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(54)【発明の名称】 触媒蛋白質の生成のための改良された方法

(57)【要約】
本明細書では、核酸-蛋白質融合法を用いて触媒蛋白質
および自己蛋白分解性蛋白質の生成および同定を行うた
めの新規の方法が開示される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  a) 核酸コード配列および基質の両方に連結した候補触媒蛋

白質を含む、候補触媒蛋白質融合分子を提供する段階；および

b) 未反応の融合分子と比較して、前記融合分子の分子サイズ、電荷、または立

体配座の変化を分析することによって、候補触媒蛋白質が基質の反応を触媒する

かどうかを決定し、それによって触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定する段

階、

を含む、触媒蛋白質をコードする核酸分子の同定方法。

    【請求項２】  反応した融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の変

化が、電気泳動の移動度の変化によって検出される、請求項1記載の方法。

    【請求項３】  反応した融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の変

化が、カラムクロマトグラフィーによって検出される、請求項1記載の方法。

    【請求項４】  反応した融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の変

化が、HPLC、FPLC、イオン交換カラムクロマトグラフィー、またはサイズ排除ク

ロマトグラフィーによって検出される、請求項3記載の方法。

    【請求項５】  a) 核酸コード配列および基質の両方に連結した候補触媒蛋

白質を含む、候補触媒蛋白質融合分子を提供する段階；

b) 候補触媒蛋白質に溶液中の基質の反応を触媒させる段階；

c) 段階(b)の産物に、反応した融合分子に対する特異性を有しこれに結合するが

、未反応融合分子には結合しない捕獲分子を接触させ、捕獲分子が固体支持体上

に固定されている段階；および 

d) 固体支持体に結合した反応した融合分子を検出する段階、

を含み、それにより触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定する方法。

    【請求項６】  反応の結果、基質がアフィニティタグに共有結合し、捕獲分

子がアフィニティタグに結合するが、未反応の融合分子には結合しない、請求項

6記載の方法。

    【請求項７】  a) 核酸コード配列、およびおよびアフィニティタグに共有

結合した基質の両方に連結した候補触媒蛋白質を含む、候補触媒蛋白質融合分子

を提供する段階；
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b) 候補触媒蛋白質に溶液中の基質の反応を触媒させる段階；

c）段階(b)の産物に、アフィニティタグに特異的な捕獲分子を接触させ、捕獲分

子が固体支持体上に固定されている段階；および 

d) 融合分子が固体支持体に結合しているかどうかを決定する段階で、融合分子

が固体支持体上に結合していなければ、触媒蛋白質をコードする核酸分子が同定

されたことになる段階、

を含む、触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定する方法。

    【請求項８】  固体支持体がカラムまたはビーズで、カラムに結合しない融

合分子が触媒蛋白質をコードする核酸分子を含む、請求項7記載の方法。

    【請求項９】  a) 核酸コード配列および基質の両方に連結した候補触媒蛋

白質を含む、候補触媒蛋白質融合分子を提供する段階；

b) 候補触媒蛋白質にアフィニティタグの存在下で溶液中の基質の反応を触媒さ

せる段階で、反応の結果、アフィニティタグが融合分子に共有結合することにな

る；

c）アフィニティタグに特異的な抗体を用いて段階(b)の産物を免疫沈降させる段

階；および 

d) 免疫沈降複合体を検出し、それにより、融合分子が触媒蛋白質をコードする

核酸分子を有することを同定する段階、

を含む、触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定する方法。

    【請求項１０】  候補触媒蛋白質融合分子が、候補触媒蛋白質融合分子の集

団に存在する、請求項1、5、7、または9記載の方法。

    【請求項１１】  基質が蛋白質である、請求項1、5、7、または9記載の方法

。

    【請求項１２】  基質が核酸である、請求項1、5、7、または9記載の方法。

    【請求項１３】  核酸がRNAである、請求項12記載の方法。

    【請求項１４】  触媒蛋白質がリボヌクレアーゼで、基質がRNAである、請

求項1または7記載の方法。

    【請求項１５】  触媒蛋白質がRNAリガーゼ、RNAポリメラーゼ、末端転移酵

素、逆転写酵素、またはtRNA合成酵素であり、基質がRNAである請求項1、5、ま
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たは9記載の方法。

    【請求項１６】  核酸がDNAである、請求項12記載の方法。

    【請求項１７】  触媒蛋白質がDNA分解酵素または制限エンドヌクレアーゼ

であり、基質がDNAである、請求項1または7記載の方法。

    【請求項１８】  触媒蛋白質がDNAリガーゼ、末端転移酵素、DNAポリメラー

ゼ、またはポリヌクレオチドキナーゼであり、基質がDNAである、請求項1、5、

または9記載の方法。

    【請求項１９】  基質が候補触媒蛋白質融合分子に共有結合している、請求

項1、5、または9記載の方法。

    【請求項２０】  基質が基質-核酸結合体であり、結合体の核酸部分が候補

触媒蛋白質融合分子の核酸部分に連結している、請求項7または19記載の方法。

    【請求項２１】  基質が蛋白質であり、候補触媒蛋白質融合分子の蛋白質部

分に連結している、請求項7または19記載の方法。

    【請求項２２】  基質が候補触媒蛋白質融合分子に非共有結合している、請

求項1、5、または9記載の方法。

    【請求項２３】  基質が、候補触媒融合分子の核酸部分にハイブリダイズし

ている核酸鎖に共有結合している、請求項22記載の方法。

    【請求項２４】  候補触媒蛋白質融合分子の核酸コード配列が二本鎖である

、請求項1、5、7、または9記載の方法。

    【請求項２５】  段階(b)で、決定する段階が、その断片の核酸コード配列

の分子サイズ、電荷、または立体配座の変化を分析することによって行われる、

請求項1記載の方法。

    【請求項２６】  段階(d)で、検出段階が、固体支持体に結合した核酸コー

ド配列またはその断片を検出することによって行われる、請求項5記載の方法。

    【請求項２７】  段階(d)で、決定する段階が、核酸コード配列またはその

断片が固体支持体に結合しているかどうかを決定することによって行われる、請

求項7記載の方法。

    【請求項２８】  段階(d)で、検出段階が、免疫沈降複合体中の核酸コード

配列またはその断片を検出することによって行われる、請求項9記載の方法。
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    【請求項２９】  a) 核酸コード配列に連結した候補自己蛋白分解性蛋白質

を含む、候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子を提供する段階；および

b) 未反応の融合分子に比較して、融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配

座の変化を分析することによって、候補自己蛋白分解性蛋白質が自己反応を触媒

するかどうかを決定し、それによって自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分

子を同定する段階を含む、

自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子の同定方法。

    【請求項３０】  反応した融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の

変化が、電気泳動の移動度の変化によって検出される、請求項29記載の方法。

    【請求項３１】  反応した融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の

変化が、カラムクロマトグラフィーによって検出される、請求項29記載の方法。

    【請求項３２】  反応した融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の

変化が、HPLC、FPLC、イオン交換カラムクロマトグラフィー、またはサイズ排除

クロマトグラフィーによって検出される、請求項31記載の方法。

    【請求項３３】  a) 核酸コード配列に連結した候補自己蛋白分解性蛋白質

を含む、候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子を提供する段階；

b) 候補自己蛋白分解性蛋白質に自己反応を行なわせる段階；

c) 段階(b)の産物に、自己反応した融合分子に対する特異性を有しこれに結合す

るが、未反応融合分子には結合しない捕獲分子を接触させ、捕獲分子が固体支持

体上に固定されている段階；および 

d) 固体支持体に結合した自己反応した融合分子を検出し、それにより自己蛋白

分解性蛋白質をコードする核酸分子を同定する段階、

を含む、自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子の同定方法。

    【請求項３４】  a) 核酸コード配列に連結した候補自己蛋白分解性蛋白質

を含む、候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子を提供し、蛋白質がアフィニティタ

グに共有結合している段階；

b) 候補自己蛋白分解性蛋白質に溶液中で自己反応を行なわせる段階；

c) 段階(b)の産物に、アフィニティタグに特異的な捕獲分子を接触させ、捕獲分

子が固体支持体上に固定されている段階；
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d) 融合分子が固体支持体に結合しているかどうかを決定する段階で、融合分子

が固体支持体上に結合していなければ、自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸

分子が同定されたことになる段階、

を含む、自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子の同定方法。

    【請求項３５】  固体支持体がカラムまたはビーズであり、カラムに結合し

ない融合分子が自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子を含む、請求項34記

載の方法。

    【請求項３６】  a) 核酸コード配列に連結した候補自己蛋白分解性蛋白質

を含む、候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子を提供する段階；

b) 候補自己蛋白分解性蛋白質に溶液中で自己反応を行なわせる段階；

c) 反応した融合蛋白質に特異的な抗体を用いて段階(b)の産物を免疫沈降させる

段階；および

d) 免疫沈降複合体を検出し、それにより、融合分子が自己蛋白分解性蛋白質を

コードする核酸分子を有することを同定する段階、

を含む、自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子の同定方法。

    【請求項３７】  候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子が、候補自己蛋白分解

性蛋白質融合分子の集団に存在する、請求項29、33、34、または36記載の方法。

    【請求項３８】  自己蛋白分解性蛋白質が自己開裂酵素である、請求項29、

33、34、または36記載の方法。

    【請求項３９】  自己蛋白分解性蛋白質が自己スプライシング酵素である、

請求項29、33、34、または36記載の方法。

    【請求項４０】  候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子の核酸コード配列が二

本鎖である、請求項29、33、34、または36記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の背景

  一般に、本発明は触媒蛋白質のスクリーニング法に関する。

      【０００２】

  新規または改良された機能を持つ酵素を生成するために、いくつかの根本的に

異なる手法が開発され、試験されてきた。改良された生体触媒の合理的な設計に

は、触媒機構および分子構造を深く理解して、生産的なやり方で酵素を変化させ

る必要がある。必要な構造情報を得るのが困難な上、合理的な酵素設計は時間の

かかる作業であることが分かった。他方で、応用分子進化的手法のような非合理

的手法は、酵素構造の詳細の知識を必要とせず、既存の酵素のランダムな変異体

を数多く作製し、最も強力な変異体を選択またはスクリーニングする（例えば、

Skandalisら、Chem. Biol. 1997、4:889; Bornscheuer、Angew. Chem. Int. ed

、1998、37:3105; Arnold、Acc. Chem. Res. 1998、31:125; Steipe、Curr. Top

. Microbiol. Immunol. 1999、243:55参照）。また別の手法では、免疫系の多様

性を利用して、化学反応を触媒する抗体を新たに選択する（Lernerら、Science 

1991; 252:659）。

      【０００３】

  これらの開始ライブラリーに必要な分子多様性を作出するために、部分的にラ

ンダム化した遺伝子の化学合成、ランダム変異導入、および分子育種のようない

くつかの方法が考案された（Skandalisら、Chem. Biol. 1997、4:889）。あるラ

イブラリーメンバーが選択可能になるためには、その酵素活性は表現型の変化に

結びついている必要がある。そのような表現型には、宿主細胞の生存、マーカー

物質（例えば、蛍光蛋白質）の発現、ライブラリーメンバーの修飾、遷移状態類

似体の結合、または反応基質類似体による化学修飾が含まれる。

      【０００４】

  これらの方法では、選択もしくはスクリーニングまたはライブラリーの調製が

インビボで行われるために、ライブラリーのサイズと多様性、ならびに所望の化

合物を単離する可能性が大きく制限される（Roberts、Curr. Opin. Chem. Biol.
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 1999、3:268に考察）。

      【０００５】

発明の概要

  一般に、本発明は触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定する方法を特徴とす

る。第１の局面では、本発明は(a) 核酸コード配列および基質の両方に連結した

候補触媒蛋白質を含む、候補触媒蛋白質融合分子を提供する段階；および (b) 

未反応の融合分子に比較して、融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の

変化を分析することによって、候補触媒蛋白質が基質の反応を触媒するかどうか

を決定し、それによって触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定する段階、を含

む方法を特徴とする。反応した融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の

変化は、電気泳動の移動度の変化またはカラムクロマトグラフィー（例えば、HP

LC、FPLC、イオン交換カラムクロマトグラフィー、またはサイズ排除クロマトグ

ラフィー分析）によって検出できる。

      【０００６】

  関連する局面では、本発明は触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定する別の

方法を特徴とし、この方法は(a) 核酸コード配列および基質の両方に連結した候

補触媒蛋白質を含む、候補触媒蛋白質融合分子を提供する段階；(b) 候補触媒蛋

白質に溶液中の基質の反応を触媒させる段階；(c) 段階(b)の産物に、反応した

融合分子に対する特異性を有しこれに結合するが、未反応融合分子には結合しな

い捕獲分子を接触させ、捕獲分子が固体支持体上に固定されている段階；および

 (d) 固体支持体に結合した反応した融合分子を検出し、それにより触媒蛋白質

をコードする核酸分子を同定する段階を含む。本方法の好ましい態様では、反応

の結果、基質はアフィニティタグに共有結合し、捕獲分子はアフィニティタグに

結合するが、未反応融合分子には結合しない。

      【０００７】

  第３の局面では、本発明は触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定するための

さらに別の方法を特徴とし、この方法は(a) 核酸コード配列、およびアフィニテ

ィタグに共有結合した基質の両方に連結した候補触媒蛋白質を含む、候補触媒蛋

白質融合分子を提供する段階；(b) 候補触媒蛋白質に溶液中の基質の反応を触媒
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させる段階；(c) 段階(b)の産物に、アフィニティタグに特異的な捕獲分子を接

触させ、捕獲分子が固体支持体上に固定されている段階；および(d) 融合分子が

固体支持体に結合しているかどうかを決定する段階で、融合分子が固体支持体上

に結合していなければ、触媒蛋白質をコードする核酸分子が同定されたことにな

る段階を含む。この方法では、固体支持体は好ましくはカラムまたはビーズであ

り、カラムに結合しない融合分子には、触媒蛋白質をコードする核酸分子が含ま

れる。

      【０００８】

  第４の局面では、本発明は触媒蛋白質をコードする核酸分子を同定するための

さらに別の方法を特徴とし、この方法は (a) 核酸コード配列および基質の両方

に連結した候補触媒蛋白質を含む、候補触媒蛋白質融合分子を提供する段階；(b

) アフィニティタグの存在下で候補触媒蛋白質に溶液中の基質の反応を触媒させ

、反応によりアフィニティタグが融合分子に共有結合することになる段階；(c) 

アフィニティタグに特異的な抗体を用いて段階(b)の産物を免疫沈降させる段階

；および (d) 免疫沈降複合体を検出し、それにより、融合分子が触媒蛋白質を

コードする核酸分子であることを同定する段階を含む。

      【０００９】

  本発明の種々の局面の好ましい態様では、候補触媒蛋白質融合分子は、候補触

媒蛋白質融合分子の集団に存在し；基質は蛋白質または核酸（例えば、RNAまた

はDNA）であり；触媒蛋白質はリボヌクレアーゼ、RNAリガーゼ、RNAポリメラー

ゼ、末端転移酵素、逆転写酵素、またはtRNA合成酵素であり、基質はRNAであり

；触媒蛋白質はDNA分解酵素、制限エンドヌクレアーゼ、DNAリガーゼ、末端転移

酵素、DNAポリメラーゼ、またはポリヌクレオチドキナーゼで、基質はDNAであり

；基質は候補触媒蛋白質融合分子に共有結合しており；基質は基質-核酸結合体

であり、結合体の核酸部分は候補触媒蛋白質融合分子の核酸部分に結合しており

；基質は蛋白質であり、候補触媒蛋白質融合分子の蛋白質部分に結合しており；

基質は候補触媒蛋白質融合分子に非共有結合しており（例えば、基質は候補触媒

融合分子の核酸部分にハイブリダイズした核酸鎖に共有結合している）；候補触

媒蛋白質融合分子の核酸コード配列は、二本鎖であり；および本発明の決定また
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は検出段階は、その断片の核酸コード配列を分析することによって実施される。

      【００１０】

  上記に加え、本発明の一般的方法は、自己蛋白分解性の蛋白質をコードする核

酸分子の同定にも使用できる。特に、第１の局面では、本発明は自己蛋白質分解

性蛋白質をコードする核酸分子の同定方法を特徴とし、これは (a) 核酸コード

配列に連結した候補自己蛋白分解性蛋白質を含む、候補自己蛋白分解性蛋白質融

合分子を提供する段階；および (b) 未反応の融合分子に比較して、融合分子の

分子サイズ、電荷、または立体配座の変化を分析することによって、候補自己蛋

白分解性蛋白質が自己反応を触媒するかどうかを決定し、それによって自己蛋白

分解性蛋白質をコードする核酸分子を同定する段階を含む。この方法では、反応

した融合分子の分子サイズ、電荷、または立体配座の変化は、電気泳動の移動度

の変化またはカラムクロマトグラフィー（例えば、HPLC、FPLC、イオン交換カラ

ムクロマトグラフィー、またはサイズ排除クロマトグラフィー）によって検出で

きる。

      【００１１】

  さらに、本発明は自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子を同定する関連

する方法を特徴とし、この方法は(a) 核酸コード配列に連結した候補自己蛋白分

解性蛋白質を含む、候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子を提供する段階；(b) 候

補自己蛋白分解性蛋白質に自己反応を行なわせる段階；(c) 段階(b)の産物に、

自己反応した融合分子に対する特異性を有しこれに結合するが、未反応融合分子

には結合しない捕獲分子を接触させ、捕獲分子が固体支持体上に固定されている

段階；および (d) 固体支持体に結合した自己反応した融合分子を検出し、それ

により自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子を同定する段階を含む。

      【００１２】

  別の関連する局面では、本発明は自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子

を同定するための第３の方法を特徴とし、この方法は(a) 核酸コード配列に連結

した候補自己蛋白分解性蛋白質を含む、候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子を提

供し、蛋白質がアフィニティタグに共有結合する段階；(b) 候補自己蛋白分解性

蛋白質に溶液中で自己反応を行なわせる段階；(c) 段階(b)の産物に、アフィニ
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ティタグに特異的な捕獲分子を接触させ、捕獲分子が固体支持体上に固定されて

いる段階；および(d) 融合分子が固体支持体に結合しているかどうかを決定する

段階で、融合分子が固体支持体上に結合していなければ、自己蛋白分解性蛋白質

をコードする核酸分子が同定されたことになる段階を含む。この方法では、固体

支持体はカラムまたはビーズであり、カラムに結合しない融合分子には、自己蛋

白分解性蛋白質をコードする核酸分子が含まれる。

      【００１３】

  自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子を同定するための第４の手法では

、本発明は (a) 核酸コード配列に連結した候補自己蛋白分解性蛋白質を含む、

候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子を提供する段階；(b) 候補自己蛋白分解性蛋

白質に溶液中で自己反応を行なわせる段階；(c) 反応した融合分子に特異的な抗

体を用いて段階(b)の産物を免疫沈降させる段階；および (d) 免疫沈降複合体を

検出し、それにより、融合分子が自己蛋白分解性蛋白質をコードする核酸分子で

あることを同定する段階を含む。

      【００１４】

  本発明の種々の局面の好ましい態様では、候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子

は、候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子の集団に存在し；自己蛋白分解性蛋白質

は、自己開裂酵素であり；自己蛋白分解性蛋白質は自己スプライシング酵素であ

り；および候補自己蛋白分解性蛋白質融合分子の核酸コード配列は二本鎖である

。

      【００１５】

  本明細書では、「蛋白質」は２つまたはそれ以上の天然に存在するかまたは修

飾されたアミノ酸が１つまたはそれ以上のペプチド結合で結合した任意のものを

意味する。「蛋白質」と「ペプチド」は本明細書では互換的に使用される。

      【００１６】

  「核酸」とは、２つまたはそれ以上の共有結合したヌクレオチドまたはヌクレ

オチド類似体または誘導体を意味する。本明細書では、この用語には、DNA、RNA

、およびPNAが含まれるが、これらに限定されるわけではない。したがって「核

酸コード配列」は、DNA（例えば、cDNA）、RNA、PNA、またはその組み合せであ
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り得る。「DNA」とは、天然に存在するかまたは修飾されたデオキシリボヌクレ

オチドが２つまたはそれ以上共有結合した配列を意味する。「RNA」とは、天然

に存在するかまたは修飾されたリボヌクレオチドが２つまたはそれ以上共有結合

した配列を意味する。修飾RNAの一例には、ホスホロチオエートRNAが含まれる。

      【００１７】

  本明細書では「連結した」という用語は、共有または非共有結合で結合してい

ることを意味する。

      【００１８】

  ペプチド受容体に「共有結合した」とは、共有結合で直接、または別の共有結

合した配列を介して間接的に、ペプチド受容体が、「蛋白質コード配列」に結合

していることを意味する。

      【００１９】

  「非共有結合した」とは、共有結合以外の方法（例えば、ハイブリダイゼーシ

ョン）で、結合したことを意味する。

      【００２０】

  「集団」とは、複数の分子（例えば、複数のRNA、DNA、またはRNA-蛋白質融合

分子）を意味する。本発明の方法は、必要に応じて多数の候補分子から始める選

択を容易にするため、本発明に係る「集団」は、好ましくは109個を超える、よ

り好ましくは1011個、1012個、1013個を超える、および最も好ましくは1013個を

超える分子を意味する。そのような分子集団に存在する場合に、所望の触媒蛋白

質はこの集団の他のメンバーから選択される。本明細書では、「選択」とは、集

団で他の分子から実質的に１つの分子を隔離することを意味する。「選択」段階

では、選択段階後に、集団の望まない分子と比較して、所望の分子を、少なくと

も2倍、好ましくは30倍、より好ましくは100倍、および最も好ましくは1000倍濃

縮する。選択段階は、任意の回数繰り返すことができ、１つの所定の手法におい

て異なる種類の選択段階を組み合せることができる。

      【００２１】

  「ペプチド受容体」とは、リボゾームのペプチジル転移酵素機能の触媒活性に

よって、伸長中の蛋白質鎖のC末端に付加される能力を持つ、任意の分子を意味
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する。通常は、そのような分子には、(i) ヌクレオチドまたはヌクレオチド様部

分（例えば、アデノシンまたはアデノシン類似体（N-6アミノ位置のジメチル化

は許容される））、(ii) アミノ酸またはアミノ酸様部分（例えば、20個のD-ア

ミノ酸もしくはL-アミノ酸またはその任意のアミノ酸類似体（例えば、O-メチル

チロシンまたはEllmanら、Meth. Enzymol. 202:301、1991に記述される任意の類

似体）、および(iii) この2つの間の連結（例えば、3’位、またはそれよりは好

ましくないが2’位での、エステル、アミド、またはケトン結合）；好ましくは

、この結合は天然のリボヌクレオチドの立体配座から環のひだをあまり混乱させ

ない。ペプチド受容体は、求核基を持つ可能性もあり、これはアミノ基、ヒドロ

キシル基、またはスルフヒドリル基である可能性があるが、これらに限定される

わけではない。さらに、ペプチド受容体はヌクレオチド模倣体、アミノ酸模倣体

、またはヌクレオチド-アミノ酸組み合せ構造の模倣体で構成されている可能性

がある。

      【００２２】

  本明細書で用いられる「捕獲分子」とは、所望の触媒蛋白質融合分子部分また

は結合した「アフィニティタグ」部分に対して、特異的な、共有または非共有結

合の親和性を有する任意の分子を意味する。捕獲分子と対応するアフィニティタ

グの例には、抗原/抗体対、蛋白質/阻害剤対、受容体/リガンド対（例えば、ホ

ルモン受容体/ペプチドホルモン対のような細胞表面受容体/リガンド対）、酵素

/基質対、レクチン/炭水化物対、オリゴマーまたはヘテロオリゴマー蛋白質集合

体、DNA結合蛋白質/DNA結合部位対、RNA/蛋白質対、および核酸の二本鎖、ヘテ

ロ二本鎖、もしくは連結された鎖、ならびに触媒蛋白質融合分子、アフィニティ

タグ、またはそのような分子に付加された部分（例えば、合成後修飾による）に

対して1つまたは複数の共有または非共有結合（例えば、ジスルフィド結合）を

形成する能力を持つ任意の分子が含まれるが、これらに限定されるわけではない

。好ましい捕獲分子/アフィニティタグ対は、アビジン-ビオチン対（例えば、ス

トレプトアビジン-ビオチン）である。

      【００２３】

  「固体支持体」とは、アフィニティ複合体が直接もしくは間接的に（例えば、
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他の抗体またはプロテインAのような他の結合パートナー中間体を介して）結合

できる、またはアフィニティ複合体を埋め込むことのできる（例えば、受容体ま

たはチャネルを介して）、任意のカラム（またはカラム材料）、ビーズ、試験管

、マイクロタイターディッシュ、固形粒子（例えば、アガロースまたはセファロ

ース）、マイクロチップ（例えば、シリコン、シリコン-ガラス、または金チッ

プ）、または膜（例えば、リポソームまたは小胞の膜）を意味するが、これらに

限定されるわけではない。

      【００２４】

詳細な説明

  本明細書では、そのペプチドまたは蛋白質成分が新規または改良された触媒活

性を持つ、RNA-蛋白質融合体（PROfusion（商標）と呼ぶ）およびDNA-蛋白質融

合体を単離するための改良されたインビトロ選択方法を記述する。これらの方法

を用いて、ランダム化したペプチドおよび蛋白質ライブラリーから、個々の目的

に合う活性および基質特異性を有する新規の酵素を単離したり、改良された触媒

性特徴を持つ、既存の酵素の方向づけられた進化を行うことができる。触媒性特

徴には、より速い触媒速度、所望の反応条件下（例えば、温度または溶媒条件）

で最適化された能力、より高いまたは変化した基質特異性、調節された補因子依

存性、および改変されたアロステリックな相互作用が含まれるが、これらに限定

されるわけではない。本明細書に記述される方法は、最近記述された核酸-蛋白

質融合技術を利用しているため、ライブラリーのサイズおよび多様性ならびに融

合物の調製の容易さに関して、この技術に固有の利点を全て利用している。産物

の単離は、インビトロでの直接的選択で行われるため、遺伝的選択またはインビ

ボのスクリーニング手順に基づく従来の方法よりも、複雑なライブラリーを用い

ることが可能になる。さらに、反応条件は宿主細胞の環境または他の複雑または

脆弱な分子集合体によって制限されないため、広範囲にわたって変化させること

ができる。最後に、核酸-融合体調製方法は簡単であるため、従来の手法よりも

、はるかに迅速に選択が実行できる。

      【００２５】

核酸-蛋白質融合体ライブラリー
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  本明細書に記述される選択方法の開始点は、適当な核酸-蛋白質融合体ライブ

ラリーの調製である。これらの融合体ライブラリーは、RNA-蛋白質融合体（米国

特許出願第09/007,005号；米国特許出願第09/247,190号；国際公開公報第98/317

00号；RobertsおよびSzostak、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997、94:12297; R

oberts、Curr. Opin. Chem. Biol. 1999、3:268）またはDNA-蛋白質融合体（Loh

seら、米国特許出願第60/110,549号；米国特許出願第09/453,190号；米国特許第

99/28472号；国際公開公報第00/32823号）のいずれかを含む可能性がある。ライ

ブラリーの設計は、特定の用途に依存する。特定の既存の触媒活性を改良する選

択では（例えば、より速い触媒速度、特定の温度または溶媒条件のような所望の

反応条件下で最適化された能力、変化した基質特異性、変化した補因子依存性、

および改変されたアロステリックな相互作用）、既存の酵素の遺伝情報に変異を

導入する。これは、変異した遺伝子断片の化学合成、化学薬品による変異導入、

変異誘導PCR、DNAシャッフリング、または大腸菌（E. coli）突然変異誘発株に

おける複製（例えば、Skandalisら、Chem. Biol. 1997、4:889および本明細書の

参照に記述されるように）を含む任意の標準的な方法で実行できる。または、複

数の独立した酵素ドメインをペプチドリンカーによって連結し、ハイブリッド酵

素（例えば、Beguin、Curr. Opin. Biotech. 1999、10:336に記述される）また

は一本鎖酵素（Tangら、J. Biol. Chem. 1996、271:15682）が生成するような、

半合理的手法も使用できる。必要に応じて、例えば、上述の方法等によって、こ

れらのドメインの各々に分子多様性を導入することもできる。酵素活性を新たに

作出したい場合には、部分的または完全にランダム化した蛋白質または蛋白質骨

格のライブラリーを使用できる。変異導入またはランダム化は、好ましくはDNA

レベルで行われる（任意の標準的技術による）；得られた遺伝子コンストラクト

は、以前に記述された標準的プロトコールにしたがって、核酸-蛋白質の構築に

使用される（例えば、米国特許出願第09/007,005号、米国特許出願第09/247,190

号；国際公開公報第98/31700号；RobertsおよびSzostak、Proc. Natl. Acad. Sc

i. USA 1997、94:12297；米国特許出願第09/619,103号；米国特許第00/19653号

；Kurzら、Nucleic Acids Res. 28:e83、2000）。使用される所望のインビトロ

選択方法（以下参照）によって、融合分子に、反応基または基質模倣体を付加し
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て合成後修飾をさらに加えることもできる。予想される触媒活性を融合体の蛋白

質部分に限定するために、好ましくは核酸は触媒活性を持たなくしておく。これ

は、選択段階の前に二本鎖核酸（例えば、逆転写酵素による）を作製することで

実行できる。これは、触媒性のリボザイムおよびデオキシリボザイム構造は、一

般に、困難もしくは不可能な複雑な核酸の折畳みを必要とする、または二本鎖分

子となるためである。

      【００２６】

選択方法

  本明細書に記述される方法は、既存の酵素の方向づけられた分子進化、および

新規の酵素活性の選択に適しており、これらは主に使用するライブラリーが異な

っている。以下のようにして、ライブラリーから融合体を機能に基づいて選択し

た後、融合体を増幅および増殖でき、または米国特許出願第09/007,005号；米国

特許出願第09/247,190号；国際公開公報第98/31700号；RobertsおよびSzostak、

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997、94:12297; Roberts、Curr. Opin. Chem. Bi

ol. 1999、3:268に記述されるようにして遺伝情報を解析できる。

      【００２７】

  以下に、所望の触媒機能を持つ核酸-蛋白質融合体の好ましい選択方法を説明

する。

      【００２８】

反応部位の結合

  遷移状態理論によると、酵素活性は反応の遷移状態の安定化に支配される（Je

ncks、「化学と酵素学における触媒(Catalysis in Chemistry and Enzymology)

」、Dover Mineola、NY、1969、ModerとBartlett、Chem．Rev. 1997、97:1281）

(図1A)。この仮定に基づくと、特定の化学反応の遷移状態に構造的に類似した適

当なハプテン分子に結合する核酸-蛋白質融合体がインビトロで選択できる（図1

B）。この選択方法は、RNA-蛋白質融合技術を用いたペプチドおよび蛋白質アフ

ィニティ結合体の選択について以前に記述された方法と基本的には同一である（

米国特許出願第09/007,005号；米国特許出願第09/247,190号；国際公開公報第98

/31700号；RobertsおよびSzostak、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997、94:1229
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7; Roberts、Curr. Opin. Chem. Biol. 1999、3:268）。ハプテンは以前に触媒

抗体について記述された方法で設計できる（Lernerら、Science 1991; 252:659;

 Fujiiら、Nature Biotech. 1998、16:463）。必要に応じて、種々のハプテンを

順次用いた段階的手法を利用して、選択の可能性を上げることもできる（Wentwo

rth Jr.ら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1998、95:5971)。

      【００２９】

  上述の手法をさらに変更したものでは、基質ヘの結合または触媒の能力を持つ

核酸-蛋白質融合体を共有結合で捕獲する反応性基質（Jandaら、Proc. Natl. Ac

ad. Sci. USA 1994、91:2532; Rahilら、Bioorg. Med. Chem. 1997、5:1783; Ba

nzonら、Biochemistry 1995、34:743; Vanwetswinkelら、J. Mol. Biol. 2000、

295:527; Wirschingら、Science 1995、270:1775）または産物（Jandaら、Scien

ce 1997、275:945）のいずれかを用いて、酵素活性を持つ核酸-蛋白質分子を選

択できる（図1C）。

      【００３０】

酵素-基質キメラの使用

  核酸-蛋白質融合体の触媒活性が、それ自身の表現型を永久に変化させる場合

には、同様な酵素活性を示さない核酸-蛋白質融合体と容易に区別することがで

きるようになる。都合の良い自己修飾には、例えば、分子サイズ、電気泳動移動

度、またはアフィニティ捕獲または固相上での保持に基づいて融合体を物理的に

分離できるようにする、機能的ユニット（例えば、ビオチン）の付加または切断

が含まれる（図2）（Pedersenら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1998、95:10522

3; Jestinら、Angew. Chem. Int. Ed. 1999、38:1124; AtwellおよびWells、Pro

c. Natl. Acad. Sci. USA 1999、96:9497）。この技術を実施するためには、酵

素核酸-蛋白質融合体と、適切な基質ドメインの間に、安定な結合が形成されな

くてはならない。1つの好ましい手法では、融合酵素ドメインは、適当に修飾さ

れた核酸部分に直接に作用する。提案される酵素活性には、ヌクレアーゼ、リガ

ーゼ、末端転移酵素、ポリヌクレオチドキナーゼ、tRNA合成酵素、およびポリメ

ラーゼが含まれるが、これらに限定されるわけではない（Pedersenら、Proc. Na

tl. Acad. Sci. USA 1998、95:105223; Jestinら、Angew. Chem. Int. Ed. 1999
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、38:1124; Sambrook、FritschおよびManiatis、「分子クローニング(Molecular

 Cloning)」、(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Har

bor参照）（図3～6）。固相付着は、核酸基質に結合部分（例えば、ビオチン部

分）を組み込むか、固定化した捕獲プローブに対する核酸ハイブリダイゼーショ

ンによって、かなり容易に行うことができる。または、自己修飾融合分子は、ゲ

ル電気泳動またはクロマトグラフィー技術によって、未反応分子からヌクレオチ

ド切断または連結後に分離することもできる。

      【００３１】

  別の手法では、基質（ヌクレオチドまたは非ヌクレオチド）は核酸-蛋白質融

合体に結合される。これは、例えば、適当に修飾した逆転写プライマー（図7A）

、基質-核酸結合体のソラレン架橋（図7B；PielesおよびEnglisch、Nucleic Aci

ds Res. 1989、17:285; Pielesら、Nucleic Acids Res. 1989、17:8967）、また

は標準的なペプチド架橋剤（図7C；Pierce Chemical Co.、「二重物質架橋剤選

択ガイド（Double-Agents cross-linking reagents selection guide）」、Rock

ford、IL、1999）を用いた合成後修飾によって、行うことが可能である。また、

好ましくは基質は、酵素が作用すると、固体支持体への結合もしくはそれからの

開裂、または例えば、分子サイズ、電気泳動の移動度等に基づいて物理的に分離

できるような他の変化が起きるように設計されている（図2；AtwellおよびWells

、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999、96:9497）。これは適当なやり方で基質に

つながれたビオチンのような、アフィニティ試薬を利用すると、かなり容易に行

うことができる。または、産物の構造を認識する特異的抗体が使用できるならば

、融合体は免疫沈降によって単離できる可能性がある。

      【００３２】

  基質については、特定の選択の目的によって、ペプチド、ヌクレオチド、およ

び小さい有機分子の任意の組み合せが可能である。基質部分を融合体に結合する

つなぎ部分は、好ましくは、融合体の酵素コア部分へのアクセスを制限しないよ

うに選択されるべきであり、したがって、好ましくは、アルキルまたはポリエチ

レングリコール鎖のような柔軟なリンカーユニットから作製される。

      【００３３】
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  自己切断反応が望まれる場合は、酵素活性は反応媒体または補因子の選択によ

ってコントロールできる。これによって、触媒活性を抑えるような条件下で、コ

ントロールされた融合体合成が可能になる。例えば、固定化および洗浄後に、適

切な媒体を供給することによって酵素活性をオンに切り替え、触媒活性を持つ融

合分子の放出を行うことができる。

      【００３４】

  好ましくは、基質ドメインは融合体のcDNA部分に共有結合している。これによ

って、酵素反応後に融合分子を単離または選択する必要がなくなり、cDNAのみを

回収できるようになる。これは、サイズまたは電気泳動の移動度の違いに基づい

て、未反応の融合体を反応したものから分離するために変性ゲル電気泳動を行う

際に特に有用である。

      【００３５】

自己蛋白分解性反応

  触媒活性がありそうな第3のクラスは、蛋白質スプライシングおよび関連する

自己蛋白分解性反応に関する（Perlerら、Curr. Opin. Chem. Biol. 1997、1:29

2）。1つの好ましい手法では、N末端のアフィニティタグと、これに続く適当な

（ランダム化した）インテイン配列を含む核酸-蛋白質融合分子が作製される。

アフィニティタグを用いて固定化した後、所望の反応媒体または補因子を供給し

て自己開裂が誘導され、C末端の開裂断片（核酸部分を含む）が回収され、増幅

される（図8）。この手法の変形では、アフィニティタグはインテイン領域に含

まれている。インテインが切断され、エクステインが連結されると、産物は固相

から放出され、回収される（図9）。エクステインの連結が産物の必須の特徴な

らば、N末端のエクステイン部分に対するさらなる親和性精製段階を含んでもよ

い。

      【００３６】

  または、切断またはスプライスされた融合分子は、分子サイズ（例えば、ゲル

電気泳動による）によって、未切断または未スプライス融合分子から分離するこ

ともできる。

      【００３７】
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その他の態様

  本明細書中に言及された全ての出版物および特許出願は、各々の独立した出版

物および特許出願が特に個々に参照として本明細書に組み入れられると示された

のと同様に、参照として本明細書に組み入れられる。

      【００３８】

  本発明は、その詳細な態様に関して説明されてきたが、さらに修正を加えるこ

とは可能である。本出願には、一般に本発明の原理に従う本発明の任意の変化、

使用、または適用を含み、これには本発明の属する当技術分野における既知の実

行または慣行の範囲内で生じる本開示からの逸脱も含むものであると考えられる

。かつ、本出願は上述の必須の特徴に応用されることができ、添付の特許請求の

範囲に従う。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  反応部位の結合に関する例示的な核酸-蛋白質選択を示す模式図

である。

    【図２】  酵素-基質キメラに関する例示的な核酸-蛋白質選択を示す模式図

である。

    【図３】  ヌクレアーゼ活性に関する例示的な核酸-蛋白質選択を示す模式

図である。

    【図４】  リガーゼ活性に関する例示的な核酸-蛋白質選択を示す模式図で

ある。

    【図５】  ポリメラーゼまたは末端転移酵素活性に関する例示的な核酸-蛋

白質選択を示す模式図である。

    【図６】  キナーゼまたはtRNA合成酵素活性に関する例示的な核酸-蛋白質

選択を示す模式図である。

    【図７】  基質の付加のための例示的な方法を示す模式図である。

    【図８及び９】  自己蛋白分解性反応に関する例示的な核酸-蛋白質選択を

示す模式図である。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【図９】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本文公开了使用核酸-蛋白质融合方法产生和鉴定催化蛋白和自蛋白水解
蛋白的新方法。
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