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(57)【要約】
【課題】新規な可逆的に終止されるリボヌクレオチド、および核酸を配列決定するために
これらの新規なヌクレオチドを使用するための方法を提供すること。
【解決手段】本開示は、ＤＮＡ配列決定反応用の試薬として使用され得る、新規な可逆的
に終止されるリボヌクレオチドを提供する。本開示のヌクレオチドを用いて核酸を配列決
定する方法もまた、提供される。本発明の一局面は、式ＳＭ－ＢＡＳＥを有するリボヌク
レオシドに関し、ここで、ＳＭはリボースであり、ＢＡＳＥはピリミジンまたはプリンで
あり、そしてこのリボースは、そのリボースの２’位に可逆的な鎖終止部分を含む。ＢＡ
ＳＥは、例えば、アデニン、グアニン、シトシンまたはウラシルであり得る。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　明細書に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　（背景）
　インビボで、ＲＮＡポリメラーゼおよびＤＮＡポリメラーゼは、核酸の重合のために、
それぞれ、リボヌクレオチドおよびデオキシリボヌクレオチドを利用し、これらのヌクレ
オチドを高い忠実度で区別する。ポリメラーゼによる改変型ヌクレオチドの取り込みを可
能にするために、広範な努力がなされており、その努力としては、塩基の改変、糖の改変
、および骨格の改変が挙げられる。ＲＮＡポリメラーゼおよびＤＮＡポリメラーゼの両方
の基質としてこのような改変型ヌクレオチドを使用することは、種々の理由で望ましい。
とりわけ、その理由としては、生成物の検出のための蛍光標識の取り込み（非特許文献１
）、ヌクレアーゼ作用に対して感受性の低いポリヌクレオチドを生成するためのリボース
改変型ヌクレオチド（非特許文献２）、またはＤＮＡ配列決定のための終止ジデオキシヌ
クレオチドの使用（非特許文献３）が挙げられる。
【０００２】
　改変型ヌクレオチドを使用するための試みは、多くの場合、問題のポリメラーゼの基質
特異性によって妨げられる。塩基にさらなる化学部分で改変することは、全体として、良
好な成功が得られ、さらなる基が非ワトソン－クリック対残基に結合され、メジャーグル
ーブに突き出る。他方で、糖の環の改変は、それほど十分に許容的でないと証明されてお
り、おそらくヌクレオチド結合の間の糖と酵素との間の極めて正確な相互作用、および触
媒の存在を反映している。それにもかかわらず、糖改変型ヌクレオチドを使用するために
改良された能力を有するポリメラーゼを設計するための変異誘発の利用に関する数例の注
目すべき成功が存在する。ＤＮＡ配列決定の場合、ポリメラーゼは、その活性部位におけ
るアミノ酸置換を操作してそのポリメラーゼをＴ７　ＤＮＡポリメラーゼにより類似させ
ることによって、２’３’－ジデオキシヌクレオチドターミネーターの利用が改善されて
おり、このようなヌクレオチドが十分に許容的であることが実証されている（非特許文献
４）。
　バクテリアＤＮＡポリメラーゼとバクテリアＲＮＡポリメラーゼとの間、およびファー
ジＤＮＡポリメラーゼとファージＲＮＡポリメラーゼとの間の異なる基質特異性に関する
生化学的な原因および構造的な原因に対するさらなる研究が、置換された場合にＲＮＡポ
リメラーゼがデオキシリボヌクレオチドを利用することを可能にする残基、およびＤＮＡ
ポリメラーゼがリボヌクレオチドを利用することを可能にする他のものの同定をもたらし
た。特に、「立体的なゲート（ｓｔｅｒｉｃ　ｇａｔｅ）」と称されるペプチドループは
、ＤＮＡポリメラーゼがデオキシリボヌクレオチドの２’位に存在する孤立した水素原子
よりも嵩高い基を受け入れることを妨げるようである。このループは、ファージがコード
するＲＮＡポリメラーゼでは本質的に欠けている。これに基づいて、糖の環の２’位に結
合した他の基（その基が比較的小さいという条件で）の存在に対して、ＲＮＡポリメラー
ゼがいくらか寛容性であり得るという根拠が存在する。このことと一致して、Ｐａｄｉｌ
ｌａおよびＳｏｕｓａは、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼが、１もしくは２つのさらなる可能
なアミノ酸置換もまた導入されるという条件で、その２’位がＯ－メチル基またはアジド
（Ｎ３）基で改変されたヌクレオチドを利用し得ることを示している（非特許文献５）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Ｒａａｐ　ＡＫ、Ｍｕｔａｔ．Ｒｅｓ．、１９９８年、４００、ｐ．２
８７－２９８
【非特許文献２】Ｓｉｏｕｏｄ　Ｍ，Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　ＤＲ、Ｎａｔｌ．Ｂｉｏｔｅｃ
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ｈｎｏｌ．、１９９８年、１６、ｐ．５５６－６１
【非特許文献３】Ｓａｎｇｅｒ　Ｆ，Ｎｉｃｋｌｅｎ　Ｓ，Ｃｏｕｌｓｏｎ　ＡＲ、Ｐｒ
ｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ．Ｓ．Ａ．、１９７７年、７４、５４６３－７
【非特許文献４】Ｔａｂｏｒ　Ｓ，Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ　ＣＣ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、１９９５年、９２、６３３９－４３
【非特許文献５】Ｐａｄｉｌｌａ　Ｒ，Ｓｏｕｓａ　Ｒ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．（２００２）、３０、ｐ．ｅ１３８
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　（発明の要旨）
　本発明は、新規な可逆的に終止されるリボヌクレオチド、および核酸を配列決定するた
めにこれらの新規なヌクレオチドを使用するための方法の発見に基づく。
【０００５】
　本発明の一局面は、式ＳＭ－ＢＡＳＥを有するリボヌクレオシドに関し、ここで、ＳＭ
はリボースであり、ＢＡＳＥはピリミジンまたはプリンであり、そしてこのリボースは、
そのリボースの２’位に可逆的な鎖終止部分を含む。このようなリボヌクレオシドの例（
リボヌクレオチドまたはリボヌクレオシド５’三リン酸）について、図１を参照のこと。
ＢＡＳＥは、例えば、アデニン、グアニン、シトシンまたはウラシルであり得る。上記リ
ボヌクレオシドは、ＰＭ－ＳＭ－ＢＡＳＥの構造を有するリボヌクレオシド５’リン酸、
リボヌクレオシド５’二リン酸またはリボヌクレオシド５’三リン酸であり得、ここで、
ＰＭはリン酸部分（例えば、一リン酸、二リン酸、または三リン酸）である。
【０００６】
　本発明のヌクレオチドの１つの利点は、このヌクレオチドが鎖終止ヌクレオチドとして
の役割を果たし得ることである。すなわち、伸長する核酸鎖へのこのヌクレオチドの取り
込みは、ポリメラーゼによる同じ鎖への任意のさらなるヌクレオチドのその後の取り込み
を妨げる。
【０００７】
　本発明のリボヌクレオシドはまた、リボヌクレオチド（リボヌクレオシドのリン酸エス
テル）を包含することが理解される。したがって、本発明のリボヌクレオシドは、リボヌ
クレオチドであり得る。このようなリボヌクレオチドの例としては、アデノシン５’一リ
ン酸（アデニレートもしくはＡＭＰ）、アデノシン５’二リン酸（ＡＤＰ）、アデノシン
５’三リン酸（ＡＴＰ）、グアノシン５’一リン酸（グアニレートもしくはＧＭＰ）、グ
アノシン５’二リン酸（ＧＤＰ）、グアノシン５’三リン酸（ＧＴＰ）、ウリジン５’一
リン酸（ウリジレートもしくはＵＭＰ）、ウリジン５’二リン酸（ＵＤＰ）、ウリジン５
’三リン酸（ＵＴＰ）、シチジン５’一リン酸（シチジレートもしくはＣＭＰ）、シチジ
ン５’二リン酸（ＣＤＰ）、およびシチジン５’三リン酸（ＣＴＰ）が挙げられる。
【０００８】
　上記可逆的な鎖終止部分は、可逆的結合によって本発明のリボヌクレオシドまたはリボ
ヌクレオチドに結合され得る。この可逆的結合は、電磁放射、化学的処理、またはそれら
のくみあわせによって切断可能な結合であり得る。例えば、上記処理は、電磁放射（例え
ば、光（ＵＶ光））への曝露であり得る。
【０００９】
　適切な可逆的な鎖終止部分の例としては、２－ニトロベンジル基、デシル基またはｐ－
ヒドロキシフェナシルケージング基（ｐ－ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎａｃｙｌ　ｃａｇｉｎ
ｇ　ｇｒｏｕｐ）が挙げられる（図１を参照のこと）。
【００１０】
　さらに、本発明のリボヌクレオシドおよびリボヌクレオチドは、検出可能な標識を含み
得る。この検出可能な標識は、緑色蛍光タンパク質、青色蛍光タンパク質、赤色蛍光タン
パク質、β－ガラクトシダーゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、β
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－グルコロニダーゼ、ルシフェラーゼ、ｂ－ラクタマーゼ、ジゴキシゲニン、蛍光色素分
子、フルオレセイン、ｃｙ３、ｃｙ５、アルカリホスファターゼおよびホースラディッシ
ュペルオキシダーゼのような検出可能な部分またはこれらの部分の組み合わせであり得る
。
【００１１】
　好ましい実施形態において、上記検出可能な部分は、除去可能である。この検出可能な
標識は、光退色によって除去され得る。あるいは、この検出可能な標識は、可逆的結合に
よってリボヌクレオチドに結合され得る。この可逆的結合は、電磁放射、化学的処理、ま
たはこれらの処理の組み合わせによって切断可能な結合であり得る。
【００１２】
　本発明の別の実施形態は、可逆的に終止するリボヌクレオシドを生成する方法に関する
。このリボヌクレオシドは、リボヌクレオシド５’一リン酸、リボヌクレオシド５’二リ
ン酸、またはリボヌクレオシド５’三リン酸であり得る。この方法は、式ＳＭ－ＢＡＳＥ
を有するリボヌクレオシドを生成する第一工程を包含し、ここで、ＳＭはリボースであり
、ＢＡＳＥはピリミジンまたはプリンである。第二工程において、可逆的な鎖終止部分が
、そのリボースの２’位に結合される。この可逆的な鎖終止部分は、２－ニトロベンジル
基、デシル基、またはｐ－ヒドロキシフェナシルケージング基であり得る。
【００１３】
　本発明の別の局面は、本発明のリボヌクレオシド／リボヌクレオチドを用いて核酸を配
列決定する方法に関する。この方法において、プライマー（ＤＮＡまたはＲＮＡであり得
る）は、標的核酸と複合体化され（すなわち、塩基対によってハイブリダイズされ）、そ
してＲＮＡポリメラーゼおよび式ＰＭ－ＳＭ－ＢＡＳＥを有する第一の種のリボヌクレオ
チドの１つ（例えば、ＡＴＰ、ＧＴＰ，ＣＴＰまたはＵＴＰ）を用いて伸長される。ここ
で、ＰＭはリン酸部分であり、ＳＭはリボースであり、ＢＡＳＥはピリミジンまたはプリ
ンであり、そしてこのリボースは、そのリボースの２’位に可逆的結合によって結合され
る鎖終止部分を含む。上記第二工程において、取り込まれた状態のリボヌクレオチドが検
出されて、上記標的核酸の配列が決定される。任意の工程において、取り込まれた状態の
リボヌクレオチドの鎖終止部分は、可逆的結合を除去することによって、除去され得る。
必要に応じて、これらの工程は、同じ化学構造を有するが塩基が異なる第二の種のリボヌ
クレオチドのうちの少なくとも１つを用いて繰り返される。
【００１４】
　プライマー／標的核酸複合体は、２つの核酸鎖をハイブリダイズさせることによって、
またはＲＮＡポリメラーゼによる合成によって形成され得る。例えば、Ｔ３　ＲＮＡポリ
メラーゼ、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ、およびＳＰ＆　ＲＮＡポリメラーゼは、適切なＲ
ＮＡプロモーター部位（すなわち、適切なＤＮＡ配列）において、新規にＲＮＡプライマ
ーを合成し得る。したがって、プライマー：標的核酸複合体は、Ｔ７ポリメラーゼを、Ｎ
ＴＰとともに、Ｔ７プロモーター配列を含むＤＮＡ分子と接触させることによって作製さ
れ得る。
【００１５】
　本開示において言及されるＲＮＡポリメラーゼは、任意のＲＮＡポリメラーゼであり得
、少なくとも、ファージがコードするＲＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔ３　ＲＮＡポリメ
ラーゼ、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼまたはＳＰ６　ＲＮＡポリメラーゼ）を包含する。
【００１６】
　本開示のポリメラーゼは、立体的なゲート領域の欠失もしくは置換、またはヌクレオチ
ド結合領域および触媒ポケット領域の欠失もしくは置換を含み得る。
【００１７】
　本発明の別の局面は、標的核酸を配列決定する方法に関し、この方法は、（１）標的核
酸と複合体化しているプライマーを、ＲＮＡポリメラーゼならびにリボヌクレオチドであ
るＡＴＰ、ＧＴＰ、ＵＴＰおよびＣＴＰを用いて伸長して、取り込まれた状態のヌクレオ
チドを形成する工程であって、このリボヌクレオチドは、式ＰＭ－ＳＭ－ＢＡＳＥを有し
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、ここで、ＰＭはリン酸部分であり、ＳＭはリボースであり、ＢＡＳＥはピリミジンまた
はプリンであり、このリボースは、そのリボースの２’位に可逆的結合によって結合され
る鎖終止部分を含み、このリボヌクレオチドの各々は、検出可能な標識で可逆的に標識さ
れる、工程；ならびに（２）上記検出可能な標識を検出することによって上記取り込まれ
た状態のヌクレオチドを検出して、上記標的核酸の配列を決定する工程、を包含する。こ
の方法はさらに、上記取り込まれた状態のリボヌクレオチドから鎖終止部分および上記検
出可能な標識を除去する任意の工程を包含し得る。これらの工程は、所望の量の核酸配列
が決定されるまで繰り返され得る。
　用語「２’改変型リボヌクレオチド」は、本開示において使用される場合、本開示で記
載されるような新規な２’改変型リボヌクレオチドを指すことが理解される。他に示され
ない限り、２’改変型リボヌクレオチドは、可逆的な２’改変を含むリボヌクレオチドを
包含する。この可逆的な改変は、例えば、その２’改変型ヌクレオチドを電磁放射（紫外
線が挙げられる）に曝露することによって除去され得る。２’改変型リボヌクレオチドの
一実施形態は、図１に示される。
　例えば、本発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
式ＳＭ－ＢＡＳＥを有するリボヌクレオシドであって、ＳＭはリボースであり、ＢＡＳＥ
はピリミジンまたはプリンであり、そして該リボースは、該リボースの２’位に可逆的な
鎖終止部分を含む、リボヌクレオシド。
（項目２）
前記塩基が、アデニン、グアニン、シトシンおよびウラシルからなる群より選択される、
項目１に記載のリボヌクレオシド。
（項目３）
リボヌクレオシド５’リン酸、リボヌクレオシド５’二リン酸またはリボヌクレオシド５
’三リン酸からなる群より選択されるリボヌクレオチドである、項目１に記載のリボヌク
レオシド。
（項目４）
アデノシン５’一リン酸、アデノシン５’二リン酸、アデノシン５’三リン酸、グアノシ
ン５’一リン酸、グアノシン５’二リン酸、グアノシン５’三リン酸、ウリジン５’一リ
ン酸、ウリジン５’二リン酸、ウリジン５’三リン酸、シチジン５’一リン酸、シチジン
５’二リン酸、およびシチジン５’三リン酸からなる群より選択されるリボヌクレオチド
である、項目１に記載のリボヌクレオシド。
（項目５）
前記可逆的な鎖終止部分が、可逆的結合によって前記リボースに結合している、項目１に
記載のリボヌクレオシド。
（項目６）
前記可逆的結合が、電磁放射、化学的処理、またはそれらの組み合わせによって切断可能
な結合である、項目５に記載のリボヌクレオシド。
（項目７）
前記電磁放射が光である、項目６に記載のリボヌクレオシド。
（項目８）
前記可逆的な鎖終止部位が２－ニトロベンジル基である、項目１に記載のリボヌクレオシ
ド。
（項目９）
前記可逆的な鎖終止部位がデシル基である、項目１に記載のリボヌクレオシド。
（項目１０）
前記可逆的な鎖終止部位がｐ－ヒドロキシフェナシルケージング基である、項目１に記載
のリボヌクレオシド。
（項目１１）
前記リボヌクレオチドが、検出可能な標識で標識されている、項目１に記載のリボヌクレ
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オシド。
（項目１２）
前記検出可能な標識が、緑色蛍光タンパク質、青色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質
、β－ガラクトシダーゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、β－グル
コロニダーゼ、ルシフェラーゼ、ｂ－ラクタマーゼ、ジゴキシゲニン、蛍光色素分子、フ
ルオレセイン、ｃｙ３、ｃｙ５、アルカリホスファターゼおよびホースラディッシュペル
オキシダーゼからなる群より選択される、項目１１に記載のリボヌクレオシド。
（項目１３）
前記検出可能な標識が、光退色によって除去され得る、項目１１に記載のリボヌクレオシ
ド。
（項目１４）
前記検出可能な標識が、可逆的結合によって前記リボヌクレオチドに結合されている、項
目１１に記載のリボヌクレオシド。
（項目１５）
前記可逆的結合が、電磁放射、化学的処理、またはそれらの組み合わせによって切断可能
な結合である、項目１４に記載のリボヌクレオシド。
（項目１６）
可逆的に終止するリボヌクレオシドを生成する方法であって、該方法は、
　（ａ）式ＳＭ－ＢＡＳＥを有するリボヌクレオシドを提供する工程であって、ＳＭはリ
ボースであり、ＢＡＳＥはピリミジンまたはプリンである、工程；
　（ｂ）該リボースの２’位に可逆的な鎖終止部分を結合させる工程
を包含する、方法。
（項目１７）
工程（ｂ）の前または後に、前記リボヌクレオシドに検出可能な部分を結合させる工程を
さらに包含する、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
前記可逆的な鎖終止部分が、２－ニトロベンジル基、デシル基およびｐ－ヒドロキシフェ
ナシルケージング基からなる群より選択される、項目１６に記載の方法。
（項目１９）
標的核酸を配列決定する方法であって、該方法は、
　（ａ）標的核酸と複合体化するプライマーを、ＲＮＡポリメラーゼおよび式ＰＭ－ＳＭ
－ＢＡＳＥを有する第一の種のリボヌクレオチドのうちの少なくとも１つを用いて伸長さ
せて、取り込まれた状態のリボヌクレオチドを形成する工程であって、ＰＭはリン酸部分
であり、ＳＭはリボースであり、ＢＡＳＥはピリミジンまたはプリンであり、該リボース
は、該リボースの２’位に可逆的結合によって結合される鎖終止部分を含む、工程；
　（ｂ）該取り込まれた状態のリボヌクレオチドを検出して、該標的核酸の配列を決定す
る工程
を包含する、方法。
（項目２０）
項目１９に記載の方法であって、
　（ｃ）前記可逆的結合を切断することによって、前記取り込まれた状態のリボヌクレオ
チドの前記鎖終止部分を除去する工程；
　（ｄ）式ＰＭ－ＳＭ－ＢＡＳＥを有する第二の種のリボヌクレオチドのうちの少なくと
も１つを用いて工程（ａ）、（ｂ）および（ｃ）を繰り返す工程であって、ＰＭはリン酸
部分であり、ＳＭはリボースであり、ＢＡＳＥはピリミジンまたはプリンであり、該リボ
ースは、該リボースの２’位に可逆的結合によって結合される鎖終止部分を含む、工程
をさらに包含する、方法。
（項目２１）
前記プライマーと前記標的核酸との間の複合体が、ハイブリダイゼーションまたはＲＮＡ
ポリメラーゼによる合成によって形成される、項目１９に記載の方法。
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（項目２２）
前記ＲＮＡポリメラーゼが、Ｔ３　ＲＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼおよ
びＳＰ６　ＲＮＡポリメラーゼからなる群より選択されるファージがコードするＲＮＡポ
リメラーゼである、項目１９に記載の方法。
（項目２３）
標的核酸を配列決定する方法であって、該方法は、
　（ａ）標的核酸と複合体化するプライマーを、ＲＮＡポリメラーゼならびにリボヌクレ
オチドであるＡＴＰ、ＧＴＰ、ＵＴＰおよびＣＴＰを用いて伸長させて、取り込まれた状
態のヌクレオチドを形成する工程であって、該リボヌクレオチドは、式ＰＭ－ＳＭ－ＢＡ
ＳＥを有し、ＰＭはリン酸部分であり、ＳＭはリボースであり、ＢＡＳＥはピリミジンま
たはプリンであり、該リボースは、該リボースの２’位に可逆的結合によって結合される
鎖終止部分を含み、そして該リボヌクレオチドの各々は、検出可能な標識で可逆的に標識
される、工程；
　（ｂ）該検出可能な標識を検出することによって該取り込まれた状態のヌクレオチドを
検出して、該標的核酸の配列を決定する工程
を包含する、方法。
（項目２４）
項目２３に記載の方法であって、
　（ｃ）前記鎖終止部分および前記検出可能な標識を前記取り込まれた状態のリボヌクレ
オチドから除去する工程；
　（ｄ）所望の量の核酸配列が決定されるまで工程（ａ）、（ｂ）および（ｃ）を繰り返
す工程
をさらに包含する、方法。
（項目２５）
前記プライマーと前記標的核酸との間の前記複合体が、ハイブリダイゼーションまたはＲ
ＮＡポリメラーゼによる合成によって形成される、項目２３に記載の方法。
（項目２６）
前記ＲＮＡポリメラーゼが、Ｔ３　ＲＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼおよ
びＳＰ６　ＲＮＡポリメラーゼからなる群より選択されるファージがコードするＲＮＡポ
リメラーゼである、項目２３または２４に記載の方法。
（項目２７）
前記ＲＮＡポリメラーゼが、２’改変型リボヌクレオチドを伸長する核酸に取り込み得る
立体的なゲートの欠失を含む、項目２３に記載の方法。
（項目２８）
前記ＲＮＡポリメラーゼが、２’改変型リボヌクレオチドを伸長する核酸に取り込み得る
ヌクレオチド結合中のさらなるアミノ酸置換および触媒ポケットを含む、項目２３に記載
の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、２’－２－ニトロベンジル－ＡＴＰ、２’－デシル－ＡＴＰおよび２’
－ｐ－ヒドロキシフェナシル－ＡＴＰの化学構造を示す。アデノシン塩基は、任意の他の
塩基（例えば、グアノシン、ウリジン、またはシチジン）で置換され得る。この化学構造
は、ＰＭ－ＳＭ－ＢＡＳＥであり、ここで、ＰＭはリン酸基またはリン酸部分であり、Ｓ
Ｍは糖基または糖部分であり、そしてＢＡＳＥはピリミジンまたはプリンである。
【図２】図２（Ａ）は、ＲＮＡオリゴマーと５’オーバーハングを有する一本鎖ＤＮＡテ
ンプレートとの複合体を示す。上側の鎖は、配列番号１として配列表に示され、下側の鎖
は、配列番号２として配列表に示される。図２（Ｂ）は、図２（Ａ）に示されるようなテ
ンプレートに基づく転写産物を示す。
【図３】図３は、本発明のヌクレオチドを用いる転写実験を示す。
【図４】図４は、Ｔ７ポリメラーゼの触媒部位を示す。
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【発明を実施するための形態】
【００１９】
　（発明の詳細な説明）
　本発明者らは、以前に、単一のＤＮＡ分子の直接配列決定を実施するためのストラテジ
ーを発明した（ＷＯ　００／５３８０５）。この方法は、可逆的なターミネーターとして
機能するヌクレオチドの使用に依存しており、光または化学的環境によって可逆的である
糖の環を改変することによって最も実施可能になる可能性が高い（他の構成もまた可能で
あり得る）。さらに、理想的には、研究中のテンプレートの放出が、配列決定反応が起こ
る物理的位置からそのテンプレートを放出させるような前進型のポリメラーゼ酵素の使用
が必要である。したがって、本発明者らは、その役割に合った前進型であることが公知の
ポリメラーゼを利用する研究を開始し、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ（および他のフェーズ
ではその関連物（例えば、Ｔ３およびＳＰ６））が本発明者らの目的に最適であると同定
した。これらのポリメラーゼは、糖改変型ヌクレオチドの使用に対して、高い前進性（ｐ
ｒｏｃｅｓｓｉｖｉｔｙ）とより大きなフレキシビリティーの可能性とを兼ね備える。さ
らに、これらのポリメラーゼが二重鎖ＤＮＡで機能するように（天然にはヘリックスを解
き（ｕｎｚｉｐ）、次いでそのポリメラーゼの後のヘリックスを再び締める（ｒｅ－ｚｉ
ｐ））、これらのポリメラーゼは、前進型のＤＮＡポリメラーゼを構築する際に直面する
いくつかの困難、ならびにこのようなＤＮＡポリメラーゼはめったに鎖を置換しないこと
、および／または一本鎖テンプレートの調製において困難が生じ得るという事実を未然に
防ぐ。
【００２０】
　本発明者らの研究目的のために、本発明者らは、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼおよび本発
明者らが操作した改変体によってヌクレオチドを利用するために、数種の異なるアッセイ
を使用した。Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼは、少なくとも２つの異なる合成様式において、
リボヌクレオチドを伸びている鎖に取り込み得る。そのポリメラーゼが正規のプロモータ
ー配列を認識すると、ポリメラーゼは、分配的な様式（ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｖｅ　ｍｏ
ｄｅ）ではあるがテンプレート依存性の様式で、短期間のＲＮＡ合成を開始する。そのポ
リメラーゼは、前後に滑って短いＲＮＡフラグメントを放出し得るが、最終的には、伸長
様式として公知の新しく安定な様式でテンプレートに固定される。さらにＴ７　ＲＮＡポ
リメラーゼは、そのポリメラーゼが非テンプレート指向性様式でテンプレートの最末端に
到達した場合に、ヌクレオチドを付加して転写することが報告されている。最後に、Ｔ７
　ＲＮＡＰは通常は記載されるようにテンプレートでコードされるプロモーターエレメン
トと関連して働くが、モデル系がＴｅｍｉａｋｏｖら（Ｔｅｍｉａｋｏｖ）によって発明
されており、その系において、ＲＮＡポリメラーゼはＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッドのＲＮ
Ａ鎖を伸長させる。この実験的状況では、ＲＮＡオリゴマーはプライマーとしての役割を
果たす。テンプレートおよびポリメラーゼと一緒に、そのオリゴマーは、転写の伸長様式
を模倣していると記載された構造を形成するが、ポリメラーゼ酵素の特性のいくつかは、
これらの条件下で若干異なり得る。
【００２１】
　ここで、本発明者らは、Ｔｅｍｉａｋｏｖらに従って構築された複合体による、伸びて
いるＲＮＡ鎖への、ｒＡＴＰアナログである２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰの取
り込みを報告する。この取り込みは、ＲＮＡの３’末端に対するヌクレオチドの非テンプ
レート依存性の付加として生じ、本発明者らは、この活性が伸長様式で二重鎖ＤＮＡ基質
において複合体化することを観察していない。本発明者らは、この活性はいわゆる「Ｎ＋
１」効果（Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼについて以前に報告された現象）と似ていると推測
する。
【００２２】
　さらに、本発明者らは、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰがＴ７　ＲＮＡポリメ
ラーゼによるＲＮＡ鎖のさらなる伸長のためのターミネーターとしての役割を果たすこと
の証拠を提供する。本発明者らは、ＵＶ照射を使用して、その末端のヌクレオチドのリボ
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ース環における標準の２’－ＯＨ基を残して２－ニトロベンジル部分を除去した。転写は
、その後に再開され得るようであり、それによって、末端効果が、本発明者らが示唆した
ような配列決定の方法論で使用するのに望ましいように逆転する。
【００２３】
　２’位に２－ニトロベンジル部分を有するヌクレオチドが、異常な条件下でさえも、Ｔ
７　ＲＮＡポリメラーゼ転写複合体によってＲＮＡに取り込まれ得るという観察は、これ
らのヌクレオチドアナログと酵素の触媒部位との間の適合性に関する一般的な制限の程度
が、必ずしも他の試薬と同様ではないことを示唆する。実際に、本発明者らは、３’のリ
ボース位が代わりに改変されている類似の化合物を用いて、そのような効果を模倣するこ
とはできなかった。Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼおよびＴ７　ＲＮＡポリメラーゼの両方
の結晶ソーキング（ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｏａｋｉｎｇ）研究（Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラー
ゼについてＪｏｈｓｏｎら、そしてＴ７　ＲＮＡポリメラーゼについてＹｉｎおよびＳｔ
ｅｉｔｚ）は、触媒作用中のタンパク質／ヌクレオチドの動きを明らかにし、そしてこの
観察について可能性のある原因に関する見識を提供する。最も特別には、これらの研究は
、ヌクレオチドの触媒作用前の結合に好都合な相互作用に加えて、その触媒プロセスもま
た、タンパク質チャネル内のより深くに位置付けられるまでそのヌクレオチドが「徐々に
」上げられる間の、タンパク質および基質の実質的な動きに関連することを明らかにする
。この複合体の動きの間、基質のヌクレオチドは多くの側鎖を越えて移動しなければなら
ず、特に、３’－ヒドロキシルは通過の間に種々の残基を越えて接近して移動し、触媒作
用後の位置の電子密度の壁に対してぴったりと密接におさまるようである。このことは、
３’位に嵩高い基を置くことが触媒作用の種々の段階中に重大な立体障害を生じるようで
あること、および嵩高い３’基を取り込む触媒活性の（野生型または改変型）酵素がその
ような立体障害を生じることは考えにくいことが確認されることを示唆する。逆に、２’
改変型ＡＴＰでの本発明者らの触媒作用のデータは、この位置が触媒作用中に活性部位の
複数のアミノ酸と接触することとそれほど明らかに関係せず、特に、触媒作用後にフリー
のチャネルの「突出部（ｐｏｋｉｎｇ　ｏｕｔ）」に位置付けられるようであるという観
察を支持する。これは、構造を有意に乱すことなく座るような嵩高い改変のための空間を
提供するが、次に入ってくるヌクレオチドの結合および／または触媒作用を妨げる可能性
が高く、これは、観察された鎖終止挙動と一致する。明らかに、２’改変型ヌクレオチド
が阻害特性を有さないということではないが、公知の生化学的証拠、結晶構造および本発
明者ら自身のデータを組み合わせることで、変異体の生化学的または遺伝的スクリーニン
グを行って、テンプレート依存性の転写の前進型の様式でも２’－（２－ニトロベンジル
）リボヌクレオチドを取り込み得るＴ７　ＲＮＡＰ改変体を発見する一連の研究への道が
開かれる。本発明者らはすでに、個々にまたは組み合わせてランダムな改変体に対して最
初に変異される候補アミノ酸残基を同定し得る。これらは、リジン６３１、メチオニン６
３５、チロシン６３９、およびフェニルアラニン６４４であり、これらすべては、触媒作
用中に最も大きな移動を示すＯヘリックスのヌクレオチド結合表面に位置される（チロシ
ン６３９はすでに、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼの２’選択に関与している（Ｂｒｉｅｂａ
およびＳｏｕｓａ）。図４も参照のこと）。結合ポケットの残基の「後壁」において、ヒ
スチジン７８４およびアスパラギン酸７８７が、ランダムな変異誘発のための明らかな候
補である（ヒスチジン７８４もまたすでに、２’選択に関与している（Ｂｒｉｅｂａおよ
びＳｏｕｓａ））。さらに、本発明者らは、グリシン５４２の置換（リボースの取り込み
を阻害するＤＮＡポリメラーゼ中の「立体的なゲート（ｓｔｅｒｉｃ　ｇａｔｅ）」と等
価である（Ｇａｏら））、さらにこの領域の欠失を検討する。最後に、本発明者らは、結
合部位の後部ポケットの嵩を小さくすること、例えば、残基７８２、７８３、７８５、７
８６をグリシンまたはアラニンに変異させることを検討し得る。テンプレート依存性の転
写の前進型の様式で２’－（２－ニトロベンジル）リボヌクレオチドを取り込む任意の変
異体は、本発明者らの以前の開示（Ａｒｍｅｓ／Ｓｔｅｍｐｌｅ特許出願ＷＯ　００／５
３８０５）で提案されるような新規な単一分子配列決定技術を実施するのに非常に有用で
ある。立体的なゲートを除去することによってリボースおよびその可能な誘導体のアクセ
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スを一般的に許容するために同様の努力がまずなされるという条件で、類似のアプローチ
が、ＤＮＡポリメラーゼを用いて行われ得る（このことは、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼの
グリシン５４２と構造的に等価な領域（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉのクレノウフラグメントの
Ｅ７１０Ａ）を変異させることと関係する。Ａｓｔａｔｋｅら）。立体的なゲートを欠失
するポリメラーゼは、上に列挙した残基のうちの任意の１つ以上を含むアミノ酸配列の欠
失を含み得る。同様に、ヌクレオチド結合ポケットおよび触媒ポケットにアミノ酸置換を
有するポリメラーゼは、上に列挙した残基のうちの任意の１つ以上を含むアミノ酸置換を
含み得る。
【００２４】
　本発明のヌクレオチドは、単一の核酸テンプレートが関与する配列決定方法（例えば、
係属中のＰＣＴ出願ＷＯ　００／５３８０５に記載される方法）に使用され得る。例えば
、本発明のヌクレオチドは、例えば、ピロホスフェートベースの配列決定方法のような、
複数の核酸テンプレートが関与する配列決定方法に使用され得る。さらに、本発明のヌク
レオチドは、終止ヌクレオチドが使用される任意の反応で置き換えられ得る。例えば、本
発明のヌクレオチドは、Ｓａｎｇｅｒ法による配列決定において、ｄｄＮＴＰの代わりに
なり得る。
【実施例】
【００２５】
　（実施例１：使用したオリゴマーおよび骨格（ｓｃａｆｆｏｌｄ）形成）
　核酸骨格を、１ｎｍｏｌのＲＮＡ－１（５’－ビオチン－ＡＡＣＵＧＣＧＧＣＧＡＵ－
３’（配列番号１））および１ｎｍｏｌのＤＮＡ－１（５’－ＣＧＧＴＣＣＴＧＴＣＴＧ
ＡＡＡＴＡＣＣＴＡＴＣＧＣＣＧＣ－３’（配列番号２））を１００μｌ転写緩衝液（２
００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（２５℃においてｐＨ７．９）、３０ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５
０ｍＭ　ＤＴＴ、５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭスペルミジン）中で７０℃にて１０分間
インキュベートすることによって、形成した。その温度を２５℃までゆっくり低下させる
ことによって、アニーリングが生じた。ハイブリッドの濃度は、１０μＭであると想定さ
れた。
【００２６】
　（実施例２：プライマー伸長反応）
　プライマー伸長反応のために、２ｐｍｏｌの骨格を、９μｌの転写緩衝液中で１０ユニ
ットのＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）と混合して、転写複合体を形成
させた。反応を、１μｌの１ｍＭヌクレオチド溶液の添加によって開始し、３７℃におい
て２０分間インキュベートした。反応を、２μｌの５００ｍＭ　ＥＤＴＡの添加によって
停止し、氷上で冷却した。ＵＶ照射を、ＵＶランプにて１０分間行った。
【００２７】
　サンプルを沈殿させ、ホルムアミドローディング緩衝液中に溶解し、そして変性１６％
ポリアクリルアミドゲル（８Ｍ尿素）上で分離させた。ゲルを、ブロッティング緩衝液（
０．５×ＴＢＥ）中でナイロン膜（Ｏｓｍｏｎｉｃｓ，ＵＳＡ）上にエレクトロブロッテ
ィングした。ブロットを、ブロッキング緩衝液（１×ＴＢＳＴｗ／１％ブロッキング試薬
（Ｒｏｃｈｅ））中において室温で１時間インキュベートして非特異的ノイズを回避し、
ブロッキング緩衝液中で０．５μｇ／ｍｌストレプトアビジン－ＨＲＰ（Ｓｉｇｍａ）と
ともに１時間インキュベートし、そして０．１％　Ｔｗｅｅｎ－２０含有Ｔｒｉｓ緩衝化
生理食塩水中で徹底洗浄した。検出を、製造業者（Ｐｉｅｒｃｅ）の指示に従って化学発
光基質を使用して実施した。
【００２８】
　（実施例３：可逆的終止反応）
　可逆的終結実験のために、５ｐｍｏｌの骨格を、６．５ｐｍｏｌのＴ７　ＲＮＡポリメ
ラーゼ（精製において使用されたＮ末端ヒスチジンをプロセシングする）とともに１８０
μｌ転写緩衝液中で混合して、活性転写複合体を形成させた。この反応を、２０μｌの１
０ｍＭ　２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰの添加によって開始し、３７℃において
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２時間インキュベートした。その後、その反応を、４つのサンプルへと分割し、脱保護に
供した。２つのサンプルを、上記のようなＵＶ照射に対して曝露し、２つの未処理サンプ
ルを、同じ時間だけ周囲温度にてインキュベートした。脱保護の後に、転写緩衝液中に２
５０μｌのｒＮＴＰを含む伸長混合物を１容量添加したか、または転写緩衝液のみを添加
した。その後、サンプルを、３７℃においてさらに１時間インキュベートした。
【００２９】
　生成物のプロセシング、分離および検出を、上記の通り行った。
【００３０】
　（実施例４：骨格アッセイにおけるプライマーとしての役割を果たすＲＮＡ－ＤＮＡハ
イブリッドのＲＮＡオリゴマーの使用）
　Ｔｅｍｉａｋｏｖら（Ｔｅｍｉａｋｏｖ）は、テンプレートとしての役割を果たす一本
鎖ＤＮＡにハイブリダイズした場合に、短いＲＮＡオリゴマーがＴ７　ＲＮＡポリメラー
ゼ触媒性転写のためのプライマーとしての役割を果たし得ることを、示した。その後、こ
のポリメラーゼは、同族（ｃｏｇｎａｔｅ）ヌクレオチドの段階的添加によって、そのコ
ードテンプレートに沿って「ウォーキングされ（ｗａｌｋｅｄ）」得る。本発明者らは、
これらの結果を確認したが、ここで使用した条件下では、さらなるヌクレオチドが非テン
プレート依存性の様式で取り込まれることを観察する。
【００３１】
　ＲＮＡオリゴマーおよび一本鎖ＤＮＡテンプレート（例えば、図２Ａにおいて示される
もの）は、転写複合体においてＴ７　ＲＮＡＰと相互作用する核酸骨格を形成し得る。同
族（ｃｏｇｎａｔｅ）ヌクレオチド（ここでは、ｒＡＴＰ）とともに提示された場合、こ
のＲＮＡプライマーは、１塩基分または２塩基分、伸長される（図２Ｂ、レーン３）。骨
格は、上記ＤＮＡによりコードされる次の２つのヌクレオチド（ここでは、ｒＡＴＰおよ
びｒＧＴＰ）を提供された場合には、３塩基分以上、伸長される（図２Ｂレーン４）。一
方、次の１つのヌクレオチドが同族でない（ｎｏｎ－ｃｏｇｎａｔｅ）場合（ここでは、
ｒＣＴＰ）、その伸長は、１塩基分に限定される（図２Ｂレーン５）。コードされる塩基
に加えて１ヌクレオチド以上の取込みは、明らかに、温度依存性の事象ではない。この効
果は、いわゆるＮ＋１効果（Ｍｉｌｌｉｇａｎ）を示す。
【００３２】
　ＲＮＡ／ＤＮＡ骨格とＴ７　ＲＮＡポリメラーゼとによる安定な転写複合体の形成は、
ヌクレオチドアナログが伸びているＲＮＡ鎖に取り込まれる可能性を試験するためのサン
プル系を提供する。
【００３３】
　（実施例５：２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰが、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼに
よりＲＮＡ鎖中に取り込まれる）
　本研究において、本発明者らは、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰを、Ｔ７　Ｒ
ＮＡポリメラーゼのための基質として使用した。この２－ニトロベンジル改変は、上記ヌ
クレオチドアナログの分子量と、後者のヌクレオチドアナログが取り込まれるあらゆる核
酸の分子量とを増加させる。結果的に、ＮＢ部分を含むＲＮＡの電気泳動移動度は、それ
に応じて変化し、これによって、改変型転写物が同定されるのを可能にする。その調製の
性質に起因して、本実験において使用する２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰは、推
定５％だけｒＡＴＰが混入している（材料および方法を参照のこと）。
【００３４】
　図２Ｂのレーン６において示されるように、主に２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴ
Ｐを含む反応主要生成物の移動度は、１０ヌクレオチドの非改変型ＲＮＡと１１ヌクレオ
チドの非改変型ＲＮＡとの間の位置で移動するようである（レーン３およびレーン４と比
較）。この中間分子量生成物は、少なくとも１つの２－ニトロベンジル改変型ヌクレオチ
ドの取込みを示唆する。
【００３５】
　１分子当たりどれぐらいの数の２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰヌクレオチドが
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取り込まれたか？　９ヌクレオチド位置における弱いバンド（レーン６およびレーン７を
比較）は、混入している非改変型ｒＡＴＰもまた利用されたことを示す（ｒＡＴＰの濃度
は、約５μＭであり、この低濃度においてさえ、このｒＡＴＰは、Ｔ７　ＲＮＡＰによっ
て容易に使用され得る（Ｓｏｎｇ）ことに留意されたい）。１０ヌクレオチド長生成物が
全く存在しないことは、（高ｒＡＴＰ濃度の場合（レーン６を参照のこと）と同様に）何
らかの非改変型ｒＡＴＰがＮ＋１型活性中に取り込まれた可能性を、排除する。この主要
生成物は、１つの２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰの取り込みの結果、２つの２’
－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰの取り込みの結果（これらのうちの２番目のものは、
非テンプレート依存性（すなわち、Ｎ＋１型）である）、または標準的（ｃａｎｏｎｉｃ
ａｌｌｙ）に取り込まれたｒＡＴＰに付加された１つの２’－（２－ニトロベンジル）－
ＡＴＰの取り込みの結果であり得る。高濃度の２つの２’－（２－ニトロベンジル）－Ａ
ＴＰ存在下における転写の主要生成物の正体についてのさらなる証拠は、脱保護実験によ
ってもたらされる。
【００３６】
　（実施例６：ＵＶ光による２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰの脱保護）
　２－ニトロベンジル部分は、光エネルギーを吸収して、２－ニトロベンジルと「保護さ
れた」分子（所定の）との間の共有結合を切断する能力のために、多くの適用において使
用されている感光性（ｐｈｏｔｏｌａｂｉｌｅ）基である。２’－（２－ニトロベンジル
）改変型ヌクレオチドの場合、この結合の切断は、リボース環上にフリーの２’－ＯＨ基
を作り出す。この光脱保護の生成物は、その結果として、非改変型ｒＡＴＰの取り込みに
よって伸長されるＲＮＡオリゴマーと同じ位置で生じ得る。
【００３７】
　図２Ｂ、レーン７に示されるように、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰ取り込み
の主要生成物のＵＶ処理は、その電気泳動移動度の増加をもたらす。ここでこの主要なバ
ンドは、長さ１０ｎｔのＲＮＡと同じ位置に流れる（レーン３とレーン７とを比較のこと
）。この観察によって、Ｔ７　ＲＮＡＰにより発生しようとしているＲＮＡ鎖への２’－
（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰ取り込みの記録が確認される（非改変型ＲＮＡオリゴマ
ーは、ＵＶ処理に応答してそれらの電気泳動移動度を変化させない；データは示さず）。
このことは、本発明者らが、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰ取り込みの主要生成
物の組成に関して上記の代替のうちの１つを排除することを可能にする。
【００３８】
　単一の２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰ取り込みは、９ヌクレオチドより大きい
全てのバンドの喪失およびＵＶ処理に対する応答として９ヌクレオチドのバンドの強度の
増大をもたらすはずである。そのどちらでもないので、この可能性は否定され得る。
【００３９】
　主要生成物は、Ｔ７　ＲＮＡＰ活性のＮ＋１様式において取り込まれた１個の２’－（
２－ニトロベンジル）－ＡＴＰ、または２個の２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰを
含むのか？　これまでに提示された実験結果は、これらの２つの可能性を形式的に区別で
きないが、２個の２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰは、かなり可能性の低い２つの
仮定を想定することを要する。
【００４０】
　最初に、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰ取り込みは、ｒＡＴＰよりもはるかに
効率的でなければならない。すなわち、改変型ヌクレオチドは、よりよい基質でなければ
ならない。２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰの提供は、どのようなオリゴマーの形
成においても生じず、ただ１つの改変型ＡＴＰが取り込まれる（このことは、長さ９ヌク
レオチドと１０ヌクレオチドとの間の位置で生じなければならない；１Ｂ、レーン６）。
このことは、１つの２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰの任意の取り込みの次に、必
然的に、第２の（Ｎ＋１型活性）改変型ヌクレオチドの付加が続くことを示唆する。他方
で、転写複合体が非改変型ｒＡＴＰのみを伴って存在する場合、その反応生成物は、１つ
または２つのヌクレオチドだけ伸長したＲＮＡオリゴマーの混合物である（図２Ｂ、レー
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【００４１】
　第２に、発生しつつあるＲＮＡ鎖における末端２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰ
の３’－ＯＨ基は、それでもなお、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ依存性伸長のための標的で
なければならない（すなわち、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰは、非ターミネー
ターでなくてはならない）。非ターミネーターでなければならないという要件は、さらな
る実験において扱われる。
【００４２】
　（実施例７：２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰは、転写の可逆的ターミネーター
として作用する）
　ポリメラーゼによるＮＢ改変型ヌクレオチドの取り込みについての潜在的な適用は、新
規な配列決定技術（ＷＯ　００／５３８０５）において可逆的ターミネーターとしてのそ
の使用である。従って、本発明者らは、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰが転写の
ターミネーターとして作用する能力を試験した。
【００４３】
　図３に示される実験において、骨格を、Ｔ７　ＲＮＡＰおよび２’－（２－ニトロベン
ジル）－ＡＴＰとともにインキュベートした。先に記載される実験のように、このような
反応の生成物は、１０ヌクレオチドオリゴマーの電気泳動移動度と１１ヌクレオチドオリ
ゴマー電気泳動移動度との間にある、見かけ上の電気泳動移動度を有する（図３、レーン
１）。ＵＶ照射に供されると、このＲＮＡに取り込まれたＮＢ部分が除去され、この生成
物の移動度は、１０ヌクレオチドオリゴマーの移動度へと増大する（図３、レーン２）。
転写は、非改変型ｒＮＴＰの付加の際に再び始まり得る。末端塩基ヌクレオチドの２－ニ
トロベンジル部分が光脱保護によって除去されると、主要バンドのシグナル強度の減少が
もたらされる。これは、おそらく、その生成物が伸長していることが原因である（図３、
レーン４）。対照的に、ニトロベンジル基をなお有しているＲＮＡ鎖は、転写複合体によ
って伸長され得ないので、生成物の量は、事実上変化しないままである（図３、レーン３
）。本発明者らは、脱保護された物質が完全に利用されなかったことに注目する。これは
、種々の理由（ポリメラーゼが、必然的に、これらの「追跡」実験においてミスマッチか
ら伸長しなければならないという事実が挙げられる）のために、まさにその場合であり得
る。にもかかわらず、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰがターミネーターとして機
能した（これは、脱保護の際に逆になり得る）という示唆により、そのデータは、もっと
もよく説明されると考えられる。
【００４４】
　結論として、本発明者らは、２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰが転写の正真正銘
のターミネーターとしての役割を果たすことを示した。転写物の伸長は、保護している２
－ニトロベンジル基をＵＶ照射によって除去すると、再開し得る。２’－（２－ニトロベ
ンジル）－ＡＴＰの性質はまた、高濃度の２’－（２－ニトロベンジル）－ＡＴＰの存在
下での転写の主要生成物が、１つではなく２つの改変型ヌクレオチドだけ伸長したＲＮＡ
プライマーであり得るという、上記の可能性を排除する。
【００４５】
　本明細書で引用されるすべての特許、特許出願、および参考文献は、参考として本明細
書に援用される。
【００４６】
　（参考文献）
【００４７】



(14) JP 2012-95665 A 2012.5.24

10

20

30

40

【表１】



(15) JP 2012-95665 A 2012.5.24

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(16) JP 2012-95665 A 2012.5.24

【配列表】
2012095665000001.app



(17) JP 2012-95665 A 2012.5.24

10

フロントページの続き

(72)発明者  オラフ　ピーペンブルク
            イギリス国　エーエル１　４ユーエヌ，　セント　アルバンス，　ハットフィールド　ロード　２
            ９２
(72)発明者  デレク　エル．　ステンプル
            イギリス国　エーエル１　４ユーエヌ，　セント　アルバンス，　ハットフィールド　ロード　２
            ９２
(72)発明者  ニアル　エー．　アームズ
            イギリス国　エヌ３　２エイチエックス　ロンドン，　ロング　レーン　１４０
Ｆターム(参考) 4B024 AA11  CA11  HA11 
　　　　 　　  4B063 QA13  QQ52  QR08  QR32  QR42  QS25  QS34  QX02 
　　　　 　　  4C057 AA18  BB01  CC01  DD01  LL08  LL18  LL22  LL27  LL41  LL45 



(18) JP 2012-95665 A 2012.5.24

【外国語明細書】
2012095665000001.pdf


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow
	foreign-language-body

