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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　機能的なインビトロ真核生物発現系を含有する複数のマイクロカプセルを含む親水性相
、疎水性相、及び界面活性剤を含み、前記界面活性剤が酸化剤およびタンパク質変性剤を
含まないシリコーンベースの界面活性剤である油中水滴型乳濁液。
【請求項２】
　前記シリコーンベースの界面活性剤が、ポリシロキサン－ポリセチル－ポリエチレング
リコールコポリマーである、請求項１に記載の乳濁液。
【請求項３】
　前記界面活性剤がｖ／ｖ濃度で油相の４％である、請求項１または２に記載の乳濁液。
【請求項４】
　前記乳濁液が、インビトロ真核生物発現系を含む、請求項１～３のいずれか１項に記載
の乳濁液。
【請求項５】
　前記真核生物発現系が、哺乳動物細胞溶解物の全部または一部を含む、請求項４に記載
の乳濁液。
【請求項６】
　前記溶解物が網状赤血球溶解物である、請求項５に記載の乳濁液。
【請求項７】
　前記溶解物がウサギ網状赤血球溶解物である、請求項５に記載の乳濁液。
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【請求項８】
　前記乳濁液中の遺伝子産物の発現および／または活性レベルが、乳濁液形成前の発現系
によって達成可能な遺伝子産物のレベルの少なくとも１％である、請求項１～７のいずれ
かに記載の乳濁液。
【請求項９】
　前記乳濁液中の遺伝子産物の発現および／または活性レベルが、乳濁液形成前の発現系
によって達成可能な遺伝子産物のレベルの少なくとも１０％である、請求項８に記載の乳
濁液。
【請求項１０】
　前記乳濁液が、３０℃で少なくとも１時間のインキュベーションのあいだ安定である、
請求項１～９のいずれかに記載の乳濁液。
【請求項１１】
　前記疎水性相が、鉱物油を含む、請求項１～１０のいずれかに記載の乳濁液。
【請求項１２】
　酸化剤およびタンパク質変性剤を含まないシリコーンベースの界面活性剤の存在下で、
真核生物発現系を含む親水性組成物と疎水性組成物とを撹拌する工程を含む、請求項１～
１１のいずれかに記載の油中型乳濁液の形成方法。
【請求項１３】
　前記界面活性剤が、前記疎水性組成物中に存在する、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１～１１のいずれかに記載の乳濁液を形成する工程と、発現系によって遺伝子産
物を発現させる工程と、任意選択的に該遺伝子産物を精製する工程とを含む、遺伝子産物
を得る方法。
【請求項１５】
　（ａ）請求項１～１１のいずれかに記載の乳濁液から形成されたマイクロカプセルに遺
伝因子を区画化する工程と、
　（ｂ）前記遺伝因子を発現させて前記マイクロカプセル内に各遺伝子産物を産生させる
工程と、
　（ｃ）所望の活性を有する遺伝子産物を産生する前記遺伝因子を分類する工程と
を含む、所望の活性を有する遺伝子産物をコードする一つまたは複数の遺伝因子を単離す
る方法。
【請求項１６】
　（ａ）発現させて遺伝子産物を形成させるのに必要な遺伝因子および成分を含む水溶液
を形成する工程と、
　（ｂ）前記遺伝因子を含む個別のマイクロカプセルを形成するために前記溶液をマイク
ロカプセル化する工程と、
　（ｃ）前記マイクロカプセルを前記遺伝因子の発現に適切な条件に曝露して、その遺伝
子産物の形成を進行させる工程と
を含み、前記マイクロカプセルが請求項１～１１のいずれか１項に記載の乳濁液から形成
される、遺伝因子を区画化し、区画内で遺伝因子を発現させてその遺伝子産物を形成させ
る方法。
【請求項１７】
　（ａ）遺伝子産物をコードする遺伝因子を調製する工程と、
　（ｂ）前記遺伝因子を請求項１～１１のいずれか１項に記載の乳濁液から形成されたマ
イクロカプセルに区画化する工程と、
　（ｃ）前記遺伝因子を発現させて、前記マイクロカプセル内に各遺伝子産物を産生させ
る工程と、
　（ｄ）所望の活性を有する遺伝子産物を産生する遺伝因子を分類する工程と、
　（ｅ）前記所望の活性を有する遺伝子産物を発現させる工程と
を含む、遺伝子産物の調製方法。
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【請求項１８】
　（ａ）遺伝子産物をコードする遺伝因子のレパートリーを調製する工程と、
　（ｂ）前記遺伝因子を請求項１～１１のいずれか１項に記載の乳濁液から形成されたマ
イクロカプセルに区画化する工程と、
　（ｃ）前記遺伝因子を発現させて、前記マイクロカプセル内に各遺伝子産物を産生させ
る工程と、
　（ｄ）所望の活性を有する遺伝子産物を産生する遺伝因子を分類する工程と、
　（ｅ）前記所望の活性を有する遺伝子産物を化合物または複数の化合物に接触させて該
化合物による遺伝子産物の活性の調整をモニターする工程と
を含む、遺伝子産物の活性を調整することができる化合物をスクリーニングする方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、特に、転写／翻訳反応物の区画化に適切な乳濁液およびこのような乳濁液の
使用方法に関する。特に、乳濁液は、インビトロ真核生物転写／翻訳反応物の区画化に有
用である。
【背景技術】
【０００２】
　油中水滴型乳濁液に基づいた区画化方法は、レパートリー選択法での使用のために最近
開発された（Ｔａｗｆｉｋ　＆　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，１９９８，Ｇｈａｄｅｓｓｙら，
２００１）。区画化により、各遺伝子およびそのコードされる産物（細胞を介して送達さ
れるか（Ｇｈａｄｅｓｓｙら，２００１）、インサイチューで発現する（Ｔａｗｆｉｋ　
＆　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，１９９８））が個別の物理的に異なる水性区画に分離され、そ
れにより選択プロセス時に遺伝子型および表現型が確実に関連付けられる。
【０００３】
　ＷＯ９９／０２６７１（引用することにより本明細書の一部をなすものとする）は、所
望の活性を有する遺伝子産物をコードする一つまたは複数の遺伝因子の単離方法を記載し
ている。遺伝因子を、最初にマイクロカプセルに区画化し（乳化によって形成されること
が好ましい）、その後、転写および／または翻訳されてマイクロカプセル内にその各遺伝
子産物（ＲＮＡまたはタンパク質）が産生される。あるいは、乳濁液のマイクロカプセル
内に遺伝因子を封入し、細胞機構を使用して遺伝子産物を転写および／または翻訳（発現
）させることができる。その後、所望の活性を有する遺伝子産物を産生する遺伝因子を分
類することができる。例えば、いくつかの場合、分類は、マイクロカプセルの変化を誘導
する所望の活性に起因し得る。他の場合、分類は、遺伝因子の変化を誘導する所望の活性
に起因し得る。
【０００４】
　ＷＯ９９／０２６７１号に開示の方法は、細菌内で十分に作用する。細胞内区画化（ce
llular subcompartmentalisation）アプローチを、原則的に、真核細胞（例えば、酵母、
昆虫、哺乳動物の細胞）を含めるように拡大することができるが、いくつかの適用では、
インビトロでの真核生物の転写／翻訳系を使用してマイクロカプセルに直接的にインサイ
チューで発現させることが望ましい。
【０００５】
　乳濁液中で細菌Ｓ３０抽出物を使用した原核生物酵素（Ｈａｅメチラーゼ）の首尾の良
い発現が以前に報告されている（Ｔａｗｆｉｋ　Ｄ．＆　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　Ａ．Ｄ．
，１９９８）。しかし、このような方法は、目的のいくつかのタンパク質で適切ではない
（例えば、細菌抽出物を使用して機能的形態でしばしば発現することができない巨大な多
ドメインタンパク質およびリボ核タンパク質）。
【０００６】
　したがって、インビトロでの真核生物転写／翻訳系を使用してマイクロカプセル中で直
接的にインサイチューで発現させることができる方法は当分野に貢献すると予想すること
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ができる。
【発明の開示】
【０００７】
　したがって、本発明の第１の態様では、機能的なインビトロ真核生物発現系を含有する
複数のマイクロカプセルを含む疎水性相および親水性相の界面活性剤を含み、前記界面活
性剤が化学的に不活性なシリコーンベースの界面活性剤である乳濁液を提供する。
【０００８】
　このような方法の開発では、本発明者らは、乳濁液中の場合に真核生物系、特にウサギ
網状赤血球溶解物系の有効な転写／翻訳能力の維持における問題に繰り返し遭遇した。以
下に記載のように、原核生物発現系と共に使用した乳濁液組成物の多数の改変によりこの
ような能力が首尾よく付与された。しかし、驚いたことに、化学的に不活性なシリコーン
ベースの界面活性剤を乳濁液組成物中で使用した場合、真核生物の転写／翻訳系の転写効
率が著しく改良されることが見出された。
【０００９】
　乳濁液によれば、細胞ベース系の多数の欠点を回避しながら、真核生物発現系の区画化
による遺伝子型と表現型とを結合させることができる。したがって、例えば、細胞から抽
出または分泌する必要なく遺伝子産物が得られる。
【００１０】
　したがって、本発明の第２の態様では、
　（ａ）本発明の乳濁液から形成されたマイクロカプセルに遺伝因子を区画化する工程と
、
　（ｂ）前記遺伝因子を発現させて前記マイクロカプセル内に各遺伝子産物を産生させる
工程と、
　（ｃ）所望の活性を有する遺伝子産物を産生する遺伝因子を分類する工程と
を含む、所望の活性を有する遺伝子産物をコードする一つまたは複数の遺伝因子を単離す
る方法を提供する。
【００１１】
　第３の態様では、本発明は、
　（ａ）遺伝子産物をコードする遺伝因子を調製する工程と、
　（ｂ）前記遺伝因子を本発明の乳濁液から形成されたマイクロカプセルに区画化する工
程と、
　（ｃ）前記遺伝因子を発現させて、前記マイクロカプセル内に各遺伝子産物を産生させ
る工程と、
　（ｄ）所望の活性を有する遺伝子産物を産生する遺伝因子を分類する工程と、
　（ｅ）前記所望の活性を有する遺伝子産物を発現させる工程と
を含む、遺伝子産物の調製方法を提供する。
【００１２】
　本発明のこの態様によれば、工程（ａ）は、好ましくは、各遺伝因子が潜在的に異なる
遺伝子産物をコードする遺伝因子のレパートリーを調製する工程を含む。レパートリーを
、ファージディスプレイなどの方法による選択を意図するライブラリーの作製のために使
用される技術などの従来の技術によって作製することができる。所望の活性を有する遺伝
子産物を、本発明にしたがってレパートリーから選択することができる。
【００１３】
　本発明の第４の態様は、本発明の第２の態様の方法を使用して選択されたか、本発明の
第３の態様によって調製された産物を提供する。この文脈で使用される、「産物」は、こ
れらの態様によって選択または調製された遺伝子産物または遺伝因子（またはその中に含
まれる遺伝情報）をいうことができる。
【００１４】
　第５の態様では、本発明は、
　（ａ）遺伝子産物をコードする遺伝因子のレパートリーを調製する工程と、
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　（ｂ）前記遺伝因子を本発明の乳濁液から形成されたマイクロカプセルに区画化する工
程と、
　（ｃ）前記遺伝因子を発現させて、前記マイクロカプセル内に各遺伝子産物を産生させ
る工程と、
　（ｄ）所望の活性を有する遺伝子産物を産生する遺伝因子を分類する工程と、
　（ｅ）前記所望の活性を有する遺伝子産物を化合物に接触させて前記化合物による遺伝
子産物の活性の調整をモニターする工程とを含む、遺伝子産物の活性を調整することがで
きる化合物をスクリーニングする方法を提供する。
【００１５】
　本発明の文脈では、界面活性剤を、ペルオキシダーゼおよびアルデヒドなどの酸化剤な
らびにタンパク質変性剤を実質的に含まない場合、「化学的に不活性」と見なす。従来の
ソルビタンモノオレエート（Ｓｐａｎ（商標）８０；ＩＣＩ）およびポリオキシエチレン
ソルビタンモノオレエート（Ｔｗｅｅｎ（商標）８０；ＩＣＩ）乳化剤のいずれかと比較
して、４０％未満、好ましくは５０％未満、より好ましくは６０％未満、７０％未満、８
０％未満、９０％未満、９５％未満、または９８％未満の酸化剤およびタンパク質変性剤
を有する界面活性剤を、酸化剤および変性剤を「実質的に含まない」と見なす。
【００１６】
　用語「単離」、「分類」、および「選択」ならびにその変形形態を本明細書中で使用す
る。本発明の「単離」は、単離プロセス前に会合していた少なくとも一つの物質を遊離さ
せるように、不均一な集団（例えば、混合物）から構成要素（entity）を分離するプロセ
スをいう。好ましい実施形態では、「単離」は、本質的に構成要素を均一にするための精
製をいう。構成要素の分類とは、望ましくない構成要素から所望の構成要素を優先的に単
離するプロセスをいう。これが所望の構成要素の単離をいう限り、用語「単離」および「
分類」は、等価である。本発明の方法により、所望の遺伝因子を含む遺伝因子のプール（
ライブラリーまたはレパートリー）から所望の遺伝因子が分類される。その特定の性質に
よって構成要素を単離するプロセス（分類プロセスを含む）をいうために「選択」を使用
する。
【００１７】
　本発明の方法の好ましい実施形態では、本質的に以下の４つの技術のうちの一つ（詳細
については、ＷＯ９９／０２６７１を参照のこと）において、遺伝因子の分類を行うこと
ができる。
【００１８】
　（Ｉ）第１の実施形態では、全体としてマイクロカプセルを検出することができる遺伝
子産物またはその誘導体の活性にしたがってマイクロカプセルを分類する。したがって、
本発明は、所望の活性を有する遺伝子産物が遺伝子産物およびこれをコードする遺伝因子
を含むマイクロカプセルを分類することができるマイクロカプセルの変化またはマイクロ
カプセル内の一つまたは複数の分子の改変を誘導する、本発明の第２の態様の方法を提供
する。したがって、この実施形態では、マイクロカプセルを、その中に含まれる遺伝因子
から発現される遺伝子産物の活性によって互いに物理的に分類し、所望の活性の遺伝子産
物を含むマイクロカプセルを選択的に富化することが可能になる。
【００１９】
　（ＩＩ）第２の実施形態では、一つまたは複数の共通の区画へのマイクロカプセルのプ
ーリング後に遺伝因子を分類する。この実施形態では、その後の工程で選択可能な方法で
、所望の活性を有する遺伝子産物により遺伝子産物をコードする（そして、同一のマイク
ロカプセル中に存在する）遺伝因子が改変される。反応を停止させ、各マイクロカプセル
の全ての成分がプールされるようにマイクロカプセルを破壊する。改変された遺伝因子の
選択により、所望の活性を有する遺伝子産物をコードする遺伝因子を富化することができ
る。したがって、本発明は、工程（ｂ）で、所望の活性を有する遺伝子産物がこれをコー
ドする遺伝因子を改変して遺伝因子を単離することができる、本発明の第２の態様の方法
を提供する。勿論、改変は、遺伝因子に対する遺伝子産物の直接的作用に起因するという



(6) JP 4503290 B2 2010.7.14

10

20

30

40

50

点で直接的であるか、一連の反応（そのうちの一つまたは複数が所望の活性を有する遺伝
子産物を含む）により遺伝因子が改変されるという点で間接的であり得ると理解すべきで
ある。
【００２０】
　（ＩＩＩ）第３の態様では、一つまたは複数の共通の区画へのマイクロカプセルのプー
リング後に遺伝因子を分類する。この実施形態では、所望の活性を有する遺伝子により、
遺伝子産物およびこれをコードする遺伝因子を含むマイクロカプセルの変化が誘導される
。この変化は、検出された場合、マイクロカプセル内の遺伝子の改変が誘発される。反応
を停止させ、各マイクロカプセルの全ての内容物がプールされるようにマイクロカプセル
を破壊する。改変された遺伝因子の選択により、所望の活性を有する遺伝子産物をコード
する遺伝因子を富化することができる。したがって、本発明は、工程（ｂ）で所望の活性
を有する遺伝子産物により検出されたマイクロカプセルの変化が誘導され、マイクロカプ
セル内の遺伝因子の改変が誘発されて単離することができる、本発明の第２の態様の方法
を提供する。マイクロカプセルで検出された変化は、一連の反応のうちの所望の活性を有
する遺伝子産物を含む一つまたは複数により変化が検出される、遺伝子産物の直接的作用
または間接的作用に起因し得ると理解すべきである。
【００２１】
　（ＩＶ）第４の態様では、遺伝因子を、例えば、少なくとも二つの個別の反応が起こる
条件に遺伝因子を曝露するための少なくとも二つの工程を含む多工程手順によって分類す
ることができる。当業者に明らかなように、本発明の第１のマイクロカプセル化工程によ
り、遺伝因子が発現（転写、転写および／または翻訳、または複製など）される条件が得
られなければならない。これらの条件下では、例えば、遺伝子産物がこれらの条件下で活
性を示すことができないか、発現系が阻害活性を含むので、特定の遺伝子産物の活性を選
択することができない。したがって、本発明は、工程（ｂ）が遺伝因子を発現してマイク
ロカプセル内にその各遺伝子産物を産生する工程と、遺伝子産物をこれをコードする遺伝
因子と連結させて形成された複合体を単離する工程とを含む、本発明の第２の態様の方法
を提供する。これにより、遺伝因子およびその会合した遺伝子産物をマイクロカプセルか
ら単離し、その後遺伝子産物の活性によって分類することができる。好ましい実施形態で
は、所望の活性を有する遺伝子産物をコードする遺伝因子の単離前に、複合体をさらなる
区画化工程に供する。有利にマイクロカプセル化されるこのさらなる区画化工程により、
異なる条件下で（遺伝因子およびその各遺伝子産物が物理的に連結する環境下）、さらな
る反応が起こる。上記の実施形態（Ｉ）、（ＩＩ）、または（ＩＩＩ）に従って遺伝因子
の最終的な分類を行うことができる。
【００２２】
　他の手段（ファージディスプレイ、ポリソームディスプレイ、ＲＮＡ－ペプチド融合、
またはｌａｃリプレッサーペプチド融合など）によって遺伝子産物に連結した遺伝因子を
使用して「二次カプセル化」も行うことができる。
【００２３】
　選択された遺伝因子を、その後のおそらくよりストリンジェントな反復工程（本発明の
方法の全部または選択された工程のみを再度適用する）における分類ラウンドにも供する
ことができる。適切な条件の調整により、より適切な活性を有する遺伝子産物をコードす
る遺伝因子を、各選択ラウンド後に単離することができる。
【００２４】
　さらに、第１ラウンドの分類後に単離された遺伝因子を、変異誘発に供し、その後上記
本発明の方法の工程の反復によって分類を反復することができる。各変異誘発ラウンド後
、遺伝子産物の活性を増強させるような方法で、いくつかの遺伝因子を改変した。
【００２５】
　さらに、選択した遺伝因子を、遺伝因子およびその産物をさらに特徴付けられるように
発現ベクターにクローン化することができる。複数の適切なベクターが、当業者に公知で
ある。複製起点、任意選択的に遺伝因子の発現のためのプロモーター、および任意選択的
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にプロモーターのレギュレーターを有するベクター（例えば、ウイルスベクター、プラス
ミドベクター、またはファージベクター）を得ることができる。ベクターは、選択マーカ
ー遺伝子（例えば、哺乳動物ベクターのためのネオマイシン耐性遺伝子）を含み得る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２６】
［乳濁液］
　乳濁液は、一方の相が他方の相に微視的またはコロイドサイズの液滴として分散した二
つの非混和性液相の不均一系である（Ｂｅｃｈｅｒ，１９５７；Ｓｈｅｒｍａｎ，１９６
８；Ｌｉｓｓａｎｔ，１９８４）。本発明の乳濁液は、マイクロカプセルを形成すること
ができなければならない。
【００２７】
　非混和性液体の任意の適切な組み合わせから乳濁液を作製することができる。本発明の
乳濁液は、細かく分割された液滴（分散した内相または不連続な相）の形態で存在する相
としての親水性相（生体成分を含む）およびこれらの液滴が懸濁した基質（非分散性の連
続相または外相）としての疎水性の非混和性液体（「油」）を有する。このような乳濁液
を、「油中水滴型」（Ｗ／Ｏ）と呼ぶ。これは、生体成分を含む水相全体が個別の液滴（
内相）中に区画化されるという利点を有する。疎水性の油である外相は、一般に、生体成
分を含まないので不活性である。
【００２８】
　乳濁液の作製には、一般に、相の共存を強いる力学的エネルギーの印加が必要である。
撹拌機（電磁撹拌機、プロペラ撹拌機、およびタービン撹拌機、パドルデバイス、および
泡だて器など）、ホモジナイザー（ローター・ステーターホモジナイザー、高圧弁ホモジ
ナイザー、およびジェットホモジナイザーを含む）、コロイドミル、超音波、および「膜
乳化」デバイスを含む種々の機械装置を使用する種々のこれを行うための方法が存在する
（Ｂｅｃｈｅｒ，１９５７；Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，１９９４）。
【００２９】
　望ましくは、乳濁液は、３０℃で少なくとも１時間のインキュベーションにおいて安定
である。いくつかの場合、特にＰＣＲまたは他の増幅手順でサーマルサイクリングを使用
する場合、より高い温度で安定であることが好ましい。
【００３０】
［界面活性剤］
　本発明の乳濁液は、一つまたは複数の表面活性剤（界面活性剤）の添加によって安定化
される。これらの界面活性剤を乳化剤といい、相の分離を回避する（少なくとも遅延させ
る）ために水／油境界面で作用する。油中水滴型乳濁液の作製に多数の油および多数の乳
化剤を使用することができる（最新の資料に、１６，０００種を超える界面活性剤が列挙
されており、その多くが乳化剤として使用されている）（Ａｓｈ　ａｎｄ　Ａｓｈ，１９
９３）。
【００３１】
　しかし、実施例に記載のように、非イオン性界面活性剤（Ｓｃｈｉｃｋ，１９６６）な
どの乳濁液への適用で従来から使用されている界面活性剤（例えば、ソルビタンモノオレ
エート（Ｓｐａｎ（商標）８０；ＩＣＩ）およびポリオキシエチレンソルビタンモノオレ
エート（Ｔｗｅｅｎ（商標）８０；ＩＣＩ））は、ウサギ網状赤血球溶解物を使用した有
効なインビトロでの真核生物発現に適切ではない。
【００３２】
　しかし、本明細書に記載のように、化学的に不活性なシリコーンベースの界面活性剤を
使用した場合、このような発現を維持することができる。
【００３３】
　好ましくは、乳濁液の化学的に不活性なシリコーンベースの界面活性剤は、シリコーン
コポリマーである。
【００３４】
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　より好ましくは、界面活性剤は、ポリシロキサン－ポリセチル－ポリエチレングリコー
ルコポリマー（セチルジメチコンコポリコール）（例えば、Ａｂｉｌ（登録商標）ＥＭ９
０（Ｇｏｌｄｓｃｈｍｉｄｔ））を含む。
【００３５】
　化学的に不活性なシリコーンベースの界面活性剤を、乳濁液組成物中の唯一の界面活性
剤として提供するか、いくつかの界面活性剤の一つとして提供することができる。例えば
、異なる界面活性剤の混合物を使用することができる。
【００３６】
　好ましい実施形態では、界面活性剤はｖ／ｖ濃度で乳濁液の油相の０．５～２０％、好
ましくは１～１０％、より好ましくは３～５％である。
【００３７】
　非常に好ましい実施形態では、界面活性剤がｖ／ｖ濃度で油相の４％である。
【００３８】
　本発明の非常に好ましい実施形態では、約３～５％（ｖ／ｖ）のポリシロキサン－ポリ
セチル－ポリエチレングリコールコポリマーを含む鉱物油を含む界面活性剤の存在下で、
好ましくは、油相：水相の比が２．５：１で油相に水相を滴下することによって乳濁液を
作製する。
【００３９】
　界面活性剤は、最初、疎水性組成物と共に存在し得る。したがって、界面活性剤および
疎水性組成物を含む組成物は、本発明のさらなる態様を示す。
【００４０】
　あるいは、界面活性剤を、その後の段階（例えば、疎水性相と親水性相との混合中また
は混合後）で添加することができる。
【００４１】
　この実施形態では、疎水性組成物と共にキット中に界面活性剤を提供することができる
。キットはまた、任意選択的に、ウサギ網状赤血球溶解物などの真核生物発現系および／
または疎水性相と親水性相とを混合するためのデバイスを含み得る。本発明の乳濁液を得
るための使用説明書をさらに含み得る。
【００４２】
　あるいは、界面活性剤は、最初は、親水性組成物と共に存在し得る。
【００４３】
［マイクロカプセル］
　用語「マイクロカプセル」は、「区画（compartment）」と同義語であり、この用語を
交換可能に使用する。本質的にマイクロカプセルは、境界の画定により遺伝因子によって
コードされる遺伝子産物の機能によって遺伝因子が分類される本明細書中に記載の分子機
構成分の交換が制限される人工的な区画である。
【００４４】
　乳濁液によって形成されたマイクロカプセルは、本発明を実施するための適切な物理的
性質を必要とする。特に、各マイクロカプセルの成分を、周囲のマイクロカプセルの成分
から単離しなければならない。
【００４５】
　好ましくは、本発明の方法で使用されるマイクロカプセルを非常に多数生成することが
でき、それにより遺伝子産物のレパートリーをコードする遺伝因子のライブラリーを区画
化することができる。マイクロカプセルの機能は、核酸および核酸によってコードされる
対応するポリペプチドを同時に局在化することができることである。好ましくは、テンプ
レートおよび産物のストランドが他のマイクロカプセルへ分散することを実質的に制限す
るマイクロカプセルの能力によってこれを行う。
【００４６】
　第２に、本発明の方法は、乳濁液中に形成されたマイクロカプセルあたり限定数の遺伝
因子のみが存在することが必要である。これにより、各遺伝因子の遺伝子産物が他の遺伝



(9) JP 4503290 B2 2010.7.14

10

20

30

40

50

因子から確実に単離される。したがって、遺伝因子と遺伝子産物との間のカップリングは
高度に特異的である。各遺伝因子の遺伝子産物が、全ての他の遺伝因子の産物から単離さ
れるので、マイクロカプセルあたり平均一つまたはそれ以下の遺伝因子またはマイクロカ
プセルあたり二つまたはそれ以上の単一の遺伝因子のコピー（核酸とコードされる遺伝子
産物の活性との間の関連ができるだけ強力である）を使用した濃縮係数が最大である。し
かし、たとえ平均してマイクロカプセルあたり一つまたはそれ以下の遺伝因子の理論的に
最適な条件を使用しないとしても、マイクロカプセルあたり５、１０、５０、１００、ま
たは１０００またはそれ以上の遺伝因子の比が巨大なライブラリーの分類に有利であるこ
とを証明することができる。その後の分類ラウンド（遺伝因子分布が異なる新たなカプセ
ル化を含む）により、遺伝因子がより厳格に分類される。好ましくは、マイクロカプセル
あたり一つまたはそれ以下の遺伝因子が存在する。
【００４７】
　第３に、マイクロカプセルの形成および組成物は、真核生物のインビトロ発現系を使用
する遺伝因子の発現機構の機能および遺伝子産物の活性を損なうべきではない。
【００４８】
　したがって、乳濁液によって形成されたマイクロカプセルは、これら３つの要件を満た
さなければならない。当業者に明らかなように、適切な乳濁液は、本発明の各適用におけ
る要件の的確な性質に依存して変化し得る。
【００４９】
　好ましいマイクロカプセルのサイズは、本発明に従って実施されるべき任意の各選択プ
ロセスの的確な要件に依存して変化する。全ての場合では、主な検討材料は、有効な転写
／翻訳を達成するために必要な各区画中の成分の濃度である。これと、遺伝子ライブラリ
ーのサイズ、富化、または分類手順に関連し得る他の要件とのバランスをとることができ
る。
【００５０】
　小さなマイクロカプセルが得られた場合、少量の乳濁液中に非常に多数の個別のマイク
ロカプセルを得ることができる。さらに、小さなマイクロカプセルを得ることにより所与
のマイクロカプセル内に唯一の遺伝子産物型が産生される可能性の増加によって選択性が
増大する。したがって、核酸とコードされる遺伝子産物の活性との結合をできるだけ強固
に保持するために、区画あたり平均一つの転写および／または翻訳される遺伝因子しか存
在しないことが好ましい。しかし、理論的に最適であるマイクロカプセルあたり平均１個
またはそれ以下の遺伝因子という条件を使用しなくても、マイクロカプセルあたり５、１
０、５０、１００、または１０００倍またはそれ以上の遺伝因子の比も巨大ライブラリー
の分類に有利であることを証明することができる。異なる遺伝因子分布の新たなカプセル
化を含むその後の分類ラウンドにより、遺伝因子のより厳格な分類が可能である。好まし
くは、マイクロカプセルあたりわずか平均一つの遺伝因子が存在する。
【００５１】
　望ましくは、マイクロカプセルの平均体積は、５．２×１０-16ｍ3未満（直径１０μｍ
未満の球状のマイクロカプセルに相当）、より望ましくは６．５×１０-17ｍ3未満（直径
５μｍ未満の球状のマイクロカプセルに相当）、さらにより望ましくは約４．２×１０-1

8ｍ3（直径約２μｍ未満の球状のマイクロカプセルに相当）である。
【００５２】
　マイクロカプセル中のＤＮＡまたはＲＮＡ有効濃度を、当業者に周知の種々の方法によ
って人為的に増加させることができる。これらには、例えば、ポリエチレングリコール（
ＰＥＧ）などの体積排除化合物の添加ならびに大腸菌（Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９６９；Ｂｌ
ａｔｔｎｅｒ　ａｎｄ　Ｄａｈｌｂｅｒｇ，１９７２；Ｒｏｂｅｒｔｓら，１９７５；Ｒ
ｏｓｅｎｂｅｒｇら，１９７５）、真核生物、例えば（Ｗｅｉｌら，１９７９；Ｍａｎｌ
ｅｙら，１９８３）、およびバクテリオファージ（Ｔ７、Ｔ３、およびＳＰ６など（Ｍｅ
ｌｔｏｎら、１９８４））などの細菌由来のものを含むＲＮＡポリメラーゼを使用した転
写；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（Ｓａｉｋｉら、１９８８）；Ｑβレプリカーゼ増
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幅（Ｍｉｅｌｅら、１９８３；Ｃａｈｉｌｌら、１９９１；Ｃｈｅｔｖｅｒｉｎ　ａｎｄ
　Ｓｐｉｒｉｎ、１９９５；Ｋａｔａｎａｅｖら、１９９５）；リガーゼ連鎖反応（ＬＣ
Ｒ）（Ｌａｎｄｅｇｒｅｎら、１９８８；Ｂａｒａｎｙ、１９９１）；ならびに自律配列
複製系（Ｆａｈｙら、１９９１）および鎖置換複製（Ｗａｌｋｅｒら、１９９２）を含む
種々の遺伝子増幅技術が含まれる。乳濁液およびインビトロ転写または転写－翻訳系の組
み合わせが熱安定性を示す場合、サーマルサイクリングを有利に使用した遺伝子増幅技術
（ＰＣＲおよびＬＣＲなど）を使用することができる。
【００５３】
　有効な局所核酸濃度の増加により、マイクロカプセルをより有効に使用することができ
る。したがって、たった約５．２×１０-16ｍ3未満（直径１０μｍ未満の球体に相当）ま
での体積を有するマイクロカプセルを多くの目的で使用することができるが、所望であれ
ば、より大きな体積のマイクロカプセルも勿論使用することができる。
【００５４】
　マイクロカプセルのサイズは、マイクロカプセル中で起こることが必要とされる生化学
反応の全ての必要な成分を有効に収容できる大きさでなければならない。例えば、インビ
トロでは、転写反応および転写－翻訳の組み合わせ反応は共にしばしば総ヌクレオシド三
リン酸濃度が約２ｍＭであることが必要である。
【００５５】
　遺伝子を５００塩基長の単一の短いＲＮＡ分子に転写するために、これは、マイクロカ
プセルあたり最低５００分子のヌクレオシド三リン酸（８．３３×１０-22モル）が必要
であることも留意することができる。２ｍＭの溶液を構成するために、この分子数を、４
．１７×１０-19リットル（４．１７×１０-22ｍ3）の体積（球体の場合、直径９３ｎｍ
）のマイクロカプセル内に含めなければならない。
【００５６】
　さらに、特に翻訳に関する反応の場合、翻訳を引き起こすために必要な真核生物リボゾ
ーム自体の直径が約３０ｎｍであることに留意すべきである。従って、好ましいマイクロ
カプセルの下限は直径が約０．１μｍ（１００ｎｍ）である。
【００５７】
　したがって、マイクロカプセルの体積は、好ましくは、直径０．１μｍと１０μｍとの
間の球体に相当する５．２×１０-22ｍ3と５．２×１０-16ｍ3との間、より好ましくは約
５．２×１０-19ｍ3と６．５×１０-17ｍ3との間（１μｍと５μｍとの間）である。
【００５８】
　一定の適用には小マイクロカプセルが好ましい（ＷＯ９９／０２６７１号に開示の方法
など）が、本発明は小マイクロカプセルの提供に決して限定されないことおよび転写およ
び翻訳系は巨大なマイクロカプセルでも機能することに留意することが重要である。
【００５９】
　乳濁液のマイクロカプセルサイズを、選択系の要件に従って乳濁液を形成するために使
用した乳化条件の調整によって簡単に変化させることができる。
【００６０】
　区画サイズを、１）混合時間の増加、２）Ｗ／Ｏ比の変化、３）界面活性剤濃度の変化
によって（乳濁液の安定性およびＲＲＬの不活化の範囲内で）変化させることができる。
【００６１】
　乳濁液中のマイクロカプセルのサイズ分布は、当業者に公知の任意の方法によって決定
することができる。例えば、レーザー回折（例えば、Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＬＳ２３０　Ｐａ
ｒｔｉｃｌｅ　Ｓｉｚｅ　Ａｎａｌｙｓｅｒを使用して）または顕微鏡試験を使用してサ
イズ分布を評価することができる。
【００６２】
［発現］
　本明細書中で使用される、「発現」は、遺伝因子中に含まれる核酸がその遺伝子産物に
変換されることを示すためにその最も広い意味で使用される。したがって、核酸がＤＮＡ



(11) JP 4503290 B2 2010.7.14

10

20

30

40

50

である場合、「発現」は、ＤＮＡのＲＮＡへの転写をいい、このＲＮＡがタンパク質をコ
ードする場合、「発現」は、ＲＮＡのタンパク質への翻訳をいうこともできる。核酸がＲ
ＮＡである場合、「発現」は、このＲＮＡのさらなるＲＮＡコピーへの複製、ＲＮＡのＤ
ＮＡへの逆転写、任意選択的には、このＤＮＡのさらなるＲＮＡ分子への転写、任意選択
的には、産生された任意のＲＮＡ種のタンパク質への翻訳をいうことができる。従って、
好ましくは、「発現」は、転写、逆転写、複製、および翻訳からなる群から選択される一
つまたは複数のプロセスによって行われる。
【００６３】
　したがって、遺伝因子の「発現」は、遺伝子産物を遺伝因子と同一のマイクロカプセル
内に含めるように、ＤＮＡ、ＲＮＡ、もしくはタンパク質、または本発明のマイクロカプ
セル中に非天然の塩基またはアミノ酸（遺伝子産物）を含む核酸もしくはタンパク質のい
ずれかを指称することができる。
【００６４】
［発現系］
　転写および／または翻訳に必要な生物を含む場合、任意の適切なインビトロ真核生物発
現系を本発明の乳濁液で使用することができる。グリコシル化が望ましい場合、必要に応
じて、所望のグリコシル化パターンを達成するために、一つまたは複数のグリコシラーゼ
が存在することもできる。
【００６５】
　発現系は、例えば、細胞溶解物または抽出物の全部または一部を含み得る。例えば、小
麦胚芽抽出物を使用することができ（Ａｎｄｅｒｓｏｎら、１９８３）、これはＰｒｏｍ
ｅｇａから市販されている。しかし、望ましくは、細胞溶解物は、哺乳動物細胞溶解物で
ある。網状赤血球溶解物であってもよい。好ましい網状赤血球溶解物は、ウサギ網状赤血
球溶解物（「ＲＲＬ」）である。ＲＲＬ系は十分にキャラクタライズされており（例えば
、Ｐｅｌｈａｍ　ａｎｄ　Ｊａｃｋｓｏｎ，１９７６を参照のこと）、Ｐｒｏｍｅｇａか
ら市販されている。
【００６６】
　しかし、他の細胞抽出物から調製した任意の従来の真核生物発現系を使用することがで
きる。抽出物は、ＲＮＡの翻訳に必要な全ての成分（例えば、リボゾーム、ｔＲＮＡ、ア
ミノアシル－ｔＲＮＡ合成酵素、抽出物がアミノ酸で補足されることが好ましい開始、伸
長、および終結因子など、ＡＴＰ、ＧＴＰ、クレアチンリン酸、およびクレアチンホスホ
キナーゼ、Ｍｇ2+などの他の補因子）を含むはずである。
【００６７】
　本発明の乳濁液の使用によって、乳濁液中に存在するインビトロ真核生物発現系を使用
した遺伝因子の明らかな発現および／または遺伝子産物の活性を得ることが可能である。
発現および／または活性は、望ましくは、乳濁液の形成前の発現系で達成可能な遺伝子産
物のレベルの少なくとも１％のレベルである。より好ましくは、前記レベルおよび／活性
の少なくとも１０％、２０％、または３０％である。
【００６８】
［遺伝因子］
　「遺伝因子」は、核酸を含む分子または分子構築物である。本発明の遺伝因子は、任意
の核酸（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはその任意の類似体（天然または人工））を含み
得る。
【００６９】
　任意の適切な遺伝子産物をコードする核酸を、インビトロ転写および／または翻訳系で
使用することができる。コード配列に加えて、核酸は、例えば、転写および／または翻訳
に必要なプロモーター、オペレーター、エンハンサー、翻訳および転写開始および終結配
列、ポリアデニル化配列、スプライス部位、上流および下流の調節領域などを含み得る。
いくつかの場合、特定の段階のみで確実に発現させるために誘導および／または温度感受
性プロモーターを使用することが好ましい。
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【００７０】
　遺伝因子の核酸成分を、さらに、一つまたは複数の分子または構造（ポリペプチド、ペ
プチド、化学物質および基、ならびに磁性ビーズなどの固相支持体などを含む）に共有結
合または非共有結合させることができる。本発明の方法では、これらの構造または分子を
、所望の活性を有する遺伝子産物をコードする遺伝因子の分類および／または単離を補助
するようにデザインすることができる。
【００７１】
　以下から明らかなように、多くの場合、ポリペプチドまたは他の分子群または構造は、
遺伝因子をタグ化するために遺伝子産物に直接または間接的に結合するか反応するリガン
ドまたは基質である。これにより、遺伝子産物の活性に基づいて遺伝因子を分類可能であ
る。
【００７２】
　リガンドまたは基質を、当業者に自明の種々の手段によって核酸に連結することができ
る（例えば、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，１９９６を参照のこと）。任意のタグは、遺伝因子を
その後に選択するのに十分である。タグ化された遺伝因子を優先的に分離、増幅、または
生存可能な任意の方法によって分類することができる。例としては、結合（例えば、Ｄｙ
ｎａｂｅａｄｓ（商標）を使用した磁性分離に基づく技術を含む）および分解に対する耐
性（例えば、制限エンドヌクレアーゼを含むヌクレアーゼによる）による選択が含まれる
。
【００７３】
　核酸分子をリガンドまたは基質に連結することができる一つの方法は、ビオチン化であ
る。ビオチンと核酸とが共有結合するように５’ビオチン化プライマーを使用したＰＣＲ
増幅によってこれを行うことができる。ビオチン化された核酸を、非常に高い親和性で核
酸に結合するアビジンまたはストレプトアビジンでコートしたポリスチレンミクロビーズ
（直径０．０３５～０．２μｍ）にカップリングすることができる。ビオチン化基質の添
加または共有結合などの任意の適切な方法によって基質またはリガンドからこのビーズを
誘導することができる。
【００７４】
　あるいは、ビオチン化された核酸を、サイログロブリン（６６９Ｋｄ）またはフェリチ
ン（４４０Ｋｄ）などの巨大なタンパク質分子と複合体化したアビジンまたはストレプト
アビジンにカップリングすることができる。この複合体を、例えば、リジンのアミノ基へ
の共有結合またはビオチン－アビジンなどの非共有相互作用によって基質またはリガンド
から誘導することができる。基質は、遺伝因子に連結しない形態で存在し得るが、（例え
ば、「閉じ込められた（ｃａｇｅｄ）ビオチン類似体」（Ｓｕｎｄｂｅｒｇら、１９９５
；Ｐｉｒｒｕｎｇ　ａｎｄ　Ｈｕａｎｇ、１９９６））の光活性化などのさらなる活性化
工程を必要とする不活性な「タグ」を含む。次いで、選択された触媒により、基質が産物
に変換される。次いで、「タグ」を活性化し、「タグ化された」基質および／または産物
を、核酸と複合体化したタグ結合分子（例えば、アビジンまたはストレプトアビジン）と
結合することができる。したがって、基質と「タグ」を介して核酸に結合した産物との比
は、溶液中の基質と産物との比を反映する。
【００７５】
　別の方法は、産物特異的抗体（または他の産物特異的分子）に核酸をカップリングする
ことである。このシナリオでは、基質（または基質の一つ）は、遺伝因子に連結していな
い各マイクロカプセル中に存在するが、分子「タグ」（例えば、ビオチン、ＤＩＧ、また
はＤＮＰ）を有する。選択された触媒が基質を産物に変換させる場合、産物は「タグ」を
保持し、産物特異的抗体によってマイクロカプセル中に捕捉される。この方法では、基質
を産物に変換することができる酵素をコードするか産生する場合、遺伝因子のみが「タグ
」と会合するようになる。
【００７６】
　全ての反応が停止してマイクロカプセルを合わせた場合、活性な酵素をコードする遺伝
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因子を、「タグ」と結合するか特異的に反応する抗体または他の分子を使用して富化する
ことができる。基質および産物の両方が分子タグを有するが、活性な遺伝子産物をコード
する遺伝因子のみが同時精製される。
【００７７】
　非常に好ましい適用では、本発明の方法は、遺伝因子ライブラリーの分類に有用である
。したがって、本発明は、遺伝子産物のレパートリーをコードする遺伝因子ライブラリー
から遺伝因子を単離する、本発明の前記態様の方法を提供する。本明細書中で、用語「ラ
イブラリー」、「レパートリー」、および「プール」を、遺伝因子ライブラリーが遺伝子
産物のレパートリーをコードするように、当分野の通常の意味にしたがって使用する。一
般に、ライブラリーは、遺伝因子のプールから構築され、分類を容易にする性質を有する
。
【００７８】
　本発明を使用した遺伝因子ライブラリーからの遺伝因子の最初の選択には、ほとんどの
場合、非常に多数の種々の遺伝因子のスクリーニングが必要である。遺伝因子のライブラ
リーを、以下を含む種々の異なる方法で作製することができる。
【００７９】
　天然に存在する遺伝因子のプールを、ゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡからクローン化する
ことができ（Ｓａｍｂｒｏｏｋら，１９８９）、例えば、免疫化または非免疫化ドナー由
来の抗体遺伝子のＰＣＲ増幅レパートリーによって作製されたファージ抗体ライブラリー
が機能的抗体フラグメントの非常に有効な供給源であることが証明されている（Ｗｉｎｔ
ｅｒら、１９９４；Ｈｏｏｇｅｂｏｏｍ、１９９７）。遺伝子のライブラリーを、遺伝子
の全て（例えば、Ｓｍｉｔｈ，１９８５；Ｐａｒｍｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ，１９８
８を参照のこと）もしくは一部（例えば、Ｌａｗｍａｎら，１９９１を参照のこと）また
は遺伝子のプール（例えば、Ｎｉｓｓｉｍら，１９９４を参照のこと）をコードすること
または無作為またはドープ処理合成オリゴヌクレオチドによって作製することもできる。
種々のインビボ技術（大腸菌ｍｕｔＤ５などの細菌の「変異誘発株」の使用（Ｌｉａｏら
，１９８６；Ｙａｍａｇｉｓｈｉら，１９９０；Ｌｏｗら，１９９６）；Ｂリンパ球の抗
体高頻度変異系の使用（Ｙｅｌａｍｏｓら、１９９５）を含む）による遺伝因子または遺
伝因子のプールへの変異の「無作為な」導入によってライブラリーを作製することもでき
る。変異誘発化合物およびイオン化またはＵＶ照射（Ｆｒｉｅｄｂｅｒｇら，１９９５を
参照のこと）または変異誘発塩基類似体の組み込み（Ｆｒｅｅｓｅ，１９５９；Ｚａｃｃ
ｏｌｏら、１９９６）によって、インビボおよびインビトロでランダムな変異を導入する
こともできる。例えば、変異性ポリメラーゼの使用によって、重合中にインビトロで遺伝
子に「ランダム」変異を導入することもできる（Ｌｅｕｎｇら，１９８９）。
【００８０】
　相同組換えの使用によって、インビボ（Ｋｏｗａｌｃｚｙｋｏｗｓｋｉら、１９９４を
参照のこと）またはインビトロ（Ｓｔｅｍｍｅｒ、１９９４ａ；Ｓｔｅｍｍｅｒ、１９９
４ｂ）でさらなる多様性を導入することができる。
【００８１】
［遺伝子産物］
　したがって、本発明を使用して、特異的な所望の遺伝子産物類を産生するか、スクリー
ニングのための種々の範囲の遺伝子産物類（部分的であり得るか、完全に公知ではない）
を産生することができる。
【００８２】
　用語「遺伝子産物」を、本明細書中で、ポリペプチドだけでなくＲＮＡ遺伝子産物も含
まれるような最も広い意味で使用する。したがって、転写および翻訳産物の両方だけでな
く転写産物のみも含まれる。
【００８３】
　好ましい遺伝子産物は、真核細胞（特に、哺乳動物細胞またはヒト細胞）に天然に存在
するが、原核細胞には存在しないポリペプチドまたは野生型真核生物ポリペプチドと比較
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して一つまたは複数のアミノ酸が変化したこのようなポリペプチドの変異形態である。変
異形態は、例えば、スクリーニングのための多様性の作製に有用である。しかし、アミノ
酸が変化した場合、このような変化の数は限定されることが好ましく、例えば、野生型ポ
リペプチドと比較して５０未満、２５未満、１０未満、または５未満のアミノ酸が変化す
る。変異形態は、例えば、野生型ポリペプチドの一つまたは複数の生物活性のアンタゴニ
ストまたはアゴニストとして作用することができる。したがって、これらは、構造と機能
の関係の研究、スクリーニング、創薬プログラムなどで有用であり得る。任意の適切な方
法によって核酸に変異を導入することができる。例えば、所望の配列を変化させた核酸配
列を、部位特異的変異誘発によって得ることができる。次いで、これを使用して、その配
列中に対応する変化を有するＲＮＡまたはポリペプチドを発現させることができる。ある
いは、所与の変異を含むように核酸を合成することができる。突然変異誘発物質および／
または照射の使用によって変異を得ることもできる。
【００８４】
　一定の適用のために、発現系を使用して、真核細胞（好ましくは、哺乳動物細胞または
ヒト細胞）の核酸の複製、修復、維持、または複製に有用な遺伝子産物を発現することが
できる。したがって、遺伝子産物は、例えば、ポリメラーゼ、逆転写酵素、リガーゼ、ま
たはテロメラーゼとしての活性を有し得る。一つを超えるこのような活性を有し得る。核
酸修復に関与する場合、プルーフリーディング活性を有し得る。
【００８５】
　乳濁液の疎水相によって形成される区画であって、発現系を含む区画中で遺伝子産物を
産生することができる。
【００８６】
［選択手順］
　触媒活性、調節活性、または結合活性を使用してＲＮＡ、ＤＮＡ、またはタンパク質遺
伝子産物分子を選択する方法を設定することができる。
【００８７】
（ｉ）親和性選択
　特定のリガンドに親和性を有する遺伝子産物の選択の場合、遺伝因子を、リガンドを介
してマイクロカプセル中の遺伝子産物に連結することができる。したがって、リガンドに
親和性を示す遺伝子産物のみが遺伝因子自体に結合し、それにより、活性な産物を産生す
る遺伝因子のみが選択工程で保持される。したがって、この実施形態では、遺伝因子は、
遺伝子産物のリガンドに連結する遺伝子産物をコードする核酸を含む。
【００８８】
　この実施形態では、選択すべき全ての遺伝子産物は、選択されるべき推定結合ドメイン
および共通の特徴（タグ）を含む。各マイクロカプセル中の遺伝因子は、リガンドに物理
的に連結される。遺伝因子から産生された遺伝子産物がリガンドに親和性を示す場合、リ
ガンドと結合し、これをコードする同一の遺伝因子に物理的に連結し、遺伝因子が「タグ
化」される。反応後、全てのマイクロカプセルを合わせ、全遺伝因子および遺伝子産物を
一つの環境内に共にプールする。所望の結合を示す遺伝子産物をコードする遺伝因子を、
「タグ」と特異的に結合するか特異的に反応する分子を使用した親和性精製によって選択
することができる。
【００８９】
　別の実施形態では、リガンドに結合する遺伝子産物が、例えば、さらなる結合パートナ
ーからリガンドを単に隠すことに基づいて遺伝因子を分類することができる。この可能性
において、遺伝因子は、親和性精製工程時に保持されるよりもむしろ選択的に溶出され、
一方で他の遺伝因子が結合する。
【００９０】
　別の実施形態では、本発明は、工程（ｂ）で遺伝子産物がこれをコードする遺伝因子に
結合する、本発明の第２の態様の方法を提供する。次いで、遺伝子産物を、結合した遺伝
因子と共に所望の活性を有する遺伝子産物へのリガンドの結合の結果として分類する。例
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えば、全ての遺伝産物は、遺伝因子に共有結合または非共有結合する不変領域および所望
の結合活性を得るために多様化する第２の領域を含み得る。
【００９１】
　親和性による分類は、結合することができるような条件下での二つの結合対メンバーの
存在に依存する。この目的のために任意の結合対を使用することができる。本明細書中で
使用される、用語「結合対」は、互いに結合することができる任意の分子対をいう。本発
明で使用することができる結合対の例には、抗原および抗原に結合することができる抗体
またはそのフラグメント、ビオチン－アビジン／ストレプトアビジン対（Ｓａｖａｇｅら
，１９９４）、カルシウム依存性結合ポリペプチドおよびそのリガンド（例えば、カルモ
ジュリンおよびカルモジュリン結合ペプチド（Ｓｔｏｆｋｏら，１９９２；Ｍｏｎｔｉｇ
ｉａｎｉら，１９９６））、構築されてロイシンジッパーを形成するポリペプチド対（Ｔ
ｒｉｐｅｔら，１９９６）、ヒスチジン（典型的には、ヘキサヒスチジンペプチド）およ
びキレート化されたＣｕ2+、Ｚｎ2+、およびＮｉ2+（例えば、Ｎｉ－ＮＴＡ；Ｈｏｃｈｕ
ｌｉら，１９８７）、ＲＮＡ結合およびＤＮＡ結合タンパク質（Ｋｌｕｇ、１９９５）（
亜鉛フィンガーモチーフを含むもの（Ｋｌｕｇ　ａｎｄ　Ｓｃｈｗａｂｅ，１９９５）を
含む）、ならびにＤＮＡメチルトランスフェラーゼ（Ａｎｄｅｒｓｏｎ，１９９３）およ
びその核酸結合部位が含まれる。
【００９２】
　しかし、一定の親和性ベースの選択方法の実用性は制限され得る。詳細には、低程度か
ら中程度の親和性相互作用では、相互作用の半減期は、相互作用を検出するために必要な
時間と比較して非常に短い場合が多い。
【００９３】
　したがって、本発明の一つの実施形態では、選択方法は、多数の相互作用が起こること
による細胞間相互作用の親和性の増加に基づく。得られた多数の相互作用（アビディティ
（avidity）とも呼ばれる）によって増大した明らかな親和性の増加は、同一の分子複合
体内で二つまたはそれ以上の結合相互作用が起こった場合に、第２の相互作用またはさら
なる相互作用に費やすさらなるエントロピーの対価（entropic price）が非常に少なくて
よいという事実に起因する。これは、多価リガンドを固定した一つの結合部位を介して結
合した時に自由度がほとんど喪失しているためである。しかし、解離が起こり得る前に全
ての相互作用が破壊されるはずであるので、アビディティは、解離速度（ｋoff）に特に
劇的な効果を有し得る。
【００９４】
　したがって、この実施形態では、相互作用する分子を、分子間で多価の相互作用が起こ
り、それにより対応する１価の相互作用と比較して任意の形成された複合体の安定性が増
大することによって選択することができる。
【００９５】
　好ましくは、第１および／または第２の相互作用分子（例えば、結合する遺伝子産物お
よびリガンド分子）を、その結合価を増大するように改変した。好ましくは、一つまたは
複数の反応基は、遺伝子産物（および／またはリガンド）分子が互いに会合して多価遺伝
子産物複合体および／または多価リガンド分子複合体を形成するように、遺伝子産物また
はリガンド分子上またはその両方に存在する。次いで、多価複合体を、本発明によって結
合について選択することができる。好ましくは、反応基は、相互作用の際に共有結合を形
成する。
【００９６】
　本明細書中で使用される、用語「多価複合体」は、（ｉ）少なくとも二つの遺伝子産物
の分子または少なくとも一つの多価遺伝子産物の分子および（ｉｉ）少なくとも二つの遺
伝子産物の分子がリガンド分子と相互作用するか、少なくとも一つの多価遺伝子産物が少
なくとも二つの結合価を介してリガンド分子と相互作用する多価リガンド分子を含む分子
複合体を意味する。
【００９７】
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　このようなアビディティ選択手順では、リガンド分子は好ましくは多価である。例えば
、リガンド分子がポリペプチドである場合、リガンド分子は、多量体を形成する第３のポ
リペプチドとの融合タンパク質として発現されることによって多価であり得る。
【００９８】
　遺伝子産物および／またはリガンド分子は、これらの間で形成された複合体の精製を補
助するため、および／または分析および同定のために遺伝子産物および／またはリガンド
分子の回収を補助するためにタグ（例えば、ビオチンまたはｍｙｃエピトープタグまたは
部分）を含み得る。
【００９９】
　リガンド分子は、典型的には、二量体などの多量体であるか、本発明の方法で使用する
反応条件下でホモ多量体を形成することができる。あるいは、リガンド分子は、ヘテロ多
量体であり得る。多量体であるが、その構成要素であるサブユニットが通常多量体を形成
しないように操作されたポリペプチドであるリガンド分子を使用することが好ましい。共
有結合した多量体を形成するために二つまたは複数の分子の化学結合によってこれを行う
ことができる。あるいは、ポリペプチドであり、ポリペプチドである遺伝子産物に結合す
るリガンド分子の場合、分子を第３のポリペプチドとの融合物として発現することができ
、第３のポリペプチドはホモ多量体を形成して有効に融合したリガンドポリペプチド配列
を多量体化する。適切な第３のポリペプチド（本明細書中で、「フック（hook）」ポリペ
プチドという）の例は、二量体を形成するグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳ
Ｔ）である。好ましいフックポリペプチドにより、良好な発現レベルの可溶性産物が得ら
れる。一つの実施形態では、細菌ペリプラズムへの分泌に適切なフックポリペプチド（例
えば、３つの表面Ｃｙｓ残基の除去後のＧＳＴ（Ｔｕｄｙｋａ　ａｎｄ　Ｓｋｅｒｒａ，
１９９７））が好ましい。複数のリガンド分子としてリガンド分子を得ることができる。
【０１００】
　本発明の特に好ましい実施形態では、遺伝子産物は、第１のポリヌクレオチドにコード
されたポリペプチドであり、このポリヌクレオチドは、第１のポリペプチドが本発明のス
クリーニング方法において選択される場合に、選択されたポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチド配列が物理的に連結するか非常に近接し、容易に回収することができ、例え
ば、配列決定して選択したポリペプチドの同一性が決定されるように対応するポリペプチ
ドに会合している。これを達成するために、本発明の使用乳濁液あたり平均してたった一
つのポリヌクレオチドが存在するように多数の第１のポリヌクレオチドを区画中に存在さ
せることができる。
【０１０１】
　本発明の方法で使用することができるアビディティベースの選択方法のさらなる詳細は
、同時係属中のＧＢ特許出願第０１１４８５６．８号（引用することにより本明細書の一
部をなすものとする）に記載されている。
【０１０２】
（ｉｉ）触媒
　触媒を選択する場合、各マイクロカプセル中の遺伝因子は、反応基質を含み得る。遺伝
因子が触媒として作用することができる遺伝子産物をコードする場合、遺伝子産物は基質
の産物への変換を触媒する。したがって、反応後、遺伝因子は、触媒反応産物に物理的に
連結する。マイクロカプセルを合わせて反応物質をプールした場合、触媒分子をコードす
る遺伝因子を、産物に特異的な任意の性質の選択によって富化することができる。
【０１０３】
　例えば、産物に特異的に結合する分子（例えば、抗体）を使用した親和性精製によって
富化することができる。同様に、遺伝子産物は、例えば、核酸のメチル化（または脱メチ
ル化）または変異によって制限エンドヌクレアーゼなどのヌクレアーゼによる抗原に耐性
を与えるか感受性を示させる、遺伝因子の核酸成分の改変効果を有し得る。
【０１０４】
　あるいは、同一のマイクロカプセル中で起こるその後の反応物への第１の反応物のカッ
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プリングによって、間接的に選択することができる。これを行うことができる二つの一般
的な方法が存在する。第１に、第１の反応産物を、第１の反応の基質と反応しない分子と
反応するか結合することができる。第２に、カップリング反応は、第１の反応産物の存在
下のみで進行する。次いで、活性な遺伝因子を、第２の反応産物の性質についての選択に
よって精製することができる。
【０１０５】
　あるいは、選択された反応産物は、第２の酵素触媒反応の基質または補因子であり得る
。第２の反応を触媒する酵素を、インサイチューでマイクロカプセル中に翻訳するか、マ
イクロカプセル化前に反応混合物に組み込むことができる。第１の反応が進行した場合の
みでカップリングした酵素は選択可能な産物を作製する。
【０１０６】
　それぞれ基質として前反応の産物を使用して複数の酵素を組み込むために、このカップ
リング概念を組み立てることができる。これにより、固定基質と反応しない酵素を選択可
能である。一つの反応産物が第２の反応または選択可能な産物を誘導する一連の反応の触
媒または補因子である場合、シグナル増幅によって感度が増大されるようにデザインする
こともできる（例えば、Ｊｏｈａｎｎｓｓｏｎ　ａｎｄ　Ｂａｔｅｓ，１９８８；Ｊｏｈ
ａｎｎｓｓｏｎ，１９９１を参照のこと）。さらに、酵素カスケード系は、酵素アクチベ
ーターの産生または酵素インヒビターの破壊に基づくことができる（Ｍｉｚｅら、１９８
９を参照のこと）。カップリングはまた、同一の産物を作製し、一工程で実施できない複
雑な化学的形質転換物の選択が可能である全酵素群に共通の選択系を使用することができ
るという利点を有する。
【０１０７】
　したがって、このようなカップリング方法により、段階的様式での新規のインビトロ「
代謝経路」の進化、最初の一工程およびその後の工程の選択および改良が可能である。選
択ストラテジーは、経路の最終産物に基づき、その結果、各反応工程のために新規の選択
系を設定することなく全ての前の工程を単独または連続的に進化させることができる。
【０１０８】
　別の様式では、
　（１）遺伝因子を発現させてその各遺伝子産物を得る工程と、
　（２）遺伝子産物を触媒して基質を所望の活性によって直接選択可能であるか不可能で
ある産物に変換する工程と、
　（３）任意選択的に、第１の反応物を各反応物が前の反応の産物によって調整される一
つまたは複数のその後の反応物にカップリングさせて、選択可能な最終産物を作製する工
程と、
　（４）ａ）産物が遺伝因子に会合したままの方法で、基質を遺伝因子にカップリングす
る工程、または
　　ｂ）産物上に保持される基質に結合された適切な分子「タグ」によって遺伝因子に選
択可能な産物を反応させるか結合させる工程、または
　　ｃ）産物特異的反応または産物との相互作用によって遺伝因子に選択可能な産物（基
質ではない）をカップリングする工程のいずれかによって遺伝因子に触媒の選択可能な産
物を連結する工程と、
　（５）特異的反応もしくは産物との相互作用または触媒産物に結合した適切な分子「タ
グ」を使用した親和性精製のいずれかによって結合する遺伝因子と共に触媒の産物を選択
する工程とを含み、工程（１）～（４）において各遺伝因子および各遺伝子産物は本発明
の乳濁液から形成されたマイクロカプセル内に含まれる、所望の触媒活性を有する遺伝子
産物をコードする一つまたは複数の遺伝因子の単離方法を提供する。
【０１０９】
（ｉｉｉ）調節
　類似の系を使用して、酵素の調節特性を選択することができる。
【０１１０】
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　生化学的プロセスのアクチベーターまたはインヒビターとして作用するレギュレーター
分子の選択の場合、生化学的プロセスの成分を、各マイクロカプセル中にインサイチュー
で翻訳するか、マイクロカプセル化前に反応混合物に組み込むことができる。選択された
遺伝因子がアクチベーターをコードする場合、触媒と共に上記の調節された反応の産物に
ついて選択することができる。インヒビターを所望する場合、調節された反応の基質に特
異的な化学的性質について選択することができる。
【０１１１】
　したがって、
　（１）遺伝因子を発現させてその各遺伝子産物を得る工程と、
　（２）選択可能な分子を作製または生存する方法で、所望の活性によって遺伝子産物に
より生化学反応またはカップリングされた反応物の配列を活性化または阻害する工程と、
　（３）ａ）選択可能な分子またはこれから誘導される基質を遺伝因子に結合させる工程
、または
　　ｂ）産物上に保持された基質に結合した適切な分子「タグ」によって選択可能な産物
を遺伝因子と反応させるか結合させる工程、または
　　ｃ）産物特異的反応または産物との相互作用によって遺伝因子に触媒産物（基質では
ない）をカップリングする工程とのいずれかによって選択可能な分子を遺伝因子に連結す
る工程と、
　（４）特異的反応もしくは選択可能な産物との相互作用または触媒産物に結合した適切
な分子「タグ」を使用した親和性精製のいずれかによって結合する遺伝因子と共に選択可
能な産物を選択する工程とを含み、工程（１）～（４）において各遺伝因子および各遺伝
子産物は本発明の乳濁液から形成されたマイクロカプセル内に含まれる、所望の調節活性
を示す遺伝子産物をコードする一つまたは複数の遺伝因子の分類方法を提供する。
【０１１２】
（ｉｖ）マイクロカプセル分類
　本発明は、使用される分類技術によって可能なインタクトなマイクロカプセルの分類を
提供する。したがって、所望の遺伝子産物によって誘導される変化が起こるかマイクロカ
プセル表面に産物自体が発生するか、マイクロカプセルの外側で検出可能である場合にマ
イクロカプセルを分類することができる。遺伝子産物の直接的作用によって変化するか、
一つまたは複数が所望の活性を有する遺伝子産物を含む一連の反応により間接的に変化す
ることができる。例えば、遺伝子産物がその表面にディスプレイされ、それにより試薬に
接近可能なようにマイクロカプセルを構成することができる。マイクロカプセルが膜状マ
イクロカプセルである場合、遺伝子産物をターゲティングするか、マイクロカプセルの膜
に分子をターゲティングすることができる。例えば、融合または連結した分子のマイクロ
カプセル膜への組み込みを支持する膜局在化配列（膜タンパク質由来のものなど）の使用
によってこれを行うことができる。あるいは、油中水滴型乳濁液などの相区画化によって
マイクロカプセルが形成される場合、マイクロカプセルの境界に存在するようにカプセル
相外でより可溶性の高い部分を有する分子自体が配置される。
【０１１３】
　しかし、本発明の好ましい態様では、マイクロカプセルの光学特性（例えば、吸収また
は発光特性）の変化（例えば、マイクロカプセルに関連する吸収、発光、リン光、または
蛍光の変化をもたらす反応に起因するマイクロカプセルの光学特性の変化）に依存する分
類系にマイクロカプセル分類を適用する。このような特性の全ては、用語「光学的な」に
含まれる。このような場合、マイクロカプセルを、発光、蛍光、またはリン光活性化分類
によって分類することができる。非常に好ましい実施形態では、蛍光活性化分類を使用し
て、カプセル中の蛍光分子の産生によって所望の活性を有する遺伝子産物を産生するマイ
クロカプセルを分類する。例えば、遺伝子産物自体は、蛍光性（例えば、ＧＦＰなどの蛍
光タンパク質）であり得る。あるいは、遺伝子産物により、別の分子への結合または別の
分子との反応などによって別の分子の蛍光を誘導または改変することができる。
【０１１４】
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（ｖ）マイクロカプセルの同定
　マイクロカプセル表面で起こるか、出現するか、または第（ｉｖ）節（マイクロカプセ
ル分類）に記載のように外側から検出可能である所望の遺伝子産物により、誘導変化によ
ってマイクロカプセルを同定することができる。同定された場合、この変化を使用して、
区画内で遺伝子の改変を誘発する。本発明の好ましい態様では、マイクロカプセルの同定
は、マイクロカプセル内で発光、リン光、または蛍光を発生する反応に起因するマイクロ
カプセルの光学的特性の変化に依存する。マイクロカプセル内の遺伝子の改変を、発光、
リン光、または蛍光の同定によって誘発する。例えば、発光、リン光、または蛍光の同定
により、遺伝因子を改変させる光子（または他の粒子もしくは波動）を使用した区画の照
射を誘発することができる。迅速な細胞分類についての類似の手順が以前に記載されてい
る（Ｋｅｉｊら，１９９４）。遺伝因子の改変は、例えば、光不安定性保護基によって閉
じ込められた分子「タグ」の遺伝因子へのカップリングに起因し得る（適切な波長の光子
での照射によってケージが除去される）。その後、全てのマイクロカプセルを合わせ、一
つの環境下に遺伝因子をプールする。所望の活性を示す遺伝子産物をコードする遺伝因子
を、「タグ」に特異的に結合するか特異的に反応する分子を使用した親和性精製によって
選択することができる。
【０１１５】
（ｖｉ）多工程手順
　本発明によれば、全ての転写／複製および／または翻訳プロセスを必要とせず、一工程
で選択が進行する（一つのマイクロカプセル中で全ての反応が起こる）ことも認識される
。選択手順は、二つまたはそれ以上の工程を含んでもよい。第１に、遺伝因子ライブラリ
ーの各遺伝因子の転写／複製および／または翻訳が第１のマイクロカプセル内で起こり得
る。次いで、各遺伝子産物を、（同一のマイクロカプセル中に存在する）これをコードす
る遺伝因子に連結する。次いで、マイクロカプセルを破壊し、任意選択的にその各遺伝子
産物に結合した遺伝因子を精製する。あるいは、乳化に依存しない方法を使用して、遺伝
因子をその各遺伝子産物に結合することができる。例えば、ファージディスプレイ（Ｓｍ
ｉｔｈ，Ｇ．Ｐ．，１９８５）、ポリソームディスプレイ（Ｍａｔｔｈｅａｋｋｉｓら，
１９９４）、ＲＮＡ－ペプチド融合（Ｒｏｂｅｒｔｓ　ａｎｄ　Ｓｚｏｓｔａｋ，１９９
７）、またはｌａｃリプレッサーペプチド融合（Ｃｕｌｌら，１９９２）。
【０１１６】
　手順の第２の工程では、その遺伝子産物に結合した各精製遺伝因子を、選択すべき反応
成分を含む第２のマイクロカプセルに入れる。次いで、この反応を開始させる。反応完了
後、マイクロカプセルを再度破壊し、改変された遺伝因子を選択する。多数の各成分およ
び反応工程が含まれる複雑な多工程反応の場合、最初の作製工程および遺伝因子との遺伝
子産物の結合と遺伝因子の選択可能な変化が得られる最後の工程との間に一つまたは複数
の介在工程を行うことができる。
【０１１７】
（ｖｉｉ）インサイチューでのレポーター遺伝子発現の活性化による選択
　遺伝因子によってコードされる所望の結合、触媒、または調節活性により全てのマイク
ロカプセル中に存在する「レポーター遺伝子」発現の活性化を直接または間接的に誘導さ
れるように系を設定することができる。所望の活性を有する遺伝子産物のみがレポーター
遺伝子発現を活性化する。レポーター遺伝子発現に起因する活性により、本明細書中に記
載の任意の方法によって遺伝因子（またはこれを含む区画）が選択される。
【０１１８】
　例えば、レポーター遺伝子の活性化は、「２ハイブリッド系」に類似の様式での遺伝子
産物の結合活性の結果であり得る（Ｆｉｅｌｄｓ　ａｎｄ　Ｓｏｎｇ，１９８９）。活性
化はまた、所望の遺伝子産物によって触媒される反応産物に起因し得る。例えば、反応産
物は、レポーター遺伝子の転写インデューサーであり得る。例えば、アラビノースを使用
して、ａｒａＢＡＤプロモーター由来の転写を誘導することができる。所望の遺伝子産物
の活性によっても転写因子を改変し、レポーター遺伝子を発現させることができる。例え
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ば、所望の遺伝子産物がキナーゼまたはホスファターゼである場合、転写因子がリン酸化
または脱リン酸化されて、レポーター遺伝子発現を活性化することができる。
【０１１９】
（ｖｉｉ）増幅
　本発明のさらなる態様によれば、方法は、遺伝因子のさらなる増幅工程を含み得る。所
望の遺伝子産物をコードする遺伝因子を富化する手段として選択的増幅を使用することが
できる。
【０１２０】
　上記の全構成では、遺伝因子中に含まれる遺伝物質を増幅し、反復工程でこのプロセス
を繰り返すことができる。ポリメラーゼ連鎖反応（Ｓａｉｋｉら，１９８８）または種々
の他の遺伝子増幅技術（Ｑβレプリカーゼ増幅（Ｃａｈｉｌｌ，Ｆｏｓｔｅｒ　ａｎｄ　
Ｍａｈａｎ，１９９１；Ｃｈｅｔｖｅｒｉｎ　ａｎｄ　Ｓｐｉｒｉｎ，１９９５；Ｋａｔ
ａｎａｅｖ，Ｋｕｒｍａｓｏｖ　ａｎｄ　Ｓｐｉｒｉｎ，１９９５）；リガーゼ連鎖反応
（ＬＣＲ）（Ｌａｎｄｇｒｅｎら，１９８８；Ｂａｒａｎｙ，１９９１）；自律配列複製
系（Ｆａｈｙ，Ｋｗｏｈ　ａｎｄ　Ｇｉｎｇｅｒａｓ，１９９１）および鎖置換増幅（Ｗ
ａｌｋｅｒら，１９９２）が含まれる）の一つの使用によって増幅することができる。
【実施例１】
【０１２１】
［従来の乳濁液は、有効な真核生物のインビトロ翻訳を支持しない］
　４．５％ｖ／ｖのソルビタンモノオレエート（Ｓｐａｎ，Ｆｌｕｋａ；８５５４８）お
よび０．４％ｖ／ｖのポリオキシエチレンソルビタンモノオレエート（Ｔｗｅｅｎ８０，
Ｓｉｇｍａ　Ｕｌｔｒａ；Ｐ－８０７４）、および０．０５％ｖ／ｖのｔ－オクチルフェ
ノキシポリエトキシエタノール（Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ　１００，Ｓｉｇｍａ）を含む鉱物油
（Ｓｉｇｍａ；Ｍ－３５１６）を含む油相処方物（「元のＣＳＲ混合物」）を使用して、
ＲＲＬ発現反応を乳化した。プラスミドテンプレートから、ホタルルシフェラーゼを発現
するＴＮＴ　Ｔ７クイックカップリング転写／翻訳系（Ｐｒｏｍｅｇａ）を使用して全て
のＲＲＬ反応を行った。８０％ＲＲＬ（ｖ／ｖ）、メチオニン０．０２ｍＭ、およびルシ
フェラーゼプラスミドテンプレート（１μｇ）を含む５０μｌの発現反応を氷上で設定し
た。これの４０μｌアリコートを、持続的に撹拌しながら（１０００ｒｐｍ）１００μｌ
の氷冷油相に滴下する（５秒あたり１滴）ことによって乳化した。最後の１滴の添加後（
約２０秒後）、さらに３～４分間撹拌しつづけた。
【０１２２】
　乳化した反応物を、３０℃で１時間インキュベートし、上記のエーテルを使用して抽出
した。ルシフェラーゼアッセイ試薬（Ｐｒｏｍｅｇａ）を使用して９６ウェルプレートリ
ーダー中でルシフェラーゼ活性を測定した。単に活性を比較することができるようにエー
テルで非乳化反応物も抽出した。これにより、乳濁液内の発現レベルが非乳化反応による
レベルよりも典型的には０．１％と非常に低いことが示された。
【０１２３】
　１．５％（ｖ／ｖ）Ｓｐａｎ８０（ＳＩＧＭＡ）を含む鉱物油（ＳＩＧＭＡ）を含む「
還元」油相処方物を使用して、特に２０μＭまでのＤＴＴの添加によって収率が０．７％
までわずかに改良された。元のＣＳＲ油混合物を使用したＤＴＴの封入は、乳濁液の形成
に非常に悪影響を与えた。混合時間を変化させたいくつかの水相：油相比を試験した。上
記の条件により、インキュベーション時間を超えて乳濁液の完全性が保持される最も高い
活性が得られた。
【０１２４】
　したがって、Ｓｐａｎ８０のみ、またはＴｗｅｅｎ８０とＴｒｉｔｏｎＸ－１００との
組み合わせに基づいた「古典的な」乳化処方物を使用したＲＲＬ反応物の乳化により、酵
素ホタルルシフェラーゼの発現によって判断したところ、インビトロ翻訳活性が完全に喪
失された（乳濁液の外側の発現として１％未満（表２））。
【０１２５】



(21) JP 4503290 B2 2010.7.14

10

20

30

40

50

　さらに、本発明者らは、おそらく油相成分に起因するヘミン酸化を示す乳化後（図１を
参照のこと）約数分以内に暗桃色から錆びた褐色（rusty brown）へのＲＲＬのヘミン成
分の色の変化に留意した。
【実施例２】
【０１２６】
［抗酸化剤は、有効な真核生物インビトロ翻訳を修復しない］
　哺乳動物の翻訳は、特に、細胞ストレスに反応するｅＩＦ－２αキナーゼファミリーに
よって調節される（Ｄｅｖｅｒ，１９９９，ＴＩＢＳ，２４，３９８～４０３に概説）。
ｅＩＦ－２αキナーゼは、センサードメインおよび保存されたｅＩＦ－２キナーゼドメイ
ンを含む。その機能は、センサードメインが受けた刺激に反応したｅＩＦ－２α（下方翻
訳（down translation）を遮断する）のリン酸化である。これは、細胞ストレス環境にお
いて細胞を資源の浪費（タンパク質翻訳は、大量の細胞エネルギーを消費する）から保護
するか、ウイルスゲノムの発現の防止による抗ウイルス防御として役立つ。異なるストレ
スシグナル型に反応する４つの異なるキナーゼが公知である（表１）。
【０１２７】
【表１】

【０１２８】
　本発明者らは、（ＲＲＬにおけるヘミンの変色によって得られる）翻訳の完全な遮断に
ついての一つの理由は、油由来の酸化種の水相への分散によって生じた酸化ストレスと推
論した。
【０１２９】
　変色および翻訳の阻害を担う成分は、Ｓｐａｎ８０およびＴｗｅｅｎ８０界面活性剤の
両方に含まれるが、鉱物油には含まれないと特定された。
【０１３０】
　本発明者らは、油相（ＢＤＨ、ＢＤＡ）および／または水相（ＤＴＴ、アスコルビン酸
）内に抗酸化剤または還元化合物を提供することによる酸化還元の変化の緩衝化を試みた
。さらに、本発明者らは、乳化前に油相（鉱物油界面活性剤混合物）またはＳｐａｎ８０
と（ポリスチリルメチル）トリメチルアンモニウムホウ化水素ビーズ（Ｎｏｖａｂｉｏｃ
ｈｅｍ）またはＤＴＴとの２種のみの反応によって油相から酸化種を除去することを試み
た。変色を示すが（図１）、これにより翻訳効率はわずかに改善された（表２）。さらに
、ホウ化水素ビーズでの油相の処理により、界面活性剤／油相の乳濁液形成特性が減少し
てより不安定な乳濁液が得られるようであった。
【０１３１】
　ＤＴＴ（最終濃度２０μＭ）のみによって、非乳化反応物と比較して乳濁液内の発現レ
ベルが僅かであるが継続して改良された（表２）。より高いＤＴＴレベルでは、ＲＲＬ発
現レベルに悪影響を与えることが証明された（図示せず）。一般に、ＤＴＴも乳濁液を不
安定化させることが証明されている。
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【実施例３】
【０１３２】
［ｃＡＭＰおよび２－ＡＰは共に真核生物インビトロ翻訳を有効に行うことができない］
　本発明者らは、ｃＡＭＰまたは２－アミノプリン（２－ＡＰ）を使用してｅＩＦ２キナ
ーゼ経路の直接阻害を試みた。ｃＡＭＰのみを使用した場合に少し改良されるが、ＤＴＴ
の有利な効果ほど付加的ではないことが証明された（図示せず）。ｃＡＭＰおよび２－Ａ
Ｐは共にむしろｅＩＦ２キナーゼの非特異的インヒビターであり（現在利用可能な特異的
インヒビターは存在しない）、おそらくＲＲＬ翻訳系内の他のプロセスを妨害する。
【実施例４】
【０１３３】
［ＨＳＰ７０およびＨＳＰ９０はともに真核生物インビトロ翻訳を有効に行うことができ
ない］
　より高濃度のＤＴＴにより残存するさらなる翻訳活性を救済することができないという
事実により、酸化以外の要因が翻訳阻害に寄与するはずであることが示唆された。一つの
疑いは、乳化プロセス（すなわち、親水性の水相と疎水性の油相との激しい混合）に影響
を受けるタンパク質変性であった。実際、ＢＳＡ（おそらく、凍結融解によって精製され
たいくつかの変性タンパク質を含む）の添加により乳化しなくても翻訳が遮断されること
がこれまでに知られている（Ｍａｔｔｓら，１９９３，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３２
，７３２３～７３２８）。本発明者らは、乳化を用いるか用いないＭａｔｔｓ９３の結果
を確認した。本発明者らは、シャペロン（特に、ＨＳＰ７０およびＨＳＰ９０（ＳＩＧＭ
Ａ））でのＲＲＬ溶解物の補足による効果の緩衝化も試みた。これにより、タンパク質を
変性から保護することが公知の少量（５％）のグリセロールの添加（示さず）によって同
等またはそれ以上であり得る小さな（付加的でない）改善のみ再度得られた（示さず）。
【実施例５】
【０１３４】
［新規の油相および油中水滴型乳濁液の開発］
　このレベルの活性を考慮して、乳化プロセスにおける酸化ストレスまたはタンパク質変
性を引き起こす可能性を減少させる新規の油相処方物を同定することを試みた。
【０１３５】
　Ｓｐａｎ８０ベースの乳濁液を使用した活性の改善の試みが失敗した後、本発明者らは
、新規の界面活性剤を試験した。
【０１３６】
　実施例１に記載のように乳化反応を行ったが、反応で使用した界面活性剤（Ｓｐａｎ８
０、Ｔｗｅｅｎ８０、およびＴｒｉｔｏｎ）をシリコーンベースの界面活性剤に代えた。
これらのうち、化学的に不活性なシリコーンベースの界面活性剤でうまくいくことが見出
された。
【０１３７】
　鉱物油中に４％（ｖ／ｖ）で使用したポリシロキサン－ポリセチル－ポリエチレングリ
コールコポリマー（ＡＢＩＬ　ＥＭ９０）（Ｇｏｌｄｓｃｈｍｉｄｔ）により有意に改良
された。撹拌時間の減少（１．５分）以外は実施例１に記載の乳化により、非乳化反応よ
りも発現レベルが３９％まで劇的に増加した（表２）。この乳濁液は、インキュベーショ
ン期間中安定で、顕微鏡による観察によって大部分の区画の直径が２～５ミクロンの範囲
であることが明らかとなった（図２）。
【０１３８】
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【表２】

【実施例６】
【０１３９】
［新規の油相を使用した乳濁液中でのヒトテロメラーゼの発現］
　テロメラーゼは、真核生物の染色体の末端に見出される特異的ＤＮＡ構造である。これ
らには、３’末端（ＤＮＡ複製で使用されたＲＮＡプライマーの除去後の左側）にＲＮＡ
成分およびタンパク質成分を含む特定の酵素テロメラーゼが付加されている。ヒトでは、
この酵素は、ヒトテロメアＲＮＡ（ｈＴＲ）およびヒトテロメラーゼポリペプチド（ｈＴ
ＥＲＴ）を含み、６量体反復（ＴＴＡＧＧＧ）の反復コピーが染色体の末端に付加されて
いる。テロメラーゼ活性は、腫瘍成長および抑制ならびに老化およびプログラム細胞死に
関与している。
【０１４０】
　構築および機能の両方のために特定のシャペロン（例えば、ＨＳＰ９０）および補助因
子が必要なので、おそらく現時点では原核生物において機能的形態でテロメラーゼはうま
く発現されていない。しかし、真核細胞およびウサギ網状赤血球溶解物インビトロ翻訳系
でも発現することができる（Ｗｅｉｎｒｉｃｈら，１９９７，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．，１
７，４９８～５０２・Ｂｅａｔｔｉｅら，１９９８，８，１７７～１８０）。
【０１４１】
　実施例５の油相を、ＲＲＬ中での機能的ヒトテロメラーゼ発現について試験した。ｐＣ
ＩＴＥ４ａ（Ｎｏｖａｇｅｎ）のＩＲＥＳの縦列クローン化下流中のｗｔ　ｈＴＥＲＴお
よびｈＴＲまたはｐＣＩＴＥ４ａの変異型（ＩＲＥＳが欠失している（ｐＣＩＴＥ－Ｅ）
）またはテロメラーゼの不活性欠失変異体に個別にクローン化したｈＴＲを有するｐＣＩ
ＴＥ４ａにクローン化したｈＴＥＲＴのいずれかをコードする線状Ｔ７駆動テンプレート
を、各親プラスミドおよびプライマーＣＩＴＥＴ７ｂａ（５’－ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴ
ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡ－３’）およびＣＩＴＥｔｅｒｆｏ（５’－ＣＣＧＧＡＴＡ
ＴＡＧＴＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＧＣ－３’）を使用したＰＣＲ増幅によって調製した。
【０１４２】
　発現反応物（５０μｌ）は、ＲＲＬ（８０％ｖ／ｖ）、テロメラーゼ構築物（図３の説



(24) JP 4503290 B2 2010.7.14

10

明を参照のこと）、メチオニン（１ｍＭ）、テロメラーゼ基質（ＴＳ（テロメラーゼ基質
）プライマー（５’－ＡＡＴＣＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴ－３’）（Ｉｎｔｅｒｇｅ
ｎ）１μＭ）、ＰＣＲエンハンサー（Ｐｒｏｍｅｇａ）（３μｌ）、ｄＮＴＰ（２５μＭ
）、ＤＴＴ（２０μＭ）を含んでいた。上に正確に記載の冷却条件（氷上）を乳濁液が形
成し、３０℃で１．５時間インキュベートした。次いで、乳濁液を、２００μｌのクロロ
ホルム－イソアミルアルコールで抽出し、その後、１体積のフェノール－クロロホルムを
含む水相で抽出した。
【０１４３】
　テロメラーゼ反応産物をエタノール沈殿させ、２０μｌ滅菌水に再懸濁した。次いで、
ＰＣＲベースのＴＲＡＰ（Ｋｉｍ　９４）アッセイ（Ｉｎｔｅｒｇｅｎ）を使用して、乳
濁液中に形成されたテロメラーゼ伸長産物を検出した。テロメラーゼ活性により、特徴的
なラダー（６ｂｐ間隔で各反復）が得られた（図３を参照のこと）。
【０１４４】
　結果は、乳濁液中のＷＴテンプレートからの機能的に活性なテロメラーゼの発現を示し
た。テロメラーゼ遺伝子付加を省略するか不活性な欠失変異を使用したコントロール実験
により、負の結果が得られた（図３）。
【０１４５】
［引用文献］
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【表３Ａ】
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【表３Ｂ】
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【表３Ｃ】

【図面の簡単な説明】
【０１４６】
【図１】油相とウサギ網状赤血球溶解物（ＲＲＬ）との１．５分間の混合によって形成さ
れ、３０℃で１５分間インキュベーション後に可視スペクトルで撮影した乳濁液を示す図
である。左から右：１）ＣＳＲ混合物、２）ＣＳＲ混合物＋ＤＴＴ、３）１．５％Ｓｐａ
ｎ８０を含む鉱物油、４）１．５％Ｓｐａｎ８０を含む鉱物油＋ＤＴＴ、５）４％Ａｂｉ
ｌ　ＥＭ９０、６）４％Ａｂｉｌ　ＥＭ９０＋ＤＴＴ。
【図２】位相差モードで画像化した４％Ａｂｉｌ　ＥＭ９０を含む鉱物油乳濁液を示す図
である。バーの間の距離は、１０μｍである。
【図３】テロメラーゼ発現の結果を示す図である。パネルＡ（非乳化）：レーン１、ｈＴ
ＥＲＴ（７５ｎｇ）；レーン２、ｈＴＲ（７５ｎｇ）；レーン３、ｈＴＥＲＴ＋ｈＴＲ；
レーン４、構築物なし；レーン５、縦列ＷＴ発現構築物（１５０ｎｇ）；レーン６、縦列
欠失変異体構築物（１５０ｎｇ）。パネルＢ：乳濁液（レーンの注釈はパネルＡと同一）
。
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