
(57)【要約】
本発明は、ヌクレオチドポリメラーゼ活性を有するポリペプチドおよびポリメラ
ーゼ活性を増強する方法を提供する。本発明のポリペプチドは、 DNA依存性 DNAポリメラー
ゼ活性および RNA依存性 DNAポリメラーゼ活性、すなわち逆転写酵素活性の双方を有しても
よい。本発明のポリペプチドは、 DNAシークエンシング反応、増幅反応、 cDNA合成反応、
および複合 cDNA合成および増幅反応、例えば RT-PCRを含むがこれらに限定されない如何な
る応用に用いてもよい。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ヌ ク レ オ チ ド ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、
16、 18、 20、 22ま た は 24の い ず れ か 一 つ に 開 示 さ れ る 40個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 と 少 な く と も 80
％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単
離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 、 DNA依 存 性 お よ び RNA依 存 性 ヌ ク レ オ チ ド ポ
リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 双 方 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21ま た は 23の い ず れ か 一 つ の 配 列 と 相 補 的 な
配 列 を 含 む 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ヌ ク レ オ チ ド ポ リ
メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核
酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 以 下 の 条 件 で 行 わ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 核 酸 ： 50％ ホ ル ム ア
ミ ド に お い て 42℃ 、 2× SSCお よ び 1％ SDSに お い て 65℃ で の 最 初 の 洗 浄 、 な ら び に 0.1× SSC
に お い て 65℃ で の 2回 目 の 洗 浄 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 、 DNA依 存 性 お よ び RNA依 存 性 ヌ ク レ オ チ ド ポ
リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 双 方 を 有 す る 、 請 求 項 4記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 、 断 片 、 ま た は 変 異 体 の 断 片 が 、 ヌ ク レ オ チ ド ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性
を 有 す る 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24の い ず れ か 一 つ に 開 示 さ
れ る 40個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 と 少 な く と も 80％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
な ら び に そ の 変 異 体 、 断 片 、 お よ び 変 異 体 の 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が DNA依 存 性 お よ び RNA依 存 性 ヌ ク レ オ チ ド ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 双 方 を 有 す
る 、 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 熱 安 定 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tne DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tma DNAポ リ メ ラ ー
ゼ 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tfl DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tth DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tbr DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 、 Pwo DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Bst DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Bca DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 VENT DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T5 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ III、 ク レ ノ
ウ 断 片 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 シ ュ ト ッ フ ェ ル 断 片 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 な ら び に DNAポ リ メ ラ ー
ゼ 活 性 を 有 す る そ の 変 異 体 、 断 片 、 ま た は 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 9記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 核 酸 分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 9記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 核 酸 分 子 が mRNAで あ る 、 請 求 項 12記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 プ ラ イ マ ー が 少 な く と も 10個 の 連 続 チ ミ ジ ン 残 基 を 含 む 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 14記 載 の
組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 以 下 を 含 む 、 DNA分 子 を シ ー ク エ ン シ ン グ す る 方 法 ：
（ a） プ ラ イ マ ー を 第 一 の DNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 複 合 体 を 形 成 す る 段 階 ；
（ b） 複 合 体 を デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
タ ー ミ ネ ー タ ー 分 子 に 接 触 さ せ て 、 混 合 物 を 形 成 す る 段 階 ：
（ c） 第 一 の DNA分 子 と 相 補 的 な DNA分 子 の ラ ン ダ ム な 集 団 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 下
で 、 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 で あ っ て 、 合 成 さ れ た DNA分 子 が そ の 3'末 端 で タ ー
ミ ネ ー タ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 段 階 ； な ら び に
（ d） 第 一 の DNA分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 を 決 定 す る こ と が で き る よ う に
、 合 成 さ れ た DNA分 子 を 大 き さ に よ っ て 分 離 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24の 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 変 異 体 、 断 片 、 お よ び 変 異 体 の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 変 異 体
、 断 片 、 ま た は 変 異 体 の 断 片 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 （ 1） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質
的 に 減 少 、 ま た は 消 失 さ せ る 変 異 、 （ 2） ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る DNAポ
リ メ ラ ー ゼ が 得 ら れ る 変 異 、 お よ び （ 3） ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 熱 安 定 性 を 増 加 さ せ る 変
異 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 変 異 を 有 す る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る 変
異 を 含 む O-ヘ リ ッ ク ス を 有 す る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン の 、 Lys、 Arg、 His、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Ile、 Leu、 Pro、 Met、 Trp、 Gly
、 Ser、 Tyr、 Cys、 Thr、 Asn、 お よ び Glnか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 で あ
る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 が 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 dITP、 7-デ ア ザ -dGT
P、 dUTP、 [α -S]dATP、 [α -S]dTTP、 [α -S]dGTP、 お よ び [α -S]dCTPか ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 タ ー ミ ネ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド が ddTTP、 ddATP、 ddGTP、 ddITP、 お よ び ddCTPか ら な る 群
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よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 以 下 を 含 む 、 二 本 鎖 DNA分 子 を 増 幅 す る 方 法 ：
（ a） 第 一 の プ ラ イ マ ー が 、 DNA分 子 の 第 一 の 鎖 の 配 列 と 相 補 的 で あ っ て 、 か つ 第 二 の プ ラ
イ マ ー が DNA分 子 の 第 二 の 鎖 の 配 列 と 相 補 的 で あ る 、 第 一 と 第 二 の プ ラ イ マ ー を 提 供 す る
段 階 ；
（ b） 第 一 の 鎖 に 対 し て 相 補 的 な 第 三 の DNA分 子 と 、 第 二 の 鎖 に 対 し て 相 補 的 な 第 四 の DNA
分 子 が 合 成 さ れ る 条 件 下 で 、 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 に お い て 、 第 一 の 鎖 に
第 一 の プ ラ イ マ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 か つ 第 二 の 鎖 に 第 二 の プ ラ イ マ ー を ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 以 下 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 ：
（ c） 第 一 お よ び 第 三 の 鎖 、 第 二 お よ び 第 四 の 鎖 を 変 性 さ せ る 段 階 ； な ら び に
（ d） （ a） か ら （ c） の 段 階 を 1回 ま た は 複 数 回 繰 り 返 す 段 階 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24の 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 変 異 体 、 断 片 、 お よ び 変 異 体 の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 変 異 体
、 断 片 、 ま た は 変 異 体 の 断 片 が 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 （ 1） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質
的 に 減 少 、 ま た は 消 失 さ せ る 変 異 、 （ 2） ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る DNAポ
リ メ ラ ー ゼ が 得 ら れ る 変 異 、 お よ び （ 3） ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 熱 安 定 性 を 増 加 さ せ る 変
異 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 変 異 を 有 す る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る 変
異 を 含 む O-ヘ リ ッ ク ス を 有 す る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン の 、 Lys、 Arg、 His、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Ile、 Leu、 Pro、 Met、 Trp、 Gly
、 Ser、 Tyr、 Cys、 Thr、 Asn、 お よ び Glnか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 で あ
る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 一 の 容 器 を 含 む 、 DNA分 子 を シ ー ク エ ン シ ン グ す る
た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
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　 一 つ ま た は 複 数 の タ ー ミ ネ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 二 の 容 器 、 お よ び 一 つ ま た は 複
数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 含 む 第 三 の 容 器 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ
ま た は 複 数 の 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 39記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24の 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 変 異 体 、 断 片 、 お よ び 変 異 体 の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 変 異 体
、 断 片 、 ま た は 変 異 体 の 断 片 が 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 39記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 （ 1） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質
的 に 減 少 、 ま た は 消 失 さ せ る 変 異 、 （ 2） ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る DNAポ
リ メ ラ ー ゼ が 得 ら れ る 変 異 、 お よ び （ 3） ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 熱 安 定 性 を 増 加 さ せ る 、
変 異 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 変 異 を 有 す る 、 請 求 項 41記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る 変
異 を 含 む O-ヘ リ ッ ク ス を 有 す る 、 請 求 項 41記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン の 、 Lys、 Arg、 His、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Ile、 Leu、 Pro、 Met、 Trp、 Gly
、 Ser、 Tyr、 Cys、 Thr、 Asn、 お よ び Glnか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 で あ
る 、 請 求 項 43記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 で あ る 、 請 求 項 43記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 43記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 45記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 46記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 47記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 が 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 dITP、 7-デ ア ザ -dGT
P、 dUTP、 [α -S]dATP、 [α -S]dTTP、 [α -S]dGTP、 お よ び [α -S]dCTPか ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 タ ー ミ ネ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド が ddTTP、 ddATP、 ddGTP、 ddITP、 お よ び ddCTPか ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 39記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 一 の 容 器 を 含 む 、 DNA分 子 を 増 幅 す る た め の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 含 む 第 二 の 容 器 を さ ら に 含 む 、
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請 求 項 53記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24の 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 変 異 体 、 断 片 、 お よ び 変 異 体 の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 変 異 体
、 断 片 、 ま た は 変 異 体 の 断 片 が 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 53記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 （ 1） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質
的 に 減 少 、 ま た は 消 失 さ せ る 変 異 、 （ 2） ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る DNAポ
リ メ ラ ー ゼ が 得 ら れ る 変 異 、 お よ び （ 3） ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 熱 安 定 性 を 増 加 さ せ る 変
異 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 変 異 を 有 す る 、 請 求 項 55記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る 変
異 を 含 む O-ヘ リ ッ ク ス を 有 す る 、 請 求 項 55記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン の 、 Lys、 Arg、 His、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Ile、 Leu、 Pro、 Met、 Trp、 Gly
、 Ser、 Tyr、 Cys、 Thr、 Asn、 お よ び Glnか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 で あ
る 、 請 求 項 57記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 で あ る 、 請 求 項 57記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 57記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 59記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 60記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 61記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 が 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 dITP、 7-デ ア ザ -dGT
P、 dUTP、 [α -S]dATP、 [α -S]dTTP、 [α -S]dGTP、 お よ び [α -S]dCTPか ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 53記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 53記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 以 下 を 含 む 、 DNA分 子 を 合 成 す る 方 法 ：
（ a） プ ラ イ マ ー を 第 一 の 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 複 合 体 を 形 成 す る 段 階 ； お
よ び
（ b） 第 一 の 核 酸 分 子 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 な 第 二 の DNA分 子 を 合 成 す る た め に 十 分 な
条 件 下 で 、 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 一 つ ま た は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ
ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 に お い て 、 複 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 プ ラ イ マ ー お よ び ／ ま た は 一 つ も し く は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 が 蛍
光 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24の 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 変 異 体 、 断 片 、 お よ び 変 異 体 の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 変 異 体
、 断 片 、 ま た は 変 異 体 の 断 片 が 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 （ 1） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質
的 に 減 少 、 ま た は 消 失 さ せ る 変 異 、 （ 2） ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る DNAポ
リ メ ラ ー ゼ が 得 ら れ る 変 異 、 お よ び （ 3） ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 熱 安 定 性 を 増 加 さ せ る 変
異 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 変 異 を 有 す る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し な く な る ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る 変
異 を 含 む O-ヘ リ ッ ク ス を 有 す る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン の 、 Lys、 Arg、 His、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Ile、 Leu、 Pro、 Met、 Trp、 Gly
、 Ser、 Tyr、 Cys、 Thr、 Asn、 お よ び Glnか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 で あ
る 、 請 求 項 70記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 O-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 が 、 表 2の ポ リ ペ プ チ ド の 754位 に 対 応 す る 位 置 に お け る フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 で あ る 、 請 求 項 70記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 70記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少
、 ま た は 消 失 さ せ る さ ら な る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 さ ら な る 変 異 が 、 表 6の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 304位 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 全 て
ま た は 一 部 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 が 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 dITP、 7-デ ア ザ -dGT
P、 dUTP、 [α -S]dATP、 [α -S]dTTP、 [α -S]dGTP、 お よ び [α -S]dCTPか ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 表 2の ポ リ メ ラ ー ゼ の 724位 に お け る ア ル ギ ニ ン に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の
、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Pro、 Met、 Phe、 Trp、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys、 Tyr、 Gln
、 Asn、 Lys、 お よ び Hisか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 を 有 す る 、 表 2、 4、 6
、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ の 断
片 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 変 異 が 、 表 2の ポ リ メ ラ ー ゼ の 724位 に お け る ア ル ギ ニ ン に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 、 His、 L
ys、 Tyr、 お よ び Alaか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 で あ る 、 請 求 項 78記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減
少 、 ま た は 消 失 さ せ る 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 78記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ １ 】
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　 請 求 項 78記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え 型 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 請 求 項 78記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え 型 核 酸 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 以 下 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 82記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ c） ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 段 階 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 以 下 を 含 む 、 DNA分 子 を シ ー ク エ ン シ ン グ す る 方 法 ：
（ a） プ ラ イ マ ー を 第 一 の DNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 複 合 体 を 形 成 す る 段 階 ；
（ b） 複 合 体 を デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 請 求 項 78記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ
び タ ー ミ ネ ー タ ー 分 子 に 接 触 さ せ て 、 混 合 物 を 形 成 す る 段 階 ：
（ c） 第 一 の DNA分 子 と 相 補 的 な DNA分 子 の ラ ン ダ ム な 集 団 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 下
で 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 で あ っ て 、 合 成 さ れ た DNA分 子 が そ の 3'末 端 で タ ー ミ
ネ ー タ ー を 含 む 段 階 ； な ら び に
（ d） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 を 決 定 す る こ と が で き る よ う に 、 合 成 さ れ た DNA
分 子 を 大 き さ に よ っ て 分 離 す る 段 階 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 が 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 dITP、 7-デ ア ザ -dGT
P、 dUTP、 [α -S]dATP、 [α -S]dTTP、 [α -S]dGTP、 お よ び [α -S]dCTPか ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 84記 載 の シ ー ク エ ン シ ン グ 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 タ ー ミ ネ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド が ddTTP、 ddATP、 ddGTP、 ddITP、 ま た は ddCTPか ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 84記 載 の シ ー ク エ ン シ ン グ 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 プ ラ イ マ ー が 検 出 可 能 な 部 分 を 含 む 、 請 求 項 84記 載 の シ ー ク エ ン シ ン グ 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 検 出 可 能 な 部 分 が 蛍 光 部 分 で あ る 、 請 求 項 87記 載 の シ ー ク エ ン シ ン グ 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 以 下 を 含 む 、 二 本 鎖 DNA分 子 を 増 幅 す る 方 法 ：
（ a） 第 一 の プ ラ イ マ ー が DNA分 子 の 第 一 の 鎖 の 配 列 と 相 補 的 で あ っ て 、 か つ 第 二 の プ ラ イ
マ ー が DNA分 子 の 第 二 の 鎖 の 配 列 と 相 補 的 で あ る 、 第 一 お よ び 第 二 の プ ラ イ マ ー を 提 供 す
る 段 階 ；
（ b） 第 一 の 鎖 と 相 補 的 な 第 三 の DNA分 子 、 お よ び 第 二 の 鎖 と 相 補 的 な 第 四 の DNA分 子 が 合
成 さ れ る 条 件 下 で 、 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 に お い て 、 第 一 の プ ラ イ マ ー を
第 一 の 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 か つ 第 二 の プ ラ イ マ ー を 第 二 の 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 段 階 ；
（ c） 第 一 お よ び 第 三 の 鎖 、 な ら び に 第 二 お よ び 第 四 の 鎖 を 変 性 さ せ る 段 階 ； な ら び に 選
択 的 に
（ d） 段 階 （ a） か ら （ c） を 1回 ま た は 複 数 回 繰 り 返 す 段 階 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 、 請 求 項 78記 載 の 変 異 体 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 、 お よ び 変 異 体 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ 、 断 片 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 容 器 、 お よ
び 以 下 の 一 つ も し く は 複 数 を 含 む 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 を 含 む 、 DNA分 子 を シ ー ク エ ン シ
ン グ す る た め の キ ッ ト ：
（ a） 一 つ ま た は 複 数 の ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 ； お よ び
（ b） 一 つ ま た は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 。
【 請 求 項 ９ １ 】
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　 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 90記 載 の シ ー ク エ ン シ ン グ す る た
め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 容 器 、 お よ び 以 下 の 一 つ ま た は 複 数 を 含 む 一 つ ま た
は 複 数 の 容 器 を 含 む 、 DNA分 子 を 増 幅 す る た め の キ ッ ト ：
（ a） 一 つ ま た は 複 数 の 緩 衝 剤 、 ま た は 緩 衝 塩 ； お よ び
（ b） 一 つ ま た は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 92記 載 の 増 幅 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 以 下 を 含 む 、 DNA分 子 を 合 成 す る た め の 方 法 ：
（ a） プ ラ イ マ ー を 第 一 の 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 複 合 体 を 形 成 す る 段 階 ； お
よ び
（ b） 第 一 の DNA分 子 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 な 第 二 の DNA分 子 を 合 成 す る た め に 十 分 な
条 件 下 で 、 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 一 つ ま た は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ
ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 に お い て 、 複 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 プ ラ イ マ ー お よ び ／ ま た は 一 つ も し く は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 が 蛍
光 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 94記 載 の DNA分 子 を 合 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 以 下 を 含 む 、 RNAを 相 補 的 DNA（ cDNA） に 逆 転 写 し て 、 cDNAを 増 幅 す る た め の 方 法 ：
（ a） 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 第 一 の プ ラ イ マ ー を RNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ て 、 反 応 混 合 物 を 形 成 す る 段 階 ；
（ b） 標 的 RNAに 対 し て 相 補 的 な cDNA分 子 が 合 成 さ れ る 条 件 下 で 、 反 応 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 段 階 ；
（ c） 反 応 混 合 物 を 処 理 し て 一 本 鎖 cDNAを 提 供 す る 段 階 ；
（ d） 伸 長 産 物 が 二 本 鎖 cDNA分 子 を 提 供 す る よ う に 合 成 さ れ る 条 件 下 で 、 本 発 明 の DNAポ リ
メ ラ ー ゼ の 存 在 下 に お い て 、 第 二 の プ ラ イ マ ー を cDNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 段 階 ；
お よ び
（ e） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て （ d） の 二 本 鎖 cDNA分 子 を 増 幅 す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 請 求 項 6記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 一 の 容 器 ； な ら び に 一 つ ま た は 複 数 の デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 含 む 第 二 の 容 器 、 お よ び 熱 安 定 性 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 第
三 の 容 器 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 を 含 む 、 RT/PCRの た め の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 マ ン ガ ン お よ び ／ ま た は マ グ ネ シ ウ ム の 存 在 下 で 活 性 が 生 じ る 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 を 有 す る 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 1を 超 え る マ ン ガ ン ／ マ グ ネ シ ウ ム 比 の 存 在 下 で 活 性 が 生 じ る 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 を 有 す る 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 少 な く と も 2の マ ン ガ ン ／ マ グ ネ シ ウ ム 比 の 存 在 下 で 活 性 が 生 じ る 、 請 求 項 99記 載 の 核
酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 少 な く と も 4の マ ン ガ ン ／ マ グ ネ シ ウ ム 比 の 存 在 下 で 活 性 が 生 じ る 、 請 求 項 99記 載 の 核
酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ が 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を さ ら に 有 し 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
活 性 が RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 と 同 じ マ ン ガ ン ／ マ グ ネ シ ウ ム 比 で 生 じ る 、 請 求 項
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98～ 101の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 マ ン ガ ン お よ び ／ ま た は マ グ ネ シ ウ ム の 存 在 下 で 活 性 が 生 じ る 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 を 有 す る 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 1を 超 え る マ ン ガ ン ／ マ グ ネ シ ウ ム 比 の 存 在 下 で 活 性 が 生 じ る 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 を 有 す る 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 少 な く と も 約 2の マ ン ガ ン ／ マ グ ネ シ ウ ム 比 の 存 在 下 で 活 性 が 生 じ る 、 請 求 項 104記 載 の
核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 少 な く と も 約 4の マ ン ガ ン ／ マ グ ネ シ ウ ム 比 の 存 在 下 で 第 一 の 活 性 が 生 じ る 、 請 求 項 105
記 載 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 活 性 が 、 マ ン ガ ン 濃 度 約 0.1mMか ら 5.0 mMの 存 在 下 で 生 じ る 、 請 求 項 98記 載 の 核 酸 ポ リ
メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 活 性 が 、 マ ン ガ ン 濃 度 約 0.5mMか ら 3 mMの 存 在 下 で 生 じ る 、 請 求 項 98記 載 の 核 酸 ポ リ メ
ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 活 性 が 、 マ ン ガ ン 濃 度 約 1mMか ら 2.5 mMの 存 在 下 で 生 じ る 、 請 求 項 98記 載 の 核 酸 ポ リ メ
ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 活 性 が 、 マ グ ネ シ ウ ム 濃 度 約 0mMか ら 約 2 mMの 存 在 下 で 生 じ る 、 請 求 項 98～ 101お よ び 請
求 項 103～ 109の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 活 性 が 、 マ グ ネ シ ウ ム 濃 度 約 0mMか ら 約 2 mMの 存 在 下 で 生 じ る 、 請 求 項 102記 載 の 核 酸 ポ
リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 活 性 が マ グ ネ シ ウ ム の 非 存 在 下 で 生 じ る 、 請 求 項 110記 載 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 活 性 が マ グ ネ シ ウ ム の 非 存 在 下 で 生 じ る 、 請 求 項 111記 載 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 比 活 性 お よ び DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 比 活 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド で あ っ て 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 比 活 性 に 対 す る RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
比 活 性 の 比 が 約 0.05よ り 大 き い ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 比 が 約 0.01よ り 大 き い 、 請 求 項 114記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 比 が 約 0.2よ り 大 き い 、 請 求 項 114記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 比 活 性 お よ び DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 比 活 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド で あ っ て 、 RNA依 存 性 比 活 性 が 約 500単 位 /mgポ リ ペ プ チ ド よ り 大 き い ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 比 活 性 が 約 10,000単 位 /mgポ リ ペ プ チ ド よ り 大 き い 、 請 求 項 1
17記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 約 1,000単 位 /mgポ リ ペ プ チ ド よ り 大 き い 、 請 求 項 118
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 約 2,000単 位 /mgポ リ ペ プ チ ド よ り 大 き い 、 請 求 項 118
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 約 3,000単 位 /mgポ リ ペ プ チ ド よ り 大 き い 、 請 求 項 118
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 約 4,000単 位 /mgポ リ ペ プ チ ド よ り 大 き い 、 請 求 項 118
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 分 子 生 物 学 の 分 野 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ポ リ メ ラ ー ゼ 活
性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 増 強 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 と RNA依 存 性 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 活 性 、 す な わ ち 逆 転 写 酵 素 （ RT） 活 性 の 双 方 を 有 し て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 核 酸 合 成 反 応 、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 、 増 幅 反 応 、 cDNA
合 成 反 応 、 お よ び 複 合 cDNA合 成 増 幅 反 応 、 例 え ば RT-PCRを 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 如
何 な る 応 用 に 用 い て も よ い 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 技 術
　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 核 酸 鋳 型 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 で あ る DNA分 子 の 形 成 を 合 成 す
る 。 プ ラ イ マ ー が 一 本 鎖 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 、 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 5'か ら 3'方 向 に
DNAを 合 成 す る 、 す な わ ち 増 殖 し つ つ あ る 鎖 の 3'ヒ ド ロ キ シ ル 基 に ヌ ク レ オ チ ド を 連 続 的
に 付 加 す る 。 こ の よ う に 、 例 え ば 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 （ dNTPs） お よ び
プ ラ イ マ ー の 存 在 下 で は 、 一 本 鎖 核 酸 鋳 型 と 相 補 的 で あ る 新 し い DNA分 子 を 合 成 す る こ と
が で き る 。 典 型 的 に 、 RNAま た は DNA鋳 型 は 、 相 補 的 DNA分 子 を 合 成 す る た め に 用 い ら れ る
。 し か し 、 キ メ ラ 鋳 型 ま た は 改 変 核 酸 鋳 型 の よ う な 他 の 鋳 型 も 同 様 に 、 重 合 化 核 酸 の 相 補
的 分 子 を 合 成 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 DNA鋳 型 を
利 用 し て 鋳 型 の 少 な く と も 一 部 と 相 補 的 で あ る DNA分 子 を 生 成 す る 。 RNA依 存 性 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 、 す な わ ち 逆 転 写 酵 素 は 、 RNA鋳 型 を 利 用 し て 鋳 型 の 一 部 と 少 な く と も 相 補 的 な DNA
鎖 、 す な わ ち cDNAを 生 成 す る 。 逆 転 写 酵 素 の 一 般 的 な 応 用 は 、 mRNAを cDNAに 転 写 す る こ と
で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 他 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 一 つ ま た は 複 数 の さ ら な る 触 媒 活 性 を
有 し て も よ い 。 典 型 的 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お よ び 5'-3
'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。 こ れ ら の 活 性 の そ れ ぞ れ は 、 タ ン パ ク 質 の 特
定 の 領 域 ま た は ド メ イ ン に 局 在 し て い る 。 大 腸 菌 の PolIに お い て 、 N末 端 ド メ イ ン （ ア ミ
ノ 酸 1～ 324個 ） は 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を コ ー ド し 、 中 央 の ド メ イ ン （ ア ミ ノ
酸 324～ 517個 ） は 、 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を コ ー ド し 、 C末 端 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸
521～ 928個 ） は DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を コ ー ド す る 。 ス ブ チ リ シ ン 消 化 に よ っ て 、 大 腸 菌 P
olIを 二 つ の 断 片 に 切 断 す る と 、 大 き い ほ う の 断 片 （ ク レ ノ ウ 断 片 ） は 、 3'-5'エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ 活 性 お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し 、 小 さ い ほ う の 断 片 は 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 記 の 大 腸 菌 ポ リ メ ラ ー ゼ の 他 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 多 様 な 中 温 性 微 生 物 か ら 単 離
さ れ て い る 。 こ れ ら の 中 温 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 多 く が 同 様 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 。 L
inら は 、 大 腸 菌 に お い て T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を ク ロ ー ニ ン グ し て 発 現 さ せ た （ Proc. Natl

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-508630 A 2005.4.7



. Acad. Sci. USA 84： 7000～ 7004（ 1987） ） 。 Taborら （ 米 国 特 許 第 4,795,699号 ） は 、
ク ロ ー ニ ン グ し た T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て 記 述 し た が 、 Minkleyら （ J. Biol. Chem. 
259： 10386～ 10392（ 1984） ） お よ び Chatterjee（ 米 国 特 許 第 5,047,342号 ） は そ れ ぞ れ 、
大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iに つ い て 、 お よ び T5 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ク ロ ー ニ ン グ に つ い て 記
述 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は ま た 、 多 様 な 好 熱 性 微 生 物 か ら も 単 離 お よ び ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い
る 。 こ れ ら の 酵 素 は 典 型 的 に 、 重 合 化 活 性 に 関 し て 中 温 性 微 生 物 か ら 得 ら れ た 酵 素 よ り 高
い 至 適 温 度 を 有 す る 。 サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス （ Thermus aquaticus） 、 サ ー ム ス ・ サ ー
モ フ ィ ル ス （ Thermus thermophilus） 、 な ら び に バ チ ル ス （ Bacillus） 、 サ ー モ コ ッ カ ス
（ Thermococcus） 、 ス ル フ ォ ブ ス （ Sulfobus） 、 お よ び ピ ロ コ ッ カ ス （ Pyrococcus） 属 の
種 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 多 数 の 好 熱 性 微 生 物 に お い て 、 熱 安 定 性 の DNAポ リ メ ラ
ー ゼ が 発 見 さ れ て い る 。 こ れ ら の 酵 素 の 熱 安 定 性 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） を 含
む 多 数 の 応 用 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） は 、 試 料 か ら 標 的 核 酸 配 列 を 増 幅 す る た め に 用 い ら れ る
。 PCRは 、 標 的 DNAの 変 性 、 標 的 DNA分 子 の 反 対 鎖 上 の 特 異 的 配 列 に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 通 常 熱 安 定 性 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ に よ る こ れ ら の プ ラ イ マ ー の そ の 後 の 伸 長 を 利 用 し て 、 新 し い 二 本 鎖 DNAを 生
成 し 、 そ れ ら 自 身 が さ ら な る ラ ウ ン ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 伸 長 の 鋳 型 と し て
作 用 し う る 。 PCR反 応 に お い て 、 サ イ ク ル の そ れ ぞ れ の 繰 り 返 し 時 に 、 反 応 に 存 在 す る 特
定 の 配 列 の 量 が 倍 加 す る よ う に 、 1サ イ ク ル の 産 物 が 次 の サ イ ク ル の 鋳 型 と し て 作 用 す る
。 こ れ に よ っ て 、 指 数 的 な 増 幅 プ ロ セ ス が 起 こ る 。 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ が 熱 安 定 な 酵 素 で
あ る 場 合 、 熱 に よ っ て ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 破 壊 さ れ な い た め 、 毎 回 の 変 性 段 階 後 に 新 し い
ポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 PCRに よ っ て 増 幅 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が RNAで あ る 場 合 、 慣 例 的 に 、 核 酸 分 子 を 、 プ
ラ イ マ ー の 存 在 下 で 最 初 に 逆 転 写 酵 素 に よ っ て 処 理 し て 、 増 幅 の た め の cDNA鋳 型 を 提 供 す
る 。 逆 転 写 酵 素 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） の 場 合 、 DNAプ ラ イ マ ー を 標 的 RNA分 子
の 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 逆 転 写 酵 素 に よ る こ の プ ラ イ マ ー の そ の 後 の 伸 長 に よ っ て
、 PCRの 鋳 型 と し て 作 用 し う る 新 し い 鎖 の DNAが 生 成 さ れ る 。 鋳 型 RNA分 子 と 相 補 的 な DNA分
子 の 調 製 は 、 第 一 鎖 反 応 と 呼 ば れ る 。 DNA鋳 型 の 調 製 は 、 RNA二 次 構 造 に よ っ て 引 き 起 こ さ
れ た 逆 転 写 酵 素 反 応 の 早 期 終 了 が 起 こ ら な い よ う に す る た め に 、 好 ま し く は 上 昇 し た 温 度
で 行 う 。 残 念 な こ と に 、 典 型 的 に 用 い ら れ る 逆 転 写 酵 素 は 、 所 望 の 高 温 、 例 え ば 約 50℃ を
超 え る 温 度 で は 効 率 的 で は な い 。 さ ら に 、 逆 転 写 酵 素 は 典 型 的 に 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ と 適 合 性 で な い 反 応 条 件 を 必 要 と す る 。 こ れ は 、 そ の 後 の 増 幅 反 応 を 行 う た め に 、 第
一 鎖 反 応 の 後 に 反 応 条 件 を 操 作 す る 必 要 が あ り 、 そ れ に よ っ て 、 実 質 的 に 反 応 の 時 間 と 費
用 が か か り 、 反 応 混 合 物 が 汚 染 す る リ ス ク を 導 入 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 RT-PCR反 応 に お い て 第 一 鎖 反 応 を 操 作 す る 必 要 性 を 回 避 す る た め に 用 い ら れ て い る 一 つ
の ア プ ロ ー チ は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の み を 用 い る こ と 、 そ し て DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 逆 転 写 酵
素 活 性 を 示 す よ う に 第 一 鎖 反 応 の 反 応 条 件 を 改 変 す る こ と で あ っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、
米 国 特 許 第 5,310,652号 、 第 5,322,770号 、 第 5,407,800号 、 第 5,561,058号 、 第 5,641,864
号 、 お よ び 第 5,693,517号 に お い て 証 明 さ れ て い る 。 こ れ ら の 特 許 は 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ の
逆 転 写 酵 素 活 性 を 刺 激 す る た め に 二 価 陽 イ オ ン と し て Mn 2 + を 用 い る こ と を 開 示 し て い る 。
Mn 2 + の 存 在 は RT活 性 を 刺 激 す る が 、 こ れ は ま た 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に よ る ヌ ク レ オ チ
ド の 誤 取 り 込 み を 引 き 起 こ し 、 そ れ に よ っ て 増 幅 さ れ た cDNAに 誤 り が 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス （ Taq） か ら の 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 （ PRC） は 実 現 可 能 と な り 、 組 換 え DNA試 験 を 補 足 す る 強 力 な 技 術 が 導 入 さ れ 、
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遺 伝 お よ び 感 染 疾 患 の 診 断 に 役 立 っ た （ Innisら （ 編 ） （ 1990） 、 「 PCR Protocols： A Gu
ide to Methods and Applications」 、 ア カ デ ミ ッ ク 出 版 、 サ ン ジ エ ゴ ） 。 Taq DNAポ リ メ
ラ ー ゼ は ま た 、 逆 転 写 酵 素 活 性 も 有 す る （ Jonesお よ び Foulkes（ 1989） 、 Nucleic Acids 
Res. 17： 8387～ 8388） 。 サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス （ rTth） か ら の 組 換 え 型 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ の 逆 転 写 酵 素 活 性 （ Myersお よ び Gelfand（ 1991） 、 Biochem. 30： 7661～ 7666） は 、 T
aq DNAポ リ メ ラ ー ゼ よ り 100倍 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る 。 二 つ の 酵 素 は 有 意 な ア ミ ノ 酸
配 列 類 似 性 を 有 す る が 、 そ れ ら の RNA鋳 型 の 利 用 能 が そ の よ う に 異 な る 理 由 は 不 明 で あ る
。 好 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 逆 転 写 は 、 好 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ の 場 合 の よ り 高 い 反 応 温
度 が 、 典 型 的 に 中 温 性 RTsの 問 題 と な る RNA二 次 構 造 を 脱 安 定 化 さ せ る た め に 役 立 つ こ と か
ら 、 cDNA合 成 に 関 し て 一 般 的 に 用 い ら れ て い る モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ M-MLV）
お よ び ト リ 骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス （ AMV） RTの よ う な 中 温 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 （ RTs
） と 比 較 し て 長 所 を 有 す る （ DeStefanoら （ 1991） 、 J. Biol. Chem. 266： 7423～ 7431； H
arrisonら 、 （ 1998） 、 Nucleic Acids Res. 26： 3433～ 3442； Wuら （ 1996） 、 J. Virol. 
70： 7132～ 7142） 。 逆 転 写 お よ び 逆 転 写 カ ッ プ リ ン グ PCR増 幅 （ RT-PCR） の た め に 好 熱 性 D
NAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る こ と お よ び こ れ を 用 い る 長 所 が 記 述 さ れ て い る （ Myersお よ び Gel
fand（ 1991） ） 。 し か し 、 RNAを コ ピ ー す る 場 合 に rTth DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る 短 所 の
一 つ は 、 二 価 金 属 と し て Mg 2 + で は な く て Mn 2 + を 用 い る 必 要 が あ る 点 で あ る 。 Mn 2 + が 存 在 す
る と 、 cDNA合 成 の 際 の 誤 差 率 が 高 く な り （ Cadwellお よ び Joyce、 （ 1992） 、 PCR Methods 
and Applications 2、 28～ 33） 、 PCR増 幅 の 際 の DNA産 物 の 収 率 が 減 少 す る （ Leungら （ 198
9） 、 Technique 1： 11～ 15） 。 逆 転 写 段 階 の 際 に 導 入 さ れ た Mn 2 + の 影 響 を 除 去 す る た め に
、 RT-PCRの PCR段 階 で 特 殊 な 手 段 を 講 じ な け れ ば な ら な い （ Myersお よ び Gelfand（ 1991）
） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の よ う に 、 重 合 お よ び ／ ま た は 逆 転 写 反 応 、 例 え ば RT-PCR反 応 を 行 う た め の 改 善 さ れ
た 材 料 お よ び 方 法 が 当 技 術 分 野 で な お も 必 要 で あ る 。 こ の 必 要 性 お よ び 他 の 必 要 性 は 、 本
発 明 に よ っ て 満 た さ れ る 。 本 発 明 は 、 上 昇 し た 温 度 で 、 お よ び 好 ま し く は Mg 2 + お よ び ／ ま
た は そ の 塩 の 存 在 下 で RNAを 効 率 よ く コ ピ ー す る た め に 用 い る こ と が で き る DNAポ リ メ ラ ー
ゼ の み な ら ず 、 増 加 し た 逆 転 写 酵 素 活 性 を 有 す る 、 お よ び ／ ま た は Mg 2 + の 存 在 下 で 逆 転 写
酵 素 活 性 を 有 す る よ う な 、 都 合 の よ い 性 質 を 獲 得 し た 他 の 生 物 か ら の 変 異 体 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ を 同 定 す る た め に 、 好 熱 性 細 菌 を 含 む 多 数 の 微 生 物 の 調 査 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 そ
の よ う な 生 物 か ら の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 好
ま し く は Mg 2 + の 存 在 下 で 効 率 よ く RNAを コ ピ ー す る 。 そ の ク ロ ー ニ ン グ 、 精 製 、 お よ び 予
備 的 な 特 徴 付 け に つ い て 記 述 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 簡 単 な 概 要
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は RNA依
存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 、 そ の よ う な
ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 お よ び 反 応 混 合 物 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
分 子 （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー ） と 共 に 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に よ っ
て 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の
一 つ ま た は 複 数 の 活 性 は 熱 安 定 性 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 RNA依 存 性 お よ び DNA
依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は 熱 安 定 性 で あ る 。 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 熱 安 定 性 で あ っ て も 中 温 性 で あ っ て も よ い PolI型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ っ て
も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 熱 性 真 正 細 菌 か ら の DNAポ リ メ ラ
ー ゼ で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 つ ま た は 複 数 の さ ら な る 活 性 、 例 え ば
5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ
い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 減 少 し た ま た は 実 質 的 に 減 少 し た 5'-3'
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ く 、 お よ び ／ ま た は 減 少 ま た は 実 質 的 に 減 少 し た 3'
-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ
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プ チ ド は 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び ／ ま た は 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 損
す る 、 ま た は 検 出 不 能 の レ ベ ル を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Mg 2 + ま た は そ の 塩 （ 例 え ば 、 MgCl、 Mg
SO 4 、 MgHPO 4 等 ） の 存 在 下 で 起 こ っ て も よ い 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 （ 例
え ば 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ） を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 局 面 に お い て 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
活 性 お よ び RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で 起 こ っ て も よ い 。 一 つ の 局
面 に お い て 、 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は Mn 2 + ま た は そ の 塩 の 非 存 在 下 で 起 こ っ て も よ い 。 こ
の よ う に 、 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で 生 じ る が 、 Mn 2 + の 存 在 を 必 要
と し な い RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 （ す な わ ち 、 逆 転 写 酵 素 活 性 ） を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で 、 少 な く と も 約 150、 250、 50
0、 750、 1,000、 2,000、 3,000、 4,000、 5,000、 7,500、 10,000、 25,000、 50,000、 75,000
、 100,000、 150,000、 200,000、 250,000、 300,000、 400,000、 ま た は 500,000単 位 /mgタ ン
パ ク 質 で あ る RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 比 活 性 レ ベ ル を 有 し て も よ い 。 こ の よ う に
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 150～ 約 500,000、 約 150～ 約 400,000、 約 150～ 約 300,000、
約 150～ 約 200,000、 約 150～ 約 150,000、 約 150～ 約 100,000、 約 150～ 約 75,000、 約 150～ 約
50,000、 約 150～ 約 25,000、 約 150～ 約 10,000、 約 150～ 約 5,000、 約 150～ 約 2,500、 約 150
～ 約 1,000、 約 150～ 約 500、 約 150～ 約 250、 約 500～ 約 500,000、 約 500～ 約 250,000、 約 500
～ 約 150,000、 約 500～ 約 100,000、 約 500～ 約 50,000、 約 500～ 約 40,000、 約 500～ 約 30,000
、 約 500～ 約 25,000、 約 500～ 約 20,000、 約 500～ 15,000、 約 500～ 約 10,000、 約 500～ 約 5,0
00、 約 500～ 約 4,000、 約 500～ 約 3,000、 約 500～ 約 2,500、 約 500～ 約 2,000、 約 500～ 約 1,5
00、 約 500～ 約 1,000、 約 750～ 約 500,000、 約 750～ 約 250,000、 約 750～ 約 150,000、 約 750
～ 約 100,000、 約 750～ 約 50,000、 約 750～ 約 40,000、 約 750～ 約 30,000、 約 750～ 約 25,000
、 約 750～ 約 20,000、 約 750～ 約 15,000、 約 750～ 約 10,000、 約 750～ 約 5,000、 約 750～ 2,50
0、 約 750～ 約 1,000、 約 1,000～ 約 25,000、 約 1,000～ 約 10,000、 約 1,000～ 約 5,000、 約 1,0
00～ 約 4,000、 約 1,000～ 約 2,500、 約 25,000～ 約 500,000、 約 25,000～ 約 250,000、 約 25,00
0～ 約 100,000、 約 25,000～ 約 50,000、 約 50,000～ 約 500,000、 約 50,000～ 約 250,000、 約 50
,000～ 約 100,000、 約 100,000～ 約 500,000、 約 100,000～ 約 400,000、 約 100,000～ 約 300,00
0、 約 100,000～ 約 250,000、 約 100,000～ 約 200,000、 ま た は 約 100,000～ 約 150,000単 位 /mg
タ ン パ ク 質 の RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 比 活 性 を 有 し て も よ い 。 比 活 性 は 、 好 ま し
く は 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る よ う に 決 定 さ れ る 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 活 性 1単 位 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ セ イ 条 件 に お い て 、 dNTPs 10 nmolを 30分 間 で
酸 不 溶 性 産 物 に 組 み 入 れ る た め に 必 要 な 酵 素 量 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 条 件 に は 、 上
昇 し た 温 度 、 例 え ば 、 約 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 62℃ 、 65℃ 、 68℃ 、 70℃ 、 72℃ 、 ま た
は 75℃ ま た は そ れ 以 上 の 温 度 、 80℃ 、 85℃ 、 95℃ 、 ま た は 100℃ ま で の 温 度 が 含 ま れ て も
よ い 。 適 し た ア ッ セ イ 条 件 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る （ 例 え ば 、 実 施 例 1に お い て ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Mg 2 + ま た は そ の 塩 の 存 在 下 で 、 少 な く と も 約 1,000、 5,000、
10,000、 25,000、 50,000、 75,000、 100,000、 125,000、 150,000、 175,000、 200,000、 300
,000、 ま た は 500,000単 位 /mgタ ン パ ク 質 で あ る DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 比 活 性 レ
ベ ル を 有 し て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
活 性 に 関 し て 約 1,000～ 約 500,000、 約 1,000～ 約 300,000、 約 1,000～ 約 200,000、 約 1,000
～ 約 100,000、 約 5,000～ 約 500,000、 約 5,000～ 約 250,000、 約 5,000～ 約 150,000、 約 5,000
～ 約 100,000、 約 5,000～ 約 75,000、 約 5,000～ 約 50,000、 約 5,000～ 約 25,000、 約 5,000～
約 15,000、 約 10,000～ 約 500,000、 約 100,000～ 約 250,000、 約 10,000～ 約 150,000、 約 10,0
00～ 約 100,000、 約 10,000～ 約 75,000、 約 10,000～ 約 50,000、 約 10,000～ 約 40,000、 約 10,
000～ 約 25,000、 約 50,000～ 約 500,000、 約 100,000～ 約 500,000、 約 150,000～ 約 500,000、
約 250,000～ 約 500,000、 約 50,000～ 約 300,000、 約 100,000～ 約 300,000、 約 150,000～ 約 30
0,000、 約 250,000～ 約 300,000、 約 300,000～ 約 500,000、 約 350,000～ 約 500,000、 約 400,0
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00～ 約 500,000、 約 450,000～ 約 500,000、 ま た は 約 150,000～ 約 250,000単 位 /mgタ ン パ ク 質
の 比 活 性 を 有 し て も よ い 。 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 1単 位 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア
ッ セ イ 条 件 に お い て 、 dNTPs 10 nmolを 30分 間 で 酸 不 溶 性 産 物 に 組 み 入 れ る た め に 必 要 な
酵 素 量 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 条 件 に は 、 上 昇 し た 温 度 、 例 え ば 、 約 45℃ 、 50℃ 、 55
℃ 、 60℃ 、 62℃ 、 65℃ 、 68℃ 、 70℃ 、 72℃ 、 ま た は 75℃ ま た は そ れ 以 上 の 温 度 、 80℃ 、 85
℃ 、 95℃ 、 ま た は 100℃ ま で の 温 度 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の DNA依 存 性 比 活 性 に 対 す る RNA依 存 性
DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 比 活 性 の 比 （ RNA： DNA） は 、 両 者 の 活 性 を 本 明 細 書 に 記 述 の よ う に 決
定 し た 場 合 に 、 約 0.025～ 約 1、 約 0.025～ 約 0.75、 約 0.025～ 約 0.5、 約 0.025～ 約 0.025～
約 0.4、 約 0.025～ 0.3、 約 0.025～ 約 0.25、 約 0.025～ 約 0.2、 約 0.025～ 約 0.15、 約 0.025～
約 0.1、 約 0.025～ 約 0.05、 約 0.05～ 約 1、 約 0.05～ 約 0.75、 約 0.05～ 約 0.5、 約 0.05～ 約 0.
4、 約 0.05～ 約 0.3、 約 0.05～ 約 0.25、 約 0.05～ 約 0.2、 約 0.05～ 約 0.15、 約 0.05～ 約 0.1、
約 0.1～ 約 1、 約 0.1～ 約 0.75、 約 0.1～ 約 0.5、 約 0.1～ 約 0.4、 約 0.1～ 約 0.3、 約 0.1～ 約 0.
25、 約 0.1～ 約 0.2、 ま た は 約 0.1～ 約 0.15で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 比 は 、 上 昇 し た 温 度
、 例 え ば 、 約 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 62℃ 、 65℃ 、 68℃ 、 70℃ 、 72℃ 、 ま た は 75℃ ま た
は そ れ 以 上 の 温 度 、 80℃ 、 85℃ 、 95℃ 、 ま た は 100℃ ま で の 温 度 で 行 わ れ る ア ッ セ イ に よ
っ て 決 定 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 比 活 性 を
決 定 す る た め に 用 い ら れ る 温 度 は 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 比 活 性 を 決 定 す る た め に 用
い た 温 度 と 同 じ で あ っ て も よ い 。 他 の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 温 度 は 異 な っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Tth DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ま た は Tne DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ の よ う な 他 の 既 知 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 比 較 し て 、 増 加 し た RNA依 存 性 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 関 す
る RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 は 、 Tth DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ
、 お よ び ／ ま た は Tne DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 比 較 し て 少 な く と も 約 5％ 、 10％ 、 25％ 、 30％ 、
50％ 、 100％ 、 150％ 、 200％ 、 300％ 、 500％ 、 1,000％ 、 2,500％ 、 ま た は 5,000％ で あ っ て
も よ い 。 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 は 、 約 5％ ～ 約 5,000％ 、 約 5％ ～ 約 2,500％
、 約 5％ ～ 約 1,000％ 、 約 5％ ～ 約 500％ 、 約 5％ ～ 約 250％ 、 約 5％ ～ 約 100％ 、 約 5％ ～ 約 50
％ 、 約 5％ ～ 約 25％ 、 約 25％ ～ 約 5,000％ 、 約 25％ ～ 約 2,500％ 、 約 25％ ～ 約 1,000％ 、 約 25
％ ～ 約 500％ 、 約 25％ ～ 約 250％ 、 約 25％ ～ 約 100％ 、 約 25％ ～ 約 50％ 、 約 100％ ～ 約 5,000
％ 、 約 100％ ～ 約 2,500％ 、 約 100％ ～ 約 1,000％ 、 約 100％ ～ 約 500％ 、 ま た は 約 100％ ～ 約 2
50％ の 範 囲 で あ っ て も よ い 。 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 は ま た 、 Tth DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び ／ ま た は Tne DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 比 較 し た 相 対 活
性 に よ っ て 測 定 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 は 、 Tth DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び ／ ま た は Tne DNAポ リ
メ ラ ー ゼ の RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 よ り 、 少 な く と も 約 1.1、 1.2、 1.5、 2、 5、 10
、 25、 50、 75、 100、 150、 200、 300、 500、 1,000、 2,500、 5,000、 10,000、 ま た は 25,000
倍 高 い 。 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 は 、 約 1.1倍 ～ 約 25,000倍 、 約 1.1倍 ～ 約 10
,000倍 、 約 1.1倍 ～ 約 5,000倍 、 約 1.1倍 ～ 約 2,500倍 、 約 1.1倍 ～ 約 1,000倍 、 約 1.1倍 ～ 約 5
00倍 、 約 1.1倍 ～ 約 250倍 、 約 1.1倍 ～ 約 100倍 、 約 1.1倍 ～ 約 50倍 、 約 1.1倍 ～ 約 25倍 、 約 1.
1倍 ～ 約 10倍 、 約 1.1倍 ～ 約 5倍 、 約 5倍 ～ 約 25,000倍 、 約 5倍 ～ 約 5,000倍 、 約 5倍 ～ 約 1,000
倍 、 約 5倍 ～ 約 500倍 、 約 5倍 ～ 約 100倍 、 約 5倍 ～ 約 50倍 、 約 5倍 ～ 約 25倍 、 約 50倍 ～ 約 25,0
00倍 、 約 50倍 ～ 約 10,000倍 、 約 50倍 ～ 約 5,000倍 、 約 50倍 ～ 約 2,500倍 、 約 50倍 ～ 約 1,000
倍 、 約 50倍 ～ 約 500倍 、 約 50倍 ～ 約 250倍 、 ま た は 約 50倍 ～ 約 100倍 の 範 囲 で あ っ て も よ い
。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 活 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 条 件 で 決 定 し て 、 Tth、 Tne、 お よ び
／ ま た は Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 増 加 倍 数 を 比 較 し
て 計 算 す る 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 活 性 は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で 決 定 し て 、 好 ま し く は 調 べ る
酵 素 に と っ て 最 適 な 条 件 （ 例 え ば 、 温 度 、 pH、 イ オ ン 強 度 等 ） で 行 う 。 そ の よ う な 条 件 に
は 、 上 昇 し た 温 度 、 例 え ば 、 約 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 62℃ 、 65℃ 、 68℃ 、 70℃ 、 72℃
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、 ま た は 75℃ ま た は そ れ 以 上 の 温 度 、 80℃ 、 85℃ 、 95℃ 、 ま た は 100℃ ま で の 温 度 が 含 ま
れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 来 そ れ ら を 発 現 す る 生 物 か ら 単 離 し て も よ い 。 ま た は 、 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る よ う に 核 酸 分 子 を 変 異 ま
た は 改 変 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し て も よ い 。 本 発 明 の こ の 局 面 に 従 う ポ リ ペ プ チ ド は 、
Mg 2 + 依 存 的 逆 転 写 酵 素 活 性 に 関 連 し た 一 つ ま た は 複 数 の モ チ ー フ を 含 ん で も よ い 。 そ の よ
う な モ チ ー フ に は 、 Mg 2 + 依 存 的 活 性 に 関 連 し た Q-ヘ リ ッ ク ス 配 列 、 お よ び 本 明 細 書 に お い
て 同 定 さ れ た 位 置 で の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 存 在 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 代
表 的 な Q-ヘ リ ッ ク ス は 、 RY-X 8 -Y-X 3 -SFAER（ 配 列 番 号 ： ） を 有 し て も よ く 、 式 中 、 Xは 任
意 の イ ミ ノ ま た は ア ミ ノ 酸 で あ る 。 他 の 代 表 的 な Q-ヘ リ ッ ク ス （ 表 35お よ び 37を 参 照 さ れ
た い ） に は 、 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ I（ 表 32） の 配 列 の ア ミ ノ 酸 823～ 842位 、 サ ー ム ス ・
ア ク ア チ ク ス （ Taq） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 728～ 747位 （ 表 25） 、 お よ び 表 6に 示 す
カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス （ Caldibacillus cellulovorans） の CompA.2 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 820～ 838位 が 含 ま れ る 。 そ れ ぞ れ の Xは 、 Ala、 Cys、 Asp、
Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、
も し く は Tyrを 表 し て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ
ノ も し く は イ ミ ノ 酸 を 表 し て も よ い 。 Mg 2 + 依 存 的 活 性 に 関 連 し た Q-ヘ リ ッ ク ス モ チ ー フ に
は 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ） の 11位 が 、 15位 お よ び ／ ま た は 16位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と は
無 関 係 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン （ Fま た は Y） で あ っ て も よ い Q-ヘ リ ッ ク ス が 含
ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ）
の 15位 は 、 11位 お よ び ／ ま た は 16位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と は 無 関 係 に セ リ ン ま た は ア ス パ ラ ギ
ン （ Sま た は N） で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ）
の 16位 は 、 11位 お よ び ／ ま た は 15位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と は 無 関 係 に 、 チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン （ Yま た は F） で あ っ て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 11位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
残 基 で あ っ て も よ い が 、 15位 は セ リ ン 残 基 で あ っ て 、 16位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ る 。 も
う 一 つ の 態 様 に お い て 、 11位 は チ ロ シ ン で あ っ て も よ い が 、 15位 は セ リ ン で あ っ て も よ く
、 16位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 表 6に 示 す カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ
ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2（ CompA.2） DNAポ リ メ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の Q628、 I659、 Q668、 F66
9、 お よ び ／ ま た は Q753に 対 応 す る 位 置 で 一 つ ま た は 複 数 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 Q628位
に 対 応 す る 位 置 で 、 リ ジ ン ま た は グ ル タ メ ー ト 残 基 で は な い 残 基 が 含 ま れ て も よ い 。 適 し
た ア ミ ノ 酸 残 基 に は 、 Ala、 Cys、 Asp、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、
Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 ま た は Tyrが 含 ま れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド は 、 CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ の Q628位 に 対 応 す る 位 置 で グ ル タ ミ ン 残 基 を 有 し て
も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー
ゼ の I659位 に 対 応 す る 位 置 で グ リ シ ン で は な い 残 基 が 含 ま れ て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、
Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、
Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い
ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 こ の 位 置 で 疎 水 性 残 基 、 例 え ば 、 Ile、 Val、 お よ び ／ ま た は Leuを 有 し て も よ い 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Q668
位 に 対 応 す る 位 置 で セ リ ン で は な い 残 基 が 含 ま れ て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、 Ala、 Cys、
Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Thr、 Val、 Trp、
も し く は Tyrが 含 ま れ 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ ノ も し
く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Comp
A.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の F669位 に 対 応 す る 位 置 で ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ メ ー ト で な
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い 残 基 を 有 し て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、 Ala、 Cys、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Me
t、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ 、 ま た は ほ と ん ど の
宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の
態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 位 置 で 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば フ ェ ニ ル ア
ラ ニ ン を 有 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 CompA.2 
DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Q753位 に 対 応 す る 位 置 で ア ラ ニ ン ま た は バ リ ン で な い 残 基 が 含 ま れ て
も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 P
ro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞
に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は こ の 位 置 で グ ル タ ミ ン を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 と な る 生 物 （ 例 え ば 、 真 核 細 胞 、 原 核 細 胞 、 ウ イ
ル ス 等 ） か ら 単 離 お よ び ／ ま た は ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 適 し た 生 物 に は 、 古 細 菌 お よ び 真 正 細 菌 が 含 ま れ る が こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア カ ン ト ア メ ー バ （ Acanthamoeba） 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー
（ Acinetobacter） 、 放 線 菌 （ Actinomyces） 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム （ Agrobacterium） 、
ア ニ サ キ ス （ Anisakids） 、 回 虫 （ Ascaris） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス （ Aspergillus） 、 ア ゾ モ
ナ ス （ Azomonas） 、 ア ゾ ト バ ク タ ー （ Azotobacter） 、 バ ベ シ ア （ Babesia） 、 バ チ ル ス （
Bacillus） 、 バ ク テ ロ イ デ ス （ Bacteroides） 、 バ ラ ン チ ジ ウ ム （ Balantidium） 、 デ ロ ビ
ブ リ オ （ Bdellovibrio） 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム （ Bifdobacterium） 、 ボ ル デ テ ラ （ Bord
etella） 、 ボ レ リ ア （ Borrelia） 、 ブ ラ ジ リ ゾ ビ ウ ム （ Bradyrhizobium） 、 ブ ル セ ラ （ Br
ucella） 、 カ ル ジ バ チ ル ス （ Caldibacillus） 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル （ Caldicelluosi
ruptor） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー （ Campylobacter） 、 カ ン ジ ダ （ Candida） 、 セ ラ ト シ ス チ ス
（ Ceratocystis） 、 ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydia） 、 ク ロ ロ ビ ウ ム （ Chlorobium） 、 ク ロ ロ フ
レ ク ス （ Chloroflexus） 、 ク ロ マ チ ウ ム （ Chromatium） 、 シ ト ロ バ ク タ ー （ Citrobacter
） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム （ Clostridium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム （ Corynebacterium） 、 コ ク
シ エ ラ （ Coxiella） 、 ク リ フ ォ ネ ク ト リ ア （ Cryphonectria） 、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム （ C
ryptosporidium） 、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス （ Dictyoglomus） 、 エ キ ノ コ ッ カ ス （ Echinococcus
） 、 エ ト ア メ ー バ （ Etamoeba） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 、 エ ン テ ロ ビ ウ ス （
Enterobius） 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス （ Enterococcus） 、 大 腸 菌 （ Escherichia） 、 フ ラ ン シ
セ ラ （ Francisella） 、 フ ソ バ ク テ リ ウ ム （ Fusobacterium） 、 ガ ン ビ エ ル デ ィ ス ク ス （ Ga
mbierdiscus） 、 ガ ー ド ネ レ ラ （ Gardnerella） 、 テ ン グ サ （ Gelidium） 、 ジ ア ル ジ ア （ Gi
ardia） 、 ハ ロ ア ー キ ュ ラ （ Haloarcula） 、 ハ ロ バ ク テ リ ウ ム （ Halobacterium） 、 ヘ リ コ
バ ク タ ー （ Helicobacter） 、 ヘ モ フ ィ ル ス （ Haemophilus） 、 イ ソ ス ポ ラ （ Isospora） 、
ク レ ブ シ エ ラ （ Klebsiella） 、 ラ ク ト バ シ ラ ス （ Lactobacillus） 、 レ ジ オ ネ ラ （ Legione
lla） 、 レ プ ト ス ピ ラ （ Leptospira） 、 リ ス テ リ ア （ Listeria） 、 モ ラ キ セ ラ （ Moraxella
） 、 ケ カ ビ （ Mucor） 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム （ Mycobacterium） 、 マ イ コ プ ラ ズ マ （ Mycopl
asma） 、 ネ グ レ リ ア （ Naegleria） 、 ナ イ セ リ ア （ Neisseria） 、 ア メ リ カ 鉤 虫 （ Necator
） 、 ノ カ ル ジ ア （ Nocardia） 、 ノ セ マ （ Nosema） 、 肺 吸 虫 （ Paragonimus） 、 パ ス ツ レ ラ
（ Pasteurella） 、 ペ ニ シ リ ウ ム （ Penicillium） 、 フ ィ ト フ ト ラ （ Phytophthora） 、 ピ チ
ロ ス ポ ル ム （ Pityrosporum） 、 プ ラ ス モ ジ ウ ム （ Plasmodium） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス （ Pneu
mocystis） 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム （ Propionibacterium） 、 プ ロ テ ウ ス （ Proteus） 、
シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 リ ゾ プ ス （ Rhizopus） 、 リ ケ ッ チ ア （ Rickettsia） 、
リ ゾ ビ ウ ム （ Rhizobium） 、 ロ ド シ ュ ー ド モ ナ ス （ Rhodopseudomonas） 、 酵 母 菌 （ Sacchar
omyces） 、 サ ル モ ネ ラ （ Salmonella） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Schizosaccharomyces） 、
セ ラ チ ア （ Serratia） 、 赤 痢 菌 （ Shigella） 、 住 血 吸 虫 （ Schistosoma） 、 ブ ド ウ 球 菌 （ S
tahylococcus） 、 ス テ ラ （ Stella） 、 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus） 、 条 虫 （ Taenia） 、 サ
ー マ ト ガ （ Thermatoga） 、 サ ー ム ス （ Thermus） 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ （ Toxoplasmosis） 、 ト
レ ポ ネ ー マ （ Treponema） 、 旋 毛 虫 （ Trichinella） 、 ト リ コ モ ナ ス （ Trichomonas） 、 ト
リ パ ノ ソ ー マ （ Tripanosoma） 、 ベ イ ヨ ネ ラ （ Veillonella） 、 ビ ブ リ オ （ Vibrio） 、 エ ル
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シ ニ ア （ Yersinia） 属 お よ び 本 発 明 の 実 践 に お い て 用 い ら れ る 種 の 一 つ ま た は 複 数 の 真 正
細 菌 か ら 単 離 し て も よ く 、 お よ び ／ ま た は そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を そ
れ ら か ら ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ピ ロ ジ ク チ ウ ム （ Pyrodictium） 、
サ ー モ プ ロ テ ウ ス （ Thermoproteus） 、 サ ー モ コ ッ カ ス （ Thermococcus） 、 メ タ ノ コ ッ カ
ス （ Methanococcus） 、 メ タ ノ バ ク テ リ ウ ム （ Methanobacterium） 、 メ タ ノ ミ ク ロ ビ ウ ム
（ Methanomicrobium） 、 お よ び ハ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 つ ま た は 複 数 の 古 細 菌 か ら 単 離 し
て も よ く 、 お よ び ／ ま た は そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を そ れ ら か ら ク ロ ー
ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 適 し た 生 物 か ら 単 離 し て も よ く 、 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を そ れ
ら か ら ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム 種 （ 例 え ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム （ Clostridium sterco
rarium） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス （ Clostridium thermosulfurogenes
） 等 ） 、 カ ル ジ バ チ ル ス 種 （ 例 え ば 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2） 、 カ ル
ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル 種 （ 例 え ば 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok13B、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト
ル Tok7B、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル RT69B） 、 バ チ ル ス 種 （ 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ
ク ス （ Bacillus caldolyticus） EA1） 、 サ ー ム ス 種 （ 例 え ば 、 サ ー ム ス RT41A） 、 ジ ク チ
オ グ ロ ム ス 種 （ 例 え ば 、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム （ Dictyoglomus thermophilu
m） ） 、 ス ピ ロ ヘ ー タ （ Spirochaete） 種 、 お よ び テ ピ ド モ ナ ス （ Tepidomonas） 種 を 含 む
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 一 つ ま た は 複 数 の 真 正 細 菌 か ら 単 離 し て も よ く 、 ま た は そ の よ う
な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を そ れ ら か ら ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 好 熱 性 ま た は 中 温 性 で あ っ て も
よ い PolI型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は
、 好 熱 性 ま た は 中 温 性 で あ っ て も よ い Pol III型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 一 つ ま た は 複 数 の 所 望 の 特 徴 （ 例 え ば 、 酵 素 活 性 、 抗 原 性 等 ） を 有 し て
も よ い 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 お よ び 変 異 体 に 関 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 お よ び 断 片 は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た
は DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 含 む ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。 本 発 明 に は ま
た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 の 断 片 が 含 ま れ る 。 変 異 体 、 断 片 お よ び ／ ま た は 変 異
体 の 断 片 は 、 対 応 す る 非 変 異 ま た は 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 す る 一 つ ま た は 複 数 の 活 性
（ 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 等 の よ う な ） を 含 ん で も
よ く 、 非 変 異 ま た は 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 活 性 の 減 少 （ 例 え ば 、 減 少 し た 5'-3'
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は 減 少 し た 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 等 ） を 有
し て も よ く 、 お よ び ／ ま た は 活 性 の 増 加 （ 例 え ば 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加
、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 、 お よ び ／ ま た は 熱 安 定 性 の 増 加 等 ） を 有 し て も
よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 上 記 の 生 物 の 一 つ ま た は 複
数 か ら の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 変 異 体 お よ び ／ ま た は 断 片 が 含 ま れ る 。 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 変 異 体 、 断 片 お よ び ／ ま た は 変 異 体 の 断 片 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 種 （ 例 え ば 、 ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス 等 ） 、 カ ル
ジ バ チ ル ス 種 （ 例 え ば 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2） 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル
プ ト ル 種 （ 例 え ば 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok13B、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok7B、 カ
ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル RT69B） 、 バ チ ル ス 種 （ 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ ク ス EA1） 、
サ ー ム ス 種 （ 例 え ば 、 サ ー ム ス RT41A） 、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス 種 （ 例 え ば 、 ジ ク チ オ グ ロ ム
ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム ） 、 ス ピ ロ ヘ ー タ 種 、 お よ び テ ピ ド モ ナ ス 種 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 一 つ ま た は 複 数 の 真 正 細 菌 か ら 単 離 し て も よ く 、 ま た は そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 を
そ れ ら か ら ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ ま た は 複 数
の 望 ま し い ／ 望 ま し く な い 特 徴 を 増 加 ／ 減 少 さ せ る 一 つ ま た は 複 数 の 変 異 お よ び ／ ま た は
欠 失 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 そ れ に よ っ て RNA依 存 性 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 増 強 さ れ る 変 異 、 ポ リ ペ プ チ ド の RNA依 存 性 お よ び ／ ま た は DNA依 存 性 DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 熱 安 定 性 が 増 強 さ れ る 変 異 、 選 択 さ れ た 条 件 で 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ
ド が ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を DNA分 子 に 組 み 入 れ る 能 力 ま た は 能 力 の 改 善 が 起 こ る 変 異
、 非 変 異 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 さ せ る 変 異 等 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 非 変
異 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て ポ リ ペ プ チ ド の RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 増 強 す
る 一 つ ま た は 複 数 の 変 異 を 含 ん で も よ い 。 特 に 、 変 異 は 、 Mg 2 + の 存 在 下 、 選 択 的 に Mn 2 + の
非 存 在 下 で RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 行 う 能 力 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 付 与 し て
も よ く 、 お よ び ／ ま た は Mg 2 + の 存 在 下 で 、 選 択 的 に Mn 2 + の 非 存 在 下 で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド が RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 行 う 能 力 を 増 加 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 変 異 体 ま た は 改 変 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 提 供 す る 。 そ
の よ う な 変 異 体 ま た は 改 変 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 如 何 な る DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 細 菌 、
ウ イ ル ス 、 お よ び ／ ま た は 真 核 細 胞 ポ リ メ ラ ー ゼ ） か ら 調 製 し て も よ い 。 そ の よ う な DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ に は 、 好 熱 性 ま た は 中 温 性 で あ っ て も よ い PolI型 ま た は Pol III型 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ が 含 ま れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 変 異 体 は 、 対 応 す る 野 生 型 ま た は 非 変
異 も し く は 非 改 変 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 Mg 2 + の 存 在 下 で お よ び ／ ま た は Mn 2 + の 非 存 在 下
で ） と 比 較 し て 増 加 し た RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様
に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ に よ っ て Q-ヘ リ ッ ク ス に お い て 、 野 生 型
ま た は 非 変 異 も し く は 非 改 変 酵 素 と 比 較 し て 変 異 体 ま た は 改 変 酵 素 の RNA依 存 性 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 活 性 を 増 加 さ せ る 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 変 化 （ ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 ア ミ ノ 酸 の
置 換 、 お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い ） が 起 こ る
一 つ ま た は 複 数 の 変 異 ま た は 改 変 を 有 し て も よ い 。 当 業 者 は 、 対 象 と な る ポ リ メ ラ ー ゼ の
配 列 を 、 本 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ た Q-ヘ リ ッ ク ス 配 列 と 比 較 す る 標 準 的 な 配 列 ア ラ イ ン
メ ン ト 技 術 を 用 い て 、 如 何 な る DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て も 対 応 す る Q-ヘ リ ッ ク ス を 容 易
に 決 定 す る こ と が で き る 。 代 表 的 な Q-ヘ リ ッ ク ス は 、 RY-X 8 -Y-X 3 -SFAER（ 配 列 番 号 ： ） と
し て 定 義 さ れ 、 式 中 、 Xは 任 意 の イ ミ ノ ま た は ア ミ ノ 酸 で あ る 。 代 表 的 な Q-ヘ リ ッ ク ス （
表 35お よ び 37を 参 照 さ れ た い ） に は 、 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの 配 列 の ア ミ ノ 酸 823～ 842
位 、 サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス （ Taq） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 728～ 747位 、 お よ び 表 6
に 示 す カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス の CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ
ノ 酸 820～ 838位 が 含 ま れ る 。 そ れ ぞ れ の Xは 、 Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile
、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 も し く は Tyrを 表 し て も よ
く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ ノ ま た は イ ミ ノ 酸 を 表 し て
も よ い 。 そ れ ぞ れ の Xは 、 対 応 す る 核 酸 コ ド ン を 選 択 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で
き る 。 改 変 ま た は 天 然 の tRNAを 用 い て 、 任 意 の 位 置 で 配 列 に 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 導 入 す る こ
と が で き る 。 対 象 と な る ポ リ メ ラ ー ゼ に 関 し て Q-ヘ リ ッ ク ス が 同 定 さ れ れ ば 、 好 ま し く は
ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ る 任 意 の 数 の 改 変 ま た は 変 異 （ 例 え ば 、 欠 失 、 点 突 然 変 異 、 挿 入
等 ） を 作 製 す る こ と が で き 、 次 に 、 得 ら れ た 変 異 体 ま た は 改 変 ポ リ メ ラ ー ゼ を ア ッ セ イ し
て 、 変 異 ま た は 改 変 の 影 響 を 調 べ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 変 異 ま た は 改
変 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ ま た は 複 数 に お い て 認 め ら れ る 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ
れ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列
番 号 ： ） の 11位 に 変 異 を 有 し て も よ い 。 そ の よ う な 変 異 は 、 Q-ヘ リ ッ ク ス の 15位 お よ び ／
ま た は 16位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と は 無 関 係 に 、 ア ミ ノ 酸 を フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン （
Fま た は Y） に 変 化 さ せ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 は 、 Q-ヘ リ ッ
ク ス の 15位 に 変 異 を 有 し て も よ い 。 そ の よ う な 変 異 は 、 11位 お よ び ／ ま た は 16位 の ア ミ ノ
酸 残 基 と は 無 関 係 に 、 こ の 位 置 の ア ミ ノ 酸 を セ リ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン （ Sま た は N） に 変
化 さ せ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配
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列 番 号 ： ） の 16位 に 変 異 を 有 し て も よ い 。 そ の よ う な 変 異 は 、 11位 お よ び ／ ま た は 15位 の
ア ミ ノ 酸 残 基 と は 無 関 係 に 、 ア ミ ノ 酸 を チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Yま た は F） に
変 化 さ せ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 多 数 の 変 異 、 例
え ば 、 11、 15、 お よ び 16位 に 、 ま た は こ れ ら の 三 つ の 位 置 の 二 つ に 変 異 を 有 し て も よ い 。
一 つ の 態 様 に お い て 、 11位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で あ っ て も よ い が 、 15位 は セ リ ン 残 基
で あ っ て 、 16位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 11位 は チ ロ シ ン で
あ っ て も よ い が 、 15位 は セ リ ン で あ っ て も よ く 、 16位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 ま た は 改 変 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 表 6に 示 す カ
ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス の CompA.2（ CompA.2） DNAポ リ メ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の Q62
8、 I659、 Q668、 F669、 お よ び ／ ま た は Q753に 対 応 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 一 つ ま た は
複 数 の 変 異 ま た は 改 変 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 変 異 に よ っ て 、 好 ま
し く は 、 野 生 型 ま た は 非 変 異 も し く は 非 改 変 酵 素 と 比 較 し て 、 変 異 体 の RNA依 存 性 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 が 起 こ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド に
は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Q628位 に 対 応 す る 位 置 で 残 基 の 変 異 を 含 ん で も よ い 。 そ
の よ う な 変 異 は 、 こ の 位 置 の ア ミ ノ 酸 を 、 リ ジ ン ま た は グ ル タ メ ー ト 残 基 で は な い 残 基 に
変 化 さ せ る 。 適 し た ア ミ ノ 酸 残 基 に は 、 Ala、 Cys、 Asp、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Leu、 Met
、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 ま た は Tyrが 含 ま れ る 。 い く つ か の 態 様 に
お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ の Q628位 に 対 応 す る 位 置 で グ ル
タ ミ ン 残 基 を 有 す る よ う に 変 異 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の I659位 に 対 応 す る 位 置 で グ リ シ ン で は な い 残
基 が 含 ま れ る よ う に 変 異 し て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、 Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 His、
Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ
て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸
で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 位 置 で 疎 水 性
残 基 、 例 え ば 、 Ile、 Val、 お よ び ／ ま た は Leuを 有 す る よ う に 変 異 し て も よ い 。 い く つ か
の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Q668位 に
対 応 す る 位 置 で 、 セ リ ン で な い 残 基 が 含 ま れ る よ う に 変 異 し て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、
Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Thr、
Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生
さ れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 位 置 で グ ル タ ミ ン お よ び ／ ま た は ト レ オ ニ ン を 有 す る よ う に 変
異 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 CompA.2 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ の F669位 に 対 応 す る 位 置 で ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ メ ー ト で な い 残 基 が
含 ま れ る よ う に 変 異 し て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、 Ala、 Cys、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys
、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ て も よ く
、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て
も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 位 置 で 芳 香 族 ア
ミ ノ 酸 、 例 え ば フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 有 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Q753位 に 対 応 す る 位 置 で ア ラ ニ ン ま
た は バ リ ン で な い 残 基 が 含 ま れ る よ う に 変 異 し て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、 Cys、 Asp、 Gl
u、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 も
し く は Tyrが 含 ま れ て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ
ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は
こ の 位 置 で グ ル タ ミ ン を 有 す る よ う に 変 異 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 Q-ヘ リ ッ ク ス に 存 在 し な い RNA依
存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 増 強 す る 一 つ ま た は 複 数 の 変 異 ま た は 改 変 （ 例 え ば 、 Q628、 I
659、 Q668、 F669、 お よ び ／ ま た は Q753） を 含 ん で も よ く 、 そ の よ う な 変 異 は 、 単 独 で 、
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ま た は Q-ヘ リ ッ ク ス に お け る 変 異 と 共 に 作 製 し て も よ い 。 表 36は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
の い く つ か の 配 置 の 、 多 様 な 参 照 DNAポ リ メ ラ ー ゼ と の ア ラ イ ン メ ン ト を 提 供 す る 。 当 業
者 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ ま た は 複 数 （ 例 え ば 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン
ス CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ） を 対 象 と な る 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ メ ラ ー ゼ と 同 様 に 並 置
す る こ と に よ っ て 、 他 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ に お け る 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 す る こ と
が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 先 に 同 定 さ れ た カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス Co
mpA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 残 基 の 一 つ ま た は 複 数 に 対 応 す る 真 正 細 菌 DNAポ リ メ ラ ー
ゼ に お け る 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2 
DNAポ リ メ ラ ー ゼ に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 有 す る よ う に 変 異 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 体 ま た は 改 変 ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 応 す る 非 変 異 ま た
は 非 改 変 も し く は 野 生 型 ポ リ メ ラ ー ゼ と 比 較 し て 、 ま た は 一 つ も し く は そ れ 以 上 の 先 行 技
術 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ ） と 比 較 し て 、 増
加 し た RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 RNA依
存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 増 加 し た ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 （ 1） 対 応 す る 非 変 異 も し く は 野 生
型 酵 素 と 比 較 し て ； ま た は （ 2） 特 定 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル
ス （ Tth） の ポ リ メ ラ ー ゼ ） 、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 群 と 比 較 し て 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 が 少 な く と も 約 5％ 増 加 、 10％ 増 加 、 25％ 増 加 、 30％ 増 加 、 50％ 増 加 、 100％ 増 加
、 150％ 増 加 、 200％ 増 加 、 300％ 、 500％ 増 加 、 1,000％ 増 加 、 2,500％ 増 加 、 ま た は 5,000
％ 増 加 を 有 す る 変 異 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ
メ ラ ー ゼ は 、 約 5％ ～ 約 5,000％ 、 約 5％ ～ 約 2,500％ 、 約 5％ ～ 約 1,000％ 、 約 5％ ～ 約 500％
、 約 5％ ～ 約 250％ 、 約 5％ ～ 約 100％ 、 約 5％ ～ 約 50％ 、 約 5％ ～ 約 25％ 、 約 25％ ～ 約 5,000
％ 、 約 25％ ～ 約 2,500％ 、 約 25％ ～ 約 1,000％ 、 約 25％ ～ 約 500％ 、 約 25％ ～ 約 250％ 、 約 25
％ ～ 約 100％ 、 約 100％ ～ 約 5,000％ 、 約 100％ ～ 約 2,500％ 、 約 100％ ～ 約 1,000％ 、 約 100％
～ 約 500％ 、 ま た は 約 100％ ～ 約 250％ の RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 を 有 し て も
よ い 。 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ に 関 す る RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 は ま た 、 （ 1
） 対 応 す る 非 変 異 も し く は 野 生 型 酵 素 と 比 較 し て ； ま た は （ 2） 特 定 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例
え ば 、 サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス （ Tth） の ポ リ メ ラ ー ゼ ） も し く は ポ リ メ ラ ー ゼ 群 と 比
較 し た 相 対 活 性 に 従 っ て 測 定 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 相 対 活 性 の 増 加 は 、 本
発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 、 （ 1） 対 応 す る 非 変 異 も し く は 野 生 型 酵 素 と 比 較 し て ； ま た
は （ 2） 特 定 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス （ Tth） の ポ リ メ ラ ー ゼ
） も し く は ポ リ メ ラ ー ゼ 群 と 比 較 し た 場 合 に 、 少 な く と も 約 1.1、 1.2、 1.5、 2、 5、 10、 2
5、 50、 75、 100、 150、 200、 300、 500、 1,000、 2,500、 5,000、 10,000、 ま た は 25,000倍
で あ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 約 1.1倍 ～ 約 25,000倍 、 約 1.1倍 ～
約 10,000倍 、 約 1.1倍 ～ 約 5,000倍 、 約 1.1倍 ～ 約 2,500倍 、 約 1.1倍 ～ 約 1,000倍 、 約 1.1倍
～ 約 500倍 、 約 1.1倍 ～ 約 250倍 、 約 1.1倍 ～ 約 50倍 、 約 1.1倍 ～ 約 25倍 、 約 1.1倍 ～ 約 10倍 、
約 1.1倍 ～ 約 5倍 、 約 5倍 ～ 約 25,000倍 、 約 5倍 ～ 約 5,000倍 、 約 5倍 ～ 約 1,000倍 、 約 5倍 ～ 約
500倍 、 約 5倍 ～ 約 100倍 、 約 5倍 ～ 約 50倍 、 約 5倍 ～ 約 25倍 、 約 50倍 ～ 約 25,000倍 、 約 50倍
～ 約 5,000倍 、 約 50倍 ～ 約 1,000倍 、 約 50倍 ～ 約 500倍 、 約 50倍 ～ 約 100倍 、 約 100倍 ～ 約 25,
000倍 、 約 1,000倍 ～ 約 25,000倍 、 約 4,00倍 ～ 約 25,000倍 、 約 10,000倍 ～ 約 25,000倍 、 約 15
,000倍 ～ 約 25,000倍 、 約 1,000倍 ～ 約 10,000倍 、 約 2,500倍 ～ 約 10,000倍 、 約 5,000倍 ～ 約 1
0,000倍 、 約 7,500倍 ～ 約 10,000倍 、 約 1,000倍 ～ 約 15,000倍 、 約 2,500倍 ～ 約 15,000倍 、 約
5,000倍 ～ 約 15,000倍 、 約 7,500倍 ～ 約 15,000倍 、 約 10,000倍 ～ 約 15,000倍 、 ま た は 約 12,5
00倍 ～ 約 15,000倍 増 加 し た し た RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た は 、 非 変 異 野 生 型 ポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の RNA依 存 性 D
NAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 は 、 比 活 性 の 増 加 と し て 直 接 測 定 し て も よ い 。 変 異 後 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の 比 活 性 は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 /mgタ ン パ ク 質 の 少 な く と も
約 150、 250、 500、 750、 1,000、 2,000、 3,000、 4,000、 5,000、 7,500、 10,000、 15,000、
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25,000、 50,000、 75,000、 100,000、 250,000、 ま た は 500,00単 位 で あ っ て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 比 活 性 は 、 約 150～ 約 10,000、 約 150～ 約 7,500、 約 150～ 約
5,000、 約 150～ 約 4,000、 約 150～ 約 3,000、 約 150～ 約 2,000、 約 150～ 約 1,000、 約 150～ 約
500、 約 150～ 約 250、 約 250～ 約 10,000、 約 250～ 約 7,500、 約 250～ 約 5,000、 約 250～ 約 4,0
00、 約 250～ 約 3,000、 約 250～ 約 2,000、 約 250～ 約 1,000、 約 250～ 約 500、 約 500～ 約 10,00
0、 約 500～ 約 7,500、 約 500～ 約 5,000、 約 500～ 約 4,000、 約 500～ 約 3,000、 約 500～ 約 2,00
0、 ま た は 約 500～ 約 1,000単 位 /mgタ ン パ ク 質 の 範 囲 で あ っ て も よ い 。 RNA依 存 性 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 活 性 1単 位 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ セ イ 条 件 （ 例 え ば 、 実 施 例 に 記 載 の ） を 用 い
て 、 dNTPs 10 nmolを 30分 間 で 酸 不 溶 性 産 物 に 組 み 入 れ る た め に 必 要 な 酵 素 量 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と ほ ぼ 同 程
度 に 効 率 的 に DNA分 子 に ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 組 み 入 れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 例 え ば 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 実 質 的 に 変 化 （ 例 え ば 、 減 少 ま た
は 増 加 ） さ せ る 一 つ ま た は 複 数 の 変 異 を 有 し て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 本
発 明 の 変 異 体 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 こ れ ら の 性 質 の 一 つ ま た は 複 数 を 示 す こ と が で き る 。
本 発 明 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 逆 転 写 ／ 増 幅 反 応 、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 、 増 幅 反
応 、 お よ び cDNA合 成 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 す な わ ち 逆 転 写
酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 RNA依 存 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は
、 マ グ ネ シ ウ ム お よ び ／ ま た は マ ン ガ ン 、 お よ び ／ ま た は マ グ ネ シ ウ ム お よ び マ ン ガ ン の
混 合 物 の 存 在 下 で 生 じ る 。 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は 、 Mn 2 + お よ び Mg 2 + の 混 合 物 の
存 在 下 で 、 好 ま し く は Mn 2 + ： Mg 2 + の 比 が 約 50： 1～ 1： 50、 約 10： 1～ 約 1： 50、 約 5： 1～ 約
1： 50、 約 1： 1～ 約 1： 50、 約 50： 1～ 約 1： 10、 約 50： 1～ 約 1： 5、 約 50： 1～ 約 1： 1、 約 10
： 1～ 約 1： 10、 約 5： 1～ 約 1： 10、 約 1： 1～ 約 1： 10、 約 10： 1～ 約 1： 5、 約 10： 1～ 約 1： 1
、 約 5： 1～ 約 1： 5、 約 5： 1～ 約 1： 1、 ま た は 約 1： 1～ 約 1： 5で 起 こ っ て も よ い 。 い ず れ か
の 二 価 陽 イ オ ン の 濃 度 は 、 約 0.1 mM～ 約 100 mM、 約 0.1 mM～ 約 50 mM、 約 0.1 mM～ 約 25 mM
、 約 0.1 mM～ 約 20 mM、 約 0.1 mM～ 約 15 mM、 約 0.1 mM～ 約 10 mM、 約 0.1 mM～ 約 5 mM、 約 0
.1 mM～ 約 1 mM、 ま た は 約 0.1 mM～ 約 0.5 mMの 範 囲 で あ っ て も よ い 。 い ず れ か の 二 価 陽 イ
オ ン の 濃 度 は 、 約 0.5 mM～ 約 100 mM、 約 0.5 mM～ 約 50 mM、 約 0.5 mM～ 約 25 mM、 約 0.5 mM
～ 約 20 mM、 約 0.5 mM～ 約 15 mM、 約 0.5 mM～ 約 10 mM、 約 0.5 mM～ 約 5 mM、 ま た は 約 0.5 m
M～ 約 1 mMの 範 囲 で あ っ て も よ い 。 い ず れ か の 二 価 陽 イ オ ン の 濃 度 は 、 約 1 mM～ 約 100 mM
、 約 1 mM～ 約 50 mM、 約 1 mM～ 約 25 mM、 約 1 mM～ 約 20 mM、 約 1 mM～ 約 15 mM、 約 1 mM～ 約
10 mM、 約 1 mM～ 約 5 mM、 ま た は 約 1 mM～ 約 2.5 mMの 範 囲 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 の 双 方 を 示 し て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 双 方 の 活 性 を 示 す 場 合 、 DNA依
存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 と 同 じ Mn 2 + /Mg 2 + 比 で 起 こ っ
て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び RNA依 存 性 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 は い ず れ も 、 重 な り 合 う Mn 2 + ： Mg 2 + 比 で 起 こ っ て も よ い 。 重 な り あ う 異
な る 部 分 が 、 DNA依 存 性 お よ び RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 相 対 量 を 制 御 し て も よ い
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で RNA依 存 性 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 活 性 を 示 し 、 活 性 は Mn 2 + の 存 在 を 必 要 と し な く て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 50℃ を 超 え る 温 度 で 逆 転 写 酵 素
活 性 を 有 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 大 気 圧 ま た は 上 昇 し た 気 圧 で 、 好 ま し く は 、 上 昇 し た 温
度 、 例 え ば 、 約 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 62℃ 、 65℃ 、 68℃ 、 70℃ 、 72℃ 、 ま た は 75℃ ま
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た は そ れ 以 上 の 温 度 、 80℃ 、 85℃ 、 95℃ 、 ま た は 100℃ ま で の 温 度 に 曝 露 し て い る あ い だ
、 ま た は 暴 露 後 に 活 性 を 保 持 し て い る 。 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 に は ま た 、 約 50℃
、 約 55℃ 、 約 60℃ 、 約 65℃ 、 約 70℃ 、 約 75℃ 、 約 80℃ 、 約 85℃ 、 約 90℃ 、 ま た は 約 95℃ で
約 1～ 約 30分 、 約 1～ 約 25分 、 約 1～ 約 20分 、 約 1～ 約 15分 、 約 1～ 約 10分 、 約 1～ 約 5分 、 約 1
～ 約 2.5分 、 約 2.5～ 約 30分 、 約 2.5～ 約 25分 、 約 2.5～ 約 20分 、 約 2.5～ 約 15分 、 約 2.5～ 約
10分 、 約 2.5～ 約 5分 、 約 5～ 約 30分 、 約 5～ 約 25分 、 約 5～ 約 20分 、 約 5～ 約 15分 、 ま た は 約
5～ 約 10分 間 加 熱 後 に 、 逆 転 写 酵 素 活 性 の 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く
と も 約 70％ 、 少 な く と も 約 85％ 、 少 な く と も 約 95％ 、 少 な く と も 約 97％ 、 少 な く と も 約 98
％ 、 少 な く と も 約 99％ 、 少 な く と も 約 100％ 、 少 な く と も 約 150％ 、 少 な く と も 約 200％ 、
少 な く と も 約 250％ 、 少 な く と も 約 300％ を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 好 ま し く は
、 こ の 活 性 は 、 マ グ ネ シ ウ ム の 存 在 下 で 明 白 で あ り 、 他 の 添 加 剤 の 存 在 下 で 最 適 に す る こ
と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 逆 転 写 を 必 要 と す る 技 法 に と っ て 有 用 で あ る 。 熱
安 定 性 を 保 持 す る ま た は 改 善 す る 、 お よ び 好 ま し く は 未 変 性 の 好 熱 性 真 正 細 菌 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ と 実 質 的 に 同 じ 効 率 ま た は 改 善 さ れ た 効 率 で DNAの 複 製 能 を 有 す る 、 欠 失 、 置 換 、
お よ び 挿 入 変 異 体 を 含 む 様 々 な 変 異 体 が 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 例 と し て の 精 製 酵 素 は 、 SDS-PAGE上 で 測 定 し た 場 合 に 分 子 量 約 100キ ロ ダ ル ト
ン を 有 す る 。 そ れ ら は 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 つ ま
た は 複 数 の エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少 、 ま た は 実 質 的 に 消 失 さ せ る 一
つ ま た は 複 数 の 変 異 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 に は ま た 、 一 般 的 に 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少 、 ま た は 消 失 さ せ る 変 異 を 有 す る DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 含 ま れ
る 。 本 発 明 に は ま た 、 一 般 的 に 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少 、 実 質 的 に 減 少 、 ま
た は 消 失 さ せ る 変 異 を 有 す る DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 つ ま た は 複 数 の 酵 素 活 性 に 関 し
て 約 37℃ よ り 高 い 至 適 温 度 を 有 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド は 、 少 な く と も 約 50℃ 、 少 な く と も 約 55℃ 、 少 な く と も 約 60℃ 、 少 な く と も 約 65℃ 、
少 な く と も 約 75℃ 、 少 な く と も 約 80℃ 、 ま た は 少 な く と も 約 90℃ の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性
、 DNA-お よ び ／ ま た は RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に 関 す る 至 適 温 度 を 有 し て も よ い 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 50℃ ～ 約 90℃ 、 約 55℃ ～ 約 90℃ 、
約 60℃ ～ 約 90℃ 、 約 65℃ ～ 約 90℃ 、 約 70℃ ～ 約 90℃ 、 約 75℃ ～ 約 90℃ 、 約 80℃ ～ 約 90℃ 、
ま た は 約 85℃ ～ 約 90℃ と い う DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 至 適 温 度 を 有 し て も よ い 。 い く つ か
の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 約 50℃ ～ 約 85℃ 、 約 50℃ ～ 約 80℃ 、 約 50℃ ～
約 75℃ 、 約 50℃ ～ 約 70℃ 、 約 50℃ ～ 約 65℃ 、 約 50℃ ～ 約 60℃ 、 ま た は 約 50℃ ～ 約 55℃ と い
う DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 至 適 温 度 を 有 し て も よ い 。 至 適 温 度 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ
セ イ 条 件 を 用 い て 決 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 マ ン ガ ン お よ び ／ ま た は マ グ ネ シ ウ ム の 存 在 下
で 活 性 で あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 酵 素 は 、 マ グ ネ シ ウ ム に 対 し て 過 剰 量 ま た は 大 過 剰
量 の マ ン ガ ン の 存 在 下 で 活 性 で あ る 。 マ グ ネ シ ウ ム は 、 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に と っ て
必 ず し も 存 在 す る 必 要 は な い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 マ グ
ネ シ ウ ム の 存 在 下 で 活 性 で あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 マ グ ネ
シ ウ ム の 存 在 下 で RT活 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド
、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 、 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 変 異 体 ポ リ ペ
プ チ ド の 断 片 ） を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 DN
A依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ
い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 活 性 の 一 つ ま た は 複 数 は 、 熱 安 定 性 で あ る 。 い く
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つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 双 方 の 活 性 を 保 有 し 、 双 方 の 活 性 は 熱 安 定 性 で あ
る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 無 傷 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 存 在 し て も よ く 、 ま た は い ず れ か も し く
は 双 方 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 含 む 断 片 と し て 存 在 し て も よ い 。 組 成 物 は 、 RNA、 DNA、 R
NAお よ び ／ ま た は DNAの 類 似 体 、 ま た は こ れ ら の 混 合 物 で あ っ て も よ い 一 つ ま た は 複 数 の
鋳 型 核 酸 分 子 を 含 ん で も よ い 。 組 成 物 は 、 一 つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 お よ び
／ ま た は そ の 類 似 体 お よ び ／ ま た は 誘 導 体 を 含 ん で も よ い 。 ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 は 、 リ
ボ ヌ ク レ オ シ ド （ rNTPs） 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド （ dNTPs） 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ
ド （ ddNTPs） 、 ま た は そ の 混 合 物 で あ っ て も よ い 。 ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 は 、 蛍 光 部 分 お
よ び 放 射 活 性 部 分 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 一 つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 基 ま た は 部
分 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 触 媒 活 性 を 有 し て も よ い 一 つ ま
た は 複 数 の さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も よ い 。 さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド の 領 域 と 実 質 的 に 相 同 で あ る 少 な く と も 一 つ の 領 域 （ 例 え ば 、 ド メ イ ン ） を 含
ん で も よ く 、 含 ま な く て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も よ い
。 こ の タ イ プ の 組 成 物 は 、 先 に 記 載 し た 成 分 を さ ら に 含 ん で も よ く 、 例 え ば 一 つ ま た は 複
数 の ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 鋳 型 等 を 含 ん で も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成
物 は 、 複 合 逆 転 写 ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） を 行 う た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 mRNAの よ う な 核 酸 鋳 型 、 一 つ
ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 お よ び 適 し た 緩 衝 液 ま た は 緩 衝 塩 、 共 因 子 等 を 含 ん
で も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 二 価 金 属 （ 例 え ば 、 Mg 2 + 、 Mn 2 +

等 ） を 含 ん で も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 組 成 物 は 、 Mg 2 + を 含 ん で も よ く 、 Mn 2 + を
含 ま な く て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 変 異 体 お よ び
／ ま た は 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 変 異 体 お よ び ／ ま た は 断 片 は 、 野 生 型 ポ
リ ペ プ チ ド に 関 連 し た 一 つ ま た は 複 数 の 活 性 を 含 ん で も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、
本 発 明 は 、 変 異 体 、 断 片 お よ び ／ ま た は 変 異 体 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸
分 子 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 種 （ 例 え
ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス 等
） 、 カ ル ジ バ チ ル ス 種 （ 例 え ば 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2） 、 カ ル ジ セ
ル ロ シ ル プ ト ル 種 （ 例 え ば 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok13B、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル To
k7B、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル RT69B） 、 バ チ ル ス 種 （ 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ ク ス
EA1） 、 サ ー ム ス 種 （ 例 え ば 、 サ ー ム ス RT41A） 、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス 種 （ 例 え ば 、 ジ ク チ オ
グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム ） を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 好 熱 性 真 正 細 菌 か ら の 野 生 型
ま た は 変 異 体 ポ リ メ ラ ー ゼ の 全 て ま た は 一 部 を コ ー ド し て も よ い 。 詳 し く は 、 本 発 明 の 核
酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 野 生 型 で あ っ て も よ く 、 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド の 一 つ も し く は そ れ 以 上 の 望 ま し い ／ 望 ま し く な い 特 徴 を 増 加 ／ 減 少 さ せ る 一 つ も
し く は そ れ 以 上 の 変 異 お よ び ／ ま た は 欠 失 を 有 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ の 熱 安 定 性 の 増 強 が 起 こ る 変 異 、 お よ び ／ ま た は 選 択 条 件 で ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
を DNA分 子 に 組 み 入 れ る 変 異 体 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 能 力 が 得 ら れ る 、 ま た は 能 力 の 改 善 が 得
ら れ る 変 異 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て
、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と ほ ぼ
同 じ 効 率 で ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を DNA分 子 に 組 み 入 れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、
本 発 明 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 例 え
ば 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 実 質 的 に
減 少 ま た は 増 加 さ せ る 一 つ ま た は 複 数 の 変 異 を 有 し て も よ い 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 本 発 明 の 変 異 体 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 こ れ ら の 性 質 の
一 つ ま た は 複 数 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ま た 、 好 熱 性 真 正 細 菌 か ら の DNAポ リ メ ラ ー ゼ を コ
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ー ド す る 核 酸 分 子 に 向 け ら れ る 。 そ の よ う な 核 酸 は 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17
、 19、 21ま た は 23（ 配 列 番 号 ： ） に 示 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 含
ん で も よ い 。 本 発 明 は ま た 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21ま た は 23（ 配 列
番 号 ： ＿ ） の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 翻 訳 を 表 す 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、
16、 18、 20、 22ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ） の 任 意 の 一 つ の 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 配 列 の
全 て ま た は 一 部 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 表 2、 4、
6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ） の 任 意 の 一 つ に 示 さ れ る 配 列
の 少 な く と も 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、 200、 250、
275、 300、 350、 400ま た は 450連 続 ア ミ ノ 酸 に 対 し て 少 な く と も 80％ ア ミ ノ 酸 同 一 性 、 好
ま し く は 少 な く と も 90％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 典 型 的 に 、 こ れ ら の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 RT活 性 、 お よ び ／ ま た は エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ
活 性 の よ う な 一 つ ま た は 複 数 の 所 望 の 活 性 を 有 し て も よ い 。 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 調 製 し て も よ い 。 如 何 な る タ イ プ ま た は 株 の 宿
主 細 胞 も 、 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め に 用 い て
も よ い 。 イ ン ビ ト ロ 無 細 胞 発 現 系 も 同 様 に 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 さ せ る こ
と が で き る 。 好 ま し く は 、 原 核 細 胞 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 。 本 発 明
に 従 う 好 ま し い 原 核 宿 主 は 、 大 腸 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば 先 行 技 術 に お い て 既 知 で あ る い く つ か の ポ リ
メ ラ ー ゼ が ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 例 え ば RT活 性 を 示 す 反 応 条 件 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 条 件
は 好 ま し く は 、 こ れ ま で 用 い ら れ て い る 条 件 よ り 低 い 一 価 陽 イ オ ン 濃 度 を 含 む 。 い く つ か
の 態 様 に お い て 、 一 価 陽 イ オ ン 濃 度 は 、 約 1 mM～ 約 100 mM、 約 1 mM～ 約 75 mM、 約 1 mM～
約 50 mM、 約 1 mM～ 約 40 mM、 約 1 mM～ 約 30 mM、 約 1 mM～ 約 25 mM、 約 1 mM～ 約 20 mM、 約 1
 mM～ 約 15 mM、 約 1 mM～ 約 10 mM、 約 1 mM～ 約 5 mM、 約 1 mM～ 約 2.5 mM、 約 5 mM～ 約 100 m
M、 約 5 mM～ 約 75 mM、 約 5 mM～ 約 50 mM、 約 5 mM～ 約 40 mM、 約 5 mM～ 約 30 mM、 約 5 mM～
約 25 mM、 約 5 mM～ 約 20 mM、 約 5 mM～ 約 15 mM、 約 5 mM～ 約 10 mM、 約 10 mM～ 約 100 mM、
約 10 mM～ 約 75 mM、 約 10 mM～ 約 50 mM、 約 10 mM～ 約 40 mM、 約 10 mM～ 約 30 mM、 約 10 mM
～ 約 25 mM、 約 10 mM～ 約 20 mM、 ま た は 約 10 mM～ 約 15 mMで あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い
て 、 一 価 陽 イ オ ン 濃 度 は 約 25 mMで あ る 。 一 価 陽 イ オ ン に は 、 リ チ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ナ ト
リ ウ ム 、 お よ び ア ン モ ニ ウ ム が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 適 し た 一 価 陽 イ オ ン 源
に は 、 LiCl、 KCl、 NaCl、 お よ び (NH 4 ) 2 SO 4 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 い く つ か
の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 が Mn 2 + の 非 存 在 下 で RT活 性 を 示 す 条 件 を 提
供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 一 価 陽 イ オ ン の 総 濃 度 が 約 0.1 mM～ 約 60 mM、 約 1 mM～ 約 60 mM、
約 2 mM～ 約 60 mM、 約 5 mM～ 約 60 mM、 約 5 mM～ 約 50 mM、 約 5 mM～ 約 40 mM、 約 5 mM～ 約 30
 mM、 約 5 mM～ 約 20 mM、 ま た は 約 5 mM～ 約 10 mMで あ る 、 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び
一 価 陽 イ オ ン を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 は さ ら に 、 DNAま た は RNAで あ っ
て も よ い が 好 ま し く は mRNAで あ る 一 つ も し く は 複 数 の 鋳 型 分 子 、 一 つ も し く は 複 数 の ヌ ク
レ オ チ ド 、 一 つ も し く は 複 数 の 二 価 金 属 （ 例 え ば 、 Mg 2 + ） 、 一 つ も し く は 複 数 の プ ラ イ マ
ー 、 お よ び ／ ま た は 一 つ も し く は 複 数 の 緩 衝 剤 ま た は 緩 衝 塩 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド が エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 （ 5'-3'お よ び ／ ま た は 3'-5'）
を 欠 損 す る か ま た は 実 質 的 に 欠 損 し 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 に お い て ddNTPsに 対 し て 区 別
し な い よ う に 多 数 の 変 異 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に も 関 す る 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、
い く つ か の 特 定 の 条 件 で エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 し て も よ い が 、 逆 転 写 お よ び ／ ま た
は 重 合 化 に 用 い ら れ る 条 件 で エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 損 す る か ま た は 実 質 的 に 欠 損 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ a） ポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
を 減 少 ま た は 消 失 さ せ る こ と ； （ b） ポ リ ペ プ チ ド の 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 減 少
ま た は 消 失 さ せ る こ と ； （ c） 一 つ ま た は 複 数 の ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 差 別 的
な 挙 動 を 減 少 ま た は 消 失 さ せ る こ と ； （ d） ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 酵 素 活 性 の
熱 安 定 性 を 増 強 す る こ と ； （ e） ポ リ ペ プ チ ド の 逆 転 写 酵 素 活 性 を 増 強 す る こ と （ 例 え ば
、 Mg 2 + の 存 在 下 で ） ； お よ び （ f） （ a） ～ （ e） の 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 組 み 合 わ せ か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 方 法 で 改 変 さ れ た 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
そ れ ぞ れ の 活 性 は 単 独 で 、 ま た は も う 一 つ の 活 性 （ 例 え ば 、 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活
性 は 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 作 用 と は 無 関 係 に 改 変 ま た は 消 失 さ
せ る こ と が で き る ） の 改 変 と 共 に 改 変 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に も 関 す る 。 そ の よ う な
抗 体 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 能 を 保 持 し て い る 抗 体 断 片 が 含 ま れ る 。 そ の よ
う な 抗 体 は 、 あ る 温 度 （ 例 え ば 、 よ り 低 い 温 度 ） で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て 、 第
二 の 温 度 （ よ り 高 い 温 度 ） で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し な く て も よ い 。 そ の よ う な 抗
体 は 、 「 ホ ッ ト ス タ ー ト 」 を 用 い る こ と が で き る た め に 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の 方 法
の 実 践 に お い て 有 用 と な る 可 能 性 が あ る 。 ホ ッ ト ス タ ー ト は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一
つ ま た は 複 数 の 活 性 が 所 望 の 開 始 温 度 よ り 低 い 温 度 で は 阻 害 さ れ 、 所 望 の 温 度 ま た は そ れ
よ り 高 い 温 度 で は 阻 害 さ れ な い か 、 ま た は 阻 害 の 程 度 が 弱 い と い う も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 を 含 む 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 産 生 す る 方 法 に も 関 す る ：
（ a） 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ；
（ b） 宿 主 細 胞 に お い て DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ c） 宿 主 細 胞 か ら DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 単 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 を 含 む 、 核 酸 分 子 を 合 成 す る 方 法 に も 関 す る ：
（ a） 一 つ ま た は 複 数 の 鋳 型 核 酸 分 子 を 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド と 混 合 し
て 混 合 物 を 形 成 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 鋳 型 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 な 核 酸 分 子 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 で 混 合 物 を
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。 本 発 明 に 従 っ て 、 合 成 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 鋳 型 の 全 て ま た は 一
部 と 相 補 的 で あ る 核 酸 分 子 を 合 成 す る た め に 適 当 な 条 件 で 鋳 型 と し て 用 い て 、 そ れ に よ っ
て 二 本 鎖 核 酸 分 子 を 形 成 し て も よ い 。 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 合 成 さ れ た 二 本 鎖
分 子 を 増 幅 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 っ て 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸
分 子 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 、 一 つ ま た は 複 数
の 緩 衝 剤 ま た は 緩 衝 塩 、 一 つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー 、 一 つ ま た は 複 数 の 共 因 子 （ 例 え ば
、 二 価 金 属 イ オ ン ） 、 お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 一 つ ま た は
複 数 の さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 っ
て 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 分 子 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 に は 、 上 昇 し た 温 度 （ 例 え ば 、
約 37℃ 、 40℃ 、 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 65℃ 、 70℃ 、 75℃ 、 80℃ 、 85℃ 、 90℃ 、 ま た は
95℃ よ り 高 い 温 度 ） で 、 お よ び ／ ま た は 一 つ も し く は 複 数 の デ オ キ シ ま た は ジ デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が 含 ま れ て も よ い 。 適 し た デ
オ キ シ お よ び ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 に は 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 dITP
、 7-デ ア ザ -dGTP、 7-デ ア ザ -dATP、 ddUTP、 ddATP、 ddCTP、 ddGTP、 ddITP、 ddTTP、 [α -S]
dATP、 [α -S]dTTP、 [α -S]dGTP、 お よ び [α -S]dCTPが 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は 、 少 な く と も 一 つ の 二 価 金 属 共 因 子 の 適 し た 濃 度 を 含 ん
で も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は 、 1つ よ り 多 い 二 価 金 属 共 因 子 を 含 ん で も よ
い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は Mg 2 + を 含 ん で も よ く 、 Mn 2 + を 含 ま な く て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 を 含 む 核 酸 分 子 を 合 成 す る 方 法 に も 関 す る ：
（ a） ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 活 性 を 阻 害 す る 分 子 と の 複 合 体
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で あ る 、 一 つ ま た は 複 数 の 鋳 型 核 酸 分 子 を 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド と 混 合
し て 混 合 物 を 形 成 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 鋳 型 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 な 核 酸 分 子 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 で 混 合 物 を
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 第 一 の 温 度 で ポ リ
ペ プ チ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 活 性 を 阻 害 す る （ 例 え ば 、 DNA依 存 性 お よ び ／ ま た は RNA依 存
性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る ） が 、 第 二 の 温 度 で は 阻 害 し な い ま た は よ り 低 い 程 度
に 活 性 を 阻 害 す る 、 抗 体 と の 複 合 体 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 方 法 は 、 段 階 （ b） の 温
度 が 段 階 （ a） の 温 度 よ り 高 い 、 第 一 の 温 度 で 段 階 （ a） を 行 う こ と 、 お よ び 第 二 の 温 度 で
段 階 （ b） を 行 う こ と を さ ら に 含 ん で も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 の 温 度 は 、
例 え ば 、 約 40℃ 、 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 65℃ 、 70℃ 、 75℃ 、 80℃ 、 85℃ 、 90℃ 、 ま た
は 95℃ よ り 高 い 温 度 で あ っ て も よ い 。 こ の タ イ プ の 方 法 を 用 い て 、 一 つ ま た は 複 数 の mRNA
鋳 型 分 子 お よ び ／ ま た は mRNA鋳 型 分 子 集 団 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 な 核 酸 分 子 （ 例 え ば
、 cDNA分 子 ） を 産 生 し て も よ い 。 本 発 明 に 従 っ て 、 合 成 さ れ た 核 酸 分 子 を 適 当 な 条 件 で 鋳
型 と し て 用 い て 、 鋳 型 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 な 核 酸 分 子 を 合 成 し て 、 そ れ に よ っ て 二
本 鎖 核 酸 分 子 を 形 成 し て も よ い 。 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 合 成 さ れ た 二 本 鎖 分 子
を 増 幅 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 っ て 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 分 子
を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 、 一 つ ま た は 複 数 の 緩
衝 剤 、 ま た は 緩 衝 塩 、 一 つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー 、 一 つ ま た は 複 数 の 共 因 子 （ 例 え ば 、
二 価 金 属 イ オ ン ） 、 お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 一 つ ま た は 複
数 の さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 一
つ ま た は 複 数 の 核 酸 分 子 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 に は 、 上 昇 し た 温 度 （ 例 え ば 、 約 37
℃ 、 40℃ 、 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 65℃ 、 70℃ 、 75℃ 、 80℃ 、 85℃ 、 90℃ 、 ま た は 95℃
よ り 高 い 温 度 ） で 、 お よ び ／ ま た は 一 つ も し く は 複 数 の デ オ キ シ ま た は ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が 含 ま れ て も よ い 。 適 し た デ オ キ
シ お よ び ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 に は 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 dITP、 7-
デ ア ザ -dGTP、 7-デ ア ザ -dATP、 ddUTP、 ddATP、 ddCTP、 ddGTP、 ddITP、 ddTTP、 [α -S]dATP
、 [α -S]dTTP、 [α -S]dGTP、 お よ び [α -S]dCTPが 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は 少 な く と も 一 つ の 二 価 金 属 共 因 子 の 適 し た 濃 度 を 含 ん で も よ
い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は 、 一 つ よ り 多 い 二 価 金 属 共 因 子 を 含 ん で も よ い 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は Mg 2 + を 含 ん で も よ く 、 Mn 2 + を 含 ま な く て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 cDNA分 子 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 に 従
っ て 、 cDNA分 子 （ 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ） は 、 多 様 な 核 酸 鋳 型 分 子 か ら 調 製 し て も よ い 。 本
発 明 に お い て 用 い る た め に 好 ま し い 核 酸 分 子 に は 、 一 本 鎖 RNA分 子 と 共 に 二 本 鎖 DNA： RNA
ハ イ ブ リ ッ ド が 含 ま れ る 。 よ り 好 ま し い 核 酸 分 子 に は 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） 、 ト
ラ ン ス フ ァ ー RNA（ tRNA） お よ び リ ボ ソ ー ム RNA（ rRNA） 分 子 が 含 ま れ る が 、 mRNA分 子 が 本
発 明 に 従 う 好 ま し い 鋳 型 で あ る 。 そ の よ う な 方 法 は 以 下 を 含 む ：
（ a） 一 つ ま た は 複 数 の RNA鋳 型 （ 例 え ば 、 mRNA） ま た は RNA鋳 型 の 集 団 を 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド と 混 合 し て 、 混 合 物 を 形 成 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 該 鋳 型 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 で あ る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 分 子 を 合 成 す る た め
に 十 分 な 条 件 で 該 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。 本 発 明 に 従 っ て 、 合 成 さ れ た 核 酸 分
子 は 、 鋳 型 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 な 核 酸 分 子 を 合 成 し て 、 そ れ に よ っ て 二 本 鎖 分 子 を
形 成 す る た め に 適 当 な 条 件 で 鋳 型 と し て 用 い て も よ い 。 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、
合 成 さ れ た 二 本 鎖 分 子 を 増 幅 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 っ て 一 つ
ま た は 複 数 の 核 酸 分 子 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 に は 、 、 上 昇 し た 温 度 （ 例 え ば 、 約 37
℃ 、 40℃ 、 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 65℃ 、 70℃ 、 75℃ 、 80℃ 、 85℃ 、 90℃ 、 ま た は 95℃
よ り 高 い 温 度 ） で 、 お よ び ／ ま た は 一 つ も し く は 複 数 の デ オ キ シ ま た は ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が 含 ま れ て も よ い 。 適 し た デ オ キ
シ お よ び ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 に は 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 dITP、 7-
デ ア ザ -dGTP、 7-デ ア ザ -dATP、 ddUTP、 ddATP、 ddCTP、 ddGTP、 ddITP、 ddTTP、 [α -S]dATP
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、 [α -S]dTTP、 [α -S]dGTP、 お よ び [α -S]dCTPが 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は 少 な く と も 一 つ の 二 価 金 属 共 因 子 の 適 し た 濃 度 を 含 ん で も よ
い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は 、 一 つ よ り 多 い 二 価 金 属 共 因 子 を 含 ん で も よ い 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 条 件 は Mg 2 + を 含 ん で も よ く 、 Mn 2 + を 含 ま な く て も よ い 。 方 法 は 、
選 択 的 に 以 下 を 含 ん で も よ い ：
（ c） 反 応 混 合 物 を 処 理 し て 一 本 鎖 cDNA分 子 を 提 供 す る 段 階 ；
（ d） 伸 長 産 物 が 二 本 鎖 cDNA分 子 を 提 供 す る よ う に 合 成 さ れ る 条 件 で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 存 在 下 で 第 二 の プ ラ イ マ ー を cDNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 段 階 ； お よ び
（ e） （ d） の 二 本 鎖 cDNA分 子 を 増 幅 す る 段 階 （ 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て ）
。 一 つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い る 増 幅 は 、 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ 以
外 の ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 行 わ れ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に お い て 用 い ら れ る 任 意 の 熱
安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 用 い る こ と に よ っ て 、 同 じ 緩 衝 液 に お い て 他 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る こ と
が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ た
一 つ ま た は 複 数 の cDNA分 子 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 分 子 を 増 幅
す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 以 下 を 含 ん で も よ い ：
（ a） 一 つ ま た は 複 数 の 鋳 型 を 一 つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー お よ び 本 発 明 の 一 つ ま た は 複
数 の ポ リ ペ プ チ ド と 混 合 す る 段 階 ； な ら び に
（ b） 該 一 つ ま た は 複 数 の 鋳 型 を 増 幅 す る た め に 十 分 な 条 件 で 該 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 段 階 。 特 に 、 一 つ ま た は 複 数 の 鋳 型 分 子 は 二 本 鎖 核 酸 分 子 で あ っ て も よ く 、 そ の よ う
な 増 幅 法 は 以 下 を 含 ん で も よ い ：
（ a） 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 核 酸 鋳 型 分 子 の 第 一 の 鎖 を 該
第 一 の 鎖 の 一 部 と 相 補 的 で あ る 第 一 の プ ラ イ マ ー 分 子 に 接 触 さ せ 、 核 酸 鋳 型 分 子 の 第 二 の
鎖 を 該 第 二 の 鎖 の 一 部 と 相 補 的 で あ る 第 二 の プ ラ イ マ ー 分 子 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） 該 第 一 の 鎖 の 全 て ま た は 一 部 と 相 補 的 な 第 三 の 鎖 、 お よ び 該 第 二 の 鎖 の 全 て ま た は
一 部 と 相 補 的 な 第 四 の 鎖 を 形 成 す る た め に 十 分 な 条 件 で 該 分 子 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階
；
（ c） 該 第 一 と 第 三 、 お よ び 該 第 二 と 第 四 の 鎖 を 変 性 さ せ る 段 階 ； な ら び に
（ d） （ a） か ら （ c） の 段 階 を 一 回 ま た は 複 数 回 繰 り 返 す 段 階 。 い く つ か の 態 様 に お い て
、 本 発 明 に 従 う そ の よ う な 条 件 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 、 一 つ ま た は 複 数 の
緩 衝 剤 ま た は 緩 衝 塩 、 一 つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー 、 一 つ ま た は 複 数 の 共 因 子 、 お よ び ／
ま た は ヌ ク レ オ チ ド ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 一 つ ま た は 複 数 の さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド （
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も そ う で な く て も よ い ） が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 を 含 む 、 核 酸 分 子 を シ ー ク エ ン シ ン グ す る 方 法 に も 関 す る ：
（ a） プ ラ イ マ ー を 第 一 の 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 核 酸 分 子 と プ ラ イ マ ー と を
含 む 複 合 体 を 形 成 さ せ る 段 階 ；
（ b） （ a） の 複 合 体 を 一 つ ま た は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド 、 お よ び 少 な く と も 一 つ の タ ー ミ ネ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ て 、 混 合 物
を 形 成 す る 段 階 ；
（ c） 合 成 さ れ た DNA分 子 の 検 出 可 能 な 部 分 が そ れ ぞ れ の 3'末 端 で タ ー ミ ネ ー タ ー ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 、 第 一 の 核 酸 と 相 補 的 な DNA分 子 の 集 団 を 合 成 す る た め に 十 分 な 条 件 で （ b） の
混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ； お よ び
（ d） 合 成 さ れ た DNA分 子 の 集 団 を 大 き さ に よ っ て 分 離 す る 、 ま た は 第 一 の 核 酸 分 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 が 決 定 さ れ う る よ う に 、 集 団 を ア ッ セ イ す る 段 階 。 例 と し
て の タ ー ミ ネ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド に は 、 ddTTP、 ddATP、 ddGTP、 ddITP、 ま た は ddCTPが 含
ま れ 、 そ の そ れ ぞ れ は 検 出 可 能 な 部 分 を 含 ん で も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 そ れ ぞ
れ は 、 検 出 可 能 な 部 分 を 含 み 、 そ れ ぞ れ の 部 分 は 異 な る で あ ろ う 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 を 含 む 、 二 本 鎖 DNA分 子 の 全 て ま た は 一 部 を 増 幅 す る 方 法 に も 関 す
る ：
（ a） 第 一 の プ ラ イ マ ー が 、 DNA分 子 の 第 一 の 鎖 の 増 幅 さ れ る こ と が 望 ま し い 部 分 の 5'末 端
ま た は そ の 近 傍 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ り 、 第 二 の プ ラ イ マ ー が 、 DNA分 子 の 第 二 の 鎖
の 増 幅 さ れ る こ と が 望 ま し い 部 分 の 3'末 端 ま た は そ の 近 傍 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ る 、
第 一 と 第 二 の プ ラ イ マ ー を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） 第 一 の 鎖 の 少 な く と も 一 部 と 相 補 的 な 第 三 の DNA分 子 と 、 第 二 の 鎖 の 少 な く と も 一 部
と 相 補 的 な 第 四 の DNA分 子 と が 合 成 さ れ る 条 件 で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 第
一 の プ ラ イ マ ー を 第 一 の 鎖 に 、 そ し て 第 二 の プ ラ イ マ ー を 第 二 の 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 段 階 ；
（ c） 第 一 と 第 三 の 鎖 、 お よ び 第 二 と 第 四 の 鎖 を 変 性 さ せ る 段 階 ； な ら び に 選 択 的 に
（ d） （ a） か ら （ c） の 段 階 を 一 回 ま た は 複 数 回 繰 り 返 す 段 階 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 一 つ ま た は 複 数 を 含 む 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 を 含 む 核 酸 分 子 を シ
ー ク エ ン シ ン グ す る た め の キ ッ ト に も 関 す る ：
（ a） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ；
（ b） そ の 一 つ ま た は 複 数 が 標 識 （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 、 放 射 活 性 標 識 、 検 出 可 能 な 部 分 、
反 応 性 部 分 等 ） を 含 ん で も よ い 一 つ ま た は 複 数 の ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 ；
お よ び
（ c） 一 つ ま た は 複 数 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 一 つ ま た は 複 数 を 含 む 一 つ ま た は 複 数 の 容 器 を 含 む RT/PCRの キ ッ
ト に も 関 す る ：
（ a） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ；
（ b） そ の 一 つ ま た は 複 数 が 標 識 （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 、 放 射 活 性 標 識 、 検 出 可 能 な 部 分 、
反 応 性 部 分 等 ） を 含 ん で も よ い 一 つ ま た は 複 数 の ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 ；
お よ び
（ c） 熱 に 安 定 な DNAポ リ メ ラ ー ゼ 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス の CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 表 6） の
Asp32、 Lys97、 Glu132、 Asp134、 Asp135、 Asp157、 Asp159、 ま た は Lys222に 対 応 す る 、 サ
ー マ ト ガ ・ ネ オ ポ リ チ ナ （ Thermatoga neopolitina） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Asp8、 Lys77、 Gl
u112、 Asp114、 Asp115、 Asp137、 Asp139、 ま た は Lys202に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も
一 つ が 変 異 し て お り 、 そ の 結 果 、 変 異 体 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
を 完 全 に 欠 損 す る か 、 ま た は 実 質 的 に 減 少 し た 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 い
く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 上 記 で 同 定 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の 荷 電 ア ミ ノ 酸 を 非 荷
電 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン ） に 変 化 さ せ る 多 数 の 変 異 を 導 入 し て も よ い 。 好 ま し い 変
異 は 、 サ ー マ ト ガ ・ ネ オ ポ リ チ ナ DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 137位 に 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 の 、 ア ラ ニ ン へ の 変 化 （ D137A） で あ り 、 こ れ は 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス C
ompA.2の 157位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 の ア ラ ニ ン へ の 変 化 （ D157A） に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 を 含 む 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス の CompA.2 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ の Asp32、 Lys97、 Glu132、 Asp134、 Asp135、 Asp157、 Asp159、 ま た は Lys222に 対 応 す
る サ ー マ ト ガ ・ ネ オ ポ リ チ ナ DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Asp8、 Lys77、 Glu112、 Asp114、 Asp115、
Asp137、 Asp139、 ま た は Lys202に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も 一 つ が 変 異 し て い る 、 5'
-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 実 質 的 に 減 少 ま た は 消 失 し た 変 異 体 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 産 生
す る 方 法 に も 関 す る ：
（ a） 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ；
（ b） 宿 主 細 胞 に お い て 変 異 体 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 さ せ る 段 階 ； お よ び
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（ c） 変 異 体 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 単 離 ま た は 処 理 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
定 義
　 下 記 の 説 明 に お い て 、 組 換 え DNA技 術 に お い て 用 い ら れ る 多 数 の 用 語 は 広 く 用 い ら れ る
。 所 定 の そ の よ う な 用 語 の 範 囲 を 含 む 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 の よ り 明 確 な 一 貫 し た 理 解
を 提 供 す る た め に 、 以 下 に 定 義 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー
　 宿 主 細 胞 に お い て 自 律 的 に 複 製 す る こ と が で き る 核 酸 分 子 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ
ド も し く は フ ァ ー ジ DNA、 ま た は 他 の DNA分 子 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 そ の 場 所 で そ の
よ う な DNA配 列 が ベ ク タ ー の 本 質 的 な 生 物 学 的 機 能 を 失 う こ と な く 決 定 可 能 で あ る よ う に
操 作 さ れ て も よ く 、 そ し て そ の 中 に そ の 複 製 お よ び ク ロ ー ニ ン グ を 生 じ る た め に 対 象 と な
る 核 酸 セ グ メ ン ト が 挿 入 さ れ て も よ い 、 一 つ ま た は 少 数 の 認 識 部 位 （ 例 え ば 、 組 換 え 部 位
、 制 限 部 位 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 部 位 等 ） を 有 し て も よ い 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は さ ら に
、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 同 定 に 用 い る た め に 適 し た マ ー カ
ー を 含 ん で も よ い 。 マ ー カ ー は 、 例 え ば テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 、 ま た
は カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 の よ う な 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
発 現 ベ ク タ ー
　 宿 主 に 形 質 転 換 さ れ た 後 、 そ の 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 す る こ と が
で き る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と 類 似 の ベ ク タ ー 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 は 通 常 、 プ ロ
モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー 配 列 の よ う な 特 定 の 制 御 配 列 の 制 御 下 （ 例 え ば 、 機 能 的 に 結
合 し て ） に 置 か れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
組 換 え 宿 主
　 発 現 ベ ク タ ー 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 ま た は 任 意 の 異 種 核 酸 分 子 に お い て 所 望 の ク ロ
ー ニ ン グ 遺 伝 子 を 含 む 任 意 の 原 核 細 胞 、 真 核 細 胞 、 ま た は 微 生 物 。 「 組 換 え 宿 主 」 と い う
用 語 は ま た 、 所 望 の 遺 伝 子 を 宿 主 の 染 色 体 ま た は ゲ ノ ム の 一 部 と し て 含 む よ う に 遺 伝 子 操
作 さ れ て い る 宿 主 細 胞 が 含 ま れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
宿 主
　 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 ま た は 任 意 の 異 種 核 酸 分 子 の レ シ ピ
エ ン ト で あ る 任 意 の 原 核 細 胞 、 真 核 細 胞 、 ま た は 微 生 物 。 核 酸 分 子 は 、 構 造 遺 伝 子 、 そ の
一 部 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は 複 製 開 始 点 を 含 ん で も よ い が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
プ ロ モ ー タ ー
　 適 当 な 共 因 子 の 存 在 下 で 、 ポ リ メ ラ ー ゼ が 、 転 写 さ れ る 核 酸 配 列 の 転 写 開 始 部 位 で 転 写
を 開 始 す る よ う に 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ が 結 合 す る DNA配 列 。 RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 コ ー ド 領
域 の 適 当 な DNA鎖 と 相 補 的 な メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 合 成 を 触 媒 す る 。 プ ロ モ ー タ ー は ま た 、
転 写 開 始 部 位 と 翻 訳 開 始 部 位 と の あ い だ に 存 在 し て も よ い 任 意 の 5'非 コ ー ド 領 域 も 含 む 。
プ ロ モ ー タ ー に は ま た 、 エ ン ハ ン サ ー の よ う な シ ス 作 用 転 写 制 御 要 素 お よ び 転 写 因 子 と 相
互 作 用 す る こ と が で き る 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
機 能 的 に 結 合 す る
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は エ ン ハ ン サ ー の よ う な 他 の
制 御 配 列 が 、 そ れ に 機 能 的 に 結 合 し た 配 列 か ら の 転 写 を 制 御 す る よ う に 配 置 さ れ る こ と を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
発 現
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　 発 現 は 、 そ れ に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド が 核 酸 か ら 産 生 さ れ る プ ロ セ ス で あ る 。 こ れ に は 、
遺 伝 子 を メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） に 転 写 す る こ と お よ び そ の よ う な mRNAを ポ リ ペ プ チ
ド （ 複 数 ） に 翻 訳 す る こ と が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 質 的 に 純 粋
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 実 質 的 に 純 粋 」 と は 、 所 望 の 精 製 タ ン パ ク 質 が
、 所 望 の タ ン パ ク 質 に 本 来 会 合 し て 、 所 望 の 機 能 を 許 容 さ れ な い ほ ど 障 害 す る 細 胞 混 入 物
質 の 混 入 を 本 質 的 に 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 混 入 細 胞 成 分 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ま た は 望 ま し く な い DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 酵 素 が 含 ま れ て も よ い が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い 局 面 に お い て 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 混 入 細 胞 成 分 を 25％ ま た は そ れ 未 満 、 好 ま し く は 15％ ま た は そ れ 未 満 、
よ り 好 ま し く は 10％ ま た は そ れ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 5％ ま た は そ れ 未 満 、 お よ び さ ら に
よ り 好 ま し く は 1％ ま た は そ れ 未 満 有 す る 。 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 200単 位 （ DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 ま た は RNA依 存 性 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ 単 位 ） を タ ン パ ク 質 ゲ ル （ 例 え ば 、 SDS-PAGE） 上 で 泳 動 さ せ て 、 ク ー マ シ ー ブ
ル ー で 染 色 し た 場 合 に 検 出 可 能 な タ ン パ ク 質 混 入 物 を 有 し な い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド は 実 質 的 に 純 粋 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 質 的 に 単 離 さ れ た
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 実 質 的 に 単 離 さ れ た 」 と は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド が 、 本 来 ま た は 組 換 え 宿 主 に お い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 会 合 す る 可 能 性 が あ る 混
入 タ ン パ ク 質 を 本 質 的 に 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 実 質 的
に 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 混 入 タ ン パ ク 質 を 25％ ま た は そ れ 未 満 、 好 ま し く は 15％ ま
た は そ れ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 10％ ま た は そ れ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 5％ ま た は そ れ 未 満
、 お よ び さ ら に よ り 好 ま し く は 1％ ま た は そ れ 未 満 有 す る 。 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本
発 明 の 実 質 的 に 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 試 料 に お い て 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 75％ ま た
は そ れ 以 上 （ 好 ま し く は 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 、 ま た は 99％ ま た は そ れ 以 上 ）
が 、 本 発 明 の 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 試 料 中 の 混 入 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 対 象 と
な る タ ン パ ク 質 の 割 合 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 技 術 を 用 い て 、 例 え ば タ ン パ ク 質 ゲ ル （ 例
え ば 、 SDS-PAGE） を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 色 素 （ 例 え ば 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 銀 染 色 、 ア ミ
ド ブ ラ ッ ク 等 ） に よ っ て ゲ ル を 染 色 す る こ と に よ っ て 決 定 し て も よ い 。 も う 一 つ の 局 面 に
お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド 0.5 μ gを タ ン パ ク 質 ゲ ル （ 例 え ば 、 SDS
-PAGE） に お い て 泳 動 さ せ て 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー ま た は ア ミ ド ブ ラ ッ ク に よ っ て 染 色 し た
場 合 に 、 検 出 可 能 な タ ン パ ク 質 混 入 物 を 有 し な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 質 的 に 減 少
　 酵 素 活 性 が 「 実 質 的 に 減 少 し た 」 酵 素 は 、 酵 素 が 、 対 応 す る 非 変 異 型 ま た は 野 生 型 酵 素
の 活 性 の 約 30％ 未 満 、 約 25％ 未 満 、 約 20％ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 15％ 未 満 、 約 10％ 未 満
、 約 7.5％ 未 満 、 ま た は 約 5％ 未 満 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 5％ 未 満 、 約 2％ 未 満 、 ま た は
約 1％ 未 満 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
プ ラ イ マ ー
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 プ ラ イ マ ー 」 は 、 核 酸 分 子 の 重 合 化 ま た は 増 幅 の 際 の ヌ
ク レ オ チ ド 単 量 体 の 共 有 結 合 に よ っ て 伸 長 さ れ る 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
鋳 型
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 鋳 型 」 と い う 用 語 は 、 増 幅 、 合 成 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 、
ま た は コ ピ ー さ れ る 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 DNAま た は RNA分 子 を 指 す 。 二 本 鎖 DNA分 子 の 場 合
、 そ の 鎖 を 変 性 さ せ て 第 一 の 鎖 お よ び 第 二 の 鎖 を 形 成 す る こ と は 、 一 般 的 に こ れ ら の 分 子
が 増 幅 、 合 成 、 ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ る 前 に 行 わ れ る 。 鋳 型 の 一 部 と 相 補 的 な プ ラ
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イ マ ー を 、 適 当 な 条 件 で 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 鋳 型 ま
た は そ の 一 部 と 相 補 的 な DNA分 子 を 合 成 し て も よ い 。 新 た に 合 成 さ れ た DNA分 子 の 合 成 ま た
は 伸 長 の 際 の ミ ス マ ッ チ の 取 り 込 み に よ っ て 、 一 つ ま た は 多 数 の ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 が 起 こ
る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う に 、 合 成 さ れ た DNA分 子 は 、 鋳 型 と 正 確 に 相 補 的 で あ る 必 要 は
な い 。 RNAの 場 合 、 DNAプ ラ イ マ ー を 鋳 型 RNAの 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 逆 転 写 活 性 を
有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 相 補 的 DNAを 合 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
組 み 入 れ る
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 組 み 入 れ る 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 分 子 ま た は プ
ラ イ マ ー の 一 部 と な る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
増 幅
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 増 幅 」 と は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の コ ピ ー 数 を 増 加 さ せ る た め の 任 意 の イ ン ビ ト ロ 法 を 指 す 。 核 酸 増 幅 に よ っ て
、 DNAま た は RNA分 子 分 子 ま た は プ ラ イ マ ー へ の ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 入 れ が 起 こ り 、 そ れ に
よ っ て 鋳 型 と 相 補 的 な 新 し い DNA分 子 が 形 成 さ れ る 。 形 成 さ れ た DNA分 子 お よ び そ の 鋳 型 を
鋳 型 と し て 用 い て 、 さ ら な る 核 酸 分 子 を 合 成 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら
れ る よ う に 、 一 回 の 増 幅 反 応 は 多 数 の ラ ウ ン ド の DNA複 製 で 構 成 さ れ て も よ い 。 DNA増 幅 反
応 に は 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） が 含 ま れ る 。 一 回 の PCR反 応 は 、 1回 ま た
は そ れ 以 上 、 例 え ば 、 2、 3、 4、 5、 10、 15、 20、 25、 30、 50、 60、 70、 80、 90、 100回 ま
た は そ れ 以 上 の 、 DNA分 子 の 変 性 お よ び 合 成 「 サ イ ク ル 」 で 構 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 の 共 有 結 合 配 列
を 含 む 合 成 ま た は 天 然 の 分 子 を 指 す 。 そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体
は 、 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド の 五 炭 糖 の 3'位 と 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド の 五 炭 糖 の 5'位 と の あ い
だ の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に よ っ て 結 合 し て も よ い 。 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 間 リ ン 酸 基 が 、
ペ プ チ ド 結 合 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 、 ま た は メ チ レ ン 基 の よ う な 異 な る タ イ プ の 基 に 置
換 さ れ て い る 分 子 も 同 様 に 含 ま れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 源 は 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 動
物 、 植 物 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 培 養 細 胞 、 ま た は 他 の 生 物 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 源 で あ っ て
も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 合 成 に よ っ て 調 製 し て も よ い 。 任 意 の 類 、 目 、 属 、 種 、 ま
た は 亜 種 、 例 え ば 双 子 葉 類 、 節 足 動 物 、 昆 虫 、 哺 乳 類 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ヒ ト 、 マ ウ
ス 、 齧 歯 類 、 酵 母 、 細 菌 、 大 腸 菌 等 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 源 と な り う る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ヌ ク レ オ チ ド
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 塩 基 -糖 -リ ン 酸 塩 の 組 み
合 わ せ を 指 す 。 ヌ ク レ オ チ ド は 、 核 酸 配 列 （ DNAお よ び RNA） の 単 量 体 単 位 で あ る 。 ヌ ク レ
オ チ ド と い う 用 語 に は 、 dATP、 dCTP、 dITP、 dUTP、 dGTP、 dTTPの よ う な デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ オ シ ド 三 リ ン 酸 ま た は そ の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 誘 導 体 に は 、 例 え ば 、 [α -S]
dATP、 7-デ ア ザ -dGTP、 お よ び 7-デ ア ザ -dATPが 含 ま れ る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る ヌ
ク レ オ チ ド と い う 用 語 は ま た 、 ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 （ ddNTPs） お よ び そ
の 誘 導 体 を 指 す 。 ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 説 明 さ れ る 例 に は 、 ddATP、 ddC
TP、 ddGTP、 ddITP、 お よ び ddTTPが 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 に 従 っ て 、
「 ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 標 識 し な く と も よ く 、 ま た は 周 知 の 技 術 に よ っ て 検 出 可 能 に 標 識 し
て も よ い 。 検 出 可 能 な 標 識 に は 、 例 え ば 、 放 射 活 性 同 位 元 素 、 蛍 光 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、
生 物 発 光 標 識 お よ び 酵 素 標 識 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ヌ ク レ オ チ ド は ま た
、 一 つ ま た は 複 数 の 反 応 性 官 能 基 を 含 ん で も よ い 。 標 識 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む
反 応 に お い て ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 前 、 あ い だ 、 お よ び ／ ま た は 後 に 官 能 基 に 結 合 さ せ て
も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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　 本 発 明 に 従 っ て 、 「 ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 標 識 し な く と も よ く 、 ま た は 周 知 の 技 術 に よ っ
て 検 出 可 能 に 標 識 し て も よ い 。 検 出 可 能 な 標 識 に は 、 例 え ば 、 放 射 活 性 同 位 元 素 、 蛍 光 標
識 、 化 学 発 光 標 識 、 生 物 発 光 標 識 お よ び 酵 素 標 識 が 含 ま れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 蛍 光 標 識 に
は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 5-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ FAM） 、 2'7'-ジ メ ト キ シ -4'5-ジ ク
ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ JOE） 、 ロ ー ダ ミ ン 、 6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ R6G
） 、 N,N,N',N'-テ ト ラ メ チ ル -6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ TAMRA） 、 6-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー
ダ ミ ン （ ROX） 、 4-(4'-ジ メ チ ル ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ゾ )安 息 香 酸 （ DABCYL） 、 カ ス ケ ー ド ブ
ル ー 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 シ ア ニ ン お よ び 5'-(2'-ア ミ ノ エ チ ル )ア ミ ノ
ナ フ タ レ ン -1-ス ル ホ ン 酸 （ EDANS） が 含 ま れ て も よ い が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 蛍 光 標 識
ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の 例 に は 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ の パ ー キ ン エ ル マ ー
（ Perkin Elmer） か ら 入 手 で き る [R6G]dUTP、 [TAMRA]dUTP、 [R110]dCTP、 [R6G]dCTP、 [TA
MRA]dCTP、 [JOE]ddATP、 [R6G]ddATP、 [FAM]ddCTP、 [R110]ddCTP、 [TAMRA]ddGTP、 [ROX]dd
TTP、 [dR6G]ddATP、 [dR110]ddCTP、 [dTAMRA]ddGTP、 お よ び [dROX]ddTTP； イ リ ノ イ 州 ア ー
リ ン ト ン ハ イ ツ の ア マ シ ャ ム （ Amersham） か ら 入 手 で き る フ ル オ ロ リ ン ク デ オ キ シ ヌ ク レ
オ チ ド 、 フ ル オ ロ リ ン ク Cy3-dCTP、 フ ル オ ロ リ ン ク Cy5-dCTP、 フ ル オ ロ リ ン ク フ ル オ ロ X-
dCTP、 フ ル オ ロ リ ン ク Cy3-dUTP、 お よ び フ ル オ ロ リ ン ク Cy5-dUTP； イ ン ジ ア ナ 州 イ ン ジ ア
ナ ポ リ ス の ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム （ Boehringer Mannheim） か ら 入 手 で き る フ ル オ レ セ
イ ン -15-dATP、 フ ル オ レ セ イ ン -12-dUTP、 テ ト ラ メ チ ル -ロ ー ダ ミ ン -6-dUTP、 IR 7 7 0 -9-dA
TP、 フ ル オ レ セ イ ン -12-ddUTP、 フ ル オ レ セ イ ン -12-UTP、 お よ び フ ル オ レ セ イ ン -15-2'-d
ATP； な ら び に オ レ ゴ ン 州 ユ ー ジ ー ン の モ レ キ ュ ラ ー プ ロ ー ブ ス （ Molecular Probes） か
ら 入 手 で き る ク ロ マ タ イ ド 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 BODIPY-FL-14-UTP、 BODIPY-FL-4-UTP、 BOD
IPY-TMR-14-UTP、 BODIPY-TMR-14-dUTP、 BODIPY-TR-14-UTP、 BODIPY-TR-14-dUTP、 カ ス ケ
ー ド ブ ル ー -7-UTP、 カ ス ケ ー ド ブ ル ー -7-dUTP、 フ ル オ レ セ イ ン -12-UTP、 フ ル オ レ セ イ ン
-12-dUTP、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 488-5-dUTP、 ロ ー ダ ミ ン グ リ ー ン 5-UTP、 ロ ー ダ ミ ン グ リ ー
ン -5-dUTP、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン -6-UTP、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン -6-dUTP、 テ キ サ ス
レ ッ ド -5-UTP、 テ キ サ ス レ ッ ド -5-dUTP、 お よ び テ キ サ ス レ ッ ド -12-dUTPが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
熱 安 定
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 熱 安 定 」 と は 、 熱 に よ る 不 活 化 に 対 し て 耐 性 で
あ る 分 子 の 活 性 を 指 す 。 例 え ば 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 プ ラ イ マ ー を 5'か ら 3'方 向 に 伸 長
さ せ る こ と に よ っ て 、 一 本 鎖 DNA鋳 型 と 相 補 的 な DNA分 子 の 形 成 を 合 成 す る 。 中 温 性 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ の こ の 活 性 は 、 熱 処 理 に よ っ て 不 活 化 し て も よ い 。 例 え ば 、 T5 DNAポ リ メ ラ ー
ゼ 活 性 は 、 90℃ の 温 度 に 酵 素 を 30秒 間 曝 露 す る こ と に よ っ て 完 全 に 不 活 化 さ れ る 。 本 明 細
書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 熱 安 定 活 性 は 、 対 応 す る 中 温 性 活 性 よ り 熱 不 活 化 に 対 し て
抵 抗 性 で あ る 。 す な わ ち 、 熱 安 定 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 熱 不 活 化 に 対 し て 完 全 に 耐 性 で あ
る 酵 素 を 意 味 し な い 。 こ の よ う に 、 熱 処 理 は 、 熱 に 安 定 な ポ リ メ ラ ー ゼ に お い て あ る 程 度
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 減 少 さ せ る 可 能 性 が あ る 。 熱 安 定 DNAポ リ メ ラ ー ゼ も ま た 典 型 的 に
、 一 般 的 な 中 温 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ よ り 高 い 至 適 温 度 を 有 す る で あ ろ う 。 「 熱 安 定 な ポ リ
メ ラ ー ゼ 」 と い う 句 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 熱 に 対 し て 比 較 的 安 定 で 、 既 存 の 核 酸 鋳 型 か
ら の DNAま た は RNAの 形 成 を 触 媒 す る こ と が で き る 酵 素 を 指 す た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 例 え ば 、 95℃ で 30分 間 加 熱 後 に 当 初 の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 少 な く と も
5％ 、 少 な く と も 10％ 、 少 な く と も 15％ 、 少 な く と も 20％ 、 少 な く と も 25％ 、 少 な く と も 3
0％ 、 少 な く と も 35％ 、 少 な く と も 40％ 、 少 な く と も 40％ 、 少 な く と も 45％ 、 少 な く と も 5
0％ 、 少 な く と も 55％ 、 少 な く と も 60％ 、 少 な く と も 65％ 、 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 7
5％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 ま た は 少 な く と も 95％ を 保 持
し て い る 場 合 、 特 に 熱 安 定 で あ る と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
忠 実 度
　 忠 実 度 は 、 鋳 型 と 相 補 的 で あ る 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 RNAま た は DNA） を 合 成 す る 際 の 、 重
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合 の 正 確 度 、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ が 正 し い 基 質 を 正 し く な い 基 質 （ 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド
） と 区 別 で き る こ と を 指 す 。 ポ リ メ ラ ー ゼ の 忠 実 度 が 高 け れ ば 、 核 酸 合 成 の 際 に 増 殖 し つ
つ あ る 鎖 に お け る ポ リ メ ラ ー ゼ の ヌ ク レ オ チ ド 誤 取 り 込 み が 減 少 す る ； す な わ ち 、 忠 実 度
の 増 加 ま た は 増 強 に よ っ て 、 誤 差 率 の 減 少 し た （ 減 少 し た 誤 取 り 込 み 率 ） よ り 信 頼 の 高 い
ポ リ メ ラ ー ゼ が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 お よ び 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 分 子 （
RNAお よ び ／ ま た は DNA） の 二 つ の 相 補 的 一 本 鎖 部 分 が 対 形 成 し て 、 二 本 鎖 分 子 部 分 を 生 じ
る こ と を 指 す 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 二 つ の 核 酸 分 子 部 分 は 、 塩 基 対 形 成
が 完 全 に 相 補 的 で な く と も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 ミ ス マ ッ チ 塩
基 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー 条 件 を 用 い る 限 り 、 二 つ の 核 酸 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 妨 害 し な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 は 、 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 相 補 性 の 程 度 に 基 づ き 、 こ れ が 次 に マ ッ チ し た 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 対 の 分 画 に 基 づ く 。
所 定 の 配 列 に お い て も う 一 つ の 配 列 と 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド の 数 が 増 加 す れ ば 、 互 い
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 程 度 は よ り 大 き く な る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 程 度 は 、
温 度 、 溶 媒 比 、 塩 濃 度 等 が 含 ま れ る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 に 依 存 す る 。 特 に 、 「 選 択 的
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の そ の 標 的 と の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 程 度 が 、 完 全 な ま た は ほ ぼ 完 全 な 相 補 性 を 必 要 と す る 条 件 に 関 す る 。 相 補 性
は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 培 地 に 存 在 す る 他 の 核 酸 と の 結
合 と 比 較 し て 標 的 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 保 証 す る た め に 十 分 に 高 く な け れ ば な
ら な い 。 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 相 補 性 は 90～ 100％ 、 好 ま し く は 95～ 100
％ 、 よ り 好 ま し く は 100％ で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と い う 句 は 、 核 酸 プ ロ ー ブ が そ の 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る が 、 非 標 的 配 列 に は 非 実 質 的 な 程 度 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る に 過 ぎ な い 条 件 を 指 す 。
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 プ ロ ー ブ お よ び 標 的 の 長 さ お よ び 配 列 組 成 に 依 存 す る 。 よ り
長 い 配 列 お よ び よ り 高 い G： C塩 基 含 有 量 を 有 す る 配 列 は 、 よ り 高 い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 般 的 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 選 択 さ れ た イ オ ン 強 度 お よ び 洗 浄 緩 衝 液 に 関 し て
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に は 、 特 異 的 標 的 プ ロ ー ブ お よ び 標 的 配 列 に 関 し て 計 算 さ れ た
T m よ り 約 5℃ 下 の 温 度 が 含 ま れ る 。 適 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 緩 衝 液 は 、
当 業 者 に 既 知 で あ り 、 所 定 の プ ロ ー ブ お よ び 標 的 対 に 関 す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、
例 え ば サ ザ ン ブ ロ ッ ト に お い て 一 つ ま た は 小 数 の シ グ ナ ル が 得 ら れ る ま で 、 塩 濃 度 お よ び
温 度 を 調 節 す る こ と に よ っ て 不 当 な 実 験 を 行 う こ と な く 決 定 す る こ と が で き る 。 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 典 型 的 に （ 1） 洗 浄 に 関 し て 低 い イ オ ン 強 度 お よ び 高 い 温 度 、 例 え ば 5
0℃ で 0.015 M NaCl/0.0015 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ 0.1％ NaDodSO 4 を 用 い る か 、 ま た は （ 2
） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 際 に ホ ル ム ア ミ ド の よ う な 変 性 剤 、 例 え ば 0.1％ ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン （ 「 BSA」 ） ／ 0.1％ フ ィ コ ー ル ／ 0.1％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ／ pH 6.5の 50 mMリ
ン 酸 緩 衝 液 と 共 に 750 mM NaCl、 75 mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 50％ （ 容 積 ／ 容 積 ） ホ ル
ム ア ミ ド を 42℃ で 用 い る 条 件 で あ る 。 も う 一 つ の 例 は 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSC（ 0.75
 M NaClお よ び 0.075 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 50 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH 6.8） 、 0.1％
ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 5× デ ン ハ ル ト 溶 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 DNA（ 50 mg/ml） 、 0.1
％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ 「 SDS」 ） 、 お よ び 10％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 を 42℃ で 用 い 、 0.2
× SSCお よ び 0.1％ SDSに お い て 42℃ で の 洗 浄 を 用 い る こ と で あ る 。 他 の 適 し た 条 件 に は 、 5
0％ ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で の 42℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 2× SSCお よ び 1％ SD
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Sに お い て 65℃ で の 1回 目 の 洗 浄 、 お よ び 0.1× SSCに お い て 65℃ で の 2回 目 の 洗 浄 ； な ら び
に 6× SSC、 1％ SDSに お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 6× SSC、 1％ SDSに お け る 1回 目 の 洗
浄 、 お よ び 約 0.05× SSC～ 約 0.3× SSCと 約 0.05％ SDS～ 約 1％ SDSの 塩 濃 度 を 有 す る 溶 液 に お
い て 約 50℃ ～ 約 95℃ の 温 度 で の 最 後 の 洗 浄 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
　 「 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 」 は 、 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら
除 去 さ れ る 当 技 術 分 野 で 周 知 の 酵 素 活 性 で あ る 。 こ の 活 性 は し ば し ば 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
に 関 連 し 、 DNA複 製 の 「 編 集 」 ま た は 修 正 メ カ ニ ズ ム に 関 係 し て い る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ほ と ん ど の DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 他 に 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
を 含 む 。 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 損 す る T5 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 米 国 特 許 第 5,2
70,179号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 活 性 を 欠 損 す る ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 例 え ば 、 TAク ロ ー ニ ン
グ に と っ て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 「 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 実 質 的 に 減 少 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ 」 は 、 本 明 細 書 に
お い て 、 （ 1） 対 応 す る 非 変 異 野 生 型 酵 素 の 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 約 10％ ま た は
そ れ 未 満 、 好 ま し く は 約 1％ ま た は そ れ 未 満 を 有 す る 変 異 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ま た は （ 2）
約 1単 位 /mgタ ン パ ク 質 ま た は そ れ 未 満 、 好 ま し く は 約 0.1単 位 /mgタ ン パ ク 質 ま た は そ れ 未
満 で あ る 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 比 活 性 を 有 す る DNAポ リ メ ラ ー ゼ の い ず れ か で あ る と 定
義 さ れ る 。 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 1単 位 は 、 タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ TdT） に よ っ て [ 3 H]dTTPに よ っ て 3'末 端 標 識 し た ラ ム ダ DNAの HhaI断 片
に よ っ て 「 BRL 1989カ タ ロ グ ＆ 参 照 ガ イ ド 」 5頁 に 記 述 さ れ る 通 り に ア ッ セ イ し た 場 合 に
、 37℃ で 60分 間 基 質 末 端 10 nmolを 可 溶 化 す る 活 性 量 と し て 定 義 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 B
radford、 Anal. Biochem. 72： 248（ 1976） の 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 比 較 手 段 と し て
、 天 然 の 野 生 型 T5-DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ DNAP） ま た は pTTQ19-T5-2に よ っ て コ ー ド さ れ る T5-
DNAPは 約 10単 位 /mgタ ン パ ク 質 の 比 活 性 を 有 す る が 、 pTTQ19-T5-2（ エ キ ソ ） に よ っ て コ ー
ド さ れ る DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 米 国 特 許 第 5,270,179号 ） は 、 約 0.0001単 位 /mgタ ン パ ク 質 の
比 活 性 、 ま た は 非 改 変 酵 素 の 比 活 性 の 0.001％ 、 す な わ ち 10 5 倍 の 減 少 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
　 「 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 」 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の も う 一 つ の 酵 素 活 性 で あ る
。 こ の 活 性 は し ば し ば 、 大 腸 菌 PolIお よ び PolIIIの よ う な DNAポ リ メ ラ ー ゼ に 関 連 し て い
る 。 既 知 の ポ リ メ ラ ー ゼ の 多 く に お い て 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ の N末 端 領 域 に 存 在 す る （ オ リ ス （ Ollis） ら 、 Nature 313： 762～ 766（ 1985） ； Freemo
ntら 、 Proteins 1： 66～ 73（ 1986） ； Joyce、 Curr. Opin. Struct. Biol. 1： 123～ 129（
1991） ） 。 そ の 変 異 が 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 障 害 す
る と 考 え ら れ る い く つ か の ア ミ ノ 酸 が 存 在 す る （ Gutman＆ Minton、 Nucleic Acids Res. 2
1： 4406～ 4407（ 1993） ） 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 に は 、 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iに お け る Tyr
77、 Gly103、 Gly184、 お よ び Gly192が 含 ま れ る 。 5'-エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン は 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ 活 性 に と っ て 必 要 で な い こ と が 知 ら れ て い る 。 最 も よ く 知 ら れ て い る 例 は 、 大
腸 菌 ポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ 断 片 で あ る 。 ク レ ノ ウ 断 片 は 、 5'-エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
を 欠 損 す る 天 然 の タ ン パ ク 質 溶 解 断 片 で あ る （ Joyceら 、 J. Biol. Chem. 257： 1958～ 64
（ 1990） ） 。 こ の 活 性 を 欠 損 す る ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に と っ て 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 実 質 的 に 減 少 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ 」 は 、 （ 1） 対 応
す る 非 変 異 野 生 型 酵 素 の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 約 10％ も し く は そ れ 未 満 を 有 す
る 、 ま た は 好 ま し く は 約 1％ も し く は そ れ 未 満 を 有 す る 変 異 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ま た は （ 2
） 約 1単 位 /mgタ ン パ ク 質 未 満 、 ま た は 好 ま し く は 約 0.1単 位 /mgタ ン パ ク 質 も し く は そ れ 未
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満 で あ る 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 比 活 性 を 有 す る DNAポ リ メ ラ ー ゼ の い ず れ か と し て 本 明
細 書 に お い て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 3'-5'お よ び 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は い ず れ も 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ゲ ル に お い て
認 め る こ と が で き る 。 活 性 な 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 増 殖 し つ つ あ る プ ラ イ マ
ー の 5'末 端 か ら ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ゲ ル に お い て 非
特 異 的 な ラ ダ ー を 産 生 す る で あ ろ う 。 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 シ ー ク エ ン シ ン
グ ゲ ル に お い て 放 射 標 識 プ ラ イ マ ー の 分 解 後 に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 こ れ
ら の 活 性 の 相 対 量 は 、 例 え ば 、 野 生 型 と 変 異 体 ポ リ メ ラ ー ゼ を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 単
な る 一 般 的 な 実 験 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
逆 転 写 活 性 ま た は 逆 転 写 酵 素 活 性
　 酵 素 が RNAの 一 本 鎖 部 分 か ら 相 補 的 DNA鎖 を 合 成 で き る 能 力 。 好 ま し く は 、 活 性 は 、 長 さ
が 少 な く と も 10～ 20ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 鎖 を 合 成 す る た め に 十 分 で あ る ； よ り 好 ま し く は
活 性 は 、 少 な く と も 約 20～ 50、 40～ 75、 50～ 100、 75～ 150、 100～ 200、 150～ 300、 200～ 4
00、 300～ 500、 400～ 600、 500～ 700、 600～ 750、 700～ 1000、 750～ 1200、 1000～ 1500、 12
00～ 1800、 1500～ 2500、 2000～ 3000、 2500～ 4000、 3000～ 5000、 4000～ 7000、 5000～ 1000
0、 7000～ 15000、 ま た は そ れ よ り 長 い 相 補 鎖 を 合 成 す る た め に 十 分 で あ る 。 当 然 、 少 な く
と も 約 7000～ 15000の 鎖 を 合 成 す る た め に 十 分 な 活 性 は 、 7000未 満 の 鎖 を 合 成 す る 場 合 に
は 必 ず 十 分 で あ ろ う 。 好 ま し く は 、 合 成 時 間 は 、 1日 未 満 、 好 ま し く は 4時 間 未 満 、 よ り 好
ま し く は 60分 未 満 、 30分 、 10分 、 5分 、 1分 ま た は 1/2分 未 満 で あ る 。 合 成 温 度 は 好 ま し く
は 、 例 え ば 約 48℃ 、 50℃ 、 52℃ 、 55℃ 、 58℃ 、 60℃ 、 62℃ 、 65℃ 、 68℃ 、 70℃ 、 72℃ 、 75
℃ 、 78℃ 、 80℃ 、 82℃ 、 85℃ 、 88℃ 、 90℃ 、 92℃ 、 95℃ 、 98℃ の あ い だ ま た は そ の あ い だ
の 任 意 の 所 望 の 温 度 を 含 む 、 約 45℃ ～ 約 100℃ の 範 囲 で あ る 。 所 望 の 温 度 は 、 ユ ー ザ ー の
基 準 に 従 っ て 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 所 望 の 温 度 は 、 酵 素 活 性 に 関 し て ほ ぼ 最 適
な 温 度 と し て 選 択 し て も よ く 、 ま た は 鋳 型 分 子 も し く は 合 成 分 子 の 利 用 率 も し く は 安 定 性
の 改 善 が 得 ら れ る よ う に 選 択 し て も よ い 。 反 応 混 合 物 に お け る 他 の 物 質 の 安 定 性 ま た は 不
活 化 も 同 様 に 、 所 望 の 温 度 を 決 定 す る 可 能 性 が あ る 。 活 性 は 、 こ れ ら の 任 意 の 条 件 に お い
て 測 定 す る こ と が で き る 。 活 性 の 有 無 は 機 能 的 に 定 義 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 所 望 の
温 度 で 合 成 が 行 わ れ る 場 合 、 活 性 は 所 望 の 長 さ の 分 子 の 検 出 可 能 な 合 成 と し て 定 義 さ れ う
る 。 ま た は 、 モ ル 濃 度 、 吸 光 度 、 重 量 、 ま た は 他 の 測 定 手 段 を 用 い て 、 活 性 の 閾 値 を 設 定
し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
配 列 の 同 一 性
　 配 列 同 一 性 は 、 試 験 配 列 に 対 し て 参 照 配 列 ま た は 参 照 配 列 の 小 配 列 （ 例 え ば 、 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 ア ミ ノ 酸 配 列 等 ） を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 参 照 配 列 お よ び 試 験 配
列 は 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ と 呼 ば れ る 任 意 の 残 基 数 に 対 し て 最 適 に 配 置 す る 。 最 適 な ア ラ イ ン
メ ン ト を 得 る た め に 、 付 加 ま た は ギ ャ ッ プ の よ う な 欠 失 を 試 験 配 列 に 導 入 し て も よ い 。 ％
配 列 同 一 性 は 、 同 じ 残 基 が 双 方 の 配 列 に 存 在 す る 位 置 の 数 を 決 定 し て 、 マ ッ チ し た 位 置 の
数 を 比 較 ウ ィ ン ド ウ に お け る 配 列 の 全 長 で 除 し て 、 100を 乗 じ る こ と に よ っ て 百 分 率 を 得
る 。 マ ッ チ し た 位 置 の 数 の 他 に 、 ギ ャ ッ プ の 数 お よ び 大 き さ も 同 様 に 、 百 分 率 配 列 同 一 性
を 計 算 す る 上 で 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 配 列 同 一 性 は 、 典 型 的 に コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 決 定 さ れ る 。 代 表 的 な プ ロ
グ ラ ム は 、 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ NCBI、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
） で 公 共 に ア ク セ ス 可 能 な BLAST（ 基 本 局 所 ア ラ イ ン メ ン ト 検 索 ツ ー ル ） プ ロ グ ラ ム で あ
る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 マ ッ チ の 統 計 学 的 有 意 性 を 決 定 す る た め に 、 試 験 配 列 に お け る セ
グ メ ン ト を デ ー タ ベ ー ス に お け る 配 列 と 比 較 し て 、 閾 値 レ ベ ル よ り 有 意 で あ る マ ッ チ の み
を 同 定 し て 報 告 す る 。 適 し た バ ー ジ ョ ン の BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 ギ ャ ッ プ を 認 め る プ ロ グ
ラ ム 、 例 え ば 、 バ ー ジ ョ ン 2.X（ Altschulら 、 Nucleic Acids Res. 25(17)： 3389～ 402、 1
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997） で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ blastn） ま た は タ ン パ ク 質 （ blastp） を 検 索 す る た め
に 標 準 的 な BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い て も よ い 。 問 い 合 わ せ 配 列 が 翻 訳 さ れ る 、 す な わ ち ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 か ら タ ン パ ク 質 （ blastx） 、 ま た は タ ン パ ク 質 か ら 核 酸 配 列 （ tbblastn）
に 翻 訳 さ れ る 翻 訳 問 い 合 わ せ 検 索 も 同 様 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 問 い 合 わ せ 配 列 を 6個 全 て の 読
み 取 り 枠 に お い て タ ン パ ク 質 配 列 に 翻 訳 し て 、 6個 全 て の 読 み 取 り 枠 に お い て 翻 訳 さ れ た N
CBIヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 問 い 合 わ せ （ tbblastx） と 共 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 配 列 同 一 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に さ ら に 適 し た
プ ロ グ ラ ム に は 、 PHI-BLAST（ パ タ ー ン ヒ ッ ト 開 始 BLAST； Zhangら 、 Nucleic Acids Res. 
26(17)： 3986～ 90、 1998） お よ び PSI-BLAST（ 位 置 特 異 的 累 次 BLAST； Altschulら 、 Nuclei
c Acids Res. 25(17)： 3389～ 402、 1997） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 プ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト 検 索 パ ラ メ ー タ と 共 に 用 い て も よ い 。 ま た は 、 一 つ ま た は 複
数 の 検 索 パ ラ メ ー タ を 調 節 し て も よ い 。 適 し た 検 索 値 の 選 択 は 当 業 者 の 能 力 範 囲 内 で あ る
。
【 ０ ０ ９ １ 】
1． 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 （ 例 え ば 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ） を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供
す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で 活 性 で あ っ て も よ い RNA依
存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活
性 の 他 に 一 つ ま た は 複 数 の 酵 素 活 性 を 有 し て も よ く 、 有 し な く て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 （ 例 え ば 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お
よ び ／ ま た は 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ） を 有 し て も よ く 、 ま た は 有 し な く て も よ い
。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 野 生 型 細 胞 も し く は 生 物 で あ っ て も よ く 、 ま た
は 組 換 え 型 細 胞 も し く は 生 物 で あ っ て も よ い 、 そ れ ら を 発 現 す る 細 胞 ま た は 生 物 か ら 精 製
お よ び ／ ま た は 単 離 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、
そ れ ら が 発 現 さ れ る 細 胞 ま た は 生 物 か ら 実 質 的 に 単 離 さ れ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 実 質 的 に 純 粋 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 熱 性 真 正 細 菌 か ら の DNAポ リ メ ラ ー ゼ で
あ っ て も よ い 。 適 し た 真 正 細 菌 に は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 種 （ 例 え ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・
ス テ ル コ ラ リ ウ ム 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス 等 ） 、 カ ル ジ バ チ ル ス 種 （
例 え ば 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2） 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル 種 （ 例 え
ば 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok13B、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok7B、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル
プ ト ル RT69B） 、 バ チ ル ス 種 （ 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ ク ス EA1） 、 サ ー ム ス 種 （ 例
え ば 、 サ ー ム ス RT41A） 、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス 種 （ 例 え ば 、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ
ル ム ） 、 ス ピ ロ ヘ ー タ 種 、 お よ び テ ピ ド モ ナ ス 種 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ポ
リ メ ラ ー ゼ は 、 好 熱 性 真 正 細 菌 の 任 意 の 適 し た 株 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る た め に 好 ま し い 好 熱 性 真 正 細 菌 株 に は 上 記 の
細 菌 が 含 ま れ る 。 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21お よ び 23は 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド の 代 表 的 な 数 を コ ー ド す る DNA配 列 を 提 供 し 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 表 2、 4、 6、 8、 1
0、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24に 提 供 さ れ る 。 表 25、 26、 27、 28、 29、 30、 31、 お
よ び 32は 、 多 様 な 真 正 細 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 （ す な わ ち 、 逆
転 写 酵 素 活 性 ） を 有 す る 。 こ の 活 性 は 、 二 価 金 属 共 因 子 と し て Mg 2 + の 存 在 下 で 起 こ り 、 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の 活 性 は 、 任 意 の さ ら な る 二 価 金 属 イ オ ン 共 因 子 の 存 在 を 必 要
と し な い （ す な わ ち 、 Mn 2 + の よ う な 誤 り を 誘 導 す る 金 属 の 存 在 を 必 要 と し な い ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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　 表 36を 参 照 し て 、 本 発 明 の 多 く の ポ リ ペ プ チ ド を 、 先 行 技 術 の サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス
（ Taq pol.pro） 、 サ ー マ ト ガ ・ ネ オ ポ リ チ ナ （ Wt-tneaa.pro） 、 サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ
ル ス （ Tts.pro） 、 お よ び バ チ ル ス ・ カ ル ド テ ナ ク ス （ Bacillus caldotenax） （ Bca.pro
） の DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 共 に 配 置 す る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 の い く つ
か が 、 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 が 挿 入 さ れ る 特 定 の ベ ク タ ー の 結 果 で あ る N末 端 タ グ 配
列 （ 例 え ば 、 PelBリ ー ダ ー ） と 共 に 提 供 さ れ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド の 代 表 的 な 数 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ
び 24に 提 供 す る 。 当 業 者 は 、 提 供 さ れ た 配 列 に 、 ベ ク タ ー に 由 来 す る リ ー ダ ー 配 列 が 含 ま
れ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 ア ミ ノ 酸 残 基 の 番 号 付 け を 明 快 に す る た め に 、 本 明 細 書 に
お い て 提 供 し た 番 号 に は 如 何 な る リ ー ダ ー 配 列 も 含 ま れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に お け る 一 つ ま た は 複 数 の 配 列 モ チ ー フ の 存 在 が 、 ポ リ ペ プ チ ド
が 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 行 う 能 力 に 関 連 す る こ と が 意 外 に も 判 明 し た 。 本 発
明 は 、 Mg 2 + 依 存 的 RT活 性 に 関 連 し た 配 列 モ チ ー フ と し て Q-ヘ リ ッ ク ス を 同 定 し 、 Q-ヘ リ ッ
ク ス 内 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 逆 転 写 酵 素 活 性 の 可 能 性 を 評 価 す る た め に 特 に 重 要 で あ る
と 同 定 す る 。 代 表 的 な Q-ヘ リ ッ ク ス は 、 RY-X 8 -Y-X 3 -SFAER（ 配 列 番 号 ： ） を 有 し て も よ く
、 式 中 、 Xは 任 意 の イ ミ ノ ま た は ア ミ ノ 酸 で あ る 。 他 の 代 表 的 な Q-ヘ リ ッ ク ス （ 表 35お よ
び 37を 参 照 さ れ た い ） に は 、 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ I（ 表 32） の 配 列 の ア ミ ノ 酸 823～ 842
位 、 サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス （ Taq） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 728～ 747位 （ 表 25） 、 お
よ び 表 6に 示 す カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス の CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列
の ア ミ ノ 酸 820～ 838位 が 含 ま れ る 。 そ れ ぞ れ の Xは 独 立 し て 、 Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、
Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 も し く は Ty
rを 表 し て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な い ア ミ ノ も し く は
イ ミ ノ 酸 を 表 し て も よ い 。 Mg 2 + 依 存 的 RT活 性 に 関 連 し た Q-ヘ リ ッ ク ス モ チ ー フ に は 、 Q-ヘ
リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ） の 11位 が 、 15位 お よ び ／ ま た は 16位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と は 無 関 係 に
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン （ Fま た は Y） で あ っ て も よ い Q-ヘ リ ッ ク ス が 含 ま れ る が
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ） の 15位 は
、 11位 お よ び ／ ま た は 16位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と は 無 関 係 に セ リ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン （ Sま
た は N） で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ） の 16位
は 、 11位 お よ び ／ ま た は 12位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と は 無 関 係 に 、 チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン （ Yま た は F） で あ っ て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 11位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で
あ っ て も よ い が 、 15位 は セ リ ン 残 基 で あ っ て 、 16位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 表 6に 示 す カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ
ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2（ CompA.2） DNAポ リ メ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の Q628、 I659、 Q668、 F66
9、 お よ び ／ ま た は Q753に 対 応 す る 位 置 で 一 つ ま た は 複 数 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 628位
に 対 応 す る 位 置 で 、 リ ジ ン ま た は グ ル タ メ ー ト 残 基 で は な い 残 基 が 含 ま れ て も よ い 。 適 し
た ア ミ ノ 酸 残 基 に は 、 Ala、 Cys、 Asp、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、
Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trp、 ま た は Tyrが 含 ま れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド は 、 CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ の 628位 に 対 応 す る 位 置 で グ ル タ ミ ン 残 基 を 有 し て も
よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
の I659位 に 対 応 す る 位 置 で グ リ シ ン で は な い 残 基 が 含 ま れ て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、 Al
a、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Va
l、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ
れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 こ の 位 置 で 疎 水 性 残 基 、 例 え ば 、 Ile、 Val、 お よ び ／ ま た は Leuを 有 し て も
よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
の Q668位 に 対 応 す る 位 置 で セ リ ン で は な い 残 基 が 含 ま れ て も よ い 。 適 し た 残 基 に は 、 Ala
、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr
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、 Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産
生 さ れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 位 置 で グ ル タ ミ ン お よ び ／ ま た は ト レ オ ニ ン を 有 し て も よ い 。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の F669位 に 対
応 す る 位 置 で ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ メ ー ト で な い 残 基 を 有 し て も よ い 。 適 し た 残 基
に は 、 Ala、 Cys、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr
、 Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産
生 さ れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 位 置 で 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 有 し て も よ い 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Q753
位 に 対 応 す る 位 置 で ア ラ ニ ン ま た は バ リ ン で な い 残 基 が 含 ま れ て も よ い 。 適 し た 残 基 に は
、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr
、 Val、 Trp、 も し く は Tyrが 含 ま れ て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産
生 さ れ な い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド は こ の 位 置 で グ ル タ ミ ン を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の い く つ か ま た は 全 て は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し
て も よ い 。 変 異 体 は 、 本 発 明 の 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
活 性 が 増 強 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で 構 成 さ れ て も よ い 。 ま た は 、 検 出 可 能 な RNA依 存
性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 欠 損 す る 本 発 明 の そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 そ の よ う な
活 性 を 有 す る 変 異 体 を 、 本 発 明 に 従 っ て 構 築 し て も よ い 。 本 発 明 は 、 真 正 細 菌 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ に お け る 逆 転 写 酵 素 活 性 に 関 連 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 逆 転 写 酵
素 活 性 は 、 好 ま し く は 、 二 価 陽 イ オ ン と し て Mg 2 + の 存 在 下 で 、 選 択 的 に Mn 2 + の 非 存 在 下 で
認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 増 強 し た 逆 転 写 酵 素 活 性 を 有 す る 変 異 体 は 、 好 ま し く は ポ リ メ ラ ー ゼ の Q-ヘ リ ッ ク ス の
一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 構 築 さ れ る 。 Q-ヘ リ ッ ク ス は 、 RY-X

8 -Y-X 3 -SFAER（ 配 列 番 号 ： ） と し て 定 義 さ れ 、 式 中 、 Xは 任 意 の イ ミ ノ ま た は ア ミ ノ 酸 で
あ る 。 代 表 的 な Q-ヘ リ ッ ク ス に は 、 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの 配 列 の ア ミ ノ 酸 823～ 842位
、 サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス （ Taq） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 728～ 747位 、 お よ び 表 6に
示 す カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス の CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ
酸 820～ 838位 が 含 ま れ る 。 表 35お よ び 37は 、 多 様 な 真 正 細 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ か ら の 代 表
的 な 数 の Q-ヘ リ ッ ク ス の 位 置 お よ び 配 列 を 提 供 す る 。 そ れ ぞ れ の Xは 独 立 し て 、 Ala、 Cys
、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val
、 Trp、 も し く は Tyrを 表 し て も よ く 、 ま た は ほ と ん ど の 宿 主 細 胞 に お い て 本 来 産 生 さ れ な
い ア ミ ノ も し く は イ ミ ノ 酸 を 表 し て も よ い 。 そ れ ぞ れ の Xは 、 対 応 す る 核 酸 コ ド ン を 選 択
す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 任 意 の Xで 配 列 に 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 導 入 す る た
め に 、 改 変 ま た は 天 然 の tRNAを 用 い る こ と が で き る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、
Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ） の 11位 は 、 15位 お よ び ／ ま た は 16位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と は 無 関
係 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン （ Fま た は Y） で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ） の 15位 は 、 11位 お よ び ／ ま た は 16位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と
は 無 関 係 に セ リ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン （ Sま た は N） で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 Q-ヘ リ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ： ） の 16位 は 、 11位 お よ び ／ ま た は 12位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と
は 無 関 係 に 、 チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Yま た は F） で あ っ て も よ い 。 一 つ の 態 様
に お い て 、 Q-ヘ リ ッ ク ス の 11位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で あ っ て も よ い が 、 15位 は セ リ ン
残 基 で あ っ て 、 16位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 真 正 細 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に 由 来 す る 変 異 体 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 変 異 体 は 、 野 生 型 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば
、 Mg 2 + の 存 在 下 で ） と 比 較 し て RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 増 加 し て も よ い 。 い く つ
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か の 態 様 に お い て 、 そ の よ う な 変 異 体 は 、 Q-ヘ リ ッ ク ス の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 一 つ ま た
は 複 数 の 変 異 を 有 し て も よ い 。 好 ま し い 変 異 に は 、 Q-ヘ リ ッ ク ス の 11位 の ア ミ ノ 酸 を フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン （ Fま た は Y） に 変 化 さ せ る こ と 、 Q-ヘ リ ッ ク ス の 15位 の ア ミ
ノ 酸 を セ リ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン （ Sま た は N） に 変 化 さ せ る こ と 、 お よ び ／ ま た は Q-ヘ リ
ッ ク ス の 16位 の ア ミ ノ 酸 を チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Yま た は F） に 変 化 さ せ る こ
と が 含 ま れ る 。 変 異 体 は 、 こ れ ら の 変 異 の 一 つ ま た は 複 数 を 含 ん で も よ い 。 一 つ の 態 様 に
お い て 、 変 異 体 は 、 11位 で フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 15位 で セ リ ン 、 そ し て 16位 で フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 場 合 、 こ の 活 性 は 、
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 減 少 、 実 質 的 に 減 少 、 ま た は
消 失 さ せ て も よ い 。 そ の よ う な 変 異 に は 、 点 突 然 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 欠 失 、 お よ
び ／ ま た は 挿 入 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 3'-5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 領 域 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 変 異 ま た は 欠 失 さ せ る （ 例 え ば 、 Sambro
okら （ 1989） ； 「 Molecular Cloning, A Laboratory Manual」 、 第 二 版 、 コ ー ル ド ス プ リ
ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 出 版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 も 同 様 に 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 減 少 、 実 質 的 に 減 少 、 ま た は 消 失 さ せ る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 変 異 に は 、 点 突 然 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 欠 失 、 お よ び ／ ま た は 挿
入 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 領 域 を 、
当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 欠 失 さ せ る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 5'-3'エ キ
ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に 関 連 す る 任 意 の 保 存 ア ミ ノ 酸 を 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の
保 存 ア ミ ノ 酸 の 例 は 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Asp32
、 Lys97、 Glu132、 Asp134、 Asp135、 Asp157、 Asp159、 ま た は Lys222に 対 応 す る 、 サ ー マ
ト ガ ・ ネ オ ポ リ チ ナ DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Asp8、 Lys77、 Glu112、 Asp114、 Asp115、 Asp137、
Asp139、 ま た は Lys202に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 減 少 ま た は 消 失 が 起 こ る DNAポ リ メ ラ ー ゼ の
変 異 に 広 く 向 け ら れ る 。 他 の 特 定 の 変 異 は 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 。
　 大 腸 菌 PolI： Asp13、 Glu113、 Asp115、 Asp116、 Asp138、 お よ び Asp140
　 Taq Pol： Asp18、 Glu117、 Asp119、 Asp120、 Asp142、 お よ び Asp144
　 Tma Pol： Asp8、 Glu112、 Asp114、 Asp115、 Asp137、 お よ び Asp139
Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 米 国 特 許 第 5,079,352号 お よ び 表 25の 番 号 と 同 じ
で あ る 。 サ ー マ ト ガ ・ マ リ チ マ （ Thermatoga maritima） （ Tma） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ
ノ 酸 残 基 は 、 米 国 特 許 第 5,374,553号 の 番 号 と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 他 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 対 応 す る 位 置 は 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド に 容 易 に 存 在 し え て 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 損 す る 本 発 明
の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る コ ー ド 配 列 を 産 生 す る よ う に DNAを 変 化 さ せ る こ と が で き る
。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に お い て 変 異 さ せ る た め に 適 し た 部 位 の 例 に は 、 他 の DNAポ リ メ
ラ ー ゼ に お け る 以 下 の 部 位 に 対 応 す る 部 位 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
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【 ０ １ ０ ５ 】
　 肺 炎 球 菌 、 T.フ ラ ブ ス 、 D.ラ ジ オ ジ ュ ラ ン ス 、 B.カ ル ド テ ナ ク ス の 同 等 物 は 、 上 記 の グ
ー ト マ ン お よ び ミ ン ト ン か ら 得 た 。 T.サ ー モ フ ィ ル ス の 同 等 物 は 、 国 際 公 開 公 報 第 92/062
00号 か ら 得 た 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 代 表 的 な 数 の 配 列 を 配 置 し て 、 そ の ア ラ イ ン メ ン
ト を 表 36に 提 供 す る 。 当 業 者 は 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 調 べ る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド に お け る 対 応 す る 残 基 を 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 消 失 さ せ る た め に 、 ア ミ ノ 酸 は 、 好 ま し く は 異 な る 性
質 を 有 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 Aspま た は Gluの よ う な 酸 性 ア ミ ノ 酸 は 、 Lys、 Arg
、 His（ 塩 基 性 ） 、 Ala、 Val、 Leu、 ILe、 Pro、 Met、 Phe、 Trp（ 中 性 ） 、 ま た は Gly、 Ser
、 Thr、 Cys、 Tyr、 Asn、 ま た は Gln（ 極 性 で あ る が 非 荷 電 ） の よ う な 、 塩 基 性 、 中 性 、 ま
た は 極 性 で あ る が 非 荷 電 の ア ミ ノ 酸 に 変 化 さ せ て も よ い 。 例 え ば 、 Gluは 、 Asp、 Ala、 Val
、 Leu、 Ile、 Pro、 Met、 Phe、 Trp、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys、 Tyr、 Asn、 ま た は Glnに 変 化 さ
せ て も よ い 。 特 に 、 酸 性 残 基 の 対 応 す る 位 置 で の ア ラ ニ ン の 置 換 は 、 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ 活 性 を 消 失 さ せ る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 誘 発 を 用 い て 、 本 発 明 の 変 異 体
ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 。 こ れ に よ っ て 、 コ ー ド す る DNA分 子 に 沿 っ て 任 意 の 既 定 の 部 位
で 、 全 て の 可 能 性 が あ る 塩 基 対 の 変 化 が 可 能 と な る 。 一 般 的 に 、 こ の 技 術 は 、 対 象 と な る
本 来 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 一 本 鎖 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な （ 一 つ ま
た は 複 数 の 所 望 の ミ ス マ ッ チ を 除 く ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー リ ン グ す る こ と を 含 む
。 次 に 、 ミ ス マ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 伸 長 さ せ 、 一 つ の 鎖
の 配 列 に 所 望 の 変 化 を 含 む 二 本 鎖 DNA分 子 を 生 成 す る 。 配 列 の 変 化 に よ っ て 、 当 然 、 ア ミ
ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 、 ま た は 挿 入 が 起 こ り う る 。 変 化 し た 鎖 を 鋳 型 と し て 用 い て 、 二 本 鎖 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る こ と が で き る 。 次 に 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 な 発 現 ベ
ク タ ー に 挿 入 し て 、 こ の よ う に 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る こ と が で き る 。 上 記 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 誘 発 は 、 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 技 術 、 例 え ば PCRを 用 い て 行 う
こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 変 化 さ せ る よ う に 設 計 さ れ た 変 異
は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に 有 害 な 影 響 を 及 ぼ さ な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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　 他 の 態 様 に お い て 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 完 全 な 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン は 、 タ
ン パ ク 質 分 解 に よ る 切 断 ま た は 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 欠 失 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 独
自 の 制 限 部 位 を 用 い て 、 活 性 に 関 連 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 末 端 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば
、 表 6に 示 す カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2配 列 の ア ミ ノ 酸 1位 ～ 約 304位 ） を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 欠 損 す る ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 完 全 よ り 少 な い
ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン を 、 例 え ば 、 真 正 細 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る DNAを エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ に よ っ て 処 理 し て 、 断 片 を 単 離 し 、 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ 媒 体 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し
て 、 ク ロ ー ニ ン グ 媒 体 を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び 5'-3'
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 欠 如 に 関 し て 形 質 転 換 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 除
去 し て も よ い 。 こ れ ら の 作 業 は 、 当 業 者 に よ っ て 、 単 な る 日 常 的 な 実 験 に よ っ て 行 わ れ る
可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 非 天 然 ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 し に く く す る 、 ま た は 区 別
し な い よ う に す る 変 異 を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に お い て 作 製 し て も よ い 。 他 の 点 突 然 変
異 、 欠 失 、 お よ び 挿 入 の よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ を 区 別 で き な い よ う に す る た め に 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の O-ヘ リ ッ ク ス 領 域 内 の 変 化 を 作 製 す る こ と が で き る 。 O-ヘ リ ッ ク ス 領 域
は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ） に 示 す ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム の ア ミ ノ 酸 746～ 759
位 お よ び 表 6の カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2配 列 の ア ミ ノ 酸 751～ 764位 に 対 応
す る ア ミ ノ 酸 14個 の 配 列 で あ る 。 O-ヘ リ ッ ク ス は 、 RXXXKXXXFXXXYX（ 配 列 番 号 ： ） と し て
定 義 さ れ て も よ く 、 式 中 、 Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 差 別 的 な 活 性 を 付 与 す る た め に 最
も 重 要 な ア ミ ノ 酸 に は 、 Arg、 Lysお よ び Phe（ 表 2に お け る R746、 K750、 F754、 お よ び 表 6
に お け る R751、 K755、 お よ び F759） が 含 ま れ る 。 表 2の 配 列 を 参 照 し て 、 746位 （ お よ び 本
発 明 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド の 対 応 す る 位 置 ） で ア ル ギ ニ ン の 代 わ り に 用 い て も よ い ア ミ ノ 酸
に は 、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Pro、 Met、 Phe、 Trp、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys、 Tyr
、 Gln、 Asn、 Lysお よ び His、 ま た は 他 の あ ま り 一 般 的 で な い 天 然 も し く は 非 天 然 ア ミ ノ 酸
が 含 ま れ る 。 754位 （ お よ び 本 発 明 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド の 対 応 す る 位 置 ） で フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン の 代 わ り に 用 い て も よ い ア ミ ノ 酸 に は 、 Lys、 Arg、 His、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Leu、
Ile、 Pro、 Met、 Trp、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys、 Tyr、 Asn、 お よ び Gln、 ま た は 他 の あ ま り 一
般 的 で な い 天 然 も し く は 非 天 然 ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 。 750位 （ お よ び 本 発 明 の 他 の ポ リ ペ
プ チ ド の 対 応 す る 位 置 ） で リ ジ ン の 代 わ り に 用 い て も よ い ア ミ ノ 酸 に は 、 Tyr、 Arg、 His
、 Asp、 Glu、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Pro、 Met、 Trp、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys、 Phe、 Asnお よ
び Gln、 ま た は 他 の あ ま り 一 般 的 で な い 天 然 も し く は 非 天 然 ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 。 好 ま し
い 変 異 体 に は 、 Tyr754、 Ala754、 Ser754、 お よ び Thr754が 含 ま れ る 。 差 別 的 な 活 性 を 付 与
す る 一 つ ま た は 複 数 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 、 区 別 を 変 化 さ せ る た め に 置 換 し て も よ い 。 そ の
よ う な 変 異 体 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の ま た は 本 明 細 書 に お い て 記 述 さ れ る 部 位 特 異 的 変 異
誘 発 の 周 知 の 方 法 に よ っ て 調 製 し て も よ い 。 オ ル ニ チ ン の よ う な 他 の ア ミ ノ 酸 を 、 差 別 的
活 性 を 付 与 す る 一 つ ま た は 複 数 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば
、 非 天 然 の tRNAを 用 い て 他 の ア ミ ノ 酸 を 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22も し く は 24（
配 列 番 号 ： ＿ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む も し く は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 表 1、 3、 5、 7
、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21も し く は 23（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も し く は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー
ン （ NRRL寄 託 番 号 NRRL B-30617、 NRRL B-30618、 NRRL B-30619、 NRRL B-30620、 NRRL B-3
0621、 NRRL B-30622、 NRRL B-30623、 NRRL B-30624、 NRRL B-30625、 NRRL B-30626、 NRRL
 B-30576、 NRRL B-30577、 NRRL B-30579、 NRRL B-30578、 NRRL B-30580） の 一 つ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 、 断 片 （ 例 え
ば 、 一 部 ） お よ び 変 種 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 下 記 に 説 明 す る よ う に 、 本 発
明 に は ま た 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
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　 上 記 の よ う に 、 そ し て 下 記 に さ ら に 説 明 す る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は ま た 、
表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ア ミ ノ 酸 配 列
の ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 一 つ も し く は そ れ 以 上 の 置 換 を 含 む 変 異 体 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む
も し く は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21も し く
は 23（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
残 基 に 対 応 す る 一 つ も し く は そ れ 以 上 （ 例 え ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10個 等 ）
の 置 換 を 含 む 変 異 体 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む も し く は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 寄 託 さ れ た
ク ロ ー ン （ NRRL寄 託 番 号 NRRL B-30617、 NRRL B-30618、 NRRL B-30619、 NRRL B-30620、 NR
RL B-30621、 NRRL B-30622、 NRRL B-30623、 NRRL B-30624、 NRRL B-30625、 NRRL B-30626
、 NRRL B-30576、 NRRL B-30577、 NRRL B-30579、 NRRL B-30578、 NRRL B-30580） の 一 つ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 一 つ も し
く は そ れ 以 上 （ 例 え ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10個 等 ） の 置 換 を 含 む 変 異 体 ポ リ
メ ラ ー ゼ を 含 む も し く は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 、 断 片 （
例 え ば 、 一 部 ） お よ び 変 種 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 下 記 の よ う に 、 本 発 明 に
は ま た 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21ま た は 23（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 お よ び 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿
） の 翻 訳 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 十 分 に 正 確 で あ り 、 そ う で な く と も 、 当 技 術 分 野 に お い
て 周 知 で 下 記 に 詳 述 す る 多 様 な 用 途 に と っ て 適 し て い る 。 例 え ば 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11
、 13、 15、 17、 19、 21ま た は 23（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ＿ に
そ れ ぞ れ 含 ま れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ れ ぞ れ の 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に 含 ま れ る DNAを 検 出
お よ び ／ ま た は 増 幅 す る 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー を 設 計 す る た
め に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー は ま た 、 微 生 物 試 料 に お い て 核 酸 分 子 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ／ 増 幅 し て 、 そ れ に よ っ て 配 列 番 号 ： ＿ が 由 来 す る そ れ ぞ れ の 生 物 を
検 出 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 同 様 に 、 配 列 番 号 ： ＿ か ら 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、
例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 そ れ に も か か わ ら ず 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 に よ っ て 生 成 さ れ た DNA配 列 は 、 シ ー ク エ
ン シ ン グ の 誤 り を 含 み う る 。 誤 り は 、 誤 っ て 同 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド と し て 、 ま た は 生 成
さ れ た DNA配 列 に お け る ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 も し く は 欠 失 と し て 存 在 す る 。 誤 っ て 挿 入 ま
た は 欠 失 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 、 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 読 み 取 り 枠 に お い て フ レ ー ム
シ フ ト を 引 き 起 こ す 。 こ れ ら の 場 合 に お い て 、 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 た と え 生 成 さ
れ た DNA配 列 が 実 際 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 配 列 と 99.9％ よ り 大 き い 同 一 性 を 有 す
る 可 能 性 が あ っ て も 、 実 際 の ア ミ ノ 酸 配 列 と は 異 な る （ 例 え ば 、 1000を 超 え る 塩 基 の オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に お け る 一 塩 基 挿 入 ま た は 欠 失 ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 正 確 さ を 必 要 と す る そ れ ら
の 応 用 に 関 し て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： ＿ と し て 同 定 さ れ る 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 1
5、 17、 19、 21ま た は 23の 生 成 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 配 列 番 号 ＿ と し て 同 定 さ
れ る 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24の 予 想 さ れ る 翻 訳 ア ミ ノ 酸 配 列
の み な ら ず 、 NRRLに 寄 託 さ れ た 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る cDNAク ロ ー ン を 含 む プ
ラ ス ミ ド DNAの 試 料 を 提 供 す る （ 実 施 例 参 照 ） 。 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 、 既 知 の 方 法 に 従 っ て 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン を シ ー ク エ ン シ ン グ す る こ と に よ っ て 容 易 に
決 定 す る こ と が で き る 。 予 想 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ の よ う な 寄 託 物 か ら 確 認 す る こ と が で き
る 。 そ の 上 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 も 同 様
に 、 ペ プ チ ド シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 、 ま た は 寄 託 さ れ た DNAを 含 む 適 し た 宿 主 細 胞 に
お い て タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ て 、 タ ン パ ク 質 を 回 収 し 、 そ の 配 列 を 決 定 す る こ と に よ っ て
直 接 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
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　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配
列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 好 ま し く は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 1
8、 20、 22お よ び 24の ポ リ メ ラ ー ゼ の 断 片 （ す な わ ち 、 ベ ク タ ー 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 含 ま な い こ れ ら の 表 に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 表 2に 記 載 の 最 初
の ア ミ ノ 酸 22個 ） ） 、 お よ び 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ の 断
片 を 含 む ま た は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 ペ
プ チ ド 合 成 に よ っ て 対 応 す る 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る た め に 用 い て も よ く 、 し た
が っ て 、 断 片 は 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る た め の 中 間 体 と し て 用 い て も よ い 。 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 述 す る よ う に 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い て
も よ い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 6～ 959個 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う に 、
断 片 は 、 長 さ が 少 な く と も ア ミ ノ 酸
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個 で あ っ て も よ い 。 多 く の 場 合 に お い て 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 ベ ク タ ー に よ っ
て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か 、 ま た は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14
、 16、 18、 20、 22ま た は 24の 一 つ ま た は 複 数 に お い て 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ す な わ ち
、 こ れ ら の 表 に 記 載 さ れ た 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 断 片 ） を 含 む か ま
た は そ れ ら か ら な る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 例 え ば 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 10個 で あ っ て も よ く
、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド
さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18
、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て
コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 911～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12
、 ． ． ． 、 880～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1
～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 916～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 862～ 871位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 862～ 871位 ；
表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、
． ． ． 、 862～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1
～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 891～ 900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 855～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 875～ 884位 ；
表 20（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、
． ． ． 、 861～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1
～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 919～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 951～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 1
0個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上 記 の
断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ う に
、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、 そ の
よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 11個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 910～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 1
2、 3～ 13、 ． ． ． 、 879～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 915～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 861～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～
12、 3～ 13、 ． ． ． 、 861～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 861～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 890～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、
2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 854～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 874～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 860
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11
、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 918～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 950～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 11個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 12個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 909～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 1
3、 3～ 14、 ． ． ． 、 878～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 914～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 860～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～
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13、 3～ 14、 ． ． ． 、 860～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 860～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 889～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、
2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 853～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 873～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 859
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12
、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 917～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 949～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 12個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 13個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 908～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 1
4、 3～ 15、 ． ． ． 、 877～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 913～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 859～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～
14、 3～ 15、 ． ． ． 、 859～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 859～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 888～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、
2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 852～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 872～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 858
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13
、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 916～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
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メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 948～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 13個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 14個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 907～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 1
5、 3～ 16、 ． ． ． 、 876～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 912～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 858～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～
15、 3～ 16、 ． ． ． 、 858～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 858～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 887～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、
2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 851～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 871～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 857
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14
、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 915～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 947～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 14個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 15個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22

10

20

30

40

50

(59) JP 2005-508630 A 2005.4.7



お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 906～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 1
6、 3～ 17、 ． ． ． 、 875～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 911～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 857～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～
16、 3～ 17、 ． ． ． 、 857～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 857～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 886～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、
2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 850～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 870～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 856
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15
、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 914～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 946～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 15個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 16個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 905～ 920
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位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 1
7、 3～ 18、 ． ． ． 、 874～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 910～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 856～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～
17、 3～ 18、 ． ． ． 、 856～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 856～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 885～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、
2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 849～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 869～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 855
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16
、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 913～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 945～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 16個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 17個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 904～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 1
8、 3～ 19、 ． ． ． 、 873～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 909～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 855～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～
18、 3～ 19、 ． ． ． 、 855～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 855～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 884～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、
2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 848～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 868～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 854
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～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17
、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 912～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 944～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 17個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 18個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 903～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 1
9、 3～ 20、 ． ． ． 、 872～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 908～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 854～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～
19、 3～ 20、 ． ． ． 、 854～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 854～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 883～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、
2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 847～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 867～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 853
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18
、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 911～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 943～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 18個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 19個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
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末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 902～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 2
0、 3～ 21、 ． ． ． 、 871～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 907～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 853～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～
20、 3～ 21、 ． ． ． 、 853～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 853～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 882～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、
2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 846～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 866～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 852
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19
、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 910～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 942～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 19個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 20個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 901～ 920
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位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 2
1、 3～ 22、 ． ． ． 、 870～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 906～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 852～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～
21、 3～ 22、 ． ． ． 、 852～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 852～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 881～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、
2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 845～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 865～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 851
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20
、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 909～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 941～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 20個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 21個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 900～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 2
2、 3～ 23、 ． ． ． 、 869～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 905～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 851～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～
22、 3～ 23、 ． ． ． 、 851～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 851～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 880～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、
2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 844～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 864～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 850
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～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21
、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 908～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 940～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 21個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 22個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 899～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 2
3、 3～ 24、 ． ． ． 、 868～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 904～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 850～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～
23、 3～ 24、 ． ． ． 、 850～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 850～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 879～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、
2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 843～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 863～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 849
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22
、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 907～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 939～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 22個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 23個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
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末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

(82) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(83) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 898～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 2
4、 3～ 25、 ． ． ． 、 867～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 903～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 849～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～
24、 3～ 25、 ． ． ． 、 849～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 849～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 878～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、
2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 842～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 862～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 848
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23
、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 906～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 938～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 23個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 24個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
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リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 897～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 2
4、 3～ 25、 ． ． ． 、 866～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 902～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 848～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～
24、 3～ 25、 ． ． ． 、 848～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 848～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 877～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、
2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 841～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 861～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 847
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23
、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 905～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 937～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 24個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 25個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 896～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 2
5、 3～ 26、 ． ． ． 、 865～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 901～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 847～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～
25、 3～ 26、 ． ． ． 、 847～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 847～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 876～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、
2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 840～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 860～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
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） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 846
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24
、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 904～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 936～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 25個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 26個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 895～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 2
6、 3～ 27、 ． ． ． 、 864～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 900～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 846～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～
26、 3～ 27、 ． ． ． 、 846～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 846～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 875～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、
2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 839～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 859～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 845
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25
、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 903～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 935～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 26個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 27個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
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の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 894～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 2
7、 3～ 28、 ． ． ． 、 863～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 899～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 845～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～
27、 3～ 28、 ． ． ． 、 845～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 845～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 874～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、
2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 838～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 858～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 844
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26
、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 902～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 934～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 27個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 28個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 893～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 2
8、 3～ 29、 ． ． ． 、 862～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 898～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 844～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～
28、 3～ 29、 ． ． ． 、 844～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 844～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 873～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、
2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 837～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 857～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 843
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27
、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 901～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 933～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 28個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 29個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 892～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 2
9、 3～ 30、 ． ． ． 、 861～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 897～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 843～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～
29、 3～ 30、 ． ． ． 、 843～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 843～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 872～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、

10

20

30

40

50

(100) JP 2005-508630 A 2005.4.7



2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 836～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 856～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 842
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28
、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 900～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 932～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 29個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 30個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 891～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 3
0、 3～ 31、 ． ． ． 、 860～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 896～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 842～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～
30、 3～ 31、 ． ． ． 、 842～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 842～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 871～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、
2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 835～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 855～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 841
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29
、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 899～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 931～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 30個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 31個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 890～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 3
1、 3～ 32、 ． ． ． 、 859～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 895～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 841～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～
31、 3～ 32、 ． ． ． 、 841～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 841～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 870～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、
2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 834～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 854～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 840
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30
、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 898～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 930～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 31個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 32個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 889～ 920
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位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 3
2、 3～ 33、 ． ． ． 、 858～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 894～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 840～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～
32、 3～ 33、 ． ． ． 、 840～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 840～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 869～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、
2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 833～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 853～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 839
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31
、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 897～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 929～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 32個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 33個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 888～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 3
3、 3～ 34、 ． ． ． 、 857～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 893～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 839～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～
33、 3～ 34、 ． ． ． 、 839～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 839～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 868～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、
2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 832～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 852～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 838
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～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32
、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 896～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 928～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 33個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 少 な く と も 34個 で あ っ て も よ く 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22
お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

(112) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(113) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
位 で 始 ま っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 887～ 920
位 ； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 3
4、 3～ 35、 ． ． ． 、 856～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 892～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 838～ 871
位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～
34、 3～ 35、 ． ． ． 、 838～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ
ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 838～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 867～
900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、
2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 831～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 851～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 837
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33
、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 895～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 927～ 960位 を 含 む 、 長 さ が ア ミ
ノ 酸 34個 の 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上
記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 こ の よ
う に 、 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、
そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 ア ミ ノ （ N） ま た は カ ル ボ キ シ ル （ C） 末 端 ま た は そ の 双
方 か ら 一 連 の 欠 失 残 基 を 含 ん で も よ い 。 例 え ば 、 1～ 981個 の 任 意 の 数 の ア ミ ノ 酸 を 、 N末
端 か ら 欠 失 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
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完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る
か も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ：
＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の
N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、
80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の N末 端 欠 失 断 片 は 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー
ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド
、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の N末 端 か ら ア ミ ノ 酸
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個 の 欠 失 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 も う 一 つ の 例 と し て 、 1～ 981個 の 任 意 の 数 の ア ミ ノ 酸 を 、 C末 端 か ら 欠 失 さ せ る こ と が
で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （
例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い 、 表 2
、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、
ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～
10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100
～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180
～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260
～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340
～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420
～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片
を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の C末 端 欠 失 断 片 は 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー
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ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド
、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の C末 端 か ら ア ミ ノ 酸
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個 の 欠 失 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の N末 端 お よ び C末 端 欠 失 の よ う な N末 端 お よ び C
末 端 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 む 断 片 を 含 ん で も よ く 、 ま た は こ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 本
発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40
、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130
、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210
、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290
、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370
、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450
、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 ん で も よ く 、 同 様 に C末 端 か ら ア ミ
ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 1
00、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 1
80、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 2
60、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 3
40、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 4
20、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含
ん で も よ い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 例 と し て の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 表 2に お け る 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ
ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 33～ 840、 56～ 851、 73～ 893、 11～ 235、 450～ 863、 578
～ 901、 435～ 920、 31～ 121、 41～ 93、 235～ 298、 425～ 779、 ま た は 534～ 859個 を 含 む ま た
は そ れ ら で 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 さ ら な る 例 と し て の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド に は 、 表 4に お け る 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 55～ 810、 67～
878、 73～ 803、 11～ 240、 461～ 877、 578～ 889、 435～ 888、 41～ 142、 41～ 93、 235～ 303、
425～ 765、 ま た は 523～ 855個 を 含 む ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
他 の 例 と し て の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 表 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 ま た
は 24に お け る 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 55～ 810、 67～ 844、 73
～ 779、 11～ 253、 461～ 852、 578～ 787、 435～ 831、 41～ 122、 48～ 93、 225～ 303、 455～ 76
5、 ま た は 513～ 845個 を 含 む ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 本 発 明
に は さ ら に 、 本 発 明 の こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 共 に 、 本 明 細 書 に 記
載 す る 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ の よ う な 核 酸 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 が 含 ま れ る 。 本 発 明
に は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 （ 例 え ば 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 用 い て
ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 ） が 含 ま れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
は 、 （ 1） 単 離 さ れ た 、 （ 2） 実 質 的 に 純 粋 な 、 お よ び ／ ま た は （ 3） 本 質 的 に 純 粋 な 形 で
提 供 さ れ る 。 本 発 明 に は さ ら に 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は
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ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 お よ び 混 合 物 （ 例 え ば 、 反 応 混 合 物 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10個 （ 例 え ば 、 1、 2
、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 ま た は 10個 ） の 欠 失 と 、 C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20
～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 12
0、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 20
0、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 28
0、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 36
0、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 44
0、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ
せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 10～ 20個 （ 例 え ば 、 11
、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 ま た は 20個 ） の 欠 失 と 、 C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、
10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 11
0、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 19
0、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 27
0、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 35
0、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 43
0、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失
の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 20～ 30個 （ 例 え ば 、 20
、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 ま た は 30個 ） の 欠 失 と 、 C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～
10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100
～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180
～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260
～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340
～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420
～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 と の よ う な
欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 30～ 40個 （ 例 え ば 、 30
、 31、 32、 33、 34、 35、 36、 37、 38、 39、 ま た は 40個 ） の 欠 失 と 、 C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～
10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100
～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180
～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260
～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340
～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420
～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 と の よ う な
欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 40～ 50個 の 欠 失 と 、 C末
端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80
～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～
170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～
250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～
330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～
410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480
個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
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【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 50～ 60個 の 欠 失 と 、 C末
端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80
～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～
170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～
250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～
330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～
410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480
個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 好 ま し い 本 発 明 の N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 60～ 70個 の 欠 失 と
、 C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80
、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 1
60～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 2
40～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 3
20～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 4
00～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 470～ 480個
の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 70～ 80個 の 欠 失 と 、 C末
端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80
～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～
170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～
250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～
330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～
410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480
個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 80～ 90個 の 欠 失 と 、 C末
端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80
～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～
170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～
250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～
330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～
410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480
個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 90～ 100個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 100～ 110個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
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～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 110～ 120個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 470～ 480個 の
欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 120～ 130個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 130～ 140個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 140～ 150個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 150～ 160個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
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　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 160～ 170個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 170～ 180個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 180～ 190個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 190～ 200個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 200～ 210個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 210～ 220個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
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～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 220～ 230個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 230～ 240個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 240～ 250個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 250～ 260個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 260～ 270個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 270～ 280個 の 欠 失 と 、 C
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末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 280～ 290個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 290～ 300個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 300～ 310個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 310～ 320個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 320～ 330個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
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～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 330～ 340個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 340～ 350個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 350～ 360個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 360～ 370個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 370～ 380個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 380～ 390個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
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0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 390～ 400個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 410～ 420個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 420～ 430個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 430～ 440個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 440～ 450個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
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0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 450～ 460個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 460～ 470個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 470～ 480個 の 欠 失 と 、 C
末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 8
0～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160
～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240
～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320
～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400
～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 48
0個 の 欠 失 と の よ う な 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 の N末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 か ら 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 に よ っ て
、 タ ン パ ク 質 の 一 つ ま た は 複 数 の 生 物 機 能 の 喪 失 の 改 変 が 起 こ っ て も 、 他 の 機 能 的 活 性 （
例 え ば 、 酵 素 活 性 、 抗 原 活 性 、 免 疫 原 活 性 ） は な お も 保 持 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、
短 縮 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 、 完 全 な 形 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 の 誘 導 能 お よ び ／ ま
た は 結 合 能 は 、 一 般 的 に N末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 か ら 除 去 さ れ る 完 全 な ま た は 成 熟 ポ リ
ペ プ チ ド の 残 基 が 大 部 分 よ り 少 な い 場 合 、 保 持 さ れ る で あ ろ う 。 完 全 な ポ リ ペ プ チ ド の N
末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 残 基 を 欠 損 す る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド が そ の よ う な 免 疫 原 性 活 性
を 保 持 す る か 否 か は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 、 そ し て そ う で な け れ ば 当 技 術 分 野 で 既 知 の 日 常
的 な 方 法 に よ っ て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 N末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 ア ミ ノ 酸 残 基
の 欠 失 が 多 数 で あ る 断 片 が 、 何 ら か の 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 活 性 を 保 持 す る 可 能 性 は な い
わ け で は な い 。 実 際 に 、 ア ミ ノ 酸 残 基 6個 も の 少 な い 残 基 か ら な る ペ プ チ ド が し ば し ば 、
後 に 考 察 す る よ う に 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に は 、 独 自 の 領 域 、 す な わ ち 表 25～ 32（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ）
の よ う な 他 の タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 の 対 応 す る 鎖 と の 同 一 性 が 100％ 未 満 で あ る 表 2
、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ メ ラ ー ゼ の
ア ミ ノ 酸 の ス ト レ ッ チ が 含 ま れ て も よ い 。 本 発 明 の そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ ） の 独 自 の 領 域 を 、 表 35に お け る ア ラ イ ン メ ン ト に 示 し 、 こ れ は 、 表 25～ 32（
配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20
、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ メ ラ ー ゼ （ ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て
コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の 同 一 お よ び 非 同 一 ア ミ ノ 酸 を 示 す 。 独 自 の 領 域 を 含 む 本 発
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明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 下 記 の よ う に 本 発 明 の 非 常 に 特 異 的 な 抗 体 を 作 製 す る た め に 、
そ し て 本 明 細 書 に 記 載 す る 酵 素 活 性 の よ う な 特 定 の 活 性 を タ ン パ ク 質 に 付 与 す る た め に 有
用 で あ る 。 こ の よ う に 、 独 自 の 領 域 を 含 む 断 片 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 抗 原 断 片 で あ る 。 さ
ら に 、 独 自 の 領 域 を 含 む 断 片 は ま た 、 下 記 に よ り 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 DNAシ ャ ッ フ リ
ン グ に よ っ て 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め に 有 用 で あ る
。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ を 用 い て 、 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ メ ラ ー ゼ か ら の 断 片 を 含 み 、 好 ま
し く は 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ
メ ラ ー ゼ ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ の 酵 素 活 性 を 有 す
る 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 築 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 断 片 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 的 ま た は 機 能 的 属 性 を 特 徴 と す る 断
片 で あ る 。 そ の よ う な 断 片 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12
、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
） の α -ヘ リ ッ ク ス お よ び α ヘ リ ッ ク ス 形 成 領 域 （ 「 α 領 域 」 ） 、 β シ ー ト 、 お よ び β シ
ー ト 形 成 領 域 （ 「 β 領 域 」 ） 、 タ ー ン お よ び タ ー ン 形 成 領 域 （ 「 タ ー ン 領 域 」 ） 、 コ イ ル
お よ び コ イ ル 形 成 領 域 （ 「 コ イ ル 領 域 」 ） 、 親 水 性 領 域 、 疎 水 性 領 域 、 α 両 親 媒 性 領 域 、
β 両 親 媒 性 領 域 、 表 面 形 成 領 域 、 な ら び に 高 度 抗 原 性 指 標 領 域 （ す な わ ち 、 Jameson-Wolf
プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 同 定 し た 場 合 に 、 1.5よ り 大 き い か ま た は そ
れ に 等 し い 抗 原 性 指 数 を 有 す る 四 つ ま た は そ れ 以 上 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 む ） を 含 む ア ミ ノ
酸 残 基 が 含 ま れ る 。 特 定 の 好 ま し い 領 域 に は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、
22ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た 上 記
の タ イ プ の 領 域 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 そ の よ う な 好 ま し い 領 域 に は 、 Garnie
r-Robson予 想 α 領 域 、 β 領 域 、 タ ー ン 領 域 、 お よ び コ イ ル 領 域 ； Chou-Fasman予 想 α 領 域
、 β 領 域 、 タ ー ン 領 域 、 お よ び コ イ ル 領 域 ； Kyte-Doolittle予 想 親 水 性 お よ び 疎 水 性 領 域
； Eisenbergの α お よ び β 両 親 媒 性 領 域 ； Eminiの 表 面 形 成 領 域 ； お よ び こ れ ら の コ ン ピ ュ
ー タ ー プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 予 想 さ れ る Jameson-Wolf高 抗 原 性 指 数
領 域 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 構 造 ま た は 機 能 的 属 性 は 、 様 々 な モ ジ ュ ー ル お よ び デ フ ォ ル ト
パ ラ メ ー タ に 設 定 し た DNA*STARプ ロ グ ラ ム の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 こ の 点 に お い て 、 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に は 、 先 に 述 べ た ま た は 後 に 述 べ
る 特 徴 の い く つ か の よ う な 、 い く つ か の 構 造 的 特 徴 を 組 み 合 わ せ る ポ リ ペ プ チ ド の 領 域 を
含 む 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断
片 の よ う な 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 （ 例 え ば 、 領 域 ） を 含 ん で も よ く 、 ま た は
こ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 断 片 （ 例 え ば 、 領 域 ） の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む ま た は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 断 片 （ 例 え ば 、 領 域 ） は 、 互 い に 連 続
し て い て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 断 片 （ 例 え ば 、 領 域 ） は 、 互 い に 連 続 し て い な い
、 す な わ ち そ れ ら は 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 離 れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 好 ま し く は 、 断 片 （ 例 え ば 、 領 域 ） は 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド の 対 応 す る 領 域 と 、 そ れ
ら が 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る
N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か ま た は 有 し な い 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お
よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） 、 ま た は 表 25～ 33（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ） に お い て
離 れ て い る 距 離 と 同 じ 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 離 れ て い る よ う に 配 置 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 領 域 （ す な わ ち 、 抗 体 が
結 合 す る 領 域 ； エ ピ ト ー プ ） を 含 ん で も よ い 。 抗 原 性 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 6個 も の 少 な さ で
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あ っ て も よ い 。 抗 原 性 エ ピ ト ー プ と し て 機 能 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 任 意 の 通
常 の 手 段 に よ っ て 産 生 し て も よ い 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,631,211号 に さ ら に 記 述 さ れ る H
oughten, R.A.、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82： 5131～ 5135（ 1985） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 抗 原 性 領 域 を 有 す る 断 片 の 選 択 に 関 し て 、 タ ン パ ク 質 配 列 の 一 部 を 模 倣 す る 比 較 的 短 い
合 成 ペ プ チ ド が 、 部 分 的 に 模 倣 さ れ た タ ン パ ク 質 と 反 応 す る 抗 血 清 を 日 常 的 に 誘 発 で き る
こ と は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Sutcliffe, J.G.、 Shinnick, T.M.、 Green, N.
お よ び Learner, R.A.、 Science 219： 660～ 666（ 1983） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 反 応 性 血 清 を 誘 発 す る こ と が で き る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 タ ン パ ク
質 の 一 次 配 列 に お い て し ば し ば 示 さ れ 、 単 純 な 化 学 的 規 則 の 組 を 特 徴 と す る こ と が で き 、
無 傷 の タ ン パ ク 質 の 免 疫 優 性 領 域 （ す な わ ち 、 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ ） に も ア ミ ノ も し く は
カ ル ボ キ シ 末 端 に も 限 定 さ れ な い 。 極 め て 疎 水 性 で あ る ペ プ チ ド お よ び 6残 基 よ り 少 な い
ペ プ チ ド は 、 一 般 的 に 、 模 倣 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 誘 導 す る た め に 無 効 で あ る ； よ
り 長 い ペ プ チ ド 、 特 に プ ロ リ ン 残 基 を 含 む ペ プ チ ド は 、 通 常 有 効 で あ る 。 Sutcliffeら 、
上 記 、 661。 例 え ば 、 こ れ ら の ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 設 計 さ れ 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
ヘ ム ア グ ル チ ニ ン HA1ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 配 列 の 75％ を 含 む 8～ 39残 基 を 含 む ペ プ チ ド 20個 中
18個 が 、 HAタ ン パ ク 質 ま た は 無 傷 の ウ イ ル ス と 反 応 す る 抗 体 を 誘 発 し た ； そ し て MuLVポ リ
メ ラ ー ゼ か ら の ペ プ チ ド 12個 中 12個 お よ び 狂 犬 病 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 で は 18個 中 18個 が
、 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ る 抗 体 を 誘 導 し た 。 こ の よ う に 、 本 発 明 に は 、 長 さ が
ア ミ ノ 酸 少 な く と も 6、 10、 12、 14、 18ま た は 20個 で あ り 、 以 下 の 特 徴 の 一 つ ま た は 複 数
を 有 す る 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て
コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か ま た は 有 し な い 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 1
8、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ
っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） ） の 断 片 を 含 む ま た は 断 片 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま
れ る ： （ 1） 極 端 に 疎 水 性 で は な い 、 お よ び ／ ま た は （ 2） 一 つ ま た は 複 数 の プ ロ リ ン 残 基
を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 原 性 断 片 、 お よ び そ れ ら を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 抗 体 を 産 生 す る た め に 有 用 で あ る
。 こ の よ う に 、 抗 原 エ ピ ト ー プ 保 有 ペ プ チ ド に よ っ て 免 疫 し た ド ナ ー か ら の 脾 細 胞 と の 融
合 に よ っ て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 一 般 的 に 高 い 比 率 で 無 処 置 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す
る 抗 体 を 分 泌 す る 。 Sutcliffeら 、 上 記 、 663。 そ れ ら を 含 む 抗 原 性 断 片 ま た は ポ リ ペ プ チ
ド に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 有 用 で あ り 、 異 な
る 断 片 に 対 す る 抗 体 を 、 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ を 受 け る タ ン パ ク 質 前 駆 物 質 の 様 々 な 領 域 の
成 り 行 き を 追 跡 す る た め に 用 い て も よ い 。 断 片 お よ び 抗 断 片 抗 体 は 、 た と え 短 い ペ プ チ ド
（ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 約 9個 ） で も 免 疫 沈 殿 ア ッ セ イ に お い て よ り 大 き い ペ プ チ ド に 結 合 し
て 置 換 す る こ と か ら 、 模 倣 タ ン パ ク 質 に 関 す る 多 様 な 定 性 的 ま た は 定 量 的 ア ッ セ イ 、 例 え
ば 競 合 ア ッ セ イ に お い て 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 Wilsonら 、 Cell 37： 767～ 778（ 1984） 7
77を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い る 吸 着 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 上 記 の ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 設 計 さ れ た 本 発 明 の 抗 原 性 断 片 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 好
ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 内 に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 少 な く と も 7個 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 9個 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 15～ 約 30個 の 配 列 を 含 む 。 し か
し 、 ア ミ ノ 酸 約 30～ 約 50個 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 ま で で あ
っ て そ れ を 含 む 任 意 の 長 さ の よ う な よ り 大 き い 部 分 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら な る 断 片 お
よ び ポ リ ペ プ チ ド も 同 様 に 、 本 発 明 の 抗 原 性 断 片 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る と 見 な さ れ 、
同 様 に 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 を 誘 導 す る た め に 有 用 で あ る 。 好 ま し く は
、 抗 原 性 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 水 性 溶 媒 に お い て 実 質 的 な 溶 解 度 を 提 供 す る よ う に 選 択
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さ れ （ す な わ ち 、 配 列 は 比 較 的 親 水 性 の 残 基 を 含 み 、 非 常 に 疎 水 性 の 配 列 は 好 ま し く は 回
避 さ れ る ） 、 プ ロ リ ン 残 基 を 含 む 配 列 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 抗 原 性 断 片 は 、 好 ま し く は 長 さ が ア ミ ノ 酸 残 基 少 な く と も 4個 、 少 な
く と も 5個 、 少 な く と も 6個 、 少 な く と も 7個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 8個 、 少 な く と も
9個 、 少 な く と も 10個 、 少 な く と も 11個 、 少 な く と も 12個 、 少 な く と も 13個 、 少 な く と も 1
4個 、 少 な く と も 15個 、 少 な く と も 20個 、 少 な く と も 25個 、 少 な く と も 30個 、 少 な く と も 4
0個 、 少 な く と も 50個 、 お よ び 最 も 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 約 15～ 約 30個 の 配 列 を 含 む 。 抗 原
性 断 片 を 含 む 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 残 基 少 な く と も 10、 15、 20、 25、
30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 ま た は 100個 で あ る 。 さ ら
に 非 限 定 的 な 好 ま し い 抗 原 性 断 片 に は 、 本 明 細 書 に 開 示 の 断 片 と 共 に そ の 一 部 が 含 ま れ る
。 抗 原 性 断 片 は 、 例 え ば 、 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 抗 体
を 産 生 す る た め に 有 用 で あ る 。 好 ま し い 抗 原 性 断 片 に は 、 本 明 細 書 に 開 示 の 断 片 と 共 に 、
こ れ ら の 断 片 の 2、 3、 4、 5個 ま た は そ れ 以 上 の 任 意 の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。 抗 原 性 断 片
は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 標 的 分 子 と し て 用 い る こ と が で き る 。 （ 例 え ば 、 Wilsonら 、
Cell 37： 767～ 778（ 1984） ； Sutcliffeら 、 Science 219： 660～ 666を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 同 様 に 、 抗 原 性 断 片 は 、 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て 抗 体 を 誘 導 す る た め
に 用 い る こ と が で き る 。 （ 例 え ば 、 Sutcliffeら 、 上 記 ； Wilsonら 、 上 記 ； Chowら 、 Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 82： 910～ 914； お よ び Bittleら 、 J. Gen. Virol. 66： 2347～ 235
4（ 1985） を 参 照 さ れ た い ） 。 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 性 断 片 を 含 む ま た は そ れ ら か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を 、 ア ル ブ ミ ン の よ う な 担 体 タ ン パ ク 質 と 共 に 、 動 物 系 （ ウ サ ギ ま た は マ ウ
ス の よ う な ） に 対 す る 抗 体 反 応 を 誘 発 す る た め に 提 示 し て も よ く 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が
十 分 な 長 さ で あ れ ば （ 少 な く と も ア ミ ノ 酸 約 25個 ） 、 ポ リ ペ プ チ ド は 担 体 な し で 提 示 さ れ
て も よ い 。 し か し 、 変 性 ポ リ ペ プ チ ド に お け る 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ に 対 し て 非 常 に 最 小 限 で
結 合 す る こ と が で き る 抗 体 を 産 生 す る た め に は 、 8～ 10個 と い う 少 数 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 抗
原 性 断 片 が 十 分 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ） 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ ー ゼ （ ベ ク タ
ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か ま た は 有 し な い 表 2、 4、 6、 8、 10、 12
、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ） の 変 種 、 お よ び 上
記 の 断 片 の 変 種 を 含 ん で も よ く 、 ま た は そ れ ら で 構 成 さ れ て も よ い 。 変 種 に は 、 寄 託 さ れ
た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16
、 18、 20、 22も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド も し く は ポ リ メ ラ ー ゼ に 対
し て 、 ま た は 上 記 の 断 片 に 対 し て 少 な く と も 80％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％
、 87％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 ま た は
99％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 に は 、 部 分 的 に 、 （ 1） 本 明 細 書 に 記 載 の 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ
っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 （ 2） 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20
、 22も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド も し
く は ポ リ メ ラ ー ゼ に 対 し て 、 ま た は （ 3） こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド も し く は ポ リ メ ラ ー ゼ の
一 つ の 小 部 分 （ 例 え ば 、 表 2に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド も し く は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 125～ 333位 、 156～ 392位 、 ま た は 450～ 771位 ） に 対 し て 、 少 な く と も 80
％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、 87％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％
、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 ま た は 99％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 本 発
明 に は さ ら に 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 共 に 、 そ の よ う な 核 酸 分 子
を 含 む 宿 主 細 胞 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド お
よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 お よ び 混 合 物 （ 例 え ば 、 反 応 混 合 物 ） が 含 ま
れ る 。
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【 ０ ２ １ ０ 】
　 多 く の 場 合 に お い て 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド と 共 に 、 本 明
細 書 に 記 載 の 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 表 2、 4、 6
、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） に 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド も し く は ポ リ メ ラ ー ゼ に 関 連 し た 一 つ ま た は 複 数 の 活 性 を 有 す
る で あ ろ う 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の い く つ か の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 ま た は 機 能 に 有
害 な 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 変 化 さ せ る こ と が で き る と 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 配 列 に お け る
そ の よ う な 差 が 企 図 さ れ る 場 合 、 活 性 を 決 定 す る タ ン パ ク 質 上 に 重 要 な 領 域 が 存 在 す る 可
能 性 が あ る こ と を 覚 え て お か な け れ ば な ら な い 。 一 般 的 に 、 類 似 の 構 造 ま た は 酵 素 機 能 を
行 う 残 基 を 用 い る 限 り 、 三 次 構 造 を 形 成 す る 残 基 を 置 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 他 の 場 合
に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 重 要 で な い 領 域 で 変 化 が 起 こ る 場 合 に は 、 残 基 の タ イ プ は 全 く 重
要 で な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 に は 、 機 能 的 活 性 を 示 す 可 能 性 が あ る 変 種 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は
、 変 種 は 、 抗 原 性 ま た は 上 記 の 酵 素 活 性 （ 例 え ば 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び
／ ま た は 逆 転 写 活 性 の よ う な DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ） の よ う な 機 能 的 活 性 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 活 性 は 、 様 々 な 方 法 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 抗 原 性 に 関 し て ア ッ セ イ す る 一 つ の 態 様 に お い て 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 EL
ISA（ 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ ） 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 放
射 測 定 ア ッ セ イ 、 ゲ ル 拡 散 沈 殿 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 イ ン サ イ チ ュ ー イ ム ノ ア ッ セ イ
（ 例 え ば 、 金 コ ロ イ ド 、 酵 素 、 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 標 識 を 用 い る ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 、 沈 殿 反 応 、 凝 集 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 ゲ ル 凝 集 ア ッ セ イ 、 ヘ ム ア グ ル チ ニ ン ア ッ セ イ ）
、 補 体 固 定 ア ッ セ イ 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 プ ロ テ イ ン Aア ッ セ イ 、 お よ び 免 疫 電 気 泳 動 ア
ッ セ イ 等 の よ う な 技 術 を 用 い る 競 合 的 ま た は 非 競 合 的 ア ッ セ イ 系 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 一 つ の 態 様 に
お い て 、 抗 体 結 合 は 、 一 次 抗 体 上 の 標 識 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 も う 一 つ の
態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 は 、 一 次 抗 体 に 対 す る 二 次 抗 体 ま た は 試 薬 の 結 合 を 検 出 す る こ と
に よ っ て 検 出 さ れ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 標 識 さ れ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ に
お い て 結 合 を 検 出 す る た め に 、 多 く の 手 段 が 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 内 で
あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ セ イ お よ び そ う で な け れ ば 当 技 術 分 野 で 既 知 の ア ッ セ イ
を 、 変 種 の 酵 素 活 性 誘 発 能 を 測 定 す る た め に 日 常 的 に 適 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 変 種 に は 、 欠 失 、 挿 入 、 反 転 、 反 復 、 お よ び 置 換 （ 例 え ば 、 保 存 的 置 換 、 非 保 存 的 置 換
、 タ イ プ 置 換 （ 例 え ば 、 一 つ の 親 水 性 残 基 を も う 一 つ の 親 水 性 残 基 の 代 わ り に 用 い る が 、
概 し て 、 強 い 親 水 性 残 基 を 強 い 疎 水 性 残 基 の 代 わ り に は 用 い な い ） 、 一 次 シ フ ト 、 一 次 転
位 、 二 次 転 位 、 お よ び 協 調 的 置 換 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 複 数 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10個 等 ） を 、 欠 失 も し く は 挿 入 す
る こ と が で き 、 ま た は 上 記 の よ う に も う 一 つ の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る こ と が で き る （ 保 存 的
も し く は 非 保 存 的 の い ず れ か ） 。 欠 失 、 挿 入 、 ま た は 置 換 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 長 、 成
熟 ま た は プ ロ タ ン パ ク 質 型 と 共 に 、 上 記 の 断 片 に お い て 起 こ り う る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 変 種 は 、 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 含 ん で も よ い が 、 ア ミ ノ
酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 は 多 く て 50個 （ 例 え ば 、 15、 18、 20、 30、 35、 40個 ） 、 さ ら に
よ り 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 は 多 く て 40個 、 さ ら に よ り 好 ま し く は
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ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 は 多 く て 30個 、 そ し て さ ら に な お よ り 好 ま し く は ア ミ ノ
酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 は 多 く て 20個 で あ る 。 当 然 、 好 ま し さ が 増 加 す る 順 に 、 変 種 は
、 少 な く と も 一 つ 、 し か し 多 く て 10、 9、 8、 7、 6、 5、 4、 3、 2、 ま た は 1個 の ア ミ ノ 酸 置
換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え
ば 、 完 全 長 型 お よ び ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 断 片 ） に お け る 付 加 、 置 換 、 お よ び ／ ま た
は 欠 失 の 数 は 、 1～ 5、 5～ 10、 5～ 25、 5～ 50、 10～ 50、 ま た は 50～ 150個 で あ る 。 保 存 的 ア
ミ ノ 酸 置 換 は い く つ か の 態 様 に お い て 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 当 然 、 当 業 者 は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 の 数 を 上 記 お よ び 下 記 の 要 因 を 含 む 多 く の 要 因 に 依 存 さ
せ る で あ ろ う 。 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置 換 を 本 明 細 書 に 記 述 す る 。 例 え ば 、 表 42を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 典 型 的 に 保 存 的 置 換 で あ る と 認 め ら れ る も の は 、 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 Ala、 Val、 Leuお よ び I
leに お け る 互 い の 置 換 、 ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 Serお よ び Thrの 相 互 交 換 、 酸 性 残 基 Aspお よ び G
luの 交 換 、 ア ミ ド 残 基 Asnお よ び Glnの あ い だ の 置 換 、 塩 基 性 残 基 Lysお よ び Argの 交 換 、 な
ら び に 芳 香 性 残 基 Phe、 Tyrに お け る 置 換 （ 表 41を 参 照 さ れ た い ） で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 荷 電 ア ミ ノ 酸 を も う 一 つ の 荷 電 ア ミ ノ 酸 ま た は 中 性 ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る こ と も 、 さ ら に
特 に 重 要 で あ る 。 こ れ に よ っ て 、 凝 集 の 少 な い よ う な 改 善 さ れ た 特 徴 を 有 す る タ ン パ ク 質
が 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。 凝 集 の 予 防 は 非 常 に 望 ま し い 。 タ ン パ ク 質 が 凝 集 す る と 、 活 性
の 減 少 が 起 こ り う る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 表 現 型 上 サ イ レ ン ト で あ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 作 製 す る 方 法 に 関 す る 指 針 は 、 Bowie, J.U.
ら に よ っ て 提 供 さ れ 、 こ こ で 、 著 者 ら は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 に 対 す る 抵 抗 性 を 調 べ る 二
つ の 主 な 戦 略 が あ る こ と を 示 し て い る 。 Bowie, J.U.ら 、 「 Deciphering the Message in 
Protein Sequences： Tolerance to Amino Acid Substitutions.」 、 Science 247： 1306～
1310（ 1990） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 第 一 の 戦 略 は 、 進 化 の プ ロ セ ス に お け る 天 然 の 選 択 に よ る ア ミ ノ 酸 置 換 の 抵 抗 性 を 利 用
す る 。 異 な る 種 に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 同
定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 機 能 に と っ て お そ ら く
重 要 で あ る 。 対 照 的 に 、 置 換 が 天 然 の 選 択 に よ っ て 認 容 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 こ
れ ら の 位 置 が タ ン パ ク 質 機 能 に と っ て 重 要 で は な い こ と を 示 し て い る 。 こ の よ う に 、 ア ミ
ノ 酸 置 換 を 認 容 す る 位 置 は 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を な お も 維 持 し な が ら 改 変 す る こ と が
で き る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 第 二 の 戦 略 は 、 タ ン パ ク 質 機 能 に と っ て 重 要 な 領 域 を 同 定 す る た め に ク ロ ー ニ ン グ し た
遺 伝 子 の 特 定 の 位 置 で ア ミ ノ 酸 変 化 を 導 入 す る た め に 遺 伝 子 操 作 を 利 用 す る 。 例 え ば 、 部
位 特 異 的 変 異 誘 発 ま た は ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 誘 発 （ 分 子 に お け る あ ら ゆ る 残 基 で 一 つ の
ア ラ ニ ン 変 異 を 誘 導 す る ） を 用 い る こ と が で き る 。 （ Cunninghamお よ び Wells、 Science 2
44： 1081～ 1085（ 1989） ） 。 次 に 、 得 ら れ た 変 異 体 分 子 を 、 機 能 的 活 性 に 関 し て 調 べ る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 著 者 ら が 述 べ て い る よ う に 、 こ れ ら の 二 つ の 戦 略 は 、 タ ン パ ク 質 が ア ミ ノ 酸 置 換 に 対 し
て 意 外 に も 抵 抗 性 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 著 者 ら は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 に お け る 特 定
の ア ミ ノ 酸 の 位 置 で 、 ア ミ ノ 酸 の 変 化 が 許 容 さ れ る 可 能 性 が あ る こ と を 示 し て い る 。 例 え
ば 、 ほ と ん ど の 埋 も れ た （ タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 内 部 の ） ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 非 極 性 の 側 鎖
を 必 要 と す る の に 対 し 、 表 面 側 鎖 の 特 徴 は 一 般 的 に ほ と ん ど 保 存 さ れ な い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 そ の 上 、 認 容 さ れ た 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 脂 肪 族 ま た は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 、 Ala、 Val、
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Leuお よ び Ileの 置 換 、 ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 Serお よ び Thrの 置 換 、 酸 性 残 基 Aspお よ び Gluの 置
換 、 ア ミ ド 残 基 Asnお よ び Glnの 置 換 、 塩 基 性 残 基 Lys、 Argお よ び Hisの 置 換 、 芳 香 族 残 基 P
he、 Tyr、 お よ び Trpの 置 換 、 な ら び に 大 き さ の 小 さ い ア ミ ノ 酸 Ala、 Ser、 Thr、 Metお よ び
Glyの 置 換 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 こ の よ う に 、 特 定 の 機 能 的 活 性 に と っ て 重 要 な 残 基 （ 例 え ば 、 酵 素 活 性 、 抗 原 性 活 性 、
ま た は 免 疫 原 活 性 ） は 、 タ ン パ ク 質 を 局 所 的 に 障 害 す る よ う に 設 計 さ れ た 変 異 誘 発 戦 略 に
よ っ て 同 定 し て も よ い 。 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 誘 発 に お い て 、 結 合 部 位 を 含 む こ と が 疑 わ
れ る タ ン パ ク 質 の （ ま た は タ ン パ ク 質 の あ る 領 域 の ） 全 て の ア ラ ニ ン 以 外 の 残 基 を 、 一 つ
ず つ ア ラ ニ ン に よ っ て 置 換 す る と 、 一 置 換 変 異 体 の コ レ ク シ ョ ン が 得 ら れ る 。 ア ラ ニ ン は
、 （ 1） そ れ が タ ン パ ク 質 に お い て 最 も 一 般 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 （ 2） そ れ が 小 さ い
側 鎖 を 有 し 、 し た が っ て 他 の 残 基 を 立 体 的 に 妨 害 す る 可 能 性 が 低 く 、 か つ （ 3） そ の 側 鎖
が H-結 合 を 形 成 し な い が 、 特 に 疎 水 性 で は な い こ と か ら 、 用 い ら れ る 。 Cunninghamお よ び
Wells（ 1989） は 、 hGHに お い て 残 基 2～ 19、 54～ 74、 お よ び 167～ 191位 の ア ラ ニ ン ス キ ャ
ン 変 異 誘 発 試 験 を 実 施 し た 。 全 体 で ア ラ ニ ン 変 異 62個 が 生 成 さ れ た 。 こ れ ら の 中 で 、 変 異
体 14個 は タ ン パ ク 質 を 脱 安 定 化 し て 、 変 異 体 11個 は お そ ら く 活 性 を 増 強 し た 。 残 っ て い る
変 異 体 37個 の 中 で 、 4個 の み が 結 合 を 10倍 ま た は そ れ 以 上 障 害 し 、 9個 の み が 5倍 ま た は そ
れ 以 上 障 害 し た 。 一 般 的 に 、 国 際 公 開 公 報 第 90/04788号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 誘 発 の 他 の 用 途 に 関 し て 、 Yuら （ 1995） （ 58残 基 タ ン パ ク 質 BPTI
の 単 一 の ジ ス ル フ ィ ド 誘 導 体 の 完 全 な ス キ ャ ン ） ； Allenら （ 1987） （ 鶏 卵 白 ラ イ ソ ザ イ
ム の 残 基 52～ 61位 の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ） ； Rufら （ 1994） （ Gly、 Pro、 お よ び Cys以 外 の 残
基 の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ； 多 数 の ア ラ ニ ン 変 異 体 を 最 初 に 調 べ 、 次 に ア ラ ニ ン 一 変 異 体 を 調
べ る ） ； Williamsら （ 1995） （ イ ン ス リ ン 受 容 体 に お け る （ 1） 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 （ 2） 芳 香
族 残 基 、 お よ び （ 3） プ ロ リ ン 、 シ ス テ イ ン ま た は 可 能 性 が あ る N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位
以 外 の （ 1） ま た は （ 2） に 隣 接 す る 残 基 の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ） ； Kellyら （ 1993） （ 抗 体 C
DRの ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ） を 参 照 さ れ た い 。 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 誘 発 は 、 タ ン パ ク 質 の 全
て の 残 基 に 適 用 し て も よ く 、 ま た は ア ミ ノ 酸 タ イ プ （ 例 え ば 、 荷 電 お よ び 芳 香 族 残 基 ） 、
相 同 な タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に お け る 多 様 性 の 程 度 、 ま た は 相 同 体 ス キ ャ ン 変 異 誘 発 に よ
っ て 示 さ れ る 機 能 と の 関 連 性 の よ う な い く つ か の 合 理 的 基 礎 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 残 基 に
適 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 好 ま し く は 、 ア ラ ニ ン 置 換 に よ っ て 、 対 象 と な る 活 性 の 20倍 よ り 大 き い 、 よ り 好 ま し く
は 10倍 よ り 大 き い 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 5倍 よ り 大 き い 、 な お よ り 好 ま し く は 2倍 よ り 大
き い 減 少 が 起 こ ら な い 部 位 で 、 さ ら な る 変 異 （ 特 に 、 非 保 存 的 変 異 ） を 作 製 す る 。 最 も 好
ま し く は 、 変 異 は 、 ア ラ ニ ン 置 換 が 活 性 を 改 善 す る 部 位 で 作 製 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 好 ま し く は 、 多 数 の 変 異 を 作 製 す る 場 合 、 変 異 に 関 し て 予 想 さ れ る （ 付 加 的 な ） 作 用 は
、 10倍 よ り 大 き い 、 よ り 好 ま し く は 5倍 よ り 大 き い 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 2倍 よ り 大 き い
活 性 の 減 少 が 起 こ ら な い 部 位 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 予 想 さ れ る 作 用 は 活 性 を 改 善 す る
こ と で あ る 。 保 存 的 置 換 に 関 し て 予 想 さ れ る 影 響 は 、 既 知 で あ る か 、 ま た は そ う で な け れ
ば 中 性 の 一 置 換 と し て の そ の 変 異 の 影 響 で あ る 。 非 保 存 的 置 換 に 関 し て 予 想 さ れ る 影 響 は
、 既 知 で あ れ ば 一 置 換 と し て の そ の 変 異 の 影 響 、 ま た は そ う で な け れ ば 実 際 の 置 換 残 基 と
同 じ 交 換 群 の 異 な る 残 基 の 一 置 換 の 影 響 、 既 知 で あ れ ば 、 ま た は そ う で な け れ ば 一 ア ラ ニ
ン 置 換 の 影 響 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 も う 一 つ の ア プ ロ ー チ は 、 相 同 体 ス キ ャ ン 変 異 誘 発 で あ る 。 こ れ は 、 対 象 と な る タ ン パ
ク 質 か ら の 活 性 ア ッ セ イ に お い て 区 別 す る こ と が で き る 相 同 体 を 同 定 す る こ と 、 お よ び 対
象 と な る タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト が 、 相 同 体 の 対 応 す る セ グ メ ン ト に よ っ て 置 換 さ れ て い
る （ ま た は こ の 逆 ） 変 異 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 。 相 同 体 と し て 用 い て も よ い
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タ ン パ ク 質 に は 、 表 25～ 33に 記 載 の 既 に 同 定 さ れ た 、 ま た は そ う で な け れ ば 当 技 術 分 野 で
既 知 の ポ リ メ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。 置 換 が 、 改 変 さ れ た タ ン パ ク 質 の 活 性 を 変 化 さ せ る 場 合
、 疑 問 と な る セ グ メ ン ト は お そ ら く 、 対 象 と な る タ ン パ ク 質 と 相 同 な タ ン パ ク 質 と の 活 性
に お い て 認 め ら れ た 差 に 関 与 し 、 相 互 交 換 さ れ た セ グ メ ン ト を 比 較 す れ ば 、 そ の 活 性 に 関
与 す る 結 合 部 位 の 特 徴 を 説 明 す る た め に 役 立 つ 。 例 え ば 、 GH受 容 体 に 結 合 し な い プ ロ ラ ク
チ ン の セ グ メ ン ト は 、 GH受 容 体 に 結 合 す る 成 長 ホ ル モ ン の セ グ メ ン ト を 置 換 す る た め に 用
い ら れ て い る 。 置 換 に よ っ て GH結 合 が 破 壊 さ れ れ ば 、 置 換 さ れ た セ グ メ ン ト が GH結 合 部 位
の 一 部 で あ る こ と を 意 味 し 、 次 に 、 置 換 さ れ る セ グ メ ン ト と 置 換 す る セ グ メ ン ト と が ど の
よ う に 異 な る か に 焦 点 を 当 て て も よ い 。 国 際 公 開 公 報 第 90/04788号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 残 基 が 、 酵 素 的 ま た は 結 合 部 位 の 一 部 で あ る と 決 定 さ れ れ ば 、 そ の 部 位 の 起 こ り う る 全
て の 一 置 換 変 異 体 を 調 製 し て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 認 容 さ れ る 変 異 を タ ン パ ク 質 に 組 み 入 れ る こ と が 可 能 で あ る 。 一
般 的 に 、 最 初 の 近 似 と し て 、 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 変 異 の 影 響 が 本 質 的 に 付 加 的 で あ ろ う
と 仮 定 す る こ と が 妥 当 で あ る 。 Wells（ 1990） ； Sandbergお よ び Terwillinger（ 1993） ； G
regoretお よ び Sauer（ 1993） ； Schreiberお よ び Fersht（ 1995） ； Lowmanら （ 1991） ； Lin
ら （ 1994） ； Venkatachalamら （ 1994） ； Akasakoら （ 1995） ； Behravanら （ 1991） ； Lin
ら （ 1994） ； Zuckermannら （ 1992） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 非 相 加 的 作 用 は 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 力 に よ っ て 互 い に 接 触 し て い る 残 基 間 に 起 こ る 可
能 性 が よ り 高 い 。 Sandbergお よ び Terwillinger（ 1993） を 参 照 さ れ た い 。 Schreiberお よ
び Fersht（ 1995） に よ れ ば 、 非 相 加 的 作 用 は 、 7オ ン グ ス ト ロ ー ム 未 満 離 れ て い る 残 基 間
で 起 こ る 可 能 性 が よ り 高 い （ 荷 電 残 基 の 場 合 に は 10オ ン グ ス ト ロ ー ム ） 。 第 一 の 変 異 に 及
ぼ す 第 二 の 変 異 の 影 響 は 相 乗 的 、 相 加 的 、 部 分 的 相 加 的 、 中 立 、 拮 抗 的 、 ま た は 抑 制 的 で
あ っ て も よ い 。 相 加 性 か ら の 長 い 範 囲 の し か し 低 い 程 度 の 逸 脱 が 、 し ば し ば 起 こ る 可 能 性
が あ る こ と は 妥 当 で あ り 、 LiCataお よ び Ackers（ 1995） を 参 照 さ れ た い が 、 そ れ ら は 、 タ
ン パ ク 質 操 作 に お け る 多 数 の 変 異 の 値 を 有 意 に 障 害 し な い 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 Gregoretら （ 1993） は 、 選 択 的 な 条 件 で 、 活 性 変 異 体 に お け る 変 異 の 発 生 率 が 、 変 異 体
が 抵 抗 性 を 付 与 す る か 否 か の 指 標 で あ る と 仮 定 し て 、 二 項 （ 多 数 の ア ラ ニ ン 置 換 ） 変 異 体
の 活 性 ク ラ ス を 予 測 す る 際 に 、 相 加 的 モ デ ル （ 一 ア ラ ニ ン 置 換 変 異 体 の 対 の 変 異 発 生 率 を
乗 じ る ） が 約 90％ 有 効 で あ る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 変 異 を 組 み 合 わ せ る 最 も 一 般 的 な 理 由 は 、 組 み 合 わ せ に お け る 相 加 的 ま た は 相 乗 的 作 用
に よ っ て 利 益 を 得 る こ と で あ る 。 例 え ば 、 変 異 が 都 合 の よ い 活 性 お よ び 都 合 の 悪 い 活 性 の
双 方 を 有 す る 場 合 、 第 一 の 不 都 合 な 活 性 を 中 和 す る 第 二 の 変 異 と 組 み 合 わ せ る こ と は 可 能
で あ る か も 知 れ な い 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 多 数 の 変 異 の 一 つ を 利 用 す る こ と は 、 活 性 に 対 し て 個 々 に 小 さ い が 好 ま し い 影 響 を 及 ぼ
す 変 異 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 よ り 実 質 的 な 活 性 の 改 善 を 有 す る 変 異 体 を 得 る た め
で あ る 。 変 異 が 厳 密 に 相 加 的 で あ る 必 要 は な い ； 組 み 合 わ せ が 有 利 と な る よ う に 、 そ れ ら
は 少 な く と も 部 分 的 に 相 化 的 で あ れ ば 十 分 で あ る 。 Blacklowら （ 1991） （ ト リ オ ー ス リ ン
酸 イ ソ メ ラ ー ゼ の 触 媒 的 有 効 性 の 改 善 ） ； Akasakoら （ 1995） （ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ HIに お
け る 多 数 の 熱 安 定 化 変 異 ） ； Lowmanら （ 1991） （ ヒ ト 胎 盤 ラ ク ト ゲ ン の HGH受 容 体 結 合 特
性 は 、 5個 の 同 時 の 変 異 に よ っ て 約 500倍 改 善 し 、 「 妥 当 に 相 加 的 な 」 作 用 を 示 す ） ； Lowm
anお よ び Wells（ 1993） （ HGHの HGH-受 容 体 結 合 特 性 は 、 置 換 15個 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 約
400倍 改 善 し た ） を 参 照 さ れ た い 。 Sandbergお よ び Terwillinger（ 1993） は 、 DNA結 合 タ ン
パ ク 質 の 安 定 性 に お け る 変 化 と 、 DNA結 合 親 和 性 に お け る 変 化 と の あ い だ に ご く 弱 い 相 関
を 認 め た に 過 ぎ な い こ と 、 し た が っ て 、 互 い に 変 化 せ ず に 一 つ の 特 性 を 選 択 的 に 変 化 さ せ
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る た め に 変 異 を 組 み 合 わ せ る こ と が 可 能 で あ る と 報 告 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 Watanabeら （ 1994） は 、 特 に β タ ー ン の 第 二 の 部 位 お よ び α ヘ リ ッ ク ス の N-キ ャ ッ プ に
お い て プ ロ リ ン 残 基 の 数 を 増 加 さ せ る と 、 タ ン パ ク 質 の 熱 安 定 性 が 相 加 的 に 増 加 す る こ と
を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 Glossら （ 1992） は 、 タ ン パ ク 質 の 全 て の シ ス テ イ ン を ア ラ ニ ン に 変 換 し た 。 彼 ら は 、
こ の シ ス テ イ ン 不 含 変 異 体 が 、 独 自 に 配 置 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 が 操 作 さ れ る プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム と な り 、 そ れ に よ っ て チ オ ー ル 基 の 独 自 の 反 応 性 を 利 用 す る こ と に よ っ て 非 天 然 ア
ミ ノ 酸 を 誘 導 で き る こ と を 指 摘 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 二 つ の 残 基 の 相 互 反 応 性 は 一 般 的 に 、 一 置 換 変 異 体 の み な ら ず 二 置 換 変 異 体 の 双 方 を 調
製 し て 、 作 用 が 相 加 的 で あ る か 否 か を 決 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 し た が っ て 、 一
ア ラ ニ ン 置 換 が 、 好 ま し く ま た は 不 都 合 に 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 示 さ れ れ ば 、 二 ア ラ
ニ ン 変 異 体 を 調 製 し て 、 そ の 活 性 を 一 置 換 変 異 体 と 比 較 し て も よ い 。 そ れ 自 身 活 性 に 影 響
を 及 ぼ さ な い 二 つ の 変 異 は 、 組 み 合 わ せ て も 活 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 可 能 性 が 確 か に あ る
が 、 こ れ は 部 位 が 互 い に 近 接 し て い な け れ ば 可 能 性 は 低 い 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 起 こ り う る 全 て の 二 ア ラ ニ ン 変 異 体 を 調 製 す る こ と が で き 、 こ の こ と は 、 Nが タ ン パ ク
質 に お け る ア ラ ニ ン 以 外 の 残 基 数 で あ る 、 N(N-1)個 の 変 異 体 を 調 製 す る こ と を 意 味 す る 。
一 般 的 に 、 二 置 換 試 験 は 、 活 性 に 都 合 よ く 影 響 を 及 ぼ す こ と が 知 ら れ て い る 部 位 に 限 定 す
る こ と が 好 ま し い 。 お そ ら く 、 か な り 不 都 合 な 部 位 も 検 討 す る で あ ろ う （ 拮 抗 剤 相 互 作 用
を 調 べ る た め に ） 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 も う 一 つ の ア プ ロ ー チ は 、 二 項 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 誘 発 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、
所 定 の タ ン パ ク 質 の 対 象 と な る そ れ ぞ れ の 位 置 で 、 残 基 が 本 来 の 残 基 ま た は ア ラ ニ ン の い
ず れ か で あ る ラ イ ブ ラ リ を 構 築 す る 。 Gregoretお よ び Sauer（ 1993） を 参 照 さ れ た い 。 変
異 体 10 1 0 個 の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 場 合 、 異 な る ア ラ
ニ ン 置 換 30個 （ 約 2 2 7 ～ 約 10 1 0 ） ま で の 複 合 作 用 を 1回 の 実 験 で 調 べ る こ と が で き る 。 そ れ
ぞ れ の 位 置 に お け る ア ラ ニ ン ： 非 ア ラ ニ ン 比 は 、 同 じ で あ っ て も よ い が 等 し い 必 要 は な い
こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 が 、 1回 の 実 験 に お い て 、 二 項 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 誘 発 に よ っ て 対 象 と な
る 全 て の 部 位 の 試 料 を 採 取 す る に は 大 き す ぎ る 場 合 、 タ ン パ ク 質 を セ グ メ ン ト に 分 割 し て
、 次 に 、 そ れ ぞ れ の セ グ メ ン ト に そ の よ う な 変 異 誘 発 を 行 い 、 そ の 後 交 叉 チ ェ ッ ク と し て
そ れ ぞ れ の セ グ メ ン ト か ら 一 つ の 残 基 を 同 様 に 変 異 さ せ て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 変 異 の 作 用 が 相 加 的 で な い 場 合 で あ っ て も 、 こ れ は 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。 Greenお よ
び Shortle（ 1993） は 、 安 定 性 を 個 々 に 減 少 さ せ る 変 異 が 、 そ の 作 用 が 相 加 的 で な い 場 合
に は 、 そ の ほ と ん ど が 相 加 的 ま で 至 ら な い 、 す な わ ち 安 定 性 の 減 少 は 個 々 の 脱 安 定 化 を 合
計 す る こ と に よ っ て 予 想 さ れ る 場 合 よ り 小 さ い こ と を 報 告 し た 。 こ れ は 、 二 つ の 変 異 の 周
囲 の 「 障 害 の 球 」 が 重 な り あ う た め で あ る 。 Ballingerら （ 1995） は 、 サ ブ チ リ シ ン BPN'
変 異 体 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 望 ま し い 変 化 で あ る 二 塩 基 基 質 に 対 す る 特 異 性 の シ フ ト が
相 加 的 よ り 大 き く な る こ と を 報 告 し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 特 定 の 多 数 の 変 異 は 以 下 の よ う に 特 に 注 釈 に 値 す る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 一 次 シ フ ト ： 一 次 シ フ ト に お い て 、 n位 の 残 基 は 、 n＋ s位 の 置 換 ア ミ ノ 酸 と な る か ま た
は そ の 逆 で あ る 。 例 え ば 、 30位 の シ ス テ イ ン の 代 わ り に 31位 で シ ス テ イ ン を 有 し て も よ い
。 結 果 は 、 問 題 と な る ア ミ ノ 酸 の 喪 失 で は な く て 単 な る ず れ で あ る 。 一 次 シ フ ト に お い て
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、 s（ シ フ ト の 距 離 ） は 、 し ば し ば 1に 等 し い が 、 2、 3ま た は そ れ 以 上 で あ っ て も よ い 。 s
の 値 が 大 き く な れ ば 、 シ フ ト は よ り 通 常 の 二 重 変 異 に 類 似 す る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 一 次 転 位 ： 一 次 転 位 に お い て 、 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る n位 お よ び n＋ s位 の 残 基 は 、
交 換 さ れ る 。 そ の よ う な 交 換 は 、 1度 調 べ た 個 々 の 置 換 に よ っ て 示 唆 さ れ る 場 合 よ り タ ン
パ ク 質 を 障 害 す る 可 能 性 が 低 い 。 一 次 転 位 は 、 実 際 に 、 二 つ の 相 補 的 シ フ ト の 組 み 合 わ せ
で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 二 次 転 位 ： 本 明 細 書 に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 折 り た た み の 結 果 と し て 相 互 作 用 す る 二 つ
の ア ミ ノ 酸 が 交 換 さ れ る 。 古 典 的 な 例 は 、 塩 の 架 橋 の メ ン バ ー で あ ろ う 。 一 つ の セ グ メ ン
ト に お い て 、 も う 一 つ の セ グ メ ン ト に お け る リ ジ ン と 塩 の 架 橋 を 形 成 す る ア ス パ ラ ギ ン 酸
が 存 在 す れ ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と リ ジ ン と を 交 換 す る こ と が で き 、 塩 の 架 橋 は な お も 形 成
さ れ う る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 協 調 的 置 換 ： 本 明 細 書 に お い て 、 残 基 xの 置 換 は 、 残 基 yの 置 換 と 協 調 す る 。 こ の よ う に
、 一 つ の シ ス テ イ ン の 置 換 は 、 そ れ に 対 し て そ う で な け れ ば ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る
第 二 の シ ス テ イ ン の 置 換 と 協 調 し て も よ く 、 塩 の 架 橋 を 形 成 す る 対 の 一 方 の ア ミ ノ 酸 が 非
荷 電 ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ る 場 合 、 他 方 も 同 様 に 置 換 さ れ て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 相 同 的 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー に お け る 協 調 的 ア ミ ノ 酸 変 化 を 検 出 す る 技 術 は 、 Altsch
uhら （ 1988） に お い て 考 察 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 一 次 シ フ ト 、 一 次 転 位 、 二 次 転 位 お よ び 協 調 的 置 換 は 、 同 じ 個 々 の ア ミ ノ 酸 の 変 化 を 含
む 他 の 多 数 の 変 異 よ り 認 容 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 発 明 の 変 種 を 得 る た め に 用 い る こ と が で き る タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 を 作 製
す る 例 に は 、 Markら に 対 す る 米 国 特 許 第 RE33,653号 、 米 国 特 許 第 4,959,314号 、 第 4,588,5
85号 、 お よ び 第 4,737,462号 、 Kothsら に 対 す る 米 国 特 許 第 5,116,943号 、 Namenら に 対 す る
米 国 特 許 第 4,965,195号 、 Chongら に 対 す る 米 国 特 許 第 4,879,111号 、 Leeら に 対 す る 米 国 特
許 第 5,017,691号 、 な ら び に 米 国 特 許 第 4,904,584号 に 示 さ れ る リ ジ ン 置 換 タ ン パ ク 質 （ Sh
awら ） に 示 さ れ る よ う な 任 意 の 既 知 の 方 法 段 階 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 誤 り が ち な PCRに よ る ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 、 ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ
チ ド 挿 入 ま た は 組 換 え 前 の 他 の 方 法 を そ れ ら に 行 う こ と に よ っ て 変 化 さ せ て も よ い 。 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 、 遺 伝 子 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 モ チ ー フ シ ャ ッ フ リ
ン グ 、 エ キ ソ ン シ ャ ッ フ リ ン グ 、 お よ び ／ ま た は コ ド ン シ ャ ッ フ リ ン グ （ 集 合 的 に 「 DNA
シ ャ ッ フ リ ン グ 」 と 呼 ぶ ） に よ っ て 産 生 し て も よ い 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に お け る 多 様 性 を 生 じ る た め に 、 相 同 的 ま た は 部 位 特 異 的 組 換 え に よ る 二 つ ま
た は そ れ 以 上 の DNAセ グ メ ン ト の 集 合 体 を 必 要 と す る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る た め に 用 い て も よ く 、 そ の よ う な 方 法 は 、 変 化 し た 活 性 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 米 国 特 許 第 5,605,79
3号 、 第 5,811,238号 、 第 5,830,721号 、 第 5,834,252号 、 第 5,837,458号 、 お よ び 第 6,444,4
68号 、 な ら び に Pattenら 、 Curr. Opinion Biotechnol. 8： 724～ 33（ 1997） ； Harayama、
Trends Biotechnol. 16(2)： 76～ 82（ 1988） ； Hanssonら 、 J. Mol. Biol. 287： 265～ 76
（ 1999） ； お よ び Lorenzoお よ び Blasco、 Biotechniques 24(2)： 308～ 13（ 1998） を 参 照
さ れ た い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 成 分 、 モ チ ー フ 、 切 片
、 一 部 、 ド メ イ ン 、 断 片 等 を 、 一 つ ま た は 複 数 の 異 種 分 子 、 好 ま し く は 表 25～ 33お よ び ／
ま た は 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） に お け
る ポ リ メ ラ ー ゼ の 一 つ ま た は 複 数 の 成 分 、 モ チ ー フ 、 切 片 、 一 部 、 ド メ イ ン 、 断 片 等 に 結
合 さ せ て も よ い 。
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【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 断 片 、 変 異 体 、 変 種 、 も し く は 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、
「 単 独 で 存 在 （ free-standing） 」 し て も よ く 、 ま た は 断 片 、 変 異 体 、 変 種 、 も し く は 完
全 長 の ポ リ ペ プ チ ド が 一 部 ま た は 領 域 を 形 成 す る よ り 大 き い ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ て も
よ い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 こ の よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な 一 つ も し く は 複 数 の さ ら な る
ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は 一 つ も し く は 複 数 の 異 種 配 列 が 含 ま れ て も よ い 。 例 え ば 、 メ チ オ
ニ ン 残 基 を ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 に 加 え て 、 組 換 え に よ っ て 発 現 さ せ て も よ い 。 同 様 に 、
宿 主 細 胞 に お い て 、 精 製 の 際 、 ま た は そ の 後 の 取 り 扱 い お よ び 保 存 の 際 の 安 定 性 お よ び 持
続 性 を 改 善 す る た め に 、 さ ら な る ア ミ ノ 酸 の 配 列 、 特 に 荷 電 ア ミ ノ 酸 の 配 列 を ポ リ ペ プ チ
ド の N末 端 に 加 え て も よ い 。 同 様 に 、 精 製 を 容 易 に す る た め に 、 ペ プ チ ド 部 分 を ポ リ ペ プ
チ ド に 加 え て も よ い 。 そ の よ う な 領 域 は ポ リ ペ プ チ ド の 最 終 調 製 の 前 に 除 去 し て も よ い 。
分 泌 ま た は 排 泄 さ せ る た め 、 安 定 性 を 改 善 さ せ る た め 、 お よ び 中 で も 精 製 を 容 易 に す る た
め に ポ リ ペ プ チ ド に ペ プ チ ド 部 分 を 付 加 す る こ と は 、 周 知 で あ り 、 当 技 術 分 野 に お い て 日
常 的 な 技 術 で あ る 。 好 ま し い 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 す る た め に 有 用 で あ
る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 異 種 領 域 を 含 む 。 例 え ば 、 欧 州 特 許 第 A-O 464 535（ 対 応 す る カ ナ ダ
の 特 許 第 2045869号 ） は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 定 常 領 域 の 様 々 な 部 分 と 、 も う 一 つ の タ
ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 開 示 す る 。 何 ら か の 用 途 に 関 し て 、 融
合 タ ン パ ク 質 が 、 記 述 さ れ る 都 合 の よ い 方 法 で 発 現 、 検 出 お よ び 精 製 さ れ た 後 に Fc部 分 を
除 去 で き る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 こ れ は 、 Fc部 分 が 妨 害 と な る こ と が 証 明 さ れ た 場 合
に 、 例 え ば 融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 体 を 産 生 す る た め の 免 疫 原 と し て 用 い ら れ る 場 合 に 当 て は
ま る 。 薬 物 の 開 発 に お い て 、 例 え ば 、 hIL5-受 容 体 の よ う な ヒ ト タ ン パ ク 質 が 、 hIL-5の 拮
抗 剤 を 同 定 す る た め の 高 処 理 能 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 目 的 の た め に Fc部 分 に 融 合 し て
い る 。 D. Bennettら 、 Journal of Molecular Recognition、 8巻 ： 52～ 58（ 1995） お よ び K
. Johansonら 、 The Journal of Biological Chemistry、 270巻 、 16号 ： 9459～ 9471（ 1995
） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 こ の よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 成 熟 型 を 含 む 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 の 形 で あ っ て も よ く
、 融 合 タ ン パ ク 質 の よ う な よ り 大 き い タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ っ て も よ い 。 さ ら な る ア ミ ノ
酸 （ 複 数 ） 、 好 ま し く は 分 泌 ま た は リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ 配 列 、 多 ヒ ス チ ジ ン 残 基 の よ う な
精 製 に 役 立 つ 配 列 、 ま た は 組 換 え 的 産 生 の 際 に 安 定 性 の た め の さ ら な る 配 列 を 含 め る こ と
が し ば し ば 都 合 が よ い 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ i） ア ミ ノ 酸 残 基 の 一 つ も し く は そ れ 以 上 が 保 存 も し く は 非 保 存 ア
ミ ノ 酸 残 基 （ 好 ま し く は 保 存 ア ミ ノ 酸 残 基 ） に よ っ て 置 換 さ れ 、 そ の よ う な 置 換 さ れ た ア
ミ ノ 酸 残 基 が 、 遺 伝 子 コ ー ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 残 基 で あ っ て も そ う で な く て も よ い ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ii） ア ミ ノ 酸 残 基 の 一 つ も し く は そ れ 以 上 が 置 換 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
（ iii） ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な も う 一 つ の 化 合 物 に 融 合 し た ポ リ ペ プ チ ド 、 （ i
v） 精 製 に 役 立 つ ま た は 効 率 的 な 処 理 能 を 増 強 す る さ ら な る ア ミ ノ 酸 の よ う な 異 種 配 列 に
融 合 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 の 教 示 か
ら 当 業 者 の 範 囲 内 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 好 ま し く は 、 変 異 体 、 断 片 、 お よ び 変 種 を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の 酵 素 活
性 の よ う な 機 能 的 活 性 （ 例 え ば 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び ／ ま た は 逆 転 写 酵
素 活 性 の よ う な DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ） ま た は 抗 原 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 活 性 は 、 様 々 な 方 法 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 抗 原 性 に 関 し て ア ッ セ イ す る 一 つ の 態 様 に お い て 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 EL
ISA（ 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ ） 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 放

10

20

30

40

50

(139) JP 2005-508630 A 2005.4.7



射 測 定 ア ッ セ イ 、 ゲ ル 拡 散 沈 殿 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 イ ン サ イ チ ュ ー イ ム ノ ア ッ セ イ
（ 例 え ば 、 金 コ ロ イ ド 、 酵 素 、 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 標 識 を 用 い る ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 、 沈 殿 反 応 、 凝 集 反 応 （ 例 え ば 、 ゲ ル 凝 集 ア ッ セ イ 、 ヘ ム ア グ ル チ ニ ン ア ッ セ イ ） 、 補
体 固 定 ア ッ セ イ 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 プ ロ テ イ ン Aア ッ セ イ 、 な ら び に 免 疫 電 気 泳 動 ア ッ
セ イ の よ う な 、 競 合 的 お よ び 非 競 合 的 ア ッ セ イ 系 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 当 技 術 分
野 で 既 知 の 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 結 合
は 、 一 次 抗 体 上 の 標 識 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 一
次 抗 体 は 、 一 次 抗 体 に 対 す る 二 次 抗 体 ま た は 試 薬 の 結 合 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ
る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 標 識 さ れ る 。 多 く の 手 段 が 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お
い て 結 合 を 検 出 す る た め に 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ セ イ お よ び そ う で な け れ ば 当 技 術 分 野 で 既 知 の ア ッ セ イ
は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 誘 発 能 を 測 定 す る た め に 日 常 的 に 適 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む ク ロ ー ン か
ら 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 無 処 置 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、
す な わ ち 一 次 配 列 に 対 す る 如 何 な る 改 変 も 行 わ ず に 発 現 さ れ て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は ま
た 、 融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 N末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 ） と し て 発 現 さ れ て も よ く 、 お
よ び ／ ま た は 翻 訳 後 改 変 さ れ て も よ い （ 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 等 ） 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 か ら 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド
の 精 製 を 容 易 に す る た め に 、 タ グ （ 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ タ グ ） を 含 む よ う に 改 変 し て も
よ い 。 適 し た タ グ は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 こ れ に は 、 ヒ ス チ ジ ン 6個 の よ う な ア ミ ノ 酸 の
反 復 配 列 、 ヘ ム ア グ ル チ ニ ン エ ピ ト ー プ 、 V5エ ピ ト ー プ 、 お よ び mycエ ピ ト ー プ の よ う な
エ ピ ト ー プ 、 な ら び に ポ リ ペ プ チ ド の 単 純 な 精 製 を 許 容 す る 他 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 含 ま れ る
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 用 い
ら れ る ベ ク タ ー は 、 PelBリ ー ダ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ れ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 周 辺 質
局 在 を 指 示 す る 。 本 発 明 は ま た 、 タ グ 配 列 を 含 ま な い ポ リ ペ プ チ ド も 企 図 す る 。 タ グ 配 列
を 含 む 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24に お け る 配 列 を 用 い て 、 ポ リ
ペ プ チ ド の 非 タ グ 版 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 構 築 し て も よ い 。 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら の 非 タ
グ タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 も 企 図 す る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 （ 1） 一 つ ま た は 複 数 の 所 望 の 特 徴 お よ び ／ ま た は 活 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 、 お よ び （ 2） タ グ （ 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ タ グ ） と 共 に そ の よ
う な 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 本 発 明 に は 、 一 つ ま た は 複 数 （ 例 え ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8個 等 ） の タ グ を
有 す る 本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 こ れ ら の タ グ は 、 例 え ば 、 一 つ ま た は
複 数 の 所 望 の 特 徴 お よ び ／ ま た は 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の （ 1） N末 端 、
（ 2） C末 端 、 ま た は （ 3） N末 端 と C末 端 の 双 方 に 存 在 し て も よ い 。 タ グ は ま た 、 内 部 に 存
在 し て も よ い （ 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 領 域 の あ い だ ） 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る タ グ は 、 長 さ が 異 な っ て も よ い が 、 典 型 的 に 、 長 さ が ア ミ ノ
酸 残 基 約 5～ 約 100、 約 10～ 約 100、 約 15～ 約 100、 約 20～ 約 100、 約 25～ 約 100、 約 30～ 約 10
0、 約 35～ 約 100、 約 40～ 約 100、 約 45～ 約 100、 約 50～ 約 100、 約 55～ 約 100、 約 60～ 約 100
、 約 65～ 約 100、 約 70～ 約 100、 約 75～ 約 100、 約 80～ 約 100、 約 85～ 約 100、 約 90～ 約 100、
約 95～ 約 100、 約 5～ 約 80、 約 10～ 約 80、 約 20～ 約 80、 約 30～ 約 80、 約 40～ 約 80、 約 50～ 約
80、 約 60～ 約 80、 約 70～ 約 80、 約 5～ 約 60、 約 10～ 約 60、 約 20～ 約 60、 約 30～ 約 60、 約 40
～ 約 60、 約 50～ 約 60、 約 5～ 約 40、 約 10～ 約 40、 約 20～ 約 40、 約 30～ 約 40、 約 5～ 約 30、 約
10～ 約 30、 約 20～ 約 30、 約 5～ 約 25、 約 10～ 約 25、 約 15～ 約 25個 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
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　 本 発 明 の 実 践 に お い て 用 い ら れ る タ グ は 、 如 何 な る 数 の 目 的 に も 役 立 つ 可 能 性 が あ る 。
例 え ば 、 そ の よ う な タ グ は 、 （ 1） タ ン パ ク 質 内 部 （ 例 え ば 、 タ グ 配 列 と 、 タ グ が 結 合 し
て い る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と の あ い だ ） 、 お よ び 他 の タ ン パ ク 質 分 子 と の タ ン パ ク 質 タ ン パ
ク 質 相 互 作 用 に 関 与 す る 、 （ 2） ポ リ ペ プ チ ド に 特 定 の 精 製 法 （ 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精
製 ） を 受 け さ せ る 、 （ 3） ポ リ ペ プ チ ド が 組 成 物 に 存 在 す る か 否 か を 同 定 で き る よ う に す
る （ 例 え ば 、 ELISA、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 等 ） 、 お よ び ／ ま た は （ 4） タ グ が 付 加 さ れ て い
る タ ン パ ク 質 と の タ ン パ ク 質 内 相 互 作 用 を 安 定 化 ま た は 脱 安 定 化 す る （ 例 え ば 、 タ ン パ ク
質 の 熱 安 定 性 を 増 加 ま た は 減 少 す る ） 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 実 践 に お い て 用 い て も よ い タ グ の 例 に は 、 金 属 結 合 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 ヒ ス チ
ジ ン 3、 4、 5、 6ま た は 7個 の 領 域 の よ う な ポ リ ヒ ス チ ジ ン セ グ メ ン ト ） 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
結 合 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 （ 1） プ ロ テ イ ン A、 （ 2） プ ロ テ イ ン G、 （ 3） T細 胞 、 B細 胞 、 お
よ び ／ ま た は Fc受 容 体 、 お よ び ／ ま た は （ 4） 補 体 タ ン パ ク 質 抗 体 結 合 ド メ イ ン ） 、 糖 結
合 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 マ ル ト ー ス 結 合 ド メ イ ン ） ； な ら び に 検 出 可 能 な ド メ イ ン （ 例 え ば
、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 少 な く と も 一 部 ） が 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 上 記 の タ グ
の よ う な 一 つ ま た は 複 数 の タ グ を 含 ん で も よ い 。 典 型 的 に 、 一 つ よ り 多 い タ グ を 含 む 融 合
タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 片 方 の 末 端 ま た は 双 方 の 末 端 （ す な わ ち 、 N末 端 と C末 端 ）
に こ れ ら の タ グ を 含 む が 、 末 端 に 存 在 す る タ グ の 他 に 一 つ ま た は 複 数 の タ グ が 内 部 に 存 在
し て も よ い 。 さ ら に 、 一 つ よ り 多 い タ グ が 一 つ の 末 端 、 内 部 、 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ
ド の 双 方 の 末 端 に 存 在 し て も よ い 。 例 え ば 、 連 続 し た 三 つ の タ グ を ポ リ ペ プ チ ド の N末 端
の 端 部 同 士 で 結 合 さ せ る こ と が で き る で あ ろ う 。 本 発 明 に は さ ら に 、 上 記 の 融 合 タ ン パ ク
質 を 含 む 組 成 物 お よ び 反 応 混 合 物 と 共 に 、 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 、 こ れ
ら の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー ） 、 お よ び こ れ ら の 核 酸 分
子 を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に は ま た 、 本 明 細 書 に お い て 他 で 記 述 さ れ て
い る こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る 方 法 も 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 そ れ に よ っ て 融 合 タ ン パ ク 質 が 組 成 物 に 存 在 す る か 否 か を 同 定 す る こ と が で き る タ グ に
は 、 例 え ば 、 電 気 泳 動 ゲ ル に お い て タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る タ グ
が 含 ま れ る 。 そ の よ う な タ グ の 多 く は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 こ れ に は 、 ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト の た め に 用 い る こ と が で き る エ ピ ト ー プ お よ び 抗 体 結 合 ド メ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 タ グ 配 列 と 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 か
ら タ グ 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 除 去 す る こ と が 望 ま し い か も 知 れ な い 。 こ の タ イ プ の 態 様
に お い て 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 の 切 断 部 位 を 形 成 す る 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 、
融 合 タ ン パ ク 質 の 一 次 配 列 に 組 み 入 れ て も よ い 。 切 断 部 位 は 、 部 位 で の 切 断 に よ っ て 融 合
タ ン パ ク 質 か ら タ グ 配 列 の 全 て ま た は 一 部 が 除 去 さ れ る よ う に 存 在 し て も よ い 。 い く つ か
の 態 様 に お い て 、 切 断 部 位 は 、 タ グ 配 列 の 全 て が 切 断 部 位 を 認 識 す る プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 に
よ る 切 断 に よ っ て 除 去 さ れ る よ う に 、 タ グ 配 列 と ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 と の あ い だ に 存 在 し
て も よ い 。 適 し た 切 断 部 位 の 例 に は 、 血 液 凝 固 第 Xa因 子 に よ っ て 認 識 お よ び 切 断 さ れ る 配
列 Ile-Glu-Gly-Arg（ 配 列 番 号 ： ） を 有 す る 第 Xa因 子 切 断 部 位 、 な ら び に ト ロ ン ビ ン に よ
っ て 認 識 お よ び 切 断 さ れ る 配 列 Leu-Val-Pro-Arg（ 配 列 番 号 ： ） を 有 す る ト ロ ン ビ ン 切 断
部 位 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 他 の 適 し た 切 断 部 位 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 本
発 明 と 共 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
2． 本 発 明 の 核 酸 分 子
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 相 補 的 で あ る 核 酸 に も 関 す る 。 次 に 、 こ れ ら の 核 酸 を 用 い て 組 換 え 型 細 胞 培 養
に お い て ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る こ と が で き る 。 さ ら に 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 標
識 ま た は 非 標 識 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 ま た は 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 相 補 的 で あ る 、 ま た は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下
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で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21ま た は 23の 任 意 の 一 つ に お け る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 全 て ま た は 一 部 の よ う な 本 明 細 書 に 提 供 し た 情 報 を 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 開 始 材 料 と し て mRNAを 用 い て cDNAを ク ロ ー ニ ン グ す
る た め の 技 法 、 お よ び ／ ま た は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 技 法 の よ う
な 、 標 準 的 な ク ロ ー ニ ン グ お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 技 法 を 用 い て 得 て も よ い 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 mRNAの よ う な RNAの 形 、 ま た は 例 え ば ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 得 た
も し く は 合 成 に よ っ て 産 生 さ れ た cDNAお よ び ゲ ノ ム DNAを 含 む DNAの 形 で あ っ て も よ い 。 DN
Aは 、 二 本 鎖 で あ っ て も 一 本 鎖 で あ っ て も よ い 。 一 本 鎖 DNAま た は RNAは 、 セ ン ス 鎖 と し て
も 知 ら れ る コ ー ド 鎖 で あ っ て も よ く 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 と も 呼 ば れ る 非 コ ー ド 鎖 で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 （ 複 数 ） と は 、 そ の 本 来 の 環 境 か ら 切 り 離 さ れ て い る 核 酸 分 子
、 DNAま た は RNAを 意 図 す る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー に 含 ま れ る 組 換 え 型 DNA分 子 は 、 本 発 明 の
目 的 に 関 し て 単 離 さ れ て い る と 見 な さ れ る 。 単 離 さ れ た DNA分 子 の さ ら な る 例 に は 、 異 種
宿 主 細 胞 に お い て 維 持 さ れ る 組 換 え 型 DNA分 子 、 ま た は 溶 液 中 で の 精 製 （ 部 分 的 ま た は 実
質 的 ） DNA分 子 が 含 ま れ る 。 単 離 さ れ た RNA分 子 に は 、 本 発 明 の DNA分 子 の イ ン ビ ボ ま た は
イ ン ビ ト ロ RNA転 写 物 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に 従 う 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に は 、 さ ら に 、 合 成
に よ っ て 産 生 さ れ た そ の よ う な 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び
／ ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ） に 示 さ れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） の 全 て ま た
は 一 部 を 含 む DNA分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 述 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の 断 片 に も 向 け ら れ る 。 本 発 明
の 好 ま し い 核 酸 断 片 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の 活 性 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 に お い て 考 察 し た 酵
素 活 性 の よ う な 酵 素 活 性 ） を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 部 分 （ 例 え
ば 、 ド メ イ ン ） を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。 特 に 、 本 発 明 の そ の よ う な 核 酸 断 片 に
は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 全 て ま た は 一 部 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 一 部 」 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 1
7、 19、 21お よ び ／ ま た は 23に お け る 配 列 ） の 少 な く と も 約 15ヌ ク レ オ チ ド （ nt） 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 20 nt、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 30 nt、 お よ び さ ら に
よ り 好 ま し く は 約 30～ 70 ntと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ DNAま た は RNAの い
ず れ か ） を 意 図 す る 。 好 ま し く は 、 参 照 配 列 の 全 て ま た は 一 部 と 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に お い て 考 察 し た 酵 素 活 性 （ 例
え ば 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ） の よ う な 一 つ ま た は 複 数 の 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配
列 を そ れ 自 身 コ ー ド す る 核 酸 分 子 ； プ レ 、 プ ロ ま た は プ レ プ ロ タ ン パ ク 質 配 列 の よ う な リ
ー ダ ー ま た は 分 泌 配 列 を コ ー ド す る 配 列 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド お よ び さ ら な る 配 列 の コ ー
ド 配 列 ； 例 え ば 、 転 写 、 ス プ ラ イ シ ン グ お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む mRNAプ ロ セ
シ ン グ 、 例 え ば mRNAの リ ボ ソ ー ム 結 合 お よ び 安 定 性 に お い て 何 ら か の 役 割 を 有 す る 転 写 さ
れ た 非 翻 訳 配 列 の よ う な 、 非 コ ー ド 5'お よ び 3'配 列 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い さ ら な
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る 非 コ ー ド 配 列 と 共 に 、 上 記 の さ ら な る コ ー ド 配 列 を 有 す る か 、 ま た は 有 し な い ポ リ ペ プ
チ ド の コ ー ド 配 列 が 含 ま れ て も よ い が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 上 記 の タ グ 配 列 の 一 つ ま た は 複 数 を コ ー ド す る 少 な く と
も 一 つ の さ ら な る コ ー ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 、 類 似 体 、 ま た は 誘 導 体 を コ ー ド す る 本
発 明 の 核 酸 分 子 の 変 種 に も 関 す る 。 変 種 は 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 種 の よ う に 天 然 に 存 在 し
て も よ い 。 「 対 立 遺 伝 子 変 種 」 と は 、 生 物 の 染 色 体 上 の 所 定 の 座 に 存 在 す る 遺 伝 子 の い く
つ か の も う 一 つ の 型 の 一 つ を 意 図 す る 。 Genes II、 Lewin, B.編 、 ジ ョ ン ウ ィ リ ー ＆ サ ン
ズ 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ 1985） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 天 然 に 存 在 し な い 変 種 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 変 異 誘 発 技 術 を 用 い て 産 生 し て も よ い 。
そ の よ う な 変 種 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で も よ い ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、
欠 失 、 ま た は 付 加 に よ っ て 産 生 さ れ た 変 種 が 含 ま れ る 。 変 種 は 、 コ ー ド 領 域 、 非 コ ー ド 領
域 、 ま た は そ の 双 方 が 変 化 し て も よ い 。 コ ー ド 領 域 の 変 化 は 、 保 存 的 ま た は 非 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 を 生 じ て も よ い 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に は 、 （ a） 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び
／ ま た は 24の 任 意 の 一 つ に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び （ b） （ a） に お け る 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 ま た は 99％ 同 一 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 単 離 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24
（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む も し く は そ れ ら か ら な る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 23ま た は 25（ 配 列 番 号 ： ） の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ま た は そ れ ら か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン （
NRRL寄 託 番 号 NRRL B-30617、 NRRL B-30618、 NRRL B-30619、 NRRL B-30620、 NRRL B-30621
、 NRRL B-30622、 NRRL B-30623、 NRRL B-30624、 NRRL B-30625、 NRRL B-30626、 NRRL B-3
0576、 NRRL B-30577、 NRRL B-30579、 NRRL B-30578、 NRRL B-30580） の 一 つ の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ま た は そ れ ら か ら な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン （ NRRL寄 託 番 号 NRRL B-30617、 NRRL B-30618、 NR
RL B-30619、 NRRL B-30620、 NRRL B-30621、 NRRL B-30622、 NRRL B-30623、 NRRL B-30624
、 NRRL B-30625、 NRRL B-30626、 NRRL B-30576、 NRRL B-30577、 NRRL B-30579、 NRRL B-3
0578、 NRRL B-30580） の 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ま た は そ れ ら か ら な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 、 断 片 （ 例 え ば 、 一 部 ） 、 お よ び 変 種 が 含 ま れ る が こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 上 記 の よ う に 、 そ し て 下 記 に さ ら に 説 明 す る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、
表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の
ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 一 つ ま た は 複 数 の 置 換 を 含 む 変 異 体 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核
酸 を 含 む ま た は そ れ ら か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 1
9、 21、 23ま た は 25（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る 一 つ ま た は 複 数 の 置
換 を 含 む 核 酸 を 含 む ま た は そ れ ら か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン （ NRRL
寄 託 番 号 NRRL B-30617、 NRRL B-30618、 NRRL B-30619、 NRRL B-30620、 NRRL B-30621、 NR
RL B-30622、 NRRL B-30623、 NRRL B-30624、 NRRL B-30625、 NRRL B-30626、 NRRL B-30576
、 NRRL B-30577、 NRRL B-30579、 NRRL B-30578、 NRRL B-30580） の 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 一 つ ま た は 複 数 の 置 換 を
含 む 変 異 体 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ま た は そ れ ら か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
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、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン （ NRRL寄 託 番 号 NRRL B-30617、 NRRL B-30618、 NRRL B-30619、 NRRL
 B-30620、 NRRL B-30621、 NRRL B-30622、 NRRL B-30623、 NRRL B-30624、 NRRL B-30625、
NRRL B-30626、 NRRL B-30576、 NRRL B-30577、 NRRL B-30579、 NRRL B-30578、 NRRL B-305
80） の 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る 一 つ ま た は 複 数 の 置 換 を 含 む 核 酸 を 含 む ま た は
は そ れ ら か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 、 断 片 （ 例 え ば 、 一 部 ）
、 お よ び 変 種 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 配 列 番 号 ： ＿ -＿ お よ び 翻 訳 さ れ た 配 列 番 号 ： ＿ -＿ は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の そ し て 下 記
に さ ら に 説 明 す る 多 様 な 用 途 に と っ て 十 分 に 正 確 で 、 そ う で な け れ ば 適 し て い る 。 例 え ば
、 配 列 番 号 ： ＿ は 、 配 列 番 号 ： ＿ に そ れ ぞ れ 含 ま れ る 核 酸 配 列 ま た は そ れ ぞ れ の 寄 託 さ れ
た ク ロ ー ン に 含 ま れ る DNAを 検 出 お よ び ／ ま た は 増 幅 す る 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー を 設 計 す る た め に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー は ま た
、 微 生 物 学 的 試 料 に お け る 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ／ 増 幅 し 、 そ れ に よ っ て 配 列 番
号 ： ＿ が 由 来 す る そ れ ぞ れ の 生 物 の 検 出 を 可 能 に す る で あ ろ う 。 同 様 に 、 配 列 番 号 ： ＿ か
ら 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 そ れ に も か か わ ら ず 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 に よ っ て 生 成 さ れ た DNA配 列 は 、 シ ー ク エ
ン シ ン グ の 誤 り を 含 み う る 。 誤 り は 、 誤 っ て 同 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド と し て 存 在 す る か 、
ま た は 生 成 し た DNA配 列 に お け る ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 ま た は 欠 失 と し て 存 在 す る 。 誤 っ て
挿 入 ま た は 欠 失 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 、 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 読 み 取 り 枠 の フ レ ー ム
シ フ ト を 引 き 起 こ す 。 こ れ ら の 場 合 、 生 成 さ れ た DNA配 列 が 実 際 の DNA配 列 と 99.9％ を 超 え
て 同 一 で あ っ て も （ 例 え ば 、 1000塩 基 を 超 え る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に お け る 一
塩 基 挿 入 ま た は 欠 失 ） 、 予 想 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 実 際 の ア ミ ノ 酸 配 列 と は 異 な る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 し た が っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 正 確 さ を 必 要 と す る 応 用 に
関 し て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： ＿ と し て 同 定 さ れ る 生 成 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 配 列 番 号
： ＿ と し て 同 定 さ れ る 予 想 翻 訳 ア ミ ノ 酸 配 列 の み な ら ず 、 ＿ 寄 託 所 に 寄 託 さ れ た 本 発 明 の
ポ リ メ ラ ー ゼ の DNAク ロ ー ン を 含 む プ ラ ス ミ ド DNAの 試 料 （ 実 施 例 を 参 照 さ れ た い ） を 提 供
す る 。 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 既 知 の 方 法 に 従 っ て 寄 託 さ れ た ク ロ ー
ン を シ ー ク エ ン シ ン グ す る こ と に よ っ て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 予 想 ア ミ ノ 酸 配 列
は 、 そ の よ う な 寄 託 物 か ら 確 認 す る こ と が で き る 。 そ の 上 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て
コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 も 同 様 に 、 ペ プ チ ド シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ
て 、 ま た は 寄 託 さ れ た DNAを 含 む 適 し た 宿 主 細 胞 に お い て タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 、 タ ン パ
ク 質 を 回 収 し 、 そ し て そ の 配 列 を 決 定 す る こ と に よ っ て 直 接 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RNAの 形 、 ま た は cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 お よ び 合 成 DNAを 含
む DNAの 形 で あ っ て も よ い 。 DNAは 、 二 本 鎖 で あ っ て も 一 本 鎖 で あ っ て も よ く 、 一 本 鎖 の 場
合 、 コ ー ド 鎖 で あ っ て も よ く 、 非 コ ー ド （ ア ン チ セ ン ス ） 鎖 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に よ り 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17
、 19、 21、 23も し く は 25（ 配 列 番 号 ： ＿ ） ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に お け る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と 実 質 的 に 異 な っ て い て も よ い 。 当 然 、 遺 伝 子 コ ー ド は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
こ の よ う に 、 上 記 の 縮 重 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る こ と は 当 業 者 に と っ て 日 常 的 で あ ろ
う 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 本 発 明 は 特 に 、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 23お
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よ び 25（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 寄
託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ と 実 質 的 に 同 じ 機 能 的 活 性 を 保 持 す
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 の 本 発 明 の 核 酸 分 子 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 一 部 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ま た
は そ れ ら か ら な る 単 離 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し な く て も よ い が 、 例 え ば プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し
て な お も 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 一 部 」 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 参 照 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 少 な く と も 約 15ヌ ク レ オ チ ド （ nt） 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 20 nt、
さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 30 nt、 お よ び さ ら に よ り 好 ま し く は 約 30～ 70 ntと ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 意 図 さ れ る 。 ま た 、 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く
と も 約 15ヌ ク レ オ チ ド （ nt） 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 20 nt、 さ ら に よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 25 nt、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 30 nt、 お よ び さ ら に よ り 好 ま
し く は 約 30～ 70（ 例 え ば 、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 お よ び ／ ま た は 70） nt（ 当
然 、 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 長 さ 以 外 の 断 片 の 長 さ も 有 用 で あ る ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 意 図 さ れ る 。 ま た は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 の よ う に 、 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て も し な く て も よ
い 、 少 な く と も 20塩 基 、 好 ま し く は 30塩 基 、 お よ び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50塩 基 を 有
し て も よ い 。 当 然 、 長 さ が 50～ 500 nt、 500～ 1000 nt、 1000～ 1500 nt、 1500～ 2000 nt、
2000～ 2500 nt、 2500～ 3000 nt、 3000～ 3500 ntの よ り 大 き い 断 片 も 同 様 に 、 本 発 明 に お
い て 有 用 で あ る （ 下 記 を 参 照 さ れ た い ） 。 例 え ば 、 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 完 全
長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ と し て 、 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 回 収 も し く は 検 出
の た め に 、 ま た は PCRプ ラ イ マ ー と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 当 然 、 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 寄 託 さ れ た cDNAク ロ ー ン ） の よ り 大 き い 部 分 、
ま た は 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 完 全 な 長 さ と 同 等 で あ る 部 分 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド も ま た 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 表 1、 3、 5、 7、 9、 11
、 13、 15、 17、 19、 21お よ び 23に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 て で は な い が ほ と ん ど に 対 応
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 に 、 本 発 明 に 従 う プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。 「 長 さ が 少 な
く と も 20 ntで あ る 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 と は 、 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 か ら 20ま た は そ れ 以 上 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 意 図 す る 。 示 す よ う に 、 そ の よ う な 部
分 は 、 従 来 の DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に 従 う プ ロ ー ブ と し て 、 ま た は 本 明 細 書 に
記 載 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ る 標 的 配 列 の 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー と し て 有
用 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 核 酸 分 子 の 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 作 製 は 、 当 業 者 に と っ て 日 常
的 で あ ろ う 。 例 え ば 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 ま た は 超 音 波 処
理 に よ る 切 断 を 用 い て 、 完 全 長 の 核 酸 分 子 の 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 様 々 な 大 き さ の DNAの 部 分 を 容 易 に 生 成 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 ま た は 、 本 発
明 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 既 知 の 技 術 に 従 っ て 合 成 に よ っ て 作 製 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の 断 片 に も 向 け ら れ る 。 寄 託 さ
れ た ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21お
よ び 23に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の 断 片 は 、 本 明 細 書 に お
い て 考 察 し た プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー と し て 有 用 な 、 長 さ が 少 な く と も 約 15ヌ ク レ オ チ
ド （ nt） 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 20 nt、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 30 nt
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、 お よ び さ ら に よ り 好 ま し く は 約 40 ntの 断 片 を 意 図 す る 。 当 然 、 長 さ が 50～ 500 nt、 500
～ 1000 nt、 1000～ 1500 nt、 1500～ 2000 nt、 2000～ 2500 nt、 2500～ 3000 nt、 3000～ 350
0 ntの よ り 大 き い 断 片 も 同 様 に 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 表 1、 3
、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21お よ び 23に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 て で は な
い が ほ と ん ど に 対 応 す る 断 片 と 同 様 に 、 本 発 明 に 従 っ て 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 長 さ が 少 な
く と も 20 ntの 断 片 は 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 表 1、 3、 5、 7、 9
、 11、 13、 15、 17、 19、 21お よ び 23に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 20個 ま た は そ れ 以
上 の 連 続 塩 基 を 含 む 断 片 を 意 図 す る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ が
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ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ 以 上 の よ う な 、 長 さ が 15～ 4000ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 23お よ
び 25（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド も し く は ポ リ メ ラ ー ゼ コ ー ド ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン の ポ リ メ ラ ー ゼ 核 酸 、 ま た は 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と 少 な
く と も 80％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、 87％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、 91％ 、 92
％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 ま た は 99％ 同 一 で あ る 変 種 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 に は 、 部 分 的 に 、 （ 1） 本 明 細 書 に 記 載 の 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に 含
ま れ る 核 酸 、 （ 2） 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 23も し く は 25（ 配 列 番 号
： ＿ ） に 示 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は （ 3） こ れ ら の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 一 つ の 小 部 分 （ 例 え ば 、 表 1に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 225～ 398、 156～ 402、 450
～ 779、 459～ 2201） に 対 し て 少 な く と も 80％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、 87
％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 ま た は 99％
同 一 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 本 発 明 に は さ ら に 、 そ の よ う な 核 酸 分 子 を 含 む
宿 主 細 胞 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に は ま た 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 つ ま た は 複 数 を 含
む 組 成 物 お よ び 混 合 物 （ 例 え ば 、 反 応 混 合 物 ） と 共 に 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 多 く の 場 合 に お い て 、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 寄 託 さ れ た ク ロ ー
ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、
22も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 し
た 一 つ ま た は 複 数 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 変 種 は 、 コ ー ド 領 域 、 非 コ ー ド 領 域 、 ま た は そ の 双 方 に お け る 変 化 を 含 ん で も よ い 。 サ
イ レ ン ト 置 換 、 付 加 、 ま た は 欠 失 を 生 じ る 変 化 を 含 む が 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 性
質 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 種 が 特 に 好 ま し い 。 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重
に よ り サ イ レ ン ト 置 換 に よ っ て 生 じ た ヌ ク レ オ チ ド 変 種 が 好 ま し い 。 そ の 上 、 ア ミ ノ 酸 5
～ 10、 1～ 5、 ま た は 1～ 2個 が 任 意 の 組 み 合 わ せ で 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 さ れ て い る 変 種
も 同 様 に 好 ま し い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 種 は 、 様 々 な 理 由 の た め に 、 例 え ば 特 定 の 宿 主 に
関 し て コ ド ン 発 現 を 最 適 に す る よ う に （ コ ド ン を 、 大 腸 菌 の よ う な 特 定 の 細 菌 宿 主 に と っ
て 好 ま し い コ ド ン に 変 化 さ せ る ） 作 製 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 記 述 さ れ る よ
う に 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 最 も
好 ま し い 。 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 特 に DNAま た は RNA分 子 は 、 例 え ば 、 PCRま た は DNAシ ャ ッ
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フ リ ン グ に よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る た め の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー と
し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24
（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ
リ メ ラ ー ゼ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ま た は そ れ ら か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま
れ る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 6～ 994個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 長
さ が ア ミ ノ 酸
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個 で あ る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 10個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な
い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ
ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 911～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、
． ． ． 、 880～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～
10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 916～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ
リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 862～ 871位 ； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 862～ 871位 ； 表 1
2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ．
． 、 862～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10
、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 891～ 900位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 855～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 875～ 884位 ； 表 20
（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ．
． 、 861～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10
、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 919～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の 残 基 1～ 10、 2～ 11、 3～ 12、 ． ． ． 、 951～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 10
個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 11個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な
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い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 910～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12
、 3～ 13、 ． ． ． 、 879～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 915～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 861～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12
、 3～ 13、 ． ． ． 、 861～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 861～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 890～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2
～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 854～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 874～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 860
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11
、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 918～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 11、 2～ 12、 3～ 13、 ． ． ． 、 950～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 11個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 上 記 の 断 片 の 一 つ 、 ま た は 重 な
り 合 う 一 つ よ り 多 い 断 片 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 12個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な
い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 909～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13
、 3～ 14、 ． ． ． 、 878～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
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の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 914～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 860～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13
、 3～ 14、 ． ． ． 、 860～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 860～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 889～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2
～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 853～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 873～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 859
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12
、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 917～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 12、 2～ 13、 3～ 14、 ． ． ． 、 949～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 12個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 13個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な
い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 908～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14
、 3～ 15、 ． ． ． 、 877～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 913～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 859～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14
、 3～ 15、 ． ． ． 、 859～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 859～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 888～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2
～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 852～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 872～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 858
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13
、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 916～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 13、 2～ 14、 3～ 15、 ． ． ． 、 948～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 13個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 14個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
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ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る か も し く は 有 し な
い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 907～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15
、 3～ 16、 ． ． ． 、 876～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 912～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 858～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15
、 3～ 16、 ． ． ． 、 858～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 858～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 887～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2
～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 851～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 871～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 857
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14
、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 915～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 14、 2～ 15、 3～ 16、 ． ． ． 、 947～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 14個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 15個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 906～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16
、 3～ 17、 ． ． ． 、 875～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 911～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 857～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16
、 3～ 17、 ． ． ． 、 857～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
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ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 857～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 886～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2
～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 850～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 870～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 856
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15
、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 914～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 15、 2～ 16、 3～ 17、 ． ． ． 、 946～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 15個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 16個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 905～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17
、 3～ 18、 ． ． ． 、 874～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 910～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 856～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17
、 3～ 18、 ． ． ． 、 856～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 856～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 885～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2
～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 849～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 869～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 855
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16
、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 913～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 16、 2～ 17、 3～ 18、 ． ． ． 、 945～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 16個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 17個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
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チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 904～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18
、 3～ 19、 ． ． ． 、 873～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 909～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 855～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18
、 3～ 19、 ． ． ． 、 855～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 855～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 884～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2
～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 848～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 868～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 854
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17
、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 912～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 17、 2～ 18、 3～ 19、 ． ． ． 、 944～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 17個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 18個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 903～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19
、 3～ 20、 ． ． ． 、 872～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 908～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 854～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19
、 3～ 20、 ． ． ． 、 854～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 854～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 883～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2
～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 847～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 867～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
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） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 853
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18
、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 911～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 18、 2～ 19、 3～ 20、 ． ． ． 、 943～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 18個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 19個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 902～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20
、 3～ 21、 ． ． ． 、 871～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 907～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 853～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20
、 3～ 21、 ． ． ． 、 853～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 853～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 882～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2
～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 846～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 866～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 852
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19
、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 910～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 19、 2～ 20、 3～ 21、 ． ． ． 、 942～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 19個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 20個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
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ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 901～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21
、 3～ 22、 ． ． ． 、 870～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 906～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 852～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21
、 3～ 22、 ． ． ． 、 852～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 852～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 881～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2
～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 845～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 865～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 851
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20
、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 909～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 20、 2～ 21、 3～ 22、 ． ． ． 、 941～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 20個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 21個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 900～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22
、 3～ 23、 ． ． ． 、 869～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 905～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 851～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22
、 3～ 23、 ． ． ． 、 851～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 851～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 880～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2
～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 844～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 864～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 850
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21
、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 908～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 21、 2～ 22、 3～ 23、 ． ． ． 、 940～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 21個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ １ 】
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　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 22個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 899～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23
、 3～ 24、 ． ． ． 、 868～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 904～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 850～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23
、 3～ 24、 ． ． ． 、 850～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 850～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 879～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2
～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 843～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 863～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 849
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22
、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 907～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22、 2～ 23、 3～ 24、 ． ． ． 、 939～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 22個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 23個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 24、 ． ． ． 、 898～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24
、 3～ 25、 ． ． ． 、 867～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 903～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 849～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24
、 3～ 25、 ． ． ． 、 849～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 849～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
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ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 878～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2
～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 842～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 862～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 848
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23
、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 906～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 938～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 23個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 24個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 897～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24
、 3～ 25、 ． ． ． 、 866～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 902～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 848～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24
、 3～ 25、 ． ． ． 、 848～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 848～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 877～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2
～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 841～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 861～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 847
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23
、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 905～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 23、 2～ 24、 3～ 25、 ． ． ． 、 937～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 24個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 25個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 896～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25
、 3～ 26、 ． ． ． 、 865～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 901～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 847～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25
、 3～ 26、 ． ． ． 、 847～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 847～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 876～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2
～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 840～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 860～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 846
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24
、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 904～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 24、 2～ 25、 3～ 26、 ． ． ． 、 936～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 25個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 26個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 895～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26
、 3～ 27、 ． ． ． 、 864～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 900～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 846～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26
、 3～ 27、 ． ． ． 、 846～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 846～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 875～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2
～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 839～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 859～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 845
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25
、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 903～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
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メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 25、 2～ 26、 3～ 27、 ． ． ． 、 935～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 26個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 27個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 894～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27
、 3～ 28、 ． ． ． 、 863～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 899～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 845～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27
、 3～ 28、 ． ． ． 、 845～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 845～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 874～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2
～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 838～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 858～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 844
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26
、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 902～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 26、 2～ 27、 3～ 28、 ． ． ． 、 934～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 27個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 28個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 893～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28
、 3～ 29、 ． ． ． 、 862～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 898～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 844～ 871位
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； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28
、 3～ 29、 ． ． ． 、 844～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 844～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 873～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2
～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 837～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 857～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 843
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27
、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 901～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 27、 2～ 28、 3～ 29、 ． ． ． 、 933～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 28個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 29個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 892～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29
、 3～ 30、 ． ． ． 、 861～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 897～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 843～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29
、 3～ 30、 ． ． ． 、 843～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 843～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 872～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2
～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 836～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 20、 ． ． ． 、 856～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 842
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28
、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 900～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 28、 2～ 29、 3～ 30、 ． ． ． 、 932～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 29個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 30個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 891～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30
、 3～ 31、 ． ． ． 、 860～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 896～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 842～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30
、 3～ 31、 ． ． ． 、 842～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 842～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 871～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2
～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 835～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 855～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 841
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29
、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 899～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 29、 2～ 30、 3～ 31、 ． ． ． 、 931～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 30個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 31個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 890～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31
、 3～ 32、 ． ． ． 、 859～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 895～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 841～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31
、 3～ 32、 ． ． ． 、 841～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 841～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 870～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2
～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 834～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 854～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 840
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～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30
、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 898～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 30、 2～ 31、 3～ 32、 ． ． ． 、 930～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 31個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 32個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 889～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32
、 3～ 33、 ． ． ． 、 858～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 894～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 840～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32
、 3～ 33、 ． ． ． 、 840～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 840～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 869～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2
～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 833～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 853～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 839
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31
、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 897～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 31、 2～ 32、 3～ 33、 ． ． ． 、 929～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 32個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 33個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 888～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33
、 3～ 34、 ． ． ． 、 857～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 893～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 839～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33
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、 3～ 34、 ． ． ． 、 839～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 839～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 868～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2
～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 832～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 852～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 838
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32
、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 896～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 32、 2～ 33、 3～ 34、 ． ． ． 、 928～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 33個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 核 酸 は 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 34個 で あ っ て 、 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 完 全 長 の ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い
、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の ア ミ ノ 酸 残 基
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位 で 始 ま る 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う に 、 核 酸 は 、 表 2（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 887～ 920位
； 表 4（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34
、 3～ 35、 ． ． ． 、 856～ 889位 ； 表 6（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 892～ 925位 ； 表 8（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 838～ 871位
； 表 10（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34
、 3～ 35、 ． ． ． 、 838～ 871位 ； 表 12（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 838～ 871位 ； 表 14（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 867～ 90
0位 ； 表 16（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2
～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 831～ 864位 ； 表 18（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ
ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 851～ 884位 ； 表 20（ 配 列 番 号 ： ＿
） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 837
～ 870位 ； 表 22（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33
、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 895～ 928位 ； 表 24（ 配 列 番 号 ： ＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 33、 2～ 34、 3～ 35、 ． ． ． 、 927～ 960位 の よ う な 、 長 さ が ア
ミ ノ 酸 34個 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 ア ミ ノ （ N） 末 端 も し く は カ ル ボ キ シ ル （ C） 末 端 、 ま た は そ の 双 方 か
ら 一 連 の 連 続 し た 欠 失 残 基 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 例 え ば 、 1～ 954ま で の 範 囲 の
任 意 の 数 の ア ミ ノ 酸 を 、 コ ー ド さ れ た 断 片 の N末 端 か ら 欠 失 さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て
、 核 酸 は 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 全 長 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド
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さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 2
0、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ
て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の N末 端 か ら の ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、
40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 1
30～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 2
10～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 2
90～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 3
70～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 4
50～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 全 長 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー に よ っ
て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 1
6、 18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー
ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の N末 端 か ら の ア ミ ノ 酸
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個 の 欠 失 を 含 む N末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 別 の 例 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 C末 端 に お け る ア ミ ノ 酸 1～ 954個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を
コ ー ド し て も よ い 。 従 っ て 、 核 酸 は 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 全 長 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば
、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、
8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は
寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の C末 端 か ら の ア ミ ノ 酸 1～ 10、
10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 11
0、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 19
0、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 27
0、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 35
0、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 43
0、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む C末 端 欠 失
断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 全 長 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ベ ク タ
ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る も し く は 有 し な い 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 1
2、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 寄 託 さ れ
た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の C末 端 か ら の ア ミ ノ 酸

10

20

30

40

(220) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

(221) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(222) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
個 の 欠 失 を 含 む C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 上 記 の N末 端 お よ び C末 端 欠 失 の 組 み 合 わ せ を 含 む 断 片 を コ ー
ド し て も よ い 。 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1
～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 1
00～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 1
80～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 2
60～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 3
40～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 4
20～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断
片 、 お よ び 、 C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～
70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 150、 1
50～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 230、 2
30～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 310、 3
10～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 390、 3
90～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 470、
ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10
個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、
60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～ 15
0、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～ 23
0、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～ 31
0、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～ 39
0、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～ 47
0、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 10～ 2
0個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 20～ 3
0個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
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230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 30～ 4
0個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 40～ 5
0個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 50～ 6
0個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 60～ 7
0個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 70～ 8
0個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
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　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 80～ 9
0個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 90～ 1
00個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 100～
110個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 110～
120個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 120～
130個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 130～
140個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
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～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 140～
150個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 150～
160個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 160～
170個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 170～
180個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 180～
190個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 190～
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200個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 200～
210個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 210～
220個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 220～
230個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 230～
240個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 240～
250個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
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～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 250～
260個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 260～
270個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 270～
280個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 280～
290個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 290～
300個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 300～
310個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
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0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 310～
320個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 320～
330個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 330～
340の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60
、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140～
150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220～
230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300～
310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380～
390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460～
470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 340～
350個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 350～
360個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
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～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 360～
370個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 370～
380個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 380～
390個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 390～
400個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 410～
420個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 420～
430個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
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～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 430～
440個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 440～
450個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 450～
460個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 460～
470個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 複 合 N末 端 お よ び C末 端 欠 失 断 片 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 は 、 N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 470～
480個 の 欠 失 、 お よ び C末 端 か ら ア ミ ノ 酸 1～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 6
0、 60～ 70、 70～ 80、 80～ 90、 90～ 100、 100～ 110、 110～ 120、 120～ 130、 130～ 140、 140
～ 150、 150～ 160、 160～ 170、 170～ 180、 180～ 190、 190～ 200、 200～ 210、 210～ 220、 220
～ 230、 230～ 240、 240～ 250、 250～ 260、 260～ 270、 270～ 280、 280～ 290、 290～ 300、 300
～ 310、 310～ 320、 320～ 330、 330～ 340、 340～ 350、 350～ 360、 360～ 370、 370～ 380、 380
～ 390、 390～ 400、 400～ 410、 410～ 420、 420～ 430、 430～ 440、 440～ 450、 450～ 460、 460
～ 470、 ま た は 470～ 480個 の 欠 失 を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。
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【 ０ ３ ７ ６ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の N末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 か ら の 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸
の 欠 失 が コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 1つ ま た は 複 数 の 生 物 学 的 機 能 の 損 失 の 修 飾 を 生 じ る
場 合 で さ え 、 他 の 機 能 的 活 性 （ 例 え ば 、 酵 素 活 性 、 抗 原 性 活 性 、 免 疫 学 的 活 性 ） が な お 、
保 持 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 短 縮 型 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 完 全 型 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体
を 誘 導 お よ び ／ ま た は そ れ に 結 合 す る 能 力 は 、 一 般 的 に は 、 完 全 な ま た は 成 熟 し た ポ リ ペ
プ チ ド の 残 基 の 大 部 分 よ り 小 さ な 部 分 が N末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 か ら 取 り 除 か れ る 場 合
に 保 持 さ れ る 。 完 全 な ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 残 基 お よ び ／ ま た は C末 端 残 基 を 欠 く 特 定 の コ
ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が こ の よ う な 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る か 否 か は 、 本 明 細 書 中 に 記
載 さ れ 、 お よ び さ も な く ば 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 日 常 的 な 方 法 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ
れ 得 る 。 多 数 の N末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 し た コ ー ド さ れ た 断 片 は
、 あ る 程 度 の 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 活 性 を 保 持 し 得 る こ と は あ り そ う な こ と で あ る 。 実 際
、 6つ ま で 少 な い ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ペ プ チ ド は 、 以 下 に 議 論 す る よ う に 、 し ば し ば 免
疫 応 答 を 惹 起 し 得 る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 核 酸 は 、 独 自 の 領 域 、 す な わ ち 、 表 25～ 32（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド の よ う
な 他 の タ ン パ ク 質 に お け る 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の ス ト レ ッ チ に 100％ 未 満 で 同 一 で あ る 、 表 2
、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド
ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 の ス ト レ ッ チ を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の よ う な
本 発 明 の 各 々 の コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 独 自 の 領 域 は 表 35に お け る ア ラ イ ン メ ン ト に
示 さ れ て お り 、 こ れ は 、 表 25～ 32（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 表 2、
4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ メ ラ ー ゼ （
ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） の 同 一 お よ び 同 一 で な い
ア ミ ノ 酸 を 示 す 。 独 自 の 領 域 を 含 む 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 例 え ば 、 DNAワ ク チ ン 接 種
ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る ワ ク チ ン 接 種 も し く は ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 本
発 明 の 高 度 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る た め に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 独 自 の 領 域 を 含 む 断 片
を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 発 明 の 組 換 え 抗 原 性 断 片 を 産 生 す る た め に 好 ま し い 。 さ ら に 、 独
自 の 領 域 を 含 む 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 と り わ け 、 融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 DNAシ ャ
ッ フ リ ン グ に よ っ て 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 ） を 産 生 す る た め に 有 用 で あ る 。 DNAシ ャ ッ フ
リ ン グ を 使 用 し て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 が 構 築 さ れ る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質
は 、 1つ ま た は 複 数 の ポ リ メ ラ ー ゼ か ら の 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 そ し て 好
ま し く は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ）
の ポ リ ペ プ チ ド も し く は ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る
ポ リ メ ラ ー ゼ の 酵 素 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 他 の 核 酸 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 的 ま た は 機 能 的 な 属 性 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
る 断 片 を コ ー ド す る 。 こ の よ う な 核 酸 は 、 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 表 2、 4、 6、 8、
10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ） の 、 α ヘ
リ ッ ク ス お よ び α ヘ リ ッ ク ス 形 成 領 域 （ 「 α 領 域 」 ） 、 β シ ー ト お よ び β シ ー ト 形 成 領 域
（ 「 β 領 域 」 ） 、 タ ー ン お よ び タ ー ン 形 成 領 域 （ 「 タ ー ン 領 域 」 ） 、 コ イ ル お よ び コ イ ル
形 成 領 域 （ 「 コ イ ル 領 域 」 ） 、 親 水 性 領 域 、 疎 水 性 領 域 、 α 両 親 媒 性 領 域 、 β 両 親 媒 性 領
域 、 表 面 形 成 領 域 、 な ら び に 高 抗 原 性 指 数 領 域 （ す な わ ち 、 Jameson-Wolfプ ロ グ ラ ム の デ
フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て 同 定 さ れ る 場 合 、 4つ ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 を 含 む こ と は 、 1.5以 上 の 抗 原 性 指 数 を 有 す る ） を 含 む 断 片 を コ ー ド す る 。 特 定 の 好 ま
し い 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 に は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 ま た は 24
（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） に お い て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ る 上 述 の タ
イ プ の 領 域 を コ ー ド す る も の が 含 ま れ る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 好 ま し い 領 域
に は 、 こ れ ら の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て 予 想 さ れ る
よ う な 、 Garnier-Robsonの 予 想 さ れ る α 領 域 、 β 領 域 、 タ ー ン 領 域 、 お よ び コ イ ル 領 域 ；
Chou-Fasmanの 予 想 さ れ る α 領 域 、 β 領 域 、 タ ー ン 領 域 、 お よ び コ イ ル 領 域 ； Kyte-Doolit
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tleの 予 想 さ れ る 親 水 性 領 域 お よ び 疎 水 性 領 域 ； Eisenbergの α 両 親 媒 性 領 域 お よ び β 両 親
媒 性 領 域 ； Eminiの 表 面 形 成 領 域 ； な ら び に Jameson-Wolfの 高 抗 原 性 指 数 領 域 が 含 ま れ る
。 こ れ ら の 構 造 的 ま た は 機 能 的 な 属 性 は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー で 設 定 し た 、 DNA*STAR
プ ロ グ ラ ム の 種 々 の モ ジ ュ ー ル お よ び ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 こ の 点 に つ い て 、 断 片 を コ ー ド す る 好 ま し い 核 酸 に は 、 い く つ か の 構 造 的 な 特 徴 （ 例 え
ば 、 上 記 ま た は 下 記 に お い て 列 挙 さ れ る い く つ か の 特 徴 ） を 合 わ せ た ポ リ ペ プ チ ド の 領 域
を 含 む 断 片 を コ ー ド す る も の が あ る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 1つ ま た は 複 数 の 断 片 （ 例 え ば 、 領 域 ） を 含 む か 、 ま
た は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て も よ い 。 2つ ま た は そ れ 以 上 の 断 片 （ 例 え ば
、 領 域 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に
つ い て は 、 コ ー ド さ れ た 断 片 （ 例 え ば 、 領 域 ） が 互 い に 連 続 し 得 る 。 1つ の 実 施 態 様 に お
い て 、 コ ー ド さ れ た 断 片 （ 例 え ば 、 領 域 ） は 互 い に 連 続 し な い （ す な わ ち 、 そ れ ら は 1つ
ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 分 け ら れ て い る ） 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 好 ま し く は 、 核 酸 は 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド の 対 応 す る 領 域 と ア ラ イ ン す る 断 片 （ 例 え ば 、
領 域 ） を コ ー ド す る 。 そ の 結 果 、 そ れ ら は 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ
酸 を 有 す る か ま た は 有 し な い 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 全 長 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 表 2
、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド
（ も し く は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ ） 、 ま た は 代 替 的 に 、
表 25～ 33（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ） に お い て そ れ ら を 分 け る の と 同 じ 数 の ア
ミ ノ 酸 残 基 で 分 け ら れ る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 核 酸 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 領 域 （ す な わ ち 、 抗 体 が 結 合 す る 領 域 ； エ ピ ト
ー プ ） を 含 む 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 核 酸 は 、 ア ミ ノ 酸 6個 ま で 小 さ な 抗 原 性 領 域 を コ
ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 抗 原 性 領 域 を 有 す る 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 の 選 択 は 上 記 に 示 さ れ る 。 例 え ば 、 Sutcliff
e, J.G.、 Shinnick, T.M.、 Green, N.お よ び Learner, R.A.、 Science 219: 660-666 (198
3) を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 抗 原 性 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 7、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 9、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 15～ 約 30個 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を コ ー ド す る 。 し か し 、 核 酸
は 、 よ り 大 き な 部 分 （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 約 30～ 約 50個 、 も し く は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の
全 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま で の 長 さ お よ び そ れ を 含 む 任 意 の 長 さ ） を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 核 酸 は 抗 原 性 断 片 を コ ー ド し 得 、 こ れ は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 4
、 少 な く と も 5、 少 な く と も 6、 少 な く と も 7、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 8、 少 な く と も
9、 少 な く と も 10、 少 な く と も 11、 少 な く と も 12、 少 な く と も 13、 少 な く と も 14、 少 な く
と も 15、 少 な く と も 20、 少 な く と も 25、 少 な く と も 30、 少 な く と も 40、 少 な く と も 50、 お
よ び 最 も 好 ま し く は 、 約 15～ 約 30の 間 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む 。 抗 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 好 ま し い 核 酸 は 、 少 な く と も 、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50
、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 ま た は 100の ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ で あ る 。 抗 原
性 断 片 を コ ー ド す る さ ら な る 非 限 定 的 な 好 ま し い 核 酸 に は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 断 片
を コ ー ド す る 核 酸 、 な ら び に そ の 部 分 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 抗 原 性 断 片 に は 、 本 明 細 書 中
に 開 示 さ れ る 断 片 、 な ら び に こ れ ら の 断 片 の 2つ 、 3つ 、 4つ 、 5つ 、 ま た は そ れ 以 上 の 任 意
の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 抗 原 性 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 別 々 に 、 ま
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た は 抗 原 性 断 片 と イ ン フ レ ー ム に 融 合 さ れ た か の い ず れ か で 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば 、 ア ル ブ ミ ン ） を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る N末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 す る
か ま た は 有 し な い 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 全 長 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 表 2、 4、 6、 8、
10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ） の 変 種 、
寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 、 お よ び 上 記 の 断 片 の 変 種
を コ ー ド す る 核 酸 を 含 み 得 る か 、 ま た は そ れ ら か ら な り 得 る 。 コ ー ド さ れ た 変 種 に は 、 寄
託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、
18、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 上 記 の 断 片 に 対 し て
、 少 な く と も 、 80％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、 87％ 、 88％ 、 89％ 、 90％ 、
91％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 ま た は 99％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド
が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 本 発 明 は 、 機 能 的 活 性 を 示 し 得 る 変 種 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 。 好 ま し く は 、 核 酸 は 、
上 記 の 抗 原 性 ま た は 酵 素 活 性 の よ う な 機 能 的 活 性 （ 例 え ば 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 （ 例 え
ば 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ） お よ び ／ ま た は 逆 転 写 酵 素 活 性 ） を 実 証 す る 変 種 を
コ ー ド す る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 種 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 挿 入 、 逆 位 、 反 復 、 お よ び 置 換 を 含 む
。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 種 は ま た 、 核 酸 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 欠 失 、 挿 入 、 逆 位 、 反
復 、 お よ び 置 換 を 含 む （ 例 え ば 、 保 存 的 置 換 、 非 保 存 的 置 換 、 型 置 換 （ 例 え ば 、 1つ の 親
水 性 残 基 の 別 の 親 水 性 残 基 へ の 置 換 、 し か し 、 規 則 と し て 、 強 い 親 水 性 か ら 強 い 疎 水 性 へ
の 置 換 は 含 ま な い ） 、 一 次 シ フ ト 、 一 次 転 移 、 二 次 転 移 、 お よ び 協 調 置 換 ） 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 核 酸 は 、 1つ よ り 多 い 複 数 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 お よ び 10）
が 上 記 の よ う な 別 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て い る （ 保 存 的 置 換 ま た は 非 保 存 的 置 換 の い ず れ
か で ） ポ リ ペ プ チ ド 変 種 を コ ー ド し て も よ い 。 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 全 長 型 の ポ リ ペ プ
チ ド の 形 態 、 な ら び に 上 記 の 断 片 の 形 態 で 存 在 し 得 る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 核 酸 は 、 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 し か し ア ミ ノ 酸 50未 満 の 置 換 、 な お よ り 好 ま
し く は 、 ア ミ ノ 酸 40未 満 の 置 換 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 30未 満 の 置 換 、 お よ び
な お さ ら に よ り 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 20未 満 の 置 換 を 含 む 変 種 を コ ー ド し て も よ い 。 当 然
、 優 先 度 が 増 加 す る 順 番 に 、 核 酸 に と っ て は 、 少 な く と も 1つ 、 し か し 10、 9、 8、 7、 6、 5
、 4、 3、 2、 ま た は 1以 下 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 含 む 変 種 を コ ー ド す る こ と が 好 ま し い 。 特 定
の 実 施 態 様 に お い て 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 全 長
型 お よ び ／ ま た は 断 片 ） に お け る 付 加 、 置 換 、 お よ び ／ ま た は 欠 失 の 数 は 、 1～ 5、 5～ 10
、 5～ 25、 5～ 50、 10～ 50、 ま た は 50～ 150個 で あ る 。 コ ー ド さ れ た 変 種 は 、 好 ま し く は 保
存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 み 得 る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 核 酸 は 、 好 ま し く は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 変 種 を コ ー ド す る 。
例 え ば 、 表 42を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 典 型 的 に 保 存 的 置 換 で あ る と 認 め ら れ る も の は 、 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 で あ る Ala、 Val、 Leu
、 お よ び Ileに お け る 互 い の 置 換 ； ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 Serお よ び Thrの 相 互 交 換 ； 酸 性 残 基 A
spお よ び Gluの 交 換 ； ア ミ ド 残 基 Asnお よ び Gln間 の 置 換 ； 塩 基 性 残 基 Lysお よ び Argの 交 換
； な ら び に 、 芳 香 族 残 基 Phe、 Tyr間 の 置 換 で あ る （ 表 41を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 さ ら に 特 別 な 関 心 が 持 た れ る も の は ま た 、 荷 電 ア ミ ノ 酸 の 、 別 の 荷 電 ア ミ ノ 酸 で の 置 換
、 ま た は 中 性 ア ミ ノ 酸 で の 置 換 で あ る 。 こ れ に よ っ て 、 凝 集 の 少 な い よ う な 改 善 さ れ た 特
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性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 生 じ 得 る 。 凝 集 の 予 防 は 非 常 に 望 ま し い 。 タ ン パ ク 質 の 凝 集 は 活
性 の 減 少 を 生 じ 得 る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 エ ラ ー を 生 じ や す い PCRに よ る ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 、 ラ ン
ダ ム ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 、 ま た は 組 換 え に 先 立 つ 他 の 方 法 に 供 さ れ る こ と に よ っ て 変 化 さ れ
得 る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 、 遺 伝 子 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 モ チ
ー フ シ ャ ッ フ リ ン グ 、 エ キ ソ ン シ ャ ッ フ リ ン グ 、 お よ び ／ ま た は コ ド ン シ ャ ッ フ リ ン グ （
集 合 的 に 、 「 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 」 と 呼 ば れ る ） に よ っ て 産 生 さ れ 得 る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン
グ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て バ リ エ ー シ ョ ン を 生 成 す る た め に 、 相 同 組 換 え ま た
は 部 位 特 異 的 組 換 え に よ る 2つ ま た は そ れ 以 上 の DNAセ グ メ ン ト の 集 合 を 含 む 。 DNAシ ャ ッ
フ リ ン グ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る た め に 利 用 さ れ 得 、 こ の よ う な 方 法
は 、 変 化 し た 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 一 般 的 に は 、 以
下 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 第 5,605,793号 ； 第 5,811,238号 ； 第 5,830,721号 ； 第 5,834,2
52号 ； 第 5,837,458号 ； お よ び 第 6,444,468号 ； な ら び に Pattenら 、 Curr. Opinion. Biote
chnol. 8: 724-33 (1997)； Harayama、 Trends Biotechnol. 16(2):76-82 (1998)； Hansso
nら 、 J. Mol. Biol. 287:265-76 (1999)； な ら び に Lorenzoお よ び Blasco、 Biotechniques
 24(2):308-13 (1998)。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 1つ ま た は 複 数 の 異 種 分 子 （ 好 ま
し く は 、 表 25～ 33、 お よ び ／ ま た は 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び
24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ メ ラ ー ゼ ） の 1つ ま た は 複 数 の 成 分 、 モ チ ー フ 、 切 片 、 一 部
、 ド メ イ ン 、 断 片 な ど に 結 合 さ れ た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 の 成 分 、 モ
チ ー フ 、 切 片 、 一 部 、 ド メ イ ン 、 断 片 な ど を コ ー ド し 、 含 む 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 断 片 、 変 異 体 、 変 種 、 ま た は 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 「 単 独 で
存 在 」 し て も よ く 、 ま た は 、 断 片 、 変 異 体 、 変 種 、 ま た は 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 が 一 部 ま た は 領 域 を 形 成 す る 、 そ の よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 含 ま れ て も よ い
。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 従 っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 1つ ま た は 複 数 の さ ら な る ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は 本 明
細 書 中 に 記 載 さ れ る 配 列 の よ う な 1つ ま た は 複 数 の 異 種 配 列 を コ ー ド し て も よ い 。 例 え ば
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 5'末 端 に 付 加 さ れ る メ チ オ ニ ン
の た め の コ ド ン を 含 み 得 、 そ の 結 果 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は N末 端 に Met残 基 を 含 み
、 従 っ て 、 組 換 え 発 現 を 可 能 に す る 。 ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ア ミ ノ 酸 の さ ら な る 配 列
、 特 に 電 荷 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ こ れ は 、 宿 主 細 胞 中 で 、 精 製 の 間 に 、 ま た は 引 き 続 く 取 り
扱 い お よ び 貯 蔵 の 間 に 、 安 定 性 お よ び 持 続 性 を 改 善 す る た め に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
の N末 端 に 融 合 さ れ 得 る ） を コ ー ド す る 核 酸 を 含 み 得 る 。 好 ま し い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 す る た め に 有 用 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の 異 種 領 域 を 含 む 融 合 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 従 っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 の 核 酸 を 含 み 得 、 そ し て ま た 、 1つ ま た は 複 数 の さ
ら な る ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は 1つ ま た は 複 数 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て も よ い 。
異 種 ポ リ ペ プ チ ド は 、 分 泌 配 列 ま た は リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ 配 列 、 精 製 に お い て 補 助 す る タ
グ も し く は 他 の 配 列 （ 例 え ば 、 複 数 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 ） 、 ま た は 組 換 え 産 生 の 間 の 安 定 性
の た め の さ ら な る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 の 酵 素 活 性 （ 例 え ば 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 （ 例
え ば 、 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ） お よ び ／ ま た は 逆 転 写 酵 素 活 性 ） ま た は 抗 原 性 の
よ う な 機 能 的 活 性 を 実 証 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 以 下 を 含 み
得 る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： そ れ 自 体 で ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る も の
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（ 例 え ば 、 全 長 、 断 片 、 変 異 体 、 ま た は 変 種 ） ； ポ リ ペ プ チ ド お よ び さ ら な る 配 列 に つ い
て の コ ー ド 配 列 （ 例 え ば 、 プ レ － も し く は プ ロ － も し く は プ レ プ ロ － タ ン パ ク 質 配 列 の よ
う な リ ー ダ ー 配 列 ま た は 分 泌 配 列 を コ ー ド す る も の ） ； さ ら な る 非 コ ー ド 配 列 （ 例 え ば 、
非 限 定 的 に 、 イ ン ト ロ ン お よ び 非 コ ー ド 5'配 列 お よ び 3'配 列 （ 転 写 、 mRNAプ ロ セ シ ン グ （
真 核 生 物 発 現 の た め の ス プ ラ イ シ ン グ お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む ） に お い て 役
割 を 果 た す （ 例 え ば 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 お よ び mRNAの 安 定 性 ） 、 例 え ば 、 転 写 さ れ た 、 非 翻
訳 配 列 を 含 む ） と 一 緒 に 、 上 述 の さ ら な る コ ー ド 配 列 を 有 す る か ま た は 有 し な い 、 ポ リ ペ
プ チ ド の コ ー ド 配 列 ； 異 種 配 列 （ 例 え ば 、 さ ら な る 機 能 性 を 提 供 す る 異 種 配 列 ） の よ う な
さ ら な る ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る さ ら な る コ ー ド 配 列 。 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 配 列 は 、 マ ー カ ー 配 列 （ 例 え ば 、 融 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 容 易 に す る ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 ） に 融 合 さ れ 得 る 。 本 発 明 の こ の 局 面 の 特 定 の 好 ま し い 実 施 態 様
に お い て 、 マ ー カ ー ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 と り わ け 、 pQ
Eベ ク タ ー （ Qiagen, Inc.） に お い て 提 供 さ れ る タ グ ） で あ り 、 こ れ ら の 多 く は 市 販 さ れ
て い る 。 Gentzら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 821-824 (1989) に お い て 記 載 さ れ
る よ う に 、 例 え ば 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 便 利 な 精 製 を 提 供 す る 。 「 HA
」 タ グ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 血 球 凝 集 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ に 対 応 す る 、 精 製 の
た め に 有 用 な 別 の ペ プ チ ド で あ る （ Wilsonら 、 Cell 37: 767 (1984)に よ っ て 記 載 さ れ て
い る ） 。 以 下 に 議 論 す る よ う に 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 他 の こ の よ う な 核 酸 に は 、
N末 端 ま た は C末 端 で Fcに 融 合 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
3． 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を そ こ か ら ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 生 物 （ 例 え ば 、 好 熱 性 真 正 細
菌 ） は 、 多 く の 供 給 源 （ 例 え ば 、 堆 肥 ） か ら 単 離 さ れ 得 る 。 適 切 な 生 物 に は 、 古 細 菌 お よ
び 真 正 細 菌 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
は 、 以 下 の 1つ ま た は 複 数 の 属 か ら の 真 正 細 菌 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 、 そ し て 本 発 明 の
実 施 に お い て 使 用 さ れ 得 る ： ア カ ン ト ア メ ー バ 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー 、 放 線 菌 、 放 線 菌 、 ア
グ ロ バ ク テ リ ウ ム 、 ア ニ サ キ ス 、 回 虫 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 、 ア ゾ モ ナ ス 、 ア ゾ ト バ ク タ ー 、
バ ベ シ ア 、 バ チ ル ス 、 バ ク テ ロ イ デ ス 、 バ ラ ン チ ジ ウ ム 、 デ ロ ビ ブ リ オ 、 ビ フ ィ ド バ ク テ
リ ウ ム 、 ボ ル デ テ ラ 、 ボ レ リ ア 、 ブ ラ ジ リ ゾ ビ ウ ム 、 ブ ル セ ラ 、 カ ル ジ バ チ ル ス 、 カ ル ジ
セ ル ロ シ ル プ ト ル 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 、 カ ン ジ ダ 、 セ ラ ト シ ス チ ス 、 ク ラ ミ ジ ア 、 ク ロ ロ
ビ ウ ム 、 ク ロ ロ フ レ ク ス 、 ク ロ マ チ ウ ム 、 シ ト ロ バ ク タ ー 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 、 コ リ ネ バ
ク テ リ ウ ム 、 コ ク シ エ ラ 、 ク リ フ ォ ネ ク ト リ ア 、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 、 ジ ク チ オ グ ロ ム
ス 、 エ キ ノ コ ッ カ ス 、 エ ト ア メ ー バ 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、 エ ン テ ロ ビ ウ ス 、 エ ン テ ロ コ ッ
カ ス 、 大 腸 菌 、 フ ラ ン シ セ ラ 、 フ ソ バ ク テ リ ウ ム 、 ガ ン ビ エ ル デ ィ ス ク ス 、 ガ ー ド ネ レ ラ
、 テ ン グ サ 、 ジ ア ル ジ ア 、 ハ ロ ア ー キ ュ ラ 、 ハ ロ バ ク テ リ ウ ム 、 ヘ リ コ バ ク タ ー 、 ヘ モ フ
ィ ル ス 、 イ ソ ス ポ ラ 、 ク レ ブ シ エ ラ 、 ラ ク ト バ シ ラ ス 、 レ ジ オ ネ ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ 、 リ ス
テ リ ア 、 モ ラ キ セ ラ 、 ケ カ ビ 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 、 ネ グ レ リ ア 、 ナ イ
セ リ ア 、 ア メ リ カ 鉤 虫 、 ノ カ ル ジ ア 、 ノ セ マ 、 肺 吸 虫 、 パ ス ツ レ ラ 、 ペ ニ シ リ ウ ム 、 フ ィ
ト フ ト ラ 、 ピ チ ロ ス ポ ル ム 、 プ ラ ス モ ジ ウ ム 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ
ム 、 プ ロ テ ウ ス 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 リ ゾ プ ス 、 リ ケ ッ チ ア 、 リ ゾ ビ ウ ム 、 ロ ド シ ュ ー ド モ
ナ ス 、 酵 母 菌 、 サ ル モ ネ ラ 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス 、 セ ラ チ ア 、 赤 痢 菌 、 住 血 吸 虫 、 ブ ド ウ
球 菌 、 ス テ ラ 、 連 鎖 球 菌 、 条 虫 、 サ ー マ ト ガ 、 サ ー ム ス 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 、 ト レ ポ ネ ー マ
、 旋 毛 虫 、 ト リ コ モ ナ ス 、 ト リ パ ノ ソ ー マ 、 ベ イ ヨ ネ ラ 、 ビ ブ リ オ 、 エ ル シ ニ ア 。 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 以 下 の 1つ ま た は 複 数 の 属 ： ピ ロ ジ ク チ ウ ム 、 サ ー
モ プ ロ テ ウ ス 、 サ ー モ コ ッ カ ス 、 メ タ ノ コ ッ カ ス 、 メ タ ノ バ ク テ リ ウ ム 、 メ タ ノ ミ ク ロ ビ
ウ ム 、 お よ び ハ ロ バ ク テ リ ウ ム か ら の 古 細 菌 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 上 記 に 列 挙
さ れ た も の を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 適 切 な 生 物 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 い く つ
か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 以 下 を 含 む が こ れ
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ら に 限 定 さ れ な い 1つ ま た は 複 数 の 真 正 細 菌 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 る ： ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 種  (例 え ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ
ロ ゲ ネ ス な ど )、 カ ル ジ バ チ ル ス 種  (例 え ば 、  カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2)
、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル 種  (例 え ば 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tokl3B、 カ ル ジ セ ル ロ シ
ル プ ト ル Tok7B、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル RT69B)、 バ チ ル ス 種  (例 え ば 、 バ チ ル ス ・ カ ル
ド リ チ ク ス EA1)、 サ ー ム ス 種  (例 え ば 、 サ ー ム ス RT41A)、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス 種  (例 え ば 、
ジ ク チ オ グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム )、 ス ピ ロ ヘ ー タ 種 、 お よ び テ ピ ド モ ナ ス 種 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム は Watkato大 学 か ら 入 手 し た 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム （ コ ン ポ ス ト か ら 単 離 ） は ATCC35414と し て 利 用 可 能 で あ る 。 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 す る た め の 別 の 適 切 な 供 給 源 は 、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス で あ る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス は 、 Yell
owstone Notional Park, USAの 温 泉 か ら 入 手 さ れ た も の で あ り 、 ATCC 33743と し て 利 用 可
能 で あ る 。 他 の 同 様 の 生 物 は 、 高 温 環 境 か ら 単 離 さ れ 得 る か 、 ま た は 種 々 の 寄 託 機 関 か ら
入 手 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 例 え ば 、 真 正 細
菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 単 離 さ れ た DNAが 、 標 準 的 な 技 術 を 使 用 し
て 細 菌 細 胞 か ら 入 手 さ れ 、 そ し て ベ ク タ ー 中 で 組 換 え DNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に
使 用 さ れ 得 る 。 任 意 の ベ ク タ ー が 、 本 発 明 の 野 生 型 ま た は 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド を ク ロ ー ニ
ン グ す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 し か し 、 使 用 さ れ る ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 組 換 え DNA
ラ イ ブ ラ リ ー が 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 と 適 合 可 能 で あ る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め の 原 核 生 物 ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば 、 大 腸 菌 中
で 複 製 可 能 な も の （ 例 え ば 、 pBR322、 ColEl、 pSC101、 pUC-ベ ク タ ー  (pUC18、 pUCl9な ど :
 Molecular Cloning, A Laboratory Manual、  Cold Spring Harbor Laboratory Press,、
Cold Spring Harbor, N.Y. (1982); お よ び Sambrookら 、 Molecular Cloning A Laborator
y Manual (第 2版 ) Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor, N.Y. (
1989))） が 含 ま れ る 。 バ チ ル ス プ ラ ス ミ ド に は 、 pC194、 pC221、 pC217な ど が 含 ま れ る 。
こ の よ う な プ ラ ス ミ ド は 、 Glyczan, T. The Molecular Biology Bacilli, Academic Pres
s, York (1982), 307-329に 開 示 さ れ て い る 。 適 切 な ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces
） プ ラ ス ミ ド に は 、 pIJ101（ Kendallら 、 J. Bacteriol 169:4177-4183 (1987)） が 含 ま れ
る 。 シ ュ ー ド モ ナ ス プ ラ ス ミ ド は 、 Johnら  (Rad. Insec. Dis. 8:693-704 (1986))お よ び
Igaki (Jpn. J. Bacteriol. 33:729-742 (1978)) に よ っ て 概 説 さ れ て い る 。 広 範 な 宿 主
の 範 囲 の プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ ド （ 例 え ば 、 Darzinsお よ び Chakrabarbary、 J Bacterio
l. 159:9-18、 1984） も ま た 、 本 発 明 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ
ン グ す る た め に 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 原 核 生 物 ベ ク タ ー で あ る 。 例 え ば 、 pETベ ク タ ー お
よ び pUCベ ク タ ー は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 野 生 型 ま た は 変 異 型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 適 切 な
宿 主 は 原 核 生 物 宿 主 で あ る 。 好 ま し い 原 核 生 物 宿 主 は 大 腸 菌 で あ る 。 し か し 、 本 発 明 の 野
生 型 ま た は 変 異 型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 他 の 原 核 生 物 宿 主 （ 大 腸 菌 、 バ チ ル ス 、 ス
ト レ プ ト マ イ セ ス 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 サ ル モ ネ ラ 、 セ ラ チ ア 、 お よ び プ ロ テ ウ ス を 含 む が
こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 中 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 特 に 関 心 対 象 の 細 菌 宿 主 に は 、 大 腸
菌  BL21SIが 含 ま れ 、 こ れ は 、 Invitrogen Corporation, Carlsbad, CAか ら 入 手 さ れ 得 る
。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 野 生 型 ま た は 変 異 型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 の た め の 真 核
生 物 宿 主 に は 、 酵 母 、 真 菌 類 、 昆 虫 、 お よ び 哺 乳 動 物 の 細 胞 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 真 核
生 物 細 胞 に お け る 所 望 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 は 、 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 真 核 生
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物 調 節 領 域 の 使 用 を 必 要 と し 得 る 。 真 核 生 物 細 胞 に お い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 野 生 型 ま た は 変 異 型 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 す る こ と は 、 公 知 の 真 核 生 物
ベ ク タ ー 系 を 使 用 す る 公 知 の 技 術 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 一 旦 DNAラ イ ブ ラ リ ー が 特 定 の ベ ク タ ー 中 で 構 築 さ れ る と 、 適 切 な 宿 主 が 多 く の 周 知 の
技 術 の 1つ に よ っ て 形 質 転 換 さ れ 得 、 そ し て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 は 所 望 の 活 性 に つ い
て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 例 え ば 、 形 質 転 換 さ れ た コ ロ ニ ー は ペ ト リ 皿 あ た り 約 200～ 3
00コ ロ ニ ー の 密 度 で プ レ ー ト さ れ 得 る 。 次 い で 、 コ ロ ニ ー が 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ
ン へ の 形 質 転 換 さ れ た コ ロ ニ ー の 転 写 に よ っ て 、 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 に つ い
て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 転 写 さ れ た 細 胞 が メ ン ブ レ ン 上 で 増 殖 さ れ た 後 に （ 約 12時 間
） 、 細 胞 は 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 溶 菌 さ れ 、 次 い で 、 メ ン ブ レ ン は 、 内 因 性 の 大 腸 菌 酵 素
を 不 活 性 化 す る た め に 95℃ で 5分 間 処 理 さ れ る 。 他 の 手 順 が 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 使 用
さ れ る 宿 主 お よ び ク ロ ー ニ ン グ さ れ る DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 温 度 安 定 性 に 依 存 し て 、 他 の 温
度 が 、 宿 主 の ポ リ メ ラ ー ゼ を 不 活 性 化 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 次 い で 、 適 切 な DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 活 性 が 、 周 知 の 技 術 の い ず れ か を 使 用 し て DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 存 在 に つ い て
ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Sangerら 、  Gene 97:119- 123 (1991)
（ こ れ は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に よ っ て 組 み 入 れ ら れ る ） を 参 照 さ れ た い 。 本
発 明 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 Sangerら 、 前 出 に よ っ て 記 載 さ
れ た 手 順 を 使 用 す る こ と に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 各 々 含 む 組 換 え 宿 主 が 作 製 さ れ て き た 。 ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス 、 カ ル ジ バ
チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok 13B.1、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル
プ ト ル Tok7B.l、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Rt69B.l、 バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ ク ス EA1、 サ ー
ム ス Rt41A.l、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル ・ サ ッ カ ロ
リ テ ィ ク ス （ Caldicellulosiruptor saccharolyticus） 、 ス ピ ロ ヘ ー タ 、 お よ び テ ピ ド モ
ナ ス の DNAポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 ベ ク タ ー pET26Bを 使 用 し て 組 換 え 大 腸 菌  
BL21SIを 生 成 す る た め に 使 用 さ れ た 。 こ の 遺 伝 子 は ま た 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 さ
れ た 。 そ の DNA配 列 は 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 お よ び 23（ 配 列 番 号
： ） に そ れ ぞ れ 表 さ れ る 。 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18
、 20、 22、 お よ び 24（ 配 列 番 号 ： ） に そ れ ぞ れ 表 さ れ る 。 遺 伝 子 は 、 発 現 の た め の 他 の プ
ラ ス ミ ド お よ び ／ ま た は 宿 主 に 挿 入 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
4． 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 増 強
　 本 発 明 の 野 生 型 ま た は 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 最 適 化 す る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー ま た は 構 成
的 プ ロ モ ー タ ー ） に 機 能 的 に 連 結 さ れ 得 る 。 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、
そ し て 組 換 え 宿 主 中 で 高 い レ ベ ル の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め に 選 択 さ れ 得 る 。 同 様 に
、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 高 コ ピ ー 数 ベ ク タ ー が 、 高 レ ベ ル の 発 現 を 達 成 す る た め に 使 用 さ れ
得 る 。 誘 導 性 の 、 高 活 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 組 換 え 宿 主 中 で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を
増 強 す る た め に 高 コ ピ ー 数 ベ ク タ ー と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 原 核 生 物 細 胞 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 （ B. subtilis） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス な ど ） に お
い て ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め に 、 機 能 的 な 原 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー に ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 機 能 的 に 結 合 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 し か し 、 そ の 未 変 性 の 宿 主 に
お け る コ ー ド 配 列 と 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る
原 核 生 物 宿 主 中 で 機 能 し 得 る 。 従 っ て 、 天 然 の 好 熱 性 真 正 細 菌 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム 種 、 カ ル ジ バ チ ル ス 種 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル 種 、 バ チ ル ス 種 、 サ ー ム
ス 種 、 ジ ク チ オ グ ロ ム ス 種 な ど 由 来 ） ま た は 他 の プ ロ モ ー タ ー が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
を 発 現 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 他 の プ ロ モ ー タ ー が 発 現 を 増 強 す る た め に 使
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用 さ れ 得 、 そ し て 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー ま た は 調 節 可 能 （ す な わ ち 、 誘 導 性 も し く は 抑 制 性
） プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か で あ り 得 る 。 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ λ の intプ ロ モ ー タ ー お よ び pBR322の β -ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子 の blaプ ロ モ ー タ ー が 含 ま
れ る 。 誘 導 性 原 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ の 主 要 な 右 側 お よ び
左 側 プ ロ モ ー タ ー （ P R お よ び P L ） 、 大 腸 菌 の trp、 recA、 lacZ、 lacI、 tet、 gal、 trc、 お
よ び tacプ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 枯 草 菌 プ ロ モ ー タ ー に は 、 α ア ミ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー
（ Ulmanenら 、 J. Bacteriol. 162:176-182 (1985)） お よ び バ チ ル ス バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
プ ロ モ ー タ ー （ Gryczan,T.：  The Molecular Biology Of Bacilli、 Academic Press、 New
 York (1982)） が 含 ま れ る 。 ス ト レ プ ト マ イ セ ス プ ロ モ ー タ ー は 、 Wardら 、  Mol. Gen. G
enet. 203:468-478 (1986)に 記 載 さ れ て い る 。 原 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 Glick, J. 
Ind. Microbiol. 1:277-282 (1987); Cenatiempto, Y.、 Biochimie 68:505-516 (1986); 
お よ び Gottesman、 Ann. Rev. Genet. 18:415-442 (1984)に よ っ て 概 説 さ れ て い る 。 一 般
的 に 、 遺 伝 子 コ ー ド 配 列 の 上 流 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 の 存 在 が 好 ま し い 。 こ の よ う な リ ボ
ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 例 え ば 、 Goldら 、 Ann. Rev. Microbiol. 35:365-404 (1981)に よ っ て
開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 真 核 生 物 細 胞 中 で の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 増 強 す る た め に 、 多 数 の 周 知 の 真 核
生 物 の プ ロ モ ー タ ー お よ び 宿 主 が 使 用 さ れ 得 る 。 し か し 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 の 増 強 は 、 原 核 生 物 宿 主 に お い て 達 成 さ れ る 。 こ の 酵 素 を 過 剰 発 現 さ せ る た め
に 好 ま し い 原 核 生 物 宿 主 は 大 腸 菌 で あ る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
5． 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 お よ び 精 製
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 好 熱 性 真 正 細 菌 か ら の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 な ら び に そ
の 断 片 お よ び 変 異 体 ） は 、 好 ま し く は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 を 含 有 お
よ び 発 現 す る 組 換 え 宿 主 の 発 酵 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 し か し 、 本 発 明 の 野 生 型 お よ び 変 異
型 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 任 意 の 生 物 （ 例 え ば 、 好 熱 性
真 正 細 菌 株 ） か ら 単 離 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 も ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ る
。 こ の よ う な 断 片 に は 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 断 片 、 欠 失 断 片 お よ び 特 に ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を
有 す る 断 片 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 断 片 に は 、 RNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し 、 お よ
び 、 選 択 的 に 、 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 見 い 出 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ 活 性 を 欠 く も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 天 然 に 発 現 す る 細 胞 ま た は 生 物 に よ っ て 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 核 酸 配 列 を 含 む 宿 主 に よ っ て 同 化 さ れ 得 る 任 意
の 栄 養 が 培 養 培 地 中 に 存 在 し 得 る 。 培 養 条 件 は 、 使 用 さ れ る 株 お よ び 培 養 培 地 の 組 成 に 従
っ て 個 別 的 に 選 択 さ れ る べ き で あ る 。 こ の よ う な 選 択 は 当 業 者 に よ っ て 日 常 的 に 実 施 さ れ
る 。 抗 生 物 質 も ま た 、 発 現 さ れ る 所 望 の 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー DNAの 維 持 を 確 実 に す る た
め に 培 地 に 加 え ら れ 得 る 。 培 地 の 処 方 は 、 例 え ば 、 DSMま た は ATCCカ タ ロ グ お よ び Sambroo
kら 、  Molecular Cloning, a Laboratory Manual (第 2版 )、 Cold Spring Harbor Laborat
ory Press、 Cold Spring Harbor、 N.Y. (1989) に お い て 記 載 さ れ て い る
【 ０ ４ １ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 天 然 に 発 現 す る 細 胞 も し く は 生 物 、 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 、 遠 心 分 離 に よ っ て 液 体 培 地 か ら 分 離 さ
れ 得 る 。 一 般 的 に 、 収 集 さ れ た 細 胞 は 適 切 な 緩 衝 液 中 に 分 散 さ れ 、 次 い で 、 超 音 波 処 理 、
化 学 的 処 理 、 ま た は 他 の 周 知 の 手 順 に よ っ て 破 壊 さ れ 、 緩 衝 溶 液 に よ る 酵 素 の 抽 出 を 可 能
に す る 。 超 遠 心 分 離 ま た は 遠 心 分 離 に よ る 細 胞 細 片 の 除 去 の 後 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 抽 出 、
沈 殿 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 な ど の よ う な
標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 技 術 に よ っ て 精 製 さ れ 得 る 。 精 製 の 間 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在
を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 そ し て 従 来 的 な 生 化 学 的 精 製 方
法 の 間 お よ び ／ ま た は そ の 後 で 、 こ れ ら の 酵 素 の 存 在 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
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【 ０ ４ １ ６ 】
6． 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用
　 本 発 明 の 野 生 型 お よ び 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド は 、 試 料 か ら 単 離 さ れ た mRNA、 tRNA、 rRNA、
核 RNA、 お よ び 全 RNAを 含 む RNA鋳 型 か ら cDNAを 調 製 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ポ
リ メ ラ ー ゼ は 、 RNAを 相 補 DNA（ cDNA） に 逆 転 写 す る た め お よ び cDNAを 増 幅 す る た め の 方 法
に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 は 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
（ a） 第 1お よ び 第 2の プ ラ イ マ ー を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 第 1の プ ラ イ マ ー は 標 的
RNAに 対 し て 、 そ れ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 十 分 に 相 補 的 で あ る ；
（ b） 本 発 明 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で 、 標 的 RNAに 対 し て 相 補 的 な cDNA分 子 が 合 成 さ
れ る よ う な 条 件 下 で 、 RNA分 子 に 第 1の プ ラ イ マ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 工 程 ；
（ c） 一 本 鎖 cDNAを 提 供 す る た め に 反 応 混 合 物 を 処 理 す る 工 程 ；
（ d） 本 発 明 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で 、 伸 長 産 物 が 合 成 さ れ て 二 本 鎖 cDNA分 子 を 提 供
す る よ う な 条 件 下 で 、 cDNA分 子 に 第 2の プ ラ イ マ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 工 程 ； お よ び
、 選 択 的 に 、
（ e） （ d） の 二 本 鎖 cDNA分 子 を 増 幅 す る 工 程 （ 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て ）
。 増 幅 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は さ ら な る ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 実 行 さ
れ 得 る 。 適 切 な さ ら な る ポ リ メ ラ ー ゼ （ 好 ま し く は 好 熱 性 生 物 由 来 ） は 、 当 技 術 分 野 で 公
知 で あ る （ 例 え ば 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tne DNAポ リ メ ラ ー ゼ
な ど ） 。 RNAを 逆 転 写 す る 方 法 は 、 Mg 2 + を 含 む 緩 衝 液 中 で 実 行 さ れ 得 、 こ の 緩 衝 液 は Mn 2 +

を 含 ん で も よ く 、 ま た Mn 2 + を 含 ま な く て も よ く 、 好 ま し く は Mn 2 + を 含 ま な い 。 適 切 な 条 件
は ま た 、 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 添 加 を 含 み 得 、 そ の 1つ ま た は 複 数 は 修 飾 さ れ 得
る （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 の よ う な 標 識 お よ び ／ ま た は 標 識 が 結 合 さ れ 得 る 反 応 性 の 官 能 基 を
含 み 得 る ） 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） か ら cDNAを 調 製 す る 方 法 に 関 し 、 こ の 方 法
は 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
（ a） RNAを オ リ ゴ （ dT） プ ラ イ マ ー ま た は 他 の 相 補 的 プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ て 、 複 合 体 を
形 成 す る 工 程 、 お よ び
（ b） 工 程 （ a） に お い て 形 成 さ れ た 複 合 体 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 変 異 体 お よ び dN
TPと 接 触 さ せ て 、 そ れ に よ っ て cDNA-RNAハ イ ブ リ ッ ド が 得 ら れ る 工 程 。 mRNAか ら cDNAを 調
製 す る 方 法 は 、 Mg 2 + を 含 む 緩 衝 液 中 で 実 行 さ れ 得 、 こ の 緩 衝 液 は Mn 2 + を 含 ん で も よ く 、 ま
た Mn 2 + を 含 ま な く て も よ く 、 好 ま し く は Mn 2 + を 含 ま な い 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 工 程 （ b） に お け る 反 応 混 合 物 が 、 産 生 さ れ る cDNAに 相 補 的 で あ る 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を さ ら に 含 む 場 合 、 第 1の 鎖 の 合 成 後 に dsDNAを 得 る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 従 っ て
、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 断 片 、 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 を 用 い て
dsDNAを 調 製 す る 方 法 を 指 向 す る 。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 dsDNAを 増 幅 す る 際 の 使 用 の た め の 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 共 役 し た 逆 転 写 ／ 増 幅
反 応 に お い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と と も に 使 用 さ れ 得 る 。 同 じ 反 応 緩 衝 溶 液 は 、 両 方 の
酵 素 に つ い て 使 用 さ れ 得 、 そ れ に よ っ て 、 緩 衝 液 成 分 （ 二 価 カ チ オ ン 、 塩 、 お よ び 逆 転 写
工 程 と 増 幅 工 程 と の 間 の pHを 含 む ） を 変 更 、 調 整 、 ま た は 希 釈 す る 必 要 性 が 必 須 で あ る 以
前 の 方 法 を 置 き 換 え る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ 得 る DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 熱 安 定 性 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ を 含 む ） は 、 以 下 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： Taq ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tne DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tma DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tfl DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tth
 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tbr DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Pwo DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Bst DNAポ リ メ ラ ー ゼ
、 Bca DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 VENT DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、  T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T5 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ III、 Klenow 断 片 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Stoffel断 片 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
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、 お よ び こ れ ら の 変 異 体 、 断 片 、 ま た は 誘 導 体 。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 多 数 の 供 給 源 か ら の RNAを 逆 転 写 お よ び 増 幅 す る た め に 適 切 で あ る 。 RNA鋳 型
は 、 生 物 か ら の 核 酸 調 製 物 中 に 含 ま れ 得 る 。 RNAが そ こ か ら 調 製 さ れ 得 る 生 物 の 例 に は 、
動 物 、 植 物 、 酵 母 、 ウ イ ル ス 、 お よ び ／ ま た は 細 菌 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
こ の 調 製 物 は 、 細 胞 細 片 お よ び 他 の 成 分 、 粗 も し く は 精 製 さ れ た 全 RNA、 ま た は 粗 も し く
は 精 製 さ れ た mRNAを 含 み 得 る 。 RNA鋳 型 は 、 試 料 中 の 異 種 RNA分 子 ま た は 特 定 の 標 的 RNA分
子 の 集 合 で あ り 得 る 。 こ の RNAは 、 細 胞 中 で ま た は 無 細 胞 系 を 使 用 し て 産 生 さ れ 得 る 。 任
意 の 供 給 源 か ら の RNAが 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 の た め に 適 切 な RNAは 、 RNAを 含 む 任 意 の 供 給 源 、 例 え ば 、 特
定 の 標 的 RNAを 含 む と 仮 定 さ れ る 生 物 学 的 試 料 に 含 ま れ 得 る 。 こ の 生 物 学 的 試 料 は 、 RNAが
試 料 の 少 な い 部 分 で あ る （ 例 え ば 、 血 液 試 料 ま た は 患 者 の 組 織 試 料 （ 例 え ば 、 生 検 に よ っ
て 得 ら れ た も の ） に お け る よ う な ） 不 均 一 な 試 料 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、
臨 床 的 な 検 出 お よ び 診 断 の た め に 有 用 で あ る 。 RNA標 的 は 、 特 定 の 疾 患 ま た は 感 染 性 の 因
子 を 示 し 得 る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 野 生 型 お よ び 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド は 、 周 知 の ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 DNA配 列 決 定
、 DNA標 識 、 DNA増 幅 、 お よ び cDNA合 成 反 応 ） に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 5'-3'エ キ
ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 く か も し く は 実 質 的 に 減 少 し て い る か 、 ま た は 、 酵 素 を dNTPお よ
び ddNTPに つ い て 被 差 別 的 に す る 、 Oヘ リ ッ ク ス に 1つ ま た は 複 数 の 変 異 を 含 む （ 例 え ば 、
配 列 番 号 ： 2の Phe754～ Tyr754の 変 異 ） 、 真 正 細 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 変 異 体 は 、 DNA配 列 決
定 、 DNA標 識 、 お よ び DNA増 幅 反 応 、 お よ び cDNA合 成 の た め に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 さ ら に そ の 上 に 、 こ れ ら の 特 性 の 2つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 変 異 体 も ま た 、 DNA配 列 決 定
、 DNA標 識 、 DNA増 幅 、 ま た は cDNA合 成 反 応 の た め に 特 に 有 用 で あ る 。 周 知 の よ う に 、 配 列
決 定 反 応 （ 等 温 DNA配 列 決 定 お よ び DNAの サ イ ク ル 配 列 決 定 ） は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 使 用
を 必 要 と す る 。 ジ デ オ キ シ 媒 介 配 列 決 定 は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 塩 基 特 異 的 チ ェ ー ン タ ー
ミ ネ ー タ ー に よ る 伸 長 の た め に 特 異 的 ポ リ マ ー を 使 用 す る チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 技 術
の 使 用 、 お よ び 新 規 に 合 成 さ れ た チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー ト さ れ た DNA分 子 を サ イ ズ に よ っ て
分 離 す る た め の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 使 用 を 含 み 、 そ の 結 果 、 も と も と の DNA分 子 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 が 決 定 さ れ 得 る 。 詳 細 に は 、 DNA分 子 は 、 4つ の 別 々 の
DNA配 列 決 定 反 応 を 使 用 し て 配 列 決 定 さ れ 、 そ の 各 々 が 異 な る 塩 基 特 異 的 タ ー ミ ネ ー タ ー
を 含 む 。 例 え ば 、 第 1の 反 応 は 、 G特 異 的 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 み 得 、 第 2の 反 応 は T特 異 的 タ
ー ミ ネ ー タ ー を 含 み 得 、 第 3の 反 応 は A特 異 的 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 み 得 、 第 4の 反 応 は C特 異
的 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 み 得 る 。 好 ま し い タ ー ミ ネ ー タ ー ヌ ク レ オ チ ド は 、 ddATP、 ddTTP、
ddGTP、 ddITP、 お よ び ddCTPの よ う な ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 （ ddNTP） を 含
む 。 ジ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 の ア ナ ロ グ も ま た 使 用 さ れ 得 、 か つ 当 技 術 分 野
で 周 知 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 DNA分 子 を 形 成 す る 際 に 、 ddNTPは リ ボ ー ス 環 の 3'位 に ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 を 欠 き 、 従 っ て
、 そ れ ら は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 成 長 し て い る DNA鎖 に 取 り 込 ま れ 得 る が 、 3'ヒ ド ロ
キ シ 残 基 の 非 存 在 は 、 次 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 形 成 を 妨 害 し 、 DNA分 子 の 伸 長 の 停 止
を 生 じ る 。 従 っ て 、 少 量 の 1つ の ddNTPが 配 列 決 定 反 応 混 合 物 に 含 ま れ る 場 合 、 鎖 の 伸 長 と
塩 基 特 異 的 タ ー ミ ネ ー シ ョ ン と の 間 の 競 合 が 存 在 し 、 こ の こ と は 、 配 列 決 定 さ れ る DNA鋳
型 よ り も 長 さ が 短 い 合 成 さ れ た DNA分 子 の 集 団 を 生 じ る 。 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 反 応 に お い
て 4つ の 異 な る ddNTPを 使 用 す る こ と に よ っ て 、 合 成 さ れ た DNA分 子 の 集 団 は サ イ ズ に よ っ
て 分 離 さ れ 得 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 一 部 の も と も と の DNA分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 決
定 さ れ 得 る 。 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド に よ る DNA配 列 決 定 は 周 知 で あ り 、 そ し て Sambrook
ら 、 Molecular Cloning, a Laboratory Manual、 Cold Spring Harbor Laboratory Press
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、 Cold Spring Harbor、 N.Y. (1989)に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 ジ デ オ キ シ タ ー ミ ネ ー シ
ョ ン に 基 づ く 配 列 決 定 装 置 は 市 販 さ れ て い る 。 他 の 配 列 決 定 プ ロ ト コ ー ル （ 例 え ば 、 蛍 光
色 素 を 使 用 す る こ と ） は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 そ し て ま た 本 発 明 を 用 い る 使
用 の た め に 適 切 で あ る 。 容 易 に 認 識 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 変 異
体 は 、 こ の よ う な 配 列 決 定 反 応 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 周 知 で あ る よ う に 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 、 代 表 的 に は 配 列 決 定 反 応 に
含 ま れ る 。 任 意 の 数 の 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 決 定 （ ま た は 標 識 ） 反 応 に お い て 使
用 さ れ 得 、 こ れ ら に は 、 放 射 活 性 同 位 元 素 、 蛍 光 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 生 物 発 光 標 識 、 お
よ び 酵 素 標 識 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 野 生 型 お よ び 変 異 型 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 配 列 決 定 （ ま た は 標 識 ） 反 応 の 間 に α -Sヌ ク レ オ チ ド （ ([α -S]dATP、 [α -S]dTT
P、 [α -S]dCTPお よ び [α -S]dGTP)） を 取 り 込 む た め に 有 用 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 DNA分 子 の [α - 3 5 S]dNTPを 用 い る 配 列 決 定 ま た は 標 識 に 特 に 適 し て い る
。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 周 知 の DNA増 幅 技 術 で あ る 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 使 用 し て 、 標 的 DNA鋳 型 を 増 幅 す る プ ロ セ ス で あ る
。 PCR反 応 に お い て 、 2つ の プ ラ イ マ ー （ 1つ は 、 増 幅 さ れ る DNA分 子 の 第 1の 鎖 の 3'末 端 （
ま た は 3'末 端 の 近 傍 ） に 対 し て 相 補 的 で あ り 、 そ し て 第 2の プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 さ れ る DNA
分 子 の 第 2の 鎖 の 3'末 端 （ ま た は 3'末 端 の 近 傍 ） に 対 し て 相 補 的 で あ る ） が 、 そ れ ら の そ
れ ぞ れ の DNA鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 で 、 第 1の 鎖 に 相 補 的 な 第 3の DNA分 子 お よ び
増 幅 さ れ る DNA分 子 の 第 2の 鎖 に 相 補 的 な 第 4の DNA分 子 の 合 成 を 増 幅 す る こ と を 可 能 に す る
。 こ の 合 成 は 、 2つ の 二 本 鎖 DNA分 子 を 生 じ る 。 次 い で 、 こ の よ う な 二 本 鎖 DNA分 子 は 、 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 、 プ ラ イ マ ー 、 お よ び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 を 供 給 す る こ と に
よ っ て 、 さ ら な る DNA分 子 の 合 成 の た め の DNA鋳 型 を 供 給 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 周 知 で
あ る よ う に 、 さ ら な る 反 応 は 、 も と も と の 反 応 （ 過 剰 な プ ラ イ マ ー お よ び デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 用 い る ） を 「 サ イ ク ル す る 」 こ と に よ っ て 実 行 さ れ 、 複 数 の 変 性 工
程 お よ び 合 成 工 程 を 可 能 に す る 。 代 表 的 に は 、 一 本 鎖 DNA鋳 型 を 形 成 す る た め の 二 本 鎖 DNA
分 子 の 変 性 は 、 高 温 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 本 発 明 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 よ り 高 温 で の 熱
安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ り 得 、 適 切 な 変 異 が 導 入 さ れ 、 DNA増 幅 反 応 の 間 に こ の よ う な
熱 サ イ ク リ ン グ を 生 き 残 る な ら ば 、 PCR反 応 の た め に 適 切 で あ る （ 特 に 、 高 温 が 、 増 幅 の
間 に DNA分 子 を 変 性 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 ） 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
7． 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
　 本 発 明 は 、 互 い に 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 こ と が で き る 分 子 （ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 体 ）
の 産 生 お よ び 使 用 に 関 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 分 子 は 、 こ の よ う な 結 合 が 分
子 の そ れ ぞ れ の 構 造 に 依 存 す る 場 合 に 、 別 の 分 子 に 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 こ と が で き る と
い わ れ る 。 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 公 知 の 能 力 は 、 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 こ と の 例 で あ る 。
こ の よ う な 相 互 作 用 は 、 化 合 物 の ク ラ ス 間 の 非 特 異 的 な 結 合 と 対 照 的 に 、 そ れ ら の 化 学 的
構 造 と は 無 関 係 で あ る （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス へ の タ ン パ ク 質 の 結 合 な ど ） 。 最 も 好
ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 「 高 度 に 特 異 的 な 結 合 」 を 示 し 、 そ の 結 果 、 こ れ ら は 密 接 に
関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 表 25-33の ポ リ メ ラ ー ゼ ） に 結 合 す る こ と が で き な い か
、 ま た は 実 質 的 に 結 合 す る こ と が で き な い 。 確 か に 、 本 発 明 の 好 ま し い 抗 体 は 、 表 2、 4、
6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま
た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 能 力 を 示 す が 、 表
25-33の ポ リ メ ラ ー ゼ に は 、 実 質 的 に 結 合 す る こ と は で き な い ； こ の よ う な 抗 体 は 、 表 2、
4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド
ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 高 度 に 特 異 的 な 結 合 が で
き 、 こ れ は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 句 の よ う な も の で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、
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本 発 明 の 抗 体 は 、 表 25-33の ポ リ メ ラ ー ゼ に 結 合 す る 抗 体 は 含 ま な い 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 し か し 、 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 、 す な わ ち 、 交 差 反 応 性 で あ る 抗 体 で さ え が 、
そ れ ら が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 別 の ポ リ ペ プ チ ド と の 間 で 共 有 さ れ た エ ピ ト ー プ （ 抗 原
性 領 域 ） を 認 識 す る の で 、 本 発 明 の 方 法 の 「 ホ ッ ト ス タ ー ト 」 の た め に な お 有 用 で あ る こ
と が 当 業 者 に は 直 ち に 明 ら か で あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 抗 体 お よ び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
に 特 異 的 に 結 合 す る T細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー （ TCR） に 関 す る 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ
び ／ ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ り 得 る 。 こ れ ら は 、 全 体 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ
ド の 断 片 に 対 し て 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 互 い に 「 特 異 的 に 結 合 す る こ と 」 が で き る 分 子 （ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 体 ）
の 産 生 お よ び 使 用 に 関 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 分 子 は 、 こ の よ う な 結 合 が 分
子 の そ れ ぞ れ の 構 造 に 依 存 す る 場 合 に 、 別 の 分 子 に 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 こ と が で き る と
い わ れ る 。 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 公 知 の 能 力 は 、 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 こ と の 例 で あ る 。
こ の よ う な 相 互 作 用 は 、 化 合 物 の ク ラ ス 間 の 非 特 異 的 な 結 合 と 対 照 的 に 、 そ れ ら の 化 学 的
構 造 と は 無 関 係 で あ る （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス へ の タ ン パ ク 質 の 結 合 な ど ） 。 最 も 好
ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 「 高 度 に 特 異 的 な 結 合 」 を 示 し 、 そ の 結 果 、 こ れ ら は 密 接 に
関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 表 25-33の ポ リ メ ラ ー ゼ ） に 結 合 す る こ と が で き な い か
、 ま た は 実 質 的 に 結 合 す る こ と が で き な い 。 確 か に 、 本 発 明 の 好 ま し い 抗 体 は 、 表 2、 4、
6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 ま た は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 能 力 を 示 す が 、 表 25
-33の ポ リ メ ラ ー ゼ に は 、 実 質 的 に 結 合 す る こ と は で き な い ； こ の よ う な 抗 体 は 、 表 2、 4
、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 も し く は 24（ 配 列 番 号 ： ＿ -＿ ） の ポ リ ペ プ チ ド
ま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 高 度 に 特 異 的 な 結 合 が で
き 、 こ れ は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 句 の よ う な も の で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、
本 発 明 の 抗 体 は 、 表 25-33の ポ リ メ ラ ー ゼ に 結 合 す る 抗 体 は 含 ま な い 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 し か し 、 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 、 す な わ ち 、 交 差 反 応 性 で あ る 抗 体 で さ え が 、
そ れ ら が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 別 の ポ リ ペ プ チ ド と の 間 で 共 有 さ れ た エ ピ ト ー プ （ 抗 原
性 領 域 ） を 認 識 す る の で 、 本 発 明 の 方 法 の 「 ホ ッ ト ス タ ー ト 」 の た め に な お 有 用 で あ る こ
と が 当 業 者 に は 直 ち に 明 ら か で あ る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 IgG (IgGl、 IgG2、 IgG3、 お よ び IgG4を 含 む )、 IgA (IgA1お よ び IgA2
を 含 む )、 IgD、 IgE、 IgMお よ び IgYを 含 む 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 抗 体 」
（ Ab） は 、 全 体 の 抗 体 を 含 む こ と を 意 味 し 、 単 鎖 の 全 体 の 抗 体 、 お よ び そ の 抗 原 結 合 断 片
を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 結 合 断 片 は 、 Fab、 Fab' お よ び F(ab')2、 Fd
、 単 鎖 Fv (scFv)、 単 鎖 抗 体 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 Fv（ sdFv） 、 お よ び VLま た は VHド メ イ ン
の い ず れ か を 含 む 断 片 を 含 む が そ れ に 限 定 さ れ な い 、 哺 乳 動 物 抗 原 結 合 抗 体 断 片 で あ り 得
る 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 鳥 類 お よ び 哺 乳 動 物 を 含 む 任 意 の 動 物 の 起 源 か ら 調 製 さ れ 得 る 。 好 ま
し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、
ラ ク ダ 、 ま た は ウ マ ） か ら 調 製 さ れ る 。 他 の 好 ま し い 供 給 源 は 鳥 類 （ 例 え ば 、 ニ ワ ト リ ）
で あ り 得 る 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 抗 体 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 ELISA、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ
イ 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ ） に お い て ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 の た め に 使 用 さ れ 得 、 そ し て 免 疫
組 織 化 学 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 は 溶
液 中 に あ り 得 、 そ し て 認 識 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 溶 液 中 に あ り 得 る か （ 例 え ば 、 免 疫 沈 殿
） 、 ま た は 固 体 表 面 上 に あ り 得 る か も し く は 固 体 表 面 に 結 合 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ
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ン ブ ロ ッ ト ） 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 固 体 表 面 に 結 合 さ れ 得 、 そ し て ポ リ ペ プ
チ ド は 溶 液 中 に あ り 得 る （ 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 試 料 中 の 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在
、 非 存 在 、 ま た は 量 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 量
は 、 標 識 ま た は 他 の マ ー カ ー （ 例 え ば 、 放 射 活 性 、 蛍 光 、 ま た は 酵 素 標 識 ） を 結 合 す る 抗
体 を 使 用 し て 決 定 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 特
異 的 な 抗 体 を 認 識 す る 抗 体 ） が 、 特 異 的 抗 体 と ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の ポ リ ペ プ チ ド － 抗 体
複 合 体 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 の 活 性 を 調 節 す る た め に 使 用
さ れ 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 が ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る よ う な 条 件
下 で 抗 体 と 接 触 さ れ 得 る 。 抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 結 合 し て い な い 同 じ
ポ リ ペ プ チ ド と 、 同 じ か ま た は 異 な る 活 性 を 有 し 得 る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 本
発 明 の 抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 結 合 し て い る 間 に 、 減 少 し た か
、 実 質 的 に 減 少 し た か 、 ま た は 除 去 さ れ た 酵 素 活 性 を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 結 合 し た ポ リ ペ
プ チ ド は 、 検 出 可 能 な RNA依 存 性 お よ び ／ ま た は DNA依 存 性 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 示 さ
な い か も し れ な い 。 好 ま し く は 、 こ の 活 性 は 、 抗 体 が も は や 結 合 し て い な い 場 合 に 回 復 す
る 。 従 っ て 、 以 前 の 例 に お い て は 、 RNA依 存 性 お よ び ／ ま た は DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
活 性 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が も は や 抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ て い な い 場 合 に 回 復 し 得 る 。 い く つ
か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 い く つ か の 条 件 下 で （ 例 え ば 、 温 度 、 イ オ ン 強
度 な ど ） 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 、 そ し て 他 の 条 件 下 で は （ 例 え ば 、 温 度 の 上
昇 ） 結 合 し な い か も し れ な い 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 を 使 用 し て 、 ポ リ
ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ／ ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る
た め の 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ 得 る （ Harlowお よ び Lane、 Antibodies: A Laboratory Manua
l、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor、 N.Y.、 1988） 。 手 短 に 述 べ る
と 、 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 ま た は 一 部 を 用 い る 、 適 切 な 被 験 体 （ 例 え ば 、
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ な ど ） の 免 疫 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ
の 断 片 が 十 分 に 免 疫 原 性 で あ る 場 合 、 こ れ は 被 験 体 を 免 疫 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 免 疫
原 性 を 増 加 さ せ る こ と が 必 要 で あ る か ま た は 所 望 さ れ る 場 合 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 断
片 は 、 適 切 な キ ャ リ ア 分 子 （ 例 え ば 、 BSA、 KLHな ど ） に 結 合 体 化 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 を 使 用 し て キ ャ リ ア に 結 合 体 化 さ れ
得 る 。 例 え ば 、 こ れ ら は 、 例 え ば 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 を 使 用 し て 、 キ ャ リ ア に 直 接 的 に
結 合 体 化 さ れ 得 る 。 他 の 適 切 な 連 結 試 薬 は 、 例 え ば 、 Pierce Chemical Co.、 Rockford, I
IIか ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 適 切 に 調 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 適 切 な 時 間 の 期 間 に わ た っ
て 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ 得 る 。 こ れ ら は 、 ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、 Freunds） の 使 用 あ り
ま た は 使 用 な し で 投 与 さ れ 得 る 。 こ れ ら は 、 抗 体 の 力 価 が 所 望 の レ ベ ル に 達 す る ま で 、 1
回 ま た は そ れ 以 上 の 回 数 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る こ と が 所 望 さ れ 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 従 来 の 手 順 （ 例 え ば
、 Kohlerお よ び Milstein、 Nature、 256： 495-497(1975) に 記 載 さ れ た も の ） を 使 用 し て 1
つ ま た は 複 数 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の す べ て ま た は 一 部 で 免 疫 さ れ た 動 物 （ 例 え ば 、 マ
ウ ス 、 ラ ッ ト な ど ） の 免 疫 細 胞 か ら 調 製 さ れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 が 、 リ ン パ 組 織
（ 例 え ば 、 脾 臓 ） か ら 宿 主 動 物 の 抗 体 分 泌 細 胞 を 単 離 す る こ と 、 お よ び そ れ ら を マ ウ ス ミ
エ ロ ー マ 細 胞 （ 例 え ば 、 SP2/0-Ag14マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） と ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の
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存 在 下 で 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ 得 る 。 融 合 し た 細 胞 は 、 選 択 培 地 に 希 釈 さ れ 得
、 そ し て マ ル チ ウ ェ ル 組 織 培 養 デ ィ ッ シ ュ に プ レ ー ト さ れ 得 る 。 次 い で 、 所 望 の 抗 体 を 分
泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 標 準 的 な 技 術 （ 例 え ば 、 ELISAな ど ） を 使 用 し て 所 望 の 特
異 性 の 抗 体 に つ い て 上 清 を 試 験 し て 同 定 さ れ 得 る 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 静 置
培 養 、 中 空 の フ ァ イ バ ー バ イ オ リ ア ク タ ー に お い て 増 殖 さ れ 得 る か 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 産 生 す る た め に マ ウ ス に お け る 腹 水 腫 瘍 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て
、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に こ の よ う な
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を 結 合 し 得 る 抗 体
の 断 片 を 使 用 す る こ と が 所 望 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Fab、 Fab'、 ま た は F(ab') 2 断 片 が 、 当 技
術 分 野 に お い て 周 知 の 技 術 を 使 用 し て 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ４ １ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 含 む 組 成 物 を 意 図 す る 。 こ の よ う な 組 成 物 に お い て 、 抗 体 は 、 1つ
の 条 件 の セ ッ ト （ 例 え ば 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 な ど ） の 下 で ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 、 そ し
て 他 の 条 件 下 で （ 例 え ば 、 温 度 の 上 昇 ） ポ リ ペ プ チ ド か ら 解 離 し 得 る 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
8． 本 発 明 に お け る 使 用 の た め の 逆 転 写 酵 素
　 本 発 明 の 組 成 物 、 方 法 、 お よ び キ ッ ト に お け る 使 用 の た め の 酵 素 は 、 逆 転 写 酵 素 活 性 を
有 す る 酵 素 を 含 む 。 こ の よ う な 酵 素 に は 、 以 下 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： レ ト
ロ ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 、 レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン 逆 転 写 酵 素 、 B型 肝 炎 逆 転 写 酵 素 、 カ リ フ
ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 、 細 菌 逆 転 写 酵 素 、 Tth DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ
リ メ ラ ー ゼ （ Saiki, R.K.ら 、  Science 239:487- 491 (1988);米 国 特 許 第 4,889,818号 お
よ び 第 4,965,188号 ） 、 Tne DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 国 際 公 開 広 報 第 96/10640号 ） 、 Tma DNAポ
リ メ ラ ー ゼ （ 米 国 特 許 第 5,374,553号 ） 、 お よ び こ れ ら の 変 異 体 、 断 片 、 変 種 、 ま た は 誘
導 体 （ 例 え ば 、 共 有 に 係 る 米 国 特 許 第 5,948,614号 お よ び 第 6,015,668号 を 参 照 さ れ た い 。
こ れ ら は そ れ ら の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 好 ま し く は 、 本 発 明 に
お け る 使 用 の た め の 逆 転 写 酵 素 に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 （ 例 え ば 、 M-MLV逆 転 写
酵 素 、 AMV逆 転 写 酵 素 、 RSV逆 転 写 酵 素 、 RAV逆 転 写 酵 素 、 MAV逆 転 写 酵 素 、 お よ び 一 般 的 な
ASLV逆 転 写 酵 素 ） が 含 ま れ る 。 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ て い る よ う に 、 修 飾 さ れ た 逆 転 写
酵 素 は 、 日 常 的 か つ 当 技 術 分 野 で 周 知 の 組 換 え ま た は 遺 伝 子 操 作 技 術 に よ っ て 得 ら れ 得 る
。 変 異 体 逆 転 写 酵 素 は 、 例 え ば 、 部 位 特 異 的 ま た は ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 に よ っ て 関 心 対 象 の
逆 転 写 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ 得 る 。 こ の よ う な 変 異 は
、 点 突 然 変 異 、 欠 失 変 異 、 お よ び 挿 入 変 異 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 1つ ま た は 複 数 の 点 変 異
（ 例 え ば 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 、 1つ ま た は 複 数 の 異 な る ア ミ ノ 酸 で の 置 換 ） が 、
本 発 明 に お け る 使 用 の た め の 変 異 体 逆 転 写 酵 素 を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 使 用 の た め の 好 ま し い 酵 素 に は 、 RNase H活 性 が 減 少 し た か 、 実 質 的 に
減 少 し た か 、 ま た は 欠 け て い る 酵 素 が 含 ま れ る 。 RNase H活 性 が 減 少 し た か 、 ま た は 実 質
的 に 減 少 し た こ の よ う な 酵 素 は 、 例 え ば 、 上 記 の よ う な 、 1つ ま た は 複 数 の （ 例 え ば 、 1、
2、 3、 4、 5、 10、 12、 15、 20、 30個 な ど の ） 点 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 1つ ま た は
複 数 の （ 例 え ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 10、 12、 15、 20、 30個 な ど の ） 欠 失 変 異 を 導 入 す る こ
と に よ っ て 、 お よ び ／ あ る い は 、 1つ ま た は 複 数 の （ 例 え ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 10、 12、 15
、 20、 30個 な ど の ） 挿 入 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 関 心 対 象 の 逆 転 写 酵 素 中 の RNase 
Hド メ イ ン を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ 得 る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明
の 逆 転 写 酵 素 は 、 RNase Hド メ イ ン に お け る 修 飾 ま た は 変 異 を 含 ま ず 、 そ し て 好 ま し く は
、 RNase H活 性 を 減 少 さ せ る 修 飾 は 含 ま な い 。 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 逆 転 写 酵 素 は
、 対 応 す る 野 生 型 逆 転 写 酵 素 と 比 較 し て 、 90％ 、 95％ 、 ま た は 100％ の RNase H活 性 を 有 す
る 。
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【 ０ ４ ４ ４ 】
9． キ ッ ト
　 本 発 明 の 野 生 型 お よ び 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド は キ ッ ト の 調 製 の た め に 適 切 で あ る 。 野 生 型
ま た は 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ ッ ト は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 手 順 に お け る 使 用 の た
め に 構 成 さ れ 得 る 。 適 切 な キ ッ ト は 、 例 え ば 、 cDNA合 成 お よ び ／ ま た は 増 幅 、 DNA分 子 の
検 出 可 能 な 標 識 、 お よ び DNA配 列 決 定 の た め に 調 製 さ れ 得 る 。 米 国 特 許 第 4,962,020号 、 第
5,173,411号 、 第 4,795,699号 、 第 5,498,523号 、 第 5,405,776号 、 お よ び 第 5,244,797号 を
参 照 さ れ た い 。 こ の よ う な キ ッ ト は バ イ ア ル 、 試 験 管 、 ウ ェ ル 、 固 体 支 持 体 、 チ ッ プ な ど
の よ う な 厳 重 に 封 じ 込 め た 1つ ま た は 複 数 の 容 器 中 で 受 け 取 る よ う に 仕 切 ら れ 得 る キ ャ リ
ア を 含 み 得 る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 容 器 の 少 な く と も 1つ は 、 DNA配 列 決 定 、 DNA標 識
、 DNA増 幅 、 ま た は cDNA合 成 を 実 行 す る た め に 必 要 と さ れ る 成 分 ま た は 成 分 の 混 合 物 を 含
む 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
　 DNAを 配 列 決 定 す る た め の キ ッ ト は 多 数 の 容 器 を 含 み 得 、 こ れ ら の 各 々 が 1つ ま た は 複 数
の 成 分 を 含 み 得 る 。 第 1の 容 器 は 、 例 え ば 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の
試 料 （ 例 え ば 、 好 熱 性 真 正 細 菌 か ら の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 そ の 断 片 、 ま た は そ の 変 異 体 ）
を 含 み 得 る 。 第 2の 容 器 は 、 核 酸 鋳 型 に 相 補 的 な DNA分 子 を 合 成 す る た め に 必 要 で あ る 1つ
ま た は 多 数 の タ イ プ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 得 る 。 第 3の 容 器 は 、 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能
な 基 で 選 択 的 に 標 識 さ れ た 、 1つ ま た は 多 数 の 異 な る タ イ プ の ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三
リ ン 酸 を 含 み 得 る 。 第 4の 容 器 は 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 み 得 る 。 上 記 の 容 器 に 加 え て
、 さ ら な る 容 器 が 、 所 望 の 手 順 を 実 行 す る た め の 他 の 成 分 （ 例 え ば 、 1つ ま た は 多 数 の DNA
プ ラ イ マ ー （ 例 え ば 、 オ リ ゴ （ dt） プ ラ イ マ ー ） ） を 含 む キ ッ ト 中 に 含 ま れ 得 る 。 こ の よ
う な プ ラ イ マ ー は 、 選 択 的 に 標 識 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
　 DNAを 増 幅 す る た め に 使 用 さ れ る キ ッ ト は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 変 異 型 ま た は 野 生 型 ポ リ
ペ プ チ ド の 実 質 的 ま た は 本 質 的 に 純 粋 な 調 製 物 （ 例 え ば 、 好 熱 性 真 正 細 菌 か ら の DNAポ リ
メ ラ ー ゼ ） を 含 む 第 1の 容 器 、 お よ び 単 一 の タ イ プ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド の
混 合 物 を 含 む 1つ ま た は 多 数 の さ ら な る 容 器 を 含 み 得 る 。 種 々 の プ ラ イ マ ー は 、 DNAを 増 幅
す る た め の キ ッ ト に 含 ま れ て も よ い か 、 ま た は 含 ま れ な く て も よ い 。 い く つ か の 実 施 態 様
に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 活 性 （ 例 え ば 、 DNA依 存 性 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な
ど ） を 有 す る 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 混 合 物 中 で 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、
こ れ ら の 混 合 物 中 で 、 混 合 物 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 は 、 混 合 物 中 の 酵 素 活 性 の
50％ 未 満 、 例 え ば 、 混 合 物 中 の 全 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 、 お よ び ／ ま た は エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の 、 45％ 、 35％ 、 33％ 、 30％ 、 25％ 、
20％ 、 15％ 、 10％ 、 7％ 、 5％ 、 2％ 、 1％ 、 0.5％ 、 0.1％ を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
　 cDNA合 成 の た め の キ ッ ト は 、 本 発 明 の 野 生 型 ま た は 変 異 型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 第 1の
容 器 を 含 み 得 、 第 2の 容 器 は 、 1種 か ら 4種 ま で の dNTPを 含 み 得 、 そ し て 第 3の 容 器 は 、 オ リ
ゴ （ dt） プ ラ イ マ ー を 含 み 得 る 。 米 国 特 許 第 5,405,776号 お よ び 第 5,244,797号 を 参 照 さ れ
た い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 ま
た は 24の ポ リ ペ プ チ ド は 、 dsDNAを 調 製 す る こ と も ま た で き る の で 、 第 4の 容 器 は 第 1の 鎖
の cDNAに 相 補 的 な 適 切 な プ ラ イ マ ー を 含 み 得 る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 1つ ま た は 複 数 の DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 、 例 え ば 、 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 （ 例 え ば 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ ）
お よ び ／ ま た は 逆 転 写 酵 素 （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 ） な ど を 含 む 容 器 を 選 択
的 に 含 み 得 る 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
　 当 然 、 単 一 の チ ュ ー ブ ま た は 他 の 容 器 中 で こ れ ら の 1つ ま た は 複 数 の 試 薬 を 合 わ せ る こ
と も ま た 可 能 で あ る 。 作 用 す る 濃 度 で の こ の よ う な 処 方 の 詳 細 な 記 載 は 、 1996年 8月 14日
に 出 願 さ れ た 、 「 Stable Compositions for Nucleic Acid Amplification and Sequencin
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g」 と い う 標 題 の 国 際 特 許 出 願 、 国 際 公 開 広 報 98/06736に お い て 記 載 さ れ て お り 、 こ れ は
、 そ の 全 体 が 明 確 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
　 所 望 さ れ る 場 合 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 DNA分 子 の 合 成 ま た は 配 列 決 定 の 間 に 使 用 さ れ 得
る 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 1つ ま た は 複 数 の 容 器 を 含 み 得 る 。 1つ ま た
は 多 数 の 標 識 は 、 こ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 示 的 な 標 識
に は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 核 タ グ 生 物 発 光 標 識 、 お よ び 酵 素 標 識
が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
9． 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 利 点
　 上 記 に 議 論 し た よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 逆 転 写 お よ び 増 幅 を 組 み 合 わ せ る ア
ッ セ イ に お い て 莫 大 な 改 善 を 提 供 す る 。 逆 転 写 か ら 増 幅 ま で の ア ッ セ イ の 進 行 の 間 で の 緩
衝 液 反 応 条 件 を 調 整 す る 必 要 は 、 同 じ ま た は 異 な る 酵 素 が ア ッ セ イ の い ず れ の 部 分 の た め
に 使 用 さ れ る か 否 か に 関 わ ら ず 除 外 さ れ る 。
【 ０ ４ ５ １ 】
　 こ こ で 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 し て き た が 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に 言 及 す る こ と を 通 し
て よ り 容 易 に 理 解 さ れ る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 例 示 の 目 的 で 提 供 さ れ 、 そ し て 特 に 言 及 さ れ
な い 限 り 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
実 施 例 1
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ
　 BL21SI細 胞 株 （ Invitrogen Corporation、 Carlsbad, CA） 中 の 発 現 ベ ク タ ー pET26B (No
vagen Inc.、 Madison, WI) に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム D
NAポ リ メ ラ ー ゼ （ Macquarie Universityか ら 入 手 ） を 精 製 し た 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
　 公 知 の 細 菌 PolI DNAポ リ メ ラ ー ゼ 配 列 に 見 い 出 さ れ る 保 存 性 モ チ ー フ を 同 定 し 、 そ し て
縮 重 PCRプ ラ イ マ ー を 、 す べ て の 細 菌 分 類 か ら の polI遺 伝 子 の 内 部 部 分 の PCR増 幅 の た め に
設 計 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 こ こ で 、 好 熱 性 細 菌 の 異 な る 選 択 か ら の 13の polI遺 伝 子 の 迅 速
な 同 定 お よ び 単 離 を 可 能 に す る 方 法 を 記 載 し 、 そ し て 9個 の 組 換 え 酵 素 の 生 化 学 的 特 性 を
報 告 す る 。 い く つ か の 酵 素 は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で 有 意 な 逆 転 写 酵 素 活 性 を 示 し た 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
　 サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス （ Taq） か ら の 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 （ PCR） を 実 現 可 能 に し 、 そ し て 組 換 え DNA研 究 を 補 足 し 、 遺 伝 病 お よ び 感 染 症 の 診 断
に お い て 補 助 と な る 強 力 な 技 術 を 導 入 し た （ Innisら 、 1990、 PCR Protocols: A Guide to
 Methods and Applications、  Academic Press、 San Diego） 。 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ は ま
た 、 逆 転 写 酵 素 活 性 を 有 す る （ Jonesお よ び Foulkes、 Nucleic Acids Res.、  17： 8387-83
88、 1989） 。 サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス か ら の 組 換 え DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ rTth、 (Myersお
よ び Gelfand、 Biochem.、 30： 7661-7666、 1991） の 逆 転 写 酵 素 活 性 は 、 Taq DNAポ リ メ ラ
ー ゼ の そ れ よ り も 100倍 大 き い こ と が 報 告 さ れ て き た 。 Taqお よ び rTth酵 素 は 、 有 意 な ア ミ
ノ 酸 配 列 類 似 性 を 有 し 、 そ し て そ れ ら が RNA鋳 型 を 利 用 す る 能 力 が そ れ ほ ど 異 な っ て い る
理 由 は 明 ら か で は な い 。 好 熱 性 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 逆 転 写 は 、 中 温 性 の レ ト ロ ウ イ
ル ス 逆 転 写 酵 素 （ RT） （ 例 え ば 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ M-MLV） お よ び ト リ 骨
髄 芽 球 腫 ウ イ ル ス （ AMV） RT） よ り も 利 点 を 有 す る 。 こ れ ら は 、 cDNA合 成 に 一 般 に 使 用 さ
れ る 。 な ぜ な ら 、 好 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ で の よ り 高 い 反 応 温 度 は 、 RNAの 二 次 構 造 を （ こ れ
は 、 中 温 性 の RTに つ い て 問 題 と な る ） 不 安 定 化 す る こ と を 補 助 す る （ DeStefanoら 、 J. Bi
ol. Chem.、 266： 7423-7431、 1991; Harrisonら 、 Nucleic Acids Res.、 26： 3433-3442、
1998; Wuら 、 J. Virol.、 70： 7132-7142、 1996） 。 逆 転 写 お よ び 逆 転 写 共 役 PCR増 幅 （ RT-
PCR） の た め の 好 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る こ と お よ び そ の 利 点 は 記 載 さ れ て き た （
Myersお よ び Gelfand、 1991） 。 し か し 、 RNAを コ ピ ー す る た め の rTth DNAポ リ メ ラ ー ゼ を
使 用 す る こ と の 不 利 な 点 の 1つ は 、 二 価 金 属 イ オ ン と し て Mg 2 + よ り も Mn 2 + の 使 用 に つ い て
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の 要 求 性 で あ る 。 Mn 2 + の 存 在 は 、 cDNA合 成 の 間 の よ り 高 い エ ラ ー の 割 合 を 生 じ  (Cadwell
お よ び Joyce、 PCR Methods and Applications 2、 28-33、 1992)、 そ し て PCR増 幅 の 間 に DN
A産 物 の 収 量 の 減 少 を 生 じ る （ Leungら 、 Technique 1、 11-15、 1989） 。 特 別 な 測 定 が 、 逆
転 写 工 程 の 間 に 導 入 さ れ る Mn 2 + の 影 響 を 除 去 す る た め に RT-PCRの PCR工 程 の 間 に と ら れ な
く て は な ら な い （ Myersお よ び Gelfand、 1991） 。
【 ０ ４ ５ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 多 数 の 好 熱 性 細 菌 を 調 査 し 、 独 占 的 に Mg 2 + の 存 在 下 で 、 上 昇 し
た 温 度 で 、 効 率 的 に RNAを コ ピ ー す る た め に 使 用 さ れ 得 る DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 同 定 す る こ と
を 実 行 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ PCR（ Morrisら 、 Appl. Environ. Microb
iol.、 61： 2262-2269、 1998） と 組 み 合 わ せ た 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く PCR（ Rose
ら 、 Nucleic Acids Res.、 26： 1637-1644、 1998） を 使 用 し 、 13の 好 熱 性 polI遺 伝 子 の 全
長 遺 伝 子 配 列 を 得 た 。 縮 重 プ ラ イ マ ー は 、 24の 細 菌 PolI配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト に お い て 同
定 さ れ た 2つ の 保 存 性 領 域 を コ ー ド す る DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 し た 。 3つ の
順 方 向 プ ラ イ マ ー お よ び 3つ の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 、 約 570bpの PCR産 物 を 増 幅 す る た め に
設 計 し た 。 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 、 な ら び に 遺 伝 子 産 物 の 精 製 お よ び 予 備 的 な 特 徴 付 け を
本 明 細 書 に 記 載 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で RNAを 効 率 的 に コ ピ ー す る い く つ か
の 好 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 同 定 し た 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
材 料 お よ び 方 法
微 生 物
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム  (Cst); ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ
ス  (Cth); カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2 (CA2); カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル 種
株 Tokl3B.1 (Tokl3B); カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル ・ サ ッ カ ロ リ テ ィ ク ス 種 Tok7B.1 (Tok7B)
;カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル 種 株 Rt69B.1 (RT69B); バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ ク ス EA1.3 (B.EA1
);サ ー ム ス 種 Rt41A (RT41A) お よ び ジ ク チ オ グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム 株 Rt46B.1 (Dth) 
は 、 Hugh Morgan教 授 （ Thermophile Research Unit、 Waikato University、 Hamilton、 Ne
w Zealand） か ら 恵 与 さ れ た 。
【 ０ ４ ５ ７ 】
　 示 し た ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌  BL21 (DE3) の 試 料
を 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 従 っ て 、 米 国 農 業 研 究 サ ー ビ ス カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ Agricult
ural Research Service Culture Collection ： NRRL)、 1815 North University Street, 
Peoria, Illinois, 61604, USAに 寄 託 し た 。 エ ン ト リ ー 11-15を 、 大 腸 菌  BL21 (SI) に お
い て 寄 託 し た 。
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【 ０ ４ ５ ８ 】
酵 素
　 サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス (Taq) DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 Invitrogen Corporation、 Carlsba
d、 CAか ら 入 手 し た 。 組 換 え サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス  (rTth) DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 Appl
ied Biosystems (Foster City, CA)か ら 購 入 し た 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
　 3'-5'お よ び 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 除 外 す る よ う に 変 異 さ せ た サ ー マ ト ガ ・ ネ
ア ポ リ タ ナ （ Thermotoga neapolitana）  (Tne) DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 、 米 国 特 許 第 6,306,58
8号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 ク ロ ー ニ ン グ し 、 操 作 し 、 そ し て 精 製 し た 。 SuperScript II逆
転 写 酵 素 （ SS II RT） を 、 Invitrogen Corporation、 Carlsbad, CAか ら 入 手 し た 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
RNAお よ び DNA
　 (rA) 4 0  3'- テ ー ル を 有 す る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT）
cRNA（ ～ 900nt） を 、 線 状 化 し た プ ラ ス ミ ド DNAか ら の T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ ラ ン オ フ 転 写 に
よ っ て 合 成 し た （ D'Alessioお よ び Gerard、 Nucleic Acids Res. 16： 1999-2014、 1988）
。 デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 Invitrogen Corporation、 Carlsbad, CAか ら 入 手 し た
。 CAT cRNAか ら の cDNA合 成 を 、 CAT cRNA (rA) 4 0  3'- テ ー ル の 5'末 端 の 最 初 の 塩 基 か ら 14
6ヌ ク レ オ チ ド 離 れ た そ の 5'末 端 を 有 す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 679と 692と の 間 に ア ニ ー ル す る C
AT cRNAに 相 補 的 な 24マ ー の DNAを 用 い て プ ラ イ ム し た 。 (rA) 2 5 0 お よ び (rA) 2 7 0 を 、 Amersh
am-Pharmacia (Piscataway, NJ)か ら 入 手 し た 。
【 ０ ４ ６ １ 】
SDS-PAGE
　 精 製 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ を SDS-PAGEに よ っ て 分 析 し た 。 約 1μ gの 精 製 タ ン パ ク 質 を 4～
20％ ト リ ス グ リ シ ン ゲ ル （ Novex、 Invitrogen Corporation、 Carlsbad、 CA） に ロ ー ド し
た 。 こ の ゲ ル を 製 造 業 者 の 推 奨 に 従 っ て 泳 動 し 、 Gel-code Blue (Pierce、 Rockford, IL)
 を 使 用 し て 染 色 し た 。 Benchmark Protein Ladderを 標 準 と し て 使 用 し た （ Invitrogen Co
rporation、 Carlsbad, CA） 。
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【 ０ ４ ６ ２ 】
市 販 の ポ リ メ ラ ー ゼ 調 製 物 か ら の DNAの 除 去
　 組 換 え Taqポ リ メ ラ ー ゼ の 市 販 の 調 製 物 は 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を コ ー ド す る 痕 跡 量
の DNAを 含 有 す る こ と が 見 い 出 さ れ た （ Carrollら 、 J. Clin. Microbiol.、 37： 3402-3404
、 1999） 。 夾 雑 す る DNAを 消 化 お よ び 除 去 す る た め に 、 2.5単 位 の 制 限 酵 素 Sau3AIを 各 50μ
lの PCR反 応 物 に 添 加 し 、 そ し て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の 混 合 物 を
、 95℃ で 2分 間 加 熱 し 、 Sau3AIを 変 性 さ せ て 、 そ の 後 約 1ngの ゲ ノ ム 鋳 型 DNAを 加 え た 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
PCR
　 PCRを 、 製 造 業 者 の 推 奨 に 従 っ て 、 Platinum Taq (Invitrogen Corporation、 Carlsbad
、 CA) ま た は Platinum Pfx (Invitrogen Corporation、 Carlsbad、 CA) を 使 用 し て 実 行 し
た 。 す べ て の PCRは 、 他 に 言 及 し な い 限 り は 、 GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) を 使
用 し て 、 30～ 50サ イ ク ル お よ び 50～ 70℃ の ア ニ ー リ ン グ を 使 用 し て 、 実 行 し た 。 全 長 遺 伝
子 配 列 を 得 る た め の ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ PCRを 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 実 行 し た （ Morri
sら 、 1995; Morrisら 、 Appl Environ Microbiol 64(5):1759-65、 1998; Reevesら 、 Appl 
Environ Microbiol 66(4):1532-7、 2000)） 。 必 要 と さ れ る 場 合 、 PCR産 物 は Concertゲ ル
抽 出 キ ッ ト  (Invitrogen Corporation、 Carlsbad、 CA) を 使 用 し て 精 製 し た 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
　 PCRに お い て 縮 重 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 場 合 、 ス テ ッ プ ダ ウ ン 法 を 使 用 し た 。 こ こ で 、
ア ニ ー ニ ン グ 温 度 は サ イ ク ル 毎 に 1℃ ず つ 、 60℃ ～ 45℃ ま で 下 げ 、 続 い て 55℃ の ア ニ ー リ
ン グ 温 度 を 用 い て 35サ イ ク ル を 行 っ た 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
全 長 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 得 る た め の ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ
　 ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ リ ン カ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 、 2μ gの ゲ ノ ム DNAを 消 化 す る こ と に よ り
、 最 終 20μ lに 調 製 し た 。 以 下 の 制 限 酵 素 の 各 々 20単 位 を 使 用 し た ： AatII、 BamHI、 EcoRI
、 EcoRV、 HaeIII、 HindIII、 HpaI、 KpnI、 NcoI、 PstI、 PvuII、 RsaI、 SacI、 SalI、 SmaI
、 SphI、 SspI、 StuI ま た は XbaI（ MBI Fermentas、 Amherst， NY、 ま た は Roche Diagnosti
cs、 Sydney, Australiaよ り )。 NcoI消 化 し た DNAを 、 65℃ で 20分 間 加 熱 処 理 し て 制 限 酵 素
を 不 活 性 化 し た （ こ の 酵 素 の 認 識 部 位 が リ ン カ ー へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 際 に 再 生 さ れ る た
め ） 。 各 消 化 物 の 半 分 を 、 T4リ ガ ー ゼ （ MBI Fermentas） を 、 20μ l中 で 、 一 晩 、 10℃ で 使
用 し て 、 適 切 な ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ リ ン カ ー （ GW-リ ン カ ー 、 1μ M 濃 度 ） に ラ イ ゲ ー シ ョ
ン し た 。 各 消 化 ／ ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 一 部 を PCR鋳 型 と し て の 使 用 の た め に TE緩 衝 液 中 で 10 -
1 に 希 釈 し た 。 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 、 既 知 の 配 列 の 末 端 か ら 約 50bpを ア ニ ー ル す る
よ う に 設 計 し た 。 2つ の シ リ ー ズ の PCRを 、 順 方 向 ま た は 逆 方 向 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の
い ず れ か 、 適 切 な リ ン カ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー 、 お よ び 1μ lの 1つ の 希 釈 さ れ た リ ン カ ー ラ
イ ブ ラ リ ー 鋳 型 を 使 用 し て 、 50μ l容 量 中 で 実 行 し た 。 使 用 し た PCRプ ロ グ ラ ム は 、 65～ 70
℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 お よ び 2分 間 の 伸 長 段 階 を 含 み 、 2kbま で の 産 物 が 増 幅 さ れ る こ と を
可 能 に し た ： 95℃ 、 15分 間 、 35（ 95℃ 30秒 間 、 70℃ 30秒 間 、 72℃ 2分 間 ） 、 72℃ 5分 間 。 本
研 究 の 間 、 13の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が こ の 方 法 を 使 用 し て 単 離 さ れ 、 そ の サ イ ズ は 、 2
.5kb～ 2.8kbの 範 囲 で あ り 、 そ の う ち 9個 が さ ら に 特 徴 付 け さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 中 に 記 載
さ れ る 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　 一 旦 、 各 polI遺 伝 子 の 完 全 な DNA配 列 が 得 ら れ る と 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が
各 全 長 遺 伝 子 の 特 異 的 増 幅 の た め に 設 計 さ れ た 。 制 限 部 位 が 、 発 現 ベ ク タ ー pET26B（ Nova
gen Inc.、 Madison, WI） へ の PCR産 物 の 指 向 さ れ た イ ン フ レ ー ム の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 可 能
に す る た め に 各 プ ラ イ マ ー に 組 み 込 ま れ た 。 各 遺 伝 子 は 、 高 忠 実 度 Pfx DNAポ リ メ ラ ー ゼ
を 使 用 し て PCR増 幅 さ れ 、 そ し て 電 気 泳 動 後 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 さ れ た 。 ゲ ル か ら D
NAを 抽 出 し 、 適 切 な 制 限 酵 素 で 消 化 し て プ ラ イ マ ー の 末 端 を 除 去 し て 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の
た め の 突 出 部 を 生 成 す る 。 線 状 の pET26Bベ ク タ ー を 2Uの Shrimp Alkaline Phosphatase (S
AP、 Roche) で 10分 間 、 37℃ で 処 理 し て 、 5'リ ン 酸 を 除 去 し 、 次 い で 、 SAPを 不 活 化 す る た
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め に 65℃ で 15分 間 加 熱 し た 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ 30ng） を 線 状 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー
シ ョ ン し 、 そ し て 30μ g/ml カ ナ マ イ シ ン を 含 む LB寒 天 プ レ ー ト 上 で の 選 択 を 用 い て 、 大
腸 菌  DH5α 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
DNA配 列 決 定 、 コ ン ピ ュ ー タ 分 析 、 お よ び GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
　 プ ラ ス ミ ド お よ び PCR産 物 を 、 Perkin Elmer Big Dye Terminator chemistryを 使 用 し て
配 列 決 定 し 、 そ し て Perkin Elmer ABI Prism 377 DNAシ ー ク エ ン サ ー 上 で 泳 動 し た 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
　 配 列 デ ー タ の コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 は 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ （ Devereux、 1984）
を 使 用 し て 実 行 し た 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
Cstお よ び Cth DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て の 遺 伝 子 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 Cstお よ び Cth DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 の 改 善 お よ び 精 製 の 単 純 化 の た め に 、 遺 伝 子 を T7
プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て ア ミ ノ 末 端 His 6 タ グ 配 列 を Gatewayク
ロ ー ニ ン グ 技 術 （ Invitrogen Corporation、 Carlsbad, CA） を 使 用 し て 導 入 し た 。 Cst遺
伝 子 の 5'末 端 で 使 用 さ れ た DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は
　
　
　
で あ っ た 。 Cth遺 伝 子 の 5'末 端 で 使 用 さ れ た DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は
　
　
　
で あ っ た 。 各 遺 伝 子 の 3'末 端 で 使 用 さ れ た DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 同 じ 配 列
　
　
　
で あ っ た 。 Cstま た は Cth DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て の 遺 伝 子 を 有 す る 精 製 さ れ た pET26Bプ
ラ ス ミ ド DNA（ Novagen Inc.、 Madison, WI） は 、 上 記 に 列 挙 さ れ た プ ラ イ マ ー お よ び Plat
inum Taq HiFi DNA polymerase (Invitrogen Corporation、 Carlsbad, CA) を 利 用 す る PC
Rに よ っ て 増 幅 さ れ た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 精 製 さ れ た PCR産 物 を 、 Gateway
ベ ク タ ー pDON21に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て ベ ク タ ー pDEST17へ の 組 換 え に よ っ て 導 入 し た
。 こ の こ と は 、 Cstお よ び Cth DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 末 端 で の His 6 タ グ の 導 入 お よ び 遺
伝 子 の 上 流 で の T7プ ロ モ ー タ ー の 位 置 決 め を 生 じ た 。 各 最 終 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 発
現 宿 主 BL21-AI（ Invitrogen Corporation、 Carlsbad, CA） に 導 入 し た 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
Tokl3B、 Tok7B、 お よ び Rt69Bに つ い て の 遺 伝 子 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 Tokl3B、 Tok7B、 お よ び Rt69B DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て の 遺 伝 子 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ は
、 pET26B由 来 の pelBリ ー ダ ー 配 列 を 除 去 す る た め に 実 行 し た 。 こ の こ と は 、 pelBリ ー ダ ー
が 存 在 し た 場 合 に 、 大 腸 菌 に お い て 観 察 さ れ る こ れ ら の 遺 伝 子 か ら の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の
タ ン パ ク 質 分 解 を 減 少 さ せ た 。 各 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子 の 5'末 端 を 切 断 す る N
coI、 お よ び 遺 伝 子 の 3'末 端 の 翻 訳 終 止 コ ド ン の 下 流 を 切 断 す る BamHIを 用 い る プ ラ ス ミ ド
DNAの 制 限 消 化 に よ っ て pET26Bか ら 取 り 除 か れ た 。 NcoI-BamHI断 片 は 、 発 現 ベ ク タ ー pET14
B（ Novagen Inc.、 Madison, WI） の NcoIお よ び BamHI部 位 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 。 こ の
組 換 え プ ラ ス ミ ド は 、 大 腸 菌 発 現 宿 主 BL21-AI（ Invitrogen Corporation、 Carlsbad, CA
） に 形 質 転 換 さ れ た 。
【 ０ ４ ７ １ 】
CA2、 B.EA1、 Rt41A、 Dth、 Tokl3B、 Tok7B、 お よ び Rt69B DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 精 製
　 CA2、 B.EA1、 Rt41A、 ま た は Dth DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て の 遺 伝 子 を 有 す る プ ラ ス ミ ド
pET26Bを 有 す る 大 腸 菌 細 胞 （ BL21SI、 Invitrogen Corporation、 Carlsbad, CA） を 、 2.8
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リ ッ ト ル  Fernbachフ ラ ス コ 中 で 、 塩 を 含 ま ず 、 50μ g/ml カ ナ マ イ シ ン を 含 む LBブ ロ ス 中
で 、 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 培 養 物 が A 5 9 0 ＝ 1.2に 達 し た 後 で 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 を 、 0.
3M NaClで 3時 間 誘 導 し た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し 、 -70℃ で 保 存 し た 。 Tokl3B、 T
ok7B、 ま た は RT69B DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て の 遺 伝 子 を 有 す る プ ラ ス ミ ド pET14Bを 有 す
る 大 腸 菌 細 胞 （ BL21AI） を 、 2.8リ ッ ト ル Fernbachフ ラ ス コ 中 で 、 50μ g/ml ア ン ピ シ リ ン
を 含 む LBブ ロ ス 中 で 、 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 培 養 物 が A 5 9 0 ＝ 1.0に 達 し た 後 で 、 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ の 発 現 を 、 0.2％  ア ラ ビ ノ ー ス の 付 加 に よ っ て 3時 間 誘 導 し た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ
っ て 収 集 し 、 -70℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ４ ７ ２ 】
　 す べ て の 精 製 工 程 は 、 他 に 言 及 し な い 限 り は 、 4℃ ま た は 氷 上 で 実 行 し た 。 凍 結 細 胞 （ 7
g） を 融 解 し 、 そ し て 超 音 波 処 理 緩 衝 液 （ 50 mM ト リ ス -HCl（ pH 7.5） 1 mM EDTA、 8％  (v
/v) グ リ セ ロ ー ル 、 5 mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 お よ び 50μ g/ml PMSF） 中 に 、 緩 衝
液 の 1:3の 比 率 で （ w/v） 懸 濁 し た 。 こ の 細 胞 懸 濁 物 を 、 全 細 胞 の 70％ よ り 多 く の 細 胞 が 溶
菌 す る ま で 超 音 波 処 理 し た 。 NP-40お よ び Tween 20の 10％ （ v/v） 溶 液 を 、 超 音 波 処 理 し た
試 料 に 添 加 し 、 各 0.05％ の 最 終 濃 度 に す る 。 超 音 波 処 理 し た 試 料 を 55℃ （ CA2お よ び B.EA1
 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ） 、 60℃ （ Tokl3B、 Tok7B、 お よ び RT69B） 、 ま た は 75℃ （ Dthお よ び RT4
1A DNAポ リ メ ラ ー ゼ ） で 15分 間 加 熱 し 、 次 い で 、 氷 上 に て 30分 間 冷 却 し た 。 NaCl（ 5M） を
最 終 濃 度 0.25Mで 添 加 し 、 そ し て polymin Pを 最 終 濃 度 0.2％ で 添 加 し た 。 試 料 を 20,000× g
で 20分 間 遠 心 分 離 し 、 沈 殿 を 除 去 し た 。 固 体 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 上 清 に 溶 解 し （ 0.326g/m
l） 、 そ し て こ の 懸 濁 物 を 一 晩 攪 拌 し た 。 不 溶 性 の タ ン パ ク 質 を 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し
、 そ し て 5mlの 低 塩 緩 衝 液 （ 25 mM ト リ ス - HCl (pH 8.0)、 50 mM NaCl、 0.5 mM EDTA、 5
％  (v/v) グ リ セ ロ ー ル 、 2mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 な ら び に 各 0.05％  (v/v)の  NP-
40お よ び Tween 20） 中 に 再 懸 濁 し た 。 試 料 を 200mlの 低 塩 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し 、 そ し て
不 溶 性 の 物 質 を 除 去 す る た め に 遠 心 分 離 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 低 塩 緩 衝 液 中 の 5ml EMD硫
酸 （ EM Sciences、 ア ド レ ス ？ ） カ ラ ム 上 で の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 50mM
～ 500mM NaClの 直 線 状 勾 配 を 用 い て 溶 離 し て 、 分 画 し た 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 画 分 は
、 SDS-PAGE分 析 お よ び DNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て の ア ッ セ イ に よ っ て 決 定 し
た 。 こ れ ら の 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 低 塩 緩 衝 液 に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 透 析 し た タ ン パ
ク 質 を 、 低 塩 緩 衝 液 中 で 行 い 、 50mM～ 500mM NaClの 直 線 状 勾 配 を 用 い て 溶 離 す る 、 MonoQ 
HR 5/5カ ラ ム （ Amersham Pharmacia） 上 の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 画 し た 。
熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 保 存 緩 衝 液 （ 20 mM ト リ ス - HCl
 (pH 8.0)、 40 mM KCl、 0.1 mM EDTA、 50％  (v/v) グ リ セ ロ ー ル 、 1mM DTT、 各 0.04％  (v
/v)の  NP-40お よ び Tween 20） に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 精 製 さ れ た DNAポ リ メ ラ ー ゼ を -20
℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
Cst-His DNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び Cth-His DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 精 製
　 Cst-His DNAポ リ メ ラ ー ゼ ま た は Cth-His DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て の 遺 伝 子 を 有 す る プ
ラ ス ミ ド pDEST17を 有 す る 大 腸 菌 細 胞 （ BL21AI） を 、 2.8リ ッ ト ル の Fernbachフ ラ ス コ 中 で
、 50μ g/ml ア ン ピ シ リ ン を 含 む LBブ ロ ス 中 で 、 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 培 養 物 が A 5 9 0 ＝ 1.0に
達 し た 後 で 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 を 、 0.2％  ア ラ ビ ノ ー ス の 付 加 に よ っ て 3時 間 誘 導 し
た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し 、 -70℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
　 す べ て の 操 作 を 、 他 に 言 及 し な い 限 り は 、 4℃ で 実 行 し た 。 凍 結 細 胞 （ 7g） を 融 解 し 、
そ し て 1:2の 比 率 （ w/v） で 、 50 mM ト リ ス -HCl（ pH 7.8） 、 10％  (v/v) グ リ セ ロ ー ル 、
お よ び 2 mM MgCl 2 中 で 懸 濁 し た 。 細 胞 を 超 音 波 処 理 に よ り 破 壊 し 、 そ し て Benzonase（ 登
録 商 標 ） （ E.Merck、 ア ド レ ス ？ ） を ス ラ リ ー mLあ た り 25Uの 比 率 で 加 え た 。 30分 後 、 NaCl
を 最 終 濃 度 1Mで 添 加 し た 。 こ の 懸 濁 物 を 13,000× gで 30分 間 遠 心 分 離 し た 。 粗 抽 出 物 を 、 N
i 2 + で 荷 電 さ せ た 、 5mLの HiTrap（ 商 標 ） キ レ ー テ ィ ン グ カ ラ ム 上 の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ っ て 分 画 し 、 25mM ト リ ス - HCl(pH 7.8)、 1 M NaCl、 5 mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 お よ
び 10％  (v/v) グ リ セ ロ ー ル  (緩 衝 液 N)中 で 洗 浄 し た 。 試 料 を ロ ー ド し た 後 、 カ ラ ム を 、 2
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0mM イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 緩 衝 液 Nで 洗 浄 し 、 そ し て 20mM～ 450mM イ ミ ダ ゾ ー ル の 直 線 状 勾
配 で 溶 離 さ せ た 。 画 分 を 、 DNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て ア ッ セ イ し 、 そ し て ピ
ー ク 画 分 を プ ー ル し た 。 EDTAを プ ー ル し た 画 分 に 最 終 濃 度 1mMま で 添 加 し 、 そ し て こ の プ
ー ル を 、 25 mM ト リ ス -HCl (pH 8.0)、 50 mM NaCl、 0.5 mM EDTA、 5％  (v/v) グ リ セ ロ ー
ル 、 お よ び 1 mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (緩 衝 液 H) に 対 し て 透 析 し た 。 透 析 し た プ ー ル
を 、 緩 衝 液 Hで 平 衡 化 し た 1mLま た は 5mL HiTrapヘ パ リ ン カ ラ ム （ Amersham Pharmacia） 上
で 分 画 し た 。 試 料 を ロ ー ド し た 後 、 カ ラ ム を 緩 衝 液 Hで 洗 浄 し 、 そ し て 50mM～ 800mM NaCl
の 直 線 状 勾 配 で 溶 離 さ せ た 。 画 分 を DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て ア ッ セ イ し 、 そ し て ピ
ー ク 画 分 を プ ー ル し た 。 プ ー ル し た 画 分 を 、 20 mM ト リ ス -HCl (pH 8.0)、 40 mM KC1、 0.
1 mM EDTA、 50 ％  (v/v)グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び 1 mM DTTに 対 し て 透 析 し た 。 最 終 試 料 を -2
0℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ
　 DNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 活 性 反 応 混 合 物 （ 50μ l） は 、 25 mM TAPS (pH 9.3)、 2.
0 mM MgCl 2 、 50 mM KC1、 1.0 mM DTT、 各 0.2 mM dATP、 dTTP、 dGTP、 お よ び [α - 3 2 P]dCT
P (250 cpm/pmol)、 500μ g/ml 活 性 化 サ ケ 精 巣 DNA、 な ら び に 2～ 4pg（ 0.02～ 0.2pmol） DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ん だ 。 55℃ ま た は 72℃ で の 10分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 反 応 を
、 10μ lの 0.5M EDTAの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 DNA産 物 へ の 放 射 能 の 取 り 込 み
を 測 定 し た 。 DNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 1単 位 は 、 30分 間 で 酸 不 溶 性 産 物 に 10nmol
の dNTPを 取 り 込 む た め に 必 要 と さ れ る 酵 素 の 量 で あ る 。
【 ０ ４ ７ ６ 】
RNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 活 性
　 反 応 混 合 物 （ 25μ l） は 、 10mM ト リ ス -HCl (pH 8.3)、 25 mM KC1、 5 mM MgCl 2 、 各 0.5 
mM dATP、 dTTP、 dGTP、 お よ び [α - 3 2 P]dCTP (200 cpm/pmol)、 1μ g (3.2pmol) CAT cRNA
、 お よ び 0.6μ g (80pmol)DNA 24マ ー プ ラ イ マ ー を 含 ん だ 。 ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る D
NAポ リ メ ラ ー ゼ の 量 の 範 囲 は 変 化 し た 。 CA2、 Cst-Hisお よ び B.EA1 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ
い て は 、 0.25～ 4の DNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 が 使 用 さ れ 、 そ し て 反 応 は 55℃ で 5分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 Cth-His DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て は 、 5～ 40の DNA指 向 性 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 単 位 が 、 55℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 Tokl3B、 Tok7B、 RT69B、 Dth、 お よ
び RT41A DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 場 合 に お い て は 、 範 囲 は 5～ 40の DNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単
位 で あ り 、 72℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 反 応 を 、 5μ lの 0.5M EDTAの 添 加 に よ っ て
停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 DNA産 物 へ の 放 射 能 の 取 り 込 み を 測 定 し た 。 RNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 の 1単 位 は 、 30分 間 で 酸 不 溶 性 産 物 に 10nmolの dNTPを 取 り 込 む た め に 必 要 と さ れ
る 酵 素 の 量 で あ る 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
逆 転 写 酵 素 機 能 性 活 性
　 反 応 混 合 物 （ 20μ l） は 、 10mM ト リ ス -HCl (pH 8.3)、 25 mM KC1、 5 mM MgCl 2 、 各 0.5 
mM dATP、 dTTP、 dGTP、 お よ び [α - 3 2 P]dCTP (200 cpm/pmol)、 1μ g　 CAT cRNA、 お よ び 0
.6μ g DNA 24マ ー プ ラ イ マ ー を 含 ん だ 。 反 応 を 、 1.5M ベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下
で 設 定 し た 。 反 応 に 加 え た DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 量 （ DNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 ）
は ： CA2の 1単 位 、 Cst-Hisの 5単 位 、 Cth-Hisの 20単 位 、 ま た は B.EA1、 Tokl3B、 Tok7B、 RT6
9B、 Dth、 RT41A、 Tne、 rTth、 ま た は Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 10単 位 で あ っ た 。 SUPERSCRIP
T（ 商 標 ） II RT（ 200単 位 ） を 対 照 と し て 42℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 他 の 酵 素 を 60
℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 混 合 物 の 一 部 を TCAで 沈 殿 さ せ て 、 合 成 さ れ た cDNA
の 全 体 の 収 量 を 決 定 し 、 そ し て 残 存 す る cDNA産 物 を 、 ア ル カ リ 性 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で
、 サ イ ズ に よ っ て 分 画 し た 。 こ の ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 そ し て X線 フ ィ ル ム に 露 光 さ せ た 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 熱 不 活 性 化 プ ロ フ ィ ー ル
　 精 製 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 、 55℃ ～ 95℃ の 間 の 温 度 で の 熱 安 定 性 に つ い て 分 析 し た 。 1
0mM ト リ ス -HCl (pH 8.3)、 25 mM KC1、 5 mM MgCl 2 ,お よ び 2.5単 位 の DNA指 向 性 DNAポ リ メ

10

20

30

40

50

(253) JP 2005-508630 A 2005.4.7



ラ ー ゼ 活 性 を 含 む 反 応 混 合 物 （ 50μ l） を 、 種 々 の 温 度 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 チ
ュ ー ブ を 氷 上 に 置 き 、 そ し て 5μ lの 試 料 を 、 DNA指 向 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 活 性 ア ッ セ イ
を 使 用 し て 、 残 存 す る DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て 試 験 し た 。 55℃ （ DNAポ リ メ ラ ー ゼ CA
2、 Cst-His、 B.EA1、 お よ び Cth-His） ま た は 72℃ （ DNAポ リ メ ラ ー ゼ Tokl3B、 Tok7B、 RT69
B、 Dth、 お よ び RT41A） で 10分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 反 応 を 、 5μ lの 0.5M EDTAの
添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 DNA産 物 へ の 放 射 能 の 取 り 込 み を 測 定 し た 。
【 ０ ４ ７ ９ 】
定 常 状 態 反 応 速 度 論 測 定
　 定 常 状 態 反 応 速 度 論 パ ラ メ ー タ ー K m （ d T T P ） お よ び k C A T を 、 (rA) 2 5 0 ・ (dT) 3 0  ま た は (r
A) 2 5 0 ・ (dT)４ 0  お よ び  (dA) 2 7 0  ・ (dT) 4 0 を 使 用 し て 、 記 載 さ れ る よ う に 決 定 し た （ Pole
skyら 、 J. Biol. Chem. 265、 14579-14591,1990） 。 4～ 5の 範 囲 の [ 3 2 P]dTTP濃 度 （ こ れ は
、 K m （ d T T P ） 値 の 括 弧 の 中 に 含 ま れ る ） を 、 K m （ d T T P ） 決 定 の た め に 使 用 し た 。 反 応 混 合
物 （ 50μ l） は 、 10mM ト リ ス -HCl (pH 8.3)、 25 mM KC1、 5 mM MgCl 2 、 お よ び 100～ 1000
μ Mの [α - 3 2 P]dTTP、 1μ Mの (rA) 2 5 0 ま た は (dA) 2 7 0 、 3μ Mの (dT) 3 0  ま た は  (dT) 4 0 、 お よ
び 5～ 50nM DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ん だ 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 k C A T を 、 20mM ト リ ス -H
Cl (pH 8.4)、 50 mM KC1、 2 mM MgCl 2 、 100～ 200μ Mの [α -

3 2 P]dGTP、 お よ び 5nM DNAポ リ
メ ラ ー ゼ を 含 む 反 応 混 合 物 中 （ 50μ l） の (dc) n ・ (dG) 3 5 （ Astatkeら 、 J. Biol. Chem. 27
0、 1945-1954、 1995） を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ４ ８ ０ 】
結 果 お よ び 考 察
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ ： 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 設 計
　 24の 細 菌 PolI DNAポ リ メ ラ ー ゼ か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン し 、 そ し て 2つ の 高 度 に
保 存 性 領 域 が 、 す べ て の 酵 素 の 5'-3'DNAポ リ メ ラ ー ゼ ド メ イ ン 中 に 同 定 さ れ た （ 図 1） 。
コ ン セ ン サ ス 縮 重 ハ イ ブ リ ッ ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （ CODEHOP、 Roseら 、 1998
） を 、 保 存 性 領 域 を コ ー ド す る DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 し た 。 同 定 さ れ た ポ
リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列 は 、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 お よ び 23に 提 供 さ
れ 、 そ し て ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 表 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 お よ び 24に 提
供 さ れ る 。 3つ の 順 方 向 プ ラ イ マ ー お よ び 3つ の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 設 計 し て 、 約 570bpの P
CR産 物 を 増 幅 し た （ 図 1を 参 照 さ れ た い ） 。 PolGCF1/F2お よ び PolGCRプ ラ イ マ ー は 、 高 い G
+C含 量 率 （ ％ ） の 生 物 で 最 も 良 好 に 機 能 す る こ と が 見 い 出 さ れ た 。 PolGCF1お よ び PolGCF2
プ ラ イ マ ー は 、 モ チ ー フ 内 に 位 置 す る セ リ ン コ ド ン を コ ー ド す る 配 列 以 外 は 同 一 で あ る 。
プ ラ イ マ ー PolATFお よ び Rは 、 PolGCF1/F2お よ び PolGCRプ ラ イ マ ー の 配 列 に 基 づ く が 、 各
プ ラ イ マ ー の 5'-非 縮 重 末 端 内 に お い て よ り 低 い G+C含 量 率 （ ％ ） を 有 す る 。 非 縮 重 末 端 の
G+C含 量 率 （ ％ ） を 減 少 さ せ る こ と は 、 低 い G+C含 量 率 （ ％ ） を 有 す る 生 物 か ら の polI遺 伝
子 の 正 確 な 増 幅 を 改 善 す る こ と が 見 い 出 さ れ た 。
【 ０ ４ ８ １ 】
　 次 い で 、 縮 重 プ ラ イ マ ー を 、 サ イ ク ル あ た り 1℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 の 減 少 を 伴 い 、 60
℃ で 開 始 し て 45℃ ま で 下 げ る 、 ス テ ッ プ ダ ウ ン PCRプ ロ ト コ ー ル に お け る 使 用 の た め に 設
計 し た 。 こ れ は 、 続 い て 、 55℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 で の 35サ イ ク ル の 増 幅 を 行 っ た 。 図 1
に 記 載 さ れ る 縮 重 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 以 下 の 細 菌 か ら polI遺 伝 子 の 内 部 部 分 を 増 幅 し
た ： カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル ・ サ ッ カ ロ リ テ ィ ク ス 、 カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル ・ サ ッ カ ロ
リ テ ィ ク ス 株 ,Tok7B.1、 Rt69B.3 お よ び Tokl3B.l; サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス Rt41.A; ジ
ク チ オ グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム 株  Rt46B.1; ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ; ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム (サ ー モ ア ナ エ ロ バ ク テ リ ウ ム （ Thermoanaerobacterium） ) サ ー モ ス ル フ
リ ゲ ン （ thermosulfurigenes） ; サ ー モ ア ナ エ ロ バ ク タ ー （ Thermoanaerobacter） 種  AZ3
B.1; バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ ク ス 株  EAT; な ら び に カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  Comp
A.2。 各 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 内 部 の 部 分 を 増 幅 す る 縮 重 プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ は 表 33
に 示 さ れ る 。 内 部 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 領 域 の 正 確 な 増 幅 に よ っ て 、 鋳 型 ゲ ノ ム DNAの G+C含
量 率 （ ％ ） と CODEHOPプ ラ イ マ ー の 非 縮 重 5'部 分 の G+C含 量 と の 間 の 直 接 的 な 相 関 が 存 在 し
た 。 PolATF/Rプ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ は 、 低 い G+Cの 割 合 （ ％ ） の ゲ ノ ム DNAか ら の polIの
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正 確 な 増 幅 の た め に 必 要 で あ っ た が 、 polGCF1/F2/Rプ ラ イ マ ー は 、 高 い G+Cの 割 合 （ ％ ）
の ゲ ノ ム DNAを 用 い て 最 も 有 効 に 機 能 し た 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
精 製
　 タ ン パ ク 質 は 、 記 載 さ れ る よ う に 発 現 お よ び 精 製 さ れ 、 そ し て SDS-PAGEに よ っ て 分 析 さ
れ た 。 結 果 を 図 2に 示 す 。 Cst-His、 CA2、 Dth、 お よ び RT41Aポ リ メ ラ ー ゼ は 、 約 90％ 相 同
で あ り 、 B.EA1お よ び Cth-Hisポ リ メ ラ ー ゼ は 約 80％ 相 同 で あ り 、 そ し て Tok13B、 Tok7B、
お よ び RT69Bは 、 約 70％ 相 同 で あ っ た 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
熱 安 定 性
　 熱 安 定 性 に 基 づ く ポ リ メ ラ ー ゼ の 3つ の ク ラ ス が あ る よ う で あ る 。 表 38に お い て 見 ら れ
る よ う に 、 Cth-His、 CompA.2、 Cst-His、 お よ び B.EA1を 含 む 第 1の ク ラ ス は 、 60℃ に お い
て 高 度 に 活 性 的 で あ り 、 そ し て 65℃ ま で そ れ ら の 活 性 を 維 持 し 得 る が 、 約 70以 上 の 温 度 で
は 不 活 性 で あ る よ う で あ っ た 。 Tok13B、 Tok7B、 お よ び RT69Bを 含 む 第 2の ク ラ ス は 、 約 70
℃ ～ 約 75℃ の 温 度 で 最 大 の 活 性 で あ り 、 そ し て 約 80℃ ま で で そ れ ら の 活 性 を 維 持 す る が 、
し か し 、 約 80℃ よ り 高 い 温 度 で は よ り 低 い 活 性 を 有 す る よ う で あ る 。 Dthお よ び RT41Aを 含
む 第 3の ポ リ メ ラ ー ゼ の ク ラ ス は 、 約 75℃ ～ 約 90℃ の 温 度 で 最 大 活 性 で あ り 、 95℃ ま で 高
い 温 度 で 検 出 可 能 な 活 性 を 維 持 す る よ う で あ る 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
逆 転 写 酵 素 活 性
　 図 3お よ び 表 39お よ び 40を 参 照 し て 、 本 発 明 は 、 RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に 関 す
る ポ リ メ ラ ー ゼ の 3つ の ク ラ ス を 同 定 す る 。 Taq、 RT41A、 お よ び Dthに よ っ て 例 示 さ れ る 第
1の ク ラ ス は 、 検 出 可 能 な 逆 転 写 酵 素 活 性 を ほ と ん ど 有 し な い か 、 ま た は 有 し な い 。 組 換
え Tth、 Tok7B、 Cth-His、 RT69B、 Tok13B、 お よ び Tneに よ っ て 例 示 さ れ る 第 2の ク ラ ス の メ
ン バ ー は 、 実 証 可 能 な 逆 転 写 酵 素 活 性 を 有 す る が 低 い レ ベ ル で あ っ た 。 こ の ク ラ ス の ポ リ
メ ラ ー ゼ は 、 約 20～ 約 350単 位 ／ mg タ ン パ ク 質 の RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て
の 比 活 性 レ ベ ル を 有 し 得 る 。 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 の 第 3の ク ラ ス
は 、 約 500単 位 ／ mgよ り 高 い RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て の 比 活 性 を 有 し 得 る
。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 約 1,000単 位 /mgよ り 高 い 、 約 1,500単 位 /mgよ
り 高 い 、 2,000単 位 /mgよ り 高 い 、 約 2,500単 位 /mgよ り 高 い 、 約 3,000単 位 /mgよ り 高 い 、 約
3,500単 位 /mgよ り 高 い 、 約 4,000単 位 /mgよ り 高 い 、 約 4,500単 位 /mgよ り 高 い 、 約 5,000単
位 /mgよ り 高 い 、 約 7,500単 位 /mgよ り 高 い 、 ま た は 約 10,000単 位 /mgよ り 高 い 、 RT活 性 に つ
い て の 比 活 性 を 有 す る ポ リ メ ラ ー ゼ を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の RT比 活 性 は 、 反 応 条 件 （ 例 え ば 、 付 加 物 を 含 め る こ と ） に よ っ
て 影 響 さ れ 得 、 例 え ば 、 ベ タ イ ン は 観 察 さ れ る RT活 性 に 影 響 を 与 え 得 る 。 図 3を 参 照 し て
、 種 々 の ポ リ メ ラ ー ゼ の 第 1の 鎖 の 反 応 を 、 反 応 混 合 物 へ の ベ タ イ ン の 付 加 の あ る な し で
比 較 し た 。 い く つ か の 酵 素 （ 例 え ば 、 rTthお よ び Tne） は 、 全 長 産 物 を 産 生 す る た め に 、
ベ タ イ ン の 存 在 を 必 要 と す る よ う で あ る 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
　 コ ン セ ン サ ス polI配 列 の 最 初 の PCRの た め の 縮 重 プ ラ イ マ ー の 注 意 深 い 設 計 は 、 5'-3'方
向 で の ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ に 適 切 な 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 設 計 を 可 能 に し た 内 部 遺 伝
子 断 片 の 増 幅 お よ び 配 列 決 定 を 可 能 に し 、 そ の 結 果 、 全 体 の polI遺 伝 子 が 、 広 範 な 異 な る
G+C含 量 率 （ ％ ） を 有 す る 種 々 の 細 菌 か ら 単 離 さ れ 得 た が 、 首 尾 よ い 増 幅 を 達 成 す る た め
に 一 組 の プ ラ イ マ ー を 設 計 す る こ と が 必 要 で あ っ た 。 縮 重 プ ラ イ マ ー が そ れ に 対 し て 設 計
さ れ た モ チ ー フ の 高 い 保 存 性 は 、 理 論 的 に は 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー が 、 す べ て の 細 菌 の 分
類 に わ た っ て 細 菌 の 大 部 分 か ら の polI遺 伝 子 を 増 幅 す る に 違 い な い こ と を 意 味 す る 。 縮 重
PCR法 は 感 度 が 高 い の で 、 最 初 の 困 難 性 は 、 市 販 の 酵 素 の 調 製 物 に お け る 痕 跡 量 の Taqポ リ
メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 存 在 に 起 因 し て 遭 遇 し た も の で あ っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 Taq酵 素 を 、 夾
雑 す る Taq polI DNAを 除 去 す る た め に 、 温 度 感 受 性 制 限 酵 素 で あ ら か じ め 処 理 す る こ と が
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必 要 で あ る こ と を 見 い 出 し た 。 こ の 方 法 は 、 宿 主 大 腸 菌 に お け る 発 現 に つ い て の 必 要 性 が
な さ れ な い の で 、 ゲ ノ ム 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の polI遺 伝 子 の 単 離 （ こ れ は 、 弱 く 発 現 し
た PolA酵 素 を 見 落 と す こ と を 引 き 起 こ し 得 る ） を 超 え た 利 点 を 有 す る 。 従 っ て 、 遺 伝 子 は
、 特 定 の 酵 素 の 産 生 の た め の 最 適 条 件 下 で 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 中 で 翻 訳 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
実 施 例 2
増 殖 お よ び 発 現
　 構 築 物 を DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 に つ い て 分 析 し た 。 一 晩 培 養 物 （ 2ml） を 、 カ ナ マ イ シ
ン （ 50μ g/ml） を 含 む LB中 で 塩 を 含 め ず に （ LBON） 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 40mlの LBON+Kanに
、 1mlの 一 晩 培 養 物 を 加 え 、 そ し て 培 養 物 を 、 ～ 1.0（ A 5 9 0 ） の O.D.に 達 す る ま で 、 37℃ で
増 殖 さ せ た 。 培 養 物 を 2つ の 20mlの ア リ コ ー ト に 分 け 、 そ し て 最 初 の ア リ コ ー ト （ 誘 導 し
て い な い ） を 37℃ に 保 っ た 。 他 の ア リ コ ー ト に 、 5M NaClを 最 終 濃 度 0.3Mで 加 え 、 そ し て
培 養 物 を 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3時 間 後 、 培 養 物 を 、 卓 上 遠 心 分 離 機 で 、 4℃ 、 3500
rpm、 20分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 、 注 ぎ 出 し 、 分 析 す る ま で 細 胞 ペ レ ッ ト を -70℃ で 保 存
し た 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
　 発 現 し た タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに よ っ て 分 析 し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 1mlの 超 音 波 処 理
緩 衝 液 （ 10 mM ト リ ス  pH 8.0、 1 mM Na 2 EDTA、 10 mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ β -ME
） ） に 懸 濁 し 、 そ し て 超 音 波 処 理 し た （ 550 Sonic Dismembrator (Heat Systems)、 1/2 
イ ン チ チ ッ プ 、 全 部 で  100秒 間 の 10秒 パ ル ス 、 設 定 8） 。 超 音 波 処 理 し た 試 料 を 、 遠 心 分
離 に よ っ て 清 澄 化 し た 。 上 清 （ 粗 溶 解 物 ） を 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 分 析 の た め に 使 用 し た
。 試 料 （ 0.1 A 5 9 5 単 位 と 等 価 な 量 ） を 、 4～ 20％ 勾 配 ト リ ス グ リ シ ン ゲ ル 上 に ロ ー ド し た
。 試 料 を 、 還 元 条 件 下 で 、 ト リ ス グ リ シ ン SDS緩 衝 液 を 使 用 し て 泳 動 し た 。
【 ０ ４ ８ ９ 】
実 施 例 3
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定
　 粗 溶 解 物 を 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て 分 析 し た 。 粗 溶 解 物 の ア リ コ ー ト を 、 55
℃ ま た は 75℃ の い ず れ か の ウ ォ ー タ ー バ ス 中 に 配 置 し 、 そ し て 15分 間 加 熱 し た 。 各 試 料 を
氷 上 で 冷 却 し 、 沈 殿 し た タ ン パ ク 質 を 落 と す た め に 遠 心 分 離 し 、 そ し て 各 上 清 を 、 熱 安 定
性 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て 分 析 し た 。 こ の 活 性 ア ッ セ イ は 、 25 mM TAPS、
pH 9.3、 2.0 mM MgCl 2 、 50 mM KCl、 1.0 mM DTT、 0.2 mM 各 dNTP、 12.5 μ g ニ ッ ク 入 り
サ ケ 精 巣 DNA、 お よ び 1μ Ci 3 H-TTPを 含 む 25μ l反 応 混 合 物 で あ る 。 72℃ で の 10分 間 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 反 応 を 、 5μ lの 0.5M EDTAの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 産
物 へ の 放 射 能 の 取 り 込 み を 測 定 し た 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
　 熱 安 定 性 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 、 粗 溶 解 物 中 で 、 な ら び に 、 3つ す べ て の ポ
リ メ ラ ー ゼ の 55℃ 熱 変 性 さ せ た 試 料 中 で 観 察 し た 。 し か し 、 C.ス テ ル コ ラ リ ウ ム お よ び C.
サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ ラ ー ゼ の 75℃ 熱 変 性 試 料 は 、 そ れ ら の 活 性 の 95％ よ り 多 く を
失 っ て い た の に 対 し て 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 そ の
活 性 の 90％ よ り 多 く を 失 っ て い た 。
【 ０ ４ ９ １ 】
実 施 例 4
熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 お よ び 精 製
　 細 胞 を 振 盪 フ ラ ス コ 中 で 大 ス ケ ー ル で 増 殖 さ せ た 。 各 ク ロ ー ン に つ い て 、 2つ の LBON+Ka
nの 20ml培 養 物 を 、 グ リ セ ロ ー ル シ ー ド を 使 用 し て 接 種 し た 。 次 い で 、 培 養 物 を 37℃ で 一
晩 増 殖 さ せ た 。 15mlの 一 晩 培 養 物 を LBON+Kan混 合 物 750mlに 加 え 、 そ し て 37℃ で イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 細 胞 増 殖 後 （ A 5 9 0 ～ 1.2） 、 培 養 物 を NaCl（ 最 終 濃 度 0.3M） で 誘 導 し 、 そ し
て さ ら に 3時 間 以 上 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 収 集 し 、 そ し て -70℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ４ ９ ２ 】
　 他 に 言 及 し な い 限 り 、 す べ て の 段 階 は 4℃ ま た は 氷 上 で 実 行 し た 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド を
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含 む 細 胞 （ 約 7g） を 融 解 し 、 そ し て 超 音 波 処 理 緩 衝 液 （ 1:3細 胞 対 緩 衝 液 の 比 率 で 、 50 mM
 ト リ ス -HCl、 pH 7.5、  1mM Na 2 EDTA、 8％ グ リ セ ロ ー ル 、 5mM β -ME、 お よ び 50μ g/ml PM
SF） 中 に 懸 濁 し た 。 細 胞 懸 濁 物 を 、 全 体 の 細 胞 画 分 の 70％ よ り 多 く が 溶 解 す る ま で （ A 5 9 0
測 定 に よ っ て 決 定 ） 、 超 音 波 処 理 し た （ 550 Sonic Dismembrator、 1/2 イ ン チ チ ッ プ 、 全
部 で 100秒 間 の 10秒 パ ル ス 、 設 定 8） 。 NP-40お よ び Tween（ 登 録 商 標 ） 20 (ポ リ エ チ レ ン  (
20) ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト ) を 、 超 音 波 処 理 し た 試 料 に 最 終 濃 度 0.05％ に な る よ う に
加 え た 。 超 音 波 処 理 し た 試 料 を 55℃ で 15分 間 加 熱 し 、 次 い で 、 氷 上 で 30分 間 冷 却 し た 。 5M
 NaClの 溶 液 を 、 最 終 濃 度 0.25Mで 加 え 、 そ し て 試 料 を 攪 拌 し た 。 こ の 次 に 、 ポ リ エ チ レ ン
イ ミ ン （ PEI） の 5％ 溶 液 を 、 絶 え 間 な く 攪 拌 し な が ら 、 最 終 濃 度 0.2％ で 滴 下 し て 加 え た
。 こ の 懸 濁 液 を さ ら に 30分 間 攪 拌 し た 。 次 い で 、 試 料 を 、 SS 34ロ ー タ ー 中 で 、 4℃ 、 13,0
00rpm、 20分 間 、 遠 心 分 離 し て 、 沈 殿 し た 核 酸 を 除 去 し た 。 固 体 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 上 清
に 加 え （ 0.326g/ml） 、 そ し て 懸 濁 物 を 一 晩 攪 拌 し た 。 ペ レ ッ ト を 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集
し 、 そ し て 25 mM ト リ ス 、 pH 8.0、 50mM NaCl、 0.5mM Na 2 EDTA、 5％ グ リ セ ロ ー ル 、 2mM 
β -ME、 な ら び に 各 0.05％ の NP-40お よ び Tween（ 登 録 商 標 ） 20を 含 む 5mlの 低 塩 緩 衝 液 に 再
懸 濁 し た 。 こ れ は ま た 、 洗 浄 お よ び 勾 配 に お い て 使 用 す る 緩 衝 液 で あ る 。
【 ０ ４ ９ ３ 】
　 試 料 を 、 200mlの 低 塩 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 。 任 意 の 不 溶 性 物 質 を 除 去 す る た め の 遠
心 分 離 後 、 タ ン パ ク 質 を 、 5ml EMD硫 酸 （ EM Sciences） カ ラ ム に ロ ー ド し 、 そ し て 低 塩 緩
衝 液 中 の 50mM～ 500mM NaClの 直 線 状 勾 配 に よ っ て 溶 離 し た 。 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を
含 む 画 分 を SDS-PAGEお よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ に よ っ て 決 定 し た （ 以 下 を 参 照
の こ と ） 。 こ れ ら の 選 択 さ れ た 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 低 塩 緩 衝 液 に 対 し て 一 晩 透 析 し た
。 透 析 し た 試 料 を 、 MonoQ HR 5/5カ ラ ム （ Amersham Pharmacia） に ロ ー ド し 、 そ し て タ ン
パ ク 質 を 50mM～ 250mM NaClの 直 線 状 勾 配 を 用 い て 溶 離 し た 。 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を
含 む 画 分 を SDS-PAGEお よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ に よ っ て 決 定 し た 。 こ れ ら を プ
ー ル し 、 そ し て 透 析 緩 衝 液 （ 20 mM ト リ ス 、 pH 8.0、 40 mM KCl、 0.1mM Na 2 EDTA、 50％ グ
リ セ ロ ー ル 、 1mM DTT、 0.04％ NP-40お よ び 0.04％ Tween（ 登 録 商 標 ） 20） に 対 し て 一 晩 透
析 し た 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
実 施 例 5
熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の 単 位 ア ッ セ イ
　 活 性 ア ッ セ イ は 、 25 mM TAPS、 pH 9.3、 2.0 mM MgCl 2 、 50 mM KC1、 1.0 mM DTT、 各 0.2
 mM 各 NTP、 25μ g/ml ニ ッ ク を 入 れ た サ ケ 精 巣 DNA、 お よ び 1μ Ci[α - 3 2 P]dCTPを 含 む 50
μ l反 応 混 合 物 で あ る 。 72℃ で の 10分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 反 応 を 、 10μ lの 0.5M
 EDTAの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 DNA産 物 へ の 放 射 能 の 取 り 込 み を 測 定 し た 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
実 施 例 6
マ ン ガ ン （ Mn 2 + ） の 存 在 下 で の 逆 転 写 酵 素 （ RT） 活 性
　 本 発 明 の 精 製 し た ポ リ メ ラ ー ゼ を RT活 性 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 SUPERSCRIPT（ 商 標 ） I
I（ Invitrogen、 Carlsbad, CA） お よ び rTth DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin Elmer、 Wellesley
, MA） も ま た 、 対 照 と し て 使 用 し た 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 5単 位 （ DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単
位 ） を 、 10mM ト リ ス 、 pH 8.3、 90 mM KC1、 1 mM MnCl 2 、 各 0.2 mM dNTP、 各 0.05％ の NP-
40お よ び Tween（ 登 録 商 標 ） 20、 計 1μ gの CAT-RNA、 0.6μ gの 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ GS
P1） 、 な ら び に 2μ Ciの [α - 3 2 P]dCTPを 含 む 20μ l反 応 溶 液 に 加 え た 。 各 ポ リ ペ プ チ ド に
つ い て の 反 応 を 、 55℃ 、 60℃ 、 65℃ 、 ま た は 70℃ の 温 度 の 1つ で 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 反 応 を 、 5μ lの 0.5M NaEDTAの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 DNA産 物 へ の 放 射
能 の 取 り 込 み を 測 定 し た 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム は 、 す べ て の 温 度 に お い
て 放 射 能 の 良 好 な 取 り 込 み を 示 し た 。
【 ０ ４ ９ ６ 】
　 同 じ 反 応 を 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・
サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ ラ ー ゼ 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ
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ー ゼ 、 SUPERSCRIPT（ 商 標 ） II お よ び rTth DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 試 料 を 用 い て 60℃ で 反 復 し
、 そ し て ア ル カ リ 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て cDNA合 成 に つ い て 分 析 し た 。 ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス 、 カ ル ジ バ チ
ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2、 SUPERSCRIPT（ 商 標 ） II お よ び rTthは 、 す べ て 約 700bp
の cDNAを 合 成 す る こ と が で き た 。
【 ０ ４ ９ ７ 】
実 施 例 7
マ グ ネ シ ウ ム （ Mg 2 + ） の 存 在 下 で の 逆 転 写 酵 素 （ RT） 活 性
　 反 応 を 、 3つ の 異 な る 濃 度 の Mg 2 + お よ び dNTPで 設 定 し た 。 そ れ ら は 、 1mM Mg 2 + /0.2mM dN
TP（ 5倍 過 剰 の Mg 2 + ） 、 3mM Mg 2 + /0.5mM dNTP（ 6倍 過 剰 の Mg 2 + ） 、 お よ び 7.5mM Mg 2 + /1mM 
dNTP（ 7.5倍 過 剰 の Mg 2 + ） で あ っ た 。 残 り の 成 分 は 、 マ ン ガ ン の 存 在 下 で の RT活 性 ア ッ セ
イ と 同 じ で あ っ た 。 放 射 能 の 取 り 込 み に よ っ て 測 定 さ れ る よ う な cDNA合 成 は 、 ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム お よ び SUPERSCRIPT（ 商 標 ） IIを 用 い て 、 6倍 過 剰 の Mg 2 + を 用 い
る 反 応 が 最 も 良 好 で あ る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
　 反 応 を 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー
モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び SUPERSCRIPT（ 商 標 ） IIの 試 料 を 用 い て 60℃ で 反
復 し 、 そ し て ア ル カ リ 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て cDNA合 成 に つ い て 分 析 し た 。 こ
の 試 験 に お い て は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス お よ び SUPERSCRIPT（ 商 標
） IIの み が 約 700bpの 全 長 cDNAを 合 成 す る こ と が で き た 。 し か し 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス
テ ル コ ラ リ ウ ム は 、 よ り 小 さ な cDNA産 物 （ 約 100～ 300bp） の 合 成 を 示 し た 。
【 ０ ４ ９ ９ 】
　 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ を 、 SUPERSCRIPT（ 商 標 ） II お
よ び rTthを 対 照 と し て 使 用 し て 、 上 記 の よ う に ア ッ セ イ し た 。 反 応 成 分 は 、 2つ の 成 分 以
外 は 、 マ ン ガ ン の 存 在 下 で の RT活 性 に つ い て と 同 様 で あ っ た 。 こ の 反 応 は 、 1mM MnCl 2 の
代 わ り に 3mM MgCl 2 を 有 し 、 そ し て dNTP濃 度 は 0.5mMで あ っ た 。 酸 不 溶 性 産 物 へ の 放 射 能 の
取 り 込 み が 測 定 さ れ 、 試 料 は cDNA合 成 に つ い て 、 ア ル カ リ 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
っ て 分 析 さ れ た 。 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2お よ び SUPERSCRIPT（ 商 標 ） I
Iの 両 方 は 、 約 700bpの 全 長 cDNAを 合 成 す る こ と が で き た 。 rTthを 用 い た 場 合 に は 放 射 能 の
取 り 込 み ま た は cDNA合 成 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
実 施 例 8
マ グ ネ シ ウ ム （ Mg 2 + ） お よ び ベ タ イ ン の 存 在 下 で の 逆 転 写 酵 素 （ RT） 活 性
　 反 応 混 合 物 は 、 ベ タ イ ン が 反 応 混 合 物 に 滴 定 さ れ る （ ベ タ イ ン な し 、 0.1M、 0.5M、 1.0M
、 お よ び 1.5M（ 最 終 濃 度 ） ） 以 外 は 、 上 記 と 同 様 で あ っ た 。 cDNA合 成 を 、 つ い て 、 ア ル カ
リ 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 し た 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム を
用 い る 場 合 、 ～ 700bp cDNA産 物 が 、 1.0Mお よ び 1.5Mベ タ イ ン を 含 む 反 応 に お い て 合 成 さ れ
た 。 ベ タ イ ン の 非 存 在 下 で は 、 ～ 200bp断 片 が 観 察 さ れ 、 そ し て 0.5Mベ タ イ ン の 存 在 下 で
は ～ 400bp断 片 が 合 成 さ れ た 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス を 用 い た 場 合 、
全 長 の 約 700bp cDNAが 、 ベ タ イ ン な し お よ び 0.1Mベ タ イ ン を 含 む 反 応 に お い て 合 成 さ れ た
。 よ り 高 い ベ タ イ ン 濃 度 は 、 約 500bp未 満 の 産 物 の 大 部 分 を 伴 う 全 長 cDNA合 成 を 阻 害 す る
よ う で あ っ た 。 5％  DMSOの 非 存 在 下 で 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム は 、 ～ 400b
pか ら 500bp断 片 を 合 成 す る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ５ ０ １ 】
実 施 例 9
サ ブ ク ロ ー ン の 構 築
　 ク ロ ー ン は 、 Gateway（ 商 標 ） ク ロ ー ニ ン グ 技 術 （ Invitrogen、 Carlsbad, CA） を 使 用
す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ た 。 未 変 性 の ア ミ ノ 末 端 配 列 ま た は ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ア ミ ノ 末
端 配 列 の い ず れ か を 有 す る ク ロ ー ン を 作 製 し た 。 各 ク ロ ー ン の ア ミ ノ 末 端 を 生 成 す る た め
に 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 異 な る が 、 し か る に カ ル ボ キ シ 末 端 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ド は 同 じ で あ る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ク ロ ー ン を 生 成 す る た め に 使 用
さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 以 下 で あ っ た ：
未 変 性 ア ミ ノ 末 端 （ 配 列 番 号 ： ）
　
　
　
ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ア ミ ノ 末 端 （ 配 列 番 号 ： ）
　
　
　
カ ル ボ キ シ 末 端 （ 配 列 番 号 ： ）
　
　
　
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ク ロ ー ン を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 配 列 は 以 下 で あ る ：
未 変 性 ア ミ ノ 末 端 （ 配 列 番 号 ： ）
　
　
　
ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ア ミ ノ 末 端 （ 配 列 番 号 ： ）
　
　
　
カ ル ボ キ シ 末 端 （ 配 列 番 号 ： ）
　
　
　
【 ０ ５ ０ ２ 】
　 プ ラ ス ミ ド DNA（ pET26Bベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ポ リ メ ラ ー ゼ ） を も と も と の ク
ロ ー ン か ら 単 離 し た 。 こ れ を 、 カ ル ボ キ シ 末 端 プ ラ イ マ ー と と も に 、 ネ イ テ ィ ブ な ま た は
Hisタ グ 化 の い ず れ か の N末 端 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 PCR反 応 の た め の 鋳 型 と し て 使 用 し
た 。 各 100μ l反 応 は 、 1× HiFi PCR反 応 緩 衝 液 、 0.2mM dNTP、 2mM MgSO 4 、 5単 位 の PLATINU
M（ 登 録 商 標 ） Taq HiFi、 0.2μ M 各 プ ラ イ マ ー 、 お よ び 5μ lの 鋳 型 DNAを 含 ん だ 。 PCRサ イ
ク リ ン グ は 、 94℃ 、 2分 間 の 最 初 の 変 性 、 続 い て 、 94℃ で 30秒 間 、 57℃ で 30秒 間 、 お よ び 6
8℃ で 2.4分 間 の 25サ イ ク ル で あ っ た 。
【 ０ ５ ０ ３ 】
　 PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 析 し 、 そ し て 産 物 を 精 製 し た 。 産 物 を 、 Invitrogen Corp
oration、 Carlsbad, CA か ら の Gateway（ 商 標 ） マ ニ ュ ア ル に 列 挙 さ れ て い る BP反 応 プ ロ
ト コ ー ル に 従 っ て 、 pDONR201ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 20μ lの BP反 応 溶 液 を 使 用 し
て 、 Gatewayマ ニ ュ ア ル 中 の 1チ ュ ー ブ プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 LR反 応 を 行 っ た 。 LR反 応 に
お い て 、 ベ ク タ ー pDEST 14を ネ イ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 生 成 す る た め に 使 用 し 、 そ し て ベ ク タ
ー pDEST17を ア ミ ノ 末 端 Hisタ グ ク ロ ー ン を 生 成 す る 際 に 使 用 し た 。 1μ lの LR反 応 物 を 、 Ma
x-efficiency DH10B細 胞 に 形 質 転 換 し 、 そ し て 細 胞 を 、 ア ン ピ シ リ ン を 含 む LBプ レ ー ト に
プ レ ー ト し た 。 37℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 コ ロ ニ ー を 、 制 限 酵 素 消 化 物 に よ る 組 換
え ク ロ ー ン の 存 在 に つ い て 分 析 し た 。 次 い で 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 発 現 宿 主 BL21-BADに 形
質 転 換 し た 。
【 ０ ５ ０ ４ 】
　 細 胞 を 、 30℃ で 一 晩 増 殖 さ せ た 。 こ れ ら は 、 よ り 大 規 模 な 培 養 を 接 種 す る た め に 使 用 さ
れ た 。 こ の 大 規 模 ス ケ ー ル の 培 養 を 、 こ れ ら が 約 1.0の O.D.（ A 5 9 0 ） に 到 達 す る ま で 37℃
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で 増 殖 さ せ 、 次 い で 、 最 終 濃 度 0.2％ ま で ア ラ ビ ノ ー ス を 加 え る こ と に よ っ て 誘 導 し た 。
細 胞 を 、 さ ら に 3時 間 、 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し 、 そ し て -70℃ で 保 存
し た 。
【 ０ ５ ０ ５ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ を 、 ネ イ テ ィ ブ な ア ミ ノ 末 端 ク ロ ー ン か ら 、 上 記 の よ う に 精 製 し た 。 ポ リ
メ ラ ー ゼ を 、 ニ ッ ケ ル ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 化
ク ロ ー ン か ら 精 製 し た 。
【 ０ ５ ０ ６ 】
実 施 例 10
RT活 性 の た め の 最 適 Mg 2 + 濃 度 の 決 定
　 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ ラ
ー ゼ を 分 析 し て 、 各 酵 素 に つ い て RT活 性 の た め の 最 適 Mg 2 + 濃 度 を 決 定 し た 。
【 ０ ５ ０ ７ 】
　 2単 位 （ 55℃ に お け る DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 ） の 各 酵 素 を 、 10mM ト リ ス -HCl pH 8.3、 90
 mM KC1、 各 0.5 mM dNTP、 計 2μ gの 全 CAT-RNA、 0.6μ gの 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ GSP1
） 、 お よ び 2μ Ciの [α - 3 2 P]dCTPを 含 む 20μ l反 応 溶 液 中 で 分 析 し た 。 さ ら に 、 カ ル ジ バ
チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー
ゼ の 反 応 は 1.5Mベ タ イ ン を 含 ん だ 。 Mg 2 + の 最 終 濃 度 は 1mM～ 30mMで 滴 定 さ れ た （ 詳 細 に は
、 1mM、 3mM、 5mM、 7.5mM、 10mM、 15mM、 20mM、 25mM、 30mM） 。 試 料 を 60℃ で 15分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 、 5μ lの 0.5M EDTAの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 産 物 へ の
放 射 能 の 取 り 込 み を 測 定 し た 。 5mM Mg 2 + が 最 適 量 で あ る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ５ ０ ８ 】
実 施 例 11
RT活 性 の た め の 最 適 KCl濃 度 の 決 定
　 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ ラ
ー ゼ の 試 料 を 分 析 し て 、 各 酵 素 に つ い て RT活 性 の た め の 最 適 KCl濃 度 を 決 定 し た 。
【 ０ ５ ０ ９ 】
　 2単 位 （ 55℃ に お け る DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 ） の 各 酵 素 を 、 10mM ト リ ス 、 pH 8.3、 5 mM 
MgCl 2 、 各 0.5 mM dNTP、 計 2μ gの 全 CAT-RNA、 0.6μ gの 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ GSP1）
、 2μ Ciの [α - 3 2 P]dCTPを 含 む 20μ l反 応 溶 液 中 で 分 析 し た 。 さ ら に 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・
セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ の 反 応
は 1.5Mベ タ イ ン を 含 ん だ 。 KClの 最 終 濃 度 は 0mM～ 125mMで 滴 定 さ れ た （ 詳 細 に は 、 0mM、 25
mM、 50mM、 75mM、 100mM、 お よ び 125mM） 。 試 料 を 60℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応
を 、 5μ lの 0.5M EDTAの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 産 物 へ の 放 射 能 の 取 り 込 み を
測 定 し た 。 25mM KCl濃 度 + が 最 適 量 で あ る こ と が 観 察 さ れ た 。 活 性 は 、 よ り 高 い KCl濃 度 で
は 顕 著 に よ り 低 か っ た 。
【 ０ ５ １ ０ 】
　 図 4を 参 照 し て 、 よ り 低 い 塩 濃 度 を 用 い る 緩 衝 液 で は （ 例 え ば 、 25mM KCl） 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ の Mg依 存 性 RT活 性 は 、 高 塩 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 90mM KCl） に お け る も の よ り も 少 な く と
も 2倍 増 加 し た の に 対 し て 、 ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 （ 例 え ば 、 SUPERSCRIPT（ 商 標 ） II） は 塩
依 存 性 を 示 さ な か っ た 。 RT活 性 は 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ GSP） を 用 い て 、 60℃ で 15
分 間 （ ま た は 30分 間 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス に つ い て 、 遅 い 反 応 を 補
償 す る ） プ ラ イ ム さ れ た CAT mRNA鋳 型 を 使 用 し て ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み に よ っ て 測 定 さ
れ た 。
【 ０ ５ １ １ 】
　 図 5は 、 ベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で の 、 低 塩 緩 衝 液 中 で の 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー
ゼ の 種 々 の 量 の 逆 転 写 酵 素 の 活 性 の 比 較 の 結 果 を 示 す 。 RT活 性 は 、 GSPま た は 2.4kb RNA鋳
型 を 用 い て 、 オ リ ゴ （ dT） を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 、 60℃ で 15分 間 （ ま た は 30分 間 、 ク
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ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス に つ い て 、 遅 い 反 応 を 補 償 す る ） プ ラ イ ム さ れ た
CAT mRNA鋳 型 を 使 用 し て ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み に よ っ て 測 定 さ れ た 。
【 ０ ５ １ ２ 】
　 図 6は 、 ベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で の 、 低 塩 緩 衝 液 中 で の 本 発 明 の い く つ か の
ポ リ メ ラ ー ゼ の 逆 転 写 酵 素 の 活 性 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ で あ る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ
ル コ ラ リ ウ ム か ら の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 逆 転 写 酵 素 活 性 は 、 低 塩 緩 衝 液 中 で （ 例 え ば 、 25m
M KCl） 、 4U/rxnよ り 高 い 酵 素 濃 度 で は ベ タ イ ン 依 存 性 に な る 。 逆 転 写 酵 素 活 性 は 、 GSPを
用 い て 、 60℃ で 15分 間 （ ま た は 30分 間 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス に つ い
て 、 遅 い 反 応 を 補 償 す る ） プ ラ イ ム さ れ た CAT mRNA鋳 型 を 使 用 し て ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込
み に よ っ て 測 定 さ れ た 。 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2か ら の ポ リ メ ラ ー ゼ は
、 1.5Mベ タ イ ン の 存 在 下 で よ り 高 い 特 異 性 を 有 す る 。
【 ０ ５ １ ３ 】
　 図 7は 、 ベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で の 、 本 発 明 の い く つ か の ポ リ メ ラ ー ゼ の 逆
転 写 酵 素 活 性 を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ で あ る 。 逆 転 写 酵 素 活 性 は 、 GSPま た は 2.4kb RNA
鋳 型 を 用 い て 、 オ リ ゴ （ dT） を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 、 60℃ で 15分 間 （ ま た は 30分 間 、
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス に つ い て 、 遅 い 反 応 を 補 償 す る ） プ ラ イ ム さ れ
た CAT mRNA鋳 型 を 使 用 し て ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み に よ っ て 測 定 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 い
く つ か の ポ リ メ ラ ー ゼ の よ り 低 い RT活 性 が 開 始 段 階 に 起 因 し 得 、 こ こ で こ れ ら は 、 DNAオ
リ ゴ － プ ラ イ ム さ れ た RNA鋳 型 に 対 す る よ り 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 す こ と を 示 す 。
【 ０ ５ １ ４ 】
実 施 例 12
RT活 性 の た め の 最 適 pHの 決 定
　 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ な ら び に ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ
ラ ー ゼ の 試 料 を 分 析 し て 、 各 酵 素 に つ い て RT活 性 の た め の 最 適 pHを 決 定 し た 。
【 ０ ５ １ ５ 】
　 2単 位 （ 55℃ に お け る DNAポ リ メ ラ ー ゼ 単 位 ） の 各 酵 素 を 、 10mM ト リ ス 、 pH 8.3、 5 mM 
MgCl 2 、 25mM KCl、 各 0.5 mM dNTP、 計 2μ gの 全 CAT-RNA、 0.6μ gの 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ
ー （ GSP1） 、 2μ Ciの [α - 3 2 P]dCTPを 含 む 20μ l反 応 溶 液 中 で 分 析 し た 。 さ ら に 、 カ ル ジ
バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ
ー ゼ の 反 応 は 1.5Mベ タ イ ン を 含 ん だ 。 ト リ ス 緩 衝 液 pH 7.2、 pH 7.5、 pH 8.0、 pH 8.3、 お
よ び pH 8.8を 、 最 終 濃 度 10mMで 使 用 し た 。 試 料 を 60℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応
を 、 5μ lの 0.5M EDTAの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 産 物 へ の 放 射 能 の 取 り 込 み を
測 定 し た 。 活 性 の わ ず か な 上 昇 が 、 pH 7.2か ら pH 8.8で 見 ら れ た 。 pH 8.3が 最 適 で あ る と
さ れ た 。 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 約 7.0～ 約 9.0、 約 7.2～ 約 9.0、 約 7.5～ 約 9.0、 約 7.8
～ 約 9.0、 約 8.0～ 約 9.0、 約 8.2～ 約 9.0、 約 8.3～ 約 9.0、 約 8.4～ 約 9.0、 約 8.5～ 約 9.0、
約 8.6～ 約 9.0、 約 8.7～ 約 9.0、 約 8.8～ 約 9.0、 約 8.9～ 約 9.0、 約 8.0～ 約 8.9、 約 8.0～ 約 8
.8、 約 8.0～ 約 8.7、 約 8.0～ 約 8.6、 約 8.0～ 約 8.5、 約 8.0～ 約 8.4、 約 8.0～ 約 8.3、 約 8.0
～ 約 8.2、 約 8.0～ 約 8.1、 約 8.2～ 約 8.6、 約 8.2～ 約 8.5、 約 8.2～ 約 8.4、 約 8.2～ 約 8.3、
の pHで 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ５ １ ６ 】
実 施 例 13
RT活 性 の た め の 酵 素 の 最 適 量 の 決 定
　 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ な ら び に ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ
ラ ー ゼ の 試 料 を 分 析 し て 、 各 酵 素 に つ い て RT活 性 の た め の 酵 素 の 最 適 量 を 決 定 し た 。
【 ０ ５ １ ７ 】
　 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム に つ い て の 反 応 を 、 1.5Mベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下
で 設 定 し 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス 反 応 は ベ タ イ ン を 含 ま な か っ た 。 20

10

20

30

40

50

(261) JP 2005-508630 A 2005.4.7



μ l反 応 溶 液 は 、 10mM ト リ ス -HCl pH 8.3、 25mM KCl、 5 mM MgCl 2 、 各 0.5 mM dNTP、 計 1
μ gの 全 CAT-RNA、 0.6μ gの 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ GSP1） 、 お よ び 2μ Ciの [α - 3 2 P]dC
TPを 含 ん だ 。 使 用 し た 酵 素 の 範 囲 は 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ
ー ゼ お よ び ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て
は 、 1単 位 、 2単 位 、 4単 位 、 6単 位 、 8単 位 、 お よ び 10単 位 （ 55℃ に お け る DNAポ リ メ ラ ー ゼ
単 位 ） で あ り 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て は 、 10単
位 、 20単 位 、 30単 位 、 40単 位 、 50単 位 、 お よ び 100単 位 で あ っ た 。 試 料 を 60℃ で 60分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 、 5μ lの 0.5M EDTAの 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 産 物
へ の 放 射 能 の 取 り 込 み を 測 定 し た 。
【 ０ ５ １ ８ 】
　 cDNA産 物 の ア ル カ リ 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 は 、 ベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 の 両 方
で 、 1単 位 の 酵 素 で さ え 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は
ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ の い ず れ か を 用 い て
全 長 産 物 （ 約 700bp） を 与 え る に 十 分 で あ っ た こ と を 示 し た 。 ベ タ イ ン の 非 存 在 下 で は 、 4
単 位 の ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ が 全 長 産 物 を
生 成 す る に 十 分 で あ っ た 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ ラ ー ゼ の 20単
位 を 含 ま せ る こ と は 、 全 長 産 物 を 生 成 す る の に 十 分 で あ っ た 。
【 ０ ５ １ ９ 】
実 施 例 14
2.4kb RNAの cDNA合 成
　 1お よ び 2単 位 の カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ 、 6単 位 の ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び 30お よ び 60単 位 の ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 2.4kb RNAを 逆 転 写 し た 。 カ ル ジ バ
チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ヒ ス チ ジ ン タ グ 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て の 反 応 を 、 1.5Mベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在
下 で 設 定 し 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス 反 応 は ベ タ イ ン を 含 ま な か っ た 。
20μ l反 応 溶 液 は 、 10mM ト リ ス -HCl pH 8.3、 25mM KCl、 5 mM MgCl 2 、 0.5 mM dNTP、 1μ g
の 2.4kb RNA、 50pmolの オ リ ゴ （ dT） 2 0 、 お よ び 2μ Ciの [α - 3 2 P]dCTPを 含 ん だ 。 試 料 を 5
0℃ で 5分 間 、 続 い て 60℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 、 5μ lの 0.5M EDTAの 添 加
に よ っ て 停 止 さ せ た 。 酸 不 溶 性 産 物 へ の 放 射 能 の 取 り 込 み を 測 定 し た 。 cDNA産 物 の ア ル カ
リ 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 は 、 ベ タ イ ン の 存 在 下 で 、 2単 位 の カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ
ン ス  CompA.2酵 素 お よ び 6単 位 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム ポ リ メ ラ ー ゼ を 用
い て 、 全 長 産 物 が 得 ら れ た こ と を 示 し た 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス ポ リ
メ ラ ー ゼ は 、 こ れ ら の 条 件 下 で 、 全 長 産 物 を 生 成 し な か っ た 。
【 ０ ５ ２ ０ 】
実 施 例 15
RT-PCRに お け る 酵 素 の 使 用
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス  DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ
ル コ ラ リ ウ ム  DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ （ 各 酵 素 の 5単 位 ） を 、 1段 階 RT-PCRに お い て 、 PLATINUM（ 登 録 商 標 ） Taq DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ と と も に 使 用 し た 。 上 記 に 示 す 成 分 に 加 え て 、 各 50μ l反 応 容 量 は 以 下 を 含
ん だ ： 1× PCR緩 衝 液 （ 10mM ト リ ス -HCl pH 8.3、 90mM KCl） 、 1.2 mM MgCl 2 、 0.2 mM 各 d
NTP、 100ngの 全 CAT RNA、 10pmolの CAT順 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
、 10pmolの CAT逆 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
お よ び 2.5単 位 の PLATINUM（ 登 録 商 標 ） Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 。 反 応 を 、 60℃ で 30分 間 、 続
い て 95℃ で 2分 間 、 40サ イ ク ル の 95℃ で 15秒 間 、 55℃ で 30秒 間 、 72℃ で 45秒 間 、 続 い て 72
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℃ で 2分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 産 物 を 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し た 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上
で 分 離 し た 。 予 測 さ れ た 520bp断 片 が 3つ す べ て の 酵 素 で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ５ ２ １ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム  DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 、 1段 階 RT-PCRに お い て 、 PLA
TINUM（ 登 録 商 標 ） Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ と と も に 使 用 し た 。 以 下 の 成 分 が 50μ l反 応 容 量
中 で 構 築 さ れ た ： 1× PCR緩 衝 液 （ 10mM ト リ ス -HCl pH 8.3、 90mM KCl） 、 1.2 mM MgCl 2 、
0.2 mM 各 dNTP、 100ngの 全 CAT RNA、 10pmolの CAT順 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
、 10pmolの CAT逆 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
、 1.5mM ベ タ イ ン 、 2.5単 位 の PLATINUM（ 登 録 商 標 ） Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び 5単 位
の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム  DNAポ リ メ ラ ー ゼ 。 反 応 を 、 60℃ で 30分 間 、 続 い
て 95℃ で 2分 間 、 40サ イ ク ル の 95℃ で 15秒 間 、 55℃ で 30秒 間 、 72℃ で 45秒 間 、 続 い て 72℃
で 2分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 産 物 を 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し た 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で
分 離 し た 。 予 測 さ れ た 520bp断 片 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ５ ２ ２ 】
　 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 、 1段 階 RT-PCRに お い て
、 PLATINUM（ 登 録 商 標 ） Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ と と も に 使 用 し た 。 以 下 の 成 分 が 50μ l反 応
容 量 中 で 構 築 さ れ た ： 1× PCR緩 衝 液 （ 10mM ト リ ス -HCl pH 8.3、 90mM KCl） 、 1.2 mM MgC
l 2 、 0.2 mM 各 dNTP、 100ngの 全 CAT RNA、 10pmolの CAT順 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
、 10pmolの CAT逆 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
、 2.5単 位 の PLATINUM（ 登 録 商 標 ） Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び 5単 位 の カ ル ジ バ チ ル ス
・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 。 反 応 を 、 60℃ で 30分 間 、 続 い て 95℃ で 2分
間 、 40サ イ ク ル の 95℃ で 15秒 間 、 55℃ で 30秒 間 、 72℃ で 45秒 間 、 続 い て 72℃ で 2分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 産 物 を 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し た 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し た 。
予 測 さ れ た 520bp断 片 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ５ ２ ３ 】
実 施 例 16
DNA依 存 性 お よ び RNA依 存 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 反 応 速 度 論 的 分 析
　 触 媒 速 度 定 数 k c a t お よ び Michaelis定 数 K M を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の DNA依 存
性 お よ び RNA依 存 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 両 方 に つ い て 決 定 し 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー を 、 T
ne DNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 お よ び SUPERSCRIPT（ 商 標 ） II逆 転 写 酵 素 の そ れ と 比 較 し た 。 こ
の 分 析 の 結 果 を 表 34に 要 約 す る 。 ア ッ セ イ を 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス  CompA.2
（ こ こ で は 2mM MgCl 2 お よ び 45℃ が 使 用 さ れ た ） 以 外 の す べ て の 酵 素 に つ い て 1.5mM MgCl 2
の 存 在 下 で 、 55℃ で 実 行 し た 。
【 ０ ５ ２ ４ 】
実 施 例 17
選 択 さ れ た 真 正 細 菌 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て の 逆 転 写 酵 素 活 性 お よ び 熱 安 定 性
の 分 析
　 多 数 の 真 正 細 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 逆 転 写 酵 素 活 性 お よ び 熱 安 定 性 を 決 定 し 、 そ し て そ
の 結 果 を 表 35に 要 約 し た 。 RT活 性 を 、 Mn 2 + ま た は Mg 2 + の い ず れ か を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ５ ２ ５ 】
　 カ ラ ム ヘ ッ ド の Mn 2 + は 、 最 適 よ り 下 の 条 件 で 付 加 物 の 非 存 在 下 で 60℃ に お い て CAT mRNA
か ら の 3 2 P標 識 さ れ た 全 長 cDNAの 合 成 の 効 率 を 示 す 。
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【 ０ ５ ２ ６ 】
　 カ ラ ム ヘ ッ ド の Mg 2 + は 、 最 適 条 件 で 付 加 物 の 非 存 在 下 で 60℃ に お い て CAT mRNAか ら の 3 2

P標 識 さ れ た 全 長 cDNAの 合 成 の 効 率 を 示 す 。 括 弧 内 の 数 字 は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で 全 長 CAT cDN
A（ 700bp） を 産 生 す る た め に 最 適 条 件 下 で 必 要 と さ れ る 単 位 で あ る 。
【 ０ ５ ２ ７ 】
実 施 例 20
N末 端 お よ び ／ ま た は C末 端 欠 失 変 異 体 の 構 築
　 以 下 の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ は 、 N末 端 ま た は C末 端 欠 失 変 異 体 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に
使 用 さ れ 得 る 。 一 般 的 に 、 約 15-25ヌ ク レ オ チ ド の 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は
、 表 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 ま た は 23（ 配 列 番 号 ： ） の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 所 望 の 5'お よ び 3'位 に 由 来 す る 。 プ ラ イ マ ー の 5'お よ び 3'位 は 、 所 望 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 断 片 に 基 づ い て 決 定 さ れ る 。 開 始 コ ド ン お よ び 終 止 コ ド ン は 、 必 要 な 場 合 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ 断 片 を 発 現 す る た め に 、 そ れ ぞ れ 、 5'
お よ び 3'プ ラ イ マ ー に 付 加 さ れ る 。 好 ま し い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 N末 端 ま た は C末 端
欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る も の 、 な ら び に 上 記 に 開 示 し た 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17
、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 30、 31、 32、 33、 お よ び 34ア ミ ノ
酸 断 片 を コ ー ド す る も の で あ る 。
【 ０ ５ ２ ８ 】
　 所 望 の ベ ク タ ー 中 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め に 制 限 部 位
を 含 む さ ら な る ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 5'お よ び 3'プ ラ イ マ ー 配 列 に 付 加 さ れ 得 る 。 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 断 片 は 、 適 切 な PCRオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー お よ び 本 明 細 書 中 に 議 論 さ
れ た か ま た は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 条 件 を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム DNAま た は 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン
か ら 増 幅 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ 断 片
は 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 一 般 的 な 様 式 で 発 現 お よ び 精 製 さ れ 得 る が 、 特 定 の 断 片 と 全
長 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 化 学 的 特 性 お よ び 物 理 的 特 性 の 違 い に 起 因 し て 、 日 常 的 な 変 更 が
必 要 で あ り 得 る 。
【 ０ ５ ２ ９ 】
実 施 例 21
タ ン パ ク 質 融 合 物
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の タ ン パ ク 質 に 融 合 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 は
、 種 々 の 適 用 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Hisタ グ 、 HAタ グ 、 プ ロ テ イ ン A、 IgGド メ
イ ン 、 お よ び マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 と の 融 合 は 精 製 を 容 易 に す る （ 実 施 例 5を 参 照 さ
れ た い ； 欧 州 特 許 第 A394,827号 も ま た 参 照 さ れ た い ； Trauneckerら 、 Nature 331: 84-86 
(1988)） 。 同 様 に 、 IgG-1、 IgG-3、 お よ び ア ル ブ ミ ン と の 融 合 は 、 安 定 性 を 増 加 さ せ る 。
融 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 複 数 の 機 能 を 有 す る キ メ ラ 分 子 を 作 製 し 得 る 。 最 後 に 、 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 融 合 し て い な い タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 融 合 し た タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 お よ び ／
ま た は 安 定 性 を 増 加 さ せ 得 る 。 上 記 に 記 載 し た す べ て の タ イ プ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 以 下
の プ ロ ト コ ー ル を 修 飾 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ 得 、 こ れ は 、 IgG分 子 へ の ポ リ ペ プ チ ド
の 融 合 を 概 観 す る 。
【 ０ ５ ３ ０ 】
　 手 短 に 述 べ る と 、 IgG分 子 の Fc部 分 が 、 以 下 に 記 載 さ れ る 配 列 の 5'お よ び 3'末 端 に わ た
る プ ラ イ マ ー を 使 用 し て PCR増 幅 さ れ 得 る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は ま た 、 発 現 ベ ク タ ー （
好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー ） へ の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る 、 便 利 な 制 限 酵 素 部 位 を
有 す る べ き で あ る 。
【 ０ ５ ３ １ 】
　 例 え ば 、 pC4（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 209646） が 使 用 さ れ る 場 合 、 ヒ ト Fc部 分 は BamHIク ロ
ー ニ ン グ 部 位 に 連 結 さ れ 得 る 。 3'BamHI部 位 が 破 壊 さ れ る べ き で あ る こ と に 注 意 さ れ た い
。 次 に 、 Fc部 分 を 含 む ベ ク タ ー が BamHIで 再 び 制 限 酵 素 切 断 さ れ 、 ベ ク タ ー を 線 状 化 し 、
そ し て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は （ PCRに よ っ て 増 幅 さ れ か つ 単 離 さ れ て い る ） 、 BamHI
部 位 に 連 結 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 終 止 コ ド ン な し で ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 さ も な く ば
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融 合 タ ン パ ク 質 は 産 生 さ れ な い こ と に 注 意 の こ と 。
【 ０ ５ ３ ２ 】
　 ベ ク タ ー は ま た 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む よ う に 改 変 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 国 際 公 開 公 報
第 96/34891号 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ５ ３ ３ 】
　 ヒ ト IgG Fc領 域
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 の 成 分 、 モ チ ー フ 、 切 片 、 一 部 、 ド メ
イ ン 、 断 片 な ど が 、 1つ ま た は 複 数 の 異 種 分 子 の 1つ ま た は 複 数 の 成 分 、 モ チ ー フ 、 切 片 、
一 部 、 ド メ イ ン 、 断 片 な ど と 組 み 換 え ら れ 得 る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 異 種 分 子 は
ク ラ ン プ で あ る 。
【 ０ ５ ３ ５ 】
　 こ こ で 理 解 の 明 確 化 の 目 的 の た め に 例 証 お よ び 実 例 に よ っ て 幾 分 詳 細 に 本 発 明 を 十 分 に
記 載 し て き た が 、 本 発 明 が 、 本 発 明 の 範 囲 ま た は そ の い か な る 特 定 の 実 施 態 様 に も 影 響 を
与 え る こ と な く 、 広 範 か つ 等 価 な 範 囲 の 条 件 、 処 方 、 お よ び 他 の パ ラ メ ー タ ー の 中 で 本 発
明 を 修 飾 ま た は 変 更 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ 得 る こ と 、 な ら び に こ の よ う な 修 飾 お よ び
変 更 は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で
あ る 。
【 ０ ５ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 言 及 さ れ る す べ て の 刊 行 物 、 特 許 、 お よ び 特 許 出 願 は 、 本 発 明 が 属 す る 分
野 の 当 業 者 の レ ベ ル を 示 す も の で あ り 、 そ し て 、 各 個 々 の 刊 行 物 、 特 許 、 ま た は 特 許 出 願
が 、 あ た か も 詳 細 か つ 個 別 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ る の と 同 程 度 に 、 参
照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ５ ３ ７ 】
　 （ 表 １ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列 、 pET26Bベ ク
タ ー 、 ク ロ ー ン #7-DNAか ら の DNA配 列
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【 ０ ５ ３ ８ 】
　 下 線 は 、 ベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 、 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る
た め に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ NcoIお よ び BamHI） で あ る 。 も と も と の DNA polI開 始 部 位
は 太 字 で 示 す 。 NcoI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る 。
【 ０ ５ ３ ９ 】
　 （ 表 ２ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム DNAポ リ メ ラ ー ゼ 配 列 、 pET26Bベ ク タ ー
、 ク ロ ー ン #7-DNAか ら の ア ミ ノ 酸 、 920長
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ０ 】
　 下 線 は 、 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 で あ り 、 残 り は ポ リ メ ラ ー
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ゼ 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ５ ４ １ 】
　 （ 表 ３ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列 、 pET26B
ベ ク タ ー 、 ク ロ ー ン #2-か ら の 配 列 － DNA
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ２ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ NcoIお よ び BamHI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 は 太 字 で 示 す 。 NcoI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る 。
【 ０ ５ ４ ３ 】
　 （ 表 ４ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 p
ET26Bベ ク タ ー 、 ク ロ ー ン #2-か ら の 配 列 － ア ミ ノ 酸 、 889長
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【 ０ ５ ４ ４ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 か ら の 第 2の ア ミ ノ 酸 は 、 NcoI部 位 を 操 作 し た と き に
セ リ ン （ TCG） か ら ア ラ ニ ン （ GCG） に 変 化 し た 。
【 ０ ５ ４ ５ 】
　 （ 表 ５ ） カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列 、 pET26B
ベ ク タ ー 、 ク ロ ー ン #1-か ら の 配 列 － DNA
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ５ ４ ６ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ NcoIお よ び BamHI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。 NcoI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る 。
【 ０ ５ ４ ７ 】
　 （ 表 ６ ） カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ ボ ラ ン ス CompA.2 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配
列 、 pET26Bベ ク タ ー 、 ク ロ ー ン #1-か ら の － ア ミ ノ 酸 、 長
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【 ０ ５ ４ ８ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 か ら の 第 2の ア ミ ノ 酸 は 、 NcoI部 位 を 操 作 し た と き に
ア ル ギ ニ ン （ CGC） か ら グ リ シ ン （ GGC） に 変 化 し た 。
【 ０ ５ ４ ９ 】
　 （ 表 ７ ） カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tokl3Bの DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ０ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ NcoIお よ び BamHI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。 NcoI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る 。
【 ０ ５ ５ １ 】
　 （ 表 ８ ） カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tokl3Bの DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
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【 ０ ５ ５ ２ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ５ ５ ３ 】
　 （ 表 ９ ） カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok7B.1の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列 、 pET26Bベ ク タ
ー 、 ク ロ ー ン #1-か ら の 配 列 － DNA
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ４ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め

10

20

30

40

50

(270) JP 2005-508630 A 2005.4.7



に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ NcoIお よ び BamHI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。 NcoI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る 。
【 ０ ５ ５ ５ 】
　 （ 表 １ ０ ） カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル Tok7B.1の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 pET26B
ベ ク タ ー 、 ク ロ ー ン #1-か ら の 配 列 － ア ミ ノ 酸 、 871長
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ６ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ５ ５ ７ 】
　 （ 表 １ １ ） カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル RT69B.3の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列 、 pET26Bベ ク
タ ー 、 ク ロ ー ン #1-か ら の 配 列 － DNA

10

20

(271) JP 2005-508630 A 2005.4.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ８ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ NcoIお よ び BamHI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。 NcoI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る 。
【 ０ ５ ５ ９ 】
　 （ 表 １ ２ ） カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル RT69B.3の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 pET26B
ベ ク タ ー 、 ク ロ ー ン #1-か ら の 配 列 － ア ミ ノ 酸 、 871長
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【 ０ ５ ６ ０ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 か ら の 第 2の ア ミ ノ 酸 は 、 NcoI部 位 を 操 作 し た と き に
リ ジ ン （ AAA） か ら グ ル タ ミ ン 酸 （ GAA） に 変 化 し た 。
【 ０ ５ ６ １ 】
　 （ 表 １ ３ ） バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ ク ス EA1 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ２ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ NcoIお よ び BamHI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。 NcoI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る 。
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【 ０ ５ ６ ３ 】
　 （ 表 １ ４ ） バ チ ル ス ・ カ ル ド リ チ ク ス EA1 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ４ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ５ ６ ５ 】
　 （ 表 １ ５ ） サ ー ム ス RT41Aの DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列 、 pET26Bベ ク タ ー 、 ク ロ ー ン #3/
#1-か ら の 配 列 － DNA
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【 ０ ５ ６ ６ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ EcoRIお よ び SalI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。 EcoRI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る
。
【 ０ ５ ６ ７ 】
　 （ 表 １ ６ ） サ ー ム ス RT41Aの DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 pET26Bベ ク タ ー 、 ク ロ ー
ン #3/#1-か ら の 配 列 － ア ミ ノ 酸 、 864長
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【 ０ ５ ６ ８ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 か ら の 第 1の ア ミ ノ 酸 は 、 EcoRI部 位 を 操 作 し た と き に
メ チ オ ニ ン （ ATG） か ら ア ス パ ラ ギ ン （ AAT） に 変 化 し 、 第 2の ア ミ ノ 酸 は 、 ス レ オ ニ ン （ A
CC） か ら セ リ ン （ TCC） に 変 化 し た 。
【 ０ ５ ６ ９ 】
　 （ 表 １ ７ ） ジ ク チ オ グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列 、 pET26Bベ
ク タ ー 、 ク ロ ー ン #23-か ら の 配 列 － DNA
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ０ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
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に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ BamHIお よ び SalI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。 BamHI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る
。
【 ０ ５ ７ １ 】
　 （ 表 １ ８ ） ジ ク チ オ グ ロ ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ム の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 pET
26Bベ ク タ ー 、 ク ロ ー ン #23-か ら の 配 列 － ア ミ ノ 酸 、 884長
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ２ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ５ ７ ３ 】
　 （ 表 １ ９ ） カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル ・ サ ッ カ ロ リ テ ィ ク ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列
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【 ０ ５ ７ ４ 】
　 も と も と の DNA polI開 始 部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。
【 ０ ５ ７ ５ 】
　 （ 表 ２ ０ ） カ ル ジ セ ル ロ シ ル プ ト ル ・ サ ッ カ ロ リ テ ィ ク ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸
配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ６ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
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遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ５ ７ ７ 】
　 （ 表 ２ １ ） ス ピ ロ ヘ ー タ DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ８ 】
　 pET26Bベ ク タ ー か ら の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 し た 2つ の 制 限 部 位 （ BamHIお よ び SalI） に 下 線 を 付 し た 。 も と も と の DNA polI開 始
部 位 お よ び 停 止 部 位 は 太 字 で 示 す 。 BamHI部 位 の 前 の す べ て の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る
。
【 ０ ５ ７ ９ 】
　 （ 表 ２ ２ ） ス ピ ロ ヘ ー タ DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
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【 ０ ５ ８ ０ 】
　 pETベ ク タ ー 由 来 の 新 規 な 開 始 部 位 お よ び ア ミ ノ 酸 に 下 線 を 付 し 、 残 り は ポ リ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ５ ８ １ 】
　 （ 表 ２ ３ ） テ ピ ド モ ナ ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列
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【 ０ ５ ８ ２ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 開 始 部 位 に に 下 線 を 付 し た 。 開 始 部 位 の 前 の 配 列 は ベ ク タ ー 由 来
で あ る 。
【 ０ ５ ８ ３ 】
　 （ 表 ２ ４ ） テ ピ ド モ ナ ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
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【 ０ ５ ８ ４ 】
　 下 線 を 付 し た 配 列 は ベ ク タ ー 由 来 で あ る 。
【 ０ ５ ８ ５ 】
　 （ 表 ２ ５ ） サ ー ム ス ・ ア ク ア チ ク ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ８ ６ 】
　 （ 表 ２ ６ ） サ ー マ ト ガ ・ ネ オ ポ リ チ ナ DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ８ ７ 】
　 （ 表 ２ ７ ） サ ー ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
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【 ０ ５ ８ ８ 】
　 （ 表 ２ ８ ） サ ー モ ア ナ エ ロ バ ク タ ー AZ3B.1 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ８ ９ 】
　 （ 表 ２ ９ ） サ ー モ ア ナ エ ロ バ ク タ ー AZ3B.1 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の DNA配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ９ ０ 】
　 （ 表 ３ ０ ） バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス （ Bacillus stearothermophilus） DNAポ
リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
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【 ０ ５ ９ １ 】
　 （ 表 ３ １ ） バ チ ル ス ・ カ ル ド テ ナ ク ス DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ９ ２ 】
　 （ 表 ３ ２ ） 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ９ ３ 】
　 （ 表 ３ ３ ）
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【 ０ ５ ９ ４ 】
　 （ 表 ３ ４ ） 種 々 の ポ リ メ ラ ー ゼ の DNAお よ び RNA依 存 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 速 度 論 的 分 析
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*ア ッ セ イ は 1.5mM MgCl 2 の 存 在 下 で 55℃ で 行 っ た 。 他 は 2mM MgCl 2 の 存 在 下 で 45℃ で 行 っ
た 。
【 ０ ５ ９ ５ 】
　 （ 表 ３ ５ ） 真 正 細 菌 好 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 選 択 し た グ ル ー プ の 逆 転 写 酵 素 活 性 、 熱
安 定 性 、 お よ び 保 存 性 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 関
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a CAT mRNAか ら の 3 2 P標 識 さ れ た 全 長 cDNAの 合 成 の 効 率 、 60℃ で 、 付 加 物 の 非 存 在 下 で 、 最
適 よ り 下 の 条 件 下 で
b CAT mRNAか ら の 3 2 P標 識 さ れ た 全 長 cDNAの 合 成 の 効 率 、 60℃ で 、 付 加 物 の 非 存 在 下 で 、 最
適 条 件 下 で
c 括 弧 内 の 数 字 は 、 Mg 2 + の 存 在 下 で の 全 長 CAT mRNA (700bp) を 生 成 す る た め に 最 適 な 条 件
下 で 必 要 と さ れ る ユ ニ ッ ト で あ る
【 ０ ５ ９ ６ 】
　 （ 表 ３ ６ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 参 照 ポ リ メ ラ ー ゼ と の ア ラ イ ン メ ン ト
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【 ０ ５ ９ ７ 】
　 （ 表 ３ ７ ） Q-ヘ リ ッ ク ス の 代 表 的 な 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ９ ８ 】
　 （ 表 ３ ８ ） 精 製 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 熱 不 活 性 化 プ ロ フ ィ ー ル
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a 1回 の 実 験 の 結 果 を 示 す 。 同 様 の 結 果 は 少 な く と も 2回 の 他 の 実 験 で 得 ら れ た 。
b DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加 熱 し 、 活 性 を 、 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に DNA指 向 性 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ ユ ニ ッ ト 活 性 ア ッ セ イ を 使 用 し て 決 定 し た 。 各 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 参 照 試 料 は 、 1
00％ 活 性 を 達 成 す る た め に 氷 水 中 に 保 ち ア ッ セ イ し た 。
c 測 定 し て い な い
【 ０ ５ ９ ９ 】
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　 （ 表 ３ ９ ） DNA-DNAお よ び RNA-DNAテ ン プ レ ー ト -プ ラ イ マ ー a を 用 い る 精 製 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 比 活 性
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a 1回 の 実 験 の 結 果 を 示 す 。 同 様 の 結 果 は 少 な く と も 2回 の 他 の 実 験 で 得 ら れ た 。
b ア ッ セ イ を 最 適 温 度 で 実 行 し た 。
c DNA-DNAを 用 い る 活 性 を 、 活 性 化 し た サ ケ 精 巣 DNAを 用 い て 決 定 し た （ 材 料 お よ び 方 法 ）
。
d RNA-DNAを 用 い る 活 性 を 、 CAT cRNA・ DNA 20マ ー を 用 い て 決 定 し た （ 材 料 お よ び 方 法 ） 。
e Abramson（ 1995） か ら と っ た 。
【 ０ ６ ０ ０ 】
　 （ 表 ４ ０ ） DNA-DNAお よ び RNA-DNA鋳 型 -プ ラ イ マ ー a を 用 い る 精 製 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 触
媒 定 数
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a 2回 ま た は 4回 の 測 定 の 平 均 ± 標 準 偏 差 を 示 す 。
b ア ッ セ イ を 最 適 温 度 で 実 行 し た 。
c 触 媒 定 数 は 、 Tne DNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び SS II RTに つ い て は （ dC） n・ （ dT） 35を 用 い
る 以 外 は （ dA） 270・ （ dT） 40を 用 い て 決 定 し た 。
d 触 媒 定 数 は 、 55℃ で は （ rA） 250・ （ dT） 30ま た は 72℃ で は （ rA） 250・ （ dT） 40を 用 い
て 決 定 し た （ 材 料 お よ び 方 法 ） 。
【 ０ ６ ０ １ 】
　 （ 表 ４ １ ） 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換
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【 ０ ６ ０ ２ 】
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ６ ０ ３ 】
【 図 １ 】 二 つ の 高 度 に 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ の 位 置 で の 既 知 の 細 菌 DNA polI遺 伝 子
配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト 。 他 の 細 菌 ポ リ メ ラ ー ゼ か ら の 同 等 の 領 域 を 増 幅 す る よ う に 設 計 さ
れ た 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ラ イ ン メ ン ト の 下 に 示 す 。
【 図 ２ 】 精 製 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の SDS-PAGE分 析 。 各 精 製 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 約 1 μ gに 、 4～ 20
％ ト リ ス グ リ シ ン ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 を 行 い 、 Gel-code Blue（ 材 料 お よ び 方 法 ） を 用 い
て 染 色 し た 。 基 準 点 と な る タ ン パ ク 質 の ラ ダ ー を 試 料 の 左 右 の 面 に 標 準 物 質 と し て 泳 動 さ
せ 、 そ れ ぞ れ の バ ン ド の 分 子 量 （ kDa） を 図 の 左 側 に 表 示 し た 。
【 図 ３ 】 精 製 し た 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る CAT cRNAか ら 合 成 し た 第 一 鎖 cDNAの ア
ル カ リ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 。 ベ タ イ ン の 存 在 下 （ +） お よ び 非 存 在 下 （ -） で の 24 bp遺 伝
子 特 異 的 DNAプ ラ イ マ ー を 用 い て 、 CAT cRNAを 逆 転 写 し た 。 ア ル カ リ 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上
で cDNA産 物 に 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 100 bp DNAの ラ ダ ー を 標 準 物 質 と し て 用 い た 。
【 図 ４ 】 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス テ ル コ ラ リ ウ ム （ C. sterco） 、 カ ル ジ バ チ ル ス ・ セ ル ロ
ボ ラ ン ス CompA.2（ CompA.2） 、 お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ー モ ス ル フ ロ ゲ ネ ス （ C. the
rmo） DNAポ リ メ ラ ー ゼ の Mg 2 + 依 存 的 逆 転 写 酵 素 活 性 に 及 ぼ す KCl濃 度 の 影 響 を 示 す 棒 グ ラ
フ で あ る 。 SUPERSCRIPT（ 商 標 ） II（ SSII、 改 変 M-MLV逆 転 写 酵 素 ） を 対 照 と し て 含 め た 。
【 図 ５ 】 ベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 本 発 明 の ポ リ メ ラ ー ゼ の 様 々 な 量 の 逆 転 写 酵
素 活 性 の 比 較 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 低 塩 緩 衝 液 中 で ベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 本 発 明 の い く つ か の ポ リ メ ラ
ー ゼ の 逆 転 写 酵 素 活 性 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 ベ タ イ ン の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 本 発 明 の い く つ か の ポ リ メ ラ ー ゼ の 逆 転 写 酵
素 活 性 を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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