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(54)【発明の名称】 核酸およびコードされたポリペプチドのｉｎｖｉｔｒｏでの展開

(57)【要約】
本発明は、既知または未知の配列を有するｍＲＮＡを翻
訳されたタンパク質と連結することにより、同族対合を
形成することによって、所望のタンパク質または核酸分
子を選択するための方法および試薬に関する。同族対合
は、タンパク質または核酸の所望の性質に基づいて選択
する。本法は、選択した同族対合の核酸部分を増幅する
こと、核酸中に変異を導入すること、核酸を翻訳するこ
と、核酸をそのタンパク質と結合することにより第２の
同族対合を形成すること、およびこの同族対合を所望の
性質に基づいて再選択することによる、所望のタンパク
質または核酸分子の展開も含む。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  所望のタンパク質または核酸分子を選択する方法であって、

  少なくとも２個の候補ｍＲＮＡ分子を提供し、前記ｍＲＮＡ分子の少なくとも

１個が停止コドンおよび疑似停止コドンからなる群から選択される少なくとも１

個のコドンを含んでいることと、

  前記候補ｍＲＮＡ分子の少なくとも２個を翻訳することによって、少なくとも

１個の翻訳タンパク質を生成することと、

  前記候補ｍＲＮＡ分子の少なくとも１個を対応する翻訳タンパク質に連結する

ことによって、少なくとも１個の同族対合を形成することと、

  前記翻訳タンパク質または前記ｍＲＮＡ分子の性質に基づいて前記同族対合の

１個または複数個を選択することと、

  前記の選択同族対合のｍＲＮＡ分子、前記ｍＲＮＡ分子に相補的な核酸分子お

よび前記ｍＲＮＡ分子に相同性の核酸分子からなる群から選択された分子を同定

することを含んだ、前記翻訳タンパク質または前記の所望核酸分子を選択するこ

と

  を含む方法。

    【請求項２】  前記候補ｍＲＮＡ分子の少なくとも１個および少なくとも１

個の前記翻訳タンパク質を、ｔＲＮＡ、修飾ｔＲＮＡおよびｔＲＮＡ類縁体から

なる群から選択されるｔＲＮＡ分子によって連結する請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記ｔＲＮＡ分子を、リボソームのペプチジルトランスフェ

ラーゼによって前記翻訳タンパク質に接続する請求項２に記載の方法。

    【請求項４】  前記ｔＲＮＡ分子を、前記ｔＲＮＡ分子のアンチコドンとＲ

ＮＡメッセージのコドンとの間の紫外光誘発架橋を介してｍＲＮＡに接続する請

求項２に記載の方法。

    【請求項５】  前記ｔＲＮＡ分子を、チオウラシルによってｍＲＮＡに接続

する請求項２に記載の方法。

    【請求項６】  前記ｔＲＮＡ分子を、ソラーレン架橋によってｍＲＮＡに接

続する請求項２に記載の方法。

    【請求項７】  前記ｔＲＮＡ分子を、ソラーレン一付加体を用いることによ
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ってｍＲＮＡに接続する請求項２に記載の方法。

    【請求項８】  前記ソラーレン一付加体を、前記ｍＲＮＡ上に配置する請求

項７に記載の方法。

    【請求項９】  前記ソラーレン一付加体を、前記ｔＲＮＡ分子のアンチコド

ン上に配置する請求項７に記載の方法。

    【請求項１０】  前記ソラーレン一付加体を、前記ｔＲＮＡ分子の停止アン

チコドン上に配置する請求項７に記載の方法。

    【請求項１１】  前記ソラーレン一付加体が、架橋を形成後、前記架橋を光

で戻すか、または可視光を用いることによって生成する請求項７に記載の方法。

    【請求項１２】  前記ｔＲＮＡ分子が、安定なペプチド受容体を有する請求

項２に記載の方法。

    【請求項１３】  ペプチド鎖を受容し、かつ、ペプチジルトランスフェラー

ゼがその鎖を引き剥がすことができないように、安定に前記鎖を保持するために

、前記ｔＲＮＡ分子を修飾する請求項２に記載の方法。

    【請求項１４】  リボソームに結合し、ペプチド鎖を受容し、その後、次の

ペプチド転移反応において供与体として作用しない結合を用いることによって、

前記ｔＲＮＡ分子を修飾する請求項２に記載の方法。

    【請求項１５】  前記結合を、３’デオキシアデノシンの２’エステルおよ

びアミノアシルｔＲＮＡox-redからなる群から選択する請求項１４に記載の方法

。

    【請求項１６】  アミノ酸またはアミノ酸類縁体を安定な結合で前記ｔＲＮ

Ａ分子の３’末端に結合することによって、安定なアミノアシルｔＲＮＡ類縁体

を生成する請求項２に記載の方法。

    【請求項１７】  前記翻訳をｉｎ  ｖｉｔｒｏで行う請求項１に記載の方法

。

    【請求項１８】  前記翻訳をｉｎ  ｓｉｔｕで行う請求項１に記載の方法。

    【請求項１９】  前記同族対合をリガンド結合性に基づいて選択する請求項

１に記載の方法。

    【請求項２０】  前記の所望核酸分子の選択が、
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  予め定めた位置に配置した核酸のアレイを有することと、

  前記同族対合の少なくとも１個を前記アレイ上にハイブリッド形成させること

と、

  タンパク質同定剤との反応に基づいてそのｍＲＮＡを同定すること

  を含む請求項１に記載の方法。

    【請求項２１】  タンパク質同定剤との前記反応を、リガンド結合、免疫沈

降および酵素反応からなる群から選択する請求項２０に記載の方法。

    【請求項２２】  未付加の安定なアミノアシルｔＲＮＡ類縁体に結合した少

なくとも１つのソラーレン一付加体、またはオリゴヌクレオチドに結合した少な

くとも１つのソラーレン一付加体を含む同族対合生成キット。

    【請求項２３】  所望のタンパク質配列を展開させる方法であって、

  請求項１に記載の方法に従って、前記第１の翻訳タンパク質または前記ｍＲＮ

Ａの少なくとも１つの所望の特性に基づいて前記第１の同族対合の少なくとも１

つを選択することと、

  少なくとも１つの回収同族対合を生成するために、前記の所望特性を有する前

記第１の同族対合の少なくとも１つを回収することと、

  前記回収同族対合の１つまたは複数の第１の核酸成分を増幅することと、

  １つまたは複数の遺伝的変異を有する前記第１の核酸成分の少なくとも１つを

含む少なくとも１つの第２の核酸成分を産生することと、

  前記第２の核酸成分の少なくとも１つを翻訳することによって、少なくとも１

つの第２のタンパク質を産生することと、

  １つまたは複数の第２の同族対合を生成するために、前記第２のタンパク質の

少なくとも１つを前記第２の核酸成分の少なくとも１つと連結することと、

  少なくとも１つの所望の性質に基づいて、前記第２の同族対合の１つまたは複

数を再選択することにより所望のタンパク質配列を得ることにおいて、前記所望

の性質が前記の所望特性と同じであるか、または異なること

  を含む方法。

    【請求項２４】  前記の所望特性を結合性、酵素反応および化学修飾からな

る群から選択する請求項２３に記載の方法。
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    【請求項２５】  前記第１の同族対合の少なくとも１つの選択が、

  所望の結合特性を有する第１のリガンドを提供することと、

  前記第１の同族対合の１つまたは複数を前記第１のリガンドと接触させること

によって、未結合複合体および結合複合体を生成することと、

  結合複合体または未結合複合体のいずれかを回収することと、

  回収複合体の少なくとも１つの核酸成分を増幅することと、

  前記回収複合体の前記核酸成分の配列に変異を導入することと、

  前記核酸成分から１つまたは複数の第２のタンパク質を翻訳することと、

  前記第２のタンパク質の少なくとも１つを前記第２の核酸成分の少なくとも１

つと連結することによって、１つまたは複数の第２の同族対合を生成することと

、

  前記第２の同族対合の前記少なくとも１つを少なくとも１つの第２のリガンド

と接触させることにより、前記第２の同族対合の１つまたは複数を選択すること

によって所望のタンパク質配列を得ることにおいて、前記第２のリガンドが前記

第１のリガンドと同じであるか、または異なること

  を含む請求項２３に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （技術分野）

  本発明は、核酸およびポリペプチドを選択するための組成物および方法に関す

る。

      【０００２】

  （背景技術）

  リガンド－受容体相互作用は、基礎的な生物学的部位の認識機構の解明から薬

物スクリーニングおよび合理的薬物設計に亘る様々な理由から興味深い。選択さ

れた標的に優先的に結合する大集団から分子を選択し、次いで、後に再選択する

ためにそれらの分子を増幅し、かつそれらに変異を起こすことによって、核酸の

ｉｎ  ｖｉｔｒｏでの展開を推進することが何年も以前から可能となった（Ｔｕ

ｅｒｋ  ａｎｄ  Ｇｏｌｄ、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：５０５（１９９０））。

      【０００３】

  タンパク質を用いて選択過程を行うことができれば、極めて有用と思われる。

これによって、選択されたリガンドに特異的に結合するタンパク質のｉｎ  ｖｉ

ｔｒｏでの設計および生産が可能になると思われる。核酸と比較して、タンパク

質の使用はタンパク質中の１２種の多様なアミノ酸側鎖が、核酸側部の４種の同

様な鎖よりはるかに多数の結合上の可能性を有するので、特に有利である。更に

、多くの生物学的ならびに医学的に関連するリガンドがタンパク質に結合する。

      【０００４】

  核酸及びタンパク質いずれの展開法（Evolution Method）において、試験分子

の大きく非常に多様な集団へのアクセス、その集団における所望の性質を示すメ

ンバーを選択するための手法、および、その後の選択のための他の集団を得るた

めの変異で起こる変異を有する選択された分子の再生産を可能にすることが求め

られている。

      【０００５】

  タンパク質での展開法を開発する従来の試みは、タンパク質に再生産能力がな

いこと、およびポリペプチドをコードするｍＲＮＡをその翻訳産物と連結するこ
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とができないことによって、主に制限されていた。その上、大きなペプチドライ

ブラリーの生成およびスクリーニング法のために、その過程がｉｎ  ｖｉｖｏの

発現段階を通ることが最近まで要求された。それらの例の中には、酵母２または

３ハイブリッド法、酵母ディスプレー法およびファージディスプレー法が含まれ

る（Ｆｉｅｌｄｓ  ａｎｄ  Ｓｏｎｇ、Ｎａｔｕｒｅ  ３４０：２４５（１９８

９）；Ｌｉｃｉｔｒａ  ａｎｄ  Ｌｉｕ、ＰＮＡＳ  ９３：１２８１７（１９９

６）；Ｂｏｄｅｒ  ａｎｄ  Ｗｉｔｔｒｕｐ、Ｎａｔ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  

１５：５５３（１９９７）；およびＳｃｏｔｔ  ａｎｄ  Ｓｍｉｔｈ、Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２４９：３８６（１９９０））。ｉｎ  ｖｉｖｏ法は、ライブラリーの

限りある大きさ、面倒なスクリーニング段階を含む様々な欠点を有する。その上

、宿主細胞上の制約によって、好ましくない淘汰圧が変異体の生成に掛かる恐れ

がある。

      【０００６】

  ｉｎ  ｖｉｔｒｏ法は更に最近になって開発されてきたもので、リボソームデ

ィスプレー等の原核および真核ｉｎ  ｖｉｔｒｏ翻訳系を用いている（Ｍａｔｔ

ｈｅａｋｉｓ  ｅｔ  ａｌ．、ＰＮＡＳ  ９１：９０２２（１９９４）；Ｈａｎ

ｅｓ  ａｎｄ  Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ、ＰＮＡＳ  ９４：４９３７（１９９７）；

Ｊｅｒｍｕｔｕｓ  ｅｔ  ａｌ．、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  ｉｎ  Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ９：５３４（１９９８））。これらの方法では、タ

ンパク質およびそれをコードするｍＲＮＡがリボソームともに連結され、その複

合体全体が選択すべきリガンドに対してスクリーニングされる。この方法の問題

点として考えられることには、リボソームのサイズが大きいことが含まれ、それ

が結合した相対的にかなり小さいタンパク質のスクリーニングを妨害する恐れが

ある。

      【０００７】

  １９９７年、２つの研究グループが、リンカーＤＮＡに結合したピューロマイ

シンと共にリボソームペプチジルトランスフェラーゼ（Ribosomal peptidyl tra

nsferase)を用いることによって、翻訳中にタンパク質を、それをコードする配

列（コーディング配列）と結合するｉｎ  ｖｉｔｒｏの方法を開発した（Ｓｚｏ
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ｓｔａｋ  ｅｔ  ａｌ．、国際特許公報ＷＯ９８／３１７００；Ｒｏｂｅｒｔｓ

  ａｎｄ  Ｓｚｏｓｔａｋ、ＰＮＡＳ  ９４：１２２９７（１９９７）；Ｎｅｍ

ｏｔｏ  ｅｔ  ａｌ．、ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔｅｒｓ  ４１４：４０５（１９９７

）であって、いずれも参考のために本明細書に組み込んである）。コーディング

配列とペプチドが一旦結合すると、そのペプチドは選択されたリガンドに曝され

る。リガンドによるペプチドの選択または結合は、結合しているコーディング配

列も選択し、次いでそれを標準的手段によって再生産することができる。Ｒｏｂ

ｅｒｔｓとＳｚｏｓｔａｋおよびＮｅｍｏｔｏ等は、共にＤＮＡリンカーや非翻

訳性の他の鎖によって、コーディング配列の３’末端にピューロマイシン分子を

結合する技法を用いた。ピューロマイシンは、リボソームペプチジルトランスフ

ェラーゼの作用下で発生時のペプチド鎖を受容し、それを安定かつ不可逆的に結

合することによって、翻訳を停止するｔＲＮＡ受容体幹部の類縁体である。これ

らの方法はある種の欠点を有する。例えば、各ペプチドをコードするコーディン

グ配列は既知のものであって、最初も各選択の間にも修飾されねばならない。し

たがって、天然の未知のｍＲＮＡを選択するために、ＲｏｂｅｒｔｓやＮｅｍｏ

ｔｏの方法を使用することはできない。更に、コードディング配列の修飾のため

に、プロセスに数段の工程が加わることになる。最後に、リンカー分子上の結合

ピューロマイシンは、コーディング配列を読むリボソームや近くのリボソーム上

のＡ部位を求めて、翻訳反応において天然ｔＲＮＡと競合し、したがって、翻訳

反応溶液中の未結合ピューロマイシンと全く同様に、翻訳過程を「被毒させる」

恐れがある。ピューロマイシンとリボソームとの偶然の相互作用で、２種の反応

非特異性、即ち未成熟で短縮したタンパク質および誤ったメッセージに結合した

タンパク質が生じ得る。Ａ部位およびペプチジルトランスフェラーゼのピューロ

マイシンに対する親和性を、Ｍｇ++濃度によって調節し得ることを示す従来技術

における報告がある（参考のために本明細書に組み込んであるＲｏｂｅｒｔｓ、

Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．３：２６８（１９９９））。第１種

の非特異的な、すなわち翻訳の未成熟終結を制御するためにＭｇ++濃度が滴定さ

れてもよく、これは、第２型、即ち不正確なｍＲＮＡ－タンパク質連結に影響す

ることはない。



(9) 特表２００３－５３３９９５

      【０００８】

  したがって、核酸配列に関する予備知識や核酸の反復化学修飾を必ずしも必要

とせず、ｍＲＮＡをそのタンパク質に正確に連結することのできる、核酸に基づ

くｉｎ  ｖｉｔｒｏタンパク質展開システムに対する要求が存在する。

      【０００９】

  （発明の開示）

  本発明は、タンパク質および核酸の所望の性質を選択し、展開するための組成

物および方法を提供する。様々な実施形態において、本発明は修飾ｔＲＮＡおよ

びｔＲＮＡ類縁体を提供する。他の実施形態には、ポリペプチドを生成する方法

、ポリペプチド集団中の所望の特性を有する個々のメンバーの選択を可能にする

アッセイ、このような選択されたポリペプチドをコードする核酸を増幅する方法

、および強化された性質をスクリーニングで選択するために新しい変異体を生成

する方法が含まれる。

      【００１０】

  いくつかの実施形態では、修飾ｍＲＮＡをなお使用してもよいが、本発明によ

って、天然のｍＲＮＡの修飾を必要とせずにタンパク質をそのメッセージに結合

することができる。本発明の様々な態様において具体化された各方法の特異性は

、コドン－アンチコドン相互作用の特異性によって決定される。

      【００１１】

  好ましい実施形態では、本発明によって、核酸がコードするタンパク質の選択

によってその核酸の選択が可能となる。翻訳終結時にタンパク質をその同族ｍＲ

ＮＡ（cognate ｍRNA)に接続し、その次に、タンパク質とｍＲＮＡの両方をｔＲ

ＮＡまたはｔＲＮＡ類縁体に接続することによって、これを実現し得る。

      【００１２】

  本発明の好ましい一実施形態には、ポリペプチドをコードする核酸とそのポリ

ペプチドを、ｔＲＮＡに共有結合で連結することのできるｔＲＮＡ分子が含まれ

るが、その場合に、核酸の連結はポリペプチドの連結以外のｔＲＮＡの一部で起

こり、ｔＲＮＡはｔＲＮＡのアンチコドンと結合した連結分子を含んでいる。好

ましくは、アミノ酸またはアミノ酸類縁体を安定な結合でｔＲＮＡ分子の３’末
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端に結合することによって、安定なアミノアシルｔＲＮＡ類縁体（ＳＡＴＡ）を

生成する。

      【００１３】

  他の実施形態には、好ましくはリーディングフレームの３’領域、より好まし

くはリーディングフレームの大部分の３’コドン、最も好ましくはリーディング

フレームの３’停止コドンに配置したソラーレン（psoralen）を含んだｍＲＮＡ

が含まれる。好ましい実施形態では、ｔＲＮＡとｍＲＮＡの間の連結は架橋ソラ

ーレン分子、より好ましくはフラン側のソラーレン一付加体である。

      【００１４】

  本発明のいくつかの実施形態には、核酸、ｔＲＮＡ、およびｍＲＮＡでコード

されるポリペプチドを一緒に安定に連結することによって、連結したｍＲＮＡ－

ポリペプチド複合体を形成する方法が含まれる。好ましい一実施形態では、その

核酸はｍＲＮＡである。更に本法は、複数の相異なる核酸－ポリペプチド複合体

の提供、所望の結合特性を有するリガンドの提供、複合体とリガンドとの接触、

未結合複合体の除去、およびリガンドに結合した複合体の回収を含むことができ

る。

      【００１５】

  本発明のいくつかの方法では、核酸分子および／またはタンパク質の展開を含

む。一実施形態では、本発明は、回収複合体の核酸成分の増幅およびその核酸の

配列への変異の導入を含む。他の実施形態では、本法は更に、増幅し、変異した

核酸からポリペプチドを翻訳すること、ｔＲＮＡを用いてそれらを連結すること

、およびそれらをリガンドと接触させることによって、結合複合体の他の新集団

を選択することを含む。本発明のいくつかの実施形態では、ｉｎ  ｖｉｔｒｏ展

開の過程、特に選択されたｍＲＮＡを変異と共に再生産し、翻訳し、選択のため

に再び同属のタンパク質に接続する反復過程において選択されたタンパク質－ｍ

ＲＮＡ複合体を使用する。

      【００１６】

  （発明を実施するための最良の形態）

  本発明の様々な実施態様は、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）をそれから翻
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訳されたタンパク質産物に連結し、「同族対合（cognate pair）」を形成するｔ

ＲＮＡ機構を使用する。いくつかの実施形態において、配列の不明なｍＲＮＡを

発現することができ、そのタンパク質を所望または選択した性質を有するリガン

ドに対する選択過程を通してそのタンパク質の特性が決定され、かつタンパク質

展開を起こすことになる核酸展開がｉｎ  ｖｉｔｒｏで行なわれることによって

、強化された性質を有する分子を得ることができる。同族対合は、連結している

ｔＲＮＡ、修飾されたｔＲＮＡ、またはｔＲＮＡ類縁体を介して結合するのが好

ましい。好ましい一実施形態において、そのｔＲＮＡは、リボソームペプチジル

トランスフェラーゼによって発生時のペプチドに接続され、ｔＲＮＡまたはｔＲ

ＮＡ類縁体のアンチコドンとＲＮＡメッセージのコドンの間の紫外光誘発架橋に

よってｍＲＮＡに接続される。これは例えばチオウラシルによってなし得るが、

好ましい一方法では、そのリンカーは、ｍＲＮＡ上または好ましくは選定された

ｔＲＮＡアンチコドン上に予備配置したソラーレン一付加体から作られるソラー

レン架橋である。好ましくは、ｔＲＮＡ停止アンチコドンを選択する。停止コド

ン／アンチコドン対合は完全長転写物のために選択される。当業者であれば、停

止コドンをもたないｍＲＮＡも使用し得るし、いずれかのコドンまたは核酸三塩

基連鎖も使用し得ることは理解されよう。天然にないアンチコドンを有するｔＲ

ＮＡは、当分野で知られている方法に従って合成することができる（例えば、図

３）。

      【００１７】

  「タンパク質」、「ペプチド」および「ポリペプチド」という用語は、任意の

形態（例えば、ＤまたはＬアミノ酸、ペプチド結合を介して重合し得る合成また

は修飾アミノ酸等）のアミノ酸からなる２単位以上のポリマー分子を意味すると

本明細書では定義し、これらの用語は本明細書では相互に入れ替えて使用してよ

い。

      【００１８】

  「疑似停止コドン」という用語は、当然ナンセンスコドンではないが、メッセ

ージが更に翻訳されるのを防止するコドンを意味するものと本明細書では定義す

る。疑似停止コドンは、以下に記載のように「安定なアミノアシルｔＲＮＡ類縁
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体」即ちＳＡＴＡを用いることによって、創製し得る。このように、疑似停止コ

ドンはＳＡＴＡによって認識され、ＳＡＴＡに結合するコドンである。疑似停止

コドンを創製する他の方法は、疑似コドンに相補性のアンチコドンを有する必要

なｔＲＮＡが、実質的に消滅する人工の系を創製することである。したがって、

ｔＲＮＡが不在であることが要求されるとき、すなわち、擬似停止コドンにおい

て翻訳が停止する。当業者であれば、本明細書に定義する疑似停止コドンを創製

する多数の方法があることを認識されよう。

      【００１９】

  ｍＲＮＡとそのタンパク質産物との接続の形成には、所定の特性を有するｔＲ

ＮＡまたはｔＲＮＡ類縁体が一般に必要とされる。本発明のいくつかの実施形態

では、ｔＲＮＡまたはｔＲＮＡ類縁体が安定なペプチド受容体を有することにな

る。この修飾によって、リボソームペプチジルトランスフェラーゼの作用で発生

時のペプチド鎖を受容した後、ペプチジルトランスフェラーゼがその鎖を引き剥

がすことのないように安定にそれを保持するように、ｔＲＮＡまたはｔＲＮＡ類

縁体が変化する。これは、３’デオキシアデノシンまたはアミノ「アシルｔＲＮ

Ａox-red」上の２’エステルのように、リボソームに結合し、ペプチド鎖を受容

し、その上次のペプチド転位反応において供与体として作用しない結合を用いる

ことによって、なし得る（Ｃｈｉｎａｌｉ  ｅｔ  ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ．１

３：３００１（１９７４）；Ｋｒａｙｅｖｓｋｙ  ａｎｄ  Ｋｕｋｈａｎｏｖａ

、Ｐｒｏｇ．Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  ２３：１（１９７９）ａｎｄ  Ｓｐｒ

ｉｎｚｌ  ａｎｄ  Ｃｒａｍｅｒ、Ｐｒｏｇ．Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  ２２

：１（１９７９））。

      【００２０】

  好ましい一実施形態において、アミノ酸またはアミノ酸類縁体を安定な結合に

よってｔＲＮＡまたはｔＲＮＡ類縁体の３’末端に結合する。この安定な結合は

、自然の構造中でのこれらの２つをつなぐ不安定で高エネルギーのエステル結合

とは対照的である。その安定な結合は、ペプチジルトランスフェラーゼの作用か

らその結合を保護するだけでなく、その後の段階中でもその構造を保存する。便

宜上、この修飾ｔＲＮＡまたはｔＲＮＡ類縁体を、「安定なアミノアシルｔＲＮ
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Ａ類縁体」またはＳＡＴＡと呼ぶことにする。本明細書で使用する場合、ＳＡＴ

Ａは、その同族コドンがリボソームの読取り位置内にあるとき、リボソームペプ

チジルトランスフェラーゼの作用によってペプチド鎖を受容することができるよ

うに、選択されたコドンを認識することのできるものである。そのペプチド鎖は

、安定に結合され、ペプチジルトランスフェラーゼによって外すことができない

ように結合される。好ましくは、選択されたコドンは水素結合によって認識され

る。

      【００２１】

  ＳＡＴＡを創製する一方法は１９７３年に公表された（Ｆｒａｓｅｒ  ａｎｄ

  Ｒｉｃｈ、ＰＮＡＳ  ７０：２６７１（１９７３））。この方法では、ｔＲＮ

ＡまたはｔＲＮＡ類縁体の３’－アミノ－３’－デオキシｔＲＮＡへの変換が行

われる。これは、蛇毒ホスホジエステラーゼで自然のｔＲＮＡからそれに固有の

アデノシンを除去した後、その末端にｔＲＮＡヌクレオチジルトランスフェラー

ゼで３’－アミノ－３’－デオキシアデノシンを付加することによって、実現さ

れる。次いで、この修飾ｔＲＮＡに各アミノアシルｔＲＮＡシンテターゼ（ａａ

ＲＳ）によってアミノ酸を加える。ＦｒａｓｅｒおよびＲｉｃｈは、２’ではな

く、３’ヒドロキシルでｔＲＮＡにアミノ酸が付加されたａａＲＳを使用した。

そのアミノ酸は、普通の不安定で高エネルギーのエステル結合ではなく、安定な

アミド結合によってｔＲＮＡに結合される。こうして、ｔＲＮＡがリボソームペ

プチジルトランスフェラーゼからペプチドを受容するとき、それはペプチドを安

定に保持し、他の受容体に与えることはできないものとなる。

      【００２２】

  好ましい一方法では、ＳＡＴＡは、コドンとアンチコドンの間のソラーレン架

橋によって、翻訳されるメッセージに結合されることになる。ソラーレン架橋は

、相補性の５’ピリミジン－プリン３’配列、特にＵＡまたはＴＡ配列を含んだ

配列の間で選択的に生成する（Ｃｉｍｉｎｏ  ｅｔ  ａｌ．、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．

Ｂｉｏｃｈｅｍ．５４：１１５１（１９８５））。ＳＡＴＡをコードするコドン

、即ち連結コドンは、ＰＹＲ－ＰＵＲ－ＸまたはＸ－ＰＹＲ－ＰＵＲであってよ

く、したがっていくつかのコドンを連結コドンに使用し得る。都合良いことに、
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停止またはナンセンスコドンがこの配置を有している。アミノ酸をコードするコ

ドンを用いると、遺伝暗号に対する小規模の調整が必要となり、応用によっては

複雑になる場合があり得る。したがって、好ましい一実施形態では、停止コドン

を連結コドンに使用し、ＳＡＴＡは、それが連結コドンを認識するナンセンスサ

プレッサーとして機能する。しかし、当業者であれば、その系に適当な調節を加

えることで、任意のコドンを使用し得ることを認識されよう。

      【００２３】

  ＦｒａｓｅｒおよびＲｉｃｈはＥ．ｃｏｌｉで研究したが、最も有効なｉｎ  

ｖｉｔｒｏ翻訳系は真核細胞を用いた系である。真核翻訳系における原核サプレ

ッサーの使用が可能である（Ｇｅｌｌｅｒ  ａｎｄ  Ｒｉｃｈ  Ｎａｔｕｒｅ  

２８３：４１（１９８０）；Ｅｄｗａｒｄｓ  ｅｔ  ａｌ  ＰＮＡＳ  ８８：１

１５３（１９９１）；Ｈｏｕ  ａｎｄ  Ｓｃｈｉｍｍｅｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  ２

８：６８００（１９８９））。それらは主に常在性のａａＲＳに限定されている

。ｔＲＮＡまたは類縁体を原核系に導入し、次いで確立された方法（Ｌｕｃａｓ

－Ｌｅｎａｒｄ  ａｎｄ  Ｈａｅｎｎｉ、ＰＮＡＳ  ６３：９３（１９６９））

に従って精製することができるので、この制約は本発明の様々な実施形態によっ

て克服される。

      【００２４】

  本発明のいくつかの実施形態では、ｔＲＮＡまたは類縁体に使用するのに適し

た受容体幹部の修飾は、当分野で知られている様々な方法によって生成すること

ができる。このような方法は、例えばＳｐｒｉｎｚｌ  ａｎｄ  Ｃｒａｍｅｒ、

Ｐｒｏｇ．Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ．２２：１（１９７９）に見出される。他

の一実施形態では、「転写ｔＲＮＡ（Transcriptional tRNA）」即ち、転写後プ

ロセシングの後ではないときに転写されるようなｔＲＮＡの配列により、ｔＲＮ

Ａにおいて共通の非典型的な修飾された塩基が導かれる。これらの転写ｔＲＮＡ

は、ｔＲＮＡとして機能することができる（Ｄａｂｒｏｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．

、ＥＭＢＯ  Ｊ．１４：４８７２、１９９５；およびＨａｒｒｉｎｇｔｏｎ  ｅ

ｔ  ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ．３２：７６１７、１９９３）。転写ｔＲＮＡは、

転写によって生成することができ、または（Ｄｈａｒｍａｃｏｎ  Ｒｅｓｅａｒ



(15) 特表２００３－５３３９９５

ｃｈ  Ｉｎｃ．、Ｂｏｕｌｄｅｒ，ＣＯ．から入手できるもの等の）市販のＲＮ

Ａ配列を一緒に、図３のように一片ずつ、または確立された方法の何らかの組合

せで接続することによって、作製することができる。例えば、５’リン酸および

３’ピューロマイシンは、オリゴヌクレオチドに結合した形で市販されている。

これらの断片は、当分野で良く知られているように、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼを用

いて一緒に接続することができる（Ｍｏｏｒｅ  ａｎｄ  Ｓｈａｒｐ、Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２５６：９９２、１９９２）。あるいは、好ましい一実施形態では、Ｔ

４  ＲＮＡリガーゼが使用される（Ｒｏｍａｎｉｕｋ  ａｎｄ  Ｕｈｌｅｎｂｅ

ｃｋ、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  １００：５２（１９８３

））。

      【００２５】

  本発明のいくつかの実施形態では、ソラーレン連結オリゴヌクレオチドを含む

断片からのｔＲＮＡ構築（図３）、あるいは自然または修飾ｔＲＮＡまたは類縁

体への一付加（図４）によって、ソラーレンはＳＡＴＡに一付加される。

      【００２６】

  いくつかの実施形態では、発生時のタンパク質がペプチジルトランスフェラー

ゼによってＳＡＴＡに結合されると、翻訳が停止する。多数のリボソームがこの

位置にあると、ＳＡＴＡとｍＲＮＡがＵＶ光で接続される。好ましい一方法では

、ソラーレン架橋を形成することによって、これが実現されると思われる。ソラ

ーレンはフラン側およびピロン側を有しており、それらは二本鎖ＤＮＡ、二本鎖

ＲＮＡおよびＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド中の相補的塩基対の間に容易にインタ

ーカレートされる（Ｃｉｍｉｎｏ  ｅｔ  ａｌ．、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈ

ｅｍ．５４：１１５１（１９８５））。好ましくは３２０ｎｍから４００ｎｍの

範囲のＵＶで照射すると架橋が起こり、位置ずれしたピリミジン同士が共有結合

されたままとなる。架橋を形成し、それらを光で戻すか、または選択した波長を

用いることによって、以下にもっと十分に記述する一付加体を形成することが可

能である。これらはピロン側、フラン側のいずれかへの一付加体であると思われ

る。更に照射すると、フラン側一付加体を相補的塩基対に共役結合で架橋するこ

とができる。ピロン側一付加体を更に架橋することはできない。フラン側ソラー
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レン一付加体（ＭＡｆ）の形成も確立された方法に従ってなされる。好ましい一

方法では、ソラーレンはＳＡＴＡのアンチコドンに結合される。しかし、図４に

描かれているように、ソラーレンをメッセージのリーディングフレームの末端で

結合することもできる。

      【００２７】

  オリゴヌクレオチド上の精製ＭＡｆの大規模生産方法は、資源がより少なくて

すむ方法として文献（例えば、Ｓｐｅｉｌｍａｎｎ  ｅｔ  ａｌ．、ＰＮＡＳ  

８９：４５１４、１９９２）に記載されているが、非架橋性ピロン側ソラーレン

一付加体によりある程度汚染される（例えば、米国特許第４５９９３０３号；Ｇ

ａｍｐｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９７：３４９（１９８７

）；Ｇａｍｐｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ．

４０：２９（１９８４））。本発明のいくつかの実施形態では、ソラーレン標識

はいずれの方を使っても行われる。好ましい一実施形態では、米国特許第５４６

２７３３号およびＧａｓｐａｒｒｏ  ｅｔ  ａｌ．、Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｐｈ

ｏｔｏｂｉｏｌ．５７：１００７（１９９３）に記載の方法に従って、フラン側

一付加体が、好ましくは約４００ｎｍ～４２０ｎｍの範囲の可視光を用いて創製

される。本発明の一態様では、ｍＲＮＡの３’末端に配置するための、フラン側

一付加体を有するＳＡＴＡまたは一付加オリゴヌクレオチドが、未付加ＳＡＴＡ

と共にキットの基本として提供される。

      【００２８】

  本発明のいくつかの実施形態におけるＳＡＴＡおよび一付加体の使用は、ｉｎ

  ｖｉｔｒｏ翻訳系にとって特に有利である。しかし、当業者であれば、ｉｎ  

ｓｉｔｕ系も使用することができることを認識されよう。本発明の様々な実施形

態は、ウサギ網状赤血球溶解物（ＲＬＬ）、コムギ胚、Ｅ．ｃｏｌｉ、酵母溶解

系の各系等を含むが、それらに限らない任意のｉｎ  ｖｉｔｒｏ翻訳系に適用し

得る。本発明の多くの実施形態は、異なる系の成分を組み合わせるハイブリッド

系で使用する場合にも良く適している。

      【００２９】

  ３’アミド結合でアミノアシル化されたｔＲＮＡは、Ａ部位への結合を促進す
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る伸長因子ＥＦ－ＴＵと結合しないと報告されている（Ｓｐｒｉｎｚｌ  ａｎｄ

  Ｃｒａｍｅｒ、Ｐｒｏｇ．Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ．２２：１（１９７９）

）。しかし、このような修飾ｔＲＮＡはＡ部位に結合する。３’修飾ｔＲＮＡの

この結合は、Ｍｇ++濃度を変えることによって増加させることができる（Ｃｈｉ

ｎａｌｉ  ｅｔ  ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ．１３：３００１（１９７４））。Ｓ

ＡＴＡおよびＭｇ++の適当な濃度および／またはモル比は、実験的に決定するこ

とができる。ＳＡＴＡの濃度またはＡ部位親和性が高すぎると、そのＳＡＴＡは

、非同族コドンに対して、自然のｔＲＮＡと競合する、即ちピューロマイシンに

良く似た機能を示し、翻訳を遅らせる恐れがある。ＳＡＴＡの濃度またはＡ部位

親和性が低すぎると、そのＳＡＴＡは放出因子と有効に競合しない、即ち有効な

ナンセンスサプレッサーｔＲＮＡとして作用しない。これらの間の均衡は、実験

的に決定することができる。

      【００３０】

  伸長因子はコドン－アンチコドン認識のプルーフリーディング（proofreading

）を促進するとも考えられている。伸長因子および関連するＧＴＰの加水分解が

ない場合の誤訳率は、ヌクレオチド１個離れたコドンに対して１／１００である

と見積られている（Ｖｏｅｔ  ａｎｄ  Ｖｏｅｔ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  

２nd  ｅｄ．、１０００～１００２ページ（１９９５）、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ

  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ）。好ましい一実施形態では、ＵＡＡが連結コドンとして使

用される。連結コドンとしてのＵＡＡに対しては、１個のアミノ酸が異なる７個

の非停止コドンがある。これは、非停止コドンの７／６１、即ち約１１．５％で

ある。所与のコドンをミスコードする確率を、１コドン当たり（０．０１）（０

．１１５）＝１．１５×１０-3個のミスコードと見積ることができる。したがっ

て、本発明の様々な方法の性能に実質的に障害を及ぼさないと思われる頻度の、

約８７０個のコドン毎に１個のミスコードが予想されよう。他の実施形態では、

ＵＡＧが連結コドンとして使用される。

      【００３１】

  いくつかの実施形態では、適当な濃度のＳＡＴＡおよびＭｇ++は、プール中の

ｍＲＮＡ分子の存在下、ｉｎ  ｖｉｔｒｏ翻訳系、例えばＲＲＬ中で使用され、



(18) 特表２００３－５３３９９５

ＳＡＴＡがペプチド鎖を受容することを可能にするコドン（前記の連結コドン）

にリボソームが到達したときに、翻訳を終結させる。短時間内に、連結コドンの

大部分がリボソーム内でＳＡＴＡによって占有される。好ましい一実施形態では

、次いでその系に好ましくは約３２０ｎｍから４００ｎｍのＵＶ光を照射するこ

とになる。核酸は、普通この波長領域に透明、即ちそれを吸収しない。照射する

と、ソラーレン一付加体は、安定な共有結合によってアンチコドンとコドンを接

続する架橋に変換することになる。

      【００３２】

  好ましい一実施形態では、標的のｍＲＮＡが予備選択される。他の実施形態で

は、標的ｍＲＮＡが人工的に生産される。他の一実施形態では、その標的が研究

中の系で自然生成したメッセージからなるが、それらは未知および／または未同

定であってもよい。未知および／または未同定のｍＲＮＡを使用し得ることは、

本発明のいくつかの実施形態の特別な利点である。

      【００３３】

  いくつかの実施形態では、全ての発生時のタンパク質が同族ｍＲＮＡに接続さ

れてしまうと、リボソームが放出されるか、変性される。好ましくは、これは、

透析、単純な希釈、またはキレート化によるＭｇ++の枯渇によって実現される。

当業者であれば、イオン強度、ｐＨまたは溶媒系の変化による変性を含むが、そ

れに限らない他の方法も使用し得ることを理解されよう。

      【００３４】

  本発明のいくつかの実施形態では、同族対合の選択は、アフィニティーカラム

、免疫沈降、および多くの高処理量スクリーニング手順を含むが、それらに限ら

ない確立された多様な方法のいずれかによるタンパク質の親和性結合に基づいて

行われる。タンパク質、核酸、化学的化合物、ポリマーおよび金属を含むが、そ

れらに限らない多様なリガンドも使用してよい。その上、同族対合を結合させる

ために、細胞膜または受容体、または細胞全体でさえ使用してもよい。その選択

は陽性の場合も陰性の場合もある。即ち、選択した同族対合がリガンドに良く結

合する場合も、そうでない場合もある。例えば、タンパク質が熱力学的に有利な

反応を加速する、即ちその反応の酵素として作用するためには、そのタンパク質
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が基質にも遷移状態類縁体にも結合すべきである。しかし、遷移状態類縁体は基

質よりはるかに強固に結合すべきである。これは次式によって示され、

      【００３５】

【数１】

      【００３６】

式中において、酵素を用いた反応速度ｋenzymeの酵素を用いない反応速度kψenz

ymeに対する比は、遷移状態の酵素への結合Ｋtransの基質の酵素への結合Ｋsubs

tに対する比に等しい（Ｖｏｅｔ  ａｎｄ  Ｖｏｅｔ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ

ｙ  第２版、３８０ページ（１９９５）、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏ

ｎｓ）。

      【００３７】

  好ましい一実施形態では、基質への結合に対して競合性が低く、遷移状態類縁

体への結合に対して競合性が高い各タンパク質が選択される。操作上は、基質ま

たは基質類縁体を結合したマトリックスから容易に流出し、遷移状態類縁体を結

合したマトリックスから除去するのが最も困難な各タンパク質を採取することに

よって、これを実現し得る。逐次この選択を反復し、同族対合の核酸の複製およ

び翻訳を介して各タンパク質を再生産することによって、改良された酵素が展開

するはずである。同じ選択過程におけるある物への親和性および他の物への親和

性欠如を、本発明のいくつかの実施形態で使用する。多くの実施形態では、ＲＮ

Ａによって選択を行うこともできる。

      【００３８】

  選択によって同族対合の集団が同定されてしまうと、ｍＲＮＡ鎖を再生産する

ために、ＳＡＴＡからその鎖を引き剥がすのが都合良いかもしれない。これは必

ずしも必要ではないが、好ましくは約３１３ｎｍか、わずかに低いＵＶでその対
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合を照射することによって、実現し得る。この波長は、ソラーレン架橋を光でＭ

Ａｆに戻し、核酸には最小限の傷害しか与えない波長と確認された。光戻しに対

する核酸傷害の比は、６００塩基中の１塩基に対して、１回の光戻しでの障害が

あると見積られている（Ｃｉｍｉｎｏ  ｅｔ  ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ  ２５：

３０１３（１９８６））。

      【００３９】

  当業者であれば、ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼによる方法、または逆転写

およびＰＣＲによる方法を含むが、それらに限らない多くの方法で、ｍＲＮＡを

再生産できることを認識されよう。この再生産は、同族対合から分離したｍＲＮ

Ａを用いて、例えば自然生成した未知のメッセージのポリＡテールにハイブリッ

ド形成するために、例えばポリＴまたはポリＵを用いて、あるいは、同族対合を

そのままにし、既知のメッセージに対するリーディングフレーム中に部分的にハ

イブリッド形成するオリゴヌクレオチドプライマーを用いることによって、行う

ことができる。あるいは、ｃＤＮＡ末端を急速に増幅するための市販キットを用

いてもよい。単にタンパク質を選択するためでなく、タンパク質を展開させるた

めにこれを用いる場合、タンパク質中の各位置において少なくとも１個のアミノ

酸置換を試すのが好ましいと思われる。

      【００４０】

  複製閾値

  有効な展開のための名目的な最小複製数（nominal minimum number)は、以下

の公式を用いて見積ることができる。長さがｎ配列で、変異率ｐを有するｒ回の

変異を経て選択改良をする配列があるとすると、複製時に選択改良を起こす確率

は以下のように決定し得る。

      【００４１】

  ｒ＝１に対しては、正しい点における変異の確率ｐ、掛ける、出発点とは異な

る３個のヌクレオチド中の正しい１個に変異が起きる確率１／３、掛ける、その

他のｎ－１部位が変異を受けないままでいる確率（１－ｐ）（ｎ－ｒ）、即ち

      【００４２】

【数２】
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      【００４３】

であり、ここでＰはｒ回の変異を経て所与の変化を実現する確率である。もっと

一般的には、全てのｒ値に対して：

      【００４４】

【数３】

      【００４５】

  １回の優勢変異の経過を見出す確率と、３回の変異を経た確率と比較すると、

教示が得られる。これは、３塩基連鎖の遺伝暗号が与えられているとすると、任

意の所与のコドンが、１回の変異で他の９種のコドンにしか変化することができ

ないからである。実際には、１回の変異で他の９種のアミノ酸暗号に実際に変化

し得るコドンはないことが判明している。１回の変異で入手し得る最大のアミノ

酸数は７アミノ酸であり、これをなし得るコドンは６４個中８個しかない。大部

分のコドンは、１回の変異で他の１９アミノ酸からの５または６種のアミノ酸と

なる。始めのアミノ酸と異なる１９種全てのアミノ酸に到達するには、一般に３

回の変異が必要である。そのうち２回の割り込む変異は一般に選択的に優勢とは

思われないので、これら３回の変異が順次起こることはできない。したがって、

２０種のアミノ酸全てを使用するためには、少なくとも大きさが３回の変異（ｒ

＝３）である段階を使用する必要がある。

      【００４６】

  「間違い易いＰＣＲ（error－prone PCR)」で報告されている変異率の０．０

０６７に対して、アミノ酸１００個の短いタンパク質を与えるヌクレオチド３０
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０個のメッセージを用いると：

    Ｐ3＝１．５１×１０-9

である。したがって、必要と予想される閾値は：

      【００４７】

【数４】

      【００４８】

の回数の複製が、優勢である次のアミノ酸に到達すると合理的に予想するために

、その変異率では必要になる。その二項式への拡張によって、試行の１／３強（

実際には約１／ｅ）は選択的に優勢な所与の配列を含まないであろうということ

が示されているので、これは使用すべき複製ではない。

      【００４９】

  ｎが例えば１０9の桁で、ｐが１０-9の桁であるときの一般項を算出すること

ができるように、所与のμに対する大きなｎと小さなｐに対するポアッソン近似

を計算することができる。その近似の一般項は：

      【００５０】

【数５】

      【００５１】

  約６／Ｐより大きな増幅係数が、全種のアミノ酸の使用と共に展開が進むこと

になることを保証している。新規なタンパク質の生産が既存のタンパク質の「混

ぜ合せ（shuffing）」の使用を排除するときに、これは有用である。

      【００５２】

  精製に関する制限
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ＢとＣがＡを求めて競合する場合の可逆的結合を仮定すると：

      【００５３】

【数６】

      【００５４】

全濃度を次のように表すことができる：

［Ｂ］T＝［Ｂ］＋［ＡＢ］

（３）

［Ｃ］T＝［Ｃ］＋［ＡＣ］

（４）

（３）を（４）で割ると、

      【００５５】

【数７】

      【００５６】
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そして［Ｂ］および［Ｃ］を（１）および（２）で置換して、

      【００５７】

【数８】

      【００５８】

整理し直すと、

      【００５９】

【数９】

      【００６０】

分子および分母の［Ａ］を消去して、

      【００６１】

【数１０】

      【００６２】

最後に整理し直して、

      【００６３】

【数１１】
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      【００６４】

濃縮係数

  前記の係数を「濃縮係数（enrichment factor）」と呼ぶ。各成分全量の比に

この係数を掛けることによって、結合型成分の比、即ちＣに対するＢの濃縮を計

算する。最大の濃縮係数は、［Ａ］がｋCまたはｋBより有意に小さいときのｋC

／ｋBである。

      【００６５】

  濃縮は結合定数の比によって制限される。競合タンパク質より１００倍も強く

結合する希少タンパク質を濃縮すると、そのタンパク質対競合タンパク質の比が

３回の濃縮で百万倍増加する。競合タンパク質よりほんの２倍だけ強く結合する

タンパク質を濃縮すると、１０回の濃縮で約１０００倍までの濃縮しか得られな

いであろう。

      【００６６】

  以下の実施例は本発明の様々な実施形態を例示するが、本発明を制限すること

を意図したものでは決してない。

      【００６７】

  実施例１：ＳＡＴＡの産生

  当業者であれば、多数の異なる方法でＳＡＴＡを生成できることを理解されよ

う。例えば、好ましい一実施形態では、３個の断片（図１）を市販源から購入す

る（即ち、Ｄｈａｒｍａｃｏｎ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｉｎｃ．、Ｂｏｕｌｄｅｒ

、ＣＯ）。各修飾塩基および３’末端に予備結合したピューロマイシンと３’末

端にＰＯ4を有する断片３が含まれ、それらは全て市販されている。一付加体の

形成において断片２の操作を促進するために、３個の断片を使用する。

      【００６８】
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  酵母ｔＲＮＡＡｌａまたは酵母ｔＲＮＡＰｈｅが使用されるが、既知のｔＲＮ

Ａから広く配列を選択することができる。好ましくは、断片２に相当する部分内

にＵを限られた数しかもたない配列が使用される。ソラーレンは５’ＵＡ３’配

列に選択的に結合するので、Ｕを２～３個しか含まない配列の使用は必要ではな

い（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ  Ｊ．Ｆ、ｅｔ  ａｌ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ２１

：１３６３）。しかし、このような配列を用いれば、精製時に除去すべき二付加

体産物が減少するであろう。

      【００６９】

  ソラーレンのインターカレートを促進するために、断片２はらせんコンホメー

ションで使用される。したがって、相補鎖が必要になる。ＲＮＡまたはＤＮＡを

使用し、一付加体の形成が実現した後の分離および除去を促進するために、一端

または両端に対してポリＣ等の配列を添加する。

      【００７０】

  緩衝した５０ｍＭ  ＮａＣｌ溶液中で、断片２およびｃＲＮＡを混ぜる。深色

効果（hyperchromicity）の変化によってＴｍを測定する。その２分子を再アニ

ールし、Ｔｍより約１０℃低い温度で選択したソラーレンと１時間インキュベー

トする。使用する配列に基づいてソラーレンを選択する。例えば、８ＭＯＰ等の

比較的に不溶性のソラーレンは、より高い配列厳密度（stringency）を有するが

、補給する必要があるかもしれない。ＡＭＴ等のもっと可溶性のソラーレンは、

より低い厳密度を有するが、大部分の部位を満たすと思われる。好ましくは、Ｈ

ＭＴを使用する。標的でないＵをより多く含んだ断片２を選択した場合、厳密度

を上げることが望ましい。厳密度を上げるために、温度を下げるか、Ｍｇ++の添

加によりイオン強度を増すことも用いる。

      【００７１】

  インキュベーションの後、約４００ｎｍより長い波長でソラーレンを照射する

。照射は、選択した波長および使用するソラーレンに依存する。例えば、ＨＭＴ

に対しては、約４１９ｎｍで２０～１５０Ｊ／ｃｍ2を使用するのが好ましい。

この過程で、ほぼ完全にフラン側の一付加体が形成さる。

      【００７２】
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  一付加体の精製

  次いで、Ｓａｓｔｒｙ  ｅｔ  ａｌ、Ｊ．Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｂ  Ｂｉｏｌ

．１４：６５－７９に記載のように、その一付加体をＨＰＬＣで精製する。一般

に、≧２５ｍｅｒの一付加体の精製は困難であるので（Ｓｐｉｅｌｍａｎｎ  ｅ

ｔ  ａｌ．、ＰＮＡＳ  ８９：４５１４－４５１８）、断片２が断片３と分離さ

れているという事実により、精製段階が促進される。

      【００７３】

  断片２および３の連結

  断片２は、Ｔ４  ＲＮＡリガーゼを用いて断片３に連結する。３’末端上のピ

ューロマイシンは保護基として作用する。これは、Ｒｏｍａｎｉｕｋ  ａｎｄ  

Ｕｈｌｅｎｂｅｃｋ、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  １００：

５２－５９（１９８３）に従って行う。断片２＋３の断片１の３’末端への連結

は、Ｕｈｌｅｎｂｅｃｋ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ２４：２７０５－２７１

２（１９８５）に記載の方法に従って行う。断片２＋３をポリヌクレオチドキナ

ーゼによって５’リン酸化し、その２個の半分子をアニールする。

      【００７４】

  他の方法では、相当量のフラン側一付加Ｕが、ポリＵＡ自体のハイブリッド形

成および前記のような照射によって形成される。次いで、ポリＵＡの酵素的消化

によってフラン側Ｕが産生され、それは保護され、ヌクレオシドホスホラミダイ

ト法によってｔＲＮＡ類縁体中に組み込まれることになる。ソラーレン一付加体

を形成する他の方法は、Ｇａｍｐｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．

１９７：３４９（１９８７）；Ｇａｍｐｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、Ｐｈｏｔｏｃｈｅ

ｍ．Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ．４０：２９、１９８４；Ｓａｓｔｒｙ  ｅｔ  ａｌ．

、Ｊ．Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ．Ｂ  Ｂｉｏｌ．１４：６５－

７９；Ｓｐｉｅｌｍａｎｎ  ｅｔ  ａｌ．、ＰＮＡＳ  ８９：４５１４－４５１

８；米国特許第４５９９３０３号に記載の各方法を含む。

      【００７５】

  前記の方法によって生成したＳＡＴＡは、ＵＡＧ（アンチコドンＣＵＡ）を読

取ることになる。その上、ＵＡＡまたはＵＧＡも使用することになる。様々な実
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施形態において、「連結コドン」として選択する停止コドンを有する任意のメッ

セージを使用する。

      【００７６】

  実施例２：ＣＵＡＧＡΨＣＵＧＧＡＧＧ  ＲＮＡ断片からのソラーレン化フラ

ン側一付加体の産生

  ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドのＵＶ光曝露

  共に５０ｍＭ  ＮａＣｌを含むＲＮＡ：ｃＲＮＡハイブリッドセグメント３ｎ

ｇ／ｍｌおよびＨＭＴ１０μｇ／ｍｌの同容量を、１．５ｍｌの新しい栓付きポ

リプロピレン製ミクロ遠心管中に移し、暗所で３７℃、３０分インキュベートす

る。次いで、これを新しい清浄な培養皿上に移した。これを、光化学反応器（ピ

ーク４１９ｎｍ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ  Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｕｌｔｒａｖｉ

ｏｌｅｔ  Ｃｏ．）中で、放射照度が約６．５ｍＷ／ｃｍ2で６０～１２０分の

照射を受けるように約１２．５ｃｍの距離に位置決めする。

      【００７７】

  低分子量原始産物の除去

  クロロホルム－イソアミルアルコール（２４：１）１００μｌをピペットで採

取し、渦巻き混合を行う。混合物を、ミクロ遠心管中１５０００×ｇで５分遠心

する。クロロホルム－イソアミルアルコール層をミクロピペットで除く。クロロ

ホルム－イソアミルアルコール抽出をもう１度繰返す。清浄なＲＮＡが溶液から

沈殿する。

      【００７８】

  アルコール沈殿

  氷冷無水エタノール２容（約１０００μｌ）をその混合物に添加する。そのチ

ューブをミクロ遠心機中１５０００×ｇで１５分遠心する。上清をデカントし、

廃棄し、沈殿したＲＮＡを１００μｌＤＥＰＣ処理水中に再溶解後、ＲＮＡ＋８

－ＭＯＰに再び曝した。

      【００７９】

  ＨＰＬＣを用いたソラーレン化ＲＮＡ断片の分離

  ＲＮａｓｅが付かないように、全ての成分、ガラス器具および試薬を整える。
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Ｄｉｏｎｅｘ  ＤＮＡ  ＰＡ－１００パッケージカラムでＨＰＬＣを組立てる。

ソラーレン化ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを４℃に暖める。ソラーレン化ＲＮＡ

をＨＰＬＣに施用した後、「ＨＰＬＣによるオリゴヌクレオチド分析」と題する

次項に記載するように、オリゴヌクレオチド分析を行う。収集した各分画は次の

ものを示すことになる。

      【００８０】

  ａ）５’ＣＵＡＧＡΨＣＵＧＧＡＧＧ３’、ここでΨはプソイドウリジン（配

列番号：１）

  ｂ）フラン側５’ＣＵソラーレンＡＧＡΨＣＵＧＧＡＧＧ３’一付加体（配列

番号：２）

  ｃ）５’ＸＸＸＸＸＣＣＵＣＣＡＧＡＵＣＵＡＧＸＸＸＸＸ３’（配列番号：

３）

  ｄ）５’ＸＸＸＸＸＣＣＵＣＣＡＧＡＵＣＵソラーレンＡＧＸＸＸＸＸ３’（

配列番号：４）

  各分画を、新しいＲＮａｓｅの付いていない密栓したミクロ遠心管中４℃で保

存し、４週間を超える保存が必要な場合は－２０℃で保存する。

      【００８１】

  ＨＰＬＣで収集した各ピーク分画が示すＲＮＡ断片のポリアクリルアミドゲル

電気泳動（ＰＡＧＥ）を用いた同定

  電気泳動装置を４℃の冷蔵庫内に組立てる。２ｍｍのスペーサーでゲルを選択

する。ＨＰＬＣ分画各５μｌを装填緩衝液で１０μｌに希釈する。各希釈分画１

０μｌを適当に標識した試料ウェル中に装填する。追跡用染料を別のレーン中に

装填し、「ソラーレン化ＲＮＡ断片のポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧ

Ｅ）」と題する次項に記載のように電気泳動を行う。電気泳動の実行完了後、追

跡用染料がゲルの端に到達したとき電気泳動を停止する。その装置を分解する。

ＵＶ光ボックス上にゲル－ガラスパネルユニットを載せる。ＵＶ光をつける。Ｒ

ＮＡバンドを確認する。ＵＶ点灯条件下でバンドはより濃い陰影として現れる。

      【００８２】

  ゲルからのＲＮＡの抽出
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  各バンドを新しい滅菌したＲＮａｓｅの付いていない外科用メスの刃で切り取

り、新しいスナップ栓付き１．５ｍｌミクロ遠心管中に移す。そのメスの刃の側

面で、各ゲルをミクロ遠心管に押つけて潰す。試料毎に新しい刃を用いる。０．

３Ｍ酢酸ナトリウム１．０ｍｌを各管に添加し、４℃で少なくとも２４時間の間

溶出させる。溶出液をマイクロピペットで新しいスナップ栓付き０．５ｍｌポリ

プロピレン製ミクロ遠心管に移す。管毎に新しいＲＮａｓｅの付いていないピペ

ットチップを用い、ＲＮＡをエタノールで析出させる。

      【００８３】

  エタノール沈殿

  氷冷エタノール２容を各溶出液に添加した後、ミクロ遠心機中１５０００×ｇ

で１５分遠心する。上清を排出し、沈殿したＲＮＡを１００μｌＤＥＰＣ処理脱

イオン水中に再溶解する。必要になるまで、ＲＮＡをミクロ遠心管中４℃で保存

する。保存が２週間を超える場合、遠心管を－２０℃で保存する。次のものが各

断片の移動速度の想定順序で、速いものから遅いものへの順序である。

      【００８４】

  ａ）５’ＣＵＡＧＡΨＣＵＧＧＡＧＧ３’

  ｂ）フラン側５’ＣＵソラーレンＡＧＡΨＣＵＧＧＡＧＧ３’一付加体

  ｃ）５’ＸＸＸＸＸＣＣＵＣＣＡＧＡＵＣＵＡＧＸＸＸＸＸ３’

  ｄ）５’ＸＸＸＸＸＣＣＵＣＣＡＧＡＵＣＵソラーレンＡＧＸＸＸＸＸ３’

  推定した化学的配列を有する各分画の残りを含んでいる旨の表示を、各遠心管

につけ、－２０℃で保存する。

      【００８５】

  ＲＮＡのエタノール沈殿

  ＲＮＡオリゴヌクレオチド断片を沈殿させ、「設備上、備品上、および溶液中

のＲＮａｓｅの不活性化」と題する次項に記載のように、痕跡量のＲＮａｓｅを

除くために、全てのガラス器具を清浄にする。全ての溶液をＲＮａｓｅの付いて

いないガラス器具中に保存し、ヌクレアーゼの侵入を防止する。無水エタノール

を使用するまで０℃で保存する。ミクロ遠心管中に沈殿させる予定の核酸に、氷

冷エタノール２容を添加するためにマイクロピペッターを使用する。栓付きミク
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ロ遠心管をミクロ遠心機中に配置し、１５０００×ｇで１５分回転する。上清を

廃棄し、沈殿したＲＮＡをＤＥＰＣ処理脱イオン水中に再溶解する。使用の準備

ができるまで、ＲＮＡをミクロ遠心管中４℃で保存する。

      【００８６】

  ＲＮＡ断片２および３の連結

  「設備上、備品上、および溶液中のＲＮａｓｅの不活性化」と題する次項に記

載のように、痕跡量のＲＮａｓｅを除くために、全てのガラス器具を清浄にする

。１．５ｍｌの新しいスナップ栓付きポリプロピレン製ミクロ遠心管に、以下の

ものを１００～１０００μｌのピペットを用いて添加し、その際、各溶液に対し

て新しい滅菌ピペットチップを使用する。

      【００８７】

  断片２（３．０ｎＭ）                    １２５．０μｌ

  断片３（３．０ｎＭ）                    １２５．０μｌ

  反応緩衝液                              ２５０．０μｌ

  ＲＮＡ  Ｔ４リガーゼ（９～１２Ｕ／ｍｌ）  ４２μｌ

  反応緩衝液

  ＲＮａｓｅフリー脱イオン水                ９０．００ｍｌ

  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（５０ｍＭ）                ０．７９ｇ

  ＭｇＣｌ2（１０ｍＭ）                      ０．２０ｇ

  ＤＴＴ（５ｍＭ）                            ０．０７８ｇ

  ＡＴＰ（１ｍＭ）                            ０．５５ｇ

  ｐＨを塩酸で７．８に調整

  ＲＮａｓｅフリー脱イオン水：十分量の添加で１００．００ｍｌにした。

      【００８８】

  混合物を静かに混合し、温度制御冷蔵チャンバー中１６℃で１時間混合物をイ

ンキュベートすることによって、ＲＮＡを溶融する。インキュベーション完了後

、直ちにＲＮＡが溶液から析出する。

      【００８９】

  アルコール沈殿



(32) 特表２００３－５３３９９５

  氷冷無水エタノール２容（約１０００μｌ）を反応混合物に添加する。そのミ

クロ遠心管をミクロ遠心機中に配し、１５０００×ｇで１５分遠心する。上清を

デカントし、廃棄し、沈殿したＲＮＡを１００μｌＤＥＰＣ処理水中に再溶解す

る。混合物に対して、「ソラーレン化ＲＮＡ断片のポリアクリルアミドゲル電気

泳動（ＰＡＧＥ）」と題する次項に記載のように電気泳動を行う。次のものが各

断片の移動速度の想定順序で、速いものから遅いものへの順序である。

      【００９０】

  ａ）断片２

      ５’ＣＵＡＧＡΨＣＵＧＧＡＧＧ３’－ＯＨ

  ソラーレン

  ｂ）断片３

      ５’ＵＣＣＵＧＵＧＴΨＣＧＡＵＣＣＡＣＡＧＡＡＵＵＣＧＣＡＣＣ－ピ

ューロマイシン（配列番号：５）

  ｃ）断片２＋３

      ５’ＣＵＡＧＡＹＣＵＧＧＡＧＧＵＣＣＵＧＵＧＴΨＣＧＡＵＣＣＡＣＡ

ＧＡＡＵＵＣＧＣＡＣＣピューロマイシン（配列番号：６）

  ソラーレン

  ＵＶによる陰影形成によって各分画を単離し、各バンドを切出し、各ＲＮＡを

ゲルから溶出し、「ソラーレン化ＲＮＡ断片のポリアクリルアミドゲル電気泳動

（ＰＡＧＥ）」と題する次項に記載のように、ＲＮＡ溶出液を析出させる。

      【００９１】

  残存した未連結の断片２と３の分画について、連結手順を繰返す。

      【００９２】

  連結分画の２と３を集め、小容量のＲＮａｓｅフリー脱イオン水中４℃で保存

する。

      【００９３】

  ＲＮＡ断片１と断片２＋３との連結

  「設備上、備品上、および溶液中のＲＮａｓｅの不活性化」と題する次項に記

載のように、痕跡量のＲＮａｓｅを除くために、全てのガラス器具を清浄にする
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。１．５ｍｌの新しいスナップ栓付きポリプロピレン製ミクロ遠心管に、以下の

ものを添加する。１００～１０００μｌのピペットおよび新しいチップを各溶液

に対して使用する。

      【００９４】

  断片２＋３（３．０ｎＭ）                        １２５．０μｌ

  反応緩衝液                                      ２５０．０μｌ

  Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼ（５～１０Ｕ／ｍｌ）    １．７μｌ

  反応緩衝液

  ＲＮａｓｅフリー脱イオン水                        ９０．００ｍｌ

  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（４０ｍＭ）                        ０．６３ｇ

  ＭｇＣｌ２（１０ｍＭ）                              ０．２０ｇ

  ＤＴＴ（５ｍＭ）                                    ０．０８ｇ

  ＡＴＰ（１ｍＭ）                                    ０．００６ｇ

  ｐＨを塩酸で７．８に調整

  ＲＮａｓｅフリー脱イオン水：十分量の添加で１００．００ｍｌにした。

      【００９５】

  ＲＮＡを静かに混合後、加熱ブロック中７０℃に５分間混合物を加熱すること

によって溶融する。混合物を２時間かけて室温に冷却し、そのＲＮＡをｔＲＮＡ

としての配置にアニールさせる。ＲＮＡが溶液から析出する。

      【００９６】

  アルコール沈殿

  氷冷無水エタノール２容（約１０００μｌ）を反応混合物に添加する。そのミ

クロ遠心管をミクロ遠心機中に配し、１５０００×ｇで１５分遠心する。上清を

デカントし、廃棄し、沈殿したＲＮＡを１００μｌＤＥＰＣ処理水中に再溶解す

る。混合物に対して、「ソラーレン化ＲＮＡ断片のポリアクリルアミドゲル電気

泳動（ＰＡＧＥ）」と題する次項に記載のように電気泳動を行う。次のものが各

断片の移動速度の想定順序で、速いものから遅いものへの順序である。

      【００９７】

  ａ）断片１
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      ５’ＧＣＧＧＡＵＵＵＡＧＣＵＣＡＧＤＤＧＧＧＡＧＡＧＣＧＣＣＡＧＡ

ＣＵ３’

  ｂ）断片２＋３

      ５’ＣＵＡＧＡＹＣＵＧＧＡＧＧＵＣＣＵＧＵＧＴΨＣＧＡＵＣＣＡＣＡ

ＧＡＡＵＵＣＧＣＡＣＣピューロマイシン

  ソラーレン

  ｃ）断片１＋２＋３

      ５’ＧＣＧＧＡＵＵＵＡＧＣＵＣＡＧＤＤＧＧＧＡＧＡＧＣＧＣＣＡＧＡ

ＣＵＣＵＡＧＡΨＣＵＧＧＡＧＧＵＣ．．．ＣＵＧＵＧＴΨＣＧＡＵＣＣＡＣＡ

ＧＡＡＵＵＣＧＣＡＣＣピューロマイシン（配列番号：７）

  ソラーレン

  ＵＶによる陰影形成によって各分画を単離し、各バンドを切出し、各ＲＮＡを

ゲルから溶出し、「ソラーレン化ＲＮＡ断片のポリアクリルアミドゲル電気泳動

（ＰＡＧＥ）」と題する次項に記載のように、ＲＮＡ溶出液を析出させる。未連

結の断片１および２＋３分画について、連結手順を繰返す。連結分画２＋３を集

め、小容量のＲＮａｓｅフリー脱イオン水中４℃で保存する。

      【００９８】

  最終的ＲＮＡ連結

  １．５ｍｌの新しいスナップ栓付きポリプロピレン製ミクロ遠心管に、以下の

ものを添加する。１００～１０００μｌのピペットおよび新しいチップを各溶液

に対して使用する。

      【００９９】

  断片１＋２＋３（３．０ｎＭ）                        ２５０μｌ

  反応緩衝液                                          ２５０μｌ

  ＲＮＡ  Ｔ４リガーゼ（４４μｇ／ｍｌ）                ２２μｇ

  混合物を温度制御冷蔵庫中１７℃で４．７時間混合物をインキュベートする。

前記の段階６．２に記載のように、インキュベーション直後にＲＮＡが溶液から

析出し、「ソラーレン化ＲＮＡ断片のポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧ

Ｅ）」と題する次項に記載のように、電気泳動によってｔＲＮＡを単離する。そ
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のｔＲＮＡを小容量のＲＮａｓｅフリー水中に貯め、２週間までの間４℃で保存

するか、または２週間より長い期間－２０℃で保存する。

      【０１００】

  ソラーレン化ＲＮＡ断片のポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）

  アクリルアミドゲルの調製

  「設備上、備品上、および溶液中のＲＮａｓｅの不活性化」と題する次項に記

載のように、全ての試薬およびガラス器具はＲＮａｓｅフリーでなければならな

い。ゲル装置を組立てることによって、厚さ４ｍｍで２０ｃｍ×４２ｃｍ平方の

ゲルを作製する。ＲＮＡａｓｅフリーで厚壁のエルレンマイヤーフラスコ中、ア

ンモニウム架橋剤１部を含むアクリルアミド２９部を適量のアクリルアミド溶液

と室温で混合する。

      【０１０１】

  アクリルアミド溶液

  尿素（７Ｍ）        ４２０．４２ｇ

  ＴＢＥ（１×）      十分量で１Ｌにした。

      【０１０２】

  ５×ＴＢＥ

  ０．４５５Ｍ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ                  ５３．９ｇ

  １０ｍＭ  ＥＤＴＡ                                ０．５Ｍを２０ｍｌ

  ＲＮＡａｓｅフリー脱イオン水                        ９００ｍｌ

  ｐＨをホウ酸で９に調整

  ＲＮＡａｓｅフリー脱イオン水の十分量で１Ｌにした。

      【０１０３】

  混合物を真空圧で１分脱気する。適量のＴＥＭＥＤを添加し、静かに混合した

後、ゲル混合物をガラス板の間に頂部から０．５ｃｍ以内まで注ぐ。ガラスシー

トの間のゲル混合物中に、直ちにコーム（comb)を挿入する。ＲＮＡａｓｅフリ

ーのゲルコームを使用する。コームで幅５ｍｍの染料レーンと１３５ｍｍの試料

レーン用のウェルができるはずである。ゲルを約３０～４０分重合させた後、コ

ームを注意深く抜取る。新しいピペットチップをつけたマイクロピペットを用い
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て、試料ウェルを緩衝液の流れですすぐ。次いで、ウェルを緩衝液の流れで満た

す。

      【０１０４】

  試料調製

  スナップ栓付きミクロ遠心管中、試料の一分量を装填用緩衝液中で懸濁し、渦

流混合する。指示薬染料は試料に加えない。

      【０１０５】

  装填用緩衝液

  尿素（７Ｍ）                                      ４２０．４２ｇ

  Ｔｒｉｓ  ＨＣｌ（５０ｍＭ）                          ７．８５ｇ

  ＲＮＡａｓｅフリーＤ－Ｈ２Ｏで十分量でＬにした。

      【０１０６】

  電気泳動の実行

  最大容量のＲＮＡ／装填用緩衝溶液を１３５ｍｍ試料ウェル中に装填し、適量

の追跡用染料を５ｍｍ追跡用レーン中に装填する。試料の電気泳動を５℃の冷蔵

庫中で行う。追跡用染料がゲルの端に到達したら電気泳動を停止する。装置を分

解する。ガラスパネルはゲルから取外さない。ゲル－ガラスパネルユニットをＵ

Ｖ光ボックス上に載せる。ＵＶ遮断用ゴーグルを身につけて、ＵＶ光を点灯する

。ＲＮＡバンドを確認する。ＵＶ点灯条件下で各バンドは、より濃い陰影として

現れる。ＲＮＡをゲルから抽出する。各バンドを新しい滅菌したＲＮＡａｓｅの

付いていない外科用メスの刃で切り取り、各バンドを新しいスナップ栓付き１．

５ｍｌミクロ遠心管中に移す。そのメスの刃の側面で、各ゲルをミクロ遠心管に

押つけて潰す。試料毎に新しい刃を用いる。０．３Ｍ酢酸ナトリウム１．０ｍｌ

を各管に添加し、４℃で少なくとも２４時間の間溶出させる。遠心管毎に新しい

ＲＮＡａｓｅフリーのピペットチップを取付けたマイクロピペットで、溶出液を

新しいスナップ栓付き０．５ｍｌポリプロピレン製ミクロ遠心管に移す。氷冷エ

タノール２容を各溶出液に添加した後、ミクロ遠心機中１５０００×Ｇで１５分

遠心する。上清を廃棄し、沈殿したＲＮＡをＤＥＰＣ処理脱イオン水１００μｌ

中に再溶解する。必要になるまで、ＲＮＡをミクロ遠心管中４℃で保存する。
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      【０１０７】

  ＨＰＬＣによるオリゴヌクレオチド分析

  ＲＮＡオリゴヌクレオチドのＨＰＬＣによる精製は、陰イオン交換クロマトグ

ラフィーを用いて行うのが最良である。２’保護型、２’脱保護型のいずれでも

クロマトグラフィーを行うことができる。２’保護型は、二次的構造効果を最小

限にするという利点をもたらし、ヌクレアーゼ耐性を提供する。ＲＮＡが完全に

脱保護されている場合は、精製中に滅菌条件が必要となる。

      【０１０８】

  ２’－オルトエステル保護ＲＮＡの脱保護

  チューブを１５０００×ｇで３０秒、またはＲＮＡペレットが底に沈むまで遠

心する。ｐＨ３．８の脱保護緩衝液４００μｌをＲＮＡの各チューブに添加する

。

      【０１０９】

  脱保護緩衝液

  酢酸（１００ｍＭ）をテトラメチルエチレンジアミン（ＴＥＭＥＤ）でｐＨ３

．８に調節する。ピペット内外に吸い込み、吐き出しを行うことによって、ペレ

ットを緩衝液中に完全に溶解する。各チューブを１０秒間渦流回転させ、１５０

００×ｇで遠心する。そのチューブを６０℃の水浴中３０分インキュベートする

。各試料を使用する前に凍結乾燥する。

      【０１１０】

  ＨＰＬＣカラム条件

  Ｄｉｏｎｅｘ（８００）－ＤＩＯＮＥＸ－０（３４６－６３９０）を充填し、

２６０ｎｍで４０吸光度単位（ＯＤＵ）の能力を有する４×２５０ｍｍカラム（

ＤＮＡＰＡＣ  ＰＡ、Ｎｏ．０４３０１０）を設置する。カラム温度を５４℃に

設定する。注入容量を５μｌが約０．２０ＯＤＵとなるように調節する。

      【０１１１】

  溶出緩衝液

      【０１１２】

【表１】
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      【０１１３】

  ＨＰＬＣ勾配

  長さ１７～３２塩基対のオリゴマーに対して、緩衝液Ｂの３０％から６０％の

勾配を提供する。

      【０１１４】

【表２】

      【０１１５】

  勾配選択
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  以下のように塩基数に基づいて勾配を選択する。

      【０１１６】

【表３】

      【０１１７】

  ＨＰＬＣの後、標的試料を集め、そのＲＮＡ濃度を分光計を用いて２６０ｎｍ

で決定する。試料は－７０℃で保存する。

      【０１１８】

  設備上、備品上、および溶液中のＲＮａｓｅの不活性化

  ガラス器具を１８０℃で少なくとも８時間加熱処理する。プラスチック器具は

クロロホルムで濯ぎ処理する。あるいは、全ての物品を０．１％ＤＥＰＣ中に漬

ける。

      【０１１９】

  ０．１％ＤＥＰＣによる処理

  ０．１％ＤＥＰＣを調製する。脱イオン水は０．２μＭメンブランフィルター

でろ過する。その水を１００ｋＰａ（１５ｐｓｉ）で１５分の液サイクルでオー

トクレーブに掛ける。滅菌ろ過水１リットル当たりＤＥＰＣ１．０ｇ（ｗｔ／ｖ

）を添加する。

      【０１２０】

  ガラスおよびプラスチック器具

  全てのガラスおよびプラスチック器具を、０．１％ＤＥＰＣ中に３７℃で２時
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間漬ける。ガラス器具を滅菌脱イオン水で少なくとも５回すすぐ。そのガラス器

具を１００℃、１５分加熱するか、または１００ｋＰａ（１５ｐｓｉ）で１５分

の液サイクルでオートクレーブに掛ける。

      【０１２１】

  ＲＮＡの電気泳動に用いる電気泳動槽

  槽を洗剤で洗浄し、水、次いでエタノールですすぎ、風乾する。その槽を３％

（ｖ／ｖ）過酸化水素（３０ｍｌ／Ｌ）で満たし、室温で１０分放置する。その

槽をＤＥＰＣ処理水で少なくとも５回すすぐ。

      【０１２２】

  溶液

  全ての溶液は、Ｒｎａｓｅフリーのガラス器具、プラスチック器具、オートク

レーブ処理水、ＲＮＡ研究用に保存した薬品およびＲＮａｓｅフリーのスパーテ

ルを用いて作る。使い捨て手袋を使用する。可能な場合は、溶液を０．１％ＤＥ

ＰＣで３７℃、少なくとも１２時間処理し、次いで１００℃、１５分加熱するか

、または１００ｋＰａ（１５ｐｓｉ）で１５分の液サイクルでオートクレーブに

掛ける。

      【０１２３】

  ＲＮＡ翻訳

  濃度２０μｌ／ｍｌの腸阻害ペプチド（ＧＩＰ）ｍＲＮＡ２μｌを２５０μｌ

のスナップ栓付きポリプロピレン製ミクロ遠心管中に入れる。ウサギ網状赤血球

溶解物（Ｐｒｏｍｅｇａから市販されている）３５μｌを添加する。メチオニン

を含んでいないアミノ酸混合物（Ｐｒｏｍｅｇａから市販されている）１μｌを

添加する。１μｌの３５Ｓメチオニンまたは未標識メチオニンを添加する。場合

により、ルシフェラーゼ２ｍｌを対照に用いる一部の管に添加してもよい。

      【０１２４】

  ＳＡＴＡをそれらの各試験管に添加する。ＳＡＴＡを含まない対照管も調製す

る。使用するＳＡＴＡの量は、約０．１μｇから５００μｇ、好ましくは０．５

μｇから５０μｇの間である。４０単位／ｍｌのＲｎａｓｉｎ１μｌを添加する

。ヌクレアーゼの混入していない水を添加することによって、全量を５０μｌに
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する。

      【０１２５】

  約１５０個のアミノ酸より大きなタンパク質に対しては、ｔＲＮＡ量を補給す

る必要が生じてもよい。例えば、ｔＲＮＡ約１０～２００μｇを添加してもよい

。一般に、ＳＡＴＡの量は、停止または疑似停止コドンを有効に抑制するのに十

分な多さとなるべきである。自然生成のｔＲＮＡ量は、伸張因子の作用下で動的

なプルーフリーディングを受けないＳＡＴＡとの競合に打ち勝つに十分な多さで

なければならない。

      【０１２６】

  各管に直ちに栓をし、パラフィルムで封じた後、３０℃で９０分インキュベー

トして翻訳反応を行う。毛管作用によって、各反応管の内容物を５０μｌの石英

毛細管中に移す。Ｇａｓｐａｒｒｏ等（Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｐｈｏｔｏｂｉｏ

ｌ．５７：１００７（１９９３））に従って、各管の内容物を２～１０Ｊ／ｃｍ

2、約３５０ｎｍ波長の光で照射することによって、ＳＡＴＡをｍＲＮＡで架橋

する。光架橋後、各管の内容物を新しいスナップ栓付きミクロ遠心管中に移す。

各管に１０ｍＭ  ＥＤＴＡ２μｌを添加することによって、カルシウム陽イオン

をキレート化し、それによってリボソームを解離する。各段階の間に、添加時に

ピペットチップで各成分を撹拌することによって、各管を静かに混合する。

      【０１２７】

  最終的な実験を行う前に、翻訳に最適なＲＮＡを決定する。５～２０μｇ／ｍ

ｌの間のｍＲＮＡの最適濃度を見出すために、連続希釈の必要が生じてもよい。

      【０１２８】

【表４】
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      【０１２９】

  前記のように、各試料についてＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動を行う。Ｓａｍｂｒ

ｏｏｋ  ｅｔ．ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ  Ｌａｂｏｒ

ａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、２nd  ｅｄ．、Ｃｏｌｄｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏ

ｒ  Ｐｒｅｓｓ（１９８９）に記載のように、オートラジオグラフィーをゲル上

で行う。

      【０１３０】

  本発明のいくつかの好ましい実施形態およびそれらの変異形態を詳述してきた

が、その他の改変および使用方法は、当業者であれば容易に明白であろう。した

がって、本発明の精神または請求の範囲から逸脱せずに、様々な応用、改変およ

び代用をなし得ることを理解されたい。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  修飾したｔＲＮＡまたは類縁体で連結されるときに、ｍＲＮＡおよびそのタン

パク質産物によって形成される複合体の一例の概略図である。示してあるように

、ｍＲＮＡのコドンは修飾ｔＲＮＡのアンチコドンと対をなし、ＵＶ照射によっ

てソラーレン一付加体に共有結合で架橋される。翻訳されたポリペプチドは、リ

ボソームペプチジルトランスフェラーゼを介して修飾ｔＲＮＡに連結される。ｍ
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ＲＮＡおよび発生時のタンパク質がリボソームによって近くに保持されている間

に、両方の連結が起こる。

    【図２】

  ｉｎ  ｖｉｔｒｏの選択および展開過程の一例の概略図であって、出発物質の

各核酸およびそれらのタンパク質産物を（例えば、図１に従って）連結し、タン

パク質が示す特定の特性によって選択する図である。特定の特性を示さないタン

パク質は廃棄され、その特性を有するタンパク質は、好ましくはｍＲＮＡの変異

を伴った増幅を介して、変異と共に増幅し、新しい集団を形成する。様々な実施

形態においては、非結合性タンパク質が選択される。新しい集団を翻訳し、修飾

したｔＲＮＡまたは類縁体を介して連結し、その選択過程を反復する。所望する

多数回の選択および増幅／変異を行うことによって、タンパク質産物を最適化す

ることができる。

    【図３】

  本発明のｔＲＮＡ分子の一構築法を示す図である。この実施形態では、ｔＲＮ

Ａの５’末端、アンチコドンループをコードし、かつｍＲＮＡに安定に連結する

ことのできる分子（ここでは、ソラーレン）を有する核酸、および末端ピューロ

マイシン分子で修飾したｔＲＮＡの３’末端が連結されることによって、本発明

のｉｎ  ｖｉｔｒｏ展開法に使用する完全な修飾ｔＲＮＡを形成する。

    【図４】

  本発明の方法において、ｍＲＮＡをｔＲＮＡと連結することができるように、

架橋分子ソラーレンの位置取りをすることのできる２つの代替的実施形態を示す

図である。第１の実施形態はソラーレン一付加体をｍＲＮＡに連結することを含

み、第２の実施形態はソラーレンをｔＲＮＡのアンチコドンに連結することを含

む。そのアンチコドン、または既知または部分的に既知のメッセージに対するリ

ーディングフレームの３’末端コドンのいずれかに、ソラーレンを一付加するこ

とができる。これは、翻訳とは別の手順、即ち翻訳が起こる前にすることができ

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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