く
と も 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 ま た は そ れ 以 上 の  残 基  に わ た り
少 な く と も 80 ％ 、 85 ％ 、 90 ％ 、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 ％ 、 ま た は そ れ 以 上 の 同 等 性 を 持 つ
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； あ る い は 、  SEQ ID NO:20上 の 少 な く と も 100、 150、 2
00、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 ま た は そ れ 以 上 の  残 基  に わ た り 少 な く と も 90 ％
、 95 ％ 、 98 ％ 、 99 ％ 、 ま た は そ れ 以 上 の 同 等 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド 、 又 は 、
(b)　 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な 核 酸 ：
（ i）   SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID 
NO:13、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ
 ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 あ る い は  SEQ ID NO:53 上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な
く と も 50 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 ； SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17
、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:43、 あ る い は
 SEQ ID NO:55 上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な く と も 60 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核
酸 配 列 ； SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 あ る い は  SEQ ID NO:35 上 の 少 な く と も 100残 基
に わ た り 少 な く と も 70 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 ；  SEQ ID NO: 27 上 の 少 な く と
も 100残 基 に わ た り 少 な く と も 80 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 、 あ る い は  SEQ ID NO:
 19 上 の 少 な く と も 100残 基 に わ た り 少 な く と も 90 ％  の 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 配 列 で あ
り 、 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ
れ る 。 あ る い は 、
(ii)  厳 格 な 条 件 下 、 SEQ ID NO:1と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:3と
し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列
、 SEQ ID NO:7と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:11と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:13と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:15と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:17と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:19と し て 示 す 配 列 あ る い
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は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:21と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:23と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:25と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:27と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:29と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:31と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:33と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:35と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:37と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:39と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:41と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:43と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:45と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
SEQ ID NO:47と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:51と し て 示 す 配 列 あ る い
は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:53と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 SEQ ID NO:55と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、 を 含 む 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 。 本 発 明 は 、 P4
50の 活 性 を 持 つ 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
  本 発 明 は 、 SEQ ID NO:2と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:4と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
、 SEQ ID NO:6と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:8と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID N
O:10と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:12と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:14と し
て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:16と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:18と し て 示 す ア
ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:20と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:22と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配
列 、 SEQ ID NO:24と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:26と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ 
ID NO:28と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:30と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:32
と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:34と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:36と し て 示
す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:38と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:40と し て 示 す ア ミ ノ
酸 配 列 、 SEQ ID NO:42と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:44と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、
SEQ ID NO:46と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:48と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID N
O:50と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:52と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:54と し
て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:56と し て 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は そ れ に 関 す る サ ブ
配 列 、 を 含 む 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
  一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 モ ノ オ キ シ ゲ ネ ー シ ョ ン 反 応 を 触 媒 す る 。 P450の 活 性 は 、
酸 素 の 基 質 へ の 取 り 込 み の 触 媒 反 応 を 含 み 得 る 。 一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 脂 肪 族 、 あ
る い は 芳 香 族 炭 素 の 水 酸 化 を も 含 む こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 エ ポ キ
シ 化 を 含 み 得 る 。 更 に 他 の 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 N-、 O-、 あ る い は S-脱 ア ル キ ル 化 を
含 み 得 る 。 一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 脱 ハ ロ ゲ ン 化 を 含 み 得 る 。 別 の 例 と し て 、 P450の
活 性 は 、 酸 化 的 脱 ア ミ ド 化 を 含 み 得 る 。 別 の 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 N-酸 化 あ る い は N-
水 酸 化 を 含 み 得 る 。 一 例 と し て 、 P450の 活 性 は 、 ス ル ホ キ シ ド の 形 成 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
  本 発 明 は 、 単 離 、 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ の 中 の エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性
は 、 更 に 、 ア ル ケ ン を 基 質 に で き る 。 一 例 と し て 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 キ ラ ル 産 物 の
産 生 を 含 み 得 る 。 一 例 と し て 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 光 学 選 択 的 で あ る 。
  本 発 明 は 、 単 離 、 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ の 中 の P450活 性 は 熱 に 安 定
で あ る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 37～ 70 ℃ の 範 囲 の 温 度 条 件 下 で P450活 性 を 保 持 で き る 。
他 の 例 と し て 、 P450の 活 性 は 耐 熱 性 で あ る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 37 ℃ 以 上 お お よ そ 90 
℃ ま で の 範 囲 あ る い は 37 ℃ 以 上 お お よ そ 50 ℃ ま で の 範 囲 の 温 度 に 曝 さ れ た 後 で も P450活
性 を 保 持 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
  本 発 明 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん だ 単 離 、 あ る い は 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
  本 発 明 は 、 単 離 、 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ の 中 の P450活 性 は 、 37 ℃
に お い て 100～ 1200ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 比 活 性 を 持 つ 。 一 例 と し て 、 P450活 性 は 、 500
～ 1000ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 比 活 性 を 持 つ 。 他 の 例 と し て 、 P450活 性 は 、 37 ℃ に お い て
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500～ 700ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 比 活 性 を 持 つ 。 一 例 と し て 、 P450活 性 は 、 37 ℃ で 750～ 1
000ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ ク の 比 活 性 を 持 つ 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
  一 例 と し て 、 耐 熱 性 と は 、 P450の 37 ℃ に お け る 比 活 性 が 上 昇 さ せ た 温 度 に お い て 加 熱
し た 後 、 少 な く と も 半 分 保 持 さ れ る こ と を 含 み 得 る 。 他 の 例 と し て 、  耐 熱 性 と は 、  37 
℃ に お け る 比 活 性 が 上 昇 さ せ た 温 度 に お い て 加 熱 し た 後 で も 500～ 1200ユ ニ ッ ト /mgタ ン パ
ク の 範 囲 で 保 持 で き る こ と を 含 む 。
  一 例 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と は 、 少 な く と も 一 つ の グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 部 位 を
含 む 。 一 例 と し て 、 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン は 、  N-グ リ コ シ レ ー シ ョ ン で あ り 得 る 。 一 例 と
し て 、 P450は 、 P.pastoris、 あ る い は S. pombeで 発 現 さ せ た 後 で グ リ コ シ レ ー シ ョ ン を 受
け る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
  一 例 と し て 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 pH 4.5、 あ る い は pH 5を 含 む 条 件 下 に お い て P450活
性 を 保 持 で き る 。 別 例 と し て 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 pH 9、 pH 9.5、 あ る い は pH 10を 含
む 条 件 下 に お い て P450活 性 を 保 持 で き る 。
  本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 画 分 を 提 供 し 、 そ の タ ン パ ク 画 分 は 、
液 体 、 固 体 、 あ る い は ゲ ル を 含 む 。
  本 発 明 は 、 ク レ ー ム 73に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド 及 び あ る 第 二 番 目 の ド メ イ ン か ら 成 る ヘ テ
ロ ダ イ マ ー を 与 え る 。 一 例 と し て 、 そ の 第 二 番 目 の ド メ イ ン と は 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、
ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 融 合 タ ン パ ク で あ る 。 第 二 番 目 の ド メ イ ン は 、 エ ピ ト ー プ (決 定 基 )、 あ
る い は タ グ で も あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
  本 発 明 は 、 P450活 性 を 持 つ 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド 及 び 第 二 番 目 の ド メ イ ン か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド
は 、 細 胞 、 金 属 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 微 小 電 極 、 グ ラ フ ァ イ ト 粒 子 、
ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 プ レ ー ト 、 ア レ ー 、 あ る い は キ ャ ピ ラ リ ー 管 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド と 第 二 番 目 の ド メ イ ン か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ア レ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の ア
レ ー は 、 固 定 化 し た 本 発 明 の 核 酸 を 含 む ア レ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の ア レ ー は 、 本 発 明 の
抗 体 を 含 む ア レ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
  本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 あ る い は 組 換 え 抗 体 を 提 供 す る 。 そ の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 、 あ る い は ポ リ ク ロ ー ナ ル で も よ い 。
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ
っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 与 え
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
  本 発 明 は 、 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 、 あ る い は 同 定 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法
は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
P450活 性 を 持 っ た ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 、 あ る い は 同 定 は 、
（ ａ ）   本 発 明 の 抗 体 を 与 え る ；
（ ｂ ）   ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 与 え る ； そ し て 、
（ ｃ ）   抗 体 が 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 条 件 下 、 ス テ ッ プ (a)の 抗 体 と ス
テ ッ プ (b)の サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 。
の ス テ ッ プ に よ り 行 う 。
  本 発 明 は 、 抗 P450ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 法 を 提 供 す る 。 ヒ ト 以 外 の 動 物 に 免 疫 応 答 が 十 分
な 量 の 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 に よ り 抗 P450ポ リ ペ プ チ ド 抗
体 を 作 製 す る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
  本 発 明 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ）   本 発 明 の 核 酸 を 与 え る 。 動 作 可 能 的 に プ ロ モ ー タ ー に 結 合 さ せ る ； 及 び
（ ｂ ）   ス テ ッ プ (a)の 核 酸 を 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る よ う な 条 件 下 に お い て 発
現 さ せ る 。
一 例 と し て 、 本 法 は 、 更 に 、 ス テ ッ プ (a)の 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 を ス テ ッ プ (a)の 核 酸 を 発
現 さ せ た 後 に ト ラ ン ス フ ォ ー ム す る こ と を 含 む 。 そ れ に よ り 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た 細 胞
に お い て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
  本 発 明 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ）   本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
を 与 え る ；
（ ｂ ）   P450基 質 を 与 え る ； そ し て 、
（ ｃ ）   こ の ス テ ッ プ (b)の 基 質 と ス テ ッ プ (a)ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は フ ラ グ メ ン ト あ る
い は 変 種 を 接 触 さ せ 、 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 量 の 増 加 を 測 定 す る 。
そ の 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 量 の 増 加 に よ っ て P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド が 検
出 さ れ る 。 一 例 と し て 、 基 質 は ア ル ケ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
  本 発 明 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る P450基 質 の 同 定 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ）   本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
を 与 え る ；
（ ｂ ）   試 験 基 質 を 与 え る ； そ し て 、
（ ｃ ）   ス テ ッ プ (b)の 試 験 基 質 と ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 さ せ 、 基 質 量 の 減 少
、 あ る い は 反 応 産 物 量 の 増 加 を 測 定 す る 。 そ の 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 量 の 増 加
に よ っ て P450基 質 と し て 試 験 基 質 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
  本 発 明 は 、 試 験 化 合 物 が 特 異 的 に ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る か を 測 定 す る 次 の ス テ ッ プ か
ら 成 る 方 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ）   核 酸 、 あ る い は そ の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を そ の 核 酸 が ポ リ ペ プ チ ド に 変 換 さ れ る
条 件 に お い て 発 現 さ せ る 。 そ の 中 の 核 酸 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を 提 供 す る 核 酸 を 含 ん で い る ；
（ ｂ ）   試 験 化 合 物 を 与 え る ；
（ ｃ ）   試 験 化 合 物 と ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 さ せ る ； そ し て 、
（ ｄ ）   ス テ ッ プ (b)の 試 験 化 合 物 が 特 異 的 に ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る か を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
  本 発 明 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る P450活 性 の 調 節 因 子 の 同 定 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ）   本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
を 提 供 す る ；
（ ｂ ）   試 験 化 合 物 を 提 供 す る ；
（ ｃ ）   ス テ ッ プ (b)の 試 験 化 合 物 と ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 さ せ て P450活 性 を
測 定 す る 。 試 験 化 合 物 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で 測 定 し た P450活 性 の 差 異 に よ り 、 試 験 化 合 物
が P450活 性 を 調 節 し た か を 判 別 す る 。
一 例 と し て 、 P450活 性 は 、 P450基 質 を 用 い て 、 そ の 基 質 量 の 減 少 あ る い は 反 応 産 物 量 の 増
加 、 あ る い は 基 質 量 の 増 加 又 は 反 応 産 物 量 の 減 少 を 見 る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る
。 試 験 化 合 物 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で そ の 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 量 の 増 加 を 調 べ
る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 が P450活 性 の 活 性 化 因 子 で あ る か 同 定 す る 。 試 験 化 合 物 存 在 下
及 び 非 存 在 下 で そ の 基 質 量 の 増 加 、 あ る い は 反 応 産 物 量 の 減 少 を 調 べ る こ と に よ り 、 試 験
化 合 物 が P450活 性 の 阻 害 因 子 で あ る か 同 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
  本 発 明 は 、 処 理 機 や デ ー タ 保 存 装 置 よ り 成 る コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を 提 供 し 、 本 発 明
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に お け る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 一 部 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド や 、 本 発 明 に お け る 核 酸
を 含 む 核 酸 の 配 列 は 、 こ れ ら の デ ー タ 保 存 装 置 に 保 存 さ れ る 。 一 例 と し て 、 こ れ ら の コ ン
ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 更 に 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 含 み 、 デ ー タ 保 存 装 置 に は 、 少 な
く と も 一 つ の 対 照 配 列 保 存 さ れ て い る 。 一 例 と し て 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 多 型 性 を
解 析 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 含 ん で い る 。 他 の 一 例 と し て 、 こ れ ら の コ ン ピ ュ ー
タ ー シ ス テ ム は 、 与 え ら れ た 配 列 に お い て 、 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 特 性 を 同 定 で き る
同 定 機 能 を も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
  本 発 明 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る 読 み 込 み が 可 能 な 媒 体 を 含 ん で お り 、 こ れ ら の 媒 体 に
は 、 本 発 明 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 一 部 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド や 、 本 発 明 に
お け る 核 酸 を 含 む 核 酸 の 配 列 の 情 報 が 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
  本 発 明 は 、 配 列 上 の 特 徴 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 し て お り 、 そ れ は 、 以 下 の ス テ ッ
プ を 含 ん で い る :
(a) 配 列 上 の 特 徴 を 同 定 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 使 用 し た 本 発 明 に お け る
ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 一 部 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド や 本 発 明 に お け る 核 酸 を 含 む 核 酸
の 配 列 を 読 み 込 む こ と ； そ し て 、
(b) そ の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ っ て 、 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 配 列 上 の 特 性 を
解 析 す る こ と 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
  本 発 明 は 、 第 一 の 配 列 と 、 第 二 の 配 列 と の 比 較 法 を 提 供 し て お り 、 そ れ は 、 以 下 の ス テ
ッ プ を 含 ん で い る ：
(a) 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 の 配 列 上 の 特 徴 を 同 定 す る た め の プ ロ グ ラ ム を 有 す る コ ン ピ
ュ ー タ ー へ 読 み 込 む 。 こ の 第 一 の 配 列 と は 、 本 発 明 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 一 部
の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド や 本 発 明 に お け る 核 酸 を 含 む 核 酸 の 配 列 で あ る ；
(b) コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ る 、 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 と の 比 較 解 析 を 行 う 。 一
例 と し て 、 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 と の 比 較 解 析 に は 、 そ れ ら の 多 型 性 解 析 の ス テ ッ プ も
含 ま れ る 。 一 例 と し て 、 こ れ ら の 方 法 に は 、 与 え ら れ た 配 列 に お け る 、 一 つ 、 あ る い は そ
れ 以 上 の 配 列 上 の 特 性 の 同 定 も 含 ま れ る 。 他 の 一 例 と し て 、 こ れ ら の 方 法 に は 、 コ ン ピ ュ
ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ る 、 第 一 の 配 列 の 読 み 込 み 、 及 び そ の 配 列 中 の 一 つ 、 あ る い は そ れ
以 上 の 配 列 上 の 特 性 の 同 定 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
  本 発 明 は 、 環 境 サ ン プ ル か ら P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 の 単 離 法 、
あ る い は 回 収 法 を 提 供 す る 。 そ れ は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
（ ａ ）   P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 増 幅 す る た め の 増 幅 プ ラ イ マ ー
配 列 ペ ア ー を 与 え る 。 そ の プ ラ イ マ ー ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:
5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO
:17、 SEQ ID NO:19、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:27、 SEQ I
D NO:29、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 S
EQ ID NO:41、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:5
1、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID NO:55、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。
（ ｂ ）   そ の 環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る か 、 あ る い は 、 そ の 環 境 サ ン プ ル を そ の サ
ン プ ル 中 の 核 酸 が 増 幅 プ ラ イ マ ー ペ ア ー に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る よ う 処 理 す る ； そ
し て 、
（ ｃ ）   ス テ ッ プ (b)の 核 酸 と ス テ ッ プ (a)の 増 幅 プ ラ イ マ ー ペ ア ー を 混 合 し 、 環 境 サ ン プ
ル か ら 核 酸 を 増 幅 す る 。
こ れ に よ り 、 環 境 サ ン プ ル か ら P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 単 離 あ る
い は 回 収 法 す る 。 一 例 と し て 、 増 幅 プ ラ イ マ ー ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:3、 SE
Q ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:15、 S
EQ ID NO:17、 SEQ ID NO:19、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:2
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7、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID 
NO:39、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:49、 SEQ
 ID NO:51、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID NO:55と し て 示 さ れ る 配 列 、 あ る い は そ れ ら の サ ブ 配
列 中 の 少 な く と も 10～ 50連 続 塩 基 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
  本 発 明 は 、 環 境 サ ン プ ル か ら P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 の 単 離 法 、
あ る い は 回 収 法 を 提 供 す る 。 そ れ は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
（ ａ ）   本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
を 与 え る ；
（ ｂ ）   そ の 環 境 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る か 、 あ る い は そ の 環 境 サ ン プ ル を そ の サ ン
プ ル 中 の 核 酸 が ス テ ッ プ (a)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る
よ う 処 理 す る ；
（ ｃ ）   単 離 し た 核 酸 、 あ る い は ス テ ッ プ (b)の 処 理 を 施 し た 環 境 サ ン プ ル と ス テ ッ プ (a)
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  プ ロ ー ブ を 混 合 す る ； そ し て 、
（ ｄ ）   ス テ ッ プ (a)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  プ ロ ー ブ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を
単 離 す る 。
こ れ に よ り 、 環 境 サ ン プ ル か ら P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 を 単 離 、 あ
る い は 回 収 法 す る 。 環 境 サ ン プ ル は 、 水 、 液 体 、 土 壌 、 空 気 、 あ る い は 生 物 学 的 な サ ン プ
ル で も あ り 得 る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル と は 、 バ ク テ リ ア 、 原 生 動 物 、 昆 虫 、 酵 母 、 植 物 、 カ
ビ 、 あ る い は 高 等 動 物 等 の 細 胞 に 由 来 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
  本 発 明 は 、 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核 酸 の 変 種 を 作 製 す る 方 法 を 提 供
す る 。 そ の 方 法 は 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
（ ａ ）   本 発 明 の 核 酸 含 む 鋳 型 核 酸 を 与 え る ； そ し て 、
（ ｂ ）   鋳 型 配 列 に お い て 、 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 修 飾 、 削 除 、 あ る
い は 挿 入 す る か 、 あ る い は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 鋳 型 核 酸 の 変 種 を 作 製 す る 。
一 例 と し て 、 こ の 方 法 は 、 更 に 、 変 種 P450ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と を 含 め る 。 一 例 と
し て 、 そ の 修 飾 、 挿 入 、 あ る い は 削 除 は 、 エ ラ ー プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ  ン グ 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 指 向 変 異 法 、 ア セ ン ブ リ ー PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 法 、 イ ン ビ ト ロ 変 異 法
、 カ セ ッ ト 変 異 法 、 部 位 特 異 的 変 異 法 、 遺 伝 子 再 集 合 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 指 数
的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法 (GSSM)、 合 成 結 合 再 集 合 (SLR)及 び そ れ ら
の 組 み 合 わ せ な ど の 方 法 に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。 他 の 例 と し て 、 そ の 修 飾 、 挿 入 あ
る い は 削 除 は 、 再 組 換 え 、 再 帰 的 な 配 列 再 組 換 え 、 フ ォ ス フ ォ チ オ エ イ ト DNA 変 異 法 、 ウ
ラ シ ル 含 有 テ ン プ レ ー ト 変 異 法 、 ギ ャ ッ プ デ ュ プ レ ッ ク ス 変 異 法 、 ポ イ ン ト ミ ス マ ッ チ リ
ペ ア ー 変 異 法 、 リ ペ ア ー 欠 損 宿 主 変 異 法 、 化 学 変 異 法 、 放 射 線 変 異 法 、 デ リ ー シ ョ ン 変 異
法 、 リ ス ト リ ク シ ョ ン /セ レ ク シ ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ ク シ ョ ン /ピ ュ ー リ フ ィ ケ ー シ ョ ン
変 異 法 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 キ メ ラ 遺 伝 子 重 合 体 の 創 製 及 び /又 は そ
れ ら と 他 の 方 法 の 組 み 合 わ せ 等 の 方 法 に よ っ て 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
  一 例 と し て 、 本 法 は 、 産 生 さ れ る 鋳 型 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 比 べ て 、
P450が 変 化 、 あ る い は 異 な る 活 性 を 持 つ ま で 、 又 は 、 変 化 、 あ る い は 異 な る 安 定 性 を 持 つ
ま で 繰 り 返 す こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 変 種 P450ポ リ ペ プ チ ド は 、 耐 熱 性 で あ り 、 上 昇
し た 温 度 に 曝 さ れ た 後 で も い く ら か の 活 性 を 保 持 で き る 。 他 の 例 と し て 、 変 種 P450ポ リ ペ
プ チ ド は 、 鋳 型 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た P450よ り も グ リ コ シ レ ー シ ョ ン の 度 合 い が 高 い 。
一 例 と し て 、 変 種 P450ポ リ ペ プ チ ド は 、 あ る 高 温 条 件 に お い て も P450活 性 を 保 持 す る が 、
鋳 型 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る P450は 、 そ の 高 温 以 下 の 条 件 で も 活 性 を 持 て な い 。 一 例 と し
て 、 本 法 は 、 産 生 さ れ る 鋳 型 核 酸 に 比 べ て 、 P450を コ ー ド す る 配 列 が 変 化 し た コ ド ン を 持
つ ま で 繰 り 返 す こ と が で き る 。 他 の 例 と し て 、 本 法 は 、 産 生 さ れ る 鋳 型 核 酸 に 比 べ て 、 P4
50遺 伝 子 が よ り 高 い か 低 い メ ッ セ ー ジ の 発 現 又 は 安 定 性 を 持 て る ま で 繰 り 返 す こ と が で き
る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
  本 発 明 は 、 宿 主 に お け る 発 現 を 増 加 さ せ る た め に P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 の コ ド ン を 修 飾 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
（ ａ ）   本 発 明 の 核 酸 含 む P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 与 え る ； そ し
て 、
（ ｂ ）   ス テ ッ プ (a)の 核 酸 に お け る 好 ま し く な い か 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド
ン を 同 定 し 、 そ れ を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 好 ま し い 、 あ る い は 天 然 に 使 わ れ て い る コ
ド ン を 置 換 コ ド ン と し て 置 き 換 え る 。 そ の 好 ま し い コ ド ン は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ
て い る 配 列 に 過 剰 表 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 好 ま し く な い か 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な
い コ ド ン と は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る 配 列 に 過 小 表 示 さ れ る コ ド ン で あ る 。
こ れ に よ り 、 宿 主 に お け る 発 現 を 増 加 さ せ る た め の 核 酸 の 修 飾 が な さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
  本 発 明 は 、 P450ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に お け る コ ド ン を 修 飾 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
（ ａ ）   本 発 明 の 核 酸 含 む P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 与 え る ； そ し
て 、
（ ｂ ）   ス テ ッ プ (a)の 核 酸 に お け る あ る コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド
す る 異 な る コ ド ン を 置 換 コ ド ン と し て 置 き 換 え る 。 こ れ に よ り 、 P450を コ ー ド す る 核 酸 に
お け る コ ド ン を 修 飾 す る  。
【 ０ ０ ５ ９ 】
  本 発 明 は 、 宿 主 に お け る 発 現 を 増 加 さ せ る た め に P450ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に
お け る コ ド ン を 修 飾 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
（ ａ ）   本 発 明 の 核 酸 含 む P450ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 与 え る ； そ し て 、
（ ｂ ）   ス テ ッ プ (a)の 核 酸 に お け る 好 ま し く な い か 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド
ン を 同 定 し 、 そ れ を 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 好 ま し い 、 あ る い は 天 然 に 使 わ れ て い る コ
ド ン を 置 換 コ ド ン と し て 置 き 換 え る 。 そ の 好 ま し い コ ド ン は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ
て い る 配 列 に 過 剰 表 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 好 ま し く な い か 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な
い コ ド ン と は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る 配 列 に 過 小 表 示 さ れ る コ ド ン で あ る 。
こ れ に よ り 、 宿 主 に お け る 発 現 を 増 加 さ せ る た め の 核 酸 の 修 飾 が な さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
  本 発 明 は 、 宿 主 に お け る 発 現 を 減 少 さ せ る た め に P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 に お け る コ ド ン を 修 飾 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 成
る ：
（ ａ ）   本 発 明 の 核 酸 含 む P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 与 え る ； そ し
て 、
（ ｂ ）   ス テ ッ プ (a)の 核 酸 に お け る 少 な く と も 一 つ の 好 ま し い コ ド ン を 同 定 し 、 そ れ を
同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 好 ま し し く な い か 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド ン を 置 換
コ ド ン と し て 置 き 換 え る 。 そ の 好 ま し い コ ド ン は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る 配 列
に 過 剰 表 示 さ れ る コ ド ン で あ り 、 好 ま し く な い か 、 あ る い は あ ま り 好 ま し く な い コ ド ン と
は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る 配 列 に 過 小 表 示 さ れ る コ ド ン で あ る 。 こ れ に よ り 、
宿 主 に お け る 発 現 を 減 少 さ せ る た め の 核 酸 の 修 飾 が な さ れ る 。 宿 主 細 胞 に は 、 バ ク テ リ ア
、 カ ビ 、 昆 虫 、 酵 母 、 植 物 、 あ る い は 高 等 動 物 等 の 細 胞 を 使 え る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
  本 発 明 は 、 多 数 の 修 飾 P450の 活 性 部 位 、 あ る い は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 核 酸 ラ イ ブ
ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の P450の 活 性 部 位 、 あ る い は 基 質 結 合 部 位 は 、 初 期
の P450の 活 性 部 位 、 あ る い は 基 質 結 合 部 位 配 列 を 含 む 初 期 核 酸 に 由 来 す る 。  そ の 方 法 は
、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
（ ａ ）   初 期 の P450の 活 性 部 位 、 あ る い は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 初 期 核 酸 を 与 え る 。
そ の 初 期 核 酸 と は 、 厳 格 な 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID 
NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:17、 SEQ I
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D NO:19、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:27、 SEQ ID NO:29、 S
EQ ID NO:31、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:4
1、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:51、 SEQ ID 
NO:53、 SEQ ID NO:55、 あ る い は そ の サ ブ 配 列 と し て 示 さ れ る 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
配 列 を 含 み 、 そ の 核 酸 は 、 P450の 活 性 部 位 、 あ る い は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド し て い る ；
（ ｂ ）   初 期 核 酸 に お け る 多 数 の 標 的 コ ド ン に 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 変 種 の 並 び を コ ー
ド し た 一 群 の 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 与 え る ； そ し て 、
（ ｃ ）   変 異 さ せ た 各 ア ミ ノ 酸 コ ド ン で ア ミ ノ 酸 変 種 の 並 び を 持 つ 一 群 の 活 性 部 位 、 あ る
い は 基 質 結 合 部 位 を コ ー ド す る 変 異 核 酸 を 作 製 す る た め に そ の 一 群 の 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 利 用 す る 。 そ れ に よ り 、 修 飾 さ れ た 多 数 の P450の 活 性 部 位 、 あ る い は 基 質 結 合 部 位
を コ ー ド す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー が 作 製 さ れ る 。
一 例 と し て 、 こ の 方 法 は 、 ス テ ッ プ (a)の 初 期 核 酸 を 至 適 化 指 向 シ ス テ ム に よ っ て 変 異 さ
せ る こ と を 含 み 得 る 。 他 の 例 と し て 、 本 法 は 、 ス テ ッ プ (a)の 初 期 核 酸 を 遺 伝 子 飽 和 部 位
変 異 法 (GSSM)、 合 成 結 合 再 集 合 (SLR)、 エ ラ ー プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 指 向 変 異 法 、 ア セ ン ブ リ ー PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR変 異 法 、 イ ン ビ ト ロ 変 異 法 、 カ
セ ッ ト 変 異 法 、 部 位 特 異 的 変 異 法 、 遺 伝 子 再 集 合 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 指 数 的 ア
ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 の 方 法 に よ り 変 異 さ せ る こ と を 含 み 得 る 。
一 例 と し て 、 本 法 は 、 ス テ ッ プ (a)の 初 期 核 酸 、 あ る い は 変 種 を リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 再
帰 的 な 配 列 リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 フ ォ ス フ ォ チ オ エ イ ト DNA 変 異 法 、 ウ ラ シ ル 含 有 テ ン プ
レ ー ト 変 異 法 、 ギ ャ ッ プ デ ュ プ レ ッ ク ス 変 異 法 、 ポ イ ン ト ミ ス マ ッ チ リ ペ ア ー 変 異 法 、 リ
ペ ア ー 欠 損 宿 主 変 異 法 、 化 学 変 異 法 、 放 射 線 変 異 法 、 デ リ ー シ ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ ク シ
ョ ン /セ レ ク シ ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ ク シ ョ ン /ピ ュ ー リ フ ィ ケ ー シ ョ ン 変 異 法 、 人 工 遺 伝
子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 キ メ ラ 遺 伝 子 重 合 体 の 創 製 及 び /あ る い は そ れ ら の 組 み 合
わ せ 等 の 方 法 に よ っ て 変 異 さ せ る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
  本 発 明 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る 小 分 子 を 作 る 方 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ）   小 分 子 を 合 成 、 あ る い は 修 飾 す る こ と の で き る 多 数 の 生 合 成 酵 素 を 与 え る 。 そ の
一 つ は 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た P450を 含 む ；
（ ｂ ）   ス テ ッ プ (a)の 酵 素 の 少 な く と も 一 つ に 対 す る 基 質 を 与 え る ； そ し て 、
（ ｃ ）   ス テ ッ プ (b)の 基 質 と そ の 酵 素 を 、 小 分 子 を 生 成 す る 一 連 の 生 体 触 媒 酵 素 に よ る
多 数 の 生 体 触 媒 反 応 が 容 易 に 起 こ る 条 件 下 で 反 応 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
  本 発 明 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る 小 分 子 を 修 飾 す る 方 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ）   P450酵 素 を 与 え る 。 こ の 酵 素 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 含 む か 、 あ る い は 、 本 発
明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ て い る ；
（ ｂ ）   あ る 小 分 子 を 与 え る ； そ し て 、
（ ｃ ）   ス テ ッ プ (a)の 酵 素 と ス テ ッ プ (b)の 小 分 子 を 、 P450酵 素 に よ り 触 媒 さ れ る 酵 素 反
応 が 容 易 に 起 こ る 条 件 下 で 反 応 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 P450の 酵 素 反 応 に よ り 小 分 子 が 修 飾
さ れ る 。
本 法 に は 、 ス テ ッ プ (a)の 酵 素 に 対 す る 小 分 子 基 質 が 多 数 含 ま れ 得 る 。 そ れ に よ り 、 P450
酵 素 が 触 媒 す る 少 な く と も 一 つ の 酵 素 触 媒 反 応 に よ っ て 修 飾 さ れ た 小 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー
が 作 製 さ れ る 。 他 の 例 と し て 、 本 法 は 、 更 に 、 多 数 の 生 体 触 媒 反 応 を 容 易 に す る 条 件 下 、
多 数 の 酵 素 反 応 に よ り 作 製 さ れ る 修 飾 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 る た め の 付 加 的 な 酵 素 を も
多 数 含 む 。 別 例 と し て 、 本 法 は 、 更 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に 好 ま し い 活 性 を 持 つ 特 別 な 修 飾
小 分 子 が 存 在 す る か 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 べ る ス テ ッ プ を も 含 み 得 る 。 ラ イ ブ ラ リ ー を
調 べ る ス テ ッ プ と は 、 修 飾 小 分 子 の 一 部 に つ い て 、 好 ま し い 活 性 を 持 つ 特 別 な 小 分 子 の 存
否 を 調 べ る こ と に よ り 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に 存 在 す る 多 数 の 修 飾 小 分 子 の う ち の 一 部 を 作 る
た め に 使 わ れ る 生 体 触 媒 反 応 の 一 つ を 除 く 全 て を 系 統 的 に 取 り 除 く ス テ ッ プ 及 び 好 ま し い
活 性 を 持 つ 特 別 な 修 飾 小 分 子 を 作 り 出 す 少 な く と も 一 つ の 特 別 な 生 体 触 媒 反 応 を 同 定 す る
ス テ ッ プ を も 含 み 得 る 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
  本 発 明 は 、 P450酵 素 の 機 能 断 片 を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ れ は 、 以 下 の ス テ ッ プ か
ら 成 る ：
(a)　 P450酵 素 を 与 え る 。 そ の 酵 素 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む か 、 あ る い は 本 発 明
の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ て い る ； 及 び
(b)　 ス テ ッ プ (a)の 配 列 か ら 多 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 削 除 し 、 残 存 す る 配 列 に つ い て P450活
性 を 調 べ る 。 そ れ に よ り P450酵 素 の 機 能 断 片 を 決 定 す る 。
一 例 と し て 、 P450活 性 は 、 P450基 質 を 与 え 、 基 質 量 の 減 少 、 あ る い は 反 応 産 物 量 の 増 加 を
検 出 す る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
  本 発 明 は 、 代 謝 流 量 実 時 間 分 析 を 利 用 し た 新 規 、 あ る い は 修 飾 表 現 型 の 全 細 胞 エ ン ジ ニ
ア リ ン グ の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
(a)　 細 胞 の 遺 伝 的 な 組 成 を 修 飾 す る こ と に よ り 修 飾 細 胞 を 作 成 す る 。 そ の 遺 伝 的 組 成 は
、 本 発 明 の 核 酸 を そ の 細 胞 に 付 加 す る こ と に よ り 修 飾 さ れ る ；
(b)　 そ の 修 飾 さ れ た 細 胞 を 培 養 し 多 数 の 修 飾 細 胞 を 作 成 す る ；
(c)　 即 時 に 、 ス テ ッ プ (b)の 細 胞 培 養 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 少 な く と も 一 つ の 代 謝
パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る ； 及 び 、
(d)　 そ の パ ラ メ ー タ ー が 、 同 様 の 条 件 で 非 修 飾 細 胞 に お け る 比 較 可 能 な 測 定 と 異 な る か
を 調 べ る た め に ス テ ッ プ (c)の デ ー タ を 分 析 す る 。 そ れ に よ り 代 謝 流 量 実 時 間 分 析 を 利 用
し て そ の 細 胞 に お け る エ ン ジ ニ ア さ れ た 表 現 型 を 同 定 す る 。 一 例 と し て 、 そ の 細 胞 の 遺 伝
的 組 成 は 、 そ の 細 胞 に お け る 配 列 の 削 除 、 あ る い は 配 列 の 修 飾 か ら 成 る 方 法 、 あ る い は 遺
伝 子 の 発 現 を ノ ッ ク ア ウ ト す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 本 方 法 は
、 新 し く エ ン ジ ニ ア さ れ た 表 現 型 を 含 む 細 胞 を 選 別 す る こ と を も 含 め る こ と が で き る 。 一
例 と し て 、 本 方 法 は 選 別 し た 細 胞 を 培 養 す る こ と も 含 ん で お り 、 そ れ に よ り 、 新 し い エ ン
ジ ニ ア さ れ た 表 現 型 を 含 む 新 し い 細 胞 株 が 作 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
  本 発 明 は 、 ア ル ケ ン の オ キ シ ゲ ナ ー ゼ の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 次 の ス テ ッ
プ か ら 成 る ：
(a)　 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ；
(b)　 ア ル ケ ン を 含 む 組 成 を 与 え る ； そ し て
(c)　 そ の ポ リ ペ プ チ ド が オ キ シ ゲ ナ ー ゼ と し て ア ル ケ ン に 作 用 す る 条 件 に お い て 、 ス テ
ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド を ス テ ッ プ (b)の 組 成 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
  本 発 明 は 、 好 ま し い 鏡 像 性 を 持 つ 化 合 物 を 産 生 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は
次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
(a)　 鏡 像 選 択 的 な P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ；
(b)　 P450基 質 を 含 む 組 成 を 与 え る ；
(c)  ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド を ス テ ッ プ (b)の P450基 質 と そ の ポ リ ペ プ チ ド が P450酵
素 基 質 を キ ラ ル な エ ポ キ シ ド に 変 換 触 媒 す る 条 件 に お い て 接 触 さ せ る ； そ し て 、
(d)  そ の キ ラ ル エ ポ キ シ ド を キ ラ ル 化 合 物 へ 変 換 す る 。
一 例 と し て 、 キ ラ ル 化 合 物 は 、 ジ オ ー ル 、 ア ミ ノ ア ル コ ー ル 、 ハ ロ ヒ ド リ ン 、 あ る い は 分
枝 ア ル キ ル 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
  本 発 明 は 、 P450ポ リ ペ プ チ ド の 耐 熱 性 、 あ る い は 熱 安 定 性 を 上 昇 さ せ る 方 法 、 P450ポ リ
ペ プ チ ド に 糖 鎖 を 付 加 す る (グ リ コ シ レ ー シ ョ ン )方 法 を 提 供 す る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 中 の 少 な く と も 30の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 そ れ に よ り 、 P450ポ リ ペ プ チ ド の 耐 熱
性 、 あ る い は 熱 安 定 性 を 上 昇 さ せ る 。 一 例 と し て 、 P450酵 素 の 比 活 性 は 、 37～ 90 ℃ の 温
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度 範 囲 に お い て 耐 熱 性 、 あ る い は 熱 安 定 性 で あ る 。
  本 発 明 は 、 組 換 え P450ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 中 に お い て 過 剰 発 現 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。
こ れ に は 、 ベ ク タ ー 、 核 酸 、 本 発 明 の 核 酸 の 少 な く と も 100残 基 の 範 囲 に わ た り 少 な く と
も 50 ％ 配 列 同 等 性 を 持 つ 核 酸 が 含 ま れ る 。 そ の 配 列 同 等 性 は 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、
あ る い は 視 覚 的 な 検 索 分 析 に よ り 決 定 さ れ 、 過 剰 発 現 は 、 高 活 性 の プ ロ モ ー タ ー 、 ジ シ ス
ト ロ ン ベ ク タ ー 、 あ る い は ベ ク タ ー の 遺 伝 子 増 幅 等 を 使 用 す る こ と に よ り 影 響 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
  本 発 明 は 、 P450を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 細 胞 を 選 択 す る 増 殖 ベ ー ス の 方 法 を 提 供 す る 。
そ の 方 法 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
(a)　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 多 数 の 核 酸 を 与 え る ；
(b)　 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り 細 胞 の
増 殖 に 必 要 な 組 成 変 換 さ れ る こ と が で き 、 そ の 必 要 と さ れ る 組 成 は 、 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す
る エ ポ キ シ ド か ら 成 る は ず で あ る ；
(c)  エ ポ キ ド を 欠 い て い る 培 地 に お い て 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 、 あ る い
は 基 質 を 加 え る ； そ し て 、
(d)  細 胞 の 増 殖 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 増 殖 中 の 細 胞 は 、 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を
エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 に 変 換 す る こ と の で き る P450を コ ー ド し た 核 酸 を 含 む 刺 激 ク ロ ー ン
と し て 同 定 さ れ 、 そ れ に よ り 、 P450を コ ー ド し た 核 酸 を 含 む 細 胞 を 選 択 す る 。
一 例 と し て 、 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 ア ル ケ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
  本 発 明 は 、 P450を コ ー ド す る 核 酸 を 選 択 す る 増 殖 ベ ー ス の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は
、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
(a)　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 与 え る ；
(b)  前 駆 体 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り 細 胞 の 増
殖 に 必 要 な 組 成 に 変 換 さ れ る こ と が で き 、 そ の 必 要 と さ れ る 組 成 は 、 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す
る エ ポ キ シ ド か ら 成 る は ず で あ る ；
(c)  多 数 の 細 胞 を 与 え る 。 そ の 細 胞 は 、 ス テ ッ プ (b)の 組 成 を 作 れ な い ；
(d)  そ の 核 酸 を 細 胞 に 組 み 込 み 、 そ の 核 酸 が 発 現 し 、 か つ 、 そ の コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ
ド が 翻 訳 さ れ る 条 件 下 で そ の 細 胞 を 増 殖 さ せ る 。 そ の 細 胞 を 、 増 殖 に 必 要 な エ ポ キ シ ド を
含 む 組 成 を 欠 い た 培 地 中 で 培 養 し 、 ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を 加 え る ； そ し
て 、
(e)  細 胞 の 増 殖 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の 中 の 核 酸 は 、 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を
エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 に 変 換 す る こ と の で き る P450を コ ー ド し た 核 酸 を 含 む 刺 激 さ れ た ク
ロ ー ン と し て 同 定 さ れ 、 そ れ に よ り 、 P450を コ ー ド し た 核 酸 を 選 択 す る 。
一 例 と し て 、 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 ア ル ケ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
  本 発 明 は 、 P450を コ ー ド す る 核 酸 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ
ッ プ か ら 成 る ：
(a)　 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 与 え
る ；
(b)  前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り 細 胞 の
増 殖 に 必 要 な 組 成 に 変 換 さ れ る こ と が で き 、 そ の 必 要 と さ れ る 組 成 は 、 細 胞 の 増 殖 を 誘 導
す る エ ポ キ シ ド か ら 成 る は ず で あ る ；
(c)  多 数 の 細 胞 を 与 え る 。 そ の 細 胞 は 、 ス テ ッ プ (b)の 組 成 を 作 れ な い ；
(d)  遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 細 胞 に 導 入 し 、 そ の 細 胞 を 、 増 殖 に 必 要 な エ ポ キ シ ド を 含 む
組 成 を 欠 い た 培 地 中 で 培 養 す る ；
(e)  ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を そ の 培 養 に 加 え る ；
(f)  増 殖 し て い る 細 胞 を 選 別 し 、 ス テ ッ プ (d)の ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー (ク ロ ー ン )を 同
定 す る 。 そ の 細 胞 は 、 そ の 前 駆 体 を エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 に 酵 素 的 に 変 換 す る こ と の で き
、 そ の 酵 素 は 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー に よ り コ ー ド さ れ て い る 。 こ れ に よ り 、 P450を
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コ ー ド し た 核 酸 を 同 定 す る 。
一 例 と し て 、 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 ア ル ケ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
  本 発 明 は 、 P450を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 細 胞 を 選 択 す る 増 殖 ベ ー ス の 方 法 を 提 供 す る 。
そ の 方 法 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
(a)　 エ ポ キ シ ヒ ド ロ ラ ー ゼ を 含 む 多 数 の 細 胞 を 与 え る 。 そ の 細 胞 は 、 増 殖 に 必 要 な 組 成
を 欠 い て い る ；
(b)  前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り エ ポ キ
シ ド に 変 換 さ れ る こ と が で き 、 そ の エ ポ キ シ ド は 、 エ ポ キ シ ヒ ド ロ ラ ー ゼ に よ り 細 胞 の 増
殖 に 必 要 な 組 成 に 変 換 さ れ る こ と が で き る ；
(c)  エ ポ キ ド 、 あ る い は 増 殖 に 必 要 な 組 成 を 欠 い て い る 培 地 に お い て 細 胞 を 増 殖 さ せ 、
ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を 加 え る ； そ し て 、
(d)  細 胞 の 増 殖 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の 中 の 増 殖 中 の 細 胞 は 、 そ の 前 駆 体 あ る い は
基 質 を エ ポ キ シ ド に 変 換 す る こ と の で き る P450を コ ー ド し た 核 酸 を 含 む 刺 激 ク ロ ー ン と し
て 同 定 さ れ 、 そ れ に よ り 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ P450酵 素 を コ ー ド し た 核 酸 を 含 む 細
胞 を 選 択 す る 。
一 例 と し て 、 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 ア ル ケ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
  本 発 明 は 、 P450酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 を 選 択 す る 増 殖 ベ ー ス の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方
法 は 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
(a)　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 を 与 え る ；
(b)  前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 P450に よ り エ ポ キ
シ ド に 変 換 さ れ る こ と が で き 、 そ の エ ポ キ シ ド は 、 エ ポ キ シ ヒ ド ロ ラ ー ゼ に よ り 増 殖 に 必
要 な 組 成 に 変 換 さ れ る こ と が で き る ；
(c)  エ ポ キ シ ヒ ド ロ ラ ー ゼ を 含 む 多 数 の 細 胞 を 与 え る 。 そ の 細 胞 は 、 ス テ ッ プ (b)の 組 成
を 作 れ な い ；
(d)  そ の 核 酸 を 細 胞 に 挿 入 し 、 そ の 核 酸 が 発 現 し 、 か つ 、 そ れ が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ
ド に 翻 訳 さ れ る 条 件 下 で そ の 細 胞 を 増 殖 さ せ る 。 そ の 細 胞 を 、 増 殖 に 必 要 な エ ポ キ シ ド を
含 む 組 成 を 欠 い た 培 地 中 に 培 養 し 、 ス テ ッ プ (c)の 基 質 を 加 え る ； そ し て 、
(e)  細 胞 の 増 殖 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の 中 の 核 酸 は 、 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を
エ ポ キ シ ド を 含 む 組 成 に 変 換 す る こ と の で き る P450を コ ー ド し た 核 酸 を 含 む 刺 激 ク ロ ー ン
と し て 同 定 さ れ 、 そ れ に よ り 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ P450を コ ー ド し た 核 酸 を 選 択 す
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
  一 例 と し て 、 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は ア ル ケ ン を 含 む 。 一 例 と し て 、 前 駆 体 、 あ る い は
基 質 は 、 ア リ ル ア ル コ ー ル 、 3、 3-ジ メ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 あ る い は ト ラ ン ス -3-メ チ ル -2
-ペ ン テ ノ エ ー ト を 含 む 。 一 例 と し て 、 そ の 核 酸 は 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 メ ン バ ー
で あ り 得 る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 混 合 し た 複 数 の 生 物 体 か ら 得 る こ と が で き る 。 一 例 と し て
、 混 合 し た 複 数 の 生 物 体 は 、 土 壌 、 水 、 あ る い は 空 気 サ ン プ ル に 由 来 す る こ と が で き る 。
一 例 と し て 、 そ の 細 胞 は 、 Xynthobacter 株 Py2で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
  本 発 明 は 、 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の た め の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 わ れ る 直 接 定 量 法
を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 成 る ：
(a)　 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る ；
(b)  前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 は 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ に
よ り エ ポ キ シ ド へ 変 換 す る こ と が で き る ；
(c)  ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド を 、 ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 と 、 そ の ポ リ
ペ プ チ ド が 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を エ ポ キ シ ド に 変 換 さ れ る 条 件 の 下 に 混 合 す る ；
(d)  前 駆 体 、 あ る い は 基 質 及 び そ の エ ポ キ シ ド の 分 光 学 的 性 質 を 測 定 す る ； そ し て 、
(e)  エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 指 標 に ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 そ の ポ リ ペ プ チ
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ド は 、 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を エ ポ キ シ ド に 変 換 で き る も の と し て 同 定 さ れ る 。 前 駆 体 、
あ る い は 基 質 が エ ポ キ シ ド へ 変 換 さ れ る 時 の 分 光 学 的 性 質 の 修 飾 に よ り 検 出 さ れ る 。 そ れ
に よ り 、 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド が 選 別 さ れ る 。
一 例 と し て 、 そ の 分 光 学 的 性 質 は 蛍 光 で あ る 。 一 例 と し て 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 駆 体
、 あ る い は 基 質 を エ ポ キ シ ド に 変 換 で き る エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ も の と し て 同 定 さ れ
る 。 そ の 前 駆 体 は 黄 色 、 エ ポ キ シ ド は 青 色 の 蛍 光 活 性 を 持 ち 、 変 換 の 程 度 は 、 前 駆 体 が エ
ポ キ ド に 変 換 さ れ る 時 の 青 色 蛍 光 の 黄 色 蛍 光 に 対 す る 比 を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
  本 発 明 は 、 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の た め の
ス ク リ ー ニ ン グ に 使 わ れ る 直 接 定 量 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 成 る
：
(a)　 多 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る ；
(b)  ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 共 有 結 合 し た 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を 与 え る 。 そ の 前 駆 体 、 あ
る い は 基 質 は 、 P450に よ り エ ポ キ シ ド へ 変 換 さ れ る こ と が で き る ；
(c)  ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド を 、 ス テ ッ プ (b)の 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 と 、 そ の ポ リ
ペ プ チ ド が 前 駆 体 、 あ る い は 基 質 を ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合 し た エ ポ キ シ ド に 変 換 で き る
条 件 の 下 に 混 合 す る ；
(d)  ス テ ッ プ (c)ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合 し た エ ポ キ シ ド を ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 変 換 す る
；
(e)  蛍 光 の 収 量 を 測 定 す る ； そ し て 、
(f)  P450活 性 を 指 標 に ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 駆
体 、 あ る い は 基 質 を エ ポ キ シ ド に 変 換 で き る P450活 性 を 持 つ も の と し て 同 定 さ れ る 。 ウ ン
ベ リ フ ェ ロ ン の 形 成 に よ る 蛍 光 の 収 量 の 増 加 に よ り 検 出 さ れ る 。 そ れ に よ り 、 P450活 性 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド が 選 別 さ れ る 。
一 例 と し て 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合 し た エ ポ キ シ ド の ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン へ の 変 換 は 、 更
に 、 次 の ス テ ッ プ を 含 む ：
(a)　 エ ポ キ シ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る ；
(b)  ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合 し た エ ポ キ シ ド と ス テ ッ プ (a)の ポ リ ペ プ チ ド を 、 ス テ ッ プ
(a)の ポ リ ペ プ チ ド が ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合 し た エ ポ キ シ ド を ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合
し た 隣 位 の ジ オ ー ル に 変 換 で き る 条 件 に お い て 混 合 す る ；
(c)  ス テ ッ プ (b)の ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合 し た 隣 位 の ジ オ ー ル に つ い て 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化
を 行 い 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合 し た ア ル デ ヒ ド を 形 成 さ せ る ；
(d)  ス テ ッ プ (c)の ア ル デ ヒ ド に つ い て 、 BSA-触 媒 β -脱 離 反 応 を 行 い 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ
ン を 形 成 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
図 表 の 説 明
図 １ は 、 不 斉 化 学 的 酸 化 に つ い て の 概 略 を 示 す 。
図 ２ は 、 酸 化 酵 素 に よ る 酸 化 反 応 の 例 を 描 写 し て い る 。
図 ３ は 、 エ ポ キ シ ド の 合 成 利 用 に つ い て 描 写 し て い る 。
図 ４ は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の ブ ロ ッ ク ダ イ ア グ ラ ム を 示 す 。
図 ５ は 、 新 規 配 列 と デ ー タ ー ベ ー ス の 配 列 間 の 相 同 性 を 調 べ る た め に 、 新 規 核 酸 あ る い は
タ ン パ ク の 配 列 を 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス と 比 較 す る 過 程 の 一 例 を 描 写 す る フ ロ ー ダ イ ア グ ラ
ム を 示 す 。
図 ６ は 、 二 配 列 間 に 相 同 性 が あ る か を 調 べ る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー 処 理 の 過 程 を 描 写 す る
フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム を 示 す 。
図 ７ は 、 あ る 配 列 に 関 す る 特 徴 の 存 在 を 検 出 す る た め の 同 定 プ ロ セ ス 300の 過 程 を 描 写 す
る フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム を 示 す 。
図 ８ は 、 有 用 な 小 分 子 エ ポ キ シ ド 及 び そ れ ら の 医 薬 合 成 に お け る 応 用 に つ い て 描 写 し て い
る 。   
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図 ９ は 、 抗 ガ ン 及 び 抗 HIV薬 の 合 成 に お け る エ ポ キ シ ド の 使 用 に つ い て 描 写 し て い る 。
図 １ ０ は 、 エ ポ キ シ 化 を 触 媒 す る 酵 素 の つ い て 描 写 し て い る 。
図 １ １ は 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ の 発 見 の た め に 可 能 な 選 別 及 び 選 別 基 質 の 系 統 的 概 略 を 示 す 。
図 １ ２ は 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ の 発 見 の た め に 可 能 な ス ク リ ー ニ ン グ に つ い て 描 写 し て い る 。
図 １ ３ は 、 超 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 単 一 細 胞 活 性 及 び 配 列 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 蛍 光 活 性 化
細 胞 選 別 (Fluorescence Activated Cell Sorting:FACS)に つ い て 描 写 し て い る 。
図 １ ４ は 、 配 列 を 基 に し た 発 見 の た め の 環 境 ラ イ ブ ラ リ ー の バ イ オ パ ン ニ ン グ に つ い て 描
写 し て い る 。
種 々 の 図 に お け る 同 じ 参 照 符 は 、 同 様 の エ レ メ ン ト を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
詳 細 な 記 述
  本 発 明 は 、 P450活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 及 び そ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 及 び 使 用 に 関 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 鉄 /ヘ ム 核 を 利 用 し た 分 子 酸 素 の 活 性 化 、 酸 化 反 応 を 支 え
る 酸 化 還 元 電 子 シ ャ ト ル を 使 う モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 環 境 サ ン プ ル に 由 来 す る 酵 素 、 あ る い は 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の
よ う な 広 範 な バ イ オ デ ィ バ ー シ テ ィ ー 資 源 か ら P450酵 素 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 P450酵 素
を 得 る た め に 迅 速 な 選 別 、 あ る い は ス ク リ ー ン を 行 う た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、
組 換 え 遺 伝 子 技 術 を 用 い た 関 心 対 象 の 配 列 や 活 性 の た め に 、 未 だ 知 ら れ て い な い バ イ オ デ
ィ バ ー シ テ ィ ー に ア ク セ ス し た り 迅 速 な ス ク リ ー ン を 行 う た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明
は 、 生 物 体 の 遺 伝 子 サ ン プ ル の 解 析 か ら 与 え ら れ る 融 通 性 及 び 再 現 性 を 以 っ て 天 然 化 合 物
を 迅 速 に ス ク リ ー ン す る 能 力 と 関 連 し た 利 点 を 合 わ せ 持 つ 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 酵 素 を 用
い た 有 用 な キ ラ ル エ ポ キ シ ド の 合 成 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 開 発
し た P450酵 素 を 用 い て 産 生 さ れ る 有 用 な キ ラ ル エ ポ キ シ ド 及 び そ の 誘 導 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
  P450オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 時 と し て P450エ ポ キ シ ダ ー ゼ と も 呼 ば れ る (P450s)、 は 、 天 然 に
広 く 存 在 し 、 生 体 異 物 の 解 毒 、 非 通 常 炭 素 源 の 異 化 、 及 び 二 次 代 謝 産 物 の 生 合 成 等 の 過 程
に 関 与 す る 酸 化 酵 素 で あ る 。 本 発 明 の 酵 素 の 持 つ P450活 性 は 、 生 体 異 物 の 解 毒 、 非 通 常 炭
素 源 の 異 化 、 及 び 二 次 代 謝 産 物 の 生 合 成 等 を 含 む 既 知 の P450活 性 を 全 て 含 む 。 本 発 明 の 酵
素 の 他 の 具 体 的 な 使 用 、 及 び 本 発 明 の 酵 素 の 作 製 な ら び に 使 用 法 に つ い て は 以 下 の 例 を 参
照 。
U.S. 特 許 番 号  6,420,131; 6,387,647; 6,380,465; 6,312,917; 6,306,907; 6,306,624; 
6,300,544; 6,288,087; 6,284,219; 6,274,360; 6,242,203; 6,217,860; 6,207,648 及 び
 6,060,253。
【 ０ ０ ８ １ 】
  細 菌 に お い て 、 各 反 応 サ イ ク ル の 終 わ り で ヘ ム 鉄 を 還 元 す る た め に 必 要 と さ れ る 電 子 は
、 フ ェ レ ド キ シ ン (FDX)や フ ェ レ ド キ シ ン 還 元 酵 素 (FDR)の 活 性 か ら 成 る 共 同 す る 酵 素 シ ス
テ ム に よ っ て 供 給 さ れ る 。 P450の 例 と し て 、 エ ポ キ シ 化 を 触 媒 す る こ と は よ く 知 ら れ る 。
特 に 、 エ ポ キ シ 化 は 、 他 に 知 ら れ る 極 僅 か の 酵 素 ク ラ ス で し か 触 媒 さ れ な い 。 P450sを 用
い て こ の 変 換 を 行 う こ と は 、 ア キ ラ ル (非 対 像 )な 分 子 に 立 体 化 学 的 情 報 を 導 入 す る こ と を
可 能 に す る 。 結 果 と し て 生 ず る キ ラ リ テ ィ ー は 、 多 く の 求 核 試 薬 を 用 い て エ ポ キ シ ド を 開
環 す る こ と に よ り 他 の 機 能 性 に 変 換 さ れ る こ と が で き る （ 図 -3） 。 そ こ で 、 究 極 的 な 産 物
の 範 囲 は 、 加 水 分 解 に よ り 生 ず る ジ オ ー ル に 限 定 さ れ ず 、 ア ル コ ー ル 、 ハ ロ ヒ ド リ ン 及 び
分 枝 鎖 ア ル キ ル 残 基 等 に 拡 大 で き る 。 更 に 、 本 工 程 は 、 酵 素 的 な エ ポ キ シ ド の 加 水 分 解 の
よ う な キ ネ テ ィ ッ ク 解 析 方 法 と 関 連 し て 、 物 質 の 損 失 な く し て 行 え る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

  用 語 「 P450s」 と は 、 他 の 酸 素 原 子 の 水 へ の 還 元 を 伴 い 酸 素 -原 子 を 広 範 な 基 質 に 取 り 込
ま せ る 酸 素 ‐ 活 性 化 触 媒 を 包 括 す る 。 そ こ で 、 P450酵 素 は 、 以 下 の 活 性 を 持 ち 得 る ： 脂 肪
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族 及 び 芳 香 族 炭 素 の 水 酸 化 、 エ ポ キ シ 化 、 N、 O-及 び S-脱 ア ル キ ル 化 、 脱 ハ ロ ゲ ン 化 、 酸
化 的 脱 ア ミ ノ 化 、 N-酸 化 及 び N-水 酸 化 、 あ る い は ス ル ホ キ シ ド 形 成 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
  「 P450変 種 」 は 、 「 前 駆 体 P450」 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 。 前 駆
体 P450は 、 天 然 に 存 在 す る P450及 び 組 換 え 体 P450を 含 む 。 P450変 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 前
駆 体 ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 削 除 あ る い は 挿 入 に よ る
前 駆 体 P450の ア ミ ノ 酸 配 列 に 「 由 来 」 す る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 前 駆 体 P450酵 素 自 体 の 細
工 よ り も む し ろ 前 駆 体 P450の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 「 前 駆 体 DNA配 列 」 に つ い て で あ
る 。 そ の よ う な 前 駆 体 DNA配 列 の 細 工 に 適 し た 方 法 は 、 す で に 知 ら れ る 方 法 だ け で な く 、
こ こ に 開 示 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
  用 語 「 抗 体 」 と は 、 抗 原 や エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 で き る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 免
疫 グ ロ ブ リ ン 、 あ る い は そ れ ら の 断 片 に よ っ て 設 計 さ れ た も の か 実 体 的 に コ ー ド さ れ た も
の に 由 来 す る ペ プ チ ド 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ； Fundamental Immunology, Third 
Edition W.E. Paul 編 集 , Raven出 版 , N.Y.（ 1993） ；  Wilson（ 1994） J.Immunol.Method
s 175： 267-73； Yarmush（ 1992） J.Biochem.Biophys.Methods　 25： 85－ 97参 照 。 一 つ の
特 殊 技 術 と し て 、 抗 体 を コ ー ド し た 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド が 化 学 的 、 あ る い は 組 み 換 え 遺 伝
子 の 方 法 論 に よ り 単 離 、 あ る い は 新 規 に 合 成 さ れ る こ と は 評 価 さ れ る 。 用 語 「 抗 体 」 と は
、 抗 原 結 合 部 分 、 即 ち 、 抗 原 に 結 合 す る 能 力 を 持 っ た 抗 原 結 合 部 位 (例 え ば 、 断 片 、 サ ブ
配 列 、 相 補 的 決 定 領 域 (CDRs))を 含 む も の で あ り 、 そ れ ら は 、
(i)　 VL、 VH、 CL及 び CH1ド メ イ ン を 含 む 一 価 断 片 で あ る Fab断 片
(ii)　 VH及 び CH1ド メ イ ン を 含 む 二 価 断 片 で あ る F(ab') 2 断 片
(iii)　 VH及 び CH1ド メ イ ン よ り 成 る Fd断 片
(iv)　 抗 体 の 一 ア ー ム 部 分 の VL及 び VHド メ イ ン よ り 成 る Fv断 片
(v)　 VHド メ イ ン よ り 成 る aAb断 片 (Ward et al., (1989) Nature 341： 544－ 546)
(vi)　 単 離 さ れ た 相 補 的 決 定 領 域 (CDR)
を 含 む 。 ま た 、 一 本 鎖 抗 体 も 参 照 に よ り 用 語 「 抗 体 」 に 含 め る 。 　
【 ０ ０ ８ ５ 】
  こ こ で 用 い る 用 語 「 ア レ ー 」 、 あ る い は 「 マ イ ク ロ ア レ ー 」 ,あ る い は 「 バ イ オ チ ッ プ
」 、 あ る い は 「 チ ッ プ 」 と は 、 多 数 の 標 的 断 片 で あ り 、 以 下 に 更 に 詳 述 す る よ う に 、 各 標
的 断 片 は 、 一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の 明 確 な 量 の ポ リ ペ プ チ ド (抗 体 を 含 む )、 あ る い は 基
質 表 面 の 明 確 な 部 位 に 固 定 化 さ れ た 核 酸 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
  こ こ で 用 い る 用 語 「 コ ン ピ ュ ー タ ー 」 、 「 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 」 及 び 「 処 理 機 」
は 、 以 下 に 詳 細 を 記 述 す る よ う に 、 そ れ ら の 最 も 広 い 背 景 に お い て 使 わ れ 、 そ の よ う な 全
て の 装 置 を 含 め る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 発 現 カ セ ッ ト 」 は 、 宿 主 細 胞 に お い て 両 立 し 得 る 構 造 遺 伝 子 (例 え ば
、 本 発 明 の P450ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 配 列 を コ ー ド し た タ ン パ ク )の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す
こ と の で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 発 現 カ セ ッ ト は 、 少 な く と も 配 列 を コ ー ド し
た ポ リ ペ プ チ ド と 動 作 可 能 的 に 、 ま た 、 他 の 配 列 (例 え ば 、 転 写 停 止 シ グ ナ ル )と 任 意 的 に
結 合 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す た め に 必 要 又 は 補 助 的 な 付 加 フ ァ ク タ
ー 、 例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー 、 を 使 用 し て も よ い 。 こ こ で 用 い る 「 動 作 可 能 的 に 結 合 し た 」
と は 、 そ の DNA配 列 の 転 写 を 媒 介 で き る よ う な DNA配 列 か ら 上 流 の プ ロ モ ー タ ー の 結 合 を 意
味 す る 。 従 っ て 、 発 現 カ セ ッ ト は 、 プ ラ ス ミ ド 、 発 現 ベ ク タ ー 、 組 換 え ウ イ ル ス 、 如 何 な
る 形 態 の 組 換 え 「 む き 出 し DNA」 ベ ク タ ー 、 及 び そ の 類 を も 含 ん で い る 。 「 ベ ク タ ー 」 は
、 一 過 性 に 感 染 で き る 核 酸 、 あ る い は 恒 久 的 に 細 胞 を 変 換 で き る 核 酸 か ら 成 る 。 ベ ク タ ー
は 、 む き 出 し DNAで あ り 、 又 は タ ン パ ク 、 あ る い は リ ピ ド と の 複 合 体 で も あ り 得 る こ と が
認 識 さ れ る で あ ろ う 。 ベ ク タ ー は 、 任 意 に ウ イ ル ス 、 あ る い は 細 菌 の 核 酸 、 及 び /又 は タ
ン パ ク 、 及 び /又 は メ ン ブ ラ ン (例 え ば 、 細 胞 膜 、 ウ イ ル ス の リ ピ ド エ ン ベ ロ ー プ 等 )を 含
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む 。 レ プ リ コ ン (例 え ば 、 RNAレ プ リ コ ン 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ )に 限 ら ず 、 添 付 さ れ て 複
製 さ れ る よ う に な る DNA断 片 を 含 む 。 従 っ て 、 ベ ク タ ー は 、 RNAに 限 ら ず 、 独 立 し た 自 己 複
製 す る 環 状 あ る い は 直 鎖 DNA、 あ る い は RNA (例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 及 び そ の 類
、 例 え ば 、 US特 許 番 号  5， 217,879参 照 )を 含 み 、 そ し て 、 発 現 及 び 非 発 現 プ ラ ス ミ ド の 両
方 を 含 む 。 組 換 え 微 生 物 、 あ る い は 細 胞 培 養 が 「 発 現 ベ ク タ ー 」 を 宿 し て い る と 記 述 さ れ
る 場 合 は 、 こ れ は 、 ク ロ モ ゾ ー ム 外 の 環 状 や 直 鎖 の 及 び 宿 主 の ク ロ モ ゾ ー ム に 取 り 込 ま れ
て い る DNAを 含 む 。 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 に よ り 維 持 さ れ て い る 場 合 、 ベ ク タ ー は 、 独 立 構
造 と し て 有 糸 分 裂 の 間 に 安 定 に 複 製 さ れ る か 、 あ る い は 、 宿 主 の ゲ ノ ム 内 に 取 り 込 ま れ る
。
【 ０ ０ ８ ８ 】
  「 プ ラ ス ミ ド 」 は 、 非 制 限 的 な 基 盤 の 上 に 商 業 的 、 公 共 的 な 入 手 が 可 能 で あ り 、 既 に 報
告 さ れ て い る 操 作 に よ る 入 手 可 能 な プ ラ ス ミ ド か ら 構 築 す る こ と が で き る 。 こ こ に 述 べ ら
れ る も の と 同 等 の プ ラ ス ミ ド は 、 既 に 、 公 に 知 ら れ 、 ま た 、 通 常 の 熟 練 し た 研 究 者 に は 明
白 な も の で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
  用 語 「 遺 伝 子 」 は 、 転 写 産 物 (例 え ば 、 メ ッ セ ー ジ )の 生 産 に 関 与 す る  DNA 断 片 を 意 味
す る 。 そ れ は 、 引 き 続 き 翻 訳 さ れ て ペ プ チ ド 鎖 を 産 生 し た り 、 遺 伝 子 の 転 写 、 複 製 、 あ る
い は 安 定 性 を 調 節 し た り す る 。 と り わ け 、 遺 伝 子 は 、 適 用 さ れ 得 る 個 々 の 翻 訳 領 域 (エ ク
ソ ン )間 に 存 在 す る 非 翻 訳 配 列 (イ ン ト ロ ン )だ け で な く 、 リ ー ダ ー 及 び ト レ イ ラ ー 領 域 、
プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー の よ う な コ ー ド 領 域 の 前 後 の 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
  こ こ に 用 い ら れ る 「 核 酸 」 、 あ る い は 「 核 酸 配 列 」 と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ
オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 、 そ れ ら の 如 何 な る 断 片 、 ゲ ノ ム 又 は 合 成 起 源 の DN
A又 は RNA (例 え ば 、 mRNA、 rRNA、 tRNA )で 、 そ れ ら は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 で も よ く 、 ペ プ
チ ド 核 酸 (PNA)又 は DNA様 、 あ る い は RNA様 物 質 に 対 す る セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス 鎖 、 例 え
ば 、 リ ボ ヌ ク レ オ プ ロ テ イ ン (iRNA)を 含 む 天 然 又 は 合 成 の 起 源 の も の を 含 め て 言 及 さ れ る
。 そ の 用 語 は 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド の 類 似 体 を 含 む 核 酸 、 即 ち 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を も 包
括 す る 。 そ の 用 語 は 、 合 成 バ ッ ク ボ ー ン を 持 つ 核 酸 様 構 造 体 を も 包 括 す る 。 以 下 の 例 を 参
照 、 Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197; Strauss-Soukup (1997) Bio
chemistry 36:8692-8698; Samstag (1996) Antisense Nucleic Acid Drug Dev 6:153-156
。
【 ０ ０ ９ １ 】
  こ こ に 用 い ら れ る 「 ア ミ ノ 酸 」 、 あ る い は 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ
チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 、 如 何 な る そ れ ら の 断 片 、 部 分 あ る い は サ ブ ユ ニ ッ ト を 意
味 す る 。 　
【 ０ ０ ９ ２ 】
  こ こ に 用 い ら れ る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 タ ン パ ク 」 は 、 ペ プ チ ド 結 合 あ る い は 修
飾 ペ プ チ ド 結 合 (即 ち 、 ペ プ チ ド  イ ソ ス テ レ ス )に よ り お 互 い に 結 合 し た ア ミ ノ 酸 を 意 味
し 、 20種 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 以 外 の 修 飾 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で も よ い 。 用 語 「 ポ
リ ペ プ チ ド 」 は 、 ま た 、 ペ プ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 モ チ ー フ 及 び そ の 類 を 含 む 。 そ
の 用 語 は 、 グ リ コ シ ル 化 ペ プ チ ド を も 含 む 。 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下
に 更 に 詳 細 を 述 べ る よ う に 、 全 て の 「 疑 似 体 」 及 び 「 ペ プ チ ド 疑 似 体 」 を も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
  用 語 「 単 離 さ れ た 」 は 、 そ の 材 料 が 起 源 環 境 (そ れ が 天 然 由 来 の 場 合 、 そ の 自 然 環 境 )よ
り 採 集 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 生 物 体 に 存 在 す る 天 然 由 来 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 酵 素
は 、 単 離 さ れ た の で は な く 、 天 然 界 に 共 在 す る 物 質 か ら 分 離 さ れ た 同 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 あ る い は ペ プ チ ド を 「 単 離 さ れ た 」 と 言 う 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ
ー の 一 部 、 そ し て (も し く は )こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や 酵 素 は 、 構 成 成 分 の 一 部 で あ
り 、 こ の よ う な ベ ク タ ー や 構 成 成 分 が そ の 自 然 環 境 の 一 部 で な い 場 合 で も 単 離 さ れ る 。 こ
こ に 用 い る よ う に 、 単 離 さ れ た 物 質 又 は 組 成 は 、 「 精 製 さ れ た 」 組 成 で も あ り 得 る 。 即 ち
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、 そ れ は 絶 対 的 な 純 正 純 度 を 要 求 し な い ； む し ろ 、 そ れ は 相 対 的 な 精 製 度 を 意 味 す る 。 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ た 個 々 の 核 酸 は 、 電 気 泳 動 的 に 単 一 な ま で に 習 慣 的 な 手 法 に よ り 精
製 す る こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム DNA、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 他 の 配 列
、 あ る い は 他 の 環 境 か ら 少 な く と も 1倍 、 2倍 、 3倍 、 4倍 、 5倍 あ る い は そ れ 以 上 の 度 合 い
に 精 製 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。 　
【 ０ ０ ９ ４ 】
  こ こ に 用 い る よ う に 用 語 「 組 換 え 」 と は 、 核 酸 が 「 バ ッ ク ボ ー ン 」 核 酸 に 近 い が 天 然 の
環 境 に 存 在 す る も の に は 近 く な い こ と を 意 味 す る 。 一 例 に お い て 、 核 酸 は 、 核 酸 「 バ ッ ク
ボ ー ン 」 分 子 の 集 団 に お い て 、 5 ％ 又 は そ れ 以 上 の 核 酸 挿 入 数 を 示 す 。 本 発 明 に よ る 「 バ
ッ ク ボ ー ン 分 子 」 核 酸 に は 、 発 現 ベ ク タ ー 、 自 己 複 製 核 酸 、 ウ イ ル ス 、 完 成 し つ つ あ る 核
酸 、 及 び 興 味 の あ る 挿 入 核 酸 の 維 持 、 あ る い は 細 工 に 用 い ら れ る 他 の ベ ク タ ー 又 は 核 酸 の
よ う な 核 酸 を 含 む 。 一 例 と し て 、 挿 入 を 豊 富 に し た 核 酸 は 、 組 換 え バ ッ ク ボ ー ン 分 子 の 集
団 に お い て 15 ％ 、 20 ％ 、 30 ％ 、 40 ％ 、 50 ％ 、 60 ％ 、 70 ％ 、 80 ％ 、 90 ％ あ る い は
そ れ 以 上 の 核 酸 挿 入 数 を 示 す 。 「 組 換 え 」 ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は タ ン パ ク は 、 組 換 え DN
A技 術 に よ り 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は タ ン パ ク 、 例 え ば 、 好 ま し い ポ リ ペ プ チ
ド 又 は タ ン パ ク を コ ー ド し た 外 因 性 の DNA構 築 体 に よ り 形 質 変 換 し た 細 胞 か ら 得 ら れ る も
の を 意 味 す る 。 「 合 成 の 」 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク は 、 以 下 に 更 に 述 べ る よ う に 、 化 学
合 成 に よ り 調 製 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
  以 下 に 更 に 述 べ る よ う に 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー で 転 写 を 開 始 す る RNAポ
リ メ ラ ー ゼ が コ ー ド し て い る 配 列 を mRNAに 転 写 す る 場 合 、 そ の 配 列 に 「 動 作 可 能 的 に 結 合
」 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
  「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る よ う な 一 本 鎖 ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ
ド 、 あ る い 二 本 の 相 補 的 な ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を い う 。 そ の よ う な 合 成 ポ リ デ オ
キ シ ヌ ク レ オ チ ド は 、 5'リ ン 酸 基 を 持 た ず 、 ATP及 び キ ナ ー ゼ の 存 在 下 で も リ ン 酸 の 添 加
な く し て は 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 結 合 す る こ と が で き な い 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 脱 リ ン 酸 化 し て い な い 断 片 と は 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
  「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 そ れ に よ り 核 酸 鎖 が 塩 基 の ペ ア ー リ ン グ に よ り 相 補 的
な 鎖 と 結 合 す る 過 程 を 意 味 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 興 味 の あ る 特 別 な 配 列
が サ ン プ ル 中 に 低 濃 度 で 存 在 し て い る 場 合 で も 同 定 で き る よ う に 高 感 度 で 選 択 的 で あ る 。
厳 格 な 条 件 下 と は 、 例 え ば 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶
液 中 の 塩 、 あ る い は ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 等 に よ り 定 義 さ れ
、 既 に そ の こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 そ の 厳 格 度 は 、 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 塩
濃 度 を 減 少 さ せ る こ と 、 ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 を 増 加 さ せ る こ と 、 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 温 度 を 上 昇 さ せ る こ と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 を 変 え る こ と 等 に よ り 増 加 さ
せ る こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 種 々 の (高 、 中 そ し て 低 )厳 格 な 条 件
下 に お け る そ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 に よ り 明 確 に さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
  用 語 「 変 種 」 と は 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 塩 基 対 、 コ ド ン 、 イ ン ト ロ ン 、 エ ク ソ ン 、 あ る
い は ア ミ ノ 酸 残 基 (そ れ ぞ れ )が 修 飾 さ れ 、 本 発 明 の P450の 生 物 学 的 な 活 性 を ま だ 保 持 し て
い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド を 言 及 す る 。 変 種 は 、 例 え ば 、 エ
ラ ー プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 向 変 異 法 、 ア セ ン ブ リ ー PCR、
セ ク シ ュ ア ル PCR 変 異 法 、 イ ン ビ ボ 変 異 法 、 カ セ ッ ト 変 異 法 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法
、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 部 位 特 異 的 変 異 法 、 遺 伝 子 再 集 合 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法
（ GSSM） 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 の 手 段 を 如 何 な る 組 み 合 わ せ で 用 い て 作 製 す る こ と
が で き る 。 野 生 型 P450と は 異 な る pH、 あ る い は 温 度 で 活 性 を 持 つ 変 種 の 作 製 技 術 は こ こ に
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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  用 語 「 飽 和 変 異 」 、 あ る い は 「 GSSM」 と は 、 以 下 に 詳 し く 述 べ ら れ る よ う に 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に 点 変 異 を 導 入 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  プ ラ イ マ ー の 変 異 に 用 い ら れ る
方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
  用 語 「 至 適 化 指 向 的 進 化 シ ス テ ム 」 、 あ る い は 「 至 適 化 指 向 的 進 化 」 と は 、 関 連 し た 核
酸 配 列 、 例 え ば 、 関 連 し た 遺 伝 子 の 断 片 を 再 集 合 す る の た め の 方 法 を 含 み 、 以 下 に 詳 し く
述 べ ら れ る 。 　 　
【 ０ １ ０ １ 】
  用 語 「 合 成 結 合 再 集 合 」 、 あ る い は 「 SLR」 と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 非 確 率 的
に 結 合 さ せ る 方 法 を 提 供 す る も の で 、 以 下 に 詳 し く 述 べ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

  本 発 明 は 、 発 現 ベ ク タ ー の よ う な 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 を 用 い た 新 規 P450配 列 の 発 見 の た め の
方 法 を 含 む 。 ま た 、 提 供 さ れ る 方 法 は 、 例 え ば 、 合 成 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 再 集 合 、 至 適 化 指 向
進 化 シ ス テ ム 及 び /又 は 飽 和 変 異 導 入 に よ り 本 発 明 の 核 酸 を 修 飾 す る た め の も の で も あ る
。
【 ０ １ ０ ３ 】
  本 発 明 の 核 酸 は 、 例 え ば 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ク ロ ー ニ ン グ や 発 現 、 メ ッ セ ー ジ あ る い
は ゲ ノ ム DNAの PCRに よ る 増 幅 、 及 び そ の 類 に よ り 、 作 製 、 単 離 及 び /又 は 細 工 さ れ る 。 本
発 明 の 方 法 を 実 践 す る こ と に お い て 、 相 同 な 遺 伝 子 は 、 こ こ に 述 べ ら れ る よ う に 、 鋳 型 核
酸 を 細 工 す る こ と に よ り 修 飾 さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 如 何 な る 方 法 又 は プ ロ ト コ
ー ル 、 あ る い は 既 に 知 ら れ て い る 装 置 と の 組 み 合 わ せ に よ り 実 践 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
一 般 的 な 技 術
  本 発 明 の 実 践 に 使 わ れ る 核 酸 は 、 RNA、 iRNA、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 ベ
ク タ ー 、 ウ イ ル ス 、 あ る い は 雑 種 の 類 に 関 わ ら ず 、 種 々 の 資 源 か ら 単 離 さ れ 、 遺 伝 学 的 に
エ ン ジ ニ ア さ れ 、 増 幅 さ れ 、 及 び /又 は 発 現 (組 換 え 的 に 作 製 )さ れ て も よ い 。 こ れ ら 核 酸
よ り 作 製 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 望 ま れ る 活 性 の た め に 個 々 に 単 離 あ る い は ク ロ ー
ン 化 し 調 べ る こ と が で き る 。 細 菌 、 高 等 動 物 、 酵 母 、 昆 虫 、 あ る い は 植 物 細 胞 の 発 現 シ ス
テ ム を 含 む 如 何 な る 組 換 え 発 現 シ ス テ ム を 使 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
  別 法 と し て 、 こ れ ら 核 酸 は 、 例 え ば 、 以 下 に 述 べ ら れ る よ う な 、 よ く 知 ら れ る 化 学 合 成
技 術 に よ り イ ン ビ ト ロ で 合 成 す る こ と が で き る 。
Adams (1983) J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:34
40-3444; Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 19:373-380; Blommers (1994) Bioch
emistry 33:7886-7896; Narang (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979) Meth. Enz
ymol. 68:109; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859; U.S. 特 許 番 号  4,458,066
【 ０ １ ０ ６ 】
  例 え ば 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 プ ロ ー ブ の 標 識 (例 え ば 、 ク レ ノ ー  ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た
ラ ン ダ ム ‐ プ ラ イ マ ー 標 識 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 増 幅 )、 配 列 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 及 び そ の 類 の よ う な 核 酸 を 細 工 す る 技 術 は 、 科 学 文 献 な ら び に 特 許 文 献 に よ く 述
べ ら れ て い る 。 例 え ば 、 以 下 を 参 照 。
Sambrook, 編 集 , Molecular Cloning: a Laboratory Manual (2nd ed.), Vols. 1-3, Col
d Spring Harbor Laboratory, (1989); Current Protocols in Molecular Biology、 Ausu
bel, 編 集 , John Wiley & Sons, Inc., New York (1997); Laboratory Techniques in Bi
ochemistry and Molecular Biology: Hybridization With Nucleic Acid Probes, Part I
. Theory and Nucleic Acid Preparation、 Tijssen, 編 集 , Elsevier, N.Y. (1993)
【 ０ １ ０ ７ 】
  本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る た め に 使 わ れ る 核 酸 を 得 た り 細 工 し た り す る 他 の 有 用 な 手 段 は
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、 ゲ ノ ム サ ン プ ル か ら ク ロ ー ン す る こ と 、 望 ま し い な ら ば 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン 、 あ
る い は cDNAク ロ ー ン か ら ス ク リ ー ン 単 離 す る か あ る い は 増 幅 し た 挿 入 を 再 ク ロ ー ン す る こ
と で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 わ れ る 核 酸 の 起 源 は 、 高 等 動 物 の 人 工 ク ロ モ ゾ ー ム (MACs)に
含 ま れ る ゲ ノ ム あ る い は cDNAラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 例 え ば 、 以 下 を 参 照 。 U.S. 特 許 番 号  
5,721,118; 6,025,155; ヒ ト 人 工 ク ロ モ ゾ ー ム 、 Rosenfeld (1997) Nat. Genet. 15:333-
335; yeast artificial chromosomes (YAC); 細 菌 人 工 ク ロ モ ゾ ー ム (BAC); P1 人 工 ク ロ
モ ゾ ー ム 、 Woon (1998) Genomics 50:306-316; P1-由 来  ベ ク タ ー  (PACs)、 Kern (1997) 
Biotechniques 23:120-124; コ ス ミ ド 、 組 換 え ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ 、 あ る い は プ ラ ス ミ ド
。
【 ０ １ ０ ８ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 翻 訳 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 あ
る い は そ の 断 片 の 類 が 分 泌 さ れ る よ う に す る リ ー ダ ー 配 列 を も っ て 適 当 な 段 階 で 修 飾 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
  本 発 明 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 及 び こ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。 本 発 明 中 の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 安 定 性 の 増 加 や 精 製 の 簡 便 化 等 、 目 的 の 特 性 を そ の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 そ
の N末 端 側 に 与 え る た め に 、 異 種 性 の ペ プ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド と 融 合 さ せ る こ と が で き る
。 本 発 明 中 の ペ プ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 、 増 加 し た 免 疫 原 性 の 獲 得 、 精 製 の 簡 便 化
、 抗 体 、 及 び 抗 体 産 生  B 細 胞 の 同 定 、 あ る い は 単 離 な ど を 目 的 と し た 融 合 タ ン パ ク 質 と
し て 、 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 付 加 的 な 領 域 と 結 合 し た 形 で 合 成 又 は 発 現 さ れ る 。 検 出
や 精 製 に 有 効 な 領 域 と し て 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ; 固 定 化 金 属 に よ る 精 製 の た め の ポ リ
ヒ ス チ ジ ン 鎖 及 び ヒ ス チ ジ ン － ト リ プ ト フ ァ ン  モ ジ ュ ー ル な ど の 金 属 キ レ ー ト ペ プ チ ド
； 固 定 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ る 精 製 の た め の 、 プ ロ テ イ ン A領 域 ; FLAGS伸 張 /親 和 性 精 製
シ ス テ ム (Immunex Corp, Seattle WA)に お い て 利 用 さ れ る 領 域 ； 及 び 精 製 用 領 域 と 、 モ チ
ー フ 含 有 ペ プ チ ド と の 間 へ の 、 Factor Xaや エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ (Invitrogen, San Diego CA
)に よ る 切 断 部 位 の 導 入 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と
、 六 つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 、 チ オ レ ド キ シ ン と エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 で 繋 が れ た 配 列
を 含 ん で い る (Williams (1995) Biochemistry 34:1787-1797; Dobeli (1998) Protein Ex
pr. Purif. 12:404-414 参 照 )。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 、 検 出 や 精 製 に 利 用 さ れ 、 エ ン テ ロ キ
ナ ー ゼ 切 断 部 位 は 、 エ ピ ト ー プ の 他 の 融 合 タ ン パ ク 部 位 か ら の 分 離 に 利 用 さ れ る 。 融 合 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー や 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 利 用 に 関 す る 技 術 は 、 科 学 論 文 や 特
許 に 記 述 さ れ て い る (Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12:441-53 参 照 )。
【 ０ １ １ ０ 】

  本 発 明 は 、 発 現 (例 え ば 、 転 写 、 あ る い は 翻 訳 )調 節 配 列 、 即 ち 、 RNA合 成 /発 現 を 誘 導 又
は 調 節 す る プ ロ モ ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 本 発 明 に お け る 核 酸 配 列 (即
ち 、 DNA)を 提 供 す る 。 そ れ ら の 発 現 調 節 配 列 は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る 。 代 表 的 な 細
菌 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 lacIプ ロ モ ー タ ー 、 lacZプ ロ モ ー タ ー 、 T3プ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ
モ ー タ ー 、 gptプ ロ モ ー タ ー 、 ラ ム ダ  PRプ ロ モ ー タ ー 、 Pプ ロ モ ー タ ー 、 及 び trpプ ロ モ ー
タ ー が 含 ま れ る 。 代 表 的 な 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 CMV 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 HSV
チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 初 期 及 び 後 期  SV40プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 L
TRプ ロ モ ー タ ー , 及 び マ ウ ス  メ タ ロ チ オ ネ イ ン Iプ ロ モ ー タ ー  が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
  細 菌 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 発 現 に 適 し た プ ロ モ ー タ ー に は 、 大 腸 菌 lacIプ ロ モ ー タ ー 、
lacZプ ロ モ ー タ ー 、 T3プ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ ー 、 gptプ ロ モ ー タ ー 、 ラ ム ダ  PRプ ロ
モ ー タ ー 、 PLプ ロ モ ー タ ー 、 3-フ ォ ス フ ォ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ (PGK)な ど の 解 糖 系 酵 素
を コ ー ド す る オ ペ ロ ン 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ
る 。 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 CMV前 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 HSVチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ
ー タ ー 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 初 期 及 び 後 期  SV40プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由
来 LTRプ ロ モ ー タ ー 、 及 び マ ウ ス  メ タ ロ チ オ ネ イ ン Iプ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。  原 核 細 胞

10

20

30

40

50

(61) JP 2005-512532 A 2005.5.12

転 写 、 及 び 翻 訳 を 調 節 す る 配 列



、 真 核 細 胞 、 及 び そ れ ら の ウ イ ル ス に お い て 、 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る こ と が 知 ら れ て い る
そ の 他 の プ ロ モ ー タ ー も ま た 使 用 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ２ 】

  本 発 明 は 、 本 発 明 に お け る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー 、 及 び ク
ロ ー ニ ン グ 用 媒 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 に お け る 発 現 ベ ク タ ー 、 及 び ク ロ ー ニ ン グ 用 媒 体 に
は 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド
、 フ ォ ス ミ ド 、 バ ク テ リ ア 人 工 ク ロ モ ソ ー ム 、 ウ イ ル ス DNA(例 え ば 、 ワ ク チ ニ ア 、 ア デ ノ
ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 及 び  SV40 型 ウ イ ル ス )、 P-1由 来 人
工 ク ロ モ ソ ー ム 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド 、 酵 母 人 工 ク ロ モ ソ ー ム 、 及 び 特 定 の 宿 主 (枯 草 菌 、 ア
ス ペ ル ギ ル ス 、 及 び 酵 母 )に 対 し て 特 異 的 な そ の 他 の ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 本 発 明 の ベ ク
タ ー は 、 ク ロ モ ゾ ー ム 由 来 、 非 ク ロ モ ゾ ー ム 由 来 、 及 び 合 成 さ れ た DNA配 列 を 含 む こ と が
で き る 。 多 数 の 有 用 な ベ ク タ ー が 、 関 連 技 術 内 で 知 ら れ て お り 、 こ れ ら は 商 業 的 な 入 手 が
可 能 で あ る 。 代 表 的 な ベ ク タ ー に は 、 細 菌 用 ： pQE ベ ク タ ー (キ ア ゲ ン )、 pBluescript プ
ラ ス ミ ド 、 pNHベ ク タ ー 、 ラ ム ダ -ZAPベ ク タ ー (ス ト ラ テ ジ ー ン )； ptrc99a, pKK223-3、 pD
R540、 pRIT2T (フ ァ ル マ シ ア )； 真 核 細 胞 用 ： pXT1、 pSG5 (ス ト ラ テ ジ ー ン )、 pSVK3、 pBP
V、 pMSG、 pSVLSV40 (フ ァ ル マ シ ア )。 し か し 、 宿 主 内 で の 複 製 が 可 能 で あ る の な ら 、 そ の
他 の プ ラ ス ミ ド や ベ ク タ ー も 利 用 さ れ る で あ ろ う 。 低 コ ピ ー 数 、 あ る い は 高 コ ピ ー 数 の ベ
ク タ ー が 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ３ 】
  発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 開 始 の た め の リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、 及 び 転 写 終 結
配 列 を 含 ん で い る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 ま た 、 発 現 を 増 加 さ せ る た め の そ の 他 の 適 切 な
配 列 も 含 む で あ ろ う 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 オ リ ジ ン 、 必 要 な リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位
、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ イ シ ン グ ド ナ ー 、 及 び ア ク セ プ タ ー 部 位 、 転 写 終 結 配 列 、
及 び 5'非 転 写 配 列 を 含 ん で い る 。 あ る 例 で は 、 SV40ス プ ラ イ ス 由 来 の DNA配 列 や ポ リ ア デ
ニ ル 化 部 位 が 必 要 な 非 転 写 領 域 と し て 使 用 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ４ 】
  一 例 と し て 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 そ の ベ ク タ ー を 含 ん で い る 宿 主 細 胞 を 選 別 す る た め の 一
つ 又 は そ れ 以 上 の 選 別 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 選 別 用 マ ー カ ー に は 、
真 核 細 胞 用 と し て 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 あ る い は ネ オ マ イ シ
ン 耐 性 遺 伝 子 、 大 腸 菌 に お け る テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 あ る い は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 及
び S. cerevisiae TRP1遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 選 別 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 を
含 む 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CAT)ベ ク タ ー や そ の 他 の ベ ク タ ー を 用
い て 目 的 の 遺 伝 子 よ り 選 別 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
  真 核 細 胞 中 で の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 そ の 発 現 レ ベ ル を
増 加 さ せ る た め の エ ン ハ ン サ ー も 含 ま れ る で あ ろ う 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 そ の 遺 伝 子 の プ ロ
モ ー タ ー に 作 用 し 、 そ の 遺 伝 子 の 転 写 を 増 加 さ せ る cis- 作 動 性 の DNA領 域 で 、 通 常 約 10～
300塩 基 対 の 長 さ を 持 つ 。 そ の 例 と し て 、 そ の 複 製 オ リ ジ ン よ り 約 100～ 270塩 基 対 下 流 に
存 在 す る SV40エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製
オ リ ジ ン 下 流 に 存 在 す る ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 及 び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が あ
る 。 　 　
【 ０ １ １ ６ 】
  DNA 配 列 は 、 様 々 な 行 程 に よ り 、 ベ ク タ ー へ と 挿 入 さ れ る 。 一 般 的 に 、 DNA配 列 及 び ベ
ク タ ー は 、 適 当 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ 、 そ DNA配 列 は 、 ベ ク タ ー 中 の
目 的 の 部 位 に 挿 入 、 連 結 さ れ る 。 又 は 、 DNA配 列 と ベ ク タ ー の 平 滑 末 端 同 士 が 連 結 さ れ る
で あ ろ う 。 Ausubel及 び Sambrookに よ り 記 述 さ れ て い る よ う な 、 様 々 な ク ロ ー ニ ン グ 技 術
が 、 関 連 技 術 内 で 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 行 程 等 は 、 関 連 技 術 に お け る 適 用 範 囲 内 で あ る
と み な さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
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  ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 あ る い は フ ァ ー ジ の 形 で 存 在 し て い る で あ ろ
う 。 そ の 他 の ベ ク タ ー と し て 、 ク ロ モ ゾ ー ム 由 来 、 非 ク ロ モ ゾ ー ム 由 来 、 及 び 合 成 さ れ た
DNA配 列 、 SV40誘 導 体 、 細 菌 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ DNA、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 酵 母 プ ラ ス ミ
ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 及 び フ ァ ー ジ DNAの 組 み 合 わ せ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 ワ ク チ ニ ア ウ イ ル
ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス DNAが 含 ま
れ る 。 原 核 細 胞 宿 主 や 真 核 細 胞 宿 主 に お け る 様 々 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 及 び 発 現 ベ ク
タ ー が 、 Sambrookに よ り 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
  利 用 さ れ る で あ ろ う 細 菌 用 ベ ク タ ー に は 、 pBR322 (ATCC 37017)、 pKK223-3 (フ ァ ル マ
シ ア ： Uppsala, Sweden)、 GEM1 (プ ロ メ ガ ： Madison, WI, USA)、 pQE70、 pQE60、 pQE-9 (
キ ア ゲ ン )、 pD10、 psiX174 pBluescript II KS、 pNH8A、 pNH16a、 pNH18A、 pNH46A (ス ト
ラ テ ジ ー ン )、 ptrc99a、 pKK223-3、 pKK233-3、 pDR540、 pRIT5 (フ ァ ル マ シ ア )、 pKK232-8
、 及 び pCM7等 の 既 知 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 の 必 要 な 遺 伝 的 配 列 を 含 む 商 業 的 に 入 手 可
能 な プ ラ ス ミ ド が 含 ま れ る 。 真 核 細 胞 用 ベ ク タ ー と し て は 、 pSV2CAT、 pOG44、 pXT1、 pSG 
(ス ト ラ テ ジ ー ン )、 pSVK3、 pBPV、 pMSG、 及 び pSVL (フ ァ ル マ シ ア )が 含 ま れ る 。 し か し 、
宿 主 内 で の 複 製 が 可 能 で あ り 、 か つ 維 持 さ れ る も の で あ る な ら 、 そ の 他 の ベ ク タ ー も 利 用
さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ９ 】

  本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 に お け る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 本 発 明 中 の ベ ク タ ー
を 含 む 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る 。 宿 主 細 胞 と し て は 、 細 菌 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 哺
乳 類 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 あ る い は 植 物 細 胞 を 含 む 、 関 連 技 術 内 で 利 用 さ れ て い る 原 核 細 胞 あ
る い は 真 核 細 胞 の 何 れ の 宿 主 細 胞 も 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 代 表 的 な 細 菌 細 胞 に は 、 E. col
i、 Streptomyces、 Bacillus subtilis、 Salmonella typhimurium、 及 び Pseudomonas、 Str
eptomyces、 あ る い は Staphylococcus属 に 属 す る 様 々 な 種 の 細 菌 が 含 ま れ る 。 代 表 的 な 昆
虫 細 胞 に は 、 Drosophila S2、 及 び Spodoptera Sf9が 含 ま れ る 。 ま た 、 代 表 的 な 動 物 細 胞
に は 、 CHO、 COS、 あ る い は Bowesメ ラ ノ ー マ や そ の 他 の マ ウ ス や ヒ ト 細 胞 株 が 含 ま れ る 。
適 切 な 宿 主 細 胞 の 選 択 も 、 関 連 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
  ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 ウ イ ル ス 感 染 、
遺 伝 子 ガ ン 、 あ る い は Ti-媒 介 遺 伝 子 導 入 を 含 む 様 々 な 技 術 に よ り 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る
。 特 有 の 方 法 と し て 、 カ ル シ ウ ム 燐 酸 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン
に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 あ る い は 電 気 穿 孔 法 が 含 ま れ る (Davis
, L., Dibner, M., Battey, I., Basic Methods in Molecular Biology, (1986))。
【 ０ １ ２ １ 】
  設 計 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 適 切 な 場 所 に お い て 、 通 常 の 栄 養 培 地 を 基 に プ ロ モ ー タ ー の 活
性 化 、 形 質 転 換 体 の 選 別 、 あ る い は 本 発 明 中 の 遺 伝 子 の 増 殖 を 可 能 に す る よ う に 修 飾 さ れ
た 培 地 中 で 培 養 さ れ る で あ ろ う 。 適 切 な 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 、 及 び そ の 宿 主 細 胞 を 適 切 な
細 胞 密 度 に な る ま で 生 育 さ せ た 後 、 選 択 さ れ た プ ロ モ ー タ ー が 、 適 当 な 手 段 (即 ち 、 温 度
変 化 、 あ る い は 化 学 物 質 の 添 加 )に よ り 誘 導 さ れ 、 更 に 、 そ の 宿 主 細 胞 は 、 目 的 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 が 生 産 さ れ る ま で 培 養 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
  そ の 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 物 理 的 、 あ る い は 化 学 的 手 段 に よ り 破 砕 し て 得 ら れ
る 粗 抽 出 物 を 精 製 に 用 い る 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 使 用 さ れ た 微 生 物 細 胞 は 、 反 復 凍 結 融 解
、 超 音 波 破 砕 、 機 械 的 破 砕 、 あ る い は 細 胞 溶 解 試 薬 を 含 む 適 切 な 方 法 に よ り 破 砕 さ れ る で
あ ろ う 。 こ の よ う な 方 法 は 、 関 連 研 究 者 内 で よ く 知 ら れ て い る 。 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
、 あ る い は そ の 断 片 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 あ る い は エ タ ノ ー ル に よ る 沈 殿 、 酸 に よ る 抽
出 、 陽 イ オ ン 、 あ る い は 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 セ ル ロ ー ス 燐 酸 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド
ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 方 法 に
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よ り 、 組 換 え 細 胞 培 養 物 よ り 回 収 、 及 び 精 製 さ れ る で あ ろ う 。 必 要 で あ る な ら ば 、 タ ン パ
ク 質 の 立 体 構 造 を 完 全 な も の と す る た め に 、 折 り た た み 化 行 程 が 行 わ れ る で あ ろ う 。 更 に
、 最 終 的 な 精 製 が 必 要 で あ る 場 合 は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)が 使 用 さ れ る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ３ 】
  様 々 な 哺 乳 類 細 胞 培 養 系 が 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 に 使 用 さ れ る 。 哺 乳 類 細 胞 発 現 系
に は 、 サ ル 腎 臓 繊 維 芽 細 胞 の COS-7細 胞 株 や 、 C127、 3T3、 CHO、 HeLa、 及 び BHK細 胞 の よ う
な 適 当 な ベ ク タ ー か ら タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る 樹 立 細 胞 株 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
  組 換 え 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 生 産 に は 、 宿 主 細 胞 中 の 構 成 成 分 が 、 通 常
の 様 式 で 利 用 さ れ る で あ ろ う 。 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 に よ り 生 産 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は
、 組 換 え 体 生 産 工 程 に 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に よ っ て 、 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン を 受 け る 場 合 が
あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 第 一 の ア ミ ノ 酸 は 、 メ チ オ ニ ン 、 あ る い は そ れ と は 異 な る
ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
  無 細 胞 翻 訳 系 も 、 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 に 使 用 さ れ る 。 無 細 胞 翻 訳 系 は 、
ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 と 機 能 的 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を
含 む DNA構 成 物 よ り 転 写 さ れ た mRNAを 利 用 で き る 。 一 例 と し て 、 そ れ ら の DNA構 成 物 は 、 イ
ン ビ ト ロ 転 写 反 応 を 受 け る 前 に 鎖 状 化 さ れ る で あ ろ う 。 転 写 さ れ た mRNAは 、 そ し て 、 目 的
の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 を 生 産 す る た め に ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 抽 出 物 の よ う な 適
切 な 無 細 胞 翻 訳 系 抽 出 物 と と も に 培 養 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
  発 現 ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 選 別 す る た め に 、 真 核 細 胞 用 と し て 、 ジ ヒ
ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 あ る い は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 大 腸 菌 に
お け る テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 あ る い は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 等 の 特 定 の 表 現 型 特 性 を 示 す
一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 選 別 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
核 酸 の 増 幅
  本 発 明 の 実 践 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 あ る い は 、 修 飾 し た
核 酸 は 、 例 え ば 、 増 幅 に よ り 再 産 生 さ れ る 。 本 発 明 は 、 P450ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 核
酸 を 増 幅 す る 増 幅 配 列 プ ラ イ マ ー  ペ ア ー を 提 供 す る 。 そ の 増 幅 に お い て 、 プ ラ イ マ ー  ペ
ア ー は 、 典 型 的 な SEQ ID NO:1あ る い は そ の サ ブ 配 列 ；  SEQ ID NO:3と し て 示 す 配 列 あ る
い は そ の サ ブ 配 列 ； SEQ ID NO:5と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 ； SEQ ID NO:7と し
て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 ； SEQ ID NO:9と し て 示 す 配 列 あ る い は そ の サ ブ 配 列 、
を 含 む 核 酸 配 列 を 増 幅 で き る 。 既 に 応 用 さ れ て い る 技 術 で こ れ ら 配 列 の 如 何 な る 部 分 あ る
い は 完 全 長 の 配 列 に 対 す る 増 幅 プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア ー を 修 飾 で き る 。 例 え ば 、
【 ０ １ ２ ８ 】
典 型 的 な SEQ ID NO:1は 、 　
gtgaccacca ccacgaccaa cgaccccgac accccccagg tccacttctg ggccgtcccc      60
gacctcaccg gcctcgactt cgacccgctg ctcgccaaac tgctgcacga ggaccccgtc     120
acccgcgtcc ggctgccgca cggcgaaggc cacgcctggc tcgtcacccg ctacgaggac     180
gtcaagttcg tctccgtcga cccgcgcttc agccgccagg ccgtctgggg ccgttccatc     240
acccgcgtag ccccccactt catcccgatg gagggcgccg tcggcttcgc cgacccgccg     300
gaccacaccc ggatgcgccg cgtcgtcgcc cgcgccttca gcgcccgcgc cctgcgctcc     360
ctgcgcgacc acgcccagga cgtcatggac cggctcctcg accgggtcga ggagcacggc     420
gcgcccgccg acctcatgga gctcgtcaac cgccccttcc ccctcgccat ggtcagcgaa     480
ctcatgggcg tccccgaggg cgaccagccg ctgatggccc actggtccga caccatcatc     540
tcggccggcg ccggccggga ggccagcgag acggccaagg ccgagatggg ccggtacttc     600
accgaactca tcggccgcaa ccacggcacc ggcaaggaga ccctcgccgc cgtcctcgcc     660
gacgccgtcg acgacgacac cctcaccgag cacgaggccg tcggcctcgc cgtcctcatc     720
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cagatcggcg gcgcccacgc cgtccggaac aacagcgcca acatggtgta cgcgctgctc     780
acccaccccg agcacctcgc ccggctgcgc gcggagccgg agctcgtccc ccaggccgtc     840
gacgagctcc tccgctacat cccgcaccgc aacgccgtcg gcctctcccg gatcgccctg     900
gaggacgtcg aggtcggcgg ggtcaccatc ccctccggcg accccgtcta cgtctcctac     960
ctgacggcca accgcgaccc cgccgtcttc cccgaccccg agcggctcga cttcgaccgc    1020
gcgtacaacc cccacgtcgc cttcggccac ggcccccact actgccccgg ctccgccctc    1080
gcccgcatcg agtcggagat cctcgtcgac acgctgtgga cccgcttccc gaacctgcgg    1140
ctcgccgtcc ccgaggacca gctgcgctgg cagcgcggcg ccctcatccg cggccccgag    1200
acccttccgg tcacctggtg a                                              1221
で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:1の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID N
O:1の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
典 型 的 な SEQ ID NO:1は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Thr Thr Thr Thr Thr Asn Asp Pro Asp Thr Pro Gln Val His Phe Trp Ala Val Pro 
Asp Leu Thr Gly Leu Asp Phe Asp Pro Leu Leu Ala Lys Leu Leu His Glu Asp Pro Val 
Thr Arg Val Arg Leu Pro His Gly Glu Gly His Ala Trp Leu Val Thr Arg Tyr Glu Asp 
Val Lys Phe Val Ser Val Asp Pro Arg Phe Ser Arg Gln Ala Val Trp Gly Arg Ser Ile 
Thr Arg Val Ala Pro His Phe Ile Pro Met Glu Gly Ala Val Gly Phe Ala Asp Pro Pro 
Asp His Thr Arg Met Arg Arg Val Val Ala Arg Ala Phe Ser Ala Arg Ala Leu Arg Ser 
Leu Arg Asp His Ala Gln Asp Val Met Asp Arg Leu Leu Asp Arg Val Glu Glu His Gly 
Ala Pro Ala Asp Leu Met Glu Leu Val Asn Arg Pro Phe Pro Leu Ala Met Val Ser Glu 
Leu Met Gly Val Pro Glu Gly Asp Gln Pro Leu Met Ala His Trp Ser Asp Thr Ile Ile 
Ser Ala Gly Ala Gly Arg Glu Ala Ser Glu Thr Ala Lys Ala Glu Met Gly Arg Tyr Phe 
Thr Glu Leu Ile Gly Arg Asn His Gly Thr Gly Lys Glu Thr Leu Ala Ala Val Leu Ala 
Asp Ala Val Asp Asp Asp Thr Leu Thr Glu His Glu Ala Val Gly Leu Ala Val Leu Ile 
Gln Ile Gly Gly Ala His Ala Val Arg Asn Asn Ser Ala Asn Met Val Tyr Ala Leu Leu 
Thr His Pro Glu His Leu Ala Arg Leu Arg Ala Glu Pro Glu Leu Val Pro Gln Ala Val 
Asp Glu Leu Leu Arg Tyr Ile Pro His Arg Asn Ala Val Gly Leu Ser Arg Ile Ala Leu 
Glu Asp Val Glu Val Gly Gly Val Thr Ile Pro Ser Gly Asp Pro Val Tyr Val Ser Tyr 
Leu Thr Ala Asn Arg Asp Pro Ala Val Phe Pro Asp Pro Glu Arg Leu Asp Phe Asp Arg 
Ala Tyr Asn Pro His Val Ala Phe Gly His Gly Pro His Tyr Cys Pro Gly Ser Ala Leu 
Ala Arg Ile Glu Ser Glu Ile Leu Val Asp Thr Leu Trp Thr Arg Phe Pro Asn Leu Arg 
Leu Ala Val Pro Glu Asp Gln Leu Arg Trp Gln Arg Gly Ala Leu Ile Arg Gly Pro Glu 
Thr Leu Pro Val Thr Trp (SEQ ID NO:2)
【 ０ １ ３ １ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:3は 、
atgaccggtc aagaccagac aatcgttcac gatgtcccgg taaacgtcgc tcaacagccc      60
aacccctacc cgctcttcga acgcatccgc gagcacggcg tcgtccagcg ggtacggctg     120
aatcccactc ttgaagtctg gatggtcacc ggatacgacg aggcggtggc ggcgctcacc     180
gacccccggc tcagcagcag ccccgtcggc gtcaacggac tcgaggagga gatggcccac     240
caggagcgca ccaacgtcct gatggccagc atgctcgtcg ccaacggcga ggaccacacc     300
cggctgcgca acctcgtctc gaaggccttc accgcccgcc gggtggagca gctcgcgccg     360
cgcgtccagg cgcacaccga cgccttcctc gacgcggtcg cggcgcgcgg atccgccgac     420
ctggtctcgg agttcgccct gccgctcccc atggccgtac tcagcgacct catcggcatc     480
ccggccgagg ggcagcccga cttcgcccgc ctcgcggtcg gcctcatcat gccgccgaac     540
acccccgagc ggctcgccaa gggagcccgc gcccgcgccg aactcaccga gttcttcgag     600
ccgttgatcg cccagcgcaa gaaggagccg aaggacgacc tgctgagcgc gctctgcgcg     660
gcgcaggccg aggagcggat cagcgaccgc gagctgacgg cgatgacgat cctgctcacg     720
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ctcgccgggc acgagacgac ggccagcctg atcgccaacg gcgtgcacgc cctgctgcgg     780
cacccggagc agttcgccac cctgcgcgac gacccctcgc tgctgccggg cgcgatcgag     840
gaactcctgc gctacgaggg cccggtgagc cggggcgtcg cccgcttcac caccgacccg     900
tacgagatcg gcggggtcac cgtaccggcc ggcgagatga tcatcatcgg gctcgccgcg     960
gccaatcgcg acccggcccg ctacgaccgt cccgacatcc tcgacgttgc acgccgtgag    1020
gtgccgcaac agctcgcttt cggccatggc gtgcacttct gcctgggtgc gccgctggcc    1080
cgcgcggagg cccggatcgc catcggcacc ctgctgcgcc gcttccccga tctgcggctc    1140
gccgacccgg acgcggacct cagccggcgc gagggcatcc tgcgcggcat ggcgaccctg    1200
cccgtgacct tcacgcccga ggcctga                                        1227
で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:3の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID N
O:3の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:3は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Thr Gly Gln Asp Gln Thr Ile Val His Asp Val Pro Val Asn Val Ala Gln Gln Pro 
Asn Pro Tyr Pro Leu Phe Glu Arg Ile Arg Glu His Gly Val Val Gln Arg Val Arg Leu 
Asn Pro Thr Leu Glu Val Trp Met Val Thr Gly Tyr Asp Glu Ala Val Ala Ala Leu Thr 
Asp Pro Arg Leu Ser Ser Ser Pro Val Gly Val Asn Gly Leu Glu Glu Glu Met Ala His 
Gln Glu Arg Thr Asn Val Leu Met Ala Ser Met Leu Val Ala Asn Gly Glu Asp His Thr 
Arg Leu Arg Asn Leu Val Ser Lys Ala Phe Thr Ala Arg Arg Val Glu Gln Leu Ala Pro 
Arg Val Gln Ala His Thr Asp Ala Phe Leu Asp Ala Val Ala Ala Arg Gly Ser Ala Asp 
Leu Val Ser Glu Phe Ala Leu Pro Leu Pro Met Ala Val Leu Ser Asp Leu Ile Gly Ile 
Pro Ala Glu Gly Gln Pro Asp Phe Ala Arg Leu Ala Val Gly Leu Ile Met Pro Pro Asn 
Thr Pro Glu Arg Leu Ala Lys Gly Ala Arg Ala Arg Ala Glu Leu Thr Glu Phe Phe Glu 
Pro Leu Ile Ala Gln Arg Lys Lys Glu Pro Lys Asp Asp Leu Leu Ser Ala Leu Cys Ala 
Ala Gln Ala Glu Glu Arg Ile Ser Asp Arg Glu Leu Thr Ala Met Thr Ile Leu Leu Thr 
Leu Ala Gly His Glu Thr Thr Ala Ser Leu Ile Ala Asn Gly Val His Ala Leu Leu Arg 
His Pro Glu Gln Phe Ala Thr Leu Arg Asp Asp Pro Ser Leu Leu Pro Gly Ala Ile Glu 
Glu Leu Leu Arg Tyr Glu Gly Pro Val Ser Arg Gly Val Ala Arg Phe Thr Thr Asp Pro 
Tyr Glu Ile Gly Gly Val Thr Val Pro Ala Gly Glu Met Ile Ile Ile Gly Leu Ala Ala 
Ala Asn Arg Asp Pro Ala Arg Tyr Asp Arg Pro Asp Ile Leu Asp Val Ala Arg Arg Glu 
Val Pro Gln Gln Leu Ala Phe Gly His Gly Val His Phe Cys Leu Gly Ala Pro Leu Ala 
Arg Ala Glu Ala Arg Ile Ala Ile Gly Thr Leu Leu Arg Arg Phe Pro Asp Leu Arg Leu 
Ala Asp Pro Asp Ala Asp Leu Ser Arg Arg Glu Gly Ile Leu Arg Gly Met Ala Thr Leu 
Pro Val Thr Phe Thr Pro Glu Ala (SEQ ID NO:4)
【 ０ １ ３ ４ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:5は 、
atgagcgacg agccgaaccg cgagccgggc cggggcatag cgggcgaccg ggcggcggcg      60
ccgcccgggg acccctggac gcggctgccg tccatggcgc cggcggagcc ggtggccgac     120
ggtaagggcg gcccccggtc cgccgccgcg ccgggacggg tgcggaccgt gcccgatccg     180
gccgtcctcg gtggctcccg ggccaggacc gtcgcgccca gtcccctcga ccccggcgcc     240
tcgcgcgacc cgcaccgcat ccaccggacg ctgcgggagg acttcccgct cacgtacgac     300
ccgctgctgc gggcctgggt gctcagccgg tacgccgacg tggccaccgc cctcaccgac     360
agccgcttca cccacgggca ccggcccggc gacccgccgt gcgcgcgggc ccatgtcgac     420
gtcgacgtgg cggccctgcg gtcggtcacg gagcgcaccg cgtacgtgct ggcccgccgg     480
atcgccgagc ggccccaggc cgatctggtg gccgacttct gccactggct gcccgccggg     540
accgtggccg ccgccgtcgg cgtcccctac cgcgacatga tgcggctcgt ccgcggccgg     600
gcggccggcg ctctcgcggg ggagtgcggc gggcagatcg ccgtacggga gaaggcgctt     660
gcgtccttcc tcggcaacgt cctcgccgat cccgatcagg tcgccgccct gcgggacgcg     720
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ccggccgggc tggtggcccg cgcctggacg gagtcgctgc gccgcgaccc gcccgtgcag     780
atcgccgtgc gcaggacgag cgccgaggtg ccggtgagcg gcggtgtcgt cccggcgggc     840
gtgcccgtgg cgctgctcgt gggctcggcg ggccgggacc cggagcggtt ccgcgagccg     900
gaccgtttcg atcccttccg tgccgacccg ggccagttga cgtacggctc cggcttctgc     960
ccggcggtgc tcctggccgg tcttgaggcg gagtacgcgc tgcgggccct gttcacggcg    1020
atgccccggc tccgcctcgc cgagggcttc cgcccggtgt gggcgggtct catcacgcgg    1080
gcgccgcgga gcctgatcgt ccggccggga ggctga                              1116
で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:5の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID N
O:5の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:5は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Ser Asp Glu Pro Asn Arg Glu Pro Gly Arg Gly Ile Ala Gly Asp Arg Ala Ala Ala 
Pro Pro Gly Asp Pro Trp Thr Arg Leu Pro Ser Met Ala Pro Ala Glu Pro Val Ala Asp 
Gly Lys Gly Gly Pro Arg Ser Ala Ala Ala Pro Gly Arg Val Arg Thr Val Pro Asp Pro 
Ala Val Leu Gly Gly Ser Arg Ala Arg Thr Val Ala Pro Ser Pro Leu Asp Pro Gly Ala 
Ser Arg Asp Pro His Arg Ile His Arg Thr Leu Arg Glu Asp Phe Pro Leu Thr Tyr Asp 
Pro Leu Leu Arg Ala Trp Val Leu Ser Arg Tyr Ala Asp Val Ala Thr Ala Leu Thr Asp 
Ser Arg Phe Thr His Gly His Arg Pro Gly Asp Pro Pro Cys Ala Arg Ala His Val Asp 
Val Asp Val Ala Ala Leu Arg Ser Val Thr Glu Arg Thr Ala Tyr Val Leu Ala Arg Arg 
Ile Ala Glu Arg Pro Gln Ala Asp Leu Val Ala Asp Phe Cys His Trp Leu Pro Ala Gly 
Thr Val Ala Ala Ala Val Gly Val Pro Tyr Arg Asp Met Met Arg Leu Val Arg Gly Arg 
Ala Ala Gly Ala Leu Ala Gly Glu Cys Gly Gly Gln Ile Ala Val Arg Glu Lys Ala Leu 
Ala Ser Phe Leu Gly Asn Val Leu Ala Asp Pro Asp Gln Val Ala Ala Leu Arg Asp Ala 
Pro Ala Gly Leu Val Ala Arg Ala Trp Thr Glu Ser Leu Arg Arg Asp Pro Pro Val Gln 
Ile Ala Val Arg Arg Thr Ser Ala Glu Val Pro Val Ser Gly Gly Val Val Pro Ala Gly 
Val Pro Val Ala Leu Leu Val Gly Ser Ala Gly Arg Asp Pro Glu Arg Phe Arg Glu Pro 
Asp Arg Phe Asp Pro Phe Arg Ala Asp Pro Gly Gln Leu Thr Tyr Gly Ser Gly Phe Cys 
Pro Ala Val Leu Leu Ala Gly Leu Glu Ala Glu Tyr Ala Leu Arg Ala Leu Phe Thr Ala 
Met Pro Arg Leu Arg Leu Ala Glu Gly Phe Arg Pro Val Trp Ala Gly Leu Ile Thr Arg 
Ala Pro Arg Ser Leu Ile Val Arg Pro Gly Gly (SEQ ID NO:6)
【 ０ １ ３ ７ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:7は 、
atgcccccca acaccgtccc gaccccggtg ccaggaggcc gaccgctgat cgggcacgcc      60
cgccaactgc tgtggcgcag gctgccgttc ctggagtcgc tgcgggacca cggcgacatc     120
gtggtgatcc gcctcggccc gtggcggatc catgtgctca acgacccggc gctcgtccgc     180
gacgtcctca ccaaacgctc cccggacttc gggctgagcc cccagttcca ggtgatgaaa     240
cgcgtcatcg gcaacgggct cctcgccacc gacggcccct tccaccgccg gcagcgcaaa     300
ctgatcctcc ccgccctgca ccacaccagg atccgcgcct acgcccgcac catgacccgc     360
ctcgccgacg cccgtaccgc ccgctggcag gacgggcaga ccctgcgcgt cgacgcggag     420
ttcaccgaac tggccaccga gatcgtgctg cgctgcctgt tctccaccga gatcggcggc     480
gccgacgtgg ccgccgtggt ggccgccctg cccgacctga tgagctgggc cggcagccgc     540
ggcctcgacc cgaccgggct gctcggcgcc gtccccaccc cgctgggccg ccgcttccgg     600
cgctccatgg cggtgctgga cgcgctgctc gcccgggtca tcggggcccg ccgggcggac     660
ggcccggcca ccgaccaccc cgacctgctc gccgcgctgc tcgccgcccg cgacgcggag     720
accggggagc ccatgtccga ccggcagatc cgcgacgagg ccatgtcgtt cctggtggcc     780
ggggccgaat cggtctcccg caccctgacc tggagcgccc tgctgctggc cggcgacccc     840
gaggcggccc gccggctcca ccaggaggcc gatcgcgaac tgtccggccg cccggcccac     900
ttcgaggacc tgccgaggct gcgccacacc cgcatggtgc tccaggaggc gctgcgcctg     960
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tacccgcccg gctacctgat ctcccgggcg gcgctgcgcg acaccacgct cggcccctac    1020
cgcatcccgg ccggcgccac cgtgatgttc tcctactacg ccctccagcg ggacccccgc    1080
cgcttcccgg acccggcccg gttcgacccg ttgcgctggt cgcccaagcg cggcggcgcc    1140
gaccgggagg cgttcacgcc gttcggcctc ggcccgcacg gctgcctcgg cgagagcttc    1200
gcgtggaccg agatgtccat cgtgctcgcc accctcgccg cccgctggga gctgcgctcc    1260
gcctcgccgc gcccggtgcg gccggtgccc accttctccc tgaccatggc cggcgccccg    1320
atgaccgtca ccgcgcggcc ggtgcgcacc ggccccgtcc acaccctgct ggccagccgt    1380
aacggaggat ga                                                        1392
で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:7 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID 
NO:7の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:7は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Pro Pro Asn Thr Val Pro Thr Pro Val Pro Gly Gly Arg Pro Leu Ile Gly His Ala 
Arg Gln Leu Leu Trp Arg Arg Leu Pro Phe Leu Glu Ser Leu Arg Asp His Gly Asp Ile 
Val Val Ile Arg Leu Gly Pro Trp Arg Ile His Val Leu Asn Asp Pro Ala Leu Val Arg 
Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Pro Asp Phe Gly Leu Ser Pro Gln Phe Gln Val Met Lys 
Arg Val Ile Gly Asn Gly Leu Leu Ala Thr Asp Gly Pro Phe His Arg Arg Gln Arg Lys 
Leu Ile Leu Pro Ala Leu His His Thr Arg Ile Arg Ala Tyr Ala Arg Thr Met Thr Arg 
Leu Ala Asp Ala Arg Thr Ala Arg Trp Gln Asp Gly Gln Thr Leu Arg Val Asp Ala Glu 
Phe Thr Glu Leu Ala Thr Glu Ile Val Leu Arg Cys Leu Phe Ser Thr Glu Ile Gly Gly 
Ala Asp Val Ala Ala Val Val Ala Ala Leu Pro Asp Leu Met Ser Trp Ala Gly Ser Arg 
Gly Leu Asp Pro Thr Gly Leu Leu Gly Ala Val Pro Thr Pro Leu Gly Arg Arg Phe Arg 
Arg Ser Met Ala Val Leu Asp Ala Leu Leu Ala Arg Val Ile Gly Ala Arg Arg Ala Asp 
Gly Pro Ala Thr Asp His Pro Asp Leu Leu Ala Ala Leu Leu Ala Ala Arg Asp Ala Glu 
Thr Gly Glu Pro Met Ser Asp Arg Gln Ile Arg Asp Glu Ala Met Ser Phe Leu Val Ala 
Gly Ala Glu Ser Val Ser Arg Thr Leu Thr Trp Ser Ala Leu Leu Leu Ala Gly Asp Pro 
Glu Ala Ala Arg Arg Leu His Gln Glu Ala Asp Arg Glu Leu Ser Gly Arg Pro Ala His 
Phe Glu Asp Leu Pro Arg Leu Arg His Thr Arg Met Val Leu Gln Glu Ala Leu Arg Leu 
Tyr Pro Pro Gly Tyr Leu Ile Ser Arg Ala Ala Leu Arg Asp Thr Thr Leu Gly Pro Tyr 
Arg Ile Pro Ala Gly Ala Thr Val Met Phe Ser Tyr Tyr Ala Leu Gln Arg Asp Pro Arg 
Arg Phe Pro Asp Pro Ala Arg Phe Asp Pro Leu Arg Trp Ser Pro Lys Arg Gly Gly Ala 
Asp Arg Glu Ala Phe Thr Pro Phe Gly Leu Gly Pro His Gly Cys Leu Gly Glu Ser Phe 
Ala Trp Thr Glu Met Ser Ile Val Leu Ala Thr Leu Ala Ala Arg Trp Glu Leu Arg Ser 
Ala Ser Pro Arg Pro Val Arg Pro Val Pro Thr Phe Ser Leu Thr Met Ala Gly Ala Pro 
Met Thr Val Thr Ala Arg Pro Val Arg Thr Gly Pro Val His Thr Leu Leu Ala Ser Arg 
Asn Gly Gly (SEQ ID NO: 8)
で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:9は 、
gtggacccga ttctggatct ggcccgaccg tcgatcctgc ggaaccccta cccctcgtac      60
gaccggatgc gcgagaccgg cccggtcttc tggcacgaac tgctcggttc gtgggtcctg     120
acccggcacg ccgactgcct cgcggtgctc accgacagca accgtttcgc ctccgactgg     180
cgccgggccg gggaggacat ccccgccccg ctgctcagcg tgcagaccct cgacccgccg     240
gagcacaccg ccatccggca cctcctcctc gacggtttcc gggcccagga ccggcgggcg     300
ctccatgacg acctggaggg gcagatcgcc gatctgctcg cggagttggc cggccggccg     360
tccttcgacc tggtcgggga gctcgccgaa ccgatcgccc tccgcttcgt gaccgccttc     420
ctcggcgtcc cggcccccgc gctcgactgg ttcgtgccca tgtcccgtac cgtcgtcgac     480
ggcatggacg ccgggctgtg gcccgagaag cacgagccgg ccgtcgccgc ccgcgcccag     540
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ctcgcggagt acgcgggcgg ctggctcgcc gacccgccga aggacggcct catcgcctac     600
gtggccgagc acgcggcgga cagcggcgtg gcagaaacgg ttctgcggaa cagtctgcgc     660
gccgttctcc acgcgggcta cgaatccgcc tcccggctgc tcggcaacgc cgcggccgcc     720
ctcctcacca cccccggcgc gctcgccgcg ttccgggcga ccccggccac ggccgtggac     780
gaactcatcc ggtacgacgc acccgtccag gcggacgccc gggtctgcgt caccgacacc     840
gaactgggtg gcgtcacgat gaaggcgggt gatccggtca cgctcttcct gggcgcggcc     900
aaccacgacc cgctccgctt cgaccacccc acagagctgc gactcgaccg cgccccgaac     960
ccgcacctcg ggttcggccg cggggcccat gcctgtctgg gcgcgtccat ggcgatccgg    1020
ctcaccggat cggtcctcgg gaccctggcc acggaccacc ccggcgcacg ggcggtcgcg    1080
gaaccggaac accggcgcaa cctgaccctt cgcggtctcg accgcttcga ggtctgcctg    1140
cgtccagaca cgggggagga ggtacgacca tga                                 1173
で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:9 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID 
NO:9の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:9は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Asp Pro Ile Leu Asp Leu Ala Arg Pro Ser Ile Leu Arg Asn Pro Tyr Pro Ser Tyr 
Asp Arg Met Arg Glu Thr Gly Pro Val Phe Trp His Glu Leu Leu Gly Ser Trp Val Leu 
Thr Arg His Ala Asp Cys Leu Ala Val Leu Thr Asp Ser Asn Arg Phe Ala Ser Asp Trp 
Arg Arg Ala Gly Glu Asp Ile Pro Ala Pro Leu Leu Ser Val Gln Thr Leu Asp Pro Pro 
Glu His Thr Ala Ile Arg His Leu Leu Leu Asp Gly Phe Arg Ala Gln Asp Arg Arg Ala 
Leu His Asp Asp Leu Glu Gly Gln Ile Ala Asp Leu Leu Ala Glu Leu Ala Gly Arg Pro 
Ser Phe Asp Leu Val Gly Glu Leu Glu Pro Ile Ala Leu Arg Phe Val Thr Ala Phe Leu 
Gly Val Pro Ala Pro Ala Leu Asp Trp Phe Val Pro Met Ser Arg Thr Val Val Asp Gly 
Met Asp Ala Gly Leu Trp Pro Glu Lys His Glu Pro Ala Val Ala Ala Arg Ala Gln Leu 
Ala Glu Tyr Ala Gly Gly Trp Leu Ala Asp Pro Pro Lys Asp Gly Leu Ile Ala Tyr Val 
Ala Glu His Ala Ala Asp Ser Gly Val Ala Glu Thr Val Leu Arg Asn Ser Leu Arg Ala 
Val Leu His Ala Gly Tyr Glu Ser Ala Ser Arg Leu Leu Gly Asn Ala Ala Ala Ala Leu 
Leu Thr Thr Pro Gly Ala Leu Ala Ala Phe Arg Ala Thr Pro Ala Thr Ala Val Asp Glu 
Leu Ile Arg Tyr Asp Ala Pro Val Gln Ala Asp Ala Arg Val Cys Val Thr Asp Thr Glu 
Leu Gly Gly Val Thr Met Lys Ala Gly Asp Pro Val Thr Leu Phe Leu Gly Ala Ala Asn 
His Asp Pro Leu Arg Phe Asp His Pro Thr Glu Leu Arg Leu Asp Arg Ala Pro Asn Pro 
His Leu Gly Phe Gly Arg Gly Ala His Ala Cys Leu Gly Ala Ser Met Ala Ile Arg Leu 
Thr Gly Ser Val Leu Gly Thr Leu Ala Thr Asp His Pro Gly Ala Arg Ala Val Ala Glu 
Pro Glu His Arg Arg Asn Leu Thr Leu Arg Gly Leu Asp Arg Phe Glu Val Cys Leu Arg 
Pro Asp Thr Gly Glu Glu Val Arg Pro (SEQ ID NO:10)
【 ０ １ ４ ３ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:11は 、
atgactttga agttcaaccc ctactgcgaa gagttttacc agaacccgtg gcagaacttc      60
cgggcgcttc gaacgcagga cccggtccac tatatcgagg aattcgatgc ctgggctctg     120
ttcggtttcg aggatgtgtg gcgcgcgggc atggaccggg aaagcttcac cgctacctac     180
ggcagctctc cacaggcgct gctgatcgac cgggtaaagc agccggagat cttcctgttc     240
atggacatac cgaaccacat gatccaccgc ggcattattg cgaaggatta cggccgcaac     300
gccatgccgc ttctcgaggg gaagatccgc gccacggcaa aagaggcgat tacgccctac     360
ctgaagtccg gtgagatgga cgtttacgcc ttcgcccgta cagtggcgct tttcaccatc     420
gctgacatga tcggtctgcg gccggaagag gtcgtccgta tccggtccct tatcgatatt     480
ttcttcgggc gcacaccagg ccatcgaggc acaaccccgg acggcgtggc ggcctttcac     540
gaagtaaccg cctacgtcct tgatctgatc ggccactacc gggcgaaggg cgcaccggag     600
ggcagccaca tcgacaactg gctcaaggca gagccggatg gccggcccct cgacgatcag     660
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gcgctgtgcg ccaatatctt ttcgctgtcg attacgggct cggacaccgt gcccctgtca     720
tcggcggcgg caatctatta tctgtcggag catccggcgc agctggaggc ggtgcgctcc     780
gaccgcgcgc tgattcccgc cgccttcgct gagaccgtgc gctacgatca gccgaccaat     840
gtactgggcc gactgcttgc cattgacacc gacaaatacg gcaagccgat gaaaaaaggt     900
caagcggtcc tgttcatgta tgcgtcggca aaccgtgacc cgctggaatt cgaacacccc     960
gacacgttca atatataccg cgatccccgg cgcaccctgt ccttcggctc cggcatccat    1020
atctgtctgg gccagcttct ggccaaactg gaaggtcaga tcattctgga aacgctgttt    1080
gagcatatcc cggactttac ggtccagtat aaggaggtgc ggcgcattcc cggcgaattt    1140
ctccaggggt tcggggtcat gccgatccgc ttcccgctgc gaacctga                 1188
で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:11 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:11の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:11は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Thr Leu Lys Phe Asn Pro Tyr Cys Glu Glu Phe Tyr Gln Asn Pro Trp Gln Asn Phe 
Arg Ala Leu Arg Thr Gln Asp Pro Val His Tyr Ile Glu Glu Phe Asp Ala Trp Ala Leu 
Phe Gly Phe Glu Asp Val Trp Arg Ala Gly Met Asp Arg Glu Ser Phe Thr Ala Thr Tyr 
Gly Ser Ser Pro Gln Ala Leu Leu Ile Asp Arg Val Lys Gln Pro Glu Ile Phe Leu Phe 
Met Asp Ile Pro Asn His Met Ile His Arg Gly Ile Ile Ala Lys Asp Tyr Gly Arg Asn 
Ala Met Pro Leu Leu Glu Gly Lys Ile Arg Ala Thr Ala Lys Glu Ala Ile Thr Pro Tyr 
Leu Lys Ser Gly Glu Met Asp Val Tyr Ala Phe Ala Arg Thr Val Ala Leu Phe Thr Ile 
Ala Asp Met Ile Gly Leu Arg Pro Glu Glu Val Val Arg Ile Arg Ser Leu Ile Asp Ile 
Phe Phe Gly Arg Thr Pro Gly His Arg Gly Thr Thr Pro Asp Gly Val Ala Ala Phe His 
Glu Val Thr Ala Tyr Val Leu Asp Leu Ile Gly His Tyr Arg Ala Lys Gly Ala Pro Glu 
Gly Ser His Ile Asp Asn Trp Leu Lys Ala Glu Pro Asp Gly Arg Pro Leu Asp Asp Gln 
Ala Leu Cys Ala Asn Ile Phe Ser Leu Ser Ile Thr Gly Ser Asp Thr Val Pro Leu Ser 
Ser Ala Ala Ala Ile Tyr Tyr Leu Ser Glu His Pro Ala Gln Leu Glu Ala Val Arg Ser 
Asp Arg Ala Leu Ile Pro Ala Ala Phe Ala Glu Thr Val Arg Tyr Asp Gln Pro Thr Asn 
Val Leu Gly Arg Leu Leu Ala Ile Asp Thr Asp Lys Tyr Gly Lys Pro Met Lys Lys Gly 
Gln Ala Val Leu Phe Met Tyr Ala Ser Ala Asn Arg Asp Pro Leu Glu Phe Glu His Pro 
Asp Thr Phe Asn Ile Tyr Arg Asp Pro Arg Arg Thr Leu Ser Phe Gly Ser Gly Ile His 
Ile Cys Leu Gly Gln Leu Leu Ala Lys Leu Glu Gly Gln Ile Ile Leu Glu Thr Leu Phe 
Glu His Ile Pro Asp Phe Thr Val Gln Tyr Lys Glu Val Arg Arg Ile Pro Gly Glu Phe 
Leu Gln Gly Phe Gly Val Met Pro Ile Arg Phe Pro Leu Arg Thr (SEQ ID NO:12)
【 ０ １ ４ ６ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:13は 、
atgagcgagt ccctccacac cgtcaccacg ctgccgaccg agcgtcagac cgggtgcccc      60
ttcgacccgc cggcggaact gatcgacgca cgccaacacg gtggcatcag ccggtgcacc     120
catcccggcg gcaagcccgg ctatctgatc accggttacg acctcgtccg atccgtactg     180
gccgatcccc ggttcagctc gcgcaaggac ctcctgaacg tcgtcgactt cgagctcccg     240
cccgcccctc cgggcgagtt cctcctcatg gacgagcccc agcattcgcg ctaccggaag     300
ccgctcgtcg gcaagttcac cgtgcggcgc atgcgactgc tcaccgaacg catcgagcag     360
atcaccacgg aatgcctgga cgccatggag gaggccgggc cgtcggcgga cctcgtggcc     420
gcgttcgcca agccgatccc caccatcgtc atctgcgagc tgctgggcgt tccgtacgag     480
gaccgtgcct cgttccagga gcagatcgac acgttcatga gcggcgagac gagcgacgag     540
gacctcatcg cggcgtacac cgccacccag acctacctcg ccgagctggt ggccgccaag     600
cgcgcgaaac ccaccgacga cgtgctgagc gaactgaccg acagcgacct caccgacgag     660
gaactgcagg gcatcagcct gatcctgctc gcggccggct tcgacacgac cgcgaacatg     720
ctctccctcg gtaccttcgc ccttctgcag cacccggccc aactggccgc gctgcaggcc     780
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gaccccggcc tcatcgacca ggccgtcgaa gagctgctgc ggtacctcag cgtcgcgaag     840
acgttcatgc ggaccgcgct cgtcgacgtc gaggtcggcg gccacaccgt cgaggcgggc     900
acgaccgtcg tcctgtcgta cagcacggcc aaccgcgacc ccgagcgctt cgacgacccc     960
cacgtgctcg acgtgcaccg gaagcagggc gggcacctgg ccttcggcca cggcatccac    1020
ctgtgcctgg gtcagcaact cgcccgcgtc gagatgcgga tcgcgatcgc cgcgctgctc    1080
gaccgcttcc ccacgctgcg cctcgccgtc cccgccgagg aggtcgccct gcggcccgag    1140
accgcggaca tctacggggt gaagagcctt cccgtcacct gggacgtatg a             1191
で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:13 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:13の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:13は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Ser Glu Ser Leu His Thr Val Thr Thr Leu Pro Thr Glu Arg Gln Thr Gly Cys Pro 
Phe Asp Pro Pro Ala Glu Leu Ile Asp Ala Arg Gln His Gly Gly Ile Ser Arg Cys Thr 
His Pro Gly Gly Lys Pro Gly Tyr Leu Ile Thr Gly Tyr Asp Leu Val Arg Ser Val Leu 
Ala Asp Pro Arg Phe Ser Ser Arg Lys Asp Leu Leu Asn Val Val Asp Phe Glu Leu Pro 
Pro Ala Pro Pro Gly Glu Phe Leu Leu Met Asp Glu Pro Gln His Ser Arg Tyr Arg Lys 
Pro Leu Val Gly Lys Phe Thr Val Arg Arg Met Arg Leu Leu Thr Glu Arg Ile Glu Gln 
Ile Thr Thr Glu Cys Leu Asp Ala Met Glu Glu Ala Gly Pro Ser Ala Asp Leu Val Ala 
Ala Phe Ala Lys Pro Ile Pro Thr Ile Val Ile Cys Glu Leu Leu Gly Val Pro Tyr Glu 
Asp Arg Ala Ser Phe Gln Glu Gln Ile Asp Thr Phe Met Ser Gly Glu Thr Ser Asp Glu 
Asp Leu Ile Ala Ala Tyr Thr Ala Thr Gln Thr Tyr Leu Ala Glu Leu Val Ala Ala Lys 
Arg Ala Lys Pro Thr Asp Asp Val Leu Ser Glu Leu Thr Asp Ser Asp Leu Thr Asp Glu 
Glu Leu Gln Gly Ile Ser Leu Ile Leu Leu Ala Ala Gly Phe Asp Thr Thr Ala Asn Met 
Ser Leu Gly Thr Phe Ala Leu Leu Gln His Pro Ala Gln Leu Ala Ala Leu Gln Ala Asp 
Pro Gly Leu Ile Asp Gln Ala Val Glu Glu Leu Leu Arg Tyr Leu Ser Val Ala Lys Thr 
Phe Met Arg Thr Ala Leu Val Asp Val Glu Val Gly Gly His Thr Val Glu Ala Gly Thr 
Thr Val Val Leu Ser Tyr Ser Thr Ala Asn Arg Asp Pro Glu Arg Phe Asp Asp Pro His 
Val Leu Asp Val His Arg Lys Gln Gly Gly His Leu Ala Phe Gly His Gly Ile His Leu 
Cys Leu Gly Gln Gln Leu Ala Arg Val Glu Met Arg Ile Ala Ile Ala Ala Leu Leu Asp 
Arg Phe Pro Thr Leu Arg Leu Ala Val Pro Ala Glu Glu Val Ala Leu Arg Pro Glu Thr 
Ala Asp Ile Tyr Gly Val Lys Ser Leu Pro Val Thr Trp Asp Val (SEQ ID NO:14)
【 ０ １ ４ ９ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:15は 、
gtggccgctt ccgccgccgc cccgccggcg gcccgcacct gggcggtgga cgacctgccc      60
gccctcgcct tcgacccgct gctcaccgaa ctcctggaga aggagcccgt cgcccgcatc     120
aggctgccgt tcgccgcgcg gaacgaggcc tggctggtga cgcggtacga ggacgtgcgc     180
gcggtgacct ccgacccccg gttcagccgg acggcgctgc tcgaccagca ggtcaccaag     240
atgaccggcc acatggtggc ctcgaaggcg gccctcaact acgccgatcc gccgtaccac     300
acccagctgc gcaaggcggt gaccaaggcg ttcaccgggc agagcaccag gcggctgcgt     360
ccgcttgccc aggcgggcac cgaccggctc ctggacgcga tggaggcggc gggccgcccc     420
gccgacctga tgaagcatct gcacggcccg ctgccgatgg cggtggtgtg cgatctgctc     480
ggcatcccgg aggaggaccg ggcggagctg gcctcctggc cggacctgat cctgtcctcg     540
ggccccggcc cggagagcag caaggcggcc aaggcccaga tccacggcta cgtcatccgg     600
ctgctcgacc ggcggcgcgc ggagccccag gacgatctgg cgggcgtgct cgcggagtcc     660
ctcgccgagg ggcggatcac cgccgaggag gccgtctccc tggcgatggc gatcctgatc     720
agcggcgcgc acgcggtacg gaacaacagc gccaacatgg tgtacgtgct gctcacccgg     780
ccggagctcg cggaccggct gcgcgccgag cccggactgc tcccgcaggc cgtggacgag     840
ctgctgcgct ggatcccgca ccgcaacggc gtcgggctgc cccggatcgc gacggaggac     900
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gtcgaggtcg gcggggtgct gatccgggcg ggtgaggcgg tctacgcctc ctacctcgcg     960
gccaaccggg acccggcggc cttcgaggac ccggaccgcc tcgacttcga ccgggagggc    1020
atcgggcacg tgtcgttcgg tcacggcccg caccactgca tgggcgcgat gctcacccgc    1080
atggagtccg aggtgatgct gtcgacgctg ctcgaccgct atccgcggct gcggctcgcg    1140
gggagcgccg aggacgtggt gtggcagtcg aaggggctca tccgcggccc gaaggaactc    1200
ctcgtgacct ggtga                                                     1215
で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:15 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:15の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:15は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Ala Ala Ser Ala Ala Ala Pro Pro Ala Ala Arg Thr Trp Ala Val Asp Asp Leu Pro 
Ala Leu Ala Phe Asp Pro Leu Leu Thr Glu Leu Leu Glu Lys Glu Pro Val Ala Arg Ile 
Arg Leu Pro Phe Ala Ala Arg Asn Glu Ala Trp Leu Val Thr Arg Tyr Glu Asp Val Arg 
Ala Val Thr Ser Asp Pro Arg Phe Ser Arg Thr Ala Leu Leu Asp Gln Gln Val Thr Lys 
Met Thr Gly His Met Val Ala Ser Lys Ala Ala Leu Asn Tyr Ala Asp Pro Pro Tyr His 
Thr Gln Leu Arg Lys Ala Val Thr Lys Ala Phe Thr Gly Gln Ser Thr Arg Arg Leu Arg 
Pro Leu Ala Gln Ala Gly Thr Asp Arg Leu Leu Asp Ala Met Glu Ala Ala Gly Arg Pro 
Ala Asp Leu Met Lys His Leu His Gly Pro Leu Pro Met Ala Val Val Cys Asp Leu Leu 
Gly Ile Pro Glu Glu Asp Arg Ala Glu Leu Ala Ser Trp Pro Asp Leu Ile Leu Ser Ser 
Gly Pro Gly Pro Glu Ser Ser Lys Ala Ala Lys Ala Gln Ile His Gly Tyr Val Ile Arg 
Leu Leu Asp Arg Arg Arg Ala Glu Pro Gln Asp Asp Leu Ala Gly Val Leu Ala Glu Ser 
Leu Ala Glu Gly Arg Ile Thr Ala Glu Glu Ala Val Ser Leu Ala Met Ala Ile Leu Ile 
Ser Gly Ala His Ala Val Arg Asn Asn Ser Ala Asn Met Val Tyr Val Leu Thr Arg Pro 
Glu Leu Ala Asp Arg Leu Arg Ala Glu Pro Gly Leu Leu Pro Gln Ala Val Asp Glu Leu 
Leu Arg Trp Ile Pro His Arg Asn Gly Val Gly Leu Pro Arg Ile Ala Thr Glu Asp Val 
Glu Val Gly Gly Val Leu Ile Arg Ala Gly Glu Ala Val Tyr Ala Ser Tyr Leu Ala Ala 
Asn Arg Asp Pro Ala Ala Phe Glu Asp Pro Asp Arg Leu Asp Phe Asp Arg Glu Gly Ile 
Gly His Val Ser Phe Gly His Gly Pro His His Cys Met Gly Ala Met Leu Thr Arg Met 
Glu Ser Glu Val Met Leu Ser Thr Leu Leu Asp Arg Tyr Pro Arg Leu Arg Leu Ala Gly 
Ser Ala Glu Asp Val Val Trp Gln Ser Lys Gly Leu Ile Arg Gly Pro Lys Glu Leu Leu 
Val Thr Trp (SEQ ID NO:16)
【 ０ １ ５ ２ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:17は 、
atggccgcct gcccccatct ccccgaaggg caccttcccg aggggttcga cgccaccgac      60
cccgacctgc tgcgcgaacg cgtccccttc ccggagttca cccggctgcg gcagaccgca     120
ccggtgtggt ggtgcccgca gccgcccggc gtcaccggct tcgcggacgg cgggtactgg     180
gccgtcacgc gccacgccga cgtcaagtac gtctccaccc accccgagct gttctcctcg     240
aacgagaaca ccgccgtcat ccgcttcaac gagcacatca cccgggacca gatcgaggtc     300
cagaagctga tcatgctcaa catggacccg cccgagcaca cccgggtccg ccagatcgtc     360
cagcgcggct tcaccccccg cgcgatccgc agcctggaaa ccgccctgcg cgaccgggcc     420
cacgccatcg tcgacgaggc ccggcgcggc gcggacgccg acggcacctt cgacttcgtc     480
acccgggtcg ccgtcgaact gcccctccag gccatcgccg aactcatcgg cgtcccccag     540
gaggaccgct cccggatctt cgactggtcg aacaagatgg tcgcgtacga cgaccccgaa     600
tacgccatca ccgaggagat cggcgccgag gccgccatgg aactcatcgg ctactcgatg     660
aacatggccg ccgcccgcaa ggagtgcccc gccgccgaca tcgtcagcca gctcgtcgcc     720
gccgagggcc agggcaacct ctcctccgac gagttcggct tcttcgtgct gctgctcgcc     780
gtcgccggga acgagaccac ccgcaacgcc atcagccacg gcatgcacgc cttcctcacc     840
caccccgacg agtgggagct cttcaagcgc gagcggcccg cgaccgccgc cgaggagatc     900
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gtccgctggg ccacccccgt cgtctccttc cagcggaccg cgacccagga caccgaactc     960
ggcggacaga agatcaccaa gggcgaccgc gtcggcctct tctactcctc cgccaacaac    1020
gaccccgagg tcttcaccga ccccgaacgc ttcgacatca cccgcgaccc caacccccac    1080
ctcggcttcg gcggcggcgg cccccacttc tgcctcggca agtccctcgc catcaaggag    1140
atcgagctga tcttcaacgc gatcgcggac gccctgcccg acctcaccct cgcgggcgaa    1200
ccgcgccgac tgcgggccgc ctggctgaac ggcgtcaagg aactccgggt ccgcgcctcc    1260
gcgtga                                                               1266
で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:17 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:17の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:17は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Ala Ala Cys Pro His Leu Pro Glu Gly His Leu Pro Glu Gly Phe Asp Ala Thr Asp 
Pro Asp Leu Leu Arg Glu Arg Val Pro Phe Pro Glu Phe Thr Arg Leu Arg Gln Thr Ala 
Pro Val Trp Trp Cys Pro Gln Pro Pro Gly Val Thr Gly Phe Ala Asp Gly Gly Tyr Trp 
Ala Val Thr Arg His Ala Asp Val Lys Tyr Val Ser Thr His Pro Glu Leu Phe Ser Ser 
Asn Glu Asn Thr Ala Val Ile Arg Phe Asn Glu His Ile Thr Arg Asp Gln Ile Glu Val 
Gln Lys Leu Ile Met Leu Asn Met Asp Pro Pro Glu His Thr Arg Val Arg Gln Ile Val 
Gln Arg Gly Phe Thr Pro Arg Ala Ile Arg Ser Leu Glu Thr Ala Leu Arg Asp Arg Ala 
His Ala Ile Val Asp Glu Ala Arg Arg Gly Ala Asp Ala Asp Gly Thr Phe Asp Phe Val 
Thr Arg Val Ala Val Glu Leu Pro Leu Gln Ala Ile Ala Glu Leu Ile Gly Val Pro Gln 
Glu Asp Arg Ser Arg Ile Phe Asp Trp Ser Asn Lys Met Val Ala Tyr Asp Asp Pro Glu 
Tyr Ala Ile Thr Glu Glu Ile Gly Ala Glu Ala Ala Met Glu Leu Ile Gly Tyr Ser Met 
Asn Met Ala Ala Ala Arg Lys Glu Cys Pro Ala Ala Asp Ile Val Ser Gln Leu Val Ala 
Ala Glu Gly Gln Gly Asn Leu Ser Ser Asp Glu Phe Gly Phe Phe Val Leu Leu Leu Ala 
Val Ala Gly Asn Glu Thr Thr Arg Asn Ala Ile Ser His Gly Met His Ala Phe Leu Thr 
His Pro Asp Glu Trp Glu Leu Phe Lys Arg Glu Arg Pro Ala Thr Ala Ala Glu Glu Ile 
Val Arg Trp Ala Thr Pro Val Val Ser Phe Gln Arg Thr Ala Thr Gln Asp Thr Glu Leu 
Gly Gly Gln Lys Ile Thr Lys Gly Asp Arg Val Gly Leu Phe Tyr Ser Ser Ala Asn Asn 
Asp Pro Glu Val Phe Thr Asp Pro Glu Arg Phe Asp Ile Thr Arg Asp Pro Asn Pro His 
Leu Gly Phe Gly Gly Gly Gly Pro His Phe Cys Leu Gly Lys Ser Leu Ala Ile Lys Glu 
Ile Glu Leu Ile Phe Asn Ala Ile Ala Asp Ala Leu Pro Asp Leu Thr Leu Ala Gly Glu 
Pro Arg Arg Leu Arg Ala Ala Trp Leu Asn Gly Val Lys Glu Leu ArgVal Arg Ala Ser A
la (SEQ ID NO:18)
【 ０ １ ５ ５ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:19は 、
gtgagcacca cccccgaacc cgcctcctgc cccgtgtcgt cccccgctcc cgagctcttc      60
acctgggagt tcgcgagcga tccgtatccc gcgtacgcct ggctgcggga gcacgcgccc     120
gtgcaccgga cgacgctgcc cagcggggtc gaggcgtggc tggtgacgcg gtacggggac     180
gcccggcagg cgctggccga ccagcggctc tccaagaacc cggcgcacca cgacgagtcc     240
ccgcacgcca agggcaagac gggcattccg ggcgagcgca aggccgagct gatgacgcat     300
ctgctcaaca tcgacccgcc ggaccacacc cggctgcggc ggctcgtctc gaaggccttc     360
accccgcgcc gggtcgccga gttcacgccg cgggtgcagg agctgaccga ccggctgatc     420
gacgccttcg tgacgaaggg gagcgcggac ctcatccacg acttcgcctt cccgctgccc     480
atctacgcga tctgcgacct gctcggcgtg cccgaggagg accaggacga cttccgggac     540
tgggccggga tgatgatccg gcacggcggc gggccgcgcg gcggggtcgc gcggtcggtg     600
aagaagatgc gcggctatct cgccgagctg atccaccgca agcgcgaagc gcccggggac     660
gacctcatct cggggctcat caaggcctcc gaccacgggg agcacctcac cgagaacgag     720
gcggccgcca tggccttcat cctgctcttc gccggcttcg agaccaccgt caacctcatc     780
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ggcaacggcg tgtaccagct gctgcgccac cccgggcagc gcgagcggct gcagacctcg     840
ctcgcggccg gcgagaccgg gctcctggag accgggatcg aggagctgct gcggtacgac     900
gggccggtgg agatggccac ctggcggtac gcgaccgagc cgctgaccct cggcgggcag     960
gacatcccgg cgggcgaccc ggtgctcgtg gtcctcgcgg ccgccgaccg ggacccggag    1020
cggttcgacc ggccggacgt gctcgacctc gcccggcgcg acaaccagca cctggggtac    1080
gggcacggca tccactactg cctgggcgcg ccgctcgcgc ggctcgaagg gcagaccgcg    1140
ctcgcgaccc tgctgactcg gcttccggac ctgcgacttg ccgccgatcc ggccgaactg    1200
cggtggcgcg gcgggctcat catgcggggt ttgcgcacgc ttccggtgga gttctcccct    1260
tccgtacggg tccactga                                                  1278
で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:19の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID 
NO:19の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:19は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Ser Thr Thr Pro Glu Pro Ala Ser Cys Pro Val Ser Ser Pro Ala Pro Glu Leu Phe 
Thr Trp Glu Phe Ala Ser Asp Pro Tyr Pro Ala Tyr Ala Trp Leu Arg Glu His Ala Pro 
Val His Arg Thr Thr Leu Pro Ser Gly Val Glu Ala Trp Leu Val Thr Arg Tyr Gly Asp 
Ala Arg Gln Ala Leu Ala Asp Gln Arg Leu Ser Lys Asn Pro Ala His His Asp Glu Ser 
Pro His Ala Lys Gly Lys Thr Gly Ile Pro Gly Glu Arg Lys Ala Glu Leu Met Thr His 
Leu Leu Asn Ile Asp Pro Pro Asp His Thr Arg Leu Arg Arg Leu Val Ser Lys Ala Phe 
Thr Pro Arg Arg Val Ala Glu Phe Thr Pro Arg Val Gln Glu Leu Thr Asp Arg Leu Ile 
Asp Ala Phe Val Thr Lys Gly Ser Ala Asp Leu Ile His Asp Phe Ala Phe Pro Leu Pro 
Ile Tyr Ala Ile Cys Asp Leu Leu Gly Val Pro Glu Glu Asp Gln Asp Asp Phe Arg Asp 
Trp Ala Gly Met Met Ile Arg His Gly Gly Gly Pro Arg Gly Gly Val Ala Arg Ser Val 
Lys Lys Met Arg Gly Tyr Leu Ala Glu Leu Ile His Arg Lys Arg Glu Ala Pro Gly Asp 
Asp Leu Ile Ser Gly Leu Ile Lys Ala Ser Asp His Gly Glu His Leu Thr Glu Asn Glu 
Ala Ala Ala Met Ala Phe Ile Leu Leu Phe Ala Gly Phe Glu Thr Thr Val Asn Leu Ile 
Gly Asn Gly Val Tyr Gln Leu Leu Arg His Pro Gly Gln Arg Glu Arg Leu Gln Thr Ser 
Leu Ala Ala Gly Glu Thr Gly Leu Leu Glu Thr Gly Ile Glu Glu Leu Leu Arg Tyr Asp 
Gly Pro Val Glu Met Ala Thr Trp Arg Tyr Ala Thr Glu Pro Leu Thr Leu Gly Gly Gln 
Asp Ile Pro Ala Gly Asp Pro Val Leu Val Val Leu Ala Ala Ala Asp Arg Asp Pro Glu 
Arg Phe Asp Arg Pro Asp Val Leu Asp Leu Ala Arg Arg Asp Asn Gln His Leu Gly Tyr 
Gly His Gly Ile His Tyr Cys Leu Gly Ala Pro Leu Ala Arg Leu Glu Gly Gln Thr Ala 
Leu Ala Thr Leu Leu Thr Arg Leu Pro Asp Leu Arg Leu Ala Ala Asp Pro Ala Glu Leu 
Arg Trp Arg Gly Gly Leu Ile Met Arg Gly Leu Arg Thr Leu Pro Val Glu Phe Ser Pro 
Ser Val Arg Val His (SEQ ID NO:20)
【 ０ １ ５ ８ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:21は 、
atgtacacca ttccccctac gccacagttc gacaacgaac ttgtcgatcc ggcgacctgg      60
gccgacgagg ccagaatcca tgcctacctg gcctggctgc gggagcacga cccggtgcgc     120
cggctcgagc ctgagggcta cgagcccttc tacgccatca cgaagcatgc cgacctgatg     180
gccatcgaac gcgacaagca ggtgttcatc aacgacccgc gccctaccct ggcgccggaa     240
gcggtcaccg cggcgatcga gcaactcacc gggcgccggc acctggtccg gtcgctggtg     300
cagatggacg agccggacca catgaagtac cggatgctca ccgcgtcctt cttcacccgt     360
cagaagctcg cggcgatgaa gccggaggtg gagcgtctcg cggcgcacta tgtggatcgg     420
atggcggagt tcggcggcga atgcgacttc gttcgggacg tggcggtctg gtacccgctg     480
cgggtggtga tgagtgcgct cggcgttccg ccggaggacg agccgctgat gatgaagctg     540
acccaggagt tgttcggatc cagcgacccc gaggtccagc ggtccttcga catcatggcg     600
atcggcgacg tggtacggga cttcgaggcg tacttcaccg gcatctcgga agatcgccgg     660
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cgcaatcccc gtgacgacat cgccacgctc attgcccacg ccaaaatcga cggggaaccc     720
attggtgacc tggaggcggc aggctattac atcatcatcg ccaccgccgg ccacgacacc     780
acctcctcga gtacggccgg cgggctgctc gcgctgatgg agaaccccga ggagttccag     840
aaactgcgcg gcgacacgga tcggcatgtg gccggcgcgg tcgacgaaat gattcgctgg     900
gtatccccag tgcgtcactt catgcgcacc gccaccgagg actacgcaat ccgcggcaag     960
accatcgcca agggcgaatc ggtgatcctg tggtatccgt cggcgaaccg cgatgccgag    1020
gtgttcaacg acccgttcgc gttccgcgtc gagcggccgg cggcgcgcaa tttggccttc    1080
ggctacggcg ctcacgtctg tctcggtcaa catctggcgc ggatggaaat gcagacgttc    1140
taccgcgaac tgctgtcgcg ggtggggcac gtagagctgg cgggcgagcc ccgctacgcc    1200
caggctgcct tcgtcggcgg actcaagagc ctgccgattc gctaccgcat gaagtga       1257
で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:21 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:21の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:21は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Tyr Thr Ile Pro Pro Thr Pro Gln Phe Asp Asn Glu Leu Val Asp Pro Ala Thr Trp 
Ala Asp Glu Ala Arg Ile His Ala Tyr Leu Ala Trp Leu Arg Glu His Asp Pro Val Arg 
Arg Leu Glu Pro Glu Gly Tyr Glu Pro Phe Tyr Ala Ile Thr Lys His Ala Asp Leu Met 
Ala Ile Glu Arg Asp Lys Gln Val Phe Ile Asn Asp Pro Arg Pro Thr Leu Ala Pro Glu 
Ala Val Thr Ala Ala Ile Glu Gln Leu Thr Gly Arg Arg His Leu Val Arg Ser Leu Val 
Gln Met Asp Glu Pro Asp His Met Lys Tyr Arg Met Leu Thr Ala Ser Phe Phe Thr Arg 
Gln Lys Leu Ala Ala Met Lys Pro Glu Val Glu Arg Leu Ala Ala His Tyr Val Asp Arg 
Met Ala Glu Phe Gly Gly Glu Cys Asp Phe Val Arg Asp Val Ala Val Trp Tyr Pro Leu 
Arg Val Val Met Ser Ala Leu Gly Val Pro Pro Glu Asp Glu Pro Leu Met Met Lys Leu 
Thr Gln Glu Leu Phe Gly Ser Ser Asp Pro Glu Val Gln Arg Ser Phe Asp Ile Met Ala 
Ile Gly Asp Val Val Arg Asp Phe Glu Ala Tyr Phe Thr Gly Ile Ser Glu Asp Arg Arg 
Arg Asn Pro Arg Asp Asp Ile Ala Thr Leu Ile Ala His Ala Lys Ile Asp Gly Glu Pro 
Ile Gly Asp Leu Glu Ala Ala Gly Tyr Tyr Ile Ile Ile Ala Thr Ala Gly His Asp Thr 
Thr Ser Ser Ser Thr Ala Gly Gly Leu Leu Ala Leu Met Glu Asn Pro Glu Glu Phe Gln 
Lys Leu Arg Gly Asp Thr Asp Arg His Val Ala Gly Ala Val Asp Glu Met Ile Arg Trp 
Val Ser Pro Val Arg His Phe Met Arg Thr Ala Thr Glu Asp Tyr Ala Ile Arg Gly Lys 
Thr Ile Ala Lys Gly Glu Ser Val Ile Leu Trp Tyr Pro Ser Ala Asn Arg Asp Ala Glu 
Val Phe Asn Asp Pro Phe Ala Phe Arg Val Glu Arg Pro Ala Ala Arg Asn Leu Ala Phe 
Gly Tyr Gly Ala His Val Cys Leu Gly Gln His Leu Ala Arg Met Glu Met Gln Thr Phe 
Tyr Arg Glu Leu Leu Ser Arg Val Gly His Val Glu Leu Ala Gly Glu Pro Arg Tyr Ala 
Gln Ala Ala Phe Val Gly Gly Leu Lys Ser Leu Pro Ile Arg Tyr Arg Met Lys (SEQ ID 
NO:22)
【 ０ １ ６ １ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:23は 、
atggcgtcca ccaacagatt gagcccgatc ccgcatccgc cgactaaacc ggtggtcggc      60
aacatgctgt cgctggactc gacggcgccg gtgcagaacc tggcacggct ggcgaaggaa     120
ctggggccga tcttctggtt ggacatgatg ggggcgccga tcgtcatcgt ctccggccac     180
gatctcgtgg aagagctcag cgacgagaaa cgtttcgaca aggcggtacg cggggcgctg     240
cgccgcgtac gtgcggtcgg cggcgacggg ctgttcaccg ccgatacgtc ggagccgaac     300
tggagcaagg cgcataacat cctgctgcag ccgttcggca accgcgccat gcagtcctac     360
cacccgagca tggtcgatat cgccgaacag ctcgtgaaga aatgggagcg gctgaacgtc     420
gacgacgaga tcgacgtcgt tcatgatatg accgcattga cgctcgacac catcggactg     480
tgcgggttcg attaccgctt caattcattt taccggcgtg attaccatcc gttcgtcgcg     540
tcgttggtcc gttcgctcga aaccatcatg atgatccgcg gcctgccgtt ggaaaatctg     600
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tggatgcaga agcgtcggcg cgacctcgcc gccgacgttg gcttcatgaa caaaatggtc     660
gacgagatca ttgccgagcg gcgcaggagc gctgaagccg agggcaagaa agacatgctc     720
ggcgcaatga tgaccggcgt cgaccgcacc accggtgaac agcttgatga cgtcaacatc     780
cgctatcaga tcaacacgtt tctgatcgcg gggcatgaaa ccaccagcgg cctgttgtcg     840
tgcacgctgt atgcgttgtt gaagcatcct gaaattctca ggaaggccta cgaggaagtc     900
gaccgggtgc tcgggcccga tatcaacgcc aggccgacct atcagcaggt gacacagctc     960
acgtacatca cgcagattct gaaggaggcg ctgcggttgt ggccgccggc gccggcctat    1020
ggcatctcgc cgctcaagga cgagaccatc ggcggcaagt acaaattaaa gaagaacacg    1080
ttcatcaccg tattggtgct ggcactgcac cgcgatcgca gcgtgtgggg atccaatccc    1140
gatgcgttcg atccggaaaa tttcagccgc gaggccgagg cggcgcggcc catcaacgcc    1200
tggaagccgt tcggcaacgg tcagcgcgcc tgcatcggcc gtggctttgc gatgcatgaa    1260
gcggcgcttg cgatcggtat gatcctgcaa cgcttcaagc tggtcgacgt caaccgttac    1320
cagatggtgt tgaaggagac gctgacgatc aagcctgacg gcttcaagat caaggtgcgg    1380
ccgcgggccg aacgggatcg cggcgcttac ggcggcgcgg catctgtagc gatggccccg    1440
aacacgccga cggcgcccca cgagcgaacg cgtctggggc acaacacgcc gctgttggtg    1500
ctttatggat cgaacctcgg caccgcggaa gaactcgcga cccgcgttgc cgatctcgcc    1560
gaagtcaacg gctttgccac caaactggcg ccgctcgatg atttcgtcgg caagctgccg    1620
gagcaaggcg gcgttctgat tttctgtgcg tcctacaatg gtgtaccgcc cgacaacgcc    1680
acgcagttcg tcaaatggct tggcggcgat atcccaaagg atagttttgc caaggtgcgt    1740
tacgcggtgt tcggctgcgg caacagcgac tgggccgcga cctatcagtc agtgccgcgc    1800
ctgatcgacg agcaattggc ggcgcacggc gcgcgcagcg tttatacgcg aggcgagggc    1860
gacgcccgca gcgatcttga cgggcaattc gagagctggt ttgcagccgc agctccggcg    1920
gcaaccaggg agtttggtct cgagtcgaat ttcagccgca gcgctgatga tgcgccgctc    1980
tacacgatcg aaccggtggc accatcagtg gtcaatacga tcgtcaccca gggcggcgtc    2040
ttgccgatga aggtagtggc caactccgaa ctgcaaaaca agctgggcac caatccctct    2100
gatcgttcga cccggcatgt cgaggtgcag ctacctccag gcatcagcta tcgtgtcggc    2160
gatcatctca gcgtcgtgcc gcgcaatgat ccggcgctgg tcgatgccgt cgcgcgccgc    2220
ttcggctttc tgccggccga ccagatccgg ttgcaggtcg ccgaaggccg ccgtgcgcaa    2280
ctgccggtcg gcgacgccgt ttcggtcggg cggctgttga ccgagttcgt cgagttgcag    2340
caggtcgcga cccgcaagca aatccagatc ttgtcggaac acacgcgttg tccgatgacc    2400
aagcccaaac tggtgggcct ggccggagac gacgcagctt ccgcggaacg ctaccgcgcc    2460
gaggtgctcg gcaagcgcaa atcggtgttc gacctgctgg aggaacatcc ggcctgcgaa    2520
ttgccgttcc acgcgtttct ggaaatgctg tcgctgctgg cgccgcgcta ttattcgatc    2580
tcgtcgtcgc cggcgggcga gcccgcgcgt tgcagcgtta ccgcggccgt ggtcgcatcg    2640
cctgcgagtt cgggacgcgg tatctaccgg ggcgtctgtt cgaactatct tgccgggcgc    2700
cgcgcaggtg acaccatcca cgccaccgtg cgcgaaacca aggccggctt ccggctgccg    2760
aatgatccgt ccgtgccgat catcatgatc ggccccggca cgggtctggc gccgtttcgt    2820
ggtttcctgc aggagcgtgc cgcgttgcag gcaaagggcg ctacgcttgg tccggcgatg    2880
ctgtttttcg gctgccgtca ccccgaacag gattatctct atgccgatga actaaaggcg    2940
ttcgccgccg acgggattac cgagttgcac accgcgttct cgcgcggcga cggaccgaag    3000
acgtatgtgc agcatctgat cgtggccgag aaggatcggg tctgcagcct gatcgagcaa    3060
ggcgcgatca tctacgtttg tggcgacggc ggacggatgg aaccggacgt gaaagccacg    3120
cttgtcggga tctatcgcga acgctccggc gccgatgccg gcactgcgca gcgctggatc    3180
gaagacctcg gcgccaaaaa ccgctacgtc ctcgacgtct gggcaggtgg ataa          3234
で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:23 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:23の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:23は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
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Met Ala Ser Thr Asn Arg Leu Ser Pro Ile Pro His Pro Pro Thr Lys Pro Val Val Gly 
Asn Met Leu Ser Leu Asp Ser Thr Ala Pro Val Gln Asn Leu Ala Arg Leu Ala Lys Glu 
Leu Gly Pro Ile Phe Trp Leu Asp Met Met Gly Ala Pro Ile Val Ile Val Ser Gly His 
Asp Leu Val Glu Glu Leu Ser Asp Glu Lys Arg Phe Asp Lys Ala Val Arg Gly Ala Leu 
Arg Arg Val Arg Ala Val Gly Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ala Asp Thr Ser Glu Pro Asn 
Trp Ser Lys Ala His Asn Ile Leu Leu Gln Pro Phe Gly Asn Arg Ala Met Gln Ser Tyr 
His Pro Ser Met Val Asp Ile Ala Glu Gln Leu Val Lys Lys Trp Glu Arg Leu Asn Val 
Asp Asp Glu Ile Asp Val Val His Asp Met Thr Ala Leu Thr Leu Asp Thr Ile Gly Leu 
Cys Gly Phe Asp Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Arg Asp Tyr His Pro Phe Val Ala 
Ser Leu Val Arg Ser Leu Glu Thr Ile Met Met Ile Arg Gly Leu Pro Leu Glu Asn Leu 
Trp Met Gln Lys Arg Arg Arg Asp Leu Ala Ala Asp Val Gly Phe Met Asn Lys Met Val 
Asp Glu Ile Ile Ala Glu Arg Arg Arg Ser Ala Glu Ala Glu Gly Lys Lys Asp Met Leu 
Gly Ala Met Met Thr Gly Val Asp Arg Thr Thr Gly Glu Gln Leu Asp Asp Val Asn Ile 
Arg Tyr Gln Ile Asn Thr Phe Leu Ile Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly Leu Leu Ser 
Cys Thr Leu Tyr Ala Leu Leu Lys His Pro Glu Ile Leu Arg Lys Ala Tyr Glu Glu Val 
Asp Arg Val Leu Gly Pro Asp Ile Asn Ala Arg Pro Thr Tyr Gln Gln Val Thr Gln Leu 
Thr Tyr Ile Thr Gln Ile Leu Lys Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Pro Ala Pro Ala Tyr 
Gly Ile Ser Pro Leu Lys Asp Glu Thr Ile Gly Gly Lys Tyr Lys Leu Lys Lys Asn Thr 
Phe Ile Thr Val Leu Val Leu Ala Leu His Arg Asp Arg Ser Val Trp Gly Ser Asn Pro 
Asp Ala Phe Asp Pro Glu Asn Phe Ser Arg Glu Ala Glu Ala Ala Arg Pro Ile Asn Ala 
Trp Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gln Arg Ala Cys Ile Gly Arg Gly Phe Ala Met His Glu 
Ala Ala Leu Ala Ile Gly Met Ile Leu Gln Arg Phe Lys Leu Val Asp Val Asn Arg Tyr 
Gln Met Val Leu Lys Glu Thr Leu Thr Ile Lys Pro Asp Gly Phe Lys Ile Lys Val Arg 
Pro Arg Ala Glu Arg Asp Arg Gly Ala Tyr Gly Gly Ala Ala Ser Val Ala Met Ala Pro 
Asn Thr Pro Thr Ala Pro His Glu Arg Thr Arg Leu Gly His Asn Thr Pro Leu Leu Val 
Leu Tyr Gly Ser Asn Leu Gly Thr Ala Glu Glu Leu Ala Thr Arg Val Ala Asp Leu Ala 
Glu Val Asn Gly Phe Ala Thr Lys Leu Ala Pro Leu Asp Asp Phe Val Gly Lys Leu Pro 
Glu Gln Gly Gly Val Leu Ile Phe Cys Ala Ser Tyr Asn Gly Val Pro Pro Asp Asn Ala 
Thr Gln Phe Val Lys Trp Leu Gly Gly Asp Ile Pro Lys Asp Ser Phe Ala Lys Val Arg 
Tyr Ala Val Phe Gly Cys Gly Asn Ser Asp Trp Ala Ala Thr Tyr Gln Ser Val Pro Arg 
Leu Ile Asp Glu Gln Leu Ala Ala His Gly Ala Arg Ser Val Tyr Thr Arg Gly Glu Gly 
Asp Ala Arg Ser Asp Leu Asp Gly Gln Phe Glu Ser Trp Phe Ala Ala Ala Ala Pro Ala 
Ala Thr Arg Glu Phe Gly Leu Glu Ser Asn Phe Ser Arg Ser Ala Asp Asp Ala Pro Leu 
Tyr Thr Ile Glu Pro Val Ala Pro Ser Val Val Asn Thr Ile Val Thr Gln Gly Gly Val 
Leu Pro Met Lys Val Val Ala Asn Ser Glu Leu Gln Asn Lys Leu Gly Thr Asn Pro Ser 
Asp Arg Ser Thr Arg His Val Glu Val Gln Leu Pro Pro Gly Ile Ser Tyr Arg Val Gly 
Asp His Leu Ser Val Val Pro Arg Asn Asp Pro Ala Leu Val Asp Ala Val Ala Arg Arg 
Phe Gly Phe Leu Pro Ala Asp Gln Ile Arg Leu Gln Val Ala Glu Gly Arg Arg Ala Gln 
Leu Pro Val Gly Asp Ala Val Ser Val Gly Arg Leu Leu Thr Glu Phe Val Glu Leu Gln 
Gln Val Ala Thr Arg Lys Gln Ile Gln Ile Leu Ser Glu His Thr Arg Cys Pro Met Thr 
Lys Pro Lys Leu Val Gly Leu Ala Gly Asp Asp Ala Ala Ser Ala Glu Arg Tyr Arg Ala 
Glu Val Leu Gly Lys Arg Lys Ser Val Phe Asp Leu Leu Glu Glu His Pro Ala Cys Glu 
Leu Pro Phe His Ala Phe Leu Glu Met Leu Ser Leu Leu Ala Pro Arg Tyr Tyr Ser Ile 
Ser Ser Ser Pro Ala Gly Glu Pro Ala Arg Cys Ser Val Thr Ala Ala Val Val Ala Ser 
Pro Ala Ser Ser Gly Arg Gly Ile Tyr Arg Gly Val Cys Ser Asn Tyr Leu Ala Gly Arg 
Arg Ala Gly Asp Thr Ile His Ala Thr Val Arg Glu Thr Lys Ala Gly Phe Arg Leu Pro 
Asn Asp Pro Ser Val Pro Ile Ile Met Ile Gly Pro Gly Thr Gly Leu Ala Pro Phe Arg 
Gly Phe Leu Gln Glu Arg Ala Ala Leu Gln Ala Lys Gly Ala Thr Leu Gly Pro Ala Met 
Leu Phe Phe Gly Cys Arg His Pro Glu Gln Asp Tyr Leu Tyr Ala Asp Glu Leu Lys Ala 
Phe Ala Ala Asp Gly Ile Thr Glu Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Gly Asp Gly Pro Lys 

10

20

30

40

50

(77) JP 2005-512532 A 2005.5.12



Thr Tyr Val Gln His Leu Ile Val Ala Glu Lys Asp Arg Val Cys Ser Leu Ile Glu Gln 
Gly Ala Ile Ile Tyr Val Cys Gly Asp Gly Gly Arg Met Glu Pro Asp Val Lys Ala Thr 
Leu Val Gly Ile Tyr Arg Glu Arg Ser Gly Ala Asp Ala Gly Thr Ala Gln Arg Trp Ile 
Glu Asp Leu Gly Ala Lys Asn Arg Tyr Val Leu Asp Val Trp Ala Gly Gly (SEQ ID NO:2
4)
【 ０ １ ６ ４ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:25は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
gtgaacgcac cgaagagcac cgcccccggc cgccgcgcgc cccaccgcct cgaccccacc      60
ggcccctgcc cgcacgccgt caacgcccgc ctcctcgcgg agggcgccgt cacccccgta     120
ctcctccccg gcgacatcga cggcatggcc gtcctcggcc acgacgccct ccgtgacttc     180
ctctcccacc ccgacgtcgc caagggcccc cagcacttca ccgccctctc cgagggccga     240
atacccgacg gctggcccct gcgcaccttc gccaccctcc cgggcatgat gaccgccgac     300
ggcgccgacc accgccgtct gcgcgccctg gtgagcagcg ccttcaccgc ccgccgggtg     360
gaggaactgc gcccccgcgt cgcgacggtc gccgccggac tcctcgacgg actcgccgag     420
gccgccgaac ggggcgacgg cgtcgcggac ctccgccgcc actacgccct cccgctgccg     480
ctcggcgtca tctgcgaact cctcggcgtc gaccgggccc accaggaccg gctgcacgag     540
ctctccgcgc tggtcgtcgc gaccgacatc gggcccgacc gcgccgtcgc cgtcaaccgc     600
gagctcctcg aactcctcac cgccatcgcc gccgccaagg ccgccgatcc gcgcgacgac     660
ctcaccagcg cgctcatcgc ggcccgcgac gaggacggcg accggctcgg cccgcacgag     720
ctgatcggca ccctgctcct gctgatcgtc gccggccacg agaccaccct gaacctggtg     780
accaacgccg tgcgggcgct ctgctcccac cgcgaccaac tcgccctggt cctcgacggc     840
cgggcgagct ggtcggacgt ggtggaggag acgctccgct gggacagccc ggtcagctac     900
ttcccgttcc gctatcccac ccgggacctc accgtcgacg gcaccctcat cccccggggc     960
acccccgtcc tcgccggcta tgcggcggcg ggccgggaca ccaaggccca cggcccggac    1020
gccgaccgct tcgacctcac gcgtacggcg acggtgaagc acctgtcact cggccacggc    1080
ccgcactact gcctgggcgc cccgctcgcc cggatggagg cggccgtcgc cctggagacg    1140
ctgttcaccc gcttccccgg cctggacctg gccgtcccgg agtccgagtt gccccggcac    1200
tccgggttcg tcggcaacag cgtccggacg ctcccggtcc ggcccggcgg ctga          1254
で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:25 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:25の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:25は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Asn Ala Pro Lys Ser Thr Ala Pro Gly Arg Arg Ala Pro His Arg Leu Asp Pro Thr 
Gly Pro Cys Pro His Ala Val Asn Ala Arg Leu Leu Ala Glu Gly Ala Val Thr Pro Val 
Leu Leu Pro Gly Asp Ile Asp Gly Met Ala Val Leu Gly His Asp Ala Leu Arg Asp Phe 
Leu Ser His Pro Asp Val Ala Lys Gly Pro Gln His Phe Thr Ala Leu Ser Glu Gly Arg 
Ile Pro Asp Gly Trp Pro Leu Arg Thr Phe Ala Thr Leu Pro Gly Met Met Thr Ala Asp 
Gly Ala Asp His Arg Arg Leu Arg Ala Leu Val Ser Ser Ala Phe Thr Ala Arg Arg Val 
Glu Glu Leu Arg Pro Arg Val Ala Thr Val Ala Ala Gly Leu Leu Asp Gly Leu Ala Glu 
Ala Ala Glu Arg Gly Asp Gly Val Ala Asp Leu Arg Arg His Tyr Ala Leu Pro Leu Pro 
Leu Gly Val Ile Cys Glu Leu Leu Gly Val Asp Arg Ala His Gln Asp Arg Leu His Glu 
Leu Ser Ala Leu Val Val Ala Thr Asp Ile Gly Pro Asp Arg Ala Val Ala Val Asn Arg 
Glu Leu Leu Glu Leu Leu Thr Ala Ile Ala Ala Ala Lys Ala Ala Asp Pro Arg Asp Asp 
Leu Thr Ser Ala Leu Ile Ala Ala Arg Asp Glu Asp Gly Asp Arg Leu Gly Pro His Glu 
Leu Ile Gly Thr Leu Leu Leu Leu Ile Val Ala Gly His Glu Thr Thr Leu Asn Leu Val 
Thr Asn Ala Val Arg Ala Leu Cys Ser His Arg Asp Gln Leu Ala Leu Val Leu Asp Gly 
Arg Ala Ser Trp Ser Asp Val Val Glu Glu Thr Leu Arg Trp Asp Ser Pro Val Ser Tyr 
Phe Pro Phe Arg Tyr Pro Thr Arg Asp Leu Thr Val Asp Gly Thr Leu Ile Pro Arg Gly 
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Thr Pro Val Leu Ala Gly Tyr Ala Ala Ala Gly Arg Asp Thr Lys Ala His Gly Pro Asp 
Ala Asp Arg Phe Asp Leu Thr Arg Thr Ala Thr Val Lys His Leu Ser Leu Gly His Gly 
Pro His Tyr Cys Leu Gly Ala Pro Leu Ala Arg Met Glu Ala Ala Val Ala Leu Glu Thr 
Leu Phe Thr Arg Phe Pro Gly Leu Asp Leu Ala Val Pro Glu Ser Glu Leu Pro Arg His 
Ser Gly Phe Val Gly Asn Ser Val Arg Thr Leu Pro Val Arg Pro Gly Gly (SEQ ID NO:2
6)
【 ０ １ ６ ７ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:27は 、
atggacgccg ctgctgaccc cgtgtacgac ccctggtccc ccgagttcgt cgccgatccc      60
taccccgcct acgccgggct gcgcgcggcc ggccgcgcgc actggcacgg gccgacgcgg     120
cagtggctga tcccgcacca cgaggacgtg tcggcactgc tcagggaccg gcggctcggc     180
cgtacgtaca cccatcgctt cacgcacgag gagttcgggc aggaggcccc ggacgccgcg     240
tacgagccgt tccacacgct caacgaccac gggctgctcg acctggaggg cgccgaccac     300
agccgcatcc ggcggctggt gtcgaaggcg ttcaccccga ggaccgtgga ggacctggcg     360
ccgaccgtac ggcggctggc cgccgacctg gtcggcggtc tggtcgcggc cggcggcggc     420
gacctccagg cggcggtggc ggaacccctg ccggtcgcgg tgatcgccga gatgctgggc     480
gtccccgagg gcgacgagga gcgggcgcgg ctgcgcccct ggtcggcggc gatctgcggg     540
atgttcgagc tgaatccctc ggaggagacg gcgcggcggg cggtggcggc ctctgtggag     600
ttctccggct atctgcggga gctgatcgcc cggcggcgca aggagccggg ggacgatctg     660
atctcgtcgc tgatcgcggt ggaggagctg accgagcagg agatgatctc cacctgtgtg     720
ctcctcctga acgcgggtca cgaggcgacc gtgaacacca cggtcaacgg ctggtggacg     780
ctgctcagag agggcgtccg gcccgatccc gaaaagttgt ccacagctgt ggaagaactt     840
ctgcgctacg acaccccgct ccagatgttc gagcggtggg tcctcgacga catcgagatc     900
ggcggccaca cccttccgcg cggctccgag gtggccctgc tcctcggctc cgccaaccgc     960
gaccccgccc gcttcggccc gaccgccgac accctcgacc tcacccgcgc cgacaacccc    1020
cacatcacct tcggcgccgg catccactac tgcctcggcg ccccgctcgc ccgtctcgaa    1080
ctgacggcgg tcttcggcga gttgctccgc caggcgccgg gcctccggct cgcggcggag    1140
cccgtacgca agccgggata cgtgatccgc ggcttcgagg agctgctcgt cgagctgtga    1200
で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:27 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:27の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:27は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Asp Ala Ala Ala Asp Pro Val Tyr Asp Pro Trp Ser Pro Glu Phe Val Ala Asp Pro 
Tyr Pro Ala Tyr Ala Gly Leu Arg Ala Ala Gly Arg Ala His Trp His Gly Pro Thr Arg 
Gln Trp Leu Ile Pro His His Glu Asp Val Ser Ala Leu Leu Arg Asp Arg Arg Leu Gly 
Arg Thr Tyr Thr His Arg Phe Thr His Glu Glu Phe Gly Gln Glu Ala Pro Asp Ala Ala 
Tyr Glu Pro Phe His Thr Leu Asn Asp His Gly Leu Leu Asp Leu Glu Gly Ala Asp His 
Ser Arg Ile Arg Arg Leu Val Ser Lys Ala Phe Thr Pro Arg Thr Val Glu Asp Leu Ala 
Pro Thr Val Arg Arg Leu Ala Ala Asp Leu Val Gly Gly Leu Val Ala Ala Gly Gly Gly 
Asp Leu Gln Ala Ala Val Ala Glu Pro Leu Pro Val Ala Val Ile Ala Glu Met Leu Gly 
Val Pro Glu Gly Asp Glu Glu Arg Ala Arg Leu Arg Pro Trp Ser Ala Ala Ile Cys Gly 
Met Phe Glu Leu Asn Pro Ser Glu Glu Thr Ala Arg Arg Ala Val Ala Ala Ser Val Glu 
Phe Ser Gly Tyr Leu Arg Glu Leu Ile Ala Arg Arg Arg Lys Glu Pro Gly Asp Asp Leu 
Ile Ser Ser Leu Ile Ala Val Glu Glu Leu Thr Glu Gln Glu Met Ile Ser Thr Cys Val 
Leu Leu Leu Asn Ala Gly His Glu Ala Thr Val Asn Thr Thr Val Asn Gly Trp Trp Thr 
Leu Leu Arg Glu Gly Val Arg Pro Asp Pro Glu Lys Leu Ser Thr Ala Val Glu Glu Leu 
Leu Arg Tyr Asp Thr Pro Leu Gln Met Phe Glu Arg Trp Val Leu Asp Asp Ile Glu Ile 
Gly Gly His Thr Leu Pro Arg Gly Ser Glu Val Ala Leu Leu Leu Gly Ser Ala Asn Arg 
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Asp Pro Ala Arg Phe Gly Pro Thr Ala Asp Thr Leu Asp Leu Thr Arg Ala Asp Asn Pro 
His Ile Thr Phe Gly Ala Gly Ile His Tyr Cys Leu Gly Ala Pro Leu Ala Arg Leu Glu 
Leu Thr Ala Val Phe Gly Glu Leu Leu Arg Gln Ala Pro Gly Leu Arg Leu Ala Ala Glu 
Pro Val Arg Lys Pro Gly Tyr Val Ile Arg Gly Phe Glu Glu Leu Leu Val Glu Leu (SEQ
 ID NO:28)
【 ０ １ ７ ０ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:29は 、
atgaccctcc cacccgccga acacaccgcc gagaaggcag gggcggtccc gcccccgggc      60
tgcccggccc acgcctccaa gggacccggc ggagcgaccc ggctctacgg ccccgccgcc     120
gagacggacc ccatgggcct gtacgaggca ctgcgcgccg aacacggccc ggtcgccccc     180
gtgctgctcg acggagacgt ccgcgcctgg ctcgtgctcg gctacctgga gaaccgcgac     240
gtggccagcc gcccgacgca gtactcccgc gacccgcgcg tctggcacgg ctggcggagc     300
ggcgagatcg accccgccac ctcgcccctc gtcccgatga tcggctggcg tcccgactgc     360
gtgtgcgccg acggcgagga gcaccagcgg ctgcgcgggg cggtcacggc cgggctcagc     420
cagttcgacc accggggggt ccgccgccac atcacccgct tcgcgcacca gctgatcgac     480
acgttctgcg aggacggcga ggtggagctg gtcgggcagt tcaccgagca cctgccgatg     540
ctcacgctga cccatctgct cggcatgtcg gacgagtccg ggccccggct cgtgcacgcc     600
gcccgtgacc tcttcaaggc caccgagacc tcgctcgcca gcaacgccta cgtgatcgag     660
tgcctcgaac agctcgtcgt cgccaagcgg tcccggccgg ggcaggacat cgcctccgcg     720
ctgatggcac accccgccgg gctcaccgac gaggaggtgc tgcaccacct gcgcctcatc     780
ctcctcgcgg ggtacgagac gaccgccaac ctcatgtcca acgtcctgcg catggtggtc     840
accgaccccc ggttccgagg atcgctggcc ggcggccaga tgaccctgcc cgaggccgtc     900
gagcaggtcc tctgggacga gccgccgctg atggtgtgcc ccggccggtg ggccaacggc     960
gacaccaccc tcggcggccg gcagatcaag gcgggcgaca tgctgctgct cggcctggcc    1020
gccgggaacg tcgacaaggc gatccgcccg gacgcctcga cccccgtcca ccacaaccgc    1080
gcccacctgt cgttcagcgc cggcacccac gagtgccccg gccaggacat cggccgcatc    1140
atcgccgacg ccggcatcga catcctgctc acccggctgc ccgacatcgc cctggccgtc    1200
cccgaggaga gcctgtcctg gcgctcctcc acctgggccc ggcacctgac ggcgctgccc    1260
gtgcacttcg ccccccgcgt ccccgagggg cacgacgtcc cgaacccgct gcccgccccg    1320
ccggccccga gcttcgggcc cccgtcggcg ccgctgtggc cgtcgcccgg ccccggaccc    1380
gcccgcccgt cggatcaggc gccgccgccc ggcccggtgc ccggcggcgg ggccacggga    1440
ggggcgtccg ggcccgcgtc ggaacacggc cccggacccc gcgccacctg gcgtacgagg    1500
gtcatgcgct tcctgcggag gcggtag                                        1527
で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:29 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:29の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。 　
【 ０ １ ７ ２ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:29は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Thr Leu Pro Pro Ala Glu His Thr Ala Glu Lys Ala Gly Ala Val Pro Pro Pro Gly 
Cys Pro Ala His Ala Ser Lys Gly Pro Gly Gly Ala Thr Arg Leu Tyr Gly Pro Ala Ala 
Glu Thr Asp Pro Met Gly Leu Tyr Glu Ala Leu Arg Ala Glu His Gly Pro Val Ala Pro 
Val Leu Leu Asp Gly Asp Val Arg Ala Trp Leu Val Leu Gly Tyr Leu Glu Asn Arg Asp 
Val Ala Ser Arg Pro Thr Gln Tyr Ser Arg Asp Pro Arg Val Trp His Gly Trp Arg Ser 
Gly Glu Ile Asp Pro Ala Thr Ser Pro Leu Val Pro Met Ile Gly Trp Arg Pro Asp Cys 
Val Cys Ala Asp Gly Glu Glu His Gln Arg Leu Arg Gly Ala Val Thr Ala Gly Leu Ser 
Gln Phe Asp His Arg Gly Val Arg Arg His Ile Thr Arg Phe Ala His Gln Leu Ile Asp 
Thr Phe Cys Glu Asp Gly Glu Val Glu Leu Val Gly Gln Phe Thr Glu His Leu Pro Met 
Leu Thr Leu Thr His Leu Leu Gly Met Ser Asp Glu Ser Gly Pro Arg Leu Val His Ala 
Ala Arg Asp Leu Phe Lys Ala Thr Glu Thr Ser Leu Ala Ser Asn Ala Tyr Val Ile Glu 

10

20

30

40

50

(80) JP 2005-512532 A 2005.5.12



Cys Leu Glu Gln Leu Val Val Ala Lys Arg Ser Arg Pro Gly Gln Asp Ile Ala Ser Ala 
Leu Met Ala His Pro Ala Gly Leu Thr Asp Glu Glu Val Leu His His Leu Arg Leu Ile 
Leu Leu Ala Gly Tyr Glu Thr Thr Ala Asn Leu Met Ser Asn Val Leu Arg Met Val Val 
Thr Asp Pro Arg Phe Arg Gly Ser Leu Ala Gly Gly Gln Met Thr Leu Pro Glu Ala Val 
Glu Gln Val Leu Trp Asp Glu Pro Pro Leu Met Val Cys Pro Gly Arg Trp Ala Asn Gly 
Asp Thr Thr Leu Gly Gly Arg Gln Ile Lys Ala Gly Asp Met Leu Leu Leu Gly Leu Ala 
Ala Gly Asn Val Asp Lys Ala Ile Arg Pro Asp Ala Ser Thr Pro Val His His Asn Arg 
Ala His Leu Ser Phe Ser Ala Gly Thr His Glu Cys Pro Gly Gln Asp Ile Gly Arg Ile 
Ile Ala Asp Ala Gly Ile Asp Ile Leu Leu Thr Arg Leu Pro Asp Ile Ala Leu Ala Val 
Pro Glu Glu Ser Leu Ser Trp Arg Ser Ser Thr Trp Ala Arg His Leu Thr Ala Leu Pro 
Val His Phe Ala Pro Arg Val Pro Glu Gly His Asp Val Pro Asn Pro Leu Pro Ala Pro 
Pro Ala Pro Ser Phe Gly Pro Pro Ser Ala Pro Leu Trp Pro Ser Pro Gly Pro Gly Pro 
Ala Arg Pro Ser Asp Gln Ala Pro Pro Pro Gly Pro Val Pro Gly Gly Gly Ala Thr Gly 
Gly Ala Ser Gly Pro Ala Ser Glu His Gly Pro Gly Pro Arg Ala Thr Trp Arg Thr Arg 
Val Met Arg Phe Leu Arg Arg Arg (SEQ ID NO:30)　
【 ０ １ ７ ３ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:31は 、
atgtccgtca tcgaactggg ggagtacggc gcggacttca ccgcgaatcc gtacccctac      60
tacgcgaaac tccgcgaagc gggacccgtc cacgaggtcc ggatgcccga cggcttccag     120
ttctggctgg tcgtcggcca cgaggagggg cgcgccgcac tcgccgaccc ccggctcgcc     180
aagtccccct ccgtgatcgg cgtacggccg ccggaggagg acatcatcgg cgtccacctc     240
ctcgccgcgg acgcgcccga ccacacccgg ctgcgccgcc tggtcaccgg tgagttcacc     300
ggccgtcggg tggagggcct gcgcccccgc atccagcagc tgaccacgga gctcgccgac     360
gccatggaac cggcaggccg tgccgacctc gtcgacgcct tcgcctaccc gctgccgatc     420
atcgtcatct gcgagctcct cggcgtcccc gccgaggacc gcgacacctt ccgccgctgg     480
tcgaaccagc tggtcacgcc caccggcgac caggagttcg gccaggcgat ggtggacttc     540
gcggcctatc tcgacgcgct catcgaggac aagcgggccg ccggacccac cgacgacctg     600
ctctccgccc tgatcaccgc ccgcgccgag gacggcgacc ggctctccgg ccccgaactc     660
cgcgccatgg cctatctgct gctcatcgcg ggccacgaga ccaccgtcaa cctgatcgcc     720
aacaccgtcc gcaacctgct cacccacccc gagcagctcg cggccctccg cgccgacccg     780
gacctcctgg acgggacgat cgaggagtcc ctgcggtacg acggaccggt ggagaccggc     840
acgttccgct tcacccggga ggccgtcacc atcggcgggc gggagatcgc ggcgggccag     900
tacgtgctcg tcggcatcgg ggcgctcgac cgcgaccccg cccgcttccc cgaccccgac     960
cgcttcgaca tccgccggga cacccgcggc cacctcgcct tcggccacgg catccactac    1020
tgcctgggcg ccccgctggc ccgcctggag ggccggatcg ccctccgtac cctcctcgac    1080
cgcttcccgg acctggaact cgacccggag ggcgagccct gggaatggct ccccggcctc    1140
ctgatgcgcg gcgtccgaca cctcccggtc aggtggtga                           1179
で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:31 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:31の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:31は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Ser Val Ile Glu Leu Gly Glu Tyr Gly Ala Asp Phe Thr Ala Asn Pro Tyr Pro Tyr 
Tyr Ala Lys Leu Arg Glu Ala Gly Pro Val His Glu Val Arg Met Pro Asp Gly Phe Gln 
Phe Trp Leu Val Val Gly His Glu Glu Gly Arg Ala Ala Leu Ala Asp Pro Arg Leu Ala 
Lys Ser Pro Ser Val Ile Gly Val Arg Pro Pro Glu Glu Asp Ile Ile Gly Val His Leu 
Leu Ala Ala Asp Ala Pro Asp His Thr Arg Leu Arg Arg Leu Val Thr Gly Glu Phe Thr 
Gly Arg Arg Val Glu Gly Leu Arg Pro Arg Ile Gln Gln Leu Thr Thr Glu Leu Ala Asp 
Ala Met Glu Pro Ala Gly Arg Ala Asp Leu Val Asp Ala Phe Ala Tyr Pro Leu Pro Ile 
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Ile Val Ile Cys Glu Leu Leu Gly Val Pro Ala Glu Asp Arg Asp Thr Phe Arg Arg Trp 
Ser Asn Gln Leu Val Thr Pro Thr Gly Asp Gln Glu Phe Gly Gln Ala Met Val Asp Phe 
Ala Ala Tyr Leu Asp Ala Leu Ile Glu Asp Lys Arg Ala Ala Gly Pro Thr Asp Asp Leu 
Leu Ser Ala Leu Ile Thr Ala Arg Ala Glu Asp Gly Asp Arg Leu Ser Gly Pro Glu Leu 
Arg Ala Met Ala Tyr Leu Leu Leu Ile Ala Gly His Glu Thr Thr Val Asn Leu Ile Ala 
Asn Thr Val Arg Asn Leu Leu Thr His Pro Glu Gln Leu Ala Ala Leu Arg Ala Asp Pro 
Asp Leu Leu Asp Gly Thr Ile Glu Glu Ser Leu Arg Tyr Asp Gly Pro Val Glu Thr Gly 
Thr Phe Arg Phe Thr Arg Glu Ala Val Thr Ile Gly Gly Arg Glu Ile Ala Ala Gly Gln 
Tyr Val Leu Val Gly Ile Gly Ala Leu Asp Arg Asp Pro Ala Arg Phe Pro Asp Pro Asp 
Arg Phe Asp Ile Arg Arg Asp Thr Arg Gly His Leu Ala Phe Gly His Gly Ile His Tyr 
Cys Leu Gly Ala Pro Leu Ala Arg Leu Glu Gly Arg Ile Ala Leu Arg Thr Leu Leu Asp 
Arg Phe Pro Asp Leu Glu Leu Asp Pro Glu Gly Glu Pro Trp Glu Trp Leu Pro Gly Leu 
Leu Met Arg Gly Val Arg His Leu Pro Val Arg Trp (SEQ ID NO:32)
【 ０ １ ７ ６ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:33は 、
atgagcgtcg ccgtcgagac cctgccggcc ttccccttcg actgggacgg gacccggctg      60
cccgccgagg tcgaggcgct ccgcgccgaa cccgtacgcc gggtgcggac gatcgccggg     120
gccgaggcct ggctggtctc ctcgtacgag ctgtgcaggc aggtcctgga ggacccgcgg     180
ttcagcctga aggacacctc ggcgccgggc gcgccgcggc agtacgcgct gacgatcccg     240
ccgcacgtgg tgaacaacat gggcaacatc accggggccg ggctgcgcaa ggccgtgatg     300
aaggcgatca acccgaaggc gcccggcctg gaggagtggc tgcgggcgcg ggccggggcc     360
ctggtggacg cgctggtcgc cgagggcgcg cccggggagc tgcggggcgc ctacgccgac     420
ccgtactcgt cggggctgca ctgccggatg ctgggcatcc cggaggagga cgggccgcgg     480
ctgctgcgca gcctggacgt ggccttcatg aacgccccgt ccgagatcga ggcggcccgg     540
ctccactggg accgggacat cgcgtacatg accgagcgtc tcgacgatcc ggcgacgggc     600
gggctgatgg cggagctcgc ggcgctgcgc gaggatcccg agtacgcgca tctgacggac     660
gagatgctgg cgacggtggg cgtgacgctg ttcggggccg gggtgatctc caccgccggg     720
ttcctgacga tggcgctcgt gtcggtgctg acccggccgg acgtgcgggc ggcgctgacc     780
gccggcggcg ggcacggggt cgccggggcg atggacgaac tgctgcgggt gaacctgtcc     840
atcggcgacg ggctgccccg gctcgccctg gaggacgtgc ggctcggcga cgtcgaggtg     900
cgggccggtg aactggtcct ggtgctggtg gaggccgcga accacgatcc gctgcacttc     960
ccggacccgc tggccttccg gccggaccgg gagaacgccg ccgaccacct ctccttcggc    1020
ggcggtcggc actactgccc ggcgacggcg ctgggcaagc ggcacgccga gatcgccctg    1080
gagacgctcc tcgaccggct gccggagctg cggctcgcgg tgccggtcga gcagctggtg    1140
tggcgcacca acttcatgaa gcggctcccg gagcggctgc cggtggcctg gtag          1194
で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:33 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:33の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。 　
【 ０ １ ７ ８ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:33は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Ser Val Ala Val Glu Thr Leu Pro Ala Phe Pro Phe Asp Trp Asp Gly Thr Arg Leu 
Pro Ala Glu Val Glu Ala Leu Arg Ala Glu Pro Val Arg Arg Val Arg Thr Ile Ala Gly 
Ala Glu Ala Trp Leu Val Ser Ser Tyr Glu Leu Cys Arg Gln Val Leu Glu Asp Pro Arg 
Phe Ser Leu Lys Asp Thr Ser Ala Pro Gly Ala Pro Arg Gln Tyr Ala Leu Thr Ile Pro 
Pro His Val Val Asn Asn Met Gly Asn Ile Thr Gly Ala Gly Leu Arg Lys Ala Val Met 
Lys Ala Ile Asn Pro Lys Ala Pro Gly Leu Glu Glu Trp Leu Arg Ala Arg Ala Gly Ala 
Leu Val Asp Ala Leu Val Ala Glu Gly Ala Pro Gly Glu Leu Arg Gly Ala Tyr Ala Asp 
Pro Tyr Ser Ser Gly Leu His Cys Arg Met Leu Gly Ile Pro Glu Glu Asp Gly Pro Arg 
Leu Leu Arg Ser Leu Asp Val Ala Phe Met Asn Ala Pro Ser Glu Ile Glu Ala Ala Arg 
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Leu His Trp Asp Arg Asp Ile Ala Tyr Met Thr Glu Arg Leu Asp Asp Pro Ala Thr Gly 
Gly Leu Met Ala Glu Leu Ala Ala Leu Arg Glu Asp Pro Glu Tyr Ala His Leu Thr Asp 
Glu Met Leu Ala Thr Val Gly Val Thr Leu Phe Gly Ala Gly Val Ile Ser Thr Ala Gly 
Phe Leu Thr Met Ala Leu Val Ser Val Leu Thr Arg Pro Asp Val Arg Ala Ala Leu Thr 
Ala Gly Gly Gly His Gly Val Ala Gly Ala Met Asp Glu Leu Leu Arg Val Asn Leu Ser 
Ile Gly Asp Gly Leu Pro Arg Leu Ala Leu Glu Asp Val Arg Leu Gly Asp Val Glu Val 
Arg Ala Gly Glu Leu Val Leu Val Leu Val Glu Ala Ala Asn His Asp Pro Leu His Phe 
Pro Asp Pro Leu Ala Phe Arg Pro Asp Arg Glu Asn Ala Ala Asp His Leu Ser Phe Gly 
Gly Gly Arg His Tyr Cys Pro Ala Thr Ala Leu Gly Lys Arg His Ala Glu Ile Ala Leu 
Glu Thr Leu Leu Asp Arg Leu Pro Glu Leu Arg Leu Ala Val Pro Val Glu Gln Leu Val 
Trp Arg Thr Asn Phe Met Lys Arg Leu Pro Glu Arg Leu Pro Val Ala Trp (SEQ ID NO:3
4)　
【 ０ １ ７ ９ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:35は 、
gtgatcccgg ccacggagga gaacccggcc gcggcgccgc gggtgccgga cctgtccgac      60
ccgctgctcc accagcgcgg cgaggccgga ccggtcctgg cgcgactgcg gcgcgaggaa     120
ccggtctgcc aggtcacccg ggcggacggc tcgacgttct gggccgtcct gtcgtacgag     180
ctgatcaccc aggtcctcgc cgacgccgcc accttcagct ccaccggcgg gatgcggctc     240
gacgccgatc cggtggcgac cgccgccgcg accggcaaga tgatggtcat caccgacccg     300
ccgctgcacg gcatgatccg ccgggtcgtc agctcggcgt tcaccccccg catggtgctc     360
cgcctcgagg agaccatgcg gaccatctcg gtcgaggtca tcgaggccgc cctcgggcag     420
gactcgatcg acttcaccga ggtggcggcc cggctgccgc tgtcggtcat ctgcgacatg     480
ctcggcgtgc cgcgcgccga ctgggacttc atgctgtccc gcacgatgac ggccttcggg     540
gtgaacggcg acgacgggcc cgagcagcag cagcgggtgg cgacggccca caccgacatc     600
ttcctgtact acgacgagct gatgcggctg cgcaggaagg agccgcagga ggacatcatc     660
agcgccctcg tgcacggccg gatcgacggc aggccgctga ccgaggagga gatcatcctc     720
aactgcaacg ggctgatctc cggcggcaac gagaccaccc ggcacgccac catcggcgga     780
ctgctcgcgc tcatcgagca ccccgagcag tggcgccggc tccaggagga gccggaggtg     840
ctgccgaccg cggtgcagga gatcctgcgg ttcacgacgc ccgccatgca cgtgctgcgc     900
accgccaccc gggaaacgga actggcgggg cgccggatca aggcgggcga catggtcgcg     960
ctctggctgg cctcgggcaa ccgggacgag accgtcttcg cggacccgga ccgctttgac    1020
atcgggcggc gcgaggtgaa ccgcaacctc accttcgcgt acggcagtca cttctgcatc    1080
ggttcggcgc tcgccaccac ggagctgaac accttcttcg acgtcctcag acagcgggtc    1140
gcacggcccg aactgaccgg agaggtacgg cgcatgcgct ccaacctcat cggcggcatc    1200
gagcacctgc cggtccgcct ggtcccccgg gaccgctga                           1239
で あ る 。 　
【 ０ １ ８ ０ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:35 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:35の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。 　
【 ０ １ ８ １ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:35は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Ile Pro Ala Thr Glu Glu Asn Pro Ala Ala Ala Pro Arg Val Pro Asp Leu Ser Asp 
Pro Leu Leu His Gln Arg Gly Glu Ala Gly Pro Val Leu Ala Arg Leu Arg Arg Glu Glu 
Pro Val Cys Gln Val Thr Arg Ala Asp Gly Ser Thr Phe Trp Ala Val Leu Ser Tyr Glu 
Leu Ile Thr Gln Val Leu Ala Asp Ala Ala Thr Phe Ser Ser Thr Gly Gly Met Arg Leu 
Asp Ala Asp Pro Val Ala Thr Ala Ala Ala Thr Gly Lys Met Met Val Ile Thr Asp Pro 
Pro Leu His Gly Met Ile Arg Arg Val Val Ser Ser Ala Phe Thr Pro Arg Met Val Leu 
Arg Leu Glu Glu Thr Met Arg Thr Ile Ser Val Glu Val Ile Glu Ala Ala Leu Gly Gln 
Asp Ser Ile Asp Phe Thr Glu Val Ala Ala Arg Leu Pro Leu Ser Val Ile Cys Asp Met 
Leu Gly Val Pro Arg Ala Asp Trp Asp Phe Met Leu Ser Arg Thr Met Thr Ala Phe Gly 
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Val Asn Gly Asp Asp Gly Pro Glu Gln Gln Gln Arg Val Ala Thr Ala His Thr Asp Ile 
Phe Leu Tyr Tyr Asp Glu Leu Met Arg Leu Arg Arg Lys Glu Pro Gln Glu Asp Ile Ile 
Ser Ala Leu Val His Gly Arg Ile Asp Gly Arg Pro Leu Thr Glu Glu Glu Ile Ile Leu 
Asn Cys Asn Gly Leu Ile Ser Gly Gly Asn Glu Thr Thr Arg His Ala Thr Ile Gly Gly 
Leu Leu Ala Leu Ile Glu His Pro Glu Gln Trp Arg Arg Leu Gln Glu Glu Pro Glu Val 
Leu Pro Thr Ala Val Gln Glu Ile Leu Arg Phe Thr Thr Pro Ala Met His Val Leu Arg 
Thr Ala Thr Arg Glu Thr Glu Leu Ala Gly Arg Arg Ile Lys Ala Gly Asp Met Val Ala 
Leu Trp Leu Ala Ser Gly Asn Arg Asp Glu Thr Val Phe Ala Asp Pro Asp Arg Phe Asp 
Ile Gly Arg Arg Glu Val Asn Arg Asn Leu Thr Phe Ala Tyr Gly Ser His Phe Cys Ile 
Gly Ser Ala Leu Ala Thr Thr Glu Leu Asn Thr Phe Phe Asp Val Leu Arg Gln Arg Val 
Ala Arg Pro Glu Leu Thr Gly Glu Val Arg Arg Met Arg Ser Asn Leu Ile Gly Gly Ile 
Glu His Leu Pro Val Arg Leu Val Pro Arg Asp Arg (SEQ ID NO:26)
【 ０ １ ８ ２ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:37は 、
gtgcagaacg aacagacccc tgccaccgca cccgtcacgc ttcccaccgg gcgagccgcc      60
ggctgcccct tcgacccgcc cgccggactc gccgaggtcc gcgccaccgg cccgctggcc     120
cggatgacgt accccgacgg acacatcggc tggctggcca ccggccacgc cgcggtgcgc     180
tccgtcctgg gcgacccccg gttcagctcg cggtacgagc tgatgcacta ccccttcccc     240
ggcggccccg agggcccgcc ggcacccgcc cccgtcggcg acatgaccgg gatggacgca     300
cccgagcaca cccgcttccg gcggctgctc accggcaagt tcaccgtccg ccggatgcgg     360
cagctcaccg accgggtcgc ggagctcacc gccgggcacc tggacgcgat ggagcgcggc     420
ggcccgggcg tcgacctggt cgaggccttc gcacgaccgc tgcccgcgct gatgatctgc     480
gagctgctcg gcgtgccgta cgcggaccgc gagcgcttcc aggagcacgc tcagacgatc     540
atgtcgatgg acgtgtcgcc cgaggagatg gaggccgcgt tcaccgcgtt cctcgggtac     600
atggcggagc tggtcgcggc caagcgggcc gagccctccg acgacctgct cggcgacctg     660
gcccaggact ccgacctcac cgacgaggaa ctcgtcggcg tcggaggctt cctgctcgcc     720
gccggcctcg acaccaccgc caacatgatc gcccacggaa cgttcgcgct cctcacccac     780
ccggaacagg cggacgcgct gcgcgcggac ccggcccttg ccccgggcgc cgtggaggag     840
ctgatgcgct atctgaccgt cgcccacacc ggagtgcgga ccgccctgga ggacgtcgag     900
gtggaaggcg tgctcatcag ggcgggcgag agcgtcaccc tctcccttga ggccgccaac     960
cgggacccgg agcggttccc cgaccccgac accctcgacg tacaccgcaa ggccacgggg    1020
cacctgggct tcgggcacgg catccaccag tgcctgggcc agcaactggc ccgcgtcgag    1080
atgacggtgg ccctgcccgc gctgctgagg cggttcccca cgctgcggct cgacgtgccg    1140
gccgaggagg tgccgctgcg gaccgagatg aacgtgtacg gcgtgcaccg gctgcccgtc    1200
acctgggacg aggtctga                                                  1218
で あ る 。 　
【 ０ １ ８ ３ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:37 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:37の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。 　
【 ０ １ ８ ４ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:37は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Gln Asn Glu Gln Thr Pro Ala Thr Ala Pro Val Thr Leu Pro Thr Gly Arg Ala Ala 
Gly Cys Pro Phe Asp Pro Pro Ala Gly Leu Ala Glu Val Arg Ala Thr Gly Pro Leu Ala 
Arg Met Thr Tyr Pro Asp Gly His Ile Gly Trp Leu Ala Thr Gly His Ala Ala Val Arg 
Ser Val Leu Gly Asp Pro Arg Phe Ser Ser Arg Tyr Glu Leu Met His Tyr Pro Phe Pro 
Gly Gly Pro Glu Gly Pro Pro Ala Pro Ala Pro Val Gly Asp Met Thr Gly Met Asp Ala 
Pro Glu His Thr Arg Phe Arg Arg Leu Leu Thr Gly Lys Phe Thr Val Arg Arg Met Arg 
Gln Leu Thr Asp Arg Val Ala Glu Leu Thr Ala Gly His Leu Asp Ala Met Glu Arg Gly 
Gly Pro Gly Val Asp Leu Val Glu Ala Phe Ala Arg Pro Leu Pro Ala Leu Met Ile Cys 
Glu Leu Leu Gly Val Pro Tyr Ala Asp Arg Glu Arg Phe Gln Glu His Ala Gln Thr Ile 
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Met Ser Met Asp Val Ser Pro Glu Glu Met Glu Ala Ala Phe Thr Ala Phe Leu Gly Tyr 
Met Ala Glu Leu Val Ala Ala Lys Arg Ala Glu Pro Ser Asp Asp Leu Leu Gly Asp Leu 
Ala Gln Asp Ser Asp Leu Thr Asp Glu Glu Leu Val Gly Val Gly Gly Phe Leu Leu Ala 
Ala Gly Leu Asp Thr Thr Ala Asn Met Ile Ala His Gly Thr Phe Ala Leu Leu Thr His 
Pro Glu Gln Ala Asp Ala Leu Arg Ala Asp Pro Ala Leu Ala Pro Gly Ala Val Glu Glu 
Leu Met Arg Tyr Leu Thr Val Ala His Thr Gly Val Arg Thr Ala Leu Glu Asp Val Glu 
Val Glu Gly Val Leu Ile Arg Ala Gly Glu Ser Val Thr Leu Ser Leu Glu Ala Ala Asn 
Arg Asp Pro Glu Arg Phe Pro Asp Pro Asp Thr Leu Asp Val His Arg Lys Ala Thr Gly 
His Leu Gly Phe Gly His Gly Ile His Gln Cys Leu Gly Gln Gln Leu Ala Arg Val Glu 
Met Thr Val Ala Leu Pro Ala Leu Leu Arg Arg Phe Pro Thr Leu Arg Leu Asp Val Pro 
Ala Glu Glu Val Pro Leu Arg Thr Glu Met Asn Val Tyr Gly Val His Arg Leu Pro Val 
Thr Trp Asp Glu Val (SEQ ID NO:38)
【 ０ １ ８ ５ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:39は 、
atgcgcttac acacagcaga accggccggg accgccgacg ccgaacccgt tccgtacccg      60
ttcaacgagg cggacggcat ctccctggcc gacgcctacg aggaggcccg cgagcagccc     120
gggctgctgc gggtccggat ggcctacggt gagccggcct ggctcgccac ccggtacgcc     180
gacgcccggc tggtcctggg cgaccggcgc ttcagccggg ccgagggcgc ccggcacgac     240
gagccgcgcc agtccgaggg gcgccgcgac agcgggatcc tcagcatgga cccgccggac     300
cacacccggt tgcgcaccct ggtggccaag gcgttcacca tgcaccaggt ggagaagttg     360
cgcccggcgg tgcgggagct ggccgacgag ctgatcgaca agatggtcgc caccggcgcc     420
ccggtcgacc tggtcgagga gttcgcgctg ccggtgccgg tcggggtgat ctgccagctg     480
ctcggcgtgc cggtcgagga ccgtccgcgc ttccgggcgt ggagcgacgc ggcgctgtcc     540
accagttccc tgacggccga ggagttcgac gccaaccagg aggaactgcg ggcctacatg     600
cgggggttga tcgaggatca ccgggcgcgt ccgcgtgagg acctgatcac cgggctgatc     660
gaggcccggg accgcgacga ccggctgacc gagcaggagt tggtggacct gtgcgtcggc     720
atcctggtgg ccggccacga gaccaccgcc acgcagatcc ccaacttcgt ggtgacgctg     780
ctggaccggc ccgagcagtg gaaccggctg cgggaggacc cggagctggt cccgaccgcg     840
gtcgaggagc tgatgcgttt cgtgccgctg ggcagcggtg cctcgttccc gcggtacgcc     900
accgaggacg tggaggtcgg cggcacgctg gtgcgcgccg gggagccggt gctggtggcg     960
gtcggggcgg ccaaccgcga cccggccagg ttcgacgcgc cgcaggagct ggacctggcc    1020
cgggagggca accagcacct cgggttcggc catggcgtcc accactgcct cggggcgccg    1080
ctggcccggc tggagttgca ggaggcgctg ggcgcgctgc tgcggcggct gccgggtctg    1140
cggatcgccg gtgacatcga gtggaagacg cagatgctgg tccgcgggcc gcgcacgctg    1200
ccggtggggt ggtga                                                     1215
で あ る 。 　
【 ０ １ ８ ６ 】
  従 っ て 、 典 型 的 な 増 幅 プ ラ ー マ ー 配 列 ペ ア ー は 、 SEQ ID NO:39 の 1～ 21残 基 及 び SEQ ID
 NO:39の 相 補 配 列 の 最 後 21残 基 で あ る 。 　
【 ０ １ ８ ７ 】
  典 型 的 な SEQ ID NO:39は 、 以 下 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
Met Arg Leu His Thr Ala Glu Pro Ala Gly Thr Ala Asp Ala Glu Pro Val Pro Tyr Pro 
Phe Asn Glu Ala Asp Gly Ile Ser Leu Ala Asp Ala Tyr Glu Glu Ala Arg Glu Gln Pro 
Gly Leu Leu Arg Val Arg Met Ala Tyr Gly Glu Pro Ala Trp Leu Ala Thr Arg Tyr Ala 
Asp Ala Arg Leu Val Leu Gly Asp Arg Arg Phe Ser Arg Ala Glu Gly Ala Arg His Asp 
Glu Pro Arg Gln Ser Glu Gly Arg Arg Asp Ser Gly Ile Leu Ser Met Asp Pro Pro Asp 
His Thr Arg Leu Arg Thr Leu Val Ala Lys Ala Phe Thr Met His Gln Val Glu Lys Leu 
Arg Pro Ala Val Arg Glu Leu Ala Asp Glu Leu Ile Asp Lys Met Val Ala Thr Gly Ala 
Pro Val Asp Leu Val Glu Glu Phe Ala Leu Pro Val Pro Val Gly Val Ile Cys Gln Leu 
Leu Gly Val Pro Val Glu Asp Arg Pro Arg Phe Arg Ala Trp Ser Asp Ala Ala Leu Ser 
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Thr Ser Ser Leu Thr Ala Glu Glu Phe Asp Ala Asn Gln Glu Glu Leu Arg Ala Tyr Met 
Arg Gly Leu Ile Glu Asp His Arg Ala Arg Pro Arg Glu Asp Leu Ile Thr Gly Leu Ile 
Glu Ala Arg Asp Arg Asp Asp Arg Leu Thr Glu Gln Glu Leu Val Asp Leu Cys Val Gly 
Ile Leu Val Ala Gly His Glu Thr Thr Ala Thr Gln Ile Pro Asn Phe Val Val Thr Leu 
Leu Asp Arg Pro Glu Gln Trp Asn Arg Leu Arg Glu Asp Pro Glu Leu Val Pro Thr Ala 
Val Glu Glu Leu Met Arg Phe Val Pro Leu Gly Ser Gly Ala Ser Phe Pro Arg Tyr Ala 
Thr Glu Asp Val Glu Val Gly Gly Thr Leu Val Arg Ala Gly Glu Pro Val Leu Val Ala 
Val Gly Ala Ala Asn Arg Asp Pro Ala Arg Phe Asp Ala Pro Gln Glu Leu Asp Leu Ala 
Arg Glu Gly Asn Gln His Leu Gly Phe Gly His Gly Val His His Cys Leu Gly Ala Pro 
Leu Ala Arg Leu Glu Leu Gln Glu Ala Leu Gly Ala Leu Leu Arg Arg Leu Pro Gly Leu 
Arg Ile Ala Gly Asp Ile Glu Trp Lys Thr Gln Met Leu Val Arg Gly Pro Arg Thr Leu 
Pro Val Gly Trp (SEQ ID NO:40)
【 ０ １ ８ ８ 】

  本 発 明 は 、 以 下 の 配 列 に 少 な く と も 99 ％ 、 98 ％ 、 97 ％ 、 96 ％ 、 95 ％ 、 90 ％ 、 85 
％ 、 75 ％ 、 70 ％ 、 65 ％ 、 60 ％ 、 55 ％ 、 あ る い は 50 ％ の 配 列 同 等 性 (相 同 性 )を 持 つ 核
酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 そ の 配 列 は 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:3
、 SEQ ID NO:4、  SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:8、 SEQ ID NO:9
、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:12、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID N
O:15、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:19、 SEQ ID NO:20、 SEQ 
ID NO:21、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:26、
SEQ ID NO:27、 SEQ ID NO:28、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:
32、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID
 NO:38、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:43、 SE
Q ID NO:44、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:49
、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:51、 SEQ ID NO:52、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID NO:54、 SEQ ID N
O:55、 SEQ ID NO:56で あ る 。 他 の 例 と し て 、 配 列 同 等 性 は 、 核 酸 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の
5、 10、 20、 30、 40、 50、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 65
0、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000あ る い は そ れ 以 上 の 連 続 残 基 あ る い は 全 長 に わ
た り 得 る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
  配 列 同 等 性 (相 同 性 )の 度 合 い は 、 こ の 中 に 述 べ ら れ る よ う に 、  デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー
タ ー を 用 い て BLAST 2.2.2.、 あ る い は  FASTA バ ー ジ ョ ン 3.0t78の よ う な 如 何 な る コ ン ピ
ュ ー タ ー  プ ロ グ ラ ム 及 び 関 連 パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 決 定 で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
  相 同 的 な 配 列 は 、 そ の 核 酸 配 列 中 の チ ミ ン を ウ リ ジ ン に 変 え た RNA配 列 を も 含 む 。 相 同
配 列 は 、 こ こ に 述 べ る ど の よ う な 操 作 を 用 い て 作 製 し て も よ く 、 ま た 、 シ ー ク エ ン シ ン グ
の エ ラ ー に よ る も の で も よ い 。 こ の 中 に 示 す よ う な 核 酸 配 列 は 、 伝 統 的 な 単 一 文 字 形 式 (
例 え ば 、 Stryer、 Lubert、 Biochemistry、 3rd編 集 , W. H Freeman & Co., New York参 照 )
、 あ る い は 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド の 同 等 性 を 記 録 す る 他 の 如 何 な る 形 式 に よ っ て も 表 さ れ
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
  こ の 中 で 認 め ら れ る 種 々 の 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム は 、 本 発 明 の 展 望 に お い て 使 用 さ れ る 。
タ ン パ ク 及 び /又 は 核 酸 の 配 列 同 等 性 (相 同 性 )は 、 多 様 な 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 及 び 既 に
知 ら れ る プ ロ グ ラ ム の ど れ を 用 い て 評 価 さ れ て も よ い 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム 及 び プ ロ
グ ラ ム は 、 以 下 の も の に は 限 定 さ れ な い 。
TBLASTN、 BLASTP、 FASTA、 TFASTA、 及 び  CLUSTALW (Pearson and Lipman, Proc.Natl.Aca
d.Sci.USA 85(8):2444-2448, 1988; Altschul 他 , J.Mol.Biol. 215(3):403-410, 1990; 
Thompson他 , Nucleic Acids Res. 22(2):4673-4680, 1994; Higgins他 , Methods Enzymol
. 266:383-402, 1996; Altschul他 , J.Mol.Biol. 215(3):403-410, 1990; Altschul他 , N
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ature Genetics 3:266-272, 1993)  
【 ０ １ ９ ２ 】
  相 同 性 又 は 同 等 性 は 、 配 列 分 析 ソ フ ト ウ エ ア ー (例 え ば 、 Sequence Analysis Software 
Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Ce
nter, 1710 University Avenue, Madison, WI 53705)を 利 用 し て 調 べ る こ と が で き る 。 そ
の よ う な ソ フ ト ウ エ ア ー は 、 種 々 の 削 除 、 置 換 及 び 他 の 修 飾 に 対 す る 相 同 性 の 度 合 い を 帰
属 す る こ と に よ り 類 似 し た 配 列 を 一 致 さ せ る 。 二 種 以 上 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 関 し
て 用 い る 用 語 「 相 同 性 」 及 び 「 同 等 性 」 と は 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ 上 で 最 大 の 範 囲 、 あ る い は
指 定 し た 領 域 で 、 二 種 以 上 の 配 列 あ る い は サ ブ 配 列 を 比 較 又 は 整 列 さ せ た 時 に 同 等 か 又 は
あ る 特 定 の 割 合 で 同 じ ア ミ ノ 酸 や ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 配 列 又 は サ ブ 配 列 を 意 味 す る 。 配 列
比 較 の た め に は 、 一 つ の 配 列 が 対 照 配 列 と し て 働 く 。 (典 型 的 な 配 列 と し て は 、 SEQ ID NO
:1、 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:7
、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:12、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO
:14、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:19、 SEQ I
D NO:20、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:25、 S
EQ ID NO:26、 SEQ ID NO:27、 SEQ ID NO:28、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO:3
1、 SEQ ID NO:32、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID 
NO:37、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:42、 SEQ
 ID NO:43、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:48
、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:51、 SEQ ID NO:52、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID N
O:54、 SEQ ID NO:55、 SEQ ID NO:56で あ る 。 )　 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い た 場 合 、 被
験 及 び 対 照 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ ー に イ ン プ ッ ト さ れ 、 も し 必 要 な ら ば 、 サ ブ 配 列 が 指 名 さ
れ 、 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ ー が 指 定 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト プ ロ グ ラ ム の
パ ラ メ ー タ ー が 使 わ れ る が 、 異 な る パ ラ メ ー タ ー も 指 定 で き る 。 そ し て 、 配 列 比 較 ア ル ゴ
リ ズ ム は 、 対 照 配 列 に 関 連 し た 被 験 配 列 の 配 列 同 等 性 パ ー セ ン タ イ ル を プ ロ グ ラ ム パ ラ メ
ー タ ー を 基 に 算 出 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
  こ こ で 用 い ら れ る 「 比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 と は 、 如 何 な る 近 接 残 基 数 の セ グ メ ン ト に 対 す る
対 照 を も 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の 異 な る 例 と し て 、 以 下 の 典 型 的 な 配 列 、 SEQ ID NO:1、 S
EQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:10、 SEQ ID NO:11、 S
EQ ID NO:12、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:16、 SEQ ID NO:1
7、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:19、 SEQ ID NO:20、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID 
NO:23、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:27、 SEQ ID NO:28、 SEQ
 ID NO:29、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:32、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:34
、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID N
O:40、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:45、 SEQ 
ID NO:46、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:50、 SEQ ID NO:51、
SEQ ID NO:52、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID NO:54、 SEQ ID NO:55、 SEQ ID NO:56に つ い て そ の
中 の 場 所 を 問 わ ず 20～ 完 全 長 の 範 囲 で 、 二 種 の 配 列 を 至 適 に 整 列 さ せ た 後 に 対 照 配 列 中 の
同 数 の 近 接 配 列 部 位 と が 比 較 さ れ る 。 も し そ の 対 象 配 列 が 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:3、
SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9に 対 し て 必 要 と さ れ る 配 列 同 等 性 を 持 つ 場 合 、
例 え ば 、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID 
NO:10、 SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:12、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:15、 SEQ
 ID NO:16、 SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:19、 SEQ ID NO:20、 SEQ ID NO:21
、 SEQ ID NO:22、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID N
O:27、 SEQ ID NO:28、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:32、 SEQ 
ID NO:33、 SEQ ID NO:34、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:38、
SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:
44、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID
 NO:50、 SEQ ID NO:51、 SEQ ID NO:52、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID NO:54、 SEQ ID NO:55、 SE
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Q ID NO:56に 対 し て 50 ％ 、 55 ％ 、 60 ％ 、 65 ％ 、 70 ％ 、 75 ％ 、 80 ％ 、 90 ％  又 は 95 
％ の 配 列 同 等 性 を 持 つ な ら ば 、 そ の 配 列 は 、 本 発 明 の ス コ ー プ に 範 囲 に 入 る 。 別 の 具 体 例
と し て 、 20～ 600、 50～ 200、 100～ 150の 範 囲 で サ ブ 配 列 は 、 対 照 配 列 と 至 適 に 整 列 さ せ た
後 に 対 照 配 列 中 の 同 数 の 近 接 配 列 部 位 と 比 較 さ れ る 。 比 較 の た め の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の
方 法 は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 で あ る 。 比 較 の た め の 至 適 な 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 が
、 Smithと Watermanの 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム ； Adv.Appl.Math. 2:482, 1981, Needleman
と Wunschの 相 同 性 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム ； J.Mol.Biol. 48:443, 1970, Lipman ら
の 類 似 性 の 検 索 ；  Proc.Nat'l.Acad.Sci.USA 85:2444, 1988, こ れ ら ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン
ピ ュ ー タ ー に よ る 実 施 （ GAP、 BESTFIT、 FASTA、 及 び TFASTA： Wisconsin Genetics Softwa
re Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison、 WI)、 あ る い は 手 動
の ア ラ イ ン メ ン ト 及 び 視 覚 的 な 検 索 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 BLAST プ ロ グ ラ ム (Basic
 Local Alignment Search Tool at the National Center for Biological Information)
に 加 え 、 相 同 性 又 は 同 等 性 を 決 定 す る た め の 他 の ア ル ゴ リ ズ ム に は 、 例 え ば 、 ALIGN、 AMA
S (Analysis of Multiply Aligned Sequences)、 AMPS (Protein Multiple Sequence Alig
nment)、 ASSET (Aligned Segment Statistical Evaluation Tool)、 BANDS、 BESTSCOR, BI
OSCAN (Biological Sequence Comparative Analysis Node)、 BLIMPS (BLocks IMProved S
earcher)、 FASTA、 Intervals & Points、 BMB、 CLUSTAL V、 CLUSTAL W、 CONSENSUS、 LCONS
ENSUS、 WCONSENSUS、 Smith-Waterman ア ル ゴ リ ズ ム 、 DARWIN、 Las Vegas ア ル ゴ リ ズ ム 、
FNAT (Forced Nucleotide Alignment Tool)、 Framealign、 Framesearch、 DYNAMIC、 FILTE
R、 FSAP (Fristensky Sequence Analysis Package)、 GAP (Global Alignment Program)、
GENAL、 GIBBS、 GenQuest、 ISSC (Sensitive Sequence Comparison)、 LALIGN (Local Sequ
ence Alignment)、 LCP (Local Content Program)、 MACAW (Multiple Alignment Construc
tion & Analysis Workbench)、 MAP (Multiple Alignment Program)、 MBLKP, MBLKN, PIMA
 (Pattern-Induced Multi-sequence Alignment)、 SAGA (Sequence Alignment by Genetic
 Algorithm) 及 び  WHAT-IFが 含 ま れ る 。 そ の よ う な ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム は 、 実 体 的
に 同 じ 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ゲ ノ ム デ ー タ ー ベ ー ス を ス ク リ ー ン す る た め に 使
う こ と が で き る 。 多 く の ゲ ノ ム デ ー タ ー ベ ー ス が 使 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 か な り の 部 分
の ヒ ト ゲ ノ ム が ヒ ト ゲ ノ ム シ ー ク エ ン シ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト (Gibbs、 1995)と し て 利 用 可 能
で あ る 。 い く つ か の ゲ ノ ム 、 例 え ば 、 M. genitalium (Fraser et al.、 1995)、 M. jannas
chii (Bult et al.、 1996)、 H. influenzae (Fleischmann et al., 1995)、 E. coli (Bla
ttner et al.、 1997)、 及 び 酵 母  (S. cerevisiae) (Mewes et al.、 1997)、 及 び D. melan
ogaster (Adams et al.、 2000)、 が 既 に 配 列 決 定 さ れ て い る 。 モ デ ル 生 物 体 、 例 え ば 、 C.
 elegans及 び  Arabadopsis spの 配 列 決 定 に つ い て 非 常 に 大 き な 進 歩 が な さ れ て い る 。 い
く つ か の 機 能 情 報 を 注 釈 さ れ た ゲ ノ ム 情 報 を 含 む デ ー タ ー ベ ー ス が 異 な る 組 織 に お い て 維
持 さ れ 、 イ ン タ ー ネ ッ ト を 通 じ て ア ク セ ス 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
  BLAST、 BLAST 2.0 及 び BLAST 2.2.2ア ル ゴ リ ズ ム が 本 発 明 の 実 行 に 使 わ れ る こ と が で き
る 。 そ れ ら は 、 例 え ば 、 Altschul (1977) Nuc.Acids Res. 25:3389-3402; Altschul (199
0) J.Mol.Biol. 215:403-410に 述 べ ら れ て い る 。 BLAST分 析 を 行 う た め の ソ フ ト ウ ェ ア ー
は 、 National Center for Biotechnology Informationを 通 し て 公 共 的 に 入 手 が 可 能 で あ
る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 調 べ ら れ る 配 列 に お い て 、 長 さ Wの シ ョ ー ト ワ ー ド を 同 定 す る
こ と に よ り 高 い ス コ ア ー を 持 つ 配 列 (HSPs)を 初 め に 同 定 す る こ と に 関 与 し て お り 、 そ れ は
、 あ る デ ー タ ー ベ ー ス 配 列 に お い て 同 じ 長 さ の ワ ー ド で 整 列 さ せ た 場 合 に 、 一 致 す る か あ
る い は 正 の 値 の 閾 値 ス コ ア ー を 満 た す も の で あ る 。 Tは 、 近 傍 ワ ー ド ス コ ア ー 閾 値 (Altsch
ul (1990) supra)を 意 味 す る 。 こ れ ら 初 期 の 近 傍 ワ ー ド の ヒ ッ ト は 、 そ れ ら を 含 む よ り 長
い HSPsを 見 出 す た め の 初 期 検 索 の シ ー ド と し て 作 用 す る 。 そ の ワ ー ド は 、 累 積 ア ラ イ ン メ
ン ト  ス コ ア ー が 上 昇 す る 限 り 各 配 列 に 沿 っ て そ の 両 方 向 に 伸 長 さ れ る 。 累 積 ス コ ア ー は
、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て は パ ラ メ ー タ ー M(一 致 し て い る 残 基 ペ ア ー に 対 す る 報 酬 ス コ
ア ー ； 常 に ０ よ り 大 )を 用 い て 計 算 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 ス コ ア リ ン グ  マ ト
リ ッ ク ス を 用 い て 累 積 ス コ ア ー が 計 算 さ れ る 。 各 方 向 に お け る ワ ー ド ヒ ッ ト の 伸 長 は 、 累
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積 ア ラ イ ン メ ン ト  ス コ ア が そ の 最 大 到 達 値 か ら 量 Xだ け 低 下 す る 場 合 ； 1つ 以 上 の 負 の ス
コ ア リ ン グ 残 基 ア ラ イ ン メ ン ト の 累 積 の た め に 累 積 ス コ ア が ゼ ロ 、 あ る い は そ れ 以 下 に な
る 場 合 ： 又 は 、 い ず れ か の 配 列 が 末 端 に 到 達 し た 場 合 に 停 止 さ れ る 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム  
パ ラ メ ー タ ー W、 T及 び Xは 、 ア ラ イ ン メ ン ト の 感 度 及 び 速 度 を 決 定 す る 。 BLASTNプ ロ グ ラ
ム (ヌ ク レ オ チ ド 配 列 用 )は 、 デ フ ォ ル ト 値 と し て ワ ー ド 長 (word length、 W)11、 期 待 値 (E
)10、 カ ッ ト オ フ 100、 M=5、 N=-4、 及 び 両 鎖 の 比 較 を 用 い る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 B
LASTPプ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト 値 と し て ワ ー ド 長 (W)3、 期 待 値 (E)10、 及 び BLOSUM62ス コ
ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス (Henikoff & Henikoff(1989) Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 89:10915
参 照 )。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 、 二 種 の 配 列 間 の 類 似 性 の 統 計 的 分 析 も 実 行 す る (例 え ば 、 K
arlin及 び Altshul(1993) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:5873-5787参 照 )。 BLASTア ル ゴ リ ズ
ム か ら 提 供 さ れ る 類 似 性 の 尺 度 の 一 つ は 、 最 小 合 計 確 率 (P(N))で あ り 、 こ れ は 二 種 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 間 又 は 二 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の マ ッ チ ン グ が 偶 然 に 発 生 す る 確 率 の 指 標 を 提
供 す る 。 例 え ば 、 被 験 配 列 と 参 照 配 列 と の 比 較 に お け る 最 小 合 計 確 率 が 約 0.2未 満 、 よ り
好 ま し く は 約 0.01未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 0.001未 満 で あ る 場 合 に 、 そ の 核 酸 は 参 照 配 列
と 類 似 で あ る と み な さ れ る 。 一 例 と し て 、 タ ン パ ク 及 び 核 酸 の 配 列 相 同 性 は 、 Basic Loca
l Alignment Search Tool （ 「 BLAST」 ） に よ り 評 価 さ れ る 。 例 え ば 、 5種 の 特 別 な BLAST
プ ロ グ ラ ム が 以 下 の 用 件 を 実 行 す る た め に 使 わ れ る こ と が で き る ： (1) BLASTP及 び BLAST3
は 、 被 験 ア ミ ノ 酸 配 列 を タ ン パ ク 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス と 比 較 す る ； (2) BLASTNは 、 被 験 ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス と 比 較 す る ； (3) BLASTXは 、 被 験 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に 由 来 す る 6種 の 概 念 的 翻 訳 産 物 （ 両 鎖 ） を タ ン パ ク 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス と
比 較 す る ； (4) TBLASTNは 、 被 験 タ ン パ ク 配 列 を ６ 種 全 て の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (両 鎖 )
に 翻 訳 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス を 比 較 す る ； そ し て 、 (5) TBLANTXは
、 被 験 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ６ 種 の 翻 訳 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス の ６ 種 の 翻 訳 と
比 較 す る 。 そ の BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 類 似 し た 部 分 を 同 定 す る こ と に よ り 相 同 的 な 配 列 を
同 定 し 、 こ こ に は 、 被 験 ア ミ ノ 酸 、 あ る い は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 又
は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス か ら 得 ら れ る 試 験 配 列 間 の 「 高 ス コ ア ー セ グ メ ン ト  
ペ ア ー 」 と し て 言 及 さ れ る 。 高 ス コ ア ー セ グ メ ン ト  ペ ア ー は 、 好 ま し く は ス コ ア リ ン グ  
マ ト リ ッ ク ス に よ り 同 定 (即 ち 、 ア ラ イ ン メ ン ト )さ れ 、 そ の 大 部 分 は 既 に よ く 知 ら れ て い
る 。 使 用 さ れ る ス コ ア リ ン グ  マ ト リ ッ ク ス は 、  好 ま し く は 、 BLOSUM62で あ る (Gonnet他 ,
 Science 256:1443-1445, 1992; Henikoff and Henikoff, Proteins 17:49-61, 1993)。
よ り 好 ま し く は な い が 、 PAM、 あ る い は PAM250を 使 用 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 Schwart
z and Dayhoff, 編 集 , 1978, Matrices for Detecting Distance Relationships:  Atlas
 of Protein Sequence and Structure, Washington:  National Biomedical Research Fo
undation を 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
  本 発 明 の 一 例 と し て 、 あ る 核 酸 が 本 発 明 の ス コ ー プ に 入 る よ う な 必 要 と さ れ て い る 配 列
同 等 性 を 持 つ も の か を 調 べ る た め に 、 NCBI BLAST 2.2.2プ ロ グ ラ ム が 、 blastpへ の デ フ ォ
ル ト オ プ シ ョ ン で 、 使 用 さ れ る 。 約 38の オ プ シ ョ ン  セ ッ テ ィ ン グ が NCBI BLAST 2.2.2プ
ロ グ ラ ム に 存 在 す る 。 本 発 明 の こ の 典 型 的 な 例 と し て 、 全 て の デ フ ォ ル ト 値 が 、 デ フ ォ ル
ト  フ ィ ル タ ー リ ン グ セ ッ テ ィ ン グ （ 即 ち 、 OFFに セ ッ ト し て あ る フ ィ ル タ ー リ ン グ を 除 き
、 デ フ ォ ル ト へ セ ッ ト さ れ た 全 て の パ ラ メ ー タ ー ） を 除 き 使 用 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト  フ ィ
ル タ ー リ ン グ セ ッ テ ィ ン グ で は 、 「 -FF」 セ ッ テ ィ ン グ が 使 用 さ れ 、 こ れ は フ ィ ル タ ー リ
ン グ を 不 能 に す る 。 デ フ ォ ル ト  フ ィ ル タ ー リ ン グ の 使 用 は 、 配 列 が 短 い た め に Karlin-Al
tschulバ イ オ レ ー シ ョ ン を 引 き 起 こ す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
  本 発 明 の こ の 典 型 的 な 例 に お い て 使 用 さ れ る デ フ ォ ル ト 値 は 以 下 を 含 む 。
“ 低 複 雑 度 の た め の フ ィ ル タ ー 　 ： 　 ON
ワ ー ド サ イ ズ 　 ： 　 ３
マ ト リ ッ ク ス 　 ： 　 BLOSUM62
ギ ャ ッ プ コ ス ト 　 ： Existence: 11　
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拡 張 　 ： 　 １ “
【 ０ １ ９ ７ 】
  他 の デ フ ォ ル ト セ ッ テ ィ ン グ は ： 低 複 雑 度 の た め の フ ィ ル タ ー が OFF、 ワ ー ド サ イ ズ が
タ ン パ ク の た め に ３ 、 BLOSUM62マ ト リ ッ ク ス 、 ギ ャ ッ プ Existence Penaltyが ‐ 11、 拡 張 P
enaltyが ‐ １ で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
  典 型 的 な NCBI BLAST 2.2.2セ ッ テ ィ ン グ は 、 以 下 の 例 － １ に 示 す 。 「 － W」 オ プ シ ョ ン
を ０ に デ フ ォ ル ト す る こ と に 注 意 。 こ れ は 、 も し セ ッ ト し な い 場 合 に 、 ワ ー ド サ イ ズ を タ
ン パ ク の た め に は ３ 、 ヌ ク レ オ チ ド の た め に は 11に デ フ ォ ル ト す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
  上 記 プ ロ グ ラ ム を 用 い る こ と に よ り 検 出 さ れ る か も し れ な い モ チ ー フ に 、 ロ イ シ ン ジ ッ
パ ー 、 ヘ リ ッ ク ス － タ ー ン － ヘ リ ッ ク ス  モ チ ー フ 、 グ ル コ シ レ ー シ ョ ン  サ イ ト 、 ユ ビ キ
チ ン  サ イ ト 、 ア ル フ ァ 及 び ベ ー タ ー  ヘ リ ッ ク ス 、 タ ン パ ク が 分 泌 す る た め の シ グ ナ ル ペ
プ チ ド を コ ー ド し た シ グ ナ ル 配 列 、 ホ メ オ ボ ッ ク ス 、 酸 性 ス ト レ ッ チ 、 酵 素 活 性 部 位 、 基
質 結 合 部 位 、 及 び 酵 素 解 裂 部 位 の よ う な 転 写 制 御 に お け る 暗 示 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】

  配 列 同 等 性 、 構 造 相 同 性 、 モ チ ー フ 及 び そ の 類 を 決 定 及 び 同 定 す る た め に 、 本 発 明 の 配
列 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ っ て 読 ま れ 、 そ し て ア ク セ ス す る こ と の で き る 如 何 な る 媒 体 (
メ デ ィ ア )上 に 保 存 、 記 録 、 及 び 細 工 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 コ ン ピ ュ ー
タ ー 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 、 コ ン ピ ュ ー タ ー で 可 読 性 の 媒 体 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ
ラ ム 産 物 、 及 び 本 発 明 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 記 録 保 存 す る 類 を 提 供 す る 。 こ こ に
用 い ら れ る よ う に 、 用 語 「 記 録 さ れ る 」 及 び 「 保 存 さ れ る 」 と は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー メ デ ィ
ア 上 に 情 報 を 保 存 す る た め の 工 程 を 意 味 す る 。 熟 練 し た 研 究 者 は 、 本 発 明 の 一 種 以 上 の 核
酸 及 び /又 は ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 製 品 を つ く る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー で 可 読 性 の メ デ
ィ ア 上 に 配 列 情 報 を 保 存 す る た め の 既 知 の 如 何 な る 方 法 に も 容 易 に 適 応 で き る 。 　
【 ０ ２ ０ １ 】
  本 発 明 の 別 の 展 望 は 、 少 な く と も 一 種 の 核 酸 及 び /又 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 記 録 し た コ ン
ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体 で あ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体 は 、 磁 気 的 に 読 め る 媒 体 、 視 覚
的 に 読 め る 媒 体 、 電 気 的 に 読 め る 媒 体 及 び 磁 気 /視 覚 媒 体 を 含 む 。 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ
ー 可 読 性 媒 体 に は 、 他 の タ イ プ の 既 に よ く 知 ら れ て い る 他 の 媒 体 に 加 え て 、 ハ ー ド デ ィ ス
ク 、 フ ロ ッ ピ ィ ー 、 磁 気 テ ー プ 、 CD-ROM、 デ ジ タ ル 多 様 デ ィ ス ク (DVD)、 ラ ン ダ ム ア ク セ
ス メ モ リ ー (RAM)、 あ る い は リ ー ド オ ン リ ー メ モ リ ー (ROM)で も よ い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
  本 発 明 の 展 望 に は 、 シ ス テ ム (例 え ば 、 イ ン タ ー ネ ッ ト を 基 に し た シ ス テ ム )、 特 に 、 コ
ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム が 含 ま れ 、 そ れ は 、 こ の 中 に 述 べ ら れ る 配 列 や 配 列 情 報 を 保 存 し た
り 細 工 し た り す る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100の 一 例 を 図 ４ に お け る ブ ロ ッ ク ダ イ ア グ
ラ ム で 描 写 す る 。 こ こ に 用 い ら れ る 「 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 」 と は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ
チ ド 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 分 析 す る た め の ハ ー ド ウ ェ ア ー 、 ソ フ ト ウ ェ ア ー 、
及 び デ ー タ 保 存 の た め の 構 成 成 分 を 意 味 し て い る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100に は 、 配
列 デ ー タ に つ い て プ ロ ッ セ ッ シ ン グ 、 ア ク セ ッ シ ン グ 及 び 細 工 す る た め の プ ロ セ ッ サ ー を
含 め る こ と が で き る 。 プ ロ セ ッ サ ー 105は 、 例 え ば 、 Intelの Pentium（ 登 録 商 標 ） III、 あ
る い は  Sun、 Motorola、 Compaq、 AMD、 あ る い は International Business Machinesの 同 様
な プ ロ セ ッ サ ー の よ う な い く ら か は よ く 知 ら れ て い る タ イ プ の セ ン ト ラ ル プ ロ ッ セ ッ シ ン
グ ユ ニ ッ ト で あ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 プ ロ セ ッ サ ー 105と デ ー タ 保 存 の た め
の 一 つ あ る い は そ れ 以 上 の 内 部 デ ー タ 保 存 コ ン ポ ー ネ ン ト 110、 及 び デ ー タ 保 存 コ ン ポ ー
ネ ン ト に 保 存 し た デ ー タ の 検 索 の た め の 一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の デ ー タ 検 索 装 置 か ら 成
る 通 常 の 目 的 に 合 う シ ス テ ム で あ る 。 熟 練 し た 研 究 者 は 、 現 在 入 手 可 能 な ど の シ ス テ ム が
適 し て い る も の か 容 易 に 判 断 で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
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  一 例 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 メ イ ン メ モ リ ー 115(好 ま し く は RAMと し
て 実 施 )及 び 一 つ 又 は そ れ 以 上 の ハ ー ド ド ラ イ ブ 及 び /又 は そ の 上 に 記 録 し た デ ー タ を 持 っ
た コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体 の よ う な 媒 体 内 部 デ ー タ 保 存 装 置 110と 接 続 し た 母 線 に 連 結
し た プ ロ セ ッ サ ー 105を 含 む 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 更 に 、 内 部 デ ー タ 保 存 装 置
110上 に 保 存 し た デ ー タ を 読 む た め に 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 検 索 装 置 118を 含 め る こ と が で き
る 。 デ ー タ 検 索 装 置 118は 、 例 え ば 、 フ レ キ シ ブ ル デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 、 コ ン パ ク ト デ ィ ス
ク ド ラ イ ブ 、 磁 気 テ ー プ ド ラ イ ブ 、 あ る い は 遠 隔 デ ー タ 保 存 シ ス テ ム (例 え ば 、 イ ン タ ー
ネ ッ ト を 通 し て )等 に 接 続 可 能 な モ デ ム を 意 味 し て も よ い 。 い く ら か の 具 体 例 と し て 、 内
部 デ ー タ 保 存 装 置 110は 、 記 録 し た コ ン ト ロ ー ル 論 理 及 び /又 は デ ー タ を 含 ん だ フ レ キ シ ブ
ル デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 、 コ ン パ ク ト デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 、 磁 気 テ ー プ ド ラ イ ブ 等 の よ う な 除 去
可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体 で あ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 一 旦 デ ー タ 検
索 装 置 に 挿 入 さ れ た コ ン ト ロ ー ル 論 理 及 び /又 は デ ー タ を デ ー タ 保 存 コ ン ポ ネ ン ト か ら 読
み 出 す た め の 適 当 な ソ フ ト ウ ェ ア ー を 含 む か 、 あ る い は そ の た め に プ ロ グ ラ ム さ れ て も よ
い 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 使 用 者 に ア ウ ト プ ッ ト を 表 示 す る た
め に 使 わ れ る デ ィ ス プ レ ー 120を 含 む 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100が 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ
ス テ ム 100へ の 中 央 集 中 的 ア ク セ ス を 提 供 す る あ る ネ ッ ト ワ ー ク 、 あ る い は 広 域 ネ ッ ト ワ
ー ク に お い て 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 125a-cに 接 続 で き る こ と も 注 目 す ベ き こ と で あ
る 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 や ア ミ ノ 酸 配 列 に ア ク セ ス し た り 、 そ れ ら を 処 理 す る た め
の ソ フ ト ウ ェ ア ー は 、 実 行 の 間 、 メ イ ン メ モ リ ー 115に 存 在 す る 。 い く つ か の 例 に お い て
、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 比 較 す る た め の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ
ズ ム を 更 に 含 め る こ と が で き る 。 そ の ア ル ゴ リ ズ ム と 配 列 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体
上 に 保 存 で き る 。 「 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 」 と は 、 あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を デ ー タ 保 存 媒
体 中 の 他 の ヌ ク レ オ チ ド 及 び /又 は 化 合 物 と 比 較 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100上
で 実 行 さ れ る (地 域 的 あ る い は 遠 隔 的 に )一 種 あ る い は そ れ 以 上 の プ ロ グ ラ ム を 意 味 す る 。
例 え ば 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 相 同 性 又 は 構 造 モ チ ー フ を 同 定 す る た め に コ ン ピ ュ ー
タ ー 可 読 性 媒 体 上 に 保 存 し た 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 性 媒 体 上 の
対 照 配 列 と 比 較 で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
  上 記 ア ル ゴ リ ズ ム で 使 用 さ れ る パ ラ メ ー タ ー は 、 配 列 の 長 さ や 相 同 性 の 度 合 い に 依 存 し
て 変 更 さ れ る で あ ろ う 。 一 例 と し て 、 ア ル ゴ リ ズ ム で 使 用 さ れ る パ ラ メ ー タ ー は 、 使 用 者
が 命 令 を 与 え な い 限 り 、 デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ ー で あ る 。 図 -5は 、 新 規 配 列 と デ ー タ ベ
ー ス 中 の 配 列 と の 間 の 相 同 性 の 度 合 い を 決 定 す る た め の プ ロ セ ス  200 に よ る 新 規 核 酸 、
あ る い は タ ン パ ク 質 配 列 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 用 い た 比 較 の 一 例 を 示 し た 行 程 模 式 図 で あ
る 。 配 列 デ ー タ ベ ー ス は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100に 保 存 さ れ た 、 私 設 デ ー タ ベ ー ス
、 あ る い は イ ン タ ー ネ ッ ト に よ る 利 用 が 可 能 な 、 GENBANK等 の 公 共 用 デ ー タ ベ ー ス で あ る
。 プ ロ セ ス 200は 、 開 始 段 階 201で 開 始 さ れ 、 そ の 後 、 段 階 202へ と 移 行 し 、 そ こ で 、 比 較
さ れ る べ き 配 列 が 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100に お け る メ モ リ ー 上 に 保 存 さ れ る 。 上 述
の よ う に 、 そ の メ モ リ ー は 、 RAM又 は 内 部 保 存 装 置 を 含 む ど の よ う な タ イ プ の メ モ リ ー で
も よ い 。 プ ロ セ ス 200は 、 そ の 後 、 段 階 204へ と 移 行 し 、 そ こ で 、 配 列 デ ー タ ベ ー ス が 分 析
及 び 比 較 の た め に 開 か れ る 。 プ ロ セ ス 200は 、 そ の 後 、 段 階 206へ と 移 行 し 、 こ こ で 、 デ ー
タ ベ ー ス 中 に 保 存 さ れ て い る 第 一 の 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ ー 上 の メ モ リ ー に 読 み 込 ま れ る 。
そ し て 、 第 一 の 配 列 が 、 第 二 の 配 列 と 同 一 で あ る か の 比 較 が 段 階 210で 行 わ れ る 。 こ の ス
テ ッ プ は 、 新 た な 配 列 と デ ー タ ベ ー ス 中 の 最 初 の 配 列 と の 正 確 な 比 較 を 行 う こ と に 限 定 さ
れ な い こ と を 留 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 二 種 類 の ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は タ ン パ ク 質 の
配 列 が 同 一 で な い 場 合 で あ っ て も 、 そ れ ら の 配 列 の 比 較 の た め の 、 既 知 の 方 法 が 、 関 連 研
究 者 に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 二 種 類 の 精 査 さ れ る べ き 配 列 間 の 相 同 性 の 度 合 い を 高 め る
た め 、 一 つ の 配 列 に 間 隙 が 導 入 さ れ る 。 比 較 過 程 に お い て 、 一 つ の 配 列 に 間 隙 、 あ る い は
他 の 特 性 を 導 入 す る か を 調 節 す る パ ラ メ ー タ ー は 、 通 常 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の 使 用
者 に よ り 入 力 さ れ る 。 段 階 210で の 、 二 種 類 の 配 列 比 較 が 行 わ れ る と 、 二 種 類 の 配 列 が 同
一 で あ る か の 決 定 が 決 定 段 階 210に お い て 為 さ れ る 。 用 語 「 同 一 」 は 、 当 然 、 絶 対 的 に 同
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一 で あ る 配 列 に 限 定 さ れ な い 。 使 用 者 に よ り 入 力 さ れ た 相 同 性 パ ラ メ ー タ ー の 範 囲 に 収 ま
る 配 列 は 、 プ ロ セ ス 200中 で 、 「 同 一 」 と 表 示 さ れ る で あ ろ う 。 二 種 類 の 配 列 が 同 一 で あ
る と 決 定 さ れ た 場 合 、 プ ロ セ ス 200は 、 段 階 214と な り 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 同 一 配 列 名 が 表
示 さ れ る 。 こ の 状 態 は 、 使 用 者 に 表 示 さ れ た 名 前 の 配 列 が 、 入 力 さ れ た 相 同 性 パ ラ メ ー タ
ー を 満 た す こ と を 示 し て い る 。 保 存 さ れ た 配 列 の 名 前 が 使 用 者 に 対 し て 表 示 さ れ る と 、 プ
ロ セ ス 200は 、 決 定 段 階 218と な り 、 そ こ で 、 デ ー タ ベ ー ス 中 に そ の 他 の 配 列 が 存 在 す る か
決 定 さ れ る 。 デ ー タ ベ ー ス 中 に そ の 他 の 配 列 が 存 在 し な い 場 合 、 プ ロ セ ス 200は 、 終 了 段
階 220で 終 了 す る 。 デ ー タ ベ ー ス 中 に そ の 他 の 配 列 が 存 在 す る 場 合 、 プ ロ セ ス 200は 、 段 階
224へ と 移 行 し 、 そ こ で ポ イ ン タ ー は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 次 の 配 列 へ と 移 動 し 、 新 し い 配
列 と の 比 較 が 行 わ れ る 。 こ の よ う な 様 式 で 、 新 た な 配 列 は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 全 て の 配 列
と 、 比 較 、 整 列 さ れ る 。 そ の 配 列 が 相 同 的 で な い か の 決 定 が 、 段 階 212で 決 定 さ れ て い る
か 、 そ し て プ ロ セ ス 200が 、 デ ー タ ベ ー ス 中 に 、 比 較 の た め の 他 の 配 列 が 存 在 す る か を 決
定 す る た め 、 直 ち に 決 定 段 階 218へ と 移 行 す る か に つ い て 留 意 し て お く こ と が 必 要 で あ る
。 従 っ て 、 本 発 明 の 一 部 と し て 、 処 理 機 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 保 存 す る た め の 保 存 装 置 、
及 び 比 較 を 行 う た め の 配 列 比 較 装 置 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム が 含 ま れ る 。 配 列 比 較
装 置 は 、 比 較 さ れ る べ き 配 列 間 の 相 同 性 度 合 い を 示 し 、 ま た 、 構 造 モ チ ー フ の 同 定 を 行 い
、 あ る い は こ れ ら の 核 酸 コ ー ド 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド と 比 較 さ れ た 配 列 中 の 構 造 モ チ
ー フ の 同 定 を 行 う 。 図 -6 は 、 二 種 類 の 配 列 間 相 同 性 を 決 定 す る 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に お け
る プ ロ セ ス 250に よ る 行 程 の 、 行 程 模 式 図 を 示 し て い る 。 プ ロ セ ス 250は 、 開 始 段 階 252で
開 始 さ れ 、 比 較 さ れ る 第 一 の 配 列 が 、 メ モ リ ー 上 に 保 存 さ れ る 段 階 254へ と 移 行 す る 。 比
較 さ れ る 第 二 の 配 列 が 、 段 階 256で メ モ リ ー 上 に 保 存 さ れ る 。 プ ロ セ ス 250は 、 更 に 、 段 階
260へ と 移 行 し 、 そ こ で 、 第 一 の 配 列 中 の 第 一 の 文 字 が 読 み 込 ま れ 、 そ の 後 、 段 階 262へ と
移 行 し 、 第 二 の 配 列 中 の 第 一 の 文 字 が 読 み 込 ま れ る 。 そ の 配 列 が ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る
場 合 、 そ の 文 字 は 、 通 常 、 A、 T、 C、 G、 あ る い は Uで あ る こ と は 言 う ま で も 無 い 。 そ の 配
列 が タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 場 合 、 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 と の 比 較 を 容 易 に す る た め 、 そ
れ ら は 一 文 字 表 記 ア ミ ノ 酸 コ ー ド で あ る 。 二 つ の 文 字 が 同 一 で あ る か が 、 決 定 段 階 264で
決 定 さ れ る 。 そ れ ら が 同 一 で あ る 場 合 、 プ ロ セ ス 250は 段 階 268へ と 移 行 し 、 そ こ で 、 第 一
の 配 列 と 第 二 の 配 列 の 次 の 文 字 が 読 み 込 ま れ る 。 そ し て 、 次 の 文 字 が 同 一 で あ る か が 決 定
さ れ る 。 そ れ ら が 同 一 で あ る 場 合 、 プ ロ セ ス 250は 、 二 つ の 文 字 が 同 一 で 無 く な る ま で 、
上 記 の 過 程 を 繰 り 返 す 。 次 の 文 字 が 同 一 で 無 い と 決 定 さ れ た 場 合 、 プ ロ セ ス 250は 更 に 、
決 定 段 階 274へ と 移 行 し 、 そ こ で 、 何 れ か の 配 列 中 に 、 更 に 読 み 込 む べ き 文 字 が あ る か を
決 定 す る 。 更 に 読 み 込 む べ き 文 字 が 無 い 場 合 、 プ ロ セ ス 250は 、 段 階 276へ と 移 行 し 、 そ こ
で 、 第 一 の 配 列 と 第 二 の 配 列 と の 間 の 相 同 性 度 合 い が 使 用 者 に 提 示 さ れ る 。 相 同 性 の 度 合
い は 、 第 一 の 配 列 中 の 全 配 列 数 に 対 す る 第 二 の 配 列 と の 間 の 相 同 的 文 字 数 の 比 率 を 計 算 す
る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 よ っ て 、 第 一 の 配 列 100残 基 中 の 全 て の 文 字 が 第 二 の 配 列 中 の
文 字 と 同 一 で あ っ た 場 合 、 そ れ ら の 相 同 性 の 度 合 い は 100 ％ で あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
  ま た 、 こ の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 対 照 配 列 と 本 発 明 の 配 列 と の 比 較 に よ り 、 こ
れ ら の 配 列 間 に 、 一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の 配 列 の 違 い が 存 在 す る か を 決 定 で き る 。 こ の
プ ロ グ ラ ム は 、 対 照 配 列 、 あ る い は 本 発 明 の 配 列 の 長 さ 、 及 び 挿 入 、 欠 失 、 あ る い は 置 換
さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の デ ー タ を 保 存 で き る 。 こ の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 本 発 明 の
配 列 が 、 対 照 配 列 に 対 す る 一 塩 基 変 異 多 型 性 (SNP)を 示 す か 、 あ る い は 本 発 明 の 配 列 が 既
知 配 列 に 対 す る SNPを 示 す か を も 決 定 で き る プ ロ グ ラ ム で あ る 。 従 っ て 、 あ る 例 と し て 、
こ の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 SNP を 同 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ る 。 SNP を 同 定 す る 方
法 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に 、 本 発 明 の 配 列 、 及 び 対 照 配 列 を 読 み 込 ま せ 、 こ の コ
ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ っ て 、 こ れ ら の 配 列 間 の 違 い を 同 定 さ せ る こ と に よ り 行 わ れ
る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
  他 の 例 と し て 、 こ の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド
中 の 配 列 上 の 特 徴 を 同 定 す る 同 定 機 能 を 有 し て い る 。 「 同 定 機 能 」 は 、 核 酸 配 列 中 の 特 定
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の 配 列 的 特 徴 を 同 定 す る た め の 一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の プ ロ グ ラ ム を 意 味 し て い る 。 例
え ば 、 同 定 機 能 は 、 核 酸 配 列 中 の 読 み 取 り 枠  (ORF)を 同 定 す る プ ロ グ ラ ム を 含 ん で い る 。
図 -7は 、 同 定 機 能 プ ロ セ ス 300に よ り 、 あ る 配 列 中 の 配 列 的 特 徴 の 存 在 を 検 出 す る 行 程 の
一 例 を 示 し た 行 程 模 式 図 で あ る 。 プ ロ セ ス 300は 、 開 始 段 階 302で 開 始 さ れ 、 配 列 的 特 徴 が
精 査 さ れ る 第 一 の 配 列 が 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 100中 の メ モ リ ー 115上 に 保 存 さ れ る 段
階 304へ と 移 行 す る 。 プ ロ セ ス 300は 、 更 に 、 段 階 306へ と 移 行 し 、 そ こ で 、 配 列 的 特 徴 を
含 ん だ デ ー タ ベ ー ス が 開 か れ る 。 こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス に は 、 各 々 の 配 列 的 特 徴 の 属 性
、 及 び そ の 名 称 の 一 覧 が 含 ま れ て い る 。 例 え ば 、 あ る 配 列 的 特 徴 の 名 称 は 「 開 始 コ ド ン 」
で あ り 、 そ の 属 性 は 「 ATG」 で あ る 。 他 の 例 と し て 、 あ る 配 列 的 特 徴 の 名 称 は 「 TAATAA ボ
ッ ク ス 」 で あ り 、 そ の 属 性 は 「 TAATAA」 で あ る 。 こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス の 一 例 は 、 ウ ィ
ス コ ン シ ン 大 学 遺 伝 子 コ ン ピ ュ ー タ ー グ ル ー プ に よ り 作 成 さ れ た も の で あ る 。 ま た 、 こ れ
ら の 配 列 的 特 徴 と し て は 、 ア ル フ ァ ー  へ リ ッ ク ス や ベ ー タ ー  シ ー ト の よ う な 構 造 的 ポ リ
ペ プ チ ド モ チ ー フ 、 酵 素 活 性 部 位 の よ う な 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ 、 あ る い は へ リ ッ
ク ス -タ ー ン -へ リ ッ ク ス や 関 連 研 究 者 に 良 く 知 ら れ て い る そ の 他 の モ チ ー フ が 含 ま れ る 。
配 列 的 特 徴 を 含 ん だ デ ー タ ベ ー ス が 、 段 階 306に お い て 開 か れ る と 、 プ ロ セ ス 300は 、 段 階
308へ と 移 行 し 、 そ こ で 、 第 一 の 配 列 的 特 徴 が デ ー タ ベ ー ス よ り 読 み 込 ま れ る 。 第 一 の 配
列 と 最 初 の 配 列 的 特 徴 の 属 性 が 段 階 310に お い て 比 較 さ れ る 。 そ し て 、 第 一 の 配 列 中 に 最
初 の 配 列 的 特 徴 の 属 性 が 含 ま れ る も の か 、 決 定 段 階 316で 決 定 さ れ る 。 第 一 の 配 列 中 に 最
初 の 配 列 的 特 徴 の 属 性 が 含 ま れ て い た 場 合 、 プ ロ セ ス 300は 、 段 階 318へ と 移 行 し 、 そ の 属
性 の 名 称 が 使 用 者 に 提 示 さ れ る 。 そ し て プ ロ セ ス 300は 、 決 定 段 階 320へ と 移 行 し 、 他 の 配
列 的 特 徴 が あ る も の か を 決 定 す る 。 他 の 配 列 的 特 徴 が 存 在 し な か っ た 場 合 、 プ ロ セ ス 300
は 、 終 了 段 階 324へ と 移 行 し て 終 了 す る 。 し か し 、 更 に 他 の 配 列 的 特 徴 が 、 デ ー タ ベ ー ス
中 に 存 在 し た 場 合 、 プ ロ セ ス 300は 、 段 階 326に お い て 、 次 の 配 列 的 特 徴 を 読 み 込 み 、 そ し
て 段 階 310に 戻 り 、 第 一 の 配 列 中 に 、 次 の 配 列 的 特 徴 の 属 性 が 含 ま れ て い る も の か を 決 定
す る 。 第 一 の 配 列 中 に そ の 配 列 的 特 徴 の 属 性 が 含 ま れ て い な い 、 と 決 定 段 階 316で 決 定 さ
れ た 場 合 、 プ ロ セ ス 300は 、 直 接 、 決 定 段 階 320へ と 移 行 し 、 デ ー タ ベ ー ス 中 に そ の 他 の 配
列 的 特 徴 が 存 在 す る か を 検 索 す る 。 よ っ て 、 一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 読 み 取 り 枠 (ORF)を
同 定 す る コ ン ピ ュ ー タ ー  プ ロ グ ラ ム を 提 供 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
  本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 様 々 な 形 式 の 様 々 な デ ー タ 処 理 プ ロ グ ラ
ム に よ り 、 保 存 、 及 び 処 理 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 そ の 配 列 は 、 マ イ ク ロ ソ フ ト ワ ー ド
や 、 ワ ー ド パ ー フ ェ ク ト の よ う な 文 章 処 理 フ ァ イ ル 上 に 、 文 字 と し て 、 あ る い は 関 連 研 究
者 に と っ て 精 通 し た DB2、 SYBASE、 又 は ORACLE の よ う な 、 様 々 な デ ー タ ベ ー ス プ ロ グ ラ ム
中 に 、 ASCIIフ ァ イ ル と し て 保 存 さ れ る 。 加 え て 、 多 く の コ ン ピ ュ ー タ ー  プ ロ グ ラ ム や デ
ー タ ベ ー ス が 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 と の 比 較 の た め の 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 、 同 定 機 能 、
あ る い は 対 照 核 酸 配 列 、 又 は 対 照 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 提 供 源 と し て 利 用 さ れ る 。 本 発 明 を
行 う 上 で 利 用 さ れ る こ れ ら の プ ロ グ ラ ム や デ ー タ ベ ー ス に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、
以 下 の も の が 含 ま れ る : MacPattern (EMBL)、 DiscoveryBase (Molecular Applications G
roup)、 GeneMine (Molecular Applications Group)、 Look (Molecular Applications Gro
up)、 MacLook (Molecular Applications Group)、 BLAST and BLAST2 (NCBI)、 BLASTN and
 BLASTX (Altschul 他 , J. Mol. Biol. 215: 403, 1990)、 FASTA (Pearson and Lipman, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444, 1988)、 FASTDB (Brutlag他 . Comp. App. Biosc
i. 6:237-245, 1990)、 Catalyst (Molecular Simulations Inc.)、 Catalyst/SHAPE (Mole
cular Simulations Inc.)、 Cerius2.DBAccess (Molecular Simulations Inc.), HypoGen 
(Molecular Simulations Inc.)、 Insight II (Molecular Simulations Inc.)、 Discover 
(Molecular Simulations Inc.)、 CHARMm (Molecular Simulations Inc.)、 Felix (Molecu
lar Simulations Inc.)、 DelPhi (Molecular Simulations Inc.)、 QuanteMM (Molecular 
Simulations Inc.)、 Homology (Molecular Simulations Inc.)、 Modeler (Molecular Sim
ulations Inc.)、 ISIS (Molecular Simulations Inc.)、 Quanta/Protein Design (Molecu
lar Simulations Inc.)、 WebLab (Molecular Simulations Inc.)、 WebLab Diversity Exp
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lorer (Molecular Simulations Inc.)、 Gene Explorer (Molecular Simulations Inc.), 
SeqFold (Molecular Simulations Inc.)、 the MDL Available Chemicals Directory data
base、 the MDL Drug Data Report data base、 the Comprエ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ ensive 
Medicinal Chemistry database、 Derwent's World Drug Index database、 the BioByteMa
sterFile database、 the Genbank database、 及 び  the Genseqn database。 そ の 他 、 多 く
の プ ロ グ ラ ム や デ ー タ ベ ー ス が 、 関 連 研 究 者 に 対 し て 公 開 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
  上 記 の プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 検 索 さ れ る モ チ ー フ に は 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 、 へ リ ッ ク ス
- タ ー ン - へ リ ッ ク ス 、 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 部 位 、 ユ ビ キ チ ン 化 部 位 、 ア ル フ ァ ー  へ リ
ッ ク ス や 、 ベ ー タ ー  シ ー ト を コ ー ド す る 配 列 、 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 導 く シ グ ナ ル ペ プ チ
ド を コ ー ド す る シ グ ナ ル 配 列 、 ホ メ オ ボ ッ ク ス の よ う な 転 写 調 節 に 関 連 す る 配 列 、 酸 性 領
域 、 酵 素 活 性 部 位 、 基 質 結 合 部 位 、 及 び 酵 素 切 断 部 位 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】

  本 発 明 は 、 単 離 、 あ る い は 組 換 え に よ り 得 ら れ た 核 酸 を 提 供 し 、 そ れ ら の 核 酸 は 、 SEQ 
ID NO:1、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:9、 SEQ ID NO:10、 SEQ I
D NO:11、 SEQ ID NO:12、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:15、 SEQ ID NO:16、 S
EQ ID NO:17、 SEQ ID NO:18、 SEQ ID NO:19、 SEQ ID NO:20、 SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:2
2、 SEQ ID NO:23、 SEQ ID NO:24、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:26、 SEQ ID NO:27、 SEQ ID 
NO:28、 SEQ ID NO:29、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:32、 SEQ ID NO:33、 SEQ
 ID NO:34、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:36、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:38、 SEQ ID NO:39
、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:41、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID N
O:45、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:48、 SEQ ID NO:49、 SEQ ID NO:50、 SEQ 
ID NO:51、 SEQ ID NO:52、 SEQ ID NO:53、 SEQ ID NO:54、 SEQ ID NO:55、 SEQ ID NO:56に
示 さ れ て い る 配 列 を 持 つ 核 酸 と 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 ん で い る 。 こ
の 厳 格 な 条 件 と は 、 高 度 に 厳 格 な 条 件 、 中 程 度 に 厳 格 な 条 件 、 あ る い は 低 度 に 厳 格 な 条 件
か ら 成 り 、 本 発 明 中 で 示 さ れ て い る 、 高 度 に 厳 格 な 条 件 、 あ る い は そ の 厳 格 度 を 低 下 さ せ
た 条 件 が 含 ま れ て い る 。 他 の 一 例 と し て 、 厳 格 な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 本 発 明 中 の
核 酸 の 長 さ は 、 本 発 明 中 の 核 酸 の 約 5残 基 か ら 、 そ の 核 酸 の 全 長 の 範 囲 で あ る 。 即 ち 、 こ
れ ら は 、 残 基 数 と し て 、 少 な く と も  5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 55、 60、 65、
70、 75、 80、 90、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400で あ る 。 ま た 、 そ の 全 長 よ り 短 い
核 酸 も 含 ま れ る 。 こ れ ら の 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ 、 標 識 化 用 プ ロ ー
ブ 、 PCR 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 iRNA、 ア ン チ セ ン ス 、 あ る い は 抗 体 結 合 ペ プ チ
ド (エ ピ ト ー プ )、 モ チ ー フ 、 及 び 活 性 部 位 な ど を コ ー ド す る 配 列 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
  核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お い て 、 特 定 レ ベ ル の 厳 格 度 を 得 る た め に 使 用 さ
れ る 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 に よ り 変 え ら れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 核 酸
の 長 さ 、 相 補 性 の 度 合 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 成  (GC 対  AT 含 有 量 )、 及 び ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ れ る 領 域 の 核 酸 の タ イ プ (RNA、 あ る い は DNA)が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 条
件 を 選 択 す る た め に 考 慮 さ れ る 。 そ の 他 に 考 慮 す る べ き こ と と し て 、 例 え ば 、 フ ィ ル タ ー
等 に 、 ど の 核 酸 を 固 定 化 す る か と い う 問 題 が あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 高 度 に 厳 格 な 条 件 、 中 程 度 に 厳 格 な 条 件 、 あ る い は 低 度 に
厳 格 な 条 件 下 で 行 わ れ る 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 一 例 と し て 、 固 定 化 さ れ た 変
性 し た 核 酸 を 含 む ポ リ マ ー メ ン ブ ラ ン が 先 ず 、 0.9 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 50 mMリ ン 酸 二 水 素
ナ ト リ ウ ム (pH 7.0)、 5.0 mM EDTA-2ナ ト リ ウ ム 、 0.5 ％  SDS、 10 X デ ン ハ ー ト 、 及 び 0.
5 mg/mlポ リ リ ボ ア デ ニ ル 酸 か ら 成 る 溶 液 中 で 、 30 分 間 、 45 ℃ に て プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ れ る 。 そ し て 、 お よ そ  2 X 10 7 cpm(特 異 的 活 性  4～ 9 X 10 8 cpm/μ g)に 、 3 2 Pで 末 端 が 標
識 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 そ の 溶 液 に 添 加 さ れ る 。 12～ 14時 間 の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 そ の メ ン ブ ラ ン は 、 0.5 ％  SDSを 含 む  1 X SET(150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム
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、 20 mMト リ ス 塩 酸 、 pH 7.8、 1 mM EDTA -2ナ ト リ ウ ム )中 で 、 室 温 に て 30分 間 の 洗 浄 後 、
新 し い 1 X SET中 で 、 30分 間 、 (Tm-10)℃ に て 洗 浄 さ れ る 。 そ し て 、 そ の メ ン ブ ラ ン は 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る シ グ ナ ル を 検 出 す る た め 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 用 の フ ィ
ル ム に 曝 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
  検 出 用 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る cDNAや 、 ゲ ノ ム 由 来 の DNAの よ う な 核 酸 を 同 定 す
る た め に 使 用 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 厳 格 度 を 変 え る こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ
に 対 し て 異 な る 程 度 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 が 、 同 定 、 及 び 単 離 さ れ る 。 そ の プ ロ ー ブ の 持 つ
融 解 温 度 以 下 の 異 な る 温 度 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 、 厳 格 度
の 程 度 が 変 え ら れ る 。 融 解 温 度 Tmは 、 (一 定 の イ オ ン 強 度 、 及 び pHに お い て )50 ％ の 標 的
配 列 が 、 そ の 相 補 的 プ ロ ー ブ と 完 全 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 高 度 に 厳 格 な 条 件
に お い て は 、 特 定 の プ ロ ー ブ の Tmと 等 し い 温 度 、 あ る い は そ の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 5 ℃ 低
い 温 度 が 選 ば れ る 。 そ の プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 は 、 以 下 の 計 算 式 に よ り 計 算 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
  残 基 数 が 14～ 70の プ ロ ー ブ に お け る 融 解 温 度 (Tm)は 、 以 下 の 式 に よ り 求 め ら れ る : T m  =
 81.5 + 16.6 (log [Na+]) + 0.41 (fraction G+C)-(600/N) 、 こ こ で Nは 、 プ ロ ー ブ の 残
基 数 で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で 行 わ れ た 場 合 、 そ の 融 解 温 度
は 、 以 下 の 式 に よ り 求 め ら れ る : T m  = 81.5 + 16.6(log [Na+]) + 0.41(fraction G+C)-(
0.63％  formamide)-(600/N) 、 こ こ で Nは 、 プ ロ ー ブ の 残 基 数 で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
  プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 6 X SSC、 5 X デ ン ハ ー ト 溶 液 、 0.5 ％  SDS、 100 μ g
の 変 性 し た 断 片 化 サ ケ 精 子 由 来 DNAよ り 成 る 溶 液 中 、 あ る い は 6 X SSC、 5 X デ ン ハ ー ト 溶
液 、 0.5 ％  SDS、 100 μ gの 変 性 し た 断 片 化 サ ケ 精 子 由 来  DNA、 及 び 50 ％ ホ ル ム ア ミ ド よ
り 成 る 溶 液 中 で 行 わ れ る 。 SSC、 及 び デ ン ハ ー ト 溶 液 の 組 成 は 、 前 述 の  Sambrook に 記 述
さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 述 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 、 検 出 用 プ ロ ー
ブ を 添 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 プ ロ ー ブ が 二 本 鎖 DNAで あ る 場 合 、 そ の プ ロ ー ブ を 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 添 加 す る す る 前 に 変 性 さ せ る 。 プ ロ ー ブ を 、 プ ロ ー ブ と 相
補 的 な 、 あ る い は プ ロ ー ブ と 相 同 的 な 配 列 を 含 む cDNAや ゲ ノ ム 由 来 の DNAと ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る た め 、 そ の フ ィ ル タ ー を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る
。 残 基 数 が 200以 上 の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 場 合 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ
の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約  15～ 25 ℃ 低 い 温 度 で 行 わ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 短 い
プ ロ ー ブ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約  5～ 10 ℃ 低 い 温
度 で 行 わ れ る 。 典 型 的 に は 、 6 X SSC 溶 液 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 約 68 
℃ で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 。 通 常 、 50 ％  ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 約 42 ℃ で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
  前 述 の 全 て の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 高 度 に 厳 格 な 条 件 下 で 行 わ れ て い る と 見 な さ
れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
  以 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル タ ー は 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 検 出 用 プ
ロ ー ブ を 取 り 除 く た め に 洗 浄 さ れ る 。 フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る た め に 使 用 さ れ る 厳 格 度 は 、
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 、 核 酸 の 長 さ 、 相 補 性 の 度 合 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組
成 (GC対 AT含 有 量 )、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 領 域 の 核 酸 の タ イ プ (RNA、 あ る い は DNA)に
よ り 変 え ら れ る で あ ろ う 。 洗 浄 に お け る 進 行 的 に 高 度 な 厳 格 な 条 件 は 、 以 下 の 通 り で あ る
: 2 X SSC、 0.1 ％  SDS中 で の 、 室 温 に お け る 、 15分 間 の 洗 浄 (低 度 な 厳 格 度 ); 0.1 X SSC
、 0.5 ％  SDS 中 で の 、 室 温 に お け る 、 30 分 か ら 1時 間 の 洗 浄 (中 程 度 な 厳 格 度 ); 0.1 X S
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SC、 0.5 ％  SDS中 で の 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 か ら 、 68 ℃ ま で の 温 度 に お け る
、 15～ 30分 間 の 洗 浄 (高 度 な 厳 格 度 ); 及 び 0.15 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 で の 、 72 ℃ に お け る 1
5 分 間 の 洗 浄 (非 常 に 高 度 な 厳 格 度 )。 最 終 段 階 で あ る 、 低 度 な 厳 格 度 に お け る 洗 浄 は 、 0.
1 X SSC中 で 、 室 温 に お い て 行 わ れ る 。 上 述 の 例 は 、 フ ィ ル タ ー 洗 浄 に 使 用 さ れ る 条 件 の
一 連 の 実 施 例 に 過 ぎ な い 。 関 連 研 究 者 は 、 非 常 に 多 く の 異 な る 厳 格 度 洗 浄 法 が 存 在 す る こ
と を 知 っ て い る で あ ろ う 。 そ の 他 、 幾 つ か の 例 が 以 下 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
  プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 核 酸 は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー や そ の 他 の 習 慣 的 な
技 術 に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
  上 記 の 行 程 は 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 、 相 同 性 の 度 合 い が 低 い 核 酸 を 同 定 す る 場 合 に は 、 変
更 さ れ る べ き で あ る 。 例 え ば 、 検 出 用 プ ロ ー ブ に 対 し て 、 相 同 性 の 度 合 い が 低 い 核 酸 を 得
る 場 合 に は 、 よ り 低 度 な 厳 格 度 の 条 件 が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 約 1 Mの ナ ト リ ウ ム イ オ ン
濃 度 を 持 つ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 は 、 68～ 42
 ℃ の 範 囲 で 5 ℃ ず つ 低 下 さ せ る 。 そ れ に 続 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル
タ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 で 、 2 X SSC、 0.5 ％  SDSよ り 成 る 溶 液 で 洗 浄 さ
れ る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 50 ℃ 以 上 の と き は 、 「 中 程 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ り 、 50 ℃ 以 下
の と き は 、 「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ る と 見 な さ れ る 。 「 中 程 度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的
な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 55 ℃ に お い て 行 わ れ る 場 合 で あ る 。 「 低 度 の
厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 45 ℃ に お い て 行 わ れ る
場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
  又 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 6 X SSCな ど の 溶 液 中 に お い て 、 4
2 ℃ で 行 わ れ る 。 こ の 場 合 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 、 相 同 性 度 合 い の 低 い 核 酸 を 同 定 す る た め
に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 緩 衝 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 を 、 50～ 0 ％ の 範 囲 で 5 ％
ず つ 低 下 さ せ て ゆ く 。 そ れ に 続 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル タ ー は 、 50 
℃ に お い て 、  6 X SSC、 0.5 ％  SDS よ り 成 る 溶 液 で 洗 浄 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 ホ ル
ム ア ミ ド 濃 度 が 25％ 以 上 の と き は 、 「 中 程 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ り 、 25 ％ 以 下 の と き は
、 「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ る と 見 な さ れ る 。 「 中 程 度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、
上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 30 ％  ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 に お い て 行 わ れ る 場 合
で あ る 。 「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 10 ％
ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 に お い て 行 わ れ る 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
  例 え ば 、 上 記 の 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 あ る い は そ の 核 酸 の 少 な く と も 5、 10、 15
、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 90、 100、 150、 200、 250、 300、 3
50、 400、 あ る い は 500の 連 続 し た 残 基 を 含 む 断 片 、 及 び そ の 核 酸 と 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 核
酸 に 対 し て 、 少 な く と も 約 97 ％ 、 少 な く と も 約 95 ％ 、 少 な く と も 約 90 ％ 、 少 な く と も
約 85 ％ 、 少 な く と も 約 80 ％ 、 少 な く と も 約 75 ％ 、 少 な く と も 約 70 ％ 、 少 な く と も 約 65
 ％ 、 少 な く と も 約 60 ％ 、 少 な く と も 約 55 ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 50 ％ の 相 同 性 を 持
つ 核 酸 を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る 。 相 同 性 は 、 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 さ れ る 。
例 え ば 、 相 同 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ で 記 述 さ れ て い る コ ー デ ィ ン グ 配 列 の う ち の 一
つ の 自 然 発 生 的 対 立 遺 伝 子 多 型 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 ん で い る で あ ろ う 。 こ の よ う な 対
立 遺 伝 子 多 型 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は そ の 核 酸 に 対 す る 相 補 的 配 列 に 対 し て 、 一 つ 、
あ る い は そ れ 以 上 の 置 換 、 欠 失 、 又 は 挿 入 変 異 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
  し か し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 様 式 の 選 択 は 、 重 要 で は な い  －  重 要 な の は 、 そ の 核
酸 が 、 本 発 明 の 目 的 範 囲 内 の 核 酸 で あ る か を 決 め る た め の 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う な
洗 浄 条 件 の 厳 格 度 で あ る 。 本 発 明 の 目 的 範 囲 内 の 核 酸 で あ る か を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ
る 洗 浄 条 件 は 、 塩 濃 度 が 約 0.02 M、 pH 7で 、 少 な く と も 約 50 ℃ 、 あ る い は 約 55～ 60 ℃ ；
0.15 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 存 在 下 、 72 ℃ で 15分 間 ； 0.2 X SSC存 在 下 、 少 な く と も 約 50 ℃ 、
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あ る い は 約 55～ 60 ℃  で 約 15～ 20分 間 ； あ る い は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 を 室 温
に て 15分 間 、 0.1 ％  SDSを 含 む  2 X SSC で  2 回 洗 浄 後 、 更 に 68 ℃ に て  15分 間 、 0.1 ％
 SDS を 含 む  0.1 X SSC で 2回 洗 浄 、 あ る い は こ れ ら に 相 当 す る 方 法 を 含 ん で い る 。 SSC緩
衝 液 や 、 こ れ ら に 相 当 す る 条 件 に 関 し て は 、 Sambrook、 Tijssen、 及 び  Ausubelを 参 照 の
こ と 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
  本 発 明 の 核 酸 配 列 に お け る 、 3'又 は 5'付 近 の 配 列 に 由 来 す る プ ロ ー ブ は 、 ま た 、 ゲ ノ ム
由 来 の 配 列 な ど の 付 随 し た 配 列 を 含 む ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に 、 ク ロ モ ゾ ー ム  ウ ォ ー
キ ン グ 行 程 に も 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 宿 主 細 胞 か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 に 付
随 し た 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 関 連 核 酸 の 単 離 、 及 び 同 定 の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用
さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
  一 例 と し て 、 こ れ ら の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 関 連 核 酸 は 、 本 発 明 の 核 酸 が 、 最 初 に 単 離
さ れ た 生 物 と は 異 な る 生 物 に 由 来 す る cDNA、 あ る い は ゲ ノ ム DNAで あ る 。 こ の よ う な 行 程
に お い て 、 核 酸 試 料 は 、 プ ロ ー ブ が 関 連 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な 条 件 下
で 、 そ の プ ロ ー ブ と 混 合 さ れ る 。 そ し て 、 関 連 生 物 よ り 得 た 核 酸 と プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 述 の 何 れ か の 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
  核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お い て 、 特 定 レ ベ ル の 厳 格 度 を 得 る た め に 使 用 さ
れ る 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 に よ り 、 変 え ら れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 核
酸 の 長 さ 、 相 補 性 の 度 合 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 成  (GC対 AT含 有 量 )、 及 び ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ れ る 領 域 の 核 酸 の タ イ プ (RNA、 あ る い は DNA)が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 条
件 を 選 択 す る 上 で 考 慮 さ れ る 。 そ の 他 、 考 慮 に 入 れ る べ き こ と と し て は 、 例 え ば 、 フ ィ ル
タ ー な ど に い ず れ の 核 酸 を 固 定 化 す る か と い う 問 題 が あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、
高 度 に 厳 格 な 条 件 、 中 程 度 に 厳 格 な 条 件 、 あ る い は 低 度 に 厳 格 な 条 件 下 で 行 わ れ る 。 核 酸
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 一 例 と し て 、 固 定 化 さ れ た 変 性 し た 核 酸 を 含 む ポ リ マ ー メ ン
ブ ラ ン が 先 ず 、 0.9 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 50 mMリ ン 酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム (pH 7.0)、 5.0 mM E
DTA -2ナ ト リ ウ ム 、 0.5 ％  SDS、 10 X デ ン ハ ー ト 、 及 び  0.5 mg/mlポ リ リ ボ ア デ ニ ル 酸
よ り 成 る 溶 液 中 で 、 30 分 間 、 45 ℃ に て プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 そ し て 、 お よ そ 2 X 
10 7 cpm(特 異 的 活 性 4～ 9 X 10 8  cpm/μ g) に 、 3 2 P で 末 端 が 標 識 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ が 、 そ の 溶 液 に 添 加 さ れ る 。 12～ 14 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 そ の メ
ン ブ ラ ン は 、 0.5 ％  SDSを 含 む  1 X SET (150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 20 mMト リ ス 塩 酸 , pH 
7.8、 1 mM EDTA-2ナ ト リ ウ ム )中 で 、 室 温 に て  30 分 間 の 洗 浄 後 、 新 し い 1X SET中 で 、 30 
分 間 、 (Tm-10) ℃ に て 洗 浄 さ れ る 。 そ し て そ の メ ン ブ ラ ン は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ る シ グ ナ ル を 検 出 す る た め に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 用 の フ ィ ル ム に 曝 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
  検 出 用 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る cDNAや ゲ ノ ム 由 来 の DNAの よ う な 核 酸 を 同 定 す る
た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 厳 格 度 を 変 え る こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 異 な
る 程 度 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 が 同 定 又 は 単 離 さ れ る 。 そ の プ ロ ー ブ の 持 つ 融 解 温 度 以 下 の 異
な る 温 度 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 、 厳 格 度 の 程 度 が 変 え ら れ る
。 融 解 温 度 Tmは 、 (一 定 の イ オ ン 強 度 、 及 び pHに お い て )50 ％ の 標 的 配 列 が 、 そ の 相 補 的
プ ロ ー ブ と 、 完 全 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 高 度 に 厳 格 な 条 件 に お い て は 、 特 定
の プ ロ ー ブ の Tmと 等 し い 温 度 、 あ る い は そ の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 5 ℃ 低 い 温 度 が 選 ば れ る
。 そ の プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 は 、 以 下 の 計 算 式 に よ り 計 算 さ れ る 。 残 基 数 が 14～ 70 の プ ロ
ー ブ に お け る 融 解 温 度 (Tm)は 、 以 下 の 式 に よ り 求 め ら れ る : T m  = 81.5 + 16.6(log [Na+]
) + 0.41(fraction G+C)-(600/N)、 こ こ で Nは 、 プ ロ ー ブ の 残 基 数 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン が ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で 行 わ れ た 場 合 、 そ の 融 解 温 度 は 、 以 下 の 式 に よ
り 求 め ら れ る ： T m  = 81.5 + 16.6(log [Na+]) + 0.41(fraction G+C)-(0.63％  formamide
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)-(600/N)、 こ こ で Nは 、 プ ロ ー ブ の 残 基 数 で あ る 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 6 X 
SSC、 5 X デ ン ハ ー ト 溶 液 、 0.5 ％  SDS、 100 μ gの 変 性 し た 断 片 化 サ ケ 精 子 由 来 DNAよ り
成 る 溶 液 中 、 あ る い は 6 X SSC、 5 X デ ン ハ ー ト 溶 液 、 0.5 ％  SDS、 100 μ gの 変 性 し た 断
片 化 サ ケ 精 子 由 来 DNA、 及 び 50 ％ ホ ル ム ア ミ ド よ り 成 る 溶 液 中 で 行 わ れ る 。 SSC及 び デ ン
ハ ー ト 溶 液 の 組 成 は 、 前 述 の Sambrookに 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 述 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 、 検 出 用 プ ロ ー
ブ を 添 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 プ ロ ー ブ が 二 本 鎖 DNAで あ る 場 合 、 そ の プ ロ ー ブ を ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 添 加 す る す る 前 に 、 変 性 さ せ る 。 プ ロ ー ブ を 、 プ ロ ー ブ と 相
補 的 な 、 あ る い は プ ロ ー ブ と 相 同 的 な 配 列 を 含 む cDNAや 、 ゲ ノ ム 由 来 の DNAと ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る た め 、 そ の フ ィ ル タ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る
。 残 基 数 が 200以 上 の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 場 合 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ
の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 15～ 25 ℃ 低 い 温 度 で 行 わ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 短 い
プ ロ ー ブ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 5～ 10 ℃ 低 い 温 度
で 行 わ れ る 。 典 型 的 に は 、 6 X SSC溶 液 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 約 68 ℃ で
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 。 通 常 、 50 ％ ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 約 42 ℃ で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 。 前 述 の 全 て
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 高 度 に 厳 格 な 条 件 下 で 行 わ れ て い る と 見 な さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
  次 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル タ ー は 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 検 出 用 プ ロ
ー ブ を 取 り 除 く た め に 洗 浄 さ れ る 。 フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る た め に 使 用 さ れ る 厳 格 度 は 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 、 核 酸 の 長 さ 、 相 補 性 の 度 合 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 成
(GC対 AT含 有 量 )、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 領 域 の 核 酸 の タ イ プ (RNA、 あ る い は DNA)に よ
り 変 え ら れ る で あ ろ う 。 洗 浄 に お け る 、 進 行 的 に 高 度 な 厳 格 な 条 件 は 、 以 下 の 通 り で あ る
： 2 X SSC、 0.1 ％  SDS中 で の 、 室 温 に お け る 、 15 分 間 の 洗 浄  (低 度 な 厳 格 度 )； 0.1 X S
SC、 0.5 ％  SDS中 、 室 温 に お い て 、 30 分 か ら  1 時 間 の 洗 浄 (中 程 度 な 厳 格 度 )； 0.1 X SS
C、 0.5 ％  SDS中 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 か ら 68 ℃ ま で の 温 度 範 囲 お い て 15 分
か ら 30 分 間 の 洗 浄 (高 度 な 厳 格 度 )； 及 び  0.15 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 、 72 ℃ に お い て 15 分
間 の 洗 浄 (非 常 に 高 度 な 厳 格 度 )。 最 終 段 階 で あ る 、 低 度 な 厳 格 度 に お け る 洗 浄 は 、 0.1 X 
SSC中 、 室 温 に お い て 行 わ れ る 。 上 述 の 例 は 、 フ ィ ル タ ー 洗 浄 に 使 用 さ れ る 条 件 の 一 連 の
実 施 例 に 過 ぎ な い 。 関 連 研 究 者 は 、 非 常 に 多 く の 、 異 な る 厳 格 度 洗 浄 法 が 存 在 す る こ と を
知 っ て い る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ １ 】
  プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 核 酸 は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー や 、 そ の 他 の 習 慣 的
な 技 術 に よ り 、 同 定 さ れ る 。 上 記 の 行 程 は 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 、 相 同 性 の 度 合 い が 低 い 核
酸 を 同 定 す る 場 合 に は 、 変 更 さ れ る べ き で あ る 。 例 え ば 、 検 出 用 プ ロ ー ブ に 対 し て 、 相 同
性 の 度 合 い が 低 い 核 酸 を 得 る 場 合 に は 、 よ り 低 度 な 厳 格 度 の 条 件 が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、
約 1 Mの ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 を 持 つ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の 温 度 は 、 68～ 42 ℃ の 範 囲 で 5 ℃ ず つ 低 下 さ せ る 。 そ れ に 続 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル タ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 で 、 2 X SSC、 0.5 ％  
SDSよ り 成 る 溶 液 で 洗 浄 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 50 ℃ 以 上 の 場 合 、 「 中 程 度 の 厳 格 度 条
件 」 で あ り 、 50 ℃ 以 下 の 場 合 は 、 「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ る と 見 な さ れ る 。 「 中 程 度
の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 55 ℃ に お い て 行 わ れ る
場 合 で あ る 。 「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 45 
℃ に お い て 行 わ れ る 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
  又 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 6 X SSC等 の 溶 液 中 に お い て 、 42 
℃ で 行 わ れ る 。 こ の 場 合 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 相 同 性 度 合 い の 低 い 核 酸 を 同 定 す る た め に は
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 緩 衝 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 を 50～ 0 ％ の 範 囲 で 5 ％ ず つ 低
下 さ せ て ゆ く 。 そ れ に 続 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル タ ー は 、 50 ℃ に お
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い て 、 6 X SSC、 0.5 ％  SDSよ り 成 る 溶 液 で 洗 浄 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 ホ ル ム ア ミ ド
濃 度 が 25 ％ 以 上 の 時 は 、 「 中 程 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ り 、 25 ％ 以 下 の と き は 、 「 低 度 の
厳 格 度 条 件 」 で あ る と 見 な さ れ る 。 「 中 程 度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 30 ％ ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 に お い て 行 わ れ る 場 合 で あ る 。 「 低
度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 10 ％ ホ ル ム ア ミ ド を
含 む 溶 液 中 に お い て 行 わ れ る 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
  例 え ば 、 上 記 の プ ロ ー ブ や 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 あ る い は そ の 核 酸 の 少 な く と も
10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 90、 100、 150、 200、 250、
300、 350、 400、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 あ る い は
そ れ 以 上 の 連 続 し た 残 基 を 含 む 断 片 、 及 び そ の 核 酸 と 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 核 酸 に 対 し て 、
少 な く と も 約 99 ％ 、 98 ％ 、 97 ％ 、 少 な く と も 約 95 ％ 、 少 な く と も 約 90 ％ 、 少 な く と
も 約 85 ％ 、 少 な く と も 約 80 ％ 、 少 な く と も 約 75 ％ 、 少 な く と も 約 70 ％ 、 少 な く と も 約
65 ％ 、 少 な く と も 約 60 ％ 、 少 な く と も 約 55 ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 50 ％ の 相 同 性 を
持 つ 核 酸 を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る 。 相 同 性 は 、 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 さ れ る
。 例 え ば 、 相 同 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ で 記 述 さ れ て い る コ ー デ ィ ン グ 配 列 の う ち の
一 つ の 自 然 発 生 的 対 立 遺 伝 子 多 型 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 ん で い る で あ ろ う 。 こ の よ う な
対 立 遺 伝 子 多 型 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は そ の 核 酸 に 対 す る 相 補 的 配 列 に 対 し て 、 一 つ
、 あ る い は そ れ 以 上 の 置 換 、 欠 失 、 又 は 挿 入 変 異 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
  更 に 、 上 記 の プ ロ ー ブ や 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 又 は そ の 核 酸 の 少 な く と も 5、 10、 1
5、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 75、 100、 あ る い は 150の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 少 な く と も 約 99 ％ 、 少 な く と も 約 95 ％ 、 少 な く と も 約 90 ％ 、 少
な く と も 約 85 ％ 、 少 な く と も 約 80 ％ 、 少 な く と も 約 75 ％ 、 少 な く と も 約 70 ％ 、 少 な く
と も 約 65 ％ 、 少 な く と も 約 60 ％ 、 少 な く と も 約 55 ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 50 ％  の
相 同 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ 、 そ れ ら の 相 同 性
は 、 配 列 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム (即 ち 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い た FASTAバ ー ジ ョ ン  3.0
t78、 あ る い は こ こ で 記 載 さ れ た パ ラ メ ー タ ー を 用 い た BLAST 2.2.2 プ ロ グ ラ ム な ど に よ
る 解 析 )を 用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

  本 発 明 は 、 ま た 、 エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の
同 定 に 使 用 さ れ る 核 酸 プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 一 例 と し て 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 に
記 載 さ れ た 配 列 の 連 続 し た 少 な く と も 10残 基 を 含 ん で い る 。 又 は 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、
本 発 明 の 配 列 の 連 続 し た 少 な く と も 5、 6、 7、 8、 あ る い は 9か ら 約 40残 基 、 約 10～ 50 残 基
、 約 20～ 60 残 基 、 あ る い は 約 30～ 70残 基 よ り 成 る 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 結 合 や ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 核 酸 を 同 定 す る 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含
む 本 発 明 中 の 様 々 な 実 験 に 使 用 さ れ る (後 述 の 討 論 を 参 照 )。 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 ま た 、
そ の 他 の 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 に も 利 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
  本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 土 壌 試 料 な ど の 生 物 試 料 中 に 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 持 つ 生 物 、 あ
る い は そ の 核 酸 の 得 ら れ た 生 物 が 含 ま れ る か を 検 定 す る た め に 利 用 さ れ る 。 こ の よ う な 行
程 に お い て 、 そ の 核 酸 が 単 離 さ れ る 生 物 を 含 む と 思 わ れ る 生 物 試 料 、 及 び そ れ ら の 核 酸 を
試 料 中 よ り 調 製 す る 。 そ れ ら の 核 酸 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 相 補 的 配 列 の 全 て が プ ロ ー ブ と
特 異 的 に 結 合 で き る 条 件 下 で 、 そ の プ ロ ー ブ と 混 合 さ れ る 。 必 要 で あ れ ば 、 プ ロ ー ブ と 相
補 的 配 列 が 特 異 的 に 結 合 す る 条 件 を 、 プ ロ ー ブ と そ の 相 補 的 配 列 を 含 む こ と が わ か っ て い
る 試 料 よ り 得 た 核 酸 と を 混 合 す る こ と に よ り 決 定 す る 。 対 照 と し て 、 相 補 的 配 列 を 含 ま な
い 試 料 よ り 得 た 核 酸 と プ ロ ー ブ と の 混 合 も 行 う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の 塩 濃
度 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 、 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン の 温 度 等 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 プ ロ ー ブ と 相 補 的 核 酸 が 特 異 的 に 結 合 す
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る 条 件 を 同 定 す る た め に 変 更 さ れ る (特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に 関 す る 記 述 を
参 照 )。
【 ０ ２ ３ ７ 】
  そ の 試 料 が 、 目 的 の 核 酸 を 持 つ 生 物 を 含 ん で い る 場 合 、 プ ロ ー ブ の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン が 検 出 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 色 素 、 又 は
検 出 可 能 な 生 産 物 の 生 成 を 触 媒 す る 酵 素 な ど の 検 出 用 物 質 で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い る こ
と に よ り 検 出 さ れ る 。 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い る 相 補 的 核 酸 の 存 在 を 検 出 す る た め の 多
く の 方 法 は 、 関 連 研 究 者 間 で よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 及 び ド ッ ト ブ ロ ッ ト 等 が 含 ま れ る
。 各 々 の 実 験 法 は 、 Ausubel、 及 び Sambrookに よ り 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
  あ る い は 、 一 種 以 上 の プ ロ ー ブ (こ れ ら の う ち の 、 少 な く と も 一 種 の プ ロ ー ブ は 、 核 酸
試 料 中 に 存 在 す る 全 て の 相 補 的 配 列 と 特 異 的 に 結 合 で き る )が 、 そ の 試 料 に 本 発 明 の 核 酸
配 列 を 持 つ 生 物 (即 ち 、 そ の 核 酸 が 単 離 さ れ た 生 物 )が 含 ま れ る か を 検 定 す る た め の 増 幅 反
応 に 使 用 さ れ る 。 一 例 と し て 、 そ の プ ロ ー ブ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る 。 一 例
と し て 、 そ の 増 幅 反 応 は 、 PCR 反 応 を 含 ん で い る 。 PCR の 手 順 は 、 Ausubel、 及 び Sambroo
kに よ り 記 述 さ れ て い る (増 幅 反 応 に 関 す る 記 述 を 参 照 )。 こ の よ う な 行 程 に お い て 、 試 料
中 の 核 酸 は 、 プ ロ ー ブ と 混 合 さ れ 、 増 幅 反 応 が 行 わ れ 、 そ し て 、 そ の 増 幅 反 応 に よ る 生 成
物 が 、 検 定 さ れ る 。 増 幅 反 応 に よ る 生 成 物 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 後 に 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム な ど の
イ ン タ ー カ レ ー タ ー に よ り 染 色 さ れ て 検 出 さ れ る 。 又 、 一 種 、 あ る い は そ れ 以 上 の プ ロ ー
ブ は 、 放 射 性 同 位 元 素 に よ り 標 識 さ れ 、 増 幅 反 応 に よ り 増 幅 さ れ た 放 射 活 性 を 持 つ 生 成 物
が 、 ゲ ル 電 気 泳 動 後 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 検 出 さ れ る 。 　 　
【 ０ ２ ３ ９ 】
  本 発 明 の 核 酸 配 列 に お け る 、 3'又 は 5'付 近 の 配 列 に 由 来 す る プ ロ ー ブ は 、 ま た 、 ゲ ノ ム
由 来 の 配 列 な ど の 付 随 し た 配 列 を 含 む ク ロ ー ン を 同 定 す る た め の ク ロ モ ゾ ー ム ウ ォ ー キ ン
グ 行 程 に も 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 宿 主 細 胞 よ り 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に 付 随
し た 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 が 可 能 と な る 。 一 例 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 関 連 核
酸 の 単 離 、 及 び 同 定 の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 。 　 　 　
【 ０ ２ ４ ０ 】
  一 例 と し て 、 こ れ ら の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 関 連 核 酸 は 、 本 発 明 の 核 酸 が 、 最 初 に 単 離
さ れ た 生 物 と は 異 な る 生 物 に 由 来 す る cDNA、 あ る い は ゲ ノ ム DNAで あ る 。 こ の よ う な 行 程
に お い て 、 核 酸 試 料 は 、 プ ロ ー ブ が 関 連 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な 条 件 下
で 、 そ の プ ロ ー ブ と 混 合 さ れ る 。 そ し て 、 関 連 生 物 よ り 得 た 核 酸 と プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 述 の 何 れ か の 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
  核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お い て 、 特 定 レ ベ ル の 厳 格 度 を 得 る た め に 使 用 さ
れ る 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 に よ り 、 変 え ら れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 核
酸 の 長 さ 、 相 補 性 の 度 合 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 成 (GC対 AT含 有 量 )、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ れ る 領 域 の 核 酸 の タ イ プ (RNA、 あ る い は DNA)が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 条 件
を 選 択 す る 上 で 考 慮 さ れ る 。 そ の 他 、 考 慮 に 入 れ る べ き こ と と し て は 、 例 え ば 、 フ ィ ル タ
ー に い ず れ の 核 酸 を 固 定 化 す る か と い う 問 題 が あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 高 度 に
厳 格 な 条 件 、 中 程 度 に 厳 格 な 条 件 、 あ る い は 低 度 に 厳 格 な 条 件 下 で 行 わ れ る 。 核 酸 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 一 例 と し て 、 固 定 化 さ れ た 変 性 し た 核 酸 を 含 む ポ リ マ ー メ ン ブ ラ ン
が 先 ず 、 0.9 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 50 mMリ ン 酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム (pH 7.0)、 5.0 mM EDTA -2
ナ ト リ ウ ム 、 0.5 ％  SDS、 10 X デ ン ハ ー ト 、 及 び  0.5 mg/ml ポ リ リ ボ ア デ ニ ル 酸 よ り 成
る 溶 液 中 、  30 分 間 、 45 ℃ に お い て プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 そ し て 、 末 端 を 3 2 Pで お
よ そ 2 X 10 7  cpm(特 異 的 活 性  4～ 9 X 10 8  cpm/μ g)に 標 識 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ を そ の 溶 液 に 添 加 す る 。 12～ 14 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 そ の メ ン ブ ラ ン は
、 0.5 ％  SDSを 含 む  1 X SET(150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 20 mMト リ ス 塩 酸 、 pH 7.8、 1 mM E
DTA-2ナ ト リ ウ ム )中 で 、 室 温 に て 30分 間 の 洗 浄 後 、 新 し い 1X SET中 で 、 30分 間 、 (Tm-10) 
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℃ に て 洗 浄 さ れ る 。 そ し て そ の メ ン ブ ラ ン は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る シ グ ナ ル を
検 出 す る た め に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 用 の フ ィ ル ム に 曝 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
  検 出 用 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る cDNAや ゲ ノ ム 由 来 の DNAの よ う な 核 酸 を 同 定 す る
た め に 使 用 さ れ る 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 厳 格 度 を 変 え る こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ
に 対 し て 異 な る 程 度 の 相 同 性 を 持 つ 核 酸 が 同 定 又 は 単 離 さ れ る 。 そ の プ ロ ー ブ の 持 つ 融 解
温 度 以 下 の 異 な る 温 度 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 、 厳 格 度 の 程
度 が 変 え ら れ る 。 融 解 温 度 、 Tm、 は 、 (一 定 の イ オ ン 強 度 、 及 び pHに お い て )50 ％  の 標 的
配 列 が 、 そ の 相 補 的 プ ロ ー ブ と 完 全 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 高 度 に 厳 格 な 条 件
に お い て は 、 特 定 の プ ロ ー ブ の Tmと 等 し い 温 度 、 あ る い は そ の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 5 ℃ 低
い 温 度 が 選 ば れ る 。 そ の プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 は 、 以 下 の 計 算 式 に よ り 計 算 さ れ る 。 残 基 数
が 14～ 70 の プ ロ ー ブ に お け る 融 解 温 度 (Tm)は 、 以 下 の 式 に よ り 求 め ら れ る ： T m  = 81.5 +
 16.6(log [Na+]) + 0.41(fraction G+C)-(600/N)、 こ こ で Nは 、 プ ロ ー ブ の 残 基 数 で あ る
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で 行 わ れ た 場 合 、 そ の 融 解 温 度
 は 、 以 下 の 式 に よ り 求 め ら れ る ： T m  = 81.5 + 16.6(log [Na+]) + 0.41(fraction G+C) 
- (0.63％  formamide) - (600/N)、 こ こ で Nは 、 プ ロ ー ブ の 残 基 数 で あ る 。 プ レ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 6 X SSC、 5 X デ ン ハ ー ト 溶 液 、 0.5 ％  SDS、 100 μ gの 変 性 し た 断 片
化 サ ケ 精 子 由 来 DNAよ り 成 る 溶 液 中 、 あ る い は 6 X SSC、 5 X デ ン ハ ー ト 溶 液 、 0.5 ％  SDS
、 100 μ g の 変 性 し た 断 片 化 サ ケ 精 子 由 来 DNA、 及 び 50 ％ ホ ル ム ア ミ ド よ り 成 る 溶 液 中 で
行 わ れ る 。 SSC、 及 び デ ン ハ ー ト 溶 液 の 組 成 は 、 前 述 の Sambrookに 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 述 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 、 検 出 用 プ ロ ー
ブ を 添 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 プ ロ ー ブ が 二 本 鎖 DNAで あ る 場 合 、 そ の プ ロ ー ブ を 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 添 加 す る す る 前 に 変 性 さ せ る 。 プ ロ ー ブ を 、 プ ロ ー ブ と 相
補 的 な 、 あ る い は プ ロ ー ブ と 相 同 的 な 配 列 を 含 む cDNAや ゲ ノ ム 由 来 の DNAと ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る た め 、 そ の フ ィ ル タ ー を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る
。 残 基 数 が 200以 上 の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 場 合 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ
の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 15～ 25 ℃ 低 い 温 度 で 行 わ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 短 い
プ ロ ー ブ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ の プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 5～ 10 ℃ 低 い 温 度
で 行 わ れ る 。 典 型 的 に は 、 6 X SSC 溶 液 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 約 68 ℃
で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 。 通 常 、 50 ％ ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 約 42 ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 。 前 述 の 全 て
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 高 度 に 厳 格 な 条 件 下 で 行 わ れ て い る と 見 な さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
  次 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル タ ー は 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 検 出 用 プ ロ
ー ブ を 取 り 除 く た め に 洗 浄 さ れ る 。 フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る た め に 使 用 さ れ る 厳 格 度 は 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 核 酸 の 性 質 、 核 酸 の 長 さ 、 相 補 性 の 度 合 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 成
(GC対 AT含 有 量 )、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 領 域 の 核 酸 の タ イ プ (RNA、 あ る い は DNA)に よ
り 変 え ら れ る で あ ろ う 。 洗 浄 に お け る 進 行 的 に 高 度 な 厳 格 な 条 件 は 、 以 下 の 通 り で あ る ：
2 X SSC、 0.1 ％  SDS 中 で の 、 室 温 に お け る 15分 間 の 洗 浄  (低 度 な 厳 格 度 )； 0.1 X SSC、
0.5 ％  SDS 中 で の 、 室 温 に お け る 30分 か ら 1時 間 の 洗 浄  (中 程 度 な 厳 格 度 )； 0.1 X SSC、
0.5 ％  SDS中 で の 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 か ら 、 68 ℃ ま で の 温 度 に お け る 15分
か ら  30分 間 の 洗 浄  (高 度 な 厳 格 度 )； 及 び  0.15 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 で の 、 72 ℃ に お け る
、 15分 間 の 洗 浄 (非 常 に 高 度 な 厳 格 度 )。 最 終 段 階 で あ る 、 低 度 な 厳 格 度 に お け る 洗 浄 は 、
0.1 X SSC中 で 、 室 温 に お い て 行 わ れ る 。 上 述 の 例 は 、 フ ィ ル タ ー 洗 浄 に 使 用 さ れ る 条 件
の 一 連 の 実 施 例 に 過 ぎ な い 。 関 連 研 究 者 は 、 非 常 に 多 く の 異 な る 厳 格 度 洗 浄 法 が 存 在 す る
こ と を 知 っ て い る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
  プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 核 酸 は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー や 、 そ の 他 の 習 慣 的
な 技 術 に よ り 、 同 定 さ れ る 。 上 記 の 行 程 は 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 、 相 同 性 の 度 合 い が 低 い 核
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酸 を 同 定 す る 場 合 に は 、 変 更 さ れ る べ き で あ る 。 例 え ば 、 検 出 用 プ ロ ー ブ に 対 し て 、 相 同
性 の 度 合 い が 低 い 核 酸 を 得 る 場 合 に は 、 よ り 低 度 な 厳 格 度 の 条 件 が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、
約 1Mの ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 を 持 つ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 温 度 は 、 68～ 42 ℃ の 範 囲 で 5 ℃ ず つ 低 下 さ せ る 。 そ れ に 続 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル タ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 で 、 2 X SSC、 0.5 ％  SD
Sよ り 成 る 溶 液 で 洗 浄 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 50 ℃ 以 上 の と き は 、 「 中 程 度 の 厳 格 度 条
件 」 で あ り 、 50 ℃ 以 下 の と き は 、 「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ る と 見 な さ れ る 。 「 中 程 度
の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 55 ℃ に お い て 行 わ れ
る 場 合 で あ る 。 「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、
45 ℃ に お い て 行 わ れ る 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
  ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 6 X SSCな ど の 溶 液 中 に お い て
、 42 ℃ で 行 わ れ る 。 こ の 場 合 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 相 同 性 度 合 い の 低 い 核 酸 を 同 定 す る た
め に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 緩 衝 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 を 、 50～ 0 ％ の 範 囲 で 5 
％ ず つ 低 下 さ せ て ゆ く 。 そ れ に 続 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 フ ィ ル タ ー は 、 50
 ℃ に お い て 、 6 X SSC、 0.5 ％  SDSよ り 成 る 溶 液 で 洗 浄 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 ホ ル ム
ア ミ ド 濃 度 が 25 ％ 以 上 の 場 合 は 、 「 中 程 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ り 、 25 ％ 以 下 の と き は 、
「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 で あ る と 見 な さ れ る 。 「 中 程 度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上
記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 30 ％ ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 に お い て 行 わ れ る 場 合 で あ
る 。 「 低 度 の 厳 格 度 条 件 」 の 具 体 的 な 例 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 10 ％ ホ ル ム
ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 に お い て 行 わ れ る 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
  例 え ば 、 上 記 の プ ロ ー ブ や 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 あ る い は そ の 核 酸 の 少 な く と も
10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 90、 100、 150、 200、 250、
300、 350、 400、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 あ る い は
そ れ 以 上 の 連 続 し た 残 基 を 含 む 断 片 、 及 び そ の 核 酸 と 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 核 酸 に 対 し て 少
な く と も 約 99 ％ 、 98 ％ 、 97 ％ 、 少 な く と も 約 95 ％ 、 少 な く と も 約 90 ％ 、 少 な く と も
約 85 ％ 、 少 な く と も 約 80 ％ 、 少 な く と も 約 75 ％ 、 少 な く と も 約 70 ％ 、 少 な く と も 約 65
 ％ 、 少 な く と も 約 60 ％ 、 少 な く と も 約 55 ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 50 ％  の 相 同 性 を
持 つ 核 酸 を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る 。 相 同 性 は 、 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 さ れ る
。 例 え ば 、 相 同 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ で 記 述 さ れ て い る コ ー デ ィ ン グ 配 列 の う ち の
一 つ の 自 然 発 生 的 対 立 遺 伝 子 多 型 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 ん で い る で あ ろ う 。 こ の よ う な
対 立 遺 伝 子 多 型 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は そ の 核 酸 に 対 す る 相 補 的 配 列 に 対 し て 、 一 つ
、 あ る い は そ れ 以 上 の 置 換 、 欠 失 、 又 は 挿 入 変 異 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
  更 に 、 上 記 の プ ロ ー ブ や 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 あ る い は そ の 核 酸 の 少 な く と も 5
、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 50、 75、 100、 あ る い は 150の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 約 99 ％ 、 少 な く と も 約 95 ％ 、 少 な く と も 約 90 ％
、 少 な く と も 約 85 ％ 、 少 な く と も 約 80 ％ 、 少 な く と も 約 75 ％ 、 少 な く と も 約 70 ％ 、 少
な く と も 約 65 ％ 、 少 な く と も 約 60 ％ 、 少 な く と も 約 55 ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 50 ％
 の 相 同 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ 、 そ れ ら の 相
同 性 は 、 配 列 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム (即 ち 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い た FASTA バ ー ジ ョ
ン  3.0t78、 あ る い は こ こ で 記 載 さ れ た パ ラ メ ー タ ー を 用 い た BLAST 2.2.2 プ ロ グ ラ ム 等
に よ る 解 析 )を 用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】

  本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 核 酸 (即 ち 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 )を
提 供 し て い る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 P450を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 輸 送 、 ス プ ラ イ シ ン グ 、
あ る い は 転 写 を 阻 害 す る 能 力 を 有 し て い る 。 こ の 阻 害 効 果 は 、 ゲ ノ ム DNAや メ ッ セ ン ジ ャ
ー RNAを 標 的 と す る こ と に よ り 生 じ る 。 標 的 核 酸 の 転 写 又 は 機 能 は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ
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イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び /又 は 切 断 に よ り 阻 害 さ れ る 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 特 に 有 用 な 一
連 の 阻 害 剤 に は 、 P450遺 伝 子 、 あ る い は そ の メ ッ セ ン ジ ャ ー の 何 れ か と 結 合 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド が 含 ま れ て お り 、 何 れ の 場 合 に お い て も 、 P450の 生 産 又 は 機 能 が 妨 害 、 あ る い
は 阻 害 さ れ る 。 こ れ ら の 結 合 は 、 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 行 わ れ る 。
も う 一 つ の 有 用 な ク ラ ス の 阻 害 剤 に は 、 P450の メ ッ セ ー ジ の 不 活 化 、 あ る い は 切 断 を 行 う
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ の よ う な 切 断 を 行 う
リ ボ ザ イ ム の よ う な 酵 素 活 性 を 持 つ 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ
る か 、 相 補 的 核 酸 を 切 断 す る よ う な 酵 素 や そ の 他 の 構 成 物 と 結 合 し て い る 。 こ れ ら の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 多 く の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 集 団 を 用 い て 、 目 的 の 活 性 を 示 す
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ が 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】

  本 発 明 は 、 P450の メ ッ セ ー ジ と 結 合 す る ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、
こ れ ら は 、 mRNAを 標 的 と す る こ と に よ り 、 そ の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 。 ア ン チ セ ン ス  オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 法 は 、 科 学 文 献 や 特 許 に 記 述 さ れ て お り 、 そ し て 、 関 連 研 究 者 は 、
本 発 明 の 新 規 の 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ り 、 こ の よ う な P450オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 で
き る で あ ろ う 。 例 え ば 、 有 用 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ の た め
の 遺 伝 子 ウ ォ ー キ ン グ /RNAマ ッ ピ ン グ の 手 順 は 、 関 連 研 究 者 に よ く 知 ら れ て い る 、 即 ち 、
有 効 な ア ン チ セ ン ス 配 列 選 別 の た め の 、 標 準 的 分 子 生 物 学 的 技 術 を 基 に し た 簡 便 か つ 信 頼
性 の 高 い RNAマ ッ ピ ン グ 法 が 、 Ho (2000) Methods Enzymol. 314:168-183 に 記 述 さ れ て い
る 。 ま た 、 Smith (2000) Eur. J. Pharm. Sci. 11:191-198 も 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ５ １ 】
  天 然 由 来 の 核 酸 が 、 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 利 用 さ れ る 。 こ れ ら の ア
ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ど の よ う な 長 さ で も 良 い ； 例 え ば 、 あ る 一 例 と し て
、 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 約 5～ 100 残 基 、 約 10～ 80残 基 、 約 15～ 60 残 基
、 あ る い は 約 18～ 40残 基 で あ る 。 最 適 な 長 さ は 、 日 常 的 な ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 決 定 で き
る 。 ま た 、 ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ど の よ う な 濃 度 に お い て も 使 用 で き る
。 最 適 な 濃 度 は 、 日 常 的 な ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 決 定 で き る 。 こ れ ら の 予 想 さ れ る 問 題 に
対 応 す る た め の 、 様 々 な 合 成 非 天 然 型 ヌ ク レ オ チ ド 及 び 核 酸 ア ナ ロ グ が 知 ら れ て い る 。 例
え ば 、 N-(2-ア ミ ノ エ チ ル )グ リ シ ン 単 位 の よ う な 、 非 イ オ ン 性 骨 格 を 持 つ ペ プ チ ド 核 酸 (P
NA)が 使 用 さ れ る 。 WO 97/03211; WO 96/39154; Mata (1997) Toxicol Appl Pharmacol 14
4:189-197; Antisense Therapeutics, 編 集 . Agrawal (Humana Press, Totowa, N.J., 19
96) に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト 結 合 を 有 す る ア ン チ セ ン ス  オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 使 用 さ れ て い る 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 合 成 的 DN 骨 格 類 縁 体 よ り 成
る ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 上 述 の よ う な フ ォ ス フ ォ ロ -ジ チ オ エ ー ト 、
メ チ ル フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 、 フ ォ ス フ ォ ロ ア ミ デ ー ト 、 ア ル キ ル フ ォ ス フ ォ ト リ エ ス テ ル 、
ス ル フ ァ ミ ン 酸 、 3-チ オ ア セ タ ー ル 、 メ チ レ ン (メ チ ル イ ミ ノ )、 3'-N-カ ル バ ミ ン 酸 、 及
び モ ル フ ォ リ ノ カ ル バ ミ ン 酸 核 酸 な ど を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
  本 発 明 の P450配 列 に 対 す る セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 、 様 々 な 標
的 に 対 す る 適 当 な 結 合 親 和 性 又 は 結 合 特 異 性 を 持 つ 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 迅 速 に
ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 非 常 に 多 く の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が コ ン ビ ナ ト リ ア ル  ケ ミ ス
ト リ ー に よ る 技 術 を 用 い て 作 製 さ れ る (Gold (1995) J. of Biol. Chem. 270:13581-13584
 を 参 照 の こ と )。
【 ０ ２ ５ ３ 】

  本 発 明 は 、 P450の メ ッ セ ー ジ と 結 合 す る リ ボ ザ イ ム を 提 供 し 、 こ れ ら は 、 mRNAを 標 的 と
す る こ と に よ り そ の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 。 リ ボ ザ イ ム の 設 計 法 、 及 び 標 的 と す る 配 列 に 対
す る P450特 異 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 選 択 法 は 、 科 学 文 献 や 特 許 に 記 述 さ れ て お り 、 そ し て
、 関 連 研 究 者 は 、 本 発 明 の 新 規 の 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ り 、 こ の よ う な リ ボ ザ イ ム を 設
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計 で き る で あ ろ う 。 リ ボ ザ イ ム は 、 標 的 RNA上 の 酵 素 的 に 切 断 さ れ る べ き 部 位 に 近 接 す る R
NA結 合 部 位 を 通 し て 標 的 RNAと 結 合 し 、 そ し て 、 そ の 標 的 RNAを 切 断 す る 。 従 っ て 、 リ ボ ザ
イ ム は 、 相 補 的 塩 基 対 形 成 に よ り 、 標 的 RNAを 認 識 し 、 そ れ と 結 合 す る 。 リ ボ ザ イ ム が 正
確 な 部 位 と 結 合 す る と 、 そ の 酵 素 的 作 用 に よ っ て 標 的 RNAを 切 断 不 活 化 す る 。 こ の よ う な
様 式 に よ る 標 的 RNAの 切 断 が コ ー デ ィ ン グ 領 域 中 で 起 こ っ た 場 合 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 の 合 成 を 指 示 す る RNAの 能 力 は 消 失 さ れ る 。 通 常 、 リ ボ ザ イ ム は 、 そ の 標 的 RNAと 結 合 し
、 そ れ を 切 断 し た 後 、 そ の RNAよ り 解 離 し 、 新 た な 標 的 と の 結 合 及 び そ の 切 断 を 繰 り 返 す
。
【 ０ ２ ５ ４ 】
  医 薬 品 と し て 効 果 を 示 す た め に 必 要 な リ ボ ザ イ ム 濃 度 が ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の そ れ よ り も 低 い 場 合 等 の 状 況 に お け る リ ボ ザ イ ム の 持 つ こ の よ う な 性 質 は 、 ア ン チ
セ ン ス 技 術 (ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 標 的 核 酸 と 結 合 す る だ け で そ の 転
写 、 翻 訳 、 あ る い は 他 の 分 子 と の 結 合 を 阻 害 す る )等 の 技 術 よ り 勝 っ て い る 。 こ の 潜 在 的
な 利 点 は 、 酵 素 的 に 作 用 す る リ ボ ザ イ ム の 可 能 性 を 高 め て い る 。 従 っ て 、 一 分 子 の リ ボ ザ
イ ム は 、 多 数 の 標 的 RNA分 子 を 切 断 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 リ ボ ザ イ ム は 、 通 常 、 塩
基 対 形 成 機 構 で の 結 合 の み で な く 、 ま た 、 そ の 結 合 に よ る 標 的 RNAの 発 現 阻 害 に も 依 存 す
る 高 度 に 特 異 的 な 阻 害 剤 で あ る 。 つ ま り 、 そ の 阻 害 活 性 は 、 標 的 RNAの 切 断 に 起 因 し 、 そ
の 特 異 性 は 、 非 標 的 RNAの 切 断 量 に 対 す る 標 的 RNAの 切 断 量 と し て 定 義 さ れ る 。 こ の 切 断 機
構 は 、 塩 基 対 形 成 に 関 与 す る 因 子 に 加 え 、 他 の 因 子 に も 依 存 し て い る 。 従 っ て 、 リ ボ ザ イ
ム の 作 用 特 異 性 は 、 同 じ RNA部 位 に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 高 い
。
【 ０ ２ ５ ５ 】
  酵 素 的 リ ボ ザ イ ム  RNA 分 子 は 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド  モ チ ー フ 中 に 形 成 さ れ る 。 し か し 、 ま
た 、 ヘ ア ピ ン 、 肝 炎 デ ル タ ウ イ ル ス 、 グ ル ー プ  I イ ン ト ロ ン 、 あ る い は (RNA ガ イ ド 配 列
と 結 合 し た )RNase P-like RNA の モ チ ー フ 中 に も 見 ら れ る 。 こ の よ う な ハ ン マ ー ヘ ッ ド  
モ チ ー フ の 例 は 、 Rossi (1992) Aids Research and Human Retroviruses 8:183; hairpin
 motifs by Hampel (1989) Biochemistry 28:4929、 及 び Hampel (1990) Nuc. Acids Res.
 18:299; the hepatitis delta virus motif, Perrottaに よ る (1992) Biochemistry 31:1
6; the RNaseP motif, Guerrier-Takadaに よ る (1983) Cell 35:849; 及 び  the group I i
ntron by Cech U.S. Pat. No. 4,987,071、 に 記 述 さ れ て い る 。 こ れ ら の 具 体 的 な モ チ ー
フ に 関 す る 記 述 は 、 こ れ ら の 中 で 示 さ れ た も の に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し て い る わ け で は
な い ; 関 連 研 究 者 は 、 本 発 明 の 酵 素 的 RNA分 子 が 、 一 ヶ 所 、 あ る い は そ れ 以 上 の 標 的 RNA領
域 に 対 し て 相 補 的 な 特 異 的 基 質 結 合 部 位 を 持 ち 、 更 に 、 そ の 分 子 に RNA切 断 活 性 を 持 た せ
る 配 列 を 基 質 結 合 部 位 の 内 側 、 あ る い は 周 辺 に 有 し て い る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
核 酸 の 修 飾
  本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 の 変 種 、 例 え ば 、 P450酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 、 を 作 製 す る 方 法
を 提 供 し 、 鋳 型 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た P450と は 変 化 又 は 異 な る 活 性 又 は 安 定 性 を 持 っ た
P450酵 素 を 作 製 す る た め に 、 そ れ ら を 繰 り 返 し 、 あ る い は 種 々 の 組 み 合 わ せ に お い て 使 用
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 種 々 の 組 み 合 わ せ に お い て 、 例 え ば 、 遺 伝 子 /メ ッ
セ ー ジ の 発 現 、 メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 又 は ッ セ ー ジ の 安 定 性 に 関 す る 変 種 を 作 製 す る た め に 繰
り 返 し 、 あ る い は 種 々 の 組 み 合 わ せ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 例 と し て 、 細 胞
の 遺 伝 的 組 成 は 、 例 え ば 、 エ ッ ク ス  ビ ボ で の 相 同 遺 伝 子 の 修 飾 等 に よ っ て 変 え ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
  本 発 明 の 核 酸 は 、 如 何 な る 手 段 に よ っ て も 変 え ら れ る 。 例 え ば 、 無 作 為 又 は 確 率 的 な 方
法 、 非 確 率 的 方 法 、 あ る い は 「 指 向 進 化 」 等 の 方 法 は 、 例 え ば 、 U.S. 特 許 番 号  6,361,97
4を 参 照 。 遺 伝 子 の 無 作 為 的 変 異 の 方 法 は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 で あ り 、 U.S. 特 許 番 号
 5,830,696を 参 照 。 変 異 原 に は 、 再 組 換 え に よ り 修 復 さ れ 得 る DNA解 裂 を 誘 導 す る 、 例 え
ば 、 紫 外 線 、 ガ ン マ 放 射 線 、 あ る い は マ イ ト マ イ シ ン 、 亜 硝 酸 、 光 活 性 化 ソ ラ レ ン 等 の 化
学 変 異 原 、 単 独 あ る い は 組 み 合 わ せ に よ る 使 用 が 含 ま れ る 。 他 の 化 学 変 異 原 に は 、 例 え ば
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、 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 亜 硝 酸 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 あ る い は 蟻 酸 が 含 ま れ
る 。 他 の 変 異 原 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 類 似 物 、 例 え ば 、 ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 、 5-ブ ロ
モ ウ ラ シ ル 、 2-ア ミ ノ プ リ ン 、 あ る い は ア ク リ ジ ン が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 化 薬 は 、 ヌ ク レ
オ チ ド 前 駆 体 の 代 わ り に PCR反 応 に 加 え る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て そ の 配 列 を 変 異 さ せ
る 。 プ ロ フ ラ ビ ン 、 ア ク リ フ ラ ビ ン 、 キ ナ ク リ ン お よ び そ の 類 の よ う な 介 在 試 薬 も ま た 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
  分 子 生 物 学 の ど の よ う な 技 術 、 例 え ば 、 無 作 為 PCR 突 然 変 異 誘 発 法 ； Rice (1992) Proc
.Natl.Acad.Sci. USA 89:5467-5471参 照 、 多 数 の カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 法 の 組 合 わ せ ； Cr
ameri (1995) Biotechniques 18:194-196参 照 、 等 が 使 用 す る こ と が で き る 。 別 の 例 と し
て 、 核 酸 は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 、 無 作 為 あ る い は 「 確 率 的 」 な 断 片 化 の 後 で も 再 構 成 で き る
、 例 え ば 、 U.S. 特 許 番 号  6,291,242； 6,287,862； 6,287,861； 5,955,358； 5,830,721； 5
,824,514; 5,811,238； 5,605,793参 照 。 別 の 例 と し て 、 修 飾 、 挿 入 又 は 削 除 は 、 エ ラ ー プ
ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 向 変 異 法 、 ア セ ン ブ リ ー PCR、 セ ク シ
ュ ア ル PCR 変 異 法 、 イ ン ビ ボ 変 異 法 、 カ セ ッ ト 変 異 法 、 再 帰 的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 指 数
的 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 部 位 特 異 的 変 異 法 、 遺 伝 子 再 集 合 、 遺 伝 子 飽 和 部 位 変 異 法 (GSSM)
、 合 成 結 合 再 集 合 (SLR)、 リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 再 帰 的 な 配 列 リ コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 、 フ ォ
ス フ ォ チ オ エ イ ト DNA 変 異 法 、 ウ ラ シ ル 含 有 テ ン プ レ ー ト 変 異 法 、 ギ ャ ッ プ デ ュ プ レ ッ ク
ス 変 異 法 、 ポ イ ン ト ミ ス マ ッ チ リ ペ ア ー 変 異 法 、 リ ペ ア ー 欠 損 宿 主 変 異 法 、 化 学 変 異 法 、
放 射 線 変 異 法 、 デ リ ー シ ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ ク シ ョ ン /セ レ ク シ ョ ン 変 異 法 、 リ ス ト リ
ク シ ョ ン /ピ ュ ー リ フ ィ ケ ー シ ョ ン 変 異 法 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 変 異 法 、 キ メ
ラ 遺 伝 子 重 合 体 の 創 製 及 び /又 は そ れ ら と 他 の 方 法 の 組 み 合 わ せ 等 の 方 法 に よ っ て 導 入 さ
れ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
  次 の 出 版 物 は 、 本 発 明 の 方 法 に 組 み 込 む こ と が で き る 方 法 及 び /又 は 再 帰 的 な 配 列 組 換
え の 操 作 を 記 述 し て い る ：  Stemmer (1999) “ Molecular breeding of viruses for targ
eting and other clinical properties”   Tumor Targeting 4:1-4; Ness (1999) Nature
 Biotechnology 17:893-896; Chang (1999) “ Evolution of a cytokine using DNA fami
ly shuffling”  Nature Biotechnology 17:793-797; Minshull (1999) “ Protein evolut
ion by molecular breeding”  Current Opinion in Chemical Biology 3:284-290; Chris
tians (1999) “ Directed evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylation us
ing DNA family shuffling”  Nature Biotechnology 17:259-264; Crameri (1998) “ DNA
 shuffling of a family of genes from diverse species accelerates directed evolut
ion”  Nature 391:288-291; Crameri (1997) “ Molecular evolution of an arsenate de
toxification pathway by DNA shuffling,”  Nature Biotechnology 15:436-438; Zhang 
(1997) “ Directed evolution of an effective fucosidase from a galactosidase by D
NA shuffling and screening”  Proc.Natl.Acad.Sci.USA 94:4504-4509; Patten 他 . (19
97) “ Applications of DNA Shuffling to Pharmaceuticals and Vaccines”  Current Op
inion in Biotechnology 8:724-733; Crameri 他 . (1996) “ Construction and evolutio
n of antibody-phage libraries by DNA shuffling”  Nature Medicine 2:100-103; Gate
s他 , (1996) “ Affinity selective isolation of ligands from peptide libraries thr
ough display on a lac repressor `headpiece dimer`”  Journal of Molecular Biology
 255:373-386; Stemmer (1996) “ Sexual PCR and Assembly PCR”  : The Encyclopedia 
of Molecular Biology. VCH 出 版 , New York. pp.447-457; Crameri and Stemmer (1995)
 “ Combinatorial multiple cassette mutagenesis creates all the permutations of m
utant and wildtype cassettes”  BioTechniques 18:194-195; Stemmer 他 , (1995) “ Si
ngle-step assembly of a gene and entire plasmid form large numbers of oligodeoxy
ribonucleotides”  Gene, 164:49-53; Stemmer (1995) “ The Evolution of Molecular C
omputation”  Science 270: 1510; Stemmer (1995) “ Searching Sequence Space" Bio/T
echnology 13:549-553; Stemmer (1994) ” Rapid evolution of a protein in vitro by 
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DNA shuffling”  Nature 370:389-391; 及 び  Stemmer (1994) “ DNA shuffling by rando
m fragmentation and reassembly: In vitro recombination for molecular evolution.
”  Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91:10747-10751。
【 ０ ２ ６ ０ 】
  多 様 性 を 発 生 さ せ る 変 異 法 は 、 例 え ば 、 部 位 特 異 的 変 異 法 (Ling他 , (1997) “ Approach
es to DNA mutagenesis: an overview”  Anal Biochem. 254(2): 157-178; Dale 他 , (19
96) “ Oligonucleotide-directed random mutagenesis using the phosphorothioate met
hod”  Methods Mol. Biol. 57:369-374; Smith (1985) “ In vitro mutagenesis”  Ann. 
Rev. Genet. 19:423-462; Botstein & Shortle (1985) “ Strategies and applications 
of in vitro mutagenesis”  Science 229:1193-1201; Carter (1986) “ Site-directed m
utagenesis”  Biochem. J. 237:1-7; 及 び  Kunkel (1987) “ The efficiency of oligonu
cleotide directed mutagenesis”  ： Nucleic Acids & Molecular Biology (Eckstein, F
. and Lilley, D. M. J. 編 集 , Springer Verlag, Berlin)); 鋳 型 を 含 む ウ ラ シ ル を 用 い
た 変 異 法  (Kunkel (1985) “ Rapid and efficient site-specific mutagenesis without 
phenotypic selection”  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel他 , (1987) 
“ Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection”  M
ethods in Enzymol. 154, 367-382; 及 び  Bass他 , (1988) “ Mutant Trp repressors wit
h new DNA-binding specificities”  Science 242:240-245); oligonucleotide-directed
 mutagenesis (Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983); Methods in Enzymol. 154: 
329-350 (1987); Zoller & Smith (1982) “ Oligonucleotide-directed mutagenesis usi
ng M13-derived vectors: an efficient and general procedure for the production of
 point mutations in any DNA fragment”  Nucleic Acids Res. 10:6487-6500; Zoller &
 Smith (1983) “ Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments cloned int
o M13 vectors”  Methods in Enzymol. 100:468-500; 及 び Zoller & Smith (1987) “ Oli
gonucleotide-directed mutagenesis: a simple method using two oligonucleotide pri
mers and a single-stranded DNA template”  Methods in Enzymol. 154:329-350); フ ォ
ス フ ォ チ オ エ イ ト 修 飾 DNA 変 異 法 (Taylor他 , (1985) “ The use of phosphorothioate-mo
dified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA”  Nucl. Acids R
es. 13: 8749-8764; Taylor他 , (1985) “ The rapid generation of oligonucleotide-di
rected mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA”  Nucl. A
cids Res. 13: 8765-8787 (1985); Nakamaye (1986) “ Inhibition of restriction endo
nuclease Nci I cleavage by phosphorothioate groups and its application to oligon
ucleotide-directed mutagenesis”  Nucl. Acids Res. 14: 9679-9698; Sayers他 , (1988
) “ Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directed mutagene
sis”  Nucl. Acids Res. 16:791-802; 及 び Sayers他 , (1988) “ Strand specific cleava
ge of phosphorothioate-containing DNA by reaction with restriction endonucleases
 in the presence of ethidium bromide”  Nucl. Acids Res. 16: 803-814)； ギ ャ ッ プ デ
ュ プ レ ッ ク ス  DNAを 用 い た 変 異 法  (Kramer他 , (1984) “ The gapped duplex DNA approac
h to oligonucleotide-directed mutation construction”  Nucl. Acids Res. 12: 9441-
9456; Kramer & Fritz (1987) Methods in Enzymol. “ Oligonucleotide-directed const
ruction of mutations via gapped duplex DNA”  154:350-367; Kramer他 , (1988) “ Imp
roved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex DNA approach to oligonuc
leotide-directed construction of mutations”  Nucl. Acids Res. 16: 7207; 及 び  Fri
tz他 , (1988) “ Oligonucleotide-directed construction of mutations: a gapped dupl
ex DNA procedure without enzymatic reactions in vitro”  Nucl. Acids Res. 16: 698
7-6999、 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
  本 発 明 の 方 法 に 使 わ れ る 付 加 的 な プ ロ ト コ ー ル に は 、 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 (Kramer (1984)
 “ Point Mismatch Repair”  Cell 38:879-887)、 修 復 不 能 宿 主 株 を 用 い た 変 異 法 (Carter
他 , (1985) “ Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13 vector
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s”  Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443; 及 び  Carter (1987) “ Improved oligonucleotid
e-directed mutagenesis using M13 vectors”  Methods in Enzymol. 154: 382-403), de
letion mutagenesis (Eghtedarzadeh (1986) “ Use of oligonucleotides to generate l
arge deletions”  Nucl. Acids Res. 14: 5115)、 制 限 -選 別 及 び 制 限 -選 別 と 制 限 -精 製  (
Wells他 , (1986) “ Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing the trans
ition state of subtilisin”  Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423)、 全 遺 伝 子
合 成 に よ る 変 異 法 (Nambiar他 , (1984) “ Total synthesis and cloning of a gene codin
g for the ribonuclease S protein”  Science 223: 1299-1301; Sakamar and Khorana (
1988) “ Total synthesis and expression of a gene for the a-subunit of bovine rod
 outer segment guanine nucleotide-binding protein (transducin)”  Nucl. Acids Res
. 14: 6361-6372; Wells et al. (1985) “ Cassette mutagenesis: an efficient method
 for generation of multiple mutations at defined sites”  Gene 34:315-323; 及 び Gr
undstrom他 , (1985) “ Oligonucleotide-directed mutagenesis by microscale `shot-gu
n` gene synthesis”  Nucl. Acids Res. 13: 3305-3316)、 二 本 鎖 解 裂 修 復  (Mandecki (1
986); Arnold (1993) “ Protein engineering for unusual environments”  Current Opi
nion in Biotechnology 4:450-455. “ Oligonucleotide-directed double-strand break 
repair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis”
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:7177-7181)、 等 が 含 ま れ る 。 上 記 方 法 の 多 数 の 付 加 的
な 細 部 は 、 Methods in Enzymology 154巻 に 見 る こ と が で き 、 そ れ は 、 様 々 な 変 異 誘 発 方
法 の ト ラ ブ ル シ ュ ー テ -ィ ン グ に と っ て 有 用 な コ ン ト ロ ー ル 手 段 を も 記 述 し て い る 。 以 下
を 参 照 。 U.S. 特 許 番 号  5,605,793, Stemmer (1997年 2月 25日 ) “ Methods for In Vitro 
Recombination;”  U.S. 特 許 番 号  5,811,238, Stemmer 他  (1998年 9月 22日 ) “ Methods f
or Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by Iterative Select
ion and Recombination;”  U.S. 特 許 番 号  5,830,721, Stemmer 他  (1998年 11月 3日 ) “ D
NA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly;”  U.S. 特 許 番 号  5,834,252
, Stemmer 他  (1998年 11月 10日 ) “ End-Complementary Polymerase Reaction;”  U.S. 特
許 番 号  5,837,458, Minshull, 他  (1998年 11月 17日 ) “ Methods and Compositions for C
ellular and Metabolic Engineering;”  WO 95/22625, Stemmer 及 び  Crameri, “ Mutage
nesis by Random Fragmentation and Reassembly;”  WO 96/33207, Stemmer 及 び  Lipsch
utz “ End Complementary Polymerase Chain Reaction;”  WO 97/20078, Stemmer 及 び  C
rameri “ Methods for Generating Polynucleotides having Desired Characteristics b
y Iterative Selection and Recombination;”  WO 97/35966, Minshull 及 び  Stemmer, 
“ Methods and Compositions for Cellular and Metabolic Engineering;”  WO 99/41402
, Punnonen 他  “ Targeting of Genetic Vaccine Vectors;”  WO 99/4138, Punnonen 他  
“ Antigen Library ImLmunization;”  WO 99/41369, Punnonen 他  “ Genetic Vaccine Ve
ctor Engineering;”  WO 99/41368, Punnonen 他  “ Optimization of Immunomodulatory 
Properties of Genetic Vaccines;”  EP 752008, Stemmer 及 び  Crameri, “ DNA Mutagen
esis by Random Fragmentation and Reassembly;”  EP 0932670, Stemmer “ Evolving Ce
llular DNA Uptake by Recursive Sequence Recombination;”  WO 99/23107, Stemmer 他
 “ Modification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome Shuffling;”  WO 
99/21979, Apt 他  “ Human Papillomavirus Vectors;”  WO 98/31837, del Cardayre 他  
“ Evolution of Whole Cells and Organisms by Recursive Sequence Recombination;”  
WO 98/27230, Patten 及 び  Stemmer, “ Methods and Compositions for Polypeptide Eng
ineering;”  WO 98/27230 , Stemmer 他  “ Methods for Optimization of Gene Therapy 
by Recursive Sequence Shuffling and Selection,”  WO 00/00632, “ Methods for Gene
rating Highly Diverse Libraries,”  WO 00/09679, “ Methods for Obtaining in Vitro
 Recombined Polynucleotide Sequence Banks and Resulting Sequences,”  WO 98/42832
 , Arnold 他  “ Recombination of Polynucleotide Sequences Using Random or Defined
 Primers,”  WO 99/29902, Arnold 他  “ Method for Creating Polynucleotide and Poly
peptide Sequences,”  WO 98/41653, Vind, “ An in Vitro Method for Construction of
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 a DNA Library,”  WO 98/41622, Borchert 他  “ Method for Constructing a Library U
sing DNA Shuffling,”  及 び  WO 98/42727, Pati and Zarling, “ Sequence Alterations
 using Homologous Recombination.” を 参 照 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
  あ る 米 国 特 許 出 願 は 、 様 々 な 多 様 性 を 発 生 さ せ る 方 法 に 関 す る 付 加 的 な 詳 細 を 提 供 し て
い る 。 そ れ ら に は 、 以 下 が 含 ま れ る ：  “ 遺 伝 子 を 変 え る コ ド ン の シ ャ フ リ ン グ ” , Patte
n 他 , 1999年 9月 28日 , (U.S. 通 し 番 号  09/407,800)；  “  繰 り 返 し 配 列 組 換 え に よ る 全
細 胞 そ し て 生 物 体 の 進 化 ” , del Cardayre 他 , 1998年 7月 15日 , (U.S. 連 載 番 号  09/166,
188)、 及 び 1999年 7月 15日 , (U.S. 連 載 番 号  09/354,922); “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 媒 介
さ れ た 核 酸 再 組 換 え  ” , Crameri 他 , 1999年 9月 28日 , (U.S. 連 載 番 号  09/408,392)、 及
び “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 媒 介 さ れ た 核 酸 再 組 換 え  ” ,  Crameri 他 , 2000年 1月 18日 , (
PCT/US00/01203); “ 合 成 シ ャ フ リ ン グ の た め の 様 々 な コ ド ン に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
合 成 の 使 用 ” , Welch 他 , 1999年 9月 28日 , (U.S. 通 し 番 号  09/408,393); “ 好 ま し い 特
徴 を 持 つ 特 性 ス ト リ ン グ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 の た め の 方 法  ” , S
elifonov 他 , 2000年 1月 18日 , (PCT/US00/01202) 及 び 、 例 え ば 、 “ 好 ま し い 特 徴 を 持 つ
特 性 ス ト リ ン グ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 の た め の 方 法  ” , Selifonov
 他 , 2000年 7月 18日 , (U.S. 連 載 番 号  09/618,579); “ 進 化 擬 態 に 使 用 す る た め の デ ー タ
構 造 集 団 化 の 方 法 ” , Selifonov 及 び  Stemmer, 2000年 1月 18日 , (PCT/US00/01138); 及
び  “ 一 本 鎖 核 酸 の 鋳 型 に 媒 介 さ れ る 再 組 換 え と 核 酸 断 片 の 単 離 ” , Affholter, 2000年 9
月 6日 , (U.S. 連 載 番 号  09/656,549)を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
  例 え ば 、 飽 和 変 異 法 (GSSM)、 合 成 結 合 再 構 成 (SLR)、 あ る い は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含
む 非 確 率 的 又 は 「 指 向 進 化 」 の 方 法 は 、 新 し い か 変 え ら れ た 特 性 (例 え ば 、 非 常 に 酸 性 か
ア ル カ リ 条 件 、 高 い 温 度 、 及 び そ の 類 の 下 に お け る 活 性 )を 持 つ P450を 作 製 す る た め に 、
本 発 明 の 核 酸 の 修 飾 に 使 用 さ れ る 。 修 飾 さ れ た 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は
、 蛋 白 質 分 解 活 性 、 あ る い は 他 の 活 性 を 調 べ る 前 に あ る 活 性 の た め に ス ク リ ー ン さ れ る こ
と が で き る 。 ど の よ う な 試 験 形 態 、 あ る い は プ ロ ト コ ー ル 、 例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー
の プ ラ ッ ト ホ ー ム 、 を も 使 用 で き る 、 例 え ば 、 U.S.特 許 番 号  6,361,974; 6,280,926; 5,9
39,250を 参 照 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
飽 和 変 異 法 、 あ る い は GSSM
  本 発 明 の 一 例 と し て 、 非 確 率 的 な 遺 伝 子 の 修 飾 、 「 指 向 進 化 の プ ロ セ ス 」 が 、 新 し い か
変 え ら れ た 特 性 を 持 つ P450sを 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 別 名 と し て 、 「
遺 伝 子 部 位 － 飽 和 変 異 法 」 、 「 部 位 － 飽 和 変 異 法 」 、 「 飽 和 変 異 法 」 又 は 簡 単 に 「 GSSM」
と 呼 ば れ て い る 。 他 の 突 然 変 異 法 と の 組 み 合 わ せ で も 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 U.
S. 特 許 番 号  6,171,820; 6,238,884を 参 照 。  一 例 と し て 、 GSSMは 、 与 え ら れ て い る 鋳 型
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 り 、 そ の 中 の 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 同 な 配 列 を 含 ん で お り 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 異 的 な
配 列 及 び 相 同 遺 伝 子 の 変 種 で あ る 配 列 を 標 的 と す る ； オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 鋳 型 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 複 製 す る こ と に よ っ て 非 確 率 的 な 配 列 多 様 性 を 持 つ 祖 先 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 作 製 す る 。 そ れ に よ り 、 相 同 性 の あ る 遺 伝 子 配 列 の 多 様 性 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
作 製 す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
  本 発 明 の 一 例 と し て 、 縮 重 N,N,G/T配 列 を 含 む コ ド ン プ ラ イ マ ー が 、 単 ア ミ ノ 酸 置 換 の
全 範 囲 が 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 、 例 え ば 、 修 飾 さ れ る 標 的 に さ れ る 酵 素 の 活 性 部 位 あ る い は リ
ガ ン ド 結 合 部 位 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 表 示 さ れ て い る 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド の 集 団 を 作 製 で き る よ
う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 点 変 異 を 導 入 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 近 接 す る 第 一 の 相 同 配 列 、 縮 重 N,N,G/T配 列 、 及 び 第 二 の 相 同 配 列 を 任 意 に 含 め
る 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に 由 来 す る 下 流 の 子 孫 翻 訳 産 物 は 、 縮 重 N,N,G/
T配 列 が 20種 全 て の ア ミ ノ 酸 の た め の コ ド ン を 含 ん で い る こ と か ら 、 ポ リ ペ プ チ ド に 沿 っ
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た 各 ア ミ ノ 酸 で 全 て の 可 能 な ア ミ ノ 酸 変 異 を 含 ん で い る 。 一 例 と し て 、 一 種 の そ の よ う な
縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 一 種 の 縮 重 N,N,G/Tカ セ ッ ト を 含 む )が 、 親 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 鋳 型 の 各 コ ド ン を 全 範 囲 で コ ド ン 置 換 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 他 の 例 と し て 、 同
じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 異 な る 少 な く と も 二 種 の 縮 重 カ セ ッ ト が 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 鋳 型 の 少 な く と も 二 つ コ ド ン を 全 範 囲 で コ ド ン 置 換 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば
、 一 種 以 上 の N,N,G/T配 列 を 、 一 ヶ 所 以 上 の 部 位 で ア ミ ノ 酸 の 変 異 を 導 入 す る た め の あ る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 含 め る こ と が で き る 。 こ の 多 数 の N,N,G/T配 列 は 、 直 接 連 続 的 で あ
る か 、 又 は 一 つ あ る い は そ れ 以 上 の 付 加 的 な ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 分 け ら れ る こ と が で き
る 。 他 の 例 と し て 、 挿 入 及 び 削 除 を 導 入 す る た め に 使 わ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 N,N,
G/T配 列 を 持 っ た コ ド ン 単 独 で 又 は 組 み 合 わ せ で 如 何 な る 組 換 え 、 あ る い は ア ミ ノ 酸 の 挿
入 、 削 除 、 及 び /又 は 置 換 を 導 入 す る た め に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
  一 例 と し て 、 二 ヶ 所 あ る い は そ れ 以 上 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 部 位 の 同 時 変 異 誘 発 が 、 連 続
的 な N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト を 含 ん だ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 即 ち 、 縮 重 N,N,G/T配 列 、 を 用 い
て な さ れ る 。 他 の 例 と し て 、 そ の N,N,G/T配 列 よ り も よ り 少 な い 縮 重 を 持 つ 縮 重 カ セ ッ ト
が 使 わ れ る 。 例 え ば 、 あ る 例 で は 、 一 つ の Nだ け を 含 む 縮 重 ト リ プ レ ッ ト 配 列 (例 え ば 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で )を 使 用 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 こ の Nと は 、 ト リ プ レ ッ ト
の 第 2又 は 第 3番 目 の 位 置 に あ る 。 如 何 な る 組 合 せ 及 び こ こ に 含 ま れ る 変 換 を 含 む 他 の ど の
よ う な 塩 基 で も ト リ プ レ ッ ト の 残 っ た 部 位 に 使 用 す る こ と が で き る 。 代 わ り に 、 あ る 例 で
は 、 縮 重 N,N,Nト リ プ レ ッ ト 配 列 (例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で )を 使 用 す る こ と が 好 ま
し い か も し れ な い 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
  一 例 と し て 、 縮 重 ト リ プ レ ッ ト (例 え ば 、 N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト )の 使 用 は 、 系 統 的 及 び
容 易 に ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 一 残 基 ご と に 天 然 ア ミ ノ 酸 を 全 体 的 に (合 計 で 20ア ミ ノ 酸 )
発 現 生 成 す る こ と を 可 能 に す る (別 の 例 と し て 、 そ の 方 法 は 、 可 能 な 全 て よ り も 少 な い ア
ミ ノ 酸 残 基 あ る い は コ ド ン 部 位 当 た り の 置 換 の 作 製 を も 含 む )。 例 え ば 、 100ア ミ ノ 酸 ポ リ
ペ プ チ ド で は 、 2000の 異 な る 種 (即 ち 、 部 位 当 た り 20種 の 可 能 な ア ミ ノ 酸  X 100ア ミ ノ 酸
部 位 )を 作 製 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 縮 重 N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト を 含 む
一 式 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と に よ っ て 、 32の 個 々 の 配 列 を 可 能 な 20種 全 て の 自
然 ア ミ ノ 酸 で コ ー ド さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も
一 つ の そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 飽 和 変 異 法 に 供 与 さ れ る 試 験 管 内 で は 、 20
種 の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 作 製 さ れ た 32種 の 異 な る 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 存 在 す る 。 対 照 的 に 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に 非 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と
は 、 反 応 当 た り 一 つ の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド 産 物 だ け が 得 ら れ る 。 非 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 開 示 し た 縮 重 プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ に よ り 任 意 に 使 用 す る こ と が で き る ; 例 え ば 、
非 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 対 象 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 特 定 の 点 変 異 を 発 生 さ せ る た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 特 定 の サ イ レ ン ト 点 変 異 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 変 異 を
導 く 点 変 異 、 及 び 停 止 コ ド ン や ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 発 現 を 引 き 起 こ す 点 変 異 を 作 り 出 す 一
つ の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
  一 例 と し て 、 各 飽 和 変 異 誘 発 反 応 容 器 に は 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 変 異 さ れ る コ ド ン
に 対 応 す る 特 定 ア ミ ノ 酸 部 位 で 20種 の 自 然 ア ミ ノ 酸 全 て が 表 示 さ れ る よ う に （ 他 の 側 面 で
は 、 20種 以 下 の 自 然 ア ミ ノ 酸 の 組 合 せ を 使 用 ） 、 少 な く と も 20種 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド (例
え ば 、 P450s) 分 子 を コ ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ て い る 。 各 飽 和 変 異 誘 発 反 応
か ら 得 ら れ る 32倍 に 縮 重 し た 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ク ロ ー ン の 増 幅 (例 え ば 、 発 現 ベ ク タ
ー を 用 い て 、 大 腸 菌 の よ う な 適 し た 宿 主 に ク ロ ー ン 化 さ れ る )し た り 、 発 現 ス ク リ ー ニ ン
グ に か け る こ と が で き る 。 特 性 の 好 ま し い 変 化 (親 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 ア ル カ リ あ
る い は 酸 性 条 件 の 下 で 増 強 さ れ た 蛋 白 質 分 解 活 性 の よ う な )を 表 示 す る 個 々 の 子 孫 ポ リ ペ
プ チ ド が ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ れ た 場 合 、 そ の 中 に 含 ま れ た 相 当 す る 好 ま し い ア
ミ ノ 酸 置 換 を 同 定 す る た め に 配 列 決 定 さ れ る 。
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【 ０ ２ ６ ９ 】
  一 例 に お い て 、 こ の 中 に 開 示 さ れ る う よ う な 飽 和 変 異 誘 発 法 を 使 用 し て 親 ポ リ ペ プ チ ド
の 各 ア ミ ノ 酸 部 位 を 変 異 さ せ る と 、 好 ま し い ア ミ ノ 酸 変 異 が 一 ヶ 所 以 上 の ア ミ ノ 酸 部 位 で
同 定 さ れ る か も し れ な い 。 こ れ ら の 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置 換 を 全 体 又 は 一 部 の 組 合 せ を 含 む
一 種 あ る い は そ れ 以 上 の 新 し い 子 孫 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 部 位 三 ヶ 所 そ れ ぞ れ に 二 つ の 特 別 の 好 ま し い ア ミ ノ 酸 変 異 が 同 定 さ れ れ ば 、 変
異 は 各 部 位 に お い て 三 つ の 可 能 性 (元 の ア ミ ノ 酸 か ら の 変 異 が 無 い か 、 そ れ ぞ れ 二 種 の 好
ま し い 変 異 )及 び 三  つ の 部 位 を 含 ん で い る 。 従 っ て 、 3 x 3 x 3又 は 27の 可 能 性 が 存 在 し
、 こ れ に は 、 前 に 調 べ ら れ た -6つ 単 一 点 変 異 (即 ち 、 三 ヶ 所 の そ れ ぞ れ で 二 つ )と ど の 部 位
に も 変 異 の 無 い も の も 7種 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
  別 の 例 に お い て 、 部 位 飽 和 変 異 誘 発 法 は 、 配 列 を 変 化 さ せ る た め の 他 の 確 率 的 あ る い は
非 確 率 的 な 手 段 、 例 え ば 、 合 成 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 再 集 合 （ 以 下 参 照 ） 、 シ ャ フ リ ン グ 、 キ メ
ラ 化 、 再 組 換 え 、 及 び 他 の 変 異 プ ロ セ ス や 変 異 試 薬 等 、 と と も に 使 用 す る こ と が で き る 。
こ の 発 明 は 、 反 復 的 な 飽 和 変 異 誘 発 を 含 む あ ら ゆ る 変 異 プ ロ セ ス の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
  本 発 明 は 、 新 し い か 変 化 さ れ た 性 質 を 持 つ P450sを 作 製 す る た め の 「 合 成 ラ イ ゲ ー シ ョ
ン 再 集 合 」 あ る い は 単 に 「 SLR」 、 「 指 向 進 化 プ ロ セ ス 」 と 呼 ば れ る 非 確 率 的 遺 伝 子 修 飾
シ ス テ ム に を 提 供 す る 。 SLRは 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 非 確 率 的 に 結 合 さ せ る 方 法 で
あ る 。 こ の 方 法 は 、 確 率 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ ャ フ リ ン グ と は 、 核 酸 の ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク が シ ャ フ ル さ れ ず 、 任 意 に 結 合 あ る い は キ メ ラ 化 さ れ 、 む し ろ 非 確 率 的 に 組 み 立 て
ら れ る 点 に お い て 異 な る 。 例 え ば 、 U.S.特 許 番 号  (USSN) 09/332,835 “ Synthetic Ligat
ion Reassembly in Directed Evolution”  1999年 6月 14日 フ ァ イ ル (“ USSN 09/332,835”
)を 参 照 。 一 例 に お い て 、 SLRは 、 次 の ス テ ッ プ か ら 成 り 立 つ :
(a)  鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 こ の 中 で 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 相 同 遺 伝
子 を コ ー ド し た 配 列 を 含 む ；
(b)  多 数 の ブ ロ ッ ク の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 こ の 中 で 、
そ の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 も っ て 決 定 さ れ た 配 列 部 位 で 鋳 型 と
交 叉 (ク ロ ス オ ー バ ー )す る よ う に 設 計 さ れ 、 あ る ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 相 同 遺 伝 子 の 変 種 で あ る 及 び そ の 変 種 配 列 に 隣 接 し た 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 同 的
な 配 列 を 含 む ；
(c)  ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク  ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ク ロ ス オ ー バ ー 再 集 合 し 、 相 同 遺 伝 子 配 列 の 亜 型 が で き る
よ う に 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 混 合 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
  SLRは 、 再 集 合 さ れ る べ き ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 に ハ イ レ ベ ル の 相 同 性 が 存 在 し て も そ れ
に 左 右 さ れ な い 。 従 っ て 、 こ の 方 法 は 、 非 確 率 的 に 10 1 0 0 以 上 の キ メ ラ か ら 成 る 子 孫 分 子
の ラ イ ブ ラ リ ー (あ る い は 、 セ ッ ト )を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 SLRは 、 10 1
0 0 0 以 上 の キ メ ラ か ら 成 る 子 孫 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 展 望 は 、 デ ザ イ ン に よ り 選 択 さ れ た 包 括 的 な 集 合 順 序 を 削 る 最 終 的
な キ メ ラ 核 酸 分 子 の 集 団 を 作 製 す る た め の 非 確 率 的 方 法 を 含 ん で い る 。 こ の 方 法 は 、 デ ザ
イ ン さ れ た 包 括 的 な ア セ ン ブ リ ー オ ー ダ ー が 達 成 で き る よ う に 、 デ ザ イ ン に よ り 相 互 に 互
換 性 の あ る 結 合 可 能 末 端 を 持 つ 特 定 の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 多 数 作 製 す る ス テ ッ プ
及 び こ れ ら の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 組 み 立 て る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
  組 み 立 て ら れ る 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 相 互 に 互 換 性 の あ る 結 合 可 能 末 端 は 、 も し
そ れ ら が 前 も っ て 決 定 さ れ た 順 序 で そ の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 結 合 さ せ 得 る な ら ば 、 こ
の タ イ プ の 集 合 の た め に 「 利 用 可 能 」 で あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク が 結 合 す る そ の 包 括 的 な 集 合 順 序 は 、 結 合 可 能 末 端 の 設 計 に よ っ て 特 定 さ れ る 。 複
数 の 集 合 ス テ ッ プ が 使 用 さ れ る 場 合 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 結 合 す る そ の 包 括 的 な
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集 合 順 序 は 、 集 合 ス テ ッ プ の 連 続 的 な 順 序 に よ っ て も 特 定 さ れ る 。 一 例 と し て 、 ア ニ ー ル
し た ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 片 は 、 そ れ ら を 共 有 的 に 結 合 さ せ る た め に リ ガ ー ゼ の よ う な 酵
素 (例 え ば 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ )で 処 理 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
  一 例 と し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 設 計 は 、 最 終 的 な キ メ ラ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 子 孫 集 団 を 作 製 す る た め の 元 と し て 働 く 一 郡 の 子 孫 核 酸 配 列 の 鋳 型 を 分
析 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 こ れ ら の 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 鋳 型 は 、 変 異 、 例 え ば 、 キ
メ ラ 化 又 は シ ャ ッ フ ル さ れ る 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の デ ザ イ ン を 助 け る 。 こ の 方 法 の
一 例 と し て 、 多 数 の 親 核 酸 の 鋳 型 配 列 が 、 一 つ 以 上 の 境 界 点 を 選 ぶ た め に ア ラ イ ン メ ン ト
さ れ る 。 境 界 点 は 、 相 同 性 の あ る 区 域 に 設 定 さ れ 、 そ し て 一 種 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
。 こ れ ら の 境 界 点 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 二 種 の 子 孫 鋳 型 に 共 有 さ れ る 。 そ れ に よ り 、
境 界 点 は 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 再 配 置 す る こ と を 目 的 に 、 作 製 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド  ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 境 界 を 描 写 す る た め に 利 用 さ れ る こ と が で き る 。 祖 先 分 子 内
で 同 定 及 び 選 択 さ れ た 境 界 点 は 、 最 終 的 な キ メ ラ 子 孫 分 子 の 集 合 に お け る 潜 在 的 な キ メ ラ
化 点 と し て 働 く 。 境 界 点 は 、 少 な く と も 二 種 の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た (少 な く と も 一
つ の 相 同 核 酸 塩 基 か ら 成 る )相 同 的 領 域 で あ る 。 別 の 意 味 で 、 境 界 点 は 、 少 な く と も 半 分
の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 、 あ る い は 、 少 な く と も 3分 の 2の 祖 先 鋳 型 に よ り
共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 で あ る 。 更 に よ り 好 ま し く は 、 利 用 可 能 な 境 界 点 は 、 少 な く と も 4
分 の 3の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 、 更 に 一 層 よ り 好 ま し く は 、 殆 ど 全 て の 祖
先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 で あ る 。 一 例 と し て 、 境 界 点 は 、 全 て の 祖 先 鋳 型 に よ
り 共 有 さ れ た 相 同 的 領 域 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
  一 例 と し て 、 徹 底 的 な 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 、
結 合 再 集 合 過 程 が 徹 底 的 に 実 施 さ れ る 。 換 言 す る と 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 全 て の
可 能 な 順 序 の 組 み 合 わ せ が 、 最 終 キ メ ラ 核 酸 分 子 の 集 団 中 に 表 示 さ れ る 。 同 時 に 、 別 の 側
面 に お い て 、 各 組 み 合 わ せ に お け る 集 合 順 序 （ 即 ち 、 各 最 終 キ メ ラ 核 酸 の 5'か ら 3'配 列 に
お け る 各 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 集 合 順 序 ） は 、 上 述 さ れ た よ う に 、 設 計 (又 は 非 確 率 的
な )に よ る 。 本 発 明 の 非 確 率 的 性 質 の た め に 、 好 ま し く な い 副 産 物 が 生 成 す る 可 能 性 は 大
き く 減 少 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
  別 の 例 と し て 、 結 合 再 集 合 法 は 、 体 系 的 に 実 施 さ れ る 。  例 え ば 、 本 法 は 、 祖 先 分 子 の
区 分 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 、 例 え ば 、 一 つ ず つ 体 系 的 に ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ う る 区 分 を 利 用 し て 実 施 さ れ る 。 換 言 す る と 、 本 発 明 は 、 連 続 段 階 的 集 合 反 応 の 選 択 的
で 適 切 な 使 用 を 組 み 合 わ せ た 特 定 の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 選 択 的 で 適 切 な 使 用 に よ
り 、 子 孫 産 物 の 特 定 の 集 団 が 、 各 反 応 容 器 中 で 作 製 さ れ る こ と が 達 成 さ れ る 状 況 を 提 供 す
る 。 こ れ は 、 実 施 さ れ る 実 験 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 を 体 系 的 に す る 。 従 っ て 、 潜 在 的 に
非 常 に 多 数 の 子 孫 分 子 が よ り 少 な い 集 団 で 体 系 的 に 調 べ ら れ る こ と を 可 能 に す る 。 非 常 に
柔 軟 か つ 徹 底 的 及 び 体 系 的 に キ メ ラ 化 を 行 え る こ と か ら 、 本 発 明 は 、 特 に 、 祖 先 分 子 間 に
低 い レ ベ ル の 相 同 性 し か な い 場 合 に 、 多 数 の 子 孫 分 子 か ら 成 る ラ イ ブ ラ リ ー (又 は 、 集 団 )
の 作 製 を 提 供 す る 。 本 結 合 再 集 合 の 発 明 が 非 確 率 的 な 性 質 を 持 つ た め に 、 作 製 さ れ る 子 孫
分 子 は 、 好 ま し く は 、 設 計 に よ り 選 ば れ る 包 括 的 な ア セ ン ブ リ ー 順 序 を 持 つ 最 終 的 な キ メ
ラ 核 酸 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 飽 和 変 異 誘 発 法 及 び 指 向 進 化 法 は 、 異 な る 子 孫 分 子 種
を 作 製 す る た め に も 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 が 、 境 界 点 の 選 択 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ
ブ ロ ッ ク の 大 き さ や 数 、 及 び 結 合 の 大 き さ や 設 計 に 関 す る 選 択 と 制 御 の 自 由 を 与 え る こ と
は 評 価 さ れ る 。 さ ら に 、 分 子 間 相 同 性 の 要 求 性 が 、 本 発 明 の 操 作 性 に 対 し て 非 常 に 緩 和 さ
れ て い る こ と も 評 価 さ れ る 。 実 際 に 、 殆 ど 又 は 全 く 分 子 間 相 同 性 の な い 領 域 に お い て も 、
境 界 点 は 選 択 さ れ る こ と さ え で き る 。 例 え ば 、 コ ド ン の ゆ ら ぎ 、 即 ち 、 コ ド ン の 縮 重 の た
め に 対 応 す る 祖 先 鋳 型 に 本 来 コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 を 変 え る こ と な く 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク 中 に ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を 導 入 す る こ と が で き る 。 異 な る 例 と し て 、 本 来 の ア ミ ノ 酸
に 関 す る コ ー ド が 変 更 さ れ る よ う に コ ド ン を 変 更 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 分 子 間 の
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相 同 的 な 境 界 点 の 頻 度 を 増 加 さ せ る た め 及 び ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 間 で 達 成 さ れ る 結 合 数
を 増 加 さ せ る た め に 、 そ の よ う な 置 換 を 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 中 に 導 入 さ せ る こ と を
提 供 し 、 そ の 結 果 と し て 、 多 数 の 子 孫 キ メ ラ 分 子 が 作 製 さ れ る よ う に な る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
  別 の 例 に お い て 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 作 製 さ れ る 段 階 に お け る 合 成 的 性 質 は 、 後 に
イ ン ビ ト ロ 過 程 (例 え ば 、 変 異 誘 発 に よ る )又 は イ ン ビ ボ 過 程 (例 え ば 、 宿 主 生 物 の 遺 伝 子
ス プ ラ イ シ ン グ 能 を 利 用 す る )に お い て 任 意 に 除 去 さ れ う る ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 一 種 以
上 の ヌ ク レ オ チ ド 、 コ ド ン も し く は イ ン ト ロ ン 又 は 調 節 配 列 で あ っ て も よ い )の 設 計 及 び
導 入 を 可 能 に す る 。 多 く の 場 合 、 他 の 多 く の 理 由 に よ り 、 利 用 可 能 な 境 界 点 を 作 製 す る と
い う 潜 在 的 な 恩 典 に 加 え て  、 こ れ ら の 核 酸 の 導 入 も ま た 望 ま し く あ り 得 る こ と が 理 解 さ
れ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
  一 例 と し て 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 、 イ ン ト ロ ン を 導 入 す る た め に 使 用 す る こ と
が で き る 。 従 っ て 、 機 能 的 イ ン ト ロ ン が 、 こ の 中 に 述 べ ら れ る 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 人 工
遺 伝 子 に 導 入 さ れ る 。 人 工 的 に 導 入 し た イ ン ト ロ ン は 、 天 然 に 存 在 す る イ ン ト ロ ン が 遺 伝
子 ス プ ラ イ シ ン グ に 機 能 的 で あ る よ う に 宿 主 に お け る 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ に お い て も 機
能 的 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】

  本 発 明 は 、 「 至 適 化 指 向 進 化 シ ス テ ム 」 と 呼 ば れ る 新 し い か 、 又 は 変 化 さ せ た 性 質 を 持
つ P450を 作 製 す る た め の 非 確 率 的 遺 伝 子 修 飾 シ ス テ ム を 提 供 す る 。 至 適 化 指 向 進 化 シ ス テ
ム は 、 組 換 え を 通 し て 核 酸 の 指 向 的 分 子 進 化 を 行 わ せ る 還 元 再 組 合 せ 、 組 換 え 、 及 び 選 択
の 反 復 サ イ ク ル を 使 用 を 教 示 す る 。 至 適 化 指 向 的 進 化 は 、 進 化 し た キ メ ラ 配 列 の 大 集 団 の
作 製 を 可 能 に す る も の で 、 こ の 中 で は 、 作 製 さ れ た 集 団 は 、 予 め 決 定 さ れ た 数 の 交 叉 (ク
ロ ス オ ー バ ー )イ ベ ン ト を 有 す る 配 列 の た め に 非 常 に 富 化 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
  ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト は 、 親 変 異 体 か ら そ の 他 の 親 変 異 体 に 配 列 の シ フ ト が 起 こ る キ
メ ラ 配 列 の 点 で あ る 。 そ の よ う な 点 は 、 通 常 二 種 の 親 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 互 い に
連 結 し て 単 一 の 配 列 を 形 成 す る 交 差 点 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 最 終 的 な 配 列 の キ メ ラ 集 団 が
選 択 さ れ た 回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の た め に 富 化 さ れ る よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 正 し い 濃 度 計 算 を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 予 め 決 定 さ れ た 回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ
ベ ン ト を 有 す る キ メ ラ 変 異 体 選 択 の 高 い 管 理 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
  更 に 、 本 方 法 は 、 他 の シ ス テ ム に 比 べ 、 莫 大 な 量 の 可 能 な タ ン パ ク 変 異 体 ス ペ ー ス を 調
査 す る 手 段 を 与 え る 。 以 前 は 、 例 え ば 、 反 応 中 に 10 1 3 の キ メ ラ 分 子 が 生 成 さ れ る と 、 特 定
の 活 性 を そ の よ う な 多 量 の キ メ ラ 変 異 体 に つ い て 調 べ る こ と は 非 常 に 困 難 で あ っ た 。 ま た
、 子 孫 集 団 の 大 部 分 は 、 特 定 の 活 性 レ ベ ル を 高 め ら れ て い な い タ ン パ ク を 生 み 出 す 非 常 に
多 く の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト 数 を 持 っ て い る で あ ろ う 。 こ れ ら の 方 法 を 使 用 し て 、 キ メ
ラ 分 子 の 集 団 は 、 特 定 の 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る 変 異 体 の た め に 富 化 さ れ る
こ と が で き る 。 従 っ て 、 反 応 中 に 10 1 3 の キ メ ラ 分 子 を 作 製 さ れ る が 、 更 な る 分 析 を 行 う た
め に 選 択 し た そ れ ぞ れ の 分 子 は 、 例 え ば 、 わ ず か 三 回 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト し か 有 し
て い な い 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 生 ず る 子 孫 集 団 は 、 予 め 決 定 さ れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ
ー イ ベ ン ト を 有 す る よ う に 変 え ら れ る の で 、 キ メ ラ 分 子 間 の 機 能 的 多 様 性 の 境 界 限 度 は 減
少 さ れ る 。 こ れ は 、 初 期 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 す る ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 特 定 の
特 質 に 影 響 を 与 え て い る の か を 判 断 す る 時 に 、 取 り 扱 い 易 い 変 異 数 を 与 え る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
  キ メ ラ 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 製 す る 一 つ の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ の 親 配 列 の 断 片 ま
た は 部 分 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 作 製 す る こ と で あ る 。 好 ま し く は 、 そ れ ぞ れ の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 に よ っ て 正 し い 順 序 で そ れ
ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 有 す る 新 し い 変 異 体 が 得 ら れ る よ う に 、 特 異 的 な 重 複 区
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域 を 含 む 。 更 な る 情 報 は 、 例 え ば 、 USSN09/332,835に 記 載 さ れ て い る 。 そ れ ぞ れ の 親 変 異
体 の 為 に 作 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 、 最 終 的 に 作 製 さ れ る キ メ ラ 分 子 内 に 生 ず
る ク ロ ス オ ー バ ー の 総 数 と 関 連 が あ る 。 例 え ば 、 三 つ の 親 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 体 が 、
例 え ば 、 高 温 下 で 高 活 性 を 示 す キ メ ラ 変 種 を 探 す た め に ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 起 こ す も の
と す る 。 一 例 と し て 、 そ れ ぞ れ の 親 変 異 体 の そ れ ぞ れ の 部 分 に 対 応 し て 50種 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 が 作 製 さ れ る 。 こ の 場 合 、 結 合 組 換 え プ ロ セ ス 中 に は 、 そ れ ぞ れ の キ メ ラ 配
列 の 中 に 最 高 で 50回 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト が あ る こ と に な る 。 作 製 さ れ た そ れ ぞ れ の
キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 交 互 に 親 変 種 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て い る 確 率
は 、 極 め て 低 い 。 そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 同 一 の 分 子 数 で 結 合 反 応 中 に 存 在
し て い る 場 合 、 同 じ 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が い く つ か の 部 位 で 互
い に 結 合 し 、 そ の た め に ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト が 起 こ ら な い ら し い 。 そ れ ぞ れ の 親 か ら
の 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 は 、 本 例 の ど の ラ イ ゲ ー シ ョ ン ス テ ッ プ の 間 も 一 定 に 保 た
れ 、 同 じ 親 変 異 体 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 配 列 内 で 結 合 し 、 か つ 、 ク ロ ス
オ ー バ ー を 起 こ さ な い 確 率 は （ 三 種 の 親 が あ る と 仮 定 し た 場 合 ） 1／ 3で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
  従 っ て 、 そ れ ぞ れ の 結 合 反 応 ス テ ッ プ 中 に 、 決 め ら れ た 数 の 親 変 異 体 、 そ れ ぞ れ の 変 異
体 に 対 応 す る い く ら か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び そ れ ぞ れ の 変 異 体 の 濃 度 に お い て 起 こ
る で あ ろ う ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の 起 き る 集 団 を 予 想 す る た め に 、 確 率 密 度 関 数 (PDF)
を 決 定 す る こ と が で き る 。 PDF決 定 の 統 計 的 及 び 数 学 的 な 背 景 を 以 下 に 説 明 す る 。 こ れ ら
の 方 法 を 利 用 し て 、 そ の よ う な 確 率 密 度 関 数 を 推 定 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 特 定 の 結
合 反 応 か ら 生 じ る 予 め 決 め ら れ た 回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の た め に キ メ ラ 子 孫 集 団
を 富 化 す る こ と が で き る 。 更 に 、 ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の 目 標 回 数 を 予 め 決 定 す る こ と
が で き 、 そ の 後 、 シ ス テ ム は 、 結 合 反 応 中 の そ れ ぞ れ の ス テ ッ プ に お い て 各 親 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 開 始 時 の 量 を 計 算 す る よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 予 め 決 め ら れ た
回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 集 中 さ せ る 確 率 密 度 関 数 が 得 ら れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、
組 換 え を 通 し て ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 指 向 的 分 子 進 化 を 行 わ せ る 還 元 再 組 合 せ
、 組 換 え 、 及 び 選 択 の 反 復 サ イ ク ル を 使 用 を 教 示 す る 。 こ の シ ス テ ム は 、 進 化 し た キ メ ラ
配 列 の 大 集 団 の 作 製 を 可 能 に す る も の で 、 こ の 中 で は 、 作 製 さ れ た 集 団 は 、 予 め 決 定 さ れ
た 回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る 配 列 の た め に 非 常 に 富 化 さ れ て い る 。 ク ロ ス オ
ー バ ー イ ベ ン ト は 、 親 変 異 体 か ら そ の 他 の 親 変 異 体 に 配 列 の シ フ ト が 起 こ る キ メ ラ 配 列 の
点 で あ る 。 そ の よ う な 点 は 、 通 常 二 つ の 親 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 互 い に 連 結 し て 単
一 の 配 列 を 形 成 す る 交 差 点 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 最 終 的 な 配 列 の キ メ ラ 集 団 が 選 択 さ れ た
回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の た め に 富 化 さ れ る よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正
し い 濃 度 計 算 を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 予 め 決 定 さ れ た 回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有
す る キ メ ラ 変 異 体 選 択 の 高 い 管 理 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
  更 に 、 本 方 法 は 、 他 の シ ス テ ム に 比 べ 、 莫 大 な 量 の 可 能 な タ ン パ ク 変 異 体 ス ペ ー ス を 調
査 す る 手 段 を 与 え る 。 こ れ ら の 方 法 を 使 用 し て 、 キ メ ラ 分 子 の 集 団 は 、 特 定 の 数 の ク ロ ス
オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る 変 異 体 の た め に 富 化 さ れ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 反 応 中 に 10
1 3 の キ メ ラ 分 子 が 作 製 さ れ る が 、 更 な る 分 析 を 行 う た め に 選 択 さ れ る そ れ ぞ れ の 分 子 は 、
例 え ば 、 わ ず か 三 回 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト し か 有 し て い な い 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し
て 生 ず る 子 孫 集 団 は 、 予 め 決 定 さ れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る よ う に 変 え ら
れ る の で 、 キ メ ラ 分 子 間 の 機 能 的 多 様 性 の 境 界 限 度 は 減 少 さ れ る 。 こ れ は 、 初 期 親 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に 由 来 す る ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 特 定 の 特 質 に 影 響 を 与 え て い る の か を 判
断 す る 時 に 、 取 り 扱 い 易 い 変 異 数 を 与 え る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
  一 例 と し て 、 そ の 方 法 は 、 キ メ ラ 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ れ ぞ れ の 親 配 列 の 断 片
ま た は 部 分 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 作 製 す る こ と に よ っ て 作 製 す る 。 好 ま し く は
、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 に よ っ て 正 し い 順 序 で
そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 有 す る 新 し い 変 異 体 が 得 ら れ る よ う に 、 特 異 的 な 重
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複 区 域 を 含 む 。 USSN 09/332,835も 参 照 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
  各 親 変 異 体 の 為 に 作 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 、 最 終 的 に 作 製 さ れ る キ メ ラ 分
子 内 に 生 ず る ク ロ ス オ ー バ ー の 総 数 と 関 連 が あ る 。 例 え ば 、 三 つ の 親 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
変 異 体 が 、 例 え ば 、 高 温 下 で 高 活 性 を 示 す キ メ ラ 変 種 を 探 す た め に ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を
起 こ す も の と す る 。 一 例 と し て 、 そ れ ぞ れ の 親 変 異 体 の そ れ ぞ れ の 部 分 に 対 応 し て 50種 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 作 製 さ れ る 。 こ の 場 合 、 結 合 組 換 え プ ロ セ ス 中 に は 、 そ れ ぞ れ
の キ メ ラ 配 列 の 中 に 最 高 で 50回 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト が あ る こ と に な る 。 作 製 さ れ た
そ れ ぞ れ の キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 交 互 に 親 変 種 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し
て い る 確 率 は 、 極 め て 低 い 。 そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 同 一 の 分 子 数 で 結 合 反
応 中 に 存 在 し て い る 場 合 、 同 じ 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が い く つ か
の 部 位 で 互 い に 結 合 し 、 そ の た め に ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト が 起 こ ら な い ら し い 。 そ れ ぞ
れ の 親 か ら の 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 は 、 本 例 の ど の ラ イ ゲ ー シ ョ ン ス テ ッ プ の 間 も
一 定 に 保 た れ 、 同 じ 親 変 異 体 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 配 列 内 で 結 合 し 、 か
つ 、 ク ロ ス オ ー バ ー を 起 こ さ な い 確 率 は (三 種 の 親 が あ る と 仮 定 し た 場 合 )1/3で あ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
  従 っ て 、 そ れ ぞ れ の 結 合 反 応 ス テ ッ プ 中 に 、 決 め ら れ た 数 の 親 変 異 体 、 そ れ ぞ れ の 変 異
体 に 対 応 す る い く ら か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び そ れ ぞ れ の 変 異 体 の 濃 度 に お い て 起 こ
る で あ ろ う ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の 起 き る 集 団 を 予 想 す る た め に 、 確 率 密 度 関 数 (PDF)
を 決 定 す る こ と が で き る 。 PDF決 定 の 統 計 的 及 び 数 学 的 な 背 景 を 以 下 に 説 明 す る 。 そ の よ
う な 確 率 密 度 関 数 は 、 推 定 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 特 定 の 結 合 反 応 か ら 生 じ る 予 め 決
め ら れ た 回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の た め に キ メ ラ 子 孫 集 団 を 富 化 す る こ と が で き る
。 更 に 、 ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の 目 標 回 数 を 予 め 決 定 す る こ と が で き 、 そ の 後 、 シ ス テ
ム は 、 結 合 反 応 中 の そ れ ぞ れ の ス テ ッ プ に お い て 各 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 開 始 時 の 量 を
計 算 す る よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 予 め 決 め ら れ た 回 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ
ベ ン ト を 集 中 さ せ る 確 率 密 度 関 数 が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】

  本 発 明 の 展 望 に は 、 望 ま れ る ク ロ ス オ ー バ ー 確 率 密 度 関 数 (PDF)、 再 集 合 さ れ る 親 遺 伝
子 の 数 、 及 び そ の 断 片 の 数 を イ ン プ ッ ト と し て 受 け る シ ス テ ム 及 び ソ フ ト ウ ェ ア が 含 ま れ
る 。 こ の プ ロ グ ラ ム の ア ウ ト プ ッ ト は 、 「 断 片 PDF」 で あ り 、 再 集 合 遺 伝 子 及 び そ れ ら の
推 定 さ れ る ク ロ ス オ ー バ ー PDFを 得 る た め の 処 方 を 決 定 す る た め に 使 用 で き る 。 好 ま し く
は 、 こ こ で 説 明 さ れ る プ ロ セ ス は 、 プ ロ グ ラ ミ ン グ 言 語 で あ り 、 ま た 技 術 的 な コ ン ピ ュ ー
タ の 利 用 に お け る 環 境 開 発 を す る MATLAB(登 録 商 標 ） （ マ ス ワ ー ク ス 、 Natick、 Massachus
etts)で 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】

  本 発 明 の 実 施 に お い て 、 こ れ ら の プ ロ セ ス は 、 反 復 的 に 繰 り 返 え す こ と が で き る 。 例 え
ば 、 P450の 表 現 型 を 変 化 さ せ る と あ る 核 酸 (例 え ば 、 そ の 核 酸 )は 、 同 定 さ れ 、 再 単 離 さ れ
、 再 び 修 飾 さ れ 、 そ の 活 性 を 再 び 調 べ ら れ る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 好 ま し い 表 現 型 が エ ン ジ
ニ ア さ れ る ま で 反 復 的 に 繰 り 返 え す こ と が で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 分 解 活 性 を 含 む 生 化
学 的 な 異 化 あ る い は 同 化 の 全 経 路 を 細 胞 中 に エ ン ジ ニ ア す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
  同 様 に 、 あ る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 望 ま し い 特 質 (例 え ば 、 新 規 P450の 表 現 型 )に
全 く 影 響 を 与 え な い と 確 認 さ れ た 場 合 、 排 除 さ れ る 配 列 を 含 む よ り 大 き な 親 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 合 成 す る こ と に よ り 、 変 異 と し て そ れ を 排 除 す る こ と が で き る 。 よ り 大 き な 配 列
内 に そ の 配 列 を 組 み 入 れ る こ と は 、 ど の よ う な ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を も 妨 げ る こ と か
ら 、 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 で こ の 配 列 の 如 何 な る 変 異 種 も も は や 存 在 し な い こ と に な る
。 ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 最 も 望 ま れ る 特 質 に 関 連 す る か 、 あ る い は ど れ が 関 連 し て い
な い か 、 を 決 定 す る こ の 反 復 操 作 は 、 特 定 の 特 質 又 は 活 性 を 提 供 す る 可 能 な タ ン パ ク 変 種
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の 全 て を よ り 効 果 的 に 調 査 す る こ と 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ９ １ 】

  分 子 の イ ン ビ ボ  シ ャ ッ フ リ ン グ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 、 例 え ば 、 抗 体 、 P45
0s、 あ る い は そ の 類 を 提 供 す る 本 発 明 の 方 法 に お け る 用 途 で あ る 。 イ ン ビ ボ  シ ャ ッ フ リ
ン グ は 、 多 重 体 を 再 組 換 え 細 胞 の 自 然 特 性 を 利 用 し て 行 う こ と が で き る 。 イ ン ビ ボ に お け
る 組 換 え は 、 分 子 多 様 性 へ の 主 要 な 自 然 経 路 を 提 供 す る が 、 遺 伝 的 組 換 え は 、 以 下 の 点 に
関 連 し て 、 比 較 的 に 複 雑 な プ ロ セ ス で あ る 。
1)　 相 同 性 の 認 識 ；
2)　 遺 伝 子 鎖 の 切 断 、 遺 伝 子 鎖 の 侵 入 、 及 び 組 換 え キ ア ズ マ 形 成 に 導 く 代 謝 ス テ ッ プ 繋 が
る ； そ し て 、 最 後 に 、
3)　 個 別 の 組 換 え 分 子 へ の キ ア ズ マ の 解 離 キ ア ズ マ の 形 成 は 、 相 同 配 列 の 認 識 を 必 要 と す
る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
  一 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 初 期 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド か ら ハ イ ブ リ ッ ド  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 部 分 的 配
列 相 同 性 の 少 な く と も 一 領 域 を 共 有 す る 少 な く と も 初 期 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 第 二 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 な 宿 主 細 胞 へ 導 入 し て ハ イ ブ リ ッ ド  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 。 部 分 的 に 配 列 相 同 の あ る 領 域 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド  ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 作 り 出 す 配 列 の 再 集 合 を 生 じ る よ う な プ ロ セ ス を 促 進 す る 。 こ こ に 使 用 さ れ る 用
語 「 ハ イ ブ リ ッ ド  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 じ 、 か つ 少 な く と も
二 種 の 初 期 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の 配 列 を 含 む 如 何 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も 意 味 す
る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA分 子 間 の 配 列 組 込 み を 促 進 す る 分
子 内 再 集 合 の 事 象 に よ り 生 じ 得 る 。 更 に 、 そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
、 DNA分 子 内 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 変 化 さ せ る た め に 反 復 配 列 を 用 い る 分 子 内 還 元 的 再 集
合 プ ロ セ ス に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】

  本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 及 び P450配 列 の 配 列 変 種 の 作 製 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 あ る い は
ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て P450を 単 離 す る 方 法 も 提 供 す る 。 一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の
P450遺 伝 子 の 変 種 を 提 供 し 、 そ れ ら は 、 例 え ば 、 無 作 為 あ る い は 確 率 的 な 方 法 、 あ る い は
非 確 率 的 な 方 法 、 あ る い は 「 指 向 進 化 」 の 方 法 等 、 上 記 し た 如 何 な る 手 段 に よ っ て も 作 り
出 せ る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
  単 離 し た 変 種 は 、 天 然 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。 変 種 は 、 イ ン ビ ト ロ で も 作 製 で き る 。
変 種 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 、 無 作 為 的 化 学 変 異 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIデ リ ー シ ョ ン
法 、 及 び 標 準 的 な ク ロ ー ニ ン グ 技 術 の よ う な 遺 伝 的 エ ン ジ ニ ア 技 術 を 用 い て 作 製 し て も よ
い 。 別 法 と し て 、 そ の よ う な 変 種 、 断 片 、 類 似 物 、 あ る い は 誘 導 体 は 、 化 学 的 な 合 成 又 は
修 飾 に よ っ て 作 製 し て も よ い 。 変 種 を 作 製 す る た め の 他 の 方 法 も 熟 練 し た 研 究 者 に は よ く
知 ら れ て い る 。 こ れ ら は 、 天 然 か ら 単 離 さ れ た も の に 由 来 す る 核 酸 配 列 を 、 企 業 又 は 研 究
応 用 の た め に 価 値 を 増 強 さ れ た 特 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 へ と 修 飾 す る 方
法 を 含 む 。 そ の よ う な プ ロ セ ス に お い て 、 天 然 か ら 単 離 さ れ た も の か ら 得 ら れ た 配 列 に 関
し て 、 一 つ あ る い は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 変 異 を 持 つ 変 種 配 列 が 非 常 に 多 く 作 製 さ れ 、
そ の 特 徴 が 調 べ ら れ る 。 こ れ ら ヌ ク レ オ チ ド 変 異 が 、 天 然 か ら 単 離 さ れ た も の か ら 得 ら れ
た 核 酸 の 配 列 に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 上 に ア ミ ノ 酸 変 異 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
  例 え ば 、 変 種 を エ ラ ー プ ロ ー ン PCRを 利 用 し て 作 製 し て も よ い 。 エ ラ ー プ ロ ー ン PCRに お
い て 、 PCRは 、 点 突 然 変 異 が 高 い 割 合 で PCR産 物 の 全 長 に わ た り 得 ら れ る よ う に 、 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ の コ ピ ー 忠 実 度 が 低 い 条 件 で 行 わ れ る 。 エ ラ ー プ ロ ー ン PCRは 、 例 え ば 、 Leung, 
D.W., 他 , Technique, 1:11-15, 1989) 及 び  Caldwell, R. C. & Joyce G.F., PCR Metho
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ds Applic., 2:28-33, 1992に 述 べ ら れ て い る 。 簡 単 に 言 う と 、 そ の 操 作 に お い て 、 変 異
さ れ る 核 酸 は 、 点 突 然 変 異 が 高 い 割 合 で PCR産 物 の 全 長 に わ た り 得 ら れ る よ う に 、 PCRプ ラ
イ マ ー 、 反 応 緩 衝 液 、 MgCl 2 、 MnCl 2 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 適 当 量 の dNTPsと 混 合 さ れ る 。
例 え ば 、 そ の 反 応 は 、 変 異 さ れ る 核 酸 20 fM、 30 pMの PCR プ ラ イ マ ー 、 50 mM KCl、 10 mM
 Tris HCl (pH 8.3) 及 び 0.01 ％ ゲ ラ チ ン を 含 ん だ 反 応 緩 衝 液 、 7 mM MgCl 2 、 0.5 mM MnC
l 2 、 5 ユ ニ ッ ト の  Taq ポ リ メ ラ ー ゼ 、 0.2 mM dGTP、 0.2 mM dATP、 1 mM dCTP、 及 び 1 mM
 dTTPを 用 い て 実 行 さ れ る 。 PCRは 、 94 ℃  1 分 間 、 45 ℃  1 分 間 、 72 ℃  1 分 間 の 反 応 を
30サ イ ク ル 行 え ば よ い 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は 、 適 当 に 変 え ら れ る こ と
は 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 変 異 さ れ た 核 酸 は 、 適 当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 変 異 核 酸
に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
  変 種 は 、 関 心 対 象 の ク ロ ー ン 化 DNAに 部 位 特 異 的 な 変 異 を 発 生 さ せ る た め に 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 誘 発 法 を 用 い て 作 製 し て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 誘 発 は
、 例 え ば 、 Reidhaar-Olson (1988) Science 241:53-57に 記 述 さ れ て い る 。 簡 潔 に 言 う と
、 そ の よ う な 操 作 に お い て 、 ク ロ ー ン 化 し た DNAに 導 入 さ れ る 一 つ 以 上 の 変 異 を 持 つ 多 数
の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ 、 変 異 さ れ る DNAに 挿 入 さ れ る 。 変 異 DNAを 含 ん で
い る ク ロ ー ン は 、 回 収 さ れ 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 動 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
変 種 を 作 製 す る 他 の 方 法 は 、 ア セ ン ブ リ ー PCRで あ る 。 ア セ ン ブ リ ー PCRは 、 小 さ い DNA断
片 の 混 合 物 に 由 来 す る PCR産 物 の ア セ ン ブ リ を 含 む 。 多 数 の 異 な っ た PCR反 応 が 、 同 じ バ イ
ア ル 中 で 平 行 し て 起 き 、 別 の 反 応 産 物 を プ ラ イ ム す る 他 の 反 応 産 物 が 得 ら れ る 。 ア セ ン ブ
リ ー PCRは 、 例 え ば 、 U.S. 特 許 番 号  5,965,408に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
  変 種 を 作 製 す る 更 に 別 の 方 法 は 、 セ ク シ ュ ア ル PCRで あ る 。 セ ク シ ュ ア ル PCRで は 、 強 制
的 な 相 同 組 換 え が 、 配 列 の 相 同 性 に 基 づ い た そ の DNA分 子 の 無 作 為 な 断 片 化 と そ れ に 引 き
続 く PCR反 応 に お け る プ ラ イ マ ー 伸 張 に よ る ク ロ ス オ ー バ ー の 固 定 の 結 果 と し て 、 イ ン ビ
ト ロ に お い て 異 な る が 非 常 に 相 関 し た DNA 分 子 間 で 起 こ る 。 セ ク シ ュ ア ル PCRは 、 例 え ば
、 Stemmer (1994) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91:10747-10751に 記 述 さ れ て い る 。 簡 潔 に 言
う と 、 そ の よ う な 操 作 に お い て 、 再 組 換 え さ れ る 核 酸 の 多 数 は 、 平 均 サ イ ズ 50～ 200の ヌ
ク レ オ チ ド 断 片 を 作 製 す る た め に DNaseに よ っ て 消 化 さ れ る 。 好 ま し い 平 均 サ イ ズ の 断 片
は 、 精 製 さ れ 、 PCR混 合 物 中 に 再 懸 濁 さ せ る 。 PCRを 核 酸 断 片 間 の 再 組 換 え を 容 易 に す る 条
件 下 で 行 う 。 例 え ば 、 PCRは 、 精 製 し た 核 酸 断 片 を 10～ 30ng/mlの 濃 度 で 以 下 の 組 成 の 溶 液
中 に 再 懸 濁 さ せ る こ と に よ っ て 行 っ て も よ い ： 0.2 mM dNTP、 2.2 mM MgCl2、 50 mM KCL、
10 mM Tris Hcl（ pH 9.0） 及 び 0.1 ％  Triton X-100。 Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 100:lの 反 応 溶
液 中 に 2.5ユ ニ ッ ト 加 え 、 PCRは 、 以 下 の 条 件 で 行 わ れ る ： 94 ℃ で 60秒 間 、 94 ℃ で 30秒 間
、 50～ 55 ℃ で 30秒 間 、 72 ℃ で 30秒 間 （ 30～ 45サ イ ク ル ） そ し て 72 ℃ で 5分 間 。 し か し な
が ら 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は 、 適 当 に 変 え ら れ る こ と は 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 い く つ か
の 例 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が PCR反 応 中 に 含 ま れ て も よ い 。 他 の 例 に お い て 、 最
初 の PCR反 応 に は DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ー 断 片 を 、 引 き 続 く PCR反 応 に は Taqポ リ メ ラ
ー ゼ を 使 用 し て も よ い 。 再 組 換 え 配 列 は 、 単 離 さ れ 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の
活 動 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
  変 種 は 、 イ ン ビ ボ 変 異 法 に よ っ て 作 製 し て も よ い 。 い く つ か の 例 に お い て 、 関 心 対 象 の
配 列 に お け る 無 作 為 変 異 は 、 大 腸 菌 の よ う な 細 菌 株 に お い て 関 心 対 象 の 配 列 を 広 げ る こ と
に よ っ て 作 製 さ れ 、 そ れ は 、 一 つ 以 上 の DNA修 復 経 路 に お い て 変 異 を 伝 え る 。 そ の よ う な
「 ミ ュ ー テ ー タ ー 」 株 は 、 野 生 型 の 親 の そ れ よ り も 高 い 無 作 為 変 異 率 を 持 っ て い る 。 こ れ
ら の 株 の 一 つ に お い て DNAを 増 や す こ と は 、 結 果 的 に 、 そ の DNA中 に 無 作 為 な 変 異 を 作 製 す
る で あ ろ う 。 イ ン ビ ボ 変 異 方 の 使 用 に 適 し た ミ ュ ー テ ー タ ー 株 は 、 例 え ば 、  PCT出 版 番 号
 WO 91/16427に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
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変 異 体 は 、 ま た 、 カ セ ッ ト 変 異 法 を 使 っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 カ セ ッ ト 変 異 法 に お い
て 、 二 本 鎖 DNＡ 分 子 の 小 さ な 領 域 が 元 の 配 列 と は 異 な る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 「 カ セ ッ
ト 」 と 置 き 換 え ら れ る 。 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 完 全 に 及 び /又 は 部 分 的 に 無 作 為 化
さ れ た 元 の 配 列 を し ば し ば 含 む 。
【 ０ ３ ０ １ 】
  再 帰 的 エ ン ゼ ン ブ ル 変 異 法 は 、 変 種 を 作 製 す る す る た め に も 使 用 さ れ る 。 再 帰 的 エ ン ゼ
ン ブ ル 変 異 法 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 異 な る が 表 現 型 に 関 連 の あ る 多 様 な 変 異 株 の 集 団 を 作 製
す る た め に 開 発 さ れ た タ ン パ ク  エ ン ジ ニ ア リ ン グ (タ ン パ ク 変 異 )の ア ル ゴ ニ ズ ム で あ る
。 再 帰 的 エ ン ゼ ン ブ ル 変 異 法 は 、 例 え ば 、 Arkin (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89
:7811-7815に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
  い く つ か の 例 に お い て 、 変 種 は 、 指 数 的 エ ン ゼ ン ブ ル 変 異 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 。 指 数
的 エ ン ゼ ン ブ ル 変 異 法 は 、 高 い 割 合 で 特 徴 的 あ る い は 機 能 的 な 変 異 株 を 含 む 混 合 ラ イ ブ ラ
リ ー を 作 製 す る た め の プ ロ セ ス で あ り 、 そ の 中 で は 、 残 基 の 小 さ な 集 団 が 平 行 し て 無 作 為
化 さ れ 、 そ れ ぞ れ 変 異 さ れ た 部 位 で 、 機 能 タ ン パ ク へ 導 く ア ミ ノ 酸 が 同 定 さ れ る 。 指 数 的
エ ン ゼ ン ブ ル 変 異 法 は 、 例 え ば 、 Delegrave (1993) Biotechnology Res. 11:1548-1552に
、 無 作 為 及 び 部 位 特 異 的 変 異 法 は 、 例 え ば 、 Arnold (1993) Current Opinion in Biotech
nology 4:450-455に そ れ ぞ れ 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
  い く つ か の 例 に お い て 、 変 異 体 は 、 シ ャ フ リ ン グ 操 作 を 用 い て 作 製 さ れ 、 そ の 中 で は 異
な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た 多 数 の 核 酸 の 一 部 が お 互 い に 融 合 し キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 を 作 り 出 す 。 こ れ は 、 例 え ば 、  U.S. 特 許 番 号  5,965,408; 5,939,
250に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
  本 発 明 は 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 (例 え ば 、 SEQ ID NO:2の よ う な 典 型 的 な ポ リ ペ プ チ
ド の )が 保 存 的 あ る い は 非 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 (例 え ば 、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 )と 置 換
さ れ た 配 列 を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 を 提 供 し 、 そ の よ う な 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 は
、 遺 伝 コ ー ド に よ り コ ー ド さ れ た も の で あ っ て も な く て も よ い 。 保 存 的 な 置 換 は 、 類 似 し
た 性 質 を 持 つ 他 の ア ミ ノ 酸 に よ り ポ リ ペ プ チ ド 中 の 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る も の で
あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 配 列 、 例 え ば 、 典 型 的 な SEQ ID NO:2
、 を 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 で 置 換 し た も の を 含 み 、 以 下 の 置 換 に 限 定 さ れ な い も の も 含 む ： ア
ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 及 び イ ソ ロ イ シ ン の よ う な 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 を 他 の 脂 肪 族 ア ミ
ノ 酸 の 置 換 ； セ リ ン の ス レ オ ニ ン と の 置 換 、 又 は そ の 逆 ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン
酸 の よ う な 酸 性 ア ミ ノ 酸 残 基 の 他 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 残 基 と の 置 換 ； ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ
ミ ン の よ う な ア ミ ド 基 を 持 つ 残 基 と ア ミ ド 基 を 持 つ 他 の 残 基 と の 置 換 ； リ ジ ン 及 び ア ル ギ
ニ ン の よ う な 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 と 他 の 塩 基 性 残 基 と の 交 換 ； 及 び フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ
ト フ ァ ン の よ う な 芳 香 族 残 基 と 他 の 芳 香 と の 残 基 置 換 。 他 の 変 種 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 基 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
  本 発 明 の ス コ ー プ に 入 る 他 の 変 種 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド が 他 の 化 合 物 、 例 え ば 、 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う に ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を 延 ば す よ う な 化 合 物 と 結 合 し た も の で
あ る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
  本 発 明 の ス コ ー プ に 入 る 更 な る 変 種 は 、 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 が ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た も
の で あ る 。 そ の よ う な も の に は 、 リ ー ダ ー 配 列 、 分 泌 配 列 、 プ ロ タ ン パ ク 配 列 、 あ る い は
ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 、 強 化 、 あ る い は 安 定 性 を 容 易 に す る よ う な 配 列 が あ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
  い く つ か の 例 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 、 断 片 、 誘 導 体 、 及 び 類 似 物 は 、
こ の 中 に 述 べ ら れ る よ う な 典 型 的 な ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 分 解 活 性 の よ う に 同
じ 生 物 学 的 機 能 又 は 活 性 を 保 持 し て い る 。 他 の 例 に お い て 、 変 種 、 断 片 、 誘 導 体 、 及 び 類
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似 物 は 、 変 種 、 断 片 、 誘 導 体 、 及 び 類 似 物 が プ ロ タ ン パ ク 部 分 の 解 裂 に よ り 活 性 化 さ れ て
活 性 な ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る よ う な プ ロ タ ン パ ク を 含 む 。
宿 主 に お い て 高 レ ベ ル の タ ン パ ク 発 現 を 達 成 す る た め の コ ド ン 至 適 化
【 ０ ３ ０ ８ 】
  本 発 明 は 、 コ ド ン の 慣 用 を 修 飾 す る た め に 、 P450を コ ー ド し た 核 酸 を 修 飾 す る た め の 方
法 を 提 供 す る 。 一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 宿 主 に お け る そ の 発 現 を 増 加 あ る い は 減 少 さ せ る
た め に 、 P450を コ ー ド す る 核 酸 中 の コ ド ン を 修 飾 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 宿 主 に
お け る 発 現 を 増 加 さ せ る た め に 修 飾 し た P450を コ ー ド し て い る 核 酸 、 そ の よ う に 修 飾 さ れ
た P450、 及 び 修 飾 P450sを 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 P450を コ ー ド す る 核 酸
中 の 「 非 優 先 」 あ る い は 「 低 優 先 」 コ ド ン を 同 定 し 、 そ し て 、 こ れ ら 「 非 優 先 」 、 あ る い
は 「 低 優 先 」 コ ド ン の 一 つ 以 上 を 置 換 コ ド ン と し て 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し た 「 優 先 」 コ
ド ン と 置 き 換 え る こ と を 含 み 、 そ の 核 酸 中 の 少 な く と も 一 つ の 非 優 先 又 は 低 優 先 コ ド ン を
同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 優 先 コ ド ン で 置 き 換 え る 。 優 先 コ ド ン は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に お い
て コ ー ド し て い る 配 列 中 に 過 剰 表 示 す る コ ド ン で あ り 、 「 非 優 先 」 あ る い は 「 低 優 先 」 コ
ド ン は 、 宿 主 の 遺 伝 子 に お い て コ ー ド し て い る 配 列 中 に 過 小 表 示 さ れ る コ ド ン で あ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
  本 発 明 の 核 酸 、 発 現 カ セ ッ ト 及 び ベ ク タ ー を 発 現 す る た め の 宿 主 は 、 細 菌 、 酵 母 、 カ ビ
、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 あ る い は 高 等 動 物 細 胞 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 こ れ ら 全 て の
細 胞 に お け る コ ド ン 慣 用 、 コ ド ン を 変 え ら れ た 核 酸 、 及 び そ の コ ド ン を 変 え ら れ た 核 酸 に
よ り 作 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を 至 適 化 す る 方 法 を 提 供 す る 。 典 型 的 な 宿 主 細 胞 は 、 Escheric
hia coliや Pseudomonas fluorescens の よ う な グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 含 む ； グ ラ ム 陽 性 細 菌 、
Streptomyces diversa、 Lactobacillus gasseri、 Lactococcus lactis、 Lactococcus cre
moris、 Bacillus subtilis。 典 型 的 な 宿 主 細 胞 は 真 核 細 胞 も 含 む ：
Saccharomyces sp.、 Saccharomyces cerevisiae、 Schizosaccharomyces pombe、 Pichia p
astorisを 含 む 種 々 の 酵 母 、 及 び Kluyveromyces lactis、 Hansenula polymorpha、 Aspergi
llus niger、 及 び 高 等 動 物 細 胞 あ る い は そ の 細 胞 株 及 び 昆 虫 細 胞 あ る い は そ の 細 胞 株 。 従
っ て 、 本 発 明 は こ れ ら 生 物 体 及 び 種 に お け る 発 現 を 至 適 化 し た 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド を 含 む
【 ０ ３ １ ０ 】
  例 え ば 、 細 菌 細 胞 か ら 単 離 さ れ た P450を コ ー ド し て い る 核 酸 の コ ド ン は 、 そ の 核 酸 が 、
P450が 由 来 し た 細 菌 と は 異 な る 細 菌 、 酵 母 、 カ ビ 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 あ る い は 高 等 動
物 細 胞 で 至 適 に 発 現 さ れ る よ う に 修 飾 さ れ る 。 コ ド ン の 至 適 化 法 は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技
術 で あ る 。 例 え ば 、  U.S. 特 許 番 号  5,795,737; Baca (2000) Int. J. Parasitol.  30:1
13-118; Hale (1998) Protein Expr. Purif. 12:185-188; Narum (2001) Infect. Immun.
 69:7250-7253を 参 照 。 ま た 、 マ ウ ス  シ ス テ ム に お け る コ ド ン の 至 適 化 に つ い て 述 べ た Na
rum (2001) Infect. Immun. 69:7250-7253； 酵 母 に お け る コ ド ン の 至 適 化 に つ い て 述 べ た
 Outchkourov (2002) Protein Expr. Purif. 24:18-24； 大 腸 菌 に お け る コ ド ン の 至 適 化
に つ い て 述 べ た ; Feng (2000) Biochemistry 39:15399-15409；  大 腸 菌 に お け る 分 泌 に 影
響 を 与 え る コ ド ン の 至 適 化 に つ い て 述 べ た  Humphreys (2000) Protein Expr. Purif. 20:
252-264を も 参 照 。
【 ０ ３ １ １ 】

  本 発 明 は 本 発 明 の 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 P450)、 発 現 カ セ ッ ト 又 は ベ ク タ ー 、 あ
る い は 感 染 又 は 形 質 変 換 し た 細 胞 を 含 む 形 質 変 換 非 ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。 形 質 変 換 非 ヒ ト
動 物 は 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 、 例 え ば 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ラ ッ ト 及 び
マ ウ ス で あ り 得 る 。 こ れ ら の 動 物 は 、 例 え ば 、 P450の 活 性 を 調 べ る た め の イ ン ビ ト ロ  モ
デ ル と し て 、 あ る い は イ ン ビ ボ で P450活 性 の 調 節 因 子 を ス ク リ ー ン す る た め の モ デ ル と し
て 使 用 で き る 。 形 質 変 換 非 ヒ ト 動 物 に お い て 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の た め に コ ー ド さ れ
て い る 配 列 は 、 内 在 的 、 あ る い は 、 組 織 特 異 的 コ ン ト ロ ー ル の も と に 、 成 長 特 異 的 あ る い
は 、 誘 導 的 な 転 写 制 御 因 子 で あ る よ う に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 形 質 変 換 非 ヒ ト 動 物
は す で に よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て デ ザ イ ン し て 作 製 す る こ と が で き る ； 例 え ば 、  U.S. 
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特 許 番 号  6,211,428; 6,187,992; 6,156,952; 6,118,044; 6,111,166; 6,107,541; 5,959
,171; 5,922,854; 5,892,070; 5,880,327; 5,891,698; 5,639,940; 5,573,933; 5,387,74
2; 5,087,571等 、 形 質 転 換 細 胞 や そ の 卵 及 び 、 形 質 変 換 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ
、 ブ タ 、 及 び ウ シ の 作 製 及 び 使 用 に つ い て 述 べ て い る も の を 参 照 。 ま た 、 例 え ば 、 形 質 変
換 酪 農 動 物 の ミ ル ク に お け る 組 換 え タ ン パ ク の 産 生 に つ い て 記 述 し て あ る  Pollock (1999
) J. Immunol. Methods 231:147-157； 形 質 変 換 ヤ ギ の 産 生 に つ い て 述 べ て い る Baguisi (
1999) Nat. Biotechnol. 17:456-461も 参 照 。 U.S.特 許 番 号 6,211,428は 、 あ る DNA配 列 を
含 む 核 酸 構 造 物 を 脳 内 で 発 現 す る 形 質 変 換 非 ヒ ト 高 等 動 物 の 作 製 及 び 使 用 を 述 べ て い る 。
U.S.特 許 番 号 5,387,742は 、 ク ロ ー ン 化 し た 組 換 え 体 、 あ る い は 合 成 DNＡ 配 列 を 受 精 し た
マ ウ ス の 卵 へ の 注 入 、 偽 妊 娠 雌 へ の 注 入 卵 へ の 移 植 、 及 び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 理 と 関 係
し た タ ン パ ク を 発 現 す る 細 胞 を 持 つ 形 質 変 換 マ ウ ス へ の 成 長 に つ い て 述 べ て い る 。 U.S.特
許 番 号 6,187,992は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 （ APP） を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 分 解 を 含 む ゲ ノ
ム を も つ 形 質 変 換 マ ウ ス の 作 製 と 使 用 に つ い て 述 べ て い る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
  「 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 」 を 本 発 明 の 方 法 の 実 践 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 例 と
し て 、 本 発 明 の 形 質 変 換 あ る い は 修 飾 さ れ た 動 物 に は 、 「 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 」 、 例 え ば 、
P450を 発 現 し な い か 、 又 は で き な い よ う に エ ン ジ ニ ア し た 「 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 」 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ３ １ ３ 】

  本 発 明 は 、 本 発 明 の 典 型 的 な 配 列 に 配 列 同 等 性 を 持 っ た 単 離 あ る い は 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド を 提 供 す る 。 そ の 典 型 的 な 配 列 は 、 例 え ば 、 SEQ ID NO:2; SEQ ID NO:4; SEQ ID NO:6;
 SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:
18, SEQ ID NO:20; SEQ ID NO:22; SEQ ID NO:22; SEQ ID NO:26; SEQ ID NO:28, SEQ ID
 NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SE
Q ID NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:50; SEQ ID NO:52
; SEQ ID NO:54; SEQ ID NO:56で あ る 。 先 に 考 察 し た よ う に 、 そ の 同 等 性 は 、 ポ リ ペ プ チ
ド の 全 長 、 あ る い は 、 少 な く と も 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、 200、 250、 300、 350、
400、 450、 500、 550、 600、 650、 700あ る い は そ れ 以 上 の 残 基 に わ た り 得 る 。 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド は 、 典 型 的 な 配 列 (例 え ば 、 SEQ ID NO:2; SEQ ID NO:4; SEQ ID NO:6; SEQ ID
 NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16; SEQ ID NO:18, SEQ
 ID NO:20; SEQ ID NO:22; SEQ ID NO:22; SEQ ID NO:26; SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30,
 SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO
:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:50; SEQ ID NO:52; SEQ I
D NO:54; SEQ ID NO:56)の 全 長 よ り の 短 い も の も あ り 得 る 。 異 な る 例 と し て 、 本 発 明 は 、
サ イ ズ で 5～ 全 長 の 範 囲 の ポ リ ペ プ チ ド (ペ プ チ ド 、 断 片 )を 提 供 す る 。 例 え ば 、 P450； 典
型 的 に は 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 1
00、 125、 150、 175、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 あ る い
は そ れ の 残 基 数 を 持 つ 、 例 え ば 、 本 発 明 の あ る 典 型 的 な P450の そ の よ う な 隣 接 残 基 を も つ
も の 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 標 識 プ ロ ー ブ 、 抗 原 、 耐 性 原 、 モ チ ー フ 、 P450活 性
部 位 、 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
  本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド は 、 天 然 の 資 源 か ら の 単 離 、 合 成 に よ る も の 、 又 は
組 換 え 的 に 作 製 し た も の で あ り 得 る 。 ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ン ビ ボ 、 あ る い は
イ ン ビ ト ロ で 組 換 え 的 に 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は
、 既 に よ く 知 ら れ て い る ど の よ う な 技 術 に よ っ て 作 製 及 び 単 離 さ れ る こ と が で き る 。 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド は 、 既 に よ く 知 ら れ て い る 化 学 的 方 法 に よ り 、 全 合 成 、 あ
る い は 部 分 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Caruthers (1980) Nucleic Acids Res. Symp
. Ser. 215-223; Horn (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 225-232; Banga, A.K., 
Therapeutic Peptides and Proteins, Formulation, Processing and Delivery Systems 
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(1995) Technomic 出 版 社 , Lancaster, PAを 参 照 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド 合 成 は 、 種 々 の 固 層
技 術 を 利 用 し て 行 う こ と が で き (例 え ば 、 Roberge (1995) Science 269:202; Merrifield 
(1997) Methods Enzymol. 289:3-13参 照 )、 ま た 、 例 え ば 、 ABI 431A Peptide Synthesize
r (Perkin Elmer) を 製 造 業 者 か ら 提 供 さ れ た 手 引 き に 従 っ て 用 い る こ と に よ り 、 自 動 合
成 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ３ １ ５ 】
  本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン を さ れ う る 。 そ の グ リ コ シ
レ ー シ ョ ン は 、 化 学 的 又 は 細 胞 の 生 合 成 機 構 に よ っ て 翻 訳 後 に 添 加 さ れ う る 。 後 者 は 、 既
知 の グ リ コ シ レ ー シ ョ ン  モ チ ー フ の 利 用 を 含 み 、 そ れ は 、 そ の 配 列 に 自 然 (当 然 )で あ り
得 る か 、 又 は あ る ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 核 酸 が コ ー ド し て い る 配 列 に 付 加 さ れ う る 。 グ
リ コ シ レ ー シ ョ ン は 、 O-結 合 、 あ る い は N-結 合 で あ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
  先 に 明 確 に し た よ う に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 全 て の 「 疑 似 体 」 及 び
「 ペ プ チ ド 疑 似 体 」 を 含 む 。 用 語 「 疑 似 体 」 及 び 「 ペ プ チ ド 疑 似 体 」 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド と 実 体 的 に 同 じ 構 造 及 び /又 は 機 能 特 性 を 持 つ 合 成 化 学 化 合 物 を 意 味 す る 。 疑 似 体
は 、 全 て が 合 成 の 非 天 然 類 似 ア ミ ノ 酸 か ら 成 る か 、 部 分 的 に 天 然 の ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 と 非
天 然 類 似 ア ミ ノ 酸 か ら 成 る キ メ ラ で あ る 。 疑 似 体 は 、 ま た 、 天 然 ア ミ ノ 酸 保 存 的 置 換 を そ
の よ う な 置 換 が 実 体 的 に 疑 似 体 の 構 造 像 及 び /又 は 活 性 を 変 え な い 限 り 如 何 な る 量 で も 含
め る 。 保 存 的 変 種 で あ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 行 う よ う に 、 疑 似 体 が 本 発 明 の ス
コ ー プ に 入 る か も の か 、 即 ち 、 そ の 構 造 及 び /又 は 機 能 が 実 体 的 に 変 わ っ て い な い か を ル
ー チ ン に 調 べ ら れ る 。 従 っ て 、 一 例 と し て 、 疑 似 体 の 組 成 が P450活 性 を 持 つ 場 合 に は 、 そ
れ は 本 発 明 の ス コ ー プ に 入 る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
  本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 疑 似 体 組 成 は 、 非 天 然 構 造 的 な 組 成 を 如 何 な る 組 み 合 わ せ で も 含
め ら れ る 。 別 の 例 と し て 、 本 発 明 の 疑 似 体 組 成 は 、 次 の 三 種 の 構 造 基 を 一 つ あ る い は 全 て
含 む ： a)天 然 の ア ミ ド 結 合 (「 ペ プ チ ド 結 合 」 )以 外 の 残 基 結 合 グ ル ー プ ； b)天 然 に 存 在 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 に 代 わ る 非 天 然 残 基 ； あ る い は 、 c)二 次 的 な 構 造 疑 似 を 誘 導 す る 残 基 、 即
ち 、 例 え ば 、 ベ ー タ ー タ ー ン 、 ガ ン マ タ ー ン 、 ベ ー タ ー シ ー ト 、 ア ル フ ァ ー へ リ ッ ク ス の
コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 及 び そ の 類 な ど 、 二 次 的 構 造 を 誘 導 あ る い は 安 定 化 す る も の 。 例 え ば
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 全 て あ る い は 一 部 が 天 然 の ペ プ チ ド 結 合 以 外 の 化 学 的 手
段 に よ っ て 結 合 さ れ て い る 場 合 、 疑 似 体 と し て 調 べ る こ と が で き る 。 個 々 の ペ プ チ ド 疑 似
体 残 基 は 、 ペ プ チ ド 結 合 、 他 の 化 学 結 合 、 あ る い は カ ッ プ リ ン グ 手 段 、 例 え ば 、 グ ル タ ー
ル ア ル デ ヒ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 二 機 能 性 マ レ イ ミ ド 、 N,N'-ジ シ
ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド (DCC)、 N,N'-ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド (DIC)等 に よ っ
て 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 天 然 の ア ミ ド 結 合 (「 ペ プ チ ド 結 合 」 )に 代 え る こ と の で き る
結 合 グ ル ー プ は 、 例 え ば 、 ケ ト メ チ レ ン (例 え ば 、 -C(=O)-CH2-)、 ア ミ ノ メ チ レ ン (CH2-NH
)、 エ チ レ ン 、 オ レ フ ィ ン (CH=CH)、 エ ー テ ル (CH2-O)、 チ オ エ ー テ ル (CH2-S)、 テ ト ラ ゾ ー
ル (CN4-)、 チ ア ゾ ー ル 、 レ ト ロ ア ミ ド 、 チ ア ミ ド 、 あ る い は エ ス テ ル (例 え ば 、 Spatola (
1983) Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins, 7巻 , pp 
267-357, “ Peptide Backbone Modifications,”  Marcell Dekker, NY参 照 )で あ る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
  本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 代 わ り 非 天 然 残 基 を 全 て 又 は
い く ら か 含 ま せ る こ と に よ り 、 疑 似 体 と し て 調 べ る こ と が で き る 。 非 天 然 残 基 は 、 科 学 文
献 又 は 特 許 に よ く 述 べ ら れ て い る ； 天 然 ア ミ ノ 酸 残 基 の 疑 似 体 と し て 有 用 で あ る 典 型 的 な
非 天 然 組 成 及 び 指 針 は 以 下 に 述 べ ら れ る 。 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 疑 似 体 は 、 例 え ば 、 次 に よ る
置 換 に よ っ て 作 製 で き る 。 そ れ ら は 、 D- あ る い は  L-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン ； D-あ る い は L-フ
ェ ニ ル グ リ シ ン ; D-あ る い は  L-2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン ; D-あ る い は  L-1、 2-、 3-、 あ る い
は 4-ピ レ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-あ る い は L-3-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-あ る い は  L-(2-ピ リ ジ ル )-
ア ラ ニ ン ； D-あ る い は L-(3-ピ リ ジ ル )-ア ラ ニ ン ； D-あ る い は L-(2-ピ ラ ジ ニ ル )-ア ラ ニ ン
； D-あ る い は L-(4-イ ソ プ ロ ピ ル )-フ ェ ニ ル グ リ シ ン ； D-(ト リ フ ル オ ロ メ チ ル )-フ ェ ニ ル
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グ リ シ ン ； D-(ト リ フ ル オ ロ メ チ ル )-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； D-p-フ ル オ ロ -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
； D-あ る い は L-p-ビ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； K-あ る い は L-p-メ ト キ シ -ビ フ ェ ニ ル フ ェ ニ ル ア
ラ ニ ン ； D-あ る い は L-2-イ ン ド ー ル (ア ル キ ル )ア ラ ニ ン ； 及 び  D-あ る い は L-ア ル キ ル ア
ラ ニ ン 等 で 、 ア ル キ ル は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 ヘ キ シ ル 、 ブ チ ル 、 ペ ン チ ル 、 イ
ソ プ ロ ピ ル 、 イ ソ ブ チ ル 、 セ ク イ ソ チ ル 、 イ ソ ペ ン チ ル 、 あ る い は 非 ア ミ ノ 酸 で 置 換 し て
も し な く て も よ い 。
【 ０ ３ １ ９ 】
  酸 性 ア ミ ノ 酸 の 疑 似 体 は 、 負 に 荷 電 し て い る が 非 カ ル ボ キ シ レ ー ト ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 、
(フ ォ ス ホ )ア ラ ニ ン 、 硫 酸 化 ス レ オ ニ ン に よ る 置 換 に よ っ て 作 製 で き る 。 カ ル ボ キ シ 側 鎖
(例 え ば 、 ア ス パ ル チ ル 、 あ る い は グ ル タ ミ ル )は 、 1-シ ク ロ ヘ キ シ ル -3(2-モ ル フ ォ リ ニ
ル -(4-エ チ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 あ る い は 1-エ チ ル -3(4-ア ゾ ニ ア -4,4-ジ メ ソ ル ペ ン チ ル )
カ ル ボ ジ イ ミ ド の よ う な カ ル ボ ジ イ ミ ド (R'-N-C-N-R')を 用 い た 反 応 に よ っ て も 選 択 的 に
修 飾 す る こ と が で き る 。 ア ス パ ル チ ル 、 あ る い は グ ル タ ミ ル は 、 ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン を 用
い た 反 応 に よ っ て ア ス パ ラ ギ ニ ル 、 あ る い は グ ル タ ミ ニ ル 残 基 に 転 換 で き る 。 塩 基 性 ア ミ
ノ 酸 の 疑 似 体 は 、 (リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン に 加 え )ア ミ ノ 酸 オ ル ニ チ ン 、 シ ト ル リ ン 、 あ る い
は (グ ア ニ ジ ノ )ア ル キ ル -酢 酸 で 、 ア ル キ ル は 、 先 に 明 確 に し た も の を 用 い た 置 換 に よ っ
て 作 製 で き る 。 ニ ト リ ル 誘 導 体 (例 え ば 、 COOH に 代 わ り CN-残 基 を 含 ん で い る )は 、 ア ス パ
ラ ギ ン あ る い は グ ル タ ミ ン の 代 わ り に す る こ と が で き る 。 ア ス パ ラ ギ ニ ル 、 あ る い は グ ル
タ ミ ニ ル 残 基 は 、 対 応 す る ア ス パ ラ ギ ニ ル 、 あ る い は グ ル タ ミ ニ ル 残 基 に 脱 ア ミ ノ 化 す る
こ と が で き る 。 ア ル ギ ニ ン 残 基 疑 似 体 は 、 ア ル ギ ニ ル と 一 種 以 上 の 古 典 的 な 試 薬 、 例 え ば
、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ ザ ー ル 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 、 1,2-シ ク ロ -ヘ キ サ ン ジ オ ン 、 あ る い は
ニ ン ヒ ド リ ン 等 、 を 、 好 ま し く は 、 ア ル カ リ 条 件 下 で 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と
が で き る 。 チ ロ シ ン 残 基 疑 似 体 は 、 チ ロ シ ル を 、 例 え ば 、 芳 香 族 ジ ア ゾ ニ ウ ム 化 合 物 又 は
テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 N-ア セ チ ル イ ミ ダ ゾ
ー ル 及 び テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン は 、 そ れ ぞ れ O-ア セ チ ル チ ロ シ ル 体 及 び 3-ニ ト ロ 誘 導 体 を 形
成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 シ ス テ イ ン 残 基 疑 似 体 は 、 シ ス テ イ ニ ル 残 基 を 、 例
え ば 、 ク ロ ロ 酢 酸 、 あ る い は ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド 及 び 対 応 す る ア ミ ン の よ う な カ ル ボ キ シ
メ チ ル 又 は カ ル ボ キ シ ア ミ ド メ チ ル 誘 導 体 を 与 え る ア ル フ ァ -ハ ロ ア セ テ ー ト と 反 応 さ せ
る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 シ ス テ イ ン 残 基 疑 似 体 は 、 シ ス テ イ ニ ル 残 基 を 、 例
え ば 、 ブ ロ モ -ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ン 、 ア ル フ ァ ー -ブ ロ モ -ベ ー タ ー -(5-イ ミ ド ゾ イ ル )プ
ロ ピ オ ン 酸 ； ク ロ ロ ア セ チ ル フ ォ ス フ ェ ー ト 、 N-ア ル リ ル マ レ イ ミ ド 、 3-ニ ト ロ -2-ピ リ
ジ ル ジ ス ル フ ィ ッ ド ； メ チ ル  2-ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ッ ド ； p-ク ロ ロ マ ー キ ュ リ ベ ン ゾ エ
イ ト ； 2-ク ロ ロ マ ー キ ュ リ -4 ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル ； 又 は ク ロ ロ -7-ニ ト ロ ベ ン ゾ -オ ギ ザ -1,
3-ヂ ア ゾ ー ル と 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 リ ジ ン 残 基 疑 似 体 (及 び ア
ミ ノ 末 端 残 基 は 、 変 え ら れ る こ と が で き る )は 、 リ ジ ニ ル 残 基 を 、 例 え ば 、 サ ク シ ン 、 あ
る い は 他 の 無 水 カ ル ボ ン 酸 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 リ ジ ン 及 び 他
の ア ル フ ァ ー ア ミ ノ 含 有 残 基 疑 似 体 は 、 メ チ ル ピ コ リ ン イ ミ デ ー ト 、 ピ リ ド キ サ ル フ ォ ス
フ ェ ー ト 、 ピ リ ド キ サ ル 、 ク ロ ロ ボ ロ ヒ ド リ ッ ド 、 ト リ ニ ト ロ -ベ ン ゼ ン ス ル フ ォ ン 酸 、 O
-メ チ ル イ ソ ウ レ ア 、 2,4-ペ ン タ ン ヂ オ ン 、 及 び グ リ オ キ シ レ イ ト と の ト ラ ン ス ア ミ ダ ー
ゼ -触 媒 反 応 等 の よ う な イ ミ ド エ ス テ ル と の 反 応 に よ り 作 製 す る こ と も で き る 。 メ チ オ ニ
ン 疑 似 体 は 、 例 え ば 、 メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド を 用 い た 反 応 に よ り 作 製 で き る 。 プ ロ リ ン
疑 似 体 は 、 例 え ば 、 ピ ペ コ リ ッ ク 酸 、 チ ア ゾ リ ジ ン 、 カ ル ボ ン 酸 、 3-あ る い は 4-ホ ド ロ キ
シ プ ロ リ ン 、 デ ヒ ド ロ プ ロ リ ン 、 3-あ る い は 4-メ チ ル プ ロ リ ン 、 あ る い は 3,3-ジ メ チ ル プ
ロ リ ン 等 を 含 む 。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 疑 似 体 は 、 ヒ ス チ ジ ル と 、 例 え ば 、 ジ エ チ ル プ ロ カ ー ボ
ネ イ ト 、 あ る い は パ ラ -ブ ロ モ フ ェ ナ シ ル ブ ロ ミ ド を 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 で き る 。
他 の 疑 似 体 は 、 例 え ば 、 プ ロ リ ン 及 び リ ジ ン の 水 酸 化 ； セ リ ル 、 あ る い は ス レ オ ニ ル 残 基
の 水 酸 基 の リ ン 酸 化 ； リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン の ア ル フ ァ ー -ア ミ ノ 基 の メ チ
ル 化 ； N-末 端 ア ミ ン の ア ス ル 化 ； 主 鎖 ア ミ ド 残 基 の メ チ ル 化 、 あ る い は N-メ チ ル ア ミ ノ 酸
と の 置 換 ； 又 は C-末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
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  本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の あ る 残 基 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 、 は 、 キ ラ リ テ ィ ー が 逆 の ア ミ ノ
酸 (又 は ペ プ チ ド 疑 似 体 )に よ り 置 き 換 え る こ と も で き る 。 従 っ て 、 L-配 座 (そ れ は 、 化 学
的 実 体 の 構 造 に 依 存 し て Rあ る い は Sと し て 言 及 さ れ る こ と も で き る )で 天 然 に 存 在 す る ど
の よ う な ア ミ ノ 酸 も 、 同 じ 構 造 的 タ イ プ 、 あ る い は ペ プ チ ド 疑 似 的 な ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る
こ と が で き る が 、 逆 の キ ラ リ テ ィ ー で D-ア ミ ノ 酸 と 呼 ば れ る が R-、 あ る い は R-型 と し て 呼
ば れ る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
  本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 転 写 後 の 修 飾 (例 え ば 、 リ ン 酸 化 、 ア シ ル 化 等 )の よ
う な 天 然 の プ ロ セ ス 、 あ る い は 化 学 的 修 飾 技 術 に よ り 修 飾 す る 方 法 も 提 供 し 、 そ の 結 果 ポ
リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る 。 修 飾 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ど の 部 分 で も 起 こ り 、 そ れ に は 、 ペ プ チ
ド バ ッ ク ボ ー ン 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 及 び ア ミ ノ 末 端 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 を 含 ん で い る 。 同 じ タ
イ プ の 修 飾 が 、 与 え ら れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 数 ヵ 所 で 同 じ か 異 な っ た 度 合 で 存 在 す る か も
し れ な い こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 修 飾 は 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ADP-リ ボ シ ル 化 、
ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 的 な 付 加 、 ヘ ム 基 の 共 有 的 付 加 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は ヌ ク
レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 的 付 加 、 脂 質 又 は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 的 付 加 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ
シ ト ー ル の 共 有 的 付 加 、 ク ロ ス リ ン ク 環 状 化 、 ジ ス ル フ ィ ッ ド 結 合 の 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、
共 有 ク ロ ス リ ン ク の 形 成 、 シ ス テ イ ン の 形 成 、 ピ ロ グ ル タ メ ー ト の 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 ガ
ン マ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ デ ィ レ ー シ ョ ン 、 GPIア ン カ ー の 形 成 、 水 酸 化 、 ヨ ウ 素 化
、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 酸 化 、 ペ ジ ル 化 、 タ ン パ ク 分 解 的 修 飾 、 リ ン 酸 化 、 プ レ ニ
ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 硫 酸 化 、 及 び ア ル ギ ニ ル 化 の よ う な ト ラ ン ス フ ァ ー RNA
に よ り 媒 介 さ れ る ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク へ の 付 加 等 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Creighton, T.E.,
 Proteins －  Structure and Molecular Properties 2nd 編 集 , W.H. Freeman and Compa
ny, New York (1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B.C. J
ohnson, 編 集 , Academic Press, New York, pp. 1-12 (1983)を 参 照 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
  固 相 化 学 的 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 断 片 の 合 成 に 用 い
る こ と も で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 1960年 代 初 頭 以 来 よ く 知 ら れ た 技 術 で あ り (Merrifi
eld, R. B., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, (1963)；  Stewart, J. M. and Young, 
J. D., Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd編 集 , Pierce Chemical Co., Rockford, Il
l., pp. 11-12))、 ま た 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 研 究 室 レ ベ ル の ペ プ チ ド デ ザ イ ン 及 び キ ッ
ト (Cambridge Research Biochemicals)に も 最 近 は 利 用 さ れ て い る 。 そ の よ う な 商 業 的 に
入 手 可 能 な 研 究 室 キ ッ ト は 、 一 般 的 に  H. M. Geysen et al, Proc. Natl. Acad. Sci., U
SA, 81:3998 (1984)の 教 え が 使 わ れ 、 一 枚 の プ レ ー ト に 全 て が 結 合 し て い る 多 数 の 「 竿 」
、 あ る い は 「 ピ ン 」 の チ ッ プ 上 で ペ プ チ ド の 合 成 を 提 供 す る 。 そ の よ う な シ ス テ ム が 使 わ
れ る 場 合 、 竿 及 び ピ ン の プ レ ー ト は 二 番 目 の プ レ ー ト の 対 応 す る ウ ェ ル へ 転 化 及 び 挿 入 さ
れ 、 そ れ は 、 ピ ン 又 は 竿 の チ ッ プ に 適 当 な ア ミ ノ 酸 を 付 着 、 あ る い は 結 合 さ せ る た め の 溶
液 を 含 む 。 こ の プ ロ セ ス を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 即 ち 、 そ の 竿 及 び ピ ン の チ ッ プ を 適 当 な
溶 液 に 転 化 又 は 挿 入 す る こ と 、 ア ミ ノ 酸 は 望 ま し い ペ プ チ ド に 組 み 込 ま れ る 。 更 に 、 多 数
の 入 手 可 能 な FMOCペ プ チ ド 合 成 シ ス テ ム が 利 用 で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は
断 片 の ア セ ン ブ リ は 、  Applied Biosystems, Inc. Model 431AT M 自 動 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 機
を 用 い た 固 層 系 シ ス テ ム で 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 機 器 は 、 直 接 合 成 、 あ る い は 既
に 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い て 結 合 す る こ と の で き る 一 連 の 断 片 の 合 成 に よ っ て 本 発 明 の ペ
プ チ ド に へ の 迅 速 な ア ク セ ス を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
  P450オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 時 に は P450エ ポ キ シ ダ ー ゼ (以 下 P450s)と も 言 及 さ れ る 、 は 、 天
然 に 広 く 存 在 す る 酸 化 酵 素 で あ り 、 生 体 異 質 の 解 毒 、 異 常 な 炭 素 源 の 異 化 、 二 次 代 謝 物 の
生 合 成 等 に 関 与 す る も の で あ る 。 オ キ シ ゲ ナ ー ゼ は 、 鉄 /ヘ ム 核 を 利 用 し て 分 子 状 酸 素 を
活 性 化 し 、 酸 化 反 応 を 持 続 さ せ る た め に 酸 化 還 元 電 子 シ ャ ト ル を 利 用 す る 。 細 菌 で は 、 各
反 応 サ イ ク ル の 最 終 段 階 で ヘ ム 鉄 を 還 元 す る た め に 要 求 さ れ る 電 子 が 、 フ ェ レ ド キ シ ン (F
DX)や フ ェ レ ド キ シ ン 還 元 酵 素 (FDR)活 性 か ら 成 る 相 手 方 の 酵 素 シ ス テ ム に よ っ て 供 給 さ れ
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る 。 P450の 例 と し て 、 エ ポ キ シ 化 を 触 媒 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 特 に 、 エ ポ キ シ 化 は 、
他 の 酵 素 ク ラ ス に よ っ て 触 媒 さ れ る こ と は 稀 で あ る 。 こ の 変 換 を 媒 介 た め の P450sの 使 用
は 、 立 体 化 学 的 な 情 報 を 非 不 整 分 子 に 導 入 す る こ と を 可 能 に し て い る 。 結 果 と し て 生 じ る
キ ラ リ テ ィ ー は 、 多 様 な 求 核 試 薬 を 用 い て そ の エ ポ キ シ ド を 開 環 さ せ る こ と に よ り 他 の 機
能 性 を 導 入 す る こ と が で き る (図 -3)。 従 っ て 、 究 極 的 な 産 物 の 範 囲 は 、 加 水 分 解 か ら 生 じ
る ジ オ ー ル に 限 ら ず 、 ア ミ ノ ア ル コ ー ル 、 ハ ロ ヒ ド リ ン 及 び 分 岐 し た ア ル キ ル 残 基 に ま で
拡 大 す る こ と が で き る 。 更 に 、 こ の 過 程 は 酵 素 学 的 な エ ポ キ シ ド の 加 水 分 解 の よ う な 動 力
学 的 分 解 法 と 関 連 し た 物 質 の 損 失 な く し て 起 こ る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
  キ ラ ル エ ポ キ シ ド 合 成 の 有 用 性 は 、 多 く の 高 純 度 化 薬 の 合 成 や 主 要 医 薬 品 の 重 要 な 中 間
体 の 中 間 体 と し て 、 大 き な 商 業 的 な 可 能 性 を 持 っ て い る 。 従 っ て 、 P450sは 、 抗 生 物 質 、
抗 ウ イ ル ス 剤 、 抗 癌 剤 、 殺 虫 剤 、 除 草 剤 を 含 む 多 く の 価 値 あ る 化 合 物 の 合 成 に 応 用 で き る
可 能 性 を 持 っ て い る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
  例 え ば 、 Glycidol は 、 現 在 、 抗 高 血 圧 剤 ア テ ノ ロ ー ル (atenolol) の プ ロ セ ス ス ケ ー ル
で の 合 成 に 使 用 し て い る (ICI、 図 -4B)。 キ ラ ル エ ポ キ シ ド は 、 最 前 線 の 抗 腫 瘍 剤 ド セ タ キ
セ ル (docetaxel；  Aventis、 図 -5A) 及 び パ ク リ タ キ セ ル (paclitaxel； BMS)の 合 成 に も 応
用 で き 、 そ れ ら は 桂 皮 酸 オ キ シ ド を 経 由 し て 進 行 す る 。 商 業 的 に 有 益 な 出 発 材 料 に 由 来 す
る こ の 重 要 な 中 間 体 の 立 体 特 異 的 な 調 整 に は ４ ス テ ッ プ が 関 与 す る 。 対 照 的 に 、 酵 素 学 的
な 合 成 は 入 手 が 容 易 な 桂 皮 酸 の エ ポ キ シ 化 の 一 段 階 だ け 必 要 と さ れ 、 ド セ タ キ セ ル へ の 部
分 的 な 生 体 触 媒 ア プ ロ ー チ は か な り の コ ス ト 削 減 に つ な が る か も し れ な い 。 同 様 に 、 抗 -H
IV薬 ア ン プ レ ナ ビ (anprenavir； MERCK、 図 -5B)の 合 成 は 、 ま た 、 キ ラ ル エ ポ キ シ ド 中 間 体
を 要 求 す る 。 こ の 重 要 な ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 簡 単 な 化 学 的 -酵 素 学 的 合 成 は 、 あ る 見
地 か ら 直 視 さ れ る こ と が で き 、 そ の 薬 の 調 整 に お い て か な り の 商 業 的 な 便 宜 を 提 供 す る か
も し れ な い 。 従 っ て 、 キ ラ ル エ ポ キ シ ド へ の 効 果 的 か つ 商 業 的 に 実 行 可 能 な ル ー ト が 、 十
分 な イ ン パ ク ト を 持 つ で あ ろ う こ と は 明 ら か で あ る ； P450触 媒 エ ポ キ シ 化 が そ の よ う な 技
術 を 提 供 で き る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
  従 っ て 、 キ ラ ル エ ポ キ シ ド の 合 成 に P450sの 触 媒 作 用 や 選 択 性 を 利 用 す る 可 能 性 が 存 在
す る こ と は 明 ら か で あ る 。 し か し な が ら 、 今 日 ま で 、 生 体 触 媒 に よ る エ ポ キ シ ド の 合 成 の
報 告 は 殆 ど な い 。 こ れ は 、 多 分 、 伝 統 的 な 方 法 に よ り ア ク セ ス で き る 限 り あ る 生 物 多 様 性
の 中 か ら 適 当 な 酸 化 シ ス テ ム を 発 見 す る 困 難 さ に よ る も の で あ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
  関 心 対 象 と な る そ の よ う な 特 別 な 反 応 の 一 つ は 、 酸 化 酵 素 を 用 い た キ ラ ル エ ポ キ シ ド を
形 成 す る ア ル ケ ン の エ ポ キ シ 化 反 応 で あ る 。 P450sの よ う な 酸 化 酵 素 (い わ ゆ る エ ポ キ シ ダ
ー ゼ )は 、 高 い 立 体 特 異 性 を も っ て 効 果 的 に エ ポ キ シ ド の 合 成 を 触 媒 し 、 キ ラ ル エ ポ キ シ
ド の 商 業 ル ー ト を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 P450酵 素 の 触 媒 力 及 び 選 択 性 を 利 用 し た
キ ラ ル エ ポ キ シ ド の 産 生 に 焦 点 を 置 い た 技 術 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 構 築 に 関 連 し て い る 。 好
ま し く は 、 こ の プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に 必 要 と さ れ る 酵 素 は 、 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得
ら れ る 。 こ れ ら 酸 化 酵 素 は 、 農 業 化 成 及 び 高 純 度 の 化 学 薬 品 の み な ら ず 抗 生 物 質 、 抗 ウ イ
ル ス 薬 、 及 び 抗 ガ ン 薬 の よ う な 医 薬 品 へ の 化 学 ‐ 酵 素 的 ル ー ト の 開 発 を 可 能 に す る で あ ろ
う 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
  こ の 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 関 心 対 象 の 生 物 活 性 は 、 エ ポ キ シ 化 反 応 の た め の 触 媒 と し
て の 活 性 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 ア ル ケ ン 類 の エ ポ キ シ 化 の た め の 触 媒 と し て の 活 性 で
あ る 。 こ の 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 生 物 分 子 と は P450を 意 味 し て い る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
  好 ま し く は 、 こ れ ら 酸 化 酵 素 の 発 見 の た め の 努 力 の 最 初 の ス テ ッ プ は 、 エ ポ キ シ ド を 形
成 す る P450の 発 見 の た め の 高 感 度 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 法 の 開 発 の 関 連 す る 。 こ の 努 力 を 容
易 に す る た め に 、 イ ン ビ ボ に お け る P450に よ る エ ポ キ シ ド の 合 成 を 至 適 に 援 助 す る た め の
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多 様 な 宿 主 が 提 供 さ れ る 必 要 が あ る 。 こ れ ら 宿 主 株 は 、 宿 主 株 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 て も よ
い 。 至 適 化 し た 測 定 法 と 宿 主 の ス ク リ ー ニ ン グ の 組 み 合 わ せ は 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ の 生 体 触
媒 が 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る と い う こ と を 示 す た め に 応 用 す る こ と が で き る
。 宿 主 株 ラ イ ブ ラ リ ー 及 び 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 U.S. 特 許 番 号  5,958,672、 U.S. 
特 許 番 号 6,001,574 及 び  U.S. 特 許 番 号  5,763,239に 述 べ ら れ て い る 技 術 を 利 用 し て 作 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】

  一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 配 列 か ら 成 る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む ハ イ ブ リ ッ
ド P450及 び 融 合 タ ン パ ク を 与 え る 。 本 発 明 の 配 列 か ら 成 る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 、 標 的
(例 え ば 、 受 容 体 、 酵 素 )の ペ プ チ ド 阻 害 剤 を 単 離 す る た め 及 び 標 的 (例 え ば 、 サ イ ト カ イ
ン 、 ホ ル モ ン 、 そ の 類 な ど の リ ガ ン ド )の 正 式 な 結 合 相 手 を 同 定 す る た め に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
  生 物 学 的 又 は 治 療 学 的 に 意 味 の あ る 化 合 物 の た め の 生 物 分 子 ス ク リ ー ニ ン グ の 領 域 は 著
し く 成 長 し て い る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ の フ ォ ー カ ス で あ る 意 味 の あ る 生 物 分 子 は
、 同 定 さ れ た 標 的 分 子 の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 あ る い は 増 加 さ せ る 分 子 の 検 索 に お い て 、 化
学 ラ イ ブ ラ リ ー 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 、 及 び ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 特 別 な ペ プ チ ド
ラ イ ブ ラ リ ー に 関 し て 、 標 的 分 子 の ペ プ チ ド 阻 害 剤 の 単 離 及 び 標 的 の 正 式 な 結 合 相 手 の 同
定 が 一 つ の 重 要 な 焦 点 と な っ て い る 。 治 療 学 的 に 適 切 な 標 的 細 胞 に 関 す る 可 能 性 の あ る 薬
の 混 合 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 急 激 に 増 加 し 、 重 要 な 領 域 と な っ て い る
。 し か し な が ら 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 関 す る 一 つ の 重 要 な 問 題 は 、 ペ プ チ ド が 生 物 学
的 効 果 を 持 つ か を 調 べ る 前 に 、 特 別 な ペ プ チ ド が ど の 程 度 の レ ベ ル で 発 現 さ れ て い る か を
評 価 す る 困 難 さ で あ る 。 従 っ て 、 細 胞 中 で 機 能 的 な ペ プ チ ド を 発 現 さ せ 、 そ れ に 引 き 続 き
ス ク リ ー ン す る た め に 、 ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 分 解 及 び 細 胞 質 か ら エ ン ド ソ ー ム へ の 輸 送
な ど の 異 化 機 構 に 打 ち 勝 つ た め に 十 分 な 量 発 現 さ れ て い る 必 要 が あ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク (例 え ば 、 ペ プ チ ド 残 基 )は 、 配 置 的 に 安 定 化 さ れ 、
そ れ ら の 細 胞 標 的 に 体 す る 高 い 結 合 親 和 性 を 与 え る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の P450sの 融 合 体
及 び P450sの 構 造 が そ れ ほ ど 壊 さ れ ず 、 ま た 、 ペ プ チ ド が 、 代 謝 的 及 び 構 造 的 配 置 的 に 安
定 化 さ れ る 様 に 融 合 さ れ た 既 知 及 び ラ ン ダ ム ペ プ チ ド を 含 む 他 の ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ
れ は 、 そ の 細 胞 中 の 存 在 や そ の 質 等 を 簡 単 に 調 べ ら れ る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 を 可
能 に す る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
  本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 種 は 、 変 種 の 性 質 を 予 め 確 定 さ れ て い る 性 質 に よ り 調 べ ら れ る
。 P450ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 種 は 、 予 め 確 定 し て い る 性 質 、 そ れ ら を 天 然 に 存 在 す る 対 立 形 質
あ る い は 種 間 に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 の 多 様 性 か ら 分 け て 置 く 特 徴 、 に よ り 特 徴 付 け る こ と
が で き る 。 一 例 と し て 、 本 発 明 の 変 種 は 、 特 徴 を 修 飾 さ れ た も の が 選 別 さ れ る が 、 天 然 に
存 在 す る 類 似 物 と し て 同 じ 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 持 つ 。 例 え ば 、 与 え ら れ た 部 位 で の 変 異
操 作 を 至 適 す る た め に 、 無 作 為 な 変 異 を そ の 標 的 コ ド ン 又 は 領 域 で 行 い 、 発 現 し た P450変
種 を 望 ま れ る 活 性 の 至 適 な 組 み 合 わ せ に よ り ス ク リ ー ン し て も よ い 。 既 知 の 配 列 を 持 つ DN
Aの 予 め 決 め ら れ た 部 位 で 置 換 変 異 を 行 う 技 術 は 、 例 え ば 、 M13プ ラ イ マ ー 突 然 変 異 誘 発 法
及 び PCR突 然 変 異 誘 発 法 の よ う に よ く 知 ら れ て い る 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 削 除 は よ
り 大 き い か も し れ な い が 、 削 除 は お お よ そ 1～ 20残 基 の 範 囲 に あ る 。 至 適 な 性 質 を 持 つ 最
終 的 な 誘 導 体 を 得 る た め に 、 置 換 、 削 除 、 挿 入 、 あ る い は そ れ ら の 如 何 な る 組 み 合 わ せ を
利 用 し て も よ い 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 変 化 は 、 分 子 の 変 化 を 最 小 に す る た め に 少 数 の ア ミ
ノ 酸 に つ い て 行 わ れ る 。 し か し な が ら 、 よ り 大 き な 変 化 が 、 あ る 環 境 条 件 下 で 容 認 さ れ て
も よ い 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
  本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ ー ン 、 二 次 、 あ る い は 三 次 構 造 、 例 え ば 、 ア ル フ ァ
ー ヘ リ ッ ク ス 又 は ベ ー タ シ ー ト 構 造 、 が 修 飾 さ れ た P450を 提 供 す る 。 一 例 と し て 、 荷 電 又
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は 疎 水 性 が 修 飾 さ れ て い る 。 一 例 と し て 、 側 鎖 の 大 部 分 が 修 飾 さ れ て い る 。 機 能 又 は 免 疫
学 的 同 等 性 に 関 す る 実 体 的 な 変 化 は 、 よ り 保 存 的 で な い 選 択 的 置 換 に よ り 作 ら れ る 。 例 え
ば 、 置 換 は 、 以 下 の 点 に 瀕 著 な 影 響 を 与 え る か も し れ な い ： 変 化 の 領 域 に お け る ポ リ ペ プ
チ ド バ ッ ク ボ ー ン の 構 造 、 例 え ば 、 ア ル フ ァ ー ヘ リ ッ ク ス 又 は ベ ー タ シ ー ト 構 造 ； 標 的 部
位 で の 分 子 の 荷 電 あ る い は 疎 水 性 ； 又 は 側 鎖 の 大 部 分 。 ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 に 最 も 大 き な
変 化 を 作 り 出 さ れ る こ と が 一 般 に 期 待 さ れ る 置 換 に は 次 の よ う な も の が あ る ： (a)親 水 性
残 基 、 例 え ば 、 セ リ ル あ る い は ス レ オ ニ ル 、 が 疎 水 性 残 基 、 例 え ば 、 ロ イ シ ル イ ソ ロ イ シ
ル 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ル 、 バ リ ル 、 あ る い は ア ラ ニ ル 、 に よ り 置 換 さ れ る ； (b)シ ス テ イ ン
、 あ る い は プ ロ リ ン が 他 の 残 基 と 置 換 さ れ る ； (c)電 気 的 に 正 に 荷 電 し た 側 鎖 を も つ 残 基
、 例 え ば 、 リ ジ ル 、 ア ル ギ ニ ル 、 あ る い は ヒ ス チ ジ ル 、 が 電 気 的 に 負 に 荷 電 し た 、 例 え ば
、 グ ル タ ミ ル 、 あ る い は ア ス パ ル チ ル と 置 換 さ れ る ； あ る い は (d)大 き な 側 鎖 を も つ 残 基
、 例 え ば 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 が 側 鎖 を 持 た な い 残 基 、 例 え ば 、 グ リ シ ン と 置 換 さ れ る 。
そ の 変 種 は 、 必 要 と さ れ る P450sの 特 徴 を 修 飾 す る た め に 選 別 さ れ る こ と が で き る が 、 同
じ 質 的 な 生 物 学 的 な 活 性 (即 ち 、 タ ン パ ク 分 解 活 性 )を 持 つ 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 の P450sは 、 エ ピ ト ー プ 、 あ る い は 精 製 タ グ 、 シ グ ナ ル 配 列 又 は 他
の 融 合 配 列 な ど を 含 む 。 一 例 と し て 、 本 発 明 の P450sは 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 作 る た め に
ラ ン ダ ム ペ プ チ ド に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 中 の 「 融 合 し た 」 、 あ る い は 「 動 作 的
に 結 合 し た 」 に よ る と は 、 P450構 造 (即 ち 、 そ れ は タ ン パ ク 分 解 活 性 を 持 ち 得 る )の 安 定 性
の 破 壊 を 最 小 に す る よ う に 、 又 、 少 な く と も 42 ℃ の Tmを 維 持 す る よ う に し て 、 ラ ン ダ ム
ペ プ チ ド と P450が お 互 い に 結 合 し て い る こ と を 意 味 す る 。 そ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド (あ る い
は そ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 融 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )は 、 多 数 の ル ー プ で 多
数 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 更 な る 他 の 組 成 も 含 み 得 る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
  一 例 と し て 、 そ れ ら を コ ー ド し て い る ペ プ チ ド 及 び 核 酸 は 、 例 え ば 、 核 酸 /残 基 頻 度 あ
る い は 部 位 当 た り で 完 全 に あ る い は 偏 ら せ る 様 態 に お い て 無 作 為 化 さ れ る 。 「 無 作 為 化 」
と は 、 各 核 酸 及 び ペ プ チ ド が 本 質 的 に ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 か ら そ れ ぞ れ 構
成 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 一 例 と し て 、 ペ プ チ ド を 生 ず る 核 酸 は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ
る こ と が で き 、 従 っ て 、 そ の ど の 部 位 に 如 何 な る ヌ ク レ オ チ ド を も 導 入 で き る 。 従 っ て 、
そ の 核 酸 が 発 現 し て ペ プ チ ド を 形 成 す る 場 合 、 ど の よ う な ア ミ ノ 酸 残 基 が 如 何 な る 部 位 に
導 入 さ れ て も よ い 。 そ の 合 成 プ ロ セ ス は 、 無 作 為 化 し た 核 酸 を 作 製 す る た め に 、 そ の 核 酸
の 全 長 に 渡 っ て そ の 全 て あ る い は 可 能 な 組 み 合 わ せ の 形 成 を 可 能 に す る た め に 、 修 飾 す る
こ と が で き 、 そ れ に よ り 無 作 為 化 し た 核 酸 が 作 製 さ れ る 。 そ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し い
応 答 を 持 つ 一 つ 以 上 の 細 胞 を 与 え る た め の 確 率 的 に 十 分 な 範 囲 の 細 胞 応 答 に 影 響 を 与 え る
無 作 為 化 し た 発 現 産 物 の 十 分 に 構 造 的 な 多 様 性 を 持 た せ た 集 団 を 提 供 す る こ と が で き る 。
従 っ て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 一 つ の 構 成 メ ン バ ー が い く つ か の 分 子 、 タ ン パ ク 、 あ る い
は シ グ ナ ル 伝 達 を 完 全 に す る た め に 必 要 な 活 性 を 持 つ 他 の フ ァ ク タ ー に 対 し て 親 和 性 を 持
つ 構 造 を 持 て る よ う に 十 分 な 大 き さ の 相 互 作 用 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 、 配 列 の 選 択 又 は 如 何 な る 部 位 に お け る
一 定 性 の な い よ う に 十 分 に 無 作 為 化 さ れ て い る も の で あ る 。 他 の 例 と し て 、 そ の ラ イ ブ ラ
リ ー は 偏 っ て い る 。 即 ち 、 配 列 中 の い く つ か の 部 位 が 、 一 定 に 保 た れ る か 、 又 は あ る 限 ら
れ た 数 の 可 能 性 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 一 例 と し て 、 ク ロ ス リ ン ク の た め の シ ス テ イ ン
、 SH-3ド メ イ ン の た め の プ ロ リ ン 、 リ ン 酸 化 部 位 の セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 あ る
い は ヒ ス チ ジ ン 等 の 創 生 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 は 、 あ る 特 定 の ク ラ ス の ア ミ ノ 酸
、 例 え ば 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 、 立 体 的 に 偏 っ た  (小 さ い か 又 は 大 き い )残
基 、 で 無 作 為 化 さ れ る 。 例 え ば 、 個 々 の 残 基 は 、 構 造 の 偏 り を 作 り 出 す た め に 、 そ の 挿 入
の 無 作 為 ペ プ チ ド 配 列 中 に 固 定 さ れ る 。 別 の 例 と し て 、 無 作 為 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 特 別 な 二
次 構 造 に 好 ま し い 適 当 な 数 の 残 基 (グ リ シ ン リ ン カ ー の 他 に )を 含 ま せ る こ と に よ り 、 特 別
な 二 次 構 造 に 偏 ら せ る こ と が で き る 。
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【 ０ ３ ３ ８ 】
  一 例 と し て 、 そ の 偏 り は 、 既 知 に ク ラ ス の 分 子 と 相 互 作 用 す る ペ プ チ ド に 対 す る も の で
あ る 。 例 え ば 、 殆 ど の 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ は 、 小 さ な ペ プ チ ド ド メ イ ン を 介 し て 他 の ポ リ
ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し て い る ポ リ ペ プ チ ド の 短 い 領 域 を 介 し て 起 こ る 。 例 え ば 、 HIV-Iエ
ン ベ ロ ー プ の 細 胞 質 ド メ イ ン に 由 来 す る あ る 短 い 領 域 が 、 細 胞 性 カ ル モ ジ ュ リ ン の 作 用 を
抑 え る こ と が 既 に 示 さ れ て い る 。 ス ズ メ バ チ に 由 来 す る マ ス ト パ ラ ン 毒 素 に 相 同 性 の あ る
こ と が 示 さ れ て い る Fas細 胞 質 ド メ イ ン は 、 細 胞 死 を 誘 導 す る ア ポ ト ー シ ス 又 は Gタ ン パ ク
誘 導 機 能 を 持 つ 短 い ペ プ チ ド 領 域 に 限 定 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 多 数 の 分 子 、 あ る い
は タ ン パ ク ド メ イ ン が 、 偏 っ て 無 作 為 化 し た ペ プ チ ド の 作 製 の た め の 開 始 点 と し て 適 し て
い る 。 非 常 に 多 く の 小 分 子 ド メ イ ン が 知 ら れ て お り 、 そ れ ら は 、 共 通 の 機 能 、 構 造 あ る い
は 親 和 性 を 与 え る 。 更 に 、 低 い ア ミ ノ 酸 相 同 性 の 領 域 は 、 高 い 構 造 相 同 性 を 持 つ か も し れ
な い 。 本 発 明 で 用 い ら れ る 典 型 的 な 分 子 、 ド メ イ ン 、 及 び /又 は 、 対 応 す る 共 通 の 配 列 (例
え ば 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク に 取 り 込 ま れ る )は 、 SH-2は SH-2ド メ イ ン 、 SH-3ド メ イ ン 、
プ レ ッ ク ス ト リ ン (Pleckstrin)、 致 死 ド メ イ ン 、 P450解 裂 /認 識 部 位 、 酵 素 疎 外 剤 酵 素 基
質 、 Traf、 等 を 含 む 。 同 様 に 、 本 発 明 に お け る 使 用 に 適 し た ド メ イ ン を 含 む 既 に 知 ら れ た
多 く の 核 酸 結 合 タ ン パ ク が 存 在 す る 、 例 え ば 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 共 通 配 列 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
  本 発 明 は 、 融 合 タ ン パ ク を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 め 、 本 発 明 の 核 酸 か ら 成 る 種 々 の 発
現 を ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 自 己 複 製 す る 特 別 な 染 色 体 ベ ク タ ー や 宿 主 ゲ
ノ ム と 統 合 す る ベ ク タ ー に な り 得 る も の で も よ い 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー は 、
融 合 タ ン パ ク に コ ー ド さ れ た 核 酸 に 動 作 的 に 結 合 し た 転 写 あ る い は 翻 訳 制 御 核 酸 を 含 む 。
用 語 「 対 照 配 列 」 と は 、 特 別 な 宿 主 体 に お い て 動 作 的 に 結 合 し た コ ー ド し て い る 配 列 を 発
現 す る た め に 必 要 な 原 核 生 物 に 適 し た 対 照 配 列 は 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 任 意 に オ ペ レ
ー タ ー 配 列 、 及 び リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 を 含 む 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
  本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト や ベ ク タ ー に 用 い ら れ て い る 転 写 又 は 翻 訳 制 御 配 列 は 、 制 限 は さ
れ な い が 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、 転 写 開 始 及 び 停 止 配 列 、 翻 訳 開 始 及
び 停 止 配 列 、 及 び エ ン ハ ン サ ー や ア ク チ ベ ー タ ー 配 列 を 含 む 。 一 例 に お い て 、 そ の 制 御 配
列 は 、 プ ロ モ ー タ ー と 転 写 に お け る 開 始 及 び 停 止 配 列 を 含 む 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 構 成
的 又 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か を コ ー ド す る 。 そ の プ ロ モ ー タ ー は 、 天 然 に 存 在 す る
も の で も ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー の い ず れ で も よ い 。 一 種 以 上 の プ ロ モ ー タ ー の 配 列 を
併 せ 持 つ ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 で あ り 、 本 発 明 に お い て 有
用 で あ る 。 一 例 と し て 、 そ の プ ロ モ ー タ ー は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー の よ う な 強 力 な プ ロ モ ー
タ ー で あ り 、 特 に 、 高 等 動 物 の 細 胞 内 で 、 特 に 、 Tet制 御 配 列 と の 組 み 合 わ せ で 、 高 い 発
現 を 可 能 に し て い る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
  更 に 、 発 現 ベ ク タ ー は 付 加 的 な 配 列 を 含 ん で も よ い 。 一 つ の 具 体 例 と し て 、 発 現 ベ ク タ
ー は 、 二 つ の 複 製 シ ス テ ム を 持 て る か も し れ ず 、 従 っ て 、 例 え ば 、 発 現 の た め の 高 等 動 物
、 あ る い は 昆 虫 細 胞 及 び ク ロ ー ニ ン グ や 増 幅 の た め の 原 核 宿 主 な ど 二 つ の 生 物 体 中 に 維 持
さ れ る こ と を 可 能 に す る 。 更 に 、 発 現 ベ ク タ ー を 完 成 す る た め に は 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿
主 細 胞 の ゲ ノ ム に 相 同 的 な 少 な く と も 一 種 の 配 列 、 好 ま し く は 発 現 構 造 体 に 隣 接 す る 二 種
の 相 同 配 列 を 含 ん で い る 。 完 成 し つ つ あ る ベ ク タ ー は 、 適 当 な 相 同 的 配 列 を ベ ク タ ー に 含
ま せ る た め 選 別 さ せ る こ と に よ り 、 宿 主 細 胞 の 特 別 な 場 所 に 導 か れ る か も し れ な い 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
  一 例 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 、 あ る い は ベ ク タ ー は 、 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め に 細 胞
に 導 入 さ れ 、 そ の 核 酸 は 、 そ れ に 引 き 続 く そ の 核 酸 の 発 現 に 適 し た 様 態 に お い て 細 胞 に 導
入 さ れ る 。 そ の 導 入 の 方 法 は 、 そ の 標 的 細 胞 の タ イ プ に よ り 大 き く 指 定 さ れ る 。 典 型 的 な
方 法 は 、 リ ポ ソ ー ム 融 合 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ウ イ ル ス の 感 染
等 が 含 ま れ る 。 そ の 核 酸 の 候 補 は 、 そ の 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 安 定 に 取 り 込 ま れ て も よ い し
(例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 導 入 )、 そ の 細 胞 質 に 一 過 性 又 は 安 定 に 存 在 し て も よ い (

10

20

30

40

50

(126) JP 2005-512532 A 2005.5.12



即 ち 、 伝 統 的 な プ ラ ス ミ ド の 使 用 に よ り 、 標 準 的 な 調 節 配 列 、 選 別 マ ー カ ー 等 を 用 い て )
。 多 く の 製 薬 的 に 重 要 な ス ク リ ー ン は 、 ヒ ト 又 は モ デ ル 高 等 動 物 細 胞 標 的 を 要 求 す る よ う
に 、 そ の よ う な タ ー ゲ ッ ト を 感 染 さ せ る こ と の で き る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 好 ま れ る
。
【 ０ ３ ４ ３ 】
  本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 形 質 変 換 さ れ た 細 菌 株 の 選 別 を 可 能 に す る 選 別 可 能 マ ー カ ー
遺 伝 子 を 含 む 、 例 え ば 、 細 菌 を ア ン ピ シ リ ン ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、
カ ナ マ イ シ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 薬 に 対 し て 抵 抗 性 を 持 た せ る
遺 伝 子 。 選 別 可 能 マ ー カ ー は 、 生 合 成 遺 伝 子 、 例 え ば 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 及 び
ロ イ シ ン 生 合 成 経 路 に お け る そ れ ら の よ う な も の を 含 む 。
【 ０ ３ ４ ４ 】

  本 発 明 の 方 法 を 行 う 上 で 、 本 発 明 の 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 し た 様 々 な 装 置 や 技 術 が
利 用 さ れ る 。 こ れ ら に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ 反 応 性 に 対 す る ス ク リ
ー ニ ン グ 、 活 性 調 節 物 質 (例 え ば 、 酵 素 活 性 の 阻 害 剤 、 あ る い は 活 性 化 剤 )の ス ク リ ー ニ ン
グ 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び 本 発 明 の 核 酸 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 核 酸 の ス ク リ ー ニ ン グ 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】

  P450酵 素 、 そ の 断 片 、 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 、 及 び そ の 断 片 は 、 固 形 化 支 持 体 に 固 定 化
さ れ る 。 こ れ は 、 し ば し ば 、 工 業 的 行 程 で の P450の 利 用 に お い て 、 経 済 的 、 か つ 効 率 的 で
あ る 。 例 え ば 、 特 別 な 化 学 反 応 に 利 用 さ れ る P450酵 素 (あ る い は 、 そ の 活 性 部 位 )を 含 む 混
合 物 や 溶 液 は 、 固 形 化 支 持 体 と 混 合 さ れ 、 行 程 用 タ ン ク に 入 れ ら れ る 。 そ の 酵 素 反 応 が 行
わ れ た 後 、 P450の 固 定 さ れ た 固 形 化 支 持 体 は 、 行 程 用 タ ン ク よ り 回 収 さ れ 、 再 利 用 さ れ る
。 本 発 明 の 一 例 と し て 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 が 、 固 形 化 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 。 本 発
明 の 他 の 一 例 と し て 、 固 形 化 支 持 体 と し て 、 ゲ ル 、 樹 脂 、 ポ リ マ ー 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス
、 微 小 電 極 、 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ が 利 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
  例 え ば 、 ゲ ル は 、 本 発 明 に 利 用 さ れ る 固 形 化 支 持 体 と し て 有 用 で あ る 。 ゲ ル の 例 と し て
、 以 下 の も の が 利 用 さ れ る : セ フ ァ ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 キ ト サ ン 処
理 さ れ た グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ア ル ブ ミ ン - グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 キ ト サ ン - キ サ ン タ ン
、 ト ヨ パ ー ル ゲ ル (ポ リ マ ー ゲ ル )、 ア ル ギ ン 酸 、 ア ル ギ ン 酸 ポ リ リ ジ ン 、 カ ラ ギ ー ナ ン 、
ア ガ ロ ー ス 、 グ リ オ キ シ ル ア ガ ロ ー ス 、 磁 化 グ リ オ キ シ ル ア ガ ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン ア ガ
ロ ー ス 、 ポ リ カ ル バ ミ ル ス ル フ ォ ン 酸 ハ イ ド ロ ゲ ル 、 BSA-PEG ハ イ ド ロ ゲ ル 、 リ ン 酸 化 ポ
リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル (PVA)、 モ ノ ア ミ ノ エ チ ル -N-ア ミ ノ エ チ ル ア ミ ン (MANA)、 あ る い は こ
れ ら 何 れ か の 組 み 合 わ せ 。 　 　
【 ０ ３ ４ ７ 】
  他 の 例 と し て 、 樹 脂 や ポ リ マ ー も 、 本 発 明 に 利 用 さ れ る 固 形 化 支 持 体 と し て 有 用 で あ る
。 樹 脂 や ポ リ マ ー の 例 と し て 、 以 下 の も の が 利 用 さ れ る : セ ル ロ ー ス 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、
ナ イ ロ ン 、 レ ー ヨ ン 、 ポ リ エ ス テ ル 、 陰 イ オ ン 交 換 樹 脂 、 ア ン バ ー ラ イ ト T M  XAD-7 、 ア
ン バ ー ラ イ ト T M  XAD-8 、 ア ン バ ー ラ イ ト T M  IRA-94 、 ア ン バ ー ラ イ ト T M  IRC-50 、 ポ リ
ビ ニ ル 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 、 ポ リ メ タ ク リ ル 酸 、 あ る い は は こ れ ら 何 れ か の 組 み 合 わ せ 。 セ
ラ ミ ッ ク も 、 本 発 明 に 利 用 さ れ る 固 形 化 支 持 体 と し て 有 用 で あ る 。 そ の 例 と し て 、 無 孔 性
セ ラ ミ ッ ク 、 有 孔 性 セ ラ ミ ッ ク 、 及 び SiO 2 、 Al 2 O 3  が 含 ま れ る 。 ガ ラ ス も 、 本 発 明 に 利 用
さ れ る 固 形 化 支 持 体 と し て 有 用 で あ る 。 そ の 例 と し て 、 無 孔 性 ガ ラ ス 、 有 孔 性 ガ ラ ス 、 ア
ミ ノ プ ロ ピ ル ガ ラ ス 、 あ る い は こ れ ら 何 れ か の 組 み 合 わ せ が 利 用 さ れ る 。 微 小 電 極 も 、 本
発 明 に 利 用 さ れ る 固 形 化 支 持 体 と し て 有 用 で あ り 、 そ の 例 は 、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン で 覆 わ
れ た マ グ ネ タ イ ト で あ る 。 黒 鉛 状 粒 子 も ま た 、 固 形 化 支 持 体 と し て 利 用 さ れ る 。 又 、 そ の
他 の 、 固 形 化 支 持 体 と し て 、 赤 血 球 の よ う な 細 胞 も 利 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
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ス ク リ ー ニ ン グ 法 、 及 び 「 オ ン ラ イ ン 」 検 出 装 置

固 定 化 酵 素 支 持 体



  多 数 の 酵 素 、 あ る い は そ れ ら の 断 片 、 又 は 核 酸 の 固 形 化 支 持 体 へ の 固 定 化 法 が 、 関 連 研
究 者 に 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 方 法 の 例 と し て 、 以 下 の も の が 利 用 さ れ る : 静 電 液 滴 法
、 吸 着 、 共 有 結 合 、 ク ロ ス リ ン ク 、 化 学 反 応 や 化 学 行 程 、 カ プ セ ル 化 、 封 じ 込 め 、 ア ル ギ
ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 あ る い は ポ リ (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ ル 酸 )に よ る 電 気 化 学 的 方 法
。 同 様 の 方 法 が 、 以 下 に 記 述 さ れ て い る : Methods in Enzymology, Immobilized Enzymes
 and Cells, Part C. 1987. Academic Press. Edited by S. P. Colowick and N. O. Kap
lan. Volume 136; 及 び Immobilization of Enzymes and Cells.  1997.  Humana Press.,
 G. F. Bickerstaffに よ る 編 集 .  Series: Methods in Biotechnology, J. M. Walkerに
よ る 編 集 。
【 ０ ３ ４ ９ 】

  ギ ガ マ ト リ ッ ク ス T M 、 Diversa Corporation, CA, USA、 の よ う な キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ が
、 本 発 明 の 方 法 に は 利 用 さ れ る 。 本 発 明 の 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を
含 む ア レ イ と 固 定 化 さ れ る か 、 又 は そ れ ら に 添 加 さ れ る 。 ア レ イ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 物
(例 え ば 、 低 分 子 化 合 物 、 抗 体 、 核 酸 な ど )の 本 発 明 の 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 性
や 活 性 を 評 価 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 又 は 検 出 に 利 用 さ れ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 、
試 料 の 保 持 及 び ス ク リ ー ニ ン グ に お け る も う 一 つ の 系 と し て 利 用 で き る 。 例 え ば 、 ス ク リ
ー ニ ン グ 装 置 は 、 少 な く と も 一 つ の 壁 に よ り 光 束 と 保 持 さ れ た 試 料 が 隔 て ら れ て い る キ ャ
ピ ラ リ ー を 多 数 連 ね た ア レ イ を 含 む こ と が で き る 。 こ の 装 置 は 、 更 に 、 ア レ イ 中 の 隣 接 し
た キ ャ ピ ラ リ ー を 整 列 さ せ る た め の 間 質 材 を 含 ん で お り 、 そ の 間 質 材 の 間 に 一 つ 、 あ る い
は そ れ 以 上 の 参 照 印 が 押 さ れ て い る 。 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ャ ピ ラ リ ー は 、
キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー で 結 合 す る よ う に 改 良 さ れ て お り 、 試 料 を 保 持 す る た め の 光 束 を 隔 て
る 第 一 の 壁 が あ り 、 更 に 、 試 料 を 励 起 さ せ る た め に 与 え ら れ る 励 起 光 を 透 過 す る た め の フ
ィ ル タ ー 材 を 持 つ 第 二 の 壁 が あ る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
  ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 、 即 ち 、 リ ガ ン ド 、 は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー 中 に お け る 少 な く と
も 一 部 の キ ャ ピ ラ リ ー に 第 一 の 試 料 と し て 導 入 さ れ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー の 各 々 の キ ャ
ピ ラ リ ー は 、 第 一 の 試 料 を 保 持 す る た め の 光 束 を 隔 て る 少 な く と も 一 つ の 壁 を 持 つ 。 キ ャ
ピ ラ リ ー 中 に は 、 第 一 の 成 分 の 後 に 空 気 泡 が 導 入 さ れ る 。 第 二 の 試 料 が キ ャ ピ ラ リ ー へ 導
入 さ れ 、 こ こ で 第 二 の 試 料 は 、 空 気 泡 に よ り 第 一 の 試 料 か ら 分 離 さ れ る 。 対 象 試 料 は 、 検
出 可 能 な 粒 子 で 標 識 さ れ た 第 一 液 と し て キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー 中 の 一 つ の キ ャ ピ ラ リ ー に 導
入 さ れ 、 そ の 中 で 各 々 の キ ャ ピ ラ リ ー は 、 第 一 液 と 検 出 用 粒 子 を 保 持 す る た め の 光 束 で 仕
切 ら れ た 少 な く と も 一 つ の 壁 を 形 成 し て お り 、 そ こ で は 、 少 な く と も 一 つ の 壁 が 検 出 用 粒
子 を 結 合 さ せ る た め の 結 合 基 剤 で 覆 わ れ て い る 。 本 法 は 、 更 に 、 キ ャ ピ ラ リ ー か ら の 第 一
液 の 除 去 に つ い て も 述 べ ら れ 、 そ こ で は 、 結 合 し た 検 出 用 粒 子 が キ ャ ピ ラ リ ー 中 に 保 持 さ
れ て お り 、 そ し て 、 そ の キ ャ ピ ラ リ ー に 第 二 液 が 導 入 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
  キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー は 光 束 を 隔 て る 少 な く と も 一 つ の 外 壁 を 持 つ 個 々 の キ ャ ピ ラ リ ー に
よ り 形 成 さ れ て い る 。 キ ャ ピ ラ リ ー の 外 壁 は 、 互 い に 結 合 し た 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の
壁 を 持 つ 。 同 様 に 、 そ の 壁 は 、 そ れ が 液 体 や 試 料 を 保 持 す る 光 束 を 形 成 す る 限 り 、 円 筒 形
、 四 角 、 六 角 形 や そ の 他 の 幾 何 学 的 形 態 の 光 束 を 隔 た ら せ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー 中 の キ
ャ ピ ラ リ ー は 、 平 面 構 造 を 形 成 す る よ う に 近 接 し て 、 互 い に 支 え あ っ て い る 。 キ ャ ピ ラ リ
ー は 融 合 (こ の 例 で は 、 キ ャ ピ ラ リ ー は ガ ラ ス 製 )、 接 着 剤 、 粘 結 剤 、 あ る い は 固 定 具 な ど
に よ り 互 い に 結 着 し て い る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー は 、 如 何 な る 数 の キ ャ ピ ラ リ ー か ら で も
形 成 で き る (例 え ば 、 100～ 4,000,000の キ ャ ピ ラ リ ー )。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー は 、 約  100,0
00又 は そ れ 以 上 の 互 い に 結 着 し た キ ャ ピ ラ リ ー を 持 つ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 形 成 で
き る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
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固 定 化 法

キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ

ア レ イ 、 あ る い は 「 バ イ オ チ ッ プ 」



  本 発 明 の 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア レ イ と 固 定 化 さ れ る か 、 又 は そ れ ら に 添 加 さ れ る 。
ア レ イ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 物 (例 え ば 、 低 分 子 化 合 物 、 抗 体 、 核 酸 等 )と 本 発 明 の 核 酸 や
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 性 や そ の 調 節 活 性 を 評 価 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ や 検 出 に 利
用 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 一 例 と し て 、 測 定 さ れ る パ ラ メ ー タ ー は 、 エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ
ラ ー ゼ 遺 伝 子 転 写 物 の 発 現 で あ る 。 細 胞 の 転 写 物 、 転 写 物 で あ る 核 酸 、 又 は 転 写 物 と 相 補
的 な 核 酸 を 含 む 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 細 胞 中 の 一 つ 以 上 又 は 全 て の 転 写
物 が 、 ア レ イ 又 は 「 バ イ オ チ ッ プ 」 上 に 固 定 化 さ れ た 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ り 測 定 さ れ る 。 マ イ ク ロ チ ッ プ 上 の 核 酸 の 「 ア レ イ 」 を 使 用 し 、 細 胞 中 の 幾 つ か 、 あ る
い は 全 て の 転 写 物 が 同 時 に 分 析 さ れ る 。 又 は 、 ゲ ノ ム 由 来 の 核 酸 を 含 む ア レ イ も ま た 、 本
発 明 の 方 法 に よ り 新 た に 作 製 さ れ た 株 の 遺 伝 子 型 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。 「 ポ リ ペ
プ チ ド ア レ イ 」 は 、 多 数 の タ ン パ ク 質 を 同 時 に 検 定 す る た め に 用 い ら れ る 。 本 発 明 は 、 既
知 の 、 全 て の 「 ア レ イ 」 を 用 い て も 実 行 可 能 で あ り 、 こ れ ら の ア レ イ に は 、 「 マ イ ク ロ ア
レ イ 」 、 「 核 酸 ア レ イ 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド ア レ イ 」 、 「 抗 体 ア レ イ 」 、 「 バ イ オ チ ッ プ 」
、 あ る い は こ れ ら を 改 変 し た も の が 含 ま れ る 。 ア レ イ は 、 一 般 的 に 、 多 数 の 「 ス ポ ッ ト 」
、 あ る い は 「 標 的 成 分 」 で あ り 、 一 定 量 の 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 生 物 分 子 、 即 ち 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 各 々 の 標 的 成 分 は 、 試 料 分 子 、 即 ち 、 mRNA転 写 物 と の 特 異 的 結 合
を 行 わ せ る た め に 基 質 表 面 の 一 定 の 領 域 に 固 定 化 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
  本 発 明 の 方 法 を 実 行 す る に あ た り 、 既 知 の ア レ イ 、 あ る い は /及 び ア レ イ の 作 製 法 、 及
び そ の 使 用 法 は 、 そ の 全 て 、 あ る い は 一 部 、 又 は そ の 改 変 さ れ た も の が 、 例 え ば 、 以 下 に
記 述 さ れ て い る ： U.S. Patent Nos. 6,277,628; 6,277,489; 6,261,776; 6,258,606; 6,0
54,270; 6,048,695; 6,045,996; 6,022,963; 6,013,440; 5,965,452; 5,959,098; 5,856,
174; 5,830,645; 5,770,456; 5,632,957; 5,556,752; 5,143,854; 5,807,522; 5,800,992
; 5,744,305; 5,700,637; 5,556,752; 5,434,049； 例 え ば 、 以 下 も 参 照 、 WO 99/51773; W
O 99/09217; WO 97/46313; WO 96/17958； 例 え ば 、 以 下 も 参 照 、 Johnston (1998) Curr. 
Biol. 8:R171-R174; Schummer (1997) Biotechniques 23:1087-1092; Kern (1997) Biote
chniques 23:120-124; Solinas-Toldo (1997) Genes, Chromosomes & Cancer 20:399-407
; Bowtell (1999) Nature Genetics Supp. 21:25-32 。 又 、 U.S. 特 許 出 願 番 号 20,010,01
8,642; 20,010,019,827; 20,010,016,322; 20,010,014,449; 20,010,014,448; 20,010,01
2,537; 20,010,008,765 も 参 照 の こ と 。
【 ０ ３ ５ ４ 】

  本 発 明 は 、 本 発 明 の P450と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 、 あ る い は 組 換 え に よ り 得 ら れ
た 抗 体 を 提 供 し て い る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 本 発 明 の 蛍 光 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 関 連 ポ リ ペ
プ チ ド の 単 離 、 同 定 、 あ る い は そ の 定 量 に 利 用 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 又 、 本 発 明 の 領
域 内 の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 他 の P450関 連 ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 に も 利 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
  抗 体 は 、 免 疫 沈 降 、 染 色 、 及 び 免 疫 親 和 性 カ ラ ム 等 に 利 用 さ れ る 。 必 要 な ら ば 、 特 定 の
抗 原 に 対 す る 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 免 疫 付 与 に 続 く ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 核 酸
の 単 離 、 増 幅 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 及 び 本 発 明 の ア レ イ へ の ポ リ ペ プ チ ド の 固 定 化 に よ り 得 ら
れ る 。 又 は 、 本 発 明 に お け る 方 法 は 、 細 胞 に よ り 生 産 さ れ た 抗 体 の 構 造 の 修 飾 、 即 ち 、 抗
体 の 持 つ 親 和 性 の 増 加 、 又 は 減 少 に も 利 用 さ れ る 。 更 に 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 設 計 さ れ た
細 胞 の 抗 体 を 生 産 、 あ る い は 修 飾 す る 能 力 は 、 表 現 型 と し て 現 れ る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
  免 疫 付 与 、 抗 体 (モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 及 び ポ リ ク ロ ナ ー ル )の 生 産 、 及 び 単 離 の 方 法 は 、 関
連 研 究 者 に は 良 く 知 ら れ て お り 、 科 学 文 献 や 特 許 な ど に も 記 述 さ れ て い る : Coligan, CUR
RENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY (1991); Stites (編 集 ) BASIC AND C
LINICAL IMMUNOLOGY (第 7版 ) Lange Medical Publications, Los Altos, CA (“ Stites”
); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (第 2版 ) Academic Press
, New York, NY (1986); Kohler (1975) Nature 256:495; Harlow (1988) ANTIBODIES, A
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抗 体 及 び 抗 体 を 基 に し た ス ク リ ー ニ ン グ 法



 LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, New York を 参 照 の こ と 。 動 物
を 使 用 し た 通 常 の イ ン ビ ボ に お け る 方 法 に 加 え 、 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ に お い て も 生 産 さ れ
る 。 即 ち 、 そ れ は 、 組 換 え 抗 体 結 合 部 位 を 発 現 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ  ラ イ ブ ラ リ ー
を 使 用 す る も の で あ る : Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70; Katz (1997)
 Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26:27-45。
【 ０ ３ ５ ７ 】
  ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は ペ プ チ ド は 、 本 発 明 に お け る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 を 生 産 す る た め に 利 用 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 、 あ る い は 精 製
す る た め 、 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 使 用 さ れ る か 、 又 は 生 物 試 料 中 に そ の ポ リ ペ
プ チ ド が 含 ま れ る か を 試 験 す る た め に も 利 用 さ れ る 。 こ の よ う な 工 程 に お い て 、 抽 出 物 な
ど の タ ン パ ク 質 含 有 物 、 あ る い は 生 物 試 料 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 一 つ と 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 と 混 合 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
  免 疫 親 和 性 工 程 に お い て 、 抗 体 は 、 ビ ー ズ や そ の 他 の カ ラ ム 基 材 の よ う な 固 形 支 持 体 と
結 合 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 含 有 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 一 つ と 、 抗 体 が 特 異 的
に 結 合 す る 条 件 下 で 、 そ の 抗 体 と 混 合 さ れ る 。 非 特 異 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 取 り 除 く
た め の 洗 浄 を 行 っ た 後 、 特 異 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 が 溶 出 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
  生 物 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 抗 体 に 対 す る 結 合 能 は 、 関 連 研 究 者 が 熟 知 し た 様 々 な 方 法 の
中 の 何 れ に よ っ て も 決 定 で き る 。 例 え ば 、 そ の 結 合 は 、 蛍 光 試 薬 、 酵 素 的 標 識 、 あ る い は
放 射 性 同 位 元 素 の ど の 検 出 可 能 な 試 薬 に よ る 抗 体 の 標 識 化 に よ っ て も 測 定 さ れ る 。 又 は 、
試 料 と 結 合 す る 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 試 薬 と 結 合 し た 二 次 抗 体 を 用 い た 方 法 に よ っ て も 測 定
さ れ る 。 具 体 的 な ア ッ セ イ 法 と し て は 、 ELISA法 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ 法 、 放 射 能 免 疫 法 、 及
び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
  本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ た ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の
動 物 に 対 す る 直 接 注 射 又 は 非 ヒ ト 動 物 へ の 投 与 に よ り 得 ら れ る 。 そ し て 、 こ こ で 得 ら れ た
抗 体 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 。 こ の 様 式 に お い て 、 た と え 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の
一 部 の 断 片 が 抗 体 作 成 に 用 い ら れ よ う と も 、 生 じ た 抗 体 は 、 全 体 の 配 列 を 持 つ そ の ポ リ ペ
プ チ ド と の 結 合 能 を 有 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 よ り 、
ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
  モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 産 生 に は 、 継 続 し て 培 養 で き る 細 胞 株 に よ る 抗 体 の 産 生 が 可 能 な
系 で あ れ ば 、 何 れ の 方 法 を も 適 用 で き る 。 こ れ ら の 例 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ト
リ オ ー マ 技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 及 び  EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 が 含 ま れ る
(Cole (1985)； Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 
77-96 を 参 照 の こ と ) 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
  本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 一 本 鎖 抗 体 を 産 出 す る た め に 、 　 　 　 　 U.S. 特 許 番 号  
4,946,778 に 記 述 さ れ た 方 法 が 利 用 さ れ る 。 又 は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の
断 片 に 対 す る ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 を 産 生 す る た め に 形 質 転 換 さ れ た マ ウ ス が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
  本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 は 、 そ の 他 の 生 物 や 試 料 よ り 得 ら れ た 、
類 似 の ポ リ ペ プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に も 利 用 さ れ る 。 こ の よ う な 技 術 に お い て 、 生 物 試
料 よ り 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 と 混 合 さ れ 、 そ の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ
チ ド が 測 定 さ れ る 。 上 記 に 記 さ れ た 、 何 れ の 方 法 も 、 抗 体 と の 結 合 を 測 定 す る た め に 利 用
で き る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】

  本 発 明 は 、 核 酸 、 発 現 用 カ セ ッ ト 、 ベ ク タ ー 、 細 胞 、 ポ リ ペ プ チ ド  (即 ち 、 P450)、 及
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キ ッ ト



び /又 は 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 一 連 の キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 こ こ で 記 さ れ た よ
う な 本 発 明 の 使 用 方 法 及 び 工 業 的 利 用 法 が 記 述 さ れ た 取 り 扱 い 説 明 書 を も 含 ん で い る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】

  本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 へ の 核 酸 の 導 入 に よ り 、 そ の 遺 伝 的 構 成 物 が 修 飾 さ れ た 新 規 の 遺
伝 子 型 を 持 つ 細 胞 株 の 樹 立 を 行 う た め の 細 胞 全 体 の 進 化 法 、 あ る い は 設 計 法 を 提 示 し て い
る 。 新 規 の 遺 伝 子 型 を 持 つ 細 胞 を 検 出 す る た め に 、 修 飾 さ れ た 細 胞 内 に お け る 一 つ 、 あ る
い は そ れ 以 上 の 代 謝 パ ラ メ ー タ ー が 、 あ る 時 間 枠 で 「 実 時 間 」 的 に 又 は 「 オ ン ラ イ ン 」 的
に 測 定 さ れ る 。 一 例 と し て 、 多 数 の 代 謝 パ ラ メ ー タ ー が 、 「 実 時 間 」 的 に 、 あ る い は 」 オ
ン ラ イ ン 」 的 に 測 定 さ れ る 。 そ の 代 謝 パ ラ メ ー タ ー は 、 本 発 明 の 蛍 光 性 ポ リ ペ プ チ ド を 用
い て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
  代 謝 流 量 分 析 (metabolic flux analysis, MFA)は 、 既 知 の 生 化 学 的 構 成 に 基 づ い て い る
。 経 路 上 、 独 立 し た 代 謝 マ ト リ ッ ク ス は 、 細 胞 内 代 謝 物 に お け る 、 質 量 保 存 の 法 則 、 及 び
擬 似 定 常 状 態 仮 説 (pseudo-steady state hypothesis, PSSH)に 基 づ い て い る 。 本 法 を 実 行
す る に あ た り 、 構 成 さ れ る 代 謝 ネ ッ ト ワ ー ク は 、 以 下 に 示 し た 要 素 を 含 ん で い る :
・   そ の 経 路 に お け る 、 全 て の 基 質 、 生 産 物 、 及 び 中 間 代 謝 物 の 同 定
・   そ の 経 路 の 代 謝 物 が 相 互 変 換 さ れ る 、 全 て の 化 学 反 応 の 同 定 、 及 び そ れ ら の 反 応 の 化
学 量 論 的 解 析
・   そ の 経 路 に 関 与 す る 全 て の 酵 素 の 同 定 、 及 び そ の 酵 素 の 行 う 化 学 反 応 の 反 応 速 度 論 的
解 析
・   そ の 経 路 の 構 成 成 分 間 の 調 節 的 相 互 作 用 、 即 ち 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 相 互 作 用 、 酵 素 間 相
互 作 用 な ど 。
・   酵 素 の 細 胞 内 局 在 、 あ る い は そ の 酵 素 の 他 の 分 子 と の 複 合 体 形 成 、 及 び
・   代 謝 産 物 、 酵 素 、 あ る い は エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 濃 度 勾 配 、 あ る い は そ れ ら の 細 胞 内 移
動 に お け る 拡 散 的 障 壁 の 存 在
【 ０ ３ ６ ７ 】
  そ の 細 胞 に お け る 代 謝 ネ ッ ト ワ ー ク が 構 築 さ れ る と 、 オ ン ラ イ ン メ タ ボ ロ ー ム に 関 す る
デ ー タ が 利 用 可 能 な 場 合 は 、 そ の 細 胞 内 代 謝 流 路 を 推 定 す る た め に 、 マ ト リ ク ス 概 念 に よ
る 数 学 的 解 析 が 行 わ れ る 。 代 謝 的 表 現 型 は 、 細 胞 内 に お け る 全 体 の 代 謝 ネ ッ ト ワ ー ク の 変
化 に 依 存 し て い る 。 代 謝 的 表 現 型 は 、 環 境 条 件 、 遺 伝 子 レ ベ ル で の 調 節 、 発 育 状 態 、 及 び
そ の 細 胞 の 遺 伝 子 型 な ど に お け る そ の 経 路 の 利 用 状 態 の 変 化 に も 依 存 し て い る 。 本 発 明 の
方 法 の 一 例 と し て 、 オ ン ラ イ ン に よ る MFA解 析 の 後 、 そ の 経 路 の 利 用 状 態 を 測 定 す る こ と
に よ り 、 そ の 細 胞 の 動 的 挙 動 、 表 現 型 、 及 び そ の 他 の 特 性 が 解 析 さ れ る 。 例 え ば 、 酵 母 の
発 酵 に お い て 、 グ ル コ ー ス の 供 給 が 増 加 し て 酸 素 量 が 低 下 し た 場 合 、 呼 吸 経 路 の 利 用 は 低
下 及 び /又 は 停 止 さ れ 、 嫌 気 的 醗 酵 経 路 の 利 用 が 優 位 と な る 。 細 胞 培 養 に お け る 生 理 学 的
条 件 の 調 整 は 、 そ の 経 路 の 解 析 の 後 で 可 能 と な る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 の 生 理 学 的 条 件
を 目 的 の 状 態 へ と 調 整 す る た め の 基 質 供 給 、 温 度 、 誘 導 物 質 等 の 条 件 を 決 定 す る こ と に よ
る 最 適 な 醗 酵 方 法 の 決 定 を 支 援 す る 。 本 法 を 実 行 す る に あ た り 、 そ の MFA解 析 デ ー タ は 、
又 、 代 謝 経 路 設 計 、 あ る い は 遺 伝 子 シ ャ ッ フ リ ン グ 等 の 実 験 法 や プ ロ ト コ ー ル を 作 成 す る
た め に 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム デ ー タ 及 び プ ロ テ オ ー ム デ ー タ と 比 較 検 討 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
  本 法 を 利 用 す る こ と に よ り 、 細 胞 中 に お け る 、 修 飾 さ れ た 表 現 型 、 あ る い は 新 規 の 表 現
型 を 含 む 何 れ の 表 現 型 を も 比 較 、 及 び 検 出 可 能 で あ る 。 代 謝 又 は 生 育 に お け る 何 れ の 特 性
を も 測 定 で き る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】

  本 発 明 の 一 例 と し て 、 細 胞 中 の 設 計 さ れ た 表 現 型 に は 、 細 胞 中 で の mRNA転 写 物 、 又 は 新
規 転 写 物 の 発 現 の 増 加 、 あ る い は 減 少 が 含 ま れ る 。 増 加 又 は 減 少 し た 転 写 物 の 発 現 は 、 本
発 明 の 蛍 光 性 ポ リ ペ プ チ ド を 利 用 し て 追 跡 さ れ る 。 mRNA転 写 物 、 あ る い は そ の メ ッ セ ー ジ
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は 、 又 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 定 量 的 増 幅 反 応 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど を 含 む 何 れ の
既 知 の 方 法 に よ っ て も 検 出 及 び 定 量 が 可 能 で あ る 。 定 量 的 増 幅 反 応 は 、 定 量 的 逆 転 写 ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (RT-PCR)、 定 量 的 実 時 間  RT-PCR、 あ る い は 「 実 時 間 動 的  RT-PCR」 等 の
定 量 的 PCRを 含 ん で い る (Kreuzer (2001) Br. J. Haematol. 114:313-318; Xia (2001) Tr
ansplantation 72:907-914 を 参 照 の こ と ) 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
  本 発 明 の 一 例 と し て 、 設 計 さ れ る 表 現 型 は 、 相 同 的 遺 伝 子 の 発 現 の ノ ッ ク ア ウ ト に よ り
作 製 さ れ る 。 そ の 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 又 は そ の 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 転 写 調
節 配 列 、 即 ち 、 プ ロ モ ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー 、 が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ る 。 そ れ に よ り 、 そ の
転 写 物 の 発 現 は 、 完 全 に 停 止 又 は 減 少 す る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
  本 発 明 の 一 例 と し て 、 設 計 さ れ る 表 現 型 に は 、 相 同 的 遺 伝 子 の 発 現 が 増 加 し た も の が 含
ま れ る 。 こ れ は 、 シ ス 、 あ る い は ト ラ ン ス 的 に 作 用 す る 転 写 調 節 配 列 を 含 む 負 の 調 節 配 列
の ノ ッ ク ア ウ ト 、 又 は 正 の 調 節 配 列 へ の 突 然 変 異 の 導 入 に よ り 作 製 さ れ る 。 細 胞 に お け る
一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 、 又 は 全 て の 転 写 産 物 は 、 細 胞 の 転 写 物 を 含 む 試 料 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 、 あ る い は 細 胞 の 転 写 物 で あ る 核 酸 又 は 転 写 物 と 相 補 的 な 核 酸 の ア レ イ 上 に
固 定 化 さ れ た 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】

  本 発 明 の 一 例 と し て 、 細 胞 中 の 設 計 さ れ た 表 現 型 に は 、 細 胞 中 で の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る
い は 新 規 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 増 加 、 あ る い は 減 少 が 含 ま れ る 。 増 加 、 あ る い は 減 少 し た
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 本 発 明 の P450を 利 用 し て 追 跡 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、
及 び ア ミ ノ 酸 は 、 又 、 核 磁 気 共 鳴 法 (nuclear magnetic resonance, NMR)、 分 光 測 光 法 、 X
 線 撮 影 法 (放 射 性 同 位 元 素 に よ る 標 識 化 )、 電 気 泳 動 法 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 、 高 速
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (high performance liquid chromatography, HPLC)、 薄 相 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー (thin layer chromatography, TLC)、 高 拡 散 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  、 免 疫 沈
降 法 、 免 疫 拡 散 法 、 免 疫 電 気 泳 動 法 、 放 射 免 疫 測 定 法 (radioimmunoassay, RIAs)、 酵 素 免
疫 吸 着 法 (enzyme-linked immunosorbent assays, ELISAs)、 免 疫 蛍 光 法 、 電 気 泳 動 (即 ち
、 SDS-PAGE)後 の 抗 体 染 色 、 及 び 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 法  (fluorescent activated cell sort
er, FACS)等 の 各 種 の 免 疫 学 的 方 法 、 熱 分 解 質 量 分 析 、 フ ー リ エ 変 換 赤 外 分 析 法 、 ラ マ ン
分 光 光 度 法 、 GC-MS 、 LC- 電 気 ス プ レ イ 、 及 び cap-LC-タ ン デ ム 電 気 ス プ レ イ 質 量 分 析 法
等 を 含 む 何 れ の 既 知 の 方 法 に よ っ て も 検 出 、 及 び 定 量 が 可 能 で あ る 。 新 規 の 生 物 活 性 も 、
U.S. 特 許 番 号  6,057,103 に 記 述 さ れ た 方 法 又 は そ の 変 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ で き る
。 更 に 、 細 胞 中 の 一 つ 、 あ る い は そ れ 以 上 、 又 は 全 て の ポ リ ペ プ チ ド の 測 定 が 以 下 に 詳 細
が 記 載 さ れ て い る タ ン パ ク 質 ア レ イ を 利 用 す る こ と に よ り 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】

  P450を 得 る た め に 、 幾 つ か の ア ッ セ イ 法 が 利 用 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 生 育 を 基 に
し た ア ッ セ イ 法 、 直 接 的 活 性 測 定 に よ る ア ッ セ イ 法 、 及 び 配 列 を 基 に し た ア ッ セ イ 法 が 含
ま れ る 。 目 的 の 特 性 を 持 つ 、 広 範 な P450を 得 る た め に は 、 こ れ ら 三 種 類 の ア ッ セ イ の 全 て
を 補 足 的 に 行 う こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ３ ７ ４ 】

  エ ポ キ シ 化 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を 同 定 す る た め の 最 も 直 接 的 か つ ハ イ ス ル ー プ
ッ ト な 増 殖 を 基 に し た 選 別 法 は 、 適 当 な ア ル ケ ン に つ い て 増 殖 選 別 を 行 う こ と で あ る （ 図
-10） 。 こ の 方 法 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 宿 主 が 、 炭 素 源 と し て 使 わ れ る 標 的 ア ル ケ ン を エ ポ
キ シ ド 誘 導 体 に 変 え る 酵 素 を 含 む 必 要 が あ る 。 数 種 の 細 菌 (例 え ば 、 Xanthobacter strain
 Py2)が 、 唯 一 の 炭 素 源 と し て ア ル ケ ン を 使 用 で き る も の と し て 、 既 に 同 定 さ れ て お り (En
sign, S. A. Biochemistry 2001 40, 5845参 照 ) (図 -11A)、 そ の 最 初 の ス テ ッ プ は 、 そ の
ア ル ケ ン の 対 応 す る エ ポ キ シ ド へ の 酸 化 に 関 与 し て い る 。 従 っ て 、 そ の エ ポ キ シ ド は 、 他
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の い く つ か の 酵 素 の 連 続 し た 作 用 に よ り 通 常 の 細 胞 代 謝 に 導 か れ る こ と が で き る 。 標 的 ア
ル ケ ン 基 質 に 関 す る 直 接 的 な 増 殖 の 選 別 は 、 従 っ て 、 実 行 可 能 で あ る が 、 エ ポ キ シ ド － 形
成 及 び － 修 飾 に 関 わ る 両 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム ク ロ ー ン に 依 存 す る 。 そ れ に 代 わ り 、 エ ポ キ
シ ダ ー ゼ の 発 見 努 力 を 減 ら す た め に 、 エ ポ キ シ ド 修 飾 酵 素 を 発 現 す る 宿 主 株 を 構 築 す る こ
と が で き る か も し れ な い 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
  二 番 目 の 増 殖 を 基 に し た 選 別 法 は 、 標 的 エ ポ キ シ ド の ジ オ ー ル 加 水 分 解 産 物 を 増 殖 の 栄
養 源 と し て 使 用 す る 。 こ の 方 法 は 、 選 別 の た め に 適 当 な 基 質 特 異 性 を 持 つ P450を 含 む 宿 主
株 を 必 要 と す る 。 選 別 基 質 と し て 使 わ れ る こ と が で き る で あ ろ う ア ル ケ ン 類 (図 -12)は 、
ア リ ル  ア ル コ ー ル 、 3,3-ジ メ チ ル  ア ク リ レ ー ト 及 び ト ラ ン ス -3-メ チ ル -2-ペ ン テ ノ エ ー
ト を 含 む 。 ジ オ ー ル へ の 加 水 分 解 に 引 き 続 く こ れ ら 化 合 物 の エ ポ キ シ 化 は 、 グ リ セ ロ ー ル
、 及 び 、 例 え ば 、 バ リ ン と イ ソ ロ イ シ ン の 生 合 成 の 重 要 な 中 間 体 を そ れ ぞ れ 与 え る 。 ア リ
ル  ア ル コ ー ル の た め の 選 別 は 、 従 っ て 、 増 殖 の た め に 唯 一 の 炭 素 源 と し て グ リ セ ロ ー ル
を 使 用 す る こ と に 依 存 す る こ と に な る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】

  エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 同 定 す る 直 接 的 活 性 測 定 法 (ま た 、 「 活 性 ス ク リ ー ン 」 法 と 呼 ば
れ る )は 、 超 ハ イ ス ル ー プ ッ ト の 方 法 論 に は あ ま り 許 容 が な い が 、 宿 主 株 の 修 飾 を あ ま り
必 要 と し な い 。 活 性 ス ク リ ー ン は 、 酵 素 の 同 定 、 ヒ ッ ト の 二 次 特 徴 化 及 び 進 化 さ せ た 酵 素
の 分 析 に 応 用 可 能 で あ り 、 従 っ て 、 非 常 に 多 様 的 で あ る 。 適 当 な 活 性 ス ク リ ー ン は 、 そ の
エ ポ キ シ ド 誘 導 体 の 形 成 に 関 す る 特 別 な 分 子 の 分 光 学 的 性 質 の 修 飾 を 測 定 す る 必 要 に 迫 ら
れ る 。 Sames等 は 、 最 近 、 こ の タ イ プ の 適 し た 活 性 ス ク リ ー ン の 一 例 に つ い て 述 べ て い る (
Moreira, R. Havranek, M. & Sames, D. J. Am. Chem. Soc. 2001,123, 3927) (図 -12A)
。 こ の 場 合 、 黄 色 蛍 光 を 持 つ ア ル ケ ン が 青 色 の 蛍 光 を 持 つ エ ポ キ シ ド へ と 変 換 さ れ 、 青 色
蛍 光 の 黄 色 蛍 光 に 対 す る 比 を 見 る こ と に よ り 反 応 の 度 合 い が 測 定 可 能 と な る 。 二 番 目 に 可
能 な 蛍 光 を 基 に し た ス ク リ ー ン 法 は 、 エ ポ キ シ ド と P450活 性 の イ ン ビ ボ に お け る カ ッ プ リ
ン グ と 関 わ っ て い る (図 -12B) (Badalassi, F., Wahler, D., Klein, G., Crotti, P., & 
Reymond, J.-L. Angew. Chem. Int. Ed., 2000, 39, 4067)。 結 果 と し て 生 ず る メ チ ル ウ
ン ベ リ フ ェ ロ ン に 結 合 し て い る 隣 接 ジ オ ー ル は 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 し 、 更 に 、 メ チ ル ウ ン ベ
リ フ ェ ロ ン の BSA-触 媒 β -脱 離 を 行 う 。 こ の 方 法 に お い て 、 エ ポ キ シ ド の 形 成 は 、 蛍 光 の
量 的 収 量 の 増 加 に よ り 検 出 さ れ る 。 こ の エ ポ キ シ ド /ジ オ ー ル 検 出 の 方 法 は 、 適 当 な P450
を 含 ん だ 宿 主 株 の エ ン ジ ニ ア リ ン グ を 必 要 と す る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
  活 性 を 基 に し た エ ポ キ シ ダ ー ゼ 発 見 に 補 足 的 な ア プ ロ ー チ は 、 P450種 の 配 列 を 基 に し た
発 見 と そ れ に 引 き 続 く 二 次 ア ッ セ イ に お け る そ れ ら 基 質 特 異 性 の 評 価 で あ る 。 こ の 方 法 は
、 P450sが ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 あ る い は PCRス ク リ ー ニ ン グ の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド  プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン す る た め に 使 用 で き る い く つ か の 領 域 を 持 つ た め に 、 確 か に 実
行 可 能 で あ る 。 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  プ ロ ー ブ は 、 マ ク ロ ラ イ ド の 生 合 成 経 路 に 関 与
す る P450に 特 異 的 と み ら れ る 保 存 領 域 配 列 の モ チ ー フ を 利 用 し て デ ザ イ ン す る こ と が で き
る 。 こ れ は 、 実 験 的 デ ー タ と バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ッ ク 分 析 を 、 新 規 に 発 見 さ れ た P450
sの 基 質 タ イ プ に 関 す る 情 報 を 豊 富 に す る た め に 、 合 わ せ る こ と を 可 能 に し 、 更 に 、 そ の
情 報 を 標 的 指 向 酵 素 の た め に よ り 特 異 的 な プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン す る た め に 再 利 用 す る こ と
を 可 能 に し て い る 。 配 列 採 掘 に よ る 発 見 プ ロ グ ラ ム は 、 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 総 P4
50s含 量 に 関 す る 情 報 を 同 時 に 提 供 し 、 将 来 の 使 用 の た め に 、 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 中
に 利 用 可 能 な 酵 素 の 内 訳 を 増 加 さ せ る な ど の 付 加 的 な 利 点 を 持 っ て い る 。 更 に 、 相 同 配 列
の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 発 見 の た め の バ イ オ パ ン ニ ン グ 技 術 は 、 こ の 配 列 を 基 に し た 発 見 法 に
お い て 利 用 で き る 。 こ れ は 、 潜 在 的 に 有 用 な 生 体 触 媒 を 大 量 に 発 見 す る こ と を 可 能 に す る
で あ ろ う 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
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  環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に P450sを 同 定 す る 可 否 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 宿 主 株 へ の 特 異 的
、 特 徴 的 エ ン ジ ニ ア リ ン グ に 依 存 す る で あ ろ う 。 第 一 に 、 い く つ か の 場 合 に 、 ス ク リ ー ニ
ン グ 宿 主 が 至 適 に 外 因 的 な P450sの 活 性 を 保 護 で き る こ と を 確 実 に す る こ と が 必 要 か も し
れ な い 。 更 に 、 い く つ か の 場 合 に お い て 、 エ ポ キ シ ド 反 応 産 物 を 修 飾 あ る い は 解 毒 す る こ
と の で き る 補 助 酵 素 を コ ー ド し た 遺 伝 子 を 挿 入 す る 必 要 が あ る か も し れ な い 。
【 ０ ３ ７ ９ 】

  大 腸 菌 に お け る 異 種 P450sの 発 現 は 、 し ば し ば 、 低 活 性 あ る い は 無 活 性 の 結 果 を 与 え る
。 多 く の 場 合 、 こ れ は 、 宿 主 に 存 在 す る 固 有 の 還 元 酵 素 と 比 同 族 酸 化 酵 素 間 の 比 効 率 的 な
相 互 作 用 に よ る も の か も し れ な い 。 こ の 問 題 を 克 服 す る た め に 、 P450sと FDXあ る い は FDX
及 び FDRと の 同 時 発 現 が P450sの 活 性 を 著 し く 改 良 さ せ る た め に 使 わ れ て も よ い 。 従 っ て 、
適 し た 酵 素 を よ り よ く 発 見 す る た め に 、 上 述 し た 全 て の 方 法 が 、 P450エ ポ キ シ ダ ー ゼ の 発
現 を 至 適 化 し た 宿 主 に お い て 、 好 ま し く は 行 わ れ る 。 例 え ば 、 あ る actinomyceteの P450の
活 性 が 、 P. putida 由 来 の プ チ ダ レ ド キ シ ン /プ チ ダ レ ド キ シ ン 還 元 酵 素 ペ ア ー を 同 時 発
現 に よ り 保 護 さ れ て い る 。 従 っ て 、 好 ま し く は 、 こ の 還 元 酵 素 シ ス テ ム は 、 P450ス ク リ ー
ニ ン グ 宿 主 株 の 開 発 に 使 用 さ れ る 。 必 要 な ら ば 、 宿 主 株 は 、 種 々 の 最 近 に 由 来 す る 異 な る
FDX/FDRペ ア ー 評 価 に よ っ て さ ら に 至 適 化 さ れ る で あ ろ う 。 新 規 に 同 定 さ れ た P450sの 活 性
と 異 な る FDX/FDRペ ア ー の 存 在 を 相 互 に 参 照 す る こ と は 、 最 も 適 し た 還 元 性 補 足 成 分 に 関
す る 指 針 を 与 え る か も し れ ず 、 更 に な る 本 法 の 至 適 化 を 可 能 に す る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】

  エ ポ キ シ ド 反 応 産 物 は 、 大 腸 菌 宿 主 に 対 し て 毒 性 を 示 す か も し れ ず 、 直 接 に 代 謝 さ れ な
い ら し い 。 従 っ て 、 産 物 エ ポ キ シ ド の 増 殖 源 と し て の 同 定 は 、 宿 主 株 の 更 な る エ ン ジ ニ ア
リ ン グ を 要 求 す る か も し れ な い 。 こ れ に 対 す る 一 つ の ア プ ロ ー チ は 、 Xanthobacteの エ ポ
キ シ ド 修 飾 遺 伝 子 群 を ク ロ ー ン 化 し 、 異 種 的 に 発 現 (大 腸 菌 ク ロ モ ゾ ー ム に お そ ら く 由 来 )
さ せ る こ と で あ る 。 こ の 経 路 は 、 エ ポ キ シ ア ル カ ン -補 酵 素 M転 移 酵 素 、 R-及 び S-特 異 的 ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル -CoM脱 水 素 酵 素 及 び ケ ト プ ロ ピ ル -CoMオ キ シ ド 還 元 酵 素 /カ ル ボ キ シ ラ
ー ゼ か ら 成 る 。 こ の ア プ ロ ー チ を よ り よ く 行 う た め に 、 大 腸 菌 に お け る 補 酵 素 Mの 生 合 成
を 導 入 、 発 見 、 あ る い は 開 発 す る 必 要 が あ り 、 ま た 、 そ の 経 路 に お け る 各 酵 素 の 基 質 特 異
性 の 広 さ を 調 べ る 必 要 が あ る 。 更 に 、 こ の ア プ ロ ー チ を そ の 全 経 路 の 発 現 及 び 活 性 を 得 る
こ と に よ り 行 う こ と は 助 け に な る か も し れ な い 。
【 ０ ３ ８ １ 】

  エ ポ キ シ ド を 基 に し た 選 別 へ の よ り 好 ま し い ア プ ロ ー チ は 、 イ ン  シ ー チ ュ ウ (in situ)
で エ ポ キ シ ド を 加 水 分 解 す る こ と で あ り 、 ま た 、 結 果 と し て 生 じ る ジ オ ー ル を 増 殖 の た め
の 唯 一 の 炭 素 源 と し て 使 用 す る こ と で あ る 。 こ の 選 別 法 は 、 適 当 な エ ポ キ シ ド 水 解 酵 素 を
含 む 宿 主 株 の エ ン ジ ニ ア リ ン グ を 必 要 と す る か も し れ な い 。 エ ポ キ シ ド 水 解 酵 素 の 遺 伝 子
を P450エ ポ キ シ ダ ー ゼ の 同 定 の た め に そ の 宿 主 株 に 導 入 に は い く つ か の 利 点 が あ る 。 ま ず
、 そ れ は 、 ア ル ケ ン 基 質 か ら 生 成 す る エ ポ キ シ ド の 毒 性 に 関 す る あ ら ゆ る 問 題 を 軽 減 す る
で あ ろ う 。 二 番 目 と し て ア ル ケ ン の 賢 明 な 選 択 は 代 謝 さ れ る こ と の で き る 生 成 に よ り 選 別
法 を 介 し た 発 見 を 容 易 に す る で あ ろ う 。 三 番 目 と し て そ れ は エ ポ キ シ ド の ス ク リ ー ン を 基
に し た 発 見 及 び 後 の 標 的 特 異 的 な 至 適 化 の た め の 進 化 プ ロ グ ラ ム の た め の 過 ヨ ウ 素 酸 共 役
蛍 光 ア ッ セ イ (図 -9B)の 応 用 を 容 易 に す る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
  そ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 広 い 範 囲 の 新 規 P450sを 発 見 す る た め に 利 用 す る こ と が で
き 、 そ れ に よ り 合 成 的 に 有 用 な 生 体 触 媒 の 道 具 箱 と い う べ き も の が 作 ら れ る 。 任 意 に 必 要
な と こ ろ で 、 以 下 に 考 察 す る 進 化 技 術 を そ の 酵 素 の 性 質 を 至 適 化 す る の に 使 用 し て も よ い
。
【 ０ ３ ８ ３ 】
  一 例 と し て 、 開 発 さ れ た そ の ア ッ セ イ は 、 必 要 な 活 性 及 び 基 質 特 異 性 を 持 つ 最 近 酵 素 の
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存 在 の た め に 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る た め に 応 用 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ
ら ス ク リ ー ン の ポ ジ テ ィ ブ ヒ ッ ト は 、 そ れ か ら 、 配 列 決 定 さ れ 、 そ し て そ の 遺 伝 子 は 発 現
ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ン さ れ て も よ い 。 そ れ か ら 、 発 現 さ れ て 組 み 換 え 酵 素 は 、 活 性 及 び
基 質 特 異 性 に 関 し て 調 べ ら れ る こ と が で き る 。 同 定 さ れ た 酵 素 が 一 つ 以 上 の そ れ ら の 性 質
の 促 進 を 要 求 さ れ る 場 合 に は (例 え ば 、 pH及 び 温 度 至 適 性 、 熱 安 定 性 、 耐 熱 性 、 基 質 特 異
性 等 )、 そ れ ら は GSSM T M  (部 位 飽 和 変 異 誘 発 ： Gene Site Saturation Mutagenesis)、 Gene
 Reassembly T M (遺 伝 子 再 集 合 )及 び 以 下 に 考 察 す る た の 技 術 を 利 用 し て 至 適 化 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら P450sは 、 高 純 度 の 化 成 試 薬 及 び 医 薬 品 や 農 業 化 成 品 の 高 価 な 前 駆 体 の 化
学 -酵 素 的 合 成 に 使 用 さ れ る か も し れ な い 。 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 開 発 し た そ の 至 適 化
酵 素 は 、 一 種 以 上 の 化 合 物 へ の 商 業 的 に 実 行 可 能 な ル ー ト の 開 発 に 応 用 で き る か も し れ な
い 。 特 に 、 P450sは 、 高 純 度 試 薬 及 び 好 ま し い 純 度 を 持 つ 医 薬 品 の 対 象 体 の 合 成 に お け る
重 要 な 中 間 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
  一 例 と し て 、 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 世 界 中 の 高 範 囲 に わ た る 微 小 環 境 か ら 単 離 し
た DNAを 用 い て 構 築 さ れ る 。 そ れ か ら 、 適 当 な 発 見 法 の 応 用 に よ り 機 能 、 酵 素 の ク ラ ス 又
は そ の 二 つ の 特 別 な 組 み 合 わ せ に 従 っ て こ れ ら ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 酵 素 の 抽 出 が 可 能 に な
る 。 伝 統 的 な 発 見 プ ロ グ ラ ム と は 対 照 的 に 、 こ の 好 ま し い 発 見 法 は 、 非 培 養 微 生 物 に 由 来
す る 遺 伝 子 の 捕 捉 を 確 実 に し 、 よ く 定 義 さ れ た 研 究 室 常 用 の 宿 主 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ
を 容 易 に す る 。 こ の 発 現 ク ロ ー ニ ン グ 法 は 、 酵 素 活 性 及 び 対 応 す る 遺 伝 情 報 を 同 時 に 捕 ま
え る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
  そ の 好 ま し い 発 見 法 は 、 以 下 に 関 与 す る ： 天 然 又 は 他 の 適 当 な 資 源 か ら 核 酸 を 分 離 及 び
分 画 す る ； 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る ； 好 ま し い 酵 素 を コ ー ド し て い る 好 ま し い
遺 伝 子 を 発 見 す る た め に 以 下 の 方 法 を 利 用 し て 環 境 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 遺 伝 子 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る ； 好 ま し い 酵 素 の 活 性 を 至 適 化 す る た め に こ の 中 に 参 照 と し て 取 り 込 ま れ て
い る  U.S. 特 許 番 号  5,830,696, U.S. Patent No. 5,939,250 及 び  U.S. 特 許 番 号  5,965
,408に 述 べ ら れ て い る 進 化 技 術 を 利 用 し て そ の 好 ま し い 遺 伝 子 を 至 適 化 す る ； 至 適 化 し た
遺 伝 子 の 配 列 を 決 定 す る ； 適 当 な 宿 主 株 に お い て 、 配 列 決 定 し た 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 さ せ る
発 酵 に よ り 、 至 適 化 遺 伝 子 を 含 む そ の 適 当 な 株 を 大 量 に 産 成 し 、 精 製 の 後 、 任 意 に 、 宿 主
株 に 含 ま れ る 好 ま し い 酵 素 を 得 る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
  新 た に ク ロ ー ン 化 あ る い は 発 見 さ れ た 酵 素 は 、 U.S. 特 許 番 号  5,830,696、 U.S. 特 許 番
号  5,939,250 及 び  U.S. 特 許 番 号  5,965,408 に 述 べ ら れ て い る 進 化 技 術 及 び 以 下 に 述 べ
る 組 み 合 わ せ 進 化 技 術 を 利 用 し て 更 に カ ス タ マ イ ズ す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
  一 例 と し て こ の ス ク リ ー ニ ン グ  ス テ ッ プ は 、 一 回 以 上 の 発 現 及 び 単 一 細 胞 活 性 ス ク リ
ー ニ ン グ 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー  プ レ ー ト を 基 に し た ス ク リ ー ニ ン グ 活 性 、 配 列 を 基 に し た
ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 増 殖 選 別 法 を 含 む 配 列 を 基 に し た ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 行 っ て も よ
い 。 こ れ ら の 方 法 は 、 上 述 し た ア ッ セ イ を 利 用 し た P450sの 発 見 に 全 て 応 用 し て も よ い 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
  単 一 細 胞 活 性 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 環 境 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た 発 現 及 び 配 列 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め の 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 法 (fluorescent activ
ated cell sorter, FACS)を 修 飾 し た も の で あ る (図  13)。 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て は
、 蛍 光 基 質 が ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー に 加 え ら れ 、 そ の ク ロ ー ン が 基 質 を 切 断 す る こ と の で
き る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 場 合 、 蛍 光 基 質 よ り 放 出 さ れ る 蛍 光 量 子 が 増 加 す る 。 又 は 、 FA
CS-ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ク ロ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 、 配 列 相 同 性 に 基 づ く 組 換 え ク ロ ー
ン が 検 出 さ れ る 。 こ の 単 一 細 胞 活 性 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 、 一 秒 当 た り 50,000ク ロ ー ン
及 び 一 日 当 た り 10 9 ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
  生 育 に 基 づ く 選 別 法 は 、 酵 素 探 索 に お い て 、 最 も 有 効 な 方 法 の 一 つ で あ る 。 こ の 方 法 に
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お い て 、 選 択 さ れ た 基 質 は 、 宿 主 細 胞 が 目 的 の 酵 素 活 性 を 示 す 時 に の み 生 育 に 利 用 で き る
栄 養 素 を 提 供 す る 物 質 で あ る 。 細 胞 株 の 遺 伝 子 修 飾 が 、 こ の 生 育 に 基 づ く 選 別 法 に 関 与 し
て い る 。 こ の 方 法 で 用 い ら れ る 基 質 も 必 要 に 応 じ て 合 成 さ れ る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
  他 の 一 例 と し て 、 配 列 に 基 づ く 探 索 法 は 、 発 現 ク ロ ー ニ ン グ に 対 し て 補 足 的 に 行 わ れ る
有 効 な 方 法 で あ る 。 液 相 系 及 び FACS系 ス ク リ ー ニ ン グ の 両 者 と も に 、 大 量 か つ 複 雑 な 環 境
遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 な 環 境 生 物 パ ン ニ ン グ 等 の 超 高 速 大 量 処 理 型
DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 探 索 技 術 に 利 用 で き る 。 液 相 系 環 境 生 物 パ ン ニ ン グ
技 術 に お い て 、 大 規 模 な ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 配 列 は 、 一 本 鎖 と さ れ 、 溶 液 中 で フ ッ ク (hoo
k)と 呼 ば れ る ビ オ チ ン 化 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ の ア レ イ と 混 合 さ れ る
(図  19)。 フ ッ ク と 相 補 的 な 配 列 を 持 つ ラ イ ブ ラ リ ー 中 の ク ロ ー ン は 、 そ の フ ッ ク と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 磁 性 ビ ー ズ 上 に 結 合 す る 。 そ し
て 、 そ の ビ ー ズ よ り 溶 出 さ れ た DNA配 列 は 、 更 に も う 一 度 、 生 物 パ ン ニ ン グ 工 程 に 使 用 さ
れ る か 、 あ る い は ラ ム ダ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に 戻 さ れ て ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ の 方 法 に よ
り 、 目 的 の DNA配 列 は 、 1,000倍 以 上 に 濃 縮 さ れ る 。 FACS系 生 物 パ ン ニ ン グ は 、 更 に 、 短 い
配 列 及 び 長 い 配 列 の 両 方 の ク ロ ー ン を 増 幅 反 応 を 利 用 し な い 生 物 パ ン ニ ン グ に よ り 濃 縮 で
き る た め 、 酵 素 の 同 定 過 程 を 容 易 な も の と す る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
  酵 素 の 改 良 、 カ ス タ ム 化 、 あ る い は そ の 特 性 の 改 善 の た め に 、 研 究 室 に お け る 酵 素 進 化
が 利 用 さ れ る 。 こ れ ら の 研 究 室 に お け る 進 化 技 術 に は 、 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 (Gene Si
te Saturation Mutagenesis, GSSMT M )、 遺 伝 子 再 集 合  (Gene Reassembly T M )が 含 ま れ 、 進
化 さ れ た 組 み 合 わ せ 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 様 々 な 天 然 由 来 の 遺 伝 子 が 混 合
さ れ る 。 必 要 で あ れ ば 、 酵 素 探 索 法 に よ り 発 見 さ れ た P450の 熱 安 定 性 、 特 異 的 活 性 、 あ る
い は 立 体 選 択 性 を よ り 望 ま し い も の に 改 良 す る こ と を 目 的 と し て こ れ ら の 技 術 が 利 用 さ れ
る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
  一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 環 境 試 料 、 培 養 さ れ な い 微 生 物 群 、 あ る い は 培 養 さ れ
た 微 生 物 群 等 の 一 種 類 以 上 の 生 物 よ り 成 る 生 物 の 混 合 群 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 迅 速 に ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
  一 例 と し て 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 生 物 の 混 合 群 よ り 得 ら れ た 核 酸 や 多 数 の 形 質 転 換
さ れ た ク ロ ー ン を 得 る た め に 、 そ れ ら の 核 酸 を 適 当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た も の に
よ り 構 築 さ れ る 。 よ っ て 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 生 物 の 混 合 群 中 に 存 在 す る 遺 伝 子 、 あ
る い は そ の 断 片 を 含 ん で い る 。 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 場 合 、 そ の
ラ イ ブ ラ リ ー は 、 目 的 の 活 性 を 持 つ 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 さ れ
る 。 又 は 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 PCR、 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ
り 、 特 定 の 配 列 を 探 索 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 一 例 と し て 、 生 物 の 混 合 群 を 含
む 試 料 よ り 単 離 さ れ た 株 に 由 来 す る 核 酸 が 回 収 さ れ 、 そ の 核 酸 が 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を
作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
  「 単 離 株 」 と は 、 一 種 以 上 の 生 物 を 含 む 試 料 、 あ る い は 生 物 の 混 合 群 よ り 得 ら れ た 特 定
の 生 物 種 、 属 、 群 、 目 、 あ る い は 綱 を 意 味 す る 。 そ し て 、 こ れ ら の 単 離 さ れ た 生 物 集 団 が
、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 単 離 株 は 、 一 種 以 上 の 生 物 を 含 む 試
料 、 あ る い は 生 物 の 混 合 群 を 選 択 的 に 濾 過 、 あ る い は 培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 例 え
ば 、 細 菌 の 単 離 株 は 、 濾 紙 を 用 い た 濾 過 に よ り 、 そ の 大 き さ に 基 づ い て 他 の 生 物 と 分 離 さ
れ る か 、 特 定 の 生 物 集 団 を 得 る た め の 選 択 培 地 、 あ る い は 選 択 的 な 阻 害 剤 を 含 む 培 地 中 で
試 料 を 培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
  「 濃 縮 さ れ た 集 団 」 と は 、 全 体 の 集 団 に 対 し て 、 特 定 の 生 物 種 、 属 、 群 、 目 、 あ る い は
綱 に 属 す る 生 物 集 団 の 百 分 率 が 増 加 さ れ た 生 物 集 団 を 意 味 し て い る 。 例 え ば 、 選 択 培 地 、
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あ る い は 選 択 的 な 阻 害 剤 を 含 む 培 地 中 で 試 料 を 培 養 す る こ と に よ り こ れ は 為 さ れ る 。 一 例
で は 、 こ れ に よ り 、 全 集 団 中 に お け る 特 定 の 原 核 生 物 が 濃 縮 さ れ る 。 同 様 に 、 選 択 的 な 阻
害 剤 を 含 む 培 地 、 あ る い は 特 定 の 生 物 集 団 の 生 育 を 促 進 さ せ る よ う な 培 地 に お い て 混 合 群
を 培 養 す る こ と に よ り 、 特 定 の 生 物 種 、 属 、 群 、 目 、 あ る い は 綱 に 属 す る 生 物 集 団 が 濃 縮
さ れ る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
  他 の 一 例 と し て 、 生 物 の 混 合 群 よ り 単 離 さ れ た 複 数 の 単 離 株 (例 え ば 、 二 種 、 あ る い は
そ れ 以 上 の 種 )よ り 得 た 核 酸 が 、 複 数 の ク ロ ー ン を 含 む 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た
め に 使 用 さ れ 、 そ の 少 な く と も 二 種 の 単 離 株 に 由 来 す る 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー よ り 、 「 集 団
単 離 株 ラ イ ブ ラ リ ー 」 が 作 製 さ れ る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
  遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 作 製 さ れ る と 、 そ れ ら の ク ロ ー ン の 生 物 活 性 が ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ 、 こ の 場 合 は 、 エ ポ キ シ ド の 修 飾 、 あ る い は 目 的 の 生 物 分 子 (例 え ば 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ )
に 対 す る 触 媒 活 性 が 測 定 さ れ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に は 、 例 え ば 、 基 質 や 、
目 的 の 生 物 分 子 と の 結 合 、 あ る い は そ の 生 物 活 性 に よ り 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る よ
う な 検 出 用 物 質 を 含 む 基 質 を 用 い た ク ロ ー ン の 結 合 、 集 団 の ク ロ ー ン 化 、 あ る い は 核 酸 配
列 の 集 団 化 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 基 質 は 、 酵 素 に 対 す る 基 質 、 生 物 活 性 を 有 す る 分 子 、
及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど で あ る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
  一 例 と し て 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 作 製 さ れ 、 そ れ ら の ク ロ ー ン は 、 呈 色 性 、 又 は 蛍 光
性 基 質 、 あ る い は 目 的 の 基 質 と 混 合 さ れ る か 、 又 は 、 そ れ ら の ク ロ ー ン は 、 目 的 の 配 列 に
対 応 す る 配 列 を 持 っ た 標 識 化 さ れ た プ ロ ー ブ (例 え ば 、 検 出 用 物 質 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド )と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 そ し て 、 目 的 の 活 性 を 示 す ク ロ ー ン が 、 そ の 検 出 用 シ グ
ナ ル (例 え ば 、 蛍 光 発 色 な ど )の 検 出 に よ っ て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
  一 例 と し て 、 生 物 の 混 合 群 よ り 作 製 さ れ た 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 目 的 の 活 性 に 対 し て ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 具 体 的 に は 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 作 製 さ れ 、 そ れ ら の ク ロ ー ン は 、
基 質 、 あ る い は 目 的 の 基 質 と 混 合 さ れ 、 目 的 の 活 性 を 示 す ク ロ ー ン が 同 定 及 び 単 離 さ れ る
。 本 発 明 に お い て 、 細 胞 は 、 長 期 間 生 存 す る 必 要 は な い 。 細 胞 は 、 検 出 さ れ る べ き 分 子 を
生 産 す る 期 間 の み 生 育 で き れ ば 十 分 で あ り 、 そ の 後 は 、 発 現 さ れ た 生 物 分 子 (例 え ば 、 酵
素 )が そ の 活 性 を 有 し て さ え い れ ば 、 生 育 し て い て も い な く て も よ い 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
  特 定 の 例 と し て 、 本 発 明 は 、 環 境 試 料 中 に 存 在 す る 新 規 、 あ る い は 目 的 の 生 物 活 性 を 持
つ 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 直 接 的 ク ロ ー ニ ン グ 法 と そ れ ら の 分 子 (例 え ば 、 酵 素 )を 迅 速
、 か つ 大 量 に 探 索 す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 組 み 合 わ せ た 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 非
常 に 多 く の 天 然 に 存 在 す る 微 生 物 よ り 得 た ゲ ノ ム を 大 腸 菌 や そ の 他 の 適 当 な 宿 主 細 胞 中 で
発 現 可 能 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た も の よ り 成 り 、 環 境 由 来 の 「 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー 」
の 構 築 に 基 づ い て い る 。 ク ロ ー ン 化 さ れ る DNAは 、 先 ず 、 環 境 試 料 、 あ る い は 環 境 試 料 よ
り 得 ら れ た 単 離 株 か ら 直 接 抽 出 さ れ る た め 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 純 粋 培 養 に よ り 生 育 で
き る よ う な 一 部 の 原 核 生 物 に 由 来 す る も の で は な い 。 加 え て 、 こ れ ら の 試 料 中 に 存 在 す る
環 境 DNAの 標 準 化 に よ り 、 試 料 中 に 存 在 す る 全 て の DNAの 発 現 量 が 均 一 化 さ れ る 。 以 下 に 記
述 さ れ る 標 準 化 技 術 に よ り 、 試 料 中 に 優 位 的 に 存 在 す る 成 分 と 比 べ て 、 数 桁 低 く 存 在 す る
目 的 遺 伝 子 の 発 見 効 率 が 劇 的 に 増 加 す る 。 標 準 化 は 、 核 酸 を 試 料 又 は 単 離 株 よ り 得 た 後 の
何 れ の 実 施 例 に お い て も 行 わ れ る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
  他 の 一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 非 常 に 多 く の ク ロ ー ン の 同 定 、 及 び 有 用 な 酵 素 や 、 そ の 他
の 生 物 分 子 (例 え ば 、 リ ガ ン ド )を コ ー ド す る 核 酸 の 回 収 を 高 速 、 か つ 大 量 に ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め の キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 系 を 提 供 し て い る 。 具 体 的 に は 、 こ こ で 記 述 さ れ て い る
キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ に 基 づ く 技 術 は 、 目 的 の 生 物 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 あ る い は 目 的
の 結 合 親 和 性 を 有 す る リ ガ ン ド な ど の ス ク リ ー ニ ン グ 、 同 定 、 及 び そ れ ら の 回 収 に 利 用 さ
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れ る 。 例 え ば 、 結 合 ア ッ セ イ は 、 目 的 の 結 合 が 起 こ っ た 際 に 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 放 出
す る よ う な 適 当 な 基 質 、 あ る い は そ の 他 の マ ー カ ー を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
  加 え て 、 目 的 の 活 性 、 あ る い は 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 同 定 す る た
め に 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 離 法 (fluorescent activated cell sorter, FACS)が 利 用 さ れ る
。 前 述 の 利 用 法 で は 、 FACS装 置 が 、 真 核 細 胞 系 、 及 び 原 核 細 胞 系 の 分 析 や 培 養 の 工 程 に お
い て 利 用 さ れ た 。 FACSは 、 又 、 例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 の 差 異 を 検 出 す る 等 の 目 的 で 、 真 核 細
胞 系 、 及 び 原 核 細 胞 系 に お け る 、 外 来 タ ン パ ク 質 の 生 産 性 の 測 定 に も 利 用 さ れ る 。 FACS法
の 持 つ 検 出 能 、 及 び 計 数 能 が 、 こ れ ら の 例 に お い て 利 用 さ れ て い る 。 し か し 、 FACSが 、 今
ま で に 、 原 核 生 物 中 の 生 物 活 性 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び そ れ ら の 回 収 工 程 に お い て 利
用 さ れ た こ と は な い 。 更 に 、 本 発 明 に お い て 、 目 的 の 核 酸 (組 換 え 体 の ク ロ ー ン )は 、 生 細
胞 、 及 び 死 細 胞 の 両 方 か ら 回 収 で き る た め 、 前 述 の 技 術 と 同 様 に 、 細 胞 が 生 存 し て い る 必
要 は な い 。 細 胞 は 、 検 出 さ れ る べ き 物 質 を 生 産 す る 期 間 の み 生 育 で き れ ば 十 分 で あ り 、 そ
の 後 は 、 発 現 さ れ た 生 物 分 子 が そ の 活 性 を 有 し て さ え い れ ば 生 育 し て い て も い な く て も よ
い 。 本 発 明 は 、 又 、 組 換 え 酵 素 を 発 現 す る 大 腸 菌 の 検 出 、 及 び そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 の
回 収 に 関 連 し た 諸 問 題 に 対 す る 解 決 を 与 え て い る 。 加 え て 、 本 発 明 は 、 一 例 と し て 、 生 物
物 質 に 関 連 し た 蛍 光 波 長 を 検 出 で き る 装 置 を 含 み 、 そ れ ら に は 、 こ こ で 示 さ れ て い る よ う
な 蛍 光 分 析 装 置 (そ の 一 例 は 、 FACS装 置 )が 含 ま れ る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
  あ る 例 に お い て は 、 生 物 混 合 群 、 単 離 株 、 あ る い は 濃 縮 さ れ た 生 物 集 団 に 由 来 す る 核 酸
配 列 の 同 定 が 必 要 で あ る 。 こ の 例 に お い て 、 そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 が 発 現 さ れ る 必 要 は な い
。 目 的 の 核 酸 配 列 は 、 ク ロ ー ン 、 装 置 (例 え ば 、 遺 伝 子 チ ッ プ )、 濾 紙 、 あ る い は 核 酸 試 料
の 検 出 可 能 な 分 子 を 含 む プ ロ ー ブ と の 混 合 に よ り 、 そ の 同 定 又 は 「 生 物 パ ン ニ ン グ 」 が 行
わ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 通 常 、 目 的 の 核 酸 配 列 と 実 質 上 同 一 の 配 列 を 有 し て い る 。 又 は 、 プ
ロ ー ブ は 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 全 部 又 は そ の 一 部 で あ る 。 プ ロ ー ブ 及
び 核 酸 は 、 そ の プ ロ ー ブ と 実 質 的 に 相 補 的 な 配 列 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 条 件 下 で 混 合 さ
れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 厳 格 度 は 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ の 長 さ や そ の GC含 量 に よ っ
て 変 え ら れ る 。 こ の よ う な 要 素 は 、 実 験 的 に 決 定 さ れ る (Sambrook et al., Molecular Cl
oning -A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N
Y, 1989, 及 び  Current Protocols in Molecular Biology, M. Ausubel et al., 編 集 , (
Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associates, Inc. 及
び John Wiley & Sons, Inc., most recent Supplement 等 を 参 照 )。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン が 行 わ れ る と 、 そ の 相 補 的 な 配 列 は 、 PCRに よ り 増 幅 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (
例 え ば 、 プ ロ ー ブ と 核 酸 の 混 合 物 を X 線 フ ィ ル ム な ど に 露 光 す る )、 あ る い は チ ッ プ に よ
る 核 酸 の 検 出 に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
  本 発 明 が な さ れ る 以 前 は 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー や 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 評 価 が 最 も 時 間 の
か か る 工 程 で あ っ た 。 本 発 明 に よ り 、 例 え ば 、 数 千 の 異 な る 生 物 、 あ る い は そ の 一 部 、 及
び そ の 単 離 株 の ゲ ノ ム に 由 来 す る 配 列 を 含 む 複 合 環 境 ラ イ ブ ラ リ ー の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン
グ が 可 能 と な っ た 。 本 発 明 の 利 点 は 、 例 え ば 、 複 合 環 境 試 料 の ス ク リ ー ニ ン グ に 見 ら れ る
。 複 合 試 料 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 以 前 は 、 ゲ ノ ム の 多 様 性 を 網 羅 す る た め に 、 数 百 万 種
の ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ が 必 要 で あ っ た 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 非 常 に 多 数 の ク ロ
ー ン を 評 価 す る た め の 非 常 に 迅 速 か つ 大 量 処 理 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 し て い る 。
本 発 明 に よ り 、 目 的 の 核 酸 配 列 、 生 物 活 性 、 あ る い は 生 物 分 子 の 探 索 が 一 時 間 当 た り 約 30
～ 200万 の ク ロ ー ン に 対 し て 行 わ れ る 。 こ れ に よ り 、 新 規 の 生 物 活 性 、 あ る い は 生 物 分 子
探 索 の た め の 環 境 ラ イ ブ ラ リ ー の 完 全 な ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 と な る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
  目 的 (例 え ば 、 酵 素 な ど )の 配 列 、 あ る い は 生 物 活 性 が 同 定 さ れ る と 、 目 的 の 生 物 活 性 を
コ ー ド す る 配 列 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 そ の 温 度 安 定 性 、 特 異 性 、 あ る い は 活
性 を 改 良 す る た め に そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 進 化 又 は 修 飾 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(138) JP 2005-512532 A 2005.5.12



【 ０ ４ ０ ６ 】
  本 発 明 は 、 既 知 、 あ る い は 新 規 の 機 能 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列
の 同 定 法 を 提 供 し て い る 。 例 え ば 、 微 生 物 ゲ ノ ム の 持 つ 多 様 性 の 殆 ど が 、 微 生 物 ゲ ノ ム 中
で の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の 再 編 成 に 起 因 し て い る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 種 を 越 え
た 種 、 あ る い は 系 統 発 生 学 的 に 関 連 し た 他 の 生 物 中 に 存 在 し て い る 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
  例 え ば 、 細 菌 や 多 く の 真 核 生 物 は 、 遺 伝 子 の 調 節 機 構 を 有 し て お り 、 こ の 機 構 で 調 節 さ
れ る 遺 伝 子 の 生 産 物 は 、 関 連 し た 経 路 に 関 与 し て い る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 「 遺 伝 子 ク ラ
ス タ ー 」 と 呼 ば れ る ク ラ ス タ ー を 、 一 つ の ク ロ モ ゾ ー ム 上 で 形 成 し て お り 、 こ れ ら の 遺 伝
子 は 、 ク ラ ス タ ー 中 の 全 て の 遺 伝 子 の 転 写 を 開 始 す る １ つ の プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 一 つ の
調 節 配 列 の 制 御 の 下 で 連 動 し て 転 写 さ れ る 。 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 、 そ の プ ロ モ ー タ ー 、 及 び
ク ラ ス タ ー 中 の 全 て の 遺 伝 子 を 制 御 す る 機 能 を 持 つ そ の 他 の 付 加 的 な 配 列 は 、 「 オ ペ ロ ン
」 と 呼 ば れ 、 20、 あ る い は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 (通 常 は 、 2～ 6の 遺 伝 子 )を 含 む こ と が で き る
。 よ っ て 、 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 通 常 、 機 能 的 に 同 一 、 あ る い は 関 連 し た 隣 接 遺 伝 子 の 集
団 で あ る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
  幾 つ か の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 同 一 の 構 成 成 分 よ り 成 っ て い る 。 ク ラ ス タ ー を 形 成 し て
い る 遺 伝 子 同 士 は 、 同 一 で あ る 必 要 は な い が 、 ク ラ ス タ ー 形 成 は 、 各 遺 伝 子 の 独 自 性 を 維
持 す る た め に 重 要 で あ る 。 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 隣 接 し た 関 連 遺 伝 子 が 重 複 し て い る よ う
な 場 合 や 多 く の 同 一 遺 伝 子 が 一 列 に 並 ん で い る 場 合 等 、 多 岐 に 渡 っ て い る 。 特 定 の 遺 伝 子
の 反 復 が 、 明 確 な 効 果 を 示 さ な い 場 合 も あ る 。 こ の 主 要 な 例 と し て 、 あ る 種 の 生 物 で は 、
重 複 し た イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 が 要 求 さ れ る が 、 他 の 哺 乳 動 物 種 で は 、 単 一 の イ ン シ
ュ リ ン 遺 伝 子 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
  更 に 、 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 断 続 的 に 再 編 成 さ れ る た め 、 例 え ば 、 細 菌 や そ の 他 の 原 核
生 物 に 由 来 す る 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー よ り 成 る 異 種 性 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と は 、 具 体 的
に は 、 多 く の 様 々 な 有 用 な 活 性 を 有 す る 、 ポ リ ケ チ ド の 生 合 成 を 司 る ポ リ ケ チ ド シ ン タ ー
ゼ な ど の 酵 素 を 含 む 新 規 タ ン パ ク 質 資 源 を 探 索 す る た め に 非 常 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 ポ
リ ケ チ ド は 、 抗 生 物 質 (テ ト ラ サ イ ク リ ン や エ リ ス ロ マ イ シ ン 等 )、 抗 が ん 剤 (ダ ウ ノ マ イ
シ ン )、 免 疫 抑 制 剤 (FK506 や ラ パ マ イ シ ン )、 及 び 獣 医 用 薬 品 (モ ネ ン シ ン )を 含 む 生 物 活
性 を 有 す る 化 合 物 に お け る 非 常 に 重 要 な 資 源 分 子 で あ る 。 多 く の ポ リ ケ チ ド (ポ リ ケ チ ド
シ ン タ ー ゼ に よ り 生 合 成 さ れ る )は 、 医 薬 用 物 質 と し て 非 常 に 重 要 で あ る 。 ポ リ ケ チ ド シ
ン タ ー ゼ は 、 長 さ 、 官 能 基 、 及 び 環 化 状 態 の 異 な る 非 常 に 多 く の 炭 素 鎖 の 生 合 成 を 触 媒 す
る 多 機 能 な 酵 素 で あ る 。 ポ リ ケ チ ド シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 形 成 し 、 そ
の 中 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ケ チ ド シ ン タ ー ゼ (タ イ プ  I)は 、 長 い 遺 伝 子 、 か つ 大 き な 酵
素 分 子 で あ り 、 そ の 遺 伝 子 改 変 や イ ン ビ ト ロ で の 遺 伝 子 、 及 び タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 研 究
は 困 難 で あ る 。 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に よ り 生 産 さ れ る そ の 他 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 抗 生 物
質 、 抗 ウ イ ル ス 物 質 、 抗 癌 物 質 、 イ ン ス リ ン 等 の 調 節 タ ン パ ク 質 も 検 討 さ れ て い る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
  ポ リ ケ チ ド 生 合 成 遺 伝 子 、 及 び そ の 下 流 遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た 目 的 成 分 の 選 別
、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ る 新 規 ポ リ ケ チ ド の 生 産 が 検 討 さ れ て い る 。 本 発 明 の 方 法
に よ り 、 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る 長 い 挿 入 配 列 を 含 む ク ロ ー ン (特
に 、 f因 子 に 基 づ く ベ ク タ ー の 利 用 )の 遺 伝 子 バ ン ク が 構 築 で き る た め 、 上 述 の よ う な 新 規
ポ リ ケ チ ド シ ン タ ー ゼ や そ の 他 の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の ク ロ ー ニ ン グ が 可 能 と な る 。
【 ０ ４ １ １ 】
  例 え ば 、 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に 由 来 す る 目 的 の タ ン パ ク 質 、 及 び そ
の タ ン パ ク 質 に 関 連 し た 一 連 の 活 性 の 発 現 を 調 節 す る 調 節 配 列 を 含 む ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ
る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 、 及 び こ こ で 記 述 さ れ た 例 に 対 し て 利 用 さ れ る ベ ク タ ー
は 、 外 来 性 核 酸 の 導 入 に 対 し て 非 常 に 大 き な 寛 容 性 を 有 す る 必 要 が あ り 、 こ れ に は 、 大 腸
菌 の f因 子 (fertility factor)が 含 ま れ る 。 こ の 大 腸 菌 の f因 子 は 、 接 合 に お け る そ れ 自 身
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の 高 頻 度 の 移 動 に 影 響 を 及 ぼ す プ ラ ス ミ ド で あ り 、 混 合 微 生 物 試 料 由 来 の 遺 伝 子 ク ラ ス タ
ー 等 の 長 い 核 酸 断 片 の 安 定 し た 伝 播 に 適 し て い る 。
【 ０ ４ １ ２ 】
  こ れ ら の 試 料 (例 え ば 、 微 生 物 の 混 合 集 団 )、 あ る い は そ こ か ら 得 ら れ る 単 離 株 に 由 来 す
る か 又 は そ れ ら か ら 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に 先 立 ち
、 ベ ク タ ー 、 あ る い は プ ラ ス ミ ド に 導 入 さ れ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー 、 あ る い は プ ラ ス ミ
ド は 、 通 常 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び エ ン ハ ン サ ー な ど を 含 む 発 現 調 節 配 列 を 有 し て い る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
  従 っ て 、 本 発 明 は 、 目 的 の 活 性 、 酵 素 活 性 、 及 び 生 物 活 性 を 有 す る 分 子 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 微 生 物 の 混 合 集 団 、 濃 縮 さ れ た 試 料 、 あ る い は そ こ か ら 得 ら れ る 単 離 株
か ら の イ ン ビ ト ロ で の ク ロ ー ニ ン グ 法 、 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 し て い る 。 本 発 明 の
方 法 は 、 新 規 生 物 活 性 分 子 、 特 に 、 培 養 が 不 可 能 あ る い は 可 能 な 試 料 中 か ら の 新 規 生 物 活
性 物 質 の イ ン ビ ト ロ で の ク ロ ー ニ ン グ 、 及 び ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 と す る 。 長 い 遺 伝 子 ク
ラ ス タ ー 、 遺 伝 子 、 及 び 遺 伝 子 の 断 片 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 配 列
が 決 定 さ れ 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 従 来 の 方 法 と 異 な り 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、
様 々 な 環 境 試 料 に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び そ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ト ロ で の ク ロ ー ニ ン グ 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び 同 定 が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
  本 発 明 は 、 混 合 環 境 試 料 、 そ の 濃 縮 試 料 、 あ る い は そ こ か ら 得 ら れ る 単 離 株 か ら の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び 同 定 を 可 能 に し て い る 。 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は
、 細 胞 を 含 ま な い 試 料 (そ れ ら が 核 酸 配 列 を 含 ん で い る 場 合 )、 細 胞 を 含 む 試 料 、 細 胞 、 ウ
イ ル ス 粒 子 な ど の 試 料 よ り 調 製 さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 に 利 用 さ れ る 生 物 に は 、 真 正
細 菌 や 古 細 菌 等 の 原 核 微 生 物 、 糸 状 菌 、 藻 類 、 及 び 原 生 動 物 等 の 下 等 真 核 微 生 物 や 、 植 物
、 植 物 芽 胞 、 及 び 花 粉 な ど の 混 合 集 団 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 生 物 は 、 培 養 さ れ た 生 物 、 培
養 さ れ な い 生 物 、 環 境 試 料 よ り 得 ら れ た 生 物 で あ り 、 好 熱 菌 、 低 温 菌 、 好 冷 菌 な ど の 好 極
限 性 微 生 物 を 含 ん で い る 。
【 ０ ４ １ ５ 】
  DNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 核 酸 資 源 は 、 こ れ に 限 ら な い が 、 北 極 や 南 極 の 氷 、
水 、 永 久 凍 土 地 帯 よ り 得 ら れ る 資 源 、 火 山 地 帯 よ り 得 ら れ る 資 源 、 熱 帯 地 方 の 土 壌 や 植 物
、 哺 乳 類 や 無 脊 椎 動 物 を 含 む 様 々 な 生 物 の 糞 、 死 体 や 腐 乱 物 な ど に 由 来 す る 微 生 物 な ど の
環 境 試 料 よ り 得 ら れ る 。 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 核 酸 は 、 例 え ば 、 こ れ ら の
試 料 よ り 濃 縮 さ れ た 集 団 、 あ る い は 単 離 さ れ た 株 よ り 得 ら れ る 。 他 の 一 例 と し て 、 多 数 の
単 離 株 よ り 得 た DNAは 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 核 酸 資 源 と し て 集 め ら れ る 。 又 は
、 こ れ ら の 核 酸 は 、 多 数 の 単 離 株 よ り 得 ら れ 、 こ れ ら 多 数 の 単 離 株 よ り 作 製 さ れ た 多 数 の
遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 得 ら れ る 。 集 合 単 離 ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る た め に 、 二 種 類 、 あ る い は
そ れ 以 上 の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 集 合 、 あ る い は 組 み 合 わ せ ら れ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 こ
れ ら の 核 酸 は 、 培 養 さ れ た 生 物 、 あ る い は 培 養 さ れ な い 生 物 よ り 集 め ら れ 、 目 的 の 生 物 分
子 (例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )の 同 定 、 あ る い は 目 的 の 生 物 活 性 (例 え ば 、 酵 素 、 あ
る い は 生 物 学 的 活 性 )を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 適 当 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 組
換 え 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー )を 作 製 す る た め に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
  以 下 に 、 培 養 さ れ た 生 物 、 あ る い は 培 養 さ れ な い 生 物 、 混 合 生 物 試 料 、 そ の 濃 縮 試 料 、
あ る い は そ こ か ら 得 ら れ る 単 離 株 か ら の ラ イ ブ ラ リ ー 作 製 法 の 概 略 が 示 さ れ 、 こ れ ら の ラ
イ ブ ラ リ ー は 、 同 定 さ れ た 、 あ る い は 要 求 さ れ る 、 又 は 予 想 さ れ る 生 物 活 性 (例 え ば 、 酵
素 活 性 )を 有 す る 核 酸 配 列 を 選 択 す る た め に 精 査 、 配 列 決 定 又 は ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 こ
れ ら に よ り 選 別 さ れ た 核 酸 は 、 更 に 、 進 化 、 突 然 変 異 又 は 修 飾 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
  こ こ で 使 用 さ れ る よ う に 、 環 境 試 料 は 、 生 物 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は そ れ ら の 組
み 合 わ せ を 含 む 何 れ の 試 料 で も 良 い 。 従 っ て 、 環 境 試 料 は 、 例 え ば 、 昆 虫 の 糞 、 温 泉 、 及
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び 土 壌 な ど を 含 む 多 く の 資 源 (上 述 の よ う に )よ り 得 る こ と が で き る 。 核 酸 資 源 に は 、 精 製
、 あ る い は 非 精 製 の も の を 開 始 試 料 と し て 利 用 で き る 。 従 っ て 、 核 酸 は 、 生 物 の 混 合 試 料
、 あ る い は 細 胞 を 含 む ど の よ う な 試 料 か ら で も 得 る こ と が で き る 。 環 境 試 料 は 、 哺 乳 類 生
物 の 血 液 、 尿 、 脊 髄 液 、 組 織 、 口 腔 内 液 、 大 便 、 あ る い は 羊 水 な ど の 生 体 試 料 に 由 来 す る
何 れ の 抽 出 物 を も 利 用 で き る 。 非 哺 乳 類 動 物 (即 ち 、 無 脊 椎 動 物 )に 由 来 す る 試 料 に は 、 組
織 試 料 、 唾 液 試 料 、 糞 、 あ る い は 消 化 管 内 在 物 等 が 含 ま れ る 。 環 境 試 料 に は 、 又 、 例 え ば
、 高 含 硫 地 熱 泉 、 火 口 、 及 び 凍 土 を 含 む 極 限 環 境 由 来 の 試 料 も 含 ま れ る 。 更 に 、 こ れ ら の
試 料 は 、 様 々 な 資 源 よ り 得 ら れ る 。 例 え ば 、 園 芸 や 農 業 試 料 と し て は 、 植 物 、 肥 料 、 土 壌
、 園 芸 用 水 、 農 業 用 水 、 あ る い は そ の 他 の 園 芸 又 は 農 業 産 物 ； 食 品 試 料 と し て は 、 新 鮮 な
食 品 、 あ る い は 加 工 食 品 (例 え ば 、 特 殊 調 製 粉 乳 、 海 鮮 食 品 、 生 鮮 食 品 、 及 び 包 装 食 品 )；
及 び 環 境 試 料 と し て は 、 液 体 、 土 壌 、 汚 水 、 汚 泥 、 及 び そ の 他 の 生 物 、 あ る い は ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む と 思 わ れ る よ う な 何 れ の 環 境 試 料 も 含 ま れ る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
  試 料 が 、 例 え ば 、 血 液 、 土 壌 、 あ る い は 汚 泥 等 の 混 合 生 物 集 団 を 含 む も の で あ る 場 合 、
そ れ ら は 、 効 果 的 に 細 胞 を 溶 解 し 、 核 酸 鎖 を 露 出 、 あ る い は 分 離 さ せ る た め に 適 当 な 試 薬
で 処 理 さ れ る 。 こ の 溶 解 、 及 び 核 酸 の 変 性 工 程 は 、 必 要 で な い 場 合 で も 、 核 酸 の ク ロ ー ニ
ン グ 、 増 幅 、 あ る い は 配 列 決 定 を よ り 簡 便 な も の と す る 。 更 に 、 必 要 で あ れ ば 、 混 合 生 物
集 団 は 、 分 析 に 先 立 ち 、 特 定 の 集 団 、 あ る い は 目 的 の 単 離 株 (例 え ば 、 特 定 の 生 物 種 、 属
、 あ る い は 族 )を 単 離 、 あ る い は 濃 縮 す る た め に 培 養 さ れ 、 こ れ に よ り 、 純 粋 な 試 料 が 得
ら れ る 。 し か し 、 こ れ は 、 必 ず し も 必 要 で は な い 。 例 え ば 、 試 料 中 の 生 物 の 培 養 に は 、 ミ
ク ロ ド ロ プ レ ッ ト 中 で の 生 物 の 培 養 、 及 び ミ ク ロ ド ロ プ レ ッ ト で の 培 養 生 物 の 選 別 機 に よ
る マ ル チ ウ ェ ル 型 組 織 培 養 用 プ レ ー ト 中 の 各 ウ ェ ル へ の 分 配 が 含 ま れ る 。 又 は 、 試 料 は 、
特 定 の 生 物 集 団 の 生 育 を 抑 制 、 あ る い は 誘 導 す る よ う に 調 製 さ れ た 任 意 の 数 の 選 択 培 地 中
で 培 養 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ９ 】
  単 離 株 が 混 合 生 物 集 団 を 含 む 試 料 よ り 得 ら れ た も の で あ る 場 合 、 そ れ ら の 核 酸 は 、 以 下
に 記 述 さ れ た 方 法 に よ り 、 単 離 株 よ り 分 離 さ れ る 。 単 離 株 よ り 得 ら れ た 核 酸 は 、 遺 伝 子 ラ
イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 利 用 さ れ る か 、 あ る い は そ の 試 料 中 の 、 他 の 単 離 株 を 含 む 分
画 と 共 に 集 め ら れ 、 こ れ ら の 集 合 さ れ た 核 酸 が 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 利
用 さ れ る 。 特 定 の 生 物 集 団 の 単 離 法 は 、 混 合 集 団 の 項 に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
  従 っ て 、 試 料 は 、 例 え ば 、 多 様 な 混 合 生 物 集 団 (例 え ば 、 昆 虫 の 腸 管 に 存 在 す る 微 生 物
等 )よ り 得 ら れ る 核 酸 を 含 ん で い る 。 核 酸 は 、 DNAや RNAを 単 離 す る た め の 多 く の 方 法 を 利
用 し て 、 試 料 中 よ り 単 離 さ れ る 。 こ れ ら の 核 酸 単 離 法 は 、 関 連 研 究 者 に 一 般 的 に 利 用 さ れ
て い る 。 核 酸 が RNAで あ る 場 合 、 そ の RNAは 、 既 知 の プ ラ イ マ ー を 用 い て DNAに 逆 転 写 さ れ
る 。 DNAが ゲ ノ ム DNAで あ る 場 合 、 そ の DNAは 、 例 え ば 、 25-ゲ ー ジ 針 に よ り 剪 断 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ １ 】
  こ れ ら の 核 酸 は 、 適 当 な ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 そ の DNAが 、 関 連 技 術 と し
て よ く 知 ら れ て い る 多 く の 方 法 に よ る 発 現 、 配 列 決 定 、 あ る い は 修 飾 等 の 目 的 に よ り 、 使
用 さ れ る ベ ク タ ー は 異 な る (例 え ば 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 配 列 決 定 用 ベ ク タ ー に つ い て 公 開
し て い る U.S. 特 許 番 号  6,022,716 を 参 照 の こ と ) 。 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 は 、 関 連 技 術 内 で
よ く 知 ら れ て い る が 、 関 連 研 究 者 は 過 度 の 検 討 を せ ず に そ れ ら を 改 良 で き る 。 ベ ク タ ー の
選 択 は 、 又 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 利 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ 、 及 び 宿 主 細
胞 の 種 類 に よ り 決 め ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ
ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 ウ イ ル ス (例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 等 )、 あ る い は こ れ
ら の う ち の 特 定 の 部 位 (例 え ば 、 コ ー ト タ ン パ ク 質 、 ス パ イ ク 糖 タ ン パ ク 質 、 キ ャ プ シ ド
タ ン パ ク 質 )等 で あ る 。 例 え ば 、 コ ス ミ ド 、 及 び フ ァ ー ジ ミ ド は 、 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 安 定 し て 複 製 で き る た め 、 通 常 、 分 析 又 は 修 飾 さ れ る べ き 核 酸 配 列 が 長 い 場 合 に 利 用 さ
れ る 。
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【 ０ ４ ２ ２ 】
  そ し て 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 核 酸 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー を 含 む 適 当 な 宿 主 の
プ レ ー ト 上 で の 増 殖 (例 え ば 、 ク ロ ー ン に よ る 増 幅 )、 あ る い は ベ ク タ ー の 適 当 な 宿 主 細 胞
へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (例 え ば 、 大 腸 菌 へ の フ ァ ー ジ の 導 入 )に よ り 増 幅 さ れ る 。 ク ロ
ー ン 化 さ れ た 核 酸 配 列 は 、 適 当 な 宿 主 の 形 質 転 換 に よ り 、 ス ク リ ー ニ ン グ (例 え ば 、 発 現
ス ク リ ー ニ ン グ 、 PCRス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ 等 )の
た め の ラ イ ブ ラ リ ー 作 製 に 利 用 さ れ る 。 関 連 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 宿 主 は 、 そ の 形 質 転
換 を 行 う こ と の で き る 条 件 下 に お い て 、 目 的 の 核 酸 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー の 宿 主 細 胞 へ の
人 工 的 な 導 入 に よ り 形 質 転 換 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 二 本 鎖 の 環 状 又 は 直 鎖 状 核 酸 配 列 に よ
る 形 質 転 換 が 可 能 で あ り 、 又 、 一 本 鎖 の 環 状 又 は 直 鎖 状 核 酸 配 列 に よ る 形 質 転 換 も 可 能 で
あ る 。 形 質 転 換 と は 、 新 規 DNA(例 え ば 、 そ の 細 胞 に と っ て の 外 来 DNA)の 細 胞 へ の 導 入 に よ
り 引 き 起 こ さ れ た そ の 細 胞 中 で の 遺 伝 子 の 永 久 的 、 あ る い は 一 過 性 の 変 化 を 意 味 し て い る
。 そ の 細 胞 が 哺 乳 類 動 物 細 胞 で あ る 場 合 、 遺 伝 子 の 永 久 的 な 変 化 は 、 通 常 、 外 来 DNAの 細
胞 内 ゲ ノ ム へ の 導 入 に よ り 成 さ れ る 。 一 般 的 に 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 あ る い は 宿 主 細 胞 と
は 、 宿 主 に は 通 常 存 在 し な い DNAが 、 組 換 え DNA技 術 に よ り 、 細 胞 (あ る い は そ の 祖 先 細 胞
、 こ こ で 細 胞 と は 、 例 え ば 、 原 核 細 胞 あ る い は 真 核 細 胞 で あ る )に 導 入 さ れ た 場 合 、 そ の D
NAが 導 入 さ れ た 細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
  本 発 明 に 使 用 す る 特 別 の タ イ プ の ベ ク タ ー は 、 f-フ ァ ク タ ー 複 製 開 始 点 を 含 ん で い る 。
大 腸 菌 に お け る  f-フ ァ ク タ ー (あ る い は 稔 性 フ ァ ク タ ー )は 、 接 合 中 に 起 こ る そ れ 自 体 の
高 頻 度 ト ラ ン ス フ ァ ー 及 び 細 菌 ク ロ モ ゾ ー ム 自 体 の よ り 低 い 頻 度 の ト ラ ン ス フ ァ ー に 影 響
す る プ ラ ス ミ ド で あ る 。 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 「 フ ォ ス ミ ド 」 あ る い は 細 菌 人 工 ク ロ モ
ゾ ー ム (BAC)ベ ク タ ー と し て 言 及 さ れ る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 。 こ れ ら は 、
大 き な DNAセ グ メ ン ド を 安 定 に 組 み 込 ま せ る こ と の で き る 大 腸 菌 f‐ フ ァ ク タ ー に 由 来 す る
。 混 合 し た 非 培 養 環 境 サ ン プ ル に 由 来 す る DNAを 取 り 込 ま せ る 場 合 、 こ れ は 、 安 定 な 環 境
遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 産 生 に お い て 、 大 き な ゲ ノ ム 断 片 を 達 成 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
  混 合 集 団 あ る い は サ ン プ ル に 由 来 す る 核 酸 は 、 種 々 の 操 作 に よ り ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ て
も よ い 。 一 般 に 、 そ の 核 酸 配 列 は 、 既 に よ く 知 ら れ る 技 術 に よ り 適 当 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 そ の よ う な 、 あ る い は 他 の 操 作 は 、 熟 練 し た 研 究 者 の ス コ ー プ
範 囲 以 内 で あ る も の と 考 え ら れ る 。 典 型 的 な ク ロ ー ニ ン グ の 筋 書 き は 、 DNAを 適 当 な ヌ ク
レ ア ー ゼ (例 え ば 、 マ ン グ 豆 ヌ ク レ ア ー ゼ )で 「 平 滑 に 」 し 、 例 え ば 、  EcoR I メ チ ラ ー ゼ
に よ り メ チ ル 化 し 、 更 に  EcoR I リ ン カ ー  GGAATTCC(SEQ ID NO:1)に 結 合 さ せ る か も し れ
な い 。 従 っ て 、 そ の リ ン カ ー は 、 EcoR I に よ っ て 消 化 さ れ 、 そ の DNAサ イ ズ 分 画 さ れ る (
例 え ば 、 シ ョ 糖 密 度 勾 配 )。 サ イ ズ 分 画 し て 得 ら れ る DNAは 、 従 っ て 、 配 列 決 定 、 ス ク リ ー
ニ ン グ 、 あ る い は 発 現 に 適 し た ベ ク タ ー に 結 合 さ れ る (例 え ば 、 ラ ム ダ ベ ク タ ー 及 び イ ン
ビ ト ロ  ラ ム ダ パ ッ ケ ー ジ ン グ 抽 出 物 を 用 い て パ ッ ケ ー ジ し た 物 )。
【 ０ ４ ２ ５ 】
  組 換 え DNAを 用 い た 宿 主 細 胞 の 形 質 変 換 は 、 熟 練 し た 研 究 者 に よ く 知 ら れ る よ う な 伝 統
的 な 手 法 に よ り 行 わ れ て も よ い 。 宿 主 が 大 腸 菌 の よ う に 原 核 性 の 場 合 、 DNAを 取 り 込 め る
コ ン ピ ー テ ン ト 細 胞 は 、 対 数 増 殖 期 か ら 集 め た 細 胞 を 集 め 、 引 き 続 き よ く 知 ら れ る 操 作 に
よ り  CaCl 2 法 に よ り 処 理 し て 調 整 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て  MgCl 2 あ る い は RbClが 使
わ れ る 。 形 質 変 換 は 、 宿 主 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト を 作 製 し た 後 、 あ る い は エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン に よ っ て 行 う こ と も で き る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
  宿 主 が 真 核 性 の 場 合 、 DNAを 用 い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン あ る い は 形 質 変 換 は 、 カ ル シ
ウ ム － フ ォ ス フ ェ ー ト 共 沈 法 、 ミ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の よ う な 習 慣 的 な 機 械 操 作 、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム に 包 埋 し た プ ラ ス ミ ド の 挿 入 、 あ る い は ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 等 、 他 に よ く 知 ら れ た 技 術 以 外 の 方 法 を 利 用 し て も よ い 。 真 核 細 胞 は 、 ヘ ル ペ ス の 単 一
チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の よ う な 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 二 次 外 来 DNAと と も に 感
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染 さ せ る こ と も で き る 。 他 の 方 法 は 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40(SV40)あ る い は 牛 パ ピ ロ ー マ ウ
イ ル ス の よ う な 真 核 ウ イ ル ス を 使 用 し 、 一 過 性 に 真 核 細 胞 を 感 染 あ る い は 形 質 変 換 し て そ
の タ ン パ ク を 発 現 さ せ る こ と で あ る (Eukaryotic Viral Vectors, Cold Spring Harbor La
boratory, Gluzman 編 集 , 1982)。 真 核 細 胞 は 、 酵 母 (例 え ば 、 Saccharomyces cerevisiae
） 、 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば 、 Drosophila sp)、 あ る い は ヒ ト を 含 む 高 等 動 物 の 細 胞 で も よ い 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
  真 核 シ ス テ ム 、 及 び 高 等 動 物 発 現 シ ス テ ム は 、 発 現 し た 高 等 動 物 タ ン パ ク の 翻 訳 後 の 修
飾 を 可 能 に す る 。 初 期 転 写 の 修 飾 、 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 化 、 あ る い は 遺 伝 子 産 物
の 分 泌 の た め の 細 胞 機 構 を 持 ち 備 え た 真 核 細 胞 を 使 用 す る べ き で あ る 。 そ の よ う な 宿 主 細
胞 株 は 、 限 定 は さ れ な い が 、 CHO、 VERO、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 Jurkat、 HEK-293、 及 び
WI38を 含 む 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
  一 例 と し て 、 一 旦 、 ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー が 上 述 し た よ う な 方 法 を 含 む 何 通 り の 方 法
を 利 用 し て 作 製 さ れ た 場 合 、 そ の ク ロ ー ン は 、 例 え ば 、 栄 養 豊 富 な 培 地 あ る い は 既 に 知 ら
れ て い る 他 の 成 長 培 地 等 の 液 体 培 地 に 再 懸 濁 さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も 一 つ の ク
ロ ー ン を 含 ん だ 一 つ 以 上 の タ イ プ の 培 地 が 、 個 々 に あ る い は 混 合 物 と し て キ ャ ピ ラ リ ー ア
レ ー の キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
  他 の 例 と し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 最 初 、 キ ャ ピ ラ リ ー 装 置 に 導 入 あ る い は 分 配 さ れ る 前
に バ イ オ パ ン ニ ン グ さ れ る 。 そ の よ う な バ イ オ パ ン ニ ン グ の 方 法 は 、 関 心 対 象 の 配 列 あ る
い は 活 性 の た め に ラ イ ブ ラ リ ー を 富 化 (強 化 )す る 。 バ イ オ パ ン ニ ン グ あ る い は 強 化 の 方 法
例 は 、 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
  一 例 と し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 興 味 の も た れ る 配 列 又 は 活 性 を 含 む ク ロ ー ン の た め に ラ
イ ブ ラ リ ー あ る い は ク ロ ー ン に 存 在 す る 配 列 を 基 に ス ク リ ー ン 又 は 選 別 強 化 さ れ る こ と が
で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 望 ま れ る 生 物 活 性 又 は 生 物 学 的 配 列 の た め 及 び 更 に 指 向 進 化
、 分 子 生 物 学 的 、 生 物 学 的 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 及 び 商 業 的 な 応 用 に 利 用 で き る 興 味 の 持
た れ る 配 列 を 得 る こ と を 助 け る た め に 有 用 な 方 法 及 び 組 成 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
  そ れ 故 に 、 本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 核 酸 配 列 を ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 同 定 す る こ
と に よ り 、 迅 速 な ス ク リ ー ン 、 強 化 及 び /又 は サ ン プ ル 中 の 配 列 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 商 業 応 用 の た め の 診 断 、 治 療 、 あ る い は 分 子 の 開 発 に 使 用 で き る
配 列 の レ パ ー ト リ ー を 増 や す 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 望 ま れ る 生 物 活 性 を 持 つ タ ン パ
ク あ る い は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 新 規 核 酸 配 列 を 同 定 で き る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
  遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー )を 作 製 し た 後 、 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ
ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 前 に 「 バ イ オ パ ン ニ ン グ 」 の ス テ ッ プ を 加 え る こ と が で き る 。 そ
の 「 バ イ オ パ ン ニ ン グ 」 操 作 は 、 特 別 な 生 物 活 性 を 持 つ ク ロ ー ン を ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ
ー 中 に 配 列 の 相 同 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 す る 操 作 過 程 を 意 味 す る 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
  ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 関 心 対 象 の 標 的 配 列 と 特 異 的 に 相 互 作 用 さ せ る た め に 使 わ れ る プ ロ ー
ブ 配 列 は 、 領 域 配 列 の 全 長 あ る い は 既 知 の 生 物 活 性 の た め に コ ー ド さ れ て い る 部 分 領 域 で
も よ い 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 既 知 の 生 物 活 性 又 は 望 ま れ る 生 物 活 性 を コ ー ド す る 配 列 の 少 な
く と も 部 分 配 列 か ら 成 る プ ロ ー ブ の 混 合 物 を 用 い て 試 験 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ロ
ー ブ 又 は プ ロ ー ブ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は 、 一 本 鎖 で あ る 。 一 例 と し て 、 ラ イ ブ ラ リ
ー は 、 好 ま し く は 、 一 本 鎖 へ と 変 換 さ れ る 。 特 に 適 し た プ ロ ー ブ は 、 特 定 さ れ る 生 物 活 性
に 類 似 又 は 同 等 な 生 物 活 性 を コ ー ド し て い る DNAに 由 来 す る プ ロ ー ブ で あ り 、 そ れ が ス ク
リ ー ン さ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 PCR増 幅 に 使 用 で き 、 従 っ て 、 標 的 配 列 を 選 別 で き る 。 そ れ
故 に 、 プ ロ ー ブ の 配 列 は 、 実 体 的 あ る い は 望 ま れ る 相 同 性 を 持 つ 配 列 を 同 定 す る た め の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ４ ３ ４ 】
  他 の 例 に お い て 、 イ ン ビ ボ  バ イ オ パ ン ニ ン グ は 、 FACSを 基 に し た 装 置 を 用 い て 行 っ て
も よ い 。 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー あ る い は 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ベ ク タ ー を 用 い て 構 築 さ れ 、
そ れ は 、 配 列 を 含 み 、 転 写 RNAを 安 定 化 す る 。 例 え ば 、 ヘ ア ー ピ ン の よ う な 二 次 構 造 を 生
じ 、 そ の RNAの 転 写 領 域 を 隣 接 さ せ る よ う に デ ザ イ ン し た 配 列 の 含 有 は 、 そ れ ら の 安 定 性
を 増 強 す る よ う に 働 く 。 バ イ オ パ ン ニ ン グ  プ ロ セ ス に 用 い る プ ロ ー ブ 分 子 は 、 標 的 配 列
と 相 互 作 用 す る と 同 時 に 検 出 可 能 シ グ ナ ル 与 え る (プ ロ ー ブ が 標 的 分 子 と 結 合 す る と 同 時
に 、 例 え ば 、 蛍 光 だ け を )検 出 可 能 な 分 子 で 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 。 例
え ば 、 “ Practical Flow Cytometry” , 1995 Wiley-Liss, Inc., Howard M. Shapiro, M.
D.に 述 べ ら れ て い る よ う な 既 に よ く 知 ら れ て い る 種 々 の 色 素 あ る い は 染 料 は 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 「 標 識 す る 」 た め に 核 酸 の 間 に 挿 入 又 は 結 合 す る た め に 使 用 で き る 。 こ れ ら の
プ ロ ー ブ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 組 換 え 細 胞 に い く つ か の 形 質 転 換 法 を 利 用 し て 導 入 さ れ る 。
プ ロ ー ブ 分 子 は 、 転 写 さ れ た 標 的 RNA又 は DNAと 相 互 作 用 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 DNA/
RNAヘ テ ロ 二 量 体 あ る い は DNA/DNA二 量 体 を 生 じ る 。 プ ロ ー ブ の 標 的 へ の 結 合 は 、 検 出 可 能
な シ グ ナ ル を 与 え (例 え ば 、 蛍 光 シ グ ナ ル )、 そ れ は 、 FACS装 置 あ る い は そ の 類 に よ り 、 ス
ク リ ー ニ ン グ の プ ロ セ ス の 間 に 検 出 又 は 選 別 さ れ る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
  DNAプ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 10塩 基 、 好 ま し く は 少 な く と も 15塩 基 、 で あ る べ き で あ る
。 一 例 と し て 、 あ る 経 路 の 一 部 の 領 域 を コ ー ド し て い る 全 体 を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て も
よ い 。 イ ン ビ ト ロ シ ス テ ム に お い て 、 標 的 DNAに そ の プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と こ
ろ で 、 標 的 DNAが 少 な く と も 一 つ の DNAプ ロ ー ブ の 使 用 に よ っ て 選 択 的 に 単 離 さ れ る ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 、 少 な く と も 約 50％ の 配 列 同 等 性 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 厳
格 度 、 よ り 特 別 に は 少 な く と も 約 70％ の 配 列 同 等 性 を 与 え る 厳 格 度 を 与 え る よ う に デ ザ イ
ン さ れ る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
  潜 在 的 な 関 心 対 象 の 標 的 DNAを 単 離 す る た め に 、 微 生 物 DNAラ イ ブ ラ リ ー を 検 索 す る ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 は 、 既 に よ く 知 ら れ る 技 術 で あ り 、 文 献 に お い て 記 述 さ れ て い る
そ れ ら の 如 何 な る も の も こ の 中 の 、 例 え ば 、 チ ッ プ を 基 に し た ア ッ セ イ 、 膜 を 基 に し た ア
ッ セ イ 、 及 び そ の 類 を 含 む 使 用 に 適 し て い る 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
  結 果 と し て 生 じ る 形 質 変 換 ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 関 心 対 象 の 活 性 を 表 示 す る ク ロ
ー ン の た め に 更 に ス ク リ ー ン す る こ と が で き る 。 ク ロ ー ン は 活 性 化 合 物 を 発 現 さ せ る た め
の 異 な っ た 宿 主 に 移 す こ と が で き 、 あ る い は こ の 中 に 述 べ ら れ て い る 方 法 を 利 用 し て ス ク
リ ー ン さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
  上 述 し た イ ン ビ ボ  バ イ オ パ ン ニ ン グ の 変 法 は 、 例 え ば 、 ゲ ル マ イ ク ロ ド ロ ッ プ レ ッ ト
の よ う な 包 埋 技 術 で あ り 、 そ れ は 、 FACSに お い て ス ク リ ー ン さ れ る 一 部 位 に 複 数 の ク ロ ー
ン を 局 在 さ せ る た め に 使 用 さ れ る か も し れ な い 。 ク ロ ー ン は 、 そ れ か ら 個 々 の ポ ジ テ ィ ブ
ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に FACSに よ り 再 度 ス ク リ ー ン さ れ る 個 々 の ク ロ ー ン に 分 け ら れ る
。 FACSを 利 用 し た こ の よ う な 方 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ は 、 特 許 番 号  08/876,276(1997年
６ 月 16日 フ ァ イ ル )に 全 容 が 述 べ ら れ て い る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 も し ク ロ ー ン の 混 合 中 に
望 ま れ る 活 性 を 持 つ 場 合 、 個 々 の ク ロ ー ン は 、 回 収 さ れ 、 ど の ク ロ ー ン が 望 ま れ る 活 性 を
も つ も の か を 調 べ る た め に FACSを 利 用 し て 再 ス ク リ ー ン さ れ て も よ い 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
  異 な っ た タ イ プ の 包 埋 戦 略 及 び 化 合 物 あ る い は ポ リ マ ー を 本 発 明 に 使 用 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 高 温 ア ガ ロ ー ス が 高 温 で 安 定 な マ イ ク ロ ド ロ ッ プ レ ッ ト を 作 製 す る た め に 使
う こ と が で き 、 熱 に 安 定 な 生 物 活 性 を ス ク リ ー ン す る 場 合 、 そ れ は 、 全 て の バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド 活 性 を 除 く た め に 使 用 さ れ た 熱 処 理 に 続 く 細 胞 の 安 定 な 包 埋 を 可 能 に す る 。 包 埋 は 、
ビ ー ズ 、 高 温 ア ガ ロ ー ス 、 ゲ ル マ イ ク ロ ド ロ ッ プ レ ッ ト 、 赤 血 球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ の よ う
な 細 胞 、 リ ポ ソ ー ム 、 あ る い は 分 子 を 包 埋 及 び 局 在 さ せ る ど の よ う な 方 法 も 利 用 で き る 。
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【 ０ ４ ４ ０ 】
  例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム を 調 整 法 が 、 例 え ば 、 U.S. 特 許 番 号  5,653,996、 5393530 及 び  5,
651,981に 、 多 様 な 分 子 の 包 埋 へ の リ ポ ソ ー ム の 利 用 が  U.S. 特 許 番 号  5,595,756、 5,605
,703、 5,627,159、 5,652,225、 5,567,433、 4,235,871、 5,227,170に 述 べ ら れ て い る 。 タ
ン パ ク 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 及 び エ ン ド サ イ ト ー シ ス 中 の 赤 血 球 の DNAの 捕 捉 に つ い て も  Jo
urnal of Applied Biochemistry 4, 418-435 (1982)に そ の 例 が 述 べ ら れ て い る 。 膜 の 低
張 溶 解 又 は 不 伝 導 性 分 解 の 間 に 捕 捉 さ れ る 基 質 の た め の イ ン ビ ボ あ る い は イ ン ビ ト ロ 担 体
と し て 使 用 さ れ る 赤 血 球 も 既 に 述 べ ら れ て い る (Ihler, G. M. (1983) J. Pharm. Ther)。
こ れ ら の 技 術 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 微 小 環 境 に お い て サ ン プ ル を 包 埋 す る 本 発 明 に
お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ４ １ 】
  こ の 中 で 用 い る よ う に 「 微 小 環 境 」 は 分 子 の 構 造 で あ り 、 そ れ は 本 発 明 の 方 法 に 必 要 な
相 互 作 用 を 容 易 に す る た め の 適 当 な 環 境 を 提 供 す る 。 分 子 の 相 互 作 用 を 容 易 に す る た め に
適 し た 微 小 環 境 は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム を 含 む 。 リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス ホ リ ピ ド 、 グ リ コ リ
ピ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 長 鎖 ア ル キ ル エ ス テ ル ； 例 え ば 、 ア ル キ ル フ ォ ス フ ェ ー ト 、 脂 肪 酸 エ
ス テ ル ； 例 え ば 、 レ シ チ ン 、 脂 肪 酸 ア ミ ン 及 び そ の 類 、 を 含 む 多 様 な リ ピ ド か ら 調 整 す る
こ と が で き る 。 脂 肪 物 質 の 混 合 物 は 、 中 性 ス テ ロ イ ド 、 荷 電 両 性 体 、 及 び ホ ス ホ リ ピ ド の
組 み 合 わ せ の よ う に 使 わ れ る 。 ホ ス ホ リ ピ ド の 描 写 的 な 量 は 、 レ シ チ ン 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ
リ ン 及 び ジ パ ル ミ ト イ ル フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン を 含 む 。 代 表 的 な ス テ ロ イ ド は 、 コ レ ス
テ ロ ー ル 、 コ レ ス タ ノ ー ル 及 び ラ ノ ス テ ロ ー ル を 含 む 。 代 表 的 な 荷 電 両 性 化 合 物 は 、 一 般
に 12～ 30の 炭 素 原 子 を 含 ん で い る 。 典 型 的 な 化 合 物 は 、 モ ノ 又 は ジ ア ル キ ル リ ン 酸 エ ス テ
ル 、 あ る い は ア ル キ ル ア ミ ン ； 例 え ば 、 ジ ア セ チ ル フ ォ ス フ ェ ー ト 、 ス テ ア リ ル ア ミ ン 、
ヘ キ サ デ シ ル ア ミ ン 、 ジ ラ ウ リ ル フ ォ ス フ ェ ー ト 、 及 び そ の 類 を 含 む 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
  更 に 、 上 述 の 展 望 の い く つ か 、 あ る い は 全 部 を 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 前 に 標 準 化
ス テ ッ プ が 行 え る よ う に 組 み 合 わ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 作 製 さ
れ 、 そ の よ う に 作 製 さ れ た 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 バ イ オ パ ン ニ ン グ さ れ 、 バ イ オ パ ン ニ ン
グ さ れ た 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 細 胞 選 別 及 び ス ク リ ニ ン グ 装 置 を 利 用 し
て ス ク リ ー ン さ れ る 。 従 っ て 、 次 の よ う な オ プ シ ョ ン が あ る ： (i)ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し
、 そ れ を ス ク リ ー ン す る ； (ii)標 的 DNAを 標 準 化 し 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 そ れ を ス ク
リ ー ン す る ； (iii)標 準 化 し 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 、 バ イ オ パ ン 及 び ス ク リ ー ン ； あ る い
は (iv)作 製 、 バ イ オ パ ン 及 び ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ン 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に
使 用 す る 核 酸 は 、 例 え ば 、 環 境 サ ン プ ル 、 生 物 体 の 混 合 集 団 (例 え ば 、 培 養 あ る い は 非 培
養 )、 そ れ ら の 強 化 し た 集 団 、 及 び そ れ ら の 単 離 物 か ら 得 る こ と が で き る 。 更 に 、 ス ク リ
ー ニ ン グ 技 術 は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ 、 PCRス ク リ ー ニ ン グ
、 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び そ の 類 を 含 む 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
  ゲ ル ミ ク ロ ド ロ プ レ ッ ト 技 術 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に 利 用 可 能 な シ グ ナ ル の 増
幅 や 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の た め の 株 改 良 プ ロ グ ラ ム に お い て 微 生 物 株 の ス ク リ ー ニ ン グ
を 可 能 に す る た め に 重 要 で あ る 。 Wittrup等 は 、  Aspergillus awamori の グ ル コ ア ミ ラ ー
ゼ の 分 泌 を 増 大 さ せ る た め に 、 10 6 個 以 上 の 酵 母 細 胞 の 迅 速 に か つ 定 量 的 な ス ク リ ー ニ ン
グ を 可 能 に す る 微 小 包 埋 選 択 法 を 開 発 し た (Biotechnolo. Bioeng. (1993) :351-356)。
こ の 方 法 は 、 高 分 泌 変 異 株 の た め に 、 一 回 の 操 作 で 400倍 の 強 化 を 与 え る 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
  ゲ ル ミ ク ロ ド ロ プ レ ッ ト や 他 の 関 連 し た 技 術 は 、 組 換 え ラ イ ブ ラ リ ー の ハ イ ス ル ー プ ッ
ト ス ク リ ー ニ ン グ に お け る シ グ ナ ル の 増 強 に 加 え 、 局 在 、 選 別 を 行 う た め に 本 発 明 に お い
て 使 用 す る こ と が で き る 。 核 酸 が ミ ク ロ ド ロ プ レ ッ ト か ら 回 復 さ れ る こ と か ら 、 ス ク リ ー
ニ ン グ に お け る 細 胞 成 育 は 、 問 題 あ る い は 懸 念 に な ら な い 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
  関 心 対 象 の 配 列 を 含 む ク ロ ー ン の た め の ラ イ ブ ラ リ ー 集 団 を 強 化 す る こ と の で き る 何 通
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り も の バ イ オ パ ン ニ ン グ 技 術 を 行 っ た 後 、 強 化 さ れ た ク ロ ー ン は 、 栄 養 培 地 あ る い は 他 の
成 長 生 殖 培 地 な ど の 液 体 培 地 に 懸 濁 さ れ る 。 従 っ て 、 強 化 さ れ た ク ロ ー ン は 、 サ ン プ ル (
例 え ば 、 生 物 体 の 混 合 集 団 、 そ れ ら の 単 離 物 、 そ し て そ の 類 )に 由 来 す る 核 酸 配 列 を 取 り
込 ま せ た ベ ク タ ー を 含 む 構 築 物 で 形 質 変 換 し た 多 数 の 宿 主 細 胞 を 含 む 。 ク ロ ー ン の サ ブ セ
ッ ト 及 び 検 出 可 能 な 分 子 を 持 つ 一 つ 以 上 の 基 質 (例 え ば 、 酵 素 基 質 )を 含 む 液 体 培 地 は 、 そ
れ か ら 、 個 々 あ る い は 混 合 物 と し て 一 緒 に 強 化 し た ク ロ ー ン と 混 ぜ ら れ る か 接 触 さ せ ら れ
る (例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ ー の キ ャ ピ ラ リ ー 中 に )。 基 質 と 好 ま し い 酵 素 活 性 を 持 つ 酵
素 を 発 現 す る ク ロ ー ン の 相 互 作 用 (反 応 を 含 む )は 、 産 物 又 は 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ 、
そ れ は 、 一 つ 以 上 の ク ロ ー ン 又 は 少 な く と も 一 つ の シ グ ナ ル を 産 生 し て い る ク ロ ー ン を 同
定 す る た め に 空 間 的 に 検 出 さ れ る こ と が で き る 。 シ グ ナ ル を 産 生 し て い る ク ロ ー ン あ る い
は シ グ ナ ル を 産 生 し て い る ク ロ ー ン に 含 ま れ て い る 核 酸 は 、 多 様 な 技 術 を 利 用 し て 回 収 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
  こ こ に 用 い る 「 基 質 」 は 、 例 え ば 、 生 物 活 性 あ る い は 生 物 分 子 (例 え ば 、 酵 素 及 び そ の
特 異 的 酵 素 活 性 )の 検 出 の た め の 基 質 を 含 む 。 そ の よ う な 基 質 は 、 既 に よ く 知 ら れ て い る
。 例 え ば 、 種 々 の 酵 素 及 び そ の 酵 素 に 対 し て 適 当 な 特 異 的 基 質 が  Molecular Probes, Han
dbook Of Fluorescent Probes and Research Chemical (Molecular Probes, Inc.; Eugen
e, OR)に 与 え ら れ て お り 、 そ の 開 示 は 、 こ こ に 参 照 と し て 取 り 込 ま れ る 。 基 質 は 、 例 え ば
、 呈 色 あ る い は 蛍 光 分 子 と 関 連 し た 検 出 分 子 を 持 つ 。 本 発 明 の 使 用 に 適 し た 基 質 は 、 望 ま
れ る 活 性 を 持 つ 与 え ら れ て い る 酵 素 又 は そ の よ う な 酵 素 を コ ー ド し て い る ク ロ ー ン と 相 互
作 用 す る と 同 時 に 可 視 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る ど の よ う な 基 質 を も 含 む 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
  そ の 技 術 に 習 熟 し た 研 究 者 は 、 例 え ば 、 望 ま れ る 酵 素 活 性 を 基 に 、 適 し た 基 質 を 選 択 す
る こ と が で き る 。 望 ま れ る 酵 素 /酵 素 活 性 の 例 は 、 こ の 中 に 示 し た も の を 含 む 。 望 ま し い
酵 素 活 性 は 、 可 視 的 な シ グ ナ ル 基 質 が 存 在 す る 酵 素 経 路 の 酵 素 集 団 を 含 ん で も よ い 。 そ の
一 例 は カ ロ テ ノ イ ド 合 成 酵 素 群 で あ る 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
  な か ん ず く 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 及 び モ ノ オ キ シ ゲ ナ
ー ゼ の た め の 基 質 が 知 ら れ 及 び /又 は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 望 ま れ る 活 性 が 他 の ど の
生 物 分 子 又 は 既 知 の 多 く の 基 質 を 持 つ 酵 素 と 同 じ ク ラ ス に あ る も の か 、 そ の 活 性 が 既 知 の
基 質 カ ク テ ル を 用 い て 調 べ ら れ る 。 例 え ば 、 お お よ そ 商 業 的 に 入 手 可 能 な 20種 の エ ス テ ラ
ー ゼ の 基 質 が 知 ら れ 、 も し 至 適 で な い な ら ば 、 そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 検 出 可 能 な シ グ
ナ ル が 得 ら れ る よ う に な る 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
  可 視 シ グ ナ ル 基 質 は 、 呈 色 基 質 、 蛍 光 基 質 、 生 物 あ る い は 化 学 蛍 光 基 質 、 あ る い は 蛍 光
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 (FRET)基 質 で あ り 得 る 。 検 出 可 能 な 種 は 、 基 質 の 解 裂 あ る い は そ の 解
裂 又 は 検 出 可 能 な 変 化 を 受 け る た め の 他 の 基 質 /生 物 分 子 の 相 互 作 用 に よ り 影 響 さ れ る 二
次 的 な 分 子 に よ る も の で あ る 。 非 常 に 多 数 の 検 出 可 能 な ア ッ セ イ が 免 疫 ア ッ セ イ 、 呈 色 ア
ッ セ イ 、 及 び 標 識 プ ロ ー ブ の 方 法 論 を 利 用 し た 診 断 技 術 か ら 知 ら れ て い る 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
  一 例 と し て 、 可 視 シ グ ナ ル 基 質 は 、 生 物 あ る い は 化 学 蛍 光 基 質 で あ り 得 る 。 Tropix(Bed
ford, MA)か ら い く つ か の 酵 素 の た め の 化 学 蛍 光 基 質 が 入 手 可 能 で あ る 。 既 知 の 化 学 蛍 光
基 質 を 持 つ 酵 素 の 中 で に は 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ ー タ ー  ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、
及 び ベ ー タ ー  グ ル コ シ ダ ー ゼ が あ る 。
【 ０ ４ ５ １ 】
  他 の 例 と し て 、 呈 色 基 質 は 、 特 に 、 加 水 分 解 酵 素 の よ う な 酵 素 の た め に 使 用 し て も よ い
。 例 え ば 、 可 視 シ グ ナ ル 基 質 は 、 イ ン ド ー ル 誘 導 体 で あ り 得 、 そ れ は 、 酵 素 的 に 解 裂 し て
色 素 を 産 生 す る 。 呈 色 基 質 を 用 い る 場 合 は 、 可 視 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル は 吸 光 度 (吸 光
度 の 変 化 を 含 む )で あ る 。 こ の 具 体 例 と し て 、 シ グ ナ ル の 検 出 は 、 吸 光 度 計 や そ の 類 を 用
い た 吸 光 度 の 測 定 に よ り 得 ら れ る 。
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【 ０ ４ ５ ２ 】
  他 の 例 と し て 、 蛍 光 基 質 の 可 視 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル は 、 蛍 光 で あ る 。 蛍 光 基 質 は 、
異 な る 検 出 モ ー ド だ け で な く 改 良 さ れ た 検 出 の た め に 高 い 感 度 を 提 供 す る 。 ク マ リ ン の 水
酸 基 や ア ミ ノ 基 置 換 体 が 蛍 光 基 質 を 調 整 す る た め に 最 も 広 く 使 用 さ れ る 蛍 光 団 と な っ て い
る 典 型 的 な ク マ リ ン 系 蛍 光 基 質 は 、 7-ヒ ド ロ キ シ ル ク マ リ ン で あ り 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン (U
mb)と し て 通 常 知 ら れ て い る 。 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の 誘 導 体 及 び 類 似 体 も 使 用 さ れ る 。 フ ル
オ レ ス セ イ ン (FDGあ る い は C12-FDGの よ う な )及 び ロ ー ダ ミ ン の 誘 導 体 及 び 類 似 体 を 基 に し
た 基 質 も 使 用 さ れ る 。 レ ゾ ル フ ィ ン に 由 来 す る 基 質 (例 え ば 、 レ ゾ ル フ ィ ン  ベ ー タ ー -D-
ガ ラ ク ト シ ド あ る い は レ ゾ ル フ ィ ン  ベ ー タ ー -D-グ ル ク ロ ニ ド )は 、 特 に 、 本 発 明 に お い
て 有 用 で あ る 。 レ ゾ ル フ ィ ン 系 基 質 は 、 例 え ば 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 加 水 分 解 酵 素 及 び 脱 ア
ル キ ル 酵 素 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 前 述 の 基 質 の 脂 肪 誘 導 体 (例 え ば 、 ア
ル キ ル 化 誘 導 体 )は 、 そ れ ら が 容 易 に 細 胞 に 負 荷 で き 、 そ し て 細 胞 の リ ピ ド 領 域 と 結 合 す
る 傾 向 に あ る こ と か ら 、 あ る 具 体 例 に お い て 有 用 か も し れ な い 。 フ ル オ レ ス セ イ ン 及 び レ
ゾ ル フ ィ ン は 、 相 対 的 に 水 に 不 溶 な (即 ち 、 脂 溶 性 )産 物 を 形 成 す る ア ル キ ル 誘 導 体 と し て
商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ ス セ イ ン  イ メ ー ジ ン グ は 、 基 質 と し て  Mole
cular Probes(Eugene, OR)に よ り 製 造 さ れ て い る  C12-レ ゾ ル フ ィ ン  ガ ラ ク ト シ ド を 使 用
し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
  特 別 な 蛍 光 基 質 は 、 ス ク リ ー ン さ れ る 酵 素 活 性 を 基 に 選 ば れ て も よ い 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
  モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ (デ ア ル キ ラ ー ゼ )： モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ の 基 質 と し て 適 し た い く つ
か の ク マ リ ン 誘 導 体 が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 基 質 に お い て 、 そ
の 化 合 物 の エ チ ル 基 の 水 酸 化 は 、 レ ゾ ル フ ィ ン 蛍 光 団 の 遊 離 を 起 こ す 。
【 ０ ４ ５ ５ 】
  典 型 的 に は 、 基 質 は 、 細 胞 中 に 入 る こ と が で き 、 解 析 が 行 わ れ る 十 分 な 時 間 の 間 、 細 胞
中 で そ の 存 在 を 維 持 で き る (例 え ば 、 一 旦 、 基 質 が 細 胞 に 入 る と 、 そ れ は 、 ス ク リ ー ン さ
れ る 酵 素 と 検 出 可 能 な 応 答 を 産 生 す る た め に 十 分 な 程 度 反 応 す る 前 に は 「 漏 出 」 し な い )
。 細 胞 中 で の 基 質 の 保 持 は 、 多 様 な 技 術 に よ っ て 促 進 で き る 。 一 法 と し て 、 基 質 化 合 物 は
、 疎 水 性 テ イ ル (例 え ば 、 ア ル キ ル )を 付 加 す る こ と に よ り 構 造 的 に 修 飾 で き る 。 他 の 具 体
例 と し て 、 DMSOあ る い は グ リ セ ロ ー ル の よ う な 溶 媒 を 細 胞 外 壁 を コ ー ト す る た め に 使 用 す
る こ と が で き る 。 ま た 、 基 質 は 、 低 温 下 で 細 胞 に 投 与 す る こ と が で き 、 そ れ に よ る 細 胞 か
ら の 基 質 の 漏 出 が 遅 延 す る こ と が 観 察 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 基 質 の 細 胞 中 へ の 侵 入
は 、 例 え ば 、 酵 素 あ る い は ペ プ チ ド が 分 泌 さ れ る 場 合 、 溶 解 細 胞 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場
合 又 は そ の 類 、 あ る い は 基 質 が 外 因 的 に 細 胞 に 作 用 す る 場 合 (例 え ば 、 細 胞 外 の 受 容 体 －
リ ガ ン ド 複 合 体 )に は 必 要 と さ れ な い 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
  可 視 シ グ ナ ル 基 質 は 、 い く つ か の 具 体 的 例 に お い て 、 FRET基 質 で あ り 得 る 。 FRETは 、 蛍
光 団 の 近 接 及 び 角 配 向 を 計 れ る 吸 光 法 で あ る 。 基 質 あ る い は 産 物 の 濃 度 を 測 定 す る FRETを
利 用 す る 蛍 光 指 示 シ ス テ ム は 、 一 方 を 「 供 与 体 」 蛍 光 残 基 、 他 方 を 「 受 容 体 」 蛍 光 残 基 に
さ せ る 励 起 及 び 放 射 ス ペ ク ト ル を 持 つ 二 つ の 蛍 光 残 基 を 含 む 。 二 つ の 蛍 光 残 基 は 、 受 容 体
蛍 光 残 基 の 励 起 ス ペ ク ト ラ ム が そ の 励 起 残 基 の 放 射 ス ペ ク ト ル (供 与 体 蛍 光 残 基 )が 重 な る
よ う に 選 択 さ れ る 。 そ の 供 与 体 残 基 は 、 供 与 体 残 基 の 励 起 波 長 の 範 囲 内 で 適 当 な 強 さ の 光
に よ り 励 起 さ せ 傾 向 と し て 吸 収 さ れ た エ ネ ル ギ ー を 放 射 す る 。 受 容 体 蛍 光 タ ン パ ク 残 基 が
励 起 状 態 で 供 与 体 残 基 を 消 光 す る よ う に 位 置 す る 場 合 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー は 、 受 容 体 残 基 に
移 さ れ 、 二 次 光 子 を 放 射 す る こ と が で き る 。 供 与 体 及 び 受 容 体 残 基 の 放 射 ス ペ ク ト ル は 、
二 つ の 放 射 が 区 別 で き る よ う に 最 小 の 重 な り を 持 つ 。 従 っ て 、 受 容 体 が 、 供 与 体 、 そ れ か
ら そ の 正 味 の 安 定 状 態 の 効 果 が 、 供 与 体 の 放 射 が 消 光 す る 長 い 波 長 で 蛍 光 を 放 射 す る と 、
そ の 受 容 体 は 供 与 体 の 最 大 吸 収 で 放 射 す る よ う に な る 。
【 ０ ４ ５ ７ 】
  検 出 可 能 あ る い は 可 視 的 な シ グ ナ ル は 、 例 え ば 、 蛍 光 偏 光 、 時 間 分 解 蛍 光 、 あ る い は FR
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ETを 含 む 蛍 光 を 測 定 す る 蛍 光 高 度 計 (あ る い は そ の 類 )を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 一
般 に 、 初 期 波 長 を 持 つ 励 起 源 か ら の 励 起 放 射 線 は 、 サ ン プ ル を 励 起 す る 励 起 放 射 線 を 生 ず
る 。 応 答 と し て 、 サ ン プ ル 中 の 蛍 光 化 合 物 は 、 励 起 波 長 と は 異 な る 波 長 を 持 つ 放 射 線 を 放
射 す る 。 蛍 光 物 質 に 関 す る ア ッ セ イ を 行 う た め の 方 法 は 、 既 に よ く 知 ら れ る 技 術 で あ り 、
例 え ば 、 以 下 に 述 べ ら れ て い る ：  Lakowicz (Principles of Fluorescence Spectroscopy
, New York,, Plenum Press, 1983) 及 び  Herman (“ Resonance energy transfer micros
copy,” ： Fluorescence Microscopy of Living Cells in Culture, Part B, Methods in 
Cell Biology, vol. 30, 編 集 . Taylor & Wang, San Diego, Academic Press, 1989, pp.
 219-243)。 蛍 光 検 出 技 術 の 例 を 以 下 に 更 に 詳 し く 述 べ る 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
  更 に 、 遺 伝 子 の 発 現 の 測 定 に リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 使 用 す る い く つ か の 方 法 が 文 献 に 述 べ
ら れ て い る 。 Norlan等 は 、 高 等 動 物 細 胞 に お い て 、 ベ ー タ ー ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 発 現 を 分
析 す る 技 術 に つ い て 述 べ て い る 。 こ の 技 術 は 、 ベ ー タ ー  ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 基 質 と し て
フ ル オ レ ス セ イ ン -ジ -ベ ー タ ー  ガ ラ ク ト シ ド (FDG)を 使 用 し 、 そ れ は 、 加 水 分 解 と 同 時 に
そ の 蛍 光 放 射 に よ り 検 出 す る こ と の で き る 産 物 で あ る フ ル オ レ ス セ イ ン を 遊 離 す る (Nolan
 等 , 1991)。 5-ド デ カ ノ イ ル ア ミ ノ フ ル オ レ ス セ イ ン -ジ -ベ ー タ ー  ガ ラ ク ト シ ド (C12-FD
G) (Molecular Probes)の よ う な 他 の 蛍 光 基 質 が 開 発 さ れ て お り 、 そ れ は 、 そ れ ら が 生 理
的 培 養 条 件 の 下 で 殆 ど の 細 胞 膜 を 容 易 に 通 過 す る こ と の で き る 脂 質 性 フ ル オ レ ス セ イ ン 誘
導 体 で あ る と 言 う 点 で FDGと は 異 な る 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
  上 述 し た ベ ー タ ー  ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、  Sulfolobus solfataricu
s の よ う な 抗 耐 熱 性 原 生 動 物 か ら 単 離 し た ベ ー タ ー  ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 組 換 え 体 を 発 現
し て い る 単 一 大 腸 菌 細 胞 を ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ て も よ い 。 他 の リ ポ ー タ ー 遺 伝
子 は 、 基 質 と し て 有 効 で あ り 、 ベ ー タ ー  グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ
、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル  ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CAT)及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ と し て 知
ら れ て い る 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
  例 え ば 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 特 別 な 酵 素 活 性 の た め に ス ク リ ー ン さ れ て も よ い 。 例 え
ば 、 ス ク リ ー ン さ れ る 酵 素 活 性 は 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ あ る い は オ キ シ ゲ ナ ー ゼ と し て で も よ
い 。 組 換 え 体 酵 素 、 そ れ か ら 、 よ り 特 別 な 酵 素 活 性 の た め に 再 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て も よ
い 。
【 ０ ４ ６ １ 】
  別 報 と し て そ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 更 に 特 別 な 酵 素 活 性 の た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て も
よ い 。 例 え ば 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の た め の 一 般 的 の ス ク リ ー ニ ン グ に 代 わ り 、 そ の ラ イ
ブ ラ リ ー は 、 と あ る よ り 特 別 な 活 性 、 即 ち 、 そ の エ ポ キ シ ダ ー ゼ 、 が 作 用 す る 結 合 の タ イ
プ の た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て も よ い 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
  上 述 の 展 望 の 一 つ に 関 し て 述 べ た よ う に 、 本 発 明 は 、 微 生 物 に 由 来 し た 選 別 さ れ た DNA
を 含 む ク ロ ー ン の 活 性 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 操 作 法 を 提 供 す る 。 そ れ は 、 以 下 の 方 法 を
含 む ： 関 心 対 象 の 生 物 分 子 あ る い は 生 物 活 性 の た め の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る こ と
で 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー は 多 数 の ク ロ ー ン 、 混 合 し て い る 生 物 体 の 集 団 由 来 の 核 酸 (例 え ば
、 ゲ ノ ム DNA )を 回 収 す る こ と に よ り 調 整 さ れ た ク ロ ー ン 、 そ れ ら の 強 化 さ れ た 又 は 単 離
さ れ た 集 団 を 含 む 。 更 に 、 関 心 対 象 の 生 物 分 子 あ る い は 生 物 活 性 の た め に ス ク リ ー ン さ れ
た ク ロ ー ン を 産 生 す る 核 酸 で 宿 主 を 形 質 変 換 す る こ と 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
  他 の 例 に お い て 、 強 化 ス テ ッ プ は 、 活 性 を 基 に し た ス ク リ ー ニ ン グ の 前 に 行 っ て も よ い
。 例 え ば 、 そ の 強 化 ス テ ッ プ は 、 バ イ オ パ ン ニ ン グ 法 で あ り 得 る 。 こ の バ イ オ パ ン ニ ン グ
の 操 作 は 、 U.S. 特 許 番 号  6,054,002(2000年 4月 25日 発 布 )に 述 べ ら れ 、 具 体 化 さ れ て お り
、 こ の 中 に 参 照 と し て 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
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  他 の 例 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 混 合 生 物 体 集 団 の 核 酸 配 列 か ら 調 製 さ れ た ク ロ
ー ン で あ る ク ロ ー ン に 含 ま れ 、 そ の 中 の 核 酸 配 列 は 、 混 合 生 物 体 集 団 の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ
ー を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 そ の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 宿 主 細
胞 を 望 ま れ る 活 性 を 持 つ 生 物 活 性 を コ ー ド す る DNA配 列 の 全 体 又 は 一 部 に 少 な く と も 一 つ
の 検 出 可 能 分 子 を 持 つ 核 酸 配 列 で 感 染 さ せ る こ と に よ り 関 心 対 象 の 配 列 を ス ク リ ー ン し 、
例 え ば 、 蛍 光 を 基 に し た 分 析 に よ り 望 ま れ る 配 列 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン を 分 離 す る
。
【 ０ ４ ６ ５ 】
  上 述 し た バ イ オ パ ン ニ ン グ の ア プ ロ ー チ は 、 与 え ら れ て い る プ ロ ー ブ 配 列 に 相 同 的 な 配
列 を 持 つ ク ロ ー ン で 強 化 し た ラ イ ブ ラ リ の 作 製 に 使 用 で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ を 利 用 す る
こ と に よ り 、 挿 入 が 40 kbpま で の ク ロ ー ン を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 各 ラ ウ ン ド の パ ン ニ ン グ
に よ り お お よ そ 1,000倍 ず つ に 強 化 で き る 。 こ れ に よ り 、 一 回 の バ イ オ パ ン ニ ン グ 強 化 の
後 に ス ク リ ー ン さ れ る ク ロ ー ン の 数 を 減 ら す こ と が で き る 。 こ の 戦 略 は 、 例 え ば 、 ポ リ ケ
チ ド 配 列 の よ う な 関 心 対 象 の 生 物 活 性 に 関 連 す る 関 心 対 象 の 配 列 を 担 っ て い る ク ロ ー ン の
た め に 強 化 し た ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 応 用 で き る 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
  高 密 度 フ ィ ル タ ー あ る い は バ イ オ パ ン ニ ン グ を 利 用 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  ス ク
リ ー ニ ン グ は 、 保 存 さ れ た 遺 伝 子 を 含 む 経 路 の 相 同 性 を 検 出 す る た め の 効 果 的 な ア プ ロ ー
チ を 立 証 し た 。 相 手 方 が 未 知 な 新 規 生 物 活 性 分 子 を 発 見 す る た め に は 他 の ア プ ロ ー チ が 必
要 で あ る 。 本 発 明 の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 少 分 子 環 構 造 あ る い は 「 バ ッ ク ボ ー ン 」 の 発 現 の
た め に 大 腸 菌 を ス ク リ ー ン す る こ と で あ る 。 こ れ ら ポ リ 環 状 構 造 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、
し ば し ば 大 腸 菌 に お い て 発 現 さ れ る こ と が で き る の で 、 少 分 子 バ ッ ク ボ ー ン は 、 不 活 性 型
で は あ る が 製 造 さ れ る こ と が で き る 。 生 物 活 性 は 、 活 性 型 に 構 造 を 修 飾 又 は 「 授 与 す る 」
す る 必 要 な グ リ コ シ レ ー シ ョ ン や メ チ レ ー シ ョ ン を 発 現 す る 適 当 な 宿 主 に そ の 分 子 あ る い
は 経 路 を 移 す と 同 時 に 与 え ら れ る 。 従 っ て 、 大 腸 菌 に お い て 組 換 え 体 と し て 発 現 さ れ た 不
活 性 環 状 化 合 物 は 、 ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に 検 出 さ れ 、 そ れ は 、 引 き 続 き 生 物 活 性 分 子
を 産 生 の た め に  Streptomyces の よ う な 代 謝 的 に 豊 富 な 宿 主 へ 移 さ れ る 。 自 動 ハ イ ス ル ー
プ ッ ト  シ ス テ ム の 使 用 は 、 ミ ク ロ タ イ タ ー  プ レ ー ト に お け る 多 様 な ア レ ー に よ り 非 常 に
多 数 の ク ロ ー ン を ス ク リ ー ン す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
  こ れ ら の 構 造 を 担 う ク ロ ー ン を 検 出 あ る い は 強 化 す る た め の 一 つ の ア プ ロ ー チ は 、 キ ャ
ピ ラ リ ー  ス ク リ ー ニ ン グ 法 又 は FACSス ク リ ー ニ ン グ 法 を 利 用 す る こ と で あ る 。 そ れ ら の
操 作 は 、 U.S.連 載 番 号 08/876,276(1997年 6月 16日 発 布 )に 述 べ ら れ 、 具 体 化 さ れ て い る 。
ポ リ 環 状 化 合 物 は 、 紫 外 線 で 励 起 さ せ た 場 合 、 特 徴 的 な 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 持 つ 。 従 っ て 、
こ れ ら の 分 子 を 発 現 し て い る ク ロ ー ン は 、 十 分 な 感 度 を 持 っ た 方 法 に よ り 、 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド と 区 別 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト FACSス ク リ ー ニ ン グ は 、 大 腸
菌 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 少 分 子 バ ッ ク ボ ー ン を ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ る こ と が で き る
。 商 業 的 に 入 手 可 能 な FACS装 置 は 、 UV活 性 分 子 に つ い て 、 1秒 当 た り 100,000ク ロ ー ン を ス
ク リ ー ン す る 能 力 が あ る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン は 、 更 な る FACSス ク リ ー ニ ン グ の た め に 選 別
で き 、 在 住 プ ラ ス ミ ド は 、 抽 出 し 、 活 性 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に Streptomycesへ 移 す こ と
が で き る 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
  別 の ス ク リ ー ニ ン グ  ア プ ロ ー チ と し て 、 Streptomycesに 宿 主 を 移 し た 後 、 ク ロ ー ン の
候 補 を 有 機 溶 媒 抽 出 し た も の に つ い て 、 Staphylococcus aureus、 E. coli、 あ る い は  Sac
charomyces cerevisiaeの よ う な 試 験 生 物 体 に 対 す る 感 受 性 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 生 物 活
性 を 調 べ る こ と が で き る 。 FACSス ク リ ー ニ ン グ は 、 そ の 試 験 生 物 体 に ク ロ ー ン を 包 埋 す る
こ と に よ り 、 こ の ア プ ロ ー チ に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
  本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 上 述 し た ス ク リ ー ニ ン グ の 変 法 は 、 「 混 合 抽 出 」 と 呼 ば れ る ア
プ ロ ー チ で あ る 。 「 混 合 抽 出 」 ス ク リ ー ニ ン グ  ア プ ロ ー チ は 、 修 飾 遺 伝 子 が ポ リ 環 状 バ
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ッ ク ボ ー ン を 代 謝 的 に 豊 富 な Streptomycesの よ う な 宿 主 で 発 現 さ せ る と 同 時 に 活 性 が 授 け
ら れ る た め に 必 要 と さ れ る と い う 事 実 を 利 用 す る も の で あ り 、 そ の 酵 素 は 、 抽 出 さ れ 、 イ
ン ビ ト ロ で 生 物 活 性 化 合 物 を 産 生 す る た め に 大 腸 菌 ク ロ ー ン か ら 抽 出 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン
と 混 合 さ れ る 。 Streptomycesの よ う な 代 謝 的 に 豊 富 な 宿 主 か ら 種 々 の 増 殖 期 で 得 た 酵 素 抽
出 画 分 は 、 大 腸 菌 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 た 有 機 溶 媒 抽 出 物 の プ ー ル と 混 合 し て 生 物 活 性 を 評
価 す る 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
  大 腸 菌 ク ロ ー ン に お け る 活 性 を 検 出 す る た め の 別 の ア プ ロ ー チ は 、 生 物 活 性 化 合 物 を 異
な る も の に 変 換 す る こ と の で き る 遺 伝 子 を ス ク リ ー ン す る こ と で あ る 。
【 ０ ４ ７ １ 】
  例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー  ス ク リ ー ニ ン グ は 、 Streptomycesの よ う な 代 謝 的 に 豊 富 な 宿 主
に お け る UV蛍 光 分 子 の 発 現 を 検 出 す る た め に も 使 用 で き る 。 組 換 え オ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ
ン は 、 S.lividans TK24に お い て 異 種 的 に 産 生 さ れ た 場 合 、 特 徴 的 な 赤 色 蛍 光 を 保 持 す る
。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 及 び シ ス テ ム に よ り 同 定 で き る 経 路 ク ロ ー ン を ポ リ 環 状 分 子 の た
め に ハ イ ス ル ー プ ッ ト  ス ク リ ー ン で き る 。  
【 ０ ４ ７ ２ 】
  組 換 え 生 物 活 性 化 合 物 は 、 イ ン ビ ボ に お い て 「 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 」 シ ス テ ム を 利 用 し て
ス ク リ ー ン さ れ る こ と が で き 、 そ れ は 、 エ ン ハ ン サ ー や タ ン パ ク － タ ン パ ク 相 互 作 用 又 は
転 写 因 子 と そ れ ら の 活 性 化 因 子 、 あ る い は 受 容 体 と そ れ ら が 認 識 す る 標 的 間 の 相 互 作 用 、
を 阻 害 す る の よ う な 他 の 相 互 作 用 を 検 出 で き る 。 こ の 具 体 例 と し て 、 小 分 子 経 路 及 び GFP
レ ポ ー タ ー 構 築 物 の 両 方 が と も に 発 現 さ れ る 。 従 っ て 、 GFPの 発 現 を 変 化 さ せ る ク ロ ー ン
は 、 同 定 さ れ 、 そ の ク ロ ー ン は 、 特 徴 を 調 べ る た め に 単 離 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
  本 発 明 は 、 ク ロ ー ン 化 し た 非 培 養 サ ン プ ル に 由 来 す る 経 路 を 簡 略 し 、 上 述 し た 多 様 な ス
ク リ ー ニ ン グ ア プ ロ ー チ を 利 用 し た 異 種 間 発 現 及 び 興 味 の 持 た れ る 生 物 活 性 化 合 物 の ダ ウ
ン ス ト リ ー ム (下 流 )ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 代 謝 的 に 豊 富 な 宿 主 に 移 す こ と を 可 能 に も す
る 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
  遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る 異 な る 発 現 ク ロ ー ン を 個 々 に 含 む 増 殖 又 は 非 増 殖 細 胞 を
ス ク リ ー ン し 、 ポ ジ テ ィ ブ な ク ロ ー ン を 回 収 し た 後 、 DNAは 、 既 に よ く 知 ら れ て い る 技 術
に よ り ポ ジ テ ィ ブ な ク ロ ー ン か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 そ の DNAは 、 そ れ か ら 、 既 に よ
く 知 ら れ て い る ど の よ う な 増 幅 技 術 で も イ ン ビ ボ あ る い は イ ン ビ ト ロ で 増 幅 さ れ る こ と が
で き る 。 イ ン ビ ボ 増 幅 は 、 ク ロ ー ン あ る い は 基 質 の 増 殖 宿 主 へ の 形 質 変 換 と そ れ に 続 く 宿
主 の 増 殖 を 含 む 。 イ ン ビ ト ロ 増 殖 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ  チ ェ イ ン  リ ア ク シ ョ ン の よ う な 技 術
を 利 用 し て 行 う こ と が で き る 。 一 旦 、 増 幅 し た な ら ば 、 同 定 し た 配 列 は 、 「 進 化 」 あ る い
は 配 列 決 定 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
  本 発 明 に よ り 供 与 さ れ る 利 点 は 、 同 定 さ れ た 生 物 分 子 、 あ る い は 生 物 活 性 を 配 列 、 活 性
又 は 特 異 性 を 変 え る よ う に コ ー ド し た 変 種 を 産 生 及 び 選 別 す る た め の 細 工 す る 能 力 で あ る
。
【 ０ ４ ７ ６ 】
  生 物 分 子 又 は 生 物 活 性 を ス ク リ ー ン し 、 そ れ ら を 持 つ こ と が 見 い だ さ れ た ク ロ ー ン は 、
熱 や 有 機 溶 媒 に 対 す る 安 定 性 の よ う に 、 天 然 (例 え ば 、 野 生 型 の 活 性 )に お い て は 見 ら れ な
い か 、 あ る い は 非 常 に 稀 な 特 別 に 望 ま し い 性 質 を 持 つ 新 し い 生 物 分 子 又 は 生 物 活 性 を 開 発
す る た め に 指 向 進 化 を 行 う こ と が で き る 。 指 向 変 異 誘 発 の た め の ど の よ う な 既 知 の 技 術 も
本 発 明 に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 本 法 に 従 っ て 使 用 さ れ る 特 別 に 好 ま し い 変 異 技 術 は 以 下 に
述 べ る も の を 含 む 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
  オ プ シ ョ ン と し て 、 こ の 中 に 述 べ ら れ る よ う に 、 得 ら れ 、 同 定 さ れ 、 あ る い は ク ロ ー ン
化 さ れ た 生 物 分 子 (例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )あ る い は 生 物 活 性 (例
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え ば 、 酵 素 活 性 )に 変 化 を 与 え る こ と が 望 ま れ る か も し れ な い 。 そ の よ う な 変 化 は 、 例 え
ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 、 特 異 性 、 親 和 性 、 機 能 、 及 び そ の 類 を 増 加 、 あ る い は 減 少 さ せ
る た め に 、 そ れ ら 生 物 分 子 又 は 生 物 活 性 を 修 飾 す る こ と が で き る 。 DNAシ ャ フ リ ン グ は 、
特 定 の サ ン プ ル に お け る 変 化 を 増 加 さ せ る た め に 使 用 で き る 。 DNAシ ャ フ リ ン グ は 、 同 等
で は な い が 実 体 的 に 相 同 で あ る 配 列 間 の 組 換 え を 意 味 し 、 い く つ か の 具 体 例 に お い て は 、
そ れ は 、 cer/lox 及 び /又 は  flp/frt シ ス テ ム 及 び そ の 類 の よ う に 非 相 同 組 換 え を 介 し た
ク ロ ス オ ー バ ー を 含 め て も よ い (参 照 、 U.S.特 許 番 号 5,939,250、 1999年 8月 17日 に  Jay Sh
ort博 士 に 対 し て 発 布 、 及 び Diversa Corporationに 帰 属 、 そ の 開 示 は 、 こ の 中 に 参 照 と し
て 組 み 込 ま れ る )。
【 ０ ４ ７ ８ 】
  核 酸 シ ャ ッ フ リ ン グ は 、 1種 又 は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成 す る た め の よ り 短 い あ
る い は 小 さ い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル の イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ 相 同 的 組 換 え 法 で あ る
。 関 連 し た 核 酸 配 列 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 は 、 ラ ン ダ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成
す る た め に セ ク シ ュ ア ル (sexual)PCRが 施 さ れ 、 か つ 組 換 え ハ イ ブ リ ッ ド 核 酸 分 子 又 は ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー あ る い は 混 合 集 団 を 得 ら れ る よ う に 再 集 合 さ せ る 。 カ セ ッ
ト 突 然 変 異 と は 対 照 的 に 、 シ ャ ッ フ リ ン グ 及 び エ ラ ー プ ロ ー ン PCRの み が 盲 検 的 (プ ラ イ マ
ー 以 外 の 配 列 情 報 は な い )配 列 プ ー ル の 突 然 変 異 を 可 能 に す る も の で あ る 。
【 ０ ４ ７ ９ 】
  反 復 選 択 に 関 す る エ ラ ー プ ロ ー ン PCR単 独 に 勝 る 本 発 明 の 変 異 原 性 シ ャ ッ フ リ ン グ の 利
点 を 以 下 に 説 明 す る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ を エ ラ ー プ ロ ー ン PCR(セ ク シ ュ ア ル PCRで な い )
と 比 べ て み る 。 選 択 さ れ プ ー ル さ れ た 配 列 の 最 初 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 関 連 の あ る 多 様 な 起
源 か ら な る か 、 又 は 単 一 遺 伝 子 の い ず れ か の 種 類 の 変 異 に 由 来 す る こ と が で き る (シ ャ ッ
フ リ ン グ を 含 む )。 選 択 さ れ プ ー ル さ れ た 配 列 の 最 初 の 配 列 が 第 一 ラ ウ ン ド の 活 性 の 選 別
の 後 に 得 ら れ る 。 例 え ば 、 シ ャ ッ フ リ ン グ は 、 関 連 し た 全 て の 配 列 が 自 由 な 組 み 合 わ せ に
よ っ て 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 。  
【 ０ ４ ８ ０ 】
  本 方 法 は 、 エ ラ ー プ ロ ー ン PCRと は 、 逆 連 鎖 反 応 で あ る 点 で 異 な る 。 エ ラ ー プ ロ ー ン PCR
に お い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 開 始 部 位 の 数 及 び 分 子 の 数 は 、 指 数 関 数 的 に 増 大 す る 。 し か し 、
ポ リ メ ラ ー ゼ 開 始 部 位 の 配 列 及 び 当 該 分 子 の 配 列 は 本 質 的 に 同 じ で あ る 。 対 照 的 に 、 無 作
為 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 再 集 合 又 は シ ャ ッ フ リ ン グ す る 核 酸 に お い て 、 開 始 部 位 の 数 及 び 無
作 為 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 数 (サ イ ズ で は な い )は 、 経 時 的 に 減 少 す る 。 全 プ ラ ス ミ ド に 由 来
し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て 、 理 論 的 エ ン ド ポ イ ン ト は 、 1本 の 巨 大 な コ ン カ テ マ ー 分
子 で あ る 。
【 ０ ４ ８ １ 】
  相 同 領 域 で ク ロ ス オ ー バ ー が 生 じ る の で 、 組 換 え は 、 同 じ 配 列 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の
間 で 初 め に 生 じ る 。 こ れ は 、 総 体 的 に 共 存 性 の な い CDRの 組 合 せ を 邪 魔 す る (例 え ば 、 同 じ
抗 原 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 し て )。 配 列 の 複 数 の フ ァ ミ リ ー を 同 じ 反 応 に お い て シ ャ ッ
フ リ ン グ す る こ と が で き る こ と が 考 案 さ れ て い る 。 更 に 、 シ ャ ッ フ リ ン グ は 一 般 に 、 相 対
的 順 番 を 維 持 す る 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
  稀 な シ ャ ッ フ ラ ン ト (shufflant)は 、 非 常 に 多 数 の 最 良 (例 え ば 、 最 高 親 和 性 )の CDRを 含
み 、 か つ こ れ ら の 稀 な シ ャ ッ フ ラ ン ト は 、 そ れ ら の 優 れ た 親 和 性 を 基 に 選 択 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
  100種 の 異 な る 選 択 さ れ た 抗 体 配 列 の プ ー ル か ら の CDRは 、 最 大 10 3 種 の 異 な る 方 法 で 並
べ 替 え る こ と が で き る 。 こ の 非 常 に 多 数 の 並 べ 替 え は 、 DNA配 列 の 単 独 の ラ イ ブ ラ リ ー に
お い て は 表 す こ と が で き な い 。 従 っ て 、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 及 び 選 択 の 複 数 の サ イ ク ル が
、 所 望 の 配 列 長 さ 及 び 配 列 の 多 様 性 に 応 じ て 必 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 対 照 的 に エ ラ
ー プ ロ ー ン PCRは 、 同 じ 相 対 的 配 列 に お い て 全 て の 選 択 さ れ た CDRを 維 持 し 、 非 常 に 小 さ い
変 異 体 ク ラ ウ ド (cloud)を 形 成 し て い る 。
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【 ０ ４ ８ ４ 】
  本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA又 は RNAで あ る こ と
が で き る 。 こ れ は 、 遺 伝 子 の サ イ ズ 又 は 再 結 合 も し く は 再 集 合 さ れ る 短 か く 小 さ い ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に 応 じ て 、 様 々 な 長 さ で あ る こ と が で き る 。 好 ま し い 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
50bp～ 50kbで あ る 。 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 全 体 を 、
本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る こ と が 考 案 さ れ て お り 、 か つ 実 際 に う ま く 使
用 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
  鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCR反 応 を 用 い る 増 幅 (U.S.特 許 番 号 4,683,202及 び 4,683,195
)、 又 は 他 の 増 幅 又 は ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 し か し 、 PCR産 物 の プ ー ル
及 び セ ク シ ュ ア ル PCRを 施 す 前 に PCR産 物 か ら 自 在 な プ ラ イ マ ー を 除 去 す る こ と は 、 よ り 効
率 的 結 果 を も た ら す 。 セ ク シ ュ ア ル PCR前 の 本 来 の プ ー ル か ら の こ の よ う な プ ラ イ マ ー の
適 切 な 除 去 の 失 敗 は 、 低 頻 度 の ク ロ ス オ ー バ ー  ク ロ ー ン へ つ な が る 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
  鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 し ば し ば 、 二 本 鎖 で あ る 。 二 本 鎖 核 酸 分 子 は 、 得 ら れ る 一 本
鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 が 互 い に 相 補 的 で あ り 、 そ の 結 果 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 二 本 鎖 分 子
を 形 成 す る こ と が で き る こ と を 確 実 に す る こ と が 推 奨 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
  こ の 段 階 で は 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 じ 領 域 及 び 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 異 な る 領
域 を 有 す る 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 核 酸 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 添 加 さ れ
る こ と が 考 案 さ れ て い る 。 更 に 二 種 の 異 な る が 関 連 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 を こ の 段 階
で 混 合 す る こ と が で き る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
  二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 及 び い ず れ か 添 加 さ れ た 二 本 鎖 又 は 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に つ い て 遅 延 又 は 停 止 を 含 む セ ク シ ュ ア ル PCRが 施 さ れ 、 5bp～ 5kb又 は そ れ 以 上 の 混 合
物 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 無 作 為 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ イ ズ は 、 約 10～ 1000bpで あ り
、 よ り 好 ま し く は こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ イ ズ は 、 約 20～ 500bpで あ る 。
【 ０ ４ ８ ９ 】
  あ る い は 、 同 じ く 複 数 の ニ ッ ク を 有 す る 二 本 鎖 核 酸 を 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る
こ と が 考 察 さ れ て い る 。 ニ ッ ク は 、 二 本 鎖 核 酸 の 一 本 の 鎖 中 の 切 れ 目 で あ る 。 こ の よ う な
ニ ッ ク 間 の 距 離 は 、 好 ま し く は 5bp～ 5kbで あ り 、 よ り 好 ま し く は 10～ 1000bpで あ る 。 こ れ
は 、 例 え ば 無 作 為 プ ラ イ マ ー か ら 生 じ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 共 に 含 ま れ る よ り 短 い か 又 は
よ り 小 さ い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成 す る た め の 自 己 プ ラ イ ミ ン グ 領 域 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
  い ず れ か 一 種 の 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 は 、 総 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 1質 量 ％ よ り
も 大 き く は な く 、 よ り 好 ま し く は 、 い ず れ か 一 種 の 特 異 的 核 酸 配 列 は 、 総 核 酸 の 0.1質 量
％ よ り も 大 き い こ と は な い 。
【 ０ ４ ９ １ 】
  こ の よ う な 混 合 物 中 の 様 々 な 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 、 少 な く と も 約 100個 で あ
り 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 500個 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 1,000個 で あ る
。
【 ０ ４ ９ ２ 】
  こ の 段 階 で 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 合 成 又 は 天 然 に 関 わ ら ず 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 混 合 物 の 不 均 一 性 を 増 大 す る た め に 、 無 作 為 で 二 本 鎖 の よ り 短 い か 又 は 小 さ い
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ９ ３ 】
  更 に 、 二 本 鎖 の 無 作 為 に 破 壊 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 集 団 を 、 こ の 段 階 で 、 セ ク シ ュ
ア ル PCR法 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 混 合 又 は 一 緒 に す る こ と が で き 、 か つ 任 意 に 1種 以 上
の 追 加 の セ ク シ ュ ア ル PCRサ イ ク ル を 施 す こ と が 考 案 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
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  鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 変 異 の 挿 入 が 望 ま し い 場 合 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 じ 領
域 及 び 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 異 な る 領 域 を 有 す る 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
総 核 酸 に 対 し て 質 量 で 20倍 過 剰 に 添 加 す る こ と が で き 、 よ り 好 ま し く は 、 総 核 酸 に 対 し て
質 量 で 10倍 過 剰 に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
  異 種 で あ る が 関 連 し た 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 が 望 ま し い 場 合 に は 、 各 鋳 型 由 来
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 集 団 は 、 約 1:100未 満 の 比 で 、 よ り 好 ま し く は 、 約 1:40未 満 の 比 で
一 緒 に す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 変 異 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 集 団 に よ る 野 生 型 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 戻 し 交 配 は 、 中 立 突 然 変 異 (例 え ば 、 選 択 さ れ る 表 現 型 特 性 に お け る 非 現 実
的 変 更 を 生 じ る 変 異 )を 排 除 す る た め に 望 ま し い 。 こ の よ う な 例 に お い て 、 無 作 為 に 提 供
さ れ た セ ク シ ュ ア ル PCRサ イ ク ル  ハ イ ブ リ ッ ド  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 、 添 加 す る こ
と が で き る ラ ン ダ ム に 提 供 さ れ た 野 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 比 は 、 お よ そ 1:1～ 約 100:1で
あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 1:1～ 40:1で あ る 。
【 ０ ４ ９ ６ 】
  無 作 為 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 さ れ た 集 団 は 、 一 本 鎖 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る た
め に 変 性 さ れ 、 次 い で 再 ア ニ ー リ ン グ さ れ る 。 他 の 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 相 同 性 の
あ る 領 域 を 持 つ 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド だ け が 再 ア ニ ー リ ン グ さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ４ ９ ７ 】
  無 作 為 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 加 熱 に よ っ て 変 性 さ せ る こ と が で き る 。 熟 練 し た 研 究 者 は
、 二 本 鎖 の 核 酸 を 完 全 に 変 性 さ せ る た め に 必 要 な 条 件 を 決 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く
は 、 80～ 100 ℃ 、 よ り 好 ま し く は 、 90～ 96 ℃ の 温 度 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 変 性 さ
せ る た め に 使 わ れ う る 他 の 方 法 に は 、 圧 力 及 び pHが 含 ま れ る 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 冷 却 に よ っ て 再 ア ニ ー リ ン グ す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 20
～ 75 ℃ の 間 、 よ り 好 ま し く は 、 40～ 65 ℃ の 間 の 温 度 で あ る 。 平 均 わ ず か 4連 続 塩 基 配 列
の 相 同 性 に 基 づ い て 高 頻 度 の 交 叉 (ク ロ ス オ ー バ ー )が 必 要 と さ れ る な ら ば 、 プ ロ セ ス は 、
よ り 困 難 に な る が 、 低 い ア ニ ー リ ン グ 温 度 を 用 い て 組 換 え を 強 制 的 に 行 う こ と が で き る 。
生 ず る 再 生 の 程 度 は 、 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 集 団 間 の 相 同 性 の 程 度 に 依 存 す る 。
【 ０ ４ ９ ９ 】
  再 生 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (「 PEG」 )あ る い は 塩 の 添 加 に よ っ て 加 速 さ れ う る 。
塩 濃 度 は 、 好 ま し く は 、 0 ～ 200 mMま で 、 よ り 好 ま し く は 、 10～ 100 mMま で で あ る 。 塩 は
、 KClあ る い は NaClで あ り う る 。 PEGの 濃 度 は 、 好 ま し く は 、 0～ 20 ％ ま で 、 よ り 好 ま し く
は 、 5～ 10 ％ ま で で あ る 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
  ア ニ ー リ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 次 に 、 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び dNTP(即 ち 、 dAT
P、 dCTP、 dGTP、 及 び dTTP)の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ク レ
ノ ー 断 片 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 あ る い は  既 知 の 任 意 の 他 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ で も よ い 。
【 ０ ５ ０ １ 】
  集 合 の た め に 用 い ら れ る ア プ ロ ー チ は 、 ク ロ ス オ ー バ ー が 得 ら れ る 最 小 程 度 の 相 同 性 に
依 存 す る 。 も し 、 同 等 領 域 が 大 き い と き は 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 45～ 65 ℃ の 間 の ア ニ ー リ
ン グ 温 度 で 使 う こ と が で き る 。 も し 、 同 等 領 域 が 小 さ い と き は 、 ク レ ノ ー ポ リ メ ラ ー ゼ を
20～ 30 ℃ の 間 の ア ニ ー リ ン グ 温 度 で 使 う こ と が で き る 。 熟 練 し た 研 究 者 は 、 ク ロ ス オ ー
バ ー が 達 成 さ せ る 数 を 増 加 さ せ る た め に 温 度 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ０ ２ 】
  ア ニ ー リ ン グ に 先 立 っ て 、 ア ニ ー リ ン グ と 同 時 に 、 又 は ア ニ ー リ ン グ の 後 に 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ を ラ ン ダ ム ポ リ ペ プ チ ド に 添 加 す る こ と が で き る 。 こ の 中 で い う ポ リ メ ラ ー ゼ 存 在 下
で の 変 性 、 再 生 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の サ イ ク ル と は 、 核 酸 の シ ャ ッ フ リ ン グ 又 は 集 合
を 意 味 す る 。 こ の サ イ ク ル は 、 望 ま し い 回 数 繰 り 返 さ れ る 。 好 ま し く は 、 サ イ ク ル は 2～ 5
0回 繰 り 返 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 、 シ ー ク エ ン ス は 10～ 40回 繰 り 返 さ れ る 。 そ の 結 果 と し
て 得 ら れ る 核 酸 は 、 約 50bpか ら 約 100kbpま で の よ り 大 き な 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り
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、 好 ま し く は 、 500bpか ら 50 kbpま で で あ る 。
【 ０ ５ ０ ３ 】
  こ の よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 じ 大 き さ を も つ ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 多 数 の コ ピ ー を 直 列 に 含 み う る 。 こ の 直 鎖 状 結 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 次 に
、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 単 一 コ ピ ー へ と 変 性 す る 。 こ の 結 果 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
ほ ぼ 同 じ 大 き さ を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 集 団 が で き る と 考 え ら れ る 。 集 団 は 、 混 合 さ れ た
集 団 で あ る と 考 え ら れ 、 同 一 の 領 域 及 び 異 種 の 領 域 を 持 つ 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が 、 シ ャ ッ フ リ ン グ の 前 に 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え ら れ る 。 次 に こ れ ら の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ し て 及 び そ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン
混 合 物 を  細 菌 の 形 質 転 換 に 用 い る 。
【 ０ ５ ０ ４ 】
  そ の 直 鎖 状 結 合 体 の 消 化 よ り は む し ろ PCR(U.S.特 許 番 号 4,683,195号 及 び U.S.特 許 番 号 4
,683,202号 )を 含 む 種 々 の 方 法 に よ っ て 、 ク ロ ー ニ ン グ の 前 に 単 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
増 幅 す る こ と に よ り 、 単 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が よ り 大 き な 鎖 状 体 状 の ポ リ ペ プ チ ド か ら
得 ら れ う る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ５ ０ ５ 】
  ク ロ ー ニ ン グ の た め に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー は 、 好 ま し い 大 き さ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 受
容 さ れ る な ら ば 、 そ れ ほ ど 重 要 で は な い 。 も し 、 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 が 望 ま し
い の で あ れ ば 、 宿 主 細 胞 中 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る た め に 、 ク ロ ー ニ ン グ の 媒 体
は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 部 位 の 隣 に 転 写 シ グ ナ ル 及 び 翻 訳 シ グ ナ ル を 更 に 含 む べ き で
あ る 。
【 ０ ５ ０ ６ 】
  そ の 結 果 得 ら れ た 細 菌 集 団 は 、 ラ ン ダ ム 変 異 を 有 す る 多 く の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む と 考 え ら れ る 。 こ の 混 合 集 団 は 、 所 望 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る た め に 試
験 さ れ う る 。 選 択 の 方 法 は 、 所 望 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ５ ０ ７ 】
  例 え ば 、 も し 、 リ ガ ン ド へ の 増 大 さ れ た 結 合 効 率 を も つ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド が 望 ま し い な ら ば 、 集 団 又 は ラ イ ブ ラ リ ー に お い て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド そ れ ぞ れ
の 部 分 に よ り 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 (即 ち 、 パ ニ ン グ や ア フ
ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )に よ っ て 、 リ ガ ン ド へ の 結 合 能 に つ い て 試 験 さ れ う る 。 も
し 、 増 大 さ れ た 薬 剤 耐 性 を も つ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 望 ま し い な ら
ば 、 集 団 又 は ラ イ ブ ラ リ ー に お け る そ れ ぞ れ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 発 現 さ れ た タ ン
パ ク 質 は 、 宿 主 生 物 に 薬 剤 耐 を 付 与 す る 性 能 に つ い て 試 験 さ れ う る 。 所 望 の タ ン パ ク 質 の
知 識 を 持 つ 研 究 者 は 、 集 団 を 容 易 に 試 験 し て 、 望 ま し い の 特 性 を タ ン パ ク 質 に 付 与 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ０ ８ 】
  熟 練 し た 研 究 者 は 、 タ ン パ ク 質 の 断 片 を 融 合 タ ン パ ク 質 と し て フ ァ ー ジ 表 面 に 発 現 さ せ
る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ  シ ス テ ム (Pharmacia, Milwaukee WI)を 利 用 で き る か も し れ な い
。 組 換 え DNA分 子 は 、 あ る 部 位 で フ ァ ー ジ DNAに ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ の 結 果 、 そ の 一 部 が
組 換 え DNAに よ っ て コ ー ド さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 転 写 が 起 こ る 。 組 換 え 核 酸 分 子 を 含 む
フ ァ ー ジ は 、 細 胞 の 中 で 複 製 及 び 転 写 を う け る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の リ ー ダ ー 配 列 は 、 融 合
タ ン パ ク 質 の 輸 送 を フ ァ ー ジ 粒 子 の 先 端 に 向 け る 。 従 っ て 、 組 換 え DNA分 子 に よ っ て 部 分
的 に コ ー ド さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 上 記 の 方 法 に よ る 検 出 及 び 選 択 の た め に フ ァ ー ジ 粒
子 の 上 に 提 示 さ れ る 。
【 ０ ５ ０ ９ 】
  核 酸 シ ャ ッ フ リ ン グ の 多 数 の サ イ ク ル は 、 最 初 の 集 団 の 亜 集 団 に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 用 い て 行 わ れ る こ と が さ ら に 期 待 さ れ 、 そ の 亜 集 団 は 、 望 ま し い 組 換 え タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る DNAを 含 ん で い る 。 こ の よ う に し て 、 よ り 高 い 結 合 親 和 性 又 は 酵 素 的 活 性 を
有 す る タ ン パ ク 質 が で き あ が る 。
【 ０ ５ １ ０ 】
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  亜 集 団 に 由 来 す る サ イ レ ン ト 変 異 を 除 く た め に 、 核 酸 シ ャ ッ フ リ ン グ の 多 数 の サ イ ク ル
が 、 野 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 最 初 又 は そ れ に 続 く ラ ウ ン ド の 核 酸 シ ャ ッ フ リ ン グ 由 来
の 核 酸 の 亜 集 団 の 混 合 物 を 用 い て 行 わ れ る こ と が 更 に 予 測 さ れ る 。
【 ０ ５ １ １ 】
  精 製 さ れ た 形 態 に お い て 、 核 酸 の 任 意 の 供 給 源 は 、 開 始 核 酸 と し て 使 用 さ れ う る 。 従 っ
て 、 そ の プ ロ セ ス は 、 DNA又 は メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAを 含 む RNAを 利 用 す る こ と が で き 、 そ れ
ら DNA又 は RNAは 、 一 本 鎖 で も 二 本 鎖 で も よ い 。 更 に 、 そ れ ぞ れ の 一 本 鎖 を 含 む DNA-RNAハ
イ ブ リ ッ ド も 使 用 す る こ と が で き る 。 核 酸 の 配 列 は 、 変 異 さ れ る 核 酸 配 列 の 大 き さ に 依 存
し て 、 様 々 な 長 さ で あ り う る 。 好 ま し く は 、 特 異 的 な 核 酸 の 配 列 は 50～ 50,000塩 基 対 で あ
る 。 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 全 体 が 、 本 発 明 の 方 法 に お い
て 使 用 さ れ う る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ５ １ ２ 】
  任 意 の 特 異 的 な 核 酸 配 列 を 、 本 方 法 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド 集 団 作 製 の た め に 用 い る こ と が
で き る 。 特 定 の 核 酸 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド 配 列 の 小 さ な 集 団 が 存 在 す る か 、 あ る い は 本 方 法
に 利 用 可 能 で あ る こ と だ け が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ５ １ ３ 】
  変 異 を 持 つ 特 定 の 核 酸 配 列 の 最 初 の 小 さ な 集 団 は 、 多 く の 異 な っ た 方 法 で 作 製 さ れ る 。
変 異 は エ ラ ー プ ロ ー ン PCRで 作 製 さ れ う る 。 エ ラ ー プ ロ ー ン PCRは 、 低 忠 実 度 の 重 合 条 件 を
利 用 し 、 長 い 配 列 に わ た っ て 低 い レ ベ ル で の 点 変 異 を ラ ン ダ ム に 導 入 す る 。 別 法 と し て 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 変 異 を 導 入 す
る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 突 然 変 異 誘 発 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
短 い 配 列 が 制 限 酵 素 消 化 に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 除 去 さ れ 、 本 来 の 配 列 が 様 々 な 塩 基
に よ り 変 化 さ れ た 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 置 き 換 え ら れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ま
た 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て も 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 は 、 例
え ば 、 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 亜 硝 酸 、 ヒ ド ロ キ シ ア ミ ン 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 又 は ギ 酸 を 含 む
。 ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 の 類 似 体 で あ る 他 の 薬 剤 は 、 ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ
ル 、 2-ア ミ ノ プ リ ン 、 又 は ア ク リ ジ ン を 含 む 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 薬 剤 は 、 ヌ ク レ オ チ ド
前 駆 体 の 代 わ り に PCR反 応 に 加 え ら れ 、 そ れ に よ り 配 列 が 変 異 さ れ る 。 プ ロ フ ラ ビ ン 、 ア
ク リ フ ラ ビ ン 、 キ ナ ク リ ン な ど の よ う な イ ン タ ー カ レ ー シ ョ ン 試 薬 を 使 用 し て も よ い 。 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 は 、 ま た 、 X線 あ る い は UV光 の 照 射 に よ っ て
達 成 さ れ う る 。 一 般 的 に 、 こ の よ う に 突 然 変 異 誘 発 さ れ た プ ラ ス ミ ド  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 大 腸 菌 に 導 入 し 、 ハ イ ブ リ ッ ド  プ ラ ス ミ ド の プ ー ル 又 は ラ イ ブ ラ リ ー と し て 増 殖 さ せ
る 。
【 ０ ５ １ ４ 】
  別 の 観 点 に お い て 、 同 一 遺 伝 子 の 異 な っ た 対 立 遺 伝 子 又 は 異 な っ た 関 連 種 由 来 の 同 一 遺
伝 子 (即 ち 、 同 族 遺 伝 子 )か ら 成 る と い う 点 で 、 特 定 の 核 酸 の 小 さ な 混 合 集 団 は 、 天 然 に も
見 出 だ さ れ う る 。 そ れ と は 別 に 、 そ れ ら は 、 一 つ の 種 の 中 に 見 ら れ る 関 連 し た 遺 伝 子 、 例
え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 で あ る か も し れ な い 。  
【 ０ ５ １ ５ 】
  一 旦 、 特 定 の 核 酸 配 列 の 混 合 さ れ た 集 団 が 作 製 さ れ る と 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い
て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 直 接 用 い る か 、 あ る い は 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 挿 入 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ５ １ ６ 】
  ベ ク タ ー の 選 択 は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 大 き さ や
宿 主 細 胞 に 依 存 し て い る 。 本 発 明 に お け る 鋳 型 は 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 フ
ァ ー ジ ミ ド 、 ウ イ ル ス (例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 等 )、 又 は そ の 中 の 選 ば れ た 一 部 分 (例 え
ば 、 コ ー ト タ ン パ ク 質 、 ス パ イ ク 糖 タ ン パ ク 質 、 キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 )で も よ い 。 例 え
ば 、 変 異 さ れ る 特 定 の 核 酸 配 列 が よ り 大 き い 場 合 に は 、 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 安 定 に
保 持 す る こ と の で き る コ ス ミ ド 及 び フ ァ ー ジ ミ ド  ベ ク タ ー が 好 ま し い 。
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【 ０ ５ １ ７ 】
  も し 、 特 定 の 核 酸 配 列 の 混 合 集 団 を ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 場 合 、 そ れ は 、 ク ロ ー ン
と し て 増 幅 す る こ と が で き る 。 有 用 性 は 、 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と で 容 易 に 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ５ １ ８ 】
  本 発 明 の DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 法 を 、 未 知 の 配 列 の プ ー ル に お い て 盲 目 的 に 行 う こ と が で
き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 再 集 合 混 合 物 (再 集 合 さ れ る 配 列 に 対 し て 相 同 的 な 末 端 を 有
す る )を 添 加 す る こ と に よ り 、 任 意 の 配 列 混 合 物 を 、 任 意 の 特 定 の 部 位 に お い て 、 別 の 配
列 混 合 物 の 中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 PCRポ リ ヌ ク
レ オ チ ド あ る い は 遺 伝 子 全 体 の 混 合 物 で も 、 特 定 の 部 位 に お い て 別 の 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー 中
に 混 合 す る こ と が で き る こ と が 予 想 さ れ る 。 一 つ の 配 列 (混 合 物 )の 挿 入 は 、 鋳 型 の 他 の 部
位 で の 配 列 の 挿 入 に 依 存 し な い 。 従 っ て 、 組 換 え の 程 度 、 必 要 な 相 同 性 及 び ラ イ ブ ラ リ ー
の 多 様 性 は 、 再 集 合 さ れ た DNAの 長 さ に 沿 っ て 独 立 し て か つ 同 時 に 変 化 す る こ と が で き る
。
【 ０ ５ １ ９ 】
  シ ャ ッ フ リ ン グ に は 、 多 様 性 の 領 域 を 分 け て い る 相 同 的 な 領 域 の 存 在 が 必 要 で あ る 。 骨
格 様 タ ン パ ク 質 構 造 は 、 シ ャ ッ フ リ ン グ に は 特 に 適 し て い る か も し れ な い 。 保 存 さ れ た 骨
格 は 、 特 異 的 結 合 を 媒 介 す る 比 較 的 制 限 さ れ な い ル ー プ を 示 す 一 方 で 、 自 己 会 合 に よ る 全
体 の 折 り 畳 み 構 造 を 決 定 す る 。 こ の よ う な 骨 格 の 例 と し て は 、 既 に よ く 知 ら れ て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン β バ レ ル 構 造 及 び 4-ヘ リ ッ ク ス  バ ン ド ル が 挙 げ ら れ る 。 こ の シ ャ ッ フ リ ン グ
は 、 結 合 の た め の 変 異 配 列 の 種 々 の 組 み 合 わ せ を 持 つ 、 骨 格 様 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め
に 使 用 で き る 。
【 ０ ５ ２ ０ 】
  い く つ か の 標 準 的 遺 伝 子 交 配 と 同 等 の こ と が イ ン ビ ト ロ  シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て も ま
た 実 施 さ れ う る 。 例 え ば 、 「 分 子 戻 し 交 配 」 を 、 関 心 対 象 の 変 異 に 関 す る 選 択 の 際 に ハ イ
ブ リ ッ ド 核 酸 を 野 生 型 核 酸 と 繰 り 返 し 混 合 さ せ る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 伝 統
的 育 種 と 同 様 に 、 本 ア プ ロ ー チ を 、 異 な る 供 給 源 由 来 の 表 現 型 を 選 択 し た バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド に 組 み 合 わ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 選 択 さ れ て い な い 特 性
(即 ち 、 免 疫 原 性 )に 影 響 を 与 え る 中 立 の 変 異 を 除 去 す る た め に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 こ れ
は 、 タ ン パ ク 質 の 変 異 が 増 大 さ れ た 生 物 学 的 活 性 に 関 与 す る か ど う か を 判 定 す る た め に 有
用 で あ り 、 こ れ は 、 エ ラ ー プ ロ ー ン 変 異 誘 発 法 又 は カ セ ッ ト 変 異 誘 発 法 に よ っ て は 達 成 す
る こ と が で き な い 利 点 で あ る 。
【 ０ ５ ２ １ 】
  大 型 の 機 能 的 遺 伝 子 を 、 小 型 ラ ン ダ ム  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 か ら 正 確 に 集 合 さ せ
る こ と が で き る 。 本 反 応 は 、 化 石 に お け る 高 度 に 断 片 化 さ れ た DNAか ら 遺 伝 子 を 再 集 合 さ
せ る た め に 有 用 で あ り う る 。 更 に 、 化 石 由 来 の ラ ン ダ ム な 核 酸 断 片 は 、 関 連 す る 種 由 来 の
類 似 遺 伝 子 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 組 み 合 わ さ れ う る 。
【 ０ ５ ２ ２ 】
  本 発 明 の 方 法 が 、 様 々 な 研 究 及 び 診 断 応 用 の た め に 必 要 と さ れ る よ う な 一 つ の 細 胞 か ら
全 ゲ ノ ム を イ ン ビ ト ロ 増 幅 す る た め に 使 用 さ れ う る こ と も 考 え ら れ る 。 PCRに よ る DNA増 幅
は 、 現 実 的 に は 約 40 kbの 長 さ に 限 定 さ れ る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 の ゲ ノ ム (5,000 kb)な ど の
全 ゲ ノ ム の PCR増 幅 に は 、 125個 の 40 kbポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 約 250個 の プ ラ イ マ ー を
必 要 と す る と 考 え ら れ る 。 一 方 、 セ ク シ ュ ア ル PCRを 用 い た ゲ ノ ム の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
ラ ン ダ ム な 作 製 及 び そ れ に 引 き 続 く 小 さ な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ゲ ル 精 製 は 、 多 数 の 潜 在 的
プ ラ イ マ ー を 提 供 す る と 考 え ら れ る 。 全 ゲ ノ ム DNAと と も に 、 こ の ラ ン ダ ム な 小 さ い ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 を PCR反 応 の プ ラ イ マ ー と し て 単 独 又 は 鋳 型 と し て 用 い る 使 用 は 、 ゲ
ノ ム の 多 く の コ ピ ー を 含 む 単 一 の 直 鎖 連 結 構 造 の 理 論 的 終 了 点 を 持 っ た 逆 連 鎖 反 応 を も た
ら す は ず で あ る 。
【 ０ ５ ２ ３ 】
  コ ピ ー 数 の 100倍 の 増 幅 及 び 50 kb超 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 平 均 の 大 き さ は 、 ラ ン ダ ム ポ
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リ ヌ ク レ オ チ ド の み が 使 用 さ れ た 場 合 に 得 ら れ う る 。 多 数 の よ り 小 さ な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 重 複 に よ り 、 よ り 大 き な 直 鎖 連 結 構 造 が 作 製 さ れ る と 考 え ら れ る 。 合 成 プ ラ イ マ ー を 用
い て 得 ら れ た 特 異 的 PCR産 物 の 質 は 、 非 増 幅 DNAか ら 得 ら れ た 産 物 と 区 別 で き な い と 考 え ら
れ る 。 本 ア プ ロ ー チ が ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ に お い て も 有 用 で あ る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ５ ２ ４ 】
  実 施 者 の 判 断 で 、 シ ャ ッ フ リ ン グ さ れ る べ き ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ラ ン ダ ム 又 は 非 ラ ン
ダ ム な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て 作 製 さ れ う る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 再 集 合 に お い て 、 ビ ル デ ィ ン グ  ブ ロ ッ ク と し て 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  モ ノ
マ ー を 産 生 す る 段 階 を 含 ん だ 広 範 囲 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ イ ズ 及 び 型 に 適 用 可 能 な シ ャ
ッ フ リ ン グ 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ビ ル デ ィ ン グ  ブ ロ ッ ク は 、 遺 伝 子 の 断 片 又 は 遺 伝 子
全 体 あ る い は 遺 伝 子 経 路 又 は そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ か ら な る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ２ ５ 】
  イ ン ビ ボ  シ ャ ッ フ リ ン グ の 態 様 に お い て は 、 少 な く と も 二 つ の 異 な る 核 酸 配 列 が 各 宿
主 細 胞 内 に 存 在 す る よ う な 条 件 下 で 、 特 定 の 核 酸 配 列 の 混 合 集 団 が 細 菌 又 は 真 核 細 胞 内 に
導 入 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 様 々 な 異 な る 方 法 で 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る
。 宿 主 細 胞 は 、 既 に よ く 知 ら れ る 方 法 、 例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 処 理 に よ り 小 型 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が フ ァ ー ジ ゲ ノ ム に 挿 入
さ れ て い る な ら ば 、 宿 主 細 胞 は 、 特 定 の 核 酸 配 列 を 有 す る 組 換 え フ ァ ー ジ ゲ ノ ム を 用 い て
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ う る 。 又 は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ
ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 微 粒 子 銃 (biolistics)、 接 合 な ど を 利 用 し て 、 核 酸 配 列 を 宿 主 細 胞 に 導
入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ２ ６ 】
  一 般 的 に 、 こ の 観 点 に お い て 、 宿 主 細 胞 内 で 安 定 に 配 列 を 複 製 す る 能 力 を 有 す る ベ ク タ
ー 内 に 特 異 的 核 酸 配 列 が 存 在 す る と 考 え ら れ る 。 更 に 、 ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー を 有 す る 宿
主 細 胞 が 選 択 さ れ う る た め の マ ー カ ー 遺 伝 子 を コ ー ド す る こ と が 考 え ら れ る 。 こ れ は 、 変
異 し た 特 異 的 核 酸 配 列 が 宿 主 細 胞 へ の 導 入 後 に 回 収 さ れ う る こ と を 確 実 に す る 。 し か し な
が ら 、 特 異 的 核 酸 配 列 の 全 混 合 集 団 が ベ ク タ ー 配 列 上 に 存 在 す る 必 要 が な い こ と が 考 え ら
れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 後 に 各 宿 主 細 胞 が そ の 中 に 少 な く と も 一 つ の
特 異 的 核 酸 配 列 を 有 す る 一 つ の ベ ク タ ー を 含 む こ と を 確 実 に す る た め に 、 む し ろ 十 分 な 数
の 配 列 だ け が ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ る 必 要 が あ る 。 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ た 特 異
的 核 酸 配 列 の 集 団 の サ ブ セ ッ ト を 有 す る よ り も む し ろ 、 こ の サ ブ セ ッ ト が 既 に 安 定 に 宿 主
細 胞 に 組 み 込 ま れ う る こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ５ ２ ７ 】
  同 等 領 域 を 有 す る 二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 宿 主 細 胞 に 挿 入 さ れ る 場 合 、 相 同 組 換 え が
二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 で 生 じ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 二 つ の 変 異 型 特 異 的 核 酸 配 列
間 で の そ の よ う な 組 換 え は 、 あ る 状 況 で は 二 重 又 は 三 重 ハ イ ブ リ ッ ド の 作 製 を も た ら す と
考 え ら れ る 。
【 ０ ５ ２ ８ 】
  い く つ か の 変 異 型 特 異 的 核 酸 配 列 が 直 鎖 状 核 酸 分 子 上 に 存 在 す る な ら ば 、 組 換 え 頻 度 が
増 加 す る こ と も 見 出 さ れ て い る 。 従 っ て 、 一 つ の 具 体 例 と し て 、 い く つ か の 特 異 的 核 酸 配
列 が 直 鎖 上 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 上 に 存 在 す る 。
【 ０ ５ ２ ９ 】
  形 質 転 換 後 、 宿 主 細 胞 形 質 転 換 体 は 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 変 異 型 特 異 的 核 酸 配 列 を 含
む 宿 主 細 胞 形 質 転 換 体 を 同 定 す る た め の 選 択 下 に 置 か れ る 。 例 え ば 、 あ る 特 定 の 薬 剤 へ の
耐 性 の 増 加 が 望 ま し い な ら ば 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 が 特 定 の 薬 剤 の 増 加 濃 度 に 供 さ れ
、 薬 剤 耐 性 の 増 加 を 賦 与 す る 変 異 型 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 形 質 転 換 体 が 選 択 さ れ る で あ ろ
う 。 あ る 特 定 の タ ン パ ク 質 が 受 容 体 に 結 合 す る 能 力 の 増 強 が 望 ま し い な ら ば 、 形 質 転 換 体
か ら タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し 、 結 果 生 じ る タ ン パ ク 質 は 、 リ ガ ン ド に 対 す る そ の 結 合 の 増
強 を 示 す 変 異 型 亜 集 団 中 に 同 定 す る た め に 既 知 の 方 法 に よ る リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ で 評 価
す る 。 又 は 、 タ ン パ ク 質 は 、 適 切 な プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る た め に 別 の 系 で 発 現 す る こ
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と が で き る 。
【 ０ ５ ３ ０ 】
  目 的 の 特 性 を 有 す る 最 初 の 組 換 え 型 特 異 的 核 酸 配 列 (娘 配 列 )の 亜 集 団 が 同 定 さ れ る と 、
そ れ ら は 続 い て 別 の 組 換 え ラ ウ ン ド に 供 さ れ る 。 二 サ イ ク ル 目 の 組 換 え で は 、 組 換 え 型 特
異 的 核 酸 配 列 は 、 本 来 の 変 異 型 の 特 異 的 核 酸 配 列 (親 配 列 )と シ ャ ッ フ リ ン グ さ れ て も よ く
、 サ イ ク ル は 上 述 の 通 り 繰 り 返 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 増 強 さ れ た 特 性 を 有 す る 又 は 増
強 さ れ た 特 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 二 の 組 換 え 型 特 異 的 核 酸 配 列 の セ ッ ト が
同 定 さ れ う る 。 こ の サ イ ク ル は 、 望 ま し い な ら ば 、 多 数 回 繰 り 返 し て も よ い 。
【 ０ ５ ３ １ 】
  二 番 目 又 は 引 き 続 く 組 換 え サ イ ク ル に お い て 戻 し 交 配 が 実 施 さ れ う る こ と も 考 え ら れ る
。 少 な く と も 一 つ の 野 生 型 核 酸 配 列 及 び 変 異 型 核 酸 配 列 が 形 質 転 換 後 の 同 一 の 宿 主 細 胞 内
に 存 在 す る よ う な 分 子 戻 し 交 配 は 、 目 的 の 特 異 的 核 酸 配 列 を 多 数 の 野 生 型 配 列 と シ ャ ッ フ
リ ン グ す る こ と に よ り 実 施 し て も よ い 。 野 生 型 特 異 的 核 酸 配 列 と の 組 換 え は 、 免 疫 原 性 等
の 選 択 さ れ て い な い 特 性 に 影 響 を 与 え う る そ れ ら の 中 立 変 異 を 除 去 す る が 、 選 択 さ れ た 特
性 は 除 去 し な い 。
【 ０ ５ ３ ２ 】
  本 発 明 の 別 の 例 と し て 、 第 一 ラ ウ ン ド の 間 、 特 異 的 核 酸 配 列 の 亜 集 団 を 、 宿 主 細 胞 へ の
導 入 前 に そ の PCR増 幅 を 遅 く 又 は 停 止 さ せ る こ と に よ り 、 小 さ な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て
作 製 す る こ と が で き る 。 他 の 配 列 と 相 同 組 換 え を 起 こ す よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 大 き
さ は 、 他 の い く つ か の 配 列 と 同 一 で あ る 領 域 を 含 む 程 度 に 大 き く な く て は な ら な い 。 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 大 き さ は 0.03～ 100 kbの 範 囲 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 0.2～ 10 kbの 範 囲 で
あ る と 考 え ら れ る 。 引 き 続 く ラ ウ ン ド に お い て 、 以 前 の ラ ウ ン ド か ら 選 択 さ れ た 配 列 以 外
の 全 て の 特 異 的 核 酸 配 列 は 、 宿 主 細 胞 へ の 導 入 前 に そ の PCRポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る
た め に 使 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ ５ ３ ３ 】
  よ り 短 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 で あ る こ と が で き る 。 核 酸 の 鎖 を
分 離 す る た め に 適 し た 反 応 条 件 は 既 に よ く 知 ら れ て い る 。 本 過 程 の 段 階 を 無 限 に 繰 り 返 す
こ と が で き 、 達 成 可 能 な あ り う る ハ イ ブ リ ッ ド の 数 に よ っ て の み 制 限 さ れ て い る 。 従 っ て
、 変 異 型 鋳 型 核 酸 配 列 の 初 期 の プ ー ル 又 は 集 団 は 、 大 腸 菌 等 の 微 生 物 中 で 複 製 可 能 な ベ ク
タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 大 腸 菌 で 自 律 的 複 製 が 可 能 で あ る 限 り は 特 定 の ベ ク タ ー は 必 要
で は な い 。 あ る 具 体 例 と し て 、 ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー に 連 結 さ れ た 変 異 型 特 異 的 核 酸 配 列
に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 作 製 を 可 能 に す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 ベ ク
タ ー が 選 択 標 識 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む こ と も ま た 好 ま し い 。
【 ０ ５ ３ ４ 】
  変 異 型 核 酸 配 列 の プ ー ル を 含 む ベ ク タ ー 集 団 が 大 腸 菌 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー
核 酸 配 列 は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は フ ァ ー ジ の 場 合 に
は 感 染 に よ り 導 入 さ れ て も よ い 。 微 生 物 を ト ラ ン ス フ ォ ー ム す る た め に 用 い ら れ る ベ ク タ
ー の 濃 度 は 、 多 数 の ベ ク タ ー が 各 細 胞 に 導 入 さ れ る 程 度 の も の で あ る 。 細 胞 の 中 に 存 在 す
る 場 合 、 相 同 組 換 え の 効 率 は 、 相 同 組 換 え が 様 々 な ベ ク タ ー 間 で 起 こ る 程 度 の も の で あ る
。 こ れ は 、 本 来 の 親 変 異 型 配 列 と 異 な る 変 異 の 組 み 合 わ せ を 有 す る (娘 )ハ イ ブ リ ッ ド の 作
製 に つ な が る 。 そ の 後 、 宿 主 細 胞 は 、 ク ロ ー ン 状 態 で 複 製 さ れ 、 ベ ク タ ー に 存 在 す る 標 識
遺 伝 子 に よ り 選 択 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド を 有 す る そ れ ら の 細 胞 の み が 選 択 下 で 増 殖 す る と 考
え ら れ る 。 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 は 、 続 い て 好 ま し い 変 異 が 存 在 す る か を 試 験 さ れ る 。
【 ０ ５ ３ ５ 】
  一 旦 、 目 的 の 特 性 を 与 え る あ る 特 定 の 娘 変 異 型 核 酸 配 列 が 同 定 さ れ る と 、 そ の 核 酸 は 、
既 に ベ ク タ ー に 結 合 さ れ た 核 酸 配 列 又 は ベ ク タ ー か ら 分 離 さ れ た 核 酸 配 列 と し て 単 離 さ れ
る 。 こ の 核 酸 は 、 そ れ か ら 最 初 の 集 団 あ る い は 親 核 酸 集 団 と シ ャ ッ フ リ ン グ さ れ 、 サ イ ク
ル が 繰 り 返 さ れ る 。
【 ０ ５ ３ ６ 】
  変 異 型 特 異 的 核 酸 の 親 集 団 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 同 一 の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ
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れ た 形 で 、 既 に 娘 核 酸 を 含 ん で い る 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 細 胞 内 で 組 換 え が 生 じ る こ と
は 可 能 で あ り 、 次 世 代 の 組 換 え 体 、 即 ち 、 孫 娘 が 上 述 さ れ た 方 法 に よ り 選 択 さ れ る 。 こ の
サ イ ク ル は 、 目 的 と す る 特 性 を 有 す る 核 酸 又 は ペ プ チ ド が 得 ら れ る ま で 多 数 回 に わ た り 繰
り 返 す こ と が 可 能 で あ る 。 引 き 続 く サ イ ク ル で は 、 好 ま し い ハ イ ブ リ ッ ド に 添 加 さ れ る 変
異 型 配 列 の 集 団 は 、 親 ハ イ ブ リ ッ ド 又 は 他 の ど の 様 な 引 き 続 く 世 代 に 由 来 し て も よ い 。
【 ０ ５ ３ ７ 】
  別 の 例 と し て 、 本 発 明 は 、 い か な る 中 立 変 異 も 除 去 す る た め に 、 得 ら れ た 組 換 え 特 異 的
核 酸 の 「 分 子 」 戻 し 交 配 を 実 施 す る 方 法 を 提 供 す る 。 中 立 変 異 は 、 核 酸 又 は ペ プ チ ド に 目
的 と す る 特 性 を 付 与 し な い 変 異 で あ る 。 し か し な が ら 、 そ の よ う な 変 異 は 、 核 酸 又 は ペ プ
チ ド に 望 ま し く な い 特 性 を 与 え て も よ い 。 従 っ て 、 そ の よ う な 中 立 変 異 を 除 去 す る こ と が
望 ま し い 。 本 発 明 の 方 法 は そ れ を 実 施 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ５ ３ ８ 】
  こ の 観 点 に お い て 、 目 的 と す る 特 性 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 核 酸 が そ の 具 体 的 な 方 法 で 得
ら れ た 後 、 核 酸 、 そ の 核 酸 を 有 す る ベ ク タ ー 、 又 は そ の ベ ク タ ー と 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 が
単 離 さ れ る 。
【 ０ ５ ３ ９ 】
  核 酸 又 は ベ ク タ ー は 、 そ れ か ら 大 過 剰 の 野 生 型 核 酸 と と も に 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 ハ
イ ブ リ ッ ド の 核 酸 及 び 野 生 型 配 列 の 核 酸 は 、 組 換 え を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 結 果 と し て
生 じ る 組 換 え 体 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 核 酸 と 同 じ 選 択 下 に 置 か れ る 。 目 的 と す る 特 性 を 保 持 し
た 組 換 え 体 の み が 選 択 さ れ る で あ ろ う 。 目 的 と す る 特 性 を 与 え な い い か な る サ イ レ ン ト 変
異 も 野 生 型 DNAと の 組 換 え を 通 し て 失 わ れ る で あ ろ う 。 こ の サ イ ク ル は 全 て の サ イ レ ン ト
変 異 が 除 去 さ れ る ま で 多 数 回 繰 り 返 す こ と が で き る 。
【 ０ ５ ４ ０ 】
  他 の 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 る た め に (例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ
ド 又 は 遺 伝 子 経 路 を 発 現 で き る 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  キ メ ラ )、 シ ャ フ リ ン グ 、 集 合 、 再
集 合 、 組 換 え 、 及 び /又 は 少 な く と も 二 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 直 鎖 状 に 連 結 す る た め の
方 法 を 提 供 す る 。 特 別 な 具 体 例 と し て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 相 手 方 と し て お 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 二 本 の 一 本 鎖 配 列 )が エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ に よ り 処 理 さ れ 、 そ の 二 本 の 鎖 の 一 方 か ら ヌ ク レ オ チ ド を 遊 離 し 、 望 ま し い な ら
ば 、 残 っ て い る 鎖 が 他 の 相 手 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る よ う に 残 っ て い る 鎖 を 最
初 の 相 手 か ら 分 け る 。
【 ０ ５ ４ １ 】
  特 別 な 例 と し て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 末 端 (ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 非 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 一 部 で あ る か 又 は そ れ に 結 合 し て い る か の し れ な い )が エ キ ソ ヌ ク レ ア ー
ゼ の 処 理 を 受 け る 。 3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 持 つ 酵 素 、 5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を
持 つ 酵 素 、 3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 と 5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 両 方 を 持 つ 酵 素 、 及
び そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 。 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 直 鎖 状 の 二
本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 あ る い は 両 方 か ら 、 及 び 二 つ 以 上 の 末 端 を 持 つ 分 枝 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 一 つ あ る い は 全 部 の 末 端 か ら ヌ ク レ オ チ ド を 遊 離 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ５ ４ ２ 】
  対 照 的 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ビ ル デ ィ ン グ  ブ ロ ッ ク を シ ャ ッ フ リ ン グ 、 集 合 、 再 集
合 、 組 換 え 、 及 び /又 は 直 鎖 状 に 連 結 さ せ る た め に 、 被 検 サ ン プ ル を 変 性 (又 は 「 融 解 」 )
さ せ た り 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 融 解 す る よ う な (例 え ば
、 温 度 、 pH、 及 び /又 は 塩 濃 度 条 件 を 変 え る こ と に よ り )条 件 か ら 成 る 非 酵 素 的 ス テ ッ プ を
使 用 し て も よ い 。 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 相 手 と の
ア ニ ー リ ン グ に あ る 程 度 関 与 す る こ と が 望 ま し い (即 ち 、 か つ 変 性 ス テ ッ プ 前 の 相 手 と の
独 占 的 再 ア ニ ー リ ン グ に 帰 す る だ け で な く )。 し か し な が ら 、 本 来 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 再 形 成 の た め に 、 反 応 器 の 中 に 存 在 す る 以 前 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 相 手 の 存 在
は 、 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 以 前 の 相 手 と 再 ア ニ ー リ ン グ す る こ と を 妨 害 せ ず 、 時 に は
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促 進 し う る 。
【 ０ ５ ４ ３ 】
  二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 変 性 、 そ れ に 引 き 続 く ア ニ ー リ ン グ か
ら 成 る こ の 非 酵 素 的 シ ャ ッ フ リ ン グ ス テ ッ プ と は 対 照 的 に 、 本 発 明 は 、 変 性 を 必 要 と し な
い エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ に 基 づ く ア プ ロ ー チ を も 提 供 す る － む し ろ 、 ア ニ ー リ ン グ (即 ち 、
非 変 性 )状 態 に お け る 変 性 条 件 の 回 避 及 び 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 の 維 持 が 、 エ キ ソ
ヌ ク レ ア ー ゼ (例 え ば 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ III及 び レ ッ ド α 遺 伝 子 産 物 )の 作 用 に 必 要 な
条 件 で あ る 。 更 に 対 照 的 に 、 他 の 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 一
本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 生 成 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 相 手 の 一 方 に お け る 共 有 結
合 開 裂 、 及 び そ れ 故 の 配 列 破 壊 の 結 果 で あ る 。 例 え ば 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ III酵 素 は (ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 共 有 結 合 加 水 分 解 を 達 成 す る た め に )一 つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
鎖 に お け る 3'末 端 ヌ ク レ オ チ ド の 酵 素 的 遊 離 に 用 い ら れ う る 。 こ れ は 、 残 り の 一 本 鎖 が 新
し い 相 手 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る た め に 有 利 で あ る (そ の 以 前 の 相 手 は 共 有 結 合 開
裂 に 供 さ れ て い る た め )。
【 ０ ５ ４ ４ 】
  特 に 開 示 さ れ た 本 ア プ ロ ー チ に つ い て 、 よ り 至 適 な 反 応 速 度 及 び /又 は よ り 高 い 比 活 性
を 有 し 、 及 び /又 は 望 ま し く な い 活 性 を よ り 多 く 欠 失 さ せ た 酵 素 が 同 定 さ れ 、 至 適 化 さ れ (
例 え ば 、 指 向 進 化 に よ り 操 作 さ れ )、 又 は 同 定 及 び 至 適 化 さ れ る こ と が で き る も の と 理 解
さ れ る 。 事 実 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 修 飾 酵 素 の 発 見 及 び /又 は 開 発 を 促 進 し う る と 期 待
さ れ る 。
【 ０ ５ ４ ５ 】
  更 に 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 末 端 を 保 護 し 、 必 要 に 応 じ て 利 用 可 能 な エ キ ソ ヌ ク レ ア
ー ゼ の 望 ま れ る 酵 素 作 用 に 対 し て 感 受 性 に で き る こ と が わ か る 。 例 え ば 、 3'突 出 を 有 す る
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 末 端 は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIの エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 作 用 に 感
受 性 で は な い 。 し か し な が ら 、 以 下 の 様 々 な 方 法 に よ り 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIの エ キ
ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 作 用 に 対 し て 感 受 性 に さ れ う る 。 例 え ば 、 そ れ は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 処 理 に よ
る 平 滑 化 、 平 滑 末 端 又 は 5'突 出 を 作 製 す る た め の 切 断 、 平 滑 末 端 又 は 5'突 出 を 作 製 す る た
め の 別 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 連 結 (ラ イ ゲ ー シ ョ ン 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン )
、 平 滑 末 端 又 は 5'突 出 を 作 製 す る た め の 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 可 能 に し 、 任 意 の 種 々 の 方 法 に よ っ て も 修 飾 で き る 。  
【 ０ ５ ４ ６ 】
  あ る 例 に お い て 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 直 鎖 状 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 又 は 両
方 の 末 端 に 作 用 し 、 完 了 点 、 ほ ぼ 完 了 点 、 又 は 部 分 的 な 完 了 点 ま で 進 行 す る 。 エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ 作 用 が 完 了 点 ま で 進 む こ と が で き る 場 合 、 「 会 合 点 」 (ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 中 間
点 付 近 の ど こ か で あ り う る )と 考 え ら れ る 方 向 へ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 中 間 領 域 に 沿 っ て 各 5
'突 出 端 が 伸 長 す る と 考 え ら れ る 。 最 終 的 に は 、 本 来 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 約
半 分 の 長 さ の (解 離 さ れ う る )一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 作 製 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ ５ ４ ７ 】
  従 っ て 、 本 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 媒 介 ア プ ロ ー チ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド   ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク の シ ャ ッ フ リ ン グ 、 集 合 及 び /又 は 再 集 合 、 組 換 え な ら び に ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め
に 利 用 可 能 で あ り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 、 10塩 基 又 は 数 十 塩 基 長
、 又 は 数 百 塩 基 長 、 又 は 数 千 塩 基 長 、 又 は 数 万 塩 基 長 、 又 は 数 十 万 塩 基 長 、 又 は 数 百 万 塩
基 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ っ て も よ い 。  
【 ０ ５ ４ ８ 】
  エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ の 基 質 は 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 断 片 化 さ せ る こ と に よ り 作 製
で き る 。 断 片 化 は 、 機 械 的 手 段 (例 え ば 、 剪 断 、 超 音 波 処 理 等 )、 (例 え ば 、 制 限 酵 素 を 用
い た )酵 素 的 手 段 、 及 び そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ に よ っ て す る こ と が で き る 。 よ り 大 き
な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 ま た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ を 媒 介 と し た 合 成 に よ っ て も 作 製 さ れ う
る 。
【 ０ ５ ４ ９ 】
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  エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 の 別 の 例 は 、 レ ッ ド α 及 び 毒 液 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ
ー ゼ を 含 む 。 レ ッ ド α  (レ ッ ド α 遺 伝 子 産 物 (λ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ と も 呼 ば れ る ) )は 、
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の λ で あ る 。 レ ッ ド α 遺 伝 子 産 物 は 、 5'リ ン 酸 化 末 端 に 作 用 し 、 二 本
鎖 DNAか ら モ ノ ヌ ク レ オ チ ド を 遊 離 さ せ る (Takahashi及 び Kobayashi, 1990 )。 毒 液 ホ ス ホ
ジ エ ス テ ラ ー ゼ (Laskowski, 1980 )は 、 速 か に ス ー パ ー コ イ ル DNAを 開 口 す る こ と が で き
る 。  
【 ０ ５ ５ ０ 】
  従 っ て 、 一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 デ ザ イ ン に よ り 選 択 さ れ た 全 集 合 の 並 び を 有 す る 最 終
的 な キ メ ラ 核 酸 分 子 の 集 団 を 作 製 す る 非 確 率 的 な 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 デ ザ イ ン に よ り
互 い に 利 用 可 能 な 互 換 的 結 合 末 端 を 有 す る 多 数 の 特 定 の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 作 製
す る ス テ ッ プ か ら 成 り 、 デ ザ イ ン さ れ た 全 集 合 の 並 び が 達 成 さ れ る よ う に こ れ ら の 核 酸 ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 集 合 さ せ る 。  
【 ０ ５ ５ １ 】
  集 合 さ れ る 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 互 換 的 な 結 合 末 端 は 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を
予 め 決 定 さ れ た 順 序 で 結 合 さ せ る こ と が で き る な ら 、 こ の 型 の 定 め ら れ た 集 合 の た め に 「
利 用 可 能 」 で あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 一 例 と し て 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 結 合
さ れ う る 全 集 合 の 並 び は 、 結 合 可 能 末 端 の デ ザ イ ン に よ り 特 定 さ れ 、 複 数 の 集 合 ス テ ッ プ
が 必 要 と さ れ る な ら ば 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 結 合 さ れ う る 全 集 合 の 並 び は 、 集 合 ス テ
ッ プ の 連 続 的 な 順 序 に よ っ て も 特 定 さ れ る 。 本 発 明 の 具 体 例 と し て 、 ア ニ ー ル し た ビ ル デ
ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 、 そ れ ら の 構 築 部 分 の 共 有 結 合 を 達 成 す る た め に 、 リ ガ ー ゼ (例 え ば 、 T
4DNAリ ガ ー ゼ )の よ う な 酵 素 で 処 理 さ れ る 。  
【 ０ ５ ５ ２ 】
  他 の 例 と し て 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の デ ザ イ ン は 、 最 終 的 な キ メ ラ 核 酸 分 子 の 子
孫 集 団 を 作 製 す る 基 礎 と し て 働 く 祖 先 核 酸 鋳 型 集 団 の 配 列 解 析 に お い て 得 ら れ る 。 従 っ て
、 こ れ ら の 祖 先 核 酸 鋳 型 は 、 変 異 誘 発 、 即 ち 、 キ メ ラ 化 又 は シ ャ ッ フ リ ン グ さ れ る ビ ル デ
ィ ン グ ブ ロ ッ ク の デ ザ イ ン を 助 け る 配 列 情 報 の 供 給 源 と し て 働 く 。  
【 ０ ５ ５ ３ 】
  一 具 体 例 と し て 、 本 発 明 は 、 関 連 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 及 び そ れ ら が コ ー ド す る 関 連 産 物 フ
ァ ミ リ ー の キ メ ラ 化 を 提 供 す る 。 あ る 特 定 の 例 示 と し て 、 そ の コ ー ド さ れ た 産 物 と は 酵 素
で あ る 。 こ れ ら の 具 体 例 は 、 本 発 明 の あ る 特 定 の 局 面 の 説 明 は す る が 、 開 示 さ れ た 本 発 明
の 限 定 又 は そ の ス コ ー プ の 制 限 を 描 写 す る も の で は な い 。
【 ０ ５ ５ ４ 】
  従 っ て 、 本 発 明 の 一 例 に よ る と 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 同 定 さ れ た 多 数 の 祖 先 核 酸 鋳
型 配 列 は 、 境 界 点 を 選 択 す る た め に 整 列 化 さ れ 、 そ れ に よ り 、 境 界 点 は 、 相 同 的 領 域 に 位
置 さ れ る こ と が で き る 。 そ の 境 界 点 は 、 作 製 さ れ る 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 境 界 を 示 す
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 祖 先 分 子 内 で 同 定 及 び 選 択 さ れ た 境 界 点 は 、 子 孫
分 子 の 集 合 に お け る 潜 在 的 な キ メ ラ 化 点 と し て 働 く 。  
【 ０ ５ ５ ５ 】
  典 型 的 に は 、 境 界 点 は 、 少 な く と も 二 つ の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た (少 な く と も 一 つ
の 相 同 核 酸 塩 基 か ら 成 る )相 同 的 領 域 で あ る が 、 境 界 点 は 、 少 な く と も 半 分 、 少 な く と も 3
分 の 2、 少 な く と も 4分 の 3、 更 に 、 好 ま し く は 、 殆 ど 全 て の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ た 相
同 的 領 域 で あ る 。 な お 一 層 よ り 好 ま し く は 、  境 界 点 は 、 全 て の 祖 先 鋳 型 に よ り 共 有 さ れ
た 相 同 的 領 域 で あ る 。  
【 ０ ５ ５ ６ 】
  他 の 例 と し て 、 結 合 再 集 合 過 程 は 、 徹 底 的 な ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 徹 底 的 に 実
施 さ れ る 。 換 言 す る と 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 全 て の 可 能 な 順 序 の 組 み 合 わ せ が 、
最 終 キ メ ラ 核 酸 分 子 の 集 団 中 に 示 さ れ る 。 同 時 に 、 各 組 み 合 わ せ に お け る 集 合 順 序 (即 ち
、 各 最 終 キ メ ラ 核 酸 の 5'か ら 3'配 列 に お け る 各 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 集 合 順 序 )は デ ザ
イ ン に よ る (又 は 非 確 率 的 )。 本 発 明 の 非 確 率 的 性 質 の た め に 、 望 ま し く な い 副 産 物 の 可 能
性 は 大 き く 減 少 す る 。
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【 ０ ５ ５ ７ 】
  更 に 別 の 例 に お い て 、 例 え ば 、 体 系 的 に 区 分 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 、 本
発 明 は 、 体 系 的 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ う る 区 分 、 例 え ば 、 一 つ ず つ 、 を 用 い た ラ イ ゲ ー シ
ョ ン 再 集 合 過 程 の 体 系 的 な 実 施 を 提 供 す る 。 換 言 す る と 、 本 発 明 は 、 連 続 的 な 段 階 化 集 合
反 応 の 選 択 的 か つ 適 切 な 使 用 を 組 み 合 わ せ た 特 定 の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 選 択 的 か
つ 適 切 な 使 用 を 通 し 、 子 孫 産 物 の 特 定 の 集 団 が 数 個 の 反 応 容 器 各 々 の 中 で 作 製 さ れ る 実 験
デ ザ イ ン を 提 供 す る 。 こ れ は 、 体 系 的 な 実 験 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 実 施 を 可 能 に す る
。 従 っ て 、 潜 在 的 に 非 常 に 多 数 の 子 孫 分 子 が よ り 少 な い 群 で 体 系 的 に 試 験 さ れ る こ と を 可
能 に す る 。
【 ０ ５ ５ ８ 】
  非 常 に 柔 軟 で か つ 同 時 に 徹 底 的 及 び 体 系 的 な 方 法 で キ メ ラ 化 を 実 施 す る 能 力 が あ る の で
、 特 に 、 祖 先 分 子 間 の 相 同 性 が 低 い 場 合 、 本 発 明 は 、 多 数 の 子 孫 分 子 か ら 成 る ラ イ ブ ラ リ
ー (又 は 集 合 )の 作 製 を 提 供 す る 。 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 そ の よ う に 作 製 さ れ た ラ イ ブ ラ
リ ー は 、 10 3 ～ 10 1 0 0 0 超 の 異 な る 子 孫 分 子 種 か ら 成 る 。
【 ０ ５ ５ ９ 】
  一 例 と し て 、 記 載 さ れ た よ う に 作 製 さ れ た 最 終 的 な キ メ ラ 核 酸 分 子 の 集 団 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 。 あ る 具 体 例 と し て 、 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 遺 伝 子 で あ り 、 人 工 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 別 の 具 体 例 と し て 、 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 遺 伝 子 経 路 で あ り 、 人 工 遺 伝 子 経 路 で も よ い 。 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 作 製 さ れ た
一 つ 以 上 の 人 工 遺 伝 子 が 真 核 生 物 (植 物 を 含 む )内 で 動 作 可 能 な 経 路 の よ う な 人 工 遺 伝 子 経
路 に 組 み 込 ま れ う る 条 件 を 設 定 す る 。
【 ０ ５ ６ ０ 】
  別 の 具 体 例 に お い て 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 作 製 さ れ る 段 階 に お け る 合 成 特 性 は 、 後
に イ ン ビ ト ロ  プ ロ セ ス (例 え ば 、 変 異 誘 発 に よ る )又 は イ ン ビ ボ  プ ロ セ ス (例 え ば 、 宿 主
生 物 の 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ 能 を 利 用 す る こ と に よ る )に よ っ て 任 意 に 除 去 さ れ う る ヌ ク
レ オ チ ド (例 え ば 、 コ ド ン も し く は イ ン ト ロ ン 又 は 調 節 配 列 で あ っ て も よ い 、 一 つ 以 上 の
ヌ ク レ オ チ ド )の デ ザ イ ン 及 び 導 入 を 可 能 に す る 。  境 界 点 を 作 製 す る と い う 潜 在 的 な 恩 典
に 加 え た 他 の 多 く の 理 由 に よ り 、 こ れ ら の 核 酸 の 導 入 も 多 く の 場 合 に 望 ま し く あ り う る も
の と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ５ ６ １ 】
  従 っ て 、 別 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が イ ン ト ロ ン を 導
入 す る た め に 使 用 さ れ う る 条 件 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 機 能 的 イ ン ト ロ ン が 本 発
明 の 人 工 遺 伝 子 に 導 入 さ れ う る 条 件 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 機 能 的 イ ン ト ロ ン が 本 発 明 の
人 工 遺 伝 子 経 路 に 導 入 さ れ う る 条 件 も 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 人 工 的 に 導 入 さ れ た イ
ン ト ロ ン を 含 む 人 工 遺 伝 子 で あ る キ メ ラ  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 作 製 条 件 を 提 供 す る 。
【 ０ ５ ６ ２ 】
  従 っ て 、 本 発 明 は 、 又 、 一 つ (又 は そ れ 以 上 )の 人 工 的 に 導 入 さ れ た イ ン ト ロ ン を 含 む 人
工 遺 伝 子 経 路 で あ る キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 作 製 条 件 も 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 天 然 の
イ ン ト ロ ン が 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ に お い て 機 能 的 に 働 く の と ほ ぼ 同 様 に 、 人 工 的 に 導 入
さ れ た イ ン ト ロ ン が 一 つ 以 上 の 宿 主 細 胞 に お い て 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ に 関 し て 機 能 的 で
あ る 。 本 発 明 は 、 組 換 え 及 び /又 は ス プ ラ イ シ ン グ の た め に 宿 主 生 物 に 導 入 さ れ る べ き 人
工 イ ン ト ロ ン 含 有 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る プ ロ セ ス を 提 供 す る 。
【 ０ ５ ６ ３ 】
  本 発 明 を 利 用 し て 作 製 さ れ た 人 工 遺 伝 子 は 、 又 、 他 の 核 酸 と の 組 換 え の た め の 基 質 と し
て も 働 く こ と が で き る 。 同 様 に 、 本 発 明 を 利 用 し て 作 製 さ れ た 人 工 遺 伝 子 経 路 も ま た 他 の
核 酸 と の 組 換 え の た め の 基 質 と し て も 働 く こ と が で き る 。 好 ま し い 例 で は 、 人 工 イ ン ト ロ
ン 含 有 遺 伝 子 及 び 組 換 え 相 手 と し て 働 く 核 酸 と の 間 の 相 同 的 領 域 に よ り 組 換 え が 促 進 さ れ
、 又 は 、 そ こ で 組 換 え が 起 こ る 。 特 に 好 ま し い 例 で は 、 組 換 え 相 手 は 、 人 工 遺 伝 子 又 は 人
工 遺 伝 子 経 路 を 含 む 、 本 発 明 に よ り 作 製 さ れ た 核 酸 で あ っ て も よ い 。 人 工 遺 伝 子 に 人 為 的
に 導 入 さ れ た 一 つ (又 は そ れ 以 上 )の イ ン ト ロ ン に 存 在 す る 相 同 的 領 域 に よ り 組 換 え が 促 進
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さ れ て も よ く 、 そ こ で 組 換 え が 起 こ っ て も よ い 。
【 ０ ５ ６ ４ 】
  本 発 明 の 合 成 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 再 集 合 法 は 、 多 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 利 用 し 、 そ の
各 々 は 、 好 ま し く は 、 二 つ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 可 能 末 端 を 持 つ 。 各 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ
ク 上 の 二 つ の 結 合 可 能 末 端 は 、 二 つ の 平 滑 末 端 (即 ち 、 各 々 が 0個 の 核 酸 の 突 出 を 持 つ )又
は 、 好 ま し く は 、 一 つ の 平 滑 末 端 及 び 一 つ の 突 出 、 よ り 好 ま し く は 、 二 つ の 突 出 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ ５ ６ ５ 】
  こ の 目 的 の た め の 突 出 は 、 3'突 出 又 は 5'突 出 で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン
グ ブ ロ ッ ク は 、 一 つ の 3'突 出 も し く は 代 替 的 な 一 つ の 5'突 出 、 も し く は 代 替 的 に 二 つ の 3'
突 出 を 有 す る か 、 あ る い は 別 に 二 つ の 5'突 出 を 有 し て も よ い 。 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク
が 最 終 キ メ ラ 核 酸 分 子 を 形 成 す る た め に 集 合 さ れ る 全 体 の 順 序 は 、 意 図 的 な 実 験 的 デ ザ イ
ン に よ り 決 定 さ れ て い る た め に 無 作 為 で は な い 。
【 ０ ５ ６ ６ 】
  一 例 に よ る と 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 、 二 種 の 一 本 鎖 核 酸 の 化 学 合 成 (一 本 鎖 オ
リ ゴ と も 呼 ば れ る )及 び そ れ ら を 二 本 鎖 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 形 成 す る よ う に そ れ
ら を ア ニ ー ル さ せ る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。
【 ０ ５ ６ ７ 】
  二 本 鎖 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 、 様 々 な 大 き さ で あ る こ と が で き る 。 こ れ ら ビ ル デ
ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 大 き さ は 、 実 験 者 の 選 択 に よ り 小 さ く て も 大 き く て も よ い 。 好 ま し い ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 大 き さ は 、 1塩 基 対 (突 出 は 全 く 含 ま な い )か ら 100,000塩 基 対 (突 出
は 全 く 含 ま な い )の 範 囲 内 で あ る 。 又 、 他 の 好 ま し い 大 き さ の 範 囲 は 、 1塩 基 対 か ら 10,000
塩 基 対 の 下 限 (そ の 間 の 全 整 数 を 含 む )及 び 2塩 基 対 か ら 100,000塩 基 対 の 上 限 (そ の 間 の 全
整 数 を 含 む )を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ５ ６ ８ 】
  二 本 鎖 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 作 製 さ れ う る 本 発 明 で 利 用 可 能 な 他 の 多 く の 方 法 が
存 在 す る 。 そ れ ら は 、 既 に よ く 知 ら れ た 技 術 で あ り 、 熟 練 し た 研 究 者 に よ っ て 容 易 に 実 施
さ れ う る 。
【 ０ ５ ６ ９ 】
  一 例 と し て 、 二 本 鎖 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 、 最 初 に 二 本 の 一 本 鎖 核 酸 を 作 製 し 、
そ れ ら を ア ニ ー リ ン グ さ せ て 二 本 鎖 核 酸 構 築 ブ ロ ッ ク を 形 成 さ せ る こ と に よ り 作 製 さ れ る
。 二 本 鎖 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 二 本 の 鎖 は 、 突 出 を 形 成 す る 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 以
外 の 全 て の ヌ ク レ オ チ ド に お い て 相 補 的 で あ っ て も よ い ； 従 っ て 、 突 出 以 外 に は ミ ス マ ッ
チ を 含 ま な い 。 別 の 例 と し て 、 二 本 鎖 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 二 本 鎖 は 、 突 出 を 形 成
す る 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 以 外 の 全 ヌ ク レ オ チ ド よ り 少 な い 数 に お い て 相 補 的 で あ る 。 従 っ
て 、 こ の 例 に お い て 、 二 本 鎖 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 、 コ ド ン 縮 重 を 導 入 す る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 一 つ 以 上 の N、 N、 G/Tカ セ ッ ト あ る い は 代 替 的 な 一
つ 以 上 の N、 N、 Nカ セ ッ ト を 用 い た 。 こ の 中 で 開 示 さ れ た 部 位 飽 和 性 変 異 誘 発 法 を 用 い て
コ ド ン 縮 重 が 導 入 さ れ る 。
【 ０ ５ ７ ０ 】
  本 発 明 の イ ン ビ ボ 組 換 え は 、 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 配 列 に 関 す る 未 知 の ハ イ
ブ リ ッ ド 又 は 対 立 遺 伝 子 の プ ー ル に お い て 盲 目 的 に 行 う こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 特
定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 実 際 の DNA又 は RNA配 列 を 知 る 必 要 は な い 。
【 ０ ５ ７ １ 】
  遺 伝 子 の 混 合 集 団 の 中 で の 組 換 え を 利 用 し た ア プ ロ ー チ は 、 ど の よ う な 有 用 タ ン パ ク 質
、 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン I、 抗 体 、 tPA及 び 成 長 ホ ル モ ン の 作 製 に も 有 用 で あ り う る 。
こ の ア プ ロ ー チ は 、 変 化 し た 特 異 性 又 は 活 性 を 持 つ タ ン パ ク 質 の 作 製 に 利 用 し て も よ い 。
ア プ ロ ー チ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 イ ン ト ロ ン
、 エ キ ソ ン 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 3'非 翻 訳 領 域 、 又 は 5'非 翻 訳 領 域 の 作 製 に 有 用 で も あ り
う る 。 従 っ て 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 発 現 率 が 増 大 し た 遺 伝 子 の 作 製 に 使 わ れ う る 。 こ の ア
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プ ロ ー チ は 、 ま た 、 繰 り 返 し DNA配 列 の 研 究 に お い て も 有 用 で あ り う る 。 最 後 に 、 こ の ア
プ ロ ー チ は 、 リ ボ ザ イ ム 又 は ア プ タ マ ー を 変 異 さ せ る た め に も 有 用 で あ り う る 。
【 ０ ５ ７ ２ 】
  本 発 明 は 、  ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 出 発 集 団 か ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ ブ セ ッ ト を 選 択 す
る 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 そ れ ぞ れ の 選 択 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て の 選 択 (陽 性 選
択 )及 び /又 は そ れ ぞ れ の 選 択 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 選 択 (陰 性 選 択 )を 行 う こ と
が 可 能 に な る よ う に 、 被 検 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ど こ か に 存 在 し て い る 一 つ 以 上 の 選 択
可 能 な 特 徴 (又 は 、 選 択 マ ー カ ー )を 識 別 で き る 能 力 に 基 づ い て い る 。 一 例 と し て 、 末 端 選
択 法 と 呼 ば れ る 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ の 方 法 は 、 選 択 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 領 域 に
部 分 的 あ る い は 全 体 に 存 在 し た 選 択 マ ー カ ー を 利 用 す る こ と に 基 づ い て お り 、 そ の よ う な
選 択 マ ー カ ー は 、 「 末 端 選 択 マ ー カ ー 」 と 命 名 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ７ ３ 】
  末 端 選 択 法 は 、 た と え 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 っ た 配 列 で も 、 天 然 に 存 在 す る 配 列 中
も し く は 実 験 的 に 導 入 さ れ た 配 列 (こ の 中 に 述 べ ら れ て い る ど の よ う な 突 然 変 異 誘 導 法 及
び こ の 中 に 記 載 さ れ て い な い 突 然 変 異 誘 導 法 を も 含 む )あ る い は そ の 両 方 の 検 出 に 基 づ い
て い て も よ い 。 末 端 選 択 マ ー カ ー は 、 構 造 的 な 選 択 マ ー カ ー 、 又 は 機 能 的 選 択 マ ー カ ー 、
あ る い は 構 造 的 及 び 機 能 的 な 両 選 択 マ ー カ ー で あ っ て も よ い 。 末 端 選 択 マ ー カ ー は 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は  ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 あ る い は 何 ら か の 化 学 的 構 造 、 ま た 放 射 活 性
、 酵 素 活 性 、 蛍 光 、 何 ら か の 光 学 的 特 徴 、 磁 気 的 性 質 (例 え ば 、 磁 気 ビ ー ズ を 用 い る )、 免
疫 応 答 性 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 に 基 づ く 方 法 を 用 い て 選 択 さ れ う る マ ー カ
ー 等 の 何 ら か の 生 物 学 的 も し く は 生 化 学 的 標 識 が 含 ま れ る 。
【 ０ ５ ７ ４ 】
  末 端 選 択 法 は 、 突 然 変 異 誘 発 を 起 こ す の に 役 立 つ ど の よ う な 方 法 と 組 み 合 わ せ て も 適 用
す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 突 然 変 異 誘 発 法 に は 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 こ こ に 記
載 さ れ た (上 記 及 び 下 記 )方 法 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 限 定 的 で な い 例 示 の 様 式
で こ こ に 記 載 さ れ て い る 方 法 、 又 は 次 の 用 語 の ど れ か に よ る 技 術 方 法 が 含 ま れ る 。 「 飽 和
突 然 変 異 誘 発 」 、 「 シ ャ ッ フ リ ン グ 」 、 「 組 換 え 」 、 「 再 集 合 法 」 、 「 エ ラ ー プ ロ ー ン PC
R」 、 「 ア セ ン ブ リ PCR」 、 「 セ ク シ ュ ア ル PCR」 、 「 ク ロ ス オ ー バ ー PCR」 、 「 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 誘 導 性 突 然 変 異 誘 発 」 、 「 再 帰 的 (及 び /又 は 指 数 関 数 的 )エ ン ゼ ン ブ
ル 突 然 変 異 誘 発 (Arkin及 び Youvan、 1992参 照 )」 、 「 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 」 、 「 イ ン ビ
ボ 突 然 変 異 誘 発 」 、 及 び 「 イ ン ビ ト ロ 突 然 変 異 誘 発 」 で あ る 。 更 に 、 末 端 選 択 法 は 、 何 ら
か の 突 然 変 異 誘 発 及 び /又 は 増 幅 法 に よ っ て 作 製 し た 分 子 で 行 う と よ い (例 え ば 、 Arnold、
1993、 Caldwell及 び Joyce、 1992、 Stemmer、 1994参 照 、 そ の 方 法 の 後 で 、 望 ま し い 子 孫 分
子 を 選 択 す る (存 在 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む )こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ５ ７ ５ 】
  末 端 選 択 法 は 、 更 に 、 突 然 変 異 誘 発 法 と は 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 適 用 し て も よ
い 。 一 例 と し て 、 こ こ に 記 載 し た よ う な 末 端 選 択 法 は 、 例 え ば 、 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る (ベ ク タ ー へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 含 む )ス テ ッ プ の よ う な 、 ク ロ ー ニ ン
グ ス テ ッ プ を 容 易 化 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 一 般 に 、 望 ま
し い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 、 選 択 及 び /又 は 強 化 を 容 易 に す る た め の
手 段 と し て の 末 端 選 択 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ５ ７ ６ 】
  他 の 例 と し て 、 末 端 選 択 法 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の た め の (ポ ジ テ ィ ブ )選 択 に 基 づ き ； 別
法 と し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の た め の (ネ ガ テ ィ ブ )選 択 に 基 づ き ； 更 な る 別 法 と し て 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の た め の (ポ ジ テ ィ ブ )選 択 及 び (ネ ガ テ ィ ブ )選 択 の 両 方 に 基 づ く こ と が で き
る 。 末 端 選 択 法 は 、 他 の 選 択 及 び /又 は ス ク リ ー ニ ン グ 法 と 平 行 し て 、 類 似 あ る い は 類 似
し て い な い 選 択 及 び /又 は ス ク リ ー ニ ン グ 法 と 変 異 誘 発 法 あ る い は 指 向 変 異 法 と の ど の よ
う な 組 み 合 わ せ に お い て も 反 復 的 に 実 行 す る こ と が で き 、 そ の 全 て は 、 反 復 方 式 で 、 ど の
よ う な 順 番 で も 組 み 合 わ せ あ る い は 入 れ 替 え て を も っ て も 行 う こ と が で き る 。 末 端 選 択 法
は 、 又 、 少 な く と も 部 分 的 に 環 状 (例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド も し く は 何 ら か の 他 の 環 状 ベ ク タ
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ー 、 又 は 部 分 的 に 環 状 で あ る 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )、 及 び /又 は 分 枝 状 、 及 び /又 は 何 ら
か の 化 学 的 置 換 基 も し く は 一 部 分 で 修 飾 あ る い は 置 換 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択
す る た め に 利 用 で き る 点 も 高 く 評 価 さ れ る 。
【 ０ ５ ７ ７ 】
  あ る 非 限 定 的 な 例 と し て 、 直 鎖 状 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の た め の 末 端 選 択 法 は 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 末 端 、 即 ち 、 末 端 部 (5'末 端 又 は 3'末 端 の い ず れ で あ っ て も よ い ) 又 は そ の 近 く に
存 在 す る 少 な く と も 一 つ の 末 端 選 択 マ ー カ ー に 基 づ い た 一 般 的 な ア プ ロ ー チ を 利 用 し て 行
わ れ る 。 あ る 特 別 な 非 限 定 的 な 例 と し て 、 末 端 選 択 法 は 、 末 端 あ る い は そ の 近 く に あ る 特
定 の 配 列 、 例 え ば 、 限 定 で は な い が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 す る 酵 素 に よ っ て 認 識
さ れ る 配 列 に 対 す る 選 択 に 基 づ い て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 的 修 飾 を 認 識 か つ 触 媒
す る 酵 素 は 、 こ の 中 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 作 用 性 酵 素 と い わ れ て い る 。 好 ま し い 具 体 例 と し
て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 作 用 性 酵 素 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 開 裂 す る 活 性 を 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を メ チ ル 化 す る 活 性 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 活 性 、 及 び 複 数 の 識 別
可 能 な 酵 素 活 性 を 持 つ 酵 素 (非 例 外 的 に 、 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 開 裂 す る 活 性 と ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 活 性 の 両 方 を 含 む )に よ っ て 非 例 外 的 に 例 示 さ れ る
。
【 ０ ５ ７ ８ 】
  価 値 の あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 作 用 性 酵 素 に は 、 熟 練 し た 研 究 者 に よ り 同 定 可 能 (例 え ば
、 商 業 的 に 入 手 可 能 )、 あ る い は 現 在 は 入 手 で き な い が 将 来 的 に 開 発 さ れ る で あ ろ う 酵 素
、 即 ち 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に 互 換 性 の あ る 末 端 、 好 ま し く は 、 付 着 末 端
を 生 じ る 酵 素 も 含 ま れ る も の と 理 解 さ れ る 。 末 端 選 択 法 に か け ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
内 部 に 含 ま れ な い か 、 あ る い は 含 ま れ る こ と が 期 待 さ れ な い か 、 又 は 含 ま れ る 見 込 み が な
い よ う な (例 え ば 、 被 検 作 用 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 配 列 情 報 が 不 完 全 で あ る
場 合 )制 限 酵 素 部 位 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い か も し れ な い 。 望 ま し く な い 内 部 制 限 酵 素
部 位 を 除 去 す る た め に 手 段 (例 え ば 、 突 然 変 異 誘 発 法 )が 施 せ る こ と も 認 識 さ れ る 。 ま た 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 部 に 存 在 し た り 、 同 じ 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ た り す る 感 受 性 の 高 い
制 限 酵 素 部 位 に 対 し て 反 応 せ ず 、 部 分 消 化 反 応 (即 ち 、 部 分 的 に 起 こ る 消 化 反 応 )は 、 末 端
領 域 に あ る 認 識 部 位 の 消 化 を 達 成 す る た め に 利 用 で き る も の と 理 解 さ れ る 。 一 例 と し て 、
認 識 配 列 が 存 在 す る 位 置 及 び 環 境 に 応 じ て あ る 酵 素 が 同 じ 認 識 配 列 の 選 択 的 な 解 裂 を 示 す
酵 素 が あ る こ と か ら 、 部 分 消 化 反 応 は 有 用 で あ る 。
【 ０ ５ ７ ９ 】
  酵 素 は 、 特 定 の 制 限 酵 素 部 位 の 存 在 に 依 存 し て 被 検 ポ リ ペ プ チ ド を 切 断 し て し ま う が 、
保 護 方 法 を 用 い る こ と で 、 そ の 酵 素 に よ る 望 ま し く な い 消 化 に 対 し て 特 定 の 制 限 酵 素 部 位
(例 え ば 、 内 部 部 位 )を 保 護 で き る も の と 理 解 さ れ る ； そ の よ う な 保 護 方 法 に は 、 望 ま し く
な い 酵 素 活 性 を 阻 害 す る メ チ ル 化 や 塩 基 の 置 換 (例 え ば 、 Tに 代 わ っ て U)と い っ た 修 飾 法 が
含 ま れ る 。
【 ０ ５ ８ ０ 】
  本 発 明 の 別 の 例 と し て 、 末 端 選 択 マ ー カ ー は 、 特 異 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 作 用 性 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 末 端 配 列 で あ る 。 本 発 明 の 一 例 と し て
、 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 作 用 性 酵 素 に は 、 従 来 よ り あ る タ イ プ II制 限 酵 素 に 加 え て 他 の
酵 素 も 含 ま れ る 。 本 発 明 の こ の 好 ま し い 例 と し て 、 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 作 用 性 酵 素 に
は 、 ジ ャ イ レ ー ス 、 ヘ リ カ ー ゼ 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 、 リ ラ キ サ ー ゼ 、 及 び そ れ ら に 関 連 す る
ど の よ う な 酵 素 も 含 ま れ る 。
【 ０ ５ ８ １ 】
  末 端 選 択 法 は 、 親 の 鋳 型 分 子 (例 え ば 、 突 然 変 異 誘 発 を 起 こ さ せ る た め ） を 子 孫 の 分 子
（ 例 え ば 、 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 生 じ た )と 区 別 し 、 か つ 、 分 離 す る た め に 用 い る こ と が
で き る も の と 理 解 さ れ る 。 例 え ば 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I認 識 部 位 を 欠 い て い る プ ラ イ マ ー
の 第 一 セ ッ ト は 、 親 分 子 の 末 端 領 域 を 修 飾 す る た め に 用 い る こ と が で き る (例 え ば 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ に 基 づ く 増 幅 で )。 異 な る 第 二 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト (例 え ば 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I
認 識 部 位 を 持 つ )は 、 そ の 場 合 、 増 幅 さ れ た 鋳 型 分 子 由 来 の 変 異 し た 子 孫 分 子 の 末 端 領 域
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を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る (例 え ば 、 中 途 合 成 法 、 鋳 型 ス イ ッ チ ン グ ポ リ メ ラ
ー ゼ に 基 づ く 増 幅 法 、 も し く は 切 断 合 成 法 の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  キ メ ラ 形 成 法 を 用
い て ； 又 は 飽 和 突 然 変 異 誘 発 法 を 用 い て ； 又 は ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iの 認 識 部 位 を 変 異 子 孫
分 子 に 導 入 す る た め の ど の よ う な 方 法 を 利 用 し て )。 従 っ て 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iに 基 づ く
末 端 選 択 法 を 用 い る こ と は 、 識 別 を 容 易 化 す る だ け で な く 、 望 ま し い 子 孫 分 子 の 選 択 的 ト
ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iに 基 づ く ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 容 易 に で き る 。
【 ０ ５ ８ ２ 】
  ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ に 基 づ く ニ ッ ク 形 成 及 び ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 利 用 し て い る 末 端 選 択 ア プ
ロ ー チ は 、 以 前 に 適 用 可 能 な 選 択 方 法 を 越 え る い く つ か の 利 点 を 持 つ こ と が わ か る 。 換 言
す る と 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 指 示 ク ロ ー ニ ン グ (発 現 ク ロ ー ニ ン グ を 含 む )を 可 能 に し て い
る 。
【 ０ ５ ８ ３ 】
  本 方 法 は 、 開 示 さ れ た ど の よ う な 方 法 に よ る イ ン ビ ト ロ 及 び /又 は イ ン ビ ボ で の 組 換 え
、 及 び ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ 法 に よ っ て 選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 組 合 わ
せ に よ る シ ャ ッ フ リ ン グ の た め に 使 う こ と が で き る 。 そ の 中 の 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は
、 あ る 表 現 型 の た め に ス ク リ ー ン さ れ た 提 示 さ れ た ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る (例 え ば 、
予 め 決 定 さ れ て い る 受 容 体 (リ ガ ン ド )に 対 す る 親 和 性 に 関 し て )。
【 ０ ５ ８ ４ 】
  生 物 医 薬 の 開 発 や 分 子 生 物 学 で 増 大 す る 重 要 な 展 望 は 、 ペ プ チ ド 、 又 は 生 物 学 的 マ ク ロ
分 子 と 相 互 作 用 す る ペ プ チ ド 、 あ る い は ペ プ チ ド 模 倣 物 の 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 構 造 の
同 定 で あ る 。 予 め 決 定 さ れ て い る 生 物 学 的 マ ク ロ 分 子 (例 え ば 、 受 容 体 )へ の 結 合 の よ う に
、 望 ま し い 構 造 又 は 機 能 的 特 性 を 持 っ た ペ プ チ ド を 同 定 す る 一 つ の 方 法 は 、 ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 与 え ら れ た 望 ま し い 構 造 又 は 機 能 的 特 性 を 持 つ 個 々 の ラ イ ブ ラ リ ー の
メ ン バ ー の た め に 大 き な ラ イ ブ ラ リ ー 又 は ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 。
【 ０ ５ ８ ５ 】
  ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 直 接 的 な 化 学 合 成 法 に 加 え て 、 い く つ か の 組 換
え DNA法 も 報 告 さ れ て い る 。 一 つ の 型 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒 子 又 は 細 胞 の 表 面 に ペ プ チ
ド 配 列 、 抗 体 、 又 は 他 の タ ン パ ク 質 を 提 示 す る こ と を 含 ん で い る 。 一 般 的 に こ れ ら の 方 法
に お い て 、 そ れ ぞ れ の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒 子 又 は 細 胞 は 、 天 然 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒
子 又 は 細 胞 タ ン パ ク 質 の 配 列 に 加 え て 提 示 さ れ た ペ プ チ ド の 単 一 の 種 類 を 提 示 す る 個 々 の
ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー と し て 働 く 。 各 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒 子 、 又 は 細 胞 は 、 特 定 の 提
示 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 を 含 ん で い る ； 従 っ て 、 提 示 さ
れ た ペ プ チ ド 配 列 は 、 単 離 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 に よ
っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ８ ６ 】
  既 に よ く 知 ら れ て い る ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ 法 に は 、 典 型 的 に は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の
コ ー ト タ ン パ ク 質 と の 融 合 体 と し て 、 糸 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 表 面 に ペ プ チ ド 配 列 を 表
示 す る こ と が 含 ま れ る 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ  ラ イ ブ ラ リ ー は 、 固 定 化 さ れ た 予 め 決 定 さ
れ た 巨 大 分 子 又 は 小 分 子 (例 え ば 、 受 容 体 )と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る こ と が で き 、 そ れ に よ
っ て 、 固 定 化 さ れ た 巨 大 分 子 と 結 合 す る ペ プ チ ド 配 列 を 表 示 し て い る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
粒 子 は 、 予 め 決 定 さ れ た 巨 大 分 子 と 結 合 す る ペ プ チ ド 配 列 を 表 示 し て い な い 粒 子 か ら 分 離
す る こ と が で き る 。 固 定 化 さ れ た 巨 大 分 子 に 結 合 し た そ の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒 子 (即 ち
、 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー )回 収 及 び 複 製 し 、 そ れ に 引 き 続 く 親 和 性 の 増 強 及 び フ ァ ー ジ
複 製 の ラ ウ ン ド の た め に 選 択 さ れ た バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 亜 集 団 を 増 幅 す る 。 数 回 の 親 和
性 の 増 強 及 び フ ァ ー ジ 複 製 の 後 、 そ の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ  ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 単
離 し 、 提 示 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 。 そ れ に よ
り 、 予 め 決 定 さ れ た 巨 大 分 子 (例 え ば 、 受 容 体 )と 結 合 す る ペ プ チ ド の 配 列 を 同 定 す る 。 こ
の よ う な 方 法 は 、 PCT特 許 公 報 WO 91/17271、 WO 91/18980、 WO 91/19818及 び WO 93/08278
に 更 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ５ ８ ７ 】
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  本 発 明 は 、 又 、 無 作 為 配 列 、 偽 無 作 為 な 配 列 、 及 び 定 義 さ れ た 配 列 の フ レ ー ム ワ ー ク  
ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 及 び そ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 や ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 等 、 受 容
体 分 子 又 は 関 心 対 象 の エ ピ ト ー プ 又 は ペ プ チ ド 又 は RNAを 修 飾 す る 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る
有 用 な 組 成 物 (例 え ば 、 一 本 鎖 抗 体 を 含 む ペ プ チ ド )を 好 ま し い 形 態 で 同 定 す る た め の 方 法
を 提 供 す る 。 無 作 為 配 列 、 偽 無 作 為 な 配 列 、 及 び 限 定 配 列 の フ レ ー ム ワ ー ク ペ プ チ ド は 、
表 示 ペ プ チ ド あ る い は 表 示 さ れ る ペ プ チ ド を 合 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 に 接 着 す る 表
示 一 本 鎖 抗 体 か ら 成 る ペ プ チ ド  ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 作 製 さ れ る 。
接 着 の 様 式 は 、 選 択 さ れ る 本 発 明 の 特 定 の 具 体 例 に 従 っ て 変 え て も よ く 、 フ ァ ー ジ 粒 子 へ
の 封 入 又 は 細 胞 へ の 組 み 込 み を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ５ ８ ８ 】
  本 発 明 の 重 要 な 利 点 は 、 予 想 さ れ る リ ガ ン ド 構 造 に 関 す る 情 報 が 、 関 心 対 象 の ペ プ チ ド
性 リ ガ ン ド 又 は ペ プ チ ド 性 抗 体 を 単 離 す る た め に 、 予 め 必 要 と さ れ な い こ と で あ る 。 同 定
さ れ る ペ プ チ ド は 、 生 物 活 性 を 持 つ こ と が で き 、 そ の 活 性 と は 、 少 な く と も 選 択 さ れ る 受
容 体 分 子 に 対 す る 特 異 的 な 結 合 親 和 性 を 含 む こ と を 意 味 し 、 い く つ か の 例 に お い て は 、 代
謝 経 路 を 刺 激 又 は 阻 害 し た り 、 シ グ ナ ル 又 は メ ッ セ ン ジ ャ ー と し て 作 用 し た り 、 細 胞 活 性
を 刺 激 又 は 阻 害 す る 他 の 化 合 物 と の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 を も 含 む 。
【 ０ ５ ８ ９ 】
  本 発 明 は 、 予 め 決 定 さ れ た 受 容 体 (例 え ば 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 受 容 体 、 細 胞 表 層 受 容 体
、 他 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て ヘ テ ロ 二 量 体 及 び そ の 類 等 の 細 胞 内 タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成
す る 細 胞 内 タ ン パ ク 質 の よ う な 高 等 動 物 の タ ン パ ク 質 受 容 体 )や エ ピ ト ー プ (例 え ば 、 固 定
化 タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ 糖 及 び そ の 類 )に 結 合 す る ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の
た め に 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 新 生 ペ プ チ ド (一 本 鎖 抗 体
を 含 む )を 表 示 し て い る ポ リ ソ ー ム の ラ イ ブ ラ リ ー の ア フ ィ ニ テ ィ ー  ス ク リ ー ニ ン グ に よ
り 選 別 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 集 団 を シ ャ ッ フ ル す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ５ ９ ０ 】
  こ れ ら の ど の よ う な 方 法 に よ る 最 初 の 選 抜 ラ ウ ン ド (典 型 的 に は 、 受 容 体 へ の 結 合 の 親
和 性 選 抜 に よ る (例 え ば 、 リ ガ ン ド ))で 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 集 め ら れ 、 そ
の プ ー ル は 、 選 抜 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 組 換 え 体 の 集 団 か ら 成 る シ ャ ッ フ リ ン グ さ れ た
プ ー ル を 作 製 す る た め に 、 イ ン ビ ト ロ 組 換 え 及 び /又 は イ ン ビ ボ 組 換 え に よ っ て シ ャ ッ フ
リ ン グ さ れ る 。 選 抜 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 組 換 え 体 は 、 そ の 後 少 な く と も 一 回 選 抜 さ れ
る 。 そ の 後 の 選 抜 ラ ウ ン ド で 選 抜 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 直 接 使 用 で き 、 配 列 決
定 で き 、 及 び /又 は 一 回 以 上 の 追 加 シ ャ ッ フ リ ン グ 及 び そ の 後 の 選 抜 が で き る 。 選 択 さ れ
た 配 列 は 、 例 え ば 、 天 然 型 様 の 機 能 的 ペ プ チ ド を 産 成 す る 選 択 さ れ る 配 列 と 実 質 的 に 同 一
の 野 生 型 又 は 天 然 に 存 在 す る 配 列 と 戻 し 交 配 す る こ と に よ り 、 よ り 免 疫 原 で あ る か も し れ
な い 中 間 的 な 配 列 (例 え ば 、 結 合 に 関 す る 非 実 質 的 な 機 能 的 を 持 つ )を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と 戻 し 交 配 さ れ る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 戻 し 交 配 の 際 に 、 そ の 後 の 選
抜 は 、 予 め 決 定 さ れ た 受 容 体 (リ ガ ン ド )に 結 合 す る 性 質 を 保 持 す る よ う に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ５ ９ １ 】
  選 択 さ れ た 配 列 の シ ャ ッ フ リ ン グ 前 あ る い は シ ャ ッ フ リ ン グ 時 に 、 配 列 は 、 変 異 誘 発 さ
れ る こ と が で き る 。 一 具 体 例 と し て 、 選 択 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 、 原 核 生 物 ベ ク タ ー (
例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 又 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ )へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ
の 中 に 分 離 し た ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 表 す 個 々 の コ ロ ニ ー (又 は プ ラ ー ク )の コ レ ク シ ョ
ン が 作 製 さ れ る 。 個 々 の 選 抜 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 、 選 抜 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー
の 配 列 に 基 づ い た 配 列 多 様 性 の カ ー ナ ル を 示 す ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の コ レ ク シ ョ ン を 作
製 す る た め に そ の 後 、 変 異 さ せ る こ と が で き る (例 え ば 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 、 カ セ ッ
ト 変 異 誘 発 法 、 化 学 的 変 異 誘 発 法 、 PCR変 異 誘 発 法 及 び そ の 類 に よ っ て )個 々 の 選 択 さ れ た
ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー 又 は 集 団 の 配 列 は 、 無 作 為 変 異 、 偽 無 作 為 な 変 異 、 限 定 カ ー ナ ル 変
異 (即 ち 、 可 変 残 基 部 位 と 不 変 残 基 部 位 、 及 び /又 は ア ミ ノ 酸 残 基 の 限 定 さ れ た 部 分 集 合 か
ら 選 択 さ れ る 残 基 を 含 む こ と が で き る 可 変 残 基 部 位 か ら 成 る )、 コ ド ン に 基 づ い た 変 異 及
び そ の 類 を 個 々 の 選 択 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー 配 列 の 部 分 的 又 は 全 長 に わ た っ て 組 み
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込 む よ う に 細 工 さ れ る こ と が で き る 。 変 異 さ れ た 選 択 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 、 そ の 後 、
こ こ に 開 示 さ れ た イ ン ビ ト ロ 及 び /又 は イ ン ビ ボ 組 換 え シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て シ ャ ッ フ
リ ン グ さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ５ ９ ２ 】

  DNAは 、 製 造 業 者 の 指 針 に 従 っ て 、 IsoQuickを 用 い て 単 離 す る (Orca Research Inc., Bo
thell, WA)。 単 離 し た DNAは 、 任 意 に 例 ２ (以 下 )に 従 っ て 標 準 化 で き る 。 単 離 と 同 時 に 、
そ の DNAは 、 25-ゲ ー ジ の 二 頭 針 及 び 1-cc の シ リ ン ジ で 500回 押 引 す る こ と に よ っ て 剪 断 す
る 。 少 量 を 0.8 ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル に か け 、 そ の DNAの 大 部 分 が 望 ま し い サ イ ズ の 範 囲 に
あ る こ と を 確 認 す る 。
【 ０ ５ ９ ３ 】
  平 滑 端 DNA： そ の DNAを 、 45 μ lの 10 Xマ ン グ 豆 緩 衝 液 、 2.0 μ lマ ン グ 豆 ヌ ク レ ア ー ゼ (
1050 u/μ l)及 び 水 で 最 終 量 405 μ lと し た 混 合 液 中 で 平 滑 化 す る 。 混 合 液 は 、 37 ℃ で 15
分 間 反 応 さ せ る 。 混 合 液 は 、 フ ェ ノ ー ル ； ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 そ れ に 次 ぐ 更 な る ク ロ ロ ホ
ル ム 抽 出 を 行 う 。 1 mlの 氷 冷 エ タ ノ ー ル を 最 終 抽 出 物 に 加 え て DNAを 沈 殿 さ せ る 。 そ の DNA
は 、 30分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 沈 殿 さ せ る 。 ペ レ ッ ト は 、 1 mlの 70 ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 の
後 、 再 度 、 遠 心 分 離 に よ っ て 沈 殿 さ せ る 。 遠 心 分 離 に 次 ぎ 、 そ の DNAを 乾 燥 し 、 26 μ lの T
E緩 衝 液 に 穏 や か に 再 懸 濁 さ せ る 。
【 ０ ５ ９ ４ 】
  DNAの メ チ ル 化 ： DNAは 、 4 μ lの 10X EcoRIメ チ ラ ー ゼ 緩 衝 液 、 0.5 μ lの SAM(32 mM)、 5
.0 μ lの EcoRI メ チ ラ ー ゼ (40 u/μ l)と 混 合 し 、 37 ℃  で  1 時 間 反 応 さ せ て メ チ ル 化 す
る 。 平 滑 末 端 を 確 実 に す る た め に 、 次 の も の を メ チ ル 化 反 応 に 加 え る ： 5.0 μ lの 100 mM 
MgCl 2 、 8.0 μ lの dNTP 混 合 液 (2.5 mM の 各  dGTP、 dATP、 dTTP、 dCTP)、 4.0 μ l の ク レ
ノ ー (5 u/μ l)。 そ の 混 合 液 を 、 更 に 、 12 ℃ で  30分 間 反 応 さ せ る 。
【 ０ ５ ９ ５ 】
  30分 間 の 反 応 後 、 450 μ lの 1 X STEを 加 え る 。 混 合 液 は 、 フ ェ ノ ー ル ； ク ロ ロ ホ ル ム 抽
出 、 そ れ に 次 ぐ 更 な る ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 行 う 。 １  mlの 氷 冷 エ タ ノ ー ル を 最 終 抽 出 物 に
加 え て DNAを 沈 殿 さ せ る 。 そ の DNAは 、 30分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 沈 殿 さ せ る 。 ペ レ ッ ト は 、
1 mlの 70 ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 の 後 、 再 度 、 遠 心 分 離 に よ っ て 沈 殿 さ せ 、 DNAを 10分 間 乾 燥
さ せ る 。
【 ０ ５ ９ ６ 】
  ラ イ ゲ ー シ ョ ン ： DNAは 、 8 μ l EcoRI ア ダ プ タ ー (ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 cDNA 合 成 キ ッ
ト )、 1.0 μ lの 10X ラ イ ゲ ー シ ョ ン 緩 衝 液 、 1.0 μ lの 10 mM rATP、 1.0 μ lの T4 DNAリ ガ
ー ゼ (4 Wu/μ l)中 に 穏 や か に 懸 濁 さ せ 、 4 ℃ で 2日 間 ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ る 。 ラ イ ゲ ー シ
ョ ン 反 応 は 、 70 ℃ で 30分 間 加 熱 す る こ と に よ り 停 止 さ せ る 。
【 ０ ５ ９ ７ 】
  ア ダ プ タ ー の リ ン 酸 化 ： ア ダ プ タ ー の 末 端 は 、 1.0 μ lの 10 Xラ イ ゲ ー シ ョ ン 緩 衝 液 、 2
.0 μ lの 10 mM rATP、 6.0 μ lの H 2 O、 1.0 μ lの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド  キ ナ ー ゼ (PNK)を 混 合
し た 37 ℃ 、 30分 間 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に よ り リ ン 酸 化 さ せ る 。 30分 間 の 反 応 後 、 31 μ
lの H 2 O 及 び 5 mlの 10 X STEを 加 え 、 そ の サ ン プ ル を Sephacryl S-500の ス ピ ン カ ラ ム で 分
画 す る 。 集 め た 画 分 (1～ 3)は 、 フ ェ ノ ー ル ； ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 一 回 、 そ れ に 次 ぎ 更 な る
ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 行 う 。 そ の DNAは 、 氷 冷 エ タ ノ ー ル を 添 加 し 、 氷 浴 中 10分 間 沈 殿 さ せ
る 。 そ の DNAは 、 30分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 沈 殿 さ せ る 。 ペ レ ッ ト は 、 1 mlの 70 ％ エ タ ノ ー
ル で 洗 浄 の 後 、 再 度 、 遠 心 分 離 に よ っ て 沈 殿 さ せ 、 そ の DNAを 10分 間 乾 燥 さ せ る 。 そ の サ
ン プ ル は 、 10.5 μ l TE 緩 衝 液 中 に 懸 濁 さ せ る 。 そ の サ ン プ ル は 、 2.5 μ lの DNA及 び 水 を
使 用 し な い 以 外 は 、 上 述 し た よ う に ラ ム ダ ア ー ム に 直 接 ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る .  
【 ０ ５ ９ ８ 】
  シ ョ 糖 密 度 勾 配 (2.2 ml)サ イ ズ 分 画 ： 65 ℃ 、 10分 間 の 熱 処 理 に よ り ラ イ ゲ ー シ ョ ン を
停 止 さ せ る 。 そ の サ ン プ ル を 2.2 mlの シ ョ 糖 密 度 勾 配 上 に 穏 や か に 乗 せ 、 45k rpm、 20 ℃
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で 4時 間 遠 心 分 離 す る (ブ レ ー キ 無 し )。 フ ラ ク シ ョ ン は 、 勾 配 チ ュ ー ブ の 底 を 20－ ゲ ー ジ
針 を 挿 入 し 、 シ ョ 糖 液 を 針 を 通 し て 溶 出 さ せ る 。 最 初 の 20滴 を Falcon 2059チ ュ ー ブ に 採
り 、 一 滴 ず つ 10フ ラ ク シ ョ ン (labeled 1～ 10)を 採 集 す る 。  各 一 滴 は 、 お お よ そ 60 μ lで
あ る 。 各 画 分 の 5 μ lを 0.8 ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル に か け 、 そ の サ イ ズ を 調 べ る 。 画 分 1-4(
約 10～ 1.5 kb)、 画 分 5～ 7 (約 5～ 0.5 kb) を 別 々 の チ ュ ー ブ に 集 め る 。 DNAを 沈 殿 さ せ る
た め に １  mlの 氷 冷 エ タ ノ ー ル を 加 え 、 氷 中 に 10分 間 置 く 。 沈 殿 は 、 30分 間 の 高 速 遠 心 分
離 に よ り ペ レ ッ ト と す る 。 そ の ペ レ ッ ト は 、 1 mlの 70 ％  エ タ ノ ー ル で 洗 浄 の 後 、 再 度 、
遠 心 分 離 に よ っ て 沈 殿 さ せ 、 乾 燥 さ せ る 。 各 ペ レ ッ ト は 、 10 μ lの TE緩 衝 液 に 穏 や か に 再
懸 濁 さ せ る 。
【 ０ ５ ９ ９ 】
  ラ ム ダ ア ー ム へ の 試 験 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン ： 0.5 μ lの サ ン プ ル 及 び 適 当 量 の 標 準 (既 知 濃
度 の DNAサ ン プ ル )を エ チ ジ ウ ム ブ ロ ミ ド を 含 む ア ガ ロ ー ス に ス ポ ッ ト す る 。 UV照 射 の 下 、
サ ン プ ル を 標 準 と 比 較 観 察 し 、 お お よ そ の 濃 度 を 得 る 。 表 １ に 示 す よ う に 、 次 の ラ イ ゲ ー
シ ョ ン 反 応 (5 μ lの 反 応 )を 調 製 し 、 4 ℃ で 一 夜 反 応 さ せ る 。
【 ０ ６ ０ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ６ ０ １ 】
  試 験 的 パ ッ ケ ー ジ 及 び プ レ ー ト ： 製 造 業 者 の 方 法 に 従 っ て 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を パ ッ
ケ ー ジ す る 。 パ ッ ケ ー ジ 反 応 は 、 500 μ lの SM緩 衝 液 を 添 加 し て 停 止 さ せ 、 同 じ ラ イ ゲ ー
シ ョ ン 反 応 に 由 来 す る パ ッ ケ ー ジ を 集 め る 。 集 め た 反 応 の 各 １ μ lに つ い て 適 当 な 宿 主 (OD

6 0 0  = 1.0) (XL1-Blue MRF)を 用 い て タ イ タ ー を 測 定 す る 。 200 μ lの 宿 主 (MgSO 4 中 )を Fal
con 2059チ ュ ー ブ に 加 え 、 1 μ lの パ ッ ケ ー ジ フ ァ ー ジ と 37 ℃ で 15分 間 反 応 さ せ る 。 約 3 
mlの 48 ℃ ト ッ プ ア ガ ー (150 μ lの IPTG (0.5 M)及 び 300 μ lの X-GAL (350 mg/ml)ス ト ッ
ク )を 加 え 、 100 mmプ レ ー ト に 重 層 す る 。 プ レ ー ト は 、 37 ℃ で 一 夜 培 養 す る 。
【 ０ ６ ０ ２ 】
  ラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 (各 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 5.0 x 10 5 の 組 換 え 体 )： 約 3.0 mlの 宿 主 細 胞 (
OD 6 0 0  = 1.0)を 2本 の 50 mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 入 れ 、 2.5 X 10 5  pfu/チ ュ ー ブ の フ ァ ー ジ
を 加 え 、 37 ℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ト ッ プ ア ガ ー を 各 チ ュ ー ブ に 加 え 、 最 終 量 4
5 mlと す る 。 各 チ ュ ー ブ を 5枚 の 150 mmプ レ ー ト 上 に 重 層 す る 。 プ レ ー ト は 、 37 ℃ で 6～ 8
時 間 又 は プ ラ ー ク が 針 先 程 度 の 大 き さ に な る ま で 培 養 す る 。 プ レ ー ト に 8～ 10 mlの SM緩 衝
液 を 加 え 、 4 ℃ で 一 夜 置 く (可 能 な ら ば 、 穏 や か に 揺 り 動 か す )。
【 ０ ６ ０ ３ 】
  フ ァ ー ジ の 採 取 ： SM緩 衝 液 に よ り 各 プ レ ー ト か ら フ ァ ー ジ 懸 濁 液 を 50 mlコ ニ カ ル チ ュ
ー ブ に 回 収 す る 。 約 3 mlの ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え 、 激 し く 振 り 混 ぜ 、 室 温 に 15分 間 置 く 。 チ
ュ ー ブ は 、 2K rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 の 残 渣 を 取 り 除 く 。 上 清 は 、 滅 菌 し た チ ュ ー
ブ に 入 れ 、 500 μ lの ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え て 4 ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ６ ０ ４ 】
  増 幅 し た ラ イ ブ ラ リ ー の 力 値 (タ イ タ ー )： 回 収 し た フ ァ ー ジ の 連 続 希 釈 を 作 り 、 (例 え
ば 、 10 - 3 希 釈  = 1 mlの SM緩 衝 液 中 に 1 μ lの 増 幅 し た フ ァ ー ジ ； 10 - 6 希 釈 = 1 mlの SM緩 衝
液 あ る い は そ の 類 中 に 1 μ lの 10 - 3 希 釈 し た フ ァ ー ジ )、 200 μ lの 宿 主 (10 mM MgSO 4 中 )を
2本 の チ ュ ー ブ に 加 え る 。 一 方 の チ ュ ー ブ に は 10 μ lの 10 - 6 希 釈 (10 - 5 )を 加 え る 。 他 方 の
チ ュ ー ブ に は 、 1 μ lの 10 - 6  希 釈 (10 - 6 )を 加 え 、 37 ℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ６ ０ ５ 】
  約 3 mlの 48 ℃ ト ッ プ ア ガ ー (150 μ lの IPTG (0.5 M)及 び 37 μ lの X-GAL (350 mg/ml)ス
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ト ッ ク )を 各 チ ュ ー ブ に 加 え 、 100 mmプ レ ー ト に 重 層 す る 。 プ レ ー ト は 、 37 ℃ で 一 夜 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ６ ０ ６ 】
  ZAP IIラ イ ブ ラ リ ー は 、 製 造 業 者 (Stratagene社 )の 操 作 法 に 従 っ て 、 切 り 出 し 、 pBLUES
CRIPTラ イ ブ ラ リ ー と す る 。  
【 ０ ６ ０ ７ 】
  そ の DNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 宿 主 (例 え ば 、 E. coli)に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し 、 ク ロ ー ン の 発
現 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。
【 ０ ６ ０ ８ 】

  ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 先 立 ち 、 精 製 DNAを 標 準 化 で き る 。 DNAは 、 先 ず 、 次 の 操 作 に よ っ
て 分 画 す る 。 ゲ ノ ム DNAか ら 成 る サ ン プ ル は 、 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 で 精 製 さ れ る 。 塩 化 セ シ
ウ ム (Rf = 1.3980)溶 液 を 0.2 μ mフ ィ ル タ ー に 通 し 、 そ の 15 mlを 35 ml OptiSealチ ュ ー
ブ (Beckman)に 入 れ る 。 DNAを 加 え 、 激 し く 混 合 す る 。 10 mgの  ビ ス -ベ ン ジ ミ ド (Sigma； H
oechst 33258)を 加 え 、 激 し く 混 合 す る 。 チ ュ ー ブ は 、 フ ィ ル タ ー を 通 し た 塩 化 セ シ ウ ム
で 満 た し 、 Beckman L8-70超 遠 心 機 に お い て Bti50ロ ー タ ー を 用 い て 33k rpmで 72時 間 遠 心
す る 。 遠 心 の 後 、 シ リ ン ジ ポ ン プ 及 び 分 画 機 (Brandel Model 186)を 用 い て 280 nmの 吸 収
を ISCO UA-5UV吸 光 検 出 器 で 測 定 す る 。 環 境 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 生 物 体 由 来 の DNAを 示 す
ピ ー ク が 得 ら れ る 。 真 性 細 菌 の 配 列 は 、 E. coli の ピ ー ク の 10倍 希 釈 か ら 得 ら れ る rRNAを
コ ー ド し た DNAを 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い た PCR増 幅 に よ り 検 出 で き る 。  
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー : 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (SEQ ID NO:4)
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー : 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'  　 (SEQ ID NO:5)
【 ０ ６ ０ ９ 】
  回 収 し た DNAは 、 剪 断 、 あ る い は 酵 素 的 に 消 化 し 、 3～ 6 kbの 断 片 と す る 。 単 独 リ ン カ ー
プ ラ イ マ ー は 、 結 合 さ れ 、 そ の DNAは 、 サ イ ズ -選 別 さ れ る 。
【 ０ ６ １ ０ 】
  標 準 化 は 、 二 本 鎖 DNAサ ン プ ル を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 (0.12 M NaH 2 PO 4 、 pH 6
.8/0.82 M NaCl/1 mM EDTA/0.1 ％  SDS)に 再 懸 濁 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 鉱 油 を サ ン プ
ル 上 に 重 層 し 、 沸 騰 下 、  10分 間 変 性 さ せ る 。 サ ン プ ル は 、 68 ℃ で 12～ 36時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 二 本 鎖 DNAは 、 60 ℃ で ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト を 用 い た 標 準 的 な 操 作 (Sambroo
k, 1989)に よ り 一 本 鎖 DNAか ら 分 離 す る 。 そ の 一 本 鎖 DNA画 分 は 、 脱 塩 し 、 PCRに よ り 増 幅
す る 。 そ の プ ロ セ ス は 、 数 回 以 上 繰 り 返 さ れ る (5回 ま で )。
【 ０ ６ １ １ 】

  以 下 は 、 エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の た め に 、 例 １ に 従 っ て 作 製 し た 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク
リ ー ニ ン グ す る た め の 代 表 的 な 操 作 例 で あ る 。  
【 ０ ６ １ ２ 】
  例 １ に 述 べ た よ う に し て 調 整 し た ラ イ ブ ラ リ ー の プ レ ー ト を 各 ウ ェ ル に 200 μ lの LB Am
p/Methと glycerolを 含 む 一 枚 の プ レ ー ト へ 多 数 回 接 種 す る た め の こ の ス テ ッ プ は 、 ベ ッ ク
マ ン 社 製 の 高 密 度 複 製 装 置 (HDRT)と 1 ％ ブ リ ー チ 、 水 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 各 接 種 間 の 空
乾 滅 菌 サ イ ク ル  を 用 い て 行 わ れ る 。 そ の 一 枚 の プ レ ー ト は 、 37 ℃ で 2時 間 培 養 し た 後 、
各 ウ ェ ル に 250 μ lの LB Amp/Methと  glycerolを 含 む 二 枚 の 白 色 96-穴 ダ イ ナ テ ッ ク  ミ ク
ロ タ イ タ ー 娘 プ レ ー ト へ 接 種 す る た め に 使 わ れ る 。 最 初 の 一 枚 の プ レ ー ト は 、 37 ℃ で 18
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 -80 ℃ で 保 存 す る 。 そ の 二 枚 の 濃 縮 娘 プ レ ー ト は 、 ま た 、 37
 ℃ で 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 そ の 濃 縮 娘 プ レ ー ト は 、 更 に 、 70 ℃ で 45分 間 加 熱 し
て 宿 主 の 大 腸 菌 を 殺 し 、 大 腸 菌 の 酵 素 を 失 活 さ せ る 。 DMSO中 5 mg/mLの モ ル フ ォ ウ レ ア  フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ル -7-ア ミ ノ -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル  ク マ リ ン (MuPheAFC、 「 基 質 」 ) の ス ト
ッ ク 溶 液 を 600 μ Mと な る よ う に 0.6 mg/mLの 界 面 活 性 剤 ド デ シ ル マ ル ト シ ド を 含 有 す る 50
 mM pH 7.5 Hepes緩 衝 液 で 希 釈 す る 。 50 μ lの 600 μ M MuPheAFC溶 液 を 白 色 濃 縮 プ レ ー ト
に 加 え 、 BIOMEKを 用 い た 一 回 100 μ lの 混 合 サ イ ク ル に よ り 最 終 基 質 濃 度 を 約 100 μ Mに す
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る 。 基 質 を 添 加 後 (t=0)速 や か に 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー 蛍 光 測 定 器 に よ り 蛍 光 を 測 定 す る  (
励 起 波 長 =400 nm、 測 定 波 長 =505 nm)。 プ レ ー ト を 70 ℃ で 100分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 暗
冷 所 に 更 に 15分 間 置 い て 冷 却 す る 。 再 び 、 蛍 光 を 測 定 す る (t=100)。 活 性 の あ る ク ロ ー ン
が 存 在 す る か を 調 べ る た め に 、 t=100の 値 か ら t=0で の 値 を 差 し 引 く 。
MuPheAFC
【 ０ ６ １ ３ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ６ １ ４ 】
  そ の デ ー タ ー は 、 あ る 特 定 の ウ ェ ル 中 の 一 ク ロ ー ン が 基 質 を 加 水 分 解 す る か を 示 す 。 ど
の ク ロ ー ン が 活 性 を 保 持 す る か を 調 べ る た め に 、 元 の ラ イ ブ ラ リ ー プ レ ー ト を 融 解 し 、 個
々 の ク ロ ー ン を 一 つ ず つ LB Amp/Methと glycerolを 含 ん だ 新 し い プ レ ー ト に 摂 取 す る 。 上
述 の よ う に 、 プ レ ー ト を 37 ℃ で 培 養 し 70 ℃ の 加 熱 に よ り 宿 主 の 酵 素 を 失 活 さ せ 、 Biomek
を 用 い て 50 μ lの 600 μ M MuPheAFCを 加 え る 。
【 ０ ６ １ ５ 】
  基 質 を 添 加 後 、 t=0の 蛍 光 を 記 録 す る 。 プ レ ー ト を 70 ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 上 述 の よ
う に 、 t=100の 蛍 光 値 を 測 定 す る 。 そ れ ら の デ ー タ ー は 、 ど の プ レ ー ト に 活 性 を 持 っ た ク
ロ ー ン が 存 在 す る か を 示 す 。
【 ０ ６ １ ６ 】
  基 質 に 対 す る 立 体 選 択 性 値 、 E、 は 、 以 下 の 方 程 式 に よ り 求 め る ：
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
ee p  = 加 水 分 解 生 成 物 の 立 体 超 過 率  (ee)及 び c = 反 応 の 変 換 率 。 Wong and Whitesides, 
Enzymes in Synthetic Organic Chemistry, 1994, Elsevier, Tarrytown, N.Y., pp. 9-1
2を 参 照 。
【 ０ ６ １ ７ 】
  立 体 超 過 率 は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)あ る い は キ ラ ル キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳
動 (CE)に よ っ て 決 定 す る 。 定 量 は 、 以 下 の よ う に し て 行 う ： 200 μ lの 適 当 な 緩 衝 液 を 白
色 96-ウ ェ ル  ミ ク ロ  タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え 、 50 μ lの 部 分 的 あ る い は 完 全
精 製 し た 酵 素 溶 液 を 加 え る ； 50 μ lの 基 質 を 加 え 、 50 ％ の 基 質 が 消 費 さ れ る か 、 あ る い
は 反 応 が 停 止 す る ま で (ど ち ら か が 最 初 に 起 こ る ま で )蛍 光 ： 時 間 の 増 加 を 測 定 す る 。
【 ０ ６ １ ８ 】

  指 向 変 異 を 二 つ の 異 な る 酵 素 (ア ル カ リ  フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 及 び ア ル カ リ  β -グ リ コ シ ダ
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ー ゼ )に つ い て 、 野 生 型 の 酵 素 よ り も よ り 高 い 活 性 を 持 つ 新 し い 酵 素 を 作 製 す る た め に 行
っ た 。  
【 ０ ６ １ ９ 】

  製 造 業 者 に よ る 操 作 に 従 っ て 、 XL1-Red株 (ス ト ラ タ ジ ー ン 社 )を 、 あ る ク ジ ラ の 骨 の 表
面 か ら 単 離 し た 生 物 体 、 OC9a、 由 来 の ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド し た ゲ ノ ミ ッ ク
ク ロ ー ン 27a3a(プ ラ ス ミ ド pBluescript中 )で 形 質 変 換 す る 。 5 mlの 0.1 mg/ml ア ン ピ シ リ
ン 含 有 LBに 200 μ lの 形 質 変 換 混 合 物 を 接 種 し 、 37 ℃ で 30時 間 培 養 し た 。 そ の 培 養 に つ い
て 、 ミ ニ プ レ ッ プ を 行 い 、 単 離 し た  DNA は 、 そ の  2 μ lを XL-1 Blue細 胞 (ス ト ラ タ ジ ー
ン 社 )に 製 造 業 者 の 操 作 に 従 っ て 形 質 変 換 さ せ て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 以 下 に 概 略 し た
よ う に し て 定 量 を 行 っ た 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 変 異 さ せ た OC9aフ ォ ス フ ァ
タ ー ゼ は 、 発 色 に 10分 間 を 要 し 、 野 生 型 の 酵 素 は 、 30分 を 要 し た 。
【 ０ ６ ２ ０ 】

  形 質 変 換 し た XL1 Blue細 胞 を LB/ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に 播 い た 。 生 じ た コ ロ ニ ー は 、 D
uralon UV(ス ト ラ タ ジ ー ン 社 )あ る い は HATF(ミ リ ポ ア )メ ン ブ ラ ン 上 に 付 着 さ せ 、 ク ロ ロ
ホ ル ム 蒸 気 に 30秒 間 置 く こ と に よ っ て 溶 解 さ せ た 。 細 胞 は 、 30分 間 85 ℃ で 加 熱 す る こ と
に よ り 完 全 に 殺 し た 。 フ ィ ル タ ー は 、 BCIP緩 衝 液 中 で 発 色 さ せ 、 一 番 早 く 発 色 し た コ ロ ニ
ー (「 ポ ジ テ ィ ブ 」 )を 選 別 し 、 再 び BCIPプ レ ー ト (BCIP緩 衝 液 ：  20 mM CAPS pH 9.0、 1 m
M MgCl 2 、 0.01 mM ZnCl 2 、 0.1 mg/ml BCIP)に 播 い た 。
【 ０ ６ ２ １ 】

  こ の 操 作 は 、 Thermococcus 9N2 ベ ー タ ー -グ リ コ シ ダ ー ゼ を 変 異 さ せ る た め に 利 用 さ れ
た 。
【 ０ ６ ２ ２ 】
PCRは 、 2 μ lの dNTP(10 mMス ト ッ ク )； 10 μ lの 10X PCR緩 衝 液 ；  0.5 μ lの ベ ク タ ー DNA-
31G1A-100 ng； 20 μ lの 3'プ ラ イ マ ー (100 pmol)； 20 μ lの 5'プ ラ イ マ ー (100 pmol)； 16
 μ lの MnCl 2  4H 2 O(1.25 mMス ト ッ ク )； 24.5 μ lの H 2 O； 及 び 1 μ lの Taqポ リ メ ラ ー ゼ (5.0
 ユ ニ ッ ト )を 含 む 100 μ lの 反 応 溶 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 PCRサ イ
ク ル は ： 95 ℃ 、 15秒 ； 58 ℃ 、 30秒 ； 72 ℃ 、 90秒 ； 25サ イ ク ル (72～ 4 ℃ 、 10分 の 伸 張 )
。
【 ０ ６ ２ ３ 】
  5 μ lの PCR産 物 を 1 ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ り 泳 動 さ せ て 反 応 を 調 べ た 。 PCR産 物 を QIAQU
ICKカ ラ ム (Qiagen)で 精 製 し 、 50 μ lの H 2 Oに 再 懸 濁 さ せ る 。
【 ０ ６ ２ ４ 】
  25 μ lの 精 製 PCR産 物 ； 10 μ lの NEB緩 衝 液 #2； 3 μ lの Kpn I(1 OU/μ l)； 3 μ lの EcoR1
(20 U/μ l)； 及 び 59 μ lの H 2 Oを 37 ℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て PCR産 物 を 消 化 し 、 QIAQ
UICKカ ラ ム (Qiagen)で 精 製 す る 。 35 μ lの H 2 Oで 溶 出 さ せ る 。
【 ０ ６ ２ ５ 】
  10μ lの 消 化 し た PCR産 物 、 5 μ lの ベ ク タ ー (EcoRI/KpnIに よ り 消 化 し 、 エ ビ  ア ル カ リ
フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で 脱 リ ン 酸 化 し た も の )、 4 μ lの  5 X ラ イ ゲ ー シ ョ ン 緩 衝 液 、 及 び  1 
μ lの T4 DNAラ イ ゲ ー ス (BRL)を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PCR産 物 を ベ ク タ ー に 結 合 さ せ た 。
【 ０ ６ ２ ６ 】
  結 果 と し て 生 じ た ベ ク タ ー は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り M15pREP4細 胞 に 形 質 変 換
さ せ た 。 100又 は 200 μ lの 細 胞 を LB amp/meth/kanプ レ ー ト に 播 き 、 37 ℃ で 一 夜 培 養 し た
。
【 ０ ６ ２ ７ 】
  ベ ー タ ー -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 、 (1)ミ リ ポ ア HATFメ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー 上 に コ ロ ニ ー を
付 着 さ せ る ； (2)150 mmガ ラ ス 製 ペ ト リ 皿 中 の ク ロ ロ ホ ル ム 蒸 気 に よ り 細 胞 を 溶 解 さ せ る
；  (3)1 mg/ml XGLUを 含 有 す る Z緩 衝 液 で 飽 和 し た ワ ッ ト マ ン 3MMフ ィ ル タ ー ペ ー パ ー 片 を
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ア ル カ リ  フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ  

標 準 的 な ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ  ス ク リ ー ニ ン グ  ア ッ セ イ  

ベ ー タ ー -グ リ コ シ ダ ー ゼ  



含 ん だ 100 mmガ ラ ス 製 ペ ト リ 皿 へ そ の フ ィ ル タ ー リ フ ト を 移 す  (溶 解 さ せ た コ ロ ニ ー を 保
持 し て い る フ ィ ル タ ー を ペ ト リ 皿 に 移 し た 後 、 ペ ト リ 皿 を 室 温 に 維 持 す る )； 及 び (4) 「
ポ ジ テ ィ ブ 」 は 、 フ ィ ル タ ー 上 で 青 い ス ポ ッ ト と し て 観 察 さ れ る (「 ポ ジ テ ィ ブ 」 は 、 早
く に 出 現 す る ス ポ ッ ト ) 。  パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト (あ る い は ガ ラ ス キ ャ ピ ラ リ ー 管 )を 使 用
し て フ ィ ル タ ー 上 の 青 い ス ポ ッ ト を く り 抜 く 、 の 手 順 で ア ッ セ イ を 行 っ た 。 そ の く り 抜 い
た 小 さ な フ ィ ル タ ー デ ィ ス ク を 20 μ l の 水 を 含 む エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ る 。 チ
ュ ー ブ は 、 75 ℃ で 5分 間 加 熱 し 、 プ ラ ス ミ ド DNAを フ ィ ル タ ー か ら 溶 出 さ せ る た め に ボ ル
テ ッ ク ス す る 。 そ の DNAを 電 気 的 に 調 整 し た コ ン ピ ー テ ン ト 大 腸 菌 に 形 質 変 換 し 、 形 質 変
換 細 胞 を 含 む プ レ ー ト に つ い て 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 を 同 定 す る た め に フ ィ ル タ ー － リ フ ト ア ッ
セ イ を 繰 り 返 す 。 フ ィ ル タ ー リ フ ト を 行 っ た 後 、 プ レ ー ト は 、 37 ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー
に 戻 し て ク ロ ー ン を 再 生 さ せ る 。 再 精 製 し た ポ ジ テ ィ ブ を 3 mlの LBア ン ピ シ リ ン 溶 液 を 接
種 し 、 37 ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ れ ら の 培 養 か ら プ ラ ス ミ ド DNAを 単 離 し 、 プ ラ
ス ミ ド の 挿 入 を 配 列 決 定 す る 。 フ ィ ル タ ー ア ッ サ イ に は 、 1 mg/mlの 基 質 5-ブ ロ モ -4-ク ロ
ロ -3-イ ン ド リ ル -ベ ー タ -o-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド (XGLU)(ダ イ ア グ ノ ス テ ッ ク ケ ミ カ ル 又 は シ
グ マ )含 有 Z緩 衝 液 (以 下 の 処 方 を 参 照 )を 使 用 す る 。 Z-緩 衝 液 ： (Miller, J. H. (1992) A 
Short Course in Bacterial Genetics, p. 445.に 述 べ ら れ て い る )1リ ッ ト ル あ た り ：  
__________________________________________
    Na 2 HPO 4  -7H 2 O             16.1 g
    Na 2 HPO 4  -4H 2 O             5.5 g
    KCl                      0.75 g
    Na 2 HPO 4  -7H 2 O             0.246 g
    6-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル    2.7 ml
    pHを 7.0に 調 節
___________________________________________
【 ０ ６ ２ ８ 】

  細 胞 の 採 取 と DNAの 調 製 。 ニ ュ ー ポ ー ト 、 オ レ ゴ ン 、 か ら ハ ワ イ ま で の 海 洋 学 的 巡 航 に
よ り 採 取 し た サ ン プ ル か ら 濃 縮 し た ピ コ プ ラ ン ク ト ン を 含 む ア ガ ロ ー ス プ ラ グ を 調 製 し た
。 海 水 (30リ ッ ト ル )を Niskinボ ト ル に 採 取 し 、 10 μ mの Nitexを 通 し 、 分 子 量 30,000カ ッ
ト オ フ の ポ リ ス ル フ ォ ン フ ィ ル タ ー を 用 い た フ ォ ロ ー フ ァ イ バ ー ろ 過 (Amicon DC10)に よ
り 濃 縮 し た 。 濃 縮 し た バ ク テ リ オ プ ラ ン ク ト ン 細 胞 を 0.22 μ m、 47 mmデ ュ ラ ポ ア ー フ ィ
ル タ ー 上 に 集 め 、 1 mlの 2 X STE緩 衝 液 (1 M NaCl、 0.1 M EDTA、 10 mM Tris、 pH 8.0)中
に 最 終 密 度 が 約 1 X 10 1 0 細 胞 /mlに な る よ う に 際 懸 濁 さ せ た 。 細 胞 懸 濁 液 を 40 ℃ に 冷 却 し
た 一 容 量 の 1 ％ モ ル ト ン Seaplaque LMP ア ガ ロ ー ス  (FMC)と 混 合 し 、 1 mlの シ リ ン ジ で 吸
い 取 っ た 。 シ リ ン ジ は 、 パ ラ フ ィ ル ム で 密 封 し 、 氷 中 に 10分 間 置 い た 。 細 胞 を 含 ん だ ア ガ
ロ ー ス プ ラ グ に 10 mlの 溶 解 緩 衝 液 (10 mM Tris pH 8.0、 50 mM NaCl、 0.1 M EDTA、 1 ％  
サ ル コ シ ル 、 0.2 ％  コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 1 mg/mlリ ゾ チ ー ム )を 注 入 さ せ 、 更 に 、 37 ℃
で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ガ ロ ー ス プ ラ グ は 、 40 mlの ESP緩 衝 液 (0.5 M EDTA中 に 1 
％ サ ル コ シ ル 、 1 mg/mlプ ロ テ イ ナ ー ゼ  Kを 含 有 )に 写 し 、 55 ℃ で 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 そ の 溶 液 を 取 り 去 り 、 新 し い ESP緩 衝 液 と 交 換 し 、 更 に 1時 間 55 ℃ で イ ン キ ュ ウ ベ
ー ト し た 。 そ の ア ガ ロ ー ス プ ラ グ を 50 mM EDTA中 に 入 れ 、 巡 航 の 期 間 中 4 ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ６ ２ ９ 】
  オ レ ゴ ン 沿 岸 で 採 取 し た サ ン プ ル か ら 調 整 し た ア ガ ロ ー ス プ ラ グ の 一 片 (72 μ l)を 2 ml
の ミ ク ロ チ ュ ー ブ 中 で 1 mLの 緩 衝 液 A (100 mM NaCl、 10 mM Bis Tris Propane-HCl、 100 
μ g/ml ア セ チ ル 化 BSA： 25 ℃ で pH 7.0)に 対 し て 4 ℃ で 一 夜 透 析 し た 。 溶 液 は 、 250 μ l
の 10 mM MgCl 2 及 び 1 mM DTTを 含 有 す る 新 し い 緩 衝 液 Aと 交 換 し 、 室 温 で 1時 間 振 と う し た
。 溶 液 を 250 μ lの 同 じ 緩 衝 液 中 に 4 Uの Sau3A1(NEB)を 含 む 溶 液 と 交 換 し 、 水 浴 中 、 37 ℃
に 平 衡 化 し 、 更 に 、 37 ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 45分 間 振 と う し た 。 プ ラ グ を 1.5 mlミ
ク ロ チ ュ ー ブ に 移 し 、 68 ℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 酵 素 を 失 活 さ せ 、 ア ガ ロ ー ス を
溶 解 さ せ た 。 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 ア ガ ロ ー ス は 、 ゲ ラ ー ゼ 及 び HK-フ ォ ス フ ァ タ ー
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例 ５ 　 安 定 で 大 き な 挿 入 を 持 つ ピ コ プ ラ ン ク ト ン ゲ ノ ミ ッ ク DNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築



ゼ (エ ピ セ ン ト レ 社 )に よ り そ れ ぞ れ 消 化 し 、 DNAの 脱 リ ン 酸 化 を 行 っ た 。 タ ン パ ク は 、 温
和 な フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 に よ り 取 り 除 き 、 DNAは 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ 、 70 ％
エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 。 こ の 部 分 消 化 DNAは 、 pFOS1ベ ク タ ー へ ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ る た め
に 濃 度 が 2.5 ng/μ lに な る よ う に 滅 菌 水 に 再 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ ６ ３ ０ 】
  ア ガ ロ ー ス プ ラ グ の い く つ か か ら 得 ら れ る PCR増 幅 は 、 相 当 量 の 古 生 物 DNAの 存 在 を 示 し
た 。 オ レ ゴ ン 沿 岸 沖 深 さ 200 mの 海 水 か ら 採 め た サ ン プ ル の 一 つ か ら 抽 出 し た rRNAを 用 い
た 定 量 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 こ の 集 団 中 に 全 ピ コ プ ラ ン ク ト ン 生 物 量 (Biomass)
の お よ そ 4.7％ を 含 ん で い る こ と を 示 し た (こ の サ ン プ ル は 、 表 １ の “ PACI” -200 mに 一 致
し て い る ： DeLong 他 , Nature, :695-698, 1994)。 ア ガ ロ ー ス プ ラ グ 溶 解 物 に つ い て
古 生 物 -偏 重 rDNA PCR増 幅 を 行 っ た 結 果 、 そ の サ ン プ ル 中 に 相 当 量 の 古 生 物 DNAの 存 在 を 確
認 し た 。 こ の ピ コ プ ラ ン ク ト ン  サ ン プ ル か ら 調 製 し た ア ガ ロ ー ス プ ラ グ を 、 フ ォ ス ミ ド
ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 選 択 し た 。 こ の 場 所 に 由 来 す る ア ガ ロ ー ス プ ラ グ 各 1 mlに
は 約 7.5 X 10 5 の 細 胞 が 含 ま れ る の で 、 部 分 消 化 DNAの 調 製 に 用 い ら れ た 72 μ lの ス ラ イ ス
に は 、 約 5.4 X 10 5 の 細 胞 が 存 在 す る 。
【 ０ ６ ３ １ 】
  ベ ク タ ー ア ー ム は 、 既 に 述 べ ら れ た よ う に し て 、 pFOS1か ら 調 製 し た (Kim 他 , Stable p
ropagation of cosmid sized human DNA inserts in an F factor based vector, Nucl. 
Acids Res., :10832-10835, 1992)。 簡 潔 に 述 べ る と 、 プ ラ ス ミ ド を 完 全 に AstIIで 消 化
し 、 HKフ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で 脱 リ ン 酸 化 し 、 BamHIで 消 化 し て 二 つ の ア ー ム を 作 製 し た 。 そ
の そ れ ぞ れ に は 、 35～ 45 kbpの ラ イ ゲ ー ト さ れ た DNAを ク ロ ー ニ ン グ 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ
す る た め に 、 適 当 な 向 き の cos部 位  が 含 ま れ る 。 部 分 消 化 ピ コ プ ラ ン ク ト ン DNAを 、 15 μ
lの ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 溶 液 中 に 各 25 ngの ベ ク タ ー 、 そ の 挿 入 DNA、 及 び 1Uの T4 DNAリ ガ
ー ゼ (ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム )と 一 夜 反 応 さ せ た 。 4 μ lの 反 応 溶 液 を Gigapack XLパ ッ ケ
ー ジ ン グ シ ス テ ム (ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 )を 用 い て イ ン ビ ト ロ で パ ッ ケ ー ジ ン グ し 、 フ ォ ス
ミ ド 粒 子 を 大 腸 菌 DH10B株 (BRL)に 形 質 変 換 し 、 細 胞 を LB c m 1 5  プ レ ー ト 上 に 播 い た 。 結 果
と し て 生 じ た フ ォ ス ミ ド ク ロ ー ン は 、 7 ％ の グ リ セ ロ ー ル を 添 加 し た LB c m 1 5 を 含 む 96-穴
ミ ク ロ  タ イ タ ー プ レ ー ト に 拾 い 上 げ た 。 そ れ ぞ れ 約 40 kbピ コ プ ラ ン ク ト ン DNAイ ン サ ー
ト を 持 つ 組 換 え フ ォ ス ミ ド は 、 3.552フ ォ ス ミ ド ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 与 え 、 そ れ は
、 お お よ そ 1.4 x 10 8 塩 基 対 の ク ロ ー ン 化 し た DNAを 含 ん で い た 。 調 べ た ク ロ ー ン の 全 て は
、 38～ 42 kbpの 範 囲 の イ ン サ ー ト を 含 ん で い た 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 後 の 解 析 ま で -80 
℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ６ ３ ２ 】
  本 発 明 の 多 く の 修 飾 及 び 多 様 化 は 、 上 述 の 教 授 か ら 可 能 で あ る ； 従 っ て 、 そ の ク レ ー ム
の ス コ ー プ の 範 囲 内 で 、 本 発 明 は 、 既 に 述 べ た 特 別 な も の 以 外 の も の に 実 践 し て も よ い 。
一 方 、 本 発 明 は 、 そ れ ら の 展 望 を 含 む 文 献 に 詳 細 が 述 べ ら れ て お り 、 そ の 修 飾 及 び 多 様 化
が 、 述 べ ら れ て い る ス コ ー プ の 範 囲 内 に あ る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ６ ３ ３ 】
  こ の 中 に 引 照 さ れ る 全 て の 出 版 物 、 特 許 、 特 許 出 願 、 GenBankの 配 列 及 び ATCCの 供 託 物
は 、 全 て の 目 的 の た め の 引 照 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ６ ３ ４ 】
  本 発 明 の 多 く の 展 望 が 記 述 さ れ た 。 そ れ に も 関 わ ら ず 、 種 々 の 修 飾 は 、 本 発 明 の ス コ ー
プ 及 び ス ピ リ ッ ト か ら 離 れ る こ と な く し て 行 わ れ か も し れ な い も の と 理 解 さ れ る 。 従 っ て
、 他 の 展 望 は 、 以 下 の ク レ ー ム の ス コ ー プ に 入 る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ６ ３ ５ 】
【 図 １ 】 不 斉 化 学 的 酸 化 に つ い て の 概 略 を 示 す 。
【 図 ２ 】 酸 化 酵 素 に よ る 酸 化 反 応 の 例 を 描 写 し て い る 。
【 図 ３ 】 エ ポ キ シ ド の 合 成 利 用 に つ い て 描 写 し て い る 。
【 図 ４ 】 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の ブ ロ ッ ク ダ イ ア グ ラ ム を 示 す 。
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【 図 ５ 】 新 規 配 列 と デ ー タ ー ベ ー ス の 配 列 間 の 相 同 性 を 調 べ る た め に 、 新 規 核 酸 あ る い は
タ ン パ ク の 配 列 を 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス と 比 較 す る 過 程 の 一 例 を 描 写 す る フ ロ ー ダ イ ア グ ラ
ム を 示 す 。
【 図 ６ 】 二 配 列 間 に 相 同 性 が あ る か を 調 べ る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー 処 理 の 過 程 を 描 写 す る
フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ７ 】 あ る 配 列 に 関 す る 特 徴 の 存 在 を 検 出 す る た め の 同 定 プ ロ セ ス 300の 過 程 を 描 写 す
る フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ８ 】 有 用 な 小 分 子 エ ポ キ シ ド 及 び そ れ ら の 医 薬 合 成 に お け る 応 用 に つ い て 描 写 し て い
る 。
【 図 ９ 】 抗 ガ ン 及 び 抗 HIV薬 の 合 成 に お け る エ ポ キ シ ド の 使 用 に つ い て 描 写 し て い る 。
【 図 １ ０ 】 エ ポ キ シ 化 を 触 媒 す る 酵 素 の つ い て 描 写 し て い る 。
【 図 １ １ 】 エ ポ キ シ ダ ー ゼ の 発 見 の た め に 可 能 な 選 別 及 び 選 別 基 質 の 系 統 的 概 略 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 エ ポ キ シ ダ ー ゼ の 発 見 の た め に 可 能 な ス ク リ ー ニ ン グ に つ い て 描 写 し て い る 。
【 図 １ ３ 】 超 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 単 一 細 胞 活 性 及 び 配 列 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 蛍 光 活 性 化
細 胞 選 別 (Fluorescence Activated Cell Sorting:FACS)に つ い て 描 写 し て い る 。
【 図 １ ４ 】 配 列 を 基 に し た 発 見 の た め の 環 境 ラ イ ブ ラ リ ー の バ イ オ パ ン ニ ン グ に つ い て 描
写 し て い る 。

10

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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