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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ５ ’ → ３ ’ 方 向 に 、 一 般 式
[rs 2 -SP-PR-X-TR-SP-rs 1 ] n
（ こ こ で 、
rs 1 と rs 2 は 共 に 機 能 的 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ス ペ ー サ ー を 表 し 、
PRは 、 細 胞 内 で 機 能 し う る プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
Xは 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 し 、 そ し て
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ス ペ ー サ ー を 表 し 、 そ し て
n≧ 2で あ り 、 そ し て
少 な く と も 第 一 カ セ ッ ト は 第 二 カ セ ッ ト と 異 な る ）
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の カ セ ッ ト を 含 ん で 成 る ヌ ク レ オ チ ド コ ン カ テ マ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が cDNA、 ゲ ノ ム DNAか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 を 含 ん で 成 る 、
請 求 項 １ に 記 載 の コ ン カ テ マ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
　

【 請 求 項 ４ 】
　

少 な く と も ２ つ の カ セ ッ ト の rs 1 -rs 2 制 限 部 位 が 、 同 一 の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ 、
更 に 好 ま し く は 同 一 で あ る 、 請 求 項 1又 は 2に 記 載 の コ ン カ テ マ ー 。

少 な く と も １ つ の カ セ ッ ト が プ ロ モ ー タ ー と 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 間 に イ ン



【 請 求 項 ５ 】
　

【 請 求 項 ６ 】
　
【 請 求 項 ７ 】
　

【 請 求 項 ８ 】
　

【 請 求 項 ９ 】
　
【 請 求 項 １ ０ 】
　

【 請 求 項 １ １ 】
　

【 請 求 項 １ ２ 】
　

【 請 求 項 １ ３ 】
　

【 請 求 項 １ ４ 】
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ト ロ ン を 含 ん で 成 り 、 更 に 好 ま し く は 実 質 的 に 全 て の カ セ ッ ト が プ ロ モ ー タ ー と 発 現 可 能
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 間 に イ ン ト ロ ン を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か １ 項 に 記 載
の コ ン カ テ マ ー 。

少 な く と も １ つ の カ セ ッ ト が 一 次 ベ ク タ ー 由 来 の カ セ ッ ト を 含 ん で 成 り 、 更 に 好 ま し く
は 実 質 的 に 全 て の カ セ ッ ト が 一 次 ベ ク タ ー 由 来 の カ セ ッ ト を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 1～ 4の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の コ ン カ テ マ ー 。

人 工 染 色 体 内 に 含 ま れ る 、 請 求 項 １ ～ 5の い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ ン カ テ マ ー 。

人 工 染 色 体 が 、 酵 母 人 工 染 色 体 、 メ ガ 酵 母 染 色 体 、 細 菌 人 工 染 色 体 、 マ ウ ス 人 工 染 色 体
、 哺 乳 類 人 工 染 色 体 、 昆 虫 人 工 染 色 体 、 鳥 類 人 工 染 色 体 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 人 工 染 色 体
、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 人 工 染 色 体 、 又 は ヒ ト 人 工 染 色 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
6に 記 載 の コ ン カ テ マ ー 。

異 な る 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 異 な る 発 現 状 態 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ～ 7の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の コ ン カ テ マ ー 。

異 な る 発 現 状 態 が 少 な く と も ２ つ の 種 を 表 す 、 請 求 項 8に 記 載 の コ ン カ テ マ ー 。

コ ン カ テ マ ー 化 の 方 法 で あ っ て 、 各 カ セ ッ ト が 第 一 の 粘 着 末 端 、 ス ペ ー サ ー 配 列 、 プ ロ
モ ー タ ー 、 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 ス ペ ー サ ー 配 列 及 び 第 二 の 粘
着 末 端 を 含 ん で 成 る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も ２ つ の カ セ ッ ト を コ ン カ テ マ ー 化 す
る 段 階 を 含 ん で 成 り 、
一 次 ベ ク タ ー [RS1-RS2-SP-PR-X-TR-SP-RS2'-RS1']
（ こ こ で 、 Xは 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、
RS1及 び RS1'は 制 限 部 位 を 表 し 、
RS2及 び RS2'は RS1及 び RS1'と 異 な る 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ー サ ー を 表 し 、
PRは プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 す ） か ら 出 発 し て 、
i) RS2及 び RS2'に 特 異 的 な 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 力 を 借 り て 一 次 ベ ク タ ー を 切 断 し
、 一 般 式 [rs 2 -SP-PR-X-TR-SP-rs 1 ]（ こ こ で 、 rs 1 及 び rs 2 は 一 緒 に 機 能 的 制 限 部 位 RS2又 は
RS2'を 表 す ） を 有 す る カ セ ッ ト を 獲 得 し 、
ii) rs 1 と rs 2 と の 間 の 相 互 作 用 を 介 し て 、 切 り 出 さ れ た カ セ ッ ト を 構 築 す る こ と 、
を 更 に 含 ん で 成 る 、 方 法 。

一 方 の 末 端 に RS2又 は RS2'を 、 そ し て 他 方 の 末 端 に 非 相 補 的 な オ ー バ ー ハ ン グ 又 は 平 滑
末 端 を そ れ ぞ れ が 有 す る ベ ク タ ー ア ー ム の 添 加 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方
法 。

一 方 の 末 端 に RS2又 は RS2'を 、 そ し て 他 方 の 末 端 に 非 相 補 的 な オ ー バ ー ハ ン グ 又 は 平 滑
末 端 を そ れ ぞ れ が 有 す る ス ト ッ パ ー フ ラ グ メ ン ト の 添 加 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ０ に
記 載 の 方 法 。

ベ ク タ ー ア ー ム を ス ト ッ パ ー フ ラ グ メ ン ト に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と を 更 に 含 ん で 成 る
、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。

更 に 、
iv)発 現 状 態 か ら mRNAを 単 離 し 、



【 請 求 項 １ ５ 】
　
【 請 求 項 １ ６ 】
　

【 請 求 項 １ ７ 】
　

【 請 求 項 １ ８ 】
　

【 請 求 項 １ ９ 】
　

【 請 求 項 ２ ０ 】
　

【 請 求 項 ２ １ 】
　

(3) JP 2004-525623 A5 2005.12.22

v)当 該 mRNA配 列 に 相 当 す る 実 質 的 に 完 全 長 の cDNAを 獲 得 し 、
vi)一 次 ベ ク タ ー 内 の 、 ５ ’ → ３ ’ 方 向 の 一 般 式 ：
[RS1-RS2-SP-PR-CS-TR-SP-RS2'-RS1']
（ こ こ で 、 CSは ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 表 す ） の カ セ ッ ト の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 内 に 実 質 的 に 完
全 長 の cDNAク ロ ー ン を 挿 入 す る こ と 、
を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。

RS1と RS1'が 同 一 で あ り 、 そ し て RS2と RS2'が 同 一 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。

コ ン カ テ マ ー が 、 酵 母 人 工 染 色 体 、 メ ガ 酵 母 染 色 体 、 細 菌 人 工 染 色 体 、 マ ウ ス 人 工 染 色
体 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 人 工 染 色 体 内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る 、 請
求 項 １ ０ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

少 な く と も ２ つ の カ セ ッ ト 内 の RS2及 び RS2'が １ つ の 制 限 酵 素 に よ っ て 開 裂 し 、 好 ま し
く は 実 質 的 に 全 て の カ セ ッ ト 内 の RS2及 び RS2'が １ つ の 制 限 酵 素 に よ っ て 開 裂 す る 、 請 求
項 １ ０ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

各 コ ン カ テ マ ー が ５ ’ → ３ ’ 方 向 に 以 下 の 式 ：
[rs 2 -SP-PR-X-TR-SP-rs 1 ] n
（ こ こ で 、 rs 1 と rs 2 は 一 緒 に 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ス ペ ー サ ー を 表 し 、
PRは 、 細 胞 内 で 機 能 し う る プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
Xは 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 し 、 そ し て
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ス ペ ー サ ー を 表 し 、
n≧ 2で あ り 、 そ し て
少 な く と も ２ つ の 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 異 な る 発 現 状 態 に 由 来 す る ） の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る 、 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド カ セ ッ ト の 少 な く と も １ つ の コ ン カ
テ マ ー を 含 ん で 成 る 細 胞 。

各 コ ン カ テ マ ー が ５ ’ → ３ ’ 方 向 に 以 下 の 式 ：
[rs 2 -SP-PR-X-TR-SP-rs 1 ] n
（ こ こ で 、 rs 1 と rs 2 は 一 緒 に 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ス ペ ー サ ー を 表 し 、
PRは 、 細 胞 内 で 機 能 し う る プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
Xは 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 し 、 そ し て
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ス ペ ー サ ー を 表 し 、
n≧ 2で あ り 、 そ し て
少 な く と も ２ つ の カ セ ッ ト の rs 1 -rs 2 が 同 一 の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る ） の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る 、 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド カ セ ッ ト の 少 な く と も １ つ の コ ン カ
テ マ ー を 含 ん で 成 る 細 胞 。

実 質 的 に 全 て の rs 1 -rs 2 配 列 が 同 一 の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ 、 更 に 好 ま し く は 実 質
的 に 全 て の rs 1 -rs 2 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る 、 請 求 項 １ ８ 又 は １ ９ に 記 載 の 細 胞 。

パ ン 酵 母 , ク ル イ ベ ロ マ イ セ ス ・ マ リ キ シ ャ ヌ ス (Kluyveromyces marxianus), K.ラ ク
チ ス (K. lactis), カ ン ジ ダ ・ ウ チ リ ス (Candida utilis), フ ァ フ ィ ア ・ ロ ド ザ イ マ (Phaf
fia rhodozyma), サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ ボ ウ ラ ジ イ (Saccharomyces boulardii), ピ キ ア ・
パ ス ト リ ス (Pichia pastoris), ハ ン セ ヌ ラ ・ ポ リ モ ル フ ァ (Hansenula polymorpha), ヤ



【 請 求 項 ２ ２ 】
　

【 請 求 項 ２ ３ 】
　

【 請 求 項 ２ ４ 】
　

【 請 求 項 ２ ５ 】
　
【 請 求 項 ２ ６ 】
　

【 請 求 項 ２ ７ 】
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ロ ウ ィ ア ・ リ ポ リ チ カ (Yarrowia lipolytica), カ ン ジ ダ ・ パ ラ フ ィ ニ カ (Candida paraff
inica), シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス ・ カ ス テ リ イ (Schwanniomyces castellii), ピ キ ア ・ ス チ ピ
チ ス (Pichia stipitis), カ ン ジ ダ ・ シ ェ ハ タ エ (Candida shehatae), ロ ド ト ル ラ ・ グ ル
チ ニ ス (Rhodotorula glutinis), リ ポ マ イ セ ス ・ リ ポ フ ェ ル (Lipomyces lipofer), ク リ
プ ト コ ッ カ ス ・ ク ル バ ツ ス (Cryptococcos curvatus), カ ン ジ ダ 種 (Candida spp)(例 え ば
、 C.パ ル ミ オ レ オ フ ィ リ ア (C. palmioleophila)),　 ヤ ロ ウ ィ ア ・ リ ポ リ チ カ (Yarrowia l
ipolytica), カ ン ジ ダ ・ ギ リ エ ル モ ン ジ イ (Candida guilliermondii), カ ン ジ ダ 属 (Candi
da), ロ ド ト ル ラ 種 (Rhodotorula spp), サ ッ カ ロ マ イ セ ス 種 (Saccharomycopsis spp)., 
ア ウ レ オ バ シ ジ ウ ム ・ プ ル ラ ン ス (Aureobasidium pullulans), カ ン ジ ダ ・ ブ ル ン プ チ イ (
Candida brumptii), カ ン ジ ダ ・ ハ イ ド ロ カ ー ボ フ マ リ カ (Candida hydrocarbofumarica),
 ト ル ロ プ シ ス 属 (Torulopsis), カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス (Candida tropicalis), サ ッ カ
ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ (Saccharomyces cerevisiae), ロ ド ト ル ラ ・ ル ブ ラ (Rhodotoru
la rubra), カ ン ジ ダ ・ フ ラ ベ リ (Candida flaveri), エ レ モ テ シ ウ ム ・ ア シ ュ ビ イ (Eremo
thecium ashbyii), ピ キ ア 種 (Pichia spp.), ク ル イ ベ ロ マ イ セ ス 属 (Kluyveromyces), ハ
ン セ ヌ ラ 属 (Hansenula), ク ロ エ ケ ラ 属 (Kloeckera), ピ キ ア 属 (Pichia), パ チ ソ レ ン 種 (P
achysolen spp.), 又 は ト ル ロ プ シ ス ・ ボ ン ビ コ ラ (Torulopsis bombicola)を 含 ん で 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 酵 母 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ８ 又 は １ ９ に 記 載 の 細 胞 。

少 な く と も １ つ の コ ン カ テ マ ー 、 好 ま し く は 、 実 質 的 に 全 て の コ ン カ テ マ ー が 、 請 求 項
１ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ ン カ テ マ ー で あ る 、 請 求 項 １ ８ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の 細 胞 。

少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド コ ン カ テ マ ー を 含 ん で 成 る 人 工 染 色 体 で あ っ て 、 当 該 コ
ン カ テ マ ー が 、
５ ’ → ３ ’ 方 向 に 、 一 般 式
[rs 2 -SP-PR-X-TR-SP-rs 1 ] n
（ こ こ で 、
rs 1 と rs 2 は 一 緒 に 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ス ペ ー サ ー を 表 し 、
PRは 、 細 胞 内 で 機 能 し う る プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
Xは 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 し 、 そ し て
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ス ペ ー サ ー を 表 し 、 そ し て
n≧ 2で あ る ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 カ セ ッ ト を 含 ん で 成 る 、 人 工 染 色 体 。

前 記 コ ン カ テ マ ー が 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ ン カ テ マ ー で あ る 、 請 求
項 ２ ３ に 記 載 の 人 工 染 色 体 。

請 求 項 ２ ３ 又 は ２ ４ に 記 載 の 少 な く と も １ つ の 人 工 染 色 体 を 含 ん で 成 る 細 胞 。

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 を 産 生 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 宿 主 細 胞 に 、 請 求 項 １ ～ ７ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ ン カ テ マ ー を 挿 入 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。

５ ’ → ３ ’ 方 向 に 、 一 般 式
[RS1-RS2-SP-PR-CS-TR-SP-RS2'-RS1']
（ こ こ で 、
RS1及 び RS1'は 制 限 部 位 を 表 し 、
RS2及 び RS2'は RS1及 び RS1'と 異 な る 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ー サ ー 配 列 を 表 し 、
PRは プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
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CSは ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 表 し 、 そ し て
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 す ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 カ セ ッ ト を 含 ん で 成 る 一 次 ベ ク タ ー 。

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が DNA配 列 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ベ ク タ ー 。

プ ロ モ ー タ ー と ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と の 間 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と タ ー ミ ネ ー タ ー
と の 間 に イ ン ト ロ ン 配 列 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ７ 又 は ２ ８ に 記 載 の ベ ク タ ー 。

ク ロ ー ニ ン グ 部 位 が 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ２ ９ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。

RS2と RS2'が 同 一 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。

RS1と RS1'が 同 一 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。

TRと RS2'と の 間 に ス ペ ー サ ー 配 列 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ２ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の ベ ク タ ー 。

プ ロ モ ー タ ー が 外 部 か ら 制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ３ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。

カ セ ッ ト を 含 ん で 成 る 一 次 ベ ク タ ー が 、 高 コ ピ ー 数 を 有 し 、 E.コ リ に お い て 増 殖 す る こ
と が で き 、 そ し て E.コ リ に お け る 維 持 の た め の 選 択 マ ー カ ー を 有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
で あ る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。

一 次 ベ ク タ ー を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 ５ ’ → ３ ’ 方 向 に 、 一 般 式
[RS1-RS2-SP-PR-CS-TR-SP-RS2'-RS1']
（ こ こ で 、
RS1及 び RS1'は 制 限 部 位 を 表 し 、
RS2及 び RS2'は RS1及 び RS1'と 異 な る 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ー サ ー 配 列 を 表 し 、
PRは プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
CSは ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 表 し 、
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 す ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る カ セ ッ ト を 含 ん で 成 る 一 次
ベ ク タ ー の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 内 に 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 挿 入 す る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。

発 現 状 態 か ら 全 mRNAを 単 離 し 、 そ し て ベ ク タ ー 内 へ の 挿 入 の た め に 完 全 長 の cDNAを 獲 得
す る こ と 、 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。

実 質 的 に 完 全 長 の cDNAを 得 る た め に 、 cDNAの 選 択 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載
の 方 法 。

５ ’ → ３ ’ 方 向 に 、 一 般 式 ：
[RS1-RS2-SP-PR-X-TR-SP-RS2'-RS1']
（ こ こ で 、
RS1及 び RS1'は 制 限 部 位 を 表 し 、
RS2及 び RS2'は RS1及 び RS1'と 異 な る 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ー サ ー 配 列 を 表 し 、
PRは プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
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Xは 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 し 、
－ こ こ で 、 当 該 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 １ つ の 発 現 状 態 か ら 単 離 さ れ 、 そ し て
－ 少 な く と も 第 一 及 び 第 二 の 一 次 ベ ク タ ー が 、 前 記 第 一 及 び 第 二 の 一 次 ベ ク タ ー 内 の ２ つ
の 異 な る プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 発 現 可 能 な 同 一 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 可 能 な ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の カ セ ッ ト を そ れ ぞ れ が 含 ん で 成 る 少 な
く と も ２ つ の 一 次 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 。

宿 主 細 胞 が 、 細 菌 、 例 え ば E.コ リ 又 は バ チ ル ス ・ サ ブ チ リ ス 、 又 は 真 菌 、 例 え ば 酵 母 を
含 ん で 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。

実 質 的 に 全 て の ベ ク タ ー が 同 一 の RS2及 び RS2'配 列 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の
ラ イ ブ ラ リ ー 。

請 求 項 ２ ７ ～ ３ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 少 な く と も １ つ の 一 次 ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る
、 請 求 項 ３ ９ ～ ４ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。

ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 獲
得 し 、 当 該 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、
一 般 式
[RS1-RS2-SP-PR-CS-TR-SP-RS2'-RS1']
（ こ こ で 、
RS1及 び RS1'は 制 限 部 位 を 表 し 、
RS2及 び RS2'は RS1及 び RS1'と 異 な る 制 限 部 位 を 表 し 、
SPは 個 々 に 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ー サ ー 配 列 を 表 し 、
PRは プ ロ モ ー タ ー を 表 し 、
CSは ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 表 し 、 そ し て
TRは タ ー ミ ネ ー タ ー を 表 す ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ５ ’ → ３ ’ 方 向 に 含 ん で 成 る カ セ ッ ト
を 含 ん で 成 る 一 次 ベ ク タ ー 混 合 物 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 一 次 ベ
ク タ ー を 宿 主 細 胞 内 に 伝 達 す る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
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