
(57)【要約】
　標的ポリヌクレオチドに相補的なポリヌクレオチドの合成方法であって、耐熱性ポリメ
ラーゼを含む非好熱性細胞を、前記細胞を破壊するのに有効な温度に曝して反応混合物（
標的ポリヌクレオチド、および、前記標的ポリヌクレオチドの配列またはポリヌクレオチ
ドの隣に位置する配列にハイブリダイズする１または２以上のプライマーを含む）を形成
する工程、および、ポリヌクレオチドが合成される条件下で前記反応混合物をインキュベ
ートする工程を含む方法を開示する。本発明に基づく細胞ライブラリーおよびキットも開
示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 方 法 で あ っ て 、
a) 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 非 好 熱 性 細 胞 を 、 前 記 細 胞 を 破 壊 す る の に 有 効 な 温 度 に 曝
し て 反 応 混 合 物 を 形 成 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 反 応 混 合 物 は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ
び 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 ま た は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 隣 に 位 置 す る 配 列 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る １ ま た は ２ 以 上 の プ ラ イ マ ー を 含 む 前 記 工 程 ； お よ び
b) 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ る 条
件 下 で 、 前 記 反 応 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 細 胞 が 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 細 胞 内 で 機
能 す る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 可 能 に 連 結 さ れ た 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 ま れ る
、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 が 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含 む 、 請
求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー が 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
　 細 胞 が 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 細 胞 が 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 第 一 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含
み 、 か つ 、 前 記 細 胞 が 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 二 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 反 応 混 合 物 が 、 工 程  b) に お い て 合 成 さ れ た 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る １ ま た は ２ 以 上 の プ ラ イ マ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 反 応 混 合 物 が 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ジ デ オ キ シ ヌ ク レ
オ チ ド の １ ま た は ２ 以 上 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 反 応 混 合 物 が 反 応 バ ッ フ ァ ー を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 反 応 混 合 物 が 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 二 の 非 好 熱 性 細 胞 が ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ウ ィ ル ス が ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー が リ ニ ア ラ イ ズ さ れ て い る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー が エ ピ ソ ー マ ル で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ が 、 逆 転 写 酵 素 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ ま た は DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ が 、 サ ー モ コ ッ カ ス ・ リ ト ラ リ ス 、 バ シ ラ ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ
ラ ス 、 パ イ ロ コ ッ カ ス ・ フ リ オ サ ス 、 パ イ ロ コ ッ カ ス ・ ウ ォ ー セ イ 、 サ ー マ ス ・ ア ク ア テ
ィ カ ス 、 サ ー マ ス ・ フ ィ リ フ ォ ル ミ ス 、 サ ー マ ス ・ フ ラ バ ス 、 サ ー マ ス ・ サ ー モ フ ィ ラ ス
ま た は サ ー モ ト ガ ・ マ リ チ マ に お い て 天 然 的 に 発 現 さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は そ の 組 換 え
変 異 体 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 工 程  b) の 条 件 が サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 反 応 混 合 物 が DNAヘ リ カ ー ゼ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 細 胞 が 原 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 原 核 細 胞 が 大 腸 菌 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 が 酵 母 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 複 数 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 非 好 熱 性 細 胞 の 集 団 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、
前 記 集 団 内 の 少 な く と も １ つ の 細 胞 が 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 非 好 熱 性 細 胞 の 集 団 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す
る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 集 団 内 の 少 な く と も １ つ の 細 胞 が 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 細 胞 が コ ン ピ テ ン ト セ ル で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ ま た は ２ 以 上 の プ ラ イ マ ー を さ ら に 含 む
、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー が マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 少 な く と も １ つ の 反 応 バ ッ フ ァ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の １ ま た
は ２ 以 上 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く
と も １ つ が 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 少 な く と も １ つ の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ３ ５ 】
　 リ ガ ー ゼ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 DNAヘ リ カ ー ゼ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 キ ッ ト の 使 用 の た め の 説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 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 参 照 ）
　 本 出 願 は 、 米 国 特 許 法 第 119条 に 基 づ い て 米 国 仮 出 願 第 60/505,300号 の 優 先 権 の 利 益 を
主 張 し 、 こ こ で 前 記 仮 出 願 の 全 体 が 本 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る 。
（ 連 邦 政 府 に よ る 資 金 提 供 を 受 け た 研 究 ま た は 開 発 の 記 載 ）
　 米 国 政 府 は 、 米 国 科 学 財 団 補 助 金 番 号 IBN9986602お よ び DBI-007452に 基 づ き 、 本 出 願 の
権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 序 論 ）
　 本 発 明 は 概 し て 分 子 生 物 学 お よ び 生 物 工 学 の 分 野 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 細 胞 内 で
生 産 さ れ た 耐 熱 性 酵 素 を 使 用 す る 、 標 的 配 列 の コ ピ ー の 合 成 に 有 用 な 方 法 、 細 胞 お よ び キ
ッ ト を 提 供 す る 。
　 生 物 工 学 の 分 野 で は 、 従 来 、 酵 素 の 単 離 お よ び 精 製 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ 、 シ ー ク エ ン
ス 、 増 幅 お よ び 他 の 多 く の 操 作 を 行 っ て い た 。 耐 熱 性 酵 素 の 発 見 に よ り こ れ ら の 操 作 が 著
し く 改 良 さ れ た が 、 そ れ は 、 こ れ ら の 酵 素 は 、 研 究 室 に お い て そ の 有 用 性 を 大 き く 向 上 さ
せ る 特 性 で あ る 安 定 性 、 活 性 お よ び 特 異 性 を よ り 高 め る た め で あ る 。 耐 熱 性 酵 素 を 使 用 す
る 現 在 の 技 術 は 事 前 の 単 離 お よ び 精 製 を 必 要 と す る 。 従 来 の 使 用 で は 、 精 製 耐 熱 性 酵 素 を
、 単 離 さ れ た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 適 切 な 反 応 混 合 物 に 加 え 、 そ の 後 、 前 記 反 応 混
合 物 内 で 高 温 で 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 技 術 は 文 献 に 数 多 く 存 在 し て お り 、 例 え ば ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の PCR、 シ ー ク エ ン ス お よ び 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 が 挙 げ ら れ る 。
　 酵 素 の 添 加 前 に 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 お よ び 精 製 す る 必 要 の な い 技 術 が い く つ か
開 発 さ れ て き た 。 例 と し て 、 phi29 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 使 用 に よ る ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増
幅 法 (RCA)、 お よ び コ ロ ニ ー （ 若 し く は “ ダ ー テ ィ ー ” ） PCRが 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 技 術
の た め の 出 発 材 料 は 、 典 型 的 に は 標 的 プ ラ ス ミ ド を 含 む 細 菌 細 胞 で あ る 。 細 胞 内 容 物 混 成
物 か ら 標 的 プ ラ ス ミ ド を 単 離 す る 代 わ り に 、 こ れ ら の 技 術 で は 溶 解 細 胞 調 製 物 上 で 直 接 行
わ れ る 。
　 事 前 に 単 離 お よ び 精 製 を 行 う こ と な く 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 操 作 し 得 る 技 術 は 存 在 す
る も の の 、 現 在 の 技 術 は 精 製 さ れ た 耐 熱 性 酵 素 の 使 用 が 一 貫 と し て 要 求 さ れ る 。 事 前 の 酵
素 精 製 の 必 要 性 は 、 分 子 技 術 の 利 用 に 必 要 な コ ス ト お よ び 操 作 ス テ ッ プ を 実 質 的 に 増 加 さ
せ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 発 明 の 要 約 ）
　 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
合 成 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 非 好 熱 性 細 胞 (non-thermop
hilic cell)を 、 前 記 細 胞 を 破 壊 す る の に 有 効 な 温 度 に 曝 し て 反 応 混 合 物 を 形 成 す る 工 程
で あ っ て 、 前 記 反 応 混 合 物 は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配
列 ま た は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 隣 に 位 置 す る (flanking)配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ ま
た は ２ 以 上 の プ ラ イ マ ー を 含 む 前 記 工 程 、 お よ び 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一
部 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ る 条 件 下 で 、 前 記 反 応 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 工 程 を 含 む 。
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 複 数 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 非 好 熱 性 細 胞 の 集 団 を 含
む ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 し 、 前 記 集 団 内 の 少 な く と も １ つ の 細 胞 は 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ
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ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト は 非 好
熱 性 細 胞 の 集 団 を 含 み 、 そ の 少 な く と も １ つ は 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 生 物 工 学 に お け る 酵 素 の 従 来 の 使 用 は 、 精 製 お よ び 精 製 酵 素 の 保 管 を 必 要 と し 、 前 記 酵
素 は そ の 後 様 々 な 分 子 技 術 に 使 用 さ れ る 。 す べ て の 精 製 酵 素 に つ い て 言 え る よ う に 、 耐 熱
性 酵 素 は 、 典 型 的 に は 別 個 の 保 管 条 件 お よ び 使 用 条 件 を 必 要 と す る 。 例 え ば 、 耐 熱 性 ポ リ
メ ラ ー ゼ は 、 そ れ ら が 機 能 を 発 揮 す る バ ッ フ ァ ー 内 で は 比 較 的 不 安 的 で あ る 。 さ ら に は 、
保 管 さ れ た 精 製 酵 素 は 時 間 の 経 過 と と も に 活 性 を 失 い が ち で あ る 。 本 発 明 は 、 精 製 酵 素 の
別 個 の 保 管 お よ び 使 用 を 排 除 す る こ と に よ っ て 、 耐 熱 性 酵 素 を 使 用 す る 分 子 技 術 の コ ス ト
を 削 減 す る 。 さ ら に は 、 操 作 工 程 を 削 減 す る こ と に よ り 、 本 発 明 は 使 用 を 簡 便 化 し 、 処 理
量 を 増 や す 。
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る こ と に よ る 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 方 法 を 提 供 す る 。 耐 熱 性 ポ リ ラ ー ゼ の 従 来 の 使
用 と は 異 な り 、 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 天 然 若 し く は 組 換 え 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 事 前 に
精 製 す る こ と を 必 要 と し な い 。 一 般 に 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 す る 非 好 熱 性 細 胞 は 、
前 記 細 胞 を 破 壊 す る の に 有 効 な 温 度 に 曝 さ れ 、 そ れ に よ り 、 前 記 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 、
標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ る 条 件 下
で 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び １ ま た は ２ 以 上 の プ ラ イ マ ー を 含 む 反 応 混 合 物 に 曝 す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 宿 主 細 胞 と し て 非 好 熱 性 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 適 切 な 非 好 熱 性 細 胞 は
、 典 型 的 に は 通 常 の 細 胞 培 養 条 件 下 で 、 耐 熱 性 酵 素 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 維 持
し 得 、 か つ 、 機 能 す る 耐 熱 性 酵 素 を 発 現 し 得 る も の で あ る 。 高 温 で は 、 非 好 熱 性 細 胞 が 破
壊 さ れ る 一 方 で 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ は 活 性 を 維 持 す る 。 非 好 熱 性 細 胞 の 破 壊 は 、 構 造 タ ン
パ ク 質 お よ び 他 の 細 胞 タ ン パ ク 質 の 熱 変 性 お よ び /ま た は 熱 破 壊 (destruction)を 少 な く と
も 含 み 得 る こ と が 理 解 さ れ 、 そ れ に よ り 好 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ が 反 応 混 合 物 内 で 利 用 可 能 と
な る 。 細 胞 を 破 壊 す る の に 有 効 な 温 度 は 、 当 然 な が ら 、 非 好 熱 性 宿 主 と し て 選 択 さ れ た 細
胞 の 種 類 に 依 存 す る 。 適 切 な 非 好 熱 性 細 胞 に は 、 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 が 含 ま れ る 。 １
つ の 適 切 な 原 核 細 胞 は 大 腸 菌 (E. coli)で あ る が 、 し か し な が ら 、 本 発 明 の 方 法 に お け る
使 用 に は 、 当 業 者 が い か な る 細 菌 細 胞 を 選 択 し て も よ い 。 使 用 し 得 る 適 切 な 真 核 細 胞 と し
て は 、 哺 乳 動 物 細 胞 お よ び 酵 母 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 非 好 熱 性 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ と し て は 、 例 え ば
、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 逆 転 写 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な ポ リ メ ラ ー
ゼ は 、 所 望 す る 機 能 に よ り 選 択 さ れ る 。 宿 主 細 胞 の タ ン パ ク 質 を 効 果 的 に 破 壊 す る 温 度 に
お い て 安 定 で あ る 限 り 、 い か な る ポ リ メ ラ ー ゼ も 本 発 明 に お け る 使 用 に 適 す る 。 典 型 的 に
は 、 高 温 に お い て 活 性 を 維 持 す る 、 即 ち プ ラ イ マ ー 伸 長 を し 得 る の は 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ
で あ る 。 適 切 な ポ リ メ ラ ー ゼ と し て は 、 好 熱 性 細 菌 （ 例 え ば サ ー モ コ ッ カ ス ・ リ ト ラ リ ス
(Thermococcus litoralis)、 バ シ ラ ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ラ ス (Bacillus stearothermo
philus)、 パ イ ロ コ ッ カ ス ・ フ リ オ サ ス (Pyrococcus furiosus)、 パ イ ロ コ ッ カ ス ・ ウ ォ ー
セ イ (Pyrococcus woesei)、 サ ー マ ス ・ ア ク ア テ ィ カ ス (Thermus aquaticus)、 サ ー マ ス ・
フ ィ リ フ ォ ル ミ ス (Thermus filiformis)、 サ ー マ ス ・ フ ラ バ ス (Thermus flavus)、 サ ー マ
ス ・ サ ー モ フ ィ ラ ス (Thermus thermophilus)ま た は サ ー モ ト ガ ・ マ リ チ マ (Thermotoga ma
ritem)で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） か ら 元 来 単 離 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。 当 業 者
が 理 解 す る よ う に 、 変 異 を 含 む 組 換 え ポ リ メ ラ ー ゼ も ま た 、 非 好 熱 性 宿 主 細 胞 内 で 発 現 さ
せ 得 る 。 宿 主 細 胞 は 、 １ つ よ り 多 い ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 し て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 方 法 に よ っ て ク ロ ー ニ
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ン グ ベ ク タ ー 上 に コ ー ド し 得 、 そ し て 宿 主 細 胞 に 導 入 し 得 る 。 前 記 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞
の 細 胞 質 内 で 維 持 し 得 る 自 己 複 製 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド ） で あ っ て も よ い
し 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ て も 良 い 。 使 用 し 得 る 代 表 的 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー
と し て は 、 ウ ィ ル ス 粒 子 、 バ キ ュ ロ ウ ィ 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 染 色 体 、 ウ ィ ル ス DNA（ 例 え ば ワ ク シ ニ ア 、 ア デ ノ
ウ ィ ル ス 、 フ ァ ウ ル ポ ッ ク ス ウ ィ ル ス (foul pox virus)、 仮 性 狂 犬 病 ウ ィ ル ス お よ び SV40
の 誘 導 体 ） 、 P1由 来 人 工 染 色 体 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド お よ び 酵 母 人 工 染 色 体 が 挙 げ ら れ る 。 当
業 者 が 理 解 す る よ う に 、 宿 主 内 で 複 製 可 能 お よ び 存 続 可 能 で あ る 限 り 、 い か な る ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー を 使 用 し て も よ い 。 さ ら に は 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 む 方 法 は 既 知 で あ り 、 転 移 性 遺 伝 因 子 、 ウ ィ ル ス ベ ク
タ ー 、 ま た は 組 換 え 酵 素 を 使 用 す る 対 立 遺 伝 子 交 換 (allelic exchange)の 使 用 を 含 み 得 る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 非 好 熱 性 細 胞 内 に 存 在 す る 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 宿 主
細 胞 内 で 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 可 能 に 連 結 (operably connected)さ れ 得 る 。 プ ロ モ
ー タ ー は 構 成 型 で あ っ て も 誘 導 型 で あ っ て も よ い 。 当 業 者 が 認 識 す る よ う に 、 バ ク テ リ ア
に お い て 有 用 な 適 切 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 lacI、 lacZ、 T3、 T7、 gpt、 lambda P R 、 P L
お よ び trpが 挙 げ ら れ る 。 真 核 細 胞 に お い て 有 用 な 適 切 な プ ロ モ ー タ ー と し て 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 お よ び 後 期 SV40プ ロ モ ー タ ー
、 レ ト ロ ウ ィ ル ス か ら の LTRプ ロ モ ー タ ー 、 お よ び マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン -Iプ ロ モ ー タ
ー が 挙 げ ら れ る 。 付 加 的 な 制 御 配 列 （ 例 え ば エ ン ハ ン サ ー ） も ま た プ ロ モ ー タ ー ま た は コ
ー デ ィ ン グ 配 列 に 機 能 可 能 に 連 結 し 得 る 。 適 切 な プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は 制 御 配 列 の
選 択 は 、 優 に 当 業 者 の 技 術 レ ベ ル の 範 囲 内 に あ る 。
　 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る １ ま
た は ２ 以 上 の 配 列 を さ ら に 含 ん で も よ く 、 そ れ に よ り 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 宿 主 細 胞
を 選 択 す る た め の 表 現 型 特 性 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 選 択 マ ー カ ー の 例 と し て は 、 抗 生
物 質 耐 性 （ 例 え ば 大 腸 菌 に お け る テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 ） が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 技 術 （ 例 え ば ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に よ る 細 胞 の ト
ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ） を 使 用 し て 非 好 熱 性 細 胞 内 に 導 入
し て も よ い し 、 ま た は 、 単 離 DNAと し て 反 応 混 合 物 に 加 え て も よ い 。 あ る い は 、 標 的 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 二 の 宿 主 細 胞 を 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た 細 胞 と 共 培 養 し て も よ い し 、 ま た は 、 反 応 混 合 物 に 加 え て も よ
い 。 反 応 混 合 物 内 に 単 離 DNAと し て 存 在 す る 場 合 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は リ ニ ア ー で あ
っ て も エ ピ ソ ー マ ル で あ っ て も よ い 。 当 業 者 が 理 解 す る よ う に 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
非 好 熱 性 細 胞 内 に 直 接 導 入 さ れ る 本 発 明 の 実 施 態 様 に お い て は 、 ポ リ メ ラ イ ゼ ー シ ョ ン の
前 に 標 的 物 を 単 離 お よ び 精 製 す る 必 要 が 無 く な る 。 こ れ ら の 実 施 態 様 に お い て は 、 標 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を も コ ー ド す る す る ベ ク タ ー 上 に コ ー ド さ れ て も
よ い し 、 ま た は 、 第 二 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 上 に 導 入 さ れ て も よ い し 、 ま た は 、 非 好 熱
性 細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 ま れ て も よ い 。 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 非 好 熱 性 細 胞 と 共 培
養 さ れ る 第 二 の 細 胞 内 に 標 的 物 が コ ー ド さ れ る 実 施 態 様 に お い て も 、 ポ リ メ ラ イ ゼ ー シ ョ
ン の 前 に 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 お よ び 精 製 す る 必 要 が 無 く な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 非 好 熱 性 細 胞 の 破 壊 に よ り 反 応 混 合 物 が 形 成 さ れ る 。 細 胞 の 破 壊 お よ び 細 胞 タ ン パ ク 質
の 変 性 に よ り 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 物 (complement)の ポ リ メ ラ イ ゼ ー シ ョ ン が 、
プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 好 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 伸 長 を 介 し て 提 供 さ
れ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 、 ま た は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 隣 に
位 置 す る 配 列 （ 例 え ば マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 配 列 な ど の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 配 列 ） の い
ず れ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て も よ い 。 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 物 に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
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る プ ラ イ マ ー が 必 要 に よ り 反 応 混 合 物 に 含 ま れ て も よ く 、 そ れ に よ り セ カ ン ド ス ト ラ ン ド
合 成 が 提 供 さ れ る 。 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は 標 的 の 隣 に 位 置 す る 配 列 ） お よ び そ の
相 補 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー に 加 え て 、 反 応 混 合 物 は 、 適 切 に は さ ら に バ ッ フ
ァ ー を 含 み 得 、 前 記 バ ッ フ ァ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を
調 節 す る た め 、 お よ び /ま た は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ の 性 能 を 最 適 化 す る た め に 、 当 業 者 が 最 適
化 し 得 る 。 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド な ど
） も ま た 、 適 切 に は 反 応 混 合 物 に 含 ま れ 、 そ れ ら は 、 そ の 後 の 用 途 に 有 用 な ラ ベ ル （ 例 え
ば 放 射 能 、 蛍 光 分 子 ま た は ビ オ チ ン ） を 含 む よ う に 改 変 し 得 る 。 ラ ベ ル さ れ た ジ デ オ キ シ
ヌ ク レ オ チ ド を シ ー ク エ ン ス 用 途 の た め に 含 ま せ て も よ い 。
　 非 好 熱 性 細 胞 を 、 該 細 胞 を 破 壊 す る 前 に プ ラ イ マ ー 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び バ ッ フ ァ ー を
含 む 溶 液 に 加 え て 反 応 混 合 物 を 調 製 し て も よ い し 、 あ る い は 、 プ ラ イ マ ー 、 ヌ ク レ オ チ ド
お よ び バ ッ フ ァ ー を 含 む 溶 液 を 、 破 壊 し た 細 胞 に 加 え て 反 応 混 合 物 を 調 製 し て も よ い こ と
が 理 解 さ れ る 。 さ ら に は 、 細 胞 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 バ ッ フ ァ ー 、 プ ラ イ マ ー お よ び
ヌ ク レ オ チ ド は い ず れ の 順 序 で 反 応 混 合 物 に 加 え て も 、 ま た 、 細 胞 を 破 壊 す る の に 有 効 な
温 度 を い ず れ の 段 階 で 加 え て も よ く 、 そ れ は 本 発 明 か ら 逸 脱 す る こ と が な い こ と が 理 解 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 標 的 物 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ メ ラ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ
、 即 ち PCRに よ っ て 適 切 に 実 施 し 得 る 。 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ 条 件 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ の 種
類 、 プ ラ イ マ ー の 長 さ お よ び 塩 基 組 成 、 さ ら に は 反 応 バ ッ フ ァ ー の イ オ ン 強 度 な ど の 要 素
を 考 慮 し て 、 当 業 者 が 、 必 要 以 上 の 実 験 を 行 う こ と な く 、 経 験 に 基 づ い て 決 定 し 得 る 。 適
切 な サ イ ク リ ン グ ス キ ー ム の 代 表 的 な 例 は 以 下 の よ う な も の で あ る ： 94℃ で 20秒 （ DNA変
性 の た め ） 、 次 い で 70℃ で 1～ 4分 （ プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ お よ び 伸 長 の た め ） を 32サ
イ ク ル 、 そ し て こ れ ら の サ イ ク ル の 後 に 、 最 終 的 な 伸 長 を 72℃ で 15分 。 定 温 ポ リ メ ラ イ ゼ
ー シ ョ ン も ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 定 温 ポ リ メ ラ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 例 え ば 熱 の 代 わ り
に 、 DNAヘ リ カ ー ゼ を 使 用 し て 標 的 ス ト ラ ン ド を 分 離 さ せ る 。 DNAヘ リ カ ー ゼ は 、 サ ー モ サ
イ ク リ ン グ と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー を さ ら に 提 供 す る 。 本 発 明 の 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー と し て は 、
cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 挙 げ ら れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。 前 述 の 通 り の 適 切 な 条 件 下 に お け る 細 胞 破 壊 に よ っ て 、 耐 熱 性 ポ リ
メ ラ ー ゼ が 、 ゲ ノ ミ ッ ク ま た は cDNAイ ン サ ー ト に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ メ ラ イ
ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ つ の 細 胞 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 非 好 熱 性 細 胞 の 集 団 を 含 む キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 集 団 の 少 な く と も １ つ の 細 胞 が 耐 熱 性
ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 す る 前 記 キ ッ ト も ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は
、 キ ッ ト は さ ら に 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 適 切 に は 、 細
胞 は コ ン ピ テ ン ト セ ル で あ る 。 任 意 で 含 ん で も よ い さ ら な る キ ッ ト 構 成 物 と し て は 、 ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー 、 少 な く と も １ つ の 反 応 バ ッ フ ァ ー 、
ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も １ つ の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 DNAヘ リ カ ー ゼ お よ び 本 明 細
書 に 説 明 す る 方 法 に よ る キ ッ ト の 使 用 の た め の 説 明 書 が 挙 げ ら れ る 。 適 切 に は 、 ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー は マ ル チ プ ル ク ロ ー ニ ン グ 配 列 を 含 む 。 ヌ ク レ オ チ ド は ラ ベ ル さ れ て い て も
よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 上 記 の 説 明 お よ び 後 述 の 実 施 例 か ら 当 業 者 が 理 解 す る よ う に 、 本 発 明 は 、 非 好 熱 性 細 胞
内 で 発 現 さ せ 得 る い か な る 耐 熱 性 酵 素 を も 使 用 す る よ う に 改 変 す る こ と が 可 能 で あ り 、 前
記 酵 素 と し て は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 DNAヘ リ カ ー ゼ お
よ び メ チ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に は 、 本 発 明 は 、 他 の 極 度
条 件 下 で 機 能 す る 酵 素 （ 例 え ば 好 塩 菌 そ の 他 か ら 単 離 さ れ た も の な ど ） を 使 用 す る よ う に
改 変 す る こ と も 可 能 で あ る 。
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　 本 発 明 の さ ら な る 理 解 を 助 け る た め に 以 下 の 実 施 例 を 提 供 す る 。 使 用 さ れ る 特 定 の 材 料
お よ び 条 件 は 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る こ と を 意 図 す る も の で あ り 、 そ の 適 当 な 範 囲 に 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ 実 施 例 ）
実 施 例 １ ： プ ラ ス ミ ド に コ ー ド さ れ る 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ
　 サ ー マ ス ・ ア ク ア テ ィ カ ス (Taq)DNAポ リ メ ラ ー ゼ を pUC18に ク ロ ー ニ ン グ し 、 宿 主 大 腸
菌 細 胞 内 に 、 1.1Kb J5標 的 cDNAを コ ー ド す る 別 の プ ラ ス ミ ド と 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
0.1、 0.5、 1、 お よ び 5mM IPTGで 、 Taqの 発 現 を 誘 導 し た 。
　 1～ 4μ lの オ ー バ ー ナ イ ト 宿 主 細 胞 細 菌 培 養 液 を 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス の pUC由 来
プ ラ ス ミ ド 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 10pmolず つ 含 む 溶 液 に 加 え た ：
5'CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACG3'  [配 列 番 号 ： 1]
5'GAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG3'  [配 列 番 号 ： 2]
　 反 応 溶 液 は 、 さ ら に 、 0.2mM dNTPs、 並 び に 、 界 面 活 性 剤 お よ び DMSOを 含 む 以 下 の 最 終
濃 度 の 反 応 バ ッ フ ァ ー を 含 ん で い た ： 50mM Tris HCl, pH9.2(25℃ )、 16mM(NH 4 )2SO 4 、 2.2
5mM MgCl 2 、 2％ (v/v)DMSO、 0.1％ (v/v)Tween 20。
　 細 菌 と 反 応 溶 液 の 混 合 物 を 80℃ で 20秒 間 加 熱 し て 細 菌 の タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ （ Taq DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ は 変 性 し な い ） 、 以 下 の よ う に サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ に か け た ： 94℃ で 20
秒 （ DNA変 性 ） 、 次 い で 70℃ で 1～ 4分 （ プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ お よ び 伸 長 ； 時 間 は 標 的
物 の サ イ ズ に 依 存 し た ） を 32サ イ ク ル 、 そ し て 最 終 的 な 伸 長 を 72℃ で 15分 。 ポ リ メ ラ ー ゼ
活 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め に 、 最 終 容 量 の 5～ 10％ を 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し
た 。
　 結 果 を 図 １ に 示 す 。 レ ー ン 2～ 5に 見 ら れ る 1.1Kb J5 cDNAの 増 幅 は 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー
ゼ の IPTG誘 導 に 影 響 さ れ る 。 レ ー ン 6は 、 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ま な い 対 照 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
実 施 例 ２ ： ロ ー コ ピ ー プ ラ ス ミ ド に コ ー ド さ れ る 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ
　 AflIIIと XbaIに よ り pUC18か ら Taqコ ー ド 配 列 を 切 り 出 し 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で 平 滑 末
端 化 し 、 ゲ ル 精 製 し 、 そ し て 、 p15A複 製 開 始 点 を 有 す る ロ ー コ ピ ー プ ラ ス ミ ド pACYC184の
平 滑 化 し た HindIIIサ イ ト に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 、 pBS SK- (Stratage
ne)内 の J5 cDNAを も 含 む 細 菌 （ 大 腸 菌 JM109お よ び DH5α ） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ポ リ
メ ラ ー ゼ 活 性 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 実 施 例 １ で 説 明 し た 通 り に 実 施 し た 。
　 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 レ ー ン 1～ 5は 、 IPTG濃 度 を 段 階 的 に 減 少 さ せ た も の を 示 す 。 先 の 実
施 例 と 同 様 に 、 標 的 J5 cDNAの 増 幅 は 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ の IPTG誘 導 に 影 響 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
実 施 例 ３ ： 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ハ イ コ ピ ー 、 ロ ー コ ピ ー お よ び シ ン グ ル コ ピ
ー 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び 前 記 発 現 ベ ク タ ー 上 で の 耐 性 配 列 の 増 幅
A. 発 現 ベ ク タ ー の 作 製
　 Taq耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 を 増 幅 し 、 lacZプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る p
UC18（ ア ン ピ シ リ ン 耐 性 ） の EcoRIサ イ ト に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を PvuIお
よ び TfiIを 使 用 し て 消 化 し た 。 消 化 の 後 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て プ ラ ス ミ ド 断 片
を 平 滑 末 端 化 し 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 し た 。 lacZプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る
Taqコ ー ド 断 片 を 、 ロ ー コ ピ ー （ 約 40コ ピ ー /細 胞 ） プ ラ ス ミ ド pSMART LCKan（ カ ナ マ イ シ
ン 耐 性 , Lucigen Corp, ウ ィ ス コ ン シ ン 州 Middleton） お よ び シ ン グ ル コ ピ ー プ ラ ス ミ ド p
SMART VC（ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 , Lucigen Corp, ウ ィ ス コ ン シ ン 州 Middleton） 内
に 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ を 使 用 し て 、 ベ ク タ ー DNA25ngお よ び イ ン サ ー ト DNA50ngを 含 む 容 量 10
μ lで ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌 細 胞 10G（ Lucigen Corp, ウ ィ
ス コ ン シ ン 州 Middleton） を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 で ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た 。 ト ラ ン ス
フ ォ ー ム し た 細 胞 を TB培 地 で 1時 間 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン か ら 現 れ る カ ナ
マ イ シ ン 耐 性 （ pSMART LCKan） ま た は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 （ pSMART VC） コ ロ ニ ー
を 、 適 切 な 抗 生 物 質 プ レ ー ト 上 で 選 択 し た 。 lacZ/Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ イ ン サ ー ト を 含 む
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コ ロ ニ ー を 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 ゲ ル 上 で サ イ ズ 分 析 に よ り 選 択 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
B. 発 現 ベ ク タ ー 上 の 耐 性 配 列 の PCR増 幅
　 組 換 え pUC19/Taq、 pSMART LCKan/Taqお よ び pSMART VC/Taqを 含 む 細 菌 の シ ン グ ル コ ロ ニ
ー を 拾 い 、 そ れ ぞ れ を 100μ lの 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris-HCl pH 7.5、 1mM EDTA、 1mM 
DTT、 50％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.1％ Triton X-100、 10μ g RNase A、 1unit バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ T4ラ イ ソ ザ イ ム ） に 再 懸 濁 し た 。 溶 解 抽 出 物 を 室 温 で 10分 、 70℃ で 10分 、 氷 上 で 5分 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 溶 解 抽 出 物 を 13,000RPMで 5分 間 遠 心 し た 。
　 次 い で 、 溶 解 抽 出 物 か ら の 上 清 を PCRに か け 、 pUC19/Taq、 pSMART LCKan/Taqお よ び pSMA
RT VC/Taqの そ れ ぞ れ か ら 耐 性 配 列 を 増 幅 し た 。 PCR反 応 物 は 、 最 終 容 量 50μ lに 、 5μ lの
溶 解 細 胞 抽 出 物 を 、 反 応 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris-HCl pH9.0、 50mM 塩 化 カ リ ウ ム 、 1.5mM 
塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 0.1％ Triton X-100、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 （ dGTP, dCT
P, dTTP, dATP） 各 25μ M、 お よ び 以 下 に 示 す プ ラ イ マ ー 対 と 混 合 し て 含 ん だ 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 以 下 の よ う に 実 施 し た ： 94℃ で 15秒 、 次 い で 60℃ で 15秒 、 次 い
で 72℃ で 1分 を 25サ イ ク ル 、 そ し て 最 終 的 な 伸 長 を 72℃ で 10分 。
　 完 了 し た PCR反 応 物 を ゲ ル 電 気 泳 動 に か け た 。 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 レ ー ン Mは 標 準 的 な 1K
bラ ダ ー を 含 む 。 レ ー ン 1は 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら の ハ イ コ ピ ー ベ ク タ ー か ら の 、 ア
ン ピ シ リ ン 耐 性 配 列 の 増 幅 を 示 す 。 レ ー ン 2は 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら の ロ ー コ ピ ー
ベ ク タ ー か ら の 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 配 列 の 増 幅 を 示 す 。 レ ー ン 3は 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ
ー か ら の Taqイ ン サ ー ト を 含 ま な い ロ ー コ ピ ー ベ ク タ ー を 含 む 。 レ ー ン 4は 、 シ ン グ ル 細 菌
コ ロ ニ ー か ら の シ ン グ ル コ ピ ー ベ ク タ ー か ら の 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 配 列 の 増 幅 を
示 す 。 レ ー ン 5は 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら の Taqイ ン サ ー ト を 含 ま な い シ ン グ ル コ ピ ー
ベ ク タ ー を 含 む 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 は 、 DNAテ ン プ レ ー ト ま た は DNAポ リ メ ラ ー ゼ を
予 め 精 製 し な く と も 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら DNA断 片 を 増 幅 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
実 施 例 ４ ： 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ の 染 色 体 組 込 み
　 プ ラ ス ミ ド pAG408を KpnIで 消 化 す る こ と に よ り 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 お よ び 3'-ア ミ ノ グ
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リ コ シ ド ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 削 除 し 、 そ し て 再 ラ イ ゲ ー シ ョ
ン し て オ リ ジ ナ ル の プ ラ ス ミ ド pBSL202を 復 元 し た 。 AflIIIで pUC18か ら Taqコ ー デ ィ ン グ
配 列 を 切 り 出 し 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 平 滑 化 し 、 そ の 後 XbaIで 消 化 し た 。 ゲ ル
精 製 し た 、 平 滑 末 端 お よ び XbaIオ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る Taqコ ー デ ィ ン グ 配 列 を 、 pBSL202
（ pAG408由 来 ） の 平 滑 化 NotIサ イ ト お よ び 粘 着 XbaIサ イ ト に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ
り 、 グ ラ ム 陰 性 菌 内 に Taqを 輸 送 す る た め の ミ ニ -Tn5ト ラ ン ス ポ ゾ ン 誘 導 体 を 形 成 し た 。
こ れ は 、 R6Kベ ー ス の 自 殺 ミ ニ -ト ラ ン ス ポ ゾ ン 輸 送 プ ラ ス ミ ド で あ り 、 Pirタ ン パ ク 質 を
持 た な い 宿 主 の 中 で は 存 続 で き な い 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 S17-1（ lambda pir） 内 で
増 殖 さ せ 、 そ し て 、 J5 cDNAを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で 先 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た エ レ ク
ト ロ コ ン ピ テ ン ト JM109細 胞 を 、 Taqを コ ー ド す る 精 製 プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
そ し て ゲ ン タ マ イ シ ン (30μ g/ml)で 選 抜 し た 。 実 施 例 １ で 説 明 し た 通 り に 、 ゲ ン タ マ イ シ
ン 耐 性 コ ロ ニ ー の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 レ ー ン 3は 、 増 幅 さ れ た J5 cDNAの 1.1Kbバ ン ド を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
実 施 例 ５ ： cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅
　 異 な る 16種 類 の cDNA生 成 物 の 増 幅 を 、 実 施 例 １ に 説 明 し た 方 法 で 実 施 し た 。 耐 熱 性 ポ リ
メ ラ ー ゼ を 発 現 す る 細 菌 を 、 心 臓 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の mRNAか ら 逆 転 写 し た 標 的 cDNAで ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 を 0.5mM IPTGで 誘 導 し た 。
　 図 ４ は 、 16種 類 の 標 的 cDNAの 増 幅 を 示 す 。 サ イ ズ の ば ら つ き は 異 な る サ イ ズ の cDNA（ 4,
000～ 1,200bp） を 反 映 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
実 施 例 ６ ： ハ イ コ ピ ー 、 ロ ー コ ピ ー お よ び シ ン グ ル コ ピ ー Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク
タ ー を 使 用 す る 、 大 腸 菌 ゲ ノ ミ ッ ク DNAか ら の 標 的 配 列 （ RNase I遺 伝 子 ） の 増 幅
　 標 的 DNAと し て 染 色 体 RNAse I遺 伝 子 を 含 み 、 か つ 、 ハ イ コ ピ ー 、 ロ ー コ ピ ー ま た は シ ン
グ ル コ ピ ー ベ ク タ ー 上 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 組 換 え Taqを 有 す る 大 腸 菌 の シ ン グ ル コ ロ ニ
ー を 拾 い 、 100μ lの 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris-HCl pH7.5、 1mM EDTA、 1mM DTT、 50％ グ
リ セ ロ ー ル 、 0.1％ Triton X-100、 10μ g RNase A、 1 unit バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T4ラ イ ソ
ザ イ ム ） に 再 懸 濁 し た 。 溶 解 抽 出 物 を 室 温 で 10分 、 70℃ で 10分 、 そ し て 氷 上 で 5分 イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 13,000RPMで 5分 間 遠 心 し た 。
　 次 い で 、 溶 解 抽 出 物 か ら の 上 清 を PCRに か け た 。 反 応 物 は 、 50μ lの 最 終 容 量 に 、 5μ lの
上 清 を 、 反 応 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris-HCl pH 9.0、 50mM 塩 化 カ リ ウ ム 、 1.5mM 塩 化 マ グ
ネ シ ウ ム 、 0.1％ Triton X-100、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 （ dGTP, dCTP, dTTP,
 dATP） 各 25μ M、 お よ び 以 下 に 特 定 さ れ る RNAse I遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー 対 と 混 合 し
て 含 ん だ 。
フ ォ ワ ー ド : 5'- AAAGCATTCTGGCGTAACGCCGCGTTGCT- 3'  [配 列 番 号 ： 9]
リ バ ー ス : 5'- GTGTCGCTTAAGTTAATAACCCGCTTTATCAATCACAAAGG- 3'  [配 列 番 号 ： 10]
　 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 以 下 の よ う に 実 施 し た ： 94℃ で 15秒 、 次 い で 60℃ で 15秒 、 次 い
で 72℃ で 1分 を 25サ イ ク ル 、 そ し て 最 終 的 な 伸 長 を 72℃ で 10分 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 完 了 し た PCR反 応 物 を ゲ ル 電 気 泳 動 に か け た 。 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 レ ー ン Mは 標 準 的 な 1K
bラ ダ ー を 含 む 。 レ ー ン 1は 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら の ハ イ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド に お け る
Taqポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 、 RNase Iフ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 、 大 腸
菌 RNase I遺 伝 子 の 増 幅 を 示 す 。 レ ー ン 2は 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら の ロ ー コ ピ ー プ ラ
ス ミ ド に お け る Taqポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 、 RNase Iフ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を
使 用 し た 、 大 腸 菌 RNase I遺 伝 子 の 増 幅 を 示 す 。 レ ー ン 3で は 、 イ ン サ ー ト の 無 い ロ ー コ ピ
ー ベ ク タ ー を 含 む シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら は 、 RNase Iフ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ
イ マ ー を 使 用 し て 、 大 腸 菌 RNase I遺 伝 子 が 増 幅 さ れ て い な い 。 レ ー ン 4は 、 シ ン グ ル 細 菌
コ ロ ニ ー か ら の シ ン グ ル コ ピ ー プ ラ ス ミ ド に お け る Taqポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 、 RNase Iフ ォ
ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 、 大 腸 菌 RNase I遺 伝 子 の 増 幅 を 示 す 。 レ ー
ン 5で は 、 イ ン サ ー ト の 無 い シ ン グ ル コ ピ ー ベ ク タ ー を 含 む シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら は
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、 RNase Iフ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 大 腸 菌 RNase I遺 伝 子 が 増 幅
さ れ て い な い 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 は 、 DNAテ ン プ レ ー ト ま た は DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 予 め 精 製 し な く
と も 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら DNA断 片 を 増 幅 で き る こ と を 示 す 。
　 レ ー ン 4の 増 幅 産 物 を ゲ ル 精 製 し 、 蛍 光 色 素 化 学 （ Applied Biosystems, カ リ フ ォ ル ニ
ア 州 Foster City） を 使 用 し て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た と こ ろ 、 RNase I遺 伝 子 産 物 か
ら 予 測 さ れ る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
実 施 例 ７ ： ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅
　 細 菌 の 非 特 定 好 熱 性 株 か ら 調 製 し た ゲ ノ ミ ッ ク DNAの 組 換 え ラ ブ ラ リ ー （ オ ブ シ デ ィ ア
ン (Obsidian)ラ イ ブ ラ リ ー Y4.12MC） を 、 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て 、 pSMART HCKanで 作 製
し た 。 実 施 例 ３ で 説 明 し た 通 り に 、 組 換 え ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Taqを 有 す る シ ン グ ル コ ピ ー
ベ ク タ ー pSMART VCで 先 に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌 10G細 胞 に
ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た 。 pSMART VC/Taqお よ び pSMART HCKan/ラ ン ダ ム DNAイ ン サ ー ト を 含
む 細 菌 の シ ン グ ル コ ロ ニ ー を 拾 い 、 100μ lの 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris-HCl pH 7.5、 1m
M EDTA、 1mM DTT、 50％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.1％ Triton X-100、 10μ g RNase A、 1 unit バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ T4ラ イ ソ ザ イ ム ） に 再 懸 濁 し た 。 溶 解 抽 出 物 を 、 室 温 で 10分 、 70℃ で 10分
、 そ し て 氷 上 で 5分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 13,000RPMで 5分 間 遠 心 し た 。
　 次 い で 、 溶 解 抽 出 物 の 上 清 を PCRに か け た 。 PCR反 応 物 は 、 50μ lの 最 終 容 量 に 、 5μ lの
上 清 を 、 反 応 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris-HCl pH 9.0、 50mM 塩 化 カ リ ウ ム 、 1.5mM 塩 化 マ グ
ネ シ ウ ム 、 0.1％ Triton X-100、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 （ dGTP, dCTP, dTTP,
 dATP） 各 25μ M、 お よ び 以 下 に 特 定 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 と 混 合 し て 含 ん だ 。
ア ン ピ シ リ ン フ ォ ワ ー ド : 5' CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAATATGTATCCGCT-3'  [配 列
番 号 ： 11]
ア ン ピ シ リ ン リ バ ー ス : 5'-TTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCT-3'  [配 列 番 号 ： 12]
Z-フ ォ ワ ー ド : 5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-  3'  [配 列 番 号 ： 13]
Z-リ バ ー ス : 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA- 3'  [配 列 番 号 ： 14]
　 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 以 下 の よ う に 実 施 し た ： 94℃ で 15秒 、 次 い で 60℃ で 15秒 、 次 い
で 72℃ で 1分 を 25サ イ ク ル 、 そ し て 最 終 的 な 伸 長 を 72℃ で 10分 。
　 完 了 し た PCR反 応 物 を ゲ ル 電 気 泳 動 に か け た 。 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 レ ー ン Mは 標 準 的 な 1K
bラ ダ ー を 含 む 。 レ ー ン 1は 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら の 、 Ampプ ラ イ マ ー を 使 用 し た 、
シ ン グ ル コ ピ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Taqポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 、 pUC18配 列 の PCR増 幅 を 示
す 。 レ ー ン 2、 3、 4お よ び 5は 、 シ ン グ ル 細 菌 コ ロ ニ ー か ら の 、 Z-フ ォ ワ ー ド お よ び Z-リ バ
ー ス プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 、 シ ン グ ル コ ピ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Taqポ リ メ ラ ー ゼ に よ
る 、 オ ブ シ デ ィ ア ン ラ イ ブ ラ リ ー  Y4.12MCか ら の プ ラ ス ミ ド DNAの PCR増 幅 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
実 施 例 ８ ： 耐 熱 性 制 限 酵 素
　 耐 熱 性 制 限 酵 素 を 使 用 し て 、 プ ラ ス ミ ド -増 殖 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 選 抜 す る 。 PCR産
物 の ク ロ ー ニ ン グ に は ハ イ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド が 使 用 さ れ 、 ク ロ ー ン は 、 構 成 プ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 に あ る 制 限 酵 素 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 染 色 体 に 組 み 込 ま れ て 有 す る 大 腸 菌 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 ハ イ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト の 隣 に は 、 耐 熱
性 制 限 酵 素 の 認 識 サ イ ト が 存 在 す る 。 イ ン サ ー ト さ れ た PCR産 物 の 存 否 を 検 査 す る た め 、
細 胞 の 一 部 （ 例 え ば オ ー バ ー ナ イ ト 培 養 液 の 10μ l） を 、 制 限 酵 素 の 活 性 に 最 適 化 さ れ た 1
0μ lの 2x バ ッ フ ァ ー の 存 在 下 で 、 80℃ で 20秒 間 加 熱 す る 。 こ の 温 度 に お い て は 、 細 菌 タ
ン パ ク 質 は 変 性 す る が 、 耐 熱 性 制 限 酵 素 は 変 性 し な い 。 加 熱 さ れ た 細 菌 /バ ッ フ ァ ー 溶 液
は 、 そ の 後 、 耐 熱 性 制 限 酵 素 の 最 適 な 活 性 の た め の 適 切 な 温 度 で 、 切 断 が 起 こ る ま で イ ン
キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 消 化 さ れ た 生 成 物 は ゲ ル 電 気 泳 動 を 使 用 し て 分 離 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド
の コ ピ ー 数 が 多 い た め 、 プ ラ ス ミ ド か ら の シ グ ナ ル （ 制 限 酵 素 消 化 物 ） は 、 同 様 に 耐 熱 性
制 限 酵 素 で 切 断 さ れ た 細 菌 ゲ ノ ミ ッ ク DNAの バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ を 凌 駕 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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実 施 例 ９ ： 耐 熱 性 逆 転 写 酵 素
　 細 菌 の 染 色 体 DNAに 組 み 込 ま れ た 耐 熱 性 逆 転 写 酵 素 を 使 用 し て 、 哺 乳 動 物 細 胞 で 生 成 さ
れ た RNAか ら cDNAを 逆 転 写 す る 。 こ れ ら の cDNAは 標 的 遺 伝 子 の リ ニ ア ー な 増 幅 を 表 し 、 そ
の 後 の 用 途 の た め に ラ ベ ル を 含 ん で い る 。 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 可 能 に 連 結 し た 目 的 と す る
遺 伝 子 を 有 す る 標 的 プ ラ ス ミ ド は 、 最 初 に 宿 主 細 菌 内 で 増 幅 さ れ る 。 細 胞 は プ ロ モ ー タ ー
の 誘 導 お よ び DNAか ら の RNA生 成 を 可 能 と す る 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。 次 い で 、 細 菌 を 、 逆 転
写 酵 素 の 活 性 に 最 適 化 さ れ た バ ッ フ ァ ー の 存 在 下 で 、 80℃ で 20秒 間 加 熱 す る 。 こ の 温 度 に
お い て は 細 胞 は 溶 解 し 、 細 菌 の タ ン パ ク 質 は 変 性 す る 。 ラ ベ ル さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン
酸 お よ び 標 的 特 異 的 プ ラ イ マ ー が 、 そ の 後 反 応 混 合 物 に 加 え ら れ る 。 反 応 混 合 物 を 冷 却 し
、 標 的 特 異 的 プ ラ イ マ ー が 標 的 に 結 合 す る こ と を 可 能 と す る 。 そ の 後 、 耐 熱 性 逆 転 写 酵 素
は 、 鋳 型 RNAに 結 合 し た 標 的 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 特 定 の cDNAを 逆 転 写 す る こ と が
で き る 。 最 終 結 果 は 、 シ ン グ ル ス ト ラ ン ド の cDNAの リ ニ ア ー な 増 幅 で あ り 、 そ れ を そ の 後
の 用 途 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
実 施 例 １ ０ ： 耐 熱 性 メ チ ラ ー ゼ
　 細 菌 内 で 増 幅 す る プ ラ ス ミ ド に 耐 熱 性 メ チ ラ ー ゼ が コ ー ド さ れ 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を コ ー ド す る ハ イ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド を メ チ ル 化 す る た め に 使 用 さ れ る 。 宿 主 細 胞 を 、 メ チ
ラ ー ゼ 活 性 に 最 適 化 さ れ た バ ッ フ ァ ー の 存 在 下 で 、 80℃ で 20秒 間 加 熱 す る こ と に よ り 細 菌
タ ン パ ク 質 は 変 性 さ せ る が 、 耐 熱 性 メ チ ラ ー ゼ は 変 性 し な い 。 メ チ ル 化 さ れ た ハ イ コ ピ ー
プ ラ ス ミ ド は 反 応 混 合 物 か ら 直 接 使 用 し 得 る 。 プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー 数 が 多 い た め 、 メ チ ル
化 さ れ た プ ラ ス ミ ド は 、 細 菌 ゲ ノ ミ ッ ク DNAか ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ を 凌 駕 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
実 施 例 １ １ ： シ ー ク エ ン ス
　 ハ イ コ ピ ー 、 ロ ー コ ピ ー ま た は シ ン グ ル コ ピ ー ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 組 換 え Ta
qポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び 、 別 の プ ラ ス ミ ド 上 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 細 菌 の シ ン グ
ル コ ロ ニ ー を 拾 い 、 11μ lの 水 に 再 懸 濁 し た 。 1μ lの プ ラ イ マ ー (4pmol)、 2μ l BigDye (A
pplied Biosystems)お よ び 6μ lの 2.5X バ ッ フ ァ ー  [5Xは 、 400mM Tris pH9、 10mM MgCl 2 ]
を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ 用 機 器 に セ ッ ト し 、 最 初 に 95℃ で 3分 、 次
い で 、 96℃ で 10秒 、 58℃ で 4分 を 50サ イ ク ル 、 最 後 に 72℃ で 7分 と し た 。 反 応 物 を エ タ ノ ー
ル 沈 殿 ま た は ス ピ ン カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し 、 70℃ で 15分 間 乾 燥 し 、 20μ
lホ ル ム ア ミ ド に 再 懸 濁 し 、 そ の 後 ABI 310自 動 DNAシ ー ク エ ン サ ー に ロ ー ド し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に 使 用 さ れ る よ う に 、 単 数 形 “ a” 、 “ an” お よ び “ the
” は 、 明 確 に そ う で な い と 示 す 場 合 を 除 い て 複 数 の 対 象 物 を も 含 む 。 従 っ て 、 例 え ば 、 “
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (a polynucleotide)” を 含 む 組 成 物 へ の 言 及 は 、 ２ ま た は ３ 以 上 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 含 む 。 ま た 、 “ ま た は (or)” と い う 用 語 は 、 明 確 に そ う で な い と
示 す 場 合 を 除 い て 、 一 般 に “ お よ び /ま た は (and/or)” を も 含 む 意 味 で 使 用 さ れ る こ と に
留 意 さ れ た い 。
　 本 明 細 書 に お い て 参 照 さ れ る す べ て の 文 献 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 本 発 明 の 属 す る 技
術 分 野 に お け る 当 業 者 の 技 術 水 準 を 示 す も の で あ る 。 す べ て の 文 献 、 特 許 お よ び 特 許 出 願
は 、 各 個 別 の 文 献 ま た は 特 許 出 願 を 参 照 に よ り 個 別 具 体 的 に 特 定 し た 場 合 と 同 じ 限 度 で 、
本 明 細 書 の 内 容 に 特 に 含 ま れ る も の と す る 。 本 明 細 書 の 内 容 と 、 引 用 し た 特 許 、 文 献 お よ
び 参 照 が 抵 触 す る 場 合 に は 本 明 細 書 の 内 容 が 優 先 す る 。
　 本 発 明 を 、 様 々 な 特 定 の 実 施 態 様 お よ び 技 術 を 参 照 し て 説 明 し た 。 し か し な が ら 、 本 発
明 の 精 神 お よ び 範 囲 内 に お い て 、 多 く の 変 形 お よ び 改 良 を な し 得 る こ と が 理 解 さ れ る べ き
で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ １ 】
【 図 １ 】 サ ー マ ス ・ ア ク ア テ ィ カ ス 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 別 の プ ラ ス ミ ド を 維
持 す る 大 腸 菌 に お け る 、 標 的 1.1Kb cDNAの 増 幅 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 検 査 を 示 す 。
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【 図 ２ 】 サ ー マ ス ・ ア ク ア テ ィ カ ス 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 別 の ロ ー コ ピ ー プ ラ
ス ミ ド を 維 持 す る 大 腸 菌 に お け る 、 標 的 1.1Kb cDNAの 増 幅 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 検 査 を 示 す 。
【 図 ３ 】 染 色 体 に 組 み 込 ま れ た サ ー マ ス ・ ア ク ア テ ィ カ ス 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 有 す る 大
腸 菌 に お け る 、 プ ラ ス ミ ド に コ ー ド さ れ た 標 的 1.1Kb cDNAの 増 幅 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 検 査 を
示 す 。
【 図 ４ 】 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 標 的 cDNAの 増 幅 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 検 査 を 示 す 。 ラ イ ブ ラ リ ー
の 宿 主 細 胞 は 、 サ ー マ ス ・ ア ク ア テ ィ カ ス 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 し 、 か つ 、 個 別 の プ
ラ ス ミ ド に cDNAを 維 持 す る 大 腸 菌 で あ る 。
【 図 ５ 】 ハ イ コ ピ ー 、 ロ ー コ ピ ー お よ び シ ン グ ル コ ピ ー ベ ク タ ー か ら の 、 標 的 耐 性 配 列 の
増 幅 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 検 査 を 示 す 。
【 図 ６ 】 大 腸 菌 か ら の 、 ゲ ノ ミ ッ ク RNAse Iの 増 幅 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 検 査 を 示 す 。
【 図 ７ 】 非 特 定 ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 の ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 検 査 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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