
JP 2008-516637 A5 2008.12.11

10

20

【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成20年12月11日(2008.12.11)

【公表番号】特表2008-516637(P2008-516637A)
【公表日】平成20年5月22日(2008.5.22)
【年通号数】公開・登録公報2008-020
【出願番号】特願2007-538145(P2007-538145)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    ＺＮＡＡ
   Ｃ１２Ｎ   1/15    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ
   Ｃ１２Ｎ   9/00    　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成20年10月17日(2008.10.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　直交アミノアシルｔＲＮＡシンテターゼ（Ｏ－ＲＳ）を含む組成物であって、前記Ｏ－
ＲＳがＮ－アセチルガラクトサミン部分を含む非天然アミノ酸で直交ｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲ
ＮＡ）を優先的にアミノアシル化し、前記Ｏ－ＲＳが前記非天然アミノ酸と、前記Ｏ－ｔ
ＲＮＡと、配列番号１、２、３、４及びその保存変異体から選択されるアミノ酸配列を含
むＯ－ＲＳを含む翻訳系で観察される効率の少なくとも５０％の効率で前記Ｏ－ｔＲＮＡ
を前記非天然アミノ酸でアミノアシル化する前記組成物。
【請求項２】
　前記Ｏ－ＲＳが野生型Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｊａｎｎａｓｃｈｉｉチロシルｔ
ＲＮＡシンテターゼから誘導される請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記Ｏ－ＲＳが配列番号１、２、３、４に記載のアミノ酸配列及びその保存変異体から
選択されるアミノ酸配列を含む請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　非天然アミノ酸がＮ－アセチルガラクトサミン－α－スレオニン又はＮ－アセチルガラ
クトサミン－α－セリンを含む請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　請求項１に記載の組成物をコードする核酸。
【請求項６】
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　核酸が配列番号６、７、８又は９に記載のヌクレオチド配列を含む請求項５に記載の核
酸。
【請求項７】
　請求項５に記載の核酸を含むベクターであって、場合により発現ベクターを含む前記ベ
クター。
【請求項８】
　請求項７に記載のベクターを含むか、又は請求項５に記載の核酸を含むベクターを含む
細胞。
【請求項９】
　デフォルトパラメーターに設定したＢＬＡＳＴを使用して決定した場合に配列番号５に
対して少なくとも７０％の配列一致度をもつ直交アミノアシルｔＲＮＡシンテターゼ（Ｏ
－ＲＳ）のアミノ酸配列を含む組成物であって、アミノ酸配列がＴｙｒ３２Ｐｈｅ、Ｔｙ
ｒ３２Ｇｌｎ、Ｔｙｒ３２Ａｌａ、Ｔｙｒ３２Ｌｅｕ、Ａｌａ６７Ｐｒｏ、Ａｌａ６７Ｓ
ｅｒ、Ａｌａ６７Ｔｈｒ、Ｈｉｓ７０Ｐｒｏ、Ｈｉｓ７０Ｌｙｓ、Ｌｅｕ９８Ｉｌｅ、Ｖ
ａｌ１４９Ｉｌｅ、Ｇｌｎ１５５Ｓｅｒ、Ａｓｐ１５８Ｖａｌ、Ｇｌｙ１６３Ｃｙｓ及び
Ａｌａ１６７Ｖａｌから構成される群から選択される１種以上のアミノ酸置換を含む前記
組成物。
【請求項１０】
　選択位置に非天然アミノ酸をもつ蛋白質を翻訳系で生産する方法であって、
ａ）ｉ）Ｎ－アセチルガラクトサミン部分を含む非天然アミノ酸と；
ｉｉ）少なくとも１個のセレクターコドンを含み、前記蛋白質をコードする核酸と；
ｉｉｉ）前記セレクターコドンを認識する直交ｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）と；
ｉｖ）前記グリコシル化アミノ酸と、前記Ｏ－ｔＲＮＡと、配列番号１、２、３、４及び
その保存変異体から選択されるアミノ酸配列を含むＯ－ＲＳを含む翻訳系で観察される効
率の少なくとも５０％の効率でＯ－ｔＲＮＡを非天然アミノ酸で優先的にアミノアシル化
する直交アミノアシルｔＲＮＡシンテターゼ（Ｏ－ＲＳ）を含む翻訳系を提供する段階と
；
ｂ）蛋白質の翻訳中に前記核酸のセレクターコドンの位置に対応する蛋白質の選択位置に
グリコシル化アミノ酸を組込むことにより、蛋白質を生産する段階を含む前記方法。
【請求項１１】
　非天然アミノ酸を提供する前記段階がＮ－アセチルガラクトサミン－α－スレオニン、
３，４，６－トリアセチル－Ｎ－アセチルガラクトサミン－α－スレオニン、Ｎ－アセチ
ルガラクトサミン－α－セリン及び３，４，６－トリアセチル－Ｎ－アセチルガラクトサ
ミン－α－セリンから構成される群から選択されるアミノ酸を提供する段階を含む請求項
１０に記載の方法。
【請求項１２】
　翻訳系を提供する前記段階が前記Ｏ－ＲＳをコードするポリヌクレオチドを提供する段
階を含むか、又は翻訳系を提供する前記段階が配列番号１、２、３、４に記載のアミノ酸
配列及びその保存変異体から選択されるアミノ酸配列を含むＯ－ＲＳを提供する段階を含
む請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　翻訳系を提供する前記段階が野生型Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｊａｎｎａｓｃｈｉ
ｉチロシルｔＲＮＡシンテターゼから誘導されるＯ－ＲＳを提供する段階を含む請求項１
０に記載の方法。
【請求項１４】
　翻訳系を提供する前記段階が前記Ｏ－ｔＲＮＡをコードするポリヌクレオチドを提供す
る段階を含む請求項１０に記載の方法。
【請求項１５】
　翻訳系を提供する前記段階が宿主細胞を提供する段階を含み、前記宿主細胞が前記非天
然アミノ酸と、前記Ｏ－ＲＳと、前記Ｏ－ｔＲＮＡと、前記核酸を含み、宿主細胞を提供
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する前記段階が大腸菌宿主細胞を提供する段階を場合により含み、前記組込み段階が前記
宿主細胞を培養する段階を含む請求項１０に記載の方法。
【請求項１６】
　非天然アミノ酸を提供する前記段階が、Ｏ－ｔＲＮＡをアミノアシル化する前又は非天
然アミノ酸を蛋白質に組込む前に３，４，６－トリアセチル－Ｎ－アセチルガラクトサミ
ン－α－スレオニンをＮ－アセチルガラクトサミン－α－スレオニンに変換する段階を含
む請求項１０に記載の方法。
【請求項１７】
　（ａ）Ｎ－アセチルガラクトサミン部分を含む非天然アミノ酸と；
（ｂ）直交アミノアシルｔＲＮＡシンテターゼ（Ｏ－ＲＳ）と；
（ｃ）直交ｔＲＮＡ（Ｏ－ｔＲＮＡ）を含む翻訳系であって；
前記Ｏ－ＲＳが前記非天然アミノ酸と、前記Ｏ－ｔＲＮＡと、配列番号１、２、３、４及
びその保存変異体から選択されるアミノ酸配列を含むＯ－ＲＳを含む翻訳系で観察される
効率の少なくとも５０％の効率で前記Ｏ－ｔＲＮＡを前記非天然アミノ酸でアミノアシル
化する前記翻訳系。
【請求項１８】
　前記非天然アミノ酸がＮ－アセチルガラクトサミン－α－スレオニン、トリアセチル－
Ｎ－アセチルガラクトサミン－α－スレオニン、Ｎ－アセチルガラクトサミン－α－セリ
ン、及びトリアセチル－Ｎ－アセチルガラクトサミン－α－セリンから構成される群から
選択される請求項１７に記載の翻訳系。
【請求項１９】
　前記Ｏ－ＲＳが野生型Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｊａｎｎａｓｃｈｉｉチロシルｔ
ＲＮＡシンテターゼから誘導されるか、又は前記Ｏ－ＲＳが配列番号１、２、３、４に記
載のアミノ酸配列及びその保存変異体から選択されるアミノ酸配列を含む請求項１７に記
載の翻訳系。
【請求項２０】
　前記Ｏ－ｔＲＮＡがアンバーサプレッサーｔＲＮＡである請求項１７に記載の翻訳系。
【請求項２１】
　該当蛋白質をコードする核酸を更に含み、前記核酸が少なくとも１個のセレクターコド
ンを含み、前記セレクターコドンが前記Ｏ－ｔＲＮＡにより認識される請求項１７に記載
の翻訳系。
【請求項２２】
　前記翻訳系が宿主細胞を含み、前記宿主細胞が前記非天然アミノ酸と、前記Ｏ－ＲＳと
、前記Ｏ－ｔＲＮＡを含み、場合により前記宿主細胞が大腸菌細胞である請求項１７に記
載の翻訳系。
【請求項２３】
　前記宿主細胞が前記Ｏ－ＲＳをコードするポリヌクレオチドを含む請求項２２に記載の
翻訳系。
【請求項２４】
　前記ポリヌクレオチドが配列番号６、７、８又は９に記載のヌクレオチド配列を含む請
求項２３に記載の翻訳系。
【請求項２５】
　前記宿主細胞が前記Ｏ－ｔＲＮＡをコードするポリヌクレオチドを含む請求項２３に記
載の翻訳系。
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