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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号５の野生型９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｅｕ４０８、
Ｔｙｒ４０９、Ｐｒｏ４１０およびＬｙｓ４７７と機能的に等価な位置にアミノ酸置換変
異を含む、改変されたファミリーＢ古細菌ＤＮＡポリメラーゼであり、ここで、該置換変
異は、４０８位と等価な位置におけるＡｌａへの置換、４０９位と等価な位置におけるＡ
ｌａへの置換、４１０位と等価な位置におけるＩｌｅへの置換、および４７７位と等価な
位置におけるＭｅｔへの置換であり、ここで、該改変されたポリメラーゼは配列番号１１
と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含み、かつＤＮＡポリメラーゼ活性を有す
る、改変されたファミリーＢ古細菌ＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項２】
　該改変されたポリメラーゼがサーモコッカス、パイロコッカスおよびメタノコッカスか
らなる群から選択される属由来である、請求項１に記載の改変されたポリメラーゼ。
【請求項３】
　Ｖｅｎｔ、Ｄｅｅｐ　Ｖｅｎｔ、９°ＮおよびＰｆｕポリメラーゼからなる群から選択
される、請求項１または２に記載の改変されたポリメラーゼ。
【請求項４】
　該改変されたポリメラーゼが９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｓｐ
１４１および／またはＧｌｕ１４３と機能的に等価な一以上の位置に置換変異をさらに含
む、請求項１～３のいずれかに記載の改変されたポリメラーゼ。
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【請求項５】
　９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｌａ４８５と機能的に等価な位置
に置換変異をさらに含む、請求項１～４のいずれかに記載の改変されたポリメラーゼ。
【請求項６】
　改変されたポリメラーゼが９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｌａ４
８５と機能的に等価な位置に、ＬｅｕまたはＶａｌへの置換変異を含む、請求項５に記載
の改変されたポリメラーゼ。
【請求項７】
　さらに９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＣｙｓ２２３と機能的に等価
な位置に置換変異を含む、請求項１～６のいずれかに記載の改変されたポリメラーゼ。
【請求項８】
　改変されたポリメラーゼが９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＣｙｓ２２３と機
能的に等価な位置にＳｅｒへの置換変異を含む、請求項７に記載の改変されたポリメラー
ゼ。
【請求項９】
　さらに９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＴｈｒ５１４と機能的に等価
な位置に置換変異を含む、請求項１～８のいずれかに記載の改変されたポリメラーゼ。
【請求項１０】
　改変されたポリメラーゼが９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＴｈｒ５１４と機
能的に等価な位置に、ＡｌａまたはＳｅｒへの置換変異を含む、請求項９に記載の改変さ
れたポリメラーゼ。
【請求項１１】
　さらに９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＩｌｅ５２１と機能的に等価
な位置に置換変異を含む、請求項１～１０のいずれかに記載の改変されたポリメラーゼ。
【請求項１２】
　改変されたポリメラーゼが９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＩｌｅ５２１と機
能的に等価な位置にＬｅｕへの置換変異を含む、請求項１１に記載の改変されたポリメラ
ーゼ。
【請求項１３】
　配列番号２９と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む組み換えＤＮＡポリメ
ラーゼであり、配列番号２９の９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｅｕ
４０８、Ｔｙｒ４０９およびＰｒｏ４１０と機能的に等価な位置でのアミノ酸置換変異を
含み、ここで、該変異はそれぞれＡｌａ、ＡｌａおよびＩｌｅへの変異であり、および配
列番号２９の９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｙｓ４７７と機能的に
等価な位置でのアミノ酸置換変異を含み、かつＤＮＡポリメラーゼ活性を有する、組み換
えＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項１４】
　配列番号３１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む組み換えＤＮＡポリメ
ラーゼであり、配列番号３１の９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｅｕ
４０８、Ｔｙｒ４０９およびＰｒｏ４１０と機能的に等価な位置でのアミノ酸置換変異を
含み、ここで、該変異はそれぞれＡｌａ、ＡｌａおよびＩｌｅへの変異であり、および配
列番号３１の９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｙｓ４７７と機能的に
等価な位置でのアミノ酸置換変異を含み、かつＤＮＡポリメラーゼ活性を有する、組み換
えＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項１５】
　改変されたポリメラーゼが配列番号１１と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を含む
、請求項１～１２のいずれかに記載の改変されたポリメラーゼ。
【請求項１６】
　改変されたポリメラーゼが配列番号１１と少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を含む
、請求項１～１２のいずれかに記載の改変されたポリメラーゼ。



(3) JP 6737710 B2 2020.8.12

10

20

30

40

50

【請求項１７】
　組み換えＤＮＡポリメラーゼが配列番号２９と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を
含む、請求項１３に記載の組み換えＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項１８】
　組み換えＤＮＡポリメラーゼが配列番号２９と少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を
含む、請求項１３に記載の組み換えＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項１９】
　組み換えＤＮＡポリメラーゼが配列番号３１と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を
含む、請求項１４に記載の組み換えＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項２０】
　組み換えＤＮＡポリメラーゼが配列番号３１と少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を
含む、請求項１４に記載の組み換えＤＮＡポリメラーゼ。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
背景
　ＤＮＡポリメラーゼは、ゲノムの複製および維持のために全生物により依存されている
。それらは、塩基間の相補性の検出ならびに該塩基のさらなる構造特性の認識により、Ｄ
ＮＡの高精度複製を可能とする。ヌクレオチドアナログ、特に３’糖ヒドロキシルで修飾
されたヌクレオチドの改善された取り込みで修飾されたポリメラーゼに対する要望が存在
し続けている。
【０００２】
配列表
　本発明は、電子形式の配列表と共に提出されている。配列表は、IP1152.TXTのファイル
名で、２０１４年５月２８日に作成され、１８６Kbサイズである。配列表の電子形式の定
法は、引用によりその全体を本明細書に包含させる。
【発明の概要】
【０００３】
要約
　ここに提供されるのは、ヌクレオチドアナログ、特に天然に存在する３’ヒドロキシル
基よりも大きなサイズの置換基で置換されているように３’糖ヒドロキシルで修飾された
ヌクレオチドの取り込みが改善されたポリメラーゼ酵素である。本発明者らは、所望のア
ナログの改善された取り込みを示し、多くの他の付随する利益を有する、ある改変された
ポリメラーゼを、驚くべきことに同定した。
【０００４】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸
配列におけるＬｙｓ４７７と機能的に等価な位置に少なくとも一つのアミノ酸置換変異を
含む。野生型９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列は、配列番号５に示す。ある態様
において、置換変異は、より小さい側鎖を有する残基への変異を含む。ある態様において
、置換変異は疎水性側鎖を有する残基への変異を含む。ある態様において、置換変異はメ
チオニン残基への変異を含む。
【０００５】
　またここに提供されるのは、配列番号２９と少なくとも６０％、７０％、８０％、９０
％、９５％、９９％同一であるアミノ酸配列を含む組み換えＤＮＡポリメラーゼであり、
この組み換えＤＮＡポリメラーゼは９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬ
ｙｓ４７７と機能的に等価な位置に置換変異を含む。
【０００６】
　またここに提供されるのは、配列番号３１と少なくとも６０％、７０％、８０％、９０
％、９５％、９９％同一であるアミノ酸配列を含む組み換えＤＮＡポリメラーゼであり、
この組み換えＤＮＡポリメラーゼは９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬ
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ｙｓ４７７と機能的に等価な位置に置換変異を含む。
【０００７】
　またここに提供されるのは、配列番号５と少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％
、９５％、９９％同一であるアミノ酸配列を含む組み換えＤＮＡポリメラーゼであり、こ
の組み換えＤＮＡポリメラーゼは９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｙ
ｓ４７７と機能的に等価な位置に置換変異を含む。
【０００８】
　ある態様において、ポリメラーゼはＤＮＡポリメラーゼである。上記の改変されたポリ
メラーゼであって、ここで、該ＤＮＡポリメラーゼはファミリーＢタイプＤＮＡポリメラ
ーゼである。ポリメラーゼは、例えば、ファミリーＢ古細菌(archael)ＤＮＡポリメラー
ゼ、ヒトＤＮＡポリメラーゼ－α、Ｔ４、ＲＢ６９およびｐｈｉ２９ファージＤＮＡポリ
メラーゼであり得る。ある態様において、ファミリーＢ古細菌ＤＮＡポリメラーゼは、サ
ーモコッカス、パイロコッカスおよびメタノコッカスからなる群から選択される属由来で
ある。例えば、ポリメラーゼは、Ｖｅｎｔ、Ｄｅｅｐ　Ｖｅｎｔ、９°ＮおよびＰｆｕポ
リメラーゼからなる群から選択され得る。ある態様において、ファミリーＢ古細菌ＤＮＡ
ポリメラーゼは９°Ｎポリメラーゼである。
【０００９】
　ある態様において、上記変異に加えて、改変されたポリメラーゼは、さらに９°Ｎ　Ｄ
ＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｅｕ４０８および／またはＴｙｒ４０９および
／またはＰｒｏ４１０と機能的に等価な位置に置換変異を含み得る。例えば、置換変異は
、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｅｕ４０８Ａｌａおよび／または
Ｔｙｒ４０９Ａｌａおよび／またはＰｒｏ４１０Ｉｌｅと相同の置換変異を含み得る。
【００１０】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、野生型ポリメラーゼと比較して低減さ
れたエキソヌクレアーゼ活性を含む。例えば、ある態様において、改変されたポリメラー
ゼは、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｓｐ１４１および／またはＧ
ｌｕ１４３と機能的に等価な位置に置換変異を含む。
【００１１】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、さらに９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼア
ミノ酸配列におけるＡｌａ４８５と機能的に等価に置換変異を含む。例えば、ある態様に
おいて、ポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｌａ４８５Ｌｅｕ
またはＡｌａ４８５Ｖａｌと機能的に等価な置換変異を含む。
【００１２】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、さらに、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼ
アミノ酸配列におけるＣｙｓ２２３と機能的に等価な位置の種々のアミノ酸への置換変異
を含む。例えば、ある態様において、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼア
ミノ酸配列におけるＣｙｓ２２３Ｓｅｒと機能的に等価な置換変異を含む。
【００１３】
　ある態様において、少なくとも一つの置換変異は、Ｔｈｒ５１４および／またはＩｌｅ
５２１に等価な位置への変異を含む。例えば、ある態様において、改変されたポリメラー
ゼは、９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＴｈｒ５１４Ａｌａ、Ｔｈｒ５１４Ｓｅ
ｒおよび／またはＩｌｅ５２１Ｌｅｕと機能的に等価な置換変異を含む。
【００１４】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、内部メチオニンを除去するためのさら
なる置換変異を含み得る。例えば、ある態様において、改変されたポリメラーゼは、９°
Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＭｅｔ１２９と機能的に等価な位置の種々
のアミノ酸への置換変異を含む。ある態様において、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎ
ポリメラーゼアミノ酸配列におけるＭｅｔ１２９Ａｌａと機能的に等価な置換変異を含む
。
【００１５】
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　ここでまた提供されるのは、配列番号１～４のいずれかのアミノ酸配列を含む半保存的
ドメインへの置換変異を含む改変されたポリメラーゼであって、ここで、該置換変異は、
３位のＬｙｓ、ＩｌｅまたはＧｌｎ以外の任意の残基への変異を含む。ある態様において
、改変されたポリメラーゼは、配列番号１～４のいずれかの３位のＭｅｔへの変異を含む
。
【００１６】
　ある態様において、上記変異に加えて、改変されたポリメラーゼは、さらに、９°Ｎ　
ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｅｕ４０８および／またはＴｙｒ４０９およ
び／またはＰｒｏ４１０と機能的に等価な位置に置換変異を含み得る。例えば、置換変異
は、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＬｅｕ４０８Ａｌａおよび／また
はＴｙｒ４０９Ａｌａおよび／またはＰｒｏ４１０Ｉｌｅと相同の置換変異を含み得る。
【００１７】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、野生型ポリメラーゼと比較して低減さ
れたエキソヌクレアーゼ活性を含む。例えば、ある態様において、改変されたポリメラー
ゼは、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｓｐ１４１および／またはＧ
ｌｕ１４３と機能的に等価な位置に置換変異を含む。
【００１８】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、さらに９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼア
ミノ酸配列におけるＡｌａ４８５と機能的に等価に置換変異を含む。例えば、ある態様に
おいて、ポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｌａ４８５Ｌｅｕ
またはＡｌａ４８５Ｖａｌと機能的に等価な置換変異を含む。
【００１９】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、さらに、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼ
アミノ酸配列におけるＴｈｒ５１４および／またはＩｌｅ５２１に等価な位置への変異を
含む。例えば、ある態様において、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼアミ
ノ酸配列におけるＴｈｒ５１４Ａｌａ、Ｔｈｒ５１４Ｓｅｒおよび／またはＩｌｅ５２１
Ｌｅｕと機能的に等価な置換変異を含む。
【００２０】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、さらに、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼ
アミノ酸配列におけるＣｙｓ２２３と機能的に等価な位置の種々のアミノ酸への置換変異
を含む。例えば、ある態様において、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼア
ミノ酸配列におけるＣｙｓ２２３Ｓｅｒと機能的に等価な置換変異を含む。
【００２１】
　ある態様において、改変されたポリメラーゼは、内部メチオニンを除去するためのさら
なる置換変異を含み得る。例えば、ある態様において、改変されたポリメラーゼは、９°
Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＭｅｔ１２９と機能的に等価な位置の種々
のアミノ酸への置換変異を含む。ある態様において、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎ
ポリメラーゼアミノ酸配列におけるＭｅｔ１２９Ａｌａと機能的に等価な置換変異を含む
。
【００２２】
　ここでまた提供されるのは、配列番号６～８、１０～１２、１４～１６、１８～２０、
２２～２４、２６～２８、３０および３２のいずれか一つのアミノ酸配列を含む改変され
たポリメラーゼである。
【００２３】
　またここに提供されるのは、上記態様のいずれかで定義した改変されたポリメラーゼを
コードする核酸分子である。ここでまた提供されるのは、上記核酸分子を含む発現ベクタ
ーである。またここに提供されるのは、上記ベクターを含む宿主細胞である。
【００２４】
　またここに提供されるのは、次の成分を相互作用させることを含む、修飾ヌクレオチド
をＤＮＡに取り込む方法である：(ｉ)上記態様のいずれかによる改変されたポリメラーゼ
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、(ii)ＤＮＡ鋳型；および(iii)ヌクレオチド溶液。ある態様において、ＤＮＡ鋳型はク
ラスター化アレイを含む。
【００２５】
　またここで提供されるのは、上記態様のいずれかに定義するポリメラーゼおよびヌクレ
オチド溶液を含む、ヌクレオチド取り込み反応を行うためのキットである。ある態様にお
いて、ヌクレオチド溶液は標識ヌクレオチドを含む。ある態様において、ヌクレオチドは
合成ヌクレオチドを含む。ある態様において、ヌクレオチドは修飾ヌクレオチドを含む。
ある態様において、修飾ヌクレオチドは、置換基が天然に存在する３’ヒドロキシル基よ
りサイズが大きいように、３’糖ヒドロキシルで修飾されている。ある態様において、修
飾ヌクレオチドは修飾ヌクレオチドまたはヌクレオシド分子を含み、そのプリンまたはピ
リミジン塩基およびリボーズまたはデオキシリボーズ部分は共有結合により結合した除去
可能な３’－ＯＨ保護基を有しており、その３’炭素原子には次の構造：
－Ｏ－Ｚ
〔式中、Ｚは－Ｃ(Ｒ’)２－Ｏ－Ｒ”、－Ｃ(Ｒ’)２－Ｎ(Ｒ”)２、－Ｃ(Ｒ’)２－Ｎ(
Ｈ)Ｒ”、－Ｃ(Ｒ’)２－Ｓ－Ｒ”および－Ｃ(Ｒ’)２－Ｆのいずれかであり、
ここで、各Ｒ”は除去可能保護基であるかまたはその一部であり；
各Ｒ’は独立して水素原子、アルキル、置換アルキル、アリールアルキル、アルケニル、
アルキニル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロ環式、アシル、シアノ、アルコキシ、ア
リールオキシ、ヘテロアリールオキシまたはアミド基または架橋基を経て結合した検出可
能標識であるか；または(Ｒ’)２は式＝Ｃ(Ｒ''')２のアルキリデン基であり、ここで、
各Ｒ'''は同一でも異なってもよく、水素およびハロゲン原子およびアルキル基からなる
群から選択され；
ここで、該分子は、反応して、各Ｒ”がＨに交換されるか、または、Ｚが－Ｃ(Ｒ’)２－
Ｆであるとき、ＦがＯＨ、ＳＨまたはＮＨ２、好ましくはＯＨに交換されるものである中
間体を生じることができ、該中間体は水性条件下で解離して遊離３’ＯＨを有する分子を
提供する；
ただし、Ｚが－Ｃ(Ｒ’)２－Ｓ－Ｒ”であるとき、両Ｒ’基はＨではない。〕
を有する基が結合している。
【００２６】
　ある態様において、修飾ヌクレオチドまたはヌクレオシドのＲ’はアルキルまたは置換
アルキルである。ある態様において、修飾ヌクレオチドまたはヌクレオシドの－Ｚは式－
Ｃ(Ｒ’)２－Ｎ３である。ある態様において、Ｚはアジドメチル基である。
【００２７】
　ある態様において、修飾ヌクレオチドは、検出可能となるように蛍光で標識される。あ
る態様において、修飾ヌクレオチドは、開裂可能リンカーにより検出可能標識に結合した
塩基を有するヌクレオチドまたはヌクレオシドを含む。ある態様において、検出可能標識
は蛍光標識を含む。ある態様において、キットは、さらに１以上のＤＮＡ鋳型分子および
／またはプライマーを含む。
【００２８】
　１以上の態様の詳細を貼付する図面および次の記載により説明する。さらなる特性、目
的および利点は、明細書および図面ならびに特許請求の範囲から明らかである。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】サーモコッカス種９°Ｎ－７(９°Ｎ)、９°ＮポリメラーゼＴ５１４Ｓ／Ｉ５２
１Ｌ変異体(Ｐｏｌ９５７)、サーモコッカス・ゴルゴナリウス(ＴＧＯ)、サーモコッカス
・コダカラエンシス(ＫＯＤ１)、パイロコッカス・フリオサス(Ｐｆｕ)、メタノコッカス
・マリパルディス(ＭＭＳ２)およびＲＢ６９ファージＤＮＡポリメラーゼからのポリメラ
ーゼアミノ酸配列のアラインメントを示す模式図である。示す数字は、９°Ｎポリメラー
ゼにおけるアミノ酸残基のナンバリングを表す。
【図２】図１に示すアラインメントの２箇所の強調部分を示す模式図である。
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【発明を実施するための形態】
【００３０】
　ここに提供されるのは、ヌクレオチドアナログ、特に天然に存在する３’ヒドロキシル
基よりも大きなサイズの置換基で置換されているような３’糖ヒドロキシルで修飾された
ヌクレオチドの取り込みを改善するためのポリメラーゼ酵素である。本発明者らは、所望
のアナログの改善された取り込みを示し、多くの他の付随する利益を有する、ある改変さ
れたポリメラーゼを、驚くべきことに同定した。
【００３１】
　下に詳細に示すように、本発明者らは、ポリメラーゼにおける１以上の残基への１以上
の変異が、顕著な変換率向上および加ピロリン酸分解減少をもたらすことを驚くべきこと
に発見した。これらの改変されたポリメラーゼは、ＤＮＡ合成時解読法(ＳＢＳ)の性能を
改善し、フェージングおよび／またはプレフェージングエラーの減少をもたらす。
【００３２】
　ここで使用する用語“フェージング”は、あるシークエンシングサイクルでのポリメラ
ーゼによるクラスター内のＤＮＡ鎖のある部分における不完全取り込みが原因であるＳＢ
Ｓにおける現象である。用語“プレフェージング”は、取り込み事象を１サイクル先に進
ませる、有効な３’ターミネーター非存在下でのヌクレオチドの取り込みが原因のＳＢＳ
における現象をいう。フェージングおよびプレフェージングは、特異的サイクルの抽出強
度を、現在のサイクルのシグナルならびに前のおよび後のサイクルからのノイズからなる
ようにする。サイクル数が増えるに連れて、フェージングに影響を受けるクラスターの配
列の画分は増加し、正確な塩基の特定を妨害する。フェージングは、例えば、加ピロリン
酸分解を助ける条件下で起こることが知られるように、ヌクレオチド取り込みの逆転反応
を実施するポリメラーゼによりもたらされ得る。よって、フェージングおよび／またはプ
レフェージングの出現率が減少した改変されたポリメラーゼの発見は驚きであり、ＳＢＳ
適用における大きな利益を提供する。例えば、改変されたポリメラーゼは、速いＳＢＳサ
イクル時間、低いフェージングおよびプレフェージング値および長いシークエンシング読
取長を提供する。ここに提供される改変されたポリメラーゼの特徴は、下記実施例部分に
示す。
【００３３】
　ある態様において、置換変異は、より小さい側鎖を有する残基への変異を含む。アミノ
酸側鎖の相対サイズは当業者に周知であり、立体効果および／または電子密度を含む任意
の既知計量を使用して比較できる、それゆえに、サイズが小さい順で並べたアミノ酸の例
はＧ、Ａ、Ｓ、Ｃ、Ｖ、Ｔ、Ｐ、Ｉ、Ｌ、Ｄ、Ｎ、Ｅ、Ｑ、Ｍ、Ｋ、Ｈ、Ｆ、Ｙ、Ｒ、Ｗ
であろう。ある態様において、置換変異は、Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｖ、Ｆ、Ｗ、Ｙのような疎水性
側鎖を有する残基への変異を含む。
【００３４】
　ここでまた提供されるのは、ポリメラーゼの半保存的ドメインへの置換変異を含む改変
されたポリメラーゼである。ここで使用する用語“半保存的ドメイン”は、多様な種の中
で完全に保存的または少なくとも一部保存的であるポリメラーゼの部分である。半保存的
ドメインにおける１以上の残基の変異が、３’遮断ヌクレオチドの存在下のポリメラーゼ
活性に影響し、顕著な変換率向上および加ピロリン酸分解減少をもたらすことが驚くべき
ことに発見された。これらの改変されたポリメラーゼは、下の実施例部分に記載するよう
に、ＤＮＡ合成時解読法における性能が改善しており、フェージングエラーの減少をもた
らす。
【００３５】
　ある態様において、半保存的ドメインは配列番号１～４のいずれかに示す配列を有する
アミノ酸を含む。配列番号１～４は多様な種の半保存的ドメインにおける残基に対応する
。配列番号４は、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列の残基４７５～４９２に対応
し、これは、配列番号５に示す。半保存的ドメインにおける多様な種の保存を示すアライ
ンメントを、図１および２に示す。図１および２におけるポリメラーゼ配列は、Ｇｅｎｂ
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ａｎｋデータベース受け入れ番号Ｑ５６３６６(９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼ)、ＮＰ＿５
７７９４１(Ｐｆｕ)、ＹＰ＿１８２４１４(ＫＯＤ１)、ＮＰ＿９８７５００(ＭＭＳ２)、
ＡＡＰ７５９５８(ＲＢ６９)、Ｐ５６６８９(ＴＧｏ)から得た。
【００３６】
　半保存的ドメインにおける１以上の残基への変異は変換率を向上させ、加ピロリン酸分
解を減少させ、フェージングエラーの減少をもたらすことが、驚くべきことに判明した。
例えば、ここに示す改変されたポリメラーゼのある態様において、置換変異は、配列番号
１～４の３位のＬｙｓ、ＩｌｅまたはＧｌｎ以外の任意の残基への変異を含む。ある態様
において、改変されたポリメラーゼは、配列番号１～４のいずれかの３位のＭｅｔへの変
異を含む。
【００３７】
　ある態様において、ポリメラーゼはＤＮＡポリメラーゼである。ある態様において、Ｄ
ＮＡポリメラーゼはファミリーＢタイプＤＮＡポリメラーゼである。ポリメラーゼは、例
えば、ファミリーＢ古細菌ＤＮＡポリメラーゼ、ヒトＤＮＡポリメラーゼ－αおよびファ
ージポリメラーゼであり得る。例えばＴ４、ＲＢ６９およびｐｈｉ２９ファージＤＮＡポ
リメラーゼのようなファージポリメラーゼを含む、あらゆるファージポリメラーゼを、こ
こに示す態様において使用できる。
【００３８】
　ファミリーＢ古細菌ＤＮＡポリメラーゼは、引用によりその全体を本明細書に包含させ
る、米国特許８,２８３１４９の開示により例示されるように、当分野で周知である。あ
る態様において、古細菌ＤＮＡポリメラーゼは、超好熱性古細菌由来であり、これは、ポ
リメラーゼがしばしば熱安定性であることを意味する。よって、さらなる好ましい態様に
おいて、ポリメラーゼはＶｅｎｔ、Ｄｅｅｐ　Ｖｅｎｔ、９ｏＮおよびＰｆｕポリメラー
ゼ由来である。ＶｅｎｔおよびＤｅｅｐ　Ｖｅｎｔは、超好熱性古細菌サーモコッカス・
リトラリスから単離されたファミリーＢ　ＤＮＡポリメラーゼについて使用される商品名
である。９°Ｎポリメラーゼはまたサーモコッカス種から単離された。Ｐｆｕポリメラー
ゼはパイロコッカス・フリオサスから単離された。
【００３９】
　ある態様において、ファミリーＢ古細菌ＤＮＡポリメラーゼは、例えばサーモコッカス
、パイロコッカスおよびメタノコッカス属のような属由来である。サーモコッカス属のメ
ンバーは当分野で周知であり、サーモコッカス４５５７、サーモコッカス・バロフィラス
、サーモコッカス・ガンマトレランス、サーモコッカス・オンヌリネウス、サーモコッカ
ス・シビリカス、サーモコッカス・コダカレンシス、サーモコッカス・ゴルゴナリウスを
含むが、これらに限定されない。パイロコッカス属のメンバーは当分野で周知であり、パ
イロコッカスＮＡ２、パイロコッカス・アビシ、パイロコッカス・フリオサス、パイロコ
ッカス・ホリコシイ、パイロコッカス・ヤヤノシイ、パイロコッカス・エンデボリ、パイ
ロコッカス・グリコボランス、パイロコッカス・ヴェッセイを含むが、これらに限定され
ない。メタノコッカス属のメンバーは当分野で周知であり、メタノコッカス・エオリカス
、メタノコッカス・マリパルディス、メタノコッカス・バンニエリイ、メタノコッカス・
ボルタエ、“メタノコッカス・テルモリソトロフィカス”および”メタノコッカス・ヤン
ナシイ”を含むが、これらに限定されない。
【００４０】
　例えば、ポリメラーゼはＶｅｎｔ、Ｄｅｅｐ　Ｖｅｎｔ、９°ＮおよびＰｆｕポリメラ
ーゼからなる群から選択できる。ある態様において、ファミリーＢ古細菌ＤＮＡポリメラ
ーゼは９°Ｎポリメラーゼである。
【００４１】
配列比較、同一性および相同性
　２以上の核酸またはポリペプチド配列の文脈における用語“同一”または”同一性パー
セント”は、下記配列比較アルゴリズム(または当業者が利用可能な他のアルゴリズム)の
一つを使用してまたは目視により測定して、比較し、最大対応についてアラインしたとき
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、同一であるまたは同じである特定のパーセントのアミノ酸残基またはヌクレオチドを有
する２以上の配列または部分配列をいう。
【００４２】
　２核酸またはポリペプチド(例えば、ポリメラーゼまたはポリメラーゼのアミノ酸配列
をコードするＤＮＡ)の状況において、用語“実質的に同一”は、配列比較アルゴリズム
を使用してまたは目視により測定して、比較し、最大対応についてアラインしたとき、少
なくとも約６０％、約８０％、約９０～９５％、約９８％、約９９％またはそれ以上のヌ
クレオチドまたはアミノ酸残基同一性を有する２以上の配列または部分配列をいう。この
ような“実質的に同一”配列は、実際の先祖と無関係に、一般に“相同”と考えられる。
好ましくは、“実質的同一性”は、少なくとも約５０残基長である配列にわたり、より好
ましくは少なくとも約１００残基の領域にわたり存在し、最も好ましくは、配列は少なく
とも約１５０残基または比較すべき２配列の全長にわたり実質的に同一である。
【００４３】
　タンパク質および／またはタンパク質配列は、天然であれ人工であれ、共通先祖タンパ
ク質またはタンパク質配列に由来するとき、“相同”である。同様に、核酸および／また
は核酸配列は、天然であれ人工であれ、共通先祖核酸または核酸配列に由来するとき、相
同である。相同性は、一般に２以上の核酸またはタンパク質(またはその配列)間の配列類
似性から推測される。相同性の確立に有用である配列間の類似性の厳密なパーセンテーは
問題の核酸およびタンパク質で変わるが、５０、１００、１５０またはそれ以上の残基に
わたるわずか２５％の配列類似性が、相同性の確立に日常的に使用されている。高レベル
の配列類似性、例えば、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９
５％または９９％またはそれ以上も、相同性の確立に使用できる。配列類似性パーセンテ
ージを決定する方法(例えば、デフォルトパラメータを使用するＢＬＡＳＴＰおよびＢＬ
ＡＳＴＮ)はここに記載し、一般に利用可能である。
【００４４】
　配列比較および相同性決定のために、一般に一つの配列が対照配列として役立ち、それ
に対して試験配列を比較する。配列比較アルゴリズムを使用するとき、試験配列および対
照配列をコンピューターに入れ、必要であれば、部分配列座標を指定し、配列アルゴリズ
ムプログラムパラメータを指定する。次いで、配列比較アルゴリズムは、指定したプログ
ラムパラメータに基づき、対照配列に対する試験配列の配列同一性パーセントを計算する
。
【００４５】
　比較のための配列の最適アラインメントは、例えば、Smith & Waterman, Adv. Appl. M
ath. 2:482 (1981)の局所相同性アルゴリズム、Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:
443 (1970)の相同性アラインメントアルゴリズム、Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Aca
d. Sci. USA 85:2444 (1988)の類似性方法のサーチ、これらのアルゴリズムのコンピュー
タ履行(Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science
 Dr., Madison, Wis.におけるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦＡＳＴＡ)
または目視(一般にCurrent Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., eds., C
urrent Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associates, Inc. and
 John Wiley & Sons, Inc., supplemented through 2004参照)により実施できる。
【００４６】
　配列同一性および配列類似性パーセントの決定に適するアルゴリズムの一例はＢＬＡＳ
Ｔアルゴリズムであり、これはAltschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)に
記載されている。ＢＬＡＳＴ解析を実施するためのソフトウェアは、National Center fo
r Biotechnology Informationから公的に入手可能である。このアルゴリズムは、最初に
クエリ配列における長さＷの短いワードを同定することにより高スコア配列対(ＨＳＰ)を
同定し、これは、データベース配列における同じ長さのワードとアラインしたときマッチ
するか、ある正の値閾値スコアＴを満たす。Ｔは隣接ワードスコア閾値と呼ぶ(Altschul 
et al., supra)。これらの初期隣接ワードヒットは、それらを含む長いＨＳＰを発見する
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ためのサーチを開始するシードとして働く。次いでワードヒットを、累積的アラインメン
トスコアが増加し得る限り、各配列に沿って両方向に伸長する。累積的スコアは、ヌクレ
オチド配列について、パラメータＭ(マッチング残基対についてのリワードスコア；常に
＞０)およびＮ(ミスマッチング残基についてのペナルティスコア；常に＜０)を使用して
計算する。アミノ酸配列について、スコアマトリックスを使用して、累積的スコアを計算
する。各方向へのワードヒットの伸長は、最大達成値から累積的アラインメントスコアが
数Ｘ落ちたとき；累積的スコアが１以上の負スコア残基アラインメントの蓄積により０以
下になったとき；またはいずれかの配列の末端に達したとき停止する。ＢＬＡＳＴアルゴ
リズムパラメータＷ、ＴおよびＸはアラインメントの感度および速度を決定する。ＢＬＡ
ＳＴＮプログラム(ヌクレオチド配列について)は、デフォルトとしてワード長(Ｗ)１１、
期待値(Ｅ)１０、カットオフ１００、Ｍ＝５、Ｎ＝－４および両鎖の比較を使用する。ア
ミノ酸配列について、ＢＬＡＳＴＰプログラムは、デフォルトとしてワード長(Ｗ)３、期
待値(Ｅ)１０およびＢＬＯＳＵＭ６２スコアマトリックスを使用する(Henikoff & Heniko
ff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915参照)。
【００４７】
　配列同一性の計算に加えて、ＢＬＡＳＴアルゴリズムはまた２配列の類似性の統計学的
解析も実施する(例えば、Karlin & Altschul, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 90:5873-5
787 (1993)参照)。ＢＬＡＳＴアルゴリズムにより提供される類似性の指標は最小和確率(
Ｐ(Ｎ))であり、これは、２ヌクレオチドまたはアミノ酸配列間のマッチが偶然起こる確
率の指標を提供する。例えば、核酸は、試験核酸対対照核酸の比較における最小和確率が
約０.１未満、より好ましくは約０.０１未満、最も好ましくは約０.００１未満であると
き、対照配列と類似すると考えられる。
【００４８】
　“機能的に等価”は、対照ポリメラーゼは、異なるポリメラーゼ全体を使用する試験の
場合、酵素における同じ機能的役割を有する他のポリメラーゼにおけるアミノ酸位置で生
じると考えられる、アミノ酸置換を含む。例として、Ｖｅｎｔ　ＤＮＡポリメラーゼにお
ける４１２位のチロシンからバリンへの変異(Ｙ４１２Ｖ)は、９°Ｎポリメラーゼにおけ
る４０９位のチロシンからバリンへの置換(Ｙ４０９Ｖ)と機能的に等価である。
【００４９】
　一般に２以上の異なるポリメラーゼにおける機能的に等価な置換変異は、ポリメラーゼ
のアミノ酸配列における相同アミノ酸位置で生じる。それゆえに、ここで使用する用語“
機能的に等価”はまた、変異アミノ酸の特定の機能が知られていようが、知られていまい
が、ある変異と“位置的に等価”または“相同”である変異も包含する。配列アラインメ
ントおよび／または分子モデリングに基づき２以上の異なるポリメラーゼのアミノ酸配列
における位置的に等価または相同アミノ酸残基を同定することが可能である。位置的に等
価および／または機能的に等価な残基を同定するための配列アラインメントの例を図１お
よび２に示す。それゆえに、例えば、図２に示すように、半保存的ドメインにおける残基
は、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列の４７５～４９２位と同定された。ＴＧＯ
、ＫＯＤ１、Ｐｆｕ、ＭｍＳ２およびＲＢ６９ポリメラーゼにおける対応する残基は、図
に垂直にアラインとして示し、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列における対応す
る残基と位置的に等価ならびに機能的に等価と考えられる。
【００５０】
　上記改変されたポリメラーゼは、３’遮断ヌクレオチド存在下および／またはＤＮＡシ
ークエンシング適応においてポリメラーゼ活性の１以上の面を増強することが知られるさ
らなる置換変異を含み得る。例えば、ある態様において、上記変異のいずれかに加えて、
改変されたポリメラーゼは、さらに、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列における
Ｌｅｕ４０８および／またはＴｙｒ４０９および／またはＰｒｏ４１０と機能的に等価な
位置に置換変異を含み得る。遮断ヌクレオチドの取り込み増加を生じる、９°Ｎ　ＤＮＡ
ポリメラーゼアミノ酸配列における位置４０８～４１０と機能的に等価な１以上の位置で
の多種多様な置換変異のいずれかを、当分野で知られ、その全体を引用により本明細書に
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包含させるＵＳ２００６／０２４０４３９号およびＵＳ２００６／０２８１１０９号の開
示により例示されるように、なし得る。例えば、置換変異は、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラー
ゼアミノ酸配列におけるＬｅｕ４０８Ａｌａおよび／またはＴｙｒ４０９Ａｌａおよび／
またはＰｒｏ４１０Ｉｌｅと相同の置換変異を含み得る。ある態様において、上記変異の
いずれかに加えて、改変されたポリメラーゼは、さらに９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミ
ノ酸配列におけるＡｌａ４８５と機能的に等価に置換変異を含む。例えば、ある態様にお
いて、ポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｌａ４８５Ｌｅｕま
たはＡｌａ４８５Ｖａｌと機能的に等価な置換変異を含む。
【００５１】
　ある態様において、上記変異のいずれかに加えて、改変されたポリメラーゼは野生型ポ
リメラーゼと比較して低減されたエキソヌクレアーゼ活性を含み得る。エキソヌクレアー
ゼ活性の低減をもたらすことが知られる１以上の位置の多種多様な置換変異のいずれかを
、当分野で知られ、ＵＳ２００６／０２４０４３９号およびＵＳ２００６／０２８１１０
９号の取り込まれた物質により例示されるように実施し得る。例えば、ある態様において
、上記変異に加えて、改変されたポリメラーゼは、さらに、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼ
アミノ酸配列におけるＡｓｐ１４１および／またはＧｌｕ１４３と機能的に等価な位置に
置換変異を含み得る。
【００５２】
　ある態様において、上記変異のいずれかに加えて、改変されたポリメラーゼは、さらに
、当分野で知られ、ＵＳ２００６／０２８１１０９号の取り込まれた物質により例示され
るように、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＣｙｓ２２３と機能的に等
価な位置の種々のアミノ酸への置換変異を含む。例えば、ある態様において、改変された
ポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＣｙｓ２２３Ｓｅｒと機能的
に等価な置換変異を含む。
【００５３】
　ある態様において、上記変異のいずれかに加えて、改変されたポリメラーゼは、当分野
で知られ、引用によりその全体を本明細書に包含させるＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０３１６
９４号に例示されるように、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＴｈｒ５
１４および／またはＩｌｅ５２１と等価な位置に１以上の変異を含み得る。例えば、ある
態様において、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＴ
ｈｒ５１４Ａｌａ、Ｔｈｒ５１４Ｓｅｒおよび／またはＩｌｅ５２１Ｌｅｕと機能的に等
価な置換変異を含む。
【００５４】
　ある態様において、上記変異のいずれかに加えて、改変されたポリメラーゼは、当分野
で知られ、引用によりその全体を本明細書に包含させるＵＳ特許８,６２３,６２８号に例
示されるように、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｒｇ７１３と等価
な位置に１以上の変異を含み得る。例えば、ある態様において、改変されたポリメラーゼ
は９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｒｇ７１３Ｇｌｙ、Ａｒｇ７１３Ｍｅｔま
たはＡｒｇ７１３Ａｌａと機能的に等価な置換変異を含む。
【００５５】
　ある態様において、上記変異のいずれかに加えて、改変されたポリメラーゼは、当分野
で知られ、引用によりその全体を本明細書に包含させるＵＳ特許８,６２３,６２８号
に例示されるように、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｒｇ７４３お
よび／またはＬｙｓ７０５と等価な位置に１以上の変異を含み得る。例えば、ある態様に
おいて、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＡｒｇ７
４３Ａｌａおよび／またはＬｙｓ７０５Ａｌａと機能的に等価な置換変異を含む。
【００５６】
　ある態様において、上記変異のいずれかに加えて、改変されたポリメラーゼは、内部メ
チオニンを除去するための１以上のさらなる置換変異を含み得る。例えば、ある態様にお
いて、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎ　ＤＮＡポリメラーゼアミノ酸配列におけるＭ
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ｅｔ１２９と機能的に等価な位置の種々のアミノ酸への置換変異を含む。ある態様におい
て、改変されたポリメラーゼは、９°Ｎポリメラーゼアミノ酸配列におけるＭｅｔ１２９
Ａｌａと機能的に等価な置換変異を含む。
【００５７】
ポリメラーゼ変異
　多様なタイプの突然変異誘発が、例えば、上記ポリメラーゼモデルおよびモデル予測に
従ってまたは無作為または半無作為変異性を使用して、例えば、バリアントを産生するた
めに、ポリメラーゼを修飾するために、本発明で所望により使用される。一般に、任意の
利用可能な突然変異誘発法をポリメラーゼ変異体の製造に使用できる。このような突然変
異誘発法は、所望により１以上の目的の活性(例えば、あるヌクレオチドアナログについ
て、例えば、加ピロリン酸分解低減、変換率向上)について変異体核酸およびポリペプチ
ドを選択することを含む。使用できる方法は、部位特異的点突然変異誘発、無作為点突然
変異誘発、インビトロまたはインビボ相同組換え(ＤＮＡシャッフリングおよび組み合わ
せ重複ＰＣＲ)、ウラシル含有鋳型を使用する突然変異誘発、オリゴヌクレオチド指向突
然変異誘発、ホスホロチオエート修飾ＤＮＡ突然変異誘発、ギャップド・デュプレックス
ＤＮＡを使用する突然変異誘発、点ミスマッチ修復、修復欠損宿主株を使用する突然変異
誘発、制限選択および制限精製、欠失突然変異誘発、総遺伝子合成による突然変異誘発、
縮重ＰＣＲ、二本鎖切断修復および当業者に知られる多くのその他を含むが、これらに限
定されない。変異のための開始ポリメラーゼは、例えば、各々、引用によりその全体を本
明細書に包含させるＵＳ２００６／０２４０４３９号およびＵＳ２００６／０２８１１０
９号に同定されるもののような、利用可能なポリメラーゼ変異体を含む、ここに記載する
いずれのものであってもよい。
【００５８】
　所望により、突然変異誘発は、天然に存在するポリメラーゼ分子または既知改変または
変異ポリメラーゼからの既知情報、例えば、上記のような配列、配列比較、物理的性質、
結晶構造および／またはその他により誘導され得る(例えば、先に記載の引用文献に記載
されるような既存の変異体ポリメラーゼを使用して)。しかしながら、他の一群の態様に
おいて、修飾は本質的に無作為であり得る(例えば、古典的または“ファミリー”ＤＮＡ
シャッフリングのような、例えば、Crameri et al. (1998) “DNA shuffling of a famil
y of genes from diverse species accelerates directed evolution” Nature 391:288-
291)参照。
【００５９】
　変異形式のさらなる情報は、Sambrook et al., Molecular Cloning--A Laboratory Man
ual (3rd Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.
, 2000 (“Sambrook”); Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et 
al., eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associat
es, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (supplemented through 2011) (“Ausubel”))
 and PCR Protocols A Guide to Methods and Applications (Innis et al. eds) Academ
ic Press Inc. San Diego, Calif. (1990) (“Innis”)に見ることができる。また、変異
の形態の詳細に関して、Arnold, Protein engineering for unusual environments, Curr
ent Opinion in Biotechnology 4:450-455 (1993); Bass et al., Mutant Trp repressor
s with new DNA-binding specificities, Science 242:240-245 (1988); Bordo and Argo
s (1991) Suggestions for "Safe" Residue Substitutions in Site-directed Mutagenes
is 217:721-729; Botstein & Shortle, Strategies and applications of in vitro muta
genesis, Science 229:1193-1201 (1985); Carter et al., Improved oligonucleotide s
ite-directed mutagenesis using M13 vectors, Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443 (1985
); Carter, Site-directed mutagenesis, Biochem. J. 237:1-7 (1986); Carter, Improv
ed oligonucleotide-directed mutagenesis using M13 vectors, Methods in Enzymol. 1
54: 382-403 (1987); Dale et al., Oligonucleotide-directed random mutagenesis usi
ng the phosphorothioate method, Methods Mol. Biol. 57:369-374 (1996); Eghtedarza
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deh & Henikoff, Use of oligonucleotides to generate large deletions, Nucl. Acids
 Res. 14: 5115 (1986); Fritz et al., Oligonucleotide-directed construction of mu
tations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic reactions in vitro, Nuc
l. Acids Res. 16: 6987-6999 (1988); Grundstrom et al., Oligonucleotide-directed 
mutagenesis by microscale ‘shot-gun’ gene synthesis, Nucl. Acids Res. 13: 3305
-3316 (1985); Hayes (2002) Combining Computational and Experimental Screening fo
r rapid Optimization of Protein Properties PNAS 99(25) 15926-15931; Kunkel, The 
efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis, in Nucleic Acids & Molecular
 Biology (Eckstein, F. and Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag, Berlin)) (198
7); Kunkel, Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic sel
ection, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985); Kunkel et al., Rapid and e
fficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection, Methods in Enzy
mol. 154, 367-382 (1987); Kramer et al., The gapped duplex DNA approach to oligo
nucleotide-directed mutation construction, Nucl. Acids Res. 12: 9441-9456 (1984)
; Kramer & Fritz Oligonucleotide-directed construction of mutations via gapped d
uplex DNA, Methods in Enzymol. 154:350-367 (1987); Kramer et al., Point Mismatch
 Repair, Cell 38:879-887 (1984); Kramer et al., Improved enzymatic in vitro reac
tions in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed construction
 of mutations, Nucl. Acids Res. 16: 7207 (1988); Ling et al., Approaches to DNA 
mutagenesis: an overview, Anal Biochem. 254(2): 157-178 (1997); Lorimer and Past
an Nucleic Acids Res. 23, 3067-8 (1995); Mandecki, Oligonucleotide-directed doub
le-strand break repair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specif
ic mutagenesis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:7177-7181(1986); Nakamaye & Eckst
ein, Inhibition of restriction endonuclease Nci I cleavage by phosphorothioate g
roups and its application to oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids R
es. 14: 9679-9698 (1986); Nambiar et al., Total synthesis and cloning of a gene 
coding for the ribonuclease S protein, Science 223: 1299-1301(1984); Sakamar and
 Khorana, Total synthesis and expression of a gene for the a-subunit of bovine r
od outer segment guanine nucleotide-binding protein (transducin), Nucl. Acids Re
s. 14: 6361-6372 (1988); Sayers et al., Y-T Exonucleases in phosphorothioate-bas
ed oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 16:791-802 (1988); Say
ers et al., Strand specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by react
ion with restriction endonucleases in the presence of ethidium bromide, (1988) N
ucl. Acids Res. 16: 803-814; Sieber, et al., Nature Biotechnology, 19:456-460 (2
001); Smith, In vitro mutagenesis, Ann. Rev. Genet. 19:423-462 (1985); Methods i
n Enzymol. 100: 468-500 (1983); Methods in Enzymol. 154: 329-350 (1987); Stemmer
, Nature 370, 389-91(1994); Taylor et al., The use of phosphorothioate-modified 
DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA, Nucl. Acids Res. 13: 
8749-8764 (1985); Taylor et al., The rapid generation of oligonucleotide-directe
d mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA, Nucl. Acids R
es. 13: 8765-8787 (1985); Wells et al., Importance of hydrogen-bond formation in
 stabilizing the transition state of subtilisin, Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 31
7: 415-423 (1986); Wells et al., Cassette mutagenesis: an efficient method for g
eneration of multiple mutations at defined sites, Gene 34:315-323 (1985); Zoller
 & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis using M 13-derived vectors: an ef
ficient and general procedure for the production of point mutations in any DNA f
ragment, Nucleic Acids Res. 10:6487-6500 (1982); Zoller & Smith, Oligonucleotide
-directed mutagenesis of DNA fragments cloned into M13 vectors, Methods in Enzym
ol. 100:468-500 (1983); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis: a 
simple method using two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA templa
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te, Methods in Enzymol. 154:329-350 (1987); Clackson et al. (1991) “Making anti
body fragments using phage display libraries” Nature 352:624-628; Gibbs et al. 
(2001) “Degenerate oligonucleotide gene shuffling (DOGS): a method for enhancin
g the frequency of recombination with family shuffling” Gene 271:13-20; and Hir
aga and Arnold (2003) “General method for sequence-independent site-directed ch
imeragenesis: J. Mol. Biol. 330:287-296を見ることができる。上記方法のさらなる詳
細は、また多様な突然変異誘発法のトラブルシューティング問題の有用なコントロールも
記載するMethods in Enzymology Volume 154に見ることができる。
【００６０】
組み換えポリメラーゼの製造および単離
　一般に、ここに提供するポリメラーゼをコードする核酸は、クローニング、組換え、イ
ンビトロ合成、インビトロ増幅および／または他の利用可能な方法により製造できる。多
様な組み換え法を、ここに提供するポリメラーゼをコードする発現ベクターを発現するた
めに使用できる。組み換え核酸を製造する、発現するおよび発現産物を単離する方法は周
知であり、文献に記載される。多数の例示変異および変異の組み合わせ、ならびに望まし
い変異を設計する戦略をここに記載する。ヌクレオチドアナログによる接近の改善を可能
にするための活性部位またはその近辺での立体特性の修飾を含む、ポリメラーゼの活性部
位における変異を製造および単離する方法は上に、および、例えば、その全体を引用によ
り本明細書に包含させるＷＯ２００７／０７６０５７号およびＰＣＴ／ＵＳ２００７／０
２２４５９号に見られる。
【００６１】
　変異、組み換えおよびインビトロ核酸操作法(クローニング、発現、ＰＣＲなどを含む)
に関するさらなる有用な言及は、Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Met
hods in Enzymology volume 152 Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (Berger); 
Kaufman et al. (2003) Handbook of Molecular and Cellular Methods in Biology and 
Medicine Second Edition Ceske (ed) CRC Press (Kaufman); and The Nucleic Acid Pro
tocols Handbook Ralph Rapley (ed) (2000) Cold Spring Harbor, Humana Press Inc (R
apley); Chen et al. (ed) PCR Cloning Protocols, Second Edition (Methods in Molec
ular Biology, volume 192) Humana Press; and in Viljoen et al. (2005)Molecular Di
agnostic PCR Handbook Springer, ISBN 1402034032を含む。
【００６２】
　さらに、細胞からのプラスミドまたは他の関連核酸の精製のための大量のキットが市販
されている(例えば、両者とも Pharmacia Biotech由来のEasyPrep.TM., FlexiPrep.TM.；
StratageneからのStrataClean.TM.；およびQiagenからのQIAprep.TM.参照)。任意の単離
および／または精製核酸をさらに操作して他の核酸を産生する、細胞のトランスフェクト
に使用する、発現のために生物を感染させる関連ベクターに取り込むおよび／またはその
他を行うことが可能である。典型的クローニングベクターは転写および翻訳ターミネータ
ー、転写および翻訳開始配列および特定の標的核酸の発現の制御に有用なプロモーターを
含む。ベクターは、所望により少なくとも一つの独立したターミネーター配列を含む遺伝
子発現カセット、真核生物または原核生物または両者におけるカセットの複製を可能にす
る配列(例えば、シャトルベクター)および原核および真核系両者のための選択マーカーを
含む。ベクターは、原核生物、真核生物または両者における複製および組込みに適する。
【００６３】
　例えば細胞単離および培養(例えば、その後の核酸単離のため)の他の有用な言及は、Fr
eshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, third editio
n, Wiley-Liss, New York and the references cited therein; Payne et al. (1992) Pl
ant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, 
N.Y.; Gamborg and Phillips (eds) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fu
ndamental Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New Yo
rk) and Atlas and Parks (eds) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC P
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ress, Boca Raton, Flaを含む。
【００６４】
　ここに開示する組み換えポリメラーゼをコードする核酸もまたここに示す態様の特徴で
ある。特定のアミノ酸は、多数のコドンによりコードされ、ある翻訳系(例えば、原核ま
たは真核細胞)はしばしばコドンバイアスを示し、例えば、異なる生物は、しばしば、同
じアミノ酸をコードする数同義コドンの一つを好む。すなわち、ここに提供される核酸は
、所望により“コドン最適化”されてよく、核酸が、ポリメラーゼの発現に用いる特定の
翻訳系により好まれるコドンを含むように合成される。例えば、細菌細胞(または特定の
細菌株)におけるポリメラーゼの発現が望ましいとき、核酸は、ポリメラーゼの効率的発
現のために、細菌細胞のゲノムで最もしばしば見られるコドンを含むように合成できる。
類似する戦略を、真核細胞におけるポリメラーゼの発現が望ましいとき用いることができ
、例えば、核酸は、その真核細胞に好まれるコドンを含み得る。
【００６５】
　多様なタンパク質の単離および検出法が知られ、例えば、ここに提示する組み換えポリ
メラーゼを発現する細胞の組み換え培養からポリメラーゼを単離するのに使用できる。多
様なタンパク質単離および検出法は当分野で周知であり、例えば、R. Scopes, Protein P
urification, Springer-Verlag, N.Y. (1982); Deutscher, Methods in Enzymology Vol.
 182: Guide to Protein Purification, Academic Press, Inc. N.Y. (1990); Sandana (
1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; Bollag et al. (1996) Prot
ein Methods, 2.sup.nd Edition Wiley-Liss, NY; Walker (1996) The Protein Protocol
s Handbook Humana Press, NJ, Harris and Angal (1990) Protein Purification Applic
ations: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, England; Harris and An
gal Protein Purification Methods: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxfo
rd, England; Scopes (1993) Protein Purification: Principles and Practice 3.sup.r
d Edition Springer Verlag, NY; Janson and Ryden (1998) Protein Purification: Pri
nciples, High Resolution Methods and Applications, Second Edition Wiley-VCH, NY;
 and Walker (1998) Protein Protocols on CD-ROM Humana Press, NJに示すものを含み
、ここに引用により包含させる。タンパク質精製および検出法に関するさらなる詳細は、
Satinder Ahuja ed., Handbook of Bioseparations, Academic Press (2000)に見ること
ができる。
【００６６】
使用法
　ここに示す改変されたポリメラーゼを、合成時解読(ＳＢＳ)技術のようなシークエンシ
ング法に使用できる。簡潔には、ＳＢＳは、標的核酸と１以上の標識ヌクレオチド、ＤＮ
Ａポリメラーゼなどの接触により開始し得る。プライマーが鋳型として標的核酸を使用し
て伸長する特性は、検出できる標識ヌクレオチドを取り込む。所望により、標識ヌクレオ
チドは、さらに、ヌクレオチドがプライマーに付加されたら、さらなるプライマー伸長を
終結させる可逆性終結性向を含み得る。例えば、可逆性ターミネーター部分を有するヌク
レオチドアナログは、その後の伸長が、非ブロック化剤が当該部分を除去するように送達
されるまで生じないようにプライマーに添加でき、それゆえに、可逆性終結を使用する態
様について、非ブロック化剤をフローセルに送達できる(検出が生じる前または後)。種々
の送達工程間に洗浄を実施できる。次いで、サイクルを、ｎヌクレオチドプライマーを伸
長する、それによりｎ配列長検出するためにｎ回繰り返してよい。本開示の方法により産
生されるアレイでの使用に容易に適用できるＳＢＳ法、流体系および検出プラットフォー
ムの例は、例えば、Bentley et al., Nature 456:53-59 (2008)、ＷＯ０４／０１８４９
７号；ＷＯ９１／０６６７８号；ＷＯ０７／１２３７４４号；米国特許７,０５７,０２６
号；７,３２９,４９２号；７,２１１,４１４号；７,３１５,０１９号または７,４０５,２
８１号および米国特許公開２００８／０１０８０８２Ａ１号に記載され、その各々を引用
により本明細書に包含させる。
【００６７】
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　ピロシーケンスのようなサイクリック反応を使用する他のシークエンシング法を使用で
きる。ピロシーケンスは、特定のヌクレオチドが新生核酸鎖に取り込まれるに連れて、無
機ピロホスフェート(ＰＰｉ)の遊離を検出する(Ronaghi, et al., Analytical Biochemis
try 242(1), 84-9 (1996); Ronaghi, Genome Res. 11(1), 3-11 (2001); Ronaghi et al.
 Science 281(5375), 363 (1998)；米国特許６,２１０,８９１号；６,２５８,５６８号お
よび６,２７４,３２０号、その各々を引用により本明細書に包含させる)。ピロシーケン
スにおいて、遊離ＰＰｉを、ＡＴＰスルフリラーゼによるアデノシントリホスフェート(
ＡＴＰ)により変換させることにより変換でき、得られたＡＴＰを、ルシフェラーゼ産生
光子により検出でき、それゆえに、シークエンシング反応を発光検出系によりモニターで
きる。蛍光ベースの検出系で使用される励起線源はピロシーケンス法では必要ではない。
ピロシーケンスの本開示のアレイへの適用に使用できる有用な流体系、検出器および方法
は、例えば、ＷＩＰＯ特許出願ＰＣＴ／ＵＳ１１／５７１１１号、米国特許公開２００５
／０１９１６９８Ａ１号、米国特許７,５９５,８８３号および米国特許７,２４４,５５９
号に記載され、その各々を引用により本明細書に包含させる。
【００６８】
　ある態様は、ＤＮＡポリメラーゼ活性のリアルタイムモニタリングを含む方法を利用で
きる。例えば、ヌクレオチド取り込みを、フルオロフォア担持ポリメラーゼとγ－ホスフ
ェート標識ヌクレオチドの蛍光共鳴エネルギー移動(ＦＲＥＴ)相互作用またはゼロモード
導波路で検出できる。ＦＲＥＴベースのシークエンシングのための技術および試薬は、例
えば、Levene et al. Science 299, 682-686 (2003); Lundquist et al. Opt. Lett. 33,
 1026-1028 (2008); Korlach et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 1176-1181 (200
8)に記載され、それらの開示は、引用により本明細書に包含させる。
【００６９】
　あるＳＢＳ態様は、伸長産物へのヌクレオチド取り込みにより遊離されるプロトンの検
出を含む。例えば、遊離プロトンの検出に基づくシークエンシングは、Ion Torrent(Guil
ford, CT, Life Technologies subsidiary)から市販の電気的検出器および関連技術また
は、その各々を引用により本明細書に包含させる、米国特許出願公開２００９／００２６
０８２Ａ１号；２００９／０１２７５８９Ａ１号；２０１０／０１３７１４３Ａ１号；ま
たは２０１０／０２８２６１７Ａ１号に記載のシークエンシング法および系を使用できる
。
【００７０】
　よって、ここに提供されるのは、次の成分を相互作用させることを含む、ヌクレオチド
アナログをＤＮＡに取り込む方法である：(ｉ)上記態様のいずれかによる改変されたポリ
メラーゼ、(ii)ＤＮＡ鋳型；および(iii)ヌクレオチド溶液。ある態様において、ＤＮＡ
鋳型はクラスター化アレイを含む。ある態様において、ヌクレオチドは３’糖ヒドロキシ
ルで修飾され、置換基が天然に存在する３’ヒドロキシル基よりサイズが大きいように３
’糖ヒドロキシルで修飾を含む。
【００７１】
改変されたポリメラーゼをコードする核酸
　さらにここに提供されるのは、ここに示す改変されたポリメラーゼ酵素をコードする核
酸分子である。アミノ酸配列および好ましくはまたポリメラーゼをコードする野生型ヌク
レオチド配列が知られるポリメラーゼの変異体バージョンである任意のある改変されたポ
リメラーゼについて、分子生物学の基本的原則により変異体をコードするヌクレオチド配
列を得ることが可能である。例えば、９°Ｎポリメラーゼをコードする野生型ヌクレオチ
ド配列が知られることから、標準遺伝子コードを使用して１以上のアミノ酸置換を有する
９°Ｎの任意のある変異体バージョンをコードするヌクレオチド配列を推定することが可
能である。同様に、ヌクレオチド配列は、例えば、ＶｅｎｔTM、Ｐｆｕ、Ｔｓｐ　ＪＤＦ
－３、Ｔａｑなどのような、他のポリメラーゼの変異体バージョンから容易に由来し得る
。必要なヌクレオチド配列を有する核酸分子を、次いで、当分野で知られる標準分子生物
学技術を使用して構築できる。
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【００７２】
　ここに示す態様によって、定義した核酸は同一核酸を含むだけでなく、特に、保存的ア
ミノ酸置換における縮重コードにより同義コドン(同一アミノ酸残基を特定する異なるコ
ドン)をもたらす場合の置換を含む、あらゆるマイナー塩基差異も含む。用語“核酸配列
”はまた、塩基差異による任意のある一本鎖配列に対する相補的配列も含む。
【００７３】
　ここに記載する核酸分子はまた、有利に、適当な宿主においてそれからコードされるポ
リメラーゼタンパク質を発言するための適当な発現ベクターも含み得る。該細胞のその後
の形質転換のためのクローン化ＤＮＡの適当な発現ベクターへの取り込みおよびその後の
形質転換細胞の選択は、Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A Laboratory Ma
nual, Cold Spring Harbor Laboratoryに提供されるように当業者に周知であり、これは
、その全体を引用により本明細書に包含させる。
【００７４】
　このような発現ベクターは、該ＤＮＡフラグメントの発現を実行できる、プロモーター
領域のような制御配列に操作可能に連結した、ここに提供する態様による核酸を有するベ
クターを含む。用語“操作可能に連結”は、記載する要素がその意図される方法で機能す
ることを可能にする関係である、近傍位置をいう。このようなベクターは、ここに提供す
る態様によるタンパク質の発現を提供するために、適当な宿主細胞にトランスフォームし
得る。
【００７５】
　核酸分子は、成熟タンパク質または、成熟タンパク質を形成するためにその後宿主細胞
により開裂されるタンパク質前駆体のリーダー配列を含む、プロ配列を有するタンパク質
をコードしてよい。ベクターは、複製起点および所望により該ヌクレオチドの発現のため
のプロモーターおよび所望によりプロモーターの制御を備えた、例えば、プラスミド、ウ
イルスまたはファージベクターであり得る。ベクターは、例えば、抗生物質耐性遺伝子の
ような、１以上の選択可能マーカーを含み得る。
【００７６】
　発現に必要な制御要素は、ＲＮＡポリメラーゼを結合し、適切なレベルの転写開始を指
示するプロモーター配列およびまたリボソーム結合のための翻訳開始配列を含む。例えば
、細菌発現ベクターは、ｌａｃプロモーターのようなプロモーターおよび翻訳開始のため
のシャイン・ダルガーノ配列および開始コドンＡＵＧを含み得る。同様に、真核発現ベク
ターは、ＲＮＡポリメラーゼIIのための異種性または相同プロモーター、下流ポリアデニ
ル化シグナル、開始コドンＡＵＧおよびリボソームの脱離のための終結コドンを含み得る
。このようなベクターは商業的に入手しても、記載する配列から当分野で周知の方法によ
り集合させてもよい。
【００７７】
　高等真核生物によるポリメラーゼをコードするＤＮＡの転写は、ベクターにエンハンサ
ー配列を包含させることにより最適化され得る。エンハンサーは、転写レベルを増加させ
るようにプロモーターに作用する、ＤＮＡのシス作用性要素である。ベクターはまた一般
に選択可能マーカーに加えて複製起点を含む。
【実施例】
【００７８】
実施例１
一般的アッセイ方法および条件
　次の段落は、下記実施例で使用する一般アッセイ条件を記載する。
【００７９】
１. ゲルベースのアッセイ
　この章は、ポリメラーゼの加ピロリン酸分解活性をモニターするために下記実施例で使
用するゲルベースのアッセイを記載する。
　簡潔には、例示的修飾ポリメラーゼの加ピロリン酸分解活性を、３００nM　酵素と１０
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０nM　二本鎖プライマー－鋳型ＤＮＡを、それぞれ異なる濃度(０mM、０.１２５mM、０.
２５mM、０.５mM、１、２mMおよび４mM)のピロリン酸ナトリウムと、５０mM　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ(ｐＨ９.０)、５０mM　ＮａＣｌ、１mM　ＥＤＴＡ、６mM　ＭｇＳＯ４および０.０
５％(ｖ／ｖ)　Ｔｗｅｅｎ－２０を含む反応緩衝液中で混合することにより測定した。反
応を５５℃で１分行い、０.０２５％ブロモフェノールブルー、３０mM　ＥＤＴＡおよび
９５％脱イオンホルムアミドを含む２×クエンチ溶液を等体積添加することにより停止さ
せた。
【００８０】
　反応産物を９５℃で５分変性させ、１５％７Ｍ　尿素－ポリアクリルアミドゲル電気泳
動(尿素－ＰＡＧＥ)で分解した。結果を、GE Healthcare Typhoon 8000 PhosphorImager
でゲルを走査することにより可視化した。
　二本鎖プライマー－鋳型二本鎖を次のオリゴヌクレオチドのアニーリングにより形成し
た：
プライマー：５’－ＧＣＴＴＧＣＡＣＡＧＧＴＧＣＧＴＴＣＧＴ＊－３’
鋳型：５’－ＣＧＴＴＡＧＴＣＣＡＣＧＡＡＣＧＣＡＣＣＴＧＴＧＣＡＡＧＣ－３’
　このプライマーは、オリゴヌクレオチドの５’末端に連結した６－カルボキシテトラメ
チルローダミン(ＴＡＭＲＡ)蛍光色素を含む。最後の“Ｔ＊”は、ヌクレオチド上の３’
－Ｏアジドメチル阻害部分を含む。標識プライマーの分解を示すレーンは、対照と比較し
て増加した加ピロリン酸分解(ＤＮＡ重合の逆反応)を示す。
【００８１】
２. ポリメラーゼのクローニングおよび発現
　この章は、下記実施例において使用する多様なポリメラーゼ変異体のクローニングおよ
び発現に使用する方法を記載する。
　突然変異誘発を、標準部位指向突然変異誘発法を使用するポリメラーゼのための主鎖遺
伝子配列をコードする遺伝子に実施した。実施した各変異について、変異遺伝子の適切な
配列を、クローン化遺伝子配列のシークエンシングにより決定した。
【００８２】
　ポリメラーゼ遺伝子を、ｐＥＴ１１ａベクターにサブクローン化し、InvitrogenＢから
のＬ２１　Ｓｔａｒ(ＤＥ３)発現細胞にトランスフォームした。形質転換細胞を、０.８
のＯＤ６００に達するまで、２.８Ｌ　Ｆｅｒｎｂｏｃｋフラスコで３７℃で培養した。
次いで、タンパク質発現を１mM　ＩＰＴＧにより誘発し、続いて３時間、さらに増殖させ
た。次いで、培養物を７０００rpmで２０分遠心分離した。細胞ペレットを、精製するま
で－２０℃で保存した。
【００８３】
　細菌細胞溶解を、凍結培養物を１０×ｗ／ｖ溶解緩衝液(Ｔｒｉｓ　ｐＨ７.５、５００
mM　ＮａＣｌ、１mM　ＥＤＴＡ、１mM　ＤＴＴ)に再懸濁することにより実施した。ＥＤ
ＴＡを含まないプロテアーゼ阻害剤(Roche)を再懸濁した細胞ペレットに添加した。全溶
解および精製工程を４℃で実施した。再懸濁培養物を、細胞溶解を完全にするためにマイ
クロフルイダイザーを４回とおした。次いでライセートを２０,０００rpmで２０分遠心分
離して、細胞残骸を除去した。ポリエチレンイミン(最終濃度０.５％)を、上清に、ゆっ
くり、撹拌しながら４５分天下して、細菌核酸を沈殿させた。ライセートを２０,０００r
pmで２０分遠心分離し、ペレットを廃棄した。次いで、ライセートを硫酸アンモニウムで
２体積の冷飽和(ＮＨ４)２ＳＯ４を無菌ｄＨ２Ｏ中で使用して沈殿させた。沈殿タンパク
質を２０,０００rpmで２０分遠心分離した。タンパク質ペレットを２５０mLの緩衝液Ａ(
５０mM　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７.５、５０mM　ＫＣｌ、０.１mM　ＥＤＴＡ、１mM　ＤＴＴ)に
再懸濁した。次いで再懸濁ライセートを、緩衝液Ａで予め平衡化した５mL　SP FastFlow
カラム(ＧＥ)を使用して精製した。カラムを、０.１～１Ｍ　ＫＣｌの５０mL勾配を使用
して溶出した。ピークフラクションを貯め、緩衝液Ｃ(Ｔｒｉｓ　ｐＨ７.５、０.１mM　
ＥＤＴＡ、１mM　ＤＴＴ)で、伝導率が緩衝液Ｄ(Ｔｒｉｓ　ｐＨ７.５、５０mM　ＫＣｌ
、０.１mM　ＥＤＴＡ、１mM　ＤＴＴ)と等しくなるまで希釈した。次いで、貯留フラクシ
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ョンを５mL　HiTrap Heparin Fastflowカラムに載せた。次いでポリメラーゼを、５０mM
～１Ｍ　ＫＣｌの１００mL勾配を使用して溶出した。ピークフラクションを貯め、保存緩
衝液(２０mM　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７.５、３００mM　ＫＣｌ、０.１mM　ＥＤＴＡ、５０％グ
リセロール)に対して透析し、－８０℃で保存した。
【００８４】
３. フェージング／プレフェージング分析
　この章は、下記実施例において合成時解読法アッセイで使用したポリメラーゼ変異体の
性能を分析するために使用する方法を記載する。
　短１２サイクルシークエンシング実験を使用して、フェージングおよびプレフェージン
グ値を作成した。実験を、Illumina Genome Analyzer系で実施し、これを製造業者の指示
に従い、MiSeq Fast chemistry(Illumina, Inc., San Diego, CA)を流す単レーン系に変
換した。例えば、各ポリメラーゼについて、別々の取り込み混合物(ＩＭＸ)を調製し、４
×１２サイクルランを、各ＩＭＸについて異なる位置を使用して実施した。標準MiSeq試
薬製剤を、試験するポリメラーゼで置換した標準ポリメラーゼとともに使用した。使用す
るＤＮＡライブラリーは、PhiX genomic DNAからの標準TruSeq HTプロトコールに従った(
Illumina試薬とともに対照として提供)。Illumina RTAソフトウェアを使用して、フェー
ジングおよびプレフェージングレベルを評価した。
【００８５】
実施例２
フェージング／プレフェージングのための９°Ｎポリメラーゼ変異体の同定およびスクリ
ーニング
　３’遮断ポケットにおける残基の飽和突然変異誘発スクリーニングを実施する。実施例
１に一般的に記載するように、２つの修飾９°Ｎポリメラーゼ主鎖配列(配列番号２９お
よび３１)の変異を産生し、クローン化し、発現させ、精製する。実施例１に上記したゲ
ルベースのアッセイを使用して、精製変異体ポリメラーゼをバーストキネティクスについ
てスクリーニングし、配列番号２９および３１に示す配列を有する対照ポリメラーゼと比
較する。スクリーニングしたこれらの変異体のうち、次の変異体を含む一群の変異体を、
実施例１に上記のようなフェージング／プレフェージング活性についてさらにスクリーニ
ングする
【００８６】
　スクリーニングの結果を下記表に要約する。表に示すように、上記変異体の各々は、対
照ポリメラーゼ、Ｐｏｌ９５７またはＰｏｌ９５５と比較したとき、フェージングおよび
プレフェージングの１以上の予期されないかつ顕著な改善を示す。
【表１】

【００８７】
実施例３
９°Ｎ　ＷＴポリメラーゼの変異体のスクリーニング
　サーモコッカス種９°Ｎ－７(９°Ｎ)野生型ポリメラーゼ主鎖配列(配列番号５)に対す
る変異を、実施例１に一般的に記載するように産生し、クローン化し、発現させ、精製し
て、配列番号６～８に示すアミノ酸配列を有するポリメラーゼ酵素を産生する。
　精製変異体ポリメラーゼを、実施例１に上記したゲルベースのアッセイを使用して、バ
ーストキネティクスについてスクリーニングし、配列番号５に示す配列を有する対照ポリ
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例１に一般的に上記したようにフェージング／プレフェージング活性についてさらにスク
リーニングした。次の変異を有するこれらのポリメラーゼは、対照と比較してフェージン
グおよび／またはプレフェージング活性が改善されていることが示される。
【表２】

【００８８】
実施例４
９°Ｎ　Ｅｘｏ－ポリメラーゼの変異体のスクリーニング
　９°Ｎ　Ｅｘｏ－ポリメラーゼ主鎖配列(配列番号９)に対する変異を、実施例１に一般
的に記載するように産生し、クローン化し、発現させ、精製して、配列番号１０～１２に
示すアミノ酸配列を有するポリメラーゼ酵素を産生する。
　精製変異体ポリメラーゼを、実施例１に上記したゲルベースのアッセイを使用して、バ
ーストキネティクスについてスクリーニングし、配列番号９に示す配列を有する対照ポリ
メラーゼと比較する。スクリーニングしたこれらの変異体のうち、一団の変異体を、実施
例１に一般的に上記したようにフェージング／プレフェージング活性についてさらにスク
リーニングした。次の変異を有するこれらのポリメラーゼは、対照と比較してフェージン
グおよび／またはプレフェージング活性が改善されていることが示される。
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【表３】

【００８９】
実施例５
改変された９°Ｎポリメラーゼの変異体のスクリーニング
　改変された９°Ｎポリメラーゼ主鎖配列(配列番号１３)に対する変異を、実施例１に一
般的に記載するように産生し、クローン化し、発現させ、精製して、配列番号１４～１６
に示すアミノ酸配列を有するポリメラーゼ酵素を産生する。
　精製変異体ポリメラーゼを、実施例１に上記したゲルベースのアッセイを使用して、バ
ーストキネティクスについてスクリーニングし、配列番号１３に示す配列を有する対照ポ
リメラーゼと比較する。スクリーニングしたこれらの変異体のうち、一団の変異体を、実
施例１に一般的に上記したようにフェージング／プレフェージング活性についてさらにス
クリーニングした。次の変異を有するこれらのポリメラーゼは、対照と比較してフェージ
ングおよび／またはプレフェージング活性が改善されていることが示される。

【表４】
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【００９０】
実施例６
Ｐｆｕ　Ｅｘｏ－ポリメラーゼの変異体のスクリーニング
　９°Ｎポリメラーゼ主鎖配列に対する配列アラインメントの分析に基づき(図１参照)、
パイロコッカス・フリオサス(Ｐｆｕ)Ｅｘｏ－ポリメラーゼ主鎖配列(配列番号１７)に対
する特異的変異を、実施例１に一般的に記載するように産生し、クローン化し、発現させ
、精製して、配列番号１８～２０に示すアミノ酸配列を有するポリメラーゼ酵素を産生す
る。
　精製変異体ポリメラーゼを、実施例１に上記したゲルベースのアッセイを使用して、バ
ーストキネティクスについてスクリーニングし、配列番号１７に示す配列を有する対照ポ
リメラーゼと比較する。スクリーニングしたこれらの変異体のうち、一団の変異体を、実
施例１に一般的に上記したようにフェージング／プレフェージング活性についてさらにス
クリーニングした。次の変異を有するこれらのポリメラーゼは、対照と比較してフェージ
ングおよび／またはプレフェージング活性が改善されていることが示される。

【表５】

【００９１】
実施例７
ＫＯＤ１　Ｅｘｏ－ポリメラーゼの変異体のスクリーニング
　９°Ｎポリメラーゼ主鎖配列への配列アラインメントの分析に基づき(図１参照)、サー
モコッカス・コダカラエンシス(ＫＯＤ１)Ｅｘｏ－ポリメラーゼ主鎖配列(配列番号２１)
に対する特異的変異を、実施例１に一般的に記載するように産生し、クローン化し、発現
させ、精製して、配列番号２２～２４に示すアミノ酸配列を有するポリメラーゼ酵素を産
生する。
　精製変異体ポリメラーゼを、実施例１に上記したゲルベースのアッセイを使用して、バ
ーストキネティクスについてスクリーニングし、配列番号２１に示す配列を有する対照ポ
リメラーゼと比較する。スクリーニングしたこれらの変異体のうち、一団の変異体を、実
施例１に一般的に上記したようにフェージング／プレフェージング活性についてさらにス
クリーニングした。次の変異を有するこれらのポリメラーゼは、対照と比較してフェージ
ングおよび／またはプレフェージング活性が改善されていることが示される。



(23) JP 6737710 B2 2020.8.12

10

20

30

【表６】

【００９２】
実施例８
ＭＭＳ２　Ｅｘｏ－ポリメラーゼの変異体のスクリーニング
　９°Ｎポリメラーゼ主鎖配列への配列アラインメントの分析に基づき(図１参照)、メタ
ノコッカス・マリパルディス(ＭＭＳ２)Ｅｘｏ－ポリメラーゼ主鎖配列(配列番号２５)に
対する特異的変異を、９°Ｎポリメラーゼとのアラインメントにおける相同性に基づき同
定する(図２参照)。変異体を、実施例１に一般的に記載するように産生し、クローン化し
、発現させ、精製して、配列番号２６～２８に示すアミノ酸配列を有するポリメラーゼ酵
素を産生する。
　精製変異体ポリメラーゼを、実施例１に上記したゲルベースのアッセイを使用して、バ
ーストキネティクスについてスクリーニングし、配列番号２５に示す配列を有する対照ポ
リメラーゼと比較する。スクリーニングしたこれらの変異体のうち、一団の変異体を、実
施例１に一般的に上記したようにフェージング／プレフェージング活性についてさらにス
クリーニングした。次の変異を有するこれらのポリメラーゼは、対照と比較してフェージ
ングおよび／またはプレフェージング活性が改善されていることが示される。
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【表７】

【００９３】
　本明細書をとおして、種々の刊行物、特許および／または特許出願が言及されている。
これらの刊行物の記載のその全体を、それにより引用により本明細書に包含させる。
【００９４】
　用語含むは、ここでは、記載した要素だけでなく、あらゆるさらなる要素を含むことを
含む、オープンエンドであることを意図する。
【００９５】
　多数の態様が記載されている。それにも関わらず、多様な修飾をなし得ることは理解さ
れる。よって、他の態様は、特許請求の範囲の範囲内である。



(25) JP 6737710 B2 2020.8.12

【図１－１】 【図１－２】

【図１－３】 【図１－４】



(26) JP 6737710 B2 2020.8.12

【図２】

【配列表】
0006737710000001.app



(27) JP 6737710 B2 2020.8.12

10

20

フロントページの続き

(72)発明者  チョン－ヤオ・チェン
            アメリカ合衆国９２１２２カリフォルニア州サンディエゴ、イルミナ・ウェイ５２００番
(72)発明者  エリン・ボマティ
            アメリカ合衆国９２１２２カリフォルニア州サンディエゴ、イルミナ・ウェイ５２００番
(72)発明者  モリー・ホァ
            アメリカ合衆国９２１２２カリフォルニア州サンディエゴ、イルミナ・ウェイ５２００番

    審査官  佐久　敬

(56)参考文献  特表２００８－５３９７５０（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００７－５０４８１７（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０１３－５２４８３０（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２００９／１３１９１９（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第２０１４／１４２９２１（ＷＯ，Ａ１）　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＵｎｉＰｒｏｔ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

