
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】部位特異的エンドヌクレアーゼ活性をもつＤＮＡ触媒分子およびそのＤＮＡ触媒
分子を含む組成物、その調製法並びに使用方法を提供する。
【解決手段】ＤＮＡ触媒分子は、基質核酸配列内の一本鎖核酸を含む切断部位を特定する
ヌクレオチド配列に特異的なエンドヌクレアーゼ活性を有する。更に、ＤＮＡ触媒分子の
ビオチン標識物及びそのアビジン結合固体表面への結合による固定化方法、および、ＤＮ
Ａ触媒分子を用いたホスホエノール結合の切断方法が提供される。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 部 位 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 、 基 質 核 酸 配 列 内 の 一 本 鎖 核 酸 を 含 む 切 断 部 位 を 特 定 す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 一 本 鎖 核 酸 が 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 、
又 は そ の 複 合 物 を 含 む 請 求 項 ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 基 質 核 酸 が 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 、 又
は そ の 複 合 物 を 含 む 請 求 項 ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 前 記 切 断 部 位 で の ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 切 断 を
含 む 請 求 項 ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 分 子 が 、 一 本 鎖 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 分 子 が 、 １ 以 上 の ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 基 質 核 酸 配 列 が 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 に 結 合 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子
。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 基 質 核 酸 配 列 が 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 に 結 合 さ れ な い 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分
子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 、 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ ～ ２ ２ か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 、 配 列 番 号 ２ ３ ～ ３ ０ か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 、 配 列 番 号 ３ １ ～ ３ ９ か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 、 配 列 番 号 ５ ２ ～ １ ０ １ か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 、 Ｍ ｇ 2 + の 存 在 に よ っ て 増 強 さ れ る 請 求 項 11、 12又 は 13
記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 基 質 結 合 親 和 性 が 、 約 １ μ M 以 下 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触
媒 分 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 基 質 に Ｋ D 約 ０ .１ μ M 未 満 で 結 合 す る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒
分 子 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 切 断 部 位 を 特 定 す る 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も １ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 請 求
項 ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 前 記 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 、 ２ 価 カ チ オ ン の 存 在 に よ っ て 増 強 さ れ る 請 求 項 １ 記 載
の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 ２ 価 カ チ オ ン が 、 Ｐ ｂ 2 + 、 Ｍ ｇ 2 + 、 Ｍ ｎ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 、 及 び Ｃ ａ 2 + か ら な る 群 よ り 選
ば れ る 請 求 項 18記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 、 １ 価 カ チ オ ン の 存 在 に よ っ て 増 強 さ れ る 請 求 項 １ 記 載
の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 １ 価 カ チ オ ン が 、 Ｎ ａ + 及 び Ｋ + か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 20記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒
分 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 、 第 １ 及 び 第 ２ 基 質 結 合 領 域 が 隣 接 し た 保 存 コ ア を 含 む 請 求 項 １
記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 保 存 コ ア と 前 記 基 質 結 合 領 域 間 に １ 以 上 の ス ペ ー サ ー ヌ ク レ オ チ ド を 更 に 含 む 請 求
項 22記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 保 存 コ ア が 、 １ 以 上 の 保 存 領 域 を 含 む 請 求 項 22記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 １ 以 上 の 保 存 領 域 が 、 下 記 の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
請 求 項 24記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
Ｃ Ｇ ；
Ｃ Ｇ Ａ ；
Ａ Ｇ Ｃ Ｇ ；
Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ ；
Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ ；
Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ ； 及 び  Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 保 存 コ ア 内 の 前 記 保 存 領 域 間 に １ 以 上 の 可 変 又 は ス ペ ー サ ー ヌ ク レ オ チ ド を 更 に 含
む 請 求 項 24記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 第 １ 基 質 結 合 領 域 が 、 下 記 の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
請 求 項 22記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ ；
Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ ；
Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ ；
Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ ；
Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ ；
Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ ；
Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ ；
Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ ；
Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ ； 及 び  Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 第 ２ 基 質 結 合 領 域 が 、 下 記 の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
請 求 項 22記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ ；
Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ ；
Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ａ ；
Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ ；
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Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ ；
Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ ；
Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ ；
Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ ；
Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ ； 及 び  Ａ Ｔ Ｇ Ｎ Ｔ Ｇ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 下 記 の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 ３ 基 質 結 合 領 域 を 更 に 含
む 請 求 項 22記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ ；
Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ ； 及 び  Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 基 質 結 合 領 域 間 に １ 以 上 の ス ペ ー サ ー 領 域 を 更 に 含 む 請 求 項 29記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分
子 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 各 集 団 が 基 質 内 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 切 断 す る こ と が で き る 請
求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の ２ 集 団 以 上 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 各 集 団 が 、 異 な る 基 質 を 認 識 す る こ と が で き る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ
触 媒 分 子 の ２ 集 団 以 上 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 む 、 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 部 位 で 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 選 択 方 法 。
ａ ． 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を 得 る 工 程 ；
ｂ ． ヌ ク レ オ チ ド 含 有 基 質 分 子 と 前 記 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 と を 混 合 し て 混 合 物 を つ く
る 工 程 ；
ｃ ． 前 記 集 団 内 の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 前 記 基 質 配 列 の 切 断 を 引 き 起 こ す の に 十 分 な 時 間 及
び 所 定 の 反 応 条 件 下 に 前 記 混 合 物 を 維 持 し て 基 質 切 断 産 物 を 作 製 す る 工 程 ；
ｄ ． 前 記 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を 前 記 基 質 配 列 と 基 質 切 断 産 物 か ら 分 離 す る 工 程 ； 及 び
 ｅ ． ヌ ク レ オ チ ド 含 有 基 質 を 特 定 部 位 で 切 断 す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 前 記 集 団 か ら 単 離
す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 基 質 が Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 基 質 を 特 定 部 位 で 切 断 す る 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 、 固 定 化 物 質 で 標 識 さ れ る 請 求 項 33記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 物 質 が ビ オ チ ン を 含 む 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 単 離 工 程 が 、 前 記 標 識 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を ア ビ ジ ン の 結 合 し た 固 体 表 面 に 曝 露 し て 前 記 標
識 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 前 記 固 体 表 面 に 結 合 さ れ る 工 程 を 更 に 含 む 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 む ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 の 切 断 方 法 。
ａ ． 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 切 断 部 位 で 切 断 す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 と ホ ス ホ エ ス テ
ル 結 合 含 有 基 質 と を 混 合 し て 反 応 混 合 物 を つ く る 工 程 ； 及 び  
ｂ ． 前 記 混 合 物 を 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 前 記 ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と が で き
る 所 定 の 反 応 条 件 下 に 維 持 し て 基 質 産 物 の 集 団 を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 下 記 の 工 程 を 更 に 含 む 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
ａ ． 前 記 産 物 を 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 か ら 分 離 す る 工 程 ； 及 び  
ｂ ． 追 加 の 基 質 を 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 に 加 え て 新 し い 反 応 混 合 物 を つ く る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
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　 前 記 基 質 が Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 所 定 の 反 応 条 件 が １ 価 カ チ オ ン 、 ２ 価 カ チ オ ン 、 又 は そ の 双 方 の 存 在 を 含 む 請 求 項
38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 操 作 方 法 。
ａ ． 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を 得 る 工 程 ；
ｂ ． 遺 伝 的 変 異 を 前 記 集 団 内 に 導 入 し て 変 異 集 団 を 作 製 す る 工 程 ；
ｃ ． 前 記 変 異 集 団 か ら 所 定 の 選 択 基 準 を 満 た す 個 体 を 選 択 す る 工 程 ；
ｄ ． 前 記 変 異 集 団 の 残 り か ら 前 記 選 択 個 体 を 分 離 す る 工 程 ； 及 び  
ｅ ． 前 記 選 択 個 体 を 増 幅 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 １ 以 上 の 認 識 ド メ イ ン 、 可 変 領 域 、 及 び ス ペ ー サ ー 領 域 が 隣 接 し た 保 存 コ ア を 特 定 す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 天 然 に 存 在 し な い Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 該 分 子 の ５ ′ 末 端 に 相 接 又 は 隣 接 し た 第 １ 可 変 領 域 、 ３ ′ 末
端 か ら 該 第 １ 可 変 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 １ 認 識 ド メ イ ン 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 認 識 ド メ
イ ン ま で の 位 置 に あ る 第 １ ス ペ ー サ ー 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ ス ペ ー サ ー 領 域 ま で の 位
置 に あ る 第 １ 保 存 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 保 存 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ ス ペ ー サ ー 領
域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ ス ペ ー サ ー 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 保 存 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該
第 ２ 保 存 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 認 識 ド メ イ ン 、 及 び ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ 認 識 ド メ イ ン
ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 可 変 領 域 を 特 定 す る 請 求 項 43記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 該 分 子 の ５ ′ 末 端 に 相 接 又 は 隣 接 し た 第 １ 可 変 領 域 、 ３ ′ 末
端 か ら 該 第 １ 可 変 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 １ 認 識 ド メ イ ン 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 認 識 ド メ
イ ン ま で の 位 置 に あ る 第 １ ス ペ ー サ ー 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ ス ペ ー サ ー 領 域 ま で の 位
置 に あ る 第 １ 保 存 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 保 存 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ ス ペ ー サ ー 領
域 、 ３ ′ 末 端 か ら 第 ２ ス ペ ー サ ー 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 保 存 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第
２ 保 存 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 認 識 ド メ イ ン 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ 認 識 ド メ イ ン ま で の
位 置 に あ る 第 ２ 可 変 領 域 、 及 び ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ 可 変 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ３ 認 識 ド
メ イ ン を 特 定 す る 請 求 項 43記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 他 の 核 酸 分 子 、 特 に Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と が で き る 核 酸 酵 素 又 は Ｄ Ｎ Ａ 触 媒
（ 酵 素 ） 分 子 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 そ の 開 示 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 含 む 組 成 物 及
び そ の 酵 素 及 び 組 成 物 の 作 製 及 び 使 用 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 天 然 の 場 面 以 外 で 操 作 し た り 、 天 然 に は 示 さ な い 反 応 を 触 媒 す る 触 媒 が 求 め ら れ た こ と
に よ り 、 “ 酵 素 操 作 ” 技 術 の 開 発 が も た ら さ れ た 。 酵 素 操 作 に 用 い ら れ た 通 常 の 経 路 は 、
新 し い 酵 素 の 構 築 を 援 助 す る た め に 天 然 酵 素 の 理 解 に 頼 る “ 合 理 的 設 計 ” 方 法 で あ っ た 。
残 念 な が ら 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 及 び 化 学 の 領 域 に お け る 熟 達 の 状 態 は 、 新 規 な 生 物 学 的 触
媒 を 日 常 的 に 作 製 す る に は 不 十 分 で あ る 。
　 最 近 、 新 規 な 触 媒 を 開 発 す る 別 の 方 法 が 用 い ら れ た 。 そ の 方 法 に は 、 高 分 子 の 不 均 一 プ
ー ル の 構 築 及 び 該 プ ー ル か ら 所 望 の 反 応 を 触 媒 す る 分 子 を 単 離 す る 試 験 管 内 選 択 方 法 の 適
用 が 必 要 で あ る 。 高 分 子 の プ ー ル か ら 触 媒 を 選 択 す る こ と は 、 そ れ ら の 構 造 及 び 化 学 的 性
質 の 包 括 的 理 解 に 依 存 し な い 。 従 っ て 、 そ の 方 法 は 、 “ 非 合 理 的 設 計 ” と 称 さ れ た （ Bren
ner & Lerner, PNAS USA 89: 5381-5383(1992)） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 Ｒ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 又 は リ ボ ザ イ ム の 合 理 的 設 計 を 含 む 現 在 ま で の た い て い の 努 力 は 、 本 質
的 に 新 し い か 又 は 改 良 さ れ た 触 媒 作 用 を 有 す る 分 子 を も た ら さ な か っ た 。 し か し な が ら 、
実 際 に 生 物 の ダ ー ウ ィ ン 的 進 化 後 に パ タ ー ン 化 さ れ る “ 定 方 向 分 子 進 化 ” 又 は “ 試 験 管 内
進 化 ” と し て 我 々 が 記 載 し た 方 法 に よ る 合 理 的 設 計 法 を 適 用 す る と 所 望 の 機 能 的 特 性 を 有
す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 生 産 に 至 る 可 能 性 が あ る 。
　 そ の 手 法 は 、 溶 液 中 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 例 え ば 、 Mills ら ， PNAS USA 58: 217(1967); Gree
n ら ， Nature 347: 406(1990); Chowrira ら ， Nature 354:320(1991); Joyce， Gene 82: 
83(1989); Beaudry & Joyce， Science 257: 635-641(1992); Robertson & Joyce， Nature
 344: 467(1990)参 照 ） 及 び 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ る リ ガ ン ド に 結 合 し た Ｒ Ｎ Ａ (Tuerkら
， Science 249: 505(1990); Ellington ら ， Nature 346: 818(1990))に い ろ い ろ な 程 度 の
成 功 で 適 用 さ れ た 。 ま た 、 固 体 支 持 体 に 直 接 結 合 し た ペ プ チ ド (Lamら ， Nature 354: 82(1
991));及 び ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 内 で 発 現 し た ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ (Scottら ， Scienc
e 249: 386(1990); Devlinら ， Science 249: 249(1990); Cwirlaら ， PNAS USA 87:6378(1
990))に も 適 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 触 媒 Ｒ Ｎ Ａ の 発 見 か ら １ ０ 年 が 過 ぎ た （ Krugerら ， Cell 31: 147-157(1982); Guerrier
-Takada ら ， Cell 35: 849-857(1983)） 。 既 知 の 天 然 に 存 在 す る リ ボ ザ イ ム の リ ス ト は 増
え つ づ け て お り （ Cech, The RNA World, Gesteland & Atkins(eds.)， pp． 239-269， Cold
 Spring Harbor Laboratory Press， Cold Spring Harbor， NY(1993); Pyle， Science 261
: 709-714(1993); Symons， Curr. Opin. Struct. Biol. 4: 322-330(1994)参 照 ） 、 近 年
、 試 験 管 内 進 化 に よ っ て 得 ら れ た 合 成 リ ボ ザ イ ム が 増 加 し て き た 。 (例 え ば 、 Joyce， Curr
. Opin. Struct. Biol. 4: 331-336(1994); Breaker & Joyce， Trends Biotech． 12: 268
-275(1994); Chapman & Szostak, Curr. Opin. Struct. Biol. 4: 618-622(1994) を 参 照
さ れ た い 。 ) Ｄ Ｎ Ａ が 同 様 に 触 媒 活 性 を も つ こ と が で き る こ と を 前 提 に し て ほ と ん ど の 官
能 基 が Ｒ Ｎ Ａ と 同 じ で あ る と 考 え る こ と は 合 理 的 な よ う で あ る 。 し か し な が ら 、 あ る 種 の
ウ イ ル ス ゲ ノ ム 及 び 複 製 中 間 体 を 除 い て 、 生 物 内 の ほ と ん ど 全 て の Ｄ Ｎ Ａ は 完 全 な 二 重 ら
せ ん と し て 存 在 し 、 複 雑 な 二 次 及 び 三 次 構 造 を と る こ と を 妨 げ て い る 。 即 ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素
が 天 然 に 見 ら れ な か っ た こ と は 驚 く こ と で は な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 出 現 ま で 、 ヌ ク レ オ チ ド 切 断 能 力 を も つ Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 設 計 、 合 成 及 び 使 用
は 開 示 又 は 証 明 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 発 見 及 び 発 明 は 、 そ れ ら が
他 の 核 酸 、 特 に Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 含 む ま す ま す 効 率 の よ い 触 媒 分 子 を 設
計 す る 手 段 と し て 試 験 管 内 進 化 の 可 能 性 を 強 調 し て い る 点 で 特 に 重 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 基 質 核 酸 （ Ｎ Ａ ） 配 列 を 特 定 の 切 断 部 位 で 切 断 す る こ と が で き る 合
成 又 は 操 作 し た （ 即 ち 、 天 然 に 存 在 し な い ） 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 ） を 企
図 す る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 １ 好 適 態 様 に お い て は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 基 質 核 酸 配 列 内 に 一 本 鎖 核 酸 を 含
む 切 断 部 位 を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 で あ る 。 他 の 好 適 態 様 に お い て は 、 そ の
切 断 部 位 は 二 本 鎖 核 酸 で あ る 。 同 様 に 、 基 質 核 酸 配 列 は 、 一 本 鎖 、 二 本 鎖 、 部 分 的 一 本 鎖
又 は 二 本 鎖 、 ル ー プ 又 は そ の 組 合 わ せ で あ っ て も よ い 。
　 企 図 さ れ た 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 基 質 核 酸 配 列 は 、 １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 を
含 む 。 １ 態 様 に お い て は 、 基 質 核 酸 配 列 は 、 大 き な 分 子 の 一 部 で あ る か 又 は そ れ に 結 合 さ
れ る 。
　 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 大 き な 分 子 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ
、 ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 又 は そ の 複 合 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。 他 の 実 施 例 に お い て は 、
大 き な 分 子 は 、 核 酸 配 列 及 び 非 核 酸 配 列 の 複 合 物 を 含 む 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 基 質 核 酸 配 列 が １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 を 含
む こ と を 企 図 す る 。 他 の 態 様 は 、 更 に 、 一 本 鎖 核 酸 が Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ 、 修 飾
Ｄ Ｎ Ａ 、 １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 又 は そ の 複 合 物 を 含 む 。 開 示 さ れ た 発 明 の １ 実 施 態
様 に お い て は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 切 断 部 位 で の ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解
切 断 を 含 む 。
　 種 々 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、 全 部 又 は 一 部 が 一 本 鎖 で
あ る 。 そ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、 好 ま し く は 、 そ の 触 媒 活 性 と 一 致 し た さ ま ざ ま な 形 を
と る こ と が で き る 。 即 ち 、 １ 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、 １ 以 上 の ヘ ア
ピ ン ル ー プ 構 造 を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、 “ ハ ン マ ー ヘ ッ ド ” リ
ボ ザ イ ム と 同 様 の 形 を と る こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、
テ ト ラ ヒ メ ナ ・ サ ー モ フ ィ ラ (Tetrahymena thermophila)、 例 え ば 、 グ ル ー プ Ｉ イ ン ト ロ
ン 由 来 の も の と 同 様 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の 好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、 基 質 分 子 の も と の 配 向 に 無 関 係 に 部 位 特
異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す こ と が で き る 。 従 っ て 、 １ 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 か ら 分 離 す る 基 質 核 酸 配 列 を 切 断 す る こ と が
で き る --即 ち 、 Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ に 結 合 さ れ な い 。 他 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵
素 分 子 は 、 結 合 し た 基 質 核 酸 配 列 を 切 断 す る こ と が で き る --即 ち 、 自 己 切 断 と 同 様 の 反 応
を 行 う こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 （ Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 、 デ
オ キ シ リ ボ ザ イ ム 又 は Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ ） を 企 図 し 、 該 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に は ２ 価 の
カ チ オ ン の 存 在 が 必 要 で あ る 。 他 の 種 々 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 ２ 価 の カ チ オ ン は 、
Ｐ ｂ 2 + 、 Ｍ ｇ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 及 び Ｃ ａ 2 + か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。 別 の 態 様 は 、 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 活 性 に は １ 価 の カ チ オ ン の 存 在 が 必 要 で あ る こ と を 企 図 す る 。 そ の よ う な 他 の 実 施
態 様 に お い て は 、 １ 価 の カ チ オ ン は 、 好 ま し く は Ｎ ａ + 及 び Ｋ + か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 １
４ ； 配 列 番 号 １ ５ ； 配 列 番 号 １ ６ ； 配 列 番 号 １ ７ ； 配 列 番 号 １ ８ ； 配 列 番 号 １ ９ ； 配 列 番
号 ２ ０ ； 配 列 番 号 ２ １ ； 及 び 配 列 番 号 ２ ２ か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む 。 他 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号
２ ４ ； 配 列 番 号 ２ ５ ； 配 列 番 号 ２ ６ ； 配 列 番 号 ２ ７ ； 配 列 番 号 ２ ８ ； 配 列 番 号 ２ ９ ； 配 列
番 号 ３ ０ ； 配 列 番 号 ３ １ ； 配 列 番 号 ３ ２ ； 配 列 番 号 ３ ３ ； 配 列 番 号 ３ ４ ； 配 列 番 号 ３ ５ ；
配 列 番 号 ３ ６ ； 配 列 番 号 ３ ７ ； 配 列 番 号 ３ ８ ； 及 び 配 列 番 号 ３ ９ か ら な る 群 よ り 選 ば れ た
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 好 適 実 施 態 様 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 配 列 番 号 ５ ０ 及 び 配 列 番 号 ５ １ か ら な
る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と を 企 図 す る 。 他 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は
、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、 配 列 番 号 ５ ２ ～ １ ０ １ か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た も の と 実 質 的 に 同 様
の 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 も 企 図 さ れ る 。 即 ち 、 種 々 の 他 の 有 用 な Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 を
生 じ る よ う に 種 々 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 重 複 及 び 他 の 変 異 が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 分 子 に
行 わ れ る 。 前 記 分 子 が 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 部 位 特 異 的 切 断 活 性 を 示 す か ぎ り は 本 開 示 の
範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 基 質 結 合 親 和 性 は 好 ま し く は
約 １ μ M 以 下 で あ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 Ｋ D約 ０ .１
μ M 未 満 で 基 質 を 結 合 す る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 有 用 な 代 謝 回 転 速 度 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 開 示 す る 。 １ 実 施 態 様 に
お い て は 、 代 謝 回 転 速 度 は 、 ５ hr - 1 未 満 で あ り 、 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 約 ２ hr-1
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未 満 で あ り 、 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 約 １ hr - 1 未 満 で あ り 、 な お 更 に 好 ま し い
実 施 態 様 に お い て は 、 約 ０ .６ hr - 1 以 下 で あ る 。
　 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 ｋ obsが １  min - 1 未 満 、 好 ま し
く は ０ .１  min - 1 未 満 、 更 に 好 ま し く は ０ .０ １  min - 1 未 満 、 な お 更 に 好 ま し く は ０ .０ ０
５  min - 1 未 満 で あ る 有 用 な 代 謝 回 転 を 示 す 。 １ 態 様 に お い て は 、 ｋ obs値 は 、 約 ０ .０ ０ ２
 min - 1 以 下 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 開 示 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 の 触 媒 速 度 が 十 分 に 最 適 化 さ れ る 実 施 態 様 を 企
図 す る 。 即 ち 、 種 々 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｍ ｇ 2 + の 存 在 に よ っ て 増 強 さ れ た 反 応 の
Ｋ m は 約 ０ .５ ～ ２ ０ mM、 好 ま し く は 約 １ ～ １ ０ mM、 更 に 好 ま し く は 約 ２ ～ ５ mMで あ る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 切 断 部 位 を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も １ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 実 施 態 様 を 企 図 す る 。 他 の 種 々 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子
は 、 ２ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 切 断 部 位 を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 及 び 切 断 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 種 々 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 １ 以 上 の 基 質 結 合 領 域 が
隣 接 し た 保 存 コ ア を 含 む 。 １ 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 第 １ 及 び 第 ２ 基 質
結 合 領 域 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 ２ 以 上 の 基 質 結 合 領 域 を
含 む 。
　 前 述 の よ う に 、 本 発 明 の 好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 保 存 コ ア を 含 む こ と が で き る 。 １ 好
適 実 施 態 様 に お い て は 、 保 存 コ ア は １ 以 上 の 保 存 領 域 を 含 む 。 他 の 好 適 態 様 に お い て は 、
１ 以 上 の 保 存 領 域 は 、 CG; CGA; AGCG; AGCCG; CAGCGAT; CTTGTTT;及 び  CTTATTTか ら な る
群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む （ 例 え ば 、 図 ３ 参 照 ） 。
　 本 発 明 の １ 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 更 に 、 保 存 コ ア 内 の 保 存
領 域 間 に １ 以 上 の 可 変 又 は ス ペ ー サ ー ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本
発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 更 に 、 保 存 コ ア と 基 質 結 合 領 域 間 に １ 以 上 の 可 変 又 は ス ペ ー サ
ー ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 １ 態 様 に お い て は 、 第 １ 基 質 結 合 領 域 は 、 好 ま し く は 、 CATCTCT; GCTCT; TTGCTTTTT; T
GTCTTCTC; TTGCTGCT; GCCATGCTTT(配 列 番 号 40); CTCTATTTCT(配 列 番 号 41); GTCGGCA; CAT
CTCTTC;及 び ACTTCTか ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 他 の 好 適 態 様 に お
い て は 、 第 ２ 基 質 結 合 領 域 は 、 TATGTGACGCTA(配 列 番 号 42); TATAGTCGTA(配 列 番 号 43); AT
AGCGTATTA(配 列 番 号 44); ATAGTTACGTCAT(配 列 番 号 45); AATAGTGAAGTGTT(配 列 番 号 46); TA
TAGTGTA; ATAGTCGGT; ATAGGCCCGGT(配 列 番 号 47); AATAGTGAGGCTTG(配 列 番 号 48);及 び ATGN
TGか ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 基 質 結 合 領 域 は 長 さ が 異 な る 。 従 っ て 、 例 え ば 、
基 質 結 合 領 域 は 単 一 ヌ ク レ オ チ ド か ら 数 十 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 し か し
な が ら 、 長 さ が 約 ３ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 ３ ～ １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 更 に 好 ま
し く は 約 ３ ～ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 基 質 結 合 領 域 が 特 に 好 ま し い こ と が 理 解 さ れ る 。 種 々 の
実 施 態 様 に お い て は 、 基 質 結 合 領 域 に お け る 個 々 の ヌ ク レ オ チ ド は 基 質 分 子 の ヌ ク レ オ チ
ド と 相 補 的 塩 基 対 を 形 成 す る こ と が で き 、 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 非 相 補 的 塩 基 対 が 形
成 さ れ る 。 相 補 的 及 び 非 相 補 的 塩 基 対 合 の 混 合 物 も 、 本 発 明 の 開 示 さ れ た 実 施 態 様 の 範 囲
内 に 包 含 す る も の と し て 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 は 、 更 に 、 第 ３ 基 質 結 合 領 域 を
含 む こ と が で き る 。 あ る 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 第 ３ 領 域 は 、 TGTT; TGTTA;及 び TGTTAG
か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の 別 の 好 適 実 施 態 様 は 、 基 質 結
合 領 域 間 に １ 以 上 の 可 変 又 は “ ス ペ ー サ ー ” 領 域 を 更 に 含 む Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 開 示 す る 。
　 他 の 開 示 さ れ た 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ 、 他 の
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Ｄ Ｎ Ａ 分 子 か ら 分 離 さ れ た 精 製 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 企 図 し 、 該 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
は 基 質 核 酸 配 列 内 に 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 核 酸 を 含 む 切 断 部 位 を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
特 異 的 で あ る 。 １ 態 様 に お い て は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ 合 成 （ 又 は 操 作 ） Ｄ Ｎ
Ａ 酵 素 分 子 が 開 示 さ れ 、 該 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 実 質 的 に 基 質 核 酸 配 列 の 一 本 鎖 又 は
二 本 鎖 領 域 か ら な る 切 断 部 位 を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 核 酸 含 有 基 質 を 加 水 分 解 し て 基 質 切 断 産 物 を 作 製
す る 触 媒 活 性 を も つ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ポ リ マ ー を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 企 図 す る
。 １ 態 様 に お い て は 、 加 水 分 解 は 部 位 特 異 的 方 法 で 行 わ れ る 。
　 前 述 の よ う に 、 該 ポ リ マ ー は 一 本 鎖 、 二 本 鎖 、 又 は 双 方 の 組 合 わ せ と す る こ と が で き る
。
　 本 発 明 は 、 更 に 、 基 質 が 核 酸 配 列 を 含 む こ と を 企 図 す る 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、
核 酸 配 列 基 質 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ 、 １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 類 縁
体 、 又 は そ れ ら の 複 合 物 を 含 む 。 １ 実 施 態 様 は 、 基 質 が 一 本 鎖 セ グ メ ン ト を 含 む こ と を 企
図 し 、 他 の 実 施 態 様 は 、 基 質 が 二 本 鎖 で あ る こ と を 企 図 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 核 酸 含 有 基 質 を 加 水 分 解 し て 切 断 産 物 を 作 製 す る 触 媒 活 性 を も つ デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ポ リ マ ー を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 企 図 す る 。 １ 態 様 に お い て は 、 Ｄ
Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 基 質 に 効 果 的 な 結 合 親 和 性 が あ り 、 切 断 産 物 に 効 果 的 な 結 合 親 和 性 が な
い 。
　 １ 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 認 識 ド メ イ ン 、 可 変 領 域 、 及 び ス ペ ー サ ー 領 域
が 隣 接 し た 保 存 コ ア を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 天 然 に 存 在 し な い Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子
を 開 示 す る 。 即 ち 、 １ 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 該 分 子 の ５ ′ 末 端
に 相 接 又 は 隣 接 し た 第 １ 可 変 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 可 変 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 １ 認
識 ド メ イ ン 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 認 識 ド メ イ ン ま で の 位 置 に あ る 第 １ ス ペ ー サ ー 領 域 、 ３
′ 末 端 か ら 該 第 １ ス ペ ー サ ー 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 １ 保 存 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 保
存 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ ス ペ ー サ ー 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ ス ペ ー サ ー 領 域 ま で の
位 置 に あ る 第 ２ 保 存 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ 保 存 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 認 識 ド メ イ
ン 、 及 び ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ 認 識 ド メ イ ン ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 可 変 領 域 を 特 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 該 分 子 の ５ ′ 末 端 に 相 接 又 は 隣 接 す る
第 １ 可 変 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 可 変 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 １ 認 識 ド メ イ ン 、 ３ ′ 末
端 か ら 該 第 １ 認 識 ド メ イ ン ま で の 位 置 に あ る 第 １ ス ペ ー サ ー 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ ス
ペ ー サ ー 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 １ 保 存 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 １ 保 存 領 域 ま で の 位 置 に
あ る 第 ２ ス ペ ー サ ー 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ ス ペ ー サ ー 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 保 存
領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ 保 存 領 域 ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 認 識 ド メ イ ン 、 ３ ′ 末 端 か ら 該
第 ２ 認 識 ド メ イ ン ま で の 位 置 に あ る 第 ２ 可 変 領 域 、 及 び ３ ′ 末 端 か ら 該 第 ２ 認 識 ド メ イ ン
ま で の 位 置 に あ る 第 ３ 認 識 ド メ イ ン を 特 定 す る 。
　 上 記 分 子 の １ 態 様 に お い て は 、 該 分 子 は 、 ２ つ の 基 質 結 合 ド メ イ ン が 隣 接 し た 保 存 コ ア
領 域 を 含 み 、 他 の 態 様 に お い て は 、 保 存 コ ア 領 域 は 、 １ 以 上 の 保 存 ド メ イ ン を 含 む 。 他 の
好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 保 存 コ ア 領 域 は 、 更 に 、 １ 以 上 の 可 変 又 は ス ペ ー サ ー ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 更 に 、 １ 以 上 の ス ペ
ー サ ー 領 域 を 含 む 。
　 本 発 明 は 、 更 に 、 種 々 の 組 成 物 を 企 図 す る 。 例 え ば 、 上 記 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 含 む 組 成
物 が 本 明 細 書 に 開 示 及 び 企 図 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 上 記
の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の ２ 集 団 以 上 を 含 み 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 各 集 団 は 基 質 内 の 異 な る 配 列 を
切 断 す る こ と が で き る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 組 成 物 は 、 上 記 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の ２ 集 団
以 上 を 含 み 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 各 集 団 は 異 な る 基 質 を 認 識 す る こ と が で き る 。 種 々 の 実 施
態 様 に お い て は 、 組 成 物 は １ 価 又 は ２ 価 の カ チ オ ン を 含 む こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 作 成 、 選 択 及 び 単 離 す る 方 法 を 企 図 す る 。
１ 態 様 に お い て は 、 核 酸 配 列 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ） を 特 定 部 位 で 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を
選 択 す る 方 法 は 、 次 の 工 程 を 含 む 。 （ ａ ） 推 定 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の １ 集 団 --配 列 は 天 然 に 存
在 す る も の か 或 い は 合 成 の も の の い ず れ か --好 ま し く は 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 得 る 工 程 、
（ ｂ ） ヌ ク レ オ チ ド 含 有 基 質 配 列 を 前 述 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 と 混 合 し て 混 合 物 を つ く る 工
程 ;（ ｃ ） 該 集 団 内 の 推 定 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が 該 基 質 配 列 の 切 断 を 引 き 起 こ す の に 十 分 な 時
間 及 び 所 定 の 反 応 条 件 下 に 該 混 合 物 を 維 持 し て 基 質 切 断 産 物 を 作 製 す る 工 程 ;（ ｄ ） 該 Ｄ
Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を 該 基 質 配 列 と 基 質 切 断 産 物 か ら 分 離 す る 工 程 ； 及 び （ ｅ ） 基 質 核 酸 配 列
（ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ） を 特 定 部 位 で 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 該 集 団 か ら 単 離 す る 工 程 。
　 上 記 方 法 の １ 態 様 に お い て は 、 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 部 位 で 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 固 定
化 物 質 で 標 識 さ れ る 。 １ 実 施 例 に お い て は 、 該 物 質 は ビ オ チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 述 の 方 法 の 他 の 態 様 に お い て は 、 そ の た め に 操 作 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 用 い て 切 断
し た い 配 列 --例 え ば 、 所 定 の “ 標 的 ” ヌ ク レ オ チ ド 配 列 --を 選 択 す る こ と に よ り 開 始 す る
。 従 っ て 、 １ 実 施 態 様 に お い て は 、 予 め 選 択 さ れ た (又 は 所 定 の )“ 標 的 ” 配 列 を 用 い て そ
れ を １ 以 上 の ラ ン ダ ム 化 配 列 又 は セ グ メ ン ト を 含 む デ オ キ シ リ ボ 核 酸 配 列 に 結 合 又 は “ 標
識 ” す る こ と に よ り 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 部 位 で 切 断 す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を
作 成 す る 。 １ 態 様 に お い て は 、 ラ ン ダ ム 化 配 列 の 長 さ は 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 他 の
態 様 に お い て は 、 ラ ン ダ ム 化 配 列 の 長 さ は 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 長 さ が １ ～ ４ ０ 、
４ ０ ～ ５ ０ 、 及 び ５ ０ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ラ ン ダ ム 化 配 列 も 本 発 明 に よ っ て 企 図
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の １ 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 集 団 を 作 成 す る た め に 用 い ら れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ４ 、 ２ ３ 、 ５ ０ 及 び ５ １ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。 他 の 実 施
態 様 に お い て は 、 “ 標 的 ” 又 は “ 基 質 ” ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 １ 以 上 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
の 配 列 を 含 む --例 え ば 、 配 列 番 号 ４ 及 び ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ４ ９ の 適 切 な 部 分 参 照 。 ま た 、
有 用 な “ 標 的 ” 又 は “ 基 質 ” ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 又 は そ の 複 合 物 を 含 む
こ と が で き る こ と も 本 発 明 に よ っ て 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 単 離 工 程 が 、 更 に 、 標 識 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を ア ビ ジ ン の 結 合 し た 固 体 表 面 に
曝 露 し て 標 識 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 該 固 体 表 面 に 結 合 さ れ る 上 記 の 方 法 を 企 図 す る 。 前 の よ う に 、
基 質 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 双 方 の 複 合 物 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 分 子 と す る こ と が で
き る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 下 記 の 工 程 を 含 む 、 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 の 切 断 部 位 で 特 異 的 に 切 断 す
る 方 法 を 企 図 す る 。 （ ａ ） 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 の 切 断 部 位 で 切 断 す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ
酵 素 分 子 を 供 給 す る 工 程 ； 及 び （ ｂ ） 該 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 該 基 質 核 酸 配 列 と 接 触 さ せ て 特
定 部 位 で の 該 核 酸 配 列 の 特 異 的 切 断 を 引 き 起 こ す 工 程 。 １ 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分
子 は 、 天 然 に 存 在 す る （ 又 は 合 成 ） Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素
分 子 は 一 本 鎖 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 上 記 方 法 の 他 の 態 様 に お い て は 、 基 質 は 核 酸 を 含 む 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 基 質
核 酸 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ 、 １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 、 又 は
そ れ ら の 複 合 物 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 特 異 的 切 断 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ る 。 反 応 条 件 の 変 化 --例 え ば 、 ｐ Ｈ の 調 整 、 温 度 、 カ チ オ ン ％ 、
酵 素 ％ 、 基 質 ％ 、 及 び 産 物 ％ --も 本 明 細 書 中 に 企 図 さ れ る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 下 記 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 の 切 断 方 法 を 企 図 す る 。 （ ａ
） 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 の 切 断 部 位 で 切 断 す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 と ホ ス ホ エ ス テ
ル 結 合 含 有 基 質 と を 混 合 し て 反 応 混 合 物 を つ く る 工 程 ； 及 び （ ｂ ） 該 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が 該
ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と が で き る 所 定 の 反 応 条 件 下 に 該 混 合 物 を 維 持 し て 基 質
産 物 の 集 団 を 作 製 す る 工 程 。 １ 実 施 態 様 に お い て は 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 部 位 特 異 的 方
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法 で ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 該 方 法 は 、
更 に 、 （ ｃ ） 該 産 物 を 該 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 か ら 分 離 す る 工 程 ； 及 び （ ｄ ） 追 加 の 基 質 を 該 Ｄ
Ｎ Ａ 酵 素 分 子 に 加 え て 新 し い 反 応 混 合 物 を つ く る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 操 作 す る 方 法 を 企 図
す る 。 具 体 的 な １ 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む 。 （ ａ ） 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を 得 る 工 程 ;(ｂ
)遺 伝 的 変 化 を 該 集 団 に 導 入 し て 変 異 集 団 を 作 製 す る 工 程 ;(ｃ )所 定 の 選 択 基 準 を 満 た す 該
変 異 集 団 か ら 個 体 を 選 択 す る 工 程 ;(ｄ )該 選 択 し た 個 体 を 該 変 異 集 団 の 残 り か ら 分 離 す る
工 程 ； 及 び （ ｅ ） 該 選 択 し た 個 体 を 増 幅 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ こ で 、 図 １ は 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル を 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る 選 択 的 増 幅 ス
キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。 図 示 さ れ る よ う に 、 ５ ０ ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 物 を 含 む 二
本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ （ “ Ｎ 5 0 ” を 有 す る 分 子 は 上 で 示 し た ） は 、 ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ ｒ
Ａ ） に よ っ て ３ ′ 端 で 終 わ る ５ ′ ビ オ チ ニ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 さ
れ る 。 （ ビ オ チ ン 標 識 は 丸 で 囲 ま れ た 文 字 “ Ｂ ” で 示 さ れ る 。 ）  そ の プ ラ イ マ ー は 、 Ｔ
ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ で 伸 長 さ れ て は め 込 み 単 一 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 産 物 を 得 る 。
得 ら れ た 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 さ れ 、 非 ビ オ チ ニ ル
化 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は ０ .２ N Ｎ ａ Ｏ Ｈ で 洗 浄 す る こ と に よ り 除 去 さ れ る 。 カ ラ ム を 緩 衝 化 溶 液 で
再 平 衡 化 し た 後 、 カ ラ ム は １ mMＰ ｂ Ｏ Ａ ｃ を 加 え た 同 様 の 溶 液 で 洗 浄 さ れ る 。 Ｐ ｂ 2 + 依 存
性 自 己 切 断 を 行 う Ｄ Ｎ Ａ が カ ラ ム か ら 遊 離 し 、 溶 離 液 に 集 め ら れ 、 Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 さ れ る 。
次 に 、 次 の ラ ウ ン ド の 選 択 的 増 幅 を 開 始 す る た め に そ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 ２ は 、 出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル （ Ｇ ０ ） 及 び 鉛 カ チ オ ン （ Ｐ ｂ 2 + ） 存 在 下 に １ ～ ５ ラ ウ ン ド
の 選 択 （ Ｇ １ ～ Ｇ ５ ） 後 に 得 ら れ た 集 団 の 自 己 切 断 活 性 を 示 す 写 真 で あ る 。 記 号 Ｐ ｒ ｅ は
、 １ ０ ８ ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 Ｄ Ｎ Ａ (配 列 番 号 ４ );Ｃ ｌ ｖ は 、 ２ ８ ヌ ク レ オ チ ド ５ ′ 切 断
産 物 (配 列 番 号 ５ );及 び Ｍ は 長 さ が ５ ′ 切 断 産 物 に 対 応 す る プ ラ イ マ ー ３ ａ （ 配 列 番 号 ６
） を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ３ は 、 ５ ラ ウ ン ド の 選 択 後 の 集 団 か ら 単 離 し た 個 々 の 変 異 体 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を
示 す 図 で あ る 。 固 定 し た 基 質 ド メ イ ン は 、 上 方 に 示 さ れ 、 標 的 リ ボ ア デ ニ レ ー ト は 逆 三 角
で 確 認 さ れ る 。 推 定 塩 基 対 合 相 互 作 用 に 共 通 し て 関 係 す る 基 質 ヌ ク レ オ チ ド は 、 垂 直 の 棒
で 示 さ れ る 。 ５ ０ 個 の 初 期 ラ ン ダ ム 化 ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 配 列 は 、 基 質 ド メ イ ン に 逆
平 行 で 配 列 さ れ る 。 変 異 体 は 、 全 て 固 定 し た 配 列 ５ ′ -CGGTAAGCTTGGCAC-3′ （ 図 示 さ れ ず
； 配 列 番 号 １ ） の ３ ′ で 終 わ る 。 基 質 ド メ イ ン を 有 す る 塩 基 対 を つ く る と 考 え ら れ る 初 期
ラ ン ダ ム 化 領 域 内 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 図 の 左 右 側 に 示 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 推 定 塩 基 対
形 成 領 域 は 示 さ れ た 各 配 列 に お い て 個 々 に ボ ッ ク ス で 仕 切 ら れ る 。 保 存 領 域 は 、 ２ つ の 大
き な 中 央 に 位 置 し た ボ ッ ク ス で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 ４ Ａ 及 び 図 ４ Ｂ は 、 触 媒 代 謝 回 転 で 進 行 す る 分 子 間 反 応 に お け る Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ
ル の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 切 断 を 示 す 図 で あ る 。
　 図 ４ Ａ は 、 １ ９ 量 体 基 質 (3′ -TCACTATrAGGAAGAGATGG -5′ 、 配 列 番 号 ２ )及 び ３ ８ 量 体
Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 (5′ -ACACATCTCTGAAGTAGCGCCGCCGTATAGTGACGCTA -3′ 、 配 列 番 号 ３ )間 に 形 成
さ れ た 複 合 体 の 図 式 で あ る 。 基 質 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 隣 接 し た 単 一 ア デ ノ シ
ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (“ ｒ Ａ ” 、 矢 印 に 隣 接 し た )を 含 有 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 酵 素 は 、 図 ３ に
示 さ れ た 最 も 頻 繁 に 生 じ る 変 異 体 の ３ ８ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 で あ る 。 推 定 触 媒 ド メ イ ン 内 に
位 置 し た 高 度 保 存 ヌ ク レ オ チ ド は “ ボ ッ ク ス ” で 仕 切 ら れ る 。 示 さ れ る よ う に 、 一 方 の 保
存 配 列 は “ AGCG” で あ り 、 も う 一 方 は “ CG” で あ る （ ５ ′ － ３ ′ 方 向 で 読 み 取 る ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 ４ Ｂ は 、 試 験 管 内 選 択 で 用 い た も の と 同 じ 条 件 下 の ［ ５ ′ － 3 2 Ｐ ］ 標 識 基 質 の Ｄ Ｎ Ａ
触 媒 切 断 に つ い て Ｋ m （ 負 の 勾 配 ） 及 び Ｖ m a x （ y切 片 ） を 求 め る た め に 用 い ら れ る イ ー デ
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ィ ー ・ ホ フ ス テ ー プ ロ ッ ト を 示 す グ ラ フ で あ る 。 初 期 切 断 速 度 は 、 ５ nMＤ Ａ Ｎ 酵 素 及 び ０
.１ ２ ５ 、 ０ .５ 、 １ 、 ２ 、 或 い は ４ μ M 基 質 を 含 む 反 応 に つ い て 求 め た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 ５ は 、 選 択 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ の ４ フ ァ ミ リ ー の 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 証 明 す る ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 示 す 写 真 で あ る 。 分 子 の Ｐ ｂ 2+依 存 性 フ ァ ミ リ ー の 選 択 を 、 対 照
と し て 関 連 様 式 で 繰 り 返 し た （ 第 １ グ ル ー プ ） 。 第 ２ グ ル ー プ に お い て は 、 Ｚ ｎ 2 + を カ チ
オ ン と し て 用 い 、 第 ３ グ ル ー プ に お い て は 、 カ チ オ ン は Ｍ ｎ 2 + で あ り 、 第 ４ グ ル ー プ に お
い て は 、 カ チ オ ン は Ｍ ｇ 2 + で あ る 。 ゲ ル 上 の 第 ５ の 位 置 は 、 マ ー カ ー と し て 切 断 産 物 の み
か ら な る 。
　 わ か る よ う に 、 上 記 ４ グ ル ー プ の 各 々 に ３ レ ー ン が あ る 。 ３ レ ー ン の 各 グ ル ー プ に お い
て 、 第 １ レ ー ン は 、 金 属 カ チ オ ン の 存 在 し な い と き の 選 択 集 団 の 活 性 の な い こ と を 示 し 、
第 ２ レ ー ン は 、 金 属 カ チ オ ン の 存 在 す る と き の 実 測 活 性 を 示 し 、 第 ３ レ ー ン は 、 出 発 プ ー
ル （ Ｇ ０ ） の 活 性 の な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 ６ Ａ 及 び 図 ６ Ｂ は 、 各 々 “ 前 駆 体 ” 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 及 び 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 選 択 的
増 幅 法 で 得 ら れ た 数 種 の 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の １ 種 の ２ 次 元 図 を 示 す 。 図 ６ Ａ は 、 出 発 プ ー ル
か ら の 具 体 的 な 分 子 で あ り 、 配 列 番 号 ２ ３ で 示 さ れ る 分 子 の 全 体 配 置 を 示 す 。 示 さ れ る よ
う に 、 種 々 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド は 、 ラ ン ダ ム （ Ｎ 4 0 ） 領 域 を 隣 接 す る 。 図 ６ Ｂ は 、 本 明
細 書 に 記 載 さ れ た 手 順 に よ っ て 作 成 さ れ た Ｍ ｇ 2 + 依 存 性 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 (又 は “ Ｄ Ｎ Ａ ｚ
ｙ ｍ ｅ ” )の １ 種 の 図 式 で あ る 。 基 質 核 酸 に お け る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 は 、 図 ６ Ａ 及
び 図 ６ Ｂ 共 に 矢 印 で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 ７ は 、 実 質 的 に 下 記 の 実 施 例 ５ に 記 載 さ れ る よ う に 行 わ れ た １ ０ ラ ウ ン ド の 試 験 管 内
選 択 的 増 幅 の 結 果 の い く つ か を 示 す グ ラ フ で あ る 。 示 さ れ る よ う に 、 ２ つ の 位 置 と 触 媒 の
２ フ ァ ミ リ ー が 標 的 配 列 の 最 も 効 率 の よ い 切 断 を 示 す も の と し て は め 込 ま れ た 。 切 断 条 件
は 、 実 質 的 に 図 ７ に 示 さ れ る 通 り 、 即 ち 、 １ ０ mM Ｍ ｇ 2 + 、 ｐ Ｈ ７ .５ 、 及 び ３ ７ ℃ で あ り
、 反 応 を ２ 時 間 行 っ た 後 に 集 め た デ ー タ が 示 さ れ て い る 。 切 断 （ ％ ） は 、 世 代 数 （ こ こ で
は ０ ～ １ ０ ） に 対 し て プ ロ ッ ト し た も の が 示 さ れ る 。 基 質 内 の 指 示 さ れ た 部 位 で 標 的 配 列
を 切 断 す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 数 ／ 有 効 性 は 垂 直 の バ ー で 示 さ れ 、 G↓ UAACUAG
AGAU で の 切 断 は 縞 の バ ー で 示 さ れ 、 GUAACUA↓ GAGAU で の 切 断 は 白 い （ 輪 郭 の ） バ ー で 示
さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ８ は 、 本 発 明 の ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 、 ク ロ ー ン ８ ～ １ ７ 及 び １ ０ ～ ２ ３ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 切 断 部 位 及 び 代 謝 回 転 速 度 を 示 す 図 で あ る 。 反 応 条 件 は 、 示 さ れ る と お り 、 即
ち 、 １ ０ mMＭ ｇ 2 + 、 ｐ Ｈ ７ .５ 、 及 び ３ ７ ℃ と し た 。 ク ロ ー ン ８ ～ １ ７ と し て 同 定 さ れ た
Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ は 左 側 に 示 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 部 位 は 矢 印 で 示 さ れ る 。 基 質 配 列 (5′
-GGAAAAAGUAACUAGAGAUGGAAG -3′ )--Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ か ら 分 離 す る （ 即 ち 、 分 子 間 切 断 が
示 さ れ る ） --は そ れ だ け で 標 識 さ れ る 。 同 様 に 、 １ ０ ～ ２ ３ と し て 同 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ
ｍ ｅ は 右 側 に 示 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 部 位 は 矢 印 で 示 さ れ る 。 ま た 、 基 質 配 列 も 示 さ れ
る 。 ８ ～ １ ７ 酵 素 に つ い て は 、 代 謝 回 転 速 度 は 約 ０ .６ hr - 1 で あ り 、 １ ０ ～ ２ ３ 酵 素 に つ
い て は 、 代 謝 回 転 速 度 は 約 １ hr - 1 で あ っ た 。 非 相 補 的 対 合 は 黒 い 丸 （ ・ ） で 示 さ れ 、 相 補
的 対 合 は 縦 の 線 （ ｜ ） で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 ９ は 、 更 に 、 本 発 明 の ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 、 ク ロ ー ン ８ ～ １ ７ 及 び １ ０ ～ ２ ３ の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 切 断 部 位 及 び 代 謝 回 転 速 度 を 示 す 図 で あ る 。 反 応 条 件 は 、 示 さ れ る と お
り 、 即 ち 、 １ ０ mMＭ ｇ 2 + 、 ｐ Ｈ ７ .５ 、 及 び ３ ７ ℃ と し た 。 図 ８ の よ う に 、 ク ロ ー ン ８ ～
１ ７ と し て 同 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ は 左 側 に 示 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 部 位 は 矢 印 で 示
さ れ る 。 基 質 配 列 (5′ -GGAAAAAGUAACUAGAGAUGGAAG -3′ )--Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ か ら 分 離 す る
（ 即 ち 、 分 子 間 切 断 が 示 さ れ る ） --は そ れ だ け で 標 識 さ れ る 。 同 様 に 、 １ ０ ～ ２ ３ と し て
同 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ は 右 側 に 示 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 部 位 は 矢 印 で 示 さ れ る 。 ま
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た 、 基 質 配 列 も 示 さ れ る 。 ８ ～ １ ７ 酵 素 に つ い て は 、 ｋ o b s は 約 ０ .０ ０ ２  min - 1 で あ り 、
１ ０ ～ ２ ３ 酵 素 に つ い て は 、 ｋ o b s 値 は 約 ０ .０ １  min - 1 で あ っ た 。 非 相 補 的 対 合 は 黒 い 丸
（ ・ ） で 示 さ れ 、 相 補 的 対 合 は 縦 の 線 （ ｜ ） で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
Ａ ． 定 義  
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム ” と い う 語 は 、 酵 素 と し て 機 能 す る こ と が
で き る Ｄ Ｎ Ａ 含 有 核 酸 を 記 載 す る た め に 用 い ら れ る 。 本 開 示 に お い て は 、 “ デ オ キ シ リ ボ
ザ イ ム ” と い う 語 は 、 エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び エ ン ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含
む が 、 エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム が 特 に 好 ま し い 。 本 明 細 書
に デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム と 同 じ 意 味 で 用 い ら れ る 他 の 語 は 、 “ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 ” 、 “ Ｄ Ｎ Ａ
ｚ ｙ ｍ ｅ ” 、 又 は “ Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 ” で あ り 、 合 成 で 作 製 さ れ て も 生 物 又 は 他 の 供 給 源 由
来 で あ っ て も 全 て そ の 酵 素 的 に 活 性 な 部 分 を 含 む こ と を 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。
　 “ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 ” と い う 語 は 、 ま た 、 指 定 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 的 又 は 基 質 に
対 し て 基 質 結 合 領 域 内 に 相 補 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 か か る 分 子 も 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 基 質 を 特 異 的 に 切 断 す る の に 活 性 な 酵 素 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 他 の 言 い 方 で 述 べ る と 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 を 分 子 間 で 切 断 す
る こ と が で き る 。 そ の 相 補 性 は 、 基 質 の 分 子 間 切 断 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 基 質 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 十 分 な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 可 能 に す る よ う に 機 能
す る 。 １ ０ ０ パ ー セ ン ト （ １ ０ ０ ％ ） 相 補 性 が 好 ま し い が 、 ７ ５ ～ １ ０ ０ ％ の 範 囲 の 相 補
性 も 有 効 で あ り 本 発 明 に よ っ て 企 図 さ れ る 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 ま た 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る も
の と し て 記 載 さ れ る 。 そ れ ら の 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て は 同 じ 意 味 で 用 い ら れ る 。
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ 酵 素 核 酸 ” と い う 語 は 、 酵 素 Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 酵 素 Ｒ Ｎ
Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ポ リ マ ー 、 及 び そ の 酵 素 的 に 活 性 な 部 分 又 は 誘 導 体 を 包 含 す る が 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素
分 子 が 本 発 明 の 酵 素 的 に 活 性 な 分 子 の 特 に 好 ま し い 種 類 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ エ ン ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ” と い う 語 は 、 主 と し て Ｄ Ｎ
Ａ を 含 む 基 質 を 切 断 す る こ と が で き る 酵 素 で あ る 。 本 明 細 書 い 用 い ら れ る “ エ ン ド リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ ” と い う 語 は 、 主 と し て Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 基 質 を 切 断 す る こ と が で き る 酵 素 で あ る
。
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ 塩 基 対 ” (ｂ ｐ )と い う 語 は 、 一 般 的 に は 、 ア デ ニ ン （ Ａ ） と チ
ミ ン （ Ｔ ） も し く は ウ ラ シ ル （ Ｕ ） 又 は シ ト シ ン （ Ｃ ） と グ ア ニ ン （ Ｇ ） の 組 合 わ せ を 記
載 す る た め に 用 い ら れ る が 、 塩 基 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ 及 び Ｇ （ 及 び Ｕ ） の 共 通 と い う ほ ど で な い 類
縁 体 が と き お り 塩 基 対 合 に 関 与 す る こ と は 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ
が 二 本 鎖 配 置 を と る 場 合 に 通 常 対 に な る ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 明 細 書 で “ 相 補 的 塩 基 ” と 呼
ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 “ 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ” は 、 一 般 的 に は 、 結 果 と し て 生 じ る 水 素 結 合 で 特 異 的 に ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 他 の 単 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に 十 分 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の 一
本 鎖 分 子 又 は セ グ メ ン ト 内 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。
　 “ ヌ ク レ オ チ ド ” は 、 一 般 的 に は 、 糖 部 分 （ ペ ン ト ー ス ） 、 リ ン 酸 基 、 及 び 含 窒 素 複 素
環 塩 基 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の モ ノ マ ー 単 位 を 意 味 す る 。 塩 基 は 、 グ リ コ シ ド 炭 素 （
ペ ン ト ー ス の １ ′ 炭 素 ） で 糖 部 分 に 結 合 さ れ 、 塩 基 及 び 糖 の そ の 組 合 わ せ が “ ヌ ク レ オ シ
ド ” で あ る 。 ヌ ク レ オ シ ド が ペ ン ト ー ス の ３ ′ 又 は ５ ′ 位 に 結 合 し た リ ン 酸 基 を 含 む 場 合
、 ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ば れ る 。 作 用 上 結 合 し た ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 典 型 的 に は 、 本 明 細
書 で “ 塩 基 配 列 ” 又 は “ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ” 及 び 分 法 上 の 等 価 物 と 呼 ば れ 、 本 明 細 書 で は
特 に こ と わ ら な い 限 り 、 左 か ら 右 へ の 向 き が ５ ′ 末 端 か ら ３ ′ 末 端 へ の 慣 用 の 向 き で あ る
式 で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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　 “ ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 ” は 、 一 般 的 に は 、 Ａ 、 Ｔ 、 Ｇ 、 Ｃ 、 又 は Ｕ と 構 造 上 異 な る が 核
酸 分 子 内 の 正 規 の ヌ ク レ オ チ ド を 置 き 換 え る の に 十 分 に 同 じ で あ る プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン
ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 ” と い う 語 は 、 改
変 塩 基 、 異 種 又 は 特 異 糖 （ 即 ち 、 “ 通 常 の ” ペ ン ト ー ス 以 外 の 糖 ） 、 又 は そ の ２ つ の 組 あ
わ せ を 包 含 す る 。 塩 基 が 変 わ っ た 具 体 的 な 類 縁 体 の 表 は 、 下 記 の Ｃ の 項 で 示 さ れ る 。
　 “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ” は 、 一 般 的 に は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 ヌ ク
レ オ チ ド の ポ リ マ ー を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” 及 び そ の
文 法 上 の 等 価 物 は 、 全 範 囲 の 核 酸 を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド の 線 状 鎖 を 含 む 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。 正 確 な サ イ ズ は 、 多 く の 要 因 に 左 右 さ れ 、
当 該 技 術 に お い て 周 知 で あ る よ う に 最 後 の 使 用 条 件 に 左 右 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ 生 理 的 条 件 ” と い う 語 は 、 哺 乳 類 生 物 、 特 に ヒ ト に 見 ら れ る も
の に 匹 敵 す る 反 応 条 件 を 示 す こ と を 意 味 す る 。 温 度 、 カ チ オ ン の 有 効 性 及 び ｐ Ｈ 範 囲 の よ
う な 可 変 部 分 が 下 記 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 変 動 さ せ る こ と が で き る が 、 “ 生 理 的 条 件
” は 、 一 般 的 に は 、 約 ３ ５ ～ ４ ０ ℃ の 温 度 を 含 み 、 ３ ７ ℃ が 特 に 好 ま し く 、 ｐ Ｈ は 約 ７ .
０ ～ ８ .０ で あ り 、 ７ .５ が 特 に 好 ま し く 、 更 に 、 カ チ オ ン の 有 効 性 、 好 ま し く は ２ 価 及 び
／ 又 は １ 価 の カ チ オ ン を 含 み 、 約 ２ ～ １ ５ mMＭ ｇ 2 + 及 び ０ ～ １ .０ M Ｎ ａ + の 濃 度 が 特 に 好
ま し い 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ 生 理 的 条 件 ” は 、 ヌ ク レ オ シ ド 補 助 因 子 の 存 在 を 任 意 に
含 ん で も よ い 。 前 に 述 べ た よ う に 、 好 ま し い 条 件 は 下 記 に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
Ｂ ． Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子  
　 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 付 加 、 欠 失 及 び 置 換 を 含 む １
以 上 の 修 飾 又 は 突 然 変 異 を 合 わ せ る こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 か か る 突 然
変 異 又 は 修 飾 は 、 ラ ン ダ ム 又 は 特 定 の 突 然 変 異 又 は 修 飾 を 生 じ る 方 法 を 用 い て 作 成 さ れ る
。 そ れ ら の 突 然 変 異 は 、 例 え ば 、 ル ー プ 、 ス ペ ー サ ー 領 域 又 は 認 識 配 列 （ 又 は ド メ イ ン ）
の 長 さ を 変 え る か 又 は そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 変 え る こ と が で き る 。 １ つ の 触 媒 的 に 活 性
な Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 内 の １ 以 上 の 突 然 変 異 を 第 ２ の 触 媒 的 に 活 性 な Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 内 の １ 以
上 の 突 然 変 異 と 合 わ せ て 双 方 の 分 子 の 突 然 変 異 を 含 む 新 し い Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 作 製 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 当 業 者 に 周 知 の 種 々 の 方 法
を 用 い て 導 入 さ れ た ラ ン ダ ム 突 然 変 異 を も つ こ と が で き る 。 例 え ば 、 カ ド ウ ェ ル ＆ ジ ョ イ
ス (PCR Methods and Applications 2: 28-33(1992))に よ っ て 記 載 さ れ た 方 法 は 、 変 更 し
て 下 記 の 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 使 用 に 特 に 好 ま し い 。 (Cadwell
 & Joyce， PCR Methods and Applications 3(Suppl.): S136-S140(1994)も 参 照 さ れ た い
。 ) そ の 修 飾 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に 従 っ て 、 ラ ン ダ ム 点 突 然 変 異 は ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 に 導 入 さ れ る 。
上 述 の 方 法 は 、 例 え ば 、 配 列 分 析 で 求 め た 位 置 あ た り の 突 然 変 異 率 ０ .６ ６ ％ ± ０ .１ ３ ％
（ ９ ５ ％ 信 頼 間 隔 ） で リ ボ ザ イ ム を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を 誘 発 さ せ る た め に 用
い ら れ 、 塩 基 置 換 の 種 類 に 強 い 優 先 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ れ に よ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 内 の い ず れ の 位 置 で も ラ ン ダ ム 突 然 変 異 の 導 入 が
可 能 で あ る 。
　 特 定 又 は ラ ン ダ ム 突 然 変 異 を 導 入 す る の に 有 効 な 他 の 方 法 は 、 Joyce & Inoue, Nucleic
 Acids Research 17: 711-722(1989)に 開 示 さ れ て い る 。 そ の 後 者 の 方 法 は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ の 鋳 型 （ コ ー デ ィ ン グ ） 鎖 の 切 出 し 、 突 然 変 異 原 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 封 入 に よ る 鋳
型 鎖 の 再 構 築 、 及 び 引 き 続 き 部 分 的 ミ ス マ ッ チ 鋳 型 の 転 写 が 必 要 で あ る 。 こ れ に よ り 、 選
択 さ れ た 位 置 に 既 知 の 又 は ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ
る こ と に よ り 分 子 内 の い ず れ か の 位 置 に 特 定 又 は ラ ン ダ ム 突 然 変 異 の 導 入 が 可 能 で あ る 。
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 適 切 な よ う に 種 々 の 長 さ 及 び 折 り た た み パ タ ー ン を 有 し 、 分
子 の 種 類 及 び 機 能 に 左 右 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 長 さ が 約 １ ５ ～ 約 ４ ０ ０ 以 上
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の ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と が で き る が 、 約 ２ ５ ０ を 超 え る ヌ ク レ オ チ ド は 大 き 過 ぎ る か 又
は 扱 い に く く す る こ と に よ り 分 子 の 治 療 上 の 有 用 性 を 制 限 す る こ と を 避 け る た め に 好 ま し
く な い 。 種 々 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 長 さ が 少 な く と も 約
２ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 有 用 な 分 子 は 長 さ が １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 超 え て も よ い が 、 好
ま し い 分 子 は 長 さ が 通 常 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 超 え な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 種 々 の 治 療 用 途 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 酵 素 的 に 活 性 な 部 分 の デ オ キ
シ リ ボ ザ イ ム を 含 む 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 好 ま し く
は 約 ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 超 え な い 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の デ オ キ シ リ ボ ザ
イ ム は 、 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 超 え な い 。 別 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の デ オ
キ シ リ ボ ザ イ ム は 長 さ が 約 ２ ０ ～ ７ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 更 に 好 ま し く は 約 ２ ０ ～ ６ ５ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 。 他 の 好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 長 さ が 約 １ ０ ～ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
。
　 他 の 用 途 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 “ ハ ン マ ー ヘ ッ ド ” リ ボ ザ イ ム と 同 様 の 配 置
を と る こ と が で き る 。 か か る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 長 さ が 約 ７ ５ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 超
え な い こ と が 好 ま し く 、 約 ２ ０ ～ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 通 常 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 有 用 な 分 子 を 合 成 す る も の で あ る 場 合 に は 、 核 酸 酵 素 分 子
が 大 き い ほ ど 、 合 成 が 困 難 に な る 。 当 業 者 は 、 そ れ ら の 設 計 拘 束 を 確 か に 理 解 す る で あ ろ
う 。 し か し 、 か か る 大 き な 分 子 も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム の 酵 素 的 に 活 性 な 部 分 を 含 む こ と
が で き 、 １ 以 上 の 突 然 変 異 、 例 え ば 、 １ 以 上 の 塩 基 対 形 成 配 列 を 含 む か 又 は ス ペ ー サ ー が
存 在 し な い か 又 は 修 飾 さ れ た デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム を 含 む こ と が で き る こ と も 、 か か る 欠 失
、 付 加 又 は 修 飾 が 酵 素 と し て 分 子 の 性 能 に 大 き な 逆 影 響 を 及 ば さ な い 限 り 理 解 さ れ る べ き
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 認 識 ド メ イ ン は 、 典 型 的 に は 、 触 媒 ド メ イ ン を 隣 接 す る ２ つ
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 典 型 的 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 に 高 配 列 特 異 性 を 与 え る 基 質 核
酸 内 の 塩 基 の 相 補 的 配 列 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と が で き る 少 な く と も 約 ３ ～ 約
３ ０ 塩 基 、 好 ま し く は 約 ６ ～ 約 １ ５ 塩 基 の 配 列 を 含 む 。 周 知 の 方 法 に よ る 認 識 部 位 の 修 飾
又 は 突 然 変 異 は 、 核 酸 酵 素 分 子 の 配 列 特 異 性 を 変 え る こ と が で き る 。 （ 例 え ば 、 Jolyceら
， Nucleic Acids Research 17: 711-712(1989)を 参 照 さ れ た い 。 ）
　 本 発 明 の 核 酸 酵 素 分 子 は 、 ま た 、 認 識 部 位 又 は ド メ イ ン の 変 化 し た も の も 含 ま れ る 。 種
々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 こ れ ら の 変 化 し た 認 識 ド メ イ ン は 、 か か る 認 識 ド メ イ ン を 含 む
核 酸 酵 素 分 子 に つ い て ユ ニ ー ク な 配 列 特 異 性 を 与 え る 。 認 識 ド メ イ ン に 存 在 す る 正 確 な 塩
基 は 、 切 断 が 行 わ れ る 塩 基 配 列 を 決 定 す る 。 基 質 核 酸 の 切 断 は 、 認 識 ド メ イ ン 内 で 起 こ る
。 そ の 切 断 に よ り 、 基 質 切 断 配 列 の ２ ′ 、 ３ ′ 又 は ２ ′ ， ３ ′ － 環 状 リ ン 酸 基 及 び も と の
基 質 で は は じ め は す ぐ に ３ ′ の 基 質 切 断 配 列 で あ っ た ヌ ク レ オ チ ド の ５ ′ ヒ ド ロ キ シ ル が
残 る 。 切 断 は 、 認 識 部 位 に 存 在 す る 塩 基 を 変 え る こ と に よ り 選 択 部 位 に 特 定 さ れ る （ 内 部
ガ イ ド 配 列 ） 。 Murphyら ， Proc． Natl． Acad． Sci． USA 86: 9218-9222(1989)を 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 更 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 と そ の 基 質 間 の 認 識 及 び 結 合 を 容 易 に す る た め に ポ リ ア ミ ン を 加
え る こ と も 有 効 で あ る 。 有 効 な ポ リ ア ミ ン の 例 と し て は 、 ス ペ ル ミ ジ ン 、 プ ト レ ッ シ ン 又
は ス ペ ル ミ ン が 挙 げ ら れ る 。 個 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 約 １ mMの ス ペ ル ミ ジ ン 濃 度 が 有
効 で あ る が 、 約 ０ .１ ～ 約 １ ０ mMの 範 囲 の 濃 度 が 有 効 で あ る 。
　 他 の 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 核 酸 基 質 、 好 ま し く は Ｒ
Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 能 が 増 強 又 は 最 適 化 さ れ る 。 当 業 者 が 理 解 す る よ う に 、 酵 素 触 媒 反 応 の 速
度 は 、 基 質 と 酵 素 の 濃 度 に よ っ て 変 動 し 、 通 常 、 高 基 質 又 は 酵 素 濃 度 で 一 様 に な る 。 か か
る 効 果 を 考 慮 す る と 、 酵 素 触 媒 反 応 の 速 度 論 は 、 反 応 を 定 義 す る 次 の 条 件 で 記 載 さ れ る 。
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　 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 を 切 断 す る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 増 強 又 は 最 適 化 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の
存 在 下 に 種 々 の 量 の 標 識 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 と の 切 断 反 応 で 求 め ら れ る 。 基 質 の 切 断 能 は 、 一 般 的
に は 、 ミ カ エ リ ス 定 数 （ Ｋ M ） で 除 し た 触 媒 速 度 （ ｋ c a t ） で 定 義 さ れ る 。 記 号 ｋ c a t は 、
基 質 が 飽 和 値 に 近 づ く 場 合 の 酵 素 反 応 の 最 大 速 度 を 表 す 。 Ｋ M は 、 反 応 速 度 が 最 大 の １ ／
２ で あ る 基 質 濃 度 を 表 す 。
　 例 え ば 、 Ｋ M と ｋ c a t の 値 は 、 本 発 明 に お い て は 基 質 濃 度 ［ Ｓ ］ が Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 濃 度 ［
Ｅ ］ よ り 過 剰 に あ る 実 験 で 求 め ら れ る 。 基 質 濃 度 範 囲 に わ た る 反 応 の 初 速 度 (Ｖ 0 )は 、 初
期 直 線 相 、 通 常 、 反 応 の 最 初 の ５ ％ 以 下 か ら 推 定 さ れ る 。 デ ー タ の 点 は 、 次 式 で 示 さ れ た
理 論 的 直 線 の 最 小 方 格 法 に あ て は ま る ： ｖ ＝ － Ｋ M (Ｖ 0 ／ [Ｓ ])＋ Ｖ m a x 。  即 ち 、 ｋ c a t 及
び Ｋ M は 、 反 応 の 初 速 度 、 Ｖ 0 及 び 基 質 濃 度 ［ Ｓ ］ で 求 め ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 核 酸 基 質 、 好 ま し く は Ｒ
Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 能 力 が 増 強 又 は 最 適 化 さ れ る 。 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 を 切
断 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 増 強 又 は 最 適 化 能 力 は 、 非 触 媒 速 度 よ り 約 １ ０ ～ １ ０ 9 倍 の 改 良
を 示 し て い る 。 更 に 好 適 な 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 “ 前 駆 体 ”
の も の よ り 約 １ ０ 3 ～ １ ０ 7 倍 改 良 さ れ た 速 度 で Ｒ Ｎ Ａ 基 質 を 切 断 す る こ と が で き る 。 更 に
好 適 な 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 能 力 の 増 強 又 は 最 適 化 は 、 前 駆 体 の も の よ
り １ ０ 4 ～ １ ０ 6 倍 の 改 良 と し て 示 さ れ る 。 当 業 者 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 核 酸 基 質 を 切 断 す
る 能 力 の 増 強 又 は 最 適 化 が 本 発 明 の 試 験 管 内 進 化 手 順 で 加 え ら れ た 選 択 拘 束 に よ っ て 変 動
す る こ と が で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 の デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム 及 び 他 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 及 び ヌ ク レ ア ー ゼ を 修 飾 す る 種 々
の 好 ま し い 方 法 は 、 更 に 、 下 記 の 実 施 例 １ ～ ３ に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
Ｃ ． ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体  
　 上 で 述 べ た よ う に 、 本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 ” と い う 語 は 、 一 般 的
に は 、 Ａ 、 Ｔ 、 Ｇ 、 Ｃ 、 又 は Ｕ と 構 造 上 異 な る が 核 酸 分 子 内 の そ の よ う な “ 正 規 の ” ヌ ク
レ オ チ ド を 置 換 す る の に 十 分 に 類 似 し た プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。
本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 ” と い う 語 は 、 改 変 塩 基 、 異 種 （ 又 は 特 異 ）
糖 、 改 変 リ ン 酸 塩 骨 格 又 は そ れ ら の 改 変 の 組 み 合 わ せ を 包 含 す る 。 本 発 明 に 有 用 な ヌ ク レ
オ チ ド 類 縁 体 の 例 は 下 記 の 表 に 示 さ れ る も の が 含 ま れ 、 ほ と ん ど が ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ § １ .８ ２
２ の 修 飾 塩 基 の 承 認 さ れ た 表 に 見 ら れ る （ 参 考 と し て 本 明 細 書 に 引 用 す る ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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【 ０ ０ ５ ３ 】
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【 ０ ０ ５ ４ 】
　 他 の 有 用 な 類 縁 体 は 、 公 開 さ れ た 国 際 出 願 第 WO92/20823号 （ そ の 開 示 を 参 考 と し て 本 明
細 書 に 引 用 す る ） 、 又 は そ の 中 に 開 示 さ れ た 方 法 に 従 っ て 作 製 さ れ た 類 縁 体 が 含 ま れ る 。
DeMesmaekerら ， Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 226-229(1994); DeMesmaekerら ， Syn
lett: 733-736(Oct． 1993); Nielsenら , Science 254: 1497-1500(1991); 及 び Idziakら ,
 Tetrahedron Letters 34: 5417-5420(1993)に 記 載 さ れ た 類 縁 体 も 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た
発 明 に よ れ ば 有 用 で あ り 、 前 記 開 示 も 参 考 と し て 本 明 細 書 に 引 用 す る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
Ｄ ． Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 操 作 方 法  
　 本 発 明 は 、 ま た 、 所 定 の 活 性 を も つ 核 酸 分 子 の 作 製 方 法 を 企 図 す る 。 １ 好 適 実 施 態 様 に
お い て は 、 核 酸 分 子 は Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 で あ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 所 望 の 活 性 は 触 媒 活
性 で あ る 。
　 １ 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 特 定 の 又 は 所 定 の 反 応 を 触 媒 す る よ う に “ 操 作 ” さ
れ る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 合 成 法 を 企 図 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 調 製 方 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載
さ れ る 。 例 え ば 、 下 記 実 施 例 １ ～ ３ を 参 照 さ れ た い 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の
Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 （ Ａ Ｔ Ｐ ） の よ う な 小 分 子 又 は リ ガ ン ド を 結 合 す
る よ う に 操 作 さ れ る 。 （ 例 え ば 、 Sassanfar ら ， Nature 364: 550-553(1993)を 参 照 さ れ
た い 。 ）
　 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 集 団 が 突 然 変 異 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子
(“ デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム ” 又 は “ Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ ” と も 言 わ れ る )の 異 種 集 団 を 作 製 す る 突
然 変 異 誘 発 条 件 に 供 さ れ る こ と を 企 図 す る 。 そ の 後 、 所 望 の 特 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子
が 該 集 団 か ら 選 択 及 び ／ 又 は 分 離 さ れ 、 引 き 続 い て 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 突 然 変 異 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 認 識 ド メ イ ン の 長 さ を 変 え る こ と に よ り Ｄ Ｎ Ａ 酵
素 分 子 に 導 入 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 認 識 ド メ イ ン は 、 基 質 核 酸 配 列 内 の 塩 基 の 相 補 的
配 列 と 会 合 す る 。 認 識 ド メ イ ン の 長 さ を 変 え る 方 法 は 、 当 該 技 術 に お い て 既 知 で あ り 、 例
え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 含 み 、 有 効 な 手 法 は 下 記 実 施 例 に 記 載 さ れ る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 認 識 ド メ イ ン の 長 さ を 変 え る と 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 結 合 特 異 性 に 望 ま
し い 効 果 を 与 え る こ と が で き る 。 例 え ば 、 認 識 ド メ イ ン の 長 さ が 増 加 す る と 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素
分 子 と 基 質 内 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 的 塩 基 配 列 間 の 結 合 特 異 性 が 増 大 し 、 ハ イ ブ リ
ッ ド 基 質 内 の 特 定 の 配 列 の 認 識 も 促 進 さ れ る 。 更 に 、 認 識 ド メ イ ン の 長 さ が 増 加 す る と 、
基 質 に 結 合 す る 親 和 性 も 高 め ら れ る 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 内 の そ
れ ら の 改 変 認 識 ド メ イ ン が 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 と そ の 基 質 間 の 結 合 特 異 性 及 び 親 和 性 の 増 大
を 与 え る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 最 近 、 あ る 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 相 補 的 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 以 外 の 分
子 を 認 識 及 び 結 合 す る こ と が で き る こ と が わ か っ た 。 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 よ
く “ ア プ タ マ ー ” と い う 名 で 示 さ れ る 。 例 え ば 、 Ellington & Szostak は 、 種 々 の 有 機 染
料 を 結 合 す る こ と が で き る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 記 載 し （ Nature, 346: 818-822(1990)） 、 Bockら
は 、 ヒ ト ト ロ ン ビ ン を 結 合 す る ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 記 載 し て い る (Nature 355: 564-566(199
2))。 同 様 に 、 Jellinekら は 、 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 に 対 す る Ｒ Ｎ Ａ リ ガ ン ド を 記 載
し て い る (PNAS USA 90: 11227-11231(1993))。 即 ち 、 本 発 明 の 触 媒 的 に 活 性 な Ｄ Ｎ Ａ 酵 素
が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 操 作 さ れ て ア プ タ マ ー と 典 型 的 に 会 合 し た 種 々 の 能
力 を 示 す こ と も 本 明 細 書 に 企 図 さ れ る 。
　 従 っ て 、 当 業 者 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が Ｐ Ｃ Ｒ 及 び ３ Ｓ Ｒ を 含 む 本 明 細 書 に 開 示
さ れ た 種 々 の 方 法 で 認 識 ド メ イ ン の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 変 え ら れ る こ と も 理 解 し な
け れ ば な ら な い （ 自 己 維 持 配 列 の 複 製 --下 記 実 施 例 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 例 え ば 、 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド が 、 プ ラ イ マ ー に 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 め る こ と に よ り
Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の ５ ′ 端 に 付 加 さ れ る 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 ま た 、 部 位 特 定 変 異 誘 発 の よ う な 方 法 の 使 用 に よ る 非 ラ ン
ダ ム 様 式 で 調 製 又 は 操 作 さ れ る 。 例 え ば 、 部 位 特 定 変 異 誘 発 は 、 実 質 的 に Morinagaら ， Bi
otechnology 2: 636(1984)に 記 載 さ れ る よ う に 行 わ れ 、 デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム に 用 い る た め
に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 変 更 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 操 作 す る 有 効 な 方 法 は 、 下
記 実 施 例 に 記 載 さ れ る 。
　 開 示 さ れ た 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 塩 基 対 合 相 互 作 用 に よ っ
て 基 質 と 相 互 作 用 す る ２ つ の 基 質 結 合 （ 又 は 認 識 ） ド メ イ ン 又 は 配 列 が 隣 接 し た 保 存 コ ア
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を 含 む 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 該 保 存 コ ア は 、 １ 以 上 の 保 存 ド メ イ ン 又 は 配 列 を 含
む 。 他 の 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 更 に 、 塩 基 対 合 に 関 係 し た 領 域 （ 又 は 配 列
） 間 に “ ス ペ ー サ ー ” 領 域 （ 又 は 配 列 ） を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 該 保 存 コ ア は
、 １ 以 上 の 保 存 さ れ な い 可 変 又 は “ ス ペ ー サ ー ” ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 種 々 の 間 隔 で “ 分
断 ” さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 集 団 は 、 少 な く と も ２ 種 類 の 異 な る デ オ
キ シ リ ボ ザ イ ム 分 子 か ら 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 １ 態 様 に お い て は 、 該 分 子 は 異 な る 配 列 を
有 す る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ ′ 末 端
に 相 接 又 は 隣 接 す る 認 識 ド メ イ ン を 特 定 す る 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 で あ る 。 他 の 種 々
の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 更 に 、 ３ ′ 末 端 か ら 認 識 ド メ イ ン ま
で の 位 置 に あ る １ 以 上 の ス ペ ー サ ー 領 域 、 ３ ′ 末 端 か ら 認 識 ド メ イ ン ま で の 位 置 に あ る １
以 上 の ル ー プ 及 び ／ 又 は ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の デ オ キ シ
リ ボ ザ イ ム は 、 同 じ 分 子 の 他 の 領 域 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と が で き る １ 以 上 の
領 域 を 含 む こ と が で き る 。 現 在 開 示 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 作 製 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の
他 の 特 性 は 、 本 明 細 書 の 別 の 所 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 突 然 変 異 を 誘 発 さ せ る 条 件 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 内 に 特 定 或 い
は ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を 導 入 す る 条 件 が 含 ま れ る 。 典 型 的 な 突 然 変 異 誘 発 条 件 の 例
は 、 本 明 細 書 の 他 の 部 分 に 開 示 さ れ た 条 件 及 び  Joyceら ， Nucl. Acids Res． 17: 711-722
(1989); Joyce， Gene 82: 83-87(1989); 及 び  Beaudry & Joyce, Science 257: 635-41(1
992)に 記 載 さ れ た 方 法 が 含 ま れ る 。
　 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 突 然 変 異 核 酸 酵 素 分 子 の 異 種 集 団 は 、 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 厳 密 に 同 じ で な い 少 な く と も ２ つ の 核 酸 分 子 を 有 す る も の で あ る 。 他 の 態 様 に お い
て は 、 か か る 異 種 集 団 か ら 所 定 の 活 性 を も つ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 又 は 他 の 酵 素 核 酸 が 所 定 の 活
性 の 性 能 に 基 づ い て 選 ば れ る 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 所 定 の 活 性 は 、 触 媒 活 性 の 増
大 、 Ｋ M の 低 下 、 基 質 結 合 能 力 の 増 強 、 基 質 特 異 性 の 変 化 等 を 含 む が 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 酵 素 性 能 の 態 様 を 考 慮 す る こ と が で き る 他 の パ ラ メ ー タ ー は 、 触 媒 活 性 又 は 能 力 、 基 質
結 合 能 、 酵 素 代 謝 回 転 速 度 、 フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 に 対 す る 酵 素 感 受 性 等 が 含 ま れ る 。 あ る
態 様 に お い て は 、 基 質 特 異 性 は 、 酵 素 性 能 の 態 様 を 、 特 に 、 各 々 が 他 の 基 質 に 関 し て 酵 素
性 能 に 影 響 す る ２ つ 以 上 の 競 合 基 質 を 酵 素 が 認 識 及 び 結 合 す る こ と が で き る 状 態 で 考 慮 す
る こ と が で き る 。
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 基 質 特 異 性 は 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の み 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド の み 又 は 双 方 の 複 合 物 を 含 む も の の よ う な 個 々 の 基 質 に 対 す る 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核
酸 酵 素 分 子 の 特 異 性 を 意 味 す る も の で あ る 。 基 質 分 子 は 、 ま た 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 を 含
む こ と が で き る 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 核 酸 酵 素 分 子 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 又
は 非 ハ イ ブ リ ッ ド 基 質 の 特 定 領 域 に 優 先 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。
　 “ 基 質 特 異 性 ” と し て 本 明 細 書 で 確 認 さ れ た 用 語 又 は パ ラ メ ー タ ー も 配 列 特 異 性 が 含 ま
れ る 。 即 ち 、 本 発 明 の 核 酸 酵 素 分 子 は 、 特 定 の 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 基 質 を “ 認 識 ” 及 び
そ れ に 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 核 酸 酵 素 分 子 の 基 質 認 識 ド メ イ ン が １ 列
に 一 連 の １ 又 は ２ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ｒ Ａ ） を 有 す る 基 質 分 子 に の み 結 合 す る 場
合 に は 、 核 酸 酵 素 分 子 は か か る 配 列 を 欠 く 核 酸 基 質 分 子 を 認 識 又 は 結 合 し な い 傾 向 に す る
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 選 択 工 程 に 関 し て 、 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 選 択 は 突 然 変 異 酵 素 核 酸 の 異 種 集 団 か
ら 所 定 の 活 性 を も つ 突 然 変 異 酵 素 核 酸 を 物 理 的 に 分 離 す る 手 段 を 含 む 。
　 た い て い 、 選 択 は 、 サ イ ズ 、 触 媒 活 性 の 存 在 、 又 は 変 異 核 酸 を 他 の 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 又
は 溶 液 中 の 又 は 固 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ れ る 他 の 分 子 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ
と に よ る 分 離 を 含 む 。
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　 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 所 定 の 活 性 は 、 所 定 の 活 性 を も つ 突 然 変 異 酵 素 核 酸 が 活 性
に よ っ て あ る 方 法 で 標 識 さ れ る よ う な も の で あ る 。 例 え ば 、 所 定 の 活 性 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分
子 活 性 で あ り 、 基 質 上 の 突 然 変 異 酵 素 核 酸 の 活 性 が 突 然 変 異 酵 素 核 酸 を 共 有 結 合 で 結 合 す
る よ う に さ せ る 。 次 に 、 突 然 変 異 酵 素 核 酸 は 、 共 有 結 合 に よ っ て 選 択 さ れ る 。
　 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 所 定 の 活 性 を も つ 突 然 変 異 酵 素 核 酸 の 選 択 は 、 変 異 酵 素 核 酸
の 増 幅 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 Joyce， Gene 82: 83-87(1989); Beaudry & Joyce， Science 
257: 635-41(1992)参 照 ） 。 所 定 の 特 性 又 は 活 性 を も つ 核 酸 酵 素 分 子 を 選 択 す る 他 の 方 法
は 、 実 施 例 の 項 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
Ｅ ． 組 成 物  
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の １ 以 上 の 種 類 又 は 集 団 を 含 む 組 成 物 を 企 図
す る 。 例 え ば 、 異 な る 種 類 又 は 集 団 は 、 異 な る ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 認 識 及 び
切 断 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 、 更 に 、 リ ボ 核 酸 含 有 基 質 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 組 成 物
は 、 更 に 、 鉛 イ オ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 、 又 は 本 明 細 書 に 述 べ ら れ る 他 の ２ 価 又 は １ 価
の カ チ オ ン を 含 む こ と が で き る 。
　 好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 約 ０ .０ ５ ～ 約 ２ μ M の 濃 度 で 存 在 す る 。 典 型 的 に は
、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 基 質 に 対 す る 濃 度 比 約 １ ： ５ ～ 約 １ ： ５ ０ で 存 在
す る 。 更 に 好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 組 成 物 中 に 約 ０ .１ ～ 約 １ μ M の 濃 度 で 存 在
す る 。 更 に 好 ま し く は 、 組 成 物 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 約 ０ .１ ～ 約 ０ .５ μ M の 濃 度 で 含 む
。 好 ま し く は 、 基 質 は 、 組 成 物 中 に 約 ０ .５ ～ 約 １ ０ ０ ０ μ M の 濃 度 で 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 当 業 者 は 、 天 然 に 存 在 す る 供 給 源 及 び 合 成 供 給 源 を 含 む 核 酸 含 有 基 質 の 多 く の 供 給 源 が
あ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 適 切 な 基 質 の 供 給 源 と し て は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 、
Ｈ Ｉ Ｌ Ｖ － １ 、 及 び Ｈ Ｉ Ｌ Ｖ － ２ を 含 む 種 々 の ウ イ ル ス 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス 性 物 質 が 含 ま
れ る が 限 定 さ れ な い 。
　 他 の 適 切 な 基 質 と し て は 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 科 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｂ Ｖ 、
Ｈ Ｃ Ｖ ） 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｖ ） 、 γ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 科 （ 例 え ば 、 Ｅ
Ｂ Ｖ ） 、 リ ン フ ォ ク リ プ ト ウ イ ル ス 、 白 血 病 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － １ 及 び Ｉ Ｉ ）
、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 ト ガ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ α ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 及 び β ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス を 含 む ） 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び 免
疫 不 全 症 及 び 症 候 群 の 原 因 と な る ウ イ ル ス 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 及 び
２ ） を 含 む か 又 は 作 製 さ れ た も の を 含 む ウ イ ル ス 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス 性 物 質 が 挙 げ ら れ る
が 限 定 さ れ な い 。
　 更 に 、 適 切 な 基 質 は 、 サ ル 及 び ネ コ 免 疫 不 全 症 及 び ウ シ 白 血 病 ウ イ ル ス を 限 定 せ ず に 含
む 非 ヒ ト 霊 長 類 及 び 他 の 動 物 に 感 染 す る ウ イ ル ス 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス 性 物 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 前 述 し た よ う に 、 マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 、 鉛 イ オ ン 、 又 は 他 の 適 切 な １ 価 又 は ２ 価 カ チ オ
ン も 組 成 物 中 に 約 １ ～ １ ０ ０ mMの 範 囲 の 濃 度 で 存 在 さ せ る こ と が で き る 。 更 に 好 ま し く は
、 予 め 選 択 さ れ た イ オ ン は 、 組 成 物 中 に 約 ２ ～ 約 ５ ０ mMの 濃 度 で 存 在 し 、 約 ５ mMの 濃 度 が
特 に 好 ま し い 。 当 業 者 は 、 イ オ ン 濃 度 が そ の 原 料 （ 例 え ば 、 マ グ ネ シ ウ ム ） の 水 溶 液 中 の
溶 解 度 限 度 及 び 同 じ 組 成 物 中 に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 活 性 コ ン ホ メ ー シ ョ ン に 保 つ 希
望 で の み 拘 束 さ れ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 、 ハ イ ブ リ ッ ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド －
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 、 及 び 上 記 濃 度 の マ グ ネ シ ウ ム 又 は 鉛 イ オ ン を 含 む 組 成 物 を 企 図 す
る 。 前 述 の よ う に 、 マ グ ネ シ ウ ム の 代 わ り に 他 の １ 価 又 は ２ 価 の イ オ ン （ 例 え ば 、 Ｃ ａ 2+
） も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 、 核 酸 含 有 基 質 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ） 、 及 び 約 １ ミ リ モ ル
よ り 大 き い 濃 度 の 予 め 選 択 さ れ た イ オ ン を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 基 質 の 長 さ が Ｄ Ｎ Ａ
酵 素 分 子 上 に 存 在 す る 認 識 ド メ イ ン よ り 大 き い 組 成 物 も 本 発 明 に よ っ て 企 図 さ れ る 。
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　 １ 態 様 に お い て は 、 組 成 物 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 と そ の 基 質 間 の 塩 基 対 合 が 相 接 し て い る
Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 － 基 質 複 合 体 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 と そ の 基
質 間 の 塩 基 対 合 は １ 以 上 の 非 相 補 対 で 分 断 さ れ る 。 他 の 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発
明 の 組 成 物 は 、 更 に 、 １ 価 カ チ オ ン 、 ２ 価 カ チ オ ン 又 は 双 方 を 含 む こ と が で き る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 ２ 価 カ チ オ ン の 存 在 又 は 不 在 下 に 効 率 よ く
機 能 す る こ と が で き る 。 １ 態 様 に お い て は 、 ２ 価 カ チ オ ン が 存 在 し 、 Ｐ ｂ 2 + 、 Ｍ ｇ 2 + 、 Ｍ
ｎ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 、 又 は Ｃ ａ 2 + を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 １ 価 カ チ オ ン の 存
在 又 は 不 在 下 に 効 率 よ く 機 能 す る こ と が で き る 。 Ｐ ｂ 2 + 又 は Ｍ ｇ 2 + に つ い て 本 明 細 書 に 記
載 さ れ た も の と 同 様 の １ 価 又 は ２ 価 カ チ オ ン 濃 度 が 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 有 効 で あ
る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 任 意 に よ り 、 １ 価 カ チ オ ン が ２ 価 カ チ オ ン の 他 に 又 は そ れ の “ 代 替 物 ” と し て 存 在 し て
も よ い 。 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ + ） 又 は カ リ ウ ム （ Ｋ + ） の よ う な １ 価 カ チ オ ン が 解 離
イ オ ン 或 い は Ｎ ａ Ｃ ｌ 又 は Ｋ Ｃ ｌ の よ う な 解 離 可 能 化 合 物 と し て 存 在 す る こ と が で き る 。
　 １ 実 施 態 様 に お い て は 、 組 成 物 内 に 存 在 す る １ 価 カ チ オ ン の 濃 度 は ０ ～ １ .０ Mの 範 囲 で
あ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 １ 価 カ チ オ ン は 約 ０ ～ ２ ０ ０ mMの 範 囲 に あ る 濃 度 で 存 在
す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 １ 価 カ チ オ ン は 約 １ ～ １ ０ ０ mMの 範 囲 に あ る 濃 度 で 存 在
す る 。 ま た 、 １ 価 カ チ オ ン の 濃 度 は 約 ２ ～ ５ ０ mMの 範 囲 に あ る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い
て は 、 濃 度 は 約 ２ ～ ２ ５ mMの 範 囲 に あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
Ｆ ． Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 使 用 方 法  
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 使 用 方 法 は 実 に 多 い 。 前 述 の よ う に 、 隣
接 核 酸 を 連 結 す る 結 合 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 ） を 切 断 す る こ と が で き る 分 子 は 、
種 々 の 用 途 を 包 含 す る 多 数 の 使 用 が あ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 能 力 、 構 造 及 び
／ 又 は 機 能 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 医 薬 品 （ 例 え ば 、 創 傷 清 拭 、 血 餅 溶 解 用 等 ） 及 び
家 庭 用 品 （ 例 え ば 、 清 浄 剤 、 歯 科 衛 生 用 品 、 肉 軟 化 剤 ） に 有 効 で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ る 化 合 物 、 組 成 物 及 び 方 法 の 工 業 用 途 も 企 図 さ れ 十 分 に 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 一 本 鎖 核 酸 、 ル ー プ 核 酸 、 部 分 的 又 は 完 全 な 二 本 鎖 核 酸 を 切 断 す る 有
効 な 方 法 を 記 載 し 、 そ れ ら の 方 法 の 大 多 数 は 本 発 明 の 新 規 な 酵 素 的 に 活 性 な 核 酸 分 子 を 使
用 す る 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 基 質 の 一 本 鎖 核 酸 セ グ メ ン ト 又 は 部 分 （ 又 は 基 質 全
体 ） は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は そ の 複 合 物 を 含 む 。 好 ま し く は
、 核 酸 基 質 は 、 基 質 切 断 配 列 で 又 は そ の 近 傍 で １ 本 鎖 の み で あ る こ と を 必 要 と す る の で 、
本 発 明 の 核 酸 酵 素 分 子 は 酵 素 の 認 識 配 列 に よ っ て 基 質 切 断 配 列 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 切 断 さ れ る 核 酸 基 質 は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る か 又 は 酵 素 的 に 作 製
さ れ 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵 母 細 胞 及 び 細 菌 細 胞 を 含 む フ ァ ー ジ 、 ウ イ ル ス 、 原 核 細 胞
又 は 真 核 細 胞 の よ う な 種 々 の 供 給 源 か ら も 単 離 さ れ る 。 化 学 的 に 合 成 さ れ た 一 本 鎖 及 び 二
本 鎖 核 酸 は 、 Research Genetics(ア ラ バ マ 州 ハ ン ツ ビ ル )を 含 む が 限 定 し な い 多 く の 製 造
元 か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 は 、 ま た 、 Applied Biosystems(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ テ ィ )オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー を 用 い て 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 合 成 さ れ る 。 一 本 鎖 フ ァ
ー ジ も 、 核 酸 基 質 の 供 給 源 で あ る 。 （ 例 え ば 、 Messingら ， PNAS USA 74: 3642-3646(1977
)及 び Yanisch-Perronら ， Gene 33: 103-119(1985)を 参 照 さ れ た い 。 ） 一 本 鎖 フ ァ ー ジ を
含 む 細 菌 細 胞 も 、 適 切 な 一 本 鎖 核 酸 配 列 の す ぐ に 間 に 合 う 供 給 源 で あ る 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 切 断 可 能 な 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 ト ガ ウ イ ル ス 、
オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ア レ ナ
ウ イ ル ス 又 は レ ト ロ ウ イ ル ス の よ う な Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の い ず れ か に よ っ て 供 給 さ れ る 。 前
述 の よ う に 、 種 々 の 原 核 細 胞 及 び 真 核 細 胞 も 適 切 な 核 酸 基 質 の 優 れ た 供 給 原 と す る こ と が
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で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 真 核 細 胞 、 原 核 細 胞 、 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 、 酵 母 細 胞 又 は 細 菌 細 胞 を
含 む 細 胞 内 部 に 存 在 す る 一 本 鎖 核 酸 又 は ル ー プ 又 は 二 本 鎖 核 酸 の 一 本 鎖 部 分 に 用 い ら れ る
。 そ れ ら の 条 件 下 に 本 発 明 の 核 酸 酵 素 分 子 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 又 は デ オ キ シ リ ボ ザ
イ ム ） は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 又 は 遺 伝 子 発 現 の 調 節 剤 と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の
Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の か か る 使 用 の 実 施 例 は 、 下 記 に 記 載 さ れ る 。
　 本 発 明 の 方 法 の 大 多 数 に お い て は 、 一 本 鎖 核 酸 の 切 断 が 所 定 の 塩 基 配 列 の ３ ′ 末 端 で 生
じ る 。 そ の 所 定 の 塩 基 配 列 又 は 基 質 切 断 配 列 は 、 典 型 的 に は 、 １ ～ 約 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 他 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 切 断 部 位 の 上 流 或 い は
上 流 と 下 流 の ヌ ク レ オ チ ド を 認 識 す る こ と が で き る 。
　 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 切 断 部 位 の 上 流 の 約 ２ ～ １ ０ ヌ ク レ オ
チ ド を 認 識 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 切 断 部 位 の
上 流 の 約 ２ ～ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 下 流 の 約 ２ ～ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 認 識 す る こ と が で き
る 。 他 の 好 適 実 施 態 様 は 、 長 さ が 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま で の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 す る
こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 企 図 し 、 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま で の 長 さ が 更 に 好 ま し い 。
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 認 識 ド メ イ ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 変 え
る こ と に よ り 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 切 断 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 選 択 さ れ た
位 置 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 不 在 下 に 一 本 鎖 核 酸 の 切 断 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 適 切 な 切 断 部 位 の 部 位 特 異 的 加 水 分 解 に よ り Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分
子 に 結 合 し た ま ま で あ る 一 本 鎖 核 酸 基 質 の 任 意 の 部 分 か ら 分 離 さ れ る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 基 質 (又 は “ 切 断 産 物 ” )か ら 分 離 す る と Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が 他 の 切 断 反
応 を 行 う こ と を 可 能 に す る 。
　 一 般 的 に は 、 核 酸 基 質 は 、 適 切 な 核 酸 切 断 条 件 下 に --好 ま し く は 生 理 的 条 件 下 に --本 発
明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 有 効 量 で 処 理 さ れ る 。 核 酸 基 質 が Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 場 合 に は 、 切 断 条 件
は 、 ２ 価 カ チ オ ン の 存 在 が 約 ２ ～ １ ０ mMの 濃 度 で 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 有 効 量 は 、 一 本 鎖 核 酸 内 に 存 在 す る 所 定 の 塩 基 配 列 を 切 断 す る の に 要
す る 量 で あ る 。 好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 基 質 切 断 部 位 に 対 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の モ ル
比 １ ～ ２ ０ で 存 在 す る 。 そ の 比 は 、 使 用 さ れ る 個 々 の 核 酸 切 断 条 件 下 に 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素
分 子 の 処 理 の 長 さ 及 び 効 率 に よ っ て 変 動 さ せ る こ と が で き る 。
　 従 っ て 、 １ 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 処 理 は 、 典 型 的 に は 、 Ｒ Ｎ Ａ 含 有 基 質 と 酵 素 を 水
溶 液 中 で 混 合 し て 切 断 混 合 液 を つ く る 工 程 及 び そ の よ う に し て つ く っ た 混 合 液 を Ｒ Ｎ Ａ 切
断 条 件 下 に Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が Ｒ Ｎ Ａ 基 質 を Ｒ Ｎ Ａ 内 に 存 在 す る 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
い ず れ か で 切 断 す る の に 十 分 な 時 間 維 持 す る 工 程 を 含 む 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 イ
オ ン 源 、 即 ち 、 １ 価 又 は ２ 価 カ チ オ ン 又 は そ の 双 方 も 供 給 さ れ る 。
　 本 発 明 の １ 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が 一 本 鎖 核 酸 を 切 断 す る の に 要 す る 時
間 量 は 予 め 決 め ら れ た 。 時 間 量 は 約 １ 分 ～ 約 ２ ４ 時 間 で あ り 、 反 応 成 分 の 濃 度 及 び 反 応 の
温 度 に よ っ て 変 動 す る 。 通 常 、 そ の 時 間 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が 存 在 す る 所 定 の ヌ ク レ オ チ
ド 反 応 の い ず れ か で 一 本 鎖 核 酸 を 切 断 す る 約 １ ０ 分 ～ 約 ２ 時 間 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 核 酸 切 断 条 件 が 約 ２ ～ １ ０ ０ mM濃 度 の ２ 価 カ チ オ ン の 供 給 源 （ 例 え ば
、 Ｐ ｂ Ｏ Ａ ｃ ） の 存 在 を 含 む こ と を 企 図 す る 。 典 型 的 に は 、 核 酸 切 断 条 件 は 、 約 ２ ～ 約 １
０ mM濃 度 の ２ 価 カ チ オ ン を 含 み 、 約 ５ mM濃 度 が 特 に 好 ま し い 。
核 酸 切 断 条 件 に 含 ま れ る 最 適 カ チ オ ン 濃 度 は 、 一 定 の カ チ オ ン 濃 度 で 切 断 し た 一 本 鎖 核 酸
の 量 を 定 量 す る こ と に よ り 容 易 に 求 め ら れ る 。 当 業 者 は 、 最 適 濃 度 が 使 用 さ れ る 個 々 の Ｄ
Ｎ Ａ 酵 素 分 子 に よ っ て 変 動 す る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 は 、 更 に 、 核 酸 切 断 条 件 が ｐ Ｈ 約 ６ .０ ～ 約 ９ .０ を 含 む こ と を 企 図 す る 。 他 の 好
適 実 施 態 様 に お い て は 、 ｐ Ｈ は 生 理 的 条 件 に 匹 敵 す る 。 即 ち 、 ｐ Ｈ は 約 ７ .０ ～ ７ .８ で あ
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り 、 ｐ Ｈ 約 ７ .５ が 特 に 好 ま し い 。
　 当 業 者 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が 活 性 コ ン ホ メ ー シ ョ ン に 保 た れ る よ う な 核 酸 切 断 に 用 い ら
れ る ｐ Ｈ で あ る 限 り 本 発 明 の 方 法 は 広 い ｐ Ｈ 範 囲 に わ た っ て 適 用 す る こ と を 理 解 す る で あ
ろ う 。 活 性 コ ン ホ メ ー シ ョ ン で の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 一 本 鎖 核 酸 を 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 で 切 断 す る 能 力 に よ っ て 容 易 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 種 々 の 態 様 に お い て は 、 核 酸 切 断 条 件 は 、 種 々 の 温 度 範 囲 も 含 ま れ る 。 前 述 し た よ う に
、 生 理 的 条 件 と 一 致 し た 温 度 範 囲 が 好 ま し い が 、 工 業 用 途 と 一 致 し た 温 度 範 囲 も 本 明 細 書
に 企 図 さ れ る 。 １ 実 施 態 様 に お い て は 、 温 度 は 約 １ ５ ～ 約 ６ ０ ℃ の 範 囲 に あ る 。 他 の 態 様
に お い て は 、 核 酸 切 断 条 件 は 、 約 ３ ０ ～ 約 ５ ６ ℃ の 範 囲 に あ る 温 度 が 含 ま れ る 。 別 の 態 様
に お い て は 、 核 酸 切 断 条 件 は 、 約 ３ ５ ～ 約 ５ ０ ℃ の 温 度 が 含 ま れ る 。 好 適 実 施 態 様 に お い
て は 、 核 酸 切 断 条 件 は 、 約 ３ ７ ～ 約 ４ ２ ℃ の 温 度 範 囲 を 含 む 。 核 酸 切 断 条 件 と 一 致 し た 温
度 範 囲 は 、 所 望 の 切 断 速 度 及 び そ の 個 々 の 温 度 に お け る そ の 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 安 定
性 に よ っ て の み 拘 束 さ れ る 。
　 種 々 の 方 法 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ポ リ ア ミ ン の 存 在 を 含 む 核 酸 切 断 条 件 を 企 図 す る 。
本 発 明 を 実 施 す る の に 有 効 な ポ リ ア ミ ン と し て は 、 ス ペ ル ミ ジ ン 、 プ ト レ ッ シ ン 、 ス ペ ル
ミ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 １ 態 様 に お い て は 、 ポ リ ア ミ ン は 、 約 ０ .０ １ ～ 約 １ ０ mMの 濃 度 で
存 在 す る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 ポ リ ア ミ ン は 、 約 １ ～ 約 １ ０ mMの 濃 度 で 存 在 す る 。 核 酸
切 断 条 件 は 、 ま た 、 約 ２ ～ 約 ５ mMの 濃 度 で ポ リ ア ミ ン の 存 在 を 含 む こ と が で き る 。 種 々 の
好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 ポ リ ア ミ ン は ス ペ ル ミ ジ ン で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
Ｇ ． ベ ク タ ー  
　 本 発 明 は 、 ま た 、 ベ ク タ ー 内 に 位 置 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を コ ー ド 化 す る 核 酸 セ
グ メ ン ト を 、 好 ま し く は 標 的 細 胞 （ 例 え ば 、 植 物 又 は 動 物 細 胞 ） 内 で そ の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子
の 発 現 を 可 能 に す る 方 法 で 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 特 徴 と す る 。
　 従 っ て 、 一 般 的 に は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー
ジ ミ ド 、 ウ イ ル ス 又 は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 適 切 な ベ ク タ ー は 、 一
本 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ （ ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ） --例 え ば 、 環 状 フ ァ ー ジ ミ ド ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 ま た 、 本 発
明 の 有 効 な ベ ク タ ー が 環 状 で あ る 必 要 が な い こ と も 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。
　 １ 態 様 に お い て は 、 追 加 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 コ ー ド 化 配 列 の 各 々 を 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 供 給 さ れ る こ と が 好 ま し く 、 そ れ ら の 配 列 は 最 初 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 に よ っ て 認 識 さ
れ る 。 介 在 配 列 又 は 隣 接 配 列 の 長 さ は 、 好 ま し く は 少 な く と も １ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 更
に 好 ま し く は 約 ２ ～ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 長 さ が 約 ５ ～ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 が 特
に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 尾 部 の 付 加 も 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の ３ ′ 端 を 保 護 す る た め に 有
効 と な る 。 そ れ ら は 、 酵 素 末 端 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 用 い て 高 分 子 配 列 を 結 合 す る こ と に
よ り 供 給 さ れ る 。
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 ２ 種 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 含 む 。 １ 実 施 態 様 に お い て は 、 第 １
Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 分 子 内 切 断 活 性 を も ち か つ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 及 び 切 断 し て 他 の Ｄ
Ｎ Ａ 酵 素 配 列 を 遊 離 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 他 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を ベ ク タ ー か ら “ 遊 離
” す る た め に 機 能 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー は 、 第 １ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 が 発 現 さ
れ る 場 合 に そ の 第 １ 分 子 が 第 ２ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 、 第 ３ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 等 を コ ー ド 化 す る 追
加 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 切 断 す る こ と が で き る よ う に 構 築 さ
れ る こ と が 好 ま し い 。 前 記 第 １ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 （ 即 ち 、 “ 遊 離 し て い る ” 分 子 ） が オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 分 子 内 で 切 断 す る こ と が で き る と 仮 定 す る と 、 追 加 の （ 例 え ば 、 第 ２
、 第 ３ 等 ） Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 （ 即 ち 、 “ 遊 離 し た ” 分 子 ） は “ 遊 離 し て い る ” 分 子 と 同 じ 特
性 を も つ 必 要 が な い 。 例 え ば 、 １ 実 施 態 様 に お い て は 、 “ 遊 離 し た ” (即 ち 、 第 ２ 、 第 ３
等 )Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 切 断 す る こ と が で き る が 、 第 １ (“ 遊 離 し て い る
” )Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は “ 遊 離 し た ” 分 子 を 遊 離 さ せ る こ と が で き る ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も
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つ 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 “ 遊 離 し た ” Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 ア ミ ド 結 合 切 断 活 性 を も
つ が 、 第 １ (“ 遊 離 し て い る ” )Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 第 １ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 第 ２ （ 及 び 第 ３ 、 第 ４ 等 ） Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 か ら の 別 個 の
ベ ク タ ー に コ ー ド 化 す る こ と が で き 、 分 子 内 活 性 を も つ こ と が で き る 。
本 明 細 書 に 述 べ ら れ る よ う に 、 第 １ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 自 己 切 断 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 （ 例 え ば
、 デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム ） と す る こ と が で き 、 第 ２ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 は 、 所 望 の 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ
酵 素 分 子 と す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー が そ れ ら の 核 酸 配 列 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る 場 合
、 そ の Ｄ Ｎ Ａ は 、 隣 接 領 域 の 各 々 を 切 断 す る の に 適 切 な 条 件 で 能 力 が あ り 、 第 ２ Ｄ Ｎ Ａ 酵
素 分 子 の １ コ ピ ー 以 上 を 遊 離 す る 。 所 望 さ れ る 場 合 に は 、 数 種 の 異 な る 第 ２ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分
子 を 異 な る デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム を 生 じ る よ う に 同 じ 細 胞 又 は キ ャ リ ヤ ー に 入 れ る こ と が で
き る 。 ま た 、 １ 種 以 上 の ベ ク タ ー が １ 種 以 上 の リ ボ ザ イ ム 又 は デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム を “ 遊
離 し て い る ” 及 び “ 遊 離 し た ” 核 酸 酵 素 分 子 の 組 合 わ せ で 、 か か る 組 合 わ せ が 所 望 の 結 果
、 即 ち 、 所 定 の 核 酸 配 列 を 切 断 す る こ と が で き る 核 酸 酵 素 分 子 の 遊 離 を 得 る 限 り 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 単 離 及 び 精 製 方 法 も 企 図 さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法
の ほ か に 、 種 々 の 精 製 法 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い る 方 法 ） 及 び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 単 離
法 が 当 該 技 術 に お い て 有 効 で あ る 。 例 え ば 、 公 開 さ れ た 国 際 出 願 第 WO93/23569号 に 記 載 さ
れ た 方 法 を 参 照 さ れ た い 。 そ の 出 願 の 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 に 引 用 す る 。
　 ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 実 施 態 様 の 種 々 の 組 合 わ せ が 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ
と も 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 の 他 の 特 徴 及 び 利 点 は 、 上 記 の 説 明 、 下 記 の 実 施
例 及 び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
実 施 例
　 下 記 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る も の で あ り 、 限 定 す る も の で は な い 。
実 施 例 １  
Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 試 験 管 内 進 化 ：  
総 説  
　 試 験 管 内 選 択 及 び 試 験 管 内 進 化 手 法 は 、 新 し い 触 媒 を そ の 組 成 又 は 構 造 の 前 知 識 な し に
単 離 す る こ と が で き る 。 か か る 方 法 は 、 新 規 な 触 媒 特 性 を も つ Ｒ Ｎ Ａ 酵 素 を 得 る た め に 用
い ら れ た 。 例 え ば 、 鉛 カ チ オ ン で 自 己 分 解 的 切 断 を 行 う リ ボ ザ イ ム は 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ phe分 子
の ラ ン ダ ム 化 プ ー ル か ら 誘 導 さ れ た (Pan & Uhlenbeck, Biochemistry 31: 3887-3895(199
2))。 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と が で き (Beaudry & Joyce, Science 257: 635-641(1992))、 金
属 依 存 性 が 変 わ っ た (Lehman & Joyce， Nature 361: 182-185(1993))グ ル ー プ Ｉ リ ボ ザ イ
ム 変 異 体 が 単 離 さ れ た 。 ラ ン ダ ム Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の プ ー ル か ら 開 始 す る と 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 様 配
列 を 触 媒 す る 分 子 が 得 ら れ た （ Bartel & Szostak， Science 261: 1411-1418(1993)） 。 本
実 施 例 に お い て は 、 試 験 管 内 進 化 手 順 で 選 択 拘 束 の 変 化 に よ り 進 化 し た 酵 素 の 特 定 の 触 媒
特 性 の 精 製 が 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ダ ー ウ ィ ン 的 進 化 に は 、 次 の ３ 種 類 の 工 程 の 反 復 操 作 が 必 要 で あ る 。 （ ａ ） 遺 伝 的 変 異
の 導 入 ;(ｂ )適 合 度 基 準 に 基 づ く 個 体 の 選 択 ； 及 び （ ｃ ） 選 択 し た 個 体 の 増 幅 。 こ れ ら の
工 程 の 各 々 は 、 試 験 管 内 で 実 現 さ れ る (Joyce， Gene 82: 83(1989))。 遺 伝 子 は 、 化 学 的 修
飾 、 突 然 変 異 原 性 ラ ン ダ ム 化 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 不 正
確 な コ ピ ー に よ っ て 突 然 変 異 が 誘 発 さ れ る 。 （ 例 え ば 、 Cadwell & Joyce， PCR Methods a
nd Applications 2: 28-33(1992); Cadwell & Joyce, PCR Methods and Applications 3(
Suppl.): S136-S140(1994); Chuら , Virology 98: 168(1979); Shortle ら ， Meth． Enzym
ol． 100:457(1983); Myersら ， Science 229: 242(1985); Matteucci ら , Nucleic Acids 
Res. 11: 3113(1983); Wellsら ， Gene 34: 315(1985); McNeilら , Mol. Cell. Biol. 5: 
3545(1985); Hutchisonら ， PNAS USA 83: 710(1986); Derbyshireら ， Gene 46: 145(1986
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); Zakourら , Nature 295: 708(1982); Lehtovaara ら ， Protein Eng． 2: 63(1988); Leu
ng ら ， Technique 1: 11(1989); Zhou ら ， Nucl. Acids Res． 19: 6052(1991)を 参 照 さ れ
た い 。 ）
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 遺 伝 子 産 物 は 、 例 え ば 、 リ ガ ン ド の 結 合 能 力 又 は 化 学 反 応 の 実 施 能 力 に よ っ て 選 択 さ れ
る 。 （ 例 え ば 、 Joyce， 同 書 (1989); Robertson & Joyce， Nature 344: 467(1990); Tuerk
ら ， Science 249: 505(1990)を 参 照 さ れ た い 。 ） 選 択 さ れ た 遺 伝 子 産 物 に 対 応 す る 遺 伝 子
は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） の よ う な 相 互 プ ラ イ マ ー 法 に よ っ て 増 幅 さ れ る 。 （
例 え ば 、 Saikiら ， Science 230: 1350-54(1985); Saiki ら ， Science 239: 487-491(1988
)を 参 照 さ れ た い 。 ）
　 ま た 、 核 酸 増 幅 は 、 自 己 維 持 配 列 複 製 （ ３ Ｓ Ｒ ） を 用 い て 行 わ れ る 。 （ 例 え ば 、 Guatel
liら ， PNAS USA 87: 1874(1990)を 参 照 さ れ た い 。 そ の 文 献 の 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書
に 引 用 す る 。 ） ３ Ｓ Ｒ 法 に よ れ ば 、 標 的 核 酸 配 列 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 複 製 に 必 須 な ３ 種 類
の 酵 素 活 性 :(１ )逆 転 写 酵 素 、 （ ２ ） Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｈ 、 及 び （ ３ ） Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 等 温 条 件 下 に 試 験 管 内 で 指 数 的 に 増 幅 （ 複 製 ） さ れ る 。 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 中 間 体 に よ る Ｒ Ｎ Ａ 複 製 の レ ト ロ ウ イ ル ス 戦 略 を ま ね る こ と に よ り 、 そ の 反 応 は も と
の 標 的 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー を 蓄 積 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 要 す る に 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 集 団 の 進 化 を 企 図 し て い る 場 合 に は 、 連 続 系 の 逆 転 写 及 び
転 写 反 応 が ｃ Ｄ Ｎ Ａ 中 間 体 に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ 標 的 配 列 を 複 製 す る 。 そ の 設 計 の 重 要 な 要 素 は
、 （ ａ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 共 に 標 的 を 指 定 し か つ Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
結 合 部 位 を コ ー ド 化 す る ５ ′ 拡 張 を 含 む の で 、 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 応 答 能 の あ る 転 写 鋳 型
で あ る ;(ｂ )Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｈ に よ る 中 間 体 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 内 の 鋳 型 Ｒ Ｎ Ａ の 分
解 の た め に ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 が 両 鎖 の 完 結 ま で 進 行 す る こ と が で き る ； 及 び （ ｃ ） 反 応 産 物 （
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ） が 次 の 工 程 の 鋳 型 と し て 機 能 す る こ と が で き 、 指 数 的 複 製 が 可 能 で
あ る こ と で あ る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 進 化 し て い る 場 合 に は 、 そ の 設 計 の 種 々 の 重 要 な 要 素 は 、 そ れ ら の 実
施 例 に 開 示 さ れ る よ う に い く ら か 異 な る 。 例 え ば 、 （ １ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
は 、 標 的 を 指 定 し 、 好 ま し く は あ る 方 法 --例 え ば 、 ビ オ チ ニ ル 化 --で “ マ ー ク ” 又 は 標 識
さ れ る の で 、 得 ら れ た 応 答 能 の あ る 鋳 型 鎖 は 容 易 に 同 定 さ れ ； （ ２ ） 使 用 さ れ る 試 験 管 内
選 択 手 順 は 、 最 も 有 利 な 遊 離 機 構 の 確 認 に よ る こ と が 好 ま し い 。
　 試 験 管 内 ダ ー ウ ィ ン 的 進 化 実 現 に 対 す る 主 な 障 害 は 、 突 然 変 異 及 び 増 幅 を 組 込 む 要 求 で
あ り 、 共 に 遺 伝 子 型 に 関 係 し 、 選 択 は 表 現 型 に 関 係 す る 。 遺 伝 子 型 及 び 表 現 型 が 同 一 分 子
で 具 体 化 さ れ る 核 酸 酵 素 の 場 合 に は 、 仕 事 は 単 純 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
Ａ ． Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 設 計  
　 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 興 味 深 い ３ 次 構 造 を と る こ と が で き る こ と は 周 知 で あ る 。 “ ｔ Ｄ Ｎ Ａ ”
の 構 造 は 、 例 え ば 、 対 応 す る ｔ Ｒ Ｎ Ａ に 極 め て 似 て い る 。 （ Paquetteら ， Eur. J. Bioche
m. 189: 259-265(1990)を 参 照 さ れ た い 。 ）  更 に 、 ハ ン マ ー リ ボ ザ イ ム 内 の ３ １ ～ ３ ５ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド 程 度 を 少 な く と も い く ら か 触 媒 活 性 を 保 持 し つ つ 置 き 換 え る こ と が 可 能 で
あ る 。 （ Perreaultら , Nature 344: 565-567(1990); Williams ら ， Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 89: 918-921(1992); Yangら , Biochemistry 31: 5005-5009(1992)を 参 照 さ れ た
い 。 ）
　 試 験 管 内 選 択 法 は 、 ラ ン ダ ム 配 列 Ｄ Ｎ Ａ の 大 集 団 に 適 用 さ れ て お り 、 高 親 和 性 で 標 的 リ
ガ ン ド を 結 合 す る 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ “ ア プ タ マ ー ” の 回 収 を も た ら し た (Bock ら ， Nature 355
: 564-566(1992); Ellington & Szostak， Nature 355: 850-852(1992); Wyatt & Ecker，
PNAS USA 91: 1356-1360(1994))。 最 近 、 ２ つ の グ ル ー プ が ア プ タ マ ー 、 Ｇ 四 分 子 構 造 を
形 成 し か つ 高 親 和 性 で タ ン パ ク 質 ト ロ ン ビ ン を 結 合 す る １ ５ 量 体 Ｄ Ｎ Ａ の Ｎ Ｍ Ｒ 一 次 構 造
決 定 を 行 っ た （ Wangら ， Biochemistry 32: 1899-1904(1993); Macayaら ， PNAS USA 90: 3
745-3749(1993)） 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Ｘ 線 結 晶 学 的 分 析 に よ っ て 確 証 さ れ た (Padmanabhan
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ら ， J． Biol. Chem. 268: 17651-17654(1993))。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 高 い 親 和 性 と 特 異 性 で 基 質 分 子 に 結 合 す る 能 力 は 、 良 好 な 酵 素 の 必 要 条 件 で あ る 。 更 に
、 酵 素 は 、 個 々 の 化 学 的 形 質 転 換 を 促 進 す る た め に そ れ 自 体 或 い は 補 助 因 子 内 の よ い 位 置
に あ る 官 能 基 を 利 用 し な け れ ば な ら な い 。 更 に 、 該 酵 素 は 、 反 応 の 過 程 で 一 定 の ま ま で あ
り か つ 触 媒 代 謝 回 転 に よ り 操 作 す る こ と が で き な け れ ば な ら な い 。 特 定 の 順 序 が 触 媒 活 性
に 関 与 す る サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 情 報 高 分 子 で あ る こ と を 要 求 に 加 え る も の が あ る 。 そ れ ら
の 基 準 は 、 意 味 論 及 び 化 学 的 根 拠 双 方 を 討 論 中 で あ り 、 簡 単 な 溶 媒 効 果 か ら 基 質 拡 散 限 度
で 操 作 す る 生 物 学 的 酵 素 ま で の 範 囲 に あ る 化 学 速 度 増 強 現 象 を 区 別 す る の に 役 立 つ （ Albe
ry & Knowles， Biochemistry 15: 5631-5640(1976)） 。
　 下 記 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 我 々 は 、 ラ ン ダ ム 配 列 か ら 出 発 す る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 及 び Ｄ
Ｎ Ａ 酵 素 を 迅 速 に 得 る 一 般 法 を 開 発 す る こ と を 探 究 し た 。 最 初 の 標 的 と し て 、 我 々 は 、 Ｄ
Ｎ Ａ の 能 力 の 範 囲 内 で 良 好 で あ る と 感 じ た 反 応 ： ２ 価 金 属 補 助 因 子 に よ っ て 援 助 さ れ た Ｒ
Ｎ Ａ ホ ス ホ ジ エ ス テ ル の 加 水 分 解 切 断 を 選 ん だ 。 こ れ は 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 及 び ヘ ア ピ ン モ
チ ー フ を 含 む 種 々 の 天 然 に 存 在 す る Ｒ Ｎ Ａ 酵 素 に よ っ て 行 わ れ る 同 様 の 反 応 で あ る 。 （ 例
え ば 、 Foster A.C. & Symons R.H., Cell 49: 211-220(1987); Uhlenbeck， Nature 328: 
596-600(1987); Hampel & Tritz， Biochemistry 28: 4929-4933(1989)を 参 照 さ れ た い 。
）
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の ラ ン ダ ム 化 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 始 め て 、 中 性 ｐ Ｈ で Ｐ ｂ 2 + 依 存 性 部 位 特 異
的 Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を も つ リ ボ ザ イ ム を 得 る こ と が で き る こ と が わ か っ た (P
an & Uhlenbeck， Biochemistry 31: 3887-3895(1992); Pan & Uhlenbeck， Nature 358: 5
60-563(1992))。 こ れ は 、 酵 母 ｔ Ｒ Ｎ Ａ Pheの 偶 然 の 自 己 切 断 反 応 に 類 似 し て お り （ Dirhei
mer & Werner， Biochimie 54: 127-144(1972)） 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 内 の 特 定 部 位 で の Ｐ ｂ 2 + イ オ
ン の 特 異 的 配 位 に 左 右 さ れ る 。 (Rubin & Sundaralingam, J. Biomol. Struct. Dyn. 1: 6
39-646(1983); Brownら ， Biochemistry 24: 4785-4801(1985)を 参 照 さ れ た い 。 ）
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 我 々 の 目 標 は 、 始 め は Ｄ Ｎ Ａ の ５ ′ 端 に 結 合 し た 短 い リ
ー ダ ー 反 応 内 に 存 在 し 、 最 後 は 急 速 な 触 媒 代 謝 回 転 で 分 子 内 様 式 で 切 断 さ れ る 別 個 の 分 子
内 に 位 置 す る 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル の Ｐ ｂ 2 + イ オ ン 依 存 性 切 断 を 行 う こ と が で き る
Ｄ Ｎ Ａ の 開 発 が 含 ま れ た 。 こ れ ら の 目 標 は 、 下 記 の よ う に 巧 く 達 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ が 標 的 ホ ス ホ エ ス テ ル 及 び 周 囲 の ヌ ク レ オ チ ド と ど の よ う に 相 互 作 用 す る か に つ
い て は 想 定 さ れ な か っ た 。 約 １ ０ 1 4 ラ ン ダ ム ５ ０ 量 体 配 列 の プ ー ル か ら 始 め て 、 試 験 管 内
選 択 は そ の 過 程 を 行 う こ と を 可 能 に し た 。 ５ ラ ウ ン ド の 選 択 が ４ 日 間 か け て 行 わ れ た 後 、
集 団 は 全 体 と し て １ mMＰ ｂ 2 + の 存 在 下 に 約 ０ .２  min - 1 の 速 度 で 標 的 ホ ス ホ エ ス テ ル を 切
断 す る 能 力 を 得 た 。 こ れ は 、 同 様 の 反 応 条 件 下 の 自 然 切 断 速 度 と 比 べ て 約 １ ０ 5倍 増 加 し
た 。
 個 体 を 集 団 か ら 単 離 し 、 配 列 を 決 定 し 、 触 媒 活 性 を 分 析 し た 。 そ の 情 報 に 基 づ い て 、 反
応 を 分 子 間 形 式 に 変 え 、 ３ ８ 量 体 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 に よ る １ ９ 量 体 基 質 の 部 位 特 異 的 切 断 を １ mM
Ｐ ｂ Ｏ Ａ ｃ の 存 在 下 に 代 謝 回 転 速 度 １  min - 1 、 ２ ３ ℃ 及 び ｐ Ｈ ７ .０ で 進 行 す る 反 応 で 可
能 に な る よ う に 単 純 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
Ｂ ． 試 験 管 内 選 択 ス キ ー ム  
　 約 １ ０ 1 4 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 出 発 プ ー ル に 続 い て 、 全 て が ５ ′ ビ オ チ ン 部 分 を 含 む 、 単
一 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 固 定 ド メ イ ン 、 ５ ０ ラ ン ダ ム デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
潜 在 的 触 媒 ド メ イ ン 、 及 び ３ ′ 末 端 に あ る 第 ２ 固 定 ド メ イ ン を 順 次 作 成 し た （ 図 １ ） 。
プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 が 隣 接 し た ５ ０ ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 合 成 Ｄ Ｎ Ａ か ら 開 始 す る
繰 込 み Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） 技 術 に よ っ て プ ー ル を 構 築 し た 。 繰 込 み Ｐ Ｃ Ｒ プ
ラ イ マ ー は 、 ３ ′ 末 端 ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ′ ビ オ チ ニ ル 化 合 成 オ リ ゴ デ
オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド と し た 。 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 末 端 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 組 合
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わ せ に お い て は 鋳 型 特 定 伸 長 を 効 率 よ く 開 始 し （ L.E． Orgel、 個 人 的 論 文 ） 、 こ の 場 合 に
は は め 込 み 単 一 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 拡 張 産 物 を 生 じ た 。
　 図 １ は 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル を 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 単 離 の 選 択 的 増 幅 ス キ ー ム を 示 す
図 で あ る 。 ５ ０ ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 物 を 含 む 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 、 ３ ′ 端 の ア デ ノ シ
ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ 記 号 “ Ｎ ” 又 は “ ｒ Ｎ ” で 示 さ れ 、 Ｎ 及 び ｒ Ｎ は 共 に ア デ ノ シ ン リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド を 表 す ） で 終 わ る ５ ′ ビ オ チ ニ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー （ 例 え ば 、 プ ラ イ マ
ー ３ --３ ａ 又 は ３ ｂ ） を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 さ れ る 。 こ の プ ラ イ マ ー を Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー
ゼ で 伸 長 し て は め 込 み 単 一 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 産 物 を 得 る 。 得 ら れ た 二 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 し 、 ０ .２ Ｎ ａ Ｏ Ｈ で 洗 浄 し て 非 ビ オ チ
ニ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 が 除 去 さ れ る 。 カ ラ ム を 緩 衝 化 溶 液 で 再 び 平 衡 化 し た 後 、 カ ラ ム を １ mMＰ
ｂ Ｏ Ａ ｃ を 加 え た 同 じ 溶 液 で 洗 浄 す る 。 Ｐ ｂ 2 + 依 存 性 自 己 切 断 を 行 う Ｄ Ｎ Ａ を カ ラ ム か ら
遊 離 し 、 溶 離 液 に 集 め 、 Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 す る 。 次 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 用 い て 次 の ラ ウ ン ド の 選
択 的 増 幅 を 開 始 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス を 通 過 し 、 二 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ の ５
′ ビ オ チ ニ ル 化 鎖 の 非 共 有 結 合 付 着 物 を 得 た 。 非 ビ オ チ ニ ル 化 鎖 を ０ .２ Ｎ Ｎ ａ Ｏ Ｈ で 簡
単 に 洗 浄 し て 除 去 し 、 結 合 鎖 を ０ .５ M Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .５ M Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ０ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 、 及
び ５ ０ mMＨ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .０ ） 、 ２ ３ ℃ を 含 む バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た 。 次 に 、 同 じ
バ ッ フ ァ ー に １ mMＰ ｂ Ｏ Ａ ｃ を 加 え 、 Ｐ ｂ 2 + 依 存 性 切 断 を 標 的 ホ ス ホ エ ス テ ル で 生 じ る こ
と を 可 能 に し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン マ ト リ ッ ク ス か ら Ｄ Ｎ Ａ サ ブ セ ッ ト を 遊 離 し た 。 主 に
、 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 間 の 相 互 作 用 の 破 壊 又 は デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ オ チ ド 結 合 の １ つ の 切 断 の よ う な 種 々 の 手 段 に よ っ て そ れ 自 体 の 遊 離 を 促 進 す る こ
と が で き た 。 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ３ ′ － Ｏ － Ｐ 結 合 の 切 断 が お そ ら く そ の 結 合 の 相 対 的 不 安
定 性 に 基 づ く 遊 離 機 構 で あ る と 共 に Ｐ ｂ 2 + 依 存 性 加 水 分 解 切 断 が 遊 離 を 最 も 速 く 起 こ す こ
と を 可 能 に す る と 思 わ れ た 。 し か し な が ら 、 主 に 、 試 験 管 内 選 択 的 手 順 は 、 最 も 好 ま し い
遊 離 機 構 及 び そ の 機 構 を 行 う こ と が で き る 最 良 の 個 体 を 確 認 し な け れ ば な ら な い 。
　 Ｐ ｂ 2 + 添 加 時 に マ ト リ ッ ク ス か ら 遊 離 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 溶 離 液 に 集 め 、 エ タ ノ ー ル で 沈
殿 し て 濃 縮 し 、 繰 込 み Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 供 し た 。 出 発 分 子 プ ー ル の 構 築 で の よ う に 、 最 初 の Ｐ
Ｃ Ｒ 増 幅 は ラ ン ダ ム 領 域 を 隣 接 す る プ ラ イ マ ー （ プ ラ イ マ ー １ 及 び ２ ） を 使 用 し 、 次 に ３
′ 末 端 リ ボ ア デ ニ ル 化 を も つ ５ ′ ビ オ チ ニ ル 化 プ ラ イ マ ー （ プ ラ イ マ ー ３ ｂ ） を 使 用 し て
標 的 Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル を 再 び 導 入 し た 。
　 選 択 的 増 幅 手 順 全 体 に は ３ ～ ４ 時 間 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 そ の 手 順 の 各 ラ ウ ン ド で は ３ つ の 方 法 で 分 子 を 精 製 す る 。 第 １ に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 後 に は フ
ェ ノ ー ル で ２ 回 及 び ク ロ ロ ホ ル ム ／ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル で １ 回 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル で 沈
殿 す る ； 第 ２ に 、 Ｄ Ｎ Ａ を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 付 着 し た 後 に 強 い 変 性 条 件 下 に 非 ビ オ チ
ニ ル 化 分 子 全 て を 洗 い 流 す ； 第 ３ に 、 Ｐ ｂ 2 + で 溶 離 し た 後 に は エ タ ノ ー ル で 沈 殿 す る 。 ゲ
ル 電 気 泳 動 精 製 工 程 が な い の で 、 分 子 を 特 定 の 長 さ に 拘 束 す る 選 択 的 強 制 が な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
Ｃ ． 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ の 選 択  
　 我 々 は 、 ５ 連 続 ラ ウ ン ド の 試 験 管 内 選 択 を 行 い 、 Ｐ ｂ 2 + の 添 加 後 の 反 応 時 間 を 次 第 に 減
ら し て 選 択 の 緊 縮 性 を 次 第 に 増 し た 。 １ ～ ３ ラ ウ ン ド で の 反 応 時 間 は １ 時 間 と し 、 ４ ラ ウ
ン ド で の 反 応 時 間 は ２ ０ 分 と し 、 ５ ラ ウ ン ド で は １ 分 と し た 。
　 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 出 発 プ ー ル を 各 ラ ウ ン ド の 選 択 後 に 得 ら れ た 分 子 の 集 団 と 共 に 試 験 管 内
選 択 で 使 用 し た も の と 同 じ 条 件 下 に 自 己 切 断 活 性 を 分 析 し た （ 図 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 そ の 分 析 に つ い て は 、 ５ ′ ビ オ チ ン 部 分 で は な く て ５ ′ － 3 2 Ｐ を 含 む 分 子 を 調 製 し 、 出
発 材 料 と ５ ′ 切 断 産 物 の 双 方 の 検 出 を 可 能 に し た 。 ５ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 最 初 の
プ ー ル （ Ｇ ０ ） に 検 出 可 能 な 活 性 が な く 、 集 団 で は 第 １ 及 び 第 ２ ラ ウ ン ド の 選 択 後 に 得 ら
れ た 。 第 ３ ラ ウ ン ド （ Ｇ ３ ） 後 に 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 適 度 な レ ベ ル の 活 性 を 示 し 、 そ の 活
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性 は 着 実 に 増 え 、 第 ５ ラ ウ ン ド の 選 択 （ Ｇ ５ ） 後 に 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ に つ い て は 約 ５ ０ ％ 自
己 切 断 に 達 し た 。 長 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 で さ え 、 標 的 ホ ス ホ エ ス テ ル で の み 切 断
が 検 出 さ れ た 。 そ の 活 性 は 、 Ｐ ｂ 2 + を 反 応 混 合 液 か ら 取 り 除 い た 場 合 に 消 失 し た 。
　 図 ２ は 、 出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル （ Ｇ ０ ） 及 び 第 １ ～ 第 ５ ラ ウ ン ド の 選 択 （ Ｇ １ ～ Ｇ ５ ） 後 に
得 ら れ た 集 団 の 自 己 切 断 活 性 を 示 す 図 で あ る 。 反 応 混 合 液 は 、 ５ ０ mM Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 ０ .５ M
 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .５ M Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ０ mMＨ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .０ 、 ２ ３ ℃ ） 、 及 び ３ nM［ ５ ′
－ 3 2 Ｐ ］ 標 識 Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 し 、 １ mMＰ ｂ Ｏ Ａ ｃ の 存 在 或 い は 不 在 下 に ２ ３ ℃ で ５ 分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 記 号 Ｐ ｒ ｅ は １ ０ ８ ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 Ｄ Ｎ Ａ (配 列 番 号 ４ );Ｃ ｌ ｖ は
２ ８ ヌ ク レ オ チ ド ５ ′ 切 断 産 物 (配 列 番 号 ５ );Ｍ は 長 さ が ５ ′ 切 断 産 物 に 相 当 す る プ ラ イ
マ ー ３ ａ （ 配 列 番 号 ６ ） を 表 す 。
　 ２ ８ ヌ ク レ オ チ ド ５ ′ 切 断 産 物 （ Ｃ ｌ ｖ ） は 、 好 ま し く は 配 列
 5′ -GGGACGAATTCTAATACGACTCACTATN- 3′ を 有 し 、 “ Ｎ ” は ３ ′ 端 に ２ ′ 、 ３ ′ － 環 状 リ
ン 酸 を 付 加 し た ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 表 す （ 配 列 番 号 ５ ） 。 他 の 実 施 態 様 に お い
て は 、 “ Ｎ ” は 分 子 の ３ ′ 端 に ２ ′ 又 は ３ ′ リ ン 酸 を 付 加 し た ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド を 表 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 図 ２ に お い て は 、 “ Ｇ ０ ” レ ー ン “ Ｐ ｒ ｅ ” バ ン ド は 、 各 々 が ５ ０ ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む １ ０ ８ ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 Ｄ Ｎ Ａ の 試 料 を 含 む 。 従 っ て 、 あ る “ Ｐ ｒ ｅ ” 試 料 は
、 種 々 の 前 駆 体 Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 各 試 料 は 、 前 後 の 試 料 と 異 な る と 思 わ れ る 。 “ Ｇ １ ” ～ “
Ｇ ５ ” レ ー ン は 、 “ Ｐ ｒ ｅ ” バ ン ド を 有 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 著 し く 豊 富 で あ る が 、 ま だ
多 数 の 異 種 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る （ 即 ち 、 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド ラ ン ダ ム 化 ド メ イ ン が 異 な る ）
。 “ Ｇ ５ Ｐ ｒ ｅ ” Ｄ Ｎ Ａ か ら の そ れ ら の 異 種 配 列 の 試 料 を 図 ３ に 示 す 。
　 Ｇ ５ 集 団 か ら 個 体 を 単 離 す る た め に シ ョ ッ ト ガ ン ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い 、 次 に 、 ２ ０
の こ れ ら の サ ブ ク ロ ー ン の 完 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 求 め た （ 図 ３ 参 照 ） 。 （ 例 え ば 、 Cadw
ell & Joyce， PCR Methods and Applications 2: 28-33(1992); Cadwell & Joyce, PCR M
ethods and Applications 3(Suppl.): S136-S140(1994)も 参 照 さ れ た い 。 ） ２ ０ 配 列 の う
ち 、 ５ つ は ユ ニ ー ク で あ り 、 ２ つ は ２ 回 あ り 、 １ つ は ３ 回 あ り 、 １ つ は ８ 回 あ っ た 。 個 々
の 変 異 体 は 、 全 て 出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル に お い て ラ ン ダ ム 化 さ れ た ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 内 に
共 通 配 列 要 素 を 共 有 す る 。 全 て ２ つ の 推 定 鋳 型 領 域 を 有 し 、 一 方 は 切 断 部 位 か ら す ぐ 上 流
に あ る ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 物 に 相 補 性 で あ り 、 他 方 は 少 な く と も ４ ヌ ク レ オ チ ド 下 流 に あ
る ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 物 に 相 補 性 で あ る 。 そ れ ら の ２ つ の 推 定 鋳 型 領 域 間 に １ ～ １ １ ヌ ク
レ オ チ ド の 可 変 ド メ イ ン が あ り 、 続 い て 固 定 配 列  5′ -AGCG -3′ 、 次 に 、 ３ ～ ８ ヌ ク レ オ
チ ド の 第 ２ 可 変 ド メ イ ン 、 最 後 に 固 定 配 列  5′ -CG -3′ 又 は  5′ -CGA-3′ が あ る 。 ２ つ の
推 定 鋳 型 領 域 の 外 部 に あ る ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 及 び 長 さ 共 に か な り 変 化 し う る 。 全 て の
配 列 決 定 し た サ ブ ク ロ ー ン に お い て は 、 最 初 に ラ ン ダ ム 化 し た ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド に 相 当 す
る 領 域 は 長 さ が 全 体 の ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 図 ３ は 、 ５ ラ ウ ン ド の 選 択 後 の 集 団 か ら 単 離 し た 個 々 の 変 異 体 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を
示 す 図 で あ る 。 固 定 基 質 ド メ イ ン
(5′ - GGGACGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAAGAGATGGCGAC- 3′
又 は 5′ -GGGACGAATTCTAATACGACTCACTATNGGAAGAGATGGCGAC-3′ 、
Ｎ は ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 表 す )(配 列 番 号 １ ３ )を 上 方 に 示 し 、 標 的 リ ボ ア デ ニ
ル 化 は 逆 三 角 で 確 認 さ れ る 。 推 定 塩 基 対 合 相 互 作 用 に 共 通 し て 関 係 す る 基 質 ヌ ク レ オ チ ド
を 縦 の 棒 で 示 す 。 最 初 に ラ ン ダ ム 化 さ れ た ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 配 列 を 基 質 ド メ イ
ン に 逆 平 行 に 並 べ る 。 変 異 体 は 、 全 て 固 定 配 列 5′ -CGGTAAGCTTGGCAC-3′ (配 列 番 号 １ )（
“ プ ラ イ マ ー 部 位 ” ;図 示 さ れ て い な い ） の 3′ で 終 わ る 。 基 質 ド メ イ ン と 塩 基 対 を つ く る
も の と 推 定 さ れ る 最 初 に ラ ン ダ ム 化 さ れ た 領 域 内 の ヌ ク レ オ チ ド を 図 の 左 右 側 に 示 す 。 Ｄ
Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 推 定 塩 基 対 形 成 （ 又 は 基 質 結 合 ） 領 域 は 、 示 さ れ た 各 配 列 に お い て 個 々 に
ボ ッ ク ス に 仕 切 ら れ る 。 推 定 触 媒 ド メ イ ン 内 の 高 度 に 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を ２ つ の ボ
ッ ク ス に 仕 切 ら れ た 縦 列 に 示 す 。
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【 ０ ０ ９ ５ 】
　 追 加 デ ー タ は 触 媒 ド メ イ ン の 意 味 の あ る 二 次 構 造 モ デ ル を 構 築 す る の に 有 効 で あ る と 予
想 さ れ る が 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 及 び ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム と 同 様 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 触 媒 ド
メ イ ン が 塩 基 対 合 相 互 作 用 に よ っ て 基 質 と 相 互 作 用 す る ２ つ の 基 質 結 合 領 域 （ 又 は 認 識 ド
メ イ ン ） が 隣 接 し た 保 存 コ ア を 含 む と 考 え ら れ る こ と を 我 々 は 指 摘 す る 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド
及 び ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム と 同 様 に 、 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ も 塩 基 対 合 に 関 係 す る ２ つ の 領 域 間 に 不 対
基 質 ヌ ク レ オ チ ド の 短 い 伸 長 物 --こ の 場 合 に は  5′ -GGA-3′ が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。
　 ま た 、 ９ 個 の 異 な る 変 異 体 の 各 々 が 基 質 ド メ イ ン と 推 定 相 補 性 の 異 な る パ タ ー ン を 示 す
こ と が わ か っ た こ と も 興 味 深 い こ と で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 塩 基 対 合 は 相 接 し て い た が 、
他 の も の で は １ 以 上 の 非 相 補 的 対 で 分 断 さ れ た 。 一 般 的 傾 向 は 、 下 流 に あ る も の と 比 べ て
切 断 部 位 か ら 上 流 に あ る ヌ ク レ オ チ ド と し っ か り し た 相 互 作 用 を 形 成 す る こ と に な る と 考
え ら れ る 。 結 合 実 験 及 び 部 位 特 定 突 然 変 異 誘 発 分 析 に よ り 、 我 々 は 更 に 洞 察 し か つ こ の 推
測 を 更 に 実 証 す る こ と を 可 能 に し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 触 媒 機 能 に 要 求 さ れ る 配 列 を 更 に 洞 察 す る た め に 、 ９ 種 の 変 異 体 の う ち ６ 種 の 自 己 切 断
活 性 を 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 選 択 条 件 下 に 試 験 及 び 評 価 し た (図 ３ 参 照 )。 驚 く こ と で は な
い が 、 ２ ０ の う ち の ８ サ ブ ク ロ ー ン に 存 在 し た 配 列 は 、 一 次 速 度 定 数 １ .４  min-1で 最 も
反 応 性 で あ る こ と が わ か っ た 。 実 験 し た 変 異 体 は 、 全 て 自 己 切 断 分 析 に 活 性 で あ り 、 全 て
標 的 Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル で の 切 断 に 対 応 す る 単 一 ５ ′ 標 識 産 物 を 生 じ た 。
　 優 性 サ ブ ク ロ ー ン を 、 更 に 、 種 々 の 反 応 条 件 下 に 分 析 し た 。 そ の 自 己 切 断 活 性 は 、 Ｐ ｂ
2 + に 依 存 性 で あ る が 、 反 応 混 合 液 か ら Ｍ ｇ 2 + を 取 り 除 い た 場 合 に は 影 響 さ れ な か っ た 。 １
価 の カ チ オ ン が 同 様 に 要 求 さ れ 、 Ｎ ａ + 或 い は Ｋ + で 適 合 さ れ る 。 反 応 速 度 は 、 ０ ～ １ .０ M
 の 範 囲 に わ た る １ 価 カ チ オ ン の 濃 度 が 増 大 す る と 共 に 直 線 的 に 増 加 し た （ ｒ ＝ ０ .９ ９ ８
） 。 ｐ Ｈ 、 温 度 、 及 び 他 の ２ 価 金 属 の 存 在 の よ う な 反 応 に 影 響 す る こ と が あ る 他 の 変 数 は
評 価 中 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 ２
材 料 及 び 方 法
Ａ ． オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体  合 成 Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ 類 縁 体 を  
Operon Technologiesか ら 購 入 し た 。 １ ９ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 、
 5′ -pTCACTATrAGGAAGAGATGG-3′ (又 は  5′ -pTCACTATNGGAAGAGATGG- 3′ 、
“ Ｎ ” は ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 表 す )(配 列 番 号 ７ )を 、 鋳 型  5′ -CCATCTCTTCCTAT
AGTGAGTCCGGCTGCA- 3′ （ 配 列 番 号 ９ ）
を 用 い て 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に (Breaker， Banerji， & Joyce， Biochemistry 33: 11980
-11986(1994))5′ -pTCACTATrA- 3′ (又 は  5′ -pTCACTATN-3′ 、 “ Ｎ ” は ア デ ノ シ ン リ ボ
ヌ ク レ オ チ ド を 表 す )(配 列 番 号 ８ )の 逆 転 写 酵 素 触 媒 拡 張 に よ っ て 調 製 し た 。 プ ラ イ マ ー 3
、
【 ０ ０ ９ ８ 】
5′ -GGGACGAATTCTAATACGACTCACTATrA-3′
(又 は 5′ -GGGACGAATTCTAATACGACTCACTATN- 3′ 、
“ Ｎ ” は ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 表 す )(配 列 番 号 ６ )を ［ Ｙ － 3 2 Ｐ ］ Ａ Ｔ Ｐ 及 び Ｔ
４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ （ プ ラ イ マ ー ３ ａ ） で ５ ′ 標 識 す る か 或 い は ［ Ｙ － Ｓ ］ Ａ Ｔ
Ｐ 及 び Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ で ５ ′ チ オ リ ン 酸 化 し 、 引 き 続 き Ｎ － ヨ ー ド ア セ チ
ル － Ｎ ′ － ビ オ チ ニ ル ヘ キ シ レ ン ジ ア ミ ン （ プ ラ イ マ ー ３ ｂ ） で ビ オ チ ニ ル 化 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
Ｂ ． Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル 標 品  
　 出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル を 合 成 オ リ ゴ マ ー
5′ - GTGCCAAGCTTACCG-N50-GTCGCCATCTCTTCC-3′ (配 列 番 号 ４ )(Ｎ は Ｇ 、 Ａ 、 Ｔ 及 び Ｃ の
等 モ ル 混 合 物 で あ る )を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ で 調 製 し た 。 ５ ０ ０ ピ コ モ ル の ラ ン ダ ム 化 オ リ ゴ マ
ー 、 １ ,０ ０ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー 1(5′ -GTGCCAAGCTTACCG-3′ 、 配 列 番 号 １ ０ )、 ５ ０
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０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー ２
（ 5′ - CTGCAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGAAGAGATGGCGAC-3′ 、 配 列 番 号 １ １ ） 、 ５ ０ ０ ピ
コ モ ル の プ ラ イ マ ー ３ ｂ 、 １ ０ μ Ci［ α － 3 2 Ｐ ］ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 及 び ０ .２ Uμ l-1Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ
Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ２ mlの Ｐ Ｃ Ｒ を ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2、 １ ０ mMト リ
ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .３ 、 ２ ３ ℃ ） 、 ０ .０ １ ％ ゼ ラ チ ン 、 及 び ０ .２ mMの 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ の 存
在 下 に ９ ２ ℃ で １ 分 間 、 ５ ０ ℃ で １ 分 間 、 及 び ７ ２ ℃ で ２ 分 間 、 次 に ５ サ イ ク ル の ９ ２ ℃
で １ 分 間 、 ５ ０ ℃ で １ 分 間 、 及 び ７ ２ ℃ で １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 混 合 液 を
フ ェ ノ ー ル で ２ 回 及 び ク ロ ロ ホ ル ム ／ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル で １ 回 抽 出 し 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を
エ タ ノ ー ル で 沈 殿 す る こ と に よ り 単 離 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
Ｃ ． 試 験 管 内 選 択  
　 出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル を ５ ０ ０ μ l の バ ッ フ ァ ー Ａ （ １ M Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ５ ０ mMＨ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （
ｐ Ｈ ７ .０ 、 ２ ３ ℃ ） に 再 懸 濁 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン カ ラ ム (AffiniTipStrep 20， Genos
ys,テ キ サ ス 州 ウ ッ ド ラ ン ド )を 繰 り 返 し 通 過 さ せ た 。 カ ラ ム を 、 １ ０ ０ μ l 量 の バ ッ フ ァ
ー Ａ で ５ 回 、 次 に 、 １ ０ ０ μ l 量 の ０ .２ N Ｎ ａ Ｏ Ｈ で ５ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ l 量 の バ ッ
フ ァ ー Ｂ (０ .５ M Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .５ M Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ０ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 、 及 び ５ ０ mMＨ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ (
ｐ Ｈ ７ .０ 、 ２ ３ ℃ ))で ５ 回 平 衡 化 し た 。 固 定 化 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を １ mMＰ ｂ Ｏ Ａ ｃ を 添 加 し
た ２ ０ μ l 量 の バ ッ フ ァ ー Ｂ で ３ 回 １ 時 間 か け て 溶 離 し た 。 固 定 化 及 び 溶 離 全 工 程 を ２ ３
℃ で 行 っ た 。 溶 離 液 を 同 量 の バ ッ フ ァ ー Ｃ (５ ０ mMＨ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .０ 、 ２ ３ ℃ ） 及 び
８ ０ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ )に 集 め 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を エ タ ノ ー ル で 沈 殿 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 、 ２ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー １ 、 ２ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー ２ 、 ０ .
０ ５ U μ l - 1 Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ ０ mMト リ
ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .３ 、 ２ ３ ℃ ） 、 ０ .０ １ ％ ゼ ラ チ ン 、 及 び ０ .２ mMの 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を 含
有 す る １ ０ ０ μ l Ｐ Ｃ Ｒ に ３ ０ サ イ ク ル の ９ ２ ℃ で １ ０ 秒 間 、 ５ ０ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 及 び ７
２ ℃ で ３ ０ 秒 間 増 幅 し た 。 反 応 産 物 を フ ェ ノ ー ル で ２ 回 及 び ク ロ ロ ホ ル ム ／ イ ソ ア ミ ル ア
ル コ ー ル で １ 回 抽 出 し 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を エ タ ノ ー ル で 沈 殿 す る こ と に よ り 回 収 し た 。 約 ４ ピ
コ モ ル の 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ を 、 １ ０ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー １ 、 １ ０ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー ３
ｂ 、 ２ ０ μ Ci［ α － 3 2 Ｐ ］ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 及 び ０ .１ U μ l - 1 Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有
す る 第 ２ 繰 込 み Ｐ Ｃ Ｒ に 全 量 ２ ０ ０ μ l で 加 え 、 １ ０ サ イ ク ル の ９ ２ ℃ で １ 分 間 、 ５ ０ ℃
で １ 分 間 、 及 び ７ ２ ℃ で １ 分 間 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を １ 回 以 上 抽 出 し 、 沈 殿 し 、 得 ら れ
た Ｄ Ｎ Ａ を ５ ０ μ l の バ ッ フ ァ ー Ａ に 再 懸 濁 し 、 こ れ を 用 い て 次 の ラ ウ ン ド の 選 択 を 開 始
し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 第 ３ ラ ウ ン ド の 終 わ り の 繰 込 み Ｐ Ｃ Ｒ を １ ０ ０ μ l 量 で 行 っ た 以 外 は 上 記 の よ う に 第 ２
及 び 第 ３ ラ ウ ン ド を 行 っ た 。 第 ４ ラ ウ ン ド で 、 Ｐ ｂ 2 + の 添 加 後 の 溶 離 時 間 を ２ ０ 分 に 短 縮
し （ ２ ０ μ l の 溶 離 量 で ２ 回 ） 、 回 収 Ｄ Ｎ Ａ の １ ／ ２ だ け を １ ５ 温 度 サ イ ク ル の み 含 む 最
初 の Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い た 。 第 １ ５ ラ ウ ン ド で 、 溶 離 時 間 を １ 分 に 短 縮 し （ ２ ０ μ l 溶 離 量 で ２
回 ） 、 回 収 し た Ｄ Ｎ Ａ の １ ／ ４ だ け を １ ５ 温 度 サ イ ク ル を 含 む 最 初 の Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い た 。 第
１ ５ ラ ウ ン ド の 選 択 後 に 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に サ ブ ク ロ ー ン 化 及 び 配
列 決 定 し た (Tsang & Joyce ,Biochemistry 33: 5966-5973(1994))。
【 ０ １ ０ ３ 】
Ｄ ． 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ の 速 度 論 的 分 析  
　 Ｄ Ｎ Ａ 集 団 及 び 種 々 の サ ブ ク ロ ー ン 化 個 体 を １ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー ３ ａ 、 ０ .５ ピ
コ モ ル の 導 入 Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び ０ .１ U μ l - 1 Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ２ ５ μ l の
反 応 混 合 液 中 非 対 称 的 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ５ ′ － 3 2 Ｐ 標 識 を 用 い て 上 記 の 条 件 下 に １ ０ サ イ ク ル
の ９ ２ ℃ で １ 分 間 、 ５ ０ ℃ で １ 分 間 、 及 び ７ ２ ℃ で １ 分 間 調 製 し た 。 得 ら れ た ［ ５ ′ － 3 2

Ｐ ］ 標 識 増 幅 産 物 を １ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ ８ M ゲ ル 中 の 電 気 泳 動 で 精 製 し た 。
　 そ の Ｄ Ｎ Ａ を バ ッ フ ァ ー Ｂ 中 で １ ０ 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 自 己 切 断 分 析 を 行
っ た 。 Ｐ ｂ Ｏ Ａ ｃ を １ mMの 最 終 濃 度 ま で 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 開 始 し 、 同 量 の バ ッ フ
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ァ ー Ｃ を 添 加 す る こ と に よ り 終 結 さ せ た 。 反 応 産 物 を １ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ ８ M ゲ
ル 中 の 電 気 泳 動 で 分 離 し た 。 重 複 代 謝 回 転 条 件 下 に 速 度 論 的 分 析 を 、 容 器 壁 へ の 材 料 の 付
着 を 防 止 す る た め に ５ ０ μ g ml - 1 Ｂ Ｓ Ａ を 含 む バ ッ フ ァ ー Ｂ 中 で 行 っ た 。 基 質 及 び 酵 素 分
子 を 、 Ｐ ｂ 2 + を 欠 く 反 応 バ ッ フ ァ ー 中 で ５ 分 間 別 個 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 合 わ せ 、 Ｐ
ｂ Ｏ Ａ ｃ を １ mMの 最 終 濃 度 ま で 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 開 始 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
実 施 例 ３  
分 子 間 で 切 断 す る デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム の 進 化
Ａ ． 分 子 間 形 式 へ の 変 換  
　 実 験 し た 変 異 体 の 触 媒 ド メ イ ン と 基 質 ド メ イ ン 間 の 推 定 塩 基 対 合 相 互 作 用 の 可 変 パ タ ー
ン に 基 づ き 、 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 反 応 を 分 子 間 形 式 に 変 換 す る こ と は か な り 端 的 で あ る と 考 え ら れ
た 。 そ の よ う に す る に あ た り 、 我 々 は 、 各 々 が 基 質 と ７ ～ ８ 塩 基 対 の 分 断 さ れ な い 伸 長 物
を 形 成 す る よ う に 触 媒 の ２ つ の 基 質 結 合 領 域 を 単 純 化 し た い と 考 え た 。 更 に 、 我 々 は 、 ２
つ の 塩 基 対 合 領 域 に 限 定 さ れ た 最 小 基 質 及 び 介 在 配 列  5′ -GGA-3′ を 得 た い と 考 え た （ 図
４ Ａ ） 。
　 図 ４ Ａ 及 び 図 ４ Ｂ は 、 触 媒 代 謝 回 転 で 進 行 す る 分 子 間 反 応 に お け る Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ
ル の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 切 断 を 示 す 図 で あ る 。 図 ４ Ａ は 、 １ ９ 量 体 基 質 と ３ ８ 量 体 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 間 に
形 成 さ れ た 複 合 体 の 図 式 で あ る 。 基 質 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 隣 接 し た 単 一 ア デ
ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (矢 印 に 隣 接 し た “ ｒ Ａ ” 又 は “ Ｎ ” )を 有 す る 。 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素
は 、 図 ３ に 示 さ れ た 最 も よ く 出 て く る 変 異 体 の ３ ８ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 で あ る 。 推 定 触 媒 ド
メ イ ン 内 に 位 置 し た 高 度 に 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 、 “ ボ ッ ク ス ” に 仕 切 ら れ て い る 。
示 さ れ る よ う に 、 １ つ の 保 存 配 列 は “ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ ” で あ り 、 も う １ つ は “ Ｃ Ｇ ” で あ る （ ５
′ － ３ ′ 方 向 で 読 み 取 る ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 図 ４ http://www6.ipdl.ncipi.go.jp/Tokujitu/tjitemdrw.ipdl?N0000=231&N0500=1E_N/
;>?:>?>9:///&N0001=246&N0552=9&N0553=000059Ｂ は 、 試 験 管 内 選 択 で 用 い ら れ た も の と
同 じ 条 件 下 に ［ ５ ′ － 3 2 Ｐ ］ 標 識 基 質 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 切 断 に つ い て Ｋ m（ 負 の 勾 配 ） 及 び Ｖ m

a x （ ｙ 切 片 ） を 求 め る た め に 用 い た イ ー デ ィ ー ・ ホ ス テ ー プ ロ ッ ト を 示 す グ ラ フ で あ る 。
初 期 切 断 速 度 は 、 ５ nMＤ Ｎ Ａ 酵 素 及 び ０ .１ ２ ５ 、 ０ .５ 、 １ 、 ２ 、 或 い は ４ μ M 基 質 を 含
む 反 応 に つ い て 求 め た 。
　 触 媒 ド メ イ ン を 設 計 す る に あ た り 、 我 々 は 、 最 も 反 応 性 の あ る 変 異 体 の 組 成 物 を 強 く あ
て に し 、 ５ ′ 端 の ２ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ３ ′ 端 の １ １ ヌ ク レ オ チ ド だ け 端 を 切 り 取 っ た 。 ２
つ の 鋳 型 領 域 間 に あ る １ ５ ヌ ク レ オ チ ド は 不 変 の ま ま に し 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド を ３ ′ 鋳 型
領 域 に 挿 入 し て 基 質 と 塩 基 対 を 形 成 す る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 伸 長 物 を つ く っ
た 。 基 質 は 、 配 列 ５ ′ － ・ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ － ３ ′ (又 は ５ ′
－ ・ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ － ３ ′ 、 “ Ｎ ” は ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド を 表 す )(配 列 番 号 １ ２ )に 単 純 化 さ れ 、 こ こ で 、 下 線 の ヌ ク レ オ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分
子 と の 塩 基 対 合 に 関 係 す る ２ つ の 領 域 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 全 部 含 む ３ ８ 量 体 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 （ 触 媒 ） 及 び 別 の 全 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 内 に は め 込 ま れ た 単 一 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る １ ９ 量 体 基 質 を 用 い る 単 純 化 反 応 系 は
、 代 謝 回 転 の 速 い 効 率 の よ い Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 ホ ス ホ エ ス テ ル 切 断 を 可 能 に す る 。 ０ .０ １ μ M 
触 媒 及 び １ μ M 基 質 の 存 在 下 の ９ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 用 い て 、 触 媒 の ４ ６ 代 謝 回 転
に 相 当 す る 基 質 の ４ ６ ％ が 切 断 さ れ る 。 こ の 反 応 の 予 備 的 速 度 論 的 分 析 を 行 い 、 重 複 代 謝
回 転 条 件 下 に 評 価 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 は 、 ミ カ エ リ ス ・ メ ン テ ン 速 度 論 を 示 し 、 ｋ c a t 及 び
Ｋ m 値 は 各 々 １  min - 1 及 び ２ μ M で あ る （ 図 ４ Ｂ 参 照 ） 。 Ｋ m値 は 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク 相
互 作 用 に 基 づ き 触 媒 と 基 質 間 の 予 想 さ れ た 解 離 定 数 よ り か な り 大 き い 。 基 質 を 同 じ 反 応 条
件 下 に （ 触 媒 を 存 在 さ せ な い で ） イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ｋ u n c a t 値 ４ × １ ０ - 6  min - 1 が 得 ら
れ た 。 こ れ は 、 ｐ Ｈ ７ .０ 及 び ３ ７ ℃ に お い て ０ .５ mMＰ ｂ 2 + の 存 在 下 の 不 安 定 な １ － ニ ト
ロ フ ェ ニ ル － １ ,２ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル の 加 水 分 解 の 文 献 値 ５ × １ ０ - 3  min - 1 と 一 致 し て
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い る (Breslow & Huang， PNAS USA 88: 4080-4083(1991))。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ こ で 、 ホ ス ホ エ ス テ ル 切 断 反 応 が 隣 接 リ ン 酸 に つ い て リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ２ ′ ヒ ド ロ キ
シ ル に よ る 攻 撃 を 含 み 、 末 端 ２ ′ （ ３ ′ ） － 環 状 リ ン 酸 を 有 す る ５ ′ 産 物 及 び 末 端 ５ ′ ヒ
ド キ シ ル を 有 す る ３ ′ 産 物 を 生 じ る 加 水 分 解 機 構 に よ っ て 進 行 す る こ と が 推 測 さ れ る 。 こ
の 機 構 の 支 持 と し て 、 ３ ′ 切 断 産 物 が Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ 及 び ［ Y-32Ｐ ］ Ａ Ｔ
Ｐ で 効 率 よ く リ ン 酸 化 さ れ 、 遊 離 の ５ ′ ヒ ド ロ キ シ ル の 利 用 可 能 性 と 一 致 す る （ デ ー タ は
示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
Ｂ ． 検 討
　 ５ ラ ウ ン ド の 試 験 管 内 選 択 後 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル の 効 率 の よ い Ｐ ｂ 2 + 依 存 性 切
断 を 触 媒 す る １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 が 得 ら れ た 。 こ の 集 団 か ら 単 離 し た 代 表 的 個 体 の 共
通 の 特 徴 に 基 づ き 、 触 媒 ド メ イ ン 及 び 基 質 ド メ イ ン 双 方 の 単 純 化 し た 転 換 が 構 築 さ れ 、 分
子 間 組 合 わ せ に お い て 急 速 な 触 媒 代 謝 回 転 の 証 明 を も た ら し た 。 即 ち 、 ３ ８ 量 体 触 媒 ド メ
イ ン は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 、 又 は “ デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム ” と 呼 ば れ る も の の 一 例 で あ る 。
　 速 い 代 謝 回 転 で 進 行 し か つ ミ カ エ リ ス ・ メ ン テ ン 速 度 論 に 従 う 反 応 に お い て 化 学 的 転 換
を 促 進 す る こ と が で き る 情 報 高 分 子 で あ る 事 実 に 基 づ い て こ の 分 子 を 酵 素 と 呼 ぶ こ と は 、
酵 素 を 構 成 す る も の の 概 念 を 満 足 さ せ る も の で は な い 。 当 然 、 酵 素 は ポ リ ペ プ チ ド で な け
れ ば な ら な い と 主 張 す る も の が い る 。 し か し な が ら 、 Ｒ Ｎ Ａ 酵 素 の 概 念 を 容 認 す る 場 合 に
は 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 に 関 す る 同 様 の 見 解 を 採 用 す る こ と は 合 理 的 で あ る と 思 わ れ る 。 我 々 が ど
の よ う に 速 や か に こ の 分 子 を ラ ン ダ ム 配 列 Ｄ Ｎ Ａ の プ ー ル か ら 作 成 す る こ と が で き た か を
考 慮 す る と 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 の 多 く の 他 の 例 が 近 い 将 来 出 現 す る で あ ろ う こ と が 予 想 さ れ
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル の Ｐ ｂ 2 + 依 存 性 切 断 が Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 作 用 の 最 初 の 標 的 と し て 選 ば れ
た の は 、 切 断 部 位 に 隣 接 し て あ る ２ ′ ヒ ド ロ キ シ ル の 脱 プ ロ ト ン 化 を 促 進 す る た め に 配 位
Ｐ ｂ 2 + ヒ ド ロ キ シ ル の 適 切 な 位 置 が 単 に 必 要 で あ る と い う 端 的 反 応 で あ る か ら で あ る 。 （
例 え ば 、 Panら ， The RNA World, Gesteland & Atkins(eds.)， pp.271-302， Cold Spring 
Harbor Laboratory Press， Cold Spring Harbor， NY(1993)を 参 照 さ れ た い 。 ） Ｐ ｂ 2 + は
、 プ リ ン の Ｎ ７ 位 、 グ ア ニ ン の ０ ６ 位 、 ウ ラ シ ル の ０ ４ 位 、 及 び シ ト シ ン の Ｎ ３ 位 に 配 位
す る こ と が 既 知 で あ る (Brownら ， Nature 303: 543-546(1993))。 従 っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ と 比 べ て
Ｄ Ｎ Ａ の 糖 組 成 及 び コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 違 い は 、 Ｄ Ｎ Ａ が は っ き り し た Ｐ ｂ 2 + 結 合 ポ ケ ッ
ト を 形 成 す る こ と を 防 止 し な い よ う に 思 わ れ た 。
　 別 の 全 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 内 に 単 一 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 基 質 が 、 切 断 に ユ ニ ー ク な 好 ま し
い 位 置 を 与 え か つ 得 ら れ た 触 媒 活 性 が Ｄ Ｎ Ａ の み に よ る も の で あ る こ と を 保 証 す る こ と か
ら 選 ば れ た 。 基 質 認 識 は 、 触 媒 と 基 質 間 の 塩 基 対 合 相 互 作 用 の ２ つ の 領 域 に よ る と 考 え ら
れ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の ２ つ の 領 域 に あ る 不 対 基 質 ヌ ク レ オ チ ド 、 ５ ′ － Ｇ Ｇ Ａ －
３ ′ は 、 基 質 認 識 、 金 属 配 位 、 又 は 触 媒 作 用 の 他 の 態 様 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 更 に 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 他 の Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 物 、 及 び １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 を
有 す る 分 子 が 許 容 し う る 基 質 で あ る こ と も 予 想 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 本
明 細 書 に 記 載 さ れ た 試 験 管 内 進 化 手 順 は 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 作 成 す
る た め に 巧 く 用 い ら れ 、 更 に 、 こ れ ら の ラ イ ン に 沿 っ た 分 析 は 現 在 進 行 中 で あ る 。
　 更 に 、 酵 素 と 基 質 間 の 推 定 塩 基 対 相 互 作 用 が 配 列 に つ い て 一 般 化 可 能 で あ る か を 求 め る
実 験 は 、 現 在 記 載 し て い る 方 法 を 用 い て 進 行 中 で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た Ｐ ｂ 2+依 存
性 デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム も Ｄ Ｎ Ａ の 構 造 及 び 酵 素 特 性 を 調 べ る モ デ ル 化 合 物 と 考 え ら れ る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 の 速 や か な 開 発 に つ い て 本 開 示 に 用 い ら れ る 方 法 は 、 か な り 普 遍 性 が あ り 、
潜 在 的 触 媒 ド メ イ ン に 結 合 し た 標 的 結 合 の 切 断 の 引 き 金 と な る 他 の 補 助 因 子 を 使 用 す る こ
と を 可 能 に す る 。 こ の 点 で 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ を 生 理 的 条 件 下 に 特 異 的 に 切 断 す る Ｍ ｇ 2+依 存 性
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Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 の 開 発 は 、 他 の カ チ オ ン の 存 在 下 に 機 能 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 の 開 発 で あ る よ う に 興
味 深 い （ 実 施 例 ４ 参 照 ） 。 か か る 分 子 は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 特 定 不 活 性 化 の 伝 統 的 ア ン チ セ
ン ス 及 び リ ボ ザ イ ム 方 法 の 代 わ り と な る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ の よ う に し て 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 酵 素 活 性 を 示 す こ と が で き る 生 物 学 的 高 分 子 の 表 の Ｒ Ｎ Ａ
及 び タ ン パ ク 質 に 加 え ら れ る 。 完 全 な Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 能 力 は 、 依 然 と し て 調 べ ら れ て い る が 、
こ れ ら の 調 査 は 、 本 実 験 に 用 い ら れ た も の の よ う な 試 験 管 内 選 択 法 に 基 づ い て 速 や か に 続
け な け れ ば な ら な い 。
　 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 は 、 他 の 高 分 子 触 媒 に 比 べ て い く つ か の 重 要 な 利 点 を 与 え る 。 第 １ に 、 た い
て い の 実 験 が 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー に ア セ ク セ ス す る 時 代 で 調 製 が 容 易 で あ り 、 Ｄ Ｎ
Ａ ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト の 価 格 が か な り 下 が っ た 。 第 ２ に 、 特 に Ｒ Ｎ Ａ に 比 べ て 非 常 に 安 定
な 化 合 物 で あ り 、 生 物 物 理 実 験 で の 使 用 に 容 易 で あ る 。 第 ３ に 、 現 在 Ｒ Ｎ Ａ 切 断 活 性 を 欠
く ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て い る 治 療 用 途 に 適 応 さ れ る こ と が 予 想 さ れ る 。 試 験 管 内
選 択 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 含 有 Ｄ Ｎ Ａ の よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 の あ る 化 合 物 を 含 む Ｄ
Ｎ Ａ 類 縁 体 を 用 い て 、 こ れ ら の 類 縁 体 が デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ５ ′ 三 リ ン 酸 と し て 調 製 さ
れ か つ Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 基 質 と し て 受 容 さ れ る 限 り 行 わ れ る 。 更 に 、 Ｄ Ｎ
Ａ 酵 素 は 、 触 媒 機 能 の 高 分 子 に 基 づ く 理 解 に 新 し い 窓 を 開 く 。 例 え ば 、 同 様 の 化 学 転 換 を
触 媒 す る タ ン パ ク 質 系 、 Ｒ Ｎ Ａ 系 、 及 び Ｄ Ｎ Ａ 系 酵 素 の 比 較 分 析 を 行 う こ と は 興 味 深 い こ
と で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
実 施 例 ４
他 の 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ミ リ ー  
　 出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル を 、 出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル が ４ ０ ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 分 子 を 含
む 以 外 は 実 質 的 に 上 記 実 施 例 2.B.に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 し た 。 即 ち 、 こ こ に 記 載 さ れ る
出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル を 、 合 成 オ リ ゴ マ ー  5′ GGG ACG AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT rAGG A
AG AGA TGG CGA CAT CTC N40GT GAC GGT AAG CTT GGC AC 3′ (配 列 番 号 23)(Ｎ は Ｇ 、 Ａ 、
Ｔ 及 び Ｃ の 等 モ ル 混 合 物 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 内 の 標 的 ｒ Ａ の 次 の ホ ス ホ エ ス テ ル を 切 断 す
る 能 力 を 選 択 し た )を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 調 製 し た 。 （ 図 ６ Ａ も 参 照 。 ）
選 択 的 増 幅 を 、 Ｐ ｂ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 、 Ｍ ｎ 2 + 、 又 は Ｍ ｇ 2 + の 存 在 下 に 行 い 、 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の
少 な く と も ４ “ フ ァ ミ リ ー ” を 生 成 し た 。 図 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 比 活 性 を 示 す Ｄ Ｎ Ａ 触
媒 分 子 は 種 々 の カ チ オ ン の 存 在 下 に 作 成 し た 。
　 図 ５ は 、 選 択 し た 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ の ４ フ ァ ミ リ ー の 特 定 の エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 証
明 す る ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 示 す 写 真 で あ る 。 Ｐ ｂ 2 + 依 存 性 フ ァ ミ リ ー の 分 子 の 選 択
を 、 対 照 と し て 同 様 の 方 法 で 繰 り 返 し た 。 各 グ ル ー プ の ３ レ ー ン に お い て は 、 第 １ レ ー ン
は 金 属 カ チ オ ン の 不 在 下 に 選 択 集 団 の 活 性 の な い こ と を 示 し 、 第 ２ レ ー ン は 金 属 カ チ オ ン
の 存 在 下 の 実 測 活 性 を 示 し 、 第 ３ レ ー ン は 出 発 プ ー ル （ Ｇ ０ ） の 活 性 の な い こ と を 示 す 。
現 在 、 反 応 性 の 順 序 は Ｐ ｂ 2 + ＞ Ｚ ｎ 2 + ＞ Ｍ ｎ 2 + ＞ Ｍ ｇ 2 + で あ る こ と が 認 め ら れ 、 対 応 す る
金 属 酸 化 物 の ｐ Ｋ a を 反 映 し て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 予 め 選 択 さ れ た ２ 価 カ チ オ ン の 存 在 下 の ５ （ Ｇ ５ ） 或 い は ６ （ Ｇ ６ ） ラ ウ ン ド の 選 択 的
増 幅 後 に 、 所 望 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 得 ら れ た 。 Ｍ ｇ 2 + の 存 在 下 の 選 択 的 増 幅 の 下
記 の 説 明 は 例 示 で あ る 。
　 ６ ラ ウ ン ド の 試 験 管 内 選 択 的 増 幅 を 、 使 用 し た ２ 価 金 属 が １ mMＰ ｂ 2 + で は な く Ｍ ｇ 2 + で
あ る 以 外 は 上 記 実 施 例 ２ に 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。 （ 実 質 的 に 同 様 の 手 順 を 記 載
し て い る  Breaker & Joyce， Chem. & Biol. 1: 223-229(1994)も 参 照 さ れ た い 。 こ の 文 献
を 参 考 と し て 本 明 細 書 に 引 用 す る 。 ）
　 第 ６ ラ ウ ン ド 後 に 個 々 の ク ロ ー ン を 単 離 し 、 こ れ ら の ク ロ ー ン の ２ ４ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 求 め た 。 配 列 は 、 全 て  5′ GGG ACG AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT rA GG AAG AGA TG
G CGA CA（ 配 列 番 号 ２ ３ 位 置 １ ～ ４ ４ ） か ら 開 始 し 、 CGG TAA GCT TGG CAC 3′ （ 配 列 番
号 ２ ３ 位 置 ９ ３ ～ １ ０ ７ ） で 終 わ る 。
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　 出 発 プ ー ル に お い て  TCTC N40 GTGA（ 配 列 番 号 ２ ３ 位 置 ４ ５ ～ ９ ２ ） に 対 応 す る 中 央 の
セ グ メ ン ト は 下 記 の よ う に 変 動 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
　 始 め の 括 弧 内 の 数 字 は 、 そ の 特 定 配 列 を も つ ク ロ ー ン 数 を 示 す 。 あ る 突 然 変 異 （ 太 文 字
で 強 調 さ れ た ） は 最 初 に ラ ン ダ ム 化 さ れ た も の 以 外 の 位 置 の ヌ ク レ オ チ ド に 存 在 す る こ と
に 留 意 さ れ た い 。
　 ２ ４ ク ロ ー ン の う ち の ５ つ に 存 在 し た 上 記 の ２ 番 目 の 配 列 （ 即 ち 、 配 列 番 号 ２ ５ ） を 次
の 実 験 の リ ー ド （ 即 ち 、 最 初 の ） 化 合 物 と し て 選 ん だ 。 そ の 切 断 活 性 を 種 々 の ２ 価 金 属 の
１ mM濃 度 及 び １ M Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ .０ 及 び ２ ３ ℃ の 存 在 下 に 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
金 属 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ｋ o b s （ min

- 1 ）
な し  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 n.d. 
Ｍ ｇ 2 +  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.3× 10 - 3  
Ｍ ｎ 2 +  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6.8× 10 - 3  
Ｚ ｎ 2 +  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4.2× 10 - 2  
Ｐ ｂ 2 +  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.1× 10 - 2  
【 ０ １ １ ７ 】
　 従 っ て 、 リ ー ド 化 合 物 は 、 Ｍ ｇ 2 + の 存 在 下 で の 活 性 を 選 択 し た と し て も ４ 種 の ２ 価 金 属
全 て の 存 在 下 に 活 性 で あ る 。 逆 に 、 Ｍ ｎ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 、 又 は Ｐ ｂ 2 + の 存 在 下 で の 活 性 を 選 択
し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 Ｍ ｇ 2 + の 存 在 下 に 活 性 を 示 さ な か っ た  更 に 、 全 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト
含 有 Ｄ Ｎ Ａ 類 縁 体 と し て 調 製 し た 場 合 、 Ｍ ｇ 2 + の 存 在 下 に ６ ラ ウ ン ド の 試 験 管 内 選 択 後 に
得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ の 集 団 は 、 実 測 速 度 ～ 10 - 3  min - 1 で Ｍ ｇ 2 + 依 存 性 切 断 活 性 を 示 し た 。 ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト 含 有 類 縁 体 を 、 各 立 体 中 心 に Ｒ p配 置 を 有 す る よ う に 酵 素 的 に 調 製 し た 。
か か る 化 合 物 は 、 非 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ に 比 べ て 細 胞 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 に 比 較 的 耐 性 が あ る
。
【 ０ １ １ ８ 】
　 リ ー ド 化 合 物 を 、 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 （ 下 線 部 分 ） で 再 び ラ ン ダ ム 化 し 、 １ ５ ％ の
頻 度 で 突 然 変 異 を 導 入 し た （ ３ ヵ 所 の 可 能 な 塩 基 置 換 の 各 々 が ５ ％ の 確 率 ） 。 再 ラ ン ダ ム
化 集 団 を 更 に ７ ラ ウ ン ド の 試 験 管 内 選 択 に 供 し た 。 最 後 の ４ ラ ウ ン ド で 、 １ mMＰ ｂ 2+の 存
在 下 に 反 応 性 の あ る 分 子 を 集 団 か ら 取 り 出 し 、 そ の 後 、 残 り を 攻 撃 し て １ mMＭ ｇ 2+の 存 在
下 に 反 応 さ せ た 。 第 ７ ラ ウ ン ド の 後 に 個 々 の ク ロ ー ン を 単 離 し 、 こ れ ら の ク ロ ー ン の １ ４
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 求 め た 。 配 列 は 、 全 て  5′ GGG ACG AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT 
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rA GG AAG AGA TGG CGA CAT CTC(配 列 番 号 23、 位 置 １ ～ ４ ８ )か ら 始 ま り 、 GTG ACG GTA A
GC TTG GCA C 3′ （ 配 列 番 号 23、 位 置 ８ ９ ～ １ ０ ７ ） で 終 わ る 。
　 ４ ０ の 部 分 的 ラ ン ダ ム 化 位 置 に 対 応 す る 中 央 の セ グ メ ン ト （ Ｎ 40、 配 列 番 号 ２ ３ 、 位 置
４ ９ ～ ８ ８ ） は 下 記 の よ う に 変 動 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
　 括 弧 内 の 数 字 は 、 そ の 特 定 の 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン 数 を 示 す 。 太 字 で 示 さ れ た ヌ ク レ オ
チ ド は 、 リ ー ド 化 合 物 と 比 べ て 異 な る も の で あ る 。
　 こ れ ら の ク ロ ー ン の 切 断 活 性 の 形 式 分 析 は 進 行 中 で あ る 。 集 団 は 、 全 体 と し て Ｐ ｂ 2+の
存 在 下 の 活 性 と 匹 敵 し う る レ ベ ル で 実 測 速 度 ～ １ ０ - 2  min - 1 の Ｍ ｇ 2 + 依 存 性 切 断 活 性 を 示
す 。
　 図 ６ Ａ 及 び 図 ６ Ｂ は 、 各 々 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 選 択 的 増 幅 法 で 得 ら れ た “ 前 駆 体 ” Ｄ
Ｎ Ａ 触 媒 分 子 及 び 数 種 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の １ つ を 示 す ２ 次 元 図 で あ る 。
　 図 ６ Ａ は 、 出 発 プ ー ル か ら の 具 体 的 な 分 子 を 示 し 、 配 列 番 号 ２ ３ で 示 さ れ る 分 子 の 全 配
置 を 示 す 。 示 さ れ る よ う に 、 種 々 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド が ラ ン ダ ム (Ｎ 40)領 域 に 隣 接 す る
。
　 図 ６ Ｂ は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 手 順 で 作 成 し た Ｍ ｇ 2 + 依 存 性 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 (又 は “
Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ ” )の １ 種 の 図 式 で あ る 。 基 質 核 酸 に お け る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 を 矢
印 で 示 す 。 （ 図 示 し た 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ ５ と し て 同 定 し た 配 列 、 及 び 配 列 番 号 ２ ３ の “
開 始 ” 及 び “ 最 終 ” 配 列 を 含 む 。 ）
【 ０ １ ２ １ 】
　 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 試 験 管 内 進 化 に よ り 上 記 “ フ ァ ミ リ
ー ” の 各 々 に お い て 増 強 さ れ 続 け て い る の で 、 ま す ま す 望 ま し い 特 異 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵
素 分 子 が 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン を 用 い て 巧 く 作 成 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 。
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【 ０ １ ２ ２ 】
実 施 例 ５
大 き な Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 切 断  
　 前 述 の 拡 張 と し て 、 我 々 は 、 上 記 で 証 明 さ れ た 別 の 全 Ｄ Ｎ Ａ 基 質 内 に は め 込 ま れ た 単 一
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で は な く て 全 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 を 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 を 開 発 し た 。 （ R.R． Bre
aker & G.F． Joyce， Chem. &  Biol. 1: 223-229(1994);R. R. Breaker & G.F． Joyce， C
hem. & Biol. 2: 655-660 (1995)も 参 照 さ れ た い ） 。 標 的 配 列 と し て 、 我 々 は 、 配 列  5′
GUAACUAGAGAU 3′ （ 配 列 番 号 ４ ９ ） を 有 す る Ｈ Ｉ Ｖ － １ Ｒ Ｎ Ａ の Ｕ ５ Ｌ Ｔ Ｒ 領 域 内 の １ ２
の 高 度 に 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 物 を 選 択 し た 。
　 前 の 実 施 例 に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 我 々 は 、 下 記 の 組 成 を 有 す る １ ０ １ ４ Ｄ Ｎ Ａ 分
子 の プ ー ル を 作 成 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
  こ こ で 、 Ｎ は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド Ｇ 、 Ａ 、 Ｔ 、 及 び Ｃ の 等 モ ル 混 合 物 で あ り 、 “
r(GUAACUAGAGAU)” と し て 同 定 さ れ た 配 列 は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 （ 任 意 に よ り 、 例
え ば 、 追 加 の ｄ Ａ 残 基 を ５ ′ 端 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 の 前 に あ る 配 列 に 付 加 す る こ と に
よ り 最 初 の ５ ′ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 変 え る こ と が で き 、 最 初 の 配 列 を “ GGAAAAA” と 読 み
、 配 列 番 号 ５ ０ の 長 さ を ９ ９ 残 基 と す る 。 こ れ は 、 本 明 細 書 に 詳 細 に 開 示 さ れ た 特 定 の Ｄ
Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 操 作 す る た め に 行 わ れ る 修 飾 の １ 例 に 過 ぎ な い こ と は 明 ら か で あ る 。 ）
 こ の よ う に 作 製 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 に つ い て 、 は め 込 み Ｒ Ｎ Ａ 標 的 配 列 内 に あ る ホ ス
ホ エ ス テ ル を 切 断 す る 能 力 を 選 択 し た 。 １ ０ mMＭ ｇ 2+、 ｐ Ｈ ７ .５ 及 び ３ ７ ℃ の 存 在 下 に
Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 活 性 に 基 づ き １ ０ ラ ウ ン ド の 試 験 管 内 選 択 的 増 幅 を 行 っ た 。 選 択 工 程 で
、 “ 好 適 ” 切 断 部 位 及 び か か る 各 々 の 好 適 部 位 で 切 断 す る “ 最 良 ” 触 媒 が 競 合 し た 。 ２ つ
の 部 位 及 び 触 媒 の ２ つ の フ ァ ミ リ ー が 最 も 効 率 の よ い 切 断 能 力 を も つ も の と し て 出 て き た
（ 図 ７ 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 図 ７ は 、 実 質 的 に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う に 行 わ れ た 試 験 管 内 選 択 的 増 幅 の １ ０ ラ ウ
ン ド の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 示 さ れ る よ う に 、 ２ つ の 部 位 と 触 媒 の ２ つ の フ ァ ミ リ ー
が 標 的 配 列 の 最 も 効 率 の よ い 切 断 を 示 す も の と し て 出 て き た 。
　 切 断 条 件 は 、 実 質 的 に 図 ７ に 示 さ れ る と お り 、 即 ち 、 Ｍ ｇ 2 + 、 ｐ Ｈ ７ .５ 、 及 び ３ ７ ℃
と し た 。 反 応 を ２ 時 間 行 っ た 後 に 集 め た デ ー タ を 示 す 。 世 代 数 （ こ こ で は ０ ～ １ ０ ） に 対
し て プ ロ ッ ト し た 切 断 （ ％ ） を 示 す 。 標 的 配 列 を 基 質 内 の 指 示 し た 位 置 で 切 断 す る こ と が
で き る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 数 ／ 有 効 性 を 縦 の バ ー で 示 し 、  G↓ UAACUAGAGAU で の 切 断 を 縞 の
バ ー で 示 し 、 GUAACUA↓ GAGAU で の 切 断 を 白 い （ 輪 郭 の ） バ ー で 示 す 。 こ こ で の よ う に 、
図 ７ で は 、 矢 印 （ ↓ ） は 切 断 が 生 じ る ２ つ の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 間 の 位 置 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 第 ８ 及 び 第 １ ０ ラ ウ ン ド の 選 択 的 増 幅 後 に 得 ら れ た 集 団 か ら の 種 々 の 個 体 を ク ロ ー ン 化
し た 。 次 に 、 第 ８ ラ ウ ン ド か ら の ２ ９ 個 体 及 び 第 １ ０ ラ ウ ン ド か ら の ３ ２ 個 体 を 求 め た （
各 々 表 ２ 及 び 表 ３ 参 照 ） 。
　 表 ２ 及 び 表 ３ の 各 々 の 項 目 “ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ” の 下 に 出 発 プ ー ル で ラ ン ダ ム 化 さ れ た
５ ０ ヌ ク レ オ チ ド （ 即 ち 、 Ｎ 5 0 ） に 対 応 す る 各 同 定 ク ロ ー ン 部 分 を 示 す 。 即 ち 、 示 し た ク
ロ ー ン の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 一 般 的 に は 、 “ Ｎ 5 0 ” セ グ メ ン ト の 前 後 及 び そ れ を 含 む
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 基 質 配 列 が 結 合 す る と 推 測 さ れ 、 そ の 自 己 切 断 は 生 じ な い 。 例
え ば 、 （ 非 自 己 切 断 ） ク ロ ー ン の 全 配 列 は 、 一 般 的 に は 、 配 列 番 号 ５ ０ の 残 基  No.１ ～ ３
３ 、 続 い て ラ ン ダ ム 化 Ｎ 5 0 領 域 を 示 す 残 基 、 続 い て 配 列 番 号 ５ ０ の 残 基  No.８ ４ ～ ９ ８ 又
は 配 列 番 号 ５ １ の 残 基  No.１ ～ ３ ４ 、 続 い て ラ ン ダ ム 化 Ｎ 5 0 領 域 を 示 す 残 基 、 続 い て 配 列
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番 号 ５ １ の 残 基  No.８ ５ ～ ９ ９ を 含 む こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 各 ク ロ ー ン の Ｎ 5 0 （
又 は Ｎ 4 0 ） 領 域 --又 は そ の 一 部 --が 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 の 特 異 性 及 び ／ 又 は 活 性 を 求 め
る の に 特 に 重 要 で あ る と 思 わ れ る 。 こ れ は 、 基 質 及 び Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ が 別 個 の 分 子 で あ る
反 応 に お い て 特 に 明 ら か で あ る （ 例 え ば 、 図 ８ 及 び 図 ９ 参 照 ） 。
　 ク ロ ー ン 数 は 、 第 ８ 又 は 第 １ ０ ラ ウ ン ド 後 に 得 ら れ た 個 体 に つ い て 各 々 ８ × 又 は １ ０ ×
と 示 す 。 配 列 番 号 も 示 さ れ 、 各 ク ロ ー ン の “ Ｎ 5 0 ” 領 域 に 対 応 す る 。

【 ０ １ ２ ７ 】
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【 ０ １ ２ ８ 】
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【 ０ １ ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
　 引 き 続 き 、 種 々 の ク ロ ー ン の 自 己 切 断 活 性 を 測 定 し た 。 ク ロ ー ン ８ － ５ 、 ８ － １ ７ 、 及
び １ ０ － ３ は 位 置  5′ GUAACU↓ AGAGAU 3′ で 効 率 よ く 切 断 す る こ と が わ か り 、 ク ロ ー ン １
０ － １ ４ 、 １ ０ － １ ９ 及 び １ ０ － ２ ７ は 位 置  5′  G↓ UAACUAGAGAU 3′ で 効 率 よ く 切 断 す
る こ と が わ か っ た 。 分 子 の Ｒ Ｎ Ａ 部 分 が 配 列  5′ GGAAAAAGUAACUAGAGAUGGAAG 3′ （ 配 列 番

10

20

30

40

50

(41) JP 2006-136333 A 2006.6.1



号 ５ １ の 残 基  No.１ － ２ ４ ） ま で 拡 張 さ れ る 場 合 、 ク ロ ー ン ８ － １ ７ 、 １ ０ － １ ４ 、 及 び
１ ０ － ２ ７ は 十 分 な 活 性 を 保 持 し 、 ク ロ ー ン ８ － ５ 、 １ ０ － ３ 、 及 び １ ０ － １ ９ は 活 性 の
消 失 を 示 し た 。 引 き 続 き 、 ク ロ ー ン １ ０ － ２ ３ は 伸 長 し た Ｒ Ｎ Ａ ド メ イ ン を 含 む 自 己 切 断
配 列 に お い て 高 レ ベ ル の 活 性 を 示 す こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 当 業 者 が 上 の こ と を 理 解 し な い 場 合 に は 、 本 発 明 の 開 示 の 教 示 に 従 っ て 操 作 し た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 分 子 の “ Ｎ 5 0 ” の セ グ メ ン ト の 前 後 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 種 々 の 方 法 で 変 え て
個 々 の 特 異 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 分 子 を 作 成 す る こ と が で き る こ と も 留 意 さ れ な け れ ば な
ら な い 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ １ の 残 基  No.１ ～ ２ ４ は 本 明 細 書 に は Ｒ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド と
し て 記 載 さ れ る が 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は そ の 複 合 物 を 含 む こ と も で き る 。 （ 従 っ て 、 例
え ば 、 配 列 番 号 ５ １ は 核 酸 残 基  No.１ ～ ７ が Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 残 基  No.８ ～ １ ９ が Ｒ Ｎ Ａ を
含 み 、 残 基  No.２ ０ ～ ９ ９ が Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 等 の よ う に 容 易 に 変 え る こ と が で き る 。 ）  同
様 に 、 “ Ｎ 5 0 ” 領 域 の 後 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は そ の 複 合 物 を 含 む こ と
が で き る 。 “ Ｎ 5 0 ” （ 又 は “ Ｎ 5 0 ” --実 施 例 ４ 参 照 ） の 前 後 の 長 さ も 本 明 細 書 に 開 示 さ れ
る よ う に 変 え る こ と が で き る 。 更 に 、 Ｎ 50又 は Ｎ 40領 域 の 前 及 び ／ 又 は 後 の 配 列 は 。 そ の
ま ま で 縮 小 、 拡 大 又 は 削 除 す る こ と が で き る 。
　 更 に 、 上 記 の よ う に 、 我 々 は 、 本 実 施 例 に 記 載 さ れ た 方 法 に お け る 標 的 配 列 と し て Ｈ Ｉ
Ｖ － １ Ｒ Ｎ Ａ の 特 定 領 域 を 選 択 し た 。 か か る 配 列 は 、 標 的 と し て 使 用 す る こ と が で き る 唯
一 の 配 列 で は な い 。 当 業 者 が 我 々 の 教 示 に 従 っ て 他 の 標 的 配 列 の 特 異 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 酵
素 分 子 を 操 作 及 び 設 計 す る こ と が で き る こ と は 明 ら か で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う
に 、 か か る 標 的 配 列 は 、 配 列 番 号 ５ ０ 及 び ５ １ で 示 さ れ る よ う に Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は そ
の 複 合 物 を 含 む 大 き な 配 列 に 構 築 又 は 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 自 己 切 断 反 応 を 、 酵 素 ド メ イ ン 及 び 基 質 ド メ イ ン を 別 個 の 分 子 に 分 け る こ と に よ り 分 子
間 切 断 反 応 に 容 易 に 変 換 し た 。 始 原 型 分 子 と し て ク ロ ー ン ８ － １ ７ 及 び １ ０ － ２ ３ を 選 ん
だ 。 共 に 重 複 代 謝 回 転 で 進 行 す る 反 応 に お い て 別 々 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 に お い て Ｄ Ｎ Ａ
酵 素 と し て 作 用 す る こ と を 示 し た （ 図 ８ ） 。 引 き 続 き 、 基 質 結 合 ア ー ム を 、 切 断 部 位 を 分
離 す る 各 不 対 ヌ ク レ オ チ ド 側 の 塩 基 対 を ７ に 減 じ た （ 図 ９ ） 。
　 図 ８ は 、 本 発 明 の ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 、 ク ロ ー ン ８ － １ ７ 及 び １ ０ － ２ ３ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 切 断 部 位 、 及 び 代 謝 回 転 速 度 を 示 す 図 で あ る 。 反 応 条 件 は 、 示 さ れ る と お り 、
即 ち １ ０ mMＭ ｇ 2 + 、 ｐ Ｈ ７ .５ 、 及 び ３ ７ ℃ と し た 。 ク ロ ー ン ８ － １ ７ と し て 同 定 さ れ た
Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ を 左 側 に 示 し 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 部 位 を 矢 印 で 示 す 。 基 質 配 列 (5′ -GGAAA
AAGUAACUAGAGAUGGAAG -3′ )--Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ か ら 分 離 す る （ 即 ち 、 分 子 間 切 断 を 示 す ） -
-は そ れ だ け で 標 識 さ れ る 。 同 様 に 、 １ ０ － ２ ３ と し て 同 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ を 右 側
に 示 し 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 部 位 を 矢 印 で 示 す 。 ま た 、 基 質 配 列 も 示 す 。 ８ － １ ７ 酵 素 に つ
い て は 代 謝 回 転 速 度 は 約 ０ .６ hr - 1 で あ り 、 １ ０ － ２ ３ 酵 素 に つ い て は 代 謝 回 転 速 度 は 約
１ hr - 1 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 図 ８ に 示 さ れ る と お り 、 別 個 の 基 質 分 子 を 切 断 す る こ と が で き る ク ロ ー ン ８ － １ ７ Ｄ Ｎ
Ａ 触 媒 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 次 の と お り で あ っ た ：
 5′ -CTTCCACCTTCCGAGCCGGACGAAGTTACTTTTT- 3′ (配 列 番 号 ５ ６ の 残 基  No.１ ～ ３ ４ )。 同
図 に お い て は 、 別 個 の 基 質 分 子 を 切 断 す る こ と が で き る ク ロ ー ン １ ０ ～ ２ ３ Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分
子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 次 の と お り で あ っ た ：
 5′ -CTTTGGTTAGGCTAGCTACAACGATTTTTCC-3′ （ 配 列 番 号 ８ ５ の 残 基  No.３ ～ ３ ３ ） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 図 ９ は 、 本 発 明 の ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 、 ク ロ ー ン ８ － １ ７ 及 び １ ０ － ２ ３ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 切 断 部 位 、 及 び 代 謝 回 転 速 度 を 示 す 図 で あ る 。 反 応 条 件 は 、 示 さ れ る と お り 、
即 ち １ ０ mMＭ ｇ 2 + 、 ｐ Ｈ ７ .５ 、 及 び ３ ７ ℃ と し た 。 図 ８ の よ う に 、 ク ロ ー ン ８ － １ ７ と
し て 同 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ を 左 側 に 示 し 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 部 位 を 矢 印 で 示 す 。 基 質
配 列 (5′ -GGAAAAAGUAACUAGAGAUGGAAG- 3′ )--Ｄ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ か ら 分 離 す る （ 即 ち 、 分 子
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間 切 断 を 示 す ） --は そ れ だ け で 標 識 さ れ る 。 同 様 に 、 １ ０ － ２ ３ と し て 同 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ
ｚ ｙ ｍ ｅ を 右 側 に 示 し 、 Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 切 断 部 位 を 矢 印 で 示 す 。 ま た 、 基 質 配 列 を 示 す 。 ８
－ １ ７ 酵 素 に つ い て は ｋ o b s は 約 ０ .０ ０ ２  min - 1 で あ り 、 １ ０ － ２ ３ 酵 素 に つ い て は ｋ o b

s 値 は 約 ０ .０ １ hr - 1 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 図 ９ に 示 さ れ る と お り 、 別 個 の 基 質 分 子 を 切 断 す る こ と が で き る ク ロ ー ン ８ － １ ７ Ｄ Ｎ
Ａ 触 媒 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 次 の と お り で あ っ た ：
 5′ -CCACCTTCCGAGCCGGACGAAGTTACT- 3′ （ 配 列 番 号 ５ ６ の 残 基  No.４ ～ ３ ０ ） 。 同 図 に
お い て は 、 別 個 の 基 質 分 子 を 切 断 す る こ と が で き る ク ロ ー ン １ ０ － ２ ３ Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 次 の と お り で あ っ た ：
 5′ -CTAGTTAGGCTAGCTACAACGATTTTTCC-3′ （ 配 列 番 号 ８ ５ の 残 基  No.５ ～ ３ ３ 、 ５ ′ 端 の
“ Ｔ Ｔ Ｇ ” が “ Ｃ Ｔ Ａ ” に 置 き 換 わ っ た ） 。
　 Ｒ Ｎ Ａ 切 断 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 の 触 媒 速 度 は な お 完 全 に 最 適 化 さ れ な け れ ば な ら な い 。
　 上 記 に 開 示 さ れ た よ う に 及 び 前 の 実 験 に 報 告 さ れ た よ う に 、 我 々 は 、 始 原 型 分 子 を 部 分
的 に ラ ン ダ ム 化 し か つ 追 加 ラ ウ ン ド の 選 択 的 増 幅 を 行 う こ と に よ り 触 媒 速 度 を 改 善 す る こ
と が で き た 。 し か し な が ら 、 ｐ Ｈ ７ .５ 及 び ３ ７ ℃ で 測 定 し た Ｍ ｇ 2 + の Ｋ mは ８ － １ ７ 及 び
１ ０ － ２ ３ Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 に つ い て 各 々 約 ５ mM及 び ２ mMで あ る こ と が わ か っ た 。 そ の 測 定 条 件
は 、 確 か に 細 胞 内 条 件 と 一 致 す る 。
　 個 々 の 実 施 態 様 と 実 施 例 を 含 む 上 記 の 説 明 は 、 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る も の で あ り 限
定 す る も の で は な い 。 他 の 多 く の 変 更 及 び 修 正 が 本 発 明 の 真 意 及 び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な
く 行 わ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
                               配 列 表  

配 列 番 号 :1:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 15
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CGGTAAGCTT GGCAC                                                       15

配 列 番 号 :2:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 20
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 差 異 (misc_difference)
          (B) 存 在 位 置 : 置 換 (8, "")
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
    (xi) 配 列 :

TCACTATNAG GAAGAGATGG                                                  20
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配 列 番 号 :3:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 38
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ACACATCTCT GAAGTAGCGC CGCCGTATAG TGACGCTA                              38

配 列 番 号 :4:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 80
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

GTGCCAAGCT TACCGNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN      60

NNNNNGTCGC CATCTCTTCC                                                  80

配 列 番 号 :5:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 28
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 特 徴 (misc_feature)
          (B) 存 在 位 置 : 28
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  2'3' 環 状 リ ン 酸 塩
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 差 異 (misc_difference)
          (B) 存 在 位 置 : 置 換 (28, "")
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
    (xi) 配 列 :

GGGACGAATT CTAATACGAC TCACTATN                                         28

配 列 番 号 :6:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 28
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 

10

20

30

40

50

(44) JP 2006-136333 A 2006.6.1



    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 差 異 (misc_difference)
          (B) 存 在 位 置 : 置 換 (28, "")
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
    (xi) 配 列 :

GGGACGAATT CTAATACGAC TCACTATN                                         28

配 列 番 号 :7:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 19
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 差 異 (misc_difference)
          (B) 存 在 位 置 : 置 換 (8, "")
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
    (xi) 配 列 :

TCACTATNGG AAGAGATGG                                                   19

配 列 番 号 :8:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 8
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 差 異 (misc_difference)
          (B) 存 在 位 置 : 置 換 (8, "")
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド
    (xi) 配 列 :

TCACTATN                                                                8

配 列 番 号 :9:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 30
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CCATCTCTTC CTATAGTGAG TCCGGCTGCA                                       30

配 列 番 号 :10:
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     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 15
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

GTGCCAAGCT TACCG                                                       15

配 列 番 号 :11:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 43
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CTGCAGAATT CTAATACGAC TCACTATAGG AAGAGATGGC GAC                        43

配 列 番 号 :12:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 19
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 差 異 (misc_difference)
          (B) 存 在 位 置 : 置 換 (8, "")
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
    (xi) 配 列 :

TCACTATNGG AAGAGATGG                                                   19

配 列 番 号 :13:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 43
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 差 異 (misc_difference)
          (B) 存 在 位 置 : 置 換 (28, "")
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
    (xi) 配 列 :

GGGACGAATT CTAATACGAC TCACTATNGG AAGAGATGGC GAC                       43
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配 列 番 号 :14:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TCACACATCT CTGAAGTAGC GCCGCCGTAT GTGACGCTAG GGGTTCGCCT                50

配 列 番 号 :15:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

GGGGGGAACG CCGTAACAAG CTCTGAACTA GCGGTTGCGA TATAGTCGTA                50

配 列 番 号 :16:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CGGGACTCCG TAGCCCATTG CTTTTTGCAG CGTCAACGAA TAGCGTATTA                50

配 列 番 号 :17:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CCACCATGTC TTCTCGAGCC GAACCGATAG TTACGTCATA CCTCCCGTAT                50

配 列 番 号 :18:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
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          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

GCCAGATTGC TGCTACCAGC GGTACGAAAT AGTGAAGTGT TCGTGACTAT                50

配 列 番 号 :19:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATAGGCCATG CTTTGGCTAG CGGCACCGTA TAGTGTACCT GCCCTTATCG                50

配 列 番 号 :20:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TCTGCTCTCC TCTATTCTAG CAGTGCAGCG AAATATGTCG AATAGTCGGT                50

配 列 番 号 :21:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TTGCCCAGCA TAGTCGGCAG ACGTGGTGTT AGCGACACGA TAGGCCCGGT                50

配 列 番 号 :22:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TTGCTAGCTC GGCTGAACTT CTGTAGCGCA ACCGAAATAG TGAGGCTTGA                50
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配 列 番 号 :23:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 107
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 差 異 (misc_difference)
          (B) 存 在 位 置 : 置 換 (28, "")
          (D) 他 の 情 報 : 標 準 名 ＝  ア デ ノ シ ン リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
                        標 識 ＝  rA
    (xi) 配 列 :

GGGACGAATT CTAATACGAC TCACTATNGG AAGAGATGGC GACATCTCNN NNNNNNNNNN      60

NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNGT GACGGTAAGC TTGGCAC                   107

配 列 番 号 :24:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CCGCCCACCT CTTTTACGAG CCTGTACGAA ATAGTGCTCT TGTTAGTAT                 49

配 列 番 号 :25:

     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 48
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TCTCTTCAGC GATGCACGCT TGTTTTAATG TTGCACCCAT GTTAGTGA                  48

配 列 番 号 :26:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 46
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :
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TCTCATCAGC GATTGAACCA CTTGGTGGAC AGACCCATGT TAGTGA                    46

配 列 番 号 :27:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CCGCCCACCT CTTTTACGAG CCTGTACGAA ATAGTGTTCT TGTTAGTAT                 49

配 列 番 号 :28:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CCGCCCACCT CTTTTACGAG CCTGTACGAA ATAGTGCTCT CGTTAGTAT                 49

配 列 番 号 :29:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 48
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TCTCAGACTT AGTCCATCAC ACTCTGTGCA TATGCCTGCT TGATGTGA                  48

配 列 番 号 :30:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 42
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CTCTCATCTG CTAGCACGCT CGAATAGTGT CAGTCGATGT GA                         42

配 列 番 号 :31:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
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          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TACAGCGATT CACCCTTGTT TAAGGGTTAC ACCCATGTTA                            40

配 列 番 号 :32:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATCAGCGATT AACGCTTGTT TCAATGTTAC ACCCATGTTA                            40

配 列 番 号 :33:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TTCAGCGATT AACGCTTATT TTAGCGTTAC ACCCATGTTA                            40

配 列 番 号 :34:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATCAGCGATT CACCCTTGTT TTAAGGTTGC ACCCATGTTA                            40

配 列 番 号 :35:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATCAGCGATT CACCCTTGTT TAAGCGTTAC ACCCATGTTG                            40
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配 列 番 号 :36:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATCAGCGATT CACCCTTGTT TTAAGGTTAC ACCCATGTTA                            40

配 列 番 号 :37:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATCAGCGATT AACGCTTATT TTAGCGTTAC ACCCATGTTA                            40

配 列 番 号 :38:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATCAGCGATT AACGCTTGTT TTAGTGTTGC ACCCATGTTA                            40

配 列 番 号 :39:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 40
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATCAGCGATT AACGCTTATT TTAGCATTAC ACCCATGTTA                            40

配 列 番 号 :40:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 10
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
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          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

GCCATGCTTT                                                             10

配 列 番 号 :41:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 10
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

CTCTATTTCT                                                             10

配 列 番 号 :42:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 12
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TATGTGACGC TA                                                          12

配 列 番 号 :43:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 10
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

TATAGTCGTA                                                             10

配 列 番 号 :44:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 11
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATAGCGTATT A                                                           11
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配 列 番 号 :45:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 13
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATAGTTACGT CAT                                                         13

配 列 番 号 :46:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 14
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

AATAGTGAAG TGTT                                                        14

配 列 番 号 :47:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 11
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

ATAGGCCCGG T                                                           11

配 列 番 号 :48:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 14
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
    (xi) 配 列 :

AATAGTGAGG CTTG                                                        14

配 列 番 号 :49:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 12
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
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    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic RNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

GUAACUAGAG AU                                                          12

配 列 番 号 :50:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 98
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 特 徴 (misc_feature)
          (B) 存 在 位 置 : 7..18
          (D) 他 の 情 報 : 注 意 ＝ 部 位 ７ ～ １ ８ は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 残 り は Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
    (xi) 配 列 :

GGAAAAGUAA CUAGAGAUGG AAGAGATGGC GACNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN      60

NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNCGGTAAG CTTGGCAC                              98

配 列 番 号 :51:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 99
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (ix) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 特 徴 を 表 す 記 号 : 雑 多 な 特 徴 (misc_feature)
          (B) 存 在 位 置 : 1..24
          (D) 他 の 情 報 : 注 意 ＝ 部 位 １ ～ ２ ４ は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 残 り は Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
    (xi) 配 列 :

GGAAAAAGUA ACUAGAGAUG GAAGAGATGG CGACNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN      60

NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNCGGTAA GCTTGGCAC                             99

配 列 番 号 :52:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
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          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCAATAGTGC TACTGTGTAT CTCAATGCTG GAAACACGGG TTATCTCCCG                50

配 列 番 号 :53:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCAAAACAGT GGAGCATTAT ATCTACTCCA CAAAGACCAC TTTTCTCCCG                50

配 列 番 号 :54:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

ATCCGTACTA GCATGCAGAC AGTCTGTCTG CTTTTTCATT ACTCACTCCC                50

配 列 番 号 :55:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAATTCATGA TGACCAACTC TGTCAACACG CGAACTTTTA ACACTGGCA                 49

配 列 番 号 :56:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
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          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CTTCCACCTT CCGAGCCGGA CGAAGTTACT TTTTATCACA CTACGTATTG                50

配 列 番 号 :57:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

GGCAAGAGAT GGCATATATT CAGGTAACTG TGGAGATACC CTGTCTGCCA                50

配 列 番 号 :58:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CTAGACCATT CACGTTTACC AAGCTATGGT AAGAACTAGA ATCACGCGTA                50

配 列 番 号 :59:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CGTACACGTG GAAAAGCTAT AAGTCAAGTT CTCATCATGT ACCTGACCGC                50

配 列 番 号 :60:
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     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAGTGATACA TGAGTGCACC GCTACGACTA AGTCTGTAAC TTATTCTACC                50

配 列 番 号 :61:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

ACCGAATTAA ACTACCGAAT AGTGTGGTTT CTATGCTTCT TCTTCCCTGA                50

配 列 番 号 :62:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAGGTAGATA TAATGCGTCA CCGTGCTTAC ACTCGTTTTA TTAGTATGTC                50

配 列 番 号 :63:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCCTACAACA CCACTGGGCC CAATTAGATT AACGCTATTT TATAACTCG                 49
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配 列 番 号 :64:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCAAACGGTT ATAAGACTGA AAACTCAATC AATAGCCCAA TCCTCGCCC                 49

配 列 番 号 :65:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CACATGTATA CCTAAGAAAT TGGTCCCGTA GACGTCACAG ACTTACGCCA                50

配 列 番 号 :66:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CACAACGAAA ACAATCTTCC TTGGCATACT GGGGAGAAAG TCTGTTGTCC                50

配 列 番 号 :67:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :
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CACACGAACA TGTCCATTAA ATGGCATTCC GTTTTTCGTT CTACATATGC                50

配 列 番 号 :68:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAGAACGAGG GTCTTGTAAG ACTACACCTC CTCAGTGACA ATAATCCTG                 49

配 列 番 号 :69:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CACTACAGCC TGATATATAT GAAGAACAGG CAACAAGCTT ATGCACTGG                 49

配 列 番 号 :70:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

GGGTACATTT ATGATTCTCT TATAAAGAGA ATATCGTACT CTTTTCCCCA                50

配 列 番 号 :71:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
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    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCAAAGTACA TTCCAACCCC TTATACGTGA AACTTCCAGT AGTTTCCTA                 49

配 列 番 号 :72:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CTTGAAGATC CTCATAAGAC GATTAAACAA TCCACTGGAT ATAATCCGGA                50

配 列 番 号 :73:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CGAATAGTGT CCATGATTAC ACCAATAACT GCCTGCCTAT CATGTTTATG                50

配 列 番 号 :74:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCAAGAGAGT ATCGGATACA CTTGGAACAT AGCTAACTCG AACTGTACCA                50

配 列 番 号 :75:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 48
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
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    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCACTGATAA ATAGGTAACT GTCTCATATC TGCCAATCAT ATGCCGTA                  48

配 列 番 号 :76:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCCAAATTAT AAACAATTTA ACACAAGCAA AAGGAGGTTC ATTGCTCCGC                50

配 列 番 号 :77:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAATAAACTG GTGCTAAACC TAATACCTTG TATCCAAGTT ATCCTCCCCC                50

配 列 番 号 :78:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCGAATGACA TCCGTAGTGG AACCTTGCTT TTGACACTAA GAAGCTACAC                50

配 列 番 号 :79:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
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          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCATAACAAA TACCATAGTA AAGATCTGCA TTATATTATA TCGGTCCACC                50

配 列 番 号 :80:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAGAACAAAG ATCAGTAGCT AAACATATGG TACAAACATA CCATCTCGCA                50

配 列 番 号 :81:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCTTTAGTTA GGCTAGCTAC AACGATTTTT CCCTGCTTGG CAACGACAC                 49

配 列 番 号 :82:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CTCCCTACGT TACACCAGCG GTACGAATTT TCCACGAGAG GTAATCCGCA                50

配 列 番 号 :83:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
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          (A) 配 列 の 長 さ : 36
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CGGCACCTCT AGTTAGACAC TCCGGAATTT TTCCCC                                36

配 列 番 号 :84:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CGGCACCTCT AGTTAGACAC TCCGGAATTT TAGCCTACCA TAGTCCGGT                 49

配 列 番 号 :85:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 47
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCCTTTGGTT AGGCTAGCTA CAACGATTTT TCCCTGCTTG AATTGTA                   47

配 列 番 号 :86:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 51
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCCTTTGGTT AGGCTAGCTA CAACGATTTT TCCCTGCTTG ACCTGTTACG A              51
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配 列 番 号 :87:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 48
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCTTTAGTTA GGCTAGCTAC AACGATTTTT CCCTGCTTGG AACGACAC                  48

配 列 番 号 :88:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CATGGCTTAA TCATCCTCAA TAGAAGACTA CAAGTCGAAT ATGTCCCCCC                50

配 列 番 号 :89:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAACAGAGCG AGTATCACCC CCTGTCAATA GTCGTATGAA ACATTGGGCC                50

配 列 番 号 :90:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :
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TACCGACAAG GGGAATTAAA AGCTAGCTGG TTATGCAACC CTTTTCGCA                 49

配 列 番 号 :91:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CTCGAAACAG TGATATTCTG AACAAACGGG TACTACGTGT TCAGCCCCC                 49

配 列 番 号 :92:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCAATAACGT AACCCGGTTA GATAAGCACT TAGCTAAGAT GTTTATCCTG                50

配 列 番 号 :93:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAATACAATC GGTACGAATC CAGAAACATA ACGTTGTTTC AGAATGGTCC                50

配 列 番 号 :94:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO

10

20

30

40

50

(66) JP 2006-136333 A 2006.6.1



    (xi) 配 列 :

GCAACAACAA GAACCAAGTT ACATACACGT TCATCTATAC TGAACCCCCA                50

配 列 番 号 :95:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCTTTGAGTT CCTAAATGCC GCACGGTAAG CTTGGCACAC TTTGACTGTA                50

配 列 番 号 :96:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 49
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAAAGATCTC ACTTTGGAAA TGCGAAATAT GTATATTCGC CCTGTCTGC                 49

配 列 番 号 :97:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CCACGTAGAA TTATCTGATT TATAACATAA CGCAGGATAA CTCTCGCCCA                50

配 列 番 号 :98:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 48
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
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   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CACAAGAAAG TGTCGTCTCC AGATATTTGA GTACAAGGAA CTACGCCC                  48

配 列 番 号 :99:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CATGAAGAAA TAGGACATTC TACAGGCTGG ACCGTTACTA TGCCTGTAGG                50

配 列 番 号 :100:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 46
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CATAGGATAA TCATGGCGAT GCTTATGACG TGTACATCTA TACCTT                    46

配 列 番 号 :101:
     (i) 配 列 の 特 徴 :
          (A) 配 列 の 長 さ : 50
          (B) 配 列 の 型 : 核 酸
          (C) 鎖 の 数 : 一 本 鎖
          (D) ト ポ ロ ジ ー : 直 鎖 状
    (ii) 配 列 の 種 類 : Genomic DNA 
   (iii) ハ イ ポ セ テ ィ カ ル : NO
    (iv) ア ン チ セ ン ス : NO
    (xi) 配 列 :

CAGATGATCT TCCTTTAAAG ACTACCCTTT AAAGAAACAT AAGGTACCCC                50
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ８ 】
【 図 １ 】 標 的 Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル を 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る 選 択 的 増 幅 ス キ ー ム を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 出 発 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル （ Ｇ ０ ） 及 び 鉛 カ チ オ ン （ Ｐ ｂ 2+） 存 在 下 に １ ～ ５ ラ ウ ン ド の
選 択 （ Ｇ １ ～ Ｇ ５ ） 後 に 得 ら れ た 集 団 の 自 己 切 断 活 性 を 示 す 写 真 で あ る 。
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【 図 ３ 】 ５ ラ ウ ン ド の 選 択 後 の 集 団 か ら 単 離 し た 個 々 の 変 異 体 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ４ Ａ 】 触 媒 代 謝 回 転 で 進 行 す る 分 子 間 反 応 に お け る Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル の Ｄ Ｎ Ａ 触
媒 切 断 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 触 媒 代 謝 回 転 で 進 行 す る 分 子 間 反 応 に お け る Ｒ Ｎ Ａ ホ ス ホ エ ス テ ル の Ｄ Ｎ Ａ 触
媒 切 断 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 選 択 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ の ４ フ ァ ミ リ ー の 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 証 明 す る ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ６ Ａ 】 各 々 “ 前 駆 体 ” 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 及 び 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 選 択 的 増 幅 法 で 得 ら
れ た 数 種 の 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の １ 種 の ２ 次 元 図 を 示 す 。
【 図 ６ Ｂ 】 各 々 “ 前 駆 体 ” 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 及 び 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 選 択 的 増 幅 法 で 得 ら
れ た 数 種 の 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の １ 種 の ２ 次 元 図 を 示 す 。
【 図 ７ 】 実 質 的 に 下 記 の 実 施 例 ５ に 記 載 さ れ る よ う に 行 わ れ た １ ０ ラ ウ ン ド の 試 験 管 内 選
択 的 増 幅 の 結 果 の い く つ か を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 本 発 明 の ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 、 ク ロ ー ン ８ ～ １ ７ 及 び １ ０ ～ ２ ３ の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 切 断 部 位 及 び 代 謝 回 転 速 度 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 、 ク ロ ー ン ８ ～ １ ７ 及 び １ ０ ～ ２ ３ の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 切 断 部 位 及 び 代 謝 回 転 速 度 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 1月 20日 (2006.1.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 部 位 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 各 集 団 が 基 質 内 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 切 断 す る こ と が で き る 請
求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の ２ 集 団 以 上 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 各 集 団 が 、 異 な る 基 質 を 認 識 す る こ と が で き る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ
触 媒 分 子 の ２ 集 団 以 上 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 む 、 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 部 位 で 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 選 択 方 法 。
ａ ． 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を 得 る 工 程 ；
ｂ ． ヌ ク レ オ チ ド 含 有 基 質 分 子 と 前 記 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 と を 混 合 し て 混 合 物 を つ く
る 工 程 ；
ｃ ． 前 記 集 団 内 の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 前 記 基 質 配 列 の 切 断 を 引 き 起 こ す の に 十 分 な 時 間 及
び 所 定 の 反 応 条 件 下 に 前 記 混 合 物 を 維 持 し て 基 質 切 断 産 物 を 作 製 す る 工 程 ；
ｄ ． 前 記 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を 前 記 基 質 配 列 と 基 質 切 断 産 物 か ら 分 離 す る 工 程 ； 及 び
 ｅ ． ヌ ク レ オ チ ド 含 有 基 質 を 特 定 部 位 で 切 断 す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 前 記 集 団 か ら 単 離
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す る 工 程 。
【 請 求 項 ５ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 む ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 の 切 断 方 法 。
ａ ． 基 質 核 酸 配 列 を 特 定 切 断 部 位 で 切 断 す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 と ホ ス ホ エ ス テ
ル 結 合 含 有 基 質 と を 混 合 し て 反 応 混 合 物 を つ く る 工 程 ； 及 び  
ｂ ． 前 記 混 合 物 を 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 が 前 記 ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る こ と が で き
る 所 定 の 反 応 条 件 下 に 維 持 し て 基 質 産 物 の 集 団 を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 む 、 ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 を 切 断 す る Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 の 操 作 方 法 。
ａ ． 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 集 団 を 得 る 工 程 ；
ｂ ． 遺 伝 的 変 異 を 前 記 集 団 内 に 導 入 し て 変 異 集 団 を 作 製 す る 工 程 ；
ｃ ． 前 記 変 異 集 団 か ら 所 定 の 選 択 基 準 を 満 た す 個 体 を 選 択 す る 工 程 ；
ｄ ． 前 記 変 異 集 団 の 残 り か ら 前 記 選 択 個 体 を 分 離 す る 工 程 ； 及 び  
ｅ ． 前 記 選 択 個 体 を 増 幅 す る 工 程 。
【 請 求 項 ７ 】
　 １ 以 上 の 認 識 ド メ イ ン 、 可 変 領 域 、 及 び ス ペ ー サ ー 領 域 が 隣 接 し た 保 存 コ ア を 特 定 す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 天 然 に 存 在 し な い Ｄ Ｎ Ａ 触 媒 分 子 。
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