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(57)【要約】
１種類または複数種類のアロステリックエフェクターに
結合してタンパク質の立体構造変化を誘導するアロステ
リックＤＮＡ結合タンパク質を作製および単離するため
の方法および組成物が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　立体構造変化を誘導するコンパニオンアロステリックエフェクターに結合する、アロス
テリックＤＮＡ結合タンパク質を作製および単離する方法であって、
　　コンパニオンアロステリックエフェクターに対する結合ポケットを有する候補アロス
テリックＤＮＡ結合タンパク質をインシリコで計算的に設計すること；
　　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列を提供すること
；
　　前記核酸配列を細菌宿主細胞に導入し、前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク
質を発現させること；
　　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現を阻
害するかどうかをネガティブセレクションを用いて決定して、前記候補アロステリックＤ
ＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して前記遺伝子の発現を阻害している第１の複数の細
菌宿主細胞を同定すること；および
　　前記第１の複数の細菌宿主細胞中の前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が
前記コンパニオンアロステリックエフェクターに結合するかどうかをポジティブセレクシ
ョンを用いて決定して、前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が前記コンパニオ
ンアロステリックエフェクターに結合した第２の複数の細菌宿主細胞を同定すること
　を含む方法。
【請求項２】
　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列が、基体に結合し
た核酸部分配列から作成される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記基体に由来する複数の部分配列が、連結されて前記候補アロステリックＤＮＡ結合
タンパク質をコードする前記核酸配列を形成する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ネガティブセレクションが、前記遺伝子を発現する細胞にとって有害である毒素に
前記細菌宿主細胞を接触させることを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記ネガティブセレクションが、前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がＤＮ
Ａに結合して前記遺伝子の発現を阻害することがなかった細胞にとって有害である毒素に
前記細菌宿主細胞を接触させることを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ポジティブセレクションが、毒素および前記コンパニオンアロステリックエフェク
ターに前記第１の複数の細菌宿主細胞を接触させることを含み、前記毒素は、前記遺伝子
が発現されない細胞にとって有害である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ポジティブセレクションが、前記第１の複数の細菌宿主細胞を毒素およびアロステ
リックエフェクター標的に接触させることを含み、前記コンパニオンアロステリックエフ
ェクターが前記ＤＮＡから前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を遊離させるよ
うな様式で前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質に結合しなかった細胞にとって
、前記毒素が有害である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記ポジティブセレクションが、検出可能なマーカーを検出することを含み、該検出可
能なマーカーは、前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が前記ＤＮＡに結合して
前記遺伝子が発現している場合に前記第１の複数の細菌細胞中で発現される、請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
　前記検出可能なマーカーが蛍光タンパク質である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
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　前記蛍光タンパク質が、蛍光活性化細胞選別によって検出される、請求項９に記載の方
法。
【請求項１１】
　前記ポジティブセレクションが、前記コンパニオンアロステリックエフェクターが前記
ＤＮＡから前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を遊離させる様式で前記候補ア
ロステリックＤＮＡ結合タンパク質に結合しなかった場合に前記第１の複数の細菌細胞中
で発現される、検出可能なマーカーを検出することをさらに含む、請求項７に記載の方法
。
【請求項１２】
　前記ＤＮＡ結合タンパク質が化学センサーである、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記細菌宿主細胞が大腸菌または枯草菌である、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　立体構造変化を誘導するコンパニオンアロステリックエフェクターに結合するアロステ
リックＤＮＡ結合タンパク質を作製および単離する方法であって、
　　コンパニオンアロステリックエフェクターに対する結合ポケットを有する候補アロス
テリックＤＮＡ結合タンパク質をインシリコで計算的に設計すること、
　　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列を提供すること
、
　　前記核酸配列を出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）宿主細胞に導入し、前記候補
アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を発現させること、
　　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現を阻
害するかどうかをネガティブセレクションを用いて決定して、前記候補アロステリックＤ
ＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して前記遺伝子の発現を阻害している第１の複数の出
芽酵母宿主細胞を同定すること、および
　　前記第１の複数の出芽酵母宿主細胞中の前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク
質が前記コンパニオンアロステリックエフェクターに結合するかどうかをポジティブセレ
クションを用いて決定して、前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が前記コンパ
ニオンアロステリックエフェクターに結合した第２の複数の出芽酵母宿主細胞を同定する
こと
　を含む方法。
【請求項１５】
　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列が、基体に結合し
た核酸部分配列から作成され、且つ、連結されて前記候補アロステリックＤＮＡ結合タン
パク質をコードする前記核酸配列を形成する、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ネガティブセレクションが、前記遺伝子を発現する細胞にとって有害である毒素に
前記細菌宿主細胞を接触させることを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ポジティブセレクションが、毒素および前記コンパニオンアロステリックエフェク
ターに前記第１の複数の細菌宿主細胞を接触させることを含み、前記毒素は、前記遺伝子
が発現されない細胞にとって有害である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　立体構造変化を誘導するコンパニオンアロステリックエフェクターに結合するアロステ
リックＤＮＡ結合タンパク質を作製および単離する方法であって、
　　コンパニオンアロステリックエフェクターに対する結合ポケットを有する候補アロス
テリックＤＮＡ結合タンパク質をインシリコで計算的に設計すること、
　　基体に結合した核酸部分配列から作成された、前記候補アロステリックＤＮＡ結合タ
ンパク質をコードする核酸配列を提供すること、
　　前記核酸配列を微生物に導入して前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を発
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現させること、
　　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現を阻
害するかどうかをネガティブセレクションを用いて決定して、前記候補アロステリックＤ
ＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して前記遺伝子の発現を阻害している第１の複数の微
生物を同定すること、および
　　前記第１の複数の微生物中の前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が前記コ
ンパニオンアロステリックエフェクターに結合するかどうかをポジティブセレクションを
用いて決定して、前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が前記コンパニオンアロ
ステリックエフェクターに結合した第２の複数の微生物を同定すること
　を含む方法。
【請求項１９】
　前記基体がマイクロアレイである、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記基体に由来する複数の部分配列が、前記マイクロアレイ上の配列から増幅され、且
つ、連結されて前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする前記核酸配列
を形成する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする前記核酸配列がランダムに
作製される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がエラープローンＰＣＲまたはコンビナ
トリアルＰＣＲによって作製される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が、その機能のためにはタンパク質読み
枠がインタクトなままである必要がある抗毒素遺伝子に融合している、請求項１８に記載
の方法。
【請求項２４】
　フレームのずれたまたは短縮された（truncated）候補アロステリックＤＮＡ結合タン
パク質が、毒素に対して特異的な抗毒素タンパク質を発現させない、請求項２３に記載の
方法。
【請求項２５】
　フレームのずれたまたは短縮された候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を発現す
る宿主細胞が、前記宿主細胞を前記毒素に晒すことにより排除される、請求項２４に記載
の方法。
【請求項２６】
　エフェクター分子に対する結合ポケットを有する計算的にインシリコで設計されたアロ
ステリックＤＮＡ結合タンパク質。
【請求項２７】
　エフェクター分子に対する結合ポケットを有する計算的にインシリコで設計されたアロ
ステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列。
【請求項２８】
　計算的にインシリコで設計されたアロステリックＤＮＡ結合タンパク質の結合ポケット
に選択的に結合する構造を有するエフェクター分子。
【請求項２９】
　計算的にインシリコで設計されたアロステリックＤＮＡ結合タンパク質の結合ポケット
に選択的に結合する構造を有するエフェクター分子をコードする核酸配列。
【請求項３０】
　エフェクター分子に対する結合ポケットを有する計算的にインシリコで設計されたアロ
ステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列を含む細胞。
【請求項３１】
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　前記アロステリックＤＮＡ結合タンパク質によって制御される外来性遺伝子をさらに含
む、請求項３０に記載の細胞。
【請求項３２】
　計算的にインシリコで設計されたアロステリックＤＮＡ結合タンパク質の結合ポケット
に選択的に結合する構造を有するエフェクター分子をコードする核酸配列を含む細胞。
【請求項３３】
　エフェクター分子に対する結合ポケットを有する計算的にインシリコで設計されたアロ
ステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列、および
　前記計算的にインシリコで設計されたアロステリックＤＮＡ結合タンパク質の前記結合
ポケットに選択的に結合する構造を有する前記エフェクター分子をコードする核酸配列
　を含む細胞。
【請求項３４】
　前記アロステリックＤＮＡ結合タンパク質によって制御される外来性遺伝子をさらに含
む、請求項３３に記載の細胞。
【請求項３５】
　前記アロステリックＤＮＡ結合タンパク質と前記エフェクター分子とによって制御され
る外来性遺伝子をさらに含む、請求項３３に記載の細胞。
【請求項３６】
　前記外来性遺伝子が、毒素に対する解毒剤をコードする、請求項３３に記載の細胞。
【請求項３７】
　前記外来性遺伝子が、検出可能なタンパク質または検出可能なタンパク質タグをコード
する、請求項３３に記載の細胞。
【請求項３８】
　前記アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が、解毒剤遺伝子に融合しており、インタク
トなタンパク質読み枠を有する、請求項３３に記載の細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願データ
　本願は、２０１４年２月２１日に提出された米国仮特許出願第６１／９４２，７５５号
に基づく優先権を主張するものであり、あらゆる目的のために、その全体が参照により本
明細書に取り込まれる。
【０００２】
政府利益の記載
　本発明は、米国エネルギー省の助成番号第ＤＥ－ＦＧ０２－０２ＥＲ６３４４５号の政
府助成を受けてなされた。米国政府は、本発明における一定の権利を有する。
【０００３】
分野
　本発明は、新規なアロステリックタンパク質を設計するための方法および組成物に関す
る。
【背景技術】
【０００４】
　合理的なタンパク質設計においては、目的のタンパク質の構造および機能の詳細な知見
を用いて変異型のタンパク質を合成（engineer）する。しかし、タンパク質の構造および
機能は、しばしば複雑で非直観的な相互作用に支配されているため、合理的な突然変異誘
発方法は一般的に成功しない。したがって、タンパク質工学のための新規な方法および組
成物の開発が望ましい。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
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　本発明の実施形態は、標的小分子またはアロステリックエフェクターへの結合およびそ
の後の立体構造変化（conformational change）によって標的小分子またはアロステリッ
クエフェクターに応答するアロステリックタンパク質を設計するための新規な方法および
組成物に基づく。本発明のある態様では、本明細書に記載の方法および組成物を用いて、
例えば発酵に基づく分子産生に有用な、生合成経路を合成するために有用なセンサータン
パク質を設計することができる。本発明の別の態様では、本明細書に記載の方法および組
成物を用いて、現在当業者に用いられているＴｅｔ－Ｏｎシステムなどの方法に対して大
幅に進歩した、哺乳動物細胞培養において使用するための、直交性の誘導型遺伝子発現系
を設計することができる。本発明のさらに別の態様では、本明細書に記載の方法および組
成物を用いて、現在当業者に用いられているＩＰＴＧに基づくシステムなどの方法に対し
て大幅に進歩した、例えば大規模発酵に有用な、誘導型遺伝子発現系を設計することもで
きる。
【０００６】
　ある例示的な実施形態では、アロステリックＤＮＡ結合タンパク質の立体構造変化を誘
導するコンパニオンアロステリックエフェクター（companion allosteric effector）に
結合するアロステリックＤＮＡ結合タンパク質を作製および単離する方法が提供される。
【０００７】
　本明細書において、「アロステリックタンパク質」という用語は、エフェクター分子に
結合し、立体構造変化を受け、タンパク質の１または複数の活性の上昇または低下を生じ
るタンパク質を指す。本発明のアロステリックタンパク質は、誘導型遺伝子発現系（例え
ば、直交性遺伝子発現系）の一部および／またはセンサーであり得る。（概説については
Liang et al. (2013) Biotech. and Bioeng. 110:1419参照）。アロステリックタンパク
質は当業者に周知であり、転写因子、リボスイッチ、二成分シグナル伝達タンパク質、お
よび核内ホルモン受容体などを含む。
【０００８】
　本明細書において、「エフェクター分子」とは、アロステリックタンパク質に選択的に
結合してその生物学的活性を制御する分子、例えば小分子、を指す。このように、エフェ
クター分子はリガンドとして働いて活性の１または複数を上昇または低下させ、そのよう
な活性としては、酵素活性、遺伝子発現、および細胞シグナル伝達などが挙げられるが、
これに限定されない。ある態様では、エフェクター分子はアロステリックタンパク質の活
性を上昇させる、すなわちエフェクター分子は「アロステリック活性化因子（allosteric
 activator）」として機能する。別の態様では、エフェクター分子はアロステリックタン
パク質の活性を低下させる、すなわちエフェクター分子は「アロステリック阻害剤（allo
steric inhibitor）」として機能する。
【０００９】
　ある例示的な実施形態では、所望のコンパニオンアロステリックエフェクターに対する
結合ポケットを有する候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がインシリコで計算的に
設計される。候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列が提供され
、続いて、細菌宿主細胞に導入されて候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を発現す
る。
【００１０】
　ある例示的な実施形態では、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合
して遺伝子の発現を阻害するかどうかがネガティブセレクションを用いて決定され、候補
アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現を阻害している第
１の複数の微生物（例えば、細菌宿主細胞（例えば、大腸菌または枯草菌））が同定され
る。ＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現を阻害している場合、微生物
（例えば、細菌宿主細胞）は生存することになる。ＤＮＡに結合していない候補アロステ
リックＤＮＡ結合タンパク質は遺伝子の発現を活性化し、そのアロステリックＤＮＡ結合
タンパク質を有する細菌宿主細胞は死滅することになる。
【００１１】
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　ある例示的な実施形態では、第１の複数の細菌宿主細胞中の候補アロステリックＤＮＡ
結合タンパク質が所望のコンパニオンアロステリックエフェクターに結合するかどうかが
ポジティブセレクションを用いて決定され、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が
コンパニオンアロステリックエフェクターに結合した第２の複数の細菌宿主細胞が同定さ
れる。第１の複数の細菌宿主細胞に由来するプールされた候補ＤＮＡ結合タンパク質を、
ポジティブセレクションにより所望のアロステリックエフェクター分子による活性化につ
いてアッセイすることになる。ポジティブセレクションでは、所望のアロステリックエフ
ェクター分子に応答する候補ＤＮＡ結合タンパク質を有する細菌宿主細胞のみが生存する
ことになる。
【００１２】
　微生物のゲノムを、必要に応じて、毒素に対する解毒剤をコードするＤＮＡを含むよう
に遺伝子改変する。アロステリックタンパク質は、発現された場合、微生物内での解毒剤
の産生を制御する。アロステリックタンパク質はその性質に応じて、アロステリックエフ
ェクター非存在下での抑制、アロステリックエフェクター存在下での活性化、アロステリ
ックエフェクター非存在下でのリボソーム結合部位の閉鎖（occlude）などにより解毒剤
産生を制御することができる。微生物が毒素環境中に置かれ、解毒剤の産生がないまたは
不十分である場合、微生物は死滅することになる。所望のアロステリックエフェクターは
外部から（exogenously）供給されてもよい。
【００１３】
　微生物は、必要に応じて、解毒剤に対応する毒素の環境中に置かれる。このように、存
在するアロステリックエフェクターのレベルに応答して、且つ細胞が死滅するのを防ぐの
に十分である量で、細胞によって解毒剤が産生される限りは、解毒剤は本明細書で「セレ
クター」と呼ばれる。アロステリックエフェクターのレベルに比例している解毒剤のレベ
ルにより、さらなる改変および最適化のための候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質
を含む株が選択される。
【００１４】
　本発明のある態様では、ネガティブセレクションには、遺伝子を発現する細胞にとって
有害である毒素に細菌宿主細胞を接触させることが含まれる。
【００１５】
　本発明の別の態様では、ネガティブセレクションには、候補アロステリックＤＮＡ結合
タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現を阻害することがなかった細胞にとって有害
である毒素に、細菌宿主細胞を接触させることが含まれる。
【００１６】
　本発明のある態様では、ポジティブセレクションには、第１の複数の細菌宿主細胞を毒
素およびコンパニオンアロステリックエフェクターに接触させることが含まれ、毒素は、
遺伝子が発現されない細胞にとって有害である。
【００１７】
　本発明のある態様では、ポジティブセレクションには、第１の複数の細菌宿主細胞を毒
素およびアロステリックエフェクター標的に接触させることが含まれ、コンパニオンアロ
ステリックエフェクターがＤＮＡから候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を遊離さ
せるような様式で候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質に結合することがなかった細
胞にとって、毒素が有害である。
【００１８】
　本発明のある態様では、ポジティブセレクションには、検出可能なマーカーを検出する
ことが含まれ、この検出可能なマーカーは、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が
ＤＮＡに結合して遺伝子が発現している場合に第１の複数の細菌細胞中で発現される。
【００１９】
　本発明のある態様では、検出可能なマーカーは、例えば蛍光活性化細胞選別（fluoresc
ence activated cell sorting）によって検出可能な、蛍光タンパク質（例えば、緑色蛍
光タンパク質（ＧＦＰ））である。



(8) JP 2017-506080 A 2017.3.2

10

20

30

40

50

【００２０】
　本発明のある態様では、アロステリックＤＮＡ結合タンパク質は、蛍光レポーター（例
えば、ＧＦＰ）の発現を制御し、その結果、アロステリックエフェクター分子によってア
ロステリックＤＮＡ結合タンパク質が活性化された場合に、蛍光レポーターが発現される
。
【００２１】
　本発明のある態様では、ネガティブセレクション後の第１の複数の細胞は、蛍光活性化
細胞選別（ＦＡＣＳ）によってさらにスクリーニングされる。本発明のある態様では、ポ
ジティブスクリーニングには、所望のアロステリックエフェクターに対する候補アロステ
リックＤＮＡ結合タンパク質の活性化を評価することが含まれ、蛍光レポーターの発現に
より活性化を示す候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質のみが、ＦＡＣＳによりソー
トおよび回収される。
【００２２】
　本発明のある態様では、ポジティブセレクションには、コンパニオンアロステリックエ
フェクターがＤＮＡから候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を遊離させるような様
式で候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質に結合しなかった場合に第１の複数の細菌
細胞中で発現される、検出可能なマーカーを検出することがさらに含まれる。
【００２３】
　ある例示的な実施形態では、アロステリックＤＮＡ結合タンパク質の立体構造変化を誘
導するコンパニオンアロステリックエフェクターに結合するアロステリックＤＮＡ結合タ
ンパク質を作製および単離する方法が提供される。方法には、コンパニオンアロステリッ
クエフェクターに対する結合ポケットを有する候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質
をインシリコで計算的に設計すること、およびこの候補アロステリックＤＮＡ結合タンパ
ク質をコードする核酸配列を提供することが含まれる。方法にはさらに、核酸配列を大腸
菌宿主細胞に導入すること、および候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を発現させ
ることが含まれる。
【００２４】
　方法には、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現
を阻害するかどうかをネガティブセレクションを用いて決定して、候補アロステリックＤ
ＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現を阻害している第１の複数の大腸菌
宿主細胞を同定することが含まれる。
【００２５】
　方法にはまた、第１の複数の大腸菌宿主細胞中の候補アロステリックＤＮＡ結合タンパ
ク質がコンパニオンアロステリックエフェクターに結合するかどうかをポジティブセレク
ションを用いて決定して、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がコンパニオンアロ
ステリックエフェクターに結合した第２の複数の大腸菌宿主細胞を同定することが含まれ
る。
【００２６】
　本発明のある態様では、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配
列が、基体（substrate）に結合した核酸部分配列（subsequence）から作成され、且つ、
連結されて候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列を形成する。
【００２７】
　本発明の別の態様では、ネガティブセレクションには、その遺伝子を発現する細胞にと
って有害である毒素に細菌宿主細胞を接触させることが含まれ、および／またはポジティ
ブセレクションには、その遺伝子が発現されない細胞にとって有害である毒素およびコン
パニオンアロステリックエフェクターに第１の複数の細菌宿主細胞を接触させることが含
まれる。
【００２８】
　ある例示的な実施形態では、アロステリックＤＮＡ結合タンパク質の立体構造変化を誘
導するコンパニオンアロステリックエフェクターに結合するアロステリックＤＮＡ結合タ
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ンパク質を作製および単離する方法が提供される。方法には、コンパニオンアロステリッ
クエフェクターに対する結合ポケットを有する候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質
をインシリコで計算的に設計すること、基体に結合した核酸部分配列から作成された、候
補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列を提供すること、および核
酸配列を微生物に導入して候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質を発現させることが
含まれる。
【００２９】
　方法にはまた、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の
発現を阻害するかどうかをネガティブセレクションを用いて決定して、候補アロステリッ
クＤＮＡ結合タンパク質がＤＮＡに結合して遺伝子の発現を阻害している第１の複数の微
生物を同定することが含まれる。
【００３０】
　方法にはさらに、第１の複数の微生物中の候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質が
コンパニオンアロステリックエフェクターに結合するかどうかをポジティブセレクション
を用いて決定して、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質がコンパニオンアロステリ
ックエフェクターに結合した第２の複数の微生物を同定することが含まれる。
【００３１】
　本発明のある態様では、基体はマイクロアレイである。本発明の別の態様では、基体に
由来する複数の部分配列をマイクロアレイ上の配列から増幅し、組み合わせて、候補アロ
ステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列を形成する。
【００３２】
　本発明のある態様では、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配
列は、（例えば、エラープローンＰＣＲまたはコンビナトリアルＰＣＲにより）ランダム
に作製される。
【００３３】
　本発明のある態様では、候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質は抗毒素遺伝子に融
合しており、この遺伝子が機能するためには、タンパク質読み枠がインタクトなままであ
る必要がある。読み枠がインタクトでない候補アロステリックＤＮＡ結合タンパク質では
抗毒素タンパク質が発現されず、細胞を毒素に晒すことによってそれらを有する宿主細胞
は排除され得る。
【００３４】
　本特許または出願ファイルは、カラーで作製された図面を含む。カラー図面を含む本特
許または特許出願公開のコピーは、特許状へ申請し、必要な料金の支払うことで提供され
る。本発明の、前述した特徴およびその他の特徴、ならびに利点は、添付の図面と共に、
具体的実施形態についての以下の詳細な説明からより十分に理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】アロステリックタンパク質のデノボ設計（de novo design）のための本発明の例
示的な実施形態に係る方法を模式的に示す図である。この方法は、インシリコ、インビト
ロ、およびインビボのステップを組み合わせて、高い結合親和性およびアロステリック性
を示す新規なアロステリックタンパク質を合成する。
【図２】本発明のある実施形態に係るセンサー再設計ライブラリーの構築方法を模式的に
示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　本発明の実施形態は、タンパク質工学のための新規な方法および組成物を提供する。あ
る例示的な実施形態において、本発明のある方法では、候補タンパク質配列を計算的に設
計するステップと、候補タンパク質配列をコードする核酸配列を合成するステップと、ネ
ガティブセレクションステップおよびポジティブセレクションステップの各々を行うため
のセレクションシステムを用いて候補タンパク質を同定するステップとが組み合わされる
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【００３７】
　本発明のある態様では、アロステリックタンパク質をコードする１種類または複数種類
の外来性（exogenous）核酸を含むように微生物を遺伝子改変する。アロステリックタン
パク質配列は公開文献の検索に基づいて同定することができる。例えば、エフェクターお
よびアロステリックタンパク質の生合成経路は、以下の参照文献に十分に記載されている
。ｃｄａＲ（Monterrubio et al. 2000 J. Bacteriol. 182(9):2672-4）、ｔｅｔＲ（Lut
z and Bujard Nucleic Acids Res. 1997 25(6):1203-10）、ａｌｋＳ（Canosa et al. Mo
l. Micriobiol. 2000 35(4):791-9）、ｔｔｇＲ（Teran, et al. Antimicrob. Agents Ch
emother. 47(10):3067-72 (2003)）、ｂｔｕＢリボスイッチ（Nahvi, et al. Nucleic Ac
ids Res. 32:143-150 (2004)）；グルカル酸（Moon, et al. Appl. Env. Microbiol. 75:
589-595 (2009)）、ナリンゲニン（Santos, et al. Metabolic Engineering. 13:392-400
 (2011)）、アルカン（Steen, et al. 463:559-562 (2009)）、コバラミン（Raux, et al
. Cell Mol. Life Sci. 57:1880-1893. (2000)）、ムコン酸（Niu, et al. Biotechnol P
rog. 18:201-211. (2002)）。本発明のある態様に係る使用に適したセンサー遺伝子の非
網羅的リストを表１に示す。本明細書に記載の方法は、アロステリックタンパク質の産生
を担う微生物のゲノム中に核酸を挿入するために用いることができる。
【００３８】
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【表１】

【００３９】
　ある例示的な実施形態では、エフェクターの結合によりアロステリックな立体構造変化
を受けないおよび／または不完全なアロステリック立体構造変化を受ける変異アロステリ
ックタンパク質を発現する微生物を、ネガティブに選択する方法が提供される。別の例示
的な実施形態では、アロステリックな立体構造変化を受けるおよび／またはエフェクター
分子に結合する変異アロステリックタンパク質を発現する微生物を、ポジティブに選択す
る方法が提供される。
【００４０】
　本発明のある態様では、毒素に対する解毒剤をコードする１種類または複数種類の外来
性核酸を含むように微生物を遺伝子改変する。解毒剤と毒素のペアは当業者に公知であり
、ＳＤＳ：ｔｏｌＣ、コリシン：ｔｏｌＣ（ネガティブセレクション）、カナマイシン：
カナマイシンヌクレオチジルトランスフェラーゼ、クロラムフェニコール：クロラムフェ
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ニコールアシルトランスフェラーゼ、アンピシリン：ベータラクタマーゼ、テトラサイク
リン：テトラサイクリン排出ポンプｔｅｔＡ、塩化ニッケル：テトラサイクリン排出ポン
プｔｅｔＡ（ネガティブセレクション）、５－フルオロオロチン酸：ＵＲＡ３（ネガティ
ブセレクション）が挙げられるが、これらに限定されない。形質転換された微生物は、適
切な条件下で解毒剤を発現することが意図される。
【００４１】
　任意の具体的な解毒剤の産生のための遺伝子は、当業者に公知である。例えば、上記解
毒剤の遺伝子はｔｅｔＡ（Postle et al. Nucleic Acid Research 1984 12(12)4849-4863
）ｔｏｌＣ（Fralick J. Bacteriol. 1996 178(19)5803-5805）クロラムフェニコールア
セチルトランスフェラーゼ（Shaw et al. J. Bacteriol. 1970 104(3):1095-1105）につ
いて、十分に記載されている。本明細書に記載の方法は、ＤＮＡ結合タンパク質の産生を
担う微生物のゲノム中に、核酸を挿入するために用いることができる。
【００４２】
　ある態様では、形質転換された組換え微生物は、解毒剤の産生を制御するアロステリッ
クタンパク質を発現する。アロステリックタンパク質が発現された場合、アロステリック
タンパク質の機能を変化させることによって解毒剤の発現を引き起こす標的アロステリッ
クエフェクターがアロステリックタンパク質に結合しない限りは、解毒剤の発現を阻止（
すなわち、抑制因子）することか、または発現を活性化（すなわち、活性化因子）できな
いかことかのいずれかにより、細胞による解毒剤遺伝子の発現を妨げる。いくつかの制御
機構が有り得る。抑制因子であるアロステリック転写因子では、抑制因子タンパク質は、
所望のアロステリックエフェクターが抑制因子に結合しない限り、解毒剤遺伝子の５′側
のＤＮＡ領域に結合することによって解毒剤遺伝子の転写を阻止する。活性化因子である
アロステリック転写因子では、活性化因子は、所望のアロステリックエフェクターが活性
化因子に結合する場合にのみ、解毒剤遺伝子の５′側のＤＮＡ領域にＲＮＡポリメラーゼ
を動員する。減弱（attenuating）アロステリックタンパク質では、アロステリックタン
パク質は、解毒剤遺伝子の転写を制御する抑制因子の５′非翻訳領域中にコードされ、標
的アロステリックエフェクターに結合した場合に、この抑制因子の翻訳を弱める（あらゆ
る目的のために、その全体が参照により援用される２０１３年３月１４日付で出願された
米国特許出願第６１／７８１，３７３号参照）。
【００４３】
　別の態様では、アロステリックタンパク質としては、エフェクター結合ドメインおよび
ＤＮＡ結合ドメインが同じポリペプチド鎖中に存在しない場合が挙げられ、例えば二成分
系または核内ホルモン受容体が挙げられる。エフェクターが結合すると、エフェクター結
合ドメインが１種類または複数種類の中間タンパク質を通じて信号を中継し、所定の座位
の転写を制御する。
【００４４】
　別の態様では、外部から提供された形質転換されたアロステリックエフェクターは、解
毒剤の産生を促進するような様式でアロステリックタンパク質に結合する。ある態様では
、解毒剤の産生は、アロステリックタンパク質に結合したアロステリックエフェクターの
量に比例する。アロステリックエフェクターの非存在下では、アロステリックタンパク質
は解毒剤の産生を妨げる。
【００４５】
　本発明のある態様では、１種類または複数種類のアロステリックタンパク質を用いて微
生物中の１種類または複数種類の検出可能なマーカーの発現が調節される。ある態様では
、１種類または複数種類の検出可能なマーカーを毒素選択と組み合わせて用いる。別の態
様では、１種類または複数種類の検出可能なマーカーを独立した（stand-alone）検出技
術として用いる。ある態様では、アロステリックタンパク質および／またはアロステリッ
クエフェクターは、検出可能に標識可能な部分（例えば、アミノ酸配列または核酸配列）
またはマーカー（例えば、検出可能なマーカー）の発現を調節する。
【００４６】
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　検出可能なマーカーの例としては、種々の放射性部分、酵素、補欠分子族、蛍光マーカ
ー、発光マーカー、生物発光マーカー、金属粒子、タンパク質－タンパク質結合対、およ
びタンパク質－抗体結合対などが挙げられる。検出可能なマーカーは種々の製造業者から
市販されている。
【００４７】
　本発明のある態様では、検出可能なタンパク質および／またはタンパク質タグが提供さ
れる。検出可能な蛍光タンパク質の例としては、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、緑色蛍
光タンパク質（ＧＦＰ）、シアン蛍光タンパク質（ＣＦＰ）、ウンベリフェロン、フルオ
レセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミ
ンフルオレセイン、塩化ダンシル、およびフィコエリトリンなどが挙げられるが、これら
に限定されない。検出可能な生物発光タンパク質の例としては、ルシフェラーゼ（例えば
、細菌、ホタル、コメツキムシなど）、ルシフェリン、およびエクオリンなどが挙げられ
るが、これらに限定されない。検出可能な酵素システムの例としては、ガラクトシダーゼ
、グルクロニダーゼ、ホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、およびコリンエステラーゼな
どが挙げられるが、これらに限定されない。
【００４８】
　ビオチンまたはその誘導体を検出可能な標識として用いてもよく、続いて、検出可能に
標識されたアビジン／ストレプトアビジン誘導体（例えば、フィコエリトリン結合ストレ
プトアビジン）または検出可能に標識された抗ビオチン抗体を結合させてもよい。ジゴキ
シゲニンを発現させ、続いて、検出可能に標識された抗ジゴキシゲニン抗体（例えば、フ
ルオレセイン化抗ジゴキシゲニン）を結合させてもよい。一般的に、検出可能に標識され
たコンジュゲートパートナーを結合させて検出できる場合は、コンジュゲート対の任意の
メンバーを検出オリゴヌクレオチド中に組み込み可能である。本明細書において、抗体と
いう用語は、任意のクラスの抗体分子、またはＦａｂなどのその任意の部分断片を指す。
【００４９】
　検出のためのその他の適切な標識としては、１種類または複数種類のタンパク質タグが
挙げられる。本明細書において、「タンパク質タグ」という用語は、本発明のポリメラー
ゼに連結された異種ポリペプチド配列を指す。タンパク質タグとしては、Ａｖｉタグ（Ｇ
ＬＮＤＩＦＥＡＱＫＩＥＷＨＥ）（配列番号１）、カルモジュリンタグ（ＫＲＲＷＫＫＮ
ＦＩＡＶＳＡＡＮＲＦＫＫＩＳＳＳＧＡＬ）（配列番号２）、ＦＬＡＧタグ（ＤＹＫＤＤ
ＤＤＫ）（配列番号３）、ＨＡタグ（ＹＰＹＤＶＰＤＹＡ）（配列番号４）、Ｈｉｓタグ
（ＨＨＨＨＨＨ）（配列番号５）、Ｍｙｃタグ（ＥＱＫＬＩＳＥＥＤＬ）（配列番号６）
、Ｓタグ（ＫＥＴＡＡＡＫＦＥＲＱＨＭＤＳ）（配列番号７）、ＳＢＰタグ（ＭＤＥＫＴ
ＴＧＷＲＧＧＨＶＶＥＧＬＡＧＥＬＥＱＬＲＡＲＬＥＨＨＰＱＧＱＲＥＰ）（配列番号８
）、Ｓｏｆｔａｇ１（ＳＬＡＥＬＬＮＡＧＬＧＧＳ）（配列番号９）、Ｓｏｆｔａｇ３（
ＴＱＤＰＳＲＶＧ）（配列番号１７）、Ｖ５タグ（ＧＫＰＩＰＮＰＬＬＧＬＤＳＴ）（配
列番号１０）、Ｘｐｒｅｓｓタグ（ＤＬＹＤＤＤＤＫ）（配列番号１１）、Ｉｓｏｐｅｐ
ｔａｇ（ＴＤＫＤＭＴＩＴＦＴＮＫＫＤＡＥ）（配列番号１２）、ＳｐｙＴａｇ（ＡＨＩ
ＶＭＶＤＡＹＫＰＴＫ）（配列番号１３）、およびｓｔｒｅｐｔａｃｔｉｎタグ（Ｓｔｒ
ｅｐ－ｔａｇＩＩ：ＷＳＨＰＱＦＥＫ）（配列番号１４）などが挙げられるが、これらに
限定されない。
【００５０】
　使用される検出方法は、微生物中で使用される具体的な検出可能な標識によって決まり
得る。ある例示的な実施形態では、微生物は、顕微鏡、分光光度計、チューブルミノメー
ターもしくはプレートルミノメーター、Ｘ線フィルム、磁場、シンチレーター、蛍光活性
化細胞選別（ＦＡＣＳ）装置、マイクロフルイディクス装置、またはビーズベースの装置
などを用いて、選択および／またはスクリーニングされ得る。
【００５１】
　ある例示的な実施形態では、分子生物学の標準的な技術を用いて、宿主細胞中で候補タ
ンパク質配列をコードする１種類または複数種類の核酸配列を発現させる。本明細書で使
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用される標準的な組換えＤＮＡおよび分子クローニング技術は当該技術分野で周知であり
、それぞれその全体が参照により本明細書に援用される、Sambrook, J., Fritsch, E.F. 
and Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed.; Cold Spring H
arbor Laboratory: Cold Spring Harbor, N.Y., (1989) およびSilhavy, T.J., Bennan, 
M.L. and Enquist, L.W., Experiments with Gene Fusions; Cold Spring Harbor Labora
tory: Cold Spring Harbor, N.Y., (1984); およびAusubel, F.M. et al., Current Prot
ocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley-Interscience (1987) に記
載されている。別の有用な方法は、それぞれその全体が参照により本明細書に援用される
、Advanced Bacterial Genetics (Davis, Roth and Botstein, Cold Spring Harbor Labo
ratory, 1980)、Experiments with Gene Fusions (Silhavy, Berman and Enquist, Cold 
Spring Harbor Laboratory, 1984)、Experiments in Molecular Genetics (Miller, Cold
 Spring Harbor Laboratory, 1972)、Experimental Techniques in Bacterial Genetics 
(Maloy, in Jones and Bartlett, 1990)、およびA Short Course in Bacterial Genetics
 (Miller, Cold Spring Harbor Laboratory 1992) を含むマニュアルに記載されている。
【００５２】
　本明細書において、「核酸」という用語は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノ
ムＤＮＡ）およびＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ならびにヌクレオチド類似体（anal
og）を用いて作製されたＤＮＡまたはＲＮＡの類似体を含むことが意図される。核酸分子
は、一本鎖であっても二本鎖であってもよい。
【００５３】
　本明細書において、「アミノ酸」という用語には、塩基性アミノ基および酸性カルボキ
シル基の両方を含む有機化合物が含まれる。この用語には、天然アミノ酸（例えば、Ｌ－
アミノ酸）、修飾および異常アミノ酸（例えば、Ｄ－アミノ酸および　－アミノ酸）、な
らびに生物学的には遊離または結合した形態で存在することが知られているが通常タンパ
ク質中には存在しないアミノ酸が含まれる。天然タンパク質に存在するアミノ酸としては
、アラニン、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン酸、
グルタミン、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フ
ェニルアラニン、セリン、スレオニン、チロシン、トリプトファン、プロリン、およびバ
リンが挙げられる。天然非タンパク質アミノ酸としては、アルギノコハク酸、シトルリン
、システインスルフィン酸、３，４－ジヒドロキシフェニルアラニン、ホモシステイン、
ホモセリン、オルニチン、３－モノヨードチロシン、３，５－ジヨードチロシン、３，５
，５，－トリヨードサイロニン、および３，３’，５，５’－テトラヨードサイロニンが
挙げられる。修飾または異常アミノ酸としては、Ｄ－アミノ酸、ヒドロキシリジン、４－
ヒドロキシプロリン、Ｎ－Ｃｂｚ－保護アミノ酸、２，４－ジアミノ酪酸、ホモアルギニ
ン、ノルロイシン、Ｎ－メチルアミノ酪酸、ナフチルアラニン、フェニルグリシン、α－
フェニルプロリン、ｔｅｒｔ－ロイシン、４－アミノシクロヘキシルアラニン、Ｎメチル
－ノルロイシン、３，４－デヒドロプロリン、Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノグリシン、Ｎ－メ
チルアミノグリシン、４－アミノピペリジン－４－カルボン酸、６－アミノカプロン酸、
トランス－４－（アミノメチル）－シクロヘキサンカルボン酸、２－、３－、および４－
（アミノメチル）－安息香酸、１－アミノシクロペンタンカルボン酸、１－アミノシクロ
プロパンカルボン酸、および２－ベンジル－５－アミノペンタン酸が挙げられる。
【００５４】
　本明細書において、「ペプチド」という用語には、ペプチド結合によって連結された２
個以上のアミノ酸からなる化合物が含まれる。ペプチドの分子量は１０，０００ダルトン
未満、５，０００ダルトン未満、または２，５００ダルトン未満であってもよい。「ペプ
チド」という用語にはまた、偽ペプチドもしくはペプチド模倣残基または他の非アミノ酸
成分などの非ペプチド成分とペプチド成分の両方を含む化合物も含まれる。ペプチド成分
と非ペプチド成分の両方を含むそのような化合物は、「ペプチド類似体」と呼ばれること
もある。
【００５５】
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　本明細書において、「タンパク質」という用語には、線状鎖（linear chain）状に配列
され、隣接アミノ酸残基のカルボキシル基とアミノ基との間のペプチド結合によって互い
に連結されたアミノ酸からなる化合物が含まれる。
【００５６】
　微生物は、当業者に公知の方法により、遺伝子が欠失するか、または遺伝子が組み込ま
れるよう、遺伝子改変されてもよい。種々の宿主細胞の形質転換に有用なベクターおよび
プラスミドは公知であり、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社（カリフォルニア州、カールズバッド
）、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社（カリフォルニア州、ラ・ホーヤ）、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎ
ｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ社（マサチューセッツ州、ベバリー）、およびＡｄｄｇｅｎｅ社（マ
サチューセッツ州、ケンブリッジ）などの会社から市販されている。
【００５７】
　本発明のある態様は、例えば発現ベクターなどのベクターに関する。本明細書において
、「ベクター」という用語は、それに連結された別の核酸を輸送可能な核酸配列を指す。
ベクターの一種が「プラスミド」であり、これは、付加的なＤＮＡ断片を連結可能な環状
二本鎖ＤＮＡループを指す。別の種類のベクターが、ウイルスゲノム中に付加的なＤＮＡ
断片を連結可能なウイルスベクターである。例えば、限定されるものではないが、本発明
のベクターは、例えば、これらに限定されないが、ＢＡＣ（バクテリア人工染色体）、フ
ォスミド、コスミド、プラスミド、自殺プラスミド（suicide plasmid）、シャトルベク
ター、Ｐ１ベクター、エピソーム、ＹＡＣ（酵母人工染色体）、バクテリオファージもし
くはウイルスゲノム、または任意の他の適切なベクターを含む、シングルコピーまたはマ
ルチコピーのベクターであってもよい。宿主細胞は、ベクターが複製可能な原核細胞およ
び真核細胞を含む、任意の細胞であってもよい。
【００５８】
　特定のベクターは、それらが導入される宿主細胞中で自律的に複製可能である（例えば
、細菌複製開始点を有する細菌ベクターおよびエピソーム哺乳動物ベクター）。その他の
ベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター）は、宿主細胞中に導入されると宿主
細胞のゲノム中に組み込まれ、それにより、宿主ゲノムと共に複製される。さらに、特定
のベクターは、それらが作働可能なように連結された（operatively linked）遺伝子の発
現を誘導することが可能である。そのようなベクターは、本明細書において「発現ベクタ
ー」と呼ばれる。一般的に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、多くの場
合プラスミドの形態である。本明細書中、「プラスミド」および「ベクター」は、交換可
能に使用され得る。しかし、本発明には、ウイルスベクター（例えば、複製欠損レトロウ
イルス、アデノウイルス、およびアデノ随伴ウイルス）などの同等の機能を果たす他の形
態の発現ベクターが含まれることが意図される。
【００５９】
　ある例示的な実施形態では、例えばフォスミドなどの細菌発現ベクターを用いて細菌細
胞中で本明細書に記載の外来性核酸を発現させる。フォスミドとは、細菌のＦ－プラスミ
ドに基づくクローニングベクターである。宿主細菌は通常、１個のフォスミド分子だけを
含むが、より多くのコピー数を得ることができるよう、誘導可能な高コピーｏｒｉが含ま
れていてもよい（例えば、ｐＣＣ１ＦＯＳ（商標）、ｐＣＣ２ＦＯＳ（商標））。フォス
ミドライブラリーは、複雑なゲノムから安定なライブラリーを構築するために特に有用で
ある。フォスミドおよびフォスミドライブラリー作成キットが市販されている（ＥＰＩＣ
ＥＮＴＲＥ（登録商標）　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、ウィスコンシン州、マデ
ィソン）。原核細胞および真核細胞の両方のためのその他の適切な発現系については、Sa
mbrook, J., Fritsh, E. F., and Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press
, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989の第１６章および第１７章を参照されたい。
【００６０】
　ある例示的な実施形態では、組換え発現ベクターは、宿主細胞中での核酸配列の発現に
適した形態の核酸配列を含む。このことは、組換え発現ベクターが、発現に使用される宿
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主細胞に基づいて選択される、発現される核酸配列に作働可能なように連結された１種類
または複数種類の制御配列を含むことを意味する。組換え発現ベクター内で「作働可能な
ように連結された」とは、本明細書に記載の複数のリボ核酸配列をコードする外来核酸配
列が、核酸配列の発現が可能となるような様式で制御配列に連結されていることを意味す
ることが意図される。「制御配列」という用語には、プロモーター、エンハンサー、およ
びその他の発現調節エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）が含まれることが意
図される。そのような制御配列は、例えば、Goeddel; Gene Expression Technology: Met
hods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) に記載されてい
る。当業者には、発現ベクターの設計が、形質転換される宿主細胞の選択、および所望の
タンパク質の発現レベルなどの要因に依存し得ることが理解されよう。
【００６１】
　本発明の別の態様は、本発明の組換え発現ベクターが導入された宿主細胞に関する。「
宿主細胞」および「組換え宿主細胞」という用語は、本明細書中で交換可能に使用される
。このような用語は、特定の対象細胞だけでなく、そのような細胞の子孫または潜在的な
子孫も指すと理解される。変異または環境的影響のため、後の世代において一定の改変が
生じ得るので、そのような子孫は事実上、親細胞と同一でないこともあるが、本明細書で
使用される用語の範囲内に含まれる。
【００６２】
　本開示に係る細胞としては、本明細書に記載されているように外来核酸（foreign nucl
eic acid）を導入および発現することが可能な、任意の細胞が挙げられる。本明細書に記
載されている本開示の基本的概念は、細胞の種類によって限定されないと理解されるべき
である。本開示に係る細胞としては、真核細胞、原核細胞、動物細胞、植物細胞、昆虫細
胞、真菌細胞、古細菌細胞、真正細菌細胞、ビリオン、ビロソーム、ウイルス様粒子、寄
生微生物、および感染性タンパク質などが挙げられる。細胞には、真核細胞、例えば、酵
母細胞、植物細胞、および動物細胞が挙げられる。具体的な細胞としては、細菌細胞が挙
げられる。その他の適切な細胞は当業者に公知である。
【００６３】
　外来核酸（すなわち、細胞の天然核酸組成物の一部でないもの）は、当業者に公知の任
意の導入方法を用いて細胞に導入されてもよい。そのような方法としては、遺伝子導入法
、形質導入法、感染（例えば、ウイルス形質導入法）、インジェクション法、マイクロイ
ンジェクション法、遺伝子銃法、ヌクレオフェクション法、ナノ粒子銃法（nanoparticle
 bombardment）、形質転換法、接合法（conjugation）、核酸を含むゲル、オイル、もし
くはクリームの適用、エレクトロポレーション法、脂質系トランスフェクション試薬の使
用、または任意の他の適切なトランスフェクション法が挙げられる。当業者は、容易に特
定可能な文献資料を用いてそのような方法を容易に理解し、適用するであろう。
【００６４】
　本明細書において、「形質転換」および「トランスフェクション」という用語は、宿主
細胞に外来核酸を導入するための、当該技術分野で知られている種々の技術、例えばリン
酸カルシウムもしくは塩化カルシウムとの共沈、ＤＥＡＥ－デキストランによるトランス
フェクション、リポフェクション（例えば、市販の試薬、例えばＬＩＰＯＦＥＣＴＩＮ（
登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、カリフォルニア州、サンディエゴ）、ＬＩＰＯＦ
ＥＣＴＡＭＩＮＥ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）、ＦＵＧＥＮＥ（登録商標）
（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ社、スイス、バーゼル）、ＪＥＴＰＥＩ
（商標）（Ｐｏｌｙｐｌｕｓ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ社、ニューヨーク州、ニューヨ
ーク）、ＥＦＦＥＣＴＥＮＥ（登録商標）（Ｑｉａｇｅｎ社、カリフォルニア州、バレン
シア）、ＤＲＥＡＭＦＥＣＴ（商標）（ＯＺ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社、フランス）な
どを使用）、またはエレクトロポレーション（例えば、インビボ　エレクトロポレーショ
ン）を指すことが意図される。宿主細胞を形質転換またはトランスフェクションするため
の適切な方法は、Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, e
d., Cold Spring harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spr
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ing Harbor, N.Y., 1989)、および他の実験マニュアルに見出すことができる。
【００６５】
　通常は、ベクターまたはプラスミドには、関連する１種類または複数種類の遺伝子と、
選択マーカーと、自律的複製または染色体組込みを可能にする配列との転写および翻訳を
誘導する配列が含まれる。適切なベクターには、転写開始調節領域を有する遺伝子である
５′側の領域、および転写終結を調節するＤＮＡ断片である３′側の領域が含まれる。こ
れらの調節領域はいずれも、形質転換された宿主細胞に相同な遺伝子に由来し得るが、そ
のような調節領域は産生宿主として選択された種には自然に存在しない遺伝子に由来して
いてもよいと理解されるべきである。
【００６６】
　所望の宿主細胞において関連経路コード領域の発現をドライブするのに有用な開始調節
領域またはプロモーターは多数存在し、当業者によく知られている。これらの遺伝要素を
ドライブすることが可能な実質的に全てのプロモーターが本発明に適している。そのよう
なプロモーターとしては、ｌａｃ、ａｒａ、ｔｅｔ、ｔｒｐ、ＩＰＬ、ＩＰＲ、Ｔ７、ｔ
ａｃ、およびｔｒｃ（大腸菌および緑膿菌における発現に有用）；枯草菌（Bacillus sub
tilis）およびバチルス・リケニフォルミス（Bacillus licheniformis）における発現に
有用なａｍｙ、ａｐｒ、ｎｐｒプロモーターおよび種々のファージプロモーター；ｎｉｓ
Ａ（グラム陽性細菌における発現に有用、Eichenbaum et al. Appl. Environ. Microbiol
. 64(8):2763-2769 (1998)）；および合成Ｐ１１プロモーター（ラクトバチルス・プラン
タルム（Lactobacillus plantarum）における発現に有用、Rud et al., Microbiology 15
2:1011-1019 (2006)）が挙げられるが、これらに限定されない。終結調節領域も、好まし
い宿主に天然に存在する種々の遺伝子に由来し得る。
【００６７】
　特定のベクターは、幅広い宿主細菌中で複製することが可能であり、接合により導入さ
れ得る。ｐＲＫ４０４および３つの関連ベクターであるｐＲＫ４３７、ｐＲＫ４４２、お
よびｐＲＫ４４２（Ｈ）の注釈付き（annotated）の全配列が利用可能である。これらの
誘導体は、グラム陰性細菌における遺伝子操作のための有用なツールであることが証明さ
れている（Scott et al., Plasmid 50(1):74-79 (2003)）。広宿主域Ｉｎｃ　Ｐ４プラス
ミドＲＳＦ１０１０の複数のプラスミド誘導体も、幅広いグラム陰性細菌において機能し
得るプロモーターと共に使用可能である。プラスミドであるｐＡＹＣ３６およびｐＡＹＣ
３７は、マルチクローニングサイトと共に活性プロモーターを有し、グラム陰性細菌にお
ける異種遺伝子発現を可能にする。
【００６８】
　染色体遺伝子置換ツールも広く利用可能である。例えば、広宿主域レプリコンｐＷＶ１
０１の熱感受変異体を改変して、幅広いグラム陽性細菌において遺伝子置換を行うために
用いることができる、プラスミドｐＶＥ６００２が構築されている（Maguin et al., J. 
Bacteriol. 174(17):5633-5638 (1992)）。さらに、ＥＰＩＣＥＮＴＲＥ（登録商標）社
（マディソン、ウィスコンシン州）などの商業的製造業者由来の、種々のゲノムにおいて
ランダム変異を作成するためのインビトロトランスポソームが利用可能である。
【００６９】
　大腸菌の形質転換に有用なベクターは一般的であり、市販されている。例えば、所望の
遺伝子が、種々のソースから単離され、改変ｐＵＣ１９ベクターにクローニングされ、大
腸菌宿主細胞に形質転換され得る。あるいは、所望の生合成経路をコードする遺伝子が、
複数のオペロンに分割され、発現ベクターにクローニングされ、種々の大腸菌株に形質転
換され得る。
【００７０】
　ラクトバチルス（Lactobacillus）属はラクトバチルス目（Lactobacillales）の科に属
し、枯草菌およびストレプトコッカス（Streptococcus）の形質転換に使用される多くの
プラスミドおよびベクターがラクトバチルス属に用いられ得る。適切なベクターの非限定
的な例としては、ｐＡＭ　１およびその誘導体（Renault et al., Gene 183:175-182 (19
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96)；およびO'Sullivan et al., Gene 137:227-231 (1993)）；ｐＭＢＢ１、およびｐＭ
ＢＢ１の誘導体であるｐＨＷ８００（Wyckoff et al. Appl. Environ. Microbiol. 62:14
81-1486 (1996)）；接合性プラスミドｐＭＧ１（Tanimoto et al., J. Bacteriol. 184:5
800-5804 (2002)）；ｐＮＺ９５２０（Kleerebezem et al., Appl. Environ. Microbiol.
 63:4581-4584 (1997)）；ｐＡＭ４０１（Fujimoto et al., Appl. Environ. Microbiol.
 67:1262-1267 (2001)）；およびｐＡＴ３９２（Arthur et al., Antimicrob. Agents Ch
emother. 38:1899-1903 (1994)）が挙げられる。ラクトバチルス・プランタルムに由来す
る複数のプラスミドも報告されており（van Kranenburg R, Golic N, Bongers R, Leer R
 J, de Vos W M, Siezen R J, Kleerebezem M. Appl. Environ. Microbiol. 2005 March;
 71(3): 1223-1230）、これらは形質転換に使用され得る。
【００７１】
　開始調節領域またはプロモーターは、所望のラクトバチルス宿主細胞における関連経路
コード領域の発現をドライブするのに有用であり、ラクトバチルスまたは他の乳酸菌、あ
るいは他のグラム陽性生物から得ることができる。非限定的な例としては、ラクトコッカ
ス（Lactococcus）に由来するｎｉｓＡプロモーターが挙げられる。終結調節領域もまた
、好ましい宿主または関連する細菌に天然に存在する種々の遺伝子に由来し得る。
【００７２】
　所望の生合成または他の所望の経路のための種々の遺伝子は、上記のような任意の適切
なベクター中にアセンブルされてもよい。ラクトバチルス・プランタルムまたはラクトバ
チルス・アリゾネンシス（Lactobacillus arizonensis）などの宿主株のゲノム配列から
推定されるコドンインデックスに基づいて、コドンを発現に最適化することができる。プ
ラスミドは、以下の参照文献のCruz-Rodz et al. (Molecular Genetics and Genomics 22
4:1252-154 (1990)), Bringel and Hubert (Appl. Microbiol. Biotechnol. 33: 664-670
 (1990))、およびTeresa Alegre, Rodriguez and Mesas (FEMS Microbiology Letters 24
1:73-77 (2004)) のいずれかに記載されているように、エレクトロポレーションなどの当
該技術分野で公知の方法を用いて、宿主細胞に導入してもよい。接合によりプラスミドを
ラクトバチルス・プランタルムに導入することもできる（Shrago, Chassy and Dobrogosz
 Appl. Environ. Micro. 52: 574-576 (1986)）。組込みベクターを用いて、所望の生合
成経路遺伝子をラクトバチルスの染色体中に組み込むこともできる（Hols et al. Appl. 
Environ. Micro. 60:1401-1403 (1990); Jang et al. Micro. Lett. 24:191-195 (2003)
）。
【００７３】
　宿主細胞となり得、本明細書に記載されているように組換え微生物を産生するよう遺伝
子改変され得る微生物としては、グラム陽性細菌、グラム陰性細菌、および抗酸菌などが
挙げられるが、これらに限定されない。
【００７４】
　本明細書において、グラム陽性細菌としては、アクチノマヅラ（Actinomedurae）、ア
クチノマイセス・イスラエリ（Actinomyces israelii）、バチルス・アンシラシス（Baci
llus anthracis）、バチルス・セレウス（Bacillus cereus）、クロストリジウム・ボツ
リヌム（Clostridium botulinum）、クロストリジウム・ディフィシル（Clostridium dif
ficile）、クロストリジウム・パーフリンゲンス（Clostridium perfringens）、クロス
トリジウム・テタニ（Clostridium tetani）、コリネバクテリウム（Corynebacterium）
、エンテロコッカス・フェカーリス（Enterococcus faecalis）、リステリア・モノサイ
トゲネス（Listeria monocytogenes）、ノカルディア（Nocardia）、プロピオニバクテリ
ウム・アクネス（Propionibacterium acnes）、スタフィロコッカス・アウレウス（Staph
ylococcus aureus）、スタフィロコッカス・エピデルミディス（Staphylococcus epiderm
）、ストレプトコッカス・ミュータンス（Streptococcus mutans）、及びストレプトコッ
カス・ニューモニアエ（Streptococcus pneumoniae）などが挙げられるが、これらに限定
されない。
【００７５】
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　本明細書において、グラム陰性細菌としては、アフピア・フェリス（Afipia felis）、
バクテロイデス（Bacteriodes）、バルトネラ・バシリホルミス（Bartonella bacillifor
mis）、ボルデテラ・パーツシス（Bortadella pertussis）、ボレリア・ブルグドルフェ
リ（Borrelia burgdorferi）、ボレリア‐レカレンチス（Borrelia recurrentis）、ブル
セラ（Brucella）、肉芽腫カリマトバクテリウム（Calymmatobacterium granulomatis）
、カンピロバクター（Campylobacter）、大腸菌（Escherichia coli）、フランシセラ・
ツラレンシス（Francisella tularensis）、ガードネレラ・バギナリス（Gardnerella va
ginalis）、ヘモフィラス・エジプティウス（Haemophilius aegyptius）、ヘモフィラス
・デュクレイー（Haemophilius ducreyi）、ヘモフィラス・インフルエンザエ（Haemophi
lius influenziae）、ヘリコバクター・ピロリ（Heliobacter pylori）、レジオネラ・ニ
ューモフィラ（Legionella pneumophila）、レプトスピラ・インターロガンス（Leptospi
ra interrogans）、ナイセリア・メニンジティディス（Neisseria meningitidia）、ポル
フィロモナス・ジンジバリス（Porphyromonas gingivalis）、プロビデンシア・スチュア
ーティイ（Providencia sturti）、シュードモナス・エルジノーサ（Pseudomonas aerugi
nosa）、サルモネラ・エンテリティディス（Salmonella enteridis）、サルモネラ・ティ
フィ（Salmonella typhi）、セラチア・マルセッセンス（Serratia marcescens）、シゲ
ラ・ボイディイ（Shigella boydii）、ストレプトバチルス・モニリフォルミス（Strepto
bacillus moniliformis）、ストレプトコッカス・ピオゲネス（Streptococcus pyogenes
）、トレポネーマ・パリダム（Treponema pallidum）、ビブリオ・コレラエ（Vibrio cho
lerae）、エルシニア・エンテロコリティカ（Yersinia enterocolitica）、およびエルシ
ニア・ペスティス（Yersinia pestis）などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００７６】
　本明細書において、抗酸菌としては、マイコバクテリウム・アビウム（Myobacterium a
vium）、マイコバクテリウム・レプラエ（Myobacterium leprae）、およびマイコバクテ
リウム・ツベルクローシス（Myobacterium tuberculosis）などが挙げられるが、これら
に限定されない。
【００７７】
　本明細書において、他の３つのカテゴリーに入らないその他の細菌としては、バルトネ
ラ・ヘンセラエ（Bartonella henseiae）、クラミジア・シタッシ（Chlamydia psittaci
）、クラミジア・トラコマチス（Chlamydia trachomatis）、コクシエラ・バーネッティ
イ（Coxiella burnetii）、マイコプラズマ・ニューモニアエ（Mycoplasma pneumoniae）
、リケッチア・アカリ（Rickettsia akari）、リケッチア・ロワゼキイ（Rickettsia pro
wazekii）、リケッチア・リケッチイ（Rickettsia rickettsii）、リケッチア・ツツガム
シ（Rickettsia tsutsugamushi）、リケッチア・ティフィー（Rickettsia typhi）、ウレ
アプラズマ・ウレアリティカム（Ureaplasma urealyticum）、ディプロコッカス・ニュー
モニエ（Diplococcus pneumoniae）、エールリキア・シャフィンシス（Ehrlichia chafen
sis）、エンテロコッカス・フェシウム（Enterococcus faecium）、および髄膜炎菌（Men
ingococci）などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００７８】
　ある態様では、宿主細胞となり得、本明細書に記載されているように組換え微生物を産
生するよう遺伝子改変され得る微生物としては、クロストリジウム属（Clostridium）、
エシェリキア属（Escherichia）、ロドコッカス属（Rhodococcus）、シュードモナス属（
Pseudomonas）、バチルス属（Bacillus）、ラクトバチルス属（Lactobacillus）、サッカ
ロミセス属（Saccharomyces）、およびエンテロコッカス属（Enterococcus）が挙げられ
るが、これらに限定されない。特に適した微生物としては、大腸菌（Escherichia coli）
、枯草菌（Bacillus subtilis）、および出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）が挙げ
られる。
【００７９】
　本発明のある態様では、ファージおよびその遺伝子材料が提供される。本明細書におい
て、「ファージ」および「バクテリオファージ」という用語は、交換可能に使用される。



(20) JP 2017-506080 A 2017.3.2

10

20

30

40

50

ファージは、それらの遺伝子構成および／またはそれらのビリオン形態に基づいて互いに
区別することができる。コルチコウイルス科、リポスリクスウイルス科、プラズマウイル
ス科、ミロウイルス科、シホウイルス科、スルホロブス・シバタエ（sulfolobus shibate
）、ポドウイルス科、テクティウイルス科、およびフセロウイルス科のファージを含む一
部のファージは、二本鎖ＤＮＡゲノムを有する。ミクロウイルス科およびイノウイルス科
のファージを含む他のファージは、一本鎖ＤＮＡゲノムを有する。レビウイルス科および
シストウイルス科のファージを含む他のファージはＲＮＡゲノムを有する。例示的なバク
テリオファージとしては、Ｗｐｈｉ、Ｍｕ、Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７
、Ｐ１、Ｐ２、Ｐ４、Ｐ２２、ｆｄ、ｐｈｉ６、ｐｈｉ２９、ｐｈｉＣ３１、ｐｈｉ８０
、ｐｈｉＸ１７４、ＳＰ０１、Ｍ１３、ＭＳ２、ＰＭ２、ＳＳＶ－１、Ｌ５、ＰＲＤ１、
Ｑベータ、ラムダ、ＵＣ－１、ＨＫ９７、およびＨＫ０２２などが挙げられるが、これら
に限定されない。
【００８０】
　ある例示的な実施形態では、本明細書に記載の１種類または複数種類のアロステリック
タンパク質をコードする核酸が結合したマイクロアレイが提供される。本明細書において
、「マイクロアレイ」とは、ある実施形態では、固定されたハイブリダイゼーションプロ
ーブを各々が含む空間的に規定された一連の非重複の領域または部位が存在する実質的に
平面状の表面を有する、固相支持体を含む多重アッセイ製品の一種を指す。「実質的に平
面状」とは、表面上のプローブ部位などの目的の特徴または物体が、表面の上または下に
広がる体積を占有してもよく、且つ、その寸法が表面の寸法に比べて小さいことを意味す
る。例えば、光ファイバー束の面上に配置されたビーズは、プローブ部位の実質的に平面
状の表面を形成する。あるいは、多孔性の平面状基体上に配置されたか、または多孔性の
平面状基体上で合成されたオリゴヌクレオチドは、実質的に平面状の表面を形成する。空
間的に規定された部位はさらに、その位置、およびその位置での固定化プローブのアイデ
ンティティーが既知であるかまたは決定可能である点で、「アドレス可能（addressable
）」であり得る。マイクロアレイ上に固定化されたプローブとしては、アッセイ反応中で
またはアッセイ反応により産生されるオリゴヌクレオチドバーコードなどの核酸が挙げら
れる。一般的には、マイクロアレイ上のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは一
本鎖であり、通常は５′末端または３′末端により、固相支持体に共有結合している。マ
イクロアレイ中の核酸を含む非重複領域の密度は通常、１ｃｍ２あたり１００毎超、より
好ましくは１ｃｍ２あたり１０００超である。核酸プローブに関連するマイクロアレイ技
術は、以下の例示的な参照文献：Schena, Editor, Microarrays: A Practical Approach 
(IRL Press, Oxford, 2000); Southern, Current Opin. Chem. Biol., 2: 404-410 (1998
); Nature Genetics Supplement, 21:1-60 (1999)；およびFodor et al.、米国特許第５
，４２４，１８６号；同第５，４４５，９３４号；および同第５，７４４，３０５号に概
説されている。マイクロアレイには、平面状表面上もしくはウェル中、またはビーズを隔
てるのに用いられ得るその他の物理的立体構造中に配置されているかまたは単独の、マイ
クロビーズまたはその他の微粒子のアレイが含まれ得る。そのようなマイクロアレイは、
以下の例示的な参照文献：Brenner et al. (2000) Nat. Biotechnol. 18:630；Tulley et
 al.、米国特許第６，１３３，０４３；Stuelpnagel et al.、米国特許第６，３９６，９
９５；Chee et al.、および米国特許第６，５４４，７３２号などに開示されているよう
に、種々の方法で形成され得る。あるフォーマットでは、表面にオリゴヌクレオチドが結
合したマイクロビーズをランダムに配置することによりマイクロアレイが形成され、続い
て、例えばGunderson et al.、米国特許出願公開第２００３／００９６２３９号に開示さ
れているように、解読手順（decoding procedure）により、どのマイクロビーズがどのオ
リゴヌクレオチドを有しているかが決定される。
【００８１】
　「マイクロアレイ」または「アレイ」はまた、支持体マトリックス上に分布する核酸分
子の異種プールを指すことがある。核酸は、支持体に共有結合的または非共有結合的に結
合し得る。好ましくは、核酸分子は、アレイの個別の特徴の同定を可能とするような十分
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な距離を互いに置いて配置される。アレイ上の核酸は非重複であってもよく、部分的に重
複していてもよい。核酸プールを支持媒体に転写する（transfer）方法は、米国特許第６
，４３２，３６０号に記載されている。本明細書に記載の方法に有用なビーズに基づく方
法は、国際出願ＰＣＴ／ＵＳ０５／０４３７３号に開示されている。
【００８２】
　「増幅」には、プライムド酵素合成（primed enzymatic synthesis）の反復によるアレ
イの核酸分子またはビーズに結合した核酸分子のコピーの産生が含まれる。「ｉｎ　ｓｉ
ｔｕ」増幅は、増幅が、溶液中ではなく支持体またはビーズ上に配置された鋳型核酸分子
を用いて起こることを意味した。ｉｎ　ｓｉｔｕ増幅方法は、米国特許第６，４３２，３
６０号に記載されている。
【００８３】
　「支持体」とは、その上に核酸アレイの核酸分子が配置されるマトリックスを指し得る
。支持体は固体、半固体、またはゲルであってもよい。「半固体」とは、固体成分および
液体の両方を含む圧縮性マトリックスを指し、液体が、固体マトリックス要素間の細孔、
空間、またはその他の隙間を占有している。半固体支持体は、ポリアクリルアミド、セル
ロース、ポリアミド（ナイロン）、ならびに架橋されたアガロース、デキストラン、およ
びポリエチレングリコールから選択することができる。
【００８４】
　「ランダムにパターン化された」または「ランダムな」とは、支持体上での核酸分子の
不規則な非デカルト分布（言い換えると、格子のｘ軸またはｙ軸に沿った所定の点、また
は放射状パターンの中心からの明確な「クロックポジション」、角度、もしくは半径では
配置されていない）を指し、これは、意図的な設計（またはそのような設計を実現し得る
プログラム）または個別の核酸特徴の配置によっても達成されない。そのような「ランダ
ムにパターン化された」または「ランダムな」核酸のアレイは、核酸分子のプールを含む
溶液、エマルション、エアロゾル、蒸気、または乾燥調製物を、支持体上に滴下、噴霧、
プレーティング、または塗布して、支持体上の特定の位置へと核酸分子を導くような介入
をせずに、支持体上に核酸分子を定着させることにより達成され得る。本発明のアレイは
ランダムにパターン化されてもよいか、またはランダムであってよい。
【００８５】
　本明細書において、「結合する」という用語は、共有結合性相互作用および非共有結合
性相互作用の両方を指す。共有結合性相互作用には、一対の電子の共有（すなわち、単結
合）、２対の電子の共有（すなわち、二重結合）、または３対の電子の共有（すなわち、
三重結合）によって形成される２個の原子またはラジカル間の化学結合（chemical linka
ge）である。共有結合性相互作用は、当該技術分野で電子対相互作用または電子対結合と
しても知られる。非共有結合性相互作用としては、限定されるものではないが、ファンデ
ルワールス相互作用、水素結合、弱い化学結合（すなわち、短距離非共有力による）、疎
水性相互作用、およびイオン結合などが挙げられる。非共有結合性相互作用の概説は、Al
berts et al., in Molecular Biology of the Cell, 3d edition, Garland Publishing, 
1994に見出すことができる。
【００８６】
　本発明のある態様では、アロステリックタンパク質をコードするために、１種類または
複数種類の核酸配列を「ステッチ（stitching）」するための方法および組成物が提供さ
れる。本明細書において「ステッチ」という用語は、例えばバーコードクロスオーバーＰ
ＣＲなどの増幅反応または伸長反応による、複数の核酸配列の連結を指す。
【００８７】
　ある態様では、核酸配列を増幅する方法が提供される。核酸を増幅する一般的な方法と
しては、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（例えば、Mullis et al. (1986) Cold Spring
 Harb. Symp. Quant. Biol. 51 Pt 1:263およびCleary et al. (2004) Nature Methods 1
:241；および米国特許第４，６８３，１９５号および同第４，６８３，２０２号参照）、
アンカーＰＣＲ、ＲＡＣＥ　ＰＣＲ、ライゲーション連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、Land
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egran et al. (1988) Science 241:1077-1080；および Nakazawa et al. (1994) Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A. 91:360-364参照）、自家持続配列複製法（Guatelli et al. (19
90) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:1874）、転写増幅システム（Kwoh et al. (1989
) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:1173）、Ｑ－Ｂｅｔａ　Ｒｅｐｌｉｃａｓｅ（Liz
ardi et al. (1988) BioTechnology 6:1197）、反復ＰＣＲ（recursive PCR）（Jaffe et
 al. (2000) J. Biol. Chem. 275:2619; およびWilliams et al. (2002) J. Biol. Chem.
 277:7790）、米国特許第６，３９１，５４４号、同第６，３６５，３７５号、同第６，
２９４，３２３号、同第６，２６１，７９７号、同第６，１２４，０９０号、および同第
５，６１２，１９９号に記載の増幅方法、等温増幅法（例えば、ローリングサークル増幅
法（ＲＣＡ）、超分岐ローリングサークル増幅法（ＨＲＣＡ）、鎖置換増幅法（ＳＤＡ）
、ヘリカーゼ依存性増幅法（ＨＤＡ）、ＰＷＧＡ）、または当業者に周知の技術を用いた
任意の他の核酸増幅方法が挙げられる。ポリメラーゼおよび／またはリガーゼ連鎖反応。
サーマルサイクリング（ＰＣＲ）または等温（例えば、ＲＣＡ、ｈＲＣＡ、ＳＤＡ、ＨＤ
Ａ、ＰＷＧＡ（ワールドワイドウェブサイト：biohelix.com/technology.asp））。
【００８８】
　ＰＣＲとは、ＤＮＡの相補鎖の同時プライマー伸長による特異的ＤＮＡ配列のインビト
ロ増幅のための反応を指す。言い換えると、ＰＣＲには、プライマー結合部位に挟まれた
標的核酸の複数のコピーまたは複製物を作成するための反応である。このような反応には
、（ｉ）標的核酸を変性するステップ、（ｉｉ）プライマー結合部位へプライマーをアニ
ーリングするステップ、および（ｉｉｉ）ヌクレオシド三リン酸の存在下で核酸ポリメラ
ーゼによりプライマーを伸長するステップを、１回または複数回、反復することが含まれ
る。通常、反応は、サーマルサイクラー装置を用いて、各ステップについて最適化された
異なる温度でサイクルされる。特定の温度、各ステップの継続時間、およびステップ間の
変化速度は、例えば、参照文献McPherson et al., editors, PCR: A Practical Approach
 およびPCR2: A Practical Approach（IRL Press、Oxford、それぞれ１９９１年および１
９９５年）に例示されている、当業者に周知の多くの要因に依存する。例えば、Ｔａｑ　
ＤＮＡポリメラーゼを用いた通常のＰＣＲでは、二本鎖標的核酸を９０℃を超える温度で
変性させ、５０℃～７５℃の温度でプライマーをアニーリングさせ、７２℃～７８℃の温
度でプライマーを伸長させてもよい。
【００８９】
　「ＰＣＲ」という用語には、ＲＴ－ＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ、ネステッドＰＣＲ、
定量的ＰＣＲ、およびマルチプレックスＰＣＲなどを含む、反応の派生的形態が含まれる
が、これらに限定されない。反応体積は、数百ナノリットル、例えば２００ｎＬ、から数
百マイクロリットル、例えば２００マイクロリットル、である。「逆転写ＰＣＲ」または
「ＲＴ－ＰＣＲ」とは、例えばＴｅｃｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，１６８，０
３８号のように、標的ＲＮＡを相補的一本鎖ＤＮＡに変換する逆転写反応が先に行われ、
続いてこれが増幅されるＰＣＲを意味する。「リアルタイムＰＣＲ」とは、反応を進行さ
せながら反応産物、すなわち増幅産物の量をモニタリングするＰＣＲを意味する。反応産
物のモニタリングに使用される検出化学が主に異なる多くの形態のリアルタイムＰＣＲが
ある。例えば、Gelfand et al.、米国特許第５，２１０，０１５号（「Ｔａｑｍａｎ」）
；Wittwer et al.、米国特許第６，１７４，６７０号および同第６，５６９，６２７号（
インターカレーティング色素）；Tyagi et al.、米国特許第５，９２５，５１７号（分子
ビーコン）。リアルタイムＰＣＲのための検出化学は、Mackay et al., Nucleic Acids R
esearch, 30:1292-1305 (2002)に概説されている。「ネステッドＰＣＲ」とは、第１のＰ
ＣＲの増幅産物が新たなプライマーのセットを用いる第２のＰＣＲのための試料になる、
２段階ＰＣＲを意味し、このプライマーの少なくとも１つは、第１の増幅産物の内側の位
置に結合する。本明細書において、ネステッド増幅反応に関する「初期プライマー（init
ial primer）」とは、第１の増幅産物を生成するために使用されるプライマーを意味し、
「二次プライマー（secondary primer）」とは、第２の増幅産物、すなわちネステッド増
幅産物を生成するために使用される１種類または複数種類のプライマーを意味する。「マ



(23) JP 2017-506080 A 2017.3.2

10

20

30

40

50

ルチプレックスＰＣＲ」とは、例えば、Bernard et al. (1999) Anal. Biochem., 273:22
1-228（二色リアルタイムＰＣＲ）のように、同じ反応混合物中で複数の標的配列（また
は、単一の標的配列と１もしくは複数の参照配列）で同時に行われるＰＣＲを意味する。
通常、増幅される配列ごとに別個のプライマーセットが使用される。「定量的ＰＣＲ」と
は、試料または検体中の１種類または複数種類の特定の標的配列の存在量を測定するため
に設計されたＰＣＲを意味する。定量的ＰＣＲには、そのような標的配列の絶対的定量化
および相対的定量化の両方が含まれる。定量的ＰＣＲのための技術は、以下の参照文献：
Freeman et al., Biotechniques, 26:112-126 (1999); Becker-Andre et al., Nucleic A
cids Research, 17:9437-9447 (1989); Zimmerman et al., Biotechniques, 21:268-279 
(1996); Diviacco et al., Gene, 122:3013-3020 (1992)、およびBecker-Andre et al., 
Nucleic Acids Research, 17:9437-9446 (1989) などに例示されているように、当業者に
周知である。
【００９０】
　記載した本発明の実施形態は、単に本発明の原理の応用例の一例の説明であると理解さ
れるべきである。本明細書に記載の教示に基づいて、本発明の趣旨および範囲から逸脱す
ることなく、当業者によって多くの変更が可能である。本願中で参照される全ての参照文
献、特許、および公開特許出願の内容の全体は、あらゆる目的のために、参照により本明
細書に取り込まれる。
【００９１】
　以下の実施例は、本発明の代表例として記載するものである。本開示、図面、および添
付の特許請求の範囲を考慮して、これらの実施形態および他の同等の実施形態が明らかと
なるので、これらの実施例は本開示の範囲を限定するものと解釈されるべきではない。
【実施例】
【００９２】
実施例Ｉ
計算的タンパク質設計
　本発明のある実施形態では、構造に基づくタンパク質設計を最先端のソフトウェア（例
えば、Ｒｏｓｅｔｔａソフトウェア）と組み合わせて、小分子－タンパク質間相互作用を
設計する。小分子が標的となるようにアロステリックタンパク質の結合ポケットを設計す
る。小分子に結合でき得る、インシリコでフィルタリングされた数千のタンパク質設計が
作製される。
【００９３】
実施例ＩＩ
チップに基づくＤＮＡ合成および設計のアセンブリー
　ある実施形態では、基体上（例えば、ＤＮＡチップ上）に固定されたＤＮＡにより、実
施例Ｉで設計されたアロステリックタンパク質がコードされる。ある態様では、複数の小
分子標的（例えば、小分子結合タンパク質、例えば、アロステリックタンパク質）が単一
チップ上でコードされる。所与のアロステリックタンパク質について、そのタンパク質を
コードする対応するＤＮＡ配列が選択的に増幅および精製される。ある態様では、チップ
上の各ＤＮＡ配列は約１００塩基長である。増幅されたＤＮＡ配列をステッチして、アロ
ステリックタンパク質をコードする配列へとアセンブルする。複数のアロステリックタン
パク質をコードする全長設計ライブラリーを構築するために、階層的アセンブリー（hier
archical assembly）技術が開発された。あらゆる目的のために全体を参照により本明細
書に援用する、２００９年７月３１日に提出された米国特許出願第１２／５３３，１４１
号に、階層的アセンブリーの方法が記載されている。
【００９４】
アセンブリー
　多重アセンブリー戦略（multiplexed assembly strategy）を用いて、計算的結合予測
またはその他の方法から生じた設計をアセンブルする。マイクロチップ上へのプリント、
標準的キャピラリー合成などにより作製されたオリゴから、野生型配列から、または以前
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ｓ型制限エンドヌクレアーゼにより、除去される。リガーゼまたは他の手段を用いた多重
反応中で、断片を部分遺伝子断片または全長遺伝子へとアセンブルする。例えばオーバー
ラップＰＣＲ、ライゲーション、または当業者に公知のその他の適切な方法を用いて、部
分遺伝子断片を全長設計およびその組合せへと多重的にアセンブルする。例えば多重反応
中でのライゲーション、ギブソンアセンブリー、または当業者に公知のその他の適切な方
法により、全長遺伝子を発現プラスミドに挿入する。発現プラスミドライブラリーを、高
クローニング効率を可能とする株に形質転換するか、センサータンパク質の結合部位およ
び／または活性化部位に対してコンピテントな株に直接的に形質転換する。セレクション
、スクリーニング、またはその組合せを用いて、機能的センサータンパク質を同定する。
【００９５】
実施例ＩＩＩ
遺伝子セレクションシステム
　最良のアロステリックタンパク質設計を同定するための新規な遺伝子セレクションシス
テムを開発した。出願時において他の当業者に公知の一般的なセレクションシステムは、
単一の所望の機能を最適化するものである。対照的に、本発明の実施形態は、１）アロス
テリックタンパク質に対する標的小分子の結合親和性、および２）アロステリックタンパ
ク質のアロステリック性の保存、の２つの機能を最適化する。ある態様では、本発明のセ
レクションシステムには二重選択マーカーが使用され、これは場合により２段階に活性化
される。最初のセレクションステップでは、アロステリックでない設計タンパク質がネガ
ティブセレクションによって排除される。第２のセレクションステップでは、第１のセレ
クション段階で排除されなかった設計タンパク質が、ポジティブセレクションによって標
的小分子への結合について評価される。本発明のセレクションシステムにより、ほぼ１０
億個のタンパク質設計の評価が可能になる。両方のセレクション段階を通過したタンパク
質設計は、活性について個別にアッセイされる。
【図１】 【図２】
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