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(57)【要約】
　シチジンデアミナーゼ活性を示す第１のドメインと特
異的又は非特異的ＤＮＡ結合活性を与える第２のドメイ
ンとを少なくとも含む分子を利用した、真核細胞内での
メチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化について記載する。本
発明の分子は、体細胞核移植と癌治療に有用である。



(2) JP 2009-532053 A 2009.9.10

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　シチジンデアミナーゼ活性を示す第１のドメインとＤＮＡ結合活性を与える第２のドメ
インとを少なくとも含む、真核細胞内でのメチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起するこ
とのできる単離ポリペプチド分子。
【請求項２】
　核移行シグナルをさらに有する請求項１に記載の分子。
【請求項３】
　前記核移行シグナルは、前記第１のドメイン内に含まれる請求項２に記載の分子。
【請求項４】
　前記第１のドメインは、活性化誘導性シチジンデアミナーゼ（Ａｉｄ）のシチジンデア
ミナーゼドメインを含むことを特徴とする請求項１～３のいずれか一項に記載の分子。
【請求項５】
　前記第１のドメインは、配列番号１に示すＡｉｄΔＮＥＳ配列を含む請求項４に記載の
分子。
【請求項６】
　前記第１のドメインは、Ａｐｏｂｅｃ１のシチジンデアミナーゼドメインを含む請求項
１～３のいずれか一項に記載の分子。
【請求項７】
　前記第２のドメインは、非配列特異的ＤＮＡ結合ドメインを含むことを特徴とする請求
項１～６のいずれか一項に記載の分子。
【請求項８】
　前記第２のドメインは、配列特異的ＤＮＡ結合ドメインを含む請求項１～６のいずれか
一項に記載の分子。
【請求項９】
　前記配列特異的ＤＮＡ結合ドメインは、ジンクフィンガードメイン、ロイシンジッパー
ドメイン、ヘリックス－ターン－ヘリックスドメイン、ステロイド受容体ＤＮＡ結合ドメ
イン、およびホメオドメインからなる群より選ばれるドメインを含む請求項８に記載の分
子。
【請求項１０】
　前記配列特異的ＤＮＡ結合ドメインは、発現が多能性表現型に関連する１種以上の遺伝
子の、プロモーター領域に存在する結合配列を標的とする請求項８又は９に記載の分子。
【請求項１１】
　前記配列特異的ＤＮＡ結合ドメインは、発現が腫瘍抑制表現型に関連する１種以上の遺
伝子の、プロモーター領域に存在する結合配列を標的とすることを特徴とする請求項８又
は９に記載の分子。
【請求項１２】
　前記細胞は、哺乳類細胞である請求項１～１１のいずれか一項に記載の分子。
【請求項１３】
　前記細胞は、ヒト細胞である請求項１２に記載の分子。
【請求項１４】
　前記細胞は、多能性細胞である請求項１３に記載の分子。
【請求項１５】
　前記細胞は、体細胞である請求項１３に記載の分子。
【請求項１６】
　前記細胞は、癌細胞である請求項１３に記載の分子。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載のポリペプチド分子をコードする単離核酸分子。
【請求項１８】
　真核細胞内でのメチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起することのできるポリペプチド
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分子の、トランスフェクションおよび前記細胞内での発現用の発現ベクターであって、前
記ベクターは、シチジンデアミナーゼ活性を示すポリペプチド配列をコードする第１の核
酸配列を含むコード配列を含み、前記第１の配列は、少なくとも、ＤＮＡ結合活性を与え
るポリペプチド配列をコードする第２の核酸配列に連結し、前記第１および第２の核酸配
列は、操作可能にプロモーター配列に連結されてある発現ベクター。
【請求項１９】
　１種以上の選択マーカー配列および／又はレポーター遺伝子配列をさらに含む請求項１
８に記載の発現ベクター。
【請求項２０】
　前記第１および第２の核酸配列は、１種以上の介在配列によって隔てられている請求項
１８又は１９に記載の発現ベクター。
【請求項２１】
　前記プロモーター配列は、構成的プロモーターおよび誘導性プロモーターのいずれかか
ら選択されることを特徴とする請求項１８～２０のいずれか一項に記載の発現ベクター。
【請求項２２】
　前記誘導性プロモーターは、Ｔｅｔ制御性プロモーター、タモキシフェン制御性プロモ
ーター、およびステロイドホルモン制御性プロモーターからなる群より選ばれる請求項２
１に記載の発現ベクター。
【請求項２３】
　核移行シグナルをコードする配列をさらに含む請求項１８～２２のいずれか一項に記載
の発現ベクター。
【請求項２４】
　請求項１７に記載の核酸分子を含むことを特徴とする請求項１８～２３のいずれか一項
に記載の発現ベクター。
【請求項２５】
　プラスミド、コスミド、ウイルスベクター、および人工染色体からなる群より選ばれる
請求項１８～２４のいずれか一項に記載の発現ベクター。
【請求項２６】
　前記細胞は、哺乳類細胞である請求項１８～２５のいずれか一項に記載の発現ベクター
。
【請求項２７】
　前記細胞は、ヒト細胞である請求項２６に記載の発現ベクター。
【請求項２８】
　前記細胞は、多能性細胞である請求項２６又は２７に記載の発現ベクター。
【請求項２９】
　前記細胞は、体細胞である請求項２６又は２７に記載の発現ベクター。
【請求項３０】
　前記細胞は、癌細胞である請求項２６又は２７に記載の発現ベクター。
【請求項３１】
　真核細胞のトランスフェクション用核酸ベクターであって、前記ベクターは、前記哺乳
類細胞内でのメチル化ゲノムＤＮＡの脱メチル化を惹起することのできる分子をコードす
る配列を含み、かつ、シチジンデアミナーゼ活性を示すポリペプチドをコードする第１の
核酸配列とそれに連結したＤＮＡ結合活性を示すポリペプチド配列をコードする第２の核
酸配列とを含み、前記第１および第２の配列は、操作可能にプロモーター配列に連結して
いる核酸ベクター。
【請求項３２】
　請求項１７に記載の核酸分子を含む請求項３１に記載のベクター。
【請求項３３】
　前記第１および第２の核酸配列は、１種以上の介在配列によって隔てられている請求項
３１又は３２に記載のベクター。
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【請求項３４】
　プラスミド、コスミド、ウイルスベクター、および人工染色体からなる群より選ばれる
請求項３１～３３のいずれか一項に記載のベクター。
【請求項３５】
　標的細胞を、請求項１８～３０のいずれか一項に記載の発現ベクターでトランスフェク
トするステップと、必要に応じて、前記標的細胞内で前記発現ベクターの発現を惹起する
ステップとを含む、標的細胞内でのメチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起する方法。
【請求項３６】
　前記ＤＮＡ配列の脱メチル化は、前記標的細胞のゲノム内のエピジェネティックインな
プリンティングを除去する目的で行う請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　標的細胞を請求項３１～３４のいずれか一項に記載の核酸ベクターでトランスフェクト
するステップと、必要に応じて、前記標的細胞内で前記発現ベクターの発現を惹起するス
テップとを含む、標的細胞内でのメチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起する方法。
【請求項３８】
　前記ＤＮＡ配列の脱メチル化は、前記標的細胞のゲノム内のエピジェネティックなイン
プリンティングを除去する目的で行う請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　体細胞のゲノム内に位置する少なくとも１つのメチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起
することのできるポリペプチド分子であって、シチジンデアミナーゼ活性を示す第１のド
メインとＤＮＡ結合活性を与える第２のドメインとを少なくとも含む分子を、体細胞核ド
ナー内で発現するステップを含む、体細胞核移植（ＳＣＮＴ）術を行う方法。
【請求項４０】
　癌細胞のゲノム内に位置する少なくとも１つのメチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起
することのできるポリペプチド分子であって、シチジンデアミナーゼ活性を示す第１のド
メインとＤＮＡ結合活性を与える第２のドメインとを少なくとも含む分子を、患者の少な
くとも１個の癌細胞内で発現するステップを含む、患者体内に存在する癌を処置する方法
。
【請求項４１】
　非ヒト動物のゲノム内に安定的に組み込まれた請求項１７に記載の核酸分子を含むトラ
ンスジェニック非ヒト動物。
【請求項４２】
　前記核酸分子の発現が、異種性の誘導性プロモーターに制御される請求項４１に記載の
トランスジェニック非ヒト動物。
【請求項４３】
　前記核酸分子の発現が、内因性の誘導性プロモーターに制御される請求項４１に記載の
トランスジェニック非ヒト動物。
【請求項４４】
　前記非ヒト動物がマウスである請求項４１～４３のいずれか一項に記載のトランスジェ
ニック非ヒト動物。
【請求項４５】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の分子と薬学的に許容可能な担体とを含む医薬組
成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、動物細胞におけるゲノムＤＮＡのエピジェネティックな修飾の分野に関する
。本発明は特に、哺乳類細胞におけるゲノムＤＮＡのメチル化を制御する方法および組成
物に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　エピジェネティックスは、遺伝子のヌクレオチド配列にコードされない情報の、単細胞
又は多細胞生物からその子孫への伝達に関するものである。エピジェネティック情報を伝
達する機構の一つとして、多細胞生物のゲノムＤＮＡにおけるシトシン（Ｃ）塩基のメチ
ル化によるものがある。
【０００３】
　多細胞生物におけるＤＮＡメチル化は、主にＣｐＧジヌクレオチドで起きており、発達
および遺伝子発現のエピジェネティック制御（例えばゲノムインプリンティング、Ｘ染色
体不活化、転移因子の発現停止）において、重要な調節的機能を有しており、発達におけ
る遺伝子の発現停止において、おそらくは幅広い役割を担っている。ＤＮＡ複製の間、主
要維持メチルトランスフェラーゼＤｎｍｔ１が不活化されることによって、ＤＮＡのメチ
ル化が喪失しうる。さらに哺乳類および植物においては、ＤＮＡの複製を経ずに脱メチル
化が起こる例が数多く存在しており、従って脱メチル化は、活性酵素プロセスである可能
性が高い。
【０００４】
　ＤＮＡの活性的脱メチル化は、動植物の様々な生物学的システムにおいて起こると考え
られているが、分子レベルでのメカニズムはまだ解明されていない。シロイヌナズナ（Ar
abidopsis）では、ＤＮＡグリコシラーゼDemeterが、ＤＮＡから５－メチルシトシンを切
り出すものであり、インプリンティング遺伝子であるMedeaの母系対立遺伝子の活性化に
必要であることが判明している。
【０００５】
　癌については、腫瘍細胞のほとんどが、異常なＤＮＡエピジェネティックインプリンテ
ィングを示すことが実証されている（FeinbergおよびVogelstein、１９８３年）。研究の
結果、癌細胞内の腫瘍抑制遺伝子が、ＤＮＡメチル化によって発現停止することが示され
ている（LykoおよびBrown、２００５年）。胃癌においては、遺伝子ＣＤＫＮ２Ａ、ＣＤ
Ｈ１、ｈＭＬＨ１およびＲＵＮＸ３が不活化される原因は、それぞれのプロモーターにお
けるＤＮＡメチル化であると説明されており、上記遺伝子およびその他の遺伝子はヘリコ
バクター・ピロリによる感染に応じてメチル化されると考えられている（Ushijima、2007
年）。
【０００６】
　癌は、米国において第２位の死因である。およそ１０１０万人の米国人が、癌であると
診断されている。２００２年には、米国で１２４万４６人が癌であると診断されている（
疾病対策予防センター（２００４年、２００５年）および国立癌研究所（２００５年）の
情報）。一例として、英国癌研究所によると、英国では毎年約４万４１００人（すなわち
新たな全癌患者の１６％）が乳癌であると診断されており、毎年１万２４００を超える人
が乳癌を原因として死亡している。同じ期間に、英国では約７０００人（新たな全癌患者
の３％）が新たに膵癌であると診断され、ほぼ同数が死亡している。エピジェネティック
変化の制御が起こる理由と機構を解明することが、癌の理解、検出および治療にとって重
要である。
【０００７】
　メチル化とその結果起こる遺伝子発現停止は、癌の発達と進行において重要な役割を担
っている。従来の化学療法に応答しにくいタイプの癌を標的可能とする方法の一例として
、癌細胞において誘導される異常型メチル化パターンを逆転することが挙げられる。また
、ＤＮＡメチル化を標的とするエピジェネティック治療因子を用いて、進行癌や手術不能
の癌を治療したり、他の従来の既存の治療の補助として用いることもできる。
【０００８】
　体細胞核移植（ＳＣＮＴ）は、家畜生産用（クローニング用又は幹細胞治療用）、タン
パク質のバイオマニュファクチャリング（biomanufacturing）用、および疾患モデル用の
動物を得るのに用いられている（Wilmut他、２００２年）。体細胞ドナー核を多能性（pl
uripotent）状態に再プログラムするためにＳＣＮＴを応用する際の主な障害は、レシピ
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エント卵母細胞によるドナーゲノムの脱メチル化が非効率的である。ＤＮＡメチル化のゲ
ノムパターンは、初期胚および始原生殖細胞でゲノムワイドに再プログラム化されること
が分かっている。従って、インヴィヴォで標的化可能にエピジェネティック再プログラム
化を操作が可能であることは、再生医療および癌治療における重要な用途となりうる。
【０００９】
　脱メチル化の生化学的経路が数種類存在することが示唆されているが、最近まで、これ
らのいずれもインヴィヴォで操作可能であることが示されていなかった。大腸菌を用いた
インヴィトロ研究の結果、シチジンデアミナーゼである活性化誘導性シチジンデアミナー
ゼ（Ａｉｄ）とＡｐｏｂｅｃ１が、ＤＮＡ中の５－メチルシトシンを脱アミノ化できるこ
とが示されている（Morgan他、２００４年）。この脱アミノ化の結果、チミン塩基がグア
ニンに対面し、これが内因性ＤＮＡミスマッチ修復機構によってシトシンに修復されるた
め、効率的な脱メチル化が得られる。ミスマッチ修復がなされない場合には、脱アミノ化
で転換変異を引き起こすことができる。
【００１０】
　免疫グロブリン遺伝子座の特定領域におけるシトシンの脱アミノ化を介した、抗体遺伝
子多様化と体細胞突然変異（ＳＭＨ）におけるＡｉｄの役割について、これまでに特徴が
解明されている（Neuberger他、２００３年）。生物体において、Ａｉｄは主に細胞質内
に含まれ、そこで厳密に制御されている（Rada他、２００２年）。Ａｉｄ活性は、細胞内
の他のタンパク質との相互作用によって調節されていると思われる。よって、「制御され
ていない」脱アミノ化活性は、ゲノムの突然変異および／又はエピジェネティックに発現
停止した遺伝子の活性化を増加させる恐れがあり、細胞に有害となりうるという理由から
、Ａｉｄはインヴィヴォで厳密に制御されていると考えられている。
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【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　従って、動物細胞、好ましくは哺乳類体細胞内でのゲノムＤＮＡの包括的なあるいは標
的化した脱メチル化を、そのＤＮＡの配列の完全性を維持しつつ提供する新規な組成物お
よび方法が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明の第１の側面において、シチジンデアミナーゼ活性を示す第１のドメインとＤＮ
Ａ結合活性を与える第２のドメインとを少なくとも含む、真核細胞内でのメチル化ＤＮＡ
配列の脱メチル化を惹起することのできる単離ポリペプチド分子が提供される。特定の態
様において、本発明の分子は核移行シグナルをさらに有していてもよく、前記核移行シグ
ナルは、前記第１のドメイン内に含まれていてもよいし、含まれていなくてもよい。好ま
しくは前記第１のドメインは、活性化誘導性シチジンデアミナーゼ（Ａｉｄ）のシチジン
デアミナーゼドメインを含む。特定の態様において、前記第１のドメインは、配列番号１
に示すＡｉｄΔＮＥＳ配列を含む。あるいは前記第１のドメインは、Ａｐｏｂｅｃ１のシ
チジンデアミナーゼドメインを含む。
【００１４】
　本発明の特定の態様において、前記第２のドメインは、非配列特異的ＤＮＡ結合ドメイ
ン又は配列特異的ＤＮＡ結合ドメインのいずれかを含む。配列特異的ＤＮＡ結合ドメイン
の場合、ジンクフィンガードメイン、ロイシンジッパードメイン、ヘリックス－ターン－
ヘリックスドメイン、ステロイド受容体ＤＮＡ結合ドメイン、およびホメオドメインから
選択されるドメインを含んでいてもよい。あるいは任意に、前記配列特異的ＤＮＡ結合ド
メインは、発現が多能性表現型に関連する１種以上の遺伝子の、プロモーター領域に存在
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する結合配列を標的とする。好適には、前記配列特異的ＤＮＡ結合ドメインは、発現が腫
瘍抑制表現型に関連する１種以上の遺伝子の、プロモーター領域に存在する結合配列を標
的とする。
【００１５】
　本発明の特定の態様において、前記細胞は哺乳類細胞であり、あるいは任意にヒト細胞
であってもよい。本発明の更なる態様において、前記細胞は多能性細胞、体細胞又は癌細
胞であってもよい。
【００１６】
　本発明の第２の側面において、上述の態様のいずれかに記載のポリペプチド分子をコー
ドする単離核酸分子が提供される。
【００１７】
　本発明の第３の側面において、真核細胞内でのメチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起
することのできるポリペプチド分子の、トランスフェクションおよび前記細胞内での発現
用の発現ベクターが提供される。前記ベクターは、シチジンデアミナーゼ活性を示すポリ
ペプチド配列をコードする第１の核酸配列を含むコード配列を有し、前記第１の配列は、
少なくとも、ＤＮＡ結合活性を与えるポリペプチド配列をコードする第２の核酸配列に連
結し、前記第１および第２の核酸配列は、操作可能にプロモーター配列に連結する。
【００１８】
　本発明の第４の側面において、真核細胞のトランスフェクション用核酸ベクターが提供
される。前記ベクターは、前記哺乳類細胞内でのメチル化ゲノムＤＮＡの脱メチル化を惹
起することのできる分子をコードする配列を含み、前記ベクターは、シチジンデアミナー
ゼ活性を示すポリペプチドをコードする第１の核酸配列と、それに連結したＤＮＡ結合活
性を示すポリペプチド配列をコードする第２の核酸配列とを含み、前記第１および第２の
配列は、操作可能にプロモーター配列に連結する。
【００１９】
　本発明のある態様において、前記ベクターは、１種以上の選択マーカー配列および／又
はレポーター遺伝子配列をさらに含む。本発明の特定の態様において、前記第１および第
２の核酸配列は、１種以上の介在配列によって隔てられている。任意に、前記プロモータ
ー配列は、構成的プロモーター又は誘導性プロモーターのいずれかから選択される。本発
明のある態様において、前記誘導性プロモーターは、Ｔｅｔ制御性プロモーター、タモキ
シフェン制御性プロモーター、およびステロイドホルモン制御性プロモーターから選択さ
れる。好適には前記ベクターは、核移行シグナルをコードする配列をさらに含む。特定の
態様において、本発明の前記ベクターは、本発明のポリペプチドをコードする核酸分子を
含む。好適には前記ベクターは、プラスミド、コスミド、ウイルスベクター、および人工
染色体から選択される。通常、ベクターは哺乳類細胞、あるいは任意にヒト細胞において
好適に用いられる。特定の態様において、前記細胞は多能性細胞、体細胞、および／又は
癌細胞である。
【００２０】
　本発明の更なる側面において、標的細胞を上述のベクターでトランスフェクトするステ
ップと、必要に応じて、前記標的細胞内で前記ベクターの発現を惹起するステップとを含
む、標的細胞内でのメチル化ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起する方法が提供される。通常
、前記ＤＮＡ配列の脱メチル化は、前記標的細胞のゲノム内のエピジェネティックインプ
リンティングを除去する目的で行う。
本発明の更なる側面において、体細胞のゲノム内に位置する少なくとも１種のメチル化Ｄ
ＮＡ配列の脱メチル化を惹起することのできるポリペプチド分子であって、シチジンデア
ミナーゼ活性を示す第１のドメインとＤＮＡ結合活性を与える第２のドメインとを少なく
とも含む分子を、体細胞核ドナー内で発現するステップを含む、体細胞核移植（ＳＣＮＴ
）術を行う方法が提供される。
【００２１】
　本発明の更なる側面において、癌細胞のゲノム内に位置する少なくとも１種のメチル化
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ＤＮＡ配列の脱メチル化を惹起することのできるポリペプチド分子であって、シチジンデ
アミナーゼ活性を示す第１のドメインとＤＮＡ結合活性を与える第２のドメインとを少な
くとも含む分子を、患者の少なくとも１個の癌細胞内で発現するステップを含む、患者体
内に存在する癌を処置する方法が提供される。
【００２２】
　本発明の更なる側面において、非ヒト動物のゲノム内に安定的に組み込まれた本発明の
核酸分子を有するトランスジェニック非ヒト動物が提供される。通常、核酸分子の発現は
、異種性の誘導性プロモーターに制御される。しかし本発明のある態様においては、核酸
分子の発現は、内因性の誘導性プロモーターに制御される。特定の態様において、前記非
ヒト動物はマウスである。
【００２３】
　本発明の更なる側面において、上述したポリペプチド又は核酸分子と薬学的に許容可能
な担体とを含む医薬組成物が提供される。
【００２４】
　本発明の方法および組成物は、動物細胞、好ましくは哺乳類細胞系に好適に用いられる
。本発明はヒト細胞内で作用することを企図しているが、本発明はヒトの生殖型クローニ
ングを包含するものではないことは理解されよう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２５】
　本発明の上記およびその他の用途、特徴、利点は、本明細書に記載する教示によって当
業者に明らかとなるであろう。
【００２６】
　図１は、融合タンパク質Ｇａｌ４－Ａｉｄを産生する導入遺伝子の構造と、インヴィヴ
ォでトランスジェニックに標的化するストラテジーの概略図を示す。
ａ）Ａｉｄタンパク質の構造、核外移行シグナルを除去したＣ末端欠失（を有するＡｉｄ
タンパク質変異体（ＡｉｄΔＮＥＳ）、およびＣＭＶプロモーターからＧａｌ４－Ａｉｄ
ΔＮＥＳ欠失融合タンパク質を発現する導入遺伝子
ｂ）Ｈ１９上流の差次的にメチル化された領域（ＤＭＲ）と、ＵＡＳ配列の挿入位置を示
す（組換えストラテジーの結果として生じる１個のｌｏｘＰ部位も示す）。この遺伝子型
が、ＣＭＶ－Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ母とＨ１９ＤＭＲ　ＵＡＳ父との子孫におけるＣ
ＭＶ－Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ導入遺伝子と組み合わさると、Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥ
Ｓ融合タンパク質が、父系のメチル化した対立遺伝子（黒丸ピン）上のＵＡＳ配列に結合
する。亜硫酸水素塩配列決定により分析した領域は、染色体の上方にＢｉ１およびＢｉ２
として示す。
　図２は、実験交雑と対照交雑におけるＨ１９ＤＭＲのメチル化分析を示す。図１に示し
た領域の亜硫酸水素塩分析は、ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ｍｙｃのメスとＨ１９ＤＭＲ　ＵＡＳ
のオスとの交雑から得た子孫（対照）、ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳのメスとＨ１
９ＤＭＲ　ＵＡＳのオスとの交雑から得た子孫の、新生仔の肝臓について行った。黒丸は
メチル化したＣｐＧ、白丸は非メチル化のＣｐＧを示す。父系Ｈ１９ＤＭＲ　ＵＡＳは、
対照交雑におけるメチル化レベルが高いが、実施例のものではメチル化レベルが実質的に
低い。母系染色体は両方の交雑においてメチル化されていない。
　図３は、ＡｉｄΔＮＥＳの配列を示す（配列番号１）。
　図４は、ＣＭＶ－ＧＡＬ４－ＡｉｄΔＮＥＳの配列を示す。
　図５は、（ａ）Ｇａｌ４ＤＮＡ結合ドメインを、核外移行シグナル（ＮＥＳ）を含むＣ
末端を除去したＡｉｄ　ｃＤＮＡに融合した。Ａｉｄのアミノ酸に通し番号を付した。野
生型Ａｉｄ　ｃＤＮＡに加えて、Ｄ８９ＧおよびＣ１４７Ｒ、ならびにＥ５８Ｇのアミノ
酸変化を含むＡｉｄ　ｃＤＮＡの突然変異体２種を用いた。融合ｃＤＮＡをＣＭＶプロモ
ーターベクター内に挿入して３種の導入遺伝子構築物を得て、ＮｒｕＩおよびＤｒａＩＩ
Ｉでプラスミド主鎖から切り取り、接合子に微量注入し、形質転換系ＴＧ４および５（Ｃ
ＭＶ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ。ここでは単に「ＣＭＶ　Ｇａｌ４－Ａｉｄ」として示
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す）、ＴＧ７（ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡｉｄ１）およびＴＧ８（ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡ
ｉｄ２）を得た。（ｂ）胚組織および新生仔組織におけるＴＧ５、ＴＧ７およびＴＧ８系
統の、ＲＴ　ＰＣＲによる発現分析。（ｃ）接合子（トランスジェニック母とＨ１９ＤＭ
Ｒ－ＵＡＳ父の交雑）におけるＴＧ５およびＴＧ７系統の、Ｇａｌ４ＤＮＡ結合ドメイン
抗体を用いた免疫蛍光法による発現分析。融合タンパク質の大部分が前核に局在化してい
る。
　図６は、Ｈ１９ＤＭＲ－ＵＡＳにおけるメチル化を示す。ＵＡＳ配列を含む父系対立遺
伝子（図面左側）と、ＵＡＳ配列を含まない母系対立遺伝子（図面右側）について、亜硫
酸水素塩配列決定により分析した。Ｇａｌ４トランスジェニックのメスをＨ１９ＤＭＲ－
ＵＡＳホモ接合のオスと交雑し、導入遺伝子について陽性の子孫の、Ｅ１２．５での胚（
Ｅ）および胎盤（Ｐ）における、あるいは新生仔の肝臓（Ｌ）における、メチル化を分析
した。黒丸はメチル化されたＣｐＧ、白丸は非メチル化ＣｐＧを示す。ＤＭＲ内の第４の
ＣＴＣＦ結合部位を示してある。Ｇａｌ４－ｍｙｃ又はＧａｌ４－Ａｉｄ突然変異体を発
現する系統において父系ＤＭＲは高度にメチル化されたままであるが、Ｇａｌ４－Ａｉｄ
ΔＮＥＳを発現する系統（ここでは単にＧａｌ４－Ａｉｄとして示す）において、実質的
に脱メチル化されている。
【００２７】
　本発明の説明に先立って、本発明の理解を助ける一連の定義を示しておく。本明細書に
引用する全ての参考文献は、参照することで本明細書に全体が含まれるものとする。特に
定義しない限りは、本明細書で用いる全ての技術用語・科学用語は、当業者に一般的に理
解されるものと同一の意味を持つものとする。
【００２８】
　本明細書で用いる「再プログラム化」の語は、細胞核のエピジェネティックなインプリ
ンティングを改変又は除去する工程のことをいう。再プログラム化によって、細胞運命へ
の拘束の減少、従って細胞全体のそして特に核の分化状態の減少が促進される。本質的に
は、再プログラム化は、分化したあるいは運命決定した体細胞核を、胚細胞、生殖細胞又
は幹細胞に特徴的な遺伝子発現、エピジェネティックおよび機能状態に戻すことから構成
される。体細胞核の再プログラム化は、ＳＣＮＴ等の処理において最初に行う工程として
好ましいが、細胞分化状態すなわち効力の制御が重要である他の処理においても用途が期
待される。
【００２９】
　「インプリンティング」の語は、染色体によって保持される、どちらの親からその染色
体が受け継がれたかに関する「記憶」のことをいう。この記憶は、ＤＮＡメチル化等のＤ
ＮＡ上に化学的に刷り込まれたエピジェネティックマークによってもたらされ、その結果
染色体は、由来する親に応じて異なった挙動を取りうる。由来する親に特有の遺伝子発現
（母系又は父系染色体のいずれかに由来するもの）は、哺乳類でしばしば観察される。こ
れは親の生殖系列におけるものであり、遺伝子の発現停止又は活性化を安定したものとし
ている。
【００３０】
　「ＤＮＡメチル化」の語は、ＤＮＡの特定の塩基にメチル（ＣＨ３）基を付加すること
をいう。哺乳類において、メチル化はほぼ例外なく、グアニンが後に続くシトシン（Ｃｐ
Ｇ）の５位で起こる。ＤＮＡメチル化はエピジェネティックマークとして作用し、ゲノム
機能と発現の調節に重要な役割を果たす。
【００３１】
　シチジンデアミナーゼは、大腸菌等の原核生物から哺乳類にまで見られる酵素群である
。これらの酵素は、遊離シチジンあるいはＤＮＡ又はＲＮＡ中のシトシンを脱アミノ化し
てウラシルとするか、ＡｉｄおよびＡｐｏｂｅｃ１（上記群の２種の酵素）について示さ
れているように、メチル化シトシンを脱アミノ化してチミンとする。
【００３２】
　「ＤＮＡミスマッチ修復」の語は、ＤＮＡ中の不適当に組み合わされた、すなわちワト
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ソン－クリックのＤＮＡ塩基対の法則に従った正常なＣ：ＧおよびＡ：Ｔの組み合わせか
ら逸脱した、塩基対を認識し修正する、宿主生物の細胞内で起こる修復工程のことをいう
。
【００３３】
　本明細書で用いる「癌」の語は、新生物内に存在する、あるいは新生物に関連する特性
を有する、組織又は細胞のことをいう。新生物は一般に、正常組織および正常細胞から区
別される特徴を有する。そのような特徴の例としては、一定の退形成、細胞形態の変化、
形状の不整、細胞粘着性の低下、転移能、血管形成レベルの増加、細胞感染度の増加、細
胞アポトーシスレベルの低下、細胞悪性度の全体的な増加などが挙げられるが、これらに
限定されるものではない。「癌」に関連し、しばしば同義に用いられる語の例として、肉
腫、癌腫、腫瘍、上皮腫、白血病、リンパ腫、ポリープ、形質転換、新生物などがある。
【００３４】
　「バイオプロセス」の語は、生細胞又はその構成要素を用いて所望の最終産物を得る技
術をいう。本発明に照らしていうと、細胞をエピジェネティックに修飾して、バイオプロ
セスで使用されるこれらの細胞の能力を強化することに使用ができる。例えば、ゲノムの
標的化した脱メチル化を用いて、ＳＣＮＴを介したクローン動物作成効率を向上させるこ
とができ、ここで、クローン動物は、トランスジェニックであり、所望の最終産物を産生
するものである。
【００３５】
　体細胞は通常、分化経路に沿って進むにつれ、特殊化の低い状態から、特殊化の高い、
あるいは運命決定された状態へと発達する。特殊化の低い体細胞は、数種の細胞型を生じ
る前駆幹細胞として作用する能力を発揮することができる。所与の幹細胞がその前駆細胞
として作用しうる異なる細胞型の量は、一般にその幹細胞の「能力」と称される。従って
多能性幹細胞は、非常に多くの異なる分化細胞型の前駆細胞として作用することができる
。ある細胞が体の全ての細胞に分化できる場合、その細胞は全能性である。細胞がほとん
どの細胞型に分化できる場合、その細胞は多能性である。胚幹細胞は、胚外組織（すなわ
ち栄養外胚葉）を除く哺乳類のほとんどの細胞型を生じるため、一般に多能性であると称
される。
【００３６】
　本明細書においてＡｉｄについて用いる「誘導体又は相同体」の語は、ヒト又はマウス
Ａｉｄの配列と実質的に同様の配列同一性を有するｍＲＮＡおよびポリペプチドをいう。
誘導体および相同体は、他の種に由来する配列のオルソログや突然変異であって、にもか
かわらずかつ高レベルの機能的同等性（すなわちインヴィヴォのシチジンデアミナーゼ活
性）を示すものを含むものとする。実質的に同様の配列同一性とは、配列同一性のレベル
が、約５０％から、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、約９９％まで同等である
ことをいう。配列同一性のパーセントは従来法を用いて調べることができる（例えばHeni
koffおよびHenikoff、1992およびAltschul他、1997参照）。本明細書でいう配列同一性の
レベルとは、ポリペプチド配列とポリヌクレオチド配列（ＤＮＡ又はＲＮＡ）との両方に
ついていうことが理解されよう。あるいはシチジンデアミナーゼドメインの相同体（例え
ばＡｉｄΔＮＥＳ）は、高、中又は低程度のストリンジェントな条件下での、本明細書で
説明するＡｉｄ配列とのハイブリダイズ能力を発揮する配列であってもよい。
【００３７】
　「ポリペプチド」は、自然に産生された、あるいは合成手段によりインヴィトロに産生
された、ペプチド結合により連結したアミノ酸残基の重合体のことをいう。約１２アミノ
酸残基長未満のポリペプチドは通常「ペプチド」と称される。本明細書における「ポリペ
プチド」の語は、自然に発生するポリペプチド生成物、前駆体形態、又はプロタンパク質
のことをいう。ポリペプチドは、例えばグリコシル化、タンパク質切断、脂質付加（lipi
dization）、シグナルペプチド切断、プロペプチド切断、リン酸化などの成熟工程又は翻
訳後修飾工程を経てもよいが、これらに限定されるものではない。「タンパク質」は、１
本以上のポリペプチド鎖を含む高分子である。



(12) JP 2009-532053 A 2009.9.10

10

20

30

40

50

【００３８】
　本明細書における「プロモーター」の語は、関連コード配列の発現を制御するように転
写因子および／又はＲＮＡポリメラーゼが結合する遺伝子内の領域をいう。プロモーター
は一般に、ただし常にではないが、遺伝子の、翻訳開始コドンの上流の５’非コード領域
に位置している。遺伝子のプロモーター領域は、ＤＮＡ結合タンパク質の配列特異的ＤＮ
Ａ結合ドメインに対する認識可能結合部位として作用する１個以上のコンセンサス配列を
含んでいてもよい。とはいえ、このような結合部位は、プロモーター外の領域（例えばイ
ントロン内又はコード配列の下流に位置するエンハンサー領域）に位置していてもよい。
【００３９】
　本明細書で引用する全ての参考文献は、参照することで本明細書に全体が含まれるもの
とする。特に定義しない限りは、本明細書で用いる全ての技術用語・科学用語は、当業者
に一般的に理解されるものと同一の意味を持つものとする。
【００４０】
　第一の態様において、本発明の一部は、哺乳類細胞で発現されるとゲノム内のインプリ
ント領域を脱メチル化する、ＡｉｄΔＮＥＳと称されるシチジンデアミナーゼの改変型を
同定することを本質とする。野生型Ａｉｄは通常、主に細胞質内に見られるが、Ａｉｄの
改変型は核外移行シグナル（ΔＮＥＳ）を欠損しており、その結果、細胞内で異種発現し
た場合、この酵素は細胞の核に局在化し続ける。本発明のＣ末端切断は新規であり、これ
までに実施されてきたものより広範囲で実施可能である。ＡｉｄのＣ末端を切断すると、
核外移行に影響が起こり、クラススイッチ組換え（ＣＳＲ）を停止するが体細胞超変異（
ＳＨＭ）は停止しないことが示されている（Barreto他、２００３年）。従って本発明は
、広義において、いくつもある用途のうち、バイオプロセスと癌治療に広範な有用性を示
す、核局在化したシチジンデアミナーゼ活性とＤＮＡ結合活性との組み合わせをプロセシ
ングする組成物および分子を提供するものである。
【００４１】
　本発明の一態様によると、ＡｉｄΔＮＥＳとＧＡＬ４ＤＮＡ結合タンパク質との融合体
を、マウス細胞のＨ１９遺伝子の上流に位置するＵＡＳ配列に結合すると、ＵＡＳのいず
れかの側にある最大約６００塩基のＤＭＲ中のシチジン残基が脱メチル化される。この領
域が脱メチル化されると、Ｈ１９遺伝子発現のスイッチングが起こる。その後プロモータ
ー配列の配列決定をしたところ、ミスマッチ点突然変異のレベルは統計学的に有意なレベ
ルまで増加しなかったことを示していた。Ａｉｄはデアミナーゼであり、メチル化したＣ
のＴへの脱アミノ化に次いで起こるＴ－Ｇミスマッチを修正するための、宿主の除去修復
機構に本質的に依存しているので、上記の結果は重要かつ驚くべきものである。単機能を
示す脱メチル化酵素として知られているものは現在存在せず、従ってＡｉｄは、メチルシ
トシンの脱アミノ化と、それに次いで起こる宿主自身の機構による除去修復によって特徴
付けられる、概念的な「脱メチル化酵素」機能の一部を担う。Ａｉｄを介したＤＮＡの脱
メチル化が、インヴィヴォでかつ標的化可能に作用することが示されたのは今回が初めて
であると思われる。
【００４２】
　後に詳述する本発明の実施例において、インヴィヴォ実験をマウスモデルにて行った。
しかし得られた結果は、他のげっ歯類、ウシ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、霊長類、ヒト等の、
他の哺乳動物種にも容易に当てはめることができる。マウスＡｉｄ（ジェンバンク受入番
号：ＮＭ＿００９６４５）とそのヒト相同体（ジェンバンク受入番号：ＡＢ０４０４３０
）（Muto他、２０００年）との間には、アミノ酸レベル９２％の同一性という、高レベル
の保存性がある。さらに、ヒトとマウスにおけるＤＮＡミスマッチ修復機構には、高い類
似性があることが知られている。
【００４３】
　本発明は、多くの重要な要素を実証している。第１に、Ａｉｄ又はＡｐｏｂｅｃなどの
シチジンデアミナーゼの活性を、インヴィヴォでゲノム内のメチル化領域に対して局所標
的化することで、潜在的に起こりうる破局的な点突然変異を起こすことなく、効率的に脱
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メチル化を行うことができることを示している。第２に、インプリンティング遺伝子のＤ
ＭＲの完全メチル化は、酵素機構による消去が可能であることを実証している。このよう
な消去は通常、始原生殖細胞の発達中にＥ１１．５～Ｅ１２．５（マウスモデルの場合）
で起こるものであり、活性的な脱メチル化を必要とするものと考えられる。
【００４４】
　癌において、シチジンデアミナーゼは、エピジェネティックな作用（ＤＮＡメチル化）
および遺伝的作用（突然変異）の両方で役割を果たしていると考えられている。広範囲で
、かつ癌の初期段階で起こりうる、脱メチル化が果たしうる役割は、本発明の結果により
さらに強化されると思われる。
【００４５】
　本システムは、トランスジェニック系において作用することが示されており、マウスに
おけるＧａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ融合遺伝子の発現と、メチル化領域（Ｈ１９ＤＭＲ）内
へのＵＡＳ（Ｇａｌ４結合部位）とを組み合わせて、見かけ上の突然変異を起こすことな
く、脱メチル化を行う。考えられる機構は、Ａｉｄによって５－メチルシトシンをＴに脱
アミノ化し、次いで（ミスマッチグリコシラーゼによる）Ｔ：Ｇミスマッチ修復を行うと
いうものである。従って、インヴィヴォでメチル化遺伝子を標的化して脱メチル化を行い
、発現させるシステムが構築される（メチル化はほとんどの場合、抑圧的修飾である）。
【００４６】
　本明細書の実施例で例証するモデルシステムは、対象の標的遺伝子（Ｈ１９）が、その
プロモーター領域へのＵＡＳ配列の付加によって改変されていることに依存している。し
かし、これは本発明の態様の必須要件ではなく、シチジンデアミナーゼドメイン、例えば
ＡｉｄΔＮＥＳと、特異的又は非特異的ＤＮＡ結合ドメイン（例えば特異的ＤＮＡ結合特
性を有するジンクフィンガータンパク質）、あるいは単に、非特異的ＤＮＡ結合を取り易
い正味の正電荷を有するタンパク質領域とを融合することで、作用させることができる。
【００４７】
　部位特異的ＤＮＡ結合ドメインが存在するので、発達中又は細胞周期中の特定の時点で
活性化した遺伝子の特定のサブセットを、脱メチル化の標的とすることが可能となる。例
えばＯｃｔ４、ＳＯＸ－２又はＮａｎｏｇタンパク質のＤＮＡ結合ドメインがＡｉｄΔＮ
ＥＳと融合した場合、多能性又は幹細胞様表現型の促進に関連した細胞運命決定に関連す
る遺伝子を対象とする、脱メチル化活性を提供することができる。任意に利用することの
できるその他のＤＮＡ結合ドメインの例として、Ｔボックス転写因子由来のもの（Ｂｒａ
ｃｈｙｕｒｙ等）、ステロイドホルモン受容体ＤＮＡ結合ドメイン（ＲＡＲおよびＲＸＲ
　ＤＮＡ結合ドメイン等）を挙げることができる。とはいえ、多能性標識遺伝子Ｏｃｔ４
およびＮａｎｏｇの上流領域にはＡｉｄに対する推定結合部位がいくつか存在することが
示されているので、ＡｉｄΔＮＥＳ発現のみ（標的領域なし）で、これら遺伝子のプロモ
ーターを脱メチル化するのに十分である。
【００４８】
　脱メチル化の非特異的標的化が必要な場合には、シチジンデアミナーゼドメインを正味
の正電荷を有するタンパク質領域（例えばヒストンＨ２Ａ／Ｂ、Ｈ３および／又はＨ４由
来のヒストン尾部配列を含むもの）と融合させることが好適である。非特異的ＤＮＡ結合
を可能にする特別に作成したペプチド配列を、本発明の本態様に従って、組み込むことも
できる。
【００４９】
　本発明の本態様に従ってＤＮＡ結合を組み合わせたシチジンデアミナーゼ活性は、従っ
て、エピジェネティック再プログラム化因子、あるいはインプリンティング抹消因子であ
る。このような因子の同定は、体細胞核移植技術（クローニング）、幹細胞および再生医
療、癌治療の特定の方法の向上に重要である。実際のところ、本発明の実施例（後述）に
よると、ＡｉｄΔＮＥＳタンパク質が接合子中のＤＮＡをインヴィヴォで直接の標的対象
とすることで、完全メチル化Ｈ１９ＤＭＲをＡｉｄ活性に曝露すると、この遺伝子座にお
いて効率的かつほぼ完全な脱メチル化が起こることが明らかとなっている。従って、エピ
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ジェネティックな再プログラム化が生理的に起こる細胞型において脱メチル化が起こりう
るということは、こうした全能性細胞又は多能性細胞は、Ｇａｌ４－Ａｉｄと相互作用し
て、おそらくは５－メチルシトシンの脱アミノ化の効率を増加させることによって、ＤＮ
Ａを脱メチル化させることが可能な因子をさらに有することを示唆している。
【００５０】
　ＳＣＮＴにおける主要な問題の１つに、核がレシピエント卵母細胞に移植されると、ド
ナー細胞エピジェネティックマーク、ＤＮＡメチル化などが、非常に低い効率で再プログ
ラム化されるということがある。これは、クローニングが現在のところ非常に効率が悪く
、クローン化動物が（生存した場合に）多くの様々な異常を伴うということの主な説明の
１つとなっている。クローン化動物の早期発達と生存には、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ、ＳＯ
Ｘ－２等の多能性遺伝子の発現が間違いなく重要である。これらの遺伝子のプロモーター
は通常、遺伝子が不活性な体細胞内でメチル化される。核が卵母細胞に移植された場合、
プロモーターの脱メチル化が非効率的であり、多能性遺伝子の発現が不十分となり、その
結果、発達が不良となることが示されている。体細胞においてＳＣＮＴを行う前に、シチ
ジンデアミナーゼ活性がドナー細胞ゲノム内の特定数の多能性プロモーターを標的とする
と、これらの遺伝子座が脱メチル化され、ＳＣＮＴの成功率が向上する。上記したように
、この標的化脱メチル化は、対象の標的遺伝子のプロモーター領域に結合することが知ら
れる転写因子に由来するＤＮＡ結合ドメインへの融合を介して実施することができる。ｎ
ａｎｏｇのプロモーター領域は、Ｏｃｔ－４、ＳＯＸ－２、Ｓｐ１およびＳｐ３転写因子
の結合部位を含むことが知られている。従って、本発明の一態様において、これら転写因
子のいずれかに由来するＤＮＡ結合ドメインを、例えばＡｉｄを媒介するシチジンデアミ
ナーゼ活性と組み合わせて、ｎａｎｏｇプロモーターを標的とする脱メチル化因子を得る
ことができる。
【００５１】
　体細胞をヒト患者から採取し、シチジンデアミナーゼで処理し、ＳＣＮＴで幹細胞へ変
換を行う、ヒト患者の幹細胞治療の可能性を向上させるためには、上記したＳＣＮＴ技術
の向上が非常に有用であろう。さらに、Ａｉｄ（およびおそらくは他の再プログラム化因
子）で処理することで、体細胞を直接的に再プログラム化し、より一層「幹細胞様」にで
きる可能性がある。将来的には、ＳＣＮＴを用いない治療用幹細胞の産生が可能になるこ
とが考えられ、従って多くの倫理的問題が回避されると考えられる。
【００５２】
　本発明用途の別の関連分野として癌治療が挙げられる。全てとはいえないにせよ、ほと
んどの癌は、腫瘍抑制遺伝子のメチル化および発現停止などのエピジェネティックな変化
を経る。腫瘍抑制遺伝子の脱メチル化によって、癌の表現型を改善させることができる。
従って、腫瘍抑制遺伝子をインヴィヴォで脱メチル化の標的対象とする方法は、癌治療の
非常に有望な手段である。推定癌幹細胞は、正常な発達プログラムの多くの側面を異常に
再生すると考えられるため、本発明は、推定癌幹細胞の標的化を対象とする治療学に特に
関連性がある。
【００５３】
　シチジンデアミナーゼ活性が癌内の対象遺伝子を標的とするには、例えば、シチジンデ
アミナーゼを、腫瘍抑制因子ＤＮＡ結合ドメイン（例えばｐ５３タンパク質のジンクフィ
ンガーＤＮＡコア結合ドメイン）へ融合させることを含めることができる。多くの癌にお
いて、ｐ５３のＤＮＡ結合ドメインの突然変異が、形質転換の一因であると考えられてい
る。また、標的ｐ５３などの多くの腫瘍抑制遺伝子のプロモーター領域が、癌細胞内でメ
チル化される。
【００５４】
　幹細胞生物学と腫瘍学の分野において、特に癌幹細胞理論に関して共通点が増えつつあ
り、またｐ５３が、ヒトＥＳ細胞における分化率の調節に重要な役割を果たしているとい
う認識がある（Qin他、２００７年）。多能性に必要な遺伝子メチル化調節に用いられる
上記したストラテジーは、癌の成長と進行の制御にも重要であると考えられる。従って本
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発明はさらに、癌治療の方法および組成物を提供する。
【００５５】
　本発明の治療の態様は、固形腫瘍とリンパ腺癌、両方の癌治療を対象とすることができ
る医薬組成物を含む。本発明の組成物において、シチジンデアミナーゼドメインとＤＮＡ
結合ドメインとを少なくとも含む融合ポリペプチドが提供される。ＤＮＡ結合ドメインは
、標的ＤＮＡ配列又はＤＮＡ結合親和性を有する非特異的ポリペプチド領域のいずれかに
対して特異的であってもよい。本発明の治療用組成物は、通常、薬学的に許容される担体
を含む。
【００５６】
　本発明の薬剤は、規制基準に沿って調合され、経口で、経静脈で、局所的に、又は他の
標準的な経路を介して投与することができる。薬剤は、錠剤、丸剤、ローション剤、ゲル
化剤、液剤、粉末剤、坐剤、懸濁剤、リポソーム、微粒子の形態、又は当分野で公知の他
の好適な製剤形態をとることができる。
【００５７】
　治療目的として、本発明の薬剤を、癌治療の一次形態として用いることができる。この
ようにして、脱メチル化活性が、治療対象の特定の癌細胞でメチル化されることが知られ
る腫瘍抑制遺伝子（ｐ５３等）のプロモーター内の部位を標的対象として、これらの腫瘍
抑制遺伝子の「再活性化」と、その結果起こる標的癌細胞内でのアポトーシス又は細胞周
期停止を誘導することが企図される。あるいは本発明の薬剤を、癌に対する従来の化学療
法やその他の抗癌薬の補助剤として用いることができる。このようにして、本発明の医薬
組成物は、化学療法剤に対する癌細胞に固有の「耐性」を低下させて、従来の医薬法によ
る処置に対する癌細胞の感受性を増加させることができる。
【００５８】
　本発明の組成物が、癌治療に対して独特のエピジェネティックな手段を提供することは
明白である。
【００５９】
　本発明の分子および医薬組成物の制癌／抗腫瘍作用は、インヴィトロアッセイおよびエ
キソヴィヴォアッセイを用いて評価することができる。ある好適なアッセイでは、本発明
の分子を発現する核酸ベクターが、癌細胞株（例えばＨｅＬａ細胞株）内にトランスフェ
クトされる。適当な対照は、ベクター主鎖のみでトランスフェクトした、又はベクターと
後に詳述するように本発明の分子でシチジンデアミナーゼドメインの機能を停止したもの
、例えばΔＡｉｄ２ドメイン参照、とでトランスフェクトした癌細胞株を含むように樹立
する。本発明の分子でトランスフェクトした癌細胞株において誘導アポトーシスが見られ
、対照細胞においては見られなかった。これは、本発明の分子に制癌作用があることを示
唆している。
【００６０】
　好適なエキソヴィヴォアッセイによって、本発明の分子による、生物内での腫瘍形成の
抑制能を評価する。アッセイは、癌細胞株（例えばＮＩＨ－３Ｔ３細胞）を核酸ベクター
（例えば上記したもの）でトランスフェクトするステップ、次いでトランスフェクトした
細胞をヌードマウスに皮下注射するステップを含む。ベクター主鎖のみ又は非機能性シチ
ジンデアミナーゼドメインを有する分子を注射したマウスにおいて、注射２１日後までに
、成長の速い腫瘍が生じると考えられる。本発明の分子でトランスフェクトした細胞を注
射して、標的化シチジンデアミナーゼ活性を示し、発現停止した腫瘍抑制遺伝子のプロモ
ーター領域をうまく脱メチル化するようになった動物では、腫瘍が成長しないか、あるい
は腫瘍が減少することが期待される。このアッセイを用いて、本発明の分子の様々な標的
化又は非標的化変異体をスクリーニングすることができる。例えばエキソヴィヴォアッセ
イは、様々なＤＮＡ結合ドメイン（例えばジンクフィンガー領域）を有するＡｉｄ（例え
ばＡｉｄΔＮＥＳ）又はＡｐｏｂｅｃ１のシチジンデアミナーゼドメインを含む数種の融
合分子のスクリーニングに特に好適である。
【００６１】
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　本発明の特定の態様において、本発明の分子を発現する核酸配列を有するトランスジェ
ニック動物が提供される。トランスジェニック動物の作成に好適な方法は、例えば欧州特
許第４１９６２１号に記載がある。核酸配列は、外的要因に応答して誘導できるものであ
ってもよい。誘導性プロモーター配列は、本発明の分子を発現する核酸配列と同時に導入
される異種性配列であってもよい。あるいは誘導性プロモーター配列は、標的細胞のゲノ
ムに通常存在する内因性配列であってもよい。本発明のトランスジェニック動物は、標的
化又は非標的化脱メチル化活性のいずれかを示す分子を発現することができ、従って薬物
スクリーニングモデルにおいて、あるいは遺伝子インプリンティング抹消に関連したシス
テム生物学を研究するシステムとして、非常に有用である。本発明の特定の態様において
、本発明のトランスジェニック動物は、ＡｉｄΔＮＥＳ領域と非特異的ＤＮＡ結合ドメイ
ンとを含むポリペプチドを発現する、安定的に組み込まれた遺伝子を有するマウスである
。組み込まれた遺伝子は、動物を外的要因（例えばステロイドホルモンあるいはタモキシ
フェン又はＴｅｔなどの分子）に曝露するとそれに応答して誘導することのできる異種プ
ロモーターを含む。このように、動物又は動物由来細胞（すなわち培養細胞）において、
ＤＮＡの広範な脱メチル化を制御可能に誘導することができ、癌の成長と進行に関わる機
構の研究に用いることができる。
【００６２】
　本発明によると、対象とする標的細胞のトランスフェクションに好適な核酸ベクターを
使用する。ベクターは企図する用途、例えば本発明の分子の発現および／又は標的細胞の
ゲノム中への安定的な組み込みに適した従来のプロトコル（Sambrook J. 他、Molecular 
Cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press、ニューヨーク州コールドス
プリングハーバー）に従って設計される。広義において、本発明のベクターは、適当なサ
イズの他のＤＮＡ配列断片を組み込むことができる、線形又は環状のＤＮＡ分子を含む。
このＤＮＡ断片は、本発明の分子をコードする核酸配列を含み、またＤＮＡ配列断片にコ
ードされる配列の転写をもたらす追加領域を任意に含むものである。追加領域の例として
は、プロモーター、転写終結因子、エンハンサー、内部リボソーム進入部位、非翻訳領域
、ポリアデニル化シグナル、選択可能マーカー、複製起点、相同のＤＮＡフランキング領
域などが挙げられるが、これらに限定されるものではない。好適なベクターの例としては
、プラスミド、コスミド、ウイルスベクターおよび酵母人工染色体に由来するものが挙げ
られる。またベクターは、複数の供給源に由来するＤＮＡ配列を含む組換え分子であって
もよい。
【００６３】
　本発明の特定の態様において、発現ベクターは、シチジンデアミナーゼ活性を示すポリ
ペプチド配列をコードする第１の核酸配列を含み、この第１の配列は少なくとも、ＤＮＡ
結合活性を与えるポリペプチド配列をコードする第２の核酸配列に連結している。第１お
よび第２の配列の「連結」は、これらの２領域が空間的に近接するという意味で直接的で
あってもよい。本発明の別の態様において、連結は、３次構造、細胞制御、標識化又はタ
ンパク質精製を補助する目的で、１種以上の介在ポリペプチド配列を含むことができると
いう意味で、それほど直接的でなくてもよい。
【００６４】
　本発明を、以下の実施例によってより詳細に説明するが、これらは本発明を限定するも
のではない。
【実施例】
【００６５】
実施例１
　Ａｉｄタンパク質が、高度にメチル化した領域、例えば、インプリント領域等をインヴ
ィヴォで標的対象とすることによって、脱メチル化が起こるか否かを調べた。Ｈ１９遺伝
子上流の父系のメチル化領域を選択し、遺伝子導入で発現したＧａｌ４融合タンパク質が
インヴィヴォで結合するＧａｌ４結合部位（ＵＡＳ）を導入した（Murrell他、２００４
年）。次いで、普遍型ＣＭＶプロモーターからＧａｌ４－Ａｉｄ融合タンパク質を発現す
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るマウスの形質転換系を作製した（図１）。この融合タンパク質から、Ａｉｄの核外移行
シグナルを除去した。この除去は概してＡｉｄを細胞質内に留めておくものである（Barr
eto他、２００３年）。このようにしてＧａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ構築物を作成した。
【００６６】
　Ｈ１９ＤＭＲにおいて、ＵＡＳ結合部位を有するオスと、Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ発
現導入遺伝子を有するメスとを交雑し、子孫におけるＤＮＡメチル化を分析した。父系遺
伝のＤＭＲは概して非メチル化であった（図２）のに対し、同一のマウスにおける母系対
立遺伝子は、予想通りに非メチル化のままであった。ＵＡＳ配列の存在とＨ１９ＤＭＲの
父系対立遺伝子に結合するタンパク質の存在に関する対照として、Ｇａｌ４－ｍｙｃ融合
タンパク質を発現する対照トランスジェニックマウスで交雑した、融合タンパク質がＤＭ
Ｒにインヴィヴォで位置する、ＵＡＳを有する父系由来のＤＭＲ（Murrell他２００４年
、およびＷＯ－Ａ－０４１０６５５０）を分析した。この対立遺伝子は、野生型の父系の
対立遺伝子と全く同様に完全にメチル化されたままだった（図２）。
【００６７】
　Ａｉｄ、Ａｐｏｂｅｃ１および３は、ＤＮＡ中のシトシンを脱アミノ化して、免疫グロ
ブリン遺伝子およびウイルスにおけるＤＮＡの超変異を引き起こすことができる（Peters
en-Mahrt、２００５年）。シトシンを脱アミノ化するとウラシルとなり、これは通常、ミ
スマッチグリコシラーゼＵｎｇおよびＳｍｕｇによって効率的に修復されるが、この修復
が免疫グロブリン遺伝子の体細胞超変異の律速となりうる（DiNoia 他、２００６年）。
同様に、５－メチルシトシンの脱アミノ化は、生じたＴ：Ｇミスマッチが同一の細胞周期
内で効率的に修復されなかった場合に、変異原性となりうる。Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ
導入遺伝子を有する子孫由来の４２個のＨ１９ＤＭＲ－ＵＡＳ父系染色体の配列決定した
ところ、図２に示すように、約９０％のＣｐＧが脱メチル化されていた。全ての配列が野
生型であり、よってこの検出レベルでは突然変異は見つからなかった（データ示さず）。
従ってＴ：Ｇミスマッチ修復は効率的であり、脱アミノ化機構による５－メチルシトシン
の脱メチル化の律速ではないと結論付けられる。
【００６８】
材料および方法 
　Ｈ１９ＤＭＲ　ＵＡＳマウスとＣＭＶ　Ｇａｌ４－ｍｙｃマウスの作成については、Mu
rrell他（２００４年）およびＷＯ－Ａ－０４１０６５５０に記載がある。Ａｉｄの翻訳
領域内にＧａｌ４ＤＮＡ結合ドメインを融合して、ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ導
入遺伝子を構築した。Ｃ末端（ｎｔ９３～６００）の核外移行配列（ＮＥＳ）を有さない
Ａｉｄ　ｃＤＮＡ（ＮＭ＿００９６４５）を、適当なプライマーセットを用いてＰＣＲで
増幅し、ｐｃＤＮＡ３．１－Ｇａｌ４ベクターのＢａｍＨＩ－ＥｃｏＲＩ部位内にクロー
ニングした（Fuks他、２００１年）。構築物の精度をＤＮＡ配列決定によって確認した（
図４参照）。
【００６９】
　ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ　ＤＮＡ断片（図１ｂ参照）を、ＮｒｕＩおよびＤ
ｒａＩＩＩ酵素によって直線化し、Ｆ１×Ｆ１マウス接合子に微量注入した。５種陽性初
代マウスから、３種の永久遺伝子導入系を樹立した（系統４、５および７と称する）。こ
れらを文献の記載に従って、Ｈ１９ＤＭＲ　ＵＡＳマウスと交雑した。新生仔の臓器から
標準法でＤＮＡを単離し、Oswald他（２０００年）の記載に従って亜硫酸水素にて処理し
、以下のアウタープライマーおよびインナープライマーで増幅した。
　Ｆ１：５’－ＧＴＡＡＧＡＴＧＴＧＴＧＴＡＴＴＴＴＴＧＧＡＡＴＧ－３’および
　Ｒ１：５’－ＡＡＴＣＣＣＴＡＡＣＴＴＣＴＣＣＴＡＡＴＣＴＣＴＡ－３’；
　Ｆ２：５’－ＧＴＡＡＧＡＴＧＴＧＴＧＴＡＴＴＴＴＴＧＧＡＡＴ－３’および
　Ｒ２：５’－ＣＡＡＣＣＡＡＡＣＴＡＡＣＴＴＡＡＣＴＡＣＡＡＡＴＣ－３’
増幅条件は、９５℃で１分間、アニーリング温度を５２℃とする１分間、次いで伸長を７
２℃で１分間を１サイクルとする３５サイクルとした。ＴＯＰＯ　ＴＡクローニングキッ
ト（Invitrogen社）を用い、付属の説明書に従って、ＰＣＲ産物をＰＣＲ２．１内にクロ
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ーニングした。クローンＰＣＲ断片を、Ｍ１３フォワードプライマーで配列決定した。
【００７０】
　その結果、タンパク質がインヴィヴォでＤＮＡを直接標的とすることによって、完全に
メチル化されたＨ１９ＤＭＲがＡｉｄ活性に曝露されると、効率的かつほぼ完全な脱メチ
ル化が起こることが、はっきりと示された。時として野生型の父系のものとの区別が困難
なほぼ完全にメチル化された個々の染色体の形態で、実質的にメチル化されたままのＤＮ
Ａ分子も幾つか存在している（約１０％、図２）。これは、初期胚においてメチル化の急
激な抹消が起こるがあまり完全ではなく、また抹消は後期まで継続しないことを示してい
ると考えられる。実質的に脱メチル化された分子はＣＴＣＦと結合し、従って、新たなメ
チル化から保護されるが、最初に脱メチル化しなかった分子は、維持メチルトランスフェ
ラーゼＤｎｍｔ１の活性によって、メチル化状態が保持されることとなる。
【００７１】
実施例２
　上記実施例は、ＡｉｄのＣ末端領域の特定の領域を欠失すると、Ａｉｄが核局在化する
が、シチジンデアミナーゼとしての機能が損なわれないことを実証している。この知見の
正しさをさらに確認するために、同一の導入遺伝子の２種の突然変異を作成した。ＣＭＶ
　Ｇａｌ４－ΔＡｉｄ１は２個のアミノ酸改変を有し、それぞれ触媒機能とＤＮＡ結合に
影響するように設計し、ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡｉｄ２は１個のアミノ酸変化を触媒ドメ
インに有するものとした（図５ａ参照）。ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡｉｄ１とＣＭＶ　Ｇａ
ｌ４－ΔＡｉｄ２の両方がＣ末端ＮＥＳを欠損する。プラスミドＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡ
ｉｄ１およびＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡｉｄ２を標準的インヴィトロ変異誘発によって、Ｃ
ＭＶ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳから得て、配列決定によって精度を確認した。
【００７２】
　４種の異なる遺伝子導入系を樹立した。系統のうち２種をＣＭＶ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔ
ＮＥＳで（ＴＧ４系統およびＴＧ５系統）、３種目をＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡｉｄ１で（
ＴＧ７系統）、４種目をＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡｉｄ２で（ＴＧ８系統）作成（実施例１
で説明）した。全ての系統において、導入遺伝子は、肝臓などの例外はあったものの、Ｅ
１２．５で胚および胎盤内で発現し、卵巣において顕著な出生後組織で発現した（図５ｂ
、詳細な議論は後述の実施例３を参照）。ＲＴ　ＰＣＲの結果は、Ｇａｌ４のＤＮＡ結合
ドメインに対する抗体を用いるウエスタンブロット法によって確認した（データ示さず）
。ＴＧ５系統およびＴＧ７系統のトランスジェニックのメスから作成した１細胞の接合子
における発現を、免疫蛍光法によっても分析した。Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳおよびＧａ
ｌ４－ΔＡｉｄ１タンパク質は、ＴＧ５系統およびＴＧ７系統のそれぞれにはっきりと検
出され、核外移行シグナルの除去から予想されるように、接合子の前核に局在化していた
（図５ｃ）。このことは、卵巣内でｍＲＮＡが検出されることと一致して、受精前の卵母
細胞内に融合タンパク質が存在しており、融合タンパク質が形成されるにつれて前核内に
急速に移動することを示している。
【００７３】
実施例３
　新生仔の肝臓（導入遺伝子が発現されていない。図５ｂ参照）におけるメチル化の分析
を行ったところ、脱メチル化のレベルは同程度（約９０％）であった（これに対し、同一
のマウスにおける母系対立遺伝子は、予想されるように非メチル化のままだった）。この
ことは、体細胞組織における導入遺伝子発現が、低メチル化状態の維持に必要ではないこ
とを示している。低メチル化の維持が起こるのは、ＣＴＣＦ等のインスレータータンパク
質が脱メチル化した対立遺伝子に結合可能であり、従って脱メチル化対立遺伝子を新たな
メチル化から保護する（Schoenherr他、２００３年）ためであると考えられる。脱メチル
化は、ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ遺伝子導入系４および５の全てのトランスジェ
ニック子孫において一貫して観察されたが、Ａｉｄの突然変異型を発現する７系統および
８系統において脱メチル化は観察されなかった（図６）。ＵＡＳ配列の存在とＨ１９ＤＭ
Ｒの父系対立遺伝子への異所的タンパク質結合とについての更なる対照として、ＣＭＶ　
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Ｇａｌ４－ｍｙｃ（ＴＧ１）を発現する対照トランスジェニックマウスで交雑した、融合
タンパク質がＤＭＲにインヴィヴォで位置する、ＵＡＳを有する父系由来のＤＭＲを分析
した。この対立遺伝子も、野生型のものと全く同様に完全にメチル化されたままだった（
図６）。
【００７４】
　脱メチル化が様々な組織と発達段階にわたって均一であったため、本発明の結果は、脱
メチル化に重要なのは、接合子中のＧａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳタンパク質の存在であるこ
とを示唆している。従って、これらの結果は、発達初期段階における又は全能性／多能性
前駆細胞におけるゲノムのＡｉｄ媒介脱メチル化によって、これらの前駆体に由来する細
胞において持続した脱メチル化が可能であることを示唆している。この知見は、例えば、
ＤＮＡのメチル化によって多くの腫瘍抑制遺伝子が発現停止した癌幹細胞において、重要
な意味を持っている。本発明によると、前駆多能性癌幹細胞における標的化した脱メチル
化によって、下流の癌細胞誘導体における脱メチル化が持続し、従って、これら下流の癌
細胞における腫瘍抑制遺伝子の発現を維持することが可能となる。
【００７５】
材料および方法 
　導入遺伝子のＲＮＡおよびタンパク質発現、ならびにＩｇｆ２およびＨ１９のＲＮＡ発
現
RNeasy mini/midi（登録商標）キット（Qiagen社）を用いて、様々な胚組織と出生後組織
から全ＲＮＡを抽出した。SuperScript（商標）II逆転写酵素（Invitrogen社）を用いて
ｃＤＮＡを合成した。ｃＤＮＡ合成の効率をＨｐｒｔ　ＰＣＲで評価した。ＤＮＡの混入
を確実に避けるために、逆転写酵素を用いない反応を常に並行して行った。Ｇａｌ４－Ａ
ｉｄΔＮＥＳ転写物の発現は、内因性Ａｉｄ転写物の増幅を防ぐために、Ｇａｌ４領域（
ｓ：ＡＡＧＴＧＣＧＣＣＡＡＧＴＧＴＣＴＧＡＡ）およびＡｉｄ領域（ａｓ：ＣＡＧＣＣ
ＡＧＡＣＴＴＧＴＴＧＣＧＡＡＧ）内のプライマーを用いてＲＴ－ＰＣＲによって分析し
た。Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳタンパク質発現は、トランスジェニックマウスの様々な組
織から抽出した総タンパク質を用いてウエスタンブロット法により確認した。以下簡単に
説明すると、標準的プロトコルに従って組織抽出物を調製し、タンパク質濃度をブラッド
フォード分析により調べた。タンパク質試料を１０％ＳＤＳポリアクリルアミドゲル上で
泳動させ、Ｈｙｂｏｎｄ－Ｐ膜（Amersham社）上に電気ブロットし、１：２００希釈の抗
Ｇａｌ４一次抗体（Santa Cruz社）と１：２０００希釈の抗チューブリン抗体（Abeam（
登録商標））とでブロックし保温した。次いで、膜を１：２０００／１：１００００希釈
の抗ウサギ／ヤギ免疫グロブリン二次抗体（Amersham社）とともに保温した。検出には、
高感度化学発光システム（ＥＣＬ、Amersham社）を用いた。Ｉｇｆ２（Ｍｍ００４３９５
６５＿ｇ１）、Ｈ１９（Ｍｍ０１１５６７２１＿ｇ１）、およびＧａｐｄｈ（Ｍｍ９９９
９９９１５＿ｇ１）転写物の発現レベルを、Applied Biosystems社販売のTaqMan（登録商
標）プローブによって調べた。ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ７７００サーマルサイクラー（Applie
d Biosystems社）を用いて３通りの定量リアルタイムＰＣＲ実験を行った。すなわち、Qu
iagen社の取扱指示書に従って、相対定量、増幅効率、相対定量の比較法を行った。
【００７６】
受精卵母細胞のＧａｌ４染色
　受精卵母細胞をＰＢＳで洗浄し、４％パラホルムアルデヒドを含むＰＢＳで１５分間固
定し、酸性タイロード液（Sigma社）で帯（zonae）を除去し、卵母細胞を、０．２％トリ
トンＸ１００を含むＰＢＳで室温にて１時間、透過処理した。１％ＢＳＡ（ＢＳ）を含む
０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０含有ＰＢＳ中で４℃での一晩ブロッキングの後、卵母細胞を
１：３０（ＢＳ）希釈抗Ｇａｌ４ウサギポリクローナル抗体（Santa Cruz社、ｓｃ－５７
７）とともに室温にて３時間保温した。検出は、二次抗体としてヤギα－ウサギＩｇＧ－
Ａｌｅｘａ（Molecular Probes）を用いて行った。ＤＮＡをＤＡＰＩ（５μｇ／ｍｌ）で
染色し、全試料をＳｌｏｗＦａｄｅ（Molecular Probes）にセットした。画像収集は「Ｐ
ｌａｎ－Ａｐｏｃｈｒｏｍａｔ」６３×／１．４０ＤＩＣ油浸レンズを備えるＬＳＭ５１
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０共焦点レーザー走査顕微鏡（Carl Zeiss社）を用いて行った。最終画像は、連続図のＺ
スタック投影により得た（画素サイズ８００×８００、ｚステップ０．４６μｍ）。
【００７７】
実施例４
　Ｈ１９ＵＡＳ標的配列のいずれかの側で脱メチル化が起きた程度を調べた。ＵＡＳ配列
の３’側では、Ｇ反復領域を含む少なくとも６００ｂｐ下流までおよぶ、父系対立遺伝子
の効率的な脱メチル化が観察された。５’側では、第３のＣＴＣＦ結合部位付近で脱メチ
ル化レベルが顕著に低下したが、さらに上流で脱メチル化したＣｐＧが存在する証拠があ
った。従って、ＧＡＬ４部位特異的ＤＮＡ結合ドメインとの関連があるにもかかわらず、
Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳタンパク質の脱メチル化活性は、大きな領域に及んでいる。Ｄ
ＮＡ結合ドメインの選択が、ＡｉｄΔＮＥＳ活性レベルの制御に寄与していると予想され
る。
【００７８】
　本発明の特定の態様を詳細に説明したが、一例の説明に過ぎず、例証のみを目的とする
ものである。上記した態様は、添付した特許請求の範囲を限定することを企図していない
。請求の範囲によって規定される本発明の趣旨および範囲から逸脱することなく、本発明
を様々に置換、変更、修正することが可能であることを本発明者らは意図している。
【００７９】
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【図面の簡単な説明】
【００８０】
【図１】融合タンパク質Ｇａｌ４－Ａｉｄを産生する導入遺伝子の構造と、インヴィヴォ
でトランスジェニックに標的化するストラテジーの概略図を示す。ａ）Ａｉｄタンパク質
の構造、核外移行シグナルを除去したＣ末端欠失（を有するＡｉｄタンパク質変異体（Ａ
ｉｄΔＮＥＳ）、およびＣＭＶプロモーターからＧａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ欠失融合タン
パク質を発現する導入遺伝子ｂ）Ｈ１９上流の差次的にメチル化された領域（ＤＭＲ）と
、ＵＡＳ配列の挿入位置を示す（組換えストラテジーの結果として生じる１個のｌｏｘＰ
部位も示す）。この遺伝子型が、ＣＭＶ－Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ母とＨ１９ＤＭＲ　
ＵＡＳ父との子孫におけるＣＭＶ－Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ導入遺伝子と組み合わさる
と、Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ融合タンパク質が、父系のメチル化した対立遺伝子（黒丸
ピン）上のＵＡＳ配列に結合する。亜硫酸水素塩配列決定により分析した領域は、染色体
の上方にＢｉ１およびＢｉ２として示す。
【図２】実験交雑と対照交雑におけるＨ１９ＤＭＲのメチル化分析を示す。図１に示した
領域の亜硫酸水素塩分析は、ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ｍｙｃのメスとＨ１９ＤＭＲ　ＵＡＳの
オスとの交雑から得た子孫（対照）、ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳのメスとＨ１９
ＤＭＲ　ＵＡＳのオスとの交雑から得た子孫の、新生仔の肝臓について行った。黒丸はメ
チル化したＣｐＧ、白丸は非メチル化のＣｐＧを示す。父系Ｈ１９ＤＭＲ　ＵＡＳは、対
照交雑におけるメチル化レベルが高いが、実施例のものではメチル化レベルが実質的に低
い。母系染色体は両方の交雑においてメチル化されていない。
【図３】ＡｉｄΔＮＥＳの配列を示す（配列番号１）。
【図４】ＣＭＶ－ＧＡＬ４－ＡｉｄΔＮＥＳの配列を示す。
【図５】（ａ）Ｇａｌ４ＤＮＡ結合ドメインを、核外移行シグナル（ＮＥＳ）を含むＣ末
端を除去したＡｉｄ　ｃＤＮＡに融合した。Ａｉｄのアミノ酸に通し番号を付した。野生
型Ａｉｄ　ｃＤＮＡに加えて、Ｄ８９ＧおよびＣ１４７Ｒ、ならびにＥ５８Ｇのアミノ酸
変化を含むＡｉｄ　ｃＤＮＡの突然変異体２種を用いた。融合ｃＤＮＡをＣＭＶプロモー
ターベクター内に挿入して３種の導入遺伝子構築物を得て、ＮｒｕＩおよびＤｒａＩＩＩ
でプラスミド主鎖から切り取り、接合子に微量注入し、形質転換系ＴＧ４および５（ＣＭ
Ｖ　Ｇａｌ４－ＡｉｄΔＮＥＳ。ここでは単に「ＣＭＶ　Ｇａｌ４－Ａｉｄ」として示す
）、ＴＧ７（ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡｉｄ１）およびＴＧ８（ＣＭＶ　Ｇａｌ４－ΔＡｉ
ｄ２）を得た。（ｂ）胚組織および新生仔組織におけるＴＧ５、ＴＧ７およびＴＧ８系統
の、ＲＴ　ＰＣＲによる発現分析。（ｃ）接合子（トランスジェニック母とＨ１９ＤＭＲ
－ＵＡＳ父の交雑）におけるＴＧ５およびＴＧ７系統の、Ｇａｌ４ＤＮＡ結合ドメイン抗
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体を用いた免疫蛍光法による発現分析。融合タンパク質の大部分が前核に局在化している
。
【図６】Ｈ１９ＤＭＲ－ＵＡＳにおけるメチル化を示す。ＵＡＳ配列を含む父系対立遺伝
子（図面左側）と、ＵＡＳ配列を含まない母系対立遺伝子（図面右側）について、亜硫酸
水素塩配列決定により分析した。Ｇａｌ４トランスジェニックのメスをＨ１９ＤＭＲ－Ｕ
ＡＳホモ接合のオスと交雑し、導入遺伝子について陽性の子孫の、Ｅ１２．５での胚（Ｅ
）および胎盤（Ｐ）における、あるいは新生仔の肝臓（Ｌ）における、メチル化を分析し
た。黒丸はメチル化されたＣｐＧ、白丸は非メチル化ＣｐＧを示す。ＤＭＲ内の第４のＣ
ＴＣＦ結合部位を示してある。Ｇａｌ４－ｍｙｃ又はＧａｌ４－Ａｉｄ突然変異体を発現
する系統において父系ＤＭＲは高度にメチル化されたままであるが、Ｇａｌ４－ＡｉｄΔ
ＮＥＳを発現する系統（ここでは単にＧａｌ４－Ａｉｄとして示す）において、実質的に
脱メチル化されている。

【図１】 【図２】
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【図４】

【図５】

【図６】
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