
1 004630 2

Область техники, к которой относится
изобретение

Данное изобретение относится к способу
образования комплекса, состоящего из двухце-
почечной нуклеиновой кислоты и олигонуклео-
тида, способу создания сайта инициации репли-
кации (ориджина) в составе нуклеиновой кисло-
ты и способу репликации нуклеиновой кислоты,
которые применимы в области генной инжене-
рии.

Уровень техники
Прогресс в исследованиях в области моле-

кулярной биологии привел к появлению различ-
ных методов исследования. Среди них способы
на основе гибридизации нуклеиновых кислот
являются несомненно ценными методами, кото-
рые позволяют детектировать и количественно
определять нуклеиновые кислоты, и использу-
ются в различных областях, наряду с молеку-
лярной биологией, в качестве способов, подхо-
дящих для соответствующих объектов.

По существу, гибридизация является реак-
цией спаривания оснований одноцепочечных
нуклеиновых кислот, комплементарных друг
другу. Таким образом, необходимо сначала раз-
делить (денатурировать) двухцепочечную нук-
леиновую кислоту на две отдельные цепи для
гибридизации между двухцепочечной нуклеи-
новой кислотой и одноцепочечной нуклеиновой
кислотой или двухцепочечными нуклеиновыми
кислотами. Для денатурации используют нагре-
вание или обработку щелочью. Однако такую
обработку невозможно проводить в присутствии
белка или т.п. без уничтожения активности это-
го белка.

Кроме того, в ходе гибридизации с исполь-
зованием двухцепочечной нуклеиновой кислоты
образование исходной двухцепочечной нуклеи-
новой кислоты с некоторой частотой является
неизбежным.

Известно, что может образовываться трой-
ная спираль между неденатурированной двух-
цепочечной нуклеиновой кислотой и одноцепо-
чечной нуклеиновой кислотой (Nucleic Acids
Research, 16:11431-11440 (1988)). Однако обра-
зование такой тройной спирали ограничивается
районом двухцепочечной нуклеиновой кислоты,
образованным особыми последовательностями,
т.е. последовательностью с высоким содержа-
нием пуринов и последовательностью с высо-
ким содержанием пиримидинов.

Известно, что комплекс двухцепочечной
нуклеиновой кислоты и одноцепочечной нук-
леиновой кислоты образуется при неденатури-
рующих условиях в присутствии белка RecA,
участвующего в гомологичной рекомбинации.
Однако этот феномен основан на активности
белка RecA, и способ неферментативного обра-
зования подобного комплекса не известен.

Способ поддержания или амплификации
выделенной молекулы нуклеиновой кислоты
является необходимым для исследований в об-

ласти генной инженерии. Поддержание или ам-
плификацию нуклеиновой кислоты обычно вы-
полняют встраиванием выделенной молекулы
нуклеиновой кислоты в подходящий вектор для
получения рекомбинантной молекулы ДНК.
Такая рекомбинантная молекула ДНК может
стабильно сохраняться, будучи выделенной или
находясь в подходящем хозяине. Кроме того,
если необходимо, возможно увеличить число
молекул посредством культивирования хозяина,
несущего рекомбинантную молекулу ДНК, с
целью увеличения числа клеток.

Известны ряд векторов, полученных из
плазмид, фагов, вирусов и т.п. Кроме того, были
разработаны и являются коммерчески доступ-
ными вектора, искусственно модифицирован-
ные таким образом, что они имеют различные
функции, пригодные для их применения.

Использование хозяина является обяза-
тельным для поддержания или амплификации
гена с использованием вектора. Таким образом,
трудно сконструировать рекомбинантную моле-
кулу ДНК, в которой представляющая интерес
молекула нуклеиновой кислоты включена в век-
тор, если последняя является вредной для этого
хозяина (например, если вектор должен содер-
жать ген, кодирующий продукт, летальный для
хозяина).

Может быть рассмотрена амплификация
представляющей интерес молекулы нуклеино-
вой кислоты без участия хозяина посредством
репликации рекомбинантной молекулы ДНК
вне клетки-хозяина (т.е. in vitro). Однако, по-
скольку любой известный вектор реплицируется
от определенного сайта инициации репликации
с использованием присущего ему механизма, не
известны способы общего назначения искусст-
венной репликации молекулы нуклеиновой ки-
слоты.

Цели изобретения
Основной целью данного изобретения яв-

ляется обеспечение способа для образования
комплекса, состоящего из двухцепочечной нук-
леиновой кислоты и одноцепочечной нуклеино-
вой кислоты, без денатурации и удобного спо-
соба общего назначения для репликации моле-
кулы нуклеиновой кислоты без применения ор-
ганизма-хозяина.

Сущность изобретения
В результате интенсивных исследований

авторы данного изобретения обнаружили, что
химерный олигонуклеотид, содержащий рибо-
нук-леотид, отжигается (гибридизуется) с неде-
натурированной двухцепочечной нуклеиновой
кислотой с образованием комплекса in vitro,
этот комплекс функционирует в качестве сайта
инициации репликации на нуклеиновой кислоте,
и эта нуклеиновая кислота может реплициро-
ваться, начиная с этого сайта инициации репли-
кации. Таким образом было выполнено данное
изобретение.
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Первый аспект данного изобретения отно-
сится к способу образования комплекса, со-
стоящего из двухцепочечной нуклеиновой ки-
слоты и олигонуклеотида, предусматривающе-
му:

(a) смешивание двухцепочечной нуклеи-
новой кислоты и по меньшей мере одного оли-
гонуклеотида для получения реакционной сме-
си, где данный олигонуклеотид является химер-
ным олигонуклеотидом, содержащим по мень-
шей мере рибонуклеотид, а также член, выбран-
ный из группы, состоящей из дезоксирибонук-
леотида и аналога нуклеотида, и имеет последо-
вательность, существенно комплементарную
нуклеотидной последовательности одной из
двух цепей двухцепочечной нуклеиновой ки-
слоты; и

(b) инкубирование этой реакционной сме-
си с образованием комплекса в условиях, в ко-
торых двухцепочечная нуклеиновая кислота не
является денатурированной.

Примеры двухцепочечных нуклеиновых
кислот, используемых в первом аспекте, вклю-
чают в себя линейную ДНК, кольцевую ДНК и
геномную ДНК.

Олигонуклеотид может функционировать
в качестве праймера для синтеза ДНК, компле-
ментарной одной из двух цепей двухцепочечной
нуклеиновой кислоты, и/или он может быть ме-
ченым.

Второй аспект данного изобретения отно-
сится к способу детектирования двухцепочеч-
ной нуклеиновой кислоты, содержащей нуклео-
тидную последовательность-мишень, преду-
сматривающему:

(a) образование комплекса, состоящего из
двухцепочечной нуклеиновой кислоты и олиго-
нуклеотида в соответствии со способом первого
аспекта, где указанный олигонуклеотид являет-
ся химерным олигонуклеотидом, содержащим
по меньшей мере рибонуклеотид, а также член,
выбранный из группы, состоящей из дезоксири-
бонуклеотида и аналога нуклеотида, и имеет
последовательность, существенно комплемен-
тарную нуклеотидной последовательности-
мишени; и

(b) детектирование олигонуклеотида, обра-
зующего комплекс.

Третий аспект данного изобретения отно-
сится к способу создания сайта инициации реп-
ликации (ориджина) на двухцепочечной нук-
леиновой кислоте, предусматривающему:

(a) смешивание двухцепочечной нуклеи-
новой кислоты и по меньшей мере одного оли-
гонуклеотида для получения реакционной сме-
си, где данный олигонуклеотид является химер-
ным олигонуклеотидом, содержащим по мень-
шей мере рибонуклеотид, а также член, выбран-
ный из группы, состоящей из дезоксирибонук-
леотида и аналога нуклеотида, позволяет дост-
раивание его 3'-конца ДНК-полимеразой и име-
ет последовательность, существенно компле-

ментарную нуклеотидной последовательности
одной из двух цепей двухцепочечной нуклеино-
вой кислоты; и

(b) инкубирование этой реакционной сме-
си с образованием комплекса в условиях, в ко-
торых двухцепочечная нуклеиновая кислота не
является денатурированной.

Примеры двухцепочечных нуклеиновых
кислот, используемых в третьем аспекте, вклю-
чают в себя линейную ДНК, кольцевую ДНК и
геномную ДНК.

Четвертый аспект данного изобретения от-
носится к способу репликации нуклеиновой ки-
слоты, предусматривающему:

синтез ДНК, комплементарной одной из
двух цепей двухцепочечной нуклеиновой ки-
слоты, от сайта инициации репликации, создан-
ного в соответствии со способом третьего ас-
пекта, в присутствии ДНК-полимеразы.

Примером ДНК-полимеразы, используе-
мой в четвертом аспекте, является фермент, ко-
торый обладает активностью замещения цепи.

Краткое описание рисунков
Фиг. 1 иллюстрирует результаты электро-

фореза в агарозном геле ДНК-фрагментов, ам-
плифицированных с сайтов инициации репли-
кации, созданных в соответствии со способом
данного изобретения.

Фиг. 2 иллюстрирует результаты электро-
фореза в агарозном геле ДНК-фрагментов, ам-
плифицированных с сайтов инициации репли-
кации, созданных в соответствии со способом
данного изобретения.

Фиг. 3 иллюстрирует результаты электро-
фореза в агарозном геле ДНК-фрагментов, ам-
плифицированных с сайтов инициации репли-
кации, созданных в соответствии со способом
данного изобретения.

Фиг. 4 иллюстрирует результаты электро-
фореза в агарозном геле ДНК-фрагментов, ам-
плифицированных с сайтов инициации репли-
кации, созданных в соответствии со способом
данного изобретения.

Подробное описание изобретения
В контексте данного изобретения ком-

плексом, состоящим из двухцепочечной нук-
леиновой кислоты и олигонуклеотида, называют
комплекс, в котором двухцепочечная нуклеино-
вая кислота и олигонуклеотид нековалентно
связаны друг с другом. В отношении его формы
нет никаких конкретных ограничений. Напри-
мер, это может быть комплекс, образующий
тройную спираль, или комплекс, в котором оли-
гонуклеотид спаривается основаниями только с
одной из двух цепей двухцепочечной нуклеино-
вой кислоты. В дальнейшем описании комплекс,
состоящий из двухцепочечной нуклеиновой ки-
слоты и олигонуклеотида, может называться
просто «комплексом».

Согласно данному изобретению, нуклео-
тид является обычно дезоксирибонуклеотидом
или рибонуклеотидом. Необязательно, может
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быть включен аналог или производное (моди-
фикация) нуклеотида.

В контексте данного изобретения дезокси-
рибонуклеотидом называют нуклеотид, сахар-
ная часть которого состоит из D-2-дезокси-
рибозы. Дезоксирибонуклеотиды включают в
себя, например, дезоксирибонуклеотиды,
имеющие аденин, цитозин, гуанин или тимин в
качестве основания. Кроме того, дезоксирибо-
нуклеотид включает в себя также аналог дезок-
сирибонуклеотида, имеющий модифицирован-
ное основание, такое как 7-деазагуанозин или
инозин, в качестве основания.

В контексте данного изобретения рибо-
нуклеотидом называют нуклеотид, сахарная
часть которого состоит из D-рибозы. Рибонук-
леотиды включают в себя, например, рибонук-
леотиды, имеющие аденин, цитозин, гуанин или
урацил в качестве основания. Рибонуклеотиды
также включают в себя аналоги рибонуклеоти-
дов и модифицированные рибонуклеотиды, та-
кие как модифицированный рибонуклеотид, в
котором атом кислорода фосфатной группы в α-
положении заменен атомом серы ((α-S)-
рибонуклеотид).

В контексте данного изобретения сайт
инициации репликации (ориджин) обозначает
сайт, который может функционировать в каче-
стве точки инициации реакции репликации
двухцепочечной нуклеиновой кислоты, т.е. син-
теза ДНК, имеющей нуклеотидную последова-
тельность данной нуклеиновой кислоты. Он не
ограничивается сайтом, характеризующимся
определенной нуклеотидной последовательно-
стью. Далее данное изобретение будет описано
подробно.

(1) Химерный олигонуклеотид, используе-
мый в соответствии с данным изобретением.

Химерный олигонуклеотид, используемый
в способе данного изобретения, является химер-
ным олигонуклеотидом, который содержит по
меньшей мере рибонуклеотид, а также член,
выбранный из группы, состоящей из дезоксири-
бонуклеотида и аналога нуклеотида. Химерные
олигонуклеотиды включают в себя олигонукле-
отид, который содержит по меньшей мере, вы-
бранный из группы, состоящей из модифициро-
ванного рибонуклеотида, модифицированного
дезоксирибонуклеотида, аналога рибонуклеоти-
да и аналога дезоксирибонуклеотида.

Например, аналог нуклеотида, содержа-
щий в качестве основания такое основание, как
инозин или 7-деазагуанин, или аналог нуклео-
тида, содержащий производное рибозы, такой
как, "запертая" (locked) нуклеиновая кислота
(LNA; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:5633-5638
(2000); WO 99/14226), может быть использован
в качестве аналога нуклеотида, используемого в
соответствии с данным изобретением. Приме-
ром модифицированного рибонуклеотида явля-
ется (α-S)-нуклеотид, в котором атом кислоро-

да, присоединенный к фосфатной группе, заме-
нен атомом серы, или нуклеотид, к которому
присоединено метящее соединение. Кроме того,
химерный олигонуклеотид данного изобретения
может содержать пептидо-нуклеиновую кислоту
(ПНК; Nature, 365:566-568, 1993).

Нет конкретного ограничения в отношении
химерного олигонуклеотида, используемого в
соответствии с данным изобретением, пока он
способен образовывать комплекс с представ-
ляющей интерес двухцепочечной нуклеиновой
кислотой. Нет также конкретного ограничения в
отношении положения, в котором находится
рибонуклеотид. Например, может быть исполь-
зован олигонуклеотид, в котором рибонуклео-
тид находится на 3'-конце или на 3'-концевой
стороне праймера. Кроме того, число рибонук-
леотидов специально не ограничивается. В ка-
честве примера может служить химерный оли-
гонуклеотид, в котором половина или менее из
составляющих его оснований являются рибо-
нуклеотидами.

В контексте данного изобретения приме-
нении здесь, 3'-концевой стороной называют
часть от центра до 3'-конца нуклеиновой кисло-
ты, такой как олигонуклеотид. Подобным обра-
зом, 5'-концевой стороной называют часть от
центра до 5'-конца нуклеиновой кислоты.

Химерный олигонуклеотид, используемый
в способе данного изобретения, имеет нуклео-
тидную последовательность, существенно ком-
плементарную части нуклеотидной последова-
тельности двухцепочечной нуклеиновой кисло-
ты, с которой химерный олигонуклеотид дол-
жен образовать комплекс. В контексте данного
изобретения "существенно комплементарная
нуклеотидная последовательность" означает
нуклеотидную последовательность, которая
может отжигаться с одной из двух цепей двух-
цепочечной нуклеиновой кислоты в условиях, в
которых нуклеиновая кислота может принимать
двухцепочечную форму, например, в условиях,
в которых осуществляется данное изобретение.

Хотя длина химерного олигонуклеотида,
используемого в способе по данному изобрете-
нию, специально не ограничивается, она состав-
ляет, например, от 12 нуклеотидов до 100 нук-
леотидов, предпочтительно от 15 нуклеотидов
до 40 нуклеотидов.

Включение аналога нуклеотида в химер-
ный олигонуклеотид является эффективным для
подавления образования структуры высокого
порядка самим химерным олигонуклеотидом.
Включение аналога нуклеотида, который может
образовывать сильную связь при спаривании
оснований, такого как LNA, применимо для вы-
сокоэффективного образования комплекса.

Такой химерный олигонуклеотид может
быть синтезирован таким образом, что он имеет
желаемую нуклеотидную последовательность,
например, при помощи ДНК-синтезатора типа
394 производства фирмы Applied Biosystems Inc.
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(ABI) с использованием фосфоамидитного ме-
тода. Альтернативно, любые методы, в том чис-
ле фосфаттриэфирный метод, Н-фосфонатный
метод и тиофосфонатный способ, могут быть
использованы для синтеза химерного олигонук-
леотида.

(2) Способ образования комплекса данного
изобретения.

Данное изобретение предусматривает спо-
соб образования комплекса, состоящего из хи-
мерного олигонуклеотида, описанного в (1) вы-
ше, и двухцепочечной нуклеиновой кислоты,
имеющей нуклеотидную последовательность,
существенно комплементарную этому химер-
ному олигонуклеотиду.

Нет конкретного ограничения в отношении
двухцепочечной нуклеиновой кислоты, исполь-
зуемой в способе данного изобретения. Способ
может быть применен к линейной и кольцевой
двухцепочечным нуклеиновым кислотам. На-
пример, можно создать сайт инициации репли-
кации (ориджин) на плазмидной ДНК, геномной
ДНК, их фрагменте, ДНК-фрагменте, амплифи-
цированном при помощи ПЦР или т.п. Способ
данного изобретения может быть применен ли-
бо к природной нуклеиновой кислоте, либо к
синтетически полученной нуклеиновой кислоте.

Согласно данному изобретению, можно
образовать комплекс in vitro простым смешива-
нием химерного олигонуклеотида, описанного в
(1) выше, и двухцепочечной нуклеиновой ки-
слоты в подходящих условиях без денатурации
двухцепочечной кислоты до отдельных цепей.
Хотя и нет конкретного ограничения в отноше-
нии этих условий, обычно используют условия,
в которых используемая двухцепочечная нук-
леиновая кислота не денатурируется до отдель-
ных цепей. Например, комплекс может быть
образован при температуре 0-70°С при рН 6,0-
9,5, предпочтительно, 7,0-9,2.

Реакционная смесь для образования ком-
плекса может содержать буферный компонент
для поддержания подходящего рН, нейтральную
соль для поддержания ионной силы или другие
компоненты. Кроме того, она может содержать
фермент, которому дают действовать на образо-
ванный комплекс, и различные компоненты,
необходимые для проявления активности этого
фермента. Кроме того, ожидается, что добавле-
ние диметилсульфоксида (ДМСО), глицерина,
полиэтиленгликоля и/или формамида будет
уменьшать неспецифический отжиг химерного
олигонуклеотида.

Хотя нет конкретного ограничения в от-
ношении количества используемого химерного
олигонуклеотида, это количество в реакционном
объеме 50 мкл может быть в диапазоне от 1 до
1000 пмоль, предпочтительно, от 10 до 150
пмоль.

Можно синтезировать цепь ДНК, имею-
щую последовательность, комплементарную
одной из двух цепей двухцепочечной нуклеино-

вой кислоты, с использованием комплекса, об-
разованного в соответствии со способом данно-
го изобретения, для синтеза ДНК с 3'-конца хи-
мерного олигонуклеотида. В этом случае можно
образовать комплекс в реакционной смеси, со-
держащей ДНК-полимеразу, дезоксинуклеозид-
трифосфаты в качестве субстратов, соль магния
и т.п. для одновременного проведения синтеза
ДНК.

Хотя это не предназначено для ограниче-
ния данного изобретения, способ образования
комплекса данного изобретения может осуще-
ствляться в присутствии рибонуклеазы Н
(РНКазы Н). Как мезофильная рибонуклеаза Н,
так и термостабильная рибонуклеаза Н может
быть предпочтительно использована в соответ-
ствии с данным изобретением. Например, кроме
РНКазы из Е. coli могут быть использованы
коммерчески доступная термостабильная РНКа-
за Н Hybridase� (Epicenter Technologies), а так-
же РНКаза из термофильной бактерии рода Ba-
cillus, бактерии рода Thermus, бактерии рода
Pyrococcus, бактерии рода Thermotoga и т.п.
Кроме того, предпочтительно могут быть ис-
пользованы как природные рибонуклеазы, так и
их варианты. Термоустойчивая РНКаза Н из
Pyrococcus furiosus может быть предпочтитель-
но использована в соответствии с данным изо-
бретением. Эта РНКаза Н может быть получена
из Pyrococcus furiosus DSM3638. Альтернатив-
но, она может быть получена с использованием
гена, кодирующего этот фермент, как описано в
ссылочном примере ниже.

Если данное изобретение осуществляют в
присутствии рибонуклеазы Н, его предпочти-
тельно осуществлять в реакционной смеси, в
которой используемая рибонуклеаза может про-
являть свою активность.

Хотя это зависит от типа используемой
РНКазы Н, обычно используют реакционную
смесь, содержащую подходящий буферный
компонент и соль магния и/или соль марганца.
Хотя это не предназначено для ограничения
данного изобретения, хлорид магния, ацетат
магния, сульфат магния, хлорид марганца, аце-
тат марганца или сульфат марганца, например,
могут быть предпочтительно использованы в
качестве соли магния/соли марганца в конечной
концентрации 1 мМ-20 мМ, предпочтительно 2
мМ-10 мМ. Может быть использована реакци-
онную смесь, содержащая, например, Бицин,
Трицин, HEPES, Трис и фосфат (например,
фосфат натрия и фосфат калия) в качестве бу-
ферного компонента. Используют, без ограни-
чения, реакционную смесь, содержащую буфер-
ный компонент в конечной концентрации 5 мМ-
100 мМ, предпочтительно 10 мМ-50 мМ при рН
6,0-9,5, предпочтительно 7,0-9,2.

Данное изобретение не ограничивается
только образованием комплекса, но включает в
себя различные операции, включающие стадию
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образования вышеупомянутого комплекса без
денатурации.

Способ образования комплекса данного
изобретения может быть использован для детек-
тирования нуклеиновой кислоты, как описано
ниже. Кроме того, посредством образования
комплекса в с участием нуклеиновой кислоты,
который имеет специфическую функцию (на-
пример, с промоторным участком), можно по-
давлять или ингибировать эту функцию.

(3) Способ детектирования нуклеиновой
кислоты данного изобретения.

На основании вышеупомянутого способа
образования комплекса данное изобретение
обеспечивает способ детектирования двухцепо-
чеч-ной кислоты, содержащей нуклеотидную
последовательность-мишень.

Химерный олигонуклеотид, описанный в
(1) выше, образует комплекс с двухцепочечной
нуклеиновой кислотой, имеющей нуклеотидную
последовательность, существенно комплемен-
тарную химерному олигонуклеотиду. Таким
образом, двухцепочечная нуклеиновая кислота,
имеющая нуклеотидную последовательность,
существенно комплементарную этому химер-
ному олигонуклеотиду, может быть детектиро-
вана посредством обнаружения образования
этого комплекса.

В этом воплощении предпочтительно ис-
пользовать меченый химерный олигонуклеотид.
Нет особого ограничения в отношении типа
этой метки. Например, могут быть использова-
ны радиоизотопы (32Р, и т.д.), красители, флуо-
ресцентные вещества, люминесцентные вещест-
ва, различные лиганды (биотин, дигоксигенин и
т.д.), ферменты и т.п. Присутствие меченого
химерного олигонуклеотида может быть под-
тверждено при помощи способа детектирова-
ния, подходящего для данной метки. В случае
лиганда, который не может быть детектирован
непосредственно, он может быть использован в
комбинации с веществом, которое способно
связываться с этим лигандом и помечено детек-
тируемой медкой. Например, нуклеиновая ки-
слота-мишень может быть детектирована с вы-
сокой чувствительностью с использованием
комбинации химерного олигонуклеотида, ме-
ченного лигандом, и антитела против лиганда,
меченного ферментом, и усиления этого сигна-
ла.

Кроме того, способ детектирования нук-
леиновой кислоты-мишени данного изобретения
может проводиться в присутствии рибонуклеа-
зы Н, как описано в (2) выше.

(4) Способ создания сайта инициации реп-
ликации данного изобретения.

Способ создания сайта инициации репли-
кации данного изобретения предусматривает:

(a) смешивание двухцепочечной нуклеи-
новой кислоты и по меньшей мере одного оли-
гонуклеотида для получения реакционной сме-
си, где данный олигонуклеотид является химер-

ным олигонуклеотидом, содержащим по мень-
шей мере рибонуклеотид, а также член, выбран-
ный из группы, состоящей из дезоксирибонук-
леотида и аналога нуклеотида, позволяет удли-
нение от его 3'-конца ДНК-полимеразой и имеет
последовательность, существенно комплемен-
тарную нуклеотидной последовательности од-
ной из двух цепей двухцепочечной нуклеиновой
кислоты; и

(b) инкубирование этой реакционной сме-
си для отжига олигонуклеотида с двухцепочеч-
ной нуклеиновой кислотой в условиях, в кото-
рых двухцепочечная нуклеиновая кислота не
является денатурированной.

Нет специального ограничения в отноше-
нии двухцепочечной нуклеиновой кислоты, ис-
пользуемой в способе создания сайта инициа-
ции репликации данного изобретения. Любая из
описанных выше в (2) двухцепочечных нуклеи-
новых кислот может быть использована. Также
могут быть использованы условия реакции, ис-
пользуемые для способа образования комплекса
данного изобретения, описанные в (2) выше.
Химерный олигонуклеотид, который позволяет
достраивание его 3'-конца ДНК-полимеразой,
как описано в (1) выше, может служить в каче-
стве праймера для синтеза ДНК ДНК-
полимеразой, когда он образует комплекс с
двухцепочечной нуклеиновой кислотой. ДНК-
полимераза синтезирует ДНК, комплементар-
ную одной из двух цепей двухцепочечной нук-
леиновой кислоты, с 3'-конца химерного олиго-
нуклеотида, осуществляя репликацию этой
ДНК. Таким образом, комплекс функционирует
в качестве сайта инициации репликации на
двухцепочечной нуклеиновой кислоте.

В соответствии с данным изобретением
можно создать сайт инициации репликации в
любом положении на двухцепочечной нуклеи-
новой кислоте в зависимости от нуклеотидной
последовательности химерного олигонуклеоти-
да. Число создаваемых сайтов инициации реп-
ликации не ограничивается одним. Множество
сайтов инициации репликации может быть соз-
дано одновременно с использованием множест-
ва химерных олигонуклеотидных праймеров.

Кроме того, способ создания сайта ини-
циации репликации данного изобретения может
осуществляться в присутствии рибонуклеазы Н,
описанной в (2) выше.

(5) Способ репликации нуклеиновой ки-
слоты данного изобретения.

Способ репликации нуклеиновой кислоты
данного изобретения выполняют посредством
синтеза ДНК-цепи, комплементарной одной из
цепей двухцепочечной нуклеиновой кислоты, с
3'-конца химерного олигонуклеотида, содержа-
щегося в сайте инициации репликации, создан-
ном на двухцепочечной нуклеиновой кислоте в
соответствии со способом, описанным в (4) вы-
ше, посредством действия ДНК-полимеразы.
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Синтез ДНК инициируется с использова-
нием химерного олигонук-леотида в качестве
праймера и продолжается с использованием в
качестве матрицы одной из двух цепей двухце-
почечной нуклеиновой кислоты, имеющей нук-
леотидную последовательность, существенно
комплементарную этому химерному олигонук-
леотиду.

ДНК-полимераза, используемая в способе
для репликации нуклеиновой кислоты данного
изобретения, не ограничивается специфической
ДНК-полимеразой, если она имеет активность
синтеза новой цепи ДНК с использованием
ДНК-цепи в качестве матрицы. Например, ДНК-
полимеразы Pol I-типа (ДНК-полимераза I E.
coli, фрагмент Кленова, ДНК-полимераза Taq и
т.д.), ДНК-полимеразы α-типа [ДНК-полиме-
раза из Pyrococcus furiosus (Stratagene), ДНК-
полимераза VENT (New England Biolabs), ДНК-
полимераза KOD (Toyobo), ДНК-полимераза
DEEP VENT (New England Biolabs)] и ДНК-
полимеразы не- α, не-Pol I-типа (ДНК-
полимераза, описанная в WO 97/24444) могут
быть использованы в соответствии с данным
изобретением. Кроме того, множество ДНК-
полимераз могут быть смешаны и использова-
ны. Предпочтительно использовать ДНК-
полимеразу, не имеющую 5'→3' -экзонукле-
азной активности, для репликации линейной
двухцепочечной нуклеиновой кислоты.

В соответствии с данным изобретением
может быть использована ДНК-полимераза,
обладающая активностью замещения цепи ДНК.
"Активностью замещения цепи" называют ак-
тивность, которая может приводить к замеще-
нию цепи, т.е. которая может продолжать реп-
ликацию

ДНК на основе последовательности нук-
леиновой кислоты в качестве матрицы, вытес-
няя ДНК-цепь с освобождением комплементар-
ной цепи, которая была гибридизована с цепью-
матрицей. Кроме того, ДНК-цепь, высвобож-
даемую в результате замещения цепи от после-
довательности нуклеиновой кислоты, исполь-
зуемой в качестве матрицы, называют здесь
"заменяемой цепью".

В одном из предпочтительных воплоще-
ний способ репликации нуклеиновой кислоты
данного изобретения реализуют в условиях вы-
сокой температуры (например, 45-70°С). В этом
воплощении используют термостабильные
ДНК-полимеразы, предпочтительно ДНК-
полимеразы, происходящие из термофильных
бактерий рода Bacillus, таких как Bacillus caldo-
tenax или Bacillus stearothermophilus, а также
мутантов ДНК-полимераз, не имеющих 5'→3'-
экзонуклеазных активностей. Эти ДНК-
полимеразы обладают вышеупомянутой актив-
ностью замещения цепи.

Реакция репликации может проводиться в
реакционной смеси, содержащей четыре dNTP

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), в качестве субстра-
тов для ДНК-полимеразы, и другие компоненты,
требующиеся для проявления активности этого
фермента, при реакционных условиях, подхо-
дящих для используемого фермента. Конечно,
составы и концентрации соответствующих ком-
понентов в реакционной смеси, рН реакционной
смеси, температура реакции, время реакции и
т.п. могут быть соответствующим образом по-
добраны в зависимости от используемого фер-
мента или реплицируемой нуклеиновой кисло-
ты.

Стадия реакции репликации может прово-
диться после стадии создания сайта инициации
репликации. Альтернативно, эти стадии могут
проводиться одновременно. В этом случае вы-
бирают ДНК-полимеразу и другой фермент
(ферменты), которые должны быть использова-
ны, и определяют условия реакции таким обра-
зом, чтобы ферменты в достаточной степени
проявляли свои активности.

Стадия реакции репликации может прово-
диться последовательно с использованием спо-
соба амплификации нуклеиновых кислот, в ко-
тором в комбинации используют ДНК-
полимеразу, имеющую активность замещения
цепи, и рибонуклеазу Н. Такой способ описан в
WO 00/56877 и может проводиться с использо-
ванием ДНК-полимеразы, имеющей активность
замещения цепи, и рибонуклеазы Н, как описано
выше. В этом случае предпочтительно получать
химерный олигонуклеотид в форме, подходя-
щей для этого способа.

Кроме того, можно амплифицировать
фрагмент нуклеиновой кислоты из района, на-
ходящегося между двумя сайтами инициации
репликации, расположенными навстречу друг
другу, посредством репликации нуклеиновой
кислоты одновременно с этих сайтов инициации
репликации. Такой вариант предусмотрен дан-
ным изобретением.

Примеры
Следующие примеры дополнительно под-

робно иллюстрируют данное изобретение, но не
должны пониматься как ограничивающие объем
изобретения.

Ссылочный пример
Клонирование гена РНКазы НII Pyrococcus

furiosus (1) Получение геномной ДНК из Pyro-
coccus furiosus 2 л среды, содержащей 1% Трип-
тон (Difco Laboratories), 0,5% дрожжевой экс-
тракт (Difco Laboratories), 1% растворимый
крахмал (Nacalai Tesque), 3,5% Jamarine S Solid
(Jamarine Laboratory), 0,5% Jamarine S Liquid
(Jamarine Laboratory), 0,003% MgSO4, 0,001%
NaCl, 0,0001% FeSO4⋅7H2O, 0,0001% CoSO4,
0,0001% CaCl2.7H2O, 0,0001% ZnSO4, 0,1 м.д.
CuSO4.2H2O, 0,1 м.д. KAl(SO4)2, 0,1 м.д. Н3ВО3,
0,1 м.д. Na2MoO4⋅2H20 и 0,25 м.д. NiCl2.6H2O,
помещали в матрас для среды на 2 л, стерилизо-
вали при 120°С в течение 20 мин, барботиро-
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вали газообразным азотом для удаления раство-
ренного кислорода, затем инокулировали в эту
среду Pyrococcus furiosus (приобретенный у
Deutsche Sammlung von Microorganismen;
DSM3638) и культивировали при 95°С в течение
16 ч без встряхивания. После культивирования
клетки собирали центрифугированием.

Затем полученные клетки суспендировали
в 4 мл 25% сахарозы, 50 мМ Трис-HCl буфера
(рН 8,0). К суспензии добавляли 0,4 мл водного
раствора хлорида лизоцима с концентрацией 10
мг/мл (Nacalai Tesque). Смесь оставляли при
20°С на 1 ч. После реакции к реакционной сме-
си добавляли 24 мл смеси, содержащей 150 мМ
NaCl, 1 мМ ЭДТА и 20 мМ Трис-HCl буфера
(рН 8,0), 0,2 мл раствора протеиназы К (Takara
Shuzo) 20 мг/мл и 2 мл 10% водного раствора
лаурилсульфата натрия. Смесь инкубировали
при 37°С в течение 1 ч.

После реакции эту смесь подвергали экс-
тракции смесью фенолхлороформ с последую-
щим осаждением этанолом с получением при-
близительно 1 мг геномной ДНК.

(2) Клонирование гена РНКазы НII.
Полная геномная последовательность Py-

rococcus horikoshii была опубликована [DNA
Research, 5:55-76 (1998)]. Существование одного
гена, кодирующего гомолог РНКазы НII
(РН1650), в этом геноме было известно (SEQ ID
NO:1, исходная домашняя страница National
Institute of Technology and Evaluation: http://
www.nite.go.jp/).

Был проведен поиск гомологии между ге-
ном РН1650 (SEQ ID NO:1) и частично опубли-
кованной геномной последовательностью Pyro-
coccus furiosus (домашняя страница University of
Utah, Utah Genome Center: http: //
www.genome.utah.edu/sequence.html). В резуль-
тате была найдена высокогомологичная после-
довательность.

На основе этой гомологичной последова-
тельности синтезировали праймеры 1650Nde
(SEQ ID NO:2) и 1650Bam (SEQ ID NO:3).

ПЦР проводили в объеме 100 мкл с ис-
пользованием 200 нг геномной ДНК Pyrococcus
furiosus, полученной в Ссылочном примере (1),
в качестве матрицы, и 20 пмоль 1650Nde и 20
пмоль 1650Ваm в качестве праймеров. TaKaRa
Ex Taq (Takara Shuzo) использовали в качестве
ДНК-полимеразы для ПЦР в соответствии с
прилагаемым протоколом. ПЦР проводили сле-
дующим образом: 30 циклов при 94°С в течение
30 с, 55°С в течение 30 с и 72°С в течение 1 мин.
Амплифицированный ДНК-фрагмент размером
приблизительно 0,7 т.п.н. расщепляли с исполь-
зованием NdeI и BamHI (оба от Takara Shuzo).
Полученный ДНК-фрагмент вставляли между
сайтами NdeI и BamHI в плазмидный вектор
рЕТ3а (Novagen) с получением плазмиды
pPFU220.

(3) Определение нуклеотидной последова-
тельности ДНК-фрагмента, содержащего ген
РНКазы НII.

Нуклеотидную последовательность ДНК-
фрагмента, встроенного в плазмиду pPFU220,
полученную в Ссылочном примере (2), опреде-
ляли дидезокси-методом.

Анализ определенной нуклеотидной по-
следовательности выявил открытую рамку счи-
тывания (ORF), предположительно кодирую-
щую РНКазу НII. Нуклеотидная последователь-
ность этой открытой рамки считывания приве-
дена в SEQ ID NO:4. Аминокислотная последо-
вательность РНКазы НII, предсказанная на ос-
новании этой нуклеотидной последовательно-
сти, приведена в SEQ ID NO:5.

Escherichia coli JM109, трансформирован-
ная плазмидой pPFU220, обозначена и указыва-
ется как Escherichia coli JM109/pPFU220, и она
была депонирована 5 сентября 2000 года (дата
первоначального депонирования) в International
Patent Organism Depositary, National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology,
AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome,
Tsukuba-shi, Ibaraki 305-8566, Japan под номе-
ром доступа FERM BP-7654.

(4) Получение очищенного препарата
РНКазы НII.

Escherichia coli HMS174(DE3) (Novagen)
трансформировали плазмидой pPFU220, полу-
ченной в Ссылочном примере (2). Полученную
Escherichia coli HMS174(DE3), несущую плаз-
миду pPFU220, инокулировали в 2 л LB-среды
(Luria-Bertani), содержащей 100 мкг/мл ампи-
циллина, и культивировали при встряхивании
при 37°С в течение 16 ч. После культивирова-
ния клетки, собранные центрифугированием,
суспендировали в 66,0 мл буфера для обработки
ультразвуком [50 мМ Трис-HCl (рН 8,0), 1 мМ
ЭДТА, 2 мМ фенилметансульфонилфторид
(ФМСФ)] и обрабатывали ультразвуком. Супер-
натант, полученный центрифугированием обра-
ботанной ультразвуком суспензии при 12 000
об/мин в течение 10 мин, нагревали при 60°С в
течение 15 мин. Затем его опять центрифугиро-
вали при 12000 об/мин в течение 10 мин для
сбора супернатанта. Таким образом получали
61,5 мл прогретого супернатанта.

Прогретый супернатант наносили на ко-
лонку RESOURSE Q (Amersham Pharmacia Bio-
tech), уравновешенную Буфером А [50 мМ
Трис-HCl буфер (рН 8,0), 1 мМ ЭДТА] и хрома-
тографировали с использованием системы FPLC
(жидкостной экспресс-хроматографии белков)
(Amersham Pharmacia Biotech). В результате
РНКаза НII проскакивала через колонку RE-
SOURSE Q.

60,0 мл проскочивший через колонку
фракции РНКазы НII наносили на колонку RE-
SOURSE S (Amersham Pharmacia Biotech), урав-
новешенную буфером А, и элюировали линей-
ным градиентом 0-500 мМ NaCl с использова-



15 004630 16

нием системы FPLC. Получали фракцию, со-
держащую РНКазу НII, элюированную прибли-
зительно 150 мМ NaCl.

2,0 мл этой фракции РНКазы НII концен-
трировали ультрафильтрацией с использовани-
ем Centricon-10 (Amicon). 250 мкл концентрата
наносили на гель-фильтрационную колонку Su-
perdex 200 (Amersham Pharmacia Biotech), урав-
новешенную 50 мМ Трис-НС1-буфером (рН
8,0), содержащим 100 мМ NaCl и 0,1 мМ ЭДТА,
и элюировали тем же самым буфером. В резуль-
тате РНКаза НII элюировалась в положении,
соответствующем молекулярной массе 17 кДа.
Эта молекулярная масса соответствует молеку-
лярной массе РНКазы НII в мономерной форме.

Элюированную таким образом РНКазу НII
использовали в качестве препарата Pfu РНКазы
НII.

Активность РНКазы НII полученного та-
ким образом препарата Pfu РНКазы НII измеря-
ли следующим образом.

Смешивали вместе 10 мМ Трис-HCl буфер
(рН 8,0), 1 мМ дитиотреитол (ДТТ, Nacalai
Tesque), 0,003% бычий сывороточный альбумин
(фракция V, Sigma), 4% глицерин, 20 мкг/мл
поли(dТ) (Amersham Pharmacia Biotech) и 30
мкг/мл поли(rА) (Amersham Pharmacia Biotech).
Эту смесь инкубировали при 37°С в течение 10
мин и использовали в качестве раствора суб-
страта для измерения активности РНКазы HII.

1 мкл 1 М МnСl2 добавляли к 100 мкл рас-
твора субстрата. Эту смесь инкубировали при
40°С. Подходящее разведение препарата Pfu
РНКазы НII добавляли к этой смеси для ини-
циации реакции. После реакции при 40°С в те-
чение 30 мин к смеси добавляли 10 мкл 0,5М
ЭДТА для остановки реакции. Затем измеряли
поглощение при 260 нм.

В результате поглощение при 260 нм реак-
ционной смеси, к которой добавляли препарат
Pfu РНКазы НII, было более высоким, чем по-
глощение реакционной смеси, к которой добав-
ляли 0,5 М ЭДТА перед добавлением препарата
Pfu РНКазы НII. Таким образом, было показано,
что этот препарат обладал активностью РНКазы
Н.

Пример 1.
(1) Клетки RAW264.7 (АТСС TIB 71) сус-

пендировали в модифицированной Дульбекко
среде Игла (Bio Whittaker, 12-604F), содержа-
щей 10% фетальную телячью сыворотку
(Gibco), при концентрации 1,5 х 105 клеток/мл.
По 5 мл этой суспензии добавляли в каждую
лунку 6-луночного микротитровального план-
шета, и этот планшет инкубировали при 37°С в
течение ночи в присутствии 5% СО2. В лунки
добавляли 50 мкл водного раствора 100 мкг/мл
липополисахарида (LPS, Sigma, L-2012) и 50
мкл водного раствора 1000 Е/мкл интерферона-γ
(IFN-γ, Genzyme Techne, 3485). Планшет инку-
бировали в течение дополнительных 4 ч. Затем

из этих клеток выделяли РНК с использованием
набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74104) в соот-
ветствии с прилагаемыми к набору инструкция-
ми.

кДНК получали инкубированием 60 мкл
смеси, содержащей 3 мкг полученной таким
образом РНК, 10 мМ Трис-HCl буфер (рН 8,3),
50 мМ KСl, 5 мМ МgС12, 1 мМ каждого из
dNTP, 150 пмоль случайного 6-мерного прайме-
ра, 60 Е ингибитора рибонуклеазы (Takara
Shuzo, 2310А) и 15 Е обратной транскриптазы
XL (AmV)(Takara Shuzo, 2610A) , при 30°С в
течение 10 мин, 42°С в течение 1 ч и затем при
99°С в течение 5 мин для инактивации фермента
с использованием термоциклера (GeneAmp PCR
System 9600, Applied Biosystems).

(2) Праймеры NS-PCRl и NS-PCR2, имею-
щие нуклеотидные последовательности, пред-
ставленные SEQ ID NO:6 и SEQ ID NO:7, соот-
ветственно, синтезировали на основе нуклео-
тидной последовательности мРНК для мыши-
ной индуцибельной NO-синтазы (iNOS) (номер
доступа GeneBank NM-010927). ПЦР проводили
с использованием этой пары праймеров и кДНК,
полученной в примере 1-(1), в качестве матрицы
для амплификации ДНК-фрагмента длиной 741
п.н. Этот фрагмент очищали с использованием
Suprec02 (Takara Shuzo) и затем использовали
для следующих экспериментов.

(3) Химерные олигонуклеотидные прайме-
ры NS5 и NS6, представленные SEQ ID NO:8 и
SEQ ID NO:9, соответственно, синтезировали на
основе нуклеотидной последовательности мРНК
мышиной индуцибельной NO-синтазы.

50 мкл реакционной смеси, содержащей 1
мкл раствора, содержащего ПЦР-амплифициро-
ванный ДНК-фрагмент, полученный в примере
1-(2), в концентрации 10 фг-100 пг/мкл, или во-
ды (отрицательный контроль), 50 пмоль каждо-
го из праймеров NS5 и NS6, 0,5 мМ каждого из
dNTP, 32 мМ HEPES-гидроксид калия буфер
(рН 7,8), 100 мМ ацетат калия, 4 мМ ацетат маг-
ния, 0,01% бычий сывороточный альбумин, 1%
диметилсульфоксид, 0,0156 мкг Pfu РНКазы НII,
описанной в Ссылочном примере, и 1 Е ДНК-
полимеразы BcaBEST (Takara Shuzo), инкуби-
ровали при 60°C в течение 1 ч в термоциклере.

После реакции 5 мкл каждой из реакцион-
ных смесей анализировали электрофорезом в
3,0% агарозном геле. Фотография электрофоре-
за показана на фиг. 1.

Фиг. 1 является фотографией электрофоре-
за продуктов реакции. Дорожка 1: ДНК-маркер
с шагом 100 п.н. (ladler ; дорожка 2: отрицатель-
ный контроль (вода); дорожка 3: 10 фг матрицы;
дорожка 4: 100 фг матрицы; дорожка 5: 1 пг
матрицы; дорожка 6: 10 пг матрицы; дорожка 7:
100 пг матрицы.

Как показано на фиг. 1, было обнаружено,
что ДНК-фрагмент, соответствующий району
матрицы, находящемуся между химерными оли-
гонуклеотидными праймерами, амплифициро-
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вался при использовании в реакции 1 пг или
более матрицы. Эти результаты показывают, что
сайты инициации репликации образовались в
результате отжига этих химерных олигонуклео-
тидных праймеров с матричной ДНК, хотя мат-
ричная ДНК не была денатурирована, и что
ДНК-полимераза осуществляла синтез ДНК с
сайтов инициации репликации с амплификацией
ДНК-фрагмента, находящегося между этими
сайтами инициации репликации.

Пример 2.
(1) Химерные олигонуклеотидные прайме-

ры pDON-AI-1 и pDON-AI-2, каждый из кото-
рых имеет три РНК-остатка (рибонуклеотида)
на 3'-конце, синтезировали на основе нуклео-
тидной последовательности упаковочного рай-
она ДНК плазмиды pDON-AI (Takara Shuzo).
Нуклео-тидные последовательности этих прай-
меров приведены в SEQ ID NO:10 и SEQ ID
NO:11.

(2) 50 мкл реакционной смеси, содержащей
1 мкл раствора, содержащего ДНК pDON-AI
(кольцевую) в концентрации от 10 фг до 1 нг на
мкл, или воды (отрицательный контроль), 50
пмоль каждого из праймеров pDON-AI-1 и
pDON-AI-2, 0,5 мМ каждого из dNTP, 32 мМ
HEPES-гидроксид калия буфер(рН 7,8), 100 мМ
ацетат калия, 4 мМ ацетат магния, 0,01% бычий
сывороточный альбумин, 1% диметилсульфок-
сид, 0,0156 мкг Pfu РНКазы Н, описанной в
Ссылочном примере, и 1 Е ДНК-полимеразы
BcaBEST (Takara Shuzo), инкубировали при
60°С в течение 1 ч в термоциклере.

5 мкл каждой из реакционных смесей ана-
лизировали электрофорезом в 3,0 % агарозном
геле. Результаты показаны на фиг. 2.

Фиг. 2 является фотографией электрофоре-
за продуктов реакции. Дорожка 1: ДНК-маркер
с шагом 100 п.н.; дорожка 2: отрицательный
контроль (вода); дорожка 3: 10 фг матрицы; до-
рожка 4: 100 фг матрицы; дорожка 5: 1 пг мат-
рицы; дорожка 6: 10 пг матрицы; дорожка 7: 100
пг матрицы и дорожка 8: 1 нг матрицы.

Как показано на фиг. 2, ДНК-фрагмент,
соответствующий району матрицы, находяще-
муся между использованными химерными оли-
гонуклеотидными праймерами, амплифициро-
вался при использовании в реакции 10 фг или
более матрицы. Таким образом, было показано,
что сайт инициации репликации образуется на
кольцевой молекуле ДНК при использовании
РНКазы Н и химерного олигонуклеотидного
праймера.

Пример 3.
(1) Химерные олигонуклеотидные прайме-

ры SEA-1 и SEA-2, каждый из которых имеет
три РНК-остатка (рибонуклеотида) на 3'-конце,
синтезировали на основе нуклеотидной после-
довательности района гена энтеротоксина A
Staphylococcus aureus. Праймер SEA-1 является
смысловым праймером, тогда как праймер SEA-
2 является антисмысловым праймером. Нуклео-

тидные последовательности праймеров SEA-1 и
SEA-2 приведены в SEQ ID NO:12 и SEQ ID
NO:13, соответственно.

(2) Готовили 50 мкл реакционной смеси,
содержащей 1 мкл раствора, содержащего 0,115
нг или 1,15 нг геномной ДНК Staphylococcus
aureus (ATCC 13565), или 1 мкл воды в качестве
отрицательного контроля, 50 пмоль каждого из
праймеров SEA-1 и SEA-2, 0,5 мМ каждого из
dNTP, 32 мМ HEPES-гидроксид калия буфер
(рН 7,8), 100 мМ ацетат калия, 4 мМ ацетат маг-
ния, 0,01% бычий сывороточный альбумин, 1%
диметилсульфоксид, 0,0156 мкг Pfu РНКазы Н,
описанной в ссылочном примере, и 1 Е ДНК-
полимеразы BcaBEST (Takara Shuzo). Эту реак-
ционную смесь инкубировали при 58°С в тече-
ние 1 ч в термоциклере.

5 мкл каждой из реакционных смесей ана-
лизировали электрофорезом в 3,0% агарозном
геле. Результаты показаны на фиг. 3.

Фиг. 3 является фотографией электрофоре-
за продуктов реакции. Дорожка 1: ДНК-маркер
с шагом 100 п.н.; дорожка 2: отрицательный
контроль (вода); дорожка 3: 0,115 нг матрицы и
дорожка 4: 1,15 нг матрицы. Было подтвержде-
но, что специфический продукт амплификации
образовался при использовании 1,15 нг матрич-
ной ДНК в этой реакции. Таким образом, было
показано, что можно создать сайт инициации
репликации на геномной ДНК в соответствии со
способом данного изобретения.

Пример 4.
(1) Экотропный ретровирус получали из

супернатанта культуры упаковочных клеток
GP+E-8 6 (ATCC CRL-9642) , в которые плаз-
мида pDON-AI была введена кальций-
фосфатным методом. Клетки NIH/3T3 (ATCC
CRL-1658) инфицировали этим ретровирусом и
культивировали в среде, содержащей G418, в
течение 14 дней для получения трансформиро-
ванных клеток. Было выделено 27 мкг геномной
ДНК из 4 х 104 инфицированных ретровирусом
клеток с использованием общепринятого спосо-
ба.

(2) Получение праймеров.
Два химерных олигонуклеотидных прай-

мера pDON-AI-68-l (смысловой праймер) и
pDON-AI-68-2 (антисмысловой праймер), каж-
дый из которых имеет три РНК-основания (ри-
бонуклеотида) на 3'-конце, синтезировали на
основе нуклеотидной последовательности упа-
ковочного района плазмиды pDON-AI. Нуклео-
тидные последовательности pDON-AI-68-1 и
pDON-AI-68-2 приведены в SEQ ID NO:14 и
SEQ ID NO:15, соответственно.

(3) Амплификация ДНК-фрагмента без де-
натурации матрицы.

Готовили 50 мкл реакционной смеси, со-
держащей 1 мкл раствора, содержащего 10 фг
или 1 нг pDON-AI, 1 мкл раствора, содержащего
1 нг, 10 нг или 100 нг геномной ДНК клеток
NIH/3T3, содержащих плазмиду pDON-AI, или
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1 мкл воды в качестве отрицательного контроля,
50 пмоль каждого из праймеров, полученных в
примере 4-(2) выше, 0,5 мМ каждого из dNTP,
32 мМ HEPES-гидроксид калия буфер (рН 7,8),
100 мМ ацетат калия, 4 мМ ацетат магния,
0,01% бычий сывороточный альбумин, 1% ди-
метилсульфоксид, 18,5 Е Pfu РНКазы НII, опи-
санной в ссылочном примере, и 4 Е ДНК-
полимеразы BcaBEST (Takara Shuzo). Эту реак-
ционную смесь инкубировали при 64°С в тече-
ние 1 ч в термоциклере.

После реакции 5 мкл каждой из реакцион-
ных смесей подвергали электрофорезу в 3,0%
агарозном геле для подтверждения продукта
реакции. Результаты показаны на фиг. 4.

Фиг. 4 является фотографией электрофоре-
за продуктов реакции. Дорожка М: ДНК-маркер
с шагом 100 п.н.; дорожка 1: отрицательный
контроль (вода); дорожка 2: 10 фг pDON-AI в
качестве матрицы; дорожка 3: 1 пг pDON-AI в
качестве матрицы; дорожка 4: 1 нг геномной
ДНК из клеток NIH/3T3, содержащих pDON-AI,
в качестве матрицы; дорожка 5: 10 нг геномной
ДНК из клеток NIH/3T3, содержащих pDON-AI,
в качестве матрицы и дорожка 6: 100 нг геном-
ной ДНК из клеток NIH/3T3, содержащих
pDON-AI, в качестве матрицы.

Как показано на фиг. 4, специфическую
амплификацию ДНК-фрагмента наблюдали при
использовании либо pDON-AI, либо геномной
ДНК, содержащей интегрированную в нее плаз-
миду pDON-AI. Таким образом, было показано,
что можно амплифицировать представляющий
интерес ДНК-фрагмент без денатурации мат-
ричной ДНК перед реакцией, даже если в каче-
стве матрицы используется геномная ДНК.

Пример 5.
(1) Синтез химерного олигонуклеотида и

праймера Химерный олигонуклеотид k-ras-X,
имеющий три РНК-остатка (рибонуклеотида) на
3'-конце и меченный по 5'-концу X-
родаминизотиоцианатом (XRITC), конструиро-
вали и синтезировали на основе нуклеотидной
последовательности гена c-Ki-ras человека.
Нуклеотидная последовательность k-ras-X пред-
ставлена в SEQ ID NO:16.

Праймеры ras-F (смысловой) и ras-R (анти-
смысловой) синтезировали в виде пары прайме-
ров для ПЦР для получения ПЦР-фрагмента,
используемого в качестве матрицы. Нуклеотид-
ные последовательности ras-F и ras-R представ-
лены в SEQ ID NO:17 и SEQ ID NO:18, соответ-
ственно.

(2) Реакция химерного олигонуклеотида с
матрицей.

ПЦР проводили с использованием 1 мкл
геномной ДНК человека в качестве матрицы и
праймеров ras-F и ras-R для синтеза ДНК-
фрагмента для применения в качестве матрицы,
который имел последовательность, комплемен-
тарную k-ras-X. Готовили 50 мкл реакционной
смеси следующего состава, содержавшей 270 нг

этого ДНК-фрагмента и 25 пмоль k-ras-X: 0,5
мМ каждого из dNTP, 32 мМ HEPES-гидроксид
калия буфер(рН 7,8), 100 мМ ацетат калия, 4 мМ
ацетат магния, 0,01% бычий сывороточный аль-
бумин, 1% диметилсульфоксид. Реакционную
смесь инкубировали при 52°С в течение 5 мин в
термоциклере. Реакционную смесь, к которой
добавляли ПЦР-амплифицированный фрагмент
длиной 200 п.н., не имевший комплементарно-
сти с k-ras-X, готовили в качестве отрицатель-
ного контроля и инкубировали таким же обра-
зом.

20 мкл реакционной смеси подвергали
электрофорезу в 5% неденатурирующем поли-
акриламидном геле. После электрофореза этот
гель анализировали с использованием FMBIO-II
Multi-View (Takara Shuzo) для подтверждения
электрофоретического положения k-ras-X. В
результате, в случае инкубирования с ДНК-
фрагментом, имеющим комплементарную нук-
леотидную последовательность, флуоресценцию
k-ras-X наблюдали в электрофоретическим по-
ложении, соответствующем размеру этого ДНК-
фрагмента, что было подтверждением того, что
химерный олигонуклеотид образовал комплекс
с этим ДНК-фрагментом. С другой стороны,
такое связывание этого праймера с ДНК-
фрагментом не наблюдали для отрицательного
контроля. Таким образом, было показано, что
химерный олигонуклеотид, имеющий нуклео-
тидную последовательность, комплементарную
ДНК-фрагменту, специфически связывается с
нуклеотидной последовательностью этого ДНК-
фрагмента без денатурации ДНК-фрагмента
независимым от фермента образом.

Промышленная применимость
Данное изобретение обеспечивает способ

искусственного создания сайта инициации реп-
ликации (ориджина) на молекуле нуклеиновой
кислоты и репликации молекулы нуклеиновой
кислоты с использованием этого сайта инициа-
ции репликации.

Согласно способу данного изобретения,
молекула нуклеиновой кислоты может быть
удобным образом реплицирована in vitro без
встраивания ее в вектор. Кроме того, поскольку
сайт инициации репликации (ориджин) может
быть позиционирован по желанию, можно спе-
цифически реплицировать только нужную часть
нуклеиновой кислоты или проводить реакции
репликации с множеством сайтов инициации
репликации одновременно.
Описание к перечню последовательностей

SEQ ID NO:2: ПЦР-праймер 1650Nde для
клонирования гена, кодирующего полипептид,
обладающий активностью РНКазы НII из
Руrососcus furiosus

SEQ ID NO:3: ПЦР-праймер 1650Bam для
клонирования гена, кодирующего полипептид,
обладающий активностью РНКазы НII из
Руrососcus furiosus
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SEQ ID NO:6: Сконструированный олиго-
нуклеотидный праймер для амплификации
фрагмента iNOS-кодирующей последовательно-
сти из мыши

SEQ ID NO:7: Сконструированный олиго-
нуклеотидный праймер для амплификации
фрагмента iNOS-кодирующей последовательно-
сти из мыши

SEQ ID NO:8: Сконструированный химер-
ный олигонуклеотидный праймер для амплифи-
кации фрагмента iNOS-кодирующей последова-
тельности из мыши, «нуклеотиды 21-23 являют-
ся рибонуклеотидами, другие нуклеотиды яв-
ляются дезоксирибонуклеотидами»

SEQ ID NO:9: Сконструированный химер-
ный олигонуклеотидный праймер для амплифи-
кации фрагмента iNOS-кодирующей последова-
тельности из мыши, «нуклеотиды 19-22 являют-
ся рибонуклеотидами, другие нуклеотиды яв-
ляются дезоксирибонуклеотидами»

SEQ ID NO:10: Сконструированный хи-
мерный олигонуклеотидный праймер для ам-
плификации фрагмента плазмиды pDON-AI.
«нуклеотиды 17-19 являются рибонуклеотида-
ми, другие нуклеотиды являются дезоксирибо-
нуклеотидами»

SEQ ID NO:11: Сконструированный хи-
мерный олигонуклеотидный праймер для ам-
плификации фрагмента плазмиды pDON-AI.
«нуклеотиды 19-21 являются рибонуклеотида-
ми, другие нуклеотиды являются дезок-
сирибонуклеотидами»

SEQ ID NO:12: Сконструированный хи-
мерный олигонуклеотидный праймер для ам-
плификации фрагмента геномной ДНК Staphy-
lococcus aureus. «нуклеотиды 19-21 являются
рибонуклеотидами, другие нуклеотиды являют-
ся дезоксирибонуклеотидами»

SEQ ID NO:13: Сконструированный хи-
мерный олигонуклеотидный праймер для ам-
плификации фрагмента геномной ДНК Staphy-
lococcus aureus. «нуклеотиды 19-21 являются
рибонуклеотидами, другие нуклеотиды являют-
ся дезоксирибонуклеотидами»

SEQ ID NO:14: Сконструированный хи-
мерный олигонуклеотидный праймер для ам-
плификации фрагмента плазмиды pDON-AI.
«нуклеотиды 20-22 являются рибонуклеотида-
ми, другие нуклеотиды являются дезоксирибо-
нуклеотидами»

SEQ ID NO:15: Сконструированный хи-
мерный олигонуклеотидный праймер для ам-
плификации фрагмента плазмиды pDON-AI.
«нуклеотиды 21-23 являются рибонуклеотида-
ми, другие нуклеотиды являются дезоксирибо-
нуклеотидами»

SEQ ID NO:16: Сконструированный хи-
мерный олигонуклеотид, комплементарный ге-
ну c-Ki-ras человека, «нуклеотиды 18-20 явля-
ются рибонуклеотидами, другие нуклеотиды
являются дезоксирибонуклеотидами»

SEQ ID NO:17: Сконструированный оли-
гонуклеотидный праймер для амплификации
фрагмента гена c-Ki-ras человека

SEQ ID NO:18: Сконструированный оли-
гонуклеотидный праймер для амплификации
фрагмента гена c-Ki-ras человека

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Способ образования комплекса, состоя-
щего из двухцепочечной нуклеиновой кислоты
и олигонуклеотида, предусматривающий

(a) смешивание двухцепочечной нуклеи-
новой кислоты и по меньшей мере одного оли-
гонуклеотида для получения реакционной сме-
си, где олигонуклеотид является химерным оли-
гонуклеотидом, содержащим по меньшей мере
рибонуклеотид, а также член, выбранный из
группы, состоящей из дезоксирибонуклеотида и
аналога нуклеотида, и имеет последователь-
ность, существенно комплементарную нуклео-
тидной последовательности одной из двух це-
пей двухцепочечной нуклеиновой кислоты; и

(b) инкубирование этой реакционной сме-
си для образования комплекса в условиях, в ко-
торых двухцепочечная нуклеиновая кислота не
является денатурированной.

2. Способ по п.1, где двухцепочечная нук-
леиновая кислота является нуклеиновой кисло-
той, выбранной из группы, состоящей из линей-
ной ДНК, кольцевой ДНК и геномной ДНК.

3. Способ по п.1, где олигонуклеотид мо-
жет функционировать в качестве праймера для
синтеза ДНК, комплементарной одной из двух
цепей двухцепочечной нуклеиновой кислоты.

4. Способ по п.1, где олигонуклеотид явля-
ется меченым.

5. Способ детектирования двухцепочечной
нуклеиновой кислоты, имеющей нуклеотидную
последовательность-мишень, предусматриваю-
щий

(a) образование комплекса, состоящего из
двухцепочечной нуклеиновой кислоты и олиго-
нуклеотида в соответствии со способом по п.1,
где олигонуклеотид является химерным олиго-
нуклеотидом, содержащим по меньшей мере
рибонуклеотид, а также член, выбранный из
группы, состоящей из дезоксирибонуклеотида и
аналога нуклеотида, и имеет последователь-
ность, существенно комплементарную нуклео-
тидной последовательности-мишени; и

(b) детектирование олигонуклеотида, обра-
зующего комплекс.

6. Способ создания сайта инициации реп-
ликации (ориджина) на двухцепочечной нук-
леиновой кислоте, предусматривающий

(а) смешивание двухцепочечной нуклеи-
новой кислоты и по меньшей мере одного оли-
гонуклеотида для получения реакционной сме-
си, где олигонуклеотид является химерным оли-
гонуклеотидом, содержащим по меньшей мере
рибонуклеотид, а также член, выбранный из
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группы, состоящей из дезоксирибонуклеотида и
аналога нуклеотида, позволяет достраивание его
3'-конца ДНК-полимеразой и имеет последова-
тельность, существенно комплементарную нук-
леотидной последовательности одной из двух
цепей двухцепочечной нуклеиновой кислоты; и

(b) инкубирование этой реакционной сме-
си для образования комплекса в условиях, в ко-
торых двухцепочечная нуклеиновая кислота не
является денатурированной.

7. Способ по п.6, где двухцепочечная нук-
леиновая кислота является нуклеиновой кисло-
той, выбранной из группы, состоящей из линей-
ной ДНК, кольцевой ДНК и геномной ДНК.

8. Способ репликации нуклеиновой кисло-
ты, предусматривающий синтез ДНК, компле-
ментарной одной из двух цепей двухцепочечной
кислоты, с сайта инициации репликации, соз-
данного в соответствии со способом по п.6, в
присутствии ДНК-полимеразы.

9. Способ по п.8, где ДНК-полимераза яв-
ляется ферментом, обладающим активностью
замещения цепи.

Фиг. l

Фиг. 2

Фиг. 3

Фиг. 4

ПЕРЕЧЕНЬ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ
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