
(57)【要約】
　本発明は塩基対ミスマッチ、挿入／欠失ループ及び／又はヌクレオチドギャップを欠い
ている二本鎖ポリヌクレオチドの同定方法及び精製方法を提供する。本発明は核酸ビルデ
ィングブロックのライブラリー並びに合成遺伝子、アンチセンス構築物及びポリペプチド
コーディング配列を含む、あらゆる核酸配列を生成するための方法を提供する。本発明は
キメラ抗原結合分子及びそれらをコードする核酸を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 　 （ ａ ） 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま
た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 複 数 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド と 、 工 程 （
ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 工 程 （ ｂ ） の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入
／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ
る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド へ の 特 異 的 結 合 の な い 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 工
程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離 し 、 そ れ に
よ っ て 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 く
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 工 程 、
を 含 む 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠
く 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ３ ～ 約 300塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 10～ 約 200塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 50～ 約 150塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ が C:Tミ ス マ ッ チ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ が G:Aミ ス マ ッ チ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ が C:Aミ ス マ ッ チ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ が G:U/Tミ ス マ ッ チ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ
チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド が DNA修 復 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 DNA修 復 酵 素 が バ ク テ リ ア の DNA修 復 酵 素 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 バ ク テ リ ア の DNA修 復 酵 素 が MutS DNA修 復 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 MutS DNA修 復 酵 素 が Taq MutS DNA修 復 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 バ ク テ リ ア の DNA修 復 酵 素 が Fpg DNA修 復 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 バ ク テ リ ア の DNA修 復 酵 素 が MutY DNA修 復 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 バ ク テ リ ア の DNA修 復 酵 素 が hexA DNAミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 バ ク テ リ ア の DNA修 復 酵 素 が Vsrミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 DNA修 復 酵 素 が 哺 乳 動 物 DNA修 復 酵 素 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 DNA修 復 酵 素 が G:U/Tミ ス マ ッ チ の 塩 基 切 除 修 復 を 開 始 す る DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ で あ る 、
請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ が バ ク テ リ ア の ミ ス マ ッ チ 特 異 的 ウ ラ シ ル -DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ (MUG)
DNA修 復 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ が 真 核 生 物 の チ ミ ン -DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ (TDG)酵 素 を 含 む 、 請 求 項 １
９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る ポ
リ ペ プ チ ド が 更 に ビ オ チ ン 分 子 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る ポ
リ ペ プ チ ド が 更 に 抗 体 に よ り 特 異 的 に 結 合 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ を 含 む 分 子 を 含 む 、 請 求 項
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ が ス テ ム -ル ー プ 構 造 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ が 単 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ が 二 つ の 連 続 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ が 三 つ の 連 続 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 工 程 （ ｄ ） に お い て 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド へ の 特 異 的 結 合 の な い 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 す る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離
す る こ と が 抗 体 の 使 用 を 含 み 、 前 記 抗 体 は 、 前 記 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的
に 結 合 す る ま た は 前 記 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し た エ ピ ト ー プ に 特
異 的 に 結 合 す る こ と が で き 、 前 記 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド に 前 記 抗 体 が 特 異 的 に 結
合 す る 条 件 の 下 、 ま た は 、 前 記 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た エ ピ ト ー プ に 前
記 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 す る 条 件 の 下 で 、 前 記 抗 体 が 前 記 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド と
接 触 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 抗 体 が 固 定 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 抗 体 が ビ ー ズ 又 は 磁 化 粒 子 に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 抗 体 が 磁 化 ビ ー ズ に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 抗 体 が イ ム ノ ア ッ セ イ カ ラ ム 中 で 固 定 さ れ 、 か つ 固 定 化 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ
プ チ ド 又 は 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る こ
と が で き る 条 件 下 で 、 サ ン プ ル が イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 さ れ る 、 請 求 項 ２ ９ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 工 程 （ ｄ ） に お い て 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド へ の 特 異 的 結 合 の な い 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離
す る こ と が ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 使 用 を 含 み 、 前 記 カ ラ ム は 前 記 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ
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ペ プ チ ド に 連 結 さ れ た タ グ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 固 定 化 さ れ た 結 合 分 子 を 含 み 、 前 記 固 定
化 抗 体 が 前 記 特 異 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 し た タ グ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 条 件 下
で サ ン プ ル が 前 記 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 通 過 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 固 定 化 結 合 分 子 が ア ビ ジ ン を 含 み 、 か つ 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た
タ グ が ビ オ チ ン を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 工 程 (d)の 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の 工
程 (a)の 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 分 離 が
サ イ ズ 排 除 カ ラ ム の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 サ イ ズ 排 除 カ ラ ム が ス ピ ン カ ラ ム を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 工 程 (d)の 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の 工
程 (a)の 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 分 離 が
サ イ ズ 排 除 ゲ ル の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 サ イ ズ 排 除 ゲ ル が ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 融 合 タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ９
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 が イ ン テ イ ン の 上 流 に 目 的 ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 イ ン テ イ ン が ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 イ ン テ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 又 は リ ガ ン ド を 含 む 、 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 イ ン テ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 酵 素 が Lac Zを 含 む 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 イ ン テ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ ペ プ チ ド 選 抜 可 能 マ ー カ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 選 抜 可 能 マ ー カ ー が 抗 生 物 質 を 含 む 、 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 抗 生 物 質 が カ ナ マ イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 　 （ ａ ） 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま
た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 複 数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド と 、 工 程
（ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 工 程 （ ｂ ） の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、
挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触
さ せ る 工 程 ；  
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し て い な い 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
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ド を 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離 し
、 そ れ に よ っ て 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ
プ を 欠 く 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 工 程 ； お よ び 、
　 　 （ ｅ ） 前 記 精 製 し た 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ
ド ギ ャ ッ プ を 欠 く 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 互 い に 連 結 し 、 そ れ に よ っ て 、 塩 基 対 ミ ス
マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 く 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 生 成 す る 工 程 、
を 含 む 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ッ セ ン ブ ル し て 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル
ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 く 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 方 法
。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ ９ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ ル チ コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ラ イ ブ ラ リ ー が 複 数 の 二 本 鎖
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー が タ ン デ ム に 少
な く と も 二 つ の コ ド ン 及 び マ ル チ コ ド ン の 5'末 端 お よ び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 　 （ ａ ） 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま
た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 複 数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 互 い に 連 結 し て 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 生 成 す る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド と 、 工 程 （
ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 工 程 （ ｃ ） の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入
／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 条 件 下 で 接 触 さ
せ る 工 程 ；
　 　 （ ｅ ） 　 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し な い 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離 し 、 そ れ
に よ っ て 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠
く 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 工 程 、
を 含 む 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ッ セ ン ブ ル し て 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル
ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 く 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 方 法
。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ ル チ コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の
ラ イ ブ ラ リ ー を 含 み 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー が 複 数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 含
み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー が タ ン デ ム の 少 な く と も 二 つ の コ ド ン 及 び マ ル チ
コ ド ン の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む 、 請
求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 61固 定 化 ス タ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 夫 々 の 可 能 な ア ミ ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ ト リ プ レ
ッ ト の た め の 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 を 用 意 し 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 基 質 に 固 定
さ れ 、 か つ IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 生 成 さ れ た 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ に 相 当
す る 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 有 し 、 又 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 基 質 に 遠 位 の IIS型 制 限
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 を 含 み 、 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ が IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
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ー ゼ に よ る 消 化 に よ り 生 成 さ れ ； 工 程 (a)の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
メ ン バ ー を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 し 、 第
一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 一 本 鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ が 対
合 し 得 る 条 件 下 で そ の 消 化 さ れ た 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 固 定 化 第 一 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド メ ン バ ー に 接 触 さ せ 、 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 第 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ
な ぎ 、 そ れ に よ り 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ５ ３ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 　 （ ａ ） 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま
た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 複 数 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル を
提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 が 対 象 配 列 を マ ー カ ー ポ リ
ペ プ チ ド ま た は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 上 流 に イ ン フ レ ー ム で 含 ん で い る 、
前 記 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 工 程 （ ｂ ） の
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 、 お よ び ／ ま た は 、 ヌ
ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 条 件 下 で 、 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ
せ る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し な い 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 工
程 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離 し 、 そ れ
に よ っ て 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠
く 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 工 程 ；
　 　 （ ｅ ） 前 記 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ 、 前 記 選 抜 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド
を 発 現 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 選 抜 し 、 そ れ に よ っ て 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 無 し 、 挿 入 ／ 欠
失 ル ー プ 無 し 、 お よ び ／ ま た は 、 ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ 無 し の 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド
配 列 を 生 成 す る 工 程 、
を 含 む 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 無 し 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 無 し 、 お よ び ／ ま た は 、 ヌ ク レ オ チ ド
ギ ャ ッ プ 無 し の 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ イ ン テ イ ン を 含 み 、 か つ 目 的 ポ リ
ペ プ チ ド の 上 流 か ら の マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド の 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ 切 り 出 し を 更
に 含 む 、 請 求 項 ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド が 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 酵 素 が Lac Zを 含 む 、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 生 物 質 を 含 む 、 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 抗 生 物 質 が カ ナ マ イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 含 む 、 請 求 項 ５ ９ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 精 製 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ
オ チ ド ギ ャ ッ プ を 95％ 含 ま な い 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 精 製 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ
オ チ ド ギ ャ ッ プ を 98％ 含 ま な い 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 精 製 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ
オ チ ド ギ ャ ッ プ を 99％ 含 ま な い 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ４ 】
　 精 製 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ
オ チ ド ギ ャ ッ プ を 完 全 に 含 ま な い 、 請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 (GSSM)を 含 む 方 法 に よ り 操 作 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精
製 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)を 含 む 方 法 に よ り 操 作 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精
製 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 (GSSM)、 段 階 的 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 エ ラ ー -プ ロ ー ン PCR
、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 突 然 変 異 誘 発 、 ア ッ セ ン ブ ル PCR、 セ ク シ ュ
ア ル PCR突 然 変 異 誘 発 、 in vivo突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 、 リ カ ー シ ブ ・ ア ン
サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 遺
伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な
る 群 か ら 選 ば れ た 方 法 に よ り 操 作 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る こ と を 含 む 、 請 求 項
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 組 換 え 、 リ カ ー シ ブ 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA突 然 変 異 誘 発 、 ウ ラ シ ル 含
有 鋳 型 突 然 変 異 誘 発 、 ギ ャ ッ プ 二 重 ら せ ん 突 然 変 異 誘 発 、 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 突 然 変 異 誘 発
、 修 復 不 全 宿 主 株 突 然 変 異 誘 発 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 放 射 性 遺 伝 子 突 然 変 異 誘 発 、 欠 失
突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -選 抜 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -精 製 突 然 変 異 誘 発 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン
サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー 生 成 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か
ら 選 ば れ た 方 法 に よ り 操 作 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 二 本 鎖 核 酸 を 精 製 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 親 配 列 又 は 天 然 配 列 と 同 じ で あ る 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 そ の 方 法 が 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 組 換 え 生 成 さ れ た 核 酸 又 は 単 離 さ れ た 核 酸 を 含 む 二
本 鎖 核 酸 を 精 製 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ７ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 染 色 体 を 含 む 、 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 遺 伝 子 が 更 に 経 路 を 含 む 、 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 遺 伝 子 が 調 節 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 調 節 配 列 が プ ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー を 含 む 、 請 求 項 ７ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ７ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 酵 素 、 抗 体 、 受 容 体 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド 、 ケ モ キ ン 、 ホ ル モ ン 、 シ グ ナ
ル 配 列 、 又 は 構 造 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ７ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 非 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ７ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
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　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が DNA、 RNA又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 90
％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 、 99.5％ 又 は 100％ 即 ち 完 全 に 含 ま な い 二 本 鎖 DNA又 は
RNAの サ ン プ ル 又 は “ バ ッ チ ” が 生 成 さ れ る 、 請 求 項 80記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が iRNAを 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が DNAを 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 DNAが 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 DNAが 染 色 体 を 含 む 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 ジ コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、 複
数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー が タ
ン デ ム の 二 つ の コ ド ン （ ジ コ ド ン ） 及 び ジ コ ド ン の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制
限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が 全 て の 可 能 な コ ド ン ダ イ マ ー （ ジ コ ド ン ） 組 み 合 わ せ を 含 む オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 む 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー が 4096の 可 能 な コ ド ン ダ イ マ ー （ ジ コ ド ン ） 組 み 合 わ せ を
含 む 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 コ ド ン が プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 調 節 モ チ ー フ 非 コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 テ ロ メ ア 又
は 構 造 非 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を コ ー ド す る 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 ジ コ ド ン の 5'末 端 の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が ジ コ ド ン の 3'末 端 の IIS型
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 と は 異 な る 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー
の 消 化 時 に ３ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に 特 異 的 で あ
る 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が SapI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は そ の イ ソ 制 限 酵 素 を 含 む 、
請 求 項 ９ １ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が EarI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は そ の イ ソ 制 限 酵 素 を 含 む 、
請 求 項 ９ １ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー
の 消 化 時 に ２ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に 特 異 的 で あ
る 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が BseRI、 BsgI及 び BpmIか ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ９ ４
記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー
の 消 化 時 に １ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に 特 異 的 で あ
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る 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が N.AlwI及 び N.BstNBIか ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 96記 載
の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー
の 消 化 時 に IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 の 両 側 で 切 断 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が BcgI、 BsaXI及 び BspCNIか ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ９
８ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 実 質 的 に タ ン デ ム の 二 つ の コ ド ン （
ジ コ ド ン ） 及 び ジ コ ド ン の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認
識 配 列 か ら な る 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 約 20～ 400塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ８
６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 約 40～ 200塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １
０ １ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 約 100～ 150塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １
０ ２ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 配 列
　 　 (NNN)(NNN) AGAAGAGC （ 配 列 番 号 １ ）
　 　 (NNN)(NNN) TCTTCTCG （ 配 列 番 号 ２ ）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 配 列
　 　 (NNN)(NNN) TGAAGAGAG （ 配 列 番 号 ３ ）
　 　 (NNN)(NNN) ACTTCTCTC （ 配 列 番 号 ４ ）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 配 列
　 　 (NNN)(NNN) TGAAGAGAG CT GCTACTAACT GCA （ 配 列 番 号 ５ ）
　 　 (NNN)(NNN) ACTTCTCTC GA CGATGATTG        （ 配 列 番 号 ６ ）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー が 配 列
　 　 CTCTCTTCA NNN NNN AGAAGAGC （ 配 列 番 号 ７ ）
　 　 GAGAGAAGT NNN NNN TCTTCTCG （ 配 列 番 号 ８ ）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
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る ）
を 含 む 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 配 列
　 CTCTCTTCA NNN NNN AGAAGAGC GGGTCTTCCAACTAGAGAATTCGATATCTGCA （ 配 列 番 号 ９ ）
　 GAGAGAAGT NNN NNN TCTTCTCG CCCAGAAGGTTGATCTCTTAAGCTATAG （ 配 列 番 号 10）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 ８ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ 記 載 の コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ
ー を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 基 体 表 面 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の ラ イ ブ ラ リ ー の 第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 工 程 （ ｂ ）
の 基 体 表 面 に 固 定 化 し 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ
を コ ド ン 中 に 生 成 さ せ る 、 ま た は 、 工 程 （ ａ ） の ラ イ ブ ラ リ ー の 第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド メ ン バ ー を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を コ ド ン 中
に 生 成 さ せ 、 コ ド ン と 反 対 側 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 端 で 工 程 （ ｂ ） の 基 体 表 面 に 固 定 化 す
る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ａ ） の ラ イ ブ ラ リ ー の 第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を IIS型 制 限
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を コ ド ン 中 に 生 成 さ せ る 工 程 ； お よ
び 、
　 　 （ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） の 消 化 さ れ た 第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー と 工 程 （ ｃ ） の 固
定 化 さ れ た 第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー と 、 前 記 第 １ 及 び 第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 相 補 的 な 一 本 鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ が 対 を 形 成 し 得 る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 前 記 第 ２ の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 前 記 第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ せ る 工 程 、
を 含 む 、 ジ コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ っ て コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 構 築 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 工 程 (e)の 固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て
コ ド ン 中 に 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る こ と を 更 に 含 み 、 前 記 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ が 基 質 表 面 に 遠 位 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を
認 識 す る 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 工 程 (a)の ラ イ ブ ラ リ ー の 別 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ で 消 化 し て コ ド ン 中 に 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ １
０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 一 本 鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ が 対 合 す る こ と が で き る 条 件 下 で
消 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 消 化 さ れ 、 固 定 化 さ れ た 第 一 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー に 接 触 さ せ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を つ な ぎ 、 そ れ に よ り ジ コ ド ン
ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ り コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 す
る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 反 復 し て 繰 り 返 さ れ 、 そ れ に よ り コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 す る 、 請 求 項 １
０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 ｎ 回 反 復 し て 繰 り 返 さ れ 、 ｎ が ２ ～ 10 6 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 １ １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 ｎ 回 反 復 し て 繰 り 返 さ れ 、 ｎ が 10 2 ～ 10 5 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 １ １ ４ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー が 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に ラ ン ダ ム に 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の 全 て の メ ン バ ー が ラ ン ダ ム に 選 ば れ る 、 請 求 項 １ １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー が 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に 非 確 率 的 に 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の 全 て の メ ン バ ー が 非 確 率 的 に 選 ば れ る 、 請 求 項 １ １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー が 全 て の 可 能 な コ ド ン ダ イ マ ー （ ジ コ ド ン ） 組 み 合
わ せ を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー が 4096の コ ド ン ダ イ マ ー （ ジ コ ド ン ） 組 み 合 わ せ か
ら な る 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 約 100～ 150塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １
０ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 コ ド ン が 停 止 コ ド ン で は な い 、 請 求 項 １ ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 基 質 表 面 が 固 体 表 面 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 基 質 表 面 が ビ ー ズ を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 基 質 表 面 が ポ リ ス チ レ ン を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 基 質 表 面 が ガ ラ ス を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 基 質 表 面 が 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 が 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ８ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ が GIGAMATRIX T M キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ で あ る 、 請 求 項
１ ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 工 程 (b)の 基 質 表 面 が 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ０
９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 更 に 含 み 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー が ジ コ ド ン ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 含 み 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 複 数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を
含 み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー が タ ン デ ム に 二 つ の コ ド ン （ ジ コ ド ン ） 及 び ジ
コ ド ン の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む 、 請
求 項 １ ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 平 滑 末 端 連 結
反 応 に よ り 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方
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法 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 固 定 さ れ て い な い 末 端
に 一 本 鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ を 含 む 、 請 求 項 １ ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 一 本 鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ の 塩 基 対 合 、 続
い て 連 結 反 応 に よ り 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ２
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 ジ コ ド ン の 5'末 端 の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が ジ コ ド ン の 3'末 端 の IIS型
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 と は 異 な る 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に
３ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が SapI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は そ の イ ソ 制 限 酵 素 を
含 む 、 請 求 項 １ ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が EarI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は そ の イ ソ 制 限 酵 素 を
含 む 、 請 求 項 １ ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に
、 ２ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が BseRI、 BsgI及 び BpmIか ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項
１ ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に
１ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が N.AlwI及 び N.BstNBIか ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項
１ ４ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に I
IS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 の 両 側 で 切 断 す る 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
　 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が BcgI、 BsaXI及 び BspCNIか ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求
項 １ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
　 夫 々 の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 実 質 的 に タ ン デ ム の 二 つ の コ ド ン （ ジ コ ド ン ） 及 び ジ コ
ド ン の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 か ら な る 、 請
求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 約 20～ 400塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １
３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 約 40～ 200塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 約 100～ 150塩 基 対 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
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　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 配 列
　 　 (NNN)(NNN) AGAAGAGC （ 配 列 番 号 １ ）
　 　 (NNN)(NNN) TCTTCTCG （ 配 列 番 号 ２ ）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 配 列
　 　 (NNN)(NNN) TGAAGAGAG （ 配 列 番 号 ３ ）
　 　 (NNN)(NNN) ACTTCTCTC （ 配 列 番 号 ４ ）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 配 列
　 　 (NNN)(NNN) TGAAGAGAG CT GCTACTAACT GCA （ 配 列 番 号 ５ ）
　 　 (NNN)(NNN) ACTTCTCTC GA CGATGATTG        （ 配 列 番 号 ６ ）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー が 配 列
　 　 CTCTCTTCA NNN NNN AGAAGAGC （ 配 列 番 号 ７ ）
　 　 GAGAGAAGT NNN NNN TCTTCTCG （ 配 列 番 号 ８ ）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 配 列
　 CTCTCTTCA NNN NNN AGAAGAGC GGGTCTTCCAACTAGAGAATTCGATATCTGCA （ 配 列 番 号 ９ ）
　 GAGAGAAGT NNN NNN TCTTCTCG CCCAGAAGGTTGATCTCTTAAGCTATAG （ 配 列 番 号 10）
（ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ
る ）
を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 般 式
　 　 　 (Y) n （ プ ロ モ ー タ ー ） （ 制 限 部 位 ） （ 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ ）
（ 式 中 、 Ｙ は あ ら ゆ る ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 で あ り 、 か つ ｎ は ２ ～ 50の 整 数 で あ る ）
を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 プ ロ モ ー タ ー が T6プ ロ モ ー タ ー 、 T3プ ロ モ ー タ ー 及 び SP6プ ロ モ ー タ ー か ら な る 群 か ら
選 ば れ る 、 請 求 項 １ ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列
　 　 (NNN)(NNN) CGCGCG(Y)n CGAATTGGAGCTC （ 配 列 番 号 11）
　 　 (NNN)(NNN) GCGCGC(Y)n GCTTAACCTCGAGCCCC （ 配 列 番 号 12）
　 （ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 で あ り 、 Ｙ は あ ら ゆ る ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 か つ (NNN)は コ
ド ン で あ る ）
を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】
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　 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列
　 　 　 (NNN)(NNN) CGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTC （ 配 列 番 号 13）
　 　 　 (NNN)(NNN) GCGCGCATTATGCTGAGTGATATCCCGCTTAACCTCGAGCCCC （ 配 列 番 号 14）
を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
　 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が プ ロ モ ー タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ ３ １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
　 プ ロ モ ー タ ー が バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ ５ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー が T7プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 １ ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー が T6プ ロ モ ー タ ー 及 び SP6プ ロ モ ー タ ー か ら な る 群 か
ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 連 結 反 応 が リ ガ ー ゼ の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】
　 リ ガ ー ゼ が T4リ ガ ー ゼ 及 び 大 腸 菌 リ ガ ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ６ ３ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
　 構 築 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 決 定 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 部 又 は 一 部 が ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る か 否 か
を 測 定 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ６ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ６ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ８ 】
　 構 築 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ メ ラ ー ゼ を ベ ー ス と す る 増 幅 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １
０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ９ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ を ベ ー ス と す る 増 幅 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)で あ る 、 請 求 項 １ ６ ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ０ 】
　 構 築 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ １ 】
　 基 質 が 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ２ 】
　 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 が 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 １ ７ １ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ３ 】
　 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ が GIGAMATRIX T M キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ で あ る 、 請 求 項
１ ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ４ 】
　 下 記 の 成 分 ：
　 (a)請 求 項 １ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー 、 及 び
　 (b)基 質 表 面 に 固 定 化 さ れ た 工 程 (a)の 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー
を 含 む 基 質 表 面 、
を 含 む 、 コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ る コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 構 築 す る た め の 多 重 系 。
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【 請 求 項 １ ７ ５ 】
　 基 質 表 面 が 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ７ ４ 記 載 の 多 重 系
。
【 請 求 項 １ ７ ６ 】
　 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ が GIGAMATRIX T M キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 む 、 請 求 項
１ ７ ４ 記 載 の 多 重 系 。
【 請 求 項 １ ７ ７ 】
　 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 を 含 む 指 示 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ７ ４ 記 載 の 多 重 系 。
【 請 求 項 １ ７ ８ 】
　 複 数 の 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、 以 下 の
工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー ：
　 　 （ ａ ） ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ Vλ ） ま た は カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域
ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ Vκ ） を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） J領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ V J ） を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ Cλ ） ま た は カ ッ パ 軽 鎖 定 常 領 域
ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ Cκ ） を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 、 工 程 （ ｃ ） の 核 酸 お よ び 工 程 （ ｂ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 、 前 記 工 程 （ ｂ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 前 記 工 程 （ ａ ） の 核 酸 お よ び 前 記 工 程 （ ｃ ）
の 核 酸 の 間 に 位 置 す る よ う に 連 結 し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-J-Cキ
メ ラ 核 酸 を 生 成 す る 工 程 、 お よ び 前 記 連 結 工 程 を 反 復 し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の
ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 コ ー ド 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ７ ９ 】
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 一 本 鎖 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ ８ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ８ ０ 】
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fdフ ラ グ メ ン ト 又 は 抗 原 結 合 相 補 性 決 定 領
域 (CDR)を 含 む 、 請 求 項 １ ７ ８ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ８ １ 】
　 工 程 (a)の ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は カ
ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 増 幅 反 応 に よ り
生 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ ８ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ８ ２ 】
　 工 程 (c)の ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は カ
ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cκ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 増 幅 反 応 に よ り
生 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ ８ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ８ ３ 】
　 増 幅 反 応 が 一 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR
)増 幅 反 応 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ １ 又 は １ ８ ２ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ８ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 制 限 酵 素 部 位 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の ラ イ ブ
ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ８ ５ 】
　 ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 カ ッ パ ー 軽 鎖
可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ
プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン (Cκ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 約 99～ 約 600塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ７ ８ 記
載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ８ ６ 】
　 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 約 198～ 約 402塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ８ ５ 記 載 の ラ
イ ブ ラ リ ー 。
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【 請 求 項 １ ８ ７ 】
　 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 約 300～ 約 320塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ８ ６ 記 載 の ラ
イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ８ ８ 】
　 増 幅 さ れ る 核 酸 が 哺 乳 動 物 の 核 酸 で あ る 、 請 求 項 １ ８ １ 又 は １ ８ ２ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー
。
【 請 求 項 １ ８ ９ 】
　 増 幅 さ れ る 哺 乳 動 物 の 核 酸 が ヒ ト 核 酸 で あ る 、 請 求 項 １ ８ ８ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ０ 】
　 増 幅 さ れ る 核 酸 が ゲ ノ ム DNA、 cDNA又 は RNAで あ る 、 請 求 項 １ ８ １ 又 は １ ８ ２ 記 載 の ラ イ
ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ １ 】
　 工 程 (b)の Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 約 ９ ～ 約 99
塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ７ ８ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ２ 】
　 工 程 (b)の Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 約 18～ 約 81
塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ９ １ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ３ 】
　 工 程 (b)の Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 約 36～ 約 63
塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ９ ２ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ４ 】
　 キ メ ラ 核 酸 を 生 成 す る た め の 工 程 (d)の 結 合 が DNAリ ガ ー ゼ 、 転 写 又 は 増 幅 反 応 を 含 む 、
請 求 項 １ ７ ８ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ５ 】
　 増 幅 反 応 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 反 応 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ４ 記 載 の ラ イ ブ ラ
リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ６ 】
　 増 幅 反 応 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ５ 記 載 の ラ イ ブ ラ
リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 制 限 酵 素 部 位 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ９ ６ 記 載 の ラ イ ブ
ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ８ 】
　 転 写 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ 転 写 反 応 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ４ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ９ ９ 】
　 複 数 の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、
以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー ：
　 　 （ ａ ） 抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V H )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 提 供 す
る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V D )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提
供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提
供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (C H )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 提 供 す る 工
程 ；
　 　 （ ｅ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 、 工 程 （ ｄ ） の 核 酸 、 並 び に 工 程 （ ｂ ） お よ び 工 程 （ ｃ ） の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 工 程 （ ｂ ） お よ び 工 程 （ ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 （ ａ ）
の 核 酸 と 工 程 （ ｄ ） の 核 酸 の 間 に 位 置 す る よ う に 連 結 し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー ド 配 列 を 生 成 す る 工 程 、 お よ び 、 前 記 連 結 工 程 を 反 復
し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 コ ー ド 配 列 の ラ
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イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ０ ０ 】
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 一 本 鎖 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ １ 】
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fdフ ラ グ メ ン ト 又 は 抗 原 結 合 相 補 性 決 定 領
域 (CDR)を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ ２ 】
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が μ 、 γ 、 γ ２ 、 γ ３ 、 γ ４ 、 δ 、 ε 、 α １ 又 は α ２ 定 常 領 域 を
含 む 、 請 求 項 ２ ０ ０ 又 は ２ ０ １ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ ３ 】
　 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V H )が 増 幅 反 応 に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ ９ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ４ 】
　 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (C H )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 増 幅 反 応 に よ り 生 成 さ
れ る 、 請 求 項 １ ９ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ ５ 】
　 増 幅 反 応 が 一 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR
)増 幅 反 応 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ３ 又 は ２ ０ ４ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 制 限 酵 素 部 位 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ５ 記 載 の ラ イ ブ
ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ ７ 】
　 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V H )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ
プ チ ド ド メ イ ン (C H )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 約 99～ 約 600塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求
項 １ ９ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ ８ 】
　 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 約 198～ 約 402塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ７ 記 載 の ラ
イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ ９ 】
　 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 約 300～ 約 320塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ８ 記 載 の ラ
イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ０ 】
　 増 幅 さ れ る 核 酸 が 哺 乳 動 物 の 核 酸 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ３ 又 は ２ ０ ４ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー
。
【 請 求 項 ２ １ １ 】
　 増 幅 さ れ る 哺 乳 動 物 の 核 酸 が ヒ ト 核 酸 で あ る 、 請 求 項 ２ １ ０ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ２ 】
　 増 幅 さ れ る 核 酸 が ゲ ノ ム DNA、 cDNA又 は RNAで あ る 、 請 求 項 ２ ０ ３ 又 は ２ ０ ４ 記 載 の ラ イ
ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ３ 】
　 工 程 (b)の Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン 又 は 工 程 (c)の Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ
ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 約 ９ ～ 約 99塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ９ ９ 記 載 の
ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 約 18～ 約 81塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ １ ３ 記 載 の ラ イ ブ
ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 約 36～ 約 63塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ １ ４ 記 載 の ラ イ ブ
ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ６ 】
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　 キ メ ラ 核 酸 を 生 成 す る た め の 工 程 (e)の 結 合 が DNAリ ガ ー ゼ 、 転 写 又 は 増 幅 反 応 を 含 む 、
請 求 項 １ ９ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ７ 】
　 増 幅 反 応 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 反 応 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ
リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ８ 】
　 増 幅 反 応 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ
リ ー 。
【 請 求 項 ２ １ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 制 限 酵 素 部 位 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ １ ８ 記 載 の ラ イ ブ
ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ ０ 】
　 転 写 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ 転 写 反 応 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ ６ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ １ 】
　 請 求 項 ７ ８ 又 は １ ９ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 ば れ る キ メ ラ 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ２ ２ ２ 】
　 請 求 項 ７ ８ 又 は １ ９ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 ば れ る キ メ ラ 核 酸 を 含 む 形 質 転 換 細 胞
。
【 請 求 項 ２ ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ ２ １ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ ４ 】
　 請 求 項 ７ ８ 又 は ９ ９ 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 ば れ た キ メ ラ 核 酸 を 含 む 非 ヒ ト ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ２ ２ ５ 】
　 (a)ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ
チ ド ド メ イ ン (Vκ )を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 、
　 (b)Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程
、
　 (c)ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ
チ ド ド メ イ ン (Cκ )を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 、
　 (d)工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (c)の 核 酸 及 び 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 工 程 (b)の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 (a)及 び 工 程 (c)の 核 酸 の 間 に 置 か れ る よ う に 連 結 し て キ メ ラ 抗 原
結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ６ 】
　 (a)ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ
チ ド ド メ イ ン (Vκ )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、
　 (b)Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す
る 工 程 、
　 (c)ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ
チ ド ド メ イ ン (Cκ )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、
　 (d)工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (c)の 核 酸 及 び 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 工 程 (b)の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 (a)及 び 工 程 (c)の 核 酸 の 間 に 置 か れ る よ う に 連 結 し て キ メ ラ 抗 原
結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 し 、 こ の 結 合 工
程 を 繰 り 返 し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 コ ー
デ ィ ン グ 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 方 法 ：
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　 　 （ ａ ） 抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ V H ） を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V D )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提
供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提
供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ C H ） を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 提 供 す る
工 程 ；
　 　 （ ｅ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 、 工 程 （ ｄ ） の 核 酸 、 並 び に 工 程 （ ｂ ） お よ び 工 程 （ ｃ ） の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 工 程 （ ｂ ） お よ び 工 程 （ ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 （ ａ ）
の 核 酸 と 工 程 （ ｄ ） の 核 酸 の 間 に 位 置 す る よ う に 連 結 し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー ド 配 列 を 生 成 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ２ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ V H ） を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V D )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提
供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｃ ） Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提
供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｄ ） 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ C H ） を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 提 供 す る
工 程 ；
　 　 （ ｅ ） 工 程 （ ａ ） の 核 酸 、 工 程 （ ｄ ） の 核 酸 、 並 び に 工 程 （ ｂ ） お よ び 工 程 （ ｃ ） の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 工 程 （ ｂ ） お よ び 工 程 （ ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 （ ａ ）
の 核 酸 と 工 程 （ ｄ ） の 核 酸 の 間 に 位 置 す る よ う に 連 結 し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー ド 配 列 を 生 成 す る 工 程 、 お よ び 、 前 記 連 結 工 程 を 反 復
し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 コ ー ド 配 列 の ラ
イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ２ ９ 】
　 発 現 さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 を 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ２ ５ 、 ２ ２ ６ 、 ２ ２ ７ 又 は ２ ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ０ 】
　 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 突 然 変 異 誘 発 す る こ
と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ２ ５ 、 ２ ２ ６ 、 ２ ２ ７ 又 は ２ ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ １ 】
　 核 酸 が 最 適 化 さ れ た 誘 導 進 化 系 も し く は 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 又 は こ れ ら の 組
み 合 わ せ を 含 む 方 法 に よ り 突 然 変 異 誘 発 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ２ 】
　 核 酸 が 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 (GSSM)、 段 階 的 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 エ ラ ー -プ ロ
ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 突 然 変 異 誘 発 、 ア ッ セ ン ブ ル PCR、 セ
ク シ ュ ア ル PCR突 然 変 異 誘 発 、 in vivo突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 、 リ カ ー シ ブ
・ ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘
発 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ
を 含 む 方 法 に よ り 突 然 変 異 誘 発 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ３ 】
　 核 酸 が 組 換 え 、 リ カ ー シ ブ 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA突 然 変 異 誘 発 、 ウ ラ
シ ル 含 有 鋳 型 突 然 変 異 誘 発 、 ギ ャ ッ プ 二 重 ら せ ん 突 然 変 異 誘 発 、 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 突 然 変
異 誘 発 、 修 復 不 全 宿 主 株 突 然 変 異 誘 発 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 放 射 性 遺 伝 子 突 然 変 異 誘 発
、 欠 失 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -選 抜 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -精 製 突 然 変 異 誘 発 、 人 工 遺 伝 子 合 成
、 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー 生 成 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む
方 法 に よ り 突 然 変 異 誘 発 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ４ 】
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　 突 然 変 異 誘 発 さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に つ
い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ３ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ５ 】
　 抗 原 結 合 部 位 変 種 を 、 突 然 変 異 誘 発 の 前 の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア フ ィ ニ テ ィ
ー 又 は 特 異 性 と 較 べ て 増 大 さ れ た 抗 原 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 抗 原 結 合 特 異 性 に よ り 同 定
す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ ９ 又 は ２ ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ６ 】
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗 原 結 合 部 位 ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 含 む 方
法 に よ り 、 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 請 求 項
２ ２ ９ 又 は ２ ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ７ 】
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 液 相 中 の 発 現 さ れ る 抗 原 結 合 部 位 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 含 む
方 法 に よ り 、 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 請 求
項 ２ ２ ９ 又 は ２ ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ８ 】
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗 原 結 合 部 位 ポ リ ペ プ チ ド の リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ を 含 む
方 法 に よ り 、 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 請 求
項 ２ ２ ９ 又 は ２ ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ ９ 】
　 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 固 相 中 で ポ リ ペ プ チ ド を 固 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ
り 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ２
５ 、 ２ ２ ６ 、 ２ ２ ７ 又 は ２ ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ０ 】
　 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 む 方 法 に よ り 、 抗 原 を 特 異 的
に 結 合 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ３ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ １ 】
　 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 を 含 む 方 法 に よ り 、 抗 原 を 特 異 的
に 結 合 す る 能 力 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ２ 】
　 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 が 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ １ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ３ 】
　 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ が GIGAMATRIX T M キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ で あ る 、 請 求 項
２ ４ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ４ 】
　 　 以 下 の 工 程 を 含 む キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 ：
　 　 （ ａ ） 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 に よ っ て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-J-
Cキ メ ラ 核 酸 を 提 供 す る 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 に よ っ て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 複 数 の V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 （ ｂ ） 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 工 程 （ ａ ） の キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配 列 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 前 記 キ メ ラ 核 酸 の 特 異 的
配 列 を タ ー ゲ テ ィ ン グ し 、 お よ び 、 前 記 キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 配 列 を 含 み ；
　 　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の キ メ ラ 核 酸 を 工 程 （ ｂ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 複 製 す る こ と に
よ っ て 非 確 率 論 的 変 種 を 含 む 数 ｎ （ ｎ は 整 数 ） の 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 し 、 そ れ に
よ っ て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ４ ５ 】
　 キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ で あ り 、 ｘ が ３ ～ 100の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２
４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ６ 】
　 キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ で あ り 、 ｘ が ５ ～ 50の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ４

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-514927 A 2005.5.26



５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ７ 】
　 キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ で あ り 、 ｘ が 10～ 30の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ４
６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ８ 】
　 キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ で あ り 、 ｘ が １ ～ 50の 整 数 で あ る 、 請 求 項
２ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ ９ 】
　 キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ で あ り 、 ｘ が ２ ～ 20の 整 数 で あ る 、 請 求 項
２ ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ０ 】
　 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 核 酸 に 相 同 の 第 二 配 列 を 含 み 、 変 種 配 列 が キ メ
ラ 核 酸 に 相 同 な 配 列 に よ り 隣 接 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ １ 】
　 キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 第 二 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ で あ り 、 ｘ が １ ～ 50の 整 数 で あ る 、 請
求 項 ２ ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ２ 】
　 第 二 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ で あ り 、 ｘ が ３ 、 ６ 、 ９ 又 は 12で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ０ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ５ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 核 酸 コ ド ン を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 変 種 配 列 を 含 み 、 そ れ
に よ り 複 数 の 変 種 コ ド ン を 含 む 複 数 の 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る 、 請 求 項 ２
４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ４ 】
　 変 種 配 列 が 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ れ る コ ド ン に つ い て の 全 て の 19の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 種 を
コ ー ド す る 変 種 コ ド ン を 生 成 し 、 そ れ に よ り 前 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ れ る コ ド ン に よ り コ
ー ド さ れ る 残 基 に お い て 全 て の 19の 可 能 な 天 然 ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 、 請 求 項 ２ ４ ４ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 複 数 の キ メ ラ 核 酸 コ ド ン を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 変 種 配 列 を 含 む
、 請 求 項 ２ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ６ 】
　 変 種 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 核 酸 中 の コ ド ン の 全 て を 標 的 と し 、 そ れ に
よ り 複 数 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド （ 全 て の ア ミ ノ 酸 が キ メ ラ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド の 非 確 率 的 変 種 で あ る ） を 生 成 す る 、 請 求 項 ２ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ７ 】
　 変 種 配 列 が キ メ ラ 核 酸 コ ド ン の 全 て に つ い て の 全 て の 19の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す
る 変 種 コ ド ン を 生 成 し 、 そ れ に よ り 複 数 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド （ 全 て の ア ミ ノ 酸 が キ メ ラ 核
酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 非 確 率 的 変 種 及 び コ ド ン の 全 て で 全 て の 19の 可 能 な
天 然 ア ミ ノ 酸 の 変 種 で あ る ） を 生 成 す る 、 請 求 項 ２ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ８ 】
　 ｎ が １ ～ 約 10 3 0 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ ９ 】
　 ｎ が 約 10 2 ～ 約 10 2 0 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ０ 】
　 ｎ が 約 10 2 ～ 約 10 1 0 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ １ 】
　 工 程 (c)の 複 製 が 酵 素 を ベ ー ス と す る 複 製 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ２ 】
　 酵 素 を ベ ー ス と す る 複 製 が ポ リ メ ラ ー ゼ を ベ ー ス と す る 増 幅 反 応 を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ １
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記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ３ 】
　 増 幅 反 応 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ４ 】
　 酵 素 を ベ ー ス と す る 複 製 が 無 エ ラ ー ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ ３ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ ５ 】
　 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 を 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 導 入 し 得 る 核 酸 配 列 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ６ 】
　 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 つ 以 上 の 残 基 を 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 欠 失 し 得
る 核 酸 配 列 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ７ 】
　 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 一 つ 以 上 の 停 止 コ ド ン の 付
加 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ８ 】
　 (a)(i)ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 し 、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VJ)を
コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ
)又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cκ )を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 し 、 工 程
(a)の 核 酸 、 工 程 (c)の 核 酸 及 び 工 程 (d)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し て （ 工 程 (b)
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 (a)及 び 工 程 (c)の 核 酸 の 間 に 置 か れ る ） キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 す る こ と を 含 む 方 法 に よ
り つ く ら れ る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｘ 個 の V-J-Cキ メ ラ 核 酸 、 又 は (ii
)抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VH)を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 し 、 Ｄ 領 域 ポ リ ペ
プ チ ド ド メ イ ン (VD)を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン (VJ)を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 (d)重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン (CH)を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 し 、 工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (d)の 核 酸 並 び に 工 程 (b)及 び
工 程 (c)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し て （ 工 程 (b)及 び 工 程 (c)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 工 程 (a)及 び 工 程 (d)の 核 酸 の 間 に 置 か れ る ） キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り つ く ら れ る キ
メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｘ 個 の V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 を 提 供 す る 工 程 、
　 (b)ｙ 個 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 （ ｙ は 整 数 で あ り 、
ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 前 も っ て 決 め ら れ た 配 列 で 工 程 (a)の キ メ ラ 核
酸 と ク ロ ス オ ー バ ー 再 ア ッ セ ン ブ ル す る よ う に 設 計 さ れ 、 か つ キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 配
列 及 び そ の 変 種 配 列 に 隣 接 す る キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配 列 を 含 む ） 、 及 び
　 (c)少 な く と も 一 つ の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も 一 つ の キ メ
ラ 核 酸 と 組 み 合 わ せ 、 そ の 結 果 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 核 酸 と
ク ロ ス オ ー バ ー 再 ア ッ セ ン ブ ル し て 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 し 、 そ れ
に よ り キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成
す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ ９ 】
　 ｘ が １ ～ 約 10 1 0 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ０ 】
　 ｘ が 約 10～ 約 10 2 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ １ 】
　 ｘ が １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 及 び 10か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る 、
請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ２ 】
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　 複 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し 、 か つ 変 種 配 列 が キ メ ラ 核 酸 コ
ド ン を 標 的 と し て 標 的 コ ド ン の 変 種 で あ る 複 数 の 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 し 、 そ れ に
よ り キ メ ラ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 残 基 に お い て 複 数 の 天 然 ア ミ ノ 酸 変
化 を 生 じ る 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ３ 】
　 変 種 配 列 が 標 的 コ ド ン に つ い て の 全 て の 19の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 変 種 コ ド ン
を 生 成 し 、 そ れ に よ り キ メ ラ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 標 的 コ ド ン に よ り
コ ー ド さ れ た 残 基 に お い て 全 て の 19の 可 能 な 天 然 ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 、 請 求 項 ２ ７ ２ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ４ 】
　 複 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 使 用 さ れ 、 か つ 変 種 配 列 が 複 数 の キ メ
ラ 核 酸 コ ド ン を 標 的 と し 、 そ れ に よ り 標 的 コ ド ン の 変 種 で あ る 複 数 の コ ド ン 及 び キ メ ラ 核
酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 標 的 コ ド ン に よ り コ ー ド さ れ た 複 数 の 残 基 に お い
て 複 数 の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ５ 】
　 変 種 配 列 が キ メ ラ 核 酸 中 の コ ド ン の 全 て 中 で 変 種 コ ド ン を 生 成 し 、 そ れ に よ り 複 数 の 子
孫 ポ リ ペ プ チ ド （ 全 て の ア ミ ノ 酸 が キ メ ラ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 非 確 率
的 変 種 で あ る ） を 生 成 す る 、 請 求 項 ２ ７ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ６ 】
　 変 種 配 列 が キ メ ラ 核 酸 コ ド ン の 全 て に つ い て 19の 全 て の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る
変 種 コ ド ン を 生 成 し 、 そ れ に よ り 複 数 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド （ 全 て の ア ミ ノ 酸 が キ メ ラ 核 酸
に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 非 確 率 的 変 種 及 び コ ド ン の 全 て で 全 て の 19の 可 能 な 天
然 ア ミ ノ 酸 の 変 種 で あ る ） を 生 成 す る 、 請 求 項 ２ ７ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ７ 】
　 抗 原 結 合 部 位 の コ ド ン の 全 て が 標 的 と さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ８ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が １ ～ 約 10 3 0 の メ ン バ ー を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ ９ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が 約 10 2 ～ 約 10 2 0 の メ ン バ ー を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ０ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が 約 10 3 ～ 約 10 1 0 の メ ン バ ー を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ １ 】
　 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 が キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 少 な く と も 約 ６ の
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ２ 】
　 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 が キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 少 な く と も 約 15の
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ３ 】
　 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 が キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 少 な く と も 約 21の
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ４ 】
　 一 つ 以 上 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を キ メ ラ 核 酸 と 組 み 合 わ せ る こ と が
ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と キ メ ラ 核 酸 の 間 の ｚ 回 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン
ト を 含 み 、 ｙ が １ ～ 約 10 2 0 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ５ 】
　 ｚ が 約 10～ 約 10 1 0 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ６ 】
　 ｚ が 約 10 2 ～ 約 10 5 の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ７ 】
　 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｚ 個 の 残 基 中 で キ メ ラ 核 酸 と は 異 な り 、 ｚ が １
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～ 約 10 4 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ８ 】
　 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｚ 個 の 残 基 中 で 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 異 な
り 、 ｚ が 10～ 約 10 3 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ ９ 】
　 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｚ 個 の 残 基 中 で 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 異 な
り 、 ｚ が １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 及 び 10か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ２
６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ０ 】
　 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｚ 個 の コ ド ン 中 で キ メ ラ 核 酸 と は 異 な り 、 ｚ が
１ ～ 約 10 4 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ １ 】
　 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｚ 個 の コ ド ン 中 で キ メ ラ 核 酸 と は 異 な り 、 ｚ が
10～ 約 10 3 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ２ 】
　 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｚ 個 の コ ド ン 中 で キ メ ラ 核 酸 と は 異 な り 、 ｚ が
１ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 及 び 10か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ２ ６ ８ 記 載
の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 一 般 に 遺 伝 子 操 作 及 び タ ン パ ク 質 操 作 並 び に 分 子 生 物 学 の 分 野 に 関 す る 。 特 に
、 本 発 明 は 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 同 定 方 法 及 び 精 製 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 一 般 に タ ン パ ク 質 操 作 及 び 遺 伝 子 操 作 並 び に 分 子 生 物 学 の 分 野 に 関 す る 。 一 局
面 に お い て 、 本 発 明 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー 並 び に 合 成 遺 伝 子 、 ア ン チ セ ン
ス 構 築 物 及 び ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 、 あ ら ゆ る 核 酸 配 列 の 生 成 方 法 に 関 す
る 。 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー は 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 、 例 え ば
、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ の 制 限 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 認 識 配 列 の 外 部 の 一 定 位 置 で 切 断 し て 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す
る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 方 法 は 既 製 の マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ） オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ラ イ ブ ラ リ ー 及 び IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 使 用 を
含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 抗 体 及 び 関 連 分 子 、 例 え ば 、 抗 原 結 合 部 位 及 び ド
メ イ ン 並 び に 一 本 鎖 抗 体 及 び 二 本 鎖 抗 体 を 含 む 、 そ の 他 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、
キ メ ラ 抗 原 結 合 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 の 、 組 又 は ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 方 法 に 関 す る 。 本 発
明 は そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 を 変 化 す る こ と に よ り 、 例 え ば 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 （ satura
tion mutagenesis） 、 最 適 化 誘 導 進 化 系 (optimized directed evolution system)、 合 成
連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (synthetic ligation reassembly)、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に
よ り 新 規 又 は 変 種 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 抗 原 結 合 部 位 、 抗 体 及 び 抗 体 の
特 定 ド メ イ ン 又 は フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Fabド メ イ ン 又 は Fcド メ イ ン ） を 生 成 す る 方 法
を 提 供 す る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 本 発 明 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り コ ー ド さ れ 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成
さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抗 源 結 合 ポ リ ペ
プ チ ド は あ ら ゆ る 液 体 又 は 固 体 状 態 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ
イ 、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ を 使 用 し て 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 等 を 使 用
し て 分 析 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 抗 原 を 分 離 も
し く は 同 定 す る た め に in vitroで 使 用 で き 、 又 は 、 例 え ば 、 免 疫 応 答 を 調 節 、 刺 激 も し く
は 弱 化 す る た め に 、 種 々 の 疾 患 及 び 症 状 を 治 療 も し く は 診 断 す る た め に in vivoで 使 用 し
得 る 。 ま た 、 本 発 明 は 受 動 免 疫 を 投 与 す る た め の キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 生 成 及 び 遺 伝 子

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-514927 A 2005.5.26



ワ ク チ ン の た め の こ れ ら の キ メ ラ 抗 原 結 合 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 及 び 遺 伝 子 構 築 物 を 含 む 、 核
酸 を 構 築 す る の に 普 通 使 用 さ れ る 。 し か し な が ら 、 最 良 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ ン セ サ イ
ザ ー で さ え も が １ ％ ～ ５ ％ の エ ラ ー 率 を 有 す る 。 こ れ ら の エ ラ ー は 不 適 切 な 塩 基 対 配 列 を
も た ら す こ と が あ り 、 こ れ ら が エ ラ ー の あ る タ ン パ ク 質 配 列 の 生 成 を も た ら し 得 る 。 こ れ
ら の エ ラ ー は ま た 、 例 え ば 、 未 成 熟 停 止 コ ド ン を 含 む 、 適 切 に 転 写 し 得 な い 配 列 又 は 未 翻
訳 配 列 を も た ら し 得 る 。 こ れ ら の エ ラ ー を 検 出 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 生 成 さ れ た 配 列 が 配 列 決 定 さ れ る 。 し か し な が ら 、 核 酸 合 成 技
術 に お け る エ ラ ー を 検 出 す る た め の 配 列 決 定 は 時 間 を 浪 費 し 、 か つ 高 価 で あ る 。
　 遺 伝 子 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 及 び そ の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 操 作 は 親
、 又 は 鋳 型 の 、 DNA配 列 を 分 離 、 合 成 又 は 取 り 扱 う 必 要 に よ り 遅 延 さ れ る こ と が あ る 。 例
え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 操 作 を 必 要 と す る 、 細 胞 宿 主 中 の 最 適 の 発 現 の た め に コ ド
ン 頻 度 を 変 え る こ と が 必 要 で あ る か も し れ な い 。 分 子 の 更 な る 改 変 を 必 要 と す る 、 配 列 の
操 作 を 促 進 す る た め に 制 限 部 位 を 分 離 、 ク ロ ー ン 化 又 は 増 幅 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 加
え 、 か つ ／ 又 は 除 去 す る こ と が 頻 繁 に 望 ま し く 、 又 は 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 操 作 の 全 て が
労 働 コ ス ト を 導 入 し 、 配 列 エ ラ ー 及 び ク ロ ー ニ ン グ エ ラ ー の 潜 在 的 な 源 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 利 用 し 得 る 最 良 の 品 質 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 系 は １ ％ ま で の (n-1)コ ン タ ミ ネ ー シ
ョ ン 及 び (n-2)コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン を 依 然 と し て 含 み 、 構 築 さ れ た 核 酸 配 列 （ 例 え ば 、 遺
伝 子 、 遺 伝 経 路 、 又 は 調 節 モ チ ー フ ） 中 の 高 い エ ラ ー 率 を も た ら す 。 こ れ ら の エ ラ ー は そ
れ ら 自 体 で フ レ ー ム シ フ ト 又 は 停 止 コ ド ン と し て 発 現 し て 、 操 作 さ れ た 遺 伝 子 が 発 現 さ れ
る 場 合 に ト ラ ン ケ ー ト タ ン パ ク 質 を も た ら し 得 る 。 時 折 、 20よ り 多 い ク ロ ー ン が 配 列 決 定
さ れ 、 エ ラ ー が 修 正 さ れ て （ 例 え ば 、 部 位 誘 導 突 然 変 異 誘 発 に よ り ） 単 一 遺 伝 子 又 は コ ー
デ ィ ン グ 配 列 に 所 望 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る 必 要 が あ る 。 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ラ イ ブ ラ リ ー の 場 合 、 配 列 決 定 及 び 全 て の エ ラ ー の 修 正 は 選 択 肢 で は な く 、 オ リ ゴ を ベ ー
ス と す る 配 列 エ ラ ー が ク ロ ー ニ ン グ 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 効 率 を か な り 低 下 す る 。
　 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 抗 体 が 種 々 の 治 療 適 用 に ま す ま す 使 用 さ れ て い る 。 例
え ば 、 免 疫 療 法 に お い て 、 抗 体 が 癌 細 胞 の 如 き 、 標 的 細 胞 を 直 接 死 滅 す る の に 使 用 さ れ る
。 そ れ ら は 受 動 免 疫 を 生 じ る の に 投 与 し 得 る 。 ま た 、 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 傷 害 試
薬 又 は イ メ ー ジ ン グ 試 薬 を 送 出 す る た め に 担 体 と し て 使 用 さ れ る 。 癌 療 法 に 認 可 さ れ た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAbs)は 現 在 フ ェ ー ズ II及 び III試 験 中 で あ る 。 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 に
結 合 す る 或 る 種 の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 外 部 抗 原 の 三 次 元 構 造 及 び 機 能 を 有 効 に 模 擬 す
る こ と が で き 、 活 性 特 異 的 免 疫 療 法 の た め の サ ロ ゲ ー ト 抗 原 と し て 使 用 し 得 る 。 両 特 異 性
抗 体 は 免 疫 細 胞 活 性 化 を 腫 瘍 細 胞 認 識 と 組 み 合 わ せ る 。 こ う し て 、 腫 瘍 細 胞 又 は 腫 瘍 特 異
的 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 （ 例 え ば 、 腫 瘍 血 管 系 ） が 前 も っ て 特 定 さ れ た エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に
よ り 死 滅 さ れ る 。 抗 体 は 直 接 結 合 に よ り 、 又 は 分 泌 細 胞 を 刺 激 も し く は 抑 制 す る こ と に よ
り サ イ ト カ イ ン 又 は ホ ル モ ン の レ ベ ル を 増 大 又 は 減 少 す る の に 投 与 し 得 る 。 そ れ 故 、 癌 特
異 的 抗 原 の 如 き 、 所 望 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 結 合 活 性 を 増 大 す る こ と
は 、 そ の 標 的 に 対 す る 抗 体 の 一 層 大 き い 特 異 性 を も た ら し 、 種 々 の 治 療 利 益 、 例 え ば 、 抗
体 を 少 な く 含 む 医 薬 を 投 与 す る 必 要 を も た ら す で あ ろ う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 核
酸 の 精 製 方 法 及 び 同 定 方 法
　 本 発 明 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 及 び 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 欠 い て い る
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 同 定 方 法 及 び 精 製 方 法 を 提 供 す る 。 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は
(a)二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以
上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 意 す る 工 程 、 (b)
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複 数 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 用 意 す る 工 程 、 (c)工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ
ド が 工 程 (b)の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／
又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 条 件 下 で 工 程 (b)の 二 本 鎖 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (d)工 程 (a)の ポ リ ペ プ
チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 特 異 的 に 結 合 さ れ た 工 程 (a)の ポ リ
ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 分 離 し 、 そ れ に よ り 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、
挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 精 製 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は
ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 方 法 を 提 供 す る 。 一 局
面 に お い て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 一 局 面 に お い
て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 ３ ～ 約 300塩 基 対 の 長 さ 、 10～ 約 200塩
基 対 の 長 さ 、 及 び 50～ 約 150塩 基 対 の 長 さ で あ る 。 別 の 局 面 に お い て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 中 の ギ ャ ッ プ が 約 １ ～ 30、 約 ２ ～ 20、 約 ３ ～ 15、 約 ４ ～ 12及 び 約 ５ ～ 10ヌ ク レ オ チ
ド の 長 さ で あ る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ が C:Tミ ス マ ッ チ 、 G:Aミ ス マ ッ チ 、 C:Aミ ス マ ッ
チ 又 は G:U/Tミ ス マ ッ チ を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及
び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド が DNA修 復 酵
素 を 含 む 。 別 の 局 面 に お い て 、 DNA修 復 酵 素 が バ ク テ リ ア の DNA修 復 酵 素 、 MutS DNA修 復 酵
素 、 Taq MutS DNA修 復 酵 素 、 Fpg DNA修 復 酵 素 、 MutY DNA修 復 酵 素 、 hexA DNAミ ス マ ッ チ
修 復 酵 素 、 Vsrミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 、 哺 乳 動 物 DNA修 復 酵 素 及 び 天 然 又 は 合 成 変 化 並 び に こ
れ ら の イ ソ 酵 素 で あ る 。 一 局 面 に お い て 、 DNA修 復 酵 素 が G:U/Tミ ス マ ッ チ の 塩 基 切 除 修 復
を 開 始 す る DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ で あ る 。 DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ が バ ク テ リ ア の ミ ス マ ッ チ 特 異
的 ウ ラ シ ル -DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ (MUG)DNA修 復 酵 素 又 は 真 核 生 物 の チ ミ ン -DNAグ リ コ シ ラ ー
ゼ (TDG)酵 素 を 含 ん で も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 工 程 (d)の 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら の 工 程 (a)の 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 分 離 が イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 使 用 を 含 み 、 そ の カ ラ ム が 特 異 的 に 結 合
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ に 特 異
的 に 結 合 す る こ と が で き る 固 定 化 抗 体 を 含 み 、 固 定 化 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド 又 は 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る こ
と が で き る 条 件 下 で サ ン プ ル が イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 さ れ る 。
　 一 局 面 に お い て 、 工 程 (d)の 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら の 工 程 (a)の 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 分 離 が 抗 体 の 使 用 を 含 み 、 そ の 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は 特
異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き 、
か つ 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
さ れ た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 条 件 下 で 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ ら れ る 。 抗 体 が 固 定 化 抗 体 で あ っ て も よ い 。 抗 体 が ビ ー ズ 又 は 磁 化
粒 子 も し く は 磁 化 ビ ー ズ に 固 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 局 面 に お い て 、 工 程 (d)の 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら の 工 程 (a)の 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 分 離 が ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 使 用 を 含 み 、 そ の カ ラ ム が 特 異 的 に 結 合 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た タ グ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 固 定 化 結 合 分 子 を 含 み 、
固 定 化 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た タ グ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と
が で き る 条 件 下 で サ ン プ ル が ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 さ れ る 。 固 定 化 結 合 分 子 が ア ビ ジ
ン 又 は そ の 天 然 も し く は 合 成 の 変 化 又 は ホ モ ロ グ を 含 ん で も よ く 、 か つ 特 異 的 に 結 合 さ れ
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た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た タ グ が ビ オ チ ン 又 は そ の 天 然 も し く は 合 成 の 変 化 又 は ホ モ ロ
グ を 含 ん で も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 工 程 (d)の 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら の 工 程 (a)の 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 分 離 が サ イ ズ 排 除 カ ラ ム 、 例 え ば 、 ス ピ ン カ ラ ム の 使 用 を 含 む 。 ま た 、 分 離 が
サ イ ズ 排 除 ゲ ル 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 使 用 を 含 ん で も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 。 ポ
リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 融 合 タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 ん で も よ い 。 融 合 タ
ン パ ク 質 が イ ン テ イ ン の 上 流 の 関 係 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も よ く 、 イ ン テ イ ン が ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む 。 イ ン テ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 酵 素 、 例 え ば 、 ベ ク タ ー を 同 定 し 、 又 は 陽 性
ク ロ ー ン を 挿 入 す る の に 使 用 さ れ る 酵 素 、 例 え ば 、 Lac Zを 含 ん で も よ い 。 イ ン テ イ ン ポ
リ ペ プ チ ド が 抗 体 又 は リ ガ ン ド を 含 ん で も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 イ ン テ イ ン ポ リ ペ プ チ
ド が ポ リ ペ プ チ ド 選 抜 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば 、 抗 生 物 質 を 含 む 。 抗 生 物 質 が カ ナ マ イ シ
ン 、 ペ ニ シ リ ン 又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は (a)二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／
又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 意 す る
工 程 、 (b)複 数 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 用 意 す る 工 程 、 (c)工 程 (a)の
ポ リ ペ プ チ ド が 工 程 (b)の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル
ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 条 件 下 で 工 程 (b)
の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 (d)工 程 (a)の ポ
リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 特 異 的 に 結 合 さ れ た 工 程 (a)
の ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 分 離 し 、 そ れ に よ り 塩 基 対 ミ ス マ
ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 工 程 、 及 び (e)精 製 さ れ た 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 及 び 挿 入 ／ 欠 失
ル ー プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し 、 そ れ に よ り 塩 基 対 ミ ス マ
ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 生 成 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ッ セ ン ブ ル し て 塩
基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。
　 一 局 面 に お い て 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 含
み 、 例 え ば 、 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー は マ ル チ コ ド ン を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 例
え ば 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は マ ル チ コ ド ン 、 例 え ば 、 ジ コ ド ン 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ
ッ ク を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 ん で も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 ラ イ ブ
ラ リ ー が 複 数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ
ン バ ー が タ ン デ ム の 二 つ 以 上 の コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ） 及 び マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、
ジ コ ド ン 、 ト リ コ ド ン 、 テ ト ラ コ ド ン 等 ） の 5'末 端 お よ び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は (a)二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／
又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 意 す る
工 程 、 (b)複 数 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 用 意 す る 工 程 、 (c)工 程 (b)の
二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し て 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る 工 程 、 (d
)工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 工 程 (c)の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿
入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 条 件 下
で 工 程 (c)の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (e
)工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 特 異 的 に 結 合 さ
れ た 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 分 離 し 、 そ れ に よ り
塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本
鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠
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失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 生 成 方 法 を 提
供 す る 。 一 局 面 に お い て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ ル チ コ ド ン ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 み 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー が 複 数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー が タ ン デ ム の 少 な く と も 二
つ の コ ド ン 及 び マ ル チ コ ド ン の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ 認 識 配 列 を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 そ の 方 法 が 61固 定 化 ス タ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 夫 々 の 可 能 な ア
ミ ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ ト リ プ レ ッ ト の た め の 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 を 用 意 し 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 基 質 に 固 定 さ れ 、 か つ IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 生 成 さ れ た
一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ に 相 当 す る 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 有 し 、 又 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 基 質 に 遠 位 の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 を 含 み 、 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ
が IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 消 化 に よ り 生 成 さ れ ； 工 程 (a)の ラ イ ブ ラ リ ー か ら
の 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て 一 本 鎖 オ
ー バ ー ハ ン グ を 生 成 し 、 第 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 一 本
鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ が 対 合 し 得 る 条 件 下 で そ の 消 化 さ れ た 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン
バ ー を 固 定 化 第 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー に 接 触 さ せ 、 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 第
一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ な ぎ 、 そ れ に よ り 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る こ と を 更
に 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は (a)二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／
又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 意 す る
工 程 、 (b)融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 複 数 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル を
用 意 す る 工 程 （ そ の 融 合 タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 は マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド の
コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 上 流 に イ ン フ レ ー ム で 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を
含 む ） 、 (c)工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 工 程 (b)の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス
マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し
得 る 条 件 下 で 工 程 (b)の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工
程 、 (d)工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 特 異 的 に
結 合 さ れ た 工 程 (a)の ポ リ ペ プ チ ド を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 分 離 し 、 そ れ
に よ り 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ
を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 工 程 、 (e)精 製 さ れ た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 発 現 さ せ 、 選 抜 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 選 抜 し 、 そ
れ に よ り 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 ま ず 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 含 ま ず 、 か つ ／ 又 は ギ ャ ッ プ を
含 ま な い 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 塩
基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 ま ず 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 含 ま ず 、 か つ ／ 又 は ギ ャ ッ プ を 含 ま な い 二
本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 生 成 方 法 を 提 供 す る 。
　 一 局 面 に お い て 、 マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ イ ン テ イ ン を 含
み 、 か つ そ の 方 法 が 上 流 の 関 係 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら の イ ン テ イ ン マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ
ペ プ チ ド の 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ ア ウ ト を 更 に 含 む 。 マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド が 酵 素
、 例 え ば 、 イ ン サ ー ト 又 は ベ ク タ ー -陽 性 ク ロ ー ン を 同 定 す る の に 使 用 さ れ る 酵 素 、 例 え
ば 、 Lac Z酵 素 を 含 ん で も よ い 。 マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド が ま た 抗 生 物 質 、 例 え ば
、 カ ナ マ イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て 、 こ れ ら の 方 法 が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び
／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 90％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 、 99.5％
及 び 100％ 即 ち 完 全 に 含 ま な い 精 製 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ
ン プ ル 又 は “ バ ッ チ ” を 生 成 す る 。
　 ラ ン ダ ム も し く は 確 率 的 方 法 、 又 は 、 非 確 率 的 、 も し く は “ 誘 導 進 化 ” を 含 む 、 あ ら ゆ
る 手 段 に よ り 操 作 又 は 変 化 さ れ た 核 酸 が 本 発 明 の 方 法 に よ り “ 精 製 ” 又 は “ プ ロ セ シ ン グ
” で き 、 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以
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上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 90％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 、 99.5％ 及 び 100％ 即
ち 完 全 に 含 ま な い 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ ン プ ル 又 は
“ バ ッ チ ” を 生 成 す る の に 使 用 で き 、 核 酸 （ 例 え ば 、 オ リ ゴ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子
等 ） が 確 率 的 方 法 、 又 は 、 非 確 率 的 、 も し く は “ 誘 導 進 化 ” に よ り 操 作 さ れ て い た 。 例 え
ば 、 本 発 明 の 方 法 が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 、 最 適 化 誘 導 進 化 系 、 合 成
連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 操 作 さ れ た 核 酸 を “ 精 製 ” 又 は
“ プ ロ セ シ ン グ ” す る の に 使 用 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 が 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 (GSS
M)を 含 む 方 法 に よ り 操 作 さ れ た 核 酸 を “ 精 製 ” 又 は “ プ ロ セ シ ン グ ” す る の に 使 用 し 得 る
。 本 発 明 の 方 法 が 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 (GSSM)、 段 階 的 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 エ ラ
ー -プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 突 然 変 異 誘 発 、 ア ッ セ ン ブ ル
PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR突 然 変 異 誘 発 、 in vivo突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 、 リ
カ ー シ ブ (recursive)・ ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、
部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)又
は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 操 作 さ れ た 核 酸 を “ 精 製 ” 又 は “ プ ロ セ シ ン グ ” す る の に 使
用 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 が 組 換 え 、 リ カ ー シ ブ 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA突
然 変 異 誘 発 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 突 然 変 異 誘 発 、 ギ ャ ッ プ 二 重 ら せ ん 突 然 変 異 誘 発 、 点 ミ ス
マ ッ チ 修 復 突 然 変 異 誘 発 、 修 復 不 全 宿 主 株 突 然 変 異 誘 発 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 放 射 性 遺
伝 子 突 然 変 異 誘 発 、 欠 失 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -選 抜 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -精 製 突 然 変 異 誘 発
、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー 生 成 又 は こ れ ら の
組 み 合 わ せ に よ り 操 作 さ れ た 核 酸 を “ 精 製 ” 又 は “ プ ロ セ シ ン グ ” す る の に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 が 合 成 核 酸 、 自 然 に 分 離 さ れ た 核 酸 、 又 は 組 換 え に よ り
生 成 さ れ た 核 酸 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） を 含 む 二 本 鎖 核 酸 を 精 製 す
る こ と を 含 む 。 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 親 配 列 又 は 天 然 配 列 と 同 じ で あ っ て も よ い 。 一 局
面 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 遺 伝 子 、 染 色 体 を 含 む 。 一 局 面 に お い て 、 遺 伝 子 が 更 に
経 路 を 含 む 。 一 局 面 に お い て 、 遺 伝 子 が 調 節 配 列 を 含 む 。 一 局 面 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が プ ロ モ ー タ ー も し く は エ ン ハ ン サ ー 又 は ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 。 ポ
リ ペ プ チ ド が 酵 素 、 抗 体 、 受 容 体 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド 、 ケ モ キ ン 、 ホ ル モ ン 、 シ グ ナ ル 配
列 、 又 は 構 造 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 非 コ ー デ ィ ン
グ 配 列 を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 精 製 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は DNA（ 例 え ば 、 遺
伝 子 又 は コ ー デ ィ ン グ 配 列 ） 、 RNA（ 例 え ば 、 iRNA、 rRNA、 tRNA又 は mRNA） 又 は こ れ ら の
組 み 合 わ せ を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／
又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 90％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 、 99.5％ 及
び 100％ 即 ち 完 全 に 含 ま な い 二 本 鎖 DNA又 は RNAの サ ン プ ル 又 は “ バ ッ チ ” を 生 成 す る の に
使 用 し 得 る 。 一 局 面 に お い て 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が iRNAを 含 む 。 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が DNA、 例 え ば 、 遺 伝 子 を 含 ん で も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 DNAが 染 色 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ア ッ セ ン ブ ル に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る た め の 組
成 物 及 び 方 法
　 本 発 明 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ り 核 酸 を 作
製 す る た め の 方 法 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は マ ル チ コ ド ン （ 例 え
ば 、 ジ コ ド ン 、 ト リ コ ド ン ） ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ
リ ー を 提 供 す る 。 一 局 面 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 複 数 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン
バ ー を 含 み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー が タ ン デ ム の 二 つ 以 上 の コ ド ン （ 例 え ば
、 ジ コ ド ン ） 及 び マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン 、 ト リ コ ド ン 、 テ ト ラ コ ド ン 等 ） の 5'
末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む 。
　 異 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は X-mer（ ３ か ら 百 万 ま で の あ ら ゆ る 整 数 で あ っ て も よ い
） で あ っ て も よ い ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 提 供 す る 。 別 の 局 面 に お い て 、 他 の ビ ル デ ィ ン
グ ブ ロ ッ ク と の ア ッ セ ン ブ ル の 前 に は ジ コ ド ン で は な い が （ そ れ ら が フ レ ー ム -シ フ ト さ
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れ る の で ） 、 他 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク と の ア ッ セ ン ブ ル 後 に コ ド ン に な り 得 る ヘ キ サ マ
ー が 使 用 し 得 る 。 別 の 局 面 に お い て 、 意 図 さ れ る 生 成 物 は コ ー デ ィ ン グ 配 列 で は な く （ 例
え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 又 は あ ら ゆ る そ の 他 の 調 節 モ チ ー フ で あ っ て も よ い
） 、 従 っ て ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 他 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク と の ア ッ セ ン ブ ル の 前 又 は
後 に コ ド ン と し て 機 能 す る 必 要 は な い 。 そ の 他 の 局 面 に お い て 、 ア ッ セ ン ブ ル 生 成 物 が 、
例 え ば 、 オ ペ ロ ン 、 遺 伝 子 経 路 、 染 色 体 、 又 は ゲ ノ ム で あ っ て も よ い 。 こ う し て 、 “ コ ド
ン ” と い う 用 語 は “ 非 コ ー デ ィ ン グ ” 配 列 、 例 え ば 、 調 節 モ チ ー フ （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ
ー 、 エ ン ハ ン サ ー ） 、 オ ペ ロ ン 、 構 造 配 列 （ 例 え ば 、 テ ロ メ ア ） 等 を コ ー ド す る 配 列 を 含
む 、 全 て の 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 局 面 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 全 て の 可 能 な コ ド ン 組 み 合 わ せ 、 例 え ば 、 全 て の 可 能
な ダ イ マ ー （ ジ コ ド ン ） 組 み 合 わ せ 、 ト リ コ ド ン 組 み 合 わ せ 、 テ ト ラ コ ド ン 組 み 合 わ せ 等
を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 む 。 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー が 40
96の 異 な る 可 能 な コ ド ン ダ イ マ ー （ ジ コ ド ン ） 組 み 合 わ せ （ タ ン パ ク 質 が 所 定 の DNA配 列
中 の 塩 基 ト リ プ レ ッ ト （ コ ド ン ） に 従 っ て 合 成 さ れ る ； 20の 異 な る ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る
61の 異 な る ト リ プ レ ッ ト が あ る ） を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 ん で も よ い 。 ラ
イ ブ ラ リ ー は あ ら ゆ る サ イ ズ の も の で あ っ て も よ く 、 １ ～ 4096の 異 な る メ ン バ ー か ら の い
ず れ か を 含 ん で も よ く 、 例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 約 50、 100、 150、 200、 250、 300、 350、
400、 450、 500、 600、 700、 800、 900、 1000、 2000、 3000、 4000又 は そ れ 以 上 の 異 な る メ
ン バ ー を 含 ん で も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 コ ド ン の い ず れ も が 停 止 コ ド ン で は な い 。
　 一 局 面 に お い て 、 ジ コ ド ン の 5'末 端 の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が ジ コ ド
ン の 3'末 端 の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 と は 異 な る 。 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 認 識 配 列 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に 、 １ 塩 基 一 本 鎖
オ ー バ ー ハ ン グ 、 ２ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ 、 ３ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ 、 ４ 塩 基 一
本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ 等 を 含 む 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に 特
異 的 で あ っ て も よ い 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が SapI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は そ の イ
ソ 制 限 酵 素 、 又 は 、 EarI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は そ の イ ソ 制 限 酵 素 を 含 ん で も よ い 。
一 局 面 に お い て 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ
ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に 、 ２ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ に 特 異 的 で あ る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が BseRI、 BsgI又 は BpmI制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ で あ っ て も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 が 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に 、 １ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成
す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に 特 異 的 で あ る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が N.AlwI又 は N.Bs
tNBI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 局 面 に お い て 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ
ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 の 両 側 で 切 断 す る
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に 特 異 的 で あ る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が BcgI、 BsaXI又 は Bsp
CNI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ っ て も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 実 質 的 に タ ン デ ム
の 二 つ の コ ド ン （ ジ コ ド ン ） 及 び ジ コ ド ン の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 か ら な る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 約 20～ 400塩 基 対 の 長
さ 、 約 40～ 200塩 基 対 の 長 さ 又 約 100～ 150塩 基 対 の 長 さ で あ る 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は （ 相 補 塩 基 対 合 ） 配 列 (NNN)(NNN) AGAAGAG
C （ 配 列 番 号 １ ） 及 び (NNN)(NNN) TCTTCTCG （ 配 列 番 号 ２ ） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ
り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ る ） を 含 ん で も よ い 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は （ 相 補 塩 基 対 合 ） 配 列 (NNN)(NNN) TGAAGAG
AG （ 配 列 番 号 ３ ） 及 び (NNN)(NNN) ACTTCTCTC （ 配 列 番 号 ４ ） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で
あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ る ） を 含 ん で も よ い 。

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-514927 A 2005.5.26



【 ０ ０ １ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は （ 相 補 塩 基 対 合 ） 配 列 (NNN)(NNN) TGAAGAG
AG CT GCTACTAACT GCA （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び (NNN)(NNN) ACTTCTCTC GA CGATGATTG （ 配 列
番 号 ６ ） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均
等 物 で あ る ） を 含 ん で も よ い 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は （ 相 補 塩 基 対 合 ） 配 列 CTCTCTTCA NNN NNN AGAAGAGC
 （ 配 列 番 号 ７ ） 及 び GAGAGAAGT NNN NNN TCTTCTCG （ 配 列 番 号 ８ ） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド
ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ る ） を 含 ん で も よ い 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は （ 相 補 塩 基 対 合 ） 配 列 CTCTCTTCA NNN NNN 
AGAAGAGC GGGTCTTCCAACTAGAGAATTCGATATCTGCA （ 配 列 番 号 ９ ） 及 び GAGAGAAGT NNN NNN TC
TTCTCG CCCAGAAGGTTGATCTCTTAAGCTATAG （ 配 列 番 号 10） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、
か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ る ） を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ） ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル
に よ る コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 構 築 方 法 を 提 供 す る 。 一 局 面 に お い て 、 そ の 方 法
が (a)本 発 明 の 二 本 鎖 コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を
用 意 す る 工 程 、 (b)基 質 表 面 を 用 意 す る 工 程 、 (c)工 程 (a)の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 第 一 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 工 程 (b)の 基 質 表 面 に 固 定 し 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で
消 化 し て コ ド ン 中 に 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 し 、 又 は 工 程 (a)の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の
第 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て コ ド ン 中 に
一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 し 、 コ ド ン の 反 対 側 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 末 端 に よ り 工 程 (b
)の 基 質 表 面 に 固 定 す る 工 程 、 (d)工 程 (a)の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
メ ン バ ー を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て コ ド ン 中 に 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を
生 成 す る 工 程 、 及 び (e)第 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 一 本
鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ が 対 合 す る こ と が で き る 条 件 下 で 工 程 (d)の 消 化 さ れ た 第 二 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 工 程 (c)の 消 化 さ れ 、 固 定 化 さ れ た 第 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン
バ ー に 接 触 さ せ 、 第 二 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 第 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ な ぎ 、 そ れ に よ
り マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ） ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ り コ
ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 す る 工 程 を 含 む 。
　 本 発 明 の 方 法 が 工 程 (e)の 固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ で 消 化 し て コ ド ン 中 に 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る こ と を 更 に 含 ん で も よ く 、 そ
の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 基 質 表 面 に 遠 位 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 認 識 す る 。 本 発 明 の 方 法 が 工 程 (a)の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 別 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て コ ド ン 中 に 一 本 鎖
オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 相 補 一 本 鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ が 対 合 す る こ と が で き る 条 件 下 で 消 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 消 化 さ れ 、 固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー に
接 触 さ せ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を つ な ぎ 、 そ れ に よ り マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ビ
ル ） デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ り コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 す
る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 局 面 に お い て 、 そ の 方 法 が 反 復 し て 繰 り 返 さ れ 、 そ れ に よ り 複 数 の コ ド ン を 含 む ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 す る 。 そ の 方 法 が ｎ 回 反 復 し て 繰 り 返 さ れ て も よ く 、 ｎ が ２ ～ 10 6 以
上 の 整 数 で あ る 。 そ の 方 法 が ｎ 回 反 復 し て 繰 り 返 さ れ て も よ く 、 ｎ が 10 2 ～ 10 5 の 整 数 で あ
る 。
　 一 局 面 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に
ラ ン ダ ム に 選 ば れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え ら れ る ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー の 全 て 又 は
サ ブ セ ッ ト が ラ ン ダ ム に 選 ば れ て も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に
非 確 率 的 に 選 ば れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え ら れ る ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー の 全 て 又 は
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サ ブ セ ッ ト が 非 確 率 的 に 選 ば れ て も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー が 全 て の 可 能 な コ ド ン 組 み 合 わ せ
、 例 え ば 、 ダ イ マ ー （ ジ コ ド ン ） 組 み 合 わ せ 、 ト リ コ ド ン 組 み 合 わ せ 等 を 含 む 。 一 局 面 に
お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー が 4096の コ ド ン ダ イ マ ー （ ジ コ ド ン ） 組 み 合
わ せ か ら な る 。 一 局 面 に お い て 、 コ ド ン は 停 止 コ ド ン で は な い 。
　 一 局 面 に お い て 、 基 質 表 面 が 固 体 表 面 を 含 む 。 固 体 表 面 が ビ ー ズ を 含 ん で も よ い 。 固 体
表 面 が ポ リ ス チ レ ン 又 は ガ ラ ス を 含 ん で も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 固 体 表 面 が 二 重 オ リ フ
ィ ス 容 器 を 含 む 。 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 が 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 ん で も よ
い 。 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ が GIGAMATRIX T M キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ で あ っ て も よ
い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 局 面 に お い て 、 工 程 (b)の 基 質 表 面 は 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 更 に
含 ん で も よ い 。 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 本 発 明 の コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 更 に 含 ん で も よ い 。 コ ド ン ビ ル デ ィ ン
グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 平 滑 末 端 連 結 反 応 に よ り 固 定 化 さ
れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 固 定 し 得 る 。
　 一 局 面 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 固 定
さ れ て い な い 末 端 に 一 本 鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー
メ ン バ ー は 一 本 鎖 塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ の 塩 基 対 合 、 続 い て 連 結 反 応 に よ り 固 定 化 さ れ た 二
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 固 定 し 得 る 。
　 一 局 面 に お い て 、 マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ） の 5'末 端 の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ 認 識 配 列 は マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ） の 3'末 端 の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ 認 識 配 列 と は 異 な る 。
　 一 局 面 に お い て 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ
ン バ ー の 消 化 時 に ３ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が Sa
pI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ も し く は そ の イ ソ 制 限 酵 素 、 又 は 、 EarI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ も し く は そ の イ ソ 制 限 酵 素 を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ
ン バ ー の 消 化 時 に ２ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 。 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ が BseRI、 BsgIも し く は BpmI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は こ れ ら の イ ソ 制 限 酵 素 で あ っ
て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 局 面 に お い て 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ
ン バ ー の 消 化 時 に １ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 。 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ が N.AlwIも し く は N.BstNBI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は こ れ ら の イ ソ 制 限 酵 素 で あ っ て
も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ
ン バ ー の 消 化 時 に IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 の 両 側 で 切 断 す る 。 IIS型 制 限 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が BcgI、 BsaXIも し く は BspCNI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は こ れ ら の イ
ソ 制 限 酵 素 で あ っ て も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 実 質 的 に タ ン デ ム
の 二 つ の コ ド ン （ ジ コ ド ン ） 及 び ジ コ ド ン の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 か ら な る 。 別 の 局 面 に お い て 、 夫 々 の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が タ
ン デ ム の 三 つ 、 四 つ 、 五 つ 、 六 つ 又 は そ れ 以 上 の コ ド ン 及 び マ ル チ コ ド ン の 5'末 端 及 び 3'
末 端 に 隣 接 す る IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 で あ っ て も よ い 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 約 20～ 400以 上 の 塩 基
対 の 長 さ 、 約 40～ 200塩 基 対 の 長 さ 、 約 100～ 150塩 基 対 の 長 さ で あ る 。
　 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 配 列 (NNN)(NNN) AGAAGAG
C （ 配 列 番 号 １ ） 及 び (NNN)(NNN) TCTTCTCG （ 配 列 番 号 ２ ） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ
り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ る ） を 含 む 。
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　 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 配 列 (NNN)(NNN) TGAAGAG
AG （ 配 列 番 号 ３ ） 及 び (NNN)(NNN) ACTTCTCTC （ 配 列 番 号 ４ ） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で
あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ る ） を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 配 列 (NNN)(NNN) TGAAGAG
AG CT GCTACTAACT GCA （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び (NNN)(NNN) ACTTCTCTC GA CGATGATTG （ 配 列
番 号 ６ ） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均
等 物 で あ る ） を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 配 列 CTCTCTTCA NNN NNN AGAAGAGC
 （ 配 列 番 号 ７ ） 及 び GAGAGAAGT NNN NNN TCTTCTCG （ 配 列 番 号 ８ ） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド
ン で あ り 、 か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ る ） を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 配 列 CTCTCTTCA NNN NNN 
AGAAGAGC GGGTCTTCCAACTAGAGAATTCGATATCTGCA （ 配 列 番 号 ９ ） 及 び GAGAGAAGT NNN NNN TC
TTCTCG CCCAGAAGGTTGATCTCTTAAGCTATAG （ 配 列 番 号 10） （ 式 中 、 (NNN)は コ ド ン で あ り 、
か つ Ｎ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｔ も し く は Ｇ 又 は こ れ ら の 均 等 物 で あ る ） を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 式 ： 〔 基 質 〕 （ リ ン カ
ー ） （ プ ロ モ ー タ ー ） （ 制 限 部 位 ） （ 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ ） を 含 む 。 一 局 面 に お い て 、
固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 般 式 ： (Y) n （ プ ロ モ ー タ ー ） （ 制 限 部 位 ） （
一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ ） （ 式 中 、 Ｙ は あ ら ゆ る ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 で あ り 、 か つ ｎ は ２ ～ 50
、 又 は そ れ 以 上 の 整 数 で あ る ） を 含 む 。 あ ら ゆ る プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 構 成 的 プ ロ モ ー
タ ー 又 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー が 使 用 し 得 る 。 一 局 面 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー が T6プ ロ モ ー タ
ー 、 T3プ ロ モ ー タ ー 又 は SP6プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 一 局 面 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー が 基 質
に 直 接 結 合 さ れ 、 又 は リ ン カ ー （ こ れ は (Y)nヌ ク レ オ チ ド 塩 基 で あ っ て も よ い ） に よ り 結
合 さ れ る 。 基 質 へ の 結 合 （ 固 定 化 ） は 直 接 又 は 間 接 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 共 有 結 合 又
は 相 補 塩 基 対 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る も の で あ っ て も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 (NNN)(NNN) CGCGCG(Y)

n CGAATTGGAGCTC （ 配 列 番 号 11） 及 び (NNN)(NNN) GCGCGC(Y)n GCTTAACCTCGAGCCCC （ 配 列 番
号 12） （ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 で あ り 、 Ｙ は あ ら ゆ る ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 か つ (NNN)
は コ ド ン で あ る ） を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 一 局 面 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 (NNN)(NNN) CGCGCGTAA
TACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTC （ 配 列 番 号 13） 及 び (NNN)(NNN) GCGCGCATTATGCTGAGTGA
TATCCCGCTTAACCTCGAGCCCC （ 配 列 番 号 14） を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 プ ロ
モ ー タ ー が バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 T7プ ロ モ ー タ ー 、 T6プ ロ モ ー タ ー
又 は SP6プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 連 結 反 応 は 酵 素 、 例 え ば 、 リ ガ ー ゼ の 使 用 を 含
む 。 あ ら ゆ る リ ガ ー ゼ 、 例 え ば 、 T4リ ガ ー ゼ 又 は E. coliリ ガ ー ゼ を 含 む 、 哺 乳 動 物 又 は
バ ク テ リ ア の DNAリ ガ ー ゼ が 使 用 し 得 る 。
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 が 構 築 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 決 定 す る こ と を 更
に 含 む 。 本 発 明 の 方 法 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 部 又 は 一 部 が ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る か 否 か を 測 定 す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 が 構 築 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 が 構 築 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の ポ リ メ ラ ー ゼ を ベ ー ス と す る 増 幅 を 更 に 含 ん で も よ い 。 ポ リ メ ラ ー ゼ を ベ ー ス
と す る 増 幅 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 が 構 築 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 を 更 に 含 ん で も よ い 。
　 一 局 面 に お い て 、 固 体 基 質 が 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 を 含 む 。 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 が 二 重 オ
リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 ん で も よ い 。 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ が GIGA
MATRIX T M キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ で あ っ て も よ い 。
　 本 発 明 は 下 記 の 成 分 ： (a)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー （ 夫 々 の オ
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リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド メ ン バ ー は タ ン デ ム の 多 重 コ ド ン 、 例 え ば 、 タ ン デ ム の 二 つ の コ ド ン （
ジ コ ド ン ） 、 及 び マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ） の 5'末 端 及 び 3'末 端 に 隣 接 す る IIS
型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む ） 、 及 び (b)基 質 表 面 に 固 定 化 さ れ た 工 程 (a)の
複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 含 む 基 質 表 面 を 含 む コ ド ン ビ ル デ ィ ン
グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ る コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 す る た め の 多
重 系 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 下 記 の 成 分 ： (a)本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー 、 及 び (b)基 質 表
面 に 固 定 化 さ れ た 工 程 (a)の 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 基 質 表 面 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ る コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 す る た め の 多 重
系 を 提 供 す る 。 一 局 面 に お い て 、 基 質 表 面 が 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 更 に 含
ん で も よ い 。 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ が GIGAMATRIX T M キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含
ん で も よ い 。 本 多 重 系 は 本 発 明 の 方 法 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 指 示 を 更 に 含 ん で も よ い 。 基
質 表 面 が 複 数 の ビ ー ズ 、 例 え ば 、 磁 性 ビ ー ズ を 含 ん で も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 複 数 の ビ
ー ズ は ビ ー ズ の 61組 を 含 み 、 夫 々 が ジ コ ド ン を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 夫 々 の 可 能 な ア
ミ ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ ト リ プ レ ッ ト の た め の 一 つ の ビ ー ズ 組 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 複 数 の ビ ー ズ 組 を 含 む キ ッ ト を 提 供 し 、 夫 々 の ビ ー ズ 組 が マ ル チ コ ド ン を 含 む
固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 夫 々 の マ ル チ コ ド ン が そ の 固 定 さ れ て い な い 末
端 で IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 に よ り 隣 接 さ れ る 。
　 本 発 明 は ビ ー ズ の 61組 を 含 む 複 数 の ビ ー ズ を 含 む キ ッ ト を 提 供 し 、 夫 々 の ビ ー ズ が ア ミ
ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ ト リ プ レ ッ ト を 含 む 固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 夫 々 の 可
能 な ア ミ ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ ト リ プ レ ッ ト に つ い て 一 つ の ビ ー ズ 組 で あ り 、 夫 々 の 可 能 な ア
ミ ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ ト リ プ レ ッ ト が そ の 固 定 さ れ て い な い 末 端 で IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 認 識 配 列 に よ り 隣 接 さ れ る 。 一 局 面 に お い て 、 固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 プ ロ モ ー タ ー が バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 T7プ ロ
モ ー タ ー 、 T6プ ロ モ ー タ ー 又 は SP6プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 キ ッ
ト が 酵 素 、 例 え ば 、 リ ガ ー ゼ 、 例 え ば 、 T4リ ガ ー ゼ 又 は E. coliリ ガ ー ゼ を 含 む 、 哺 乳 動
物 又 は バ ク テ リ ア の DNAリ ガ ー ゼ を 更 に 含 む 。
　 こ れ ら の 核 酸 は ラ ン ダ ム 方 法 も し く は 確 率 的 方 法 、 又 は 、 非 確 率 的 、 も し く は “ 誘 導 進
化 ” を 含 む 、 あ ら ゆ る 手 段 に よ り 更 に 操 作 又 は 改 変 し 得 る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 核 酸 は 本 明
細 書 に 記 載 さ れ た 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 、 最 適 化 誘 導 進 化 系 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル
、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 操 作 し 得 る 。 こ れ ら の 核 酸 は 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘
発 (GSSM)、 段 階 的 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 エ ラ ー -プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 誘 導 突 然 変 異 誘 発 、 ア ッ セ ン ブ ル PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR突 然 変 異 誘 発 、 in viv
o突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 、 リ カ ー シ ブ ・ ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 指 数
的 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 合 成 連
結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 方 法 に よ り 操 作 し 得 る 。 こ れ
ら の 核 酸 は 組 換 え 、 リ カ ー シ ブ 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA突 然 変 異 誘 発 、 ウ
ラ シ ル 含 有 鋳 型 突 然 変 異 誘 発 、 ギ ャ ッ プ 二 重 ら せ ん 突 然 変 異 誘 発 、 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 突 然
変 異 誘 発 、 修 復 不 全 宿 主 株 突 然 変 異 誘 発 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 放 射 性 遺 伝 子 突 然 変 異 誘
発 、 欠 失 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -選 抜 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -精 製 突 然 変 異 誘 発 、 人 工 遺 伝 子 合
成 、 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー 生 成 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ
り 操 作 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
キ メ ラ 抗 原 結 合 分 子 並 び に そ れ ら の 製 造 方 法 及 び 使 用 方 法
　 本 発 明 は 複 数 の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を
提 供 し 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー が (a)ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )又 は カ ッ
パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (
b)Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工
程 、 (c)ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ
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プ チ ド ド メ イ ン (Cκ )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (d)工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (
c)の 核 酸 及 び 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し （ 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 工 程 (a)及 び 工 程 (c)の 核 酸 の 間 に 置 か れ て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
V-J-C核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 す る ） 、 こ の 結 合 工 程 を 繰 り 返 し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ
リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生
成 す る 工 程 を 含 む 方 法 に よ り つ く ら れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て 、 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 一 本 鎖 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 F
dフ ラ グ メ ン ト 又 は 抗 原 結 合 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 工 程 (a)の ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は カ
ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 増 幅 反 応 に よ り
生 成 し 得 る 。 工 程 (c)の ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ
配 列 又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cκ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が ま た
増 幅 反 応 に よ り 生 成 し 得 る 。 あ ら ゆ る 増 幅 反 応 又 は 系 が 使 用 し 得 る 。 増 幅 反 応 が 一 対 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 を 含 ん で も よ い
。 増 幅 反 応 が リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)、 転 写 増 幅 、 自 己 持 続 配 列 複 製 、 Qβ レ プ リ カ ー ゼ 増
幅 及 び そ の 他 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 技 術 を 含 ん で も よ い 。 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 一 つ 以 上 の 制 限 酵 素 部 位 を 更 に 含 ん で も よ い 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ
配 列 、 カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 ラ ム ダ
軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領
域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cκ )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 約 99～ 約 600塩 基 対 残 基 の 長 さ 、 約
198～ 約 402塩 基 対 残 基 の 長 さ 、 及 び 約 300～ 約 320塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 。
　 一 局 面 に お い て 、 増 幅 さ れ る 核 酸 が 哺 乳 動 物 の 核 酸 、 例 え ば 、 ヒ ト 核 酸 又 は マ ウ ス 核 酸
で あ る 。 増 幅 さ れ る 核 酸 が ゲ ノ ム DNA、 cDNA又 は RNAで あ っ て も よ い 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 工 程 (b)の Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 約 ９ ～ 約 99塩 基 対 残 基 の 長 さ 、 約 18～ 約 81塩 基 対 残 基 の 長 さ 及 び 約 36～ 約 63塩 基
対 残 基 の 長 さ で あ る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 キ メ ラ 核 酸 を 生 成 す る た め の 結 合 工 程 が DNAリ ガ ー ゼ 、 転 写 又 は 増
幅 反 応 を 含 む 。 増 幅 反 応 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 反 応 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)
、 転 写 増 幅 、 自 己 持 続 配 列 複 製 、 Qβ レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 及 び そ の 他 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介
技 術 を 含 ん で も よ い 。 増 幅 反 応 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 使 用 を 含 ん で も よ い 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 制 限 酵 素 部 位 を 更 に 含 ん で も よ い 。 転 写 が DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 転 写 反 応 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 複 数 の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を
提 供 し 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー が (a)抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V H )を コ ー ド す
る 複 数 の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (b)Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V D )を コ ー ド す る 複 数 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 、 (c)Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る
複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 、 (d)重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (C H )
を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (e)工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (d)の 核 酸 並 び に 工 程 (
b)及 び 工 程 (c)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し （ 工 程 (b)及 び 工 程 (c)の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が 工 程 (a)及 び 工 程 (d)の 核 酸 の 間 に 置 か れ て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 す る ） 、 こ の 結 合 工 程 を 繰 り 返 し て キ
メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ラ
イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 を 含 む 方 法 に よ り つ く ら れ る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 一 本 鎖 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fdフ ラ グ
メ ン ト 又 は 抗 原 結 合 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)を 含 む 。 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が μ 、 γ 、 γ ２
、 γ ３ 、 γ ４ 、 δ 、 ε 、 α １ 又 は α ２ 定 常 領 域 を 含 ん で も よ い 。 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン (V H )又 は 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (C H )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 増 幅
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反 応 に よ り 生 成 し 得 る 。 増 幅 反 応 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 反 応 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖
反 応 (LCR)、 転 写 増 幅 、 自 己 持 続 配 列 複 製 、 Qβ レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 及 び そ の 他 の RNAポ リ メ
ラ ー ゼ 媒 介 技 術 を 含 ん で も よ い 。 増 幅 反 応 が 一 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用
す る こ と を 含 ん で も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 制 限 酵 素 部 位 を 更 に 含 ん で も
よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V H )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 又 は
重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (C H )核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 約 99～ 約 600塩 基 対 残 基
の 長 さ 、 約 198～ 約 402塩 基 対 残 基 の 長 さ 、 又 は 約 300～ 約 320塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 。
　 増 幅 さ れ る 核 酸 が 哺 乳 動 物 の 核 酸 、 例 え ば 、 ヒ ト 核 酸 又 は マ ウ ス 核 酸 で あ っ て も よ い 。
増 幅 さ れ る 核 酸 が ゲ ノ ム DNA、 cDNA又 は RNA、 例 え ば 、 mRNAで あ っ て も よ い 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 工 程 (b)の Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン 又 は 工 程 (c)の Ｊ 領 域 ポ リ ペ
プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 約 ９ ～ 約 99塩 基 対 残 基 の 長 さ 、 約 18～
約 81塩 基 対 残 基 の 長 さ 、 又 は 約 36～ 約 63塩 基 対 残 基 の 長 さ で あ る 。
　 キ メ ラ 核 酸 を 生 成 す る た め の 工 程 (e)の 結 合 が DNAリ ガ ー ゼ 、 転 写 又 は 増 幅 反 応 を 含 ん で
も よ い 。 増 幅 反 応 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 反 応 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)、 転 写
増 幅 、 自 己 持 続 配 列 複 製 、 Qβ レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 及 び そ の 他 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 技 術 を
含 む 。 増 幅 反 応 が 一 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 制 限 酵 素 部 位 を 更 に 含 ん で も よ い 。 転 写 が DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 転 写 反 応 を 含 ん で も よ い 。
　 本 発 明 は 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 ば れ た キ メ ラ 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る
。 本 発 明 は 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 ば れ た キ メ ラ 核 酸 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る
。 本 発 明 は 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 本 発 明 の ラ イ
ブ ラ リ ー か ら 選 ば れ た キ メ ラ 核 酸 を 含 む 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は (a)ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域
ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )を コ ー ド す る 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (b)Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド
メ イ ン (V J )を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 、 (c)ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ
リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cκ )を コ ー ド
す る 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (d)工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (c)の 核 酸 及 び 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し て （ 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 (a)及 び 工 程 (c)の 核 酸 の
間 に 置 か れ る ） キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ
配 列 を 生 成 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 を 提
供 す る 。
　 本 発 明 は (a)ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域
ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (b)Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ
チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 、 (c)ラ ム ダ 軽
鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )又 は カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (
Cκ )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (d)工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (c)の 核 酸 及 び 工
程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し て （ 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 (a)
及 び 工 程 (c)の 核 酸 の 間 に 置 か れ る ） キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-J-Cキ メ
ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 し 、 こ の 結 合 工 程 を 繰 り 返 し て キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ
ド の ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工
程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 を 提 供
す る 。
　 本 発 明 は (a)抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V H )を コ ー ド す る 核 酸 を 用 意 す る
工 程 、 (b)Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V D )を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る
工 程 、 (c)Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る
工 程 、 (d)重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (C H )を コ ー ド す る 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (e)
工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (d)の 核 酸 並 び に 工 程 (b)及 び 工 程 (c)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に
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連 結 し て （ 工 程 (b)及 び 工 程 (c)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程 (a)及 び 工 程 (d)の 核 酸 の 間 に
置 か れ る ） キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配
列 を 生 成 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は (a)抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V H )を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 用
意 す る 工 程 、 (b)Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V D )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 用 意 す る 工 程 、 (c)Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V J )を コ ー ド す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 、 (d)重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (C H )を コ ー ド す る 複 数
の 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (e)工 程 (a)の 核 酸 、 工 程 (d)の 核 酸 並 び に 工 程 (b)及 び 工 程 (c)の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 連 結 し て （ 工 程 (b)及 び 工 程 (c)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 工 程
(a)及 び 工 程 (d)の 核 酸 の 間 に 置 か れ る ） キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る V-D-J-
Cキ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 し 、 こ の 結 合 工 程 を 繰 り 返 し て キ メ
ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ラ イ
ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ
リ ー の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 方 法 は キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ 又 は ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る 核 酸
コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 発 現 す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 抗 原 を 特 異 的 に
結 合 す る 能 力 に つ い て 、 発 現 さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と を 更 に 含 ん で も よ い 。
　 本 発 明 の 方 法 は 最 適 化 さ れ た 誘 導 進 化 系 も し く は 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 飽 和 突
然 変 異 誘 発 、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 方 法 に よ り キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 核 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 突 然 変 異 誘 発 す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方
法 は 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る そ の
能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 突 然 変 異 誘
発 さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た 抗 原 結 合
部 位 変 異 体 を 、 突 然 変 異 誘 発 前 の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 特 異
性 と 較 べ て そ の 増 大 さ れ た 抗 原 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 抗 原 結 合 特 異 性 に よ り 同 定 す る こ
と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ
ド を 、 抗 原 結 合 部 位 ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 含 む 方 法 に よ り 抗 原 を 特 異 的
に 結 合 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法
は 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 液 相 中 の 発 現 さ れ る 抗 原 結 合 部
位 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 含 む 方 法 に よ り 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た キ メ ラ 抗 原
結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗 原 結 合 部 位 ポ リ ペ プ チ ド の リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ を 含 む 方 法 に
よ り 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 ん で も よ
い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 固 相 中 で ポ リ ペ プ チ ド を 固 定 す る
方 法 に よ り 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 ん
で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 む
方 法 に よ り 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 ん
で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 を 含 む
方 法 に よ り 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に 含 ん
で も よ い 。 二 重 オ リ フ ィ ス 容 器 が 二 重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ を 含 ん で も よ い 。 二
重 オ リ フ ィ ス キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は GIGAMATRIX T M キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 方 法 は (a)請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 に よ り つ く ら れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 複 数 の V-J-Cキ メ ラ 核 酸 又 は 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 に よ り つ く ら れ た キ メ ラ 抗 原
結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 複 数 の V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (b)複 数 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 し （ 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 工 程 (a)の キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配

10

20

30

40

50

(37) JP 2005-514927 A 2005.5.26



列 を 含 む ） 、 そ れ に よ り キ メ ラ 核 酸 の 特 定 配 列 、 及 び キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 配 列 を タ ー
ゲ ッ テ ィ ン グ す る 工 程 、 及 び (c)工 程 (a)の キ メ ラ 核 酸 を 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
複 製 す る こ と に よ り 非 確 率 的 配 列 変 化 を 含 む “ ｎ ” 数 の 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 し （
ｎ は 整 数 で あ る ） 、 そ れ に よ り キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工
程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 を 提 供
す る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ で あ り 、 ｘ が ３ ～ 100、 ５
～ 50及 び 10～ 30の 整 数 で あ る 。 一 局 面 に お い て 、 キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 配 列 が ｘ 塩 基 の
長 さ で あ り 、 ｘ が １ ～ 50又 は ２ ～ 20の 整 数 で あ っ て も よ い 。 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が キ メ ラ 核 酸 に 相 同 の 第 二 配 列 を 更 に 含 ん で も よ く 、 変 種 配 列 が キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配
列 に よ り 隣 接 さ れ る 。 一 局 面 に お い て 、 キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 第 二 配 列 が ｘ 塩 基 の 長 さ
で あ り 、 ｘ が １ ～ 50の 整 数 で あ り 、 又 は ｘ が ３ 、 ６ 、 ９ も し く は 12で あ る 。
　 一 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 核 酸 コ ド ン を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 変 種
配 列 を 含 ん で も よ く 、 そ れ に よ り 複 数 の 変 種 コ ド ン を 含 む 複 数 の 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 生 成 す る 。 変 種 配 列 が タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ れ る コ ド ン に つ い て の 全 て の 19の 天 然 ア
ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 変 種 コ ド ン を 生 成 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ
さ れ る コ ド ン に よ り コ ー ド さ れ た 残 基 に お い て 全 て の 19の 可 能 な 天 然 ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ
る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 複 数 の キ メ ラ 核 酸 コ ド ン を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 変 種 配 列 を 含
ん で も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 核 酸 中 の 全 て の コ ド ン を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る
変 種 配 列 を 含 ん で も よ く 、 そ れ に よ り 複 数 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド （ 全 て の ア ミ ノ 酸 が キ メ ラ
核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 非 確 率 的 変 種 で あ る ） を 生 成 す る 。 変 種 配 列 が キ
メ ラ 核 酸 コ ド ン の 全 て に つ い て の 全 て の 19の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 変 種 コ ド ン を
生 成 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り 複 数 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド （ 全 て の ア ミ ノ 酸 が キ メ ラ 核 酸
に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 非 確 率 的 変 種 及 び コ ド ン の 全 て で 全 て の 19の 可 能 な 天
然 ア ミ ノ 酸 の 変 種 で あ る ） を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て 、 非 確 率 的 配 列 変 化 を 含 む “ ｎ ” 数 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド を 生
成 す る 際 に 、 “ ｎ ” が １ ～ 約 10 3 0 、 約 10 2 ～ 約 10 2 0 、 又 は 約 10 2 ～ 約 10 1 0 の 整 数 で あ る 。
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て 、 工 程 (c)の 複 製 が 酵 素 を ベ ー ス と す る 複 製 、 例 え ば 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ を ベ ー ス と す る 増 幅 反 応 を 含 む 。 増 幅 反 応 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 含 ん
で も よ い 。 酵 素 を ベ ー ス と す る 複 製 が 無 エ ラ ー ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 を 含 ん で も よ い 。
　 こ れ ら の 方 法 の 一 局 面 に お い て 、 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ
チ ド 残 基 を 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 し 得 る 核 酸 配 列 を 更 に 含 む 。 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド が 一 つ 以 上 の 残 基 を 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 欠 失 し 得 る 核 酸 配 列 を 更 に 含 ん
で も よ い 。 工 程 (b)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 一 つ 以 上 の 停 止 コ
ド ン の 付 加 を 更 に 含 ん で も よ い 。
　 本 発 明 は (a)請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 に よ り つ く ら れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ｘ 個 の V-J-Cキ メ ラ 核 酸 、 又 は 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 に よ り つ く ら れ た キ メ ラ 抗
原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｘ 個 の V-D-J-Cキ メ ラ 核 酸 を 用 意 す る 工 程 、 (b)ｙ 個 の ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 （ ｙ は 整 数 で あ り 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 前 も っ て 決 め ら れ た 配 列 で 工 程 (a)の キ メ ラ 核 酸 と ク ロ ス オ ー
バ ー 再 ア ッ セ ン ブ ル す る よ う に 設 計 さ れ 、 か つ キ メ ラ 核 酸 の 変 種 で あ る 配 列 及 び そ の 変 種
配 列 に 隣 接 す る キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 配 列 を 含 む ） 、 及 び (c)少 な く と も 一 つ の ビ ル デ ィ ン
グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も 一 つ の キ メ ラ 核 酸 と 組 み 合 わ せ 、 そ の 結 果 、 ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 核 酸 と ク ロ ス オ ー バ ー 再 ア ッ セ ン ブ ル し て
非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 し 、 そ れ に よ り キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ
メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 方 法 の 別 の 局 面 に お い て 、 ｘ が １ ～ 約 10 1 0 、 も し く は 約 10～ 約 10 2 の 整 数 で あ り 、 又 は
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、 ｘ が １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 及 び 10か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る 。
　 一 局 面 に お い て 、 複 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 使 用 さ れ 、 か つ 変 種
配 列 が キ メ ラ 核 酸 コ ド ン を 標 的 と し て 標 的 コ ド ン の 変 種 で あ る 複 数 の 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 生 成 し 、 そ れ に よ り キ メ ラ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 残 基 に お い て 複
数 の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。 一 局 面 に お い て 、 変 種 配 列 が 標 的 コ ド ン に つ い て の 全 て
の 19の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 変 種 コ ド ン を 生 成 し 、 そ れ に よ り キ メ ラ 核 酸 に よ り
コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 標 的 コ ド ン に よ り コ ー ド さ れ た 残 基 に お い て 全 て の 19の 可
能 な 天 然 ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。
　 一 局 面 に お い て 、 複 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 使 用 さ れ 、 か つ 変 種
配 列 が 複 数 の キ メ ラ 核 酸 コ ド ン を 標 的 と し 、 そ れ に よ り 標 的 コ ド ン の 変 種 で あ る 複 数 の コ
ド ン 及 び キ メ ラ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 中 の 標 的 コ ド ン に よ り コ ー ド さ れ た
複 数 の 残 基 に お い て 複 数 の 天 然 ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。 一 局 面 に お い て 、 変 種 配 列 が キ メ
ラ 核 酸 中 の コ ド ン の 全 て 中 で 変 種 コ ド ン を 生 成 し 、 そ れ に よ り 複 数 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド （
全 て の ア ミ ノ 酸 が キ メ ラ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 非 確 率 的 変 種 で あ る ） を
生 成 す る 。 一 局 面 に お い て 、 変 種 配 列 が キ メ ラ 核 酸 コ ド ン の 全 て に つ い て の 全 て の 19の 天
然 ア ミ ノ 酸 変 種 を コ ー ド す る 変 種 コ ド ン を 生 成 し 、 そ れ に よ り 複 数 の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド （
全 て の ア ミ ノ 酸 が キ メ ラ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 非 確 率 的 変 種 及 び コ ド ン
の 全 て で 全 て の 19の 可 能 な 天 然 ア ミ ノ 酸 の 変 種 で あ る ） を 生 成 す る 。 一 局 面 に お い て 、 抗
原 結 合 部 位 の コ ド ン の 全 て が 標 的 と さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー が １ ～ 約 10 3 0 の メ ン バ ー 、 約 10 2 ～ 約 10 2 0 の メ ン バ ー
又 は 約 10 3 ～ 約 10 1 0 の メ ン バ ー を 含 む 。 別 の 局 面 に お い て 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 末 端 が キ メ ラ 核 酸 に 相 同 の 少 な く と も 約 ６ の ヌ ク レ オ チ ド 、 キ メ ラ 核 酸 に 相
同 の 少 な く と も 約 15の ヌ ク レ オ チ ド 又 は キ メ ラ 核 酸 に 相 同 な 少 な く と も 約 21の ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 。
　 一 局 面 に お い て 、 一 つ 以 上 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を キ メ ラ 核 酸 と 組
み 合 わ せ る こ と が ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と キ メ ラ 核 酸 の 間 の ｚ の ク ロ ス
オ ー バ ー イ ベ ン ト を 含 み 、 ｙ が １ ～ 約 10 2 0 、 約 10～ 約 10 1 0 、 又 は 約 10 2 ～ 約 10 5 の 整 数 で あ
る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｚ 個 の 残 基 中 で キ メ ラ 核 酸
と は 異 な り 、 ｚ が １ ～ 約 10 4 、 も し く は 10～ 約 10 3 で あ り 、 又 は ｚ が １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、
６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 及 び 10で あ る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 非 確 率 的 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｚ 個 の コ ド ン 中 で キ メ ラ 核
酸 と は 異 な り 、 ｚ が １ ～ 約 10 4 で あ り 、 ｚ が 10～ 約 10 3 で あ り 、 又 は ｚ が １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、
５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 及 び 10で あ る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 が 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 配 列 の 全 部
又 は 一 部 の 非 確 率 的 改 変 を 更 に 含 む 。 改 変 は 、 例 え ば 、 “ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” も し く は “
GSSM” 、 “ 最 適 化 誘 導 進 化 系 ” 及 び “ 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” 即 ち “ SLR” 又 は こ
れ ら の 方 法 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ を 含 む 、 あ ら ゆ る 方 法 に よ る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は ラ ン ダ ム 方 法 も し く は 確 率 的 方 法 、 又 は 、 非 確
率 的 方 法 、 も し く は “ 誘 導 進 化 ” を 含 む 、 あ ら ゆ る 手 段 に よ り 更 に 操 作 又 は 変 更 し 得 る 。
例 え ば 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 、 段 階 的 核 酸 再 ア
ッ セ ン ブ ル （ 下 記 の 実 施 例 ３ を 参 照 の こ と ） 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 、 最 適 化 誘 導 進 化 系 、 合
成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 操 作 し 得 る 。 本 発 明 の キ メ ラ
抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 (GSSM)、 エ ラ ー -プ ロ ー ン PCR、 シ ャ
ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 突 然 変 異 誘 発 、 ア ッ セ ン ブ ル PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR
突 然 変 異 誘 発 、 in vivo突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 、 リ カ ー シ ブ ・ ア ン サ ン ブ
ル 突 然 変 異 誘 発 、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 遺 伝 子 再
ア ッ セ ン ブ ル 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 方 法 に
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よ り 操 作 し 得 る 。 こ れ ら の 核 酸 が 組 換 え 、 リ カ ー シ ブ 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾
DNA突 然 変 異 誘 発 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 突 然 変 異 誘 発 、 ギ ャ ッ プ 二 重 ら せ ん 突 然 変 異 誘 発 、
点 ミ ス マ ッ チ 修 復 突 然 変 異 誘 発 、 修 復 不 全 宿 主 株 突 然 変 異 誘 発 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 放
射 性 遺 伝 子 突 然 変 異 誘 発 、 欠 失 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -選 抜 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -精 製 突 然 変
異 誘 発 、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー 生 成 又 は こ
れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 操 作 し 得 る 。
　 本 発 明 の 一 つ 以 上 の 実 施 態 様 の 詳 細 が 添 付 図 面 及 び 以 下 の 記 載 に 示 さ れ る 。 本 発 明 の そ
の 他 の 特 徴 、 目 的 、 及 び 利 点 が 記 載 及 び 図 面 、 並 び に 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で あ ろ う
。
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 全 て の 刊 行 物 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 参 照 番 号 （ 配 列 ） 、 ATCC
寄 託 物 、 特 許 及 び 特 許 出 願 は 全 て の 目 的 の た め の 参 考 と し て 本 明 細 書 に 明 ら か に 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 核 酸
の 精 製 方 法 及 び 同 定 方 法
　 本 発 明 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 及 び 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 欠 い て い る
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 同 定 方 法 及 び 精 製 方 法 を 提 供 す る 。
　 特 に 特 定 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 本 発 明 が
属 す る 分 野 の 当 業 者 に よ り 普 通 に 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 以 下 の
用 語 は 特 に 明 記 さ れ な い 限 り そ れ ら に 特 有 の 意 味 を 有 す る 。
　 “ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 及
び ／ 又 は 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド ” と い う 表 現 は 二 本 鎖 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） 中 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／
欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 、 全 て の 天
然 又 は 合 成 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 更
に 詳 し く 記 載 さ れ る 、 DNA修 復 酵 素 、 抗 体 、 転 写 調 節 ポ リ ペ プ チ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。 特 異
的 結 合 は 非 特 異 的 で は な い 結 合 の ア フ ィ ニ テ ィ ー の あ ら ゆ る レ ベ ル を 意 味 す る 。
　 “ 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を
欠 く ” と い う 表 現 は 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ
チ ド ギ ャ ッ プ を 実 質 的 に 欠 い て お り 、 又 は 完 全 に 欠 い て い る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 本
発 明 の 方 法 は 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 90
％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 、 99.5％ 、 99.9％ 及 び 100％ 即 ち 完 全 に 含 ま な い 精 製
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ ン プ ル 又 は “ バ ッ チ ” を 生 成 し 得 る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 “ DNA修 復 酵 素 ” と い う 表 現 は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
） 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ
に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 全 て の DNA修 復 酵 素 及 び こ れ ら の 天 然 又 は 合 成 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 再
操 作 さ れ た ） 変 化 を 含 み 、 例 え ば 、 以 下 に 更 に 詳 し く 記 載 さ れ る 、 DNAミ ス マ ッ チ 修 復 (MM
R)酵 素 、 Taq MutS酵 素 、 Fpg酵 素 、 MutY DNA修 復 酵 素 、 hexA DNAミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 、 Vsr
ミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 等 を 含 む 。
　 “ MutS DNA修 復 酵 素 ” と い う 用 語 は 、 以 下 に 更 に 詳 し く 記 載 さ れ る よ う に 、 ヌ ク レ オ シ
ド 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 又 は 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 結 合 し 得 る 、 バ ク テ リ ア の 酵 素 の 合 成 （ 例 え
ば 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た ） 変 化 、 及 び 真 核 生 物 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 ） の ホ モ ロ グ を 含 む 、 全
て の MutS DNA修 復 酵 素 を 含 み 、 例 え ば 、 テ ル ム ス ・ ア ク ア テ ィ カ ス (Taq)及 び シ ュ ー ド モ
ナ ス ・ エ ル ジ ノ ー サ MutS DNA修 復 酵 素 を 含 む 。
　 “ Fpg DNA修 復 酵 素 ” と い う 用 語 は 、 以 下 に 更 に 詳 し く 記 載 さ れ る よ う に 、 ヌ ク レ オ シ
ド 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 又 は 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 結 合 し 得 る 、 バ ク テ リ ア の 酵 素 の 合 成 （ 例 え
ば 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た ） 変 化 、 及 び 真 核 生 物 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 ） の ホ モ ロ グ を 含 む 、 全
て の Fpg DNA修 復 酵 素 を 含 む 。
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　 “ MutY” と い う 用 語 は 、 以 下 に 更 に 詳 し く 記 載 さ れ る よ う に 、 ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 対 ミ ス
マ ッ チ 又 は 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 結 合 し 得 る 、 バ ク テ リ ア の 酵 素 の 合 成 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 操
作 さ れ た ） 変 化 、 及 び 真 核 生 物 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 ） の ホ モ ロ グ を 含 む 、 全 て の MutY DNA
修 復 酵 素 を 含 む 。
　 “ DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ ” と い う 用 語 は G:U/Tミ ス マ ッ チ の 塩 基 切 除 修 復 を 開 始 す る 全 て の
天 然 又 は 合 成 の DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ 酵 素 を 含 む 。 天 然 DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ 酵 素 と し て 、 例 え
ば 、 以 下 に 更 に 詳 し く 記 載 さ れ る よ う な 、 バ ク テ リ ア の ミ ス マ ッ チ 特 異 的 ウ ラ シ ル -DNAグ
リ コ シ ラ ー ゼ (MUG)DNA修 復 酵 素 及 び 真 核 生 物 の チ ミ ン -DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ (TDG)酵 素 が 挙
げ ら れ る 。
　 “ イ ン テ イ ン ” と い う 用 語 は 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ で あ る 全 て の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む
。 イ ン テ イ ン は 、 以 下 に 更 に 詳 し く 記 載 さ れ る よ う に 、 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 翻 訳 後
に 除 去 さ れ る イ ン ト ロ ン 様 要 素 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 “ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 又 は “ GSSM” と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に 詳 し く 記 載 さ れ る よ う に
、 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 点 突 然 変 異 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 す
る 方 法 を 含 む 。
　 “ 最 適 化 誘 導 進 化 系 ” 又 は “ 最 適 化 誘 導 進 化 ” と い う 用 語 は 関 連 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 関
連 遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る た め の 方 法 を 含 み 、 本 明 細 書 に 詳 し く 説 明
さ れ る 。
　 “ 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” 即 ち “ SLR” と い う 用 語 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ
メ ン ト を 非 確 率 的 様 式 で つ な ぐ 方 法 を 含 み 、 本 明 細 書 に 詳 し く 説 明 さ れ る 。
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る “ 核 酸 ” 及 び “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ” と い う 用 語 は 一 本 鎖 形 態 又 は
二 本 鎖 形 態 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 表 す 。 こ れ ら の 用 語 は 全
て の 核 酸 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 天 然 ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 類 似 体 、 例 え ば 、
修 飾 イ ン タ ー ヌ ク レ オ シ ド 結 合 を 含 む 核 酸 を 含 む 。 こ れ ら の 用 語 は ま た 合 成 主 鎖 を 有 す る
核 酸 様 構 造 を 含 む 。 合 成 主 鎖 類 似 体 と し て 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ
ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス
ホ ト リ エ ス テ ル 、 ス ル フ ァ メ ー ト 、 3'-チ オ ア セ タ ー ル 、 メ チ レ ン （ メ チ ル イ ミ ノ ） 、 3'-
N-カ ル バ メ ー ト 、 モ ル ホ リ ノ カ ル バ メ ー ト 、 及 び ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)が 挙 げ ら れ る 。 Oligo
nucleotides and Analogues, a Practical Approach, F. Eckstein編 集 , IRL Press at O
xford University Press (1991); Antisense Strategies, Annals of the New York Acad
emy of Sciences, 600巻 , Baserga及 び Denhardt編 集 (NYAS 1992); Milligan (1993) J. M
ed. Chem. 36:1923-1937; Antisense Research and Applications (1993, CRC Press)を
参 照 の こ と 。 PNAは ノ ニ オ ン 性 主 鎖 、 例 え ば 、 N-(2-ア ミ ノ エ チ ル )グ リ シ ン 単 位 を 含 み 、
プ ロ ー ブ と し て 使 用 し 得 る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,871,902号 を 参 照 の こ と ） 。 ホ ス ホ ロ
チ オ エ ー ト 結 合 は 、 例 え ば 、 WO 97/03211; WO 96/39154; Mata (1997) Toxicol. Appl. P
harmacol. 144:189-197に 記 載 さ れ て い る 。 そ の 他 の 合 成 主 鎖 は メ チ ル -ホ ス ホ ネ ー ト 結 合
又 は 交 互 の メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 及 び ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 （ Strauss-Soukup (1997) Bioc
hemistry 36:8692-8698） 、 並 び に ベ ン ジ ル ホ ス ホ ネ ー ト 結 合 (Samstag (1996) Antisense
 Nucleic Acid Drug Dev 6:153-156)を 含 む 。 ヌ ク レ ア ー ゼ に 耐 性 で あ る 修 飾 イ ン タ ー ヌ
ク レ オ シ ド 結 合 が 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,817,781号 に 記 載 さ れ て い る 。 核 酸 と い う 用 語
は 遺 伝 子 、 cDNA、 mRNA、 iRNA、 tRNA、 プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ 、 増 幅 産 物 等 と い う 用 語 と 互
換 可 能 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は
ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 意 す る こ と を 含 む 塩 基
対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基
対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に
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結 合 す る 天 然 又 は 合 成 の 、 あ ら ゆ る ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し 得 る 。 こ れ は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 例 え ば 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／
欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 、 天 然 又 は
合 成 の 、 あ ら ゆ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 酵 素 、 構 造 タ ン パ ク 質
、 抗 体 、 こ れ ら の 変 化 、 又 は 完 全 に 合 成 の デ ザ イ ン 、 例 え ば 、 イ ン ・ シ リ コ (in silico)
デ ザ イ ン の タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 例 え ば 、 DNA修 復
酵 素 及 び 転 写 調 節 ポ リ ペ プ チ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。 一 局 面 に お い て 、 ミ ス マ ッ チ 又 は 挿 入 ／
欠 失 ル ー プ が 二 本 鎖 核 酸 の 極 限 の (extreme)5'末 端 又 は 3'末 端 内 に な い 。
　 DNA修 復 酵 素 は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び
／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る あ ら ゆ る DNA修 復 酵 素 及 び
こ れ ら の 天 然 又 は 合 成 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た ） の 変 化 を 含 ん で も よ い 。 例 と し て 、
例 え ば 、 DNAミ ス マ ッ チ 修 復 (MMR)酵 素 （ 例 え ば 、 Hsieh (2001) Mutat. Res. 486(2):71-8
7を 参 照 の こ と ） 、 Taq MutS酵 素 、 Fpg酵 素 、 MutY DNA修 復 酵 素 、 hexA DNAミ ス マ ッ チ 修 復
酵 素 （ 例 え ば 、 Ren (2001) Curr. Microbiol. 43:232-237を 参 照 の こ と ） 、 Vsrミ ス マ ッ
チ 修 復 酵 素 （ 例 え ば 、 Mansour (2001) Mutat. Res. 485(4):331-338を 参 照 の こ と ） 等 が
挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 Mol (1999) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 28:101-128; O
bmolova (2000) Nature 407(6805):703-710を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 MutS DNA修 復 酵 素 は 、 ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 又 は 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 結 合 し 得
る 、 バ ク テ リ ア の 酵 素 の 合 成 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た ） 変 化 、 及 び 真 核 生 物 （ 例 え ば
、 哺 乳 動 物 ） の ホ モ ロ グ を 含 む 、 あ ら ゆ る MutS DNA修 復 酵 素 を 含 み 、 例 え ば 、 テ ル ム ス ・
ア ク ア テ ィ カ ス (Taq)及 び シ ュ ー ド モ ナ ス ・ エ ル ジ ノ ー サ MutS DNA修 復 酵 素 を 含 む 。 MutS 
DNA修 復 酵 素 は 二 量 体 の 形 態 で 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 そ れ は MutSホ モ ロ グ 、 例 え ば 、 ヒ ト M
utSホ モ ロ グ 、 マ ウ ス MutSホ モ ロ グ 、 ラ ッ ト MutSホ モ ロ グ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ MutSホ モ ロ
グ 、 酵 母 MutSホ モ ロ グ 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ ジ エ MutSホ モ ロ グ の ホ モ ダ イ マ
ー で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,333,153号 ； Pezza (2002) Biochem J. 361 (Pt
 1):87-95; Biswas (2001) J. Mol. Biol. 305:805-816; Biswas (2000) Biochem J. 347
 Pt3:881-886; Biswas (1999) J. Biol. Chem. 274:23673-23678を 参 照 の こ と 。 MutSは 単
一 塩 基 の 欠 失 を 含 む 核 酸 ヘ テ ロ 二 重 ら せ ん を 優 先 的 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い た 。 例 え
ば 、 Biwas (1997) J. Biol. Chem. 272:13355-13364を 参 照 の こ と 。 ま た 、 Su (1986) Pro
c. Natl. Acad. Sci. 83:5057-5061; Malkov (1997) J. Biol. Chem. 272:23811-23817を
参 照 の こ と 。
　 Fpg DNA修 復 酵 素 は 、 ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 又 は 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 結 合 し 得
る 、 バ ク テ リ ア の 酵 素 の 合 成 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 再 操 作 さ れ た ） 変 化 、 及 び 真 核 生 物 （ 例 え
ば 、 哺 乳 動 物 ） の ホ モ ロ グ を 含 む 、 あ ら ゆ る Fpg DNA修 復 酵 素 を 含 み 、 例 え ば 、 エ シ ェ リ
キ ア ・ コ リ か ら の Fgp酵 素 を 含 む 。 例 え ば 、 Leipold (2000) Biochemistry 39:14984-1499
2を 参 照 の こ と 。
　 MutY DNA修 復 酵 素 は 、 ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 又 は 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ を 結 合 し 得
る 、 バ ク テ リ ア の 酵 素 の 合 成 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 再 操 作 さ れ た ） 変 化 、 及 び 真 核 生 物 （ 例 え
ば 、 哺 乳 動 物 ） の ホ モ ロ グ を 含 む 、 あ ら ゆ る MutY DNA修 復 酵 素 を 含 む （ 例 え ば 、 Porello 
(1998) Biochemistry 37:14756-14764; Williams (1999) Biochemistry 38:15417-15424
を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ は G:U/Tミ ス マ ッ チ の 塩 基 切 除 修 復 を 開 始 す る あ ら ゆ る 天 然 又 は 合 成
の DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ 酵 素 を 含 む 。 天 然 DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ 酵 素 は G:U/Tミ ス マ ッ チ の 塩 基
切 除 修 復 を 開 始 す る DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ 酵 素 の 同 族 フ ァ ミ リ ー を 形 成 し 、 例 え ば 、 バ ク テ
リ ア の ミ ス マ ッ チ 特 異 的 ウ ラ シ ル -DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ (MUG)DNA修 復 酵 素 （ 例 え ば 、 Barret
t (1999) EMBO J. 18:6599-6609） 及 び 真 核 生 物 の チ ミ ン -DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ (TDG)酵 素 （
例 え ば 、 Barrett (1999) 上 記 文 献 ； Barrett (1998) Cell 92:117-129） を 参 照 の こ と ）
を 含 む 。 ま た 、 Pearl (2000) Mutat. Res. 460:165-181; Niederreither (1998) Oncogen
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e 17:1577-15785を 参 照 の こ と 。
　 付 加 的 な ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ デ ル タ
、 例 え ば 、 硬 骨 魚 ミ ス グ ル ナ ス ・ フ ォ シ リ ス （ Misgurnus fossilis） 中 で 単 離 さ れ た DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ デ ル タ （ 例 え ば 、 Sharova (2001) Biochemistry (Mosc) 66:402-409） ； DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ ベ ー タ （ 例 え ば 、 Bhattacharyya (2001) Biochemistry 40:9005-9013を 参 照
の こ と ） ； DNAト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば 、 Belova (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
98:6015-6020に よ り 記 載 さ れ た 好 高 熱 性 生 物 メ タ ノ ピ ル ス ・ カ ン ド レ リ （ Methanopyrus k
andleri） に 見 ら れ る よ う な 型 IB DNAト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ｖ ； リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 、 例 え
ば 、 S3リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 Hegde (2001) J. Biol. Chem. 276:27591-2756に
よ り 記 載 さ れ た シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ S3リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 を 含 む 。
　 本 発 明 の 方 法 は ミ ス マ ッ チ -、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ -及 び ／ 又 は ギ ャ ッ プ -結 合 ポ リ ペ プ チ
ド が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ も し く は 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に
特 異 的 に 結 合 し 得 る 条 件 下 で 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル
ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ギ ャ ッ プ か ら 精 製 す べ き ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 む
。 こ れ ら の 条 件 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 で 引 用 さ れ た 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 当 業 界
で 公 知 で あ り 、 又 は 無 用 の 実 験 を し な い で 当 業 者 に よ り 決 定 又 は 最 適 化 し 得 る 。 例 え ば 、
米 国 特 許 第 6,333,153号 が ADP及 び 必 要 に よ り ATPを 含 む 結 合 溶 液 の 存 在 下 で MutS二 量 体 及
び ミ ス マ ッ チ 二 重 ら せ ん DNAを 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 を 記 載 し て い る 。 結 合 溶 液 中 の A
TP（ 存 在 す る 場 合 ） の 濃 度 は 約 ３ マ イ ク ロ モ ル 未 満 で あ る 。 MutS二 量 体 が ADPを 結 合 し 、 M
utS ADP結 合 さ れ た 二 量 体 が 二 重 ら せ ん DNAの ミ ス マ ッ チ 領 域 と 会 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 、 DNA中 の 最 も 変 化 さ れ た 塩 基 が 単 一 ヌ ク レ オ チ ド パ ッ チ 塩 基 切 除 修
復 メ カ ニ ズ ム に よ り 修 復 さ れ る 。 塩 基 切 除 修 復 は 損 傷 さ れ た 塩 基 を 除 去 し 、 非 塩 基 (abasi
c)部 位 （ AP部 位 ） を 生 じ る DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ に よ り 開 始 さ れ る 。 こ の AP部 位 は AP部 位 に
隣 接 す る ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 切 断 し 、 3'-OH末 端 及 び 5'-糖 ホ ス フ ェ ー ト 末 端 を 含 む ス
ト ラ ン ド 分 解 を 生 じ る APエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ り 更 に プ ロ セ シ ン グ さ れ る 。 哺 乳 動
物 細 胞 中 で 、 5'-糖 ホ ス フ ェ ー ト が DNAポ リ メ ラ ー ゼ ベ ー タ の APリ ア ー ゼ 活 性 に よ り 除 去 さ
れ る 。 ま た 、 同 酵 素 は ギ ャ ッ プ を 充 填 し 、 DNA末 端 が 最 終 的 に DNAリ ガ ー ゼ に よ り 再 結 合 さ
れ る 。 こ う し て 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ベ ー タ に 加 え て 、 本 発 明 の
方 法 は ま た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て DNAグ リ コ
シ ラ ー ゼ を 単 独 で 、 又 は そ の 他 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ -、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ -又 は ヌ ク レ オ チ
ド ギ ャ ッ プ -結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 連 係 し て 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 Podlutsky (2001) Bioche
mistry 40:809-813を 参 照 の こ と 。

　 本 発 明 は 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ
ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 し 、 そ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド の た め の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 上 流 に イ ン フ
レ ー ム で 対 象 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を
コ ー ド す る 。 関 係 す る ポ リ ペ プ チ ド の 下 流 に イ ン フ レ ー ム で マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ
ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 使 用 す る こ と は 対 象 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド が 融 合 タ ン パ
ク 質 配 列 の 転 写 又 は 翻 訳 を 阻 止 す る 欠 陥 を 欠 く こ と を 確 か め る よ う に 作 用 す る 。 マ ー カ ー
又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 関 係 す る コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 下
流 か つ イ ン フ レ ー ム で あ る の で 、 あ ら ゆ る こ の よ う な 欠 陥 は マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ
ド の 転 写 及 び ／ 又 は 翻 訳 を 阻 止 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 こ の ス キ ー ム は そ の 配 列 の 転 写 又
は 翻 訳 を 阻 止 す る 欠 陥 を 有 す る も の か ら 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は
一 つ 以 上 の ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 関 係 す る ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 分 離 又 は 精 製
す る の に 使 用 で き 、 そ の 欠 陥 と は 、 例 え ば 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／
又 は 一 つ 以 上 の ギ ャ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 選 抜 マ ー カ ー は 表 現 型 を 与 え る た め に と り 込 ま れ て 本 発 明 に よ り 精 製 さ れ た 配 列 で 形 質
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転 換 さ れ た 細 胞 の 選 抜 を 促 進 し 得 る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド は 酵 素 、 例 え ば
、 ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る LacZを 含 ん で も よ く
、 こ れ は 、 形 質 転 換 細 胞 中 で 発 現 さ れ 、 適 当 な 基 質 に 暴 露 さ れ た 場 合 に 、 検 出 し 得 る マ ー
カ ー 、 例 え ば 、 色 を 生 じ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 Jain (1993) Gene 133:99-102; St Pierre
 (1996) Gene 169:65-68; Pessi (2001) Microbiology 147(Pt 8):1993-1995を 参 照 の こ
と 。 ま た 、 米 国 特 許 第 5,444,161号 、 同 第 4,861,718号 、 同 第 4,708,929号 、 同 第 4,668,622
号 を 参 照 の こ と 。 選 抜 マ ー カ ー は エ ピ ソ ー ム の 維 持 及 び 複 製 を コ ー ド す る こ と が で き 、 そ
の 結 果 、 宿 主 ゲ ノ ム へ の 組 込 み が 必 要 と さ れ な い 。 選 抜 マ ー カ ー は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル
ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CAT)を コ ー ド す る こ と が で き る 。 酵 素 -基 質 反 応 が 外 在 性 電
子 キ ャ リ ヤ ー 及 び テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 の 添 加 に よ り 監 視 さ れ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,225,
074号 を 参 照 の こ と 。
　 マ ー カ ー は ま た 抗 生 物 質 、 除 草 剤 又 は 薬 物 耐 性 を コ ー ド し て 所 望 の DNA配 列 で 形 質 転 換
さ れ た 細 胞 の 選 抜 を 可 能 に し 得 る 。 例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 は 単 純 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー
ゼ （ ガ ン シ ク ロ バ ー に 対 す る 耐 性 を 与 え る ） 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 酵 素 （ 例 え ば 、
Harrod (1997) Nucleic Acids Res. 25:1720-1726を 参 照 の こ と ） 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 酵
素 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ G418に 対 す る 耐 性 を 与 え る ） 、 ブ レ オ
マ イ シ ン 耐 性 酵 素 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 酵 素 等 に よ り 与 え ら れ る 。 マ ー カ ー は ま た 除 草
剤 、 例 え ば 、 ク ロ ロ ス ル フ ロ ン 又 は バ ス タ 耐 性 を コ ー ド す る こ と が で き る 。 ネ オ マ イ シ ン
又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン の よ う な 基 質 に 対 す る 耐 性 を 与 え る 選 抜 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 は 組
織 培 養 で の み 利 用 し 得 る の で 、 化 学 療 法 抵 抗 性 遺 伝 子 が ま た in vitro及 び in vivoの 選 抜
可 能 な マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ る 。 マ ー カ ー は ま た 薬 物 に 対 す る 耐 性 を 与 え る 酵 素 、 例 え
ば 、 オ ウ バ イ ン 耐 性 (Na,K)-ATPase、 MDR1マ ル チ ド ラ ッ グ ト ラ ン ス ポ ー タ ー （ 或 る 種 の 細
胞 傷 害 薬 物 に 対 す る 耐 性 を 与 え る ） 等 を コ ー ド す る こ と が で き る 。 種 々 の 標 的 細 胞 が P-糖
タ ン パ ク 質 、 マ ル チ ド ラ ッ グ 耐 性 関 連 タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵
素 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 O6-ア ル キ ル グ ア ニ ン DNAア ル キ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ 、 又 は ア ル デ ヒ ド 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 化 学 療 法 抵 抗 性 遺 伝 子 の 移 入 に よ り 抗 癌
薬 に 耐 性 に さ れ る 。 例 え ば 、 Licht (1995) Cytokines Mol. Ther. 1:11-20; Blondelet-R
ouault (1997) Gene 190:315-317; Aubrecht (1997) J. Pharmacol. Exp. Ther. 281:992
-997; Licht (1997) Stem Cells 15:104-111; Yang (1998) Clin. Cancer Res. 4:731-74
1を 参 照 の こ と 。 ま た 、 キ メ ラ カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 記 載 し て い る 米 国 特 許 第 5,851,8
04号 、 米 国 特 許 第 4,784,949号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 既 知 の 抗 体 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 、 検 出 等 を 促 進 し 得 る 。 こ の よ う
な 検 出 及 び 精 製 を 促 進 す る ド メ イ ン と し て 、 金 属 キ レ ー ト 化 ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 ポ リ ヒ ス
チ ジ ン ト ラ ク ト 及 び 固 定 化 さ れ た 金 属 に よ る 精 製 を 可 能 に す る ヒ ス チ ジ ン -ト リ プ ト フ ァ
ン モ ジ ュ ー ル 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ る 精 製
を 可 能 に す る プ ロ テ イ ン Ａ 又 は ビ オ チ ン ド メ イ ン 、 並 び に FLAGS延 長 ／ ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 系 （ イ ム ネ ッ ク ス 社 、 シ ア ト ル WA） に 利 用 さ れ る ド メ イ ン が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 関 係 す る タ ン パ ク 質 と 第 二 ド メ イ ン の 間 の 切 断 可 能 な リ ン カ ー 配 列 、 例 え ば
、 因 子 Xa又 は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 、 サ ン ジ エ ゴ CA） の 封 入 が ま た 精 製 を 促
進 す る た め 、 ま た 関 係 す る タ ン パ ク 質 を 取 り 扱 い 、 ま た 使 用 す る こ と の 容 易 さ の た め に 使
用 し 得 る 。 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 が ６ ヒ ス チ ジ ン 残 基 、 続 い て チ オ レ ド キ シ ン 及 び エ ン
テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 を 含 ん で も よ い （ 例 え ば 、 Williams (1995) Biochemistry 34:1787
-1797を 参 照 の こ と ） 。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 検 出 及 び 精 製 を 促 進 し 、 一 方 、 エ ン テ ロ キ ナ ー
ゼ 切 断 部 位 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 残 部 か ら 関 係 す る 所 望 の タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め の 手 段
を 与 え る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 の 適 用 に 関 す る 技 術
が 特 許 及 び 科 学 文 献 に 良 く 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12
:441-53を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 一 局 面 に お い て 、 マ ー カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 自 己 ス プ ラ イ シ ン
グ イ ン テ イ ン で あ っ て も よ い 。 イ ン テ イ ン は 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 翻 訳 後 に 除 去 さ れ
る イ ン ト ロ ン 様 要 素 で あ る 。 こ う し て 、 本 発 明 の 方 法 は 関 係 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら の マ ー
カ ー 又 は 選 抜 ポ リ ペ プ チ ド イ ン テ イ ン コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ ア ウ ト を 更
に 含 ん で も よ い 。 イ ン テ イ ン 配 列 は 当 業 界 で 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 Colston (1994) Mol. 
Microbiol. 12:359-363; Perler (1994) Nucleic Acids Res. 22:1125-1127; Perler (19
97) Curr. Opin. Chem. Biol. 1:292-299; Giriat (2001) Genet. Eng. (NY) 23:171-199
を 参 照 の こ と 。 ま た 、 米 国 特 許 第 5,795,731号 、 同 第 5,496,714号 を 参 照 の こ と 。 例 え ば 、
イ ン テ イ ン は イ ン -フ レ ー ム タ ン パ ク 質 融 合 の よ う に 自 然 に 生 じ る タ ン パ ク 質 ス プ ラ イ シ
ン グ 要 素 で あ る の で 、 イ ン テ イ ン 配 列 は 自 然 に 生 じ る イ ン テ イ ン 配 列 に つ い て 設 計 で き 、
又 は ベ ー ス と し 得 る 。 イ ン テ イ ン は 系 統 発 生 的 に 広 が っ て お り 、 全 て の 三 つ の 生 物 界 、 真
正 細 菌 、 始 原 生 物 及 び 真 核 生 物 に 見 ら れ て い た 。 ま た 、 そ れ ら は 完 全 合 成 ス プ ラ イ シ ン グ
配 列 で あ っ て も よ い 。 イ ン テ イ ン 命 名 法 は RNAス プ ラ イ シ ン グ に つ い て の そ れ と 対 応 し 、
そ れ に よ り 遺 伝 子 （ エ ク ス テ イ ン ） の コ ー デ ィ ン グ 配 列 が タ ン パ ク 質 ス プ ラ イ シ ン グ 要 素
（ イ ン テ イ ン ） を 特 定 す る 配 列 に よ り 中 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ
以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る こ と を 含 む
。 抗 体 、 結 合 分 子 、 サ イ ズ 排 除 等 の 使 用 を 含 む 、 あ ら ゆ る 精 製 方 法 が 使 用 し 得 る 。
　 抗 体 及 び イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム
　 一 局 面 に お い て 、 抗 体 が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る の に 使 用 さ れ る 。 例
え ば 、 抗 体 が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ -、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ -又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ -結 合 ポ
リ ペ プ チ ド に 直 接 に 特 異 的 に 結 合 す る よ う に 設 計 で き 、 又 は 抗 体 が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ -、
挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ -又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ -結 合 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ
に 結 合 し 得 る 。 抗 体 は ビ ー ズ 、 例 え ば 、 磁 化 ビ ー ズ に 結 合 し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,
981,297号 、 同 第 5,508,164号 、 同 第 5,445,971号 、 同 第 5,445,970号 を 参 照 の こ と 。 ま た 、
液 体 中 に 懸 濁 さ れ た 磁 気 感 受 性 物 質 を 分 離 す る た め の 多 段 電 磁 気 セ パ レ ー タ ー を 記 載 し て
い る 、 米 国 特 許 第 5,858,223号 、 同 第 5,746,321号 、 及 び USPN 6,312,910を 参 照 の こ と 。
　 分 離 は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 使 用 を 含 ん で も よ く 、 そ の カ ラ ム は 特 異 的 に 結 合
さ れ た 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ -、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ -又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ -結 合 ポ リ ペ プ
チ ド 又 は 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ -、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ -又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ -結 合 ポ リ ペ
プ チ ド に 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 固 定 化 さ れ た 抗 体 を 含 む 。 サ ン プ ル
は 固 定 化 さ れ た 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も し く は エ ピ ト ー プ 、 又 は 特 異 的
に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た “ タ グ ” に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 条 件 下
で イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ -、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ -結 合 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ -結 合 ポ
リ ペ プ チ ド の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 し 得 る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 方 法 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 科 学 文 献 及 び 特 許
文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Coligan, CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Gr
eene, NY (1991); Stites (編 集 ) BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY (第 ７ 編 ) Lange Medi
cal Publications, Los Altos, CA (“ Stites” ); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRI
NCIPLES AND PRACTICE (第 ２ 編 ) Academic Press, New York, NY (1986); Kohler (1975)
 Nature 256:495; Harlow (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harb
or Publicatins, New Yorkを 参 照 の こ と 。 抗 体 は ま た 動 物 を 使 用 す る 従 来 の in vivo方 法
に 加 え て 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 す る 組 換 え 抗 体 結 合 部 位 を
使 用 し て in vitroで 生 成 し 得 る 。 例 え ば 、 Huse (1989) Science 246:1275; Ward (1989) 
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Nature 341:544; Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70; Katz (1997) Annu.
 Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26:27-45を 参 照 の こ と 。
　 “ 抗 体 ” と い う 用 語 は 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 、 一 つ 以 上 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 遺 伝 子 に 由 来 し 、 後 に モ デ ル 化 さ れ 、 又 は 実 質 的 に コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド も し く は
ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 例 え ば 、 Fundamental Immunology, 第
３ 編 , W.E. Paul編 集 , Raven Press, N.Y. (1993); Wilson (1994) J. Immunol. Methods
 175:267-273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-97を 参 照 の こ と 。
抗 体 と い う 用 語 は 抗 原 を 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 抗 原 結 合 部 分 、 即 ち 、 “ 抗 原 結 合 部 位 ”
（ 例 え ば 、 フ ラ グ メ ン ト 、 サ ブ シ ー ケ ン ス 、 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)） を 含 み 、 (i)VL、 VH、
CL及 び CH1ド メ イ ン か ら な る １ 価 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 (ii)ヒ ン ジ 領 域
で ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ に よ り 結 合 さ れ た 二 つ の Fabフ ラ グ メ ン ト を 含 む ２ 価 フ ラ グ メ ン
ト で あ る 、 F(ab')2フ ラ グ メ ン ト 、 (iii)VH及 び CH1ド メ イ ン か ら な る Fdフ ラ グ メ ン ト 、 (iv
)抗 体 の 単 一 ア ー ム の VL及 び VHド メ イ ン か ら な る Fvフ ラ グ メ ン ト 、 (v)dAbフ ラ グ メ ン ト (Wa
rdら , (1989) Nature 341:544-546)（ こ れ は VHド メ イ ン か ら な る ） 、 及 び (vi)単 離 さ れ た
相 補 性 決 定 領 域 (CDR)を 含 む 。 一 本 鎖 抗 体 も “ 抗 体 ” と い う 用 語 に 参 照 に よ り 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ビ オ チ ン ／ ア ビ ジ ン 分 離 系
　 あ ら ゆ る リ ガ ン ド ／ 受 容 体 モ デ ル が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一
つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る の に 使 用 し 得
る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ -、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ -及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド
ギ ャ ッ プ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 で き 、 又 は そ れ が 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ -、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー
プ -及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ -結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ
っ て も よ い 。 ビ オ チ ン 結 合 ア ビ ジ ン は 典 型 的 に は 、 例 え ば 、 ビ ー ズ 、 磁 性 材 料 、 カ ラ ム 、
ゲ ル 等 に 固 定 さ れ る 。 ビ ー ズ は 磁 化 し 得 る 。 例 え ば 、 精 製 技 術 に お け る 磁 性 粒 子 の 製 造 及
び 使 用 に つ い て 上 記 さ れ 、 ま た 種 々 の ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 結 合 系 及 び そ れ ら の 製 造 方 法 及
び 使 用 方 法 を 記 載 し て い る 米 国 特 許 、 米 国 特 許 第 6,287,792号 、 同 第 6,277,609号 、 同 第 6,
214,974号 、 同 第 6,022,688号 、 同 第 5,484,701号 、 同 第 5,432,067号 、 同 第 5,374,516号 を
参 照 の こ と 。

　 本 発 明 は 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ
ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 精
製 さ れ た 核 酸 は 増 幅 、 ク ロ ー ン 化 、 配 列 決 定 で き 、 又 は 更 に 操 作 で き 、 例 え ば 、 そ れ ら の
配 列 が SLR、 GSSR等 に よ り 更 に 変 化 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 組
換 え 発 現 さ れ 、 合 成 さ れ 、 又 は 天 然 源 か ら 単 離 し 得 る 。 本 発 明 を つ く り 、 使 用 す る の に 必
要 と さ れ る こ れ ら の 核 酸 及 び そ の 他 の 核 酸 は 細 胞 か ら 単 離 さ れ 、 組 換 え 生 成 さ れ 、 又 は 合
成 に よ り つ く ら れ る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 例 え ば 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発
現 、 PCRに よ る メ ッ セ ー ジ 又 は ゲ ノ ム DNAの 増 幅 等 に よ り 単 離 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施
す る 際 に 、 遺 伝 子 が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う に 鋳 型 核 酸 を 操 作 す る こ と に よ り 改 変 し 得
る 。 本 発 明 は 当 業 界 で 知 ら れ て い る あ ら ゆ る 方 法 も し く は プ ロ ト コ ル 又 は 装 置 と 連 係 し て
実 施 で き 、 こ れ ら は 科 学 文 献 及 び 特 許 文 献 に 良 く 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 般 技 術
　 本 発 明 を 実 施 す る の に 使 用 さ れ る 核 酸 （ RNA、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス 又
は こ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド を 問 わ な い ） は 、 種 々 の 源 か ら 単 離 さ れ 、 遺 伝 子 操 作 さ れ 、 増 幅
さ れ 、 か つ ／ 又 は 発 現 さ れ ／ 組 換 え に よ り 生 成 さ れ て も よ い 。 こ れ ら の 核 酸 か ら 生 成 さ れ
た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 個 々 に 単 離 又 は ク ロ ー ン 化 さ れ 、 所 望 の 活 性 に つ い て 試 験 し 得 る
。 バ ク テ リ ア 、 哺 乳 動 物 、 酵 母 、 昆 虫 又 は 植 物 細 胞 発 現 系 を 含 む 、 あ ら ゆ る 組 換 え 発 現 系
が 使 用 し 得 る 。
　 ま た 、 こ れ ら の 核 酸 は 、 例 え ば 、 Adams (1983) J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov
 (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3444; Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 1
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9:373-380; Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896; Narang (1979) Meth. Enzymo
l. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:18
59; 米 国 特 許 第 4,458,066号 に 記 載 さ れ た よ う な 公 知 の 化 学 合 成 技 術 に よ り in vitro合 成
し 得 る 。
　 核 酸 の 操 作 の た め の 技 術 、 例 え ば 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 連 結 反 応 、 標 識 プ ロ ー ブ （ 例 え
ば 、 ク レ ノ ー ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る ラ ン ダ ム -プ ラ イ マ ー 標 識 、 ニ ッ ク 翻 訳 、 増 幅 ） 、
配 列 決 定 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 が 科 学 文 献 及 び 特 許 文 献 に 良 く 記 載 さ れ て い る 。 例
え ば 、 Sambrook編 集 , MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL(第 二 編 ), 1-3巻 , Cold 
Spring Harbor Laboratory, (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausube
l編 集 , John Wiley＆ Sons, Inc., New York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEM
ISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Part I. The
ory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen編 集 , Elsevier, N.Y. (1993)を 参 照 の こ と
。
　 核 酸 、 ベ ク タ ー 、 キ ャ プ シ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 等 は 当 業 者 に 公 知 の 幾 つ か の 一 般 手 段 の い
ず れ か に よ り 分 析 さ れ 、 定 量 し 得 る 。 こ れ ら と し て 、 例 え ば 、 NMR、 ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ
ト リ ー 、 ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー (HPLC)、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)、 及 び 高 拡 散 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 種 々 の
免 疫 学 的 方 法 、 例 え ば 、 液 体 又 は ゲ ル 沈 殿 反 応 、 免 疫 拡 散 、 イ ム ノ 電 気 泳 動 、 ラ ジ オ イ ム
ノ ア ッ セ イ (RIA)、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 (ELISA)、 イ ム ノ 蛍 光 ア ッ セ イ 、 サ ザ ン 分 析 、 ノ
ー ザ ン 分 析 、 ド ッ ト -ブ ロ ッ ト 分 析 、 ゲ ル 電 気 泳 動 （ 例 え ば 、 SDS-PAGE） 、 核 酸 も し く は
標 的 又 は シ グ ナ ル 増 幅 方 法 、 放 射 能 標 識 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン テ ィ ン グ 、 及 び ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 核 酸 の 増 幅
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る に 際 し て 、 核 酸 は 、 例 え ば 、 増 幅 反 応 に よ り 生 成 さ れ 、 再 生 し
得 る 。 増 幅 反 応 は ま た 核 酸 を 一 緒 に 連 結 し て 融 合 タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 す る
の に 使 用 し 得 る 。 増 幅 反 応 は ま た 配 列 を ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る の に 使 用 し 得 る 。 増 幅
反 応 は ま た サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 量 を 定 量 し 、 核 酸 を 標 識 し （ 例 え ば 、 そ れ を ア レ イ 又 は ブ
ロ ッ ト に 適 用 す る た め に ） 、 核 酸 を 検 出 し 、 又 は サ ン プ ル 中 の 特 定 の 核 酸 の 量 を 定 量 す る
の に 使 用 し 得 る 。 細 胞 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 分 離 さ れ た メ ッ セ ー ジ が 増 幅 さ れ る 。 当
業 者 は 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 プ ラ イ マ ー を 選 択 し 、 設 計 し 得 る 。 増 幅 方 法 は ま た
当 業 界 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 PCR（ 例 え ば 、 PCR PROTOCOLS, A 
GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, Innis編 集 , Academic Press, N.Y. (1990)及 び PCR
 STRATEGIES (1995), Innis編 集 , Academic Press, Inc., N.Y.を 参 照 の こ と ） 、 リ ガ ー
ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)（ 例 え ば 、 Wu (1989) Genomics 4:560; Landegren (1988) Science 241:
1077; Barringer (1990) Gene 89:117を 参 照 の こ と ） 、 転 写 増 幅 （ 例 え ば 、 Kwoh (1989) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173を 参 照 の こ と ） 、 及 び 自 己 持 続 配 列 複 製 （ 例 え ば 、
Guatelli (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874を 参 照 の こ と ） 、 Ｑ β レ プ リ カ ー
ゼ 増 幅 （ 例 え ば 、 Smith (1997) J. Clin. Microbiol. 35:1477-1491を 参 照 の こ と ） 、 自
動 化 Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 Burg (1996) Mol. Cell. Probes 10:257-2
71を 参 照 の こ と ） 並 び に そ の 他 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 技 術 （ 例 え ば 、 NASBA, Cangene, M
ississauga, Ontario） 、 ま た Berger (1987) Methods Enzymol. 152:307-316; Sambrook;
 Ausubel; 米 国 特 許 第 4,683,195号 及 び 同 第 4,683,202号 ; Sooknanan (1995) Biotechnolo
gy 13:563-564を 参 照 の こ と ） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る た め
の 組 成 物 及 び 方 法
　 本 発 明 は コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作
製 す る た め の 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン 、 ト
リ コ ド ン 、 テ ト ラ コ ド ン 等 ） を 含 む 合 成 又 は 組 換 え オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を
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提 供 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 、 例 え ば 、 IIS型 制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は
認 識 配 列 の 外 部 の 一 定 位 置 で 切 断 し て 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 。 一 局 面 に お い て
、 マ ル チ コ ド ン （ 例 え ば 、 ジ コ ド ン ） が 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 、 例 え ば 、 IIS
型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 に よ り 両 末 端 で 隣 接 さ れ る 。
　 本 発 明 は ま た あ る ゆ る 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 合 成 遺 伝 子 、 ア ン チ セ ン ス 構 築 物 、 自 己 ス プ
ラ イ シ ン グ イ ン ト ロ ン 又 は 転 写 産 物 （ 例 え ば 、 リ ボ ザ イ ム ） 及 び ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン
グ 配 列 の 生 成 方 法 を 提 供 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 方 法 は 既 製 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル
デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ラ イ ブ ラ リ ー 及 び IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 使 用 を 含 む 。 IIS型
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 消 化 時 に 、 ３ 塩
基 、 ２ 塩 基 又 は １ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 し 得 る 。 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ と し て 、 例 え ば 、 SapI、 EarI、 BseRI、 BsgI、 BpmI、 N.AlwI、 N.BstNBI、 BcgI、 BsaXIも
し く は BspCNI又 は こ れ ら の イ ソ 制 限 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 一 局 面 に お い て 、 合 成 は 固 体 支 持 体 、 例 え ば 、 ビ ー ズ 、 例 え ば 、 磁 性 ビ ー ズ 、 又 は キ ャ
ピ ラ リ ー 、 例 え ば 、 GIGAMATRIX T M （ こ れ に 、 “ ス タ ー タ ー ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ
ン ト が 固 定 さ れ る ） で 開 始 す る 。 一 局 面 に お い て 、 “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト ” の ラ イ ブ ラ リ ー
が 核 酸 配 列 連 続 コ ド ン (codon by codon)を 構 築 す る の に 使 用 さ れ る 。 “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト
” が ジ コ ド ン を 含 む 場 合 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 全 て の 可 能 な ヘ キ サ マ ー ジ コ ド ン 配 列 の 合 計 、
又 は 4096の “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” を 有 す る 。 夫 々 の “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト
” は IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 に よ り “ 埋 め 込 ま れ ” 、 又 は 隣 接 さ れ る 。 ク
ラ ス IIS制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 特 定 の 認 識 配 列 を 有 し 、 認 識 部 位 の 外 部 の 一 定 距 離 で
切 断 す る 。 消 化 が 適 合 性 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ る 。 新 た に 付 加 さ れ た フ ラ グ メ ン ト が 固 定
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 成 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 較 べ て モ ル 過 剰 で 使 用 し 得 る 。 モ ル
過 剰 が 遊 離 末 端 を 飽 和 し 、 連 結 反 応 を 完 結 へ と 誘 導 す る 。 未 結 合 物 質 が 洗 浄 さ れ て 除 か れ
る 。 残 っ て い る 5'オ ー バ ー ハ ン グ が ク レ ノ ー DNAポ リ メ ラ ー ゼ で フ ィ ル イ ン (fill in)さ れ
て そ れ ら を 後 の サ イ ク ル で 更 な る 伸 長 か ら ブ ロ ッ ク し 得 る 。 結 合 さ れ た フ ラ グ メ ン ト が 酵
素 に よ り つ な が れ る 。 そ の プ ロ セ ス が 繰 り 返 さ れ 、 夫 々 の サ イ ク ル で 少 な く と も 一 つ の コ
ド ン を 付 加 し 得 る 。 そ の プ ロ セ ス が 反 復 し て 繰 り 返 さ れ て あ ら ゆ る 長 さ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 生 成 し 得 る 。 合 成 が 遺 伝 子 内 の 多 く の 位 置 で 同 時 に 開 始 し 得 る 。 次 い で 合 成 さ れ た 部
分 遺 伝 子 が 固 体 支 持 体 か ら 、 例 え ば 、 隣 接 領 域 中 の 制 限 部 位 の 第 二 の 組 に よ り 放 出 さ れ 、
結 合 さ れ て 所 望 の 完 全 長 生 成 物 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 5'及 び 3'非 コ
ー デ ィ ン グ 領 域 を 含 み 、 又 は 含 ま な い 転 写 産 物 、 転 写 調 節 領 域 、 遺 伝 子 を 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 ス タ ー タ ー 及 び 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 同 じ 組
が 夫 々 の 合 成 に 使 用 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 は 非 常 に 低 い エ ラ ー 頻 度 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
生 成 し 得 る 。 固 定 化 さ れ た “ ス タ ー タ ー ” 及 び “ 伸 長 ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク は 制 限 フ ラ グ メ ン ト と し て プ ラ ス ミ ド DNAか ら 調 製
で き 、 又 は そ れ ら が 核 酸 増 幅 （ 例 え ば 、 PCR） に よ り 生 成 し 得 る 。
　 本 発 明 の 例 示 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 ス キ ー ム は 既 製 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ラ イ ブ ラ
リ ー を 使 用 し て あ ら ゆ る 所 定 の DNA配 列 を 生 成 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 全 て の 可 能 な ジ コ ド
ン 組 み 合 わ せ 、 合 計 で 4096の ク ロ ー ン を 含 ん で 61の “ ス タ ー タ ー ” リ ン カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド フ ラ グ メ ン ト と と も に 使 用 し 得 る 。 以 下 の 実 施 例 １ に 記 載 さ れ る よ う に 、 一 局 面 に
お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド “ ブ ロ ッ ク ” を 含 む 夫 々 の ジ コ ド ン が ク ロ ー ン 化 さ れ 、 配 列
が 確 認 さ れ 、 PCR増 幅 さ れ 、 又 は 制 限 消 化 産 物 か ら 調 製 さ れ 、 IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ で 予 備 切 断 （ 予 備 消 化 ） さ れ る 。
　 本 発 明 の 方 法 及 び ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら の 遺 伝 子 構 築 は “ 親
” 又 は 鋳 型 DNAの 必 要 を 省 き 得 る 。 連 続 コ ド ン 付 加 戦 略 の 使 用 は “ 親 ” 又 は 鋳 型 DNAを 必 要
と し な い で 遺 伝 子 、 ア ン チ セ ン ス コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 等 を
含 む 、 核 酸 配 列 の 特 注 設 計 を 可 能 に す る 。 本 発 明 の 方 法 は 一 つ 以 上 の 特 定 の 発 現 宿 主 に 対
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す る コ ド ン 頻 度 が 最 適 化 さ れ る よ う に 合 成 核 酸 を 設 計 す る の に 使 用 し 得 る 。 制 限 部 位 が 個
々 の ク ロ ー ニ ン グ 要 求 に 応 じ て 設 計 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 及 び ラ イ ブ ラ リ ー は 発 現 の 所 望
の レ ベ ル 又 は 細 胞 特 異 的 発 現 パ タ ー ン を 得 る た め に コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 結 合 さ れ た 特 注 転
写 調 節 要 素 を 設 計 し 、 組 み 込 む の に 使 用 し 得 る 。 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 は “ 親 ” 又 は 鋳
型 DNAを 使 用 す る 方 法 を 含 む 、 あ ら ゆ る そ の 他 の 方 法 と 連 係 し て 使 用 し 得 る 。
　 こ の 例 示 の 反 復 の 連 続 コ ド ン 遺 伝 子 構 築 プ ロ ト コ ル の 要 約 に つ い て 図 １ を 参 照 の こ と 。
一 局 面 に お い て 、 標 的 DNA配 列 は 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 、 ビ ー ズ 又 は キ ャ ピ ラ リ ー ） の 上 で
合 成 さ れ る 。 図 １ で 注 目 さ れ る よ う に 、 最 初 に 少 な く と も 第 一 コ ド ン を 含 む “ ス タ ー タ ー
” フ ラ グ メ ン ト が 支 持 体 に 固 定 さ れ る 。 “ ス タ ー タ ー ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 支 持 体 、 例
え ば 、 ビ ー ズ の 上 に 既 に あ る “ フ ッ ク ” に よ り 固 定 し 得 る 。 次 の 工 程 で 、 マ ル チ コ ド ン （
少 な く と も 二 つ の コ ド ン 、 又 は ジ コ ド ン ） を 含 む “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト ” が 付 加 さ れ る 。 こ
の 例 に お い て 、 第 一 “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト ” は 第 一 の 二 つ の コ ド ン を 含 む 。 し か し な が ら 、
本 発 明 の そ の 他 の 局 面 に お い て 、 “ ス タ ー タ ー ” フ ラ グ メ ン ト が 少 な く と も 一 つ の コ ド ン
を 含 ん で も よ い 。 結 合 末 端 が つ な が れ る 。 そ の サ イ ク ル が 制 限 酵 素 に よ る 切 断 後 に 完 結 さ
れ て 5'オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 。 こ の 例 示 の 方 法 に お い て 、 制 限 酵 素 が コ ド ン を 二 つ に
切 断 し 、 そ の 結 果 、 そ の サ イ ク ル が 一 つ の コ ド ン を 夫 々 の サ イ ク ル で 付 加 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 パ リ ン ド ロ ー ム 配 列 が フ ラ グ メ ン ト の 自 己 連 結 反 応 を 生 じ 得 る の で
、 5'オ ー バ ー ハ ン グ が フ ィ ル イ ン さ れ 、 ク レ ノ ー DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 平 滑 末 端 に
変 換 さ れ て そ れ ら を 後 の 伸 長 サ イ ク ル で ア ニ ー ル す る こ と か ら ブ ロ ッ ク す る 。
　 本 発 明 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は ベ ク タ ー 中 で 調 製 で
き 、 こ う し て 、 本 発 明 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー が ク ロ ー
ニ ン グ ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 、 ベ ク タ ー を 含 み 得 る 。 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 に お い て 、
ベ ク タ ー 及 び 宿 主 株 の 選 択 が 重 要 で あ る か も し れ ず 、 ベ ク タ ー は “ ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク
” の 調 製 に 使 用 さ れ る 制 限 部 位 を 含 ま な い 。 未 改 変 DNAを 生 じ る 株 は 使 用 さ れ る 必 要 が な
い か も し れ な い 。 何 と な ら ば 、 ク ラ ス IIS制 限 酵 素 の 一 部 が メ チ ル 化 に 対 し 感 受 性 で あ る
か ら で あ る 。 “ ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ” は 種 々 の 方 法 で 、 例 え ば 、 制 限 フ ラ グ メ ン ト と し
て 、 高 忠 実 度 PCR増 幅 に よ り 、 合 成 化 学 に よ り 調 製 し 得 る 。
　 一 局 面 に お い て 、 こ れ ら の 方 法 が 自 動 化 さ れ た 、 高 処 理 系 と し て 行 な わ れ る 。 支 援 ソ フ
ト ウ ェ ア が 、 例 え ば 、 配 列 決 定 さ れ た ク ロ ー ン の 記 録 及 び ／ 又 は 検 索 、 ク ロ ー ン の ア レ イ
又 は 所 定 の 核 酸 配 列 に つ い て の ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 必 要 な ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 同 定 に 使
用 し 得 る 。 あ ら ゆ る ソ フ ト ウ ェ ア シ ス テ ム 、 例 え ば 、 DNAカ ー ペ ン タ ー T M ソ フ ト ウ ェ ア （
ダ イ バ ー サ 社 、 サ ン ジ エ ゴ 、 CA） の 変 化 が 使 用 し 得 る 。 あ ら ゆ る ロ ボ ッ ト シ ス テ ム が 自 動
化 さ れ た 、 高 処 理 系 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
定 義
　 特 に 定 義 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 本 発 明 が
属 す る 分 野 の 当 業 者 に よ り 普 通 に 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 、 以 下
の 用 語 は 特 に 明 記 さ れ な い 限 り そ れ ら に 特 有 の 意 味 を 有 す る 。
　 “ IIS型 酵 素 ” 又 は “ IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ” と い う 用 語 は 認 識 配 列 の 3'も し く
は 5'又 は 両 側 の 、 一 つ の ス ト ラ ン ド 又 は 両 方 の ス ト ラ ン ド で 認 識 配 列 の 外 部 の 一 定 位 置 で
切 断 す る 非 対 称 認 識 配 列 を 有 す る 全 て の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び 全 て の イ ソ 制 限 酵 素 を 含
む 。 IIS型 酵 素 は 非 対 称 塩 基 配 列 を 認 識 す る こ と が で き 、 認 識 部 位 の 外 部 の 20以 上 の 塩 基
対 ま で の 特 定 位 置 で DNAを 切 断 す る こ と が で き る 。 一 局 面 に お い て 、 そ れ ら は 二 三 の ヌ ク
レ オ チ ド を 認 識 配 列 か ら 開 裂 し 得 る （ 例 え ば 、 Bath (2001) Biol. Chem. Nov 29; epubを
参 照 の こ と ） 。 両 側 で 切 断 す る 例 示 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と し て 、 BcgI（ 例 え ば 、 Ko
ng (1998) J. Mol. Biol. 279:823-32を 参 照 の こ と ） 、 BsaXI及 び BspCNIが 挙 げ ら れ る 。
３ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 例 示 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と し て 、 EarI及 び
SapIが 挙 げ ら れ る 。 ２ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 例 示 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ と し て 、 BseRI、 BsgI（ 例 え ば 、 Ariazi (1996) Biotechniques 20:446-448, 450-451を
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参 照 の こ と ） 及 び BpmIが 挙 げ ら れ る 。 １ 塩 基 一 本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 例 示 の 制 限
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と し て 、 BmrI、 EciI、 HphI、 MboII（ 例 え ば 、 Soundararajan (2001) 
J. Biol. Chem. Oct 17; epubを 参 照 の こ と ） 及 び MnlIが 挙 げ ら れ る 。 一 本 鎖 の み を 切 断
す る 例 示 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ “ ニ ッ キ ン グ 酵 素 ” ） と し て 、 N.AlwI及 び N.BstNBI
が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 BspMI（ 例 え ば 、 Gormley (2001) J. Biol. Chem. Nov. 29; epub
を 参 照 の こ と ） 及 び BcefI（ 例 え ば 、 Venetianer (1988) Nucleic Acids Res. 16:3053-30
60を 参 照 の こ と ） を 含 む 、 あ ら ゆ る IIS型 酵 素 が 本 発 明 の 方 法 に 使 用 し 得 る 。
　 “ EarI” は 5'-CTCTTC-3'を 認 識 す る 全 て の IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 並 び に 同 じ 認
識 配 列 及 び 塩 基 切 断 パ タ ー ン を 有 す る 全 て の イ ソ 制 限 酵 素 及 び 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を
含 む （ イ ソ 制 限 酵 素 は プ ロ ト タ イ プ 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 特 異 性 と 同 じ 特 異 性 を 有 す
る ） 。 EarIは 最 初 に エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ エ ロ ゲ ネ ス か ら 単 離 さ れ た 。 例 え ば 、 Polisson (
1988) Nucleic Acids Res. 16:9872を 参 照 の こ と 。
　 “ SapI” は 非 パ リ ン ド ロ ー ム 7-塩 基 認 識 配 列 (GCTCTTC)を 認 識 す る 全 て の IIS型 制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 並 び に 同 じ 認 識 配 列 及 び 塩 基 切 断 パ タ ー ン を 有 す る 全 て の イ ソ 制 限 酵 素 及
び 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む 。 例 え ば 、 Xu (1998) Mol. Gen. Genet. 260:226-231を
参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 “ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 又 は “ GSSM” と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に 詳 し く 記 載 さ れ る よ う に
、 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 点 突 然 変 異 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 す
る 方 法 を 含 む 。
　 “ 最 適 化 誘 導 進 化 系 ” 又 は “ 最 適 化 誘 導 進 化 ” と い う 用 語 は 関 連 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 関
連 遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る た め の 方 法 を 含 み 、 本 明 細 書 に 詳 し く 説 明
さ れ る 。
　 “ 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” 即 ち “ SLR” と い う 用 語 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ
メ ン ト を 非 確 率 的 様 式 で つ な ぐ 方 法 を 含 み 、 本 明 細 書 に 詳 し く 説 明 さ れ る 。
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る “ 核 酸 ” 及 び “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ” と い う 用 語 は 一 本 鎖 形 態 又 は
二 本 鎖 形 態 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の 用 語 は 全
て の 核 酸 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 天 然 ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 類 似 体 、 例 え ば 、
修 飾 さ れ た イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド 結 合 を 有 す る 核 酸 を 含 む 。 こ れ ら の 用 語 は ま た 合 成 主 鎖
を 有 す る 核 酸 様 構 造 を 含 む 。 合 成 主 鎖 類 似 体 は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ロ チ
オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ア ル キ ル
ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ス ル フ ァ メ ー ト 、 3'-チ オ ア セ タ ー ル 、 メ チ レ ン （ メ チ ル イ ミ ノ ）
、 3'-N-カ ル バ メ ー ト 、 モ ル ホ リ ノ カ ル バ メ ー ト 、 及 び ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)を 含 む 。 Oligon
ucleotides and Analogues, a Practical Approach, F. Eckstein編 集 , IRL Press at Ox
ford University Press (1991); Antisense Strategies, Annals of the New York Acade
my of Science, 600巻 , Baserga及 び Denhardt編 集 (NYAS 1992); Milligan (1993) J. Med
. Chem. 36:1923-1937; Antisense Research and Applications (1993, CRC Press)を 参
照 の こ と 。 PNAは ノ ニ オ ン 性 主 鎖 、 例 え ば 、 N-(2-ア ミ ノ エ チ ル )グ リ シ ン 単 位 を 含 み 得 る
。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,871,902号 を 参 照 の こ と 。 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 が 、 例 え ば 、 W
O 97/03211; WO 96/39154; Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197に 記 載
さ れ て い る 。 そ の 他 の 合 成 主 鎖 は メ チ ル -ホ ス ホ ネ ー ト 結 合 又 は 交 互 の メ チ ル ホ ス ホ ネ ー
ト 結 合 及 び ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 （ Strauss-Soukup (1997) Biochemistry 36:8692-8698
） 、 並 び に ベ ン ジ ル ホ ス ホ ネ ー ト 結 合 （ Samstag (1996) Antisense Nucleic Acid Drug D
ev 6:153-156） を 含 む 。 ヌ ク レ ア ー ゼ に 耐 性 で あ る 修 飾 イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド 結 合 が 、 例
え ば 、 米 国 特 許 第 5,817,781号 に 記 載 さ れ て い る 。 核 酸 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と い う 用 語
は 遺 伝 子 、 cDNA、 mRNA、 プ ロ ー ブ 及 び 増 幅 産 物 と い う 用 語 と 互 換 可 能 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 は 核 酸 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） の ラ イ ブ ラ リ ー 並 び に こ れ
ら の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 及 び 使 用 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 連 続 コ ド ン 構 築 技
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術 を 使 用 す る 核 酸 の 製 造 方 法 並 び に ク ロ ー ニ ン グ 、 配 列 決 定 及 び そ れ ら の 発 現 を 含 む 、 こ
れ ら の 核 酸 の 更 な る 操 作 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 を つ く り 、 使 用 す る の に 必 要 と
さ れ る 個 々 の 塩 基 、 コ ド ン 、 オ リ ゴ 等 を 含 む 、 核 酸 は 細 胞 か ら 単 離 で き 、 組 換 え 生 成 で き
、 又 は 合 成 に よ り つ く ら れ る 。 配 列 は 、 例 え ば 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発
現 、 PCRに よ る メ ッ セ ー ジ 又 は ゲ ノ ム DNAの 増 幅 等 に よ り 単 離 し 得 る 。 本 発 明 は 当 業 界 で 知
ら れ て い る あ ら ゆ る 方 法 も し く は プ ロ ト コ ル 又 は 装 置 と 連 係 し て 実 施 で き 、 こ れ ら は 科 学
文 献 及 び 特 許 文 献 に 良 く 記 載 さ れ て い る 。
　 一 般 技 術
　 本 発 明 を 実 施 す る の に 使 用 さ れ る 核 酸 （ 個 々 の 塩 基 、 コ ド ン 、 オ リ ゴ 等 を 含 む ） （ RNA
、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス 又 は こ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド を 問 わ な い ） は 、 種
々 の 源 か ら 単 離 さ れ 、 遺 伝 子 操 作 さ れ 、 増 幅 さ れ 、 か つ ／ 又 は 発 現 さ れ ／ 組 換 え 生 成 さ れ
て も よ い 。 こ れ ら の 核 酸 か ら 生 成 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 個 々 に 単 離 又 は ク ロ ー ン 化
で き 、 所 望 の 活 性 に つ い て 試 験 し 得 る 。 バ ク テ リ ア 、 哺 乳 動 物 、 酵 母 、 昆 虫 又 は 植 物 細 胞
発 現 系 を 含 む 、 あ ら ゆ る 組 換 え 発 現 系 が 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 核 酸 （ 個 々 の 塩 基 、 コ ド ン 、 オ リ ゴ 等 を 含 む ） は 、 例 え ば 、 Adams (198
3) J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3444; F
renkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 19:373-380; Blommers (1994) Biochemistry 33
:7886-7896; Narang (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol. 68:1
09; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859; 米 国 特 許 第 4,458,066号 に 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 公 知 の 化 学 合 成 技 術 に よ り in vitro合 成 し 得 る 。
　 核 酸 の 操 作 の た め の 技 術 、 例 え ば 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 連 結 反 応 、 標 識 プ ロ ー ブ （ ク レ
ノ ー ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る ラ ン ダ ム -プ ラ イ マ ー 標 識 、 ニ ッ ク 翻 訳 、 増 幅 ） 、 配 列 決 定
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 は 科 学 文 献 及 び 特 許 文 献 に 良 く 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Sa
mbrook編 集 , MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (第 二 編 ), 1-3巻 , Cold Spring 
Harbor Laboratory, (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel編 集 , 
John Wiley＆ Sons, Inc., New York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY A
ND MOLECULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Part I. Theory and
 Nucleic Acid Preparation, Tijssen編 集 , Elsevier, N.Y. (1993)を 参 照 の こ と 。
　 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー 、 キ ャ プ シ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 等 は 当 業 者 に 公 知 の
幾 つ か の 一 般 手 段 の い ず れ か に よ り 分 析 さ れ 、 定 量 し 得 る 。 こ れ ら と し て 、 例 え ば 、 分 析
生 化 学 的 方 法 、 例 え ば 、 NMR、 ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ ト リ ー 、 ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動
、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー (TLC)、 及 び 高 拡 散 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 種 々 の 免 疫 学 的 方 法 、 例 え ば 、 液 体 又 は ゲ ル
沈 殿 反 応 、 免 疫 拡 散 、 イ ム ノ 電 気 泳 動 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着
検 定 法 （ ELISA） 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 サ ザ ン 分 析 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 ド ッ ト -ブ ロ ッ ト 分 析
、 ゲ ル 電 気 泳 動 （ 例 え ば 、 SDS-PAGE） 、 核 酸 も し く は 標 的 又 は シ グ ナ ル 増 幅 方 法 、 放 射 能
標 識 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン テ ィ ン グ 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 挙 げ
ら れ る 。
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ 例 え ば 、 型 IISエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ） 、 DNAリ ガ ー ゼ 、 ク レ ノ
ー DNAポ リ メ ラ ー ゼ 等 を 含 む 、 種 々 の 酵 素 及 び 緩 衝 剤 が 本 発 明 の 方 法 及 び 系 に 使 用 し 得 る
。 夫 々 の 工 程 に つ い て 使 用 さ れ る 緩 衝 剤 及 び 反 応 条 件 、 例 え ば 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間
、 温 度 、 酵 素 及 び 核 酸 の 量 は 、 日 常 的 な 方 法 に よ り 夫 々 の 工 程 に つ い て 最 適 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 核 酸 の 増 幅
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 際 に 、 核 酸 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 増 幅 反 応 に よ り 操 作 さ れ
、 配 列 決 定 さ れ 、 ク ロ ー ン 化 さ れ 、 再 生 さ れ る 等 し 得 る 。 増 幅 反 応 は 核 酸 も し く は オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に ス プ ラ イ シ ン グ し 、 又 は そ れ ら を ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る の に 使
用 し 得 る 。 増 幅 反 応 は ま た サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 量 を 定 量 し 、 核 酸 を 標 識 し （ 例 え ば 、 そ れ
を ア レ イ 又 は ブ ロ ッ ト に 適 用 す る た め に ） 、 核 酸 を 検 出 し 、 又 は サ ン プ ル 中 の 特 定 の 核 酸
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の 量 を 定 量 す る の に 使 用 し 得 る 。 当 業 者 は 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 プ ラ イ マ ー を 選
択 し 、 設 計 し 得 る 。 増 幅 方 法 は ま た 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
、 PCR（ 例 え ば 、 PCR PROTOCOLS, A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, Innis編 集 , Ac
ademic Press, N.Y. (1990)及 び PCR STRATEGIES (1995), Innis編 集 , Academic Press, I
nc., N.Y.を 参 照 の こ と ） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)（ 例 え ば 、 Wu (1989) Genomics 4:560
; Landegren (1988) Science 241:1077; Barringer (1990) Gene 89:117を 参 照 の こ と ）
、 転 写 増 幅 （ 例 え ば 、 Kwoh (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173を 参 照 の こ と ）
、 及 び 自 己 持 続 配 列 複 製 （ 例 え ば 、 Guatelli (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:18
74を 参 照 の こ と ） 、 Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 （ 例 え ば 、 Smith (1997) J. Clin. Microbiol.
 35:1477-1491を 参 照 の こ と ） 、 自 動 化 Qβ レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 Burg (19
96) Mol. Cell. Probes 10:257-271を 参 照 の こ と ） 並 び に そ の 他 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介
技 術 （ 例 え ば 、 NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario; ま た Berger (1987) Methods En
zymol. 152:307-316; Sambrook; Ausubel; 米 国 特 許 第 4,683,195号 及 び 同 第 4,683,202号
； Sooknanan (1995) Biotechnology 13:563-564を 参 照 の こ と ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 発 明 は 基 質 表 面 を 用 意 し 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 基 質 表 面 に 固 定 す る こ と を 含 む マ ル
チ コ ド ン 、 例 え ば 、 ジ コ ド ン 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に よ る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 構 築 方 法 を 提 供 す る 。 あ ら ゆ る 基 質 表 面 が 本 発 明 を 実 施 す る の に 使 用 し 得 る 。
例 え ば 、 基 質 表 面 は 硬 質 、 半 硬 質 又 は 可 撓 性 材 料 で あ っ て も よ い 。 基 質 表 面 は 平 ら 又 は 平
面 状 で あ っ て も よ く 、 ウ ェ ル 、 隆 起 領 域 、 エ ッ チ ン グ さ れ た ト レ ン チ 、 細 孔 、 ビ ー ズ 、 フ
ィ ラ メ ン ト 等 と し て 成 形 さ れ て も よ い 。 基 質 表 面 は そ の 上 に “ 捕 獲 プ ロ ー ブ ” が 直 接 又 は
間 接 に 結 合 し 得 る あ ら ゆ る 材 料 の も の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 好 適 な 材 料 と し て 、 紙 、
ガ ラ ス （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,843,767号 を 参 照 の こ と ） 、 セ ラ ミ ッ ク 、 石 英 又 は そ の 他
の 結 晶 性 基 質 （ 例 え ば 、 ヒ 化 ガ リ ウ ム ） 、 金 属 、 メ タ ロ イ ド 、 ポ リ ア ク リ ロ イ ル モ ル ホ リ
ド 、 種 々 の プ ラ ス チ ッ ク 及 び プ ラ ス チ ッ ク コ ポ リ マ ー 、 ナ イ ロ ン T M 、 テ フ ロ ン T M 、 ポ リ エ
チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ (4-メ チ ル ブ テ ン )、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ス チ レ ン ／ ラ テ ッ
ク ス 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 ポ リ （ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト ） 、 レ ー ヨ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ポ
リ （ ビ ニ ル ブ チ レ ー ト ） 、 ポ リ 二 フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン (PVDF)（ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,024,87
2号 を 参 照 の こ と ） 、 シ リ コ ー ン （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,096,817号 を 参 照 の こ と ） 、 ポ リ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,355,153号 、 同 第 4,652,613号 を 参 照 の こ と ） 、
セ ル ロ ー ス （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,068,269号 を 参 照 の こ と ） 、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト （
例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,048,457号 を 参 照 の こ と ） 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 種 々 の 膜 及 び ゲ ル
（ 例 え ば 、 シ リ カ エ ー ロ ゲ ル 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,795,557号 を 参 照 の こ と ） 、 常 磁 性
又 は 超 常 磁 性 微 粒 子 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,939,261号 を 参 照 の こ と ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
シ ラ ン （ 例 え ば 、 モ ノ -及 び ジ ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル シ ラ ン 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ト リ ア ル コ キ
シ シ ラ ン 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ ル -ト リ エ ト キ シ シ ラ ン 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ
ン ） が ア ミ ン 官 能 基 と の 反 応 の た め の ヒ ド ロ キ シ ル 官 能 基 を 与 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 61の “ ス タ ー タ ー ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 夫 々 の 可 能 な ア ミ
ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ ト リ プ レ ッ ト に つ い て 一 つ の ビ ー ズ を 含 む 、 ビ ー ズ 、 例 え ば 、 磁 性 ビ ー
ズ （ 例 え ば 、 常 磁 性 又 は 超 常 磁 性 微 粒 子 を 含 む ） の 組 を 提 供 す る 。 別 の 局 面 に お い て 、 本
発 明 は こ れ ら の 61の “ ス タ ー タ ー ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 4 6 即 ち 1096の 可 能 な ヘ キ サ マ
ー ジ コ ド ン オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 系 を 提 供 す る 。 先 に 説 明 し た よ う に 、 こ れ ら の ジ コ
ド ン オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 、 例 え ば 、 ク ラ ス IIS制 限 部 位 の
フ レ ー ム ワ ー ク に “ 埋 め 込 ま れ ” 、 又 は そ れ に よ り 隣 接 さ れ る 。 61の “ ス タ ー タ ー ” オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ビ ー ズ 以 外 の 様 式 、 例 え ば 、 ウ ェ ル 、 ス ト ラ ン ド 、 キ ャ ピ ラ リ ー 管 （ 以
下 を 参 照 の こ と 、 例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 、 例 え ば 、 GIGAMATRIX T M ） 、 ト ラ フ 等 に 固
定 し 得 る 。
　 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ
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　 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 、 例 え ば 、 GIGAMATRIX T M （ ダ イ バ ー サ 社 、 サ ン ジ エ ゴ 、 CA） が 基 質
表 面 と し て 使 用 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 核 酸 を 固 定 し 、 構
築 す る た め の 別 の 系 を 与 え る 。 一 旦 構 築 さ れ る と 、 固 定 化 さ れ た 新 た に 構 築 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 内 で 発 現 し 得 る 。 複 数 の キ ャ ピ ラ リ ー
が 隣 接 キ ャ ピ ラ リ ー の ア レ イ に 形 成 で き 、 夫 々 の キ ャ ピ ラ リ ー が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 保
持 す る た め の 管 腔 を 形 成 す る 少 な く と も 一 つ の 壁 を 含 む 。 そ の 装 置 は ア レ イ 中 の 隣 接 キ ャ
ピ ラ リ ー 間 に 配 置 さ れ た 間 隙 物 質 、 及 び そ の 間 隙 物 質 内 に 形 成 さ れ た 一 つ 以 上 の 基 準 表 示
を 更 に 含 ん で も よ い 。 サ ン プ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ャ ピ ラ リ ー （ そ の キ ャ ピ ラ
リ ー は キ ャ ピ ラ リ ー の ア レ イ 中 で 結 合 さ れ る の に 適 し て い る ） は 、 サ ン プ ル を 保 持 す る た
め の 管 腔 を 形 成 す る 第 一 の 壁 、 及 び 管 腔 に 与 え ら れ た 励 起 エ ネ ル ギ ー を フ ィ ル タ ー し て サ
ン プ ル を 励 起 す る た め の フ ィ ル タ ー 材 料 か ら 形 成 さ れ た 第 二 の 壁 を 含 ん で も よ い 。 例 え ば
、 WO 0138583を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 例 え ば 、 核 酸 、 例 え ば 、 コ ド ン を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の
キ ャ ピ ラ リ ー の 少 な く と も 一 部 へ の 第 一 成 分 に 導 入 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の 夫 々 の
キ ャ ピ ラ リ ー は 第 一 成 分 を 保 持 し 、 気 泡 を 第 一 成 分 の 後 に キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 す る た め の
管 腔 を 形 成 す る 少 な く と も 一 つ の 壁 を 含 ん で も よ い 。 第 二 成 分 （ 例 え ば 、 異 な る 緩 衝 剤 、
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 酵 素 、 コ ド ン を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー ） が キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 で
き 、 第 二 成 分 が 気 泡 に よ り 第 一 成 分 か ら 分 離 さ れ る 。 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 コ ド ン を 含 む ラ
イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 含 む ） が 検 出 可 能 な 粒 子 で 標 識 さ れ た 第 一 液 体 と し て キ ャ ピ ラ リ ー
ア レ イ の キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 で き 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の 夫 々 の キ ャ ピ ラ リ ー が 第 一 液 体
及 び 検 出 可 能 な 粒 子 を 保 持 す る た め の 管 腔 を 形 成 す る 少 な く と も 一 つ の 壁 を 含 み 、 そ の 少
な く と も 一 つ の 壁 が 検 出 可 能 な 粒 子 を 少 な く と も 一 つ の 壁 に 結 合 す る た め の 結 合 材 料 で 被
覆 さ れ る 。 そ の 方 法 は 第 一 液 体 を キ ャ ピ ラ リ ー 管 か ら 除 去 し （ 結 合 さ れ た 検 出 可 能 な 粒 子
が キ ャ ピ ラ リ ー 内 に 維 持 さ れ る ） 、 第 二 液 体 を キ ャ ピ ラ リ ー 管 に 導 入 す る こ と を 更 に 含 ん
で も よ い 。
　 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 管 腔 を 形 成 す る 少 な く と も 一 つ の 外 壁 を 含 む 複 数 の 個 々 の キ ャ ピ
ラ リ ー を 含 ん で も よ い 。 キ ャ ピ ラ リ ー の 外 壁 は 一 緒 に 融 着 さ れ た 一 つ 以 上 の 壁 で あ っ て も
よ い 。 同 様 に 、 壁 が 液 体 又 は サ ン プ ル の 保 持 の た め の 管 腔 を 形 成 す る 限 り 、 壁 は 円 筒 形 、
正 方 形 、 六 角 形 又 は あ ら ゆ る そ の 他 の 幾 何 学 的 形 状 で あ る 管 腔 を 形 成 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ
ー ア レ イ の キ ャ ピ ラ リ ー は 接 近 し て 一 緒 に 保 持 さ れ て 平 面 状 構 造 を 形 成 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ
リ ー は 、 並 ん で 融 着 さ れ （ 例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー が ガ ラ ス 製 で あ る 場 合 ） 、 接 着 さ れ 、 結
合 さ れ 、 又 は ク ラ ン プ さ れ る こ と に よ り 、 一 緒 に 結 合 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は あ ら
ゆ る 数 の 個 々 の キ ャ ピ ラ リ ー 、 例 え ば 、 100か ら 4,000,000ま で の 範 囲 の キ ャ ピ ラ リ ー か ら
形 成 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 一 緒 に 結 合 さ れ た 約 100,000以 上 の 個 々 の キ ャ ピ ラ リ
ー を 有 す る ミ ク ロ タ イ タ ・ プ レ ー ト を 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た 核 酸 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う に 、 飽 和 突 然 変 異 誘
発 、 最 適 化 誘 導 進 化 系 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 、
あ ら ゆ る 手 段 に よ り 変 化 し 得 る 。 ラ ン ダ ム も し く は 確 率 的 方 法 、 又 は 、 非 確 率 的 、 も し く
は “ 誘 導 進 化 ” 方 法 が 使 用 し 得 る 。 更 に 、 先 に 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成
さ れ た 核 酸 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 塩 基 対 ミ ス マ ッ
チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 方 法 に よ り 精 製 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た 核 酸 は 遺 伝
子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 (GSSM)、 エ ラ ー -プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 誘 導 突 然 変 異 誘 発 、 ア ッ セ ン ブ ル PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR突 然 変 異 誘 発 、 in vivo突 然
変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 、 リ カ ー シ ブ ・ ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 指 数 的 ア ン
サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 合 成 連 結 反 応
再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 方 法 に よ り 変 化 し 得 る 。 本 発 明 の 方
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法 に よ り 生 成 さ れ た 核 酸 は 組 換 え 、 リ カ ー シ ブ 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA突
然 変 異 誘 発 、 ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 突 然 変 異 誘 発 、 ギ ャ ッ プ 二 重 ら せ ん 突 然 変 異 誘 発 、 点 ミ ス
マ ッ チ 修 復 突 然 変 異 誘 発 、 修 復 不 全 宿 主 株 突 然 変 異 誘 発 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 放 射 性 遺
伝 子 突 然 変 異 誘 発 、 欠 失 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -選 抜 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -精 製 突 然 変 異 誘 発
、 人 工 遺 伝 子 合 成 、 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー 生 成 及 び こ れ ら の
組 み 合 わ せ を 含 む 方 法 に よ り 変 化 し 得 る 。
　 遺 伝 子 の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 の た め の 方 法 は 当 業 界 で 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,
830,696号 を 参 照 の こ と 。 突 然 変 異 原 は 組 換 え に よ り 修 復 を 受 け や す い DNA分 解 を 誘 発 す る
た め に 、 例 え ば 、 紫 外 線 も し く は ガ ン マ 放 射 線 、 又 は 化 学 的 突 然 変 異 原 、 例 え ば 、 マ イ ト
マ イ シ ン 、 亜 硝 酸 、 光 活 性 化 プ ソ ラ レ ン を 単 独 で 、 又 は 組 み 合 わ せ て 含 む 。 そ の 他 の 化 学
的 突 然 変 異 原 と し て 、 例 え ば 、 重 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 又 は ギ 酸 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の 突 然 変 異 原 は ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 の 類 似 体 、 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 、 又 は ア ク リ ジ ン で あ る 。
こ れ ら の 薬 剤 は ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 に 代 え て PCR反 応 に 添 加 で き 、 そ れ に よ り 配 列 を 突 然
変 異 し 得 る 。 挿 入 剤 、 例 え ば 、 プ ロ フ ラ ビ ン 、 ア ク リ フ ラ ビ ン 、 キ ナ ク リ ン 等 が ま た 使 用
し 得 る 。
　 分 子 生 物 学 の 技 術 、 例 え ば 、 ラ ン ダ ム PCR突 然 変 異 誘 発 （ 例 え ば 、 Rice (1992) Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 89:5467-5471を 参 照 の こ と ） 、 又 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 多 重 カ セ ッ
ト 突 然 変 異 誘 発 （ 例 え ば 、 Crameri (1995) Biotechniques 18:194-196を 参 照 の こ と ） が
使 用 し 得 る 。 ま た 、 核 酸 、 例 え ば 、 遺 伝 子 が 、 ラ ン ダ ム 、 又 は “ 確 率 的 ” 断 片 化 後 に 再 ア
ッ セ ン ブ ル し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,291,242号 、 同 第 6,287,862号 、 同 第 6,287,861
号 、 同 第 5,955,358号 、 同 第 5,830,721号 、 同 第 5,824,514号 、 同 第 5,811,238号 、 同 第 5,60
5,793号 を 参 照 の こ と 。 単 離 さ れ 、 か つ ／ 又 は 改 変 さ れ た 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド が 細 胞 へ の そ れ ら の 再 挿 入 の 前 に 、 例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム
を 使 用 す る こ と に よ り 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,280,92
6号 、 同 第 5,939,250号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 飽 和 突 然 変 異 誘 発 、 又 は 、 GSSM
　 本 発 明 の 一 局 面 に お い て 、 非 確 率 的 遺 伝 子 改 変 、 “ 誘 導 進 化 方 法 ” が 本 発 明 の 方 法 に よ
り 生 成 さ れ た 核 酸 を 改 変 す る の に 使 用 し 得 る 。 こ の 方 法 の 変 化 が “ 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変
異 誘 発 ” 、 “ 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 、 “ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 又 は 単 に “ GSSM” と 称 さ れ
て い た 。 そ れ は そ の 他 の 突 然 変 異 誘 発 方 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許
第 6,171,820号 、 同 第 6,238,884号 を 参 照 の こ と 。 一 局 面 に お い て 、 GSSMは 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 及 び 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る こ と を 含 み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
が 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 同 な 配 列 を 含 み 、 そ れ に よ り 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 配
列 を 標 的 と し 、 ま た 相 同 遺 伝 子 の 変 種 で あ る 配 列 を 含 み 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド と と も に 複 製 す る こ と に よ り 非 確 率 的 配 列 変 化 を 含 む 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 生 成 し 、 そ れ に よ り 相 同 遺 伝 子 配 列 変 化 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 が 別 の 確 率 的 又 は 非 確 率 的 手 段 、 例 え ば 、 合
成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル （ 以 下 を 参 照 の こ と ） 、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 キ メ ラ 化 、 組 換 え 及
び そ の 他 の 突 然 変 異 誘 発 方 法 及 び 突 然 変 異 誘 発 剤 と 一 緒 に 使 用 さ れ て 配 列 を 変 化 し 得 る 。
本 発 明 は 反 復 様 式 の 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 を 含 む 、 一 つ 以 上 の あ ら ゆ る 突 然 変 異 誘 発 方 法 の
使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た 核 酸 を 改 変 す る の に 使 用 し 得 る 、 別 の 非 確 率 的 遺 伝 子 改
変 、 “ 誘 導 進 化 方 法 ” は “ 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” 、 又 は 単 に “ SLR” と 称 さ れ て
い た 。 SLRは オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 一 緒 に 非 確 率 的 に つ な ぐ 方 法 で あ る 。 こ
の 方 法 は 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が シ ャ ッ フ ル さ れ ず 、 コ ン カ テ マ ー 形 成 さ れ ず 、 又 は
ラ ン ダ ム に キ メ ラ 化 さ れ ず 、 む し ろ 非 確 率 的 に ア ッ セ ン ブ ル さ れ る と い う 点 で 確 率 的 オ リ
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ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ ャ ッ フ リ ン グ と は 異 な る 。 例 え ば 、 1999年 ６ 月 14日 に 出 願 さ れ た “ 誘 導
進 化 に お け る 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” と い う 発 明 の 名 称 の 米 国 特 許 出 願 第 (USSN)09
/332,835号 （ “ USSN 09/332,835” ） を 参 照 の こ と 。 一 局 面 に お い て 、 SLRは (a)鋳 型 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 （ そ の 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 相 同 遺 伝 子 を コ ー ド す る 配 列
を 含 む ） 、 (b)複 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 （ 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 め ら れ た 配 列 に お い て 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド と ク ロ ス オ ー バ ー 再 ア ッ セ ン ブ ル す る よ う に 設 計 さ れ 、 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 配 列 及 び 前 記 変 種 配 列 に 隣 接 す る 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
相 同 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 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド と 合 わ せ る 工 程 （ そ の 結 果 、 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 ア ッ セ ン ブ ル し て 相 同 遺 伝 子 配 列 変 化 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 生 成 す る ） を 含 む 。
　 SLRは 再 配 置 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 高 度 な 相 同 性 の 存 在 に 依 存 し な い 。 こ う し て
、 こ の 方 法 は 10 1 0 0 を 越 え る 異 な る キ メ ラ を 含 む 子 孫 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー （ 又 は 組 ） を 非
確 率 的 に 生 成 す る の に 使 用 し 得 る 。 SLRは 10 1 0 0 0 を 越 え る 異 な る 子 孫 キ メ ラ を 含 む ラ イ ブ
ラ リ ー を 生 成 す る の に 使 用 し 得 る 。 こ う し て 、 本 発 明 の 局 面 は 設 計 に よ り 選 択 さ れ る 全 体
的 な ア ッ セ ン ブ ル 順 序 を シ ェ ー ブ す る 最 終 の キ メ ラ 核 酸 分 子 の 組 を 生 成 す る 非 確 率 的 方 法
を 含 む 。 こ の 方 法 は 使 用 可 能 な 相 互 に 適 合 性 の 連 結 可 能 な 末 端 を 有 す る 複 数 の 特 定 核 酸 ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 設 計 に よ り 生 成 す る 工 程 、 及 び こ れ ら の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク
を ア ッ セ ン ブ ル す る 工 程 （ そ の 結 果 、 設 計 さ れ た 全 体 的 な ア ッ セ ン ブ ル 順 序 が 得 ら れ る ）
を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た 核 酸 は ま た 最 適 化 誘 導 進 化 系 を 含 む 方 法 に よ り 改 変 し 得
る 。 最 適 化 誘 導 進 化 は 組 換 え に よ る 核 酸 の 誘 導 分 子 進 化 を 可 能 に す る 還 元 的 再 構 築 、 組 換
え 及 び 選 択 の 反 復 サ イ ク ル の 使 用 に 関 す る 。 最 適 化 誘 導 進 化 は 進 化 さ れ た キ メ ラ 配 列 の 大
集 団 の 生 成 を 可 能 に し 、 生 成 さ れ た 集 団 は 前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン
ト を 有 す る 配 列 に つ い て 有 意 に 濃 縮 さ れ る 。 ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト は 配 列 の シ フ ト が 一
つ の 親 変 種 か ら 別 の 親 変 種 に 生 じ る キ メ ラ 配 列 中 の 位 置 で あ る 。 こ の よ う な 位 置 は 通 常 二
つ の 親 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 緒 に つ な が れ て 単 一 配 列 を 形 成 す る 接 合 部 に あ る 。
こ の 方 法 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 確 な 濃 度 の 計 算 を 可 能 に し 、 そ の 結 果 、 配 列 の 最
終 の キ メ ラ 集 団 が 選 択 さ れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト に つ い て 濃 縮 さ れ る 。 こ れ は 前
も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る キ メ ラ 変 種 を 選 択 す る こ と に つ い
て 一 層 の 制 御 を 与 え る 。
　 加 え て 、 こ の 方 法 は 多 量 の 可 能 な タ ン パ ク 質 変 異 体 空 間 を 研 究 す る の に 便 利 な 手 段 を 与
え る 。 最 適 化 誘 導 進 化 系 を 使 用 す る こ と に よ り 、 核 酸 分 子 の 集 団 が 特 別 な 数 の ク ロ ス オ ー
バ ー イ ベ ン ト を 有 す る こ れ ら の 変 異 体 に つ い て 濃 縮 し 得 る 。 キ メ ラ 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 生 じ る た め の 一 つ の 方 法 は 夫 々 の 親 配 列 の フ ラ グ メ ン ト 又 は 部 分 に 相 当 す る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る こ と で あ る 。 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は オ ー バ ー ラ ッ プ の 固 有 な
領 域 を 含 ん で も よ く 、 そ の 結 果 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 混 合 す る こ と に よ り 正 確 な
順 序 で ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 有 す る 新 し い 変 種 が
生 じ る 。 付 加 的 な 情 報 が ま た WO 0077262、 WO 0058517、 WO 0046344に 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
キ メ ラ 抗 原 結 合 分 子 並 び に そ れ ら の 製 造 方 法 及 び 使 用 方 法
　 本 発 明 は 新 規 な キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 並 び に そ れ ら の
製 造 方 法 及 び 使 用 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 を 飽 和 突 然 変
異 誘 発 、 最 適 化 誘 導 進 化 系 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ
り 変 化 す る こ と に よ り こ れ ら の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 更 に 改 変 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 こ れ ら の 改 変 は 抗 体 の こ の よ う な 抗 原 結 合 部 位 も し く は 特 定 ド メ イ ン 又 は フ ラ グ メ ン
ト 、 例 え ば 、 可 変 ド メ イ ン も し く は 重 鎖 ド メ イ ン 、 Fabド メ イ ン 又 は Fcド メ イ ン 或 い は CDR
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に 集 中 し 得 る 。
　 本 発 明 は ま た 本 発 明 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り コ ー ド さ れ 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ
れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ
チ ド は あ ら ゆ る 液 体 又 は 固 体 状 態 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー
、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ ー を 使 用 し て 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 、 例 え ば 、
GIGAMATRIX T M 等 を 使 用 し て 分 析 し 得 る 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 抗 原 を 単 離 し
、 そ の 量 を 測 定 し 、 も し く は そ れ ら を 同 定 す る の に in vitroで 、 又 は 、 例 え ば 、 種 々 の 疾
患 及 び 症 状 を 治 療 も し く は 診 断 し 、 又 は 免 疫 応 答 を 調 節 、 刺 激 も し く は 弱 化 す る の に in v
ivoで 使 用 し 得 る 。 本 発 明 の 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 触 媒 抗 体 で あ る よ う に 操 作 し 得 る 。
例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,326,179号 、 同 第 5,439,812号 、 同 第 5,302,516号 、 同 第 5,187,086号
、 同 第 5,126,258号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は ま た ワ ク チ ン の 分 野 に 関 す る 。 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー 及 び 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ
ド 抗 体 及 び 核 酸 を 含 む 遺 伝 子 ワ ク チ ン を 含 む 、 操 作 さ れ た 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。 特 定 の 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 特 別 な ワ ク チ ン 投 与 目 標 の た め に 本 発 明 の 方 法 に よ る
最 適 化 に 選 択 し 得 る 。 抗 体 は 受 動 免 疫 を 生 じ る た め の 投 与 に つ い て 設 計 し 得 る 。 こ れ ら の
抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 遺 伝 子 ワ ク チ ン と し て 使 用 し 得 る 。 一 局 面 に お
い て 、 本 発 明 は 関 係 す る 特 別 な 組 織 又 は 細 胞 型 へ の 遺 伝 子 ワ ク チ ン の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を
促 進 す る 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と に よ り 遺 伝 子 ワ ク チ ン の 効 力 を 改 良 す る 方
法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 抗 原 結 合 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 抗 体 に 抗 原 に 対 す る 改 良 さ れ た （
例 え ば 、 増 大 又 は 減 少 さ れ た ） ア フ ィ ニ テ ィ ー を 与 え る こ と に よ り 生 物 学 的 治 療 薬 の 分 野
に 関 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 免 疫 治 療 薬 又 は 診 断 薬 中 の 使 用 の た め に 抗
原 に 対 す る 変 化 又 は 増 進 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー の 抗 体 を 与 え る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成
さ れ た 抗 体 は 細 胞 、 例 え ば 、 癌 細 胞 の 成 長 を 遅 く し 、 も し く は そ れ ら を 死 滅 さ せ 、 又 は 、
例 え ば 、 免 疫 応 答 を 増 進 す る た め 、 も し く は 組 織 再 生 の た め に 、 細 胞 分 裂 を 刺 激 し 、 或 い
は あ ら ゆ る 生 物 学 的 メ カ ニ ズ ム も し く は 応 答 を 変 化 す る の に 治 療 上 投 与 し 得 る 。 例 え ば 、
免 疫 エ フ ェ ク タ ー も し く は 調 節 細 胞 、 又 は リ ン ホ カ イ ン も し く は サ イ ト カ イ ン に 結 合 す る
抗 体 の 投 与 は 体 液 性 免 疫 応 答 又 は 細 胞 性 免 疫 応 答 を 変 化 、 例 え ば 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 、
刺 激 又 は 弱 化 し 得 る 。 本 発 明 は ま た 広 範 囲 の 抗 原 に 対 す る 有 効 な 免 疫 応 答 を 発 生 す る の に
使 用 し 得 る 。
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 Fc受 容 体 、 表 面 発 現 さ れ た （ 膜 結 合 さ れ た ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 Ｔ 細
胞 受 容 体 又 は ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス II主 要 組 織 適 合 性 (MHC)分 子 を 含 む 、 免 疫 応 答 の 刺 激 及
び 調 節 に 関 係 す る 分 子 に 特 異 的 な キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と に よ り 免 疫
応 答 の 調 節 の 分 野 に 関 す る 。 例 え ば 、 一 種 以 上 の こ れ ら の 分 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と に よ
り 、 本 発 明 の 方 法 は 自 己 反 応 性 TCR反 応 を 調 節 し 、 自 己 抗 原 に 対 す る 低 下 又 は 弱 化 さ れ た
免 疫 応 答 を 生 じ 、 又 は 、 例 え ば 、 病 原 体 に 対 す る 増 進 さ れ た 免 疫 応 答 を 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は ま た タ ン パ ク 質 工 学 の 分 野 に 関 す る 。 本 発 明 は 本 発 明 の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 改 変 す る た め に 誘 導 進 化 方 法 を 使 用 す る 。 突 然 変
異 誘 発 の 方 法 が 変 化 さ れ 、 又 は “ 改 良 ” さ れ る キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
新 規 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る の に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 と し て 、 非 確 率 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド キ メ ラ 化 及 び 非 確 率 的 部 位 誘 導 点 突 然 変 異 誘 発 が 挙 げ ら れ る 。
　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 合 成 か つ 非 確 率 的 で あ る 手 段 に よ り 一 種 以 上 の キ メ ラ 抗 原 結
合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 子 孫 ラ イ ブ ラ リ ー 、 又 は 組 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。 一 種 以 上 の 子
孫 抗 原 結 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 は 抗 原 結 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 親 の 組 及 び ／ 又 は 親 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 相 当 し て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 誘 導 さ れ る 。 別 の
局 面 に お い て 、 本 発 明 は 徹 底 的 、 系 統 的 、 か つ 非 確 率 的 で あ る 手 段 を 使 用 し て 部 位 誘 導 突
然 変 異 誘 発 を 行 な う 方 法 に 関 す る 。
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　 本 発 明 は ま た 末 端 選 抜 と 称 さ れ る 方 法 に よ り 、 子 孫 キ メ ラ 抗 原 結 合 分 子 の 生 成 さ れ た 組
の 中 か ら 特 に 望 ま し い 種 を 含 む サ ブ セ ッ ト を 選 抜 す る こ と を 含 み 、 次 い で そ の サ ブ セ ッ ト
が 更 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て も よ い 。 本 発 明 は ま た 抗 原 結 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 組 の ス ク
リ ー ニ ン グ を 含 む 。 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 有 益 な 性 質 、 例 え ば 、 抗 原 に 対 す る 増 大 さ れ
た ア フ ィ ニ テ ィ ー （ 例 え ば 、 “ ア フ ィ ニ テ ィ ー 強 化 ” ） 又 は 減 少 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー を
有 し 、 又 は 酵 素 と し て 作 用 す る そ の 能 力 を 得 、 も し く は 変 化 す る よ う に 再 設 計 し 得 る 。
　 本 発 明 の 方 法 は キ メ ラ 抗 体 又 は 抗 原 結 合 部 位 の “ ア フ ィ ニ テ ィ ー 強 化 ” を 与 え る 。 抗 体
定 常 領 域 （ 例 え ば 、 Fcド メ イ ン ） が ま た Fc受 容 体 又 は 補 体 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す
る そ れ ら の 能 力 に つ い て “ ア フ ィ ニ テ ィ ー 強 化 さ れ ” 得 る 。 例 え ば 、 CDR、 Fab、 Fc、 及 び
一 本 鎖 抗 体 を 含 む 、 変 種 抗 体 の 非 常 に 大 き い 組 、 又 は ラ イ ブ ラ リ ー が 生 成 さ れ 、 リ ガ ン ド
（ 例 え ば 、 抗 原 、 補 体 、 受 容 体 等 ） へ の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 一 局 面 に お
い て 、 変 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 単 離 さ れ 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 更 に 操 作 さ れ
、 例 え ば 、 シ ャ ッ フ ル さ れ て 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 一 種 以 上 の ペ プ チ ド 又 は こ れ ら の
前 も っ て 決 め ら れ た 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ビ ナ ト リ ア ル に 組 み 換 え る 。 こ う し て 、 分
子 に 対 す る 所 望 の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 抗 体 、 抗 原 結 合 部 位 、 Fcド メ イ ン 等 が 生 成
し 得 る 。 ペ プ チ ド 又 は 抗 体 が そ の 後 に あ ら ゆ る 好 適 な 使 用 （ 例 え ば 、 治 療 医 薬 品 、 診 断 薬
と し て 、 又 は in vitro試 薬 と し て ） の た め の 通 常 の 手 段 に よ り 大 量 に 合 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 定 義
　 特 に 特 定 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 本 発 明 が
属 す る 分 野 の 当 業 者 に よ り 普 通 に 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 以 下 の
用 語 は 特 に 明 記 さ れ な い 限 り そ れ ら に 特 有 の 意 味 を 有 す る 。
　 “ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 又 は “ GSSM” と い う 用 語 は 、 以 下 に 詳 し く 記 載 さ れ る よ う に 、 縮
重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 点 突 然 変 異 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 す る 方
法 を 含 む 。 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は “ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 又 は “ GSSM” に よ る 本
発 明 の キ メ ラ 抗 体 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 配 列 の 全 部 又 は 一 部 の 非 確 率 的 改 変 を 更 に 含 む 。
　 “ 最 適 化 誘 導 進 化 系 ” 又 は “ 最 適 化 誘 導 進 化 ” と い う 用 語 は 関 連 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 関
連 遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る た め の 方 法 を 含 み 、 以 下 に 詳 し く 説 明 さ れ
る 。 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は “ 最 適 化 誘 導 進 化 系 ” に よ る 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 コ
ー デ ィ ン グ 配 列 の 配 列 の 全 部 又 は 一 部 の 非 確 率 的 改 変 を 更 に 含 む 。
　 “ 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” 即 ち “ SLR” と い う 用 語 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ
メ ン ト を 非 確 率 的 様 式 で つ な ぐ 方 法 を 含 み 、 以 下 に 詳 し く 説 明 さ れ る 。 一 局 面 に お い て 、
本 発 明 の 方 法 は “ 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” 即 ち “ SLR” に よ る 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体
コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 配 列 の 全 部 又 は 一 部 の 非 確 率 的 改 変 を 更 に 含 む 。
　 “ 抗 体 ” と い う 用 語 は 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 、 一 つ 以 上 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 遺 伝 子 に 由 来 し 、 後 に モ デ ル 化 さ れ 、 又 は 実 質 的 に コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド も し く は
ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 例 え ば 、 Fundamental Immunology, 第
３ 編 , W.E. Paul編 集 , Raven Press, N.Y. (1993); Wilson (1994) J. Immunol. Methods
 175:267-273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-97を 参 照 の こ と 。
抗 体 と い う 用 語 は 抗 原 を 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 抗 原 結 合 部 分 、 即 ち 、 “ 抗 原 結 合 部 位 ”
（ 例 え ば 、 フ ラ グ メ ン ト 、 サ ブ シ ー ケ ン ス 、 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)） を 含 み 、 (i)VL、 VH、
CL及 び CH1ド メ イ ン か ら な る １ 価 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 (ii)ヒ ン ジ 領 域
で ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ に よ り 結 合 さ れ た 二 つ の Fabフ ラ グ メ ン ト を 含 む ２ 価 フ ラ グ メ ン
ト で あ る 、 F(ab')2フ ラ グ メ ン ト 、 (iii)VH及 び CH1ド メ イ ン か ら な る Fdフ ラ グ メ ン ト 、 (iv
)抗 体 の 単 一 ア ー ム の VL及 び VHド メ イ ン か ら な る Fvフ ラ グ メ ン ト 、 (v)dAbフ ラ グ メ ン ト (Wa
rdら , (1989) Nature 341:544-546)（ こ れ は VHド メ イ ン か ら な る ） 、 及 び (vi)単 離 さ れ た
相 補 性 決 定 領 域 (CDR)を 含 む 。 一 本 鎖 抗 体 も “ 抗 体 ” と い う 用 語 に 参 照 に よ り 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 発 明 は 複 数 の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー 及
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び こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ
と は ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )、 カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン (Vκ )、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ VJ） 、 ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン (Cλ )、 カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cκ )、 抗 体 重 鎖 可 変 領 域
ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VH)、 Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VD)、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン (VJ)及 び 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (CH)を コ ー ド す る 核 酸 を 用 意 す る こ と を
含 む 。
　 本 発 明 を つ く り 、 使 用 す る の に 必 要 と さ れ る こ れ ら の 核 酸 及 び そ の 他 の 核 酸 は 細 胞 か ら
単 離 さ れ 、 組 換 え 生 成 さ れ 、 又 は 合 成 に よ り 生 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 例
え ば 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 、 PCRに よ る メ ッ セ ー ジ 又 は ゲ ノ ム DNAの
増 幅 等 に よ り 単 離 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 際 に 、 相 同 遺 伝 子 が 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ た よ う に 鋳 型 核 酸 を 操 作 す る こ と に よ り 改 変 し 得 る 。 本 発 明 は 当 業 界 で 知 ら れ て い る あ
ら ゆ る 方 法 も し く は プ ロ ト コ ル 又 は 装 置 と 連 係 し て 実 施 で き 、 こ れ ら は 科 学 文 献 及 び 特 許
文 献 に 良 く 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 般 技 術
　 本 発 明 を 実 施 す る の に 使 用 さ れ る 核 酸 （ RNA、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス 又
は こ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド を 問 わ な い ） は 、 種 々 の 源 か ら 単 離 さ れ 、 遺 伝 子 操 作 さ れ 、 増 幅
さ れ 、 か つ ／ 又 は 発 現 さ れ ／ 組 換 え に よ り 生 成 さ れ て も よ い 。 こ れ ら の 核 酸 か ら 生 成 さ れ
た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 個 々 に 単 離 又 は ク ロ ー ン 化 さ れ 、 所 望 の 活 性 に つ い て 試 験 し 得 る
。 バ ク テ リ ア 、 哺 乳 動 物 、 酵 母 、 昆 虫 又 は 植 物 細 胞 発 現 系 を 含 む 、 あ ら ゆ る 組 換 え 発 現 系
が 使 用 し 得 る 。
　 ま た 、 こ れ ら の 核 酸 は 、 例 え ば 、 Adams (1983) J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov
 (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3444; Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 1
9:373-380; Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896; Narang (1979) Meth. Enzymo
l. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:18
59; 米 国 特 許 第 4,458,066号 に 記 載 さ れ た よ う な 公 知 の 化 学 合 成 技 術 に よ り in vitro合 成
し 得 る 。
　 核 酸 の 操 作 の た め の 技 術 、 例 え ば 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 連 結 反 応 、 標 識 プ ロ ー ブ （ 例 え
ば 、 ク レ ノ ー ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る ラ ン ダ ム -プ ラ イ マ ー 標 識 、 ニ ッ ク 翻 訳 、 増 幅 ） 、
配 列 決 定 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 が 科 学 文 献 及 び 特 許 文 献 に 良 く 記 載 さ れ て い る 。 例
え ば 、 Sambrook編 集 , MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (第 二 編 ), 1-3巻 , Cold
 Spring Harbor Laboratory, (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausub
el編 集 , John Wiley＆ Sons, Inc., New York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHE
MISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Part I. Th
eory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen編 集 , Elsevier, N.Y. (1993)を 参 照 の こ
と 。
　 核 酸 、 ベ ク タ ー 、 キ ャ プ シ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 等 は 当 業 者 に 公 知 の 幾 つ か の 一 般 手 段 の い
ず れ か に よ り 分 析 さ れ 、 定 量 し 得 る 。 こ れ ら と し て 、 例 え ば 、 分 析 生 化 学 的 方 法 、 例 え ば
、 NMR、 ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ ト リ ー 、 ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳
動 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)、 及 び 高 拡 散
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 種 々 の 免 疫 学 的 方 法 、 例 え ば 、 液 体 又 は ゲ ル 沈 殿 反 応 、 免 疫 拡 散 、
イ ム ノ 電 気 泳 動 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 (ELISA)、 イ ム ノ 蛍
光 ア ッ セ イ 、 サ ザ ン 分 析 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 ド ッ ト -ブ ロ ッ ト 分 析 、 ゲ ル 電 気 泳 動 （ 例 え ば
、 SDS-PAGE） 、 核 酸 も し く は 標 的 又 は シ グ ナ ル 増 幅 方 法 、 放 射 能 標 識 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン
カ ウ ン テ ィ ン グ 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る の に 使 用 さ れ る 核 酸 を 得 、 操 作 す る 別 の 有 益 な 手 段 は ゲ ノ ム サ
ン プ ル か ら ク ロ ー ン 化 し 、 所 望 に よ り 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン 又 は cDNAク ロ ー ン か ら 単
離 又 は 増 幅 さ れ た イ ン サ ー ト を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 再 ク ロ ー ン 化 す る こ と で あ る 。 本 発 明
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の 方 法 に 使 用 さ れ る 核 酸 の 源 は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 人 工 染 色 体 (MAC)（ 例 え ば 、 米 国 特
許 第 5,721,118号 、 同 第 6,025,155号 を 参 照 の こ と ） 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ 例 え ば 、 Rosenfel
d (1997) Nat. Genet. 15:333-335を 参 照 の こ と ） 、 酵 母 人 工 染 色 体 (YAC)、 バ ク テ リ ア 人
工 染 色 体 (BAC)、 P1人 工 染 色 体 （ 例 え ば 、 Woon (1998) Genomics 50:306-316を 参 照 の こ と
） 、 P1由 来 ベ ク タ ー (PAC)（ 例 え ば 、 Kern (1997) Biotechniques 23:120-124を 参 照 の こ
と ） 、 コ ス ミ ド 、 組 換 え ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ 又 は プ ラ ス ミ ド 中 に 含 ま れ る ゲ ノ ム 又 は cDNA
ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。
　 核 酸 の 増 幅
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る に 際 し て 、 ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )、
カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ VJ）
、 ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )、 カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド
ド メ イ ン (Cκ )、 抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VH)、 Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン (VD)、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VJ)及 び 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (CH)
を コ ー ド す る 核 酸 が 、 例 え ば 、 増 幅 反 応 に よ り 生 成 さ れ 、 再 生 し 得 る 。 増 幅 反 応 は ま た こ
れ ら の ド メ イ ン を 一 緒 に 結 合 し 、 又 は 本 発 明 の キ メ ラ 核 酸 を ベ ク タ ー に ス プ ラ イ シ ン グ す
る の に 使 用 し 得 る 。 増 幅 反 応 は ま た サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 量 を 定 量 し 、 核 酸 を 標 識 し （ 例 え
ば 、 そ れ を ア レ イ 又 は ブ ロ ッ ト に 適 用 す る た め に ） 、 核 酸 を 検 出 し 、 又 は サ ン プ ル 中 の 特
定 の 核 酸 の 量 を 定 量 す る の に 使 用 し 得 る 。 本 発 明 の 一 局 面 に お い て 、 細 胞 又 は cDNAラ イ ブ
ラ リ ー か ら 分 離 さ れ た メ ッ セ ー ジ が 増 幅 さ れ る 。 当 業 者 は 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅
プ ラ イ マ ー を 選 択 し 、 設 計 し 得 る 。 増 幅 方 法 は ま た 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 PCR（ 例 え ば 、 PCR PROTOCOLS, A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS,
 Innis編 集 , Academic Press, N.Y. (1990)及 び PCR STRATEGIES (1995), Innis編 集 , Aca
demic Press, Inc., N.Y.を 参 照 の こ と ） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)（ 例 え ば 、 Wu (1989) 
Genomics 4:560; Landegren (1988) Science 241:1077; Barringer (1990) Gene 89:117
を 参 照 の こ と ） 、 転 写 増 幅 （ 例 え ば 、 Kwoh (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173
を 参 照 の こ と ） 、 及 び 自 己 持 続 配 列 複 製 （ 例 え ば 、 Guatelli (1990) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 87:1874を 参 照 の こ と ） 、 Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 （ 例 え ば 、 Smith (1997) J. Cl
in. Microbiol. 35:1477-1491を 参 照 の こ と ） 、 自 動 化 Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 ア ッ セ イ （
例 え ば 、 Burg (1996) Mol. Cell. Probes 10:257-271を 参 照 の こ と ） 並 び に そ の 他 の RNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 技 術 （ 例 え ば 、 NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario） 、 ま た Berger
 (1987) Methods Enzymol. 152:307-316; Sambrook; Ausubel; 米 国 特 許 第 4,683,195号 及
び 同 第 4,683,202号 ; Sooknanan (1995) Biotechnology 13:563-564を 参 照 の こ と ） を 含 む
。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 発 明 は ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )、 カ ッ パ ー 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ V J ） 、 ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )、 カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cκ )、 抗 体 重 鎖 可
変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V H )、 Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (V D )、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン (V J )及 び 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (C H )を 含 む キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ
プ チ ド 並 び に そ れ ら を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 配 列 は cDNA配 列 を 含 む
、 あ ら ゆ る 遺 伝 子 又 は メ ッ セ ー ジ 配 列 か ら モ デ ル 化 さ れ 、 ク ロ ー ン 化 も し く は 増 幅 さ れ 、
又 は 誘 導 単 離 さ れ 得 る 。
　 Ｂ 細 胞 の 如 き 、 リ ン パ 球 を 含 む 、 あ ら ゆ る 細 胞 が 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配
列 の 源 と し て 使 用 し 得 る 。 循 環 系 、 リ ン パ 節 又 は 脾 臓 中 の 再 配 置 も し く は 活 性 化 さ れ た Ｂ
細 胞 又 は プ ラ ズ マ 細 胞 が 使 用 し 得 る 。 あ ら ゆ る 脊 椎 動 物 が 細 胞 源 で あ っ て も よ い 。 再 配 置
遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー が 前 も っ て 決 め ら れ た 結 合 特 異 性 に つ い て バ イ ア ス し 得 る 。 例 え ば
、 動 物 が 再 配 置 Ｂ 細 胞 又 は プ ラ ズ マ 細 胞 を 分 離 す る 前 に 免 疫 し 得 る 。 こ れ は 高 ア フ ィ ニ テ
ィ ー の リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 遺 伝 子 物 質 に つ い て 濃 縮 さ れ た レ パ ー ト リ ー
を 生 成 す る 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ま た 、 既 に 特 性 決 定 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 後 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を コ ー ド す る 核
酸 を モ デ ル 化 で き 、 こ れ ら の 多 く が 当 技 術 分 野 で 、 例 え ば 、 Genbank配 列 と し て 、 又 は 、
こ の よ う な 配 列 を 単 離 す る た め の 配 列 も し く は 方 法 に つ い て 知 ら れ て お り 、 特 性 決 定 さ れ
て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,319,690号 、 同 第 6,291,161号 、 同 第 6,258,529号 、 同 第 6,2
14,984号 、 同 第 6,204,023号 、 同 第 6,068,840号 、 同 第 6,057,421号 、 同 第 5,891,438号 、 同
第 5,869,619号 、 同 第 5,861,499号 、 同 第 5,851,801号 、 同 第 5,821,123号 を 参 照 の こ と 。

　 本 発 明 の 方 法 の 一 局 面 に お い て 、 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 は そ れ
ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 を 変 化 す る よ う に 改 変 さ れ る 。 核 酸 は 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ た よ う に 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 、 最 適 化 誘 導 進 化 系 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 、
又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 あ ら ゆ る 手 段 に よ り 変 化 し 得 る 。 ラ ン ダ ム も し く は 確 率
的 方 法 、 又 は 、 非 確 率 的 、 も し く は “ 誘 導 進 化 ” 方 法 が 使 用 し 得 る 。 こ れ ら の 核 酸 改 変 方
法 は 特 定 ド メ イ ン 、 例 え ば 、 ラ ム ダ 軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vλ )、 カ ッ パ ー
軽 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Vκ )、 Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ VJ） 、 ラ ム ダ
軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (Cλ )、 カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (
Cκ )、 抗 体 重 鎖 可 変 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VH)、 Ｄ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VD)、
Ｊ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (VJ)又 は 重 鎖 定 常 領 域 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン (CH)を 標 的 と し
得 る 。 そ れ ら は ま た 標 的 抗 原 結 合 部 位 又 は CDRを コ ー ド す る 特 別 な 領 域 で あ っ て も よ い 。
　 更 に 、 こ れ ら の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 、 例 え ば 、 本 明 細 書
に 記 載 さ れ た よ う な 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ
チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る 方 法 に よ り 精 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 は 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然
変 異 誘 発 (GSSM)、 エ ラ ー -プ ロ ー ン PCR、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 突 然 変
異 誘 発 、 ア ッ セ ン ブ ル PCR、 セ ク シ ュ ア ル PCR突 然 変 異 誘 発 、 in vivo突 然 変 異 誘 発 、 カ セ
ッ ト 突 然 変 異 誘 発 、 リ カ ー シ ブ ・ ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 指 数 的 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変
異 誘 発 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル
(SLR)及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 方 法 に よ り 変 化 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ
れ た 核 酸 は 組 換 え 、 リ カ ー シ ブ 配 列 組 換 え 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 修 飾 DNA突 然 変 異 誘 発 、 ウ
ラ シ ル 含 有 鋳 型 突 然 変 異 誘 発 、 ギ ャ ッ プ 二 重 ら せ ん 突 然 変 異 誘 発 、 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 突 然
変 異 誘 発 、 修 復 不 全 宿 主 株 突 然 変 異 誘 発 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 放 射 性 遺 伝 子 突 然 変 異 誘
発 、 欠 失 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -選 抜 突 然 変 異 誘 発 、 制 限 -精 製 突 然 変 異 誘 発 、 人 工 遺 伝 子 合
成 、 ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 、 キ メ ラ 核 酸 マ ル チ マ ー 生 成 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含
む 方 法 に よ り 変 化 し 得 る 。
　 遺 伝 子 の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 の た め の 方 法 は 当 業 界 で 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,
830,696号 を 参 照 の こ と 。 例 え ば 、 突 然 変 異 原 は 組 換 え に よ り 修 復 を 受 け や す い DNA分 解 を
誘 発 す る た め に 、 例 え ば 、 紫 外 線 も し く は ガ ン マ 放 射 線 、 又 は 化 学 的 突 然 変 異 原 、 例 え ば
、 マ イ ト マ イ シ ン 、 亜 硝 酸 、 光 活 性 化 プ ソ ラ レ ン を 単 独 で 、 又 は 組 み 合 わ せ て 含 む 。 そ の
他 の 化 学 的 突 然 変 異 原 と し て 、 例 え ば 、 重 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 又 は ギ 酸 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の 突 然 変 異 原 は ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 の 類 似
体 、 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 、 又 は ア ク リ ジ ン
で あ る 。 こ れ ら の 薬 剤 は ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 に 代 え て PCR反 応 に 添 加 で き 、 そ れ に よ り 配
列 を 突 然 変 異 し 得 る 。 イ ン タ ー カ レ ー テ ィ ン グ 剤 、 例 え ば 、 プ ロ フ ラ ビ ン 、 ア ク リ フ ラ ビ
ン 、 キ ナ ク リ ン 等 が ま た 使 用 し 得 る 。
　 分 子 生 物 学 の 技 術 、 例 え ば 、 ラ ン ダ ム PCR突 然 変 異 誘 発 （ 例 え ば 、 Rice (1992) Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 89:5467-5471を 参 照 の こ と ） 、 又 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 多 重 カ セ ッ
ト 突 然 変 異 誘 発 （ 例 え ば 、 Crameri (1995) Biotechniques 18:194-196を 参 照 の こ と ） が
使 用 し 得 る 。 ま た 、 核 酸 、 例 え ば 、 遺 伝 子 が 、 ラ ン ダ ム 、 又 は “ 確 率 的 ” 断 片 化 後 に 再 ア
ッ セ ン ブ ル し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,291,242号 、 同 第 6,287,862号 、 同 第 6,287,861
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号 、 同 第 5,955,358号 、 同 第 5,830,721号 、 同 第 5,824,514号 、 同 第 5,811,238号 、 同 第 5,60
5,793号 を 参 照 の こ と 。 単 離 さ れ 、 か つ ／ 又 は 改 変 さ れ た 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド が 細 胞 へ の そ れ ら の 再 挿 入 の 前 に 、 例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム
を 使 用 す る こ と に よ り 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,280,92
6号 、 同 第 5,939,250号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 飽 和 突 然 変 異 誘 発 、 又 は 、 GSSM
　 本 発 明 の 一 局 面 に お い て 、 非 確 率 的 遺 伝 子 改 変 、 “ 誘 導 進 化 方 法 ” が キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ
リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 改 変 す る の に 使 用 し 得 る 。 こ の 方 法 の 変 化 が “ 遺 伝 子 部 位
飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 、 “ 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 、 “ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 ” 又 は 単 に “ GSSM
” と 称 さ れ て い た 。 そ れ は そ の 他 の 突 然 変 異 誘 発 方 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し 得 る 。 例 え ば
、 米 国 特 許 第 6,171,820号 、 同 第 6,238,884号 を 参 照 の こ と 。 一 局 面 に お い て 、 GSSMは 鋳 型
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る こ と を 含 み 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド が 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 同 な 配 列 を 含 み 、 そ れ に よ り 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 特 定 配 列 を 標 的 と し 、 ま た 相 同 遺 伝 子 の 変 種 で あ る 配 列 を 含 み 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と と も に 複 製 す る こ と に よ り 非 確 率 的 変 化 を 含 む 子 孫 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 生 成 し 、 そ れ に よ り 相 同 遺 伝 子 配 列 変 化 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 一 局 面 に お い て 、 縮 重 N,N,G/T配 列 を 含 む コ ド ン プ ラ イ マ ー は 、 単 一 ア ミ ノ 酸 置 換 の 全
範 囲 が 夫 々 の ア ミ ノ 酸 位 置 、 例 え ば 、 改 変 さ れ る よ う に 標 的 と さ れ る 酵 素 活 性 部 位 又 は リ
ガ ン ド 結 合 部 位 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 提 示 さ れ る 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド の 組 を 生 成 す る よ
う に 、 点 突 然 変 異 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 す る の に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 連 続 の 第 一 相 同 配 列 、 縮 重 N,N,G/T配 列 、 及 び 、 必 要 に よ り 、 第 二 相 同 配 列 を 含
ん で も よ い 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 か ら の 下 流 の 子 孫 翻 訳 産 物 は ポ リ ペ プ
チ ド に 沿 っ て 夫 々 の ア ミ ノ 酸 部 位 で 全 て の 可 能 な ア ミ ノ 酸 変 化 を 含 む 。 何 と な ら ば 、 N,N,
G/T配 列 の 縮 重 が 全 て の 20ア ミ ノ 酸 に つ い て コ ド ン を 含 む か ら で あ る 。
　 一 局 面 に お い て 、 一 つ の こ の よ う な 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 一 つ 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 中 の 夫 々 の 元 の コ ド ン を 全 範 囲 の コ ド ン
置 換 に か け る の に 使 用 さ れ る 。 別 の 局 面 に お い て 、 少 な く と も 二 つ の 縮 重 カ セ ッ ト が 親 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 中 の 少 な く と も 二 つ の 元 の コ ド ン を 全 範 囲 の コ ド ン 置 換 に か け る の に
使 用 さ れ る （ 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 、 又 は 同 じ で は な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 ） 。 例 え
ば 、 一 つ よ り 多 い N,N,G/T配 列 が 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 含 ま れ て 一 つ よ り 多 い 部
位 で ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 導 入 し 得 る 。 こ の 複 数 の N,N,G/T配 列 は 直 接 に 連 続 で あ っ て も よ
く 、 又 は 一 つ 以 上 の 付 加 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り 分 離 し 得 る 。 別 の 局 面 に お い て 、 付
加 及 び 欠 失 を 導 入 す る の に 使 用 し 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 単 独 で 、 又 は N,N,G/T配 列 を
含 む コ ド ン と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ て ア ミ ノ 酸 付 加 、 欠 失 、 及 び ／ 又 は 置 換 の あ ら ゆ る 組
み 合 わ せ 又 は 順 列 を 導 入 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 一 局 面 に お い て 、 二 つ 以 上 の 連 続 ア ミ ノ 酸 位 置 の 同 時 突 然 変 異 誘 発 が 連 続 N,N,G/Tト リ
プ レ ッ ト 、 即 ち 、 縮 重 (N,N,G/T)n配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 行 な わ れ る 。
別 の 局 面 に お い て 、 N,N,G/T配 列 よ り も 少 な い 縮 重 を 有 す る 縮 重 カ セ ッ ト が 使 用 さ れ る 。
例 え ば 、 唯 一 の Ｎ を 含 む 縮 重 ト リ プ レ ッ ト 配 列 を 使 用 す る （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
中 で ） こ と が 或 る 場 合 に 望 ま し い か も し れ ず 、 前 記 Ｎ は ト リ プ レ ッ ト の 第 一 位 置 、 第 二 位
置 又 は 第 三 位 置 に あ っ て も よ い 。 こ れ ら の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ 及 び 順 列 を 含 む あ ら ゆ る そ
の 他 の 塩 基 が ト リ プ レ ッ ト の 残 り の 二 つ の 位 置 で 使 用 し 得 る 。 ま た 、 縮 重 N,N,Nト リ プ レ
ッ ト 配 列 を 使 用 す る （ 例 え ば 、 オ リ ゴ 中 で ） こ と が 或 る 場 合 に 望 ま し い か も し れ な い 。
　 一 局 面 に お い 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 が ポ リ ペ
プ チ ド 中 の 夫 々 の 各 ア ミ ノ 酸 位 置 へ の 全 範 囲 の 可 能 な 天 然 ア ミ ノ 酸 （ 合 計 20の ア ミ ノ 酸 に
つ い て ） の 系 統 的 か つ 容 易 な 生 成 を 可 能 に す る （ 別 の 局 面 に お い て 、 こ の 方 法 は ま た ア ミ
ノ 酸 残 基 、 又 は コ ド ン 、 位 置 当 り の 全 て よ り 少 な い 可 能 な 置 換 の 生 成 を 含 む ） 。 例 え ば 、
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100ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 、 2000の 異 な る 種 （ 即 ち 、 位 置 当 り 20の 可 能 な ア ミ ノ
酸 X100の ア ミ ノ 酸 位 置 ） が 生 成 し 得 る 。 縮 重 N,N,G/Tト リ プ レ ッ ト を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 の 使 用 に よ り 、 32の 個 々 の 配 列 が 全 て の 20の 可 能 な 天 然
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 得 る 。 こ う し て 、 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も 一 つ の こ の よ
う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 飽 和 突 然 変 異 誘 発 に か け ら れ る 反 応 容 器 中 で 、 20の 異
な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 32の 異 な る 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 生 成 さ れ る 。 対 照 的 に
、 部 位 誘 導 突 然 変 異 誘 発 に お け る 非 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 は 反 応 容 器 当 り 唯 一 の
子 孫 ポ リ ペ プ チ ド 産 物 を も た ら す 。 非 縮 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 必 要 に よ り 開 示 さ れ た 縮
重 プ ラ イ マ ー と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 非 縮 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 研
究 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 で 特 異 的 点 突 然 変 異 を 生 じ る の に 使 用 し 得 る 。 こ れ は 特 異 的 サ イ レ
ン ト 点 突 然 変 異 、 相 当 す る ア ミ ノ 酸 変 化 を も た ら す 点 突 然 変 異 、 及 び 停 止 コ ド ン の 生 成 及
び ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 相 当 す る 発 現 を 生 じ る 点 突 然 変 異 を 生 じ る た め の 一 つ の 手
段 を 与 え る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 局 面 に お い て 、 夫 々 の 飽 和 突 然 変 異 誘 発 反 応 容 器 は 少 な く と も 20の 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド
分 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ の 結 果 、 全 て の 20の 天 然 ア ミ ノ 酸 が 親 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 中 で 突 然 変 異 誘 発 さ れ た コ ド ン 位 置 に 相 当 す る 一 つ の 特 定 ア ミ ノ 酸 位 置 で 提
示 さ れ る （ そ の 他 の 局 面 は 全 て の 20よ り 少 な い 天 然 組 み 合 わ せ を 使 用 す る ） 。 夫 々 の 飽 和
突 然 変 異 誘 発 反 応 容 器 か ら 生 成 さ れ た 32倍 の 縮 重 子 孫 ポ リ ペ プ チ ド が ク ロ ー ン 増 幅 に か け
ら れ （ 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 好 適 な 宿 主 、 例 え ば 、 E. coli宿 主 に ク ロ ー ン
化 さ れ ） 、 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ に か け ら れ る 。 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド が 有 利 な 性 質 の 変 化 （
親 ポ リ ペ プ チ ド と 較 べ た 場 合 、 例 え ば 、 抗 原 に 対 す る 増 大 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 結 合
活 性 ） を 示 す と 同 定 さ れ る （ 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り ） 場 合 、 そ れ が 配 列 決 定 さ れ
て そ の 中 に 含 ま れ る 相 当 す る 有 利 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 同 定 し 得 る 。
　 一 局 面 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 飽 和 突 然 変 異 誘 発 を 使 用 し て 親 ポ リ ペ プ チ ド 中
の 夫 々 の 各 ア ミ ノ 酸 位 置 を 突 然 変 異 誘 発 し た 後 に 、 有 利 な ア ミ ノ 酸 変 化 が 一 つ よ り 多 い ア
ミ ノ 酸 位 置 で 同 定 さ れ る こ と が あ る 。 こ れ ら の 有 利 な ア ミ ノ 酸 置 換 の 全 部 又 は 一 部 の 組 み
合 わ せ を 含 む 一 つ 以 上 の 新 し い 子 孫 分 子 が 生 成 し 得 る 。 例 え ば 、 ２ つ の 特 定 の 有 利 な ア ミ
ノ 酸 変 化 が ポ リ ペ プ チ ド 中 の ３ つ の ア ミ ノ 酸 位 置 の 夫 々 で 同 定 さ れ る 場 合 、 順 列 は 夫 々 の
位 置 （ 最 初 の ア ミ ノ 酸 か ら の 変 化 な し 、 及 び 二 つ の 有 利 な 変 化 の 夫 々 ） 及 び ３ つ の 位 置 で
３ の 可 能 性 を 含 む 。 こ う し て 、 既 に 試 験 さ れ た ７ 〔 ６ の 単 一 点 突 然 変 異 （ 三 つ の 位 置 の 夫
々 で ２ ） 及 び い ず れ か の 位 置 に お け る 変 化 な し 〕 を 含 め て 、 3x3x3即 ち 合 計 27の 可 能 性 が
あ る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 が 配 列 を 変 化 す る た め の 別 の 確 率 的 手 段 又 は
非 確 率 的 手 段 、 例 え ば 、 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル （ 以 下 を 参 照 の こ と ） 、 シ ャ ッ フ リ
ン グ 、 キ メ ラ 化 、 組 換 え 並 び に そ の 他 の 突 然 変 異 誘 発 方 法 及 び 突 然 変 異 誘 発 剤 と 一 緒 に 使
用 し 得 る 。 本 発 明 は 反 復 様 式 の 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 を 含 む 、 あ ら ゆ る 一 つ 以 上 の 突 然 変 異
誘 発 方 法 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル (SLR)
　 キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 改 変 す る の に 使 用 し 得 る 、 別 の 非 確 率
的 遺 伝 子 改 変 、 “ 誘 導 進 化 方 法 ” は “ 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” 、 又 は 単 に “ SLR”
と 称 さ れ て い た 。 SLRは オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 一 緒 に 非 確 率 的 に つ な ぐ 方 法
で あ る 。 こ の 方 法 は 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が シ ャ ッ フ ル さ れ ず 、 鎖 状 体 形 成 さ れ ず 、
又 は ラ ン ダ ム に キ メ ラ 化 さ れ な い が 、 む し ろ 非 確 率 的 に ア ッ セ ン ブ ル さ れ る と い う 点 で 確
率 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ ャ ッ フ リ ン グ と は 異 な る 。 例 え ば 、 1999年 ６ 月 14日 に 出 願 さ れ
た “ 誘 導 進 化 に お け る 合 成 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル ” と い う 発 明 の 名 称 の 米 国 特 許 出 願 第
(USSN)09/332,835号 （ “ USSN 09/332,835” ） を 参 照 の こ と 。 一 局 面 に お い て 、 SLRは (a)
鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 （ そ の 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 相 同 遺 伝 子 を コ ー ド
す る 配 列 を 含 む ） 、 (b)複 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る 工 程 （
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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 め ら れ た 配 列 で 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と ク ロ ス オ ー バ ー 再 ア ッ セ ン ブ ル す る よ う に 設 計 さ れ 、 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 配 列 及 び 変 種 配 列 に 隣 接 す る 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 相 同 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 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と 一 緒 に す る 工 程 （ そ の 結 果 、 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 ア ッ セ ン ブ ル し て 相 同 遺 伝 子 配 列 変 化 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 生 成 す る ） を 含 む 。
　 SLRは 再 配 置 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 高 レ ベ ル の 相 同 性 の 存 在 に 依 存 し な い 。 こ う
し て 、 こ の 方 法 は 10 1 0 0 を 越 え る 異 な る キ メ ラ を 含 む 子 孫 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー （ 又 は 組 ）
を 非 確 率 的 に 生 成 す る の に 使 用 し 得 る 。 SLRは 10 1 0 0 0 を 越 え る 異 な る 子 孫 キ メ ラ を 含 む ラ
イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る の に 使 用 し 得 る 。 こ う し て 、 本 発 明 の 局 面 は 設 計 に よ り 選 択 さ れ る
全 体 の ア ッ セ ン ブ ル 順 序 を シ ェ ー ブ す る 最 終 の キ メ ラ 核 酸 分 子 の 組 を 生 成 す る 非 確 率 的 方
法 を 含 む 。 こ の 方 法 は 使 用 可 能 な 相 互 に 適 合 性 の 連 結 可 能 な 末 端 を 有 す る 複 数 の 特 定 核 酸
ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 設 計 に よ り 生 成 す る 工 程 、 及 び こ れ ら の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ
ク を ア ッ セ ン ブ ル す る 工 程 （ そ の 結 果 、 設 計 さ れ た 総 合 の ア ッ セ ン ブ ル 順 序 が 得 ら れ る ）
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ア ッ セ ン ブ ル さ れ る 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 相 互 に 適 合 性 の 連 結 可 能 な 末 端 は 、 そ
れ ら が ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 前 も っ て 決 め ら れ た 順 序 で 結 合 さ れ る こ と を 可 能 に す る 場
合 に 、 こ の タ イ プ の 順 序 づ け さ れ た ア ッ セ ン ブ ル に “ 使 用 可 能 ” で あ る と 考 え ら れ る 。 こ
う し て 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 結 合 し 得 る 全 体 の ア ッ セ ン ブ ル 順 序 は 連 結 可 能 な 末
端 の 設 計 に よ り 特 定 さ れ る 。 一 つ よ り 多 い ア ッ セ ン ブ ル 工 程 が 使 用 さ れ る 場 合 、 核 酸 ビ ル
デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 結 合 し 得 る 全 体 の ア ッ セ ン ブ ル 順 序 は ま た 一 つ 以 上 の ア ッ セ ン ブ ル 工
程 の 連 続 の 順 序 に よ り 特 定 さ れ る 。 一 局 面 に お い て 、 ア ニ ー ル さ れ た ビ ル デ ィ ン グ 片 が 酵
素 、 例 え ば 、 リ ガ ー ゼ （ 例 え ば 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ ） で 処 理 さ れ て ビ ル デ ィ ン グ 片 の 共 有 結
合 を 生 じ さ せ る 。
　 一 局 面 に お い 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 の キ メ ラ ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 子 孫 組 を 生 成 す る た め の 基 礎 と し て 利 用 で き る 前 駆 核 酸 配 列 鋳 型 の 組
を 分 析 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 こ う し て 、 こ れ ら の 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 は 突 然 変
異 誘 発 さ れ 、 例 え ば 、 キ メ ラ 化 さ れ 、 又 は シ ャ ッ フ ル さ れ る 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の
設 計 を 助 け る 配 列 情 報 の 源 と し て 利 用 で き る 。
　 こ の 方 法 の 一 局 面 に お い て 、 複 数 の 親 核 酸 鋳 型 の 配 列 が 一 つ 以 上 の 境 界 画 定 点 を 選 択 す
る た め に 整 列 さ れ る 。 境 界 画 定 点 は 相 同 性 の 領 域 に 位 置 づ け る こ と が で き 、 一 つ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の 境 界 画 定 点 は 前 駆 鋳 型 の 少 な く と も 二 つ に よ り 共 有 さ れ る こ
と が 好 ま し い 。 境 界 画 定 点 は そ れ に よ り 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 再 配 置 す る た め に 生 成 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 表 す の に 使 用 し 得 る 。 前 駆 分 子 中 で
同 定 さ れ 、 選 択 さ れ た 境 界 画 定 点 は 最 終 の キ メ ラ 子 孫 分 子 の ア ッ セ ン ブ ル に お い て 潜 在 的
な キ メ ラ 化 位 置 と し て 利 用 で き る 。 境 界 画 定 点 は 少 な く と も 二 つ の 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に よ り 共 有 さ れ た 相 同 性 の 領 域 （ 少 な く と も 一 つ の 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 を 含 む ） で あ
っ て も よ い 。 ま た 、 境 界 画 定 点 は 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 半 分 に よ り 共 有 さ
れ る 相 同 性 の 領 域 で あ っ て も よ く 、 又 は そ れ は 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 2/3
に よ り 共 有 さ れ る 相 同 性 の 領 域 で あ っ て も よ い 。 更 に 好 ま し く は 、 使 用 可 能 な 境 界 画 定 点
は 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 3/4に よ り 共 有 さ れ る 相 同 性 の 領 域 で あ り 、 又 は
そ れ は 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 殆 ど 全 て に よ り 共 有 し 得 る 。 一 局 面 に お い て 、 境 界 画 定
点 は 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 て に よ り 共 有 さ れ る 相 同 性 の 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 一 局 面 に お い て 、 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 方 法 は 子 孫 キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 完 全 ラ
イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 網 羅 的 に 行 な わ れ る 。 換 言 す れ ば 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ
ク の 全 て の 可 能 な 順 序 づ け ら れ た 組 み 合 わ せ が 最 終 の キ メ ラ 核 酸 分 子 の 組 中 で 提 示 さ れ る
。 同 時 に 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 夫 々 の 組 み 合 わ せ に お け る ア ッ セ ン ブ ル 順 序 （ 即 ち 、
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夫 々 の 最 終 の キ メ ラ 核 酸 の 5'-3配 列 中 の 夫 々 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ア ッ セ ン ブ ル の 順
序 ） は 上 記 の よ う な 設 計 （ 又 は 非 確 率 的 ） に よ る 。 本 発 明 の 非 確 率 的 性 質 の た め に 、 望 ま
し く な い 副 生 物 の 可 能 性 が 大 い に 低 下 さ れ る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 方 法 は 系 統 的 に 行 な わ れ る 。 例 え ば 、 そ の
方 法 は 系 統 的 に 、 例 え ば 、 一 つ づ つ ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 区 画 で 、 子 孫 分 子 の 系 統 的 に 区
画 化 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 行 な わ れ る 。 換 言 す れ ば 、 本 発 明 は 、 逐 次 段 階
的 ア ッ セ ン ブ ル 反 応 の 選 択 的 か つ 慎 重 な 使 用 と 対 に さ れ た 、 特 定 の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ
ッ ク の 選 択 的 か つ 慎 重 な 使 用 に よ り 、 子 孫 産 物 の 特 定 の 組 が 幾 つ か の 反 応 容 器 の 夫 々 中 で
つ く ら れ る 設 計 が 得 ら れ る こ と を 提 供 す る 。 こ れ は 系 統 的 な 試 験 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 操 作
が 行 な わ れ る こ と を 可 能 に す る 。 こ う し て 、 こ れ ら の 方 法 は 潜 在 的 に 非 常 に 多 数 の 子 孫 分
子 が 一 層 小 さ い グ ル ー プ で 系 統 的 に 調 べ ら れ る こ と を 可 能 に す る 。
　 特 に 低 レ ベ ル の 相 同 性 が 前 駆 分 子 間 に あ る 場 合 、 高 度 に 融 通 性 で あ り 、 同 様 に 徹 底 的 か
つ 系 統 的 で あ る 様 式 で キ メ ラ 化 を 行 な う そ の 能 力 の た め に 、 こ れ ら の 方 法 は 多 数 の 子 孫 分
子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー （ 又 は 組 ） の 生 成 を 与 え る 。 本 発 明 の 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル の 非
確 率 的 性 質 の た め に 、 生 成 さ れ た 子 孫 分 子 は 設 計 に よ り 選 択 さ れ る 総 合 の ア ッ セ ン ブ ル 順
序 を 有 す る 最 終 の キ メ ラ 核 酸 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む こ と が 好 ま し い 。
　 飽 和 突 然 変 異 誘 発 及 び 最 適 化 誘 導 進 化 方 法 は ま た こ れ ら の 量 の 異 な る 子 孫 分 子 種 を 生 成
す る の に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は 境 界 画 定 点 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の サ イ ズ 及 び 数 、 並 び に 結 合 の サ イ ズ
及 び 設 計 の 選 択 に 関 す る 選 択 及 び 制 御 の 自 由 度 を 与 え る こ と が 認 め ら れ る 。 更 に 、 分 子 間
相 同 性 に 関 す る 要 件 が 本 発 明 の 操 作 性 に つ い て 高 度 に 緩 和 さ れ る こ と が 認 め ら れ る 。 実 際
に 、 境 界 画 定 点 は 分 子 間 相 同 性 が 殆 ど 又 は 全 く な い 領 域 に お い て さ え も 選 択 し 得 る 。 例 え
ば 、 コ ド ン ウ ォ ブ ル 、 即 ち 、 コ ド ン の 縮 重 の た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 が 相 当 す る 前 駆 鋳
型 中 に 最 初 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 を 変 化 し な い で 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク に 導 入 し 得
る 。 ま た 、 コ ド ン は 最 初 の ア ミ ノ 酸 の コ ー デ ィ ン グ が 変 化 さ れ る よ う に 変 化 し 得 る 。 本 発
明 は こ の よ う な 置 換 が 分 子 間 相 同 の 境 界 画 定 点 の 発 生 率 を 増 大 し 、 こ う し て 増 大 さ れ た 数
の 結 合 が ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 間 で 得 ら れ る た め に 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク に 導 入 し 得
る こ と を 提 供 し 、 こ れ は 順 に 多 数 の 子 孫 キ メ ラ 分 子 が 生 成 さ れ る こ と を 可 能 に す る 。
　 別 の 局 面 に お い て 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 生 成 さ れ る 工 程 の 合 成 的 性 質 が そ の 後 に 必
要 に よ り in vitroの 方 法 （ 例 え ば 、 突 然 変 異 誘 発 に よ る ） 又 は in vivoの 方 法 （ 例 え ば 、
宿 主 生 物 の 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ 能 力 を 利 用 す る こ と に よ る ） で 除 去 さ れ て も よ い ヌ ク レ
オ チ ド （ 例 え ば 、 一 つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド （ こ れ ら は 、 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 ） ） の 設 計 及 び 導 入 を 可 能 に す る 。 多 く の 場 合 、 こ れ ら の
ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 が ま た 使 用 可 能 な 境 界 画 定 点 を 生 じ る と い う 潜 在 的 利 益 に 加 え て 多 く
の そ の 他 の 理 由 の た め に 望 ま し い か も し れ な い こ と が 認 め ら れ る 。
　 こ う し て 、 別 の 局 面 に よ れ ば 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が イ ン ト ロ ン を 導 入 す る の に
使 用 し 得 る 。 こ う し て 、 機 能 性 イ ン ト ロ ン が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 製 造 さ れ
た 人 工 遺 伝 子 に 導 入 し 得 る 。 人 工 導 入 さ れ た 一 つ 以 上 の イ ン ト ロ ン は 自 然 に 生 じ る イ ン ト
ロ ン が 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ に 機 能 的 に 利 用 で き る 方 法 で 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ に つ い て
宿 主 細 胞 中 で 大 い に 機 能 性 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る に 際 し て 、 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ 核 酸 は ま
た 最 適 化 誘 導 進 化 系 を 含 む 方 法 に よ り 改 変 し 得 る 。 最 適 化 誘 導 進 化 は 組 換 え に よ る 核 酸 の
誘 導 分 子 進 化 を 可 能 に す る 還 元 的 再 構 築 、 組 換 え 及 び 選 択 の 反 復 サ イ ク ル の 使 用 に 関 す る
。 最 適 化 誘 導 進 化 は 進 化 さ れ た キ メ ラ 配 列 の 大 集 団 の 生 成 を 可 能 に し 、 生 成 さ れ た 集 団 は
前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る 配 列 に つ い て 有 意 に 濃 縮 さ れ る
。
　 ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト は 一 つ の 親 変 種 か ら 別 の 親 変 種 へ 配 列 の シ フ ト が 生 じ る キ メ ラ
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配 列 中 の 位 置 で あ る 。 こ の よ う な 位 置 は 通 常 二 つ の 親 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 緒 に
つ な が れ て 単 一 配 列 を 形 成 す る 結 合 点 に あ る 。 こ の 方 法 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 確
な 濃 度 の 計 算 を 可 能 に し 、 そ の 結 果 、 配 列 の 最 終 の キ メ ラ 集 団 が 選 択 さ れ た 数 の ク ロ ス オ
ー バ ー イ ベ ン ト に つ い て 濃 縮 さ れ る 。 こ れ は 前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ
ン ト を 有 す る キ メ ラ 変 種 を 選 択 す る こ と に つ い て 一 層 の 制 御 を 与 え る 。
　 加 え て 、 こ の 方 法 は そ の 他 の 系 と 較 べ て 多 量 の 可 能 な タ ン パ ク 質 変 種 ス ペ ー ス を 研 究 す
る の に 便 利 な 手 段 を 与 え る 。 既 に 、 例 え ば 、 反 応 中 に 10 1 3 の キ メ ラ 分 子 を 生 成 し た 場 合 、
こ の よ う な 多 数 の キ メ ラ 変 種 を 特 別 な 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と は 極 め て 困 難 で あ ろ う 。
更 に 、 子 孫 集 団 の か な り の 部 分 が お そ ら く 増 大 さ れ た レ ベ ル の 特 別 な 活 性 を 有 し そ う も な
い タ ン パ ク 質 を 生 じ る 非 常 に 多 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る で あ ろ う 。 こ れ ら の
方 法 を 使 用 す る こ と に よ り 、 キ メ ラ 分 子 の 集 団 が 特 別 な 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有
す る こ れ ら の 変 種 に つ い て 濃 縮 し 得 る 。 こ う し て 、 依 然 と し て 反 応 中 に 10 1 3 の キ メ ラ 分 子
を 生 成 す る こ と が で き る が 、 更 な る 分 析 に 選 ば れ た 分 子 の 夫 々 が お そ ら く 、 例 え ば 、 三 つ
の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の み を 有 す る 。 得 ら れ る 子 孫 集 団 が 前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク
ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る よ う に 偏 向 さ れ る の で 、 キ メ ラ 分 子 間 の 機 能 性 変 動 に 関 す
る 境 界 が 減 少 さ れ る 。 こ れ は 最 初 の 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
特 別 な 形 質 に 影 響 す る 原 因 と な り 得 る の か を 計 算 す る 場 合 に 一 層 取 り 扱 い や す い 数 の 変 動
を 与 え る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 キ メ ラ 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 製 す る た め の 一 つ の 方 法 は 夫 々 の 親 配 列 の フ ラ グ
メ ン ト 又 は 部 分 に 相 当 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る こ と で あ る 。 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は オ ー バ ー ラ ッ プ の 固 有 な 領 域 を 含 む こ と が 好 ま し く 、 そ の 結 果 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 一 緒 に 混 合 す る こ と に よ り 正 確 な 順 序 で ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 有 す る 新 し い 変 種 が 生 じ る 。 付 加 的 な 情 報 が ま た USSN 09/332,835
に 見 ら れ る 。 夫 々 の 親 変 種 に つ い て 生 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 最 終 的 に 生 じ ら
れ る キ メ ラ 分 子 中 に 得 ら れ る ク ロ ス オ ー バ ー の 合 計 数 に 対 す る 関 係 を 有 す る 。 例 え ば 、 三
つ の 親 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 変 種 が 、 例 え ば 、 高 温 で 一 層 大 き い 活 性 を 有 す る キ メ ラ 変 種 を 見
つ け る た め に 連 結 反 応 を 受 け る よ う に 用 意 し 得 る 。 一 例 と し て 、 50の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 組 が 夫 々 の 親 変 種 の 夫 々 の 部 分 に 応 じ て 生 成 し 得 る 。 そ れ 故 、 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン
ブ ル 方 法 中 に 50ま で の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト が キ メ ラ 配 列 の 夫 々 内 に あ り 得 る 。 生 成 さ
れ た キ メ ラ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 夫 々 が 夫 々 の 親 変 種 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 交 互 の 順
序 で 含 む 可 能 性 は 非 常 に 低 い 。 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト が 同 じ モ ル 量 で 連
結 反 応 中 に 存 在 す る 場 合 、 お そ ら く 或 る 位 置 で は 、 同 じ 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド が 次 に 互 い に つ な が り 、 こ う し て ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 生 じ な い 。 夫 々
の 親 か ら の 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 が こ の 例 で 連 結 反 応 工 程 中 に 一 定 に 保 た れ る
場 合 、 同 じ 親 変 種 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 配 列 内 に つ な が り 、 ク ロ ス オ ー バ ー
を 生 じ な い チ ャ ン ス が （ ３ つ の 親 と 仮 定 し て ） 1/3あ る 。
　 そ れ 故 、 可 能 性 密 度 関 数 (PDF)が 一 定 数 の 親 変 種 、 夫 々 の 変 種 に 相 当 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 数 、 及 び 連 結 反 応 中 の 夫 々 の 工 程 中 の 夫 々 の 濃 度 を 考 慮 し て 連 結 反 応 中 の 夫 々 の
工 程 中 に お そ ら く 生 じ る ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の 集 団 を 予 測 す る た め に 測 定 し 得 る 。 PD
Fを 測 定 し た 後 の 統 計 及 び 数 学 が 以 下 に 記 載 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 を 利 用 す る こ と に よ り
、 こ の よ う な 可 能 性 密 度 関 数 を 計 算 す る こ と が で き 、 こ う し て 特 別 な 連 結 反 応 か ら 生 じ る
ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の 前 も っ て 決 め ら れ た 数 に つ い て キ メ ラ 子 孫 集 団 を 濃 縮 す る こ と
が で き る 。 更 に 、 目 標 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト が 前 も っ て 決 め ら れ 、 次 い で そ の 系 が
前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト に 集 中 す る 可 能 性 密 度 関 数 を 生 じ る た め
に 連 結 反 応 中 の 夫 々 の 工 程 中 の 夫 々 の 親 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 出 発 量 を 計 算 す る よ う に プ
ロ グ ラ ミ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 組 換 え に よ り ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 誘 導 分 子 進 化 を 可 能 に す
る 還 元 的 再 構 築 、 組 換 え 及 び 選 択 の 反 復 サ イ ク ル の 使 用 に 関 す る 。 こ の 系 は 進 化 し た キ メ
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ラ 配 列 の 大 集 団 の 生 成 を 可 能 に し 、 生 成 さ れ た 集 団 は 前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー
バ ー イ ベ ン ト を 有 す る 配 列 に つ い て 有 意 に 濃 縮 さ れ る 。 ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト は 配 列 の
シ フ ト が 一 つ の 親 変 種 か ら 別 の 親 変 種 へ と 生 じ る キ メ ラ 配 列 中 の 位 置 で あ る 。 こ の よ う な
位 置 は 通 常 二 つ の 親 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 緒 に つ な が れ て 単 一 配 列 を 形 成 す る 結
合 部 に あ る 。 こ の 方 法 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 確 な 濃 度 の 計 算 を 可 能 に し 、 そ の 結
果 、 配 列 の 最 終 の キ メ ラ 集 団 が 選 択 さ れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト に つ い て 濃 縮 さ れ
る 。 こ れ は 前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る キ メ ラ 変 種 を 選 択 す
る こ と に つ い て 一 層 の 制 御 を 与 え る 。
　 加 え て 、 こ れ ら の 方 法 は そ の 他 の 系 と 較 べ て 多 量 の 可 能 な タ ン パ ク 質 変 種 ス ペ ー ス を 研
究 す る の に 便 利 な 手 段 を 与 え る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 を 使 用 す る こ と に よ り 、 キ メ
ラ 分 子 の 集 団 が 特 別 な 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る こ れ ら の 変 種 に つ い て 濃 縮 し
得 る 。 こ う し て 、 依 然 と し て 反 応 中 に 10 1 3 の キ メ ラ 分 子 を 生 成 す る こ と が で き る が 、 更 な
る 分 析 に 選 ば れ た 分 子 の 夫 々 が お そ ら く 、 例 え ば 、 三 つ の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の み を
有 す る 。 得 ら れ る 子 孫 集 団 が 前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る よ
う に 傾 斜 さ れ る の で 、 キ メ ラ 分 子 間 の 機 能 性 変 動 に 関 す る 境 界 が 減 少 さ れ る 。 こ れ は 最 初
の 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 特 別 な 形 質 に 影 響 す る 原 因 と な り
得 る の か を 計 算 す る 場 合 に 一 層 取 り 扱 い や す い 数 の 変 動 を 与 え る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 一 局 面 に お い て 、 そ の 方 法 は 夫 々 の 親 配 列 の フ ラ グ メ ン ト 又 は 部 分 に 相 当 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 生 じ る こ と に よ り キ メ ラ 子 孫 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 生 じ る 。 夫 々 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は オ ー バ ー ラ ッ プ の 固 有 な 領 域 を 含 む こ と が 好 ま し く 、 そ の 結 果 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 一 緒 に 混 合 す る こ と に よ り 正 確 な 順 序 で ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 夫 々 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 有 す る 新 し い 変 種 が 生 じ る 。 ま た USSN 09/332,835を 参 照 の こ
と 。
　 夫 々 の 親 変 種 に つ い て 生 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 最 終 的 に 生 じ ら れ る キ メ ラ
分 子 中 に 得 ら れ る ク ロ ス オ ー バ ー の 合 計 数 に 対 す る 関 係 を 有 す る 。 例 え ば 、 三 つ の 親 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 変 種 が 、 例 え ば 、 高 温 で 一 層 大 き い 活 性 を 有 す る キ メ ラ 変 種 を 見 つ け る た め
に 連 結 反 応 を 受 け る よ う に 用 意 し 得 る 。 一 例 と し て 、 50の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 が
夫 々 の 親 変 種 の 夫 々 の 部 分 に 応 じ て 生 成 し 得 る 。 そ れ 故 、 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル 方 法 中
に 50ま で の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト が キ メ ラ 配 列 の 夫 々 内 に あ り 得 る 。 生 成 さ れ た キ メ ラ
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 夫 々 が 夫 々 の 親 変 種 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 交 互 の 順 序 で 含 む 可
能 性 は 非 常 に 低 い 。 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト が 同 じ モ ル 量 で 連 結 反 応 中 に
存 在 す る 場 合 、 お そ ら く 或 る 位 置 で は 、 同 じ 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 次 に 互 い に つ な が り 、 こ う し て ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 生 じ な い 。 夫 々 の 親 か ら の
夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 が こ の 例 で 連 結 反 応 工 程 中 に 一 定 に 保 た れ る 場 合 、 同 じ
親 変 種 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が キ メ ラ 配 列 内 に つ な が り 、 ク ロ ス オ ー バ ー を 生 じ な い
チ ャ ン ス が （ ３ つ の 親 と 仮 定 し て ） 1/3あ る 。
　 そ れ 故 、 可 能 性 密 度 関 数 (PDF)が 一 定 数 の 親 変 種 、 夫 々 の 変 種 に 相 当 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 数 、 及 び 連 結 反 応 中 の 夫 々 の 工 程 中 の 夫 々 の 変 種 の 濃 度 を 考 慮 し て 連 結 反 応 中 の
夫 々 の 工 程 中 に お そ ら く 生 じ る ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の 集 団 を 予 測 す る た め に 測 定 し 得
る 。 PDFを 測 定 し た 後 の 統 計 及 び 数 学 が 以 下 に 記 載 さ れ る 。 こ の よ う な 可 能 性 密 度 関 数 を
計 算 す る こ と が で き 、 こ う し て 特 別 な 連 結 反 応 か ら 生 じ る ク ロ ス オ ー バ ー の 前 も っ て 決 め
ら れ た 数 に つ い て キ メ ラ 子 孫 集 団 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 更 に 、 目 標 数 の ク ロ ス オ ー バ
ー イ ベ ン ト が 前 も っ て 決 め ら れ 、 次 い で そ の 系 が 前 も っ て 決 め ら れ た 数 の ク ロ ス オ ー バ ー
イ ベ ン ト に 集 中 す る 可 能 性 密 度 関 数 を 生 じ る た め に 連 結 反 応 中 の 夫 々 の 工 程 中 の 夫 々 の 親
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 出 発 量 を 計 算 す る よ う に プ ロ グ ラ ミ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト の 測 定
　 本 発 明 の 実 施 態 様 は 所 望 の ク ロ ス オ ー バ ー 可 能 性 密 度 関 数 (PDF)、 再 ア ッ セ ン ブ ル さ れ
る 親 遺 伝 子 の 数 、 及 び 再 ア ッ セ ン ブ ル 中 の フ ラ グ メ ン ト の 数 を イ ン プ ッ ト と し て 受 け 取 る
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シ ス テ ム 及 び ソ フ ト ウ ェ ア を 含 む 。 こ の プ ロ グ ラ ム の ア ウ ト プ ッ ト は 再 ア ッ セ ン ブ ル さ れ
た 遺 伝 子 を 生 じ る た め の 処 方 を 決 め る の に 使 用 し 得 る “ フ ラ グ メ ン ト PDF” 、 及 び こ れ ら
の 遺 伝 子 の 推 定 ク ロ ス オ ー バ ー PDFで あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た プ ロ セ シ ン グ は MATLAB
（ 登 録 商 標 ） （ The Mathworks, Natick, Massachusetts） 、 技 術 的 演 算 の た め の プ ロ グ ラ
ミ ン グ 言 語 及 び 開 発 環 境 で 行 な わ れ る こ と が 好 ま し い 。
　 反 復 方 法
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る の に 際 し て 、 そ の 方 法 は 反 復 し て 繰 り 返 し 得 る 。 例 え ば 、 変 化
さ れ た 抗 原 結 合 性 を 担 う 核 酸 が 同 定 さ れ 、 再 単 離 さ れ 、 再 度 改 変 さ れ 、 結 合 活 性 に つ い て
再 試 験 さ れ る 。 そ の 方 法 は 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド が 操 作 さ れ る ま で 反 復 し て 繰 り 返 し 得 る 。
本 発 明 は 単 一 ラ ウ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ の み に 限 定 さ れ な い 。 ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
所 望 の 活 性 に 最 も 関 連 し て い る の か を 決 め る 反 復 実 施 が 特 別 な 性 質 又 は 活 性 を 与 え 得 る 可
能 な タ ン パ ク 質 変 種 の 全 て の 一 層 有 効 な 研 究 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 突 然 変 異 誘 発 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
　 最 適 化 誘 導 進 化 方 法 は そ れ ら の 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 100％ 忠 実 度 を 有 す る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し 得 る が 、 こ の レ ベ ル の 忠 実 度 は 必 要 と さ れ な い 。 例 え ば 、 三 つ の 関
連 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 組 が 、 例 え ば 、 変 化 さ れ た 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 特 異 性 を 有 す
る 抗 体 を 生 じ る た め に 連 結 反 応 再 ア ッ セ ン ブ ル を 受 け る の に 選 ば れ る 場 合 、 特 異 な オ ー バ
ー ラ ッ プ 領 域 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 が 通 常 の 方 法 に よ り 合 成 し 得 る 。 し か し な
が ら 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 が ま た 合 成 し 得 る 。 こ れ ら の 突 然 変 異
誘 発 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が サ イ レ ン ト 、 保 存 的 、 又 は 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す
る よ う に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
　 サ イ レ ン ト 突 然 変 異 に 入 る と い う 選 択 が な さ れ 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 相 同 性 の 領 域 を
二 つ の フ ラ グ メ ン ト に 加 え る が 、 最 終 の 翻 訳 タ ン パ ク 質 に 影 響 し な い か も し れ な い 。 非 保
存 的 又 は 保 存 的 置 換 は こ の よ う な 変 化 が 、 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 如 何 に 変 化 す る
の か を 測 定 す る た め に な さ れ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン
ト 中 の 突 然 変 異 が ペ プ チ ド の 活 性 を 増 大 す る た め の 原 因 で あ っ た こ と が 測 定 さ れ る 場 合 に
行 な い 得 る 。 突 然 変 異 誘 発 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 そ れ ら の 親 と 異 な る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の ） を 合 成 す る こ と に よ り 、 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 配 列 へ の 得
ら れ る 改 変 が ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 如 何 に 影 響 す る の か を 制 御 さ れ た 様 式 で
研 究 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 突 然 変 異 誘 発 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 使 用 し て 核 酸 配 列 の 変 種 を 作 製 す る た め の 別 法 は 最
初 に 複 数 の 核 酸 配 列 を 整 列 し て 、 前 記 変 種 の 大 半 に 保 存 さ れ る が 前 記 変 種 の 全 て に は 保 存
さ れ な い 変 種 内 の 境 界 画 定 部 位 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 次 い で 保 存 さ れ た 核 酸 配 列 の 第 一
配 列 フ ラ グ メ ン ト の 組 が 生 成 さ れ 、 フ ラ グ メ ン ト が 境 界 画 定 点 で 互 い に 結 合 す る 。 保 存 さ
れ な い 核 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト の 第 二 組 が そ の 後 に 、 例 え ば 、 核 酸 シ ン セ サ イ ザ ー に よ り
生 成 さ れ る 。 し か し な が ら 、 保 存 さ れ な い 配 列 は 第 二 フ ラ グ メ ン ト が 前 記 第 一 フ ラ グ メ ン
ト と 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 境 界 画 定 部 位 に 有 す る よ う に そ れ ら の 境 界 画 定 部 位 に 突 然 変
異 を 有 す る よ う に 生 成 さ れ る 。 こ れ は 保 存 さ れ な い 配 列 が 連 結 反 応 中 に 他 の 親 配 列 に 依 然
と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 可 能 に す る 。 フ ラ グ メ ン ト が 一 旦 生 成 さ れ る と 、 ク ロ ス
オ ー バ ー イ ベ ン ト の 所 望 の 数 が 変 種 の 夫 々 に つ い て 選 ば れ る 。 次 い で 第 一 フ ラ グ メ ン ト 及
び 第 二 フ ラ グ メ ン ト の 夫 々 の 量 が 計 算 さ れ 、 そ の 結 果 、 計 算 さ れ た 量 の 第 一 フ ラ グ メ ン ト
及 び 第 二 フ ラ グ メ ン ト の 間 の 連 結 反 応 ／ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 反 応 が 所 望 の 数 の ク ロ ス オ ー
バ ー イ ベ ン ト を 有 す る 子 孫 分 子 を 生 じ る で あ ろ う 。

　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 し 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 を 測 定 す る 際 に 、
あ ら ゆ る 方 法 又 は 装 置 が 使 用 し 得 る 。
　 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ
　 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 、 例 え ば 、 GIGAMATRIX T M （ ダ イ バ ー サ 社 、 サ ン ジ エ ゴ 、 CA） が 本 発
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明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 核 酸 を 含 む 種 々 の 組 成 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 又 は 監 視 す る の に 使
用 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は サ ン プ ル を 保 持 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 有 効 な 系 を
与 え る 。 例 え ば 、 サ ン プ ル ス ク リ ー ニ ン グ 装 置 は 隣 接 キ ャ ピ ラ リ ー の ア レ イ に 形 成 さ れ た
複 数 の キ ャ ピ ラ リ ー を 含 ん で も よ く 、 夫 々 の キ ャ ピ ラ リ ー が サ ン プ ル を 保 持 す る た め の 管
腔 を 形 成 す る 少 な く と も 一 つ の 壁 を 含 む 。 そ の 装 置 は ア レ イ 中 の 隣 接 キ ャ ピ ラ リ ー の 間 に
配 置 さ れ た 間 隙 材 料 、 及 び 間 隙 材 料 内 に 形 成 さ れ た 一 つ 以 上 の 基 準 表 示 を 更 に 含 ん で も よ
い 。 サ ン プ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ャ ピ ラ リ ー （ そ の キ ャ ピ ラ リ ー は キ ャ ピ ラ リ
ー の ア レ イ 中 に 結 合 さ れ る の に 適 し て い る ） は 、 サ ン プ ル を 保 持 す る た め の 管 腔 を 形 成 す
る 第 一 壁 、 及 び サ ン プ ル を 励 起 す る た め に 管 腔 に 与 え ら れ る 励 起 エ ネ ル ギ ー を フ ィ ル タ ー
す る た め の 、 フ ィ ル タ ー 材 料 か ら 形 成 さ れ た 第 二 壁 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 、 例 え ば 、 抗 体 が キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の キ ャ ピ ラ リ ー の 少 な く と
も 一 部 へ の 第 一 成 分 に 導 入 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の 夫 々 の キ ャ ピ ラ リ ー は 第 一 成 分
を 保 持 し 、 気 泡 を 第 一 成 分 の 後 に キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 す る た め の 管 腔 を 形 成 す る 少 な く と
も 一 つ の 壁 を 含 ん で も よ い 。 第 二 成 分 が キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 で き 、 第 二 成 分 が 気 泡 に よ り
第 一 成 分 か ら 分 離 さ れ る 。 関 係 す る サ ン プ ル が 検 出 可 能 な 粒 子 で 標 識 さ れ た 第 一 液 体 と し
て キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の キ ャ ピ ラ リ ー に 導 入 で き 、 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ の 夫 々 の キ ャ ピ ラ
リ ー が 第 一 液 体 及 び 検 出 可 能 な 粒 子 を 保 持 す る た め の 管 腔 を 形 成 す る 少 な く と も 一 つ の 壁
を 含 み 、 そ の 少 な く と も 一 つ の 壁 が 検 出 可 能 な 粒 子 を 少 な く と も 一 つ の 壁 に 結 合 す る た め
の 結 合 材 料 で 被 覆 さ れ る 。 そ の 方 法 は 第 一 液 体 を キ ャ ピ ラ リ ー 管 か ら 除 去 し （ 結 合 さ れ た
検 出 可 能 な 粒 子 が キ ャ ピ ラ リ ー 内 に 維 持 さ れ る ） 、 第 二 液 体 を キ ャ ピ ラ リ ー 管 に 導 入 す る
こ と を 更 に 含 ん で も よ い 。
　 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 管 腔 を 形 成 す る 少 な く と も 一 つ の 外 壁 を 含 む 複 数 の 個 々 の キ ャ ピ
ラ リ ー を 含 ん で も よ い 。 キ ャ ピ ラ リ ー の 外 壁 は 一 緒 に 融 着 さ れ た 一 つ 以 上 の 壁 で あ っ て も
よ い 。 同 様 に 、 壁 が 液 体 又 は サ ン プ ル の 保 持 の た め の 管 腔 を 形 成 す る 限 り 、 壁 は 円 筒 形 、
正 方 形 、 六 角 形 又 は あ ら ゆ る そ の 他 の 幾 何 学 的 形 状 で あ る 管 腔 を 形 成 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ
ー ア レ イ の キ ャ ピ ラ リ ー は 接 近 し て 一 緒 に 保 持 さ れ て 平 面 状 構 造 を 形 成 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ
リ ー は 、 並 ん で 融 着 さ れ （ 例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー が ガ ラ ス 製 で あ る 場 合 ） 、 接 着 さ れ 、 結
合 さ れ 、 又 は ク ラ ン プ さ れ る こ と に よ り 、 一 緒 に 結 合 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は あ ら
ゆ る 数 の 個 々 の キ ャ ピ ラ リ ー 、 例 え ば 、 100か ら 4,000,000ま で の 範 囲 の キ ャ ピ ラ リ ー か ら
形 成 し 得 る 。 キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ は 一 緒 に 結 合 さ れ た 約 100,000以 上 の 個 々 の キ ャ ピ ラ リ
ー を 有 す る ミ ク ロ タ イ タ ・ プ レ ー ト を 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　 本 発 明 の 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 が ア レ イ 、 又 は “ バ イ
ト チ ッ プ ” へ の そ れ ら の 固 定 に よ り 分 析 し 得 る 。 ま た 、 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 原 を ア
レ イ に 固 定 す る こ と に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る の に 際 し て 、
既 知 の ア レ イ 及 び ア レ イ を つ く り 、 使 用 す る 方 法 が 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,277,628号 、
同 第 6,277,489号 、 同 第 6,261,776号 、 同 第 6,258,606号 、 同 第 6,054,270号 、 同 第 6,048,69
5号 、 同 第 6,045,996号 、 同 第 6,022,963号 、 同 第 6,013,440号 、 同 第 5,965,452号 、 同 第 5,9
59,098号 、 同 第 5,856,174号 、 同 第 5,830,645号 、 同 第 5,770,456号 、 同 第 5,632,957号 、 同
第 5,556,752号 、 同 第 5,143,854号 、 同 第 5,807,522号 、 同 第 5,800,992号 、 同 第 5,744,305
号 、 同 第 5,700,637号 、 同 第 5,556,752号 、 同 第 5,434,049号 に 記 載 さ れ た よ う に 、 全 部 も
し く は 一 部 、 又 は こ れ ら の 変 化 で 組 み 込 ま れ て も よ い 。 ま た 、 例 え ば 、 WO 99/51773、 WO 
99/09217、 WO 97/46313、 WO 96/17958を 参 照 の こ と 。 ま た 、 例 え ば 、 Johnston (1998) Cu
rr. Biol. 8:R171-R174; Schummer (1997) Biotechniques 23:1087-1092; Kern (1997) B
iotechniques 23:120-124; Solinas-Toldo (1997) Genes, Chromosomes＆ Cancer 20:399-
407; Bowtell (1999) Nature Genetics Supp. 21:25-32を 参 照 の こ と 。 ま た 公 表 さ れ た 米
国 特 許 出 願 第 20010018642号 、 同 第 20010019827号 、 同 第 20010016322号 、 同 第 20010014449
号 、 同 第 20010014448号 、 同 第 20010012537号 、 同 第 20010008765号 を 参 照 の こ と 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】

　 本 発 明 の 一 局 面 に お い て 、 動 物 が 抗 原 結 合 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 の 単 離 前 に 免 疫 さ れ る
。 免 疫 化 、 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） の 産 生 及 び 単 離 の 方 法 が
当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 科 学 文 献 及 び 特 許 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Coligan, CUR
RENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY (1991); Stites（ 編 集 ）  BASIC AND 
CLINICAL IMMUNOLOGY (第 ７ 編 ) Lange Medical Publicatins, Los Altos, CA (“ Stites
” ); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (第 ２ 編 ) Academic Pr
ess, New York, NY (1986); Kohler (1975) Nature 256:495; Harlow (1988) ANTIBODIES
, A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, New Yorkを 参 照 の こ と 。 抗
体 は ま た 、 例 え ば 、 動 物 を 使 用 す る 従 来 の in vivo方 法 に 加 え て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 す る 組 換 え 抗 体 結 合 部 位 を 使 用 し て 、 in vitroで 生 成 し 得 る 。 例 え ば
、 Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70; Katz (1997) Annu. Rev. Biophys.
 Biomol. Struct. 26:27-45を 参 照 の こ と 。

　 あ ら ゆ る 脊 椎 動 物 細 胞 が 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 源 と し て 使 用 し 得 る
。 先 に 注 目 さ れ た よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 免 疫 系 の 細 胞 、 例 え ば 、 Ｂ
細 胞 又 は プ ラ ズ マ 細 胞 か ら 単 離 し 得 る 。 キ メ ラ 又 は 改 変 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン
グ 配 列 が 一 旦 生 成 さ れ る と 、 そ れ が あ ら ゆ る 細 胞 、 例 え ば 、 バ ク テ リ ア 、 始 原 菌 、 哺 乳 動
物 、 酵 母 、 菌 類 、 昆 虫 又 は 植 物 の 細 胞 中 で 発 現 し 得 る 。 一 局 面 に お い て 、 細 胞 は 個 体 、 例
え ば 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 組 織 又 は 液 体 か ら の も の で あ っ て も よ い 。 細 胞 は 、 例 え ば 、 リ
ン パ も し く は リ ン パ 節 サ ン プ ル 、 血 清 、 血 液 、 帯 血 、 CSF又 は 骨 髄 吸 入 、 糞 サ ン プ ル 、 唾
液 、 涙 、 組 織 及 び 外 科 バ イ オ プ シ ー 、 針 又 は パ ン チ バ イ オ プ シ ー 等 か ら の も の で あ っ て も
よ い 。
　 細 胞 を 成 長 さ せ 、 管 理 す る た め の あ ら ゆ る 装 置 、 例 え ば 、 バ イ オ リ ア ク タ ー 又 は 発 酵 槽
が 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,242,248号 、 同 第 6,228,607号 、 同 第 6,218,182号 、
同 第 6,174,720号 、 同 第 6,168,949号 、 同 第 6,133,022号 、 同 第 6,133,021号 、 同 第 6,048,72
1号 、 同 第 5,660,977号 、 同 第 5,075,234号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 発 明 は 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 ば れ た キ メ ラ 核 酸 を 含 む 遺 伝 子 ワ ク チ ン を 提 供 す
る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 ワ ク チ ン は 核 酸 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 媒 介 免 疫 調 節 に 使 用 し 得 る 。 本 発
明 は 確 率 的 （ 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド シ ャ ッ フ リ ン グ ＆ 中 断 合 成 ） 及 び 非 確 率 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 再 ア ッ セ ン ブ ル に よ る 遺 伝 子 ワ ク チ ン の 発 生 の た め の 種 々 の ア プ ロ ー チ を 提 供
す る 。
　 遺 伝 子 ワ ク チ ン は そ れ が 導 入 さ れ る 一 種 以 上 の 哺 乳 動 物 細 胞 及 び 生 物 に 医 療 上 有 益 な 表
現 型 効 果 を 生 じ る 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 遺 伝 子 ワ ク チ ン は “ 裸 ” の 核 酸 の 形 態
で あ っ て も よ く 、 又 は ベ ク タ ー と し て で あ っ て も よ い 。 ベ ク タ ー 又 は 核 酸 は 複 製 起 点 を 有
し て も よ く 、 又 は 有 し な く て も よ い 。 例 え ば 、 患 者 へ の 投 与 の 前 に 充 分 な 量 の ベ ク タ ー を
得 る た め に 複 製 起 点 を ベ ク タ ー 中 に 含 ん で ベ ク タ ー の 増 殖 を 可 能 に す る こ と が 有 益 で あ る
か も し れ な い 。 ベ ク タ ー が 宿 主 染 色 体 DNAに 組 込 み 、 又 は 宿 主 mRNAも し く は DNAに 結 合 す る
よ う に 設 計 さ れ る 場 合 、 又 は 宿 主 中 の 複 製 が そ の 他 の 点 で 望 ま し く な い 場 合 、 複 製 起 点 が
投 与 の 前 に 除 去 で き 、 又 は ベ ク タ ー 生 成 に 使 用 さ れ る 細 胞 中 で 機 能 す る が 、 標 的 細 胞 中 で
機 能 し な い 起 点 が 使 用 し 得 る 。 し か し な が ら 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 状 況 の 幾 つ か を 含 む
、 或 る 状 況 で は 、 遺 伝 子 ワ ク チ ン ベ ク タ ー が 適 当 な 宿 主 細 胞 中 で 複 製 し 得 る こ と が 望 ま し
い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 遺 伝 子 ワ ク チ ン 投 与 に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー は ウ イ ル ス 又 は 非 ウ イ ル ス で あ っ て も よ い 。
ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 通 常 ウ イ ル ス の 成 分 と し て 患 者 に 導 入 さ れ る 。 例 示 の ベ ク タ ー と し て
、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス を ベ ー ス と す る ベ ク タ ー （ Cantwell (1996) Blood 88:4676-46
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83; Ohashi (1997) Proc. Natl. Acad. Sci USA 94:1287-1292） 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ル
ウ イ ル ス を ベ ー ス と す る ベ ク タ ー （ Mazda (1997) J. Immunol. Methods 204:143-151） 、
ア デ ノ ウ イ ル ス 関 連 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Strong (1997) Ge
ne Ther. 4:624-627） 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Kennedy (1997) Brain 120:124
5-1259） 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Schubert (1997) Curr. Eye Res. 16:656-662）
が 挙 げ ら れ る 。 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 典 型 的 に は dsDNAは 裸 の DNAと し て 導 入 で き 、 又 は 導
入 増 進 ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 、 受 容 体 認 識 タ ン パ ク 質 、 リ ポ ソ ー ム 、 リ ポ ア ミ ン 、 も し く は 陽
イ オ ン 脂 質 と 混 在 し て 導 入 し 得 る 。 こ の DNAは 当 業 界 で 公 知 の 種 々 の 技 術 を 使 用 し て 細 胞
に 導 入 し 得 る 。 例 え ば 、 裸 の DNAは 細 胞 膜 と 融 合 し 、 又 は エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ れ る リ ポ
ソ ー ム の 使 用 に よ り 、 即 ち 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を も た ら す 細 胞 の 表 面 膜 タ ン パ ク 質 受 容
体 に 結 合 す る 、 リ ポ ソ ー ム に 結 合 さ れ 、 又 は DNAに 直 接 結 合 さ れ た リ ガ ン ド を 使 用 す る こ
と に よ り 送 出 し 得 る 。 ま た 、 細 胞 は 透 過 可 能 に さ れ て 、 宿 主 細 胞 を 損 傷 し な い で 、 細 胞 へ
の DNAの 輸 送 を 増 進 し 得 る 。 DNAを 細 胞 に 輸 送 す る こ と が 知 ら れ て い る DNA結 合 タ ン パ ク 質
、 例 え ば 、 HBGF-1を 使 用 す る こ と が で き る 。 更 に 、 DNAは 機 械 的 手 段 、 例 え ば 、 圧 力 に よ
り 送 出 さ れ る DNAで 被 覆 さ れ た 金 又 は そ の 他 の 粒 子 に よ る 皮 膚 の 衝 撃 に よ り 送 出 し 得 る 。
裸 の DNAを 細 胞 に 送 出 す る た め の こ れ ら の 操 作 が in vivoで 有 益 で あ る 。 例 え ば 、 特 に リ ポ
ソ ー ム 表 面 が 標 的 細 胞 に 特 異 的 な リ ガ ン ド を 有 し 、 又 は そ れ 以 外 の 点 で 特 定 の 器 官 に 優 先
的 に 誘 導 さ れ る 場 合 に 、 リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る こ と に よ り 、 in vivoの 標 的 細 胞 ／ 器 官 へ
の DNAの 導 入 を 提 供 し 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 特 許 請 求 さ れ た 発 明 を 説 明 す る た め に 示 さ れ る も の で あ り 、 本 発 明 を 限
定 す る た め で は な い 。

　 下 記 の 実 施 例 に は 本 発 明 の 例 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 及 び 方 法 を 使 用 し て
、 核 酸 、 遺 伝 子 を 構 築 す る こ と が 記 載 さ れ る 。
　 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 構 築 は い か な る 鋳 型 又 は 親 DNAの 取 扱 も 必
要 と し な い 。 コ ド ン 頻 度 は あ ら ゆ る 発 現 宿 主 に 対 し て 最 適 化 し 得 る 。 制 限 部 位 は ク ロ ー ニ
ン グ 要 求 に 応 じ て 付 加 ／ 変 化 し 得 る 。
　 本 発 明 の こ の 例 示 の 系 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ラ イ ブ ラ リ ー を 使
用 し て DNA配 列 を 生 成 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 特 注 構 築 さ れ る
夫 々 の 配 列 に つ い て 設 計 す る 。 一 局 面 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 合 計 4096の ク ロ ー ン 及 び
61の リ ン カ ー フ ラ グ メ ン ト で 全 て の 可 能 な ジ コ ド ン 組 み 合 わ せ か ら な る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 夫 々 の 特 注 構 築 配 列 に つ い て 設 計 す る こ と が で き る 。 夫 々 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を ク ロ ー ン 化 し 、 配 列 を 確 か め 、 PCR増 幅 し （
又 は 制 限 消 化 か ら 調 製 し ） 、 予 備 切 断 す る 。 こ の 例 示 の 反 復 連 続 コ ド ン 遺 伝 子 構 築 プ ロ ト
コ ル の 要 約 に つ い て 図 １ を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 及 び オ リ ゴ が 挿 入 さ れ る 相 当 す る ク ロ ー ン ） が 一 つ の 特 定
の ジ コ ド ン 配 列 を 含 む 、 4096の 固 有 な “ ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ
イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 。 “ ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を PCR増 幅 す る 。
固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ る “ ス タ ー タ ー ” フ ラ グ メ ン ト を 3'コ ド ン で 予 備 切 断 す る 。 “ 伸 長
フ ラ グ メ ン ト ” を 5'コ ド ン で 予 備 切 断 す る 。 “ ス タ ー タ ー ” フ ラ グ メ ン ト （ 固 体 支 持 体 に
結 合 さ れ る ） 及 び “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト ” を 異 な る IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 切 断 す
る 。 例 え ば 、 “ ス タ ー タ ー ” フ ラ グ メ ン ト を EarIで 切 断 し 、 “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト ” を SapI
で 予 備 切 断 し 、 ま た そ の 逆 を 行 う 。 一 例 に お い て 、 “ ス タ ー タ ー ” フ ラ グ メ ン ト を 最 初 に
“ フ ッ ク ” へ の 連 結 の た め に BbsIで 切 断 し 、 次 い で フ ッ ク へ の 結 合 後 に EarIで 切 断 す る 。
“ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト ” を プ ラ イ マ ー SapF及 び T3（ PCR中 に 導 入 さ れ た SapI部 位 ） で 増 幅 し
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、 SapIで 切 断 す る 。 一 つ の 例 示 的 プ ロ ト コ ル に お い て 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の PCR増 幅 が SapI部 位 を 付 加 し 、 EarI部 位 を 欠 失 す る 。 夫 々 の “ ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ク ロ ー ン 化 し 、 夫 々 の ジ コ ド ン 配 列 を 確 か め る 。
　 こ の 例 示 の 方 法 に お い て 、 夫 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 挿 入 さ れ
る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は pBluescriptII Ks(-)T M （ ス ト ラ タ ジ ー ン 、 サ ン ジ エ ゴ 、 CA）
の 改 変 で あ る 。 下 記 の 変 更 を 行 っ た ：
　 ベ ク タ ー 特 異 的 SapI部 位 及 び EarI部 位 の 除 去 ：
　 或 る 局 面 の よ う に 、 SapI及 び EarIを 使 用 し て ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
中 に オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 し 、 ベ ク タ ー 中 の SapI及 び EarI認 識 部 位 を 除 去 す る こ と が 必 要
で あ る 。 こ の 例 に お い て 、 pBluescriptII Ks(-)T M は 三 つ の EarI部 位 （ 位 置 518、 1038及 び
2842で ） を 含 み 、 そ れ ら の 一 つ が 単 一 SapI部 位 （ 位 置 1038で ） と オ ー バ ー ラ ッ プ す る 。 例
え ば 、 ス ト ラ タ ジ ー ン の ク イ ッ ク チ ェ ン ジ 部 位 誘 導 突 然 変 異 誘 発 T M キ ッ ト を 使 用 し て 、 こ
れ ら の 部 位 を 除 去 す る こ と が で き る 。 成 功 裏 の 変 化 は SapI及 び EarIを 使 用 す る 制 限 切 断 及
び ／ 又 は 配 列 決 定 に よ り 確 か め る こ と が で き る 。 こ の 例 に お い て 、 修 飾 ベ ク タ ー を ｐ Δ SE
と 称 し た 。
　 単 一 BbsI部 位 の 挿 入 ：
　 “ ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト ” は 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た “ フ ッ ク ” に つ な が れ る 必 要
が あ り 、 こ の 例 に お い て 、 フ ッ ク は 磁 性 ビ ー ズ に 固 定 化 さ れ る 。 フ ラ グ メ ン ト の 自 己 連 結
反 応 を 避 け る た め に 非 パ リ ン ド ロ ー ム オ ー バ ー ハ ン グ （ 例 え ば 、 5'-GGGG-3'） を 使 用 す る
こ と が で き る 。 そ の 配 列 は SacI/NotIに よ る ｐ Δ SEベ ク タ ー （ 上 記 を 参 照 の こ と ） へ の こ
の 二 本 鎖 フ ラ グ メ ン ト の 挿 入 に よ り 利 用 で き る 。 線 状 化 ベ ク タ ー に 以 下 を 挿 入 す る ：
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ れ は BbsI部 位 を 導 入 し て 高 い 連 結 反 応 効 率 の た め に GGGGオ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ る （ 固
体 支 持 体 上 の フ ッ ク フ ラ グ メ ン ト へ の 連 結 ） 。 等 モ ル 量 の PAGE精 製 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （
例 え ば 、 イ ン テ グ レ ー テ ッ ド DNAテ ク ノ ロ ジ ー ズ 、 コ ラ ル ビ ル 、 IAか ら ） の ア ニ ー リ ン グ
が 先 に 示 さ れ た よ う な 二 本 鎖 (ds)フ ラ グ メ ン ト を 生 じ る で あ ろ う 。 成 功 裏 の 組 込 み は BbsI
に よ る 制 限 切 断 及 び 配 列 決 定 に よ り 確 か め ら れ る 。 5'-GGGGオ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る よ
う に Bbs部 位 を 設 計 す る 。 こ の 修 飾 ベ ク タ ー を pBbs4Gと 称 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る
た め に こ の ベ ク タ ー （ pBbs4G） を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 Sma/PstIス ペ ー サ ー の 挿 入
　 こ の 例 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の イ ン サ ー ト は 一 つ の 側 に ブ ラ ン ト
エ ン ド 及 び 別 の 側 に PstI適 合 性 3'-オ ー バ ー ハ ン グ を 有 し 、 SmaI/PstI切 断 ベ ク タ ー へ の 更
な る 操 作 を 用 い な い で 誘 導 ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 部 位 が pBluescriptII Ks
(-) T M （ ス ト ラ タ ジ ー ン 、 サ ン ジ エ ゴ 、 CA） ベ ク タ ー 中 で 互 い に 直 接 隣 接 し て 配 置 さ れ る
。 第 一 酵 素 の 切 断 後 、 他 方 の 認 識 配 列 は そ の DNAの 末 端 に 非 常 に 近 く に あ る 。 PstI及 び Sma
Iは DNA末 端 近 く を 有 効 に 切 断 し な い 。 こ の 問 題 は 、 こ の dsDNAを SmaI及 び HindIIIで 切 断 さ
れ 、 脱 リ ン 酸 化 さ れ 、 ゲ ル 精 製 さ れ た ベ ク タ ー pBbs4Gに 挿 入 す る こ と に よ り 、 解 決 す る こ
と が で き る 。
　 pBbs4Gを SmaI/HindIIIで 切 断 し 、 以 下 を 挿 入 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

10

20

30

40

(71) JP 2005-514927 A 2005.5.26



【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
　 SmaI及 び PstIを 分 離 し て 、 二 重 切 断 を 一 層 有 効 に す る 。 先 に 注 目 さ れ た よ う に 、 相 補 5'
-リ ン 酸 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル す る こ と に よ り 、 フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る こ と
が で き る 。 成 功 裏 の 組 込 み を 配 列 決 定 に よ り チ ェ ッ ク す る こ と が で き る 。 改 変 ベ ク タ ー を
pGB1と 称 す る 。 ベ ク タ ー 改 変 を 用 い な い で 、 KpnI又 は SacIを PstIに 代 え て 使 用 す る こ と が
で き る が 、 こ れ は 一 層 調 製 し 難 い 極 め て 短 い フ ラ グ メ ン ト （ 以 下 を 参 照 の こ と ） を も た ら
す で あ ろ う （ 標 準 方 法 の 効 率 は 約 70塩 基 対 よ り 下 で は 低 下 す る ） 。
　
　 こ の 例 示 の 操 作 に お い て 、 幾 つ か の 開 始 位 置 で 同 時 に 遺 伝 子 合 成 を い ず れ か の コ ド ン で
開 始 す る た め に 、 合 計 61の “ ス タ ー タ ー ” 及 び 4096の “ 伸 長 ” フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る 。
全 て の フ ラ グ メ ン ト を pGB1（ 上 記 を 参 照 の こ と ） に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ
ー を SmaI及 び PstIで 切 断 し 、 脱 リ ン 酸 化 し 、 ゲ ル 精 製 す る こ と が で き る 。
　 “ ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト ”
　 以 下 に 説 明 さ れ る よ う に 、 二 つ の 部 分 相 補 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル す る こ と に よ
り 、 61の “ ス タ ー タ ー ” ク ロ ー ン を 作 製 す る こ と が で き る 。 5'オ ー バ ー ハ ン グ を ク レ ノ ー
DNAポ リ メ ラ ー ゼ で フ ィ ル イ ン し 、 そ の 混 合 物 を 上 記 の よ う に pGB1に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 S
apIを 使 用 し て 第 一 伸 長 フ ラ グ メ ン ト の 連 結 反 応 の た め の オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る こ と
が で き る 。 BsmFIを 使 用 し て 部 分 遺 伝 子 を 固 体 支 持 体 か ら 遊 離 さ せ 、 こ れ ら を つ な い で 完
全 長 遺 伝 子 を 生 成 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は SmaI/PstIで 切 断 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
【 化 ３ 】
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【 ０ １ ０ ２ 】
　 以 下 を “ フ ィ ル イ ン ” す る こ と に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
　 一 局 面 に お い て 、 96の コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 配 列 決 定 す る 。 縮 重 プ ラ イ マ ー に 代
え て 配 列 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 ミ シ ン グ (missing)コ ド ン を 作 製 す る こ と が で き
る 。 ク ロ ー ニ ン グ 操 作 は 先 に 概 説 し た の と 同 じ で あ る 。
　 “ 伸 長 フ ラ グ メ ン ト ”
　 全 て の 可 能 な 4096の ジ コ ド ン 組 み 合 わ せ （ 全 て の 可 能 な ２ コ ド ン 組 み 合 わ せ ） を 含 む “
伸 長 フ ラ グ メ ン ト ” を 上 記 操 作 に 従 っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 使 用 す る オ リ ゴ は 以 下 の
と お り で あ る 。

【 ０ １ ０ ５ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
こ の ク ロ ー ン は 以 下 の 設 計 を 有 す る ：
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
　 SapIを 使 用 し て 連 結 反 応 に 先 立 っ て 5'オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る 。 EarIを 使 用 し て 次 の
フ ラ グ メ ン ト の 付 加 の た め に 次 の コ ド ン 中 に 5'オ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ る 。 BsmFI及 び BbvI
制 限 部 位 を 配 置 し て 合 成 DNAフ ラ グ メ ン ト の 最 初 の 二 つ の コ ド ン 及 び 最 後 の 二 つ の コ ド ン
内 の 切 断 を 可 能 に す る 。 BsmFIを 使 用 し て 部 分 遺 伝 子 を 固 体 支 持 体 か ら 遊 離 さ せ る 。 BbvI
を 使 用 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ た 部 分 遺 伝 子 の 3'末 端 で 適 合 性 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す
る 。
　 ラ イ ブ ラ リ ー は 4096の ク ロ ー ン を 含 む 。 ク ロ ー ン の う ち 二 つ （ 配 列 CTCTTC及 び GAAGAGを
コ ー ド す る ） は 、 EarI認 識 配 列 を コ ー ド す る の で ア ッ セ ン ブ ル 処 理 に 使 用 す る こ と が で き
な い 。 標 的 配 列 を こ れ に 従 っ て 改 変 で き る の で 問 題 で は な い 。 全 変 異 性 を 捕 獲 し 、 保 存 す
る た め に 、 10,000の 単 一 コ ロ ニ ー を 96ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に 取 り 出 す 。 自 動 化 コ ロ ニ ー ピ ッ
カ ー を こ の 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 局 面 に お い て 、 96の 固 有 ク ロ ー ン を 有
す る こ と が 充 分 で あ る 。 一 局 面 に お い て 、 充 分 な ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し て 長 さ １ kbpの 人
工 遺 伝 子 を 合 成 す る こ と が で き る 。
　 一 局 面 に お い て 、 ４ 種 の 異 な る ク ラ ス IIS制 限 酵 素 （ SapI、 EarI、 BsmFI、 BbvI） の み を
使 用 し て 個 々 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 連 結 反 応 の た め の 適 合 性 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す
る 。 SapI及 び EarIは ３ 塩 基 5'オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 し 、 BsmFI及 び BbvIは ４ 塩 基 5'オ ー バ
ー ハ ン グ を 生 成 す る 。 ス タ ー タ ー ／ 伸 長 ク ロ ー ン の 設 計 が 表 ２ に 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 表 ２ ： ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 設 計
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト 。 イ ン サ ー ト を 制 限 フ ラ グ メ ン ト （ BbsI/KpnI； 140bp） と し て
、 又 は T7/T3プ ラ イ マ ー に よ る 増 幅 （ 210bp） 及 び BbsIに よ る 制 限 切 断 （ 170bp） に よ り 回
収 す る こ と が で き る 。
　 伸 長 フ ラ グ メ ン ト 。 イ ン サ ー ト を 制 限 フ ラ グ メ ン ト （ SapI/KpnI； 88bp） と し て 、 又 は S
1/T3プ ラ イ マ ー に よ る 増 幅 （ 127bp） 及 び SapIに よ る 制 限 切 断 （ 110bp） に よ り 回 収 す る こ
と が で き る 。
　 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 調 製 ：
　 ス タ ー タ ー 及 び 伸 長 フ ラ グ メ ン ト を PCRに よ り 生 成 し 、 例 え ば 、 キ ア ゲ ン PCR精 製 キ ッ ト
を 使 用 す る こ と に よ り 精 製 し 、 SapIに よ り 消 化 し 、 キ ア ゲ ン PCR精 製 キ ッ ト を 使 用 す る こ
と に よ り 再 度 精 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 を 96ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト 、 例 え ば 、 ベ
ッ ク マ ン BIOMEK 2000 T M で 行 な う こ と が で き る 。 標 準 操 作 プ ロ ト コ ル を 使 用 す る 。 精 製 ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 96ウ ェ ル デ ィ ー プ ブ ロ ッ ク （ 2mlま で ） 中 で 標 準 化 DNA濃 度 （ 例 え ば
、 100ピ コ モ ル ／ μ l） で 貯 蔵 す る こ と が で き る 。
　 PCR導 入 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 が 合 成 遺 伝 子 中 に 有 意 な 数 の 突 然 変 異 を 生 じ る こ と は 予 期 さ
れ な い 。 THERMALACE T M  DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン ） を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ
れ は 高 忠 実 度 ／ 高 効 率 酵 素 で あ る 。 エ ラ ー 率 は 1/(6x10 5 )で あ る 。 こ れ は 200bp PCR産 物 の
1500の コ ピ ー の う ち の 一 つ （ 600,000b:400b） が 平 均 で 一 つ の エ ラ ー を 有 す る こ と を 意 味
す る 。 夫 々 の フ ラ グ メ ン ト の 6bp（ 12塩 基 ） の み を 合 成 に 使 用 す る 。 こ れ ら の 塩 基 の う ち
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の 一 つ が 誤 っ て い る 可 能 性 は 200bp産 物 に つ い て わ ず か に ３ ％ で あ る （ 12:400） 。 そ れ 故
、 50,000の コ ピ ー の う ち の わ ず か に 一 つ が ジ コ ド ン 領 域 中 に 導 入 さ れ た エ ラ ー を 有 す る （
＝ 0.002％ ； 合 成 オ リ ゴ と 較 べ て ； 2-5％ ） 。 ジ コ ド ン 領 域 外 の 突 然 変 異 は 合 成 配 列 中 に 運
ば な い 。
　 突 然 変 異 コ ド ン を 連 結 反 応 中 に 更 に 識 別 す る 。 合 成 遺 伝 子 及 び 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル プ
ロ ジ ェ ク ト か ら の 数 百 の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し 、 導 入 さ れ た 塩 基 エ ラ ー 又 は ミ シ ン グ ／ 誤
っ た 塩 基 が オ ー バ ー ハ ン グ 領 域 に 見 ら れ な か っ た 。
　 プ ラ ス ミ ド 調 製 は PCR増 幅 の 別 法 で あ る 。 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を プ ラ ス ミ ド DNAの 制 限
消 化 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 フ ラ グ メ ン ト を サ イ ズ 分 別 カ ラ ム に よ り そ の ベ ク タ ー 主
鎖 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は ヌ ク レ オ チ ド 置 換 が 高 い 突 然 変 異 率 を 生 じ る 場
合 の 別 法 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 伸 長 プ ロ ト コ ル
　 一 局 面 に お い て 、 伸 長 サ イ ク ル は ３ 工 程 ： (1)DNAリ ガ ー ゼ に よ る 新 し い フ ラ グ メ ン ト の
共 有 結 合 、 (2)ク レ ノ ー DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 未 連 結 オ ー バ ー ハ ン グ の フ ィ ル -イ ン 、 及
び (3)次 の オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す る た め の EarIに よ る 制 限 消 化 を 伴 う 。 夫 々 の 工 程 を 別
々 に 最 適 化 し 、 次 い で 幾 つ か の 短 い DNA配 列 （ 30-60bp） を 合 成 し て 全 合 成 サ イ ク ル を 試 験
し 、 最 適 化 す る こ と が で き る 。 合 成 フ ラ グ メ ン ト を ク ロ ー ン 化 し 、 配 列 決 定 し て 伸 長 反 応
の 効 率 及 び 忠 実 度 を 確 か め る こ と が で き る 。
　 一 局 面 に お い て 、 固 相 支 持 体 を 使 用 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら の DNA分 子 の 再 ア
ッ セ ン ブ ル を 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 再 ア ッ セ ン ブ ル に 適 用 す る 。 こ の プ ロ ト コ ル に お い て 、
30-50塩 基 の ア ニ ー ル さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 段 階 的 連 結 反 応 に よ り 完 全 長 再 ア ッ セ
ン ブ ル 遺 伝 子 を 得 た 。
　 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の ２ 種 の 異 な る 組 が ラ イ ブ ラ リ ー の “ 保 管 さ れ た ” ク ロ ー ン か ら
調 製 さ れ る 必 要 が あ る 。
　 － 　 ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト
　 　 　 ・ 固 体 担 体 に 結 合 し 得 る
　 　 　 ・ プ ラ イ マ ー E F及 び T3に よ る 増 幅
　 　 　 ・ フ ッ ク へ の 連 結 の た め に BbsIで 切 断
　 　 　 ・ 結 合 後 に EarIで 切 断
　 － 　 伸 長 フ ラ グ メ ン ト
　 　 　 ・ プ ラ イ マ ー SapF及 び T3に よ る 増 幅
　 　 　 ・ SapI部 位 を PCR中 に 導 入 し た
　 　 　 ・ SapIで 切 断
　 　 　 ・ 一 つ の コ ド ン ／ 伸 長 サ イ ク ル に よ り ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト を 伸 長 す る の に 使 用
【 ０ １ １ １ 】
　 ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト を 固 体 支 持 体 に 連 結 す る た め の フ ッ ク ： フ ッ ク フ ラ グ メ ン ト の
固 定 化
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 さ れ た 常 磁 性 ビ ー ズ を ダ イ ナ ー ル A.S.（ オ ス ロ 、 ノ ル ウ ェ ー
） か ら 購 入 す る こ と が で き る 。 5'-ビ オ チ ン 化 フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ （ 5'-bio-GAACGATAATAAGC
TTGATGACGAAGACAT-3'） （ 配 列 番 号 23） 及 び リ バ ー ス オ リ ゴ （ 5'-CCCCATGTCTTCGTCATCAAGC
TTATTATCGTTC-3'） （ 配 列 番 号 24） を 、 例 え ば 、 イ ン テ グ レ ー テ ッ ド DNAテ ク ノ ロ ジ ー ズ 社
（ コ ラ ル ビ ル 、 IA） か ら 購 入 す る こ と が で き る 。 そ の ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー
ル し て フ ッ ク フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る こ と が で き る 。 フ ッ ク フ ラ グ メ ン ト を 製 造 業 者 の 指
示 （ 例 え ば 、 ダ イ ナ ー ル プ ロ ト コ ル ） に 従 っ て ビ ー ズ に 固 定 す る こ と が で き る 。
　 　 　 　 　 T7プ ロ モ ー タ ー
(NNN)x CGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTC（ 配 列 番 号 25）
　 　 (NNN)x GCGCGCATTATGCTGAGTGATATCCCGCTTAACCTCGAGCCCC（ 配 列 番 号 26）
　 “ フ ッ ク “ の 調 製
　 － 　 長 さ ／ 配 列 可 変
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　 － 　 in vitro転 写 ／ 翻 訳 の た め に プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 T7） を 含 ん で も よ い
　 － 　 ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト の 連 結 の た め の 適 合 性 オ ー バ ー ハ ン グ
【 ０ １ １ ２ 】
　 別 法 ：
　 配 列 が 確 認 さ れ た ク ロ ー ン に 由 来 す る PCRフ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と に 代 え て 、 オ リ
ゴ に 由 来 す る 短 い （ 約 20～ 25塩 基 対 (bp)） 二 本 鎖 (ds)DNAフ ラ グ メ ン ト か ら ビ ル デ ィ ン グ
ブ ロ ッ ク を 合 成 す る 。 下 部 ス ト ラ ン ド （ 図 を 参 照 の こ と ） の 3'末 端 に あ る ３ 塩 基 の み が 正
確 な 配 列 を 構 築 す る の に 重 要 で あ る 。
　 　 原 理 ：
　 　 ＞ 固 体 支 持 体 ＜ --フ ッ ク － ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト ---コ ド ン 特 異 的 オ ー バ ー ハ ン グ
　 　 － 　 ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト を 固 体 支 持 体 に 結 合 す る た め の フ ッ ク ：
　 　 　 　 　 T7プ ロ モ ー タ ー
(NNN)xCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTC（ 配 列 番 号 27）
　 　 　 (NNN)xGCGCGCATTATGCTGAGTGATATCCCGCTTAACCTCGAGCCCC（ 配 列 番 号 28）
　 ス タ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト ：
　 　 　 　 　 BsmFI
　 GGGGATCCT GTTCTTCG （ 配 列 番 号 29）
　 　 　 TAGGACCCTGCAAGAAGCNNN （ 配 列 番 号 30）
　 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ：
　 NNNnnnTGAAGAGAGCTGCTACTAACTGCAGGAATTCGATATGAAGCTT（ 配 列 番 号 31）
　  nnnACTTCTCTCGACGATGATTGACGTCCTTAAGCTATACTTCGAA（ 配 列 番 号 32）
【 ０ １ １ ３ 】
　 要 す る に 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の こ の 例 示 の 遺 伝 子 構 築 方 法 の “ 伸 長 サ イ ク
ル ” は 、 基 質 へ の ス タ ー タ ー オ リ ゴ の “ ロ ー デ ィ ン グ ” 、 連 結 反 応 （ い ず れ か の リ ガ ー ゼ
、 例 え ば 、 T4リ ガ ー ゼ 又 は E. coliリ ガ ー ゼ に よ る ） 、 洗 浄 、 末 端 の フ ィ ル -イ ン 、 洗 浄 、
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 切 断 、 洗 浄 、 反 復 （ 反 復 サ イ ク ル ） を 含 む 。 プ ロ ト コ ル 又
は 別 の プ ロ ト コ ル の あ ら ゆ る 型 が 使 用 し 得 る 。 条 件 の 最 適 化 を 或 る 範 囲 の パ ラ メ ー タ ー 、
例 え ば 、 温 度 、 時 間 、 緩 衝 剤 、 伸 長 サ イ ク ル の 数 、 ど の リ ガ ー ゼ を し よ う す る の か 、 固 体
基 質 （ 存 在 す る 場 合 ） の 選 択 等 の ル ー チ ン ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 酵 素
　 一 局 面 に お い て 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ を 使 用 す る 。 T4 DNAリ ガ ー ゼ は DNA連 結 反 応 に 最 も 普
通 に 使 用 さ れ る 酵 素 で あ る 。 T4 DNAリ ガ ー ゼ は 高 い 比 活 性 を 有 し 、 5'又 は 3'突 出 適 合 性 オ
ー バ ー ハ ン グ を 非 常 に 有 効 に 結 合 す る 。 ま た 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ は 一 層 低 い 効 率 で あ る が ブ
ラ ン ト エ ン ド フ ラ グ メ ン ト を つ な ぐ 。 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク （ PCRに よ り 生 成 さ れ る 場 合
） が 一 つ の 側 で ブ ラ ン ト エ ン ド に さ れ 、 フ ィ ル -イ ン 反 応 か ら 生 じ る そ の 他 の ブ ラ ン ト エ
ン ド フ ラ グ メ ン ト に つ な が り 得 る の で 、 こ の こ と は 潜 在 的 な 問 題 を 生 じ る 。 非 リ ン 酸 化 プ
ラ イ マ ー が PCRに 使 用 さ れ る の で 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 二 量 体 化 は 問 題 で は な い で あ
ろ う 。 一 局 面 に お い て 、 こ れ ら の 副 反 応 を 避 け る た め に 、 E. coli DNAリ ガ ー ゼ が T4 DNA
リ ガ ー ゼ の 代 替 と し て 使 用 し 得 る 。 大 腸 菌 DNAリ ガ ー ゼ は NAD + 依 存 性 で あ り 、 DNAフ ラ グ メ
ン ト の 付 着 末 端 の み を つ な ぐ 。 大 腸 菌 DNAリ ガ ー ゼ は T4 DNAリ ガ ー ゼ よ り も １ ～ ２ オ ー ダ
の 大 き さ だ け 高 い 忠 実 度 を 有 す る が 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ よ り も 低 い 比 活 性 を 有 す る 。 大 腸 菌
DNAリ ガ ー ゼ は 市 販 さ れ て い る 。 ル ー チ ン ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 両 方 の
酵 素 を 評 価 し て 所 望 の 条 件 下 で 最 も 有 効 な 操 作 を 決 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 最 適 化
　 ル ー チ ン ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 異 な る 条 件 下 の 連 結 反 応 効 率 を 、 例 え
ば 、 所 望 の 結 果 、 物 質 及 び ／ 又 は 条 件 に つ い て 最 適 化 す る こ と が で き る 。 三 つ の パ ラ メ ー
タ ー 、 DNA濃 度 、 酵 素 単 位 、 及 び 反 応 時 間 を 最 適 化 す る こ と が で き る 。 PCR反 応 に お い て 、
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既 知 の ジ コ ド ン ク ロ ー ン を 鋳 型 と し て 使 用 し て 、 蛍 光 （ 例 え ば 、 6-Fam） 標 識 T3プ ラ イ マ
ー （ 上 記 表 ２ を 参 照 の こ と ） を 未 標 識 S1プ ラ イ マ ー と と も に 使 用 し て 、 標 識 伸 長 フ ラ グ メ
ン ト を 生 成 す る こ と が で き る 。 幾 つ か の 標 識 フ ラ グ メ ン ト を 生 成 し て オ ー バ ー ハ ン グ 中 の
異 な る GC含 量 を カ バ ー す る こ と が で き る 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 使 用 し て プ ロ ト コ ル 開
発 中 の 連 結 反 応 効 率 を 監 視 す る こ と が で き る 。 夫 々 の 反 応 に お い て 、 標 識 フ ラ グ メ ン ト の
一 つ を 伸 長 鎖 に 付 加 さ れ る 最 後 の も の と し て 使 用 す る こ と が で き る （ プ ロ ト コ ル 開 発 の 目
的 と し て は ２ ～ ３ の コ ド ン ） 。 反 応 の 完 結 後 に 、 フ ラ グ メ ン ト を 固 体 支 持 体 か ら 遊 離 さ せ
る こ と が で き 、 と り 込 ま れ た 標 識 を 、 例 え ば 、 ABIプ リ ズ ム 310遺 伝 子 ア ナ ラ イ ザ ー T M で 分
析 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Liu (1997) Appl. Environ. Microbiol 63:4516-4522に よ
り 記 載 さ れ た 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 酵 素
　 連 結 反 応 工 程 に お い て 、 次 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を モ ル 過 剰 で 使 用 し て ビ ー ズ に 結 合
さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 飽 和 し 、 連 結 反 応 を 完 結 ま で 誘 導 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法
は 多 工 程 方 法 で あ っ て も よ い 。 そ れ 故 、 連 結 さ れ て い な い フ ラ グ メ ン ト の 痕 跡 量 さ え も 最
終 生 成 物 の 正 確 さ 及 び 品 質 を 低 下 さ せ 得 る 。 連 結 さ れ て い な い フ ラ グ メ ン ト を そ の 後 の サ
イ ク ル （ 同 じ コ ド ン ） に お け る 伸 長 か ら 防 止 す る た め に 、 ク レ ノ ー DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 夫
々 の 連 結 反 応 工 程 後 に 使 用 し て 、 連 結 さ れ て い な い オ ー バ ー ハ ン グ を フ ィ ル イ ン す る こ と
が で き る 。 ク レ ノ ー DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 殆 ど 全 て の 一 般 に 使 用 さ れ る 制 限 緩 衝 液 中 で 活 性
で あ り 、 付 加 的 な 緩 衝 液 交 換 を 回 避 で き る と い う 利 点 を 有 す る 。 一 局 面 に お い て 、 酵 素 を
次 の 連 結 反 応 工 程 の 前 に 不 活 化 、 例 え ば 、 熱 不 活 化 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 フ ィ ル -イ ン 条 件 の 最 適 化
　 ル ー チ ン ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 フ ィ ル -イ ン 条 件 を 、 例 え ば 、 所 望 の
結 果 、 物 質 及 び ／ 又 は 条 件 に つ い て 最 適 化 す る こ と が で き る 。 一 局 面 に お い て 、 反 応 条 件
（ 全 て の 末 端 の フ ィ ル イ ン ） を 最 適 化 す る た め に 、 DNAフ ラ グ メ ン ト （ 30-40bp） を そ の 反
応 の た め の 基 質 と し て の ３ 塩 基 5'オ ー バ ー ハ ン グ と と も に 使 用 す る 。 二 つ の 相 補 オ リ ゴ を
設 計 す る こ と が で き る 。 フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ は 5'蛍 光 （ 例 え ば 、 6-Fam） 標 識 を 含 む こ と が
で き る 。 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ よ り も 5'側 で ３ 塩 基 長 く て も よ い 。 こ れ
ら の 二 つ の オ リ ゴ の ア ニ ー リ ン グ は ３ 塩 基 5'オ ー バ ー ハ ン グ を 含 む 蛍 光 標 識 DNAフ ラ グ メ
ン ト を 生 成 す る で あ ろ う 。 ア ニ ー ル さ れ た フ ラ グ メ ン ト は フ ィ ル -イ ン 反 応 の 最 適 化 の た
め に 基 質 と し て 使 用 し 得 る 。 反 応 の 完 結 後 に 、 サ ン プ ル が 、 例 え ば 、 上 記 の ABIプ リ ズ ム 3
10 GENETIC ANALYZERT M で 分 析 さ れ る で あ ろ う 。
　 充 填 さ れ て い な い フ ラ グ メ ン ト （ フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ と 同 じ 長 さ ） 、 部 分 充 填 さ れ た フ ラ
グ メ ン ト （ フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ よ り １ 又 は ２ 塩 基 長 い ） 、 及 び 完 全 に 充 填 さ れ た フ ラ グ メ ン
ト （ リ バ ー ズ オ リ ゴ と 同 じ 長 さ ） の ％ を 測 定 し て フ ィ ル -イ ン 反 応 の 効 率 を 評 価 す る こ と
が で き る 。 フ ィ ル -イ ン 反 応 は (1)酵 素 濃 度 、 (2)緩 衝 液 組 成 、 (3)イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間
、 及 び (4)不 活 化 温 度 ／ 時 間 に 関 し て 最 適 化 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 制 限 消 化 最 適 化
　 一 局 面 に お い て 、 EarIを フ ィ ル -イ ン 反 応 後 に 使 用 し て 新 し い オ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す
る 。 こ の 工 程 の 最 適 化 は 酵 素 濃 度 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 含 む こ と が で き る 。 連 結
反 応 の 最 適 化 に 使 用 さ れ た 戦 略 と 同 じ 戦 略 が こ の 反 応 に つ い て 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 標 識
ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 連 結 反 応 に よ り フ ッ ク フ ラ グ メ ン ト に 結 合 し 、 EarIで 切 断 す る こ
と が で き る 。 標 識 フ ラ グ メ ン ト の 放 出 を 、 例 え ば 、 上 記 の ABIプ リ ズ ム 310遺 伝 子 ア ナ ラ イ
ザ ー T M で 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 標 的 配 列 の 操 作
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ソ フ ト ウ ェ ア 開 発 及 び 自 動 化



　 本 発 明 の 方 法 に よ り 合 成 さ れ る 配 列 を 操 作 す る た め に 、 宿 主 最 適 化 の た め 、 か つ ／ 又 は
配 列 （ 例 え ば 、 新 た に 合 成 さ れ た 遺 伝 子 ） 中 の EarI、 SapI、 BsmFI及 び ／ 又 は BbvIに 関 す
る 制 限 部 位 の 排 除 の た め に サ イ レ ン ト 突 然 変 異 を 行 な う こ と が で き る 。 一 局 面 に お い て 、
本 発 明 の 方 法 に よ る 合 成 の た め の 準 備 の 際 に 、 ソ フ ト ウ ェ ア 分 析 に よ り 配 列 操 作 を 決 定 す
る 。 一 局 面 に お い て 、 コ ド ン 最 適 化 及 び 制 限 部 位 操 作 の 両 方 の た め の サ イ レ ン ト 突 然 変 異
を 行 な う 。
　 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 調 製 に 関 す る 自 動 化
　 一 局 面 に お い て 、 既 製 の ソ フ ト ウ ェ ア 及 び 調 製 キ ッ ト を 使 用 し て 、 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ
ク の 調 製 を ベ ッ ク マ ン BIOMEK 2000 T M で 行 な う 。 こ れ ら の 操 作 は 現 在 で は 標 準 の 操 作 で あ
る 。 更 な る 開 発 が そ の プ ロ ト コ ル の こ の 工 程 を 行 な う の に 必 要 と さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 利 用 で き る ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク か ら 配 列 を 生 成 す る た め の ソ フ ト ウ ェ ア
　 全 て の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク が 利 用 で き る と は 限 ら な い 場 合 、 利 用 で き る 材 料 か ら 配 列
を 構 築 す る こ と が 必 要 で あ る か も し れ な い 。 利 用 で き る ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 配 列 決 定
結 果 を 考 慮 し 、 実 現 可 能 な 配 列 を 生 じ る ソ フ ト ウ ェ ア ア プ リ ケ ー シ ョ ン を 書 く こ と が で き
る 。 そ の ソ フ ト ウ ェ ア は 実 験 中 に 全 て の ウ ェ ル 中 を ル ー プ し 、 相 補 配 列 を 有 す る 全 て の 他
の ウ ェ ル の デ ー タ ベ ー ス を 生 成 す る こ と が で き る 。 そ の 配 列 を 生 成 す る た め に 、 ソ フ ト ウ
ェ ア は 開 始 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 選 び 、 そ れ に 付 加 し 得 る ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 全 て
の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク か ら ラ ン ダ ム に 選 ぶ こ と が で き る 。 こ の 系 は 所 望 の 長 さ に 必 要 と
さ れ る 多 数 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の た め に こ の 方 法 を 繰 り 返 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 伸 長 プ ロ ト コ ル を 実 行 す る た め の 自 動 化
　 伸 長 プ ロ ト コ ル を 実 行 す る た め に 、 遺 伝 子 配 列 を 含 む フ ァ イ ル を メ モ リ ー に 読 み 取 り 、
ベ ッ ク マ ン BIOMEK 2000 T M ロ ボ ッ ト に プ ロ ト コ ル 中 の 工 程 を 行 な う よ う に 指 令 す る 自 動 化
シ ス テ ム を 開 発 す る こ と が で き る 。 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 選 択 す る た め に 、 ソ フ ト ウ ェ
ア は 合 成 さ れ る 配 列 中 の 第 一 コ ド ン 及 び 第 二 コ ド ン を 読 み 取 る こ と が で き る 。 そ の 配 列 は
そ の 後 に 適 当 な ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 材 料 プ レ ー ト か ら ピ ペ ッ ト 操 作 し 得 る ビ ル デ ィ ン グ
ブ ロ ッ ク を 固 有 に 同 定 す る 。 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 材 料 を ロ ー デ ィ ン グ し た 後 、 ロ ボ ッ ト
が 伸 長 サ イ ク ル の 残 り を 自 動 的 に 行 な う こ と が で き る 。 次 の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 配 列
中 の 第 二 コ ド ン 及 び 第 三 コ ド ン か ら 決 定 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 が 完 成 す る ま で 、 こ の
方 法 を 繰 り 返 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 一 局 面 に お い て 、 約 300残 基 の 長 さ を 有 す る 人 工 タ ン パ ク 質 配 列 の 遺 伝 子 を 利 用 で き る
ジ コ ド ン ク ロ ー ン に 基 づ い て 生 成 す る 。 遺 伝 子 を 、 先 に 説 明 し た よ う な 、 最 適 化 伸 長 プ ロ
ト コ ル に 従 っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 効 率 を 最 大 に す る た め に 、 小 さ い 、 同 等 の サ イ ズ
の フ ラ グ メ ン ト を 並 行 し て 合 成 す る こ と が で き る （ ラ ウ ン ド Ｉ ） 。 こ れ ら の 部 分 遺 伝 子 を
ラ ウ ン ド IIで ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク と し て 使 用 し て 完 全 長 遺 伝 子 を 生 成 す る こ と が で き る
。 ラ ウ ン ド Ｉ に お け る フ ラ グ メ ン ト 当 り の コ ド ン の 数 は サ イ ク ル （ こ れ は 一 つ の 出 発 点 か
ら 行 な い 得 る ） の 最 大 数 に よ り 決 め る こ と が で き る （ 以 下 を 参 照 の こ と ） 。
　 本 発 明 の 例 示 の プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 22ま で の フ ラ グ メ ン ト を 結 合 し た 。 300の コ ド
ン の 遺 伝 子 に つ い て 、 14の フ ラ グ メ ン ト を 合 成 の ラ ウ ン ド Ｉ で 並 行 し て 合 成 す る こ と が で
き る 。 合 成 の 第 二 ラ ウ ン ド に お い て 、 13の フ ラ グ メ ン ト を 第 一 フ ラ グ メ ン ト に 逐 次 つ な ぐ
こ と が で き る 。 投 入 フ ラ グ メ ン ト の 長 さ は 連 結 反 応 効 率 に 殆 ど 又 は 全 く 効 果 を 有 し な い か
も し れ な い 。 こ う し て 、 14の フ ラ グ メ ン ト の 第 二 ラ ウ ン ド 合 成 の 効 率 は 第 一 ラ ウ ン ド 合 成
と 同 様 で あ り 得 る 。
　 オ リ ゴ 及 び 標 準 固 相 プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 同 じ 人 工 遺 伝 子 を 合 成 す る こ と が で き る 。
オ リ ゴ を 商 用 の 供 給 源 、 例 え ば 、 イ ン テ グ レ ー テ ッ ド DNAテ ク ノ ロ ジ ー ズ か ら 注 文 す る こ
と が で き 、 つ な い で 完 全 長 遺 伝 子 を 合 成 す る こ と が で き る 。 こ の 生 成 物 を 対 照 と し て 使 用
し て 、 従 来 の 方 法 と 比 較 し て 、 本 発 明 の 方 法 の 付 加 的 な 生 成 物 の 効 率 及 び 正 確 さ を 評 価 す
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る こ と が で き る 。 夫 々 の 実 験 か ら の 少 な く と も 20の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し 、 比 較 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 下 記 の 実 施 例 は キ メ ラ 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め の 、 本 発 明 の 抗 体 再 ア ッ セ
ン ブ ル 方 法 の 実 施 を 記 載 す る 。
　
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 図 １ に 図 示 さ れ る よ う に 設 計 し た 。 あ ら ゆ る リ ボ ソ ー ム 結 合 部
位 (RBS)配 列 又 は 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 (GFP)を 使 用 す る こ と が で き 、 こ れ
ら の 多 く が 当 業 界 で 公 知 で あ る 。
　 ラ ム ダ 軽 鎖 に 関 す る 再 ア ッ セ ン ブ ル 戦 略 ：
　 ラ ム ダ 軽 鎖 を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る た め に 、 三 つ の ド メ イ ン を 用 意 し た ：
・ V L ： 10フ ァ ミ リ ー 中 で 38配 列 ； 長 さ 約 300塩 基 対 (bp)（ 約 300bp）
・ J L ： ４ 配 列 ； 長 さ 約 35塩 基 対 (bp)（ 約 35bp）
・ C L ： １ 配 列 ； 長 さ 約 320塩 基 対 (bp)（ 約 320bp）
　 　 　 　 　 → 38x4x1=154の 異 な る 組 み 合 わ せ
　 V L 配 列 を 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー で PCR増 幅 し た ：
　 → 5'オ リ ゴ を XhoI部 位 で 設 計 す る ； 3'プ ラ イ マ ー を 伸 長 ／ SapI部 位 で 設 計 す る （ 図 ２ 中
の ス キ ー ム を 参 照 の こ と ） ；
　 → J L 配 列 を オ リ ゴ か ら 生 成 す る （ 図 ２ 及 び 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列
番 号 ４ を 参 照 の こ と ） ；
　 → C L 配 列 を 5'末 端 に BsrDI部 位 及 び 3'末 端 に XbaI部 位 を 含 む オ リ ゴ で PCR増 幅 す る 。
　 一 つ の V L 遺 伝 子 の み が 内 部 SapI部 位 を 有 す る の で ：
　 　 　 　 　 → 37x4x1=148の 組 み 合 わ せ
【 ０ １ ２ ４ 】
　 図 ２ は 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て ラ ム ダ 軽 鎖 を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る た め の 例 示 の ス キ ー ム を
図 示 す る 。 Ｊ 領 域 オ リ ゴ （ 中 央 の 陰 影 付 き ボ ッ ク ス 中 ） は 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列
番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ で あ る 。
　 Vλ 及 び Cλ の PCR増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー は 以 下 の と お り で あ る ：
　 　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー Vλ ア ド オ ン ：
　 　 　 　 CATCAT ACACMNM（ 配 列 番 号 ５ ） プ ラ ス 遺 伝 子 特 異 的 配 列 （ Ｍ ＝ Ｃ 又 は Ａ ）
　 　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー Cλ 5'ア ド オ ン ：
　 　 　 　 CTACTAGGTCTCATCCTG（ 配 列 番 号 ６ ） プ ラ ス 遺 伝 子 特 異 的 配 列 ； （ Ｊ 領 域 中 の 最 後
の コ ド ン は 大 腸 菌 中 の コ ド ン 頻 度 の た め に CTAか ら CTGに 変 更 し た ）
　 カ ッ パ ー 軽 鎖 に 関 す る 再 ア ッ セ ン ブ ル 戦 略 ：
　 ラ ム ダ 軽 鎖 を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る た め に 、 三 つ の ド メ イ ン を 用 意 し た ：
・ Vκ ： ７ フ ァ ミ リ ー 中 で 49の 配 列 ； 長 さ 約 300塩 基 対 (bp)（ 約 300bp）
・ Jκ ： ５ 配 列 ； 長 さ 約 35塩 基 対 (bp)（ 約 35bp）
・ Cκ ： １ 配 列 ； 長 さ 約 320塩 基 対 (bp)（ 約 320bp）
　 　 　 　 　 → 49x5x1=254組 み 合 わ せ
【 ０ １ ２ ５ 】
　 図 ３ は 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て カ ッ パ ー 軽 鎖 を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る た め の 例 示 の ス キ ー ム
を 図 示 す る 。 Ｊ 領 域 オ リ ゴ （ 中 央 の 陰 影 付 き ボ ッ ク ス 中 ） は 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 ８ 、 配
列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11で あ る 。
　 Vκ 配 列 を 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー で PCR増 幅 し た ：
　 → 5'オ リ ゴ を XhoI部 位 で 設 計 し 、 3'プ ラ イ マ ー を 伸 長 BsrDI部 位 で 設 計 す る （ 図 ３ 中 の
ス キ ー ム を 参 照 の こ と ） ；
　 → Jκ 配 列 を オ リ ゴ か ら 生 成 す る （ 図 ３ 及 び 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 ９ 、 配
列 番 号 10、 配 列 番 号 11を 参 照 の こ と ） ；
　 → Cκ 配 列 を 5'末 端 に BsaI部 位 及 び 3'末 端 に XbaI部 位 を 含 む オ リ ゴ を 使 用 し て PCR増 幅 す
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る 。
　 Vκ 及 び Cκ の PCR増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー は 以 下 の と お り で あ る 。
　 　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー Vκ ア ド オ ン ：
　 　 　 　 CATCAT （ 配 列 番 号 12） プ ラ ス 遺 伝 子 特 異 的 部 分 （ 最 後 の コ ド ン の 第 一 塩 基
が ス キ ッ プ さ れ る ）
　 　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー Cκ 5'ア ド オ ン ：
　 　 　 　 CTACTAGGTCTCAAA（ 配 列 番 号 13） プ ラ ス 遺 伝 子 特 異 的 配 列
【 ０ １ ２ ６ 】
　 重 鎖 の 再 ア ッ セ ン ブ ル ：
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 を 四 つ の ド メ イ ン で 再 ア ッ セ ン ブ ル し た ：
・ V H ： ７ フ ァ ミ リ ー 中 で 57配 列 ； 約 300bp
・ D H ： 116配 列 （ 両 配 向 、 異 な る リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 含 ま れ る ） ； 約 20bp
・ J H ： 12配 列 ； 約 60bp
・ C H ： １ 配 列 ； 約 300bp
　 　 　 　 　 → 57x116x12x1=79344組 み 合 わ せ
　 再 ア ッ セ ン ブ ル 戦 略 ：
－ PCRが V H 遺 伝 子 を 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー で 増 幅 す る
－ プ ラ イ マ ー は 5'末 端 に SacI部 位 を 含 む
－ プ ラ イ マ ー は 3'末 端 に SapI部 位 を 含 ん で 最 後 の コ ド ン 中 に 3bpオ ー バ ー ハ ン グ を 生 成 す
る 。 最 後 の コ ド ン は 殆 ど の 遺 伝 子 （ 57の う ち の 45） に つ い て AGAで あ る 。
－ V D 遺 伝 子 及 び V J 遺 伝 子 を オ リ ゴ か ら 合 成 す る （ 下 記 の ス キ ー ム を 参 照 の こ と ） 。 第 一 ラ
イ ブ ラ リ ー は AGA結 合 部 及 び TAC結 合 部 の み を 標 的 と す る （ 12Ｊ の う ち の ７ ） 。
－ PCRが CH遺 伝 子 を 増 幅 し 、 5'末 端 に BsaI又 は BsmBI部 位 及 び 3'末 端 に SpeI部 位 を 含 む 。
　 　 　 → 45x116x7x1=36540
　 V H 及 び C H の PCR増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー は 以 下 の と お り で あ る ：
　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー V H ア ッ ド -オ ン ：
　 　 　 　 CATCAT A（ 配 列 番 号 14） プ ラ ス 遺 伝 子 特 異 的 部 分
　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー C H ア ッ ド -オ ン ：
　 　 　 　 CTACTAGGTCTC（ 配 列 番 号 15） プ ラ ス 遺 伝 子 特 異 的 部 分
　 図 ４ は 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 抗 体 重 鎖 を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る た め の 例 示 の ス キ ー ム を 図
示 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】

： 段 階 的 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル ： タ ン デ ム 再 ア ッ セ ン ブ ル の た め の ア プ ロ ー チ
　 下 記 の 実 施 例 は 本 発 明 の 例 示 の 操 作 を 記 載 し た も の で あ る 。 例 え ば 、 段 階 的 核 酸 再 ア ッ
セ ン ブ ル （ 即 ち 、 “ タ ン デ ム 再 ア ッ セ ン ブ ル ” ） を 本 発 明 の 核 酸 合 成 方 法 と 連 係 し て 使 用
す る こ と が で き る 。 一 局 面 に お い て 、 段 階 的 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル を 使 用 し て 、 本 発 明 の 組
成 物 及 び 方 法 を 使 用 し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 ア ッ セ ン ブ ル に
よ り つ く ら れ た 核 酸 を 再 ア ッ セ ン ブ ル す る 。 一 局 面 に お い て 、 段 階 的 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル
を 使 用 し て 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 を 更 に 修 飾 す る 。 一 局 面 に お い て 、 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 、 挿
入 ／ 欠 失 ル ー プ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ を 欠 い て い る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
精 製 す る た め の 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 を 使 用 し て 、 段 階 的 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル の 生 成 物
を 単 離 し 、 か つ ／ 又 は 精 製 す る 。
　 こ の 実 施 例 は 再 ア ッ セ ン ブ ル 核 酸 の 例 示 の 段 階 的 適 用 を 説 明 す る た め に 示 さ れ る 。 こ の
段 階 的 ア プ ロ ー チ は 部 分 再 ア ッ セ ン ブ ル 生 成 物 の 構 築 （ 又 は 再 ア ッ セ ン ブ ル 部 分 生 成 物 も
し く は 中 間 体 再 ア ッ セ ン ブ ル 生 成 物 ） が 同 時 又 は 並 行 し て 生 じ る こ と を 可 能 に す る こ と に
よ り 予 想 さ れ る 生 成 物 の 構 築 を 可 能 に し 、 こ れ ら の 部 分 再 ア ッ セ ン ブ ル 生 成 物 が 次 い で 最
終 生 成 物 に ア ッ セ ン ブ ル さ れ る こ と を 可 能 に す る こ と が で き る 。 下 記 の 実 施 例 は ３ 種 の 部
分 生 成 物 を 使 用 す る こ の 段 階 的 再 ア ッ セ ン ブ ル ア プ ロ ー チ を 記 載 し た も の で あ る が 、 本 発
明 の 異 な る 局 面 に お い て 、 種 々 の 数 の 部 分 生 成 物 を 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 ２ か
ら 百 万 ま で の 各 整 数 値 に 応 じ て ） 。 こ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 再 ア ッ セ ン ブ ル さ れ る 夫 々
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の 遺 伝 子 か ら の 配 列 （ 又 は そ の 他 の 配 列 、 例 え ば 、 遺 伝 子 経 路 も し く は 調 節 モ チ ー フ ） を
含 む 核 酸 フ ラ グ メ ン ト （ 又 は 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ） の プ ー ル を 段 階 的 に つ な ぐ が 、
完 全 長 ま で つ な が な い 。
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 ア ッ セ ン ブ ル 工 程 は 配 列 内 の 三 つ の 位 置 ： 5'-末 端 、 内 部 位 置 （
内 部 ） 及 び 3'-末 端 か ら 開 始 し た 。 連 結 点 に お け る オ ー バ ー ハ ン グ を 適 当 な 制 限 部 位 を 含
む ビ オ チ ン 化 フ ッ ク を 収 容 す る よ う に 設 計 す る （ 例 え ば 、 ダ イ ナ ー ル A.S.（ オ ス ロ 、 ノ ル
ウ ェ ー ） に よ る 固 相 プ ロ ト コ ル ； Biomagnetic Techniques in Molecular Biology  Techn
ical Handbook, 第 ３ 編 , “ 固 相 遺 伝 子 ア ッ セ ン ブ リ ” と 題 す る 5.1節 、 135-137頁 を 参 照
の こ と ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 ６ に 示 さ れ た 例 は ３ 種 の エ ス テ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 再 ア ッ セ ン ブ ル （ ３ 種 の エ ス テ ラ ー ゼ
遺 伝 子 の 再 ア ッ セ ン ブ ル の た め の “ ３ 点 連 結 反 応 ア プ ロ ー チ ” ） に 関 す る も の で あ る 。 ３
種 の 親 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 後 に 、 オ ー バ ー ハ ン グ を 設 計 し 、 相 当 す る オ リ ゴ を 合 成 し た 。
再 ア ッ セ ン ブ ル の 前 に 、 類 似 配 列 を 一 つ の サ ン プ ル に 溜 め 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の
19の プ ー ル を 生 じ た （ 19の 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を F1～ F19と 称 し た ） 。 こ の プ ー ル
を 用 い て 標 準 操 作 に 従 っ て 再 ア ッ セ ン ブ ル を 行 な っ た 。 ３ 種 の 部 分 生 成 物 ： F1-7、 F8a-13
及 び F14-19を 作 製 し た 。 ア ッ セ ン ブ ル 処 理 は 遺 伝 子 の 5'-3'方 向 、 又 は 、 例 え ば 、 F14-19
中 間 体 生 成 物 に つ い て 、 3'-5'方 向 で 行 な っ た 。
　 ３ 種 の 部 分 生 成 物 が 固 相 ビ ー ズ 支 持 体 を 使 用 し て 作 製 し た な ら ば 、 シ フ ト 制 限 酵 素 （ 図
7Aを 参 照 の こ と ） 、 例 え ば 、 BsaI又 は BsbI（ そ の 他 が 同 様 に 使 用 し 得 る ） を 使 用 し て 、 F8
a-13及 び F14-19部 分 生 成 物 を ビ ー ズ か ら 遊 離 さ せ た 。 図 7Aは 、 ビ オ チ ン 化 フ ッ ク 中 で 操 作
さ れ た 別 の 制 限 部 位 を 使 用 す る 、 固 体 支 持 体 か ら の 再 ア ッ セ ン ブ ル DNAの 溶 離 を 示 す 。 溶
離 さ れ た F1-7（ レ ー ン 2-3） 、 溶 離 さ れ た F8a-13（ レ ー ン 4-5） 、 及 び 溶 離 さ れ た F14-F19
（ レ ー ン ６ ） 。 DNAラ ダ ー （ レ ー ン １ 及 び ７ ） 。
　 次 い で 遊 離 さ れ た F8a-13を ビ ー ズ に 結 合 さ れ た F1-7部 分 生 成 物 に ア ッ セ ン ブ ル し 、 続 い
て F14-19部 分 生 成 物 を ア ッ セ ン ブ ル し た 。 部 分 生 成 物 F8a-13及 び F14-19を モ ル 過 剰 で 加 え
て 完 全 長 生 成 物 の 生 成 を 促 進 す る こ と が で き る 。 図 7Bは 最 終 の 再 ア ッ セ ン ブ ル 生 成 物 の 溶
離 を 示 す 。 図 7Bは 固 体 支 持 体 か ら の 最 終 の 再 ア ッ セ ン ブ ル 生 成 物 の 溶 離 を 示 す （ レ ー ン ４
） 。 DNAラ ダ ー （ レ ー ン １ 、 ２ 、 ３ 、 及 び ５ ） 。 意 図 さ れ る 完 全 長 生 成 物 を ク ロ ー ニ ン グ
及 び ラ イ ブ ラ リ ー 生 成 の た め に ゲ ル 精 製 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

： 例 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 精 製 プ ロ ト コ ル ： “ MutS処 理 ”
　 こ の 実 施 例 は 本 発 明 の 例 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 精 製 方 法 、 “ MutS処 理 ” を 記 載 す る 。
　 1658OT5遺 伝 子 の 再 ア ッ セ ン ブ ル
　 こ の 実 施 例 は MutSタ ン パ ク 質 を ベ ー ス と す る フ ィ ル タ リ ン グ （ 又 は 精 製 ） 工 程 に よ る 再
ア ッ セ ン ブ ル フ ラ グ メ ン ト （ 又 は 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク ） の 処 理 が 、 本 発 明 の 核 酸 再
ア ッ セ ン ブ ル 方 法 か ら 生 じ た 無 傷 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 収 率 を 実 質 的 に 増 大
し た こ と を 示 す 。 こ れ を 実 証 す る た め に 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 先 の MutS処 理 に よ り
、 又 は そ の 処 理 に よ ら な い で 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク か ら 合 成 し た 。
　 蛍 光 タ ン パ ク 質 1658OT5の 732塩 基 対 (bp)遺 伝 子 配 列 か ら 、 好 適 な 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ
ッ ク を 設 計 し 、 相 当 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 長 さ 22～ 59塩 基 ） を 化 学 的 に 合 成 し た 。 20
の 再 ア ッ セ ン ブ ル フ ラ グ メ ン ト を 20の フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 20の リ バ ー ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ニ ー リ ン グ に よ り 調 製 し た 。 実 験 の 一 ア ー ム (arm)に お い て 、 核 酸
ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク （ 濃 度 25ピ コ モ ル ／ μ l） を 未 処 理 で 残 し 、 実 験 の 別 の ア ー ム に お
い て 、 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 下 記 の MutS処 理 プ ロ ト コ ル に か け た 。
　 Mut-S処 理 ： フ ラ グ メ ン ト （ 1000ピ コ モ ル ） を 反 応 混 合 物 （ 20mMト リ ス /Cl pH 8.0、 90m
M KCl、 1mM DTT、 5mM MgCl 2 、 10％ v/vの グ リ セ ロ ー ル ） 349μ lに 添 加 し 、 17.9μ lの MutS
（ エ ピ セ ン タ ー 、 2mg/ml） を 添 加 し た 。 そ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 ミ ク ロ コ ン YM-100（ ミ リ ポ ア ） 濾 過 ユ ニ ッ ト に 移 し 、 4,700gで 20分 間 回 転 さ せ た 。 フ ロ
ー ス ル ー を YM-10（ ミ リ ポ ア ） 濾 過 ユ ニ ッ ト に 装 填 し 、 遠 心 分 離 に よ り 濃 縮 し た （ 30分 、 1
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3,800g） 。 レ テ ン テ ー ト を 回 収 し 、 最 終 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 約 25ピ コ モ ル ／ μ lに 体
積 を 調 節 し た 。
　 次 い で 固 相 支 持 体 と し て 磁 性 ビ ー ズ を 使 用 し （ 使 用 し た 固 相 プ ロ ト コ ル は ダ イ ナ ー ル A.
S.（ オ ス ロ 、 ノ ル ウ ェ ー ） に 従 っ た ； Biomagnetic Techniques in Molecular Biology  T
echnical Handbook, 第 ３ 編 , “ 固 相 遺 伝 子 ア ッ セ ン ブ ル ” と 題 す る 5.1節 、 135-137頁 を
参 照 の こ と ） 、 一 つ の 実 験 ア ー ム で MutS処 理 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 使 用 し 、 ま た 別
の ア ー ム で 未 処 理 核 酸 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 使 用 し て 、 本 発 明 の 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル 方
法 を 続 け た 。 最 終 核 酸 再 ア ッ セ ン ブ ル 生 成 物 を 、 ア ッ セ ン ブ ル 及 び 未 結 合 フ ラ グ メ ン ト を
除 去 す る た め の 洗 浄 の 段 階 的 サ イ ク ル に よ り 作 製 し た 。 完 全 長 生 成 物 を 制 限 消 化 に よ り ビ
ー ズ か ら 切 り 離 し 、 PCRに よ り 増 幅 し 、 好 適 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し 、 大 腸 菌 を 形 質 転
換 し た 。 MutS処 理 の 影 響 を 調 べ る た め に 、 夫 々 の 再 ア ッ セ ン ブ ル 反 応 ア ー ム か ら の 20の ク
ロ ー ン を ラ ン ダ ム に 取 り 出 し 、 夫 々 の プ ラ ス ミ ド を 単 離 し 、 挿 入 さ れ た オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム の 保 全 性 を 配 列 決 定 に よ り チ ェ ッ ク し た 。
　 結 果 ： 配 列 比 較 は MutS処 理 が 遺 伝 子 1658OT5に 関 す る 正 確 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム の 収 率 を 実 質 的 に 増 大 す る こ と が 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】

： 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル
　 下 記 の 実 施 例 は 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル を 使 用 す る 三 つ の 関 連 親 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 操 作
を 記 載 す る 。 三 つ の 関 連 親 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 夫 々 を コ ン ピ ュ ー タ 中 で 整 列 し て 境 界 画 定
点 を 決 定 し 、 17の こ の よ う な 位 置 を 同 定 し た 。 夫 々 の 境 界 画 定 点 が 一 旦 決 定 さ れ る と 、 こ
の シ ス テ ム は 夫 々 の 親 遺 伝 子 を 構 成 す る 18の 異 な る フ ラ グ メ ン ト の 配 列 を 決 定 し た 。 親 配
列 か ら の 夫 々 の フ ラ グ メ ン ト は 固 有 な 5'及 び 3'オ ー バ ー ハ ン グ を 有 し 、 こ う し て 適 切 な 順
序 の 遺 伝 子 の み を コ ン ピ ュ ー タ に よ り 再 ア ッ セ ン ブ ル す る こ と が で き た 。 18の フ ラ グ メ ン
ト 及 び 三 つ の 親 が あ っ た の で 、 こ の 系 は 分 析 す べ き 合 計 18X3=54の 全 フ ラ グ メ ン ト を 有 し
て い た 。 予 備 連 結 さ れ る フ ラ グ メ ン ト の 夫 々 の 可 能 な 組 み 合 わ せ に 相 当 す る デ ー タ フ ァ イ
ル を 記 憶 す る た め に 、 工 程 中 の フ ラ グ メ ン ト の 夫 々 を 予 備 連 結 す る こ と が こ の 系 に と っ て
有 利 で あ る 。 こ れ は 、 そ の 系 が 前 も っ て 決 め ら れ た PDFを 有 す る 得 ら れ る 子 孫 集 団 を 発 生
す る た め に 連 結 反 応 に お け る 夫 々 の 工 程 で 夫 々 の 予 備 連 結 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 適 切 な 量
を 決 め る こ と を 可 能 に す る 。 こ う し て 、 こ の 実 施 例 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー タ が 夫 々 の 親 配
列 に つ い て の そ の メ モ リ ー へ の 下 記 の 予 備 連 結 配 列 を 決 定 し 、 保 存 し た 。 そ れ 故 、 下 記 の
予 備 連 結 方 法 を 夫 々 の 親 配 列 に つ い て 行 な い 、 得 ら れ る デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ に 保 存 す る
。
　 命 名 規 則 “ F1 1” は 選 ば れ た 親 配 列 か ら の 第 一 フ ラ グ メ ン ト を 表 す 。 用 語 “ F1 5” は 、
以 下 に 示 さ れ る よ う に 、 選 ば れ た 親 配 列 の 第 一 、 第 二 、 第 三 、 第 四 及 び 第 五 の フ ラ グ メ ン
ト の 組 み 合 わ せ を 含 む デ ー タ 組 に 対 応 す る 。 こ う し て 、 下 記 の リ ス ト は そ の シ ス テ ム が 所
定 の 親 に つ い て 夫 々 の 可 能 な 予 備 連 結 フ ラ グ メ ン ト を 記 憶 す る デ ー タ 組 を 発 生 し 得 る こ と
を 示 す 。 次 い で こ の デ ー タ 組 を そ の シ ス テ ム に よ り 使 用 し て 夫 々 の 予 備 連 結 フ ラ グ メ ン ト
の 適 切 な 量 を 決 め て 子 孫 キ メ ラ 配 列 の 所 望 の 最 終 の ク ロ ス オ ー バ ー 集 団 を 生 じ る 。

【 ０ １ ３ １ 】
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【 ０ １ ３ ７ 】
　 夫 々 の 予 備 連 結 フ ラ グ メ ン ト の 配 列 が 一 旦 決 定 さ れ る と 、 こ の シ ス テ ム は 所 望 の PDFを
生 じ る の に 使 用 さ れ る 夫 々 の 予 備 連 結 配 列 の 部 分 を 推 定 し 始 め る 。 先 に 説 明 し た よ う に 、
18の フ ラ グ メ ン ト を 有 す る 配 列 に つ い て の 連 結 反 応 が 18の 別 々 の 反 応 と し て 起 き る こ と が
好 ま し い 。 こ う し て 、 こ の シ ス テ ム は 18の 別 々 の 連 結 反 応 に つ い て の 連 結 反 応 の 出 発 組 を
生 じ る 。 夫 々 の 連 結 反 応 工 程 が 使 用 す る 予 備 連 結 分 子 は 次 第 に 少 な く な る こ と に 注 目 す る
べ き で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 連 結 反 応 の 第 三 工 程 が フ ラ グ メ ン ト １ “ F1” 又 は フ ラ グ メ
ン ト ２ (F2)か ら 出 発 す る 予 備 連 結 フ ラ グ メ ン ト を 必 要 と し な い と い う 事 実 の た め で あ る 。
何 と な ら ば 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 連 結 反 応 に お け る 第 三 工 程 に よ り そ の 他 の フ ラ グ メ
ン ト に 既 に つ な が れ て い る か ら で あ る 。 工 程 ３ で 、 夫 々 の 親 か ら 第 三 フ ラ グ メ ン ト に 結 合
す る フ ラ グ メ ン ト の 連 結 反 応 の み が あ る べ き で あ る 。
　 例 え ば 、 以 下 が コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の メ モ リ ー 内 で 起 き る 例 示 の 連 結 反 応 で あ る 。
　 連 結 反 応 工 程 の 数 ： 18
夫 々 の 工 程 の シ ミ ュ レ ー ト さ れ た 連 結 反 応 容 積 (ul)： 100

【 ０ １ ３ ８ 】
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【 表 １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ０ 】
　 先 行 す る 連 結 反 応 の 実 施 は 計 算 さ れ た PDFを も た ら す 。 こ う し て 、 PDFが 所 望 の 可 能 性 関
数 に マ ッ チ す る ま で 、 こ の シ ス テ ム は そ の 後 に シ ミ ュ レ ー ト さ れ た 再 ア ッ セ ン ブ ル の 更 な
る ラ ウ ン ド 中 に 夫 々 の 予 備 連 結 フ ラ グ メ ン ト の 量 を 調 整 す る こ と が で き る 。 子 孫 分 子 の 大
半 は 一 つ 又 は 二 つ の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る に す ぎ な い 。 以 下 に 示 さ れ る よ う な
、 連 結 反 応 の 量 の 調 節 は 、 そ れ が 更 に 多 く の ク ロ ス オ ー バ ー イ ベ ン ト を 有 す る 子 孫 分 子 に
向 か っ て 移 動 す る よ う に PDFを 偏 向 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム ：
　 本 発 明 の 方 法 、 特 に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 局 面 は 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム を
使 用 し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 を 行 な う こ と が で き る 。 一 局 面 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー
タ シ ス テ ム は 通 常 の パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ 、 例 え ば 、 イ ン テ ル マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ を ベ
ー ス と し 、 Windows（ 登 録 商 標 ） オ ペ レ ー シ ョ ン シ ス テ ム を 実 行 す る も の で あ る 。 コ ン ピ
ュ ー タ シ ス テ ム の ア ウ ト プ ッ ト は 再 ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 子 孫 遺 伝 子 を 生 じ る た め の 処 方 と
し て 使 用 し 得 る フ ラ グ メ ン ト PDF、 及 び こ れ ら の 遺 伝 子 の 推 定 ク ロ ス オ ー バ ー PDFで あ る 。
本 明 細 書 に 記 載 さ れ た プ ロ セ シ ン グ は MATLAB T M プ ロ グ ラ ミ ン グ 言 語 及 び 開 発 環 境 を 使 用 す
る パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ に よ り 行 な い 得 る 。 本 発 明 は 特 別 な ハ ー ド ウ ェ ア 又 は シ フ ト ウ
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ェ ア 形 態 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 そ の 他 の 公 知 の マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ 及 び 実 行 操 作 シ ス
テ ム ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば 、 UNIX T M 、 リ ナ ッ ク ス 、 MacOS T M 等 を ベ ー ス と す る コ ン ピ ュ ー
タ が 意 図 さ れ て い る 。
　 図 ８ は 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 例 示 の ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 示 す 。 こ の “ ジ ー ン
カ ー ペ ン タ ー T M ” ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム は 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 制 御 ソ フ ト ウ ェ ア と し
て 、 特 に コ ド ン ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 反 復 集 合 に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し 、 作 製
す る た め の 本 発 明 の 方 法 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】

： 反 復 又 は コ ン ビ ナ ト リ ア ル ア プ ロ ー チ
　 種 々 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 点 突 然 変 異 又 は コ ド ン 突 然 変 異 （ 例 え ば 、 全 て の 可 能 な
ア ミ ノ 酸 置 換 が 夫 々 の 位 置 で 導 入 さ れ る 場 合 、 GSSMに よ る ） 、 続 い て 、 選 ば れ た 生 成 物 （
例 え ば 、 陽 性 ヒ ッ ト ） 及 び ／ 又 は 親 配 列 間 の キ メ ラ 化 、 必 要 に よ り 一 つ 以 上 の 選 抜 及 び ／
又 は ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 、 及 び 必 要 に よ り 一 つ 以 上 の 突 然 変 異 誘 発 工 程 で 繰 り 返 す こ と と
組 み 合 わ せ て 、 選 抜 及 び ／ 又 は ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 方 法 を 含 む 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン
グ 又 は 選 抜 基 準 は 下 記 の 一 つ 以 上 の 増 大 又 は 減 少 を 含 ん で も よ い ： 熱 ト レ ラ ン ス 、 例 え ば
、 熱 に よ る 変 性 後 に 復 元 す る 能 力 （ 例 え ば 、 ボ ン ベ 熱 量 計 の 助 け に よ り 測 定 さ れ る よ う な
） 、 貯 蔵 寿 命 （ 例 え ば 、 種 々 の 温 度 に お け る 貯 蔵 寿 命 ） 、 生 物 学 的 利 用 能 、 発 現 レ ベ ル 、
消 化 道 分 解 又 は プ ロ テ ア ー ゼ 媒 介 分 解 に 対 す る 耐 性 、 及 び 異 な る 環 境 条 件 （ 例 え ば 、 異 な
る pH、 圧 力 、 塩 度 、 溶 媒 等 の 条 件 へ の 暴 露 ） 下 の 活 性 及 び ／ 又 は 安 定 性 。
　 GSSM T M 方 法 に よ る 進 化 。 GSSM T M 方 法 を 使 用 し て 遺 伝 子 BD7746中 に 点 突 然 変 異 の 包 括 的 ラ
イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た 。 高 温 で の 熱 曝 露 後 に 酵 素 の 残 留 活 性 を 測 定 す る 熱 耐 性 に 関 す る ス
ク リ ー ニ ン グ を 開 発 し た 。 キ シ ラ ナ ー ゼ 熱 耐 性 ス ク リ ー ニ ン グ と 組 み 合 わ さ れ た GSSMは 改
良 さ れ た 熱 耐 性 を 有 す る ９ 種 の 固 有 な 点 突 然 変 異 体 を 同 定 し た 。 部 位 誘 導 突 然 変 異 誘 発 を
使 用 し て 、 全 て の ９ の 突 然 変 異 を 一 つ の 遺 伝 子 中 に 合 わ せ て 9X突 然 変 異 体 酵 素 を 生 成 し た
。
　 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル 技 術 を 使 用 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル GSSM T M 変 異 体 の 生 成 。 9X変 異 体
と 較 べ て 最 高 の 熱 耐 性 及 び 活 性 を 有 す る ９ の 点 突 然 変 異 の 変 異 体 を 同 定 す る た め に 、 全 て
の 可 能 な 突 然 変 異 体 組 み 合 わ せ (2 9 )の 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 ス ク
リ ー ニ ン グ し た 。 熱 安 定 性 を 基 準 と し て 使 用 し て 、 ９ の 突 然 変 異 の 33の 固 有 な 組 み 合 わ せ
を ア ッ プ -ミ ュ ー タ ン ト と し て 同 定 し た 。 二 次 ス ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な っ て 進 化 し た 9Xよ
り も 高 い 活 性 ／ 発 現 を 有 す る 変 異 体 に つ い て 選 抜 し た 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ は 種 々 の 組 み
合 わ せ で ６ ～ ８ の 突 然 変 異 を 有 す る 配 列 を 有 す る 10の 変 異 体 を 生 じ た 。 全 て の 10の 変 異 体
は 9X変 異 体 よ り も 高 い 熱 耐 性 及 び 改 良 さ れ た 活 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 酵 素 を 続 い て 精 製 し
、 特 性 決 定 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 詳 細 な プ ロ ト コ ル ：
　 BD7746の 遺 伝 子 部 位 飽 和 突 然 変 異 誘 発 及 び 活 性 ス ク リ ー ニ ン グ 。 BD7746遺 伝 子 を PCRに
よ り 増 幅 し 、 pTrcHis2 TOPO T M TAク ロ ー ニ ン グ （ 登 録 商 標 ） キ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 、 カ
ー ル ス バ ッ ド 、 CA） を 使 用 し て 発 現 ベ ク タ ー pTrcHis2に ク ロ ー ン 化 し た 。 64倍 縮 重 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て GSSMを 既 に 記 載 さ れ た よ う に （ Short, JM 2001） 行 な っ て 、 全 て
の 可 能 な ア ミ ノ 酸 が コ ー ド さ れ る よ う に 遺 伝 子 中 の 夫 々 の コ ド ン に お い て ラ ン ダ ム 化 し た
。 得 ら れ た GSSMラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ の た め に XL1-Blue（ ス ト ラ タ ジ ー ン 、 ラ ジ
ョ ラ 、 CA） に 形 質 転 換 し た 。
　 自 動 化 コ ロ ニ ー ピ ッ カ ー （ AutoGen、 Ma） を 使 用 し て 、 個 々 の ク ロ ー ン を LB培 地 200μ L
及 び ア ン ピ シ リ ン 100μ g/mLを 含 む 96ウ ェ ル ・ ミ ク ロ タ イ タ ・ プ レ ー ト 中 で ア レ イ し た 。
四 つ の 96ウ ェ ル ・ プ レ ー ト を コ ド ン 当 り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で 一 夜 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 96ウ ェ ル ・ ピ ン ツ ー ル を 使 用 し て こ れ ら の マ ス タ ー プ レ ー ト を 抗 生 物 質
を 含 む 新 し い 培 地 中 に 複 製 し た 。 レ プ リ カ プ レ ー ト を ガ ス 透 過 性 接 着 フ ィ ル ム で シ ー ル し
、 37℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 シ ー ル を 除 去 し 、 プ レ ー ト を
10分 間 に わ た っ て 約 3000gで 遠 心 分 離 し た 。 上 澄 み を 除 去 し 、 細 胞 を 100mM KClを 含 む 100m
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M ク エ ン 酸 塩 ／ リ ン 酸 塩 緩 衝 液 (pH 6.0)（ CP緩 衝 液 ） 45μ L中 で 再 懸 濁 さ せ た 。 次 い で プ
レ ー ト を 接 着 ア ル ミ ニ ウ ム シ ー ル で 覆 い 、 80℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て CP緩 衝
液 中 で 調 製 さ れ た ２ ％ の ア ゾ -キ シ ラ ン 30μ Lを 添 加 し 、 37℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 100％ の エ タ ノ ー ル 200μ Lを 添 加 し 、 プ レ ー ト を 10分 間 に わ た っ
て 約 3000gで 遠 心 分 離 し た 。 上 澄 み を 新 し い プ レ ー ト に 移 し 、 590nmに お け る 吸 光 度 を 測 定
し て 残 留 酵 素 活 性 を 定 量 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 部 位 誘 導 突 然 変 異 誘 発 を 使 用 し て 、 全 て の ９ の 突 然 変 異 を 一 つ の 遺 伝 子 中 で 合 わ せ て 9X
突 然 変 異 体 酵 素 を 生 成 し た 。 Ｎ 末 端 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 付 加 す る よ う に 設 計 さ れ た プ
ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 9X遺 伝 子 、 野 生 型 遺 伝 子 及 び 全 て の ９ の 単 一 突 然 変 異 体 遺 伝 子 を PC
R増 幅 し た 。 PCR産 物 を 上 記 の よ う に pTrcHis2に ク ロ ー ン 化 し た 。
　 遺 伝 子 再 ア ッ セ ン ブ ル T M ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 。 591bpの XYL7746遺 伝 子
（ 遺 伝 子 プ ラ ス ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 標 識 の た め の コ ド ン ） を GSSMク ロ ー ン 中 の 突 然 変 異 の 位
置 に 応 じ て ５ の セ グ メ ン ト に 分 け た 。 こ の シ ナ リ オ で は 、 セ グ メ ン ト １ 及 び ３ が 野 生 型 遺
伝 子 に 相 当 し 、 一 方 、 セ グ メ ン ト ２ 及 び ４ は 夫 々 0-4の ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 含 み 、 セ グ メ
ン ト ５ は 0-1の 突 然 変 異 を 含 ん で い た 。 セ グ メ ン ト の 三 つ 、 １ 、 ３ 及 び ５ を PCRに よ り 生 成
し 、 こ の 場 合 、 セ グ メ ン ト １ 及 び ３ は 野 生 型 鋳 型 を 使 用 し 、 ま た ２ 種 の 異 な る 鋳 型 （ 野 生
型 及 び 突 然 変 異 体 S79P） を 使 用 し て セ グ メ ン ト ５ を 作 製 し た 。 夫 々 0-4の 突 然 変 異 を 含 む
合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル す る こ と に よ り 、 セ グ メ ン ト ２ 及 び ４ の 両 方 を 作 製 し
た 。 全 て の セ グ メ ン ト を 作 製 し た 後 に 、 最 初 に セ グ メ ン ト １ 、 ３ 及 び ５ の PCR産 物 を 消 化
し て ア ニ ー ル さ れ た オ リ ゴ マ ー ２ 及 び ４ の そ れ ら と 適 合 性 の オ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ る こ と
に よ り ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 セ グ メ ン ト 1-3及 び 4-5を 別 々 に 連 結 し た 。 連 結 さ れ た 1-
3セ グ メ ン ト を PCRに よ り 増 幅 し 、 生 成 物 を 消 化 し 、 セ グ メ ン ト 4-5に 連 結 し た 。 最 終 ラ イ
ブ ラ リ ー （ 512の 突 然 変 異 体 ； セ グ メ ン ト 1-5） を 単 離 し 、 pTrcHis2に ク ロ ー ン 化 し 、 XL1-
Blue MRF'細 胞 （ ス ト ラ タ ジ ー ン 、 ラ ジ ョ ラ 、 CA） に 形 質 転 換 し 、 100μ g/mLの ア ン ピ シ リ
ン を 含 む 固 体 LB培 地 に 塗 布 し た 。 約 4000の コ ロ ニ ー を 約 40の 96ウ ェ ル ・ プ レ ー ト に 自 動 ピ
ッ ク し （ 上 記 を 参 照 の こ と ） 、 37℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 再 懸 濁 さ れ た 細 胞 を 60分
間 に わ た っ て 80℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 基 質 を 添 加 し 、 プ レ ー ト を 20分 間 に わ た っ
て 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 以 外 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を GSSM T M 突 然 変 異 体 ラ イ ブ
ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に つ い て 上 記 し た よ う に 行 な っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 幾 つ か の 実 施 態 様 を 記 載 し て き た 。 し か し な が ら 、 種 々 の 改 良 が 本 発 明 の 精 神
及 び 範 囲 か ら 逸 脱 し な い で な し 得 る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 そ れ 故 、 そ の 他 の 実 施 態
様 も 特 許 請 求 の 範 囲 内 で あ る 。

　 種 々 の 図 面 中 の 同 様 の 参 照 記 号 は 同 様 の 要 素 を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ６ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 方 法 の 例 示 の “ 伸 長 サ イ ク ル ” を 図 示 し 、 そ の 方 法 は 実 施 例
１ に 詳 し く 説 明 さ れ た よ う に 基 質 へ の ス タ ー タ ー オ リ ゴ の “ ロ ー デ ィ ン グ ” 、 連 結 反 応 （
あ ら ゆ る リ ガ ー ゼ 、 例 え ば 、 T4リ ガ ー ゼ 又 は E. coliリ ガ ー ゼ に よ る ） 、 洗 浄 、 末 端 の フ
ィ ル -イ ン 、 洗 浄 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 切 断 、 洗 浄 、 繰 り 返 し （ 反 復 サ イ ク ル
） を 含 む 。
【 図 ２ 】 実 施 例 ２ に 説 明 さ れ た よ う な 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 抗 体 軽 鎖 を 再 ア ッ セ ン ブ ル
す る よ う に 設 計 さ れ た ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 図 示 す る 。
【 図 ３ 】 実 施 例 ２ に 説 明 さ れ た よ う な 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て ラ ム ダ 軽 鎖 を 再 ア ッ セ ン ブ
ル す る た め の 例 示 の ス キ ー ム を 図 示 す る 。
【 図 ４ 】 実 施 例 ２ に 説 明 さ れ た よ う な 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て カ ッ パ ー 軽 鎖 を 再 ア ッ セ ン
ブ ル す る た め の 例 示 の ス キ ー ム を 図 示 す る 。
【 図 ５ 】 実 施 例 ２ に 説 明 さ れ た よ う な 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 抗 体 重 鎖 を 再 ア ッ セ ン ブ ル
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す る た め の 例 示 の ス キ ー ム を 図 示 す る 。
【 図 ６ 】 実 施 例 ３ に 説 明 さ れ た よ う な 、 三 つ の エ ス テ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 再 ア ッ セ ン ブ ル の た
め の 例 示 の 操 作 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7Aは 実 施 例 ３ に 説 明 さ れ た よ う な 、 ビ オ チ ン 化 フ ッ ク 中 で 操 作 さ れ た 別 の 制 限
部 位 を 使 用 す る 固 体 支 持 体 か ら の 再 ア ッ セ ン ブ ル さ れ た DNAの 溶 離 を 示 す 。 図 7Bは 実 施 例
３ に 説 明 さ れ た よ う な 、 固 体 支 持 体 か ら の 最 終 の 再 ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 生 成 物 の 溶 離 を 示
す 。
【 図 ８ 】 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ た 例 示 の ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 配 列 表 】
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