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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下のアミノ酸に対応する位置に改変または変異を有する変異M-MLV逆転写酵素であっ
て、50℃で、40℃で合成される量の少なくとも50%の全長cDNAを合成する逆転写酵素:
(a)M-MLV逆転写酵素のヒスチジン204の、アルギニンへの置換;
(b)M-MLV逆転写酵素のメチオニン289の、ロイシンへの置換;
(c)M-MLV逆転写酵素のスレオニン306の、リジンへの置換;および
(d)M-MLV逆転写酵素のフェニルアラニン309の、アスパラギンへの置換。
【請求項２】
　40℃で合成される量の少なくとも70%の全長cDNAを50℃で合成する、請求項1記載の逆転
写酵素。
【請求項３】
　40℃で合成される量の少なくとも80%の全長cDNAを50℃で合成する、請求項1記載の逆転
写酵素。
【請求項４】
　40℃で合成される量の少なくとも90%の全長cDNAを50℃で合成する、請求項1記載の逆転
写酵素。
【請求項５】
　以下のアミノ酸に対応する位置に改変または変異を有する変異M-MLV逆転写酵素であっ
て、52.5℃で、40℃で合成される量の少なくとも20%の全長cDNAを合成する逆転写酵素:
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(a)M-MLV逆転写酵素のヒスチジン204の、アルギニンへの置換;
(b)M-MLV逆転写酵素のメチオニン289の、ロイシンへの置換;
(c)M-MLV逆転写酵素のスレオニン306の、リジンへの置換;および
(d)M-MLV逆転写酵素のフェニルアラニン309の、アスパラギンへの置換。
【請求項６】
　40℃で合成される量の少なくとも40%の全長cDNAを52.5℃で合成する、請求項5記載の逆
転写酵素。
【請求項７】
　40℃で合成される量の少なくとも50%の全長cDNAを52.5℃で合成する、請求項5記載の逆
転写酵素。
【請求項８】
　40℃で合成される量の少なくとも60%の全長cDNAを52.5℃で合成する、請求項5記載の逆
転写酵素。
【請求項９】
　以下のアミノ酸に対応する位置に改変または変異を有する変異M-MLV逆転写酵素であっ
て、55℃で、40℃で合成される量の少なくとも1%の全長cDNAを合成する逆転写酵素:
(a)M-MLV逆転写酵素のヒスチジン204の、アルギニンへの置換;
(b)M-MLV逆転写酵素のメチオニン289の、ロイシンへの置換;
(c)M-MLV逆転写酵素のスレオニン306の、リジンへの置換;および
(d)M-MLV逆転写酵素のフェニルアラニン309の、アスパラギンへの置換。
【請求項１０】
　40℃で合成される量の少なくとも5%の全長cDNAを55℃で合成する、請求項9記載の逆転
写酵素。
【請求項１１】
　40℃で合成される量の少なくとも10%の全長cDNAを55℃で合成する、請求項9記載の逆転
写酵素。
【請求項１２】
　40℃で合成される量の少なくとも20%の全長cDNAを55℃で合成する、請求項9記載の逆転
写酵素。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
従来の技術
発明の属する技術分野
　本発明は、分子生物学および細胞生物学の分野である。本発明は、一般的に、逆転写酵
素、および核酸分子(特に、メッセンジャーRNA分子)を逆転写する方法に関する。特に、
本発明は、耐熱性を増大させ、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活
性を減少させ、および/または忠実度(fidelity)を増大させるように変異または改変され
ている逆転写酵素、ならびにこれらの逆転写酵素または組成物を用いて核酸分子(特に、c
DNA分子)を生成、増幅、または配列決定する方法に関する。本発明はまた、これらの方法
によって生成された核酸分子および望ましいポリペプチドを生成するためのこのような核
酸分子の使用に関する。本発明はまた、本発明の逆転写酵素をコードする核酸分子、この
ような核酸分子を含むベクター、およびこのような核酸分子を含む宿主細胞に関する。ま
た、本発明はこのような酵素を含むキットまたは組成物に関する。
【０００２】
関連技術
cDNAおよびcDNAライブラリー
　生物、組織、または細胞の構造および生理学を調べる際に、多くの場合、その遺伝的な
内容を決定することが望ましい。生物の遺伝的な枠組みは、生物の体細胞および生殖細胞
に含まれるデオキシリボ核酸(DNA)のヌクレオチド塩基の二本鎖配列にコードされている
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。DNAの特定のセグメントすなわち遺伝子の遺伝的な内容は、一般的に、その遺伝子がコ
ードするタンパク質が産生されると明らかになる。タンパク質を産生するために、DNA二
重らせんの一方の鎖の相補的コピーがRNAポリメラーゼ酵素によって生成され、特殊なリ
ボ核酸(RNA)配列が生じる。この特殊なタイプのRNAは、タンパク質産生のためのDNAから
の遺伝的メッセージを含むのでメッセンジャーRNA(mRNA)と呼ばれる。
【０００３】
　ある特定の細胞、組織、または生物には、無数のmRNA種が存在し、それぞれが別々の、
かつ特定のタンパク質をコードする。この事は、組織または細胞における遺伝子発現の研
究に関心を持つ研究者に強力なツールをもたらす。mRNA分子は単離し、さらに、様々な分
子生物学的技法によって操作することができ、それによって、細胞、組織、または生物の
完全な機能的な遺伝的内容の解明が可能になる。
【０００４】
　遺伝子発現研究の1つの一般的なアプローチは、相補的DNA(cDNA)クローンの作製である
。この技法では、生物に由来するmRNA分子を、その生物の細胞または組織の抽出物から単
離する。この単離では、多くの場合、チミジン(T)オリゴマーが複合体化している固形の
クロマトグラフィーマトリックス(例えば、セルロースまたはアガロース)を使用する。ほ
とんどの真核生物mRNA分子の3'末端はアデノシン(A)塩基の連なりを含み、AはTと塩基対
を形成するので、mRNA分子は、組織または細胞抽出物中の他の分子および物質から迅速に
精製することができる。これらの精製されたmRNA分子から、一本鎖cDNA分子を生成する逆
転写酵素(RT)を用いてcDNAコピーを作製することができる。この反応は一般的に第1鎖反
応と呼ばれる。次いで、DNAポリメラーゼの働きによって、一本鎖cDNAを元のmRNA(従って
、生物ゲノムに含まれる、このmRNAをコードする元の二本鎖DNA配列)の完全な二本鎖DNA
コピー(すなわち、二本鎖cDNA)に変換することができる。次いで、このタンパク質特異的
二本鎖cDNAをプラスミドまたはウイルスベクターに挿入することができ、次いで、宿主で
ある細菌細胞、酵母細胞、動物細胞、または植物細胞に導入する。次いで、宿主細胞を培
養培地中で増殖させ、関心対象の遺伝子を含む(または、多くの場合、関心対象の遺伝子
を発現する)宿主細胞の集団が得られる。
【０００５】
　供給源の生物または組織からのmRNAの単離から、プラスミドまたはベクターへのcDNAの
挿入、単離された遺伝子を含む宿主細胞集団の増殖までの、この全プロセスは「cDNAクロ
ーニング」と呼ばれる。ある特定のmRNA供給源から調製されたcDNAセットは「cDNAライブ
ラリー」と呼ばれる。cDNAライブラリーのcDNAクローンは、供給源の組織において転写さ
れる遺伝子に対応する。cDNAライブラリーを分析すると、cDNAライブラリーが得られた生
物または組織における遺伝子発現パターンに関する多くの情報を得ることができる。
【０００６】
レトロウイルス逆転写酵素
　レトロウイルス逆転写酵素の3つのプロトタイプ形態が徹底的に研究されている。モロ
ニーマウス白血病ウイルス(M-MLV)逆転写酵素は、RNA依存性DNAポリメラーゼ活性およびR
NaseH活性を有する78kDaのシングルサブユニットを含む。この酵素はクローニングされ、
大腸菌において完全に活性を有する形態で発現されている(プラサド(Prasad),V.R.,「逆
転写酵素(Reverse Transcriptase)」,Cold Spring Harbor,New York:Cold Spring Harbor
 Laboratory Press,135頁(1993)に概説される)。ヒト免疫不全症ウイルス(HIV)逆転写酵
素はp66およびp51サブユニットからなるヘテロ二量体であり、ここで小さな方のサブユニ
ットは大きな方のサブユニットからタンパク質分解によって得られる。p66サブユニット
はRNA依存性DNAポリメラーゼドメインおよびRNaseHドメインの両方を有するのに対して、
p51サブユニットはDNAポリメラーゼドメインのみを有する。活性型HIV p66/p51逆転写酵
素がクローニングされ、大腸菌を含む多数の発現宿主において首尾よく発現されている(
レグリス(Le Grice),S.F.J.,「逆転写酵素(Reverse Transcriptase)」,Cold Spring Harb
or,New York:Cold Spring Harbor Laboratory press,163頁(1993)に概説される)。HIV p6
6/p51ヘテロ二量体内で、51kDサブユニットは触媒的に不活性であり、66kDサブユニット
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はDNAポリメラーゼ活性およびRNaseH活性を両方とも有する(レグリス,S.F.J.ら,EMBO Jou
rnal 10:3905(1991);ホストムスキー(Hostomsky),Z.ら,J.Virol.66:3179(1992))。鳥類肉
腫白血病ウイルス(ASLV)逆転写酵素(これにはラウス肉腫ウイルス(RSV)逆転写酵素、鳥類
骨髄芽球症ウイルス(AMV)逆転写酵素、鳥類赤芽球症ウイルス(AEV)ヘルパーウイルスMCAV
逆転写酵素、鳥類骨髄球腫症ウイルスMC29ヘルパーウイルスMCAV逆転写酵素、鳥類細網内
皮症ウイルス(REV-T)ヘルパーウイルスREV-A逆転写酵素、鳥類肉腫ウイルスUR2ヘルパー
ウイルスUR2AV逆転写酵素、鳥類肉腫ウイルスY73ヘルパーウイルスYAV逆転写酵素、ラウ
ス関連ウイルス(RAV)逆転写酵素、および骨髄芽球症関連ウイルス(MAV)逆転写酵素が挙げ
られるが、これらに限定されない)もまた、2つのサブユニットα(約62kDa)およびβ(約94
kDa)からなるヘテロ二量体であり、ここで、αはタンパク質切断によってβから得られる
(プラサド,V.R.,「逆転写酵素」,Cold Spring Harbor,New York:Cold Spring Harbor Lab
oratory Press(1993),135頁に概説される)。ASLV逆転写酵素は、2つのさらなる触媒的に
活性な構造形態ββおよびαで存在することがある(ハイジ(Hizi),A.およびジョクリック
(Joklik),W.K.,J.Biol.Chem.252:2281(1977))。沈降分析は、αβおよびββが二量体で
あり、α形態が単量体形態と二量体形態との平衡状態で存在することを示唆している(グ
ランゲネット(Grandgenett),D.P.ら,Proc.Nat.Acad.Sci.USA 70:230(1973);ハイジ,A.お
よびジョクリック,W.K.,J.Biol.Chem.252:2281(1977);ならびにソルティス(Soltis),D.A.
およびスカルカ(Skalka),A.M.,Proc.Nat.Acad.Sci.USA 85:3372(1988))。ASLVαβおよび
ββ逆転写酵素は、同じタンパク質複合体に3つの異なる活性:DNAポリメラーゼ活性、RNa
seH活性、およびDNAエンドヌクレアーゼ(インテグラーゼ)活性を含むレトロウイルス逆転
写酵素の唯一知られている例である(スカルカ,A.M.,「逆転写酵素」,Cold Spring Harbor
,New York:Cold Spring Harbor Laboratory Press(1993),193頁に概説される)。α形態は
インテグラーゼドメインおよび活性を欠いている。
【０００７】
　ASLV逆転写酵素の個々のサブユニットの様々な形態がクローニングおよび発現されてい
る。これらの形態として、通常、タンパク質分解によってβに処理される98kDa前駆体ポ
リペプチドおよびβカルボキシ末端から除去される4kDaポリペプチド(アレクサンダー(Al
exander),F.ら,J.Virol.61:534(1987)およびアンダーソン(Anderson),D.ら,Focus 17:53(
1995))、成熟βサブユニット(ウェイス(Weis),J.H.およびサルストロム(Salstrom),J. S.
,米国特許第4,663,290号(1987)、ソルティス,D.A.およびスカルカ,A.M.,Proc.Nat.Acad.S
ci.USA 85:3372(1988))が挙げられる。(ウェルナー(Werner)S.およびウォール(Wohrl)B.M
.,Eur.J.Biochem.267:4740-4744(2000);ウェルナーS.およびウォールB.M.,J.Virol.74:32
45-3252(2000);ウェルナーS.およびウォールB.M.,J.Biol.Chem.274:26329-26336(1999)も
参照のこと)。ヘテロ二量体RSVαβ逆転写酵素はまた、クローニングされたRSVβ遺伝子
を発現する大腸菌細胞から精製されている(ケルノフ(Chernov),A.P.ら,Biomed.Sci.2:49(
1991))。
【０００８】
逆転写の効率
　前述のように、逆転写酵素を介した逆転写によるmRNAからcDNAの変換は、クローニング
された遺伝子から発現されるタンパク質の研究において必須の段階である。しかしながら
、逆転写を触媒するために、改変されていない逆転写酵素を使用することは多くの理由か
ら非効率である。第一に、時として、逆転写酵素は、主として、逆転写酵素に存在する本
来備わっているRNaseH活性のために、第1鎖反応が開始または完了する前にRNA鋳型を分解
する。さらに、mRNA鋳型分子のミスプライミング(mis-priming)がcDNA第1鎖への誤りの導
入につながることがあり、その一方で、mRNA分子自体の二次構造が一部のmRNAに第1鎖合
成を行えなくすることがある。
【０００９】
　逆転写酵素のRNaseH活性を除去すると第1の問題が無くなり、逆転写の効率が改善され
る(ジェラルド(Gerard),G.F.ら,FOCUS 11(4):60(1989);ジェラルド,G.F.ら,FOCUS 14(3):
91(1992))。しかしながら、このような逆転写酵素s(「RNaseH-」形態)は、ミスプライミ



(5) JP 4634799 B2 2011.2.16

10

20

30

40

50

ングおよびmRNA二次構造のさらなる問題に対処しない。
【００１０】
　逆転写の効率に影響を及ぼす別の要因はRNAが二次構造を形成する能力である。例えば
、RNA分子の領域がハイブリダイズするのに十分な相補性を有し、二本鎖RNAを形成する場
合に、このような二次構造が形成することがある。一般的に、RNA分子を含む溶液の温度
を上げることによって、RNAの二次構造の形成を減らすことができる。従って、多くの場
合、37℃を超える温度でRNAを逆転写することが望ましい。しかしながら、当技術分野で
既知の逆転写酵素は、37℃よりかなり上の温度(例えば、50℃)でインキュベートされると
一般的に活性を失う。
【発明の開示】
【００１１】
発明の概要
　本発明は、前記の逆転写の制限を乗り越えるのに有用な逆転写酵素、このような酵素を
含む組成物、および方法を一部提供する。一般的に、本発明は、少なくとも1つの逆転写
酵素活性を有する1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、15など)ポリペプチ
ドを含む、核酸分子の逆転写に使用するための組成物を提供する。このような組成物は、
さらに、1つもしくはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5など)ヌクレオチド（例えば1つ
またはそれ以上の蛍光標識されたヌクレオチド、1つまたはそれ以上の放射標識したヌク
レオチドなど）、適切な緩衝液、および/または1つもしくはそれ以上の(例えば、1、2、3
、4、5、10、15など)DNAポリメラーゼを含んでもよい。本発明の組成物はまた、1つまた
はそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、15など)オリゴヌクレオチドプライマー、お
よび/または1つもしくはそれ以上の鋳型、および/または1つもしくはそれ以上の核酸分子
（これらはこのような鋳型の全てまたは一部に相補的である）を含んでもよい。
【００１２】
　本発明の逆転写酵素は、好ましくは、酵素の耐熱性が増大もしくは向上するように、お
よび/または酵素の忠実度が増大もしくは向上するように改変または変異されている。特
定の態様において、本発明の逆転写酵素は一本鎖(シングルサブユニット)でもよく、複数
の鎖(マルチサブユニット)でもよく、RNaseH活性が低下もしくは実質的に低下していても
よく、または検出可能なRNase活性を有さないか活性を欠いていてもよい。好ましくは、
本発明の酵素は、モロニーマウス白血病ウイルス(M-MLV)RNaseH-逆転写酵素、ラウス肉腫
ウイルス(RSV)RNaseH-逆転写酵素、鳥類骨髄芽球症ウイルス(AMV)RNaseH-逆転写酵素、ラ
ウス関連ウイルス(RAV)RNaseH-逆転写酵素、骨髄芽球症関連ウイルス(MAV)RNaseH-逆転写
酵素または他のASLV RNaseH-逆転写酵素、およびヒト免疫不全症ウイルス(HIV)RNaseH-逆
転写酵素、ならびにその変異体からなる群より選択される酵素である。好ましい組成物に
おいて、逆転写酵素は作用濃度で存在する。
【００１３】
　ある局面において、本発明は、耐熱性を増大させるか、または向上するように改変また
は変異されている逆転写酵素を含む。このような逆転写酵素の例として、以下からなる群
より選択されるアミノ酸に対応する位置で1つまたはそれ以上の改変または変異を含む酵
素が挙げられる:
(a)M-MLV逆転写酵素のロイシン52;
(b)M-MLV逆転写酵素のチロシン64;
(c)M-MLV逆転写酵素のリジン152;
(d)M-MLV逆転写酵素のヒスチジン204;
(e)M-MLV逆転写酵素のメチオニン289;
(f)M-MLV逆転写酵素のスレオニン306;および
(g)M-MLV逆転写酵素のフェニルアラニン309。
【００１４】
　特定の態様において、本発明は、ロイシン52がプロリンで置換され、チロシン64がアル
ギニンで置換され、リジン152がメチオニンで置換され、ヒスチジン204がアルギニンで置
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換され、メチオニン289がロイシンで置換され、スレオニン306がリジンもしくはアルギニ
ンのいずれかで置換され、および/またはフェニルアラニン309がアスパラギンもしくはセ
リンで置換されているM-MLV逆転写酵素に関する。さらに、前記のアミノ酸置換に対応す
る変化を含む、M-MLV逆転写酵素以外の逆転写酵素が本発明の範囲内に含まれる。
【００１５】
　さらなる局面において、本発明はまた、5分間50℃に加熱した後に、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%、または少なくとも約300%を保持する
耐熱性逆転写酵素を含む。
【００１６】
　前述のように、本発明の酵素は、多量体(例えば、二量体)を形成すると、または個々の
タンパク質分子として(すなわち、単量体の形で)逆転写酵素活性を示す逆転写酵素を含む
。多量体を形成すると逆転写酵素活性を示す逆転写酵素の例として、AMV、RSV、およびHI
V逆転写酵素が挙げられる。別々の個々のタンパク質として(すなわち、単量体の形で)逆
転写酵素活性を示す逆転写酵素の一例はM-MLV逆転写酵素である。
【００１７】
　本発明の多量体逆転写酵素は、ホモ多量体を形成してもよくヘテロ多量体を形成しても
よい。言い換えると、多量体タンパク質複合体のサブユニットは同一でもよく異なっても
よい。ヘテロ二量体逆転写酵素の一例は、一次アミノ酸配列が異なる2つのサブユニット
からなるAMV逆転写酵素である。より詳細には、既に述べたように、AMV逆転写酵素は、こ
れらのサブユニットの一方が他方のサブユニットのタンパク質分解処理によって生成され
る2つのサブユニットからなってもよい。従って、二量体AMV逆転写酵素は、アミノ酸配列
同一性の領域を共有するサイズが異なるサブユニットからなってもよい。
【００１８】
　本発明は、特に、変異も改変もされていない逆転写酵素と比較して核酸合成において酵
素を耐熱性にする1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15、20など)ア
ミノ酸変化が加えられている、逆転写酵素変異体または改変された逆転写酵素に関する。
表1に、本発明の耐熱性逆転写酵素および/または他の特徴(例えば、忠実度の増大、TdT活
性の減少など)を示す逆転写酵素を生成するための変異または改変の部位を一部の逆転写
酵素について列挙する。当業者に理解されるように、同定される1つまたはそれ以上のア
ミノ酸は、1つまたは多数のアミノ酸残基で欠失および/または置換されてもよい。好まし
い局面において、表1において同定される任意の1つまたはそれ以上のアミノ酸は、任意の
1つまたはそれ以上のアミノ酸（例えば、Ala、Arg、Asn、Asp、Cys、Gln、Glu、Gly、His
、Ile、Leu、Lys、Met、Phe、Pro、Ser、Thr、Trp、Tyr、および/またはVal）で置換され
てもよい。表1に示した改変は、好ましくは、本発明の耐熱性逆転写酵素を生じる。さら
なる耐熱性逆転写酵素ならびに他の特徴(例えば、忠実度の増大、TdT活性の減少など)を
示す逆転写酵素を生成するために、他の逆転写酵素における類似部位もしくは等価な部位
または対応する部位を変異または改変することができる。このように、本発明の逆転写酵
素は、以下の特性の1つまたはそれ以上を有してもよい：(a)高い温度での耐熱性の増大お
よび半減期の増大；(b)低下したか、実質的に低下したか、または検出可能でないRNaseH
活性、(c)低下したか、実質的に低下したか、または検出可能でない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活性、および/または(d)増大した忠実度。ある態様に
おいて、本発明の逆転写酵素は、上記に列挙した複数の特性を有してもよい（例えば、逆
転写酵素は、耐熱性の増大、RNaseH活性の低下、および忠実度の増大を有してもよい）。
【００１９】
　（表１）
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【００２０】
　前記で特定された位置で異なるアミノ酸を有する逆転写酵素を、異なるウイルス分離株
がコードし得ることを当業者は理解するだろう。このような分離株は、本発明の逆転写酵
素（例えば耐熱性逆転写酵素）を生成するように改変することができる。
【００２１】
　本発明の逆転写酵素は、以下の1つまたはそれ以上の以下の特性を有してもよい:(a)上
昇した温度における増加した耐熱性もしくは増加した半減期、(b)低下した、実質的に低
下した、もしくは検出不能なRNaseH活性、(c)低下した、もしくは実質的に低下したター
ミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ活性、および/または(d)増大した忠実
度。
【００２２】
　低下した、または実質的に低下したターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラ
ーゼ活性を有する本発明の酵素は、以下からなる群より選択されるアミノ酸に対応する位
置に1つまたはそれ以上の改変または変異を含んでもよい:
(a)M-MLV逆転写酵素のチロシン133;
(b)M-MLV逆転写酵素のスレオニン197;および
(c)M-MLV逆転写酵素のフェニルアラニン309。
【００２３】
　特定の態様において、本発明は、チロシン133がアラニンで置換され、スレオニン197が
グルタミン酸で置換され、および/またはフェニルアラニン309がアスパラギンで置換され
ているM-MLV逆転写酵素に関する。理解されるように、1つまたはそれ以上の同定されたア
ミノ酸は欠失および/または1つもしくは複数のアミノ酸残基により置換されてもよい。さ
らに、前記のアミノ酸置換に対応する変化を含む、M-MLV逆転写酵素以外の逆転写酵素が
本発明の範囲内に含まれる。
【００２４】
　さらに、増大した忠実度を示す酵素は、以下からなる群より選択されるアミノ酸に対応
する位置に1つまたはそれ以上の改変または変異を有してもよい:
(a)M-MLV逆転写酵素のチロシン64;
(b)M-MLV逆転写酵素のアルギニン116;
(c)M-MLV逆転写酵素のグルタミン190;および
(d)M-MLV逆転写酵素のバリン223。
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　理解されるように、同定された1つまたはそれ以上のアミノ酸は、欠失され、および/ま
たは任意の1つまたは多数のアミノ酸残基で置換されてもよい。さらに、上記に示された
ものに対応する代替物を含むM-MLV逆転写酵素以外の逆転写酵素が本発明に含まれる。
【００２６】
　ある態様において、本発明は、高い温度で、すなわち、37℃より高い温度で、改変また
は変異されていない逆転写酵素よりも長い半減期を伴う逆転写酵素活性を有する改変また
は変異された逆転写酵素（例えば、好ましくは、改変または変異されたレトロウイルス逆
転写酵素）を提供する。ある態様において、本発明の逆転写酵素の半減期は、50℃で5分
間よりも長く、好ましくは10分間より長くであり得る。ある態様において、本発明の逆転
写酵素は、（例えば、50℃において）約25分間以上の半減期、好ましくは約50分間以上、
より好ましくは約100分間以上、および最も好ましくは約200分間以上の半減期を有し得る
。
【００２７】
　ある態様において、本発明の逆転写酵素は、約10分間から約200分間まで、約10分間か
ら約150分間まで、約10分間から約100分間まで、約10分間から約75分間まで、約10分間か
ら約50分間まで、約10分間から約40分間まで、約10分間から約30分間まで、または約10分
間から約20分間までの50℃における半減期を有し得る。
【００２８】
　本発明の改変または変異された逆転写酵素（例えば、上記のような50℃における半減期
を有するもの）は、改変または変異されたレトロウイルス逆転写酵素であってもよい。本
発明に従う逆転写酵素は、M-MLV逆転写酵素、ASV逆転写酵素、HIV逆転写酵素、トリ肉腫-
白血病ウイルス（ASLV）逆転写酵素、ラウス肉腫ウイルス（RSV）逆転写酵素、トリ骨髄
芽球症ウイルス（AMV）逆転写酵素、トリ赤芽球症ウイルス（AEV）ヘルパーウイルスMCAV
逆転写酵素、トリ骨髄球腫症ウイルスMC29ヘルパーウイルスMCAV逆転写酵素、トリ細網内
皮症ウイルス（REV-T）ヘルパーウイルスREV-A逆転写酵素、トリ肉腫ウイルスUR2ヘルパ
ーウイルスUR2AV逆転写酵素、トリ肉腫ウイルスY73ヘルパーウイルスYAV逆転写酵素、ラ
ウス関連ウイルス（RAV）逆転写酵素、骨髄芽球腫関連ウイルス（MAV）逆転写酵素、およ
び逆転写酵素を有する上記の任意の断片からなる群より選択され得る。
【００２９】
　本発明の改変または変異された逆転写酵素は、対応する改変または変異されていない逆
転写酵素の逆転写活性よりも長い、55℃における半減期を伴う逆転写活性（例えば、RNA
依存性DNAポリメラーゼ活性）を有し得る。例えば、His6-H

-RTへのH204R、M289R、T306K
、およびF309Nの変異の導入は、55℃での半減期を1.6分間から8.1分間に増大する（表9を
参照されたい）。55℃においては、本発明の改変または変異された逆転写酵素の逆転写活
性の半減期は、約2分間より長く、約3分間より長く、約4分間より長く、約5分間より長く
、約6分間より長く、約7分間より長く、約8分間より長く、約10分間より長く、約15分間
より長く、約20分間より長く、または約30分間より長くであり得る。55℃においては、本
発明の改変または変異された逆転写酵素の逆転写活性の半減期は、
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であり得る。このような逆転写酵素は、改変または変異されたレトロウイルス逆転写酵素
であり得る。
【００３０】
　本発明の改変または変異された逆転写酵素（例えば、上記のような55℃における半減期
を有するもの）は、改変または変異されたレトロウイルス逆転写酵素であってもよい。本
発明に従う変異された逆転写酵素は、M-MLV逆転写酵素、ASV逆転写酵素、HIV逆転写酵素
、トリ肉腫-白血病ウイルス（ASLV）逆転写酵素、ラウス肉腫ウイルス（RSV）逆転写酵素
、トリ骨髄芽球症ウイルス（AMV）逆転写酵素、トリ赤芽球症ウイルス（AEV）ヘルパーウ
イルスMCAV逆転写酵素、トリ骨髄球腫症ウイルスMC29ヘルパーウイルスMCAV逆転写酵素、
トリ細網内皮症ウイルス（REV-T）ヘルパーウイルスREV-A逆転写酵素、トリ肉腫ウイルス
UR2ヘルパーウイルスUR2AV逆転写酵素、トリ肉腫ウイルスY73ヘルパーウイルスYAV逆転写
酵素、ラウス関連ウイルス（RAV）逆転写酵素、骨髄芽球腫関連ウイルス（MAV）逆転写酵
素、および逆転写酵素を有する上記の任意の断片からなる群より選択され得る。
【００３１】
　本発明の逆転写酵素は、高い温度において他の逆転写酵素よりもより多くの産物（例え
ば、全長産物）を産生し得る。1つの局面において、全長産物合成の比較は、他の反応条
件を同様にまたは同じに保持しながら、異なる温度（例えば、1つのより低い温度（例え
ば、37℃と50℃の間）、および1つのより高い温度（例えば、50℃と78℃との間））にお
いてなされる。産生された全長産物の量は、当技術分野において周知の技術を使用して、
例えば、第1の温度（例えば、37℃、38℃、39℃、40℃など）において逆転写反応を実行
すること、産生された全長転写物の量を決定すること、第1の温度よりも高い温度（例え
ば、45℃、50℃、52.5℃、55℃など）において第2の逆転写反応を実行すること、および2
つの温度において産生された量を比較することによって、決定され得る。便利な型の比較
は、第2の（すなわち、上昇した）温度において産生される第1の温度において産生される
全長産物のパーセンテージを決定することである。2つの反応のために使用される反応条
件（例えば、塩濃度、緩衝液濃度、pH、二価金属イオン濃度、ヌクレオシド三リン酸濃度
、鋳型濃度、逆転写酵素濃度、プライマー濃度、反応が行われる時間の長さなど）は、好
ましくは両方の反応について同じである。適切な反応条件には、約1nM～約1μM、約100nM
～約1μM、約300nM～約750nM、または約400nM～約600nMの鋳型濃度、および約1nM～約1μ
M、約10nM～約500nM、約50nM～約250nM、または約75nM～約125nMの逆転写酵素が含まれる
がこれらに限定されない。逆転写酵素濃度に対する鋳型濃度の比率は、約100:1～約1:1、
約50:1～約1:1、約25:1～約1:1、約10:1～約1:1、約5:1～約1:1、または約2.5:1～約1:1
であり得る。反応は、約5分間から約5時間、約10分間から約2.5時間、約30分間から約2時
間、約45分間から約1.5時間、または約45分間から約1時間実行され得る。適切な反応時間
は約1時間である。他の適切な反応条件は、日常的な技術を使用して当業者によって決定
され得、このような条件の例は以下に提供される。
【００３２】
　上昇した温度において本発明の逆転写酵素によって産生された全長産物の量が、より低
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い温度において同じ逆転写酵素によって産生された全長産物の量と比較される場合、本発
明の逆転写酵素は、より低い温度において産生される全長産物の量の25%、35%、45%、55%
、65%、75%、85%、95%、100%以上を産生し得る。ある場合において、本発明の逆転写酵素
は、より低い温度において逆転写酵素によって産生される全長産物の量よりも、より高い
温度において多くの全長産物の量（例えば、1%～約100%多くの量）を産生し得る。1つの
局面において、本発明の逆転写酵素は、より高い温度において作られる全長産物の量と比
較してより低い温度においてほぼ同じ量の全長産物（例えば、25%以下の違い）を産生す
る。
【００３３】
　本発明の逆転写酵素は、一定量の全長産物を合成するものであり得、ここで、50℃にお
いて合成される全長産物の量は、40℃においてそれが合成する全長産物の10%以上（例え
ば、約10%～約95%、約10%～約80%、約10%～約70%、約10%～約60%、約10%～約50%、約10%
～約40%、約10%～約30%、または約10%～約20%）である。ある態様において、本発明の逆
転写酵素は、50℃において合成される全長産物の量が、40℃においてそれが合成する全長
産物の量の50%以上（例えば、約50%～約95%、約50%～約80%、約50%～約70%、または約50%
～約60%）であるものである。ある態様において、本発明の逆転写酵素は、50℃において
合成される全長産物の量が、40℃においてそれが合成する全長産物の量の75%以上（例え
ば、約75%～約95%、約75%～約90%、約75%～約85%、または約75%～約80%）であるものであ
る。他の態様において、本発明の逆転写酵素は、50℃において合成される全長産物の量が
、40℃においてそれが合成する全長産物の量の85%以上（例えば、約85%～約95%または約8
5%～約90%）であるものである。
【００３４】
　本発明の逆転写酵素は、一定量の全長産物を合成するものであり得、ここで、52.5℃に
おいて合成される全長産物の量は、40℃においてそれが合成する全長産物の10%以上

である。ある態様において、52.5℃において合成される全長産物の量は、40℃においてそ
れが合成する全長産物の量の30%以上（例えば、約30%～約70%、約30%～約60%、約30%～約
50%、または約30%～約40%）である。ある態様において、52.5℃において合成される全長
産物の量は、40℃においてそれが合成する全長産物の量の50%以上（例えば、約50%～約70
%、約50%～約65%、約50%～約60%、または約50%～約55%）である。
【００３５】
　本発明の逆転写酵素は、一定量の全長産物を合成するものであり得、ここで、55℃にお
いて合成される全長産物の量は、40℃においてそれが合成する全長産物の1%以上（例えば
、約1%～約30%、約1%～約25%、約1%～約20%、約1%～約15%、約1%～約10%、または約1%～
約5%）である。ある態様において、55℃において合成される全長産物の量は、40℃におい
てそれが合成する全長産物の量の5%以上（例えば、約5%～約30%、約5%～約25%、約5%～約
20%、約5%～約15%、または約5%～約10%）である。ある態様において、55℃において合成
される全長産物の量は、40℃においてそれが合成する全長産物の量の10%以上
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である。
【００３６】
　別の局面において、本発明の逆転写酵素は対応する変異または改変されていない逆転写
酵素（例えば、対照逆転写酵素）と比較して、1つまたは多数の上昇した温度において、
より多くの核酸産物（例えば、cDNA）および好ましくは、より多くの全長産物を産生する
ことができる。このような比較は、典型的には、同様のまたは同じ反応条件下でなされ、
対照逆転写酵素によって合成される産物の量は、本発明の逆転写酵素によって合成される
産物の量と比較される。好ましくは、本発明の逆転写酵素は、同じ反応条件および温度の
下で対応する対照逆転写酵素と比較して、少なくとも約5%、少なくとも10%、少なくとも1
5%、少なくとも25%、少なくとも50%、少なくとも75%、少なくとも100%、または少なくと
も200%多い産物または全長産物を産生する。本発明の逆転写酵素は、好ましくは、同じ反
応条件およびインキュベーション温度の下で、対照逆転写酵素と比較して、約10%～約200
%、約25%～約200%、または約100%～約200%多い産物または全長産物を産生する。本発明の
逆転写酵素は、好ましくは、同じ反応条件および温度の下で対照逆転写酵素（例えば、対
応する変異または改変されていない逆転写酵素）と比較して、少なくとも2倍、少なくと
も3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍、少なくとも7倍、少なくとも8倍
、少なくとも9倍、少なくとも10倍、少なくとも25倍、少なくとも50倍、少なくとも75倍
、少なくとも100倍、少なくとも150倍、少なくとも200倍、少なくとも300倍、少なくとも
400倍、少なくとも500倍、少なくとも1000倍、少なくとも5,000倍、または少なくとも10,
000倍多くの産物または全長産物を産生する。本発明の逆転写酵素は、同じ反応条件およ
び温度の下で対照逆転写酵素よりも、2～10,000、5～10,000、10～5,000、50～5,000、50
～500、2～500、5～500、5～200、5～100、または5～75倍多くの産物または全長産物を産
生する。
【００３７】
　1つの局面において、50℃において本発明の逆転写酵素は対照逆転写酵素（これは好ま
しくは対応する野生型逆転写酵素である）よりも、少なくとも25%多く、好ましくは少な
くとも50%多く、およびより好ましくは少なくとも100%多くの核酸産物または全長産物を
産生する。別の局面において、52.5℃において、本発明の逆転写酵素は、対照逆転写酵素
と比較して、少なくとも1.5倍、少なくとも2倍、少なくとも2.5倍、少なくとも3倍、少な
くとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍、少なくとも7倍、少なくとも8倍、少なくと
も9倍、少なくとも10倍の量の核酸産物または全長産物を産生する。別の局面において、5
5℃において、本発明の逆転写酵素は、対照逆転写酵素と比較して、少なくとも2倍、少な
くとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも25倍、少な
くとも50倍、少なくとも75倍、少なくとも100倍の量の核酸産物または全長産物を産生す
る。このような比較は、好ましくは、同じ反応条件および温度の下でなされる。
【００３８】
　本発明の改変または変異された逆転写酵素は、対応する改変または変異されていない逆
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転写酵素と比較して、上昇した温度において耐熱性の増大を有し得る。それらはRNA鋳型
の存在下または非存在下において耐熱性の増大を示し得る。ある例において、本発明の逆
転写酵素は、RNA鋳型の存在下と非存在下の両方で耐熱性の増大を示し得る。当業者は、
逆転写酵素が典型的にはRNA鋳型の存在下でより耐熱性であることを認識する。耐熱性の
増大は、本発明の改変または変異された逆転写酵素の適切なパラメーターを、対応する改
変または変異されていない逆転写酵素のそれらと比較することによって測定され得る。比
較するための適切なパラメーターには、同じ温度において対応する改変または変異されて
いない逆転写酵素によって合成された産物および/または全長産物の量と比較した、上昇
した温度において改変または変異された逆転写酵素によって合成された産物および/また
は全長産物の量、ならびに/あるいは、対応する改変または変異されていない逆転写酵素
のそれと比較した、上昇した温度における改変または変異された逆転写酵素の上昇した温
度における逆転写酵素活性の半減期が含まれるがこれらに限定されない。
【００３９】
　本発明の改変または変異された逆転写酵素は、例えば、対応する変異または改変されて
いない逆転写酵素と比較して、少なくとも約1.5倍（例えば、約1.5倍～約100倍、約1.5倍
～約50倍、約1.5倍～約25倍、または約1.5倍～約10倍）の50℃における耐熱性の増大を有
し得る。本発明の逆転写酵素は、例えば、対応する変異または改変されていない逆転写酵
素と比較して、少なくとも約10倍（例えば、約10倍～約100倍、約10倍～約50倍、約10倍
～約25倍、または約10倍～約15倍）の50℃における耐熱性の増大を有し得る。本発明の逆
転写酵素は、例えば、対応する変異または改変されていない逆転写酵素と比較して、少な
くとも約25倍（例えば、約25倍～約100倍、約25倍～約75倍、約25倍～約50倍、または約2
5倍～約35倍）の50℃における耐熱性の増大を有し得る。
【００４０】
　本発明はまた、改変または変異された耐熱性逆転写酵素を意図し、ここで、この逆転写
酵素は、例えば、対応する変異または改変されていない逆転写酵素と比較して、52.2℃に
おいて約1.5倍より高い（例えば、約1.5倍～約100倍、約1.5倍～約50倍、約1.5倍～約25
倍、または約1.5倍～約10倍）の耐熱性の増大を有する。本発明の逆転写酵素は、例えば
、対応する変異または改変されていない逆転写酵素と比較して、52.2℃において少なくと
も約10倍（例えば、約10倍～約100倍、約10倍～約50倍、約10倍～約25倍、または約10倍
～約15倍）の耐熱性の増大を有し得る。本発明の逆転写酵素は、例えば、対応する変異ま
たは改変されていない逆転写酵素と比較して、52.2℃において少なくとも約25倍（例えば
、約25倍～約100倍、約25倍～約75倍、約25倍～約50倍、または約25倍～約35倍）の耐熱
性の増大を有し得る。
【００４１】
　他の態様において、本発明は、耐熱性逆転写酵素を提供し、ここで、この逆転写酵素は
、対応する変異または改変されていない逆転写酵素と比較して、55℃において約1.5倍よ
り高い（例えば、約1.5倍～約100倍、約1.5倍～約50倍、約1.5倍～約25倍、または約1.5
倍～約10倍）の耐熱性の増大を有する。ある態様において、本発明の逆転写酵素は、対応
する変異または改変されていない逆転写酵素と比較して、55℃において少なくとも約10倍
（例えば、約10倍～約100倍、約10倍～約50倍、約10倍～約25倍、または約10倍～約15倍
）の耐熱性の増大を有し得る。ある態様において、本発明の逆転写酵素は、対応する変異
または改変されていない逆転写酵素と比較して、55℃において少なくとも約25倍（例えば
、約25倍～約100倍、約25倍～約75倍、約25倍～約50倍、または約25倍～約35倍）の耐熱
性の増大を有し得る。
【００４２】
　本発明は、逆転写酵素、このような酵素を含む組成物およびキット、ならびに逆転写酵
素によって標識される核酸を調製する際に有用な方法を提供する。一般的に、本発明は、
合成される標識される核酸分子への本発明のポリペプチド（例えば、上記に同定した1つ
またはそれ以上の変異を有する逆転写酵素）の使用に関する。ある態様において、本発明
のポリペプチドはヘテロ二量体であり得、より詳細には、HIV RTおよびASLV RTのような2
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つのサブユニットの酵素（例えば、二量体）であり得る。ある態様において、本発明のポ
リペプチドは、シングルサブユニットの酵素（例えば、M-MLV逆転写酵素）であり得る。
好ましくは、このような標識は、改変されたヌクレオチド（例えば、標識されたヌクレオ
チド、特に蛍光標識されたヌクレオチド、ヌクレオチドアナログなど）および1つまたは
それ以上の核酸鋳型（好ましくは、RNAおよび最も好ましくはmRNA）を含む。本発明に従
って、1種またはそれ以上の鋳型のすべてまたは一部に相補的な1つまたはそれ以上の標識
された核酸分子が合成される。標識された核酸分子は、好ましくは、合成される分子に取
り込まれた1つまたはそれ以上の標識されたヌクレオチドを有し、および好ましい局面に
おいて、その標識は1つまたはそれ以上の蛍光標識である（これは同じかまたは異なり得
る）。別の局面において、ヌクレオチドは、本発明の逆転写酵素を使用する核酸合成の間
に使用されて、1つまたはそれ以上の鋳型のすべてまたは一部に相補的な1つまたはそれ以
上の核酸分子を産生する。このような局面において、合成される核酸分子に取り込まれる
このようなヌクレオチドは、1種またはそれ以上の標識を含むように改変され得（取り込
みの前または後で）、次いでこれが検出され得る。
【００４３】
　本発明はまた、本発明における使用のための組成物に関し、このような組成物は、本発
明の1つまたはそれ以上のポリペプチド（例えば、M-MLV RTのようなシングルサブユニッ
トおよび/またはHIVおよびASLV RTのようなマルチサブユニット）を含み得る。このよう
な組成物は、1種またはそれ以上のヌクレオチド、適切な緩衝液、および/または1種また
はそれ以上のDNAポリメラーゼをさらに含み得る。本発明の組成物はまた、1種またはそれ
以上のプライマーを含み得る。これらの組成物中の逆転写酵素は、好ましくはRNase H活
性を有するか、またはRNase H活性が減少するかもしくは実質的に減少しており、および
最も好ましくは、モロニーマウス白血病ウイルス（M-MLV）逆転写酵素、ラウス肉腫ウイ
ルス（RSV）逆転写酵素、トリ骨髄芽球症ウイルス（AMV）逆転写酵素、ラウス関連ウイル
ス（RAV）逆転写酵素、骨髄芽球腫関連ウイルス（MAV）逆転写酵素、およびヒト免疫不全
ウイルス（HIV）逆転写酵素、または他のASLV逆転写酵素からなる群より選択される酵素
である。本発明の逆転写酵素は、1つまたはそれ以上のサブユニットから構成され得る（
これらは同じかまたは異なり得る）。2つのサブユニットのRTが本発明の実施において使
用される場合、このような酵素は、このようなサブユニットの種々の形態および組み合わ
せ（例えば、αβ、αα、ββなど）、およびこれらの変異体、改変体、または誘導体を
含み得る。好ましい組成物において、逆転写酵素は、作用する濃度で存在する。
【００４４】
　本発明はまた、1種またはそれ以上の核酸分子および/または標識された核酸分子を作製
するための方法に関する。1種またはそれ以上の核酸鋳型（好ましくは1種またはそれ以上
のRNA、および最も好ましくは1種またはそれ以上のメッセンジャーRNA鋳型）を、逆転写
酵素活性を有する本発明の1種またはそれ以上のポリペプチドと混合する段階、およびそ
の混合物を、1種またはそれ以上の核酸鋳型のすべてまたは一部に相補的な第1の核酸分子
を合成するのに十分な条件下でインキュベートする段階を含み、ここで、上記少なくとも
1つの上記合成された分子は任意に標識され、および/または1つまたはそれ以上の標識さ
れたヌクレオチドを含み、ならびに/あるいは、ここで上記合成された分子は任意に1つま
たはそれ以上の標識を含むように改変され得る。好ましい態様において、1つまたはそれ
以上の核酸分子は、一本鎖cDNA分子である。本発明のこの局面に従う逆転写酵素のために
適切な核酸鋳型には、任意の核酸分子または核酸分子の集団（好ましくはRNA、および最
も好ましくはmRNA）、特に細胞または組織由来のものが含まれる。好ましい局面において
、mRNA分子の集団（典型的には細胞または組織から得られる、多数の異なるmRNA分子）は
、本発明に従って、標識されたcDNAを作製するために使用される。核酸鋳型の好ましい供
給源には、ウイルス、ウイルス感染した細胞、細菌細胞、真菌細胞、植物細胞、および動
物細胞が含まれる。
【００４５】
　本発明はまた、1つまたはそれ以上の二本鎖核酸分子（これらは任意に選択され得る）
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を作製するための方法に関する。このような方法は、以下の段階を含む: (a)1種またはそ
れ以上の核酸鋳型（好ましくは、RNAまたはmRNA、およびより好ましくはmRNA鋳型の集団
）を、逆転写酵素活性を有する本発明の1種またはそれ以上のポリペプチドと混合する段
階；(b)その1種またはそれ以上の鋳型のすべてまたは一部に相補的である1種またはそれ
以上の第1の核酸分子を作製するのに十分な条件下で、その混合物をインキュベートする
段階；および(c)1種またはそれ以上の第1の核酸分子に相補的な1種またはそれ以上の第2
の核酸分子を作製するのに十分な条件下でその1種またはそれ以上の第1の核酸分子をイン
キュベートし、それによって第1の核酸分子および第2の核酸分子を含む1種またはそれ以
上の二本鎖核酸分子を形成する段階。本発明に従って、第1の核酸分子および/または第2
の核酸分子は標識されてもよい（例えば、1つもしくはそれ以上の同じかもしくは異なる
標識されたヌクレオチドを含んでもよく、および/または同じかもしくは異なる標識を含
むように改変されてもよい）。このように、標識されたヌクレオチドは、一方または両方
の合成段階の使用を含んでもよい。このような方法は、1種またはそれ以上の二本鎖核酸
分子を作製するプロセスの一部として1種またはそれ以上のDNAポリメラーゼの使用を含ん
でもよい。本発明はまた、このような二本鎖核酸分子を作製するために有用な組成物に関
する。このような組成物は、1種またはそれ以上の本発明の逆転写酵素、および任意に、1
種またはそれ以上のDNAポリメラーゼ、適切な緩衝液、および/または1種またはそれ以上
のヌクレオチド（好ましくは標識されたヌクレオチドを含む）を含む。
【００４６】
　本発明はまた、上記の方法に従って産生された核酸分子および/または標識された核酸
分子（好ましくは、一本鎖または二本鎖のcDNA分子）、ならびにこれらの核酸分子を含む
キットに関する。このような分子またはキットは、核酸分子を検出するために（例えば、
ハイブリダイゼーションによって）または診断目的のために使用され得る。
【００４７】
　本発明はまた、本発明の方法における使用のためのキットに関する。このようなキット
は、核酸分子および/または標識された核酸分子（一本鎖または二本鎖）を作製するため
に使用され得る。本発明のキットは、厳重な密封でそこに1つまたはそれ以上の容器（例
えば、バイアル、チューブ、ボトルなど）を有するキャリア（例えば、ボックスまたはカ
ートン）を含み得る。本発明のキットにおいて、第１の容器は、1種もしくはそれ以上の
本発明の逆転写酵素、または本発明の1つもしくはそれ以上の組成物を含み得る。本発明
のキットはまた、同じかまたは異なる容器中に、1種またはそれ以上のDNAポリメラーゼ（
好ましくは、耐熱性DNAポリメラーゼ）、核酸合成のために適切な緩衝液、および1種また
はそれ以上のヌクレオチドから選択される少なくとも1つの成分をを含み得る。代替とし
て、キットの成分は、別々の容器に分けられてもよい。1つの局面において、本発明のキ
ットは、RNase H活性を有するか、またはRNase活性が低下しているかもしくはRNase H活
性が実質的に低下している（すなわち、RNase H活性を欠くかまたは検出可能なRNase H活
性を有しない）逆転写酵素を含む。このようなRTは、好ましくは、M-MLV逆転写酵素、RSV
逆転写酵素、AMV逆転写酵素、RAV逆転写酵素、MAV逆転写酵素、およびHIV逆転写酵素から
なる群より選択される。本発明のさらに好ましいキットにおいて、容器中の酵素（例えば
、逆転写酵素および/またはDNAポリメラーゼ）は作用する濃度で存在する。
【００４８】
　特定の態様において、本発明の逆転写酵素は、M-MLV逆転写酵素、HIV逆転写酵素、AMV
逆転写酵素、および/またはRSV逆転写酵素を含まない可能性がある。従って、例えば、あ
る態様において、本発明は、HIV逆転写酵素でない、耐熱性が増大した逆転写酵素に関す
る。他の態様において、本発明は、M-MLV逆転写酵素でない、耐熱性が増大した逆転写酵
素に関する。さらに他の態様において、本発明は、AMV逆転写酵素でない、耐熱性が増大
した逆転写酵素に関する。さらに他の態様において、本発明は、RSV逆転写酵素でない、
耐熱性が増大した逆転写酵素に関する。
【００４９】
　本発明はまた、本発明の逆転写酵素変異体または改変された逆転写酵素をコードする遺
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伝子または核酸分子を含む核酸分子(例えば、ベクター)（またはポリメラーゼ活性を有す
る断片を含むこれらの断片）およびこのようなDNAまたは他の核酸分子を含む宿主細胞に
関する。関心対象の遺伝子または核酸分子を発現するために、原核細胞および真核細胞を
含む任意の数の宿主細胞を使用することができる。特定の態様において、本発明の逆転写
酵素を発現するために原核細胞が用いられる。本発明との使用に適した原核生物宿主の一
例は、大腸菌である。本発明との使用に適した真核生物宿主の例として、菌類細胞(例え
ば、サッカロマイセス・セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)細胞、ピチア・パストリ
ス(Pichia pastoris)細胞など)、植物細胞、および動物細胞(例えば、キイロショウジョ
ウバエ(Drosophila melanogaster)細胞、スポドプテラ・フルギペルダ(Spodoptera frugi
perda)Sf9およびSf21細胞、トリコプルサハイファイブ(Trichoplusa High-Five)細胞、線
虫(C.elegans)細胞、アフリカツメガエル(Xenopus laevis)細胞、CHO細胞、COS細胞、VER
O細胞、BHK細胞など)が挙げられる。好ましくは、本発明のポリペプチドは、野生型の細
胞もしくは生物または組換え細胞もしくは生物でもよいこ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、このようなポリペプ
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うる。
【００５０】
　本発明はまた、本発明の逆転写酵素を生成する方法であり、以下の段階を含む方法に関
する:
(a)本発明の逆転写酵素をコードする遺伝子または他の核酸分子を含む宿主細胞を培養す
る段階(好ましくは、このような逆転写酵素の遺伝子または他の核酸分子は宿主細胞内に
おいてベクターに含まれる);
(b)該遺伝子または該核酸分子を発現させる段階;および
(c)該逆転写酵素を単離または精製する段階。
【００５１】
　本発明はまた、1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15など)核酸分
子を作製する方法であり、以下の段階を含む方法に関する:1つまたはそれ以上の(例えば
、1、2、3、4、5、10、12、15など)核酸鋳型(好ましくは、1つまたはそれ以上のRNA鋳型
、最も好ましくは、1つまたはそれ以上のメッセンジャーRNA鋳型もしくはメッセンジャー
RNA鋳型の集団)と1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、15など)本発明の逆
転写酵素を混合する段階;および1つまたはそれ以上の核酸鋳型の全てまたは一部と相補的
な1つまたはそれ以上の第1の核酸分子を作製するのに十分な条件下で、混合物をインキュ
ベートする段階。ある態様において、混合物は高温、すなわち37℃を上回る温度でインキ
ュベートされる。特定の態様において、高温は、約40℃以上、約45℃以上、約50℃以上、
約51℃以上、約52℃以上、約53℃以上、約54℃以上、約55℃以上、約56℃以上、約57℃以
上、約58℃以上、約59℃以上、約60℃以上、約61℃以上、約62℃以上、約63℃以上、約64
℃以上、約65℃以上、約66℃以上、約67℃以上、約68℃以上、約69℃以上、約70℃以上、
約71℃以上、約72℃以上、約73℃以上、約74℃以上、約75℃以上、約76℃以上、約77℃以
上、または約78℃以上からの温度でもよい。高温は、
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の範囲内の温度でもよい。高温は、約37℃～約75℃、約40℃～約75℃、約45℃～約75℃、
約50℃～約75℃、約51℃～約75℃、約52℃～約75℃、約53℃～約75℃、約54℃～約75℃、
約55℃～約75℃の温度範囲でもよい。他の態様において、高温は、約50℃～約70℃、約51
℃～約70℃、約52℃～約70℃、約53℃～約70℃、約54℃～約70℃、約55℃～約70℃、約56
℃～約65℃、約56℃～約64℃、または約56℃～約62℃の範囲内でもよい。他の態様におい
て、高温は、約46℃～約60℃、約47℃～約60℃、約49℃～約60℃、約51℃～約60℃、約53
℃～約60℃、または約54℃～約60℃の範囲内でもよい。さらなる特定の態様において、第
1の核酸分子は一本鎖cDNAである。本発明はさらに、上記の方法によって調製された核酸
分子、ならびにこのような方法において使用され、およびこのような方法によって形成さ
れた反応混合物をさらに含む。インキュベーションのためのこのような条件には、1つも
しくはそれ以上の緩衝液もしくは緩衝剤の塩、1種もしくはそれ以上のプライマー（例え
ば、オリゴdTプライマー）、および/または1種もしくはそれ以上のオリゴヌクレオチド（
例えば、1種またはそれ以上のヌクレオシド三リン酸）が含まれてもよい。本発明はまた
、1種またはそれ以上のプライマー、1種またはそれ以上のヌクレオチド、および1種また
はそれ以上の適切な緩衝液からなる群より選択される1種またはそれ以上の成分を含む1種
またはそれ以上の核酸分子を作製するための組成物に関する。
【００５２】
　本発明のこの局面による逆転写に適した核酸鋳型として、任意の核酸分子または核酸分
子の集団(好ましくはRNA、最も好ましくはmRNA)、特に、細胞または組織に由来する核酸
分子が挙げられる。特定の局面において、本発明に従ってcDNAライブラリーを作製するた
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めにmRNA分子の集団(多数の異なるmRNA分子、一般的に、特定の細胞または組織タイプか
ら得られる)が用いられる。核酸鋳型の細胞供給源の例として、細菌細胞、菌類細胞、植
物細胞、および動物細胞が挙げられる。
【００５３】
　本発明はまた、1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15など)二本鎖
核酸分子を作製する方法に関する。このような方法は、以下の段階を含む:(a)1つまたは
それ以上の核酸鋳型(好ましくは、RNAまたはmRNA、より好ましくは、mRNA鋳型の集団)と1
つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、15など)本発明の逆転写酵素を混合す
る段階;(b)1つまたはそれ以上の鋳型の全てまたは一部と相補的な1つまたはそれ以上の第
1の核酸分子を作製するのに十分な条件下で、混合物をインキュベートする段階;および(c
)1つまたはそれ以上の第1の核酸分子の全てまたは一部と相補的な1つまたはそれ以上の第
2の核酸分子を作製するのに十分な条件下で、1つまたはそれ以上の第1の核酸分子をイン
キュベートし、それによって第1の核酸分子および第2の核酸分子を含む1つまたはそれ以
上の二本鎖核酸分子を形成する段階。ある態様において、段階(b)のインキュベーション
は高温で行われる。いくつかの態様においては、条件は標識されたヌクレオチド使用を含
んでも良く、二重鎖核酸分子を標識してもよい。特定の態様において、高温は、約40℃以
上、約45℃以上、約50℃以上、約51℃以上、約52℃以上、約53℃以上、約54℃以上、約55
℃以上、約56℃以上、約57℃以上、約58℃以上、約59℃以上、約60℃以上、約61℃以上、
約62℃以上、約63℃以上、約64℃以上、約65℃以上、約66℃以上、約67℃以上、約68℃以
上、約69℃以上、約70℃以上、約71℃以上、約72℃以上、約73℃以上、約74℃以上、約75
℃以上、約76℃以上、約77℃以上、または約78℃以上からの温度でもよい。高温は、
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の範囲内の温度でもよい。高温は、約37℃～約75℃、約40℃～約75℃、約45℃～約75℃、
約50℃～約75℃、約51℃～約75℃、約52℃～約75℃、約53℃～約75℃、約54℃～約75℃、
約55℃～約75℃の温度範囲でもよい。他の態様において、高温は、約50℃～約70℃、約51
℃～約70℃、約52℃～約70℃、約53℃～約70℃、約54℃～約70℃、約55℃～約70℃、約56
℃～約65℃、約56℃～約64℃、または約56℃～約62℃の範囲内でもよい。他の態様におい
て、高温は、約46℃～約60℃、約47℃～約60℃、約49℃～約60℃、約51℃～約60℃、約53
℃～約60℃、または約54℃～約60℃の範囲内でもよい。このような条件は1つまたはそれ
以上の適した緩衝液または緩衝塩、1つまたはそれ以上のプライマー（オリゴdTプライマ
ーなど）、および1つまたはそれ以上のヌクレオチドの使用を含んでもよい。このような
方法は、1つまたはそれ以上の二本鎖核酸分子を作製するプロセスの一部として1つまたは
それ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15など)DNAポリメラーゼの使用を含んでも
よい。このようなDNAポリメラーゼは、好ましくは、耐熱性DNAポリメラーゼであり、最も
好ましくは、DNAポリメラーゼを用いて達成される核酸合成は高温(すなわち、37℃を超え
る温度)で行われる。本発明はまた、このような二本鎖核酸分子の作製に有用な組成物に
関する。このような組成物は、1つもしくはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12
、15、20など)本発明の逆転写酵素、選択的に、1つもしくはそれ以上のDNAポリメラーゼ
、適切な緩衝液、1つもしくはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15など)プラ
イマー、および/または1つもしくはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5など)ヌクレオチ
ドを含む。本発明は上記の方法によって調整された核酸分子、およびこのような方法で使
用されたまたは生成された反応混合物をさらに含む。
【００５４】
　本発明はまた核酸分子を増幅する方法に関する。このような増幅方法は、前記のように
生成された1つまたはそれ以上の二本鎖核酸分子と1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3
、4、5、10、12、15など)DNAポリメラーゼ(好ましくは、耐熱性DNAポリメラーゼ)を混合
する段階、および二本鎖核酸分子を増幅するのに十分な条件下で、混合物をインキュベー
トする段階を含む。第1の態様において、本発明は核酸分子を増幅する方法であり、以下
の段階を含む方法に関する:(a)1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、1
5、20など)核酸鋳型(好ましくは、1つまたはそれ以上のRNAまたはmRNA鋳型、最も好まし
くは、mRNA鋳型の集団)と、1つまたはそれ以上の本発明の逆転写酵素と、1つまたはそれ
以上のDNAポリメラーゼを混合する段階、および(b)1つまたはそれ以上の鋳型の全てまた
は一部と相補的な核酸分子を増幅するのに十分な条件下で、混合物をインキュベートする
段階。ある態様において、段階(b)のインキュベーションは高温で行われる。特定の態様
において、高温は、約40℃以上、約45℃以上、約50℃以上、約51℃以上、約52℃以上、約
53℃以上、約54℃以上、約55℃以上、約56℃以上、約57℃以上、約58℃以上、約59℃以上
、約60℃以上、約61℃以上、約62℃以上、約63℃以上、約64℃以上、約65℃以上、約66℃
以上、約67℃以上、約68℃以上、約69℃以上、約70℃以上、約71℃以上、約72℃以上、約
73℃以上、約74℃以上、約75℃以上、約76℃以上、約77℃以上、または約78℃以上からの
温度でもよい。高温は、
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の範囲内の温度でもよい。高温は、約37℃～約75℃、約40℃～約75℃、約45℃～約75℃、
約50℃～約75℃、約51℃～約75℃、約52℃～約75℃、約53℃～約75℃、約54℃～約75℃、
約55℃～約75℃の範囲内でもよい。他の態様において、高温は、約50℃～約70℃、約51℃
～約70℃、約52℃～約70℃、約53℃～約70℃、約54℃～約70℃、約55℃～約70℃、約56℃
～約65℃、約56℃～約64℃、または約56℃～約62℃の範囲内でもよい。他の態様において
、高温は、約46℃～約60℃、約47℃～約60℃、約49℃～約60℃、約51℃～約60℃、約53℃
～約60℃、または約54℃～約60℃の範囲内でもよい。
【００５５】
　好ましくは、本発明の、本発明の方法で使用される、および/または本発明の組成物中
に存在する逆転写酵素は、(1)RNaseH活性が低下しているか、もしくは実質的に低下して
いる、(2)TdT活性が低下しているか、もしくは実質的に低下している、および/または(3)
増大した忠実度を示す。好ましくは、本発明で使用されるDNAポリメラーゼは、3'エキソ
ヌクレアーゼ活性を有する第1のDNAポリメラーゼ、および実質的に低下した3'エキソヌク
レアーゼ活性を有する第2のDNAポリメラーゼを含んでもよい。本発明は上記の方法で調整
された核酸分子をおよびそのような方法で使用または作製された反応混合物をさらに含む
。
【００５６】
　本発明はまた、増幅反応に使用するための1つまたはそれ以上の本発明の逆転写酵素お
よび1つまたはそれ以上のDNAポリメラーゼを含む組成物に関する。このような組成物は、
さらに、1つもしくはそれ以上のヌクレオチドおよび/または増幅に適した緩衝液を含んで
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もよい。本発明の組成物はまた、1つまたはそれ以上のオリゴヌクレオチドプライマーを
含んでもよい。本発明の組成物は上記の方法で調整された核酸分子およびそのような方法
で使用または作製された反応混合物をさらに含んでも良い。
【００５７】
　本発明はまた、前記の方法に従って生成された核酸分子(特に、一本鎖もしくは二本鎖c
DNA分子)または増幅された核酸分子、およびこれらの核酸分子または増幅された核酸分子
を含むベクター(特に、発現ベクター)に関する。
【００５８】
　本発明は、さらに、前記の核酸分子、増幅された核酸分子、またはベクターを含む組換
え宿主細胞に関する。このような宿主細胞の例として、細菌細胞、酵母細胞、植物細胞、
ならびに動物細胞(昆虫細胞および哺乳動物細胞を含む)が挙げられる。
【００５９】
　本発明は、さらに、本発明の方法によって生成される核酸分子によりコードされるポリ
ペプチドを生成する方法を目的とする。このような方法は、前記の組換え宿主細胞を培養
する段階およびコードされるポリペプチドを単離する段階を含む方法を含む。本発明はさ
らに、このような方法によって生成されたポリペプチドを含む。
【００６０】
　本発明はまた、本発明の組成物または酵素を用いて1つまたはそれ以上の(例えば、1、2
、3、4、5、10、12、15など)核酸分子を配列決定する方法に関する。このような方法は、
(a)配列決定しようとする1つまたはそれ以上の核酸分子(例えば、1つまたはそれ以上のRN
AまたはDNA分子)と、1つまたはそれ以上の本発明の逆転写酵素、および任意で1つまたは
それ以上のヌクレオチド、および1つまたはそれ以上の反応停止薬剤(例えば、1つまたは
それ以上のジデオキシヌクレオシド三リン酸および1つまたはそれ以上のプライマー)を混
合する段階;(b)配列決定しようとする1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10
、12、15、20、30、50、100、200など)核酸分子の全てまたは一部と相補的な核酸分子の
集団を合成するのに十分な条件下で、混合物をインキュベートする段階;および(c) 核酸
分子の集団を分離して、配列決定しようとする1つまたはそれ以上の核酸分子の全てまた
は一部のヌクレオチド配列を決定する段階。このような方法はまた、(a)配列決定しよう
とする核酸分子(例えば、1つまたはそれ以上のRNAまたはDNA分子)と、1つまたはそれ以上
のプライマー、1つまたはそれ以上の本発明の逆転写酵素、1つまたはそれ以上のヌクレオ
チド、および1つまたはそれ以上反応停止薬剤(例えば、1つまたはそれ以上のジデオキシ
ヌクレオシド三リン酸)を混合する段階;(b)配列決定しようとする核酸分子の全てまたは
一部と相補的な核酸分子の集団を合成するのに十分な条件下で、混合物をインキュベート
する段階;および(c) 核酸分子の集団の一員を分離して、配列決定しようとする核酸分子
の全てまたは一部のヌクレオチド配列を決定する段階を含んでもよい。ある態様において
、このようなインキュベーションは、本明細書に記載のように高温で行うことができる。
本発明はさらに上記の方法によって作成された配列データを含み、またそのような配列デ
ータを作成する方法、ならびにそのような方法で使用および作製される反応混合物を含む
。
【００６１】
　本発明はまた、本発明の方法において使用するためのキットに関する。このようなキッ
トは、好ましくは本明細書に記載の高温で、核酸分子(一本鎖または二本鎖)を作製、配列
決定、または増幅するのに使用することができる。本発明のキットは、1つまたはそれ以
上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15など)容器(例えば、バイアル、チューブ、瓶な
ど)が密に閉じ込められている運搬装置(例えば、ボックスまたはカートン)を含んでもよ
い。本発明のキットにおいて、第1の容器は、本発明の逆転写酵素の1つまたはそれ以上を
含む。本発明のキットはまた、同じ容器または異なる容器に、1つまたはそれ以上のDNAポ
リメラーゼ(好ましくは、耐熱性DNAポリメラーゼ)、核酸合成のための1つまたはそれ以上
の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15など)適切な緩衝液、1つまたはそれ以上のヌクレ
オチド、および1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15など)オリゴヌ
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クレオチドプライマーを含んでもよい。または、キットの成分を別々の容器に分けてもよ
い(例えば、それぞれの酵素および/または成分について1つの容器)。本発明のキットはま
た、本発明の方法を実施するための説明書またはプロトコールを含んでもよい。本発明の
好ましいキットにおいて、逆転写酵素はRNaseH活性が低下しているか、または実質的に低
下しており（またはRNase H活性を欠いているもしくはRNase H活性の検出が不可能である
）、最も好ましくは、M-MLV RNaseH-逆転写酵素、RSV RNaseH-逆転写酵素、AMV RNaseH-
逆転写酵素、RAV RNaseH-逆転写酵素、MAV RNaseH-逆転写酵素、およびHIV RNaseH-逆転
写酵素からなる群より選択される。本発明の他の好ましいキットにおいて、逆転写酵素は
、本明細書の他の場所に記載のようにTdT活性が低下しているか、もしくは実質的に低下
しており、および/または増大した忠実度を示す。
【００６２】
　本発明のさらなる好ましいキットにおいて、容器内の酵素(逆転写酵素および/またはDN
Aポリメラーゼ)は作用濃度で存在する。
【００６３】
　従って、本発明は、さらに、1つまたはそれ以上の本発明の逆転写酵素を含む、核酸分
子の逆転写、増幅、または配列決定に使用するためのキットに関する。
【００６４】
　上記に示されるように、本発明のキットは、本発明の方法を実施するための任意の数の
種々の成分を含み得る。このような成分の1つの例は、本発明の方法を実行するための説
明書である。このような説明書の例には、キットを使用して、1種またはそれ以上の本発
明の逆転写酵素を使用して核酸分子を増幅するための方法を実行するように個人に指示す
るものが含まれる。
【００６５】
　当業者は、これらの説明書の全文がキットとともに含まれる必要はないことを認識して
いる。本発明のキットがこのような全長の説明書を含んでいない状況の1つの例は、キッ
トを使用するための説明書をどこで得るべきかをキットを使用する個人に情報を与える指
針が提供される場合である。このように、本発明の方法を実行するための説明書は、イン
ターネットウェブページから、別個に販売されるかまたは配布されるマニュアルまたは他
の製品文献などから入手されてもよい。このように、本発明は、キットのユーザーに、彼
らが直接的にパッケージされていない、および/またはキットともに配布されていない説
明書を見い出すことができる場所に方向付けるキットを含む。これらの説明書は、電子的
形態または印刷された形態を含むがこれらに限定されない、任意の形態であり得る。
【００６６】
　特定の態様において、本発明のキットの逆転写酵素は、以下からなる群より選択される
アミノ酸に対応する位置に1つまたはそれ以上の改変または変異を有してもよい:
(a)M-MLV逆転写酵素のロイシン52;
(b)M-MLV逆転写酵素のチロシン64;
(c)M-MLV逆転写酵素のリジン152;
(d)M-MLV逆転写酵素のアルギニン204;
(e)M-MLV逆転写酵素のメチオニン289;
(f)M-MLV逆転写酵素のスレオニン306;および
(g)M-MLV逆転写酵素のフェニルアラニン309。
【００６７】
　本発明の逆転写酵素は、本明細書記載の特性を1つまたは組み合わせて有する任意の逆
転写酵素を含む。このような特性には向上した耐熱性、減少もしくは消失したRNase H活
性、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活性、および/または増大し
た忠実度が含まれるがこれらに限定されない。このような逆転写酵素として、レトロウイ
ルス逆転写酵素、細菌逆転写酵素、レトロトランスポゾン逆転写酵素(例えば、Ty1および
/またはTy3レトロトランスポゾンの逆転写酵素)、ならびに逆転写酵素活性を有するDNAポ
リメラーゼが挙げられる。好ましい本発明の逆転写酵素として、シングルサブユニットお
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よびマルチサブユニット逆転写酵素、好ましくは、レトロウイルス逆転写酵素が挙げられ
る。特に、本発明は、M-MLV-逆転写酵素ならびにASLV-逆転写酵素(例えば、AMV-RTおよび
RSV-RT)に関する。このような本発明の逆転写酵素は、好ましくは、低下した、実質的に
低下した、または検出不能なRNaseH活性を有する。
【００６８】
　本発明の以下の図面および説明ならびに特許請求の範囲を考慮すれば、本発明の他の態
様は当業者に明らであろう。
【００６９】
発明の詳細な説明
　以下の説明では、組換えDNA、ウイルス学、および免疫学において用いられる多くの用
語が用いられる。このような用語に与えられる範囲を含めて、明細書および特許請求の範
囲をはっきりとかつ首尾一貫して理解できるようにするために、以下の定義が示される。
【００７０】
クローニングベクター　
　本明細書で使用する「クローニングベクター」は、宿主細胞内で自律複製することがで
き、1つまたは少数の認識配列（例えば制限エンドヌクレアーゼ認識部位、組換え部位、
トポイソメラーゼ認識部位など）によって特徴付けられる核酸分子(例えば、プラスミド
、コスミド、ファージ、ファージミド、または他の核酸分子)を意味する。認識部位で、
このような核酸配列は決まったやり方で操作することができ、関心対象の核酸セグメント
を複製およびクローニングするために、これにDNAを挿入することができる。クローニン
グベクターは、さらに、クローニングベクターで形質転換された細胞の同定での使用に適
したマーカーを含んでもよい。マーカーは、例えば、認識可能な表現型を、このようなマ
ーカーが発現される宿主細胞に付与する遺伝子である。一般的に用いられるマーカーとし
て、テトラサイクリン耐性またはアンピシリン耐性などの抗生物質耐性遺伝子が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【００７１】
発現ベクター
　本明細書で使用する「発現ベクター」は、クローニングベクターに似ているが、宿主細
胞への形質転換後に、クローニングされた遺伝子または他の核酸分子の発現を増強および
/または制御することができる核酸配列をさらに含み得る核酸分子を意味する。さらなる
核酸配列は、プロモーター配列、リプレッサー結合配列などを含んでもよい。クローニン
グされた遺伝子または核酸分子は、通常、このような制御配列(例えば、プロモーター配
列)の1つまたはそれ以上(例えば、1、2、3、4など)に機能的に連結されている。
【００７２】
組換え宿主
　本明細書で使用する「組換え」は、例えば、発現ベクター、クローニングベクター、ま
たは任意の核酸分子に、望ましいクローニングされた遺伝子または核酸分子を含む任意の
原核生物または真核生物または微生物を意味する。用語「組換え宿主」はまた、宿主染色
体またはゲノムに、望ましい遺伝子または他の核酸分子を含むように遺伝子操作されてい
る宿主細胞を含むことが意図される。
【００７３】
宿主
　本明細書で使用する「宿主」は、複製可能な発現ベクター、クローニングベクター、ま
たは任意の核酸分子のレシピエントである任意の原核生物または真核生物を意味する。核
酸分子は、構造遺伝子、プロモーターおよび/または複製起点を含んでもよいが、これら
に限定されない。
【００７４】
プロモーター
　本明細書で使用する「プロモーター」は、一般的に遺伝子の5'領域と呼ばれ、遺伝子ま
たは他の核酸配列の転写を指向することができる開始コドンに近接して位置する核酸配列
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を意味する。プロモーター領域で、隣接する1つまたはそれ以上の遺伝子または核酸の転
写が開始する。
【００７５】
遺伝子
　本明細書で使用する「遺伝子」は、ポリペプチドまたはタンパク質の発現に必要な情報
を含む核酸配列を意味する。遺伝子は、プロモーターおよび構造遺伝子ならびにタンパク
質発現に関与する他の配列を含む。
【００７６】
構造遺伝子
　本明細書で使用する「構造遺伝子」は、メッセンジャーRNAに転写され、次いで、特定
のポリペプチドの特徴を示すアミノ酸配列に翻訳されるDNAまたは他の核酸配列を意味す
る。
【００７７】
機能的に連結された
　本明細書で使用する「機能的に連結された」は、構造遺伝子または他の核酸分子により
コードされるポリペプチドの発現の開始に影響を及ぼすように核酸エレメントが配置され
ていることを意味する。
【００７８】
発現　
　本明細書で使用する「発現」は、遺伝子または他の核酸分子がポリペプチドを生じるプ
ロセスを意味する。これは、遺伝子または核酸分子のメッセンジャーRNA(mRNA)への転写
およびこのようなmRNAの1またはそれ以上のポリペプチドへの翻訳を含む。
【００７９】
実質的に純粋な
　本明細書で使用する「実質的に純粋な」は、望ましい物質が、自然状態では望ましい物
質に結合している汚染細胞成分を本質的に含まないことを意味する。好ましい局面におい
て、本発明の逆転写酵素は、25%以下、好ましくは15%以下、より好ましくは10%以下、よ
り好ましくは5%以下、およびさらにより好ましくは1%以下の汚染細胞成分を有する。別の
局面において、本発明の逆転写酵素は、200単位の逆転写酵素がタンパク質ゲル（例えば
、SDS-PAGE）上で泳動され、Comassie blueで染色されたときに検出可能なタンパク質汚
染成分を有さない。汚染細胞成分として、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ポリメラーゼ酵素などの酵素活性を挙げることが
できるが、これらに限定されない。好ましくは、本発明の逆転写酵素は実質的に純粋であ
る。
【００８０】
実質的に単離された
　本明細書で使用する「実質的に単離された」は、本発明のポリペプチドが、自然状態で
、および/または組換え宿主中で本発明のポリペプチドに結合しているかもしれない汚染
タンパク質を本質的に含まないことを意味する。1つの局面において、実質的に単離され
た本発明の逆転写酵素は、25%以下、好ましくは15%以下、より好ましくは10%以下、より
好ましくは5%以下、およびさらにより好ましくは1%以下の汚染タンパク質を有する。別の
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中で、試料中のタンパク
質の75%以上（好ましくは、80%、85%、90%、95%、98%、または99%以上）が、本発明の望
ましい逆転写酵素である。試料中の汚染タンパク質および/または関心対象のタンパク質
のパーセンテージは、当技術分野において公知の技術を使用して、例えば、タンパク質ゲ
ル（例えば、SDS-PAGE）を使用すること、およびそのゲルをタンパク質色素（例えば、Co
omassie blue、銀染色、アミドブラックなど）で染色することによって決定してもよい。
別の局面において、本発明の逆転写酵素は、200単位の逆転写酵素がタンパク質ゲル（例
えば、SDS-PAGE）上で泳動され、Comassie blueで染色されたときに検出可能なタンパク
質汚染成分を有さない。
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プライマー
　本明細書で使用する「プライマー」は、DNA分子の増幅または重合の間にヌクレオチド
モノマー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意味する。
【００８２】
鋳型
　本明細書で使用する用語「鋳型」は、増幅、コピー、または配列決定しようとする二本
鎖または一本鎖の核酸分子を意味する。二本鎖DNA分子の場合、これらの分子を増幅、コ
ピー、または配列決定する前に、一本鎖である第1鎖および第2鎖を形成するために二本鎖
の変性を行ってもよい。核酸鋳型の一部と相補的なプライマーを適切な条件下でハイブリ
ダイズさせ、次いで、本発明の逆転写酵素などの核酸ポリメラーゼがヌクレオチドモノマ
ーをプライマーに付加し、それによって鋳型またはその一部と相補的な核酸分子が合成さ
れる。本発明によって新たに合成された核酸分子は元の鋳型と同じでもよく、それより短
くてもよい。新たに合成された核酸分子の合成または伸長の間のミスマッチ取り込みは、
1つまたは多数のミスマッチ塩基対をもたらすことがある。従って、合成された核酸分子
は鋳型に正確に相補的である必要はない。
【００８３】
取り込み
　本明細書で使用する用語「取り込む」は、核酸分子またはプライマーの一部になること
を意味する。
【００８４】
オリゴヌクレオチド
　「オリゴヌクレオチド」は、あるヌクレオチドの五単糖の3'位と隣接するヌクレオチド
の五単糖の5'位との間のホスホジエステル結合によって結合されたヌクレオチドの共有結
合配列を含む合成または天然の分子を意味する。
【００８５】
ヌクレオチド
　本明細書で使用する「ヌクレオチド」は、塩基-糖-リン酸の組み合わせを意味する。ヌ
クレオチドは核酸配列(DNAおよびRNA)のモノマー単位である。用語ヌクレオチドは、リボ
ヌクレオチド三リン酸ATP、UTP、CTG、GTP、およびデオキシリボヌクレオシド三リン酸(
例えば、dATP、dCTP、dITP、dUTP、dGTP、dTTP、またはその誘導体)を含む。このような
誘導体として、例えば、[αS]dATP、7-デアザ-dGTPおよび7-デアザ-dATP、ならびにこれ
らを含む核酸分子にヌクレアーゼ耐性を与えるヌクレオチド誘導体が挙げられる。本明細
書で使用する用語ヌクレオチドはまた、ジデオキシリボヌクレオシド三リン酸(ddNTP)お
よびその誘導体を意味する。ジデオキシリボヌクレオシド三リン酸の例示の例として、dd
ATP、ddCTP、ddGTP、ddITP、およびddTTPが挙げられるが、これらに限定されない。本発
明によれば、「ヌクレオチド」は標識されなくてもよく、周知の技法によって検出可能に
標識されてもよい。検出可能となるように標識として、例えば、放射性同位体、蛍光標識
、化学発光標識、生物発光標識、および酵素標識が挙げられる。ヌクレオチドの蛍光標識
には、以下が含まれ得るがこれらに限定されない：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）。蛍光
標識ヌクレオチドの特定の例には以下が挙げられる：Perkin Elmer, Foster City, CAか
ら市販されている
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；Amersham Arlington Heights, ILから市販されているFluoroLinkデオキシヌクレオチド
、FluoroLink Cy3-dCTP, FluoroLink Cy5-dCTP, FluoroLink FluorX-dCTP, FluoroLink C
y3-dUTP, およびFluoroLink Cy5-dUTP；Boehringer Mannheim Indianapolis, INから市販
されているフルオレセイン-15-dATP, フルオレセイン-12-dUTP, テトラメチル-ローダミ
ン-6-dUTP, IR770-9-dATP, 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'-dATP；ならびにMolecular Probes, Eugene, ORから市販されてい
るChromaTide Labeled Nucleotides, BODIPY-FL-14-UTP, BODIPY-FL-4-UTP, BODIPY-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-dUT
P, 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。
【００８６】
プローブ
　用語プローブは、1つまたはそれ以上の検出可能なマーカーまたは標識によって検出可
能に標識される一本鎖または二本鎖の核酸分子またはオリゴヌクレオチドをいう。このよ
うな標識またはマーカーは、同じであってもまたは異なっていてもよく、放射活性標識お
よび酵素標識を含んでもよいが、1つまたはそれ以上の蛍光標識（これは同じであるかま
たは異なる）が、本発明に従って好ましい。プローブは、ハイブリダイゼーションによる
核酸分子の検出において特定の有用性を有し、従って、診断アッセイにおいて使用され得
る。
【００８７】
ハイブリダイゼーション　
　本明細書で使用するハイブリダイゼーション(ハイブリダイズする)は、二本鎖分子を生
じるための2つの相補的な一本鎖核酸分子(RNAおよび/またはDNA)の対形成を意味する。当
業者が理解するように、2つの核酸分子は塩基対形成が完全に相補的でなくてもハイブリ
ダイズすることができる。従って、当技術分野において周知の適切な条件が用いられれば
、ミスマッチ塩基は2つの核酸分子のハイブリダイゼーションを妨げない。
【００８８】
耐熱性逆転写酵素
　本開示のために、耐熱性逆転写酵素は、熱処理後に、野生型の耐熱性を有する逆転写酵
素が同一の処理後に保持するより大きな割合または量の活性を保持する逆転写酵素を含む
。従って、耐熱性が増大/向上した逆転写酵素は、耐熱性について野生型である逆転写酵
素の活性を低下させるのに十分な熱処理後の耐熱性が増大した(好ましくは、約1.2～約10
,000倍、約1.5～約10,000倍、約2～約5,000倍、または約2～約2000倍(好ましくは約5倍を
超える、より好ましくは約10倍を超える、さらにより好ましくは約50倍を超える、さらに
より好ましくは約100倍を超える、さらにより好ましくは約500倍を超える、最も好ましく
は約1000倍を超える)活性を保持する)逆転写酵素として定義してもよい。好ましくは、耐
熱性の相対的な向上または増大を確かめるために、本発明の逆転写酵素変異体または改変
された逆転写酵素は、対応する改変されていない逆転写酵素または野生型逆転写酵素と比
較される。例えば、52℃で5分間の熱処理後に、耐熱性逆転写酵素は、熱処理処理前に存
在していた活性の約90%を保持してもよいが、耐熱性について野生型である逆転写酵素は
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最初の活性の10%を保持してもよい。同様に、53℃で5分間の熱処理後に、耐熱性逆転写酵
素は最初の活性の約80%を保持してもよいが、耐熱性について野生型である逆転写酵素の
活性は測定不可能であってもよい。同様に、50℃で5分間の熱処理後に、耐熱性逆転写酵
素は、最初の活性の約50%、約55%、約60%、約65%、約70%、約75%、約80%、約85%、約90%
、または約95%を保持してもよいが、耐熱性について野生型である逆転写酵素の活性は測
定不可能であってもよく、最初の活性の10%、15%、または20%を保持してもよい。最初の
例において(すなわち、52℃で5分間の熱処理後)、耐熱性逆転写酵素は、野生型逆転写酵
素より耐熱性が9倍であると言われる。逆転写酵素の耐熱性を測定するのに使用すること
ができる条件の例を以下、例えば実施例に示す。
【００８９】
　逆転写酵素の耐熱性は、熱処理に供された(すなわち、52℃で、ある特定の時間(例えば
、5分間)インキュベートされた)逆転写酵素試料の残留活性と、室温で、熱処理と同じ時
間の長さでインキュベートされた同じ逆転写酵素の対照試料を比較することによって決定
することができる。一般的に、残留活性は、相補的なオリゴヌクレオチド鋳型を用いた、
オリゴデオキシリボヌクレオチドプライマーへの放射性標識デオキシリボヌクレオチドの
取り込みを追跡することによって測定することができる。例えば、逆転写酵素の残留活性
を確かめるために、ポリ(リボC)鋳型を用いて逆転写酵素が[α-32P]-dGTPをオリゴdGプラ
イマーに取り込む能力をアッセイしてもよい。
【００９０】
　別の局面において、本発明の耐熱性逆転写酵素は、対応する野生型の、変異されていな
い、または改変されていない逆転写酵素と比較して高い温度で不活化される任意の逆転写
酵素を含む。好ましくは、本発明の耐熱性逆転写酵素の不活化温度は、対応する野生型の
、変異されていない、または改変されていない逆転写酵素の不活化温度より約2℃～約50
℃(例えば、約2℃、約4℃、約5℃、約8℃、約10℃、約12℃、約14℃、約16℃、約18℃、
約20℃、約24℃、約26℃、約28℃、約30℃、約33℃、約35℃、約38℃、約40℃、約42℃、
約44℃、約46℃、約48℃、または約50℃)高い。より好ましくは、本発明の逆転写酵素の
不活化温度は、同じ条件下で比較した場合、対応する野生型の、変異されていない、また
は改変されていない逆転写酵素の不活化温度より約5℃～約50℃、約5℃～約40℃、約5℃
～約30℃、または約5℃～約25℃高い。
【００９１】
　対応する野生型の、変異されていない、または改変されていない逆転写酵素と比較した
本発明の逆転写酵素の不活化温度の差は、このような逆転写酵素の試料をある特定の時間
、異なる温度で処理し、次いで、試料が熱処理された後に、残留逆転写酵素活性をもしあ
れば測定することによって決定することができる。試験逆転写酵素と野生型の、変異され
ていない、または改変されていない対照と比較した不活化温度の差すなわちΔは、それぞ
れの逆転写酵素が不活化される(すなわち、残留逆転写酵素活性が、使用された特定のア
ッセイにおいて測定することができない)温度の差を比較することによって決まる。認知
されているように、試験される任意の逆転写酵素の不活化温度の差すなわちΔを決定する
ために、任意の数の逆転写酵素アッセイを使用することができる。
【００９２】
　別の局面において、本発明の逆転写酵素の耐熱性は、関心対象の逆転写酵素の逆転写酵
素活性の半減期を測定することによって決定され得る。このような半減期は、半減期の違
い（すなわち、デルタ）を決定するために対照または野生型逆転写酵素と比較され得る。
本発明の逆転写酵素の半減期は、好ましくは、高温で（例えば、37℃より高温で）、好ま
しくは、40℃～80℃の範囲、より好ましくは45℃～75℃、50℃～70℃、50℃～65℃、およ
び50℃～60℃の範囲の温度で決定される。本発明の逆転写酵素の好ましい半減期は、使用
される温度に依存して、4分間～10時間、4分間～7.5時間、4分間～5時間、4分間～2.5時
間、または4分間～2時間の範囲であり得る。例えば、本発明の逆転写酵素の逆転写酵素活
性は、48℃、50℃、52℃、52.5℃、55℃、57℃、60℃、62℃、65℃、68℃、および/また
は70℃の温度において、少なくとも4分間、少なくとも5分間、少なくとも6分間、少なく
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とも7分間、少なくとも8分間、少なくとも9分間、少なくとも10分間、少なくとも11分間
、少なくとも12分間、少なくとも13分間、少なくとも14分間、少なくとも15分間、少なく
とも20分間、少なくとも25分間、少なくとも30分間、少なくとも40分間、少なくとも50分
間、少なくとも60分間、少なくとも70分間、少なくとも80分間、少なくとも90分間、少な
くとも100分間、少なくとも115分間、少なくとも125分間、少なくとも150分間、少なくと
も175分間、少なくとも200分間、少なくとも225分間、少なくとも250分間、少なくとも27
5分間、少なくとも300分間、少なくとも400分間、少なくとも500分間の半減期を有し得る
。
【００９３】
末端伸長活性
　本明細書で使用する末端伸長活性は、逆転写酵素(RT)が、DNAまたはmRNA鋳型の5'末端
を越えて、新たに合成されたcDNA鎖の3'末端にさらなる塩基を付与する能力を意味する。
末端伸長活性は(ヌクレオチドの偏りによって)特異的に塩基を付加してもよく、ランダム
に塩基を付加してもよい。
【００９４】
　末端伸長活性はまた、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)活
性とも知られる。TdT活性が低下した逆転写酵素は、対応する野生型の、変異されていな
い、または改変されていない酵素のTdT比活性より低いTdT比活性(例えば、対応する野生
型の、変異されていない、もしくは改変されていない酵素のTdT比活性の約90%未満、対応
する野生型の、変異されていない、もしくは改変されていない酵素のTdT比活性の約85%未
満、対応する野生型の、変異されていない、もしくは改変されていない酵素のTdT比活性
の約80%未満、対応する野生型の、変異されていない、もしくは改変されていない酵素のT
dT比活性の約75%未満、対応する野生型の、変異されていない、もしくは改変されていな
い酵素のTdT比活性の約50%未満、対応する野生型の、変異されていない、もしくは改変さ
れていない酵素のTdT比活性の約25%未満、対応する野生型の、変異されていない、もしく
は改変されていない酵素のTdT比活性の約15%未満、対応する野生型の、変異されていない
、もしくは改変されていない酵素のTdT比活性の約10%未満、対応する野生型の、変異され
ていない、もしくは改変されていない酵素のTdT比活性の約5%未満、または対応する野生
型の、変異されていない、もしくは改変されていない酵素のTdT比活性の約1%未満)を有す
る任意の逆転写酵素と定義される。実質的に低下したTdT活性を有する本発明の逆転写酵
素は、対応する野生型またはTdT+逆転写酵素の比活性と比較したTdT比活性のレベルが30%
またはそれよりも低い逆転写酵素を意味する。TdT活性が無いことは、本明細書の実施例3
に示されるアッセイ法によって検出することができない活性レベルと定義される。
【００９５】
　以下の実施例3に示すように、鋳型(例えば、RNAまたはDNA鋳型)の末端を過ぎて核酸分
子を2～3ヌクレオチド伸長する逆転写酵素が当技術分野において周知である。さらに、逆
転写が起こるどれか1つの反応混合物において、鋳型末端を越えて伸長した異なる数のヌ
クレオチドを含む、分子の混合物が存在してもよい。本明細書では、TdT活性は、鋳型末
端を越えて伸長した1つまたはそれ以上のヌクレオチドを含む分子の数または割合（%）に
関して決定してもよい。例えば、野生型逆転写酵素が、逆転写の間に生成された分子の90
%まで、鋳型末端を越えて1つまたはそれ以上のヌクレオチドを付加し、改変された逆転写
酵素が、同じまたは類似する条件下で分子の45%まで、鋳型末端を越えて1つまたはそれ以
上のヌクレオチドを付加した場合、改変された逆転写酵素は、野生型酵素と比較してTdT
活性が50%減少したと言われる。さらに、DNAを鋳型として使用した場合に、SUPERSCRIPT(
商標)IIによって示されたTdT活性の約0%を示し、RNAを鋳型として使用した場合に、SUPER
SCRIPT(商標)IIによって示されたTdT活性の約10～20%を示す、M-MLV SUPERSCRIPT(商標)I
IのF309N、T306K、H204R変異体が作製されている。
【００９６】
忠実度（fidelity）
 忠実度は、重合の正確さ、すなわち、逆転写酵素が鋳型に相補的な核酸分子を合成する
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時に、正しい基質(例えば、ヌクレオチド)と誤った基質を区別する能力を意味する。逆転
写酵素の忠実度が高ければ高いほど、逆転写酵素が核酸合成間に成長鎖にヌクレオチドを
誤って取り込む数は少なくなる。すなわち、忠実度の増大または向上は、誤り率が減少し
たか、または誤って取り込む率が減少した、より忠実な逆転写酵素をもたらす。
【００９７】
　増大した/向上した/より高い忠実度を有する逆転写酵素は、忠実度が増加した(好まし
くは、所定の長さの任意の所定の核酸分子の合成の間に誤って取り込まれるヌクレオチド
の数が、対照逆転写酵素と比較して、約1/10,000～約1/1.2、約1/10,000～約1/1.5、約1/
5,000～約1/2、または約1/2000～約1/2に(好ましくは約1/5以下、より好ましくは約1/10
以下、さらにより好ましくは約1/50以下、さらにより好ましくは約1/100以下、さらによ
り好ましくは約1/500以下、最も好ましくは約1/100以下に)減少した)ポリメラーゼと定義
される。好ましくは、忠実度の相対的な向上または増加を確かめるために、本発明の逆転
写酵素変異体または改変された逆転写酵素は、対応する改変されていない、または野生型
の逆転写酵素と比較される。例えば、1000塩基の核酸分子セグメントの合成において、同
じサイズのセグメントに10個のヌクレオチドを誤って取り込む変異されていない逆転写酵
素と比較して、変異された逆転写酵素は1個のヌクレオチドを誤って取り込むことがある
。このような逆転写酵素変異体は忠実度が10倍に増加したと言われる。
【００９８】
　忠実度はまた、以下の実施例5に記載のように、フレームシフトの発生の減少によって
測定することができる。忠実度が増大した逆転写酵素は、対照逆転写酵素(例えば、対応
する野生型および/または対応する非変異型もしくは未変性の逆転写酵素)と比較して、フ
レームシフトに関して忠実度が増大したポリメラーゼまたは逆転写酵素(例えば、フレー
ムシフトに関して約1.2倍を超えて忠実度が増大した、フレームシフトに関して約1.5倍を
超えて忠実度が増大した、フレームシフトに関して約5倍を超えて忠実度が増大した、フ
レームシフトに関して約10倍を超えて忠実度が増大した、フレームシフトに関して約20倍
を超えて忠実度が増大した、フレームシフトに関して約30倍を超えて忠実度が増大した、
またはフレームシフトに関して約40倍を超えて忠実度が増大した、逆転写酵素)と定義し
てもよい。
【００９９】
　フレームシフトに関して増大した/向上した/より高い忠実度を有する逆転写酵素はまた
、忠実度が増大した(例えば、フレームシフトに関して忠実度が約1.5～約10,000倍、約2
～約5,000倍、約2～約2000倍、約1.5～約40倍、約5～約40倍、約10～約40倍、約20～約40
倍、約30～約40倍、約5～約30倍、約10～約30倍、約15～約30倍、約20～約30倍、約5～約
20倍、約10～約20倍、約15～約20倍、約10～約100倍、約15～約100倍、約20～約100倍、
約30～約100倍、または約50～約100倍増大した)逆転写酵素またはポリメラーゼと定義す
ることができる。
【０１００】
　誤った取り込みが低下した逆転写酵素は、本明細書では、相対的な誤った取り込みが、
対応する野生型の、変異されていない、または改変されていない酵素と比較して、約90%
もしくは90%未満、約85%もしくは85%未満、約75%もしくは75%未満、約70%もしくは70%未
満、約60%もしくは60%未満、または、好ましくは約50%もしくは50%未満、好ましくは約25
%もしくは25%未満、より好ましくは約10%もしくは10%未満、最も好ましくは約1%もしくは
1%未満である、変異または改変された逆転写酵素と定義される。
【０１０１】
　逆転写酵素の忠実度または誤って取り込む率は、配列決定または当技術分野において周
知の他の方法によって決定することができる(エッカート(Eckert)およびクンケル(Kunkel
),1990,Nucl.Acids Res.18:3739-3744)。一例では、変異されていない逆転写酵素および
変異された逆転写酵素によって合成されたDNA分子の配列を予想(既知)配列と比較するこ
とができる。このように、誤り(誤った取り込みまたはフレームシフト)の数を各酵素につ
いて決定し、比較することができる。別の例では、既知配列を有するDNA分子を配列決定
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するために、変異されていない逆転写酵素および変異された逆転写酵素を使用してもよい
。酵素の忠実度または誤った取り込みの率を決定するために、配列決定の誤り(誤った取
り込みまたはフレームシフト)の数を比較することができる。忠実度または誤った取り込
みの率を決定する他の手段として、以下で説明され、およびボイヤー(Boyer)J.C.ら,Meth
ods Enzymol.275:523(1996)に以前に述べられたような、RNA鋳型を用いたフォワード相補
アッセイ(forward complementation assay)が挙げられ、実施例に示される。忠実度また
は誤った取り込みの率を決定する他の方法は当業者に理解されるだろう。
【０１０２】
ストランドジャンピング(strand jumping)
　本明細書で使用するストランドジャンピングは、逆転写酵素がmRNA鋳型上で1を超える(
例えば、2、5、10、15、100など)ヌクレオチドを「飛ばして進む」ことによって引き起こ
されるランダム変異の一種を意味し、これによって、結果として生じるcDNAにおいて対応
するヌクレオチドが欠失する。合成した核酸分子の配列決定および期待した配列との比較
は、本発明の逆転写酵素のためのストランドジャンピングのレベルまたは量の決定を可能
とする。このレベルまたは量はその後、対応する野生型および/または未変性もしくは非
変異型の逆転写酵素により引き起こされるストランドジャンピングのレベルまたは量と比
較しても良い。
【０１０３】
ハンドドメイン
　本明細書で使用するハンドドメインは、逆転写酵素の鋳型、プライマー、またはヌクレ
オチドの相互作用を制御する1つまたはそれ以上の領域にあるアミノ酸を意味する。この
ドメインは、さらに、逆転写酵素における二次構造の一群の3領域である、サム領域、フ
ィンガー領域、パーム領域によって特徴付けられる。サム領域は、HIV逆転写酵素のアミ
ノ酸240～315またはM-MLV逆転写酵素のアミノ酸280～355に存在すると定義される。フィ
ンガー領域は、HIV逆転写酵素のアミノ酸1～85および120～154またはM-MLV逆転写酵素の1
～124および161～193に存在すると定義される。パーム領域は、HIV逆転写酵素のアミノ酸
86～199および155～239またはM-MLV逆転写酵素のアミノ酸126～160および193～279に存在
すると定義される。これらの領域はおおまかに定義されており、N末端およびC末端を定義
するアミノ酸はおおよそである。他の逆転写酵素についても、対応する領域を定義するこ
とができる。好ましい本発明の逆転写酵素は、ハンドドメイン内に1つまたはそれ以上の
改変または変異を有する。より詳細には、本発明の逆転写酵素は、サム領域、フィンガー
領域、およびパーム領域を含む1つまたはそれ以上の領域に1つまたはそれ以上の変異また
は改変を含む。
【０１０４】
全長
　本明細書で使用する全長は、産物分子、例えば、cDNA分子を記載するために使用される
場合、産物分子が鋳型分子（例えば、本発明のポリペプチドの活性によってそこから産生
されたmRNA分子）と同じ長さまたは実質的に同じ長さであることを示す。cDNA分子は、鋳
型を逆転写するために使用されたプライマーの最も3'のヌクレオチドに対して3'に位置す
る鋳型の部分の長さの約90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、またはそ
れ以上である場合に、そこからコピーされた鋳型と同じ長さであり得る。このように、プ
ライマーが鋳型の中心にアニールする場合、全長産物は鋳型の半分のcDNAコピーを含むも
のである。鋳型分子は、約100塩基～約50kb長、約200塩基～約50kb長、約300塩基～約50k
b長、約400塩基～約50kb長、約500塩基～約50kb長、約600塩基～約50kb長、約700塩基～
約50kb長、約800塩基～約50kb長、約900塩基～約50kb長、および約1kb～約50kb長であり
得る。ある態様において、鋳型分子は、約500塩基～約10kb長、約600塩基～約10kb長、約
700塩基～約10kb長、約800塩基～約10kb長、約900塩基～約10kb長、約1000塩基～約10kb
長、約1100塩基～約10kb長、および/または約1200塩基～約10kb長であり得る。ある態様
において、鋳型分子は、約250塩基～約5kb長、約300塩基～約5kb長、約350塩基～約5kb長
、約400塩基～約5kb長、約450塩基～約5kb長、約500塩基～約5kb長、約550塩基～約5kb長
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、約600塩基～約5kb長、約650塩基～約5kb長、約700塩基～約5kb長、約750塩基～約5kb長
、約800塩基～約5kb長、および約850塩基～約5kb長であり得る。
【０１０５】
　ある態様において、全長産物を合成する逆転写酵素の能力は、規定された鋳型およびプ
ライマー（例えば、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子に対応する
ポリアデニル化された鋳型およびオリゴ(dT)プライマー）を使用して、規定された反応条
件（例えば、pH、塩濃度、二価金属濃度、鋳型濃度、温度など）の下で決定され得る。あ
る態様において、鋳型分子は、約500塩基対長よりも大きく、合成される全長産物の量は
、切断された産物から全長産物を分離すること（例えば、ゲル電気泳動によって）、およ
び全長産物を定量すること（例えば、産物に放射活性を取り込むことおよびシンチレーシ
ョンカウンターを使用することによって）によって決定され得る。
【０１０６】
概要
　一般的に、本発明は、逆転写酵素を耐熱性にする1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、
3、4、5、10、12、15、20、30など)変異または改変を有する逆転写酵素を含む、核酸分子
の逆転写において使用するための組成物を一部提供する。本発明はまた、核酸分子の逆転
写において使用するための組成物を提供し、本組成物は逆転写酵素を効率的にする1つも
しくはそれ以上の変異または改変を有する、高い忠実度を有する、および/または対応す
る非変異型のもしくは未変性の逆転写酵素よりも低いTdT活性を有する逆転写酵素を含む
。本発明は、さらに、逆転写酵素を耐熱性および/または対応する非変性型もしくは未変
性の逆転写酵素よりも効率的にする1つまたはそれ以上の変異または改変を有する逆転写
酵素を含む組成物を提供する。
【０１０７】
　これらの組成物における酵素は、好ましくは、作用濃度で存在し、好ましくは、RNaseH
活性も低下している、実質的に低下している、または消失している。または、本発明の組
成物において用いられる逆転写酵素はRNaseH活性を有してもよい。好ましい逆転写酵素と
して、M-MLV逆転写酵素、HIV逆転写酵素、RSV逆転写酵素、AMV逆転写酵素、RAV逆転写酵
素、およびMAV逆転写酵素、もしくは他のASLV逆転写酵素、またはこれらの対応するRNase
H-誘導体などのレトロウイルス逆転写酵素が挙げられる。本発明の組成物を調製するため
に使用することができるさらなる逆転写酵素として、細菌逆転写酵素(例えば、大腸菌逆
転写酵素)(例えば、マオ(Mao)ら,Biochem.Biophys.Res.Commun.227:489-93(1996)を参照
のこと)およびサッカロマイセス・セレビシエ逆転写酵素(例えば、Ty1またはTy3レトロト
ランスポゾンの逆転写酵素)(例えば、クリストファリ(Cristofari)ら,Jour.Biol.Chem.27
4:36643-36648(1999);ムレス(Mules)ら,Jour.Virol.72:6490-6503(1998)を参照のこと)が
挙げられる。
【０１０８】
　本発明によれば、任意の数の変異を逆転写酵素に生じさせることができ、好ましい局面
において、耐熱性を増大させる、および/または本発明の逆転写酵素に他の所望の特性を
与えるために複数の変異を生じさせることができる。このような変異としては、点変異、
フレームシフト変異、欠失および挿入が挙げられ、1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、
3、4、5、10、12、15、20、30など)点変異が好ましい。本発明の逆転写酵素への変異の導
入は、当業者に周知の任意の方法を用いて行うことができる。変異は、例えば、二価金属
イオン補助因子として用いられるマンガンの存在下でPCR反応を行うことによってランダ
ムに導入することができる。または、ポリメラーゼ変異体を作製するために、コードDNA
分子に沿って任意の決定された部位で塩基対変化の可能な全てのクラスを可能にするとい
う効果がオリゴヌクレオチド特異的変異誘発を使用することができる。一般的に、この技
法は、関心対象の逆転写酵素をコードする一本鎖ヌクレオチド配列に(1つまたはそれ以上
のミスマッチを除く)相補的なオリゴヌクレオチドのアニーリングを伴う。次いで、ミス
マッチオリゴヌクレオチドはDNAポリメラーゼによって伸長され、一方の鎖に望ましい配
列変化を含む二本鎖DNA分子を生じる。配列変化は、例えば、アミノ酸の欠失、置換、ま
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たは挿入をもたらすことができる。次いで、二本鎖ポリヌクレオチドを適切な発現ベクタ
ーに挿入し、従って、変異体ポリペプチドまたは改変されたポリペプチドを生成すること
ができる。前記のオリゴヌクレオチド特異的変異誘発は、例えば、PCRを介して行うこと
ができる。
【０１０９】
　本発明はまた、1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12、15、20など)核
酸分子を逆転写する方法であり、以下の段階を含む方法に関する:1つまたはそれ以上の(
例えば、1、2、3、4、5、10、12、15、20など)核酸鋳型(好ましくはRNA、またはメッセン
ジャーRNA(mRNA)、より好ましくはmRNA分子の集団)と、1つまたはそれ以上の本発明の逆
転写酵素を混合する段階、および1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、12
、15、20、30など)鋳型の全てまたは一部と相補的な1つまたはそれ以上の核酸分子を作製
するのに十分な条件下で混合物をインキュベートする段階。1つまたはそれ以上の鋳型に
相補的な1つまたはそれ以上の核酸分子を作製するために、好ましくは、プライマー(例え
ば、オリゴ(dT)プライマー)および1つまたはそれ以上のヌクレオチドが5'から3'方向の核
酸合成に用いられる。本発明のこの局面による逆転写に適した核酸分子として、任意の核
酸分子(特に、原核細胞または真核細胞に由来する核酸分子)が挙げられる。このような細
胞は、正常細胞、罹患細胞、形質転換細胞、株化細胞、始原細胞、前駆細胞、胎児細胞、
胚細胞、細菌細胞、酵母細胞、動物細胞(ヒト細胞を含む)、鳥類細胞、植物細胞など、ま
たは植物もしくは動物(例えば、ヒト、ウシ、ブタ、マウス、ヒツジ、ウマ、サル、イヌ
、ネコ、ラット、ウサギ、鳥類、魚類、昆虫など)から単離された組織を含んでもよい。
逆転写に適した核酸分子はウイルスおよび/または様々な感染細胞から単離および/または
得ることもできる。
【０１１０】
　本発明は、さらに、核酸分子と本発明の逆転写酵素を接触させる段階を含む、核酸分子
を増幅または配列決定する方法を提供する。好ましいこのような方法は、1つまたはそれ
以上のポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を含む。
【０１１１】
逆転写酵素の供給源
　本発明の組成物、方法、およびキットに使用するための酵素として、逆転写酵素活性を
有する任意の酵素が挙げられる。このような酵素として、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(サイキ(Saiki)
,R.K.ら,Science 239:487-491(1988);米国特許第4,889,818号および同第4,965,188号)、T
ne DNAポリメラーゼ(PCT国際公開公報第96/10640号)、Tma DNAポリメラーゼ(米国特許第5
,374,553号)、およびその変異体、断片、変種、または誘導体(例えば、その全体が参照と
して本明細書に引用される、権利者が同一の米国特許第5,948,614号および同第6,015,668
号を参照のこと)が挙げられるが、これらに限定されない。本発明において使用するため
の逆転写酵素として、好ましくは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、一般的に、ASLV逆転写酵素などのレトロウイルス逆転写酵
素が挙げられる。当業者に理解されるように、改変された逆転写酵素は、かつ当技術分野
において日常的かつ周知の組換えまたは遺伝子操作法によって得ることができる。逆転写
酵素変異体は、例えば、部位特異的変異誘発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1つまたはそれ以上の遺伝子を変異させることによって得るこ
とができる。このような変異は、点変異、欠失変異、および挿入変異を含んでもよい。例
えば、本発明の逆転写酵素変異体を構築するために、1つまたはそれ以上の点変異(例えば
、1つまたはそれ以上の異なるアミノ酸による1つまたはそれ以上のアミノ酸の置換)を使
用することができる。
【０１１２】
　本発明は、さらに、野生型逆転写酵素(例えば、M-MLV逆転写酵素、AMV逆転写酵素、RSV
逆転写酵素、HIV逆転写酵素など)とアミノ酸レベルで70%、75%、80%、85%、90%、95%、96



(33) JP 4634799 B2 2011.2.16

10

20

30

40

50

%、97%、98%、または99%同一であり、耐熱性が増大した、および/または本発明の所望の
特性を示す逆転写酵素を含む。本発明は以下の表3に示したアミノ酸配列(配列番号:2)を
含む逆転写酵素とアミノ酸レベルで70%、75%、80%、85%、90%、95%、96%、97%、98%、ま
たは99%同一であり、耐熱性が増大した、ならびに/またはより効率的な(例えば、忠実度
が高いおよび/もしくはTdT活性が低い)逆転写酵素も含む。本発明はまた、前記の逆転写
酵素をコードする核酸分子を含む。
【０１１３】
　本発明はまた、少なくとも200、250、300、350、400、450、500、550、600、650、また
は700のアミノ酸残基を含み、逆転写酵素に関連する1つまたはそれ以上の活性を保持する
逆転写酵素断片を含む。このような断片は、欠失変異によって、当技術分野において日常
的かつ周知の組換え技法によって、または多数の周知のタンパク質分解酵素のいずれかを
用いた関心対象の逆転写酵素の酵素消化によって得ることができる。本発明は、さらに、
前記の逆転写酵素変異体および逆転写酵素断片をコードする核酸分子を含む。
【０１１４】
　本発明の逆転写酵素断片はまた、M-MLV逆転写酵素のアミノ酸1～10番目、11～20番目、
21～30番目、31～40番目、41～50番目、51～60番目、61～70番目、71～80番目、81～90番
目、91～100番目、101～110番目、111～120番目、121～130番目、131～140番目、141～15
0番目、151～160番目、161～170番目、171～180番目、181～190番目、191～200番目、201
～210番目、211～220番目、221～230番目、231～240番目、241～250番目、251～260番目
、261～270番目、271～280番目、281～290番目、291～300番目、301～310番目、311～320
番目、321～330番目、331～340番目、341～350番目、351～360番目、361～370番目、371
～380番目、381～390番目、391～400番目、401～410番目、411～420番目、421～430番目
、431～440番目、441～450番目、451～460番目、461～470番目、471～480番目、481～490
番目、491～500番目、501～510番目、511～520番目、521～530番目、531～540番目、およ
び/または541～550番目、ならびにアミノ酸1番目～355番目、1番目～498番目、1番目～50
0番目、および/または1番目～550番目（およびより好ましくは、1つまたはそれ以上の本
明細書記載の改変または変異を含みうる表3に示される配列）、ならびに他の逆転写酵素
の対応する断片を含む。本発明の逆転写酵素断片は、さらに、前記の断片の1つまたはそ
れ以上と70%、75%、80%、85%、90%、95%、96%、97%、98%、または99%同一のポリペプチド
を含む。本発明は、これらの断片の任意の数の様々な組み合わせにさらに関する。
【０１１５】
　例えば、参照アミノ酸配列と少なくとも70%「同一の」アミノ酸配列を有するタンパク
質またはタンパク質断片によって、このタンパク質のアミノ酸配列は、参照タンパク質の
アミノ酸配列の100アミノ酸ごとに30アミノ酸まで変化を含むことを除いて、参照配列と
同一であることを意味する。言い換えれば、参照アミノ酸配列と少なくとも70%同一のア
ミノ酸配列を有するタンパク質を得るためには、参照配列のアミノ酸配列の30%までが欠
失されてもよく、別のアミノ酸で置換されてもよく、または参照配列の総アミノ酸残基の
30%までの多数のアミノ酸が参照配列に挿入されてもよい。参照配列のこれらの変化は、
参照アミノ酸配列のアミノ(N)末端および/もしくはカルボキシ(C)末端の位置で、ならび
に/またはこれらの末端の間の任意の位置で起こってもよく、また参照配列の残基間で個
々におよび/もしくは参照配列内の1つまたはそれ以上の連続グループに点在してもよい。
実際に、所定のアミノ酸配列が、例えば、参照タンパク質のアミノ酸配列と少なくとも70
%同一であるかどうかは、既知のコンピュータプログラム(例えば、核酸配列同一性の決定
について前述されたプログラム)を従来通りに用いて、またはCLUSTAL Wプログラム(トン
プソン(Thompson),J.D.ら,Nucleic Acids Res.22:4673-4680(1994))を用いて確認するこ
とができる。
【０１１６】
　配列同一性は、参照配列または参照配列のサブ配列を試験配列に対して比較することに
よって決定され得る。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数の
残基にわたって最適に整列される。最適なアラインメントを得るために、付加または欠失
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（例えば、ギャップ）が試験配列に導入され得る。配列同一性パーセントは、同じ残基が
両方の配列に存在する位置の数を決定すること、および比較ウィンドウ中の配列の全体の
長さで一致する位置の数を除算し、100を掛けてパーセンテージを与えることによって決
定される。一致する位置の数に加えて、ギャップの数およびサイズもまた、配列同一性パ
ーセントを計算する際に考慮される。
【０１１７】
　配列同一性は、典型的には、コンピュータプログラムを使用して決定される。代表的な
プログラムは、National Center for Biotechnology information（NCBI, http://www.nc
bi.nlm.nih.gov/）で公的にアクセス可能であるBLAST（Basic Local Alignment Search T
ool）プログラムである。このプログラムは、試験配列中のセグメントをデータベース中
の配列に対して比較して、一致の統計学的な有意性を決定し、次いで、閾値レベルよりも
有意な一致のみを同定および報告する。BLASTプログラムの適切なバージョンは、ギャッ
プを可能にするもの（例えば、バージョン2.X）である（Altschul, ら, Nucleic Acids R
es. 25(17):3389-402, 1997）。ヌクレオチド配列（blastn）またはタンパク質（blastp
）を検索するための標準的なBLASTプログラムが使用され得る。問い合わせ配列が翻訳さ
れる、翻訳された問い合わせ検索、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）もまた、ヌクレオチド問い合わせ配列が6
つすべてのリーディングフレームにおけるタンパク質配列に翻訳され、次いで6つすべて
のリーディングフレームにおいて翻訳されたNCBIヌクレオチドデータベースに対して比較
される問い合わせ（tbblastx）と同様に使用され得る。
【０１１８】
　本発明のタンパク質に対して配列同一性を有するタンパク質を同定するためのさらなる
適切なプログラムには、PHI-BLAST（Pattern Hit Initiated BLAST, Zhang, ら, Nucleic
 Acids Res. 26(17):3986-90, 1998）およびPSI-BLAST（Position-Specific Iterated BL
AST, Altschul, ら, Nucleic Acids Res. 25(17):3389-402, 1997）が挙げられるがこれ
らに限定されない。
【０１１９】
　プログラムはデフォルト検索パラメーターを用いて使用され得る。代替として、1つま
たはそれ以上の検索パラメーターが調整され得る。適切な検索パラメーター値を選択する
ことは、当業者の能力の範囲内である。
【０１２０】
　本発明において使用するための好ましい酵素として、RNase H活性が低下した、実質的
に低下した、またはRNase H活性を欠いた酵素が挙げられる。RNase H活性が低下した、ま
たは実質的に低下した、このような酵素は、例えば、関心対象の逆転写酵素内のRNase H
ドメインを変異させることによって(例えば、前記のような1つまたはそれ以上の(例えば
、1、2、3、4、5、10、12、15、20、30など)点変異、1つまたはそれ以上の(例えば、1、2
、3、4、5、10、12、15、20、30など)欠失変異、および/または1つまたはそれ以上の(例
えば、1、2、3、4、5、10、12、15、20、30など)挿入変異を導入することによって)得る
ことができる。いくつかの態様において、本発明の逆転写酵素はRNase Hドメインの改変
または変異を含まず、好ましくはRNase H活性を低下させる改変を含まない。ある局面に
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。
【０１２１】
　「RNase H活性が実質的に低下した」酵素とは、この酵素が、対応する野生型またはRNa
seH+酵素(例えば、野生型モロニーマウス白血病ウイルス(M-MLV)、鳥類骨髄芽球症ウイル
ス(AMV)、またはラウス肉腫ウイルス(RSV)逆転写酵素)のRNaseH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
、最も好ましくは約5%未満または約2%未満を有することを意味する。RNase H活性の低下
は、例えば対応する野生型または非変性型もしくは未変性の逆転写酵素と比較した、活性
における任意の低下を意味する。
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【０１２２】
　RNase H活性が低下した、実質的に低下した、またはRNase H活性が検出できないもしく
はRNase H活性を欠いている逆転写酵素は既に記述されている(米国特許第5,668,005号、
米国特許第6,063,608号、およびPCT国際公開公報第98/47912号を参照のこと)。任意の酵
素のRNase H活性が、様々なアッセイ(例えば、米国特許第5,244,797号、コテウィクツ(Ko
tewicz),M.L.ら,Nucl.Acids Res.16:265(1988)、ジェラルド(Gerard),G.F.ら,FOCUS 14(5
):91(1992)、PCT国際公開公報第98/47912号、および米国特許第5,668,005号に記載のアッ
セイ(これらの全ての開示を参照として本明細書に完全に引用する))によって決定するこ
とができる。1つまたはそれ以上の本記載のアッセイ法により検出可能なRNase H活性を有
さないか、またはRNase H活性を欠いている逆転写酵素が特に好ましい。
【０１２３】
　本発明において使用するための特に好ましい酵素として、M-MLV RNaseH-逆転写酵素、R
SV RNaseH-逆転写酵素、AMV RNaseH-逆転写酵素、RAV RNaseH-逆転写酵素、MAV RNaseH-
逆転写酵素、およびHIV RNaseH-逆転写酵素が挙げられるが、これらに限定されない。し
かしながら、RNaseH活性が低下した、実質的に低下した、またはRNase H活性を欠いてい
るリボ核酸分子からDNA分子を生成することができる(すなわち、逆転写酵素活性を有する
酵素)任意の酵素を、本発明の組成物、方法、およびキットにおいて等しく使用できるこ
とは当業者に理解されると思われる。
【０１２４】
　本発明において使用するための酵素としては、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)活性が低下した、実質的に低下した、または無くなった酵素も挙げ
られる。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活性が低下した、もしく
は実質的に低下した、またはTdT活性が無くなった、このような酵素は、例えば、鋳型-プ
ライマーに近接する、または鋳型-プライマーと接触する、関心対象の逆転写酵素内のア
ミノ酸残基を変異させることによって(例えば、1つもしくはそれ以上の(例えば、1、2、3
、4、5、10、12、15、20、30など)点変異、1つもしくはそれ以上の欠失変異、および/ま
たは1つもしくはそれ以上の挿入変異を導入することによって)得ることができる。減少し
たTdT活性を示す逆転写酵素は、2001年3月15日に出願された米国特許出願第09/808,124号
(この全開示を参照として本明細書に引用する)に記載されており、M-MLV逆転写酵素のY64
、M289、F309、T197、および/またはY133に等価な、またはこれらに対応するアミノ酸位
置に1つまたはそれ以上の変化を有する逆転写酵素を含む。
【０１２５】
　1つの局面において、アミノ酸置換は、前記で特定された位置の1つまたはそれ以上で行
われる(すなわち、M-MLV逆転写酵素のY64、M289、F309、T197、またはY133に等価な、ま
たはこれらに対応するアミノ酸位置)。従って、これらの位置のアミノ酸は、Ala、Arg、A
sn、Asp、Cys、Gln、Glu、Gly、His、Ile、Leu、Lys、Met、Phe、Pro、Ser、Thr、Trp、T
yr、およびValを含む他の任意のアミノ酸で置換することができる。低下した、実質的に
低下した、または消失したTdT活性を示す逆転写酵素の特定の例として、(1)位置309のフ
ェニルアラニン残基がアスパラギンで置換されている、(2)位置197のスレオニン残基がア
ラニンもしくはグルタミン酸のいずれかで置換されている、および/または(3)位置133の
チロシン残基がアラニンで置換されている、M-MLV逆転写酵素(例えば、SUPERSCRIPT(商標
)II)が挙げられる。
【０１２６】
　本発明において使用するための酵素として、忠実度が増大した酵素も挙げられる。忠実
度が増大した逆転写酵素は、2000年3月15日に出願された米国特許出願第60/189,454号お
よび2001年3月15日に出願された米国特許出願第09/808,124号(これらそれぞれの全開示を
参照として本明細書に引用する)に記載されており、以下の表2に示した位置に等価な、ま
たはこれらに対応する位置での1つまたはそれ以上の変化を有する逆転写酵素を含む。
【０１２７】
　（表２）
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【０１２８】
　本発明のある態様において、アミノ酸置換は、前記で特定された位置の1つまたはそれ
以上で行われる。従って、これらの位置のアミノ酸は、Ala、Arg、Asn、Arg、Asp、Cys、
Gln、Glu、Gly、His、Ile、Leu、Lys、Met、Phe、Pro、Ser、Thr、Trp、Tyr、およびVal
を含む他の任意のアミノ酸で置換することができる。忠実度が増大した逆転写酵素の特定
の例としては、(1)223位のバリン残基がヒスチジン、フェニルアラニン、もしくはイソロ
イシンで置換されている、(2)116位のアルギニン残基がメチオニンで置換されている、(3
)位置152のリジン残基がアルギニンで置換されている、(4)190位のグルタミン酸残基がフ
ェニルアラニンで置換されている、(5)197位のスレオニン残基がアラニンもしくはグルタ
ミン酸で置換されている、(6)309位のフェニルアラニン残基がアスパラギンもしくはアル
ギニンで置換されている、(7)133位のチロシン残基がヒスチジンもしくはアラニンで置換
されている、および/または(8)64位のチロシン残基がトリプトファンもしくはアルギニン
で置換されている、M-MLV逆転写酵素が挙げられる。
【０１２９】
　従って、特定の態様において、本発明は、耐熱性が増大し、選択的に、以下の特徴:(1)
RNaseH活性が低下した、もしくは実質的に低下した、(2)TdT活性が低下した、もしくは実
質的に低下した、および/または(3)忠実度が増大した1つまたはそれ以上も示す逆転写酵
素を含む。
【０１３０】
　本発明はまた、逆転写酵素の認められた領域において変異または置換が行われている逆
転写酵素変異体に関する。このような領域として、フィンガー領域、パーム領域、サム領
域、αヘリックスH領域、βシート10領域、および/またはβシート11領域が挙げられるが
、これらに限定されない。従って、本発明は、本明細書の他の場所に記載されるように増
大した耐熱性(ならびに他の特性)を示し、ハンドドメインにおいて、より詳細にはフィン
ガー領域、パーム領域、および/またはサム領域を含む1つまたはそれ以上の領域において
1つまたはそれ以上の(例えば、1、2、3、4、5、10、15など)変異または改変を有する逆転
写酵素を含む。
【０１３１】
　本発明において使用するための逆転写酵素活性を有するポリペプチドは、天然タンパク
質を単離および精製するための当業者に周知の標準的な手順に従って天然のウイルス供給
源または細菌供給源から単離することができる(例えば、Houts,G.E.ら,J.Virol.29:517(1
979)；米国特許第5,668,005号；およびPCT国際公開公報第98/47912号を参照のこと)。さ
らに、逆転写酵素活性を有するポリペプチドは、当業者によく知られている組換えDNA技
法によって調製することができる(例えば、(コテウィクツ(Kotewicz),M.L.ら,Nucl.Acids
 Res.16:265(1988);ソルティス(Soltis),D.A.,およびスカルカ(Skalka),A.M.,Proc.Natl.
Acad.Sci.USA 85:3372-3376(1988)；米国特許第5,668,005号；およびPCT国際公開公報第9
8/47912号を参照のこと)。
【０１３２】
　本発明の1つの局面において、逆転写酵素変異体または改変された逆転写酵素は組換え
技法によって作製される。多くのクローニングされた逆転写酵素遺伝子が入手可能であり
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、または標準的な組換え技法を用いて得ることができる(米国特許第5,668,005号およびPC
T国際公開公報第98/47912を参照のこと)。
【０１３３】
　本発明によって改変される逆転写酵素をコードする遺伝子または他の核酸分子をクロー
ニングするために、逆転写酵素遺伝子またはオープンリーディングフレームを含む単離さ
れたDNAを使用して、組換えDNAライブラリーを構築することができる。関心対象の逆転写
酵素をクローニングするために、当技術分野において周知の任意のベクターを使用するこ
とができる。しかしながら、使用されるベクターは、組換えベクターが形質転換される宿
主と適合しなければならない。
【０１３４】
　プラスミドライブラリーを構築するための原核生物ベクターとしては、例えば、pBR322
、ColE1、pSC101、pUCベクター(pUC18、pUC19など:「分子クローニング,実験マニュアル(
Molecular Cloning,A Laboratory Manual)」,Cold Spring Harbor Laboratory Press,Col
d Spring Harbor,New York(1982);およびサンブルック(Sambrook)ら,「分子クローニング
,実験マニュアル(第2版)」Cold Spring Harbor Laboratory Press,Cold Spring Harbor,N
ew York(1989))などの、大腸菌内で複製することができるプラスミドが挙げられる。バチ
ルス属(Bacillus)プラスミドとしては、pC194、pUB110、pE194、pC221、pC217などが挙げ
られる。このようなプラスミドは、グリクザン(Glyczan),T.分子生物学バチルス(The Mol
ecular Biology Bacilli),Academic Press,York(1982),307-329によって開示されている
。適切なストレプトマイセス属(Streptomyces)プラスミドとしては、pIJ101(ケンダル(Ke
ndall)ら,J.Bacteriol.169:4177-4183(1987))が挙げられる。シュードモナス属(Pseudomo
nas)プラスミドは、ジョン(John)ら(Rad.Insec.Dis.8:693-704(1986))およびイガキ(Igak
i)(Jpn.J.Bacteriol.33:729-742(1978))に概説されている。pCP13(ダージンズ(Darzins)
およびチャクラバティ(Chakrabarty),J.Bacteriol.159:9-18(1984))などの、広い宿主域
のプラスミドまたはコスミドも本発明に使用することができる。本発明の遺伝子および核
酸分子をクローニングするための好ましいベクターは原核生物ベクターである。好ましく
は、本発明の遺伝子をクローニングするのにpBAD、pCP13およびpUCベクターが用いられる
。他の適切なベクターは当業者には公知であり、例えばInvitrogen Corporation, Carlsb
ad, CAより市販されている。
【０１３５】
　関心対象の逆転写酵素遺伝子および核酸分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。原核生物宿主の一例は大腸菌である。しかしながら、本発明の望まし
い逆転写酵素遺伝子および核酸分子は、エシェリキア属(Escherichia)、バチルス属、ス
トレプトマイセス属、シュードモナス属、サルモネラ属(Salmonella)、セラチア属(Serra
tia)、およびプロテウス属(Proteus)の宿主を含むが、これらに限定されない他の原核生
物宿主にクローニングすることができる。特に関心のある細菌宿主としては、インビトロ
ゲンコーポレーション(Invitrogen Corporation.)(Carlsbad,CA)から入手することができ
る大腸菌DH10Bが挙げられる。
【０１３６】
　関心対象の逆転写酵素をクローニングおよび発現するための真核生物宿主としては、酵
母細胞、菌類細胞、および哺乳動物細胞が挙げられる。このような真核細胞における望ま
しい逆転写酵素の発現は、真核生物プロモーターを含む真核生物調節領域の使用を必要と
する場合がある。周知の真核生物ベクター系を用いて周知の技法によって、真核細胞にお
ける逆転写酵素遺伝子または核酸分子のクローニングおよび発現を達成することができる
。
【０１３７】
　一旦、DNAライブラリーが特定のベクターに構築されたら、周知の技法によって適切な
宿主を形質転換する。ペトリ皿一枚につき約200～300個の形質転換コロニーを生じる密度
で、形質転換細胞をプレートする。次いで、逆転写酵素の選択のために、以下の実施例に
記載のように、逆転写酵素または耐熱性逆転写酵素が発現しているかどうかコロニーをス
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クリーニングする。簡単に述べると、個々の形質転換コロニーの一晩培養物を、標識デオ
キシヌクレオチドを用いて逆転写酵素もしくは耐熱性逆転写酵素活性および/または他の
所望の活性について直接アッセイし、標識産物が存在するかどうか分析する。耐熱性逆転
写酵素活性および/または他の所望の活性が検出されたら、どのアミノ酸が逆転写酵素活
性を維持したかを確かめるために、変異体を配列決定する。本発明の逆転写酵素をコード
する遺伝子または核酸分子は、当業者に周知の技法を用いてクローニングすることができ
る。
【０１３８】
ポリメラーゼの改変または変異
　本発明によれば、本発明に従って酵素の耐熱性を増大させるために、または本明細書に
記載の他の特性を酵素に付与するために、任意の逆転写酵素において1つまたはそれ以上
の変異を生じさせることができる。このような変異としては、点変異、フレームシフト変
異、欠失、および挿入が挙げられる。好ましくは、耐熱性が向上または増大した逆転写酵
素を生成するために、1つまたはそれ以上のアミノ酸置換をもたらす1つまたはそれ以上の
点変異が用いられる。本発明の好ましい局面において、関心対象の他の逆転写酵素におい
て望ましい結果を生じるために、M-MLV逆転写酵素の位置H204(例えば、H204R)および/ま
たはT306(例えば、T306KもしくはT306R)に等価な、またはこれらに対応する位置で1つま
たはそれ以上の変異を生じさせることができる。
【０１３９】
　特定の態様において、望ましい結果(例えば、耐熱性の増大、忠実度の増大、TdT活性の
減少など)を生じるために、M-MLV逆転写酵素の位置L52、Y64、R116、Y133、K152、Q190、
T197、H204、V223、M289、T306および/またはF309に等価な、またはこれらに対応する位
置で1つまたはそれ以上の変異を生じさせることができる。従って、特定の態様において
、基準系としてM-MLV逆転写酵素のアミノ酸位置を用いて、本発明のタンパク質は、以下
の変化:L52P、Y64S、Y64W、Y64R、R116M、Y133A、Y133H、K152R、K152M、Q190F、T197R、
T197E、T197A、T197K、H204R、V223H、V223F、V223I、M289L、T306K、T306R、F309R、お
よび/またはF309Nの1つまたはそれ以上を有する逆転写酵素(例えば、M-MLV逆転写酵素、A
MV逆転写酵素、HIV逆転写酵素、RSV逆転写酵素など)、ならびにこれらのタンパク質を含
む組成物、これらのタンパク質をコードする核酸分子、ならびにこれらの核酸分子を含む
宿主細胞を含む。
【０１４０】
　これらのタンパク質の耐熱性を変える、逆転写酵素における変異は、逆転写酵素に通常
関連する活性(例えば、RNaseH活性、逆転写酵素活性またはポリメラーゼ活性、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(TdTase)活性など)にほとんど、もしくは
全く影響を及ぼさない変化または逆転写酵素に通常関連する1つまたはそれ以上の活性を
実質的に変える変化と共に存在してもよい。このような変異の組み合わせを有する逆転写
酵素の一例は、以下の変化:K152M、V223Hを有するM-MLV逆転写酵素である。
【０１４１】
　SUPERSCRIPT(商標)II(インビトロゲンコーポレーション(Invitrogen Corporation)(Car
lsbad,CA)カタログ番号18064-022)の忠実度を向上することが示されている1つの変異はV2
23Hである(2000年3月15日に出願された米国特許出願第60/189,454号、2001年3月15日に出
願された米国特許出願第09/808,124号、およびPCT国際公開公報第01/68895号を参照のこ
と。これらのそれぞれの全開示を参照として本明細書に引用する)。しかしながら、V223H
変化は、この酵素の耐熱性を減少させる。V223H変異を有する酵素の不安定作用を抑制す
る、1つの変異体K152Mが特定された。従って、本発明は位置K152およびV223に変化を含む
M-MLV逆転写酵素を含み、忠実度と耐熱性の両方の増大を示す。このような逆転写酵素の
特定の例は、K152がメチオニンで置換され、V223がヒスチジンで置換されている逆転写酵
素である。対応する変化を有する他の逆転写酵素(例えば、AMV逆転写酵素、HIV逆転写酵
素、RSV逆転写酵素など)もまた本発明の範囲内に含まれる。
【０１４２】
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　SUPERSCRIPT(商標)IIは、以下の置換:D524G、E562Q、およびD583Nを有するM-MLV由来RN
aseH-逆転写酵素である(米国特許第5,017,492号、米国特許第5,244,797号、米国特許第5,
405,776号、米国特許第5,668,005号、および米国特許第6,063,608号を参照のこと。これ
らの全開示を参照として本明細書に引用する)。本発明は、これらの参照位置（すなわち5
24、562、および/または583位）または等価位置のような変更を含む逆転写酵素を含む。
【０１４３】
　関心対象の任意の逆転写酵素について1つまたはそれ以上のアミノ酸置換が1つまたはそ
れ以上の選択された位置で行われる。従って、選択された位置でのアミノ酸は、Ala、Arg
、Asn、Asp、Cys、Gln、Glu、Gly、His、Ile、Leu、Lys、Met、Phe、Pro、Ser、Thr、Trp
、Tyr、およびValを含む他の任意のアミノ酸で置換することができる。ある好ましい態様
において、選択されたアミノ酸は非荷電表面残基であり、荷電残基によって置換される。
ある好ましい態様において、非荷電表面残基は、正に荷電したアミノ酸(例えば、リジン
またはアルギニン)で置換することができる。一つの局面において、変化した残基は変化
していない残基により置き換えられる。他のの局面において負に荷電した残基は正に荷電
した残基により置き換えられ、および/または正に荷電した残基は負に荷電した残基によ
り置き換えられる。
【０１４４】
　他の逆転写酵素について、前記で特定されたM-MLV逆転写酵素の対応する位置は当業者
によって容易に特定することができる。従って、本明細書に記載の特定された領域および
アッセイがあれば、当業者は、関心対象の任意の逆転写酵素の耐熱性を増大させる、およ
び/または他の所望の特性をもたらす1つまたは多数の改変を加えることができる。本発明
に従って改変される残基として、前記の表1に列挙された残基を挙げることができる。
【０１４５】
　M-MLV逆転写酵素のヌクレオチド配列(シニック(Shinnick)ら,1981,Nature 293:543-548
;ゲオルギアディス(Georgiadis)ら,1995,Structure 3:879-892)、AMV逆転写酵素のヌクレ
オチド配列(ジョリオット(Joliot)ら,1993,Virology 195:812-819)、RSV逆転写酵素のヌ
クレオチド配列(シュワルツ(Schwartz)ら,1983,Cell 32:853-859)、およびHIV逆転写酵素
のヌクレオチド配列(ウォングスタール(Wong-Staal)ら,1985,Nature 313:277-284)が公知
であり、その全体が参照として本明細書に組み入れられる。
【０１４６】
　好ましくは、逆転写酵素変異体を作製するために、コードDNA分子に沿って任意の決定
された部位で塩基対変化の全てのクラスを可能にするという効果があるオリゴヌクレオチ
ド特異的変異誘発が用いられる。
【０１４７】
逆転写酵素の発現の向上
　本発明の逆転写酵素の発現を最適化するために、誘導性プロモーターまたは構成的プロ
モーターが周知であり、組換え宿主において高レベルの逆転写酵素構造遺伝子を発現する
のに使用することができる。同様に、高レベルの発現を達成するのに、当技術分野におい
て周知の高コピー数ベクターを使用してもよい。誘導性の高コピー数を有するベクターも
また、組換え宿主において本発明の逆転写酵素の発現を向上させるのに有用な場合がある
。
【０１４８】
　望ましい構造遺伝子を原核細胞(例えば、大腸菌、枯草菌、シュードモナス属など)にお
いて発現させるためには、望ましい構造遺伝子を機能的な原核生物プロモーターに機能的
に連結することが好ましい。しかしながら、逆転写酵素遺伝子の発現を可能にする、逆転
写酵素遺伝子の天然プロモーターが原核生物宿主において機能する場合がある。従って、
逆転写酵素遺伝子を発現させるために、天然プロモーターまたは他のプロモーターを使用
してもよい。発現を向上させるのに使用することができる、このような他のプロモーター
としては、構成的または調節的(すなわち、誘導性の、もしくは活性化の)プロモーターが
挙げられる。構成的プロモーターの例としては、バクテリオファージλのintプロモータ
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ーおよびpBR322のβ-ラクタマーゼ遺伝子のblaプロモーターが挙げられる。誘導性原核生
物プロモーターの例としては、バクテリオファージλの主要な右および左プロモーター(P

RおよびPL)、大腸菌のtrp、recA、lacZ、lacI、tet、gal、trc、ara BAD(ガズマン(Guzma
n)ら,1995,J.Bacteriol.177(14):4121-4130)およびtacプロモーターが挙げられる。枯草
菌プロモーターとしてα-アミラーゼ(ウルマネン(Ulmanen)ら,J.Bacteriol 162:176-182(
1985))およびバチルス属バクテリオファージプロモーター(グリクザン(Gryczan),T.,バチ
ルス属の分子生物学(The Molecular Biology Of Bacilli),Academic Press,New York(198
2))が挙げられる。ストレプトマイセス属プロモーターはワード(Ward)ら,Mol.Gen.Genet.
203:468478(1986)に述べられている。原核生物プロモーターはまた、グリック(Glick),J.
Ind.Microbiol.1:277-282(1987);セナチエムプト(Cenatiempto),Y.,Biochimie 68:505-51
6(1986);およびゴッテスマン(Gottesman),Ann.Rev.Genet.18:415-442(1984)に概説されて
いる。原核細胞における発現はまた、遺伝子コード配列の上流にリボソーム結合部位の存
在を必要とする。このようなリボソーム結合部位は、例えば、ゴールド(Gold)ら,Ann.Rev
.Microbiol.35:365404(1981)に開示されている。
【０１４９】
　真核細胞における本発明のポリメラーゼの発現を向上させるために、周知の真核生物プ
ロモーターおよび真核宿主を使用することができる。ポリメラーゼの発現の向上は原核生
物宿主において達成することができる。本発明との使用に適した原核生物宿主の一例は大
腸菌である。
【０１５０】
逆転写酵素の単離および精製
　本発明の1つまたはそれ以上の酵素は、好ましくは、望ましい逆転写酵素遺伝子を含み
、発現する組換え宿主を培養において増殖させることによって生成される。しかしながら
、本発明の逆転写酵素は、本発明の逆転写酵素を生成する任意の株から単離することがで
きる。逆転写酵素の断片もまた本発明に含まれる。このような断片は、逆転写酵素活性を
有する1つまたはそれ以上のタンパク質分解断片を含む。このような断片はまた、関心対
象の逆転写酵素遺伝子の一部をクローニングおよび発現させることによって、フレームシ
フト変異を作製することによって、ならびに/または短縮型のタンパク質もしくはポリペ
プチドの発現のために、関心対象の遺伝子中に1つまたはそれ以上の終止コドンを付加す
ることによって、産生され得る。好ましくは、本発明のポリペプチドは、それらを発現す
る細胞または生物（これらは野生型の細胞もしくは生物、または組換えの細胞もしくは生
物であってもよい）から精製および/または単離され得る。ある態様において、このよう
なポリペプチドは、それらが発現されている細胞または生物から、実質的に単離されても
よい。
【０１５１】
　クローニングされた逆転写酵素遺伝子を含む宿主によって同化される任意の栄養分を培
養培地に添加することができる。使用される株および培養培地の組成に応じて個別的に最
適な培養条件を選択すべきである。発現させようとする望ましい遺伝子を含むベクターDN
Aの維持を確実なものにするために、抗生物質を増殖培地に添加することもできる。培地
配合物は、DSMまたはATCCカタログならびにサンブルックら,「分子クローニング,実験マ
ニュアル(第2版)」,Cold Spring Harbor Laboratory Press,Cold Spring Harbor,NY(1989
)に記載されている。
【０１５２】
　本発明の逆転写酵素を生成する組換え宿主細胞は、例えば、遠心分離によって、液体培
養から分離することができる。一般的に、収集された微生物細胞を適切な緩衝液に分散さ
せ、次いで、超音波処理によって、または緩衝液溶液による酵素の抽出を可能にする他の
周知の手順によって破壊することができる。超遠心分離または遠心分離によって細胞破片
を除去した後に、逆転写酵素を、標準的なタンパク質精製法(例えば、抽出、沈殿、クロ
マトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィー、電気泳動など)によって精製するこ
とができる。精製中の逆転写酵素の存在を検出するためのアッセイは当技術分野において
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周知であり、これらの酵素の存在を確かめるために従来の生化学的精製法の間に使用する
ことができる。
【０１５３】
　ある態様において、本発明の逆転写酵素は、逆転写酵素の精製を容易にするためにアフ
ィニティタグを含むように改変することができる。適切なアフィニティタグは当業者に周
知であり、6ヒスチジンなどのアミノ酸反復配列、ヘマグルチニンエピトープおよびmycエ
ピトープなどのエピトープ、ならびに逆転写酵素の簡単な精製を可能にする他のアミノ酸
配列を含むが、これらに限定されない。
【０１５４】
　本発明はさらに、(1)逆転写酵素に付随する1つまたはそれ以上の活性を有するタンパク
質またはその断片、および(2)タグ（例えば、アフィニティータグ）を含む融合タンパク
質に関する。特定の態様において、本発明は、1つまたはそれ以上（例えば、1、2、3、4
、5、6、7、8など）のタグを有する本明細書に記載される逆転写酵素（例えば、耐熱性逆
転写酵素）を含む。これらのタグは、例えば、逆転写酵素に付随する1つまたはそれ以上
の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
末端の両方に位置し得る。タグはまた、内部に位置し得る（例えば、逆転写酵素に由来す
るアミノ酸配列の領域間に、および/またはアミノ酸側鎖に結合される）。例えば、Fergu
son ら, Protein Sci. 7:1636-1638 (1998) は、Escherichia coliからの、アフィニティ
ータグ（すなわち、ヘキサヒスチジン配列）が挿入されたヘモジデリン貪食細胞レセプタ
ー、FhuAを記載する。このタグは、金属キレートアフィニティークロマトグラフィーを利
用する精製プロトコールにおいて機能することが示された。内部タグを有するさらなる融
合タンパク質は、米国特許第6,143,524号（その全体の開示が参照として本明細書に組み
入れられる）に記載される。
【０１５５】
　本発明の組成物を調製するために使用されるタグは長さが変化し得るが、典型的には、

のアミノ酸残基長である。
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【０１５６】
　本発明の組成物を調製するために使用されるタグは、融合タンパク質の耐熱性に寄与す
るものを含む。従って、これらのタグは、少なくとも部分的に、増大した耐熱性を有する
特定のタンパク質（例えば、1つまたはそれ以上の逆転写酵素活性を有するタンパク質）
の原因であり得る。逆転写酵素（すなわちM-MLV逆転写酵素）の耐熱性を向上させるタグ
の例には、以下のアミノ酸配列：SEQ ID NO:2および表3に示される配列のアミノ酸1-32に
対応する

および

を有するタグが含まれるがこれらに限定されない。これらのタグの断片（好ましくは、3
以上、5以上、10以上、または15以上のアミノ酸を有するもの）もまた、本発明に従って
使用され得る。このように、本発明は、部分的には、タグを含みかつ耐熱性の向上を実証
する逆転写酵素またはその断片を含む。周知の方法を使用して、当業者は、1つまたはそ
れ以上の上述のタグを1つまたはそれ以上の、逆転写酵素活性を有するRT酵素またはその
断片に結合させ、耐熱性RT酵素またはその断片を作製し得る。適切なRT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 239:487-4
91 (1988); 米国特許第4,889,818号および4,965,188号）、Tne DNAポリメラーゼ（PCT国
際公開公報第96/10640号）、Tma DNAポリメラーゼ（米国特許第5,374,553号）およびそれ
らの変異体、断片、改変体、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6,015,668号（これらはその全体が参照として本明細書に組み入れられる）を参照
されたい）。本発明における使用のための逆転写酵素はまた、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、および一般的にASLV逆転写酵
素のようなレトロウイルス逆転写酵素を含む。
【０１５７】
　本発明の実施において使用されるタグは、任意の数の目的のために働き得、および多数
のタグが本発明の逆転写酵素に1つまたはそれ以上の異なる機能を与えるために付加され
得る。例えば、タグは、(1)タンパク質の内部および他のタンパク質との両方のタンパク
質-タンパク質相互作用に寄与し得、(2)タンパク質を特定の精製方法に対して使用可能に
し得、(3)タンパク質が組成物中に存在するか否かを同定することを可能にし；または(4)
タンパク質に他の特性を与え得る。
【０１５８】
　本発明の実施において使用され得るタグの例には、金属結合ドメイン（例えば、ポリヒ
スチジンセグメント（例えば、3、4、5、6、または7個のヒスチジン領域））、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/もしくはFcレセプター；ならびに/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、キチン結合ドメイン）；および検
出可能ドメイン（例えば、少なくとも一部のβ-ガラクトシダーゼ）が含まれる。融合タ
ンパク質は、上記に記載されたもののような1つまたはそれ以上のタグを含み得る。典型
的には、1つより多くのタグを含む融合タンパク質は、逆転写酵素の一方の末端または両
方の末端（N末端およびC末端）にこれらのタグを含むが、1つまたはそれ以上のタグは、
末端に存在するものの代わりに、またはそれに加えて、内部に位置し得る。さらに、1つ
より多くのタグが、逆転写酵素の一方の末端、内部、および/または両方の末端に存在し
得る。例えば、3つの連続したタグが、逆転写酵素のN末端で、末端から末端に連結され得
る。本発明はさらに、上記の融合タンパク質を含む組成物および反応混合物、ならびにこ
れらの融合タンパク質、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
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ー）、およびこれらの核酸分子を含む組換え宿主細胞を調製するための方法を含む。本発
明はまた、本明細書の別の箇所に記載されるようなこれらの融合タンパク質を使用するた
めの方法を含む（例えば、核酸分子を逆転写するための方法）。
【０１５９】
　融合タンパク質が組成物中に存在しているか否かを同定することを可能にするタグには
、例えば、電気泳動ゲル中でタンパク質を同定するために使用され得るタグが挙げられる
。多数のタグが当該分野において公知であり、これらはウェスタンブロットのために使用
され得るエピトープおよび抗体結合ドメインを含む。
【０１６０】
　本発明における使用のためのタグのアミノ酸組成は変動し得る。ある態様において、タ
グは、生理学的pHで正電荷を有する約1%～約5%のアミノ酸（例えば、リジン、アルギニン
、およびヒスチジン）、または生理学的pHで正電荷を有する約5%～約10%のアミノ酸、ま
たは生理学的pHで正電荷を有する約10%～約20%のアミノ酸、または生理学的pHで正電荷を
有する約10%～約30%のアミノ酸、または生理学的pHで正電荷を有する約10%～約50%のアミ
ノ酸、または生理学的pHで正電荷を有する約10%～約75%のアミノ酸、を含み得る。ある態
様において、タグは、生理学的pHで負電荷を有する約1%～約5%のアミノ酸（例えば、アス
パラギン酸およびグルタミン酸）、または生理学的pHで負電荷を有する約5%～約10%のア
ミノ酸、または生理学的pHで負電荷を有する約10%～約20%のアミノ酸、または生理学的pH
で負電荷を有する約10%～約30%のアミノ酸、または生理学的pHで負電荷を有する約10%～
約50%のアミノ酸、または生理学的pHで正電荷を有する約10%～約75%のアミノ酸、を含み
得る。ある態様において、タグは、同じかまたは異なっていてもよく、および同じ電荷ま
たは異なる電荷であってもよい、2つまたはそれ以上の連続するアミノ酸を含むアミノ酸
の配列を含み得る。例えば、タグは、一連の（例えば、2個、3個、4個、5個、6個、10個
など）の同じかまたは異なっていてもよい正に荷電したアミノ酸を含んでいてもよい。タ
グは、一連の（例えば、2個、3個、4個、5個、6個、10個など）の同じかまたは異なって
いてもよい負に荷電したアミノ酸を含んでいてもよい。ある態様において、タグは、一連
の（例えば、2個、3個、4個、5個、6個、10個など）の同じかまたは異なっていてもよい
、二者択一的な正に荷電したおよび負に荷電したアミノ酸（例えば、正荷電、負荷電、正
荷電、負荷電など）を含んでいてもよい。上記に記載した一連のアミノ酸のいずれか（例
えば、正荷電、負荷電、または二者択一的荷電）は、荷電したアミノ酸間に間隔を空けて
配置される1つまたはそれ以上の中性極性アミノ酸または非極性アミノ酸を含み得る。こ
のような中性アミノ酸は一連の荷電したアミノ酸を通して均一に分布され得（例えば、荷
電、中性、荷電、中性）、または一連のアミノ酸を通して不均一に分布され得る（例えば
、荷電、複数の中性、荷電、中性、複数の荷電など）。ある態様において、本発明のポリ
ペプチドに結合されるタグは生理学的pHにおいて全体的な荷電を有し得る（例えば、正電
荷または負電荷）。全体の電荷のサイズは異なり得、例えば、タグは正味のプラス1、2、
3、4、5などを含み得、または正味のマイナス1、2、3、4、5などを有し得る。本発明はま
た、1つまたはそれ以上の上記のタグ配列を含む逆転写酵素（例えば、耐熱性逆転写酵素
）、このような逆転写酵素をコードするベクター、宿主細胞反応混合物、このような逆転
写酵素を含む組成物および反応混合物、ならびにこのような逆転写酵素を含む容器を含む
キットに関する。
【０１６１】
　ある態様において、タグ配列および逆転写酵素（RT）活性を有する配列から、タグ配列
のすべてまたはその一部を除去することが望ましくあり得る。この型の態様において、切
断部位（例えば、プロテアーゼ酵素についての部位）を形成する1つまたはそれ以上のア
ミノ酸が融合タンパク質の一次配列に組み込まれ得る。この切断部位は、この部位での切
断が融合タンパク質からタグ配列のすべてまたはその一部を除去し得るよに配置され得る
。ある態様において、切断部位は、タグ配列のすべてが切断部位を認識するプロテアーゼ
酵素を用いる切断によって除去されるように、タグ配列とRT活性と有する配列との間に配
置され得る。適切な切断部位の例には以下が含まれるがこれらに限定されない：血液凝固
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因子Xaによって認識および切断される、配列Ile-Glu-Gly-Arg（SEQ ID NO:4）を有するXa
因子切断部位、および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
（SEQ ID NO:5）を有するトロンビン切断部位。他の適切な切断部位は当業者に公知であ
り、本発明と組み合わせて使用され得る。
【０１６２】
　本発明の逆転写酵素は、好ましくは約5単位/mgを超える、より好ましくは約50単位/mg
を超える、さらにより好ましくは約100単位/mg、250単位/mg、500単位/mg、1000単位/mg
、5000単位/mg、または10,000単位/mgを超える、最も好ましくは約15,000単位/mgを超え
る、約16,000単位/mgを超える、約17,000単位/mgを超える、約18,000単位/mgを超える、
約19,000単位/mgを超える、および約20,000単位/mgを超える比活性（例えばRNA指向性DNA
ポリメラーゼ活性および/またはRNase H活性）を有する。ある態様において、本発明の逆
転写酵素は、約50,000単位/mgを超える、約100,000単位/mgを超える、約150,000単位/mg
を超える、約200,000単位/mgを超える、約250,000単位/mgを超える、および約300,000単
位/mgを超える比活性を有してもよい。本発明の逆転写酵素の比活性の好ましい範囲は、
約5単位/mg～約750,000単位/mgの比活性、約5単位/mg～約500,000単位/mg、約5単位/mg～
約300,000単位/mgの比活性、約50単位/mg～約750,000単位/mgの比活性、約100単位/mg～
約750,000単位/mgの比活性、約250単位/mg～約750,000単位/mgの比活性、約500単位/mg～
約750,000単位/mgの比活性、約1000単位/mg～約750,000単位/mgの比活性、約5000単位/mg
～約750,000単位/mgの比活性、約10,000単位/mg～約750,000単位/mgの比活性、約25,000
単位/mg～約750,000単位/mgの比活性、約100単位/mg～約500単位/mgの比活性、約100単位
/mg～約400単位/mgの比活性、および約200単位/mg～約500単位/mgの比活性を含む。比活
性の他の好ましい範囲は、約200,000単位/mg～約350,000単位/mgの比活性、約225,000単
位/mg～約300,000単位/mgの比活性、約250,000単位/mg～約300,000単位/mgの比活性、約2
00,000単位/mg～750,000単位/mgの比活性、約200,000単位/mg～約500,000単位/mgの比活
性、約200,000単位/mg～約400,000単位/mgの比活性、約250,000単位/mg～約750,000単位/
mgの比活性、約250,000単位/mg～約500,000単位/mgの比活性、および約250,000単位/mg～
約400,000単位/mgの比活性、を含む。好ましくは、比活性の範囲の下限は、50、100、200
、300、400、500、700、900、1,000、5,000、10,000、20,000、30,000、35,000、40,000
、45,000、50,000、55,000、60,000、65,000、70,000、75,000、および80,000単位/mgか
ら変化し得るに対して、範囲の上限は、750,000、650,000、600,000、550,000、500,000
、450,000、400,000、350,000、300,000、250,000、200,000、150,000、140,000、130,00
0、120,000、110,000、100,000、および90,000単位/mgから変化し得る。比活性は、当技
術分野において周知の酵素アッセイ法およびタンパク質アッセイ法を使用して決定しても
良い。DNAポリメラーゼアッセイ法およびRNase Hアッセイ法は、例えば米国特許第5,244,
797号および国際公開公報第98/47912号に記載される。本発明のある態様において、本発
明に従って調製される耐熱性逆転写酵素の比活性は非耐熱性逆転写酵素の比活性より高く
てもよい。ある態様において、耐熱性逆転写酵素の比活性は、対応する非耐熱性逆転写酵
素の比活性より5%、10%、15%、20%、25%、30%、40%、50%、60%、70%、80%、90%、100%高
いか、またはそれより高くてもよい。ある好ましい態様において、本発明による耐熱性逆
転写酵素の比活性は、対応する非耐熱性逆転写酵素の比活性より30%以上高くてもよい。
本発明によれば、比活性は、反応に使用されるタンパク質または酵素の総量に対するタン
パク質または酵素の酵素活性(単位)の尺度である。比活性の尺度は、当業者に周知の標準
的な技法によって決定することができる。
【０１６３】
　本発明の逆転写酵素は、1つまたはそれ以上の鋳型から核酸分子を作製するのに使用す
ることができる。このような方法は、1つまたはそれ以上の核酸鋳型(例えば、mRNA、より
好ましくは、mRNA分子の集団)と本発明の逆転写酵素の1つまたはそれ以上を混合する段階
、およびに1つまたはそれ以上の核酸鋳型の全てまたは一部と相補的な1つまたはそれ以上
の核酸分子を作製するのに十分な条件下で混合物をインキュベートする段階を含む。
【０１６４】
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　本発明はまた、1つまたはそれ以上の核酸分子を増幅する方法であり、以下の段階を含
む方法に関する:1つまたはそれ以上の核酸鋳型と本発明の逆転写酵素の1つを混合する段
階、および1つまたはそれ以上の核酸鋳型の全てまたは一部と相補的な1つまたはそれ以上
の核酸分子を増幅するのに十分な条件下で、混合物をインキュベートする段階。このよう
な増幅法は、さらに、1つまたはそれ以上のDNAポリメラーゼの使用を含んでもよく、標準
的なRT-PCR反応と同様に使用することができる。
【０１６５】
　本発明はまた、1つまたはそれ以上の核酸分子を配列決定する方法であり、以下の段階
を含む方法に関する:(a)配列決定しようとする1つまたはそれ以上の核酸分子と、1つまた
はそれ以上のプライマー核酸分子、1つまたはそれ以上の本発明の逆転写酵素、1つまたは
それ以上のヌクレオチド、および1つまたはそれ以上の反応停止薬剤を混合する段階;(b)
配列決定しようとする1つまたはそれ以上の核酸分子の全てまたは一部と相補的な核酸分
子の集団を合成するのに十分な条件下で、混合物をインキュベートする段階;および(c)核
酸分子の集団を分離して、配列決定しようとする1つまたはそれ以上の核酸分子の全てま
たは一部のヌクレオチド配列を決定する段階。
【０１６６】
　本発明はまた、このような方法によって生成された核酸分子(完全長cDNA分子でもよい)
、これらの核酸分子を含むベクター(特に、発現ベクター)、ならびにこれらのベクターお
よび核酸分を含む宿主細胞に関する。
【０１６７】
DNAポリメラーゼの供給源
　本発明によれば様々なDNAポリメラーゼが有用である。このようなポリメラーゼとして
、サームス・サーモフィリス(Thermus thermophilus)(Tth)DNAポリメラーゼ、サームス・
アクアティカス(Thermus aquaticus)(Taq)DNAポリメラーゼ、サーモトガ・ネアポリタナ(
Thermotoga neapolitana)(Tne)DNAポリメラーゼ、サーモトガ・マリティマ(Thermotoga m
aritima)(Tma)DNAポリメラーゼ、サーモコッカス・リトラリス(Thermococcus litoralis)
(TliまたはVENT(商標))DNAポリメラーゼ、サーモコッカス・コダカラエンシス(Thermococ
cus kodakaraensis)KOD1 DNAポリメラーゼ、ピロコッカス・フリオシス(Pyrococcus furi
osis)(Pfu)DNAポリメラーゼ、ピロコッカス種GB-D(DEEPVENT(商標))DNAポリメラーゼ、ピ
ロコッカス・ウォーシ(Pyrococcus woosii)(Pwo)DNAポリメラーゼ、バチルス・ステロサ
ーモフィリラス(Bacillus sterothermophilus)(Bst)DNAポリメラーゼ、バチルス・カルド
フィラス(Bacillus caldophilus)(Bca)DNAポリメラーゼ、スルホロブス・アシドカルダリ
ウス(Sulfolobus acidocaldarius)(Sac)DNAポリメラーゼ、サーモプラズマ・アシドフィ
ラム(Thermoplasma acidophilum)(Tac)DNAポリメラーゼ、サームス・フラバス(Thermus f
lavus)(Tfl/Tub)DNAポリメラーゼ、サームス・ルーバー(Thermus ruber)(Tru)DNAポリメ
ラーゼ、サームス・ブロキアヌス(Thermus brockianus)(DYNAZYME(商標))DNAポリメラー
ゼ、メサノバクテリウム・サーモオートロフィカム(Methanobacterium thermoautotrophi
cum)(Mth)DNAポリメラーゼ、マイコバクテリウム種(Mycobacterium spp.)DNAポリメラー
ゼ(Mtb、Mlep)、ならびにその変異体、変種、および誘導体が挙げられるが、これらに限
定されない。
【０１６８】
　本発明に従って使用されるDNAポリメラーゼは、核酸鋳型からDNA分子を一般的に5'から
3'方向に合成することができるどの酵素でもよい。このようなポリメラーゼは中温性でも
高温性でもよいが、好ましくは高温性である。中温性ポリメラーゼとしては、T5 DNAポリ
メラーゼ、T7 DNAポリメラーゼ、クレノウフラグメントDNAポリメラーゼ、DNAポリメラー
ゼIIIなどが挙げられる。好ましいDNAポリメラーゼは、Taq、Tne、Tma、Pfu、VENT(商標)
、DEEPVENT(商標)、Tth、ならびにその変異体、変種、および誘導体などの耐熱性DNAポリ
メラーゼである(米国特許第5,436,149号;米国特許第5,512,462号;PCT国際公開公報第92/0
6188号;PCT国際公開公報第92/06200号;PCT国際公開公報第96/10640号;バーンズ(Barnes),
W.M.,Gene 112:29-35(1992);ロウヤー(Lawyer),F.C.ら,PCR Meth.Appl.2:275-287(1993);
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ファルマン(Flaman),J.-M.ら,Nucl.Acids Res.22(15):3259-3260(1994))。長い核酸分子(
例えば、約3～5Kb長より長い核酸分子)を増幅するために、少なくとも2種類のDNAポリメ
ラーゼ(一方は3'エキソヌクレアーゼ活性を実質的に欠き、他方は3'エキソヌクレアーゼ
活性を有する)が一般的に用いられる。米国特許第5,436,149号;米国特許第5,512,462号;
バーンズ,W.M.,Gene 112:29-35(1992);PCT国際公開公報第98/06736号;および1997年2月14
日に出願された、権利者が同一である同時係属中の米国特許出願第08/801,720号(これら
の全ての開示はその全体が本明細書に引用される)を参照のこと。3'エキソヌクレアーゼ
活性を実質的に欠くDNAポリメラーゼの例として、Taq、Tne(exo-)、Tma、Pfu(exo-)、Pwo
、およびTth DNAポリメラーゼ、ならびにその変異体、変種、および誘導体が挙げられる
が、これらに限定されない。3'エキソヌクレアーゼ活性を有するDNAポリメラーゼの限定
しない例として、Pfu、DEEPVENT(商標)、およびTli/VENT(商標)、ならびにその変異体、
変種、および誘導体が挙げられる。
【０１６９】
組成物および反応混合物の処方
　本発明の組成物を形成するために、好ましくは、1つまたはそれ以上の逆転写酵素を緩
衝塩溶液に溶解して混合する。本発明の組成物を作製するために、選択的に、1つもしく
はそれ以上のDNAポリメラーゼ、および/または1つもしくはそれ以上のヌクレオチド、お
よび/または1つもしくはそれ以上のプライマーを添加してもよい。より好ましくは、酵素
は、安定な緩衝塩溶液中で作用濃度で提供される。本明細書で使用する用語「安定な」お
よび「安定性」は、一般的に、酵素または酵素を含む組成物が約4℃の温度で約1週間、約
-20℃の温度で約2～6ヶ月、および約-80℃の温度で約6ヶ月以上保存された後に、酵素組
成物などの組成物が最初の酵素活性(単位)の少なくとも70%、好ましくは少なくとも80%、
最も好ましくは少なくとも90%を保持することを意味する。本明細書で使用する用語「作
用濃度」は、特定の機能(例えば、核酸の逆転写)を果たすために溶液中に用いられる最適
濃度の、または最適濃度近くの酵素濃度を意味する。
【０１７０】
　本発明の組成物を形成する際に用いられる水は、好ましくは、蒸留され、脱イオンされ
、(0.1～0.2マイクロメートルフィルターに通して)滅菌濾過されており、DNaseおよびRNa
se酵素による汚染がない。このような水は、例えば、シグマケミカルカンパニー(Sigma C
hemical Company)(Saint Louis,Missouri)から市販されているか、または当業者に周知の
方法に従って、必要とされるように作製することができる。
【０１７１】
　酵素成分に加えて、本発明の組成物は、好ましくは、核酸分子(例えば、cDNA分子)の合
成に必要な1つまたはそれ以上の緩衝液および補助因子を含む。本発明の組成物を形成す
る際の使用に特に好ましい緩衝液は、酢酸緩衝液、硫酸緩衝液、塩酸緩衝液、リン酸緩衝
液、または遊離酸形態のトリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン(TRIS(登録商標))緩衝液
であるが、TRIS(登録商標)と同じ適切なイオン強度およびpKaの代替緩衝液を同等の効果
をもって使用することができる。緩衝塩に加えて、補助因子塩(例えば、カリウム塩(好ま
しくは、塩化カリウムまたは酢酸カリウム)およびマグネシウム塩(好ましくは、塩化マグ
ネシウムまたは酢酸マグネシウム))が組成物に含まれる。保存の際の組成物および/また
は反応混合物の安定性の向上を保つために、組成物および/または合成反応混合物への1つ
またはそれ以上の炭水化物および/または糖の添加も有利なことがある。本発明の組成物
および/または合成反応混合物に添加するための好ましいこのような炭水化物または糖と
しては、スクロース、トレハロース、グリセロールなどが挙げられるが、これらに限定さ
れない。さらに、このような炭水化物および/または糖を、本発明の酵素組成物およびキ
ットの作製に用いられる酵素の保存緩衝液に添加してもよい。このような炭水化物および
/または糖はシグマ(St.Louis,MO)を含む多くの供給源から市販されている。
【０１７２】
　多くの場合、まず最初に、緩衝塩、補助因子塩、および炭水化物または糖を作用濃度で
水に溶解し、酵素を添加する前に溶液のpHを調節することが好ましい。このように、pH感
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受性酵素は、本発明の組成物の処方中に酸またはアルカリを介した不活化を受けない。
【０１７３】
　緩衝塩溶液を処方するためには、緩衝塩(好ましくは、トリス(ヒドロキシメチル)アミ
ノメタン(TRIS(登録商標))の塩、最も好ましくは、その塩酸塩)と十分な量の水を混合し
て、TRIS(登録商標)の濃度が5～150ミリモル濃度、好ましくは10～60ミリモル濃度、最も
好ましくは約20～60ミリモル濃度の溶液を得る。この溶液に、マグネシウム塩(好ましく
は、その塩化物または酢酸塩のいずれか)または他の二価陽イオンを、作用濃度が1～10ミ
リモル濃度、好ましくは1.5～8.0ミリモル濃度、最も好ましくは約3～7.5ミリモル濃度に
なるように添加してもよい。この溶液に、作用濃度が10～100ミリモル濃度、最も好まし
くは約75ミリモル濃度になるようにカリウム塩(好ましくは、カリウムの塩化物または酢
酸塩)、または他の単価陽イオン（例えばNa）も添加してよい。この溶液にジチオスレイ
トールなどの還元剤を、好ましくは約1～100mMの最終濃度で、より好ましくは約5～50mM
または約7.5～20mMの濃度で、最も好ましくは約10mMの濃度で添加してもよい。本発明の
組成物に含めるための炭水化物および/または糖の好ましい濃度は、約5%(w/v)～約30%(w/
v)、約7.5%(w/v)～約25%(w/v)、約10%(w/v)～約25%(w/v)、約10%(w/v)～約20%(w/v)、好
ましくは約10%(w/v)～約15%(w/v)である。少量のエチレンジアミン四酢酸(EDTA)塩(例え
ば、ジソジウムEDTA)(好ましくは、約0.1ミリモル濃度)も添加してよいが、EDTAの含有は
、本発明の組成物の機能または安定性に必須でないようだ。全ての緩衝液および塩を添加
した後、全ての塩が溶解するまで、この緩衝塩溶液をよく混合し、当技術分野において周
知の方法を用いて、pHを約7.4～約9.2、好ましくは約8.0～約9.0、最も好ましくは約8.4
のpH値まで調節する。
【０１７４】
　これらの緩衝塩溶液に酵素(逆転写酵素および/またはDNAポリメラーゼ)を添加して、本
発明の組成物を得る。M-MLV逆転写酵素は、好ましくは、溶液中で約1,000～約50,000単位
/ml、約2,000～約30,000単位/ml、約2,500～約25,000単位/ml、約3,000～約22,500単位/m
l、約4,000～約20,000単位/mlの作用濃度で、最も好ましくは、約5,000～約20,000単位/m
lの作用濃度で添加される。ある態様において、本発明の逆転写酵素（例えば、M-MLV逆転
写酵素）は、第1鎖反応混合物（例えば、mRNA分子を逆転写酵素するための反応）および/
または共役RT/PCRにおいて上記の作用濃度で加えられ得る。これらの反応のための本発明
の逆転写酵素の適切な濃度は、約5,000単位/ml～約50,000単位/ml、約5,000単位/ml～約4
0,000単位/ml、約5,000単位/ml～約30,000単位/ml、または約5,000単位/ml～約20,000単
位/mlの逆転写酵素であり得る。反応は20μl～50μlの容量で行われ得、このような反応
は50単位、100単位、200単位、300単位、400単位、またはそれ以上の本発明の逆転写酵素
を含み得る。当業者は、さらなる逆転写酵素の付加が、増加した酵素の消費で、第1鎖（
例えば、mRNA鎖に相補的なDNA鎖）の合成の増加を可能にし得ることを理解している。当
業者は、過度の実験を伴うことなく、受容可能な消費で望ましい量の産物を産生するため
に反応に加える本発明の逆転写酵素の量を決定し得る。
【０１７５】
　前記の本発明の酵素を含むAMV逆転写酵素、RSV逆転写酵素、およびHIV逆転写酵素は、
好ましくは、溶液中で約100～約5000単位/ml、約125～約4000単位/ml、約150～約3000単
位/ml、約200～約2500単位/ml、約225～約2000単位/mlの作用濃度で、最も好ましくは約2
50～約1000単位/mlの作用濃度で添加される。高温性DNAポリメラーゼ群(Taq、Tne、Tma、
Pfu、VENT、DEEPVENT、Tth、ならびにその変異体、変種、および誘導体)の酵素は、好ま
しくは、溶液中で約100～約1000単位/ml、約125～約750単位/ml、約150～約700単位/ml、
約200～約650単位/ml、約225～約550単位/mlの作用濃度で、最も好ましくは、約250～約5
00単位/mlの作用濃度で添加される。酵素は溶液に任意の順番で添加されてもよく、同時
に添加されてもよい。
【０１７６】
　本発明の組成物は、さらに、1つまたはそれ以上のヌクレオチドを含んでもよい。ヌク
レオチドは、好ましくは、デオキシヌクレオシド三リン酸(dNTP)またはジデオキシヌクレ
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オシド三リン酸(ddNTP)である。本発明の組成物のdNTP成分は新たに合成される核酸の「
基本要素」として働き、ポリメラーゼの働きによって新たに合成される核酸に取り込まれ
、ddNTPは、本発明による配列決定方法において使用することができる。本発明の組成物
における使用に適したヌクレオチドの例として、dUTP、dATP、dTTP、dCTP、dGTP、dITP、
7-デアザ-dGTP、α-チオ-dATP、α-チオ-dTTP、α-チオ-dGTP、α-チオ-dCTP、ddUTP、dd
ATP、ddTTP、ddCTP、ddGTP、ddITP、7-デアザ-ddGTP、α-チオ-ddATP、α-チオ-ddTTP、
α-チオ-ddGTP、α-チオ-ddCTP、またはその誘導体(これらの全てが、インビトロゲンコ
ーポレーション(Invitrogen Corporation)(Carlsbad,CA)、ニューイングランドバイオラ
ボ(New England BioLabs)(Beverly,Massachusetts)、およびシグマケミカルカンパニー(S
aint Louis,Missouri)を含む供給源から市販されている)が挙げられるが、これらに限定
されない。これらのヌクレオチドは標識されなくてもよく、当技術分野において周知の方
法でヌクレオチドと放射性同位体(例えば、3H、14C、32P、または35S)、ビタミン(例えば
、ビオチン)、蛍光成分(例えば、フルオレセイン、ローダミン、テキサスレッド、または
フィコエリトリン)、化学発光標識(例えば、インビトロゲンコーポレーション(Invitroge
n Corporation)(Carlsbad,CA)から市販されているPHOTO-GENE(商標)またはACES(商標)化
学発光システムを用いる)、ジゴキシゲニンなどを結合することによって検出可能に標識
されてもよい。標識ヌクレオチドはまた、例えば、インビトロゲンコーポレーション(Inv
itrogen Corporation)(Carlsbad,CA)またはシグマケミカルカンパニー(Saint Louis,Miss
ouri)から商業的に入手することができる。本発明の組成物において、ヌクレオチドは、
各ヌクレオチドの作用濃度が約10～4000マイクロモル濃度、約50～2000マイクロモル濃度
、約100～1500マイクロモル濃度、または約200～1200マイクロモル濃度、最も好ましくは
約1000マイクロモル濃度の作用濃度になるように添加される。
【０１７７】
　成分の劣化を遅らせるために、試薬組成物の保存は、好ましくは約4℃で1日まで、最も
好ましくは-20℃で1年までである。
【０１７８】
　別の局面において、本発明の組成物および逆転写酵素は、1つまたはそれ以上の炭水化
物、糖、または合成ポリマーの存在下で乾燥した形で調製および保存することができる。
乾燥した組成物または逆転写酵素を調製するための好ましい炭水化物、糖、またはポリマ
ーとして、スクロース、トレハロース、およびポリビニルピロリドン(PVP)、またはその
組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。例えば、米国特許第5,098,893号、
同第4,891,319号、および同第5,556,771号(これらの開示は全体が本明細書に引用される)
を参照のこと。このような乾燥した組成物または酵素は、本発明の組成物の酵素または成
分が著しく劣化することなく様々な温度で長期間保存することができる。好ましくは、乾
燥した逆転写酵素または組成物は4℃または-20℃で保存される。
【０１７９】
　本発明はさらに、核酸分子を逆転写させるために反応溶液、ならびにこのような反応溶
液を利用する逆転写酵素方法、およびこのような方法を使用して産生される核酸分子産物
を含む。多くの例において、本発明の反応溶液は、以下の成分の1つまたはそれ以上を含
む：(1)1つまたはそれ以上の緩衝剤（例えば、リン酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、2-(N
-モルホリノ)-エタンスルホン酸（MES）、トリス-(ヒドロキシメチル)アミノメタン（Tri
s）、3-(シクロヘキシルアミノ)-2-ヒドロキシ-1-プロパンスルホン酸（CAPS）、クエン
酸、N-2-ヒドロキシエチルピペラジン-N'-2-エタンスルホン酸（HEPES）、酢酸、3-(N-モ
ルホリノ)プロパンスルホン酸（MOPS）、N-トリス(ヒドロキシメチル)メチル-3-アミノプ
ロパンスルホン酸（TAPS）など）、(2)1つまたはそれ以上の一価カチオン塩（例えば、Na
Cl、KClなど）、(3)1つまたはそれ以上の二価カチオン塩（例えば、MnCl2、MgCl2、MgSO4
、CaCl2など）、(4)1つまたはそれ以上の還元剤（例えば、ジチオスレイトール、β-メル
カプトエタノールなど）、(5)1つまたはそれ以上のイオン性または非イオン性界面活性剤
（例えば、TRITON X-100（商標）、NONIDET P40（商標）、ドデシル硫酸ナトリウムなど
）、(6)1つまたはそれ以上のDNAポリメラーゼインヒビター（例えば、アクチノマイシンD
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など）、(7)ヌクレオチド（例えば、dNTP（例えば、dGTP、dATP、dCTP、dTTPなど））、(
8)逆転写および/または増幅されるRNA、(9)1つまたはそれ以上のRNaseインヒビター（例
えば、RNASEOUT（商標）、Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA、カタログ番号10777-
019など）、(10)逆転写酵素（例えば、本発明の逆転写酵素）、ならびに/あるいは(11)1
つまたはそれ以上の希釈剤（例えば、水）。他の成分および/または構成要素（例えば、
プライマー、DNAポリメラーゼなど）もまた、反応溶液中に存在し得る。
【０１８０】
　本発明の反応溶液中の緩衝剤の濃度は、使用される特定の緩衝剤を用いて変化する。典
型的には、緩衝剤の作用濃度（すなわち、反応混合物中の濃度）は、約5mM～約500mM

である。Tris（例えば、Tris-HCl）が使用される場合、Trisの作用濃度は、典型的には、
約5mM～約100mM、約5mM～約75mM、約10mM～約75mM、約10mM～約60mM、約10mM～約50mM、
約25mM～約50mMなどである。
【０１８１】
　本発明の溶液の最終pHは、一般的には、本発明の反応溶液中に存在する緩衝剤によって
設定および維持される。本発明の反応溶液のpHおよびそれゆえに本発明の反応混合物は、
特定の用途および存在する緩衝剤とともに変化するが、しばしば約pH 5.5～約pH 9.0
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【０１８２】
　示されるように、1つまたはそれ以上の一価カチオン塩（例えば、NaCl、KClなど）が本
発明の反応溶液に含まれ得る。多くの例において、本発明の反応溶液中で使用される塩は
、溶液中で解離して一価である少なくとも1つの種を生成する（例えば、Na+、K+など）。
本発明の反応溶液中に含まれる場合、塩は、しばしば、約0.5mM～約500mM
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の、個々のまたは組み合わせた濃度のいずれかで存在する。
【０１８３】
　示されるように、1つまたはそれ以上の二価カチオン塩（例えば、MnCl2、MgCl2、MgSO4
、CaCl2など）が本発明の反応溶液に含まれ得る。多くの例において、本発明の反応溶液
中で使用される塩は、溶液中で解離して一価である少なくとも1つの種を生成する（例え
ば、Mg++、Mn++、Ca++など）。本発明の反応溶液中に含まれる場合、塩は、しばしば、約
0.5mM～約500mM
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の、個々のまたは組み合わせた濃度のいずれかで存在する。
【０１８４】
　本発明の反応溶液に含まれる場合、還元剤（例えば、ジチオスレイトール、β-メルカ
プトエタノールなど）は、しばしば、約0.1mM～約50mM
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【０１８５】
　本発明の反応溶液はまた、1つまたはそれ以上のイオン性または非イオン性界面活性剤
（例えば、TRITON X-100（商標）、NONIDET P40（商標）、ドデシル硫酸ナトリウムなど
）を含んでもよい。本発明の反応溶液に含まれる場合、界面活性剤は、しばしば、約0.01
%～約5.0%
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の、個々のまたは組み合わせた濃度のいずれかで存在する。例えば、本発明の反応溶液は
、約0.01%～約2.0%、約0.03%～約1.0%、約0.04%～約1.0%、約0.05～約0.5%、約0.04%～約
0.6%、約0.04%～約0.3%などの濃度でTRITON X-100（商標）を含み得る。
【０１８６】
　本発明の反応溶液はまた、1つまたはそれ以上のDNAポリメラーゼインヒビター（例えば
、アクチノマイシンDなど）を含んでもよい。本発明の反応溶液に含まれる場合、このよ
うなインヒビターは、しばしば、約0.1μg/ml～約100μg/ml
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【０１８７】
　多くの場合において、ヌクレオチド（例えば、dNTP（例えば、dGTP、dATP、dCTP、dTTP
など））が本発明の反応混合物中に存在する。典型的には、個々のヌクレオチドは約0.05
mM～約50mM
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ドが存在する場合、個々のヌクレオチドの濃度を加えることによって決定され得る。1種
またはそれ以上のヌクレオチドが本発明の反応溶液中に存在する場合、個々のヌクレオチ
ドは等モル量で存在しなくてもよい。従って、反応溶液は、例えば、1mM dGTP、1mM dATP
、0.5mM dCTP、および1mM dTTPを含み得る。
【０１８８】
　RNAは典型的には本発明の反応溶液中に存在する。大部分の場合において、RNAは、逆転
写の直前に反応溶液に加えられる。従って、反応溶液はRNAなしで提供されてもよい。こ
れは、典型的には、反応溶液がキットで提供される場合である。RNAは、反応溶液中に存
在する場合、しばしば、1ピコグラム～100μg/20μl
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反応混合物の濃度で存在する。当業者は、異なる逆転写反応が20μl以外の容量で実行さ
れてもよいことを理解する。このような場合において、存在するRNAの総量は、使用され
る容量に伴って変化する。従って、上記の量はRNAの量/20μlの反応溶液の例として提供
される。
【０１８９】
　逆転写酵素（例えば、本発明の逆転写酵素）もまた、反応溶液中に存在してもよい。存
在する場合、逆転写酵素は、しばしば、約0.01～約1,000単位の逆転写酵素活性/μl
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を生じる濃度で存在する。
【０１９０】
　本発明の反応溶液は、最終的な使用のための作用濃度に希釈される濃縮溶液（例えば、
5×溶液）として調製されてもよい。5×溶液に関して、5:1希釈が、このような5×溶液を
作用濃度にするために必要とされる。本発明の反応溶液は、例えば、2×、3×、5×、6×
、7×、8×、9×、10×などの溶液として調製されてもよい。このような溶液の倍数濃度
の1つの主要な制限は、化合物が溶液中で特定の濃度に達する場合に沈殿が発生すること
である。従って、濃縮反応溶液は、一般的には、種々の成分の濃度が緩衝液成分の沈殿が
起こらないように十分に低いように調製される。当業者は、各溶液に受容可能である濃度
の上限が特定の溶液および存在する成分に伴って変化することを理解する。
【０１９１】
　多くの場合において、本発明の反応溶液は、滅菌形態で提供される。滅菌は、混合の前
に反応溶液の個々の成分で、またはそれらが調製された後で反応溶液で実行され得る。こ
のような溶液の滅菌は、オートクレーブまたは限外濾過を含む任意の適切な手段によって
実行され得る。
【０１９２】
核酸の標識
　一般的に、本発明は、部分的には、標識された核酸分子を産生するための核酸分子の逆
転写における使用のための組成物を提供する。このような組成物は、1種またはそれ以上
の逆転写酵素（例えば、シングルサブユニットおよび/またはマルチサブユニットのRT）
を含み得る。これらの組成物中の酵素は、好ましくは、作用濃度で存在し、RNase H活性
を有するか、またはRNase H活性が低下しているか、もしくはRNase H活性が実質的に低下
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しているか、もしくはRNase H活性を欠いているが、酵素の混合物（あるものはRNase H活
性を有し、あるものはRNase H活性が実質的に低下しているか、もしくはRNase H活性を欠
いている）が本発明の組成物中で使用され得る。好ましい逆転写酵素には、M-MLV逆転写
酵素、RSV逆転写酵素、AMV逆転写酵素、RAV逆転写酵素、MAV逆転写酵素、およびHIV逆転
写酵素または例えばのASLV逆転写酵素が含まれる。
【０１９３】
　本発明はまた、1種またはそれ以上の核酸鋳型（これは、好ましくはRNAまたはメッセン
ジャーRNA（mRNA）およびより好ましくはmRNA分子の集団）を、逆転写酵素活性を有する1
種またはそれ以上のポリペプチドと混合する段階、およびその混合物を、1種またはそれ
以上の鋳型のすべてまたはその一部に相補的な1種またはそれ以上の標識された核酸分子
を作製するのに十分な条件下でインキュベートする段階を含む、1種またはそれ以上の核
酸分子の逆転写のための方法に関する。1種またはそれ以上の鋳型に相補的な核酸分子を
作製するために、少なくとも1種のプライマー（例えば、オリゴ(dT)プライマー）および1
種またはそれ以上のヌクレオチド（その一部が好ましくは標識されており、最も好ましく
は蛍光標識されている）が核酸合成のために使用される。本発明のこの局面に従う逆転写
のために適切な核酸鋳型には、任意の核酸分子、特に原核生物細胞または真核生物細胞に
由来するものが含まれる。このような細胞には、正常細胞、疾患細胞、形質転換細胞、樹
立細胞、前駆細胞（progenitor cell）、前駆細胞（precursor cell）、胎児細胞、細菌
細胞、酵母細胞、動物細胞（ヒト細胞を含む）、鳥類細胞、植物細胞など、または植物も
しくは動物（例えば、ヒト、雌ウシ、ブタ、マウス、ウマ、サル、イヌ、ネコ、ラット、
ウサギ、鳥類、魚類、昆虫など）から単離された組織が含まれてもよい。このような核酸
分子はまた、ウイルスから単離され得る。ある態様において、本発明の方法は、標識され
たヌクレオチド（例えば、蛍光標識を含むヌクレオチド）の取り込みによって核酸分子の
直接的な標識を生じる。他の方法において、核酸分子は、最初に、1つまたはそれ以上の
反応性官能基を含む核酸を産生するように反応性官能基を含むヌクレオチドアナログを取
り込む段階によって、間接的に標識される。反応性官能基を含む核酸は、次に、核酸分子
に標識を結合させるために、官能基と反応する標識を含む分子と反応され得る。この反応
は、核酸分子への標識含有分子のすべてまたはその一部の共有結合を生じ得る（例えば、
化学カップリング）。ある態様において、アミン修飾NTP（例えば、アミノアリル-dUTP/U
TP）が逆転写の間に取り込まれる。アミノアリル-NTPは、逆転写のような酵素反応の間の
未修飾NTPと同様の効率で取り込まれる。次いで、アミン官能基は、標準的な技術と使用
して色素とカップリングされる。cDNAの間接的標識のためのキットは、例えば、Ambion, 
Inc., Austin, TXから市販されている。ある態様において、標識含有分子は、反応性官能
基への非共有結合性結合であってもよい。例えば、反応性官能基はビオチン部分であり得
、標識含有分子が標識された（例えば、蛍光標識された）アビジンまたはストレプトアビ
ジン分子であってもよい。
【０１９４】
　本発明はまた、上記の方法に従って産生された標識された核酸分子を提供する。このよ
うな標識された核酸分子は、一本鎖または二本鎖であってもよく、検出プローブとして有
用である。合成の間に使用される標識されたヌクレオチドに依存して、標識された分子は
1つまたは多数の標識を含んでもよい。複数の標識が使用される場合、分子は多数の同じ
かまたは異なる標識を含んでもよい。このように、1つのタイプまたは複数の異なる標識
されたヌクレオチドが核酸分子の合成の間に使用され、標識された本発明の核酸分子を提
供してもよい。従って、このように標識された核酸分子は、1つまたはそれ以上（例えば
、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個など）の標識されたヌクレオチド（こ
れは同じかまたは異なっていてもよい）を含む。
【０１９５】
　本発明の方法によって産生される標識された核酸分子は、(1)特定の数の標識されたヌ
クレオチドを含んでもよいか、または(2)核酸分子中に存在するヌクレオチドの特定のパ
ーセンテージが標識されてもよいか、のいずれかである。いずれの場合においても、反応
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混合液中に存在する標識されたヌクレオチドの濃度は、 (1)特定の数の標識されたヌクレ
オチド、または(2)標識されていないヌクレオチドと比較して、特定のパーセンテージの
標識ヌクレオチドを含む産物核酸分子が産生されるように、標識されていないヌクレオチ
ドに対して調整されてもよい。特定の例において、産物核酸分子中に存在する全ヌクレオ
チドの、約0.1%～約20%、約0.1%～約15%、約0.1%～約10%、約0.1%～約5.0%、約0.1%～約2
.5%、約0.1%～約1.5%、約0.1%～約1.0%、約0.1%～約0.5%、約2.0%～約20%、約4.0%～約20
%、約0.5%～約10%、約0.5%～約5%、約0.5%～約2.0%、または約0.5%～約1.0%が標識される
。当業者は、標識したヌクレオチドの実際の数、従って、標識され、集団中の個々の分子
中に存在するヌクレオチドのパーセンテージが典型的には異なることを理解している。換
言すれば、核酸分子の集団の異なるメンバーが、代表的には、異なる数の標識されたヌク
レオチドを含み、これらは、多数の要因（例えば、反応混合物中に存在する標識されたヌ
クレオチド対標識されていないヌクレオチドの比率）によって変化する、各産物分子中に
存在する標識されたヌクレオチドの全体の平均を有する。大部分の場合において、集団中
の個々の産物核酸分子の少なくとも85%、少なくとも90%、少なくとも95%、または少なく
とも99%が、上記に設定した範囲に収まる標識されたヌクレオチドを含む。
【０１９６】
　本発明に従って、標識された産物の量は、好ましくは、当業者によって決定され得るよ
うな、合成された産物への関心対象の標識の取り込みのパーセントに基づいて測定される
が、産物の標識の量または効率を測定する他の手段が当業者によって理解される。本発明
は、鋳型からの核酸分子の合成の間、好ましくは、RNAからの1種またはそれ以上のcDNAの
合成の間の標識されたヌクレオチドの取り込みのパーセントを向上または増大するために
提供される。本発明に従って、取り込みパーセントのこのような向上または増大は、標準
的な逆転写酵素と比較して、好ましくは、約2倍以上、約5倍以上、約10倍以上、約15倍以
上、約20倍以上、約25倍以上、約30倍以上、約40倍以上、または約50倍以上の取り込みパ
ーセントの増大または向上である。
【０１９７】
　本発明はまた、本発明に従う使用のためのキットを提供する。このようなキットは、厳
重な密封でそこに1つまたはそれ以上の容器手段（例えば、バイアル、チューブ、ボトル
など）を有するキャリア手段（例えば、ボックスまたはカートン）を含む。ここでこのキ
ットは、同じかまたは異なる容器中に、1種またはそれ以上の逆転写酵素を含む。本発明
のキットはまた、同じかまたは異なる容器中に、1種またははそれ以上のDNAポリメラーゼ
、1種またはそれ以上のプライマー、1種またはそれ以上の適切な緩衝液、および/あるい
は1種またはそれ以上のヌクレオチド（例えば、デオキシヌクレオシド三リン酸（dNTP）
および好ましくは標識されたdNTP（例えば、蛍光標識されたdNTP））を含んでもよい。
【０１９８】
　ある態様において、本発明において使用されるRTは、2つまたはそれ以上のサブユニッ
ト（またはその誘導体、改変体、断片、または変異体）を含み、好ましくは、2つのサブ
ユニット（例えば、二量体またはヘテロ二量体）を含む。2サブユニットの逆転写酵素は
、典型的には、二量体を形成するαサブユニットおよびβサブユニットを有するが、サブ
ユニット（およびこれらのサブユニットの誘導体、改変体、または変異体）の任意の形態
または組み合わせが使用されてもよい。このような組み合わせには、αβ、ββ、ααな
どが含まれ得る。本発明における使用のための好ましい2サブユニットRTには、RSV RT、A
MV RT、AEV RT、RAV RT、HIV RT、およびMAV RT、または他のASLV RT、またはそれらの変
異体、改変体、もしくは誘導体が含まれ得る。特定の態様において、AMV RTおよび/また
はRSV RTが本発明に従って使用される。好ましいシングルサブユニットRTには、M-MLV逆
転写酵素が含まれる。
【０１９９】
cDNA分子の生成/供給源
　本発明によれば、cDNA分子(一本鎖または二本鎖)は様々な核酸鋳型分子から調製するこ
とができる。本発明において使用するための好ましい核酸分子として、一本鎖または二本
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鎖のDNA分子およびRNA分子、ならびに二本鎖DNA:RNAハイブリッドが挙げられる。より好
ましい核酸分子として、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)分子が挙げられるが、mRNA分子が本発明の好ましい鋳型である。
【０２００】
　本発明の方法に従ってcDNA分子を調製するのに用いられる核酸分子は、当業者に公知の
標準的な有機化学合成法に従って合成することにより調製することができる。より好まし
くは、核酸分子は、天然の供給源(例えば、様々な細胞、組織、器官、または生物)から得
ることができる。核酸分子の供給源として使用することができる細胞は、原核生物(細菌
細胞(エシェリキア属、バチルス属、セラチア属、サルモネラ属、スタフィロコッカス属(
Staphylococcus)、ストレプトコッカス属(Streptococcus)、クロストリジウム属(Clostri
dium)、クラミジア属(Chlamydia)、ナイセリア属(Neisseria)、トレポネーマ属(Treponem
a)、マイコプラズマ属(Mycoplasma)、ボレリア属(Borrelia)、レジオネラ属(Legionella)
、シュードモナス属(Pseudomonas)、マイコバクテリウム属(Mycobacterium)、ヘリコバク
ター属(Helicobacter)、エルウィニア属(Erwinia)、アグロバクテリウム属(Agrobacteriu
m)、リゾビウム属(Rhizobium)、キサントモナス属(Xanthomonas)、およびストレプトマイ
セス属)の種が挙げられるが、これらに限定されない))でもよく、真核生物(菌類(特に、
酵母)、植物、原生動物および他の寄生生物、ならびに昆虫(特に、キイロショウジョウバ
エ属の種の細胞)、線虫(特に、セノルハブディティス・エレガンス細胞)、および哺乳動
物(特に、ヒト細胞)を含む動物を含む)でもよい。
【０２０１】
　核酸の供給源として使用することができる哺乳動物体細胞として、血液細胞(網状赤血
球および白血球)、内皮細胞、上皮細胞、神経細胞(中枢神経系または末梢神経系に由来す
る細胞)、筋肉細胞(骨格筋、平滑筋、または心筋に由来する筋細胞および筋芽細胞を含む
)、結合組織細胞(線維芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞、軟骨芽細胞、骨細胞、および骨芽細
胞を含む)、ならびに他の間質細胞(例えば、マクロファージ、樹状細胞、シュワン細胞)
が挙げられる。哺乳動物生殖細胞(精母細胞および卵母細胞)もまた本発明において使用す
るための核酸供給源として使用することができ、同様に、前記の体細胞および生殖細胞を
生じる始原細胞、前駆細胞、および幹細胞を使用することができる。哺乳動物の組織また
は器官(例えば、脳、腎臓、肝臓、膵臓、血液、骨髄、筋肉、神経、皮膚、尿生殖器、循
環器、リンパ、胃腸管、および結合組織供給源に由来する組織または器官、ならびに哺乳
動物(ヒトを含む)胚または胎児に由来する組織または器官)も核酸供給源として使用する
のに適している。
【０２０２】
　前記の原核生物または真核生物の細胞、組織、および器官のどれも、正常でもよく、患
部由来でもよく、形質転換されたものでもよく、株化細胞でもよく、始原細胞でもよく、
前駆体でもよく、胎児に由来してもよく、胚に由来してもよい。患部細胞として、例えば
、(細菌、菌類もしくは酵母、ウイルス(AIDS、HIV、HTLV、ヘルペス、肝炎などを含む)、
または寄生生物によって引き起こされる)感染症、遺伝的もしくは生化学的な病理(例えば
、嚢胞性繊維症、血友病、アルツハイマー病、筋ジストロフィー、もしくは多発性硬化症
)、または癌プロセスに関与する細胞を挙げることができる。形質転換された、または株
化された動物細胞系として、例えば、COS細胞、CHO細胞、VERO細胞、BHK細胞、HeLa細胞
、HepG2細胞、K562細胞、293細胞、L929細胞、F9細胞などを挙げることができる。本発明
において使用するための核酸供給源として適した他の細胞、細胞系、組織、器官、および
生物は当業者に明らかであろう。
【０２０３】
　出発細胞、組織、器官、または他の試料が得られたら、それらから核酸分子(例えば、m
RNA)を当技術分野において周知の方法によって単離することができる(例えば、マニアテ
ィス(Maniatis),T.ら,Cell 15:687-701(1978);オカヤマ(Okayama),H.およびバーグ(Berg)
,P.,Mol.Cell.Biol.2:161-170(1982);グブラー(Gubler),U.,およびホフマン(Hoffman),B.
J.,Gene 25:263-269(1983)を参照のこと)。次いで、このように単離された核酸分子は、
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本発明に従ってcDNA分子およびcDNAライブラリーを調製するのに使用することができる。
【０２０４】
　本発明の実施において、cDNA分子またはcDNAライブラリーは、前記のように得られた1
つまたはそれ以上の核酸分子(好ましくは、1つまたはそれ以上のmRNA分子(例えば、mRNA
分子の集団))と本発明の逆転写酵素活性を有するポリペプチドまたは本発明の組成物の1
つもしくはそれ以上を、1つまたはそれ以上のcDNA分子(一本鎖または二本鎖)を形成する
ための、酵素または組成物の働きによる核酸分子の逆転写に好ましい条件下で、混合する
ことによって生成される。従って、本発明の方法は、(a)1つまたはそれ以上の核酸鋳型(
好ましくは、1つまたはそれ以上のRNAまたはmRNA鋳型(例えば、mRNA分子の集団))と、1つ
またはそれ以上の本発明の逆転写酵素を混合する段階、および(b)1つまたはそれ以上の鋳
型の全てまたは一部と相補的な1つまたはそれ以上の核酸分子を作製するのに十分な条件
下で、混合物をインキュベートする段階を含む。このような方法は、1つまたはそれ以上
のDNAポリメラーゼ、1つまたはそれ以上のヌクレオチド、1つまたはそれ以上のプライマ
ー、1つまたはそれ以上の緩衝液などの使用を含んでもよい。本発明は、cDNA合成法(例え
ば、以下の実施例に記載の方法)または当技術分野において周知の他の方法と共に使用す
ることができる(例えば、cDNA分子またはライブラリーを生成するには、グブラー(Gubler
),U.およびホフマン(Hoffman),B.J.,Gene 25:263-269(1983);クラグ(Krug),M.S.およびバ
ーガー(Berger),S.L.,Meth.Enzymol.152:316-325(1987);サンブルック(Sambrook),J.ら,
「分子クローニング:実験マニュアル,第2版」,Cold Spring Harbor,NY:Cold Spring Harb
or Laboratory Press,8.60頁-8.63頁(1989);PCT国際公開公報第99/15702号;PCT国際公開
公報第98/47912号;およびPCT国際公開公報第98/51699号)を参照のこと)。
【０２０５】
　本発明を有利に使用することができる他のcDNA合成法は当業者に容易に明らかであろう
。
【０２０６】
　本発明に従ってcDNA分子またはライブラリーを入手した場合、さらなる分析または操作
のために、これらのcDNAを単離することができる。詳細なcDNA精製法は、その全体が参照
として本明細書に引用されるGENETRAPPER(商標)マニュアル(インビトロゲンコーポレーシ
ョン(Invitrogen Corporation)(Carlsbad,CA))に開示されているが、当技術分野において
周知である別の標準的なcDNA単離法(例えば、サンブルック(Sambrook),J.ら,「分子クロ
ーニング:実験マニュアル(Molecular Cloning: A Laboratory Manual),第2版」,Cold Spr
ing Harbor,NY:Cold Spring Harbor Laboratory Press,8.60頁-8.63頁(1989)を参照のこ
と)も使用することができる。
【０２０７】
　本発明の他の局面において、本発明は、核酸分子を増幅および配列決定する方法におい
て使用することができる。本発明のこの局面に従う核酸増幅法は一段階(例えば、一段階R
T-PCR)反応でもよく、二段階(例えば、二段階RT-PCR)反応でもよい。本発明によれば、一
段階RT-PCR型反応は1つのチューブ内で達成することができ、それによって汚染の可能性
が低くなる。このような一段階反応は、(a)核酸鋳型(例えば、mRNA)と、1つまたはそれ以
上の本発明の逆転写酵素および1つまたはそれ以上のDNAポリメラーゼを混合する段階、お
よび(b)鋳型の全てまたは一部と相補的な核酸分子を増幅するのに十分な条件下で、混合
物をインキュベートする段階を含む。このような増幅は、逆転写酵素活性単独で、または
DNAポリメラーゼ活性と組み合わせて達成することができる。二段階RT-PCR反応は2つの別
々の段階で達成することができる。このような方法は、(a)核酸鋳型(例えば、mRNA)と本
発明の逆転写酵素を混合する段階、(b)鋳型の全てまたは一部と相補的な核酸分子(例えば
、DNA分子)を作製するのに十分な条件下で、混合物をインキュベートする段階、(c)核酸
分子と1つまたはそれ以上のDNAポリメラーゼを混合する段階、および(d)核酸分子を増幅
するのに十分な条件下で、段階(c)の混合物をインキュベートする段階を含む。長い核酸
分子(すなわち、約3Kb～5Kb長より長い核酸分子)を増幅するために、DNAポリメラーゼの
組み合わせ(例えば、1つのDNAポリメラーゼは3'エキソヌクレアーゼ活性を有し、もう1つ
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のDNAポリメラーゼは3'エキソヌクレアーゼ活性が実質的に低下している)を使用してもよ
い。
【０２０８】
　本発明のこの局面に従う核酸配列決定法は、サイクルシークエンシング(増幅と組み合
わせた配列決定)と標準的な配列決定反応の両方を含んでもよい。従って、本発明の配列
決定法は、(a)配列決定しようとする核酸分子と、1つまたはそれ以上のプライマー、本発
明の1つまたはそれ以上の逆転写酵素、1つまたはそれ以上のヌクレオチド、および1つま
たはそれ以上の反応停止薬剤を混合する段階、(b)配列決定しようとする分子の全てまた
は一部と相補的な核酸分子の集団を合成するのに十分な条件下で、混合物をインキュベー
トする段階、および(c)集団を分離して、配列決定しようとする分子の全てまたは一部の
ヌクレオチド配列を決定する段階を含む。本発明によれば、1つまたはそれ以上のDNAポリ
メラーゼ(好ましくは、耐熱性DNAポリメラーゼ)を、本発明の逆転写酵素と組み合わせて
、または本発明の逆転写酵素とは別に使用することができる。
【０２０９】
　本発明に従って使用することができる増幅法として、PCR(米国特許第4,683,195号およ
び同第4,683,202号)、鎖置換増幅(Strand Displacement Amplification:SDA;米国特許第5
,455,166号;欧州特許第0 684 315号)、ならびに核酸配列に基づく増幅(Nucleic Acid Seq
uence-Based Amplification:NASBA;米国特許第5,409,818号;欧州特許第0 329 822号)、な
らびにより複雑なPCRに基づく核酸フィンガープリンティング法(例えば、ランダム増幅多
型DNA(Random Amplified Polymorphic DNA:RAPD)分析(ウィリアムス(Williams),J.G.K.ら
,Nucl.Acids Res.18(22):6531-6535,1990)、アービトラリリープライムドPCR(Arbitraril
y Primed PCR:AP-PCR;ウェルシュ(Welsh),J.およびマククレランド(McClelland),M.,Nucl
.Acids Res.18(24):7213-7218,1990)、DNA増幅フィンガープリンティング(DNA Amplifica
tion Fingerprinting:DAF;カエタノ・アノレス(Caetano-Anolles)ら,Bio/Technology 9:5
53-557,1991)、マイクロサテライトPCRまたはミニサテライト領域DNAの特異的増幅(Direc
ted Amplification of Minisatellite-region DNA:DAMD;ヘアス(Heath),D.D.ら,Nucl.Aci
ds Res.21(24):5782-5785,1993)、および増幅断片長多型(AFLP)分析(欧州特許第0 534 85
8号;ボス(Vos),P.ら,Nucl.Acids Res.23(21):4407-4414,1995;リン(Lin),J.J.およびクオ
(Kuo),J.,FOCUS 17(2):66-70,1995))が挙げられる。本発明の組成物を使用することがで
きる核酸配列決定法として、ジデオキシシークエンシング法(例えば、米国特許第4,962,0
22号および同第5,498,523号に開示される方法)が挙げられる。特に好ましい局面において
、本発明は、1つまたはそれ以上のポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を含む、核酸分子を増幅ま
たは配列決定する方法(例えば、前記のPCRに基づく任意の方法)において使用することが
できる。
【０２１０】
キット
　別の態様において、本発明は、核酸分子を逆転写もしくは増幅において使用されうるキ
ットまたは核酸分子の配列決定に使用するためのキットとしてまとめることができる。本
発明のこの局面に従うキットは、1つまたはそれ以上の容器手段(例えば、バイアル、チュ
ーブ、アンプル、瓶など)が密閉されている運搬手段(例えば、ボックス、カートン、チュ
ーブなど)を含み、ここで、第1の容器手段は、逆転写酵素活性を有する本発明の1つまた
はそれ以上のポリペプチドを含む。逆転写酵素活性を有する1つを超えるポリペプチドが
用いられる場合、これらのポリペプチドは、2つ以上のポリペプチドの混合物として1個の
容器に入れられてもよく、別々の容器に入れられてもよい。本発明のキットはまた、(同
じ容器または別々の容器に)1つもしくはそれ以上のDNAポリメラーゼ、適切な緩衝液、1つ
またはそれ以上のヌクレオチド、および/または1つもしくはそれ以上のプライマーを含ん
でもよい。本発明のキットは、核酸（例えばベクターを含むDNA分子）の占有に対して競
合する1つまたはそれ以上の宿主または細胞を含んでもよい。好ましい宿主は、大腸菌（D
H5、DH5α、DH10B、HB101、Top10、および他のK-12株、ならびに大腸菌Bおよび大腸菌W株
）のような化学的にコンピテントなまたは電気的にコンピテント（electrocompetent）な
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細菌を含んでもよい。
【０２１１】
　本発明の特定の局面において、本発明のキット（例えば逆転写および増幅のキット）は
、本発明の逆転写酵素活性を有する1つもしくはそれ以上のポリペプチド、核酸分子の合
成に使用される1つもしくはそれ以上のヌクレオチド（これらの1つまたはそれ以上は例え
ば蛍光標識により標識してもよい）、および/または1つまたはそれ以上のプライマー(例
えば、逆転写用オリゴ(dT))を含む1つまたはそれ以上の成分を(混合物で、または別々に)
含んでもよい。このようなキット（逆転写および増幅のキットを含む）は、さらに、1つ
またはそれ以上のDNAポリメラーゼを含んでもよい。本発明の配列決定キットは、本発明
の逆転写酵素活性を有する1つもしくはそれ以上のポリペプチド、必要に応じて、1つもし
くはそれ以上のDNAポリメラーゼ、核酸分子の配列決定に使用される1つもしくはそれ以上
の反応停止薬剤(例えば、ジデオキシヌクレオシド三リン酸分子)、1つもしくはそれ以上
のヌクレオチド、および/または1つもしくはそれ以上のプライマーを含んでもよい。本発
明の逆転写、増幅、および配列決定のキットに使用するのに適した、好ましい逆転写酵素
活性を有するポリペプチド、DNAポリメラーゼ、ヌクレオチド、プライマー、および他の
成分は前記のものを含む。本発明のこの局面に含まれるキットは、さらに、標準的な核酸
の逆転写、増幅、または配列決定プロトコールを実施するのに必要な、さらなる試薬およ
び化合物を含んでもよい。このような本発明の逆転写酵素活性を有するポリペプチド、DN
Aポリメラーゼ、ヌクレオチド、プライマー、およびさらなる試薬、成分、または化合物
は1つまたはそれ以上の容器に含まれてもよく、このような容器に2つ以上の前記成分の混
合物で含まれてもよく、本発明のキットの別々の容器に含まれてもよい。このようなキッ
トは、さらに指示書（例えば本発明に従う核酸分子の標識に関するような、本発明の方法
を実施するための指示書）を含んでもよい。
【０２１２】
核酸分子の使用
　本発明の方法によって調製された核酸分子またはcDNAライブラリーは、例えば、クロー
ニングおよび配列決定(すなわち、核酸分子のヌクレオチド配列の決定)によって、本発明
の配列決定法によって、または当技術分野において標準である他の方法(例えば、DNA配列
決定法に関する米国特許第4,962,022号および同第5,498,523号を参照のこと)によってさ
らに特徴付けることができる。または、これらの核酸分子は、当技術分野において周知の
方法によって、産業工程において様々な材料(例えば、ハイブリダイゼーションプローブ)
を製造するために使用することができる。cDNAからハイブリダイゼーションプローブが作
製されると、例えば、医学分野の分野において、特定の遺伝子マーカー(例えば、癌マー
カー、感染症もしくは遺伝病のマーカー、または胚発生マーカー)の存在について患者の
細胞または組織を調べることができる。さらに、このようなハイブリダイゼーションプロ
ーブは、さらなる特徴付けのために、異なる細胞、組織、または生物から調製されたゲノ
ムDNAライブラリーまたはcDNAライブラリーからDNA断片を単離するのに使用することがで
きる。
【０２１３】
　本発明の核酸分子はまた、組換えDNA法において使用するための組成物を調製するのに
使用することができる。従って、本発明は、本発明のcDNAまたは増幅された核酸分子を含
む組換えベクター、組換えベクターで遺伝子操作された宿主細胞、これらのベクターおよ
び宿主細胞を用いて組換えポリペプチドを生成する方法、ならびにこれらの方法を用いて
生成された組換えポリペプチドに関する。
【０２１４】
　組換えベクターは、本発明のこの局面に従って、当技術分野において周知の方法を用い
て、本発明の方法に従って調製されたcDNA分子または増幅された核酸分子の1つまたはそ
れ以上をベクターに挿入することによって生成することができる。本発明のこの局面にお
いて用いられるベクターは、例えば、ファージでもプラスミドでもよく、好ましくは、プ
ラスミドである。関心対象のポリペプチドをコードする核酸にシス作用制御領域を含むベ
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クターが好ましい。適切なトランス作用因子は宿主によって供給されてもよく、相補ベク
ターによって供給されてもよく、宿主への導入の際にベクター自身によって供給されても
よい。
【０２１５】
　これに関するある好ましい態様において、ベクターは特異的発現をもたらし(従って「
発現ベクター」と呼ばれる)、特異的発現は誘導性および/または細胞特異的でもよい。こ
のようなベクターの中で、操作しやすい環境因子(例えば、温度および栄養添加物)によっ
て誘導されるベクターが特に好ましい。
【０２１６】
　本発明において有用な発現ベクターは、染色体、エピソーム、およびウイルスに由来す
るベクター(例えば、細菌プラスミドまたはバクテリオファージに由来するベクター)、お
よびその組み合わせに由来するベクター(例えば、コスミドおよびファージミド)を含み、
好ましくは、少なくとも1つの選択マーカー(例えば、細菌宿主細胞を培養するためのテト
ラサイクリン耐性遺伝子またはアンピシリン耐性遺伝子)を含む。本発明のcDNAまたは増
幅された核酸分子は、このような発現ベクターに挿入される前に適切なプロモーター(例
えば、ファージλPLプロモーター、大腸菌lac、trp、およびtacプロモーター)に機能的に
連結されるべきである。他の適切なプロモーターは当業者に周知であろう。
【０２１７】
　本発明での使用に好ましいベクターの中には、pQE70、pQE60、pQE-9(キアゲン(Qiagen)
から入手可能);pBSベクター、Phagescriptベクター、Bluescriptベクター、pNH8A、pNH16
a、pNH18A、pNH46A(ストラタジーン(Stratagene)から入手可能);pcDNA3(インビトロゲン(
Invitrogen)から入手可能);pGEX、pTrxfus、pTrc99a、pET-5、pET-9、pKK223-3、pKK233-
3、pDR540、pRIT5(ファルマシア(Pharmacia)から入手可能);ならびにpSPORT1、pSPORT2、
およびpSV・SPORT1(インビトロゲンコーポレーション(Invitrogen Corporation)(Carlsba
d、CA)から入手可能)が含まれる。他の適切なベクターは当業者に容易に明らかであろう
。
【０２１８】
　本発明はまた、本発明のcDNA分子、増幅された核酸分子、または組換え体ベクターを含
む組換え宿主細胞を生成する方法、ならびにこのような方法によって生成された宿主細胞
を提供する。本発明に従って生成することができる代表的な宿主細胞(原核生物または真
核生物)として、細菌細胞、酵母細胞、植物細胞、および動物細胞が挙げられるが、これ
らに限定されない。好ましい細菌宿主細胞として、大腸菌細胞(最も詳細には、市販され
ている大腸菌DH10B株およびStbl2株(インビトロゲンコーポレーション(Invitrogen Corpo
ration)(Carlsbad,CA))、枯草菌細胞、バチルス・メガテリウム(Bacillus megaterium)細
胞、ストレプトマイセス属の種の細胞、エルウィニア属の種の細胞、クレブシエラ属(Kle
bsiella)の種の細胞、およびネズミチフス菌細胞が挙げられる。好ましい動物宿主細胞と
して、昆虫細胞(最も詳細には、スポドプテラ・フルギペルダSp9およびSf21細胞ならびに
トリコプルサハイファイブ細胞)、ならびに哺乳動物細胞(最も詳細には、CHO、COS、VERO
、BHK、およびヒト細胞)が挙げられる。このような宿主細胞は、当業者によく知られてい
る周知の形質転換、エレクトロポレーション、またはトランスフェクション技法によって
調製することができる。
【０２１９】
　さらに、本発明は、組換えポリペプチドを生成する方法、およびこれらの方法によって
生成されたポリペプチドを提供する。本発明のこの局面によれば、組換えポリペプチドは
、前記の任意の組換え宿主細胞を、組換え宿主細胞からのポリペプチドの生成およびポリ
ペプチドの単離に好ましい条件下で培養することによって生成することができる。組換え
宿主細胞を培養する方法ならびに組換え宿主細胞からポリペプチドを生成および単離する
方法は当業者に周知である。
【０２２０】
　本明細書に記載の方法および用途への他の適切な変更および適応が自明であり、本発明



(66) JP 4634799 B2 2011.2.16

10

20

30

40

50

の範囲または本発明のどの態様も逸脱することなく変更および適応が可能なことは関連技
術の当業者に容易に明らかであろう。これまでに、本発明を詳細に説明したが、例示のた
めに本明細書に含まれ、本発明を限定することが意図されない以下の実施例を参照するこ
とによって、本発明はさらに明確に理解されるだろう。
【０２２１】
実施例
実施例1:逆転写酵素変異体の調製
　プラスミドpBADをInvitrogen Corporation, Carlsbad, CAから入手し、M-MLV逆転写酵
素のコード配列を挿入して、プラスミドpBAD-6-His-M-MLV H-(F1)を得た。プラスミドpBA
D-6-His-M-MLV H-(F1)をクローニングベクターおよびPCR変異誘発の標的として使用した(
図1)。pBAD-6-His-M-MLV H-(F1)は大腸菌において複製し、形質転換細胞にアンピシリン
耐性を付与する。M-MLV逆転写酵素遺伝子は、アラビノースの存在によって誘導されるara
 BADプロモーターから発現される。このプロモーターは、プラスミドに存在するaraC遺伝
子産物によって抑制される。使用した宿主、大腸菌DH10B株はaraD変異体であり、アラビ
ノースを代謝することができず、このため、アラビノースは、pBAD-6-His-M-MLV H-(F1)
で形質転換されたDH10B細胞において無償性誘導物質となる。このプラスミドは、M-MLV逆
転写酵素遺伝子のコード配列とインフレームで6ヒスチジン含有リーダー配列を含む。ヌ
クレオチド2598で開始しヌクレオチド4628で終了する遺伝子（Shinnick, ら, (1981) Nat
ure 293, 543-548）を、araDプロモーターの制御下でプラスミドpBAD/HisA（Invitrogen
）にクローニングした。M-MLV遺伝子を、この遺伝子を5つのセグメントに分けたいくつか
の独特な制限エンドヌクレアーゼ部位を含むように、アミノ酸コードを変化させることな
く、部位特異的変異誘発によってさらに改変した（図2）。このタンパク質のアミノ末端
は、精製を単純化するためにHis6タグを含み、これはSEQ ID NO:2のアミノ酸1-32に対応
する以下のアミノ酸

を含んだ。このタンパク質のカルボキシ末端は、pRT601からのサブクローニングの結果と
して存在する、SEQ ID NO:2のアミノ酸711-716に対応するさらなるアミノ酸NSRLINを含ん
だ。さらに、M-MLV RT遺伝子を、RNase活性を除去するために変異させた（D524G、E562Q
、D583N）。最終的な構築物はpBAD-HSS2（図1）と呼ばれ、この遺伝子および遺伝子産物
はHis6H-RTと呼ばれた。この構築物に加えて、N末端配列を有する他の構築物が本発明に
おいて意図される。例えば、N末端配列

続いて表3からのM-MLV RTの残りの配列を有するタンパク質を産生するために、SEQ ID NO
:6および表3のメチオニン12で開始し、メチオニン15をグリシンに変化させる変異（M15G
）を含む構築物、ならびに、SEQ ID NO:6および表3のメチオニン33で開始する構築物を産
生した。
【０２２２】
　表3に示される、このプラスミドの配列(配列番号:1および2)に関して、ヌクレオチド1
～96はリーダー配列をコードし、ヌクレオチド97～99はメチオニンをコードする。野生型
M-MLV逆転写酵素は前駆体ポリタンパク質からのタンパク質分解によって得られ、従って
、野生型M-MLV逆転写酵素はメチオニンから始まらないことを、当業者は理解するだろう
。従って、M-MLV逆転写酵素の一番目のアミノ酸は、ヌクレオチド97～99（SEQ ID NO:2お
よび表3のアミノ酸33）によってコードされるメチオニンの後のスレオニン（SEQ ID NO:2
および表3のミノ酸34）である。
【０２２３】
　これらの実験で用いられたpBAD-6-His-M-MLV H-(F1)におけるM-MLV逆転写酵素遺伝子の
配列はプラスミドpRT601の配列から得た。pRT601は、その全体が参照として本明細書に引
用されるKotewicz, ら, (1988) Nuc. Acids Res. 16, 265-277, Gerard, ら, (1986) DNA
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 5, 271-279、米国特許第5,668,005号および同第5,017,492号に開示されている。
【０２２４】
　（表３）配列番号：1および2
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【０２２５】
　表4は、使用したプラスミドを生成するためにpRT601のM-MLV逆転写酵素コード配列に導
入された点変異のリストを示す。点変異の番号付けは表3に示したヌクレオチド配列に対
応する。
【０２２６】
　（表４）
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【０２２７】
　M-MLV逆転写酵素のRNAseH-変異体を作製するために導入された変異は、D524G、D583N、
およびE562Qである。残りの変異は、ランダムPCR変異誘発用の適切な大きさのセグメント
の生成を容易にする制限酵素部位を挿入または除去するために導入された。このRNaseH-
変異体は、本明細書ではSUPERSCRIPT(商標)IIまたはSUPERSCRIPT(商標)II遺伝子と呼ばれ
る。
【０２２８】
　M-MLV逆転写酵素の配列は、この配列によってコードされるアミノ酸を変えることなく
図2に模式的に示すように制限酵素切断部位を導入するように操作された。配列を5つのセ
グメントに分け、各セグメントを増幅できるようにオリゴヌクレオチドを設計した。これ
らのセグメントは、RTの5つの別々の構造的サブドメインのコード配列にほぼ一致する（K
ohlstaedt, ら, (1992) Science 256, 1783-1789, Jacobo-Molina, ら, (1993) Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 90, 6320-6324）。セグメント1から4は、それぞれ、フィンガー、パ
ーム、サム、およびコネクションのポリメラーゼサブドメインに対応し、セグメント5はR
Nase Hドメインに対応する（図2）。セグメント当たり1～2個の変異の上限カットオフを
、有害な変異の蓄積を抑制するため、および活性な変異を見い出すために必要とされるス
クリーニングの量を最小化するために、変異の頻度についての標的として設定した。セグ
メント1、2、または3における>5個の変異/セグメントの変異頻度は、野生型の活性に満た
ない活性を有するすべての変異で約5%の活性変異体のみを産生した。セグメント当たり1
～2個の変異の使用される変異頻度で、約3分の1の変異体が活性がほとんどないか、活性
を有さず、3分の1がHis6 H-RT活性の50%未満の活性を有し、そして3分の1がHis6 H-RT活
性の100%までの活性を有した。
【０２２９】
　セグメントを、制限酵素消化によってpBAD-6-His-M-MLV H-(F1)から調製し、ゲル精製
してベクターバックボーンから分離した。各セグメントを、マンガンの存在下でPCRによ
ってランダムに変異誘発させた。PCR条件は、0.25mM MnCl2が存在した以外は標準的な条
件であり、ヌクレオチド三リン酸濃度は20μM(各dNTP)に制限された(50mM Tris-HCl(pH8.
3)、50mM KCl、3mM MgCl2、20μM dGTP、20μM dCTP、20μM dATP、20μM dTTP、1単位Ta
q DNAポリメラーゼ/100μl反応)。PCR産物をフェノール-クロロホルムで抽出し、エタノ
ールで沈殿させ、変異セグメントを、所定のセグメントが除去されているベクターにクロ
ーニングした。
【０２３０】
　いくつかのランダム変異誘発実験において、変異誘発PCRを、20mM Tris-HCl (pH 8.4),
 50mM KCl, 1.8mM MgCl2, 0.3mM MnSO4, 200μM 各dCTP, dGTP, dTTP, およびdATP, なら
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びに0.5単位のTaq DNAポリメラーゼ（Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA）を含む反
応混合物中で実行した。94℃で1分間の変性段階の後で、サイクルプロトコールは94℃で1
5秒間、55℃で15秒間、および72℃で30秒間の20サイクルであった。増幅は、50ngの標的
から5μgの増幅産物までの100倍であった。PCRプライマーは、適切な制限エンドヌクレア
ーゼ切断部位を含んだ。増幅されたDNAセグメントを適切な制限エンドヌクレアーゼで切
断し、ゲル精製し、および対応する制限酵素で切断したゲル精製されたベクターDNAにク
ローニングした。変異したセグメントを含むベクターを適切な宿主細胞に形質転換してラ
イブラリーを作製した。
【０２３１】
　ライブラリーを、変異の頻度を決定するために、少数のクローンの変異誘発したH-RT遺
伝子セグメントのDNA配列決定によってサンプリングした。目的は、セグメント当たり産
生される1～2個の変異PCRランダム変異誘発の割合を達成することであった。セグメント
当たり2変異より多く産生されたランダム変異誘発は、大きな割合の不活性なRT変異を生
じる傾向があることが見い出された。ライブラリーがこの判定基準に合致した場合、熱処
理によるさらなるスクリーニングを実行して、熱処理段階後に溶解物中でH-RTよりも高い
RT活性を示した変異体を同定した。最も高い見かけの耐熱性を有する変異体を、24℃（活
性について標準化するため）および52℃～58℃での前処理によって、二連で再度スクリー
ニングして、向上した耐熱性の存在を確認した。全部で、約15,000クローンを、熱処理に
よって、96ウェル形式で、各セグメントについてスクリーニングし、すなわち、総計約10
0,000変異体をスクリーニングした。各変異セグメントの形質転換体ライブラリーを耐熱
性変種についてスクリーニングした。
【０２３２】
実施例2:耐熱性逆転写酵素のスクリーニング
　本実施例では、以下の溶液を使用した。
EG/リットル:バクトトリプトン 20g、バクト酵母エキス 10g、グリセロール 2ml、NaCl 0
.54g、KCl 0.194g
EG-アラビノース: EG 150ml+10mg/ml アンピシリン 1.5mlおよび20%(w/v)アラビノース 1
.5ml(プレートにアラビノースを添加する場合)
20×PEB-I緩衝液:18%(w/v)グルコース、500mM Tris-HCl(pH8.0)、200mM EDTA
キナーゼ保存緩衝液:50%(v/v)グリセロール、20mM Tris-HCl(pH8.0)、100mM KCl、5mM β
ME
100mg/ml リゾチーム:キナーゼ保存緩衝液に溶解して作製し、-20℃で保存
2×PLD:20×PEB-I 5ml、1M DTT 1ml、10%(v/v)Triton X-100 5ml、100mg/ml リゾチーム 
1ml、および水 38ml
2×PZD:20×PEB-I 0.5ml、1M DTT 100μl、10%(v/v)Triton X-100 0.5ml、ザイモラーゼ(
zymolase) 10μl、水 3.9ml
10×ポリ(C)反応緩衝液:500mM Tris-HCl(pH8.4)、500mM KCl、100mM MgCl2
1.25×反応ミックス: 10×ポリ(C)反応緩衝液1ml、1M DTT 100μl、ポリ(C)/オリゴ(dG)(
ヌクレオチド中で30mM/12mM) 1ml、100mM dGTP 10μl、水 5.87ml、および [α-32P]dGTP
(10μCi/μl) 20μl。
【０２３３】
　大腸菌 DH10B（Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA）をすべての実験において使用
した。細菌液体培養物を、37℃で、EG：2%トリプトン、1%酵母抽出物、0.5%グリセロール
、10mM NaCl、および1mM KCl中で増殖させた。固体培地は、LB（1%バクト-トリプトン、0
.5%酵母抽出物、および86mM NaCl）+1.5%寒天であった。選択培地は100μg/mlアンピシリ
ンを含んだ。培養物の誘導のために、細胞を選択的EG+0.2%アラビノース中に接種し。18
時間増殖させた。
【０２３４】
　変異体集団を選択寒天上にプレートした。個々の形質転換体コロニーを96ウェル培養プ
レートの単一のウェルに接種した。各ウェルは、120μlのEG-Ap培地（100μg/mlアンピシ
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リンを有するEG培地）を含んだ。選択寒天からのコロニーは０．2%アラビノースを含む培
地中で増殖され得るが、誘導物質なしの選択培地を有する96ウェルプレートに最初に接種
すること、マスタープレートを一晩増殖させること、次いで誘導物質を有する96ウェルプ
レートにマスタープレートのレプリカを作製し、そのプレートを一晩増殖させることが好
ましい。
【０２３５】
　各ウェルからの誘導されていない培養物のアリコートを、ウェル当たり120μlの選択培
地+0.2%アラビノースを含む新しい96ウェルプレートに移した。誘導物質を含む培養物を
、振盪させずに37℃で一晩（例えば、15-20時間）増殖させてRT産生を誘導した。次いで
、各ウェルからの培養物のアリコート（5μl）を、室温で、ウェル当たり5μlの2XPLD（5
0mM Tris-HCl, pH 8.0, 20mM EDTA, 1.8% (w/v) スクロース, 1% (v/v) Triton X-100, 1
0mM DTT, および2mg/mlリゾチーム）を含む別の96プレートに移した。これらの抽出物を
、時折、加熱段階の前に逆転写酵素について直接的にアッセイした。抽出物の5μlアリコ
ート中のRT活性の量は、アッセイの直線範囲内であった。溶解物は、室温で少なくとも1
時間安定であった。
【０２３６】
　この抽出物を、例えば、ウォーターバスまたはサーモサイクラーを使用して、50℃～60
℃の範囲の温度で5または10分間加熱した。好ましくは、培養物は52℃で5分間加熱した。
加熱および室温への冷却後、各ウェル中の溶解物からの5μlアリコート中のRT活性を、別
の96ウェルプレート中の(rC)n・(dG)15を用いてアッセイした。抽出物のアリコート（5～
10μl）を1.25×RT反応混合物と混合した。この反応物を37℃の水浴に10分間入れた。少
量(5μl)の混合物を等量、荷電したナイロン膜(Genescreen+,NEN)の上にスポットした。
膜を10%TCA+1%ピロリン酸ナトリウムで2回洗浄し、エタノールですすぎ、乾燥させ、ホス
ファースクリーン(phosphor screen)のすぐ隣に配置した。代替として、膜を4%ピロリン
酸ナトリウム(pH8.0)で2回洗浄し、エタノールですすぎ、乾燥させ、次いで、ホスファー
スクリーンのすぐ隣に配置した。ImageQuantソフトウェア(モレキュラーデバイシーズ(Mo
lecular Devices))を用いて、スクリーンをPosphorimagerにおいて分析することで、フィ
ルター上に捕らえられた放射性産物を検出した。
【０２３７】
　候補は、加熱不活化段階後に大きな逆転写酵素活性(放射能)を示した場合に選択された
。表現型を確認するために、これらの候補に2回目のスクリーニングを行った。2回目のス
クリーニング後に耐熱性であると判断された候補を少量培養で増殖させ、耐熱性逆転写酵
素活性についての3回目の試験を行った。再現可能に熱に対して耐性であった候補を配列
決定し、各クローンの変異を決定した。
【０２３８】
　プラスミドDNAを、Concert High Purity Miniprep Kit（Invitrogen Corporation, Car
lsbad, CA）を使用して、製造業者の説明書に従って、RT変異体を有する一晩大腸菌培養
物から調製した。各DNAを、変異体を生成するために変異誘発されたセグメントに隣接す
る正方向プライマーおよび逆方向プライマーを使用して配列決定した。配列決定反応を、
ABI Big Dye Terminator Sequencing Ready Reaction Kitを使用してプラスミドDNAにつ
いて特定されるように実行した。反応物をABI PRISM 377 DNA Sequencerを使用して分析
した。
【０２３９】
　変異誘発されたアミノ酸についてのコドンがランダム化されている（NNKまたはNNN）、
変異誘発された部位に対応するオリゴヌクレオチドを設計した。オリゴヌクレオチド部位
特異的変異誘発を確立された手順で実行した。H-RT遺伝子におけるアミノ酸コード部位の
すべての可能なアミノ酸での飽和を、コドン部位において配列NNK（N=A, C, GまたはTお
よびK=GまたはT）を変異誘発オリゴヌクレオチドに導入することによって実行した。変異
誘発部位で可能な全ての置換が行われたライブラリーを作製するために、これらのオリゴ
ヌクレオチドを部位特異的変異誘発に使用した。このライブラリーを耐熱性逆転写酵素活
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性についてスクリーニングし、最も見込みのあるクローンを配列決定した。
【０２４０】
　セグメント2(図2を参照のこと)における変異体のスクリーニングによって、1つの変異
体H204Rが特定された。部位H204で変異誘発されたライブラリーのスクリーニングによっ
て、いくつかの変異体が得られたが、M-MLV逆転写酵素より耐熱性がある唯一の変異体は
別のH204R変異体であった。M-MLV逆転写酵素のH204R変異体は耐熱性が向上している。セ
グメント3(図2を参照のこと)における変異体のスクリーニングによって、1つの変異体T30
6Kが得られた。T306位置の無作為化によって耐熱性変異体が得られ、これを配列決定する
とT306Rであった。M-MLV逆転写酵素のT306K変異体およびT306R変異体は両方とも耐熱性が
約1.5倍向上している。
【０２４１】
実施例3:TdT逆転写酵素変異体
　3 dNTPアッセイにおける誤伸長について逆転写酵素(RT)の忠実度変異体を調べた際に、
SuperScript(商標)II逆転写酵素は、3種類および4種類のdNTPの存在下で鋳型末端を過ぎ
て2～3個塩基を伸長することが観察された。この非鋳型特異的伸長すなわちTdT活性は多
くの変異体において低下しているが、F309NおよびT197Eなどの少数の変異体において、こ
の活性は著しく低下しているか、または無くなっているように見える。これらの変異体は
、恐らく、HIV逆転写酵素との相同性および結合した鋳型-プライマーとの結晶構造によっ
て確かめられたように、鋳型-プライマーに近接しているか、または鋳型-プライマーと接
触している。
【０２４２】
方法
変異誘発
F309Nの場合:
　アミノ酸位置310～311にNgoMIV制限部位のサイレント挿入を有する、変異位置F309に対
応したプライマーを設計した。このプライマーは、この位置に、F309変異体のランダムラ
イブラリーを生じるランダムNNK配列をコードしていた。式中、Nは4種類の塩基のいずれ
かであり、KはTまたはGである。このプライマーと、上流SstI制限部位および下流SalI制
限部位での内部SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素プライマーを標準的なPCR反応に使用して
(SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素鋳型10ng、2μM各プライマー、SuperMix(インビトロゲ
ンコーポレーション(Invitrogen Corporation)(Carlsbad,CA))48μl、94℃15秒、55℃15
秒、72℃30秒の20サイクル)、2つのPCR断片を得た。これらは、240塩基対のSstI-NgoMIV
断片および200塩基対のNgoMIV-SalI断片であった。断片を単離し、消化し、一緒に連結し
、次いで、SstIおよびSalIで切断された最初のSUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素クローン
に挿入した。結果として生じた連結産物を、Max Efficiency DH10B(インビトロゲンコー
ポレーション(Invitrogen Corporation)(Carlsbad,CA))コンピテント細胞において形質転
換して、部位F309の変異体ライブラリーを得た。次いで、選択のために、このライブラリ
ーを一晩プレートした。
【０２４３】
T197EおよびY133Aの場合:
　変異体T197EおよびY133Aは、クンケル(Kunkel),T.A.ら,Methods Enzymol.204:125(1991
)に記載のようにオリゴ特異的変異誘発によって作製した。簡単に述べると、SUPERSCRIPT
(商標)II逆転写酵素遺伝子をpBADhisA(インビトロゲンコーポレーション(Invitrogen Cor
p.))ベクターに挿入し、pBAD-SSIIと名付けた。このプラスミドをDH11S細胞に形質転換し
、この細胞にM13K07ヘルパーファージを感染させ、このファージから一本鎖DNAを単離し
た。各変異:T197EおよびY133Aに対応するオリゴを設計した。各オリゴ(100μM)を、フォ
ワード反応緩衝液(インビトロゲンコーポレーション(Invitrogen Corporation)(Carlsbad
,CA))を用いてT4ポリヌクレオチドキナーゼ(インビトロゲンコーポレーション(Invitroge
n Corporation)(Carlsbad,CA))でリン酸化した。オリゴを一本鎖pBAD-SSII DNAとアニー
ルさせた。合成緩衝液(0.4mM dNTP、17.5mM Tris-HCl(pH7.5)、5mM MgCl2、2.5mM DTT、
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および1mM ATP)と共に、ネイティブなT7 DNAポリメラーゼ(USB)およびT4 DNAリガーゼ(イ
ンビトロゲンコーポレーション(Invitrogen Corporation)(Carlsbad,CA))を、氷上で、ア
ニールされた反応物に添加した。反応物を37℃で30分間インキュベートし、0.5M EDTA 1
μlを添加することで終結させた。反応物をDH10B細胞で形質転換し、プレートした。コロ
ニーをつつき、変異体を制限酵素分析によって確かめ、確認のために、ABI 377装置およ
びABI Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reactionキットを用いて配列決定し
た。
【０２４４】
活性のある逆転写酵素を含むコロニーの選択
　個々の形質転換体コロニーを96ウェル培養プレートのシングルウェルに接種した。各ウ
ェルは、0.2%アラビノースを含む培地(EG-Ap)120μlを含んでいた。まず最初に、96ウェ
ルプレートに誘導物質を含まない選択培地を接種し、このマスタープレートを一晩増殖さ
せ、次いで、マスタープレートのレプリカを、誘導物質を含む96ウェルプレートに作製し
、このプレートを一晩増殖させることが好ましい。培養物を振盪せずに37℃で一晩増殖さ
せた。一晩培養物を、等量の2×PLD(1.8%グルコース、50mM Tris-HCl(pH8.0)、20mM EDTA
、20mM DTT、1%Triton X-100、2mg/mLリゾチーム)と室温で混合した。抽出物10μlを1.25
×RT反応ミックス(62.5mM Tris-HCl(pH8.4)、62.5mM KCl、12.5mM MgCl2、12.5mM DTT、1
.25mM dGTP、ポリC/オリゴdG(ヌクレオチド中3.75mM/1.5mM)、[32P]dGTP)40μlと混合す
ることで、これらの抽出物を逆転写酵素活性について直接アッセイした。この反応物を37
℃の水浴に10分間入れた。反応混合物の少量のアリコート(5μl)を、荷電したナイロン膜
(Genescreen+,NEN)の上にスポットした。膜を10%TCA+1%ピロリン酸ナトリウムで2回洗浄
し、エタノールですすぎ、乾燥させ、ホスファースクリーンのすぐ隣に配置した。ImageQ
uantソフトウェア(モレキュラーデバイシーズ)を用いて、スクリーンをPosphorimagerに
おいて分析することで、フィルター上に捕らえられた放射性産物を検出した。候補は、逆
転写酵素活性(放射能)を示した場合に選択された。表現型を確認するために、これらの候
補に2回目のスクリーニングを行った。次いで、どのアミノ酸が検出可能な逆転写酵素活
性を維持したかを確かめるために、確認された候補を配列決定した。
【０２４５】
逆転写酵素変異体の精製
　細胞ペレット1グラムにつき溶解緩衝液(40mM Tris-HCl(pH8.0)、0.1M KCl、1mM PMSF)2
mLの比で、誘導された逆転写酵素を含む細胞ペレットを懸濁した。懸濁液を氷上で超音波
処理し、次いで、27,000gで30分間遠心分離した。細胞を含まない抽出物を0.45μシリン
ジフィルターに通して濾過した。緩衝液A(40mM Tris HCl(pH8.0)、10%グリセロール、0.0
1%Triton X-100、0.1M KCl)に溶解した5容量の5mMイミダゾールで予め平衡化された5mL N
i2+HI-TRAPカラム(ファルマシア(Pharmacia))に、1mL/分で、細胞を含まない抽出物を加
えた。カラムを、緩衝液Aに溶解した10容量の5mMイミダゾールで洗浄した。緩衝液Aに溶
解した20容量の5mM～1Mイミダゾールの勾配で洗浄することで、逆転写酵素を溶出させた
。緩衝液B(40mM Tris-HCl(pH8.0)、10%グリセロール、0.01%Triton X-100、0.1mM EDTA、
1mM DTT)に溶解した50mM KCl 10カラム体積で予め平衡化された1mL Mono-Sカラム(ファル
マシア)に、1.0mL/分の流速で、逆転写酵素タンパク質を含む溶出液を加えた。カラムを
、緩衝液Bに溶解した10容量の50mM KClで洗浄した。逆転写酵素を、緩衝液Bに溶解した20
容量の50mM～1M KClの勾配で溶出させた。個々の画分をRT活性について分析した。ピーク
RT活性を含む画分を、保存緩衝液(40mM Tris-HCl(pH8.0)、50%グリセロール、0.01%Trito
n X-100、0.1mM EDTA、1mM DTT、0.1M KCl)に対して透析した。精製された逆転写酵素は
、SDS-PAGEによって判断されたように95%を超えて純粋であった。タンパク質濃度はバイ
オラッド(Biorad)比色キットを用いて決定した。
【０２４６】
3 dNTPアッセイ法
　手順は、プレストン(Preston),B.D.らScience 242:1168(1988)の手順に変更を加えたも
のであった。DNA鋳型-プライマーは、47マー鋳型
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を、T4ポリヌクレオチドキナーゼで5'末端に[32P]標識された18マープライマー

(鋳型:プライマー,3:1)にアニールさせることで調製された。アッセイ混合物(10μl)は、
5nM鋳型-プライマー、図の説明文に明記したような50nM～200nMの逆転写酵素、3種類また
は4種類のdNTP(各250μM)、50mM Tris-HCl(pH8.3)、75mM KCl、3mM MgCl2、10mM DTTを含
んでいた。反応物を37℃で30分間インキュベートし、40mM EDTA、99%ホルムアミド5μlを
添加することで終結させた。95℃で5分間インキュベートすることで反応産物を変性させ
、尿素6%ポリアクリルアミドゲルでの電気泳動によって分析した。
【０２４７】
　4種類全てのdNTPを使用した3 dNTPアッセイの対照反応においてTdT活性が生じたかを確
かめるために、37℃で30分間、様々な量の酵素(>600単位から20単位)を用いて対照反応を
繰り返した。SUPERSCRIPT(商標)II,T197EおよびY133Aについては、200、100、50、および
20単位を使用した。F309Nについては、646、200、50、および20単位を使用した。
【０２４８】
結果
　本発明者らは、DNA鋳型を用いてF309N(H204R、T306K)SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素(
以下、F309Nと呼ぶ)の誤挿入アッセイを行った。このアッセイは、変異体とSUPERSCRIPT(
商標)IIとの誤った取り込みの能力を比較するために用いられた。このアッセイは、合成D
NA鋳型-プライマーおよび4種類のdNTPのうち3種類しか含まない偏ったdNTPプールを用い
たプライマー伸長アッセイである。反応を図3のゲルに示す。誤挿入/誤伸長の率が低い変
異体をスクリーニングするために、この手順を行っている間、SUPERSCRIPT(商標)II逆転
写酵素は鋳型末端を越えて2～3個ヌクレオチドを伸長し、一部の変異は、この非鋳型特異
的伸長すなわちTdT活性を低下させたか、または無くすように観察された。図4に示すよう
に、4種類全てのdNTPの存在下で、SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素および変異体F309Nは
ほぼ等しくプライマーを伸長することができ、SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素は鋳型を
越えて2ヌクレオチドを付加し、F309Nは鋳型末端を越えて何も付加しなかった。この非鋳
型特異的伸長をさらに評価するために、4種類全てのdNTPを含む3 dNTP誤挿入アッセイの
対照反応を、SUPERSCRIPT(商標)II、F309N、T197E、およびY133A逆転写酵素を用いて、30
分間、様々な量の酵素で行った。3つの変異体は、先のスクリーニングにおいて非常に低
下したレベルのTdT活性を示していた。20単位の酵素で5分は、完了させようとするプライ
マー伸長に十分すぎる時間であることが観察されているので、30分のインキュベーション
および200～646単位の逆転写酵素は両方とも、完了させようとする反応に必要なものをは
るかに超えていた。図4に示すように、試験した最小量での逆転写酵素反応の全てに最大
単位濃度での反応と同様の伸長産物があり、このことは反応が完了したことを証明してい
る。SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素は鋳型末端を越えて2ヌクレオチドを付加し、F309N
およびT197Eは鋳型末端を越えて伸長せず、Y133Aには、鋳型末端を越えて1ヌクレオチド
の少量の産物があるように見える。
【０２４９】
実施例4:二重耐熱性TdT変異体
　M-MLV逆転写酵素(RT)におけるアミノ酸F309位はHIV逆転写酵素におけるW266位と一列に
並ぶ。この位置はサムドメインの基部にあり、鋳型-プライマーの副溝(minor groove)と
相互作用する副溝結合トラクト(minor groove binding tract)の一部であると考えられる
。変異H204RおよびT306Kは酵素の耐熱性を増大させることが示されている。H204R/T306K
クローンにおけるF309N変異は、SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素またはSUPERSCRIPT(商標
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)II逆転写酵素におけるH204R/T306Kより、RNA鋳型に対するlacZフォワードアッセイ(表5)
において1/2.3倍の変異頻度および3 dNTP伸長アッセイにおいて短い伸長産物を示す。両
発見とも、より高い忠実度を有する酵素の請求項を裏付ける(表6)。
【０２５０】
　（表５）M-MLV逆転写酵素の高忠実度変異体の変異頻度

表5.SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素および点変異体の変異頻度。変異頻度(MF)は、変異
体プラーク(淡青色または白色)の数をプラークの総数で割ることで求めた。出発DNAのバ
ックグラウンド変異体頻度は、最初の3つの構築物については17×10-4であり、最後の構
築物については20×10-4であった。
【０２５１】
　（表６）M-MLV逆転写酵素の高忠実度変異体の誤り率

【０２５２】
方法
変異誘発
　実施例3に記載のように標準的な部位特異的変異誘発プロトコールを用いて、V223H変異
を含むプライマーを、以下の変異:H204R、T306K、F309Nを有するSUPERSCRIPT(商標)IIの
一本鎖DNAにアニールさせた。V223H、H204R、T306K、およびF309Nの新たな組み合わせを
確認するために、コロニーを配列決定した。
【０２５３】
活性のある逆転写酵素を含むコロニーの選択
　実施例3に記載のようにコロニーの選択を行った。
【０２５４】
RT変異体の精製
　実施例3に記載のように精製を行った。
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【０２５５】
プラークの配列決定　
　lacZフォワードアッセイからのプラークを軟寒天プレートからワットマン(Whatmann)3M
M紙に移し、少なくとも1時間乾燥させた。次いで、プラークを打ち抜き、プラーク/紙デ
ィスクを、ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction(パーキンエル
マー(Perkin Elmer))4～8μl、プライマー

1μl、および蒸留水(総体積20μlまで)を含む配列決定反応ミックスに直接加えた。96℃1
0秒、50℃5秒、60℃4分の25サイクルのために、ABIサイクルシークエンシングプロトコー
ルを使用した。紙ディスクを取り出し、反応物を沈殿させ、次いで、ローディングダイに
再懸濁し、ABI377配列決定機で測定した。
【０２５６】
　配列を野生型lacZα配列と比較し、次いで、フレームシフト(1ヌクレオチドの挿入もし
くは欠失)、ミスマッチ、またはストランドジャンプ(反復配列間の挿入もしくは欠失)と
して分類した。各クラスの全誤り率は、検出可能な部位(すなわち、変化によって表現型
が変わる部位)の数(116)と(最初の一本鎖の寄与を排除するために)0.5を掛けたもので、
変異頻度を割り、次いで、これに各クラスであることが観察された変異体のパーセントを
掛けることによって求めた。ER=MF/(検出可能な部位＊0.5)＊(各クラスにおける%)。
【０２５７】
3 dNTPアッセイ法
　実施例3に記載のように3 dNTPアッセイを行った。
【０２５８】
結果
　本発明者らは、DNA鋳型を用いて、F309N(H204R T306K)SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素
(以下、F309Nと呼ぶ)およびV223H F309N(H204R T306K)(以下V223H/F309N)と呼ぶ)の誤挿
入アッセイを行った。このアッセイは、変異体とSUPERSCRIPT(商標)IIとの誤って取り込
む能力を比較するために用いられた。アッセイは、合成DNA鋳型-プライマーおよび4種類
のdNTPのうち3種類しか含まない偏ったdNTPプールを用いたプライマー伸長アッセイであ
る。反応を図5および図6のゲルに示す。このアッセイにおいて、高いプライマー伸長効率
は低い忠実度を示す。図5および図6に示すように、4種類全てのdNTPの存在下で、SUPERSC
RIPT(商標)II逆転写酵素ならびに変異体F309NおよびV223H/F309Nは、プライマー末端での
非鋳型特異的ヌクレオチドの付加にいくらかの変化はあるが、ほぼ等しくプライマーを伸
長することができた。しかしながら、ヌクレオチドの偏ったプールと共にインキュベート
した場合、SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素は、鋳型ヌクレオチドを越えてかなりの伸長
を触媒することができ、このために相補的dNTPが欠除していた。このことは、誤ったヌク
レオチドの使用および低い忠実度を示している。図5において、F309N(2)変異体は、3種類
のdNTPの偏ったプールのそれぞれにおいてSUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素より短い伸長
産物を示した。このことは、誤ったヌクレオチドを取り込む能力が低いこと、従って忠実
度が高いことを示している。図6において、V223H/F309N変異体はdATPプールおよびdCTPプ
ールだけで伸長された。いずれの場合でも、V223H/F309NもSUPERSCRIPT(商標)IIより短い
伸長産物を有した。これは、F309NおよびV223H/F309N変異体の変異頻度がSUPERSCRIPT(商
標)II逆転写酵素より低かったlacZαアッセイの結果(17×10-4および14×10-4～39×10-4

)と一致している。F309NはなくH204R T306K変異だけしかない逆転写酵素の変異頻度は、S
UPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素と似ていた(41×10-4～39×10-4)。このことは、これらの
変異が忠実度に影響を及ぼさないことを示唆している。このデータは、DNAに対する誤挿
入アッセイとRNAに対するlacZαアッセイとの相関関係を示し、ここで、高忠実度変異体
はdNTPの偏ったプールによる伸長産物が短く、lacZαアッセイにおいて変異頻度が低かっ
た。
【０２５９】
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　誤り率を決定するために、lacZフォワードアッセイからの変異体プラークを既知の方法
を用いて配列決定した。次いで、変異を以下のカテゴリーの1つに分類した:誤挿入事象に
よるミスマッチ、1つの挿入もしくは欠失の事象によるフレームシフト、または類似配列
間のジャンプにより引き起こされる大きな挿入もしくは欠失によるジャンプ。次いで、以
下の式:ER(誤り率)=MF(変異頻度)/(検出可能な部位の数×0.5)(式中、検出可能な部位の
数は116である)を用いて、lacZαペプチドをコードする核酸について全誤り率を求めた。
【０２６０】
　lacZフォワードアッセイにおいて変異された全ての塩基が、検出可能な表現型変化を生
じるとは限らない。ミスマッチ、フレームシフト、およびジャンプについて特有の誤り率
を求めるために、変異頻度は各変異体カテゴリーの合計のパーセントを掛けることで修正
され、次いで、特有の誤り率を求めるために用いられた。以下は、SUPERSCRIPT(商標)II
逆転写酵素および高忠実度SUPERSCRIPT(商標)II H203R T306K F309N逆転写酵素アッセイ
からのM13mp19におけるlacZαペプチドの配列地図である。下線は欠失を示す。「^」は、
上に示した塩基A、T、C、またはGの挿入を示す。完全配列の上に示したA、T、C、またはG
はミスマッチを示す。
【０２６１】
SuperScript(商標)IIによって導入された変異の地図

【０２６２】
　（表７）
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【０２６３】
　（表８）

【０２６４】
実施例6：変異体RTの酵素活性の分析
　逆転写酵素（RT）（例えば、レトロウイルスRT）は、そのcDNAの分析およびクローニン
グのための必須のツールとしてのその用途のため、およびHIVの阻害のための標的として
のその重要性のため、最も強力に研究されているDNAポリメラーゼの1つである（Skalka, 
A.M. およびGoff, S.P., Reverse Transcriptase, Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, Cold Spring, NY (1993)）。しかし、最近の研究の大部分の焦点であるHIV RT（Le Gr
ice, S.F.J. in Reverse Transcriptase (Skalka, A.M. およびGoff, S.P., 編) Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press, Cold Spring, NY, pp. 163-191, (1993)）がcDNA合成の
ためのツールとして広範に使用されてきたという意味において二分法が存在する。これは
、HIV RTが比較的高いエラーの割合を有するからであり（Bebenek, K. およびKunkel, T.
A. in Reverse Transcriptase (Skalka, A.M. およびGoff, S.P., 編) Cold Spring Harb
or Laboratory Press, Cold Spring, NY, pp. 85-102 (1993))、およびそれが長いmRNAの
全長コピーをインビトロで効率的に合成しないからである。cDNAを合成するために広範に
使用されるレトロウイルスRTの他の型である、M-MLV RTおよびAMV RTもまた、これらの制
限に苦しめられているが、その程度は低い

。ポリメラーゼ活性に加えて、レトロウイルスRTは、RNA-DNAハイブリッドにおけるRNAを
分解するRNase H活性を有する（Moelling, K., ら, Nature New Biology 234:240-244 (1
971)）。この分解活性の存在は、部分的には、長いcDNAの効率的な合成に対する制限の原
因である（Krug, M.S. およびBerger, S.L. Methods in Enzymol. 152:316-325 (1987), 
Berger, S.L., ら, Biochem. 22:2365-2372 (1983)）。RTのRNase Hドメインは、mRNA指
向性DNAポリメラーゼ活性を維持しながらRNase H活性を低下または除去するように変異さ
せることができ（Kotewicz, M.L., ら, Nuc. Acids Res. 16:265-277 (1988), DeStefano
, J.J., ら, Biochim. Biophys. Acta 1219:380-388 (1994)）、cDNA合成の効率を改善す
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る（Kotewicz, M.L., ら, Nuc. Acids Res. 16:265-277 (1988)）。
【０２６５】
　mRNAをコピーすることに対する第2の顕著な欠点は、短縮型の産物の生成を生じるcDNA
合成の間に中断するRTの傾向である（Harrison, G.P., ら, Nuc. Acids Res. 26:3433-34
42 (1998), DeStefano, J.J., ら, J. Biol. Chem. 266:7423-7431 (1991)）。この中断
は部分的にはRNAの二次構造に起因する（Harrison, G.P., ら, Nuc. Acids Res. 26:3433
-3442 (1998), Wu, W., ら, J. Virol. 70:7132-7142 (1996)）。mRNAの二次構造を融解
する反応温度でcDNA合成を実行することは、この問題を緩和することを助ける（Myers, T
.W. およびGelfand, D.H., Biochem. 30:7661-7666 (1991)）。さらに、cDNA合成を開始
するためにしばしば使用されるオリゴ(dT)nプライマーは、より低い温度でmRNA中のA残基
の内部ストレッチでプライムする傾向があり、3'-末端短縮型cDNA産物の合成を生じる。M
-MLV RTは43℃より上ではmRNAからcDNAを効率的に合成しない（Tosh, C., ら, Acta Viro
l. 41:153-155 (1997)）。RNase H-マイナス（H-）M-MLV RTは48℃までの高さで使用され
得る。なぜなら、RNase H活性の非存在下では、mRNA鋳型-DNA産物複合体が、cDNA合成の
間に熱不活性化からRTを保護する構造型に維持されるからである。
【０２６６】
　M-MLV RTがcDNAを合成するために使用され得る温度を上昇させる試みにおいて、本発明
者らは、H-M-MLV RT遺伝子をランダムに変異させ、耐熱性変異体についてスクリーニング
した。H-M-MLV RTのいくつかの耐熱性変異体を同定し、精製した酵素を特徴付けした。本
発明者らは、変異が一緒に存在するときに、それらは触媒活性を変化させることなく、そ
の固有の耐熱性を増大させることによってRT高温活性を増大させることを示した。
【０２６７】
実験手順
　細菌株およびプラスミド。大腸菌 DH10B（Invitrogen）をすべての実験において使用し
た。細菌液体培養物を、37℃で、EG：2%トリプトン、1%酵母抽出物、0.5%グリセロール、
10mM NaCl、および1mM KCl中で増殖させた。固体培地は、LB（1%バクト-トリプトン、0.5
%酵母抽出物、および86mM NaCl）+1.5%寒天であった。選択培地は100μg/mlアンピシリン
を含んだ。培養物の誘導のために、細胞を選択的EG+0.2%アラビノース中に接種し。18時
間増殖させた。
【０２６８】
RNAおよびDNA
　3'末端に40ヌクレオチドのポリ(A)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、線状化プラスミドDNAから、T7 RNAポリメラ
ーゼランオフ転写によって合成した（D'Alessio, J.M. およびGerard, G.F., Nuc. Acids
 Res. 16:1999-2014 (1988)）。cRNAを、オリゴ(dT)-セルロース上で選択し、ポリ(A)テ
ールの存在を確認した。標識のために、CAT cRNAの5'末端をアルカリホスファターゼで脱
リン酸化した。(rC)n、p(dT)12-18、 およびp(dT)25-30はAmersham Pharmaciaから購入し
た。(rA)630はMilesから購入した。(dG)15および(dT)20はInvitrogenからであった。CAT 
cRNAポリ(A)テールの5'末端の最初の塩基から146ヌクレオチド離れたその5'末端と、ヌク
レオチド679と692との間でアニールするCAT cRNAに相補的なDNA 24マーはInvitrogenから
であった。PCRをプライムし、および部位特異的変異誘発を実行するためのオリゴヌクレ
オチドはInvitrogenからであった。
【０２６９】
M-MLV RT遺伝子
　これらの研究において使用されるM-MLV RT遺伝子はpRT601に由来した（Kotewicz, M.L.
, ら, Nuc. Acids Res. 16:265-277 (1988) およびGerard, G.F., DNA 5:271-279 (1986)
）。ヌクレオチド2598で開始しヌクレオチド4628で終結する遺伝子（Shinnick, T.M., ら
, Nature 293:543-548 (1981)）を、araDプロモーターの制御下でプラスミドpBAD/HisA（
Invitrogen）にクローニングした。M-MLV遺伝子を、この遺伝子を5つのセグメントに分け
たいくつかの独特な制限エンドヌクレアーゼ部位を含むように、アミノ酸コードを変化さ
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せることなく、部位特異的変異誘発によってさらに改変した（図2A）。このタンパク質の
アミノ末端は、精製を単純化するためにHis6タグを含み、これはSEQ ID NO:2のアミノ酸1
-32に対応する以下のアミノ酸

を含んだ。このタンパク質のカルボキシ末端は、pRT601（17）からのサブクローニングの
結果として存在する、さらなるアミノ酸NSRLINを含んだ。さらに、M-MLV RT遺伝子を、RN
ase活性を除去するために変異させた（D524G、E562Q、D583N）。最終的な構築物はpBAD-H
SS2（図2B）と呼ばれ、この遺伝子および遺伝子産物はHis6H-RTと呼ばれた。
【０２７０】
DNA配列決定
　プラスミドDNAを、Concert High Purity Miniprep Kit（Invitrogen）を使用して、製
造業者の説明書に従って、RT変異体を有する一晩大腸菌培養物から調製した。各DNAを、
変異体を生成するために変異誘発されたセグメントに隣接する正方向プライマーおよび逆
方向プライマーを使用して配列決定した。配列決定反応を、ABI Big Dye Terminator Seq
uencing Ready Reaction Kitを使用してプラスミドDNAについて特定されるように実行し
た。反応物をABI PRISM 377 DNA Sequencerを使用して分析した。
【０２７１】
ランダム変異誘発
　変異誘発PCRを、20mM Tris-HCl (pH 8.4), 50mM KCl, 1.8mM MgCl2, 0.3mM MnSO4, 200
μM 各dCTP, dGTP, dTTP, およびdATP, ならびに0.5単位のTaq DNAポリメラーゼ（Invitr
ogen Corporation, Carlsbad, CA）を含む反応混合物（100μl）中で実行した。94℃で1
分間の変性段階の後で、サイクルプロトコールは94℃で15秒間、55℃で15秒間、および72
℃で30秒間の20サイクルであった。増幅は、50ngの標的から5μgの増幅産物までの100倍
であった。PCRプライマーは、適切な制限エンドヌクレアーゼ切断部位を含んだ。増幅さ
れたDNAセグメントを適切な制限エンドヌクレアーゼで切断し、ゲル精製し、および対応
する制限酵素で切断したゲル精製されたベクターDNAにクローニングした。
【０２７２】
部位特異的変異誘発
　オリゴヌクレオチド部位特異的変異誘発を確立された手順（Kunkel, T.A., ら, Method
s Enzymol. 154:812-819 (1987), Kunkel, T.A., ら, Methods Enzymol. 204:125-139 (1
991)）で実行した。H-RT遺伝子におけるアミノ酸コード部位のすべての可能なアミノ酸で
の飽和を、コドン部位において配列NNK（N=A,C,GまたはTおよびK=GまたはT）を変異誘発
オリゴヌクレオチドに導入することによって実行した。
【０２７３】
DNAポリメラーゼアッセイ
　RT変異体のスクリーニングの間、RT RNA指向性DNAポリメラーゼ活性を、使用される反
応条件下でRTに特異的な(rC)n・(dG)15を用いてアッセイした（Gerard, G.F., ら, Bioch
em. 13:1632-1641 (1974)）。50mM Tris-HCl (pH 8.4)、 50mM KCl、 10mM MgCl2、 300
μM (rC)n、120μM (dG)15、 0.01% （v/v）Triton X-100、および100μM [α-32P]dGTP
（1,000cpm/ピコモル）を含む反応混合物（50μl）を、96ウェルプレートのウェル中で37
℃で10分間インキュベートした。各ウェルからのアリコート（5μl）をGenescreen+（NEN
）フィルターにスポットし、このフィルターを4%(w/v)ピロリン酸ナトリウム（pH 8.0）
で10分間、2回洗浄した。乾燥したフィルターに結合した放射能をホスホルイメージャー
（Molecular Dynamics）で定量した。
【０２７４】
　RT DNAポリメラーゼ単位活性を、(rA)630・p(dT)12-18(Houts,G.E.ら, J.Virol.29:517
-522(1979))を用いてアッセイした。1単位のDNAポリメラーゼ活性は、37℃、10分間で酸
不溶性産物に1ナノモルのデオキシヌクレオシド三リン酸を取り込むRTの量である。
【０２７５】
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　CAT cRNAからのcDNA合成を、50mM Tris-HCl(pH 8.4)、75mM KCl、3mM MgCl2、10mM ジ
チオスレイトール(DTT)、500μM 各dATP、dTTP、dGTP、および[α-32P]dCTP(300cpm/ピコ
モル)、1,750単位/ml RNaseインヒビター、130μg/ml(465nM)CAT cRNA、20μg/ml(2,300n
M) p(dT)25-30、および3,250単位/ml(100nM)RTを含む反応混合物(20μl)中で実行した。
インキュベーションを、種々の温度で、60分間、個々のチューブ中で行った。反応混合物
のアリコートをTCAで沈殿させて、合成されたcDNAの収量を決定し、そして残りのcDNA産
物をアルカリ性1.2%アガロースゲル上でサイズ分画した(McDonell, M.W., ら, J. Mol. B
iol. 110:199-146 (1977))。
【０２７６】
　一価および二価の金属の反応最適条件を確立するために、初期反応速度を、37℃または
50℃での10分間のインキュベーションの間のRT濃度を制限する条件下で決定した。反応混
合物(20μl)は、50mM Tris-HCl(pH 8.4)、10mM DTT、500μM 各dTTP、dATP、dCTP、およ
び[3H]dGTP(100cpm/ピコモル)、10ピコモル(2.8μg)CAT cRNA、50ピコモル DNA 24マー、
0.5ピコモル RT、ならびに、1つずつ濃度が変動するKClおよびMgCl2を含んでいた。
【０２７７】
　定常状態反応速度測定。定常状態反応速度論的パラメーターKm(dTTP)およびkcatを、記
載されるように(Polesky, A.H., ら, J. Biol. Chem. 265:14579-14591(1990))、(A)n・(
dT)30を使用して決定した。Km(dTTP)値を括弧で囲んだ5つの[32P]dTTP濃度の範囲を、反
応速度論的パラメーターの各々の決定のために使用した。反応における鋳型-プライマー
および酵素の濃度は、それぞれ2μM（プライマー末端では）および4μMであった。反応混
合物(50μl)はまた、50mM Tris-HCl(pH 8.4)、75mM KCl、3mM MgCl2、および10mM DTTを
含み、37℃でインキュベートした。
【０２７８】
変異体スクリーニング
　変異体集団を選択寒天上にプレーティングした。個々のコロニーを96ウェルプレート中
の120μlの選択的EGに接種し、37℃で一晩増殖させた。培養物の細胞密度は～109cfu/ml
であった。各ウェルからの培養物のアリコートを、ウェル当たり120μlの選択培地+0.2%
アラビノースを含む新しい96ウェルプレートに移した。このプレートを37℃で20時間イン
キュベートしてRTの発現を誘導した。次いで、各ウェルからの培養物のアリコート(5μl)
を、ウェル当たり5μlの2XPLD(50mM Tris-HCl(pH 8.0)、20mM EDTA、1.8%(w/v)スクロー
ス、1%(v/v) Triton X-100、10mM DTT、および2mg/ml リゾチーム)を含む別の96ウェルプ
レートに移した。サーモサイクラー中で種々の温度(52～58℃)で5～10分間の加熱および
室温への冷却後、各ウェル中の溶解物からの5μlアリコートを、上記のような別の96ウェ
ルプレート中の(rC)n・(dG)15を用いてアッセイした。抽出物の5μlアリコート中のRT活
性の量は、アッセイの直線範囲にあった。溶解物は少なくとも1時間の間室温で安定であ
った。
【０２７９】
RTの精製
　全ての操作を4℃で行った。pBAD-HSS2または誘導体を有する誘導された大腸菌細胞(5g)
を10mL緩衝液(20mM Tris-HCl(pH8.0)、100mM KCl、および1mM PMSF)中に懸濁し、破壊の
ために超音波処理した。20,000×gで30分間の遠心分離による清澄化後、RTを、5mlのNi2+

で荷電されたキレートSepharoseカラムおよびMono S HR 5/5カラム(Amersham Pharmacia)
上での連続的なクロマトグラフィーによって精製した。いくつかの場合において、RTを第
3のカラム(TosoHaasからのAF-ヘパリン-650)で分画して、痕跡のRNase夾雑物を除去した
。精製されたRTを、保存緩衝液(40mM Tris-HCl(pH8.0)、100mM KCl、0.01%(v/v)Triton X
-100、0.1mM EDTA、1mM DTT、および50% v/v グリセロール)に対して透析し、-20℃で保
存した。この手順によって精製されたRTは、SDS-PAGEによって判断されるように>90%均一
であり、検出可能な夾雑したDNAエンドヌクレアーゼ、DNAエキソヌクレアーゼ、およびRN
Aエンドヌクレアーゼを含まなかった。
【０２８０】



(82) JP 4634799 B2 2011.2.16

10

20

30

40

50

抽出物中のRTの熱不活性化プロフィール
　すでに記載したようにPLDにおいて調製した細胞抽出物をサーモサイクラー中の96ウェ
ルプレート中で加熱し、そこでは温度の勾配が行にわたって存在するが、各列では温度は
同じである。25℃～56℃までの範囲の温度で、RT活性をすでに記載した(rC)n・(dG)15を
用いてアッセイした。
【０２８１】
半減期の測定
　混合物(20μl)を、50℃または55℃で、サーモサイクラー中の0.5mlチューブ中で様々な
時間の間インキュベートし、これは50mM Tris-HCl(pH8.4)、75mM KCl、3mM MgCl2、10mM 
DTT、0.1%(v/v)Triton X-100、および3-7μg/ml精製RTを含んでいた。インキュベーショ
ンを、チューブを氷中に配置することによって停止した。アリコート(5μl)を、(rA)630
・p(dT)12-18を用いて残存活性についてアッセイした。
【０２８２】
フィルター結合によるKDの測定
　ニトロセルロースフィルター結合アッセイ(Bailey, J.M., Anal. Biochem. 93:204-206
 (1979), Strauss, H.S., ら, Gene 13:75-87 (1981))を使用して、CAT cRNA・(dT)20に
ついてのRTの核酸結合定数(KD)を測定した。脱リン酸化したCAT cRNAを[γ-32P]ATPおよ
びT4ポリヌクレオチドキナーゼ(Boehringer)を用いて5'で標識した。オリゴ(dT)20を、10
mM Tris-HCl(pH 7.5)および80mM KClを含む緩衝液中で、ポリ(A)テイルCAT cRNAに65℃で
5分間アニールさせ、続いて氷上で冷却した。結合緩衝液(50mM Tris-HCl, pH8.4、75mM K
Cl、3mM MgCl2、および10mM DTT)、0.05nM 32P標識CAT cRNA、1nM(dT)20、および1～50nM
 RTを含む反応混合物(100μl)を、23℃で5分間インキュベートした。インキュベーション
後、この混合物を、結合緩衝液に浸漬したニトロセルロースフィルター(Millipore, HA 0
.45 mm)を通して濾過し、次いで結合緩衝液で洗浄した。KDは、標識したCAT cRNAの50%が
結合する酵素濃度に等しい。この分析の方法が有効であるためには、反応におけるCAT cR
NA濃度は、全体の酵素濃度が遊離の結合していない酵素の濃度に近接するように、実質的
にKDより下でなくてはならない。
【０２８３】
結果
ランダム変異誘発によって生成された変異
　PCRプライマーを、M-MLV His6 H-RT遺伝子の5つのセグメント各々を増幅するように、
および適切な制限エンドヌクレアーゼを含むように設計した。各セグメントを、PCR変異
誘発（実験手順）によってランダムに変異誘発させ、適切な制限エンドヌクレアーゼを用
いて消化し、そしてH-RT遺伝子における対応するセグメントを変異誘発したセグメントで
置換するようなやり方で、同様に消化したpBAD-HSS2プラスミドにクローニングした（図2
B）。ライブラリーを、少数のクローンの変異誘発させたH-RT遺伝子セグメントのDNA配列
決定によってサンプリングし、変異の頻度を決定した。目的は、セグメント当たりに産生
される1～2個の変異PCRランダム変異誘発の割合を達成することであった。本発明者らは
、セグメント当たり2変異より多く産生されたランダム変異誘発が、大きな割合の不活性
なRT変異を生じる傾向があることを見い出した。ライブラリーがこの判定基準に合致した
場合、熱処理によるさらなるスクリーニングを実行して、熱処理段階後に溶解物中でH-RT
よりも高いRT活性を示した変異体を同定した(実験手順；図7A)。最も高い見かけの耐熱性
を有する変異体を、24℃（活性について標準化するため）および52℃～58℃での前処理に
よって、二連で再度スクリーニングして、向上した耐熱性の存在を確認した(図7B)。全部
で、約15,000クローンを、熱処理によって、96ウェル形式で、各セグメントについてスク
リーニングし、すなわち、総計約100,000変異体をスクリーニングした。
【０２８４】
　2つの変異体がH-RTよりも高い耐熱性を有するRTを産生したことが見い出された。これ
らの遺伝子のDNA配列決定は、これらが、セグメント2におけるH204Rおよびセグメント3に
おけるT306Rであることを明らかにした。RT耐熱性に影響を与えるアミノ酸の位置を同定
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したので、本発明者らは、選択された特定の変異アミノ酸が耐熱性の最大の可能な増大を
与えたか否かを確立することを望んだ。H-RT遺伝子における2つの部位は、独立して部位
特異的変異誘発に供せられ、そこでは配列NNKが、変異誘発オリゴヌクレオチド中で存在
するコドンの代わりに置換された(実験手順)。これらのライブラリーの各々から84のメン
バーが耐熱性変異体についてスクリーニングされた。結果は、T306KおよびT306RがT306に
おいて最も耐熱性の改変体であり、T306Kがいくぶんより耐熱性であり、およびH204RがH2
04において最も耐熱性の改変体であることを示した。
【０２８５】
　逐次的な部位特異的変異誘発によって1つのクローン中で変異を組み合わせた。熱処理
した抽出物のアッセイは、二重変異体His6 H- H204R T306K RTが任意の変異体単独よりも
耐熱性であり、およびHis6 H-RTよりもはるかに耐熱性であることを示した（図8）。
【０２８６】
　開始点としてH204RおよびT306Kを含んだプラスミドpBAD-HSS2を利用して、RT遺伝子セ
グメント1から5を再度ランダムに変異誘発させ、ライブラリーを、His6 H- H204R T306K 
RTをより耐熱性にするさらなる変異についてスクリーニングした。粗抽出物中でRT二重変
異体の耐熱性を増大させる1つのさらなる変異、セグメント3におけるM289Lを同定した。
【０２８７】
単一の部位特異的変異からの変異
　His6 H- T306K RTを、H- RTの忠実度の研究の一部として部位特異的変異誘発によってF
309位でF309Nに変異させた。F309N変異は、粗抽出物中でHis6 H- T306K RTの耐熱性を増
大させた。
【０２８８】
精製した変異RTの耐熱性
　夾雑物の非存在下でのそれらの固有の耐熱性を確立するために、およびそれらの酵素的
特性を特徴付けるために、多数のRT変異体をほぼ均一まで精製した(実験手順)。4つの位
置の各々におけるHis6 H- RTの単一の変異体の精製型の固有の耐熱性を確立し、開始酵素
のそれと比較した。変異T306K、M289L、またはF309NはHis6 H- RTの半減期を、50℃で8分
間から10分間と13分間の間まで少量増大させた(表9)。
【０２８９】
　（表９）50℃における精製RT変異体の半減期

a2回または3回の測定の平均±標準偏差
b55℃における半減期は()内に示す
【０２９０】
　最大の効果を有する単一の変異はH204Rであり、これは50℃における半減期を5倍増大さ
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は相加的効果を有した。H204RおよびT306Kを組み合わせることは、50℃における半減期を
10倍増大させ、そしてM289LおよびF309Nをこれらの2つの変異と組み合わせることは、50
℃における半減期をさらに3倍、240分間に増大させた(開始酵素の半減期と比較して30倍
の増加；表9)。
【０２９１】
　His6 H- RTおよびそのすべての変異体の半減期は、50℃と比較して55℃で低下した(表9
)。四重変異体について50℃で観察された固有の半減期の相対的増大の強度は55℃で部分
的に維持された(表9)。55℃で1.6分間のHis6 H- RTの半減期が、H204R M289L T306K F309
Nによって8.1分間まで5倍増大した(表9)。
【０２９２】
　N末端タグの存在は、試験されたRTの耐熱性を増大するように見られた。N末端タグを有
しない(SUPERSCRIPT(商標)II)の、同じ点変異を有しかつSEQ ID NO:2(His6 H- RT)のアミ
ノ酸1-32に対応する配列

を有するN末端タグを有するRTとの比較は、タグの存在がRTの耐熱性を増大させることを
示す。タグの存在は、、50℃におけるRTの半減期を、2.5倍の因数で増大させた(3.2分間
から8分間まで)。タグを有するかまたは有しない、三重変異体H204R T306K F309Nの比較
は、50℃における酵素の半減期の3.5倍の因数での増大(30分間から105分間まで)を示した
。このように、本発明は、RTのN末端に付加された1つまたはそれ以上のアミノ酸を含む増
大された耐熱性を有するRTを意図する。さらに、本発明は、RTのC末端に付加された1つま
たはそれ以上のアミノ酸を含む向上された耐熱性を有するRTを意図する。
【０２９３】
精製された変異体RTの酵素的特徴付け
　精製されたRT変異体の多数の触媒特性を、RTにおける4つすべての点変異の導入がそのD
NA合成活性を変化させるか否かを確認するために比較した。1つを例外として、特徴付け
られた耐熱性変異体のすべてが、開始のHis6 H- RTのそれよりも高いRNA指向性DNAポリメ
ラーゼ比活性を有したが、1.5倍の因数以内であった(表10)。
【０２９４】
　（表１０）精製したRT変異体のRNA指向性DNAポリメラーゼ比活性

aHis6 H- RTの比活性を1.0に設定した比活性の比率
【０２９５】
　His6 H- F309N RTはわずかに減少したDNAポリメラーゼ比活性を有した(表10)。His6 H-
 RTおよびHis6 H- H204R M289L T306K F309Nの触媒効率(kcat/Km)は、互いに2の因数内で
あり、それらのヌクレオチド基質についてのKmは同様であった(表11)。
【０２９６】
　（表１１）精製したRT変異体の触媒定数a
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a3回の測定の平均±標準偏差
【０２９７】
　His6 H- RTおよびHis6 H- H204R M289L T306K F309N RTの一価および二価の金属イオン
最適条件を測定した。酵素に対して過剰のCAT cRNA・DNA 24マーを鋳型-プライマーとし
て使用した(実験手順)。最適条件は同じであった：His6 H- RTおよびHis6 H- H204R M289
L T306K F309Nについて37℃で、ならびに四重点変異について50℃で、75mM KClおよび3mM
 MgCl2。まとめると、これらの結果は、H- RTの耐熱性を実質的に増大した4つの同定され
た変異が、感知されるほどそのDNAポリメラーゼ触媒活性能力に影響を与えなかったこと
を示す。
【０２９８】
　鋳型-プライマーの存在下で、50℃におけるM-MLV H- RTの半減期は、核酸の非存在下で
の半減期と比較して、3から4までの因数で増大する。これは、溶液中で未結合である場合
よりも鋳型-プライマーに結合した場合に、熱不活性化に対してより耐性である酵素の結
果である。鋳型-プライマーについてのRTのアフィニティーに影響を与える変異は、それ
がcDNA合成に関与するときに、RTの見かけの耐熱性に影響を与える。それゆえに、CAT cR
NA・(dT)20についてのHis6 H- RTおよびその変異体のアフィニティー(KD)を測定した(表1
2)。
【０２９９】
　（表１２）精製したRT変異体の核酸解離定数

a2回または3回の測定の平均±標準偏差
b核酸はCAT cRNA・(dT)20
【０３００】
　His6 H- RT四重変異体のKDは8nMから11nMまでいくぶん増大し、このことは、核酸結合
アフィニティーは、4つの変異により一緒に、わずかに低下した。興味深いことに、2つの
点変異H204RおよびF309Nは、単独で存在した場合に、His6 H- RTの結合アフィニティーを
より減少させ、それぞれ35および28のKDを有した。結合に対するこれらの変異の効果は、
変異T306Kによって見た目には相殺された(KD=6.6nM)。なぜなら三重変異体H204R T306K F
309Nは7.3nMのKDを有したからである。本発明者らは、His6 H- RTの三重変異体(H204R T3
06K F309N)または四重変異体がcDNA合成に関与する際に、His6 H- RTと比較して見かけの
観察された耐熱性のいかなる増大も、鋳型-プライマーへのより強固な結合による保護の
増大には起因しないと結論付けた。
【０３０１】
より高いRT耐熱性の実用的意味
　本研究において選択されたH-RT変異によって付与された耐熱性の増大の実用的な影響を
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評価するために、本発明者らは、40から55℃の間でいくつかの変異体が全長CAT cDNAを合
成する能力を測定した(表13)。
【０３０２】
　（表１３）精製されたRT変異体によるCAT cRNAからの全長cDNAの高温における合成a

acDNA合成反応混合物(上記に記載)は9.3ピコモル(2.6μg)のCAT cRNAを含んだ。全長産物
の量は、乾燥させたアルカリ性1.2%アガロースゲルからの各全長バンドのサイズに対応す
る領域を切断すること、およびそれをシンチレーションカウンターで計数することによっ
て確定した。反応混合物は2ピコモルのRTを含み、これを示された温度で60分間インキュ
ベートした。1回の実験の結果を示す。同様の結果が他の1回の実験で得られた。
【０３０３】
　鋳型-プライマーに対するRTの量は、これらの反応において限定されていた。限定的なR
Tの存在下では、温度が増加するにつれて全長cDNA合成を達成することの失敗が、cDNA合
成条件下での酵素の熱不活性化の指標である。1つを例外として、50℃より上の温度にお
いて、特定のRT変異体によって合成された全長CAT cDNAの量(表13)は、50℃における酵素
の耐熱性(半減期)(表9)と良好に相関した。1つの例外は変異体H204Rである。これは、50
℃において5倍より長い半減期を有するのにもかかわらず、50℃および52.5℃においてHis

6 H- RTよりも少ない全長cDNAを産生した。このことは、おそらく、H- RTよりも弱い、CA
T cRNA・DNAに対するH204Rの結合に起因し、これが鋳型-プライマーによる熱保護を減少
させる。試験したすべてのRTが40℃と比較して45℃での活性を維持していたが、四重変異
体を例外として、全てのRTが50℃以上でより少ないCAT cDNAを合成した。His6 H- RT四重
変異体は50℃において完全に活性であり、55℃ではHis6 H- RTよりも60倍多い全長CAT cD
NAを合成した。これは、40℃において両方の酵素によって合成される量の22%であった。
【０３０４】
　本発明のモデルは、望ましい特徴、例えば、望ましいレベルの耐熱性を有するようにポ
リペプチドを操作するために使用され得る。ポリペプチドの核酸配列はセグメントに再分
割されてもよく、そのセグメントは、例えば、PCRランダム変異誘発を使用して個々に変
異誘発されてもよい。次いで、個々のセグメントは再アセンブルされ、および望ましい活
性についてスクリーニングされる変異されたポリペプチドを発現するように使用されても
よい。上記の実施例は、むしろ大きなRT遺伝子(2154塩基)がランダム変異誘発(Leung, ら
,　(1989) Technique 1, 11-15. Cadwell, ら, (1992) PCR Methods and Applications 2
, 28-33)によってセグメント中でランダムに変異される本発明の実施態様を提供する。機
能的または構造的なドメインが知られている場合、関心対象のポリペプチドの配列を、関
心対象のポリペプチドのこのようなドメインに対応する断片に再分割することが望ましい
かもしれない。上記の実施態様において、セグメントは、RTの5つの別々の構造的サブド
メインのコード配列にほぼ対応する(Kohlstaedt, ら, (1992) Science 256, 1783-1789. 
Jacobo-Molina, ら, (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6320-6324)。セグメント1
から4は、それぞれ、フィンガー、パーム、サム、およびコネクションのポリメラーゼサ
ブドメインに対応し、セグメント5はRNase Hドメインに対応する（図2A）。
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【０３０５】
　本発明の材料および方法を使用して、当業者は、所望のレベルの耐熱性を有する改変し
たRT酵素を構築することができる。上記に提示した実施例において、H- M-MLV RTの操作
温度は、45℃より少なくとも10℃上まで増加された。この標的温度は妥協として選択され
た：RNA二次構造を減少させることを補助するために十分に高く、かつRNA分解を避けるた
めに十分に低い。Mg++によって触媒される化学的RNA分解の速度は、cDNA合成反応条件下
で、温度を55より上で60℃まで増加させると劇的に増加するが、特定の場合（例えば、顕
著な二次構造を有するRNA）においては55℃よりも高い温度、例えば、約60℃、または約6
5℃、または約70℃で逆転写反応を行うことが所望され得る。上記の方法を使用して、適
切なRTが日常的な実験を使用して構築され得る。
【０３０６】
　変異誘発反応のための反応条件は、各セグメントにおける所望の数の変異を導入するよ
うに調製され得る。本研究において、セグメント当たり1～2個の変異の上限カットオフを
、有害な変異の蓄積を抑制するため(Lehmann, ら, (2001) Current Opinion in Biotechn
ology 12, 371-375)、および活性な変異を見い出すために必要とされるスクリーニングの
量を最小化するために、変異の頻度についての標的として設定した。当業者は、例えば、
Mn2+濃度、pH、塩濃度などを調整することによって、条件がより高い変異頻度を誘導する
ために調製され得ることを理解する。セグメント1、2、または3において>5変異/セグメン
トの変異頻度は、約5%のみの活性変異体を産生し、すべての変異体が野生型よりも低い活
性を有した。セグメント当たり1～2個の変異の使用される変異頻度で、約3分の1の変異体
が活性がほとんどないか、活性を有さず、3分の1がHis6 H-RT活性の50%未満の活性を有し
、そして3分の1がHis6 H-RT活性の100%までの活性を有した。
【０３０７】
　変異した配列から産生されたポリペプチドは所望活性についてスクリーニングされる。
このポリペプチドは粗抽出物、部分精製された抽出物、または精製されたポリペプチド調
製物からスクリーニングされ得る。上記の実施例において、変異体の粗抽出物は、RT活性
に特異的な鋳型-プライマーを用いて96ウェルプレート形式でスクリーニングされた(Gera
rd, ら, (1974) Biochim. 13, 1632-1641)。大腸菌細胞抽出物を産生するために使用する
手順は、細胞を溶解するよりはむしろ透過させ、細胞マトリックスの外側にタンパク質お
よび小さなRNAを放出するが、DNAを内側に保持する。これは、代表的なサンプリング、お
よび細胞懸濁液の外因性鋳型-プライマーを用いるアッセイを実行可能にした。このアッ
セイのシグナル対ノイズ比は、変異細胞から出発して識別するために少なくとも2倍の活
性の違いが必要とされるようなものであった。当業者は、他のスクリーニング方法が、例
えば、関心対象の変異ポリペプチド(例えば、RT)を最初に精製することによって、活性レ
ベルのより小さな変化の検出を可能にすることを認識している。
【０３０８】
　このアプローチを利用して、2つの変異がセグメント3(サム)において発見され、および
1つの変異がセグメント2(フィンガー)において発見された。部位特異的変異誘発と組み合
わせた合理的配列相同性アプローチを使用して、フィンガーサブドメイン中に位置する第
4の変異を同定した。発見された少数の変異ならびにセグメント1および4において変異を
同定することの失敗は、おそらくランダム変異誘発アプローチおよびスクリーニングの両
方の限界に起因した。ランダム変異誘発に課せられたセグメント当たり1～2変異の変異頻
度カットオフは、変異集団において利用可能な変異の空間を制限した。アッセイが活性の
2倍よりも小さな違いを検出することは不可能であることは、おそらく多くの活性変異体
およびわずかに活性の耐熱性変異体を検出不可能にした。野生型M-MLV RTのRNase Hドメ
インはすでにポリメラーゼドメインよりも実質的に耐熱性であるので（Verma,I.(1975) J
. Virol. 15, 843-854）、セグメント5において導入された安定化変異が、より耐熱性の
ポリメラーゼ活性についてのスクリーニングにおいて得られる可能性は低かった。
【０３０９】
　使用されたアプローチを用いて見い出された変異の限られた数にも関わらず、同定され
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たものは、RT耐熱性に有意なポジティブな影響を有した。His6 H-M-MLV H204R M289L T30
6K F309N RTの耐熱性は、50℃において30倍増大した。RT操作温度は7℃～55℃に増大した
。4つの変異のうちの3つはRTの半減期を1.2から1.6倍に増大させ、第4の変異は、5倍の増
大を与えた。タンパク質安定化における十分に確立された操作原理は、複数の変異によっ
て得られる全体の安定化は、個々の変異の効果の合計であることであり、各変異が他の変
異と独立してその効果を発揮すると仮定している（Wells, J.A. (1990) Biochem. 29, 85
09-8517）。4つの変異の耐熱性効果は相加的であるらしいが、変異間の協同的相互作用に
起因する耐熱性の増大へのさらなる寄与は除外することができない。
【０３１０】
　それによってこれらの4つの変異がM-MLV RTの耐熱性および鋳型-プライマー結合アフィ
ニティーに影響を与えるメカニズムの議論は、3次元構造フレームワークを必要とする。M
-MLV RTパームサブドメインにおけるH204での変異の場合において、これは容易に達成さ
れる。なぜなら、M-MLV RTのフィンガー-パーム断片の構造は公知だからである（Georgia
dis, ら, (1995) Structure 3, 879-892）。サムに位置するT306KおよびF309Nについては
、本発明者らは、HIV RTから取られた3-次元構造データに頼らなくてはならない(Kohlsta
edt, ら, Jacobo-Molina, ら, Ding, ら, (1998) J. Mol. Biol. 284, 1095-1111およびH
uang, ら, (1998) Science 282, 1669-1675）。幸運にも、HIV RTのサムサブドメインの
この領域(T253～P272)およびM-MLV RTの対応する領域(T296～P315)において、アミノ酸配
列が合理的によく保存されている。M-MLV RTは、HIV RTαヘリックスHの構造に類似して
、この領域中にαヘリックスを有することが予測され得る(Kohlstaedt, ら, Jacobo-Moli
na, ら, Kneller, ら, (1990) J. Mol. Biol. 214, 171-182, およびRost, B. (1996) Me
thods Enzymol. 266, 525-539)。
【０３１１】
　同時に、4つのRTアミノ酸変化は、この酵素のDNA合成触媒活性を有意に変化させること
なく、これらの安定化効果を発揮した、しかし、2つの変異、H204RおよびF309Nは鋳型-プ
ライマーへのRT結合を有意に低下された(表12)。M-MLV RT H204Rは、β-シート10-11(β1
0-β11)のすぐ下のパームサブドメインの背側の長いα-ヘリックスH(αH)の中央に位置す
る(図9、Georgiadis, ら, 前出)。β-シート10-11は、鋳型-プライマーと接触するパーム
の内部の残基222から225までにM-MLV RTポリメラーゼ触媒部位(YVDD)を含む(Georgiadis,
 ら, 前出)。H204Rの変化は、αHおよびβ10-β11中のその近傍のアミノ酸残基のパッキ
ングに直接的に影響を与え得、従って、β10-β11が鋳型-プライマーと相互作用するやり
方に影響を与える。あるいは、その効果は、H204を含むα-ヘリックスおよびY222を含む
β-シートが単一の短いターンによって分離されているので、ポリペプチドバックボーン
に沿って翻訳され得る(図9)。上記に議論したように、M-MLV RTおよびHIV RTのアミノ酸
相同性比較に基づいて、およびHIV RTの結晶構造から

M-MLV RTにおけるF309はRTサムサブドメインのα-ヘリックスにおける小さな溝の結合ト
ラックの一部であることが予測され得る。HIV RTにおいて、この構造は、鋳型-プライマ
ーへのRT結合に有意に寄与する(Bebenek, ら, 前出)。M-MLV RTにおける309位の芳香族性
フェニルアラニンが、HIV RTにおけるトリプトファン266に対応する(Bebenek, ら, 前出)
。HIV RT W266の広範なアミノ酸置換研究は、この位置での任意の置換が鋳型-プライマー
についてのRTの結合アフィニティーを減少させることを示す(Beard, ら, 前出)。本発明
者らは、M-MLV RT F309のアスパラギンへの変化が、推定のM-MLV RTの小さな溝の結合ト
ラックの構造に影響を与え、鋳型-プライマーについての結合アフィニティーの減少を生
じると仮定する。興味深いことに、T306Kは、H204RまたはH204RおよびF309Nによって一緒
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に産生された結合アフィニティーの減少を補償することができ、元々のレベルまで鋳型-
プライマー結合アフィニティーを回復した(表12)。再度、この領域中のアミノ酸相同性に
基づいて、M-MLV RTにおけるT306が、小さな溝の結合トラックを含むHIV RTのα-ヘリッ
クスにおける263位のリジンに対応する。二本鎖DNAと複合体形成したHIV RTの結晶構造は
、K263がDNAプライマーのn-2リン酸を接触することを示す(Ding, ら, 前出、Huang, ら, 
前出)。306位のフェニルアラニンの代わりに正に荷電したリジンのM-MLV RTへの導入は、
H204RおよびF309Nの結合の減少を補償し、これはおそらく、n-2プライマーリン酸の位置
でのRT結合を向上させることによる。
【０３１２】
　H204Rは、最高の個別のH- M-MLV RTに対する耐熱性効果を有した。204位においてヒス
チジンが、パームサブドメインの下面のα-ヘリックス Hにおいてより高度に荷電したア
ルギニンで置換された(Georgiadis, ら, 前出)。M-MLV RTのフィンガー-パーム断片の3-
次元構造モデルの精査(Georgiadis, ら, 前出)は、この置換がアルギニンを適切な距離に
配置し、α-ヘリックス HにおけるE201と塩橋を形成するか、またはβ-シート6とα-ヘリ
ックス Eとの間のループにおけるT128と水素結合を形成することを示す(図9)。いずれの
事象もRT分子を安定化することを補助する(Kumar, ら, (2001) Cell. Mol. Life Sci. 58
, 1216-1233)。
【０３１３】
　306位でのスレオニンからリジンへの変異は、おそらく、ポリペプチドバックボーンを
安定化することへの静電的寄与をなすことによってM-MLV RTの耐熱性に寄与する。すべて
の可能なアミノ酸でのこの部位の飽和は、アルギニンまたはリジンのみがM-MLV RT耐熱性
を増大させることを示した。これらのアミノ酸の両方は、残基306を含む推定のα-ヘリッ
クスに連接するループにおいて、主鎖のカルボニル基およびアミノ酸側鎖への水素結合を
可能にし得る。
【０３１４】
　それによってF309NがM-MLV RT耐熱性を増大させるメカニズムについての予測は、鋳型-
プライマー結合におけるその提案される役割によって複雑化される(上記の議論を参照の
こと)。M-MLV RTの309位はまた、すべての可能なアミノ酸変化を用いる飽和によって試験
された。セリンおよびアスパラギンのみが耐熱性を増大させた。露出した疎水性フェニル
アラニンの代わりに荷電したアミノ酸での置換は、他のタンパク質ファミリーにおいては
中等温度好性ファミリーの代表から好熱性ファミリーの代表への移行において観察される
アミノ酸変化によく相関しており(Kumar, ら, 前出、Cambillau, ら, (2000) J. Biol. C
hem. 275, 32383-32386)、これは、ポリメラーゼ活性を低下または除去した。露出した疎
水性アミノ酸の代わりに極性アミノ酸での置換との耐熱性の増大の相関は、はるかに低い
頻度でタンパク質ファミリーにおいて観察されており(Kumar, ら, 前出、Cambillau, ら,
 前出)、その結果、309位におけるF→Nの安定化効果についての構造的な基礎は不明であ
る。
【０３１５】
　M-MLV RT M289の領域におけるHIV RTとM-MLV RTとの間の3-次元構造情報および合理的
な配列相同性の両方が存在しないため、M-MLV RT耐熱性に対するM289Lの寄与についての
構造的基礎を予測することは困難である。一般的な傾向として、耐熱性タンパク質は、そ
れらの中等温度好性の対応物よりも多くのおよびより大きな疎水性アミノ酸を有し、これ
らはタンパク質コアから水をより良好に排除することができる(Cambillau, ら, 前出)。2
89位におけるM→Lが、分岐していないメチオニンをβ-分岐したロイシンで置換すること
によってより良好な疎水性パッキングを可能にすることを通じて、M-MLV RT耐熱性を増大
させる可能性がある(Cambillau, ら, 前出)。
【０３１６】
　タンパク質の耐熱性を増大させる変異を同定することに焦点を当てた他の研究の結果と
一致して（Arnold, ら, (2001) Trends in Biochemical Sciences 26, 100-106）、本研
究において同定された変異はおそらくRT表面に存在し、触媒活性に影響を与えることなく
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耐熱性に影響を与える。2つの安定化アミノ酸、T306およびF309の場合、これらはおそら
く、鋳型-プライマーと接触するタンパク質表面に存在し、結合に対するそれらの効果が
相殺されるようなやり方でこれらは結合する。
【０３１７】
　本発明は、所望の特性を含むポリペプチドを操作するための材料および方法を提供する
。例として、M-MLV RT遺伝子が酵素の耐熱性を増大するように変異された。この研究の目
的は、M-MLV RTが、RTの固有の耐熱性を増大させることによって、48℃から約55℃、約60
℃まででcDNA合成を効率的に触媒する温度を増大させることである。レトロウイルスRTを
55℃から60℃で使用する能力は、cDNA合成の開始の効率と特異性の両方を増大させる。使
用された変異誘発およびスクリーニングのアプローチを用いて、M-MLV RTの操作温度の限
界を少なくとも約55℃まで増加させる変異が同定された。作製されたこれらの変異は50℃
における半減期として測定された固有の耐熱性を劇的に増大させ(約30倍)、これは55℃に
おいて部分的に維持された(半減期の5倍の増加)。すでに同定した4つの変異で強力に構築
され得る代替的なアプローチが存在する。例えば、標的変異頻度は、H-M-MLV RT四重変異
ポリメラーゼドメインのいくつかの大きなセグメントのランダム変異誘発の間にはるかに
高く(5-10変異/セグメント)設定され得、はるかに小さな活性変異体の割合であるが、は
るかに広い変異スペクトルを与える。次いで、この様式で生成されたいくつかのライブラ
リーが組換えによってシャッフルされ得(Stemmer, W.P.C. (1994) Nature 370, 389-391)
、これは、有害な変異を除外する傾向がある(Lehmann, ら, 前出)。より高感度に作製さ
れた96ウェルDNAポリメラーゼ活性スクリーニングおよびスクリーニングされる変異の数
を増加させるためにウェル当たり複数の変異をアッセイするために使用されるサンプリン
グ手順と組み合わせて、このようなアプローチは、M-MLV RTの耐熱性をさらに増大させる
さらなる変異を産生するはずである。
【０３１８】
実施例7：SUPERSCRIPT(商標)III RTの操作、耐熱性、cDNA合成
　モロニーマウス白血病ウイルス(M-MLV)RNase H-マイナス(H-)逆転写酵素(RT)について
の遺伝子（SUPERSCRIPT(商標)IIとしても知られる）をランダムに編誘発させ、変異体を
耐熱性の増大についてスクリーニングした。一緒にM-MLV H- RTの50℃における半減期を3
5倍増加させ、RT cDNA合成操作温度を42℃から55まで上昇させた4つの変異を同定した。
耐熱性の増大はM-MLV H- RTの固有の耐熱性を増加させることによって、酵素のDNAポリメ
ラーゼ触媒活性を減少させることなく達成した。
【０３１９】
　逆転写酵素(RT、例えば、レトロウイルスRT)は、cDNAの合成およびクローニングのため
の必須のツールである。cDNAを合成するために広範に使用されるレトロウイルスRTの型は
、M-MLV RTおよびAMV RTである。ポリメラーゼ活性に加えて、レトロウイルスRTは、RNA-
DNAハイブリッドにおけるRNAを分解するRNase H活性を有する(Moelling, ら, (1971) Nat
ure New Biology 234, 240-244)。この分解性活性の存在は、部分的には、長いcDNAの効
率的な合成に対する制限の原因である(Krug and Berger (1987) Methods in Enzymol. 15
2, 316-325; Berger, ら, (1983) Biochem. 22, 2365-2372)。RTのRNase Hドメインは、m
RNA指向性DNAポリメラーゼ活性を維持しながら、RNase H活性を低下または除去するよう
に変異させることが可能であり(Kotewicz, ら, (1988) Nuc. Acids Res. 16, 265-277; D
eStefano, ら, (1994) Biochim. Biophys. Acta 1219, 380-388)、cDNA合成の効率を改善
する(Kotewicz, ら、前出)。これは、SUPERSCRIPT(商標)IIおよびThermoScriptにおいて
行われた。
【０３２０】
　mRNAをコピーすることに対する第2の顕著な欠点は、短縮型の産物の生成を生じるcDNA
合成の間に中断するRTの傾向である（Harrison, ら, (1998) Nuc. Acids Res. 26:3433-3
442, DeStefano, ら, (1991) J. Biol. Chem. 266:7423-7431）。この中断は部分的にはR
NAの二次構造に起因する（Harrison, ら, 前出, Wu, ら, (1996) J. Virol. 70, 7132-71
42）。mRNAの二次構造を融解する反応温度でcDNA合成を実行することは、この問題を緩和
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することを助ける（MyersおよびGelfand, (1991) Biochem. 30, 7661-7666）。さらに、c
DNA合成を開始するためにしばしば使用されるオリゴ(dT)nプライマーは、より低い温度で
mRNA中のA残基の内部ストレッチでプライムする傾向があり、3'-末端短縮型cDNA産物の合
成を生じる。M-MLV RTは43℃より上ではmRNAからcDNAを効率的に合成しない（Tosh, ら, 
(1997) Acta Virol. 41, 153-155）。
【０３２１】
　SUPERSCRIPT(商標)II RTがcDNAを合成するために使用され得る温度を上昇させる試みに
おいて、本発明者らは、SUPERSCRIPT(商標)II RT遺伝子をランダムに変異させ、耐熱性変
異体についてスクリーニングした。SUPERSCRIPT(商標)II RTのいくつかの耐熱性変異体を
同定し、精製した酵素を特徴付けした。本発明者らは、変異が一緒に存在するときに、そ
れらは触媒活性を変化させることなく、その固有の耐熱性を増大させることによってRT高
温活性を増大させることを示した。
【０３２２】
SUPERSCRIPT(商標)III RT精製：
　SUPERSCRIPT(商標)III RT遺伝子はSUPERSCRIPT(商標)II RTに由来した。SUPERSCRIPT(
商標)II RTに存在する3つのRNase H変異に加えて、4つの変異を、耐熱性を増大させるた
めのN末端への改変とともに含められた。この遺伝子を、araDプロモーターの制御下で、
プラスミドpBAD(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA)にクローニングした。精製され
たタンパク質は78kDaの見かけの分子量を有する。このプラスミドを大腸菌 DH10B(Invitr
ogen Corporation, Carlsbad, CA)に形質転換し、細胞および種ストックをEG(2%トリプト
ン、1%酵母抽出物、0.5%グリセロール、10mM NaCl、および1mM KCl)中で1.0のO.D.まで増
殖させ、60% S.O.B./40%グリセロール中で-80℃で凍結させた。
【０３２３】
　精製のために、凍結した種ストックからのスタブを使用して500mlのスターター培養に
接種した。R&Dプレップのために使用した培地は、100μg/mlアンピシリンを補充したEGま
たはCircleGrow(Bio101)のいずれかであった。スターター培養を37℃で一晩インキュベー
トし、これを使用して10リッターEG+Amp培地に接種した。培養を37℃で、1.0のOD600まで
(3-4時間)培養し、0.2%アラビノースで誘導し、そしてインキュベーションをさらに3時間
継続した。細胞を、4℃で5,000g、20分間の遠心分離によってペレット化した、上清を除
去し、細胞を-80℃で凍結させるか、または処理するかのいずれかであった。
【０３２４】
　SUPERSCRIPT(商標)IIIの精製を、第3のカラムとしてヘパリンアガロースの代わりにAF-
ヘパリン650Mレジン(TosoHaas)を使用することを例外として、SUPERSCRIPT(商標)IIと同
様に、かつ以下に概説するように精製した。すべての緩衝液はオートクレーブされなくて
はならず、およびカラムはRNase汚染を妨害するために徹底的に洗浄されなければならな
い。他に示されない限り、手順は4℃で行う。
【０３２５】
精製方法A
　50グラムの細胞を100mlの緩衝液A (細胞ペレット1グラムにつき2ml：20mM Tris-HCl(pH
 7.5)、25mM NaCl、1mM EDTA、1mM DTT、1.3mM PMSF) に溶解し、均質になるまで4℃で攪
拌する。さらに0.78mlの0.1M PMSFを加え、十分に混合した(5分間)。6枚重ねのチーズク
ロスを通して株細胞を濾す。1容量の緩衝液Aであらかじめ平衡化した（ガウリン(gaulin)
中での泡および粒子を避けるため）ガウリンを通して、4-6℃で、8000psiで試料を濾過す
る。反復し、試料を>80%溶解についてチェックする。細胞の体積を測定し、溶解物に0.05
3容量の5M NaClを加えた。混合されるまで4℃で攪拌する。0.111容量の5%ポリミンP(pH 7
.9)を、混合しながら30分間にわたって加え、次いで、さらに30分間混合する。18,100ｇ
、60分間、4℃で遠心分離し、上清を保持する。266g/L (NH4)2SO4を、上清に攪拌しなが
ら30分間にわたって加え、さらに30分間混合する。18,100ｇ、60分間、4℃で遠心分離し
、上清を保持する。もともとのペレット重量1gあたり0.52mlで(26ml)、1時間、攪拌しな
がら、ペレットを緩衝液B(20mM Tris-HCl(pH 7.5)、100mM NaCl、1mM EDTA、1mM DTT、0.



(92) JP 4634799 B2 2011.2.16

10

20

30

40

50

01% NOG、5% グリセロール)にペレットを再懸濁する。
【０３２６】
　G-25 Fカラム(AP-Biotech、270mlレジン体積)を緩衝液Bで平衡化し、次いで試料をロー
ドした。2カラム体積の緩衝液Bを用いて、3.3ml/分の流速で、6ml/チューブの分画容量で
、カラムを洗浄し、および試料を溶出させた。画分をUV吸収および明瞭な琥珀色に基づい
てプールした。沈殿が形成した場合、そのプールを18,100gで30分間、4℃で遠心分離した
。
【０３２７】
　この画分プールを、1.0ml/分の流速で緩衝液Bであらかじめ平衡化したP-11カラム(What
man: 2×サイクル、25mlレジン体積)にロードした。このカラムを10カラム体積の緩衝液C
(20mM Tris-HCl pH 7.5、100mM NaCl、1mM EDTA、1mM DTT、0.01% NP-40、5% グリセロー
ル)で洗浄し、12カラム体積の100から500mMのNaCl勾配(緩衝液Cおよび0から100%の緩衝液
D：20mM Tris-HCl pH 7.5、500mM NaCl、1mM EDTA、1mM DTT、0.01% NP-40、5% グリセロ
ール)を用いて、1.6ml/分の流速および4mlの分画容量で溶出させた。画分は、OD280>50%
ピーク高さまたは>50%ピークRT活性のいずれかによってプールした。次いで、画分プール
を、1容量の緩衝液E(20mM Tris-HCl pH 7.5、1mM EDTA、1mM DTT、0.01% NP-40、5% グリ
セロール)で希釈した。
【０３２８】
　次いで、希釈したプールを、緩衝液F(20mM Tris-HCl pH 7.5、160mM NaCl、1mM EDTA、
1mM DTT、0.01% NP-40、5% グリセロール)で、0.7ml/分の流速であらかじめ平衡化したAF
-ヘパリン650Mカラム(TosoHaas, 12.5mlレジン体積)にロードした。
【０３２９】
　このカラムを10カラム体積の緩衝液F(20mM Tris-HCl pH 7.5、160mM NaCl、1mM EDTA、
1mM DTT、0.01% NP-40、5% グリセロール)で洗浄し、10カラム体積の160から700mMのNaCl
勾配(緩衝液Fおよび0から100%の緩衝液G：20mM Tris-HCl pH 7.5、700mM NaCl、1mM EDTA
、1mM DTT、0.01% NP-40、5% グリセロール)を用いて、0.5ml/分の流速および2mlの分画
容量で溶出させた。画分は、OD280>50%ピーク高さまたは>50%ピークRT活性のいずれかに
よってプールした。次いで、画分プールを、3容量の緩衝液H(20mM Tris-HCl pH 7.5、100
mM NaCl、1mM EDTA、1mM DTT、0.03% NP-40、5% グリセロール)で希釈した。
【０３３０】
　次いで、希釈したプールを、緩衝液I(20mM Tris-HCl pH 7.5、100mM NaCl、1mM EDTA、
1mM DTT、0.01% NP-40、5% グリセロール)で、1.2ml/分の流速であらかじめ平衡化したSP
 Sepharose HPカラム(Ap Biotech, 12.5mlレジン体積)にロードした。このカラムを10カ
ラム体積の緩衝液I(20mM Tris-HCl pH 7.5、100mM NaCl、1mM EDTA、1mM DTT、0.01% NP-
40、5% グリセロール)で洗浄し、10カラム体積の100から280mMのNaCl勾配(緩衝液Iおよび
0から40%の緩衝液G)を用いて、0.6ml/分の流速および2mlの分画容量で溶出させた。画分
は、OD280>50%ピーク高さまたは>50%ピークRT活性のいずれかによってプールした。
【０３３１】
　SepharoseカラムからのRT含有画分を、20容量の緩衝液J(20mM Tris-HCl pH 7.5、100mM
 NaCl、0.1mM EDTA、1mM DTT、0.01% NP-40、50% グリセロール)に対して4℃で一晩透析
した。
【０３３２】
精製方法B
　100グラムの細胞を80mlの透過化処理緩衝液(500mM Bis-Tris, pH 7.0(4℃)/50mM EDTA/
5mM DTT)に懸濁した。（注記：DTTは別個の成分として加えることができ、従って、加え
る水の量は調整される）79.6mlのH2Oを加え、細胞懸濁物を、オーバーヘッドスターラー
を用いて、～700rpmで、Heidolphミキサーを用いて、または6+でStirPakミキサーを用い
て、3ブレードのミキサーシャフトを使用して攪拌する。懸濁物を、ミキサーを停止させ
ること、およびクランプを探しながら懸濁物をゆっくりとガラスビーカーに注ぐことによ
って、それが均質であることを確認するためにチェックする。一旦完全に混合されたら、
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80mlの25% Triton X-100/10%デオキシコール酸(室温で)を、激しく攪拌しながら(上記の
ように)加える。400ulの100mM PMSFを加え、懸濁物を混合しながら4℃で30分間放置する
。60mlの2M(NH4)2SO4を加え、混合をさらに15分間、4℃で継続する。ここで試料を取るこ
とができ、濾過段階に進むことができる。

【０３３３】
濾過
　細胞スラリーを循環ベッセルに注ぎ、1.5L/分/ft2の流速で、1.0mm管腔を有する0.2um 
Spectrum混合エステルセファロース中空繊維フィルターを通して確立する。抽出を、4-6
℃で、5-10psiのTMPを維持しながら、7容量の100mM TRIS, pH 8.0/300mM 硫酸アンモニウ
ム/10mM EDTA/1mM DTT/10% グリセロール(v/v)を用いて実行する。
【０３３４】
　一旦濾液が収集されたら、50psiの最大入口圧力で、AG/Tech 30,000 MWCO中空繊維を使
用する2段階目の濾過を開始する（すべての操作を4-6℃で冷却する）。一旦7容量の抽出
物をすべて収集し、溶液を600mlに濃縮し、5容量の100mM Tris, pH 8.0/100mM NaCl/10mM
 EDTA/1mM DTTに対してダイアフィルトレーションを行う。
【０３３５】
　ダイアフィルトレーションの保持物を収集し、事前に平衡化した50mlのDEAEセルロース
を加える。この懸濁物を4℃で15分間穏やかに混合する。得られる溶液をCUNO 30 SPデプ
スフィルターを通しての濾過によって清澄化する。
【０３３６】
クロマトグラフィー
　上記の溶液を、事前に平衡化した120mlカラムのMacroprep High S(20mM Tris, pH 8.0/
150mM NaCl/10%グリセロール/1mM EDTA/1mM DTT/0.01% Triton X-100)にアプライする。
このカラムを10体積の平衡化緩衝液で洗浄し、平衡化緩衝液から800mM NaClを含む同じ緩
衝液までの直線状勾配で溶出させる。50画分を収集し、主要なuvピークをプールする。
【０３３７】
　プール画分を、事前に平衡化したセラミックハイドロキシアパタイトの120mlカラム(20
mM Kpi, pH 7.0/100mM KCl/10%グリセロール/1mM DTT/0.01% Triton X-100)に20cm/hでア
プライする。溶出はこの同じ緩衝液を用いて行い、10ml画分を収集する。uvピークをプー
ルし、等量の可溶化緩衝液(100mM Tris, pH7.5/300mM NaCl/0.2mM EDTA/30% グリセロー
ル/1mM DTT)を加える。
【０３３８】
　プール画分を、事前に平衡化したEM COO-の16mlカラム(20mM Tris, pH 7.5/100mM NaCl
/0.1mM EDTA/20%グリセロール/1mM DTT/0.01% Triton X-100)に20cm/hでアプライする。
このカラムを2カラム体積の平衡化緩衝液で洗浄する。溶出は平衡化緩衝液から200mM NaC
lを含む同じ緩衝液までの直線状勾配を用いて行う。uvピークをプールし、20容量の20mM 
Tris, pH7.5/100mM NaCl/0.1mM//1mM DTT/0.01% Triton X-100/50% グリセロールに対し
て透析する。
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【０３３９】
DNAポリメラーゼアッセイ
　RT DNAポリメラーゼ単位活性を(rA)630・p(dT)12-18を用いてアッセイした。1単位のDN
Aポリメラーゼ活性は、1ナノモルのデオキシヌクレオシド三リン酸を37℃、10分間で酸不
溶性産物に取り込むRTの量である。比活性はタンパク質濃度で単位/μlを除算することに
よって決定され、単位/mgが得られる。
【０３４０】
　CAT cRNAからのcDNA合成を、50mM Tris-HCl(pH 8.4)、75mM KCl、3mM MgCl2、10mM ジ
チオスレイトール(DTT)、500μM 各dATP、dTTP、dGTP、および[α-32P]dCTP(300cpm/ピコ
モル)、1,750単位/ml RNaseインヒビター、130μg/ml(465nM)CAT cRNA、20μg/ml(2,300n
M) p(dT)25-30、および3,250単位/ml(100nM)RTを含む反応混合物（20μl）中で実行した
。インキュベーションは種々の温度で60分間、個々のチューブであった。反応混合液のア
リコートをTCAで沈殿させ、合成されたcDNAの収率を決定し、残りのcDNA産物をアルカリ
性1.2%アガロースゲルで分画した。一価および二価の金属の反応最適濃度を確立するため
に、37℃または50℃での10分間のインキュベーションの間、RT濃度を制限する条件下で、
反応の初速度を測定した。反応混合液(20μl)は、50mM Tris-HCl(pH 8.4)、10mM DTT、50
0μM 各dTTP、dATP、dCTP、および[3H]dGTP(100cpm/ピコモル)、10ピコモル(2.8μg)CAT 
cRNA、50ピコモル DNA 24マー、0.5ピコモル RT、ならびに1度に1つの濃度を変化させたK
ClおよびMgCl2。
【０３４１】
半減期測定：
　混合液(20μl)を、種々の時間、サーモサイクラー中の0.5mlチューブ中で50℃または55
℃でインキュベートし、これは50mM Tris-HCl(pH 8.4)、75mM KCl、3mM MgCl2、10mM DTT
、0.1%(v/v) Triton X-100、および3-7μg/ml精製RTを含んだ。インキュベーションを、
チューブを氷上に配置することによって停止した。アリコート(5μl)を、残渣の活性につ
いて(rA)630・p(dT)12-18を用いてアッセイした。
【０３４２】
フィルター結合によるKDの測定：
　ニトロセルロースフィルター結合アッセイを使用して、CAT cRNA・(dT)20についてのRT
の核酸結合定数(KD)を決定した。脱リン酸化したCAT cRNAを5'末端で[γ-32P]ATPおよびT
4ポリヌクレオチドキナーゼ(Boehringer)を用いて標識した。オリゴ(dT)20を、10mM Tris
-HCl, pH 7.5、および80mM KClを含む緩衝液中で、65℃、5分間、ポリ(A)テールCAT cRNA
にアニールさせ、次に氷上で冷却した。結合緩衝液(50mM Tris-HCl, pH 8.4、75mM KCl、
3mM MgCl2、10mM DTT)、0.05nM 32P-標識CAT cRNA、1nM(dT)20、および1～50nM RTを含む
反応混合液(100μl)を23℃で5分間インキュベートした。インキュベーション後、混合液
を結合緩衝液に浸漬させたニトロセルロースフィルター(Millipore, HA 0.45mm)を通して
濾過し、次いでこれを結合緩衝液で洗浄した、KDは、50%の標識されたCAT cRNAが結合す
る酵素濃度に等しい。この分析の方法が有効であるためには、反応におけるCAT cRNA濃度
は、全体の酵素濃度が遊離の結合していない酵素の濃度に近接するように、実質的にKDよ
り下でなくてはならない。
【０３４３】
LacZ忠実度測定：
　忠実度測定を、Boyer, J.C. ら,(Methods in Enzymology, Vol 275, p 523-537)からの
改変lacZαギャップ手順を使用して実行した。手短に述べると、ヌクレオチド-112と-113
（ここで+1位はlacZα遺伝子の最初の転写されるヌクレオチドである）の間のT7 RNAポリ
メラーゼについてのプロモーターを含む改変pUC19プラスミドを使用した。このプラスミ
ドをFspIで線状化し、T7 RNAポリメラーゼによる転写は、344ヌクレオチドの転写物を産
生する。このRNAを鋳型として使用して、所望の条件下でのcDNA合成(200単位のSUPERSCRI
PT(商標)III RTまたは15単位のAMV H+ RT、これらのそれぞれの緩衝液中で)を、15マーDN
Aプライマーから開始した。熱変性後、RNAを消化させ、過剰のcDNAを相補的一本鎖ギャッ
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プを含む環状DNA基質とのハイブリダイゼーションのために使用した。この基質を、適切
な緩衝液中でPvuIおよびPvuIIを用いてM13mp19 RFを切断すること、および大きな線状断
片を単離することによって作製した。次いで、この断片を変性させ、そして2倍過剰の一
本鎖M13mp19のに再アニーリングさせた。得られるDNA産物は、コンピテントDH12S細胞に
移され、X-galおよびIPTGを含むLBインジケータープレートにプレーティングされ、そし
てプラークが着色について計数される。変異の頻度を、変異プラークの数(明るい青色ま
たは白色)を全体の数で除算することにより決定した。酵素の変異頻度は、開始DNAの変異
頻度を差し引きすることによって補正する。誤り率を、変異頻度を既知の検出可能な部位
の数(116)で除算すること、次いで、マイナス鎖の発現の確率(50%)で除算することによっ
て決定する。
【０３４４】
rpsL忠実度アッセイ：
　忠実度アッセイを、rpsL変異体が示すストレプトマイシン耐性に基づいて実行した(Fuj
ii, ら, (1999) J Mol Biol. 289(4):835-50)。手短に述べると、アンピシリン(Apr)遺伝
子および(rpsL)遺伝子を含むpMOL 21プラスミドDNA(4kb)を、rpsL遺伝子の下流のT7プロ
モーター配列の挿入によって改変した。このプラスミドを、ScaIで線状化し、この鋳型を
、rpsL遺伝子を含む1.4kb RNAのインビトロ転写のために使用した。所望のRTおよび反応
条件を使用する第1鎖cDNA反応を実行し、続いて、polI、RNase Hおよびリガーゼを使用し
て第2鎖合成を行った。次いで、この二本鎖DNAをHindIIIおよびEcoRIで切断し、もとのpM
OL 21プラスミドに再度クローニングし、そしてMF101コンピテント細胞に形質転換した。
細胞をアンピシリンプレート上にプレーティングし、形質転換細胞の総数を測定した。細
胞をアンピシリンおよびストレプトマイシンプレートにプレーティングし、rpsL変異体の
総数を測定した。変異頻度を、変異の総数を形質転換細胞の総数で除算することによって
決定した。誤り率を、変異頻度を130(rpsLの表現型変化を引き起こすアミノ酸の数)で除
算すること、および鋳型を倍化させることによって決定した。加えて、rpsLを、鋳型の偏
りを除外するために変異しやすい配列を変化させることによってさらに改変した。
【０３４５】
　TDT活性：
　鋳型-プライマーを、47マー鋳型(RNAまたはDNAのいずれか)：

をT4ポリヌクレオチドキナーゼを用いて5'末端で[32P]標識した18マーDNAプライマー

にアニーリングさせることによって調製した(鋳型:プライマー=3:1)。アッセイ混合液(10
μl)は、5nM 鋳型-プライマー、200単位の各SUPERSCRIPT(商標)IIまたはSUPERSCRIPT(商
標)III、図の説明文に記載されるように、4種すべてのdNTP、すべてなし、またはdCTP、d
ATP、dTTP、dGTP(各250uM)、50mM Tris-HCl (pH 8.3)、75mM KCl、3mM MgCl2、10mM DTT
を含んだ。反応を種々の温度で、10分間または60分間インキュベートし、5μlの40mM EDT
A、99%ホルムアミドの添加により停止させた。反応産物を95℃で5分間インキュベートす
ることによって変性させ、尿素6%ポリアクリルアミドゲル上の電気泳動によって分析した
。
【０３４６】
半減期の測定：
　混合液(20μl)を種々の時間、サーモサイクラー中の0.5mlチューブ中で、50℃、55℃、
または60℃でインキュベートし、この混合液は、1×第1鎖緩衝液(50mM Tris-HCl (pH 8.3
)、75mM KCl、3mM MgCl2)、10mM DTT、3mM MgCl2（総計6mM）、0.5mM dTTP、0.05%(v/v)N
P-40、[メチル-3H]dTTP(20μCi/ml)、および5μl RTを含んだ。インキュベーションを、
チューブを氷上に配置することによって停止させた。アリコート(5μl)を、5mM ポリ(A)/
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3mM オリゴ(dT)25を用いて残渣の単位活性についてアッセイした。1単位のRT DNAポリメ
ラーゼ活性は、酸不溶性産物に37℃、10分間で1nmolのデオキシヌクレオシド三リン酸を
取り込むRTの量である。
【０３４７】
全長DNAプロファイリング：
　SUPERSCRIPT(商標)IIIによるcRNAからのcDNA合成を、1×第1鎖緩衝液(50mM Tris-HCl (
pH 8.3)、75mM KCl、3mM MgCl2)、10mM ジチオスレオトール(DTT)、500μM 各dATP、dTTP
、dGTP, およびdCTP、[α-32P]dCTP(300cpm/ピコモル)、2単位/μl RNaseOUT、異なる量
のRNA、および0.5μg オリゴ(dT)25を含む反応混合液(20μl)中で実行した。混合物を種
々の温度で2分間あらかじめ加温した。加温後、200または400単位のSUPERSCRIPT(商標)II
I RTを加える。混合物を、個々のチューブ中で、さらに50分間、同じ温度でインキュベー
トした。反応を、10μlの0.5M EDTAを加えることによって停止させた。反応混合物のアリ
コート(5μl)をTCAで沈殿させ、合成したcDNAの収率を決定し、そして残りのcDNA産物を
アルカリ性1.2%アガロースゲル上でサイズ分画した(McDonell, ら, J. Mol. Biol. 110, 
199-146, 1977)。他のベンダーからのRTについては、各々を製造業者の示唆に従ってアッ
セイした。
【０３４８】
結果および考察
　ポリペプチドの表示。他に示されない場合には、以下の表示が本発明の種々のポリペプ
チドを記載するために使用される。SUPERSCRIPT(商標)IIは、開始コドンとして付加され
たメチオニンを有し、RNase H活性を低下させる3つの点変異を有するM-MLV逆転写酵素で
ある。EFNは、N末端6ヒスチジンタグ配列

(SEQ ID NO:2および表3のアミノ酸1-32)を伴うSUPERSCRIPT(商標)II配列を有し、およびS
UPERSCRIPT(商標)II配列のH204R、T306K、およびF309NであるEFN変異を含むポリペプチド
を示す。タグ化されたHisなしEFNは、タグ配列

およびEFN変異を含み、タグなしEFNはEFN変異を含む。SUPERSCRIPT(商標)IIIは、LEFNと
も呼ばれてもよく、SUPERSCRIPT(商標)II配列およびN末端タグ配列

およびSUPERSCRIPT(商標)II配列のH204R、M289L、T306K、およびF309NであるLEFN変異を
有する。Hisタグ化LEFNは、N末端6ヒスチジンタグ配列

(SEQ ID NO:2および表3のアミノ酸1-32)を有するポリペプチドを示し、LEFN変異を含む。
【０３４９】
精製：
　タンパク質は十分に発現され、毒性でないようである。種々のレベルのアラビノース誘
導を使用して、0.2%が最適であるが2.0%とは大きく異ならなかった。3時間より長い誘導
時間を行うことができるが、より長いインキュベーション時間にわたって生成される70kD
a産物が存在する。N末端ヒスチジンタグ化クローンが精製されたときにこのタンパク質も
また同時精製される、C末端が除去されたプロテアーゼ消化産物が存在するようである。
【０３５０】
　精製プロトコールは、本質的に、SUPERSCRIPT(商標)IIおよびSUPERSCRIPT(商標)III酵
素について使用されたものと同じであり、精製の過程でほぼ同じに振る舞う。SUPERSCRIP
T(商標)IIIは、沈殿の問題を伴うことなく、透析後に2,000-4,000単位/μlの濃度で調製
され得る。
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【０３５１】
忠実度：
　初期の結果は、rpsLまたはlacZαのいずれかを使用して、SUPERSCRIPT(商標)IIおよびS
UPERSCRIPT(商標)IIIの間で違いが示されなかった。RTは、ヌクレオチドのホモ多量体ラ
ンにおいて配列依存的は変異のホットスポットを有し、主にAまたはTのランである、これ
らのランにおける大部分の一般的な変異は、鋳型またはプライマーのブリージングおよび
重複との再アニーリングによって引き起こされる。得られるフレームシフト変異は、通常
、遺伝子産物の早すぎる終止を生じる。改変されたEFNポリペプチド(これは、H204R、T30
6K、およびF309N変異を含む)は、SUPERSCRIPT(商標)IIおよびMMLV H+と比較して改善され
たフレームシフトの誤り率を有した。実験は、SUPERSCRIPT(商標)III(これは、H204R、T3
06K、およびF309N変異に加えて、M289L変異を含む)もまた、この改善を有する。
【０３５２】
比活性：
　SUPERSCRIPT(商標)IIIの比活性はSUPERSCRIPT(商標)IIよりも約25%高い。RT DNAポリメ
ラーゼ単位活性は37℃で (rA)630・p(dT)12-18を用いてアッセイされ、タンパク質濃度は
Bradfordアッセイによって決定された。表14は、37℃で10分間、(rA)630・p(dT)12-18使
用したSUPERSCRIPT(商標)IIおよびSUPERSCRIPT(商標)IIIのRNA指向性DNAポリメラーゼ比
活性を示す。
【０３５３】
　（表１４）

【０３５４】
一価-および二価-金属反応最適濃度：
　プライムしたCAT RNAを基質として使用して、Mg2+およびKCl最適濃度を決定し、これは
図10Aおよび10Bにおいて示される。SUPERSCRIPT(商標)III RTについてのDNAポリメラーゼ
アッセイを、37℃または50℃で、10分間、種々のMg2+(図10A)またはKCl(図10B)の下で実
行した。37℃におけるSUPERSCRIPT(商標)IIを比較のために含める。Mg2+最適濃度は37℃
および50℃の両方で3mMである。しかし、50℃では2-5mMのより広い作用範囲であり、これ
らの間では大きな違いはないようである。KClについては、最適濃度は両方の温度で75mM
であるが、作用範囲は25mMから125mMまでの範囲であり、これらの間では大きな違いはな
い。再度、より高い温度においては、より広いハイブリダイゼーションに可能である(25-
200mM)。SUPERSCRIPT(商標)IIとSUPERSCRIPT(商標)IIIとの間で最適濃度の違いは存在し
ないので、SUPERSCRIPT(商標)IIからの5×第1鎖緩衝液を、SUPERSCRIPT(商標)IIIの反応
緩衝液として使用し得る。
【０３５５】
TdT活性：
　TdTまたは3'プライマーへの非鋳型指向性ヌクレオチド付加は、RTを含む多くのポリメ
ラーゼの周知の特性である(Chen,D., ら, Biotechniques 2001; 30(3):574-582)。DNA鋳
型を使用して(図11A)、SUPERSCRIPT(商標)IIは、転写物の末端に1-3の付加的ヌクレオチ
ドを付加する。しかし、SUPERSCRIPT(商標)IIIはTdTが非常に低下しており、DNA鋳型では
いかなる検出可能なヌクレオチドも付加しない。RNA鋳型では(図11B)、SUPERSCRIPT(商標
)IIは、10分後に69%がプライマー伸長され1-2塩基を付加し、1時間後では90%がプライマ
ー伸長され1-2塩基を付加した。SUPERSCRIPT(商標)IIIはRNA鋳型に対してはある程度のTd
T活性を有するが、図11Bに示されるように、10分後では約14%の伸長、45℃で1時間後では
50%伸長に減少した。TdT活性は、SUPERSCRIPT(商標)IIおよびIIIの両方で、強力に好むdA
TPの付加に偏っており、dGTP、dCTP、およびdTTPと続く。TdT活性は温度および時間依存
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性である。SUPERSCRIPT(商標)IIIについての最適温度は45℃から50℃であるのに対して、
SUPERSCRIPT(商標)IIは45℃である(図11)。任意のRTにおいてさらにTdT活性を最小化する
ために、伸長時間を短くするか、または温度を低くしなくてはならない。
【０３５６】
忠実度アッセイ：
　忠実度アッセイの結果を表15および表16に示す。
【０３５７】
　（表１５）rpsL忠実度アッセイ

【０３５８】
　（表１６）lacZα忠実度アッセイ

【０３５９】
　忠実度アッセイは、SUPERSCRIPT(商標)III、SUPERSCRIPT(商標)II、およびMMLV RNase 
H+RTについてであった。rpsLアッセイは、WT rpsL遺伝子またはrpsL遺伝子のいずれかを
用いて行い、変異ホットスポットは除去された。wt rpsL DNA断片を対照として使用して
、自発的な変異を観察した。誤り率は約10-6から10-7である。lacZαアッセイを、対照と
して使用するギャップDNA開始基質を用いて行い、2.2×10-5のバックグラウンド誤り率で
あった。
【０３６０】
精製された変異体RTの耐熱性：
　Mg2+によって触媒される化学的RNA分解の速度は、cDNA合成反応条件下で温度が55℃か
ら60℃より上に上昇するときに劇的に増大する。M-MLV、SUPERSCRIPT(商標)II、およびSU
PERSCRIPT(商標)IIIの半減期を、高温において測定した。RT酵素を、最初に0.05%のNP-40
存在下で1×第1鎖緩衝液中で0.2-0.5単位/μlまで希釈した。界面活性剤の非存在下で希
釈される場合、RT活性は、インキュベーションなしで90%より高くまで低下する(データ示
さず)。図12A、12B、および12C、ならびに表17は、種々の濃度でのM-MLV、SUPERSCRIPT(
商標)II、およびSUPERSCRIPT(商標)IIIを示す。RT半減期を、0.05%のNP-40存在下で1×第
1鎖緩衝液中で検出した。混合物(20μl)を種々の時間で、サーモサイクラー中の0.5mlチ
ューブ中で、50℃、55℃、または60℃においてインキュベートし、およびこれは、1×第1
鎖緩衝液(50mM Tris-HCl (pH 8.3)、75mM KCl、3mM MgCl2)、10mM DTT、3mM MgCl2（総計
6mM）、0.5mM dTTP、0.05%(v/v)NP-40、[メチル-3H]dTTP(20μCi/ml)、および5μl RTを
含んだ。インキュベーションを、チューブを氷上に配置することによって停止させた。ア
リコート(5μl)を、5mM ポリ(A)/3mM オリゴ(dT)25を用いて残渣の単位についてアッセイ
した。50℃におけるSUPERSCRIPT(商標)IIIの半減期は220分間であり、SUPERSCRIPT(商標)
IIのそれよりも約35倍長かった。55℃におけるSUPERSCRIPT(商標)IIIの半減期は24分間で
あり、SUPERSCRIPT(商標)IIのそれよりも～10倍長かった。
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【０３６１】
　（表１７）50℃、55℃、および60℃におけるRT半減期の要約

【０３６２】
RTの全長cDNAプロファイリング：
　RTのDNAポリメラーゼ活性の有用な高温を判断するための実際の方法は、種々の長さのc
RNAの混合物からRTによって合成される全長cDNA産物の量に対する、反応温度を増加させ
ることの効果の評価である。標識された全長cDNA産物はアルカリ性アガロースゲル上で分
離および定量され得る。反応温度が上昇するにつれて全長cDNA産物は消失し、これは、よ
り長いcRNAに由来するものから出発して、識別できる任意の長さの全長産物が合成されな
いところに温度が達するまでである。比較として、本発明者らは、ClontechのPowerScrip
t RT、StratageneのStrataScript RT、PromegaのImProm II RT、およびSUPERSCRIPT(商標
)II(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA、カタログ番号18064022)を含めた。SUPERSC
RIPT(商標)IIIのみが50℃において明瞭な9.5kb全長産物を産生することができ、SUPERSCR
IPT(商標)IIは非常にかすかな9.5kbバンドを得ることができた。
【０３６３】
　異なる企業からのRTを比較するために、同じ単位数のRTを比較のために使用した。Powe
rScript RTは～350単位/μl、StrataScript RTは50単位/μl、ImProm IIは50単位/μlで
ある。SUPERSCRIPT(商標)II、SUPERSCRIPT(商標)III、およびPowerScript RTはRT希釈緩
衝液で50単位/μlに希釈した。100単位(2μl)のRT酵素を使用した。生成された全長産物
の量を決定し、種々の長さの鋳型について表17および表18に示す。SUPERSCRIPT(商標)III
 RTは、他のRTと比較して、50℃および55℃における改善された性能を示す。
【０３６４】
　（表１７）種々のRTによって産生された全長cDNAの比較
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【０３６５】
　全長産物の量は、乾燥させた1.2%アルカリ性アガロースゲルにおける各全長バンドのサ
イズに対応する領域を切断すること、およびシンチレーションカウンター中で計数するこ
とによって確立した。>2ngの量の全長産物のみが、ゲルオートラジオグラフで識別できる
バンドとして見られることができた。cDNA合成反応を、20μl中で、2.4kbを0.25μg、7.5
kb cRNAを0.5mg、および0.1μgのオリゴ(dT)25を用いて実行した。提供される場合、それ
ら自体のキットからの緩衝液および他の成分、および0.1μlのα-32P-dCTP(10μCi/μl)
を使用した。すべての反応は「ホットスタート」であった。「ホットスタート」反応にお
いて、酵素が加えられる前に、チューブが室温で2分間インキュベートされた。2μlのRT(
50u/μl)を加え、45℃または50℃または55℃で50分間インキュベートした。反応を、10μ
lの0.5M EDTAを加えることによって停止させた。エタノール沈殿後、産物を1.2%アガロー
スゲルにロードした。乾燥させたゲルをフィルムに対して1時間露出させた。
【０３６６】
　（表１８）種々のRTによって産生された全長cDNAの比較
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【０３６７】
　cDNA合成反応混合液は、9.5kb(1.1μg)および7.5kb(0.8μg)cRNAを含んだ。cDNA合成反
応を、20μlで、20μgのHela総RNA、および0.5μgのオリゴ(dT)25を用いて実行した。提
供される場合、それら自体のキットからの緩衝液および他の成分、ならびに0.1μlのα-3
2P-dCTP(10μCi/μl)を使用した。すべての反応は「ホットスタート」であり、1μlのRT
を加え、45℃または55℃で50分間インキュベートした。400または200単位のSUPERSCRIPT(
商標)IIIを比較のために使用した。反応を、10μlの0.5M EDTAを加えることによって停止
させた。エタノール沈殿後、産物を1.2%アガロースゲルにロードした。乾燥させたゲルを
フィルムに対して1時間露出させた。
【０３６８】
　代替的な手順において、種々の供給源からのRTを比較するために、Hela総RNAからのcDN
A合成の比較を実行した。55℃においてSUPERSCRIPT(商標)IIIによって合成されたcDNAサ
イズは0.5-10kbであった。cDNA合成反応を、20μlで、20μgのHela総RNA、および0.5μg
のオリゴ(dT)25を用いて実行した。提供される場合、それら自体のキットからの緩衝液お
よび他の成分、ならびに0.1μlのα-32P-dCTP(10μCi/μl)を使用した。すべての反応は
「ホットスタート」であり、1μlのRTを加え、45℃または55℃で50分間インキュベートし
た。400または200単位のSUPERSCRIPT(商標)IIIを比較のために使用した。反応を、10μl
の0.5M EDTAを加えることによって停止させた。総cDNA合成は、5μl混合物のTCA-沈殿に
よって得られた。混合物の残りのエタノール沈殿後、産物を1.2%アガロースゲルにロード
した。乾燥させたゲルをフィルムに対して1時間露出させた。
【０３６９】
　各反応を各ベンダーの推奨に従って実行した、これらの実験において、本発明者らは、
RTとともに提供された緩衝液を使用した。DTT、RNaseインヒビター、dNTPは推奨される濃
度で使用され、提供される場合、そのキットからであった。さもなくば、Invitrogen製試
薬を使用した。1μlのRTをこれらの競合試験において使用した。表18は、9.5kbおよび7.5
kbのcRNAを使用する場合の結果を示す。図13は、ポリ(A)テールRNAラダーを使用する、cD
NAプロファイリングのための競合的試験の結果を示す。cDNA合成反応を、20μlで、2μg
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のRNAラダー、および0.5μgのオリゴ(dT)25を用いて実行した。提供される場合、それら
自体のキットからの緩衝液および他の成分、ならびに0.1μlのα-32P-dCTP(10μCi/μl)
を使用した。すべての反応は「ホットスタート」であり、1μlのRTを加え、45℃または50
℃または55℃で50分間インキュベートした。400または200単位のSUPERSCRIPT(商標)IIIを
比較のために使用した。反応を、10μlの0.5M EDTAを加えることによって停止させた。エ
タノール沈殿後、産物を1.2%アガロースゲルにロードした。乾燥させたゲルをフィルムに
対して1時間露出させた。
【０３７０】
実施例8：RT-PCR適用
　RT-PCRは、RNAの検出、遺伝子発現、プロファイリング、遺伝子定量、および全長遺伝
子のクローニングのような適用において有効なツールとなっている。M-MLV RTのRNase H
マイナス変異体、SUPERSCRIPT(商標)II RTは、RT選択とした広範に受け入れられている。
なぜなら、これはM-MLV RTよりも高いcDNA収量および長い標的能力を生じることがすでに
証明されているからである。
【０３７１】
　最近、本発明者らは新しい世代のRT-SUPERSCRIPT(商標)III(商標)RTを操作した。SUPER
SCRIPT(商標)II RTの最初の特徴のすべてに加えて、これは55℃までの高温RT能力を提供
し、これはSUPERSCRIPT(商標)II RTよりも約5℃以上高い。50℃におけるSUPERSCRIPT(商
標)II RTおよびSUPERSCRIPT(商標)III RTの酵素半減期はそれぞれ6分間および220分間で
ある。効率的な全長cDNA合成活性は、SUPERSCRIPT(商標)IIIを用いると55℃のRT温度にお
いてでさえ現れる。高収率およびより特異的なRT-PCR産物もまた、高いRT温度においてこ
の酵素によって生じた。SUPERSCRIPT(商標)IIIは、難しいRNA標的(例えば、高GCおよび二
次構造鋳型)のための効率的なcDNA合成のためのツールを提供する。
【０３７２】
　この酵素はまた、感度および長い標的についてRT-PCRのために最適化されてきた。本発
明者らは、SUPERSCRIPT(商標)III RTが1pgまで少ない開始HeLa RNAを増幅できること、お
よび12.3kbの長さまでの標的を増幅できることを実証した。この酵素は、付随する緩衝液
および条件を用いて使用された場合に、MMLV誘導体逆転写酵素の性能よりも高い性能を提
供する。
【０３７３】
材料および方法
　キット成分：SUPERSCRIPT(商標)III RT(200U/μl)、5×第1鎖緩衝液、0.1M DTT。
【０３７４】
　SUPERSCRIPT(商標)III RT=H204R、M298L、T306K、およびF309N変異およびLEFN RTと呼
ばれ得る。
【０３７５】
　5×第一鎖緩衝液：250mM Tris-HCl(pH 8.3)、375mM 塩化カリウム、および15mM 塩化マ
グネシウム。
【０３７６】
　SUPERSCRIPT(商標)III RT保存緩衝液：20mM Tris-HCl, pH 7.5、100mM NaCl、1mM EDTA
、1mM DTT、0.01% NP-40、50%（v/v）グリセロール。
【０３７７】
　RNA：全HeLa RNAおよび全ラット脳RNAをTRIZOL(登録商標)試薬を使用して単離した。
【０３７８】
　ゲル電気泳動：RT-PCR産物(10μl)を、0.4μg/mlの臭化エチジウムを含む0.5×TBE中で
0.8%～1.5%(w/v)アガロースゲル上で電気泳動によって分析した。
【０３７９】
　RT-PCR手順：RT-PCRのための第1鎖cDNA合成：20μl反応容量を、10pg-5μgの総RNAまた
は10pg-500ngのmRNAのために使用し得る。以下の成分をヌクレアーゼフリー微量遠心チュ
ーブに加える：1μl オリゴ(dT)20(500μg/ml)、10pgから5μgの総RNA、1μlの10mM dNTP
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ミックス(10mM各dATP、dTTP、dGTP、およびdCTP、中性pH)、および12μlまでの滅菌蒸留
水。代替的には、50-250ngのランダムプライマーまたは2ピコモルの遺伝子特異的プライ
マーが使用され得る。ランダムプライマーの使用は、50℃インキュベーションの前に25℃
、10分間のインキュベーションを必要とする。
【０３８０】
　混合物を65℃で5分間加熱し、次いで氷上に配置する。短い遠心分離によってチューブ
の中身を収集し、そして以下を加える：4μlの5×第1鎖緩衝液、2μlの0.1M DTT、1μlの
RNaseOUT組換えリボヌクレアーゼインヒビター(40単位/μl、50ng未満の開始RNAを使用す
る場合、RNaseインヒビター(例えば、RNaseOUT、Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA
、カタログ番号10777019)の付加は必須である)。
【０３８１】
　チューブの成分を穏やかに混合し、50℃で2分間インキュベートする。1μl(200-400単
位)のSUPERSCRIPT(商標)III RTを加え、穏やかに上下にピペッティングすることによって
混合する。50℃で50分間インキュベートする(cDNA合成はオリゴ(dT)20または遺伝子特異
的プライマーについては42℃-60℃で実行され得る)。70℃で15分間加熱することによって
反応を不活性化する。ここでcDNAをPCRにおける増幅のための鋳型として使用することが
でき、または使用まで-20℃で保存することができる。しかし、いくつかのPCR標的（これ
らは>1kb）の増幅は、cDNAに相補的なRNAの除去を必要とし得る。cDNAに相補的なRNAを除
去するために、1μl(2単位)の大腸菌 RNase Hを加え、37℃で20分間インキュベートする
。
【０３８２】
RT-PCRの最適化
　以下の実験のために、EFN(His-タグ)、EFN(タグなし)、LEFN(His-タグ)、またはLEFN(
タグ、Hisなし)を、LEFN（タグ、Hisなし）のための最適条件を探す際に使用した。これ
らの4つの逆転写酵素は、それらの耐熱性プロフィールが異なる。SUPERSCRIPT(商標)III
の改変バージョンEFNは、変異H204R、T306K、およびF309Nを含む。LEFN(さもなくばSUPER
SCRIPT(商標)III RTとして知られている)は、変異H204R、T306K、およびF309Nに加えて、
M289L変異を含む。
【０３８３】
　他に注記されない限り、代表的には、2.5μM オリゴ(dT)20(SUPERSCRIPT(商標)II RTに
ついては500ngオリゴ(dT)12-18)、0.5mM dNTP、1×第1鎖緩衝液、10mM DTT、および40単
位のRNaseOUTを使用して、20μl RT反応を行った。「ホットスタート」反応においては、
酵素を加える前に2分間、反応温度でインキュベートした。cDNA合成後、反応物を、2単位
のRNase Hで37℃、20分間処理した。
【０３８４】
　RT-PCRにおけるこれらのRTの評価のために、標準的な50μl PCR反応を実行した。<4kb
を増幅するために設計されたプライマーセットについては、PCR反応は、0.2μMプライマ
ー、200μM各dNTP、1×PCR緩衝液、1.5mM MgCl2、2μlのcDNA反応物、および2単位のPLAT
INUM(登録商標)Taq DNAポリメラーゼからなった。>4kbを増幅するために設計されたプラ
イマーセットについては、PCR反応は、0.2μMプライマー、200μM各dNTP、1×高忠実度PC
R緩衝液、2mM MgSO4、2μlのcDNA反応物、および1単位のPLATINUM(登録商標)Taq DNAポリ
メラーゼ高忠実度からなった。94℃2分間のインキュベーション後、増幅は、35から40サ
イクルの、94℃15ｓ、55℃-60℃30s、および68℃1分間/kbであった。10μlのPCR反応物を
、0.4μg/ml EtBrを含むアガロースゲル上で分析した。PCRにおいて使用したプライマー
を表19に示す。
【０３８５】
　cDNA合成緩衝液：50または200単位のSUPERSCRIPT(商標)II RTまたはEFN(His-タグ)を用
いる反応を、SUPERSCRIPT(商標)II RTの試薬系(スタンドアロン)、RT-PCRのためのSUPERS
CRIPT(商標)II第1鎖合成系、およびThermoScript RT-PCR系を使用してアセンブルした。
各条件は以下の通りである：
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　1) SUPERSCRIPT(商標)II RTスタンドアロン：50mM Tris-HCl (pH 8.3)、75mM KCl、3mM
 MgCl2、0.5mM dNTP
　2) RT-PCRのためのSUPERSCRIPT(商標)II第1鎖合成系：20mM Tris-HCl (pH 8.4)、50mM 
KCl、5mM MgCl2、0.5mM dNTP
　3) ThermoScript RT-PCR系： 50mM Tris-酢酸 (pH 8.4)、75mM 酢酸カリウム、8mM 酢
酸マグネシウム、1mM dNTP
1pgから100ngの出発総HeLa RNAを含む20μl RT反応を、45℃で50分間、その後85℃で5分
間実行した。2μlの得られるcDNAを、β-アクチン353bp、BF2.4kb、Polε6.8kb、またはA
PC 8.5kbプライマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた(表19を参照されたい)。
【０３８６】
　塩化マグネシウムは、0.5mMおよび1mMの濃度のdNTPと同時に、1～10mMの最終反応濃度
でcDNA合成緩衝液中で滴定した。これらの緩衝液を、45℃で50分間、続いて85℃で5分間
、1pg、100ng、または5μgの総HeLa RNAおよび50単位または200単位のEFN(His-tag)を用
いて実行された20μl RT反応中で使用した。2μlの得られるcDNAを、β-アクチン353bpま
たはPolε6.8kb標的を含む50μlのPCR反応に加えた(加える前に5μg cDNA試料を100倍希
釈した)。
【０３８７】
　pH 8.0、8.4、8.8、および8.3のTris-HClを含む5×第1鎖緩衝液を、より高温の反応温
度で機能する酵素のための最適pHを決定するために調製した。100ng～500ngの総HeLa RNA
および200単位のSUPERSCRIPT(商標)IIまたは400単位のLEFN(His-タグ)を含む20μl RT反
応を、50℃-60℃で50分間(ホットスタート)、続いて70℃で15分間、これらの異なる緩衝
液を使用した実行した。2μlの得られるcDNAを、BF2.4kbまたはPolε6.8kbプライマーセ
ットを含む50μlのPCR反応に加えた。
【０３８８】
　RT反応温度：SUPERSCRIPT(商標)II RT(50単位)、EFN(His-タグ)(50および200単位)、お
よびThermoScript RT(15単位)を42℃から60℃までのRT反応において比較した。1pg～100n
gの出発総HeLa RNAを含む20μl RT反応を、所定の温度で50分間(ホットスタート)、続い
て85℃、5分間実行した。2μlの得られるcDNAを、β-アクチン353bp、TSC5.3kb、またはP
olε6.8kbプライマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた。
【０３８９】
　SUPERSCRIPT(商標)II RTおよびEFN(タグなし)を、45℃および50℃でのRT反応において2
00単位で比較した。1ng～1μgの総HeLa RNAを含む20μl RT反応を、所定の温度で50分間(
ホットスタート)、続いて70℃、15分間実行した。2μlの得られるcDNAを、2.4kb～9.3kb
のプライマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた。
【０３９０】
　SUPERSCRIPT(商標)II RT、EFN(His-タグ)、およびEFN(タグなし)を、45℃～55℃でのRT
反応において200単位で比較した。1pg～100ngの総HeLa RNAを含む20μl RT反応を、所定
の温度で50分間(ホットスタート)、続いて70℃、15分間実行した。2μlの得られるcDNAを
、β-アクチン353bpまたはPolε6.8kbの任意のプライマーセットを含む50μlのPCR反応に
加えた。
【０３９１】
　SUPERSCRIPT(商標)II RT、EFN(His-タグ)、EFN(タグなし)、およびLEFN(His-タグ)を、
45℃～55℃でのRT反応において200単位で比較した。1pg～1μgの総HeLa RNAを含む20μl 
RT反応を、所定の温度で50分間(ホットスタート)、続いて70℃、15分間実行した。2μlの
得られるcDNAを、β-アクチン353bpまたはPolε6.8kbの任意のプライマーセットを含む50
μlのPCR反応に加えた。
【０３９２】
　SUPERSCRIPT(商標)II RT、EFN(His-タグ)、EFN(タグなし)、およびLEFN(His-タグ)を、
オリゴ(dT)の代わりに遺伝子特異的プライマー（CBP 1.6kb）を用いて45℃～55℃でのRT
反応において200単位で比較した。1ngまたは10ngの総HeLa RNAを含む20μl RT反応を、所
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定の温度で50分間(ホットスタート)、続いて70℃、15分間実行した。2μlの得られるcDNA
を、CPB1.6kbのプライマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた。
【０３９３】
　SUPERSCRIPT(商標)II RT、EFN(タグなし)、EFN(His-タグ)、およびLEFN(His-タグ)を、
45℃～60℃でのRT反応において200および400単位で比較した。500ngの総HeLa RNAを含む2
0μl RT反応を、所定の温度で50分間(ホットスタート)、続いて70℃、15分間実行した。2
μlの得られるcDNAを、BF2.4kbまたはPolε6.8kbの任意のプライマーセットを含む50μl
のPCR反応に加えた。
【０３９４】
　SUPERSCRIPT(商標)II RT、EFN(His-タグ)、LEFN(His-タグ)、およびLEFN(タグ、Hisな
し)を、45℃～60℃でのRT反応において200および400単位で比較した。500ngの総HeLa RNA
を含む20μl RT反応を、所定の温度で50分間(ホットスタート)、続いて70℃、15分間実行
した。2μlの得られるcDNAを、BF2.4kbまたはPolε6.8kbの任意のプライマーセットを含
む50μlのPCR反応に加えた。
【０３９５】
　RT酵素濃度：0.1pg～1μgの出発総HeLa RNAおよび25単位～250単位のEFN(His-タグ)を
含む20μl RT反応を、45℃で50分間、続いて85℃、5分間実行した。2μlの得られるcDNA
を、β-アクチン353bp、CBP1.6kb、TSC5.3kb、Polε6.8kb、またはAPC8.5kbの任意のプラ
イマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた。
【０３９６】
　SUPERSCRIPT(商標)II RTおよびLEFN(His-タグ)を、50℃～60℃でのRT反応において200
および400単位で比較した。10ng～1μgの総HeLa RNAを含む20μl RT反応を、所定の温度
で50分間(ホットスタート)、続いて70℃、15分間実行した。2μlの得られるcDNAを、BF2.
4kbまたはPolε6.8kbの任意のプライマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた。
【０３９７】
　SUPERSCRIPT(商標)II RTおよびLEFN(His-タグ)を、50℃～60℃でのRT反応(0.05% Trito
n X-100を含むかまたは含まない)において200単位および400単位で比較した。500ngの総H
eLa RNAを含む20μl RT反応を、所定の温度で50分間(ホットスタート)、続いて70℃、15
分間実行した。2μlの得られるcDNAを、BF2.4kbまたはPolε6.8kbの任意のプライマーセ
ットを含む50μlのPCR反応に加えた。Tritonは反応の収率を改善せず、実際には収率をわ
ずかに低下させた。
【０３９８】
　LEFN(タグ、Hisなし)を、感度に対する効果を決定するために、50、200、および400単
位で比較した。0.1pg～100pgの総HeLa RNAを含む20μl RT反応を、50℃で、ホットスター
トとコールドスタートの両方の条件下で、続いて70℃、15分間実行した。2μlの得られる
cDNAを、β-アクチン 353bpまたはGAPDH 532bpの任意のプライマーセットを含む50μlのP
CR反応に加えた。
【０３９９】
85℃、5分間および70℃、15分間の不活性化段階の比較
　SUPERSCRIPT(商標)II RTおよびEFN(タグなし)を、70℃、15分間または85℃、5分間の任
意の不活性化段階を有するRT反応において比較した。1pg～100ngの出発総HeLa RNAおよび
200単位のRTを含む20μl RT反応を、45℃で50分間、続いて不活性化段階の一方で実行し
た。2μlの得られるcDNAをβ-アクチン353bp、CBP1.6kb、Polε3.5kb、TSC5.3kb、または
Polε6.8kbの任意のプライマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた（図21）。
【０４００】
オリゴ(dT)20、ランダムヘキサマー、および遺伝子特異的プライマー(GSP)を用いるプラ
イミング
　EFN(タグなし)およびSUPERSCRIPT(商標)II RTを、2.5μM オリゴ(dT)20、50ngランダム
ヘキサマー、または0.1μM GSPを含むRT反応において使用した。1ng～1μgの出発総HeLa 
RNAおよび200単位のRTを含む20μl RT反応を、45℃で50分間、続いて70℃で15分間で実行
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した。2μlの得られるcDNAを、CBP1.6kb、TSC5.3kb、またはAPC8.5kbの任意のプライマー
セットを含む50μlのPCR反応に加えた。
【０４０１】
種々の供給源からの逆転写酵素の比較
　LEFN(タグ、Hisなし)をClontechのPowerScript(商標) RT、StratageneのStrataScript(
商標) RT、QiagenのSensiScript(商標)RT、QiagenのOmniScript(商標) RT、およびPromeg
aのImProm-II(商標) RT Systemと比較した。0.1pg～1μgの出発総HeLa RNAまたは1μgの
ラット脳RNAを含むRT反応を、各供給業者によって推奨された手順および条件を使用して
、各々の逆転写酵素を使用して、二連で行った。10%のcDNA反応物を、β-アクチン353bp
、GAPDH 532bp、CBP 1.6kb、BF 2.4bp、VIN 4.6kb、FIB 9.4kb、またはダイニン 12.3kb
の任意のプライマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた。
【０４０２】
　（表１９）プライマーリスト
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【０４０３】
SUPERSCRIPT(商標)IIに対するSUPERSCRIPT(商標)IIIの比較
　SUPERSCRIPT(商標)IIに対するSUPERSCRIPT(商標)IIIの比較を、以下のアッセイを使用
して行った。総HeLa RNA(1μg)を1pmolの遺伝子特異的プライマー(アンチセンスプライマ
ー、表19)と合わせ、65℃で5分間ハイブリダイズさせた。200単位の各酵素を用いる転写
を、42℃、50℃、または55℃で50分間実行した。酵素調製物の比較のための逆転写を、1p
g、10pg、100ng、または1μgの、HeLa細胞からの総RNAを使用して、50pmolのオリゴ(dT)2
0を用いて、55℃、50分間実行した。反応成分は、0.5mM dNTP、0.01M DTT、40単位のRNas
e OUT(商標)、50mM Tris-KCl(pH 8.3)、75mM KCl、3mM MgCl2を含んだ。逆転写後、70℃
、15分間のインキュベーションにより酵素を熱不活性化した。2単位のRNase Hとの37℃、
20分間のインキュベーション後、20μl反応物のうちの2μlを、Platinum Taq hi-fidelit
yを使用してPCRにより増幅した。増幅反応は、60mM Tris-SO4(pH 8.9)、18mM NH4SO4、2m
M MgSO4、0.2mM 各dNTP、0.2μM各プライマー(表19)、および1単位のPlatinum Taq-high 
fidelityを含んだ。増幅を、最初の94℃、2分間の変性段階、続いて以下の段階：94℃、1
5秒間、X℃、30秒間、68℃、1分間/kbの35サイクルによって実行した。ここで、Xは表19
に列挙されたプライマーセットのアニーリング温度を示す(55℃-66℃)。高いG/C含量産物
を、以下のサイクルに従って増幅した：開始時の94℃、2分間の変性段階、続いて以下の
段階：97℃、15秒間、60℃、30秒間、68℃、1分間の35サイクル。反応物を5μlの10×Blu
eJuice(登録商標)と合わせ、各反応物の20%(11μL)を、0.5μg/mlの臭化エチジウムで染
色された0.8%または1.5%のアガロースゲルを通して電気泳動した。
【０４０４】
結果
RT-PCR最適化：
cDNA合成緩衝液
　SUPERSCRIPT(商標)III RTを、SUPERSCRIPT(商標)II RTスタンドアロン条件とともに使
用した。これらの条件は、第1鎖合成において、SUPERSCRIPT(商標)III RTについて最適で
あることがわかった。RT-PCRにおける性能の違いは、SUPERSCRIPT(商標)III RTを用いて
、SUPERSCRIPT(商標)II RTスタンドアロン、RT-PCRのためのSUPERSCRIPT(商標)II第1鎖合
成系、またはThermoScript RT-PCR系の反応条件を使用して、β-アクチン353bp標的また
はより大きな標的を使用して、見られなかった。
【０４０５】
　SUPERSCRIPT(商標)III RTのために、3mMのマグネシウム濃度が選択され、これはこの最
小濃度がRT反応においては必要とされるからであり、SUPERSCRIPT(商標)II RTスタンドア
ロンを用いて見い出されるのと同じ濃度であった。0.5mM dNTPを用いると、最適性能は、
3mM～7mMのマグネシウム濃度、1pg、100ng、および5μgの、両方の低いRNA濃度を用いて
見られた。
【０４０６】
　5×第1鎖緩衝液のpHは8.3に保持され、これは、SUPERSCRIPT(商標)II RT緩衝液におい
て見い出されるpHであり、高温において異なるpHとはほとんど違いが見られなかった(図1
4)。
【０４０７】
RT反応温度
　200単位のLEFN(SUPERSCRIPT(商標)III RT)は、50℃までは産物の減少をほとんど示さな
かった。この温度は、SUPERSCRIPT(商標)II RT(50単位)の能力よりも5℃高く、ThermoScr
ipt RT(15単位)のそれよりも5℃低かった。結果は、低レベルのRNAおよびβ-アクチン353
bpプライマーセットと、より高レベルのRNAおよびTSC 5.3kb プライマーセットの両方を
用いたときと類似であった。
【０４０８】
　His-タグがRTの一部である場合、わずかに高い耐熱性が見られる。10～1000ngの総HeLa
 RNAおよび200単位のSUPERSCRIPT(商標)IIまたはLEFN RTを含むRT反応を、45℃～55℃で5
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0分間、ホットスタート反応において実行した。次いで、2μlの得られるcDNA産物を、Pol
ε6.8kbプライマーセットを含む50μlのPCR反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を、
0.4mg/ml臭化エチジウムを含む0.8%アガロースゲル上で泳動した。β-アクチン353bpプラ
イマーセットを用いると、200単位のEFN(His-タグ)、EFN(タグなし)、およびLEFN(His-タ
グ)の間では大きな違いは見られず、55℃まで3つすべてが産物を示した。しかし、Polε6
.8kb標的を用いると、産物はまた、55℃まで3つすべての変異体で見られたが、例外的にE
FN(タグなし)は、His-タグを有する変異体のいずれかよりもこの温度では少ない産物を示
した。
【０４０９】
　同じ温度プロフィールはオリゴ(dT)20を用いて見い出され、およびHis-タグの利点はま
た、遺伝子特異的プライマーを用いても見られた。1～10ngの総HeLa RNA、および200単位
のSUPERSCRIPT(商標)II、EFN、またはLEFN RTを含むRT反応を、45℃～65℃で50分間、ホ
ットスタート反応において実行した。次いで、2μlの得られるcDNAを、CBP 1.6kbプライ
マーセットを含む50μl PCR反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を、0.4mg/ml臭化エ
チジウムを含む0.8%アガロースゲル上で泳動した。RT反応において遺伝子特異的プライマ
ーを使用すると、200単位のEFN(His-タグ)、EFN(タグなし)、およびLEFN(His-タグ)はす
べてなおCBP 1.6kb産物を55℃まで示したが、EFN(タグなし)は55℃で他よりもわすかに少
ない産物を示した。
【０４１０】
　His-タグによって提供される安定性を利用するために、タグマイナス6×Hisを有するLE
FNを設計した。500ngの総HeLa RNAおよび200または400単位のSUPERSCRIPT(商標)II、EFN
、またはLEFN RTを含むRT反応を、45℃～65℃で50分間、ホットスタート反応において実
行した。次いで、2μlの得られるcDNAを、BF 2.4kbプライマーセットを含む50μl PCR反
応に加えた。次いで、得られるPCR産物を、0.4mg/ml臭化エチジウムを含む0.8%アガロー
スゲル上で泳動した。EFN(His-タグ)およびLEFN(His-タグ)の両方と比較したときに、変
異体ではほとんど違いが見られず、産物は、BF 2.4kbプライマーセットを用いて、3つす
べてについて60℃まで示された（図15）。
【０４１１】
RT酵素濃度
　EFN(His-タグ)の単位を25単位～250単位で比較する実験は、β-アクチン 353プライマ
ーセットまたはより長い標的を用いる感度の両方で見た場合に、全体の範囲にわたって性
能のわずかな違いを示した。0.1～1000ngの総HeLa RNAおよび25～250単位のEFNを含むRT
反応を、45℃で50分間、ホットスタート反応において実行した。次いで、2μlの得られる
cDNAを、β-アクチン 353bp、CBP 1.6kb、TSC 5.3kb、Polε6.8kb、またはAPC 8.5kbプラ
イマーセットを含む50μl PCR反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を、0.4mg/ml臭化
エチジウムを含む0.8%アガロースゲル上で泳動した。
【０４１２】
　LEFN(タグ、Hisなし)の200および400単位は、低濃度のRNAを用いると、50単位よりもわ
ずかに良好な性能を示した。0.1～100pgの総HeLa RNAおよび50～400単位のLEFN RTを含む
RT反応を、50℃で50分間、ホットスタート反応において実行した。次いで、2μlの得られ
るcDNAを、β-アクチン 353bpプライマー(示さず)、またはGAPDH 532プライマーセットを
含む50μl PCR反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を、0.4mg/ml臭化エチジウムを含
む1.5%アガロースゲル上で泳動した。β-アクチン 353bp(データ示さず)、およびGAPDH 5
32bp(図16)を用いるホットスタート条件下で、RT単位が高くなるほど、わずかにより多く
のPCR産物が産生された。
【０４１３】
オリゴ(dT)20、ランダムヘキサマー、および遺伝子特異的プライマー(GSP)を用いるプラ
イミング
　SUPERSCRIPT(商標)III RTを、RT反応が異なるプライミング方法を用いて実行された場
合に、SUPERSCRIPT(商標)II RTと同様に実行した。オリゴ(dT)は、最も明瞭な産物および
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最高の特異的な産出を生じ、GSPは非特異的な産物で高いレベルを有し(55℃のRT温度で)
、ランダムヘキサマーは高い特異性を有したが低収率であった。
【０４１４】
種々の供給源からの逆転写酵素の比較
　β-アクチン353bpプライマーセットを使用すると、SUPERSCRIPT(商標)IIIは再度1pgま
で少ない開始HeLa RNAを検出することができた。1～100pgの総HeLa RNAを含むRT反応を、
各プロトコールに特定される試薬および条件を使用して各RTを用いて実行した。次いで、
2μlの得られるcDNAを、β-アクチン 353bpプライマーセットを含む50μl PCR反応に加え
た。次いで、得られるPCR産物を、0.4mg/ml臭化エチジウムを含む1.5%アガロースゲル上
で泳動した。ImProm II RTおよびSensiScriptもまた、1pgまで少ない量を検出することが
できたが、StrataScriptおよびOmniScriptは10pgまで少ない量を検出することができたの
みで、PowerScriptは100pgの開始HeLa RNAでさえ検出することができなかった。
【０４１５】
　より大きな標的およびより高濃度の総HeLa RNAを用いると、SUPERSCRIPT(商標)III RT(
LEFNタグ、Hisなし)は、RT-PCR産物の収率および長さに関連して、多くのコンペティター
よりも有意に良好に実行される。10～1000ngの総HeLa RNAを含むRT反応を、各プロトコー
ルに特定される試薬および条件を使用して各RTを用いて実行した。次いで、2μlの得られ
るcDNAを、CBP 1.6kb、BF 2.4kb、VIN 4.6kb、または9.4kbのプライマーセットを含む50
μl PCR反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を、0.4mg/ml臭化エチジウムを含む0.8%
アガロースゲル上で泳動した。CLONTECHのPowerScriptのみが、総HeLa RNAが1000ngであ
った場合に産物を示し、特定の産物の収率はSUPERSCRIPT(商標)III RTほど高くなかった
。QiagenのSensiScriptおよびOmniScriptは、より小さな標的(CBP 1.6kbおよびBF 2.4kb)
を用いると十分な産物収率を示したが、より長い標的を検出することはできなかった。St
ratageneのStrataScriptは、すべての標的を検出することができたが、SUPERSCRIPT(商標
)III RTよりも低い収率であった。PromegaのImProm II RT Systemは、SUPERSCRIPT(商標)
III RTに類似した性能を示したが、最も長い標的(FIB 9.4kb)を用いて高い収率を有さな
かった。
【０４１６】
　より低い出発総HeLa RNA濃度を用いるさらなる反応は同様のパターンを示した。10～10
0ngの総HeLa RNAを含むRT反応を、各プロトコールに特定される試薬および条件を使用し
て各RTを用いて実行した。次いで、2μlの得られるcDNAを、CBP 1.6kb、BF 2.4kb、VIN 4
.6kb、または9.4kbのプライマーセットを含む50μl PCR反応に加えた。次いで、得られる
PCR産物を、0.4mg/ml臭化エチジウムを含む0.8%アガロースゲル上で泳動した。CLONTECH
のPowerScriptは、100ng以下の総HeLa RNA用いるといかなる標的をも検出することができ
なかった。QiagenのSensiScriptはこのより低い濃度のRNAを用いてVIN 4.6kb標的を検出
することができた。ここで、以前に1μgの出発総HeLa RNAを用いて、この標的を検出する
ことができなかった。PromegaのImProm-IIは、より低いRNAの濃度を用いて、SUPERSCRIPT
(商標)III RTと同様に実行しなかった。SUPERSCRIPT(商標)III RTは、100ng出発総HeLa R
NAを用いてFIB 9.4kb標的を検出することができた唯一のRTであった。
【０４１７】
RT-PCR分析
　42℃、50℃、または55℃におけるホットスタートRT-PCR増幅におけるSUPERSCRIPT(商標
)IIおよびSUPERSCRIPT(商標)IIIの性能を比較し、その結果は、図17、SUPERSCRIPT(商標)
II(パネルA)またはSUPERSCRIPT(商標)III(パネルB)に示される。レーン(二連で)1、4、7
、および10は42℃で逆転写された産物である。レーン2、5、8、および11は、50℃で逆転
写された産物である。レーン3、6、9、および12は、55℃で転写された産物である。レー
ン1-3はFGFからの遺伝子特異的プライミングによって逆転写されたRNAの結果であり、レ
ーン4-6はCBS 2.4、レーン7-9はTOP 3.2、レーン10-12はVIN 4.6である。矢印は、240bp
、2390bp、3162bp、および4641bpの予測される産物サイズを示す。SUPERSCRIPT(商標)II
は50℃でより強固に転写するのに対して、SUPERSCRIPT(商標)IIIは55℃で最も良好に転写
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する。遺伝子特異的プライミングのため、および/またはRNA鋳型から二次構造を取り除く
ためにより高いアニーリング温度を必要とするいくつかの適用のための55℃における増幅
は、本発明のポリペプチドを用いて実行され得る。これは、遺伝子特異的プライマーを用
いる逆転写の間の非特異的プライミングの減少、および/または抵抗性の鋳型逆転写の増
加を可能にする。
【０４１８】
SUPERSCRIPT(商標)III RT：2つの異なる精製技術
　SUPERSCRIPT(商標)IIIは2つの異なる精製技術によって精製した（上記参照）。手短に
述べると、方法AはSUPERSCRIPT(商標)IIのために使用される精製技術に類似し、方法Bは
、高純度調製を生じる、細胞細片を減少させるための膜透過プロトコールおよび濾過プロ
トコールの使用によって方法Aとは異なる。RT-PCRを、方法Aまたは方法Bによって精製し
た200単位のSUPERSCRIPT(商標)IIIを使用して実行した。RT-PCRを、Polε6.8kbプライマ
ーおよびβ-act 353bpプライマーを使用して実行した。産物収率および品質を両方の精製
方法について比較した。これらの方法は同様の結果を生じ、いずれもSUPERSCRIPT(商標)I
IIの精製のために実行可能な方法である。
【０４１９】
最適SUPERSCRIPT(商標)III酵素濃度
　0.1pg～1000ngの総HeLa RNAおよび25～250単位のSUPERSCRIPT(商標)II、EFN、またはLE
FN RTを含むRT反応を、45℃で50分間(ホットスタート)実行した。次いで、2μlの得られ
るcDNAを、β-アクチン 353bp、CBP 1.6kb、TSC 5.3kb、Polε6.8kb、またはAPC 8.5 kb
のプライマーセットを含む50μl PCR反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を、0.4μg
/ml臭化エチジウムを含む0.8%または1.5%アガロースゲル上で泳動した。25単位～250単位
のSUPERSCRIPT(商標)III RTでは有意な違いが得られなかった(図18)。しかし、より多い
量のSUPERSCRIPT(商標)III RT(400単位)は、高いRT温度においてより高いRT-PCR産物収率
を示す(55℃、図19)。図19において、10～1000ngの総HeLa RNAおよび200もしくは400単位
のSUPERSCRIPT(商標)IIまたはLEFN RTを含むRT反応は、50～60℃において50分間実行した
(ホットスタート)。次いで、2μlの得られるcDNAを、Polε6.8kbプライマーセットを含む
50μl PCR反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を、0.4μg/ml臭化エチジウムを含む0
.8%アガロースゲル上で泳動した。SUPERSCRIPT(商標)II RTとは異なり、SUPERSCRIPT(商
標)IIIの増加量(400単位まで)は引き続くPCR増幅を阻害しなかった(図20)。図20において
、0.1～100pgの総HeLa RNAおよび50～800単位のLEFN RTを含むRT反応は、50℃において50
分間ホットスタート条件で実行した(オリゴ(dT)20)。次いで、2μlの得られるcDNAを、GA
DPH 532bpプライマーセットを含む50μl PCR反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を
、0.4μg/ml臭化エチジウムを含む0.8%アガロースゲル上で泳動した。
【０４２０】
　SUPERSCRIPT(商標)III RTを、酵素がRT活性を実行し得る温度を増大するように操作し
た。この酵素は、感度、収率、および標的の長さについてRT-PCRのために最適化した。こ
の最適化した系を用いて、SUPERSCRIPT(商標)III RTが、1pgまで少ない出発総HeLa RNAを
用いてmRNA標的を検出すること、および12.3kbまでのサイズの標的から高収率でcDNAを産
生することができることを実証した。これは、55℃までの高い温度で機能し、かつ広範な
種々の標的を検出する能力を有する。この酵素の性能は市販の他のRTよりも優れており、
最適化された緩衝液およびRTプロトコールは高感度でありかつ強固なRNA検出系を提供す
る。
【０４２１】
実施例9：標識された核酸分子を調製するための本発明のポリペプチドの使用
　本発明のポリペプチドは、種々の鋳型(例えば、総RNA、mRNAなど)から標識された核酸
を調製するために使用され得る。ポリAテールRNA鋳型を使用する直接的標識のために、適
切な反応条件は、約1μg～約1000μg、約1μg～約500μg、約1μg～約250μg、約1μg～
約100μg、約10μg～約1000μg、約10μg～約500μg、約10μg～約250μg、または約10μ
g～約100μgのRNAを含み得る。
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【０４２２】
　RNAは適切なプライマー(例えば。オリゴdTプライマーまたは遺伝子特異的プライマー)
と混合され得る。混合後、鋳型プライマー混合物は、適切な温度でインキュベートされ得
(例えば、オリゴ(dT)25プライマーについて70℃)、および適切な時間の間インキュベート
され得る(例えば、5分間)。当業者は、日常的な実験を使用して、任意の鋳型プライマー
対についてのインキュベーションの時間および温度を容易に決定し得る。次いで、この混
合物は氷上で冷却され得、残りの反応成分が加えられる。
【０４２３】
　反応混合物および/または溶液中に、個別にまたは組み合わせてのいずれかで提供され
得る適切な反応成分には以下が挙げられる：緩衝剤、還元剤、その少なくとも1種が標識(
例えば、蛍光標識)を含んでいてもよい1種またはそれ以上のヌクレオチド、1種またはそ
れ以上の本発明のポリペプチド、および適切な希釈剤(例えば、H2O)。適切な反応混合物
は、4μl 5×第1鎖緩衝液、2μl 0.1M DTT、1μl 10mM dNTP、2μl 1mM 蛍光dNTP、2μl 
SUPERSCRIPT(商標)III(200u/μl)、RNAを含むアリコート、および20μlまでのdH2Oを組み
合わせることによって調製され得る。本発明のこの局面に伴って使用され得る、さらなる
反応混合物および/または溶液ならびにその成分は、本明細書の他の箇所に記載される。
本発明の混合物は、適切な温度、例えば、

でインキュベートされ得る。この混合物は、十分な標識の取り込みが見られるまで、例え
ば、

インキュベートされ得る。
【０４２４】
　反応は、例えば、適切な停止剤(例えば、20μl反応中、5μlの0.5M EDTA)の付加によっ
て停止され得る。生じる標識された核酸は、任意の標準的な技術(例えば、SNAPカラムを
使用するカラム精製、Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA)を使用して精製され得る
。
【０４２５】
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　本発明の方法によって産生された標識された核酸は、種々の目的のために、例えば、標
的配列(これはアレイ上に存在し得る)を検出するために使用され得る。典型的には、本発
明の標識された核酸は、1つまたはそれ以上の標的配列(例えば、マイクロアレイ)にハイ
ブリダイズされ得る。
【０４２６】
　ある態様において、本発明のポリペプチドは、間接的標識によって標識される核酸を調
製するために使用され得る。例えば、修飾ヌクレオチド(例えば、アミノアリルヌクレオ
チド)が、本発明のポリペプチドを使用して核酸分子に取り込まれ得る。次いで、この修
飾されたヌクレオチドを含む核酸分子が、検出可能部分(例えば、蛍光部分、放射性部分
など)を含む反応性分子と反応され得る。次いで、反応性分子のすべてまたは一部および
検出可能部分が、核酸分子に結合される。
【０４２７】
　間接的標識のための適切な反応条件は、上記に列挙されているものである。例えば、RN
A(例えば、5-50μg)が適切なプライマー(例えば、ポリAテールRNAのためのオリゴ(dT)25)
と混合され、混合され、および例えば、70℃で5分間インキュベートされ、次いで氷上で
冷却され得る。プライマー:鋳型混合物にさらなる反応成分が加えられ得る。例えば、30
μl 反応容量では、適切な成分は以下を含み得る：6μl 5×第1鎖緩衝液、1.5μl 0.1M D
TT、1μl RNaseOUT(40u/μl)、1.5μl 10mM dNTP混合液(10mM dATP、10mM dCTP、10mM dG
TP、4mM dTTP、および6mM アミノアリル-dUTPを含む)、2μl SUPERSCRIPT(商標)III(200u
/μl)、Xμl dH2O(総量30μlまで)。この混合物は、例えば上記に記載されたもののよう
に、適切な温度で適切な時間、例えば、50℃で2時間、インキュベートされ得る。この混
合物は、RNA鋳型を分解するように処理され得る(例えば、15μl 1N NaOHの付加、および7
0℃で10分間の加熱によって)。次いで、溶液のpHが調製され得 (例えば、15μl 1N HClの
付加によって)、修飾されたヌクレオチドを含む核酸が標準的な技術によって精製され得
る(例えば、SNAPカラム、Invitrogen Corporation, Carlsbad, CAを使用して)。精製され
た核酸分子は濃縮され得る(例えば、エタノール沈殿によって)。
【０４２８】
　エタノール沈殿後、修飾されたヌクレオチドを含む核酸は、検出可能部分を含む反応性
分子を核酸にカップリングさせるのに適切な緩衝液中に再懸濁され得る。例えば、核酸は
、5μlカップリング緩衝液(例えば、0.1M ホウ酸ナトリウム、pH 8.5)中で再懸濁され得
る。反応性分子(例えば、色素および反応性官能基を含む分子)が加えられ得る(例えば、5
μl モノ官能性Cy3またはCy5色素(APBより、カタログ番号PA23001およびPA25001))。反応
性分子が色素である場合、この色素は任意の適切な溶媒(例えば、DMSO)に懸濁され得る。
1つの態様において、1パックのCyDyeが45μl DMSOに再懸濁され、上記のように使用され
た。反応は、適切な時間の長さおよび適切な温度で、例えば、室温で1時間、インキュベ
ートされ得る。色素が光感受性である場合、インキュベーションは好ましくは暗所で実行
される。カップリング反応は、5μlの4M ヒドロキシルアミンのような試薬の付加によっ
て停止される。次いで、標識された核酸が精製される(例えば、SNAPカラム、Invitrogen 
Corporation, Carlsbad, CAを使用して)。
【０４２９】
　標識された核酸(直接的標識によって調製されたかまたは間接的標識によって調製され
たかに関わらない)は、1種またはそれ以上の標的配列(これは、適切な形態、例えば、マ
イクロアレイ中にあり得る)にハイブリダイズされ得る。標識された核酸は変性される(例
えば、95℃で2分間加熱することによって)。変性された、標識された核酸は、適切な緩衝
液中で標的核酸を接触される。例えば、マイクロアレイスライドは、標識された核酸を含
む(例えば、～1μgの色素標識プローブ)ハイブリダイゼーション緩衝液(例えば、25%ホル
ムアミド、5×SSC、50mM MES pH 6.5、0.1% SDS)中に配置され得る。マイクロアレイは、
適切な時間、適切な温度で、例えば、42℃で16時間、インキュベートされ得る。次いで、
マイクロアレイは、1回以上洗浄され得、例えば、ハイブリダイゼーション溶液が除去さ
れ得、マイクロアレイが洗浄液I(5×SSC、0.2% SDS)で洗浄され、次に洗浄液II(1×SSC、



(114) JP 4634799 B2 2011.2.16

10

20

30

40

50

0.2% SDS)で42℃、5分間洗浄され、次に洗浄液III(0.1×SSC)で2分間洗浄される。マイク
ロアレイは、例えば、マイクロアレイを600rpm、5分間スピン乾燥することによって乾燥
され得る。
【０４３０】
　ハイブリダイズされたマイクロアレイは、当該分野において公知の任意の技術を使用し
て分析され得る。
【０４３１】
　本明細書中で言及されるすべての刊行物、特許、および特許出願は、本発明が属する技
術分野の当業者のレベルを示すものであり、これらは、あたかも各々の個別の刊行物、特
許、または特許出願が具体的にかつ個別に参照として本明細書に組み入れられることが示
されるような程度まで、参照として本明細書に組み入れられる。
【図面の簡単な説明】
【０４３２】
　　（図１）プラスミドpBAD-6-His-M-MLVH-(F1)の地図である。
　　（図２）図2Aは、変異を生じさせるのに用いられる遺伝子セグメントを作製するのに
用いられる制限酵素切断部位の位置を示す、M-MLV逆転写酵素のコード配列の線形図であ
る。図2Bは、逆転写酵素遺伝子の残りの部分のコード配列への変異誘発させたPCR断片の
挿入を示す模式図である。
　　（図３）(1)SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素および(2)F309Nを用いた伸長アッセイの
、走査して読み込まれたリン酸画像(phosphoimage)である。4種類全てのヌクレオチドを
用いた伸長反応から分かるように、同じ単位の逆転写酵素によって、47マーDNA鋳型(5nM)
とアニールした[32P]標識18マープライマーを37℃で30分間伸長させた。6%ゲル電気泳動
を変性することによって、伸長反応を分析した。P,伸長されなかったプライマー。
　　（図４）SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素ならびに変異体F309N、T197E、およびY133A
のTdT伸長アッセイを示す、走査して読み込まれたリン酸画像である。47マーDNA鋳型(5nM
)とアニールした[32P]標識18マープライマーを、単位が減少する逆転写酵素(レーン(1)64
6単位、レーン(2)200単位、レーン(3)50単位、およびレーン(4)20単位)と4種類全てのヌ
クレオチドを用いて37℃で30分間伸長させた(以下の実施例3の方法の項を参照のこと)。6
%ゲル電気泳動を変性することによって、伸長反応を分析した。このアッセイでは、47ヌ
クレオチド鋳型を通り過ごした伸長は、非鋳型特異的付加すなわちTdT活性とみなされる
。P,伸長されなかったプライマー。
　　（図５）DNA鋳型を用いた(1)SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素および(2)F309N逆転写
酵素変異体タンパク質の誤挿入アッセイを示す、走査して読み込まれたリン酸画像である
。4種類全てのヌクレオチドを用いた伸長反応に示されるように、47マーDNA鋳型(5nM)と
アニールさせた[32P]標識18マープライマーを、同じ単位の逆転写酵素タンパク質によっ
て37℃で30分間伸長させた。伸長反応を、3種類だけの相補的dNTPの存在下でも(dCTPなし
、dATPなし、TTPなし、およびdGTPなし)行った。6%ゲル電気泳動を変性することによって
、伸長反応を分析した。このアッセイでは、3種類だけのヌクレオチドを用いた高効率の
終結プライマー伸長は、アッセイされたSUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素の低い忠実度を
反映している。P,伸長されなかったプライマー。
　　（図６）DNA鋳型を用いた(1)SUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素ならびに(2)変異体タン
パク質T197A/F309N逆転写酵素および(3)V223H/F309Nの誤挿入アッセイを示す、走査して
読み込まれたホスホイメージである。4種類全てのヌクレオチドを用いた伸長反応に示さ
れるように、47マーDNA鋳型(5nM)とアニールさせた[32P]標識18マープライマーを、同じ
単位の逆転写酵素タンパク質によって37℃で30分間伸長させた。3種類だけの相補的dNTP
の存在下でも(dATPなしおよびdCTPなし)伸長反応を行った。6%ゲル電気泳動を変性するこ
とによって、伸長反応を分析した。このアッセイでは、3種類だけのヌクレオチドを用い
た高効率の終結プライマー伸長は、アッセイされたSUPERSCRIPT(商標)II逆転写酵素の低
い忠実度を反映している。P,伸長されなかったプライマー。
　　（図７）図7A～7Cは、耐熱性RT変異体のスクリーニングから得られた代表的な結果で
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ある。変異体の溶解物を96ウェルプレート形式でRT活性についてアッセイした。32P-標識
されたDNA産物をメンブレン上にトラップし、存在する放射能の量をホスホルイメージャ
ーを用いて定量した。図7Aは、4枚の96ウェルプレートにおけるRT変異体の最初のスクリ
ーニングの結果を示す。溶解物の熱前処理は58℃で10分間であった。58℃での熱処理後に
大部分の活性を保持したRT変異体を選択し、溶解物を再度スクリーニングし、結果を7Bに
示す。二連のスクリーニングを、熱前処理なし(図7B、上のパネル)および58℃での熱前処
理あり(図7B、下のパネル)で実行した。粗抽出物中で熱不活性化に対して最も高い耐性を
有するRT変異体をニッケルアフィニティークロマトグラフィーによって精製し、再度RT活
性に対してスクリーニングし、結果を図7Cに示す。37℃での熱処理後の結果を図7Cの上段
の行に、53℃での熱処理後の結果を図7Cの中段の行に、および58℃での熱処理後の結果を
図7Cの下段の行に示す。
　　（図８）粗抽出物中でのHis6 H-RTおよびHis6 H-H204R T306K RTの熱不活性化プロフ
ィールの比較である。粗抽出物を、5分間、96ウェルプレート中で熱処理に供した。熱処
理の温度は、最も右のウェルが熱処理されていない以外は、左から右にかけて増加する。
　　（図９）本発明の方法によって同定されたいくつかのアミノ酸の部位を示す、M-MLV 
RTのアミノ酸193から232の結晶構造のリボンダイアグラムである。αヘリックスH中のM-M
LV RTの204位においてヒスチジンの代わりに置換されたアルギニンの、E201またはT128と
の潜在的な相互作用。β10とβ11との間のターンにおける触媒部位アミノ酸D224およびD2
25もまた示す。この三次元構造はGeorgiadisら、(1995)Structure 3, 879-892から引用さ
れる。このように、本発明はまた、αヘリックスH領域を含む種々の領域における1つまた
はそれ以上の変異または改変を有する逆転写酵素を含む。
　　（図１０）図10Aおよび10Bは、Mg2+濃度(図10A)またはKCl濃度(図10B)の関数として
の逆転写酵素活性のグラフである。SUPERSCRIPT(商標)III(SuIII)RTについてのDNAポリメ
ラーゼアッセイを、種々の濃度のA)Mg2+またはB)KClで、37℃または50℃で10分間実行し
た。37℃でのSUPERSCRIPT(商標)II(SuII)を比較のために含めた。
　　（図１１）図11Aおよび11Bは、種々の温度におけるDNA(図11A)またはRNA(図11B)上で
の標識されたDNAプライマーの伸長によるTdT活性測定のオートラジオグラムである。Tは
鋳型のみ、(-)と記したレーンはT-Pプラス酵素、dNTPなしである。SUPERSCRIPT(商標)III
はより耐熱性であるので、そのTdT活性は50℃においてSUPERSCRIPT(商標)IIよりも高いよ
うである。
　　（図１２）図12A、12B、および12Cは、インキュベーション時間の関数としてのRT活
性のグラフである。図12Aは50℃において得られたデータを示し、図12Bは55℃において得
られたデータを示し、および図12Cは60℃において得られたデータを示す。
　　（図１３）45℃、50℃、および55℃において種々の市販の逆転写酵素の逆転写酵素活
性を比較するオートラジオグラムである。SUPERSCRIPT(商標)IIIはSSIIIと称し、SUPERSC
RIPT(商標)IIはSSIIと称される。
　　（図１４）第1の鎖の緩衝液の評価の結果を示す臭化エチジウム染色ゲルの写真であ
る。pH 8.0から8.8までの第1鎖緩衝液を用いるRT反応を500ngの全Hela RNAおよび200単位
のSUPERSCRIPT(商標)II(SSII)または400単位のSUPERSCRIPT(商標)III(LEFN RT、これは、
N末端タグ配列=

および以下の点変異、H204R、T306K、M289L、およびF309Nを含む)を用いて実行した。次
いで、得られるcDNAの2μlを、BF 2.4kbまたはPol ε 6.8kbプライマーセットを含む50μ
lプライマー反応に加えた。次いで、得られるPCR産物を0.4mg/ml臭化エチジウムを含む0.
8%アガロースゲルで泳動した。
　　（図１５）種々の逆転写酵素を用いる逆転写反応に対する温度の効果の評価の結果を
示す臭化エチジウム染色ゲルの写真である。SUPERSCRIPT(商標)II(SSII)を、Hisタグ化EF
N逆転写酵素(Hisタグ配列=
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、SEQ ID NO:2および表3のアミノ酸1-32、EFN変異はH204R、T306K、およびF309N)、Hisタ
グ化LEFN逆転写酵素(同じHisタグ配列、LEFN変異はH204R、T306K、M289L、およびF309N)
、ならびにSUPERSCRIPT(商標)III(これはタグ化された、His LEFNがない逆転写酵素(タグ
配列=

)、LEFN変異はH204R、T306K、M289L、およびF309N)と比較した。
　　（図１６）タグ配列=

およびLEFN変異(これはH204R、T306K、M289L、およびF309Nである)を含むLEFNと称される
SUPERSCRIPT(商標)IIIとの逆転写反応に対する逆転写酵素濃度の効果の評価の結果を示す
臭化エチジウム染色ゲルの写真である。
　　（図１７）SUPERSCRIPT(商標)II(パネルA)またはSUPERSCRIPT(商標)III(パネルB)に
よるホットスタートRT-PCR増幅の結果を示す臭化エチジウム染色ゲルの写真である。レー
ン(二連で)1、4、7、および10は42℃で逆転写された産物である。レーン2、5、8、および
11は、50℃で逆転写された産物である。レーン3、6、9、および12は、55℃で転写された
産物である。レーン1-3はFGFからの遺伝子特異的プライミングによって逆転写されたRNA
の結果であり、レーン4-6はCBS 2.4、レーン7-9はTOP 3.2、レーン10-12はVIN 4.6である
。矢印は、240bp、2390bp、3162bp、および4641bpの予測される産物サイズを示す。SUPER
SCRIPT(商標)IIIは、タグ配列=

およびLEFN変異(これはH204R、T306K、M289L、およびF309Nである)を含む。
　　（図１８）種々のプライマーセットを用いて、反応当たり25単位から250単位まで量
を変化させたSUPERSCRIPT(商標)IIIを用いて実行したRT-PCRの結果である。
　　（図１９）第1鎖反応において200単位または400単位を使用するRT-PCRにおけるSUPER
SCRIPT(商標)II(SSII)およびHisタグ化LEFN RTの比較である。Hisタグ化LEFNはHisタグ配
列=

、SEQ ID NO:2および表3のアミノ酸1-32、ならびにLEFN変異(これはH204R、T306K、M289L
、およびF309Nである)を有する。
　　（図２０）第1鎖反応における種々の量のRTを用いるRT-PCRにおけるSUPERSCRIPT(商
標)III(LEFN RT)の使用である。SUPERSCRIPT(商標)IIIはタグ配列=

およびLEFN変異(これはH204R、T306K、M289L、およびF309Nである)を含む。
　　（図２１）本発明のポリペプチドを使用するRT-PCR反応における種々のプライマーの
比較の結果である。EFNはタグ配列=

およびEFN変異(これはH204R、T306K、およびF309Nである)を含む。
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