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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　互いに離反した状態で存在する２種類以上のライブラリーユニットを有する核酸ライブ
ラリーであって、
　各ライブラリーユニットが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳
系において１種類以上のタンパク質を発現し得る核酸と、前記核酸に近接して設けられた
第一のタンパク質捕獲体とを含んで構成されており、
　各ライブラリーユニットが、粒子の表面に設けられ、各ライブラリーユニットに含まれ
る核酸が、各ライブラリーユニットが設けられた粒子の表面に固定されており、
　前記各ライブラリーユニットが設けられた粒子を１の反応容器内の液体中に分散させて
、前記各ライブラリーユニットのうちの少なくとも２種類のライブラリーユニットに含ま
れる核酸を一度に発現させるために使用されることを特徴とする前記核酸ライブラリー。
【請求項２】
　異なる種類のライブラリーユニットが、それぞれ別個の粒子の表面に設けられているこ
とを特徴とする請求項１記載の核酸ライブラリー。
【請求項３】
　異なる種類のライブラリーユニットが設けられた粒子が、相互に区別して識別可能であ
ることを特徴とする請求項２記載の核酸ライブラリー。
【請求項４】
　前記粒子が磁性を有することを特徴とする請求項１～３のいずれかに記載の核酸ライブ
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ラリー。
【請求項５】
　前記液体中に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系においてタ
ンパク質を発現し得る核酸が固定されていない粒子が混在していることを特徴とする請求
項１～４のいずれかに記載の核酸ライブラリー。
【請求項６】
　前記液体中に、第二のタンパク質捕獲体又はＲＮＡポリメラーゼ結合体が混在している
ことを特徴とする請求項１～５のいずれかに記載の核酸ライブラリー。
【請求項７】
　前記粒子が多孔質であることを特徴とする請求項１～６のいずれかに記載の核酸ライブ
ラリー。
【請求項８】
　いずれか１個以上のライブラリーユニットにおいて、前記核酸の一端が前記粒子の表面
に固定されており、前記核酸の他端に前記第一のタンパク質捕獲体が設けられていること
を特徴とする請求項１～７のいずれかに記載の核酸ライブラリー。
【請求項９】
　前記粒子の表面に、前記核酸が高密度で固定されていることを特徴とする請求項８記載
の核酸ライブラリー。
【請求項１０】
　いずれか１個以上のライブラリーユニットにおいて、前記第一のタンパク質捕獲体が、
前記核酸を包囲するように設けられていることを特徴とする請求項１～９のいずれかに記
載の核酸ライブラリー。
【請求項１１】
　いずれか１個以上のライブラリーユニットにおいて、前記核酸が発現し得るタンパク質
が、標的タンパク質と前記第一のタンパク質捕獲体に結合し得るタグタンパク質との融合
タンパク質であることを特徴とする請求項１～１０のいずれかに記載の核酸ライブラリー
。
【請求項１２】
　前記タグタンパク質が前記第二のタンパク質捕獲体に結合し得ることを特徴とする請求
項１１記載の核酸ライブラリー。
【請求項１３】
　前記核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニットにおいて、ｍＲＮＡ捕獲体が前記Ｄ
ＮＡに近接して設けられていることを特徴とする請求項１～１２のいずれかに記載の核酸
ライブラリー。
【請求項１４】
　請求項１～１３のいずれかに記載の核酸ライブラリーが有する２種類以上のライブラリ
ーユニットを、１の反応容器内のｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻
訳系の液体中に一度に供して、前記ライブラリーユニットに含まれる核酸を一度に発現さ
せることにより得られることを特徴とするタンパク質ライブラリー。
【請求項１５】
　請求項１～１３のいずれかに記載の核酸ライブラリーが有する２種類以上のライブラリ
ーユニットを、１の反応容器内のｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻
訳系の液体中に一度に供して、前記ライブラリーユニットに含まれる核酸を一度に発現さ
せることにより得られることを特徴とするタンパク質ライブラリーの作製方法。
【請求項１６】
　前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又は前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の液体中に、第二
のタンパク質捕獲体を混在させておくことを特徴とする請求項１５記載のタンパク質ライ
ブラリーの作製方法。
【請求項１７】
　前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系における転写反応を阻害しながら、前記核酸を一度
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に発現させることを特徴とする請求項１５又は１６記載のタンパク質ライブラリーの作製
方法。
【請求項１８】
　前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系にＲＮＡポリメラーゼ結合体を混在させて、前記ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系における転写反応を阻害することを特徴とする請求項１７記
載のタンパク質ライブラリーの作製方法。
【請求項１９】
　前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系の温度を調節して、前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻
訳系における転写反応を阻害することを特徴とする請求項１７又は１８記載のタンパク質
ライブラリーの作製方法。
【請求項２０】
　請求項１～１３のいずれかに記載の核酸ライブラリーと、第二のタンパク質捕獲体又は
ＲＮＡポリメラーゼ結合体とを含むことを特徴とするタンパク質ライブラリーの作製用キ
ット。

【発明の詳細な説明】
【０００１】
【技術分野】
　本発明は、固体支持体上に固定された複数の核酸を含む核酸ライブラリー（核酸の集合
物）、及び固体支持体上にディスプレイされた複数のタンパク質を含むタンパク質ライブ
ラリー（タンパク質の集合物）に関する。
【０００２】
【背景技術】
　プロテオミックスにおいては、複数種類のタンパク質に関して、その構造、機能等に関
する多種多様な解析を並列して行なうこと（すなわちハイスループット解析）が必要とな
る。複数種類のタンパク質の解析を並列して行なう上で、固体支持体表面に複数種類のタ
ンパク質が固定されたプロテインアレイ（プロテインチップ）の有用性が注目されている
。
【０００３】
　プロテインアレイは、複数種類のタンパク質が固体支持体表面の所定領域に固定されて
おり、各種類のタンパク質を固体支持体上の位置によって識別できるようになっている。
プロテインアレイは、例えば、複数種類のタンパク質の中から、標的物質（例えばタンパ
ク質、ＤＮＡ等）と結合できるタンパク質をスクリーニングするのに有用である。
【０００４】
【発明の開示】
　しかしながら、従来のプロテインアレイでは、固体支持体表面へのタンパク質の非効率
的なスポッティングが必要となることはもとより、固体支持体表面に固定されたタンパク
質が乾燥すると簡単に変性や失活を起こしてしまう。固体支持体表面に固定されたタンパ
ク質が一旦変性や失活を起こすと、そのタンパク質を再生させるのは困難であるため、従
来のプロテインアレイは、長期間にわたる保存や使用が困難であった。
【０００５】
　また、従来のプロテインアレイを用いたアッセイ系では、供給されたタンパク質を固体
支持体表面に固定して初めて解析を行なうことができるので、タンパク質の供給後直ちに
解析を開始することはできず、タンパク質の供給から解析開始に至るまでに多大な時間と
労力を必要としていた。すなわち、タンパク質の供給とタンパク質のアッセイ系とが別個
独立した技術となっていたため、タンパク質の解析を効率的に進めることが困難であった
。
【０００６】
　その一方、ファージプロモーターを利用したｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系等の開発が
進み、効率よく短時間に目的のタンパク質を供給することが可能となっている。また、フ
ァージ・ディスプレイ法（Ｓｍｉｔｈ，Ｇ．Ｐ．，１９８５，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２８，
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１３１５－１３１７）、リボゾーム・ディスプレイ法（Ｈａｎｅｓ，Ｊ．ａｎｄＰｌｕｃ
ｋｔｈｕｎ，Ａ．１９９７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９４，４
９３７－４９４２）等が開発され、目的のタンパク質を、それをコードする核酸と対応付
けた状態で供給することが可能となっている。解析対象となる標的タンパク質（表現型）
を、それをコードする核酸（遺伝子型）と対応付けた状態で供給できれば、標的タンパク
質のアミノ酸配列を容易に同定できるので標的タンパク質の解析において有利である。
【０００７】
　さらに、少なくとも転写翻訳開始領域、標的タンパク質をコードする領域及びアダプタ
ータンパク質（本発明では「タグタンパク質」とも呼ぶ）をコードする領域を有し、かつ
リガンドが結合したＤＮＡを利用して、標的タンパク質を、それをコードする核酸と対応
付けて供給する技術も開発されている（特開２００１－１２８６９０号公報）。この技術
においては、上記ＤＮＡを無細胞転写翻訳系で発現させ、標的タンパク質をアダプタータ
ンパク質との融合タンパク質として合成し、上記ＤＮＡに結合したリガンドとアダプター
タンパク質との特異的な結合を介して上記融合タンパク質を上記ＤＮＡに結合させること
により、標的タンパク質を、それをコードするＤＮＡと対応付けて供給することが可能と
なっている。また、この技術によって作製されるタンパク質－ＤＮＡ連結分子のライブラ
リーを用いれば、複数種類のタンパク質の解析を並列して行なうことができる。しかしな
がら、この技術においては、異なる種類のＤＮＡにより発現されるタンパク質のクロスコ
ンタミネーションを防止するために、ＤＮＡを１種類又は１分子ずつ隔離した状態で発現
させる必要がある。
【０００８】
　そこで、本発明は、複数種類のタンパク質を、それをコードする核酸と対応付けて一度
に供給できるとともに、複数種類のタンパク質の供給後、直ちに当該複数種類のタンパク
質の解析を並列して行なうことができ、しかも変性や失活を起こしたタンパク質を容易に
再生できる核酸ライブラリー、タンパク質ライブラリー及びタンパク質ライブラリーの作
製方法を提供することを目的とする。
【０００９】
　上記目的を達成するために、本発明は、下記の核酸ライブラリー、タンパク質ライブラ
リー、タンパク質ライブラリーの作製方法及びタンパク質ライブラリー作製用キットを提
供する。
【００１０】
（１）本発明の核酸ライブラリーは、互いに離反した状態で存在する２種類以上のライブ
ラリーユニットを有する核酸ライブラリーであって、各ライブラリーユニットが、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系において１種類以上のタンパク質を
発現し得る核酸と、前記核酸に近接して設けられた第一のタンパク質捕獲体とを含んで構
成されており、各ライブラリーユニットが、粒子の表面に設けられ、各ライブラリーユニ
ットに含まれる核酸が、各ライブラリーユニットが設けられた粒子の表面に固定されてお
り、前記各ライブラリーユニットが設けられた粒子を１の反応容器内の液体中に分散させ
て、前記各ライブラリーユニットのうちの少なくとも２種類のライブラリーユニットに含
まれる核酸を一度に発現させるために使用されることを特徴とする。
【００１１】
　本発明の核酸ライブラリーにおいては、異なる種類のライブラリーユニットが互いに離
反した状態で存在するとともに、各ライブラリーユニットにおいてタンパク質捕獲体（第
一のタンパク質捕獲体）が核酸に近接して設けられているので、異なる種類のライブラリ
ーユニットに含まれる核酸とタンパク質捕獲体との距離は、同一のライブラリーユニット
に含まれる核酸とタンパク質捕獲体との距離よりも圧倒的に大きくなっている。したがっ
て、各ライブラリーユニットに含まれる核酸から発現されるタンパク質は、異なる種類の
ライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）よりも、
同一のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に
優先的に捕獲されるので、異なる種類のライブラリーユニットで発現されるタンパク質の
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クロスコンタミネーションを効果的に防止できる。よって、本発明の核酸ライブラリーが
有する２種類以上のライブラリーユニットをｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ翻訳系に供すると、各ライブラリーユニットに含まれる核酸から発現されたタン
パク質は、同一のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質
捕獲体）に捕獲された状態で粒子上にディスプレイ（提示）される。すなわち、本発明の
核酸ライブラリーによれば、複数種類のタンパク質を、それをコードする核酸と対応付け
た状態で、かつ粒子上にディスプレイされた状態で一度に供給でき、これにより複数種類
のタンパク質の解析を並列して効率よく行なうことができる。
【００１２】
　また、本発明の核酸ライブラリーは、各ライブラリーユニットをｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写
・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系に供することにより直ちにタンパク質ライブラリー
に変換される。すなわち、本発明の核酸ライブラリーにおいては、タンパク質の供給とタ
ンパク質のアッセイ系とが一体となっているので、複数種類のタンパク質の供給後、直ち
に当該複数種類のタンパク質の解析を行なうことができる。
【００１３】
　さらに、本発明の核酸ライブラリーにおいては、粒子上にディスプレイされたタンパク
質が変性や失活を起こしたとしても、そのタンパク質に対応する核酸を再度発現させるこ
とにより、タンパク質を容易に再生できる。
【００１４】
　さらに、本発明の核酸ライブラリーの各ライブラリーユニットに含まれる核酸はタンパ
ク質と比較して長期保存が可能である。したがって、核酸ライブラリーの状態で保存して
おき、必要なときにタンパク質ライブラリーを再生させることにより、本発明の核酸ライ
ブラリーから作製されるタンパク質ライブラリーを長期間にわたり繰り返し使用できる。
【００１５】
　さらにまた、本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、各ライブラリーユニットが設
けられた粒子を液体中に分散させることができる。本態様に係る核酸ライブラリーにおい
ては、各ライブラリーユニットが設けられた粒子を液体中に分散させることにより、各ラ
イブラリーユニットにおける反応性が向上し、本態様に係る核酸ライブラリーをｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ転写・翻訳系に供したときに、各ライブラリーユニットにおける転写反応及び翻
訳反応を迅速に進行させることができる。粒子が磁性を有する場合には、磁石を用いて液
体中に分散している粒子を捕集し、粒子を液体から容易に分離できるので、液体中に分散
させる粒子は磁性を有することが好ましい。
【００１６】
　なお、各ライブラリーユニットが設けられた粒子が液体中に分散した状態にあるものも
、本発明の核酸ライブラリーに含まれる。また、各ライブラリーユニットが設けられた粒
子が液体中に分散した状態にあっても、異なる種類のライブラリーユニットに含まれる核
酸とタンパク質捕獲体との距離は、同一のライブラリーユニットに含まれる核酸とタンパ
ク質捕獲体との距離よりも圧倒的に大きくなっているとともに、異なる種類のライブラリ
ーユニットに含まれる核酸とタンパク質捕獲体との遭遇確率は極めて低い状態に保たれて
いる。したがって、各粒子の表面に設けられたライブラリーユニットに含まれる核酸から
発現されるタンパク質は、同一の粒子の表面に設けられたライブラリーユニットに含まれ
るタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に優先的に捕獲され、別個の粒子の表面
に設けられたライブラリーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーション
を効果的に防止できる。
【００１７】
（２）前記（１）記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、異なる種類のライブラリ
ーユニットが、それぞれ別個の粒子の表面に設けられている。
【００１８】
　本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、異なる種類のライブラリーユニットに含ま
れる核酸が、それぞれ別個の粒子の表面に固定されている。粒子は核酸やタンパク質捕獲



(6) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40

50

体と比較してマクロな存在であるから、異なる種類のライブラリーユニットに含まれる核
酸とタンパク質捕獲体との距離は、同一のライブラリーユニットに含まれる核酸とタンパ
ク質捕獲体との距離よりも圧倒的に大きくなっているとともに、異なる種類のライブラリ
ーユニットに含まれる核酸とタンパク質捕獲体との遭遇確率は極めて低い状態に保たれて
いる。したがって、各粒子の表面に設けられたライブラリーユニットに含まれる核酸から
発現されるタンパク質は、同一の粒子の表面に設けられたライブラリーユニットに含まれ
るタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に優先的に捕獲され、別個の粒子の表面
に設けられたライブラリーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーション
を効果的に防止できる。
【００１９】
　また、本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、ライブラリーユニットの組み合わせ
の自由度が増加するので、異なる種類のタンパク質を自由に組み合わせて解析を行なうこ
とができる。
【００２０】
（３）前記（２）記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、異なる種類のライブラリ
ーユニットが設けられた粒子が、相互に区別して識別可能である。
　本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、各ライブラリーユニットが設けられた粒子
を識別することにより、各ライブラリーユニットの種類、各ライブラリーユニットに含ま
れる核酸の種類及び各ライブラリーユニットに含まれる核酸から発現されるタンパク質の
種類を識別できる。
【００２１】
（４）前記（１）～（３）のいずれかに記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、前
記粒子が磁性を有する。
【００２２】
　本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、各ライブラリーユニットが設けられた粒子
の操作性が向上し、本発明の核酸ライブラリーを利用したタンパク質ライブラリーの作製
の自動化及び本発明のタンパク質ライブラリーを利用したタンパク質の解析の自動化を容
易に実現できる。
【００２３】
（５）前記（１）～（４）のいずれかに記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、前
記液体中に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系においてタンパ
ク質を発現し得る核酸が固定されていない粒子が混在している。
【００２４】
　本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、各ライブラリーユニットが設けられた粒子
間に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系においてタンパク質を
発現し得る核酸が固定されていない粒子が介在することにより、各ライブラリーユニット
が設けられた粒子間の距離が広がる。これによって、各粒子の表面に設けられたライブラ
リーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）は、同一の粒子の
表面に設けられたライブラリーユニットから発現されたタンパク質を、他の粒子の表面に
設けられたライブラリーユニットから発現されたタンパク質よりも優先して捕獲できるの
で、異なる種類のライブラリーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーシ
ョンを効果的に防止できる。また、本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、各ライブ
ラリーユニットが設けられた粒子の濃度が低濃度となったとき（例えば、粒子間の距離を
広げるために粒子の濃度を低濃度としたとき）に生じる粒子の操作性低下という問題を解
消できる。なお、混在させる粒子には、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ翻訳系においてタンパク質を発現し得る核酸が固定されていないので、当該粒子から
タンパク質が発現することはなく、当該粒子が各ライブラリーユニットに対してタンパク
質のクロスコンタミネーションを生じさせることはない。
【００２５】
（６）前記（１）～（５）のいずれかに記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、前
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記液体中に、第二のタンパク質捕獲体又はＲＮＡポリメラーゼ結合体が混在している。
【００２６】
　本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、各粒子の表面に設けられたライブラリーユ
ニットから発現したタンパク質が、同一のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕
獲体（第一のタンパク質捕獲体）に捕獲されず液体中に分散したとしても、液体中に存在
するタンパク質捕獲体（第二のタンパク質捕獲体）が当該タンパク質を捕獲することによ
って、当該タンパク質が他の粒子の表面に設けられたライブラリーユニットに含まれるタ
ンパク質捕獲体に捕獲されることを防止できる。
【００２７】
　また、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に含まれるＲＮＡポリメラーゼがＲＮＡポリメラ
ーゼ結合体に結合することにより、核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニットにおけ
る転写反応が阻害されるので、当該ライブラリーユニットから過剰なｍＲＮＡが発現し、
液体中に分散されることを効果的に防止できる。
【００２８】
　したがって、本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、異なる種類のライブラリーユ
ニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止できる。
【００２９】
（７）前記（１）～（６）のいずれかに記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、前
記粒子が多孔質である。
【００３０】
　本態様に係る核酸ライブラリーにおいては、ライブラリーユニットを粒子の細孔の内部
表面に設けることができる。粒子の細孔内は液体（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系
又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の溶液）の流動性が低いので、粒子の細孔の内部表面に設け
られたライブラリーユニットに含まれる核酸から発現されるタンパク質は細孔内から放出
され難い。したがって、当該核酸から発現されるタンパク質を、同一のライブラリーユニ
ットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に確実に捕獲でき、異なる
種類のライブラリーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果
的に防止できる。
【００３１】
（８）前記（１）～（７）のいずれかに記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、い
ずれか１個以上のライブラリーユニットにおいて、前記核酸の一端が前記粒子の表面に固
定されており、前記核酸の他端に前記第一のタンパク質捕獲体が設けられている。
【００３２】
　本態様に係る核酸ライブラリーでは、核酸の末端にタンパク質捕獲体（第一のタンパク
質捕獲体）が設けられることによって、タンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）が
核酸に近接して設けられている。
【００３３】
（９）本態様に係る核酸ライブラリーでは、前記粒子の表面に、前記核酸が高密度で固定
されている。
【００３４】
　本態様に係る核酸ライブラリーでは、タンパク質捕獲体のバリア（障壁）が粒子上の核
酸に近接して形成され、粒子上の核酸はタンパク質捕獲体で包囲された状態にあるので、
複数の粒子を一度にｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系に供して
も、各粒子で発現されるタンパク質は同一の粒子上のタンパク質捕獲体に捕獲され、各粒
子で発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止できる。
【００３５】
（１０）前記（１）～（９）のいずれかに記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、
いずれか１個以上のライブラリーユニットにおいて、前記第一のタンパク質捕獲体が、前
記核酸を包囲するように設けられている。
【００３６】



(8) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40

50

　本態様に係る核酸ライブラリーでは、タンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）が
核酸を包囲するように設けられることによって、当該核酸から発現されるタンパク質が、
同一のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に
確実に捕獲されるので、異なる種類のライブラリーユニットで発現されるタンパク質のク
ロスコンタミネーションを効果的に防止できる。第一のタンパク質捕獲体が核酸を包囲す
るように設けられるライブラリーユニットの個数が増加するほど、異なる種類のライブラ
リーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止できる
ので、第一のタンパク質捕獲体が核酸を包囲するように設けられるライブラリーユニット
の個数はできるだけ多いことが好ましく、全てのライブラリーユニットにおいて第一のタ
ンパク質捕獲体が核酸を包囲するように設けられることが最も好ましい。
【００３７】
（１１）前記（１）～（１０）のいずれかに記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では
、いずれか１個以上のライブラリーユニットにおいて、前記核酸が発現し得るタンパク質
が、標的タンパク質と前記第一のタンパク質捕獲体に結合し得るタグタンパク質との融合
タンパク質である。
【００３８】
　本態様に係る核酸ライブラリーでは、核酸から発現されたタンパク質と当該核酸と同一
のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）との結
合が確実なものとなる。なお、「標的タンパク質」とは解析対象となるタンパク質を意味
する。
【００３９】
　複数のライブラリーユニットから融合タンパク質が発現される場合、それらの融合タン
パク質は、向きが同一となるように第一のタンパク質捕獲体と結合することが好ましい。
いずれの融合タンパク質の向きも同一となることにより当該融合タンパク質の反応性を均
一化及び最適化できる。
【００４０】
（１２）前記（１１）記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では、前記タグタンパク質
が前記第二のタンパク質捕獲体に結合し得る。
【００４１】
　本態様に係る核酸ライブラリーでは、核酸から発現されたタンパク質が当該核酸と同一
のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に捕獲
されず液体中に分散したとしても、液体中に存在するタンパク質捕獲体（第二のタンパク
質捕獲体）によって当該タンパク質を確実に捕獲できる。
【００４２】
（１３）前記（１）～（１２）のいずれかに記載の核酸ライブラリーの好ましい態様では
、前記核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニットにおいて、ｍＲＮＡ捕獲体が前記Ｄ
ＮＡに近接して設けられている。
【００４３】
　本態様に係る核酸ライブラリーでは、核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニットに
おいて、当該ＤＮＡの転写により生じるｍＲＮＡが、同一のライブラリーユニットに含ま
れるｍＲＮＡ捕獲体に捕獲される。したがって、本態様に係る核酸ライブラリーをｉｎ　
ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に供したときに、核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニット
から生じたｍＲＮＡが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系の溶液中に分散することを防止で
きる。これにより、当該ｍＲＮＡの翻訳により生じるタンパク質が他のライブラリーユニ
ットに含まれるタンパク質捕獲体に捕獲されることが防止され、異なる種類のライブラリ
ーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止できる。
【００４４】
（１４）本発明のタンパク質ライブラリーは、前記（１）～（１３）のいずれかに記載の
核酸ライブラリーが有する２種類以上のライブラリーユニットを、１の反応容器内のｉｎ
　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の液体中に一度に供して、前記ラ
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イブラリーユニットに含まれる核酸を一度に発現させることにより得られることを特徴と
する。
【００４５】
　本発明の核酸ライブラリーが有する２種類以上のライブラリーユニットをｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系に一度に供しても、異なる種類のライブラ
リーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションが防止されるから、複
数種類のタンパク質は、それをコードする核酸と対応付けた状態で粒子上に一度にディス
プレイされる。したがって、本発明のタンパク質ライブラリーによれば、複数種類のタン
パク質の解析を並列して効率的に行なうことができる。
【００４６】
　また、本発明のタンパク質ライブラリーは、本発明の核酸ライブラリーの各ライブラリ
ーユニットに含まれる核酸を発現させることによって直ちに作製されるので、複数種類の
タンパク質の供給後、直ちに当該複数種類のタンパク質の解析を行なうことができる。
【００４７】
　さらに、本発明のタンパク質ライブラリーにおいては、粒子上にディスプレイされたタ
ンパク質が変性や失活を起こしたとしても、そのタンパク質に対応する核酸を再度発現さ
せることにより、そのタンパク質を容易に再生できる。
さらに、核酸ライブラリーの状態で保存しておき、必要なときにタンパク質ライブラリー
を再生させることにより、本発明のタンパク質ライブラリーを長期間にわたり繰り返し使
用できる。
【００４８】
（１５）本発明のタンパク質ライブラリーの作製方法は、前記（１）～（１３）のいずれ
かに記載の核酸ライブラリーが有する２種類以上のライブラリーユニットを、１の反応容
器内のｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の液体中に一度に供し
て、前記ライブラリーユニットに含まれる核酸を一度に発現させることにより得られるこ
とを特徴とする。
【００４９】
　本発明のタンパク質ライブラリーの作製方法では、異なる種類のライブラリーユニット
で発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを防止した状態で、本発明のタンパ
ク質ライブラリーを作製できる。
【００５０】
（１６）前記（１５）記載のタンパク質ライブラリーの作製方法の好ましい態様では、前
記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系に、第二のタンパク質捕獲
体を混在させておく。
【００５１】
　本態様に係るタンパク質ライブラリーの作製方法においては、各ライブラリーユニット
から発現したタンパク質が、同一のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（
第一のタンパク質捕獲体）に捕獲されずｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ翻訳系の溶液中に分散したとしても、当該溶液中に存在するタンパク質捕獲体（第二
のタンパク質捕獲体）が当該タンパク質を捕獲することによって、当該タンパク質が他の
ライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に捕獲さ
れることを防止できる。したがって、異なる種類のライブラリーユニットで発現されるタ
ンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止した状態で、本発明のタンパク質ラ
イブラリーを作製できる。
【００５２】
（１７）前記（１５）又は（１６）記載のタンパク質ライブラリーの作製方法の好ましい
態様では、前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系における転写反応を阻害しながら、前記核
酸を一度に発現させる。
【００５３】
　本態様に係るタンパク質ライブラリーの作製方法においては、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・
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翻訳系における転写反応が阻害されるので、核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニッ
トから過剰なｍＲＮＡが発現され、当該ｍＲＮＡがｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系の溶液
中に分散することを防止できる。したがって、異なる種類のライブラリーユニットで発現
されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止した状態で、本発明のタン
パク質ライブラリーを作製できる。
【００５４】
（１８）前記（１７）記載のタンパク質ライブラリーの作製方法の好ましい態様では、前
記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系にＲＮＡポリメラーゼ結合体を混在させて、前記ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系における転写反応を阻害する。
【００５５】
　本態様に係るタンパク質ライブラリーの作製方法においては、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・
翻訳系に含まれるＲＮＡポリメラーゼがＲＮＡポリメラーゼ結合体に結合することにより
、核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニットにおける転写反応が阻害されるので、当
該ライブラリーユニットからの過剰なｍＲＮＡの発現を効果的に防止できる。
【００５６】
（１９）前記（１７）又は（１８）記載のタンパク質ライブラリーの作製方法の好ましい
態様では、前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系の温度を調節して、前記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
転写・翻訳系における転写反応を阻害する。
【００５７】
　本態様に係るタンパク質ライブラリーの作製方法においては、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・
翻訳系の温度を調節して、当該ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に含まれるＲＮＡポリメラ
ーゼの反応性を低下させることにより、核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニットに
おける転写反応が阻害されるので、当該ライブラリーユニットからの過剰なｍＲＮＡの発
現を効果的に防止できる。
【００５８】
　なお、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系の温度を調節することにより、転写反応だけでな
く翻訳反応も阻害される可能性があるが、その場合には、翻訳反応に関与する因子を予め
多めにｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に含有させておくことにより、翻訳反応の阻害を防
止できる。
【００５９】
（２０）本発明のタンパク質ライブラリー作製用キットは、前記（１）～（１３）のいず
れかに記載の核酸ライブラリーと、第二のタンパク質捕獲体又はＲＮＡポリメラーゼ結合
体とを含むことを特徴とする。
【００６０】
　本発明のタンパク質ライブラリーの作製用キットによれば、第二のタンパク質捕獲体又
はＲＮＡポリメラーゼ結合体の上述の作用効果により、異なる種類のライブラリーユニッ
トで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止した状態で、本発
明のタンパク質ライブラリーを作製できる。本発明のタンパク質ライブラリー作製用キッ
トは、核酸ライブラリー、第二のタンパク質捕獲体、ＲＮＡポリメラーゼ結合体以外に、
タンパク質ライブラリーの作製に必要な任意の要素を含むことができる。
【００６１】
【発明を実施するための最良の形態】
　以下、本発明について詳細に説明する。
　本発明の核酸ライブラリーは、２種類以上のライブラリーユニットを有する。ここで、
ライブラリーユニットの種類の異同は、ライブラリーユニットから発現されるタンパク質
の種類の異同によって決定される。すなわち、１種類以上の異なるタンパク質を発現する
関係にあるライブラリーユニット同士は異なる種類のライブラリーユニットであり、それ
以外の関係にあるライブラリーユニット同士は同一種類のライブラリーユニットである。
したがって、「２種類以上のライブラリーユニットを有する」とは、それぞれ少なくとも
１種類の異なるタンパク質を発現し得る複数個のライブラリーユニットを有することを意
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味する。本発明の核酸ライブラリーは、２種類以上のライブラリーユニットを有する限り
、同一種類のライブラリーユニットを複数個有していてもよい。なお、同一種類のライブ
ラリーユニットには、同一種類のタンパク質のみを発現する関係にあるライブラリーユニ
ット同士はもちろん、一方は異なる種類のタンパク質を発現するが、他方は異なる種類の
タンパク質を発現しない関係にあるライブラリーユニット同士（例えば、一方のライブラ
リーユニットはタンパク質Ａとタンパク質Ｂという２種類のタンパク質を発現し、他方の
ライブラリーユニットはタンパク質Ａという１種類のタンパク質を発現する場合）も含ま
れる。
【００６２】
　本発明の核酸ライブラリーにおいて、異なる種類のライブラリーユニットは互いに離反
した状態で存在する。ここで、異なる種類のライブラリーユニット間の距離は、各ライブ
ラリーユニットに含まれる核酸から発現されるタンパク質が、異なる種類のライブラリー
ユニットに含まれるタンパク質捕獲体よりも同一のライブラリーユニットに含まれるタン
パク質捕獲体に優先的に捕獲され得る限り特に限定されるものではなく、異なる種類のラ
イブラリーユニットに含まれる核酸とタンパク質捕獲体との距離が、同一のライブラリー
ユニットに含まれる核酸とタンパク質捕獲体との距離よりも圧倒的に大きくなるように設
定される。
【００６３】
　本発明の核酸ライブラリーが同一種類のライブラリーユニットを複数個有する場合、同
一種類のライブラリーユニットは互いに離反した状態で存在していてもよいし、互いに近
接した状態で存在していてもよい。同一種類のライブラリーユニットが近接した状態で存
在している場合、各ライブラリーユニットで発現されたタンパク質が異なるライブラリー
ユニットに含まれるタンパク質捕獲体に捕獲される場合があるが、同一種類のライブラリ
ーユニットであればクロスコンタミネーションの問題は生じない。
【００６４】
　本発明の核酸ライブラリーにおいて、各ライブラリーユニットは、固体支持体の表面に
設けられている。本発明の核酸ライブラリーは、水性媒体中で使用される場合（例えば、
本発明の核酸ライブラリーを細胞抽出液から調製された無細胞転写・翻訳系に供する場合
）があるので、各ライブラリーユニットが設けられる固体支持体は、水に対して不溶性で
あることが好ましい。このような固体支持体の材質としては、ガラス、シリコン、セラミ
ックス、水不溶性ポリマー（例えば、ポリスチレン等のポリスチレン系樹脂、ポリメチル
メタクリレート等のアクリル樹脂（メタクリル樹脂）、ポリアミド樹脂、ポリエチレンテ
レフタレート等のポリエステル、ポリカーボネート等の合成樹脂；アガロース、デキスト
ラン、セルロース等の多糖類；ゼラチン、コラーゲン、カゼイン等の蛋白質等）等が挙げ
られる。固体支持体の表面は、平面であっても曲面であってもよく、または凹凸を有して
いてもよい。
【００６５】
　固体支持体は多孔質であっても無孔質であってもよいが、多孔質であることが好ましい
。
【００６６】
　多孔質の固体支持体としては、例えば、繊維又はその集合体（例えば繊維を撚ったもの
）が挙げられる。固体支持体が多孔質である場合、ライブラリーユニットを細孔の内部表
面に設けることができる。固体支持体の細孔内は液体（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻
訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の溶液）の流動性が低いので、固体支持体の細孔の内部
表面に設けられたライブラリーユニットに含まれる核酸から発現されるタンパク質は細孔
内から放出され難い。したがって、当該タンパク質を同一のライブラリーユニットに含ま
れるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に確実に捕獲でき、異なる種類のライ
ブラリーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止で
きる。
【００６７】
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　固体支持体の形状は特に限定されるものではなく、例えば、平板状、粒子（ビーズ）状
、棒状、紐状、テープ状、糸状等の任意の形状をとることができるが、固体支持体は、軸
部材に巻装可能な形状を有するか、又は粒子（ビーズ）状であることが好ましい。軸部材
に巻装可能な形状としては、紐状、テープ状、糸状等の細長形状が挙げられる。軸部材は
、巻く物の中心となり得る限り、その形状や構造は特に限定されるものではなく、例えば
、棒状、円柱状、円筒状、角柱状、角筒状等の部材が挙げられる。軸部材に巻装可能な形
状を有する固体支持体を用いることにより、各ライブラリーユニットが高密度に配列した
核酸ライブラリー及びタンパク質が高密度に配列したプロテインアレイを作製することが
できる。また、固体支持体が軸部材に巻装された核酸ライブラリーを利用することにより
、タンパク質ライブラリーの作製からタンパク質ライブラリーを利用したタンパク質の解
析に至る一連の操作の自動化を容易に実現できる。
【００６８】
　固体支持体が軸部材に巻装可能な形状を有する核酸ライブラリーの一実施形態として、
紐状の固体支持体３２が円柱状の軸部材３１に巻装された核酸ライブラリー３を図７に示
す。紐状の固体支持体３２の表面には複数の異なるライブラリーユニットが設けられてい
る。
【００６９】
　固体支持体は磁性を有していてもよく、特に固体支持体が粒子状であるときには磁性を
有することが好ましい。固体支持体として磁性粒子を用いると操作性が向上し、本発明の
核酸ライブラリーを利用したタンパク質ライブラリーの作製の自動化及びタンパク質ライ
ブラリーを利用したタンパク質の解析の自動化を容易に実現できる。なお、「粒子」の形
状は特に限定されるものではないが、例えば、球形である。また、粒子の大きさも特に限
定されるものではないが、粒径が０．２～３０μｍであることが好ましい。
【００７０】
　本発明の核酸ライブラリーにおいて、各ライブラリーユニットが設けられる固体支持体
の「表面」とは、液体（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳
系の溶液）と接触し得る面を意味し、固体支持体の外面（外部表面）はもちろんのこと、
液体が浸潤し得る固体支持体の内面（内部表面）（例えば、固体支持体が有する細孔の内
部表面）も含まれる。
【００７１】
　本発明の核酸ライブラリーは、複数個のライブラリーユニットの集合体である。ライブ
ラリーユニットの集合形態は特に限定されるものではなく、全てのライブラリーユニット
が単一の固体支持体（例えば、軸部材に巻装可能な形状を有する固体支持体）の表面に一
緒に設けられた状態で集合していてもよいし、各ライブラリーユニットが複数個の固体支
持体の表面に別れて設けられた状態で集合していてもよい。また、各ライブラリーユニッ
トは、複数個の固体支持体（例えば粒子）の表面に別れて設けられ、液体中に分散した状
態（例えば、容器に収容された一定容積の液体中に分散した状態）で集合していてもよい
。
【００７２】
　各ライブラリーユニットが複数個の固体支持体の表面に別れて設けられる場合、各固体
支持体に設けられるライブラリーユニットの個数は１個であっても複数個であってもよく
、各固体支持体に設けられるライブラリーユニットの種類は同一であっても異なっていて
もよい。
【００７３】
　異なる種類のライブラリーユニットが同一の固体支持体の表面に設けられる場合、異な
る種類のライブラリーユニット同士は互いに離反するように設けられる。また、異なる種
類のライブラリーユニットがそれぞれ別個の固体支持体に設けられる場合、固体支持体は
核酸やタンパク質捕獲体と比較してマクロな存在であるので、異なる種類のライブラリー
ユニット同士は互いに離反して存在することとなる。
【００７４】
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　本発明の核酸ライブラリーにおいては、全てのライブラリーユニットが単一の固体支持
体の表面に設けられるか、あるいは、異なる種類のライブラリーユニットがそれぞれ別個
の固体支持体の表面に設けられることが好ましい。
【００７５】
　異なる種類のライブラリーユニットがそれぞれ別個の固体支持体の表面に設けられる場
合であって、同一種類のライブラリーユニットが複数個ある場合、同一種類のライブラリ
ーユニット同士は一緒の固体支持体の表面に設けられていてもよいし、別個の固体支持体
の表面に設けられていてもよい。
【００７６】
　本発明の核酸ライブラリーにおいて、各ライブラリーユニットは、その種類が識別でき
る状態で集合していることが好ましい。各ライブラリーユニットの種類の識別により、各
ライブラリーユニットに含まれる核酸の種類及び各ライブラリーユニットに含まれる核酸
から発現されるタンパク質の種類の識別も可能となるので、タンパク質解析を効率的に行
なうことができる。
【００７７】
　全てのライブラリーユニットが単一の固体支持体の表面に設けられる場合には、例えば
、固体支持体上における各ライブラリーユニットの位置と、各ライブラリーユニットの種
類とを対応付けておくことにより、各ライブラリーユニットの種類を各ライブラリーユニ
ットの固体支持体上の位置に基づき識別できる。
【００７８】
　また、異なる種類のライブラリーユニットがそれぞれ別個の固体支持体の表面に設けら
れる場合には、例えば、相互に区別して識別可能な固体支持体を用いることにより、各ラ
イブラリーユニットの種類を各ライブラリーユニットが設けられた固体支持体の種類に基
づき識別できる。
【００７９】
　さらに、異なる種類のライブラリーユニットの構成要素を異なる標識物質で標識してお
くことにより、ライブラリーユニットの種類をライブラリーユニット自体の標識に基づき
識別することも可能である。標識物質で標識できるライブラリーユニットの構成要素とし
ては、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系において１種
類以上のタンパク質を発現し得る核酸、第一のタンパク質捕獲体、ｍＲＮＡ捕獲体、第一
のタンパク質捕獲体を固体支持体に固定するための要素（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・
翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系においてタンパク質を発現し得ない核酸）等が挙げら
れる。
【００８０】
　固体支持体の識別は、例えば、異なる種類のライブラリーユニットが設けられる固体支
持体を異なる標識物質で標識しておくことによって可能となる。標識物質の具体例として
は、蛍光色素（例えば、Ｍａｒｉｎｅ　Ｂｌｕｅ，Ｃａｓｃａｄｅ　Ｂｌｕｅ，Ｃａｓｃ
ａｄｅ　Ｙｅｌｌｏｗ，Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ，Ｐｈｙｃｏｅｒ
ｙｔｈｒｉｎ，ＣｙＣｈｒｏｍｅ，ＰｅｒＣＰ，ＴｅｘａｓＲｅｄ，Ａｌｌｏｐｈｙｃｏ
ｃｙａｎｉｎ，ＰｈａｒＲｅｄ等の他、Ｃｙ２，Ｃｙ３，Ｃｙ３．５，Ｃｙ５，Ｃｙ７等
のＣｙ系色素、Ａｌｅｘａ－４８８，Ａｌｅｘａ－５３２，Ａｌｅｘａ－５４６，Ａｌｅ
ｘａ－６３３，Ａｌｅｘａ－６８０等のＡｌｅｘａ系色素、ＢＯＤＩＰＹＦＬ，ＢＯＤＩ
ＰＹＴＲ等のＢＯＤＩＰＹ系色素）等の蛍光性物質、放射性同位元素（例えば、３Ｈ、１

４Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐ、３５Ｓ、１２５Ｉ）等の放射性物質等が挙げられる。標識物質と
して蛍光色素を用いる場合、蛍光色素の種類と含有量とを組み合わせることにより多種多
様な標識が可能となる。蛍光色素による固体支持体の標識化は、例えば、予め表面にアミ
ノ基を導入しておいた固体支持体に活性エステルを有する蛍光色素を反応させることによ
り、あるいは、予め表面にカルボキシル基又はアミノ基を導入しておいた固体支持体に、
カルボキシル基との結合反応が可能な官能基（例えばアミノ基）を有する蛍光色素又はア
ミノ基との結合反応が可能な官能基（例えばカルボキシル基）を有する蛍光色素を、１－
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エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩（ＥＤ
Ｃ）等のカルボジイミド類の存在下で反応させることにより行なうことができる。また、
固体支持体が粒子である場合には、例えば、重合反応によって粒子を合成する際に反応液
中に蛍光色素を添加しておくことにより、あるいは、ラジカル重合の重合反応の終了直後
でラジカルが残存している間に当該ラジカルと反応性を有する蛍光色素を添加することに
より、蛍光色素による粒子の標識化を行なうことができる。
【００８１】
　また、固体支持体の識別は、異なる種類のライブラリーユニットが設けられる固体支持
体の形状や大きさを相違させることによっても可能となる。例えば、固体支持体が粒子（
ビーズ）状である場合には、その粒径を相違させることにより固体支持体の識別が可能と
なる。粒径の異なる粒子の識別は、例えばフローサイトメトリー等を用いて行なうことが
できる。
【００８２】
　また、固体支持体の識別は、異なる種類のライブラリーユニットが設けられる固体支持
体の物性を相違させることによっても可能となる。例えば、磁石を接近させたときの着磁
性の相違に基づいて固体支持体の識別が可能となる。
【００８３】
　各ライブラリーユニットは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳
系において１種類以上のタンパク質を発現し得る核酸と、該核酸に近接して設けられた第
一のタンパク質捕獲体とを含んで構成され、各ライブラリーユニットに含まれる核酸は、
各ライブラリーユニットが設けられた固体支持体の表面に固定されている。
【００８４】
　各ライブラリーユニットに含まれる核酸を構成するヌクレオチドは、デオキシリボヌク
レオチドであってもよいしリボヌクレオチドであってもよい。すなわち、各ライブラリー
ユニットに含まれる核酸は、ＤＮＡ及びＲＮＡのいずれであってもよく、「ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ転写・翻訳系において１種類以上のタンパク質を発現し得る核酸」にはＤＮＡ及びＲ
ＮＡが含まれ、「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系において１種類以上のタンパク質を発現し得る
核酸」にはＲＮＡが含まれる。また、核酸の塩基長及び塩基配列は特に限定されるもので
はなく、目的のタンパク質が発現し得るように適宜選択される。核酸がＤＮＡである場合
、二本鎖の状態で固定化されていてもよいし、一本鎖の状態で固定化されていてもよいが
、二本鎖の状態で固定されていることが好ましい。ポリメラーゼによるＤＮＡの転写は二
本鎖ＤＮＡを基質として効率的に行なわれるからである。
【００８５】
　各ライブラリーユニットに含まれる核酸の数は特に限定されるものではなく、複数の核
酸（核酸群）が含まれていてもよい。各ライブラリーユニットに複数の核酸が含まれる場
合、各核酸が発現し得るタンパク質の種類は同一であっても異なっていてもよい。各ライ
ブラリーユニットから解析対象となる１種類のタンパク質が発現されるとタンパク質解析
を効率よく行なうことができるので、同一のライブラリーユニットに含まれる各核酸から
発現されるタンパク質は同一種類であることが好ましいが、例えば、解析対象となるタン
パク質が複数種類の異なるサブユニットからなる場合には、それぞれのサブユニットを発
現する核酸を同一のライブラリーユニットに含めておくことが好ましい。
【００８６】
　また、各ライブラリーユニットに同一種類のタンパク質を発現し得る複数の核酸が含ま
れる場合、各核酸の構造は同一であっても異なっていてもよい。例えば、オープンリーデ
ィングフレームは同一であるが転写調節領域や翻訳調節領域が異なる核酸が含まれていて
もよい。
【００８７】
　各ライブラリーユニットに含まれる核酸は、本発明の核酸ライブラリーを水性媒体中で
使用したときに核酸が固体支持体から離脱しないように固定されることが好ましい。この
ような核酸の固定方法としては、例えば、固体支持体の表面の官能基へ共有結合させる方
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法（Ｖｅｒａ　Ｌａｎｄ，Ｒｕｔｈ　Ｓｃｈｍｉｄ，Ｄａｖｉｄ　Ｒｉｃｋｗｏｏｄ，Ｅ
ｒｉｋ　Ｈｏｒｎｅｓ（１９８８）．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１６（２２
），１０８６１）、ビオチン－アビジン系を用いた方法（Ｓｈａｏ－ＯｃｈｉｅＨｕａｎ
ｇ，Ｈａｒｏｌｄ　Ｓｗｅｒｃｌｏｗ，ａｎｄ　Ｋａｒｉｎ　Ｄ．Ｃａｌｄｗｅｌｌ（１
９９４）．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２２２，４４１－１１９
）等が挙げられる。前者の方法において、固体支持体の表面の官能基としては、カルボキ
シル基、アミノ基、水酸基等が挙げられる。例えば、固体支持体の表面にカルボキシル基
が形成されている場合には、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）－３－エ
チルカルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）等のカルボジイミド類でカルボキシル基を活性化さ
せた後、核酸に予め導入しておいてアミノアルキル基と結合させることができる。また、
固体支持体の表面にアミノ基が形成されている場合には、無水コハク酸等の環状酸無水物
を用いてアミノ基をカルボキシル基に変換した後、核酸に予め導入しておいたアミノアル
キル基と結合させるか、あるいは核酸の末端のリン酸と結合させることができる。後者の
方法では、例えば、５’末端を予めビオチン化しておいたプライマーを用いてＰＣＲを行
なうことによりビオチン化された核酸を得、この核酸を、表面がアビジン（又はストレプ
トアビジン）コーティングされた固体支持体に固定できる。
【００８８】
　各ライブラリーユニットにおいて、核酸のどの部分が固体支持体に固定されていてもよ
いが、核酸の３’末端又は５’末端が固体支持体に固定されているのが好ましい。これに
より、各ライブラリーユニットに含まれる核酸からタンパク質を効率よく発現させること
ができる。
【００８９】
　各ライブラリーユニットにおいて、核酸が固定される固体支持体の「表面」とは、液体
（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の溶液）と接触し得
る面を意味し、固体支持体の外面（外部表面）はもちろんのこと、液体が浸潤し得る固体
支持体の内面（内部表面）（例えば、固体支持体が有する細孔の内部表面）も含まれる。
【００９０】
　各ライブラリーユニットに含まれる核酸は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　
ｖｉｔｒｏ翻訳系において１種類以上のタンパク質を発現し得る構造を有している。ここ
で、「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系」は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて核酸からｍＲＮＡ
への転写を行なうことができるｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写系と、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてｍ
ＲＮＡからタンパク質への翻訳を行なうことができるｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系とからなり
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系には、転写及び翻訳に必要な全ての要素（例えば、ＲＮ
Ａポリメラーゼ、リボソーム、ｔＲＮＡ等）が含まれる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系
の具体例としては、真核細胞及び原核細胞の抽出液から調製された無細胞転写・翻訳系が
挙げられ、無細胞転写・翻訳系の具体例としては、大腸菌（例えば大腸菌Ｓ３０）、小麦
胚芽、ウサギ網赤血球、マウスＬ－細胞、エールリッヒ腹水癌細胞、ＨｅＬａ細胞、ＣＨ
Ｏ細胞、出芽酵母等の細胞抽出液から調製された無細胞転写・翻訳系が挙げられる。
【００９１】
　各ライブラリーユニットに含まれる核酸の構造は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又は
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系において１種類以上のタンパク質を発現し得る限り特に限定され
るものではない。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系において１種類以上のタンパク質を発現
し得る核酸としては、例えば、転写調節領域と、翻訳調節領域と、目的のタンパク質をコ
ードするオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）とを含んで構成され、オープンリーデ
ィングフレームの３’側には終止コドンが設けられたＤＮＡが挙げられる。ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ翻訳系において１種類以上のタンパク質を発現し得る核酸としては、例えば、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系において１種類以上のタンパク質を発現し得るＤＮＡと、チミン
（Ｔ）がウラシル（Ｕ）である点を除き同様の構造を有するＲＮＡが挙げられる。但し、
ＲＮＡの場合には転写調節領域は不要である。
【００９２】
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　転写調節領域の具体例としては、プロモーター、ターミネーター、エンハンサー等が挙
げられ、翻訳調節領域の具体例としては、コザック（ｋｏｚａｋ）配列、シャイン・ダル
ガーノ（ＳＤ）配列等が挙げられる。転写調節領域及び翻訳調節領域は、それぞれＤＮＡ
からｍＲＮＡへの転写及びｍＲＮＡからタンパク質への翻訳を可能とする限りいかなる種
類のものであってもよく、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写系の種類等に応じて適宜選択できる。ま
た、転写調節領域及び翻訳調節領域は、別個の領域として存在していてもよいし重なり合
って存在していてもよい。
【００９３】
　オープンリーディングフレームの数は特に限定されるものではなく、１種類のタンパク
質が発現されるように１つのオープンリーディングフレームが単独で存在していてもよい
し、同一種類の複数のオープンリーディングフレームが離れた状態で存在していてもよい
。
【００９４】
　また、２種類以上のタンパク質が発現されるように、２種類以上のオープンリーディン
グフレームが離れた状態で存在していてもよい。また、融合タンパク質が発現されるよう
に、２種類以上のオープンリーディングフレームが連結された状態で存在していてもよい
。
　なお、融合タンパク質は「１種類のタンパク質」に含まれる。
【００９５】
　各ライブラリーユニットに含まれる核酸の具体的な構造としては、例えば、オープンリ
ーディングフレームの５’側にプロモーター及びＳＤ配列を有し、オープンリーディング
フレームの３’側に終止コドン及びターミネーターを有する構造が挙げられる。
【００９６】
　各ライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）は、
タンパク質を捕獲できる限りいかなるものであってもよい。各ライブラリーユニットに含
まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）は、各ライブラリーユニットに含ま
れる核酸から発現されるタンパク質を特異的に捕獲できることが好ましいが、その場合、
ライブラリーユニットの種類ごとに異なるタンパク質捕獲体が必要となるので本発明の核
酸ライブラリーの構築が困難となる。したがって、第一のタンパク質捕獲体としては、一
般的に、任意のタンパク質を非特異的に捕獲できるタンパク質捕獲体が用いられる。第一
のタンパク質捕獲体としては、例えば、化学的結合、電気的結合又は物理的結合を介して
任意のタンパク質を非特異的に捕獲できるタンパク質捕獲体を用いることができる。また
、タンパク質のライブラリーユニットから離反する方向への移動を制限するような（すな
わち、タンパク質をライブラリーユニット近傍に保持できるような）物理的障害物を第一
のタンパク質捕獲体として用いることもできる。なお、第一のタンパク質捕獲体の種類、
及び第一のタンパク質捕獲体によるタンパク質の捕獲様式は、それぞれのライブラリーユ
ニットにおいて共通していてもよいし異なっていてもよい。
【００９７】
　例えば、あるライブラリーユニットに含まれる核酸から発現されるタンパク質が、解析
対象となる標的タンパク質と、第一のタンパク質捕獲体に化学的に結合し得るタグタンパ
ク質との融合タンパク質である場合第一のタンパク質捕獲体は化学的結合を介して発現さ
れたタンパク質（融合タンパク質）を捕獲できる。タグタンパク質／タンパク質捕獲体の
組み合わせとしては、例えば、アビジンやストレプトアビジン等のビオチン結合タンパク
質／ビオチン、マルトース結合タンパク質／マルトース、ポリヒスチジンペプチド／ニッ
ケルやコバルト等の金属イオン、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ／グルタチオン
、カルモジュリン／カルモジュリン結合ペプチド、ＡＴＰ結合タンパク質／ＡＴＰ、受容
体タンパク質／リガンド等が挙げられる。
【００９８】
　また、タンパク質は等電点より高いｐＨでは負に荷電し、等電点より低いｐＨでは正に
荷電するから、正電荷体又は負電荷体を第一のタンパク質捕獲体として用いることにより
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、タンパク質と第一のタンパク質捕獲体との電気的結合（静電的相互作用）を利用してタ
ンパク質を捕獲できる。正電荷体及び負電荷体としては、例えば、正荷電基（例えば、ア
ミノ基、グアニジル基、イミダゾール基）を有する物質や負荷電基（例えば、カルボキシ
ル基、スルホニル基、リン酸基）を有する物質を用いることができる。また、電気回路に
接続した導電体を正電荷体及び負電荷体として用いることもできる。
【００９９】
　また、アルキル基又はその誘導基、フェニル基又はその誘導基等の疎水性基を有する物
質を第一のタンパク質捕獲体として用いることにより、タンパク質と第一のタンパク質捕
獲体との疎水性相互作用を利用してタンパク質を捕獲できる。
【０１００】
　各ライブラリーユニットにおいて、第一のタンパク質捕獲体は、核酸に近接して設けら
れる。第一のタンパク質捕獲体は、異なる種類のライブラリーユニットに含まれる核酸よ
りも同一のライブラリーユニットに含まれる核酸に十分に近接するように設けられる。こ
れにより、異なる種類のライブラリーユニットに含まれる核酸とタンパク質捕獲体との距
離は、同一のライブラリーユニットに含まれる核酸とタンパク質捕獲体との距離よりも圧
倒的に大きくなり、各ライブラリーユニットに含まれる核酸から発現されるタンパク質は
、同一のライブラリーユニットに含まれる第一のタンパク質捕獲体に優先的に捕獲され、
異なる種類のライブラリーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーション
が防止される。第一のタンパク質捕獲体は出来るだけ同一のライブラリーユニットに含ま
れる核酸に近接させて設けることが好ましく、第一のタンパク質捕獲体は、例えば、一端
が固体支持体に固定されている核酸の他端に設けられる。これにより、第一のタンパク質
捕獲体を同一のライブラリーユニットに含まれる核酸に確実に近接させて設けることがで
きる。
【０１０１】
　第一のタンパク質捕獲体は、固体支持体の表面に直接固定されていてもよいし、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系において１種類以上のタンパク質を
発現し得る核酸（例えば、核酸の末端のうち、固体支持体に固定されている末端と反対側
の末端）に固定されていてもよい。また、固体支持体の表面に固定された他の要素（例え
ば、糖鎖、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系においてタンパク質を発現し得ない核酸（第一
のタンパク質捕獲体を固体支持体に固定するための核酸））に固定されていてもよい。第
一のタンパク質捕獲体を、固体支持体の表面に固定された他の要素に固定することによっ
て、タンパク質の発現量とタンパク質捕獲体の量とを簡便に調節することができる。
【０１０２】
　第一のタンパク質捕獲体の固定は、種々の結合様式によって行なうことができる。結合
様式の具体例としては、ストレプトアビジン又はアビジンとビオチンとの特異的相互作用
、疎水性相互作用、磁性相互作用、極性相互作用、共有結合（例えば、アミド結合、ジス
ルフィド結合、チオエーテル結合等）の形成、架橋剤による架橋等が挙げられる。これら
の結合様式による固定が可能となるように、公知の技術を用いて、固体支持体表面、第一
のタンパク質捕獲体等に適当な化学修飾を施すことができる。ストレプトアビジン又はア
ビジンとビオチンとの特異的相互作用以外にも、マルトース結合タンパク質／マルトース
、ポリヒスチジンペプチド／ニッケルやコバルト等の金属イオン、グルタチオン－Ｓ－ト
ランスフェラーゼ／グルタチオン、カルモジュリン／カルモジュリン結合ペプチド、ＡＴ
Ｐ結合タンパク質／ＡＴＰ、核酸／相補的核酸、受容体タンパク質／リガンド、酵素／基
質、抗体／抗原、ＩｇＧ／プロテインＡ等の特異的相互作用を利用することができる。
【０１０３】
　いずれか１個以上のライブラリーユニットにおいて、第一のタンパク質捕獲体が核酸を
包囲するように設けられていることが好ましい。第一のタンパク質捕獲体がこのように設
けられたライブラリーユニットにおいては、当該ライブラリーユニットに含まれる核酸か
ら発現されるタンパク質が、同一のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（
第一のタンパク質捕獲体）に確実に捕獲されるので、異なる種類のライブラリーユニット
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で発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションを効果的に防止できる。第一のタン
パク質捕獲体がこのように設けられたライブラリーユニットの個数は出来るだけ多いこと
が好ましく、全てのライブラリーユニットにおいて第一のタンパク質捕獲体がこのように
設けられることが最も好ましい。
【０１０４】
　固体支持体が粒子であって、核酸の一端が粒子の表面に固定されており、核酸の他端に
タンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）が設けられている場合、当該核酸が高密度
で粒子の表面に固定されていると、粒子の外側にタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕
獲体）のバリア（障壁）が核酸に近接して形成され、粒子上の核酸はタンパク質捕獲体（
第一のタンパク質捕獲体）で包囲された状態となる。したがって、かかる粒子をライブラ
リーユニットとして用いれば、異なる種類のライブラリーユニットで発現されるタンパク
質のクロスコンタミネーションを効果的に防止できる。ここで、「高密度」とは、粒子上
に固定された核酸から発現されたタンパク質が、粒子の外側に形成されたタンパク質捕獲
体のバリアを通過しない（ほとんど通過しない）程度の密度であり（すなわち、粒子上に
固定された核酸から発現されたタンパク質の全て又はほとんど全てがタンパク質捕獲体に
捕獲される程度の密度であり）、粒子上に固定された核酸から発現されるタンパク質の大
きさ等に応じて適宜調節できるが、例えば、粒子の表面１μｍ２あたり１０３～１０６分
子程度、好ましくは粒子の表面１μｍ２あたり１０５分子程度の核酸を固定することによ
り良好な効果を得ることができる。
【０１０５】
　本発明の核酸ライブラリーが有する２種類以上のライブラリーユニットをｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系に一度に供して、各ライブラリーユニット
に含まれる核酸をｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系において一
度に発現させることにより、複数種類のタンパク質を含んで構成されるタンパク質ライブ
ラリーが得られる。このとき、一度に発現させるライブラリーユニットは２種類以上であ
る限り、本発明の核酸ライブラリーが有する全てのライブラリーユニットであってもよい
し、本発明の核酸ライブラリーが有する一部のライブラリーユニットであってもよい。ま
た、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に供するライブラリーユニットに含まれる核酸は通常
ＤＮＡ又はＲＮＡであり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系に供するライブラリーユニットに含ま
れる核酸は通常ＲＮＡである。
【０１０６】
　２種類以上のライブラリーユニットに含まれる核酸を一度に発現させると、各ライブラ
リーユニットに含まれるタンパク質捕獲体は、異なる種類のライブラリーユニットに含ま
れる核酸から発現されたタンパク質よりも、同一のライブラリーユニットに含まれる核酸
から発現されたタンパク質を優先して捕獲するので、異なる種類のライブラリーユニット
で発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションは防止される。
【０１０７】
　２種類以上のライブラリーユニットに含まれる核酸を一度に発現させる際、当該ライブ
ラリーユニットに含まれるＤＮＡの転写により生じたｍＲＮＡがｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・
翻訳系の溶液に移行すると、当該ｍＲＮＡの翻訳により生じたタンパク質が異なる種類の
ライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体に捕獲され、異なる種類のライブラリ
ーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションが生じるおそれがある。
そこで、核酸としてＤＮＡを含むライブラリーユニットにおいて、ＤＮＡの転写により生
じるｍＲＮＡを捕獲し得るｍＲＮＡ捕獲体がＤＮＡに近接して設けられていることが好ま
しい。なお、ライブラリーユニットに含まれる核酸がＲＮＡである場合には、ＤＮＡの転
写により生じたｍＲＮＡに起因するタンパク質のクロスコンタミネーションが生じるおそ
れがない。
【０１０８】
　ｍＲＮＡ捕獲体はｍＲＮＡを捕獲できる限りいかなるものであってもよい。ｍＲＮＡ捕
獲体としては、例えば、ｍＲＮＡとハイブリダイズし得る核酸（ＤＮＡ又はＲＮＡ）を用
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いることができる。このとき、ｍＲＮＡ捕獲体は、各ライブラリーユニットに含まれる核
酸の転写により生じるｍＲＮＡと特異的にハイブリダイズし得るものであってもよいが、
その場合、ライブラリーユニットの種類ごとに異なるｍＲＮＡ捕獲体が必要となるので本
発明の核酸ライブラリーの構築が困難となる。したがって、一般的には、任意のｍＲＮＡ
を非特異的に捕獲できるｍＲＮＡ捕獲体が用いられる。例えば、ライブラリーユニットに
含まれるＤＮＡの転写により生じるｍＲＮＡがポリＡ配列を有する場合には、ポリＴ配列
を有するオリゴヌクレオチドをｍＲＮＡ捕獲体として用いることができる。ライブラリー
ユニットに含まれるＤＮＡにポリＴ配列を導入しておくことにより、当該ＤＮＡの転写に
より生じるｍＲＮＡにポリＡ配列を導入することが可能である。ｍＲＮＡ捕獲体は、固体
支持体の表面に直接固定されていてもよいし、ライブラリーユニットに含まれるＤＮＡ（
例えば、ＤＮＡの末端のうち、固体支持体に固定されている末端と反対側の末端）に固定
されていてもよい。また、固体支持体の表面に固定された他の部材に固定されていてもよ
い。
【０１０９】
　また、２種類以上のライブラリーユニットに含まれる核酸を一度に発現させる際、当該
ライブラリーユニットから発現したタンパク質が、同一のライブラリーユニットに含まれ
るタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に捕獲されずｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻
訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の溶液中に分散すると、当該タンパク質が異なる種類の
ライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（第一のタンパク質捕獲体）に捕獲さ
れ、異なる種類のライブラリーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーシ
ョンが生じるおそれがある。そこで、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ翻訳系の溶液には、第一のタンパク質捕獲体とは別個の第二のタンパク質捕獲体を混在
させることが好ましい。第二のタンパク質捕獲体の種類は第一のタンパク質の種類と同一
であってもよいし異なっていてもよい。本発明の核酸ライブラリーにおいて、各ライブラ
リーユニットが設けられた固体支持体（例えば粒子）が液体中に分散している状態にある
場合には、当該液体中に、第二のタンパク質捕獲体を混在させておくことができる。第二
のタンパク質捕獲体は単独で存在していてもよいが、後処理により分離しやすいように固
体支持体（例えば粒子）に固定されていることが好ましい。
【０１１０】
　第二のタンパク質捕獲体は、各ライブラリーユニットから発現されたタンパク質を捕獲
できる限りいかなるものであってもよい。第二のタンパク質捕獲体としては、一般的に、
任意のタンパク質を非特異的に捕獲できるタンパク質捕獲体が用いられる。第二のタンパ
ク質捕獲体としては、第一のタンパク質捕獲体と同様に、化学的結合、電気的結合又は物
理的結合を介して任意のタンパク質を非特異的に捕獲できるタンパク質捕獲体を用いるこ
とができる。あるライブラリーユニットから発現されるタンパク質が、標的タンパク質と
第一のタンパク質捕獲体に結合し得るタグタンパク質との融合タンパク質である場合には
、タグタンパク質が第二のタンパク質捕獲体にも結合し得ることが好ましい。これにより
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の溶液中に分散した融合タ
ンパク質を第二のタンパク質捕獲体によって確実に捕獲できる。
【０１１１】
　また、２種類以上のライブラリーユニットに含まれる核酸を一度に発現させる際、当該
ライブラリーユニットに含まれるＤＮＡから過剰なｍＲＮＡが発現され、それがｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ転写・翻訳系の溶液に移行すると、当該ｍＲＮＡの翻訳により生じたタンパク質
が異なる種類のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体に捕獲され、異なる種
類のライブラリーユニットで発現されるタンパク質のクロスコンタミネーションが生じる
おそれがある。そこで、過剰なｍＲＮＡの発現を防止するために、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写
・翻訳系における転写反応を阻害しながら、前記核酸を一度に発現させることが好ましい
。
【０１１２】
　但し、転写反応を完全に阻害すると各ライブラリーユニットからタンパク質を発現させ
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ることができなくなるので、転写反応を完全に阻害してはならない。なお、ライブラリー
ユニットに含まれる核酸がＲＮＡである場合には、過剰なｍＲＮＡの発現に起因するタン
パク質のクロスコンタミネーションが生じるおそれがない。
【０１１３】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系における転写反応の阻害は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻
訳系に含まれるＲＮＡポリメラーゼの量的阻害又は質的阻害により行なうことができる。
【０１１４】
　「ＲＮＡポリメラーゼの量的阻害」とは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に含まれるＲ
ＮＡポリメラーゼのうち、転写反応に関与できるＲＮＡポリメラーゼ量を低減させること
を意味し、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系にＲＮＡポリメラーゼ結合体を混在さ
せておくことより、ＲＮＡポリメラーゼの量的阻害を行なうことができる。ＲＮＡポリメ
ラーゼ結合体は、ＲＮＡポリメラーゼと結合（可逆的結合又は不可逆的結合）し得る限り
いかなるものであってもよく、ＲＮＡポリメラーゼ結合体としては、例えば、ＲＮＡポリ
メラーゼ結合部位（例えばプロモーター領域）を有する核酸、又は当該核酸が表面に固定
された固体支持体（例えば粒子）を用いることができる。
【０１１５】
　また、「ＲＮＡポリメラーゼの質的阻害」とは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に含ま
れる個々のＲＮＡポリメラーゼの反応性を低下させることを意味し、例えば、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ転写・翻訳系の温度を調節することにより、ＲＮＡポリメラーゼの質的阻害を行な
うことができる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系の温度は、転写反応が阻害され得る限り
上昇させてもよいし下降させてもよい。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系の温度を転写反応
の至適温度よりも高温して転写反応を阻害する場合、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系の温
度は、通常３４～４２℃、好ましくは３６～３８℃に調節される。なお、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ転写・翻訳系の温度を調節することにより、転写反応だけでなく翻訳反応も阻害される
可能性があるが、その場合には、翻訳反応に関与する因子を予め多めにｉｎ　ｖｉｔｒｏ
転写・翻訳系に含有させておくことにより、翻訳反応の阻害を防止できる。
【０１１６】
　本発明の核酸ライブラリーにおいて、各ライブラリーユニットが設けられた粒子が液体
中に分散している状態にある場合には、当該粒子間の距離を広げることによって、各ライ
ブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体は、異なる種類のライブラリーユニットに
含まれる核酸から発現されたタンパク質よりも、同一のライブラリーユニットに含まれる
核酸から発現されたタンパク質をより優先して捕獲できるようになる。したがって、各ラ
イブラリーユニットが設けられた粒子間の距離を広げるために、液体中に分散している当
該粒子の濃度を低濃度に調節することが好ましい。粒子濃度を５０μＬあたり１０４～１
０５個とすることにより良好な効果を得ることができる。
【０１１７】
　また、各ライブラリーユニットが設けられた粒子間の距離を広げるために、当該粒子が
分散している液体中に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系にお
いてタンパク質を発現し得る核酸が固定されていない粒子を混在させることが好ましい。
このような粒子を混在させることによって、各ライブラリーユニットが設けられた粒子間
の距離を広げることができるとともに、液体中の粒子濃度が低濃度となったときに生じる
粒子のハンドリング性低下という問題も解消できる。なお、混在させる粒子の表面には、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系においてタンパク質を発現し
得ない核酸を固定しておいてもよい。混在させる粒子の表面にこのような核酸を固定して
おくことにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系に含まれる
転写・翻訳に必要なタンパク質や各ライブラリーユニットから発現されたタンパク質が当
該粒子に非特異的に吸着される等、当該粒子を混在させることによる反応系への予期しな
い影響を防止できる。
【０１１８】
　各ライブラリーユニットが設けられている粒子とは別の粒子を液体中に混在させた場合
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には、粒子の粒径を異なるものとしておくことにより、両粒子を例えばフローサイトメト
リーによって分別できる。また、各ライブラリーユニットが設けられている粒子として着
磁性を有する粒子を用い、混在させる別の粒子として着磁性を有しない粒子を用いること
により、磁石を接近させたときの着磁性の相違に基づいて両粒子を分別できる。
【０１１９】
　本発明の核酸ライブラリーにおいて、２種類以上のライブラリーユニットに含まれる核
酸を一度に発現させても、異なる種類のライブラリーユニットで発現されるタンパク質の
クロスコンタミネーションは防止されるので、各ライブラリーユニットに含まれる核酸か
ら発現されたタンパク質は、同一のライブラリーユニットに含まれるタンパク質捕獲体（
第一のタンパク質捕獲体）に捕獲された状態でディスプレイ（提示）される。すなわち、
本発明のタンパク質ライブラリーにおいて、各種類のタンパク質は、それをコードする核
酸と対応付けられた状態で固体支持体上にディスプレイされる。
【０１２０】
　本発明の核酸ライブラリーにおいて、全てのライブラリーユニットが単一の固体支持体
の表面に設けられている場合には、当該固体支持体をｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又は
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の溶液中に浸漬すると、各種類のタンパク質が単一の固体支持体
上にディスプレイされる。また、本発明の核酸ライブラリーにおいて、異なる種類のライ
ブラリーユニットがそれぞれ別個の固体支持体の表面に設けられ、液体中に分散している
場合には、当該液体中にｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の要
素を添加すると、異なる種類のタンパク質がそれぞれ別個の固体支持体上にディスプレイ
される。こうして作製された本発明のタンパク質ライブラリーを用いることにより、複数
種類のタンパク質の解析を並列して効率的に行なうことができる。また、本発明の核酸ラ
イブラリーはｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系に供すると直ち
にタンパク質ライブラリーに変換されるので、タンパク質の供給とタンパク質のアッセイ
系とが一体となっており、複数種類のタンパク質の供給後、直ちに当該複数種類のタンパ
ク質解析を開始できる。
【０１２１】
　本発明のタンパク質ライブラリーを用いたタンパク質解析は、例えば次のようにして行
なうことができる。
【０１２２】
　本発明のタンパク質ライブラリーにおいて、各種類のタンパク質が単一の固体支持体上
にディスプレイされている場合には、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ翻訳系の溶液から固体支持体を分離した後、洗浄し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又
はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系由来のタンパク質その他の夾雑物を除去する。その後、固体支
持体上にディスプレイされた各種類のタンパク質と、標識化した標的物質（例えば、タン
パク質、核酸、糖質、脂質等）とを反応させる。反応後、洗浄して未反応の標的物質を除
去し、標的物質の標識を検出することによって、固体支持体上にディスプレイされた各種
類のタンパク質と標的物質とが反応したか否かを検出できる。標的物質が反応したタンパ
ク質の種類は、そのタンパク質がディスプレイされている位置等によって識別できる。ま
た、そのタンパク質と対応付けられている核酸の塩基配列を解析することによりタンパク
質のアミノ酸配列を同定できる。
【０１２３】
　本発明のタンパク質ライブラリーにおいて、異なる種類のタンパク質がそれぞれ別個の
磁性粒子上にディスプレイされ、各磁性粒子がｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　
ｖｉｔｒｏ翻訳系の溶液中に分散している場合には、磁力を作用させて各磁性粒子をｉｎ
　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系の溶液から分離した後、各磁性粒
子を洗浄液に移して洗浄し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳系
由来のタンパク質その他の夾雑物を除去する。その後、各磁性粒子を、標識化した標的物
質（例えば、タンパク質、核酸、糖質、脂質等）を含有する溶液中に加えてよく攪拌し、
各磁性粒子上にディスプレイされた各種類のタンパク質と、標識化した標的物質とを反応
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させる。反応後、磁力を作用させて各磁性粒子を溶液から分離し、各磁性粒子を洗浄液に
移して洗浄し、未反応の標的物質を除去する。その後、標的物質の標識を検出することに
よって、磁性粒子上にディスプレイされた各種類のタンパク質と標的物質とが反応したか
否かを検出できる。標的物質が反応したタンパク質の種類は、そのタンパク質が設けられ
た磁性粒子の標識等によって識別できる。また、そのタンパク質と対応付けられている核
酸の塩基配列を解析することによりタンパク質のアミノ酸配列を同定できる。
【０１２４】
　本発明のタンパク質ライブラリーにおいて、異なる種類のタンパク質がそれぞれ別個の
粒子上にディスプレイされ、各粒子がｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系又はｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ翻訳系の溶液中に分散している場合には、タンパク質の種類に対応する特定の蛍光色素
で標識された抗体と各粒子とを反応させた後、フローサイトメトリーによって蛍光色素で
標識された粒子を分取し、分取された粒子上に固定されている核酸の塩基配列を解析する
ことにより、抗体が結合した抗原を迅速に特定できる。
【０１２５】
　本発明のタンパク質ライブラリーにおいて、異なる種類のタンパク質がそれぞれ別個の
粒子上にディスプレイされている場合には、各粒子上に提示されたタンパク質の性質を利
用して、そのタンパク質をコードする遺伝子を濃縮できる。
【０１２６】
　本発明のタンパク質ライブラリーに含まれるタンパク質が、タンパク質解析途中に変性
や失活を起こしたとしても、そのタンパク質がディスプレイされたライブラリーユニット
に含まれる核酸を再度発現させることにより、そのタンパク質の再生が可能である。また
、タンパク質解析の終了後は、次回使用するときまで核酸ライブラリーの状態で保存して
おき、必要なときに各ライブラリーユニットに含まれる核酸を発現させてタンパク質ライ
ブラリーを再生して使用できる。
【０１２７】
【実施例】
　以下、実施例に基づいて本発明をさらに詳細に説明する。
〔実施例１〕
（１）タンパク質合成用ＤＮＡ固定化ビーズの作製
　アビジン遺伝子（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　＆　Ｗｅｂｅｒ，Ｇｅｎｅ，１３６，２４３－２
４６，１９９３．配列番号１参照）の５’側にそれぞれ異なった２種類のタグで標識した
。
【０１２８】
　２種類のタグとしては、ヒスチジン（以下「Ｈｉｓ」という。）及びインフルエンザヘ
マグルチニンタンパク質由来ＨＡペプチド（以下「ＨＡ」という。）を用いた。
【０１２９】
　Ｒａｐｉｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ　ＲＴＳ１００，Ｅ．ｃｏｌｉ　
ＨＹ　Ｋｉｔ（Ｒｏｃｈｅ社製）のプロトコールに従い、Ｈｉｓ標識アビジン遺伝子及び
ＨＡ標識アビジン遺伝子の５’側にＴ７プロモーターとリボゾーム結合領域（ｒｉｂｏｓ
ｏｍａｌ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ（ＲＢＳ））を、３’側にＴ７ターミネーターをＰ
ＣＲにより導入した。ＰＣＲ産物をｐＧＥＭ　Ｔ　ｅａｓｙ　ｖｅｃｔｏｒ（プロメガ社
製）にクローニングして塩基配列を確認後、Ｔ７プロモーターの上流に特異的にハイブリ
ダイズするビオチン標識プライマーと、Ｔ７ターミネーターの下流に特異的にハイブリダ
イズするＳｆｉＩサイト導入用プライマーを設計した。これらのプライマーは、図１（Ａ
）の１７ｂｉｏ－ｆ，ｓｆｉ－ｔｒｍ、あるいは図１（Ｂ）の１１ｂｉｏ－ｒ，ｓｆｉ－
ｐｒｍに示した。なお、図１（Ｃ）に、Ｈｉｓ標識アビジン遺伝子におけるアビジン遺伝
子部分の開始コドン上流の構造を、図１（Ｄ）にＨＡ標識アビジン遺伝子におけるアビジ
ン遺伝子部分の開始コドン上流の構造を、図１（Ｅ）にＨｉｓ標識アビジン遺伝子及びＨ
Ａ標識アビジン遺伝子におけるアビジン遺伝子部分の終止コドン下流の構造を示した。図
１（Ｃ）中の下線部は５’末端側から順に、Ｔ７プロモーター、ｇ１０（ＲＢＳエンハン
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サー）、ＲＢＳ、ＡＴＧ、Ｈｉｓを示す。図１（Ｄ）中の下線部は５’末端側から順に、
Ｔ７プロモーター、ｇ１０（ＲＢＳエンハンサー）、ＲＢＳ、ＡＴＧ、ＨＡを示す。図１
（Ｅ）中の下線部はＴ７ターミネーターを示す。図１（Ａ）～（Ｅ）中の太字部分は、各
プライマーが特異的に結合する配列を示す。なお、Ｔ７プロモーター等の配列はＲＴＳ１
００で推奨している発現ベクターｐＩＶＥＸ２．４ａを参照した。
【０１３０】
　Ｈｉｓ標識アビジン遺伝子及びＨＡ標識アビジン遺伝子を鋳型として、上記プライマー
を用いてＰＣＲを行ない、５’側にビオチン（１７ｂｉｏ－ｆ）を３’側にＳｆｉＩサイ
ト（ｓｆｉ－ｔｒｍ）を持ったＤＮＡ断片を作製した。なお、３’側にビオチン（１１ｂ
ｉｏ－ｒ）を５’側にＳｆｉＩサイト（ｓｆｉ－ｐｒｍ）を持ったＤＮＡ断片も作製し、
タンパク質の発現に成功している。
【０１３１】
　各ＤＮＡ断片５０μＬ（約１μＭ）をＭｉｃｒｏＳｐｉｎ　Ｓ－４００　ＨＲ　Ｃｏｌ
ｕｍｎｓ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）で精製後、制
限酵素ＳｆｉＩで切断した後（５０℃、１時間３０分）、プロトコールに従い１×ＢＷ　
ｂｕｆｆｅｒ（５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５，０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ，１Ｍ　
ＮａＣｌ）で洗浄された０．２ｍｇのＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２８０　Ｓｔｒｅｐｔａ
ｖｉｄｉｎ（Ｄｙｎａｌｂｉｏｔｅｃｈ社製）を用いて、ビオチン－アビジン反応により
各ＤＮＡ断片（約５０ｐｍｏｌ）を回収した（１×ＢＷ　ｂｕｆｆｅｒ溶液中、室温で１
５分）。これにより、ビオチン－アビジン反応を介して表面に各ＤＮＡ断片が固定された
ビーズが得られた。
【０１３２】
　各種ビーズは、１×ＢＷ　ｂｕｆｆｅｒで洗浄後、アダプターとライゲーションするた
めに、１×Ｔ４　ＤＮＡ　ｌｉｇａｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ（ＴＡＫＡＲＡ社製）に懸濁
した。
【０１３３】
　一方、５’側をリン酸化した合成オリゴＤＮＡと５’側をビオチン標識した適当な配列
を有する合成オリゴＤＮＡを等量混ぜ、両者をアニーリングし（１時間３０分かけて８５
℃から４℃まで冷却）、ＳｆｉＩサイトとライゲーションするビオチン化アダプターを作
製した。図２（Ａ）に、アダプターの塩基配列を示す。また、図２（Ｂ）に、ＳｆｉＩサ
イトへのビオチン化アダプターのライゲーションの様子を模式的に示す。
【０１３４】
　ＳｆｉＩで切断されたＤＮＡ断片（約５０ｐｍｏｌ）が結合したビーズ０．２ｍｇと、
合成オリゴＤＮＡのアニーリングで作製したビオチン化アダプター（２４０ｐｍｏｌ）と
を、ＴａＫａＲａ　Ｔ４　ＤＮＡ　ｌｉｇａｓｅ（５２５ｕｎｉｔｓ）を用い、室温で軽
く混合しながら１時間の反応によってライゲーションした。
【０１３５】
　以上の操作によって、５’末端側がビーズ（０．２ｍｇ）に固定され、３’末端側にビ
オチンを持った鋳型ＤＮＡが作製された。すなわち、Ｈｉｓ－アビジンをコードするＤＮ
Ａ断片が表面に固定化されたビーズ（以下「Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズ」という。）、
及びＨＡ－アビジンをコードするＤＮＡ断片が表面に固定化されたビーズ（以下「ＨＡ－
ａｖｉｄｉｎビーズ」という。）の、２種類のビーズが作製された。この２種類のビーズ
が保持するＤＮＡ断片の配列を、Ｈｉｓ－アビジンについては配列番号２に、ＨＡ－アビ
ジンについては配列番号３に示す。この２種類のビーズをそれぞれ、１×ＢＷ　ｂｕｆｆ
ｅｒで洗浄後、ＴＥ（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５，１ｍＭ　ＥＤＴＡ　ｐ
Ｈ８．０）４０μＬに懸濁した。
【０１３６】
　Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズ又はＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズからのタンパク質合成の際
に共存させるビーズとして、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２８０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉ
ｎ（粒径：２．８μｍ）とは大きさの異なるストレプトアビジン固相化磁性ビーズ（粒径
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：０．７μｍ）（ＴＯＹＯＢＯ：ＭａｇＥｘｔｒａｃｔｏｒ－Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｃ
ｌｅａｎ　ｕｐに含まれる）に、二本鎖ＤＮＡを固定化したビーズを調製した（以下「ｓ
ａｖビーズ」という）。二本鎖ＤＮＡは、図１（Ｆ）で示されたｓａｖ－ｃｏｍｐと３’
側がビオチン化されたｓａｖ－Ｂｉｏｔｉｎを混合後、８５℃から４℃まで１時間３０分
かけて冷却してアニーリングさせることにより作製した。調製した二本鎖ＤＮＡ（１０ｎ
ｍｏｌ）は、１×ＢＷ　Ｂｕｆｆｅｒ中でビオチン－アビジン反応を介してビーズ（２ｍ
ｇ）表面に固定化し、１×ＢＷ　Ｂｕｆｆｅｒで洗浄後、ＴＥ４００μＬに懸濁した。な
お、ｓａｖビーズに固定化された二本鎖ＤＮＡは、転写及び翻訳に必要な一切の配列を含
まない。ｓａｖビーズを共存させることにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に含まれ
る転写・翻訳に必要なタンパク質、あるいはＨｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズ又はＨＡ－ａｖ
ｉｄｉｎビーズから合成されたタンパク質がｓａｖビーズに非特異的に吸着される等、反
応系に予期しない影響が及ぶ可能性があるが、ｓａｖビーズにもＨｉｓ－ａｖｉｄｉｎビ
ーズ又はＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズと同様に二本鎖ＤＮＡを固定化しておくことにより、
このような可能性を低減させることができる。
【０１３７】
（２）タンパク質合成（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳）
　上記で作製されたタンパク質合成用ＤＮＡ固定化ビーズを用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写
・翻訳系によるタンパク質合成を行なった。Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有する
溶液、ＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有する溶液、及びＨｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズ
とＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズの混合ビーズを含有する溶液、それぞれ全量１０μＬについ
てビーズ上のＤＮＡを鋳型として、ＲＴＳ１００のプロトコールに従い、３０℃、２時間
又は４時間の反応によって、タンパク質（Ｈｉｓとアビジンとの融合タンパク質、又はＨ
Ａとアビジンとの融合タンパク質）を合成した。なお、いずれの反応液にも４５μｇのｓ
ａｖビーズを添加した。
【０１３８】
（３）蛍光標識抗体による検出と識別
　各種ビーズを１×ＢＷ　ｂｕｆｆｅｒで洗浄後、ＰＢＳ－Ｔ（１３７ｍＭ　ＮａＣｌ，
２．７ｍＭ　ＫＣｌ，４．３ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ，１．４ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ

４，０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０）＋５％スキムミルク溶液で、室温で軽く混合しながら
１時間ブロッキングした。次いで、ＰＢＳ－Ｔで洗浄後、室温で軽く混合しながら１次及
び２次抗体反応を各１時間行なった。１次抗体は、マウス由来抗Ｈｉｓ抗体（アマシャム
ファルマシアバイオテク社製）及びウサギ由来抗ＨＡ抗体（コスモバイオ社製）各０．５
μｇをＰＢＳ－Ｔ１００μＬに希釈して使用した。ＰＢＳ－Ｔで洗浄後、抗Ｈｉｓ抗体を
蛍光標識するための２次抗体として、Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ４８８標識されたヤギ由来抗
マウスＩｇＧ抗体（フナコシ社製）０．５μｇをＰＢＳ－Ｔ　１００μＬに希釈して使用
した。ＰＢＳ－Ｔで洗浄後、フローサイトメーター（ＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ（Ｂｅｃ
ｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製））、励起波長：４８８ｎｍ、測定波長：５３０／３０
ｎｍにより測定した。
【０１３９】
　測定結果を図３に示す。図３中、Ａは、タンパク質合成用ＤＮＡ固定化ビーズとしてＨ
ｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有する溶液及びＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有
する溶液を用いて、それぞれタンパク質を発現させた後、混合して上記測定を行なったと
きの結果を示す図であり、Ｂは、タンパク質合成用ＤＮＡ固定化ビーズとしてＨｉｓ－ａ
ｖｉｄｉｎビーズとＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズの混合ビーズを含有する溶液を用いてタン
パク質を発現させ、上記測定を行なったときの結果を示す図であり、Ｃは、タンパク質合
成用ＤＮＡ固定化ビーズとしてＨｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズとＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズ
の混合ビーズを含有する溶液を用いてタンパク質を発現させる際に、ビオチン化アガロー
スゲルを溶液中に混在させて溶液中のタンパク質を捕獲したときの結果を示す図である。
図３Ａ及びＢに示すように、転写・翻訳時間を２時間としたときには、蛍光強度が異なる
２種類のビーズが得られた。この２種類のビーズの一方は、Ｈｉｓとアビジンとの融合タ
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ンパク質が捕獲されたビーズであり、他方は、ＨＡとアビジンとの融合タンパク質が捕獲
されたビーズであると考えられる。後述する実施例３の結果を考慮すると、この２種類の
ビーズは、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズとＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズであると考えられる
ので、Ｈｉｓとアビジンとの融合タンパク質はＨｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズに捕獲され、
ＨＡとアビジンとの融合タンパク質はＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズに捕獲されたと考えられ
る。
【０１４０】
　このことから、ビーズが液体中に分散した状態にあるとき（すなわち、各ビーズが離隔
した状態にあるとき）、ビーズ上に固定されたタンパク質捕獲体（本実施例ではビオチン
）は、他のビーズ上に固定されたＤＮＡ断片から発現されるタンパク質（本実施例では、
Ｈｉｓとアビジンの融合タンパク質又はＨＡとアビジンとの融合タンパク質）よりも、同
一のビーズ上に固定されたＤＮＡ断片から発現されるタンパク質（本実施例では、Ｈｉｓ
とアビジンの融合タンパク質又はＨＡとアビジンとの融合タンパク質）を優先して捕獲す
ることができ、これにより異なる種類のＤＮＡ断片が固定されたビーズ間でのタンパク質
のクロスコンタミネーションが防止されると考えられる。
【０１４１】
　但し、転写・翻訳時間を４時間としたときには、明確なビーズの分離が観察されなかっ
た。これは、転写・翻訳時間の延長により、転写によって生じた過剰のｍＲＮＡが溶液中
に放出され、翻訳されたことが原因であると考えられる。したがって、転写・翻訳を行な
う溶液中にタンパク質捕獲体を混在させることにより、異なる種類のＤＮＡ断片が固定さ
れたビーズ間でタンパク質のクロスコンタミネーションを防止できると考えられる。実際
に、溶液中にビオチン化アガロースゲルを混在させた場合（図３Ｃ）には、混在させない
場合（図３Ｂ）よりも明確なビーズの分離が観察されている。
【０１４２】
　このことから、転写・翻訳が行なわれる溶液中に、各種ビーズから発現されるタンパク
質（本実施例では、Ｈｉｓとアビジンの融合タンパク質又はＨＡとアビジンとの融合タン
パク質）を捕獲できるタンパク質捕獲体（本実施例ではビオチン化アガロースゲル）を混
在させておくことにより、異なる種類のＤＮＡ断片が固定されたビーズ間でタンパク質の
クロスコンタミネーションを防止できると考えられる。
【０１４３】
〔実施例２〕
（１）タンパク質合成用ＤＮＡ固定化ビーズの作製
　実施例１と同様にしてタンパク質合成用ＤＮＡ固定化ビーズを作製した。
【０１４４】
（２）タンパク質合成（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳）
　上記で作製されたタンパク質合成用ＤＮＡ固定化ビーズを用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写
・翻訳系によるタンパク質合成を行なった。Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有する
溶液、ＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有する溶液、及びＨｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズ
とＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズの混合ビーズを含有する溶液、それぞれ全量１０μＬについ
てビーズ上のＤＮＡを鋳型として、ＲＴＳ１００のプロトコールに従い、３０℃で１時間
又は１時間１５分、あるいは３７℃で１時間４５分の反応によって、タンパク質（Ｈｉｓ
とアビジンとの融合タンパク質、又はＨＡとアビジンとの融合タンパク質）を合成した。
なお、いずれの反応液にも４５μｇのｓａｖビーズを添加した。
【０１４５】
　また、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼによる転写反応を阻害するために、Ｔ７プロモーター
配列を有するＤＮＡ断片（１７ｍｅｒ，６０ｍｅｒ）（以下「阻害ＤＮＡ」という。）を
５０ｐｍｏｌ添加した。１７ｍｅｒ及び６０ｍｅｒの阻害ＤＮＡの塩基配列をそれぞれ配
列番号４及び５に示す。
【０１４６】
（３）蛍光標識抗体による検出と識別
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　各種ビーズを１×ＢＷ　ｂｕｆｆｅｒで洗浄後、ＰＢＳ－Ｔ（１３７ｍＭ　ＮａＣｌ，
２．７ｍＭ　ＫＣｌ，４．３ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ，１．４ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ

４，０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０）＋５％スキムミルク溶液で、室温で軽く混合しながら
１時間ブロッキングした。次いで、ＰＢＳ－Ｔで洗浄後、室温で軽く混合しながら１次及
び２次抗体反応を各１時間行なった。１次抗体としては、Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ４８８で
標識されたマウス由来モノクロナル抗ＨＡ抗体（モレキュラプローブ社製）およびウサギ
由来抗Ｈｉｓ抗体（コスモバイオ社製）を用い、２次抗体としては、フィコエリスリン（
ＰＥ）で標識されたヤギ由来抗ウサギＩｇＧ抗体（フナコシ社製）を用いた。それぞれの
抗体は、１次抗体の場合には各０．５μｇをＰＢＳ－Ｔ　１００μＬに希釈して、２次抗
体の場合には２μｇをＰＢＳ－Ｔ　１００μＬに希釈して使用した。それぞれの抗体の結
合後にはＰＢＳ－Ｔで洗浄した。フローサイトメーター（ＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ（Ｂ
ｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製））、励起波長：４８８ｎｍ、測定波長：５３０／
３０ｎｍおよび５８５／４５ｎｍにより測定した。
　測定結果を図４及び５に示す。
【０１４７】
　図４中、「コントロール」（Ａ及びＣ）は、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有す
る溶液及びＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有する溶液を用いて、それぞれタンパク質
を発現させた後、混合して上記測定を行なったときの結果を示し、「ミックス」（Ｂ及び
Ｄ）は、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズとＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズの混合ビーズを含有す
る溶液を用いてタンパク質を発現させ、上記測定を行なったときの結果を示す。なお、Ａ
及びＢの転写・翻訳条件は３０℃で１時間であり、Ｃ及びＤの転写・翻訳条件は３７℃で
１時間４５分である。
【０１４８】
　図５中、「コントロール」（Ａ及びＥ）は、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有す
る溶液及びＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズのみを含有する溶液を用いて、それぞれタンパク質
を発現させた後、混合して上記測定を行なったときの結果を示し、「阻害ＤＮＡ不存在下
」（Ｂ及びＦ）、「１７ｍｅｒ阻害ＤＮＡ存在下」（Ｃ及びＧ）、「６０ｍｅｒ阻害ＤＮ
Ａ存在下」（Ｄ及びＨ）は、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズとＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズの
混合ビーズを含有する溶液（阻害ＤＮＡ無添加、１７ｍｅｒ阻害ＤＮＡ添加、６０ｍｅｒ
阻害ＤＮＡ添加）を用いてタンパク質を発現させ、上記測定を行なったときの結果を示す
。なお、Ａ、Ｂ、Ｃ及びＤの転写・翻訳条件は３０℃で１時間１５分であり、Ｅ、Ｆ、Ｇ
及びＨの転写・翻訳時間は３７℃で１時間４５分である。
【０１４９】
　図４Ｂ及びＤに示すように、３７℃では３０℃よりも翻訳産物の量が若干減少している
ように見えるが、３７℃では３０℃よりも明確なビーズの分離が観察された。また、図５
Ｂに示すように、阻害ＤＮＡ不存在下では、明確なビーズの分離は観察されなかったが、
図５Ｃ及びＧに示すように１７ｍｅｒ阻害ＤＮＡ存在下では３７℃で、また図５Ｄ及びＨ
に示すように６０ｍｅｒ阻害ＤＮＡ存在下では３０℃で、明確なビーズの分離が観察され
た。
【０１５０】
　明確なビーズの分離は、Ｈｉｓとアビジンとの融合タンパク質が捕獲されたビーズ及び
ＨＡとアビジンとの融合タンパク質が捕獲されたビーズの２種類のビーズが得られたこと
を示すこと、並びに、阻害ＤＮＡの存在及び反応温度の上昇はいずれも転写反応を阻害す
る要因であることから、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系における転写反応を阻害すること
により、ビーズ間におけるタンパク質のクロスコンタミネーションを防止できるものと考
えられる。
【０１５１】
　なお、図５Ｈに示すように、６０ｍｅｒ阻害ＤＮＡ存在下、３７℃では明確なビーズの
分離が観察されていないが、阻害ＤＮＡの添加と３７℃という反応温度はいずれもタンパ
ク質の翻訳量の低下を引き起こすことから、この条件ではタンパク質がほとんど生成され
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【０１５２】
〔実施例３〕
　実施例２においてフローサイトメトリーで分離された２種類のビーズ（Ｈｉｓとアビジ
ンとの融合タンパク質が捕獲されたビーズ及びＨＡとアビジンとの融合タンパク質が捕獲
されたビーズ）が、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズとＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズであること
を確認するために、図４Ｂ及びＤ並びに図５Ｄの点線で囲まれた領域のビーズを分取した
。
【０１５３】
　図４Ｂ及びＤ並びに図５Ｄ中、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズが含まれると予想される領
域を「Ｈｉｓ」と表示し、ＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズが含まれると予想される領域を「Ｈ
Ａ」と表示する。
【０１５４】
　上記で分取したビーズについて、ＰＣＲを用いて表面に固定化されているＤＮＡの種類
の特定を行った。プライマーを設計した位置を図６に示す。
【０１５５】
　まず、上記で分取したビーズを鋳型として、１ｓｔ　ＰＣＲ用のプライマーを用いて増
幅を行った。１ｓｔ　ＰＣＲで用いた上流及び下流プライマーの塩基配列をそれぞれ配列
番号６及び７に示す。次に、１ｓｔ　ＰＣＲの産物を鋳型として、２ｎｄ　ＰＣＲ用のプ
ライマーを用いて増幅を行った。２ｎｄ　ＰＣＲでは、上流側のプライマーとして、Ｃｙ
５又はＦＩＴＣで標識された２種類のプライマー（Ｃｙ５－Ｈｉｓ及びＦＩＴＣ－ＨＡ）
の混合物を用い、下流側のプライマーとして、ビオチン標識したプライマーを共通して用
いた。プライマーＣｙ５－Ｈｉｓ及びＦＩＴＣ－ＨＡの塩基配列をそれぞれ配列番号８及
び９に示し、ビオチン標識したプライマーの塩基配列を配列番号１０に示す。
【０１５６】
　上記ＰＣＲにより、ビーズ上のＤＮＡ断片がＨＡタグをコードする塩基配列を有してい
る場合には、末端がＦＩＴＣとビオチンで標識されたＤＮＡ断片が増幅され、ビーズ上の
ＤＮＡ断片がＨｉｓタグをコードする塩基配列を有している場合には、末端がＣｙ５とビ
オチンで標識されたＤＮＡ断片が増幅される。従って、２ｎｄ　ＰＣＲで増幅されたＤＮ
Ａ断片をアビジン磁気ビーズで捕獲し、磁気ビーズ上に捕獲された蛍光色素（ＦＩＴＣ又
はＣｙ５）の蛍光強度を測定することにより、１ｓｔ　ＰＣＲで鋳型として用いたＤＮＡ
断片の種類を特定することができる。
　蛍光強度の測定結果を表１及び２に示す。
【０１５７】
【表１】

【０１５８】
【表２】
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　表１は比較実験として、Ｃｙ５－Ｈｉｓ及びＦＩＴＣ－ＨＡをそれぞれ１：９、１：１
、９：１の割合で混合したときの結果を示し、表２は図４Ｂ及びＤ並びに図５Ｄの点線で
囲まれた領域から分取されたビーズを鋳型として用いたときの結果を示す。表２中、図４
Ｂ－Ｈｉｓ、図４Ｄ－Ｈｉｓ及び図５Ｄ－Ｈｉｓは、それぞれ図４Ｂ、図４Ｄ及び図５Ｄ
の「Ｈｉｓ」と表示された領域から分取されたビーズを表し、図４Ｂ－ＨＡ、図４Ｄ－Ｈ
Ａ及び図５Ｄ－ＨＡは、それぞれ図４Ｂ、図４Ｄ及び図５Ｄの「ＨＡ」と表示された領域
から分取されたビーズを表す。
【０１６０】
　表２に示すように、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズと予想されるビーズはＦＩＴＣ／Ｃｙ
５の比が小さく、ＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズと予想されるビーズはＦＩＴＣ／Ｃｙ５の比
が大きかった。したがって、実施例２においてフローサイトメトリーで分離された２種類
のビーズが、Ｈｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズとＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズであることが確認
された。
【０１６１】
　以上の結果から、Ｈｉｓとアビジンとの融合タンパク質はＨｉｓ－ａｖｉｄｉｎビーズ
に捕獲され、ＨＡとアビジンとの融合タンパク質はＨＡ－ａｖｉｄｉｎビーズに捕獲され
ていることが確認された。
【０１６２】
【産業上の利用可能性】
　本発明により、複数種類のタンパク質を、それをコードする核酸と対応付けて一度に供
給できるとともに、タンパク質の供給後、直ちに複数種類のタンパク質の解析を並列して
行なうことができ、しかも変性や失活を起こしたタンパク質を容易に再生できる核酸ライ
ブラリー及びタンパク質ライブラリー並びにタンパク質ライブラリーの作製方法が提供さ
れる。また、本発明により、そのような核酸ライブラリー及びタンパク質ライブラリーを
構成するライブラリーユニットとして有用な粒子が提供される。
【配列表】



(29) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40



(30) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40



(31) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40



(32) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40



(33) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40



(34) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40



(35) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40



(36) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40



(37) JP 4437193 B2 2010.3.24

10

20

30

40

50

【図面の簡単な説明】
図１（Ａ）は、Ｈｉｓ標識及びＨＡ標識アビジン遺伝子について、５’側にビオチンを、
３’側にＳｆｉＩサイトを導入するためのＰＣＲ用プライマーの塩基配列を、図１（Ｂ）
は、Ｈｉｓ標識及びＨＡ標識アビジン遺伝子について、５’側にＳｉｆＩサイトを、３’
側にビオチンを導入するためのＰＣＲ用プライマーの塩基配列を、図１（Ｃ）は、Ｈｉｓ
標識アビジン遺伝子におけるアビジン遺伝子部分の開始コドン上流の構造を、図１（Ｄ）
は、ＨＡ標識アビジン遺伝子におけるアビジン遺伝子部分の開始コドン上流の構造を、図
１（Ｅ）は、Ｈｉｓ標識アビジン遺伝子及びＨＡ標識アビジン遺伝子におけるアビジン遺
伝子部分の終止コドン下流の構造を、図１（Ｆ）は、０．７μｍの粒径を有するｓａｖビ
ーズに固定化した二本鎖ＤＮＡの調製に用いたオリゴＤＮＡの構造を示す図である。
図２（Ａ）は、アダプターの塩基配列を、図２（Ｂ）は、ＳｆｉＩサイトへのビオチン化
アダプターのライゲーションの様子を模式的に示す図である。
図３は、異なる種類のＤＮＡ断片が固定されたビーズを混合して又は混合せずにｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ転写・翻訳系に供した後（２時間又は４時間）、フローサイトメトリーによりビ
ーズを分離した結果である。
図４は、異なる種類のＤＮＡ断片が固定されたビーズを混合して又は混合せずにｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ転写・翻訳系に供した後（３０℃で１時間又は３７℃１時間４５分）、フローサ
イトメトリーによりビーズを分離した結果である。
図５は、Ｔ７プロモーター配列を有するＤＮＡ断片（１７ｍｅｒ，６０ｍｅｒ）の存在下
又は不存在下、異なる種類のＤＮＡ断片が固定されたビーズを混合して又は混合せずにｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系に供した後（３０℃で１時間１５分又は３７℃１時間４５分
）、フローサイトメトリーによりビーズを分離した結果である。
図６は、ビーズ表面に固定化されているＤＮＡ断片の種類を特定する際にＰＣＲ（１回目
及び２回目）で使用したプライマーのハイブリダイズ位置を示す図である。
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図７は、紐状の固体支持体が円柱状の軸部材に巻装された核酸ライブラリーの一実施形態
を示す斜視図である。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】
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