
(57)【要約】
ヘテロ二本鎖ポリヌクレオチドの相補性を増大させる in vitroでの方法を記載する。当該
方法は、ミスマッチを有するポリヌクレオチドの二本鎖を形成するために、逆鎖のアニー
リングを使用する。ヘテロ二本鎖ポリヌクレオチドは、鎖開裂活性、３’→５’エキソヌ
クレアーゼ活性、及びポリメラーゼ活性を有し、相補性のパーセンテージが当該ヘテロ二
本鎖内で増大するのに十分な時間を与える有効量の酵素と組み合わされる。全てのヘテロ
二本鎖ポリヌクレオチドが必ずしも全てのミスマッチを相補に解消させるわけではない。
生じたポリヌクレオチドは任意にライゲーションされる。複数の変異体ポリヌクレオチド
が生じる。逆鎖のそれぞれが鋳型と合わされて他方の鎖を記録する部位で、ヘテロポリヌ
クレオチド鎖の相補性のパーセンテージの結果が増大する。親のポリヌクレオチドは、異
種の鎖をアニーリングする前に、フラグメントに開裂される必要がない。従って、再会合
の必要がない。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
少 な く と も ２ つ の 相 補 的 で な い ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 対 を 有 す る 少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二
本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 配 列 変 異 体 を 生 成 す る in vitroの 方 法 で あ っ て 、
a.少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ；
b.前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の CEL I、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 
DNAリ ガ ー ゼ と 組 み 合 わ せ ； そ し て
c.相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時 間 を 与 え 、 １ 又 は 複 数 の 変 異 体 が 生 成
さ せ る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
少 な く と も ２ つ の 相 補 的 で な い ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 対 を 有 す る 少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二
本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 配 列 変 異 体 を 生 成 す る in vitroの 方 法 で あ っ て 、
a.少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ；
b.前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； そ し て
c.相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時 間 を 与 え 、 １ 又 は 複 数 の 変 異 体 を 生 成
さ せ る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 環 状 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 直 鎖 状 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が レ プ リ コ ン で あ る 、 請 求 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 変 異 体 が 異 な る 程 度 の 相 補 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 順 次 添
加 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 同 時 に
添 加 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
段 階 (b)に お い て 更 に リ ガ ー ゼ 活 性 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
(d)リ ガ ー ゼ を 添 加 す る 、
段 階 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 リ ガ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前
記 因 子 が 順 次 添 加 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 リ ガ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前
記 因 子 が 同 時 に 添 加 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 リ ガ ー ゼ が T4 DNAリ ガ ー ゼ 、 E.コ リ の DNAリ ガ ー ゼ 、 又 は Taq DNAリ ガ ー ゼ で あ る 、 請
求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 酵 素 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が ミ ス マ ッ チ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 、 CEL I、 T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VII、 T7エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ I、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 、 BAL-31ヌ ク レ ア ー ゼ 、 FEN1、 ク リ ー バ ー ゼ (cleavase)、 膵 臓 デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I、 SPヌ ク レ ア ー ゼ 、 リ ョ ク ト ウ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び ヌ ク レ ア ー ゼ P
1か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 化 学 物 質 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 、 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム 、 酢 酸 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム
、 立 体 的 に 嵩 高 い 、 光 で 活 性 化 さ れ う る Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 因 子 、 [Rh(bpy)2(chrysi)]3+、 四 酸 化
オ ス ミ ウ ム と ピ ペ リ ジ ン 、 及 び ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン と ピ ペ リ ジ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 電 離 放 射 線 、 又 は 動 力 学 的 放 射 線 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ １ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び ３ ’ → ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 両 方 を 有 す る 前 記 因 子 が 、 T4
 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 E.コ リ の Pol 1、 又 は Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ
る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び ５ ’ → ３ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 両 方 を 有 す る 前 記 因 子 が E.コ
リ の Pol 1で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 有 効 量 の 鎖 開 裂 活 性 、 及 び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ
活 性 が 、 CEL I、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て 提 供 さ れ る 、 請 求 項
２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 有 効 量 の 鎖 開 裂 活 性 、 及 び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ
活 性 が 、 CEL I、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て 提 供 さ れ る 、 請 求 項
２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 有 効 量 の 鎖 開 裂 活 性 、 及 び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ
活 性 が 、 T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VII、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て
提 供 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
配 列 群 の 多 様 性 を 増 大 さ せ る in vitroの 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の ３ ’ → ５ ’ エ
キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複 数 の 因 子 と
組 み 合 わ せ ； そ し て 、 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時 間 を 与 え 、 前 記 群
の 多 様 性 を 増 大 さ せ る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-507641 A 2005.3.24



前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 環 状 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 直 鎖 状 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が レ プ リ コ ン で あ る 、 請 求 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 変 異 体 が 異 な る 程 度 の 相 補 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
３ ’ → ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因
子 が 順 次 添 加 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
３ ’ → ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因
子 が 同 時 に 添 加 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
リ ガ ー ゼ を 添 加 す る こ と を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 リ ガ ー ゼ が T4 DNAリ ガ ー ゼ 、 E.コ リ の DNAリ ガ ー ゼ 、 又 は Taq DNAリ ガ ー ゼ で あ る 、 請
求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 酵 素 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が ミ ス マ ッ チ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 、 CEL I、 T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VII、 T7エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ I、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 、 BAL-31ヌ ク レ ア ー ゼ 、 FEN1、 ク リ ー バ ー ゼ (cleavase)、 膵 臓 デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I、 SPヌ ク レ ア ー ゼ 、 リ ョ ク ト ウ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び ヌ ク レ ア ー ゼ P
1か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 化 学 物 質 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 、 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム 、 酢 酸 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム
、 立 体 的 に 嵩 高 い 、 光 で 活 性 化 さ れ う る Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 因 子 、 [Rh(bpy)2(chrysi)]3+、 四 酸 化
オ ス ミ ウ ム と ピ ペ リ ジ ン 、 及 び ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン と ピ ペ リ ジ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
鎖 開 裂 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が 電 離 放 射 線 、 又 は 動 力 学 的 放 射 線 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 前 記 因 子 が T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び ３ ’ → ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 両 方 を 有 す る 前 記 因 子 が 、 T4
 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 E.コ リ の Pol 1、 又 は Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ
る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び ５ ’ → ３ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 両 方 を 有 す る 前 記 因 子 が E.コ
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リ の Pol 1で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 有 効 量 の 鎖 開 裂 活 性 、 及 び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ
活 性 が 、 CEL I、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て そ れ ぞ れ 提 供 さ れ る
、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 有 効 量 の 鎖 開 裂 活 性 、 及 び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ
活 性 が 、 CEL I、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て そ れ ぞ れ 提 供 さ れ る
、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 有 効 量 の 鎖 開 裂 活 性 、 及 び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ
活 性 が 、 CEL I、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て そ れ ぞ れ 提 供 さ れ る
、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 有 効 量 の 鎖 開 裂 活 性 、 及 び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ
活 性 が 、 T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VII、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て
そ れ ぞ れ 提 供 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
配 列 群 の 多 様 性 を 増 大 さ せ る in vitroの 方 法 で あ っ て 、
a.少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ；
b.前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の CEL I、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 
DNAリ ガ ー ゼ と 組 み 合 わ せ ； そ し て
c.相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時 間 を 与 え 、 当 該 群 の 多 様 性 を 増 大 さ せ
る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
所 望 の 機 能 的 特 性 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 方 法 で あ っ て 、
a.少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ；
b.前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ；
c.ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時
間 を 与 え 、 当 該 群 の 多 様 性 を 増 大 さ せ ； そ し て
d.所 望 の 機 能 的 特 性 に つ い て 、 変 異 体 群 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 又 は 選 択 す る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
所 望 の 機 能 的 特 性 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 方 法 で あ っ て 、
a.少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ；
b.前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ；
c.ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時
間 を 与 え 、 当 該 群 の 多 様 性 を 増 大 さ せ 、
d.DNAを RNAに 変 換 し ； そ し て
e.所 望 の 機 能 的 特 性 に つ い て 、 変 異 体 群 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 又 は 選 択 す る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
所 望 の 機 能 的 特 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 方 法 で あ っ て 、
a.少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ；
b.前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ；
c.ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時
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間 を 与 え 、
d.前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を RNAに 、 そ し て 前 記 RNAを ポ リ ペ プ チ ド に 変 換 し ；
そ し て
e.所 望 の 機 能 的 特 性 に つ い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 群 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 又 は 選 択 す る
こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
所 望 の 機 能 的 特 性 コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 方 法 で あ っ て 、
a.少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ；
b.前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ；
c.ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時
間 を 与 え 、
d.所 望 の 機 能 的 特 性 を 有 す る 変 異 体 群 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 又 は 選 択 し ；
e.一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る た め に 前 記 変 異 体 群 を 変 性 さ せ ；
f.少 な く と も １ つ の 第 二 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る た め に 、 前 記 一 本 鎖
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー リ ン グ し ；
g.前 記 第 二 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ
ラ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； そ し て
h.ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時
間 を 与 え る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 95%超 同 一 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 95%同 一 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 90%同 一 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 85%同 一 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 80%同 一 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 75%同 一 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 1000kbで あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 10,000kbで あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 約 100,000kbで あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
配 列 群 の 多 様 性 を 増 大 さ せ る た め に 使 用 さ れ る キ ッ ト で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 有 効 量 の ３ ’
→ ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複 数
の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； そ し て 、 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 増 大 す る の に 十 分 な 時 間 を 与 え
、 前 記 群 の 多 様 性 を 増 大 さ せ る こ と 、
を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
リ ガ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 広 く 分 子 生 物 学 に 、 そ し て 更 に 具 体 的 に は 関 連 す る 核 酸 分 子 群 を 生 成 す る 方 法
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 ２ な い し そ れ 以 上 の DNA配 列 間 で の 組 み 換 え 体 を 得 て 、 そ れ ら を 加
速 度 的 に 進 化 さ せ る た め の 強 力 な ツ ー ル で あ る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 法 の た め の 親 DNA又 は
イ ン プ ッ ト DNAは 、 典 型 的 に は 、 野 生 型 以 上 の 、 複 数 の 向 上 し た 特 徴 を 有 す る 所 定 の 遺 伝
子 の 突 然 変 異 体 又 は 変 異 体 で あ る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 産 物 は 、 新 規 配 列 の 組 み 合 わ せ か
ら 生 じ る 追 加 的 な 作 用 又 は 相 乗 作 用 に つ い て 解 析 さ れ う る 、 親 DNA由 来 の 遺 伝 子 配 列 の 本
質 的 に ラ ン ダ ム な 再 編 成 の プ ー ル を 表 す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
反 復 的 な 配 列 の 再 編 成 は 、 適 当 な 特 性 を 有 す る 変 異 体 の み が 、 自 身 の 遺 伝 物 質 を 次 の 世 代
の 産 生 に 寄 与 す る こ と を 許 さ れ る 、 進 化 の 過 程 に 似 て い る 。 最 適 化 さ れ た 変 異 体 は 、 DNA
シ ャ ッ フ リ ン グ を 媒 介 し た 配 列 の 再 編 成 、 そ れ に 続 く 性 能 の 漸 進 的 な 向 上 の 試 験 を 介 し て
産 生 す る 。 再 編 成 及 び 試 験 の 追 加 の サ イ ク ル は 、 前 記 過 程 の 前 の 回 で 同 定 さ れ た 遺 伝 的 な
向 上 の 新 規 組 み 合 わ せ を 含 む 遺 伝 子 の 産 生 を 導 く 。 利 益 の あ る 遺 伝 的 な 変 化 を 再 編 成 さ せ
、 そ し て 組 み 合 わ せ る こ と は 、 最 適 化 さ れ た 配 列 が 、 個 別 に 生 成 し 、 そ し て あ ら ゆ る 可 能
性 の あ る 配 列 の 組 み 合 わ せ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 性 な し に 、 最 適 化 し た 配 列 を 生 じ さ
せ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
こ れ は 、 既 に 改 良 さ れ た 配 列 に 対 す る そ の 後 の 改 良 が 大 部 分 セ レ ン デ ィ ピ テ ィ か ら も た ら
さ れ る ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 と は っ き り と 異 な る 。 例 え ば 、 増 強 さ れ た 特 性 の 所 望 の 集 合
を 有 す る タ ン パ ク 質 を 得 る た め に 、 種 々 の 有 益 な 変 異 の 組 み 合 わ せ を 含 む 突 然 変 異 体 を 同
定 す る 必 要 が あ る こ と が あ る 。 こ れ ら の 有 益 な 遺 伝 的 変 化 を 組 み 合 わ せ る た め の 方 法 が 利
用 可 能 で な い 場 合 、 更 な る ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 が 必 要 と さ れ る 。 し か し な が ら 、 ラ ン ダ
ム 突 然 変 異 誘 発 は 、 多 数 の 突 然 変 異 体 を 産 生 さ せ 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 繰 り 返 し の
サ イ ク ル を 必 要 と し 、 結 果 と し て 退 屈 で 且 つ 非 常 に 労 働 力 を 要 す る 方 法 で あ る 。 更 に 、 配
列 が 不 所 望 な 作 用 を 有 す る 突 然 変 異 を 被 る 割 合 は 、 配 列 の 情 報 量 に よ っ て 増 大 す る 。 故 に
、 情 報 量 、 ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ 、 及 び 突 然 変 異 の 割 合 が 増 大 す る に つ れ 、 有 益 な ミ ュ ー
テ ー シ ョ ン に 対 す る 有 害 な ミ ュ ー テ ー シ ョ ン の 割 合 は 増 大 し 、 更 な る 改 良 の 選 択 を 漸 次 的
に 覆 い 隠 す 。 最 後 に 、 複 数 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ミ ュ レ ー シ ョ ン は 、 点 変 異 誘 発 だ け で は 、
継 続 的 で 且 つ 劇 的 な 配 列 の 進 化 に 必 要 と さ れ る 大 規 模 な 阻 止 的 変 化 を 可 能 に す る の に 、 し
ば し ば あ ま り に も 緩 や か す ぎ る で あ ろ う こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 に 使 用 さ れ る 、 多 数 の 異 な る 技 術 が 存 在 し て い る 。 例 え ば 、 あ る 方
法 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー フ ォ ー マ ッ ト に お い て 突 然 変 異 体 遺 伝 子 を 作 る た め に 、 エ ラ ー プ ロ ー
ン ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 利 用 す る (Cadwell and Joyce, 1992; Gram et al., 1992
).。 別 の 方 法 は 、 最 適 化 さ れ る べ き 特 異 的 領 域 が 合 成 的 に 突 然 変 異 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド で 置 換 さ れ る 、 カ セ ッ ト 式 変 異 誘 発 (Arkin and Youvan, 1992; Delagrave et al., 199
3; Delagrave and Youvan, 1993; Goldman and Youvan, 1992; Hermes et al., 1990 ; O
liphant et al., 1986; Stemmer et al., 1993)で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
エ ラ ー プ ロ ー ン PCRは 、 配 列 全 体 に 低 レ ベ ル の 点 変 異 を ラ ン ダ ム に 誘 導 す る た め に 、 低 フ
ィ デ リ テ ィ ー の 重 合 条 件 を 使 用 す る 。 し か し な が ら 、 こ の 方 法 に 対 す る 制 限 は 、 公 開 さ れ
た エ ラ ー プ ロ ー ン PCRの プ ロ ト コ ー ル が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ の 低 い 前 進 性 に 苦 し み 、 こ の こ と
が 、 こ の ア プ ロ ー チ を 、 平 均 サ イ ズ の 遺 伝 子 に お い て ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 を 生 む の に 効
率 的 で な く す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 定 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 に お い て 、 短 い 配 列 は 、 合 成 的 に 変 異 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 置 換 さ れ る 。 離 れ た ミ ュ ー テ ー シ ョ ン の 組 み 合 わ せ を 生 み 出 す た め
に 、 異 な る 部 位 が 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 同 時 に 扱 わ れ な け れ ば な ら な い 。 全
て の 部 位 を 満 た す の に 必 要 な ラ イ ブ ラ リ ー サ イ ズ と 比 較 し て 、 限 定 さ れ た こ の 方 法 で 得 ら
れ る ラ イ ブ ラ リ ー サ イ ズ は 、 多 数 の 選 択 が 最 適 化 に 必 要 と さ れ る こ と を 意 味 す る 。 合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 突 然 変 異 誘 発 は 、 各 選 択 段 階 後 の 個 々 の ク ロ ー ン の 配 列 決 定 、 そ
れ に 続 い て そ れ ら を フ ァ ミ リ ー に 分 類 し 、 単 一 の フ ァ ミ リ ー を 任 意 に 選 択 し 、 そ し て そ れ
を 共 通 モ チ ー フ へ と 縮 小 す る こ と を 必 要 と す る 。 そ の よ う な モ チ ー フ は 、 再 合 成 さ れ て 、
単 一 の 遺 伝 子 に 再 挿 入 さ れ 、 更 に 選 択 さ れ る 。 こ の 段 階 は 統 計 学 的 な ボ ト ル ネ ッ ク と な る
も の で あ り 、 労 働 力 を 要 し 、 そ し て 多 数 の 突 然 変 異 誘 発 に と っ て 実 践 的 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ れ ら の 理 由 の た め に 、 エ ラ ー プ ロ ー ン PCR及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 定 突 然 変 異 誘 発 は
、 比 較 的 少 な い 配 列 の 変 化 の サ イ ク ル を 必 要 と す る 突 然 変 異 プ ロ ト コ ー ル 、 例 え ば 配 列 の
微 調 整 の た め に 使 用 さ れ う る が 、 多 数 の 突 然 変 異 及 び 選 択 の サ イ ク ル を 必 要 と す る 、 特 に
大 き い 遺 伝 子 配 列 に 対 す る 手 順 に と っ て の そ れ ら の 有 用 性 に お い て 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
上 述 の よ う に 、 ラ ン ダ ム に 変 異 し た 遺 伝 子 か ら 改 良 さ れ た 遺 伝 子 産 物 を 産 生 す る た め の こ
れ ま で の 方 法 は 、 利 用 が 限 定 さ れ て い る 。 広 範 な ラ ン ダ ム に 再 編 成 し た 遺 伝 子 配 列 を 産 生
す る た め の 、 １ つ の 認 識 さ れ て い る 方 法 は 、 長 い ヌ ク レ オ チ ド を よ り 短 い 断 片 へ と 開 裂 す
る 酵 素 を 使 用 す る 。 続 い て 、 開 裂 因 子 は 、 遺 伝 物 質 か ら 分 離 さ れ 、 そ し て 当 該 物 質 は ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 鎖 と し て 再 編 成 で き る よ う に 増 幅 さ れ 、 こ こ で 、 そ れ ら の 再 編 成 は ラ ン ダ ム
又 は 特 異 的 な 順 番 の も の で あ る ( (Stemmer, 1994a ; Stemmer, 1994b), 米 国 特 許 第 5,605
,793号 , 米 国 特 許 第 5,811,238号 , 米 国 特 許 第 5,830,721号 , 米 国 特 許 第 5,928,905号 , 米
国 特 許 第 6,096,548号 , 米 国 特 許 第 6,117,679号 , 米 国 特 許 第 6,165,793号 , 米 国 特 許 第 6,1
53,410号 )。 こ の 変 法 は 、 再 編 成 前 に フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー 及 び 限
定 さ れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 を 使 用 す る (米 国 特 許 第 5,965,408号 , 米 国 特 許 第 6,159,687号 )
。
【 ０ ０ １ ０ 】
し か し な が ら 、 両 方 の 方 法 と も 限 界 を 有 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 技 術 的 に 複 雑 で あ る と い
う 欠 点 が あ る 。 こ の こ と は 、 こ れ ら の 方 法 の 利 用 可 能 性 を 、 熟 練 の ス タ ッ フ を 抱 え る 施 設
に 限 定 さ せ る 。 更 に 、 フ ラ グ メ ン ト か ら の 分 子 の 再 編 成 に 起 因 す る 複 雑 さ 、 例 え ば 意 図 し
て い な い 突 然 変 異 誘 発 及 び サ イ ズ が 増 大 す る 巨 大 な 標 的 分 子 の 再 編 成 の 困 難 性 の 増 大 が 存
在 し て お り 、 こ れ ら の こ と は 、 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 再 編 成 さ せ る 場 合 、 こ れ ら の 方
法 の 有 用 性 を 制 限 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
断 片 化 及 び 再 編 成 を 基 に し た 遺 伝 子 シ ャ ッ フ リ ン グ の 、 こ れ ら の 方 法 の 別 の 制 限 は 、 親 の
鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 次 第 に 異 質 と な る 場 合 に 遭 遇 す る 。 そ れ ら の 方 法 の ア ニ ー リ ン グ
段 階 に お い て 、 小 さ い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 適 切 に ア ニ ー リ ン グ す る た め に
、 塩 基 対 合 の 相 互 作 用 か ら 生 じ る 安 定 化 す る 力 に 依 存 す る 。 ア ニ ー リ ン グ の 小 さ い 領 域 が
、 そ れ ら の 短 い 長 さ に 起 因 し て 、 限 定 さ れ た 安 定 化 す る 力 を 有 す る の で 、 高 度 に 相 補 的 な
配 列 の ア ニ ー リ ン グ は 、 更 に 多 岐 に わ た る 配 列 よ り も 恵 ま れ て い る 。 そ の よ う な 場 合 、 こ
れ ら の 方 法 は 、 特 定 の 親 の 鋳 型 に 由 来 す る 相 補 的 な 一 本 鎖 の ア ニ ー リ ン グ に 起 因 し て 、 親
の 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 再 生 す る 傾 向 が 強 い 。 そ れ 故 に 、 親 の 鋳 型 は 、 本 質 的 に そ れ ら
自 身 を 再 会 合 し て ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 未 変 化 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を
作 り 出 し 、 こ の こ と が 、 組 み 換 え 分 子 の 検 出 を よ り 困 難 に す る 。 こ の 問 題 は 、 親 の 鋳 型 が
更 に 異 質 に な る に つ れ 、 す な わ ち 、 親 の 鋳 型 間 の 配 列 の 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 低 下 す
る に つ れ 、 ま す ま す 深 刻 と な る 。 こ の 結 果 は Kikuchi等 に よ っ て 証 明 さ れ (Gene 243 : 133
-137,2000)、 彼 ら は 、 Patten et al., 1997; Crameri et al., 1998; Harayama, 1998; K
umamaru et al., 1998; Chang et al., 1999 ; Hansson et al., 1999に よ っ て 報 告 さ れ
た フ ァ ミ リ ー シ ャ ッ フ リ ン グ 法 を 用 い て 、 xylEと nahHと の 間 で の 組 み 換 え 体 を 産 生 す る こ
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と を 試 み た 。 Kikuchi等 は 、 本 質 的 に 全 く 組 み 換 え 体 が 産 生 さ れ な か っ た こ と 明 ら か に し
た ( < l%)。 彼 ら は ま た 、 一 本 鎖 DNAの 断 片 化 及 び 再 会 合 に よ っ て キ メ ラ 遺 伝 子 の 形 成 を 向
上 さ せ る 方 法 を 開 示 し て い る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 彼 ら は 、 １ ４ ％ の 割 合 の キ メ ラ 遺 伝 子
を 手 に 入 れ た が 、 残 り の ８ ４ ％ が 親 配 列 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
組 み 換 え 体 の 低 効 率 の 回 収 特 性 は 、 低 い パ ー セ ン テ ー ジ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 親 の 鋳 型 、
す な わ ち よ り 多 様 な 親 の 鋳 型 か ら 新 規 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 産 生 す る 場 合 に 、 こ れ ら の 方 法
の 有 用 性 を 制 限 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 必 要 性 に 対 処 す る 遺 伝 子 配 列 を 産 生 す る 方 法 に つ
い て の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 は 前 述 の 必 要 性 を 満 た す 方 法 を 提 供 し 、 そ し て 更 に は 関 連 す る 利 益 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 要 約
本 発 明 は 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 を 形 成 し 、 そ し て 次 に ミ ス マ ッ チ の 部 位 の 配 列 情 報 が 一 方 の
鎖 か ら 他 方 に 移 さ れ る よ う に 当 該 ミ ス マ ッ チ を 取 り 扱 う こ と に よ っ て 、 関 連 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 間 の 突 然 変 異 を 再 編 成 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 当
該 ミ ス マ ッ チ は 、 ミ ス マ ッ チ ニ ッ キ ン グ 酵 素 、 dNTPの 存 在 下 で ３ ’ か ら ５ ’ に プ ル ー フ リ
ー デ ィ ン グ す る 活 性 を 有 す る ポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び リ ガ ー ゼ を 含 む 反 応 液 中 で ヘ テ ロ 二 本 鎖
分 子 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 取 り 扱 わ れ る 。 こ れ ら の 各 活 性 は 、 所 定 の ミ ス マ
ッ チ 部 位 に お い て 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 が ニ ッ ク さ れ 、 不 対 塩 基 が 切 り 出 さ れ 、 鋳 型 と し て 反 対
の 鎖 を 用 い て 置 き 換 え ら れ 、 そ し て ニ ッ ク が 塞 が れ る よ う に 一 斉 に 働 く 。 ア ウ ト プ ッ ト の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ク ロ ー ニ ン グ 前 に 増 幅 さ れ る か 、 又 は 直 接 ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ し て
向 上 し た 特 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 ミ ス マ ッ チ の 解 消 の 再 編 成 及 び 試 験 の 追 加 の サ イ ク ル
は 更 な る 向 上 を も た ら す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
定 義
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 増 幅 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー 数 が 増 大 す る 過 程
を 言 及 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 ア ニ ー リ ン グ 」 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 少 な く と も 部 分 的 に 二 本 鎖 の 核 酸 の 形 成 を 言 及 す
る 。 部 分 的 に 二 本 鎖 の 核 酸 は 、 よ り 大 き な 核 酸 鎖 に 対 す る よ り 小 さ な 核 酸 鎖 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン （ こ こ で 、 よ り 小 さ な 核 酸 は 、 よ り 大 き な 核 酸 の 一 部 と １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る
） に 起 因 す る こ と が あ る 。 部 分 的 に 二 本 鎖 の 核 酸 は ま た 、 １ ０ ０ ％ の 同 一 性 を 有 さ な い が
、 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 十 分 な 相 同 性 を 有 す る
２ つ の 核 酸 鎖 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 起 因 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 ク ラ ン プ 」 は 、 例 え ば PCRプ ラ イ マ ー 内 へ の ク ラ ン プ 配 列 の
組 み 込 み に よ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 の 末 端 に 付 加 さ れ る 独 特 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 言 及 す る 。 ク ラ ン プ 配 列 は 、 異 な る 親 由 来 の 鎖 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 生 じ る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 ） の 増 幅 の み を 可 能 に し 、 そ れ に よ っ て 、 既
に 説 明 さ れ て い る よ う な 完 全 長 の ハ イ ブ リ ッ ド 産 物 の 産 生 を 保 証 す る こ と を 目 的 と す る  (
Skarfstad, J. Bact, vol 182, No 11, P. 3008-3016)。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 開 裂 」 は 、 酵 素 に よ っ て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 消 化 す る こ
と 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 他 の 方 法 で 破 壊 す る こ と を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 相 補 的 な 塩 基 対 」 は 、 一 方 の 鎖 に あ る ア デ ニ ン が 他 方 の
鎖 に あ る チ ミ ン （ 又 は ウ ラ シ ル ） と 対 に な り 、 そ し て 一 方 の 鎖 に あ る シ ト シ ン が 他 方 の 鎖
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に あ る グ ア ニ ン と 対 に な る よ う な 、 二 本 鎖 中 の DNA（ 又 は RNA） の 対 応 物 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ～ と 相 補 的 」 は 、 本 明 細 書 で は 、 相 補 的 な 配 列 が 引 用 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 部 又 は 一 部 の 反 転 し た 相 補 鎖 と 同 一 で あ る こ と 、 又 は 一 方 の 鎖 に
あ る 各 ヌ ク レ オ チ ド が 、 反 対 の 鎖 に あ る ヌ ク レ オ チ ド 、 若 し く は そ の 類 似 体 と 塩 基 対 を 形
成 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 例 示 の た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 「 TATAC」 は 、 引
用 配 列 「 GTATA」 と 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 、 「 変 性 す る 」 又 は 「 変 性 し た 」 は 、 核 酸 に 関 し て 使 用 す る 場 合 、 二
本 鎖 核 酸 の 、 一 本 鎖 核 酸 へ の 変 換 を 言 及 す る 。 二 本 鎖 核 酸 を 変 性 さ せ る 方 法 は 当 業 者 に 周
知 で あ り 、 そ し て 、 例 え ば 塩 基 対 合 を 不 安 定 に す る 因 子 を 添 加 し 、 温 度 を 増 大 し 、 塩 を 減
ら し 、 又 は そ れ ら を 組 み 合 わ せ る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 要 因 は 、 鎖 の 相 補 性 に 従 い 、 す な
わ ち 、 鎖 が １ ０ ０ ％ 相 補 的 で あ る か 、 あ る い は １ 又 は 複 数 の 相 補 的 で な い ヌ ク レ オ チ ド を
有 す る か 、 に 従 い 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 所 望 の 機 能 的 特 性 」 は 、 限 定 さ れ な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る こ と 、 連 結 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 を 促 進 す る こ と ； タ ン パ ク 質 に 結 合
す る こ と 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 機 能 を 向 上 さ せ る こ と 、 等 で あ っ て 、 選 択 可 能 で あ り 、 又
は そ れ ら に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 で あ る も の を 含 む 、 表 現 型 の 特 性 を 意 味 す る 。 そ の
よ う な 所 望 な 機 能 的 特 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 限 定 し な い が 、 適 当 な 植 物 、 動 物
、 菌 、 酵 母 又 は 細 菌 の 発 現 ベ ク タ ー か ら の 発 現 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 、 動 物 又 は 微 生
物 を 形 成 す る た め の 組 み 込 み 、 リ ボ ザ イ ム の 発 現 等 を 含 む 、 多 く の 方 法 に お い て 使 用 さ れ
う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 」 は 、 本 明 細 書 で は 実 質 的 に 相 同 で
あ る が 同 一 で な い 配 列 間 で の 組 み 換 え を 示 唆 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 有 効 量 」 は 、 所 望 の 活 性 を 提 供 す る 因 子 に 必 要 と さ れ る
当 該 因 子 の 量 を 言 及 す る 。 本 発 明 の 場 合 、 こ の 決 定 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 末 端 か
ら １ つ ず つ ヌ ク レ オ チ ド を 開 裂 す る 酵 素 、 す な わ ち 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ３ ’ 又 は ５
’ 末 端 か ら ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 す る 酵 素 を 言 及 す る 。 そ の よ う な エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ は 、 限 定 し な い が 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ , T7 DNA ポ リ メ ラ ー ゼ , E. coli Pol 1
, 及 び Pfu DNA ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 。 用 語 「 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 」 活 性 は 、 エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ に 関 連 す る 活 性 を 言 及 す る 。 ３ ’ か ら ５ ’ 方 向 に 加 水 分 解 す る エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ
は 、 ３ ’ → ５ ’ の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る と 言 わ れ る 。 同 様 に 、 ５ ’ → ３ ’ 活 性
を 揺 す る エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ５ ’ → ３ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る と 言 わ れ る
。 い く つ か の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば E. コ リ の Pol I.が 、 ３ ’ → ５ ’ 、 ５ ’ → ３ ’
の 両 方 の 活 性 を 有 す る こ と に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 (GRAMMR)」 は 、 ヘ テ ロ 二
本 鎖 分 子 を 形 成 し 、 そ し て 情 報 が 一 方 の 鎖 か ら 他 方 に 移 さ れ る よ う に ミ ス マ ッ チ を 取 り 扱
う こ と に よ っ て 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 配 列 の ば ら つ き を 再 編 成 さ せ る た め の 方
法 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 グ ラ ニ ュ ラ リ テ ィ ー 」 は 、 隣 接 配 列 と し て 、 鋳 型 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 鎖 か ら 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に 移 さ れ る 核 酸 の 配 列 情 報 量 を 言 及 す る 。 本 明
細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 鋳 型 配 列 」 は 、 GRAMMRに よ る 処 理 が 、 鋳 型 鎖 か ら 第 二 鎖 へ の 遺 伝
情 報 の 移 動 を も た ら す よ う な 、 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 部 分 的 に 相 補 的 な 、 第 一 の
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一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
鋳 型 鎖 か ら 移 動 し た 配 列 情 報 の 単 位 が 大 き い ほ ど 、 グ ラ ニ ュ ラ リ テ ィ ー は 高 い 。 鋳 型 鎖 か
ら 移 動 し た 配 列 情 報 の ブ ロ ッ ク が 小 さ い ほ ど 、 グ ラ ニ ュ ラ リ テ ィ ー は よ り 低 い か よ り 細 か
い 。 よ り 低 い グ ラ ニ ュ ラ リ テ ィ ー は 、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 又 は 再 編 成 の 方 法 が 、 鋳 型 鎖 か
ら 第 二 鎖 へ と 、 遺 伝 情 報 の よ り 小 さ な 不 連 続 の ブ ロ ッ ク を 移 動 さ せ る こ と が で き る こ と を
示 唆 し て い る 。 よ り 低 い グ ラ ニ ュ ラ リ テ ィ ー を 有 す る DNAの シ ャ ッ フ リ ン グ 又 は 再 編 成 の
方 法 の 利 点 は 、 よ り 小 さ な 核 酸 配 列 を 他 の も の か ら 分 離 し 、 又 は 配 列 情 報 を 移 動 さ せ る こ
と が で き る こ と で あ る 。 主 に 高 い グ ラ ニ ュ ラ リ テ ィ ー を 戻 す DNAの シ ャ ッ フ リ ン グ 又 は 再
編 成 の 方 法 は 、 よ り 小 さ な 核 酸 配 列 を 他 の も の か ら 容 易 に 分 離 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 一 本 鎖 、 典 型 的 に
は 別 々 の 鎖 （ こ こ で 、 当 該 鎖 は 同 一 で は な い ） を ア ニ ー リ ン グ す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ
る 二 重 ら せ ん ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 言 及 す る 。 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 の
ル ー プ 又 は バ ブ ル と し て 存 在 す る 不 対 の 領 域 を 有 す る こ と が あ る 。 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 領 域 は ま た 、 １ つ の 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 形 成 さ れ る こ と が あ り 、 こ
こ で 、 部 分 的 な 自 己 相 補 性 は ス テ ム ル ー プ 構 造 の 形 成 を 可 能 に し 、 こ こ で 、 当 該 鎖 の ア ニ
ー リ ン グ 部 分 は 同 一 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNA」 は 、 一 本 鎖 、 典 型 的 に は 別 々 の 鎖 （
こ こ で 、 当 該 鎖 は 同 一 で は な い ） を ア ニ ー リ ン グ す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る DNAの 二 重
ら せ ん を 言 及 す る 。 ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNAは 、 一 本 鎖 の ル ー プ 又 は バ ブ ル と し て 存 在 す る 不 対
の 領 域 を 有 す る こ と が あ る 。 ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNAは ま た 、 １ つ の 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
よ っ て 形 成 さ れ る こ と が あ り 、 こ こ で 、 部 分 的 な 自 己 相 補 性 は ス テ ム ル ー プ 構 造 の 形 成 を
可 能 に し 、 こ こ で 、 当 該 鎖 の ア ニ ー リ ン グ 部 分 は 同 一 で は な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 相 同 」 は 、 １ つ の 一 本 鎖 の 核 酸 配 列 が 、 少 な く と も 部 分
的 に 相 補 的 な 一 本 鎖 の 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る こ と を 意 味 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の 程 度 は 、 配 列 間 の 同 一 性 の 程 度 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 例 え ば 後 述
す る よ う な 温 度 及 び 塩 濃 度 を 含 む 多 数 の 要 因 に 依 存 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
核 酸 は 、 そ れ ら が 共 通 の 祖 先 配 列 か ら 天 然 又 は 人 工 的 に 由 来 す る 場 合 、 「 相 同 」 で あ る 。
自 然 な 進 化 の 間 に 、 こ れ が 起 こ る の は 、 ２ 又 は そ れ 以 上 の 祖 先 配 列 が 長 時 間 か け て 親 配 列
か ら 分 岐 す る 場 合 で あ り 、 す な わ ち こ れ は 突 然 変 異 及 び 天 然 の 選 択 に 起 因 す る 。 人 工 的 な
条 件 の も と 、 分 岐 は 、 例 え ば ２ つ の 基 本 的 な 経 路 の 一 方 で 生 じ る 。 最 初 に 、 所 定 の 配 列 は
、 例 え ば 典 型 的 な ク ロ ー ニ ン グ の 間 に 、 子 孫 核 酸 配 列 を 生 み 出 す よ う に 起 こ る こ と で 、 別
の 配 列 と 人 工 的 に 組 み 換 え ら れ る こ と が あ り 、 又 は 処 置 の 配 列 は 化 学 的 に 修 飾 さ れ る こ と
が あ り 、 又 は 生 じ た 分 子 を 修 飾 す る た め に 他 の 方 法 に よ り 操 作 さ れ る こ と が あ る 。 あ る い
は 、 核 酸 は 、 選 択 さ れ た 親 核 酸 配 列 か ら 配 列 が 変 化 し て い る 核 酸 を 合 成 す る こ と に よ っ て
新 規 合 成 さ れ る こ と が あ る 。 ２ つ の 核 酸 の 祖 先 に つ い て 、 明 示 的 な 知 識 が な い 場 合 、 相 同
性 は 、 ２ つ の 配 列 間 の 配 列 の 比 較 に よ っ て 推 測 さ れ る 。 ２ つ の 核 酸 配 列 が 、 各 核 酸 の 重 大
な 部 分 に 及 ぶ 配 列 類 似 性 を 示 す 場 合 、 ２ つ の 核 酸 は 共 通 の 祖 先 を 有 す る こ と が 推 定 さ れ る
。 相 同 性 を 確 立 す る 配 列 類 似 性 の 正 確 な レ ベ ル は 、 様 々 な 要 因 に 依 存 し て 当 業 界 で 変 化 す
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の 開 示 の た め に 、 ２ つ の 核 酸 は 、 そ れ ら が 、 GRAMMR媒 介 型 の 情 報 転 送 を ２ つ の 核 酸
分 子 間 で 起 こ さ せ る の に 十 分 な 配 列 同 一 性 を 共 有 す る 場 合 に 相 同 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 同 一 」 又 は 「 同 一 性 」 は 、 ２ つ の 核 酸 配 列 が 同 一 配 列 又
は 相 補 配 列 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 こ の よ う に 、 「 同 一 性 の 領 域 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド の 範 囲 又 は 領 域 あ る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 全 体 が 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 に 対 し て 同
一 又 は 相 補 的 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 相 補 的 な パ ー セ ン テ ー ジ の 増 大 」 は 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子
内 の 相 補 的 な 塩 基 対 の パ ー セ ン テ ー ジ が よ り 大 き く な る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 リ ガ ー ゼ 」 は 、 核 酸 中 の 破 壊 さ れ た ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を
再 連 結 す る 酵 素 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ミ ス マ ッ チ 」 は 、 正 常 な 塩 基 対 合 の 相 互 作 用 を 形 成 す る
こ と が で き な い 塩 基 対 を 言 及 す る （ す な わ ち 、 「 A」 と 「 T(又 は U)」 、 又 は 「 G」 と 「 C」
以 外 の も の ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ミ ス マ ッ チ 解 消 」 は 、 ミ ス マ ッ チ の 塩 基 対 の 、 相 補 的 な
塩 基 対 へ の 変 換 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 突 然 変 異 」 は 、 野 生 型 又 は 参 照 核 酸 配 列 の 配 列 の 変 化 、
あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 の 変 化 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 突 然 変 異 は 、 点 突 然 変 異 、 例
え ば ト ラ ン ジ シ ョ ン 又 は ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン で あ っ て も よ い 。 突 然 変 異 は 、 欠 失 、 挿 入 又
は 重 複 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 」 は 、 ５ ’ → ３ ’ の エ キ ソ ヌ
ク レ ア ー ゼ 活 性 と ５ ’ → ３ ’ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 組 み 合 わ せ が 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 一 本 鎖 の 破 壊 の 位 置 （ 「 ニ ッ ク 」 ） を ５ ’ → ３ ’ 方 向 に 動 か す ポ リ メ ラ ー ゼ の 特 性 を 言
及 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 核 酸 」 又 は 「 核 酸 分 子 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば
デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ） 又 は リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ） を 意 味 し 、 そ し て 一 本 鎖 核 酸 及 び 二
本 鎖 の 核 酸 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 核 酸 は 、 ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ し て セ ン ス 鎖 、 ア ン チ
セ ン ス 鎖 、 又 は そ の 両 方 を 表 す こ と が あ る 。 核 酸 は 通 常 、 ４ つ の 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ア
デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ ン 、 及 び チ ミ ジ ン ／ ウ リ ジ ン が 組 み 込 ま れ て い る 。 本 発 明 の 核
酸 は ま た 、 他 の 天 然 、 非 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド が 組 み 込 ま れ て い る こ と が あ り 、 ヌ ク レ オ チ
ド 誘 導 体 が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 、 所 望 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 産 物 を 生 成 す る の に 十 分 な
効 率 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 に 組 み 込 ま れ う る 限 り 、 そ れ ら の 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 親 核 酸 」 は 、 出 発 時 の 部 分 的 に 相 補 な 核 酸 群 と １ ０ ０ ％ 同 一
な 配 列 を 有 す る 二 本 鎖 核 酸 を 言 及 す る 。 親 核 酸 は 、 例 え ば 図 ２ の 例 示 に お い て 、 部 分 的 に
相 補 な 核 酸 の 組 み 合 わ せ １ ＋ ／ ４ － 又 は ２ － ／ ３ ＋ が 本 発 明 の 方 法 に お い て 出 発 時 の 集 団
と し て 使 用 さ れ た 場 合 、 核 酸 Ｘ 及 び Ｙ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 部 分 的 に 相 補 」 は 、 別 の 核 酸 に 対 し て 実 質 的 に 相 補 的 な 配 列
を 有 す る が 、 少 な く と も ２ 又 は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 他 の 核 酸 と 異 な る 二 本 鎖 核 酸 を
言 及 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 」 は 、 実 質 的 に 相 補 的 な
配 列 を 有 す る 核 酸 を 含 ん で 成 る が 、 当 該 群 の 任 意 な 他 の メ ン バ ー に と っ て 正 確 な 相 補 配 列
を 有 す る 核 酸 の な い 群 を 言 及 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 の
任 意 な メ ン バ ー は 、 ２ 又 は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 当 該 群 の 別 の 核 酸 、 又 は そ れ ら の 相
補 鎖 と 異 な る 。 従 っ て 、 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 は 、 厳 密 に 相 補 的 な 配 列 、 す な わ ち 、 １ ０
０ ％ の 相 補 性 を 有 す る 相 補 配 列 を 含 む 群 を 特 異 的 に 除 外 す る 。 そ れ 故 に 、 そ の よ う な 部 分
的 に 相 補 的 な 核 酸 群 の 各 メ ン バ ー は 、 両 方 の 鎖 を 含 む ２ 又 は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 、
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当 該 群 の 他 の メ ン バ ー と 異 な る 。 一 方 の 鎖 は 、 上 側 の 鎖 (top strand)と 表 さ れ 、 そ し て そ
の 相 補 鎖 は 下 側 の 鎖 (bottom strand)と 表 さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 上 側 」 の
鎖 は ５ ’ か ら ３ ’ 方 向 に 読 ま れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 言 及 し 、 そ し て 「 下 側 」 の も の は そ
の 相 補 鎖 を 言 及 す る 。 配 列 は 上 側 又 は 下 側 の 鎖 と し て 言 及 さ れ る が 、 そ の よ う な 表 記 が 、
溶 液 中 で 上 側 又 は 下 側 の 鎖 と し て 鎖 を 固 定 す る 配 向 が な い の で 相 補 鎖 を 識 別 す る こ と を 意
図 し て い る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
例 え ば 、 ２ つ の 核 酸 の メ ン バ ー を 含 む 群 は ２ つ の 二 本 鎖 の 核 酸 に 由 来 す る こ と が あ り 、 こ
れ は 、 一 本 鎖 の 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 を 生 成 す る た め に ４ 本 の 鎖 の い ず れ か を 用 い る 可
能 性 を 有 す る 。 本 発 明 の 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 を 得 る た め に 使 用 さ れ う る ２ つ の 核 酸 鎖
の 組 み 合 わ せ の 例 を 図 ２ に 示 す 。 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 の 中 の 可 能 性 の あ る メ ン バ ー で
あ る ２ つ の 核 酸 配 列 は 、 「 Ｘ 」 （ AGATCAATTG; 配 列 番 号 １ ） 及 び 「 Ｙ 」 （ AGACCGATTG; 配
列 番 号 ２ ） と 表 さ れ る （ 図 ２ Ａ ） 。 当 該 核 酸 配 列 は 、 ２ つ の 位 置 が 異 な る （ 「 ★ 」 で 示 し
た ４ 位 及 び ６ 位 ） 。 核 酸 Ｘ 及 び Ｙ の 「 上 側 」 の 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 「 １ ＋ 」 及 び 「 ３ ＋ 」 と 表
さ れ 、 そ し て 核 酸 Ｘ 及 び Ｙ の 「 下 側 」 の 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 「 ２ － 」 及 び 「 ４ － 」 と 表 さ れ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
図 ２ Ｂ は 、 ４ 本 の 核 酸 鎖 の 可 能 性 の あ る 組 み 合 わ せ を 示 す 。 ６ つ の 可 能 性 の あ る 鎖 の 組 み
合 わ せ の う ち 、 １ ＋ ／ ２ － 、 １ ＋ ／ ４ － 、 ２ － ／ ３ ＋ 、 又 は ３ ＋ ／ ４ － の 組 み 合 わ せ の み
が 、 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 の 中 の 必 要 な 上 側 及 び 下 側 の 鎖 を 含 ん で 成 る 。 こ れ ら の 上 側
／ 下 側 の 配 列 の 組 み 合 わ せ の う ち 、 １ ＋ ／ ４ － 又 は ２ － ／ ３ ＋ の み が 、 ２ つ の 異 な る 分 子
の 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 の 例 を 含 ん で 成 る の は 、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ だ け が 、 少 な く と
も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る 相 補 配 列 を 有 す る た め で あ る 。 残 り の 組 み 合 わ せ １ ＋ ／ ２
－ 及 び ２ ＋ ／ ４ － は 、 厳 密 に 相 補 的 な 配 列 を 含 み 、 そ し て そ れ 故 に 本 発 明 の 部 分 的 に 相 補
的 な 核 酸 群 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
２ つ の 異 な る 分 子 の 群 の 上 述 の 例 に お い て 、 核 酸 分 子 の 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 群 は 、
１ 又 は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る が 、 同 一 の セ ン ス 、 例 え ば １ ＋ ／ ３ － 又 は ２ － ／ ４ －
で あ る 鎖 の 組 み 合 わ せ を 除 外 し た 。 し か し な が ら 、 そ の よ う な 同 一 の 核 酸 鎖 の 組 み 合 わ せ
は 、 当 該 群 が 少 な く と も １ 本 の 下 側 の 鎖 及 び 少 な く と も １ つ の 上 側 の 鎖 を 含 む 限 り 、 よ り
大 き な 群 に 含 ま れ う る と 理 解 さ れ る 。 例 え ば 、 ５ ＋ 及 び ６ － の 鎖 を 有 す る 第 三 の 核 酸 「 Z
」 が 含 ま れ る 場 合 、 １ ＋ ／ ３ ＋ ／ ６ － 又 は ２ － ／ ４ － ／ ５ ＋ の 組 み 合 わ せ は 、 部 分 的 に 相
補 的 な 核 酸 群 を 含 ん で 成 る 。 同 様 に 、 核 酸 の 任 意 な メ ン バ ー 並 び に そ れ ら の 相 当 す る 上 側
及 び 下 側 の 鎖 は 、 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 を 生 成 す る た め に 、 当 該 群 が 少 な く と も １ つ の
上 側 の 鎖 及 び 少 な く と も １ つ の 下 側 の 鎖 を 含 む 限 り 、 且 つ 当 該 群 が 厳 密 に 相 補 的 な メ ン バ
ー を 含 ま な い 限 り 組 み 合 わ せ ら れ う る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 核 酸 群 は 、 約 ３ 又 は そ れ 以 上 、 約 ４ 又 は そ れ 以 上 、 約 ５ 又 は そ れ 以 上 、 約 ６ 又 は
そ れ 以 上 、 約 ７ 又 は そ れ 以 上 、 約 ８ 又 は そ れ 以 上 、 約 ９ 又 は そ れ 以 上 、 約 １ ０ 又 は そ れ 以
上 、 約 １ ２ 又 は そ れ 以 上 、 約 １ ５ 又 は そ れ 以 上 、 約 ２ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ２ ５ 又 は そ れ 以
上 、 約 ３ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ４ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ５ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ７ ５ 又 は そ れ 以
上 、 約 １ ０ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 １ ５ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ２ ０ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ２ ５ ０ 又
は そ れ 以 上 、 約 ３ ０ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ３ ５ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ４ ０ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約
４ ５ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ５ ０ ０ 又 は そ れ 以 上 、 あ る い は 約 １ ０ ０ ０ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る
核 酸 分 子 で あ っ て も よ い 。 群 は ま た 、 約 ２ ０ ０ ０ 又 は そ れ 以 上 、 約 ５ ０ ０ ０ 又 は そ れ 以 上
、 約 １ ｘ １ ０ 4 又 は そ れ 以 上 、 約 １ ｘ １ ０ 5 又 は そ れ 以 上 、 約 １ ｘ １ ０ 6 又 は そ れ 以 上 、 約
１ ｘ １ ０ 7 又 は そ れ 以 上 、 あ る い は 約 ｘ １ ０ 8 又 は そ れ 以 上 、 約 ５ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る 核
酸 分 子 を 含 ん で も よ い 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 方 法 に 含 め る た め に 、 所 望 の 再 編 成 の 実 験 結
果 及 び 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る よ う な 利 用 可 な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 依 存 し て 、 所 望 の
群 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 」 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ マ ー 、 す な わ ち ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 形 成 を 触 媒 す る 酵 素 を 言 及 す る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な ポ リ メ ラ ー ゼ は 任
意 の 生 物 又 は 起 源 に 由 来 す る こ と が あ り 、 動 物 、 植 物 、 細 菌 又 は ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ
を 含 む 。 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｒ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ に
転 写 す る こ と が で き る 逆 転 写 酵 素 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 プ ル ー フ リ ー デ ィ ン グ 」 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば ミ ス マ ッ
チ の ヌ ク レ オ チ ド が ３ ’ → ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ っ て 除 去 さ れ 、 そ し て 、 典 型
的 に 塩 基 対 合 し た ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 置 換 さ れ う る 酵 素 の 特 性 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 組 み 換 え 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の 配 列 情 報 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 範
囲 又 は 領 域 が 同 一 で あ り 、 且 つ 当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 及 び 領 域 が 同 一 で な い こ と を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 DNAの 「 再 編 成 」 は 、 実 質 的 に 相 同 で あ る が 同 一 で な い 配
列 間 の 配 列 の ば ら つ き の 再 分 布 を 示 唆 す る た め に 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 レ プ リ コ ン 」 は 、 一 定 の 長 さ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
複 製 の 遺 伝 的 単 位 及 び そ の 複 製 開 始 部 位 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 配 列 の 多 様 性 」 は 、 同 一 で な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在
量 を 言 及 す る 。 用 語 「 群 に お け る 配 列 の 多 様 性 の 増 大 」 は 、 群 に お け る 同 一 で な い ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 存 在 量 が 増 大 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 配 列 変 異 体 」 は 、 参 照 分 子 と 比 較 し て 、 １ 又 は 複 数 の 配
列 の 差 違 を 有 す る 分 子 （ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 等 ） を 言 及 す る 。 例 え ば 、 GRAMMRの
過 程 の 間 に ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 の 全 体 で 起 こ る 別 個 の 独 立 し た ミ ス マ ッ チ の 解 消 の 事 象 の 合
計 が 、 そ の 分 子 全 体 の 配 列 情 報 の 再 編 成 を も た ら す 。 配 列 情 報 は 、 「 配 列 変 異 体 」 の 複 雑
な ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 、 様 々 な 組 み 合 わ せ で 再 編 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 鎖 の 開 裂 活 性 」 又 は 「 開 裂 」 は 、 ニ ッ ク の 形 成 に お け る よ う
な 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 主 鎖 中 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 破 壊 を 言 及 す る 。 鎖 の 開 裂 活 性
は 酵 素 的 な 因 子 (そ の よ う な 因 子 は 、 限 定 し な い が 、 CEL I, T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VII, T
7エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ  I, S1ヌ ク レ ア ー ゼ , BAL-31ヌ ク レ ア ー ゼ , FEN1, ク リ ー バ ー ゼ (cl
eavase)、 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I、 SPヌ ク レ ア ー ゼ 、 リ ョ ク ト ウ ヌ ク レ ア ー ゼ 、
及 び ヌ ク レ ア ー ゼ P1を 含 む ） ； 化 学 物 質 （ そ の よ う な 化 学 物 質 は 、 限 定 し な い が 、 過 マ ン
ガ ン 酸 カ リ ウ ム 、 酢 酸 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 立 体 的 に 嵩 高 い 、 光 で 活 性 化 さ れ う る
Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 因 子 、 [Rh(bpy)2(chrysi)]3+、 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム と ピ ペ リ ジ ン 、 及 び ヒ ド ロ キ
シ ル ア ミ ン と ピ ペ リ ジ ン 、 を 含 む ） ； 又 は 電 離 放 射 線 、 又 は 動 力 学 的 放 射 線 (kinetic rad
iation)の 形 態 の エ ネ ル ギ ー に よ っ て 提 供 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 十 分 な 時 間 」 は 、 所 望 の 産 物 を 与 え る た め に 反 応 又 は 過
程 に 必 要 と さ れ る 時 間 を 言 及 す る 。 本 発 明 の 場 合 、 十 分 な 時 間 の 決 定 は 当 業 者 の 知 識 の 範
囲 内 に あ る 。 「 十 分 な 時 間 」 が 、 実 施 者 の 望 み に 応 じ て 、 反 応 の 機 能 性 、 又 は 所 望 の 産 物
の 失 に 影 響 を 与 え る こ と な く 広 範 に 変 化 し う る こ と に 注 意 す る こ と 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 野 生 型 」 が 、 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 突 然 変 異 を 全 く 含 ま な
い こ と を 意 味 す る 。 「 野 生 型 」 タ ン パ ク 質 は 、 当 該 タ ン パ ク 質 が 天 然 で 見 ら れ る 活 性 レ ベ
ル で 活 性 で あ り 、 そ し て 典 型 的 に は 天 然 で 見 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 意 味 す る 。
あ る 観 点 に お い て 、 用 語 「 野 生 型 」 又 は 「 親 配 列 」 は 、 本 発 明 の 操 作 の 前 の 出 発 時 の 配 列
又 は 参 照 配 列 を 示 唆 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 表 記 に お い て 、 標 準 的 な 使 用 法 及 び 慣 習 に 従 い 、 左
手 の 方 向 は ア ミ ノ 末 端 の 方 向 で あ り 、 そ し て 右 手 の 方 向 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 方 向 で あ る
。 同 様 に 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 一 本 鎖 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 手 の 末 端 は ５ ’ 末 端 で
あ り ； 二 本 鎖 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 手 の 方 向 は ５ ’ 方 向 と し て 言 及 さ れ る 。 新 生 Ｒ
Ｎ Ａ 転 写 物 の ５ ’ か ら ３ ’ へ の 付 加 の 方 向 は 、 転 写 方 向 と 言 及 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 は 、 少 な く と も ２ つ の 相 補 的 で な い ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 対 を 有 す る 少 な く と も １ つ
の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 配 列 変 異 体 を 生 成 す る in vitroの 方 法 で あ っ て ； 少
な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 、 有 効 量 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び 鎖 の 開 裂 活 性 を 有 す る
１ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； そ し て 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 増 大 さ せ る の に 十 分 な
時 間 を 与 え る こ と を 含 ん で 成 り 、 少 な く と も １ つ 又 は 複 数 の 変 異 体 が 生 成 す る 、 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 環 状 、 直 鎖 又 は レ プ リ コ ン で あ る
場 合 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 所 望 な 変 異 体 が 異 な る 程 度 の 相 補 性 を 有 す る 場 合 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 及 び 鎖 開 裂 活 性 が 連
続 的 に 又 は 同 時 に 加 え ら れ る 場 合 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ 、 E.コ リ DNAリ ガ ー ゼ 、 又 は Taq DNAリ ガ ー ゼ の よ う
な 因 子 に よ っ て 提 供 さ れ 、 リ ガ ー ゼ 活 性 の 追 加 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 鎖 の 開 裂 活 性 が 、 酵 素 、 例 え ば CEL I, T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VII, 
T7エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ  I, S1ヌ ク レ ア ー ゼ , BAL-31ヌ ク レ ア ー ゼ , FEN1, ク リ ー バ ー ゼ (c
leavase)、 膵 臓 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ I、 SPヌ ク レ ア ー ゼ 、 リ ョ ク ト ウ ヌ ク レ ア ー ゼ
、 及 び ヌ ク レ ア ー ゼ P1； 化 学 物 質 、 例 え ば 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム 、 酢 酸 テ ト ラ エ チ ル ア ン
モ ニ ウ ム 、 立 体 的 に 嵩 高 い 、 光 で 活 性 化 さ れ う る Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 因 子 、 [Rh(bpy)2(chrysi)]3+
、 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム と ピ ペ リ ジ ン 、 及 び ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン と ピ ペ リ ジ ン ； 又 は エ ネ ル ギ
ー 形 態 、 例 え ば 電 離 放 射 線 、 又 は 動 力 学 的 放 射 線 に よ っ て 提 供 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が Polベ ー タ に よ っ て 提 供 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び ３ ’ → ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 両 方 が
T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 E.コ リ  Pol 1， 又 は Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ に
よ っ て 提 供 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び ５ ’ → ３ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 両 方 を
有 す る 因 子 が E.コ リ  Pol 1で あ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 有 効 量 の 鎖 の 開 裂 活 性 、 並 び に エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ
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ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ 活 性 が 、 CEL I、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ
て 提 供 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 有 効 量 の 鎖 の 開 裂 活 性 、 並 び に エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ／ ポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 及 び リ ガ ー ゼ 活 性 が 、 CEL I、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ
て 提 供 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 配 列 群 の 多 様 性 を 増 大 さ せ る in vitroの 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も
１ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、
有 効 量 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び 鎖 の 開 裂 活 性 を 有 す る １ 又 は 複
数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； そ し て 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 時 間 を 与
え て 当 該 群 の 多 様 性 が 増 大 す る こ と 、 を 含 ん で 成 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 所 望 の 機 能 的 特 性 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 方 法 で あ っ
て 、 少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び 鎖 の 開 裂 活 性 を 有 す る 、
有 効 量 の １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； ヘ テ ロ 二 本 鎖 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性
の パ ー セ ン テ ー ジ を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 時 間 を 与 え て 当 該 群 の 多 様 性 が 増 大 し ； そ し て
所 望 の 機 能 的 特 性 に つ い て 変 異 体 群 ス ク リ ー ニ ン グ し 又 は 選 択 す る こ と 、 を 含 ん で 成 る 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 所 望 の 機 能 的 特 性 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 方 法 で あ っ
て 、 少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び 鎖 の 開 裂 活 性 を 有 す る 、
有 効 量 の １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； ヘ テ ロ 二 本 鎖 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性
の パ ー セ ン テ ー ジ を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 時 間 を 与 え て 当 該 群 の 多 様 性 が 増 大 し ； Ｄ Ｎ Ａ
を Ｒ Ｎ Ａ に 変 換 し ； そ し て 所 望 の 機 能 的 特 性 に つ い て リ ボ 核 酸 の 変 異 体 群 を ス ク リ ー ニ ン
グ し 又 は 選 択 す る こ と 、 を 含 ん で 成 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 の 更 に 別 の 態 様 は 、 所 望 の 機 能 的 特 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 方 法 で あ っ て 、
少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び 鎖 の 開 裂 活 性 を 有 す る 、 有 効
量 の １ 又 は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； ヘ テ ロ 二 本 鎖 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性 の パ
ー セ ン テ ー ジ を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 時 間 を 与 え ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
Ｒ Ｎ Ａ に 、 そ し て 前 記 Ｒ Ｎ Ａ を ポ リ ペ プ チ ド に 変 換 し ； そ し て 前 記 所 望 の 機 能 的 特 性 に つ
い て ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 群 を ス ク リ ー ニ ン グ し 又 は 選 択 す る こ と 、 を 含 ん で 成 る 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 の 更 に 別 の 態 様 は 、 所 望 の 機 能 的 特 性 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 方 法 で
あ っ て 、 任 意 に ９ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 又 は ７ ５ ％ 同 一 で あ り 、 且 つ 約 １ ０ ０
０ Ｋ Ｂ 、 １ ０ ， ０ ０ ０ Ｋ Ｂ 、 又 は １ ０ ０ ， ０ ０ ０ Ｋ Ｂ の サ イ ズ で あ る 、 少 な く と も １ つ の
ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 エ キ ソ
ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び 鎖 の 開 裂 活 性 を 有 す る 、 有 効 量 の １ 又 は 複 数 の
因 子 と 組 み 合 わ せ ； ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 増 大
さ せ る の に 十 分 な 時 間 を 与 え ； 前 記 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を Ｒ Ｎ Ａ に 、 そ し て 前
記 Ｒ Ｎ Ａ を ポ リ ペ プ チ ド に 変 換 し ； 前 記 所 望 の 機 能 的 特 性 に つ い て ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 群
を ス ク リ ー ニ ン グ し 又 は 選 択 し ； 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る た め に 、 前 記 変 異 体 群 を
変 性 さ せ ； 少 な く と も １ つ の 第 二 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る た め に 、 前
記 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー リ ン グ し ； 前 記 第 二 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 及 び 鎖 の 開 裂 活 性 を 有 す る 、 有 効 量 の １ 又
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は 複 数 の 因 子 と 組 み 合 わ せ ； そ し て ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 相 補 性 の パ ー セ
ン テ ー ジ を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 時 間 を 与 え る こ と 、 を 含 ん で 成 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 発 明 は 、 典 型 的 に 増 幅 さ れ 、 そ し て ／ あ る い は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
形 態 に あ る 、 向 上 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は 向 上 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 を 産 生
す る 方 法 で あ っ て 、 そ れ に よ っ て 向 上 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 選 択 さ れ 、 又 は ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ う る 少 な く と も １ つ の 所 望 の 表 現 型 の 特 徴 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し 、 連 結 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 を 促 進 し 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 ウ イ ル ス ベ ク タ
ー の 機 能 を 向 上 さ せ る 等 ） を 有 す る 、 方 法 に 関 す る 。 そ の よ う な 所 望 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 多 く の 方 法 で 、 例 え ば 適 当 な 植 物 、 動 物 、 真 菌 、 酵 母 、 又 は 細 菌 か ら の 発 現 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 、 動 物 又 は 微 生 物 を 形 成 す る た め の 組 み 込 み 、 リ ボ ザ イ ム の 発 現 等 で 使
用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
GRAMMRは 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 鎖 が 、 ア ニ ー リ ン グ 、 そ の 後 の in vitro反 応 で の ミ ス マ
ッ チ の 解 消 に よ っ て 作 り 出 さ れ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 反 応 は 、 ミ ス マ ッ チ 部 位 の 又 は ミ
ス マ ッ チ 付 近 の 一 方 の 鎖 又 は 他 方 の 鎖 の 開 裂 で 開 始 し 、 こ れ に 、 ミ ス マ ッ チ 塩 基 の そ の 鎖
か ら の 除 去 、 そ し て 他 方 の 鎖 の 配 列 に 対 し て 鋳 型 と な る ヌ ク レ オ チ ド で 、 生 じ た ギ ャ ッ プ
を 埋 め る た め の ポ リ マ ー 化 、 が 続 く 。 生 じ た ニ ッ ク は 、 主 鎖 を 再 連 結 す る た め の ラ イ ゲ ー
シ ョ ン に よ っ て 塞 が れ う る 。 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 全 体 で 起 こ る 別 々 の 独 立 し た ミ ス マ ッ チ を
解 消 す る 事 象 の 集 合 は 、 そ の 分 子 全 体 の 配 列 情 報 の 再 編 成 を も た ら す 。 当 該 配 列 情 報 は 、
配 列 変 異 体 の 複 合 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 、 様 々 な 組 み 合 わ せ で 再 編 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
GRAMMRの １ つ の 態 様 に お い て 、 突 然 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 当 業 界 で 知 ら れ て い る 任 意
な 方 法 、 例 え ば 。 変 異 原 性 Ｐ Ｃ Ｒ 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 等 、 そ の 後 の 所 望 の 特 性 を 有 す る
突 然 変 異 体 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 又 は 選 択 に よ っ て 生 成 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 選 択 さ れ た
突 然 変 異 体 か ら 調 製 さ れ る 。 突 然 変 異 体 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 混 合 さ れ 、 一 本 鎖 に 変 性 さ れ 、 そ し
て ア ニ ー リ ン グ さ せ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 的 に 相 補 的 な 鎖 は 、 ミ ス マ ッ チ 部 位
に お い て 、 塩 基 対 合 し て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。 CEL I(Oleykowski et al., 1998;
 Yang et al., 2000)又 は 類 似 の ミ ス マ ッ チ に 関 す る 活 性 に よ る 処 理 は 、 各 ミ ス マ ッ チ の
、 一 方 又 は 他 方 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ’ 側 に ニ ッ キ ン グ を も た ら す 。 （ 尚 、 CEL Iは
、 挿 入 ／ 欠 失 の 再 編 成 を も た ら す 挿 入 ／ 欠 失 の ３ ’ 側 に ニ ッ ク を い れ る こ と が で き る 。 ）
３ ’ → ５ ’ の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ （ 「 プ ル ー フ リ ー デ ィ ン グ 」 ） 活 性 を 含 む ポ リ メ ラ ー ゼ
（ 例 え ば 、 T4 DNA Pol） の 存 在 は 、 ミ ス マ ッ チ の 除 去 を 可 能 に し 、 そ し て そ れ に 続 き 、 ５
’ → ３ ’ の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は 、 鋳 型 と し て 他 の 鎖 を 用 い て ギ ャ ッ プ を 埋 め る 。 ５ ’ → ３
’ の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 及 び 鎖 の 置 換 活 性 を 欠 く ポ リ メ ラ ー ゼ は ギ ャ ッ プ を 埋 め 、 そ
し て 最 初 の CEL I開 裂 部 位 に 位 置 す る Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 に 達 し た と き ポ リ マ ー 化 を 終 了 し
、 そ の 結 果 、 配 列 の ご く 短 い 部 分 を 再 合 成 す る 。 あ る い は 、 合 成 さ れ た 部 分 の 長 さ は 、 ５
’ － ３ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 含 む ポ リ メ ラ ー ゼ で 当 該 反 応 を 抑 え る こ と に よ っ て 調
整 さ れ ； こ の ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 活 性 は 、 よ り 長 い 領 域 を 行 き 来 す る こ と が で き 、
そ れ に よ り 、 鋳 型 の 鎖 か ら 移 動 し た よ り 長 い 情 報 の 部 分 を も た ら す 。 続 い て 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ
ー ゼ （ 例 え ば 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ ） は 、 修 復 さ れ た 鎖 の リ ン 酸 の 主 鎖 を 元 に 戻 す こ と に よ っ
て ニ ッ ク を 塞 ぐ こ と が で き る 。 こ の 工 程 は 、 所 定 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 多 く の 部 位
及 び い ず れ か の 鎖 で 、 同 時 に 起 こ り う る 。 こ の 結 果 は 、 出 発 配 列 群 よ り も 多 様 性 の あ る 配
列 変 異 体 群 を 与 え る 、 イ ン プ ッ ト の 鎖 の 間 の 配 列 の 差 異 の ラ ン ダ ム 化 に よ る 。 こ れ ら ア ウ
ト プ ッ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 直 接 的 に 適 当 な ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 又 は そ
れ ら は ク ロ ー ニ ン グ 前 に Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ う る 。 あ る い は 、 当 該 反 応 は 、 二 本 鎖 環
状 プ ラ ス ミ ド 分 子 内 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 領 域 又 は GRAMMR反 応 後 に 適 当 な 宿 主 内 に 直 接 導 入 さ れ
う る 他 の 適 当 な 領 域 上 で 実 施 さ れ う る 。 別 の 選 択 肢 に お い て 、 ア ウ ト プ ッ ト の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 転 写 さ れ 、 そ し て 、 例 え ば ウ イ ル ス ベ ク タ ー 転 写 プ
ラ ス ミ ド の 場 合 に お い て 、 例 え ば 植 物 上 へ の 植 物 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 接 種 に よ っ て 直 接 的
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に 使 用 さ れ る 。 生 じ た ク ロ ー ン は 、 所 望 の 特 性 の 向 上 に つ い て 選 択 又 は ス ク リ ー ニ ン グ に
か け ら れ る 。 続 い て 、 全 体 の 工 程 が 、 更 な る 向 上 の た め に 、 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 用 い て
１ 又 は 複 数 回 繰 り 返 さ れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ア ウ ト プ ッ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 直 接 ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 場 合 、 ク ロ ー ニ ン グ 宿 主 の 複
製 時 に 、 同 一 細 胞 内 に ２ つ の 異 な る プ ラ ス ミ ド を も た ら し う る こ と を 主 張 す る 、 不 完 全 に
解 消 し た 分 子 の 可 能 性 が 存 在 す る 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 、 潜 在 的 に 混 合 型 の プ ラ ス ミ ド
を 生 じ さ せ る こ と が あ る 。 そ の よ う な 可 能 性 を 避 け る こ と が 望 ま し い 場 合 、 ア ウ ト プ ッ ト
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 複 製 ／ 解 消 を さ せ る た め に 宿 主 内 で 生 育 さ れ 、 当 該 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 単 離 さ れ 、 そ し て 新 規 宿 主 細 胞 を 再 形 質 転 換 さ せ ら れ う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
別 の 態 様 に お い て 、 一 分 子 あ た り ２ つ 以 上 の 親 に 由 来 す る 配 列 の イ ン プ ッ ト が 望 ま し い 場
合 、 上 記 手 順 は 、 ア ウ ト プ ッ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 の ク ロ ー ニ ン グ の 前 に 繰 り 返 し
実 施 さ れ る 。 GRAMMR処 理 の 後 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 変 性 し 、 ア ニ ー リ ン グ さ せ ら れ
、 そ し て ミ ス マ ッ チ の 解 決 の 工 程 が 繰 り 返 さ れ る 。 所 望 の 回 数 の そ の よ う な サ イ ク ル の 後
、 ア ウ ト プ ッ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 直 接 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 適 当 な ベ ク タ ー 内 に 導
入 さ れ 、 あ る い は そ れ ら は ク ロ ー ニ ン グ 前 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ う る 。 生 じ た ク ロ ー
ン は 、 所 望 の 特 性 の 向 上 に つ い て の 選 択 又 は ス ク リ ー ニ ン グ に か け ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
別 の 態 様 に お い て 、 「 分 子 の 戻 し 交 配 (molecular backcross)」 は 、 所 望 の 突 然 変 異 か ら
の 突 然 変 異 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 排 除 す る の を 助 け る た め に 実 施 さ れ る 。 所 望 の 突 然 変 異
体 の Ｄ Ｎ Ａ の プ ー ル は 、 当 該 方 法 を 実 施 す る た め に 、 適 当 な 比 率 の 野 生 型 Ｄ Ｎ Ａ と 混 合 さ
れ う る 。 ク ロ ー ン は 向 上 に つ い て 選 択 さ れ 、 プ ー ル さ れ 、 そ し て 更 な る 有 意 な 変 化 が な く
な る ま で 再 び 野 生 型 に 戻 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
当 該 工 程 の 効 率 は 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 に 関 し て 出 発 時 の 群 を エ ン リ ッ チ メ ン ト に す る 様 々
な 方 法 に よ っ て 向 上 し 、 そ れ に よ り 、 未 変 化 の 親 の 型 の ア ウ ト プ ッ ト 分 子 の 数 が 減 少 す る
。 ミ ス マ ッ チ の ハ イ ブ リ ッ ド は 、 ア プ タ マ ー 、 色 素 、 又 は ミ ス マ ッ チ の Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る
他 の 因 子 を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ う る 。 好 ま し い 態 様 は 、 Mutsタ ン パ ク 質 ア フ ィ
ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス (Wagner et al., Nucleic Acids Res. 23 (19): 3944-3948 (1995)
; Su et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U. S. A.), 83: 5057-5061 (1986))又 は T4 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ  VIIの 、 ミ ス マ ッ チ に 結 合 す る が 開 裂 し な い 突 然 変 異 体 (Golz and Kemper
,Nucleic Acids Research, 1999; 27: e7)の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
１ つ の 態 様 に お い て 、 当 該 手 順 は 、 イ ン プ ッ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 一 本 鎖 の 各 配 列 変 異
体 の 一 本 鎖 か ら 成 る よ う に 修 飾 さ れ る 。 例 え ば 、 逆 鎖 の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は 、 部 分 的 に 相 補 的
な 一 本 鎖 分 子 を 精 製 す る た め に 、 非 対 称 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 、 異 な る 親 の 配 列 か ら 産 生 さ れ る
。 当 該 鎖 と ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 作 製 す る た め の 互 い の 鎖 と の ア ニ ー リ ン グ は 、 例 １ に 記 載 の よ
う に 実 施 さ れ る 。 あ る い は 、 一 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ラ ム ダ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い る 、 各
親 の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 一 方 の 鎖 を 優 先 的 に 消 化 し 、 続 い て 残 っ て い る 鎖 を 互 い に ア ニ ー リ ン
グ さ せ る こ と に よ っ て 産 生 し う る 。 こ の 態 様 に お い て 、 ア ニ ー リ ン グ す る 鎖 は 、 １ ０ ０ ％
の 相 補 的 な 鎖 を 有 さ ず 、 こ れ は 再 ア ニ ー リ ン グ す る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 ア ウ ト プ ッ ト の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 に は 、 未 修 飾 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち 「 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」
の よ り 少 な い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 存 在 し て お り 、 こ れ が よ り 高 い 効 率 で 再 編 成 す る 配 列 変
異 体 へ と 導 く 。 こ の 増 大 し た 効 率 は 、 選 択 よ り も む し ろ ス ク リ ー ニ ン グ が 所 望 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 試 験 に 適 用 さ れ る 状 況 に お い て 特 に 価 値 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 形 成 す る 別 の 方 法 は 、 二 本 鎖 の 親 の Ｄ Ｎ Ａ を 混 合 し 、 こ の 鎖 を 解 離 す る た
め に 変 性 さ せ 、 そ し て ヘ テ ロ 二 本 鎖 と 親 の ホ モ 二 本 鎖 の 群 を 精 製 す る た め に 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ を 互 い に ア ニ ー リ ン グ さ せ る こ と で あ る 。 当 該 ヘ テ ロ 二 本 鎖 は 、 続 い て 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖
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捕 捉 法 、 例 え ば MutS又 は 開 裂 し な い T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VII突 然 変 異 体 を 用 い る 上 述 の
方 法 に よ っ て 選 択 的 に エ ン リ ッ チ メ ン ト に す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 当 該 群 の 親 の ヘ
テ ロ 二 本 鎖 分 子 は 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 は 開 裂 し な い が 、 親 の ホ モ 二 本 鎖 分 子 は 開 裂 す る よ う な
、 ミ ス マ ッ チ の 部 位 を 覆 う 制 限 酵 素 に よ っ て 開 裂 さ れ う る 。 開 裂 さ れ な い ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ は 、 続 い て 、 例 ６ に 記 載 の よ う に 完 全 長 プ ラ ス ミ ド の ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 上 で 間 全 長
プ ラ ス ミ ド を 精 製 す る た め に 実 施 さ れ た よ う に 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で の サ イ ズ 分 画 に よ っ
て 単 離 さ れ う る 。 続 い て 、 そ れ ら の 完 全 長 ヘ テ ロ 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド 分 子 の 環 化 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
リ ガ ー ゼ と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て も た ら さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
別 の 態 様 に お い て 、 親 、 又 は イ ン プ ッ ト の 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 ク ラ ン プ 」 配
列 の 付 加 に よ っ て 修 飾 さ れ る 。 一 方 の イ ン プ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の プ ー ル は 、 ５ ’ プ ラ イ マ ー の 独 特 の 配 列 の 付 加 に よ る Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ る 。 他 方
の イ ン プ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は プ ー ル は 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー の 独 特 な 配 列 の 付 加 に よ る
Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ る 。 ク ラ ン プ 配 列 は 、 注 目 の 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 の た め の 独 特 な 制
限 酵 素 部 位 及 び ３ ’ 末 端 の た め の 別 の も の を 含 む よ う に 設 計 さ れ 、 そ の 結 果 、 GRAMMR再 編
成 産 物 を ク ロ ー ニ ン グ す る 段 階 で 、 第 一 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 又 は プ ー ル ） 由 来 の ５ ’ ク ラ
ン プ 及 び 第 二 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 又 は プ ー ル ） を 有 す る 産 物 の み が 、 ク ロ ー ニ ン グ に 適 切
な 末 端 を 有 す る 。 あ る い は 、 GRAMMR再 編 成 産 物 は 、 同 様 の 結 果 を 達 成 す る た め に 、 ５ ’ 及
び ３ ’ ク ラ ン プ の 独 特 な 配 列 を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ う る 。 従 っ て 、 未 修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 す な わ ち 、 ア ウ ト プ ッ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ク ロ ー ン の 間 の 「 親 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 」 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が よ り 少 な く な り 、 よ り 高 効 率 の 再 編 成 す る 配 列 変 異 体 を も た ら
す 。 こ の 増 大 し た 効 率 は 、 選 択 よ り も む し ろ ス ク リ ー ニ ン グ が 所 望 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
試 験 に 適 用 さ れ る 状 況 に お い て 特 に 価 値 が あ る 。 任 意 に 、 ク ラ ン プ プ ラ イ マ ー 配 列 と 相 補
的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 、 GRAMMR反 応 に 添 加 さ れ 、 そ の 結 果 、 い ず れ か の 親
が 上 側 の 鎖 と し て 働 く こ と が あ り 、 そ れ に よ り 、 相 互 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 が と も に ミ ス マ ッ チ
の 解 決 反 応 に 参 加 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
環 状 ヘ テ ロ 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 産 生 す る た め の 別 の 方 法 は 、 親 の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 上
述 の よ う な 末 端 の ク ラ ン プ 配 列 を 有 し 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 一 方 の 末 端 か ら 伸 び て い る 一 本 鎖
の ク ラ ン プ 配 列 が 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 他 方 の 末 端 か ら 伸 び て い る 一 本 鎖 の ク ラ ン プ 配 列 と 相
補 的 で あ る よ う に 実 施 さ れ る 。 こ れ ら の 相 補 的 な 一 本 鎖 の ク ラ ン プ は ア ニ ー リ ン グ さ せ ら
れ 、 そ れ に よ っ て ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 環 化 す る 。 同 一 配 列 の 再 ア ニ ー リ ン グ か ら 生
じ る 親 の ホ モ 二 本 鎖 は 、 た っ た １ つ の ク ラ ン プ 配 列 を 有 し 、 そ れ 故 に 、 環 化 が 起 こ り う る
そ れ ら の 末 端 に お い て 相 補 的 な 一 本 鎖 配 列 を 有 さ な い 。 更 に 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び Ｄ
Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ は 、 そ れ ぞ れ 、 環 状 分 子 内 の 任 意 な ギ ャ ッ プ を 埋 め る た め に 、 そ し て 主 鎖 の
ニ ッ ク を 塞 ぐ た め に 使 用 さ れ る こ と が あ り 、 そ の 結 果 、 共 有 結 合 で 閉 じ た 環 状 ヘ テ ロ 二 本
鎖 分 子 群 を も た ら す 。 更 な る 変 性 条 件 に か け ら れ た 場 合 で も 、 共 有 結 合 で 閉 じ た 環 状 ヘ テ
ロ 二 本 鎖 分 子 が そ れ ら の 構 成 成 分 で あ る 鎖 に 解 離 し な い の で 、 変 性 、 環 化 及 び ラ イ ゲ ー シ
ョ ン の 工 程 が 、 よ り 多 く の 直 線 状 の 親 の 二 本 鎖 が 閉 環 状 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 に 変 換 す る た め に
繰 り 返 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
別 の 態 様 に お い て 、 一 本 鎖 の 環 状 フ ァ ー ジ ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 は 、 関 連 し て い る が 同 一 で な
い 直 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 こ れ は 、 続 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば T7
 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 又 は T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ＋ T4の 遺 伝 子 32の タ ン パ ク 質 を 用 い て 伸 長 さ れ
、 続 い て Ｄ Ｎ Ａ 間 で 異 な る 部 位 に あ る ヘ テ ロ 二 本 鎖 領 域 を 有 す る 環 状 の 二 本 鎖 分 子 を 得 る
た め に 生 じ た ニ ッ ク に お い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ う る 。 GRAMMRは 、 配 列 が 再 編 成 し た 分 子
の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る た め に 、 こ の 分 子 上 で 実 施 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
あ る い は 、 プ ラ ス ミ ド の 主 鎖 と 比 較 し て 極 性 の 、 逆 鎖 の ２ つ の 一 本 鎖 環 状 フ ァ ー ジ ミ ド Ｄ
Ｎ Ａ 、 及 び 再 編 成 の 標 的 で あ る 親 遺 伝 子 配 列 は 互 い に ア ニ ー リ ン グ さ れ る 。 広 範 な ミ ス マ
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ッ チ の 領 域 が 、 フ ァ ー ジ f1起 源 の 配 列 が 存 在 す る 場 所 で 生 じ る 。 し か し な が ら 、 GRAMMR処
理 時 に 、 こ の 広 範 な ミ ス マ ッ チ の 領 域 は 、 機 能 f1の 起 源 を 回 復 す る 親 の 型 の 配 列 の い ず れ
か に 戻 る こ と が あ る 。 こ れ ら の ２ 回 変 化 さ せ ら れ た 分 子 は ま た 、 注 目 の 親 の 遺 伝 子 を コ ー
ド す る 鎖 間 の 異 な る 部 位 に ミ ス マ ッ チ の 領 域 を 含 む 。 続 い て 、 GRAMMRは 、 配 列 が 再 編 成 さ
れ た 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る た め に 、 こ の 分 子 上 で 実 施 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
前 節 で 論 じ た よ う に 、 出 発 時 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は イ ン プ ッ ト Ｄ Ｎ Ａ は 、 任 意 な 数 の 形 態 の も の で
あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 イ ン プ ッ ト Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 １ で 教 示 す る よ う に 、 完 全 長 、 一 本 鎖 、
そ し て 反 対 の セ ン ス の も の で も よ い 。 あ る い は 、 イ ン プ ッ ト Ｄ Ｎ Ａ は ま た 、 完 全 長 の 鎖 の
フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ い 。 イ ン プ ッ ト Ｄ Ｎ Ａ は 、 一 方 が 又 は 両 方 と も が 二 本 鎖 で あ っ
て も 、 あ る い は 、 例 え ば メ チ ル 化 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 、 ペ プ チ ド － 核 酸 、 一 方 又 は
両 方 の 鎖 に お け る Ｒ Ｎ Ａ の 置 換 等 に よ っ て 修 飾 さ れ て も よ い 。 二 本 鎖 の 一 方 の 鎖 は 、 両 方
の 鎖 に 沿 っ て 連 続 的 で あ る か 、 連 続 的 で は な い が 近 接 し て い る か 、 重 複 部 分 で 断 続 的 と な
っ て い る か 、 又 は ギ ャ ッ プ で 断 続 的 と な っ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
GRAMMRは ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 化 及 び 再 編 成 を 基 に し た Ｄ Ｎ Ａ シ ャ ッ フ リ ン グ の ス キ ー ム に
か け ら れ て も よ い 。 例 え ば 、 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト が 、 遺 伝 子 再 編 成 の 過 程 に お い て 、 変 性
、 ア ニ ー リ ン グ 、 及 び 伸 長 に か け ら れ る 方 法 に お い て 、 GRAMMRは 中 間 段 階 と し て 利 用 さ れ
う る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
１ つ の そ の よ う な 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 、 又 は 変 異 体 の 遺 伝 子 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 酵 素 的 、
機 械 的 又 は 化 学 的 手 段 に よ っ て 断 片 化 さ れ 、 そ し て 任 意 に 前 記 フ ラ グ メ ン ト の サ イ ズ 範 囲
は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 分 離 の よ う な 手 段 に よ っ て 単 離 さ れ る 。 出 発 時 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 例 え ば 野 生 型 の も の 、 所 望 の 変 異 体 、 あ る い は そ れ ら の プ ー ル は 、 前 記 フ ラ グ メ ン
ト に 添 加 さ れ 、 そ し て 混 合 物 は 変 性 さ せ ら れ 、 そ し て ア ニ ー リ ン グ さ せ ら れ る 。 ア ニ ー リ
ン グ し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 鋳 型 と し て 無 傷 の 鎖 を 用 い て 、 一 本 鎖 の ギ ャ ッ プ を 埋 め る
た め に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ で 処 理 さ れ る 。 生 じ た 部 分 的 に 相 補 的 な 二 本 鎖 は 、 ミ ス マ ッ チ 部 位
で 塩 基 対 合 し て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。 CEL I(Oleykowski et al., 1998; Yang et
 al., 2000)に よ る 処 理 は 、 各 ミ ス マ ッ チ の 、 一 方 又 は 他 方 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 側
に ニ ッ キ ン グ を も た ら す 。 プ ル ー フ リ ー デ ィ ン グ 活 性 を 提 供 す る ３ ’ → ５ ’ の エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ を 含 む ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば DNA Pol I、 T4 DNA Pol 1は 、 ミ ス マ ッ チ の 除 去 を
可 能 に し 、 続 い て 、 ５ ’ → ３ ’ の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は 、 鋳 型 と し て 他 の 鎖 を 用 い て ギ ャ ッ
プ を 埋 め る 。 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ 、 例 え ば T4 DNAリ ガ ー ゼ は 、 修 復 さ れ た 鎖 の リ ン 酸 基 を 修 復
す る こ と に よ っ て 、 ニ ッ ク を 塞 ぐ こ と が で き る 。 こ の 結 果 は 、 潜 在 的 に 向 上 し た 特 性 を 有
す る ア ウ ト プ ッ ト 鎖 を 精 製 す る た め に 、 イ ン プ ッ ト 鎖 間 の 配 列 の 変 化 の ラ ン ダ ム 化 に よ る
も の で あ る 。 こ れ ら の ア ウ ト プ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 当 な ベ ク タ ー 内 に 直 接 ク ロ ー
ニ ン グ さ れ る こ と が あ り 、 あ る い は そ れ ら は ク ロ ー ニ ン グ 前 に Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ る
こ と が あ る 。 生 じ た ク ロ ー ン は 、 所 望 の 特 性 の 向 上 に つ い て 選 択 又 は ス ク リ ー ニ ン グ に か
け ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
１ つ の そ の よ う な 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 又 は 突 然 変 異 体 の 遺 伝 子 プ ー ル 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ は 、
酵 素 的 、 機 械 的 又 は 化 学 的 手 段 に よ っ て フ ラ グ メ ン ト 化 さ れ 、 あ る い は フ ラ グ メ ン ト は 親
の 鋳 型 に ア ニ ー リ ン グ し た ラ ン ダ ム な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 限 定 的 な 伸 長 に よ っ て 生 成 し
（ 米 国 特 許 第 5,965,408号 ） 、 そ し て 任 意 に 、 前 記 フ ラ グ メ ン ト の サ イ ズ 範 囲 は 、 ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 上 で の 分 離 の よ う な 手 段 に よ っ て 生 成 す る 。 混 合 物 は 変 性 さ せ ら れ 、 そ し て ア ニ
ー リ ン グ さ せ ら れ る 。 ア ニ ー リ ン グ し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 の ギ ャ ッ プ を 埋 め る
た め に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ で 任 意 に 処 理 さ れ る 。 生 じ た 部 分 的 に 相 補 的 な 二 本 鎖 は 、 ミ ス マ ッ
チ 部 位 で 塩 基 対 合 し て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。 CEL I(Oleykowski et al., 1998; Y
ang et al., 2000)に よ る 処 理 は 、 各 ミ ス マ ッ チ の 、 一 方 又 は 他 方 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
３ ’ 側 に ニ ッ キ ン グ を も た ら す 。 ３ ’ → ５ ’ の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ （ 「 プ ル ー フ リ ー デ ィ
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ン グ 」 ） 活 性 を 含 む ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ミ ス マ ッ チ の 除 去 を
可 能 に し 、 そ し て そ れ に 続 き 、 ５ ’ → ３ ’ の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は 、 鋳 型 と し て 他 の 鎖 を 用
い て ギ ャ ッ プ を 埋 め る 。 任 意 に 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ 、 例 え ば T4 DNAリ ガ ー ゼ は 、 修 復 さ れ た
鎖 の リ ン 酸 基 を 修 復 す る こ と に よ っ て 、 ニ ッ ク を 塞 ぐ こ と が で き る 。 こ の 結 果 は 、 潜 在 的
に 向 上 し た 特 性 を 有 す る ア ウ ト プ ッ ト 鎖 を 精 製 す る た め に 、 イ ン プ ッ ト 鎖 間 の 配 列 の 変 化
の ラ ン ダ ム 化 に よ る も の で あ る 。 そ の 後 の 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ 、 及 び GRAMMRの 段 階 は 、 遺
伝 子 の 再 構 築 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ の ア ウ ト プ ッ ト は 、 適 当 な ベ ク タ ー 内 に 直 接
ク ロ ー ニ ン グ さ れ る こ と が あ る 。 生 じ た ク ロ ー ン は 、 所 望 の 特 性 の 向 上 に つ い て 選 択 又 は
ス ク リ ー ニ ン グ に か け ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 別 の １ 又 は 複 数 の 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト が ア ニ ー リ ン グ す る 、 連 続 的
な ス カ フ ォ ー ル ド 鎖 か ら の 出 発 を 提 供 す る 。 フ ラ ッ プ 及 び ギ ャ ッ プ は 、 Coco, et al., Na
ture Biotech 19 (01) 354; 米 国 特 許 第 6,319,713号 に 記 載 の よ う に ト リ ミ ン グ さ れ 、 そ
し て 埋 め ら れ 、 そ し て GRAMMRが 実 施 さ れ る 。 こ の 方 法 に お い て 、 GRAMMRは 、 鋳 型 鎖 と 、 フ
ラ ッ プ 及 び ギ ャ ッ プ の ト リ ミ ン グ 及 び ラ イ ゲ ー シ ョ ン か ら 生 じ る 鎖 と の 間 の 配 列 情 報 の 移
動 を 可 能 に す る こ と に よ っ て 、 更 な る 配 列 の 再 編 成 を も た ら す 。 こ の 方 法 は 、 特 異 的 な 配
列 部 分 を 一 方 の 連 続 的 な 鎖 に 組 み 込 む こ と 、 そ の 後 の 、 ス カ フ ォ ー ル ド と ミ ス マ ッ チ を 形
成 す る 残 基 の GRAMMR、 と い う 利 益 を 提 供 す る 。 同 じ 配 列 又 は 遺 伝 子 に 対 し 同 時 に 多 く の フ
ラ グ メ ン ト を ア ニ ー リ ン グ す る こ と に よ っ て 、 多 く の 別 々 の 部 位 が 同 時 に 処 理 さ れ 、 そ れ
に よ っ て 瞬 時 に 多 数 の 配 列 又 は 遺 伝 子 の 再 編 成 が 可 能 と な る 。 Coco等 に よ っ て 開 示 さ れ た
方 法 と 異 な り 、 本 発 明 の 態 様 に お い て は 、 ス カ フ ォ ー ル ド は 分 解 せ ず 、 そ れ ど こ ろ か 、 二
本 鎖 は 直 接 ク ロ ー ニ ン グ さ れ る こ と が あ り 、 あ る い は ク ロ ー ニ ン グ の 前 に Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て
増 幅 さ れ る こ と が あ る 。 網 羅 的 な ミ ス マ ッ チ の 解 消 は 、 完 全 に 二 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ を も た ら す
。 部 分 的 な ミ ス マ ッ チ の 解 消 は 、 二 本 鎖 あ た り 、 本 質 的 に ２ つ の 異 な る 再 編 成 産 物 を も た
ら す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 の 開 示 か ら 理 解 さ れ る よ う に 、 GRAMMRは ま た 、 工 程 の 中 の １ つ の 段 階 と し て 関 連 Ｄ
Ｎ Ａ の ア ニ ー リ ン グ を 含 む 様 々 な 方 法 に 適 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 多 く の 部 位 指 定 突 然 変 異
誘 発 は 、 突 然 変 異 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 一 本 鎖 型 の 環 状 Ｄ Ｎ Ａ 、 フ ァ ー ジ ミ ド 又 は
変 性 プ ラ ス ミ ド に ア ニ ー リ ン グ さ せ る こ と を 必 要 と す る 。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ は 、 続 い て ポ リ
メ ラ ー ゼ で 伸 長 さ れ 、 そ の 後 リ ガ ー ゼ に よ る 処 理 で ニ ッ ク を 塞 が れ 、 更 な る 操 作 で 親 配 列
を 除 去 さ れ 、 親 の 遺 伝 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 組 み 込 ま れ た 所 望 の １ 又 は 複 数 の 突 然 変 異 が
残 る 。 こ れ ら の プ ロ ト コ ー ル は 通 常 特 異 的 な 突 然 変 異 を 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 組 み 込 む た め
に 使 用 さ れ る が 、 GRAMMR法 が ２ つ の 鎖 間 の 配 列 の 変 化 を 再 編 成 す る そ の よ う な 方 法 に お い
て 産 生 す る ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 に 適 用 さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 再 編 成 さ れ た 遺 伝 的 な 変 化 を 有
す る 多 様 な 子 孫 の 組 み 合 わ せ を も た ら す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
別 の 態 様 は 、 特 定 の 領 域 に 対 す る 再 編 成 の 連 続 的 な 段 階 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ
グ メ ン ト は 、 環 状 の 一 本 鎖 フ ァ ー ジ ミ ド Ｄ Ｎ Ａ と ア ニ ー リ ン グ さ れ 、 そ し て GRAMMRが 実 施
さ れ る 。 フ ラ グ メ ン ト は 、 そ れ ら が 物 理 的 に ア ウ ト プ ッ ト 材 料 に 組 み 込 ま れ る の を 防 ぐ よ
う に 処 理 さ れ う る 。 例 え ば 、 そ れ ら は 、 ジ デ オ キ シ 残 基 で そ れ ら を 伸 長 さ せ な い よ う に す
る こ と に よ っ て 、 ３ ’ 末 端 側 で 終 結 さ せ ら れ る こ と が あ る 。 再 編 成 の 多 数 の 繰 り 返 し が 実
施 さ れ る こ と が あ る が 、 最 初 の イ ン プ ッ ト の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ン か ら わ ず か に 修 飾 さ
れ た 分 子 が 回 収 さ れ る 。 結 果 と し て 、 こ の 再 編 成 に 使 用 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 最
終 産 物 に 配 列 情 報 の み を 与 え 、 そ し て 最 終 的 な 回 収 可 能 産 物 内 に 物 理 的 に 組 み 込 ま れ な い
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
約 １ ～ ３ 個 以 上 の 部 分 で あ る 、 重 大 な ミ ス マ ッ チ の 部 位 の み を 解 消 さ せ る こ と が 望 ま し い
場 合 に お い て 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ が 使 用 さ れ う る 。 S1ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 一 本 鎖 核 酸 に 特 異 的
な エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。 そ れ は 、 Ｄ Ｎ Ａ ： Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 の ミ
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ス マ ッ チ の 塩 基 対 の 限 定 さ れ た 領 域 を 認 識 し 、 そ し て 開 裂 す る こ と が で き る 。 少 な く と も
約 ４ 個 の 連 続 的 な 塩 基 対 の ミ ス マ ッ チ が 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 認 識 及 び 開 裂 に 通 常 必 要
と さ れ る 。 ミ ス マ ッ チ の 解 消 は 、 両 方 の 鎖 が 開 裂 し て い る 場 合 に は 起 こ ら な い の で 、 Ｄ Ｎ
Ａ は 、 最 初 の ニ ッ ク の 後 、 そ し て カ ウ ン タ ー ニ ッ ク の 前 に 修 復 さ れ な け れ ば な ら な い 。 他
の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 配 列 、 配 列 の 前 後 関 係 、 又 は ミ ス マ ッ チ の サ イ ズ に 従 い 、 開 裂 の 特 異
性 を 特 異 的 に 調 整 す る の に 好 ま し い こ と が あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
尚 、 ミ ス マ ッ チ の 残 基 を 取 り 扱 う 他 の 手 段 、 例 え ば ミ ス マ ッ チ の 化 学 的 開 裂 も 使 用 さ れ る
こ と が あ る 。 あ る い は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ の よ っ て 示 さ れ る よ う な 活 性 又 は 二
本 鎖 の 領 域 に お い て の み 開 裂 す る 因 子 に よ る ラ ン ダ ム ニ ッ キ ン グ に 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ
の 鎖 を か け る こ と を 選 択 す る こ と が で き る 。 ニ ッ ク の 形 成 が ２ つ の 遺 伝 子 間 で 同 一 の 領 域
に お い て の み 起 こ る 場 合 、 当 該 反 応 に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ は 、 配 列 情 報 の 純 移 転 無 し
に ニ ッ ク を 塞 ぐ 。 し か し な が ら 、 ニ ッ ク の 形 成 が ミ ス マ ッ チ 部 位 付 近 で 起 こ る 場 合 、 ミ ス
マ ッ チ の 塩 基 は ３ ’ － ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 除 去 さ れ て も よ く 、 そ し て ギ ャ ッ
プ は ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 埋 め ら れ 、 続 い て リ ガ ー ゼ に よ っ て ニ ッ ク を 塞 が れ て も よ い 。
あ る い は 、 不 均 一 な 領 域 全 体 の ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン の 適 用 は 、 配 列 の 再 編 成 を も た
ら す こ と が あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の ミ ス マ ッ チ の 状 況 に よ っ て 独 占 的 に 方 向 づ け
ら れ な い が 、 配 列 情 報 を 修 復 さ れ た 配 列 に 移 動 さ せ る 役 割 を 果 た し 、 そ し て そ れ に よ り 再
編 成 さ れ た 配 列 を も た ら す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
GRAMMRは 、 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー 間 で の 組 み 換 え を 得 る た め に 、 タ ン パ ク 質 、
ペ プ チ ド 、 又 は ア プ タ マ ー デ ィ ス プ レ イ 法 に 使 用 さ れ う る 。 イ ン プ ッ ト Ｄ Ｎ Ａ の フ ラ グ メ
ン ト 化 は GRAMMRに 必 要 で は な い の で 、 配 列 の 最 小 の 伸 長 間 で 配 列 情 報 を 再 編 成 す る こ と が
可 能 と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 小 さ い ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 又 は 、 特 定 の 特 性 、 例 え ば
標 的 へ の 結 合 に つ い て 選 択 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー が 再 編 成 さ れ う る 。 選 択 さ れ た 分 子 間
で 起 こ る ア ニ ー リ ン グ の た め に 、 あ る 程 度 の 配 列 の 相 同 性 が 分 子 間 で 共 有 さ れ る べ き で あ
り 、 例 え ば 、 類 似 の 結 合 活 性 を 原 因 と し て 又 は コ ド ン の ゆ ら ぎ 塩 基 の 同 一 性 を 特 定 の デ フ
ォ ル ト 値 に 偏 ら せ る こ と で 類 似 性 を 持 つ ラ ン ダ ム 化 さ れ た 配 列 の セ グ メ ン ト の 領 域 の 、 コ
ー ド 配 列 の ５ ’ と ３ ’ の 領 域 に お い で で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
GRAMMRが 実 施 さ れ る 反 応 温 度 の 操 作 も 有 用 な こ と が あ る 。 例 え ば 、 温 度 が 低 い ほ ど ヘ テ ロ
二 本 鎖 が 安 定 化 す る の を 助 け 、 GRAMMRを よ り 高 度 に ミ ス マ ッ チ し た 基 質 で 実 施 可 能 に す る
。 同 様 に 、 鎖 間 の 塩 基 対 合 に 影 響 を 及 ぼ す 添 加 物 、 例 え ば 塩 、 PEG、 ホ ル ム ア ミ ド 等 は 、 G
RAMMRに お け る ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 安 定 性 を 変 化 さ せ る の に 使 用 さ れ る こ と が あ り 、 そ れ に よ
っ て 反 応 の 結 果 に 影 響 を 及 ぶ 。
【 ０ １ ０ ０ 】
別 の 態 様 に お い て 、 ミ ス マ ッ チ の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 生 成 し 、 ア プ リ ン 酸 部 位 又 は
ア ピ リ ミ ジ ン 酸 部 位 （ す な わ ち 「 Ａ Ｐ 部 位 」 ） を 形 成 す る た め に Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ で
、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 開 裂 す る た め に Ａ Ｐ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 で 、 デ オ キ シ リ ブ
ロ ー ス － リ ン 酸 分 子 を 除 去 す る た め に ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ で 、 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド を ギ
ャ ッ プ が あ る Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の ３ ’ 末 端 に 付 加 す る た め に Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ β 又 は 他 の Ｄ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ で 、 そ し て ギ ャ ッ プ を 塞 ぐ た め に Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ で 処 理 さ れ る 。 結 果 と し て
、 潜 在 的 に 向 上 し た 特 性 を 有 す る ア ウ ト プ ッ ト 鎖 を 生 成 す る た め に 、 イ ン プ ッ ト 鎖 間 で 配
列 が 変 化 し た も の が 再 編 成 さ れ る 。 こ れ ら の ア ウ ト プ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 当 な ベ
ク タ ー 内 に 直 接 ク ロ ー ニ ン グ さ れ る こ と が あ り 、 あ る い は そ れ ら は ク ロ ー ニ ン グ 前 に Ｐ Ｃ
Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ る こ と が あ る 。 生 じ た ク ロ ー ン は 、 所 望 の 特 性 に お け る 向 上 に つ い て
の 選 択 又 は ス ク リ ー ニ ン グ に か け ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
別 の 態 様 は 、 GRAMMRに よ る ゾ ー ナ ル 突 然 変 異 誘 発 、 す な わ ち 、 多 数 の 塩 基 対 合 の 可 能 性 を
有 す る ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 用 い る 、 ミ ス マ ッ チ の 残 基 に お け る 、 又 は そ の 近 傍 に お け る
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ラ ン ダ ム な 又 は セ ミ ラ ン ダ ム な 突 然 変 異 を 提 供 す る 。 こ れ は 、 注 目 の 特 定 の 部 分 に お い て
本 質 的 に ラ ン ダ ム な 突 然 変 異 誘 発 の 集 中 を 提 供 し 、 そ し て 本 発 明 に 別 の 利 益 を 付 加 す る 。
若 干 異 な る 機 能 を 有 す る 類 似 の 遺 伝 子 、 例 え ば 植 物 の Ｒ － 遺 伝 子 、 酵 素 等 は 、 そ れ ら 自 身
の 特 定 の 活 性 に と っ て 重 要 で あ ろ う 領 域 に お い て 、 そ れ ら の 間 で 、 中 程 度 の 配 列 の 差 異 を
示 す 。 こ れ ら の 活 性 、 例 え ば 異 な る 基 質 、 結 合 の 相 手 、 制 御 部 位 等 を 発 現 す る 遺 伝 子 は 、
こ れ ら の 機 能 を 支 配 す る 領 域 に お い て 、 不 均 一 性 を 有 す る は ず で あ る 。 そ の よ う な 機 能 の
特 異 性 が こ れ ら の ア ミ ノ 酸 及 び そ れ ら に 隣 接 す る も の と 関 連 し て い る こ と が 知 ら れ て い る
の で 、 GRAMMR突 然 変 異 誘 発 は 、 遺 伝 子 間 の 配 列 の ば ら つ き を 再 編 成 し 、 そ し て 更 に 、 潜 在
的 に ラ ン ダ ム 化 に 耐 性 が な い 他 の 配 列 、 例 え ば 構 造 的 骨 格 、 不 変 の 残 基 、 及 び 他 の そ の よ
う な 重 要 部 位 を 乱 す こ と な く 、 そ れ ら を よ り 更 に 且 つ よ り 早 く 進 化 さ せ る た め に こ れ ら の
領 域 に ラ ン ダ ム な 突 然 変 異 誘 発 を 向 け さ せ る 役 割 を 果 た す こ と が あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
異 な る 機 能 を 有 す る 、 異 な る 酵 素 は 、 作 業 領 域 、 例 え ば 活 性 部 位 、 制 御 部 位 等 だ け が 異 な
る の で は な い 。 そ れ ら は 、 遺 伝 的 浮 動 を 介 し て 生 じ る 、 お 互 い に 由 来 す る 他 の 差 異 を 有 す
る こ と が あ る 。 そ の よ う な 変 化 の 部 位 に お け る 更 な る ラ ン ダ ム 化 は 、 そ れ 故 に 、 突 然 変 異
誘 発 の 実 験 結 果 に と っ て 、 中 立 で あ る か 、 最 低 限 重 要 で あ る か 、 又 は 有 害 で あ る と 考 え ら
れ る 。 ラ ン ダ ム な 突 然 変 異 誘 発 を そ の よ う な 重 要 で な い 部 位 か ら 遠 ざ け 、 且 つ ラ ン ダ ム な
突 然 変 異 誘 発 に と っ て よ り よ い 結 果 を 提 示 し う る 部 位 、 例 え ば 酵 素 の 活 性 部 位 に 向 け る た
め に 、 当 該 遺 伝 子 の コ ド ン の 使 用 頻 度 の 偏 り が 、 そ れ ら の 領 域 に お け る ヌ ク レ オ チ ド の 全
体 的 な 相 補 レ ベ ル を 低 下 さ せ 、 又 は 増 大 さ せ る た め に 操 作 さ れ う る 。 よ り 大 き な 相 補 性 の
領 域 が 、 あ ま り 相 補 的 で な い 領 域 よ り も GRAMMRに 対 し て 耐 性 が な い 場 合 、 所 定 の 部 位 で の
、 GRAMMRが 指 定 す る ゾ ー ナ ル ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 の 程 度 は 調 節 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
別 の 態 様 に お い て 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 が 形 成 さ れ た 後 、 ３ ’ → ５ ’ 活 性 を 有 す る 酵 素 が 、 ヘ テ
ロ 二 本 鎖 の 各 末 端 の 一 方 の 鎖 が 後 方 に 消 化 さ れ る よ う に 添 加 さ れ る 。 平 均 し て 、 所 望 の 程
度 の ３ ’ → ５ ’ の 消 化 が 起 き た 時 点 で 、 同 一 又 は 追 加 の 酵 素 に 由 来 す る ５ ’ → ３ ’ ポ リ メ
ラ ー ゼ 活 性 に 、 鋳 型 と し て 逆 鎖 を 用 い て 二 本 鎖 を 回 復 さ せ る た め に 、 dNTPが 添 加 さ れ る 。
こ の よ う に 、 消 化 さ れ た 領 域 に お け る ミ ス マ ッ チ は 、 相 補 な も の へ と 解 消 さ れ る 。 任 意 に
、 生 じ た 二 本 鎖 は 精 製 さ れ 、 変 性 さ れ 、 そ し て ア ニ ー リ ン グ さ せ ら れ る 。 消 化 、 そ の 後 の
ポ リ マ ー 化 の 過 程 が 繰 り 返 さ れ て 、 新 規 の キ メ ラ 配 列 が 生 じ る 。 当 該 過 程 の 更 な る サ イ ク
ル は 、 所 望 に よ り 実 施 さ れ う る 。 ア ウ ト プ ッ ト の 二 本 鎖 分 子 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ し
て 所 望 の 機 能 的 特 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 こ の 過 程 は 、 フ ラ グ メ ン ト 化 及 び 再 編 成 を 必 要
と し な い 。 更 に 、 こ の 過 程 は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 開 裂 を 必 要 と し な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
別 の 態 様 に お い て 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 が 形 成 さ れ た 後 、 ５ ’ → ３ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活
性 を 有 す る 酵 素 、 例 え ば 、 Enger, MJ and Richardson, CC, J Biol Chem 258 (83) 11197
に 開 示 さ れ て い る よ う な T7遺 伝 子 6エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 各 末 端 の 一 方
の 鎖 が 消 化 さ れ る よ う に 添 加 さ れ る 。 平 均 し て 、 所 望 の 程 度 の ５ ’ → ３ ’ 消 化 が 起 こ っ た
時 点 で 、 当 該 反 応 は 停 止 さ れ 、 そ し て エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ は 不 活 性 化 さ れ る 。 標 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 添 加 さ れ 、 そ
し て ア ニ ー リ ン グ さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ
ー ゼ 及 び dNTPが 、 ５ ’ → ３ ’ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に プ ラ イ マ ー を 伸 長 さ せ 、 そ し て 鋳 型 と し
て 逆 鎖 を 用 い て 二 本 鎖 を 回 復 さ せ 、 同 時 に リ ガ ー ゼ に ニ ッ ク を 塞 が せ る た め に 添 加 さ れ る
。 こ の よ う に 、 消 化 し た 領 域 に お け る ミ ス マ ッ チ は 相 補 的 な も の へ と 解 消 さ れ る 。 任 意 に
、 生 じ た 二 本 鎖 は 任 意 に 、 生 じ た 二 本 鎖 は 精 製 さ れ 、 変 性 さ れ 、 そ し て ア ニ ー リ ン グ さ せ
ら れ る 。 消 化 、 そ の 後 の ポ リ マ ー 化 の 過 程 が 繰 り 返 さ れ て 、 新 規 の キ メ ラ 配 列 が 生 じ る 。
当 該 過 程 の 更 な る サ イ ク ル は 、 所 望 に よ り 実 施 さ れ う る 。 ア ウ ト プ ッ ト の 二 本 鎖 分 子 は 、
ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ し て 所 望 の 機 能 的 特 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 こ の 過 程 は 、 フ ラ グ メ
ン ト 化 及 び 再 編 成 を 必 要 と し な い 。 更 に 、 こ の 過 程 は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 開 裂 を 必
要 と し な い 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 に お い て 、 ラ ン ダ ム な 再 編 成 は 、 in vitroで の Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 反 応 に お い て
起 こ る 。 こ の 方 法 は 、 初 期 の 突 然 変 異 再 編 成 （ 「 シ ャ ッ フ リ ン グ 」 ） 法 の 基 礎 を 務 め る 「
遺 伝 子 再 会 合 」 の 段 階 を 全 く 必 要 と し な い 。 そ の 代 わ り に 、 再 構 成 さ れ た 、 又 は 人 工 的 な
Ｄ Ｎ Ａ の ミ ス マ ッ チ を 解 消 す る 系 の 、 １ 又 は 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ の 鎖 か ら 別 の Ｄ Ｎ Ａ の 鎖 へ と 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び in vitroで の ミ ス マ ッ チ の 解 消 に よ っ て 配 列 の ば ら つ き を 伝
達 す る 能 力 を 基 に し て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
通 常 、 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 標 準 的 な 技 術 は 、 種 々 の 刊 行 物 、 例 え ば 引 用 に よ っ て 全 体 が
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Ausubel, 1987; Ausubel, 1999; Sambrook et al., 1989に
記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 修 飾 す る 酵 素 は 、 取 扱 説 明 書 に 従 い 使 用 さ れ た 。 所
望 に よ り 、 推 定 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 増 幅 さ せ る た め の Ｐ Ｃ Ｒ ア ン プ リ マ ー が 、 技 術 者 の 裁
量 で 選 択 さ れ る こ と が あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
GRAMMR反 応 に 関 連 し て 本 発 明 に お い て 教 示 し た 各 活 性 は 、 類 似 の 活 性 を 有 す る 機 能 的 に 等
価 な 因 子 と 交 換 さ れ て も よ く 、 そ し て そ の よ う な 変 化 が 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る こ と に 注 意
す る こ と 。 例 え ば 、 例 ２ で 指 摘 し た よ う に 、 Taq DNAリ ガ ー ゼ は 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ の 代 わ
り と な る こ と が あ る 。 他 の リ ガ ー ゼ 、 例 え ば E. コ リ の Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ も 代 わ り と な る こ
と が あ る 。 同 様 に 、 そ れ ぞ れ 例 ２ 及 び ８ に 示 す よ う に 、 Pfuポ リ メ ラ ー ゼ 及 び T7 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ も T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 代 わ り と な る こ と が で き る 。 適 当 な エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ
活 性 を 有 す る 他 の 酵 素 は 、 関 連 す る ポ リ メ ラ ー ゼ の 有 無 に 関 係 な く 、 こ れ ら の 酵 素 の 代 わ
り に 、 GRAMMR反 応 に 必 要 な エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に つ い て 機 能 し う る 。 同 様 に 、 GRAMMR
の た め の 働 く こ と が 示 さ れ た も の と 機 能 的 に 等 し い 活 性 を 有 す る 任 意 な ポ リ メ ラ ー ゼ も 代
わ り と な る こ と が で き る 。 こ れ ら に は 、 中 で も 、 E.コ リ の Pol 1、 E.コ リ の Pol 1の ク レ ノ
ー フ ラ グ メ ン ト 、 ポ リ メ ラ ー ゼ ベ ー タ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
鎖 の 開 裂 は 様 々 な 方 法 で も た ら さ れ う る 。 CEL Iに 加 え て 、 多 く の 機 能 的 等 価 物 、 及 び 様
々 な 植 物 種 由 来 の 抽 出 物 に 見 ら れ る 潜 在 的 に 相 同 の 活 性 (Oleykowski, Nucleic Acids Res
 1998 ; 26: 4597-602)が 使 用 さ れ う る 。 他 の ミ ス マ ッ チ に 対 す る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、
例 え ば T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VII、 T7エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ I、 及 び SPヌ ク レ ア ー ゼ (Oleykow
ski, Biochemistry 1999 ; 38: 2200-5)が 使 用 さ れ う る 。 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 攻 撃 す る 他 の ヌ
ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば S1 ヌ ク レ ア ー ゼ , FEN1, ク リ ー バ ー ゼ , リ ョ ク ト ウ ヌ ク レ ア ー ゼ , 
及 び ヌ ク レ ア ー ゼ  P1も 使 用 さ れ う る 。 Ｄ Ｎ Ａ に お い て ラ ン ダ ム に 開 裂 を 引 き 起 こ す 酵 素
、 例 え ば 、 膵 臓 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ も 、 GRAMMRに お け る 鎖 の 開 裂 活 性 の 代 わ り
と な り う る 。 他 の 手 段 を 介 し て 鎖 の 開 裂 を も た ら す 多 く の 方 法 が 更 に 予 想 さ れ る 。 こ れ ら
に は 、 酢 酸 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム と 一 緒 に 使 用 す る 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム 、 立 体 的 に
嵩 高 い 、 光 で 活 性 化 さ れ う る Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 因 子 、 例 え ば [Rh(bpy)2(chrysi)]3+、 四 酸 化 オ ス
ミ ウ ム と ピ ペ リ ジ ン ア ル カ ロ イ ド 、 及 び ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン と ピ ペ リ ジ ン ア ル カ ロ イ ド の
使 用 、 並 び に 鎖 の 破 壊 を も た ら す 放 射 エ ネ ル ギ ー の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
CEL Iは 、 セ ロ リ か ら 単 離 さ れ た ミ ス マ ッ チ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。 標 的 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 例 え ば ガ ン と 関 連 す る も の に お け る 突 然 変 異 の 検 出 の た め の 診 断 方 法 に お け
る CEL Iの 使 用 は 、 米 国 特 許 第 5,869,245号 に 開 示 さ れ て い る 。 CEL Iを 単 離 し 、 そ し て 調
製 す る 方 法 も こ の 特 許 に お い て 開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 再 編 成 に お
け る CEL Iの 使 用 に 関 し て は 、 こ の 特 許 に 開 示 さ れ て い な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
CEL Iを コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 PCT公 開 公 報 WO01/62974 A1に 開 示 さ れ て い る 。 米 国 特 許
第 5,869,245号 と 同 様 に 、 ガ ン と 関 連 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 突 然 変 異 の
検 出 の た め の 診 断 方 法 に お け る CEL Iの 使 用 が 開 示 さ れ て い る 。 ま た 同 様 に 、 DNAの 再 編 成
に お け る CEL Iの 使 用 に 関 し て は 開 示 さ れ て い な い 。
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【 ０ １ １ １ 】
フ ァ ー ジ T4の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VIIと 、 ８ ， ４ ， 又 は １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は ８
個 の 可 能 性 の あ る 塩 基 の ミ ス マ ッ チ の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ と の in vitroで の 反 応 性 が
、 「 Endonuclease VII of Phage T4 Triggers Mismatch Correction in Vitro」 Solaro, 
et al., J Mol Biol 230 (93) 868に お い て 開 示 さ れ て い る 。 当 該 刊 行 物 は 、 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ VIIが 、 誤 対 合 の ６ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の ３ 側 に ニ ッ ク 及 び カ ウ ン タ ー ニ ッ ク を 作
り 出 す こ と に よ っ て 、 二 本 鎖 の 破 壊 を 導 入 す る 機 構 を 報 告 し て い る 。 当 該 刊 行 物 は 、 最 初
の ニ ッ ク の 発 生 と カ ウ ン タ ー ニ ッ ク の 発 生 と の 間 の 時 間 の 遅 れ が 、 gp43の ３ ’ － ５ ’ エ キ
ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に 誤 対 合 を 除 去 さ せ 、 そ し て そ の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に カ ウ ン タ ー ニ ッ
ク の 発 生 前 に ギ ャ ッ プ を 埋 め さ せ る の に 十 分 で あ っ た こ と を 開 示 し て い る 。 ヌ ク レ オ チ ド
は 、 い ず れ か 一 方 の 鎖 上 に あ る ミ ス マ ッ チ の ３ ’ 側 に 位 置 し 、 そ し て 最 初 の 安 定 な 塩 基 対
に あ る ミ ス マ ッ チ の ５ ’ 側 で 停 止 す る 最 初 の ニ ッ ク か ら 除 去 さ れ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は
、 最 初 の ニ ッ ク に 対 し て ５ ’ か ら ３ ’ 方 向 に 進 み 、 こ れ は Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ に よ っ て 塞 が れ
る 。 そ の 結 果 、 ３ ～ ４ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の 非 常 に 短 い 修 復 ト ラ ッ ク (track)が 前 の ニ ッ ク
に 及 ぶ 。 当 該 刊 行 物 は 、 種 々 の 活 性 に 関 し て 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ VIIが フ ァ ー ジ T4内 に
あ り う る こ と を 結 論 づ け て い る 。 し か し な が ら 、 当 該 刊 行 物 は 、 フ ァ ー ジ T4以 外 の エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ VIIに つ い て の 実 際 の 有 用 性 に つ い て 何 ら 開 示 し て お ら ず 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ 再
編 成 に お け る そ の 利 用 可 能 性 に 関 し て も 開 示 し て い な い 。
【 ０ １ １ ２ 】
エ ス ケ リ ッ チ ャ ・ コ リ に お け る in vivoで の キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る
方 法 は 、 Nucleic Acids Research, 1999, Vol 27, No. 18, el8, Volkov, A. A., Shao, 
Z., and Arnold, F. Hに 開 示 さ れ て い る 。 当 該 方 法 は 、 E.コ リ を 形 質 転 換 す る た め に in v
itroで 形 成 し た ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 使 用 し て お り 、 こ の 中 で 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 内 の 同 一 で な い 領
域 の 修 復 が 、 そ れ ぞ れ の 親 の 因 子 か ら 構 成 さ れ る 新 規 な 組 み 換 え 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作
り 出 し て い る 。 当 該 刊 行 物 は 、 既 存 の Ｄ Ｎ Ａ 組 み 換 え 法 、 す な わ ち Ｄ Ｎ Ａ シ ャ ッ フ リ ン グ
に 対 す る 、 簡 便 な 付 加 的 な も の と し て の こ の 方 法 の 使 用 を 開 示 し て い る が 、 開 示 さ れ た 方
法 は 、 E.コ リ の in vivoの 環 境 に 限 定 さ れ て い る 。 当 該 刊 行 物 は 、 E.コ リ に お い て 、 ミ ス
マ ッ チ 修 復 に つ い て 利 用 可 能 な 機 構 が 複 数 存 在 し 、 そ し て MutS/L/Hの 酵 素 系 を 利 用 す る 「
ロ ン グ パ ッ チ (long patch)」 の 修 復 機 構 が ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 修 復 に お そ ら く 必 要 で あ る こ と
を 述 べ て い る 。
【 表 １ 】
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【 ０ １ １ ３ 】
次 の 限 定 的 で な い 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る た め に 供 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 １
CEL Iに よ る ミ ス マ ッ チ の Ｄ Ｎ Ａ 基 質 の 開 裂
本 実 施 例 は 、 CEL I酵 素 の 調 製 及 び ミ ス マ ッ チ の Ｄ Ｎ Ａ 基 質 の 開 裂 に お け る そ の 使 用 を 教
示 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
CEL I酵 素 は 、 ホ モ ジ ェ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 及 び Yang等 に よ っ て 記 載 さ
れ た コ ン カ ナ バ リ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス プ ロ ト コ ー ル (Biochemistry, 39:3533-3541 (2000).
こ れ は 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )を 用 い て 、 セ ロ リ の 柄 か ら 調 製 さ れ た 。
冷 凍 さ れ た セ ロ リ の 柄 の １ ． ５ ｋ ｇ の 試 料 を ジ ュ ー サ ー で ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し た 。 １ リ ッ ト
ル の ジ ュ ー ス を 回 収 し 、 １ ０ ０ マ イ ク ロ モ ー ラ ー の フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ッ 化 物 (P
MSF)を 含 む １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ で 調 整 し 、 そ し て 二 層 の ミ ラ ク ロ ス を 介 し て 濾
過 し た 。 固 体 の (NH 4 ) 2 SO 4 を 、 氷 上 で 攪 拌 し な が ら ゆ っ く り と ２ ５ ％ 飽 和 ま で 添 加 し た 。
３ ０ 分 後 、 懸 濁 液 を ２ ７ ， ０ ０ ０ ｇ 、 ４ ℃ で １ ． ５ 時 間 遠 心 し た 。 懸 濁 液 を 回 収 し 、 そ し
て 氷 上 で 攪 拌 し な が ら (NH 4 ) 2 SO 4 で ８ ０ ％ 飽 和 に 調 整 し 、 ２ ７ ， ０ ０ ０ ｇ で ２ 時 間 遠 心 し
た 。 ペ レ ッ ト を 緩 衝 液 Ｂ （ ０ ． １ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ７ ． ７ ， ０ ． ５ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ ， 1
00マ イ ク ロ モ ー ラ ー の Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ） 中 で 再 懸 濁 し 、 そ し て 同 一 の 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
コ ン カ ナ バ リ ン Ａ (ConA)セ フ ァ ロ ー ス ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 透 析 さ れ た
試 料 と ２ ｍ ｌ の ConA樹 脂 を 一 晩 お だ や か に 振 と う し な が ら 最 初 の イ ン キ ュ ベ ー ト を す る こ
と に よ っ て 実 施 さ れ た 。 ConA樹 脂 は 、 続 い て ０ ． ５ ｃ ｍ の 直 径 の カ ラ ム に 充 填 さ れ 、 そ し
て カ ラ ム の 体 積 の 緩 衝 液 Ｂ で 複 数 回 洗 浄 さ れ た 。 画 分 を １ ｍ ｌ の ア リ コ ー ト に 回 収 し た 。
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画 分 は 、 放 射 性 標 識 し た ミ ス マ ッ チ の 基 質 に 対 す る ミ ス マ ッ チ の 開 裂 活 性 に つ い て 、 引 用
に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Oleykowski et al. (Nucleic Acids Research 26: 45
97-4602 (1998)に 記 載 の よ う に 、 ０ ． １ μ ｌ の 各 画 分 と 緩 衝 液 Ｄ （ ２ ０ ｍ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ
Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ ， ２ ５ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ ， １ ０ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 ） 中 の ミ ス マ ッ チ の プ ロ ー ブ
を ４ ５ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト を す る こ と に よ っ て ア ッ セ イ さ れ た 。 反 応 産 物 は 、 ７
％ ウ レ ア (Invitrogen)を 含 む １ ０ ％ TBE-PAGEゲ ル 上 で の 分 離 、 続 く オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 可 視 化 さ れ た 。 続 い て 、 CEL Iの 第 五 画 分 の 一 連 の ５ 倍 希 釈 し た も の が 、 放 射
性 標 識 し た ミ ス マ ッ チ 基 質 の ミ ス マ ッ チ 開 裂 に つ い て 解 析 さ れ た 。 反 応 は 、 緩 衝 液  D、 Ne
w England BioLabs (NEB)の T4 DNA リ ガ ー ゼ  緩 衝 液  (50 mM Tris-HCL, pH 7.5,10 mM Mg
Cl2,10 mM ジ チ オ ト レ イ ト ー ル  (DTT), 1 mM ATP, 25 μ ｇ /ml BSA), 又 は Gibco/BRL T4 
DNA リ ガ ー ゼ  緩 衝 液  (50 mM Tris-HCL, pH 7.6,10mM MgCl 2 , 1 mM DTT, 1 mM ATP, 5% (
w/v) ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -8000)の い ず れ か に お い て 実 施 さ れ た 。 反 応 産 物 は 上 述 の
よ う に 可 視 化 さ れ た 。 緩 衝 液 Ｄ 及 び NEB T4 DNA リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 中 で の 開 裂 活 性 は 、 お お
よ そ 等 し い こ と が 明 ら か と な り 、 一 方 、 PEG含 有 Gibco/BRL リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 は 他 の 緩 衝 液
と 比 較 し て ５ ～ １ ０ 倍 に 増 強 さ れ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
CEL I活 性 の 更 な る 解 析 は 、 基 質 と し て 、 異 な る 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)由 来 の 確 定 し て
い る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 実 施 さ れ た 。 こ の GFPの ヘ テ ロ 二 本 鎖 基 質 は 、 セ ン ス 鎖 上 の サ
イ ク ル ３ Ｇ Ｆ Ｐ 及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 上 の 野 生 型 Ｇ Ｆ Ｐ に 相 当 す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を ア ニ ー リ
ン グ す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は 、 非 対 称 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 合 成 さ れ 、 そ し
て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 単 離 さ れ た 。 ９ ０ ℃ に 加 熱 し 、 そ し て 1xNEB制 限 酵 素
緩 衝 液 ２ 2 (10 mM Tris-HCL, pH 7.9,10 mM MgCl2,50 mM NaCl, 1 mM ジ チ オ ト レ イ ト ー
ル )の 存 在 下 で 冷 却 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ し た 後 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 、 ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、 続 い て ヘ テ ロ 二 本 鎖 バ ン ド の 切 り 出 し 及 び Qiaquick DNAス ピ ン カ ラ
ム を 用 い る 抽 出 に よ っ て 単 離 し た 。 １ 又 は ２ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の 、 合 計 ２ ８ 個 の ミ
ス マ ッ チ が 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 全 体 で 生 じ る 。 ミ ス マ ッ チ の 分 布 は 、 １ 又 は ２ 個 の ヌ ク レ
オ チ ド に よ っ て 分 離 さ れ た 複 数 の ミ ス マ ッ チ の 小 さ な 集 団 か ら 、 一 方 に 存 在 す る ３ ０ 個 以
上 の 塩 基 対 に よ っ て 分 離 さ れ た ミ ス マ ッ チ に 及 ぶ 。
【 ０ １ １ ８ 】
1XNEB T4 DNA リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 中 の 、 一 連 の ３ 倍 希 釈 し た CEL Iが 調 製 さ れ 、 そ し て そ れ ぞ
れ の １ μ lの ア リ コ ー ト が 、 そ れ ぞ れ 基 質 と し て ０ ． ５ μ ｇ の 高 次 コ イ ル の プ ラ ス ミ ド 調
製 物 又 は １ ０ ０ ｎ ｇ の サ イ ク ル ３ ／ 野 生 型 GFPの ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 含 む 、 ２ つ の 別 々 の １ ０
μ ｌ の 反 応 液 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 全 て の 反 応 が 、 1XNEB T4 DNA リ ガ ー ゼ 緩 衝 液
中 で 行 わ れ た 。 反 応 液 は 、 ４ ５ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 そ し て 臭 化 エ チ ジ ウ ム
の 存 在 下 で 、 １ ． ５ ％ Ｔ Ｂ Ｅ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に か け ら れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
CEL Iを 増 量 し つ つ 高 次 コ イ ル の プ ラ ス ミ ド 調 製 物 を 処 理 し た 結 果 、 高 次 コ イ ル の プ ラ ス
ミ ド は 、 ニ ッ ク の あ る 環 、 続 い て 直 鎖 状 の 分 子 、 そ し て 次 に ラ ン ダ ム な サ イ ズ の Ｄ Ｎ Ａ の
よ り 小 さ い フ ラ グ メ ン ト へ と 変 換 さ れ た 。 CEL I調 製 物 に よ る ミ ス マ ッ チ GFP基 質 の 処 理 は
、 完 全 長 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 、 ミ ス マ ッ チ の 集 合 の 近 傍 で 逆 の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 上 の 開 裂 を 示 す 確 率
が 高 い ラ ダ ー Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ せ た 。 更 な る 消 化 は 、 ミ ス マ ッ チ の GFP基 質 の 、 CEL I調 製 物
に よ る ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 消 化 の 限 界 を 表 す と 思 わ れ る よ り 小 さ な Ｄ Ｎ Ａ へ の 変 換 を も
た ら し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
例 ２
ミ ス マ ッ チ 解 消 カ ク テ ル に よ る 完 全 長 GFP遺 伝 子 の 変 換
本 実 施 例 は 、 完 全 長 の GFP遺 伝 子 を 保 存 す る 、 種 々 の ミ ス マ ッ チ 解 消 カ ク テ ル を 教 示 す る
。
【 ０ １ ２ １ 】
ミ ス マ ッ チ の GFP基 質 は 、 合 成 の ミ ス マ ッ チ 解 消 シ ス テ ム を 共 に 構 成 す る 酵 素 の カ ク テ ル
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の 存 在 下 、 種 々 の 濃 度 の CEL Idで 処 理 さ れ た 。 使 用 し た 酵 素 は 、 CEL I,T4 DNAポ リ メ ラ ー
ゼ , Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び T4 DNAリ ガ ー ゼ で あ っ た 。 CEL I活 性 は 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 、
ミ ス マ ッ チ 塩 基 の ３ ’ 側 に 切 れ 目 を い れ る は ず で あ る 。 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ニ ッ ク の
あ る ヘ テ ロ 二 本 鎖 か ら の ミ ス マ ッ チ 塩 基 の 除 去 の た め に ３ ’ － ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ を
含 む 。 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ギ ャ ッ プ を 埋 め る こ と が で き る
Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 。 T4 DNAリ ガ ー ゼ は 修 復 さ れ た 分 子 の ニ ッ ク を 塞 ぐ 。 Taq DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 更 に ５ ’ フ ラ ッ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
マ ト リ ッ ク ス の 実 験 は 、 GFPヘ テ ロ 二 本 鎖 基 質 内 の ミ ス マ ッ チ を 解 消 さ せ る 働 き を す る で
あ ろ う 反 応 条 件 を 同 定 す る た め に 実 施 さ れ た 。 １ つ の 実 験 に お い て 、 サ イ ク ル ３ ／ 野 生 型
GFPの ヘ テ ロ 二 本 鎖 は 、 ８ つ の 異 な る 濃 度 の CEL I第 五 画 分 （ 上 述 ） の 連 続 希 釈 液 と 一 緒 に
、 マ ト リ ッ ク ス フ ォ ー マ ッ ト 内 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 各 反 応 液 は 、 １ ０ ０ ｎ ｇ の ヘ テ
ロ 二 本 鎖 基 質 及 び 1x NEBT4 DNAリ ガ ー ゼ 緩 衝 液 中 の ０ ． ２ μ ｌ の T4 DNAリ ガ ー ゼ (Gibco B
RL)及 び 各 ２ ５ ０ μ Ｍ の dNTPを 、 １ ０ μ ｌ の 反 応 液 量 中 に 含 ん だ 。 合 計 し て 、 マ ト リ ッ ク
ス は ９ ６ 個 の 別 々 の 反 応 液 を 含 ん だ 。 一 式 の 反 応 液 が 、 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ
れ 、 一 方 、 他 方 の 一 式 が ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 Ｐ Ｃ Ｒ が 、 各 反 応 か ら GFP遺 伝 子 を 増 幅 さ せ る た め に 使 用 さ れ た
。 各 Ｐ Ｃ Ｒ 由 来 の ア リ コ ー ト が 、 続 い て HindIII及 び HpaIで 消 化 さ れ 、 そ し て 臭 化 エ チ ジ
ウ ム を 含 む ３ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 に か け ら れ た 。 サ イ ク ル ３ の GFPの み が HindI
II部 位 を 有 し て お り 、 野 生 型 の み が HpaI部 位 を コ ー ド し て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
Ｄ Ｎ Ａ の ミ ス マ ッ チ 解 消 が HindIII又 は HpaIの ミ ス マ ッ チ 部 位 の い ず れ か で 起 こ っ た 場 合
、 あ る 割 合 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 、 両 方 の 部 位 を 含 み 、 新 規 バ ン ド を 生 成 す る こ と が 予 想 さ れ る
。 当 該 バ ン ド は 、 CEL I、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ の い ず れ も 含 ま な い
ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 試 料 を 含 む 全 て の 試 料 中 で 観 察 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 基 底 レ ベ ル
の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 組 み 替 え が 、 GRAMMR反 応 以 外 の 実 験 、 恐 ら く は Ｐ Ｃ Ｒ 段 階 の あ る 時
点 で 起 こ っ た よ う で あ る こ と を 示 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ が 媒 介 す る 組 み 換 え は 、 増 幅 の 間 に 、 既 知
の 配 列 間 に お い て あ る 頻 度 で 起 こ る こ と が 知 ら れ て い る [Paabo, et al.,DNA damage prom
otes jumping between strands during enzymatic amplification. J Biol Chem 265 (90
) 4718-4721参 照 ]。
【 ０ １ ２ ５ 】
別 の 実 験 に お い て 、 ２ ０ ０ ｎ ｇ の サ イ ク ル ３ ／ 野 生 型 GFPの ヘ テ ロ 二 本 鎖 が 、 種 々 の 濃 度
の CEL I及 び T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 、 ２ ． ５ ユ ニ ッ ト の Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 一 緒 に 用 い
、 T4 DNAリ ガ ー ゼ （ ０ ． ２ ユ ニ ッ ト ； Gibco BRL） の 存 在 下 又 は 不 在 下 で 処 理 さ れ た 。 各
反 応 液 は 、 ０ ． ０ ５ ｍ Ｍ の 各 dNTPを 含 む 1X NEB T4 DNA リ ガ ー ゼ  緩 衝 液 を ２ ０ μ ｌ の 最
終 量 中 に 含 ん だ 。 反 応 液 は 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 そ し て １ ０ μ ｌ が 、
臭 化 エ チ ジ ウ ム の 存 在 下 、 ２ ％ Ｔ Ｂ Ｅ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 流 さ れ た 。 結 果 は 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ
ー ゼ の 存 在 下 で 、 し か し T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 不 在 下 で 、 CEL Iの 量 を 増 や す こ と が 、 ヘ
テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の よ り 大 き な 分 解 を も た ら し 、 し か し 、 こ の 効 果 が 、 反 応 液 中 の T4 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ の 量 を 増 大 さ せ る こ と に よ っ て 中 和 さ れ う る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は
、 完 全 な 反 応 の 種 々 の 構 成 成 分 が 一 緒 に 、 Ｄ Ｎ Ａ の ミ ス マ ッ チ の 解 消 を 介 し て 完 全 長 遺 伝
子 の 完 全 性 を 保 存 す る 働 き を し う る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
別 の マ ト リ ッ ク ス 実 験 は 、 こ れ ら の 結 果 を 更 に 詳 し く 調 べ 、 そ し て こ の 合 成 系 の Ｄ Ｎ Ａ ミ
ス マ ッ チ 解 消 の た め の 更 な る 条 件 を 同 定 す る た め に 実 施 さ れ た 。 ６ ０ ｎ ｇ の サ イ ク ル ３ ／
野 生 型 GFPの ヘ テ ロ 二 本 鎖 が 、 ２ ． ５ ユ ニ ッ ト の Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び ０ ． ２ ユ ニ ッ ト
の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の 各 dNTPを 含 む 1x NEBT4 DNAリ ガ ー ゼ 緩 衝
液 中 で 、 １ ０ μ ｌ の 反 応 液 量 で 、 種 々 の 濃 度 の CEL I及 び T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で 処 理 さ れ
た 。 各 反 応 液 を ２ ０ ℃ 、 ３ ０ ℃ 、 ３ ７ ℃ 、 又 は ４ ５ ℃ の い ず れ か で 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
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ト し た 。 全 て の 反 応 液 が 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム の 存 在 下 で 、 １ ． ５ ％ Ｔ Ｂ Ｅ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に
流 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 GFPの ヘ テ ロ 二 本 鎖 が 、 CEL I調 製 物 の み に よ っ て 別 個 の フ ラ グ メ
ン ト に 開 裂 さ れ た こ と を 示 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 の 成 功 は 、 最 初 に 、 見 か け 上 の GF
P配 列 の 完 全 長 の 完 全 性 が 、 ミ ス マ ッ チ 解 消 系 の 他 の 構 成 成 分 に よ っ て 、 CEL Iの 存 在 下 で
維 持 さ れ た 程 度 に よ っ て 評 価 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 完 全 長 分 子 と し て 高 率 の Ｄ Ｎ
Ａ を 保 存 し た 酵 素 濃 度 及 び 温 度 の 条 件 が 同 定 さ れ た 。 す な わ ち 、 １ μ ｌ の CEL I画 分 の ５
つ の 調 製 物 （ 実 施 例 １ に 記 載 ） と 1μ ｌ （ １ ユ ニ ッ ト ） の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 、 当 該 実
験 で 一 定 に 保 た れ た 他 の 反 応 成 分 の 存 在 下 、 で あ る 。 反 応 温 度 が 増 大 す る に つ れ 、 CEl I
の 分 解 活 性 が そ れ に 応 じ て 増 大 し た こ と が 明 ら か と な っ た 。 更 に 、 修 復 反 応 の 他 の 成 分 が
２ ０ ℃ 、 ３ ０ ℃ 、 及 び ３ ７ ℃ で 完 全 長 Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 性 を 保 存 す る た め に 働 く が 、 ４ ５ ℃ で
完 全 長 の Ｄ Ｎ Ａ を 保 存 す る に は 全 く 有 効 で は な か っ た こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、
我 々 は 、 こ れ ら の 実 験 条 件 下 、 ４ ５ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が GRAMMRの 過 程 に と っ て 最
適 で な く 、 そ し て ２ ０ ℃ 、 ３ ０ ℃ 、 及 び ３ ７ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 許 容 さ れ る と 結
論 づ け た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
代 わ り の 酵 素 を Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 反 応 に 使 用 し た 別 の 実 験 が 実 施 さ れ た 。 T4 DNAリ ガ
ー ゼ の 代 わ り に 、 Taq DNAリ ガ ー ゼ が 使 用 さ れ た 。 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Stratagene)が 、
３ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ ／ ポ リ メ ラ ー ゼ と し て T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ん だ 一 組 の 反 応 と
の 対 応 す る 比 較 に お い て 利 用 さ れ た 。 反 応 は 、 ８ ユ ニ ッ ト の Taq DNAリ ガ ー ゼ (NEB)、 ２ ．
５ ユ ニ ッ ト の Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の 各 dNTP、 CEL Iの 様 々 な 希 釈 液 及 び T4 D
NAポ リ メ ラ ー ゼ 又 は Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ の い ず れ か を 含 む Taq DNAリ ガ ー ゼ 緩 衝 液 中 で 実
施 さ れ た 。 反 応 は 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム の 存 在 下 、 １ ． ５ ％ Ｔ Ｂ Ｅ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 流 さ れ た
。 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び Taq DNAリ ガ ー ゼ の 存 在 下 で 、 CEL I
で 処 理 し た 基 質 Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 長 の 完 全 性 が 、 CEL I単 独 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た Ｄ Ｎ Ａ と 比
較 し て 増 大 さ れ た こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の 結 果 は 、 機 能 的 に 等 し い 活 性 を 有 す る 酵 素
が 、 GRAMMR反 応 内 で 首 尾 よ く 置 き 換 え ら れ う る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 ３
Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 の 後 の GFPヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ へ の 制 限 部 位 の 復 元 （ GRAMMR)
こ の 実 験 は 、 制 限 部 位 の 復 元 を 証 明 す る こ と に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝
子 再 編 成 （ GRAMMR)の 実 現 可 能 性 を 教 示 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
上 文 で 明 ら か と な っ た 最 適 の 条 件 （ １ ｘ の 反 応 液 は 、 ２ ． ５ ユ ニ ッ ト の Taq DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 及 び ０ ． ２ ユ ニ ッ ト の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の 各 dNTPを 含 む 1x
 NEBT4 DNAリ ガ ー ゼ 緩 衝 液 中 で 、 １ ０ μ ｌ の 反 応 液 量 で 、 ６ ０ μ ｇ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ
、 １ μ ｌ の CEL Iの 第 五 画 分 （ 実 施 例 １ に 記 載 ） 、 １ ユ ニ ッ ト の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含
ん だ ） ２ ０ 倍 に ス ケ ー ル ア ッ プ し た GRAMMR反 応 の 完 全 長 産 物 が 、 ゲ ル で 単 離 さ れ 、 そ し て
認 識 部 位 が GFPの ヘ テ ロ 二 本 鎖 の ミ ス マ ッ チ を 覆 い 、 そ れ に よ っ て 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 内 の そ れ ら
の 部 位 を 制 限 酵 素 耐 性 に す る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 制 限 解 析 に か け ら れ た 。 使 用 し た
酵 素 は 、 BamHI, HindIII, HpaI, 及 び XhoIで あ っ た 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 未 処 理 の
GFPの ヘ テ ロ 二 本 鎖 か ら 構 成 さ れ た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 、 そ れ ぞ れ 、 サ イ ク ル ３
又 は 野 生 型 GFP配 列 か ら 構 成 さ れ た 。 全 て の コ ン ト ロ ー ル は 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 反 応
産 物 と 同 一 の 酵 素 で 消 化 さ れ た 。 全 て の 試 料 が 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム の 存 在 下 、 ２ ％ Ｔ Ｂ Ｅ ア
ガ ロ ー ス ゲ ル に 流 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
ミ ス マ ッ チ 解 消 カ ク テ ル に よ る 処 理 後 、 あ る 比 率 の Ｄ Ｎ Ａ が 、 BamI及 び XhoI制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ に 対 す る 感 受 性 を 獲 得 し 、 こ れ は 、 Ｄ Ｎ Ａ の ミ ス マ ッ チ の 解 消 が 起 こ っ た こ と
を 示 し て い る 。 HpaIで 切 断 さ れ た 試 料 は 、 低 レ ベ ル の 開 裂 が ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル で 起
こ っ た の で 解 明 す る こ と は で き な か っ た 。 HindIII, BamI及 び XhoI部 位 は 、 GRAMMRで 処 理
し た 試 料 中 で 、 異 な る 程 度 の 開 裂 を 示 し た 。 XhoI部 位 の 復 元 は 、 BamHI部 位 よ り も 広 範 囲
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に 及 ん で お り 、 続 い て 、 こ れ ら は HindIII部 位 の 復 元 よ り も 広 範 囲 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
開 裂 が 起 こ る 範 囲 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の ミ ス マ ッ チ が そ の 部 位 で 解 消 し て い る 範 囲 を 示 す も の で あ
る 。 ミ ス マ ッ チ の 解 消 効 率 の 差 異 は 、 そ れ ら の 部 位 に 存 在 す る ミ ス マ ッ チ の 性 質 及 び 密 度
に 関 係 し て い る よ う で あ る 。 例 え ば 、 XhoI部 位 は ３ つ の ミ ス マ ッ チ の 集 合 に か か っ て お り
、 一 方 、 BamHI部 位 は ２ つ の ミ ス マ ッ チ に か か っ て お り 、 そ し て HindIII部 位 は １ つ の ミ ス
マ ッ チ に か か っ て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 ４
GRAMMRに よ っ て 再 編 成 さ れ た GFP遺 伝 子
こ の 実 施 例 は 、 GRAMMRが ヘ テ ロ 二 本 鎖 内 の ２ つ の 遺 伝 子 配 列 間 の 配 列 の ば ら つ き を 再 編 成
す る こ と が で き 、 そ し て 直 接 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 又 は ク ロ ー ニ ン グ 前 に Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ
れ た GRAMMR産 物 中 に 有 意 な 差 異 が な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 ３ の GRAMMR処 理 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 続 い て 、 PCR-Blunt II-TOPO(Invitrogen)内 へ
の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 直 接 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る か 、 又 は PCRに よ っ て 増 幅 さ れ 、
そ し て 取 扱 説 明 書 に 従 い PCR-Blunt II-TOPO内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ 、 そ の 後 E.コ リ を 形
質 転 換 さ せ た 。 個 々 の ク ロ ー ン を 突 き 、 そ し て 液 体 培 地 中 で 生 育 し た 後 、 Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し
、 そ し て GFPの イ ン サ ー ト 配 列 を 決 定 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 未 処 理 の GFP
ヘ テ ロ 二 本 鎖 基 質 が 、 直 接 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る か 、 又 は プ ラ ス ミ ド 内 に ク ロ ー ニ ン グ
さ れ る 前 に Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
GRAMMRに お い て 、 配 列 情 報 の 再 編 成 は 、 一 方 の 鎖 か ら 他 方 の 鎖 へ の 情 報 伝 達 の 過 程 か ら 生
じ る 。 こ れ ら の 情 報 伝 達 部 位 は 、 組 み 換 え に 基 づ い た Ｄ Ｎ Ａ シ ャ ッ フ リ ン グ で 起 こ る 交 叉
の 事 象 に 類 似 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 再 編 成 実 験 の 結 果 と 関 連 さ せ る た め に 、
GRAMMRの ア ウ ト プ ッ ト 配 列 は 、 交 叉 の 観 点 で 説 明 さ れ る 。 GRAMMR処 理 し た GFP遺 伝 子 か ら
誘 導 さ れ た ２ ０ 個 の 完 全 長 GFPク ロ ー ン の 配 列 が 解 析 さ れ た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の う ち の
４ 個 は 、 GRAMMR処 理 後 に 直 接 的 に pZeroBlunt[ref]内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｎ Ａ （ Ｐ Ｃ
Ｒ 無 し ） か ら 誘 導 さ れ た 。 残 り の １ ６ 個 の ク ロ ー ン は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 後 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。
こ れ ら の 完 全 長 GFP配 列 の 解 析 は 、 ２ ０ 個 の 配 列 全 て が 配 列 の 再 編 成 を 経 験 し て 、 １ 遺 伝
子 あ た り １ ～ １ ０ 個 の 交 叉 を 有 す る こ と を 明 ら か に し た 。 計 ９ ９ 個 の 交 叉 が こ の 遺 伝 子 の
組 み 合 わ せ に お い て 見 つ け ら れ 、 １ 遺 伝 子 あ た り 平 均 約 ５ 個 の 交 叉 を 示 し た 。 最 初 と 最 後
の ミ ス マ ッ チ 間 の 約 ５ ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 距 離 で 、 １ ２ ０ 塩 基 対 あ た り お よ そ １ 個 の 交 叉
の 全 体 的 な 頻 度 が 算 出 さ れ た 。 こ の ２ ０ 個 の ク ロ ー ン の 集 合 に お い て 、 合 計 ７ 個 の 点 突 然
変 異 が Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 間 に 位 置 す る 配 列 内 で 発 生 し 、 お よ そ ０ ． ０ ５ ％ の 突 然 変 異 の 頻
度 を も た ら し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
GRAMMR処 理 に か け ら れ な か っ た ３ ５ 個 の ク ロ ー ン の 配 列 決 定 を し た 。 こ れ ら の コ ン ト ロ ー
ル の う ち 、 １ ４ 個 が 直 接 的 な ク ロ ー ニ ン グ か ら 誘 導 さ れ 、 そ し て ２ １ 個 の ク ロ ー ン が 、 鋳
型 と し て GFPヘ テ ロ 二 本 鎖 を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 後 に 得 ら れ た 。 こ れ ら の ３ ５ 個 の GRAMMR処
理 さ れ な か っ た コ ン ト ロ ー ル の ク ロ ー ン の う ち 、 ８ 個 が 組 み 換 え 体 で あ り 、 交 叉 は １ ～ ３
個 に お よ ん で お り 、 最 大 で １ 個 の 交 叉 が 起 き て い る 。 合 計 ２ ５ 個 の 点 突 然 変 異 が Ｐ Ｃ Ｒ プ
ラ イ マ ー 間 に 位 置 し て い る 配 列 内 で 起 こ っ て お り 、 お よ そ ０ ． １ ％ の 突 然 変 異 の 頻 度 を も
た ら し て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
有 意 な 差 異 は 、 直 接 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た か 、 又 は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た GRAMMR処 理 産 物 間
で 観 察 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 と り わ け GRAMMR処 理 さ れ な か っ た コ ン ト ロ ー ル に お
い て 、 組 み 換 え 体 の 頻 度 は 、 直 接 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｎ Ａ よ り も Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た
Ｄ Ｎ Ａ に お い て よ り 高 か っ た 。 こ の よ り 高 い 頻 度 は 、 一 定 レ ベ ル の 組 み 換 え 体 が 「 ジ ャ ン
ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ 」 ." [Paabo, et al., DNA damage promotes jumping between templates d
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uring enzymatic amplification. J Biol Chem 265 (90) 4718-4721]に よ っ て 生 じ て い る
こ と が 明 ら か と な っ て い る 他 の も の に よ っ て 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 ５
GFPプ ラ ス ミ ド の 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る プ ラ ス ミ ド 対 プ ラ ス ミ ド (plasmid-on-pla
smid)の 遺 伝 子 再 編 成 (POP GRAMMR)の た め の ヘ テ ロ 二 本 鎖 基 質 の 調 製
こ の 実 験 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 の た め の ヘ テ ロ 二 本 鎖 基 質 が 無 傷
の 環 状 プ ラ ス ミ ド の 形 態 で あ っ て も よ い こ と を 教 示 す る 。 サ イ ク ル ３ -GFP及 び 野 生 型 GFP
の ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 が 、 プ ラ ス ミ ド 対 プ ラ ス ミ ド (POP)の 形 式 で 調 製 さ れ た 。 こ の 形 式 に
お い て 、 GFP配 列 は 、 環 状 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 主 鎖 の 観 点 で 再 編 成 さ れ た 。 こ の こ
と は 、 GRAMMR反 応 の ア リ コ ー ト を 用 い る E,コ リ の 直 接 的 な 形 質 転 換 に よ る 再 編 成 産 物 の 回
収 を 可 能 に し た 。 そ の 結 果 、 GRAMMR処 理 し た Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 も 他 の 追 加 的 な 操 作 も 、
再 編 成 さ れ た ク ロ ー ン を 得 る た め に 必 要 で は な か っ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
野 生 型 GFP（ 配 列 番 号 １ ） 及 び サ イ ク ル ３ GFP（ 配 列 番 号 ２ ） を 含 む 、 POP-GRAMMR反 応 の た
め の ミ ス マ ッ チ Ｄ Ｎ Ａ 基 質 が 生 成 さ れ 、 ２ つ の pBluescriptを 基 に し た プ ラ ス ミ ド 、 pBSWT
GFP（ 配 列 番 号 ３ ） 及 び pBSC3GFP（ 配 列 番 号 ４ ） が そ れ ぞ れ 生 じ た 。 GFPは 、 pBluescript
ポ リ リ ン カ ー の KpnIと RcoRI部 位 と の 間 に 挿 入 さ れ ０ 、 そ の 結 果 、 ２ つ の プ ラ ス ミ ド 間 の
わ ず か な 配 列 の 差 異 が 、 野 生 型 と サ イ ク ル ３ の GFPと が 互 い に 異 な る 部 位 で 発 生 し た 。 両
プ ラ ス ミ ド は 、 SapIで プ ラ ス ミ ド の 主 鎖 を 消 化 し 、 Ｄ Ｎ Ａ ス ピ ン カ ラ ム を 用 い て 精 製 し 、
混 合 し 、 １ ｘ Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 (Barnes, 1994;PNAS, 91, 2216-2220)で 整 え 、 沸 騰 し て い る 水
槽 で ３ 分 間 加 熱 し 、 そ し て 変 性 し た Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を ア ニ ー リ ン グ さ せ る た め に 室 温 ま で ゆ っ く
り と 冷 却 し た 。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ の 変 性 及 び ア ニ ー リ ン グ は 、 二 本 鎖 の 混 合 、 親 の 二 本 鎖 の
再 形 成 、 及 び ２ つ の イ ン プ ッ ト プ ラ ス ミ ド の そ れ ぞ れ に 由 来 す る 鎖 の ア ニ ー リ ン グ か ら の
ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 形 成 を も た ら し た 。 親 の 二 本 鎖 は 、 GRAMMRに と っ て 不 所 望 な も の と み な さ
れ 、 そ し て 一 方 又 は 他 方 の 親 の 二 本 鎖 を 切 断 す る が 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 を 切 断 し な い 制 限
酵 素 に よ る 消 化 に よ っ て 除 去 さ れ た 。 PmlI及 び XhoIが こ の 作 業 の た め に 選 択 さ れ た の は 、
PmlIが 野 生 型 の GFP配 列 の み を 切 断 し 、 XhoIが サ イ ク ル ３ GFPの み を 切 断 す る た め で あ る 。
こ れ ら の 酵 素 に よ る 処 置 の 後 、 生 成 物 が ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 さ れ た 。 完 全 長 の 切 断 さ
れ て い な い ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 が 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お い て PmlI及 び XhoIで 切 断 さ れ た ホ モ
二 本 鎖 か ら 分 離 さ れ 、 そ し て 当 該 バ ン ド の 切 り 出 し 及 び Ｄ Ｎ Ａ ス ピ ン カ ラ ム に よ る 精 製 に
よ っ て 精 製 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
生 じ た ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 群 は 、 直 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 環 状 に 変 換 す る た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 用
い て 処 理 さ れ た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル の シ フ ト 解 析 に よ る 確 認 の 後 、 環 状 の 二 本 鎖 GFPヘ テ ロ
二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド が 、 GRAMMR反 応 の 基 質 と し て 使 用 さ れ た 。 生 じ た ク ロ ー ン の 例 に は 、 配
列 番 号 ５ ， 配 列 番 号 ６ ， 配 列 番 号 ７ ， 及 び 配 列 番 号 ８ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
実 施 例 ６
Ｄ Ｎ Ａ の ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 の た め の 例 示 的 な 反 応 の 要 因
CEL Iと T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 濃 度 の 比 較
GRAMMR反 応 は 、 多 く の 酵 素 活 性 の 相 互 作 用 を 包 含 す る 。 GRAMMR反 応 に 関 連 す る 複 数 の 要 因
が 試 験 さ れ 、 例 え ば CEL Iの 濃 度 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 濃 度 、 反 応 温 度 、 T7 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ に よ る T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 置 換 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 、 及 び CEL I酵 素 の
起 源 、 で あ る 。 ３ つ の 異 な る CEL Iの 濃 度 対 ２ つ の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 濃 度 の 行 列 は 、 i
n vitroで の Ｄ Ｎ Ａ の ミ ス マ ッ チ 解 消 反 応 の 限 界 を 試 験 す る た め に 設 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
上 述 の よ う に 調 製 さ れ た ２ １ ナ ノ グ ラ ム (21ng)の 環 状 二 本 鎖 ヘ テ ロ 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド は 、
1xNEBリ ガ ー ゼ 緩 衝 液 、 0.5mMの 各 dNTP、 1.0ユ ニ ッ ト の Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 0.2ユ ニ ッ
ト の T4 DNAリ ガ ー ゼ (Gibco/BRL)、 1.0ユ ニ ッ ト 又 は 0.2ユ ニ ッ ト の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、
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及 び 0.3, 0.1, 又 は 0.03μ lの CEL I調 製 物 （ 実 施 例 １ に 記 載 の 第 五 画 分 ） を 含 む 一 連 の 10
μ lの 反 応 液 中 の 基 質 と し て 使 用 し た 。 ２ つ の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 濃 度 と ３ つ の CEL I濃
度 の 、 合 計 ６ つ の 組 み 合 わ せ を 表 す ６ つ の 反 応 液 を 調 製 し 、 5μ lご と に 等 し く 分 け 、 そ し
て ２ ０ ℃ 又 は ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CEL Iを 含 ま ず 、 そ し て 0.2ユ ニ ッ ト の T4 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ と 他 の 反 応 成 分 を 含 む コ ン ト ロ ー ル 反 応 液 を 調 製 し 、 そ し て ３ ７ ℃ で イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 ３ ０ 分 後 、 各 反 応 液 の 1μ lの ア リ コ ー ト で 、 コ ン ピ テ ン ト な DH5-ア ル フ ァ
E.コ リ を 形 質 転 換 さ せ 、 こ れ を LB ampプ レ ー ト 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ロ ニ ー を つ つ
き 、 そ し て 培 養 し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 そ し て 制 限 断 片 長 多 型 (RFLP)に よ っ て
、 続 い て GFPの 遺 伝 子 配 列 の 配 列 解 析 に よ っ て 試 験 さ れ た 。 RFLP解 析 は 、 野 生 型 と サ イ ク
ル ３ の GFP遺 伝 子 間 に あ る 複 数 の 制 限 酵 素 認 識 部 位 の 差 異 を 基 に し た 。 RFLPの 結 果 は 、 CEL
 I/T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ／ 温 度 の 行 列 を 通 じ て 、 制 限 部 位 の 再 編 成 、 す な わ ち GRAMMRが 起
こ り 、 そ し て そ の よ う な 再 編 成 が ゼ ロ の CEL Iコ ン ト ロ ー ル ク ロ ー ン に お い て 起 こ ら な か
っ た こ と を 示 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 解 析 は 、 再 編 成 が CEL I含 有 試 料 全 て で 起 こ っ た こ と を
確 認 し た 。 配 列 決 定 は ま た 、 ゼ ロ の CEL Iコ ン ト ロ ー ル が 、 恐 ら く は E.コ リ 又 は ラ ン ダ ム
突 然 変 異 に 起 因 す る 、 一 方 の 遺 伝 子 配 列 か ら 他 方 の も の へ と 一 塩 基 の 変 化 を 有 し て い た 、
１ ６ 個 の ク ロ ー ン の う ち の １ 個 の ク ロ ー ン を 除 き 、 再 編 成 さ れ て い な か っ た こ と も 確 認 し
た 。 複 数 の 例 示 的 な GRAMMR再 編 成 GFPク ロ ー ン の 配 列 を 示 す ； こ れ ら は 全 て 、 ３ ７ ℃ で イ
ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 、 0.3μ ｌ の CEL I調 製 物 及 び 1.0ユ ニ ッ ト の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含
む 反 応 液 に 由 来 す る 。 親 の 野 生 型 及 び サ イ ク ル ３ の GFP遺 伝 子 を 参 考 の た め に 最 初 に 示 す
。
【 ０ １ ４ ２ 】
実 施 例 ７
Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ は Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 に 必 要 と さ れ な い
こ の 実 験 は 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 、 仮 に あ っ た と し て も 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ
る 遺 伝 子 再 編 成 (GRAMMR)の 働 き に 劇 的 に は 寄 与 せ ず 、 又 は そ れ を 妨 害 し な い こ と を 教 示 す
る 。 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ５ ’ フ ラ ッ パ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 そ
し て GRAMMRを 受 け る ヘ テ ロ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 中 の 不 所 望 な ５ ’ フ ラ ッ プ の 起 こ り う る 形 成 及 び
持 続 に 対 す る 保 護 手 段 と し て こ れ ま で の 例 に 含 め ら れ て き た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
GRAMMR反 応 は 、 実 施 例 ６ の よ う に 設 定 さ れ 、 こ こ で 、 ２ １ ナ ノ グ ラ ム の 環 状 二 本 鎖 ヘ テ ロ
二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド 基 質 は 、 10μ lの 反 応 液 中 に 、 1xNEBリ ガ ー ゼ 緩 衝 液 、 0.5mMの 各 dNTP、 0
.2ユ ニ ッ ト の T4 DNAリ ガ ー ゼ 、 1.0ユ ニ ッ ト の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び 1.0μ lの CEL I調
製 物 （ 実 施 例 １ に 記 載 の 第 五 画 分 ） 、 及 び 2.5ユ ニ ッ ト 、 0.5ユ ニ ッ ト 、 又 は 0ユ ニ ッ ト の T
aq DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 。 ３ ０ 分 後 、 各 反 応 液 の 1μ lの ア リ コ ー ト で 、 コ ン ピ テ ン ト な
DH5-ア ル フ ァ E.コ リ を 形 質 転 換 さ せ 、 こ れ を LB ampプ レ ー ト 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 コ
ロ ニ ー を つ つ き 、 そ し て 培 養 し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 そ し て 制 限 断 片 長 多 型 (R
FLP)に よ っ て 、 続 い て GFPの 遺 伝 子 配 列 の 配 列 解 析 に よ っ て 試 験 さ れ た 。 RFLP解 析 は 、 野
生 型 と サ イ ク ル ３ の GFP遺 伝 子 間 に あ る 複 数 の 制 限 酵 素 認 識 部 位 の 差 異 を 基 に し た 。 RFLP
の 結 果 は 、 CEL I/T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ／ 温 度 の 行 列 を 通 じ て 、 制 限 部 位 の 再 編 成 、 す な わ
ち GRAMMRが GRAMMR反 応 に お け る Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で も 不 在 下 で も 起 こ っ た こ
と を 示 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 解 析 は こ れ ら の 結 果 を 確 認 し た 。 従 っ て 、 当 該 デ ー タ は 、 Taq 
DNAポ リ メ ラ ー ゼ が GRAMMRに 不 必 要 で あ っ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
実 施 例 ８
Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 の た め の 別 の 校 正 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
こ の 実 験 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 が T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 使 用 に 限
定 さ れ ず 、 且 つ 別 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が そ の 代 わ り と な り う る こ と を 教 示 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
反 応 は 、 実 施 例 ６ の よ う に 設 定 さ れ 、 こ こ で 、 ２ １ ナ ノ グ ラ ム の 環 状 二 本 鎖 ヘ テ ロ 二 本 鎖
プ ラ ス ミ ド 基 質 は 、 10μ lの 反 応 液 中 に 、 1xNEBリ ガ ー ゼ 緩 衝 液 、 0.5mMの 各 dNTP、 0.2ユ ニ
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ッ ト の T4 DNAリ ガ ー ゼ (Gibco/BRL)、 10ユ ニ ッ ト 又 は 2ユ ニ ッ ト の T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及
び 1.0μ lの CEL I調 製 物 （ 実 施 例 １ に 記 載 の 第 五 画 分 ） 、 及 び 2.5ユ ニ ッ ト の Taq DNAポ リ
メ ラ ー ゼ を 含 む 。 ３ ０ 分 後 、 各 反 応 液 の 1μ lの ア リ コ ー ト で 、 コ ン ピ テ ン ト な DH5-ア ル フ
ァ E.コ リ を 形 質 転 換 さ せ 、 こ れ を LB ampプ レ ー ト 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ロ ニ ー を つ
つ き 、 そ し て 培 養 し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が 抽 出 さ れ 、 そ し て RFLPに よ っ て 、 続 い て GFP
の 遺 伝 子 配 列 の 配 列 解 析 に よ っ て 試 験 さ れ た 。 RFLPの 結 果 は 、 制 限 部 位 の 再 編 成 、 す な わ
ち GRAMMRが T7 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 各 反 応 液 中 で 起 こ っ た こ と を 示 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 の 解 析 は こ れ ら の 結 果 を 確 認 し た 。 従 っ て 、 当 該 デ ー タ は 、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が GRAM
MRの T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 代 わ り と な り う る こ と を 示 し て い る 。 更 に 、 個 々 の 成 分 及 び 機
能 が 、 同 様 の 結 果 を 得 つ つ 、 GRAMMRに お い て 広 範 に 代 替 さ れ る こ と が あ る こ と を 示 し て い
る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例 ９
GRAMMR反 応 に お け る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た CEL Iの 使 用
本 実 施 例 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 供 給 源 に 由 来 す る CEL Iが 、 セ ロ リ か ら 精 製 さ れ た 天 然
の CEL I酵 素 の 代 わ り に 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 に お い て 、 結 果 が 顕
著 に 変 化 す る こ と な く 使 用 さ れ う る こ と を 教 示 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
CEL Iの cDNAは 、 セ ロ リ RNAか ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 当 該 遺 伝 子 は 、 TMVウ イ ル ス ベ ク タ
ー 内 に 挿 入 さ れ 、 そ し て 発 現 さ れ た 。 コ ン ス ト ラ ク ト の 転 写 物 は 、 Nicotiana benthamian
a植 物 に 感 染 さ せ る た め に 使 用 さ れ た 。 感 染 組 織 を 採 集 し 、 そ し て CEL I酵 素 を 精 製 し た 。
精 製 酵 素 を 用 い て 得 ら れ た GRAMMRの 結 果 は 、 セ ロ リ か ら 精 製 さ れ た CEL Iを 用 い た も の と
比 較 さ れ 、 そ し て 同 様 で あ っ た こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
反 応 は 、 10μ lの 反 応 液 中 に 、 1xNEBリ ガ ー ゼ 緩 衝 液 、 0.5mMの 各 dNTP、 0.2ユ ニ ッ ト の T4 D
NAリ ガ ー ゼ (Gibco/BRL)、 1ユ ニ ッ ト の T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び セ ロ リ か ら 調 製 さ れ た 1.
0μ lの CEL I（ 実 施 例 １ に 記 載 の 第 五 画 分 ） 、 又 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 供 給 源 か ら 精 製 さ
れ た 0.3μ lの CEL Iを 含 む 、 ２ １ ナ ノ グ ラ ム の 環 状 二 本 鎖 ヘ テ ロ 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド 基 質 を
用 い て 設 定 さ れ た 。 ３ ０ 分 後 、 各 反 応 液 の 1μ lの ア リ コ ー ト で 、 コ ン ピ テ ン ト な DH5-ア ル
フ ァ E.コ リ を 形 質 転 換 さ せ 、 こ れ を LB ampプ レ ー ト 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ロ ニ ー を
つ つ き 、 そ し て 培 養 し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が 抽 出 さ れ 、 そ し て RFLPに よ っ て 、 続 い て GF
Pの 遺 伝 子 配 列 の 配 列 解 析 に よ っ て 試 験 さ れ た 。 RFLPの 結 果 は 、 制 限 部 位 の 再 編 成 、 す な
わ ち GRAMMRが セ ロ リ 由 来 の CEL I、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た CEL I含 有 反 応 液 の 両 方 で 起 こ っ た
こ と を 示 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 解 析 は こ れ ら の 結 果 を 確 認 し た 。 従 っ て 、 当 該 デ ー タ は 、 ク
ロ ー ニ ン グ さ れ る 供 給 源 由 来 の CEL Iが セ ロ リ 由 来 の CEL Iの 代 わ り に GRAMMRに 使 用 さ れ う
る こ と を 示 し て い る 。 更 に 、 当 該 デ ー タ は 、 CEL I活 性 が 、 セ ロ リ か ら CEL Iを 抽 出 す る の
に 使 用 さ れ る 精 製 段 階 か ら 生 じ る 偶 然 の 作 用 で は な く 、 GRAMMR法 の 一 部 で あ る こ と を 示 す
。
【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 １ ０
ウ イ ル ス ベ ク タ ー に お け る ト バ モ ウ イ ル ス の 30K遺 伝 子 の 分 子 育 種
こ れ ま で の 実 施 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 は 、 高 度 に 相 同 性
が あ る 配 列 （ 例 え ば 、 wtGFPと サ イ ク ル ３ GFPは ９ ６ ％ 同 一 で あ る ） を 再 編 成 す る の に 有 用
で あ る と 教 示 し て き た 。 本 実 施 例 は 、 GRAMMRが 、 更 に 多 様 性 の あ る 核 酸 配 列 、 例 え ば ト バ
モ ウ イ ル ス 移 動 (movement)タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 再 編 成 す る た め に 使 用
さ れ う る こ と を 教 示 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
約 ７ ５ ％ 同 一 で あ る ２ つ の ト バ モ ウ イ ル ス 移 動 タ ン パ ク 質 (MP)遺 伝 子 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 が 生
成 さ れ た 。 ヘ テ ロ 二 本 鎖 基 質 は 、 非 対 称 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 合 成 さ れ た 逆 鎖 の 部 分 的 に 相 補 的
な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ （ 一 方 の 鎖 は 、 タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス U1型 種 (TMV-U1)（ 配 列 番 号 ９ ） を
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コ ー ド し 、 そ し て 他 方 の 鎖 は タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス (ToMV)由 来 の 移 動 タ ン パ ク 質 遺 伝 子
（ 配 列 番 号 １ ０ ） を コ ー ド す る ） を ア ニ ー リ ン グ す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ た 。 ２ つ の 部
分 的 に 相 補 的 な 移 動 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 配 列 は 、 そ れ ら の 末 端 に あ る Ｄ Ｎ Ａ の ア ニ ー リ ン グ
を 促 進 し 、 且 つ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 及 び ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め に 、 絶 対 的 に 相 補 的 な ３ ３
個 の ヌ ク レ オ チ ド を 隣 接 さ せ た 。 ア ニ ー リ ン グ 反 応 は 、 2.5μ gの 各 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 、 333 
mM NaCl, 33 mM MgC1 2 , 3.3 mM ジ チ オ ト レ イ ト ー ル , 166mM Tris-HCl, pH 7を 含 む 150μ
lの 反 応 液 中 で 混 合 し 、 そ し て ９ ５ ℃ で １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 室 温 ま で ゆ っ く
り と 冷 却 す る こ と に よ っ て 起 こ っ た 。 GRAMMRは 、 5μ lの ヘ テ ロ 二 本 鎖 基 質 を 、 1xNEBリ ガ
ー ゼ 緩 衝 液 、 0.5mMの 各 dNTP、 0.4ユ ニ ッ ト の T4 DNAリ ガ ー ゼ (Gico/BRL)、 2.0ユ ニ ッ ト の T
4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び CEL Iを 含 む 20μ lの 反 応 液 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ
て 実 施 さ れ た 。 CEL Iは 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 調 製 物 に 由 来 し て お り 、 そ し て 使 用 し た 量
は 、 2μ lの 調 製 物 か ら 、 ５ 連 続 の ３ 倍 希 釈 し た も の に ま で 及 ん だ 。 CEL Iを 含 ま な い 第 ７
の 調 製 物 が 調 製 さ れ 、 コ ン ト ロ ー ル の 役 割 を 果 た し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
室 温 で １ 時 間 後 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 Strataprepス ピ ン Ｄ Ｎ Ａ 精 製 カ ラ ム (Stratagene, LaJolla, 
CA)を 用 い て 反 応 液 か ら 精 製 さ れ 、 そ し て 、 ２ つ の 配 列 の 隣 接 し て い る プ ラ イ マ ー 結 合 部
位 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の た め の 鋳 型 と し て
使 用 さ れ た 。 各 反 応 に 由 来 す る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 Strataprepカ ラ ム を 用 い て 精 製 さ れ 、 AvrI
I及 び PacIで 消 化 さ れ 、 そ し て 同 様 に 切 断 さ れ た pGENEWARE-MP-Avr-Pacの 移 動 タ ン パ ク 質
ス ロ ッ ト 内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 他 の 移 動 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 に よ
る 置 換 を 可 能 に す る た め に 、 AvrII及 び PacIを 隣 接 し て い る 移 動 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 で 修 飾
さ れ た 完 全 長 の ト バ モ ウ イ ル ス -GFPク ロ ー ン を 含 ん で い た 。 DH5-ア ル フ ァ E.コ リ の 形 質 転
換 及 び プ レ ー テ ィ ン グ の 後 、 コ ロ ニ ー を つ つ き 、 培 養 物 を 生 育 し 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し
た 。 移 動 タ ン パ ク 質 の イ ン サ ー ト は 、 両 方 向 か ら の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に か け ら れ 、 そ し て 当
該 配 列 デ ー タ は 、 GRAMMR処 理 し た 材 料 に 由 来 す る イ ン サ ー ト の 多 く が 、 TMV-U1と ToMV両 方
の 移 動 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 配 列 か ら 構 成 さ れ た 配 列 を 再 編 成 し た こ と を 確 認 し た 。 複 数 の
例 示 的 な GRAMMR MPク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 配 列 番 号 １ １ ， 配 列 番 号 １ ２ ， 配 列 番 号 １ ３
， 配 列 番 号 １ ４ ， 及 び 配 列 番 号 １ ５ と し て 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
実 施 例 １ １
向 上 し た ヒ 酸 塩 解 毒 細 菌 を 産 生 す る た め の GRAMMR再 編 成
ヒ 酸 塩 の 解 毒 は 、 硫 ヒ 鉄 鉱 を 含 む 金 鉱 の 採 掘 及 び 他 の 用 途 、 例 え ば 環 境 の 改 善 に と っ て 重
要 で あ る 。 ヒ 酸 塩 解 毒 オ ペ ロ ン を 含 む プ ラ ス ミ ド pGJ103(Ji and Silver, 1992) (Ji, G. 
and Silver, S., Regulation and expression of the arsenic resistance operon from 
Staphylococcus aureus plasmid pI258, J. Bacteriol. 174,3684-3694 (1992).引 用 に よ
っ て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )を 、 サ イ モ ン ・ シ ル バ ー 博 士 （ イ リ ノ イ 大 学 、 シ カ ゴ 、
イ リ ノ イ 州 ） か ら 入 手 す る 。 pUC19内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た pI258 arsオ ペ ロ ン を 含 む 、 E.
コ リ の TG1含 有 pGJ103は 、 LBア ン ピ シ リ ン ア ガ ー プ レ ー ト 上 で 4μ g/mlの MIC（ 最 小 阻 害 濃
度 ） を 有 す る 。 arsオ ペ ロ ン は 、 変 異 原 性 Ｐ Ｃ Ｒ (mutagenic PCR)に よ っ て 増 幅 さ れ [REF]
、 pUC19内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ し て E.コ リ  TG1を 形 質 転 換 さ せ た 。 形 質 転 換 細 胞 を 、
一 定 範 囲 の ヒ 酸 ナ ト リ ウ ム 濃 度 (2, 4, 8, 16mM)で プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 最 高 の ヒ 酸 塩 レ
ベ ル を 有 す る 当 該 プ レ ー ト 由 来 の コ ロ ニ ー を 選 択 す る 。 当 該 コ ロ ニ ー を 、 適 切 な ヒ 酸 塩 選
択 が で き る 混 合 培 地 中 で 生 育 す る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 培 養 液 か ら 単 離 す る 。 当 該 プ ラ ス
ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 pUC19プ ラ ス ミ ド 主 鎖 内 に 一 度 切 れ 目 を 入 れ る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に
よ る 消 化 に よ っ て 直 鎖 化 す る 。 直 鎖 化 さ れ た プ ラ ス ミ ド は 、 ９ ４ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 す る こ
と に よ っ て 変 性 さ れ る 。 反 応 は 、 一 本 鎖 の ア ニ ー リ ン グ を 促 進 す る た め に 冷 却 さ せ ら れ る
。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 的 に 相 補 的 な 鎖 は 、 ミ ス マ ッ チ の 部 位 に 塩 基 対 合 し て い な い ヌ
ク レ オ チ ド を 有 す る 。 CEL I（ 実 施 例 ９ の 方 法 に よ っ て 精 製 ） に よ る 処 理 は 、 各 ミ ス マ ッ
チ の 一 方 又 は 他 方 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ’ 側 に ニ ッ ク を 入 れ る 。 ３ ’ → ５ ’ の エ キ ソ
ヌ ク レ ア ー ゼ （ 「 校 正 」 ） 活 性 を 含 む ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 は
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、 ミ ス マ ッ チ の 切 除 を 可 能 に し 、 そ し て 次 に 、 ５ ’ → ３ ’ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は 、 鋳 型 と し
て 他 の 鎖 を 用 い て ギ ャ ッ プ を 埋 め る 。 続 い て 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ が 、 修 復 さ れ た 鎖 の リ ン 酸
主 鎖 を 修 復 す る こ と に よ っ て 、 ニ ッ ク を 塞 ぐ 。 こ の 結 果 は 、 イ ン プ ッ ト の 鎖 間 の 突 然 変 異
の ラ ン ダ ム 化 に よ る も の で あ り 、 潜 在 的 に 向 上 し た 特 性 を 有 す る ア ウ ト プ ッ ト 鎖 を 生 成 す
る 。 こ れ ら の ア ウ ト プ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 、 直 接 的 に E.コ リ  TG1を 形 質 転 換 し 、 そ し
て よ り 高 度 な ヒ 酸 塩 レ ベ ル ； 8, 16, 32, 64mMで プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 最 高 の ヒ 酸 塩 レ ベ
ル を 有 す る コ ロ ニ ー を 当 該 プ レ ー ト か ら 選 び 、 新 た な 再 編 成 が 、 生 じ た 形 質 転 換 細 胞 が 32
, 64, 128, 256mMの ヒ 酸 塩 で プ レ ー テ ィ ン グ さ れ る こ と を 除 き 、 上 述 の 通 り 実 施 さ れ る 。
当 該 工 程 は 、 更 な る 向 上 を 得 る 目 的 で 、 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 用 い て １ 又 は 複 数 回 繰 り 返
さ れ て も よ い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ミ ス マ ッ チ 解 消 に よ る 遺 伝 子 再 編 成 (GRAMMR)の 過 程 を 表 す 。 再 編 成 は 、
少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 で 異 な る ２ つ の 仮 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 で 予 期 さ
れ る 。 ２ つ の 位 置 で ミ ス マ ッ チ を も た ら す 、 Ａ の 上 側 の 鎖 及 び Ｂ の 下 側 の 鎖 を 示 す 。 再 編
成 ミ ス マ ッ チ 解 消 の 工 程 の 後 、 ４ つ の 異 な る 産 物 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 親 の 型 Ａ 及 び
Ｂ 、 並 び に 再 編 成 産 物 Ｘ 及 び Ｙ が 見 ら れ る 。
【 図 ２ Ａ 】 図 ２ は 、 ２ つ の 分 子 の 例 示 的 な 部 分 的 に 相 補 的 な 核 酸 群 を 表 す 。 図 ２ Ａ は 、 そ
れ ぞ れ 、 完 全 に 相 補 的 な 上 側 ／ 下 側 の 鎖 １ ＋ ／ ２ － 及 び ３ ＋ ／ ４ － を 有 す る ２ つ の 核 酸 分
子 「 Ｘ 」 及 び 「 Ｙ 」 の 配 列 を 示 す 。 核 酸 Ｘ と Ｙ の 間 で 異 な る ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 を （ ★ ）
で 示 す 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 ２ Ｂ は 、 変 性 及 び ア ニ ー リ ン グ 後 の 、 核 酸 Ｘ 及 び Ｙ に 由 来 す る 一 本 鎖 の 可 能
性 の あ る 組 み 合 わ せ を 示 し 、 そ し て こ れ ら の 組 み 合 わ せ の う ち の ど れ が 、 ２ つ の 部 分 的 に
相 補 的 な 核 酸 分 子 群 を 含 ん で 成 る か を 示 す 。
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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