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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　標的ＤＮＡを修飾する方法であって、

　細胞内で該標的ＤＮＡを複合体と接触させることを含み、

　該複合体は、

（ａ）Ｃａｓ９ポリペプチド並びに

（ｂ）ＤＮＡ標的化ＲＮＡであって、

　（ｉ）該標的ＤＮＡ内の配列に対して相補的なヌクレオチド配列を含むＤＮＡ標的化セ

グメント；および

　（ｉｉ）前記Ｃａｓ９ポリペプチドと相互作用するタンパク質結合セグメントであって

、該タンパク質結合セグメントは、ハイブリダイズして二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）を形

成する、２つの相補的な一続きのヌクレオチドを含み、前記ｄｓＲＮＡは、ｔｒａｃｒＲ

ＮＡおよびＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）の相補的ヌクレオチドを含む、該タンパ

ク質結合セグメント

　を含むＤＮＡ標的化ＲＮＡ

　を含む複合体であり、

　該細胞は、植物細胞、動物細胞または単細胞真核生物であり、

　該細胞は、インビボのヒト細胞ではなく、ヒト生殖細胞ではなく、およびヒト胚細胞で

はなく、

　該修飾は標的ＤＮＡの切断である、
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　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 細 胞 が 動 物 細 胞 で あ り 、 該 動 物 細 胞 が 哺 乳 類 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ８ ～ １ ５ 塩 基 対 を 形

成 す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て １ ５ ～ １ ８ 塩 基 対 を

形 成 す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 前 記 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ヌ ク レ

オ チ ド 間 の 相 補 性 が ７ ０ ％ よ り も 大 き い 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 、 修 飾 骨 格 ま た は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ

ド 間 連 結 、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、 Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 の １ つ ま た は そ れ 以

上 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 非 リ ン 酸 ジ エ

ス テ ル 、 ヘ テ ロ 原 子 、 キ ラ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト リ エ

ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ３ ＇ － ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 ５ ＇ － ア

ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 キ ラ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 ３ ＇ － ア ミ ノ ホ ス ホ ル ア

ミ ダ ー ト 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ホ ス ホ ル

ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 セ レ ノ

ホ ス フ ェ ー ト お よ び ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド

間 連 結 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

（ ｉ ） ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 逆 の 極 性 を 有 す る 連 結 お よ び 脱 塩 基 性 ヌ ク レ オ シ ド 連 結 か ら

選 択 さ れ る 、 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、

（ ｉ ｉ ） Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 （ Ｌ Ｎ Ａ ） 、 並 び に

（ ｉ ｉ ｉ ） ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ ト キ シ メ チ ル 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択

さ れ る 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、

　 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ２ ＇ － Ｏ － （ ２ － メ ト キ シ エ チ ル ） 、 ２ ＇ － ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ － ジ

メ チ ル ア ミ ノ エ ト キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択 さ れ る

、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － ヒ ロ ド キ シ メ チ ル シ ト シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、

２ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 ア デ

ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ

オ チ ミ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン 、 ６ －

ア ゾ ウ ラ シ ル 、 ６ － ア ゾ シ ト シ ン 、 ６ － ア ゾ チ ミ ン 、 偽 ウ ラ シ ル （ ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｕ ｒ ａ ｃ

ｉ ｌ ） 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ８ － ハ ロ ア デ ニ ン 、 ８ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル ア デ
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ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ハ ロ グ ア ニ ン 、 ８ －

ア ミ ノ グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル グ ア ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル

グ ア ニ ン 、 ５ － ハ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ウ ラ シ ル 、

５ － ハ ロ シ ト シ ン 、 ５ － ブ ロ モ シ ト シ ン 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － 置 換 ウ

ラ シ ル 、 ５ － 置 換 シ ト シ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ７ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － Ｆ － ア デ ニ

ン 、 ２ － ア ミ ノ － ア デ ニ ン 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 、 ８ － ア ザ ア デ ニ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ニ ン

、 ７ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 ３ － デ ア ザ グ ア ニ ン 、 ３ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 三 環 式 ピ リ ミ ジ ン 、

フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン シ チ ジ ン 、 置 換 フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 カ ル

バ ゾ ー ル シ チ ジ ン 、 ピ リ ド イ ン ド ー ル シ チ ジ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 ２ － ア ミ ノ ピ リ

ジ ン 、 ２ － ピ リ ド ン 、 ５ － 置 換 ピ リ ミ ジ ン 、 ６ － ア ザ ピ リ ミ ジ ン 、 Ｎ － ２ 、 Ｎ － ６ も し く

は Ｏ － ６ 置 換 プ リ ン 、 ２ － ア ミ ノ プ ロ ピ ル ア デ ニ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル お よ び ５ －

プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン か ら 選 択 さ れ る 、 核 酸 塩 基 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ポ リ ア ミ ン 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ ー テ ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル 部

分 、 コ ー ル 酸 、 チ オ エ ー テ ル 、 チ オ コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 族 鎖 、 リ ン 脂 質 、 ア ダ マ ン タ ン

酢 酸 、 パ ル ミ チ ル 部 分 、 オ ク タ デ シ ル ア ミ ン も し く は ヘ キ シ ル ア ミ ノ － カ ル ボ ニ ル － オ キ

シ コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 、 ビ オ チ ン 、 フ ェ ナ ジ ン 、 葉 酸 、 フ ェ ナ ン ト リ ジ ン 、 ア ン ト ラ キ ノ

ン 、 ア ク リ ジ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 色 素 、 ク マ リ ン 、 取 り 込 み を 増 強 す る 部

分 、 分 解 へ の 耐 性 を 増 強 す る 部 分 お よ び ／ ま た は 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を

強 化 す る 部 分 、 並 び に 、 取 り 込 み 、 分 布 、 代 謝 ま た は 排 出 を 向 上 さ せ る 部 分 、 か ら 選 択 さ

れ る 部 分 に 結 合 さ れ て い る 、

　 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 部 分 又 は 結 合 体 に 化 学 的 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項

１ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 介 在 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 共 有 結 合 さ れ て い な い 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず

れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 前 記 接 触 が 、

（ ａ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド 、 お よ び

（ ｂ ） 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ

れ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

　 を 前 記 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ： の １ つ ま た は そ れ 以 上

が 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ７ 】

　 前 記 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ８ 】

　 前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ

ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら な
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る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ９ 】

　 前 記 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 コ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ミ ニ サ ー ク ル

ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項

１ ６ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 さ ら に 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ５ ～ １ ９ の い

ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に 、 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン が 共 有 結 合 的

に 連 結 さ れ て お り 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 前

記 細 胞 の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の

方 法 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 、 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン が 共 有

結 合 的 に 連 結 さ れ て お り 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ

ド の 前 記 細 胞 の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か 一 項 に

記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｒ ｕ ｖ Ｃ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は Ｈ Ｎ Ｈ ド メ イ ン に １ つ

ま た は そ れ 以 上 の 変 異 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 対 応 す る 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に 比 し て 、 低 い ヌ ク

レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 、 非 相 同 末 端 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ ） 修 復 機 構 に よ り 編 集 さ れ る 、 請 求 項 １

～ ２ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 、 相 同 組 換 え 修 復 （ Ｈ Ｄ Ｒ ） 機 構 に よ り 編 集 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ２ ４

の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 切 断 さ れ た

鎖 に 挿 入 す る こ と に よ り 編 集 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ２ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ８ 】

　 組 成 物 で あ っ て 、

　 （ ａ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 該 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド 、 並 び に

　 （ ｂ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ

以 上 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、

　 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、

　 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ

グ メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在 す

る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

　 （ ｉ ｉ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て

、 該 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形

成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 該 タ ン パ ク 質

結 合 セ グ メ ン ト

　 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、

　 前 記 組 成 物 で あ っ て 、
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　 真 核 生 物 細 胞 内 で 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ を 含 む 複 合 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ へ と

導 く た め の 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ９ 】

　 組 成 物 で あ っ て 、

　 （ ａ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 該 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド 、 並 び に

　 （ ｂ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ

以 上 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、

　 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、

　 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の １ ８ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 の 標 的 配 列 に 対 し て 、 １ ０ ０ ％ の 相 補

性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植

物 細 胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

　 （ ｉ ｉ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て

、 該 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形

成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 該 タ ン パ ク 質

結 合 セ グ メ ン ト

　 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、

　 前 記 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ ０ 】

　 組 成 物 で あ っ て 、

　 （ ａ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 該 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド 、 並 び に

　 （ ｂ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ

以 上 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、

　 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、

　 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ

グ メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在 す

る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

　 （ ｉ ｉ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て

、 該 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形

成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 該 タ ン パ ク 質

結 合 セ グ メ ン ト

　 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、

　 以 下 の （ Ａ ） ～ （ Ｄ ）

（ Ａ ） 前 記 ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ８ ～ １ ５ 塩 基 対

ま た は １ ５ ～ １ ８ 塩 基 対 を 形 成 す る こ と ：

（ Ｂ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に 、 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン が 共 有 結

合 的 に 連 結 さ れ て お り 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 該 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の

細 胞 の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る こ と ：

（ Ｃ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 、 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン が

共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ て お り 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ

プ チ ド の 細 胞 の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る こ と ：

（ Ｄ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ： の １ つ ま た は そ れ

以 上 が 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で あ る こ と ：

の 少 な く と も 一 つ の 特 徴 を 有 す る 、 前 記 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ １ 】
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　 前 記 ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ８ ～ １ ５ 塩 基 対 ま た

は １ ５ ～ １ ８ 塩 基 対 を 形 成 す る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ ２ 】

　 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 前 記 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ヌ ク レ

オ チ ド 間 の 相 補 性 が ７ ０ ％ よ り も 大 き い 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成

物 。

【 請 求 項 ３ ３ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成

物 。

【 請 求 項 ３ ４ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に 、 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン が 共 有 結 合 的

に 連 結 さ れ て お り 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 該 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞

の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成

物 。

【 請 求 項 ３ ５ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 、 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン が 共 有

結 合 的 に 連 結 さ れ て お り 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ

ド の 細 胞 の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ３ の い ず れ か 一 項 に 記

載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ ６ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 イ ン ビ ボ の ヒ ト 細 胞 、 で は な

い 真 核 生 物 細 胞 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ ７ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 、 修 飾 骨 格 ま た は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ

ド 間 連 結 、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、 Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 の １ つ ま た は そ れ 以

上 を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ ８ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 非 リ ン 酸 ジ エ

ス テ ル 、 ヘ テ ロ 原 子 、 キ ラ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト リ エ

ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ３ ＇ － ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 ５ ＇ － ア

ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 キ ラ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 ３ ＇ － ア ミ ノ ホ ス ホ ル ア

ミ ダ ー ト 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ホ ス ホ ル

ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 セ レ ノ

ホ ス フ ェ ー ト お よ び ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド

間 連 結 を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ ９ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

（ ｉ ） ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 逆 の 極 性 を 有 す る 連 結 お よ び 脱 塩 基 性 ヌ ク レ オ シ ド 連 結 か ら

選 択 さ れ る 、 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、

（ ｉ ｉ ） Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 （ Ｌ Ｎ Ａ ） 、 並 び に

（ ｉ ｉ ｉ ） ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ ト キ シ メ チ ル 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択

さ れ る 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、

　 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ０ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ２ ＇ － Ｏ － （ ２ － メ ト キ シ エ チ ル ） 、 ２ ＇ － ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ － ジ

メ チ ル ア ミ ノ エ ト キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択 さ れ る

、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
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【 請 求 項 ４ １ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － ヒ ロ ド キ シ メ チ ル シ ト シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、

２ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 ア デ

ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ

オ チ ミ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン 、 ６ －

ア ゾ ウ ラ シ ル 、 ６ － ア ゾ シ ト シ ン 、 ６ － ア ゾ チ ミ ン 、 偽 ウ ラ シ ル （ ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｕ ｒ ａ ｃ

ｉ ｌ ） 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ８ － ハ ロ ア デ ニ ン 、 ８ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル ア デ

ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ハ ロ グ ア ニ ン 、 ８ －

ア ミ ノ グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル グ ア ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル

グ ア ニ ン 、 ５ － ハ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ウ ラ シ ル 、

５ － ハ ロ シ ト シ ン 、 ５ － ブ ロ モ シ ト シ ン 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － 置 換 ウ

ラ シ ル 、 ５ － 置 換 シ ト シ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ７ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － Ｆ － ア デ ニ

ン 、 ２ － ア ミ ノ － ア デ ニ ン 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 、 ８ － ア ザ ア デ ニ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ニ ン

、 ７ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 ３ － デ ア ザ グ ア ニ ン 、 ３ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 三 環 式 ピ リ ミ ジ ン 、

フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン シ チ ジ ン 、 置 換 フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 カ ル

バ ゾ ー ル シ チ ジ ン 、 ピ リ ド イ ン ド ー ル シ チ ジ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 ２ － ア ミ ノ ピ リ

ジ ン 、 ２ － ピ リ ド ン 、 ５ － 置 換 ピ リ ミ ジ ン 、 ６ － ア ザ ピ リ ミ ジ ン 、 Ｎ － ２ 、 Ｎ － ６ も し く

は Ｏ － ６ 置 換 プ リ ン 、 ２ － ア ミ ノ プ ロ ピ ル ア デ ニ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル お よ び ５ －

プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン か ら 選 択 さ れ る 、 核 酸 塩 基 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ２ 】

　 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ポ リ ア ミ ン 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ ー テ ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル 部

分 、 コ ー ル 酸 、 チ オ エ ー テ ル 、 チ オ コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 族 鎖 、 リ ン 脂 質 、 ア ダ マ ン タ ン

酢 酸 、 パ ル ミ チ ル 部 分 、 オ ク タ デ シ ル ア ミ ン も し く は ヘ キ シ ル ア ミ ノ － カ ル ボ ニ ル － オ キ

シ コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 、 ビ オ チ ン 、 フ ェ ナ ジ ン 、 葉 酸 、 フ ェ ナ ン ト リ ジ ン 、 ア ン ト ラ キ ノ

ン 、 ア ク リ ジ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 色 素 、 ク マ リ ン 、 取 り 込 み を 増 強 す る 部

分 、 分 解 へ の 耐 性 を 増 強 す る 部 分 お よ び ／ ま た は 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を

強 化 す る 部 分 、 並 び に 、 取 り 込 み 、 分 布 、 代 謝 ま た は 排 出 を 向 上 さ せ る 部 分 、 か ら 選 択 さ

れ る 部 分 に 結 合 さ れ て い る 、

　 請 求 項 ２ ８ ～ ４ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ３ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 部 分 又 は 結 合 体 に 化 学 的 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項

２ ８ ～ ４ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ４ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 介 在 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 共 有 結 合 さ れ て い な い 、 請 求 項 ２ ８ ～ ４ ２ の い

ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ５ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ： の １ つ ま た は そ れ 以 上

が 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ４ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ６ 】

　 前 記 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ７ 】

　 前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ
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ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら な

る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ８ 】

　 前 記 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 コ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ミ ニ サ ー ク ル

ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項

４ ５ に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ９ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｒ ｕ ｖ Ｃ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は Ｈ Ｎ Ｈ ド メ イ ン に １ つ

ま た は そ れ 以 上 の 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ ～ ４ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ５ ０ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 対 応 す る 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に 比 し て 、 低 い ヌ ク

レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ４ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ５ １ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド を 含 有 す る 組 成 物 で あ っ て 、

　 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が

（ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在

す る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

（ ｂ ） Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 タ ン パ

ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形 成 す る ２ つ

の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｃ

Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン

ト

　 を 含 み 、

　 真 核 生 物 細 胞 内 で 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ を 含 む 複 合 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ へ と

導 く た め の 組 成 物 。

【 請 求 項 ５ ２ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド で あ っ て 、

　 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が

（ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の １ ８ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 の 標 的 配 列 に 対 し て 、 １ ０ ０ ％ の 相 補 性

を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植 物

細 胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

（ ｂ ） Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 タ ン パ

ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形 成 す る ２ つ

の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｃ

Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン

ト

　 を 含 む 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ５ ３ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド で あ っ て 、

　 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が

（ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在

す る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

（ ｂ ） Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 タ ン パ
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ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形 成 す る ２ つ

の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｃ

Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン

ト

　 を 含 み 、

　 以 下 の （ Ａ ） お よ び （ Ｂ ）

（ Ａ ） 前 記 ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ８ ～ １ ５ 塩 基 対

ま た は １ ５ ～ １ ８ 塩 基 対 を 形 成 す る こ と ：

（ Ｂ ） 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ

ク タ ー で あ る こ と ：

の 少 な く と も 一 つ の 特 徴 を 有 す る 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ５ ４ 】

　 前 記 ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ８ ～ １ ５ 塩 基 対 ま た

は １ ５ ～ １ ８ 塩 基 対 を 形 成 す る 、 請 求 項 ５ １ に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ２ ま た は

５ ３ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ も し く は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ５ ５ 】

　 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 前 記 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ヌ ク レ

オ チ ド 間 の 相 補 性 が ７ ０ ％ よ り も 大 き い 、 請 求 項 ５ １ ま た は ５ ４ に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は

、 請 求 項 ５ ２ ～ ５ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ も し く は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ５ ６ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ５ １ 、 ５ ４ ～ ５ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載

の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ２ ～ ５ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ も し く

は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ５ ７ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 、 修 飾 骨 格 ま た は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ

ド 間 連 結 、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、 Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 の １ つ ま た は そ れ 以

上 を 含 む 、 請 求 項 ５ １ 、 ５ ４ ～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ２

～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 。

【 請 求 項 ５ ８ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 非 リ ン 酸 ジ エ

ス テ ル 、 ヘ テ ロ 原 子 、 キ ラ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト リ エ

ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ３ ＇ － ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 ５ ＇ － ア

ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 キ ラ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 ３ ＇ － ア ミ ノ ホ ス ホ ル ア

ミ ダ ー ト 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ホ ス ホ ル

ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 セ レ ノ

ホ ス フ ェ ー ト お よ び ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド

間 連 結 を 含 む 、 請 求 項 ５ １ 、 ５ ４ ～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項

５ ２ ～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 。

【 請 求 項 ５ ９ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

（ ｉ ） ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 逆 の 極 性 を 有 す る 連 結 お よ び 脱 塩 基 性 ヌ ク レ オ シ ド 連 結 か ら

選 択 さ れ る 、 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、

（ ｉ ｉ ） Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 （ Ｌ Ｎ Ａ ） 、 並 び に

（ ｉ ｉ ｉ ） ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ ト キ シ メ チ ル 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択

さ れ る 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、

　 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ５ １ 、 ５ ４ ～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ２ ～ ５ ６ の
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い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 。

【 請 求 項 ６ ０ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ２ ＇ － Ｏ － （ ２ － メ ト キ シ エ チ ル ） 、 ２ ＇ － ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ － ジ

メ チ ル ア ミ ノ エ ト キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択 さ れ る

、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ５ １ 、 ５ ４ ～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ２ ～ ５ ６ の

い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 。

【 請 求 項 ６ １ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － ヒ ロ ド キ シ メ チ ル シ ト シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、

２ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 ア デ

ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ

オ チ ミ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン 、 ６ －

ア ゾ ウ ラ シ ル 、 ６ － ア ゾ シ ト シ ン 、 ６ － ア ゾ チ ミ ン 、 偽 ウ ラ シ ル （ ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｕ ｒ ａ ｃ

ｉ ｌ ） 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ８ － ハ ロ ア デ ニ ン 、 ８ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル ア デ

ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ハ ロ グ ア ニ ン 、 ８ －

ア ミ ノ グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル グ ア ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル

グ ア ニ ン 、 ５ － ハ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ウ ラ シ ル 、

５ － ハ ロ シ ト シ ン 、 ５ － ブ ロ モ シ ト シ ン 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － 置 換 ウ

ラ シ ル 、 ５ － 置 換 シ ト シ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ７ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － Ｆ － ア デ ニ

ン 、 ２ － ア ミ ノ － ア デ ニ ン 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 、 ８ － ア ザ ア デ ニ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ニ ン

、 ７ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 ３ － デ ア ザ グ ア ニ ン 、 ３ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 三 環 式 ピ リ ミ ジ ン 、

フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン シ チ ジ ン 、 置 換 フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 カ ル

バ ゾ ー ル シ チ ジ ン 、 ピ リ ド イ ン ド ー ル シ チ ジ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 ２ － ア ミ ノ ピ リ

ジ ン 、 ２ － ピ リ ド ン 、 ５ － 置 換 ピ リ ミ ジ ン 、 ６ － ア ザ ピ リ ミ ジ ン 、 Ｎ － ２ 、 Ｎ － ６ も し く

は Ｏ － ６ 置 換 プ リ ン 、 ２ － ア ミ ノ プ ロ ピ ル ア デ ニ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル お よ び ５ －

プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン か ら 選 択 さ れ る 、 核 酸 塩 基 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ５ １ 、 ５ ４ ～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ２ ～ ５ ６ の

い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 。

【 請 求 項 ６ ２ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ポ リ ア ミ ン 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ ー テ ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル 部

分 、 コ ー ル 酸 、 チ オ エ ー テ ル 、 チ オ コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 族 鎖 、 リ ン 脂 質 、 ア ダ マ ン タ ン

酢 酸 、 パ ル ミ チ ル 部 分 、 オ ク タ デ シ ル ア ミ ン も し く は ヘ キ シ ル ア ミ ノ － カ ル ボ ニ ル － オ キ

シ コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 、 ビ オ チ ン 、 フ ェ ナ ジ ン 、 葉 酸 、 フ ェ ナ ン ト リ ジ ン 、 ア ン ト ラ キ ノ

ン 、 ア ク リ ジ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 色 素 、 ク マ リ ン 、 取 り 込 み を 増 強 す る 部

分 、 分 解 へ の 耐 性 を 増 強 す る 部 分 お よ び ／ ま た は 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を

強 化 す る 部 分 、 並 び に 、 取 り 込 み 、 分 布 、 代 謝 ま た は 排 出 を 向 上 さ せ る 部 分 、 か ら 選 択 さ

れ る 部 分 に 結 合 さ れ て い る 、

　 請 求 項 ５ １ 、 ５ ４ ～ ６ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ２ ～ ６ １ の

い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 。

【 請 求 項 ６ ３ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 部 分 又 は 結 合 体 に 化 学 的 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項

５ １ 、 ５ ４ ～ ６ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 、 ま た は 、 請 求 項 ５ ２ ～ ６ １ の い ず れ か

一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 。

【 請 求 項 ６ ４ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
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し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 介 在 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 共 有 結 合 さ れ て い な い 、 請 求 項 ５ １ 、 ５ ４ ～ ６

２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 、 請 求 項 ５ ２ ～ ６ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 請 求 項 ５ ２ ～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を

コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ６ ５ 】

　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 で あ っ て 、

　 （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含

み 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、

　 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

セ グ メ ン ト 、 お よ び

　 （ ｉ ｉ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該

タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形 成 す

る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お

よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 該 タ ン パ ク 質 結 合

セ グ メ ン ト

　 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、

　 前 記 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 真 核 生 物 細 胞 に お い て 機 能 的 な １ つ ま

た は そ れ 以 上 の プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て お り 、 並 び に 、

（ ｂ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ

ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 真 核 生 物 細 胞 に お い て 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー

に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、

　 を 含 ん で も よ い 、

　 前 記 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ６ ６ 】

　 前 記 核 酸 は １ つ ま た は そ れ 以 上 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の １

つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ６ ７ 】

　 前 記 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ベ

ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ６ ８ 】

　 前 記 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ

ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 単 純 疱 疹 ウ

イ ル ス ベ ク タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核

酸 。

【 請 求 項 ６ ９ 】

　 前 記 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 コ ス ミ ド ベ

ク タ ー 、 ミ ニ サ ー ク ル ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら な る 群 か

ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ７ ０ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ

ド の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ た 、 タ ン パ ク 質 形 質 導 入

ド メ イ ン を コ ー ド し 、 こ こ で 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ

プ チ ド の 前 記 真 核 生 物 細 胞 の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る 、 請 求 項 ６ ５ ～ ６ ９ の

い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ７ １ 】

　 前 記 ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ８ ～ １ ５ 塩 基 対 ま た

は １ ５ ～ １ ８ 塩 基 対 を 形 成 す る 、 請 求 項 ６ ５ ～ ７ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ

れ 以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ７ ２ 】
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　 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 前 記 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ヌ ク レ

オ チ ド 間 の 相 補 性 が ７ ０ ％ よ り も 大 き い 、 請 求 項 ６ ５ ～ ７ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ

ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ７ ３ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ６ ５ ～ ７ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ

ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ７ ４ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｒ ｕ ｖ Ｃ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は Ｈ Ｎ Ｈ ド メ イ ン に １ つ

ま た は そ れ 以 上 の 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ ～ ７ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ

以 上 の 核 酸 。

【 請 求 項 ７ ５ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 対 応 す る 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に 比 し て 、 低 い ヌ ク

レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ５ ～ ７ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の

核 酸 。

【 請 求 項 ７ ６ 】

　 キ ッ ト で あ っ て 、

（ ａ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 並 び に

（ ｂ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以

上 の 核 酸 を 含 み 、

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、

　 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ

メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在 す る

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

　 （ ｉ ｉ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て

、 該 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形

成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 該 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 該 タ ン パ ク 質 結

合 セ グ メ ン ト

　 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、

（ ａ ） お よ び （ ｂ ） は 単 一 の ま た は 別 々 の 容 器 中 に 存 在 す る 、

　 前 記 キ ッ ト で あ っ て 、

　 真 核 生 物 細 胞 内 で 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ を 含 む 複 合 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ へ と

導 く た め の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ７ ７ 】

　 キ ッ ト で あ っ て 、

（ ａ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 並 び に

（ ｂ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以

上 の 核 酸 を 含 み 、

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、

　 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の １ ８ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 の 標 的 配 列 に 対 し て 、 １ ０ ０ ％ の 相 補

性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植 物 細

胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

　 （ ｉ ｉ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て

、 該 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形

成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 該 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 該 タ ン パ ク 質 結

合 セ グ メ ン ト

　 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、

（ ａ ） お よ び （ ｂ ） は 単 一 の ま た は 別 々 の 容 器 中 に 存 在 す る 、
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　 前 記 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ７ ８ 】

　 キ ッ ト で あ っ て 、

（ ａ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 並 び に

（ ｂ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以

上 の 核 酸 を 含 み 、

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、

　 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ

メ ン ト で あ っ て 、 該 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 ま た は 単 細 胞 真 核 生 物 内 に 存 在 す る

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 お よ び

　 （ ｉ ｉ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て

、 該 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形

成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 該 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 該 タ ン パ ク 質 結

合 セ グ メ ン ト

　 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、

（ ａ ） お よ び （ ｂ ） は 単 一 の ま た は 別 々 の 容 器 中 に 存 在 す る 、

　 前 記 キ ッ ト で あ り 、

　 以 下 の （ Ａ ） お よ び （ Ｂ ）

（ Ａ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ： の １ つ ま た は そ れ

以 上 が 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で あ る こ と ：

（ Ｂ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 末 端 ま た は ア ミ ノ 末 端 に 、 タ ン パ ク 質 形

質 導 入 ド メ イ ン が 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ て お り 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 前

記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る こ と ：

の 少 な く と も 一 つ の 特 徴 を 有 す る 、 前 記 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ７ ９ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ７ ６ ～ ７ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ

ト 。

【 請 求 項 ８ ０ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 前 記 核 酸 、 お よ び 前 記

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 前 記 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸

： の １ つ ま た は そ れ 以 上 が 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ７ ６ ～ ７ ９ の い ず れ か

一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ １ 】

　 前 記 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ ２ 】

　 前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ

ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら な

る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ １ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ ３ 】

　 前 記 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 コ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ミ ニ サ ー ク ル

ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項

８ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ ４ 】

　 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン が 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ

キ シ ル 末 端 に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ て お り 、 こ こ で 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は

、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 の 基 質 か ら 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る 、 請 求 項 ７ ６

～ ８ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ ５ 】
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　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 、 修 飾 骨 格 ま た は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ

ド 間 連 結 、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、 Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 の １ つ ま た は そ れ 以

上 を 含 む 、 請 求 項 ７ ６ ～ ８ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ ６ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 非 リ ン 酸 ジ エ

ス テ ル 、 ヘ テ ロ 原 子 、 キ ラ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト リ エ

ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ３ ＇ － ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 ５ ＇ － ア

ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 キ ラ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 ３ ＇ － ア ミ ノ ホ ス ホ ル ア

ミ ダ ー ト 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ホ ス ホ ル

ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 セ レ ノ

ホ ス フ ェ ー ト お よ び ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド

間 連 結 を 含 む 、 請 求 項 ７ ６ ～ ８ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ ７ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

（ ｉ ） ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 逆 の 極 性 を 有 す る 連 結 お よ び 脱 塩 基 性 ヌ ク レ オ シ ド 連 結 か ら

選 択 さ れ る 、 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、

（ ｉ ｉ ） Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 （ Ｌ Ｎ Ａ ） 、 並 び に

（ ｉ ｉ ｉ ） ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ ト キ シ メ チ ル 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択

さ れ る 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、

　 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ７ ６ ～ ８ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ ８ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ２ ＇ － Ｏ － （ ２ － メ ト キ シ エ チ ル ） 、 ２ ＇ － ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ － ジ

メ チ ル ア ミ ノ エ ト キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択 さ れ る

、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ７ ６ ～ ８ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ ９ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － ヒ ロ ド キ シ メ チ ル シ ト シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、

２ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 ア デ

ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ

オ チ ミ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン 、 ６ －

ア ゾ ウ ラ シ ル 、 ６ － ア ゾ シ ト シ ン 、 ６ － ア ゾ チ ミ ン 、 偽 ウ ラ シ ル （ ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｕ ｒ ａ ｃ

ｉ ｌ ） 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ８ － ハ ロ ア デ ニ ン 、 ８ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル ア デ

ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ハ ロ グ ア ニ ン 、 ８ －

ア ミ ノ グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル グ ア ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル

グ ア ニ ン 、 ５ － ハ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ウ ラ シ ル 、

５ － ハ ロ シ ト シ ン 、 ５ － ブ ロ モ シ ト シ ン 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － 置 換 ウ

ラ シ ル 、 ５ － 置 換 シ ト シ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ７ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － Ｆ － ア デ ニ

ン 、 ２ － ア ミ ノ － ア デ ニ ン 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 、 ８ － ア ザ ア デ ニ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ニ ン

、 ７ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 ３ － デ ア ザ グ ア ニ ン 、 ３ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 三 環 式 ピ リ ミ ジ ン 、

フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン シ チ ジ ン 、 置 換 フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 カ ル

バ ゾ ー ル シ チ ジ ン 、 ピ リ ド イ ン ド ー ル シ チ ジ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 ２ － ア ミ ノ ピ リ

ジ ン 、 ２ － ピ リ ド ン 、 ５ － 置 換 ピ リ ミ ジ ン 、 ６ － ア ザ ピ リ ミ ジ ン 、 Ｎ － ２ 、 Ｎ － ６ も し く

は Ｏ － ６ 置 換 プ リ ン 、 ２ － ア ミ ノ プ ロ ピ ル ア デ ニ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル お よ び ５ －

プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン か ら 選 択 さ れ る 、 核 酸 塩 基 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ７ ６ ～ ８ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ０ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、
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　 ポ リ ア ミ ン 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ ー テ ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル 部

分 、 コ ー ル 酸 、 チ オ エ ー テ ル 、 チ オ コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 族 鎖 、 リ ン 脂 質 、 ア ダ マ ン タ ン

酢 酸 、 パ ル ミ チ ル 部 分 、 オ ク タ デ シ ル ア ミ ン も し く は ヘ キ シ ル ア ミ ノ － カ ル ボ ニ ル － オ キ

シ コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 、 ビ オ チ ン 、 フ ェ ナ ジ ン 、 葉 酸 、 フ ェ ナ ン ト リ ジ ン 、 ア ン ト ラ キ ノ

ン 、 ア ク リ ジ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 色 素 、 ク マ リ ン 、 取 り 込 み を 増 強 す る 部

分 、 分 解 へ の 耐 性 を 増 強 す る 部 分 お よ び ／ ま た は 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を

強 化 す る 部 分 、 並 び に 、 取 り 込 み 、 分 布 、 代 謝 ま た は 排 出 を 向 上 さ せ る 部 分 、 か ら 選 択 さ

れ る 部 分 に 結 合 さ れ て い る 、

　 請 求 項 ７ ６ ～ ８ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ １ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 部 分 又 は 結 合 体 に 化 学 的 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項

７ ６ ～ ８ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ２ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 介 在 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 共 有 結 合 さ れ て い な い 、 請 求 項 ７ ６ ～ ９ ０ の い

ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ３ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｒ ｕ ｖ Ｃ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は Ｈ Ｎ Ｈ ド メ イ ン に １ つ

ま た は そ れ 以 上 の 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ７ ６ ～ ９ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ４ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 対 応 す る 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に 比 し て 、 低 い ヌ ク

レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ７ ６ ～ ９ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ５ 】

　 患 者 の 治 療 的 な 処 置 方 法 に お い て 用 い る た め の 、 請 求 項 ２ ８ ～ ６ ４ の い ず れ か 一 項 に 記

載 の 組 成 物 、 請 求 項 ５ ２ ～ ６ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 請 求 項 ５ ２

～ ５ ６ 、 ６ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ６ ５ ～ ７ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 、 ま

た は 請 求 項 ７ ６ ～ ９ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ６ 】

　 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 で あ っ て 、

　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の

（ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 核 酸 で あ っ

て 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、

　 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ

メ ン ト 、 お よ び

　 （ ｉ ｉ ） Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト で あ っ て 、 ハ

イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ

オ チ ド を 含 み 、 該 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ ） の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 前 記 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト

　 を 含 む 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 並 び に 、

（ ｂ ） 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸

　 を 含 む 前 記 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 で あ っ て 、

　 イ ン ビ ボ の ヒ ト 細 胞 で は な く 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 で は な く 、 お よ び ヒ ト 胚 細 胞 で は な い 、 前

記 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 ９ ７ 】

　 前 記 ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ８ ～ １ ５ 塩 基 対 ま た

は １ ５ ～ １ ８ 塩 基 対 を 形 成 す る 、 請 求 項 ９ ６ に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。
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【 請 求 項 ９ ８ 】

　 該 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 該 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ

ド 間 の 相 補 性 が ７ ０ ％ よ り も 大 き い 、 請 求 項 ９ ６ ま た は ９ ７ に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真

核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 ９ ９ 】

　 前 記 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 前 記 真 核 生 物 細 胞 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ９ ６ ～ ９ ８ の い ず れ

か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ ０ 】

　 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン が 、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ

キ シ ル 末 端 に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ て お り 、 こ こ で 、 前 記 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン は

、 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 基 質 か ら 細 胞 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進 す る 、 請 求 項 ９

６ ～ ９ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ １ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 、 修 飾 骨 格 ま た は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ

ド 間 連 結 、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、 Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 の １ つ ま た は そ れ 以

上 を 含 む 、 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ ２ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 非 リ ン 酸 ジ エ

ス テ ル 、 ヘ テ ロ 原 子 、 キ ラ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト リ エ

ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ３ ＇ － ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 ５ ＇ － ア

ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 キ ラ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 ３ ＇ － ア ミ ノ ホ ス ホ ル ア

ミ ダ ー ト 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ホ ス ホ ル

ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 セ レ ノ

ホ ス フ ェ ー ト お よ び ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド

間 連 結 を 含 む 、 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細

胞 。

【 請 求 項 １ ０ ３ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

（ ｉ ） ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 逆 の 極 性 を 有 す る 連 結 お よ び 脱 塩 基 性 ヌ ク レ オ シ ド 連 結 か ら

選 択 さ れ る 、 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、

（ ｉ ｉ ） Ｌ ｏ ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 （ Ｌ Ｎ Ａ ） 、 並 び に

（ ｉ ｉ ｉ ） ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ ト キ シ メ チ ル 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択

さ れ る 修 飾 さ れ た 糖 部 分 、

　 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ ４ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ２ ＇ － Ｏ － （ ２ － メ ト キ シ エ チ ル ） 、 ２ ＇ － ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ － ジ

メ チ ル ア ミ ノ エ ト キ シ エ ト キ シ 、 ２ ＇ ‐ Ｏ ‐ メ チ ル お よ び ２ ＇ ‐ フ ル オ ロ か ら 選 択 さ れ る

、 修 飾 さ れ た 糖 部 分 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ ５ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － ヒ ロ ド キ シ メ チ ル シ ト シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、

２ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ６ － メ チ ル 誘 導 体 、 ア デ

ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 グ ア ニ ン の ２ － プ ロ ピ ル 誘 導 体 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ

オ チ ミ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン 、 ６ －

ア ゾ ウ ラ シ ル 、 ６ － ア ゾ シ ト シ ン 、 ６ － ア ゾ チ ミ ン 、 偽 ウ ラ シ ル （ ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｕ ｒ ａ ｃ

ｉ ｌ ） 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ８ － ハ ロ ア デ ニ ン 、 ８ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル ア デ

ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル ア デ ニ ン 、 ８ － ハ ロ グ ア ニ ン 、 ８ －
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ア ミ ノ グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ー ル グ ア ニ ン 、 ８ － チ オ ア ル キ ル グ ア ニ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル

グ ア ニ ン 、 ５ － ハ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ウ ラ シ ル 、

５ － ハ ロ シ ト シ ン 、 ５ － ブ ロ モ シ ト シ ン 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － 置 換 ウ

ラ シ ル 、 ５ － 置 換 シ ト シ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ７ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － Ｆ － ア デ ニ

ン 、 ２ － ア ミ ノ － ア デ ニ ン 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 、 ８ － ア ザ ア デ ニ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ニ ン

、 ７ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 ３ － デ ア ザ グ ア ニ ン 、 ３ － デ ア ザ ア デ ニ ン 、 三 環 式 ピ リ ミ ジ ン 、

フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン シ チ ジ ン 、 置 換 フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン 、 カ ル

バ ゾ ー ル シ チ ジ ン 、 ピ リ ド イ ン ド ー ル シ チ ジ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 ２ － ア ミ ノ ピ リ

ジ ン 、 ２ － ピ リ ド ン 、 ５ － 置 換 ピ リ ミ ジ ン 、 ６ － ア ザ ピ リ ミ ジ ン 、 Ｎ － ２ 、 Ｎ － ６ も し く

は Ｏ － ６ 置 換 プ リ ン 、 ２ － ア ミ ノ プ ロ ピ ル ア デ ニ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル お よ び ５ －

プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン か ら 選 択 さ れ る 、 核 酸 塩 基 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、

　 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ ６ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、

　 ポ リ ア ミ ン 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ ー テ ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル 部

分 、 コ ー ル 酸 、 チ オ エ ー テ ル 、 チ オ コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 族 鎖 、 リ ン 脂 質 、 ア ダ マ ン タ ン

酢 酸 、 パ ル ミ チ ル 部 分 、 オ ク タ デ シ ル ア ミ ン も し く は ヘ キ シ ル ア ミ ノ － カ ル ボ ニ ル － オ キ

シ コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 、 ビ オ チ ン 、 フ ェ ナ ジ ン 、 葉 酸 、 フ ェ ナ ン ト リ ジ ン 、 ア ン ト ラ キ ノ

ン 、 ア ク リ ジ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 色 素 、 ク マ リ ン 、 取 り 込 み を 増 強 す る 部

分 、 分 解 へ の 耐 性 を 増 強 す る 部 分 お よ び ／ ま た は 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を

強 化 す る 部 分 、 並 び に 、 取 り 込 み 、 分 布 、 代 謝 ま た は 排 出 を 向 上 さ せ る 部 分 、 か ら 選 択 さ

れ る 部 分 に 結 合 さ れ て い る 、

　 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ ７ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 部 分 又 は 結 合 体 に 化 学 的 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項

９ ６ ～ １ ０ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ ８ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の 相 補 的 な 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 を 含 み 、 該 ２ つ の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 介 在 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 共 有 結 合 さ れ て い な い 、 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ６ の

い ず れ か １ 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ ９ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｒ ｕ ｖ Ｃ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は Ｈ Ｎ Ｈ ド メ イ ン に １ つ

以 上 の 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生

物 細 胞 。

【 請 求 項 １ １ ０ 】

　 前 記 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 、 対 応 す る 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に 比 し て 、 低 い ヌ ク

レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ９ ６ ～ １ ０ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真

核 生 物 細 胞 。

【 請 求 項 １ １ １ 】

　 前 記 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 が 、 イ ン ビ ボ の ヒ ト 細 胞 で は な い 、 請 求 項 ９ ６ ～ １

１ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

相 互 参 照

　 本 出 願 は 、 ２ ０ １ ２ 年 ５ 月 ２ ５ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 ６ １ ／ ６ ５ ２ ， ０ ８ ６

号 、 ２ ０ １ ２ 年 １ ０ 月 １ ９ 日 に 出 願 さ れ た 同 第 ６ １ ／ ７ １ ６ ， ２ ５ ６ 号 、 ２ ０ １ ３ 年 １ 月
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２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 同 第 ６ １ ／ ７ ５ ７ ， ６ ４ ０ 号 、 お よ び ２ ０ １ ３ 年 ２ 月 １ ５ 日 に 出 願 さ

れ た 同 第 ６ １ ／ ７ ６ ５ ， ５ ７ ６ 号 の 利 益 を 主 張 す る も の で あ り 、 そ れ ぞ れ の 米 国 仮 特 許 出

願 は そ の 全 体 が 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ ０ ０ ２ 】

連 邦 政 府 に よ る 資 金 提 供 を 受 け た 研 究 の 記 載

　 本 発 明 は 、 ア メ リ カ 国 立 衛 生 研 究 所 に よ っ て 与 え ら れ た 助 成 金 番 号 Ｇ Ｍ ０ ８ １ ８ ７ ９ を

基 に 、 政 府 援 助 を 得 て な さ れ た も の で あ る 。 米 国 政 府 は 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 す

る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

テ キ ス ト フ ァ イ ル と し て 提 供 さ れ る 配 列 表 の 参 照 に よ る 組 み 込 み

　 配 列 表 は 、 ２ ０ １ ３ 年 ３ 月 １ ３ 日 に 作 成 さ れ ７ ６ ４ ５ Ｋ Ｂ の サ イ ズ を 有 す る テ キ ス ト フ

ァ イ ル 「 Ｂ Ｅ Ｒ Ｋ － １ ８ ７ Ｗ Ｏ － Ｓ ｅ ｑ Ｌ ｉ ｓ ｔ ＿ Ｓ Ｔ ２ ５ ． ｔ ｘ ｔ 」 と し て 、 本 明 細 書

に 提 供 さ れ る 。 テ キ ス ト フ ァ イ ル の 内 容 は 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み

込 ま れ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 細 菌 の 約 ６ ０ ％ お よ び 古 細 菌 の ９ ０ ％ が 、 外 来 Ｄ Ｎ Ａ エ レ メ ン ト に 対 し 耐 性 を 付 与 す る

た め の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ （ ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ｅ ｒ ｅ ｄ 　 ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｒ ｌ ｙ 　 ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｓ ｐ ａ ｃ ｅ

ｄ 　 ｓ ｈ ｏ ｒ ｔ 　 ｐ ａ ｌ ｉ ｎ ｄ ｒ ｏ ｍ ｉ ｃ 　 ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ ｓ ） ／ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 関 連 （ Ｃ ａ

ｓ ） 系 を 有 し て い る 。 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス （ Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　

ｐ ｙ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ） 由 来 の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 系 は 、 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 誘 導 さ れ る 外 来 Ｄ Ｎ

Ａ サ イ レ ン シ ン グ に 必 要 充 分 な 、 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 一 の 遺 伝 子 の み と 、

２ 種 の Ｒ Ｎ Ａ （ 成 熟 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） お よ び 部 分 的 に 相 補 的 な ト ラ ン

ス 作 動 性 Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） ） を 含 む 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 近 年 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 標 的 と す る よ う 設 計 さ れ た 改 変 ヌ ク レ ア ー ゼ 酵 素 が 、 標 的 化

さ れ た 遺 伝 子 欠 失 、 遺 伝 子 置 換 お よ び 遺 伝 子 修 復 、 並 び に 外 来 性 配 列 （ 導 入 遺 伝 子 ） の ゲ

ノ ム へ の 挿 入 を 可 能 に す る 、 細 胞 お よ び 生 物 全 体 を 遺 伝 子 操 作 す る た め の 強 力 な ツ ー ル と

し て 、 か な り の 関 心 を 集 め て い る 。 部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ ア ー ゼ を 改 変 す る た め の ２ つ

の 主 な 技 術 が 登 場 し て お り 、 そ れ ら は 共 に 、 配 列 非 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ

イ ン が 改 変 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 さ れ た キ メ ラ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 酵 素 の 構 築 に 基 づ

い て い る 。 し か し 、 そ れ ぞ れ の 新 た な ゲ ノ ム 遺 伝 子 座 を 標 的 と す る に は 新 規 の ヌ ク レ ア ー

ゼ 酵 素 の 設 計 が 必 要 で あ る が 、 こ の こ と か ら 、 こ れ ら の ア プ ロ ー チ は 多 大 な 時 間 を 要 し 且

つ 高 価 な も の と な っ て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら ２ つ の 技 術 は 正 確 性 が 限 定 さ れ て い る と い う

欠 点 を 有 し て お り 、 そ れ に よ り 予 測 不 可 能 な 非 特 異 的 作 用 が も た ら さ れ る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 細 胞 の ゲ ノ ム お よ び 遺 伝 子 再 プ ロ グ ラ ミ ン グ の 系 統 的 照 合 は 、 発 現 ま た は 抑 制 の た め に

一 連 の 遺 伝 子 を 標 的 と す る こ と を 含 む 。 近 年 の 、 任 意 遺 伝 子 を 調 節 の た め に 標 的 と す る 最

も 一 般 的 な ア プ ロ ー チ は 、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） を 使 用 す る こ と で あ る 。 こ の ア プ ロ ー

チ に は 限 界 が あ り 、 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 有 意 な 非 特 異 的 作 用 お よ び 毒 性 を 示 し 得 る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 そ れ ぞ れ の 新 た な 標 的 配 列 の た め に 新 た な タ ン パ ク 質 を 設 計 す る 必 要 が な い 形 で 、 ヌ ク

レ ア ー ゼ 活 性 （ ま た は 他 の タ ン パ ク 質 活 性 ） を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 異 な る 場 所 へ 正 確 に タ ー ゲ

テ ィ ン グ す る こ と を 可 能 に す る 技 術 が 、 こ の 分 野 で 必 要 と さ れ て い る 。 さ ら に 、 非 特 異 的

な 作 用 を 最 小 限 に し て 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 方 法 が 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 必 要 と さ れ て

い る 。

【 発 明 の 概 要 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 開 示 は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 配 列 を 含 み 、 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 共 に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／

ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 部 位 特 異 的 修 飾 を 与 え る 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ
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Ａ を 提 供 す る 。 本 開 示 は さ ら に 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 開 示 は さ ら

に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 部 位 特 異 的 修 飾 の 方

法 を 提 供 す る 。 本 開 示 は 、 標 的 核 酸 を 酵 素 的 に 不 活 性 な Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 接 触 さ せ る こ と を 一 般 的 に 含 む 、 標 的 細 胞 内 の 標 的 核 酸 の 転 写 を 調 節 す

る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 を 実 行 す る た め の キ ッ ト お よ び 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 本 開 示 は

、 Ｃ ａ ｓ ９ を 産 生 す る 遺 伝 子 改 変 細 胞 ； お よ び Ｃ ａ ｓ ９ 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 多 細 胞 生 物 を 提

供 す る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

特 徴

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む

第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ

ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 第 一 セ グ メ ン ト は 、

標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し て １ ０ ０ ％ の 相 補 性 を 有 す る ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 い く

つ か の 例 に お い て 、 第 二 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ６ ８ ２ （ 例 え ば 、 ４ ３ １ ～ ５ ６

２ ） に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の

連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む

。 い く つ か の 例 に お い て 、 第 二 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ８ ２ に 記 載 の ヌ ク レ オ

チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ

た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い

て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の

ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ も し く は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ

び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か に お け る 対 応 部 分 に

対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 プ ロ モ

ー タ ー は 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ

ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を さ ら に 含 む 。 本 開 示 の 特 徴 に は

、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む イ ン ビ ト ロ 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ

グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ

） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性

を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活

性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 を 含 む 組 み 換

え 発 現 ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ

グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ

） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写

を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 、 を 含 む 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 低 減 さ れ た 部 位 特 異
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的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定

さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 変 異 型 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に

お い て 、 変 異 型 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス （ Ｓ ． 　 ｐ ｙ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ

ｓ ） 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） の Ｈ ８ ４ ０ Ａ 変 異 、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １

３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か に お け る 対 応 す る 変 異 を 含 む 。 い く つ か

の 例 に お い て 、 変 異 型 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 配 列 （ 配 列 番 号 ８

） の Ｄ １ ０ Ａ 変 異 、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る

ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か に お け る 対 応 す る 変 異 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 変 異 型 部

位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ｉ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） の Ｄ １ ０ Ａ 変 異

、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の い

ず れ か に お け る 対 応 す る 変 異 ； 並 び に （ ｉ ｉ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） の Ｈ ８

４ ０ Ａ 変 異 、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ

酸 配 列 の い ず れ か に お け る 対 応 す る 変 異 を 両 方 含 む 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性

を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活

性 部 位 を 含 む キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 キ

メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の

ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ も し く は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ

び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か に お け る 対 応 部 分 に

対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ

か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ６ ８ ２ （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ５

６ ３ ～ ６ ８ ２ ） に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く

と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を さ ら に 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５

６ ２ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の

連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら

に 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 は 、 標 的

Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活

性 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ

修 復 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 活 性 、 脱 ア ミ ノ 化 活 性 、 ジ ス ム タ ー ゼ 活 性 、 ア ル キ ル 化 活 性 、 脱 プ

リ ン 活 性 、 酸 化 活 性 、 ピ リ ミ ジ ン ダ イ マ ー 形 成 活 性 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 、 ト ラ ン ス ポ サ

ー ゼ 活 性 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 リ ガ ー ゼ 活 性 、 ヘ リ カ ー ゼ 活 性 、 光

回 復 酵 素 活 性 ま た は グ リ コ シ ラ ー ゼ 活 性 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異

的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 ヌ

ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 で 二 重 鎖 切 断 を 引 き 起 こ す 。 い く つ か の 例 に お い て 、 キ

メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た 標 的 ポ リ ペ プ チ ド

を 修 飾 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 は 、

メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性

、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性

、 脱 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 、 ア デ ニ ル 化 活 性 、 脱 ア デ ニ ル 化 活 性 、 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 脱 Ｓ Ｕ Ｍ

Ｏ 化 活 性 、 リ ボ シ ル 化 活 性 、 脱 リ ボ シ ル 化 活 性 、 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 ま た は 脱 ミ リ ス ト イ

ル 化 活 性 で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｒ

Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 開 示 の 特 徴 に は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 み 換 え 発 現 ベ ク

タ ー が 含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可
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能 に 連 結 し て い る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。

本 開 示 の 特 徴 に は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む イ ン ビ ト ロ 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 が 含 ま れ る

。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写

を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。

い く つ か の 例 に お い て 、 活 性 部 位 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 増 加 さ せ る 。 い く つ か の 例 に お

い て 、 活 性 部 位 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 減 少 さ せ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び 部 位 特

異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決

定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 組 換 え 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 を 含 む 遺 伝 子 改 変 細 胞 が

含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ

ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ も し く は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、

ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち

の い ず れ か に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す

る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 細 胞 は 、 古 細 菌 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 真 核 細

胞 、 真 核 単 細 胞 生 物 、 体 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 幹 細 胞 、 植 物 細 胞 、 藻 細 胞 、 動 物 細 胞 、 無 脊 椎

動 物 細 胞 、 脊 椎 動 物 細 胞 、 魚 類 細 胞 、 カ エ ル 細 胞 、 鳥 類 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞 、 ブ タ 細 胞 、 雌

ウ シ 細 胞 、 ヤ ギ 細 胞 、 ヒ ツ ジ 細 胞 、 げ っ 歯 類 細 胞 、 ラ ッ ト 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 、 非 ヒ ト 霊 長

類 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 ゲ ノ ム が 、 （ ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部

位 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 、 組 換 え 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 導 入 遺 伝 子 を 含 む 、 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 生 物 が 含

ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ

９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ も し く は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま

た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の

い ず れ か に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る

ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 生 物 は 、 古 細 菌 、 細 菌 、 真 核 単 細 胞 生 物

、 藻 、 植 物 、 動 物 、 無 脊 椎 動 物 、 ハ エ 、 虫 、 刺 胞 動 物 、 脊 椎 動 物 、 魚 、 カ エ ル 、 鳥 、 哺 乳

動 物 、 有 蹄 動 物 、 げ っ 歯 類 動 物 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び 非 ヒ ト 霊 長 類 動 物 か ら な る 群 か

ら 選 択 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ

グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；

並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ）

部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ

っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 を 含 む 組 成 物 が 含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ の 第 一 セ グ メ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し て 少 な く と も １ ０ ０ ％ の 相 補 性 を 有 す

る ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 第 二 セ グ メ

ン ト は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ６ ８ ２ （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ８ ２ ） に 記 載 の ヌ ク レ オ

チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ

た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い

て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 第 二 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 の ヌ ク レ オ
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チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ

た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い

て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の

ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ も し く は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ

び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か に お け る 対 応 部 分 に

対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ

か の 例 に お い て 、 酵 素 活 性 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 酵 素 活 性 は

、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復

活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 活 性 、 脱 ア ミ ノ 化 活 性 、 ジ ス ム タ ー ゼ 活 性 、 ア ル キ ル 化 活 性 、 脱 プ リ ン

活 性 、 酸 化 活 性 、 ピ リ ミ ジ ン ダ イ マ ー 形 成 活 性 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 、 ト ラ ン ス ポ サ ー ゼ

活 性 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 リ ガ ー ゼ 活 性 、 ヘ リ カ ー ゼ 活 性 、 光 回 復

酵 素 活 性 ま た は グ リ コ シ ラ ー ゼ 活 性 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 酵 素 活 性 は ヌ ク レ ア

ー ゼ 活 性 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 で 二 重 鎖 切 断

を 引 き 起 こ す 。 い く つ か の 例 に お い て 、 酵 素 活 性 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た 標 的 ポ リ ペ プ チ

ド を 修 飾 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 酵 素 活 性 は 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱

メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー ゼ

活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 、 脱 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 、 ア デ ニ ル 化

活 性 、 脱 ア デ ニ ル 化 活 性 、 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 脱 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 リ ボ シ ル 化 活 性 、 脱 リ ボ

シ ル 化 活 性 、 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 ま た は 脱 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 で あ る 。 い く つ か の 例 に お

い て 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ス ト ン で あ り 、 酵 素 活 性 は メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、

脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー

ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 ま た は 脱 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 で あ る

。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 組

成 物 は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 両 方 を 含 み 、 そ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト は 相 補

的 で あ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 第 二 セ グ メ ン ト を 形 成 す る 。 い く つ か

の 例 に お い て 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ６ ８ ２ に 記 載

の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ

オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 本 開 示 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ

Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び （ ｉ ｉ ） 核 酸 を 安 定 化 さ せ る た め の 緩 衝 液 を 含 む 組 成 物 が 含

ま れ る 。 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 本 開 示 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を

コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に （ ｉ ｉ ） 核 酸 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 を 安 定 化 さ

せ る た め の 緩 衝 液 を 含 む 組 成 物 が 含 ま れ る 。 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異

的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ

れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相

互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ

て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活

性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、

を 含 む 組 成 物 が 含 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 活 性 部 位 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 増

加 さ せ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 活 性 部 位 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 減 少 さ せ る 。 本 開

示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド ； 並 び に （ ｉ ｉ ） 核 酸 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 を 安 定 化 さ せ る た め の 緩 衝 液 、 を

含 む 組 成 物 が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 部 位 特 異 的 修 飾 す る 方 法 が 含 ま れ 、 該 方 法 は 、 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ を 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ

グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含

む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に （ ｉ ｉ
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） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 酵

素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 、 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 染 色 体 外

に 存 在 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ５ ＇ － Ｃ Ｃ Ｙ － ３ ＇ で あ る 相 補 鎖 の

Ｐ Ａ Ｍ 配 列 を 含 み 、 こ こ で Ｙ は あ ら ゆ る Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 Ｙ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相

補 鎖 の 標 的 配 列 の す ぐ ５ ＇ 側 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は イ ン ビ ト ロ に

お け る 染 色 体 の 一 部 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は イ ン ビ ボ に お け る 染 色

体 の 一 部 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 細 胞 内 の 染 色 体 の 一 部 で あ る 。 い

く つ か の 例 に お い て 、 細 胞 は 、 古 細 菌 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 真 核 細 胞 、 真 核 単 細 胞 生 物 、 体 細

胞 、 生 殖 細 胞 、 幹 細 胞 、 植 物 細 胞 、 藻 細 胞 、 動 物 細 胞 、 無 脊 椎 動 物 細 胞 、 脊 椎 動 物 細 胞 、

魚 類 細 胞 、 カ エ ル 細 胞 、 鳥 類 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞 、 ブ タ 細 胞 、 雌 ウ シ 細 胞 、 ヤ ギ 細 胞 、 ヒ ツ

ジ 細 胞 、 げ っ 歯 類 細 胞 、 ラ ッ ト 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 、 非 ヒ ト 霊 長 類 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 か

ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 ４ ３

１ ～ ６ ８ ２ （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ８ ２ ） に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず

れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０

％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の い ず れ か に 対 し て 、 一 連 の 少

な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ

チ ド 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ

ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ も し く は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て

、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う

ち の い ず れ か に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有

す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 酵 素 活 性 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 。 い

く つ か の 例 に お い て 、 酵 素 活 性 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、

脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 活 性 、 脱 ア ミ ノ 化 活 性 、 ジ ス ム タ ー ゼ

活 性 、 ア ル キ ル 化 活 性 、 脱 プ リ ン 活 性 、 酸 化 活 性 、 ピ リ ミ ジ ン ダ イ マ ー 形 成 活 性 、 イ ン テ

グ ラ ー ゼ 活 性 、 ト ラ ン ス ポ サ ー ゼ 活 性 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 リ ガ ー

ゼ 活 性 、 ヘ リ カ ー ゼ 活 性 、 光 回 復 酵 素 活 性 ま た は グ リ コ シ ラ ー ゼ 活 性 で あ る 。 い く つ か の

例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 飾 酵 素 活 性 は ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 ヌ

ク レ ア ー ゼ 活 性 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 で 二 重 鎖 切 断 を 引 き 起 こ す 。 い く つ か の 例 に お い て 、 接 触

は 、 非 相 同 末 端 結 合 ま た は 相 同 組 換 え 修 復 に 許 容 的 な 条 件 下 で 起 こ る 。 い く つ か の 例 に お

い て 、 該 方 法 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を さ ら に 含 み 、

ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ

ピ ー 、 ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー の 一 部 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 込 ま れ る 。 い く

つ か の 例 に お い て 、 該 方 法 は 、 細 胞 を ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 ま ず

、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の ヌ ク レ オ チ ド が 欠 失 さ れ る よ う に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 修 飾 さ れ る 。 い く つ か の

例 に お い て 、 酵 素 活 性 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る 。 い く つ か の

例 に お い て 、 酵 素 活 性 は 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ

ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性

、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 、 脱 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 、 ア デ ニ ル 化 活 性 、 脱 ア デ ニ ル 化 活 性 、

Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 脱 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 リ ボ シ ル 化 活 性 、 脱 リ ボ シ ル 化 活 性 、 ミ リ ス ト イ ル

化 活 性 ま た は 脱 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は

ヒ ス ト ン で あ り 、 酵 素 活 性 は メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ

チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活

性 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 ま た は 脱 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、

複 合 体 は 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ を さ ら に 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号

４ ３ １ ～ ６ ８ ２ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く

と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

10

20

30

40

50



(24) JP  6692856  B2  2020.5.13

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 部 位 特 異 的 転 写 を 調 節 す る 方 法 が 含 ま れ 、 該 方 法 は

、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含

む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ

ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び

に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 転 写

を 調 節 す る 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 該 接 触 に よ り 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 の 調 節 が も た ら さ

れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 は 増 加 さ れ る 。 い く つ か の 例 に お い て

、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 は 減 少 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に お け る 部 位 特 異 的 修 飾 の 方 法 が 含 ま れ 、 該 方 法 は 、 標

的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第

一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト

を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に （

ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ

Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド

す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾

ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 増 加 さ せ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的

修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 減 少 さ せ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 細 胞 内 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 部 位 特 異 的 切 断 お よ び 修 飾 を 促 進 す る 方 法 が

含 ま れ 、 該 方 法 は 、 細 胞 に 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ

ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る

第 二 セ グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び

（ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 に 二 重 鎖 切 断 を 生 成 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 活 性 部 位 を 含 む 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る こ と を 含

み ； 二 重 鎖 切 断 の 部 位 は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ 、 接 触 は 非 相 同 末 端 結 合 ま

た は 相 同 組 換 え 修 復 に 許 容 的 な 条 件 下 で 起 こ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 切 断 お よ び 再 結 合 さ れ る こ

と で 修 飾 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 生 成 さ れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 方 法 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を

ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を さ ら に 含 み 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ド ナ

ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー 、 ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド の コ ピ ー の 一 部 が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 に 組 み 込 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 方 法 は

、 細 胞 を ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 ま ず 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の ヌ ク レ オ チ

ド が 欠 失 さ れ る よ う に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 修 飾 さ れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 細 胞 は 、 古 細

菌 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 真 核 細 胞 、 真 核 単 細 胞 生 物 、 体 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 幹 細 胞 、 植 物 細 胞 、

藻 細 胞 、 動 物 細 胞 、 無 脊 椎 動 物 細 胞 、 脊 椎 動 物 細 胞 、 魚 類 細 胞 、 カ エ ル 細 胞 、 鳥 類 細 胞 、

哺 乳 類 細 胞 、 ブ タ 細 胞 、 雌 ウ シ 細 胞 、 ヤ ギ 細 胞 、 ヒ ツ ジ 細 胞 、 げ っ 歯 類 細 胞 、 ラ ッ ト 細 胞

、 マ ウ ス 細 胞 、 非 ヒ ト 霊 長 類 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か

の 例 に お い て 、 該 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に 存 在 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 細 胞 は イ ン ビ

ボ に 存 在 す る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 対 象 に お い て 遺 伝 子 改 変 細 胞 を 生 産 す る 方 法 が 含 ま れ 、 該 方 法 は 、

（ Ｉ ） 細 胞 に 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む

第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン

ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に

（ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ 内 に 二 重 鎖 切 断 を 生 成 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る こ と （ こ こ で 、 二 重 鎖

切 断 の 部 位 は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ 、 接 触 は 非 相 同 末 端 結 合 ま た は 相 同 組
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換 え 修 復 に 許 容 的 な 条 件 下 で 起 こ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 切 断 お よ び 再 結 合 さ れ る こ と で 修 飾 さ

れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 生 成 さ れ ； そ れ に よ っ て 遺 伝 子 改 変 細 胞 が 生 産 さ れ る ） 、 並 び に （ Ｉ Ｉ

） 遺 伝 子 改 変 細 胞 を 対 象 に 移 植 す る こ と を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 方 法 は 細 胞 を

ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を さ ら に 含 み 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ド ナ

ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー 、 ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド の コ ピ ー の 一 部 が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 込 ま れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 方 法 は 、

細 胞 を ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 ま ず 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の ヌ ク レ オ チ ド

が 欠 失 さ れ る よ う に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 修 飾 さ れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 細 胞 は 、 古 細 菌

細 胞 、 細 菌 細 胞 、 真 核 細 胞 、 真 核 単 細 胞 生 物 、 体 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 幹 細 胞 、 植 物 細 胞 、 藻

細 胞 、 動 物 細 胞 、 無 脊 椎 動 物 細 胞 、 脊 椎 動 物 細 胞 、 魚 類 細 胞 、 両 生 類 細 胞 、 鳥 類 細 胞 、 哺

乳 類 細 胞 、 有 蹄 動 物 細 胞 、 げ っ 歯 類 細 胞 、 非 ヒ ト 霊 長 類 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 外 来 性 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 遺 伝 子 改 変 細 胞 内 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 方 法 が 含 ま れ 、 該 方 法 は 、 遺 伝 子 改 変 細

胞 に Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る こ

と を 含 み 、 （ ｉ ） 該 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク

レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作

用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 み ； （ ｉ ｉ ） 該 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 活 性

部 位 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ

ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ も し く は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て

、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う

ち の い ず れ か に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有

す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 細 胞 は 、 古 細 菌 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 真

核 細 胞 、 真 核 単 細 胞 生 物 、 体 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 幹 細 胞 、 植 物 細 胞 、 藻 細 胞 、 動 物 細 胞 、 無

脊 椎 動 物 細 胞 、 脊 椎 動 物 細 胞 、 魚 類 細 胞 、 両 生 類 細 胞 、 鳥 類 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞 、 有 蹄 動 物

細 胞 、 げ っ 歯 類 細 胞 、 非 ヒ ト 霊 長 類 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い

く つ か の 例 に お い て 、 該 細 胞 は イ ン ビ ボ に 存 在 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 該 細 胞 は イ

ン ビ ト ロ に 存 在 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 誘 導

性 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の

発 現 は 細 胞 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド ； 並 び に 再 構 成 お よ び ／ ま た は 希 釈 の た め の 試 薬 を 含 む キ ッ ト が 含 ま れ る 。 い く つ か

の 例 に お い て 、 キ ッ ト は 、 細 胞 に Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 導 入 す る た め の 緩 衝 液 、 洗 浄 緩 衝

液 、 対 照 試 薬 、 対 照 発 現 ベ ク タ ー ま た は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ を 転 写 す る た め の 試 薬 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 試

薬 を さ ら に 含 む 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 本 開 示 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に 再 構 成 お よ び ／ ま た は 希 釈 の た め の 試 薬 を 含 む キ ッ ト が 含 ま れ る

。 い く つ か の 例 に お い て 、 キ ッ ト は 、 細 胞 に 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 導 入 す る た め

の 緩 衝 液 、 洗 浄 緩 衝 液 、 対 照 試 薬 、 対 照 発 現 ベ ク タ ー ま た は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｄ

Ｎ Ａ か ら 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を イ ン ビ ト ロ 生 成 す る た め の 試 薬 、 お よ び そ れ ら の

組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 試 薬 を さ ら に 含 む 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 本 開 示 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に 再 構 成 お よ び ／ ま た は 希 釈 の た め の 試 薬 を 含 む キ ッ ト が 含 ま れ る

。 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
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第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン

ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に

（ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特

異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決

定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ ト が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ

グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；

並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ）

標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位

が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ ト が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 上 記 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー の い ず れ か ； 並 び に （ ｉ ｉ ） 再

構 成 お よ び ／ ま た は 希 釈 の た め の 試 薬 を 含 む キ ッ ト が 含 ま れ る 。 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ

） 上 記 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー の い ず れ か ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と

相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て

、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的

修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 、 を 含 む キ

ッ ト が 含 ま れ る 。 本 開 示 の 特 徴 に は 、 （ ｉ ） 上 記 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー の い ず れ か ； 並

び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標

的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を

コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 、 を 含 む キ ッ ト が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 開 示 の 特 徴 に は 、 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ ら を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め の キ ッ ト が 含 ま れ 、 ２ つ

以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の う ち の 少 な く と も １ つ の 第 一 セ グ メ ン ト は 、 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の う ち の 少 な く と も 別 の １ つ の 第 一 セ グ メ ン ト と 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク

レ オ チ ド だ け 異 な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ３ ３ 】

【 図 １ 】 図 １ Ａ ～ Ｂ は 、 二 つ の 例 示 的 な 対 象 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 略 図 を 提 供 し 、 そ れ ぞ

れ 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 関 連 す る 。

【 図 ２ 】 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ｄ Ｎ Ａ タ ー ゲ テ ィ ン グ Ｒ

Ｎ Ａ を 使 用 し て 導 入 さ れ た 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 編 集 を 描 写 す る 。

【 図 ３ Ａ 】 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ８ ） の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ

ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 Ｃ ａ ｓ ９ は 、 Ｈ Ｎ Ｈ お よ び Ｒ ｕ ｖ Ｃ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 双

方 と 相 同 で あ る ド メ イ ン を 有 す る 。 モ チ ー フ １ ～ ４ に 上 線 が 引 か れ る 。

【 図 ３ Ｂ 】 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ８ ） の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ

ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 Ｃ ａ ｓ ９ は 、 Ｈ Ｎ Ｈ お よ び Ｒ ｕ ｖ Ｃ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 双

方 と 相 同 で あ る ド メ イ ン を 有 す る 。 ド メ イ ン １ お よ び ２ に 上 線 が 引 か れ る 。

【 図 ４ 】 図 ４ Ａ ～ Ｂ は 、 複 数 の 種 か ら の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 間 の パ ー セ ン ト 同

一 性 を 示 す 。 （ Ａ ） ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス に 関 す る 配 列 同 一 性 。 た と え ば 、 図

３ Ｂ で 示 さ れ る 通 り 、 ド メ イ ン １ は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ

１ の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ 、 ド メ イ ン ２ は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ

ｓ ｎ １ の ア ミ ノ 酸 ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ で あ る 。 （ Ｂ ） ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス （ Ｎ

ｅ ｉ ｓ ｓ ｅ ｒ ｉ ａ 　 ｍ ｅ ｎ ｉ ｎ ｇ ｉ ｔ ｉ ｄ ｉ ｓ ） に 関 す る 配 列 相 同 性 で あ る 。 た と え ば 、
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ド メ イ ン １ は ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス （ 配 列 番 号 ７ ９ ） の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ の

ア ミ ノ 酸 １ ３ ～ １ ３ ９ 、 ド メ イ ン ２ は ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス （ 配 列 番 号 ７ ９ ）

の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ の ア ミ ノ 酸 ４ ７ ５ ～ ７ ５ ０ で あ る 。

【 図 ５ 】 図 ３ ２ の 系 統 表 か ら 選 択 さ れ た 様 々 な 多 種 多 様 の 種 か ら の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ

ン パ ク 質 の モ チ ー フ １ ～ ４ の 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 （ 図 ３ ２ 、 図 ３ Ａ お よ び 表

１ を 参 照 ） （ ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ８ ） 、 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ

ィ ラ （ Ｌ ｅ ｇ ｉ ｏ ｎ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｎ ｅ ｕ ｍ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ ） （ 配 列 番 号 １ ７ ） 、 ガ ン マ ・ プ

ロ テ オ バ ク テ リ ウ ム （ Ｇ ａ ｍ ｍ ａ 　 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ ） （ 配 列 番 号 １ ０ ７

） 、 リ ス テ リ ア ・ イ ノ キ ュ ア （ Ｌ ｉ ｓ ｔ ｅ ｒ ｉ ａ 　 ｉ ｎ ｎ ｏ ｃ ｕ ａ ） （ 配 列 番 号 ３ ） 、 ラ

ク ト バ チ ル ス ・ ガ セ リ （ Ｌ ａ ｃ ｔ ｏ ｂ ａ ｃ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ 　 ｇ ａ ｓ ｓ ｅ ｒ ｉ ） （ 配 列 番 号 １ ５

２ ） 、 ユ ー バ ク テ リ ウ ム ・ レ ク タ レ （ Ｅ ｕ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｒ ｅ ｃ ｔ ａ ｌ ｅ ） （ 配 列

番 号 ９ ９ ） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ル グ ド ゥ ネ ン シ ス （ Ｓ ｔ ａ ｐ ｈ ｙ ｌ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　

ｌ ｕ ｇ ｄ ｕ ｎ ｅ ｎ ｓ ｉ ｓ ） （ 配 列 番 号 １ ８ ５ ） 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ シ ノ ビ エ （ Ｍ ｙ ｃ ｏ ｐ

ｌ ａ ｓ ｍ ａ 　 ｓ ｙ ｎ ｏ ｖ ｉ ａ ｅ ） （ 配 列 番 号 ２ ２ ） 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ モ ー ビ レ （ Ｍ ｙ ｃ

ｏ ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ａ 　 ｍ ｏ ｂ ｉ ｌ ｅ ） （ 配 列 番 号 １ ６ ） 、 ウ ォ リ ネ ラ ・ サ ク シ ノ ゲ ネ ス （ Ｗ ｏ

ｌ ｉ ｎ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｓ ｕ ｃ ｃ ｉ ｎ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ） （ 配 列 番 号 １ ０ ） 、 フ ラ ボ バ ク テ リ ウ ム ・

コ ラ ム ナ レ （ Ｆ ｌ ａ ｖ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｃ ｏ ｌ ｕ ｍ ｎ ａ ｒ ｅ ） （ 配 列 番 号 ２ ３ ５ ）

、 フ ィ ブ ロ バ ク タ ー ・ サ ク シ ノ ゲ ネ ス （ Ｆ ｉ ｂ ｒ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ 　 ｓ ｕ ｃ ｃ ｉ ｎ ｏ ｇ ｅ ｎ

ｅ ｓ ） （ 配 列 番 号 １ ２ １ ） 、 バ ク テ ロ イ デ ス ・ フ ラ ジ リ ス （ Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ｆ

ｒ ａ ｇ ｉ ｌ ｉ ｓ ） （ 配 列 番 号 ２ １ ） 、 ア シ ド サ ー マ ス ・ セ ル ロ リ テ ィ カ ス （ Ａ ｃ ｉ ｄ ｏ ｔ

ｈ ｅ ｒ ｍ ｕ ｓ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ｏ ｌ ｙ ｔ ｉ ｃ ｕ ｓ ） （ 配 列 番 号 ４ ２ ） お よ び ビ フ ィ ド バ ク テ

リ ウ ム ・ デ ン テ ィ ウ ム （ Ｂ ｉ ｆ ｉ ｄ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｕ ｍ ） （ 配 列 番 号

１ ３ １ ） ） 。

【 図 ６ 】 図 ６ Ａ ～ Ｂ は 、 様 々 な 種 か ら の 天 然 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 「 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ） 配 列

の ア ラ イ ン メ ン ト を 提 供 す る （ Ｌ ． イ ノ キ ュ ア （ Ｌ ． 　 ｉ ｎ ｎ ｏ ｃ ｕ ａ ） （ 配 列 番 号 ２ ６

８ ） ； Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ２ ６ ７ ） ； Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス （ Ｓ ． ｍ ｕ ｔ ａ ｎ ｓ ） （ 配

列 番 号 ２ ６ ９ ） ； Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス （ Ｓ ． ｔ ｈ ｅ ｒ ｍ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ｕ ｓ ） １ （ 配 列 番 号 ２

７ ０ ） ； Ｍ ． モ ー ビ レ （ Ｍ ． 　 ｍ ｏ ｂ ｉ ｌ ｅ ） （ 配 列 番 号 ２ ７ ４ ） ； Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ

ス （ Ｎ ． 　 ｍ ｅ ｎ ｉ ｎ ｇ ｉ ｔ ｉ ｄ ｅ ｓ ） （ 配 列 番 号 ２ ７ ２ ） ； Ｐ ． マ ル ト シ ダ （ Ｐ ． ｍ ｕ

ｌ ｔ ｏ ｃ ｉ ｄ ａ ） （ 配 列 番 号 ２ ７ ３ ） ； Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス ２ （ 配 列 番 号 ２ ７ １ ） ； お よ

び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ２ ６ ７ ） ） 。 （ Ａ ） 類 似 し た 構 造 お よ び 大 変 類 似 し た Ｃ ａ ｓ

９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ 配 列 の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 座 位 に 関 連 す る 、 選 択 さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

オ ル ソ ロ グ （ Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ｘ 、 Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ Ｎ Ｔ Ｉ パ ッ ケ ー ジ 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 （ Ｉ ｎ

ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ ） ） の 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 黒 色 の 枠 は 共 有 さ れ る ヌ ク レ オ

チ ド を 示 す 。 （ Ｂ ） 異 な る 構 造 お よ び 非 近 縁 種 で あ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ 配 列 の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ

Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 座 位 に 関 連 す る 、 選 択 さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ （ Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ｘ 、

Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ Ｎ Ｔ Ｉ パ ッ ケ ー ジ 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） の 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト で あ る

。 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス （ Ｎ ． 　 ｍ ｅ ｎ ｉ ｎ ｇ ｉ ｔ ｉ ｄ ｉ ｓ ） お よ び Ｐ ． マ ル ト シ ダ の

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 配 列 類 似 性 に 留 意 さ れ た い 。 黒 色 の 枠 は 共 有 さ れ る ヌ ク レ

オ チ ド を 示 す 。 よ り 多 く の 例 示 的 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 関 し て は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２

を 参 照 さ れ た い 。

【 図 ７ 】 図 ７ Ａ ～ Ｂ は 、 様 々 な 種 か ら の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ） 配 列 の 天 然 二 本

鎖 形 成 セ グ メ ン ト の ア ラ イ ン メ ン ト を 提 供 す る （ Ｌ ． イ ノ キ ュ ア （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｓ ．

ピ オ ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス

１ （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ （ Ｃ ． ｊ ｅ ｊ ｕ ｎ ｉ ） （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｓ ． ピ オ

ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｆ ． ノ ビ シ ダ （ Ｆ ． ｎ ｏ ｖ ｉ ｃ ｉ ｄ ａ ） （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｍ

． モ ー ビ レ （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ス （ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； Ｐ ． マ ル ト シ ダ

（ 配 列 番 号 ／ ／ ） ； お よ び Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス ２ （ 配 列 番 号 ／ ／ ） 。 （ Ａ ） 類 似 し た 構 造

お よ び 大 変 類 似 し た Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ 配 列 の 座 位 に 関 連 す る 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 例 示

的 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト の 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト （ Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ｘ 、 Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ Ｎ Ｔ Ｉ
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パ ッ ケ ー ジ 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） で あ る 。 （ Ｂ ） 異 な る 構 造 お よ び 多 種 多 様 の Ｃ ａ ｓ ９

配 列 の 座 位 に 関 連 す る 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 例 示 的 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト の 多 重 配 列 ア ラ

イ ン メ ン ト （ Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ｘ 、 Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ Ｎ Ｔ Ｉ パ ッ ケ ー ジ 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） で あ

る 。 黒 色 の 枠 は 共 有 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド を 示 す 。 よ り 多 く の 例 示 的 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト

標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 関 し て は 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ を 参 照 さ れ た い 。

【 図 ８ 】 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ） の 天 然 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト と 、 対 応 す る ｔ ｒ

ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ （ 「 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ） の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト と の ハ イ ブ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン の 概 略 を 提 供 す る 。 上 の 配 列 が 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ り ； 下 の 配 列 が 、 対 応 す る 活

性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 座 位 は Ｉ Ｉ 型 （ Ｎ ｍ ｅ ｎ ｉ ／ Ｃ

Ａ Ｓ Ｓ ４ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム に 属 す る 。 命 名 法 は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ デ ー タ ベ ー

ス （ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｄ Ｂ ） に 従 う 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ び ／ ／ ） ； Ｓ ． ミ

ュ ー タ ン ス （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ び ／ ／ ） ； Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス １ （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ び ／

／ ） ； Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス ２ （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ び ／ ／ ） ； Ｌ ． イ ノ キ ュ ア （ 配 列 番 号 ／

／ お よ び ／ ／ ） ； Ｔ ． デ ン テ ィ コ ラ （ Ｔ ． ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｃ ｏ ｌ ａ ） （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ び ／

／ ） ； Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ス （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ び ／ ／ ） ； Ｓ ． ゴ ル ド ニ （ Ｓ ． ｇ ｏ ｒ ｄ

ｏ ｎ ｉ ｉ ） （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ び ／ ／ ） ； Ｂ ． ビ フ ィ ダ ム （ Ｂ ． ｂ ｉ ｆ ｉ ｄ ｕ ｍ ） （ 配 列

番 号 ／ ／ お よ び ／ ／ ） ； Ｌ ． サ リ バ リ ウ ス （ Ｌ ． ｓ ａ ｌ ｉ ｖ ａ ｒ ｉ ｕ ｓ ） （ 配 列 番 号 ／ ／

お よ び ／ ／ ） ； Ｆ ． ツ ラ レ ン シ ス （ Ｆ ． ｔ ｕ ｌ ａ ｒ ｅ ｎ ｓ ｉ ｓ ） （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ び ／

／ ） ； お よ び Ｌ ． ニ ュ ー モ フ ィ ラ （ Ｌ ． 　 ｐ ｎ ｅ ｕ ｍ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ ） （ 配 列 番 号 ／ ／ お よ

び ／ ／ ） 。 い く つ か の 種 に は そ れ ぞ れ 二 つ の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 座 位 が 含 ま れ て い る こ と

に 留 意 さ れ た い 。 よ り 多 く の 例 示 的 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 関 し て は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６

２ を 参 照 さ れ た い 。 よ り 多 く の 例 示 的 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 関 し て は

、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ を 参 照 さ れ た い 。

【 図 ９ 】 二 つ の 種 か ら の 例 示 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ） お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 を 示 す 。 あ る 程 度 の 互 換 性 が 存 在 す る ； た と え ば 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ

９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 は Ｌ ． イ ノ キ ュ ア 由 来 の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と 機

能 す る 。 「 ｜ 」 は 、 標 準 的 な ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 塩 基 対 を 表 し 、 一 方 で 、 「 ・ 」 は Ｇ － Ｕ

ゆ ら ぎ 塩 基 対 を 表 す 。 「 可 変 ２ ０ ｎ ｔ 」 ま た は 「 ２ ０ ｎ ｔ 」 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 相 補 的 な Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 断 片 を 意 味 す る （ こ の 領 域 は 長 さ が 最 大 約 １ ０ ０ ｎ ｔ で あ り 得 る ） 。 ま た 、 標 的 化

Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 特 色 を 組 み 込 む 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 設 計 も 示 さ れ

る （ 幅 広 い 種 類 の 種 か ら の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 配 列 が 図 ３ で 示 さ れ 、 配 列 番 号

１ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 示 さ れ る ） 。 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス

： 上 か ら 下 ： （ 配 列 番 号 ／ ／ 、 ／ ／ 、 ／ ／ ） ； リ ス テ リ ア ・ イ ノ キ ュ ア ： 上 か ら 下 ： （ 配

列 番 号 ／ ／ 、 ／ ／ 、 ／ ／ ） 。 提 供 さ れ る 配 列 は 、 非 制 限 的 な 例 で あ り 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 幅 広 い 種 類 の 種 か ら の 天 然 に 存 在 す る 配

列 を 基 に 、 ど の よ う に 設 計 さ れ 得 る か を 図 示 す る こ と を 目 的 と す る 。 幅 広 い 種 類 の 種 か ら

の 適 切 な 配 列 の 様 々 な 例 が 次 の よ う に 示 さ れ る （ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 ： 配 列 番 号 １ ～ ２ ５

９ ； ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ 、 ま た は そ れ ら の 補 体 ； ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： 配

列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ 、 ま た は そ れ ら の 補 体 ； お よ び 例 示 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ：

配 列 番 号 ６ ８ ０ ～ ６ ８ ２ ） 。

【 図 １ ０ Ａ 】 Ｃ ａ ｓ ９ が 、 二 つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に よ っ て 誘 導 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ エ ン ド ヌ ク レ ア ー

ゼ で あ る こ と を 示 す 。

【 図 １ ０ Ｂ 】 同 上 。

【 図 １ ０ Ｃ 】 同 上 。

【 図 １ ０ Ｄ 】 同 上 。

【 図 １ ０ Ｅ 】 Ｃ ａ ｓ ９ が 、 二 つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に よ っ て 誘 導 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ エ ン ド ヌ ク レ ア ー

ゼ で あ る こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ２ ７ ８ ～ ２ ８ ０ お よ び ／ ／ ） 。

【 図 １ １ 】 図 １ １ Ａ ～ Ｂ は 、 Ｃ ａ ｓ ９ が 二 つ の ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン を 用 い て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

の 二 つ の 鎖 を 切 断 す る こ と を 示 す 。

【 図 １ ２ Ａ 】 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 切 断 が 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 化 ド メ イ ン を
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必 要 と し 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の シ ー ド 配 列 に よ っ て 支 配 さ れ る こ と を 図 示 す る 。

【 図 １ ２ Ｂ 】 同 上 。

【 図 １ ２ Ｃ 】 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 切 断 が 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 化 ド メ イ ン を

必 要 と し 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の シ ー ド 配 列 に よ っ て 支 配 さ れ る こ と を 図 示 す る 。 （ 上 か ら 下 で 、

配 列 番 号 ２ ７ ８ ～ ２ ８ ０ お よ び ／ ／ ） 。

【 図 １ ２ Ｄ 】 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 切 断 が 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 化 ド メ イ ン を

必 要 と し 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の シ ー ド 配 列 に よ っ て 支 配 さ れ る こ と を 図 示 す る 。 （ 上 か ら 下 で 、

配 列 番 号 ２ ８ １ ～ ２ ９ ０ ） 。

【 図 １ ２ Ｅ 】 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 切 断 が 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 化 ド メ イ ン を

必 要 と し 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の シ ー ド 配 列 に よ っ て 支 配 さ れ る こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列

番 号 ２ ９ １ ～ ２ ９ ２ 、 ２ ８ ３ 、 ２ ９ ３ ～ ２ ９ ８ ） 。

【 図 １ ３ Ａ 】 Ｐ Ａ Ｍ が Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

切 断 を 認 可 す る た め に 必 要 で あ る こ と を 示 す 。

【 図 １ ３ Ｂ 】 同 上 。

【 図 １ ３ Ｃ 】 同 上 。

【 図 １ ４ Ａ 】 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 特 色 を 組 み 合 わ せ る 単 一 の 操 作 Ｒ Ｎ Ａ

分 子 を 用 い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ を プ ロ グ ラ ム す る こ と が で き る こ と を 図 示 す る 。 キ メ ラ Ａ （ 配 列

番 号 ２ ９ ９ ） ； キ メ ラ Ｂ （ 配 列 番 号 ３ ０ ０ ） 。

【 図 １ ４ Ｂ 】 同 上 。

【 図 １ ４ Ｃ 】 同 上 。

【 図 １ ５ 】 Ｉ Ｉ 型 Ｒ Ｎ Ａ 媒 介 性 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 免 疫 経 路 を 示 す 。

【 図 １ ６ 】 図 １ ６ Ａ ～ Ｂ は 、 Ｃ ａ ｓ ９ ヌ ク レ ア ー ゼ の 精 製 を 示 す 。

【 図 １ ７ Ａ 】 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 誘 導 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ が プ ロ ト ス ペ ー サ

ー プ ラ ス ミ ド お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と を 示 す 。

【 図 １ ７ Ｂ 】 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 誘 導 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ が プ ロ ト ス ペ ー サ

ー プ ラ ス ミ ド お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配

列 番 号 ３ ０ １ ～ ３ ０ ３ お よ び ／ ／ ） 。

【 図 １ ７ Ｃ 】 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 誘 導 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ が プ ロ ト ス ペ ー サ

ー プ ラ ス ミ ド お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配

列 番 号 ３ ０ ４ ～ ３ ０ ６ お よ び ／ ／ ） 。

【 図 １ ８ Ａ 】 Ｃ ａ ｓ ９ が ３ ＇ － ５ ＇ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 伴 う Ｍ ｇ ２ ＋ 依 存 エ ン ド ヌ

ク レ ア ー ゼ で あ る こ と を 示 す 。

【 図 １ ８ Ｂ 】 同 上 。

【 図 １ ９ Ａ 】 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 指 示 性 Ｃ ａ ｓ ９ 切 断 は 部 位

特 異 的 で あ る こ と を 図 示 す る 。

【 図 １ ９ Ｂ 】 同 上 。

【 図 １ ９ Ｃ 】 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 指 示 性 Ｃ ａ ｓ ９ 切 断 は 部 位

特 異 的 で あ る こ と を 図 示 す る 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ３ ０ ７ ～ ３ ０ ９ 、 ／ ／ 、 ３ ３ ７ ～

３ ３ ９ お よ び ／ ／ ） 。

【 図 ２ ０ Ａ 】 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 指 示 性 Ｃ ａ ｓ ９ 切 断 が 速 く

効 率 的 で あ る こ と を 示 す 。

【 図 ２ ０ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ２ １ 】 図 ２ １ Ａ ～ Ｂ は 、 Ｃ ａ ｓ ９ の Ｈ Ｎ Ｈ お よ び Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 ド メ イ ン が そ れ ぞ れ 相 補

Ｄ Ｎ Ａ お よ び 非 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 切 断 を 指 示 す る こ と を 示 す 。

【 図 ２ ２ 】 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 認 識 の た め に 必 要 で あ る こ と を 示 す 。

【 図 ２ ３ Ａ 】 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 最 小 領 域 が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ 指 示 性 切 断 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 す 。

【 図 ２ ３ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ２ ４ Ａ 】 Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 が 種

特 異 的 で あ る こ と を 示 す 。
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【 図 ２ ４ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ２ ４ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ２ ４ Ｄ 】 同 上 。

【 図 ２ ５ Ａ 】 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の シ ー ド 配 列 が Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 指 示 性 切 断 を 支 配 す る こ と を 示 す 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ １ （ 配 列 番 号 ３ １

０ ） ； ス ペ ー サ ー ４ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ １ ～ ４ ２ ） （ 配 列 番 号 ３ １ １ ） ； ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （

１ ５ ～ ８ ９ ） （ 配 列 番 号 ／ ／ ） 。

【 図 ２ ５ Ｂ 】 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の シ ー ド 配 列 が Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 指 示 性 切 断 を 支 配 す る こ と を 示 す 。 パ ネ ル 左 （ 配 列 番 号 ３ １ ０ ） 。

【 図 ２ ５ Ｃ 】 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の シ ー ド 配 列 が Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 指 示 性 切 断 を 支 配 す る こ と を 示 す 。

【 図 ２ ６ Ａ 】 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 が Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に よ る プ ロ ト ス ペ ー

サ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 お よ び 細 菌 細 胞 内 で の Ｃ ａ ｓ ９ 媒 介 性 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 に

必 要 不 可 欠 で あ る こ と を 示 す 。

【 図 ２ ６ Ｂ 】 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 が Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に よ る プ ロ ト ス ペ ー

サ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 お よ び 細 菌 細 胞 内 で の Ｃ ａ ｓ ９ 媒 介 性 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 に

必 要 不 可 欠 で あ る こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ３ １ ２ ～ ３ １ ４ ） 。

【 図 ２ ６ Ｃ 】 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 が Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に よ る プ ロ ト ス ペ ー

サ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 お よ び 細 菌 細 胞 内 で の Ｃ ａ ｓ ９ 媒 介 性 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 に

必 要 不 可 欠 で あ る こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ３ １ ５ ～ ３ ２ ０ ） 。

【 図 ２ ７ Ａ 】 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 模 倣 す る 単 一 の キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ に 誘 導 さ

れ る Ｃ ａ ｓ ９ が プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と を 示 す 。

【 図 ２ ７ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ２ ７ Ｃ 】 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 模 倣 す る 単 一 の キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ に 誘 導 さ

れ る Ｃ ａ ｓ ９ が プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号

３ ２ １ ～ ３ ２ ４ ） 。

【 図 ２ ８ Ａ 】 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 遺 伝 子 配 列 を 標 的 と す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 新 規

の 設 計 を 示 す 。

【 図 ２ ８ Ｂ 】 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 遺 伝 子 配 列 を 標 的 と す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 新 規

の 設 計 を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ３ ２ ５ ～ ３ ２ ６ ） 。

【 図 ２ ８ Ｃ 】 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 遺 伝 子 配 列 を 標 的 と す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 新 規

の 設 計 を 示 す 。 Ｇ Ｆ Ｐ １ 標 的 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ２ ７ ） ； Ｇ Ｆ Ｐ ２ 標 的 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ２

８ ） ； Ｇ Ｆ Ｐ ３ 標 的 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ２ ９ ） ； Ｇ Ｆ Ｐ ４ 標 的 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ３ ０ ） ； Ｇ

Ｆ Ｐ ５ 標 的 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ３ １ ） ； Ｇ Ｆ Ｐ １ キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ３ ３ ２ ） ； Ｇ Ｆ Ｐ

２ キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ３ ３ ３ ） ； Ｇ Ｆ Ｐ ３ キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ３ ３ ４ ） ； Ｇ Ｆ Ｐ

４ キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ３ ３ ５ ） ； Ｇ Ｆ Ｐ ５ キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ３ ３ ６ ） 。

【 図 ２ ８ Ｄ 】 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 遺 伝 子 配 列 を 標 的 と す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 新 規

の 設 計 を 示 す 。

【 図 ２ ９ Ａ 】 ヒ ト 細 胞 内 の Ｃ ａ ｓ ９ お よ び 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 発 現 が 標 的 座 位 に お い て 二 重

鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 を も た ら す こ と を 示 す 。

【 図 ２ ９ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ２ ９ Ｃ 】 ヒ ト 細 胞 内 の Ｃ ａ ｓ ９ お よ び 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 発 現 が 標 的 座 位 に お い て 二 重

鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 を も た ら す こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ４ ２ ５ ～ ４ ２ ８ ） 。

【 図 ２ ９ Ｄ 】 ヒ ト 細 胞 内 の Ｃ ａ ｓ ９ お よ び 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 発 現 が 標 的 座 位 に お い て 二 重

鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 を も た ら す こ と を 示 す 。

【 図 ２ ９ Ｅ 】 同 上 。

【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ Ａ ～ Ｂ は 、 細 胞 可 溶 化 物 が 活 性 Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 含 み 、 部 位 特 異

的 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を 支 援 す る こ と を 示 す 。

【 図 ３ １ Ａ 】 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 の ３ ＇ 伸 展 が 部 位 特 異 的 Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ 媒 介 性 変 異 誘 発 を 強 化 す

る こ と を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ４ ２ ８ ～ ４ ３ ０ ） 。
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【 図 ３ １ Ｂ 】 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 の ３ ＇ 伸 展 が 部 位 特 異 的 Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ 媒 介 性 変 異 誘 発 を 強 化 す

る こ と を 示 す 。

【 図 ３ ２ Ａ 】 様 々 な 有 機 体 か ら の 代 表 Ｃ ａ ｓ ９ 配 列 の 系 統 樹 を 示 す 。

【 図 ３ ２ Ｂ 】 様 々 な 有 機 体 か ら の 代 表 Ｃ ａ ｓ ９ 配 列 の 系 統 樹 の 主 要 グ ル ー プ に 関 す る Ｃ ａ

ｓ ９ 座 位 構 造 を 示 す 。

【 図 ３ ３ Ａ 】 選 択 さ れ た 細 菌 種 か ら の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ の 構 造 を 示 す 。

【 図 ３ ３ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ３ ３ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ３ ３ Ｄ 】 同 上 。

【 図 ３ ３ Ｅ 】 同 上 。

【 図 ３ ４ Ａ 】 選 択 さ れ た Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び

ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 プ ロ セ シ ン グ を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ／ ／ 、 ／ ／ 、 ／

／ 、 ／ ／ 、 ／ ／ 、 ／ ／ 、 ／ ／ 、 ／ ／ ） 。

【 図 ３ ４ Ｂ 】 選 択 さ れ た Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び

ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 プ ロ セ シ ン グ を 示 す 。 （ 上 か ら 下 で 、 配 列 番 号 ／ ／ 、 ／ ／ 、 ／

／ 、 ／ ／ ） 。

【 図 ３ ５ 】 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 多 様 性 を 示 す ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 配 列 ア ラ

イ ン メ ン ト を 示 す 。

【 図 ３ ６ Ａ 】 デ ィ ー プ Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 明 ら か に な っ た 細 菌 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 示 す 。

【 図 ３ ６ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ３ ６ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ３ ６ Ｄ 】 同 上 。

【 図 ３ ６ Ｅ 】 同 上 。

【 図 ３ ６ Ｆ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ａ 】 座 標 （ 対 象 の 領 域 ） お よ び 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ ５ ＇ か ら ３ ＇ ） を 含 む 、

研 究 さ れ る 細 菌 種 の シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 回 収 さ れ る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ お

よ び 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 全 て 列 挙 す る 。

【 図 ３ ７ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｄ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｅ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｆ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｇ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｈ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｉ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｊ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｋ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｌ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｍ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｎ 】 同 上 。

【 図 ３ ７ Ｏ 】 同 上 。

【 図 ３ ８ Ａ 】 シ グ ネ チ ャ ー 遺 伝 子 ｃ ａ ｓ ９ の 存 在 を 特 徴 と す る Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ

ｓ 座 位 を 含 む 細 菌 種 の 表 を 示 す 。 こ れ ら の 配 列 を 系 統 発 生 分 析 の た め に 使 用 し た 。

【 図 ３ ８ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ Ａ ～ Ｂ は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 干 渉 （ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ ） シ ス テ ム の 設 計 を 示 す

。

【 図 ４ ０ Ａ 】 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が 転 写 伸 長 お よ び 開 始 を 効 果 的 に サ イ レ ン シ ン グ す る こ と を

示 す 。

【 図 ４ ０ Ｂ 】 同 上 。
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【 図 ４ ０ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ４ ０ Ｄ 】 同 上 。

【 図 ４ ０ Ｅ 】 同 上 。

【 図 ４ １ 】 図 ４ １ Ａ ～ Ｂ は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が 転 写 伸 長 を 遮 断 す る こ と で 機 能 す る こ と を

示 す 。

【 図 ４ ２ Ａ 】 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム の 標 的 特 異 性 を 示 す 。

【 図 ４ ２ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ４ ２ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ４ ３ Ａ 】 サ イ レ ン シ ン グ 効 果 に 影 響 を 及 ぼ す 因 子 の 特 徴 を 示 す 。

【 図 ４ ３ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ４ ３ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ４ ３ Ｄ 】 同 上 。

【 図 ４ ３ Ｅ 】 同 上 。

【 図 ４ ３ Ｆ 】 同 上 。

【 図 ４ ４ Ａ 】 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン を 使 用 し た 複 合 体 制 御 ネ ッ ト ワ ー ク の 機

能 性 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 示 す 。

【 図 ４ ４ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ４ ４ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ４ ５ Ａ 】 哺 乳 動 物 細 胞 で Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ を 用 い た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 示 す 。

【 図 ４ ５ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ４ ６ 】 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム の メ カ ニ ズ ム を 示 す 。

【 図 ４ ７ 】 図 ４ ７ Ａ ～ Ｂ は 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ で 同 時 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 （

Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ ） 細 胞 培 養 の 成 長 曲 線 を 示 す 。

【 図 ４ ８ 】 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が 複 数 コ ピ ー プ ラ ス ミ ド 上 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を サ イ レ

ン シ ン グ で き る こ と を 示 す 。

【 図 ４ ９ Ａ 】 異 な る 遺 伝 子 を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 伴 う 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ デ ー タ を

示 す 。

【 図 ４ ９ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ４ ９ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ５ ０ Ａ 】 近 接 す る 二 重 ミ ス マ ッ チ を 伴 う ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の サ イ レ ン シ ン グ 効 果 を 示 す 。

【 図 ５ ０ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ５ ０ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ５ ０ Ｄ 】 同 上 。

【 図 ５ ０ Ｅ 】 同 上 。

【 図 ５ １ 】 図 ５ １ Ａ ～ Ｃ は 、 二 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 単 一 の 遺 伝 子 を 制 御 す る こ と の 組

み 合 わ せ サ イ レ ン シ ン グ 効 果 を 示 す 。

【 図 ５ ２ 】 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 抑 制 は 標 的 座 位 お よ び 転 写 開 始 か ら の 相 対 的 な 距 離 に 依 存 す る こ と

を 示 す 。

【 図 ５ ３ 】 図 ５ ３ Ａ ～ Ｃ は 、 変 異 形 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド （ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ） が 、

ｄ Ｃ ａ ｓ ９ が Ｒ ｕ ｖ Ｃ １ ド メ イ ン の み （ た と え ば 、 Ｄ １ ０ Ａ ） 、 Ｈ Ｎ Ｈ ド メ イ ン の み （ た

と え ば 、 Ｈ ８ ４ ０ Ａ ） 、 ま た は 双 方 の ド メ イ ン （ た と え ば 、 Ｄ １ ０ Ａ お よ び Ｈ ８ ４ ０ Ａ ）

で 活 性 を 低 下 さ せ る 場 合 、 対 象 方 法 の た め の 機 構 で あ る こ と を 示 す 実 験 結 果 で あ る 。

【 図 ５ ４ Ａ 】 対 象 変 異 形 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー

（ ま た は そ れ ら の 断 片 ） の 例 を 列 挙 す る 。 例 に は 列 挙 さ れ た も の が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に

限 定 さ れ な い 。

【 図 ５ ４ Ｂ 】 同 上 。

【 図 ５ ４ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ５ ５ Ａ 】 キ メ ラ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド が ヒ ト 細 胞 の 転 写 を 活 性 化 （ 増 加 ） す る た め

に 使 用 さ れ 得 る こ と を 示 す 。

【 図 ５ ５ Ｂ 】 同 上 。
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【 図 ５ ５ Ｃ 】 同 上 。

【 図 ５ ５ Ｄ 】 同 上 。

【 図 ５ ６ 】 キ メ ラ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド が ヒ ト 細 胞 の 転 写 を 抑 制 （ 低 下 ） す る た め に 使

用 さ れ 得 る こ と を 示 す 。

【 図 ５ ７ Ａ 】 天 然 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と お よ そ ５ ０ ％ の 同 一 性 を 共 有 す る

人 工 配 列 が 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン の 構 造 が 保 存 さ れ る 限 り 、 Ｃ

ａ ｓ ９ と 一 緒 に 機 能 し て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し 得 る こ と を 示 す 。

【 図 ５ ７ Ｂ 】 同 上 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ３ ４ 】

定 義 （ 第 一 部 ）

　 本 明 細 書 で 同 義 的 に 使 用 さ れ る 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 核 酸 」 は 、 あ ら ゆ る

長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の 重 合 体 形 態 を 指 し 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ

チ ド を 指 す 。 従 っ て 、 こ の 用 語 に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 一 本 鎖 、 二 本 鎖 、 ま た は 多 鎖 の

Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 、 ま た は プ

リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン 塩 基 も し く は 他 の 天 然 の 、 化 学 的 も し く は 生 化 学 的 に 修 飾 さ れ た 、

非 天 然 の 、 も し く は 誘 導 体 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 を 含 む 重 合 体 が 含 ま れ る 。 「 オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 一 般 的 に は 、 約 ５ ～ 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る

一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 指 す 。 し か し 、 本 開 示 の 目 的 上 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ

に は 上 限 は 無 い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 オ リ ゴ マ ー 」 ま た は 「 オ リ ゴ 」 と し て も 知 ら

れ て お り 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 遺 伝 子 か ら 単 離 、 ま た は 化 学 合 成

す る こ と が で き る 。 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 核 酸 」 は 、 記 載 さ れ て い る 実 施 形

態 に 適 用 可 能 な 場 合 、 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 等 ） お よ び 二

本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む も の と 理 解 す べ き で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 「 ス テ ム ル ー プ 構 造 」 と は 、 主 に 一 本 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド （ ル ー プ 部 分 ） の 領 域 に よ っ て

一 方 の 端 で 連 結 さ れ て い る 二 本 鎖 （ ス テ ッ プ 部 分 （ ｓ ｔ ｅ ｐ 　 ｐ ｏ ｒ ｔ ｉ ｏ ｎ ） ） を 形 成

す る こ と が 知 ら れ て い る 、 ま た は 予 想 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 領 域 を 含 む 二 次 構 造 を 有 す る 核

酸 を 指 す 。 用 語 「 ヘ ア ピ ン 」 お よ び 「 フ ォ ー ル ド バ ッ ク 」 構 造 も 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 指

し て 、 本 明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 構 造 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、

こ れ ら の 用 語 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の そ れ ら の 意 味 と 共 に 、 一 貫 し て 使 用 さ れ る 。

当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 は 正 確 な 塩 基 対 形 成 を 必 要 と し な

い 。 従 っ て 、 ス テ ム は 一 つ ま た は 複 数 の 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 含 む 場 合 が あ る 。 あ る い は 、 そ

の 塩 基 対 形 成 は 正 確 で あ る 、 す な わ ち 、 い か な る ミ ス マ ッ チ も 含 ま な い 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 「 ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 」 ま た は 「 相 補 的 な 」 ま た は 「 実 質 的 に 相 補 的 な 」 と は 、 核 酸 （

例 え ば Ｒ Ｎ Ａ ） が 、 温 度 お よ び 溶 液 イ オ ン 強 度 が 適 切 な イ ン ビ ト ロ お よ び ／ ま た は イ ン ビ

ボ 条 件 下 で 、 配 列 特 異 的 、 逆 平 行 的 に 、 別 の 核 酸 に 、 非 共 有 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 、

す な わ ち 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 お よ び ／ も し く は Ｇ ／ Ｕ 塩 基 対 形 成 、 「 ア ニ ー

ル 」 、 ま た は 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 」 す る こ と を 可 能 に す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む （ す な わ

ち 、 核 酸 が 相 補 的 核 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る ） こ と を 意 味 す る 。 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い

る よ う に 、 標 準 的 な ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 に は 、 ア デ ニ ン （ Ａ ） と チ ミ ジ ン （ Ｔ

） の 対 合 、 ア デ ニ ン （ Ａ ） と ウ ラ シ ル （ Ｕ ） の 対 合 、 お よ び グ ア ニ ン （ Ｇ ） と シ ト シ ン （

Ｃ ） の 対 合 ［ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ］ が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 間 の （ 例 え ば 、 ｄ

ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て は 、 グ ア ニ ン （ Ｇ ） が ウ ラ シ ル （ Ｕ ） と 塩 基

対 合 す る こ と も 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Ｇ ／ Ｕ 塩 基 対 形 成 は 、 ｍ Ｒ Ｎ

Ａ 内 の コ ド ン と ｔ Ｒ Ｎ Ａ の ア ン チ コ ド ン 塩 基 対 形 成 と の 関 係 に お い て 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 （

す な わ ち 、 重 複 性 ） に 部 分 的 に 関 与 し て い る 。 本 開 示 に 照 ら し て 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ 分 子 の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） の グ ア ニ ン （ Ｇ ） は 、 ウ ラ シ

ル （ Ｕ ） に 対 し 相 補 的 で あ る と み な さ れ 、 逆 の 場 合 も 同 じ で あ る 。 従 っ て 、 Ｇ ／ Ｕ 塩 基 対
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が 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） の 所

与 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 形 成 可 能 で あ る 場 合 、 そ の 位 置 は 非 相 補 的 で あ る と は み な さ ず 、

代 わ り に 、 相 補 的 で あ る と み な さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 お よ び 洗 浄 条 件 は 周 知 で あ り 、 Sambrook, J., Fritsch, E

. F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Co

ld Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989)、 特 に そ の 第 １ １ 章 お

よ び 表 １ １ ． １ ;お よ び Sambrook, J. and Russell , W., Molecular Cloning: A Laborato

ry Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbo

r (2001)に 例 示 さ れ て い る 。 温 度 お よ び イ オ ン 強 度 の 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の

「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 を 決 定 す る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ２ 本 の 核 酸 が 相 補 的 な 配 列 を 含 有 す る こ と を 必 要 と す る が 、

塩 基 間 の ミ ス マ ッ チ は 可 能 で あ る 。 ２ 本 の 核 酸 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た 条 件

は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 可 変 要 素 で あ る そ れ ら の 核 酸 の 長 さ お よ び 相 補 性 の 程 度

に 依 存 す る 。 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 相 補 性 の 程 度 が 高 い 程 、 そ れ ら の 配 列 を 有 す る

核 酸 か ら 成 る ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 （ Ｔ ｍ ） 値 は よ り 高 く な る 。 短 い 相 補 性 （ 例 え ば 、

３ ５ 以 下 、 ３ ０ 以 下 、 ２ ５ 以 下 、 ２ ２ 以 下 、 ２ ０ 以 下 、 ま た は １ ８ 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド に

わ た る 相 補 性 ） を 有 す る 核 酸 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て は 、 ミ ス マ ッ チ の 位 置

が 重 要 と な る （ Sambrook et al.、 上 記 、 11.7～ 11.8を 参 照 ） 。 典 型 的 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド

可 能 な 核 酸 の 長 さ は 、 少 な く と も 約 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 核 酸 の

最 小 の 長 さ の 例 は 、 少 な く と も 約 １ ５ ヌ ク レ オ チ ド ； 少 な く と も 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド ； 少

な く と も 約 ２ ２ ヌ ク レ オ チ ド ； 少 な く と も 約 ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び 少 な く と も 約 ３ ０

ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 さ ら に 、 温 度 お よ び 洗 浄 液 の 塩 濃 度 が 、 相 補 的 な 領 域 の 長 さ お よ び

相 補 性 の 程 度 等 の 要 素 に 応 じ 、 必 要 に 応 じ て 調 整 さ れ て も よ い こ と は 当 業 者 に 認 識 さ れ る

。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 で あ る た め に 、 ま た は ハ イ ブ リ ッ

ド 可 能 で あ る た め に 、 そ の 標 的 核 酸 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し １ ０ ０ ％ 相 補 的 で あ る

必 要 は 無 い こ と は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 理 解 さ れ る 。 さ ら に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 介

在 セ グ メ ン ト ま た は 隣 接 セ グ メ ン ト が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 に 含 ま れ な い よ う に （

例 え ば 、 ル ー プ 構 造 ま た は ヘ ア ピ ン 構 造 ） 、 一 つ ま た は 複 数 の セ グ メ ン ト に わ た っ て ハ イ

ブ リ ダ イ ズ し 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 的 と す る 標 的 核 酸 配 列 内 の 標 的 領 域 に 対 し て

、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く

と も ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ の 配 列 相 補 性 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の ２

０ 中 １ ８ の ヌ ク レ オ チ ド が 標 的 領 域 に 対 し 相 補 的 で あ り 、 従 っ て 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ

す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 ９ ０ ％ の 相 補 性 を 示 す で あ ろ う 。 こ の 例 に お い て 、 残 り の 非 相

補 的 ヌ ク レ オ チ ド は 、 ク ラ ス タ ー 化 し て い る か 、 ま た は 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド と 共 に 散 在 し

て い る 場 合 が あ り 、 互 い に 、 ま た は 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド に 近 接 し て い る 必 要 は 無 い 。 核 酸

内 の 特 定 の 一 続 き の 核 酸 配 列 間 の 相 補 性 パ ー セ ン ト は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の Ｂ Ｌ

Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム （ 基 本 的 な 局 所 的 ア ラ イ メ ン ト 検 索 ツ ー ル ） お よ び Ｐ ｏ ｗ ｅ ｒ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ

Ｔ プ ロ グ ラ ム (Altschul et al. , J. Mol. Biol. , 1990, 215, 403-410; Zhang and Madde

n, Genome Res., 1997, 7, 649-656） を 用 い て 、 ま た は Ｇ ａ ｐ プ ロ グ ラ ム （ Ｗ ｉ ｓ ｃ ｏ ｎ

ｓ ｉ ｎ 配 列 解 析 パ ッ ケ ー ジ 、 Ｕ ｎ ｉ ｘ （ 登 録 商 標 ） 用 バ ー ジ ョ ン ８ 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 　

Ｃ ｏ ｍ ｐ ｕ ｔ ｅ ｒ 　 Ｇ ｒ ｏ ｕ ｐ ， 　 Ｕ ｎ ｉ ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｔ ｙ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｐ ａ ｒ ｋ

， 　 Ｍ ａ ｄ ｉ ｓ ｏ ｎ 　 Ｗ ｉ ｓ ． ） を 用 い て 、 Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｗ ａ ｔ ｅ ｒ ｍ ａ ｎ (Adv

. Appl. Math., 1981, 2, 482-489)の ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る 初 期 設 定 を 用 い て 、 通 常 の

方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 用 語 「 ペ プ チ ド 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 本 明 細 書 で 同 義 的 に
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使 用 さ れ 、 コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 お よ び コ ー ド さ れ て い な い ア ミ ノ 酸 、 化 学 的 ま た は 生 化

学 的 に 修 飾 ま た は 誘 導 体 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 、 並 び に 修 飾 ペ プ チ ド 骨 格 を 有 す る ポ リ ペ プ チ

ド を 含 み 得 る 、 あ ら ゆ る 長 さ の ア ミ ノ 酸 重 合 体 形 態 を 指 す 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 「 結 合 」 と は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン

に 関 連 し て ） 、 高 分 子 間 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 間 ） の 非 共 有 結 合 性 相 互 作 用 を

指 す 。 非 共 有 結 合 性 相 互 作 用 の 状 態 に お い て 、 高 分 子 は 、 「 会 合 」 ま た は 「 相 互 作 用 」 ま

た は 「 結 合 」 し て い る と 言 わ れ る （ 例 え ば 、 分 子 Ｘ が 分 子 Ｙ と 相 互 作 用 す る と 言 わ れ る 場

合 、 分 子 Ｘ が 非 共 有 結 合 的 に 分 子 Ｙ に 結 合 す る こ と を 意 味 す る ） 。 結 合 性 相 互 作 用 の 全 て

の 成 分 が 配 列 特 異 的 で あ る 必 要 は 無 い が （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 骨 格 内 の リ ン 酸 塩 残 基 と の 接 触

） 、 結 合 性 相 互 作 用 の い つ く か の 部 分 は 配 列 特 異 的 で あ る 場 合 が あ る 。 結 合 性 相 互 作 用 は

、 一 般 的 に は 、 １ ０
－ ６

Ｍ 未 満 、 １ ０
－ ７

Ｍ 未 満 、 １ ０
－ ８

Ｍ 未 満 、 １ ０
－ ９

Ｍ 未 満 、 １

０
－ １ ０

Ｍ 未 満 、 １ ０
－ １ １

Ｍ 未 満 、 １ ０
－ １ ２

Ｍ 未 満 、 １ ０
－ １ ３

Ｍ 未 満 、 １ ０
－ １ ４

Ｍ 未 満 、 ま た は １ ０
－ １ ５

Ｍ 未 満 の 解 離 定 数 （ Ｋ ｄ ） を 特 徴 と す る 。 「 親 和 性 」 は 結 合 の

強 さ を 指 し 、 結 合 親 和 性 の 増 加 は よ り 低 い Ｋ ｄ と 相 関 す る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 「 結 合 ド メ イ ン 」 と は 、 別 の 分 子 に 非 共 有 結 合 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 な タ ン パ ク 質 ド

メ イ ン を 意 味 す る 。 結 合 ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 ） 、 Ｒ

Ｎ Ａ 分 子 （ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 ） お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 分 子 （ タ ン パ ク 質 結 合 タ ン

パ ク 質 ） に 結 合 し 得 る 。 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 場 合 、 そ れ 自 体 に 結 合 す る

こ と が で き （ ホ モ 二 量 体 、 ホ モ 三 量 体 等 を 形 成 ） 、 お よ び ／ ま た は 一 つ も し く は 複 数 の 異

な る タ ン パ ク 質 か ら 成 る 一 つ も し く は 複 数 の 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 用 語 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 と は 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の タ ン パ ク 質 に お

け る 互 換 性 を 指 す 。 例 え ば 、 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ

リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン か ら 成 る ； 脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ ル 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ

酸 群 は セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン か ら 成 る ； ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は ア ス パ ラ

ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン か ら 成 る ； 芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ

ロ シ ン 、 お よ び ト リ プ ト フ ァ ン か ら 成 る ； 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は リ ジ ン 、 ア ル

ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン か ら 成 る ； 酸 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は グ ル タ ミ ン 酸 塩 お よ

び ア ス パ ラ ギ ン 酸 か ら 成 る ； 並 び に 硫 黄 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 群 は シ ス テ イ ン お よ び

メ チ オ ニ ン か ら 成 る 。 例 示 的 な 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 基 は 、 バ リ ン － ロ イ シ ン － イ ソ ロ イ シ

ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン － チ ロ シ ン 、 リ ジ ン － ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン － バ リ ン 、 お よ び ア ス

パ ラ ギ ン － グ ル タ ミ ン で あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に

対 し て あ る 特 定 の 「 配 列 同 一 性 」 パ ー セ ン ト を 有 し 、 こ の こ と は 、 ア ラ イ メ ン ト さ れ た 場

合 に そ の パ ー セ ン テ ー ジ の 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 が 同 一 で あ る こ と 、 お よ び 、 ２ つ の 配 列 を

比 較 す る 場 合 に は 同 一 の 相 対 位 置 に あ る こ と を 意 味 す る 。 配 列 同 一 性 は 、 い く つ か の 異 な

る 方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 配 列 同 一 性 を 決 定 す る た め に 、 様 々 な 方 法 お よ び ｎ ｃ ｂ

ｉ ． ｎ ｌ ｍ ． ｎ ｉ ｌ ｉ ． ｇ ｏ ｖ ／ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 、 ｅ ｂ ｉ ． ａ ｃ ． ｕ ｋ ／ Ｔ ｏ ｏ ｌ ｓ ／ ｍ ｓ ａ

／ ｔ ｃ ｏ ｆ ｆ ｅ ｅ ／ 、 ｅ ｂ ｉ ． ａ ｃ ． ｕ ｋ ／ Ｔ ｏ ｏ ｌ ｓ ／ ｍ ｓ ａ ／ ｍ ｕ ｓ ｃ ｌ ｅ ／ 、 ｍ ａ

ｆ ｆ ｔ ． ｃ ｂ ｒ ｃ ． ｊ ｐ ／ ａ ｌ ｉ ｇ ｎ ｍ ｅ ｎ ｔ ／ ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ ／ を 含 む サ イ ト に お い

て ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ 上 で 利 用 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 、

Ｔ － Ｃ Ｏ Ｆ Ｆ Ｅ Ｅ 、 Ｍ Ｕ Ｓ Ｃ Ｌ Ｅ 、 Ｍ Ａ Ｆ Ｆ Ｔ 等 ） を 用 い て 、 配 列 を ア ラ イ メ ン ト す る こ

と が で き る 。 例 え ば 、 Altschul et al. (1990), J. Mol. Bioi. 215:403-10を 参 照 さ れ た

い 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ を 「 コ ー ド す る 」 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 核 酸 配 列 で あ

る 。 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） を コ ー ド す
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る 場 合 も あ る し 、 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ な い Ｒ Ｎ

Ａ （ 例 え ば ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； 「 非 コ ー ド 」 Ｒ Ｎ Ａ ま た は

「 ｎ ｃ Ｒ Ｎ Ａ 」 と も 称 さ れ る ） を コ ー ド す る 場 合 も あ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 「 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 」 ま た は 特 定 の タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て

い る 配 列 は 、 適 切 な 制 御 配 列 の 制 御 下 に 置 か れ た 場 合 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い

て 、 （ Ｄ Ｎ Ａ の 場 合 ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ 、 （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 ） ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ

る 、 核 酸 配 列 で あ る 。 コ ー ド 配 列 の 境 界 は 、 ５ ＇ 末 端 （ Ｎ 末 端 ） の 開 始 コ ド ン お よ び ３ ＇

末 端 （ Ｃ 末 端 ） の 翻 訳 終 止 ナ ン セ ン ス コ ド ン に よ っ て 決 定 さ れ る 。 コ ー ド 配 列 に は 、 限 定

は さ れ な い が 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 原 核 生 物 ま た

は 真 核 生 物 の Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 お よ び 合 成 核 酸 が 含 ま れ 得 る 。 転 写

終 結 配 列 は 通 常 、 コ ー ド 配 列 の ３ ＇ 側 に 位 置 し て い る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 プ ロ モ ー タ ー 配 列 」 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ と 結 合 す る

こ と が で き 、 下 流 （ ３ ＇ 方 向 ） の コ ー ド 配 列 ま た は 非 コ ー ド 配 列 の 転 写 を 開 始 す る こ と が

で き る Ｄ Ｎ Ａ 調 節 領 域 で あ る 。 本 発 明 を 定 義 す る 目 的 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 転

写 開 始 点 に よ っ て そ の ３ ＇ 末 端 に 結 合 し て お り 、 上 流 （ ５ ＇ 方 向 ） に 伸 び て 、 バ ッ ク グ ラ

ウ ン ド を 超 え た 検 出 可 能 な レ ベ ル で 転 写 を 開 始 さ せ る の に 必 要 な 最 小 数 の 塩 基 ま た は エ レ

メ ン ト を 含 む 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 内 に は 、 転 写 開 始 点 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 結 合

に 関 与 す る タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン が 存 在 す る 。 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー は し ば し ば （ 常

に で は な い が ） 、 「 Ｔ Ａ Ｔ Ａ 」 ボ ッ ク ス お よ び 「 Ｃ Ａ Ｔ 」 ボ ッ ク ス を 含 有 す る 。 誘 導 性 プ

ロ モ ー タ ー を 含 む 種 々 の プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て 、 本 発 明 の 種 々 の ベ ク タ ー を 駆 動 さ せ る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 プ ロ モ ー タ ー は 、 恒 常 的 活 性 型 プ ロ モ ー タ ー （ す な わ ち 、 恒 常 的 に 活 性 ／ 「 Ｏ Ｎ 」 状 態

で あ る プ ロ モ ー タ ー ） で あ っ て も よ く 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ す な わ ち 、 活 性 ／ 「 Ｏ Ｎ 」

ま た は 不 活 性 ／ 「 Ｏ Ｆ Ｆ 」 状 態 が 、 外 部 刺 激 、 例 え ば 、 特 定 の 温 度 、 化 合 物 、 ま た は タ ン

パ ク 質 の 存 在 に よ っ て 制 御 さ れ る プ ロ モ ー タ ー ） で あ っ て も よ く 、 空 間 限 定 的 （ ｓ ｐ ａ ｔ

ｉ ａ ｌ ｌ ｙ 　 ｒ ｅ ｓ ｔ ｒ ｉ ｃ ｔ ｅ ｄ ） プ ロ モ ー タ ー （ す な わ ち 、 転 写 調 節 領 域 、 エ ン ハ ン

サ ー 等 ） （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 細 胞 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 ） で あ っ て も

よ く 、 時 間 限 定 的 （ ｔ ｅ ｍ ｐ ｏ ｒ ａ ｌ ｌ ｙ 　 ｒ ｅ ｓ ｔ ｒ ｉ ｃ ｔ ｅ ｄ ） プ ロ モ ー タ ー （ す な

わ ち 、 プ ロ モ ー タ ー が 、 胚 発 生 の 特 定 の 段 階 の 間 、 ま た は 生 物 学 的 プ ロ セ ス 特 定 の 段 階 、

例 え ば 、 マ ウ ス に お け る 毛 包 周 期 の 間 に 、 「 Ｏ Ｎ 」 状 態 ま た は 「 Ｏ Ｆ Ｆ 」 状 態 に あ る ） で

あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は ウ イ ル ス 由 来 で あ っ て も よ く 、 従 っ て ウ イ ル ス 性 プ ロ モ ー タ ー と

称 さ れ て も よ く 、 あ る い は 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 を 含 む あ ら ゆ

る 生 物 に 由 来 し て い て も よ い 。 適 切 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と で 、 い か な る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ

メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ ） に よ っ て も 発 現 を 駆 動 す る こ

と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー

、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） プ ロ モ ー タ ー ； ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 プ

ロ モ ー タ ー （ Ａ ｄ Ｍ Ｌ Ｐ ） ； 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ

イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 Ｃ Ｍ Ｖ 最 初 期 プ ロ モ ー タ ー 領 域 （ Ｃ Ｍ Ｖ Ｉ Ｅ ）

、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ト Ｕ ６ 核 内 低 分 子 プ ロ モ ー タ ー （ Ｕ ６

） （ Miyagishi et al. , Nature Biotechnology 20, 497 - 500 (2002)） 、 高 感 度 Ｕ ６ プ

ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Xia et al. , Nucleic Acids Res. 2003 Sep 1;31(17)） 、 ヒ ト Ｈ １

プ ロ モ ー タ ー （ Ｈ １ ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ

ー タ ー 、 Ｔ ３ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 イ ソ プ ロ ピ ル － β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ
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ラ ノ シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ク ト ー ス 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 熱 シ ョ ッ ク

プ ロ モ ー タ ー 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 、 ス テ ロ イ ド 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 、

金 属 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 従 っ

て 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 ド キ シ サ イ ク リ ン ； Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば 、 Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ

ポ リ メ ラ ー ゼ ； エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ； エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 融 合 物 ； 等 を 含 む が こ れ ら に 限

定 は さ れ な い 分 子 に よ っ て 調 節 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 多 細 胞 生 物 に お い て プ ロ モ ー タ ー が 一

部 の 特 定 の 細 胞 内 で 活 性 （ す な わ ち 、 「 Ｏ Ｎ 」 ） で あ る よ う な 、 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー

（ す な わ ち 、 細 胞 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 ） で あ る 。 空 間 限 定

的 プ ロ モ ー タ ー は 、 エ ン ハ ン サ ー 、 転 写 調 節 領 域 、 制 御 配 列 等 と も 称 さ れ 得 る 。 い か な る

好 都 合 な 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー も 使 用 す る こ と が で き 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、

脳 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 一 部 の ニ ュ ー ロ ン に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー 、 生 殖 細

胞 系 列 に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー 、 肺 に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー 、

筋 肉 に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー 、 膵 臓 の 島 細 胞 に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ

ー タ ー 等 ） の 選 択 は 、 生 物 に よ っ て 異 な る 。 例 え ば 、 植 物 、 ハ エ 、 虫 、 哺 乳 動 物 、 マ ウ ス

等 に お い て 、 種 々 の 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 空 間 限 定 的 プ ロ モ

ー タ ー を 用 い る こ と で 、 生 物 に 応 じ て 、 種 々 様 々 な 異 な る 組 織 お よ び 細 胞 型 に お い て 主 題

の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 制 御 す る こ と が で る 。 ま た 、 い

く つ か の 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー が 、 胚 発 生 の 特 定 の 段 階 の 間 、 ま た は

生 物 学 的 プ ロ セ ス の 特 定 の 段 階 （ 例 え ば 、 マ ウ ス に お け る 毛 包 周 期 ） の 間 に 、 「 Ｏ Ｎ 」 状

態 ま た は 「 Ｏ Ｆ Ｆ 」 状 態 に あ る よ う に 、 時 間 限 定 的 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 例 示 を 目 的 と し て 、 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ニ ュ ー

ロ ン 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 脂 肪 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 心 筋 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、

平 滑 筋 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 光 受 容 体 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 ニ ュ ー ロ ン 特

異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ

（ Ｎ Ｓ Ｅ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ 　 Ｈ Ｓ Ｅ Ｎ Ｏ ２ 、 Ｘ ５ １ ９ ５ ６ を 参 照 ） ； 芳

香 族 ア ミ ノ 酸 脱 炭 酸 酵 素 （ Ａ Ａ Ｄ Ｃ ） プ ロ モ ー タ ー ； 神 経 フ ィ ラ メ ン ト プ ロ モ ー タ ー （ 例

え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ｈ Ｕ Ｍ Ｎ Ｆ Ｌ 、 Ｌ ０ ４ １ ４ ７ を 参 照 ） ； シ ナ プ シ ン プ ロ モ ー タ ー

（ 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ｈ Ｕ Ｍ Ｓ Ｙ Ｎ Ｉ Ｂ 、 Ｍ ５ ５ ３ ０ １ を 参 照 ） ； ｔ ｈ ｙ － １ プ ロ

モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Chen et al. (1987) Cell 51:7-19;お よ び Llewellyn, et al. (2010)

 Nat. Med. 16(10):1161-1166を 参 照 ） ； セ ロ ト ニ ン 受 容 体 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｇ ｅ

ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ｓ ６ ２ ２ ８ ３ を 参 照 ） ； チ ロ シ ン 水 酸 化 酵 素 プ ロ モ ー タ ー （ Ｔ Ｈ ） （ 例 え ば

、 Oh et al. (2009) Gene Ther 16:437; Sasaoka et al. (1992) Mol. Brain Res. 16:27

4; Boundy et al. (1998) J. Neurosci. 18:9989;お よ び Kaneda et al. (1991) Neuron 6

:583-594を 参 照 ） ； Ｇ ｎ Ｒ Ｈ プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Radovick et al. (1991) Proc. Nat

l . Acad. Sci. USA 88:3402-3406を 参 照 ） ； Ｌ ７ プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Oberdick et al

. (1990) Science 248:223-226を 参 照 ） ； Ｄ Ｎ Ｍ Ｔ プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Bartge et al

. (1988) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 85:3648-3652を 参 照 ） ； エ ン ケ フ ァ リ ン プ ロ モ ー

タ ー （ 例 え ば 、 Comb et al. (1988) E M BO J. 17:3793-3805を 参 照 ） ； ミ エ リ ン 塩 基 性 タ

ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） プ ロ モ ー タ ー ； Ｃ ａ ２ ＋ － カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ

Ｉ Ｉ － α （ Ｃ ａ ｍ Ｋ Ｉ Ｉ α ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Mayford et al. (1996) Proc. Natl

. Acad. Sci. USA 93:13250;お よ び Casanova et al. (2001) Genesis 31:37を 参 照 ） ； Ｃ

Ｍ Ｖ エ ン ハ ン サ ー ／ 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 － β プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Liu et al. (2004)

Gene Therapy 11:52-60を 参 照 ） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 脂 肪 細 胞 特 異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ａ Ｐ ２ 遺 伝 子 プ

ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 、 例 え ば 、 ヒ ト ａ Ｐ ２ 遺 伝 子 の － ５ ． ４ ｋ ｂ ～ ＋ ２ １ ｂ ｐ の 領

域 （ 例 え ば 、 Tozzo et al. (1997) Endocrinol. 138:1604; Ross et al. (1990) Proc. N
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atl . Acad. Sci. USA 87:9590;お よ び Pavjani et al. (2005) Nat. Med. 11:797を 参 照 ）

； グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー － ４ （ Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ ４ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Knight et al

. (2003) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 100:14725を 参 照 ） ； 脂 肪 酸 ト ラ ン ス ロ カ ー ゼ （

Ｆ Ａ Ｔ ／ Ｃ Ｄ ３ ６ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Kuriki et al. (2002) Biol. Pharm. Bull .

25:1476;お よ び Sato et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:15703を 参 照 ） ； ス テ ア ロ イ ル

Ｃ ｏ Ａ 不 飽 和 酵 素 － １ （ Ｓ Ｃ Ｄ １ ） プ ロ モ ー タ ー （ Tabor et al. (1999) J. Biol. Chem.

 274:20603） ； レ プ チ ン プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Mason et al. (1998) Endocrinol. 139:

1013;お よ び Chen et al. (1999) Biochem. Biophys. Res. Com m. 262:187を 参 照 ） ； ア デ

ィ ポ ネ ク チ ン プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Kita et al. (2005) Biochem. Biophys. Res. Com m

. 331:484;お よ び Chakrabarti (2010) Endocrinol. 151:2408を 参 照 ） ； ア デ ィ プ シ ン プ

ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Platt et al. (1989) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 86:7490を 参 照

） ； レ ジ ス チ ン プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Seo et al. (2003) Molec. Endocrinol. 17:1522

を 参 照 ） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 心 筋 細 胞 特 異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 以 下 の 遺 伝 子 に

由 来 す る 制 御 配 列 が 挙 げ ら れ る ： ミ オ シ ン 軽 鎖 － ２ 、 α － ミ オ シ ン 重 鎖 、 Ａ Ｅ ３ 、 心 筋 ト

ロ ポ ニ ン Ｃ 、 心 筋 ア ク チ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 Franz et al. (1997) Cardiovasc. Res. 35:

560-566; Robbins et al. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 752:492-505; Linn et al. (19

95) Circ. Res. 76:584-591; Parmacek et al. (1994) Mol. Cell . Biol. 14:1870-1885;

 Hunter et al. (1993) Hypertension 22:608-617;お よ び Sartorelli et al. (1992) Pro

c. Natl . Acad. Sci. USA 89:4047-4051。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 平 滑 筋 特 異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｓ Ｍ ２ ２ α プ ロ モ

ー タ ー （ 例 え ば 、 Akyurek et al. (2000) Mol. Med. 6:983； お よ び 米 国 特 許 第 ７ ， １ ６

９ ， ８ ７ ４ 号 を 参 照 ） ； ス ム ー セ リ ン （ ｓ ｍ ｏ ｏ ｔ ｈ ｅ ｌ ｉ ｎ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、

国 際 公 開 第 ２ ０ ０ １ ／ ０ １ ８ ０ ４ ８ 号 ） ； α － 平 滑 筋 ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー ； 等 が 挙 げ ら

れ る 。 例 え ば 、 Ｓ Ｍ ２ ２ α プ ロ モ ー タ ー の ０ ． ４ ｋ ｂ 領 域 は 、 そ の 中 に ２ つ の Ｃ Ａ ｒ Ｇ エ

レ メ ン ト が 存 在 し て お り 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 特 異 的 な 発 現 を 媒 介 す る こ と が 示 さ れ て い る （

例 え ば 、 Kim, et al. (1997) Mol. Cell . Biol. 17, 2266-2278; Li, et al. , (1996) J.

 Cell Biol. 132, 849-859;お よ び Moessler, et al. (1996) Development 122, 2415-242

5を 参 照 ） 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 光 受 容 体 特 異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ロ ド プ シ ン プ ロ

モ ー タ ー ； ロ ド プ シ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー （ Young et al. (2003) Ophthalmol. Vis. S

ci. 44:4076） ； β ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ Nicoud et al. (2007) J.

 Gene Med. 9:1015） ； 網 膜 色 素 変 性 症 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ Nicoud et al. (2007)、 上

記 ） ； 光 受 容 体 間 レ チ ノ イ ド 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｉ Ｒ Ｂ Ｐ ） 遺 伝 子 エ ン ハ ン サ ー （ Nicoud e

t al. (2007)、 上 記 ） ； Ｉ Ｒ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ Yokoyama et al. (1992) Exp Eye

 Res. 55:225） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 本 明 細 書 で 同 義 的 に 使 用 さ れ る 用 語 「 Ｄ Ｎ Ａ 制 御 配 列 」 、 「 調 節 領 域 」 、 お よ び 「 調 節

エ レ メ ン ト 」 は 、 非 コ ー ド 配 列 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ） も し く は コ ー ド 配 列 （ 例

え ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド ） の 転 写 を

も た ら す お よ び ／ も し く は 調 節 す る 、 並 び に ／ ま た は コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 を

調 節 す る 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 タ

ン パ ク 質 分 解 シ グ ナ ル 等 の 、 転 写 お よ び 翻 訳 の 調 節 配 列 を 指 す 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 細 胞 、 ま た は 生 物 に 適 用 さ れ て 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 自 然

発 生 的 な 」 ま た は 「 無 修 飾 の 」 は 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 細 胞 、 ま た は 生

物 を 指 す 。 例 え ば 、 天 然 源 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 実 験 室 で ヒ ト に よ っ て 意 図 的 に 修 飾
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さ れ て い な い 、 生 物 （ ウ イ ル ス を 含 む ） 内 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド 配 列 は 、 自 然 発 生 的 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ て 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 キ メ ラ 」 と は 、 異 な

る 供 給 源 に 由 来 す る 構 造 に よ っ て 定 義 さ れ る ２ つ の 成 分 を 指 す 。 例 え ば 、 「 キ メ ラ 」 が キ

メ ラ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 ） に 関 連 し て 使 用 さ れ

る 場 合 、 そ の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む

。 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 、 修 飾 さ れ た 、 ま た は 自 然 発 生 的 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の い ず れ か

を 含 ん で い て も よ い （ 例 え ば 、 修 飾 ま た は 無 修 飾 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 由 来 の 第

一 ア ミ ノ 酸 配 列 ； お よ び Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 以 外 の 第 二 ア ミ ノ 酸 配 列 ） 。 同 様

に 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 連 し た 「 キ メ ラ 」 は 、 異 な る

コ ー ド 領 域 に 由 来 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む （ 例 え ば 、 修 飾 ま た は 無 修 飾 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ

ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 一 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ

ク 質 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 二 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 用 語 「 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ア ミ ノ 配 列 の ２ つ の 組 み 合 わ さ れ て い な け れ ば 離 れ て

い る セ グ メ ン ト の 組 み 合 わ せ （ す な わ ち 、 「 融 合 」 ） に よ っ て 、 通 常 は 人 の 介 在 に よ っ て

作 製 さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 キ メ ラ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は キ メ ラ ポ リ

ペ プ チ ド で あ る 。 い く つ か の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 「 融 合 変 異 体 」 と 称 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 「 異 種 」 と は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 天 然 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 に そ れ ぞ れ 存

在 し て い な い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 キ メ ラ Ｃ ａ

ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 で は 、 自 然 発 生 的 な 細 菌 性 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド （

ま た は そ の 変 異 体 ） の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ す な わ ち 、 Ｃ ａ ｓ

９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ 以 外 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た は 別 の 生 物 由 来 の ポ リ ペ

プ チ ド 配 列 ） に 融 合 さ れ て い る 場 合 が あ る 。 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ／

Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 に よ っ て も 示 さ れ る 活 性 （ 例 え ば 、 酵 素 活 性 ） を 示 し 得 る （ 例 え ば 、

メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ

キ チ ン 化 活 性 等 ） 。 異 種 核 酸 配 列 が 自 然 発 生 的 な 核 酸 配 列 （ ま た は そ の 変 異 体 ） に （ 例 え

ば 、 遺 伝 子 操 作 に よ っ て ） 連 結 さ れ る こ と で 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ ヌ

ク レ オ チ ド 配 列 が 作 製 さ れ 得 る 。 別 の 例 と し て 、 融 合 変 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ

チ ド で は 、 変 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 Ｃ

ａ ｓ ９ 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド ） に 融 合 さ れ て い る 場 合 が あ り 、 融 合 変 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異

的 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て も 示 さ れ る 活 性 を 示 す 。 異 種 核 酸 配 列 が 変 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異

的 ポ リ ペ プ チ ド に （ 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 ） に よ っ て 連 結 さ れ る こ と で 、 融 合 変 異 型 Ｃ ａ ｓ

９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 作 製 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 「 組 換 え 型 」 と は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 特 定 の 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） が

、 天 然 系 に 存 在 す る 内 在 性 核 酸 と 区 別 可 能 な 構 造 コ ー ド 配 列 ま た は 構 造 非 コ ー ド 配 列 を 有

す る 構 築 物 を も た ら す 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 制 限 処 理 （ ｒ ｅ ｓ ｔ ｒ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 、 ポ リ メ ラ

ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） お よ び ／ ま た は ラ イ ゲ ー シ ョ ン ス テ ッ プ の 種 々 の 組 換 え の 産 物 で

あ る こ と を 意 味 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 か ら 、 ま た は

一 連 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 築 す る こ と で 、 細 胞 内 ま た は 無 細 胞 の 転 写 系 お よ び

翻 訳 系 内 に 含 有 さ れ る 組 換 え 型 転 写 単 位 か ら の 発 現 が 可 能 な 合 成 核 酸 を 作 製 す る こ と が で

き る 。 関 連 配 列 を 含 む ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 組 換 え 型 の 遺 伝 子 ま た は 転 写 単 位 の 形 成 に も 使 用

す る こ と が で き る 。 非 翻 訳 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ５ ＇ 側 ま た は

３ ＇ 側 に 存 在 し 得 、 そ こ で 、 係 る 配 列 は 、 コ ー ド 領 域 の 操 作 ま た は 発 現 に 干 渉 せ ず 、 実 際

に は 、 種 々 の 機 構 に よ る 所 望 の 生 成 物 の 産 生 を 調 節 す る よ う に 作 用 し 得 る （ 下 記 の 「 Ｄ Ｎ

Ａ 制 御 配 列 」 を 参 照 ） 。 あ る い は 、 翻 訳 さ れ な い Ｒ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ）

を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 も 、 組 換 え 型 と 見 な さ れ 得 る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 用 語 「 組 換 え 型
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」 核 酸 は 、 自 然 発 生 的 で な い 、 例 え ば 、 通 常 は 人 の 介 在 に よ り 、 配 列 の ２ つ の 組 み 合 わ さ

れ て い な け れ ば 離 れ て い る セ グ メ ン ト の 人 為 的 な 組 み 合 わ せ に よ っ て 作 製 さ れ る 、 核 酸 を

指 す 。 こ の 人 工 的 な 組 み 合 わ せ は 、 多 く の 場 合 、 化 学 合 成 手 段 に よ っ て 、 ま た は 核 酸 の 単

離 セ グ メ ン ト の 人 為 的 操 作 、 例 え ば 、 遺 伝 子 工 学 技 術 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 そ の よ う な 人

工 的 組 み 合 わ せ は 、 通 常 は 、 コ ド ン を 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 、 ま た は 非 保 存

的 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン と 置 換 す る た め に 行 わ れ る 。 あ る い は 、 所 望 の 機 能 を 有 す

る 核 酸 セ グ メ ン ト を 結 合 し て 、 所 望 の 機 能 的 組 み 合 わ せ を 生 み 出 す た め に 行 わ れ る 。 こ の

人 工 的 な 組 み 合 わ せ は 、 多 く の 場 合 、 化 学 合 成 手 段 に よ っ て 、 ま た は 核 酸 の 単 離 セ グ メ ン

ト の 人 為 的 操 作 、 例 え ば 、 遺 伝 子 工 学 技 術 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 組 換 え 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 場 合 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 自 然 発 生 的 （

「 野 生 型 」 ） で あ っ て も よ い し 、 あ る い は 自 然 発 生 的 配 列 の 異 型 （ 例 え ば 、 変 異 体 ） で あ

っ て も よ い 。 従 っ て 、 用 語 「 組 換 え 型 」 ポ リ ペ プ チ ド は 、 必 ず し も 、 配 列 が 自 然 発 生 的 で

な い ポ リ ペ プ チ ド を 指 す わ け で は な い 。 実 際 に は 、 「 組 換 え 型 」 ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え Ｄ

Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る が 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 自 然 発 生 的 （ 「 野 生 型 」

） で あ っ て も よ い し 、 あ る い は 非 自 然 発 生 的 （ 例 え ば 、 異 型 、 変 異 体 等 ） で あ っ て も よ い

。 従 っ て 、 「 組 換 え 型 」 ポ リ ペ プ チ ド は 人 の 介 在 の 産 物 で あ る が 、 自 然 発 生 的 な ア ミ ノ 酸

配 列 で あ り 得 る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 「 ベ ク タ ー 」 ま た は 「 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 別 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト 、 す な わ ち 「 イ ン サ ー

ト 」 が 結 合 さ れ る て い る こ と で 、 細 胞 内 で 結 合 さ れ た セ グ メ ン ト の 複 製 を 引 き 起 こ す こ と

が で き る 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 ウ イ ル ス 、 ま た は コ ス ミ ド 等 の レ プ リ コ ン で あ る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 「 発 現 カ セ ッ ト 」 は 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 を 含 む

。 「 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 」 と は 、 そ の よ う に 記 載 さ れ た 成 分 が 、 そ れ ら の 意 図 さ れ る 様

式 で 機 能 す る こ と を 可 能 と す る 関 係 に あ る 並 列 を 指 す 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー が コ ー ド 配

列 の 転 写 ま た は 発 現 に 影 響 を 与 え て い る 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー は コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連

結 し て い る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 用 語 「 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 」 、 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 」 は 、 本 明 細 書 で 同 義 的 に 使 用

さ れ て 、 ベ ク タ ー お よ び 少 な く と も １ つ の イ ン サ ー ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 指 す 。 組 み 換 え

発 現 ベ ク タ ー は 通 常 、 イ ン サ ー ト （ 複 数 可 ） を 発 現 お よ び ／ も し く は 増 幅 （ ｐ ｒ ｏ ｐ ａ ｇ

ａ ｔ ｅ ） さ せ る た め 、 ま た は 他 の 組 換 え ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 築 の た め に 、 作 製 さ れ る 。

イ ン サ ー ト （ 複 数 可 ） は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い て も し て い な く て も

よ く 、 Ｄ Ｎ Ａ 制 御 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い て も し て い な く て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 細 胞 は 、 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー ） が 細 胞 内 に 導 入 さ れ て い る 場

合 、 係 る Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て 「 遺 伝 子 改 変 」 ま た は 「 形 質 転 換 」 ま た は 「 形 質 移 入 」 さ れ て い

る 。 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 は 、 永 続 的 ま た は 一 過 性 の 遺 伝 的 変 化 を も た ら す 。 形 質 転 換 Ｄ Ｎ

Ａ は 、 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ て も 組 み 込 ま れ な く て も よ い （ 共 有 結 合 的 に 連 結 し て い

て も し て い な く て も よ い ） 。 例 え ば 、 原 核 生 物 、 酵 母 、 お よ び 哺 乳 類 細 胞 で は 、 形 質 転 換

Ｄ Ｎ Ａ は プ ラ ス ミ ド 等 の エ ピ ソ ー ム エ レ メ ン ト 上 に 維 持 さ れ て い る 場 合 が あ る 。 真 核 細 胞

に つ い て 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 染 色 体 複 製 を 通 じ て 娘 細 胞 に 遺 伝 さ れ る よ う に

形 質 転 換 Ｄ Ｎ Ａ が 染 色 体 内 に 組 み 込 ま れ た 細 胞 で あ る 。 こ の 安 定 性 は 、 真 核 細 胞 が 、 形 質

転 換 Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 娘 細 胞 集 団 を 含 む 細 胞 株 ま た は ク ロ ー ン を 樹 立 す る 能 力 に よ っ て 説

明 さ れ る 。 「 ク ロ ー ン 」 と は 、 有 糸 分 裂 に よ っ て 単 一 細 胞 ま た は 共 通 の 祖 先 に 由 来 す る 細

胞 集 団 で あ る 。 「 細 胞 株 」 と は 、 何 世 代 に も わ た っ て イ ン ビ ト ロ に お い て 安 定 な 増 殖 が 可

能 な 初 代 細 胞 の ク ロ ー ン で あ る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 遺 伝 子 改 変 （ 「 形 質 転 換 」 と も 称 さ れ る ） の 適 切 な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 感

染 ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 感 染 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 接 合 （ ｃ ｏ ｎ ｊ ｕ ｇ ａ ｔ ｉ ｏ
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ｎ ） 、 原 形 質 融 合 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿

、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｉ ） 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン

介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 パ ー テ ィ ク ル ガ

ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 直 接 微 量 注 入 、 ナ ノ 粒 子 介 在 性 核 酸 送 達 （ 例 え ば 、 Panyam

 et. , al Adv Drug Deliv Rev. 2012 Sep 13. pii: S0169-409X(12)00283-9. doi: 10.10

16/j.addr.2012.09.023を 参 照 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 遺 伝 子 改 変 の 方 法 の 選 択 は 、 一 般 的 に は 形 質 転 換 さ れ る 細 胞 の 種 類 お よ び 形 質 転 換 が 起

こ る 環 境 （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 、 エ キ ソ ビ ボ 、 ま た は イ ン ビ ボ ） に 依 存 す る 。 こ れ ら の 方

法 の 総 括 的 な 考 察 は 、 Ausubel, et al. , Short Protocols in Molecular Biology, 3rd e

d., Wiley & Sons, 1995に 見 出 す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 」 は 、 「 標 的 部 位 」 ま た は 「 標 的 配 列 」 を 含 む Ｄ Ｎ

Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 用 語 「 標 的 部 位 」 ま た は 「 標 的 配 列 」 ま た は 「 標 的 プ ロ ト ス

ペ ー サ ー （ ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｓ ｐ ａ ｃ ｅ ｒ ） Ｄ Ｎ Ａ 」 は 、 本 明 細 書 で は 同 義 的 に 使 用 さ れ 、 結 合

に 十 分 な 条 件 が 存 在 す る 場 合 に 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト が 結

合 す る （ 図 １ お よ び 図 ３ ９ を 参 照 ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 に 存 在 す る 核 酸 配 列 を 指 す 。 例 え ば 、 標

的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 部 位 （ ま た は 標 的 配 列 ） ５ ＇ － Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ － ３ ＇ （ 配 列 番 号 ／

／ ） は 、 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 ５ ＇ － Ｇ Ａ Ｕ Ａ Ｕ Ｇ Ｃ Ｕ Ｃ － ３ ＇ （ 配 列 番 号 ／ ／ ） の 標 的 と さ れ る （

ま た は そ れ と 結 合 す る 、 ま た は そ れ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 ま た は そ れ に 対 し 相 補 的 で あ

る ） 。 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 条 件 に は 、 細 胞 内 に 通 常 存 在 す る 生 理 的 条 件 が 含 ま れ る

。 他 の 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 条 件 （ 例 え ば 、 無 細 胞 系 に お け る 条 件 ） は 、 当 該 技 術 分

野 に お い て 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Sambrook、 上 記 参 照 ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し 相 補

的 で そ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 「 相 補 鎖 」 と 称 さ れ 、 「 相 補 鎖 」 に 対 し 相

補 的 な （ 従 っ て Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し 相 補 的 で な い ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 「 非 相 補 鎖 （ ｎ

ｏ ｎ ｃ ｏ ｍ ｐ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ａ ｒ ｙ 　 ｓ ｔ ｒ ａ ｎ ｄ ） 」 ま た は 「 非 相 補 鎖 （ ｎ ｏ ｎ － ｃ ｏ ｍ

ｐ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ａ ｒ ｙ 　 ｓ ｔ ｒ ａ ｎ ｄ ） 」 と 称 さ れ る （ 図 １ ２ を 参 照 ） 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 「 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は

「 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 Ｒ

Ｎ Ａ と 結 合 し 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 標 的 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に 記 載

さ れ る 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ が 結 合 し て い る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に よ っ て 特 定 の Ｄ

Ｎ Ａ 配 列 に 標 的 化 さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 で あ る こ

と か ら 、 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ （ 標 的 配 列 ） 内 の 特 定 の 位 置 に 標 的 化 す る 配

列 を 含 む 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 「 切 断 （ ｃ ｌ ｅ ａ ｖ ａ ｇ ｅ ） 」 と は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 共 有 結 合 性 骨 格 の 切 断 （ ｂ ｒ ｅ ａ ｋ

ａ ｇ ｅ ） を 意 味 す る 。 切 断 は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 酵 素 的 ま た は 化 学 的 な 加 水 分 解 を

含 む が こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 種 々 の 方 法 に よ っ て 開 始 さ れ 得 る 。 一 本 鎖 切 断 お よ び 二 本

鎖 切 断 は 共 に 可 能 で あ り 、 二 本 鎖 切 断 は ２ つ の 別 々 の 一 本 鎖 切 断 事 象 の 結 果 と し て 起 こ る

可 能 性 が あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 は 平 滑 末 端 ま た は 付 着 末 端 の 生 成 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 あ

る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 複

合 体 が 標 的 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 の た め に 使 用 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 「 ヌ ク レ ア ー ゼ 」 お よ び 「 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 」 は 、 本 明 細 書 で 同 義 的 に 使 用 さ れ 、 Ｄ

Ｎ Ａ 切 断 の 触 媒 活 性 を 有 す る 酵 素 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 ヌ ク レ ア ー ゼ の 「 切 断 ド メ イ ン 」 ま た は 「 活 性 ド メ イ ン 」 ま た は 「 ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ

ン 」 と は 、 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 の 触 媒 活 性 を 有 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 内 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た は ポ リ

ペ プ チ ド ド メ イ ン を 意 味 す る 。 切 断 ド メ イ ン が １ 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ て い る 場 合
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も あ る し 、 あ る い は 、 切 断 活 性 が ２ つ の （ ま た は そ れ 以 上 の ） ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 に よ っ

て も た ら さ れ る 場 合 も あ る 。 単 一 の ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン は 、 所 与 の ポ リ ペ プ チ ド 内 の ２

つ 以 上 の 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 鎖 か ら 成 り 得 る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 該 ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の 位 置 に 標

的 化 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド 」 と 称 さ れ る （ 「 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｇ Ｒ Ｎ Ａ 」 と も 称 さ れ る ） 。 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト 」 の ２

つ の セ グ メ ン ト を 含 む 。 「 セ グ メ ン ト 」 と は 、 分 子 の セ グ メ ン ト ／ セ ク シ ョ ン ／ 領 域 （ 例

え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ 内 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 ） を 意 味 す る 。 セ グ メ ン ト は 、 セ グ メ ン ト が ２

つ 以 上 の 分 子 の 領 域 を 含 み 得 る よ う な 、 複 合 体 の 領 域 ／ セ ク シ ョ ン を 意 味 す る 場 合 も あ る

。 例 え ば 、 い く つ か の 例 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト （

下 記 ） は １ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ り 、 そ の た め 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 そ の Ｒ Ｎ Ａ

分 子 の 領 域 を 含 む 。 他 の 場 合 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン

ト （ 下 記 ） は 、 相 補 的 領 域 に 沿 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る ２ つ の 別 々 の 分 子 を 含 む 。 例

と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ２ つ の 別 々 の 分 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質

結 合 セ グ メ ン ト は 、 （ ｉ ） １ ０ ０ 塩 基 対 長 の 第 一 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 塩 基 対 ４ ０ ～ ７ ５ ； お よ び

（ ｉ ｉ ） ５ ０ 塩 基 対 長 の 第 二 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 塩 基 対 １ ０ ～ ２ ５ を 含 み 得 る 。 「 セ グ メ ン ト 」

の 定 義 は 、 特 定 の 文 脈 に お い て 特 に 定 義 さ れ て い な い 限 り 、 特 定 の 全 塩 基 対 数 に 限 定 さ れ

ず 、 い か な る 特 定 の 、 所 与 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 由 来 の 任 意 の 特 定 の 塩 基 対 数 に も 限 定 さ れ ず 、 複

合 体 内 の 特 定 の 数 の 別 々 の 分 子 に 限 定 さ れ ず 、 任 意 の 全 長 で あ る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 領 域 を 含 ん

で い て も よ く 、 他 の 分 子 に 対 し 相 補 性 を 有 す る 領 域 を 含 ん で い て も 含 ん で い な く て も よ い

。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト （ ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 」 ） は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の 配

列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 ） を 含 む 。 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ

メ ン ト （ ま た は 「 タ ン パ ク 質 結 合 配 列 」 ） は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す

る 。 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド が Ｃ ａ ｓ ９ ま た は Ｃ ａ ｓ ９ 関 連 ポ リ ペ プ チ ド （ 以 下 に よ

り 詳 細 に 記 載 ） で あ る 場 合 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 部 位 特 異 的 切 断 は 、 （ ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

と 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 間 の 塩 基 対 形 成 の 相 補 性 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の シ ョ ー ト モ チ ー

フ （ ｓ ｈ ｏ ｒ ｔ 　 ｍ ｏ ｔ ｉ ｆ ） （ プ ロ ト ス ペ ー サ ー 隣 接 モ チ ー フ （ Ｐ Ａ Ｍ ） と 称 さ れ る ）

の 両 方 に よ っ て 決 定 さ れ る 位 置 で 起 こ る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て

二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 （ ｄ ｏ ｕ ｂ ｌ ｅ 　 ｓ ｔ ｒ ａ ｎ ｄ ｅ ｄ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 ｄ ｕ ｐ ｌ ｅ ｘ ） （ ｄ ｓ

Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） を 形 成 す る 、 ２ 本 の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 含 む 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ； 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る 核 酸 ； 等 ） は 、 追 加 の 所 望 の 特 徴 （ 例 え ば 、 修 飾 ま た は 調 節 さ れ た 安 定 性 ； 細 胞 内 標 的

化 ； 追 跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 ） ； タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 に 対 す る 結 合 部 位 ；

等 ） を 与 え る 修 飾 ま た は 配 列 を 含 む 。 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ５ ＇ キ ャ ッ プ （ 例

え ば 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ル 酸 キ ャ ッ プ （ ｍ ７ Ｇ ） ） ； ３ ＇ ポ リ ア デ ニ ル 化 尾 部 （ す な わ ち

、 ３ ＇ ポ リ （ Ａ ） 尾 部 ） ； リ ボ ス イ ッ チ 配 列 （ 例 え ば 、 安 定 性 の 調 節 、 並 び に ／ ま た は タ

ン パ ク 質 お よ び ／ も し く は タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ る 接 触 の し 易 さ の 調 節 を 可 能 に す る ） ；

安 定 性 制 御 配 列 ； ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る 配 列 （ す な わ ち 、 ヘ ア ピ ン ） ） ； Ｒ Ｎ Ａ を

細 胞 内 位 置 （ 例 え ば 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 葉 緑 体 等 ） に 標 的 化 す る 修 飾 ま た は 配 列 ； 追

跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 分 子 へ の 直 接 結 合 、 蛍 光 検 出 を 促 進 す る 部 分 、 蛍 光 検 出 を 可 能 に す る 配

列 へ の 結 合 等 ） を も た ら す 修 飾 ま た は 配 列 ； タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化 因 子 、 転 写

抑 制 因 子 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 化 酵 素 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル
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ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 等 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 す る タ ン パ ク 質 ）

に 対 す る 結 合 部 位 を 与 え る 修 飾 ま た は 配 列 ； 並 び に そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 上 記 の 特 徴 の う ち の い ず れ か を

与 え る 追 加 の セ グ メ ン ト を ５ ＇ 末 端 ま た は ３ ＇ 末 端 の い ず れ か に 含 む 。 例 え ば 、 適 切 な 第

三 セ グ メ ン ト は 、 ５ ＇ キ ャ ッ プ （ 例 え ば 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ル 酸 キ ャ ッ プ （ ｍ ７ Ｇ ） ） ；

３ ＇ ポ リ ア デ ニ ル 化 尾 部 （ す な わ ち 、 ３ ＇ ポ リ （ Ａ ） 尾 部 ） ； リ ボ ス イ ッ チ 配 列 （ 例 え ば

、 安 定 性 の 調 節 、 並 び に ／ ま た は タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ る 接 触 の し 易 さ

の 調 節 を 可 能 に す る ） ； 安 定 性 制 御 配 列 ； ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る 配 列 （ す な わ ち 、

ヘ ア ピ ン ） ） ； Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 位 置 （ 例 え ば 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 葉 緑 体 等 ） に 標 的 化

す る 配 列 ； 追 跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 分 子 へ の 直 接 結 合 、 蛍 光 検 出 を 促 進 す る 部 分 、 蛍 光 検 出 を

可 能 に す る 配 列 へ の 結 合 等 ） を も た ら す 修 飾 ま た は 配 列 ； タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 転 写 活 性

化 因 子 、 転 写 抑 制 因 子 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 化 酵 素 、 ヒ ス

ト ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 等 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 す る

タ ン パ ク 質 ） に 対 す る 結 合 部 位 を 与 え る 修 飾 ま た は 配 列 ； 並 び に そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含

み 得 る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 部 位

特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 複 合 体 を 形 成 す る （ す な わ ち 、 非 共 有 結 合 性 相 互 作 用 に よ っ て

結 合 す る ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む こ と に よ っ て 、 標 的 特 異 性 を 複 合 体 に 与 え る 。 複 合 体 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド は 部 位 特 異 的 活 性 を 与 え る 。 言 い 換 え れ ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ 自 体

が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

配 列 （ 例 え ば 、 染 色 体 核 酸 内 の 標 的 配 列 ； 染 色 体 外 核 酸 （ 例 え ば 、 エ ピ ソ ー ム 核 酸 、 ミ ニ

サ ー ク ル 等 ） 内 の 標 的 配 列 ； ミ ト コ ン ド リ ア 核 酸 内 の 標 的 配 列 ； 葉 緑 体 核 酸 内 の 標 的 配 列

； プ ラ ス ミ ド 内 の 標 的 配 列 ； 等 ） に 誘 導 さ れ る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ つ の 別 々 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子

（ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ： 「 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 お よ び 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 、 以 下 を 参 照 ） を

含 み 、 「 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る

。 他 の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 単 一 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 単 一 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド ） で あ り 、 「 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 、 「 単 一 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ 」 、 ま た は 「 ｓ

ｇ Ｒ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 。 用 語 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｇ Ｒ Ｎ Ａ 」 は 、 二 重 分 子 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ す な わ ち 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ ） の 両 方 を

包 括 的 に 指 す 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 例 示 的 な 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 （ 「 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た

は 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト 」 ） 分 子 お よ び 対

応 す る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 （ 「 ト ラ ン ス 作 動 性 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 活 性 化 Ｒ

Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 」 ） 分 子 を 含 む 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 （ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ） は

、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト （ 一 本 鎖 ） お よ び Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の

タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の 半 分 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 （ 「 二 本

鎖 形 成 セ グ メ ン ト 」 ） の 両 方 を 含 む 。 対 応 す る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 （ 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ）

は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の も う 半 分 を 形

成 す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 （ 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト ） を 含 む 。 言 い 換 え れ ば 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分

子 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に 対 し 相 補 的 で そ れ と

ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖

を 形 成 す る 。 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 は 、 対 応 す る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子

を 有 す る と 言 う こ と が で き る 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 は さ ら に 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン

ト を 与 え る 。 従 っ て 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 は （ 対 応 す る 対 と
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し て ） ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る 。 所 与 の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ま た は

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 正 確 な 配 列 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 が 存 在 す る 種 類 に 特 有 で あ る 。 様 々 な

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ が 図 ８ の 対 応 す る 相 補 的 対 合 に 示 さ れ て い る 。 主 題 の

二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 い か な る 対 応 す る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 対

を 含 ん で い て も よ い 。 主 題 の 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 い か な る 対 応 す る ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 対 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 用 語 「 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 は 、 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 を 意

味 し て 、 本 明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 用 語 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 は 、 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 を 意 味 し て 、 本 明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 用 語 「 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン

ト 」 は 、 対 応 す る 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ま た は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に ハ イ ブ リ

ダ イ ズ す る こ と で ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の 形 成 に 寄 与 す る 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 意 味 し て 、 本 明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 言 い 換 え れ ば 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は

、 対 応 す る 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト に 対 し 相 補 的 な 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト を

含 む 。 従 っ て 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト を 含 み 、 一 方 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 二 本

鎖 形 成 セ グ メ ン ト お よ び Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の 両 方 を 含 む 。 従

っ て 、 主 題 の 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 い か な る 対 応 す る 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ 対 か ら 成 っ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 「 宿 主 細 胞 」 は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ に お け る 真 核

細 胞 、 原 核 細 胞 （ 例 え ば 、 細 菌 細 胞 ま た は 古 細 菌 細 胞 ） 、 ま た は 単 細 胞 の 独 立 体 と し て 培

養 さ れ る 多 細 胞 生 物 由 来 の 細 胞 （ 例 え ば 、 細 胞 株 ） を 示 し 、 真 核 細 胞 ま た は 原 核 細 胞 は 核

酸 の レ シ ピ エ ン ト と し て 使 用 さ れ 得 る 、 も し く は 使 用 さ れ て お り 、 核 酸 に よ っ て 形 質 転 換

さ れ た 原 細 胞 の 子 孫 が 含 ま れ る 。 単 一 細 胞 の 子 孫 は 、 自 然 変 異 、 偶 発 的 変 異 、 ま た は 意 図

的 な 変 異 が あ る た め に 、 形 態 に お い て 、 ま た は ゲ ノ ム も し く は 全 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 体 （ ｃ ｏ ｍ

ｐ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ） に お い て 、 元 の 親 と 必 ず し も 完 全 に 同 一 で な く て も よ い こ と が 理 解 さ れ

る 。 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 （ 「 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 」 と も 称 さ れ る ） は 、 異 種 核 酸 （ 例 え ば

、 発 現 ベ ク タ ー ） を 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 で あ る 。 例 え ば 、 主 題 の 細 菌 宿 主 細 胞 は 、 適 切 な

細 菌 宿 主 細 胞 へ の 外 来 性 核 酸 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ま た は 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー ） の 導 入

に よ る 遺 伝 子 改 変 さ れ た 細 菌 性 宿 主 細 胞 で あ り 、 主 題 の 真 核 生 物 宿 主 細 胞 は 、 適 切 な 真 核

生 物 性 宿 主 細 胞 へ の 外 来 性 核 酸 の 導 入 に よ る 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 性 宿 主 細 胞 （ 例 え

ば 、 哺 乳 類 生 殖 細 胞 ） で あ る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 用 語 「 幹 細 胞 」 は 、 自 己 複 製 し 、 且 つ 分 化 細 胞 型 を 生 み 出 す 能 力 を 有 す る 細 胞 （ 例 え ば

、 植 物 幹 細 胞 、 脊 椎 動 物 幹 細 胞 ） を 指 し て 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る （ Morrison et al. (199

7) Cell 88:287-298を 参 照 ） 。 細 胞 の 個 体 発 生 に 関 連 し て 、 形 容 詞 「 分 化 型 の 」 、 ま た は

「 分 化 中 の 」 は 、 相 対 語 で あ る 。 「 分 化 細 胞 」 は 、 比 較 さ れ て い る 細 胞 よ り も 発 生 経 路 を

さ ら に 進 行 し た 細 胞 で あ る 。 従 っ て 、 多 能 性 幹 細 胞 （ 下 記 ） は 、 系 統 が 限 定 さ れ た 前 駆 細

胞 （ 例 え ば 、 中 胚 葉 幹 細 胞 ） に 分 化 可 能 で あ り 、 系 統 が 限 定 さ れ た 前 駆 細 胞 は そ の 後 、 さ

ら に 限 定 さ れ た 細 胞 （ 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ン 前 駆 細 胞 ） に 分 化 可 能 で あ り 、 さ ら に 限 定 さ れ

た 細 胞 は 最 終 段 階 の 細 胞 （ す な わ ち 、 高 分 化 型 細 胞 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ン 、 心 筋 細 胞 等 ）

に 分 化 可 能 で あ り 、 最 終 段 階 の 細 胞 は あ る 特 定 の 組 織 型 に お い て 特 徴 的 な 役 割 を 果 た し 、

さ ら に 増 殖 す る 能 力 は 保 持 し て い て も 保 持 し て い な く て も よ い 。 幹 細 胞 は 、 特 定 の マ ー カ

ー （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 Ｒ Ｎ Ａ 等 ） の 存 在 お よ び 特 定 の マ ー カ ー の 非 存 在 の 両 方 を 特 徴

と し 得 る 。 ま た 幹 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ の 両 方 に お け る 機 能 分 析 、 特 に 、 幹

細 胞 が 複 数 の 分 化 し た 子 孫 を 生 じ さ せ る 能 力 に 関 し た ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 目 的 と す る 幹 細 胞 に は 多 能 性 幹 細 胞 （ Ｐ Ｓ Ｃ ） が 含 ま れ る 。 用 語 「 多 能 性 幹 細 胞 」 ま た

は 「 Ｐ Ｓ Ｃ 」 は 、 そ の 生 物 の 全 て の 細 胞 型 を 生 み 出 す こ と が 可 能 な 幹 細 胞 を 意 味 し て 、 本

明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 Ｐ Ｓ Ｃ は 、 そ の 生 物 の 全 て の 胚 葉 （ 例 え ば 、 脊 椎 動 物 の
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内 胚 葉 、 中 胚 葉 、 お よ び 外 胚 葉 ） の 細 胞 を 生 じ る こ と が で き る 。 多 能 性 細 胞 は 、 生 体 に お

い て 、 奇 形 腫 を 形 成 す る こ と が で き 、 外 胚 葉 、 中 胚 葉 、 ま た は 内 胚 葉 組 織 に 寄 与 す る こ と

が 可 能 で あ る 。 植 物 の 多 能 性 幹 細 胞 は 、 そ の 植 物 の 全 て の 細 胞 型 （ 例 え ば 、 根 、 茎 、 葉 等

の 細 胞 ） を 生 じ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 動 物 の Ｐ Ｓ Ｃ は い く つ か の 異 な る 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ

Ｃ ） は 胚 の 内 部 細 胞 塊 か ら 得 ら れ （ Thomson et. al, Science. 1998 Nov 6;282(5391):11

45-7） 、 一 方 、 誘 導 多 能 性 幹 細 胞 （ ｉ Ｐ Ｓ Ｃ ） は 体 細 胞 か ら 得 ら れ る （ Takahashi et. al

, Cell . 2007 Nov 30;131(5):861-72; Takahashi et. al, Nat Protoc. 2007;2(12):3081

-9; Yu et. al, Science. 2007 Dec 21;318(5858):1917-20. Epub 2007 Nov 20） 。 用 語

Ｐ Ｓ Ｃ は 多 能 性 幹 細 胞 を そ れ ら の 由 来 に か か わ ら ず 指 す た め 、 用 語 Ｐ Ｓ Ｃ は 用 語 Ｅ Ｓ Ｃ お

よ び 用 語 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ 、 並 び に Ｐ Ｓ Ｃ の 別 の 例 で あ る 用 語 胚 性 生 殖 幹 細 胞 （ Ｅ Ｇ Ｓ Ｃ ） を 包 含

す る 。 Ｐ Ｓ Ｃ は 株 化 細 胞 系 形 態 で あ っ て も よ い し 、 一 次 胚 組 織 か ら 直 接 得 て も よ い し 、 あ

る い は 、 体 細 胞 に 由 来 し て い て も よ い 。 Ｐ Ｓ Ｃ は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 の 標 的 細 胞 で あ り

得 る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 「 胚 性 幹 細 胞 」 （ Ｅ Ｓ Ｃ ） と は 、 胚 か ら 、 典 型 的 に は 胚 盤 胞 の 内 部 細 胞 塊 か ら 単 離 さ れ

た Ｐ Ｓ Ｃ を 意 味 す る 。 Ｅ Ｓ Ｃ 系 は Ｎ Ｉ Ｈ 　 Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　 Ｅ ｍ ｂ ｒ ｙ ｏ ｎ ｉ ｃ 　 Ｓ ｔ ｅ ｍ 　

Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｒ ｅ ｇ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ に 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 ｈ Ｅ Ｓ Ｂ Ｇ Ｎ － ０ １ 、 ｈ Ｅ Ｓ Ｂ

Ｇ Ｎ － ０ ２ 、 ｈ Ｅ Ｓ Ｂ Ｇ Ｎ － ０ ３ 、 ｈ Ｅ Ｓ Ｂ Ｇ Ｎ － ０ ４ （ ブ レ サ ジ ェ ン 社 （ Ｂ ｒ ｅ ｓ ａ Ｇ

ｅ ｎ ， 　 Ｉ ｎ ｃ ． ） ； Ｈ Ｅ Ｓ － １ 、 Ｈ Ｅ Ｓ － ２ 、 Ｈ Ｅ Ｓ － ３ 、 Ｈ Ｅ Ｓ － ４ 、 Ｈ Ｅ Ｓ － ５ 、

Ｈ Ｅ Ｓ － ６ （ Ｅ Ｃ セ ル ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 （ Ｅ Ｓ 　 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ

ｎ ａ ｌ ） ） ； Ｍ ｉ ｚ － ｈ Ｅ Ｓ １ （ ミ ズ メ デ ィ 病 院 － ソ ウ ル 大 学 校 （ Ｍ ｉ ｚ Ｍ ｅ ｄ ｉ 　 Ｈ ｏ

ｓ ｐ ｉ ｔ ａ ｌ － Ｓ ｅ ｏ ｕ ｌ 　 Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ｕ ｎ ｉ ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｔ ｙ ） ） ； Ｈ Ｓ Ｆ － １

、 Ｈ Ｓ Ｆ － ６ （ カ リ フ ォ ル ニ ア 大 学 サ ン フ ラ ン シ ス コ 校 （ Ｕ ｎ ｉ ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｔ ｙ 　 ｏ ｆ 　

Ｃ ａ ｌ ｉ ｆ ｏ ｒ ｎ ｉ ａ 　 ａ ｔ 　 Ｓ ａ ｎ 　 Ｆ ｒ ａ ｎ ｃ ｉ ｓ ｃ ｏ ） ） ； お よ び Ｈ １ 、 Ｈ ７ 、 Ｈ

９ 、 Ｈ １ ３ 、 Ｈ １ ４ （ ウ イ ス コ ン シ ン 同 窓 研 究 基 金 （ Ｗ ｉ ｓ ｃ ｏ ｎ ｓ ｉ ｎ 　 Ａ ｌ ｕ ｍ ｎ ｉ

　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） （ ウ ィ セ ル ・ リ サ ー チ ・ イ ン ス テ ィ テ ュ ー

ト 社 （ Ｗ ｉ Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ ） ） ） 等 で あ る 。 目 的 と す

る 幹 細 胞 に は 、 ア カ ゲ ザ ル 幹 細 胞 お よ び マ ー モ セ ッ ト 幹 細 胞 等 の 他 の 霊 長 類 由 来 の 胚 性 幹

細 胞 も 含 ま れ る 。 該 幹 細 胞 は 、 あ ら ゆ る 哺 乳 類 種 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 イ

ヌ 、 ネ コ 、 げ っ 歯 類 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー ） 、 霊 長 類 等 か ら 得 ら れ て い

て も よ い （ Thomson et al. (1998) Science 282:1145; Thomson et al. (1995) Proc. Na

tl . Acad. Sci USA 92:7844; Thomson et al. (1996) Biol. Reprod. 55:254; Shamblott

 et al. , Proc. Natl . Acad. Sci. USA 95:13726, 1998） 。 培 養 に お い て 、 Ｅ Ｓ Ｃ は 典 型

的 に 、 大 き な 核 － 細 胞 質 比 、 明 確 な 境 界 お よ び 顕 著 な 核 小 体 を 有 す る 平 坦 な コ ロ ニ ー と し

て 増 殖 す る 。 さ ら に 、 Ｅ Ｓ Ｃ は 、 Ｓ Ｓ Ｅ Ａ － ３ 、 Ｓ Ｓ Ｅ Ａ － ４ 、 Ｔ Ｒ Ａ － １ － ６ ０ 、 Ｔ Ｒ

Ａ － １ － ８ １ 、 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る が 、 Ｓ Ｓ Ｅ Ａ － １ は 発 現 し な い

。 Ｅ Ｓ Ｃ を 作 製 お よ び 特 徴 付 け す る 方 法 の 例 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ７ ， ０ ２ ９ ， ９ １ ３

号 、 同 第 ５ ， ８ ４ ３ ， ７ ８ ０ 号 、 お よ び 同 第 ６ ， ２ ０ ０ ， ８ ０ ６ 号 に 見 出 す こ と が で き 、

こ れ ら の 開 示 は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 未 分 化 型 の ｈ Ｅ Ｓ Ｃ を 増 殖 さ せ る

た め の 方 法 は 、 国 際 公 開 第 ９ ９ ／ ２ ０ ７ ４ １ 号 、 同 第 ０ １ ／ ５ １ ６ １ ６ 号 、 お よ び 同 第 ０

３ ／ ０ ２ ０ ９ ２ ０ 号 に 記 載 さ れ る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 「 胚 性 生 殖 幹 細 胞 」 （ Ｅ Ｇ Ｓ Ｃ ） ま た は 「 胚 性 生 殖 細 胞 」 ま た は 「 Ｅ Ｇ 細 胞 」 と は 、 生

殖 細 胞 お よ び ／ ま た は 生 殖 細 胞 前 駆 細 胞 、 例 え ば 始 原 生 殖 細 胞 （ す な わ ち 精 子 お よ び 卵 子

に な る で あ ろ う 細 胞 ） に 由 来 す る Ｐ Ｓ Ｃ を 意 味 す る 。 胚 性 生 殖 細 胞 （ Ｅ Ｇ 細 胞 ） は 、 上 記

の 胚 性 幹 細 胞 と 類 似 し た 特 性 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。 Ｅ Ｇ 細 胞 を 作 製 お よ び 特 徴 付 け

す る 方 法 の 例 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ７ ， １ ５ ３ ， ６ ８ ４ 号 ;Matsui, Y., et al. , (1992

) Cell 70:841; Shamblott , M., et al. (2001) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 98: 113;
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Shamblott , M., et al. (1998) Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 95:13726;お よ び Koshimiz

u, U., et al. (1996) Development, 122:1235に 見 出 す こ と が で き 、 こ れ ら の 開 示 は 参 照

に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 「 誘 導 多 能 性 幹 細 胞 」 ま た は 「 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ 」 と は 、 Ｐ Ｓ Ｃ で は な い 細 胞 （ す な わ ち 、 Ｐ Ｓ

Ｃ よ り も 分 化 し た 細 胞 ） に 由 来 す る Ｐ Ｓ Ｃ を 意 味 す る 。 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ は 、 複 数 の 異 な る 細 胞 型

（ 例 え ば 、 高 分 化 型 細 胞 ） か ら 得 る こ と が で き る 。 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ は Ｅ Ｓ 細 胞 様 形 態 を 有 し 、 大

き な 核 － 細 胞 質 比 、 明 確 な 境 界 お よ び 顕 著 な 核 を 有 す る 平 坦 な コ ロ ニ ー と し て 増 殖 す る 。

さ ら に 、 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ は 、 当 業 者 に 公 知 の 、 一 つ ま た は 複 数 の 重 要 な 多 能 性 マ ー カ ー を 発 現 し

、 例 え ば 、 限 定 は さ れ な い が 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 Ｓ Ｓ Ｅ Ａ ３ 、 Ｓ Ｓ Ｅ Ａ ４ 、 Ｓ ｏ

ｘ ２ 、 Ｏ ｃ ｔ ３ ／ ４ 、 Ｎ ａ ｎ ｏ ｇ 、 Ｔ Ｒ Ａ １ ６ ０ 、 Ｔ Ｒ Ａ １ ８ １ 、 Ｔ Ｄ Ｇ Ｆ １ 、 Ｄ ｎ ｍ ｔ

３ ｂ 、 Ｆ ｏ ｘ Ｄ ３ 、 Ｇ Ｄ Ｆ ３ 、 Ｃ ｙ ｐ ２ ６ ａ １ 、 Ｔ Ｅ Ｒ Ｔ 、 お よ び ｚ ｆ ｐ ４ ２ 等 で あ る 。

ｉ Ｐ Ｓ Ｃ を 作 製 お よ び 特 徴 付 け す る 方 法 の 例 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 Ｕ Ｓ ２ ０ ０

９ ０ ０ ４ ７ ２ ６ ３ 号 、 同 第 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ９ ０ ０ ６ ８ ７ ４ ２ 号 、 同 第 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ９ ０ １ ９ １ １

５ ９ 号 、 同 第 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ９ ０ ２ ２ ７ ０ ３ ２ 号 、 同 第 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ９ ０ ２ ４ ６ ８ ７ ５ 号 、 お よ

び 同 第 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ９ ０ ３ ０ ４ ６ ４ ６ 号 に 見 出 す こ と が で き 、 こ れ ら の 開 示 は 参 照 に よ っ て

本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 一 般 的 に 、 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ を 作 製 す る た め に 、 多 能 性 幹 細 胞 に な る よ

う に 体 細 胞 を 再 プ ロ グ ラ ム す る た め の 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 再 プ ロ グ ラ ム 因 子 （

例 え ば 、 Ｏ ｃ ｔ ４ 、 Ｓ Ｏ Ｘ ２ 、 Ｋ Ｌ Ｆ ４ 、 Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｎ ａ ｎ ｏ ｇ 、 Ｌ ｉ ｎ ２ ８ 等 ） が 体 細 胞

に 与 え ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 「 体 細 胞 」 と は 、 実 験 的 操 作 の 非 存 在 下 で は 、 生 物 に お け る 全 細 胞 型 を 通 常 生 じ な い 、

生 物 に お け る あ ら ゆ る 細 胞 を 意 味 す る 。 言 い 換 え れ ば 、 体 細 胞 は 、 生 体 の ３ 種 の 全 胚 葉 （

す な わ ち 、 外 胚 葉 、 中 胚 葉 お よ び 内 胚 葉 ） の 細 胞 を 自 然 に は 生 じ な い 程 十 分 に 分 化 し た 細

胞 で あ る 。 例 え ば 、 体 細 胞 に は ニ ュ ー ロ ン お よ び 神 経 前 駆 細 胞 の 両 方 が 含 ま れ 、 そ の 後 者

は 、 中 枢 神 経 系 の 全 て ま た は い く つ か の 細 胞 型 を 自 然 に 生 じ る こ と が で き 得 る が 、 中 胚 葉

ま た は 内 胚 葉 系 統 の 細 胞 を 生 じ る こ と は で き な い 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 「 有 糸 分 裂 細 胞 」 と は 、 有 糸 分 裂 を 行 っ て い る 細 胞 を 意 味 す る 。 有 糸 分 裂 は 、 真 核 細 胞

が そ の 核 に 含 ま れ る 染 色 体 を ２ つ の 別 々 の 核 の ２ つ の 同 一 の セ ッ ト に 分 離 す る プ ロ セ ス で

あ る 。 通 常 、 そ の 直 後 に 細 胞 質 分 裂 が 起 こ り 、 核 、 細 胞 質 、 細 胞 小 器 官 お よ び 細 胞 膜 が 、

こ れ ら の 細 胞 成 分 を お お よ そ 等 し い 割 合 で 含 有 す る ２ つ の 細 胞 に 分 割 さ れ る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 「 分 裂 終 了 細 胞 」 と は 、 有 糸 分 裂 か ら 脱 出 し た 、 す な わ ち 、 「 静 止 状 態 」 に あ る 、 す な

わ ち 、 そ れ 以 上 分 裂 を 行 わ な い 細 胞 を 意 味 す る 。 こ の 静 止 状 態 は 一 時 的 、 す な わ ち 可 逆 的

な 場 合 も あ る し 、 あ る い は 永 続 的 な 場 合 も あ る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 「 減 数 分 裂 細 胞 」 と は 、 減 数 分 裂 を 行 っ て い る 細 胞 を 意 味 す る 。 減 数 分 裂 は 、 細 胞 が 配

偶 子 ま た は 胞 子 を つ く る こ と を 目 的 と し て そ の 核 内 物 質 を 分 割 す る プ ロ セ ス で あ る 。 有 糸

分 裂 と 異 な り 、 減 数 分 裂 で は 、 染 色 体 は 染 色 体 間 で 遺 伝 物 質 を 組 み 換 え る 組 換 え ス テ ッ プ

を 行 う 。 さ ら に 、 有 糸 分 裂 か ら 生 み 出 さ れ る ２ つ の （ 遺 伝 的 に 同 一 の ） 二 倍 体 細 胞 に 対 し

て 、 減 数 分 裂 は ４ つ の （ 遺 伝 的 に 特 有 の ） 一 倍 体 細 胞 を も た ら す 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 「 組 換 え 」 と は 、 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 遺 伝 情 報 の 交 換 の プ ロ セ ス を 意 味 す る 。

本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 相 同 組 換 え 修 復 （ Ｈ Ｄ Ｒ ） 」 は 、 例 え ば 、 細 胞 に お け る 二

重 鎖 切 断 の 修 復 中 に 起 こ る 、 特 殊 な 形 態 の Ｄ Ｎ Ａ 修 復 を 指 す 。 こ の プ ロ セ ス は ヌ ク レ オ チ

ド 配 列 相 同 性 を 必 要 と し 、 「 ド ナ ー 」 分 子 を 「 標 的 」 分 子 （ す な わ ち 、 二 重 鎖 切 断 を 受 け

た 分 子 ） の 鋳 型 修 復 に 用 い 、 ド ナ ー か ら 標 的 へ の 遺 伝 情 報 の 移 動 を も た ら す 。 相 同 組 換 え

修 復 は 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 標 的 分 子 と 異 な り 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一

部 ま た は 全 て が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 に 組 み 込 ま れ た 場 合 に 、 標 的 分 子 配 列 の 変 化 （ 例 え ば 、 挿 入
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、 欠 失 、 変 異 ） を も た ら し 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー 、 ま た は ド ナ ー ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー の 一 部 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 「 非 相 同 末 端 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ ） 」 と は 、 相 同 的 鋳 型 を 必 要 と せ ず に （ 修 復 を 導 く た め に

相 同 配 列 を 必 要 と す る 相 同 組 換 え 修 復 と は 対 照 的 ） 、 切 断 末 端 を 互 い に 直 接 ラ イ ゲ ー シ ョ

ン す る こ と に よ る 、 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 二 重 鎖 切 断 の 修 復 を 意 味 す る 。 Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ は 多 く の 場 合 、 二

重 鎖 切 断 部 位 の 近 く の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 損 失 （ 欠 失 ） を も た ら す 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 用 語 「 処 置 」 、 「 処 置 す る こ と 」 等 は 、 所 望 の 薬 理 学 的 お よ び ／ ま た は 生 理 学 的 効 果 を

得 る こ と を 通 常 意 味 し て 、 本 明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 効 果 は 、 疾 患 も し く は そ の 症 状 を 完

全 に ま た は 部 分 的 に 予 防 す る と い う 点 か ら 予 防 的 な も の で あ っ て も よ い し 、 お よ び ／ ま た

は 、 疾 患 お よ び ／ も し く は そ の 疾 患 に 起 因 す る 有 害 作 用 の 部 分 的 も し く は 完 全 な 治 癒 と い

う 点 か ら 治 療 的 な も の で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 処 置 」 は 、 哺 乳 動 物 に お

け る 疾 患 ま た は 症 状 の あ ら ゆ る 処 置 を 包 含 し 、 （ ａ ） 疾 患 ま た は 症 状 に か か る 傾 向 が あ る

が 、 ま だ そ れ を 有 し て い る と は 診 断 さ れ て い な い 対 象 に お い て 、 疾 患 ま た は 症 状 が 発 症 す

る こ と を 予 防 す る こ と ； （ ｂ ） 疾 患 ま た は 症 状 を 抑 制 す る こ と 、 す な わ ち 、 そ の 発 達 を 止

め る こ と ； あ る い は （ ｃ ） 疾 患 を 軽 減 す る こ と 、 す な わ ち 、 疾 患 の 後 退 を 引 き 起 こ す こ と

、 を 含 む 。 治 療 薬 は 、 病 気 ま た は 傷 害 の 発 生 の 前 に 投 与 さ れ て も よ い し 、 発 生 中 に 投 与 さ

れ て も よ い し 、 発 生 後 に 投 与 さ れ て も よ い 。 進 行 中 の 疾 患 の 処 置 で あ っ て 、 患 者 の 望 ま し

く な い 臨 床 症 状 を 安 定 化 ま た は 低 減 す る 処 置 は 、 特 に 重 要 で あ る 。 そ の よ う な 処 置 は 、 患

部 組 織 に お け る 完 全 な 機 能 喪 失 の 前 に 行 わ れ る こ と が 望 ま し い 。 主 題 の 治 療 は 、 疾 患 の 対

症 段 階 の 間 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 疾 患 の 対 症 段 階 の 後 に 、 投 与 さ れ る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 用 語 「 個 体 」 、 「 対 象 」 、 「 宿 主 」 、 お よ び 「 患 者 」 は 、 本 明 細 書 で 同 義 的 に 使 用 さ れ

、 診 断 、 処 置 、 ま た は 治 療 が 望 ま し い あ ら ゆ る 哺 乳 類 対 象 、 特 に ヒ ト を 指 す 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 分 子 生 化 学 お よ び 細 胞 生 化 学 に お け る 一 般 的 な 方 法 は 、 Molecular Cloning: A Laborat

ory Manual, 3rd Ed. (Sambrook et al. , HaRBor Laboratory Press 2001); Short Proto

cols in Molecular Biology, 4th Ed. (Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons 1999)

; Protein Methods (Bollag et al. , John Wiley & Sons 1996); Nonviral Vectors for

Gene Therapy (Wagner et al. eds., Academic Press 1999); Viral Vectors (Kaplift &

 Loewy eds., Academic Press 1995); Im munology Methods Manual (I. Lefkovits ed.,

Academic Press 1997);お よ び Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures in Bio

technology (Doyle & Griffiths, John Wiley & Sons 1998)等 の 標 準 的 な 教 科 書 に 見 出 す

こ と が で き 、 こ れ ら の 開 示 は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 前 に 、 本 発 明 が 記 載 さ れ る 特 定 の 実 施 形 態 に 限 定 さ れ ず 、 従 っ

て 、 当 然 の こ と な が ら 、 変 更 さ れ 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 専 門 用

語 は 特 定 の 実 施 形 態 を 説 明 す る こ と の み を 目 的 と し て お り 、 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 特 許 請

求 の 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る た め 、 限 定 を 意 図 す る も の で は な い こ と も 理 解 さ れ た い

。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 数 値 の 範 囲 が 与 え ら れ た 場 合 、 そ の 範 囲 の 上 限 値 と 下 限 値 の 間 の 、 文 脈 に よ っ て 特 に 明

示 さ れ な い 限 り は 下 限 値 の 単 位 の １ ０ 分 の １ ま で の 、 間 に 挟 ま れ た 各 値 、 お よ び そ の 記 載

の 範 囲 内 の あ ら ゆ る 他 の 記 載 さ れ た 、 ま た は 間 に 挟 ま れ た 数 値 は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る こ

と を 理 解 さ れ た い 。 こ れ ら の よ り 小 さ な 範 囲 の 上 限 値 お よ び 下 限 値 は 、 そ の よ り 小 さ な 範

囲 内 に 独 立 し て 含 ま れ て も よ く 、 こ れ も ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る が 、 記 載 範 囲 の 具 体 的 に

除 外 さ れ る 境 界 値 が 適 用 さ れ る 。 記 載 範 囲 が 一 方 ま た は 両 方 の 境 界 値 を 含 む 場 合 、 そ れ ら

の 含 ま れ る 境 界 値 の 一 方 ま た は 両 方 を 除 外 し た 範 囲 も ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ０ １ 】

　 あ る 特 定 の 範 囲 は 、 「 約 」 と い う 用 語 に 先 行 さ れ た 数 値 を 用 い て 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ

る 。 本 明 細 書 に お い て 「 約 」 と い う 用 語 は 、 そ れ に 続 く ま さ に そ の 数 値 、 お よ び そ の 用 語

に 続 く 数 値 に 近 い ま た は 近 似 し た 数 値 の た め の 字 義 通 り の サ ポ ー ト を 提 供 す る の に 使 用 さ

れ る 。 あ る 数 値 が 具 体 的 に 記 載 さ れ た 数 値 に 近 い ま た は 近 似 し て い る か ど う か を 決 定 す る

際 、 近 い ま た は 近 似 し て い る 未 記 載 の 数 値 は 、 そ れ が 提 示 さ れ た 文 脈 に お い て 、 具 体 的 に

記 載 さ れ た 数 値 の 実 質 的 な 等 価 物 を 提 供 す る 数 値 で あ り 得 る 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 別 途 定 義 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 全 て の 専 門 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 発

明 が 属 す る 技 術 分 野 に お い て 当 業 者 に よ り 一 般 的 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。

本 明 細 書 に 記 載 さ れ る も の と 同 様 ま た は 等 価 で あ る い か な る 方 法 お よ び 材 料 も 本 発 明 の 実

施 ま た は 試 験 に 使 用 可 能 で は あ る が 、 こ こ で 、 好 ま し い 方 法 お よ び 材 料 が 記 載 さ れ る 。 本

明 細 書 で 言 及 さ れ る 全 て の 刊 行 物 は 、 引 用 さ れ た 刊 行 物 と 関 連 し た 方 法 お よ び ／ ま た は 材

料 を 開 示 お よ び 説 明 す る た め に 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 お よ び 特 許 は 、 あ た か も 個 々 の 刊 行 物 ま た は 特

許 が そ れ ぞ れ 、 具 体 的 か つ 個 々 に 、 本 明 細 書 に 参 照 に よ っ て 組 み 込 ま れ る こ と が 示 さ れ る

よ う に 、 本 明 細 書 に 参 照 に よ っ て 組 み 込 ま れ て お り 、 関 連 し て 刊 行 物 が 引 用 さ れ る 方 法 お

よ び ／ ま た は 材 料 を 開 示 お よ び 説 明 す る た め に 、 本 明 細 書 に 参 照 に よ っ て 組 み 込 ま れ る 。

い か な る 出 版 物 の 引 用 も 、 出 願 日 よ り も 前 の そ の 開 示 に 対 す る も の で あ り 、 先 願 発 明 に よ

り そ の よ う な 刊 行 物 に 先 行 す る 権 利 が な い と い う 承 認 と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。 さ

ら に 、 提 供 さ れ る 刊 行 物 の 日 付 は 、 実 際 の 刊 行 日 と は 異 な る 場 合 が あ り 、 別 に 確 認 さ れ る

必 要 が あ り 得 る 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 場 合 、 単 数 形 「 ａ 」 、 「 ａ ｎ 」 、 お

よ び 「 ｔ ｈ ｅ 」 は 、 文 脈 に よ っ て 特 に 明 示 さ れ な い 限 り 、 複 数 の 指 示 対 象 を 含 む こ と に 注

意 さ れ た い 。 従 っ て 、 例 え ば 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 へ の 言 及 に は 、 複 数 の そ の よ う な ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 へ の 言 及 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ

ド お よ び 当 業 者 に 公 知 の そ の 等 価 物 へ の 言 及 が 含 ま れ る 、 等 で あ る 。 さ ら に 、 特 許 請 求 の

範 囲 は 、 い か な る 任 意 の 要 素 も 除 外 す る よ う に 起 案 す る こ と が で き る こ と を 注 意 さ れ た い

。 従 っ て 、 こ の 記 載 は 、 請 求 項 の 要 素 の 列 挙 に 関 連 し て 、 「 単 に （ ｓ ｏ ｌ ｅ ｌ ｙ ） 」 、 「

の み （ ｏ ｎ ｌ ｙ ） 」 等 の 排 他 的 な 用 語 の 使 用 、 ま た は 「 否 定 的 な 」 制 限 の 使 用 に 先 立 つ 基

準 と し て の 役 割 を 果 た す こ と が 意 図 さ れ る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 明 確 化 の た め に 別 々 の 実 施 形 態 に 関 し て 記 載 さ れ る 本 発 明 の あ る 特 定 の 特 徴 は 、 単 一 の

実 施 形 態 に お い て 組 み 合 わ さ れ て 提 供 さ れ て も よ い こ と が 理 解 さ れ る 。 逆 に 、 簡 潔 さ の た

め に 単 一 の 実 施 形 態 に 関 し て 記 載 さ れ る 本 発 明 の 種 々 の 特 徴 は 、 別 々 に 提 供 さ れ て も よ い

し 、 あ る い は 任 意 の 適 切 な 副 組 合 せ で 提 供 さ れ て も よ い 。 本 発 明 に 関 連 す る 全 て の 実 施 形

態 の 組 み 合 わ せ は 、 そ れ ぞ れ お よ び 全 て の 組 み 合 わ せ が あ た か も 個 々 に 且 つ 明 示 的 に 開 示

さ れ た か の 如 く 、 本 発 明 に 具 体 的 に 包 含 さ れ 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 。 さ ら に 、 種 々 の 実

施 形 態 お よ び そ の 要 素 の 全 て の 副 組 合 せ も 、 そ れ ぞ れ お よ び 全 て の そ の よ う な 副 組 み 合 わ

せ が あ た か も 個 々 に 且 つ 明 示 的 に 本 明 細 書 で 開 示 さ れ た か の 如 く 、 本 発 明 に 具 体 的 に 包 含

さ れ 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 本 明 細 書 で 考 察 さ れ る 刊 行 物 は 、 本 出 願 の 出 願 日 よ り も 前 の そ の 開 示 の み に 対 し て 提 供

さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の も の は い ず れ も 、 本 発 明 が 、 先 願 発 明 に よ り そ の よ う な 刊 行 物

に 先 行 す る 権 利 が な い と い う 承 認 と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。 さ ら に 、 提 供 さ れ る 刊

行 物 の 日 付 は 、 実 際 の 刊 行 日 と は 異 な る 場 合 が あ り 、 別 に 確 認 さ れ る 必 要 が あ り 得 る 。

【 ０ １ ０ ７ 】

発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 （ 第 一 部 ）
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　 本 開 示 は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 配 列 を 含 み 、 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 共 に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／

ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 部 位 特 異 的 修 飾 を 与 え る 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ を 提 供 す る 。 本 開 示 は さ ら に 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 開 示 は さ ら

に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 部 位 特 異 的 修 飾 の 方

法 を 提 供 す る 。 本 開 示 は 、 標 的 核 酸 を 酵 素 的 に 不 活 性 な Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 接 触 さ せ る こ と を 一 般 的 に 含 む 、 標 的 細 胞 内 の 標 的 核 酸 の 転 写 を 調 節 す

る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 を 実 行 す る た め の キ ッ ト お よ び 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 本 開 示 は

、 Ｃ ａ ｓ ９ を 産 生 す る 遺 伝 子 改 変 細 胞 ； お よ び Ｃ ａ ｓ ９ 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 多 細 胞 生 物 を 提

供 す る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

核 酸

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

　 本 開 示 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の 標 的 配 列 に 対 し 、 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 部

位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド ） の 活 性 を 向 け る 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 提 供 す る 。 主 題 の Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 第 一 セ グ メ ン ト （ 本 明 細 書 で は 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 」 ま た は

「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 」 と も 称 さ れ る ） お よ び 第 二 セ グ メ ン ト （ 本 明 細 書 で は 「 タ ン パ ク 質

結 合 セ グ メ ン ト 」 ま た は 「 タ ン パ ク 質 結 合 配 列 」 と も 称 さ れ る ） を 含 む 。

【 ０ １ ０ ９ 】

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト

　 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相

補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 言 い 換 え れ ば 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ す な わ ち 、 塩 基 対 形 成 ） を 介 し て 配 列 特 異 的

に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る 。 従 っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 変

動 し て も よ く 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 相 互 作 用 す る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 位 置

を 決 定 す る 。 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の い

か な る 所 望 の 配 列 に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 、 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 に よ っ て ） 修 飾

す る こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ２ ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し

得 る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ２ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、

約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ

ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 １ ９ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し

得 る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ２

５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、

約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ

ｔ ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ９ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 １

０ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ

、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０

ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約

９ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 １ ０ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ

ド 配 列 （ 標 的 配 列 ） に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 配 列 ） は 、 少 な く と も 約 １ ２ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配

列 に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 少 な く と も 約 １ ２ ｎ ｔ

、 少 な く と も 約 １ ５ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 １ ８ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 １ ９ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約

２ ０ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 ３ ５ ｎ ｔ ま た は

少 な く と も 約 ４ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 約 １ ２ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ８ ０ ｎ

ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １

２ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～

約 ２ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 １ ９ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ
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ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １

９ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～

約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ

ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ

の 長 さ を 有 し 得 る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 標 的 配 列 ） に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 ） は 、 少 な く と も 約 １ ２ ｎ ｔ の 長

さ を 有 し 得 る 。

【 ０ １ １ １ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト

の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 １ ９ ヌ ク レ オ

チ ド 長 で あ る 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の 相 補 性

パ ー セ ン ト は 、 少 な く と も ６ ０ ％ （ 例 え ば 、 少 な く と も ６ ５ ％ 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 少 な

く と も ７ ５ ％ 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 少 な く と も ９

５ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ ） で あ

り 得 る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的

Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の 相 補 性 パ ー セ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 の 標 的 配 列 の ７ 個 の 連

続 す る ５ ＇ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て １ ０ ０ ％ で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の 相 補 性 パ ー セ ン

ト は 、 約 ２ ０ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ で あ る 。 い く つ か の 例 に

お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の

相 補 性 パ ー セ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 の 標 的 配 列 の １ ４ 個 の 連 続 す る ５ ＇ 末 端 ヌ ク レ

オ チ ド に わ た っ て １ ０ ０ ％ で あ り 、 残 り の 配 列 に わ た っ て は ０ ％ と い う 低 さ で あ る 。 そ の

よ う な 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 １ ４ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る と み な す こ と が で き る （ 図

１ ２ Ｄ ～ Ｅ を 参 照 ） 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配

列 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の 相 補 性 パ ー セ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 の 標 的 配

列 の ７ 個 の 連 続 す る ５ ＇ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て １ ０ ０ ％ で あ り 、 残 り の 配 列 に わ た

っ て は ０ ％ と い う 低 さ で あ る 。 そ の よ う な 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は ７ ヌ ク レ オ チ ド 長 で

あ る と み な す こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ３ 】

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト

　 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド と 相 互 作 用 す る 。 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 上 記 の Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 セ グ メ ン ト を 介 し て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 導 く 。 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 互 い に 相 補 的 な ２ 本 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 含

む 。 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ

Ａ 二 本 鎖 （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 形 成 す る （ 図 １ Ａ お よ び 図 １ Ｂ を 参 照 ） 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 主 題 の 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ つ の 別 々 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 。 主 題 の 二 重 分

子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ２ つ の 各 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 そ れ ら ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 的 な ヌ ク

レ オ チ ド が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す

る よ う な 、 互 い に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 含 む （ 図 １ Ａ ） 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ４ ３

１ ～ ５ ６ ２ に 記 載 の 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） 分 子 の １ つ 、 ま た は そ の 相 補 体 に

対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 同 一 で

あ る 。 例 え ば 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト （ ま た は 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成

セ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ
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配 列 の １ つ 、 ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ

た っ て 、 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 同 一 、

少 な く と も 約 ７ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と

も 約 ９ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ９

％ 同 一 、 ま た は １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 。

【 ０ １ １ ６ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ５ ６

３ ～ ６ ７ ９ に 記 載 の 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 の １ つ 、 ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て

、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 同 一 で あ る 。

例 え ば 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト （ ま た は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ

ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） は 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ に 記 載 の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の １ つ 、

ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少 な

く と も 約 ６ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約

８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 同

一 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 同 一 、 ま た は １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ と の 調 節 さ れ た （ す な わ ち

、 条 件 的 な ） 結 合 を 可 能 に す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

は 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 両 方 が 機 能 的 な 複 合 体 の 形 態 で ｄ Ｃ ａ ｓ ９ と 結 合 し

な い 限 り 機 能 的 に な ら な い た め 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 結 合 を 誘 導 性 と す る

こ と に よ っ て 、 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 、 誘 導 性 （ 例 え ば 、 薬 剤 誘 導 性 ） に す る こ と

が で き る 。 １ つ の 非 限 定 例 と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー を 用 い る こ と で 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ と の 結 合 を 制 御 （ す な わ ち 、 調 節 ） す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ

お よ び ／ ま た は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 配 列 を 含 み 得 る 。

【 ０ １ １ ８ 】

　 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 一 般 的 に リ ボ ス イ ッ チ の 合 成 バ

ー ジ ョ ン で あ る 。 用 語 「 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 」 お よ び 「 リ ボ ス イ ッ チ 」 は 本 明 細 書 で 同 義 的

に 使 用 さ れ て 、 合 成 核 酸 配 列 お よ び 天 然 核 酸 配 列 で あ っ て 、 そ れ ら が 一 部 と し て 含 ま れ る

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 構 造 （ お よ び 、 従 っ て 、 特 定 の 配 列 の 利 用 能 ） の 誘 導 性 調 節 を 与 え る 合 成 核

酸 配 列 お よ び 天 然 核 酸 配 列 の 両 方 を 包 含 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー は 通 常 、 特 定 の 構 造 （ 例

え ば 、 ヘ ア ピ ン ） に 折 り 畳 ま れ る 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 が 特 定 の 薬 剤 （ 例 え ば 、 小 分 子 ）

と 特 異 的 に 結 合 す る 。 薬 剤 の 結 合 は Ｒ Ｎ Ａ の 折 り 畳 み に お け る 構 造 変 化 を も ら た し 、 そ れ

に よ っ て 、 ア プ タ マ ー が 一 部 と し て 含 ま れ る 核 酸 の 特 徴 が 変 化 さ れ る 。 非 限 定 例 と し て 、

（ ｉ ） ア プ タ マ ー を 有 す る 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ア プ タ マ ー が 適 切 な 薬 剤 と 結 合 し な い 限 り 、

同 種 の （ ｃ ｏ ｇ ｎ ａ ｔ ｅ ） 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る こ と が で き ず ； （ ｉ ｉ ） ア プ タ マ ー を

有 す る 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ア プ タ マ ー が 適 切 な 薬 剤 と 結 合 し な い 限 り 、 同 種 の 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ

に 結 合 す る こ と が で き ず ； （ ｉ ｉ ｉ ） 異 な る 薬 剤 と 結 合 す る 異 な る ア プ タ マ ー を そ れ ぞ れ

含 む 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 両 方 の 薬 剤 が 存 在 し な い 限 り 、 互 い に 結 合 す る

こ と が で き な い 。 こ れ ら の 例 に よ っ て 説 明 さ れ る 通 り 、 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 誘 導

性 と な る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 ア プ タ マ ー お よ び リ ボ ス イ ッ チ の 例 は 、 例 え ば 、 Nakamura et al. , Genes Cells. 2012

 May;17(5):344-64; Vavalle et al. , Future Cardiol. 2012 May;8(3):371-82; Citarta

n et al. , Biosens Bioelectron. 2012 Apr 15;34(1):1-11;お よ び Liberman et al. , Wil

ey Interdiscip Rev RN A. 2012 May-Jun;3(3):369-84に 見 出 す こ と が で き 、 こ れ ら は 全 て

そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ １ ２ ０ 】

　 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に 含 ま れ 得 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 非 限 定 例 と し て は 、 配 列 番

号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 さ れ る 配 列 の い ず れ か 、 ま た は そ の 相 補 体 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し

て タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト を 形 成 す る こ と が で き る 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ に 記 載 さ
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れ る い ず れ か の 配 列 、 ま た は そ の 相 補 体 と 対 合 し て 、 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ２ １ 】

　 主 題 の 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 互 い に 相 補 的 で あ り 、 介 在 ヌ ク レ オ チ ド （ 「 リ

ン カ ー 」 ま た は 「 リ ン カ ー ヌ ク レ オ チ ド 」 ） に よ っ て 共 有 結 合 的 に 連 結 し て お り 、 ハ イ ブ

リ ダ イ ズ し て タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） を 形

成 し 、 そ れ に よ っ て ス テ ム ル ー プ 構 造 を も た ら す 、 ２ 本 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 （ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ） を 含 む （ 図 １ Ｂ ） 。 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 を 介 し て 共 有 結 合 的 に 連 結 し 得 る 。 あ る い

は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の

３ ＇ 末 端 を 介 し て 共 有 結 合 的 に 連 結 し 得 る 。

【 ０ １ ２ ２ 】

　 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の リ ン カ ー は 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド

の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 リ ン カ ー は 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ９ ０ ｎ ｔ 、 約 ３

ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク

レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ

チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド

（ ｎ ｔ ） ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ ま た は 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 １ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。

例 え ば 、 リ ン カ ー は 、 約 ３ ｎ ｔ ～ 約 ５ ｎ ｔ 、 約 ５ ｎ ｔ ～ 約 １ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ０ ｎ ｔ ～ 約 １ ５

ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ５ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約

３ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 ３ ５ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 ４ ０ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 ５ ０ ｎ ｔ

～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ６ ０ ｎ ｔ ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、 約 ７ ０ ｎ ｔ ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 ８ ０ ｎ ｔ ～ 約 ９ ０

ｎ ｔ 、 ま た は 約 ９ ０ ｎ ｔ ～ 約 １ ０ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て

、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の リ ン カ ー は ４ ｎ ｔ で あ る 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 例 示 的 な 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成

す る ２ 本 の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ２ 本 の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 一 方 （ ま た は そ の 配 列 を コ ー ド す る Ｄ

Ｎ Ａ ） は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 さ れ る 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） 分 子

の う ち の １ つ 、 ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に

わ た っ て 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 同 一 で あ る 。 例 え ば 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ２ 本 の

相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 一 方 （ ま た は そ の 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） は 、 配 列 番 号 ４ ３

１ ～ ５ ６ ２ に 記 載 さ れ る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の う ち の １ つ 、 ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て

、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 同 一 、 少 な

く と も 約 ７ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約

８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 同

一 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 同 一 ま た は １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ２ 本 の 相 補 的 な ヌ ク レ オ

チ ド 鎖 の 一 方 （ ま た は そ の 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） は 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ に 記 載

さ れ る 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 の う ち の １ つ 、 ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て 、 一 連

の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 同 一 で あ る 。 例 え ば

、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ２ 本 の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 一 方 （ ま た は そ の 配 列

を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） は 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ に 記 載 さ れ る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の う ち の

１ つ 、 ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て

、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 同 一 、 少 な く

と も 約 ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９

５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 同 一 ま た は １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る

。

【 ０ １ ２ ５ 】

　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 適 切 な 自 然 発 生 的 な 同 種 対 は 、 適 切 な 同 種 対 を 決
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定 す る 場 合 に 、 種 の 名 前 お よ び 塩 基 対 形 成 （ タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖

の た め の ） を 考 慮 す る こ と に よ り 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ６ ７ ９ に つ い て 通 常 の 方 法 に よ っ て

決 定 す る こ と が で き る （ 非 限 定 例 と し て 図 ８ を 参 照 ） 。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 主 題 の 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 主 題 の 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に つ い て

、 図 ５ ７ は 、 自 然 発 生 的 な ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と ほ と ん ど 共 通 し て い な い

（ お よ そ ５ ０ ％ の 同 一 性 ） 人 工 配 列 で あ っ て も 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 ド

メ イ ン の 構 造 が 保 存 さ れ て い さ え す れ ば 、 Ｃ ａ ｓ ９ と 一 緒 に 機 能 し て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す

る こ と が で き る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 自 然 発 生 的 な タ ン パ ク 質 結 合

ド メ イ ン の Ｒ Ｎ Ａ 折 り 畳 み 構 造 が 、 人 工 タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン （ 二 分 子 ま た は 単 一 分 子

バ ー ジ ョ ン の い ず れ か ） を 設 計 す る た め に 、 考 慮 さ れ 得 る 。 非 限 定 例 と し て 、 図 ５ ７ の 機

能 的 人 工 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 自 然 発 生 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の

構 造 に 基 づ い て 設 計 さ れ た （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 に 沿 っ た 同 じ 数 の 塩 基 対 を 含 み 、 自 然

発 生 的 な Ｒ Ｎ Ａ 内 に 存 在 す る も の と 同 じ 「 バ ル ジ （ ｂ ｕ ｌ ｄ ｇ ｅ ） 」 領 域 を 含 む ） 。 構 造

は 、 当 業 者 に よ っ て 、 い か な る 種 か ら も い か な る 自 然 発 生 的 な ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ 対 に つ い て 容 易 に 生 み 出 す こ と が で き る た め （ 種 々 様 々 な 種 由 来 の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 お

よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に つ い て は 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ６ ７ ９ を 参 照 ） 、 人 工 的 Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 所 与 の 種 に 由 来 す る Ｃ ａ ｓ ９ （ ま た は 関 連 Ｃ ａ ｓ ９ 、 図 ３ ２ Ａ を 参 照 ） を

用 い た 場 合 そ の 種 の 天 然 構 造 を 模 倣 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 （ 図 ２ ４ Ｄ お よ び

実 施 例 １ に お け る 関 連 の 詳 細 を 参 照 ） 。 従 っ て 、 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 自 然 発 生

的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン の 構 造 を 模 倣 す る よ う に 設 計 さ れ た タ

ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン を 含 む 、 人 工 的 に 設 計 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ （ 非 自 然 発 生 的 な ） で あ っ て も

よ い 。 （ 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ６ ７ ９ を 参 照 、 適 切 な 同 種 対 を 決 定 す る 場 合 は 種 の 名 称 を 考 慮

） 。

【 ０ １ ２ ７ 】

　 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有

し 得 る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ５ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ８ ０ ｎ

ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ ま た は

約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 ま た 、 主 題 の 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 主 題 の 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に

関 し て 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 、 約 ６ 塩 基 対 （ ｂ ｐ ） ～ 約 ５ ０

ｂ ｐ の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 、 約 ６

ｂ ｐ ～ 約 ４ ０ ｂ ｐ 、 約 ６ ｂ ｐ ～ 約 ３ ０ ｂ ｐ 、 約 ６ ｂ ｐ ～ 約 ２ ５ ｂ ｐ 、 約 ６ ｂ ｐ ～ 約 ２ ０ ｂ

ｐ 、 約 ６ ｂ ｐ ～ 約 １ ５ ｂ ｐ 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 ４ ０ ｂ ｐ 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 ３ ０ ｂ ｐ 、 約 ８ ｂ ｐ ～

約 ２ ５ ｂ ｐ 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 ２ ０ ｂ ｐ ま た は 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 １ ５ ｂ ｐ の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え

ば 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 １ ０ ｂ ｐ 、 約 １ ０ ｂ

ｐ ～ 約 １ ５ ｂ ｐ 、 約 １ ５ ｂ ｐ ～ 約 １ ８ ｂ ｐ 、 約 １ ８ ｂ ｐ ～ 約 ２ ０ ｂ ｐ 、 約 ２ ０ ｂ ｐ ～ 約 ２

５ ｂ ｐ 、 約 ２ ５ ｂ ｐ ～ 約 ３ ０ ｂ ｐ 、 約 ３ ０ ｂ ｐ ～ 約 ３ ５ ｂ ｐ 、 約 ３ ５ ｂ ｐ ～ 約 ４ ０ ｂ ｐ 、

ま た は 約 ４ ０ ｂ ｐ ～ 約 ５ ０ ｂ ｐ の 長 さ を 有 し 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ

ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 、 ３ ６ 塩 基 対 の 長 さ を 有 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 相 補

性 パ ー セ ン ト は 少 な く と も 約 ６ ０ ％ で あ り 得 る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ ン パ ク 質

結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 相 補 性 パ ー セ ン ト は

、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％

、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％

、 ま た は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ で あ り 得 る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ

ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 相 補 性 パ ー

セ ン ト は １ ０ ０ ％ で あ る 。

【 ０ １ ２ ９ 】
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部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

　 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 複 合 体 を 形 成 す

る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 （ 上 記 で 言 及 し た よ う に ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 に 対 し 相 補 的 な

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と に よ り 複 合 体 に 標 的 特 異 性 を 与 え る 。 複 合 体 の 部 位 特 異 的 修

飾 ポ リ ペ プ チ ド は 部 位 特 異 的 活 性 を 与 え る 。 言 い 換 え れ ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

は 、 そ れ が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 少 な く と も タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト と 結 合 す る こ と に

よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 例 え ば 、 染 色 体 配 列 ま た は 染 色 体 外 配 列 、 例 え ば 、 エ ピ ソ ー ム 配 列 、

ミ ニ サ ー ク ル 配 列 、 ミ ト コ ン ド リ ア 配 列 、 葉 緑 体 配 列 等 ） に 誘 導 さ れ る （ 上 記 ） 。

【 ０ １ ３ ０ 】

　 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 し （ 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 切

断 ま た は メ チ ル 化 ） 、 お よ び ／ ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る （ 例

え ば 、 ヒ ス ト ン 尾 部 の メ チ ル 化 ま た は ア セ チ ル 化 ） 。 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 本

明 細 書 に お い て 「 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ

チ ド 」 と も 称 さ れ る 。

【 ０ １ ３ １ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 自 然 発 生 的 な 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド で あ る 。 他 の 場 合 に お い て は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 自 然 発 生 的 な ポ リ ペ プ チ

ド で は な い （ 例 え ば 、 下 記 の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 改 変 （ 例 え ば 、 変 異 、 欠 失 、 挿 入

） さ れ た 自 然 発 生 的 ポ リ ペ プ チ ド ） 。

【 ０ １ ３ ２ 】

　 例 示 的 な 自 然 発 生 的 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ

１ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 非 限 定 的 且 つ 非 網 羅 的 な 列 挙 と し て 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ５ に 記 載 さ

れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る こ れ ら の 自 然 発 生 的 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の 配 列 に 向 け ら れ 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し て 二

重 鎖 切 断 を 起 こ す 。 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ２ つ の 部 分 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位

お よ び 活 性 部 位 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド は 、 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位

（ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 活 性 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 活 性 、 ヒ ス ト ン メ

チ ル 化 活 性 等 ） を 含 み 、 酵 素 活 性 の 部 位 は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 。

【 ０ １ ３ ３ 】

　 他 の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列

に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部

位 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 （ 例 え ば 、 転 写 を 増 加 ま た は

減 少 さ せ る た め の ） を 含 み 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 調 節 さ れ る 転 写 の 部 位 は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

に よ っ て 決 定 さ れ る 。

【 ０ １ ３ ４ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る

酵 素 活 性 を 有 す る （ 例 え ば 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ

ル 化 酵 素 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 活 性 、 脱 ア ミ ノ 化 活 性 、 ジ ス ム タ ー ゼ 活 性 、

ア ル キ ル 化 活 性 、 脱 プ リ ン 活 性 、 酸 化 活 性 、 ピ リ ミ ジ ン ダ イ マ ー 形 成 活 性 、 イ ン テ グ ラ ー

ゼ 活 性 、 ト ラ ン ス ポ サ ー ゼ 活 性 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 リ ガ ー ゼ 活 性

、 ヘ リ カ ー ゼ 活 性 、 光 回 復 酵 素 活 性 ま た は グ リ コ シ ラ ー ゼ 活 性 ） 。

【 ０ １ ３ ５ 】

　 他 の 場 合 に お い て は 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ

リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン ） を 修 飾 す る 酵 素 活 性 を 有 す る （ 例 え ば 、 メ チ ル ト ラ ン ス

フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化

酵 素 活 性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 、 脱 ユ ビ キ チ ン

化 活 性 、 ア デ ニ ル 化 活 性 、 脱 ア デ ニ ル 化 活 性 、 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 脱 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 リ ボ

シ ル 化 活 性 、 脱 リ ボ シ ル 化 活 性 、 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 ま た は 脱 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 ） 。
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【 ０ １ ３ ６ 】

例 示 的 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ

ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列

番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か

に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８

５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％

の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ １ ３ ７ 】

核 酸 修 飾

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ） は 、 新 規 の

ま た は 増 強 さ れ た 特 徴 （ 例 え ば 、 向 上 さ れ た 安 定 性 ） を 有 す る 核 酸 を 与 え る た め の 、 一 つ

ま た は 複 数 の 修 飾 （ 例 え ば 、 塩 基 修 飾 、 骨 格 修 飾 等 ） を 含 む 。 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い

る よ う に 、 ヌ ク レ オ シ ド は 、 塩 基 － 糖 の 組 み 合 わ せ で あ る 。 ヌ ク レ オ シ ド の 塩 基 部 分 は 通

常 、 ヘ テ ロ 環 式 塩 基 で あ る 。 そ の よ う な ヘ テ ロ 環 式 塩 基 の ２ つ の 最 も 一 般 的 な ク ラ ス は 、

プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ シ ド の 糖 部 分 に 共 有 結 合 的 に

連 結 さ れ た リ ン 酸 基 を さ ら に 含 む ヌ ク レ オ シ ド で あ る 。 ペ ン ト フ ラ ノ シ ル 糖 を 含 む そ れ ら

の ヌ ク レ オ シ ド に お い て 、 リ ン 酸 基 は 、 糖 の ２ ＇ 、 ３ ＇ 、 ま た は ５ ＇ ヒ ド ロ キ シ ル 部 分 に

連 結 し て い る 可 能 性 が あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 形 成 に お い て 、 リ ン 酸 基 は 隣 接 す る ヌ ク

レ オ シ ド を 互 い に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ せ て 、 直 鎖 状 の 高 分 子 化 合 物 を 形 成 す る 。 次 に 、 こ

の 直 鎖 状 高 分 子 化 合 物 の そ れ ぞ れ の 末 端 が さ ら に 連 結 し て 環 状 化 合 物 を 形 成 し 得 る が 、 直

鎖 状 化 合 物 が 一 般 的 に は 適 切 で あ る 。 さ ら に 、 直 鎖 状 化 合 物 は 内 部 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 相

補 性 を 有 す る 場 合 が あ り 、 従 っ て 完 全 ま た は 部 分 的 に 二 本 鎖 の 化 合 物 を 形 成 す る よ う に 折

り 畳 ま れ る 場 合 が あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 内 で 、 リ ン 酸 基 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ

ク レ オ シ ド 間 骨 格 を 形 成 す る も の と 一 般 的 に 称 さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ の 通 常 の 連 結

ま た は 骨 格 は 、 ３ ＇ か ら ５ ＇ の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で あ る 。

【 ０ １ ３ ８ 】

修 飾 さ れ た 骨 格 お よ び 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結

　 修 飾 を 含 む 適 切 な 核 酸 の 例 と し て は 、 修 飾 さ れ た 骨 格 ま た は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結

を 含 有 す る 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。 修 飾 さ れ た 骨 格 を 有 す る 核 酸 に は 、 骨 格 内 に リ ン 原 子 を 保

持 し て い る 核 酸 お よ び 骨 格 内 に リ ン 原 子 を 有 し て い な い 核 酸 が 含 ま れ る 。

【 ０ １ ３ ９ 】

　 内 部 に リ ン 原 子 を 含 有 す る 適 切 な 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 と し て は 、 例 え ば

、 通 常 の ３ ＇ － ５ ＇ 連 結 を 有 す る 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 キ ラ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ

ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 メ チ ル

お よ び 他 の ア ル キ ル の ホ ス ホ ン 酸 エ ス テ ル 、 例 え ば 、 ３ ＇ － ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 ５

＇ － ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト お よ び キ ラ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ

ダ ー ト 、 例 え ば 、 ３ ＇ － ア ミ ノ ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト お よ び ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ル ア ミ ダ

ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト

、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 セ レ ノ ホ ス フ ェ ー ト お よ び ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト 、

こ れ ら の ２ ＇ － ５ ＇ 連 結 類 似 体 、 並 び に 一 つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 間 連 結 が ３ ＇ か ら

３ ＇ 、 ５ ＇ か ら ５ ＇ ま た は ２ ＇ か ら ２ ＇ 連 結 で あ る 逆 の 極 性 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。

逆 の 極 性 を 有 す る 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ３ ＇ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド 間 連 結 に お け る 単

一 の ３ ＇ か ら ３ ＇ の 連 結 、 す な わ ち 、 単 一 の 逆 の ヌ ク レ オ シ ド 残 基 を 含 み 、 当 該 ヌ ク レ オ

シ ド 残 基 は 脱 塩 基 性 （ 核 酸 塩 基 が 失 わ れ て い る か 、 そ の 位 置 に ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 有 す る ）

で あ っ て も よ い 。 種 々 の 塩 （ 例 え ば 、 カ リ ウ ム ま た は ナ ト リ ウ ム 等 ） 、 混 合 塩 お よ び 遊 離

酸 形 態 も 含 ま れ る 。

【 ０ １ ４ ０ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 核 酸 は 、 一 つ ま た は 複 数 の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト お

よ び ／ ま た は ヘ テ ロ 原 子 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、 具 体 的 に は 、 － Ｃ Ｈ ２ － Ｎ Ｈ － Ｏ － Ｃ Ｈ ２
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－ 、 － Ｃ Ｈ ２ － Ｎ （ Ｃ Ｈ ３ ） － Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － （ メ チ レ ン （ メ チ ル イ ミ ノ ） ま た は Ｍ Ｍ Ｉ 骨

格 と し て 知 ら れ て い る ） 、 － Ｃ Ｈ ２ － Ｏ － Ｎ （ Ｃ Ｈ ３ ） － Ｃ Ｈ ２ － 、 － Ｃ Ｈ ２ － Ｎ （ Ｃ Ｈ

３ ） － Ｎ （ Ｃ Ｈ ３ ） － Ｃ Ｈ ２ － お よ び － Ｏ － Ｎ （ Ｃ Ｈ ３ ） － Ｃ Ｈ ２ － Ｃ Ｈ ２ － （ こ こ で 、

元 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル ヌ ク レ オ チ ド 間 連 結 は － Ｏ － Ｐ （ ＝ Ｏ ） （ Ｏ Ｈ ） － Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － と

し て 表 さ れ る ） を 含 む 。 Ｍ Ｍ Ｉ 型 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 は 、 上 記 で 参 照 し た 米 国 特 許 第 ５ ，

４ ８ ９ ， ６ ７ ７ 号 に 開 示 さ れ る 。 適 切 な ア ミ ド ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６

０ ２ ， ２ ４ ０ 号 に 開 示 さ れ る 。

【 ０ １ ４ １ 】

　 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ０ ３ ４ ， ５ ０ ６ 号 に 記 載 さ れ る モ ル ホ リ ノ 骨 格 構 造 を 有 す る 核

酸 も 適 切 で あ る 。 例 え ば 、 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 核 酸 は 、 リ ボ ー ス 環 の 位

置 に ６ 員 モ ル ホ リ ノ 環 を 含 む 。 こ れ ら の 実 施 形 態 の う ち の い く つ か に お い て 、 ホ ス ホ ロ ジ

ア ミ ダ ー ト ま た は 他 の 非 リ ン 酸 ジ エ ス テ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合

を 置 換 す る 。

【 ０ １ ４ ２ 】

　 内 部 に リ ン 原 子 を 含 ま な い 適 切 な 修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 は 、 短 鎖 ア ル キ ル も し く は

シ ク ロ ア ル キ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、 混 合 ヘ テ ロ 原 子 お よ び ア ル キ ル も し く は シ ク ロ ア ル

キ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、 ま た は 一 つ も し く は 複 数 の 短 鎖 ヘ テ ロ 原 子 も し く は ヘ テ ロ 環 式

ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 に よ っ て 形 成 さ れ た 骨 格 を 有 す る 。 こ れ ら に は 、 モ ル ホ リ ノ 連 結 （ ヌ

ク レ オ シ ド の 糖 部 分 か ら 部 分 的 に 形 成 ） ； シ ロ キ サ ン 骨 格 ； ス ル フ ィ ド 、 ス ル ホ キ シ ド お

よ び ス ル ホ ン 骨 格 ； ホ ル ム ア セ チ ル お よ び チ オ ホ ル ム ア セ チ ル 骨 格 ； メ チ レ ン ホ ル ム ア セ

チ ル お よ び チ オ ホ ル ム ア セ チ ル 骨 格 ； リ ボ ア セ チ ル 骨 格 ； ア ル ケ ン 含 有 骨 格 ； ス ル フ ァ メ

ー ト 骨 格 ； メ チ レ ン イ ミ ノ お よ び メ チ レ ン ヒ ド ラ ジ ノ 骨 格 ； ス ル ホ ネ ー ト お よ び ス ル ホ ン

ア ミ ド 骨 格 ； ア ミ ド 骨 格 ； 並 び に 混 合 さ れ た Ｎ 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び Ｃ Ｈ ２ 成 分 部 分 を 有 す る 他

の 骨 格 を 有 す る も の が 含 ま れ る 。

【 ０ １ ４ ３ 】

模 倣 体

　 主 題 の 核 酸 は 核 酸 模 倣 体 で あ り 得 る 。 用 語 「 模 倣 体 」 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 適 用 さ

れ る 場 合 、 フ ラ ノ ー ス 環 の み ま た は フ ラ ノ ー ス 環 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 間 連 結 の 両 方 が 非 フ

ラ ノ ー ス 基 で 置 換 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ 、 フ ラ ノ ー ス 環

の み の 置 換 も 当 該 技 術 分 野 に お い て は 糖 代 替 物 で あ る と さ れ る 。 ヘ テ ロ 環 式 塩 基 部 分 ま た

は 修 飾 さ れ た ヘ テ ロ 環 式 塩 基 部 分 は 、 適 切 な 標 的 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め

に 維 持 さ れ る 。 １ つ の そ の よ う な 核 酸 、 優 れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 を 有 す る こ と

が 示 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 体 は 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） と 称 さ れ る 。 Ｐ Ｎ Ａ

に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 糖 骨 格 は 、 ア ミ ド 含 有 骨 格 、 具 体 的 に は ア ミ ノ エ チ ル グ リ

シ ン 骨 格 で 置 換 さ れ て い る 。 ヌ ク レ オ チ ド は 保 持 さ れ て お り 、 骨 格 の ア ミ ド 部 分 の ア ザ 窒

素 原 子 に 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 し て い る 。

【 ０ １ ４ ４ 】

　 優 れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る １ つ の ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド 模 倣 体 は ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） で あ る 。 Ｐ Ｎ Ａ 化 合 物 内 の 骨 格 は 、 Ｐ Ｎ Ａ に ア ミ ド

含 有 骨 格 を 与 え る 、 ２ つ 以 上 の 連 結 さ れ た ア ミ ノ エ チ ル グ リ シ ン 単 位 で あ る 。 ヘ テ ロ 環 式

塩 基 部 分 は 、 骨 格 の ア ミ ド 部 分 の ア ザ 窒 素 原 子 に 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 し て い る 。 Ｐ Ｎ

Ａ 化 合 物 の 調 製 を 記 載 し て い る 代 表 的 な 米 国 特 許 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が ： 米 国 特 許

第 ５ ， ５ ３ ９ ， ０ ８ ２ 号 ； 同 第 ５ ， ７ １ ４ ， ３ ３ １ 号 ； お よ び 同 第 ５ ， ７ １ ９ ， ２ ６ ２ 号

が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ４ ５ 】

　 研 究 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 体 の 別 の ク ラ ス は 、 モ ル ホ リ ノ 環 に 結 合 し た ヘ テ

ロ 環 式 塩 基 を 有 す る 連 結 し た モ ル ホ リ ノ 単 位 （ モ ル ホ リ ノ 核 酸 ） に 基 づ い て い る 。 モ ル ホ

リ ノ 核 酸 内 の モ ル ホ リ ノ 単 量 体 単 位 を 連 結 す る い く つ か の 連 結 基 が 報 告 さ れ て い る 。 連 結

基 の １ つ の ク ラ ス が 、 非 イ オ ン 性 オ リ ゴ マ ー 化 合 物 を 得 る た め に 選 択 さ れ て い る 。 非 イ オ

ン 性 モ ル ホ リ ノ 系 オ リ ゴ マ ー 化 合 物 は 、 細 胞 タ ン パ ク 質 と の 望 ま し く な い 相 互 作 用 を 有 す
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る 可 能 性 が 小 さ い 。 モ ル ホ リ ノ 系 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 タ ン パ ク 質 と の 望 ま し く な い

相 互 作 用 を 形 成 す る 可 能 性 が 小 さ い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 非 イ オ ン 性 模 倣 体 で あ る （ D wai

ne A. Braasch and David R. Corey, Biochemistry, 2002, 41(14), 4503-4510） 。 モ ル

ホ リ ノ 系 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ０ ３ ４ ， ５ ０ ６ 号 で 開 示 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド の モ ル ホ リ ノ ク ラ ス 内 で 、 単 量 体 サ ブ ユ ニ ッ ト を 連 結 す る 種 々 の 異 な る 連 結 基 を

有 す る 種 々 の 化 合 物 が 調 製 さ れ て い る 。

【 ０ １ ４ ６ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 体 の さ ら な る ク ラ ス は 、 シ ク ロ ヘ キ セ ニ ル 核 酸 （ Ｃ ｅ Ｎ Ａ ） と 称

さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 内 に 通 常 存 在 す る フ ラ ノ ー ス 環 が シ ク ロ ヘ キ セ ニ ル 環 と 置 換

さ れ て い る 。 Ｃ ｅ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｍ Ｔ 保 護 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 単 量 体 が 調 製 さ れ 、 古 典 的 な ホ ス ホ

ラ ミ ダ イ ト 化 学 作 用 に 従 う オ リ ゴ マ ー 化 合 物 合 成 に 使 用 さ れ て い る 。 完 全 に 修 飾 さ れ た Ｃ

ｅ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー 化 合 物 お よ び Ｃ ｅ Ｎ Ａ で 修 飾 さ れ た 特 定 の 部 分 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド が 調 製 さ れ 研 究 さ れ て い る （ Wang et al. , J. A m. Chem. Soc., 2000, 122, 8595-86

02を 参 照 ） 。 一 般 的 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 へ の Ｃ ｅ Ｎ Ａ 単 量 体 の 組 込 み は 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ

リ ッ ド の そ の 安 定 性 を 増 加 さ せ る 。 Ｃ ｅ Ｎ Ａ オ リ ゴ ア デ ニ ル 酸 は 、 元 の 複 合 体 に 類 似 し た

安 定 性 を 有 す る 、 Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ 相 補 体 と の 複 合 体 を 形 成 し た 。 天 然 の 核 酸 構 造 に Ｃ

ｅ Ｎ Ａ 構 造 を 組 み 込 む 研 究 は 、 容 易 な 高 次 構 造 適 合 を 開 始 す る よ う Ｎ Ｍ Ｒ お よ び 円 二 色 性

に よ っ て 示 さ れ た 。

【 ０ １ ４ ７ 】

　 さ ら な る 修 飾 に は 、 ２ ＇ － ヒ ド ロ キ シ ル 基 が 糖 環 の ４ ＇ 炭 素 原 子 に 連 結 さ れ る こ と に よ

り ２ ＇ － Ｃ ， ４ ＇ － Ｃ － オ キ シ メ チ レ ン 結 合 を 形 成 し て 二 環 式 糖 部 分 を 形 成 し て い る Ｌ ｏ

ｃ ｋ ｅ ｄ 核 酸 （ Ｌ Ｎ Ａ ） が 含 ま れ る 。 該 連 結 は 、 ｎ が １ ま た は ２ で あ る 、 ２ ＇ 酸 素 原 子 お

よ び ４ ＇ 炭 素 原 子 を 架 橋 す る 基 で あ る メ チ レ ン （ － Ｃ Ｈ ２ － ） で あ り 得 る （ Singh et al.

, Chem. Com mun., 1998, 4, 455-456） 。 Ｌ Ｎ Ａ お よ び Ｌ Ｎ Ａ 類 似 体 は 、 相 補 Ｄ Ｎ Ａ お よ

び Ｒ Ｎ Ａ と の 非 常 に 高 い 二 本 鎖 熱 安 定 性 （ Ｔ ｍ ＝ ＋ ３ ～ ＋ １ ０ ℃ ） 、 ３ ＇ － エ キ ソ ヌ ク レ

ア ー ゼ 分 解 に 対 す る 安 定 性 お よ び 良 好 な 溶 解 性 特 性 を 示 す 。 Ｌ Ｎ Ａ を 含 有 す る 強 力 且 つ 無

毒 性 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 記 載 さ れ て い る （ Wahlestedt et al. , Proc. N

atl . Acad. Sci. U.S.A., 2000, 97, 5633-5638） 。

【 ０ １ ４ ８ 】

　 Ｌ Ｎ Ａ 単 量 体 ア デ ニ ン 、 シ ト シ ン 、 グ ア ニ ン 、 ５ － メ チ ル － シ ト シ ン 、 チ ミ ン お よ び ウ

ラ シ ル の 合 成 お よ び 調 製 は 、 そ れ ら の オ リ ゴ マ ー 化 、 並 び に 核 酸 認 識 特 性 と 共 に 記 載 さ れ

て い る （ Koshkin et al. , Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630） 。 Ｌ Ｎ Ａ お よ び そ の 調 製

は 、 国 際 公 開 第 ９ ８ ／ ３ ９ ３ ５ ２ 号 お よ び 同 第 ９ ９ ／ １ ４ ２ ２ ６ 号 に も 記 載 さ れ る 。

【 ０ １ ４ ９ 】

修 飾 さ れ た 糖 部 分

　 主 題 の 核 酸 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 置 換 さ れ た 糖 部 分 も 含 み 得 る 。 適 切 な ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド は 、 ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル お よ び ア ル キ ニ ル が 置 換 ま た は 非 置 換 の Ｃ １ ～ Ｃ １ ０ ア ル キ

ル ま た は Ｃ ２ ～ Ｃ １ ０ ア ル ケ ニ ル お よ び ア ル キ ニ ル で あ っ て も よ い 、 Ｏ Ｈ ； Ｆ ； Ｏ － 、 Ｓ

－ 、 も し く は Ｎ － ア ル キ ル ； Ｏ － 、 Ｓ － 、 も し く は Ｎ － ア ル ケ ニ ル ； Ｏ － 、 Ｓ － も し く は

Ｎ － ア ル キ ニ ル ； ま た は Ｏ － ア ル キ ル － Ｏ － ア ル キ ル か ら 選 択 さ れ る 糖 置 換 基 を 含 む 。 ｎ

お よ び ｍ が １ ～ 約 １ ０ で あ る Ｏ （ （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ Ｏ ） ｍ Ｃ Ｈ ３ 、 Ｏ （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ Ｏ Ｃ Ｈ ３ 、

Ｏ （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ Ｎ Ｈ ２ 、 Ｏ （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ Ｃ Ｈ ３ 、 Ｏ （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ Ｏ Ｎ Ｈ ２ 、 お よ び Ｏ （ Ｃ

Ｈ ２ ） ｎ Ｏ Ｎ （ （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ Ｃ Ｈ ３ ） ２ は 、 特 に 適 切 で あ る 。 他 の 適 切 な ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド は 、 Ｃ １ ～ Ｃ １ ０ 低 級 ア ル キ ル 、 置 換 低 級 ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル 、 ア ル カ

リ ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｏ － ア ル カ リ ル も し く は Ｏ － ア ラ ル キ ル 、 Ｓ Ｈ 、 Ｓ Ｃ Ｈ ３ 、 Ｏ Ｃ Ｎ 、

Ｃ ｌ 、 Ｂ ｒ 、 Ｃ Ｎ 、 Ｃ Ｆ ３ 、 Ｏ Ｃ Ｆ ３ 、 Ｓ Ｏ Ｃ Ｈ ３ 、 Ｓ Ｏ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 Ｏ Ｎ Ｏ ２ 、 Ｎ Ｏ ２ 、

Ｎ ３ 、 Ｎ Ｈ ２ 、 ヘ テ ロ シ ク ロ ア ル キ ル 、 ヘ テ ロ シ ク ロ ア ル カ リ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ア ミ ノ

、 ポ リ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 シ リ ル 、 Ｒ Ｎ Ａ 切 断 基 、 レ ポ ー タ ー 基 、 干 渉 物 質 、 オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ド の 薬 物 動 態 特 性 を 向 上 さ せ る た め の 基 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 薬 力 学 的

特 性 を 向 上 さ せ る た め の 基 、 お よ び 類 似 の 特 性 を 有 す る 他 の 置 換 基 か ら 選 択 さ れ る 糖 置 換
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基 を 含 む 。 適 切 な 修 飾 に は 、 ２ ＇ － メ ト キ シ エ ト キ シ （ ２ ＇ － Ｏ － Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｃ Ｈ ３

、 ２ ＇ － Ｏ － （ ２ － メ ト キ シ エ チ ル ） ま た は ２ ＇ － Ｍ Ｏ Ｅ と し て も 知 ら れ て い る ） （ Mart

in et al. , Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504） 、 す な わ ち 、 ア ル コ キ シ ア ル コ キ シ

基 が 含 ま れ る 。 さ ら な る 適 切 な 修 飾 に は 、 下 記 の 実 施 例 に 記 載 さ れ る 、 ２ ＇ － Ｄ Ｍ Ａ Ｏ Ｅ

と し て も 知 ら れ て い る 、 ２ ＇ － ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ エ ト キ シ 、 す な わ ち 、 Ｏ （ Ｃ Ｈ ２ ）

２ Ｏ Ｎ （ Ｃ Ｈ ３ ） ２ 基 、 お よ び ２ ＇ － ジ メ チ ル ア ミ ノ エ ト キ シ エ ト キ シ （ 当 該 技 術 分 野 に

お い て ２ ＇ － Ｏ － ジ メ チ ル － ア ミ ノ － エ ト キ シ － エ チ ル ま た は ２ ＇ － Ｄ Ｍ Ａ Ｅ Ｏ Ｅ と し て

も 知 ら れ て い る ） 、 す な わ ち 、 ２ ＇ － Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － Ｎ （ Ｃ Ｈ ３ ） ２ が 含 ま れ

る 。

【 ０ １ ５ ０ 】

　 他 の 適 切 な 糖 置 換 基 に は 、 メ ト キ シ （ － Ｏ － Ｃ Ｈ ３ ） 、 ア ミ ノ プ ロ ポ キ シ （ － － Ｏ Ｃ Ｈ

２ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｎ Ｈ ２ ） 、 ア リ ル （ － Ｃ Ｈ ２ － Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ ２ ） 、 － Ｏ － ア リ ル （ － － Ｏ －

－ Ｃ Ｈ ２ － Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ ２ ） お よ び フ ル オ ロ （ Ｆ ） が 含 ま れ る 。 ２ ＇ － 糖 置 換 基 は 、 ア ラ ビ

ノ （ ａ ｒ ａ ｂ ｉ ｎ ｏ ） （ 上 ） 位 置 で あ っ て も リ ボ （ ｒ ｉ ｂ ｏ ） （ 下 ） 位 置 で あ っ て も よ い

。 適 切 な ２ ＇ － ア ラ ビ ノ 修 飾 は ２ ＇ － Ｆ で あ る 。 類 似 の 修 飾 は 、 オ リ ゴ マ ー 化 合 物 上 の 他

の 位 置 、 特 に ３ ＇ 末 端 ヌ ク レ オ シ ド 上 ま た は ２ ＇ － ５ ＇ 連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 糖 の

３ ＇ 位 置 、 お よ び ５ ＇ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド の ５ ＇ 位 置 に も 起 こ り 得 る 。 オ リ ゴ マ ー 化 合 物 は

、 ペ ン ト フ ラ ノ シ ル 糖 の 代 わ り に シ ク ロ ブ チ ル 部 分 等 の 糖 模 倣 体 も 有 し 得 る 。

【 ０ １ ５ １ 】

塩 基 の 修 飾 お よ び 置 換

　 主 題 の 核 酸 は 、 核 酸 塩 基 （ し ば し ば 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 単 に 「 塩 基 」 と 称 さ れ る ）

の 修 飾 ま た は 置 換 を 含 ん で い て も よ い 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 無 修 飾 の 」 ま た は

「 天 然 の 」 核 酸 塩 基 に は 、 プ リ ン 塩 基 の ア デ ニ ン （ Ａ ） お よ び グ ア ニ ン （ Ｇ ） 、 並 び に ピ

リ ミ ジ ン 塩 基 の チ ミ ン （ Ｔ ） 、 シ ト シ ン （ Ｃ ） お よ び ウ ラ シ ル （ Ｕ ） が 含 ま れ る 。 修 飾 さ

れ た 核 酸 塩 基 に は 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン （ ５ － ｍ ｅ － Ｃ ） 、 ５ － ヒ ロ ド キ シ メ チ ル シ ト シ

ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ２ － ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ６ － メ チ ル 並 び に ア デ ニ ン お よ

び グ ア ニ ン の 他 の ア ル キ ル 誘 導 体 、 ２ － プ ロ ピ ル 並 び に ア デ ニ ン お よ び グ ア ニ ン の 他 の ア

ル キ ル 誘 導 体 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ オ チ ミ ン お よ び ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － ハ ロ ウ

ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル （ － Ｃ ＝ Ｃ － Ｃ Ｈ ３ ） ウ ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 並

び に ピ リ ミ ジ ン 塩 基 の 他 の ア ル キ ニ ル 誘 導 体 、 ６ － ア ゾ ウ ラ シ ル 、 シ ト シ ン お よ び チ ミ ン

、 ５ － ウ ラ シ ル （ 偽 ウ ラ シ ル （ ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｕ ｒ ａ ｃ ｉ ｌ ） 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ８ － ハ

ロ 、 ８ － ア ミ ノ 、 ８ － チ オ ー ル 、 ８ － チ オ ア ル キ ル 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ ル 並 び に 他 の ８ － 置

換 ア デ ニ ン お よ び グ ア ニ ン 、 ５ － ハ ロ 、 特 に ５ － ブ ロ モ 、 ５ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル 並 び に

他 の ５ － 置 換 ウ ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン お よ び ７ － メ チ ル ア デ ニ ン 、

２ － Ｆ － ア デ ニ ン 、 ２ － ア ミ ノ － ア デ ニ ン 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン お よ び ８ － ア ザ ア デ ニ ン 、

７ － デ ア ザ グ ア ニ ン お よ び ７ － デ ア ザ ア デ ニ ン お よ び ３ － デ ア ザ グ ア ニ ン お よ び ３ － デ ア

ザ ア デ ニ ン 等 の 、 他 の 合 成 核 酸 塩 基 お よ び 天 然 核 酸 塩 基 が 含 ま れ る 。 さ ら な る 修 飾 さ れ た

核 酸 塩 基 に は 、 フ ェ ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン （ １ Ｈ － ピ リ ミ ド （ ５ ， ４ － ｂ ） （ １ ， ４ ） ベ ン

ゾ キ サ ジ ン － ２ （ ３ Ｈ ） － オ ン ） 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン シ チ ジ ン （ １ Ｈ － ピ リ ミ ド （ ５ ， ４ －

ｂ ） （ １ ， ４ ） ベ ン ゾ チ ア ジ ン － ２ （ ３ Ｈ ） － オ ン ） 、 Ｇ 形 ク ラ ン プ 、 例 え ば 、 置 換 フ ェ

ノ キ サ ジ ン シ チ ジ ン （ 例 え ば 、 ９ － （ ２ － ア ミ ノ エ ト キ シ ） － Ｈ － ピ リ ミ ド （ ５ ， ４ － （

ｂ ） （ １ ， ４ ） ベ ン ゾ キ サ ジ ン － ２ （ ３ Ｈ ） － オ ン ） 、 カ ル バ ゾ ー ル シ チ ジ ン （ ２ Ｈ － ピ

リ ミ ド （ ４ ， ５ － ｂ ） イ ン ド ー ル － ２ － オ ン ） 、 ピ リ ド イ ン ド ー ル シ チ ジ ン （ Ｈ － ピ リ ド

（ ３ ＇ ， ２ ＇ ： ４ ， ５ ） ピ ロ ロ （ ２ ， ３ － ｄ ） ピ リ ミ ジ ン － ２ － オ ン ） 等 の 三 環 式 ピ リ ミ

ジ ン が 含 ま れ る 。

【 ０ １ ５ ２ 】

　 ヘ テ ロ 環 式 塩 基 部 分 は 、 プ リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン 塩 基 が 他 の 複 素 環 、 例 え ば 、 ７ － デ ア

ザ － ア デ ニ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 ２ － ア ミ ノ ピ リ ジ ン お よ び ２ － ピ リ ド ン で 置 換 さ

れ て い る も の を 含 ん で い て も よ い 。 さ ら な る 核 酸 塩 基 に は 、 米 国 特 許 第 ３ ， ６ ８ ７ ， ８ ０

８ 号 に 記 載 さ れ る 核 酸 塩 基 、 The Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engine
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ering, pages 858-859, Kroschwitz, J. I. , ed. John Wiley & Sons, 1990に 開 示 さ れ る

核 酸 塩 基 、 Englisch et al. , Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 6

13に よ り 開 示 さ れ る 核 酸 塩 基 、 お よ び Sanghvi, Y. S., Chapter 15, Antisense Research

 and Applications, pages 289-302, Crooke, S. T. and Lebleu, B., ed., CRC Press,

1993に 開 示 さ れ る 核 酸 塩 基 が 含 ま れ る 。 あ る 特 定 の こ れ ら の 核 酸 塩 基 は 、 オ リ ゴ マ ー 化 合

物 の 結 合 親 和 性 を 増 加 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 こ れ ら に は 、 ５ － 置 換 ピ リ ミ ジ ン 、 ６ － ア

ザ ピ リ ミ ジ ン 並 び に Ｎ － ２ 、 Ｎ － ６ お よ び Ｏ － ６ 置 換 プ リ ン 、 例 え ば 、 ２ － ア ミ ノ プ ロ ピ

ル ア デ ニ ン 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル お よ び ５ － プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン が 含 ま れ る 。 ５ － メ

チ ル シ ト シ ン 置 換 は 、 核 酸 の 二 本 鎖 安 定 性 を ０ ． ６ ～ １ ． ２ ℃ 増 加 さ せ （ Sanghvi et al.

, eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 27

6-278） 、 例 え ば 、 ２ ＇ － Ｏ － メ ト キ シ エ チ ル 糖 修 飾 を 組 み 合 わ せ る 場 合 に 、 適 切 な 塩 基

置 換 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。

【 ０ １ ５ ３ 】

結 合 体

　 主 題 の 核 酸 の 別 の 可 能 な 修 飾 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 、 細 胞 分 布 ま た は 細 胞 取

り 込 み を 増 強 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 一 つ ま た は 複 数 の 部 分 ま た は 結 合 体 の 化 学 的 連

結 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 部 分 ま た は 結 合 体 は 、 一 級 ま た は 二 級 ヒ ド ロ キ シ ル 基 等 の 官 能 基

に 共 有 結 合 し た 結 合 基 が 含 ま れ る 。 結 合 基 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 干 渉 物 質 、 レ ポ

ー タ ー 分 子 、 ポ リ ア ミ ン 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ ー テ ル 、 オ リ ゴ

マ ー の 薬 力 学 的 特 性 を 増 強 す る 基 、 お よ び オ リ ゴ マ ー の 薬 物 動 態 特 性 を 増 強 す る 基 が 挙 げ

ら れ る 。 適 切 な 結 合 基 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 質 、 リ ン 脂 質 、

ビ オ チ ン 、 フ ェ ナ ジ ン 、 葉 酸 、 フ ェ ナ ン ト リ ジ ン 、 ア ン ト ラ キ ノ ン 、 ア ク リ ジ ン 、 フ ル オ

レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ク マ リ ン 、 お よ び 色 素 が 挙 げ ら れ る 。 薬 力 学 的 特 性 を 増 強 す る 基

に は 、 取 り 込 み を 増 強 す る 基 、 分 解 へ の 耐 性 を 増 強 す る 基 、 お よ び ／ ま た は 標 的 核 酸 と の

配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 強 化 す る 基 が 含 ま れ る 。 薬 物 動 態 特 性 を 増 強 す る

基 に は 、 主 題 の 核 酸 の 取 り 込 み 、 分 布 、 代 謝 ま た は 排 出 を 向 上 さ せ る 基 が 含 ま れ る 。

【 ０ １ ５ ４ 】

　 結 合 部 分 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 等 の 脂 質 部 分 （ Letsinger

et al. , Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556） 、 コ ー ル 酸 （ Manoharan e

t al. , Bioorg. Med. Chem. Let. , 1994, 4, 1053-1060） 、 チ オ エ ー テ ル 、 例 え ば 、 ヘ キ

シ ル － Ｓ － ト リ チ ル チ オ ー ル （ Manoharan et al. , Ann. N.Y. Acad. Sci. , 1992, 660, 3

06-309; Manoharan et al. , Bioorg. Med. Chem. Let. , 1993, 3, 2765-2770） 、 チ オ コ

レ ス テ ロ ー ル （ Oberhauser et al. , Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538） 、 脂 肪 族 鎖

、 例 え ば 、 ド デ カ ン ジ オ ー ル も し く は ウ ン デ シ ル 残 基 （ Saison-Behmoaras et al. , E M BO

J., 1991, 10, 1111-1118; Kabanov et al. , FEBS Lett. , 1990, 259, 327-330; Svinarc

huk et al. , Biochimie, 1993, 75, 49-54） 、 リ ン 脂 質 、 例 え ば 、 ジ － ヘ キ サ デ シ ル － ｒ

ａ ｃ － グ リ セ ロ ー ル も し く は ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム １ ， ２ － ジ － Ｏ － ヘ キ サ デ シ ル － ｒ

ａ ｃ － グ リ セ ロ － ３ － Ｈ － ホ ス ホ ン 酸 （ Manoharan et al. , Tetrahedron Lett . , 1995, 3

6, 3651-3654; Shea et al. , Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783） 、 ポ リ ア ミ ン も

し く は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 （ Manoharan et al. , Nucleosides & Nucleotides, 199

5, 14, 969-973） 、 ま た は ア ダ マ ン タ ン 酢 酸 （ Manoharan et al. , Tetrahedron Lett. , 1

995, 36, 3651-3654） 、 パ ル ミ チ ル 部 分 （ Mishra et al. , Biochim. Biophys. Acta, 199

5, 1264, 229-237） 、 ま た は オ ク タ デ シ ル ア ミ ン も し く は ヘ キ シ ル ア ミ ノ － カ ル ボ ニ ル －

オ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 （ Crooke et al. , J. Pharmacol. Exp.Ther. , 1996, 277, 923

-937） が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ５ ５ 】

　 結 合 体 は 「 タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン 」 ま た は Ｐ Ｔ Ｄ （ Ｃ Ｐ Ｐ ： 細 胞 浸 透 性 ペ プ チ ド

と し て も 知 ら れ て い る ） を 含 ん で い て も よ く 、 こ れ は 、 脂 質 二 重 層 、 ミ セ ル 、 細 胞 膜 、 細

胞 小 器 官 膜 、 ま た は ベ シ ク ル 膜 の 横 断 を 促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 炭 水

化 物 、 ま た は 有 機 も し く は 無 機 化 合 物 を 指 し 得 る 。 低 分 子 極 性 分 子 か ら 巨 大 な 高 分 子 お よ
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び ／ ま た は ナ ノ 粒 子 ま で 及 び 得 る 別 の 分 子 に 結 合 し た Ｐ Ｔ Ｄ は 、 そ の 分 子 が 膜 を 横 切 る こ

と 、 例 え ば 細 胞 外 間 隙 か ら 細 胞 内 空 間 、 ま た は 細 胞 基 質 か ら 細 胞 小 器 官 内 へ の 移 行 を 促 進

す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｐ Ｔ Ｄ は 、 外 来 性 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 部 位 特 異

的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド ） の ア ミ ノ 末 端 に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お

い て 、 Ｐ Ｔ Ｄ は 、 外 来 性 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド ） の カ ル ボ

キ シ ル 末 端 に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｐ Ｔ Ｄ は 、 核 酸 （

例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 等 ） に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ る 。

Ｐ Ｔ Ｄ の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 最 小 ウ ン デ カ ペ プ チ ド タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ

イ ン （ Ｙ Ｇ Ｒ Ｋ Ｋ Ｒ Ｒ Ｑ Ｒ Ｒ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ６ ４ ） を 含 む Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 Ｔ Ａ Ｔ の 残 基 ４ ７

～ ５ ７ に 対 応 ） ； 細 胞 へ の 侵 入 を 方 向 付 け る の に 充 分 な い く つ か の ア ル ギ ニ ン （ 例 え ば 、

３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 ま た は １ ０ ～ ５ ０ 個 の ア ル ギ ニ ン ） を 含 む ポ リ ア ル

ギ ニ ン 配 列 ； Ｖ Ｐ ２ ２ ド メ イ ン （ Zender et al. (2002) Cancer Gene Ther. 9(6):489-96

） ； ド ロ ソ フ ィ ラ ・ ア ン テ ナ ペ デ ィ ア （ Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ 　 Ａ ｎ ｔ ｅ ｎ ｎ ａ ｐ ｅ ｄ ｉ

ａ ） タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン （ Noguchi et al. (2003) Diabetes 52(7):1732-1737）

； 切 断 型 ヒ ト カ ル シ ト ニ ン ペ プ チ ド （ Trehin et al. (2004) Pharm. Research 21:1248-1

256） ； ポ リ リ ジ ン （ Wender et al. (2000) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 97:13003-1300

8） ； Ｒ Ｒ Ｑ Ｒ Ｒ Ｔ Ｓ Ｋ Ｌ Ｍ Ｋ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ６ ５ ） ； ト ラ ン ス ポ ー タ ン （ Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｐ

ｏ ｒ ｔ ａ ｎ ） Ｇ Ｗ Ｔ Ｌ Ｎ Ｓ Ａ Ｇ Ｙ Ｌ Ｌ Ｇ Ｋ Ｉ Ｎ Ｌ Ｋ Ａ Ｌ Ａ Ａ Ｌ Ａ Ｋ Ｋ Ｉ Ｌ （ 配 列 番 号 ２ ６

６ ） ； Ｋ Ａ Ｌ Ａ Ｗ Ｅ Ａ Ｋ Ｌ Ａ Ｋ Ａ Ｌ Ａ Ｋ Ａ Ｌ Ａ Ｋ Ｈ Ｌ Ａ Ｋ Ａ Ｌ Ａ Ｋ Ａ Ｌ Ｋ Ｃ Ｅ Ａ （ 配 列 番

号 ２ ６ ７ ） ； お よ び Ｒ Ｑ Ｉ Ｋ Ｉ Ｗ Ｆ Ｑ Ｎ Ｒ Ｒ Ｍ Ｋ Ｗ Ｋ Ｋ （ 配 列 番 号 ２ ６ ８ ） が 挙 げ ら れ る

。 Ｐ Ｔ Ｄ の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｙ Ｇ Ｒ Ｋ Ｋ Ｒ Ｒ Ｑ Ｒ Ｒ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ６ ４ ）

、 Ｒ Ｋ Ｋ Ｒ Ｒ Ｑ Ｒ Ｒ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ６ ９ ） ； ３ 個 の ア ル ギ ニ ン 残 基 ～ ５ ０ 個 の ア ル ギ ニ ン

残 基 の ア ル ギ ニ ン ホ モ ポ リ マ ー が 挙 げ ら れ ； Ｐ Ｔ Ｄ ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 の 例 と し て は 、

、 限 定 は さ れ な い が 、 以 下 ： Ｙ Ｇ Ｒ Ｋ Ｋ Ｒ Ｒ Ｑ Ｒ Ｒ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ６ ４ ） ； Ｒ Ｋ Ｋ Ｒ Ｒ Ｑ

Ｒ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ７ ０ ） ； Ｙ Ａ Ｒ Ａ Ａ Ａ Ｒ Ｑ Ａ Ｒ Ａ （ 配 列 番 号 ２ ７ １ ） ； Ｔ Ｈ Ｒ Ｌ Ｐ Ｒ Ｒ

Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ７ ２ ） ； お よ び Ｇ Ｇ Ｒ Ｒ Ａ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ７ ３ ） の い ず

れ か が 挙 げ ら れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｐ Ｔ Ｄ は 、 活 性 化 可 能 Ｃ Ｐ Ｐ （ Ａ Ｃ Ｐ

Ｐ ） で あ る （ Aguilera et al. (2009) Integr Biol (Camb) June; 1(5-6): 371-381） 。

Ａ Ｃ Ｐ Ｐ は 、 切 断 可 能 な リ ン カ ー を 介 し て 適 合 す る ポ リ ア ニ オ ン （ 例 え ば 、 Ｇ ｌ ｕ ９ ま た

は 「 Ｅ ９ 」 ） に 連 結 さ れ た ポ リ カ チ オ ン Ｃ Ｐ Ｐ （ 例 え ば 、 Ａ ｒ ｇ ９ ま た は 「 Ｒ ９ 」 ） を 含

み 、 こ れ は 、 実 効 電 荷 を ほ ぼ ゼ ロ に 減 少 さ せ る こ と で 、 細 胞 へ の 接 着 お よ び 取 り 込 み を 阻

害 す る 。 リ ン カ ー を 切 断 す る と 、 ポ リ ア ニ オ ン が 放 出 さ れ 、 ポ リ ア ル ギ ニ ン お よ び そ の 固

有 の 接 着 性 が 局 所 的 に 暴 露 さ れ 、 そ れ に よ っ て Ａ Ｃ Ｐ Ｐ の 膜 横 断 が 「 活 性 化 」 さ れ る 。

【 ０ １ ５ ６ 】

例 示 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ つ の 別 々 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 。 ２ つ の 別 々 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の １ つ 目 （ 活 性 化 Ｒ

Ｎ Ａ ） は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か 一 つ

、 ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少

な く と も 約 ６ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少

な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少

な く と も 約 ９ ８ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有

す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 ２ つ の 別 々 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ２ つ 目 （ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ ） は 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か

一 つ 、 ま た は そ の 相 補 体 に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て

、 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％

、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％

、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性

を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
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【 ０ １ ５ ７ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 単 一 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド で あ り 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず れ か

１ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少 な く と も 約 ６ ０

％ 、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０

％ 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８

％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る 第 一 ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 、 お よ び 配 列 番 号 ４ ６ ３ ～ ６ ７ ９ に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の い ず れ か １

つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少 な く と も 約 ６ ０ ％

、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％

、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％

、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る 第 二 ヌ ク レ オ

チ ド 配 列 を 含 む 。

【 ０ １ ５ ８ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ

り 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に そ の ５ ＇ 末 端 で 連 結 さ

れ た 配 列 ５ ＇ Ｇ Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｕ Ａ － ３ ＇ （ 配 列 番 号 ６ ７ ９ ） を 含 む 。 い く つ か の 実

施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 活 性 化 Ｒ Ｎ

Ａ は 、 配 列 ５ ＇ Ｕ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｕ Ｕ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｕ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｕ Ａ Ｇ Ｕ Ｃ Ｃ Ｇ － ３ ＇ （ 配 列 番

号 ／ ／ ） を 含 む 。

【 ０ １ ５ ９ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ で あ

り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に そ の ５ ＇ 末 端 で 連 結 さ れ た 配 列 ５ ＇ － Ｇ

Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｕ Ａ － リ ン カ ー － Ｕ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｕ Ｕ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｕ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｕ Ａ Ｇ Ｕ

Ｃ Ｃ Ｇ － ３ ＇ を 含 む （ こ こ で 、 「 リ ン カ ー 」 は 、 い か な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 含 み 得 る い

か な る リ ン カ ー ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も 表 す ） （ 配 列 番 号 ／ ／ ） 。 他 の 例 示 的 な 単 一 分 子 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に は 、 配 列 番 号 ６ ８ ０ ～ ６ ８ ２ に 記 載 さ れ る も の が 含 ま れ る 。

【 ０ １ ６ ０ 】

主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る 核 酸

　 本 開 示 は 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、

主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 核 酸 は 、 発 現 ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 組 み 換 え 発 現 ベ

ク タ ー で あ る 。

【 ０ １ ６ １ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 方 法 に は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ

び ／ も し く は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 一 つ も し

く は 複 数 の 核 酸 と 接 触 さ せ る こ と 、 ま た は 細 胞 （ ま た は 細 胞 集 団 ） に Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

お よ び ／ も し く は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 一 つ

も し く は 複 数 の 核 酸 を 導 入 す る こ と 、 が 含 ま れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ を 含 む 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に 存 在 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含

む 細 胞 は イ ン ビ ボ に 存 在 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ

プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 適 切 な 核 酸 に は 発 現 ベ ク タ ー が 含 ま れ 、 こ こ

で 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 「 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 」 で あ る 。

【 ０ １ ６ ２ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 性 構 築 物 、 例 え ば 、

組 換 え ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 構 築 物 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ７ ， ０ ７ ８ ， ３ ８ ７ 号 を 参 照 ） 、

組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 、 組 換 え レ ン チ ウ イ ル ス 構 築 物 、 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス 構 築

物 等 で あ る 。
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(62) JP  6692856  B2  2020.5.13

【 ０ １ ６ ３ 】

　 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ワ ク シ

ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く ウ イ ル ス ベ ク タ ー ； ポ リ オ ウ イ ル ス ； ア デ ノ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Li

 et al. , Invest Opthalmol Vis Sci 35:2543 2549, 1994; Borras et al. , Gene Ther 6

:515 524, 1999; Li and Davidson, PN AS 92:7700 7704, 1995; Sakamoto et al. , H Gen

e Ther 5:1088 1097, 1999； 国 際 公 開 第 ９ ４ ／ １ ２ ６ ４ ９ 号 、 同 第 ９ ３ ／ ０ ３ ７ ６ ９ 号 ；

同 第 ９ ３ ／ １ ９ １ ９ １ 号 ； 同 第 ９ ４ ／ ２ ８ ９ ３ ８ 号 ； 同 第 ９ ５ ／ １ １ ９ ８ ４ 号 お よ び 同 第

９ ５ ／ ０ ０ ６ ５ ５ 号 を 参 照 ） ； ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ali et al. , Hum Gene The

r 9:81 86, 1998, Flannery et al. , PN AS 94:6916 6921, 1997; Bennett et al. , Inves

t Opthalmol Vis Sci 38:2857 2863, 1997; Jomary et al. , Gene Ther 4:683 690, 1997

, Rolling et al. , Hum Gene Ther 10:641 648, 1999; Ali et al. , Hum Mol Genet 5:59

1 594, 1996； 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ０ ９ ２ ３ ９ 号 の Srivastava, Samulski et al. , J. Vir.

(1989) 63:3822－ 3828; Mendelson et al. , Virol. (1988) 166:154－ 165;お よ び Flotte

et al. , PN AS (1993) 90:10613－ 10617を 参 照 ） ； Ｓ Ｖ ４ ０ ； 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ； ヒ ト 免

疫 不 全 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Miyoshi et al. , PN AS 94:10319 23, 1997; Takahashi et al.

, J Virol 73:7812 7816, 1999を 参 照 ） ； レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 マ ウ ス 白 血

病 ウ イ ル ス 、 脾 壊 死 ウ イ ル ス 、 お よ び ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ハ ー ベ イ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ト リ

白 血 病 ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 骨 髄 増 殖 性 肉 腫 ウ イ ル ス （ ｍ

ｙ ｅ ｌ ｏ ｐ ｒ ｏ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｓ ａ ｒ ｃ ｏ ｍ ａ 　 ｖ ｉ ｒ ｕ ｓ ） 、 お よ び 乳 癌 ウ イ

ル ス 等 の レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー ） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ６ ４ 】

　 多 数 の 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 多 く は 市 販 さ れ て い る 。 例 と し て

以 下 の ベ ク タ ー を 記 載 す る ； 真 核 生 物 宿 主 細 胞 ： ｐ Ｘ Ｔ １ 、 ｐ Ｓ Ｇ ５ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社

（ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ ） ） 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｋ ３ 、 ｐ Ｂ Ｐ Ｖ 、 ｐ Ｍ Ｓ Ｇ 、 お よ び ｐ Ｓ Ｖ Ｌ Ｓ Ｖ ４

０ （ フ ァ ル マ シ ア 社 （ Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ ） ） 。 し か し 、 宿 主 細 胞 に 適 合 し て い る 限 り 、

い か な る 他 の ベ ク タ ー を 使 用 し て も よ い 。

【 ０ １ ６ ５ 】

　 使 用 さ れ る 宿 主 ／ ベ ク タ ー 系 に 応 じ て 、 い く つ か の 適 切 な 転 写 調 節 領 域 お よ び 翻 訳 調 節

領 域 の い ず れ か 、 例 え ば 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー お よ び 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 エ ン ハ ン

サ ー エ レ メ ン ト 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 等 を 発 現 ベ ク タ ー に 用 い て も よ い （ 例 え ば 、 Bitter

 et al. (1987) Methods in Enzymology, 153:516-544を 参 照 ） 。

【 ０ １ ６ ６ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 調 節 領 域 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 等 の 転 写 調

節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 転 写 調 節 領 域 は 、 真 核 細 胞 、 例 え ば 、 哺 乳 類 細 胞 ； ま

た は 原 核 細 胞 （ 例 え ば 、 細 菌 細 胞 ま た は 古 細 菌 細 胞 ） に お い て 機 能 的 で あ り 得 る 。 い く つ

か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 の 両 方 に お け る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現

を 可 能 に す る 複 数 の 調 節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。

【 ０ １ ６ ７ 】

　 適 切 な 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー （ 真 核 細 胞 に お い て 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー ） の 例 と し て は

、 限 定 は さ れ な い が 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） 最 初 期 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ

Ｖ ） チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 初 期 お よ び 後 期 Ｓ Ｖ ４ ０ 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の 末 端 反 復 配 列 （

Ｌ Ｔ Ｒ ） 、 並 び に マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン － Ｉ に 由 来 す る 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら

れ る 。 適 切 な ベ ク タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー の 選 択 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 十 分 に 通 常 の

技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 ま た 発 現 ベ ク タ ー は 、 翻 訳 開 始 の た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び

転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 有 し て い て も よ い 。 ま た 発 現 ベ ク タ ー は 、 発 現 を 増 幅 す る た め の

適 切 な 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。 ま た 発 現 ベ ク タ ー は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド に 融

合 し た タ ン パ ク 質 タ グ （ 例 え ば 、 ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 赤 血 球 凝 集 素 タ グ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク
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質 等 ） を コ ー ド し 、 そ れ 故 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を も た ら す 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で い

て も よ い 。

【 ０ １ ６ ８ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い

る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て

い る 。

【 ０ １ ６ ９ 】

　 核 酸 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 い か な る 公 知 の 方

法 を 使 用 し て も 核 酸 （ 例 え ば 、 発 現 構 築 物 ） を 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 適 切 な 方 法

と し て は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 感 染 ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 感 染 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

、 接 合 （ ｃ ｏ ｎ ｊ ｕ ｇ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 、 原 形 質 融 合 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー

シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｉ ） 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 介 在 性 ト ラ ン ス

フ ェ ク シ ョ ン 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 直 接 微 量 注 入 、 ナ ノ 粒 子 介

在 性 核 酸 送 達 （ 例 え ば 、 Panyam et. , al Adv Drug Deliv Rev. 2012 Sep 13. pii: S0169

-409X(12)00283-9. doi: 10.1016/j .addr.2012.09.023を 参 照 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ７ ０ 】

キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド

　 本 開 示 は キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾

ポ リ ペ プ チ ド は 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ 上 記 ） と 相 互 作 用 （ 例 え ば 、 結 合 ） す る 。

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 染

色 体 配 列 ま た は 染 色 体 外 配 列 、 例 え ば 、 エ ピ ソ ー ム 配 列 、 ミ ニ サ ー ク ル 配 列 、 ミ ト コ ン ド

リ ア 配 列 、 葉 緑 体 配 列 等 ） 内 の 標 的 配 列 に 誘 導 す る 。 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ

プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 し （ 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 ま た は メ チ ル 化 ） 、 お よ び ／

ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る （ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン 尾 部 の メ チ ル 化

ま た は ア セ チ ル 化 ） 。

【 ０ １ ７ １ 】

　 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 し （ 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

の 切 断 ま た は メ チ ル 化 ） 、 お よ び ／ ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る

（ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン 尾 部 の メ チ ル 化 ま た は ア セ チ ル 化 ） 。 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ

チ ド は 、 「 キ メ ラ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド 」 と も 称 さ れ る 。

【 ０ １ ７ ２ 】

　 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ２ つ の 部 分 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 お よ び 活 性

部 位 を 含 む 。 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る ポ リ

ペ プ チ ド に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、

修 飾 さ れ た お よ び ／ ま た は 自 然 発 生 的 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 修 飾 さ れ た ま た は 無

修 飾 の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 由 来 の 第 一 ア ミ ノ 酸 配 列 ； お よ び Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ

１ タ ン パ ク 質 以 外 の 第 二 ア ミ ノ 酸 配 列 ） を 含 み 得 る 。

【 ０ １ ７ ３ 】

Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位

　 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は

、 自 然 発 生 的 な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 他 の 例 に お い て は 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 自 然 発 生 的 な 分 子 で は な い （ 修 飾 さ れ て い る 、 例 え ば 、

変 異 、 欠 失 、 挿 入 ） 。 目 的 の 自 然 発 生 的 な Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知

の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～

１ ３ ４ ６ は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と し て 用 い る こ と が で き る 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ

９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 非 限 定 的 且 つ 非 網 羅 的 な 列 挙 を 提 供 す る 。 い く つ か の
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例 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 配 列 番 号 １

～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か を 有 す る ポ リ

ペ プ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く

と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 、 少 な く

と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ １ ７ ４ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ

ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列

番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か

に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８

５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％

の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ １ ７ ５ 】

活 性 部 位

　 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 加 え て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 「 活 性 部 位 」 を 含 む 。

い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 、

部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ） の 自 然

発 生 的 な 活 性 部 位 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

の 活 性 部 位 は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 発 生 的 な 活 性 部 位 の 修 飾 さ れ た ア ミ ノ

酸 配 列 （ 例 え ば 、 置 換 、 欠 失 、 挿 入 ） を 含 む 。 目 的 の 自 然 発 生 的 な 活 性 部 位 は 、 当 該 技 術

分 野 に お い て 公 知 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ５

６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と し て 用 い る こ と が で き る 自

然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 非 限 定 的 且 つ 非 網 羅 的 な 列 挙 を 提 供

す る 。 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 可 変 で あ り 、 本 明 細 書 で 開

示 さ れ る 方 法 に 有 用 で あ り 得 る い ず れ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ １ ７ ６ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ｉ ） 標

的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用

す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ

Ａ メ チ ル 化 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 活 性 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 活 性 、 ヒ ス ト ン メ チ ル 化 活 性 等 ）

を 含 み 、 酵 素 活 性 の 部 位 は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 。

【 ０ １ ７ ７ 】

　 他 の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内

の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ

結 合 部 位 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 （ 例 え ば 、 転 写 を 増 加

ま た は 減 少 さ せ る た め の ） を 含 み 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 調 節 さ れ る 転 写 の 部 位 は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 。

【 ０ １ ７ ８ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 、 標 的

Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 酵 素 活 性 （ 例 え ば 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性

、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 活 性 、 脱 ア ミ ノ 化 活 性 、 ジ ス ム タ ー

ゼ 活 性 、 ア ル キ ル 化 活 性 、 脱 プ リ ン 活 性 、 酸 化 活 性 、 ピ リ ミ ジ ン ダ イ マ ー 形 成 活 性 、 イ ン

テ グ ラ ー ゼ 活 性 、 ト ラ ン ス ポ サ ー ゼ 活 性 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 リ ガ

ー ゼ 活 性 、 ヘ リ カ ー ゼ 活 性 、 光 回 復 酵 素 活 性 ま た は グ リ コ シ ラ ー ゼ 活 性 ） を 有 す る 。

【 ０ １ ７ ９ 】

　 他 の 例 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン ） を 修 飾 す る 酵 素 活 性 （ 例 え ば 、 メ チ ル ト ラ

ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ

ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 、 脱 ユ ビ キ

チ ン 化 活 性 、 ア デ ニ ル 化 活 性 、 脱 ア デ ニ ル 化 活 性 、 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 脱 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、
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リ ボ シ ル 化 活 性 、 脱 リ ボ シ ル 化 活 性 、 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 ま た は 脱 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 ）

を 有 す る 。

【 ０ １ ８ ０ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 、 酵 素

活 性 を 示 す （ 上 記 ） 。 他 の 例 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性

部 位 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 調 節 す る （ 上 記 ） 。 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド の 活 性 部 位 は 可 変 で あ り 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 方 法 に 有 用 で あ り 得 る い ず れ の 異 種 ポ

リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ １ ８ １ 】

例 示 的 な キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 、 Ｃ ａ

ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 の 修 飾 形 態 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ

１ タ ン パ ク 質 の 修 飾 形 態 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 の 自 然 発 生 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ

活 性 を 低 減 さ せ る ア ミ ノ 酸 変 化 （ 例 え ば 、 欠 失 、 挿 入 、 ま た は 置 換 ） を 含 む 。 例 え ば 、 い

く つ か の 例 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 の 修 飾 形 態 は 、 対 応 す る 野 生 型 Ｃ ａ

ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の ５ ０ ％ 未 満 、 ４ ０ ％ 未 満 、 ３ ０ ％ 未 満 、 ２ ０ ％ 未 満 、 １ ０

％ 未 満 、 ５ ％ 未 満 、 ま た は １ ％ 未 満 の ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 い く つ か の 例 に お い て

、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 形 態 は 、 実 質 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 さ な い

。

【 ０ １ ８ ２ 】

　 い く つ か の 実 施 例 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 形 態 は 、 標 的 Ｄ Ｎ

Ａ の 相 補 鎖 を 切 断 す る こ と が で き る が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 補 鎖 を 切 断 す る 能 力 が 低 減 し て

い る 、 Ｄ １ ０ Ａ （ 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 位 置 １ ０ に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 か ら ア ラ ニ ン ）

変 異 （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ に 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の

い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） で あ る （ 図 １ １ を 参 照 ） 。 い く つ か の 実 施 例 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ

９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 形 態 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 補 鎖 を 切 断 す る こ と が で き る

が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 を 切 断 す る 能 力 が 低 減 し て い る 、 Ｈ ８ ４ ０ Ａ （ ア ミ ノ 酸 位 置 ８ ４

０ に お け る ヒ ス チ ジ ン か ら ア ラ ニ ン ） 変 異 （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １

３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） で あ る （ 図 １ １ を

参 照 ） 。 い く つ か の 実 施 例 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 形 態 は 、 ポ

リ ペ プ チ ド が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 お よ び 非 相 補 鎖 の 両 方 を 切 断 す る 能 力 が 低 減 し て い る よ

う な 、 Ｄ １ ０ Ａ お よ び Ｈ ８ ４ ０ Ａ 変 異 （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４

６ と し て 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） の 両 方 を 有 す る 。 他 の

残 基 を 変 異 さ せ る こ と で 、 上 記 の 効 果 （ す な わ ち 、 １ つ ま た は そ の 他 の ヌ ク レ ア ー ゼ 部 分

を 失 活 さ せ る ） を 得 る こ と が で き る 。 非 限 定 例 と し て 、 残 基 Ｄ １ ０ 、 Ｇ １ ２ 、 Ｇ １ ７ 、 Ｅ

７ ６ ２ 、 Ｈ ８ ４ ０ 、 Ｎ ８ ５ ４ 、 Ｎ ８ ６ ３ 、 Ｈ ９ ８ ２ 、 Ｈ ９ ８ ３ 、 Ａ ９ ８ ４ 、 Ｄ ９ ８ ６ 、 お

よ び ／ ま た は Ａ ９ ８ ７ （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ

れ る タ ン パ ク 質 の う ち の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） を 、 変 化 （ す な わ ち 、 置 換 ） さ せ る こ

と が で き る （ Ｃ ａ ｓ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存 に 関 す る さ ら な る 情 報 に つ い て は 図 ３ 、 図 ５ 、

図 １ １ Ａ 、 お よ び 表 １ を 参 照 ） 。 ま た 、 ア ラ ニ ン 置 換 以 外 の 変 異 も 適 切 で あ る 。

【 ０ １ ８ ３ 】

目 的 の さ ら な る 情 報 に つ い て

　 表 １ ． 　 表 １ は 種 々 の 種 に 由 来 す る Ｃ ａ ｓ ９ 配 列 内 に 存 在 す る ４ つ の モ チ ー フ を 列 挙 し

て い る （ 図 ３ お よ び 図 ５ も 参 照 ） 。 表 に 列 挙 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 由 来 の Ｃ

ａ ｓ ９ の も の で あ る （ 配 列 番 号 ８ ） 。

10

20

30

40



(66) JP  6692856  B2  2020.5.13

【 表 １ 】

【 ０ １ ８ ４ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ

９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た

は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い

ず れ か に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と

も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ ま た は １ ０

０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 キ メ ラ

部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ４ つ の モ チ ー フ （ 表 ４ に 列 挙 さ れ 、 図 ３ Ａ お よ び 図 ５ に

示 さ れ る ） を 含 み 、 そ れ ぞ れ は 、 表 １ に 列 挙 さ れ る ４ つ の モ チ ー フ （ 配 列 番 号 ２ ６ ０ ～ ２

６ ３ ） の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て

記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少

な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少

な く と も 約 ９ ９ ％ ま た は １ ０ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。

い く つ か の 例 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９

／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は

配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず

れ か に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も

約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ ま た は １ ０ ０

％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ １ ８ ５ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 飾

活 性 お よ び ／ ま た は 転 写 因 子 活 性 お よ び ／ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 修 飾 活 性 を 有 す

る 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ

活 性 を 与 え る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 位 置 と 置 換 さ れ て い る 。 他 の 実 施 形 態 で

は 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 正 常 に 与 え る Ｃ ａ ｓ ９ ／

Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 （ お よ び 十 分 に 活 性 な 、 ま た は 代 わ り に 、 対 応 す る 野 生 型 活

性 の １ ０ ０ ％ 未 満 を 有 す る よ う 修 飾 さ れ て い て も よ い Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の

部 分 ） 、 お よ び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を 含 む 。 言 い 換 え れ ば 、 い く つ か の 例 に お い て 、

主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 正 常 に 与 え る Ｃ ａ ｓ ９

／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 お よ び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で
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あ る 。 他 の 例 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ

１ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 の 修 飾 変 異 体 （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 変 化 、 欠 失 、 挿 入 ） お よ び 異

種 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 さ ら に 別 の 例 で は 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特

異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 自 然 発 生 的 な ま た は 修 飾 さ れ た 部 位 特

異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ １ ８ ６ 】

　 例 え ば 、 キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 に お い て 、 自 然 発 生 的 な （ ま た は 修 飾 （

例 え ば 、 変 異 、 欠 失 、 挿 入 ） さ れ た ） 細 菌 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 種 ポ リ

ペ プ チ ド 配 列 （ す な わ ち 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ 以 外 の タ ン パ ク 質 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列

ま た は 別 の 生 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ） に 融 合 さ れ て い て も よ い 。 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配

列 は 、 キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 に よ っ て も 示 さ れ る 活 性 （ 例 え ば 、 酵 素 活 性

） を 示 し 得 る （ 例 え ば 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活

性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 等 ） 。 異 種 核 酸 配 列 を 別 の 核 酸 配 列 に 連 結 し て （ 例

え ば 、 遺 伝 子 操 作 に よ っ て ） 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 作 製 し て も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ

ド は 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ ま た は Ｃ ａ ｓ ９ 変 異 型

、 例 え ば 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 低 減 ま た は 不 活 性 化 さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ ） を 、 細 胞 内 局 在 を 与

え る 異 種 配 列 （ 例 え ば 、 核 に 標 的 化 す る た め の 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） ； ミ ト コ ン ド

リ ア に 標 的 化 す る た め の ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 化 シ グ ナ ル ； 葉 緑 体 に 標 的 化 す る た め の 葉 緑

体 局 在 化 シ グ ナ ル ； Ｅ Ｒ 保 留 シ グ ナ ル ； 等 ） と 融 合 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 い く つ か

の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列 は 、 追 跡 ま た は 精 製 を 容 易 に す る た め の タ グ を 与 え 得 る （

例 え ば 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｒ Ｆ Ｐ 、 Ｃ

Ｆ Ｐ 、 ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ 、 ｔ ｄ Ｔ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ 等 ； Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 例 え ば 、 ６ Ｘ Ｈ ｉ ｓ タ グ ； 赤

血 球 凝 集 素 （ Ｈ Ａ ） タ グ ； Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ ； Ｍ ｙ ｃ タ グ ； 等 ） 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い

て 、 異 種 配 列 は 、 安 定 性 の 増 加 ま た は 減 少 を 与 え 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異

種 配 列 は 、 （ 例 え ば 、 キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 別 の 目 的 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ

Ａ ま た は ヒ ス ト ン 修 飾 タ ン パ ク 質 、 転 写 因 子 ま た は 転 写 抑 制 因 子 、 動 員 （ ｒ ｅ ｃ ｒ ｕ ｉ ｔ

ｉ ｎ ｇ ） タ ン パ ク 質 等 に 結 合 す る 能 力 を 与 え る た め の ） 結 合 ド メ イ ン を 与 え 得 る 。

【 ０ １ ８ ７ 】

　 主 題 の 変 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド の 、 種 々 の さ ら な る 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ

ー （ ま た は そ の 断 片 ） の 例 に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 図 ５ ４ に 列 挙 さ れ る も の が 含 ま れ る

。

【 ０ １ ８ ８ 】

主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸

　 本 開 示 は 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を

含 む 核 酸 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ

プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 は 、 発 現 ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 組 み 換 え 発

現 ベ ク タ ー で あ る 。

【 ０ １ ８ ９ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 方 法 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド を 含 む 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 と 接 触 さ せ る こ と 、 ま た は 細 胞 （ ま た は 細 胞 集 団 ）

に キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を 導 入 す る こ と 、 を 含

む 。 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 適 切 な 核 酸

に は 発 現 ベ ク タ ー が 含 ま れ 、 こ こ で 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ

ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 「 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 」 で あ る 。

【 ０ １ ９ ０ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 性 構 築 物 、 例 え ば 、

組 換 え 型 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 構 築 物 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ７ ， ０ ７ ８ ， ３ ８ ７ 号 を 参 照 ）

、 組 換 え 型 ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 、 組 換 え 型 レ ン チ ウ イ ル ス 構 築 物 等 で あ る 。

【 ０ １ ９ １ 】
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　 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ワ ク シ

ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く ウ イ ル ス ベ ク タ ー ； ポ リ オ ウ イ ル ス ； ア デ ノ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Li

 et al. , Invest Opthalmol Vis Sci 35:2543 2549, 1994; Borras et al. , Gene Ther 6

:515 524, 1999; Li and Davidson, PN AS 92:7700 7704, 1995; Sakamoto et al. , H Gen

e Ther 5:1088 1097, 1999； 国 際 公 開 第 ９ ４ ／ １ ２ ６ ４ ９ 号 、 同 第 ９ ３ ／ ０ ３ ７ ６ ９ 号 ；

同 第 ９ ３ ／ １ ９ １ ９ １ 号 ； 同 第 ９ ４ ／ ２ ８ ９ ３ ８ 号 ； 同 第 ９ ５ ／ １ １ ９ ８ ４ 号 お よ び 同 第

９ ５ ／ ０ ０ ６ ５ ５ 号 を 参 照 ） ； ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ali et al. , Hum Gene The

r 9:81 86, 1998, Flannery et al. , PN AS 94:6916 6921, 1997; Bennett et al. , Inves

t Opthalmol Vis Sci 38:2857 2863, 1997; Jomary et al. , Gene Ther 4:683 690, 1997

, Rolling et al. , Hum Gene Ther 10:641 648, 1999; Ali et al. , Hum Mol Genet 5:59

1 594, 1996； 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ０ ９ ２ ３ ９ 号 の Srivastava, Samulski et al. , J. Vir.

(1989) 63:3822－ 3828; Mendelson et al. , Virol. (1988) 166:154－ 165;お よ び Flotte

et al. , PN AS (1993) 90:10613－ 10617を 参 照 ） ； Ｓ Ｖ ４ ０ ； 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ； ヒ ト 免

疫 不 全 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Miyoshi et al. , PN AS 94:10319 23, 1997; Takahashi et al.

, J Virol 73:7812 7816, 1999を 参 照 ） ； レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 マ ウ ス 白 血

病 ウ イ ル ス 、 脾 壊 死 ウ イ ル ス 、 お よ び ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ハ ー ベ イ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ト リ

白 血 病 ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 骨 髄 増 殖 性 肉 腫 ウ イ ル ス （ ｍ

ｙ ｅ ｌ ｏ ｐ ｒ ｏ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｓ ａ ｒ ｃ ｏ ｍ ａ 　 ｖ ｉ ｒ ｕ ｓ ） 、 お よ び 乳 癌 ウ イ

ル ス 等 の レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー ） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ９ ２ 】

　 多 数 の 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 多 く は 市 販 さ れ て い る 。 例 と し て

以 下 の ベ ク タ ー を 記 載 す る ； 真 核 生 物 宿 主 細 胞 ： ｐ Ｘ Ｔ １ 、 ｐ Ｓ Ｇ ５ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社

） 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｋ ３ 、 ｐ Ｂ Ｐ Ｖ 、 ｐ Ｍ Ｓ Ｇ 、 お よ び ｐ Ｓ Ｖ Ｌ Ｓ Ｖ ４ ０ （ フ ァ ル マ シ ア 社 ） 。 し

か し 、 宿 主 細 胞 に 適 合 し て い る 限 り 、 い か な る 他 の ベ ク タ ー を 使 用 し て も よ い 。

【 ０ １ ９ ３ 】

　 使 用 さ れ る 宿 主 ／ ベ ク タ ー 系 に 応 じ て 、 い く つ か の 適 切 な 転 写 調 節 領 域 お よ び 翻 訳 調 節

領 域 の い ず れ か 、 例 え ば 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー お よ び 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 エ ン ハ ン

サ ー エ レ メ ン ト 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 等 を 発 現 ベ ク タ ー に 用 い て も よ い （ 例 え ば 、 Bitter

 et al. (1987) Methods in Enzymology, 153:516-544を 参 照 ） 。

【 ０ １ ９ ４ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 は 、 調 節 領 域 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 等 の 転 写 調 節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て

い る 。 転 写 調 節 領 域 は 、 真 核 細 胞 、 例 え ば 、 哺 乳 類 細 胞 ； ま た は 原 核 細 胞 （ 例 え ば 、 細 菌

細 胞 ま た は 古 細 菌 細 胞 ） に お い て 機 能 的 で あ り 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 キ メ

ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細

胞 の 両 方 に お け る キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発

現 を 可 能 に す る 複 数 の 調 節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。

【 ０ １ ９ ５ 】

　 適 切 な 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー （ 真 核 細 胞 に お い て 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー ） の 例 と し て は

、 限 定 は さ れ な い が 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） 最 初 期 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ

Ｖ ） チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 初 期 お よ び 後 期 Ｓ Ｖ ４ ０ 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の 末 端 反 復 配 列 （

Ｌ Ｔ Ｒ ） 、 並 び に マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン － Ｉ に 由 来 す る 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら

れ る 。 適 切 な ベ ク タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー の 選 択 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 十 分 に 通 常 の

技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 ま た 発 現 ベ ク タ ー は 、 翻 訳 開 始 の た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び

転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 有 し て い て も よ い 。 ま た 発 現 ベ ク タ ー は 、 発 現 を 増 幅 す る た め の

適 切 な 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。 ま た 発 現 ベ ク タ ー は 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド に 融 合 し た タ ン パ ク 質 タ グ （ 例 え ば 、 ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 赤 血 球 凝 集 素 (Ｈ Ａ )タ グ 、 蛍 光

タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ； 黄 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 等 ） 等 ） を コ ー ド す る ヌ

ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ １ ９ ６ 】
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　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 は 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 テ ト ラ サ イ ク リ

ン 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 ス テ ロ イ ド 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 金 属 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ス ト ロ ゲ

ン 受 容 体 調 節 プ ロ モ ー タ ー 等 ） に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て

、 キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 空 間 限 定 的 お よ

び ／ ま た は 時 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 細 胞 型 特 異 的 プ

ロ モ ー タ ー 等 ） に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 キ メ ラ 部 位 特

異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能

に 連 結 し て い る 。

【 ０ １ ９ ７ 】

　 核 酸 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 い か な る 公 知 の 方

法 も 、 核 酸 （ 例 え ば 、 発 現 構 築 物 ） を 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 に 導 入 す る た め に 使 用 す る こ

と が で き る 。 適 切 な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 感 染 ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 感 染

、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 接 合 （ ｃ ｏ ｎ ｊ ｕ ｇ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 、 原 形 質 融 合 、 リ ポ フ ェ ク シ

ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｉ ）

介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ

ポ ソ ー ム 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 直

接 微 量 注 入 、 ナ ノ 粒 子 介 在 性 核 酸 送 達 （ 例 え ば 、 Panyam et. , al Adv Drug Deliv Rev. 2

012 Sep 13. pii: S0169-409X(12)00283-9. doi: 10.1016/j.addr.2012.09.023を 参 照 ）

等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ９ ８ 】

方 法

　 本 開 示 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る 方 法 を 提

供 す る 。 一 般 的 に 、 主 題 の 方 法 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 部 位 特 異 的

修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 複 合 体 （ 「 タ ー ゲ テ ィ ン グ 複 合 体 」 ） と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。

【 ０ １ ９ ９ 】

　 前 述 の 通 り 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、

複 合 体 を 形 成 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ

ド 配 列 を 含 む こ と に よ り 、 複 合 体 に 標 的 特 異 性 を 与 え る 。 複 合 体 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ

プ チ ド は 、 部 位 特 異 的 活 性 を 与 え る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 複 合 体 は 標 的

Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 し 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 等 を も

た ら す 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の 複 合 体 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た 標 的 ポ リ ペ プ チ ド （ 例

え ば 、 ヒ ス ト ン 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 等 ） を 修 飾 し 、 例 え ば 、 ヒ ス ト ン メ チ ル 化 、 ヒ ス

ト ン ア セ チ ル 化 、 ヒ ス ト ン ユ ビ キ チ ン 化 等 を も た ら す 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト

ロ に お け る 裸 の Ｄ Ｎ Ａ 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 細 胞 内 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 、 イ ン ビ ボ に お け る 細

胞 内 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 等 で あ り 得 る 。

【 ０ ２ ０ ０ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標

的 Ｄ Ｎ Ａ の 間 の 相 補 的 領 域 に よ っ て 決 定 さ れ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に お い て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断

す る ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド が Ｃ

ａ ｓ ９ ま た は Ｃ ａ ｓ ９ 関 連 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 部 位 特 異 的 切 断 は 、 （

ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 間 の 塩 基 対 形 成 相 補 性 ； 並 び に （ ｉ ｉ ） 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ 内 の シ ョ ー ト モ チ ー フ （ プ ロ ト ス ペ ー サ ー 隣 接 モ チ ー フ （ Ｐ Ａ Ｍ ） と 称 さ れ る ） の 両

方 に よ っ て 決 定 さ れ る 位 置 で 起 こ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て （ 例 え ば 、 Ｓ ． ピ オ ゲ

ネ ス 由 来 の Ｃ ａ ｓ ９ 、 ま た は 近 縁 Ｃ ａ ｓ ９ が 用 い ら れ る 場 合 （ 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び

７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ を 参 照 ） ） 、 非 相 補 鎖 の Ｐ Ａ Ｍ 配 列 は ５ ＇ － Ｘ Ｇ Ｇ － ３ ＇ で あ り 、 こ こ

で 、 Ｘ は あ ら ゆ る Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 Ｘ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 補 鎖 の 標 的 配 列 の す

ぐ ３ ＇ 側 で あ る （ 図 １ ０ を 参 照 ） 。 従 っ て 、 相 補 鎖 の Ｐ Ａ Ｍ 配 列 は ５ ＇ － Ｃ Ｃ Ｙ － ３ ＇ で

あ り 、 こ こ で Ｙ は あ ら ゆ る Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 Ｙ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 の 標 的 配

列 の す ぐ ５ ＇ 側 で あ る （ 非 相 補 鎖 の Ｐ Ａ Ｍ が ５ ＇ － Ｇ Ｇ Ｇ － ３ ＇ で あ り 相 補 鎖 の Ｐ Ａ Ｍ が
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５ ＇ － Ｃ Ｃ Ｃ － ３ ＇ で あ る 、 図 １ ０ を 参 照 ） 。 い く つ か の そ の よ う な 実 施 形 態 に お い て 、

Ｘ お よ び Ｙ は 相 補 的 で あ り 得 、 Ｘ － Ｙ 塩 基 対 は い か な る 塩 基 対 で も あ り 得 る （ 例 え ば 、 Ｘ

＝ Ｃ お よ び Ｙ ＝ Ｇ ； Ｘ ＝ Ｇ お よ び Ｙ ＝ Ｃ ； Ｘ ＝ Ａ お よ び Ｙ ＝ Ｔ 、 Ｘ ＝ Ｔ お よ び Ｙ ＝ Ａ ） 。

【 ０ ２ ０ １ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 異 な る Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 （ す な わ ち 、 様 々 な 種 に 由 来 す る Ｃ

ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 ） は 、 異 な る Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 の 種 々 の 酵 素 的 特 徴 を 十 分 に 利 用 す る

た め に 、 種 々 の 提 供 さ れ る 方 法 に お い て 使 用 す る の に 有 利 で あ り 得 る （ 例 え ば 、 異 な る Ｐ

Ａ Ｍ 配 列 優 先 度 の た め ； 酵 素 活 性 の 増 加 ま た は 減 少 の た め ； 細 胞 毒 性 レ ベ ル の 増 加 ま た は

減 少 の た め ； Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ 、 相 同 組 換 え 修 復 、 一 本 鎖 切 断 、 二 本 鎖 切 断 等 の 間 の バ ラ ン ス を 変

化 さ せ る た め ） 。 様 々 な 種 に 由 来 す る Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７

９ ５ ～ １ ３ ４ ６ を 参 照 ） は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 に 異 な る Ｐ Ａ Ｍ 配 列 を 必 要 と し 得 る 。 従 っ て 、

特 定 の 最 適 な Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に お い て 、 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の 要 求 は 上 記 の ５ ＇ － Ｘ Ｇ Ｇ － ３

＇ 配 列 と は 異 な り 得 る 。

【 ０ ２ ０ ２ 】

　 種 々 様 々 な 種 に 由 来 す る 多 く の Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ が 本 明 細 書 に お い て 特 定 さ れ た が 、

そ れ ら の タ ン パ ク 質 は 同 一 の ア ミ ノ 酸 を わ ず か し か 共 有 し て い な い 。 特 定 さ れ た 全 て の Ｃ

ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ は 、 中 心 の Ｈ Ｎ Ｈ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び 分 割 さ れ た Ｒ ｕ ｖ

Ｃ ／ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｈ ド メ イ ン を 有 す る 同 一 の ド メ イ ン 構 造 を 有 す る （ 図 ３ Ａ 、 ３ Ｂ 、 図 ５ 、

お よ び 表 １ を 参 照 ） 。 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は 保 存 さ れ た 構 造 と ４ つ の 重 要 な モ チ ー フ を 共

有 し て い る 。 モ チ ー フ １ 、 ２ 、 お よ び ４ は Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 モ チ ー フ で あ り 、 一 方 、 モ チ ー フ ３

は Ｈ Ｎ Ｈ モ チ ー フ で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 適 切 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は

４ つ の モ チ ー フ を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 モ チ ー フ １ ～ ４ の そ れ ぞ れ は 、 図 ３ Ａ に 示

さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の モ チ ー フ １ ～ ４ （ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ２ ６ ０ ～

２ ６ ３ 、 表 １ に 示 さ れ る ） に 対 し て 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４

６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か に お け る 対 応 部 分 （ 多 岐 に わ た る Ｃ ａ ｓ ９ 配 列

由 来 の モ チ ー フ １ ～ ４ の ア ラ イ メ ン ト に つ い て は 図 ５ を 参 照 ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７

５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９

５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ ま た は １ ０ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。 い く つ か

の 例 に お い て 、 適 切 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ

１ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列 番 号

１ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か に お

け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％

、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ ま た は １ ０ ０ ％ の ア ミ

ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 上 記 の い か な る Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 も 、 部

位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 ま た は 主 題 の 方 法 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド の 一 部 と し て 、 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ０ ３ 】

　 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し て 二 重 鎖 切 断 を 生 成 す る 。 こ れ ら の 切 断 は 次 に

、 非 相 同 末 端 結 合 お よ び 相 同 組 換 え 修 復 と い う ２ つ の 方 法 の う ち の １ つ で 、 細 胞 に よ っ て

修 復 さ れ る （ 図 ２ ） 。 非 相 同 末 端 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ ） に お い て 、 二 重 鎖 切 断 は 切 断 末 端 の 互

い へ の 直 接 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 修 復 さ れ る 。 従 っ て 、 新 規 の 核 酸 物 質 は そ の 部 位 に

挿 入 さ れ な い が 、 た だ し 、 い く ら か の 核 酸 物 質 が 失 わ れ て 欠 失 を も た ら し 得 る 。 相 同 組 換

え 修 復 に お い て は 、 切 断 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 し 相 同 性 を 有 す る ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド が 切 断 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 修 復 す る た め の 鋳 型 と し て 使 用 さ れ 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド か ら 標 的 Ｄ Ｎ Ａ へ の 遺 伝 情 報 の 移 動 を も た ら す 。 従 っ て 、 新 規 の 核 酸 物 質 が そ の

部 位 に 挿 入 ／ 複 製 さ れ 得 る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 主 題 の ド ナ ー ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド と 接 触 さ れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 主 題 の

細 胞 に 導 入 さ れ る 。 Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ お よ び ／ ま た は 相 同 組 換 え 修 復 に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 修 飾 は 、

例 え ば 、 遺 伝 子 修 正 、 遺 伝 子 置 換 、 遺 伝 子 標 識 、 導 入 遺 伝 子 挿 入 、 ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 、 遺

伝 子 破 壊 、 遺 伝 子 変 異 等 を も た ら す 。
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【 ０ ２ ０ ４ 】

　 従 っ て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 を 用 い る こ と で 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

配 列 を 切 断 し 、 外 因 的 に 供 給 し た ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 非 存 在 下 に お い て 細 胞 に そ の

配 列 を 修 復 さ せ る こ と に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 核 酸 物 質 を 除 去 （ 例 え ば 、 細 胞 を 感 染

し 易 く す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 を Ｈ Ｉ Ｖ に 感 染 し 易 く さ せ る Ｃ Ｃ Ｒ ５ ま た は Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ

４ 遺 伝 子 ） を 破 壊 す る よ う に 、 ニ ュ ー ロ ン に お け る 疾 患 を 引 き 起 こ す 三 塩 基 反 復 配 列 を 除

去 す る よ う に 、 研 究 に お い て 疾 病 モ デ ル と し て 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト お よ び 遺 伝 子 変 異 を 起

こ す よ う に 、 等 ） す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 主 題 の 方 法 を 用 い る こ と で 、 遺 伝 子 を ノ ッ

ク ア ウ ト （ 転 写 の 完 全 な 欠 如 ま た は 改 変 さ れ た 転 写 を も た ら す ） 、 ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の

最 適 な 遺 伝 子 座 に 遺 伝 物 質 を ノ ッ ク イ ン す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ０ ５ 】

　 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列

に 対 し 相 同 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の セ グ メ ン ト を 含 む ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と

共 に 細 胞 に 同 時 投 与 さ れ る 場 合 、 主 題 の 方 法 を 用 い る こ と で 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 核 酸 物 質

を 付 加 （ す な わ ち 挿 入 ま た は 置 換 ） （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 等 を

コ ー ド す る 核 酸 を 「 ノ ッ ク イ ン 」 ） 、 タ グ （ 例 え ば 、 ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え

ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ； 黄 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 等 ） 、 赤 血 球 凝 集 素 （ Ｈ Ａ ） 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 等

） を 付 加 、 遺 伝 子 に 制 御 配 列 を 付 加 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、

内 部 リ ボ ソ ー ム 侵 入 配 列 （ Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ ） 、 ２ Ａ ペ プ チ ド 、 開 始 コ ド ン 、 終 止 コ ド ン 、 ス プ ラ

イ ス シ グ ナ ル 、 局 在 化 シ グ ナ ル 等 ） 、 核 酸 配 列 を 修 飾 （ 例 え ば 、 変 異 を 導 入 ） す る 等 が 可

能 と な る 。 従 っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 複 合 体

は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 （ 例 え ば 、 疾 患 を 治 療 す る た め に 、 ま た は 抗 ウ イ ル ス 治 療 、 抗 病

原 治 療 、 も し く は 抗 が ん 治 療 と し て ） 、 農 業 に お け る 遺 伝 子 改 変 生 物 の 作 製 、 治 療 、 診 断

、 ま た は 研 究 を 目 的 と し た 細 胞 に よ る タ ン パ ク 質 の 大 規 模 生 産 、 ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 の 誘 導 、 生 物

学 的 研 究 、 病 原 体 の 遺 伝 子 の 欠 失 ま た は 置 換 の 標 的 化 等 に お い て 用 い ら れ る 、 部 位 特 異 的

、 す な わ ち 「 標 的 化 さ れ た 」 方 法 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 、 遺 伝 子 ノ ッ ク イ ン 、 遺

伝 子 編 集 、 遺 伝 子 標 識 等 ） で Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る こ と が 望 ま し い 、 い か な る イ ン ビ ト ロ ま た

は イ ン ビ ボ 適 用 に お い て も 有 用 で あ る 。

【 ０ ２ ０ ６ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ

ン パ ク 質 の 修 飾 形 態 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 の 修

飾 形 態 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 の 自 然 発 生 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 低 減 さ せ る

ア ミ ノ 酸 変 化 （ 例 え ば 、 欠 失 、 挿 入 、 ま た は 置 換 ） を 含 む 。 例 え ば 、 い く つ か の 例 に お い

て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 の 修 飾 形 態 は 、 対 応 す る 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ

リ ペ プ チ ド の ５ ０ ％ 未 満 、 ４ ０ ％ 未 満 、 ３ ０ ％ 未 満 、 ２ ０ ％ 未 満 、 １ ０ ％ 未 満 、 ５ ％ 未 満

、 ま た は １ ％ 未 満 の ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ

ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 形 態 は 、 実 質 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 さ な い 。 主 題 の 部 位 特 異

的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 実 質 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 さ な い Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ

プ チ ド の 修 飾 形 態 で あ る 場 合 、 「 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 」 と 称 さ れ 得 る 。

【 ０ ２ ０ ７ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 形 態 は 、 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ の 相 補 鎖 を 切 断 す る こ と が で き る が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 補 鎖 を 切 断 す る 能 力 が 低 減 し

て い る （ 従 っ て 、 Ｄ Ｓ Ｂ で は な く 一 本 鎖 切 断 （ Ｓ Ｓ Ｂ ） を も た ら す ； 図 １ １ を 参 照 ） 、 Ｄ

１ ０ Ａ （ 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 位 置 １ ０ に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 か ら ア ラ ニ ン ） 変 異 （ ま

た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の い

ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ

ペ プ チ ド の 修 飾 形 態 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 補 鎖 を 切 断 す る こ と が で き る が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の

相 補 鎖 を 切 断 す る 能 力 が 低 減 し て い る （ 従 っ て 、 Ｄ Ｓ Ｂ で は な く 一 本 鎖 切 断 （ Ｓ Ｓ Ｂ ） を

も た ら す ； 図 １ １ を 参 照 ） 、 Ｈ ８ ４ ０ Ａ （ 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 位 置 ８ ４ ０ に お け る ヒ ス

チ ジ ン か ら ア ラ ニ ン ） 変 異 （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記
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載 さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） で あ る 。 Ｃ ａ ｓ ９ の Ｄ １ ０ Ａ ま た

は Ｈ ８ ４ ０ Ａ 変 異 体 （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ

る タ ン パ ク 質 の い ず れ か に お け る 対 応 す る 変 異 ） を 用 い る こ と で 、 Ｓ Ｓ Ｂ と は 対 照 的 に 、

Ｄ Ｓ Ｂ が 存 在 す る 場 合 、 非 相 同 末 端 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ ） が 起 こ る 可 能 性 が さ ら に よ り 大 き い

た め に 、 期 待 さ れ る 生 物 学 的 結 果 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 Ｄ Ｓ Ｂ の 可 能 性 を

減 少 さ せ る （ お よ び 、 従 っ て 、 Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ の 可 能 性 を 減 少 さ せ る ） こ と が 望 ま し い い く つ か

の 例 に お い て は 、 Ｃ ａ ｓ ９ の Ｄ １ ０ Ａ ま た は Ｈ ８ ４ ０ Ａ 変 異 体 を 用 い る こ と が で き る 。 他

の 残 基 を 変 異 さ せ て 、 同 一 の 効 果 を 得 る （ す な わ ち 、 １ つ ま た は そ の 他 の ヌ ク レ ア ー ゼ 部

分 を 失 活 さ せ る ） こ と が で き る 。 非 限 定 例 と し て 、 残 基 Ｄ １ ０ 、 Ｇ １ ２ 、 Ｇ １ ７ 、 Ｅ ７ ６

２ 、 Ｈ ８ ４ ０ 、 Ｎ ８ ５ ４ 、 Ｎ ８ ６ ３ 、 Ｈ ９ ８ ２ 、 Ｈ ９ ８ ３ 、 Ａ ９ ８ ４ 、 Ｄ ９ ８ ６ 、 お よ び

／ ま た は Ａ ９ ８ ７ （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る

タ ン パ ク 質 の う ち の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） を 、 変 化 （ す な わ ち 、 置 換 ） さ せ る こ と が

で き る （ Ｃ ａ ｓ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存 に 関 す る さ ら な る 情 報 に つ い て は 図 ３ 、 図 ５ 、 図 １

１ Ａ 、 お よ び 表 １ を 参 照 ） 。 ま た 、 ア ラ ニ ン 置 換 以 外 の 変 異 も 適 切 で あ る 。 部 位 特 異 的 ポ

リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド ） が 低 減 さ れ た 触 媒 活 性 を 有 す る 場 合

（ 例 え ば 、 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 が Ｄ １ ０ 、 Ｇ １ ２ 、 Ｇ １ ７ 、 Ｅ ７ ６ ２ 、 Ｈ ８ ４ ０ 、 Ｎ ８ ５

４ 、 Ｎ ８ ６ ３ 、 Ｈ ９ ８ ２ 、 Ｈ ９ ８ ３ 、 Ａ ９ ８ ４ 、 Ｄ ９ ８ ６ 、 お よ び ／ ま た は Ａ ９ ８ ７ 変 異

、 例 え ば 、 Ｄ １ ０ Ａ 、 Ｇ １ ２ Ａ 、 Ｇ １ ７ Ａ 、 Ｅ ７ ６ ２ Ａ 、 Ｈ ８ ４ ０ Ａ 、 Ｎ ８ ５ ４ Ａ 、 Ｎ ８

６ ３ Ａ 、 Ｈ ９ ８ ２ Ａ 、 Ｈ ９ ８ ３ Ａ 、 Ａ ９ ８ ４ Ａ 、 お よ び ／ ま た は Ｄ ９ ８ ６ Ａ を 有 す る 場 合

） の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る 能 力 を 保 持 し て い る 限 り 、 部 位 特 異 的 に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に な お 結 合 す る こ

と が で き る （ 該 ポ リ ペ プ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に な お 誘 導 さ

れ る た め ） 。

【 ０ ２ ０ ８ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 形 態 は 、 該 ポ リ

ペ プ チ ド が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 お よ び 非 相 補 鎖 の 両 方 を 切 断 す る 能 力 が 低 減 し て い る よ う

な （ す な わ ち 、 該 変 異 体 が 実 質 的 な ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 さ な い 可 能 性 が あ る ） 、 Ｄ １ ０

Ａ 変 異 お よ び Ｈ ８ ４ ０ Ａ 変 異 の 両 方 （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６

と し て 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） を 有 す る 。 他 の 残 基 を 変

異 さ せ て 、 同 一 の 効 果 を 得 る （ す な わ ち 、 １ つ ま た は そ の 他 の ヌ ク レ ア ー ゼ 部 分 を 失 活 さ

せ る ） こ と が で き る 。 非 限 定 例 と し て 、 残 基 Ｄ １ ０ 、 Ｇ １ ２ 、 Ｇ １ ７ 、 Ｅ ７ ６ ２ 、 Ｈ ８ ４

０ 、 Ｎ ８ ５ ４ 、 Ｎ ８ ６ ３ 、 Ｈ ９ ８ ２ 、 Ｈ ９ ８ ３ 、 Ａ ９ ８ ４ 、 Ｄ ９ ８ ６ 、 お よ び ／ ま た は Ａ

９ ８ ７ （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質

の う ち の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） を 、 変 化 （ す な わ ち 、 置 換 ） さ せ る こ と が で き る （ Ｃ

ａ ｓ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存 に 関 す る さ ら な る 情 報 に つ い て は 図 ３ 、 図 ５ 、 図 １ １ Ａ 、 お よ

び 表 １ を 参 照 ） 。 ま た 、 ア ラ ニ ン 置 換 以 外 の 変 異 も 適 切 で あ る 。

【 ０ ２ ０ ９ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 種 配 列 を 含 む （ 例 え

ば 、 融 合 ） 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列 は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 細

胞 内 局 在 化 を 与 え 得 る （ 例 え ば 、 核 に 標 的 化 す る た め の 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） ； ミ

ト コ ン ド リ ア に 標 的 化 す る た め の ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 化 シ グ ナ ル ； 葉 緑 体 に 標 的 化 す る た

め の 葉 緑 体 局 在 化 シ グ ナ ル ； Ｅ Ｒ 保 留 シ グ ナ ル ； 等 ） 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異

種 配 列 は 、 追 跡 ま た は 精 製 を 容 易 に す る た め の タ グ を 与 え 得 る （ 例 え ば 、 蛍 光 タ ン パ ク 質

、 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｒ Ｆ Ｐ 、 Ｃ Ｆ Ｐ 、 ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ 、

ｔ ｄ Ｔ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ 等 ； Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 例 え ば 、 ６ Ｘ Ｈ ｉ ｓ タ グ ； 赤 血 球 凝 集 素 （ Ｈ Ａ ） タ グ

； Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ ； Ｍ ｙ ｃ タ グ ； 等 ） 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列 は 、 安 定 性

の 増 加 ま た は 減 少 を 与 え 得 る 。

【 ０ ２ １ ０ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は コ ド ン 最 適 化 さ れ

得 る 。 こ の 種 の 最 適 化 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し
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た ま ま 目 的 の 宿 主 生 物 ま た は 細 胞 の コ ド ン 選 択 を 模 倣 す る た め に 、 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ の 変 異 を

必 要 と す る 。 従 っ て 、 コ ド ン は 変 化 さ れ る が 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 変 化 さ れ な い ま

ま で あ る 。 例 え ば 、 目 的 の 標 的 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 場 合 、 ヒ ト コ ド ン 最 適 化 Ｃ ａ ｓ ９ （

ま た は 変 異 体 、 例 え ば 、 酵 素 的 に 不 活 性 な 変 異 体 ） が 適 切 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

で あ る だ ろ う （ 例 と し て 配 列 番 号 ２ ５ ６ を 参 照 ） 。 い か な る 適 切 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ

プ チ ド も （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ に 記 載 さ れ る 配 列 の い ず

れ か 等 の い か な る Ｃ ａ ｓ ９ も ） 、 コ ド ン 最 適 化 す る こ と が で き る 。 別 の 非 限 定 例 と し て 、

目 的 の 宿 主 細 胞 が マ ウ ス 細 胞 で あ る 場 合 、 マ ウ ス コ ド ン 最 適 化 Ｃ ａ ｓ ９ （ ま た は 変 異 体 、

例 え ば 、 酵 素 的 に 不 活 性 な 変 異 体 ） が 適 切 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド で あ る だ ろ う 。

コ ド ン 最 適 化 は 必 要 な も の で は な い が 、 あ る 特 定 の 場 合 に お い て は 受 け 入 れ ら れ る も の で

あ り 、 好 ま し い 場 合 が あ る 。

【 ０ ２ １ １ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾

ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 菌 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 停 止 さ せ る た め の 誘 導 可 能 な 系 と し て 用

い ら れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 適 切 な 部 位

特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 標 的 細 胞 の 染 色 体 に 組 み 込 ま れ 、 誘 導 性 プ ロ モ

ー タ ー の 制 御 下 に あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド が 誘

導 さ れ た 場 合 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の

両 方 が 存 在 し 複 合 体 を 形 成 し た 場 合 に 、 目 的 の 位 置 （ 例 え ば 、 別 々 の プ ラ ス ミ ド 上 の 標 的

遺 伝 子 ） に お い て 切 断 （ ま た は 修 飾 ） さ れ る 。 従 っ て 、 い く つ か の 例 に お い て 、 細 菌 発 現

株 は 、 細 菌 ゲ ノ ム 内 の 適 切 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 お よ び

／ ま た は プ ラ ス ミ ド 上 の （ 例 え ば 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る ） 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含 む よ う に 、 操 作 さ れ 、 （ そ の 株 に 導 入 さ れ た 別 々 の プ ラ ス ミ ド か ら 発 現 さ

れ る ） い か な る 標 的 化 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 も Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 部 位 特 異 的 ポ リ ペ

プ チ ド の 発 現 を 誘 導 す る こ と に よ り 制 御 す る こ と が で き る 実 験 を 可 能 に す る 。

【 ０ ２ １ ２ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 二 重 鎖 切 断 を 導 入 す る 以 外 の

方 法 で 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 酵 素 活 性 を 有 す る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を （ 例 え ば 、 酵 素 活 性 を 有 す

る 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 す る こ と に よ り 、 キ メ ラ 部 位 特

異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と に よ っ て ） 修 飾 す る の に 用 い ら れ 得 る 目 的 の 酵 素 活

性 に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 Ｄ Ｎ

Ａ 修 復 活 性 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 活 性 、 脱 ア ミ ノ 化 活 性 、 ジ ス ム タ ー ゼ 活 性 、 ア ル キ ル 化 活 性 、 脱

プ リ ン 活 性 、 酸 化 活 性 、 ピ リ ミ ジ ン ダ イ マ ー 形 成 活 性 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 、 ト ラ ン ス ポ

サ ー ゼ 活 性 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 活 性 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 リ ガ ー ゼ 活 性 、 ヘ リ カ ー ゼ 活 性 、

光 回 復 酵 素 活 性 ま た は グ リ コ シ ラ ー ゼ 活 性 ） が 含 ま れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 損 傷 お よ び 修 復 の 活 性

が 環 境 ス ト レ ス に 応 答 し た 細 胞 生 存 お よ び 適 切 な ゲ ノ ム 維 持 の た め に 必 須 で あ る 一 方 で 、

メ チ ル 化 お よ び 脱 メ チ ル 化 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 、 後 成 的 遺 伝 子 制 御 の 重 要 な 方 法 と

し て 認 識 さ れ て い る 。

【 ０ ２ １ ３ 】

　 従 っ て 、 本 明 細 書 に お け る 方 法 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 後 成 的 修 飾 に お い て 有 用 で あ り 、 Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト に 所 望 の 相 補 的 核 酸 配 列 を 遺 伝 子 導 入 す る こ と

に よ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の あ ら ゆ る 位 置 に お け る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 後 成 的 修 飾 を 制 御 す る た め

に 用 い る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お け る 方 法 は ま た 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の あ ら ゆ る 所 望 の 位

置 に お け る 、 Ｄ Ｎ Ａ の 意 図 的 お よ び 制 御 さ れ た 損 傷 に お い て 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に お け

る 方 法 は ま た 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の あ ら ゆ る 所 望 の 位 置 に お け る 、 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 特 異 的 お よ び

制 御 さ れ た 修 復 に お い て 有 用 で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 修 飾 酵 素 活 性 を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の 位 置 に

標 的 化 す る 方 法 は 、 研 究 お よ び 臨 床 応 用 の 両 方 で 有 用 で あ る 。

【 ０ ２ １ ４ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ 例 え ば 、 キ メ ラ 部 位 特 異 的

修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 等 の 場 合 ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 調 節 す る 活 性 を 有 す る 。 い く つ か の 例 に
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お い て 、 転 写 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る 能 力 を 示 す 異 種 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化

因 子 ま た は 転 写 抑 制 因 子 ポ リ ペ プ チ ド ） を 含 む キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト に よ っ て 誘 導 さ れ る 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の

位 置 に お い て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る た め に 用 い ら れ る 。 キ メ ラ 部 位 特

異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド に 転 写 調 節 活 性 を 与 え る 、 供 給 源 ポ リ ペ プ チ ド の 例 と し て は 、 限 定

は さ れ な い が 、 光 誘 導 性 転 写 制 御 因 子 、 小 分 子 ／ 薬 剤 反 応 性 転 写 制 御 因 子 、 転 写 因 子 、 転

写 抑 制 因 子 等 が 挙 げ ら れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の 方 法 は 、 標 的 化 さ れ た コ ー ド

Ｒ Ｎ Ａ （ タ ン パ ク 質 コ ー ド 遺 伝 子 ） お よ び ／ ま た は 標 的 化 さ れ た 非 コ ー ド Ｒ Ｎ Ａ （ 例 え ば

、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｎ ｏ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 長 鎖 ｎ ｃ Ｒ Ｎ Ａ 等 ） の

発 現 を 制 御 す る た め に 用 い ら れ る 。

【 ０ ２ １ ５ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ

ド （ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン ） を 修 飾 す る 酵 素 活 性 を 有 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 該

酵 素 活 性 は 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ

ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン

リ ガ ー ゼ 活 性 （ す な わ ち 、 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 ） 、 脱 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 、 ア デ ニ ル 化 活 性 、

脱 ア デ ニ ル 化 活 性 、 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 脱 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 リ ボ シ ル 化 活 性 、 脱 リ ボ シ ル 化

活 性 、 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 、 脱 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 、 グ リ コ シ ル 化 活 性 （ 例 え ば 、 Ｏ － Ｇ

ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ か ら ） ま た は 脱 グ リ コ シ ル 化 活 性 で あ る 。 本 明 細 書 に 列 挙

さ れ る 酵 素 活 性 は タ ン パ ク 質 に 対 す る 共 有 結 合 的 修 飾 を 触 媒 す る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 標

的 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る こ と が 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る

（ 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ 活 性 に よ る リ ン 酸 化 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 応 じ て タ ン パ ク 質 活 性 を 刺

激 ま た は 抑 制 し 得 る ） 。 ヒ ス ト ン は タ ン パ ク 質 標 的 と し て 特 に 重 要 で あ る 。 ヒ ス ト ン タ ン

パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し ヌ ク レ オ ソ ー ム と し て 知 ら れ る 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 、 当 該

技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 ヒ ス ト ン を 修 飾 （ 例 え ば 、 メ チ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ユ ビ

キ チ ン 化 、 リ ン 酸 化 ） す る こ と で 、 周 囲 の Ｄ Ｎ Ａ に 構 造 変 化 を 誘 発 し 、 そ れ に よ り 、 転 写

因 子 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 等 の 相 互 作 用 因 子 に 対 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ の 潜 在 的 に 大 き な 部 分 の 接 触 性 を

制 御 す る こ と が で き る 。 単 一 の ヒ ス ト ン は 、 多 く の 異 な る 方 法 で 、 お よ び 多 く の 異 な る 組

み 合 わ せ で 、 修 飾 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン ３ の リ ジ ン ２ ７ （ Ｈ ３ Ｋ ２ ７ ） の

ト リ メ チ ル 化 は 、 転 写 抑 制 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 領 域 と 関 連 し て お り 、 一 方 、 ヒ ス ト ン ３ の リ ジ ン

４ （ Ｈ ３ Ｋ ４ ） の ト リ メ チ ル 化 は 、 転 写 活 性 型 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域 と 関 連 し て い る ） 。 従 っ て 、

ヒ ス ト ン 修 飾 活 性 を 有 す る 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ 構 造 の 部 位 特 異 的 制 御

に お い て 有 用 で あ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 選 択 さ れ た 領 域 に お い て ヒ ス ト ン 修 飾 パ タ ー ン を 変 化

さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 研 究 お よ び 臨 床 応 用 の 両 方 に お い て

有 用 で あ る 。

【 ０ ２ １ ６ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 同 一 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は

異 な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 上 の 異 な る 位 置 を 同 時 に 修 飾 す る た め に 、 同 時 に 用 い ら れ る 。 い く つ か

の 実 施 形 態 に お い て 、 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 同 一 の 遺 伝 子 ま た は 転 写 物 ま た

は 遺 伝 子 座 を 標 的 と す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

が 、 異 な る 無 関 連 の 遺 伝 子 座 を 標 的 と す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 ２ つ 以 上 の Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 異 な る が 関 連 し た 遺 伝 子 座 を 標 的 と す る 。

【 ０ ２ １ ７ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は タ ン パ ク 質 と し て 直 接 的 に 提 供

さ れ る 。 １ つ の 非 限 定 例 と し て 、 真 菌 （ 例 え ば 、 酵 母 ） は 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 形 質 転 換 を

用 い て 、 外 来 性 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 核 酸 に よ っ て 形 質 転 換 さ れ 得 る （ Kawai et al.

, Bioeng Bugs. 2010 Nov-Dec;1(6):395-403 : ＂ Transformation of Saccharomyces cer

evisiae and other fungi: methods and possible underlying mechanism＂ ； お よ び Tank

a et al. , Nature. 2004 Mar 18;428(6980):323-8: ＂ Conformational variations in an

 infectious protein determine prion strain differences＂ を 参 照 さ れ た い （ こ れ ら は
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共 に 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） ） 。 従 っ て 、 部 位 特 異 的 修

飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｃ ａ ｓ ９ ） は 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト に 組 み 入 れ る こ と が で き （ Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 核 酸 の 有 無 、 お よ び ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 無 に か か

わ ら ず ） 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト を 用 い る こ と で 、 内 容 物 を 酵 母 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る

。 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 い か な る 好 都 合 な 方 法 に よ っ て も 細 胞 に 導 入 す る こ と

が で き （ 細 胞 に 与 え る こ と が で き ） ； そ の よ う な 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 別 の 非 限 定

例 と し て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 （ 例 え ば 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 胚 の 細 胞 、

受 精 し た マ ウ ス 卵 母 細 胞 の 前 核 等 ） に 直 接 的 に 注 入 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 核 酸 の 有 無 、 お よ び ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 無 に か か わ ら ず

） 。

【 ０ ２ １ ８ 】

目 的 の 標 的 細 胞

　 上 記 応 用 の い く つ か に お い て 、 主 題 の 方 法 を 用 い る こ と で 、 イ ン ビ ボ お よ び ／ ま た は エ

キ ソ ビ ボ お よ び ／ ま た は イ ン ビ ト ロ に お い て 、 有 糸 分 裂 細 胞 ま た は 分 裂 終 了 細 胞 に お け る

Ｄ Ｎ Ａ 切 断 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 飾 、 お よ び ／ ま た は 転 写 調 節 を 誘 導 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 個

体 に 再 導 入 す る こ と が で き る 遺 伝 子 改 変 細 胞 を 作 製 す る こ と が で き る ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 特 異 性 を 与 え る た め 、 本 開 示 の 方 法 に

お け る 目 的 の 有 糸 分 裂 細 胞 お よ び ／ ま た は 分 裂 終 了 細 胞 に は 、 い か な る 生 物 由 来 の 細 胞 も

含 ま れ 得 る （ 例 え ば 、 細 菌 細 胞 、 古 細 菌 細 胞 、 単 細 胞 真 核 生 物 の 細 胞 、 植 物 細 胞 、 藻 細 胞

、 例 え ば 、 ボ ツ リ オ コ ッ カ ス ・ ブ ラ ウ ニ ー （ Ｂ ｏ ｔ ｒ ｙ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　 ｂ ｒ ａ ｕ ｎ ｉ ｉ

） 、 コ ナ ミ ド リ ム シ （ Ｃ ｈ ｌ ａ ｍ ｙ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 　 ｒ ｅ ｉ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ ｉ ｉ ） 、 ナ ン ノ

ク ロ ロ プ シ ス ・ ガ デ ィ タ ナ （ Ｎ ａ ｎ ｎ ｏ ｃ ｈ ｌ ｏ ｒ ｏ ｐ ｓ ｉ ｓ 　 ｇ ａ ｄ ｉ ｔ ａ ｎ ａ ） 、 ク

ロ レ ラ ・ ピ レ ノ イ ド サ （ Ｃ ｈ ｌ ｏ ｒ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｙ ｒ ｅ ｎ ｏ ｉ ｄ ｏ ｓ ａ ） 、 ヤ ツ マ タ モ ク

（ Ｓ ａ ｒ ｇ ａ ｓ ｓ ｕ ｍ 　 ｐ ａ ｔ ｅ ｎ ｓ ） 、 Ｃ ． ア ガ ル ド （ Ｃ ． 　 Ａ ｇ ａ ｒ ｄ ｈ ） 等 、 真 菌

細 胞 （ 例 え ば 、 酵 母 細 胞 ） 、 動 物 細 胞 、 無 脊 椎 動 物 （ 例 え ば シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 刺 胞 動 物

、 棘 皮 動 物 、 線 虫 等 ） 由 来 の 細 胞 、 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 魚 類 、 両 生 類 、 爬 虫 類 、 鳥 類 、 哺

乳 動 物 ） 由 来 の 細 胞 、 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 、 げ っ 歯 類 動 物 由 来 の 細 胞 、 ヒ ト 由 来 の 細 胞 等

） 。

【 ０ ２ １ ９ 】

　 い か な る 種 類 の 細 胞 も 対 象 に な り 得 る （ 例 え ば 、 幹 細 胞 、 例 え ば 、 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞

、 誘 導 多 能 性 幹 （ ｉ Ｐ Ｓ ） 細 胞 、 生 殖 細 胞 ； 体 細 胞 、 例 え ば 、 線 維 芽 細 胞 、 造 血 細 胞 、 ニ

ュ ー ロ ン 、 筋 細 胞 、 骨 細 胞 、 肝 細 胞 、 膵 臓 細 胞 ； イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お け る 、 あ

ら ゆ る 段 階 の 胚 の 胚 細 胞 、 例 え ば 、 １ 細 胞 、 ２ 細 胞 、 ４ 細 胞 、 ８ 細 胞 等 の 段 階 の ゼ ブ ラ フ

ィ ッ シ ュ 胚 ； 等 ） 。 細 胞 は 株 化 細 胞 系 か ら 得 て も よ い し 、 あ る い は 初 代 細 胞 で あ っ て も よ

く 、 こ こ で 、 「 初 代 細 胞 」 、 「 初 代 細 胞 系 」 、 お よ び 「 初 代 培 養 物 」 は 、 本 明 細 書 で 同 義

的 に 使 用 さ れ て 、 対 象 か ら 得 ら れ 、 培 養 物 の 、 限 定 さ れ た 回 数 の 継 代 （ す な わ ち 、 分 裂 ）

だ け イ ン ビ ト ロ に お い て 増 殖 し た 、 細 胞 お よ び 細 胞 培 養 物 を 指 す 。 例 え ば 、 初 代 培 養 物 は

、 ０ 回 、 １ 回 、 ２ 回 、 ４ 回 、 ５ 回 、 １ ０ 回 、 ま た は １ ５ 回 継 代 さ れ て い る 場 合 が あ る が 、

危 機 期 （ ｃ ｒ ｉ ｓ ｉ ｓ 　 ｓ ｔ ａ ｇ ｅ ） を 起 こ す に は 十 分 な 回 数 継 代 さ れ て い な い 、 培 養 物

で あ る 。 典 型 的 に 、 本 発 明 の 初 代 細 胞 系 は イ ン ビ ト ロ に お い て １ ０ 継 代 未 満 維 持 さ れ る 。

標 的 細 胞 は 、 多 く の 実 施 形 態 で は 、 単 細 胞 生 物 で あ る か 、 ま た は 培 養 下 で 増 殖 す る 。

【 ０ ２ ２ ０ 】

　 細 胞 は 、 初 代 細 胞 で あ る 場 合 、 あ ら ゆ る 好 都 合 な 方 法 に よ っ て 個 体 か ら 採 取 す る こ と が

で き る 。 例 え ば 、 白 血 球 は 、 ア フ ェ レ ー シ ス 、 白 血 球 ア フ ェ レ ー シ ス 、 密 度 勾 配 分 離 等 に

よ っ て 採 取 す る こ と が 好 都 合 で あ り 得 、 一 方 、 皮 膚 、 筋 肉 、 骨 髄 、 脾 臓 、 肝 臓 、 膵 臓 、 肺

、 腸 、 胃 等 の 組 織 由 来 の 細 胞 は 、 生 検 に よ っ て 採 取 す る こ と が 最 も 好 都 合 で あ る 。 適 切 な

溶 液 を 、 採 取 し た 細 胞 を 分 散 ま た は 懸 濁 さ せ る た め に 用 い て も よ い 。 そ の よ う な 溶 液 は 、

一 般 的 に は 、 低 濃 度 の 、 一 般 的 に は ５ ～ ２ ５ ｍ Ｍ の 許 容 可 能 な 緩 衝 液 と 共 に 、 ウ シ 胎 仔 血

清 ま た は 他 の 自 然 発 生 的 な 因 子 を 添 加 さ れ て い る こ と が 好 都 合 で あ る 、 平 衡 塩 類 溶 液 、 例

え ば 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 等 で あ る 。 好 都
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合 な 緩 衝 液 に は 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 乳 酸 緩 衝 液 等 が 含 ま れ る 。 細 胞 は 直 ち に 使

用 し て も よ い し 、 あ る い は 、 長 期 間 保 存 、 凍 結 し て 、 解 凍 お よ び 再 使 用 可 能 に し て も よ い

。 そ の よ う な 場 合 、 細 胞 は 通 常 、 １ ０ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 ５ ０ ％ 血 清 、 ４ ０ ％ 緩 衝 培 地 、 ま た は

、 細 胞 を そ の よ う な 凍 結 温 度 に お い て 保 存 す る た め に 当 該 技 術 分 野 に お い て 一 般 的 に 用 い

ら れ る い く つ か の 他 の 溶 液 中 で 凍 結 さ れ 、 凍 結 培 養 細 胞 を 解 凍 す る た め の 当 該 技 術 分 野 に

お い て 周 知 の 方 法 で 解 凍 さ れ る 。

【 ０ ２ ２ １ 】

主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る 核 酸

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 方 法 に は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ

び ／ も し く は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー

ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 一 つ も し く は 複 数 の 核 酸 と 接 触 さ せ る こ と 、 ま た は 細 胞 （

ま た は 細 胞 集 団 ） に Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ も し く は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お

よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 一 つ も し く は

複 数 の 核 酸 を 導 入 す る こ と 、 が 含 ま れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的

修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 適 切 な 核 酸 に は 発 現 ベ ク タ ー が 含

ま れ 、 こ こ で 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド

す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 「 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 」 で あ る 。

【 ０ ２ ２ ２ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 性 構 築 物 、 例 え ば 、

組 換 え 型 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 構 築 物 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ７ ， ０ ７ ８ ， ３ ８ ７ 号 を 参 照 ）

、 組 換 え 型 ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 、 組 換 え 型 レ ン チ ウ イ ル ス 構 築 物 等 で あ る 。

【 ０ ２ ２ ３ 】

　 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ワ ク シ

ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く ウ イ ル ス ベ ク タ ー ； ポ リ オ ウ イ ル ス ； ア デ ノ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Li

 et al. , Invest Opthalmol Vis Sci 35:2543 2549, 1994; Borras et al. , Gene Ther 6

:515 524, 1999; Li and Davidson, PN AS 92:7700 7704, 1995; Sakamoto et al. , H Gen

e Ther 5:1088 1097, 1999； 国 際 公 開 第 ９ ４ ／ １ ２ ６ ４ ９ 号 、 同 第 ９ ３ ／ ０ ３ ７ ６ ９ 号 ；

同 第 ９ ３ ／ １ ９ １ ９ １ 号 ； 同 第 ９ ４ ／ ２ ８ ９ ３ ８ 号 ； 同 第 ９ ５ ／ １ １ ９ ８ ４ 号 お よ び 同 第

９ ５ ／ ０ ０ ６ ５ ５ 号 を 参 照 ） ； ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ali et al. , Hum Gene The

r 9:81 86, 1998, Flannery et al. , PN AS 94:6916 6921, 1997; Bennett et al. , Inves

t Opthalmol Vis Sci 38:2857 2863, 1997; Jomary et al. , Gene Ther 4:683 690, 1997

, Rolling et al. , Hum Gene Ther 10:641 648, 1999; Ali et al. , Hum Mol Genet 5:59

1 594, 1996； 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ０ ９ ２ ３ ９ 号 の Srivastava, Samulski et al. , J. Vir.

(1989) 63:3822－ 3828; Mendelson et al. , Virol. (1988) 166:154－ 165;お よ び Flotte

et al. , PN AS (1993) 90:10613－ 10617を 参 照 ） ； Ｓ Ｖ ４ ０ ； 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ； ヒ ト 免

疫 不 全 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Miyoshi et al. , PN AS 94:10319 23, 1997; Takahashi et al.

, J Virol 73:7812 7816, 1999を 参 照 ） ； レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 マ ウ ス 白 血

病 ウ イ ル ス 、 脾 壊 死 ウ イ ル ス 、 お よ び ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ハ ー ベ イ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ト リ

白 血 病 ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 骨 髄 増 殖 性 肉 腫 ウ イ ル ス （ ｍ

ｙ ｅ ｌ ｏ ｐ ｒ ｏ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｓ ａ ｒ ｃ ｏ ｍ ａ 　 ｖ ｉ ｒ ｕ ｓ ） 、 お よ び 乳 癌 ウ イ

ル ス 等 の レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー ） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ２ ２ ４ 】

　 多 数 の 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 多 く は 市 販 さ れ て い る 。 例 と し て

以 下 の ベ ク タ ー を 記 載 す る ； 真 核 生 物 宿 主 細 胞 ： ｐ Ｘ Ｔ １ 、 ｐ Ｓ Ｇ ５ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社

） 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｋ ３ 、 ｐ Ｂ Ｐ Ｖ 、 ｐ Ｍ Ｓ Ｇ 、 お よ び ｐ Ｓ Ｖ Ｌ Ｓ Ｖ ４ ０ （ フ ァ ル マ シ ア 社 ） 。 し

か し 、 宿 主 細 胞 に 適 合 し て い る 限 り 、 い か な る 他 の ベ ク タ ー を 使 用 し て も よ い 。

【 ０ ２ ２ ５ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 調 節 領 域 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 等 の 転 写 調
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節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 転 写 調 節 領 域 は 、 真 核 細 胞 （ 例 え ば 、 哺 乳 類 細 胞 ） 、

ま た は 原 核 細 胞 （ 例 え ば 、 細 菌 細 胞 ま た は 古 細 菌 細 胞 ） に お い て 機 能 的 で あ り 得 る 。 い く

つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 の 両 方 に お い て Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発

現 を 可 能 に す る 複 数 の 調 節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。

【 ０ ２ ２ ６ 】

　 使 用 さ れ る 宿 主 ／ ベ ク タ ー 系 に 応 じ て 、 い く つ か の 適 切 な 転 写 調 節 領 域 お よ び 翻 訳 調 節

領 域 の い ず れ か 、 例 え ば 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー お よ び 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 エ ン ハ ン

サ ー エ レ メ ン ト 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 等 を 発 現 ベ ク タ ー に 用 い て も よ い （ 例 え ば 、 Ｕ ６ プ

ロ モ ー タ ー 、 Ｈ １ プ ロ モ ー タ ー 等 ； 上 記 参 照 ） （ 例 え ば 、 Bitter et al. (1987) Methods

 in Enzymology, 153:516-544を 参 照 ） 。

【 ０ ２ ２ ７ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド は Ｒ Ｎ Ａ と し て 提 供 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ

び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ は 、 直 接 的 な 化 学 合 成 に よ っ

て 生 成 す る こ と が で き 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ か ら イ ン ビ ト ロ で

転 写 さ れ て も よ い 。 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知

で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 （ 例 え ば 、 Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ 、

Ｔ ３ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｓ Ｐ ６ ポ リ メ ラ ー ゼ 等 ） を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 合 成 さ れ る 。 合 成 さ れ

た 後 、 Ｒ Ｎ Ａ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 直 接 的 に 接 触 さ せ て も よ い し 、 あ る い は 核 酸 を 細 胞 に 導 入 す

る た め の 周 知 の 技 術 （ 例 え ば 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 等 ） の い ず れ か に よ っ て 、 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。

【 ０ ２ ２ ８ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ と し て 導 入 ） お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾

ポ リ ペ プ チ ド （ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ と し て 導 入 ） お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド は 、 充 分 に 開 発 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 （ 例 え ば 、 An

gel and Yanik (2010) PLoS O NE 5(7): e11756を 参 照 ） 、 並 び に キ ア ゲ ン 社 （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ

ｎ ） か ら 販 売 さ れ る Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ Ｍ ｅ ｓ ｓ ｅ ｎ ｇ ｅ ｒ （ 登 録 商 標 ） 試 薬 、 ス テ ム ジ ェ ン ト 社

（ Ｓ ｔ ｅ ｍ ｇ ｅ ｎ ｔ ） か ら 販 売 さ れ る Ｓ ｔ ｅ ｍ ｆ ｅ ｃ ｔ （ 商 標 ） Ｒ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン キ ッ ト 、 お よ び ミ ル ス ・ バ イ オ Ｌ Ｌ Ｃ 社 （ Ｍ ｉ ｒ ｕ ｓ 　 Ｂ ｉ ｏ 　 Ｌ Ｌ Ｃ ） か ら 販 売 さ

れ る Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ Ｉ Ｔ （ 登 録 商 標 ） － ｍ Ｒ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト を 用 い て 、 細 胞

に 与 え る こ と が で き る 。 Beumer et al. (2008) Efficient gene targeting in Drosophil

a by direct embryo injection with zinc-finger nucleases. PN AS 105(50):19821-1982

6も 参 照 さ れ た い 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ

プ チ ド お よ び ／ ま た は キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー 上 で 提 供 さ れ て も よ い 。 核 酸 を 標 的 細 胞 に

導 入 す る の に 有 用 な 多 く の ベ ク タ ー 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ミ ニ サ ー ク ル 、 フ ァ

ー ジ 、 ウ イ ル ス 等 が 利 用 可 能 で あ る 。 核 酸 （ 複 数 可 ） を 含 む ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス

ミ ド 、 ミ ニ サ ー ク ル Ｄ Ｎ Ａ 、 ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス

等 と し て エ ピ ソ ー ム に 保 持 さ れ て い て も よ い し 、 あ る い は 、 相 同 組 換 え ま た は ラ ン ダ ム イ

ン テ グ レ ー シ ョ ン 、 例 え ば 、 Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 、 Ａ Ｌ Ｖ 等 の レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 ベ ク

タ ー に よ っ て 、 標 的 細 胞 ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 ま れ て も よ い 。

【 ０ ２ ２ ９ 】

　 ベ ク タ ー は 、 主 題 の 細 胞 に 直 接 的 に 与 え て も よ い 。 言 い 換 え れ ば 、 細 胞 は 、 ベ ク タ ー が

細 胞 に 取 り 込 ま れ る よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ

チ ド お よ び ／ ま た は キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー と 接 触 さ れ る 。 細 胞 を プ ラ ス ミ ド で あ る 核 酸 ベ ク

タ ー と 接 触 さ せ る た め の 方 法 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 塩 化 カ ル シ ウ ム ト ラ ン
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ス フ ェ ク シ ョ ン （ ｃ ａ ｌ ｃ ｉ ｕ ｍ 　 ｃ ｈ ｌ ｏ ｒ ｉ ｄ ｅ 　 ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 、 マ

イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 お よ び リ ポ フ ェ ク シ ョ ン は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る

。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 送 達 に お い て 、 細 胞 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異

的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド

ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ウ イ ル ス 粒 子 と 接 触 さ れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル

ス （ 例 え ば 、 レ ン チ ウ イ ル ス ） は 、 本 発 明 の 方 法 に 特 に 適 し て い る 。 一 般 的 に 用 い ら れ る

レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 「 欠 陥 」 を 有 す る 、 す な わ ち 、 増 殖 性 感 染 に 必 要 な ウ イ ル ス

タ ン パ ク 質 を 産 生 す る こ と が で き な い 。 む し ろ 、 ベ ク タ ー の 複 製 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞

系 内 で の 増 殖 を 必 要 と す る 。 目 的 の 核 酸 を 含 む ウ イ ル ス 粒 子 を 生 成 す る た め に 、 該 核 酸 を

含 む レ ト ロ ウ イ ル ス 核 酸 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 に よ っ て ウ イ ル ス カ プ シ ド 内 に パ ッ ケ

ー ジ ン グ さ れ る 。 異 な る パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 、 カ プ シ ド 内 に 取 り 込 ま れ る 異 な る エ ン

ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 （ 同 種 志 向 性 、 両 種 指 向 性 ま た は 異 種 指 向 性 ） を 与 え 、 こ の エ ン ベ ロ

ー プ タ ン パ ク 質 が 、 細 胞 に 対 す る ウ イ ル ス 粒 子 の 特 異 性 を 決 定 す る （ マ ウ ス お よ び ラ ッ ト

に 対 す る 同 種 志 向 性 ； ヒ ト 、 イ ヌ お よ び マ ウ ス を 含 む ほ と ん ど の 哺 乳 類 細 胞 種 に 対 す る 両

種 指 向 性 ； 並 び に マ ウ ス 細 胞 以 外 の ほ と ん ど の 哺 乳 類 細 胞 種 に 対 す る 異 種 指 向 性 ） 。 適 切

な パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 を 用 い る こ と で 、 細 胞 が パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 の 標

的 と な る こ と を 確 実 に す る こ と が で き る 。 再 プ ロ グ ラ ム 因 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む レ ト

ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 に 導 入 す る 方 法 、 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ 系 に

よ っ て 生 成 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 を 収 集 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 核

酸 は 、 直 接 的 微 量 注 入 に よ っ て 導 入 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ の ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ

ュ 胚 へ の 注 入 ） 。

【 ０ ２ ３ ０ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は キ メ ラ

部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を

主 題 の 細 胞 に 与 え る た め に 用 い ら れ る ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に 、 目 的 の 核 酸 の 発 現 （ す な わ

ち 、 転 写 活 性 化 ） を 駆 動 す る の に 適 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 言 い 換 え れ ば 、 目 的 の 核 酸

は 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 こ れ に は 、 偏 在 的 作 用 性 （ ｕ ｂ ｉ ｑ ｕ ｉ ｔ

ｏ ｕ ｓ ｌ ｙ 　 ａ ｃ ｔ ｉ ｎ ｇ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｃ Ｍ Ｖ － β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー

） 、 ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 特 定 の 細 胞 集 団 に お い て 活 性 が あ る 、 ま た は テ

ト ラ サ イ ク リ ン 等 の 薬 剤 の 存 在 に 応 答 す る プ ロ モ ー タ ー ） が 含 ま れ 得 る 。 転 写 活 性 化 に よ

り 、 転 写 は 少 な く と も 約 １ ０ 倍 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ 倍 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 約 １

０ ０ ０ 倍 、 標 的 細 胞 に お け る 基 底 レ ベ ル を 超 え て 増 加 す る こ と が 意 図 さ れ る 。 さ ら に 、 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は キ メ ラ 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 主 題 の 細 胞 に 与 え る た

め に 用 い ら れ る ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ

チ ド お よ び ／ ま た は キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド を 取 り 込 ん だ 細 胞 を 特 定 す る た め に 、 標 的 細 胞 内 の 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸

配 列 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ２ ３ １ 】

　 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は

キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 、 代 わ り に 、 Ｄ Ｎ Ａ と 接 触 さ せ る の に 使 用 、 ま た は

Ｒ Ｎ Ａ と し て 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 細 胞 に Ｒ Ｎ Ａ を 導 入 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い

て 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 直 接 注 入 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 に 用 い ら

れ る 他 の あ ら ゆ る 方 法 が 含 ま れ 得 る 。

【 ０ ２ ３ ２ 】

　 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 、 代 わ り に 、 ポ リ ペ プ チ ド と し て 細 胞 に 与 え て も

よ い 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 、 所 望 に よ り 、 産 物 の 溶 解 性 を 増 加 さ せ る ポ リ ペ プ チ ド

ド メ イ ン に 融 合 し て も よ い 。 該 ド メ イ ン は 、 Ｔ Ｅ Ｖ プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る 、 規

定 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｅ Ｖ 配 列 ） を 介 し て ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 さ れ て い

て も よ い 。 リ ン カ ー は 、 一 つ ま た は 複 数 の 可 動 性 配 列 、 例 え ば １ ～ １ ０ 個 の グ リ シ ン 残 基
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を 含 ん で い て も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 切 断 は 、 産 物 の 溶

解 性 を 維 持 す る 緩 衝 液 中 、 例 え ば 、 ０ ． ５ ～ ２ Ｍ 尿 素 の 存 在 下 、 溶 解 性 を 増 加 さ せ る ポ リ

ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 下 等 で 、 行 わ れ る 。 目 的 の ド メ イ ン に は

、 エ ン ド ソ ー ム 溶 解 性 （ ｅ ｎ ｄ ｏ ｓ ｏ ｍ ｏ ｌ ｙ ｔ ｉ ｃ ） ド メ イ ン 、 例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン

ザ Ｈ Ａ ド メ イ ン ； お よ び 生 成 を 助 け る 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 Ｉ Ｆ ２ ド メ イ ン 、 Ｇ Ｓ

Ｔ ド メ イ ン 、 Ｇ Ｒ Ｐ Ｅ ド メ イ ン 等 が 含 ま れ る 。 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 安 定 性 を 向 上 さ せ る た

め に 製 剤 化 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 本 ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｅ Ｇ 化 さ れ て い て も よ く 、 ポ リ エ チ

レ ン オ キ シ 基 に よ っ て 血 流 中 の 寿 命 が 延 長 さ れ る 。

【 ０ ２ ３ ３ 】

　 さ ら に 、 ま た は 、 あ る い は 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 に よ る 取 り 込

み を 促 進 す る た め に 、 ポ リ ペ プ チ ド 浸 透 性 ド メ イ ン に 融 合 さ れ て い て も よ い 。 い く つ か の

浸 透 性 ド メ イ ン が 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 非 組 込 み （ ｎ ｏ ｎ － ｉ ｎ ｔ

ｅ ｇ ｒ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ ） ポ リ ペ プ チ ド に 用 い ら れ て も よ く 、 こ れ に は ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣

薬 、 お よ び 非 ペ プ チ ド 担 体 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 浸 透 性 ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｒ Ｑ Ｉ

Ｋ Ｉ Ｗ Ｆ Ｑ Ｎ Ｒ Ｒ Ｍ Ｋ Ｗ Ｋ Ｋ （ 配 列 番 号 ／ ／ ） を 含 む 、 ペ ネ ト ラ チ ン と 称 さ れ る 、 キ イ ロ

シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ 　 ｍ ｅ ｌ ａ ｎ ｏ ｇ ａ ｓ ｔ ｅ ｒ ） 転 写 因 子 ア ン テ

ナ ペ デ ィ ア （ Ａ ｎ ｔ ｅ ｎ ｎ ａ ｐ ａ ｅ ｄ ｉ ａ ） の 第 三 α ヘ リ ッ ク ス に 由 来 し 得 る 。 別 の 例 と

し て 、 浸 透 性 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な ｔ ａ ｔ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ４ ９ ～ ５ ７

を 含 み 得 る 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 ｔ ａ ｔ 基 本 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 他 の 浸 透 性 ド メ イ ン に は

、 ポ リ － ア ル ギ ニ ン モ チ ー フ 、 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 ｒ ｅ ｖ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ３ ４ ～

５ ６ の 領 域 、 ノ ナ － ア ル ギ ニ ン 、 オ ク タ － ア ル ギ ニ ン 等 が 含 ま れ る 。 （ 例 え ば 、 Futaki e

t al. (2003) Curr Protein Pept Sci. 2003 Apr; 4(2): 87-9 and 446;お よ び Wender et

 al. (2000) Proc. Natl . Acad. Sci. U.S.A 2000 Nov. 21; 97(24):13003-8； 米 国 特 許

出 願 公 開 第 ２ ０ ０ ３ ０ ２ ２ ０ ３ ３ ４ 号 ； 同 第 ２ ０ ０ ３ ０ ０ ８ ３ ２ ５ ６ 号 ； 同 第 ２ ０ ０ ３ ０

０ ３ ２ ５ ９ ３ 号 ； お よ び 同 第 ２ ０ ０ ３ ０ ０ ２ ２ ８ ３ １ 号 （ こ れ ら は 、 移 行 ペ プ チ ド お よ び

移 行 ペ プ ト イ ド の 教 示 の た め に 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 明 確 に 組 み 込 ま れ る ） を 参 照 さ れ

た い ） 。 ノ ナ － ア ル ギ ニ ン （ Ｒ ９ ） 配 列 は 、 特 徴 付 け さ れ た よ り 効 率 的 な Ｐ Ｔ Ｄ の １ つ で

あ る （ Wender et al. 2000; Uemura et al. 2002） 。 融 合 が 起 こ る 該 部 位 は 、 本 ポ リ ペ プ

チ ド の 生 物 活 性 、 分 泌 ま た は 結 合 の 特 徴 を 最 適 化 す る た め に 、 選 択 さ れ て も よ い 。 最 適 な

部 位 は 通 例 の 実 験 法 に よ り 決 定 さ れ る 。

【 ０ ２ ３ ４ 】

　 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ン ビ ト ロ で 、 ま た は 真 核 細 胞 に よ っ て 、 ま た

は 原 核 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ 得 、 ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ 、 例 え ば 、 熱 変 性 、 Ｄ Ｔ Ｔ 還 元 等

に よ っ て さ ら に 処 理 さ れ て も よ く 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て リ フ ォ ー ル

デ ィ ン グ を さ ら に 受 け て も よ い 。

【 ０ ２ ３ ５ 】

　 一 次 配 列 を 変 化 さ せ な い 目 的 の 修 飾 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 誘 導 体 化 、 例 え ば 、 ア シ

ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 ア ミ ド 化 等 が 含 ま れ る 。 グ リ コ シ ル 化 の 修 飾 、 例 え

ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 中 お よ び プ ロ セ シ ン グ 中 ま た は さ ら な る プ ロ セ シ ン グ 段 階 中 に 、

例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を 哺 乳 類 グ リ コ シ ル 化 酵 素 ま た は 脱 グ リ コ シ ル 化 酵 素 等 の グ リ コ シ

ル 化 に 影 響 を 与 え る 酵 素 に 暴 露 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を

改 変 す る こ と に よ り 成 さ れ る も の 、 も 含 ま れ る 。 リ ン 酸 化 し た ア ミ ノ 酸 残 基 、 例 え ば 、 ホ

ス ホ チ ロ シ ン 、 ホ ス ホ セ リ ン 、 ま た は ホ ス ホ ト レ オ ニ ン を 有 す る 配 列 も 含 ま れ る 。

【 ０ ２ ３ ６ 】

　 通 常 の 分 子 生 物 学 的 手 法 お よ び 合 成 化 学 を 用 い て 修 飾 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び

部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド も 、 タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る そ れ ら の 耐 性 を 向 上 さ せ る た め

、 標 的 配 列 特 異 性 を 変 化 さ せ る た め 、 溶 解 特 性 を 最 適 化 す る た め 、 タ ン パ ク 質 活 性 （ 例 え

ば 、 転 写 調 節 活 性 、 酵 素 活 性 等 ） を 変 化 さ せ る た め 、 ま た は そ れ ら を 治 療 薬 と し て よ り 適

切 に す る た め に 、 主 題 の 発 明 に 含 ま れ る 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 類 似 体 と し て は 、 自

然 発 生 的 な Ｌ － ア ミ ノ 酸 以 外 の 残 基 、 例 え ば 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 ま た は 非 自 然 発 生 的 な 合 成 ア
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ミ ノ 酸 を 含 有 す る も の が 含 ま れ る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 の い く つ か ま た は 全 て が Ｄ － ア ミ ノ 酸 で

置 換 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ２ ３ ７ 】

　 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 常 法 を 用 い る イ ン ビ ト ロ

合 成 に よ っ て 、 作 製 す る こ と が で き る 。 種 々 の 市 販 の 装 置 が 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 ア

プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 （ Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ ， 　 Ｉ ｎ ｃ ． ） 製

、 ベ ッ ク マ ン 社 （ Ｂ ｅ ｃ ｋ ｍ ａ ｎ ） 製 等 の 自 動 合 成 装 置 で あ る 。 合 成 装 置 を 用 い る こ と に

よ り 、 自 然 発 生 的 な ア ミ ノ 酸 は 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 と 置 換 す る こ と が で き る 。 特 定 の 配 列 お

よ び 作 製 法 は 、 利 便 性 、 経 済 性 、 要 求 さ れ る 純 度 等 に よ っ て 決 定 さ れ る 。

【 ０ ２ ３ ８ 】

　 所 望 で あ れ ば 、 他 の 分 子 ま た は 表 面 へ の 連 結 を 可 能 に す る 種 々 の 基 を 合 成 中 ま た は 発 現

中 に ペ プ チ ド に 導 入 し て も よ い 。 従 っ て 、 シ ス テ イ ン を 、 金 属 イ オ ン 錯 体 に 連 結 す る た め

の チ オ エ ー テ ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ミ ド ま た は エ ス テ ル を 形 成 す る た め の カ ル ボ キ シ ル 基 、

ア ミ ド を 形 成 す る た め の ア ミ ノ 基 等 を つ く る た め に 用 い て も よ い 。

【 ０ ２ ３ ９ 】

　 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 み 換 え 合 成 の 常 法 に 従 っ て 単 離 お よ び 精 製 し て も よ

い 。 発 現 宿 主 の 可 溶 化 液 を 作 製 し て 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、

ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は 他 の 精 製 法 を 用 い て 、 そ の 可 溶 化 液 を 精 製 し

て も よ い 。 通 例 、 用 い ら れ る 組 成 物 は 、 生 成 物 の 調 製 法 お よ び そ の 精 製 に 関 連 し た 混 入 物

と の 関 連 で 、 少 な く と も ２ ０ 重 量 ％ の 所 望 の 生 成 物 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 約 ７ ５ 重

量 ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ 重 量 ％ の 所 望 の 生 成 物 を 含 み 、 治 療 目 的 に は 、 一 般 的

に は 少 な く と も 約 ９ ９ ． ５ 重 量 ％ の 所 望 の 生 成 物 を 含 む 。 一 般 的 に は 、 該 パ ー セ ン テ ー ジ

は 総 タ ン パ ク 質 量 に 依 存 す る 。

【 ０ ２ ４ ０ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 お よ び 組 換 え を 誘 導 す る た め に 、 ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ へ の 任 意 の 所 望 の 修 飾

の た め に 、 ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド へ の 任 意 の 所 望 の 修 飾 の た め に 、 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド は 、 核 酸 と し て 導 入 さ れ る か ま た は ポ リ ペ プ チ ド と し て 導 入 さ れ る か に か か

わ ら ず 、 約 ３ ０ 分 間 ～ 約 ２ ４ 時 間 、 例 え ば 、 １ 時 間 、 １ ． ５ 時 間 、 ２ 時 間 、 ２ ． ５ 時 間 、

３ 時 間 、 ３ ． ５ 時 間 、 ４ 時 間 、 ５ 時 間 、 ６ 時 間 、 ７ 時 間 、 ８ 時 間 、 １ ２ 時 間 、 １ ６ 時 間 、

１ ８ 時 間 、 ２ ０ 時 間 、 ま た は 約 ３ ０ 分 間 ～ 約 ２ ４ 時 間 の 任 意 の 他 の 期 間 、 細 胞 に 与 え ら れ

、 そ れ を お よ そ 毎 日 ～ お よ そ ４ 日 毎 、 例 え ば 、 １ ． ５ 日 毎 、 ２ 日 毎 、 ３ 日 毎 の 頻 度 、 ま た

は お よ そ 毎 日 ～ お よ そ ４ 日 毎 の 任 意 の 他 の 頻 度 で 繰 り 返 さ れ る 。 該 作 用 剤 （ 複 数 可 ） は 、

１ 回 ま た は 複 数 回 、 例 え ば １ 回 、 ２ 回 、 ３ 回 、 ま た は ３ 回 よ り 多 い 回 数 、 主 題 の 細 胞 に 与

え ら れ て も よ く 、 細 胞 は 、 そ れ ぞ れ の 接 触 事 象 後 に い く ら か の 時 間 （ 例 え ば 、 １ ６ ～ ２ ４

時 間 ） 該 作 用 剤 （ 複 数 可 ） と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 そ の 時 間 の 後 、 培 地 は 新 鮮 な 培

地 と 交 換 さ れ 、 細 胞 は さ ら に 培 養 さ れ る 。

【 ０ ２ ４ １ 】

　 ２ つ 以 上 の 異 な る タ ー ゲ テ ィ ン グ 複 合 体 （ 例 え ば 、 同 一 ま た は 異 な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 異

な る 配 列 に 対 し 相 補 的 な ２ つ の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ） が 細 胞 に 与 え ら れ る 場 合 、 そ

れ ら の 複 合 体 は 、 同 時 に （ 例 え ば ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は 核 酸 と し て ） 与 え ら

れ て も よ い し 、 あ る い は 同 時 に 送 達 さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 ２ つ 以 上 の 異 な る タ ー ゲ テ

ィ ン グ 複 合 体 は 連 続 的 に 与 え ら れ て も よ い （ 例 え ば 、 最 初 に タ ー ゲ テ ィ ン グ 複 合 体 が 与 え

ら れ 、 そ の 後 、 第 二 の タ ー ゲ テ ィ ン グ 複 合 体 が 与 え ら れ る 等 ま た は そ の 逆 ） 。

【 ０ ２ ４ ２ 】

　 典 型 的 に 、 有 効 量 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お

よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 切 断 を 誘 導 す る た め に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細 胞 に

与 え ら れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま

た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 量 は 、 ２ つ の 相 同 配 列 間 で 観 察 さ れ る 標 的 修 飾 の 量 に

お い て 、 負 の 対 照 （ 例 え ば 、 空 ベ ク タ ー ま た は 無 関 係 な ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ れ た 細 胞 ）
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と 比 較 し て ２ 倍 以 上 の 増 加 を 誘 導 す る た め の 量 で あ る 。 す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お

よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効

量 ま た は 有 効 用 量 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に お い て 観 察 さ れ る 標 的 修 飾 の 量 に お い て 、 ２ 倍 の

増 加 、 ３ 倍 の 増 加 、 ４ 倍 の 増 加 ま た は そ れ 以 上 の 増 加 を 誘 導 し 、 い く つ か の 例 に お い て は

、 観 察 さ れ る 組 換 え の 量 に お い て ５ 倍 の 増 加 、 ６ 倍 の 増 加 ま た は そ れ 以 上 の 増 加 、 時 に 、

７ 倍 ま た は ８ 倍 の 増 加 ま た は そ れ 以 上 の 増 加 、 例 え ば 、 １ ０ 倍 、 ５ ０ 倍 、 ま た は １ ０ ０ 倍

以 上 の 増 加 を 誘 導 し 、 い く つ か の 例 に お い て は 、 観 察 さ れ る 組 換 え の 量 に お い て ２ ０ ０ 倍

、 ５ ０ ０ 倍 、 ７ ０ ０ 倍 、 ま た は １ ０ ０ ０ 倍 以 上 、 例 え ば 、 ５ ０ ０ ０ 倍 、 ま た は １ ０ ， ０ ０

０ 倍 の 増 加 を 誘 導 す る 。 標 的 修 飾 の 量 は 、 い か な る 従 来 の 方 法 に よ っ て も 測 定 す る こ と が

で き る 。 例 え ば 、 組 み 換 え ら れ た 場 合 に 活 性 レ ポ ー タ ー を コ ー ド す る 核 酸 を 再 構 築 す る 、

反 復 配 列 に 隣 接 し た Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ー ゲ テ ィ ン グ セ グ メ ン ト （ タ ー ゲ テ ィ ン グ 配

列 ） に 相 補 的 な 配 列 を 含 む サ イ レ ン ト な レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 、 細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク

ト し て も よ く 、 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 量 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特

異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 接 触 の 後 に 、 例 え ば 、

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド と の 接 触 か ら ２ 時 間 、 ４ 時 間 、 ８ 時 間 、 １ ２ 時 間 、 ２ ４ 時 間 、 ３ ６ 時 間 、

４ ８ 時 間 、 ７ ２ 時 間 ま た は そ れ 以 上 の 時 間 の 後 に 、 評 価 さ れ る 。 別 の 、 さ ら な る 感 度 ア ッ

セ イ と し て 、 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 目 的 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に お け る 組 換 え の 程

度 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド

ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 接 触 の 後 に 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 接 触 か ら ２ 時 間 、 ４

時 間 、 ８ 時 間 、 １ ２ 時 間 、 ２ ４ 時 間 、 ３ ６ 時 間 、 ４ ８ 時 間 、 ７ ２ 時 間 ま た は そ れ 以 上 の 時

間 の 後 に 、 該 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ ま た は サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 評 価 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ２ ４ ３ 】

　 細 胞 と Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は

ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 接 触 は 、 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る 、 い か な る 培 地 中 で も 、 お よ び

い か な る 培 養 条 件 下 で も 、 起 こ す こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 は 、 ウ シ 胎 仔 血 清 ま た は 熱

不 活 化 し た ヤ ギ 血 清 （ 約 ５ ～ １ ０ ％ ） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 チ オ ー ル 、 特 に 、 ２ － メ ル カ プ

ト エ タ ノ ー ル 、 お よ び 抗 生 物 質 、 例 え ば 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し

た イ ス コ フ 改 変 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ま た は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 等 の 、 い か な る 好 都 合 な 適 切 な 栄 養 培 地

中 に も 懸 濁 す る こ と が で き る 。 培 地 は 、 細 胞 が 応 答 性 で あ る 増 殖 因 子 を 含 有 し て い て も よ

い 。 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る 増 殖 因 子 は 、 膜 貫 通 受 容 体 に 対 す る 特 異 的 な 効 果 を 介 し て 、 培

地 中 で 、 ま た は 無 傷 組 織 内 で 、 細 胞 の 生 存 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 化 を 促 進 す る こ と が で

き る 分 子 で あ る 。 増 殖 因 子 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 因 子 お よ び 非 ポ リ ペ プ チ ド 因 子 が 含 ま れ る

。 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る 条 件 は 、 典 型 的 に は 、 非 相 同 末 端 結 合 お よ び 相 同 組 換 え 修 復 を 許

容 す る 。

【 ０ ２ ４ ４ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 挿 入 す る こ と が 望 ま し い 適 用 に お い て 、 挿 入

さ れ る ド ナ ー 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 細 胞 に 与 え ら れ る 。 「 ド ナ ー 配 列 」 ま た は 「

ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 誘 導 さ れ た 切 断 部

位 に 挿 入 さ れ る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド お よ び そ れ が 相 同 性 を 有 す る ゲ ノ ム 配 列 の 間 の 相 同 組 換 え 修 復 を 支 援 す る た め に 、 切 断

部 位 に お け る ゲ ノ ム 配 列 に 対 し て 充 分 な 相 同 性 を 有 し 、 例 え ば 、 切 断 部 位 に 隣 接 し た 、 例

え ば 、 切 断 部 位 の 約 ５ ０ 塩 基 以 内 の 、 例 え ば 、 約 ３ ０ 塩 基 以 内 、 約 １ ５ 塩 基 以 内 、 約 １ ０

塩 基 以 内 、 約 ５ 塩 基 以 内 の 、 ま た は 切 断 部 位 に 直 接 隣 接 し た 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ７ ０ ％

、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 。 ド ナ ー 配 列 お よ

び ゲ ノ ム 配 列 の 間 で 配 列 相 同 性 を 有 す る お よ そ ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ま た は ２ ０ ０ 個 の ヌ

ク レ オ チ ド 、 ま た は ２ ０ ０ 個 よ り 多 い ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は １ ０ ～ ２ ０ ０ の あ ら ゆ る 整 数

値 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ） が 、 相 同 組 換 え 修 復 を 支 援 す る 。 ド
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ナ ー 配 列 は 、 い か な る 長 さ で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 、 ５ ０ ヌ ク レ

オ チ ド 以 上 、 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 、 ２ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 、 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以

上 、 １ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 、 ５ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 等 の 長 さ で あ っ て も よ い 。

【 ０ ２ ４ ５ 】

　 ド ナ ー 配 列 は 、 典 型 的 に は 、 置 換 さ れ る ゲ ノ ム 配 列 と 同 一 で は な い 。 そ れ ど こ ろ か 、 ド

ナ ー 配 列 は 、 相 同 組 換 え 修 復 を 支 援 す る の に 充 分 な 相 同 性 が 存 在 し て さ え い れ ば 、 ゲ ノ ム

配 列 に 対 し て 少 な く と も 一 つ ま た は 複 数 の 一 塩 基 変 化 、 挿 入 、 欠 失 、 逆 位 ま た は 再 編 成 を

含 有 し て い て も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 ド ナ ー 配 列 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 領 域 お よ

び ２ つ の 隣 接 配 列 の 間 の 相 同 組 換 え 修 復 が 標 的 領 域 に お け る 非 相 同 配 列 の 挿 入 を も た ら す

よ う に 、 ２ つ の 相 同 領 域 に 挟 ま れ た 非 相 同 配 列 を 含 む 。 ド ナ ー 配 列 は 、 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域

に 対 し 相 同 で な く 、 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域 へ の 挿 入 が 意 図 さ れ て い な い 配 列 を 含 有 す る ベ ク タ

ー 骨 格 を 含 ん で い て も よ い 。 一 般 的 に 、 ド ナ ー 配 列 の 相 同 領 域 （ 複 数 可 ） は 、 組 換 え が 望

ま れ る ゲ ノ ム 配 列 に 対 し 少 な く と も ５ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 あ る 特 定 の 実 施 形 態 で

は 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 、 ま た は ９ ９ ． ９ ％ の 配

列 同 一 性 が 存 在 す る 。 ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ に 応 じ て 、 １ ％ ～ １ ０ ０ ％ の 間 の い

か な る 数 値 の 配 列 同 一 性 も 存 在 し 得 る 。

【 ０ ２ ４ ６ 】

　 ド ナ ー 配 列 は 、 ゲ ノ ム 配 列 と 比 較 し て あ る 特 定 の 配 列 差 異 を 含 ん で い て も よ く 、 例 え ば

、 切 断 部 位 に お け る ド ナ ー 配 列 の 挿 入 の 成 功 を 評 価 す る た め に 用 い ら れ 得 る 、 ま た は 、 い

く つ か の 例 に お い て は 、 他 の 目 的 の た め に （ 例 え ば 、 標 的 ゲ ノ ム 遺 伝 子 座 に お け る 発 現 を

示 す た め に ） 用 い ら れ 得 る 、 制 限 酵 素 認 識 部 位 、 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 、 選 択 マ ー カ ー （ 例 え

ば 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 酵 素 等 ） 等 を 含 ん で い て も よ い 。 い く つ か の 例 に

お い て 、 コ ー ド 領 域 内 に 位 置 す る 場 合 、 そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 差 異 は ア ミ ノ 酸 配 列

を 変 化 さ せ な い か 、 ま た は サ イ レ ン ト な ア ミ ノ 酸 変 化 を 起 こ す （ す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 の

構 造 ま た は 機 能 に 影 響 を 与 え な い 変 化 ） 。 あ る い は 、 こ れ ら の 配 列 差 異 は 、 マ ー カ ー 配 列

の 除 去 の た め に 後 に 活 性 化 さ れ 得 る 、 Ｆ Ｌ Ｐ 、 ｌ ｏ ｘ Ｐ 配 列 等 の 隣 接 組 換 え 配 列 を 含 ん で

い て も よ い 。

【 ０ ２ ４ ７ 】

　 ド ナ ー 配 列 は 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ と し

て 細 胞 に 与 え ら れ て も よ い 。 ド ナ ー 配 列 は 、 直 鎖 状 ま た は 環 状 の 形 態 で 細 胞 に 導 入 さ れ て

も よ い 。 直 鎖 状 で 導 入 さ れ る 場 合 、 ド ナ ー 配 列 の 末 端 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て （

例 え ば 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 に よ っ て ） 保 護 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 一 つ ま た は 複 数

の ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 が 、 直 鎖 状 分 子 の ３ ＇ 末 端 に 付 加 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、

自 己 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 方 ま た は 両 方 の 末 端 に 連 結 さ れ る 。 例 え ば 、 Chang et

 al. (1987) Proc. Natl . Acad Sci USA 84:4959-4963; Nehls et al. (1996) Science 2

72:886-889を 参 照 さ れ た い 。 外 来 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 分 解 か ら 保 護 す る た め の さ ら な る

方 法 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 末 端 ア ミ ノ 基 （ 複 数 可 ） の 付 加 、 並 び に 修 飾 さ れ た ヌ

ク レ オ チ ド 間 連 結 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ ー ト お よ び Ｏ － メ チ ル

リ ボ ー ス 残 基 ま た は デ オ キ シ リ ボ ー ス 残 基 等 ） 、 の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 直 鎖 状 ド ナ ー 配 列

の 末 端 を 保 護 す る た め の 代 替 物 と し て 、 組 換 え に 影 響 を 与 え る こ と な く 分 解 可 能 な 追 加 の

配 列 長 を 相 同 領 域 の 外 側 に 含 ん で い て も よ い 。 ド ナ ー 配 列 は 、 例 え ば 、 複 製 開 始 点 、 プ ロ

モ ー タ ー お よ び 抗 生 物 質 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 等 の 追 加 の 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー 分 子 の

一 部 と し て 、 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ド ナ ー 配 列 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ

ー ド す る 核 酸 に つ い て の 上 記 の よ う に 、 裸 の 核 酸 と し て 、 リ ポ ソ ー ム ま た は ポ ロ キ サ マ ー

等 の 作 用 剤 と 複 合 体 化 し た 核 酸 と し て 、 導 入 す る こ と が で き 、 あ る い は 、 ウ イ ル ス （ 例 え

ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ａ Ａ Ｖ ） に よ っ て 送 達 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ４ ８ 】

　 上 記 の 方 法 に 従 っ て 、 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を エ キ ソ ビ ボ で 切 断 お よ び 改 変 、 す な わ ち 「 遺

伝 子 改 変 」 し て も よ い 。 選 択 マ ー カ ー が 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域 内 に 挿 入 さ れ た 場 合 の い く つ か
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の 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 集 団 は 、 遺 伝 子 改 変 細 胞 を 残 り の 集 団 か ら 分 離 す る こ と に よ り

、 遺 伝 子 改 変 を 含 む 細 胞 に つ い て 富 化 す る こ と が で き る 。 富 化 に 先 立 ち 、 「 遺 伝 子 改 変 」

細 胞 は 、 細 胞 集 団 の 約 １ ％ 以 上 （ 例 え ば 、 ２ ％ 以 上 、 ３ ％ 以 上 、 ４ ％ 以 上 、 ５ ％ 以 上 、 ６

％ 以 上 、 ７ ％ 以 上 、 ８ ％ 以 上 、 ９ ％ 以 上 、 １ ０ ％ 以 上 、 １ ５ ％ 以 上 、 ま た は ２ ０ ％ 以 上 ）

の み を 構 成 し 得 る 。 「 遺 伝 子 改 変 」 細 胞 の 分 離 は 、 使 用 さ れ る 選 択 マ ー カ ー に 適 し た い か

な る 好 都 合 の 分 離 技 術 に よ っ て も 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 蛍 光 性 マ ー カ ー が 挿 入

さ れ た 場 合 、 細 胞 は 蛍 光 標 識 細 胞 分 取 に よ り 分 離 す る こ と が で き 、 一 方 、 細 胞 表 面 マ ー カ

ー が 挿 入 さ れ た 場 合 、 細 胞 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 離 技 術 、 例 え ば 、 磁 気 分 離 、 ア フ ィ ニ テ

ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 固 体 マ ト リ ク ス に 付 着 し た 親 和 性 試 薬 で の 「 パ ニ ン グ 」 、 ま た

は 他 の 好 都 合 な 技 術 に よ っ て 、 異 種 集 団 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 正 確 な 分 離 を 提 供 す

る 技 術 に は 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 が 含 ま れ 、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 は 、 複 数 の カ ラ ー チ ャ

ネ ル 、 低 角 度 お よ び 鈍 角 光 散 乱 検 出 チ ャ ネ ル 、 イ ン ピ ー ダ ン ス チ ャ ネ ル 等 の 様 々 な 精 巧 度

を 有 し 得 る 。 細 胞 は 、 死 細 胞 に 結 合 し た 色 素 （ 例 え ば 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム ） を 利 用 す る

こ と に よ り 、 死 細 胞 か ら 選 び 分 け て も よ い 。 遺 伝 子 改 変 細 胞 の 生 存 率 に 対 し て 過 度 に 有 害

で な い 、 い か な る 技 術 も 利 用 す る こ と が で き る 。 改 変 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 細 胞 に つ い て 高 度 に 富

化 さ れ た 細 胞 組 成 物 は 、 こ の よ う に し て 達 成 さ れ る 。 「 高 度 に 富 化 さ れ た 」 と は 、 細 胞 組

成 物 の 遺 伝 子 改 変 細 胞 が ７ ０ ％ 以 上 、 ７ ５ ％ 以 上 、 ８ ０ ％ 以 上 、 ８ ５ ％ 以 上 、 ９ ０ ％ 以 上

で あ る こ と 、 例 え ば 、 細 胞 組 成 物 の 約 ９ ５ ％ 以 上 、 ま た は ９ ８ ％ 以 上 で あ る こ と 、 を 意 味

す る 。 言 い 換 え れ ば 、 組 成 は 、 実 質 的 に 純 粋 な 遺 伝 子 改 変 細 胞 組 成 物 で あ り 得 る 。

【 ０ ２ ４ ９ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 遺 伝 子 改 変 細 胞 は 、 即 時 に 用 い る こ と が で き

る 。 あ る い は 、 該 細 胞 は 、 液 体 窒 素 温 度 で 凍 結 し 長 期 間 保 存 し て も よ く 、 解 凍 し 再 使 用 す

る こ と が で き る 。 そ の よ う な 場 合 、 細 胞 は 通 常 、 １ ０ ％ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ

） 、 ５ ０ ％ 血 清 、 ４ ０ ％ 緩 衝 培 地 、 ま た は 、 細 胞 を そ の よ う な 凍 結 温 度 に お い て 保 存 す る

た め に 当 該 技 術 分 野 に お い て 一 般 的 に 用 い ら れ る い く つ か の 他 の 溶 液 中 で 凍 結 さ れ 、 凍 結

培 養 細 胞 を 解 凍 す る た め の 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 で 解 凍 さ れ る 。

【 ０ ２ ５ ０ 】

　 本 遺 伝 子 改 変 細 胞 は 、 種 々 の 培 養 条 件 下 で イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る こ と が で き る 。 本 遺 伝

子 改 変 細 胞 は 、 培 地 中 で 増 殖 、 す な わ ち 、 そ れ ら の 増 殖 を 促 進 す る 条 件 下 で 増 殖 さ せ る こ

と が で き る 。 培 地 は 、 例 え ば 寒 天 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 等 を 含 有 す る 液 体 で あ っ て も 半 固 体

で あ っ て も よ い 。 細 胞 集 団 は 、 ウ シ 胎 仔 血 清 （ 約 ５ ～ １ ０ ％ ） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 チ オ ー

ル 、 特 に 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 お よ び 抗 生 物 質 、 例 え ば 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト

レ プ ト マ イ シ ン を 通 常 は 添 加 し た イ ス コ フ 改 変 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ま た は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 等 の 、 適

切 な 栄 養 培 地 中 に 懸 濁 す る こ と が で き る 。 培 地 は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 が 応 答 性 で あ る 増 殖 因 子

を 含 有 し て い て も よ い 。 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る 増 殖 因 子 は 、 膜 貫 通 受 容 体 に 対 す る 特 異 的

な 効 果 を 介 し て 、 培 地 中 で 、 ま た は 無 傷 組 織 内 で 、 細 胞 の 生 存 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 化

を 促 進 す る こ と が で き る 分 子 で あ る 。 増 殖 因 子 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 因 子 お よ び 非 ポ リ ペ プ

チ ド 因 子 が 含 ま れ る 。

【 ０ ２ ５ １ 】

　 こ の よ う に 遺 伝 子 改 変 さ れ た 細 胞 を 、 例 え ば 、 疾 患 を 治 療 す る た め の 、 ま た は 抗 ウ イ ル

ス 治 療 剤 、 抗 病 原 体 治 療 剤 、 も し く は 抗 が ん 治 療 剤 と し て の 、 遺 伝 子 治 療 等 の 目 的 の た め

に 、 農 業 に お け る 遺 伝 子 改 変 生 物 の 生 産 の た め に 、 ま た は 生 物 学 的 研 究 の た め に 、 対 象 に

移 植 し て も よ い 。 対 象 は 、 新 生 児 、 若 年 、 ま た は 成 人 で あ っ て も よ い 。 哺 乳 類 対 象 が 特 に

重 要 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 治 療 さ れ 得 る 哺 乳 類 種 に は 、 イ ヌ お よ び ネ コ ； ウ マ ；

ウ シ ； ヒ ツ ジ ； 等 、 並 び に 霊 長 類 、 特 に ヒ ト が 含 ま れ る 。 動 物 モ デ ル 、 特 に 小 型 哺 乳 動 物

（ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 目 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ ） 等 ）

を 、 実 験 的 調 査 に 用 い て も よ い 。

【 ０ ２ ５ ２ 】

　 細 胞 は 、 単 独 で 、 ま た は 、 例 え ば 、 移 植 さ れ る 組 織 に お け る そ れ ら の 増 殖 お よ び ／ も し

く は 組 織 化 を 支 援 す る た め の 適 切 な 基 質 も し く は マ ト リ ク ス と 一 緒 に 、 対 象 に 与 え る こ と
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が で き る 。 通 常 、 少 な く と も １ × １ ０
３

個 の 細 胞 、 例 え ば 、 ５ × １ ０
３

個 の 細 胞 、 １ × １

０
４

個 の 細 胞 、 ５ × １ ０
４

個 の 細 胞 、 １ × １ ０
５

個 の 細 胞 、 １ × １ ０
６

個 の 細 胞 ま た は そ

れ 以 上 の 細 胞 が 投 与 さ れ る 。 細 胞 は 、 以 下 の 経 路 の い ず れ か を 介 し て 対 象 に 導 入 す る こ と

が で き る ： 非 経 口 、 皮 下 、 静 脈 内 、 頭 蓋 内 、 脊 髄 内 、 眼 内 、 ま た は 髄 液 内 。 細 胞 は 、 注 射

、 カ テ ー テ ル 等 に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る 。 局 所 送 達 、 す な わ ち 、 損 傷 部 位 へ の 送 達

の た め の 方 法 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 例 え ば く も 膜 下 腔 内 送 達 用 の オ マ ヤ レ ザ バ ー （ 例 え

ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ２ ， ９ ８ ２ 号 お よ び 同 第 ５ ３ ８ ５ ５ ８ ２ 号 参 照 （ 参 照 に よ っ て 本

明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） ） ； 例 え ば 注 射 器 に よ る 、 例 え ば 間 節 へ の ボ ー ラ ス 投 与 ； 例 え ば

カ ニ ュ ー レ 挿 入 に よ る 、 例 え ば 対 流 を 用 い た 、 持 続 点 滴 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ２

０ ０ ７ ０ ２ ５ ４ ８ ４ ２ 号 （ 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） ） ； ま た は 細 胞 が 可 逆

的 に 付 着 さ れ た 装 置 の 埋 め 込 み （ 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ２ ０ ０ ８ ０ ０ ８ １ ０ ６ ４ 号

お よ び 同 第 ２ ０ ０ ９ ０ １ ９ ６ ９ ０ ３ 号 参 照 （ 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） ） が

挙 げ ら れ る 。 細 胞 は 、 遺 伝 子 導 入 動 物 （ 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ） を 作 製 す る

目 的 で 、 胚 （ 例 え ば 、 胚 盤 胞 ） に 導 入 す る こ と も で き る 。

【 ０ ２ ５ ３ 】

　 対 象 に 対 す る 治 療 的 投 与 の 回 数 は 変 動 し 得 る 。 対 象 へ の 遺 伝 子 改 変 細 胞 の 導 入 は 、 １ 回

の 事 象 で あ り 得 る が ； あ る 特 定 の 状 況 に お い て は 、 そ の よ う な 治 療 は 、 限 定 さ れ た 期 間 だ

け の 改 善 を も た ら し 、 継 続 的 な 一 連 の 反 復 的 治 療 を 必 要 と し 得 る 。 他 の 状 況 に お い て 、 効

果 が 観 察 さ れ る ま で に 、 遺 伝 子 改 変 細 胞 の 複 数 回 投 与 が 必 要 と な り 得 る 。 正 確 な プ ロ ト コ

ル は 、 疾 患 ま た は 状 態 、 疾 患 の 段 階 お よ び 治 療 さ れ る 個 々 の 対 象 の パ ラ メ ー タ ー に よ っ て

異 な る 。

【 ０ ２ ５ ４ 】

　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 繰 り 返 し に な る が 、 例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 （

例 え ば 、 疾 患 を 治 療 す る た め に 、 ま た は 抗 ウ イ ル ス 治 療 、 抗 病 原 治 療 、 も し く は 抗 が ん 治

療 と し て ） 、 農 業 に お け る 遺 伝 子 改 変 生 物 の 作 製 、 ま た は 生 物 学 的 研 究 の た め に 、 イ ン ビ

ボ で 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ を 改 変 す る の に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の イ ン ビ ボ で の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド は 、 個 体 に 直 接 投 与 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的

修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 対 象 へ の ペ プ チ ド 、 小 分 子

お よ び 核 酸 の 投 与 の た め の 、 当 該 技 術 分 野 に お け る い く つ か の 周 知 の 方 法 の い ず れ か に よ

っ て 投 与 さ れ て も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 種 々 の 製 剤 に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 よ り

具 体 的 に は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お

よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切 な 薬 剤 的 に 許 容 で き る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と

組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 医 薬 組 成 物 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ５ ５ 】

　 医 薬 品 は 、 薬 剤 的 に 許 容 で き る ビ ヒ ク ル 中 に 存 在 す る 一 つ ま た は 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

を 含 む 組 成 物 で あ る 。 「 薬 剤 的 に 許 容 で き る ビ ヒ ク ル 」 は 、 連 邦 政 府 ま た は 州 政 府 の 規 制

当 局 に 承 認 さ れ た 、 ま た は ヒ ト 等 の 哺 乳 動 物 に お け る 使 用 の た め の 米 国 薬 局 方 も し く は 他

の 一 般 的 に 認 知 さ れ た 薬 局 方 に 記 載 さ れ た 、 ビ ヒ ク ル で あ り 得 る 。 用 語 「 ビ ヒ ク ル 」 は 、

本 発 明 の 化 合 物 が 哺 乳 動 物 へ の 投 与 用 に そ れ を 用 い て 製 剤 化 さ れ る 、 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン

ト 、 賦 形 剤 、 ま た は 担 体 を 指 す 。 そ の よ う な 医 薬 品 ビ ヒ ク ル は 、 脂 質 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム

、 例 え ば リ ポ ソ ー ム デ ン ド リ マ ー ； 水 お よ び 油 等 の 液 体 、 例 え ば 、 石 油 、 動 物 、 野 菜 ま た

は 合 成 起 源 の も の 、 例 え ば 、 落 花 生 油 、 ダ イ ズ 油 、 ミ ネ ラ ル オ イ ル 、 ゴ マ 油 等 、 食 塩 水 ；

ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ゼ ラ チ ン 、 デ ン プ ン の り 、 滑 石 、 ケ ラ チ ン 、 コ ロ イ ド シ リ カ 、 尿 素 等 で あ

り 得 る 。 さ ら に 、 助 剤 、 安 定 化 剤 、 増 粘 剤 、 潤 滑 剤 お よ び 着 色 料 を 用 い て も よ い 。 医 薬 組

成 物 は 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 散 剤 、 粒 剤 、 軟 膏 剤 、 液 剤 、 坐 剤 、 注 射 剤 、 吸 入 剤 、 ゲ ル 剤

、 ミ ク ロ ス フ ェ ア 、 お よ び エ ア ロ ゾ ル 等 の 固 体 、 半 固 体 、 液 体 ま た は ガ ス 状 形 態 の 調 製 物
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に 製 剤 化 さ れ て も よ い 。 従 っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 は 、 経 口 的 、 頬 側 、 直 腸 、 非 経 口

、 腹 腔 内 、 皮 内 、 経 皮 、 気 管 内 、 眼 内 投 与 等 を 含 む 種 々 の 方 法 で 、 達 成 す る こ と が で き る

。 本 活 性 薬 剤 は 、 投 与 後 に 全 身 性 で あ っ て も よ い し 、 あ る い は 、 領 域 投 与 （ ｒ ｅ ｇ ｉ ｏ ｎ

ａ ｌ 　 ａ ｄ ｍ ｉ ｎ ｉ ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 、 壁 内 投 与 の 使 用 、 ま た は 植 え 込 み 部 位 に お い て

活 性 用 量 を 保 持 す る よ う に 作 用 す る 植 込 錠 の 使 用 に よ っ て 、 局 在 化 さ れ て も よ い 。 本 活 性

薬 剤 は 、 速 効 的 な 活 性 の た め に 製 剤 化 さ れ て も よ い し 、 あ る い は 、 徐 放 用 に 製 剤 化 さ れ て

も よ い 。

【 ０ ２ ５ ６ 】

　 い く つ か の 条 件 、 特 に 、 中 枢 神 経 系 条 件 に お い て 、 血 液 脳 関 門 （ Ｂ Ｂ Ｂ ） を 通 過 す る よ

う に 作 用 剤 を 製 剤 化 す る こ と が 必 要 と な り 得 る 。 血 液 脳 関 門 （ Ｂ Ｂ Ｂ ） を 通 過 す る 薬 物 送

達 の た め の １ つ の 戦 略 は 、 マ ン ニ ト ー ル も し く は ロ イ コ ト リ エ ン 等 の 浸 透 圧 的 手 段 に よ る

、 ま た は 、 生 化 学 的 な 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 等 の 血 管 作 動 性 物 質 の 使 用 に よ る 、 Ｂ Ｂ Ｂ の 混 乱 を

必 要 と す る 。 特 定 の 薬 剤 を 脳 腫 瘍 に 標 的 化 す る た め に Ｂ Ｂ Ｂ 開 口 を 利 用 す る 可 能 性 も 、 １

つ の 選 択 肢 で あ る 。 Ｂ Ｂ Ｂ 崩 壊 剤 は 、 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 が 血 管 内 注 射 に よ っ て 投 与 さ

れ る 際 に 、 本 組 成 物 と 同 時 に 投 与 す る こ と が で き る 。 Ｂ Ｂ Ｂ を 通 過 す る た め の 他 の 戦 略 は

、 カ ベ オ リ ン １ を 介 し た ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス 、 グ ル コ ー ス 担 体 お よ び ア ミ ノ 酸 担 体 等 の

担 体 に よ る 輸 送 体 、 イ ン ス リ ン ま た は ト ラ ン ス フ ェ リ ン の た め の 受 容 体 を 介 し た ト ラ ン ス

サ イ ト ー シ ス 、 並 び に ｐ － 糖 タ ン パ ク 質 等 の 能 動 拡 散 輸 送 体 を 含 む 、 内 在 性 輸 送 系 の 利 用

を 伴 い 得 る 。 能 動 輸 送 部 分 は 、 血 管 の 内 皮 壁 を 通 過 す る 輸 送 を 促 進 す る た め に 、 本 発 明 に

お け る 使 用 の た め に 治 療 化 合 物 に 結 合 さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 Ｂ Ｂ Ｂ の 向 こ う 側 へ の 治

療 剤 の 薬 物 送 達 は 、 局 所 送 達 に よ る も の で あ り 得 、 例 え ば 、 例 え ば オ マ ヤ レ ザ バ ー に よ る

、 く も 膜 下 腔 内 送 達 に よ る も の （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ２ ， ９ ８ ２ 号 お よ び 同 第 ５

３ ８ ５ ５ ８ ２ 号 参 照 （ 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） ） ； 例 え ば 硝 子 体 内 へ の ま

た は 頭 蓋 内 へ の 、 例 え ば 注 射 器 に よ る 、 ボ ー ラ ス 投 与 に よ る も の ； 例 え ば 対 流 に よ る 、 例

え ば カ ニ ュ ー レ 挿 入 に よ る 、 持 続 点 滴 に よ る も の （ 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ２ ０ ０ ７

０ ２ ５ ４ ８ ４ ２ 号 参 照 （ 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） ） ； ま た は 作 用 剤 が 可 逆

的 に 付 着 さ れ た 装 置 の 埋 め 込 み に よ る も の （ 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ２ ０ ０ ８ ０ ０ ８

１ ０ ６ ４ 号 お よ び 同 第 ２ ０ ０ ９ ０ １ ９ ６ ９ ０ ３ 号 参 照 （ 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま

れ る ） ） で あ る 。

【 ０ ２ ５ ７ 】

　 典 型 的 に 、 有 効 量 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お

よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 与 え ら れ る 。 エ キ ソ ビ ボ で の 方 法 に 関 し て の 前 述

の 通 り 、 イ ン ビ ボ に お け る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 量 ま た は 有 効 用 量 は 、 ２ つ の 相 同 配 列 間

で 観 察 さ れ る 組 換 え の 量 に お い て 、 負 の 対 照 （ 例 え ば 、 空 ベ ク タ ー ま た は 無 関 係 な ポ リ ペ

プ チ ド と 接 触 さ れ た 細 胞 ） と 比 較 し て ２ 倍 以 上 の 増 加 を 誘 導 す る た め の 量 で あ る 。 組 換 え

の 量 は 、 い か な る 好 都 合 な 方 法 に よ っ て も 、 例 え ば 、 上 記 の 方 法 お よ び 当 該 技 術 分 野 に お

い て 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 測 定 す る こ と が で き る 。 投 与 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び

／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 量 ま

た は 有 効 用 量 の 算 出 は 、 当 業 者 の 技 術 の 範 囲 内 で あ り 、 こ れ ら の 当 業 者 に と っ て は 通 例 の

も の で あ る 。 投 与 さ れ る 最 終 的 な 量 は 、 投 与 経 路 お よ び 治 療 さ れ る 障 害 ま た は 状 態 の 性 質

に よ っ て 異 な る 。

【 ０ ２ ５ ８ 】

　 特 定 の 患 者 に 与 え ら れ る 有 効 量 は 、 種 々 の 要 因 に よ っ て 異 な り 、 そ の い く つ か は 患 者 間

で 異 な る 。 適 任 で あ る 臨 床 医 は 、 患 者 に 投 与 し て 必 要 に 応 じ て 病 状 の 進 行 を 止 め る ま た は

逆 行 さ せ る た め の 治 療 薬 の 有 効 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 Ｌ Ｄ ５ ０ 動 物 デ ー タ 、 お よ び

臨 床 医 が 使 用 可 能 で あ る 薬 剤 に つ い て の 他 の 情 報 を 利 用 し て 、 臨 床 医 は 、 投 与 経 路 に 応 じ

て 、 個 人 に 対 す る 最 大 安 全 用 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 静 脈 内 に 投 与 さ れ る 用

量 は 、 治 療 用 組 成 物 が 投 与 さ れ て い る 流 体 が よ り 大 き い こ と を 鑑 み て 、 く も 膜 下 腔 内 に 投
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与 さ れ る 用 量 よ り も 多 い 場 合 が あ る 。 同 様 に 、 身 体 か ら 迅 速 に ク リ ア ラ ン ス さ れ る 組 成 物

は 、 治 療 的 濃 度 を 維 持 す る た め に 、 よ り 高 用 量 で 、 ま た は 反 復 投 与 で 投 与 さ れ て も よ い 。

通 常 の 技 術 を 用 い て 、 適 任 で あ る 臨 床 医 は 、 通 例 の 臨 床 試 験 の 間 に 、 特 定 の 治 療 剤 の 投 与

量 を 最 適 化 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ５ ９ 】

　 薬 剤 に 含 ま せ る た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 適 切 な 商 業 的 供 給 源 か ら 得 て も よ い 。 一 般

的 な 規 則 と し て 、 投 与 毎 の 非 経 口 的 に 投 与 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 薬 剤 的 有 効 量 の 総 量 は

、 用 量 反 応 曲 線 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 範 囲 内 で あ る 。

【 ０ ２ ６ ０ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く 治 療 剤 、 す な わ ち 、 治 療 的 投 与 に 用 い ら れ る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の

調 製 物 は 、 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 無 菌 性 は 、 無 菌 ろ 過 膜 （ 例 え ば 、 ０ ． ２ μ ｍ 膜 ） を

通 す 濾 過 に よ っ て 容 易 に 達 成 さ れ る 。 治 療 用 組 成 物 は 、 一 般 的 に は 、 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー

ト を 有 す る 容 器 、 例 え ば 、 皮 下 注 射 針 に よ っ て 突 き 刺 し 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有 す る 静 脈 注

射 用 溶 液 バ ッ グ ま た は バ イ ア ル 中 に 入 れ ら れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く 治 療 剤 は 、 単 回

ま た は 多 回 投 与 用 容 器 （ 例 え ば 、 密 閉 し た ア ン プ ル ま た は バ イ ア ル ） 内 に 、 水 溶 液 と し て

、 ま た は 再 構 成 用 の 凍 結 乾 燥 製 剤 と し て 、 保 存 さ れ 得 る 。 凍 結 乾 燥 製 剤 の 一 例 と し て 、 １

０ ｍ Ｌ バ イ ア ル は ５ ｍ ｌ の 滅 菌 濾 過 さ れ た １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 化 合 物 水 溶 液 を 充 填 さ れ 、 得 ら

れ た 混 合 物 は 凍 結 乾 燥 さ れ る 。 輸 液 は 、 静 菌 的 注 射 用 蒸 留 水 を 用 い 凍 結 乾 燥 化 合 物 を 再 構

成 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。

【 ０ ２ ６ １ 】

　 医 薬 組 成 物 は 、 所 望 の 製 剤 に 応 じ て 、 動 物 ま た は ヒ ト へ の 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 を 製 剤 化

す る た め に 一 般 的 に 用 い ら れ る ビ ヒ ク ル と し て 定 義 さ れ る 、 薬 剤 的 に 許 容 で き る 、 無 毒 の

希 釈 剤 の 担 体 （ ｃ ａ ｒ ｒ ｉ ｅ ｒ ｓ 　 ｏ ｆ 　 ｄ ｉ ｌ ｕ ｅ ｎ ｔ ｓ ） を 含 む こ と が で き る 。 希 釈

剤 は 、 そ の 組 み 合 わ せ の 生 物 活 性 に 影 響 を 与 え な い よ う に 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な 希 釈 剤

の 例 は 、 蒸 留 水 、 緩 衝 化 水 、 生 理 食 塩 水 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 リ ン ゲ ル 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 、 お

よ び ハ ン ク ス 液 で あ る 。 さ ら に 、 医 薬 組 成 物 ま た は 製 剤 は 、 他 の 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま

た は 無 毒 の 、 非 治 療 的 な 、 非 免 疫 原 性 の 安 定 剤 、 賦 形 剤 等 を 含 む こ と が で き る 。 本 組 成 物

は 、 ｐ Ｈ 調 整 剤 お よ び 緩 衝 剤 、 毒 性 調 整 剤 、 湿 潤 剤 お よ び 界 面 活 性 剤 等 の 生 理 的 条 件 に 近

づ く た め の 追 加 の 物 質 も 含 む こ と が で き る 。

【 ０ ２ ６ ２ 】

　 本 組 成 物 は 、 例 え ば 抗 酸 化 剤 等 の 、 種 々 の 安 定 化 剤 の い ず れ も 含 む こ と が で き る 。 本 医

薬 組 成 物 が ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ボ 安 定 性 を

増 強 す る 、 あ る い は そ れ 以 外 に そ の 薬 理 学 的 特 性 を 増 強 す る （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 半

減 期 を 延 長 す る 、 そ の 毒 性 を 減 少 さ せ る 、 溶 解 性 ま た は 取 り 込 み を 増 強 す る ） 種 々 の 周 知

の 化 合 物 と 複 合 体 化 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 修 飾 剤 ま た は 錯 化 剤 の 例 と し て は 、 硫

酸 塩 、 グ ル コ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 お よ び リ ン 酸 塩 が 挙 げ ら れ る 。 組 成 物 の 核 酸 ま た は ポ リ

ペ プ チ ド は 、 イ ン ビ ボ に お け る そ の 特 性 を 増 強 す る 分 子 と 複 合 体 化 す る こ と も で き る 。 そ

の よ う な 分 子 と し て は 、 例 え ば 、 炭 水 化 物 、 ポ リ ア ミ ン 、 ア ミ ノ 酸 、 他 の ペ プ チ ド 、 イ オ

ン （ 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン ） 、 お よ び 脂

質 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ２ ６ ３ 】

　 様 々 な タ イ プ の 投 与 に 適 し た 製 剤 に つ い て の さ ら な る 手 引 き は 、 Remington's Pharmace

utical Sciences, Mace Publishing Company, Philadelphia, Pa., 17th ed. (1985)に 見

出 す こ と が で き る 。 薬 物 送 達 法 の 簡 潔 な 概 略 に つ い て は 、 Langer, Science 249:1527-153

3 (1990)を 参 照 さ れ た い 。
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【 ０ ２ ６ ４ 】

　 本 医 薬 組 成 物 は 、 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的 な 処 置 の た め に 投 与 す る こ と が で き る 。

本 活 性 成 分 の 毒 性 お よ び 治 療 効 果 は 、 例 え ば 、 Ｌ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ に 致 死 的 な 用 量 ）

お よ び Ｅ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ に お い て 治 療 効 果 の あ る 用 量 ） を 決 定 す る こ と を 含 む 、 細

胞 培 養 液 お よ び ／ ま た は 実 験 動 物 に お け る 、 標 準 的 な 薬 学 的 手 法 に 従 っ て 決 定 す る こ と が

で き る 。 毒 性 効 果 お よ び 治 療 効 果 間 の 用 量 比 は 治 療 指 数 で あ り 、 Ｌ Ｄ ５ ０ ／ Ｅ Ｄ ５ ０ 比 と

し て 表 す こ と が で き る 。 大 き な 治 療 指 数 を 示 す 治 療 が 好 ま し い 。

【 ０ ２ ６ ５ 】

　 細 胞 培 養 お よ び ／ ま た は 動 物 試 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 対 す る あ る 範 囲 の 投 与

量 を 処 方 す る 際 に 用 い る こ と が で き る 。 本 活 性 成 分 の 投 与 量 は 、 典 型 的 に は 、 毒 性 が 低 い

Ｅ Ｄ ５ ０ を 含 む 血 中 濃 度 の 範 囲 内 に 並 ぶ 。 投 与 量 は 、 使 用 さ れ る 剤 形 お よ び 利 用 さ れ る 投

与 経 路 に 応 じ て 、 こ の 範 囲 内 で 変 動 し 得 る 。

【 ０ ２ ６ ６ 】

　 本 医 薬 組 成 物 を 製 剤 化 す る の に 使 用 さ れ る 成 分 は 、 高 純 度 で あ る こ と が 好 ま し く 、 潜 在

的 に 有 害 な 混 入 物 を 実 質 的 に 含 ま な い （ 例 え ば 、 少 な く と も 、 米 国 食 品 （ Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ

ｌ 　 Ｆ ｏ ｏ ｄ ） （ Ｎ Ｆ ） グ レ ー ド 、 一 般 的 に は 、 少 な く と も 分 析 用 グ レ ー ド 、 よ り 典 型 的

に は 、 少 な く と も 医 薬 品 グ レ ー ド ） 。 さ ら に 、 イ ン ビ ボ で の 使 用 を 意 図 さ れ る 組 成 物 は 、

通 常 、 無 菌 で あ る 。 所 与 の 化 合 物 が 使 用 前 に 合 成 さ れ な け れ ば な ら な い 限 り に お い て 、 得

ら れ る 産 物 は 、 典 型 的 に 、 合 成 ま た は 精 製 の 過 程 の 間 に 存 在 し 得 る 、 い か な る 潜 在 的 に 有

毒 な 作 用 剤 も 、 特 に い か な る 内 毒 素 も 、 実 質 的 に 含 ま な い 。 非 経 口 的 （ ｐ ａ ｒ ｅ ｎ ｔ ａ ｌ

） 投 与 用 の 組 成 物 も 、 無 菌 で 、 実 質 的 に 等 張 性 で あ り 、 Ｇ Ｍ Ｐ 条 件 下 で 作 製 さ れ る 。

【 ０ ２ ６ ７ 】

　 特 定 の 患 者 に 与 え ら れ る 治 療 用 組 成 物 の 有 効 量 は 、 種 々 の 要 因 に よ っ て 異 な り 、 そ の い

く つ か は 患 者 間 で 異 な る 。 適 任 で あ る 臨 床 医 は 、 患 者 に 投 与 し て 必 要 に 応 じ て 病 状 の 進 行

を 止 め る ま た は 逆 行 さ せ る た め の 治 療 薬 の 有 効 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 Ｌ Ｄ ５ ０ 動 物

デ ー タ 、 お よ び 臨 床 医 が 使 用 可 能 で あ る 薬 剤 に つ い て の 他 の 情 報 を 利 用 し て 、 臨 床 医 は 、

投 与 経 路 に 応 じ て 、 個 人 に 対 す る 最 大 安 全 用 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 静 脈 内

に 投 与 さ れ る 用 量 は 、 治 療 用 組 成 物 が 投 与 さ れ て い る 流 体 が よ り 大 き い こ と を 鑑 み て 、 く

も 膜 下 腔 内 に 投 与 さ れ る 用 量 よ り も 多 い 場 合 が あ る 。 同 様 に 、 身 体 か ら 迅 速 に ク リ ア ラ ン

ス さ れ る 組 成 物 は 、 治 療 的 濃 度 を 維 持 す る た め に 、 よ り 高 用 量 で 、 ま た は 反 復 投 与 で 投 与

さ れ て も よ い 。 通 常 の 技 術 を 用 い て 、 適 任 で あ る 臨 床 医 は 、 通 例 の 臨 床 試 験 の 間 に 、 特 定

の 治 療 剤 の 投 与 量 を 最 適 化 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ６ ８ 】

遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞

　 本 開 示 は 、 単 離 さ れ た 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 を 含 む 、 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 を 提 供 し 、 主 題

の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 １ ） 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； ２ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ

ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 ； ３ ） 外 来 性 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （

例 え ば 、 自 然 発 生 的 Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ；

キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） ； ４ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 外 来 性 核 酸 ； ま た は ５ ） 上 記 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ 、 を 含 む （ そ れ で 遺 伝 子 改 変 さ

れ て い る ） 。 主 題 の 遺 伝 子 改 変 細 胞 は 、 宿 主 細 胞 を 、 例 え ば ： １ ） 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ ； ２ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 ； ３ ） 外

来 性 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド ； ４ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 ； ま た は ５ ） 上 記 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ 、 で 遺 伝 子 改 変 す る

こ と に よ っ て 、 作 製 さ れ る 。

【 ０ ２ ６ ９ 】

　 標 的 細 胞 と な る の に 適 し た 細 胞 は 全 て 、 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 と な る の に も 適 し て い る 。

例 え ば 、 目 的 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 あ ら ゆ る 細 胞 由 来 の 細 胞 で あ り 得 る （ 例 え ば 、 細

菌 細 胞 、 古 細 菌 細 胞 、 単 細 胞 真 核 生 物 の 細 胞 、 植 物 細 胞 、 藻 細 胞 、 例 え ば 、 ボ ツ リ オ コ ッ

カ ス ・ ブ ラ ウ ニ ー 、 コ ナ ミ ド リ ム シ 、 ナ ン ノ ク ロ ロ プ シ ス ・ ガ デ ィ タ ナ 、 ク ロ レ ラ ・ ピ レ
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ノ イ ド サ 、 ヤ ツ マ タ モ ク 、 Ｃ ． ア ガ ル ド 等 、 真 菌 細 胞 （ 例 え ば 、 酵 母 細 胞 ） 、 動 物 細 胞 、

無 脊 椎 動 物 （ 例 え ば シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 刺 胞 動 物 、 棘 皮 動 物 、 線 虫 等 ） 由 来 の 細 胞 、 脊 椎

動 物 （ 例 え ば 、 魚 類 、 両 生 類 、 爬 虫 類 、 鳥 類 、 哺 乳 動 物 ） 由 来 の 細 胞 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば

、 ブ タ 、 雌 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 げ っ 歯 類 動 物 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 非 ヒ ト 霊 長 類 動 物 、 ヒ

ト 等 ） 由 来 の 細 胞 等 ） 。

【 ０ ２ ７ ０ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （

例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９

； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 で 遺 伝 子 改 変 さ

れ て い る 。 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 細 胞 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ま た は 修 飾 さ

れ る 遺 伝 子 位 置 ／ 配 列 を 決 定 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び 所 望

に よ り ド ナ ー 核 酸 を 導 入 す る こ と に よ り 、 修 飾 の 標 的 と す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実

施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 誘 導 性

プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、

ス テ ロ イ ド 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 金 属 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 調 節 プ ロ モ ー

タ ー 等 ） に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 空 間 限 定 的 お よ び ／ ま た は 時 間 限 定 的 プ ロ モ

ー タ ー （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 細 胞 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 ） に 作 動 可 能 に

連 結 し て い る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。

【 ０ ２ ７ １ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に 存 在 す る 。 い

く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は イ ン ビ ボ に 存 在 す る 。 い く つ か

の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 で あ る か 、 ま た は 原 核 細 胞

由 来 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 細 菌 細 胞 で あ

る か 、 ま た は 細 菌 細 胞 由 来 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主

細 胞 は 、 古 細 菌 細 胞 で あ る か 、 ま た は 古 細 菌 細 胞 由 来 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い

て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 真 核 細 胞 で あ る か 、 ま た は 真 核 細 胞 由 来 で あ る 。 い く

つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 植 物 細 胞 で あ る か 、 ま た は 植 物

細 胞 由 来 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 動 物 細 胞

で あ る か 、 ま た は 動 物 細 胞 由 来 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変

宿 主 細 胞 は 、 無 脊 椎 動 物 細 胞 で あ る か 、 ま た は 無 脊 椎 動 物 細 胞 由 来 で あ る 。 い く つ か の 実

施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 脊 椎 動 物 細 胞 で あ る か 、 ま た は 脊 椎 動 物

細 胞 由 来 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 哺 乳 類 細

胞 で あ る か 、 ま た は 哺 乳 類 細 胞 由 来 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子

改 変 宿 主 細 胞 は 、 げ っ 歯 類 細 胞 で あ る か 、 ま た は げ っ 歯 類 細 胞 由 来 で あ る 。 い く つ か の 実

施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 ヒ ト 細 胞 で あ る か 、 ま た は ヒ ト 細 胞 由 来

で あ る 。

【 ０ ２ ７ ２ 】

　 本 開 示 は さ ら に 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 細 胞 の 子 孫 を 提 供 し 、 子 孫 は そ れ が 由 来 す る 主 題 の

遺 伝 子 改 変 細 胞 と 同 じ 外 来 性 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 本 開 示 は さ ら に 、 主 題

の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ２ ７ ３ 】

遺 伝 子 改 変 幹 細 胞 お よ び 遺 伝 子 改 変 前 駆 細 胞

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 遺 伝 子 改 変 幹 細 胞 ま た は 前

駆 細 胞 で あ る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 に は 、 例 え ば 、 幹 細 胞 （ 成 体 幹 細 胞 、 胚 性 幹 細 胞 、 ｉ Ｐ Ｓ

細 胞 等 ） お よ び 前 駆 細 胞 （ 例 え ば 、 心 筋 前 駆 細 胞 、 神 経 前 駆 細 胞 等 ） が 含 ま れ る 。 適 切 な

宿 主 細 胞 に は 、 例 え ば 、 げ っ 歯 類 幹 細 胞 、 げ っ 歯 類 前 駆 細 胞 、 ヒ ト 幹 細 胞 、 ヒ ト 前 駆 細 胞

等 を 含 む 、 哺 乳 類 の 幹 細 胞 お よ び 前 駆 細 胞 が 含 ま れ る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 に は 、 イ ン ビ ト ロ

の 宿 主 細 胞 、 例 え ば 、 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ２ ７ ４ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 核 酸 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主

細 胞 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外

来 性 核 酸 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 外 来 性 部

位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変

異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い

て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ

ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細

胞 は 、 １ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ２ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク

レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 を 含 む 。

【 ０ ２ ７ ５ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ

ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列

番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か

に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８

５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％

の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ ２ ７ ６ 】

組 成 物

　 本 発 明 は 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含

む 組 成 物 を 提 供 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 主 題 の キ

メ ラ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 主 題 の 組 成 物 は 、 本 開 示 の 方 法 、 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 部 位 特

異 的 修 飾 の 方 法 ； 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 部 位 特 異 的 修 飾 の 方 法 ； 等 を 実 行

す る の に 有 用 で あ る 。

【 ０ ２ ７ ７ 】

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 組 成 物

　 本 発 明 は 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 組 成 物 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ に 加 え て 、 塩 、 例 え ば 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 Ｋ Ｃ ｌ 、 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 等 ； 緩 衝

剤 、 例 え ば 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 Ｎ － （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ） ピ ペ ラ ジ ン － Ｎ ＇ － （ ２ － エ

タ ン ス ル ホ ン 酸 ） （ Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ ） 、 ２ － （ Ｎ － モ ル ホ リ ノ ） エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ Ｍ Ｅ Ｓ ）

、 Ｍ Ｅ Ｓ ナ ト リ ウ ム 塩 、 ３ － （ Ｎ － モ ル ホ リ ノ ） プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （ Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ ） 、 Ｎ －

ト リ ス ［ ヒ ロ ド キ シ メ チ ル ］ メ チ ル － ３ － ア ミ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （ Ｔ Ａ Ｐ Ｓ ） 等 ； 可

溶 化 剤 ； 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば ト ウ ィ ー ン － ２ ０ 等 ； ヌ ク

レ ア ー ゼ 阻 害 剤 ； 等 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 い く つ か の 例 に お い て

、 主 題 の 組 成 物 は 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 核 酸 を 安 定 化 さ せ る た め の 緩 衝 液 を

含 む 。

【 ０ ２ ７ ８ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 中 に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 純 粋

で あ り 、 例 え ば 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な

く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た

は ９ ９ ％ 超 純 粋 で あ り 、 こ こ で 、 「 ％ 純 粋 」 と は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 他 の 高 分 子 、

ま た は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 製 造 す る 間 に 存 在 し 得 る 混 入 物 を 記 載 さ れ た パ ー セ ン ト だ け

含 ま な い こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ２ ７ ９ 】

主 題 の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物

　 本 発 明 は 、 主 題 の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 組 成 物 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ

Ｎ Ａ に 加 え て 、 塩 、 例 え ば 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 Ｋ Ｃ ｌ 、 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 等 ． ； 緩 衝 剤 、

例 え ば 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 Ｍ Ｅ Ｓ 、 Ｍ Ｅ Ｓ ナ ト リ ウ ム 塩 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 、 Ｔ Ａ Ｐ Ｓ

等 ； 可 溶 化 剤 ； 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 ト ウ ィ ー ン － ２ ０
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等 ； プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ； 還 元 剤 （ 例 え ば 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ） ； 等 の う ち の 一 つ ま た

は 複 数 を 含 み 得 る 。

【 ０ ２ ８ ０ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 中 に 存 在 す る 主 題 の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は

、 純 粋 で あ り 、 例 え ば 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％

、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％

、 ま た は ９ ９ ％ 超 純 粋 で あ り 、 こ こ で 、 「 ％ 純 粋 」 と は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド が

、 他 の タ ン パ ク 質 、 他 の 高 分 子 、 ま た は キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 間 に 存 在 し 得 る 混

入 物 を 記 載 さ れ た パ ー セ ン ト だ け 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ２ ８ １ 】

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物

　 本 発 明 は 、 （ ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

； お よ び ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 主 題

の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 他 の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ

チ ド は 、 自 然 発 生 的 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 酵 素 活 性 を 示 す 。 他 の 例 に お い て 、 部

位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る 酵 素 活 性 を

示 す 。 さ ら に 他 の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 調 節

す る 。

【 ０ ２ ８ ２ 】

　 本 発 明 は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第

一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト

を 含 む 上 記 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並

び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部

位 特 異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ

て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド 、 を 含 む 、 組 成 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ２ ８ ３ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補

的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 む 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ）

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を

示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性

部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 を 含 む 、 組 成 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ２ ８ ４ 】

　 他 の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の 組 成 物 は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相

互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 む 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （

ｂ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド 、 を 含 む 。

【 ０ ２ ８ ５ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 は 、 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｎ Ａ

分 子 の 両 方 を 含 む 。 従 っ て 、 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト に 対 し 相 補 的 な 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト を 含 む 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含

む （ 図 １ Ａ を 参 照 ） 。 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ

ブ リ ダ イ ズ し て Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形

成 す る 。 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト （ 一 本 鎖
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） を 与 え る こ と で 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の 配 列 に 対 し て Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 化 す る

。 １ つ の 非 限 定 例 と し て 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト は 、 配 列 ５ ＇ － Ｕ Ａ Ｇ Ｃ

Ａ Ａ Ｇ Ｕ Ｕ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｕ － ３ ＇ （ 配 列 番 号 ５ ６ ２ ） と 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８

０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％

の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 別 の 非 限 定 例 と し て 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖

形 成 セ グ メ ン ト は 、 配 列 ５ ＇ － Ｇ Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｕ Ａ － ３ ＇ （ 配 列 番 号 ６ ７ ９ ） と 少

な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少

な く と も 約 ９ ８ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。

【 ０ ２ ８ ６ 】

　 本 開 示 は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第

一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト

を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に （

ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ

Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は

そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ２ ８ ７ 】

　 例 え ば 、 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に

対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ

） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写

を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 を 含 む 。

【 ０ ２ ８ ８ 】

　 別 の 例 と し て 、 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の

配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修

飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ

Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ

結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内

の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。

【 ０ ２ ８ ９ 】

　 主 題 の 組 成 物 は 、 ｉ ） 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て 、 塩 、 例 え ば 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 Ｋ Ｃ ｌ 、 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 等 ； 緩

衝 剤 、 例 え ば 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 Ｍ Ｅ Ｓ 、 Ｍ Ｅ Ｓ ナ ト リ ウ ム 塩 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 、 Ｔ

Ａ Ｐ Ｓ 等 ； 可 溶 化 剤 ； 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 ト ウ ィ ー ン

－ ２ ０ 等 ； プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ； 還 元 剤 （ 例 え ば 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ） ； 等 の う ち の 一

つ ま た は 複 数 を 含 み 得 る 。

【 ０ ２ ９ ０ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 本 組 成 物 の 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 純 粋 で あ り 、 例 え ば 、 各 成 分 は 、

少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、

少 な く と も 約 ９ ８ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ 純 粋 で あ る 。 い く つ

か の 例 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 の そ れ ぞ れ の 成 分 は 、 該 組 成 物 に 加 え ら れ る 前 に 、 純 粋 で

あ る 。

【 ０ ２ ９ １ 】

　 例 え ば 、 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 組 成 物 中 に 存 在 す る 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド は 、 純 粋 で あ り 、 例 え ば 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と

も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 、 少 な く と

も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は ９ ９ ％ 超 純 粋 で あ り 、 こ こ で 、 「 ％ 純 粋 」 と は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

10

20

30

40

50



(92) JP  6692856  B2  2020.5.13

ペ プ チ ド が 、 他 の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 以 外 の タ ン パ ク 質 ）

、 他 の 高 分 子 、 ま た は 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 間 に 存 在 し 得 る 混 入 物 を 記

載 の パ ー セ ン ト だ け 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ２ ９ ２ 】

キ ッ ト

　 本 開 示 は 主 題 の 方 法 を 実 行 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 主 題 の キ ッ ト は 、 部 位 特 異 的

修 飾 ポ リ ペ プ チ ド ； 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 ；

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ； 活

性 化 Ｒ Ｎ Ａ ； 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ； 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； お

よ び 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 を 含

み 得 る 。 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド ； 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ

オ チ ド を 含 む 核 酸 ； Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を 含 む 核 酸 ； 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ； 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸

； 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； お よ び 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 は 、 上 記

に お い て 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 キ ッ ト は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド ； 部 位 特 異 的 修

飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 ； Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ； 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ； 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー

ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ； 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； お よ び 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ

ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 の う ち の ２ つ 以 上 を 含 む 複 合 体 を 含 み 得 る 。

【 ０ ２ ９ ３ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は

そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 修

飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （

ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る

部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て

、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 、 低 減 さ れ た 、 ま た は 不 活 性 化 さ れ た ヌ ク レ

ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 キ メ ラ 部 位

特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ２ ９ ４ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は

そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 再 構 成 お よ び

／ ま た は 希 釈 す る た め の 試 薬 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の キ ッ ト は 、 部 位 特 異 的 修

飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ） を 含 む

。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド

す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ） ； 並 び に 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ

プ チ ド を 再 構 成 お よ び ／ ま た は 希 釈 す る た め の 試 薬 を 含 む 。

【 ０ ２ ９ ５ 】

　 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 主 題 の

キ ッ ト は さ ら に 、 一 つ ま た は 複 数 の 追 加 の 試 薬 を 含 む 場 合 が あ り 、 そ の よ う な 追 加 の 試 薬

は 、 細 胞 に 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 導 入 さ せ る た め の 緩 衝 液 ； 洗 浄 緩 衝 液 ； 対 照 試

薬 ； 対 照 発 現 ベ ク タ ー ま た は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； Ｄ Ｎ Ａ か ら 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ

プ チ ド を イ ン ビ ト ロ 生 成 す る た め の 試 薬 等 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 主

題 の キ ッ ト に 含 ま れ る 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の キ メ ラ 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ

ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ２ ９ ６ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補

的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド

と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ

Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は さ ら に

、 第 三 の セ グ メ ン ト （ 上 記 ） を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 （
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ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ；

お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を 示

す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部

位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 を 含

む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 は 、 酵 素 活 性

を 示 さ な い （ 例 え ば 変 異 に よ り 、 不 活 性 化 さ れ た ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む ） 。 い く つ か の 例 に

お い て 、 本 キ ッ ト は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 他

の 例 に お い て 、 本 キ ッ ト は 、 （ ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を

含 む 核 酸 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を

含 む 核 酸 を 含 む 。

【 ０ ２ ９ ７ 】

　 別 の 例 と し て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク

レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作

用 す る 第 二 セ グ メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ；

お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調

節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾

ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 得 る 。 い く つ か の 例 に お

い て 、 本 キ ッ ト は 、 （ ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ； お よ び 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含

む 。 他 の 例 に お い て 、 本 キ ッ ト は 、 （ ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を 含 む 核 酸 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を 含 む 核 酸 を 含 む 。

【 ０ ２ ９ ８ 】

　 本 開 示 は 、 （ １ ） （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を

含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ

メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ）

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 酵 素 活 性 を

示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性

部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 を 含 む 組 み 換 え

発 現 ベ ク タ ー ； 並 び に （ ２ ） 発 現 ベ ク タ ー の 再 構 成 お よ び ／ ま た は 希 釈 の た め の 試 薬 、 を

含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。

【 ０ ２ ９ ９ 】

　 本 開 示 は 、 （ １ ） （ ｉ ） （ ａ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を

含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ

メ ン ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 並 び に （ ｉ ｉ ） （ ａ ）

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を

調 節 す る 活 性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

に よ っ て 決 定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ

チ ド 配 列 、 を 含 む 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー ； 並 び に （ ２ ） 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー の 再 構 成 お

よ び ／ ま た は 希 釈 の た め の 試 薬 、 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。

【 ０ ３ ０ ０ 】

　 本 開 示 は 、 （ １ ） （ ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第

一 セ グ メ ン ト ； お よ び （ ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン

ト 、 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を 含 む 組 み 換 え

発 現 ベ ク タ ー ； 並 び に （ ２ ） 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー の 再 構 成 お よ び ／ ま た は 希 釈 の た め の

試 薬 、 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 キ ッ ト の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 本 キ ッ ト は 、

（ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 部 位 特 異 的 酵 素

活 性 を 示 す 活 性 部 位 で あ っ て 、 酵 素 活 性 の 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決 定 さ れ る
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、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 み

換 え 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 。 本 キ ッ ト の 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 キ ッ ト は 、 （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ； お よ び （ ｂ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 を 調 節 す る 活

性 部 位 で あ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 転 写 が 調 節 さ れ る 部 位 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 決

定 さ れ る 、 活 性 部 位 を 含 む 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を

含 む 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 。

【 ０ ３ ０ １ 】

　 上 記 の キ ッ ト の い ず れ か の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 本 キ ッ ト は 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ま

た は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。 上 記 の キ ッ ト の い ず れ か の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 本 キ

ッ ト は 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。 上 記 の キ ッ ト の い ず れ か の い く つ か の 実 施

形 態 に お い て 、 本 キ ッ ト は 、 ２ つ 以 上 の 二 重 分 子 ま た は 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含

む 。 上 記 の キ ッ ト の い ず れ か の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 （ 例 え ば 、 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含 む ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ア レ イ （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の ア レ イ 、

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ 複 数 可 ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の ア レ イ 等 ） と し て 提 供 さ れ 得 る

。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 例 え ば 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 上 記 の 遺 伝 子

改 変 宿 主 細 胞 と 併 せ た 使 用 に お い て 有 用 で あ り 得 る 。 上 記 の キ ッ ト の い ず れ か の い く つ か

の 実 施 形 態 に お い て 、 本 キ ッ ト は さ ら に 、 所 望 の 遺 伝 子 改 変 を も た ら す ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド を 含 む 。 主 題 の キ ッ ト の 構 成 要 素 は 、 別 々 の 容 器 中 に 存 在 し て い て も よ い し ； あ る

い は 単 一 の 容 器 中 で 混 合 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ３ ０ ２ 】

　 前 述 の キ ッ ト の い ず れ か は 、 一 つ ま た は 複 数 の 追 加 の 試 薬 を さ ら に 含 む 場 合 が あ り 、 そ

の よ う な 追 加 の 試 薬 は 、 希 釈 緩 衝 液 ； 再 構 成 溶 液 ； 洗 浄 緩 衝 液 ； 対 照 試 薬 ； 対 照 発 現 ベ ク

タ ー ま た は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； Ｄ Ｎ Ａ か ら 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を イ ン ビ ト

ロ 生 成 す る た め の 試 薬 等 か ら 選 択 さ れ 得 る 。

【 ０ ３ ０ ３ 】

　 上 記 構 成 要 素 に 加 え て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 キ ッ ト の 構 成 要 素 を 用 い て 主 題 の 方 法 を 実 施

す る た め の 説 明 書 を さ ら に 含 み 得 る 。 主 題 の 方 法 を 実 施 す る た め の 説 明 書 は 、 一 般 的 に は

、 適 切 な 記 録 媒 体 上 に 記 録 さ れ る 。 例 え ば 、 説 明 書 は 、 紙 ま た は プ ラ ス チ ッ ク 等 の 基 体 上

に 印 刷 さ れ て い て も よ い 。 従 っ て 、 説 明 書 は 、 添 付 文 書 と し て キ ッ ト 内 に 、 キ ッ ト ま た は

そ の 構 成 要 素 の 容 器 の 標 識 中 （ す な わ ち 、 パ ッ ケ ー ジ ま た は サ ブ パ ッ ケ ー ジ に 付 随 し て ）

等 、 存 在 し て い て も よ い 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 説 明 書 は 、 適 切 な コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 の 記

憶 媒 体 、 例 え ば Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ 、 デ ィ ス ケ ッ ト 、 フ ラ ッ シ ュ ド ラ イ ブ 等 上 に 存 在 す る 電 子 記

憶 デ ー タ フ ァ イ ル と し て 存 在 す る 。 さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 実 際 の 説 明 書 が キ ッ

ト 内 に 存 在 し な い が 、 例 え ば イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 し て 、 遠 隔 の 供 給 源 か ら 説 明 書 を 得 る た

め の 手 段 が 提 供 さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 の 一 例 は 、 説 明 書 を 閲 覧 す る こ と が で き る 、 お よ び

／ ま た は 説 明 書 を ダ ウ ン ロ ー ド す る こ と が で き る 、 ウ ェ ブ ア ド レ ス を 含 む キ ッ ト で あ る 。

説 明 書 と 同 様 、 説 明 書 を 得 る た め の こ の 手 段 は 、 適 切 な 基 体 上 に 記 録 さ れ る 。

【 ０ ３ ０ ４ 】

非 ヒ ト 遺 伝 子 改 変 生 物

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （

例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９

； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 で 遺 伝 子 改 変 さ

れ て い る 。 そ の よ う な 細 胞 が 真 核 単 細 胞 生 物 で あ る 場 合 、 修 飾 さ れ た 細 胞 は 遺 伝 子 改 変 生

物 と み な す こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 非 ヒ ト 遺 伝 子 改 変 生 物 は

、 Ｃ ａ ｓ ９ 遺 伝 子 導 入 多 細 胞 生 物 で あ る 。

【 ０ ３ ０ ５ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 部 位 特 異 的

修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し

く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核

酸 で 遺 伝 子 改 変 さ れ た 細 胞 ） は 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 生 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 魚 、 カ
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エ ル 、 ハ エ 、 虫 等 ） を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 が 多 能 性 幹 細

胞 （ す な わ ち 、 Ｐ Ｓ Ｃ ） ま た は 生 殖 細 胞 （ 例 え ば 、 精 子 、 卵 子 等 ） で あ る 場 合 、 遺 伝 子 改

変 生 物 の 全 体 は 、 そ の 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 に 由 来 し 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、

遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 は 、 遺 伝 子 改 変 生 物 を 生 じ る こ と が で き る 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト

ロ の い ず れ か の 、 多 能 性 幹 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｅ Ｓ Ｃ 、 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ 、 多 能 性 植 物 幹 細 胞 等 ） ま た

は 生 殖 細 胞 （ 例 え ば 、 精 子 細 胞 、 卵 子 等 ） で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子

改 変 宿 主 細 胞 は 、 脊 椎 動 物 Ｐ Ｓ Ｃ （ 例 え ば 、 Ｅ Ｓ Ｃ 、 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ 等 ） で あ り 、 （ 例 え ば 、 Ｐ

Ｓ Ｃ を 胚 盤 胞 に 注 入 し て キ メ ラ ／ モ ザ イ ク 動 物 を 作 製 し 、 次 に 交 配 さ せ て 非 キ メ ラ ／ 非 モ

ザ イ ク 遺 伝 子 改 変 生 物 を 作 製 す る こ と に よ っ て ； 植 物 の 場 合 は 接 木 す る こ と に よ っ て ； 等

） 遺 伝 子 改 変 生 物 を 作 製 す る の に 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 含 む 、 遺 伝 子 改 変

生 物 を 作 製 す る た め の い か な る 好 都 合 な 方 法 ／ プ ロ ト コ ル も 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ

ド （ 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ

ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 を 含 む 遺 伝

子 改 変 宿 主 細 胞 を 作 製 す る の に 適 し て い る 。 遺 伝 子 改 変 生 物 を 作 製 す る 方 法 は 、 当 該 技 術

分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 Cho et al. , Curr Protoc Cell Biol. 2009 Mar;Chap

ter 19:Unit 19.11: Generation of transgenic mice; Gama et al. , Brain Struct Func

t. 2010 Mar;214(2-3):91-109. Epub 2009 Nov 25: Animal transgenesis: an overview;

 Husaini et al. , G M Crops. 2011 Jun-Dec;2(3):150-62. Epub 2011 Jun 1: Approaches

 for gene targeting and targeted gene expression in plantsを 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ３ ０ ６ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 改 変 生 物 は 、 本 発 明 の 方 法 の た め の 標 的 細 胞 を 含

み 、 従 っ て 、 標 的 細 胞 の 供 給 源 と み な す こ と が で き る 。 例 え ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ

チ ド （ 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ

ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 を 含 む 遺

伝 子 改 変 細 胞 が 遺 伝 子 改 変 生 物 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ る 場 合 、 遺 伝 子 改 変 生 物 の 細 胞

は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ

ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配

列 を 含 む 外 来 性 核 酸 を 含 む 。 い く つ か の そ の よ う な 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 改 変 生 物 の

１ つ ま た は 複 数 の 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 １ つ ま た は 複 数 の 細 胞 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ま た

は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び 所 望 に よ り ド ナ ー 核 酸 を 導 入 す る こ と

に よ り 、 修 飾 の 標 的 と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） の 、 遺 伝 子 改 変 生 物 の 一 部 の 細 胞 （ 例 え ば 、 脳 細 胞 、 腸

細 胞 、 腎 細 胞 、 肺 細 胞 、 血 液 細 胞 等 ） へ の 導 入 は 、 そ の よ う な 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 の 標 的

に す る こ と が で き 、 修 飾 の 遺 伝 子 位 置 は 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 配 列

に 依 存 す る 。

【 ０ ３ ０ ７ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 改 変 生 物 は 、 本 発 明 の 方 法 の た め の 標 的 細 胞 の 供

給 源 で あ る 。 例 え ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修

飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す

る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 で 遺 伝 子 改 変 さ れ た 細 胞 を 含 む 遺 伝 子 改 変 生 物 は 、

遺 伝 子 改 変 細 胞 、 例 え ば Ｐ Ｓ Ｃ （ 例 え ば 、 Ｅ Ｓ Ｃ 、 ｉ Ｐ Ｓ Ｃ 、 精 子 、 卵 子 、 等 ） 、 ニ ュ ー

ロ ン 、 前 駆 細 胞 、 心 筋 細 胞 等 の 供 給 源 を 提 供 し 得 る 。

【 ０ ３ ０ ８ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 改 変 細 胞 は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え

ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ

メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 を 含 む Ｐ Ｓ Ｃ で あ る

。 従 っ て 、 Ｐ Ｓ Ｃ は 、 Ｐ Ｓ Ｃ の Ｄ Ｎ Ａ が 、 Ｐ Ｓ Ｃ に Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び 所 望 に よ り ド ナ ー 核 酸 を 導 入 す る こ と に よ り 、 修

飾 の 標 的 と な る こ と が で き 、 修 飾 の 遺 伝 子 位 置 が 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 配 列 に 依 存 す る よ う な 、 標 的 細 胞 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 い く つ か の 実 施 形 態 に お い
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て 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い る こ と で 、 主 題 の 遺 伝 子 改 変 生 物 に 由 来 す る Ｐ Ｓ Ｃ の Ｄ

Ｎ Ａ を 修 飾 （ 例 え ば 、 あ ら ゆ る 所 望 の 遺 伝 子 位 置 を 欠 失 お よ び ／ ま た は 置 換 ） す る こ と が

で き る 。 そ の よ う な 修 飾 さ れ た Ｐ Ｓ Ｃ は 、 次 に 、 （ ｉ ） 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例

え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ；

キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 外 来 性 核 酸 お よ び （ ｉ ｉ ） Ｐ

Ｓ Ｃ に 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 修 飾 の 両 方 を 有 す る 生 物 を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ３ ０ ９ 】

　 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち

、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 外 来 性 核 酸 は 、 未 知 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 得 （ す な わ ち 、 そ れ に 作 動 可 能

に 連 結 し て い る ） （ 例 え ば 、 核 酸 が 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 無 作 為 に 組 み 込 ま れ た 場 合 ） 、 ま た

は 、 公 知 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 得 る （ す な わ ち 、 そ れ に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る

） 。 適 切 な 公 知 の プ ロ モ ー タ ー は 、 い か な る 公 知 の プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ く 、 恒 常 的

活 性 型 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー ） 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 熱

シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 ス テ ロ イ ド 調 節 プ ロ モ ー タ

ー 、 金 属 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 調 節 プ ロ モ ー タ ー 等 ） 、 空 間 限 定 的 お よ

び ／ ま た は 時 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 細 胞 型 特 異 的 プ

ロ モ ー タ ー 等 ） 等 が 含 ま れ る 。

【 ０ ３ １ ０ 】

　 主 題 の 遺 伝 子 改 変 生 物 （ 例 え ば 、 細 胞 が 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 自 然

発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ

ｓ ９ ； 等 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 生 物 ） は 、 い か な る 生 物 で あ っ て も よ く 、

例 え ば 、 植 物 ； 藻 類 ； 無 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 刺 胞 動 物 、 棘 皮 動 物 、 虫 、 ハ エ 等 ） ； 脊 椎 動

物 （ 例 え ば 、 魚 （ 例 え ば 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、 フ グ 、 キ ン ギ ョ 等 ） 、 両 生 類 動 物 （ 例 え ば

、 サ ン シ ョ ウ ウ オ 、 カ エ ル 等 ） 、 爬 虫 類 動 物 、 鳥 、 哺 乳 動 物 等 ） ； 有 蹄 動 物 （ 例 え ば 、 ヤ

ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 雌 ウ シ 等 ） ； げ っ 歯 類 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、

モ ル モ ッ ト ） ； ウ サ ギ 目 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ ） ； 等 が 含 ま れ る 。

【 ０ ３ １ １ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ

ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列

番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か

に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８

５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％

の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ ３ １ ２ 】

遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物

　 上 記 の よ う に 、 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 核 酸 （ 例 え ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異

型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） ま た は 主 題 の 組 み 換

え 発 現 ベ ク タ ー は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 遺 伝 子 導 入 動 物 を 作 製 す る た

め の 導 入 遺 伝 子 と し て 用 い ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異

型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 主 題 の 核 酸 を 含

む 導 入 遺 伝 子 を 含 む 、 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、

遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 の ゲ ノ ム は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 主 題 の ヌ ク

レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 は 、 遺 伝 子 改

変 に と っ て ホ モ 接 合 性 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 は 、

遺 伝 子 改 変 に と っ て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 導 入 非 ヒ

ト 動 物 は 、 脊 椎 動 物 、 例 え ば 、 魚 （ 例 え ば 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、 キ ン ギ ョ 、 フ グ 、 洞 窟 魚

等 ） 、 両 生 類 動 物 （ カ エ ル 、 サ ン シ ョ ウ ウ オ 等 ） 、 鳥 （ 例 え ば 、 ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ
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ウ 等 ） 、 爬 虫 類 動 物 （ 例 え ば 、 ヘ ビ 、 ト カ ゲ 等 ） 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 有 蹄 動 物 、 例 え ば

、 ブ タ 、 雌 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 等 ； ウ サ ギ （ 例 え ば 、 ウ サ ギ ） ； げ っ 歯 類 動 物 （ 例 え ば 、

ラ ッ ト 、 マ ウ ス ） ； 非 ヒ ト 霊 長 類 ； 等 ） 等 で あ る 。

【 ０ ３ １ ３ 】

　 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち

、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 外 来 性 核 酸 は 、 未 知 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 得 （ す な わ ち 、 そ れ に 作 動 可 能

に 連 結 し て い る ） （ 例 え ば 、 核 酸 が 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 無 作 為 に 組 み 込 ま れ た 場 合 ） 、 ま た

は 、 公 知 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 得 る （ す な わ ち 、 そ れ に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る

） 。 適 切 な 公 知 の プ ロ モ ー タ ー は 、 い か な る 公 知 の プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ く 、 恒 常 的

活 性 型 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー ） 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 熱

シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 ス テ ロ イ ド 調 節 プ ロ モ ー タ

ー 、 金 属 調 節 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 調 節 プ ロ モ ー タ ー 等 ） 、 空 間 限 定 的 お よ

び ／ ま た は 時 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 細 胞 型 特 異 的 プ

ロ モ ー タ ー 等 ） 等 が 含 ま れ る 。

【 ０ ３ １ ４ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ

ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列

番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か

に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８

５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％

の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ ３ １ ５ 】

遺 伝 子 導 入 植 物

　 上 記 の よ う に 、 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 核 酸 （ 例 え ば 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異

型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） ま た は 主 題 の 組 み 換

え 発 現 ベ ク タ ー は 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 遺 伝 子 導 入 植 物 を 作 製 す る た

め の 導 入 遺 伝 子 と し て 用 い ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異

型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 主 題 の 核 酸 を 含

む 導 入 遺 伝 子 を 含 む 、 遺 伝 子 導 入 植 物 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子

導 入 植 物 の ゲ ノ ム は 主 題 の 核 酸 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 導 入 植 物 は

、 遺 伝 子 改 変 に と っ て ホ モ 接 合 性 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 導 入 植 物

は 、 遺 伝 子 改 変 に と っ て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ る 。

【 ０ ３ １ ６ 】

　 外 来 性 核 酸 を 植 物 細 胞 に 導 入 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 そ の よ う な

植 物 細 胞 は 、 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 「 形 質 転 換 さ れ て い る 」 と み な さ れ る 。 適 切 な 方

法 に は 、 ウ イ ル ス 感 染 （ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 等 ） 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 接 合 （ ｃ ｏ

ｎ ｊ ｕ ｇ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 、 原 形 質 融 合 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 技 術 、

リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 シ リ コ ン カ ー バ イ ド ウ ィ ス カ ー

技 術 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 介 在 性 形 質 転 換 等 が 含 ま れ る 。 方 法 の 選 択 は 、 一 般 的 に は 、

形 質 転 換 さ れ る 細 胞 の 種 類 お よ び 形 質 転 換 が 起 こ る 環 境 （ す な わ ち 、 イ ン ビ ト ロ 、 エ キ ソ

ビ ボ 、 ま た は イ ン ビ ボ ） に 依 存 す る 。

【 ０ ３ １ ７ 】

　 土 壌 細 菌 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Ａ ｇ ｒ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｔ ｕ

ｍ ｅ ｆ ａ ｃ ｉ ｅ ｎ ｓ ） に 基 づ く 形 質 転 換 法 は 、 外 来 性 核 酸 分 子 を 維 管 束 植 物 に 導 入 す る の

に 特 に 有 用 で あ る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 の 野 生 型 は 、 宿 主 植 物 に お け る 腫 瘍 形 成 性 ク ラ

ウ ン ゴ ー ル 成 長 の 生 成 を 指 示 す る Ｔ ｉ （ 腫 瘍 誘 導 性 ） プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 。 植 物 ゲ ノ ム

へ の Ｔ ｉ プ ラ ス ミ ド の 腫 瘍 誘 導 性 Ｔ － Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 導 入 は 、 Ｔ ｉ プ ラ ス ミ ド に コ ー ド さ れ
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た 病 原 性 遺 伝 子 お よ び 導 入 さ れ る 領 域 を 表 す 一 連 の 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 反 復 で あ る Ｔ － Ｄ Ｎ Ａ ボ ー

ダ ー を 必 要 と す る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 に 基 づ く ベ ク タ ー は 、 腫 瘍 誘 導 性 機 能 が 植 物 宿

主 に 導 入 さ れ る 目 的 の 核 酸 配 列 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 、 Ｔ ｉ プ ラ ス ミ ド の 修 飾 形 態 で あ

る 。

【 ０ ３ １ ８ 】

　 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 介 在 性 形 質 転 換 は 、 一 般 的 に 、 Ｔ ｉ プ ラ ス ミ ド の 成 分 が 、 ア グ ロ

バ ク テ リ ウ ム 属 宿 主 内 に 恒 久 的 に 存 在 し 病 原 性 遺 伝 子 を 保 有 す る ヘ ル パ ー ベ ク タ ー 、 お よ

び Ｔ － Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 結 合 し た 目 的 の 遺 伝 子 を 含 有 す る シ ャ ト ル ベ ク タ ー の 間 で 分 割 さ れ て

い る 、 共 統 合 ベ ク タ ー ま た は 二 成 分 ベ ク タ ー 系 を 用 い る 。 種 々 の 二 成 分 ベ ク タ ー は 当 該 技

術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 ク ロ ン テ ッ ク 社 （ Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ ） （ カ リ フ ォ ル

ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） か ら 市 販 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 を 、 培 養 植 物 細

胞 ま た は 葉 組 織 、 根 外 植 片 、 子 葉 下 部 （ ｈ ｙ ｐ ｏ ｃ ｏ ｔ ｙ ｌ ｅ ｄ ｏ ｎ ） 、 茎 断 片 も し く は

塊 茎 等 の 損 傷 組 織 と 共 に 共 培 養 す る 方 法 も 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、

Glick and Thompson, (eds.), Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology

, Boca Raton, Fla.: CRC Press (1993)を 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ３ １ ９ 】

　 マ イ ク ロ 射 出 （ ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｐ ｒ ｏ ｊ ｅ ｃ ｔ ｉ ｌ ｅ ） に よ る 形 質 転 換 も 、 主 題 の 遺 伝 子 導

入 植 物 を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 Klein et al. (Nature 327:70-73 (1987))

に 最 初 に 報 告 さ れ た こ の 方 法 は 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 ス ペ ル ミ ジ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ

コ ー ル を 用 い た 沈 殿 に よ り 所 望 の 核 酸 分 子 で 被 膜 さ れ た 金 ま た は タ ン グ ス テ ン 等 の マ イ ク

ロ 射 出 に 依 存 し て い る 。 マ イ ク ロ 射 出 粒 子 は 、 Ｂ Ｉ Ｏ Ｌ Ｉ Ｓ Ｔ Ｉ Ｃ 　 Ｐ Ｄ － １ ０ ０ ０ （ バ

イ オ ラ ド 社 （ Ｂ ｉ ｏ ｒ ａ ｄ ） ； カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ハ ー キ ュ リ ー ズ ） 等 の 装 置 を 用 い て 、 被

子 植 物 組 織 内 に 高 速 で 加 速 さ れ る 。

【 ０ ３ ２ ０ 】

　 主 題 の 核 酸 は 、 核 酸 が 植 物 細 胞 （ 複 数 可 ） に 侵 入 で き る よ う な 方 法 、 例 え ば 、 イ ン ビ ボ

ま た は エ キ ソ ビ ボ の プ ロ ト コ ル で 、 植 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。 「 イ ン ビ ボ 」 と は 、 核

酸 が 、 生 き て い る 状 態 の 植 物 に 、 例 え ば 浸 透 に よ っ て 導 入 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 「 エ キ

ソ ビ ボ 」 と は 、 細 胞 ま た は 外 植 片 が 植 物 の 外 側 で 改 変 さ れ 、 係 る 細 胞 ま た は 生 物 が 植 物 に

再 生 す る こ と を 意 味 す る 。 植 物 細 胞 の 安 定 な 形 質 転 換 ま た は 遺 伝 子 導 入 植 物 の 確 立 に 適 し

た い く つ か の ベ ク タ ー が 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Weissbach and Weissbach, (1989) Me

thods for Plant Molecular Biology Academic Press、 お よ び Gelvin et al. , (1990) Pl

ant Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Publishersに 記 載 さ れ る も の で あ る 。

具 体 例 と し て は 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス の Ｔ ｉ プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る ベ

ク タ ー 、 お よ び Herrera-Estrella et al. (1983) Nature 303: 209, Bevan (1984) Nucl

Acid Res. 12: 8711-8721, Klee (1985) Bio/Technolo 3: 637-642に 開 示 さ れ る ベ ク タ ー

が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 非 Ｔ ｉ ベ ク タ ー を 用 い て 、 遊 離 Ｄ Ｎ Ａ 送 達 法 （ free D N A deliv

ery technique） で 、 Ｄ Ｎ Ａ を 植 物 お よ び 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 を

用 い る こ と に よ っ て 、 コ ム ギ 、 イ ネ （ Christou (1991) Bio/Technology 9:957-9 and 446

2） お よ び ト ウ モ ロ コ シ （ Gordon-Kam m (1990) Plant Cell 2: 603-618） 等 の 遺 伝 子 導 入

植 物 を 作 製 す る こ と が で き る 。 未 成 熟 の 胚 は 、 単 子 葉 植 物 に 対 す る 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン （

Weeks et al. (1993) Plant Physiol 102: 1077-1084; Vasil (1993) Bio/Technolo 10:

667-674; Wan and Lemeaux (1994) Plant Physiol 104: 37-48） を 使 用 す る 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 送

達 法 に 、 お よ び ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム に よ る Ｄ Ｎ Ａ 輸 送 （ Ishida et al. (1996) Nature Bi

otech 14: 745-750） に 良 好 な 標 的 組 織 に も な り 得 る 。 葉 緑 体 に Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る た め の

例 示 的 な 方 法 は 、 遺 伝 子 銃 法 （ ｂ ｉ ｏ ｌ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ 　 ｂ ｏ ｍ ｂ ａ ｒ ｄ ｍ ｅ ｎ ｔ ） 、 ポ リ エ

チ レ ン グ リ コ ー ル に よ る プ ロ ト プ ラ ス ト の 形 質 転 換 、 お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン で

あ る （ Danieli et al Nat. Biotechnol 16:345-348, 1998; Staub et al Nat. Biotechno

l 18: 333-338, 2000; O＇ Neill et al Plant J. 3:729-738, 1993; Knoblauch et al Na

t. Biotechnol 17: 906-909； 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ５ １ ， ５ １ ３ 号 、 同 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ １

７ 号 、 同 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ １ ８ 号 、 お よ び 同 第 ５ ， ５ ７ ６ ， １ ９ ８ 号 ； 国 際 公 開 第 ９ ５ ／

10

20

30

40

50



(99) JP  6692856  B2  2020.5.13

１ ６ ７ ８ ３ 号 ； 並 び に Boynton et al. , Methods in Enzymology 217: 510-536 (1993), S

vab et al. , Proc. Natl . Acad. Sci. USA 90: 913-917 (1993)、 お よ び McBride et al. ,

 Proc. Nati . Acad. Sci. USA 91: 7301-7305 (1994)） 。 遺 伝 子 銃 法 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ

コ ー ル に よ る プ ロ ト プ ラ ス ト の 形 質 転 換 、 お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の 方 法 に 適 し

た い か な る ベ ク タ ー も 、 葉 緑 体 の 形 質 転 換 の た め の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と し て 適 切

で あ る 。 い か な る ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー も 、 特 に 導 入 法 が ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 使 用 し な

い 場 合 は 、 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ３ ２ １ 】

　 遺 伝 子 改 変 可 能 な 植 物 に は 、 穀 物 類 、 飼 料 作 物 、 果 物 、 野 菜 類 、 油 料 種 子 作 物 、 パ ー ム

ヤ シ 、 樹 木 （ ｆ ｏ ｒ ｅ ｓ ｔ ｒ ｙ ） 、 お よ び ツ ル 植 物 が 含 ま れ る 。 改 変 可 能 な 植 物 の 具 体 例

を 以 下 に 挙 げ る ： ト ウ モ ロ コ シ 、 バ ナ ナ 、 ピ ー ナ ツ 、 フ ィ ー ル ド ピ ー 、 ヒ マ ワ リ 、 ト マ ト

、 ア ブ ラ ナ 、 タ バ コ 、 コ ム ギ 、 オ オ ム ギ 、 カ ラ ス ム ギ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ダ イ ズ 、 ワ タ 、 カ ー

ネ ー シ ョ ン 、 モ ロ コ シ 、 ル ピ ナ ス 、 お よ び イ ネ 。

【 ０ ３ ２ ２ 】

　 本 発 明 は 、 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 、 組 織 、 植 物 体 、 お よ び 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 を

含 有 す る 製 品 も 提 供 す る 。 こ れ ら を 含 む 、 主 題 の 形 質 転 換 細 胞 お よ び そ れ を 含 む 組 織 な ら

び に 製 品 の 特 徴 は 、 ゲ ノ ム に 組 み 混 ま れ た 主 題 の 核 酸 の 存 在 、 な ら び に 部 位 特 異 的 修 飾 ポ

リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち 、 変 異 型 も し く は 異

型 Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 の 、 植 物 細 胞 に よ る 産 生 で あ る 。 本 発 明 の 組 換 え 植 物 細

胞 は 、 組 換 え 細 胞 の 集 団 と し て 、 ま た は 組 織 、 種 子 、 全 植 物 体 、 茎 、 果 実 、 葉 、 根 、 花 、

茎 、 塊 茎 、 穀 粒 、 動 物 飼 料 、 植 物 の 畑 (ｆ ｉ ｅ ｌ ｄ 　 ｏ ｆ 　 ｐ ｌ ａ ｎ ｔ ｓ )な ど と し て 有 用

で あ る 。

【 ０ ３ ２ ３ 】

　 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 自 然 発 生 的 な Ｃ ａ ｓ ９ ； 修 飾 さ れ た 、 す な わ ち

、 変 異 型 も し く は 異 型 の Ｃ ａ ｓ ９ ； キ メ ラ Ｃ ａ ｓ ９ ； 等 ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

を 含 む 核 酸 は 、 未 知 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 得 （ す な わ ち 、 そ れ に 作 動 可 能 に 連 結

し て い る ） （ 例 え ば 、 核 酸 が 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 無 作 為 に 組 み 込 ま れ た 場 合 ） 、 ま た は 、 公

知 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 得 る （ す な わ ち 、 そ れ に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る ） 。 適

切 な 公 知 の プ ロ モ ー タ ー は 、 い か な る 公 知 の プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ く 、 恒 常 的 活 性 型

プ ロ モ ー タ ー 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 空 間 限 定 的 お よ び ／ ま た は 時 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー

等 が 含 ま れ る 。

【 ０ ３ ２ ４ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ

ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列

番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の い ず れ か

に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８

５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％

の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ ３ ２ ５ 】

　 種 子 、 子 孫 植 物 お よ び ク ロ ー ン 物 質 を 含 む 、 主 題 の 遺 伝 子 導 入 植 物 の 生 殖 物 質 も 、 主 題

の 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 。

【 ０ ３ ２ ６ 】

定 義 （ 第 Ｉ Ｉ 部 ）

　 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 細 胞 、 ま た は 生 物 に 適 用 さ れ て 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 自 然

発 生 的 な 」 ま た は 「 無 修 飾 の 」 は 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 細 胞 、 ま た は 生

物 を 指 す 。 例 え ば 、 天 然 源 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 実 験 室 で ヒ ト に よ っ て 意 図 的 に 改 変

さ れ て い な い 、 生 物 （ ウ イ ル ス を 含 む ） 内 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド 配 列 は 、 自 然 発 生 的 で あ る 。

【 ０ ３ ２ ７ 】

　 「 異 種 」 と は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 天 然 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 に そ れ ぞ れ 存
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在 し て い な い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 融 合 変 異 型

Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 変 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、

異 種 ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち Ｃ ａ ｓ ９ 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド ） に 融 合 さ れ 得 る 。 異 種 ポ リ ペ

プ チ ド は 、 融 合 変 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て も 示 さ れ る 活 性 （ 例 え ば

、 酵 素 活 性 ） を 示 し 得 る 。 異 種 核 酸 配 列 を 、 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 に よ っ て ） 変 異 型 Ｃ ａ

ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 し て 、 融 合 変 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を

コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 製 し て も よ い 。

【 ０ ３ ２ ８ 】

　 用 語 「 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 自 然 発 生 的 で な い 、 例 え ば 、 人 の 介 在 に よ っ て 、 ア ミ

ノ 配 列 の ２ つ の 組 み 合 わ さ れ て い な け れ ば 離 れ て い る セ グ メ ン ト の 人 為 的 な 組 み 合 わ せ に

よ っ て 作 製 さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 従 っ て 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 人 の 介 在 の 産 物

で も あ る 。 従 っ て 、 キ メ ラ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド で あ る

。

【 ０ ３ ２ ９ 】

　 「 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 Ｒ

Ｎ Ａ 結 合 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 Ｒ Ｎ Ａ と 結 合 し 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 標 的 化 さ れ

る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ が 結

合 し て い る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に よ っ て 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 標 的 化 さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 で あ る こ と か ら 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ （ 標 的

配 列 ） 内 の 特 定 の 位 置 に 標 的 化 す る 配 列 を 含 む 。

【 ０ ３ ３ ０ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ； 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る 核 酸 ； 等 ） は 、 追 加 の 所 望 の 特 徴 （ 例 え ば 、 改 変 ま た は 調 節 さ れ た 安 定 性 ； 細 胞 内 標 的

化 ； 追 跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 ） ； タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 に 対 す る 結 合 部 位 ；

等 ） を 与 え る 修 飾 ま た は 配 列 を 含 む 。 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ５ ＇ キ ャ ッ プ （ 例

え ば 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ル 酸 キ ャ ッ プ （ ｍ
７

Ｇ ） ） ； ３ ＇ ポ リ ア デ ニ ル 化 尾 部 （ す な わ ち

、 ３ ＇ ポ リ （ Ａ ） 尾 部 ） ； リ ボ ス イ ッ チ 配 列 （ 例 え ば 、 安 定 性 の 調 節 、 並 び に ／ ま た は タ

ン パ ク 質 お よ び ／ も し く は タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ る 接 触 の し 易 さ の 調 節 を 可 能 に す る ） ；

Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 位 置 （ 例 え ば 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 葉 緑 体 等 ） に 標 的 化 す る 修 飾 ま た は

配 列 ； 追 跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 分 子 へ の 直 接 結 合 、 蛍 光 検 出 を 促 進 す る 部 分 、 蛍 光 検 出 を 可 能

に す る 配 列 へ の 結 合 等 ） を も た ら す 修 飾 ま た は 配 列 ； タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化 因

子 、 転 写 抑 制 因 子 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 化 酵 素 、 ヒ ス ト ン

ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 等 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 す る タ ン

パ ク 質 ） に 対 す る 結 合 部 位 を 与 え る 修 飾 ま た は 配 列 ； 並 び に そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら

れ る 。

【 ０ ３ ３ １ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 上 記 の 特 徴 の う ち の い ず れ か を

与 え る 追 加 の セ グ メ ン ト を ５ ＇ 末 端 ま た は ３ ＇ 末 端 の い ず れ か に 含 む 。 例 え ば 、 適 切 な 第

三 セ グ メ ン ト は 、 ５ ＇ キ ャ ッ プ （ 例 え ば 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ル 酸 キ ャ ッ プ （ ｍ
７

Ｇ ） ） ；

３ ＇ ポ リ ア デ ニ ル 化 尾 部 （ す な わ ち 、 ３ ＇ ポ リ （ Ａ ） 尾 部 ） ； リ ボ ス イ ッ チ 配 列 （ 例 え ば

、 安 定 性 の 調 節 、 並 び に ／ ま た は タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ る 接 触 の し 易 さ

の 調 節 を 可 能 に す る ） ； Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 位 置 （ 例 え ば 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 葉 緑 体 等 ）

に 標 的 化 す る 配 列 ； 追 跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 分 子 へ の 直 接 結 合 、 蛍 光 検 出 を 促 進 す る 部 分 、 蛍

光 検 出 を 可 能 に す る 配 列 へ の 結 合 等 ） を も た ら す 修 飾 ま た は 配 列 ； タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、

転 写 活 性 化 因 子 、 転 写 抑 制 因 子 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 化 酵

素 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 等 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ に

作 用 す る タ ン パ ク 質 ） に 対 す る 結 合 部 位 を 与 え る 修 飾 ま た は 配 列 ； 並 び に そ れ ら の 組 み 合

わ せ を 含 み 得 る 。

【 ０ ３ ３ ２ 】
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　 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 主 題 の 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 複 合 体 を 形 成 す る

（ す な わ ち 、 非 共 有 結 合 性 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 す る ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と に よ っ て 、 標 的 特 異 性 を 複 合 体 に

与 え る 。 複 合 体 の 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 部 位 特 異 的 活 性 を 与 え る 。 言 い 換 え れ ば 、 部

位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ 自 体 が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト と

結 合 す る こ と に よ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 例 え ば 、 染 色 体 核 酸 内 の 標 的 配 列 ； 染 色 体 外 核

酸 （ 例 え ば 、 エ ピ ソ ー ム 核 酸 、 ミ ニ サ ー ク ル 等 ） 内 の 標 的 配 列 ； ミ ト コ ン ド リ ア 核 酸 内 の

標 的 配 列 ； 葉 緑 体 核 酸 内 の 標 的 配 列 ； プ ラ ス ミ ド 内 の 標 的 配 列 ； 等 ） に 誘 導 さ れ る 。

【 ０ ３ ３ ３ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ つ の 別 々 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子

（ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） を 含 み 、 「 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 二 分 子 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 単 一 Ｒ

Ｎ Ａ 分 子 （ 単 一 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） で あ り 、 本 明 細 書 で は 「 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

Ｒ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 。 特 に 断 り が な け れ ば 、 用 語 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 は 、 単 一 分 子 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 両 方 を 包 括 的 に 指 す 。

【 ０ ３ ３ ４ 】

　 主 題 の 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ つ の 別 々 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 お よ

び 「 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ） を 含 む 。 主 題 の 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は そ

れ ぞ れ 、 互 い に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 含 み 、 そ の 結 果 、 ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補

的 ヌ ク レ オ チ ド は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を

形 成 す る 。

【 ０ ３ ３ ５ 】

　 主 題 の 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 互 い に 対 し 相 補 的 で あ り 、 介 在 ヌ ク レ オ チ ド （

「 リ ン カ ー 」 ま た は 「 リ ン カ ー ヌ ク レ オ チ ド 」 ） に よ っ て 共 有 結 合 的 に 連 結 し 、 ハ イ ブ リ

ダ イ ズ し て タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） を 形 成

し 、 そ れ に よ り ス テ ム ル ー プ 構 造 を も た ら す 、 ２ 本 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 （ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ

び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ） を 含 む 。 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端

お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 を 介 し て 共 有 結 合 的 に 連 結 し 得 る 。 あ る い は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 を 介 し

て 共 有 結 合 的 に 連 結 し 得 る 。

【 ０ ３ ３ ６ 】

　 例 示 的 な 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 （ 「 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た

は 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト 」 ） 分 子 お よ び 対

応 す る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 （ 「 ト ラ ン ス 作 動 性 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 活 性 化 Ｒ

Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 」 ） 分 子 を 含 む 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 （ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ） は

、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト （ 一 本 鎖 ） お よ び Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の

タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の 半 分 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 （ 「 二 本

鎖 形 成 セ グ メ ン ト 」 ） の 両 方 を 含 む 。 対 応 す る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 （ 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ）

は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の も う 半 分 を 形

成 す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 （ 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト ） を 含 む 。 言 い 換 え れ ば 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分

子 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に 対 し 相 補 的 で そ れ と

ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖

を 形 成 す る 。 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 は 、 対 応 す る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子

を 有 す る と 言 う こ と が で き る 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 は さ ら に 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン

ト を 与 え る 。 従 っ て 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 は （ 対 応 す る 対 と

し て ） ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る 。 所 与 の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ま た は

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 正 確 な 配 列 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 が 存 在 す る 種 類 に 特 有 で あ る 。

【 ０ ３ ３ ７ 】

　 用 語 「 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 は 、 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 を 意

味 し て 、 本 明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 用 語 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 は 、 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ
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Ａ の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 様 分 子 を 意 味 し て 、 本 明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 用 語 「 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン

ト 」 は 、 対 応 す る 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ま た は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に ハ イ ブ リ

ダ イ ズ す る こ と で ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の 形 成 に 寄 与 す る 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 意 味 し て 、 本 明 細 書 で は 使 用 さ れ る 。 言 い 換 え れ ば 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は

、 対 応 す る 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト に 対 し 相 補 的 な 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト を

含 む 。 従 っ て 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト を 含 み 、 一 方 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 二 本

鎖 形 成 セ グ メ ン ト お よ び Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の 両 方 を 含 む 。 従

っ て 、 主 題 の 二 重 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 い か な る 対 応 す る 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ 対 か ら 成 っ て い て も よ い 。

【 ０ ３ ３ ８ 】

　 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ と の 調 節 さ れ た （ す な わ ち

、 条 件 的 な ） 結 合 を 可 能 に す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

は 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 両 方 が 機 能 的 な 複 合 体 の 形 態 で ｄ Ｃ ａ ｓ ９ と 結 合 し

な い 限 り 機 能 的 に な ら な い た め 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 結 合 を 誘 導 性 と す る

こ と に よ っ て 、 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 、 誘 導 性 （ 例 え ば 、 薬 剤 誘 導 性 ） に す る こ と

が で き る 。 １ つ の 非 限 定 例 と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー を 用 い る こ と で 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の 標

的 化 Ｒ Ｎ Ａ と の 結 合 を 制 御 （ す な わ ち 、 調 節 ） す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ

お よ び ／ ま た は 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 配 列 を 含 み 得 る 。

【 ０ ３ ３ ９ 】

　 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 一 般 的 に リ ボ ス イ ッ チ の 合 成 バ

ー ジ ョ ン で あ る 。 用 語 「 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 」 お よ び 「 リ ボ ス イ ッ チ 」 は 本 明 細 書 で 同 義 的

に 使 用 さ れ て 、 合 成 核 酸 配 列 お よ び 天 然 核 酸 配 列 で あ っ て 、 そ れ ら が 一 部 と し て 含 ま れ る

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 構 造 （ お よ び 、 従 っ て 、 特 定 の 配 列 の 利 用 能 ） の 誘 導 性 調 節 を 与 え る 合 成 核

酸 配 列 お よ び 天 然 核 酸 配 列 の 両 方 を 包 含 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー は 通 常 、 特 定 の 構 造 （ 例

え ば 、 ヘ ア ピ ン ） に 折 り 畳 ま れ る 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 が 特 定 の 薬 剤 （ 例 え ば 、 小 分 子 ）

と 特 異 的 に 結 合 す る 。 薬 剤 の 結 合 は Ｒ Ｎ Ａ の 折 り 畳 み に お け る 構 造 変 化 を も ら た し 、 そ れ

に よ っ て 、 ア プ タ マ ー が 一 部 と し て 含 ま れ る 核 酸 の 特 徴 が 変 化 さ れ る 。 非 限 定 例 と し て 、

（ ｉ ） ア プ タ マ ー を 有 す る 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ア プ タ マ ー が 適 切 な 薬 剤 と 結 合 し な い 限 り 、

同 種 の （ ｃ ｏ ｇ ｎ ａ ｔ ｅ ） 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る こ と が で き ず ； （ ｉ ｉ ） ア プ タ マ ー を

有 す る 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ア プ タ マ ー が 適 切 な 薬 剤 と 結 合 し な い 限 り 、 同 種 の 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ

に 結 合 す る こ と が で き ず ； （ ｉ ｉ ｉ ） 異 な る 薬 剤 と 結 合 す る 異 な る ア プ タ マ ー を そ れ ぞ れ

含 む 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 両 方 の 薬 剤 が 存 在 し な い 限 り 、 互 い に 結 合 す る

こ と が で き な い 。 こ れ ら の 例 に よ っ て 説 明 さ れ る 通 り 、 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 誘 導

性 と な る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ３ ４ ０ 】

　 ア プ タ マ ー お よ び リ ボ ス イ ッ チ の 例 は 、 例 え ば 、 Nakamura et al. , Genes Cells. 2012

 May;17(5):344-64; Vavalle et al. , Future Cardiol. 2012 May;8(3):371-82; Citarta

n et al. , Biosens Bioelectron. 2012 Apr 15;34(1):1-11、 お よ び Liberman et al. , Wi

ley Interdiscip Rev RN A. 2012 May-Jun;3(3):369-84に 見 出 す こ と が で き 、 こ れ ら は 全

て そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ ３ ４ １ 】

　 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に 含 ま れ 得 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 非 限 定 例 と し て は 、 配 列 番

号 ６ ７ １ ～ ６ ７ ８ に 記 載 の 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ か １ つ の 二 本 鎖 形 成 セ グ メ ン ト （ ｓ ｅ ｑ

ｍ ｅ ｎ ｔ ） と 対 合 す る こ と が で き る 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ ６ ６ ～ ５ ６ ７ ） が

挙 げ ら れ る 。

【 ０ ３ ４ ２ 】

　 例 示 的 な 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成

す る ２ 本 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ま た は そ の 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） の ２ 本 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 一 方

は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 さ れ る 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 の １ つ
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に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 同 一

で あ る 。 例 え ば 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ま た は そ の 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） の ２

本 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 一 方 は 、 配 列 番 号 ４ ３ １ ～ ５ ６ ２ に 記 載 さ れ る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ 配 列 の １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少 な く

と も 約 ６ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８

０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 同 一

、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 同 一 ま た は １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 。

【 ０ ３ ４ ３ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ま た は そ の 鎖 を コ ー ド す

る Ｄ Ｎ Ａ ） の ２ 本 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 一 方 は 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ に 記 載 さ れ

る 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 の １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連 続 ヌ ク レ

オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 同 一 で あ る 。 例 え ば 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

（ ま た は そ の 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） の ２ 本 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 一 方 は 、 配 列 番 号

５ ６ ３ ～ ６ ７ ９ に 記 載 さ れ る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の １ つ に 対 し て 、 一 連 の 少 な く と も ８ 個 の 連

続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 同 一 、 少 な く

と も 約 ７ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９

０ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 同 一 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 同 一

ま た は １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 。

【 ０ ３ ４ ４ 】

　 上 記 の よ う に 、 「 宿 主 細 胞 」 は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト

ロ に お け る 真 核 細 胞 、 原 核 細 胞 （ 例 え ば 、 細 菌 細 胞 ま た は 古 細 菌 細 胞 ） 、 ま た は 単 細 胞 の

独 立 体 と し て 培 養 さ れ る 多 細 胞 生 物 由 来 の 細 胞 （ 例 え ば 、 細 胞 株 ） を 示 し 、 真 核 細 胞 ま た

は 原 核 細 胞 は 核 酸 の レ シ ピ エ ン ト と し て 使 用 さ れ 得 る 、 も し く は 使 用 さ れ て お り 、 核 酸 に

よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 原 細 胞 の 子 孫 も 含 ま れ る 。 単 一 細 胞 の 子 孫 は 、 自 然 変 異 、 偶 発 的 変

異 、 ま た は 意 図 的 な 変 異 が あ る た め に 、 形 態 に お い て 、 ま た は ゲ ノ ム も し く は 全 Ｄ Ｎ Ａ の

相 補 体 （ ｃ ｏ ｍ ｐ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ） に お い て 、 元 の 親 と 必 ず し も 完 全 に 同 一 で な く て も よ い

こ と が 理 解 さ れ る 。 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 （ 「 遺 伝 子 改 変 宿 主 細 胞 」 と も 称 さ れ る ） は 、 異

種 核 酸 （ 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー ） を 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 で あ る 。 例 え ば 、 主 題 の 細 菌 宿 主

細 胞 は 、 適 切 な 細 菌 宿 主 細 胞 へ の 外 来 性 核 酸 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ま た は 組 み 換 え 発 現 ベ

ク タ ー ） の 導 入 に よ る 遺 伝 子 改 変 さ れ た 細 菌 性 宿 主 細 胞 で あ り 、 主 題 の 真 核 生 物 宿 主 細 胞

は 、 適 切 な 真 核 生 物 性 宿 主 細 胞 へ の 外 来 性 核 酸 の 導 入 に よ る 遺 伝 子 改 変 さ れ た 真 核 生 物 性

宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 哺 乳 類 生 殖 細 胞 ） で あ る 。

【 ０ ３ ４ ５ 】

　 「 定 義 （ 第 一 部 ） 」 に 記 載 さ れ た 定 義 は 、 本 セ ク シ ョ ン に も 適 用 可 能 で あ る ； さ ら な る

用 語 説 明 は 、 「 定 義 （ 第 一 部 ） 」 を 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ３ ４ ６ 】

　 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 前 に 、 本 発 明 が 記 載 さ れ る 特 定 の 実 施 形 態 に 限 定 さ れ ず 、 従 っ

て 、 当 然 の こ と な が ら 、 変 更 さ れ 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 専 門 用

語 は 特 定 の 実 施 形 態 を 説 明 す る こ と の み を 目 的 と し て お り 、 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 特 許 請

求 の 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る た め 、 限 定 を 意 図 す る も の で は な い こ と も 理 解 さ れ た い

。

【 ０ ３ ４ ７ 】

　 数 値 の 範 囲 が 与 え ら れ た 場 合 、 そ の 範 囲 の 上 限 値 と 下 限 値 の 間 の 、 文 脈 に よ っ て 特 に 明

示 さ れ な い 限 り は 下 限 値 の 単 位 の １ ０ 分 の １ ま で の 、 間 に 挟 ま れ た 各 値 、 お よ び そ の 記 載

の 範 囲 内 の あ ら ゆ る 他 の 記 載 さ れ た 、 ま た は 間 に 挟 ま れ た 数 値 は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る こ

と を 理 解 さ れ た い 。 こ れ ら の よ り 小 さ な 範 囲 の 上 限 値 お よ び 下 限 値 は 、 そ の よ り 小 さ な 範

囲 内 に 独 立 し て 含 ま れ て も よ く 、 こ れ も ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る が 、 記 載 範 囲 の 具 体 的 に

除 外 さ れ る 境 界 値 が 適 用 さ れ る 。 記 載 範 囲 が 一 方 ま た は 両 方 の 境 界 値 を 含 む 場 合 、 そ れ ら

の 含 ま れ る 境 界 値 の 一 方 ま た は 両 方 を 除 外 し た 範 囲 も ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。

【 ０ ３ ４ ８ 】
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　 別 途 定 義 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 全 て の 専 門 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 発

明 が 属 す る 技 術 分 野 に お い て 当 業 者 に よ り 一 般 的 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。

本 明 細 書 に 記 載 さ れ る も の と 同 様 ま た は 等 価 で あ る い か な る 方 法 お よ び 材 料 も 本 発 明 の 実

施 ま た は 試 験 に 使 用 可 能 で は あ る が 、 こ こ で 、 本 明 細 書 に は 、 好 ま し い 方 法 お よ び 材 料 が

記 載 さ れ る 。 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 全 て の 刊 行 物 は 、 引 用 さ れ た 刊 行 物 と 関 連 し た 方 法 お

よ び ／ ま た は 材 料 を 開 示 お よ び 説 明 す る た め に 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ ３ ４ ９ 】

　 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 場 合 、 単 数 形 「 ａ 」 、 「 ａ ｎ 」 、 お

よ び 「 ｔ ｈ ｅ 」 は 、 文 脈 に よ っ て 特 に 明 示 さ れ な い 限 り 、 複 数 の 指 示 対 象 を 含 む こ と に 注

意 さ れ た い 。 従 っ て 、 例 え ば 、 「 酵 素 的 に 不 活 性 な Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド 」 へ の 言 及 に は

、 複 数 の そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ 、 「 標 的 核 酸 」 へ の 言 及 に は 、 一 つ ま た は 複 数

の 標 的 核 酸 お よ び 当 業 者 に 公 知 の そ の 等 価 物 へ の 言 及 が 含 ま れ る 、 等 で あ る 。 さ ら に 、 特

許 請 求 の 範 囲 は 、 い か な る 任 意 の 要 素 も 除 外 す る よ う に 起 案 す る こ と が で き る こ と を 注 意

さ れ た い 。 従 っ て 、 こ の 記 載 は 、 請 求 項 の 要 素 の 列 挙 に 関 連 し て 、 「 単 に （ ｓ ｏ ｌ ｅ ｌ ｙ

） 」 、 「 の み （ ｏ ｎ ｌ ｙ ） 」 等 の 排 他 的 な 用 語 の 使 用 、 ま た は 「 否 定 的 な 」 制 限 の 使 用 に

先 立 つ 基 準 と し て の 役 割 を 果 た す こ と が 意 図 さ れ る 。

【 ０ ３ ５ ０ 】

　 明 確 化 の た め に 別 々 の 実 施 形 態 に 関 し て 記 載 さ れ る 本 発 明 の あ る 特 定 の 特 徴 は 、 単 一 の

実 施 形 態 に お い て 組 み 合 わ さ れ て 提 供 さ れ て も よ い こ と が 理 解 さ れ る 。 逆 に 、 簡 潔 さ の た

め に 単 一 の 実 施 形 態 に 関 し て 記 載 さ れ る 本 発 明 の 種 々 の 特 徴 は 、 別 々 に 提 供 さ れ て も よ い

し 、 あ る い は 任 意 の 適 切 な 副 組 合 せ で 提 供 さ れ て も よ い 。 本 発 明 に 関 連 す る 全 て の 実 施 形

態 の 組 み 合 わ せ は 、 そ れ ぞ れ お よ び 全 て の 組 み 合 わ せ が あ た か も 個 々 に 且 つ 明 示 的 に 開 示

さ れ た か の 如 く 、 本 発 明 に 具 体 的 に 包 含 さ れ 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 。 さ ら に 、 種 々 の 実

施 形 態 お よ び そ の 要 素 の 全 て の 副 組 合 せ も 、 そ れ ぞ れ お よ び 全 て の そ の よ う な 副 組 み 合 わ

せ が あ た か も 個 々 に 且 つ 明 示 的 に 本 明 細 書 で 開 示 さ れ た か の 如 く 、 本 発 明 に 具 体 的 に 包 含

さ れ 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 。

【 ０ ３ ５ １ 】

　 本 明 細 書 で 考 察 さ れ る 刊 行 物 は 、 本 出 願 の 出 願 日 よ り も 前 の そ の 開 示 の み に 対 し て 提 供

さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の も の は い ず れ も 、 本 発 明 が 、 先 願 発 明 に よ り そ の よ う な 刊 行 物

に 先 行 す る 権 利 が な い と い う 承 認 と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。 さ ら に 、 提 供 さ れ る 刊

行 物 の 日 付 は 、 実 際 の 刊 行 日 と は 異 な る 場 合 が あ り 、 別 に 確 認 さ れ る 必 要 が あ り 得 る 。

【 ０ ３ ５ ２ 】

発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 （ 第 二 部 ）

　 本 開 示 は 、 宿 主 細 胞 内 の 標 的 核 酸 の 転 写 を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 概 し て

、 標 的 核 酸 を 、 酵 素 的 に 不 活 性 な Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ と 接 触 さ せ

る こ と を 含 む 。 本 方 法 は 、 種 々 の 用 途 に お い て 有 用 で あ り 、 そ れ も ま た 提 供 さ れ る 。

【 ０ ３ ５ ３ 】

　 本 開 示 の 転 写 調 節 法 に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ が 関 与 す る 方 法 の 欠 点 の い く つ か が 克 服 さ れ る 。

本 開 示 の 転 写 調 節 法 は 、 研 究 用 途 、 創 薬 （ 例 え ば 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ ） 、

タ ー ゲ ッ ト バ リ デ ー シ ョ ン 、 工 業 的 用 途 （ 例 え ば 、 作 物 操 作 ； 微 生 物 操 作 等 ） 、 診 断 用 途

、 治 療 用 途 、 お よ び 画 像 処 理 技 術 を 含 む 、 種 々 様 々 な 適 用 に お い て 有 用 で あ る 。

【 ０ ３ ５ ４ 】

転 写 を 調 節 す る 方 法

　 本 開 示 は 、 宿 主 細 胞 内 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 選 択 的 に 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法

は 、 概 し て 、 ａ ） 宿 主 細 胞 に 、 ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ

ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ； お よ び ｉ ｉ ） 低 減 さ れ た エ ン ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク

レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド （ 「 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド

」 ） 、 ま た は 該 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を 導

入 す る こ と を 含 む 。

【 ０ ３ ５ ５ 】
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　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ 「 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 」 ； ま た は 「 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ 」 ； ま た は 「 ｇ Ｒ Ｎ Ａ 」 と

も 称 さ れ る ） は 、 ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第

一 セ グ メ ン ト ； ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト ； お よ び ｉ

ｉ ｉ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト は 、 本 明 細 書 に お い て 「 タ ー ゲ テ ィ ン グ セ グ メ ン ト 」 と 称 さ れ

る 。 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト は 、 本 明 細 書 に お い て 「 タ ン

パ ク 質 結 合 配 列 」 ま た は 「 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 ヘ ア ピ ン 」 、 ま た は 「 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ハ ン ド ル 」 と

も 称 さ れ る 。 「 セ グ メ ン ト 」 と は 、 分 子 の セ グ メ ン ト ／ セ ク シ ョ ン ／ 領 域 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ

Ａ 内 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 ） を 意 味 す る 。 「 セ グ メ ン ト 」 の 定 義 は 、 特 定 の 文 脈 に お

い て 特 に 定 義 さ れ て い な い 限 り 、 特 定 の 全 塩 基 対 数 に 限 定 さ れ ず 、 任 意 の 全 長 で あ る Ｒ Ｎ

Ａ 分 子 の 領 域 を 含 ん で い て も よ く 、 他 の 分 子 に 対 し 相 補 性 を 有 す る 領 域 を 含 ん で い て も 含

ん で い な く て も よ い 。 本 開 示 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 「 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ 」 、 「 単 一 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ 」 、 ま た は 「 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 」 と 本 明 細 書 に お い て 称 さ れ 得 る 、 単 一

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 単 一 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） で あ り 得 る 。 本 開 示 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ は 、 ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 得 る 。 用 語 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｇ Ｒ Ｎ Ａ 」 は

、 二 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ す な わ ち 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ

） の 両 方 を 包 括 的 に 指 す 。

【 ０ ３ ５ ６ 】

　 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る Ｒ Ｎ

Ａ 結 合 部 位 ； お よ び ｉ ｉ ） 低 減 さ れ た エ ン ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 活 性 部

位 を 含 む 。

【 ０ ３ ５ ７ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド は 宿 主 細 胞 内 で 複 合 体 を 形 成 し ；

そ の 複 合 体 は 宿 主 細 胞 内 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 選 択 的 に 調 節 す る 。

【 ０ ３ ５ ８ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 本 開 示 の 転 写 調 節 法 は 、 宿 主 細 胞 内 の 標 的 核 酸 の 選 択 的 調 節 （

例 え ば 、 低 減 ま た は 増 加 ） を 与 え る 。 例 え ば 、 標 的 核 酸 の 転 写 の 「 選 択 的 」 低 減 に よ っ て

、 標 的 核 酸 の 転 写 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ／ 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 非 存 在 下

に お け る 標 的 核 酸 の 転 写 レ ベ ル と 比 較 し て 、 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ２ ０ ％ 、

少 な く と も 約 ３ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ４ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、

少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 ま た は ９ ０ ％ 超 、 低 減

さ れ る 。 標 的 核 酸 の 転 写 の 選 択 的 低 減 は 標 的 核 酸 の 転 写 を 低 減 さ せ る が 、 非 標 的 核 酸 の 転

写 を 実 質 的 に 低 減 さ せ ず 、 例 え ば 、 非 標 的 核 酸 の 転 写 は 、 仮 に 低 減 さ れ た と し て も 、 Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ／ 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 非 存 在 下 に お け る 非 標 的 核 酸 の 転 写

レ ベ ル と 比 較 し て 、 １ ０ ％ 未 満 低 減 さ れ る 。

【 ０ ３ ５ ９ 】

転 写 の 増 加

　 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 「 選 択 的 」 に 増 加 さ れ た 転 写 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ／ 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ

ペ プ チ ド 複 合 体 の 非 存 在 下 に お け る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 レ ベ ル と 比 較 し て 、 少 な く と も 約 １

． １ 倍 （ 例 え ば 、 少 な く と も 約 １ ． ２ 倍 、 少 な く と も 約 １ ． ３ 倍 、 少 な く と も 約 １ ． ４ 倍

、 少 な く と も 約 １ ． ５ 倍 、 少 な く と も 約 １ ． ６ 倍 、 少 な く と も 約 １ ． ７ 倍 、 少 な く と も 約

１ ． ８ 倍 、 少 な く と も 約 １ ． ９ 倍 、 少 な く と も 約 ２ 倍 、 少 な く と も 約 ２ ． ５ 倍 、 少 な く と

も 約 ３ 倍 、 少 な く と も 約 ３ ． ５ 倍 、 少 な く と も 約 ４ 倍 、 少 な く と も 約 ４ ． ５ 倍 、 少 な く と

も 約 ５ 倍 、 少 な く と も 約 ６ 倍 、 少 な く と も 約 ７ 倍 、 少 な く と も 約 ８ 倍 、 少 な く と も 約 ９ 倍

、 少 な く と も 約 １ ０ 倍 、 少 な く と も 約 １ ２ 倍 、 少 な く と も 約 １ ５ 倍 、 ま た は 少 な く と も 約

２ ０ 倍 ） 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 増 加 し 得 る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 の 選 択 的 増 加 は 、 標 的 Ｄ Ｎ

Ａ の 転 写 を 増 加 さ せ る が 、 非 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は 実 質 的 に 増 加 さ せ ず 、 例 え ば 、 非 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ の 転 写 は 、 仮 に 増 加 さ れ た と し て も 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ／ 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ

ド 複 合 体 の 非 存 在 下 に お け る 非 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 レ ベ ル と 比 較 し て 、 約 ５ 倍 未 満 （ 例 え ば

、 約 ４ 倍 未 満 、 約 ３ 倍 未 満 、 約 ２ 倍 未 満 、 約 １ ． ８ 倍 未 満 、 約 １ ． ６ 倍 未 満 、 約 １ ． ４ 倍
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未 満 、 約 １ ． ２ 倍 未 満 、 ま た は 約 １ ． １ 倍 未 満 ） 、 増 加 さ れ る 。

【 ０ ３ ６ ０ 】

　 非 限 定 例 と し て 、 増 加 （ ｉ ｎ ｃ ｒ ｅ ａ ｓ ｅ ｄ ） は 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ を 異 種 配 列 に 融 合 す る こ

と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

に 直 接 作 用 す る こ と に よ り 、 ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ヒ ス ト

ン ま た は 他 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 ） に 作 用 す る こ と に よ り 、 転 写 を 間 接 的 に 増 加 さ せ る

活 性 を 提 供 す る ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー と し て は 、 限 定 は さ れ

な い が 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ

ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ

ー ゼ 活 性 、 脱 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 、 ア デ ニ ル 化 活 性 、 脱 ア デ ニ ル 化 活 性 、 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、

脱 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 リ ボ シ ル 化 活 性 、 脱 リ ボ シ ル 化 活 性 、 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 ま た は 脱 ミ

リ ス ト イ ル 化 活 性 を 与 え る ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ３ ６ １ 】

　 追 加 の 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 標 的 核 酸 の 転 写 の 増 加 を 直

接 与 え る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化 因 子 ま た は そ の 断 片 、 転 写 活 性 化 因 子 を リ ク

ル ー ト す る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、 小 分 子 ／ 薬 剤 応 答 性 転 写 制 御 因 子 等 ） が 挙 げ ら れ

る 。

【 ０ ３ ６ ２ 】

　 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 原 核 生 物 に お け る 転 写 を 増 加 さ せ る 主 題 の 方 法 の 非

限 定 例 に は 、 細 菌 の ワ ン ハ イ ブ リ ッ ド （ Ｂ １ Ｈ ） 系 ま た は ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド （ Ｂ ２ Ｈ ） 系

の 改 変 が 含 ま れ る 。 Ｂ １ Ｈ 系 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン （ Ｂ Ｄ ） は 、 細 菌 性 転 写 活 性

化 ド メ イ ン （ Ａ Ｄ 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ

ラ ー ゼ の α サ ブ ユ ニ ッ ト （ Ｒ Ｎ Ａ Ｐ α ） ） に 融 合 さ れ る 。 従 っ て 、 主 題 の ｄ Ｃ ａ ｓ ９ は 、

Ａ Ｄ を 含 む 異 種 配 列 に 融 合 さ れ 得 る 。 主 題 の ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 が プ ロ モ ー タ ー の

上 流 領 域 に 到 着 す る と （ Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て そ こ に 標 的 化 さ れ て い る ） 、 ｄ Ｃ ａ

ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 の Ａ Ｄ （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ α ） は 、 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ ホ ロ 酵 素 を リ ク ル ー ト し

、 転 写 活 性 化 を も た ら す 。 Ｂ ２ Ｈ 系 に お い て 、 Ｂ Ｄ は Ａ Ｄ に 直 接 融 合 さ れ ず ； 代 わ り に 、

そ れ ら の 相 互 作 用 は タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 （ 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｌ １ １ Ｐ － Ｇ Ａ Ｌ ４ 相 互 作 用 ）

に よ っ て 仲 介 さ れ る 。 主 題 の 方 法 で 使 用 す る の に そ の よ う な 系 を 改 変 す る た め に 、 ｄ Ｃ ａ

ｓ ９ は 、 タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 を 与 え る 第 一 の タ ン パ ク 質 配 列 （ 例 え ば 、 酵 母 Ｇ Ａ Ｌ １ １

Ｐ お よ び ／ ま た は Ｇ Ａ Ｌ ４ タ ン パ ク 質 ） に 融 合 さ れ 得 、 Ｒ Ｎ Ａ α は 、 タ ン パ ク 質 間 相 互 作

用 を 完 成 さ せ る 第 二 の タ ン パ ク 質 配 列 に 融 合 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｌ １ １ Ｐ が ｄ Ｃ ａ ｓ

９ に 融 合 さ れ る 場 合 は Ｇ Ａ Ｌ ４ 、 Ｇ Ａ Ｌ ４ が ｄ Ｃ ａ ｓ ９ に 融 合 さ れ る 場 合 は Ｇ Ａ Ｌ １ １ Ｐ

、 等 ） 。 Ｇ Ａ Ｌ １ １ Ｐ お よ び Ｇ Ａ Ｌ ４ の 間 の 結 合 親 和 性 は 、 結 合 お よ び 転 写 発 生 速 度 の 効

率 を 増 加 さ せ る 。

【 ０ ３ ６ ３ 】

　 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 真 核 生 物 に お け る 転 写 を 増 加 さ せ る 主 題 の 方 法 の 非

限 定 例 に は 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ の 、 活 性 化 ド メ イ ン （ Ａ Ｄ ） （ 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｌ ４ 、 ヘ ル ペ ス ウ イ

ル ス 活 性 化 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ １ ６ ま た は Ｖ Ｐ ６ ４ 、 ヒ ト 核 内 因 子 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 　 ｐ ６ ５ サ ブ ユ

ニ ッ ト 等 ） へ の 融 合 が 含 ま れ る 。 系 を 誘 導 可 能 に す る た め に 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質

の 発 現 は 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｔ ｅ ｔ － Ｏ Ｎ 、 Ｔ ｅ ｔ － Ｏ Ｆ Ｆ 等 ） に よ っ て 制

御 さ れ 得 る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 既 知 の 転 写 応 答 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー

、 エ ン ハ ン サ ー 等 ） 、 既 知 の 上 流 活 性 化 配 列 （ Ｕ Ａ Ｓ ） 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 調 節 可 能 で

あ る と 推 測 さ れ る 未 知 ま た は 既 知 の 機 能 の 配 列 等 を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ 得 る 。

【 ０ ３ ６ ４ 】

追 加 の 融 合 パ ー ト ナ ー

　 転 写 の 増 加 ま た は 減 少 を 達 成 す る た め の 融 合 パ ー ト ナ ー の 非 限 定 例 は 、 図 ５ ４ に 列 挙 さ

れ て お り 、 転 写 活 性 化 因 子 ド メ イ ン お よ び 転 写 抑 制 因 子 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 ク ル ッ ペ ル 結

合 ボ ッ ク ス （ Ｋ ｒ ｕ ｐ ｐ ｅ ｌ 　 ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｄ 　 ｂ ｏ ｘ ） （ Ｋ Ｒ Ａ Ｂ ま た は Ｓ Ｋ Ｄ

） ； Ｍ ａ ｄ 　 ｍ Ｓ Ｉ Ｎ ３ 相 互 作 用 ド メ イ ン （ Ｓ Ｉ Ｄ ） ； Ｅ Ｒ Ｆ 抑 制 因 子 ド メ イ ン （ Ｅ Ｒ Ｄ
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） 等 ） が 含 ま れ る 。 い く つ か の そ の よ う な 例 に お い て 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の 位 置 （ す な わ ち 、 配 列 ） に 標 的 化 さ れ

、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー へ の 結 合 の 阻 止 （ 転 写 活 性 化 因 子 機 能 を 選 択 的 に 阻

害 ） 、 お よ び ／ ま た は 局 所 的 な ク ロ マ チ ン 状 態 の 修 飾 （ 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る ま

た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る 融 合 配 列 が 用 い ら れ た 場 合 ） 等 の 遺 伝

子 座 特 異 的 調 節 を 及 ぼ す 。 い く つ か の 例 に お い て 、 変 化 は 一 過 性 で あ る （ 例 え ば 、 転 写 の

抑 制 ま た は 活 性 化 ） 。 い く つ か の 例 に お い て 、 変 化 は 遺 伝 性 で あ る （ 例 え ば 、 後 成 的 修 飾

が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し た タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム ヒ ス ト ン

） に 起 こ っ た 場 合 ） 。

【 ０ ３ ６ ５ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列 は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に 融 合 さ れ

得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列 は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 に 融 合

さ れ 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列 は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 部 分

（ す な わ ち 、 Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 以 外 の 部 分 ） に 融 合 さ れ 得 る 。

【 ０ ３ ６ ６ 】

　 主 題 の ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る 方 法 の 生 物 学 的 効 果 は 、 い か な る 従 来 の 方 法

（ 例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ ； ク ロ マ チ ン に 基 づ く ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 ク ロ マ チ ン 免 疫

沈 降 （ Ｃ ｈ ｉ Ｐ ） 、 ク ロ マ チ ン イ ン ビ ボ ア ッ セ イ （ Ｃ ｉ Ａ ） 等 ； 等 ） に よ っ て も 検 出 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ３ ６ ７ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の 方 法 は 、 ２ つ 以 上 の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 を

含 む 。 例 え ば 、 同 一 の 標 的 核 酸 内 の ２ つ の 異 な る 標 的 配 列 を 標 的 に す る 、 ２ つ の 異 な る Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 単 一 の 宿 主 細 胞 に 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ３ ６ ８ 】

　 従 っ て 、 例 え ば 、 主 題 の 転 写 調 節 法 は 、 宿 主 細 胞 に 、 ｉ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 第 二 の 標 的 配

列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ

ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト ； お よ び ｉ ｉ ｉ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 第 二 の Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 第 二 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含

む 核 酸 を 導 入 す る こ と を さ ら に 含 み 得 る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 同 一 の 標 的 核 酸 内 の ２

つ の 異 な る タ ー ゲ テ ィ ン グ 配 列 を 標 的 と す る ２ つ の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 は 、

標 的 核 酸 の 転 写 に お け る 調 節 （ 例 え ば 、 減 少 ま た は 増 加 ） の 増 加 を 与 え る 。

【 ０ ３ ６ ９ 】

　 別 の 例 と し て 、 ２ つ の 異 な る 標 的 配 列 を 標 的 に す る 、 ２ つ の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

を 単 一 の 宿 主 細 胞 に 用 い る こ と が で き る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 主 題 の 転 写 調 節 法 は 、 宿 主 細

胞 に 、 ｉ ） 少 な く と も 第 二 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を

含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； ｉ ｉ ） 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト ； お

よ び ｉ ｉ ｉ ） 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 第 二 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 第 二 の Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を 導 入 す る こ と を さ ら に 含 み 得

る 。

【 ０ ３ ７ ０ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 例 え ば 、 単

一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 等 ； ド ナ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；

部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； 等 ） は 、 追 加 の 所 望 の 特 徴 （ 例 え ば 、 改

変 ま た は 調 節 さ れ た 安 定 性 ； 細 胞 内 標 的 化 ； 追 跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 ） ； タ ン パ ク 質 ま た

は タ ン パ ク 質 複 合 体 に 対 す る 結 合 部 位 ； 等 ） を 与 え る 修 飾 ま た は 配 列 を 含 む 。 例 と し て は

、 限 定 は さ れ な い が 、 ５ ＇ キ ャ ッ プ （ 例 え ば 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ル 酸 キ ャ ッ プ （ ｍ
７

Ｇ ）

） ； ３ ＇ ポ リ ア デ ニ ル 化 尾 部 （ す な わ ち 、 ３ ＇ ポ リ （ Ａ ） 尾 部 ） ； リ ボ ス イ ッ チ 配 列 ま た

は ア プ タ マ ー 配 列 （ 例 え ば 、 安 定 性 の 調 節 、 並 び に ／ ま た は タ ン パ ク 質 お よ び ／ も し く は

タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ る 接 触 の し 易 さ の 調 節 を 可 能 に す る ） ； タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 ； ｄ ｓ

Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る 配 列 （ す な わ ち 、 ヘ ア ピ ン ） ） ； Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 位 置 （ 例 え ば 、
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核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 葉 緑 体 等 ） に 標 的 化 す る 修 飾 ま た は 配 列 ； 追 跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 分 子

へ の 直 接 結 合 、 蛍 光 検 出 を 促 進 す る 部 分 、 蛍 光 検 出 を 可 能 に す る 配 列 へ の 結 合 等 ） を も た

ら す 修 飾 ま た は 配 列 ； タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化 因 子 、 転 写 抑 制 因 子 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ

ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 化 酵 素 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、

ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 等 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 す る タ ン パ ク 質 ） に 対 す る 結 合 部 位 を 与

え る 修 飾 ま た は 配 列 ； 並 び に そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ３ ７ １ 】

Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ （ 「 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 」 ） の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト （ ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 配 列 」 ） は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 特 定 の 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 標 的 Ｄ Ｎ

Ａ の 相 補 鎖 ） を 含 む 。

【 ０ ３ ７ ２ 】

言 い 換 え れ ば 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン （ す な わ ち 、 塩 基 対 形 成 ） を 介 し て 配 列 特 異 的 に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る 。 従

っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 変 動 し て も よ く 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が 相 互 作 用 す る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 位 置 を 決 定 す る 。 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の い か な る 所 望 の 配 列 に も ハ イ ブ リ ダ

イ ズ す る よ う に 、 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 に よ っ て ） 改 変 す る こ と が で き る 。

【 ０ ３ ７ ３ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ２ ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し

得 る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ２ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、

約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ

ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 １ ９ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し

得 る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ２

５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、

約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ

ｔ ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ９ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 １

０ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ

、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０

ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約

９ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 １ ０ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。

【 ０ ３ ７ ４ 】

　 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 標 的 配 列 ） に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 ） は 、 少 な く と も 約 １ ２ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 例

え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列

は 、 少 な く と も 約 １ ２ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 １ ５ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 １ ８ ｎ ｔ 、 少 な く と も

約 １ ９ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 少 な く と も 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 少

な く と も 約 ３ ５ ｎ ｔ ま た は 少 な く と も 約 ４ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 約 １ ２ ヌ ク レ

オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 １

２ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～

約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ２ ｎ ｔ ～ 約 １ ９ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ

ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 １

９ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ９ ｎ ｔ ～

約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ

ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 ま た

は 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 標 的 配 列

） に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 ） は 、

少 な く と も 約 １ ２ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。

【 ０ ３ ７ ５ 】
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　 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト

の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 １ ９ ヌ ク レ オ

チ ド 長 で あ る 。

【 ０ ３ ７ ６ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の 相 補 性

パ ー セ ン ト は 、 少 な く と も ６ ０ ％ （ 例 え ば 、 少 な く と も ６ ５ ％ 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 少 な

く と も ７ ５ ％ 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 少 な く と も ９

５ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ％ 、 ま た は １ ０ ０ ％ ） で あ

り 得 る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的

Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の 相 補 性 パ ー セ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 の 標 的 配 列 の ７ 個 の 連

続 す る ５ ＇ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て １ ０ ０ ％ で あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ

標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の 相 補 性 パ ー セ ン

ト は 、 約 ２ ０ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 少 な く と も ６ ０ ％ で あ る 。 い く つ か の 例 に

お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 の 間 の

相 補 性 パ ー セ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 の 標 的 配 列 の １ ４ 個 の 連 続 す る ５ ＇ 末 端 ヌ ク レ

オ チ ド に わ た っ て １ ０ ０ ％ で あ り 、 残 り の 配 列 に わ た っ て は ０ ％ と い う 低 さ で あ る 。 そ の

よ う な 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は 、 １ ４ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る と み な す こ と が で き る 。 い

く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標

的 配 列 の 間 の 相 補 性 パ ー セ ン ト は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 の 標 的 配 列 の ７ 個 の 連 続 す る ５ ＇

末 端 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て １ ０ ０ ％ で あ り 、 残 り の 配 列 に わ た っ て は ０ ％ と い う 低 さ で

あ る 。 そ の よ う な 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 配 列 は ７ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る と み な す こ と が で き

る 。

【 ０ ３ ７ ７ 】

タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト （ す な わ ち 、 「 タ ン パ ク 質 結 合 配 列 」

） は 、 変 異 型 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 。 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ

チ ド が 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 一 緒 に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し た 場 合 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は

低 減 さ れ る 。

【 ０ ３ ７ ８ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖

Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） を 形 成 す る ２ 本 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 含 む 。

【 ０ ３ ７ ９ 】

　 本 開 示 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 互 い に 相 補 的 で あ り 、 介

在 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 ） （ 「 リ ン カ ー 」 ま た は 「

リ ン カ ー ヌ ク レ オ チ ド 」 ） に よ っ て 共 有 結 合 的 に 連 結 し て お り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ ン

パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ま た は 「 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 結 合

ヘ ア ピ ン 」 ） を 形 成 し 、 そ れ に よ っ て ス テ ム ル ー プ 構 造 を も た ら す 、 ２ 本 の ヌ ク レ オ チ ド

鎖 （ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ） を 含 む 。 こ の ス テ ム ル ー プ 構 造 は 、 図 ３ ９ Ａ に 模

式 的 に 示 さ れ る 。 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 お よ び 活

性 化 Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 を 介 し て 共 有 結 合 的 に 連 結 し 得 る 。 あ る い は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び

活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 お よ び 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 を 介 し て 共 有 結

合 的 に 連 結 し 得 る 。

【 ０ ３ ８ ０ 】

　 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、

約 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４

０ ｎ ｔ 、 約 ４ ０ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 ５ ０ ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ６ ０ ｎ ｔ ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、

約 ７ ０ ｎ ｔ ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 ８ ０ ｎ ｔ ～ 約 ９ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 約 ９ ０ ｎ ｔ ～ 約 １ ０ ０ ｎ ｔ の

長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 約 １ ５ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～

約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ
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ｔ ま た は 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。

【 ０ ３ ８ １ 】

　 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 、 約 ６ 塩 基 対 （ ｂ ｐ ） ～ 約 ５ ０ ｂ ｐ の

長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 、 約 ６ ｂ ｐ ～

約 ４ ０ ｂ ｐ 、 約 ６ ｂ ｐ ～ 約 ３ ０ ｂ ｐ 、 約 ６ ｂ ｐ ～ 約 ２ ５ ｂ ｐ 、 約 ６ ｂ ｐ ～ 約 ２ ０ ｂ ｐ 、 約

６ ｂ ｐ ～ 約 １ ５ ｂ ｐ 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 ４ ０ ｂ ｐ 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 ３ ０ ｂ ｐ 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 ２ ５

ｂ ｐ 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 ２ ０ ｂ ｐ ま た は 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 １ ５ ｂ ｐ の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 タ

ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 １ ０ ｂ ｐ 、 約 １ ０ ｂ ｐ ～ 約

１ ５ ｂ ｐ 、 約 １ ５ ｂ ｐ ～ 約 １ ８ ｂ ｐ 、 約 １ ８ ｂ ｐ ～ 約 ２ ０ ｂ ｐ 、 約 ２ ０ ｂ ｐ ～ 約 ２ ５ ｂ ｐ

、 約 ２ ５ ｂ ｐ ～ 約 ３ ０ ｂ ｐ 、 約 ３ ０ ｂ ｐ ～ 約 ３ ５ ｂ ｐ 、 約 ３ ５ ｂ ｐ ～ 約 ４ ０ ｂ ｐ 、 ま た は

約 ４ ０ ｂ ｐ ～ 約 ５ ０ ｂ ｐ の 長 さ を 有 し 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 結

合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は ３ ６ 塩 基 対 の 長 さ を 有 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ ン

パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 相 補 性 パ ー セ

ン ト は 、 少 な く と も 約 ６ ０ ％ で あ り 得 る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ ン パ ク 質 結 合 セ

グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 相 補 性 パ ー セ ン ト は 、 少 な

く と も 約 ６ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少 な

く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ 、 ま た

は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ で あ り 得 る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ ン パ ク

質 結 合 セ グ メ ン ト の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 相 補 性 パ ー セ ン ト

は 、 １ ０ ０ ％ で あ る 。

【 ０ ３ ８ ２ 】

　 リ ン カ ー は 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 リ

ン カ ー は 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ９ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ８ ０

ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ

、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約

３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ ま た は 約

３ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 １ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 リ ン カ ー は 、 約 ３ ｎ ｔ

～ 約 ５ ｎ ｔ 、 約 ５ ｎ ｔ ～ 約 １ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ０ ｎ ｔ ～ 約 １ ５ ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ

、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ 、 約 ２ ５ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ５ ｎ ｔ 、 約 ３ ５

ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 ４ ０ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 ５ ０ ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ６ ０ ｎ ｔ ～ 約

７ ０ ｎ ｔ 、 約 ７ ０ ｎ ｔ ～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 ８ ０ ｎ ｔ ～ 約 ９ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 約 ９ ０ ｎ ｔ ～ 約 １

０ ０ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の リ ン カ

ー は ４ ｎ ｔ で あ る 。

【 ０ ３ ８ ３ 】

　 適 切 な タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト （ す な わ ち 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ハ ン ド ル ） 内 に 含 ま れ 得 る ヌ

ク レ オ チ ド 配 列 の 非 限 定 例 は 、 配 列 番 号 ５ ６ ３ ～ ６ ８ ２ に 記 載 さ れ る （ 例 え ば 、 図 ８ お よ

び 図 ９ を 参 照 ） 。

【 ０ ３ ８ ４ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 適 切 な タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト は 、 上 記 配 列 の い ず れ か １ つ

と １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ま た は ５ ヌ ク レ オ チ ド 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。

【 ０ ３ ８ ５ 】

安 定 性 制 御 配 列 （ 例 え ば 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー セ グ メ ン ト ）

　 安 定 性 制 御 配 列 は 、 Ｒ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 活 性 化 Ｒ Ｎ

Ａ 等 ） の 安 定 性 に 影 響 を 与 え る 。 適 切 な 安 定 性 制 御 配 列 の 一 例 は 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー セ

グ メ ン ト （ す な わ ち 、 転 写 終 結 配 列 ） で あ る 。 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 タ ー ミ ネ

ー タ ー セ グ メ ン ト は 、 約 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 約 １ ０ ヌ ク

レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ２ ０ ｎ ｔ 、 約 ２ ０ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ 、 約 ３ ０ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約

４ ０ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 ５ ０ ｎ ｔ ～ 約 ６ ０ ｎ ｔ 、 約 ６ ０ ｎ ｔ ～ 約 ７ ０ ｎ ｔ 、 約 ７ ０ ｎ ｔ

～ 約 ８ ０ ｎ ｔ 、 約 ８ ０ ｎ ｔ ～ 約 ９ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 約 ９ ０ ｎ ｔ ～ 約 １ ０ ０ ｎ ｔ の 全 長 を 有 し

得 る 。 例 え ば 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー セ グ メ ン ト は 、 約 １ ５ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） ～ 約 ８ ０

10

20

30

40

50



(111) JP  6692856  B2  2020.5.13

ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ５ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ４ ０ ｎ ｔ 、 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ３ ０ ｎ ｔ ま た

は 約 １ ５ ｎ ｔ ～ 約 ２ ５ ｎ ｔ の 長 さ を 有 し 得 る 。

【 ０ ３ ８ ６ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 転 写 終 結 配 列 は 、 真 核 細 胞 内 で 機 能 的 な も の で あ る 。 い く つ か

の 例 に お い て 、 転 写 終 結 配 列 は 、 原 核 細 胞 内 で 機 能 的 な も の で あ る 。

【 ０ ３ ８ ７ 】

　 安 定 性 制 御 配 列 （ 例 え ば 、 転 写 終 結 セ グ メ ン ト 、 ま た は 安 定 性 の 増 加 を 与 え る た め の Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 任 意 の セ グ メ ン ト ） 内 に 含 ま れ 得 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 非 限 定 例 は 、

配 列 番 号 ６ ８ ３ ～ ６ ９ ６ に 記 載 さ れ る 配 列 を 含 み 、 例 え ば 、 ５ ＇ － Ｕ Ａ Ａ Ｕ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ａ

Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｕ Ｕ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｕ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ － ５ ＇ （ 配 列 番 号 ７ ９ ５ ） （ Ｒ

ｈ ｏ 非 依 存 的 ｔ ｒ ｐ 終 結 部 位 ） で あ る 。

【 ０ ３ ８ ８ 】

追 加 の 配 列

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ５ ＇ 末 端 ま た は ３ ＇ 末 端 に 少 な

く と も １ つ の 追 加 の セ グ メ ン ト を 含 む 。 例 え ば 、 適 切 な 追 加 の セ グ メ ン ト は 、 ５ ＇ キ ャ ッ

プ （ 例 え ば 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ル 酸 キ ャ ッ プ （ ｍ
７

Ｇ ） ） ； ３ ＇ ポ リ ア デ ニ ル 化 尾 部 （ す

な わ ち 、 ３ ＇ ポ リ （ Ａ ） 尾 部 ） ； リ ボ ス イ ッ チ 配 列 （ 例 え ば 、 安 定 性 の 調 節 、 並 び に ／ ま

た は タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ る 接 触 の し 易 さ の 調 節 を 可 能 に す る ） ； ｄ ｓ

Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 形 成 す る 配 列 （ す な わ ち 、 ヘ ア ピ ン ） ） ； Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 位 置 （ 例 え ば 、

核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 葉 緑 体 等 ） に 標 的 化 す る 配 列 ； 追 跡 （ 例 え ば 、 蛍 光 分 子 へ の 直 接 結

合 、 蛍 光 検 出 を 促 進 す る 部 分 、 蛍 光 検 出 を 可 能 に す る 配 列 へ の 結 合 等 ） を も た ら す 修 飾 ま

た は 配 列 ； タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化 因 子 、 転 写 抑 制 因 子 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル ト ラ ン ス

フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 化 酵 素 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン 脱

ア セ チ ル 化 酵 素 等 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 す る タ ン パ ク 質 ） に 対 す る 結 合 部 位 を 与 え る 修 飾 ま

た は 配 列 ； 増 加 し た 、 低 減 し た 、 お よ び ／ ま た は 制 御 可 能 な 安 定 性 を 与 え る 修 飾 ま た は 配

列 ； 並 び に そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 み 得 る 。

【 ０ ３ ８ ９ 】

同 時 に 存 在 す る 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ が 、 同 一 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は

異 な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 上 の 異 な る 位 置 に お け る 転 写 を 同 時 に 調 節 す る た め に 、 同 一 の 細 胞 に お

い て 同 時 に 用 い ら れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は

、 同 一 の 遺 伝 子 ま た は 転 写 物 ま た は 遺 伝 子 座 を 標 的 と す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て

、 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 異 な る 無 関 係 の 遺 伝 子 座 を 標 的 と す る 。 い く つ か の

実 施 形 態 に お い て 、 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 異 な る が 関 連 し て い る 遺 伝 子 座 を

標 的 と す る 。

【 ０ ３ ９ ０ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 小 さ く 頑 強 （ ｒ ｏ ｂ ｕ ｓ ｔ ） で あ る た め 、 同 一 の 発 現 ベ ク タ ー

上 に 同 時 に 存 在 す る こ と が で き 、 同 一 の 転 写 調 節 下 に あ る こ と さ え 、 そ の よ う に 所 望 さ れ

る 場 合 は 、 で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 ２ つ 以 上 （ 例 え ば 、 ３ 以 上 、 ４ 以 上 、

５ 以 上 、 １ ０ 以 上 、 １ ５ 以 上 、 ２ ０ 以 上 、 ２ ５ 以 上 、 ３ ０ 以 上 、 ３ ５ 以 上 、 ４ ０ 以 上 、 ４

５ 以 上 、 ま た は ５ ０ 以 上 ） の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 （ 同 一 ま た は 異 な る ベ ク タ ー か ら ）

標 的 細 胞 内 で 同 時 に 発 現 さ れ る 。 発 現 し た Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 、 ス ト

レ プ ト コ ッ カ ス ・ サ ー モ フ ィ ラ ス 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア 、 お よ び Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス 等 の

異 な る 細 菌 に 由 来 す る ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に よ っ て 別 々 に 認 識 さ れ 得 る 。

【 ０ ３ ９ １ 】

　 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る た め に 、 Ｃ ｓ ｙ ４ エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に 仲 介

さ れ る 人 工 的 な Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ 系 を 用 い る こ と が で き る 。 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

は 、 （ 例 え ば 、 Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 さ れ た ） 前 駆 転 写 物 上 で 直 列 の 並 び に 連 鎖 さ れ

、 Ｃ ｓ ｙ ４ 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て 分 離 さ れ 得 る 。 共 発 現 し た Ｃ ｓ ｙ ４ タ ン パ ク 質 は 、

前 駆 転 写 物 を 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ に 切 断 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ 系 を 用 い る 利 点
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に は 、 第 一 に 、 複 数 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い る 必 要 が な い こ と ； 第 二 に 、 全 て の Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ が 前 駆 転 写 物 か ら プ ロ セ シ ン グ さ れ る た め 、 そ れ ら の 濃 度 が 同 様 の ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 結

合 に 対 し て 正 規 化 さ れ る こ と 、 が 含 ま れ る 。

【 ０ ３ ９ ２ 】

　 Ｃ ｓ ｙ ４ は 、 緑 膿 菌 （ Ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 　 ａ ｅ ｒ ｕ ｇ ｉ ｎ ｏ ｓ ａ ） 細 菌 に 由 来 す

る 小 分 子 エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ ） タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ｃ ｓ ｙ ４ は 最 小 の １

７ ｂ ｐ Ｒ Ｎ Ａ ヘ ア ピ ン を 特 異 的 に 認 識 し 、 迅 速 （ １ 分 未 満 ） 且 つ 高 い 効 果 （ ９ ９ ． ９ ％ 超

） の Ｒ Ｎ Ａ 切 断 を 示 す 。 大 部 分 の Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ と 異 な り 、 切 断 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 断 片 は 安 定 で 機

能 的 に 活 性 の ま ま で あ る 。 Ｃ ｓ ｙ ４ に 基 づ く Ｒ Ｎ Ａ 切 断 は 、 人 工 的 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ 系

に 再 利 用 さ れ 得 る 。 こ の 系 に お い て 、 １ ７ ｂ ｐ Ｒ Ｎ Ａ ヘ ア ピ ン は 、 単 一 の プ ロ モ ー タ ー か

ら 前 駆 転 写 物 と し て 転 写 さ れ る 複 数 の Ｒ Ｎ Ａ 断 片 の 間 に 挿 入 さ れ る 。 Ｃ ｓ ｙ ４ の 共 発 現 は

個 々 の Ｒ Ｎ Ａ 断 片 を 作 製 す る の に 効 果 的 で あ る 。

【 ０ ３ ９ ３ 】

部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド

　 上 記 で 言 及 し た よ う に 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ

ペ プ チ ド は 複 合 体 を 形 成 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 に 対 し 相 補 的 な

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と に よ り 、 複 合 体 に 対 す る 標 的 特 異 性 を 与 え る 。

【 ０ ３ ９ ４ 】

　 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 低 減 さ れ た エ ン ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ

活 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 本 開 示 の 転 写 調 節 法 で 用 い る の に 適 し た 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的

ポ リ ペ プ チ ド は 、 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 図 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （

配 列 番 号 ８ ） を 含 む 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の エ ン ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性

の 約 ２ ０ ％ 未 満 、 約 １ ５ ％ 未 満 、 約 １ ０ ％ 未 満 、 約 ５ ％ 未 満 、 約 １ ％ 未 満 、 ま た は 約 ０ ．

１ ％ 未 満 を 示 す 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は

、 検 出 可 能 な エ ン ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 実 質 的 に 有 さ な い 。 部 位 特 異 的 ポ リ

ペ プ チ ド が 低 減 さ れ た 触 媒 活 性 を 有 す る 場 合 （ 例 え ば 、 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 が Ｄ １ ０ 、 Ｇ

１ ２ 、 Ｇ １ ７ 、 Ｅ ７ ６ ２ 、 Ｈ ８ ４ ０ 、 Ｎ ８ ５ ４ 、 Ｎ ８ ６ ３ 、 Ｈ ９ ８ ２ 、 Ｈ ９ ８ ３ 、 Ａ ９ ８

４ 、 Ｄ ９ ８ ６ 、 お よ び ／ ま た は Ａ ９ ８ ７ 変 異 、 例 え ば 、 Ｄ １ ０ Ａ 、 Ｇ １ ２ Ａ 、 Ｇ １ ７ Ａ 、

Ｅ ７ ６ ２ Ａ 、 Ｈ ８ ４ ０ Ａ 、 Ｎ ８ ５ ４ Ａ 、 Ｎ ８ ６ ３ Ａ 、 Ｈ ９ ８ ２ Ａ 、 Ｈ ９ ８ ３ Ａ 、 Ａ ９ ８ ４

Ａ 、 お よ び ／ ま た は Ｄ ９ ８ ６ Ａ を 有 す る 場 合 ） の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 該 ポ リ ペ

プ チ ド は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る 能 力 を 保 持 し て い る 限 り

、 部 位 特 異 的 に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に な お 結 合 す る こ と が で き る （ 該 ポ リ ペ プ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化

Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に な お 誘 導 さ れ る た め ） 。

【 ０ ３ ９ ５ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 適 切 な 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ

る Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） の ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ま た は ７ ３ １ ～

１ ０ ０ ３ に 対 し て 、 ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 の

い ず れ か １ つ に お け る 対 応 部 分 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 少

な く と も 約 ８ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ ま た

は １ ０ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。

【 ０ ３ ９ ６ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖

を 切 断 す る こ と が で き る が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 補 鎖 を 切 断 す る 能 力 が 低 下 し て い る 。 例 え

ば 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｒ ｕ ｖ Ｃ ド メ イ ン （ 例 え ば 、 図 ３ の 「 ド メ

イ ン １ 」 ） の 機 能 を 低 減 す る 変 異 （ ア ミ ノ 酸 置 換 ） を 有 し 得 る 。 非 限 定 例 と し て 、 い く つ

か の 例 に お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

の Ｄ １ ０ Ａ （ ア ス パ ラ ギ ン 酸 か ら ア ラ ニ ン ） 変 異 （ ま た は 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７

９ ５ ～ １ ３ ４ ６ に 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） で あ る 。

【 ０ ３ ９ ７ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 補
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鎖 を 切 断 す る こ と が で き る が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 を 切 断 す る 能 力 が 低 下 し て い る 。 例 え

ば 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｎ Ｈ ド メ イ ン （ Ｒ ｕ ｖ Ｃ ／ Ｈ Ｎ Ｈ ／ Ｒ ｕ

ｖ Ｃ ド メ イ ン モ チ ー フ 、 図 ３ の 「 ド メ イ ン ２ 」 ） の 機 能 を 低 減 す る 変 異 （ ア ミ ノ 酸 置 換 ）

を 有 し 得 る 。 非 限 定 例 と し て 、 い く つ か の 例 に お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ

チ ド は 、 Ｈ ８ ４ ０ Ａ （ 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 位 置 ８ ４ ０ に お け る ヒ ス チ ジ ン か ら ア ラ ニ ン

） ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ に 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ

か の 対 応 す る 変 異 で あ る 。

【 ０ ３ ９ ８ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖

お よ び 非 相 補 鎖 の 両 方 を 切 断 す る 能 力 が 低 下 し て い る 。 非 限 定 例 と し て 、 い く つ か の 例 に

お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｄ １ ０

Ａ 変 異 お よ び Ｈ ８ ４ ０ Ａ 変 異 の 両 方 （ ま た は 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４

６ に 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） を 有 す る 。

【 ０ ３ ９ ９ 】

　 他 の 残 基 を 変 異 さ せ て 、 同 一 の 効 果 を 得 る （ す な わ ち 、 １ つ ま た は そ の 他 の ヌ ク レ ア ー

ゼ 部 分 を 失 活 さ せ る ） こ と が で き る 。 非 限 定 例 と し て 、 残 基 Ｄ １ ０ 、 Ｇ １ ２ 、 Ｇ １ ７ 、 Ｅ

７ ６ ２ 、 Ｈ ８ ４ ０ 、 Ｎ ８ ５ ４ 、 Ｎ ８ ６ ３ 、 Ｈ ９ ８ ２ 、 Ｈ ９ ８ ３ 、 Ａ ９ ８ ４ 、 Ｄ ９ ８ ６ 、 お

よ び ／ ま た は Ａ ９ ８ ７ （ ま た は 配 列 番 号 １ ～ ２ ５ ６ お よ び ７ ９ ５ ～ １ ３ ４ ６ と し て 記 載 さ

れ る タ ン パ ク 質 の う ち の い ず れ か の 対 応 す る 変 異 ） を 、 変 化 （ す な わ ち 、 置 換 ） さ せ る こ

と が で き る （ Ｃ ａ ｓ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存 に 関 す る さ ら な る 情 報 に つ い て は 図 ３ 、 図 ５ 、

図 １ １ Ａ 、 お よ び 表 １ を 参 照 ） 。 ま た 、 ア ラ ニ ン 置 換 以 外 の 変 異 も 適 切 で あ る 。

【 ０ ４ ０ ０ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （

「 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 」 ） 、 す な わ ち 、 ｉ ） 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ

チ ド ； お よ び ｂ ） 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ た 異 種 ポ リ ペ プ チ ド （ 「 融 合 パ ー ト ナ ー 」 と も 称

さ れ る ） を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ４ ０ １ 】

　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て も 示 さ れ る 活 性 （ 例 え ば

、 酵 素 活 性 ） （ 例 え ば 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活

性 、 キ ナ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 等 ） を 示 し 得 る 。 異 種 核 酸 配 列 を 別 の 核 酸 配 列 に 連

結 し て （ 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 に よ っ て ） 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る キ メ ラ ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 を 作 製 し て も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 ポ リ ペ プ

チ ド は 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 内 局 在 を 与 え る 異 種 配 列 （ す な わ ち 、 異 種 配 列

は 細 胞 内 局 在 配 列 、 例 え ば 、 核 に 標 的 化 す る た め の 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） ； ミ ト コ

ン ド リ ア に 標 的 化 す る た め の ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 化 シ グ ナ ル ； 葉 緑 体 に 標 的 化 す る た め の

葉 緑 体 局 在 化 シ グ ナ ル ； Ｅ Ｒ 保 留 シ グ ナ ル ； 等 で あ る ） と 融 合 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ

る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列 は 、 追 跡 お よ び /ま た は 精 製 を 容 易 に す る た

め の タ グ （ す な わ ち 、 異 種 配 列 は 検 出 可 能 な 標 識 で あ る ） を 与 え 得 る （ 例 え ば 、 蛍 光 タ ン

パ ク 質 、 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｒ Ｆ Ｐ 、 Ｃ Ｆ Ｐ 、 ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ

ｒ ｙ 、 ｔ ｄ Ｔ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ 等 ； ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 例 え ば 、 ６ Ｘ Ｈ ｉ ｓ タ グ ； 赤 血 球 凝 集 素 （

Ｈ Ａ ） タ グ ； Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ ； Ｍ ｙ ｃ タ グ ； 等 ） 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列

は 、 安 定 性 の 増 加 ま た は 低 減 を 与 え 得 る （ す な わ ち 、 異 種 配 列 は 安 定 性 制 御 ペ プ チ ド 、 例

え ば 、 い く つ か の 例 に お い て 制 御 可 能 な デ グ ロ ン （ 例 え ば 、 温 度 感 受 性 ま た は 薬 剤 に よ り

制 御 可 能 な デ グ ロ ン 配 列 、 下 記 参 照 ） で あ る ） 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列

は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ か ら の 転 写 の 増 加 ま た は 減 少 を 与 え 得 る （ す な わ ち 、 異 種 配 列 は 、 転 写 調

節 配 列 、 例 え ば 、 転 写 因 子 ／ 活 性 化 因 子 ま た は そ の 断 片 、 転 写 因 子 ／ 活 性 化 因 子 を リ ク ル

ー ト す る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、 転 写 抑 制 因 子 ま た は そ の 断 片 、 転 写 抑 制 因 子 を リ ク

ル ー ト す る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、 小 分 子 ／ 薬 剤 応 答 性 転 写 制 御 因 子 等 で あ る ） 。 い

く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 配 列 は 、 結 合 ド メ イ ン を 与 え 得 る （ す な わ ち 、 異 種 配 列

は 、 例 え ば 、 キ メ ラ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 目 的 の 別 の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ま
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た は ヒ ス ト ン 修 飾 タ ン パ ク 質 、 転 写 因 子 ま た は 転 写 抑 制 因 子 、 リ ク ル ー ト タ ン パ ク 質 等 ）

に 結 合 す る 能 力 を 与 え る タ ン パ ク 質 結 合 配 列 で あ る ） 。

【 ０ ４ ０ ２ 】

　 安 定 性 の 増 加 ま た は 低 減 を 与 え る 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 デ グ

ロ ン 配 列 が 含 ま れ る 。 デ グ ロ ン は 、 そ れ ら が 一 部 と な る タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 制 御 す る ア

ミ ノ 酸 配 列 と な る こ と が 、 当 業 者 に 容 易 に 理 解 さ れ る 。 例 え ば 、 デ グ ロ ン 配 列 を 含 む タ ン

パ ク 質 の 安 定 性 は 、 デ グ ロ ン 配 列 に よ っ て 少 な く と も 部 分 的 に 制 御 さ れ る 。 い く つ か の 例

に お い て 、 適 切 な デ グ ロ ン は 、 デ グ ロ ン が 実 験 的 制 御 に 関 係 な く タ ン パ ク 質 安 定 性 に そ の

影 響 を 及 ぼ す よ う に 、 恒 常 的 で あ る （ す な わ ち 、 デ グ ロ ン は 薬 剤 誘 導 性 、 温 度 誘 導 性 等 で

は な い ） 。 い く つ か の 例 に お い て 、 デ グ ロ ン は 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 所 望 の 条 件

に 依 存 し て 「 オ ン 」 （ す な わ ち 、 安 定 な ） ま た は 「 オ フ 」 （ す な わ ち 、 不 安 定 な 、 分 解 さ

れ た ） を 切 り 替 え る こ と が で き る よ う に 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド に 制 御 可 能 な 安 定 性

を 与 え る 。 例 え ば 、 デ グ ロ ン が 温 度 感 受 性 デ グ ロ ン で あ る 場 合 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ

ド は 、 閾 値 温 度 （ 例 え ば 、 ４ ２ ℃ 、 ４ １ ℃ 、 ４ ０ ℃ 、 ３ ９ ℃ 、 ３ ８ ℃ 、 ３ ７ ℃ 、 ３ ６ ℃ 、

３ ５ ℃ 、 ３ ４ ℃ 、 ３ ３ ℃ 、 ３ ２ ℃ 、 ３ １ ℃ 、 ３ ０ ℃ 等 ） 未 満 に お い て 機 能 的 （ す な わ ち 、

「 オ ン 」 、 安 定 ） で あ る が 、 閾 値 温 度 を 超 え た 温 度 で は 非 機 能 的 （ す な わ ち 、 「 オ フ 」 、

分 解 さ れ た ） で あ り 得 る 。 別 の 例 と し て 、 デ グ ロ ン が 薬 剤 誘 導 性 デ グ ロ ン で あ る 場 合 、 薬

剤 の 存 在 ま た は 非 存 在 は 、 該 タ ン パ ク 質 を 「 オ フ 」 （ す な わ ち 、 不 安 定 な ） 状 態 か ら 「 オ

ン 」 （ す な わ ち 、 安 定 な ） 状 態 、 ま た は そ の 逆 に 切 り 替 え る こ と が で き る 。 例 示 的 な 薬 剤

誘 導 性 デ グ ロ ン は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 。 デ グ ロ ン の 安 定 性 は デ グ ロ ン に 結

合 す る 小 分 子 の 存 在 ま た は 非 存 在 に よ っ て 制 御 さ れ る 。

【 ０ ４ ０ ３ 】

　 適 切 な デ グ ロ ン の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｓ ｈ ｉ ｅ ｌ ｄ － １ 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 、 オ ー

キ シ ン 、 お よ び ／ ま た は 温 度 に よ っ て 制 御 さ れ る デ グ ロ ン が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な デ グ ロ ン

の 非 限 定 例 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Dohmen et al. , Science, 1994

. 263(5151): p. 1273-1276: Heat-inducible degron: a method for constructing temp

erature-sensitive mutants; Schoeber et al. , A m J Physiol Renal Physiol. 2009 Jan

;296(1):F204-11 : Conditional fast expression and function of multimeric TRPV5 c

hannels using Shield-1 ; Chu et al. , Bioorg Med Chem Lett. 2008 Nov 15;18(22):59

41-4: Recent progress with FKBP-derived destabilizing domains ; Kanemaki, Pfluge

rs Arch. 2012 Dec 28: Frontiers of protein expression control with conditional d

egrons; Yang et al. , Mol Cell . 2012 Nov 30;48(4):487-8: Titivated for destructio

n: the methyl degron; Barbour et al. , Biosci Rep. 2013 Jan 18;33(1).: Characteri

zation of the bipartite degron that regulates ubiquitin-independent degradation

of thymidylate synthase;お よ び Greussing et al. , J Vis Exp. 2012 Nov 10;(69): Mon

itoring of ubiquitin-proteasome activity in living cells using a Degr

on (dgn)-destabilized green fluorescent protein (GFP)-based reporter protein（ こ

れ ら は 全 て 、 こ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） ） 。

【 ０ ４ ０ ４ 】

　 例 示 的 な デ グ ロ ン 配 列 は 、 細 胞 お よ び 動 物 の 両 方 に お い て 十 分 に 特 徴 付 け さ れ 、 試 験 さ

れ て い る 。 従 っ て 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ を デ グ ロ ン 配 列 に 融 合 す る こ と に よ り 、 「 調 節 可 能 」 且 つ

「 誘 導 性 」 の ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 作 製 さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 融 合 パ ー ト ナ ー の

い ず れ も 、 あ ら ゆ る 望 ま し い 組 み 合 わ せ で 用 い る こ と が で き る 。 こ の 点 を 説 明 す る た め の

１ つ の 非 限 定 例 と し て 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 検 出 の た め の Ｙ Ｆ Ｐ 配 列 、 安 定 性

の た め の デ グ ロ ン 配 列 、 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 増 加 さ せ る た め の 転 写 活 性 化 因 子 配 列

を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 内 に 用 い る こ と が で き る 融 合 パ ー ト ナ ー

の 数 は 限 定 さ れ て い る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 一 つ ま た

は 複 数 （ 例 え ば 、 ２ つ 以 上 、 ３ つ 以 上 、 ４ つ 以 上 、 ま た は ５ つ 以 上 ） の 異 種 配 列 を 含 む 。

【 ０ ４ ０ ５ 】

　 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、
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脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 、 キ ナ ー

ゼ 活 性 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 、 脱 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 、 ア デ ニ ル

化 活 性 、 脱 ア デ ニ ル 化 活 性 、 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 脱 Ｓ Ｕ Ｍ Ｏ 化 活 性 、 リ ボ シ ル 化 活 性 、 脱 リ

ボ シ ル 化 活 性 、 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 ま た は 脱 ミ リ ス ト イ ル 化 活 性 を 与 え る ポ リ ペ プ チ ド が

挙 げ ら れ 、 こ れ ら の 活 性 は い ず れ も 、 Ｄ Ｎ Ａ の 直 接 修 飾 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 ） に

、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 （ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン ま た は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質

） に 向 け ら れ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い

が 、 境 界 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 Ｃ Ｔ Ｃ Ｆ ） 、 末 梢 動 員 （ ｐ ｅ ｒ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ｙ 　 ｒ ｅ ｃ ｒ ｕ

ｉ ｔ ｍ ｅ ｎ ｔ ） を 与 え る タ ン パ ク 質 お よ び そ の 断 片 （ 例 え ば 、 ラ ミ ン Ａ 、 ラ ミ ン Ｂ 等 ） 、

並 び に タ ン パ ク 質 ド ッ キ ン グ エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ／ Ｆ Ｒ Ｂ 、 Ｐ ｉ ｌ １ ／ Ａ ｂ ｙ

１ 等 ） が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ４ ０ ６ 】

　 主 題 の 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド の 、 種 々 の 追 加 の 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー （

ま た は そ の 断 片 ） の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 図 ５ ４ に 列 挙 さ れ る も の が 挙 げ ら れ

る 。

【 ０ ４ ０ ７ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は コ ド ン 最 適 化 さ れ

得 る 。 こ の 種 の 最 適 化 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し

た ま ま 目 的 の 宿 主 生 物 ま た は 細 胞 の コ ド ン 選 択 を 模 倣 す る た め に 、 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ の 変 異 を

必 要 と す る 。 従 っ て 、 コ ド ン は 変 化 さ れ る が 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 変 化 さ れ な い ま

ま で あ る 。 例 え ば 、 目 的 の 標 的 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 場 合 、 ヒ ト コ ド ン 最 適 化 ｄ Ｃ ａ ｓ ９

（ ま た は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 変 異 体 ） が 適 切 な 部 位 特 異 的 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド で あ る だ ろ う 。 別 の 非

限 定 例 と し て 、 目 的 の 宿 主 細 胞 が マ ウ ス 細 胞 で あ る 場 合 、 マ ウ ス コ ド ン 最 適 化 Ｃ ａ ｓ ９ （

ま た は 変 異 体 、 例 え ば 、 酵 素 的 に 不 活 性 な 変 異 体 ） が 適 切 な Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ

チ ド で あ る だ ろ う 。 コ ド ン 最 適 化 は 必 要 な も の で は な い が 、 あ る 特 定 の 場 合 に お い て は 受

け 入 れ ら れ る も の で あ り 、 好 ま し い 場 合 が あ る 。

【 ０ ４ ０ ８ 】

宿 主 細 胞

　 転 写 を 調 節 す る た め の 本 開 示 の 方 法 は 、 イ ン ビ ボ お よ び ／ ま た は エ キ ソ ビ ボ お よ び ／ ま

た は イ ン ビ ト ロ に お い て 有 糸 分 裂 ま た は 分 裂 終 了 細 胞 内 の 転 写 調 節 を 誘 導 す る た め に 用 い

る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 特 異

性 を 与 え る た め 、 有 糸 分 裂 細 胞 お よ び ／ ま た は 分 裂 終 了 細 胞 は 、 種 々 の 宿 主 細 胞 の い ず れ

で あ っ て も よ く 、 適 切 な 宿 主 細 胞 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 細 菌 細 胞 ； 古 細 菌 細 胞 ；

単 細 胞 真 核 生 物 ； 植 物 細 胞 ； 藻 細 胞 、 例 え ば 、 ボ ツ リ オ コ ッ カ ス ・ ブ ラ ウ ニ ー 、 コ ナ ミ ド

リ ム シ 、 ナ ン ノ ク ロ ロ プ シ ス ・ ガ デ ィ タ ナ 、 ク ロ レ ラ ・ ピ レ ノ イ ド サ 、 ヤ ツ マ タ モ ク 、 Ｃ

． ア ガ ル ド 等 ； 真 菌 細 胞 ； 動 物 細 胞 ； 無 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 昆 虫 、 刺 胞 動 物 、 棘 皮 動 物 、

線 虫 等 ） 由 来 の 細 胞 ； 真 核 生 物 の 原 虫 （ 例 え ば 、 マ ラ リ ア 原 虫 、 例 え ば 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア

原 虫 （ Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｏ ｄ ｉ ｕ ｍ 　 ｆ ａ ｌ ｃ ｉ ｐ ａ ｒ ｕ ｍ ） ； 蠕 虫 ； 等 ） ； 脊 椎 動 物 （ 例 え ば

、 魚 、 両 生 類 、 爬 虫 類 動 物 、 鳥 、 哺 乳 動 物 ） 由 来 の 細 胞 ； 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば 、 げ っ 歯 類

細 胞 、 ヒ ト 細 胞 、 非 ヒ ト 霊 長 類 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 と し て は 、 自 然 発 生

的 な 細 胞 ； 遺 伝 子 改 変 細 胞 （ 例 え ば 、 実 験 室 で 、 例 え ば 、 「 ヒ ト の 手 」 に よ っ て 遺 伝 子 改

変 さ れ た 細 胞 ） ； お よ び 任 意 の 方 法 で イ ン ビ ト ロ で 操 作 さ れ た 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 い く つ

か の 例 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 単 離 さ れ て い る 。

【 ０ ４ ０ ９ 】

　 い か な る 種 類 の 細 胞 も 対 象 に な り 得 る （ 例 え ば 、 幹 細 胞 、 例 え ば 、 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞

、 誘 導 多 能 性 幹 （ ｉ Ｐ Ｓ ） 細 胞 、 生 殖 細 胞 ； 体 細 胞 、 例 え ば 、 線 維 芽 細 胞 、 造 血 細 胞 、 ニ

ュ ー ロ ン 、 筋 細 胞 、 骨 細 胞 、 肝 細 胞 、 膵 臓 細 胞 ； イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お け る 、 あ

ら ゆ る 段 階 の 胚 の 胚 細 胞 、 例 え ば 、 １ 細 胞 、 ２ 細 胞 、 ４ 細 胞 、 ８ 細 胞 等 の 段 階 の ゼ ブ ラ フ

ィ ッ シ ュ 胚 ； 等 ） 。 細 胞 は 株 化 細 胞 系 か ら 得 て も よ い し 、 あ る い は 初 代 細 胞 で あ っ て も よ

く 、 こ こ で 、 「 初 代 細 胞 」 、 「 初 代 細 胞 系 」 、 お よ び 「 初 代 培 養 物 」 は 、 本 明 細 書 で 同 義
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的 に 使 用 さ れ て 、 対 象 か ら 得 ら れ 、 培 養 物 の 、 限 定 さ れ た 回 数 の 継 代 （ す な わ ち 、 分 裂 ）

だ け イ ン ビ ト ロ に お い て 増 殖 し た 、 細 胞 お よ び 細 胞 培 養 物 を 指 す 。 例 え ば 、 初 代 培 養 物 に

は 、 ０ 回 、 １ 回 、 ２ 回 、 ４ 回 、 ５ 回 、 １ ０ 回 、 ま た は １ ５ 回 継 代 さ れ て い る 場 合 が あ る が

、 危 機 期 （ ｃ ｒ ｉ ｓ ｉ ｓ 　 ｓ ｔ ａ ｇ ｅ ） を 起 こ す に は 十 分 な 回 数 継 代 さ れ て い な い 、 培 養

物 が 含 ま れ る 。 初 代 細 胞 系 は イ ン ビ ト ロ に お い て １ ０ 継 代 未 満 維 持 す る こ と が で き る 。 標

的 細 胞 は 、 多 く の 実 施 形 態 で は 、 単 細 胞 生 物 で あ る か 、 ま た は 培 養 下 で 増 殖 す る 。

【 ０ ４ １ ０ 】

　 細 胞 は 、 初 代 細 胞 で あ る 場 合 、 あ ら ゆ る 好 都 合 な 方 法 に よ っ て 個 体 か ら 採 取 す る こ と が

で き る 。 例 え ば 、 白 血 球 は 、 ア フ ェ レ ー シ ス 、 白 血 球 ア フ ェ レ ー シ ス 、 密 度 勾 配 分 離 等 に

よ っ て 採 取 す る こ と が 好 都 合 で あ り 得 、 一 方 、 皮 膚 、 筋 肉 、 骨 髄 、 脾 臓 、 肝 臓 、 膵 臓 、 肺

、 腸 、 胃 等 の 組 織 由 来 の 細 胞 は 、 生 検 に よ っ て 採 取 す る こ と が 最 も 好 都 合 で あ る 。 適 切 な

溶 液 を 、 採 取 し た 細 胞 を 分 散 ま た は 懸 濁 さ せ る た め に 用 い て も よ い 。 そ の よ う な 溶 液 は 、

一 般 的 に は 、 低 濃 度 （ 例 え ば 、 ５ ～ ２ ５ ｍ Ｍ ） の 許 容 可 能 な 緩 衝 液 と 共 に 、 ウ シ 胎 仔 血 清

ま た は 他 の 自 然 発 生 的 な 因 子 を 添 加 さ れ て い る こ と が 好 都 合 で あ る 、 平 衡 塩 類 溶 液 、 例 え

ば 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 等 で あ る 。 好 都 合

な 緩 衝 液 に は 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 乳 酸 緩 衝 液 等 が 含 ま れ る 。 細 胞 は 直 ち に 使 用

し て も よ い し 、 あ る い は 、 長 期 間 保 存 、 凍 結 し て 、 解 凍 お よ び 再 使 用 可 能 に し て も よ い 。

そ の よ う な 場 合 、 細 胞 は 通 常 、 １ ０ ％ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ） 、 ５ ０ ％ 血 清 、

４ ０ ％ 緩 衝 培 地 、 ま た は 、 細 胞 を そ の よ う な 凍 結 温 度 に お い て 保 存 す る た め に 当 該 技 術 分

野 に お い て 一 般 的 に 用 い ら れ る い く つ か の 他 の 溶 液 中 で 凍 結 さ れ 、 凍 結 培 養 細 胞 を 解 凍 す

る た め の 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 で 解 凍 さ れ る 。

【 ０ ４ １ １ 】

宿 主 細 胞 へ の 核 酸 の 導 入

　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 は 、 種 々 の

周 知 の 方 法 の い ず れ に よ っ て も 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 主 題 の 方 法 が

、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を 宿 主

細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 む 場 合 、 そ の よ う な 核 酸 は 、 種 々 の 周 知 の 方 法 の い ず れ に よ っ て

も 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。

【 ０ ４ １ ２ 】

　 核 酸 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 い か な る 公 知 の 方

法 を 用 い て も 、 核 酸 （ 例 え ば 、 発 現 構 築 物 ） を 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 に 導 入 す る こ と が で

き る 。 適 切 な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 感 染 ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 感 染 、 ト ラ

ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 接 合 （ ｃ ｏ ｎ ｊ ｕ ｇ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 、 原 形 質 融 合 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、

エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｉ ） 介 在 性

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー

ム 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 直 接 微 量

注 入 、 ナ ノ 粒 子 介 在 性 核 酸 送 達 （ 例 え ば 、 Panyam et. , al Adv Drug Deliv Rev. 2012 Se

p 13. pii: S0169-409X(12)00283-9. doi: 10.1016/j.addr.2012.09.023を 参 照 ） 等 が 挙

げ ら れ る 。

【 ０ ４ １ ３ 】

核 酸

　 本 開 示 は 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 を

提 供 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の 核 酸 は 、 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド

を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 含 む 。

【 ０ ４ １ ４ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 主 題 の 方 法 は 、 宿 主 細 胞 （ ま た は 宿 主 細 胞 集 団 ） に 、 Ｄ

Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク

レ オ チ ド 配 列 を 含 む 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を 導 入 す る こ と を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 に

お い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に 存 在 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、

標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 細 胞 は イ ン ビ ボ に 存 在 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特
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異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 適 切 な 核 酸 に は 発 現 ベ ク タ ー が 含

ま れ 、 こ こ で 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 「 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 」 で あ る 。

【 ０ ４ １ ５ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 性 構 築 物 、 例 え ば 、

組 換 え 型 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 構 築 物 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ７ ， ０ ７ ８ ， ３ ８ ７ 号 を 参 照 ）

、 組 換 え 型 ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 、 組 換 え 型 レ ン チ ウ イ ル ス 構 築 物 、 組 換 え 型 レ ト ロ ウ イ

ル ス 構 築 物 等 で あ る 。

【 ０ ４ １ ６ 】

　 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ワ ク シ

ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く ウ イ ル ス ベ ク タ ー ； ポ リ オ ウ イ ル ス ； ア デ ノ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Li

 et al. , Invest Opthalmol Vis Sci 35:2543 2549, 1994; Borras et al. , Gene Ther 6

:515 524, 1999; Li and Davidson, PN AS 92:7700 7704, 1995; Sakamoto et al. , H Gen

e Ther 5:1088 1097, 1999； 国 際 公 開 第 ９ ４ ／ １ ２ ６ ４ ９ 号 、 同 第 ９ ３ ／ ０ ３ ７ ６ ９ 号 ；

同 第 ９ ３ ／ １ ９ １ ９ １ 号 ； 同 第 ９ ４ ／ ２ ８ ９ ３ ８ 号 ； 同 第 ９ ５ ／ １ １ ９ ８ ４ 号 お よ び 同 第

９ ５ ／ ０ ０ ６ ５ ５ 号 を 参 照 ） ； ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ali et al. , Hum Gene The

r 9:81 86, 1998, Flannery et al. , PN AS 94:6916 6921, 1997; Bennett et al. , Inves

t Opthalmol Vis Sci 38:2857 2863, 1997; Jomary et al. , Gene Ther 4:683 690, 1997

, Rolling et al. , Hum Gene Ther 10:641 648, 1999; Ali et al. , Hum Mol Genet 5:59

1 594, 1996； 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ０ ９ ２ ３ ９ 号 の Srivastava, Samulski et al. , J. Vir.

(1989) 63:3822－ 3828; Mendelson et al. , Virol. (1988) 166:154－ 165;お よ び Flotte

et al. , PN AS (1993) 90:10613－ 10617を 参 照 ） ； Ｓ Ｖ ４ ０ ； 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ； ヒ ト 免

疫 不 全 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Miyoshi et al. , PN AS 94:10319 23, 1997; Takahashi et al.

, J Virol 73:7812 7816, 1999を 参 照 ） ； レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 マ ウ ス 白 血

病 ウ イ ル ス 、 脾 壊 死 ウ イ ル ス 、 お よ び ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ハ ー ベ イ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ト リ

白 血 病 ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 骨 髄 増 殖 性 肉 腫 ウ イ ル ス （ ｍ

ｙ ｅ ｌ ｏ ｐ ｒ ｏ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｓ ａ ｒ ｃ ｏ ｍ ａ 　 ｖ ｉ ｒ ｕ ｓ ） 、 お よ び 乳 癌 ウ イ

ル ス 等 の レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー ） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ４ １ ７ 】

　 多 数 の 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 多 く は 市 販 さ れ て い る 。 例 と し て

以 下 の ベ ク タ ー を 記 載 す る ； 真 核 生 物 宿 主 細 胞 ： ｐ Ｘ Ｔ １ 、 ｐ Ｓ Ｇ ５ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社

） 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｋ ３ 、 ｐ Ｂ Ｐ Ｖ 、 ｐ Ｍ Ｓ Ｇ 、 お よ び ｐ Ｓ Ｖ Ｌ Ｓ Ｖ ４ ０ （ フ ァ ル マ シ ア 社 ） 。 し

か し 、 宿 主 細 胞 に 適 合 し て い る 限 り 、 い か な る 他 の ベ ク タ ー を 使 用 し て も よ い 。

【 ０ ４ １ ８ 】

　 使 用 さ れ る 宿 主 ／ ベ ク タ ー 系 に 応 じ て 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー お よ び 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー

、 転 写 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 等 を 含 む 、 い く つ か の 適 切 な 転 写 調

節 領 域 お よ び 翻 訳 調 節 領 域 の い ず れ か を 、 発 現 ベ ク タ ー 内 に 用 い て も よ い （ 例 え ば 、 Bitt

er et al. (1987) Methods in Enzymology, 153:516-544を 参 照 ） 。

【 ０ ４ １ ９ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特

異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 調 節 領 域 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 等

の 転 写 調 節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 転 写 調 節 領 域 は 、 真 核 細 胞 、 例 え ば 、 哺 乳 類

細 胞 ； ま た は 原 核 細 胞 （ 例 え ば 、 細 菌 細 胞 ま た は 古 細 菌 細 胞 ） に お い て 機 能 的 で あ り 得 る

。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特

異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 の 両 方 に お

い て Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 可 能 に す る 、 複 数 の 調 節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。

【 ０ ４ ２ ０ 】

　 プ ロ モ ー タ ー は 、 恒 常 的 活 性 型 プ ロ モ ー タ ー （ す な わ ち 、 恒 常 的 に 活 性 ／ 「 Ｏ Ｎ 」 状 態

で あ る プ ロ モ ー タ ー ） で あ っ て も よ く 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ す な わ ち 、 活 性 ／ 「 Ｏ Ｎ 」
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ま た は 不 活 性 ／ 「 Ｏ Ｆ Ｆ 」 状 態 が 、 外 部 刺 激 、 例 え ば 、 特 定 の 温 度 、 化 合 物 、 ま た は タ ン

パ ク 質 の 存 在 に よ っ て 制 御 さ れ る プ ロ モ ー タ ー ） で あ っ て も よ く 、 空 間 限 定 的 （ ｓ ｐ ａ ｔ

ｉ ａ ｌ ｌ ｙ 　 ｒ ｅ ｓ ｔ ｒ ｉ ｃ ｔ ｅ ｄ ） プ ロ モ ー タ ー （ す な わ ち 、 転 写 調 節 領 域 、 エ ン ハ ン

サ ー 等 ） （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 細 胞 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 ） で あ っ て も

よ く 、 時 間 限 定 的 （ ｔ ｅ ｍ ｐ ｏ ｒ ａ ｌ ｌ ｙ 　 ｒ ｅ ｓ ｔ ｒ ｉ ｃ ｔ ｅ ｄ ） プ ロ モ ー タ ー （ す な

わ ち 、 プ ロ モ ー タ ー が 、 胚 発 生 の 特 定 の 段 階 の 間 、 ま た は 生 物 学 的 プ ロ セ ス の 特 定 の 段 階

、 例 え ば 、 マ ウ ス に お け る 毛 包 周 期 の 間 に 、 「 Ｏ Ｎ 」 状 態 ま た は 「 Ｏ Ｆ Ｆ 」 状 態 に あ る ）

で あ っ て も よ い 。

【 ０ ４ ２ １ 】

　 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は ウ イ ル ス 由 来 で あ っ て も よ く 、 従 っ て ウ イ ル ス 性 プ ロ モ ー タ ー と

称 さ れ て も よ く 、 あ る い は 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 を 含 む あ ら ゆ

る 生 物 に 由 来 し て い て も よ い 。 適 切 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と で 、 い か な る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ

メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ ） に よ っ て も 発 現 を 駆 動 す る こ

と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー

、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） プ ロ モ ー タ ー ； ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 プ

ロ モ ー タ ー （ Ａ ｄ Ｍ Ｌ Ｐ ） ； 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ

イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 Ｃ Ｍ Ｖ 最 初 期 プ ロ モ ー タ ー 領 域 （ Ｃ Ｍ Ｖ Ｉ Ｅ ）

、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ト Ｕ ６ 核 内 低 分 子 プ ロ モ ー タ ー （ Ｕ ６

） （ Miyagishi et al. , Nature Biotechnology 20, 497 - 500 (2002)） 、 高 感 度 Ｕ ６ プ

ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Xia et al. , Nucleic Acids Res. 2003 Sep 1;31(17)） 、 ヒ ト Ｈ １

プ ロ モ ー タ ー （ Ｈ １ ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ４ ２ ２ 】

　 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ

ー タ ー 、 Ｔ ３ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 イ ソ プ ロ ピ ル － β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ

ラ ノ シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ク ト ー ス 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 熱 シ ョ ッ ク

プ ロ モ ー タ ー 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｔ ｅ ｔ － Ｏ Ｎ 、 Ｔ ｅ ｔ －

Ｏ Ｆ Ｆ 等 ） 、 ス テ ロ イ ド 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 、 金 属 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受

容 体 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 従 っ て 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 ド キ シ サ イ ク リ

ン ； Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば 、 Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ； エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ； エ ス

ト ロ ゲ ン 受 容 体 融 合 物 ； 等 を 含 む が こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 分 子 に よ っ て 調 節 さ れ 得 る 。

【 ０ ４ ２ ３ 】

　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 多 細 胞 生 物 に お い て プ ロ モ ー タ ー が 一

部 の 特 定 の 細 胞 内 で 活 性 （ す な わ ち 、 「 Ｏ Ｎ 」 ） で あ る よ う な 、 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー

（ す な わ ち 、 細 胞 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 ） で あ る 。 空 間 限 定

的 プ ロ モ ー タ ー は 、 エ ン ハ ン サ ー 、 転 写 調 節 領 域 、 制 御 配 列 等 と も 称 さ れ 得 る 。 い か な る

好 都 合 な 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー も 使 用 す る こ と が で き 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、

脳 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 一 部 の ニ ュ ー ロ ン に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー 、 生 殖 細

胞 系 列 に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー 、 肺 に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー 、

筋 肉 に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー 、 膵 臓 の 島 細 胞 に お け る 発 現 を 駆 動 す る プ ロ モ

ー タ ー 等 ） の 選 択 は 、 生 物 に よ っ て 異 な る 。 例 え ば 、 植 物 、 ハ エ 、 虫 、 哺 乳 動 物 、 マ ウ ス

等 に お い て 、 種 々 の 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 空 間 限 定 的 プ ロ モ

ー タ ー を 用 い る こ と で 、 生 物 に 応 じ て 、 種 々 様 々 な 異 な る 組 織 お よ び 細 胞 型 に お い て 主 題

の 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 制 御 す る こ と が で る 。 ま た 、 い く つ

か の 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー が 、 胚 発 生 の 特 定 の 段 階 の 間 、 ま た は 生 物

学 的 プ ロ セ ス の 特 定 の 段 階 （ 例 え ば 、 マ ウ ス に お け る 毛 包 周 期 ） の 間 に 、 「 Ｏ Ｎ 」 状 態 ま

た は 「 Ｏ Ｆ Ｆ 」 状 態 に あ る よ う に 、 時 間 限 定 的 で あ る 。

【 ０ ４ ２ ４ 】

　 例 示 を 目 的 と し て 、 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ニ ュ ー

ロ ン 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 脂 肪 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 心 筋 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、

平 滑 筋 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 光 受 容 体 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 ニ ュ ー ロ ン 特
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異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ

（ Ｎ Ｓ Ｅ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ 　 Ｈ Ｓ Ｅ Ｎ Ｏ ２ 、 Ｘ ５ １ ９ ５ ６ を 参 照 ） ； 芳

香 族 ア ミ ノ 酸 脱 炭 酸 酵 素 （ Ａ Ａ Ｄ Ｃ ） プ ロ モ ー タ ー ； 神 経 フ ィ ラ メ ン ト プ ロ モ ー タ ー （ 例

え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ｈ Ｕ Ｍ Ｎ Ｆ Ｌ 、 Ｌ ０ ４ １ ４ ７ を 参 照 ） ； シ ナ プ シ ン プ ロ モ ー タ ー

（ 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ｈ Ｕ Ｍ Ｓ Ｙ Ｎ Ｉ Ｂ 、 Ｍ ５ ５ ３ ０ １ を 参 照 ） ； ｔ ｈ ｙ － １ プ ロ

モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Chen et al. (1987) Cell 51:7-19;お よ び Llewellyn, et al. (2010)

 Nat. Med. 16(10):1161-1166を 参 照 ） ； セ ロ ト ニ ン 受 容 体 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｇ ｅ

ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ｓ ６ ２ ２ ８ ３ を 参 照 ） ； チ ロ シ ン 水 酸 化 酵 素 プ ロ モ ー タ ー （ Ｔ Ｈ ） （ 例 え ば

、 Oh et al. (2009) Gene Ther 16:437; Sasaoka et al. (1992) Mol. Brain Res. 16:27

4; Boundy et al. (1998) J. Neurosci. 18:9989;お よ び Kaneda et al. (1991) Neuron 6

:583-594を 参 照 ） ； Ｇ ｎ Ｒ Ｈ プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Radovick et al. (1991) Proc. Nat

l . Acad. Sci. USA 88:3402-3406を 参 照 ） ； Ｌ ７ プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Oberdick et al

. (1990) Science 248:223-226を 参 照 ） ； Ｄ Ｎ Ｍ Ｔ プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Bartge et al

. (1988) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 85:3648-3652を 参 照 ） ； エ ン ケ フ ァ リ ン プ ロ モ ー

タ ー （ 例 え ば 、 Comb et al. (1988) E M BO J. 17:3793-3805を 参 照 ） ； ミ エ リ ン 塩 基 性 タ

ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） プ ロ モ ー タ ー ； Ｃ ａ ２ ＋ － カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ

Ｉ Ｉ － α （ Ｃ ａ ｍ Ｋ Ｉ Ｉ α ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Mayford et al. (1996) Proc. Natl

. Acad. Sci. USA 93:13250;お よ び Casanova et al. (2001) Genesis 31:37を 参 照 ） ； Ｃ

Ｍ Ｖ エ ン ハ ン サ ー ／ 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 － β プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Liu et al. (2004)

Gene Therapy 11:52-60を 参 照 ） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ４ ２ ５ 】

　 脂 肪 細 胞 特 異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ａ Ｐ ２ 遺 伝 子 プ

ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 、 例 え ば 、 ヒ ト ａ Ｐ ２ 遺 伝 子 の － ５ ． ４ ｋ ｂ ～ ＋ ２ １ ｂ ｐ の 領

域 （ 例 え ば 、 Tozzo et al. (1997) Endocrinol. 138:1604; Ross et al. (1990) Proc. N

atl . Acad. Sci. USA 87:9590;お よ び Pavjani et al. (2005) Nat. Med. 11:797を 参 照 ）

； グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー － ４ （ Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ ４ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Knight et al

. (2003) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 100:14725を 参 照 ） ； 脂 肪 酸 ト ラ ン ス ロ カ ー ゼ （

Ｆ Ａ Ｔ ／ Ｃ Ｄ ３ ６ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Kuriki et al. (2002) Biol. Pharm. Bull .

25:1476;お よ び Sato et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:15703を 参 照 ） ； ス テ ア ロ イ ル

Ｃ ｏ Ａ 不 飽 和 酵 素 － １ （ Ｓ Ｃ Ｄ １ ） プ ロ モ ー タ ー （ Tabor et al. (1999) J. Biol. Chem.

 274:20603） ； レ プ チ ン プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Mason et al. (1998) Endocrinol. 139:

1013;お よ び Chen et al. (1999) Biochem. Biophys. Res. Com m. 262:187を 参 照 ） ； ア デ

ィ ポ ネ ク チ ン プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Kita et al. (2005) Biochem. Biophys. Res. Com m

. 331:484;お よ び Chakrabarti (2010) Endocrinol. 151:2408を 参 照 ） ； ア デ ィ プ シ ン プ

ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Platt et al. (1989) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 86:7490を 参 照

） ； レ ジ ス チ ン プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Seo et al. (2003) Molec. Endocrinol. 17:1522

を 参 照 ） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ４ ２ ６ 】

　 心 筋 細 胞 特 異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 以 下 の 遺 伝 子 に

由 来 す る 制 御 配 列 が 挙 げ ら れ る ： ミ オ シ ン 軽 鎖 － ２ 、 α － ミ オ シ ン 重 鎖 、 Ａ Ｅ ３ 、 心 筋 ト

ロ ポ ニ ン Ｃ 、 心 筋 ア ク チ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 Franz et al. (1997) Cardiovasc. Res. 35:

560-566; Robbins et al. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 752:492-505; Linn et al. (19

95) Circ. Res. 76:584-591; Parmacek et al. (1994) Mol. Cell . Biol. 14:1870-1885;

 Hunter et al. (1993) Hypertension 22:608-617;お よ び Sartorelli et al. (1992) Pro

c. Natl . Acad. Sci. USA 89:4047-4051。

【 ０ ４ ２ ７ 】

　 平 滑 筋 特 異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｓ Ｍ ２ ２ α プ ロ モ

ー タ ー （ 例 え ば 、 Akyurek et al. (2000) Mol. Med. 6:983； お よ び 米 国 特 許 第 ７ ， １ ６

９ ， ８ ７ ４ 号 を 参 照 ） ； ス ム ー セ リ ン （ ｓ ｍ ｏ ｏ ｔ ｈ ｅ ｌ ｉ ｎ ） プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、

国 際 公 開 第 ２ ０ ０ １ ／ ０ １ ８ ０ ４ ８ 号 ） ； α － 平 滑 筋 ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー ； 等 が 挙 げ ら
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れ る 。 例 え ば 、 Ｓ Ｍ ２ ２ α プ ロ モ ー タ ー の ０ ． ４ ｋ ｂ 領 域 は 、 そ の 中 に ２ つ の Ｃ Ａ ｒ Ｇ エ

レ メ ン ト が 存 在 し て お り 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 特 異 的 な 発 現 を 媒 介 す る こ と が 示 さ れ て い る （

例 え ば 、 Kim, et al. (1997) Mol. Cell . Biol. 17, 2266-2278; Li, et al. , (1996) J.

 Cell Biol. 132, 849-859、 お よ び Moessler, et al. (1996) Development 122, 2415-24

25を 参 照 ） 。

【 ０ ４ ２ ８ 】

　 光 受 容 体 特 異 的 空 間 限 定 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ロ ド プ シ ン プ ロ

モ ー タ ー ； ロ ド プ シ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー （ Young et al. (2003) Ophthalmol. Vis. S

ci. 44:4076） ； β ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ Nicoud et al. (2007) J.

 Gene Med. 9:1015） ； 網 膜 色 素 変 性 症 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ Nicoud et al. (2007)、 上

記 ） ； 光 受 容 体 間 レ チ ノ イ ド 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｉ Ｒ Ｂ Ｐ ） 遺 伝 子 エ ン ハ ン サ ー （ Nicoud e

t al. (2007)、 上 記 ） ； Ｉ Ｒ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ Yokoyama et al. (1992) Exp Eye

 Res. 55:225） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ４ ２ ９ 】

ラ イ ブ ラ リ ー

　 本 開 示 は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 本 開 示 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ

Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 主 題 の 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を

コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 み 得 る 。

【 ０ ４ ３ ０ 】

　 主 題 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 約 １ ０ 個 の 個 々 の 構 成 要 素 ～ 約 １ ０
１ ２

個 の 個 々 の 構 成 要 素 を

含 み 得 ； 例 え ば 、 主 題 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 約 １ ０ 個 の 個 々 の 構 成 要 素 ～ 約 １ ０
２

個 の 個 々

の 構 成 要 素 、 約 １ ０
２

個 の 個 々 の 構 成 要 素 ～ 約 １ ０
３

個 の 個 々 の 構 成 要 素 、 約 １ ０
３

個 の

個 々 の 構 成 要 素 ～ 約 １ ０
５

個 の 個 々 の 構 成 要 素 、 約 １ ０
５

個 の 個 々 の 構 成 要 素 ～ 約 １ ０
７

個 の 個 々 の 構 成 要 素 、 約 １ ０
７

個 の 個 々 の 構 成 要 素 ～ 約 １ ０
９

個 の 個 々 の 構 成 要 素 、 ま た

は 約 １ ０
９

個 の 個 々 の 構 成 要 素 ～ 約 １ ０
１ ２

個 の 個 々 の 構 成 要 素 を 含 み 得 る 。

【 ０ ４ ３ １ 】

　 主 題 の ラ イ ブ ラ リ ー の 「 個 々 の 構 成 要 素 」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ タ ー ゲ テ ィ

ン グ セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 他 の 構 成 要 素 と 異 な る 。 従

っ て 、 例 え ば 、 主 題 の ラ イ ブ ラ リ ー の 個 々 の 構 成 要 素 の そ れ ぞ れ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 他 の

全 て の 構 成 要 素 と 同 一 ま た は 実 質 的 に 同 一 の タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配

列 を 含 み 得 ； ラ イ ブ ラ リ ー の 他 の 全 て の 構 成 要 素 と 同 一 ま た は 実 質 的 に 同 一 の 転 写 終 結 セ

グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 得 る が ； Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ タ ー ゲ テ ィ ン グ

セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て ラ イ ブ ラ リ ー の 他 の 構 成 要 素 と 異 な る 。 こ の よ う

に 、 本 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 異 な る 標 的 核 酸 に 結 合 す る 構 成 要 素 を 含 み 得 る 。

【 ０ ４ ３ ２ 】

有 用 性

　 本 開 示 に よ る 転 写 を 調 節 す る た め の 方 法 は 、 種 々 の 用 途 に お い て 有 用 で あ り 、 そ れ も ま

た 提 供 さ れ る 。 用 途 に は 、 研 究 用 途 ； 診 断 用 途 ； 産 業 的 用 途 ； お よ び 治 療 用 途 が 含 ま れ る

。

【 ０ ４ ３ ３ 】

　 研 究 用 途 に は 、 例 え ば 、 例 え ば 、 発 達 、 代 謝 、 下 流 遺 伝 子 の 発 現 等 に 対 す る 、 標 的 核 酸

の 転 写 を 低 減 ま た は 増 加 す る こ と の 影 響 の 決 定 が 含 ま れ る 。

【 ０ ４ ３ ４ 】

　 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ゲ ノ ム 解 析 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト の み が

変 化 さ れ る 必 要 が あ る が 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト お よ び 転 写 終 結 セ グ メ ン ト は （ い く

つ か の 例 に お い て ） 一 定 に 保 た れ 得 る 、 主 題 の 転 写 調 節 法 を 用 い て 、 実 行 す る こ と が で き

る 。 ゲ ノ ム 解 析 に 用 い ら れ る 複 数 の 核 酸 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 主 題 の ラ イ ブ ラ リ

ー ） は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る プ

ロ モ ー タ ー を 含 み 、 こ こ で 、 そ れ ぞ れ の 核 酸 は 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 セ グ メ ン ト 、 共 通 の タ
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ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト 、 お よ び 共 通 の 転 写 終 結 セ グ メ ン ト を 含 む 。 チ ッ プ は ５ × １ ０
４

個 超 の 独 特 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 含 有 し 得 る 。 応 用 に は 、 大 規 模 表 現 型 検 査 、 遺 伝 子 －

機 能 マ ッ ピ ン グ 、 お よ び メ タ ゲ ノ ム 解 析 が 含 ま れ る 。

【 ０ ４ ３ ５ 】

　 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 主 題 の 方 法 は 、 代 謝 工 学 の 分 野 に お い て 有 用 で あ る 。 転 写 レ ベ ル

は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 、 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 設 計 す る こ と に よ っ て 効

率 的 且 つ 予 想 通 り に 制 御 す る こ と が で き る た め 、 代 謝 経 路 （ 例 え ば 、 生 合 成 経 路 ） の 活 性

は 、 目 的 の 代 謝 経 路 内 の 特 定 の 酵 素 の レ ベ ル を （ 例 え ば 、 転 写 の 増 加 ま た は 減 少 に よ っ て

） 制 御 す る こ と に よ っ て 、 正 確 に 制 御 お よ び 調 節 す る こ と が で き る 。 目 的 の 代 謝 経 路 に は

、 化 学 製 品 製 造 （ 精 製 化 学 製 品 、 燃 料 、 抗 生 物 質 、 毒 素 、 作 動 薬 、 拮 抗 薬 等 ） お よ び ／ ま

た は 薬 剤 製 造 に 用 い ら れ る 経 路 が 含 ま れ る 。

【 ０ ４ ３ ６ 】

　 目 的 の 生 合 成 経 路 に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 （ １ ） メ バ ロ ン 酸 経 路 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｍ Ｇ －

Ｃ ｏ Ａ 還 元 酵 素 経 路 ） （ ア セ チ ル － Ｃ ｏ Ａ が ジ メ チ ル ア リ ル ピ ロ リ ン 酸 （ Ｄ Ｍ Ａ Ｐ Ｐ ） お

よ び イ ソ ペ ン テ ニ ル ピ ロ リ ン 酸 （ Ｉ Ｐ Ｐ ） に 変 換 さ れ 、 そ れ ら が テ ル ペ ノ イ ド ／ イ ソ プ レ

ノ イ ド を 含 む 種 々 様 々 な 生 体 分 子 の 生 合 成 に 用 い ら れ る ） 、 （ ２ ） 非 メ バ ロ ン 酸 経 路 （ す

な わ ち 、 「 ２ － Ｃ － メ チ ル － Ｄ － エ リ ス リ ト ー ル ４ － リ ン 酸 ／ １ － デ オ キ シ － Ｄ － キ シ ル

ロ ー ス ５ － リ ン 酸 経 路 」 ま た は 「 Ｍ Ｅ Ｐ ／ Ｄ Ｏ Ｘ Ｐ 経 路 」 ま た は 「 Ｄ Ｘ Ｐ 経 路 」 ） （ こ れ

も 、 メ バ ロ ン 酸 経 路 の 代 替 経 路 に よ っ て 、 ピ ル ビ ン 酸 お よ び グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ － リ ン

酸 が Ｄ Ｍ Ａ Ｐ Ｐ お よ び Ｉ Ｐ Ｐ に 変 換 さ れ る こ と に よ り 、 Ｄ Ｍ Ａ Ｐ Ｐ お よ び Ｉ Ｐ Ｐ が 生 成 さ

れ る ） 、 （ ３ ） ポ リ ケ チ ド 合 成 経 路 （ 種 々 の ポ リ ケ チ ド 合 成 酵 素 に よ り 種 々 の ポ リ ケ チ ド

が 生 成 さ れ る ） （ ポ リ ケ チ ド に は 、 化 学 療 法 に 用 い ら れ る 自 然 発 生 的 な 小 分 子 （ 例 え ば 、

テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 お よ び マ ク ロ ラ イ ド 系 抗 生 物 質 ） が 含 ま れ 、 産 業 上 重 要 な ポ リ ケ チ ド

と し て は 、 ラ パ マ イ シ ン （ 免 疫 抑 制 剤 ） 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン （ 抗 生 物 質 ） 、 ロ バ ス タ チ ン

（ 抗 コ レ ス テ ロ ー ル 剤 ） 、 お よ び エ ポ シ ロ ン Ｂ （ 抗 が ん 剤 ） が 挙 げ ら れ る ） 、 （ ４ ） 脂 肪

酸 合 成 経 路 、 （ ５ ） Ｄ Ａ Ｈ Ｐ （ ３ － デ オ キ シ － Ｄ － ア ラ ビ ノ － ヘ プ ツ ロ ン 酸 ７ － リ ン 酸 ）

合 成 経 路 、 （ ６ ） 有 望 な バ イ オ 燃 料 （ 例 え ば 、 短 鎖 ア ル コ ー ル お よ び ア ル カ ン 、 脂 肪 酸 メ

チ ル エ ス テ ル お よ び 脂 肪 ア ル コ ー ル 、 イ ソ プ レ ノ イ ド 等 ） を 生 成 す る 経 路 等 が 含 ま れ る 。

【 ０ ４ ３ ７ 】

ネ ッ ト ワ ー ク お よ び カ ス ケ ー ド

　 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 方 法 は 、 制 御 の 統 合 ネ ッ ト ワ ー ク （ す な わ ち 、 １ つ ま た は 複 数 の

カ ス ケ ー ド ） を 設 計 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ

／ 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 別 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 別 の 主 題 の 異

型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 制 御 （ す な わ ち 、 調 節 、 例 え ば 、 増 加 、 低 減

） す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 第 一 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 第 一 の 異 型 Ｃ

ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド と 異 な る 機 能 （ 例 え ば 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、

脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 等 ） を 有

す る 第 二 の キ メ ラ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 の 調 節 を 標 的 と す る よ う に 設 計 す る こ と

が で き る 。 さ ら に 、 異 な る ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 異 な る 種 に 由 来 す る ） は 異 な

る Ｃ ａ ｓ ９ ハ ン ド ル （ す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 結 合 セ グ メ ン ト ） を 必 要 と し 得 る た め 、 第 二

の キ メ ラ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の 第 一 の ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド と は 異 な る 種

に 由 来 し 得 る 。 従 っ て 、 い く つ か の 例 に お い て 、 第 二 の キ メ ラ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド は

、 第 一 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 で き な い よ う に 、 選 択 さ れ 得 る 。 他 の 例 に お い て

、 第 二 の キ メ ラ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド は 、 第 一 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る よ

う に 、 選 択 さ れ 得 る 。 い く つ か の そ の よ う な 例 に お い て 、 ２ つ （ ま た は そ れ 以 上 の ） ｄ Ｃ

ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 の 活 性 は 、 競 合 し 得 る （ 例 え ば 、 そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が 逆 の 活 性 を 有

す る 場 合 ） か 、 ま た は 相 乗 的 に 作 用 し 得 る （ 例 え ば 、 そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が 類 似 の 、 ま

た は 相 乗 的 な 活 性 を 有 す る 場 合 ） 。 同 様 に 、 上 記 で 言 及 し た よ う に 、 ネ ッ ト ワ ー ク 内 の 複

合 体 （ す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ／ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド ） の い ず れ も 、 他 の Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 制 御 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。
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主 題 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 主 題 の 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は い か な る

所 望 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に も 標 的 化 す る こ と が で き る た め 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 い か な る

所 望 の 標 的 の 発 現 を も 調 節 お よ び 制 御 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 設 計 す る こ と が で

き る 統 合 ネ ッ ト ワ ー ク （ す な わ ち 、 相 互 作 用 の カ ス ケ ー ド ） は 、 非 常 に 単 純 な も の か ら 非

常 に 複 雑 な も の ま で 幅 が あ り 、 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ４ ３ ８ 】

　 ２ つ 以 上 の 構 成 要 素 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま

た は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ チ ド ） が そ れ ぞ れ 別 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ／ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ポ リ ペ プ

チ ド 複 合 体 の 調 節 管 理 下 に あ る ネ ッ ト ワ ー ク に お い て 、 ネ ッ ト ワ ー ク の １ つ の 構 成 要 素 の

発 現 レ ベ ル は 、 ネ ッ ト ワ ー ク の 別 の 構 成 要 素 の 発 現 レ ベ ル に 影 響 を 与 え 得 る （ 例 え ば 、 発

現 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ 得 る ） 。 こ の 機 構 に よ っ て 、 １ つ の 構 成 要 素 の 発 現 は 、 同 一 ネ ッ

ト ワ ー ク 内 の 異 な る 構 成 要 素 の 発 現 に 影 響 を 与 え る 場 合 が あ り 、 そ の ネ ッ ト ワ ー ク は 、 他

の 構 成 要 素 の 発 現 を 増 加 さ せ る 構 成 要 素 お よ び 他 の 構 成 要 素 の 発 現 を 減 少 さ せ る 構 成 要 素

の 混 成 物 を 含 み 得 る 。 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る こ と で あ る が 、 １ つ の 構 成 要 素 の 発 現

レ ベ ル が 一 つ ま た は 複 数 の 異 な る 構 成 要 素 の 発 現 レ ベ ル に 影 響 を 与 え 得 る こ と に よ る 上 記

の 例 は 、 説 明 を 目 的 と し た も の で あ っ て 、 限 定 す る も の で は な い 。 一 つ ま た は 複 数 の 構 成

要 素 が 操 作 可 能 と な る よ う に （ す な わ ち 、 実 験 制 御 下 で 、 例 え ば 、 温 度 制 御 下 ； 薬 剤 制 御

下 、 す な わ ち 、 薬 剤 誘 導 性 制 御 下 ； 光 制 御 下 ； 等 で ） 、 （ 上 記 の よ う に ） 改 変 さ れ る 場 合

、 さ ら な る 複 雑 さ の 層 を 所 望 に よ り ネ ッ ト ワ ー ク に 導 入 す る こ と が で き る 。

【 ０ ４ ３ ９ 】

　 １ つ の 非 限 定 例 と し て 、 第 一 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 の 治 療 ／ 代 謝 関 連 遺 伝 子 の

発 現 を 制 御 す る 、 第 二 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る こ と が で き る 。 そ

の よ う な 例 に お い て 、 第 一 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 条 件 的 発 現 は 、 治 療 ／ 代 謝 関 連 遺 伝 子

を 間 接 的 に 活 性 化 す る 。 こ の タ イ プ の Ｒ Ｎ Ａ カ ス ケ ー ド は 、 例 え ば 、 抑 制 因 子 を 活 性 化 因

子 に 容 易 に 変 換 す る 上 で 有 用 で あ り 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の 論 理 ま た は 動 態 （ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ｓ

　 ｏ ｒ 　 ｄ ｙ ｎ ａ ｍ ｉ ｃ ｓ ） を 制 御 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ４ ４ ０ 】

　 主 題 の 転 写 調 節 法 は 、 創 薬 お よ び タ ー ゲ ッ ト バ リ デ ー シ ョ ン に 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ ４ ４ １ 】

キ ッ ト

　 本 開 示 は 主 題 の 方 法 を 実 行 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 主 題 の キ ッ ト は 、 ａ ） ｉ ） ）

標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 標 的 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 一 セ グ メ ン ト ； ｉ ｉ ）

） 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 第 二 セ グ メ ン ト ； お よ び ｉ ｉ ｉ ） 転 写 タ ー ミ ネ

ー タ ー を 含 む 本 開 示 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク

レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ； 並 び に ｂ ） 緩 衝 液 を 含 む 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 は 、 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ と 比 較 し て 低 減 さ

れ た エ ン ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を

コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 。

【 ０ ４ ４ ２ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ と 比 較 し て 低 減 さ れ た エ ン ド

デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 含 む

。

【 ０ ４ ４ ３ 】

　 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ と 比 較 し て 低 減 さ れ た エ ン ド

デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を さ ら に 含 む 。

【 ０ ４ ４ ４ 】

　 主 題 は さ ら に 、 一 つ ま た は 複 数 の 追 加 の 試 薬 を 含 む 場 合 が あ り 、 そ の よ う な 追 加 の 試 薬

は 、 緩 衝 液 ； 洗 浄 緩 衝 液 ； 対 照 試 薬 ； 対 照 発 現 ベ ク タ ー ま た は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；

Ｄ Ｎ Ａ か ら 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を イ ン ビ ト ロ 生 成 す る た め の 試 薬 ； 等 か
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ら 選 択 さ れ 得 る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 主 題 の キ ッ ト に 含 ま れ る 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異

的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の 融 合 異 型 Ｃ ａ ｓ ９ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ４ ４ ５ 】

　 主 題 の キ ッ ト の 構 成 要 素 は 別 々 の 容 器 内 に 存 在 し て い て も よ い し ； あ る い は 単 一 の 容 器

内 で 混 合 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ４ ４ ６ 】

　 上 記 構 成 要 素 に 加 え て 、 主 題 の キ ッ ト は 、 キ ッ ト の 構 成 要 素 を 用 い て 主 題 の 方 法 を 実 施

す る た め の 説 明 書 を さ ら に 含 み 得 る 。 主 題 の 方 法 を 実 施 す る た め の 説 明 書 は 、 一 般 的 に は

、 適 切 な 記 録 媒 体 上 に 記 録 さ れ る 。 例 え ば 、 説 明 書 は 、 紙 ま た は プ ラ ス チ ッ ク 等 の 基 体 上

に 印 刷 さ れ て い て も よ い 。 従 っ て 、 説 明 書 は 、 添 付 文 書 と し て キ ッ ト 内 に 、 キ ッ ト ま た は

そ の 構 成 要 素 の 容 器 の 標 識 中 （ す な わ ち 、 パ ッ ケ ー ジ ま た は サ ブ パ ッ ケ ー ジ に 付 随 し て ）

等 、 存 在 し て い て も よ い 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 説 明 書 は 、 適 切 な コ ン ピ ュ ー タ ー 可 読 の 記

憶 媒 体 、 例 え ば Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ 、 デ ィ ス ケ ッ ト 、 フ ラ ッ シ ュ ド ラ イ ブ 等 上 に 存 在 す る 電 子 記

憶 デ ー タ フ ァ イ ル と し て 存 在 す る 。 さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 実 際 の 説 明 書 が キ ッ

ト 内 に 存 在 し な い が 、 例 え ば イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 し て 、 遠 隔 の 供 給 源 か ら 説 明 書 を 得 る た

め の 手 段 が 提 供 さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 の 一 例 は 、 説 明 書 を 閲 覧 す る こ と が で き る 、 お よ び

／ ま た は 説 明 書 を ダ ウ ン ロ ー ド す る こ と が で き る 、 ウ ェ ブ ア ド レ ス を 含 む キ ッ ト で あ る 。

説 明 書 と 同 様 、 説 明 書 を 得 る た め の こ の 手 段 は 、 適 切 な 基 体 上 に 記 録 さ れ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ４ ４ ７ 】

　 次 の 実 施 例 は 、 当 業 者 に 本 発 明 の 作 成 お よ び 使 用 方 法 の 完 全 な 開 示 お よ び 説 明 を 提 供 す

る た め に 記 載 さ れ 、 発 明 者 ら が 自 身 の 発 明 と 見 な す も の の 範 囲 を 限 定 す る 意 図 は な く 、 下

記 の 実 験 が 実 行 さ れ る 全 て ま た は 唯 一 の 実 験 で あ る と 示 す よ う に も 意 図 さ れ て い な い 。 使

用 さ れ る 数 （ た と え ば 、 量 、 温 度 な ど ） に 関 し て 正 確 性 を 確 実 に す る よ う 尽 力 し た が 、 実

験 の 誤 差 お よ び 偏 差 は 多 少 考 慮 さ れ る べ き で あ る 。 別 で 指 示 さ れ な い 限 り 、 部 は 重 量 部 で

あ り 、 分 子 量 は 平 均 的 な 分 子 量 の 重 量 で あ り 、 温 度 は 摂 氏 の 温 度 で あ り 、 圧 力 は 大 気 圧 ま

た は 大 気 圧 付 近 で あ る 。 標 準 的 な 省 略 が 使 用 さ れ 得 、 た と え ば 、 ｂ ｐ 、 塩 基 対 （ 複 数 可 ）

； ｋ ｂ 、 キ ロ ベ ー ス （ 複 数 可 ） ； ｐ ｌ 、 ピ コ リ ッ ト ル （ 複 数 可 ） ； ｓ ま た は ｓ ｅ ｃ 、 秒 （

複 数 可 ） ； ｍ ｉ ｎ 、 分 （ 複 数 可 ） ； ｈ ま た は ｈ ｒ 、 時 間 （ 複 数 可 ） ； ａ ａ 、 ア ミ ノ 酸 （ 複

数 可 ） ； ｋ ｂ 、 キ ロ ベ ー ス （ 複 数 可 ） ； ｂ ｐ 、 塩 基 対 （ 複 数 可 ） ； ｎ ｔ 、 ヌ ク レ オ チ ド （

複 数 可 ） ； ｉ ． ｍ ． 、 筋 肉 内 の （ に ） ； ｉ ． ｐ ． 、 腹 腔 内 の （ に ） ； ｓ ． ｃ ． 、 皮 下 の （

に ） ； な ど で あ る 。

【 ０ ４ ４ ８ 】

実 施 例 １ ： 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 修 飾 を 作 成 す る た め の Ｃ ａ ｓ ９ の 使 用

材 料 お よ び 方 法

菌 株 お よ び 培 養 条 件

　 ０ ． ２ ％ 酵 母 エ キ ス （ オ キ ソ イ ド 社 （ Ｏ ｘ ｏ ｉ ｄ ） ） を 添 加 し た Ｔ Ｈ Ｙ 培 地 （ ト ッ ド ・

ヒ ュ ー イ ッ ト 培 地 （ Ｔ Ｈ Ｂ 、 Ｂ ａ ｃ ｔ ｏ 、 ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 （ Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ 　 Ｄ

ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ ） ） 内 で 、 ま た は 、 ３ ％ 羊 血 液 を 添 加 し た Ｔ Ｓ Ａ （ ト リ プ チ ケ ー ス ソ イ

寒 天 、 Ｂ Ｂ Ｌ 、 ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 ） 上 で 培 養 さ れ た ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ

ネ ス を 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ が 添 加 さ れ た ３ ７ ℃ の 大 気 中 で 振 る こ と な く イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ル

リ ア － ベ ル タ ー ニ （ Ｌ Ｂ ） 培 地 お よ び 寒 天 内 で 培 養 さ れ た 大 腸 菌 を 振 り な が ら ３ ７ ℃ で イ

ン キ ュ ベ ー ト し た 。 必 要 な 際 は 、 適 切 な 抗 生 物 質 を 次 の 最 終 濃 度 で 培 地 に 添 加 し た ： ア ン

ピ シ リ ン 、 大 腸 菌 に １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ； ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 大 腸 菌 に ３ ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ

； カ ナ マ イ シ ン 、 大 腸 菌 に ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス に ３ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 。 マ

イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Ｓ Ｌ Ｔ 　 Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ａ 　 Ｒ ｅ ａ ｄ ｅ ｒ ） を 使 用 し て ６ ２ ０ ｎ

ｍ の 培 養 一 定 分 量 の 光 学 濃 度 を 観 測 す る こ と で 、 細 菌 細 胞 の 成 長 を 定 期 的 に モ ニ タ ー し た

。

【 ０ ４ ４ ９ 】

細 菌 細 胞 の 形 質 転 換
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　 大 腸 菌 へ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 形 質 転 換 を 、 標 準 的 な 熱 シ ョ ッ ク プ ロ ト コ ル に 従 っ て 実

施 し た 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の 形 質 転 換 を 、 い く つ か の 修 正 を 伴 い 、 前 述 し た と お り に 実 施 し

た 。 プ ラ ス ミ ド 維 持 に 対 す る イ ン ビ ボ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 活 性 を モ ニ タ ー す る べ く 実 施

さ れ た 形 質 転 換 ア ッ セ イ を 、 以 前 に 記 載 さ れ た 通 り 基 本 的 に 実 行 し た 。 手 短 に 、 Ｓ ． ピ オ

ゲ ネ ス の エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ス セ ル を 同 じ 細 胞 密 度 に 均 一 に し 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の プ ラ ス ミ

ド Ｄ Ｎ Ａ で 電 気 穿 孔 し た 。 全 て の 形 質 転 換 を ２ ～ ３ 回 プ レ ー ト 化 し 、 統 計 分 析 の た め に 異

な る バ ッ チ の コ ン ピ テ ン ト セ ル で そ れ ぞ れ 独 立 し て ３ 回 実 験 を 行 っ た 。 形 質 転 換 効 率 を Ｄ

Ｎ Ａ の μ ｇ あ た り の Ｃ Ｆ Ｕ （ コ ロ ニ ー 形 成 単 位 ） と し て 算 出 し た 。 対 照 形 質 転 換 を 、 減 菌

水 お よ び 主 鎖 ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｃ ８ ５ で 実 施 し た 。

【 ０ ４ ５ ０ 】

Ｄ Ｎ Ａ 操 作

　 Ｄ Ｎ Ａ 調 製 、 増 幅 、 消 化 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 精 製 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 含 む Ｄ Ｎ

Ａ 操 作 を 小 さ な 修 正 を 伴 っ て 標 準 的 な 技 術 に 従 っ て 実 施 し た 。 イ ン ビ ト ロ 切 断 の た め の プ

ロ ト ス ペ ー サ ー プ ラ ス ミ ド お よ び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 形 質 転 換 ア ッ セ イ を 以 前 に 記 載 さ れ た と

お り に 作 成 し た （ ４ ） 。 イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ の た め の 追 加 の ｐ Ｕ Ｃ １ ９ ベ ー ス プ ロ ト

ス ペ ー サ ー プ ラ ス ミ ド を 、 ア ニ ー ル し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ｐ Ｕ Ｃ １ ９ の 消 化 さ れ た Ｅ

ｃ ｏ Ｒ Ｉ と Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 と の 間 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と で 、 作 成 し た 。 Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子

含 有 プ ラ ス ミ ド は 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ ４ １ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 精 製 お よ び プ ラ ス ミ ド 調 製 の た

め に キ ッ ト （ キ ア ゲ ン 社 ） を 使 用 し た 。 Ｑ ｕ ｉ ｋ Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｉ Ｉ 　 Ｘ Ｌ キ

ッ ト （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 ） ま た は Ｑ ｕ ｉ ｋ Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ ｅ 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 キ ッ ト （ ア ジ

レ ン ト 社 （ Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ ） ） を 使 用 し て 、 プ ラ ス ミ ド 変 異 誘 発 を 実 施 し た 。 Ｖ Ｂ Ｃ － バ

イ オ テ ッ ク サ ー ビ ス 社 （ Ｖ Ｂ Ｃ － Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ 　 Ｓ ｅ ｒ ｖ ｉ ｃ ｅ ｓ ） 、 シ グ マ ・ ア ル ド

リ ッ チ 社 （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ － Ａ ｌ ｄ ｒ ｉ ｃ ｈ ） お よ び イ ン テ グ レ ー テ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ テ ク ノ ロ ジ ー

社 （ Ｉ ｎ ｔ ｅ ｇ ｒ ａ ｔ ｅ ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ ） が 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド お よ び Ｒ Ｎ Ａ を 供 給 し た 。

【 ０ ４ ５ １ 】

イ ン ビ ト ロ 転 写 鋳 型 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ れ た Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｉ Ｉ － Ａ 型 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お

よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の た め の 鋳 型 （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は ｃ ｈ ｒ ． Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｓ Ｆ ３ ７ ０

上 で の Ｐ Ｃ Ｒ ； ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル ）

Ｔ ７ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ ７ ５ ｎ ｔ ）

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ２ １ （ Ｆ ５ ＇ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ０

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ２ ２ （ Ｒ ３ ＇ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） ： 配 列 番 号 ３ ４ １

Ｔ ７ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 鋳 型 ）

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ７ ６ （ Ｆ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ １ ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ２

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ７ ８ （ Ｒ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ １ ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ３

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ７ ７ （ Ｆ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ４

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ７ ９ （ Ｒ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ５

イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ れ た Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び 操 作 さ れ た ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ の た め の 鋳 型 （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は ｃ ｈ ｒ ． Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｚ ２ ４ ９

１ 上 で の Ｐ Ｃ Ｒ ； ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル ）

Ｔ ７ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ０ ５ （ Ｆ 　 予 想 ５ ＇ ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ６

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ０ ６ （ Ｒ 　 予 想 ３ ＇ ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ７

Ｔ ７ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 鋳 型 ）

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ０ ９ （ Ｆ 　 ｓ ｐ ２ （ ｓ ｐ ｅ Ｍ ） ＋ Ｎ ． ｍ ． リ ピ ー ト ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ８

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ １ ４ （ Ｒ 　 ｓ ｐ ２ （ ｓ ｐ ｅ Ｍ ） ＋ Ｎ ． ｍ ． リ ピ ー ト ） ： 配 列 番 号 ３ ４ ９

イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ れ た Ｌ ． イ ノ キ ュ ア の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び 操 作 さ れ た ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

－ ｓ ｐ ２ の た め の 鋳 型 （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は ｃ ｈ ｒ ． Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｃ ｌ ｉ ｐ １ １ ２ ６

２ 上 で の Ｐ Ｃ Ｒ ； ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル ）
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Ｔ ７ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ０ ３ （ Ｆ 　 予 想 ５ ＇ ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ０

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ０ ４ （ Ｒ 　 予 想 ３ ＇ ） ： 配 列 番 号 ３ ５ １

Ｔ ７ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 鋳 型 ）

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ０ ７ （ Ｆ 　 ｓ ｐ ２ （ ｓ ｐ ｅ Ｍ ） ＋ Ｌ ． ｉ ｎ ． リ ピ ー ト ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ２

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ １ ２ （ Ｒ 　 ｓ ｐ ２ （ ｓ ｐ ｅ Ｍ ） ＋ Ｌ ． ｉ ｎ ． リ ピ ー ト ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ３

イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で の 実 験 の た め の プ ロ ト ス ペ ー サ ー を 伴 う プ ラ ス ミ ド を 作 成 す

る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

イ ン ビ ト ロ お よ び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス で の ｓ ｐ ｅ Ｍ （ ス ペ ー サ ー ２ （ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｉ Ｉ － Ａ

型 、 Ｓ Ｆ ３ ７ ０ ； Ｍ Ｇ Ａ Ｓ ８ ２ ３ ２ の プ ロ ト ス ペ ー サ ー プ ロ フ ァ ー ジ φ ８ ２ ３ ２ ． ３ ） 分

析 の た め の プ ラ ス ミ ド （ 鋳 型 ： ｃ ｈ ｒ ． Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ ８ ２ ３ ２ ま た は ｓ ｐ ｅ Ｍ 断 片 を

含 有 す る プ ラ ス ミ ド ）

ｐ Ｅ Ｃ ２ ８ ７

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ５ ５ （ Ｆ 　 ｓ ｐ ｅ Ｍ ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ４

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ５ ６ （ Ｒ 　 ｓ ｐ ｅ Ｍ ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ５

ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ４ ５ （ Ｆ 　 ｓ ｐ ｅ Ｍ ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ６

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ４ ６ （ Ｒ 　 ｓ ｐ ｅ Ｍ ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ７

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ ０

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ９ ３ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ２ ２ Ｇ ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ８

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ９ ４ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ２ ２ Ｇ ） ： 配 列 番 号 ３ ５ ９

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ １

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ９ ５ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ｔ １ ０ Ｃ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ０

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ９ ６ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ｔ １ ０ Ｃ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ １

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ ２

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ８ ５ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ｔ ７ Ａ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ２

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ８ ６ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ｔ ７ Ａ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ３

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ ３

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ８ ７ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ６ Ｔ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ４

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ８ ８ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ６ Ｔ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ５

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ ４

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ３ ５ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ５ Ｔ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ６

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ３ ６ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ５ Ｔ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ７

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ ５

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ３ ３ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ４ Ｔ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ８

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ３ ４ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ４ Ｔ ） ： 配 列 番 号 ３ ６ ９

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ ６

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ８ ９ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ３ Ｔ ） ： 配 列 番 号 ３ ７ ０

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ９ ０ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ａ ３ Ｔ ） ： 配 列 番 号 ３ ７ １

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ ７

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ９ １ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ｐ Ａ Ｍ 　 Ｇ １ Ｃ ） ： 配 列 番 号

３ ７ ２

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ９ ２ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ｐ Ａ Ｍ 　 Ｇ １ Ｃ ） ： 配 列 番 号

３ ７ ３

ｐ Ｅ Ｃ ３ ７ ８

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ３ ７ （ Ｆ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ｐ Ａ Ｍ 　 Ｇ Ｇ １ ， ２ Ｃ Ｃ ） ：

配 列 番 号 ３ ７ ４

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ２ ３ ８ （ Ｒ 　 ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ８ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 　 Ｐ Ａ Ｍ 　 Ｇ Ｇ １ ， ２ Ｃ Ｃ ） ：

配 列 番 号 ３ ７ ５

イ ン ビ ト ロ お よ び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス で の Ｓ Ｐ ｙ ＿ ０ ７ ０ ０ （ ス ペ ー サ ー １ （ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　
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Ｉ Ｉ － Ａ 型 、 Ｓ Ｆ ３ ７ ０ ； Ｓ Ｆ ３ ７ ０ の プ ロ ト ス ペ ー サ ー プ ロ フ ァ ー ジ φ ３ ７ ０ ． １ ） 分

析 の た め の プ ラ ス ミ ド （ 鋳 型 ： ｃ ｈ ｒ ． Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｓ Ｆ ３ ７ ０ ま た は Ｓ Ｐ ｙ ＿ ０ ７ ０ ０ 断 片

を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ）

ｐ Ｅ Ｃ ４ ８ ９

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ０ ６ （ Ｆ 　 Ｓ ｐ ｙ ＿ ０ ７ ０ ０ ） ： 配 列 番 号 ３ ７ ６

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ １ ０ ７ （ Ｒ 　 Ｓ ｐ ｙ ＿ ０ ７ ０ ０ ） ： 配 列 番 号 ３ ７ ７

ｐ Ｅ Ｃ ５ ７ ３

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ９ ４ １ （ Ｆ 　 Ｐ Ａ Ｍ 　 Ｔ Ｇ １ 、 ２ Ｇ Ｇ ） ： 配 列 番 号 ３ ７ ８

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ２ ９ ４ ２ （ Ｒ 　 Ｐ Ａ Ｍ 　 Ｔ Ｇ １ 、 ２ Ｇ Ｇ ） ： 配 列 番 号 ３ ７ ９

シ ー ク エ ン シ ン グ 解 析 に よ る プ ラ ス ミ ド 構 築 物 お よ び 切 断 部 位 の 検 証 の た め の オ リ ゴ ヌ ク

レ オ チ ド

Ｃ ｏ ｌ Ｅ １ （ ｐ Ｅ Ｃ ８ ５ ）

ｏ ｌ ｉ Ｒ Ｎ ２ ２ ８ （ Ｒ 　 シ ー ク エ ン シ ン グ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ０

ｓ ｐ ｅ Ｍ （ ｐ Ｅ Ｃ ２ ８ ７ ）

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ５ ７ （ Ｆ 　 シ ー ク エ ン シ ン グ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ １

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ １ ５ ５ ６ （ Ｒ 　 シ ー ク エ ン シ ン グ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ２

ｒ ｅ ｐ Ｄ Ｅ Ｇ － ｐ Ａ Ｍ ベ ー タ １ （ ｐ Ｅ Ｃ ８ ５ ）

Ｏ Ｌ Ｅ Ｃ ７ ８ ７ （ Ｆ 　 シ ー ク エ ン シ ン グ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ３

イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

ス ペ ー サ ー １ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ １ － ４ ２ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ４

ス ペ ー サ ー ２ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ １ － ４ ２ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ５

ス ペ ー サ ー ４ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ １ － ４ ２ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ６

ス ペ ー サ ー ２ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ １ － ３ ６ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ７

ス ペ ー サ ー ２ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ １ － ３ ２ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ８

ス ペ ー サ ー ２ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ １ １ － ４ ２ ） ： 配 列 番 号 ３ ８ ９

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

（ ４ － ８ ９ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ０

（ １ ５ － ８ ９ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ １

（ ２ ３ － ８ ９ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ２

（ １ ５ － ５ ３ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ３

（ １ ５ － ４ ４ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ４

（ １ ５ － ３ ６ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ５

（ ２ ３ － ５ ３ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ６

（ ２ ３ － ４ ８ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ７

（ ２ ３ － ４ ４ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ８

（ １ － ２ ６ ） ： 配 列 番 号 ３ ９ ９

キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ

ス ペ ー サ ー １ － キ メ ラ Ａ ： 配 列 番 号 ４ ０ ０

ス ペ ー サ ー １ － キ メ ラ Ｂ ： 配 列 番 号 ４ ０ １

ス ペ ー サ ー ２ － キ メ ラ Ａ ： 配 列 番 号 ４ ０ ２

ス ペ ー サ ー ２ － キ メ ラ Ｂ ： 配 列 番 号 ４ ０ ３

ス ペ ー サ ー ４ － キ メ ラ Ａ ： 配 列 番 号 ４ ０ ４

ス ペ ー サ ー ４ － キ メ ラ Ｂ ： 配 列 番 号 ４ ０ ５

Ｇ Ｆ Ｐ １ ： 配 列 番 号 ４ ０ ６

Ｇ Ｆ Ｐ ２ ： 配 列 番 号 ４ ０ ７

Ｇ Ｆ Ｐ ３ ： 配 列 番 号 ４ ０ ８

Ｇ Ｆ Ｐ ４ ： 配 列 番 号 ４ ０ ９

Ｇ Ｆ Ｐ ５ ： 配 列 番 号 ４ １ ０

切 断 ア ッ セ イ の た め の 基 質 と し て の Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ プ ロ ト ス ペ ー サ ー は 太 文

10

20

30

40

50



(127) JP  6692856  B2  2020.5.13

字 、 Ｐ Ａ Ｍ は 下 線 が 引 か れ て あ る 。 ）

プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ － 相 補 性 － Ｗ Ｔ ： 配 列 番 号 ４ １ １

プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ － 非 相 補 性 － Ｗ Ｔ ： 配 列 番 号 ４ １ ２

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ － 相 補 性 － Ｗ Ｔ ： 配 列 番 号 ４ １ ３

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ － 非 相 補 性 － Ｗ Ｔ ： 配 列 番 号 ４ １ ４

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ － 相 補 性 － Ｗ Ｔ ： 配 列 番 号 ４ １ ５

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ － 非 相 補 性 － Ｗ Ｔ ： 配 列 番 号 ４ １ ６

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ － 相 補 性 － Ｐ Ａ Ｍ １ ： 配 列 番 号 ４ １ ７

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ － 非 相 補 性 － Ｐ Ａ Ｍ １ ： 配 列 番 号 ４ １ ８

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ － 相 補 性 － Ｐ Ａ Ｍ ２ ： 配 列 番 号 ４ １ ９

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ － 非 相 補 性 － Ｐ Ａ Ｍ ２ ： 配 列 番 号 ４ ２ ０

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ － 相 補 性 － Ｐ Ａ Ｍ １ ： 配 列 番 号 ４ ２ １

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ － 非 相 補 性 － Ｐ Ａ Ｍ １ ： 配 列 番 号 ４ ２ ２

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ － 相 補 性 － Ｐ Ａ Ｍ ２ ： 配 列 番 号 ４ ２ ３

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ － 非 相 補 性 － Ｐ Ａ Ｍ ２ ： 配 列 番 号 ４ ２ ４

Ｒ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 お よ び 精 製

　 イ ン ビ ト ロ 転 写 キ ッ ト の Ｔ ７ 　 Ｆ ｌ ａ ｓ ｈ （ エ ピ セ ン タ ー 社 （ Ｅ ｐ ｉ ｃ ｅ ｎ ｔ ｒ ｅ ） 、

イ ル ミ ナ 社 （ Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ ） ） お よ び Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 保 有 す る Ｐ Ｃ Ｒ で 作 成

し た Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ で Ｒ Ｎ Ａ を 転 写 し た 。 使 用 前 に 、 Ｒ Ｎ Ａ を ゲ ル で 精

製 し 、 品 質 を 確 認 し た 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０ 、 リ ス テ リ ア ・ イ ノ キ ュ ア 　 Ｃ ｌ ｉ ｐ

１ １ ２ ６ ２ お よ び ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス Ａ 　 Ｚ ２ ４ ９ １ の Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 の 調 製 の

た め に 使 用 さ れ た プ ラ イ マ ー は 上 に 記 載 さ れ る 。

【 ０ ４ ５ ２ 】

タ ン パ ク 質 精 製

　 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら の Ｃ ａ ｓ ９ （ 残 基 １ ～ １ ３ ６ ８ ） を コ ー

ド す る 配 列 を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 独 立 ク ロ ー ニ ン グ （ Ｌ Ｉ Ｃ ） を 使 用 し て カ

ス タ ム ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス 発 現 ベ ク タ ー 内 に 挿 入 し た 。 得 ら れ た 融 合 構 築 物 は Ｎ 末 端 ヘ キ サ ヒ ス

チ ジ ン － マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｈ ｉ ｓ ６ － Ｍ Ｂ Ｐ ） タ グ を 有 し 、 該 タ グ に タ バ コ エ

ッ チ 病 ウ ィ ル ス （ Ｔ Ｅ Ｖ ） プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 有 す る ペ プ チ ド 配 列 が 続 く 。 タ ン パ

ク 質 を 大 腸 菌 株 Ｂ Ｌ ２ １ ロ ゼ ッ タ ２ （ Ｄ Ｅ ３ ） （ Ｅ Ｍ Ｄ バ イ オ サ イ エ ン ス 社 （ Ｅ Ｍ Ｄ 　 Ｂ

ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ ） ） 内 で 発 現 さ せ 、 １ ８ ℃ の ２ 倍 Ｔ Ｙ 培 地 内 で １ ６ 時 間 成 長 さ せ 、

続 い て ０ ． ２ ｍ Ｍ の Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で 誘 導 を 行 っ た 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 お よ び サ イ ズ

排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の 組 み 合 わ せ に よ っ て タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。 手 短 に 、 ホ モ

ジ ナ イ ザ ー （ ア ベ ス チ ン 社 （ Ａ ｖ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ） ） で 、 細 胞 を ２ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ８

． ０ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ の Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ （ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 カ ク テ ル （ ロ シ ュ 社

（ Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ ） ） が 添 加 さ れ て い る ） に 溶 解 し た 。 透 明 に し た 可 溶 化 物 を バ ッ チ 内 で Ｎ ｉ

－ Ｎ Ｔ Ａ ア ガ ロ ー ス （ キ ア ゲ ン 社 ） に 結 合 さ せ た 。 こ の 樹 脂 を ２ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ

８ ． ０ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ で さ ら に 洗 浄 し 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を ２ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ

ｓ 　 ｐ Ｈ ８ ． ０ 、 ２ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 内 で 溶 離 し た 。 Ｈ ｉ ｓ ６ －

Ｍ Ｂ Ｐ ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を Ｔ Ｅ Ｖ プ ロ テ ア ー ゼ と の 切 断 に よ っ て 取 り 除 き 、 一 方 で 、 タ

ン パ ク 質 を ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ の Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ

、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ ～ １ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ の 直 線 勾 配 で 溶

離 し 、 ５ ｍ ｌ の Ｓ Ｐ セ フ ァ ロ ー ス Ｈ ｉ Ｔ ｒ ａ ｐ カ ラ ム （ Ｇ Ｅ ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 （ Ｇ Ｅ 　

Ｌ ｉ ｆ ｅ 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ ） ） 上 で の 精 製 に よ っ て 、 切 断 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 を 融 合 タ

グ か ら 分 離 し た 。 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ お よ び １ ｍ Ｍ

の Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ 内 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｄ ｅ ｘ 　 ２ ０ ０ 　 １ ６ ／ ６ ０ カ ラ ム 上 で の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー に よ っ て タ ン パ ク 質 を さ ら に 精 製 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 を 約 ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ま

で 濃 縮 し 、 液 体 窒 素 内 で 急 速 冷 凍 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 管 し た 。 Ｑ ｕ ｉ ｋ Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ ｅ 部 位 特

異 的 変 異 誘 発 キ ッ ト （ ア ジ レ ン ト 社 ） を 用 い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ 　 Ｄ １ ０ Ａ 、 Ｈ ８ ４ ０ Ａ お よ び

Ｄ １ ０ Ａ ／ Ｈ ８ ４ ０ Ａ の 点 変 異 体 を 作 成 し 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 し た 。
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野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に 関 す る 同 じ 手 法 に 従 っ て タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。

【 ０ ４ ５ ３ 】

ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ サ ー モ フ ィ ラ ス （ Ｌ Ｍ Ｄ － ９ 、 Ｙ Ｐ ＿ ８ ２ ０ ８ ３ ２ ． １ ） 、 Ｌ ． イ

ノ キ ュ ア （ Ｃ ｌ ｉ ｐ １ １ ２ ６ ２ 、 Ｎ Ｐ ＿ ４ ７ ２ ０ ７ ３ ． １ ） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ

ュ ニ （ Ｃ ａ ｍ ｐ ｙ ｌ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ 　 ｊ ｅ ｊ ｕ ｎ ｉ ） （ 亜 種 ジ ェ ジ ュ ニ Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 １ １ １

６ ８ 、 Ｙ Ｐ ＿ ０ ０ ２ ３ ４ ４ ９ ０ ０ ． １ ） お よ び Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス （ Ｚ ２ ４ ９ １ 、 Ｙ

Ｐ ＿ ０ ０ ２ ３ ４ ２ １ ０ ０ ． １ ） の Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ を 、 Ｂ Ｌ ２ １ ロ ゼ ッ タ （ Ｄ Ｅ ３ ） ｐ

Ｌ ｙ ｓ Ｓ 細 胞 （ ノ バ ジ ェ ン （ Ｎ ｏ ｖ ａ ｇ ｅ ｎ ） ） 内 で 、 Ｈ ｉ ｓ ６ － Ｍ Ｂ Ｐ （ Ｎ ． メ ニ ン ギ

テ ィ デ ィ ス お よ び Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ ） 、 Ｈ ｉ ｓ ６ － チ オ レ ド キ シ ン （ Ｌ ． イ ノ キ ュ ア ） お よ

び Ｈ ｉ ｓ ６ － Ｇ Ｓ Ｔ （ Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス ） 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ 、 Ｓ ． ピ オ ゲ

ネ ス の Ｃ ａ ｓ ９ に 関 す る よ う に 次 の 修 正 を 伴 っ て 実 質 的 に 精 製 し た 。 同 時 精 製 核 酸 の 量 が

多 大 で あ る た め 、 四 つ の Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 を 全 て 、 ゲ ル 濾 過 の 前 に 、 結 合 し た タ ン パ ク

質 を １ ０ ０ ｍ Ｍ ～ ２ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ の 直 線 勾 配 で 溶 離 し 、 追 加 の ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス 工 程 に

よ っ て 精 製 し た 。 こ れ に よ っ て Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス お よ び Ｌ ． イ ノ

キ ュ ア タ ン パ ク 質 か ら の 核 酸 混 入 が 無 事 に 取 り 除 か れ た が 、 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス の Ｃ ａ ｓ

９ 調 製 か ら の 同 時 精 製 核 酸 は 取 り 除 け な か っ た 。 タ ン パ ク 質 を 全 て 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ

Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ お よ び １ ｍ Ｍ の Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ 中 １ ～ ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ま で 濃

縮 し 、 液 体 Ｎ ２ 内 で 急 速 冷 凍 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 管 し た 。

【 ０ ４ ５ ４ 】

プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 ア ッ セ イ

　 合 成 ま た は イ ン ビ ト ロ 転 写 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 、 反 応 前 に 、 ９ ５ ℃ ま

で 加 熱 し 、 ゆ っ く り 室 温 ま で 下 げ る こ と で 、 プ レ ア ニ ー ル し た 。 天 然 ま た は 制 限 消 化 直 線

化 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ３ ０ ０ ｎ ｇ （ 約 ８ ｎ Ｍ ） ） を 、 ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ

Ｃ ｌ ２ 有 り ま た は 無 し の Ｃ ａ ｓ ９ プ ラ ス ミ ド 切 断 緩 衝 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７

． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 内 で 、 精 製 Ｃ

ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 （ ５ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ Ｍ ） お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 （ ５

０ ～ ５ ０ ０ ｎ Ｍ 、 １ ： １ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を ２ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ５

倍 Ｄ Ｎ Ａ 添 加 緩 衝 液 で 停 止 し 、 ０ ． ８ ま た は １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 エ チ

ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 で 可 視 化 し た 。 Ｃ ａ ｓ ９ 変 異 体 切 断 ア ッ セ イ の た め に 、 ア ガ ロ ー ス

ゲ ル に 添 加 す る 前 に 、 反 応 を ５ 倍 Ｓ Ｄ Ｓ 添 加 緩 衝 液 （ ３ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 １ ． ２ ％ Ｓ Ｄ

Ｓ 、 ２ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） で 停 止 し た 。

【 ０ ４ ５ ５ 】

金 属 依 存 切 断 ア ッ セ イ

　 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ｎ Ｍ ） を 、 １ 、 ５ ま た は １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ

２ 、 １ ま た は １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 Ｃ ｏ Ｃ ｌ ２ 、 Ｎ ｉ Ｓ Ｏ ４

ま た は Ｃ ｕ Ｓ Ｏ ４ が 添 加 さ れ た 切 断 緩 衝 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０

ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 内 で 、 ５ ０ ｎ Ｍ の ｔ ｒ ａ ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た Ｃ ａ ｓ ９ （ ５ ０ ｎ Ｍ ） で 、 ３ ７

℃ に て １ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ５ 倍 Ｓ Ｄ Ｓ 添 加 緩 衝 液 （ ３ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 １ ．

２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ２ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 す る こ と で 反 応 を 停 止 し 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ

ル 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 で 可 視 化 し た 。

【 ０ ４ ５ ６ 】

シ ン グ ル タ ー ン オ ー バ ー ア ッ セ イ

　 切 断 緩 衝 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ

ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 内 で 、 二 重 鎖 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ （ ２ ５ ｎ Ｍ 、 １ ： １ ） 、 ま た は 、 プ レ ア ニ ー ル さ れ て い な い 双 方 の

Ｒ Ｎ Ａ （ ２ ５ ｎ Ｍ ） で Ｃ ａ ｓ ９ （ ２ ５ ｎ Ｍ ） を ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ｎ Ｍ ） を 添 加 す る こ と で 反 応 を 開 始 し た 。 反 応

混 合 物 を ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 決 め ら れ た 時 間 間 隔 で 、 試 料 を 反 応 か ら 取 り 出 し

、 ５ 倍 Ｓ Ｄ Ｓ 添 加 緩 衝 液 （ ３ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 １ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ２ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
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） を 添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 切 断 を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ

イ ド 染 色 で モ ニ タ ー し た 。 シ ン グ ル タ ー ン オ ー バ ー 動 態 の た め に 、 同 じ こ と を Ｃ ａ ｓ ９ お

よ び Ｒ Ｎ Ａ の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 無 し で 行 い 、 こ こ で 、 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ

ド Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ｎ Ｍ ） を 二 重 鎖 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ （ ２ ５ ｎ Ｍ ） ま た は

プ レ ア ニ ー ル さ れ て い な い 双 方 の Ｒ Ｎ Ａ （ ２ ５ ｎ Ｍ ） を 伴 う 切 断 緩 衝 液 内 で 混 合 し 、 Ｃ ａ

ｓ ９ （ ２ ５ ｎ Ｍ ） を 添 加 す る こ と で 反 応 を 開 始 し た 。 切 断 の パ ー セ ン テ ー ジ を デ ン シ ト メ

ト リ ー で 分 析 し 、 三 つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 を 時 間 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 デ ー タ は 、 非

線 形 回 帰 分 析 に よ っ て あ て は め を 行 い 、 切 断 速 度 （ ｋ ｏ ｂ ｓ ［ 毎 分
－ １

］ ） を 算 出 し た 。

【 ０ ４ ５ ７ 】

複 数 タ ー ン オ ー バ ー ア ッ セ イ

　 切 断 緩 衝 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ

ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 内 で 、 ３ ７ ℃ に て １ ５ 分 間 、 Ｃ

ａ ｓ ９ （ １ ｎ Ｍ ） を プ レ ア ニ ー ル し た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ （ １ ｎ Ｍ 、

１ ： １ ） で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ｎ Ｍ ） を

添 加 す る こ と で 、 反 応 を 開 始 し た 。 決 め ら れ た 時 間 間 隔 で 試 料 を 取 り 出 し 、 ５ 倍 Ｓ Ｄ Ｓ 添

加 緩 衝 液 （ ３ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 １ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ２ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 す る こ

と で 反 応 を 停 止 し た 。 切 断 反 応 を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ

マ イ ド で 染 色 し 、 切 断 の パ ー セ ン テ ー ジ を デ ン シ ト メ ト リ ー で 分 析 し た 。 四 つ の 独 立 し た

実 験 の 結 果 を 時 間 （ 分 ） に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。

【 ０ ４ ５ ８ 】

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 ア ッ セ イ

　 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ） を 、 ５ ０ μ Ｌ 反 応 内 で 、 １ 倍 Ｔ ４ ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド キ ナ ー ゼ 反 応 緩 衝 液 中 ５ 単 位 の Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ （ ニ ュ ー ・ イ ン グ

ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ボ 社 （ Ｎ ｅ ｗ 　 Ｅ ｎ ｇ ｌ ａ ｎ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ａ ｂ ｓ ） ） お よ び 約 ３ ～ ６ ｐ

ｍ ｏ ｌ （ 約 ２ ０ ～ ４ ０ ｍ Ｃ ｉ ） ［ γ － ３ ２ Ｐ ］ － Ａ Ｔ Ｐ （ プ ロ メ ガ 社 （ Ｐ ｒ ｏ ｍ ｅ ｇ ａ ）

） で ３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 、 放 射 標 識 し た 。 熱 失 活 （ ６ ５ ℃ で ２

０ 分 間 ） 後 、 反 応 を Ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ ｔ ｒ ａ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ Ｓ ｐ ｉ ｎ 　 Ｇ － ２ ５ カ ラ ム （ Ｇ Ｅ ヘ ル

ス ケ ア 社 （ Ｇ Ｅ Ｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｈ ｃ ａ ｒ ｅ ） ） を 通 し て 精 製 し 、 組 み 込 ま れ て い な い 標 識 を 取

り 除 い た 。 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 等 モ ル 量 の 未 標 識 相 補 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 一 緒 に

９ ５ ℃ に て ３ 分 間 ア ニ ー ル す る こ と で 二 重 鎖 基 質 （ １ ０ ０ ｎ Ｍ ） を 作 成 し 、 続 い て 、 室 温

ま で ゆ っ く り 冷 や し た 。 切 断 ア ッ セ イ の た め に 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を ３

０ 秒 間 ９ ５ ℃ ま で 加 熱 し 、 続 い て 、 室 温 ま で ゆ っ く り 冷 や す こ と で ア ニ ー ル し た 。 合 計 体

積 が ９ μ ｌ の 切 断 ア ッ セ イ 緩 衝 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ

Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 、 ５ ％ グ リ セ ロ ー ル ） 内 で 、 ア ニ ー ル さ れ た

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 （ ５ ０ ０ ｎ Ｍ ） で Ｃ ａ ｓ ９ （ ５ ０ ０ ｎ Ｍ 最 終 濃 度 ）

を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ μ ｌ の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ０ ｎ Ｍ ） の 添 加 に よ っ て 反 応 を 開 始

し 、 ３ ７ ℃ に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ２ ０ μ ｌ の 添 加 色 素 （ ホ ル ム ア ミ ド 中 ５ ｍ Ｍ

の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ２ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ５ ％ グ リ セ ロ ー ル ） の 添 加 に よ っ て 反 応 を ク エ ン チ し

、 ５ 分 間 ９ ５ ℃ ま で 加 熱 し た 。 切 断 産 物 を ７ Ｍ ウ レ ア 含 有 の １ ２ ％ 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ド ゲ ル 上 で 分 離 し 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー （ Ｓ ｔ ｏ ｒ ｍ 、 Ｇ Ｅ ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 ） に よ

っ て 可 視 化 し た 。 プ レ ア ニ ー ル し 、 ８ ％ 天 然 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 精 製 し 、 続 い て 双 方

の ５ ＇ 末 端 で 放 射 標 識 し て お い た Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 基 質 を 用 い て 、 Ｐ Ａ Ｍ 必 要 条 件 を 試 験 す る

切 断 ア ッ セ イ （ 図 １ ３ Ｂ ） を 実 行 し た 。 反 応 を 上 記 の 通 り 準 備 し 、 分 析 し た 。

【 ０ ４ ５ ９ 】

電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ

　 各 鎖 （ １ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ） を イ オ ン 除 去 水 内 で 混 合 し 、 ９ ５ ℃ ま で ３ 分 間 加 熱 し て 、 室 温 ま

で 冷 や す こ と で 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 を 形 成 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を 全 て １ 倍 Ｔ Ｂ Ｅ 含 有 ８ ％ 天 然 ゲ

ル 上 で 精 製 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド を Ｕ Ｖ シ ャ ド ー イ ン グ に よ っ て 可 視 化 し 、 切 断 し 、 ゲ ル 小

片 を Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ で 処 理 し た Ｈ ２ Ｏ 内 に 浸 漬 す る こ と に よ っ て 溶 離 し た 。 溶 離 し た Ｄ Ｎ Ａ を エ

タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ で 処 理 し た Ｈ ２ Ｏ に 溶 解 し た 。 Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ
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ー ゼ （ ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ボ 社 ） を ３ ０ 分 間 ３ ７ ℃ に て 使 用 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 試

料 を ［ γ － ３ ２ Ｐ ］ － Ａ Ｔ Ｐ で ５ ＇ 末 端 を 標 識 し た 。 Ｐ Ｎ Ｋ を ６ ５ ℃ で ２ ０ 分 間 熱 変 性 し

、 組 み 込 ま れ て い な い 放 射 標 識 を 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ ｔ ｒ ａ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ Ｓ ｐ ｉ ｎ 　 Ｇ － ２ ５ カ

ラ ム （ Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア 社 ） を 使 用 し て 除 去 し た 。 合 計 体 積 が １ ０ μ ｌ で あ る 、 ２ ０ ｍ Ｍ の

Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ お

よ び １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル を 含 む 緩 衝 液 内 で 結 合 ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 Ｃ ａ ｓ ９ 　 Ｄ １ ０ Ａ

／ Ｈ ８ ４ ０ Ａ の 二 重 変 異 体 を 等 モ ル 量 の プ レ ア ニ ー ル し た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

二 重 鎖 で プ ロ グ ラ ム し 、 １ ０ ０ ｐ Ｍ か ら １ μ Ｍ に 滴 定 し た 。 放 射 標 識 Ｄ Ｎ Ａ を ２ ０ ｐ Ｍ の

最 終 濃 度 に 添 加 し た 。 試 料 を １ 時 間 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 １ 倍 Ｔ Ｂ Ｅ お よ び ５ ｍ Ｍ

の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ を 含 む ８ ％ 天 然 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 、 ４ ℃ で 分 離 し た 。 ゲ ル を 乾 燥

さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ を ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー に よ っ て 可 視 化 し た 。

【 ０ ４ ６ ０ 】

Ｄ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 配 列 の イ ン シ リ コ 分 析

　 Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 Ｎ Ｔ Ｉ パ ッ ケ ー ジ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 （ Ｖ ｅ ｃ

ｔ ｏ ｒ 　 Ｎ Ｔ Ｉ ） お よ び タ ン パ ク 質 の 比 較 配 列 分 析 （ Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ｘ ） の た め に 使 用 し た 。

【 ０ ４ ６ １ 】

Ｒ Ｎ Ａ 構 造 お よ び 同 時 折 り 畳 み の イ ン シ リ コ モ デ リ ン グ

　 Ｖ ｉ ｅ ｎ ｎ ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ パ ッ ケ ー ジ ア ル ゴ リ ズ ム （ ４ ２ 、 ４ ３ ） を 使 用 し て 、 イ ン シ リ コ

予 想 を 実 施 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ の 二 次 構 造 お よ び 同 時 折 り 畳 み モ デ ル を そ れ ぞ れ Ｒ Ｎ Ａ ｆ ｏ ｌ ｄ

お よ び Ｒ Ｎ Ａ ｃ ｏ ｆ ｏ ｌ ｄ で 予 想 し 、 Ｖ Ａ Ｒ Ｎ Ａ （ ４ ４ ） で 可 視 化 し た 。

【 ０ ４ ６ ２ 】

結 果

　 細 菌 お よ び 古 細 菌 は 、 ク ラ ス タ ー 化 さ れ 、 等 間 隔 に ス ペ ー サ ー が 入 っ た 、 短 回 文 型 リ ピ

ー ト 配 列 （ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ） ／ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 関 連 （ Ｃ ａ ｓ ） と 呼 ば れ る 、 Ｒ Ｎ Ａ 媒 介 性 適 応

防 御 シ ス テ ム を 発 達 さ せ 、 該 シ ス テ ム は 、 侵 入 す る ウ ィ ル ス お よ び プ ラ ス ミ ド か ら 有 機 体

を 保 護 す る （ １ ～ ３ ） 。 こ れ ら シ ス テ ム の 一 部 で 、 ト ラ ン ス 活 性 化 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ ｒ ａ ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） と 塩 基 対 で あ る 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ が 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 関 連 タ ン パ ク 質 Ｃ ａ ｓ ９ に 標

的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 鎖 （ ｄ ｓ ） 切 断 を 引 き 起 こ す よ う に 指 示 す る 、 二 つ の Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 構 造

を 形 成 す る こ と を 示 す 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 配 列 に 相 補 的 で あ る 部 位 で は 、 Ｃ ａ ｓ ９ 　 Ｈ Ｎ Ｈ

ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン は 相 補 鎖 を 切 断 す る 一 方 で 、 Ｃ ａ ｓ ９ 　 Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 ド メ イ ン は 非 相

補 鎖 を 切 断 す る 。 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 、 単 一 の Ｒ Ｎ Ａ キ メ ラ と し て 設 計

さ れ る 場 合 、 配 列 特 異 性 Ｃ ａ ｓ ９ 　 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 切 断 も 指 示 す る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 二 重 Ｒ

Ｎ Ａ を 部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 の た め に 使 用 す る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の フ ァ ミ リ ー を 明 ら か

に し 、 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ グ ラ ム 可 能 ゲ ノ ム 編 集 の た め に そ の シ ス テ ム を 利 用 す る 能 力 を 強 調 す る

。

【 ０ ４ ６ ３ 】

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 防 御 シ ス テ ム は 、 外 来 性 の 核 酸 の 配 列 特 異 性 検 知 お よ び サ イ レ ン

シ ン グ の た め に 、 小 さ い Ｒ Ｎ Ａ に 依 存 し て い る 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム は 、 オ ペ

ロ ン （ 複 数 可 ） に 組 織 化 さ れ る ｃ ａ ｓ 遺 伝 子 、 お よ び 、 同 一 の リ ピ ー ト が 散 在 す る ゲ ノ ム

標 的 配 列 （ ス ペ ー サ ー と 呼 ば れ る ） か ら 成 る Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ア レ イ （ 複 数 可 ） か ら 構 成 さ れ

る （ １ ～ ３ ） 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 媒 介 性 免 疫 は 三 つ の 工 程 で 生 じ る 。 適 応 段 階 で は 、

一 つ ま た は 複 数 の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 座 位 を 保 有 す る 細 菌 お よ び 古 細 菌 は 、 外 来 性 配 列 の 短 断 片

（ プ ロ ト ス ペ ー サ ー ） を 宿 主 染 色 体 内 の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 配 列 の 近 位 末 端 に 組 み 込 む こ と で 、

ウ ィ ル ス 性 ま た は プ ラ ス ミ ド 攻 撃 に 応 答 す る （ １ ～ ３ ） 。 発 現 お よ び 干 渉 段 階 で は 、 リ ピ

ー ト ス ペ ー サ ー 要 素 の 前 駆 体 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） 分 子 へ の 転 写

、 続 い て 酵 素 的 な 切 断 が 、 侵 入 ウ ィ ル ス 性 ま た は プ ラ ス ミ ド 標 的 の 相 補 プ ロ ト ス ペ ー サ ー

配 列 と 対 に な る こ と が で き る 短 い ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を も た ら す （ ４ ～ １ １ ） 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に よ る

標 的 認 識 は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と 複 合 し て 機 能 す る Ｃ ａ ｓ タ ン パ ク 質 を 利 用 し て 外 来 性 配 列 の サ

イ レ ン シ ン グ を 指 示 す る （ １ ０ 、 １ ２ ～ ２ ０ ） 。

【 ０ ４ ６ ４ 】
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　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム に は 三 つ の 種 類 が あ る （ ２ １ ～ ２ ３ ） 。 Ｉ 型 お よ び Ｉ Ｉ

Ｉ 型 シ ス テ ム は い く つ か の 包 括 的 な 特 色 を 共 有 す る ： 特 定 Ｃ ａ ｓ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が ｐ

ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を プ ロ セ シ ン グ し 、 一 度 成 熟 す る と 、 各 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 相

補 的 で あ る 核 酸 を 認 識 お よ び 切 断 で き る 大 型 の 多 Ｃ ａ ｓ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 。 対

照 的 に 、 Ｉ Ｉ 型 シ ス テ ム は 、 ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の リ ピ ー ト 配 列 に 相 補 的 で あ る ト ラ ン ス

活 性 化 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） が 、 Ｃ ａ ｓ ９ （ か つ て の Ｃ ｓ ｎ １ ） タ ン パ ク 質 存

在 下 で の 二 重 鎖 （ ｄ ｓ ） Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ Ｉ Ｉ に よ っ て プ ロ

セ シ ン グ を 誘 発 す る と い う 異 な る メ カ ニ ズ ム で ｐ ｒ ｅ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 処 理 す る （ 図 １ ５ ） （

４ 、 ２ ４ ） 。 Ｃ ａ ｓ ９ は 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 サ イ レ ン シ ン グ に 関 与 す る 唯 一 の

タ ン パ ク 質 で あ る と 考 え ら れ て い る （ ２ ５ ～ ２ ７ ） 。

【 ０ ４ ６ ５ 】

　 Ｉ Ｉ 型 シ ス テ ム で は 、 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は 、 標 的 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る た め に 活 性 化

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と 標 的 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と の 間 に 形 成 さ れ る 塩 基 対 構 造 を 必 要 と す る 酵 素 の フ

ァ ミ リ ー を 構 成 す る 。 部 位 特 異 的 切 断 は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と 標 的 プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ と の

間 の 塩 基 対 形 成 相 補 性 お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 の 相 補 領 域 に 隣 接 す る 短 い モ チ ー フ （ プ ロ ト ス

ペ ー サ ー 隣 接 モ チ ー フ （ Ｐ Ａ Ｍ ） と 呼 ば れ る ） の 双 方 に よ っ て 決 定 さ れ る 位 置 で 起 こ る 。

我 々 の 実 験 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー は 単 一 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 と プ ロ グ ラ ム

さ れ て 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 部 位 を 切 断 で き る こ と を 更 に 実 証 し 、 そ れ に よ っ て 、 ゲ ノ ム 標 的 お よ

び 編 集 の た め に ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を 引 き 起 こ す 単 純 か つ 融 通 の 利 く Ｒ Ｎ Ａ 依 存 性 シ ス テ ム の

発 達 を 助 長 す る 。

【 ０ ４ ６ ６ 】

Ｃ ａ ｓ ９ は 二 つ の Ｒ Ｎ Ａ に 誘 導 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る

　 Ｉ Ｉ 型 シ ス テ ム の 特 徴 タ ン パ ク 質 で あ り Ｃ ａ ｓ ９ は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 成 熟 お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 の 双 方 に 関 与 し て い る と 仮 定 さ れ て き た （ 図 １ ５ ） （ ４ 、 ２ ５ ～ ２ ７ ） 。

Ｃ ａ ｓ ９ は ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 成 熟 に 関 与 す る が （ ４ ） 、 そ の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 破 壊 へ の 直 接 的 関 与 は 調

査 さ れ て い な い 。 Ｃ ａ ｓ ９ が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し 得 る か ど う か 、 お よ び 、 ど の よ う に 標 的

Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し 得 る の か を 試 験 す る た め に 、 我 々 は 、 過 剰 発 現 シ ス テ ム を 使 用 し て 病 原 菌

ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス 由 来 の Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 を 精 製 （ 図 １ ６ 、 補 足 の 材 料

お よ び 方 法 を 参 照 ） し 、 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と 相 補 的 で あ る プ ロ ト ス ペ ー サ ー 配 列 お よ び 本 物

の Ｐ Ａ Ｍ を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 二 重 鎖 を 切 断 す る そ の 能

力 を 試 験 し た 。 我 々 は 、 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 単 独 で は Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を

指 示 す る こ と は で き な い こ と を 発 見 し た （ 図 １ ０ Ａ お よ び 図 １ ７ Ａ ） 。 し か し 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ の リ ピ ー ト 配 列 と 対 を な し 得 、 こ の シ ス テ ム 内 で ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 成 熟 に 必 要 不 可 欠 で あ る ｔ

ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 添 加 が 、 Ｃ ａ ｓ ９ が プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る よ う に 誘 発 し た （ 図 １

０ Ａ お よ び 図 １ ７ Ａ ） 。 切 断 反 応 は 、 マ グ ネ シ ウ ム お よ び Ｄ Ｎ Ａ に 相 補 的 で あ る ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ 配 列 の 存 在 の 双 方 が 必 要 で あ っ た ； ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 塩 基 対 形 成 が 可 能 で は あ る が 、 非

同 種 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 配 列 を 有 す る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 プ ラ ス ミ ド 切 断 を 支 援 し な

か っ た （ 図 １ ０ Ａ ； 図 １ ７ Ａ 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ と ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ １ を 比 較 ； お よ び

図 １ ８ Ａ ） 。 短 い 線 状 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 基 質 で も 同 様 の 結 果 を 得 た （ 図 １ ０ Ｂ お よ び 図 １ ７ 、 Ｂ

お よ び Ｃ ） 。 こ の よ う に 、 ト ラ ン ス 活 性 化 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 二 つ の 重 要 な 機 能 を 伴 う 小

さ な 非 コ ー ド Ｒ Ｎ Ａ で あ る ： 酵 素 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ Ｉ Ｉ （ ４ ） に よ っ て ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

プ ロ セ シ ン グ を 誘 発 す る こ と 、 お よ び 、 引 き 続 き Ｃ ａ ｓ ９ に よ る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 切

断 を 活 性 化 さ せ る こ と 。

【 ０ ４ ６ ７ 】

　 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 誘 導 さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ に よ る プ ラ ス ミ ド お よ び 短 い 線 状

ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ の 双 方 の 切 断 は 部 位 特 異 的 で あ る （ 図 １ ０ 、 Ｃ ～ Ｅ 、 お よ び 図 １ ９ 、 Ａ お よ び

Ｂ ） 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 は 、 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の 塩 基 対 三 つ 上 流 の 位 置 で 、 平 滑 末 端 を も た

ら し た （ 図 １ ０ 、 Ｃ お よ び Ｅ 、 並 び に 図 １ ９ 、 Ａ お よ び Ｃ ） （ ２ ６ ） 。 同 様 に 、 短 い ｄ ｓ

Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 内 で 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 標 的 結 合 配 列 に 相 補 的 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 鎖 （ 相 補 鎖 ） は 、 Ｐ

Ａ Ｍ の 塩 基 対 三 つ 上 流 の 位 置 で 切 断 さ れ る （ 図 １ ０ 、 Ｄ お よ び Ｅ 、 並 び に 図 １ ９ 、 Ｂ お よ
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び Ｃ ） 。 非 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 、 Ｐ Ａ Ｍ の 塩 基 対 ３ ～ ８ 個 上 流 内 の 一 つ ま た は 複 数 部 位 で 切 断

さ れ る 。 さ ら な る 調 査 に よ っ て 、 非 相 補 鎖 は ま ず 始 め に ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 的 に 切 断 さ れ

、 そ の 後 、 ３ ′ － ５ ′ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ っ て 調 節 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た

（ 図 １ ８ Ｂ ） 。 シ ン グ ル タ ー ン オ ー バ ー 条 件 下 で の Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 切 断 速 度 は 制 限 エ ン ド

ヌ ク レ ア ー ゼ に 匹 敵 す る 毎 分 ０ ． ３ ～ １ の 範 囲 に 及 び （ 図 ２ ０ Ａ ） 、 一 方 で 、 ５ 倍 モ ル 過

剰 で あ る 基 質 Ｄ Ｎ Ａ を 伴 う 野 生 型 （ Ｗ Ｔ ） Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合

体 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 Ｃ ａ ｓ ９ は 複 数 タ ー ン オ ー バ ー 酵 素 で あ る 証

拠 を 提 供 し た （ 図 ２ ０ Ｂ ） 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｉ 型 カ ス ケ ー ド 複 合 体 と は 対 照 的 に （ １ ８ ）

、 Ｃ ａ ｓ ９ は 直 線 化 お よ び ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド の 双 方 を 切 断 す る （ 図 １ ０ Ａ お よ び

１ １ Ａ ） 。 従 っ て 、 侵 入 プ ラ ス ミ ド は 、 基 本 的 に 、 異 な る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ で プ ロ グ ラ ム さ れ た

Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に よ っ て 複 数 回 切 断 さ れ 得 る 。

【 ０ ４ ６ ８ 】

　 図 １ ０ （ Ａ ） 　 Ｃ ａ ｓ ９ を 、 ７ ５ － ヌ ク レ オ チ ド ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 ま た は 不 在 下

で 、 ４ ２ － ヌ ク レ オ チ ド ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ （ ス ペ ー サ ー ２ 配 列 を 含 む ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） で プ

ロ グ ラ ム し た 。 複 合 体 を 、 ス ペ ー サ ー ２ お よ び 機 能 性 Ｐ Ａ Ｍ に 相 補 的 で あ る 配 列 を 保 有 す

る 環 状 ま た は Ｘ ｈ ｏ Ｉ 直 線 化 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に 添 加 し た 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ １ 、 特 異 性

制 御 ； Ｍ 、 Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ ー ； ｋ ｂ ｐ 、 キ ロ 塩 基 対 。 図 １ ７ Ａ を 参 照 。 （ Ｂ ） Ｃ ａ ｓ ９ を ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ ヌ ク レ オ チ ド ４ ～ ８ ９ ） で プ ロ グ ラ ム し た 。

複 合 体 を 、 ス ペ ー サ ー ２ お よ び 機 能 性 Ｐ Ａ Ｍ に 相 補 的 で あ る 配 列 を 保 有 す る 二 重 ま た は 単

鎖 Ｄ Ｎ Ａ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ ４ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 ま た は 非 相 補 鎖 の ５ ＇ を 放 射 標 識 し

、 非 標 識 パ ー ト ナ ー 鎖 で ア ニ ー ル し た 。 ｎ ｔ 、 ヌ ク レ オ チ ド 。 図 １ ７ 、 Ｂ お よ び Ｃ を 参 照

。 （ Ｃ ） 図 １ ０ Ａ の 切 断 産 物 の シ ー ク エ ン シ ン グ 分 析 。 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 の プ ラ イ マ

ー 伸 長 の 終 結 は 、 切 断 部 位 の 位 置 を 示 す 。 ３ ＇ 末 端 Ａ オ ー バ ー ハ ン グ （ ア ス タ リ ス ク ） は

、 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 の 人 為 産 物 で あ る 。 図 １ ９ 、 Ａ お よ び Ｃ を 参 照 。 （ Ｄ ） 図 １ ０ Ｂ

の 切 断 産 物 を 、 標 識 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の 相 補 お よ び 非 相 補 鎖 由 来 の ５ ＇ が 標 識 さ れ た サ イ ズ マ

ー カ ー と 一 緒 に 分 析 し た 。 Ｍ 、 マ ー カ ー ； Ｐ 、 切 断 産 物 。 図 １ ９ 、 Ｂ お よ び Ｃ を 参 照 。 （

Ｅ ） ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ お よ び プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 概 略

図 で あ る 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 上 線 ） お よ び プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ （ 下 線 ） と 相 補 性 を 有 す る

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 領 域 を 示 す 。 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 は 標 識 さ れ る ； （ Ｃ ） お よ び （ Ｄ ） に マ ッ ピ

ン グ さ れ る 切 断 部 位 は 白 色 矢 印 （ Ｃ ） 、 黒 色 矢 印 ［ （ Ｄ ） 、 相 補 鎖 ］ 、 お よ び 黒 色 棒 線 ［

（ Ｄ ） 、 非 相 補 鎖 ］ で 表 さ れ る 。

【 ０ ４ ６ ９ 】

　 図 １ ５ は Ｉ Ｉ 型 Ｒ Ｎ Ａ 媒 介 性 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 免 疫 経 路 を 示 す 。 発 現 お よ び 干 渉 工

程 が 図 に 示 さ れ る 。 Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 座 位 は タ ン パ ク 質 Ｃ ａ ｓ ９ 、 Ｃ ａ ｓ １ 、

Ｃ ａ ｓ ２ お よ び Ｃ ｓ ｎ ２ を コ ー ド す る 四 つ の 遺 伝 子 の オ ペ ロ ン 、 お よ び 、 特 有 の ゲ ノ ム 標

的 ス ペ ー サ ー （ 菱 形 ） が 散 在 し た 同 一 の リ ピ ー ト （ 黒 色 長 方 形 ） が 続 く リ ー ダ ー 配 列 か ら

成 る Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ア レ イ 、 お よ び ト ラ ン ス 活 性 化 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 配 列 か ら

構 成 さ れ る 。 こ こ に 示 さ れ る の は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０ （ 受 託 番 号 Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ２ ７

３ ７ ） の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 座 位 で あ る （ ４ ） 。 こ の 座 位 で 実 験 的 に 確 認 さ れ た

プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー が 示 さ れ る （ ４ ） 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ア レ イ は 、 Ｉ Ｉ

型 シ ス テ ム に 特 異 的 な 成 熟 プ ロ セ ス を 行 う 前 駆 体 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ ） 分 子 と し て 転 写 さ れ る （ ４ ） 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０ で は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

は 、 ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 各 リ ピ ー ト と 相 補 性 を 有 す る 、 長 さ １ ７ １ お よ び ８ ９ ｎ ｔ で あ

る 二 つ の 一 次 転 写 物 と し て 転 写 さ れ る 。 第 １ の プ ロ セ シ ン グ 現 象 は ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と ｐ

ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 対 形 成 に 関 わ り 、 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で ハ ウ ス キ ー ピ ン グ エ

ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ Ｉ Ｉ に よ っ て 認 識 お よ び 切 断 さ れ る 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を

形 成 す る 。 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 媒 介 性 切 断 は 、 ７ ５ ｎ ｔ の プ ロ セ シ ン グ さ

れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 、 リ ピ ー ト 配 列 の 一 部 が 隣 接 す る 一 つ の ス ペ ー サ ー の 配 列

を 含 む 中 央 領 域 か ら 成 る ６ ６ ｎ ｔ の 中 間 体 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 作 成 す る 。 第 ２ の プ ロ セ シ ン グ 現

象 は 、 未 知 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ 複 数 可 ） に よ っ て 媒 介 さ れ 、 ５ ＇ 末 端 ス ペ ー サ ー 由 来 の
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誘 導 配 列 お よ び リ ピ ー ト 由 来 の ３ ＇ 末 端 配 列 か ら 成 る 長 さ ３ ９ ～ ４ ２ ｎ ｔ の 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ の 形 成 に つ な が る 。 第 １ お よ び 第 ２ の プ ロ セ シ ン グ 現 象 に 続 い て 、 成 熟 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ は 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と 対 形 成 し 、 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 と 結 合 し た 状 態 を 維 持 す る 。 こ の ３

元 複 合 体 で は 、 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 構 造 は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｃ ａ ｓ ９

を 同 種 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 誘 導 す る 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ と し て 作 用 す る 。 Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ：

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 に よ る 標 的 認 識 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の プ ロ ト ス ペ ー サ ー 配 列 と ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の

ス ペ ー サ ー 由 来 配 列 と の 間 の 相 同 性 に 関 し て 侵 入 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 走 査 す る こ と で 開 始 さ れ る

。 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ト ス ペ ー サ ー － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ス ペ ー サ ー の 相 補 性 に 加 え 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 は プ ロ ト

ス ペ ー サ ー に 隣 接 す る 短 い モ チ ー フ （ Ｎ Ｇ Ｇ 、 こ こ で 、 Ｎ は 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得

る ） （ プ ロ ト ス ペ ー サ ー 隣 接 モ チ ー フ － Ｐ Ａ Ｍ ） の 存 在 を 必 要 と す る 。 二 重 Ｒ Ｎ Ａ と プ ロ

ト ス ペ ー サ ー 配 列 と の 間 の 対 形 成 に 続 い て 、 Ｒ ル ー プ が 形 成 さ れ 、 Ｃ ａ ｓ ９ は 続 い て Ｄ Ｎ

Ａ 内 に 二 重 鎖 切 断 （ Ｄ Ｓ Ｂ ） を も た ら す 。 Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 は 、 タ ン パ ク

質 内 に 二 つ の 触 媒 性 ド メ イ ン を 必 要 と す る 。 Ｐ Ａ Ｍ に 対 す る 特 定 の 部 位 で は 、 Ｈ Ｎ Ｈ ド メ

イ ン は Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 を 切 断 す る 一 方 で 、 Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 ド メ イ ン は 非 相 補 鎖 を 切 断 す る 。

【 ０ ４ ７ ０ 】

　 図 １ ６ （ Ａ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ を 大 腸 菌 内 に Ｎ 末 端 Ｈ ｉ ｓ ６ － Ｍ Ｂ Ｐ タ グ を 含 む

融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 お よ び サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ ー 工 程 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 精 製 し た 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 工 程 に 続 く Ｔ Ｅ Ｖ プ

ロ テ ア ー ゼ 切 断 に よ っ て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を 除 去 し た 。 示 さ れ る の は 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｄ

ｅ ｘ 　 ２ ０ ０ （ １ ６ ／ ６ ０ ） カ ラ ム 上 の 最 終 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の ク ロ マ

ト グ ラ ム で あ る 。 ２ ８ ０ お よ び ２ ６ ０ ｎ ｍ の 吸 着 率 で 判 別 さ れ る 通 り 、 混 入 核 酸 の な い 単

一 の 単 量 体 ピ ー ク と し て Ｃ ａ ｓ ９ を 溶 離 す る 。 挿 入 図 ； 溶 離 し た 画 分 を １ ０ ％ ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ド ゲ ル 上 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 し 、 Ｓ ｉ ｍ ｐ ｌ ｙ Ｂ ｌ ｕ ｅ 　 Ｓ ａ ｆ ｅ 　 Ｓ ｔ ａ

ｉ ｎ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） で 染 色 し た 。 （ Ｂ ） 精 製 Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ

Ｇ Ｅ 分 析 。 Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ を 、 補 足 の 材 料 お よ び 方 法 で 記 載 し た 通 り 精 製 し た 。 ２ ．

５ μ ｇ の 各 精 製 Ｃ ａ ｓ ９ を 、 ４ ～ ２ ０ ％ 勾 配 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 析 し 、 Ｓ ｉ ｍ

ｐ ｌ ｙ Ｂ ｌ ｕ ｅ 　 Ｓ ａ ｆ ｅ 　 Ｓ ｔ ａ ｉ ｎ で 染 色 し た 。

【 ０ ４ ７ １ 】

　 図 １ ７ （ 図 １ ０ も 参 照 ） 。 プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ 配 列 は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０ ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｐ １ の 標 的 で あ る 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０ （ Ｍ １ ） Ｓ Ｐ ｙ ＿ ０ ７ ０ ０ 由 来 で

あ る （ ４ ） 。 こ こ で 、 プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ 配 列 を 、 Ｐ Ａ Ｍ を 非 機 能 性 配 列 （ Ｔ Ｔ Ｇ ） か ら

機 能 性 配 列 （ Ｔ Ｇ Ｇ ） に 変 え る こ と で 、 操 作 し た 。 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ 配 列 は 、 Ｓ ． ピ オ

ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ４ の 標 的 で あ る 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｍ Ｇ Ａ Ｓ １ ０ ７ ５ ０

（ Ｍ ４ ） Ｍ Ｇ Ａ Ｓ １ ０ ７ ５ ０ ＿ Ｓ ｐ ｙ １ ２ ８ ５ 由 来 で あ る （ ４ ） 。 （ Ａ ） 同 種 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 に よ っ て 誘 導 さ れ る プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断

。 切 断 産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 で 可 視 化 し た

。 Ｍ 、 Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ ー ； 塩 基 対 数 で 断 片 サ イ ズ が 示 さ れ る 。 （ Ｂ ） 同 種 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ １ 二 重 鎖 に よ っ て 誘 導 さ れ る プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

Ｄ Ｎ Ａ 切 断 。 切 断 産 物 を 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し 、 ホ ス フ ォ

イ メ ー ジ ャ ー に よ っ て 可 視 化 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 数 で 断 片 サ イ ズ が 示 さ れ る 。 （ Ｃ ） 同 種

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ４ 二 重 鎖 に よ っ て 誘 導 さ れ る プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 。 切 断 産 物 を 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て

分 離 し 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー に よ っ て 可 視 化 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 数 で 断 片 サ イ ズ が 示 さ

れ る 。 （ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ） （ Ａ ） の 実 験 は 図 １ ０ Ａ の 通 り 実 行 さ れ ； （ Ｂ ） お よ び （ Ｃ ） の 実

験 は 図 １ ０ Ｂ の 通 り で あ る 。 （ Ｂ 、 Ｃ ） ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 相 互 作

用 の 概 略 が 下 に 示 さ れ る 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 相 補 性 お よ び プ ロ ト ス ペ ー サ

ー Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 に そ れ ぞ れ 上 線 お よ び 下 線 が 引 か れ て い る 。 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 は 標 識 さ れ る 。

【 ０ ４ ７ ２ 】

　 図 １ ８ （ 図 １ ０ も 参 照 ） 。 （ Ａ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 異 な る 濃 度

の Ｍ ｇ
２ ＋

、 Ｍ ｎ
２ ＋

、 Ｃ ａ
２ ＋

、 Ｚ ｎ
２ ＋

、 Ｃ ｏ
２ ＋

、 Ｎ ｉ
２ ＋

ま た は Ｃ ｕ
２ ＋

の 存 在
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下 で ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ と 複 合 体 化 し た Ｃ ａ ｓ ９ で イ ン キ ュ ベ ー ト し

た 。 切 断 産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 で 可 視 化 し

た 。 プ ラ ス ミ ド 形 態 が 示 さ れ る 。 （ Ｂ ） Ｐ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 含 む プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 を ア ニ ー ル し 、 双 方 の ５ ＇ 末 端 を 放 射 標 識 す る 前 に ゲ ル で 精 製

し た 。 二 重 鎖 （ １ ０ ｎ Ｍ 最 終 濃 度 ） を 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ ヌ ク レ オ チ ド ２ ３ ～ ８ ９ ） お

よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｐ ４ （ ５ ０ ０ ｎ Ｍ 最 終 濃 度 、 １ ： １ ） で プ ロ グ ラ ム し た Ｃ ａ ｓ ９ で イ ン

キ ュ ベ ー ト し た 。 指 定 さ れ た 時 間 点 （ 分 ） で 、 １ ０ μ ｌ の 一 定 分 量 の 切 断 反 応 物 を ０ ． ０

２ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び ５ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ホ ル ム ア ミ ド 緩 衝 液 で ク エ ン チ し 、 変 性 ポ リ

ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 で 図 １ ０ Ｂ の 通 り 分 析 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 数 で サ イ ズ が 示 さ

れ る 。

【 ０ ４ ７ ３ 】

　 図 １ ９ （ Ａ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 の マ ッ ピ ン グ 。 図 １ ７ Ａ の 切 断

産 物 を 図 １ ０ Ｃ の 通 り シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 分 析 し た 。 ３ ＇ 末 端 Ａ オ ー バ ー ハ ン グ （

ア ス タ リ ス ク ） は シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 の 人 為 産 物 で あ る こ と に 留 意 す る 。 （ Ｂ ） プ ロ ト

ス ペ ー サ ー ４ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 の マ ッ ピ ン グ 。 図 １ ７ Ｃ の 切 断 産 物 を 、 変 性

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 、 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 お よ

び 非 相 補 鎖 由 来 の ５ ＇ 末 端 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド サ イ ズ マ ー カ ー と 一 緒 に 分 析 し た 。 Ｍ

、 マ ー カ ー ； Ｐ 、 切 断 産 物 。 レ ー ン １ ～ ２ ： 相 補 鎖 。 レ ー ン ３ ～ ４ ： 非 相 補 鎖 。 ヌ ク レ オ

チ ド 数 で 断 片 サ イ ズ が 示 さ れ る 。 （ Ｃ ） ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ １ お よ び プ

ロ ト ス ペ ー サ ー １ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 上 ） 並 び に ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｐ ４ お よ び プ

ロ ト ス ペ ー サ ー ４ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 下 ） の 模 式 図 で あ る 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 、

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ 対 形 成 を 通 し て 相 補 プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ に 誘 導

さ れ る 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 構 造 を 形 成 す る 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 で あ る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び プ

ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 は そ れ ぞ れ 下 線 お よ び 上 線 が 引 か れ て い る 。 （ Ａ ） （ 上 ） お

よ び （ Ｂ ） （ 下 ） に マ ッ ピ ン グ さ れ る 相 補 お よ び 非 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に お け る 切 断 部 位 は 、 そ

れ ぞ れ 配 列 の 上 で 、 矢 印 （ Ａ お よ び Ｂ 、 相 補 鎖 ） お よ び 黒 色 棒 線 （ Ｂ 、 非 相 補 鎖 ） に よ っ

て 表 さ れ る 。

【 ０ ４ ７ ４ 】

　 図 ２ ０ （ Ａ ） 　 異 な る Ｒ Ｎ Ａ プ レ ア ニ ー ル お よ び タ ン パ ク 質 － Ｒ Ｎ Ａ プ レ イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン 条 件 下 で の Ｃ ａ ｓ ９ の シ ン グ ル タ ー ン オ ー バ ー 動 態 。 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ

ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 プ レ ア ニ ー ル し た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ で プ レ イ ン キ ュ ベ

ー ト し た Ｃ ａ ｓ ９ （ ○ ） 、 プ レ ア ニ ー ル し た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ で プ

レ イ ン キ ュ ベ ー ト し て い な い Ｃ ａ ｓ ９ （ ● ） 、 プ レ ア ニ ー ル し て い な い ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た Ｃ ａ ｓ ９ （ □ ） ま た は プ レ ア ニ ー ル

し て い な い Ｒ Ｎ Ａ で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し て い な い Ｃ ａ ｓ ９ （ ■ ） の い ず れ か で イ ン キ ュ

ベ ー ト し た 。 切 断 活 性 を 時 間 に 依 存 し た 方 法 で モ ニ タ ー し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、 続

い て エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 で 分 析 し た 。 三 つ の 独 立 し た 実 験 か ら の 切 断 の 平 均 パ ー セ

ン テ ー ジ を 時 間 （ 分 ） に 対 し て プ ロ ッ ト し 、 非 線 形 回 帰 分 析 で あ て は め を 行 っ た 。 算 出 し

た 切 断 速 度 （ ｋ ｏ ｂ ｓ ） を 表 に 示 す 。 結 果 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ の Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 は 、 試 験 し た 条

件 下 で は 速 度 を 制 限 し な い こ と を 示 す 。 プ ラ ス ミ ド 形 態 を 示 す 。 得 ら れ た ｋ ｏ ｂ ｓ 値 は 、

一 般 的 に １ 分 あ た り １ ～ １ ０ と ほ ぼ 同 程 度 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 値 に 匹 敵 す る （ ４

５ ～ ４ ７ ） 。 （ Ｂ ） Ｃ ａ ｓ ９ は 複 数 タ ー ン オ ー バ ー エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。 二 重 鎖 ｔ

ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ を 添 加 し た Ｃ ａ ｓ ９ （ １ ｎ Ｍ 、 １ ： １ ： １ － グ ラ フ

上 で は 灰 色 の 線 で 示 さ れ る ） を 、 ５ 倍 過 剰 の 天 然 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ で

イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 決 め ら れ た 時 間 間 隔 （ ０ ～ １ ２ ０ 分 ） で 反 応 か ら 試 料 を 取 り 出 す こ

と で 、 切 断 を モ ニ タ ー し 、 続 い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 分 析 （ 上 ） お よ び 切 断 産 物 量 （

ｎ Ｍ ） の 決 定 （ 下 ） を 行 っ た 。 三 つ の 独 立 し た 実 験 の 標 準 偏 差 を 示 す 。 調 査 し た 時 間 間 隔

で は 、 １ ｎ Ｍ の Ｃ ａ ｓ ９ は 約 ２ ． ５ ｎ Ｍ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 で き た 。

【 ０ ４ ７ ５ 】

各 Ｃ ａ ｓ ９ ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン は 一 つ の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 切 断 す る
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　 Ｃ ａ ｓ ９ は 、 Ｈ Ｎ Ｈ お よ び Ｒ ｕ ｖ Ｃ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 双 方 に 相 似 の ド メ イ ン を 含 む

（ 図 １ １ Ａ お よ び 図 ３ ） （ ２ １ ～ ２ ３ 、 ２ ７ 、 ２ ８ ） 。 我 々 は 、 Ｈ Ｎ Ｈ ま た は Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様

ド メ イ ン の い ず れ か の 触 媒 残 基 で 不 活 性 化 点 変 異 を 含 む Ｃ ａ ｓ ９ 変 異 形 を 設 計 お よ び 精 製

し た （ 図 １ １ Ａ お よ び 図 ３ ） （ ２ ３ 、 ２ ７ ） 。 天 然 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ と の こ れ ら 変 異 形 Ｃ

ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 変 異 体 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は

ニ ッ ク の 入 っ た 開 環 状 の プ ラ ス ミ ド を も た ら し 、 一 方 で 、 Ｗ Ｔ 　 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 － ｔ

ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 は 線 状 Ｄ Ｎ Ａ 産 物 （ 図 １ ０ Ａ お よ び １ １ Ａ 並 び に 図 １

７ Ａ お よ び ２ ５ Ａ ） を 生 成 し た 。 こ の 結 果 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ Ｈ Ｎ Ｈ お よ び Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 ド メ イ ン

は そ れ ぞ れ 一 つ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 切 断 す る こ と を 示 す 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ど の 鎖 が 各 Ｃ

ａ ｓ ９ 触 媒 ド メ イ ン に よ っ て 切 断 さ れ る か を 決 定 す る た め に 、 相 補 ま た は 非 相 補 鎖 の い ず

れ か が そ の ５ ＇ 末 端 で 放 射 標 識 さ れ た 短 い ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 基 質 で 変 異 体 Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 切 断 産 物 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ Ｈ Ｎ Ｈ

ド メ イ ン が 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 切 断 す る 一 方 で 、 Ｃ ａ ｓ ９ Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 ド メ イ ン は 非 相 補 Ｄ Ｎ Ａ

鎖 を 切 断 す る こ と を 示 し た （ 図 １ １ Ｂ お よ び 図 ２ １ Ｂ ） 。

【 ０ ４ ７ ６ 】

　 図 １ １ （ Ａ ） （ 上 ） ド メ イ ン 変 異 の 位 置 を 示 す 、 Ｃ ａ ｓ ９ ド メ イ ン 構 造 の 模 式 図 。 Ｄ １

０ Ａ 、 Ａ ｓ ｐ １ ０ → Ａ ｌ ａ １ ０ ； Ｈ ８ ４ ０ Ａ ； Ｈ ｉ ｓ ８ ４ ０ → Ａ ｌ ａ ８ ４ ０ 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ と の Ｗ Ｔ ま た は ヌ ク レ ア ー ゼ 変 異 体 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 の 複

合 体 を 、 図 １ ０ Ａ の 通 り 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に 関 し て ア ッ セ イ を 行 っ た 。 （ Ｂ ） ｔ

ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ と の Ｗ Ｔ 　 Ｃ ａ ｓ ９ ま た は ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ

ン 変 異 体 の 複 合 体 を 、 図 １ ０ Ｂ の 通 り 、 活 性 に 関 し て 試 験 し た 。

【 ０ ４ ７ ７ 】

　 図 ３ 　 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス （ 配 列 番 号 ８ ） 由 来 の Ｃ ａ ｓ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 。 様 々 な 多

種 多 様 の 種 由 来 の Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ タ ン パ ク 質 は 、 Ｈ Ｎ Ｈ お よ び Ｒ ｕ ｖ Ｃ エ ン ド ヌ ク レ

ア ー ゼ の 双 方 に 類 似 す る モ チ ー フ を 含 む 二 つ の ド メ イ ン を 含 む 。 （ Ａ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ

ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ に 関 し て 、 モ チ ー フ １ ～ ４ （ モ チ ー フ 番 号 を 配 列 の 左 側 に マ ー ク し て い

る ） が 示 さ れ る 。 三 つ の 予 想 Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 モ チ ー フ （ １ 、 ２ 、 ４ ） お よ び 予 想 Ｈ Ｎ Ｈ モ チ ー

フ （ ３ ） に 上 線 が 引 か れ て い る 。 本 実 験 に お い て Ａ ｌ ａ で 置 換 さ れ た 残 基 Ａ ｓ ｐ １ ０ お よ

び Ｈ ｉ ｓ ８ ４ ０ は 、 配 列 上 部 の ア ス タ リ ス ク に よ っ て 強 調 さ れ る 。 下 線 が 引 か れ た 残 基 は

、 異 な る 種 由 来 の Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 の 中 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 下 線 付 き 残 基 に お け

る 変 異 は Ｃ ａ ｓ ９ 活 性 に 機 能 的 な 影 響 を も た ら す 可 能 性 が 高 い 。 本 実 験 で は 、 二 つ の ヌ ク

レ ア ー ゼ 様 活 性 の 共 役 が 実 験 的 に 示 さ れ る こ と を 留 意 さ れ た い （ 図 １ １ お よ び 図 ２ １ ） 。

（ Ｂ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ ｓ ｎ １ に 関 し て 、 モ チ ー フ １ ～ ４ を 含 む 、 ド メ イ ン １

（ ア ミ ノ 酸 ７ ～ １ ６ ６ ） お よ び ２ （ ア ミ ノ 酸 ７ ３ １ ～ １ ０ ０ ３ ） が 示 さ れ る 。 さ ら な る 情

報 の た め に 表 １ お よ び 図 ５ を 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ４ ７ ８ 】

　 図 ２ １ 　 Ｈ Ｎ Ｈ ま た は Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 ド メ イ ン に 変 異 を 含 む 同 種 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ 指 示 性 Ｃ ａ ｓ ９ 変 異 体 に よ る プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ 切 断 。 （ Ａ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー

１ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 。 実 験 を 図 １ １ Ａ の 通 り 実 施 し た 。 塩 基 対 数 で プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ

立 体 構 造 お よ び サ イ ズ が 示 さ れ る 。 （ Ｂ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ

切 断 。 実 験 を 図 １ １ Ｂ の 通 り 実 施 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 数 で サ イ ズ が 示 さ れ る 。

【 ０ ４ ７ ９ 】

標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び 切 断 の た め の 二 重 Ｒ Ｎ Ａ の 必 要 性

　 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 認 識 の 下 流 に お い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ の ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お よ び ／

ま た は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 を 刺 激 す る た め に 必 要 で あ り 得 る 。 こ れ ら の 可 能 性 を そ れ ぞ れ 識 別

す る た め に 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ を 用 い て 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は ｔ ｒ ａ

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 ま た は 不 在 下 で 触 媒 的 に 不 活 性 で あ る Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 を

モ ニ タ ー し た 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 添 加 が Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 を 実 質 的 に 強 化

す る 一 方 で 、 Ｃ ａ ｓ ９ 単 独 ま た は Ｃ ａ ｓ ９ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ で の 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 は ほ と ん ど

観 察 さ れ な か っ た （ 図 ２ ２ ） 。 こ れ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 認 識 の た め に 必 要
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で あ る こ と を 示 し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 と の 相 互 作 用 の た め に ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 適 切 に 方 向 付

け る こ と に よ る 可 能 性 が あ る 。 予 想 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 次 構 造 は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ の ３ ＇ 末 端 に お け る ２ ２ 個 の ヌ ク レ オ チ ド と 成 熟 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 付 近 で の

断 片 と の 間 で の 塩 基 対 形 成 を 含 む （ 図 １ ０ Ｅ ） 。 こ の 相 互 作 用 は 、 異 な る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ で 配

列 が 様 々 で あ る 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 の ２ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 に 利 用

可 能 で あ る 構 造 を 形 成 す る 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 塩 基 対 形 成 領 域 の 下 流 の 大 部 分 の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ は 自 由 に Ｒ Ｎ Ａ 構 造 （ 複 数 可 ） を さ ら に 形 成 し 、 お よ び ／ ま た は 、 Ｃ ａ ｓ ９ も し く は 標

的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 と 相 互 作 用 す る 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 全 長 が 部 位 特 異 的 Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 Ｄ Ｎ

Ａ 切 断 に 必 要 か ど う か を 決 定 す る た め に 、 全 長 成 熟 （ ４ ２ ヌ ク レ オ チ ド ） ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ

び ５ ＇ お よ び ３ ＇ 末 端 で 配 列 が 欠 如 し た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 様 々 な 切 断 形 態 を 使 用 し て 再

構 成 し た Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を 試 験 し た 。 こ れ ら の 複 合 体 を

、 短 い 標 的 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 切 断 に 関 し て 試 験 し た 。 天 然 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド ２ ３ ～ ４

８ を 維 持 す る 実 質 的 に 切 断 さ れ た バ ー ジ ョ ン の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 、 頑 強 な 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 誘

導 Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を 支 援 す る こ と が で き た （ 図 １ ２ 、 Ａ お よ び Ｃ 、 お よ び 図 ２

３ 、 Ａ お よ び Ｂ ） 。 い ず れ か の 末 端 か ら の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 切 断 は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 存 在 下

で の Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 切 断 は ３ ′ 末 端 で １ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 欠 如 し た ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ で 引 き

起 こ さ れ 得 る こ と を 示 し た （ 図 １ ２ 、 Ｂ お よ び Ｃ ） 。 対 照 的 に 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 か

ら の １ ０ － ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 は Ｃ ａ ｓ ９ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を 無 効 に す る （ 図 １ ２ Ｂ ） 。 ま

た 、 様 々 な 細 菌 種 か ら の Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ を 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を 支 援 す る そ れ ら の 能 力 に 関 し て 分 析 し た 。 近 縁 種 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス

Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ と は 対 照 的 に 、 さ ら に 遠 縁 種 で あ る オ ル ソ ロ グ は 切 断 反 応 で は 機 能 的

で は な か っ た （ 図 ２ ４ ） 。 同 様 に 、 さ ら に 遠 縁 シ ス テ ム 由 来 で あ る 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ：

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 効 率 的 に 切 断

で き な か っ た （ 図 ２ ４ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ の 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 切 断 の 種 特 異 性 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ 、 ｔ ｒ ａ

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト の 共 進 化 、 並 び に 、 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 内 に 特 定 の Ｃ ａ ｓ

９ オ ル ソ ロ グ と の 三 元 複 合 体 の 形 成 の た め に 不 可 欠 な 未 知 の 構 造 お よ び ／ ま た は 配 列 の 存

在 を 示 す 。

【 ０ ４ ８ ０ 】

　 細 菌 細 胞 内 の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 免 疫 の た め の プ ロ ト ス ペ ー サ ー 配 列 必 要 条 件

を 調 査 す る た め に 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス に お け る 形 質 転 換 に 続 き そ の 維 持 の た め に 単 一 ヌ ク レ

オ チ ド 変 異 を 保 有 す る 、 一 連 の プ ロ ト ス ペ ー サ ー 含 有 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 分 析 し 、 お よ び

Ｃ ａ ｓ ９ に よ っ て 切 断 さ れ る 能 力 を 分 析 し た 。 プ ロ ト ス ペ ー サ ー の ５ ＇ 末 端 で 導 入 さ れ る

点 変 異 と は 対 照 的 に 、 Ｐ Ａ Ｍ お よ び Ｃ ａ ｓ ９ 切 断 部 位 に 近 い 領 域 に お け る 変 異 は イ ン ビ ボ

で は 許 容 さ れ ず 、 お よ び イ ン ビ ト ロ で の プ ラ ス ミ ド 切 断 効 率 の 低 下 に つ な が っ た （ 図 １ ２

Ｄ ） 。 我 々 の 結 果 は 、 イ ン ビ ボ で Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム で 選

択 さ れ た プ ロ ト ス ペ ー サ ー エ ス ケ ー プ 変 異 体 の 以 前 の 報 告 と 合 致 し て い る （ ２ ７ 、 ２ ９ ）

。 さ ら に 、 プ ラ ス ミ ド 維 持 お よ び 切 断 の 結 果 は 、 プ ロ ト ス ペ ー サ ー 配 列 の ３ ＇ 末 端 に 位 置

さ れ る 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と の 相 互 作 用 お よ び そ れ に 続 く Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 切 断 の た め に 必 要 不 可

欠 な 「 シ ー ド 」 領 域 の 存 在 を ほ の め か す 。 こ の 考 え を 支 持 す る よ う に 、 Ｃ ａ ｓ ９ は ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ と の 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 強 化 し ； こ の 強 化 は ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 配 列

の ３ ＇ 末 端 領 域 で 最 も 強 か っ た （ 図 ２ ５ Ａ ～ Ｃ ） 。 こ の 発 見 を 実 証 す る よ う に 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ と Ｐ Ａ Ｍ に 近 接 す る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 と の 間 の 少 な く と も 一 連 の １ ３ の 連 続 し た 塩 基 対 が

効 率 的 な 標 的 切 断 の た め に 必 要 で あ る 一 方 で 、 プ ロ ト ス ペ ー サ ー の ５ ＇ 末 端 領 域 に お い て

最 大 六 つ の 隣 接 ミ ス マ ッ チ が 許 容 さ れ る （ 図 １ ２ Ｅ ） 。 こ れ ら の 発 見 は 、 ア ル ゴ ノ ー ト タ

ン パ ク 質 （ ３ ０ 、 ３ １ ） 並 び に カ ス ケ ー ド お よ び Ｃ ｓ ｙ 　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 複 合 体 （ １ ３ 、 １

４ ） に お け る 標 的 核 酸 認 識 の た め の 以 前 観 察 さ れ た シ ー ド 配 列 必 要 条 件 を 連 想 さ せ る 。

【 ０ ４ ８ １ 】

　 図 １ ２ （ Ａ ） Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を 、 ４ ２ ヌ ク レ オ チ ド ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ お よ び 切 断 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 を 用 い て 再 構 成 し 、 図 １ ０ Ｂ の 通 り

、 切 断 活 性 に 関 し て ア ッ セ イ を 行 っ た 。 （ Ｂ ） 全 長 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ －
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ｓ ｐ ２ 切 断 で プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ を （ Ａ ） の 通 り 活 性 に 関 し て ア ッ セ イ を 行 っ た 。

（ Ｃ ） Ｃ ａ ｓ ９ 媒 介 性 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を 誘 導 で き る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 最 小

領 域 （ 影 領 域 ） 。 （ Ｄ ） Ｗ Ｔ ま た は 変 異 体 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 配 列 を 指 定 さ れ た 点 変 異 で

含 む プ ラ ス ミ ド を 、 図 １ ０ Ａ の 通 り プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ で 、 イ ン ビ ト ロ で 切 断 し 、

Ｗ Ｔ ま た は ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 欠 損 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の 形 質 転 換 ア ッ セ イ の た め に 使 用 し た

。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ １ マ イ ク ロ グ ラ ム あ た り の コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ Ｃ Ｆ Ｕ ） と し て 形 質 転

換 効 率 を 算 出 し た 。 エ ラ ー バ ー は 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 に 関 す る Ｓ Ｄ を 示 す 。 （ Ｅ ） 異 な

る 範 囲 の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ を 伴 っ て Ｗ Ｔ お よ び 変 異 体 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２

挿 入 を 含 む プ ラ ス ミ ド （ 下 ） を 、 イ ン ビ ト ロ で プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ （ 上 ） で 切 断 し

た 。 切 断 反 応 を さ ら に Ｘ ｍ ｎ Ｉ で 消 化 し た 。 １ ８ ８ ０ お よ び ８ ０ ０ ｂ ｐ 断 片 は Ｃ ａ ｓ ９ 作

成 切 断 産 物 で あ る 。 Ｍ 、 Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ ー 。

【 ０ ４ ８ ２ 】

　 図 ２ ２ 　 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 お よ び Ｃ ａ ｓ ９ （ 変 異 Ｄ １ ０ Ａ お よ び Ｈ

８ ４ ０ を 不 活 性 化 す る ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む ） を 単 独 、 ま た は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ

４ 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ ７ ５ ｎ ｔ ） も し く は 双 方 の 存 在 下 で 用 い て 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ

ト ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 を 双 方 の ５ ＇ 末 端 で 放 射 標 識 し た 。 Ｃ ａ ｓ ９ （

Ｄ １ ０ ／ Ｈ ８ ４ ０ Ａ ） お よ び 複 合 体 を １ ｎ Ｍ か ら １ μ Ｍ に 滴 定 し た 。 結 合 を ８ ％ 天 然 ポ リ

ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 析 し 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー で 可 視 化 し た 。 Ｃ ａ ｓ ９ 単

独 で 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 適 度 の 親 和 性 で 結 合 す る こ と に 留 意 さ れ た い 。 こ の 結 合 は ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の

添 加 に 影 響 さ れ ず 、 こ れ は ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ と の 配 列 非 特 異 的 相 互 作 用 を 表 す こ と を 暗 示 す る 。

さ ら に 、 こ の 相 互 作 用 は ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 不 在 下 で ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 単 独 で 打 ち 負 か さ れ 得 る

。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 双 方 の 存 在 下 で は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 は 実 質 的 に 強 化

さ れ 、 特 定 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 認 識 を 表 す 、 異 な る 電 気 泳 動 移 動 度 を 伴 う 種 を も た ら す 。

【 ０ ４ ８ ３ 】

　 図 ２ ３ Ａ 　 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 領 域 の 一 部 分 お よ び 下 流 領 域 の 一 部 分 を 含 む ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ の 断 片 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ に よ る プ ロ ト ス ペ ー サ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 を 指 示 す

る の に 十 分 で あ る 。 （ Ａ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 お よ び （ Ｂ

） 成 熟 同 種 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び 様 々 な ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 断 片 で 誘 導 さ れ た 、 Ｃ ａ ｓ ９ に よ る

プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 。 （ Ａ 、 Ｂ ） ヌ ク レ オ チ ド 数 で サ イ ズ

が 示 さ れ る 。

【 ０ ４ ８ ４ 】

　 図 ２ ４ 　 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の Ｃ ａ ｓ ９ の よ う に 、 グ ラ ム 陽 性 の 細 菌 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア お よ び

Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス の 近 縁 Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ：

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 標 的 さ れ た 際 、 プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る 。 し か し 、 同 じ 条 件 下 で

、 よ り 近 縁 で は な い 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ お よ び Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス の Ｃ

ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 切 断 は 観 察 さ れ な い 。 Ｓ ｐ ｙ 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０

（ 受 託 番 号 Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ２ ７ ３ ７ ） ； Ｓ ｔ ｈ 、 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス Ｌ Ｍ Ｄ － ９ （ Ｓ Ｔ Ｅ Ｒ ＿

１ ４ ７ ７ Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ ； 受 託 番 号 Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ８ ５ ３ ２ ） ； Ｌ ｉ ｎ 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア

Ｃ ｌ ｉ ｐ １ １ ２ ６ ２ （ 受 託 番 号 Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ３ ２ １ ２ ） ； Ｃ ｊ ｅ 、 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ

１ １ １ ６ ８ （ 受 託 番 号 Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ２ １ ６ ３ ） ； Ｎ ｍ ｅ 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス Ａ 　 Ｚ ２

４ ９ １ （ 受 託 番 号 Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ３ １ １ ６ ） 。 （ Ａ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 切

断 。 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ３ ０ ０ ｎ ｇ ） を 、 異 な る 種 の ハ イ ブ リ ッ ド ｔ

ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ 二 重 鎖 （ ５ ０ ０ ｎ Ｍ 、 １ ： １ ） に よ っ て 誘 導 さ れ た

異 な る Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ （ ５ ０ ０ ｎ Ｍ ） に よ る 切 断 に 供 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 を 設 計 す る

た め に 、 以 前 公 開 さ れ た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト デ ー タ に 基 づ い て 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア お よ び Ｎ ．

メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス か ら の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 予 想 し た （ ４ ） 。 二 重 ハ イ ブ リ ッ ド Ｒ

Ｎ Ａ 二 重 鎖 は 種 特 異 性 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び 異 種 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ か ら 成 る 。 異 種 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

配 列 を 、 ３ ＇ 末 端 の Ｌ ． イ ノ キ ュ ア ま た は Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 結 合

リ ピ ー ト 配 列 と 融 合 す る Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｄ Ｎ Ａ 標 的 ｓ ｐ ２ 配 列 を ５ ＇ 末 端 に 含 む よ う に 設

計 し た 。 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス ま た は Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ 由 来 で は な く 、 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ
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ス お よ び Ｌ ． イ ノ キ ュ ア 由 来 の Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ は 、 少 し 低 下 し た 効 率 を 伴 っ た が 、 Ｓ

． ピ オ ゲ ネ ス ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ に 誘 導 さ れ て プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ

ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し 得 る 。 同 様 に ハ イ ブ リ ッ ド Ｌ ． イ ノ キ ュ ア ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ は Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ を 誘 導 し て 、 高 い 効 率 を 伴 っ て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を

切 断 し 得 る 一 方 で 、 ハ イ ブ リ ッ ド Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

－ ｓ ｐ ２ は Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 切 断 活 性 を ほ ん の 少 し し か 引 き 起 こ さ な

い 。 対 照 と し て 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス お よ び Ｌ ． イ ノ キ ュ ア Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ は 、

同 種 ハ イ ブ リ ッ ド ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ に 誘 導 さ れ る 際 、 プ ロ ト ス ペ ー

サ ー ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る 。 上 述 し た 通 り 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス の ｔ ｒ ａ ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は 予 想 さ れ る だ け で あ り 、 Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ で は ま だ 確 証 さ れ て い な

い こ と に 留 意 さ れ た い 。 従 っ て 、 切 断 の 低 効 率 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ の 低 活 性 ま た は 非

最 適 に 設 計 さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 使 用 の い ず れ か の 結 果 で あ り 得 る 。 （ Ｂ ） プ ロ

ト ス ペ ー サ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 。 未 標 識 非 相 補 鎖 リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ プ ロ

ト ス ペ ー サ ー １ ） （ １ ０ ｎ Ｍ ） （ 左 ） で プ レ ア ニ ー ル し た ５ ＇ 末 端 が 放 射 活 性 的 に 標 識 さ

れ た 相 補 鎖 リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ １ ０ ｎ Ｍ ） ま た は 未 標 識 非 相 補 鎖 リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ １ ０

ｎ Ｍ ） （ 右 ） （ プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ ） で プ レ ア ニ ー ル し た ５ ＇ 末 端 放 射 活 性 的 に 標 識 さ れ

た 非 相 補 鎖 リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ １ ０ ｎ Ｍ ） を 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ １ 二 重 鎖 （ ５ ０ ０ ｎ Ｍ 、 １ ： １ ） で 誘 導 さ れ た 、 様 々 な Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ

（ ５ ０ ０ ｎ Ｍ ） に よ る 切 断 に 供 し た 。 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス ま た は Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ 由 来

で は な く 、 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス お よ び Ｌ ． イ ノ キ ュ ア 由 来 の Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ は 、 Ｓ ．

ピ オ ゲ ネ ス 同 種 二 重 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 誘 導 さ れ 、 効 率 は 低 下 す る が 、 プ ロ ト ス ペ ー サ ー オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し 得 る 。 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 上 の 切 断 部 位 が 全 三 つ の オ ル ソ ロ グ に

関 し て 同 一 で あ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 非 相 補 鎖 の 切 断 は 別 個 の 場 所 で 生 じ る 。 （ Ｃ ） Ｃ

ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 、 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス お よ び Ｌ

． イ ノ キ ュ ア Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ は 高 パ ー セ ン テ ー ジ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 共 有 す る 。 対 照

的 に 、 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ お よ び Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は 配 列 お よ び 長

さ に お い て 異 な る （ 約 ３ ０ ０ ～ ４ ０ ０ の ア ミ ノ 酸 だ け 、 よ り 短 い ） 。 （ Ｄ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ

ス （ 実 験 で 確 証 さ れ た （ ４ ） ） 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア （ 予 想 ） ま た は Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス

（ 予 想 ） の 対 応 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ と の 、 操 作 さ れ た 種 特 異 的 異 種 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配

列 の 同 時 折 り 畳 み 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ； ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ス ペ ー サ ー ２ 断 片 ； お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

リ ピ ー ト 断 片 を ト レ ー ス お よ び 標 識 し た 。 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア お よ び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス ハ イ ブ リ

ッ ド ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２ 二 重 鎖 は 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス ハ イ ブ リ

ッ ド ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と は 異 な る が 、 非 常 に 類 似 し た 構 造 的 な 特 徴 を 共 有 す

る 。 （ Ａ ） お よ び （ Ｂ ） で 上 述 し た 切 断 デ ー タ と 一 緒 に 、 同 時 折 り 畳 み 予 想 は 、 Ｃ ａ ｓ ９

－ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 種 特 異 的 切 断 が 、 同 種 Ｃ ａ ｓ ９ オ ル

ソ ロ グ に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の 未 知 の 構 造 的

特 色 に よ っ て 指 示 さ れ る こ と を 示 す で あ ろ う 。 （ Ａ ） お よ び （ Ｂ ） で 観 察 さ れ る 切 断 の 種

特 異 性 は Ｃ ａ ｓ ９ と 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 結 合 の 段 階 で 生 じ る こ と が 予 想

さ れ た 。 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 で あ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ ａ ｓ ９ 切 断 は 、 種 特 異 的 で あ り 得 る 。 Ｃ ａ

ｓ ９ タ ン パ ク 質 お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 間 の 多 様 性 ／ 進 化 の 度 合 い に

よ っ て 、 Ｃ ａ ｓ ９ お よ び 二 重 Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ は 部 分 的 に 互 換 可 能 で あ る 。

【 ０ ４ ８ ５ 】

　 図 ２ ５ Ａ 　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 領 域 お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 領 域 を 含 む ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 領 域

に 相 補 的 で あ る 、 一 連 の ８ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ 二 重 鎖 お よ び Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 三 次 複 合 体 と 関 連 し て 、 ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 に 関 し て 分 析 し た 。 （ Ａ ） ア ッ セ イ で 使 用 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ プ

ロ ー ブ の 配 列 お よ び そ れ ら の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ４ で の 結 合 部 位 の 模 式 図 。 （ Ｂ ～ Ｃ ） ｔ ｒ

ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ４ ま た は Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ

ｐ ４ を 伴 う 標 的 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 電 気 泳 動 移 動 シ フ ト ア ッ セ イ 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ １ ５

～ ８ ９ ） 構 築 物 を 実 験 で 使 用 し た 。 二 重 鎖 ま た は 複 合 体 の 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ
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へ の 結 合 を １ ６ ％ 天 然 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 析 し 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー で 可 視

化 し た 。

【 ０ ４ ８ ６ 】

短 い 配 列 モ チ ー フ が Ｒ ル ー プ 形 成 を 支 配 す る

　 複 数 の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム で 、 自 己 対 非 自 己 の 認 識 が 、 Ｐ Ａ Ｍ （ ２ ７ 、 ２ ９

、 ３ ２ ～ ３ ４ ） と し て 称 さ れ る 、 外 来 性 ゲ ノ ム に 保 存 さ れ る 短 い 配 列 モ チ ー フ を 含 む こ と

が 示 さ れ て い る 。 Ｐ Ａ Ｍ モ チ ー フ は ほ ん の 数 個 の 塩 基 対 の 長 さ で あ り 、 そ れ ら の 正 確 な 配

列 お よ び 位 置 は Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム の 種 類 に よ っ て 異 な る （ ３ ２ ） 。 Ｓ ． ピ オ

ゲ ネ ス Ｉ Ｉ 型 シ ス テ ム で は 、 Ｐ Ａ Ｍ は Ｎ Ｇ Ｇ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 適 合 し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 で

、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 配 列 の 塩 基 対 一 つ 下 流 で 生 じ る 二 つ の Ｇ ： Ｃ 塩 基 対 を 含 む （ ４ ） 。 形 質

転 換 ア ッ セ イ は 、 Ｇ Ｇ モ チ ー フ が 、 細 菌 細 胞 内 に お け る Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ に よ る プ ロ

ト ス ペ ー サ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 除 去 に 必 要 不 可 欠 で あ る こ と を 示 し （ 図 ２ ６ Ａ ） 、 Ｓ ． サ

ー モ フ ィ ラ ス で の 前 の 観 察 と 一 貫 し て い る （ ２ ７ ） 。 モ チ ー フ は ま た 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 Ｃ ａ ｓ ９ に よ る イ ン ビ ト ロ プ ロ ト ス ペ ー サ ー プ ラ ス ミ ド 切 断 に も 必 要 不

可 欠 で あ る （ 図 ２ ６ Ｂ ） 。 Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 に よ る 標 的 Ｄ

Ｎ Ａ の 切 断 に お け る Ｐ Ａ Ｍ の 役 割 を 決 定 す る た め に 、 相 補 も し く は 非 相 補 鎖 ま た は 双 方 上

の Ｐ Ａ Ｍ 配 列 で 変 異 を 含 む 一 連 の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 を 試 験 し た （ 図 １ ３ Ａ ） 。 こ れ ら の 基

質 を 用 い た 切 断 ア ッ セ イ は 、 Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 が 、 Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ シ

ス テ ム に よ る 相 補 鎖 Ｐ Ａ Ｍ 認 識 と は 対 照 的 に 、 Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 補 鎖 上 の Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の 変 異 に

特 に 感 度 が 高 い こ と を 示 し た （ １ ８ 、 ３ ４ ） 。 標 的 単 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 は Ｐ Ａ Ｍ モ チ ー フ の

変 異 に よ っ て 影 響 さ れ な か っ た 。 こ の 観 察 は 、 Ｐ Ａ Ｍ モ チ ー フ は 標 的 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 関 し て

の み 必 要 で あ り 、 従 っ て 、 二 重 鎖 巻 き 戻 し 、 鎖 侵 入 、 お よ び Ｒ ル ー プ 構 造 の 形 成 を 許 可 す

る た め に 必 要 で あ り 得 る こ と を 示 唆 す る 。 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 存 在 し な い 基

準 Ｐ Ａ Ｍ の 存 在 の た め に 選 択 さ れ た 、 異 な る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 対 （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ

４ お よ び プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ Ｄ Ｎ Ａ ） を 使 用 し た 場 合 、 Ｐ Ａ Ｍ の 双 方 の Ｇ ヌ ク レ オ チ ド が

効 率 的 な Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 の た め に 必 要 で あ る こ と を 発 見 し た （ 図 １ ３ Ｂ お よ び

図 ２ ６ Ｃ ） 。 Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を 正 し い 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に

動 員 す る 際 に Ｐ Ａ Ｍ が 直 接 的 な 役 割 を 果 た す か ど う か を 決 定 す る た め に 、 天 然 ゲ ル 移 動 度

シ フ ト ア ッ セ イ に よ っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 す る 複 合 体 の 結 合 親 和 性 を 分 析 し た （ 図 １

３ Ｃ ） 。 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の い ず れ か の Ｇ の 変 異 は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の た め の Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 親 和 性 を 実 質 的 に 低 下 さ せ た 。 こ の 発 見 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ

Ａ 結 合 の Ｐ Ａ Ｍ 配 列 に 関 す る 役 割 を 説 明 す る 。

【 ０ ４ ８ ７ 】

　 図 １ ３ （ Ａ ） 二 重 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ グ ラ ム Ｃ ａ ｓ ９ を 、 図 １ ０ Ｂ の 通 り 、 そ の 活 性 に 関 し て 試

験 し た 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に お け る Ｗ Ｔ お よ び 変 異 体 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 は 線 で 示 さ れ る 。 （ Ｂ ） Ｗ Ｔ お

よ び 変 異 体 Ｐ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 含 む プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 （ 双 方 の ５ ＇ 末 端

で 標 識 さ れ る ） を 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ４ （ ヌ ク レ オ チ ド ２ ３ ～ ８ ９ ）

で プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 指 定 し た 時 間 点 （ 分 ） で 、 一 定 分 量

の 切 断 反 応 を 取 り 出 し 、 図 １ ０ Ｂ の 通 り 、 分 析 し た 。 （ Ｃ ） 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ

イ を 、 Ｗ Ｔ お よ び 変 異 さ せ た Ｐ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 含 む 、 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ グ ラ ム Ｃ ａ ｓ ９ （ Ｄ １ ０

Ａ ／ Ｈ ８ ４ ０ Ａ ） お よ び プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 ［ （ Ｂ ） の も の と 同 一 ］ を

使 っ て 実 施 し た 。 Ｃ ａ ｓ ９ （ Ｄ １ ０ Ａ ／ Ｈ ８ ４ ０ Ａ ） － Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を １ ０ ０ ｐ Ｍ か ら １

ｍ Ｍ に 滴 定 し た 。

【 ０ ４ ８ ８ 】

　 図 ２ ６ （ Ａ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に お け る Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の 変 異 は 細 菌 細

胞 内 Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム に よ る プ ラ ス ミ ド 維 持 の 干 渉 を 無 効 に す る 。 機

能 性 ま た は 変 異 さ せ た Ｐ Ａ Ｍ を 伴 う 野 生 型 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド を 、 図 １ ２ Ｄ の

通 り 、 野 生 型 （ 株 Ｓ Ｆ ３ ７ ０ 、 Ｅ Ｃ ９ ０ ４ と も 呼 ば れ る ） お よ び ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － 欠

陥 変 異 体 （ Ｅ Ｃ １ ４ ７ ９ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス に 形 質 転 換 し た 。 Ｐ Ａ Ｍ 変 異 は イ ン ビ ボ の Ｉ Ｉ

型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム に は 許 容 さ れ な い 。 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の 平 均 値 お よ
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び 標 準 偏 差 が 示 さ れ る 。 （ Ｂ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の 変 異 は

、 Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に よ る 切 断 を 無 効 に す る 。 機 能 性 ま た は 変 異

さ せ た Ｐ Ａ Ｍ を 伴 う 野 生 型 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ プ ラ ス ミ ド を 図 １ ０ Ａ の 通 り 、 Ｃ ａ ｓ ９ 切

断 に 供 し た 。 Ｐ Ａ Ｍ 変 異 体 プ ラ ス ミ ド は Ｃ ａ ｓ ９ － ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体

に 切 断 さ れ な い 。 （ Ｃ ） 標 準 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の 変 異 は 細 菌 細 胞 内 Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ

シ ス テ ム に よ る プ ラ ス ミ ド 維 持 の 干 渉 を 無 効 に す る 。 機 能 性 ま た は 変 異 さ せ た Ｐ Ａ Ｍ を 伴

う 野 生 型 プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ プ ラ ス ミ ド を 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ２

で プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ で 切 断 し た 。 切 断 反 応 を 、 Ｘ ｍ ｎ Ｉ 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ

の 存 在 下 で 実 行 し 、 Ｃ ａ ｓ ９ 切 断 産 物 を 二 つ の 断 片 と し て 可 視 化 し た （ 約 １ ８ ８ ０ お よ び

約 ８ ０ ０ ｂ ｐ ） 。 塩 基 対 数 で 断 片 サ イ ズ が 示 さ れ る 。

【 ０ ４ ８ ９ 】

Ｃ ａ ｓ ９ は 単 一 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ で プ ロ グ ラ ム さ れ 得 る

　 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 （ 図 １ ０ Ｅ お よ び １ ２ Ｃ ） の 可 能 性 の あ る 二 次 構

造 の 試 験 は 、 部 位 特 異 的 Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 に 必 要 な 特 色 が 単 一 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 内 に

獲 得 さ れ 得 る こ と を 示 し た 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 選 択 メ カ ニ ズ ム は 自 然 の

中 で 効 率 よ く 作 用 す る が 、 単 一 Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 Ｃ ａ ｓ ９ の 可 能 性 は 、 プ ロ グ ラ ム Ｄ Ｎ Ａ 切 断 お

よ び ゲ ノ ム 編 集 （ 図 １ Ａ ～ Ｂ ） の た め の 可 能 性 の あ る 利 用 性 の た め に 、 魅 力 的 で あ る 。 ５

′ 末 端 に 標 的 認 識 配 列 を 含 み 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と ｔ ｈ ｅ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と の 間 に 生 じ る 塩 基

対 形 成 相 互 作 用 を 保 持 す る ヘ ア ピ ン 構 造 が 続 く 、 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 二 つ の バ ー ジ ョ ン を 設 計

し た （ 図 １ ４ Ａ ） 。 こ の 単 一 転 写 は 効 率 的 に ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 を ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の

５ ＇ 末 端 に 融 合 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 に 誘 導 す る の

に 必 要 で あ る 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 構 造 を 模 倣 す る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る 切 断 ア ッ セ イ で は 、

さ ら に 長 い キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ は 切 断 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 に 関 し て 観 察 さ れ た

も の と 類 似 し た 方 法 で Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を 誘 導 で き た こ と を 観 察 し た （ 図 １ ４ Ａ

お よ び 図 ２ ７ 、 Ａ お よ び Ｃ ） 。 さ ら に 短 い キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ は こ の ア ッ セ イ で は 効 率 的 に 作 用

せ ず 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 塩 基 対 相 互 作 用 か ら ５ ～ １ ２ 位 置 先 に あ る ヌ ク レ オ

チ ド が 効 率 的 な Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 お よ び ／ ま た は 標 的 認 識 に 重 要 で あ る こ と を 確 証 す る 。 短 い

ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ を 基 質 と し て 用 い る 切 断 ア ッ セ イ で も 同 様 の 結 果 を 得 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ で の 切 断 部

位 が 二 重 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 誘 導 と し て 用 い て 観 察 さ れ た も の に 同 一 で あ る

こ と を 更 に 示 す （ 図 １ ４ Ｂ お よ び 図 ２ ７ 、 Ｂ お よ び Ｃ ） 。 最 終 的 に 、 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 設 計

が 普 遍 的 に 適 用 可 能 か ど う か を 確 立 す る た め に 、 五 つ の 異 な る キ メ ラ 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ を 、 緑 色

蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 一 部 分 を 標 的 と す る よ う に 操 作 し （ 図 ２

８ 、 Ａ ～ Ｃ ） 、 イ ン ビ ト ロ で Ｇ Ｆ Ｐ コ ー ド 配 列 を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド に 対 す る そ れ ら の 有

効 性 を 試 験 し た 。 五 つ の 全 て の 件 で 、 三 つ の キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ で プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ は

正 し い 標 的 部 位 で プ ラ ス ミ ド を 効 率 よ く 切 断 し （ 図 １ ４ Ｃ お よ び 図 ２ ８ Ｄ ） 、 キ メ ラ Ｒ Ｎ

Ａ の 合 理 的 な 設 計 が 頑 強 で 、 原 則 的 に 、 標 的 配 列 に 隣 接 し た Ｇ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を

超 え た 制 約 を ほ と ん ど 持 た な い 任 意 の 対 象 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 標 的 を 可 能 に し 得 る こ と を 示 す 。

【 ０ ４ ９ ０ 】

　 図 １ 　 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 、 単 鎖 の 「 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 断 片 」 お よ び 一 連 の 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ

を 含 む 「 タ ン パ ク 質 結 合 断 片 」 を 含 む 。 （ Ａ ） Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 二 つ の 異 な る Ｒ Ｎ Ａ

分 子 （ 「 二 重 分 子 」 ま た は 「 ２ 分 子 」 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 称 さ れ る ） を 含 み 得 る 。 二 重

分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 「 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 お よ び 「 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ 」 を 含 む 。 （ Ｂ ） Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 単 一 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 「 単 一 分 子 」 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ と 称 さ れ る ） を 含 み

得 る 。 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ は 「 リ ン カ ー ヌ ク レ オ チ ド 」 を 含 む 。

【 ０ ４ ９ １ 】

　 図 １ ４ （ Ａ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ 標 的 配 列 お よ び Ｗ Ｔ 　 Ｐ Ａ Ｍ を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド を

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ ４ ～ ８ ９ ） ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｐ ４ 二 重 鎖 ま た は Ｇ Ａ Ａ Ａ テ ト ラ ル ー プ

で ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 を ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 に 結 合 す る こ と で 構 築 さ れ た イ ン

ビ ト ロ 転 写 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ で プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 切 断 に 供 し た 。 切 断 反 応 を Ｘ

ｍ ｎ Ｉ で の 制 限 マ ッ ピ ン グ に よ っ て 分 析 し た 。 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ａ お よ び Ｂ の 配 列 を 、 Ｄ Ｎ
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Ａ 標 的 （ 下 線 ） 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト 由 来 配 列 （ 上 線 ） 、 お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 由 来 （

下 部 に 点 線 ） 配 列 で 示 す 。 （ Ｂ ） プ ロ ト ス ペ ー サ ー ４ Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 切 断 反 応 を 図 １ ０ Ｂ の

通 り 実 施 し た 。 （ Ｃ ） Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ た 五 つ の キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ を

用 い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ が Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 含 有 プ ラ ス ミ ド を 切 断 す る よ う に プ ロ グ ラ ム し た 。 プ ラ

ス ミ ド 切 断 反 応 を 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が Ｃ ａ ｓ ９ 切 断 後 に Ａ ｖ ｒ Ｉ Ｉ で 制 限 マ ッ ピ ン グ さ

れ た と い う 点 を 除 い て 、 図 １ ２ Ｅ の 通 り 実 施 し た 。

【 ０ ４ ９ ２ 】

　 図 ２ ７ （ Ａ ） 単 一 の キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ は 、 同 種 プ ロ ト ス ペ ー サ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ プ ロ ト

ス ペ ー サ ー １ お よ び プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ ） の Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 切 断 を 誘 導 す る 。 切 断 反 応 を

Ｘ ｍ ｎ Ｉ 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 存 在 下 で 実 行 し 、 Ｃ ａ ｓ ９ 切 断 産 物 を 二 つ の 断 片 （ 約

１ ８ ８ ０ お よ び 約 ８ ０ ０ ｂ ｐ ） と し て 可 視 化 し た 。 塩 基 対 数 で 断 片 サ イ ズ を 示 す 。 （ Ｂ ）

単 一 の キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ は 、 同 種 プ ロ ト ス ペ ー サ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ プ ロ ト ス ペ ー サ ー １ お

よ び プ ロ ト ス ペ ー サ ー ２ ） の Ｃ ａ ｓ ９ 触 媒 性 切 断 を 誘 導 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド 数 で 断 片 サ イ

ズ を 示 す 。 （ Ｃ ） 実 験 で 使 用 し た キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 模 式 図 で あ る 。 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ａ お よ び

Ｂ の 配 列 が 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ プ ロ ト ス ペ ー サ ー Ｄ Ｎ Ａ 標 的 配 列 （ 下 線 ） 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 配 列 （ 上 線 ） お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 由 来 配 列 （ 下 部 に 点 線 ） と 一

緒 に 示 さ れ て い る 。

【 ０ ４ ９ ３ 】

　 図 ２ ８ （ Ａ ） Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｆ Ｊ １ ２ ７ の 模 式 図 で あ る 。 Ｇ Ｆ Ｐ オ ー プ ン リ

ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 標 的 部 分 を 黒 色 の 矢 頭 で 示 す 。 （ Ｂ ） 標 的 領 域 の 配 列 の 詳 細 で あ る

。 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 標 的 さ れ た 配 列 は 灰 色 傍 線 で 示 さ れ る 。 Ｐ Ａ Ｍ ジ ヌ ク レ オ チ ド は

枠 で 囲 ま れ て い る 。 特 有 の Ｓ ａ ｌ Ｉ 制 限 部 位 は 標 的 座 位 の ６ ０ ｂ ｐ 上 流 に 位 置 す る 。 （ Ｃ

） 左 ： 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が そ れ ら の 隣 接 Ｐ Ａ Ｍ モ チ ー フ と 一 緒 に 示 さ れ る 。 右 ： キ メ ラ 誘 導

Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 。 （ Ｄ ） ｐ Ｃ Ｆ Ｊ １ ２ ７ は 、 示 さ れ る 通 り 、 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｆ Ｐ １ ～ ５ で

プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ に よ っ て 切 断 さ れ た 。 プ ラ ス ミ ド を さ ら に Ｓ ａ ｌ Ｉ で 消 化 し 、

反 応 を ３ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 の 電 気 泳 動 で 分 析 し 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｓ ａ ｆ ｅ で 染 色 す る こ と で

可 視 化 し た 。

【 ０ ４ ９ ４ 】

結 論

　 Ｃ ａ ｓ ９ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 内 で 部 位 特 異 的 二 重 鎖 切 断 を 導 入 す る よ う に

指 示 す る 二 重 Ｒ Ｎ Ａ 構 造 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 干 渉 メ カ ニ ズ ム が 確 認 さ れ た 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ：

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は 、 異 な る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン （ Ｈ Ｎ Ｈ お よ

び Ｒ ｕ ｖ Ｃ 様 ド メ イ ン ） を 利 用 し て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 二 つ の 鎖 を 切 断 す る 。 Ｃ ａ ｓ ９ に よ る 標

的 認 識 は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に お け る シ ー ド 配 列 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 標 的 の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 領 域 に 隣 接

し た Ｇ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド 含 有 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の 双 方 を 必 要 と す る 。 Ｃ ａ ｓ ９ エ ン ド ヌ ク レ ア ー

ゼ は 、 任 意 の 対 象 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 標 的 お よ び 切 断 す る 単 一 の 転 写 物 と し て 設 計 さ れ た 誘

導 Ｒ Ｎ Ａ で プ ロ グ ラ ム さ れ 得 る こ と を さ ら に 示 す 。 本 シ ス テ ム は 、 効 率 的 で 、 融 通 が 利 き

、 お よ び 誘 導 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ に お け る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 結 合 配 列 を 変 え る こ と で プ ロ グ ラ ム 可 能

で あ る 。 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び 転 写 活 性 化 因 子 様 エ フ ェ ク タ ー ヌ ク レ ア ー ゼ

は ゲ ノ ム （ ３ ５ ～ ３ ８ ） を 操 作 す る よ う 設 計 さ れ る 人 工 酵 素 と し て 著 し い 興 味 を 引 き 付 け

て い る 。 こ れ は 、 遺 伝 子 標 的 お よ び ゲ ノ ム 編 集 適 用 を 促 す Ｒ Ｎ Ａ プ ロ グ ラ ム Ｃ ａ ｓ ９ に 基

づ い た 代 替 方 法 論 を 意 味 す る 。

【 ０ ４ ９ ５ 】
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実 施 例 ２ ： ヒ ト 細 胞 で の Ｒ Ｎ Ａ プ ロ グ ラ ム ゲ ノ ム 編 集

　 下 で 提 供 さ れ る デ ー タ は 、 Ｃ ａ ｓ ９ が ヒ ト 細 胞 の 核 に 発 現 お よ び 局 在 し 得 る こ こ と 、 お

よ び Ｃ ａ ｓ ９ が ヒ ト 細 胞 内 で 単 一 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ （ 「 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 」 ； Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 お よ び Ｄ Ｎ

Ａ 標 的 化 部 位 認 識 の 双 方 に 必 要 な 特 色 を 含 む ） と 集 合 す る こ と を 示 す 。 こ れ ら 複 合 体 は 、

二 重 鎖 切 断 を 形 成 し 得 、 Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 双 方 を 必 要 と す る 活 性 で あ る 、 ｓ ｇ

Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な 部 位 に お け る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お け る 非 相 同 性 末 端 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ ）

修 復 を 刺 激 し 得 る 。 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の ３ ＇ 末 端 に お け る 伸 展 は 、 生 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 活 性 を 強

化 す る 。 さ ら に 、 形 質 移 入 し た 細 胞 の 抽 出 物 を 用 い た 実 験 は 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の Ｃ ａ ｓ ９ へ の

集 合 は Ｃ ａ ｓ ９ 媒 介 性 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 に 関 し て 制 限 因 子 で あ る こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、

Ｒ Ｎ Ａ プ ロ グ ラ ム ゲ ノ ム 編 集 が 生 細 胞 お よ び イ ン ビ ボ で 作 用 す る こ と を 示 す 。

【 ０ ４ ９ ６ 】

材 料 お よ び 方 法

プ ラ ス ミ ド 設 計 お よ び 構 築

　 Ｈ Ａ エ ピ ト ー プ （ ア ミ ノ 酸 配 列 Ｄ Ａ Ｙ Ｐ Ｙ Ｄ Ｖ Ｐ Ｄ Ｙ Ａ Ｓ Ｌ （ 配 列 番 号 ２ ７ ４ ） ） 、 核

局 在 シ グ ナ ル （ ア ミ ノ 酸 配 列 Ｐ Ｋ Ｋ Ｋ Ｒ Ｋ Ｖ Ｅ Ｄ Ｐ Ｋ Ｋ Ｋ Ｒ Ｋ Ｖ Ｄ （ 配 列 番 号 ２ ７ ５ ） ）

と 融 合 し た 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ （ 残 基 １ ～ １ ３ ６ ８ ） を コ ー ド す

る 配 列 を ヒ ト 発 現 の た め に コ ド ン 最 適 化 し 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ａ ｒ ｔ で 合 成 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 配

列 番 号 ２ ７ ６ で 、 タ ン パ ク 質 配 列 は 配 列 番 号 ２ ７ ７ で あ る 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 独 立 ク ロ ー ニ

ン グ （ Ｌ Ｉ Ｃ ） を 使 用 し て こ の 配 列 を ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ 由 来 Ｇ Ｆ Ｐ お よ び ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ

Ｌ Ｉ Ｃ ベ ク タ ー （ ベ ク タ ー ６ Ｄ お よ び ６ Ｂ は そ れ ぞ れ Ｕ Ｃ バ ー ク レ ー ・ マ ク ロ ラ ボ （ Ｕ Ｃ

　 Ｂ ｅ ｒ ｋ ｅ ｌ ｅ ｙ 　 Ｍ ａ ｃ ｒ ｏ Ｌ ａ ｂ ） か ら 取 得 ） に 挿 入 し 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 制

御 下 で 発 現 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ － Ｈ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ お よ び Ｃ ａ ｓ ９ － Ｈ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ － ｍ Ｃ

ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ 融 合 を も た ら し た 。 誘 導 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 、 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｓ ｉ ｌ ｅ ｎ ｃ ｅ ｒ ２ ．

１ － Ｕ ６ ｐ ｕ ｒ ｏ （ ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー 社 （ Ｌ ｉ ｆ ｅ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ ） ）

お よ び ｐ Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ （ オ リ ゴ エ ン ジ ン 社 （ Ｏ ｌ ｉ ｇ ｏ ｅ ｎ ｇ ｉ ｎ ｅ ） ） を 用 い て 発 現 さ せ

た 。 相 補 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル し て Ｒ Ｎ Ａ コ ー ド Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 形 成 し 、 ｐ Ｓ ｉ ｌ

ｅ ｎ ｃ ｅ ｒ ２ ． １ － Ｕ ６ ｐ ｕ ｒ ｏ の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 と ｐ Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ

の Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 と の 間 で ア ニ ー ル し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョ

ン す る こ と で 、 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 構 築 物 を 作 成 し た 。

【 ０ ４ ９ ７ 】

細 胞 培 養 条 件 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 形 質 移 入

　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ を 伴 う ３ ７ ℃ の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で １ ０ ％ ウ

シ 胎 仔 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） で 維 持 し た 。

推 奨 プ ロ ト コ ル で 、 Ｘ － ｔ ｒ ｅ ｍ ｅ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｒ ｅ

ａ ｇ ｅ ｎ ｔ （ ロ シ ュ 社 ） ま た は Ｔ ｕ ｒ ｂ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｒ ｅ ａ

ｇ ｅ ｎ ｔ （ サ ー モ ・ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 （ Ｔ ｈ ｅ ｒ ｍ ｏ Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ ） ） の

い ず れ か を 用 い て 、 細 胞 を 一 過 性 的 に プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 移 入 し た 。 手 短 に 、 ０ ． ５

μ ｇ の Ｃ ａ ｓ ９ 発 現 プ ラ ス ミ ド お よ び ２ ． ０ μ ｇ の Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 ６ ウ

ェ ル プ レ ー ト 内 で 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を ６ ０ ～ ８ ０ ％ 培 養 密 度 で 形 質 移 入 し た 。 形 質 移

入 効 率 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 さ れ た Ｇ Ｆ Ｐ 陽 性 細 胞 の 割 合 を も と に 、 Ｔ ｕ ｂ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ に

関 し て は ３ ０ ～ ５ ０ ％ （ 図 ２ ９ Ｅ お よ び ３ ７ Ａ ～ Ｂ ） 、 Ｘ － ｔ ｒ ｅ ｍ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ に 関 し て

は ８ ０ ～ ９ ０ ％ （ 図 ３ １ Ｂ ） で あ る と 予 想 さ れ た 。 形 質 移 入 か ら ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 を リ ン

10

20

30

40

50



(144) JP  6692856  B2  2020.5.13

酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 し 、 ２ ５ ０ μ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 　 ｐ

Ｈ ７ ． ５ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の 塩 化 カ リ ウ ム （ Ｋ Ｃ ｌ ） 、 ５ ｍ Ｍ の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム （ Ｍ ｇ Ｃ ｌ

２ ） 、 １ ｍ Ｍ の ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） 、 ５ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ

ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ 、 ロ シ ュ プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル が 添 加 さ れ て い る ） を 適 用 す

る こ と で 溶 解 し 、 次 い で 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 振 動 さ せ た 。 得 ら れ た 細 胞 可 溶 化 物 を さ ら な る

分 析 の た め に 一 定 分 量 に 分 割 し た 。 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て Ｄ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ 　 Ｂ ｌ ｏ

ｏ ｄ お よ び Ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ 　 Ｋ ｉ ｔ （ キ ア ゲ ン 社 ） を 使 用 し て ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ２ ０ ０ μ ｌ の

細 胞 可 溶 化 物 か ら 単 離 し た 。

【 ０ ４ ９ ８ 】

Ｃ ａ ｓ ９ 発 現 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析

　 Ｃ ａ ｓ ９ － Ｈ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 移 入 し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ を 、 上

述 の 通 り 形 質 移 入 の ４ ８ 時 間 後 に 回 収 お よ び 溶 解 し た 。 ５ ｕ ｌ の 可 溶 化 物 を １ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 上 に ブ ロ ッ ト し 、 Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 抗 Ｈ Ａ 抗

体 （ シ グ マ 社 （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） ） 、 １ 倍 Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 ） で プ ロ ー ブ し た 。

【 ０ ４ ９ ９ 】

Ｓ ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ ｒ ア ッ セ イ

　 Ｓ ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ ｒ ア ッ セ イ を 以 前 に 記 載 さ れ た 通 り 実 施 し た ［ １ ０ 、 １ ２ 、 １ ３ ］ 。 手

短 に 、 ヒ ト ク ラ ス リ ン 軽 鎖 Ａ （ Ｃ Ｌ Ｔ Ａ ） 座 位 を 、 高 忠 実 度 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｈ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ

ａ ｓ ｅ 　 Ｉ Ｉ 　 Ｆ ｕ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ （ ア ジ レ ン ト テ ク ノ ロ ジ ー

社 （ Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ ） ） 並 び に フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ５ ＇ －

Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ － ３ ＇ （ 配 列 番 号 ／ ／ ） お よ び リ バ ー ス プ ラ

イ マ ー ５ ＇ － Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ＇ （ 配 列 番 号 ／ ／ ） を 用 い

て 、 ２ ０ ０ ｎ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た 。 ３ ０ ０ ｎ ｇ の ３ ６ ０ ｂ ｐ 単 位 複 製

配 列 を 次 い で 、 ９ ５ ℃ ま で 加 熱 す る こ と で 変 性 し 、 ヒ ー ト ブ ロ ッ ク を 用 い て ゆ っ く り プ レ

ア ニ ー ル し 、 無 作 為 に 野 生 型 お よ び 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 再 び ハ イ ブ リ ダ ズ し た 。 試 料 を 次 い

で Ｃ ｅ ｌ － １ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Ｓ ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ ｒ 　 Ｋ ｉ ｔ 、 ト ラ ン ス ジ ェ ノ ミ ッ ク 社 （ Ｔ ｒ

ａ ｎ ｓ ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｉ ｃ ） ） で ４ ２ ℃ に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｃ ｅ ｌ － １ は 、 ミ ス

マ ッ チ を 含 む Ｄ Ｎ Ａ ら せ ん 体 （ 野 生 型 ： 変 異 体 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） を 認 識 お よ び 切

断 す る 。 Ｃ ｅ ｌ － １ ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 産 物 を １ ０ ％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 し 、 Ｓ Ｙ

Ｂ Ｒ 　 Ｓ ａ ｆ ｅ （ ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー 社 ） で 染 色 す る こ と で 可 視 化 し た 。 Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ Ｌ

ａ ｂ ソ フ ト ウ ェ ア （ バ イ オ ラ ド 社 ） を 用 い て 切 断 バ ン ド の 定 量 化 を 実 施 し た 。 切 断 産 物 の

平 均 強 度 （ １ ６ ０ ～ ２ ０ ０ ｂ ｐ ） を 非 切 断 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 強 度 （ ３ ６ ０ ｂ ｐ ） お よ び 切 断 産

物 の 合 計 で 割 る こ と で 、 切 断 パ ー セ ン ト を 決 定 し た 。

【 ０ ５ ０ ０ 】

イ ン ビ ト ロ 転 写

　 組 み 換 え Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 相 補 的 な 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 以 前 に 記

載 さ れ た 通 り ア ニ ー ル す る こ と で 作 成 し た Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を 用 い て 、 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ を イ ン ビ ト ロ

で 転 写 し た ［ １ ４ ］ 。 ７ Ｍ の ウ レ ア 変 性 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 に よ っ て Ｒ Ｎ

Ａ を 精 製 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ 処 理 水 に 溶 解 し た 。

【 ０ ５ ０ １ 】

ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析

　 ｍ ｉ ｒ Ｖ ａ ｎ ａ 小 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 キ ッ ト （ ア ン ビ オ ン 社 （ Ａ ｍ ｂ ｉ ｏ ｎ ） ） を 用 い て 、 Ｒ Ｎ

Ａ を Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 か ら 精 製 し た 。 各 試 料 の た め に 、 Ｒ Ｎ Ａ 添 加 緩 衝 液 （ ０ ． ５ 倍 Ｔ

Ｂ Ｅ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 ０ ． ５ ｍ ｇ キ シ レ ン シ

ア ノ ー ル お よ び ４ ７ ％ ホ ル ム ア ミ ド ） 中 ７ ０ ℃ に て １ ０ 分 間 の 変 性 後 、 ８ ０ ０ ｎ ｇ の Ｒ Ｎ

Ａ を １ ０ ％ ウ レ ア － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 染 料 が ゲ ル の 底

に 到 達 す る ま で ０ ． ５ 倍 Ｔ Ｂ Ｅ 緩 衝 液 中 １ ０ Ｗ で 電 気 泳 動 し た 後 、 試 料 を 、 ０ ． ５ 倍 Ｔ Ｂ

Ｅ 中 で １ ． ５ 時 間 、 ２ ０ ボ ル ト で Ｎ ｙ ｔ ｒ ａ ｎ 膜 上 に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ト し た 。 移 動 し た

Ｒ Ｎ Ａ を Ｕ Ｖ － Ｃ ｒ ｏ ｓ ｓ ｌ ｉ ｎ ｋ ｅ ｒ （ ス ト ラ テ ジ ー ン 社 （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ ） ）

中 Ｎ ｙ ｔ ｒ ａ ｎ 膜 上 で 架 橋 結 合 さ せ 、 ４ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ 倍 Ｓ Ｓ Ｃ 、 ３ 倍 Ｄ ｅ ｒ ｎ ｈ
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ａ ｒ ｄ ｔ ＇ ｓ （ フ ィ コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル プ ロ リ ド ン お よ び Ｂ Ｓ Ａ を そ れ ぞ れ ０ ． １ ％ ） お

よ び ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 緩 衝 液 中 で ４ ５ ℃ に て ３ 時 間 、 プ レ ハ イ ブ

リ ダ イ ズ し た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 膜 を 、 ５ ＇ －
３ ２

Ｐ 標 識 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ オ リ

ゴ プ ロ ー ブ が １ ０ ０ 万 ｃ ｐ ｍ ／ ｍ ｌ で 添 加 さ れ た プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 で

一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 中 で の 複 数 回 の 洗 浄 後 （ 最 終 洗 浄 は ０ ． ２ 倍 Ｓ Ｃ

Ｃ 中 ） 、 膜 を ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー で 撮 像 し た 。

【 ０ ５ ０ ２ 】

イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ

　 細 胞 可 溶 化 物 を 上 述 し た 通 り に 調 製 し 、 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ － Ｒ Ｆ Ｐ ド ナ ー プ ラ ス ミ ド で イ ン キ ュ

ベ ー ト し た ［ １ ０ ］ 。 切 断 反 応 は ２ ０ μ ｌ の 合 計 体 積 で 実 行 さ れ 、 １ ０ μ ｌ 可 溶 化 物 、 ２

μ ｌ の ５ 倍 切 断 緩 衝 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ２

５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 、 ２ ５ ％ グ リ セ ロ ー ル ） お よ び ３ ０ ０ ｎ ｇ の プ ラ ス

ミ ド を 含 ん で い た 。 指 定 さ れ た 箇 所 で 、 反 応 に １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ の イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ れ た Ｃ

Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 添 加 し た 。 反 応 を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て １ ０

Ｕ の Ｘ ｈ ｏ Ｉ （ Ｎ Ｅ Ｂ ） で さ ら に ３ ０ 分 間 ３ ７ ℃ で 消 化 し た 。 反 応 を Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ａ ｓ

ｅ Ｋ （ サ ー モ ・ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 ） に よ っ て 停 止 し 、 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ

ー ト し た 。 切 断 産 物 を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 の 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 し 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｓ ａ

ｆ ｅ で 染 色 し た 。 約 ２ ２ ３ ０ お よ び 約 ３ １ ０ ０ ｂ ｐ の 断 片 の 存 在 が Ｃ ａ ｓ ９ 媒 介 性 切 断 を

示 す 。

【 ０ ５ ０ ３ 】

結 果

　 Ｃ ａ ｓ ９ が ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 生 細 胞 内 で 切 断 す る よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ 得 る の か ど う か を

試 験 す る た め に 、 Ｃ ａ ｓ ９ を 、 ヒ ト ク ラ ス リ ン 軽 鎖 （ Ｃ Ｌ Ｔ Ａ ） 遺 伝 子 を 標 的 と す る よ う

設 計 さ れ た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ と 一 緒 に 同 時 発 現 さ せ た 。 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ ゲ ノ ム 座 位 は 以 前 か ら Ｚ Ｆ Ｎ を

用 い て 標 的 お よ び 編 集 さ れ て き た ［ １ ０ ］ 。 我 々 は ま ず ヒ ト Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 内 の ス ト

レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の ヒ ト コ ド ン 最 適 化 バ

ー ジ ョ ン の 発 現 を 試 験 し た 。 １ ６ ０ ｋ Ｄ ａ の Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 を 、 Ｃ ａ ｓ ９ の Ｃ 末 端 に

接 合 さ れ た Ｈ Ａ エ ピ ト ー プ 、 核 局 在 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） お よ び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ

Ｐ ） を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 し た （ 図 ２ ９ Ａ ） 。 Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 Ｃ ａ ｓ ９ を コ ー ド

す る ベ ク タ ー で 形 質 移 入 し た 細 胞 の 分 析 は 、 豊 富 な Ｃ ａ ｓ ９ 発 現 お よ び 核 局 在 を 示 し た （

図 ２ ９ Ｂ ） 。 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は こ れ ら の 細 胞 の 抽 出 物 内 で ほ ぼ 完 全 に 発 現 さ れ る こ と

が ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト で 確 認 さ れ た （ 図 ２ ９ Ａ ） 。 Ｃ ａ ｓ ９ を プ ロ グ ラ ム す る た め に 、

標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 で あ る ５ ＇ 末 端 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 に 必 要

な ４ ２ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ＇ 末 端 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 有 す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 し た （ 図 ２ ９

Ｃ ） 。 こ の ３ ＇ 末 端 配 列 は イ ン ビ ト ロ で Ｃ ａ ｓ ９ を プ ロ グ ラ ム す る た め に 以 前 か ら 使 用 さ

れ る 最 小 ス テ ム ル ー プ 構 造 に 対 応 す る ［ ８ ］ 。 こ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 、 ヒ ト Ｕ ６ （ Ｒ Ｎ Ａ

ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ） プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 助 長 さ れ た ［ １ １ ］ 。 Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー 助 長

ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 移 入 し た 細 胞 か ら 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ

ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 確 実 に 発 現 さ れ る こ と 、 お よ び 、 そ れ ら の 安 定 性 は Ｃ

ａ ｓ ９ の 存 在 に よ っ て 強 化 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ 図 ２ ９ Ｄ ） 。

【 ０ ５ ０ ４ 】

　 図 ２ ９ は 、 ヒ ト 細 胞 の Ｃ ａ ｓ ９ お よ び 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ が 標 的 座 位 で 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を も た

ら す こ と を 示 す 。 （ Ａ ） 上 ； Ｃ ａ ｓ ９ － Ｈ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 構 築 物 の 模 式 図 。 下 ；

Ｃ ａ ｓ ９ 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 移 入 し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 の 可 溶 化 物 を 、 抗 Ｈ Ａ 抗 体 を

用 い て ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 析 し た 。 （ Ｂ ） Ｃ ａ ｓ ９ － Ｈ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ

を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 。 （ Ｃ ） ヒ ト Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 座 位 を 標 的 と す る

単 一 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 、 す な わ ち 、 単 一 分 子 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ ） の 設 計 。 上 ； ヒ

ト Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 遺 伝 子 の エ キ ソ ン ７ に お け る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 部 位 の 模 式 図 。 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ

Ｒ Ｎ Ａ の 誘 導 断 片 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 的 配 列 は 「 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 」 と し て 示

さ れ る 。 Ｇ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ト ス ペ ー サ ー 隣 接 モ チ ー フ （ Ｐ Ａ Ｍ ） は 矢 印 で 示 さ れ る
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。 黒 色 の 線 は 対 照 Ｚ Ｆ Ｎ タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 領 域 を 意 味 す る 。 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ オ ー プ ン リ ー

デ ィ ン グ フ レ ー ム の 翻 訳 終 結 コ ド ン は 参 照 の た め に 点 線 で 示 さ れ る 。 中 央 ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発

現 構 築 物 の 模 式 図 。 Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｕ ６ Ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー お よ び Ｐ ｏ ｌ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 転 写

タ ー ミ ネ ー タ ー シ グ ナ ル と し て 作 用 す る ポ リ （ Ｔ ） ト ラ ク ト の 制 御 下 で 発 現 す る 。 下 ： Ｃ

ａ ｓ ９ に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 切 断 。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ ０ ｎ ｔ の ５ ＇ 末 端 誘 導

断 片 、 続 い て 、 Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 に 必 要 な ４ ２ ｎ ｔ の ス テ ム ル ー プ 構 造 か ら 成 る 。 二 つ の 標 的

Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の Ｃ ａ ｓ ９ 媒 介 性 切 断 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 巻 き 戻 し 、 お よ び 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 誘 導 断

片 と 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と の 間 の 二 重 鎖 形 成 の 際 に 生 じ る 。 こ れ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 下 流 の Ｐ

Ａ Ｍ モ チ ー フ （ 使 用 さ れ て い る Ｃ ａ ｓ ９ に 対 し て 適 切 、 例 え ば 、 Ｇ Ｇ ジ ヌ ク レ オ チ ド 、 上

記 実 施 例 １ を 参 照 ） の 存 在 に 依 存 す る 。 標 的 配 列 が 上 の 模 式 図 に 対 し て 上 下 逆 で あ る こ と

に 留 意 さ れ た い 。 （ Ｄ ） Ｈ Ｅ Ｋ ２ ３ ９ Ｔ 細 胞 に お け る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト

分 析 。 （ Ｅ ） Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細

胞 か ら 単 離 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の Ｓ ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ ｒ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ 。 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 座 位 を

標 的 と す る た め に 以 前 使 用 さ れ た Ｚ Ｆ Ｎ 構 築 物 ［ １ ０ ］ を 、 非 相 同 性 末 端 結 合 に よ る Ｄ Ｓ

Ｂ 誘 導 性 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 を 検 知 す る た め の 陽 性 対 照 と し て 使 用 し た 。

【 ０ ５ ０ ５ 】

　 次 に 部 位 特 異 的 Ｄ Ｓ Ｂ が Ｃ ａ ｓ ９ － Ｈ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ － ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ お よ び Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　

ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ で 形 質 移 入 さ れ た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 内 で 生 成 す る の か ど う か を 調 査 し た 。 こ

れ を 行 う た め に 、 Ｓ ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ ｒ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｄ Ｓ Ｂ 誘 導 性 Ｎ Ｈ Ｅ

Ｊ に よ る 不 完 全 修 復 に 起 因 す る 座 位 に お け る 小 さ な 挿 入 お よ び 欠 失 を 調 べ た ［ １ ２ ］ 。 Ｃ

ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ に 標 的 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し 、 得 ら れ る 産 物 を

変 性 お よ び 再 度 ア ニ ー ル す る 。 再 度 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ミ ス マ ッ チ 認 識 エ ン

ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｃ ｅ ｌ － １ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 し 、 Ｃ ｅ ｌ

－ １ 切 断 バ ン ド を 識 別 す る 。 Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 修 復 が 一 般 的 に Ｄ Ｓ Ｂ に よ っ て 誘 導 さ

れ る 通 り 、 Ｓ ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ ｒ ア ッ セ イ に お け る 陽 性 シ グ ナ ル は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 切 断 が 生 じ

た こ と を 示 す 。 こ の ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 標 的 さ れ た 位 置

の Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 座 位 の 切 断 を 検 知 し た （ 図 ２ ９ Ｅ ） 。 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 座 位 で の 隣 接 部 位 を 標 的 と す る

１ 対 の Ｚ Ｆ Ｎ は こ れ ら の 実 験 に て 陽 性 対 照 を 提 供 し た ［ １ ０ ］ 。

【 ０ ５ ０ ６ 】

　 Ｃ ａ ｓ ９ ま た は ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の い ず れ か が 観 察 し た ゲ ノ ム 編 集 反 応 に お い て 制 限 因 子

か ど う か を 決 定 す る た め に 、 形 質 移 入 し た 細 胞 か ら 調 製 し た 可 溶 化 物 を 、 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ

ｇ Ｒ Ｎ Ａ に 標 的 さ れ た Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 遺 伝 子 の 断 片 を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ で イ ン キ ュ ベ ー

ト し た 。 Ｃ ａ ｓ ９ － Ｈ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 ベ ク タ ー の み で 形 質 移 入 し た 細 胞 か ら 調 製

し た 可 溶 化 物 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 際 に は 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 は 観 察 さ れ ず 、 Ｓ

ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ ｒ ア ッ セ イ 結 果 と 一 貫 し て い た 。 し か し 、 可 溶 化 物 に イ ン ビ ト ロ 転 写 Ｃ Ｌ Ｔ

Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ が 添 加 さ れ た 際 は 、 強 固 な プ ラ ス ミ ド 切 断 が 検 知 さ れ た （ 図 ３ ０ Ａ ） 。

さ ら に 、 Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー の 双 方 で 形 質 移 入 し た 細 胞 か ら 調 製 さ れ

た 可 溶 化 物 は プ ラ ス ミ ド 切 断 を 支 援 す る 一 方 で 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ベ ク タ ー の み で

形 質 移 入 し た 細 胞 か ら の 可 溶 化 物 は そ う で な か っ た （ 図 ３ ０ Ａ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ヒ ト

細 胞 に お け る Ｃ ａ ｓ ９ の 機 能 の た め の 制 限 因 子 は ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ と の 集 合 で あ り 得 る こ と を 暗

示 す る 。 添 加 外 来 性 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で 、 前 述 同 様 に 形 質 移 入 し た 細 胞 か

ら の 可 溶 化 物 に お け る プ ラ ス ミ ド 切 断 を 分 析 す る こ と で 、 こ の 可 能 性 を 直 接 試 験 し た 。 特

に 、 外 来 性 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー の 双 方 で 形 質 移 入 し た 細

胞 か ら の 可 溶 化 物 に 添 加 し た 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 活 性 に お い て 実 質 的 な 増 加 が 観 察 さ れ た （

図 ３ ０ Ｂ ） 。 こ の 結 果 は 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に お け る Ｃ ａ ｓ ９ 機 能 の た め の 制 限 因 子 は

ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 ま た は そ の Ｃ ａ ｓ ９ へ の 添 加 で あ る こ と を 示 す 。

【 ０ ５ ０ ７ 】

　 図 ３ ０ は 、 細 胞 可 溶 化 物 が 、 活 性 Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 含 み 、 部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 切 断

を 支 援 す る こ と を 示 す 。 （ Ａ ） 左 に 示 さ れ る 、 プ ラ ス ミ ド （ 複 数 可 ） で 形 質 移 入 し た 細 胞

か ら の 細 胞 可 溶 化 物 を 、 Ｐ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 で あ る 標 的 配 列 を
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含 む プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た ； 指 定 さ れ た 場 合 、 反 応 に １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ の イ

ン ビ ト ロ 転 写 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 添 加 し た ； Ｘ ｈ ｏ Ｉ と の 第 ２ 切 断 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ 媒

介 性 切 断 を 示 す 約 ２ ２ ３ ０ お よ び 約 ３ １ ０ ０ ｂ ｐ 断 片 の 断 片 を 生 成 し た 。 Ｚ Ｆ Ｎ 発 現 構 築

物 で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 か ら の 可 溶 化 物 を 用 い た 対 照 反 応 は 、 か す か に 異 な る サ イ ズ の 断

片 を 示 し 、 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 標 的 部 位 に 対 す る Ｚ Ｆ Ｎ 標 的 部 位 の オ フ セ ッ ト を 反 映 す る 。 （ Ｂ ）

Ｃ ａ ｓ ９ － Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 プ ラ ス ミ ド 、 お よ び 、 指 定 さ れ た 場 合 、 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発

現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 移 入 し た 細 胞 か ら の 可 溶 化 物 を 、 イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ れ た Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １

　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 不 在 ま た は 存 在 下 で 、 （ Ａ ） の 通 り に 標 的 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ で イ ン キ ュ ベ

ー ト し た 。

【 ０ ５ ０ ８ 】

　 生 細 胞 内 で の Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 集 合 を 強 化 す る 手 段 と し て 、 次 に 、 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ の 推

定 Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 領 域 を 伸 展 す る 効 果 を 試 験 し た 。 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 二 つ の 新 し い

バ ー ジ ョ ン を 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と の 間 の 塩 基 対 形 成 相 互 作 用 を 模 倣 す る ６

ま た は １ ２ の 塩 基 対 を ら せ ん 体 に さ ら に 含 む よ う に 設 計 し た （ 図 ３ １ Ａ ） 。 さ ら に 、 Ｓ ．

ピ オ ゲ ネ ス ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 天 然 配 列 を 基 に 、 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 を 五 つ の ヌ ク レ オ

チ ド で 伸 展 し た ［ ９ ］ 。 Ｕ ６ ま た は Ｈ １ 　 Ｐ ｏ ｌ 　 Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か の 制 御

下 で こ れ ら の ３ ＇ 伸 長 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 、 Ｃ ａ ｓ ９ － Ｈ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ － Ｇ

Ｆ Ｐ 発 現 ベ ク タ ー と 一 緒 に 細 胞 に 形 質 移 入 し 、 部 位 特 異 的 ゲ ノ ム 切 断 を 、 Ｓ ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ

ｒ ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 し た （ 図 ３ １ Ｂ ） 。 結 果 に よ っ て 、 切 断 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ お よ び Ｃ Ｌ

Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 双 方 を 必 要 と す る が 、 Ｃ ａ ｓ ９ ま た は ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ か が 単 独

で 発 現 さ れ た 場 合 に は 起 こ ら な か っ た こ と が 確 認 さ れ た 。 さ ら に 、 Ｃ ｅ ｌ － １ ヌ ク レ ア ー

ゼ 切 断 に よ っ て 検 知 さ れ た 通 り 、 Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ の 実 質 的 に 増 大 し た 頻 度 を 観 察 し 、 一 方 で 、 対

照 Ｚ Ｆ Ｎ 対 で 得 ら れ た Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ 変 異 誘 発 の 頻 度 は 大 き く 変 わ ら な か っ た 。

【 ０ ５ ０ ９ 】

　 図 ３ １ は 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 の ３ ＇ 伸 展 が 部 位 特 異 的 Ｎ Ｈ Ｅ Ｊ 媒 介 性 変 異 誘 発 を 強 化 す

る こ と を 示 す 。 （ Ａ ） Ｃ Ｌ Ｔ Ａ １ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の た め の 構 築 物 （ 上 ） を 、 本 来 の Ｃ ａ

ｓ ９ 結 合 配 列 （ ｖ １ ． ０ ） ま た は ４ 個 の 塩 基 対 で 伸 展 さ れ た ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 （ ｖ ２ ． １

） も し く は １ ０ 個 の 塩 基 対 で 伸 展 さ れ た ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 （ ｖ ２ ． ２ ） を 含 む 転 写 物 を 生

成 す る よ う に 設 計 し た 。 （ Ｂ ） Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 　 ｖ １ ． ０

、 ｖ ２ ． １ ま た は ｖ ２ ． ２ を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の

Ｓ ｕ ｒ ｖ ｅ ｙ ｏ ｒ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ 。 Ｃ Ｌ Ｔ Ａ 座 位 を 標 的 と す る た め に 以 前 使 用 さ れ

た Ｚ Ｆ Ｎ 構 築 物 ［ １ ０ ］ を 、 非 相 同 性 末 端 結 合 に よ る Ｄ Ｓ Ｂ 誘 導 性 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 を 検 知 す る

た め の 陽 性 対 照 と し て 使 用 し た 。

【 ０ ５ １ ０ 】

　 こ う し て 、 多 種 多 様 の ゲ ノ ム 編 集 適 用 の た め の 容 易 な 分 子 ツ ー ル と し て Ｃ ａ ｓ ９ を 利 用

す る た め の フ レ ー ム ワ ー ク が 結 果 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 こ の シ ス テ ム の 強 力 な 特 色 は 、 単

一 座 位 を 標 的 と す る 効 率 を 増 大 す る こ と 、 ま た は 複 数 の 座 位 を 同 時 に 標 的 と す る 手 段 と し

て の い ず れ か の た め に 、 同 一 細 胞 内 で Ｃ ａ ｓ ９ を 複 数 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ で プ ロ グ ラ ム す る 可 能

性 で あ る 。 こ の よ う な 戦 略 は 、 ゲ ノ ム 全 体 で の 実 験 、 お よ び 、 多 重 遺 伝 子 性 疾 患 モ デ ル の

発 達 と い っ た 大 規 模 な 研 究 へ の 尽 力 に お い て 、 幅 広 い 適 用 を 見 出 す 。

【 ０ ５ １ １ 】

実 施 例 ３ ： Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 免 疫 シ ス テ ム の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｃ ａ ｓ ９

フ ァ ミ リ ー

　 Ｉ Ｉ 型 シ ス テ ム の 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 で あ る Ｃ ａ ｓ ９ と 相 似 で あ る 配 列 を ス ク リ ー ニ ン

グ す る こ と で 、 一 般 で 入 手 可 能 な 細 菌 ゲ ノ ム に 現 在 存 在 す る 全 て の 推 定 Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ

Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 を 調 査 し た 。 識 別 さ れ る Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ の 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト か

ら 、 系 統 樹 を 作 成 し た 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト 長 お よ び 関 連 Ｉ Ｉ 型 シ ス テ ム の ｃ ａ ｓ オ ペ

ロ ン の 遺 伝 子 構 成 を 、 異 な る Ｃ ａ ｓ ９ サ ブ ク ラ ス タ ー 内 で 分 析 し た 。 Ｉ Ｉ 型 座 位 の 細 分 類

を 提 唱 し 、 ７ ５ 個 の 代 表 的 な Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ の 選 択 に 基 づ い て 、 さ ら に 亜 群 に 分 割 し

た 。 次 い で 、 主 に 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト 配 列 を 取 り 出 し 、 選 択 し た Ｉ Ｉ 型 座 位 の ｃ ａ ｓ
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遺 伝 子 お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ア レ イ 内 ま た は 近 辺 の 抗 リ ピ ー ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と で

、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 予 想 し た 。 選 ば れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 配 列 お よ び

予 想 構 造 の 比 較 分 析 を 実 施 し た 。 最 後 に 、 五 つ の 細 菌 種 か ら の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 お よ び プ ロ セ シ ン グ プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 し た 。

【 ０ ５ １ ２ 】

材 料 お よ び 方 法

細 菌 株 お よ び 培 養 条 件

　 次 に あ げ る 培 養 地 を 使 用 し て プ レ ー ト で 細 菌 を 成 長 さ せ た ： Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス （ Ｕ Ａ １

５ ９ ） に 関 し て は ３ ％ 羊 血 液 を 添 加 し た Ｔ Ｓ Ａ （ ト リ プ チ ケ ー ス ソ イ 寒 天 、 Ｔ ｒ ｙ ｐ ｔ ｉ

ｃ ａ ｓ ｅ （ 商 標 ） Ｓ ｏ ｙ Ａ ｇ ａ ｒ （ Ｔ Ｓ Ａ 　 Ｉ Ｉ ） Ｂ Ｄ 　 Ｂ Ｂ Ｌ 、 ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ

ン 社 ） 、 お よ び 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア （ Ｃ ｌ ｉ ｐ １ １ ２ ６ ２ ） に 関 し て は Ｂ Ｈ Ｉ （ 脳 心 臓 浸 出

物 、 Ｂ Ｄ 　 Ｂ ａ ｃ ｔ ｏ （ 商 標 ） Ｂ ｒ ａ ｉ ｎ 　 Ｈ ｅ ａ ｒ ｔ 　 Ｉ ｎ ｆ ｕ ｓ ｉ ｏ ｎ 、 ベ ク ト ン デ

ィ ッ キ ン ソ ン 社 ） 寒 天 。 液 体 培 養 で 培 養 し た 場 合 、 Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス に 関 し て は Ｔ Ｈ Ｙ 培

地 （ ０ ． ２ ％ 酵 母 エ キ ス （ Ｓ ｅ ｒ ｖ ａ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ （ 登 録 商 標 ） ） が 添 加 さ れ た ト ッ ド ・

ヒ ュ ー イ ッ ト 培 地 （ Ｔ Ｈ Ｂ 、 Ｂ ａ ｃ ｔ ｏ 、 ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 ） ） 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ

ア に 関 し て は Ｂ Ｈ Ｉ ブ ロ ス 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス （ Ａ 　 Ｚ ２ ４ ９ １ ） に 関 し て は １ ％

ビ タ ミ ン 混 合 Ｖ Ｘ を 含 む Ｂ Ｈ Ｉ 液 体 培 地 （ Ｄ ｉ ｆ ｃ ｏ 、 ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 ） 、 Ｃ

． ジ ェ ジ ュ ニ （ Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ １ １ １ ６ ８ ； Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ８ １ ９ ） に 関 し て は １ ％ ビ タ ミ ン 混

合 Ｖ Ｘ を 含 む Ｍ Ｈ （ Ｍ ｕ ｅ ｌ ｌ ｅ ｒ 　 Ｈ ｉ ｎ ｔ ｏ ｎ 　 Ｂ ｒ ｏ ｔ ｈ 、 オ キ ソ イ ド 社 ） ブ ロ ス

、 お よ び 、 Ｆ ． ｎ ｏ ｖ ｉ ｃ ｉ ｄ ａ （ Ｕ １ １ ２ ） に 関 し て は Ｔ Ｓ Ｂ （ Ｔ ｒ ｙ ｐ ｔ ｉ ｃ 　 Ｓ ｏ

ｙ 　 Ｂ ｒ ｏ ｔ ｈ 、 Ｂ Ｄ 　 Ｂ Ｂ Ｌ （ 商 標 ） Ｔ ｒ ｙ ｐ ｔ ｉ ｃ ａ ｓ ｅ （ 商 標 ） Ｓ ｏ ｙ 　 Ｂ ｒ ｏ ｔ

ｈ ） を 使 用 し た 。 Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス を ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ で 振 動 無 し で イ ン キ ュ ベ ー ト し

た 。 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス お よ び Ｆ ． ノ ビ シ ダ の 株 を 、 振 動 を 伴 っ て

好 気 的 に ３ ７ ℃ で 成 長 さ せ た 。 キ ャ ン ピ ゲ ン （ ｃ ａ ｍ ｐ ｙ ｇ ｅ ｎ ） （ オ キ ソ イ ド 社 ） 雰 囲

気 を 用 い て 、 ３ ７ ℃ の 微 好 気 性 菌 条 件 で Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ を 成 長 さ せ た 。 細 菌 成 長 に 続 い て

、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Ｂ ｉ ｏ Ｔ ｅ ｋ 　 Ｐ ｏ ｗ ｅ ｒ Ｗ ａ ｖ ｅ （ 商 標 ） ） を 用 い て 定

期 的 な 時 間 間 隔 で ６ ２ ０ ｎ ｍ （ Ｏ Ｄ ６ ２ ０ ｎ ｍ ） の 培 養 の 光 学 濃 度 を 観 測 し た 。

【 ０ ５ １ ３ 】

細 菌 の 小 さ い Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の シ ー ク エ ン シ ン グ

　 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ １ １ １ ６ ８ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ８ １ ９ ） 、 Ｆ ． ノ ビ シ ダ Ｕ １ １ ２

、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア Ｃ ｌ ｉ ｐ １ １ ２ ６ ２ 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス Ａ 　 Ｚ ２ ４ ９ １ お よ び Ｓ

． ミ ュ ー タ ン ス Ｕ Ａ １ ５ ９ を 、 半 対 数 成 長 期 ま で 培 養 し 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ （ シ グ

マ ・ ア ル ド リ ッ チ 社 ） で 抽 出 し た 。 各 株 か ら の １ ０ μ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｔ Ｕ Ｒ Ｂ Ｏ （ 商 標 ）

Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ （ ア ン ビ オ ン 社 ） で 処 理 し て 、 い か な る 残 基 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ も 除 去 し た 。 グ ラ ム

陽 性 ま た は グ ラ ム 陰 性 細 菌 （ エ ピ セ ン タ ー 社 ） の た め に 、 製 造 業 者 の 説 明 に 従 い 、 Ｒ ｉ ｂ

ｏ － Ｚ ｅ ｒ ｏ （ 商 標 ） ｒ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｒ ｅ ｍ ｏ ｖ ａ ｌ 　 Ｋ ｉ ｔ ｓ （ 登 録 商 標 ） を 使 用 す る こ と

で 、 リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ を 除 去 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｃ ｌ ｅ ａ ｎ ＆ Ｃ ｏ ｎ ｃ ｅ ｎ ｔ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ （ 商

標 ） ５ キ ッ ト （ ザ イ モ ・ リ サ ー チ 社 （ Ｚ ｙ ｍ ｏ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ） ） で の 精 製 に 続 い て

、 製 造 業 者 の 説 明 に 従 っ て Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｍ ｉ ｎ ｅ ｒ （ 商 標 ） Ｓ ｍ ａ ｌ ｌ 　 Ｒ Ｎ Ａ － Ｓ ｅ ｑ

　 Ｌ ｉ ｂ ｒ ａ ｒ ｙ 　 Ｐ ｒ ｅ ｐ ａ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｐ ｌ ｅ ｘ 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ

ｉ ｎ ａ （ 登 録 商 標 ） 適 合 性 ） を 使 用 し て ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を Ｔ ｏ ｂ ａ ｃ ｃ

ｏ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ 　 Ｐ ｙ ｒ ｏ ｐ ｈ ｏ ｓ ｐ ｈ ａ ｔ ａ ｓ ｅ （ Ｔ Ａ Ｐ ） （ エ ピ セ ン タ ー 社 ） で プ ロ セ

シ ン グ し た 。 引 き 続 き Ｒ Ｎ Ａ 精 製 の た め に Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｃ ｌ ｅ ａ ｎ ＆ Ｃ ｏ ｎ ｃ ｅ ｎ ｔ ｒ ａ ｔ ｏ

ｒ （ 商 標 ） ５ （ ザ イ モ ・ リ サ ー チ 社 ） の カ ラ ム を 使 用 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の た め に Ｐ ｈ ｕ ｓ ｉ

ｏ ｎ （ 登 録 商 標 ） Ｈ ｉ ｇ ｈ － Ｆ ｉ ｄ ｅ ｌ ｉ ｔ ｙ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ （ ニ ュ ー

・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ボ 社 ） を 使 用 し た 。 特 定 の ユ ー ザ ー 定 義 バ ー コ ー ド を 各 ラ イ ブ

ラ リ ー に 付 け 加 え （ Ｒ Ｎ Ａ － Ｓ ｅ ｑ 　 Ｂ ａ ｒ ｃ ｏ ｄ ｅ 　 Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ ｓ （ Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ

ａ （ 登 録 商 標 ） 適 合 性 ） エ ピ セ ン タ ー 社 ） 、 オ ー ス ト リ ア 、 ウ ィ ー ン 、 ウ ィ ー ン バ イ オ セ

ン タ ー （ Ｖ ｉ ｅ ｎ ｎ ａ Ｂ ｉ ｏ ｃ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ ） の Ｎ ｅ ｘ ｔ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｓ ｅ ｑ

ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ （ Ｃ Ｓ Ｆ 　 Ｎ Ｇ Ｓ ユ ニ ッ ト ； 「 ａ ｃ ． ａ ｔ 」 が 続 く 、 ウ ェ ブ 「 ｃ ｓ ｆ ． 」
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上 ） 設 備 で 試 料 を シ ー ク エ ン シ ン グ し た （ イ ル ミ ナ 単 一 末 端 シ ー ク エ ン シ ン グ （ ｓ ｉ ｎ ｇ

ｌ ｅ 　 ｅ ｎ ｄ 　 ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ ） 。

【 ０ ５ １ ４ 】

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン ス デ ー タ の 分 析

　 イ ル ミ ナ ２ ｂ ａ ｍ ツ ー ル を 使 用 し て Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン ス リ ー ド を 分 割 し 、 （ ｉ ） イ ル ミ

ナ ア ダ プ タ ー 配 列 （ カ ッ ト ア ダ プ ト （ ｃ ｕ ｔ ａ ｄ ａ ｐ ｔ ） １ ． ０ ） の 除 去 お よ び （ ｉ ｉ ）

３ 末 端 の １ ５ ｎ ｔ の 除 去 に よ っ て 調 節 し て リ ー ド の 質 を 向 上 さ せ た 。 １ ５ ｎ ｔ よ り も 短 い

リ ー ド を 除 去 し た 後 、 Ｂ ｏ ｗ ｔ ｉ ｅ を 使 用 し て 、 二 つ の ミ ス マ ッ チ を 許 容 す る こ と で ｃ Ｄ

Ｎ Ａ リ ー ド を そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム と 配 列 し た ： Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０

０ ２ １ ６ ３ ） 、 Ｆ ． ノ ビ シ ダ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ８ ６ ０ １ ） 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ

ィ デ ィ ス （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ３ １ １ ６ ） 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ：

Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ３ ２ １ ２ ） お よ び Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ４ ３ ５ ０ ）

。 Ｂ Ｅ Ｄ Ｔ ｏ ｏ ｌ ｓ － バ ー ジ ョ ン ２ ． １ ５ ． ０ を 使 用 し て 、 双 方 の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に 関 し て 別 々

に 各 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で リ ー ド の 被 覆 度 を 算 出 し た 。 １ ０ ０ 万 あ た り の リ ー ド （ ｒ ｐ ｍ ）

の 被 覆 度 を 含 む 標 準 化 さ れ た ウ ィ グ ル （ ｗ ｉ ｇ ｇ ｌ ｅ ） フ ァ イ ル を 作 成 し 、 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｇ ｒ

ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ 　 Ｖ ｉ ｅ ｗ ｅ ｒ （ Ｉ Ｇ Ｖ ） ツ ー ル （ ＂ ｗ ｗ ｗ ． ＂ 続 い て 、

＂ ｂ ｒ ｏ ａ ｄ ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ ． ｏ ｒ ｇ ／ ｉ ｇ ｖ ／ ＂ ） （ 図 ３ ６ ） を 用 い て 可 視 化 し た

。 Ｓ Ａ Ｍ Ｔ ｏ ｏ ｌ ｓ 　 ｆ ｌ ａ ｇ ｓ ｔ ａ ｔ
８ ０

を 用 い て 、 マ ッ ピ ン グ さ れ た リ ー ド の 割 合 を

、 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ に 関 し て は ９ ９ １ ４ １ ８ ４ リ ー ド 、 Ｆ ． ノ ビ シ ダ に 関 し て は ４ ８ ２ ０ ５

リ ー ド 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス に 関 し て は １ ３ １ １ ０ ０ ８ ７ リ ー ド 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア に

関 し て は １ ６ １ ８ ６ ５ リ ー ド お よ び Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス に 関 し て は １ ５ ４ ２ ２ ３ ９ リ ー ド の

マ ッ ピ ン グ さ れ た 合 計 を 元 に 算 出 し た 。 各 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に 始 ま り （ ５ ＇ ） 、 終 わ

る （ ３ ＇ ） リ ー ド を 複 数 含 む フ ァ イ ル を 作 成 し 、 Ｉ Ｇ Ｖ で 可 視 化 し た 。 各 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ オ ル ソ ロ グ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は 、 取 り 出 さ れ た リ ー ド の 合 計 を 、 Ｓ Ａ Ｍ ツ ー ル

を 用 い て 算 出 し た 。

【 ０ ５ １ ５ 】

Ｃ ａ ｓ ９ 配 列 分 析 、 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 誘 導 ツ リ ー 作 成

　 位 置 特 異 的 反 復 （ Ｐ ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｓ ｐ ｅ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃ 　 Ｉ ｔ ｅ ｒ ａ ｔ ｅ ｄ （ Ｐ Ｓ Ｉ ）

－ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 非 重 複 デ ー タ ベ ー ス に お け る Ｃ ａ ｓ ９ フ ァ ミ

リ ー の ホ モ ロ グ を 取 り 出 し た 。 ８ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 よ り も 短 い 配 列 は 廃 棄 し た 。 ０ ． ８ の

長 さ 範 囲 カ ッ ト オ フ お よ び ０ ． ８ の ス コ ア 範 囲 閾 値 （ ア ラ イ ン メ ン ト の 長 さ で 割 ら れ る ビ

ッ ト ス コ ア ） で セ ッ ト ア ッ プ し た Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 残 っ た 配

列 を ク ラ ス タ ー 化 し た （ 図 ３ ８ ） 。 こ の 手 順 で 、 ７ ８ 個 の ク ラ ス タ ー （ そ の う ち ４ ８ 個 は

１ 個 の 配 列 で し か 表 さ れ な い ） を 作 成 し た 。 １ 個 （ ま た は 、 め っ た に な い が 数 個 の 代 表 例

） を 各 ク ラ ス タ ー か ら 選 択 し 、 こ れ ら の 配 列 の た め の 多 重 ア ラ イ ン メ ン ト を 、 デ フ ォ ル ト

パ ラ メ ー タ ー の Ｍ Ｕ Ｓ Ｃ Ｌ Ｅ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 作 成 し 、 続 い て Ｐ Ｓ Ｉ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ

び Ｈ Ｈ ｐ ｒ ｅ ｄ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 取 得 さ れ た 局 所 ア ラ イ ン メ ン ト を 基 準 に 手 動 で 校 正 を

行 っ た 。 さ ら に 数 個 の 配 列 は ア ラ イ ン メ ン ト 不 可 能 で あ り 、 ま た 、 最 終 ア ラ イ ン メ ン ト か

ら 除 外 さ れ た 。 最 大 の 可 能 性 を 持 つ ツ リ ー 復 元 の た め に 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー の Ｆ ａ

ｓ ｔ Ｔ ｒ ｅ ｅ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 ２ ７ ２ 個 の 有 益 な 位 置 を 伴 う 、 確 信 的 に 並 べ ら れ た

ブ ロ ッ ク を 使 用 し た ： Ｊ Ｔ Ｔ 進 化 型 モ デ ル 、 ２ ０ 個 の 速 度 分 類 を 伴 う 分 離 ガ ン マ モ デ ル 。

同 一 の プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 値 を 算 出 し た 。

【 ０ ５ １ ６ 】

　 図 ３ ８ は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ク ラ ス タ ー 化 プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 分 類 さ れ た 配 列 を 示

す 。 ８ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 よ り も 長 い 配 列 の み が Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ 分 析 の た め に 選 択 さ

れ た （ 材 料 お よ び 方 法 を 参 照 ） 。 ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ 遺 伝 子 を 保 有 す る 代 表 的 な 株 を 使 用

し た 。 い く つ か の 配 列 は ク ラ ス タ ー 化 し な か っ た が 、 そ れ ら の す ぐ 付 近 に あ る 保 存 さ れ た

モ チ ー フ お よ び ／ ま た は 他 の ｃ ａ ｓ 遺 伝 子 の 存 在 に よ り Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ 配 列 と し て 確

認 さ れ た 。

【 ０ ５ １ ７ 】
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Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 の 分 析

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト 配 列 を Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｄ ｂ デ ー タ ベ ー ス か ら 取 り 出 し 、 ま た は 、 Ｃ

Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ Ｆ ｉ ｎ ｄ ｅ ｒ ツ ー ル （ Grissa Iet al. , B M C Bioinformatics 2007; 8: 172; G

rissa I et al. , Nucleic Acids Res 2007） を 用 い て 予 想 し た 。 ｃ ａ ｓ 遺 伝 子 を 、 Ｂ Ｌ Ａ

Ｓ Ｔ ｐ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 識 別 し 、 お よ び ／ ま た は 、 Ｋ Ｅ Ｇ Ｇ デ ー タ ベ ー ス （ 「 ｗ ｗ ｗ

． 」 、 続 い て ｋ ｅ ｇ ｇ ． ｊ ｐ ／ で あ る ウ ェ ブ 上 ） で 確 認 し た 。

【 ０ ５ １ ８ 】

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の イ ン シ リ コ 予 想 お よ び 分 析

　 Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 Ｎ Ｔ Ｉ （ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） を 用 い て 、 最

大 １ ５ 個 の ミ ス マ ッ チ を 許 容 す る そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム の 双 方 の 鎖 上 の リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア

レ イ に 属 さ な い 、 追 加 の 変 性 リ ピ ー ト 配 列 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と で 、 推 定 抗 リ ピ ー ト

を 識 別 し た 。 転 写 プ ロ モ ー タ ー お よ び ｒ ｈ ｏ 独 立 タ ー ミ ネ ー タ ー を 、 Ｂ Ｄ Ｇ Ｐ 　 Ｎ ｅ ｕ ｒ

ａ ｌ 　 Ｎ ｅ ｔ ｗ ｏ ｒ ｋ 　 Ｐ ｒ ｏ ｍ ｏ ｔ ｏ ｒ 　 Ｐ ｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ プ ロ グ ラ ム （ 「 ｗ ｗ ｗ

． 」 、 続 い て ｆ ｒ ｕ ｉ ｔ ｆ ｌ ｙ ． ｏ ｒ ｇ ／ ｓ ｅ ｑ ＿ ｔ ｏ ｏ ｌ ｓ ／ ｐ ｒ ｏ ｍ ｏ ｔ ｅ ｒ ． ｈ ｔ

ｍ ｌ ） お よ び Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ Ｔ ｅ ｒ ｍ Ｈ Ｐ ソ フ ト ウ ェ ア を そ れ ぞ れ 用 い て 予 想 し た 。 デ フ ォ ル

ト パ ラ メ ー タ ー の Ｍ Ｕ Ｓ Ｃ Ｌ Ｅ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し た

。 ウ ィ ー ン Ｒ Ｎ Ａ パ ッ ケ ー ジ ２ ． ０ の Ｒ Ｎ Ａ ａ ｌ ｉ ｆ ｏ ｌ ｄ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 保 さ

れ た 構 造 モ チ ー フ の 存 在 に 関 し て ア ラ イ ン メ ン ト を 分 析 し た 。

【 ０ ５ １ ９ 】

結 果

Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム は 細 菌 内 で 広 範 囲 に わ た る 。

【 ０ ５ ２ ０ 】

　 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ お よ び リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ に 加 え 、 Ｉ Ｉ 型

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 は 一 般 的 に 、 オ ペ ロ ン で 組 織 化 さ れ る ３ ～ ４ 個 の ｃ ａ ｓ 遺 伝 子

か ら 構 成 さ れ る （ 図 ３ ２ Ａ ～ Ｂ ） 。 Ｃ ａ ｓ ９ は Ｉ Ｉ 型 に 特 徴 的 な シ グ ネ チ ャ ー タ ン パ ク 質

で あ り 、 発 現 お よ び 干 渉 の 工 程 に 関 わ る 。 Ｃ ａ ｓ １ お よ び Ｃ ａ ｓ ２ は 、 全 て の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ

Ｒ － Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム に よ っ て 共 有 さ れ 、 ス ペ ー サ ー 獲 得 に 関 係 す る コ ア タ ン パ ク 質 で あ る

。 Ｃ ｓ ｎ ２ お よ び Ｃ ａ ｓ ４ は 、 Ｉ Ｉ 型 シ ス テ ム の サ ブ セ ッ ト の み に 存 在 し 、 適 応 で 役 割 を

果 た す こ と が 提 唱 さ れ た 。 最 大 数 の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 含 有 Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座

位 を 取 り 出 す た め に 、 既 に 注 釈 さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 に 相 似 で あ る 配 列 に 関 す る 、 一

般 で 入 手 可 能 な ゲ ノ ム を ま ず 始 め に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ２ ３ ５ 個 の Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ

を ２ ０ ３ 個 の 細 菌 種 で 識 別 し た 。 全 て の 取 り 出 さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ を 代 表 す る ７ ５

個 の 多 種 多 様 の 配 列 の セ ッ ト を さ ら な る 分 析 の た め に 選 択 し た （ 図 ３ ２ 、 図 ３ ８ 、 並 び に

材 料 お よ び 方 法 ） 。

【 ０ ５ ２ １ 】

　 図 ３ ２ は 、 （ Ａ ） 様 々 な 有 機 体 の 代 表 的 な Ｃ ａ ｓ ９ 配 列 の 系 統 樹 、 並 び に 、 （ Ｂ ） 代 表

的 な Ｃ ａ ｓ ９ 座 位 構 造 を 示 す 。 各 節 に 対 し て 算 出 さ れ た ブ ー ス ト ラ ッ プ 値 が 示 さ れ て い る

。 同 一 色 の 枝 は 類 似 Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ の 選 択 さ れ た サ ブ ク ラ ス タ ー を 表 す 。 ヌ ク レ オ チ

ド 数 で Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト 長 、 ア ミ ノ 酸 （ ａ ａ ） の 平 均 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 サ イ ズ お よ

び コ ン セ ン サ ス 座 位 構 造 が 、 各 サ ブ ク ラ ス タ ー に 関 し て 示 さ れ て い る 。 ＊ － ｇ ｉ ｜ １ １ ６

６ ２ ８ ２ １ ３ ＊ ＊ － ｇ ｉ ｜ １ １ ６ ６ ２ ７ ５ ４ ２ † － ｇ ｉ ｜ ３ ４ ５ ５ ７ ７ ９ ０ ‡ － ｇ ｉ ｜ ３

４ ５ ５ ７ ９ ３ ２ 。 Ｉ Ｉ － Ａ 型 は ｃ ａ ｓ ９ － ｃ ｓ ｘ １ ２ 、 ｃ ａ ｓ １ 、 ｃ ａ ｓ ２ 、 ｃ ａ ｓ ４ を

特 徴 と す る 。 Ｉ Ｉ － Ｂ 型 は ｃ ａ ｓ ９ 、 ｃ ａ ｓ １ 、 ｃ ａ ｓ ２ 、 続 い て ｃ ｓ ｎ ２ 変 異 形 を 特 徴

と す る 。 Ｉ Ｉ － Ｃ 型 は 、 保 存 さ れ た ｃ ａ ｓ ９ 、 ｃ ａ ｓ １ 、 ｃ ａ ｓ ２ オ ペ ロ ン を 特 徴 と す る

（ 図 ３ ８ も 参 照 ） 。

【 ０ ５ ２ ２ 】

　 次 に 、 選 択 さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ の 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し た 。 比 較 分 析

に よ っ て 、 ア ミ ノ 酸 構 成 お よ び タ ン パ ク 質 サ イ ズ に お い て 高 い 多 様 性 が 明 ら か に な っ た 。

Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ は 数 個 の 同 一 ア ミ ノ 酸 の み を 共 有 し 、 取 り 出 さ れ た 配 列 は 全 て 中 央 Ｈ

Ｎ Ｈ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び 分 割 Ｒ ｕ ｖ Ｃ ／ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｈ ド メ イ ン と 同 じ ド メ
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イ ン 構 造 を 有 す る 。 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 の 長 さ は 、 約 １ １ ０ ０ ま た は 約 １ ４ ０ ０ 個 の ア ミ

ノ 酸 の 一 般 的 な サ イ ズ を 伴 っ て 、 ９ ８ ４ （ カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ ） か ら １ ６ ２ ９

（ フ ラ ン シ セ ラ ・ ノ ビ シ ダ （ Ｆ ｒ ａ ｎ ｃ ｉ ｓ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｎ ｏ ｖ ｉ ｃ ｉ ｄ ａ ） ） 個 の ア ミ ノ

酸 に 及 ぶ 。 Ｃ ａ ｓ ９ 配 列 の 高 い 多 様 性 の た め に 、 特 に ド メ イ ン 間 領 域 の 長 さ に お い て 、 調

製 し た ア ラ イ ン メ ン ト の 、 良 く 配 置 さ れ た 有 益 な 位 置 の み を 選 択 し 、 分 析 し た 配 列 の 系 統

樹 を 復 元 し た （ 図 ３ ２ お よ び 材 料 お よ び 方 法 ） 。 Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ を 、 外 れ 配 列 を い く

つ か 伴 う 、 三 つ の 主 要 な 単 系 統 制 ク ラ ス タ ー に 分 類 し た 。 Ｃ ａ ｓ ９ ツ リ ー の 観 察 さ れ た ト

ポ ロ ジ ー は 、 現 在 の Ｉ Ｉ 型 座 位 分 類 、 別 個 の 単 系 統 ク ラ ス タ ー を 形 成 す る 、 以 前 に 定 義 さ

れ た Ｉ Ｉ － Ａ 型 お よ び Ｉ Ｉ － Ｂ 型 と 良 く 一 貫 し て い る 。 ク ラ ス タ ー を さ ら に 特 徴 づ け る た

め に 、 列 挙 さ れ た 株 全 て の ｃ ａ ｓ オ ペ ロ ン 組 成 お よ び Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト 配 列 を 詳 細 に

検 査 し た 。

【 ０ ５ ２ ３ 】

Ｃ ａ ｓ ９ サ ブ ク ラ ス タ ー 化 は 、 Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 構 造 の 多 様 性 を 反 映 す る

　 選 択 さ れ た Ｉ Ｉ 型 座 位 の よ り 深 い 分 析 に よ り 、 Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ 配 列 の ク ラ ス タ ー 化

は Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト 長 の 多 様 性 と 相 関 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 ほ と ん ど の Ｉ

Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム に 関 し て 、 二 つ の Ｃ ａ ｓ ９ ツ リ ー サ ブ ク ラ ス タ ー に 関

し て は ば ら つ き を 多 少 伴 っ て 、 リ ピ ー ト 長 は ３ ６ 個 の ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ） で あ る 。 Ｃ ｓ

ｘ １ ２ と 以 前 は 呼 ば れ た 、 長 い Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ を コ ー ド す る 座 位 を 含 む Ｉ Ｉ － Ａ 型 ク

ラ ス タ ー （ 図 ３ ２ ） に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト は ３ ７ ｎ ｔ の 長 さ で あ る 。 バ ク テ ロ

イ デ ス 門 （ Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｔ ｅ ｓ 　 ｐ ｈ ｙ ｌ ｕ ｍ ） に 属 す る 細 菌 の 配 列 か ら 成 る 小

さ い サ ブ ク ラ ス タ ー （ 図 ３ ２ ） は 、 サ イ ズ で 最 大 ４ ８ ｎ ｔ で あ る 、 異 常 に 長 い Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ

Ｒ リ ピ ー ト を 特 徴 と す る 。 さ ら に 、 我 々 は 、 図 ３ ２ で 示 さ れ る 通 り 、 Ｃ ａ ｓ ９ 配 列 の サ ブ

ク ラ ス タ ー 化 が 別 個 の ｃ ａ ｓ オ ペ ロ ン 構 造 と 互 い に 関 連 し て い る こ と に 気 が 付 い た 。 ３ 番

目 に 主 要 で あ る ク ラ ス タ ー （ 図 ３ ２ ） お よ び 外 れ 座 位 （ 図 ３ ２ ） は 、 後 述 さ れ る い く つ か

の 不 完 全 な 座 位 の 例 外 を 伴 っ て 、 ｃ ａ ｓ ９ 、 ｃ ａ ｓ １ お よ び ｃ ａ ｓ ２ 遺 伝 子 か ら 構 成 さ れ

る 、 最 小 オ ペ ロ ン か ら 主 に 成 る 。 二 つ の 一 番 主 要 な ク ラ ス タ ー の 他 の 座 位 は 全 て 、 Ｉ Ｉ －

Ａ 型 ま た は ｃ ｓ ｎ ２ 様 に 特 異 的 、 Ｉ Ｉ － Ｂ 型 に 特 異 的 で あ る 、 第 ４ の 遺 伝 子 、 主 に ｃ ａ ｓ

４ に 関 連 す る （ 図 ３ ２ ） 。 我 々 は 、 Ｉ Ｉ － Ｂ 型 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ０ １ お よ び Ｓ

． サ ー モ フ ィ ラ ス Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ３ に 類 似 す る 座 位 内 で 、 Ｃ ｓ ｎ ２ タ ン パ ク 質 、 Ｃ ｓ ｎ ２ ａ

の よ り 短 い 変 異 形 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 識 別 し た （ 図 ３ ２ ） 。 Ｃ ｓ ｎ ２ 、 Ｃ ｓ ｎ ２ ｂ の よ

り 長 い 変 異 形 は 、 Ｉ Ｉ － Ｂ 型 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ １ に 類 似 す る 座 位 と 関 連 す

る こ と が 発 見 さ れ た （ 図 ３ ２ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 前 述 し た Ｃ ｓ ｎ ２ 変 異 形 と は 明 ら か な

配 列 相 同 性 を 有 さ な い タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 推 定 ｃ ａ ｓ 遺 伝 子 を さ ら に 識 別 し た 。 こ れ

ら 特 徴 づ け さ れ て い な い タ ン パ ク 質 の 一 つ は 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 種 の Ｉ Ｉ － Ｂ 型 座 位 と 排 他

的 に 関 連 す る （ 図 ３ ２ お よ び 図 ３ ３ ） 。 他 の 二 つ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 種 の Ｉ Ｉ － Ｂ 型

座 位 に コ ー ド さ れ て い る こ と が 発 見 さ れ た （ 図 ３ ３ ） 。 全 て の 例 に お い て 、 ｃ ａ ｓ オ ペ ロ

ン 構 造 の 多 様 性 は 、 こ の よ う に 、 Ｃ ａ ｓ ９ 配 列 の サ ブ ク ラ ス タ ー 化 に 一 貫 し て い る 。 三 つ

の 主 要 な 別 個 の 単 系 統 性 ク ラ ス タ ー に 分 割 さ れ た Ｃ ａ ｓ ９ ツ リ ー の 一 般 的 な ト ポ ロ ジ ー と

一 緒 に 、 こ れ ら の 特 徴 に よ っ て 、 我 々 は 、 Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム を 三 つ の

サ ブ タ イ プ へ さ ら に 新 し く 分 類 す る こ と を 提 唱 し た 。 図 ３ ２ で 示 さ れ る 通 り 、 Ｉ Ｉ － Ａ 型

は Ｃ ｓ ｘ １ ２ 様 Ｃ ａ ｓ ９ お よ び Ｃ ａ ｓ ４ に 関 連 し 、 Ｉ Ｉ － Ｂ 型 は Ｃ ｓ ｎ ２ 様 に 関 連 し 、 お

よ び 、 Ｉ Ｉ － Ｃ 型 の み が 最 小 セ ッ ト の ｃ ａ ｓ ９ 、 ｃ ａ ｓ １ お よ び ｃ ａ ｓ ２ 遺 伝 子 を 有 す る

。

【 ０ ５ ２ ４ 】

　 図 ３ ３ は 、 選 択 し た 細 菌 種 の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ の 構 造 を 示 す 。 縦 線 は 、 同 じ

ツ リ ー の サ ブ ク ラ ス タ ー に 属 す る Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ を コ ー ド す る 座 位 を 分 類 す る （ 図 ３

２ と 比 較 さ れ た い ） 。 黒 色 横 線 、 リ ー ダ ー 配 列 ； 黒 色 長 方 形 お よ び 菱 形 、 リ ピ ー ト ス ペ ー

サ ー ア レ イ 。 予 想 さ れ る 抗 リ ピ ー ト は 推 定 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ 転 写 の 方 向 を 示 す

矢 印 に よ っ て 表 さ れ る 。 実 験 で 確 認 さ れ な か っ た 座 位 に 関 し て 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト ス

ペ ー サ ー ア レ イ は こ こ で は ｃ ａ ｓ オ ペ ロ ン と 同 一 鎖 か ら 転 写 さ れ る と 見 な さ れ る こ と に 留
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意 さ れ た い 。 推 定 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 転 写 方 向 も 同 様 に 示 さ れ る 。

【 ０ ５ ２ ５ 】

新 規 の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の イ ン シ リ コ 予 想

　 ７ ５ 個 の 代 表 的 な Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ に 基 づ い て す で に 選 択 さ れ た Ｉ Ｉ 型 座 位 を 、 推 定

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 存 在 の た め に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 制 限 さ れ た 数 の ｔ ｒ ａ

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 で 実 施 さ れ た 我 々 の 以 前 の 分 析 に よ る と 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 お よ び

そ れ ら の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 内 の 局 在 性 は い ず れ も 保 存 さ れ て い な い 様 子 で あ る こ

と が 明 ら か に な っ た 。 し か し 、 前 述 し た 通 り 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 、 各 ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ リ ピ ー ト と 塩 基 対 を 形 成 し て 、 Ｃ ａ ｓ ９ の 存 在 下 で Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ に よ っ て 切 断 さ れ

る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｐ ｒ ｅ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト 二 重 鎖 を 形 成 す る こ と が 可 能 な 抗 リ ピ ー

ト 配 列 も 特 徴 と す る 。 新 規 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 予 想 す る た め に 、 こ の 特 徴 を 利 用 し 、 次 に

挙 げ る 作 業 の 流 れ を 行 っ た ： （ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 内 で 、 可 能 性 の あ る 抗 リ ピ

ー ト （ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト と 塩 基 対 形 成 す る 配 列 ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る 、 （ ｉ ｉ ） 遺

伝 子 間 領 域 に 位 置 す る 抗 リ ピ ー ト を 選 択 す る 、 （ ｉ ｉ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 抗 リ ピ ー ト ： リ ピ

ー ト 塩 基 対 形 成 を 確 認 す る 、 お よ び （ ｉ ｖ ） 識 別 さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 連 す る プ ロ

モ ー タ ー お よ び Ｒ ｈ ｏ 独 立 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 予 想 す る 。

【 ０ ５ ２ ６ 】

　 推 定 抗 リ ピ ー ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｄ ｂ デ ー タ ベ ー ス か ら リ ピ

ー ト 配 列 を 取 り 出 し 、 ま た は 、 そ の 情 報 が 利 用 可 能 で な か っ た 場 合 は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｆ ｉ

ｎ ｄ ｅ ｒ ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 リ ピ ー ト 配 列 を 予 想 し た 。 我 々 の 前 回 の 実 験 で 、 リ ピ ー

ト ス ペ ー サ ー ア レ イ の 転 写 方 向 は ｃ ａ ｓ オ ペ ロ ン の 転 写 方 向 と 比 較 し て 座 位 の 中 で 異 な る

こ と を 、 我 々 は 実 験 的 に 示 し た 。 こ こ で 、 Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ 分 析 が こ の 観 察 を 確 実

な も の と し た 。 分 析 し た 座 位 の い く つ か で 、 す な わ ち 、 Ｆ ． ノ ビ シ ダ 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ

デ ィ ス お よ び Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ に お い て 、 リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ は ｃ ａ ｓ オ ペ ロ ン と は

反 対 方 向 に 転 写 さ れ る （ パ ラ グ ラ フ 「 デ ィ ー プ Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ で 新 規 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 発 現 を 確 証 す る 」 並 び に 図 ３ ３ お よ び ３ ４ を 参 照 ） 一 方 で 、 Ｓ ． ピ オ

ゲ ネ ス 、 Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス 、 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス お よ び Ｌ ． イ ノ キ ュ ア に お い て は 、 そ の

ア レ イ お よ び ｃ ａ ｓ オ ペ ロ ン は 同 一 方 向 に 転 写 さ れ る 。 こ れ ら が 、 今 ま で で 入 手 可 能 な 唯

一 の Ｉ Ｉ 型 リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ 発 現 デ ー タ で あ る 。 他 の リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ

の 転 写 方 向 を 予 想 す る た め に 、 ア レ イ の 最 後 の リ ピ ー ト は 通 常 ど ち ら に 変 異 す る か に 従 っ

て 、 前 回 の 観 察 を 考 慮 し た 。 こ の 所 見 は 、 通 常 ア レ イ の 最 初 の リ ピ ー ト は 適 応 段 階 の 間 ス

ペ ー サ ー 配 列 の 挿 入 後 に 複 製 さ れ る と い う 現 在 の ス ペ ー サ ー 獲 得 モ デ ル と 一 致 す る 。 ３ ７

個 の リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ に 関 し て 、 ア レ イ の 推 定 末 端 で 変 異 し た リ ピ ー ト を 識 別 す

る こ と が で き た 。 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス お よ び Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ

イ の 予 想 さ れ た 転 写 方 向 は 実 験 的 に 決 定 さ れ た 方 向 （ Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び ノ ー

ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ） と は 反 対 に な る だ ろ う と 観 察 し た 。 予 想 さ れ た 方 向 は ク ラ ス タ ー 内 で

一 貫 せ ず 、 ほ と ん ど の 例 に お い て ア レ イ の 双 方 の 末 端 上 で 可 能 性 の あ る プ ロ モ ー タ ー を 検

知 で き た た め 、 我 々 は 、 リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ の 転 写 は 、 そ う で な い と 確 証 さ れ な い

限 り 、 ｃ ａ ｓ オ ペ ロ ン の 転 写 と 同 一 の 方 向 で あ る と 見 な し た 。

【 ０ ５ ２ ７ 】

　 図 ３ ４ は 、 選 択 し た Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム に お け る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お

よ び ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 同 時 プ ロ セ シ ン グ を 示 す 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ 転 写 の 確 認 さ れ た 位 置 お よ び 方 向 と 一 緒 に 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 座 位 構 造 を 示 す 。 上 部 配

列 、 ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト ； 下 部 配 列 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト と 塩 基 対 を 形 成 す る ｔ

ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 。 Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ で 明 ら か に な っ た 推 定 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ

部 位 を 矢 頭 で 表 す 。 各 座 位 に 関 し て 、 矢 頭 サ イ ズ は 取 り 出 さ れ た ５ ＇ お よ び ３ ＇ 末 端 の 相

対 量 を 示 す （ 図 ３ ７ も 参 照 さ れ た い ） 。

【 ０ ５ ２ ８ 】

　 図 ３ ７ は 、 座 標 （ ｃ ｏ ｏ ｒ ｄ ｉ ｎ ａ ｔ ｅ ｓ ） （ 対 象 領 域 ） お よ び 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列

（ ５ ＇ ～ ３ ＇ ） を 含 む 、 実 験 さ れ た 細 菌 種 を シ ー ク エ ン シ ン グ す る こ と で 取 り 出 し た 全 て
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の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ お よ び 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 列 挙 す る 。 矢 印 は 転 写 方 向 （ 鎖 ）

を 示 す 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ リ ー ド の 数 （ Ｓ Ａ Ｍ ツ ー ル を 利 用 し て 算 出 ） 、 被 覆 度 （ マ ッ ピ ン グ さ れ

た リ ー ド の パ ー セ ン テ ー ジ ） お よ び 各 転 写 に 関 連 す る 優 勢 な 末 端 が 示 さ れ る 。 各 転 写 物 の

５ ＇ お よ び ３ ＇ 末 端 周 辺 の 各 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 始 ま る 、 ま た は 停 止 す る リ ー ド の 数 が 表

示 さ れ る 。 各 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 成 熟 形 態 の サ イ ズ が 示 さ れ る 。 各 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 種 に 割 り 当 て ら れ る

数 は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｄ ｂ に 従 っ て 、 ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 内 の ス ペ ー サ ー 配 列 位 置 に 対 応 す

る 。 各 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 種 に 割 り 当 て ら れ る 数 は 、 同 じ 転 写 物 の 異 な る 形 態 に 対 応 す る 。

【 ０ ５ ２ ９ 】

　 次 い で 、 双 方 の 鎖 状 の １ ｋ ｂ 上 流 お よ び 下 流 に 位 置 す る 配 列 を 含 む 選 択 さ れ た Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ

Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 を 、 最 大 １ ５ 個 の ミ ス マ ッ チ を 許 容 し て 、 リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ に

属 さ な い 、 可 能 性 の あ る リ ピ ー ト 配 列 の た め に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 平 均 し て 、 ｔ ｒ ａ ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 抗 リ ピ ー ト に 対 応 す る で あ ろ う 変 性 リ ピ ー ト 配 列 を 、 座 位 １ 個 あ た

り １ ～ ３ 個 発 見 し 、 遺 伝 子 間 領 域 内 に 位 置 す る そ の 配 列 を 選 択 し た 。 推 定 抗 リ ピ ー ト を 四

つ の 典 型 的 な 局 在 で 発 見 し た ： ｃ ａ ｓ ９ 遺 伝 子 の 上 流 、 ｃ ａ ｓ ９ と ｃ ａ ｓ １ と の 間 の 領 域

、 お よ び リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ の 上 流 ま た は 下 流 （ 図 ３ ３ ） 。 取 り 出 し た 各 配 列 に 関

し て 、 可 能 性 の あ る Ｒ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 を 予 想 し 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ セ シ ン グ

の た め に 最 適 な 二 重 鎖 構 造 を 形 成 す る よ り 長 く 完 璧 な 相 補 領 域 を 伴 う 候 補 に 特 に 焦 点 を 当

て る こ と で 、 リ ピ ー ト と 抗 リ ピ ー ト と の 間 に 形 成 さ れ た 塩 基 対 形 成 の 範 囲 （ 図 ４ ４ ） を 確

認 し た 。 抗 リ ピ ー ト に 隣 接 す る プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 予 想 す る た め に

、 我 々 の 以 前 の 観 察
２ ６

に 基 づ い て 、 抗 リ ピ ー ト 配 列 の 最 大 ２ ０ ０ ｎ ｔ 上 流 お よ び １ ０ ０

ｎ ｔ 下 流 に そ れ ぞ れ 位 置 す る 領 域 内 に 含 ま れ る 推 定 転 写 開 始 お よ び 終 結 部 位 を 設 定 し た 。

上 述 し た 通 り 、 Ｉ Ｉ 型 シ ス テ ム の 多 く の リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ の 転 写 方 向 に 関 す る 実

験 的 な 情 報 は 不 足 し て い る 。 イ ン シ リ コ プ ロ モ ー タ ー 予 想 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 し ば し ば 間 違

っ た 陽 性 結 果 を 提 供 し 、 双 方 の 鎖 か ら の リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ の 転 写 に つ な が り 得 る

推 定 プ ロ モ ー タ ー を 指 摘 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ 座 位 （ パ ラ グ ラ フ

「 デ ィ ー プ Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ で 新 規 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 発 現 を 確 証 す る

」 を 参 照 ） で 例 証 さ れ る 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ 発 現 を 実 験 的 に 確 証 で き て も 、 転

写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 予 想 は で き な か っ た 。 プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 予 想 は

、 上 述 の 誘 導 ラ イ ン の 必 須 で は な く 支 持 的 な だ け で あ る 工 程 と し て 見 な さ れ る べ き だ と 我

々 は 提 唱 す る 。

【 ０ ５ ３ ０ 】

　 図 ４ ４ は 、 選 択 さ れ た 細 菌 種 内 に お け る 予 想 ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト ： ｔ ｒ ａ ｃ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ 抗 リ ピ ー ト の 塩 基 対 形 成 を 示 す 。
ｂ

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 座 位 は Ｉ Ｉ 型 （ Ｎ ｍ ｅ ｎ ｉ ／ Ｃ Ａ

Ｓ Ｓ ４ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ シ ス テ ム に 所 属 す る 。 命 名 法 は Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ デ ー タ ベ ー ス

（ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｄ ｂ ） に 従 う 。 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス Ｌ Ｍ Ｄ － ９ お よ び Ｗ ． サ ク シ ノ ゲ ネ ス

は 二 つ の Ｉ Ｉ 型 座 位 を 含 む 。
ｃ

上 部 配 列 、 ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト コ ン セ ン サ ス 配 列

（ ５ ＇ か ら ３ ＇ ） ； 下 部 配 列 、 リ ピ ー ト に ア ニ ー ル し て い る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ホ モ ロ グ 配

列 （ 抗 リ ピ ー ト ； ３ ＇ か ら ５ ＇ ） 。 所 与 の リ ピ ー ト 配 列 は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト ス ペ ー

サ ー ア レ イ が ｃ ａ ｓ オ ペ ロ ン と 同 一 の 鎖 か ら 転 写 さ れ る と い う 仮 定 に 基 づ い て い る こ と に

留 意 さ れ た い 。 本 実 験 で 実 験 的 に 確 認 し た 配 列 に 関 し て 、 Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ デ ー タ

を 考 慮 し て 塩 基 対 決 定 を 決 定 し た 。 図 ３ ３ を 参 照 さ れ た い 。
ｄ

二 つ の 可 能 な 抗 リ ピ ー ト を

Ｆ ． ツ ラ レ ン シ ス 亜 種 ノ ビ シ ダ 、 Ｗ ． サ ク シ ノ ゲ ネ ス お よ び ガ ン マ ・ プ ロ テ オ バ ク テ リ ウ

ム Ｈ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ０ １ ５ 　 Ｉ Ｉ － Ａ 型 座 位 で 識 別 し た 。 上 部 配 列 対 形 成 、 推 定 リ ー ダ ー 配 列 内

の 抗 リ ピ ー ト ； 下 部 配 列 対 形 成 、 リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ 下 流 の 抗 リ ピ ー ト 。 図 ３ ３ を

参 照 さ れ た い 。
ｅ

二 つ の 可 能 な 抗 リ ピ ー ト を Ｓ ． ワ ド ス ヲ ル テ ン シ ス Ｉ Ｉ － Ａ 型 座 位 で 識

別 し た 。 上 部 配 列 対 形 成 、 抗 リ ピ ー ト ； 下 部 配 列 対 形 成 、 推 定 リ ー ダ ー 配 列 内 の 抗 リ ピ ー

ト 。 図 ３ ３ を 参 照 さ れ た い 。
ｆ

二 つ の 可 能 な 抗 リ ピ ー ト を Ｌ ． ガ セ リ Ｉ Ｉ － Ｂ 型 座 位 で 識

別 し た 。 上 部 配 列 対 形 成 、 ｃ ａ ｓ ９ 上 流 の 抗 リ ピ ー ト ； 下 部 配 列 対 形 成 、 ｃ ａ ｓ ９ と ｃ ａ

ｓ １ 遺 伝 子 と の 間 の 抗 リ ピ ー ト 。 図 ３ ３ を 参 照 さ れ た い 。
ｇ

二 つ の 可 能 な 抗 リ ピ ー ト を Ｃ

． ジ ェ ジ ュ ニ Ｉ Ｉ － Ｃ 型 座 位 で 識 別 し た 。 上 部 配 列 対 形 成 、 ｃ ａ ｓ ９ 上 流 の 抗 リ ピ ー ト ；
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下 部 配 列 対 形 成 、 リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ 下 流 の 抗 リ ピ ー ト 。 図 ３ ３ を 参 照 さ れ た い 。
ｈ

二 つ の 可 能 な 抗 リ ピ ー ト を Ｒ ． ラ ブ ラ ム Ｉ Ｉ － Ｃ 型 座 位 で 識 別 し た 。 上 部 配 列 対 形 成 、

リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ 下 流 の 抗 リ ピ ー ト ； 下 部 配 列 対 形 成 、 ｃ ａ ｓ １ 上 流 の 抗 リ ピ ー

ト 。 図 ３ ３ を 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ５ ３ １ 】

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 過 多

　 す で に 選 択 し た ７ ５ 個 の 座 位 の う ち ５ ６ 個 に 関 し て 推 定 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ を

予 想 し た 。 予 想 の 結 果 が 図 ３ ３ に 示 さ れ る 。 す で に 述 べ た 通 り 、 こ の 図 で 示 さ れ る ｔ ｒ ａ

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 の 方 向 は 仮 定 で あ り 、 リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ 転 写 の 指 定 さ れ た 方 向 に

基 づ い て い る 。 前 述 の 通 り 、 推 定 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ を コ ー ド す る 配 列 は ｃ ａ ｓ

オ ペ ロ ン の 上 流 、 内 お よ び 下 流 、 並 び に 、 推 定 リ ー ダ ー 配 列 を 含 む 、 通 常 Ｉ Ｉ － Ａ 型 座 位

で 見 つ か る リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ の 下 流 で 識 別 さ れ た （ 図 ３ ３ ） 。 し か し 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ

Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 内 の 類 似 し た 局 在 の 抗 リ ピ ー ト は 異 な る 方 向 で 転 写 さ れ 得 る こ と を 我 々

は 観 察 し た （ た と え ば 、 ラ ク ト バ チ ル ス ・ ラ ム ノ サ ス お よ び ユ ー バ ク テ リ ウ ム ・ レ ク タ レ

ま た は マ イ コ プ ラ ズ マ ・ モ ー ビ レ お よ び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス ま た は Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス と

比 較 す る 際 に 観 察 さ れ る 通 り ） （ 図 ３ ３ ） 。 特 に 、 Ｃ ａ ｓ ９ 誘 導 ツ リ ー の 同 一 サ ブ ク ラ ス

タ ー 内 に 分 類 さ れ る 座 位 は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 関 し て 、 共 通 の 構 造

を 共 有 す る 。 Ｉ Ｉ － Ｂ 型 の 三 つ の 異 な る サ ブ ク ラ ス タ ー の ｃ ａ ｓ ９ と ｃ ａ ｓ １ と の 間 に 位

置 す る 推 定 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 顕 著 な 例 外 を 複 数 伴 う が 、 我 々 は 、 Ｉ Ｉ － Ａ 型 座 位 の リ ピ

ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ 周 辺 に 、 並 び に 、 ほ と ん ど は Ｉ Ｉ － Ｂ 型 お よ び Ｉ Ｉ － Ｃ 型 の ｃ ａ ｓ

９ 遺 伝 子 上 流 で 、 抗 リ ピ ー ト を 識 別 し た 。

【 ０ ５ ３ ２ 】

い く つ か の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 は 欠 陥 リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ お よ び ／ ま

た は ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ を 有 す る

　 六 つ の Ｉ Ｉ 型 座 位 （ フ ソ バ ク テ リ ウ ム ・ ヌ ク レ ア タ ム 、 ア ミ ノ モ ナ ス ・ パ ウ シ ボ ラ ン 、

ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ム ス テ ラ エ 、 ア ゾ ス ピ リ ル ム 種 、 プ レ ボ テ ラ ・ ル ミ ニ コ ラ お よ び ア ッ カ

ー マ ン シ ア ・ ム シ ニ フ ィ ラ ） に 関 し て 、 リ ピ ー ト 配 列 と 弱 い 塩 基 対 形 成 を 有 し 、 ま た は 、

オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 位 置 す る 、 可 能 性 の あ る 抗 リ ピ ー ト を 我 々 は 識 別 し た

。 特 に 、 こ れ ら の 座 位 で は 、 Ａ ． パ ウ シ ボ ラ ン の 推 定 Ａ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の

オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の 弱 い 抗 リ ピ ー ト 、 ア ゾ ス ピ リ ル ム 種 Ｂ ５ １ ０ の ｃ ａ ｓ

９ 遺 伝 子 の 最 初 の １ ０ ０ ｎ ｔ 内 の 強 い 抗 リ ピ ー ト 、 お よ び 、 Ａ ． ム シ ニ フ ィ ラ の 双 方 の ｃ

ａ ｓ ９ お よ び ｃ ａ ｓ １ と 重 複 す る 強 い 抗 リ ピ ー ト が 識 別 さ れ た （ 図 ３ ３ ） 。 １ ２ 個 の 追 加

座 位 （ ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ド ゥ エ ル デ ニ イ 、 コ プ ロ コ ッ カ ス ・ カ タ ス 、 ア シ ダ ミ ノ コ ッ カ

ス ・ イ ン テ ス テ ィ ニ 、 カ テ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ツ オ カ イ 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ シ ュ ー ド

イ ン タ ー メ デ ィ ウ ス 、 イ リ オ バ ク タ ー ・ ポ リ ト ロ プ ス 、 エ ル シ ミ ク ロ ビ ウ ム ・ ミ ヌ ツ ム 、

バ ク テ ロ イ デ ス ・ フ ラ ジ リ ス 、 ア シ ド サ ー マ ス ・ セ ル ロ リ テ ィ カ ス 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム

・ ジ フ セ リ エ 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム お よ び ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ デ ン テ ィ

ウ ム ） に 関 し て は 、 推 定 抗 リ ピ ー ト を 検 知 で き な か っ た 。 こ れ ら の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ

座 位 に お け る ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 お よ び プ ロ セ シ ン グ に 関 す る 利 用 可 能 な 情 報 は 一 切

な い 。 従 っ て 、 は っ き り 定 義 さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 不 在 下 で は 、 Ｉ Ｉ 型 シ

ス テ ム の 機 能 性 を 取 り 上 げ る 必 要 が 引 き 続 き あ る 。 ７ 個 の 分 析 し た 座 位 に 関 し て 、 リ ピ ー

ト ス ペ ー サ ー ア レ イ を 一 切 識 別 で き ず （ パ ラ ス テ レ ラ ・ エ ク ス ク レ メ ン テ ィ ホ ミ ニ ス 、 バ

チ ル ス ・ セ レ ウ ス 、 ル ミ ノ コ ッ カ ス ・ ア ル バ ス 、 ロ ド シ ュ ー ド モ ナ ス ・ パ ル ス ト リ ス 、 ニ

ト ロ バ ク タ ー ・ ハ ン ブ ル ゲ ン シ ス 、 ブ ラ デ ィ リ ゾ ビ ウ ム 種 お よ び プ レ ボ テ ラ ・ ミ カ ン ス ）

（ 図 ３ ３ ） 、 ま た 、 こ れ ら の う ち 三 つ に お い て は （ ブ ラ デ ィ リ ゾ ビ ウ ム 種 Ｂ Ｔ Ａ ｉ １ 、 Ｎ

． ハ ン ブ ル ゲ ン シ ス お よ び Ｂ ． セ レ ウ ス ） 、 我 々 は 、 周 辺 に 他 の ｃ ａ ｓ 遺 伝 子 を 一 切 持 た

な い 単 一 遺 伝 子 と し て ｃ ａ ｓ ９ を 検 知 し た 。 こ れ ら 三 つ の 座 位 に 関 し て は 、 ｃ ａ ｓ ９ 遺 伝

子 の 上 流 ま た は 下 流 の 小 さ い Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 一 切 予 想 で き な か っ た 。 Ｒ ． ア ル バ ス お よ び Ｐ

． エ ク ス ク レ メ ン テ ィ ホ ミ ニ ス の 例 で は 、 ｃ ａ ｓ ９ 含 有 ゲ ノ ム コ ン テ ィ グ が 短 す ぎ て リ ピ

ー ト ス ペ ー サ ー ア レ イ の 予 想 は 可 能 で は な い 。
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【 ０ ５ ３ ３ 】

デ ィ ー プ Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ で 新 規 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 発 現 を 確 証 す る

　 イ ン シ リ コ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 予 想 を 確 証 し 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の

同 時 プ ロ セ シ ン グ パ タ ー ン を 決 定 す る た め に 、 選 択 し た グ ラ ム 陽 性 （ Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス お

よ び Ｌ ． イ ノ キ ュ ア ） お よ び グ ラ ム 陰 性 （ Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス 、 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ お よ

び Ｆ ． ノ ビ シ ダ ） 細 菌 の Ｒ Ｎ Ａ を 、 デ ィ ー プ シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 分 析 し た 。 ｔ ｒ ａ

ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ お よ び プ ロ セ ス さ れ た ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 を 取 り 出 し た （ 図 ３ ６ お よ

び 図 ３ ７ ） 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の 以 前 公 開 さ れ た 差 次 的 な ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン

グ デ ー タ に 一 貫 し て
２ ６

、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ は 、 ０ ． ０ ８ か ら ６ ． ２ ％ の マ ッ

ピ ン グ さ れ た 合 計 リ ー ド の 被 覆 度 で 、 ラ イ ブ ラ リ ー で 非 常 に 良 く 示 さ れ た 。 プ ロ セ シ ン グ

さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ も 、 ６ ６ ％ か ら ９ ５ ％ 超 の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ー ド の 合 計 量 の 被

覆 度 で 、 一 次 転 写 物 よ り も さ ら に 豊 富 で あ っ た （ 図 ３ ６ お よ び 図 ３ ７ ） 。

【 ０ ５ ３ ４ 】

　 図 ３ ６ は 、 デ ィ ー プ Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン ス に よ っ て 明 ら か に な っ た 細 菌 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

オ ル ソ ロ グ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 示 す 。 選 択 さ れ た 細 菌 株 の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ

ロ グ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 、 対 応 す る ゲ ノ ム と 一 緒 に 棒 グ ラ フ で 表 す （

Ｉ ｎ ｔ ｅ ｇ ｒ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ 　 Ｖ ｉ ｅ ｗ ｅ ｒ （ Ｉ Ｇ Ｖ ） ツ ー ル で キ ャ プ チ

ャ ー し た 画 像 ） 。 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ２ １ ６ ３

） 、 フ ラ ン シ セ ラ ・ ノ ビ シ ダ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ８ ６ ０ １ ） 、 ナ イ セ リ ア ・ メ

ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ３ １ １ ６ ） 、 リ ス テ リ ア ・ イ ノ キ ュ ア （

Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ３ ２ １ ２ ） お よ び ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス （ Ｇ ｅ

ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ： Ｎ Ｃ ＿ ０ ０ ４ ３ ５ ０ ） 。 ゲ ノ ム 座 標 が 提 供 さ れ る 。
ａ

Ｂ Ｅ Ｄ Ｔ ｏ ｏ ｌ ｓ － バ

ー ジ ョ ン － ２ ． １ ５ ． ０ （ 規 模 は １ ０ ０ 万 あ た り の リ ー ド で 提 供 さ れ る ） を 用 い て 算 出 さ

れ た 配 列 被 覆 度 。
ｂ

各 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 開 始 （ ５ ＇ ） お よ び 終 結 （ ３ ＇ ） す る リ ー ド の

分 布 が 示 さ れ る （ 規 模 は リ ー ド の 数 で 提 供 さ れ る ） 。 上 部 パ ネ ル は 陽 性 鎖 の 転 写 物 に 対 応

し 、 下 部 パ ネ ル は 陰 性 鎖 の 転 写 物 に 対 応 す る 。 軸 の 下 に 示 さ れ る 陰 性 被 覆 度 値 お よ び ピ ー

ク は 、 ゲ ノ ム の 陰 性 鎖 の 転 写 を 示 す 。 リ ー ド の 優 勢 で あ る ５ ＇ お よ び ３ ＇ 末 端 が 全 Ｒ Ｎ Ａ

に 関 し て プ ロ ッ ト さ れ る 。 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 低 品 質 を 踏 ま え る と 、

お そ ら く Ｒ Ｎ Ａ 変 性 の た め に 、 リ ー ド が ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は 短 く な っ て お り 、 ｔ ｒ ａ ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 で の リ ー ド の 蓄 積 が 観 察 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。

【 ０ ５ ３ ５ 】

　 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 一 次 転 写 物 の ５ ＇ 末 端 を 評 価 す る た め に 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 全 て の

５ ＇ 末 端 リ ー ド の 存 在 量 を 分 析 し 、 予 想 さ れ る 抗 リ ピ ー ト 配 列 の ５ ＇ 末 端 の 上 流 ま た は 周

辺 の 最 も 突 出 し た リ ー ド を 取 り 出 し た 。 プ ロ モ ー タ ー 予 想 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ｔ ｒ ａ ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の ５ ＇ 末 端 を さ ら に 確 認 し た 。 Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア お

よ び Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 識 別 さ れ た ５ ＇ 末 端 は ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ 発 現 の イ ン シ リ コ 予 想 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 双 方 と 互 い に 関 連 し て い た
２ ６

。

最 も 突 出 し た Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 は 、 抗 リ ピ ー ト 配 列 の 真 ん 中 で

識 別 さ れ た 。 ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 上 流 で 、 イ ン シ リ コ 予 想 と 互 い に 関 連 し 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ

リ ピ ー ト 配 列 と の 相 互 作 用 の よ り 長 い 配 列 を 提 供 す る 追 加 の 推 定 ５ ＇ 末 端 を 検 知 し た 。 我

々 は 、 Ｆ ． ノ ビ シ ダ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 ほ ぼ 排 他 的 に プ ロ セ シ ン グ さ れ た 転 写 物 に 対 応 し

た リ ー ド を 比 較 的 少 な い 量 で 取 り 出 し た 。 一 次 転 写 物 の ご く 少 量 の リ ー ド の 分 析 は 、 強 い

イ ン シ リ コ プ ロ モ ー タ ー 予 想 に 対 応 す る ５ ＇ 末 端 を 提 供 し た 。 Ｆ ． ノ ビ シ ダ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト プ ロ ー ブ は 、 長 さ 約 ９ ０ ｎ ｔ の 転 写 物 の 低 存 在 量 を 示 す 予 想 の 有

効 性 を 確 証 し た 。 結 果 が 表 ２ に 列 挙 さ れ る 。 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス を 除 い た す べ て の 検

査 さ れ た 種 、 一 次 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 は 長 さ ７ ５ ～ １ ０ ０ ｎ ｔ の 単 一 の 小 さ い Ｒ Ｎ Ａ

種 と し て 識 別 さ れ た 。 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス の 例 で は 、 約 １ １ ０ ｎ ｔ の 優 勢 な 一 次 ｔ ｒ

ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 形 態 お よ び ご く 少 量 の リ ー ド で 表 さ れ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 弱 い

バ ン ド と し て 以 前 検 知 さ れ た 約 １ ７ ０ ｎ ｔ の 推 定 の よ り 長 い 転 写 物 を 発 見 し た 。
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【 表 ２ 】



(157) JP  6692856  B2  2020.5.13

【 ０ ５ ３ ６ 】
ａ

Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス 、 Ｐ ． マ ル ト シ ダ 、 Ｍ ． モ ー ビ レ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ を

イ ン シ リ コ で 予 想 し た 。

【 ０ ５ ３ ７ 】
ｂ

Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 明 ら か に な っ た Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ （ 表 Ｓ ３ ） ： 第 １ の リ

ー ド 、 シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 取 り 出 さ れ た 第 １ の ５ ＇ 末 端 位 置 ； 最 も 突 出 し て い る 、

Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ デ ー タ に よ る 豊 富 な ５ ＇ 末 端 ； 予 想 、 転 写 開 始 部 位 の イ ン シ リ コ 予 想 ； 下

線 、 ア ラ イ メ ン ト さ れ る 一 次 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に つ い て 選 ば れ た ５ ＇ 末 端 。

【 ０ ５ ３ ８ 】
ｃ

Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ デ ー タ お よ び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 予 想 に よ る 推 定 ３ ＇ 末 端 。

【 ０ ５ ３ ９ 】

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 同 時 プ ロ セ シ ン グ 部 位 は 、 抗 リ ピ ー ト ： リ ピ

ー ト 領 域 に 存 在 す る 。

【 ０ ５ ４ ０ 】

　 予 想 抗 リ ピ ー ト 配 列 内 の 豊 富 な ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ５ ＇ 末 端 お よ び 豊 富 な 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

３ ＇ 末 端 を 分 析 す る こ と で 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 検 査 し た （ 図

３ ４ お よ び ４ ５ ） 。 全 て の 種 に お い て 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ に よ る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｐ ｒ

40

50
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ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ リ ピ ー ト 二 重 鎖 の 同 時 プ ロ セ シ ン グ に 起 因 し 得 る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ

ロ グ の 突 出 し た ５ ＇ 末 端 を 識 別 し た 。 以 前 の 観 察 に 一 貫 し て 、 推 定 ト リ ミ ン グ に よ る 第 ２

成 熟 現 象 か ら お そ ら く 生 じ る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ セ シ ン グ さ れ た ５ ＇ 末 端 も 識 別 し た 。 注 目

す べ き こ と は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 、 Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス お よ び Ｌ ． イ ノ キ ュ ア の 近 縁 Ｒ Ｎ Ａ の

対 に お い て 、 抗 リ ピ ー ト 配 列 の 真 ん 中 の Ｇ ： Ｃ 塩 基 対 周 辺 で 同 一 の プ ロ セ シ ン グ 部 位 を 観

察 し た 。 双 方 の Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス お よ び Ｌ ． イ ノ キ ュ ア で 、 突 出 し た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ５

＇ 末 端 お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ３ ＇ 末 端 を さ ら に 検 知 し 、 こ れ ら は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ＇ 末 端 が 、

す で に 言 及 さ れ た ５ ＇ 末 端 ト リ ミ ン グ ま で さ ら に 短 く な っ た 状 態 で あ る 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の さ ら な る ト リ ミ ン グ を 暗 示 し 得 、 続 い て Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ 触 媒 性

第 １ プ ロ セ シ ン グ 現 象 を 暗 示 し 得 る 。 同 様 に 、 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ に お い て 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ

Ｉ Ｉ プ ロ セ シ ン グ パ タ ー ン に 適 合 す る 、 少 量 の み の ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ３ ＇ 末 端 を 発 見 し 、 プ ロ セ

シ ン グ さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 対 応 す る ５ ＇ 末 端 を 取 り 出 し た 。 こ の よ う に 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ

ｅ 　 Ｉ Ｉ Ｉ に よ る 最 初 の 切 断 後 の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の 推 定 ト リ ミ ン グ

は 、 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に よ り 短 い リ ピ ー ト 由 来 部 分 を も た ら し 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｃ ａ ｓ

９ と の 相 互 作 用 お よ び そ れ に 続 く 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 の た め に 、 三 つ の Ｇ ： Ｃ 塩 基 対 に よ っ

て 安 定 化 し た よ り 短 い ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 を 生 成 す る 。 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ

ィ デ ィ ス Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 は 、 二 つ の 一 次 部 位 か ら さ ら に Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ リ ピ ー ト の ３ ＇ 末 端 で

プ ロ セ シ ン グ さ れ る よ う で あ り 、 二 重 鎖 内 の 中 央 バ ル ジ に も 関 わ ら ず 、 成 熟 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 内

の 長 い リ ピ ー ト 由 来 部 分 お よ び 安 定 し た Ｒ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 に つ な が る 。 興 味 深 い こ

と に 、 Ｆ ． ノ ビ シ ダ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｐ ｒ ｅ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 は 、 低 い 相 補 性 の 領

域 内 で 切 断 さ れ る よ う で あ り 、 取 り 出 さ れ た 豊 富 な ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ＇ 末 端 の い く つ

か は 、 付 随 す る ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ト リ ミ ン グ を 伴 わ な い 、 そ の さ ら な る ト リ ミ ン グ を 示 唆 す る

。 一 次 転 写 物 サ イ ズ お よ び プ ロ セ シ ン グ 部 位 の 位 置 に お け る 違 い は 、 様 々 な 長 さ の プ ロ セ

シ ン グ さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を も た ら し 、 約 ６ ５ ～ ８ ５ ｎ ｔ の 範 囲 に 及 ぶ 。 突 出 し た 、

プ ロ セ シ ン グ さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 座 標 お よ び サ イ ズ が 表 ２ お よ び 図 ３ ７ に 示

さ れ る 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 観 察 さ れ る プ ロ セ シ ン グ パ タ ー ン は 、 従 来

提 唱 さ れ た 二 つ の 成 熟 現 象 の モ デ ル と 良 く 一 致 し て い る 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ５ ＇ 末 端 お よ

び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ３ ＇ 末 端 の い く つ か の さ ら な る 推 定 ト リ ミ ン グ は 第 ２ 成 熟 現 象 か ら 生 じ 得 、

ま た は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 調 製 ま た は Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ の 人 為 産 物 で あ り 得 る

。 こ れ ら プ ロ セ シ ン グ の 性 質 は 、 こ れ 以 上 は ま だ 調 査 さ れ て い な い 。

【 ０ ５ ４ １ 】

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 配 列 は 非 常 に 多 様 で あ る

　 選 択 さ れ た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 配 列 相 同 性 も 決 定 し た 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス （ ８

９ ｎ ｔ 形 態 の み ） 、 Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア お よ び Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス （

１ １ ０ ｎ ｔ 形 態 の み ） 、 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス 、 Ｐ ． マ ル ト シ ダ お よ び Ｍ ． モ ー ビ レ の 一 次

ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た （ 表 ２ 、 図 ３ ５ ） 。 ｔ ｒ ａ ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 高 い 多 様 性 を 観 察 し た が 、 近 縁 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 の 配 列 の 著 し い

保 存 を 観 察 し た 。 対 配 列 に よ る と 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 、 Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス

お よ び Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 平 均 ７ ７ ％ の 同 一 性 を 共 有 し 、 Ｎ ． メ ニ

ン ギ テ ィ デ ィ ス お よ び Ｐ ． マ ル ト シ ダ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ８ ２ ％ の 同 一 性 を 共 有 す る

。 分 析 し た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 平 均 同 一 性 は ５ ６ ％ で 、 無 作 為 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 同 一 性

に 匹 敵 す る 。 こ の 観 察 に よ っ て 、 配 列 相 同 性 に 基 づ い た ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 予

想 は 近 縁 座 位 の 例 の み で 実 施 可 能 で あ る こ と が さ ら に 確 認 さ れ る 。 可 能 な ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ 構 造 の 保 存 も 試 み た が 、 一 つ の 共 変 動 お よ び 保 存 さ れ た 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 構 造 を 除 い

て 、 著 し い 相 同 性 は 一 切 見 つ け ら れ な か っ た （ 図 ３ ５ ） 。

【 ０ ５ ４ ２ 】

　 図 ３ ５ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 配 列 多 様 性 を 示 す 。 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 多

重 ア ラ イ ン メ ン ト 。 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス お よ び Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス ２ 、 相 応 に 配 列 番 号 ４

１ お よ び 配 列 番 号 ４ ０ の Ｃ ａ ｓ ９ オ ル ソ ロ グ に 関 連 す る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 。 黒 色 、 高 度 に

保 存 さ れ て い る ； 濃 灰 色 、 保 存 さ れ て い る ； 淡 灰 色 、 不 十 分 に 保 存 さ れ て い る 。 予 想 さ れ
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る コ ン セ ン サ ス 構 造 を 、 ア ラ イ ン メ ン ト の 上 部 に 示 す 。 矢 印 は ヌ ク レ オ チ ド 共 変 動 を 示 す

。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｓ Ｆ ３ ７ ０ 、 Ｓ ． ミ ュ ー タ ン ス Ｕ Ａ １ ５ ９ 、 Ｌ ． イ ノ キ ュ ア Ｃ ｌ ｉ ｐ １

１ ２ ６ ２ 、 Ｃ ． ジ ェ ジ ュ ニ Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 １ １ １ ６ ８ 、 Ｆ ． ノ ビ シ ダ Ｕ １ １ ２ お よ び Ｎ ． メ ニ

ン ギ テ ィ デ ィ ス Ａ 　 Ｚ ２ ４ ９ １ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び ノ ー

ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 確 認 し た 。 Ｓ ． サ ー モ フ ィ ラ ス Ｌ Ｍ Ｄ － ９ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 確 認 し た 。 Ｐ ． マ ル ト シ ダ Ｐ ｍ ７ ０ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

を 、 Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ ィ ス Ａ 　 Ｚ ２ ４ ９ １ の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 と そ の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ

Ｐ Ｒ － Ｃ ａ ｓ 座 位 の 高 い 相 同 性 か ら 予 想 し た 。 Ｍ ． モ ー ビ レ １ ６ ３ Ｋ の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

を 転 写 プ ロ モ ー タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー の 強 予 想 か ら イ ン シ リ コ で 予 想 し た 。

【 ０ ５ ４ ３ 】

実 施 例 ４ ： Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム と し て の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ を 、 遺 伝 子 発 現 の 配 列 特 異

的 制 御 用 に 転 用

　 ゲ ノ ム 全 体 規 模 で の 標 的 遺 伝 子 調 節 は 、 細 胞 シ ス テ ム を 調 べ る 、 乱 す 、 お よ び 操 作 す る

の に 強 力 な 戦 略 で あ る 。 発 明 者 ら は 、 Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム か ら の Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 Ｄ Ｎ

Ａ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る Ｃ ａ ｓ ９ に 基 づ い て 、 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る た め の 新 し い 方

法 を 開 発 し た 。 こ の 実 施 例 は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に 欠 け た 、 触 媒 的 に 死 ん だ Ｃ ａ ｓ

９ が 、 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ と 共 に 同 時 発 現 さ れ る と 、 転 写 伸 長 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 結 合 ま た は 転

写 因 子 結 合 に 特 異 的 に 干 渉 し 得 る Ｄ Ｎ Ａ 認 識 複 合 体 を 生 成 す る と い う こ と を 示 す 。 Ｃ Ｒ Ｉ

Ｓ Ｐ Ｒ 干 渉 （ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ ） と 呼 ば れ る こ の シ ス テ ム は 、 大 腸 菌 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を

、 検 知 可 能 な オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 を 一 切 も た ら さ な い で 、 効 果 的 に 抑 制 し 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ

Ｐ Ｒ ｉ は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 を 同 時 に 抑 制 す る た め に 使 用 さ れ 得 、 そ の 効 果 は 可 逆 性 で あ る

。 さ ら に 、 シ ス テ ム を 哺 乳 動 物 細 胞 の 遺 伝 子 抑 制 の た め に 適 応 す る こ と も で き る 。 こ の Ｒ

Ｎ Ａ 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 認 識 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 ゲ ノ ム 全 体 規 模 で 遺 伝 子 発 現 を 選 択 的 に 乱 す た

め の 単 純 な ア プ ロ ー チ を 提 供 す る 。

【 ０ ５ ４ ４ 】

材 料 お よ び 方 法

株 お よ び 培 地

　 大 腸 菌 Ｋ － １ ２ 株 Ｍ Ｇ １ ６ ５ ５ を 、 イ ン ビ ボ 蛍 光 測 定 の た め に 宿 主 株 と し て 使 用 し た 。

３ ｘ － Ｆ Ｌ Ａ Ｇ エ ピ ト ー プ タ グ が Ｒ ｐ ｏ Ｃ サ ブ ユ ニ ッ ト の Ｃ 末 端 に 付 着 し た 、 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ の

変 異 形 を 内 因 的 に 発 現 す る 大 腸 菌 Ｍ Ｇ １ ６ ５ ５ 由 来 株 を 、 全 て の シ ー ク エ ン シ ン グ 実 験 の

た め に 使 用 し た 。 Ｅ Ｚ が 豊 富 な 定 義 さ れ た 培 地 （ Ｅ Ｚ － Ｒ Ｄ Ｍ 、 テ ク ノ カ 社 （ Ｔ ｅ ｋ ｎ ｏ

ｋ ａ ） ） を 、 イ ン ビ ボ 蛍 光 ア ッ セ イ の た め に 、 成 長 培 地 と し て 使 用 し た 。 標 準 的 な プ ロ ト

コ ル を 用 い て 、 Ａ ｍ ｐ Ｒ 、 Ｃ ｍ Ｒ 、 ま た は Ｋ ａ ｎ Ｒ 遺 伝 子 を 選 択 マ ー カ ー と し て 使 用 し て

、 遺 伝 子 形 質 転 換 お よ び 形 質 転 換 の 確 認 を 行 っ た 。

【 ０ ５ ４ ５ 】

プ ラ ス ミ ド 構 築 お よ び 大 腸 菌 ゲ ノ ム ク ロ ー ニ ン グ

　 Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 遺 伝 子 を 、 前 述 し た ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｊ ８ ０ ６ お よ び ｐ Ｍ Ｊ ８ ４

１ か ら そ れ ぞ れ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し 、 ア ン ヒ ド ロ テ ト ラ サ イ ク リ ン

（ ａ Ｔ ｃ ） 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー Ｐ Ｌ ｔ ｅ ｔ Ｏ － １ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 選 択 マ ー カ ー お

よ び ｐ １ ５ Ａ 複 製 開 始 点 を 含 む ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 注 釈 つ き 転 写 開 始 部 位 、 ア ン ピ シ リ

ン 選 択 マ ー カ ー お よ び Ｃ ｏ ｌ Ｅ １ 複 製 開 始 点 と 一 緒 に 最 小 合 成 プ ロ モ ー タ ー （ Ｊ ２ ３ １ １

９ ） を 含 む ベ ク タ ー に 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 逆 Ｐ Ｃ Ｒ を 使 用 し て 、 新 し

い ２ ０ － ｂ ｐ 相 補 領 域 を 伴 う ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ カ セ ッ ト を 作 成 し た 。 蛍 光 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 大

腸 菌 ゲ ノ ム に 挿 入 す る た め に 、 蛍 光 遺 伝 子 を は じ め に エ ン ト リ ー ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ

し 、 こ れ を 次 い で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し て 、 ｎ ｓ ｆ Ａ ５ ＇ ／ ３ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ 配 列 、 蛍 光 遺 伝 子 お よ び Ｋ

ａ ｎ Ｒ 選 択 マ ー カ ー を 含 む 直 線 化 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 作 成 し た 。 大 腸 菌 Ｍ Ｇ １ ６ ５ ５ 株 を 、 λ －

レ ッ ド （ Ｒ ｅ ｄ ） 組 み 換 え タ ン パ ク 質 （ エ キ ソ 、 ベ ー タ お よ び ガ ン マ ） を 含 む 温 度 感 受 性

プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｄ ４ ６ で 形 質 転 換 し た 。 細 胞 培 養 を ３ ０ ℃ で 約 ０ ． ５ の Ｏ Ｄ （ ６ ０ ０ ｎ ｍ

） ま で 成 長 さ せ 、 ０ ． ２ ％ ア ラ ビ ノ ー ス を 添 加 し て 、 １ 時 間 、 λ － レ ッ ド 組 み 換 え タ ン パ

ク 質 を 誘 導 し た 。 細 胞 を ４ ℃ で 回 収 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ る 直 線 化 Ｄ Ｎ Ａ 断 片
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の 形 質 転 換 の た め に 使 用 し た 。 正 し い ゲ ノ ム 挿 入 を 含 む 細 胞 を 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ カ ナ マ イ

シ ン を 用 い て 選 択 し た 。

【 ０ ５ ４ ６ 】

フ ロ ー サ イ コ メ ト リ ー お よ び 分 析

　 ２ ｍ Ｌ の ９ ６ ウ ェ ル の デ ィ ー プ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｒ ３ ９ ６ ０ ） 中 １ ０ ０ μ ｇ

／ ｍ Ｌ カ ル ベ ニ シ リ ン お よ び ３ ４ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 含 有 Ｅ Ｚ － Ｒ Ｄ Ｍ で 、

３ ７ ℃ に て 一 晩 １ ２ ０ ０ ｒ ． ｐ ． ｍ で 株 を 培 養 し た 。 次 い で 、 こ の 一 晩 培 養 の う ち １ μ Ｌ

を 、 同 じ 抗 生 濃 度 を 伴 い 、 ２ μ Ｍ の ａ Ｔ ｃ が 添 加 さ れ た ２ ４ ９ μ Ｌ の 新 し い Ｅ Ｚ － Ｒ Ｄ Ｍ

に 添 加 し 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 の 生 成 を 誘 導 し た 。 細 胞 が 半 対 数 期 ま で 成 長 し た 際 に （

約 ４ 時 間 ） 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 高 処 理 サ ン プ ラ ー が 設 備 さ れ た Ｌ Ｓ Ｒ Ｉ Ｉ フ ロ ー サ

イ ト メ ー タ ー （ Ｂ Ｄ バ イ オ サ イ エ ン ス 社 （ Ｂ Ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ ） ） を 用 い て 決

定 し た 。 少 な く と も ２ ０ 、 ０ ０ ０ 個 の 細 胞 が 回 収 さ れ る ま で 、 低 フ ロ ー 速 度 で 細 胞 を サ ン

プ リ ン グ し た 。 前 方 分 散 側 分 散 図 に て ６ ０ ％ の 細 胞 密 度 を 含 む 多 角 形 領 域 を ゲ ー ト す る （

ｇ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ ） こ と で 、 Ｆ Ｃ Ｓ 　 Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ （ デ ・ ノ ボ ・ ソ フ ト ウ ェ ア 社 （ Ｄ ｅ 　 Ｎ

ｏ ｖ ｏ 　 Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ ） ） を 用 い て デ ー タ を 分 析 し た 。 各 実 験 に 関 し て 、 三 重 で 培 養

物 を 測 定 し 、 そ れ ら の 標 準 偏 差 を エ ラ ー バ ー と し て 示 し た 。

【 ０ ５ ４ ７ 】

Β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ

　 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ を 実 行 す る た め に 、 上 記 の 通 り 調 製 し た １ μ Ｌ の 一 晩 培

養 物 を 、 同 じ 抗 生 濃 度 で 、 ２ μ Ｍ の ａ Ｔ ｃ を 伴 い 、 １ ｍ Ｍ の イ ソ プ ロ ピ ル β － Ｄ － １ － チ

オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） を 伴 う 、 ま た は 伴 わ な い ２ ４ ９ μ Ｌ の 新 し い Ｅ Ｚ － Ｒ

Ｄ Ｍ に 添 加 し た 。 細 胞 が 半 対 数 期 ま で 成 長 さ せ た 。 こ の 培 養 の １ ０ ０ ｕ Ｌ の Ｌ ａ ｃ Ｚ 活 性

を 、 説 明 に 従 っ て 酵 母 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト （ ピ ア ス 社 （ Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ ）

） を 使 っ て 測 定 し た 。

【 ０ ５ ４ ８ 】

合 計 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 お よ び 精 製

　 各 試 料 に 関 し て 、 大 腸 菌 の モ ノ ク ロ ー ン 培 養 物 を 、 ３ ７ ℃ で ５ ０ ０ ｍ Ｌ の Ｅ Ｚ － Ｒ Ｄ Ｍ

中 Ｏ Ｄ （ ６ ０ ０ ｎ ｍ ） ０ ． １ か ら 初 期 の 対 数 期 （ Ｏ Ｄ ０ ． ４ ５ ± ０ ． ０ ５ ） ま で 成 長 さ せ

、 こ の 時 点 で 細 胞 を ０ ． ２ ２ μ ｍ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ Ｇ Ｅ ） 上 で の 濾 過 に よ っ て 回 収

し 、 液 体 窒 素 で 凍 結 さ せ て 同 時 に 全 て の 転 写 進 行 を 止 め た 。 １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ お よ び

１ ５ μ Ｍ の Ｔ ａ ｇ ｅ ｔ ｉ ｎ 転 写 イ ン ヒ ビ タ ー （ エ ピ セ ン タ ー 社 ） を 添 加 し た ５ ０ ０ μ Ｌ の

凍 結 溶 解 緩 衝 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ８ 、 ０ ． ４ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ 、 ０

． １ ％ Ｎ Ｐ － ４ ０ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 ５ ０ Ｕ ／ ｍ Ｌ Ｓ Ｕ Ｐ Ｅ Ｒ ａ ｓ ｅ ・ Ｉ ｎ （ ア

ン ビ オ ン 社 ） お よ び １ 倍 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル （ 完 全 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ フ リ ー 、 ロ

シ ュ 社 ） の 存 在 下 で 、 凍 結 細 胞 （ １ ０ ０ μ ｇ ） を 、 Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 　 Ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ Ｌ ｙ ｓ ｅ

ｒ 　 Ｉ Ｉ ミ キ サ ー ミ ル 上 で 、 １ ５ Ｈ ｚ で ３ 分 間 、 ６ 回 粉 々 に し た 。

【 ０ ５ ４ ９ 】

　 可 溶 化 物 を 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る こ と で 、 氷 の 上 に 再 懸 濁 し た 。 Ｒ Ｑ １ 　 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 　

Ｉ （ １ １ ０ Ｕ 合 計 、 プ ロ メ ガ 社 ） を 添 加 し 、 氷 上 で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を

Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ２ ５ ｍ Ｍ 最 終 ） で ク エ ン チ し 、 １ ０ 分 間 の ２ ０ 、 ０ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 に よ っ て

、 可 溶 化 物 を ４ ℃ で 透 明 に し た 。 可 溶 化 物 を Ｐ Ｄ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ Ｔ ｒ ａ ｐ Ｇ － ２ ５ カ ラ ム （ Ｇ

Ｅ ヘ ル ス ケ ア 社 ） 上 に 載 せ 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 添 加 し た 溶 解 緩 衝 液 で 溶 離 し た 。

【 ０ ５ ５ ０ 】

全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 精 製

　 ｍ ｉ Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ キ ッ ト （ キ ア ゲ ン 社 ） を 用 い て 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を 透 明 に し た 可 溶 化 物 か ら

精 製 し た 。 ２ ０ μ Ｌ の １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ７ 中 の １ μ ｇ の Ｒ Ｎ Ａ を 同 じ 容 積 の ２ 倍

ア ル カ リ 性 断 片 化 溶 液 （ ２ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ ２ Ｃ Ｏ ３ 、 ９ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｈ

Ｃ Ｏ ３ 、 ｐ Ｈ ９ ． ３ ） と 混 合 し 、 約 ２ ５ 分 間 ９ ５ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ３ ０ ～ １ ０ ０

ｎ ｔ の 範 囲 で あ る 断 片 を 作 成 し た 。 ０ ． ５ ６ ｍ Ｌ の 氷 冷 沈 殿 溶 液 （ ３ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ａ

ｃ 　 ｐ Ｈ ５ ． ５ お よ び Ｇ ｌ ｙ ｃ ｏ Ｂ ｌ ｕ ｅ （ ア ン ビ オ ン 社 ） ） を 添 加 す る こ と で 断 片 化 反
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応 を 停 止 し 、 標 準 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 殿 に よ っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 次 い で 、 １ 倍 Ｐ Ｎ

Ｋ 緩 衝 液 （ Ａ Ｔ Ｐ 無 し ） お よ び ０ ． ５ Ｕ 　 Ｓ Ｕ Ｐ Ｅ Ｒ ａ ｓ ｅ ・ Ｉ ｎ 中 ２ ５ Ｕ 　 Ｔ ４ 　 Ｐ Ｎ

Ｋ （ Ｎ Ｅ Ｂ ） を 伴 う ５ ０ μ Ｌ の 反 応 内 で 断 片 化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 脱 リ ン 酸 化 し 、 標 準 イ ソ プ ロ パ

ノ ー ル 沈 殿 方 法 に よ っ て Ｇ ｌ ｙ ｃ ｏ Ｂ ｌ ｕ ｅ で 沈 殿 さ せ た 。

【 ０ ５ ５ １ 】

新 生 Ｒ Ｎ Ａ 精 製

　 新 生 Ｒ Ｎ Ａ 精 製 の た め に 、 透 明 に し た 可 溶 化 物 を 前 述 の 通 り ０ ． ５ ｍ Ｌ 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 　 Ｍ

２ ア フ ィ ニ テ ィ ー ゲ ル （ シ グ マ ・ ア ル ド リ ッ チ 社 ） に 添 加 し た 。 ４ ℃ で ２ ． ５ 時 間 回 転 を

伴 う 、 透 明 に し た 可 溶 化 物 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ゲ ル を 、 １ ｍ Ｍ

の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 添 加 し た 溶 解 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。 ３ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ を 添 加 し た 溶 解 緩

衝 液 で 、 免 疫 沈 澱 を ４ × １ ０ ｍ ｌ 洗 浄 し 、 結 合 し た Ｒ Ｎ Ａ Ｐ を １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ お よ び ２

ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の ３ ｘ － Ｆ Ｌ Ａ Ｇ ペ プ チ ド （ シ グ マ ・ ア ル ド リ ッ チ 社 ） を 添 加 し た 溶 解 緩 衝 液

で ２ 回 溶 離 し た 。 新 生 Ｒ Ｎ Ａ を 、 ｍ ｉ Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ キ ッ ト （ キ ア ゲ ン 社 ） を 用 い て 溶 離 液

か ら 精 製 し 、 以 前 に 確 立 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 プ ロ ト コ ル を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ に 転 換 し た 。

【 ０ ５ ５ ２ 】

Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 調 製 お よ び Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ

　 Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ リ ー は Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ 　 Ｈ ｉ Ｓ ｅ ｑ ２ ０ ０ ０ 上 で の シ ー ク エ ン シ ン グ で

あ る 。 Ｈ Ｔ Ｓ ｅ ｑ 　 Ｐ ｙ ｔ ｈ ｏ ｎ パ ッ ケ ー ジ お よ び Ｐ ｙ ｔ ｈ ｏ ｎ に 書 か れ る 他 の 従 来 の ソ

フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 リ ー ド を 処 理 し た 。 シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ た 転 写 物 の ３ ＇ 末 端 を 、

Ｂ ｏ ｗ ｔ ｉ ｅ （ 「 ． ｓ ｏ ｕ ｒ ｃ ｅ ｆ ｏ ｒ ｇ ｅ ． ｎ ｅ ｔ 」 の 前 （ ｐ ｒ ｅ ｃ ｅ ｅ ｄ ｉ ｎ ｇ ） に

「 ｂ ｏ ｗ ｔ ｉ ｅ － ｂ ｉ ｏ 」 ） お よ び Ｍ ｏ ｃ ｈ ｉ Ｖ ｉ ｅ ｗ （ 「 ． ｅ ｄ ｕ ／ ｍ ｏ ｃ ｈ ｉ ． ｈ ｔ

ｍ ｌ 」 の 前 に 「 ｊ ｏ ｈ ｎ ｓ ｏ ｎ ｌ ａ ｂ ． ｕ ｃ ｓ ｆ 」 ） で 作 成 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ Ｐ プ ロ フ ァ イ ル

を 用 い て 、 参 照 ゲ ノ ム と 配 列 し た 。

【 ０ ５ ５ ３ 】

ヒ ト 細 胞 に お け る Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ の た め の プ ラ ス ミ ド 設 計 お よ び 作 成

　 哺 乳 動 物 コ ド ン 最 適 化 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ （ Ｄ Ｎ Ａ ２ ． ０ ） を コ

ー ド す る 配 列 を 三 つ の Ｃ 末 端 Ｓ Ｖ ４ ０ 核 局 在 配 列 （ Ｎ Ｌ Ｓ ） と 、 ま た は 、 二 つ の Ｎ Ｌ Ｓ が

隣 接 す る ｔ ａ ｇ Ｂ Ｆ Ｐ に 融 合 さ せ た 。 標 準 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 独 立 ク ロ ー ニ ン グ を 用 い て 、 こ

れ ら 二 つ の 融 合 タ ン パ ク 質 を Ｍ Ｓ Ｃ Ｖ － Ｐ ｕ ｒ ｏ （ ク ロ ン テ ッ ク 社 ） に ク ロ ー ニ ン グ し た

。 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー か ら ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ を 同 時 発 現 す る ｐ Ｓ ｉ ｃ ｏ 由 来 で あ る レ ン チ ウ

ィ ル ス Ｕ ６ ベ ー ス 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 誘 導 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ た 。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発 現

プ ラ ス ミ ド を 、 ア ニ ー ル し た プ ラ イ マ ー を 、 Ｂ ｓ ｔ Ｘ Ｉ お よ び Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 消 化 し た レ ン チ

ウ ィ ル ス Ｕ ６ ベ ー ス 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と で ク ロ ー ニ ン グ し た 。

【 ０ ５ ５ ４ 】

ヒ ト 細 胞 に お け る Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ の た め の 細 胞 培 養 、 Ｄ Ｎ Ａ 形 質 移 入 お よ び 蛍 光 測 定

　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 、 ２ ｍ Ｍ の グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ 単 位 ／ ｍ Ｌ ス ト レ プ

ト マ イ シ ン お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ペ ニ シ リ ン 中 ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ

） で 維 持 し た 。 標 準 的 な プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ を Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 Ｍ Ｓ Ｃ Ｖ レ ト ロ

ウ ィ ル ス で 感 染 さ せ 、 安 定 し た Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 の た め に Ｂ Ｄ 　 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 　 Ａ ｒ ｉ ａ ２ を 用 い て

フ ロ ー サ イ コ メ ト リ ー に よ っ て 分 類 し た 。 ０ ． ５ μ ｇ の ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 発 現 プ ラ ス ミ ド お よ び

０ ． ５ μ ｇ の Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ラ ス ミ ド （ 図 ４ ５ Ｂ に 関 し て は ０ ． ２ ５ μ ｇ の Ｇ Ｆ Ｐ リ ポ ー タ

ー プ ラ ス ミ ド を 伴 う ） を 用 い て 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で 、 製 造 業 者 の 推 奨 プ ロ ト コ ル で

Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ Ｉ Ｔ － Ｌ Ｔ １ 形 質 移 入 試 薬 （ ミ ラ ス 社 （ Ｍ ｉ ｒ ｕ ｓ ） ） を 使 用 し 、 Ｇ Ｆ Ｐ 発 現

Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 一 過 性 的 に 形 質 移 入 し た 。 形 質 移 入 か ら ７ ２ 時 間 後 、 細 胞 を 単 個 細 胞

浮 遊 液 に ト リ プ シ ン 処 理 し た 。 Ｕ ６ ベ ク タ ー は 、 ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ 遺 伝 子 を 誘 導 す る 構 成 的

Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ 陽 性 群 （ 陰 性 対 照 細 胞 に 比 べ て １ ０ 倍 超 さ ら

に 明 る い ｍ Ｃ ｈ ｅ ｒ ｒ ｙ ） を ゲ ー ト す る こ と で 、 Ｂ Ｄ 　 Ｌ Ｓ Ｒ Ｉ Ｉ 　 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 機 を 用 い て

Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 を 分 析 し た 。

【 ０ ５ ５ ５ 】

設 計 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ
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　 図 で 使 用 さ れ た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 設 計 ： ２ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド が 適 合 す る 領 域 の み （ Ｄ Ｎ Ａ 標

的 化 断 片 ） が 列 挙 さ れ る （ 別 で 指 示 さ れ な い 限 り ） ：

図 ４ ０ Ｃ で 使 用 さ れ た ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ７ ４ １ ～ ７ ４ ６ ） ；

図 ４ ０ Ｄ で 使 用 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ７ ４ ７ ～ ７ ５ １ ） ；

図 ４ ０ Ｄ の 標 的 プ ロ モ ー タ ー 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ５ ２ ） ；

図 ４ ３ Ｂ で 使 用 さ れ た ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ７ ５ ３ ～ ７ ６ ０ ） ；

図 ４ ２ Ｂ で 使 用 さ れ た ｓ ｆ Ｇ Ｆ Ｐ 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ ｇ ｆ ｐ ） （ 配 列 番 号 ７ ６ １ ） ；

図 ４ ３ Ｂ で 使 用 さ れ た ｓ ｆ Ｇ Ｆ Ｐ 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ７ ６ ２ ～ ７ ６ ９ ） ；

図 ４ ３ Ｆ お よ び 図 ５ １ の 二 重 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 実 験 （ 配 列 番 号 ７ ７ ０ ～ ７ ７ ８ ） ；

図 ４ ４ Ｂ で 使 用 さ れ た ｌ ａ ｃ オ ペ ロ ン 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ７ ７ ９ ～ ７ ８ ７ ） ； お よ

び

図 ４ ５ で 使 用 さ れ た Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ７ ８ ８ ～ ７ ９ ４ ） 。

【 表 ３ 】

【 ０ ５ ５ ６ 】

結 果

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ （ 規 則 的 な 間 隔 を も っ て ク ラ ス タ ー 化 さ れ た 短 鎖 反 復 回 文 配 列 ） シ ス テ ム
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は 、 標 的 遺 伝 子 調 節 の た め の 新 し い 可 能 性 の あ る プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 提 供 す る 。 ４ ０ ％ の

細 菌 の お よ び ９ ０ ％ の 古 細 菌 が 、 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ 要 素 に 対 す る 耐 性 を 与 え る Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 関 連 （ Ｃ ａ ｓ ） シ ス テ ム を 有 す る 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム は 、 小 さ な 塩 基 対

形 成 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 配 列 特 異 的 な 方 法 で 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ 要 素 を 標 的 お よ び 切 断 す る 。 異 な る

有 機 体 に 多 種 多 様 の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム が 存 在 し 、 最 も 単 純 な も の が ス ト レ プ ト コ ッ カ

ス ・ ピ オ ゲ ネ ス の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム で あ る ： Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 お よ び 二 つ の

Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 単 一 遺 伝 子 、 成 熟 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） お よ び 部 分 的

に 相 補 的 で あ る ｔ ｒ ａ ｎ ｓ 作 動 性 Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） の み が 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ の Ｒ Ｎ

Ａ 誘 導 サ イ レ ン シ ン グ に は 必 要 お よ び 十 分 で あ る （ 図 ４ ６ ） 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 成 熟 に は ｔ ｒ

ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ が 必 要 で あ る 。 し か し 、 こ の 必 要 条 件 を 、 ｔ ｒ ａ ｃ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ － ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を 模 倣 す る よ う 設 計 さ れ た ヘ ア ピ ン を 含 む 、 操 作 し た 小 さ な

誘 導 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ ） を 用 い る こ と で 避 け る こ と が で き る 。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ と 標 的 Ｄ Ｎ Ａ

と の 間 の 塩 基 対 形 成 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の た め に 、 二 重 鎖 切 断 （ Ｄ Ｓ

Ｂ ） を 引 き 起 こ す 。 結 合 特 異 性 は ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 対 形 成 、 お よ び 、 Ｄ Ｎ Ａ 相 補 領

域 に 隣 接 す る 短 い Ｄ Ｎ Ａ モ チ ー フ （ プ ロ ト ス ペ ー サ ー 隣 接 モ チ ー フ 、 つ ま り Ｐ Ａ Ｍ 、 配 列

： Ｎ Ｇ Ｇ ） の 双 方 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ の よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム は 二 分 子 、 Ｃ

ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 最 小 セ ッ ト を 必 要 と す る だ け で あ り 、 従 っ て 、 宿 主

独 立 遺 伝 子 標 的 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム と し て 使 用 さ れ る 可 能 性 を 秘 め る 。 Ｃ ａ ｓ ９ ／ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ

Ｐ Ｒ は 部 位 選 択 的 Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 ゲ ノ ム 編 集 の た め に 活 用 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る （ 図 ３

９ Ａ ） 。

【 ０ ５ ５ ７ 】

　 図 ４ ６ は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム の メ カ ニ ズ ム を 示 す 。 シ ス テ

ム は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 関 連 （ Ｃ ａ ｓ ） タ ン パ ク 質 お よ び リ ピ ー ト ス ペ ー サ ー 配 列 の ア レ イ を

含 む Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 座 位 か ら 成 る 。 全 て の リ ピ ー ト は 同 じ で あ り 、 全 て の ス ペ ー サ ー は 異 な

り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 で あ る 。 細 胞 が 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ 要 素 に 感 染 さ れ た 場 合 、 Ｃ Ｒ Ｉ

Ｓ Ｐ Ｒ 座 位 は 、 よ り 小 さ な 断 片 に 切 断 さ れ る 長 い 前 駆 転 写 物 に 転 写 す る 。 切 断 は ト ラ ン ス

作 動 性 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） お よ び 宿 主 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ Ｉ Ｉ に よ っ て

媒 介 さ れ る 。 切 断 後 、 一 つ の 単 一 タ ン パ ク 質 、 Ｃ ａ ｓ ９ 、 が ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 切 断 さ れ た 形 態

を 認 識 し 、 結 合 す る 。 Ｃ ａ ｓ ９ は ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ に 誘 導 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 走 査 す る 。

複 合 体 は 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ 標 的 と の 間 で 塩 基 対 形 成 す る こ と で 安 定 化 さ れ る 。 こ の 場

合 、 Ｃ ａ ｓ ９ は 、 そ の ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の た め に 、 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 を 引 き 起 こ す 。 こ れ

は 通 常 同 種 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 取 り 除 き 、 細 胞 が あ る 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 群 に 免 疫 を 与 え る 。

【 ０ ５ ５ ８ 】

　 図 ３ ９ は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 干 渉 （ Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ ） シ ス テ ム の 設 計 を 示 す 。 （ Ａ ） 最 小 干

渉 シ ス テ ム は 、 単 一 タ ン パ ク 質 お よ び 設 計 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ キ メ ラ か ら 成 る 。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ キ メ ラ

は 三 つ の ド メ イ ン （ 枠 で 囲 ま れ た 領 域 ） か ら 成 る ： 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 の た め の ２ ０ ヌ ク レ

オ チ ド （ ｎ ｔ ） 相 補 領 域 、 Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 の た め の ４ ２ ｎ ｔ ヘ ア ピ ン （ Ｃ ａ ｓ ９ ハ ン ド ル ）

、 お よ び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 由 来 の ４ ０ ｎ ｔ 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 。 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質

は ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 含 む 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お い て 欠 陥 が あ る

。 （ Ｂ ） 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 し 、 タ ン パ ク 質 － Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を

形 成 す る 。 複 合 体 は 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ 標 的 と の 間 の ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 に

よ っ て 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 に 結 合 す る 。 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ の 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ は Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク

質 の ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の た め に 切 断 さ れ る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ 欠 陥 Ｃ ａ ｓ ９ の 場 合 、 複 合 体 が

適 切 な 転 写 を 破 壊 す る 。

【 ０ ５ ５ ９ 】

最 小 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム は 、 単 一 タ ン パ ク 質 お よ び Ｒ Ｎ Ａ か ら 成 り 、 効 果 的 に 転 写 開

始 お よ び 伸 長 を サ イ レ ン シ ン グ で き る 。

【 ０ ５ ６ ０ 】

　 そ の よ う な Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 大 腸 菌 で 実 施 す る た め 、 野 生 型 Ｓ ． ピ オ

ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ 遺 伝 子 お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 細 菌 ベ ク タ ー か ら 発 現 さ せ 、 シ ス テ ム が 標 的 座
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位 で 遺 伝 子 発 現 を 乱 し 得 る か ど う か を 決 定 し た （ 図 ４ ０ Ａ ） 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ

Ｒ シ ス テ ム は 天 然 大 腸 菌 シ ス テ ム に 対 し て 直 交 性 で あ る 。 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 は ｐ １ ５ Ａ

複 製 起 点 を 含 む プ ラ ス ミ ド 上 の ア ン ヒ ド ロ テ ト ラ サ イ ク リ ン （ ａ Ｔ ｃ ） 誘 導 性 プ ロ モ ー タ

ー か ら 発 現 さ れ 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は Ｃ ｏ ｌ Ｅ １ 複 製 起 点 を 含 む プ ラ ス ミ ド 上 の 最 小 構 成 的 プ ロ

モ ー タ ー か ら 発 現 さ れ る 。 代 替 戦 略 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 に お い て 欠 陥 が あ る 、 触 媒 的 に 死

ん だ Ｃ ａ ｓ ９ 変 異 体 （ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ） を 使 用 し て 、 Ｃ ａ ｓ ９ の こ の 形 態 が 単 一 の Ｒ Ｎ Ａ 誘 導

Ｄ Ｎ Ａ 結 合 複 合 体 と し て 依 然 作 用 す る こ と を 示 し た 。

【 ０ ５ ６ １ 】

　 図 ４ ０ は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が 効 果 的 に 転 写 伸 長 お よ び 開 始 を サ イ レ ン シ ン グ す る の を 示

す 。 （ Ａ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム は 誘 導 性 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 お よ び 設 計 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ キ

メ ラ か ら 成 る 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ は Ｒ ｕ ｖ Ｃ １ お よ び Ｈ Ｎ Ｈ ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン の 変 異 を 含 む

。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ キ メ ラ は 、 図 １ に 記 載 さ れ る 通 り 、 三 つ の 機 能 性 ド メ イ ン を 含 む 。 （ Ｂ ） 設

計 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ １ ） お よ び Ｄ Ｎ Ａ 標 的 の 配 列 。 Ｎ Ｔ １ は 、 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ コ ー ド 領 域 の 非 鋳

型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 標 的 と す る 。 塩 基 対 形 成 モ チ ー フ を 囲 む 領 域 （ ２ ０ ｎ ｔ ） の み が 示 さ れ る 。

塩 基 対 形 成 ヌ ク レ オ チ ド に は 数 が 振 り 分 け ら れ 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 ヘ ア ピ ン に 上 線 が 引 か れ

て い る 。 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 は 下 線 が 引 か れ て い る 。 （ Ｃ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は 鎖 特 異 的 な 方 法 で 転

写 伸 長 を 遮 断 す る 。 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 合 成 蛍 光 ベ ー ス リ ポ ー タ ー シ ス テ

ム を 大 腸 菌 Ｍ Ｇ １ ６ ５ ５ ゲ ノ ム （ ｎ ｓ ｆ Ａ 座 位 ） に 挿 入 し た 。 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 ま た は 非 鋳 型

Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の い ず れ か に 結 合 す る ６ 個 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 で 同 時 発 現 さ

せ 、 イ ン ビ ボ 蛍 光 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る 、 標 的 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ に 対 す る そ れ ら の 効 果 を 伴

っ た 。 非 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に 結 合 す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の み が サ イ レ ン シ ン グ を 示 し た （ １ ０ ～ ３ ０

０ 倍 ） 。 対 照 は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 を 伴 う が ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 伴 わ な い 細 胞 の 蛍 光 を 示 す 。

（ Ｄ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は 転 写 開 始 を 遮 断 し た 。 五 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 、 大 腸 菌 プ ロ モ ー タ ー

（ Ｊ ２ ３ １ １ ９ ） 周 辺 の 異 な る 領 域 に 結 合 す る よ う 設 計 し た 。 転 写 開 始 部 位 を ＋ １ と し て

標 識 し た 。 点 線 の 楕 円 は － ５ ５ か ら ＋ ２ ０ の ７ ５ － ｂ ｐ 領 域 を 包 含 す る 初 期 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ 複 合

体 を 示 す 。 初 期 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ 複 合 体 内 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 領 域 の み が 抑 制 （ Ｐ １ ～ Ｐ ４ ） を 示 し

た 。 転 写 伸 長 遮 断 と は 違 い 、 サ イ レ ン シ ン グ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 と 無 関 係 で あ っ た 。 （ Ｅ ） Ｃ

Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 調 節 は 可 逆 性 で あ っ た 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ １ ） の 双 方 が ａ

Ｔ ｃ 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ っ た 。 細 胞 培 養 を 指 数 関 数 期 の 間 維 持 し た 。 時 間 Ｔ

＝ ０ の 際 、 １ μ Ｍ の ａ Ｔ ｃ を 細 胞 に Ｏ Ｄ ＝ ０ ． ０ ０ １ で 添 加 し た 。 標 的 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ の 抑 制 が

１ ０ 分 内 に 開 始 さ れ た 。 蛍 光 シ グ ナ ル は 細 胞 成 長 に 一 貫 し た 方 法 で 崩 壊 し 、 そ の 崩 壊 は 細

胞 分 割 の た め で あ っ た こ と を 示 唆 し た 。 ２ ４ ０ 分 後 に は 、 蛍 光 は 完 全 に 抑 制 さ れ た レ ベ ル

に 到 達 し た 。 Ｔ ＝ ３ ７ ０ 分 で は 、 ａ Ｔ ｃ は 成 長 培 地 か ら 洗 浄 さ れ 、 細 胞 を Ｏ Ｄ ＝ ０ ． ０ ０

１ ま で 希 釈 し 直 し た 。 蛍 光 は ５ ０ 分 後 に 増 加 し 始 め 、 陽 性 対 照 と 同 じ レ ベ ル に 上 が る ま で

３ ０ ０ 分 か か っ た 。 陽 性 対 照 ： 常 に イ ン デ ュ ー サ ー 無 し ； 陰 性 対 照 ： 常 に １ μ Ｍ の ａ Ｔ ｃ

イ ン デ ュ ー サ ー 有 り 。 ２ Ｃ 、 ２ Ｄ 、 お よ び ２ Ｅ に お け る 蛍 光 結 果 は 、 平 均 お よ び 少 な く と

も 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 図 ４ ７ お よ び 図 ４ ８ も 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ５ ６ ２ 】

　 Ｃ ａ ｓ ９ で 同 時 発 現 し た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ 三 つ の 断 片 か ら 成 る ： ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド

（ ｎ ｔ ） 標 的 特 異 的 相 補 領 域 、 ４ ２ ｎ ｔ の Ｃ ａ ｓ ９ 結 合 ヘ ア ピ ン （ Ｃ ａ ｓ ９ ハ ン ド ル ） お

よ び Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 由 来 の ４ ０ ｎ ｔ 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー （ 図 ４ ０ Ｂ ） 。 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク

質 （ ｍ Ｒ Ｆ Ｐ ） ベ ー ス レ ポ ー タ ー シ ス テ ム を 大 腸 菌 Ｍ Ｇ １ ６ ５ ５ ゲ ノ ム に 挿 入 し た 。

【 ０ ５ ６ ３ 】

　 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 お よ び ｍ Ｒ Ｆ Ｐ コ ー ド 配 列 に 標 的 さ れ た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ １

） の 同 時 発 現 は 、 形 質 転 換 効 率 を 劇 的 に 減 少 さ せ 、 こ れ は 、 お そ ら く ゲ ノ ム 上 の Ｃ ａ ｓ ９

誘 導 性 二 重 鎖 切 断 の た め で あ る （ 図 ４ ７ Ａ ） 。 数 個 の 生 存 コ ロ ニ ー の シ ー ク エ ン シ ン グ は

、 そ れ ら は す べ て ゲ ノ ム 上 の 標 的 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 部 位 周 辺 で 配 列 再 編 成 を 有 し 、 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９

お よ び 宿 主 配 列 に 標 的 さ れ た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 に 対 し て 強 い 選 択 性 が あ る こ と を 示 唆 し た

。 Ｒ ｕ ｖ Ｃ １ お よ び Ｈ Ｎ Ｈ ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン の 二 つ の サ イ レ ン シ ン グ 変 異 を 含 む （ Ｄ

１ ０ Ａ お よ び Ｈ ８ ４ １ Ａ ） ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 変 異 体 遺 伝 子 （ 非 切 断 ） は 、 形 質 転 換 能 率 お よ び 大
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腸 菌 成 長 速 度 に よ っ て 確 認 さ れ る 通 り 、 こ の 致 死 率 を 緩 和 し た （ 図 ４ ７ Ａ ＆ Ｂ ） 。

【 ０ ５ ６ ４ 】

　 図 ４ ７ は 図 ４ ０ に 関 連 し 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ で 同 時 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 細 胞

培 養 の 成 長 曲 線 を 示 す 。 （ Ａ ） 大 腸 菌 細 胞 を 二 つ の プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 す る た め の 低 湿

転 換 効 率 。 一 つ の プ ラ ス ミ ド は 、 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ の ゲ ノ ム コ ピ ー を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 含 み

、 も う 一 方 の プ ラ ス ミ ド は 、 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ ま た は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ を 含 む 。 野 生 型 Ｃ ａ ｓ ９ お

よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 形 質 転 換 は 非 常 に 有 毒 で あ り 、 こ れ は 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ を 使 用 し て 緩 和

さ れ 得 る 。 （ Ｂ ） ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ １ ） を 、 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ の コ ー ド 配 列 を 標 的 と す る よ う に 設

計 す る 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 発 現 は 、 細 胞 成 長 速 度 に は ほ ぼ 一 切 効 果 を 示

さ ず 、 こ れ は 、 Ｄ Ｎ Ａ と の ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 遮

断 す る に は 十 分 強 い が 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は 細 胞 複 製 を 遮 断 す る ほ ど で は な い こ と

を 示 唆 す る 。 結 果 は 平 均 お よ び 少 な く と も 三 つ の 独 立 し た 実 験 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。

【 ０ ５ ６ ５ 】

　 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 が 遺 伝 子 発 現 の 非 常 に 効 率 的 な 抑 制 を 提 供 し 得 る か ど う

か を 試 験 す る た め に 、 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ コ ー ド 配 列 の 異 な る 領 域 に 相 補 的 な ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 設 計 し 、

こ れ ら は 、 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 ま た は 非 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の い ず れ か に 結 合 す る 。 結 果 は 、 非 鋳 型 Ｄ

Ｎ Ａ 鎖 を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 、 効 果 的 な 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 示 す （ １ ０ か ら ３ ０

０ 倍 の 抑 制 ） 一 方 で 、 鋳 型 鎖 を 標 的 と す る も の は ほ と ん ど 効 果 を 示 さ な か っ た こ と を 明 か

し た （ 図 ４ ０ Ｃ ） 。 シ ス テ ム は 、 大 腸 菌 ゲ ノ ム 内 ま た は 高 コ ピ ー プ ラ ス ミ ド 上 に あ る 遺 伝

子 に 関 し て も 同 様 の 抑 制 効 果 を 示 し た （ 図 ４ ８ ） 。 さ ら に 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 へ の 標 的 も

効 果 的 な 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を も た ら し た （ 図 ４ ０ Ｄ ） 。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の － ３ ５ 枠 へ の 標

的 は 、 遺 伝 子 発 現 を 著 し く ノ ッ ク ダ ウ ン し た （ Ｐ １ 、 約 １ ０ ０ 倍 の 抑 制 ） 一 方 で 、 他 の 隣

接 領 域 へ の 標 的 は 弱 化 し た 効 果 を 示 し た （ Ｐ ２ ～ Ｐ ４ ） 。 プ ロ モ ー タ ー の １ ０ ０ ｂ ｐ 上 流

周 辺 の 配 列 の 標 的 は 一 切 効 果 を 示 さ な か っ た （ Ｐ ５ ） 。 コ ー ド 配 列 の 標 的 と は 違 っ て 、 プ

ロ モ ー タ ー を 標 的 と す る 場 合 、 サ イ レ ン シ ン グ の 効 率 は Ｄ Ｎ Ａ 鎖 と は 無 関 係 で あ る ； 鋳 型

ま た は 非 鋳 型 鎖 の 標 的 は 同 じ く ら い 効 果 的 で あ る （ Ｐ ２ お よ び Ｐ ３ ） 。

【 ０ ５ ６ ６ 】

　 図 ４ ８ は 、 図 ４ ０ Ｃ と 関 連 し て お り 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が 複 数 コ ピ ー プ ラ ス ミ ド 上 の レ ポ

ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を サ イ レ ン シ ン グ し 得 る こ と を 示 す 。 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 を ａ ｐ １ ５ Ａ プ

ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 特 異 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ １ ） の

存 在 は ｍ Ｒ Ｆ Ｐ を 強 く 抑 制 す る （ 約 ３ ０ ０ 倍 ） 。 抑 制 効 果 は 、 ゲ ノ ム 内 で ｍ Ｒ Ｆ Ｐ を 用 い

て 観 察 さ れ る も の に 類 似 し て い る （ 図 ４ ０ Ｃ ） 。 サ イ レ ン シ ン グ は 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ が 鋳 型 Ｄ

Ｎ Ａ 鎖 で は な く 非 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 上 で 作 用 す る 時 の み 効 果 的 で あ る （ Ｔ １ ） 。 ま た 、 Ｇ Ｆ Ｐ

特 異 的 ３ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ ｇ ｆ ｐ ） が ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 発 現 に 一 切 効 果 を 示 さ な い 通 り 、 サ イ レ ン シ ン

グ は 非 常 に 特 異 的 で あ る 。 蛍 光 結 果 は 、 平 均 お よ び 少 な く と も 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ

Ｅ Ｍ を 示 す 。

【 ０ ５ ６ ７ 】

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン は 誘 導 性 お よ び 可 逆 性 で あ る

　 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン 方 法 と 違 っ て 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ ベ ー ス の 遺 伝 子 発 現 ノ ッ ク ダ ウ ン を

使 用 す る こ と の 一 つ の 利 点 に 、 こ の 乱 れ は 可 逆 性 で あ る は ず で あ る と い う 事 実 で あ る 。 Ｃ

Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 調 節 が 誘 導 さ れ 、 続 い て 逆 転 さ れ 得 る か ど う か を 試 験 す る た め に 、 ｄ Ｃ ａ ｓ

９ お よ び ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 特 異 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ １ ） の 双 方 を ａ Ｔ ｃ 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 制 御

下 に 置 き 、 イ ン デ ュ ー サ ー に 反 応 す る ｍ Ｒ Ｆ Ｐ の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 媒 介 性 調 節 の 時 間 経 過 測

定 を 実 施 し た （ 図 ４ ０ Ｅ ） 。 時 間 ０ で 、 イ ン デ ュ ー サ ー 無 し で 初 期 対 数 期 ま で 成 長 し た 細

胞 培 養 物 に １ μ Ｍ の ａ Ｔ ｃ を 添 加 し た 。 デ ー タ は 、 シ ス テ ム は イ ン デ ュ ー サ ー の 存 在 に 素

早 く 反 応 し 得 る こ と を 示 し 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 シ グ ナ ル は イ ン デ ュ ー サ ー 分 子 の

添 加 後 １ ０ 分 内 に 減 少 し 始 め た 。 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質 は 安 定 し て い る た め 、 同 様 の 細 胞 増

倍 時 間 お よ び 蛍 光 半 減 時 間 の 損 失 （ 双 方 と も 約 ３ ６ 分 ） に よ っ て 見 ら れ る よ う に 、 蛍 光 シ

グ ナ ル 減 少 速 度 は 細 胞 成 長 に よ る タ ン パ ク 質 希 釈 に よ っ て 制 限 さ れ る 。 ２ ４ ０ 分 で は 、 全

て の 細 胞 が 陰 性 対 照 と 同 じ レ ベ ル ま で 均 一 に 抑 制 さ れ た 。 ４ ２ ０ 分 で 、 イ ン デ ュ ー サ ー を
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成 長 培 地 か ら 洗 浄 し 、 細 胞 を よ り 低 い Ｏ Ｄ ま で 希 釈 し 直 し た 。 ５ ０ 分 の 遅 れ の 後 、 ｍ Ｒ Ｆ

Ｐ 蛍 光 は 上 昇 し 始 め た 。 単 一 細 胞 蛍 光 が 陽 性 対 照 と 同 じ レ ベ ル ま で 上 昇 す る の に 合 計 ３ ０

０ 分 か か っ た 。 ５ ０ 分 の 遅 れ は 、 細 胞 成 長 お よ び 分 割 に よ る 希 釈 に よ っ て オ フ セ ッ ト さ れ

る ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ／ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ タ ー ン オ ー バ ー 速 度 に よ っ て 決 定 さ れ る 可 能 性 が 一 番 高 い 。 つ

ま り 、 こ れ ら の 結 果 は 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の サ イ レ ン シ ン グ 効 果 は 誘 導 さ れ 、 逆 転

さ れ 得 る こ と を 示 す 。

【 ０ ５ ６ ８ 】

天 然 伸 長 転 写 物 シ ー ク エ ン シ ン グ （ Ｎ Ｅ Ｔ － Ｓ ｅ ｑ ） は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が 、 転 写 を 遮 断

す る こ と で 機 能 す る こ と を 確 証 す る

　 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ は 転 写 伸 長 の 間 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｒ Ｎ Ａ Ｐ ） 結 合 を 遮 断 し 得 る Ｒ Ｎ Ａ 誘

導 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 複 合 体 と し て 機 能 し て い る よ う に 見 え た 。 非 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 転 写 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と

同 一 の 配 列 同 一 性 を 共 有 し 、 非 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に 結 合 す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の み が サ イ レ ン シ ン グ

を 示 し た め 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 に 作 用 し 、 そ の 翻 訳 ま た は

安 定 性 を 変 え る と い う 可 能 性 に と ど ま っ た 。 こ れ ら の 可 能 性 を 区 別 す る た め 、 直 近 に 転 写

し た 天 然 伸 長 転 写 物 シ ー ク エ ン シ ン グ （ Ｎ Ｅ Ｔ － ｓ ｅ ｑ ） ア プ ロ ー チ を 、 伸 長 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ

メ ラ ー ゼ の 位 置 の プ ロ フ ァ イ ル を 全 体 的 に 作 り 、 転 写 物 に 対 す る ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ

複 合 体 の 効 果 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 さ れ 得 る 大 腸 菌 に 適 用 し た 。 こ の Ｎ Ｅ Ｔ － ｓ ｅ ｑ

方 法 で 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム を Ｆ Ｌ Ａ Ｇ で タ グ し た Ｒ Ｎ Ａ Ｐ を 含 む 大 腸 菌 Ｍ Ｇ １ ６ ５

５ 由 来 株 に 形 質 転 換 し た 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は ｍ Ｒ Ｆ Ｐ コ ー ド 領 域 に 結 合 す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （

Ｎ Ｔ １ ） を 含 ん だ 。 タ グ さ れ た Ｒ Ｎ Ａ Ｐ の イ ン ビ ト ロ 免 疫 精 製 、 続 い て 伸 長 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ に 関

連 す る 新 生 転 写 物 の シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ の 休 止 部 位 の 区 別 を 可 能 に し た

。

【 ０ ５ ６ ９ 】

　 こ れ ら の 実 験 は 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ が 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 座 位 の 上 流 に 強 力 な 転 写 休 止 を 誘 導 し

た こ と を 示 し た （ 図 ４ １ Ａ ） 。 休 止 部 位 と 標 的 部 位 と の 間 の 距 離 は １ ９ ｂ ｐ で あ り 、 こ れ

は 、 従 来 報 告 さ れ た 、 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ の ヌ ク レ オ チ ド 取 り 込 み と そ の 先 端 と の 間 の 約 １ ８ ｂ ｐ の

距 離 に 完 璧 に 一 致 し て い る 。 こ の 発 見 は 転 写 遮 断 が 伸 長 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ と ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ

Ａ 複 合 体 と の 間 の 物 理 的 な 衝 突 の た め で あ る と い う Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ の メ カ ニ ズ ム に 一 致 し

て い る （ 図 ４ １ Ｂ ） 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 鋳 型 鎖 と の 結 合 は ほ と ん ど 抑 制 効

果 を 有 さ ず 、 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ は こ の 特 定 の 配 向 で は 複 合 体 を リ ー ド ス ル ー で き る こ と を 示 唆 し た

。 こ の 場 合 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は Ｒ Ｎ Ａ Ｐ の ヘ リ カ ー ゼ 活 性 に よ っ て 開 か れ 得 る Ｒ Ｎ Ａ Ｐ に 向 く

。 こ れ ら の 実 験 は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て 転 写 を 直 接 遮 断 す る こ と を 示 す 。

こ の メ カ ニ ズ ム は 、 遺 伝 子 発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン が 翻 訳 前 に す で に 転 写 さ れ た メ ッ セ ン ジ ャ

ー Ｒ Ｎ Ａ の 破 壊 を 必 要 と す る Ｒ Ｎ Ａ ｉ の メ カ ニ ズ ム と は 違 う 。

【 ０ ５ ７ ０ 】

　 図 ４ １ は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が 転 写 伸 長 を 遮 断 す る こ と で 機 能 す る こ と を 示 す 。 （ Ａ ） Ｆ

Ｌ Ａ Ｇ で タ グ し た Ｒ Ｎ Ａ Ｐ 分 子 を 免 疫 沈 澱 し 、 関 連 新 生 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を シ ー ク エ ン シ ン

グ し た 。 上 部 パ ネ ル は ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 無 し の 細 胞 内 の 新 生 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 転 写 物 の シ ー ク エ ン シ ン グ

結 果 を 示 し 、 下 部 パ ネ ル は ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 有 り の 細 胞 で の 結 果 を 示 す 。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 下 で

は 、 強 力 な 転 写 休 止 が 標 的 部 位 の １ ９ ｂ ｐ 上 流 で 観 察 さ れ 、 そ の 後 、 シ ー ク エ ン シ ン グ リ

ー ド の 数 は 急 激 に 落 ち る 。 （ Ｂ ） Ｒ Ｎ Ａ Ｐ と ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ と の 間 の 物 理 的 衝 突

に 基 づ く 、 提 唱 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ メ カ ニ ズ ム で あ る 。 Ｒ Ｎ Ａ Ｐ の 中 央 か ら 先 端 ま で の 距 離 は

約 １ ９ ｂ ｐ で あ り 、 こ れ は 、 我 々 が 測 定 し た 転 写 休 止 部 位 と ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 塩 基 対 形 成 領 域 の

３ ＇ と の 距 離 に 良 く 適 合 す る 。 休 止 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ Ｐ は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 障 害 物 に 遭

遇 し た 際 に 転 写 伸 長 に 失 敗 す る 。

【 ０ ５ ７ １ 】

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ は 非 常 に 特 異 的 で あ る

　 ゲ ノ ム 全 体 規 模 で の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ の 特 異 性 を 評 価 す る た め に 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 同 時 発 現 を

伴 う 、 お よ び 、 伴 わ な い 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 全 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム シ

ョ ッ ト ガ ン シ ー ク エ ン シ ン グ （ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ ） を 実 施 し た （ 図 ４ ２ Ａ ） 。 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ （ Ｎ
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Ｔ １ ） に 標 的 さ れ た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 下 で は 、 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 転 写 物 は 存 在 量 の 低 下 を 示 す 唯 一

の 遺 伝 子 で あ っ た 。 他 の ど の 遺 伝 子 も 、 シ ー ク エ ン シ ン グ エ ラ ー 内 で 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 添 加

後 に 発 現 に 顕 著 な 変 化 を 示 さ な か っ た 。 異 な る 遺 伝 子 を 標 的 と す る 異 な る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 伴

う 細 胞 に Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ も 実 施 し た 。 こ れ ら の 実 験 は ど れ も 、 標 的 遺 伝 子 の 他 に 遺 伝 子 の

顕 著 な 変 化 を 示 さ な か っ た （ 図 ４ ９ ） 。 こ の よ う に 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 遺 伝 子 標 的 お よ び 調

節 は 、 非 常 に 特 異 的 で あ り 、 顕 著 な オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 を 有 さ な い 。

【 ０ ５ ７ ２ 】

　 図 ４ ２ は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム の 標 的 特 異 性 を 示 す 。 （ Ａ ） ゲ ノ ム 規 模 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ

シ ー ク エ ン シ ン グ （ Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ ） に よ り 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 標 的 は オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果

を 一 切 有 さ な い こ と が 確 認 さ れ た 。 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ コ ー ド 領 域 に 結 合 す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｎ Ｔ １ を

使 用 し た 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ 、 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 、 お よ び ｓ ｆ Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 は ハ イ ラ イ ト さ れ て い る 。 （

Ｂ ） 複 数 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ が 独 立 し て 二 つ の 蛍 光 タ ン パ ク 質 レ ポ ー タ ー を 同 一 細 胞 内 で サ イ レ

ン シ ン グ で き る 。 各 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 特 に そ の 同 種 遺 伝 子 を 抑 制 し た が 、 他 の 遺 伝 子 は 抑 制 し

な か っ た 。 双 方 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ が 存 在 し た 場 合 、 双 方 の 遺 伝 子 が サ イ レ ン シ ン グ さ れ た 。 エ

ラ ー バ ー は 示 す 少 な く と も 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 （ Ｃ ） 二 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ

Ａ を 使 用 し て 二 つ の 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 制 御 す る た め の 顕 微 鏡 画 像 。 上 部 パ ネ ル は 大 腸 菌 細

胞 の 明 視 野 画 像 を 示 し 、 真 ん 中 の パ ネ ル は Ｒ Ｆ Ｐ チ ャ ネ ル を 示 し 、 下 部 パ ネ ル は Ｇ Ｆ Ｐ パ

ネ ル を 示 す 。 一 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｄ Ｃ ａ ｓ ９ の 同 時 発 現 は 、 同 種 蛍 光 タ ン パ ク 質 を サ

イ レ ン シ ン グ す る だ け で あ り 、 他 は サ イ レ ン シ ン グ し な い 。 あ る 特 定 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 が

サ イ レ ン シ ン グ さ れ た 細 胞 か ら ほ ぼ 一 切 蛍 光 が 観 察 さ れ な か っ た 通 り 、 ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果

は 強 力 で あ っ た 。 ス ケ ー ル バ ー 、 １ ０ μ ｍ 。 対 照 は 任 意 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 レ ポ ー タ ー を 伴

わ な い 細 胞 を 示 す 。 蛍 光 結 果 は 平 均 お よ び 少 な く と も 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示

す 。 図 ４ ９ も 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ５ ７ ３ 】

　 図 ４ ９ は 図 ４ ２ Ａ に 関 連 し て お り 、 異 な る 遺 伝 子 を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 伴 う 細 胞 の

Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ デ ー タ を 示 す 。 （ Ａ ） （ ＋ ／ － ） 大 腸 菌 の 内 在 性 ｌ ａ ｃ Ｉ 遺 伝 子 の プ ロ モ

ー タ ー を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 。 同 じ ｌ ａ ｃ Ｉ 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 図 ４ ４ Ａ の 通 り 使 用 し た

。 （ Ｂ ） （ ＋ ／ － ） 自 己 抑 制 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は そ の 自 身 の プ ロ モ ー タ ー を 抑 制 し

た ） を 伴 わ な い 細 胞 の た め の １ ｍ Ｍ の Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 。 （ Ｃ ） （ ＋ ／ － ） 大 腸 菌 の 内 在 性 ｌ ａ ｃ

Ｚ 遺 伝 子 を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 。 同 じ ｌ ａ ｃ Ｚ 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 図 ４ ４ Ａ の 通 り 使 用 し

た 。 １ ｍ Ｍ の Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ も ｌ ａ ｃ Ｚ 標 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 伴 う 細 胞 に 添 加 し た 。

【 ０ ５ ７ ４ 】

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ を 使 用 し て 同 時 に 複 数 の 遺 伝 子 を 調 節 で き る

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム は 、 ク ロ ス ト ー ク 無 し で 独 立 し て 複 数 の 遺 伝 子 の 制 御 を 可 能 に

し 得 る 。 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ お よ び ｓ ｆ Ｇ Ｆ Ｐ に 基 づ い た 二 色 蛍 光 レ ポ ー タ ー シ ス テ ム を 作 成 し た 。

各 遺 伝 子 に 相 補 的 で あ る 別 個 の 領 域 を 有 す る 二 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 設 計 し た 。 各 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ

の 発 現 は 、 同 種 遺 伝 子 の み を サ イ レ ン シ ン グ し 、 他 方 に は 一 切 効 果 を 有 さ な か っ た 。 二 つ

の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 発 現 は 、 双 方 の 遺 伝 子 を ノ ッ ク ダ ウ ン し た （ 図 ４ ２ Ｂ ＆ Ｃ ） 。 こ れ ら

の 結 果 は 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 標 的 は 、 特 異 的 で あ り 、 そ の 配 列 同 一 性 に よ っ て 表 さ れ る 特 異

性 を 伴 い 、 他 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 に よ る 影 響 を 受 け な い こ と を 示 す 。 こ の 挙 動 は 、 Ｃ Ｒ Ｉ

Ｓ Ｐ Ｒ ｉ に よ っ て 複 数 遺 伝 子 の 多 重 制 御 を 同 時 に 可 能 に す る は ず で あ る 。

【 ０ ５ ７ ５ 】

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ サ イ レ ン シ ン グ 効 率 を 決 定 す る 因 子

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 標 的 効 率 の 決 定 因 子 を 発 見 す る た め に 、 長 さ 、 配 列 相 補 性 お よ び 位 置 の

サ イ レ ン シ ン グ 効 率 に 対 す る 役 割 を 調 査 し た （ 図 ４ ３ Ａ ） 。 図 ４ ０ Ｃ で 示 さ れ る 通 り 、 遺

伝 子 に 沿 っ た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 配 列 の 位 置 が 効 率 に 重 要 で あ る 。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を さ ら に 、 ｍ Ｒ

Ｆ Ｐ お よ び ｓ ｆ Ｇ Ｆ Ｐ の 双 方 の た め の コ ー ド 領 域 の 全 長 を 包 含 す る よ う に 設 計 し た （ 補 足

の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の た め の デ ー タ ） 。 全 て の 例 に お い て 、 抑 制 は 転 写 開 始 部 位 か ら の 標 的

距 離 と 逆 相 関 し た （ 図 ４ ３ Ｂ ） 。 強 力 な 直 線 相 関 が ｍ Ｒ Ｆ Ｐ に 関 し て 観 察 さ れ た 。 類 似 し

た 、 だ が か す か に 弱 い 相 関 が 、 ｓ ｆ Ｇ Ｆ Ｐ を 標 的 と し て 使 用 し た 際 に 観 察 さ れ 、 も し か す

10

20

30

40

50



(168) JP  6692856  B2  2020.5.13

る と 、 こ の 遺 伝 子 の 伸 長 に お い て 異 な る 時 点 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 様 々 な 動 態 を 示 す 。

【 ０ ５ ７ ６ 】

　 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 に 相 補 的 で あ る ２ ０ ｂ ｐ 領 域 を 含 む 。 こ の 塩 基 対 形 成 領 域 の 重 要 性

を 識 別 す る た め に 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｎ Ｔ １ の 長 さ を 変 え た （ 図 ４ ３ Ｃ ） 。 ５ ＇ 末 端 か ら の 領

域 の 伸 展 が サ イ レ ン シ ン グ に 影 響 を 与 え な か っ た 一 方 で 、 領 域 の 切 断 は 抑 制 を 大 き く 減 少

さ せ た 。 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 必 要 な 塩 基 対 形 成 領 域 の 最 小 の 長 さ は １ ２ ｂ ｐ で あ り 、

さ ら な る 切 断 は 機 能 の 完 全 な 喪 失 に つ な が る 。 単 一 の 変 異 を ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｎ Ｔ １ の 塩 基 対

形 成 領 域 内 に 導 入 し 、 サ イ レ ン シ ン グ へ の 全 体 的 な 効 果 を 試 験 し た 。 結 果 か ら 、 三 つ の サ

ブ 領 域 が 認 識 さ れ 得 、 そ れ ぞ れ 全 体 的 な 結 合 お よ び サ イ レ ン シ ン グ に 別 個 に 寄 与 す る （ 図

４ ３ Ｄ ） 。 初 め の ７ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 の 単 一 変 異 は 抑 制 を 劇 的 に 減 少 さ せ 、 Ｉ 型 お

よ び Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム の 双 方 に 関 し て 前 述 さ れ た 通 り 、 こ の 配 列 は 結 合 の た め

の 「 シ ー ド 領 域 」 を 構 成 す る こ と を 示 唆 す る 。 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド も 対 で 変 異 さ せ た （ 図 ４

３ Ｅ お よ び 図 ５ ０ ） 。 ほ と ん ど の 場 合 で 、 二 重 変 異 に よ る 相 対 的 な 抑 制 活 性 は 、 単 一 変 異

の 効 果 と 比 べ て 乗 法 的 で あ り 、 ミ ス マ ッ チ 間 の 独 立 し た 関 係 を 示 唆 す る 。 さ ら に 、 Ｐ Ａ Ｍ

配 列 の 重 要 性 に 関 す る 以 前 の 結 果 と 一 致 し て 、 間 違 っ た Ｐ Ａ Ｍ は ２ ０ ｂ ｐ の 完 璧 な 結 合 領

域 を 伴 っ て も サ イ レ ン シ ン グ に 完 全 に 失 敗 し た （ 図 ４ ３ Ｅ ） 。 こ の よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ

ｉ シ ス テ ム の 特 異 性 は Ｐ Ａ Ｍ （ ２ ｂ ｐ ） お よ び 少 な く と も １ ２ ｂ ｐ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ

の 一 続 き に よ っ て 共 同 で 決 定 さ れ 、 そ の 間 隔 は 特 有 の 標 的 部 位 に 関 す る ほ と ん ど の 細 菌 ゲ

ノ ム を 含 有 す る の に 十 分 な 大 き さ で あ る 。

【 ０ ５ ７ ７ 】

　 双 方 と も 同 一 の 遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 試 験 し た （ 図 ４ ３ Ｆ お よ び 図 ５

１ ） 。 複 数 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 相 対 的 な 位 置 づ け 次 第 で 、 別 個 の 組 み 合 わ せ 効 果 が 観 察 さ れ た

。 そ れ ぞ れ が 約 ３ ０ ０ 倍 の 抑 制 を 伴 う 、 二 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 組 み 合 わ せ る と 、 全 体 の サ イ

レ ン シ ン グ の 最 大 １ ０ ０ ０ 倍 の 増 加 が 可 能 に な っ た 。 二 つ の さ ら に 弱 い ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ 約 ５

倍 ） を 組 み 合 わ せ る と 、 一 緒 に 使 用 さ れ た 場 合 は 乗 法 効 果 が 示 さ れ た 。 そ の 標 的 が 重 な っ

て い る 二 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し た 場 合 、 抑 圧 的 な 組 み 合 わ せ 効 果 が 観 察 さ れ た 。 こ れ は

お そ ら く 同 一 領 域 へ の 結 合 の た め の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 双 方 の 競 合 に 起 因 す る も の で あ っ た 。

【 ０ ５ ７ ８ 】

　 図 ４ ３ は 、 サ イ レ ン シ ン グ 効 率 に 影 響 を 与 え る 因 子 の 特 徴 を 示 す 。 （ Ａ ） 異 な る 標 的 座

位 を 同 一 遺 伝 子 上 に 伴 う ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ 翻 訳 開 始 コ ド ン か ら の 距 離 ） お よ び 同 一 標 的 座 位 に

対 す る 塩 基 対 形 成 領 域 の 異 な る 距 離 を 伴 う ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ １ に 基 づ い て ） の サ イ レ ン シ

ン グ 効 果 を 測 定 し た 。 （ Ｂ ） サ イ レ ン シ ン グ 効 率 は 、 翻 訳 開 始 コ ド ン （ オ レ ン ジ 色 － ｍ Ｒ

Ｆ Ｐ ＆ 緑 色 － ｓ ｆ Ｇ Ｆ Ｐ ） か ら の 標 的 距 離 に 逆 相 関 し た 。 各 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 抑 制 を 、 最 も 高

い 抑 制 の 倍 変 化 を 伴 う ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 抑 制 に 対 し て 標 準 化 す る こ と で 、 相 対 抑 制 活 性 を 算 出

し た 。 エ ラ ー バ ー は 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 （ Ｃ ） ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ と 標 的 Ｄ Ｎ

Ａ と の 間 の ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 領 域 の 長 さ は 、 抑 制 効 率 に 影 響 を 与 え る 。 塩 基

対 形 成 領 域 の 伸 展 は 全 て 強 力 な サ イ レ ン シ ン グ 効 率 効 果 を 示 し 、 切 断 は 抑 制 を 劇 的 に 減 少

さ せ た 。 検 知 可 能 な 抑 制 の た め の 塩 基 対 形 成 領 域 の 最 小 の 長 さ は １ ２ ｂ ｐ で あ る 。 エ ラ ー

バ ー は 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 （ Ｄ ） 単 一 ミ ス マ ッ チ を ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 上 の 各

ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 （ Ｎ Ｔ １ 、 図 ４ ０ Ｂ ） し 、 こ れ ら の 単 一 ミ ス マ ッ チ が ど の よ う に 抑 制

効 率 に 影 響 を 及 ぼ す の か を 測 定 し た 。 全 体 的 な サ イ レ ン シ ン グ に 異 な る 重 要 性 を 有 す る 三

つ の サ ブ 領 域 が 認 識 さ れ る 。 そ れ ら は 段 階 関 数 を 示 す 。 最 初 の ７ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 は サ イ

レ ン シ ン グ に は 必 要 不 可 欠 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 に 結 合 す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ す る た め

の 「 シ ー ド 」 領 域 を 構 成 す る 可 能 性 が 高 い 。 Ｐ Ａ Ｍ 配 列 （ Ｎ Ｇ Ｇ ） は サ イ レ ン シ ン グ の た

め に 必 須 で あ る 。 エ ラ ー バ ー は 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 （ Ｅ ） 隣 接 二 重 ミ

ス マ ッ チ を 伴 う ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の サ イ レ ン シ ン グ 効 果 。 ミ ス マ ッ チ の 位 置 が 下 部 に 示 さ れ た 状

態 で 、 単 一 ミ ス マ ッ チ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 相 対 抑 制 活 性 を 示 す 。 実 験 的 に 測 定 さ れ た 、 二 重 ミ

ス マ ッ チ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 を 示 す 。 二 つ の 単 一 ミ ス マ ッ チ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 効 果 を か け る こ と

で 算 出 さ れ た 活 性 は 白 色 で 表 さ れ 「 Ｃ ｏ ｍ 」 と 名 付 け る 。 ほ と ん ど の 場 合 で 、 二 重 ミ ス マ

ッ チ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 は 単 純 に 、 単 一 ミ ス マ ッ チ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 の 掛 け
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算 で あ り （ 図 ５ ０ Ｂ を 除 い て ） 、 単 一 ミ ス マ ッ チ 間 の 独 立 関 係 を 示 唆 し た 。 エ ラ ー バ ー は

三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 （ Ｆ ） 二 重 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 単 一 ｍ Ｒ Ｆ Ｐ 遺 伝

子 を 標 的 と す る 組 み 合 わ せ サ イ レ ン シ ン グ 効 果 。 同 一 の 遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 つ の ｓ ｇ Ｒ

Ｎ Ａ を 用 い て 、 全 体 的 な ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を ほ ぼ １ ０ ０ ０ 倍 ま で 向 上 し 得 る 。 二 つ の ｓ ｇ

Ｒ Ｎ Ａ が 同 一 遺 伝 子 の 重 な っ て い な い 配 列 に 結 合 す る 際 、 抑 制 は 増 大 し た 。 二 つ の ｓ ｇ Ｒ

Ｎ Ａ が 重 な っ た 領 域 を 標 的 と す る 場 合 、 抑 制 は 抑 制 さ れ た 。 エ ラ ー バ ー は 三 つ の 生 物 学 的

複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。

【 ０ ５ ７ ９ 】

　 図 ５ ０ は 図 ４ ３ Ｅ に 関 連 し 、 隣 接 二 重 ミ ス マ ッ チ を 伴 う ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の サ イ レ ン シ ン グ 効

果 を 示 す 。 単 一 ミ ス マ ッ チ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 相 対 抑 制 活 性 が 、 ミ ス マ ッ チ の 位 置 が 下 部 に 示 さ

れ た 状 態 で 提 示 さ れ る 。 実 験 的 に 測 定 さ れ た 、 二 重 ミ ス マ ッ チ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 活 性 も 示 す 。

二 つ の 単 一 ミ ス マ ッ チ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 効 果 を か け る こ と で 算 出 さ れ た 活 性 は 白 色 で 表 さ れ 「

Ｃ ｏ ｍ 」 と 名 付 け る 。 蛍 光 結 果 は 平 均 お よ び 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。

【 ０ ５ ８ ０ 】

　 図 ５ １ は 図 ４ ３ Ｆ に 関 連 し 、 二 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 使 っ て 単 一 遺 伝 子 を 調 節 す る 組 み 合 わ

せ サ イ レ ン シ ン グ 効 果 を 示 す 。 全 て の 場 合 で 、 重 な っ て い な い ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 増 大 し た サ イ

レ ン シ ン グ 効 果 を 示 し 、 重 な っ て い る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 抑 圧 的 な 効 果 を 示 し た 。 組 み 合 わ せ 効

果 は ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ が 鋳 型 ま た は 非 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 標 的 し て い た か ど う か に 無 関 係 で あ っ た 。

蛍 光 結 果 は 平 均 お よ び 三 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。

【 ０ ５ ８ １ 】

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン を 用 い た 内 在 性 制 御 ネ ッ ト ワ ー ク の 調 査

次 に 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム を 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン プ ラ ッ ト フ ォ ー ム と し て 用 い 、 内 在

性 遺 伝 子 ネ ッ ト ワ ー ク を 調 査 し た 。 微 生 物 遺 伝 子 ネ ッ ト ワ ー ク を 調 査 す る 従 来 の 方 法 は 、

コ ス ト が か か り 、 骨 の 折 れ る ゲ ノ ム 工 学 お よ び ノ ッ ク ダ ウ ン 手 順 に ほ と ん ど 依 存 し て い た

。 対 照 的 に 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ で の 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン は 、 所 望 す る 遺 伝 子 に 相 補 的 で あ る

２ ０ ｂ ｐ 領 域 を 保 有 す る 小 さ な ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 設 計 お よ び 合 成 し か 必 要 と し な い 。 こ れ を 実

証 す る た め に 、 良 く 特 徴 づ け ら れ た 大 腸 菌 ラ ク ト ー ス 制 御 経 路 の 一 部 分 で あ る 遺 伝 子 を 組

織 的 に 乱 す よ う に ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 設 計 す る こ と で 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ を 用 い て 大 腸 菌 ノ ッ ク ダ

ウ ン 株 を 作 成 し た （ 図 ４ ４ Ａ ） 。 ｌ ａ ｃ 抑 制 因 子 （ Ｌ ａ ｃ Ｉ ） を 阻 害 す る 化 学 物 質 で あ る

イ ソ プ ロ ピ ル β － Ｄ － １ － チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） を 伴 う 、 お よ び 伴 わ な い

状 態 で 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ を 実 施 し て ノ ッ ク ダ ウ ン 株 か ら の Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 を

測 定 し た 。 野 生 型 細 胞 で 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 が Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 を 誘 導 し た 。 結 果 は 、 ｌ ａ ｃ Ｚ

特 異 的 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 を 強 力 に 抑 制 し 得 る こ と を 示 し た （ 図 ４ ４ Ｂ ） 。 逆 に 、

ｌ ａ ｃ Ｉ 遺 伝 子 を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 の 直 接 的 な 抑 制 因 子 を サ イ レ ン

シ ン グ す る こ と に 関 し て 予 想 さ れ る 通 り 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ が 不 在 下 の 時 で も Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 の 活 性

化 を も た ら し た 。

【 ０ ５ ８ ２ 】

　 ｃ Ａ Ｍ Ｐ － Ｃ Ｒ Ｐ は 、 プ ロ モ ー タ ー 上 流 の ｃ ｉ ｓ 制 御 部 位 （ Ａ 部 位 ） に 結 合 す る こ と で

、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 の 必 要 不 可 欠 な 活 性 化 因 子 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ

プ ロ モ ー タ ー の ｃ ｒ ｐ 遺 伝 子 ま た は Ａ 部 位 に 標 的 さ れ る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 抑 制 に つ な が り 、 Ｃ

Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 実 験 を 用 い て 、 制 御 因 子 を そ の ｃ ｉ ｓ － 制 御 配 列 に 結 合 さ せ る 手 段 を 実 証 し

た 。 Ｌ ａ ｃ Ｚ プ ロ モ ー タ ー で Ｃ Ｒ Ｐ を も っ と 効 果 的 に す る ｃ Ａ Ｍ Ｐ を 生 成 す る の に 必 要 で

あ る ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ ｃ ｙ ａ ） を 標 的 と す る こ と は 、 部 分 的 な 抑 制 に し か つ

な が ら な か っ た 。 １ ｍ Ｍ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 成 長 培 地 へ の 追 加 は 、 ｃ ｒ ｐ ノ ッ ク ダ ウ ン の た め で

は な く ｃ ｙ ａ ノ ッ ク ダ ウ ン の た め の 効 果 を 補 い 、 ｃ ｙ ａ が Ｌ ａ ｃ Ｚ の 間 接 的 な 制 御 因 子 で

あ る こ と を 示 唆 し た 。 さ ら に 、 Ｌ ａ ｃ Ｉ 　 ｃ ｉ ｓ 制 御 部 位 （ Ｏ 部 位 ） を ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ で 標 的

と す る こ と は 阻 害 に つ な が り 、 と い う の も 、 お そ ら く 、 こ の 部 位 で の Ｃ ａ ｓ ９ 複 合 体 結 合

が Ｌ ａ ｃ Ｉ 転 写 抑 制 因 子 の 挙 動 を 模 倣 し 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 立 体 的 に 遮 断 す る か ら で

あ る 。 公 知 の Ｒ Ｎ Ａ Ｐ 結 合 部 位 （ Ｐ 部 位 ） を 標 的 と す る こ と も 発 現 を 遮 断 し た 。 要 す る に

、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ ベ ー ス の 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン 方 法 が 、 複 合 体 制 御 ネ ッ ト ワ ー ク の 遺 伝 子
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お よ び ｃ ｉ ｓ 要 素 の 制 御 機 能 （ 活 性 化 ま た は 抑 制 す る こ と ） を 調 査 す る た め の 迅 速 か つ 効

果 的 な ア プ ロ ー チ を 提 供 す る こ と を 、 こ れ ら の 実 験 は 実 証 す る （ 図 ４ ４ Ｃ ） 。

【 ０ ５ ８ ３ 】

　 図 ４ ４ は Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン を 用 い た 複 合 体 制 御 ネ ッ ト ワ ー ク の 機 能 性

プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 示 す 。 （ Ａ ） ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 設 計 お よ び 使 用 し て ｌ ａ ｃ 制 御 経 路 の 遺 伝

子 （ ｃ ｙ ａ 、 ｃ ｒ ｐ 、 ｌ ａ ｃ Ｉ 、 ｌ ａ ｃ Ｚ 、 ｌ ａ ｃ Ｙ 、 ｌ ａ ｃ Ａ ） を ノ ッ ク ダ ウ ン ま た は

転 写 オ ペ レ ー タ ー 部 位 （ Ａ ／ Ｐ ／ Ｏ ） を 遮 断 し た 。 Ｌ ａ ｃ Ｉ は 転 写 オ ペ レ ー タ ー 部 位 （ Ｏ

部 位 ） に 結 合 す る こ と で 、 ｌ ａ ｃ Ｚ Ｙ Ａ オ ペ ロ ン の 抑 制 因 子 で あ る 。 ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 は ラ

ク ト ー ス を グ ル コ ー ス に 触 媒 す る 酵 素 を コ ー ド す る 。 ｃ ｙ ａ お よ び ｃ ｒ ｐ と い っ た 数 個 の

ト ラ ン ス 作 動 性 宿 主 遺 伝 子 が ｌ ａ ｃ Ｚ Ｙ Ａ シ ス テ ム の 活 性 化 に 関 連 す る 。 ｃ Ａ Ｍ Ｐ － Ｃ Ｒ

Ｐ 複 合 体 は 転 写 オ ペ レ ー タ ー 部 位 （ Ａ 部 位 ） に 結 合 し 、 Ｐ 部 位 に 結 合 す る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ

ー ゼ を 動 員 し 、 こ れ は 、 ｌ ａ ｃ Ｚ Ｙ Ａ の 転 写 を 開 始 す る 。 Ｌ ａ ｃ Ｉ 機 能 を 阻 害 す る 化 学 物

質 で あ る Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ は 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 を 誘 導 す る 。 （ Ｂ ） Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 無 し （ 白 色 ） お よ び 有 り

（ 灰 色 ） の ノ ッ ク ダ ウ ン 株 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ 。 対 照 は Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ に よ

る 乱 れ が な い 野 生 型 細 胞 は 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ っ て 誘 導 さ れ 得 る こ と を 示 す 。 Ｌ ａ ｃ Ｚ

を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 存 在 下 で も Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 を 強 力 に 抑 制 し た 。 Ｌ ａ

ｃ Ｉ が 標 的 さ れ る 場 合 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 無 し で も 高 か っ た 。 ｃ ｙ ａ お よ び ｃ ｒ ｐ

遺 伝 子 を 標 的 と す る こ と は 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 存 在 下 で Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 レ ベ ル の 低 下 に つ な が っ た

。 １ ｍ Ｍ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 存 在 は ｃ ｙ ａ ノ ッ ク ダ ウ ン を 救 出 し た が 、 ｃ ｒ ｐ ノ ッ ク ダ ウ ン は 救

出 さ れ な か っ た 。 転 写 オ ペ レ ー タ ー 部 位 の 遮 断 は Ｌ ａ ｃ Ｚ 抑 制 に つ な が り 、 こ れ ら が Ｌ ａ

ｃ Ｚ の た め に 重 要 な ｃ ｉ ｓ 作 動 性 制 御 部 位 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 乱 れ の 際 に は 、 Ｌ ａ ｃ

Ｚ の 減 少 し た （ 下 矢 印 ） お よ び 増 加 し た （ 上 矢 印 ） 発 現 が 示 さ れ る 。 エ ラ ー バ ー は 三 つ の

生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 （ Ｃ ） ノ ッ ク ダ ウ ン 実 験 に よ っ て 、 ｌ ａ ｃ 制 御 回 路 で の

制 御 因 子 の 役 割 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ が 可 能 に な っ た 。 デ ー タ は ２ Ｄ グ ラ フ で 示 さ れ 、 ｘ 軸

は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 無 し の Ｌ ａ ｃ Ｚ 活 性 、 ｙ 軸 は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 有 り の 活 性 を 示 し て い る 。 各 軸 に 沿 っ た

楕 円 形 の 拡 散 は 、 標 準 偏 差 を 示 す 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ 結 果 は 平 均 お よ び 三 つ

の 生 物 学 的 複 製 物 の Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 Ｌ ａ ｃ Ｉ お よ び Ｌ ａ ｃ Ｚ 標 的 に 関 す る Ｒ Ｎ Ａ － ｓ ｅ ｑ

デ ー タ は 、 図 ４ ９ も 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ５ ８ ４ 】

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は ヒ ト 細 胞 の 標 的 遺 伝 子 発 現 を ノ ッ ク ダ ウ ン し 得 る 。

【 ０ ５ ８ ５ 】

　 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を 使 用 し て 転 写 を 抑 制 す る Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ ア プ ロ ー チ の

一 般 性 を 試 験 す る た め に 、 シ ス テ ム を Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 哺 乳 動 物 細 胞 内 で 試 験 し た 。 ｄ Ｃ ａ ｓ

９ タ ン パ ク 質 を コ ド ン 最 適 化 し 、 核 局 在 配 列 （ Ｎ Ｌ Ｓ ） の 三 つ の コ ピ ー に 融 合 さ せ 、 マ ウ

ス 胚 性 幹 細 胞 ウ ィ ル ス （ Ｍ Ｓ Ｃ Ｖ ） レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー か ら 発 現 さ せ た 。 図 ４ ０ Ｂ で

示 さ れ た 同 一 で あ る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 設 計 を 用 い て Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｕ ６ プ ロ モ ー タ

ー か ら 発 現 さ せ た 。 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 下 で Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ を 発 現 す る レ ポ ー タ ー Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９

３ 細 胞 株 を ウ ィ ル ス 感 染 に よ っ て 作 成 し た 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ コ ー ド 領 域 の 非 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 標 的

し た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ ｅ Ｎ Ｔ ２ ） を 用 い る と 、 わ ず か だ が 再 現 可 能 な 遺 伝 子 発 現 の ノ ッ ク ダ ウ

ン が 観 察 さ れ た （ ４ ６ ％ 抑 制 、 図 ４ ５ Ａ ） 。 抑 制 は ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ

Ａ の 双 方 に 依 存 し て お り 、 抑 制 が ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 お よ び Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 標 的 の

た め で あ る こ と を 暗 示 し て い る 。 同 一 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ は 、 プ ラ ス ミ ド か ら 一 過 性 的 に 発 現 さ

れ た 場 合 、 同 一 遺 伝 子 上 に よ り 良 い 抑 制 を 示 し た （ ６ ３ ％ 抑 制 、 図 ５ ２ ） 。 細 菌 シ ス テ ム

に 一 貫 し て 、 非 鋳 型 鎖 に 標 的 さ れ た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の み が 抑 制 を 示 し た 。 転 写 開 始 か ら の 距 離

お よ び 局 所 の ク ロ マ チ ン 状 態 と い っ た 因 子 も 抑 制 効 率 を 決 定 す る 重 要 な パ ラ メ ー タ ー で あ

り 得 る （ 図 ５ ２ ） 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 最 適 化 、 安 定 性 、 核 局 在 お よ び 相

互 作 用 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 効 率 の さ ら な る 改 善 を 可 能 に す る だ ろ う

。

【 ０ ５ ８ ６ 】

　 図 ４ ５ は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ が ヒ ト 細 胞 で 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 で き る こ と を 実 証 す る 。 （ Ａ
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） Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム 。 Ｓ Ｖ ４ ０ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 カ セ ッ ト を レ ト

ロ ウ ィ ル ス 感 染 経 路 で ゲ ノ ム に 挿 入 し た 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク 質 を コ ド ン 最 適 化 し 、 Ｎ Ｌ

Ｓ 配 列 の 三 つ の コ ピ ー と 融 合 し た 。 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｕ ６ ベ ク タ

ー か ら 発 現 し た 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ の 非 鋳 型 鎖 を 標 的 と す る ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ （ ｅ Ｎ Ｔ

２ ） の 同 時 形 質 移 入 は 蛍 光 を 減 少 さ せ る 一 方 で （ 約 ４ ６ ％ ） 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ま た は ｓ ｇ Ｒ Ｎ

Ａ 単 独 の い ず れ か の 発 現 は 一 切 効 果 を 示 さ な か っ た 。 （ Ｂ ） ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 媒 介

性 抑 制 は 、 標 的 座 位 に 依 存 し て い た 。 七 つ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 、 鋳 型 ま た は 非 鋳 型 鎖 の Ｅ Ｇ Ｆ

Ｐ コ ー ド 配 列 の 異 な る 領 域 を 標 的 と す る よ う に 設 計 し た 。 ｅ Ｎ Ｔ ２ お よ び ｅ Ｎ Ｔ ５ の み が

わ ず か な 抑 制 を 示 し た 。 ７ Ａ お よ び ７ Ｂ か ら の 蛍 光 結 果 は 平 均 お よ び 二 つ の 生 物 学 的 複 製

物 の エ ラ ー を 示 す 。

【 ０ ５ ８ ７ 】

　 図 ５ ２ は 図 ４ ５ に 関 連 し て お り 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 抑 制 が 標 的 座 位 に 依 存 し 、 お よ び 転 写 開 始

か ら の 距 離 に 比 較 的 依 存 す る こ と を 示 す 。 同 一 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 異 な る プ ロ モ ー タ ー

を 伴 う 同 一 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 を 抑 制 し た 。 Ｃ ａ ｓ ９ ／ ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 は 、 一 過 性 的 に 形

質 移 入 し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ か ら の 転 写 を 抑 制 し た 。 転 写 抑 制 の 量 は ゲ ノ ム 遺 伝 子 に 関 し

て 観 察 さ れ た も の よ り 少 し だ け 良 く （ ６ ３ ％ ） 、 Ｇ Ｆ Ｐ 陰 性 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は ｓ ｇ

Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 下 で 上 昇 し た 。 標 的 座 位 は 転 写 開 始 か ら 異 な る 距 離 を 有 す る 。 Ｓ Ｖ ４ ０ － Ｅ

Ｇ Ｆ Ｐ が 抑 制 を 示 す 一 方 で 、 Ｌ Ｔ Ｒ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ は 効 果 を 一 切 有 さ な か っ た 。 蛍 光 結 果 は 平

均 お よ び 二 つ の 生 物 学 的 複 製 物 の エ ラ ー を 示 す 。

【 ０ ５ ８ ８ 】

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は 効 率 的 か つ 選 択 的 に 標 的 遺 伝 子 の 転 写 を 抑 制 す る

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム は 標 的 遺 伝 子 調 節 の た め に 比 較 的 単 純 な プ ラ ッ ト フ ォ ー ム で あ る

。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は 複 雑 な 宿 主 因 子 の 存 在 に 依 存 せ ず 、 そ の 代 わ り に ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ ン パ ク

質 お よ び 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ を 必 要 と す る だ け で あ り 、 従 っ て 、 融 通 性 が あ り 非 常 に 設 計 し や す い

。 シ ス テ ム は 細 菌 内 の 遺 伝 子 を 効 果 的 に サ イ レ ン シ ン グ で き る 。 サ イ レ ン シ ン グ は 、 オ フ

タ ー ゲ ッ ト 効 果 が 一 切 検 知 さ れ な か っ た 通 り 、 大 変 効 率 的 で あ る 。 さ ら に 、 標 的 座 位 お よ

び ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ と 標 的 遺 伝 子 と の 間 の 塩 基 対 形 成 の 度 合 い を 変 え る こ と で 、 ノ ッ ク ダ ウ ン の

効 率 を 調 節 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ っ て 、 必 須 遺 伝 子 の 研 究 に 特 に 有 益 で あ る 特 色 で

あ る 、 対 立 遺 伝 子 の 一 連 の ハ イ ポ モ ル フ を 作 成 す る こ と が 可 能 に な る で あ ろ う 。 シ ス テ ム

は 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 設 計 す る こ と で 簡 単 に プ ロ グ ラ ム で き る 方 法 で 転 写 を 直 接 遮 断 す る こ と

で 、 機 能 す る 。 メ カ ニ ズ ム 的 に は 、 こ れ は 、 す で に 転 写 さ れ た ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 破 壊 を 要 す る

Ｒ Ｎ Ａ ｉ ベ ー ス の サ イ レ ン シ ン グ と は 異 な る 。

【 ０ ５ ８ ９ 】

　 さ ら に 、 こ れ ら ｄ Ｃ ａ ｓ ９ ： ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 は 、 そ れ ら の 同 種 ｔ ｒ ａ ｎ ｓ 作 動 性 転 写

因 子 の 会 合 を 立 体 的 に 遮 断 し 、 任 意 の プ ロ モ ー タ ー 内 の 重 要 な ｃ ｉ ｓ 作 動 性 モ チ ー フ を 標

的 と す る こ と で 、 転 写 の 調 節 も で き る 。 こ の よ う に 、 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン ツ ー ル と し て の

そ れ の 利 用 に 加 え 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は プ ロ モ ー タ ー の 機 能 性 マ ッ ピ ン グ お よ び 他 の ゲ ノ ム

制 御 モ ジ ュ ー ル の た め に 使 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ５ ９ ０ 】

Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は ゲ ノ ム 規 模 の 分 析 お よ び 調 節 に 適 し て い る 。

【 ０ ５ ９ １ 】

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ 方 法 は Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 に 基 づ い て お り 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 断 片 の

み が 特 異 的 遺 伝 子 標 的 の た め に 設 計 さ れ る 必 要 が あ る 。 大 規 模 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

合 成 技 術 の 発 達 に 伴 い 、 ゲ ノ ム 標 的 の た め に 特 有 の ２ ０ ｂ ｐ 領 域 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド の 大 き な セ ッ ト を 作 成 す る こ と は 、 迅 速 か つ 費 用 が か か ら な い 。 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て 、 大 量 の 個 々 の 遺 伝 子 を 標 的 し て 遺 伝 子 機 能 を 推 測 し 、 ま た は

、 遺 伝 子 対 を 標 的 し て 遺 伝 子 相 互 作 用 を マ ッ ピ ン グ す る こ と が 可 能 に な り 得 る 。 さ ら に 、

小 さ な サ イ ズ の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 複 数 の 要 素 を 同 一 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 す る こ と を 可 能

に す る よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ を 用 い て 、 遺 伝 子 の 大 き な セ ッ ト を 同 時 に 調 節 し 得 る 。

【 ０ ５ ９ ２ 】
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Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は 微 生 物 ゲ ノ ム を 操 作 す る た め の 新 し い ツ ー ル を 提 供 す る

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は コ ン パ ク ト か つ 自 給 自 足 型 で あ る た め 、 異 な る 有 機

体 に 適 応 さ せ る こ と が で き る 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は 、 病 原 菌 ま た は 産 業 上 有 益 な 有 機 体 を 含

む 、 遺 伝 子 工 学 方 法 が あ ま り 発 達 し て い な い 非 モ デ ル 有 機 体 を 研 究 す る た め に 強 力 な ツ ー

ル で あ る 。 ほ と ん ど の 真 核 生 物 と 違 い 、 多 く の 細 菌 は Ｒ Ｎ Ａ ｉ 機 構 に 欠 け る 。 そ の 結 果 、

設 計 合 成 配 列 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い た 内 在 性 遺 伝 子 の 調 節 は 現 在 限 ら れ て い る 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ は

、 微 生 物 内 の 遺 伝 子 の 乱 れ の た め の Ｒ Ｎ Ａ ｉ 様 方 法 を 提 供 し 得 る 。

【 ０ ５ ９ ３ 】

転 写 制 御 ネ ッ ト ワ ー ク を 操 作 す る た め の プ ラ ッ ト フ ォ ー ム と し て の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ を 、 転 写 制 御 ネ ッ ト ワ ー ク を 操 作 す る た め の 柔 軟 な フ レ ー ム ワ ー ク と し

て 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 実 質 的 に Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 Ｄ Ｎ

Ａ 結 合 複 合 体 で あ る た め 、 多 種 多 様 な 制 御 機 構 を ゲ ノ ム 内 の 特 定 の 部 位 に 誘 導 す る た め の

柔 軟 な 足 場 配 列 も 提 供 す る 。 標 的 遺 伝 子 の 転 写 を 単 に 遮 断 す る こ と を 超 え 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ タ

ン パ ク 質 を 多 く の 制 御 ド メ イ ン に 結 合 さ せ て 異 な る 生 物 学 的 プ ロ セ ス を 調 節 す る 、 お よ び

、 異 な る 機 能 上 の 結 果 （ た と え ば 、 転 写 活 性 化 、 ク ロ マ チ ン 修 飾 ） を 引 き 起 こ す こ と が 可

能 で あ る 。

【 ０ ５ ９ ４ 】

　 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム に お い て 、 複 数 の ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ を 、 一 つ の 上 流 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ が 別 の

下 流 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 制 御 す る 転 写 回 路 内 に 結 び つ け る こ と も 可 能 で あ る 。 微 生 物 内 の

Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 短 命 で あ る 傾 向 に あ る た め 、 ｓ ｇ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 プ ロ グ ラ

ム は 、 タ ン パ ク 質 発 現 お よ び 分 解 と い っ た 遅 い プ ロ セ ス を 含 む 回 路 と は 異 な る 、 素 早 い 動

態 を 示 し 得 る と 我 々 は 考 え る 。 つ ま り 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ｉ シ ス テ ム は ゲ ノ ム 規 模 の 機 能 性 プ

ロ フ ァ イ リ ン グ 、 微 生 物 代 謝 工 学 お よ び 細 胞 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ を 含 む 、 様 々 な 生 物 学 医 療

研 究 お よ び 臨 床 応 用 に 適 し た 一 般 的 な 遺 伝 子 プ ロ グ ラ ミ ン グ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム で あ る 。

【 ０ ５ ９ ５ 】

実 施 例 ５ ： キ メ ラ 部 位 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド を 使 っ て ヒ ト 細 胞 の 転 写 を 調 節 （ 活 性 化 ま た は

抑 制 ） し 得 る 。

【 ０ ５ ９ ６ 】

　 ヒ ト 細 胞 で 、 触 媒 的 に 不 活 性 な Ｃ ａ ｓ ９ お よ び 活 性 化 因 子 ド メ イ ン ま た は 抑 制 因 子 ド メ

イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ か ら の 転 写 を そ れ ぞ れ 増 大 ま た は 減 少 さ せ 得 る

こ と を 我 々 は 実 証 し た 。

【 ０ ５ ９ ７ 】

　 図 ５ ５ 。 ヒ ト 化 し た 触 媒 的 に 不 活 性 な Ｃ ａ ｓ ９ を 転 写 活 性 化 因 子 ド メ イ ン Ｖ Ｐ ６ ４ と 融

合 し た 。 （ Ａ ） こ の シ ス テ ム を 用 い た 遺 伝 子 活 性 化 の 効 率 を 試 験 す る た め 、 Ｇ Ｆ Ｐ を 制 御

す る Ｇ Ａ Ｌ ４ 　 Ｕ Ａ Ｓ 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ （ ヒ ト 組 織 培 養 細 胞 ） ゲ ノ ム に

挿 入 し た 。 （ Ｂ ） Ｇ Ａ Ｌ ４ 　 Ｕ Ａ Ｓ プ ロ モ ー タ ー は 酵 母 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 Ｇ Ａ Ｌ ４ の 存

在 下 で 誘 導 さ れ 得 る 。 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － Ｖ Ｐ ６ ４ 融 合 は 、 Ｇ Ａ Ｌ ４ 　 Ｕ Ａ Ｓ 領 域 に 結 合 す る 同

種 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 下 で は Ｇ Ａ Ｌ ４ 　 Ｕ Ａ Ｓ を ２ ０ 倍 効 率 的 に 活 性 化 し 得 る 。 （ Ｃ ） ｄ Ｃ

ａ ｓ ９ － Ｖ Ｐ ６ ４ 活 性 化 の 顕 微 鏡 画 像 で あ る 。 （ Ｄ ） ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － Ｖ Ｐ ６ ４ 活 性 化 の た め

の フ ロ ー サ イ コ メ ト リ ー デ ー タ で あ る 。

【 ０ ５ ９ ８ 】

　 図 ５ ６ 　 ヒ ト 化 し た 触 媒 的 に 不 活 性 な Ｃ ａ ｓ ９ を 転 写 抑 制 因 子 ド メ イ ン Ｋ Ｒ Ａ Ｂ と 融 合

し た 。 （ 上 部 ） 良 く 特 徴 づ け さ れ た プ ロ モ ー タ ー で あ る Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 標 的

と す る １ ０ 個 の 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ コ ー ド 領 域 を 標 的 と す る １ 個 の 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ を 設

計 し た 。 （ 下 部 ） 非 キ メ ラ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ を 用 い て 、 Ｐ ９ お よ び Ｎ Ｔ ２ の ｇ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て ２

～ ３ 倍 の 抑 制 を 観 察 し た 。 こ の 効 率 を 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － Ｋ Ｒ Ａ Ｂ 融 合 を 用 い て 大 い に 向 上 さ

せ た 。 た と え ば 、 ｄ Ｃ ａ ｓ ９ － Ｋ Ｒ Ａ Ｂ 融 合 で 、 Ｐ ９ お よ び Ｎ Ｔ ２ は そ れ ぞ れ ２ ０ 倍 お よ

び １ ５ 倍 の 抑 制 を 示 し た 。 さ ら に 、 Ｐ １ ～ Ｐ ６ は 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 使 用 さ れ た 際 、 発 現

に お い て 著 し い 減 少 を 示 し た が 、 非 キ メ ラ ｄ Ｃ ａ ｓ ９ が 使 用 さ れ た 際 は 、 限 ら れ た 抑 制 を

示 し た 。
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【 ０ ５ ９ ９ 】

実 施 例 ６ ： Ｃ ａ ｓ ９ は 、 天 然 に 存 在 し な い 人 工 誘 導 Ｒ Ｎ Ａ を 使 っ て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 を 実

施 し 得 る

　 人 工 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び 人 工 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｔ ｒ

ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 天 然 に 存 在 す る 転 写 物 の タ ン パ ク 質 結 合 断 片 に 基 づ い て 設 計 し 、 Ｓ ． ピ オ

ゲ ネ ス ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の 非 対 称 バ ル ジ を 模 倣 す る よ う に 修 飾 し た （

図 ５ ７ Ａ に 示 さ れ る 人 工 （ 上 部 ） お よ び 天 然 （ 下 部 ） Ｒ Ｎ Ａ 分 子 双 方 の タ ン パ ク 質 結 合 ド

メ イ ン の バ ル ジ を 参 照 さ れ た い ） 。 人 工 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は 天 然 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と

５ ０ ％ 未 満 の 同 一 性 を 共 有 す る 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ タ ン パ ク 質 結 合 二 重 鎖 の

予 想 さ れ る 二 次 構 造 は 、 双 方 の Ｒ Ｎ Ａ 対 に 関 し て は 同 じ で あ る が 、 残 り の Ｒ Ｎ Ａ の 予 想 さ

れ た 構 造 は か な り 異 な る 。

【 ０ ６ ０ ０ 】

　 図 ５ ７ は 、 天 然 に 存 在 す る ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ と ほ ん の 少 し し か 共 有 し

な い （ だ い た い ５ ０ ％ の 同 一 性 ） 人 工 配 列 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ と 機 能 し て Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の

タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン の 構 造 が 保 存 さ れ る 限 り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し 得 る こ と を 実 証 す

る 。 （ Ａ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 並 び に 人 工 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ

Ａ お よ び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 折 り 畳 み 。 （ Ｂ ） Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ お よ び ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ ロ グ の 組 み 合 わ せ を 用 い て プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 切 断 ア ッ セ イ を 実 施

し た 。 Ｓ ｐ ｙ － Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス 、 Ｌ ｉ ｎ － Ｌ ． イ ノ キ ュ ア 、 Ｎ ｍ ｅ － Ｎ ． メ ニ ン ギ テ ィ デ

ィ ス 、 Ｐ ｍ ｕ － Ｐ ． マ ル ト シ ダ 。 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ は い く つ か に よ っ て は 誘 導 さ れ

得 る が 、 選 択 さ れ る 細 胞 種 に 天 然 に 存 在 す る 全 て の ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ オ ル ソ

ロ グ に よ っ て で は な い 。 特 に 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス Ｃ ａ ｓ ９ は 、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ シ ス テ ム に 完 全

に 関 連 し て い な い 配 列 を 用 い て 、 天 然 に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ の タ ン パ ク 質 結 合 断

片 の 構 造 に 基 づ い て 設 計 さ れ た 人 工 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ： ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 対 に よ っ て 誘 導 さ れ 得

る 。

【 ０ ６ ０ １ 】

　 使 用 さ れ た 人 工 ＂ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ＂ （ 活 性 化 Ｒ Ｎ Ａ ） は 、 ５ ＇ － Ｇ Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ Ｃ Ｃ Ｃ Ｕ

Ｕ Ｕ Ｕ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｕ Ｃ Ｕ Ｃ Ｃ Ｕ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｕ Ａ Ｕ Ｃ Ｕ Ｕ Ｃ Ｕ Ｕ Ａ Ｇ Ｇ Ｕ Ｇ Ｃ Ｃ

Ｃ Ｕ Ｃ Ｃ Ｃ Ｕ Ｕ Ｇ Ｕ Ｕ Ｕ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｕ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｕ Ｕ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｕ Ｇ Ｇ Ｕ Ｕ Ａ Ｇ Ｇ

Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ － ３ ＇ （ 配 列 番 号 １ ３ ４ ７ ） で あ っ た 。 使 用 さ れ た 人 工 ＂ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ＂ （ 標 的

化 Ｒ Ｎ Ａ ） は 、 ： ５ ＇ － Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｕ Ｕ Ｕ Ａ Ｕ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ － ３ ＇ （ 配 列 番

号 １ ３ ４ ８ ） で あ っ た 。

【 ０ ６ ０ ２ 】

実 施 例 ７ ： 非 ヒ ト 遺 伝 子 組 み 換 え 体 の 作 成

　 Ｃ ａ ｓ ９ を 発 現 す る 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス （ 非 改 変 、 減 少 し た 酵 素 活 性 を 有 す る よ う に

改 変 さ れ た 、 上 記 の い ず れ か の 目 的 の た め に 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 改 変 さ れ た 、 の い ず れ

か ） を 、 当 該 技 術 分 野 の 当 業 者 に は 公 知 の 従 来 の 方 法 を 用 い て 作 成 す る （ た と え ば 、 （ ｉ

） マ ウ ス 胚 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） の 標 的 座 位 （ た と え ば Ｒ Ｏ Ｓ Ａ ２ ６ ） で の 遺 伝 子 ノ ッ ク イ

ン に 続 く 胚 盤 胞 注 入 お よ び キ メ ラ マ ウ ス の 作 成 ； （ ｉ ｉ ） 無 作 為 に 組 み 込 む 導 入 遺 伝 子 の

受 精 し た マ ウ ス 卵 母 細 胞 の 前 核 へ の 注 入 に 続 く 偽 妊 娠 雌 へ の 卵 細 胞 着 床 ； な ど ） 。 Ｃ ａ ｓ

９ タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も 胚 幹 細 胞 で 発 現 す る プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 、 さ ら に 、

一 時 的 ま た は 組 織 特 異 的 な 制 御 下 に あ り 得 る （ た と え ば 、 薬 剤 誘 導 性 、 Ｃ ｒ ｅ ／ Ｌ ｏ ｘ ベ

ー ス プ ロ モ ー タ ー シ ス テ ム に よ っ て 制 御 さ れ る 、 な ど ） 。 一 度 導 入 遺 伝 子 Ｃ ａ ｓ ９ を 発 現

す る マ ウ ス の 株 を 作 成 す る と 、 胚 幹 細 胞 を 単 離 、 培 養 し 、 い く つ か の 場 合 で は 、 Ｅ Ｓ 細 胞

を 今 後 の 使 用 の た め に 凍 結 す る 。 単 離 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 は Ｃ ａ ｓ ９ を 発 現 す る た め （ ま た 、

い く つ か の 場 合 で そ の 発 現 は 一 時 的 な 制 御 下 （ た と え ば 薬 剤 誘 導 性 ） で あ る た め 、 新 し い

ノ ッ ク ア ウ ト ま た は ノ ッ ク イ ン 細 胞 （ お よ び 、 従 っ て 、 マ ウ ス ） は 、 特 定 の 選 択 座 位 に ｃ

ａ ｓ ９ を 標 的 と す る 適 切 に 設 計 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 導 入 す る こ と で 、 ゲ ノ ム 内 の

い ず れ か の 所 望 す る 座 位 で 急 速 に 作 成 さ れ る 。 そ の よ う な シ ス テ ム 、 お よ び そ の 多 く の 変

化 形 を 用 い て 、 任 意 の 選 択 座 位 に お い て 新 た な 遺 伝 子 組 み 換 え 生 物 を 作 成 す る 。 修 飾 Ｃ ａ
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ｓ ９ を 使 用 し て 転 写 を 調 節 、 お よ び ／ ま た は Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 、 お よ び ／ ま た は Ｄ Ｎ Ａ に 関 連

し た ポ リ ペ プ チ ド を 修 飾 す る 場 合 、 単 純 に 、 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 化 Ｒ Ｎ Ａ を 所 望 す る Ｃ ａ ｓ

９ 発 現 細 胞 に 導 入 す る こ と で 、 任 意 の 選 択 遺 伝 子 （ ま た は 、 任 意 の 選 択 発 現 産 物 、 ま た は

、 任 意 の 選 択 ゲ ノ ム 座 位 ） の 性 質 を 研 究 す る た め に Ｅ Ｓ 細 胞 そ の も の （ ま た は 、 Ｅ Ｓ 細 胞

由 来 の い ず れ か の 分 化 細 胞 （ た と え ば 、 マ ウ ス 全 体 、 分 化 細 胞 株 な ど ） が 使 用 さ れ る 。

【 ０ ６ ０ ３ 】

　 本 発 明 は 、 そ の 具 体 的 な 実 施 形 態 へ の 参 照 と 共 に 説 明 さ れ て き た が 、 一 方 で 、 本 発 明 の

真 の 趣 旨 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 様 々 な 変 更 が な さ れ 得 、 同 等 物 が 置 き 換 え ら れ

得 る こ と を 当 業 者 は 理 解 す る べ き で あ る 。 さ ら に 、 特 定 の 状 況 、 材 料 、 物 質 の 組 成 、 プ ロ

セ ス 、 プ ロ セ ス 工 程 （ 単 数 ） ま た は 工 程 （ 複 数 ） を 本 発 明 の 目 的 、 主 旨 お よ び 範 囲 に 適 応

さ せ る た め に 、 多 く の 修 正 が な さ れ 得 る 。 そ の よ う な 修 正 は 全 て こ こ に 付 属 さ れ る 特 許 請

求 の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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