
(57)【要約】

本発明は、ポリヌクレオチドコンストラクト、その調製

方法、および低分子干渉ポリリボ核酸分子の細胞内発現

に基づく細胞内でのＲＮＡおよび／またはタンパク質産

生量を低下させる方法におけるその使用のための調製物

に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
約 １ ７ か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 、 宿 主 細 胞 に お け る 約 １ ７ か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ
ド の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 該 第 一 の 配 列 は 第 二 の 配
列 が Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 場 合 、 共 有 結 合 に よ り 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る 第 二
の 配 列 と 連 結 し て お り 、 こ こ で 該 第 一 の 配 列 は 実 質 的 に Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 ま た は そ れ に 均 等 な
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 、 宿 主 細 胞 に お け る 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 下 方 制 御 ま た は 分 解 に 有 用
な 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
該 第 一 の 配 列 に 相 補 的 で あ り 、 該 第 二 の 配 列 の 遠 位 末 端 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し た 第 三 の
配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
該 第 二 の 配 列 が 第 二 の 配 列 内 で ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る 、 請 求 項 １ ま た
は ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
該 第 一 お よ び 第 三 の 配 列 に お け る す べ て の ヌ ク レ オ チ ド が 塩 基 対 形 成 す る 、 請 求 項 ２ ま た
は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
該 第 二 の 配 列 が 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請
求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
少 な く と も ２ つ の 酵 素 切 断 部 位 を 有 す る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
該 酵 素 切 断 部 位 の 少 な く と も １ つ が 該 ス テ ム ル ー プ 構 造 の ス テ ム 部 分 に 位 置 す る 、 請 求 項
５ ま た は ６ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
少 な く と も １ つ の 酵 素 切 断 部 位 が 該 第 一 の 配 列 と 該 第 二 の 配 列 の 間 に 挿 入 さ れ て い る 、 請
求 項 ５ か ら ７ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
該 第 一 の 配 列 に 関 連 す る 発 現 産 物 の 機 能 が 未 知 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か に 記 載
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 第 一 の 配 列 が 約 １ ９ か ら 約 ２ １ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か に 記
載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
宿 主 細 胞 に お け る Ｒ Ｎ Ａ の 下 方 制 御 ま た は 分 解 に 有 用 な 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ っ て 、 約 １ ７ か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 該 宿 主 細 胞 の 該 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 約 １ ７
か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 、 第 二 の 配 列 が
Ｒ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 場 合 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に よ っ て 共 有 結 合 に よ り 連 結 し た 第 三 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 該 第 一
の 配 列 お よ び 該 第 三 の 配 列 に お け る す べ て の ヌ ク レ オ チ ド が 互 い に 塩 基 対 を 形 成 す る こ と
が で き 、 こ こ で 該 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 天 然 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 由 来 で あ っ て 、 宿 主 細 胞
に お い て 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 機 能 的 に 標 的 と し な い 配 列 を 含 む ス テ ム ル ー プ 形 成 領 域 を 含
む 、 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
該 第 二 の 配 列 が ｍ Ｒ Ｎ Ａ 以 外 の 天 然 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 由 来 で あ っ て 約 ４ か ら 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 長 で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ １ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
該 第 二 の 配 列 が 約 ４ か ら 約 １ ３ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
さ ら に Ｒ Ｎ Ａ 配 列 ま た は そ れ に 均 等 な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 第 四 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み
、 該 第 四 の 配 列 は 該 第 一 ま た は 第 三 の 配 列 の 遊 離 末 端 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し て お り 、 該
Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 宿 主 細 胞 に お い て 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 、 切 断 さ れ る と 該 第 一 ま た は 第 三
の 配 列 の 遊 離 末 端 と な る 、 請 求 項 ２ か ら １ ３ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
さ ら に Ｒ Ｎ Ａ 配 列 ま た は そ れ と 均 等 な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 第 五 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み
、 該 第 五 の 配 列 が 該 第 一 ま た は 第 三 の 配 列 の 遊 離 末 端 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し て お り 、 該
Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 宿 主 細 胞 に お い て 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 、 切 断 さ れ る と 該 第 一 ま た は 第 三
の 配 列 の 遊 離 末 端 と な る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
該 第 四 の 配 列 が ベ ク タ ー へ の 方 向 性 の ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る よ う に 機 能 す る 、 請 求 項
１ ４ ま た は １ ５ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ か ら １ ６ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 該 第 一 の 配 列 の 上 流 に 位 置 す る プ ロ モ ー
タ ー 配 列 を 含 む 、 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る の に 有 用 な ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
該 プ ロ モ ー タ ー が マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 好 ま し く は 該 プ ロ モ ー タ ー が ｌ ｅ
ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
該 プ ロ モ ー タ ー が Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ に よ っ て 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 好
ま し く は 該 プ ロ モ ー タ ー が ５ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｖ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ａ ｌ ｕ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、
Ｈ １ 、 ま た は Ｕ ６ 核 内 低 分 子 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ ま た は １ ８ に
記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 配 列 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し た Ｄ Ｎ Ａ か ら な
る 、 請 求 項 １ ７ か ら １ ９ の い ず れ か に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
宿 主 細 胞 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 量 を 低 下 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項
１ か ら １ ６ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る
ベ ク タ ー で 該 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 第 一 の 配 列 が 該 Ｒ Ｎ Ａ 配
列 に 相 補 的 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 共 有 結 合 に よ り 連 結 し た 相 補
的 配 列 を 含 む 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 方 法 で あ っ て 、 実 質 的 に 少 な く と
も ２ つ の 相 補 的 塩 基 対 を 形 成 で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と に よ り ス テ ム ル ー プ 構 造
を 形 成 し 、 ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 を 有 す る 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 共 有 結 合 に よ っ て 連 結 し
た 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 該 第 一 の 配 列 が そ れ
に 対 す る 相 補 的 配 列 の 合 成 の た め に ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 か ら 開 始 す る 鋳 型 と し て 働 く 条 件 下 で 処
理 す る こ と を 含 む 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ か ら １ ３ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む ベ ク タ ー の 調 製 方 法
で あ っ て 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ り 、 さ ら に 該 第 一 の 配 列 の 遊 離 末 端 に 連
結 し た 第 四 の 配 列 を 含 ん で お り 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 変 性 し 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 変 換 し 、 そ し て 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 転 写
す る こ と が で き る ベ ク タ ー へ ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 機 能 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ７ か ら ２ ０ の い ず
れ か に 記 載 の ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と 、 こ こ で 該 ベ ク タ ー は 該 天
然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む も の で あ る 、 お よ び 、 細 胞
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表 現 型 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ か ら １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 発 現 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 該 配 列 に 作
動 可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
該 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
該 ベ ク タ ー が 、 Ａ Ａ Ｖ 、 レ ン チ ウ イ ル ス ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
請 求 項 ２ ６ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
該 ベ ク タ ー が ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 、 好 ま し く は 該 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 複
製 欠 損 の も の で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 １ か ら １ ６ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 １ ７ か ら ２ ０ の い ず
れ か に 記 載 の ベ ク タ ー に よ っ て 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 で あ り 、 好 ま し く は 該
細 胞 が Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ 細 胞 で あ る 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
以 下 の 工 程 を 含 む 毒 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 産 生 方 法 ：
（ ａ ） 該 毒 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 含 ま れ る 特 有 の 配 列 に 相 補 的 な 第 一
の 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ か ら １ ６ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 細 胞 に 導 入
す る 工 程 、
（ ｂ ） 該 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 該 細 胞 に 導 入 す る 工 程 、
（ ｃ ） 該 細 胞 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 お よ び 該 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 複 製 を 可 能 と す
る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 、 お よ び 、
（ ｄ ） 該 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ １ 】
該 細 胞 が 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細
胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
対 象 に お け る 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ か ら 翻 訳 さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 を 低 下 さ せ る 方 法
で あ っ て 、 請 求 項 １ ７ か ら ２ ２ の い ず れ か に 記 載 の ベ ク タ ー を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
細 胞 に お け る 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 低 下 さ せ る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る 工 程 、 該 対 象 に お け
る 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン ス ト ラ ク ト 、 そ の 調 製 方 法 、 お よ び 低 分 子 干 渉 ポ リ リ ボ
核 酸 分 子 の 細 胞 内 発 現 に 基 づ く 細 胞 に お け る Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 産 生 量 を 低
下 さ せ る 方 法 に お け る そ の 使 用 の た め の 調 製 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
最 近 の 数 十 年 間 に わ た る ゲ ノ ム 科 学 研 究 の 結 果 、 す べ て の ヒ ト ゲ ノ ム の ほ ぼ 完 全 な マ ッ プ
が 完 成 し 、 医 学 研 究 に お い て 新 た な 方 向 が 開 か れ た 。 こ の ポ ス ト ゲ ノ ム 科 学 時 代 に お い て
新 た な 科 学 の 研 究 分 野 、 例 え ば 、 プ ロ テ オ ミ ク ス や 機 能 ゲ ノ ム 科 学 が 出 現 し た 。 か な り の
Ｒ ＆ Ｄ 予 算 を 有 す る 伝 統 的 な 製 薬 会 社 は 新 た な 機 能 ゲ ノ ム 科 学 お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス の 基
盤 技 術 に 進 出 す る こ と に 興 味 を 抱 い て い る 。 必 要 と さ れ る の は 、 新 規 な 治 療 標 的 を 同 定 す
る た め の よ り よ い ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 お よ び よ り よ い 標 的 確 認 （ validation） ア プ ロ ー チ
で あ る 。 現 代 医 学 の す べ て の 研 究 分 野 を 適 用 す る こ と に よ り 、 機 能 ゲ ノ ム 科 学 は 全 て の ヒ
ト の 疾 患 の 治 療 に 大 き な 違 い を 生 み 出 す 潜 在 能 力 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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製 薬 会 社 は 信 頼 で き る ノ ッ ク ダ ウ ン に 基 づ く 技 術 に 興 味 を 抱 い て い る 。 と い う の は 、 小 分
子 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 発 現 タ ン パ ク 質 の 活 性 お よ び 効 果 を 阻 害 す る こ と に 基 づ く か
ら で あ る 。 そ れ ゆ え 、 細 胞 ア ッ セ イ に お け る ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 ま た は 単 一 遺 伝 子
確 認 に よ っ て 潜 在 的 標 的 の 発 現 ま た は 機 能 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 創 薬 プ ロ セ ス の 早 期 に
標 的 の 薬 剤 と し て の 能 力 に 関 す る 重 要 な デ ー タ セ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 か か る デ ー タ セ ッ ト
は 、 有 効 な 治 療 の 開 発 を 目 的 と し て 、 化 合 物 、 抗 体 ま た は 生 物 分 子 （ biological） に 基 づ
く 創 薬 プ ロ グ ラ ム の 開 始 の 強 力 な 基 礎 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
脊 椎 動 物 に お け る 遺 伝 子 機 能 の 研 究 は 、 ゲ ノ ム の 複 雑 性 、 多 細 胞 で あ る と い う 特 性 お よ び
網 羅 的 な 遺 伝 的 ツ ー ル が な い こ と に よ り 阻 ま れ て い る 。 安 定 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 系
ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 成 す る 技 術 は 強 力 で あ る が 、 非 常 に 時 間 と 労 力 が か
か る ア プ ロ ー チ で あ り 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト で 行 う の は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
様 々 な ノ ッ ク ダ ウ ン ま た は ノ ッ ク ア ウ ト ア プ ロ ー チ が 哺 乳 類 細 胞 に お け る 遺 伝 子 機 能 を 研
究 す る の に 用 い ら れ て い る （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 、 抗 体 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア プ タ マ ー 、 ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 、 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ な ど ） 。 し か し な が ら 、 か か る
技 術 は 強 力 で も 効 率 的 で も な く 、 そ れ ら は 一 般 に す べ て の 遺 伝 子 お よ び す べ て の 細 胞 型 に
適 用 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） は 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 転 写 後 プ ロ セ ス で あ り 、 サ イ レ ン ス さ
れ る べ き Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 に 相 同 的 な 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） に よ っ て 媒 介 さ れ 、 動 物 お
よ び 植 物 に お い て 観 察 さ れ て い る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は プ ロ セ シ ン グ さ れ て ２ １ － ２ ３ ヌ ク レ オ
チ ド （ ｎ ｔ ） 分 子 に な り 、 こ れ は 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） と 呼 ば れ 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ
の 配 列 特 異 的 分 解 を ガ イ ド す る （ Sharp、 2001） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
線 虫 （ C. elegans） に お い て 初 め て Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 が 発 見 さ れ （ Fire et al.、 1998） 、 そ の
後 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 導 入 に よ り 配 列 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ 効 果 が 誘 導 さ れ る 生 物 の 例 が 多 数
報 告 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ drosophila） の 胚 ま た は 培 養 細 胞 の 抽 出 物 を 用 い た イ ン ビ ト ロ 系 の 開
発 に よ り 、 配 列 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ 効 果 の 背 後 の メ カ ニ ズ ム に 対 す る 知 識 が 増 大 し た （
Elbashir et al.、 2001b; Hammond et al.、 2000; Zamore et al.、 2000） 。 こ れ ら 抽 出
物 に 導 入 さ れ る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は プ ロ セ シ ン グ さ れ て ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ 断 片 と な る 。 こ れ ら 抽 出
物 は い ま や 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 断 片 と オ ー バ ー ラ ッ プ す る 配 列 を 有 す る 標 的 Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 す る た
め に 「 プ ロ グ ラ ム さ れ て い る 」 と い え る 。 標 的 Ｒ Ｎ Ａ は 両 方 の 鎖 、 即 ち セ ン ス お よ び ア ン
チ セ ン ス 鎖 に お い て 、 ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ の 間 隔 で 切 断 さ れ る 。 こ れ ら 小 分 子 種 は 、 低 分 子 干
渉 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） と 呼 ば れ る 。 よ り 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 種 が よ り 短 い Ｒ Ｎ Ａ よ り も 強 力
で あ る と 思 わ れ る に も か か わ ら ず 、 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ 効 果 は ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ の ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ を 直 接 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 得 ら れ る （ Elbashir et al.、 2001b
） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
成 熟 し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 正 確 に プ ロ セ シ ン グ さ れ て ２ － ま た は ３ － ｎ ｔ の ３ ’ オ ー バ
ー ハ ン グ を 有 す る ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ 長 の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ； こ れ ら は 修 飾 ヌ ク レ オ チ
ド を 含 ま ず ５ ’ リ ン 酸 基 （ そ の 機 能 に 必 須 で は な い ） と ３ ’ 水 酸 基 を 有 す る 。 ２ － ま た は
３ － ｎ ｔ の オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は 平 滑 末 端 を 有 す る 二 本 鎖 や ４ － ｎ
ｔ の オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る 二 本 鎖 よ り も 活 性 が 高 い 。 セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の
い ず れ か に お け る １ ７ 以 上 (or-up)の ３ ’ 末 端 の 延 長 の 結 果 、 相 補 的 標 的 鎖 の 切 断 の 活 性
が 失 わ れ る 。 こ れ は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 正 確 な ３ ’ 末 端 が ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 が セ ン ス 標 的 Ｒ
Ｎ Ａ を 分 解 す る 活 性 を 維 持 す る た め に 必 須 で あ る こ と を 示 す （ Elbashir et al.、 2001b）
。
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【 ０ ０ １ ０ 】
遺 伝 的 研 究 に よ り Ｒ Ｎ Ａ ｉ と 線 虫 に お け る ト ラ ン ス ポ ゾ ン サ イ レ ン シ ン グ が 関 連 付 け ら れ
た 。 植 物 に お け る 翻 訳 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ （ Ｐ Ｇ Ｔ Ｓ ） に よ る 共 抑 制 （ co-suppressi
on） は 、 お よ そ ２ ２ ｎ ｔ の 低 分 子 ガ イ ド Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 媒 介 さ れ る 関 連 す る 機 構 に よ っ て
機 能 し て い る よ う で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
い く つ か の タ ン パ ク 質 因 子 が 遺 伝 的 お よ び 生 化 学 的 研 究 に 基 づ き Ｒ Ｎ Ａ ｉ と 関 連 す る と さ
れ た （ Sharp、 2001） 。 Ｒ Ｄ Ｅ － １ 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は よ く 保 存 さ れ た 多 数 の メ ン バ ー か
ら な る （ 線 虫 に お い て ２ ４ ） 。 Ｒ Ｄ Ｅ － １ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 機 能 未 知 の 保 存 さ れ た
Ｐ Ｉ Ｗ Ｉ － お よ び Ｐ Ａ Ｚ － ド メ イ ン を 含 む 。 Ｒ Ｄ Ｅ － １ ホ モ ロ グ は 様 々 な 種 に お い て み ら
れ 、 Ｒ Ｄ Ｅ － １ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー は 様 々 な プ ロ セ ス で の 作 用 に 関 与 し て い る ； Ｒ Ｎ Ａ ｉ
、 植 物 に お け る Ｐ Ｔ Ｇ Ｓ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る 胚 発 生 、 小 分 子 一 過 性 （ small temp
oral） Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 お よ び 制 御 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ダ イ サ ー （ Dicer） タ ン パ ク 質 は Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 い く つ
か の 種 に お い て 保 存 さ れ て い る 。 ダ イ サ ー は ヘ リ カ ー ゼ ド メ イ ン 、 １ － ２ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結
合 ド メ イ ン 、 ２ の Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ 型 ド メ イ ン お よ び Ｐ Ａ Ｚ ド メ イ ン を 含 む 。 ダ イ サ ー は
機 能 的 な ２ １ ヌ ク レ オ チ ド 長 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を よ り 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 か ら 作 成 す る の に
必 要 と さ れ る （ Bernstein et al.、 2001） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
線 虫 に お い て ２ １ － ２ ２ ｎ ｔ の 小 分 子 一 過 性 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ ） で あ る ｌ ｅ ｔ － ７ お よ
び ｌ ｉ ｎ － ４ は 、 発 生 の 過 程 で 調 節 的 役 割 を 果 た し て い る 。 こ れ ら は そ の 標 的 転 写 産 物 の
３ ’ 非 翻 訳 領 域 に お け る 配 列 を 認 識 す る こ と に よ っ て 作 用 し 、 そ の 結 果 発 現 が 強 く 抑 制 さ
れ る （ Reinhart et al.、 2000） 。 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ は よ り 長 い 前 駆 体 転 写 産 物 か ら プ ロ セ シ ン
グ さ れ て 生 じ る 。 成 熟 し た ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト に お い て も 検 出 さ れ て お り 、 保 存 さ れ
た 二 次 構 造 を 有 す る 前 駆 体 が 予 測 さ れ て い る （ Pasquinelli et al.、 2000） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 　 ｌ ｅ ｔ － ７ の 正 確 な プ ロ セ シ ン グ の た め に は 、 ダ イ サ ー が 必 要 で あ る （ Gris
hok et al.、 2001; Hutvagner et al.、 2001） 。 そ れ ゆ え 、 ダ イ サ ー は 二 つ の 機 能 を 有 す
る ： ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ へ の プ ロ セ シ ン グ お よ び ｌ ｅ ｔ － ７ 前 駆 体 の 成 熟 し た ｌ ｅ ｔ
－ ７ 　 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ へ の プ ロ セ シ ン グ で あ る 。 産 物 で あ る ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ と ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 い く
つ か の 特 徴 に お い て 異 な っ て い る が い く つ か の 特 徴 を 共 有 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ と ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 相 違 に は 以 下 の も の が 含 ま れ る 。
（ １ ） 成 熟 し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス の 両 鎖 が 細 胞 内 に 存 在 す る ； 成 熟
し た ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 鎖 の み が 検 出 さ れ う る 、
（ ２ ） ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ の 二 本 鎖 領 域 は い く つ か の Ｇ － Ｕ 塩 基 対 お よ び ミ ス マ ッ チ を 含 む が 、 ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ は １ ０ ０ ％ 相 補 的 な 二 本 鎖 を 有 す る 、 お よ び 、
（ ３ ） ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 作 用 の 態 様 は Ｒ Ｎ Ａ 分 解 で あ る が 、 ｌ ｅ ｔ － ７ 　 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ は 翻 訳 阻
害 を 引 き 起 こ す と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ と ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 以 下 の 特 徴 を 共 有 す る 。
（ １ ） 両 Ｒ Ｎ Ａ 種 は 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 に 関 与 し て い る 、
（ ２ ） 成 熟 し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と 成 熟 し た ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ は と も に ２ １ － ２ ２ ｎ ｔ 長 で あ る 、
（ ３ ） 両 者 は 二 本 鎖 の 、 よ り 長 い 前 駆 体 Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 じ る 、 そ し て 、
（ ４ ） ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ と ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 両 方 の 活 性 形 態 へ の プ ロ セ シ ン グ は 同 じ 酵 素 で あ る 、 ダ
イ サ ー に よ っ て 媒 介 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ 報 告 さ れ て い る 進 展 ）
Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ り 研 究 者 に 遺 伝 子 機 能 を 研 究 す る た め の さ ら な る 遺 伝 的 ツ ー ル が 提 供 さ れ る
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。 線 虫 に お い て 、 染 色 体 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ Ｉ は 今 や 系 統 的 に 表 現 型 効 果 に つ い て 分 析 さ れ た 。
Ｒ Ｎ Ａ ｉ ア プ ロ ー チ に よ り 発 生 研 究 に お け る さ ら な る 可 能 性 が 生 じ た 。 伝 統 的 な 発 生 過 程
で 致 死 効 果 を 有 す る ノ ッ ク ア ウ ト に よ っ て は 発 生 の 後 期 段 階 を 分 析 す る こ と は で き な か っ
た 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ れ ば 、 効 果 の 開 始 を 変 動 さ せ る こ と が で き 、 発 生 の 後 期 段 階 に お け る 役
割 が 研 究 で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
哺 乳 類 細 胞 に お け る Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 使 用 に は 問 題 が あ っ た 。 と い う の は 長 い （ ＞ ３ ０ 塩 基 対 ）
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 導 入 に よ り ２ つ の 主 要 な 細 胞 内 応 答 が 起 こ る か ら で あ る ： 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 依 存
性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｐ Ｋ Ｒ の 活 性 化 に よ り 、 タ ン パ ク 質 合 成 が 全 体 的 に 阻 害 さ れ る ； そ
し て ２  ’ － ５ ’ － 少 ア デ ニ ル 合 成 酵 素 を 介 し た Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｌ の 活 性 化 に よ り 、 す べ て の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 攻 撃 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
哺 乳 類 に お い て 、 ウ イ ル ス 感 染 過 程 で 生 じ る こ と が 多 い 、 細 胞 内 で の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 出 現 の
結 果 、 強 い 細 胞 応 答 が 起 こ る 。 主 要 な 活 性 は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る イ ン タ ー フ ェ ロ ン － 誘
導 性 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ － 依 存 的 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ （ Ｐ Ｋ Ｒ ） に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 こ の 結 果 、
Ｐ Ｋ Ｒ の 自 己 リ ン 酸 化 と 活 性 化 が 起 こ る 。 活 性 化 し た Ｐ Ｋ Ｒ は 真 核 生 物 翻 訳 開 始 因 子 ２ の
ア ル フ ァ サ ブ ユ ニ ッ ト （ ｅ Ｉ Ｆ ２ － ア ル フ ァ ） を 、 セ リ ン － ５ １ の 位 置 に お い て リ ン 酸 化
す る 。 Ｇ Ｔ Ｐ に 結 合 し た ｅ Ｉ Ｆ ２ は 、 イ ニ シ エ ー タ ー ｔ Ｒ Ｎ Ａ メ チ オ ニ ン を リ ボ ゾ ー ム の
小 サ ブ ユ ニ ッ ト に 運 び 、 ｅ Ｉ Ｆ ２ は Ｇ Ｄ Ｐ － 結 合 形 態 で 遊 離 す る 。 連 続 的 に 進 行 す る 翻 訳
を 行 う た め に は 、 ｅ Ｉ Ｆ ２ は Ｇ Ｄ Ｐ － 結 合 形 態 か ら Ｇ Ｔ Ｐ － 結 合 形 態 へ と リ サ イ ク ル さ れ
な け れ ば な ら な い 。 Ｐ Ｋ Ｒ に よ る ｅ Ｉ Ｆ ２ － ア ル フ ァ の リ ン 酸 化 は こ の リ サ イ ク ル を 阻 害
し 、 そ れ に よ っ て 翻 訳 開 始 が 阻 害 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 哺 乳 類 細 胞 に お い て 全
体 的 な 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － 誘 導 性 （ ２  ’ － ５ ’ ） 少 ア デ ニ ル 合 成 酵 素 を 活 性 化
す る こ と も 知 ら れ て い る 。 活 性 化 さ れ る と 、 こ の 酵 素 は Ａ Ｔ Ｐ を ２  ’ － ５ ’ － 結 合 ヌ ク
レ オ チ ド オ リ ゴ マ ー （ ２ － ５ Ａ と も 示 さ れ る ） に 重 合 す る 。 ２ － ５ Ａ オ リ ゴ マ ー は リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｌ を 活 性 化 し 、 そ の 結 果 Ｒ Ｎ Ａ 分 解 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
さ ら に 哺 乳 類 に お い て は い く ら か の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 核 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ － 特 異 的 ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナ
ー ゼ （ Ａ Ｄ Ａ Ｒ ） に よ っ て 編 集 さ れ る 。 Ａ Ｄ Ａ Ｒ は 、 脳 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 （ ｇ ｌ ｕ Ｒ ）
に 対 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ な ど 、 特 定 の 基 質 に 選 択 的 に 作 用 す る が 、 そ の 活 性 は 非 常 に わ ず か な 配
列 特 異 性 し か 示 さ ず 、 特 定 の 最 小 長 よ り 長 い あ ら ゆ る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に 対 し て 作 用 し う る
。 こ の 一 般 的 修 飾 活 性 に よ り 、 ア デ ノ シ ン － か ら イ ノ シ ン － 残 基 へ の 脱 ア ミ ノ が 起 こ り 、
そ の 結 果 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ヘ リ ッ ク ス の 巻 き 戻 し が 起 こ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
実 際 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ － 培 養 細 胞 に 対 し て 働 く ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア プ
ロ ー チ は 様 々 な 哺 乳 類 起 源 の 培 養 細 胞 に お い て 失 敗 し て い る 。 し か し 、 マ ウ ス 胚 と 卵 母 細
胞 に お け る マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 実 験 に よ り 、 こ れ ら の 条 件 下 で Ｒ Ｎ Ａ ｉ 効 果 が 観 察
さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 哺 乳 類 系 に お い て Ｒ Ｎ Ａ ｉ が 可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
最 近 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ が 一 連 の 哺 乳 類 細 胞 系 に お い て 利 用 可 能 な こ と が 示 さ れ た （ Elbashir et 
al.、 2001a） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 細 胞 へ の ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の 直 接 的 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 基 づ く 。 こ れ に よ り 上 記 の 細 胞 内 応 答 が 回 避 さ れ 、 そ の 結 果 内 在 性
お よ び 異 種 性 遺 伝 子 の 配 列 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ が 起 こ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア プ ロ ー チ の 重 要 な 障 害 は 標 的 の 異 な る 細 胞 型 、 特 に 一
次 細 胞 （ primary cell） へ の 適 用 が 制 限 さ れ て い る こ と で あ る 。 一 次 細 胞 は イ ン ビ ボ 状 況
に 非 常 に 近 く 、 生 理 的 関 連 性 が 最 も 高 い こ と が 多 い 。 非 － ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 は こ れ ら 細 胞 に 関 し て 深 刻 な 制 限 を 有 し 、 有 効 か つ 信 頼 で き

10

20

30

40

50

(7) JP 2005-501557 A 2005.1.20



る も の で は な い 。 こ れ ら ア プ ロ ー チ の 実 践 的 使 用 に は 、 か な り の 条 件 の 最 適 化 が 必 要 で あ
り 、 ラ ー ジ ス ケ ー ル で の 適 用 に 必 要 な 信 頼 性 が 一 般 に 欠 け て い る 。 使 用 さ れ る 遺 伝 子 移 入
試 薬 は 毒 性 で あ る こ と が 多 く 、 生 き た 形 質 導 入 細 胞 の レ ベ ル が 低 く な る 。 要 す る に 、 こ れ
ら に よ っ て は 広 範 な 細 胞 型 へ の ジ ェ ネ リ ッ ク な ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 適 用 は で き な い 。 広 範 な 細 胞
型 に は 一 次 細 胞 型 、 例 え ば Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 肥 満 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 滑 膜 細 胞 お よ び 肺 上 皮
細 胞 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て は 短 い ノ ッ ク ダ ウ
ン 効 果 が も た ら さ れ る 。 細 胞 に お け る 持 続 し た ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を 得 る た め に は さ ら に い
く つ か の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
そ れ ゆ え 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 技 術 の 広 範 な 適 用 に は こ れ ら の 限 界 を 克 服 す る さ ら な る 研 究 開 発 が
必 要 で あ ろ う 。 哺 乳 類 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の ノ ッ ク ダ ウ ン の ゲ ノ ム 科 学 ス ケ ー ル の 実 行 は
、 広 範 な 細 胞 系 お よ び 一 次 細 胞 型 に 適 用 で き る 信 頼 で き る 確 実 か つ 効 率 的 な 遺 伝 子 移 入 技
術 が な い こ と に よ り 阻 ま れ て い る （ 上 記 を 参 照 ） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 は 従 来 技 術 に よ っ て 認 識 さ れ て い る 限 界 を 克 服 し 、 多 く の 分 野 、 例 え ば ゲ ノ ム 科 学
研 究 、 ウ イ ル ス 産 生 お よ び タ ン パ ク 質 産 生 へ の 適 用 を 見 出 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
組 換 え ウ イ ル ス の 産 生 は 、 ウ イ ル ス 産 生 に 干 渉 す る 致 死 ま た は 毒 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 外 来 配 列 の 発 現 に よ っ て 複 雑 と な る 場 合 が あ る 。 従 来 技 術 に よ る と 、 Ｔ ｅ ｔ － 抑 制 系 お
よ び Ｅ ｃ ｄ ｙ ｓ ｏ ｎ 系 を 含 む タ ン パ ク 質 産 生 の 一 時 的 な シ ャ ッ ト ダ ウ ン 系 が 開 示 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 系 は し か し 時 間 が か か り 、 コ ン ス ト ラ ク ト を ベ ク タ ー に 導 入 す る た め に 困 難
な ク ロ ー ニ ン グ 工 程 を 伴 う 。 従 来 技 術 の さ ら な る 欠 点 は 、 抑 制 系 は 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ
る も の で あ り 、 抑 制 系 自 体 が 遺 伝 子 発 現 に 向 か う こ と を 抑 制 す る 化 合 物 を 添 加 す る 必 要 が
あ る こ と が 多 い 。 本 発 明 は す べ て の ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ お よ び タ ン パ ク 質 産 生 系 に 適
用 で き 、 そ れ ぞ れ ウ イ ル ス ま た は 産 生 細 胞 の 産 生 段 階 に お い て 致 死 ま た は 組 換 え タ ン パ ク
質 を 選 択 的 ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と に よ り 産 生 を 向 上 さ せ る も の で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
本 発 明 は 、 宿 主 細 胞 に お け る 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 下 方 制 御 ま た は 分 解 に 有 用 な 、 単 離 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ れ を 含 む ベ ク タ ー に 関 し 、 こ れ は 実 質 的 に 以 下 か ら な る 。 約 １ ７
か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 、 該 宿 主 細 胞 に お け る 該 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 約 １ ７ か ら 約 ２ ３
ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 該 第 一 の 配 列 は 共 有 結 合
に よ り 第 二 の 配 列 に 連 結 し て お り 、 第 二 の 配 列 は 、 該 第 二 の 配 列 が Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 ル ー プ 構
造 を 形 成 す る こ と が で き 、 こ こ で 該 第 一 の 配 列 は 実 質 的 に Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 ま た は そ れ に 均 等
な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ れ を 含 む ベ ク タ ー に
関 し 、 こ れ は 、 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 共 有 結 合
に よ り 連 結 し た 第 三 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 第 二 の 配 列 は 、 該 第 二 の 配 列 が Ｒ Ｎ Ａ の
場 合 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 該 第 一 の 配 列 お よ び 該 第 三
の 配 列 に お け る す べ て の ヌ ク レ オ チ ド は 互 い に 塩 基 対 を 形 成 す る こ と が で き 、 こ こ で 該 第
二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に み ら れ る 天 然 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 由 来 の 配 列 を 有 す る ス
テ ム ル ー プ 形 成 領 域 を 含 み 、 機 能 的 に 宿 主 細 胞 に お け る 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 標 的 に し な い
も の で あ る 。 も っ と も 好 ま し く は 第 二 の 配 列 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 以 外 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 由 来 の も の で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 宿 主 細 胞 に 存 在 す る 特 有 の 配 列 を 有 す る 少 な く と も １ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分
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子 の 量 を 減 少 さ せ る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 該 細 胞 を 上 記 の 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 該 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な 第 一 の 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 共 有 結
合 に よ り 連 結 し た 相 補 的 配 列 を 含 む 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 方 法 に 関 し
、 該 方 法 は 、 実 質 的 に 、 相 補 的 塩 基 対 を 形 成 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端
を 有 す る ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 二 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し た 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一
本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 該 第 一 の 配 列 が そ れ に 対 す る 相 補 的 配 列 の 合 成 の た め の ３ ’ Ｏ
Ｈ 末 端 を 開 始 さ せ る 鋳 型 と し て 働 く よ う な 条 件 下 で 処 理 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む ベ ク タ ー の 調 製 方 法 に
関 し 、 こ こ で 該 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ り 、 さ ら に 該 第 一 の 配 列 の
遊 離 末 端 に 連 結 し た 第 四 の 配 列 を 含 み 、 こ こ で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 変 性 し て 、 二 本 鎖 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 変 換 さ れ 、 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 転 写 す る こ と が で き る ベ ク タ ー 中 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 機 能 を 決 定 す る 方 法 に 関 し 、 該
方 法 は 、 宿 主 細 胞 を 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 、 こ こ で 該 ベ ク タ
ー は 該 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 そ し て 細 胞 表 現
型 の 変 化 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー お よ び ベ ク タ ー に 関 し 、 こ れ は 実 質 的 に 本 発
明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 対 象 に お け る Ｒ Ｎ Ａ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ か ら 翻 訳 さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 を 減 少 さ せ る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 本 発 明 に よ
る ベ ク タ ー を 投 与 す る 工 程 、 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 該 Ｒ Ｎ Ａ の 量 を
減 少 さ せ る の に 有 効 な 量 に お い て 、 該 対 象 の 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 は ウ イ ル ス ま た は 組 換 え タ ン パ ク 質 産 生 の 間 に タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 致 死 タ ン パ ク
質 の 一 時 的 な ノ ッ ク ダ ウ ン を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 以 下 が 可 能 と な る ：
（ １ ） 致 死 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む ウ イ ル ス の 複 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ 、
（ ２ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 最 適 な 産 生 。
下 記 の ノ ッ ク ダ ウ ン コ ン ス ト ラ ク ト は あ ら ゆ る 選 択 さ れ た パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト す る こ と が で き 、 か か る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 直 接 用 い ら れ る 。 ノ ッ ク
ダ ウ ン 系 は 、 細 胞 を 感 染 す る の に 直 接 用 い ら れ る ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト を 使 用 し 、 ウ イ
ル ス ま た は タ ン パ ク 質 産 生 を 誘 導 す る 方 法 に は さ ら な る 化 合 物 は 要 求 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 記 載 ）
以 下 の 定 義 を 実 施 例 を 含 む 本 明 細 書 に 用 い る が 、 こ れ は 本 発 明 の 範 囲 の 理 解 を 助 け る た め
の も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 」 と は 、 共 有 結 合 に よ り 互 い に 結 合 し 、 少 な く と
も ２ の 異 な る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ こ れ は 同 じ 種 の も の で の 異 な る 種 の も の で も 良 い ） に 由 来 す る
少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 構 築 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 ガ イ ド 配 列 」 と は 、 標 的 配 列 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
「 致 死 タ ン パ ク 質 」 と は 、 そ の タ ン パ ク 質 が 致 死 量 産 生 さ れ た 場 合 、 産 生 し た 細 胞 を 殺 し
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う る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 致 死 タ ン パ ク 質 に は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る タ ン パ ク 質 、
例 え ば 、 Ｂ ａ ｘ 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ ｓ 、 Ｂ ａ ｄ お よ び Ｂ ａ ｋ 、 Ｆ ａ ｓ 、 お よ び Ｃ ａ ｓ ｐ １ 、 そ し
て ウ イ ル ス 複 製 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 、 増 殖 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 合 成
を 転 写 ま た は 翻 訳 レ ベ ル で 阻 害 す る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 さ ら な る 毒 性 タ ン パ ク 質 の 具
体 例 は 、 全 長 Ｔ ｉ ａ ｍ 、 Ｒ ａ ｃ 、 Ｒ ｈ ｏ 、 お よ び Ｒ ａ ｓ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 」 と は 、 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド 長 以 下 の 二 本 鎖 低 分 子
干 渉 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る 。 科 学 文 献 に よ る と 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 特 異 的
分 解 を 媒 介 す る も の と し て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 ｓ Ｒ Ｎ Ａ 」 と は 、 約 ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド よ り 短 い 一 本 鎖 ま た は 二
本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る 。 ｓ Ｒ Ｎ Ａ に は ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ と ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 両 方 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 」 と は 、 宿 主 細 胞 に お け る Ｒ Ｎ Ａ 中 の ３ ’ 非 翻 訳 領
域 に 相 補 的 な 一 本 鎖 小 分 子 一 過 性 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 ス テ ム ル ー プ 」 と は 、 互 い に 相 補 的 で あ り 、 一 本 鎖 ポ リ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド に お い て 、 相 補 的 二 本 鎖 構 造 の 形 成 を 可 能 に す る 塩 基 対 を 形 成 す る ２ つ の 配 列
を 含 む 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 該 ２ つ の 塩 基 対 を 形 成 す る 配 列 に 隣 接 す る 非 相
補 的 ル ー プ 配 列 を 含 む も の を 意 味 す る 。 ル ー プ の ス テ ム 部 分 を 構 成 す る 相 補 的 塩 基 対 は 少
な く と も ２ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ３ 塩 基 対 長 で あ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 （ １ ま
た は 複 数 の ） ス テ ム 塩 基 対 は 、 第 一 の 配 列 と 第 三 の 配 列 の 相 補 的 配 列 に 対 応 し 、 ス テ ム 塩
基 対 が 相 補 的 で あ る １ ま た は 複 数 の 第 二 の 配 列 は 、 第 一 の 配 列 と 第 三 の 配 列 の 相 補 的 塩 基
対 と し て 重 複 し て も 良 い 。 か か る 特 定 の 状 況 下 で は 第 二 の 配 列 の ス テ ム 部 分 は 、 相 補 的 塩
基 対 が １ つ の み で あ る か 、 相 補 的 塩 基 対 が な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 標 的 配 列 」 と は 、 宿 主 細 胞 に お け る Ｒ Ｎ Ａ に 存 在 す る ポ リ リ ボ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 」 す る と は 、 当 業 者 に 知 ら れ た よ う に し て 核
酸 を 細 胞 に 導 入 す る あ ら ゆ る 手 段 を 意 味 す る 。 そ れ に は 以 下 の も の が 含 ま れ る が こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は リ ポ ソ ー ム に 基 づ く 試 薬 に よ る 形 質 導 入 、
例 え ば 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ に よ る 感 染 、 浸 漬 プ ロ セ ス を 介 す る エ レ ク ト ロ ポ ー
レ ー シ ョ ン 、 ま た は 物 理 的 方 法 を 用 い た 核 酸 の 導 入 、 例 え ば マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ま
た は Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー テ ィ ン グ さ れ た 粒 子 に よ る 微 粒 子 流 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 に よ る 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 第 一 の ガ イ ド 配 列 お よ び 第 二 の 配 列
を 含 み 、 第 二 の 配 列 は 、 該 第 二 の 配 列 が Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 、 該 第 二 の 配 列 の な か で ス テ ム ル ー
プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る も の で あ る 。 好 適 な 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 第 三 の
配 列 を 含 み 、 こ れ は 第 一 の ガ イ ド 配 列 に 相 補 的 で あ り 、 共 有 結 合 に よ り 第 二 の 配 列 の 末 端
（ 遠 位 末 端 ） に 連 結 し て い る 。 も っ と も 好 適 な 本 発 明 の 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お
い て は 、 第 一 お よ び 第 三 の 配 列 に お け る す べ て の ヌ ク レ オ チ ド が 塩 基 対 を 形 成 す る 。 好 適
な 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 こ れ は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 以 外 の
Ｒ Ｎ Ａ 分 子 由 来 の ス テ ム ル ー プ 形 成 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 は 、 第 一 ま た は 第 三 の 配 列 の い ず れ か を ガ イ ド 配 列 と し 、 こ れ は 、 宿 主 細 胞 系 に お
い て 、 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ Ｒ Ｎ
Ａ ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ を 、 相 補 的 配 列 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ に 導 く 機 能 を 有 す る 。 第 一 お よ び 第
三 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 約 １ ７ か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 、 好 ま し く は 約
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１ ９ か ら 約 ２ ２ ヌ ク レ オ チ ド 、 も っ と も 好 ま し く は 約 １ ９ ま た は 約 ２ １ ヌ ク レ オ チ ド の 長
さ で あ り 、 こ れ ら は す べ て 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ に お い て み ら れ る 配 列 に 対 応 す る 。 宿 主 細 胞 に お
け る Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 構 造 的
Ｒ Ｎ Ａ 、 あ る い は ウ イ ル ス 、 細 菌 ま た は 寄 生 虫 の 感 染 の 結 果 存 在 す る 宿 主 細 胞 に お い て み
ら れ る Ｒ Ｎ Ａ な ど の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ っ て も よ い 。 好 適 な Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る
。 宿 主 細 胞 に お け る Ｒ Ｎ Ａ は 、 既 知 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ま た は 既 知 の 機 能 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 既 知 の Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て よ く 、 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は 細 胞 機 能 と 関 連 付 け ら れ て い な
い 未 知 の も の で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
好 適 な ス テ ム ル ー プ 配 列 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に お い て 存 在 す る こ と が 当 業 者 に 知 ら れ て い る ス
テ ム ル ー プ 領 域 に 基 づ く も の で あ り 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に は 例 え ば 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｒ
Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 構 造 的 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 予 測 コ ン ピ
ュ ー タ モ デ リ ン グ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 簡 単 に ス テ ム ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ 構 造 を 同 定 で き る で あ ろ
う 。 か か る プ ロ グ ラ ム と し て は 例 え ば 、 「 Ｍ ｆ ｏ ｌ ｄ 」 （ M. Zuker、 D.H. Mathews & D.H
. Turner Algorithms and Thermodynamics for RNA Secondary Structure Prediction: A
 Practical Guide In RNA Biochemistry and Biotechnology、 11-43、 J. Barciszewski &
 B.F.C. Clark、 eds、 NATO ASI Series、 Kluwer Academic Publishers、 (1999)） 、 「 Ｒ
Ｎ Ａ ｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ ｕ ｒ ｅ 」 （ Mathews、 D.H.; Sabina、 J.; Zuker、 M.; and Turner、 D.H.
、 ” gexpanded sequence dependence of thermodynamic parameters improves predictio
n of RNA secondary structures” 、 Journal of Molecular Biology、 1999、 288、 911-94
0） 、 「 Ｖ ｉ ｅ ｎ ｎ ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｐ ａ ｃ ｋ ａ ｇ ｅ 」 に お け る 「 Ｒ Ｎ Ａ ｆ ｏ ｌ ｄ 」 （ Ivo Hof
acker、 Institut fur theoretische Chemie、 Wahringerstr. 17,A-1090 Wien、 Austria 
） 、 「 Ｔ ｉ ｎ ｏ ｃ ｏ 　 ｐ ｌ ｏ ｔ 」 （ Tinoco、 I.Jr.、 Uhlenbeck、 O.C. & Levine、 M.D. (1
971) Nature 230、 363-367） 、 保 存 さ れ た 二 次 構 造 を 探 索 す る 「 Ｃ ｏ ｎ Ｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ 」 （
Luck、 R.、 Steger、 G. & Riesner、 D. (1996)、 Thermodynamic prediction of conserved
 secondary structure: Application to RRE-element of HIV、 tRNA-like element of CM
V、 and mRNA of prion protein.　 J. Mol. Biol. 258、 813-826; and Luck、 R.、 Graf、 S
. & Steger、 G. (1999)、 ConStruct: A tool for thermodynamic controlled prediction
 of conserved secondary structure.　 Nucleic Acids Res. 21、 4208-4217.） 、 「 Ｆ Ｏ
Ｌ Ｄ Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ 」 （ J. Gorodkin、 L. J. Heyer and G. D. Stormo. Nucleic Acids Resea
rch、 Vol. 25、 no. 18 pp 3724-3732、 1997a; and J. Gorodkin、 L. J. Heyer、 and G. D
. Stormo.　 ISMB 5; 120-123、 1997b） 、 お よ び 「 Ｒ Ｎ Ａ ｄ ｒ ａ ｗ 」 （ Ole Matzura and A
nders Wennborg Computer Applications in the Biosciences (CABIOS)、 Vol. 12 no. 3 
1996、 247-249） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
Ｒ Ｎ Ａ ス テ ム ル ー プ 構 造 は 以 下 の よ う な デ ー タ ベ ー ス に お い て も 見 ら れ る 。 例 え ば 、 小 分
子 Ｒ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ Karthika Perumal、 Jian Gu、 Yahua Chen and Ram Reddy Depart
ment of Pharmacology、 Baylor College of Medicine、 USA） 、 非 コ ー ド Ｒ Ｎ Ａ の デ ー タ
ベ ー ス （ Erdman VA、 Barciszewska MZ、 Szymanski M、 Hochberg A. the non-coding RNAs
 as riboregulators (2001) Nucleic Acids Res. 29: 189-193） 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 大 サ ブ ユ ニ ッ
ト デ ー タ ベ ー ス （ Wuyts J.、 De Rijk P.、 Van de Peer Y.、 Winkelmans T.、 De Wachter 
R. (2001) The European Large Subunit Ribosomal RNA database. Nucleic Acids Res. 
29(1): 175-177） 、 小 サ ブ ユ ニ ッ ト ｒ Ｒ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ Wuyts、 J.、 Van de Peer、 Y.
、 Winkelmans、 T.、 De Wachter R. (2002) The European database on small subunit ri
bosomal RNA. Nucleic Acids Res. 30、 183-185） 、 ｓ ｎ ｏ Ｒ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス 出 芽 酵 母
用 （ Lowe and Eddy、 Science 283: 1168-1171、 1999） 、 ア ー キ ア 用 （ Omer、 Lowe、 Russe
l、 Ebhardt、 Eddy and Dennis Science 288: 517-522、 2000） 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 用 ： （ Br
own、 Clark、 Leader、 Simpson and Lowe RNA 7:1817-1832、 2001） 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 お よ び
ｔ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 （ Mathias Sprinzl、 Konstantin S. Vassilenko、 http://www.uni-ba
yreuth.de/departments/biochemie/trna/） 、 ５ Ｓ リ ボ ゾ ー ム Ｒ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ Szyma
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nski M、 Barcizewska MZ、 Erdman VA、 Barciszewski J、 ” 5S ribosomal RNA database”
 (2002) Nucleic Acids Res. 30: 176-178） 、 Ｒ ｕ ｔ ｇ ｅ ｒ ｓ 大 学 に お け る 核 酸 デ ー タ ベ
ー ス プ ロ ジ ェ ク ト （ Ｎ Ｄ Ｂ ） （ http://ndbserver.rutgers.edu/NDB/） 、 Ｒ Ｎ Ａ 構 造 デ ー
タ ベ ー ス （ www.RNABase.org） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
こ れ ら の プ ロ グ ラ ム を 用 い る こ と に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ ス テ ム ル ー プ 配 列 を 同 定 す る こ と が で き
、 こ れ を 修 飾 し て 複 数 の ル ー プ 領 域 を 除 き 、 そ の 結 果 よ り 短 い 、 よ り 簡 単 に 合 成 し う る ス
テ ム ル ー プ 配 列 が 得 ら れ る 。 よ り 好 適 な ス テ ム ル ー プ 配 列 は ｌ ｅ ｔ － ７ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
由 来 の も の 、 ま た は そ の 部 分 、 あ る い は そ れ に 基 づ く 人 工 的 に 合 成 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
も っ と も 好 適 な ス テ ム ル ー プ 領 域 は 実 質 的 に 以 下 か ら な る ： 宿 主 細 胞 に お い て み ら れ る ｌ
ｅ ｔ － ７ 配 列 ま た は そ の 部 分 、 な ん ら か の そ の 他 の 天 然 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 ま た は そ の 部 分 、 あ
る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る 人 工 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 。 上 記 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ っ て 予 測 さ れ る こ れ ら 配 列 の 複 数 の
ル ー プ 領 域 を 除 く こ と に よ り 、 よ り 簡 単 に 合 成 で き 、 扱 う こ と が で き る ス テ ム ル ー プ 配 列
が 調 製 さ れ る 。 も っ と も 好 ま し い ス テ ム ル ー プ 配 列 は ｌ ｅ ｔ － ７ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の
も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ル ー プ 構 造 は 好 ま し く は 約 ４ か ら 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 よ り 好 ま し い 長 さ は 約 ４
か ら 約 １ ３ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 も っ と も 好 ま し い 長 さ は 約 ６ か ら 約 １ ２ ヌ ク レ オ チ ド 長
で あ る 。 特 別 の 態 様 の ル ー プ 配 列 は 、 約 １ １ か ら 約 １ ６ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 既 知 の Ｒ Ｎ
Ａ ル ー プ 配 列 に 基 づ く 人 工 配 列 を 含 む も の で あ る 。 好 ま し い ル ー プ 配 列 の 例 を 図 １ ０ お よ
び １ １ に 挙 げ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
特 に 好 適 な 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は さ ら に 第 四 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 こ れ は 実
質 的 に Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 そ れ に 均 等 な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ か ら な り 、 こ こ で 該 第 四 の 配 列 は 、 第 一 ま
た は 第 三 の 配 列 の 遊 離 末 端 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し て お り 、 こ こ で 該 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は 宿 主 細
胞 に お い て 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ る こ と が で き 、 そ の 結 果 遊 離 の ３ ’ お よ び ５ ’ － 末 端 を
備 え る 第 一 ま た は 第 三 の 配 列 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が イ ン サ イ チ ュ で 調 製 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
さ ら な る 態 様 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 さ ら に 第 五 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 こ
れ は 実 質 的 に Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 ま た は そ れ に 均 等 な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ か ら な り 、 該 第 一 ま た は 第 三
の 配 列 の 遊 離 末 端 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し て い る 。 第 五 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は 宿 主 細 胞 に お い て
酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ る こ と が で き 、 そ の 結 果 遊 離 の ３ ’ お よ び ５ ’ 末 端 を 備 え た 第 一 お
よ び 第 三 の 配 列 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が イ ン サ イ チ ュ で 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
該 第 四 お よ び 第 五 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 好 ま し く は 前 駆 体 Ｒ Ｎ Ａ 、 例 え ば リ ボ ザ イ ム 、 前
駆 体 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 前 駆 体 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 前 駆 体 ミ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム に よ っ て 認 識 さ れ る Ｒ
Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｐ に よ っ て 認 識 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ 由 来 の も の で あ る 。 リ ボ ザ イ ム は そ れ
自 身 を 切 断 し 、 該 第 一 ま た は 第 三 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て 遊 離 の ３ ’ ま た は ５ ’ 末 端
が 生 じ る 。 あ る い は 、 リ ボ ザ イ ム は 自 身 に よ っ て 認 識 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 切 断 し 、 そ れ に
よ っ て 該 第 一 ま た は 第 三 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て 遊 離 の ３ ’ ま た は ５ ’ 末 端 が 生 じ る
。 宿 主 細 胞 に お い て 存 在 す る 酵 素 が 前 駆 体 Ｒ Ｎ Ａ を プ ロ セ シ ン グ す る 。 か か る 第 四 お よ び
第 五 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 好 ま し く は そ れ ら が 宿 主 細 胞 に 存 在 す る 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ
る よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
上 記 第 四 お よ び 第 五 の 配 列 は 天 然 に 見 ら れ る 「 オ ー バ ー ハ ン グ 」 配 列 由 来 の も の で あ っ て
も 良 く 、 例 え ば 、 「 マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ 」 フ ァ ミ リ ー に お け る Ｒ Ｎ Ａ の 相 補 部 分 を 超 え て 伸 張
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し て い る 配 列 で も よ い 。 マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） は 、 ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｌ ｉ
ｎ － ４ Ｒ Ｎ Ａ を 構 成 メ ン バ ー と し て 含 む ２ １ － ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド の 非 コ ー ド Ｒ Ｎ Ａ の 大 き
な ク ラ ス に 属 す る 。 マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 様 々 な 種 の ゲ ノ ム に み ら れ 、 か か る 種 に は 虫 、
昆 虫 、 ヒ ト お よ び 植 物 が 含 ま れ 、 典 型 的 に は お よ そ ７ ０ ｎ ｔ 長 の ヘ ア ピ ン 構 造 の Ｒ Ｎ Ａ 前
駆 体 か ら 発 現 さ れ る 。 こ れ ら ヘ ア ピ ン 構 造 の 前 駆 体 は い く つ か の 前 駆 体 の ク ラ ス タ ー と し
て も 存 在 す る 。 通 常 、 プ ロ セ シ ン グ 後 に 、 前 駆 体 の 二 本 鎖 領 域 の 一 方 の 鎖 の み が 細 胞 中 に
２ １ － ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド Ｒ Ｎ Ａ と し て 蓄 積 す る 。 同 定 さ れ た ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 例 は 、 Lagos-Qu
intana、 M et al. Science (2001) 294: 853、 Lau、 et al. Science (2001) 294: 858、 L
ee and Ambros Science (2001) 294: 862に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 に よ る 最 も 好 適 な ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 す る よ う に 、
そ の Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー へ の 方 向 性 の (directional)ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 と す る よ う に 機 能 す
る 、 第 四 の 配 列 を 含 む 。 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は い ず れ か の 末 端 に 制 限 部 位 を
含 ん で い て も よ く 、 そ れ に よ っ て １ つ の 制 限 酵 素 ま た は ２ 種 の 制 限 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ
る こ と に な り 、 効 率 的 な ク ロ ー ニ ン グ が 可 能 と な る 。 そ の 結 果 生 じ る ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 末 端 は 好 ま し く は オ ー バ ー ハ ン グ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ ５ ’ ま た は ３ ’ オ ー バ
ー ハ ン グ ） を 有 し 、 ベ ク タ ー 挿 入 部 位 に マ ッ チ す る 。 末 端 に 切 断 可 能 な 制 限 部 位 を 含 む ｄ
ｓ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 分 子 生 物 学 的 技 術 に よ っ て 作 成 で き 、 例 え ば 、 ２ つ
の 相 補 的 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー リ ン グ さ せ る こ と に よ っ て 作 成 で き る 。
あ る い は 、 ５ ’  末 端 に の み 制 限 部 位 を 有 す る ２ つ の ア ニ ー リ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 酵 素 に よ っ て そ の 相 補 的 ３ ’ 末 端 を 伸 張 さ せ て 完 全 に 相 補 的 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を
作 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 当 業 者 で あ れ ば 平 滑 末 端 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ を 用
い て 別 の 合 成 系 路 を 開 発 し て 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 向 性 の ク ロ ー ニ ン グ を 達 成 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
前 述 の 第 四 お よ び 第 五 の 配 列 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 転 写
さ れ た も の で も そ う で な く て も よ い が 、 上 流 の プ ロ モ ー タ ー ま た は 下 流 の 終 結 シ グ ナ ル の
一 部 と し て 機 能 し て も よ い 。 そ の 結 果 、 第 四 の 配 列 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 転 写 の た め
の 開 始 シ グ ナ ル を 組 み 込 む こ と に な り 、 第 五 の 配 列 は 終 止 シ グ ナ ル 、 例 え ば 、 複 数 の 「 Ｔ
」 配 列 を 含 み 、 こ れ は 転 写 さ れ て 多 数 の 「 Ｕ 」 ヌ ク レ オ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ の 第 五 の 配 列 と な る
。 転 写 に 際 し て 、 第 四 の 配 列 は １ か ら 約 ５ 、 よ り 好 ま し く は １ か ら 約 ３ の 「 Ｇ 」 ヌ ク レ オ
チ ド を 除 い て 、 Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ な く て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 の 特 別 の 態 様 に お い て 、 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 プ ロ セ ス は 中 間 体 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 。 中 間 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 実 質 的 に 、 約 １ ７ か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ
チ ド か ら な る 第 一 の 配 列 か ら な り 、 該 第 一 の 配 列 は 、 ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る
第 二 の 配 列 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し て お り 、 こ こ で 該 第 一 の 配 列 は 実 質 的 に Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、
そ れ に 均 等 な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 該 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら
な る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 即 ち タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は 、 本 発 明 に よ る 方 法 と 組 成 物 の
特 別 の 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 化 学 合 成 に よ っ て 調 製 し て も よ い 。 合 成 プ ロ セ ス に
は Ｒ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 が 、 調 製 さ れ る も の に 対 応 す る 既 知 の １ ７ か ら ２ ３ ｎ ｔ 配 列 で あ る こ
と が 必 要 と さ れ 、 合 成 に よ り 続 い て 約 ４ か ら 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は ６ か ら
約 １ ３ ヌ ク レ オ チ ド の ス テ ム ル ー プ 配 列 が 付 加 さ れ る 。 単 離 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本
発 明 の 実 施 に お け る 中 間 体 と し て 使 用 す る た め の ベ ク タ ー を 調 製 す る た め に 用 い ら れ 、 あ
る い は さ ら に 相 補 的 第 三 の 配 列 を 含 む よ う に 伸 張 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
実 施 す る う え で は 、 約 ２ か ら 約 ５ の 配 列 が 単 一 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 か ら 選 択 さ れ て 、 対 応 す る 数
の 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ を 含 む ベ ク タ ー が 調 製 さ れ る 。 以 下 に 詳 細 に 記
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載 す る 、 本 発 明 の 方 法 は 、 こ の 「 冗 長 」 の 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ
を 含 む ベ ク タ ー の セ ッ ト を 使 用 し て 、 相 同 的 配 列 領 域 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ の フ ァ ミ リ ー に 中 に
存 在 す る １ つ の み の 特 有 の Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 と す る 最 適 の 選 択 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 決 定 す る 。 あ る
い は 、 複 数 の Ｒ Ｎ Ａ 標 的 の ノ ッ ク ダ ウ ン 、 例 え ば フ ァ ミ リ ー に 属 す る Ｒ Ｎ Ａ の ノ ッ ク ダ ウ
ン が 望 ま し い 場 合 は 、 複 数 の Ｒ Ｎ Ａ 標 的 を 標 的 化 す る １ つ の 配 列 を 設 計 す る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
該 第 三 の 配 列 を 含 む 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る 別 の 方 法 は 、 実 質 的 に 相 補 的
塩 基 対 を 形 成 す る こ と が で き る ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ れ に よ っ て ス テ ム ル ー
プ 構 造 が 形 成 さ れ 、 ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 を 有 す る 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 共 有 結 合 に よ り
連 結 し た 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 該 第 一 の 配 列
が そ れ に 対 す る 相 補 的 配 列 の 合 成 の た め に ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 に お い て 開 始 す る 鋳 型 と し て 働 く
条 件 下 で 処 理 す る こ と を 含 む 。 鋳 型 を 用 い る 延 長 反 応 ま た は 化 学 合 成 の 結 果 生 じ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 共 有 結 合 に よ り 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
連 結 し た 第 三 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ス テ ム ル ー プ 構 造 を
形 成 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 該 第 一 の 配 列 お よ び 該 第 三 の 配 列 に お け る す べ て の ヌ
ク レ オ チ ド は 互 い に 塩 基 対 を 形 成 す る こ と が で き る 。 該 第 一 の 配 列 に 相 補 的 な 第 三 の 配 列
は 共 有 結 合 に よ り 第 二 の 配 列 の 末 端 に 連 結 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の 中 間 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 別 の 態 様 に お い て 、 該 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 少
な く と も １ つ の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ う る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 よ り 好 適 な 態 様 で は
、 第 二 の 配 列 は 少 な く と も ２ つ の 酵 素 切 断 部 位 を 有 す る 。 特 に 好 ま し い 中 間 体 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の 該 酵 素 切 断 部 位 を 含 む 該 ス テ ム ル ー プ 構 造 の ス テ ム 部 分 を コ
ー ド す る 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
別 の 特 別 の 態 様 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 間 体 を 含 み 、 こ こ で 少 な く と も １ つ の 酵 素 切 断 部
位 が 該 第 二 の 配 列 の ５ ’ お よ び ／ ま た は ３ ’ 末 端 に あ る 。 酵 素 切 断 部 位 は 、 少 な く と も ４
か ら 約 ８ 塩 基 対 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な り 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 か か る 配 列 は 約
２ か ら 約 １ ２ の さ ら な る ヌ ク レ オ チ ド を 第 二 の 配 列 に 付 加 し て よ く 、 ル ー プ 配 列 の ５ ’ お
よ び ３ ’ 末 端 を 規 定 す る 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド と 置 換 し て も よ い 。 か か る 伸 張 配 列 は 約 １ ２
か ら 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る も の で よ い 。 こ の ま し い 伸 張 し た 人 工 ル ー プ 配 列 は 約 １
０ か ら 約 ３ ６ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 第 一 の 配 列 の 上
流 に 位 置 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト に も 関 す る 。 本 発 明 の 自 己
相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ － 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ま た は ヘ ル ペ ス ベ ク タ
ー に 挿 入 し て も よ く 、 Ｒ Ｎ Ａ 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー に 挿 入 す れ ば よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 単 独 で 送 達 し て も よ く 、 ま た
は 様 々 な 媒 体 と 複 合 体 化 さ せ て も 良 い 。 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ 媒 体 複 合 体 、 ま た は 組 換 え ウ イ
ル ス 粒 子 は 、 以 下 に 説 明 す る よ う に 処 置 部 位 に 局 所 的 に 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 組 換 え ベ ク タ ー は 、 以 下 に 記 載 の よ う に 局 所
的 に 送 達 さ れ 、 標 的 細 胞 に 残 る 。 一 度 発 現 す る と 、 自 己 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は プ ロ セ シ ン グ
さ れ て 内 在 性 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ と ガ イ ド さ れ 、 こ こ で そ れ が 機 能 し て 標 的 Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
好 ま し い プ ロ モ ー タ ー 配 列 に は 、 マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ
ー タ ー 配 列 が 含 ま れ 、 該 プ ロ モ ー タ ー に は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー お よ び ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ プ
ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ロ
モ ー タ ー を 含 む ： ５ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｖ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ａ ｌ ｕ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｈ １ 、 お よ
び Ｕ ６ 核 内 低 分 子 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ モ ー タ ー 。 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー に は 、 Ｃ Ｍ Ｖ 、 Ｒ Ｓ Ｖ 、
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Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ 、 ｔ ｅ ｔ － 誘 導 性 、 お よ び Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ － 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー な ど が あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に 使 用 で き る プ ロ モ ー タ ー に は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー と 調 節 （ 誘 導
性 ） プ ロ モ ー タ ー の 両 者 が 含 ま れ る 。 プ ロ モ ー タ ー は 宿 主 に 応 じ て 原 核 生 物 の も の で も 真
核 生 物 の も の で も 良 い 。 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な 原 核 生 物 の （ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 含 む ）
プ ロ モ ー タ ー は 、 ｌ ａ ｃ Ｉ 、 ｌ ａ ｃ Ｚ 、 Ｔ ３ 、 Ｔ ７ 、 ラ ム ダ Ｐ ｒ 、 Ｐ ｌ 、 お よ び ｔ ｒ ｐ プ
ロ モ ー タ ー で あ る 。 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な 真 核 生 物 の （ ウ イ ル ス を 含 む ） プ ロ モ ー タ ー と
し て は 遍 在 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ 、 ビ メ ン チ ン 、 ア ク チ ン 、 チ ュ ー ブ リ ン ）
、 中 間 体 フ ィ ラ メ ン ト プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 デ ス ミ ン 、 神 経 フ ィ ラ メ ン ト 、 ケ ラ チ ン 、
Ｇ Ｆ Ａ Ｐ ） 、 治 療 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｍ Ｄ Ｒ タ イ プ 、 Ｃ Ｆ Ｔ Ｒ 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
） 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 平 滑 筋 細 胞 に お け る ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 、 ま た
は 内 皮 細 胞 に お い て 活 性 な Ｆ ｌ ｔ お よ び Ｆ ｌ ｋ プ ロ モ ー タ ー ） が 挙 げ ら れ 、 組 織 特 異 性 を
示 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 利 用 さ れ る 動 物 転 写 制 御 領 域 が 含 ま れ る ： 膵 臓 腺 房 細 胞
に お い て 活 性 な エ ラ ス テ ー ゼ Ｉ 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Swift、 et al. (1984) Cell 38:639-46;
 Ornitz、 et al. (1986) Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409; MacDona
ld、 (1987) Hepatology 7:425-515） ； 膵 臓 ベ ー タ 細 胞 に お い て 活 性 な イ ン シ ュ リ ン 遺 伝
子 制 御 領 域 （ Hanahan、 (1985) Nature 315:115-22） 、 リ ン パ 系 細 胞 に お い て 活 性 な 免 疫
グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Grosschedl、 et al. (1984) Cell 38:647-58; Adames、 et a
l. (1985) Nature 318:533-8; Alexander、 et al. (1987) Mol. Cell. Biol. 7:1436-44
） 、 精 巣 、 乳 房 、 リ ン パ 系 お よ び 肥 満 細 胞 に お い て 活 性 な マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 ウ イ ル ス 制 御 領
域 （ Leder、 et al. (1986) Cell 45:485-95） 、 肝 臓 に お い て 活 性 な ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 制
御 領 域 （ Pinkert、 et al. (1987) Genes and Devel. 1:268-76） 、 肝 臓 に お い て 活 性 な ア
ル フ ァ － 胎 児 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Krumlauf、 et al. (1985) Mol. Cell. Biol.、
5:1639-48; Hammer、 et al. (1987) Science 235:53-8） 、 肝 臓 に お い て 活 性 な ア ル フ ァ
１ － 抗 ト リ プ シ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Kelsey、 et al. (1987) Genes and Devel.、 1:161-71
） 、 骨 髄 細 胞 に お い て 活 性 な ベ ー タ ・ グ ロ ビ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Mogram、 et al. (1985) 
Nature 315:338-40; Kollias、 et al. (1986) Cell 46:89-94） 、 脳 の オ リ ゴ デ ン ド ロ サ
イ ト 細 胞 に お い て 活 性 な ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Readhead、 et al. (
1987) Cell 48:703-12） 、 骨 格 筋 に お い て 活 性 な ミ オ シ ン 軽 鎖 － ２ 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Sani
、 (1985) Nature 314:283-6） 、 お よ び 視 床 下 部 に お い て 活 性 な 性 腺 刺 激 放 出 ホ ル モ ン 遺
伝 子 制 御 領 域 （ Mason、 et al. (1986) Science 234:1372-8） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の 実 施 に 有 用 な そ の 他 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 分 裂 細 胞 に お い て 特 に 活 性 な プ ロ モ ー
タ ー 、 刺 激 に 応 答 す る プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 、 レ チ ノ イ ン 酸
受 容 体 ） 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 制 御 転 写 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 Ｓ Ｖ － ４ ０ 、 Ｅ １ ａ 、 お よ び Ｍ Ｌ Ｐ プ ロ モ ー タ ー
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
ベ ク タ ー の 構 築 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ モ ー タ ー に 加 え て １ ま た は 複
数 の 調 節 領 域 に 連 結 し て も 良 い 。 適 当 な １ ま た は 複 数 の 調 節 領 域 の 選 択 は 常 套 手 段 に 従 い
、 当 業 者 の 技 術 範 囲 で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー 以 外 の 調 節 領 域 に は エ ン ハ ン サ ー 、 サ プ レ ッ サ
ー な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス （ ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ） お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス （ ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ） に 加
え て 、 系 、 そ の 他 の ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 系 、 例 え ば 、 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、
ア デ ノ ウ イ ル ス － 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） 、 が 本 発 明 に お け る ベ ク タ ー 骨 格 と し て 使 用 す
る の に 好 適 で あ る 。 さ ら に 、 そ の 他 の ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス
、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 お よ び セ ム リ キ ・ フ ォ レ ス ト （ Semliki Forest） ウ イ ル ス 、 お よ び そ の 他 の ｄ
ｓ Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ル ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス が 本 発 明 に お け る ベ ク タ ー 骨 格 コ ン ス ト ラ ク ト
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と し て 使 用 す る の に 好 適 で あ る 。 こ れ ら の 系 は そ れ ぞ れ 異 な る 宿 主 範 囲 を 有 す る 。 ア ル フ
ァ ウ イ ル ス 属 の シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス に お い て （ Invitrogen、 San Diego、 CA） 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に ラ イ ゲ ー シ
ョ ン さ れ る 。 即 ち シ ン ド ビ ス サ ブ ゲ ノ ム プ ロ モ ー タ ー お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 に 作 動 可
能 に 連 結 し た 、 ｐ Ｓ ｉ ｎ Ｒ ｅ ｐ Ｓ ； ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク
質 遺 伝 子 を 置 換 す る 。 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 の た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ
Ａ を コ ー ド す る 組 換 え シ ン ド ビ ス ベ ク タ ー が 直 鎖 化 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ へ と 転 写 さ れ 、 脊 椎 動 物
（ Ｂ Ｈ Ｋ － ２ １ 、 Vero） ま た は 非 脊 椎 動 物 細 胞 （ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ） に 、 ウ イ ル ス 構 造 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヘ ル パ ー ベ ク タ ー 、 ｐ Ｄ Ｈ － Ｂ Ｂ か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ と と も に 共
－ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 組 換 え シ ン ド ビ ス ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ は
ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し て 作 用 し 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス ポ リ メ ラ ー ゼ へ と 翻 訳 さ れ 、 サ ブ ゲ ノ ム プ ロ
モ ー タ ー か ら の ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ヘ ル パ ー Ｒ Ｎ Ａ か ら の 構 造 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 。 シ ン ド
ビ ス ウ イ ル ス の 宿 主 範 囲 の た め 、 組 換 え シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス は パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ て コ ー
ド さ れ た ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 、 哺 乳 類 、 ト リ 、 爬 虫 類 、 蚊 お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 細 胞 で 発 現 す る
の に 用 い ら れ る （ 例 え ば 、 Xong、 C. et al. (1989) Science 243:1188-1191; Hahn C.S. 
et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 89:2679-2683; Huang、 H.V. et al. (199
3) 米 国 特 許 第 ５ ２ １ ７ ８ ７ ９ 号 ; Huang、 M. and Sommers、 J. (1991) J. Virol. 65:543
5-5439を 参 照 さ れ た い ） 。 ま た 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 （ Ｈ Ｓ Ｖ － １ ） も 利 用 で き る
。 野 生 型 Ｈ Ｓ Ｖ － １ は 、 ヒ ト 向 神 経 性 ウ イ ル ス で あ り 、 神 経 系 へ の 遺 伝 子 移 入 の た め の ベ
ク タ ー と し て 特 に 好 適 で あ る 。 し か し 、 非 溶 菌 性 組 換 え Ｈ Ｓ Ｖ － １ は 宿 主 範 囲 が 広 い 。 組
換 え Ｈ Ｓ Ｖ － １ ウ イ ル ス は 初 期 遺 伝 子 の １ つ を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 複 製 欠 陥 と す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス 、 例 え ば マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス は 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ り 、 臨 床 お
よ び 研 究 分 野 で 一 般 に 用 い ら れ て い る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 送 達 の 主 な 利 点 は 、 そ れ ら
が 安 定 に 標 的 細 胞 に 組 み 込 ま れ る こ と で あ る 。 レ ン チ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ
イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） は レ ト ロ ウ イ ル ス フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 代 替 と し て 用 い ら れ て き た 。 と い
う の は レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 非 分 裂 細 胞 と 分 裂 細 胞 の 両 方 に 感 染 す る こ と が で き 、 高
い 効 率 で 組 み 込 ま れ る か ら で あ る （ Chang LJ、 Gay EE、 The molecular genetics of lent
ivirus vectors--current and future perspectives、 Curr Gene Ther. 2001 Sep; 1(3):
 237-51） 。 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 伝 達 す る の に も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
Ａ Ａ Ｖ に お け る 発 現 の た め に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は Ａ Ａ Ｖ 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ
れ る 。 組 換 え Ａ Ａ Ｖ 粒 子 の 産 生 の た め 、 ２ ９ ３ 細 胞 は ア デ ノ ウ イ ル ス ５ 型 に よ っ て 感 染 さ
れ る ； ４ 時 間 後 、 感 染 し た 細 胞 を 、 Ａ Ａ Ｖ 発 現 プ ラ ス ミ ド － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ コ
ン ス ト ラ ク ト お よ び Ａ Ａ Ｖ ヘ ル パ ー プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ａ Ａ Ｖ ／ Ａ ｄ で 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト
す る （ Samulski et al.、 (1989) J. Virol. 63:3822-3828） 。 組 換 え Ａ Ａ Ｖ が 産 生 さ れ る
と 、 ２ ９ ３ 細 胞 は 細 胞 病 態 と な り 、 形 態 が 丸 く な り 、 組 織 培 養 表 面 に 接 着 す る 能 力 を 失 う
。 最 大 の 細 胞 病 態 へ の 発 達 後 、 上 清 を 回 収 し 、 必 要 で あ れ ば 、 濃 縮 す る （ Halbert et al.
 1997. J. Virol. 71:5932-5941） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 発 現 の た め に 、 複 製 能 力 の あ る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 利 用 で き る 。 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 Ｐ １ １ に 作 動 可 能 に 連 結 さ
れ る 。 好 ま し く は 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 株 Ｍ Ｖ Ａ を 用 い る 。 と い う の は 、 そ れ は 組 換 え 遺
伝 子 を 発 現 す る が 、 そ れ を 多 く の 哺 乳 類 細 胞 に お い て 複 製 能 力 の な い も の に 変 え る 欠 失 を
含 む か ら で あ る 。 そ れ ゆ え 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 標 的 宿 主 哺 乳 類 細 胞 に お い て 、 ワ ク シ ニ
ア ウ イ ル ス 誘 導 性 細 胞 病 理 を 引 き 起 こ す こ と な く 発 現 さ れ る 。 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス
は ニ ワ ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 （ Ｃ Ｅ Ｆ ） を ワ ク シ ニ ア で 感 染 し 、 ワ ク シ ニ ア プ ロ モ ー タ ー 、 例
え ば Ｐ １ １ と 機 能 的 に 連 結 し 、 ゲ ノ ム 配 列 に は さ ま れ た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び
マ ー カ ー 遺 伝 子 （ ベ ー タ ・ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ） が ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た ト ラ ン ス フ ァ ー ベ
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ク タ ー を 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ る 。 こ の コ ン ス ト ラ ク ト を ワ ク
シ ニ ア ゲ ノ ム に 相 同 的 組 換 え に よ っ て 挿 入 す る 。 組 換 え ウ イ ル ス は Ｘ － ｇ ａ ｌ に よ る ベ ー
タ ・ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 に つ い て の イ ン サ イ チ ュ 染 色 に よ っ て 同 定 で き る （ Wyatt et a
l. (1995) Virology 210:202-205） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
さ ら な る ベ ク タ ー 系 に は 、 自 己 相 補 的 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 自 体
の 患 者 へ の 導 入 を 促 進 す る 非 － ウ イ ル ス 系 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 所 望 の 配 列 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー を イ ン ビ ボ で リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 導 入 し て も 良 い 。 リ ポ ソ ー ム 媒 介
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 難 点 を 解 消 す る た め に 設 計 さ れ た 合 成 カ チ オ ン 性 脂 質 を 用 い て マ
ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 の イ ン ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の リ ポ ソ ー ム を 調 製 し
て も よ い （ Felgner、 et. al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7） ； Mackey
、 et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8027-31; Ulmer、 et al. (1993) Scie
nce 259:1745-8を 参 照 さ れ た い )。 カ チ オ ン 性 脂 質 の 使 用 は 負 に 荷 電 し た 核 酸 の 封 入 を 促
進 し 、 ま た 、 負 に 荷 電 し た 細 胞 膜 と の 融 合 も 促 進 す る （ Felgner and Ringold、 (1989) Na
ture 337:387-8） 。 核 酸 の 伝 達 に 特 に 有 用 な 脂 質 化 合 物 お よ び 組 成 物 は 国 際 特 許 出 願 第 Ｗ
Ｏ ９ ５ ／ １ ８ ８ ６ ３ 号 お よ び 第 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ １ ７ ８ ２ ３ 号 、 そ し て 米 国 特 許 第 ５ ４ ５ ９ １ ２
７ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 外 来 遺 伝 子 を 特 定 の 器 官 に イ ン ビ ボ で 導 入 す る リ ポ フ ェ ク シ ョ ン
の 使 用 は 特 定 の 利 点 を 有 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 特 定 の 細 胞 型 に 向 け る こ と は 細 胞 が
不 均 一 で あ る 組 織 、 例 え ば 、 膵 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 脳 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。 脂 質
は 標 的 化 の 目 的 で そ の 他 の 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ て も よ い 。 標 的 化 ペ プ チ ド 、 例 え ば 、
ホ ル モ ン ま た は 神 経 伝 達 物 質 、 お よ び タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 抗 体 、 ま た は 非 － ペ プ チ ド 分
子 を リ ポ ソ ー ム に 化 学 的 に 結 合 さ せ て も よ い 。 そ の 他 の 分 子 も 核 酸 の イ ン ビ ボ ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン を 促 進 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 カ チ オ ン 性 オ リ ゴ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 国
際 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ １ ９ ３ １ 号 ） 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド （ 例 え ば 、
国 際 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ５ ５ ０ ８ 号 ） 、 ま た は カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー （ 例 え ば 、 国 際 特 許
出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ １ ９ ３ １ 号 ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 の 実 施 に 使 用 さ れ る よ り 好 適 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー は Ｅ １ － 欠 失 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー で あ り 、 Ｅ １ 、 Ｅ ２ Ａ 欠 失 ベ ク タ ー が 最 も 好 ま し い 。 よ り 好 ま し い ア デ ノ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー に は 、 Ｅ １ － 欠 失 ア デ ノ ウ イ ル ス 血 清 型 ５ ベ ク タ ー が 含 ま れ 、 Ｅ １ 、 Ｅ ２ Ａ 欠 失 ベ
ク タ ー が 最 も 好 ま し い 。 ベ ク タ ー は そ の 他 の ア デ ノ ウ イ ル ス 血 清 型 お よ び ベ ク タ ー 骨 格 か
ら 欠 失 し た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 対 す る 配 列 を 含 む 対 応 す る パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 か ら 調 製
し て も よ い 。 最 も 好 ま し い ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ／ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 の 組 み 合 わ せ は
、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 と ベ ク タ ー と が オ ー バ ー ラ ッ プ す る ア デ ノ ウ イ ル ス 配 列 を 含 ま な い
も の で あ り 、 こ こ で オ ー バ ー ラ ッ プ は 複 製 能 力 の あ る ア デ ノ ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 の 統 計 的
可 能 性 を 提 供 す る 。 か か る ベ ク タ ー の 産 生 に お い て 有 用 な 好 ま し い パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に
は ２ ９ ３ お よ び ９ １ １ 細 胞 が 含 ま れ 、 最 も 好 ま し い 細 胞 は Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ 細 胞 系 で あ る 。 修
飾 さ れ た Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 系 は 、 非 － オ ー バ ー ラ ッ プ ・ ア デ ノ ウ イ ル ス Ｅ １ 、 Ｅ
２ Ａ 配 列 を 備 え 、 Ｅ １ 、 Ｅ ２ Ａ 欠 失 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 補 完 す る 特
別 の 態 様 で あ り 、 本 発 明 の 実 施 に も っ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 ま た は 対 象 に お い て Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ
Ａ か ら 翻 訳 さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 を 低 下 さ せ る 方 法 に お い て も 有 用 で あ り 、 該 方 法 は 、 該
細 胞 ま た は 対 象 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 を
含 み 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 第 一 の 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 第 一
の 配 列 は 約 １ ７ か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 該 宿 主 細 胞 ま た は 対 象 に お け る ｍ Ｒ Ｎ Ａ
配 列 の 約 １ ７ か ら 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ り 、 該 第 一 の 配 列 は ル ー プ 構 造 を 形 成
す る こ と が で き る 第 二 の 配 列 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 す る 。 本 発 明 に よ る 好 適 な ベ ク タ ー は
、 上 記 の 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き 、 そ れ
に よ っ て 第 一 の 配 列 お よ び 第 三 の 配 列 に お け る 全 て の ヌ ク レ オ チ ド が 互 い に 塩 基 対 を 形 成
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す る こ と が で き る 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び そ れ に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し た 第 三 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 こ こ で 該 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 以 外 の Ｒ Ｎ Ａ 分
子 に お い て み ら れ る 天 然 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 例 え ば ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ ｔ Ｒ
Ｎ Ａ 、 ま た は 構 造 的 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 由 来 の ス テ ム ル ー プ 形 成 領 域 を 含 む 。 好 ま し い ス テ ム ル ー
プ 配 列 は ｌ ｅ ｔ － ７ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ の 部 分 、 あ る い は そ れ に 基 づ く 人 工 的 に
作 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の も の で あ る 。 上 記 ベ ク タ ー の 対 象 へ の 投 与 は 、 該
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 ま た は 該 対 象 に お け る 該 Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 低 下 さ せ る の に 有 効 な
量 の ベ ク タ ー の 投 与 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 本 発 明 の 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 変 性 さ せ 、
そ の 結 果 得 ら れ た 変 性 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 変 換 し 、 そ し て
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 転 写 す る こ と が で き る ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 あ
る い は 、 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 互 い に ア ニ ー リ ン グ す る こ と が で き る ２ つ の 一
本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て 化 学 合 成 し 、 そ の 後 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ
っ て も 得 ら れ る 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン は 、 好 ま し く は ア ダ プ タ ー プ ラ ス ミ ド へ 行 い 、 こ れ は ト
ラ ン ス フ ェ ク ト 可 能 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー 粒 子 を パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 に お い て ヘ ル パ ー 分
子 と 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ っ て 形 成 す る の に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト の さ ら な る 態 様 は 、 該
第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も １ つ の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ う る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 。 よ り 好 ま し い 態 様 は 、 少 な く と も ２ つ の 酵 素 切 断 部 位 を 有 す る 第 二 の 配 列 を 含 む
。 こ の 態 様 に お い て 、 長 さ は ど の 程 度 で も 良 い 該 第 二 の 配 列 は 、 酵 素 に よ る 切 断 に よ っ て
除 去 さ れ る こ と が で き 、 ス テ ム ル ー プ 配 列 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 第
二 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ス テ ム ル ー プ 配 列 の ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る の
に 有 用 な 遺 伝 子 を コ ー ド す る 。 さ ら に 特 別 の 態 様 に お い て 、 ス テ ム ル ー プ 配 列 の ベ ク タ ー
へ の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る の に 有 用 な 遺 伝 子 は 大 腸 菌 ｃ ｃ ｄ Ｂ 致 死 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 の ベ ク タ ー は 様 々 な 方 法 に よ っ て 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 直 接 標 的
組 織 に 添 加 し て も 良 く 、 カ チ オ ン 性 脂 質 と の 複 合 体 に し て も 良 く 、 リ ポ ソ ー ム 中 に パ ッ ケ
ー ジ ン グ し て も 良 く 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の そ の 他 の 方 法 に よ っ て 標 的 細 胞 に 送 達 し て も
良 い 。 所 望 の 組 織 へ の 局 所 投 与 は カ テ ー テ ル 、 注 入 ポ ン プ ま た は ス テ ン ト に よ っ て 行 う こ
と が で き 、 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を バ イ オ ポ リ マ ー に 導 入 し て も し な く て も よ い 。
送 達 の 別 の 経 路 に は 、 静 脈 内 注 射 、 筋 肉 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 エ ア ロ ゾ ル 吸 引 、 経 口 （ 錠 剤
ま た は 丸 剤 形 態 ） 、 局 所 的 、 全 身 的 、 眼 内 、 腹 腔 内 お よ び ／ ま た は く も 膜 下 腔 内 送 達 が 含
ま れ る が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 治 療 方 法 に 用 い ら れ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 複 製 欠 損 の も の で
あ る 。 か か る 複 製 欠 損 ベ ク タ ー は 通 常 感 染 し た 細 胞 に お け る ウ イ ル ス の 複 製 に 必 要 な 少 な
く と も １ つ の 領 域 を 欠 い て い る 。 こ れ ら 領 域 は 除 去 さ れ た も の で も 良 く （ 全 体 ま た は 部 分
） 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 に よ っ て 非 機 能 性 に 変 え ら れ た も の で も よ い 。 か か る 技 術 に は 、
完 全 な 除 去 、 置 換 、 部 分 的 欠 失 ま た は （ 複 製 の た め の ） 必 須 領 域 へ の １ ま た は 複 数 の 塩 基
の 付 加 が 挙 げ ら れ る 。 か か る 技 術 は 遺 伝 子 操 作 技 術 ま た は 変 異 原 に よ る 処 理 を 用 い て 、 イ
ン ビ ト ロ で 行 っ て も 良 く （ 単 離 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て ） ま た は イ ン サ イ チ ュ で 行 っ て も 良 い 。 好
ま し く は 、 複 製 欠 損 ウ イ ル ス は ウ イ ル ス 粒 子 の キ ャ プ シ ド 形 成 に 必 要 な そ の ゲ ノ ム の 配 列
を 保 持 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 を 用 い る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 分 裂
細 胞 に 感 染 す る ウ イ ル ス を 組 み 込 ん で お り 、 そ の 構 築 は 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 レ ト
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ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 様 々 な タ イ プ の レ ト ロ ウ イ ル ス か ら 構 築 で き る 。 例 え ば 、 Ｍ ｏ Ｍ ｕ
Ｌ Ｖ （ 「 マ ウ ス モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス 」 ） 、 Ｍ Ｓ Ｖ （ 「 マ ウ ス モ ロ ニ ー 肉 腫 ウ イ ル ス 」
） 、 Ｈ ａ Ｓ Ｖ （ 「 ハ ー ベ イ 肉 腫 ウ イ ル ス 」 ） ； Ｓ Ｎ Ｖ （ 「 脾 臓 壊 死 ウ イ ル ス 」 ） ； Ｒ Ｓ Ｖ
（ 「 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 」 ） お よ び フ ロ イ ン ト ウ イ ル ス 。 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 、 例
え ば 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） ま た は ウ マ レ ン チ ウ イ ル ス も 本 発 明 の 実 施 に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 ア デ ノ － 随 伴 ウ イ ル ス （ 「 Ａ Ａ Ｖ 」 ） が 用 い ら れ る 。 Ａ Ａ Ｖ
ウ イ ル ス は 比 較 的 小 さ な サ イ ズ で 、 感 染 し た 細 胞 の ゲ ノ ム に 安 定 か つ 部 位 特 異 的 に 組 み 込
ま れ る Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ る 。 そ れ ら は 細 胞 成 長 、 形 態 ま た は 分 化 に 影 響 を 与 え る こ と な
く 広 範 な 細 胞 に 感 染 す る こ と が で き 、 ヒ ト の 疾 患 に は 関 与 し て い な い よ う で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー を イ ン ビ ボ で 裸 の （ naked） Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド と し て 導 入 す る こ と も 可 能
で あ る （ 米 国 特 許 第 ５ ６ ９ ３ ６ ２ ２ 号 、 ５ ５ ８ ９ ４ ６ ６ 号 お よ び ５ ５ ８ ０ ８ ５ ９ 号 を 参 照
さ れ た い ） 。 遺 伝 子 治 療 用 の 裸 の Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 、 例 え ば
、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 形 質
導 入 、 細 胞 融 合 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 、 遺 伝 子 銃 の 使 用 、 ま た
は Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 使 用 に よ り 所 望 の 宿 主 細 胞 に 導 入 す る と よ い （ 例 え
ば 、 Wilson、 et al. (1992) J. Biol. Chem. 267:963-7; Wu and Wu、 (1988) J. Biol. C
hem. 263:14621-4; Hartmut、 et al. １ ９ ９ ０ 年 ３ 月 １ ５ 日 出 願 カ ナ ダ 特 許 出 願 第 ２ ０ １
２ ３ １ １ 号 ；  Williams、 et al (1991). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2726-30を 参 照
さ れ た い )。 受 容 体 － 媒 介 Ｄ Ｎ Ａ 送 達 ア プ ロ ー チ を 用 い る こ と も で き る （ Curiel、 et al. 
(1992) Hum. Gene Ther. 3:147-54; Wu and Wu、 (1987) J. Biol. Chem. 262:4429-32）
。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 は 、 特 別 の 態 様 に お い て 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 特 定 の 非 コ ー ド Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の
発 現 を 下 方 制 御 ま た は 阻 害 す る の に 用 い ら れ る 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物
に 関 す る 。 １ つ の 好 適 な 態 様 に お い て 、 核 酸 は ス テ ム ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て 共 有 結 合
に よ り 連 結 し た 自 己 相 補 的 ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を コ ー ド す る 。 こ の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 核 酸 配
列 の 発 現 を 可 能 に す る シ グ ナ ル に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ 、 好 ま し く は 、 い っ た ん 細 胞 に ベ ク
タ ー が 導 入 さ れ る と ポ リ 核 酸 を 発 現 す る 組 換 え ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い て 細 胞 に 導
入 さ れ る 。 好 適 な ベ ク タ ー の 例 に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ － 随 伴 ウ イ ル
ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は ベ ク タ ー を 含 む 生 体 適 合 性 の 組 成 物
を 提 供 す る 。 生 体 適 合 性 の 組 成 物 は 、 固 体 、 液 体 、 ゲ ル ま た は そ の 他 の 形 態 の 組 成 物 で あ
っ て よ く 、 そ の 中 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー 、 ま た は 抗 体 が
活 性 形 態 で 維 持 さ れ て い る 。 活 性 形 態 と は 例 え ば 、 生 物 活 性 を 発 揮 す る こ と が で き る 形 態
で あ る 。 例 え ば 、 核 酸 は 複 製 さ れ 、 転 写 さ れ 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー へ と 翻 訳 さ れ 、 あ る い は 相
補 的 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る も の で あ る ； ベ ク タ ー は 、 標 的 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト
で き る も の で あ る 。 好 適 な 生 体 適 合 性 の 組 成 物 は 、 水 溶 液 で あ り 、 例 え ば 、 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 リ
ン 酸 、 ま た は Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ バ ッ フ ァ ー に よ っ て 緩 衝 さ れ た も の で あ り 、 塩 イ オ ン を 含 む 。 通
常 、 塩 イ オ ン 濃 度 は 、 生 理 レ ベ ル 程 度 と す る 。 生 体 適 合 性 の 溶 液 は 、 安 定 化 剤 お よ び 保 存
料 を 含 ん で い て も よ い 。 よ り 好 適 な 態 様 に お い て 、 生 体 適 合 性 の 組 成 物 は 、 医 薬 上 許 容 さ
れ る 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
か か る 組 成 物 は 、 局 所 的 、 経 口 、 非 経 口 、 鼻 腔 内 、 皮 下 、 お よ び 眼 内 経 路 に よ る 投 与 用 に
製 剤 す れ ば よ い 。 非 経 口 投 与 に は 、 静 脈 内 注 射 、 筋 肉 内 注 射 、 お よ び 動 脈 内 注 射 ま た は 注
入 技 術 が 含 ま れ る 。 組 成 物 は 非 経 口 的 に 、 標 準 的 な 周 知 の 非 毒 性 の 生 理 的 に 許 容 さ れ る 担
体 、 賦 形 剤 お よ び 媒 体 を 所 望 に よ り 含 む 単 位 用 量 製 剤 に お い て 投 与 し て も 良 い 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 投 与 に 好 適 な 用 量 に お い て 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の 医 薬 上
許 容 さ れ る 担 体 を 用 い て 製 剤 す れ ば よ い 。 か か る 担 体 に よ っ て 、 医 薬 組 成 物 は 、 錠 剤 、 丸
剤 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 、 液 剤 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁 剤 な ど に 製 剤 さ れ 、 患 者
に よ っ て 摂 取 さ れ る 。 経 口 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 の 化 合 物 を 固 体 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と
に よ っ て 調 製 で き 、 所 望 に よ り そ の 結 果 得 ら れ る 混 合 物 を 粉 砕 し 、 顆 粒 混 合 物 を 処 理 し 、
所 望 に よ り 好 適 な 補 助 剤 を 添 加 し た 後 、 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 コ ア が 得 ら れ る 。 好 適 な 賦 形 剤
に は 、 炭 水 化 物 ま た は タ ン パ ク 質 増 量 剤 、 例 え ば 糖 類 、 例 え ば ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、
マ ン ニ ト ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル ； ト ウ モ ロ コ シ 、 小 麦 、 米 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ま た は そ の
他 の 植 物 か ら の デ ン プ ン ； セ ル ロ ー ス 、 例 え ば 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル
メ チ ル － セ ル ロ ー ス 、 ま た は ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル － セ ル ロ ー ス ； ア ラ ビ ア ゴ ム お
よ び ト ラ ガ カ ン を 含 む ゴ ム 類 ； お よ び タ ン パ ク 質 、 例 え ば ゼ ラ チ ン お よ び コ ラ ー ゲ ン が 含
ま れ る 。 所 望 に よ り 、 崩 壊 剤 ま た は 可 溶 化 剤 を 添 加 し て も よ く 、 例 え ば 、 架 橋 し た ポ リ ビ
ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 、 ま た は そ の 塩 、 例 え ば ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム が 挙 げ
ら れ る 。 糖 衣 錠 コ ア を 濃 厚 糖 溶 液 な ど の 好 適 な コ ー テ ィ ン グ と 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ く
、 こ れ は ま た 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ル ボ ポ ー ル ゲ ル 、 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び ／ ま た は 二 酸 化 チ タ ン 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 お よ び 好 適 な 有 機 溶
媒 ま た は 溶 媒 混 合 物 を 含 ん で い て も 良 い 。 色 素 ま た は 染 料 を 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 コ ー テ ィ ン
グ に 添 加 し て 、 産 物 の 同 定 ま た は 活 性 化 合 物 の 量 、 即 ち 用 量 を 決 定 す る の に 用 い て も よ い
。
【 ０ ０ ８ ８ 】
経 口 的 に 用 い ら れ る 医 薬 製 剤 に は ゼ ラ チ ン 製 の プ ッ シ ュ ・ フ ィ ッ ト カ プ セ ル 、 軟 カ プ セ ル
、 ゼ ラ チ ン お よ び コ ー テ ィ ン グ 製 の 密 封 カ プ セ ル が 含 ま れ 、 コ ー テ ィ ン グ は 例 え ば グ リ セ
ロ ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル で あ る 。 プ ッ シ ュ ・ フ ィ ッ ト カ プ セ ル は 、 活 性 成 分 と 混 合 し て
増 量 剤 ま た は 結 合 剤 、 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス ま た は デ ン プ ン 、 滑 沢 剤 、 例 え ば タ ル ク ま た は
ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 そ し て 所 望 に よ り 安 定 化 剤 を 含 ん で い て も 良 い 。 軟 カ プ セ ル
に お い て 、 活 性 の 化 合 物 は 好 適 な 液 体 、 例 え ば 、 脂 肪 油 、 液 体 、 ま た は 液 体 ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル に 溶 解 ま た は 懸 濁 す れ ば よ く 、 安 定 化 剤 を 用 い て も 用 い な く て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
好 適 な 無 菌 注 射 可 能 製 剤 は 、 非 毒 性 の 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 溶 媒 ま た は 希 釈 剤 中 の 溶 液 ま
た は 懸 濁 液 と す れ ば よ い 。 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 の 例 に は 、 生 理 食 塩 水 、 緩 衝 食 塩 水 、 等
張 食 塩 水 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 一 ナ ト リ ウ ム ま た は 二 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ
ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム ま た は 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 ま た は か か る 塩 類 の 混 合 物 ） 、 リ ン ゲ ル
液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 水 、 滅 菌 水 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ
せ が 挙 げ ら れ る 。 １ ， ３ － ブ タ ン ジ オ ー ル お よ び 無 菌 不 揮 発 性 油 は 便 宜 に 溶 媒 ま た は 懸 濁
媒 体 と し て 用 い ら れ る 。 あ ら ゆ る 銘 柄 の 不 揮 発 性 油 を 用 い る こ と が で き 、 合 成 モ ノ － ま た
は ジ － グ リ セ リ ド が 挙 げ ら れ る 。 脂 肪 酸 、 例 え ば 、 オ レ イ ン 酸 も 注 射 可 能 製 剤 に 用 い ら れ
る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
組 成 物 媒 体 は 生 体 適 合 性 ま た は 非 細 胞 毒 性 の ホ モ － ま た は ヘ テ ロ － ポ リ マ ー か ら 調 製 さ れ
る ヒ ド ロ ゲ ル と し て も よ く 、 例 え ば 、 親 水 性 ポ リ ア ク リ ル 酸 ポ リ マ ー が 挙 げ ら れ 、 こ れ は
薬 剤 を 吸 収 す る ス ポ ン ジ と し て 作 用 す る 。 こ れ ら の う ち い く ら か 、 例 え ば 特 に 、 エ チ レ ン
お よ び ／ ま た は プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド か ら え ら 得 る も の は 市 販 さ れ て い る 。 ヒ ド ロ ゲ ル は 、
例 え ば 外 科 処 置 の 間 に 処 置 さ れ る べ き 組 織 の 表 面 に 直 接 付 着 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 発 明 の 好 適 な 医 薬 組 成 物 は 、 複 製 欠 損 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 本 発 明 に よ り 同 定
さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の 組 成 物 の 特 別 の 態 様 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
エ ン ハ ン サ ー 、 例 え ば ポ ロ キ サ マ ー （ poloxamer） を 含 む 。 ポ ロ キ サ マ ー の 例 は 市 販 の ポ
ロ キ サ マ ー ４ ０ ７ （ BASF、 Parsippany、 NJ） で あ り 、 こ れ は 非 毒 性 、 生 体 適 合 性 の ポ リ オ
ー ル で あ る 。 組 換 え ウ イ ル ス を 組 み 入 れ ら れ た ポ ロ キ サ マ ー は 例 え ば 外 科 処 置 の 間 に 処 置
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さ れ る べ き 組 織 の 表 面 に 直 接 付 着 さ せ て も よ い 。 ポ ロ キ サ マ ー は ヒ ド ロ ゲ ル と 実 質 的 に 同
じ 利 点 を 有 す る が 、 粘 度 が 低 い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 に よ る 製 剤 は 処 置 さ れ る 特 定 の 症 状 に 必 要 な 複 数 の 活 性 の 化 合 物 を 含 ん で い て も 良
く 、 好 ま し く は 互 い に 悪 影 響 を 及 ぼ さ ず に 補 完 的 活 性 を 有 す る も の で あ る 。 そ の 代 わ り に
、 ま た は そ れ に 加 え て 、 組 成 物 は 細 胞 毒 性 剤 、 サ イ ト カ イ ン ま た は 成 長 阻 害 剤 を 含 ん で い
て も 良 い 。 か か る 分 子 は 所 望 の 目 的 に 有 効 な 量 組 み 合 わ せ て 好 適 に 存 在 す る 。 イ ン ビ ボ 投
与 に 用 い ら れ る 製 剤 は 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 無 菌 ろ 過 膜 に よ る ろ 過 に よ っ て 簡
単 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 の 活 性 成 分 は 調 製 し た マ イ ク ロ カ プ セ ル に 封 入 し て も よ く 、 例 え ば 界 面 重 合 に よ っ
て 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ま た は ゼ ラ チ ン － マ イ ク ロ カ プ セ ル お よ び ポ リ －
（ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） マ イ ク ロ カ プ セ ル に 封 入 し て も よ く 、 コ ロ イ ド 性 ド ラ ッ グ デ リ
バ リ ー シ ス テ ム （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 微 粒 子 、 微 小 乳 濁 液 、 ナ ノ － 粒 子 お よ
び ナ ノ カ プ セ ル ） ま た は マ ク ロ 乳 濁 液 と し て も よ い 。 か か る 技 術 は Remington ’ s Pharma
ceutical Sciences (1980) 16th edition、 Osol、 A. Ed.に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
徐 放 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 好 適 な 徐 放 製 剤 の 例 に は 、 抗 体 を 含 む 固 体 疎 水 性 ポ リ マ ー の
半 透 性 マ ト リ ッ ク ス が 含 ま れ 、 該 マ ト リ ッ ク ス は 造 形 品 の 形 態 、 例 え ば 、 フ ィ ル ム 、 ま た
は マ イ ク ロ カ プ セ ル で あ る 。 徐 放 マ ト リ ッ ク ス の 例 に は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル （ 例
え ば 、 ポ リ （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル － メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ま た は ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル
） ） 、 ポ リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 第 ３ ７ ７ ３ ９ １ ９ 号 ） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 と ガ ン マ － エ チ
ル － Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の コ ポ リ マ ー 、 非 分 解 性 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル 、 分 解 性 乳 酸 － グ リ
コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 Ｌ Ｕ Ｐ Ｒ Ｏ Ｎ 　 Ｄ Ｅ Ｐ Ｏ Ｔ （ 商 標 ） （ 注 射 可 能 微 粒 子 で あ
っ て 、 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー と 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド か ら 構 成 さ れ る ） 、 お よ び ポ リ
－ Ｄ － （ － ） － ３ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ マ ー 、 例 え ば エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ
ル お よ び 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 は 、 １ ０ ０ 日 以 上 に わ た る 分 子 の 放 出 を 可 能 に す る が 、 特 定
の ヒ ド ロ ゲ ル は よ り 短 い 期 間 に わ た っ て タ ン パ ク 質 を 放 出 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 発 明 は 、 ヒ ト ま た は そ の 他 の 動 物 に 有 効 量 の 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 治 療
方 法 を 提 供 す る 。 治 療 上 有 効 な 用 量 は 、 兆 候 ま た は 症 状 を 寛 解 さ せ る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 量 を さ す 。 か か る 化 合 物 の 治 療 効 率 お よ び 毒 性 は 標 準 的 医 薬 手 段 に よ っ て 細 胞 培
養 ま た は 実 験 動 物 に お い て 決 定 で き る 。 例 え ば 、 Ｅ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ に 治 療 上 有 効 な
用 量 ） お よ び Ｌ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ を 致 死 さ せ る 用 量 ） で あ る 。 治 療 効 果 に 対 す る 毒 性
の 用 量 比 は 治 療 指 標 で あ り 、 比 、 Ｌ Ｄ ５ ０ ／ Ｅ Ｄ ５ ０ と し て 表 さ れ る 。 大 き い 治 療 指 標 を
示 す 医 薬 組 成 物 が 好 ま し い 。 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 実 験 か ら 得 ら れ る デ ー タ を 用 い
て ヒ ト 用 の 用 量 範 囲 を 処 方 す れ ば よ い 。 か か る 化 合 物 の 用 量 は 好 ま し く は Ｅ Ｄ ５ ０ を 含 み
毒 性 が 無 い か わ ず か で あ る 循 環 濃 度 の 範 囲 内 で あ る 。 用 量 は 用 い る 剤 形 、 患 者 の 感 受 性 お
よ び 投 与 経 路 に 依 存 し て こ の 範 囲 内 を 変 動 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
本 発 明 の あ ら ゆ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て 、 治 療 上 有 効 な 用 量 は ま ず 細 胞 培 養 ア ッ セ イ
ま た は 動 物 モ デ ル 、 通 常 は マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ま た は ブ タ に よ っ て 見 積 も ら れ る 。 動
物 モ デ ル を 用 い て 所 望 の 濃 度 範 囲 お よ び 投 与 経 路 が 達 成 さ れ る 。 か か る 情 報 を 用 い て ヒ ト
に お い て 有 効 な 用 量 お よ び 投 与 経 路 が 決 定 さ れ る 。 正 確 な 用 量 は そ れ ぞ れ の 医 師 に よ っ て
治 療 さ れ る 患 者 を 考 慮 し て 選 択 さ れ る 。 用 量 お よ び 投 与 は 、 活 性 部 分 の 十 分 な レ ベ ル を 提
供 す る よ う に 、 ま た は 所 望 の 効 果 を 維 持 す る た め に 調 整 さ れ る 。 考 慮 さ れ る さ ら な る 因 子
に は 、 疾 患 状 態 の 重 篤 度 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 お よ び 性 別 ； 食 事 、 所 望 の 治 療 期 間 、 投 与 方
法 、 投 与 の 時 期 と 頻 度 、 薬 剤 の 組 み 合 わ せ 、 反 応 感 受 性 、 お よ び 治 療 に 対 す る 寛 容 性 ／ 耐
性 が 挙 げ ら れ る 。 長 期 作 用 性 の 医 薬 組 成 物 は 、 ３ か ら ４ 日 に １ 回 、 週 １ 回 、 ま た は ２ 週 間
に １ 回 、 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 お よ び ク リ ア ラ ン ス 速 度 に 応 じ て 決 め る と 良 い 。
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【 ０ ０ ９ ７ 】
上 記 の よ う に 、 組 換 え ウ イ ル ス を 用 い て 自 己 相 補 的 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 自 己
相 補 的 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る 組 換 え ウ
イ ル ス は 一 般 に 約 １ ０ ４ か ら 約 １ ０ １ ４ ｐ ｆ ｕ の 用 量 の 形 態 に お い て 処 方 お よ び 投 与 さ れ
る 。 Ａ Ａ Ｖ お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス の 場 合 、 約 １ ０ ６ か ら 約 １ ０ １ １ ｐ ｆ ｕ の 用 量 が 好 適 に
用 い ら れ る 。 ｐ ｆ ｕ と い う 語 （ 「 プ ラ ー ク 形 成 単 位 」 ） は ウ イ ル ス 粒 子 の 懸 濁 液 の 感 染 力
に 対 応 し 、 適 当 な 細 胞 培 養 を 感 染 し 、 形 成 さ れ た プ ラ ー ク の 数 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定
さ れ る 。 ウ イ ル ス 溶 液 の ｐ ｆ ｕ タ イ タ ー の 決 定 の 技 術 は 従 来 技 術 に よ く 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 発 明 に よ る 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 中 で 投 与 す れ ば よ い 。
用 量 レ ベ ル は 測 定 し た 治 療 効 力 に 基 づ い て 調 整 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
別 の 態 様 に お い て 、 自 己 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 、 化 学 修 飾 し て 細 胞 内 ヌ ク レ ア
ー ゼ に よ る 分 解 に 対 し て 耐 性 に し て も 良 い 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は リ ポ ソ ー ム を 用 い
て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 細 胞 へ の 取 り 込 み は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が リ ポ ソ ー ム
に 封 入 さ れ た 場 合 お こ る 。 効 率 的 な 送 達 系 を 用 い る と 、 低 毒 性 、 非 毒 性 濃 度 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 を 用 い て 標 的 Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 細 胞 － 特 異 的 結 合 部 位
と 結 合 さ せ た リ ポ ソ ー ム に よ っ て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 定 の 組 織 に 向 け る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ベ ク タ ー は 標 的 組 織 に 本 発 明 の ベ ク タ ー 送
達 系 の い ず れ か を 用 い て 移 入 さ れ る 。 こ の 移 入 は エ キ ソ ビ ボ で 、 研 究 室 に お い て 核 酸 が 細
胞 に 移 入 さ れ る 手 段 を 用 い て 、 改 変 さ れ た 細 胞 が 次 い で ヒ ト ま た は そ の 他 の 動 物 に 投 与 さ
れ る 方 法 で 行 っ て も よ い し 、 イ ン ビ ボ で ヒ ト ま た は そ の 他 の 動 物 中 の 細 胞 に 核 酸 が 直 接 移
入 さ れ る 方 法 で 行 っ て も 良 い 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 を 用 い て
発 現 ベ ク タ ー を 送 達 す る 。 所 望 の 場 合 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 上 記 の 発 現 ベ ク タ ー に
お い て 用 い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
非 － ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 細 胞 に 移 入 し て も よ く 、 か か
る 方 法 に は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン （ 合 成 ア ニ オ ン 性 お よ び カ チ オ ン 性
リ ポ ソ ー ム ） 、 受 容 体 － 媒 介 遺 伝 子 送 達 、 裸 の Ｄ Ｎ Ａ 注 入 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン お
よ び 遺 伝 子 銃 （ bio-ballistic） ま た は 粒 子 加 速 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
本 発 明 は 、 薬 剤 標 的 の イ ン ビ ト ロ 確 認 、 細 胞 ア ッ セ イ に お け る 遺 伝 子 の ノ ッ ク ダ ウ ン に よ
る 新 規 薬 剤 標 的 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 お よ び 動 物 実 験 に お い て 治 療 発 展 の イ ン ビ ボ 標 的 確 認
の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 機 能 が 未 知 ま た は 既 知 の Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 化 す る ガ イ ド 核 酸 の ハ イ ス ル ー プ ッ
ト 送 達 お よ び 宿 主 に お け る 発 現 の た め の 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。 記 載 さ れ た 方 法 は 、
宿 主 に お い て ガ イ ド 核 酸 を 含 む 自 己 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 発 現 す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
で 宿 主 を 感 染 さ せ 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ 核 酸 の ノ ッ ク ダ ウ ン に よ っ て 宿 主 に お い て 誘 導 さ れ た 表 現
型 の 変 化 を 同 定 し 、 そ れ に よ っ て 標 的 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 産 物 の 機 能 を 割 り 当 て る
も の で あ る 。 こ の 方 法 は 完 全 に 自 動 化 で き 、 複 数 ウ ェ ル 形 式 で 行 っ て 便 利 な サ ン プ ル 核 酸
ラ イ ブ ラ リ ー の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 を 行 う こ と が で き 、 こ こ で サ ン プ ル は こ の 方 法 に お
い て 使 用 さ れ る ガ イ ド 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 発 明 を 用 い て ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る こ と が で き 、 こ れ は 実 質 的 に 本 明 細 書
に 記 載 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン ス ト ラ ク ト か ら な る 。 か か る ラ イ ブ ラ リ ー は 区 画 化 さ
れ た 単 一 の 要 素 と し て 調 製 し て も よ く 、 別 々 の 要 素 と し て 調 製 し て も よ い 。 こ こ で そ れ ぞ
れ の 要 素 は 実 質 的 に 特 有 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ベ ク タ ー か ら な る 。 あ る い は 、
ベ ク タ ー の プ ー ル を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し て も よ い 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 該 ラ イ ブ ラ リ ー の そ れ ぞ れ の 区 画 に 属 す る 特 有 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 宿 主 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 機 能 の 解 明 に 役 立 て て も 良 い 。 言 い 換 え れ ば 、 天 然 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 機 能 の 決 定 で あ り 、 こ れ は 宿 主 細 胞 を 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 み 、 該 ベ ク タ ー は 該 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 に 相 補 的 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ し て 細 胞 表 現 型 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 ラ イ ブ ラ
リ ー に お け る そ れ ぞ れ の ベ ク タ ー を １ ま た は 複 数 の 細 胞 に 導 入 し 、 タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化
、 ま た は 表 現 型 の 変 化 を 観 察 す る 。 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド 、 裸 の Ｒ Ｎ Ａ を 含 ん で い て 良 く
、 あ る い は ウ イ ル ス ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト 中 に 含 ま れ て い て も 良 い 。 あ る い は 、 複 数 の
ガ イ ド 配 列 を 導 入 し う る 複 数 の ベ ク タ ー を 単 一 の 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 好 ま
し い ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び Ａ Ａ Ｖ － ベ ク タ ー が
含 ま れ る 。 よ り 好 ま し い の は ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 、 も っ と も 好 ま し い の は ア デ
ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て 、 複 製 欠 損 コ ン ス ト ラ ク ト を 含 み 、 ベ ク タ ー 自 体 に 含 ま れ る
配 列 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 を 有 す る パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に お い て 増 殖 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 発 明 は ウ イ ル ス 産 生 の 間 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 致 死 タ ン パ ク 質 の 一 時 的 な ノ ッ ク ダ ウ ン
を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 致 死 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む ウ イ ル ス の 複 製 と パ ッ ケ
ー ジ ン グ が 可 能 と な る 。 ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て あ ら ゆ る ウ イ ル ス お よ び ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン
グ 細 胞 系 に お け る ウ イ ル ス 産 生 の 間 の 遺 伝 子 発 現 が ノ ッ ク ダ ウ ン で き る 。 し た が っ て 、 本
発 明 は 毒 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 産 生 方 法 に 関 し 、 こ れ は 以 下 の 工
程 を 含 む ：
（ ａ ） 細 胞 に 本 明 細 書 に 記 載 す る 、 該 毒 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な 第
一 の 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 導 入 す る 工 程 、
（ ｂ ） 該 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 該 細 胞 に 導 入 す る 工 程 、
（ ｃ ） 該 細 胞 を 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 お よ び 該 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 複 製 を 可 能 と
す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 、 お よ び
（ ｄ ） 該 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 回 収 す る 工 程 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 の 好 適 な 方 法 は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ウ イ ル ス パ
ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 を 用 い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は ア ル フ ァ ウ イ ル ス を 用 い た ウ イ ル ス 産 生 は か か る
ノ ッ ク ダ ウ ン 方 法 に よ り 恩 恵 を 受 け 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 の 例 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス パ ッ
ケ ー ジ ン グ 細 胞 、 例 え ば 、 Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ 細 胞 、 お よ び そ の 誘 導 体 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 、 と
り わ け ２ ９ ３ お よ び ９ １ １ 細 胞 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 ｓ Ｒ Ｎ Ａ ノ ッ ク ダ ウ ン 方 法 は 、 組 換
え タ ン パ ク 質 産 生 の 向 上 に 有 用 で あ る 。 か か る タ ン パ ク 質 産 生 方 法 は 、 異 種 性 タ ン パ ク 質
発 現 の 下 方 調 節 に よ っ て 恩 恵 を 受 け 、 そ の 後 タ ン パ ク 質 産 生 の た め の 最 適 な 産 生 細 胞 の タ
イ タ ー が 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 は 最 適 化 の 必 要 な く し て あ ら ゆ る ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ お よ び タ ン パ ク 質 産 生 系
に 適 用 で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る ノ ッ ク ダ ウ ン コ ン ス ト ラ ク ト は 、 い か な る 選 択 さ れ た
パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て も よ く 、 か か る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞
を 直 接 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い 、 こ れ は 直 接 細 胞 の
感 染 に 用 い ら れ 、 ウ イ ル ス ま た は タ ン パ ク 質 産 生 を 誘 導 す る 系 に は さ ら な る 化 合 物 は 要 求
さ れ な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
外 来 遺 伝 子 の 発 現 に 用 い ら れ る 転 写 開 始 点 か ら 発 現 カ セ ッ ト の ５ ’ 末 端 の 間 の 配 列 を 用 い
て ウ イ ル ス 産 生 の 間 に か か る 外 来 遺 伝 子 の 発 現 を ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と が で き る 。 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 開 始 点 か ら 発 現 カ セ ッ ト の ５ ’ 末 端 の 間 の 配 列 を 標 的 と す る
ガ イ ド 配 列 を 含 み 、 毒 性 タ ン パ ク 質 に 対 す る 配 列 を 担 持 す る ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド と と も に
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パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 あ る い は 、 翻 訳 の 阻 害 ま た は ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 分 解 に よ り 標 的 配 列 の 発 現 を 下 方 調 節 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 に よ
る ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。 ベ ク タ ー は 一 過 性 に 用 い て も よ い し 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 の
安 定 な 誘 導 体 を 作 成 す る の に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ １ １ 】
本 発 明 の 様 々 な 側 面 を 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ １ ２ 】
抑 制 の モ ニ タ ー の た め の ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列 に 基 づ く レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 系
実 施 例 １ は 、 簡 単 に ア ッ セ イ さ れ る 遺 伝 子 の ノ ッ ク ダ ウ ン を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る レ ポ
ー タ ー ア ッ セ イ 系 の 開 発 に つ い て 記 載 す る 。 こ の 系 を 用 い て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ が
簡 単 に ア ッ セ イ さ れ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 減 少 さ せ る こ と が で き る か 否 か 判 定
し た 。 こ の 系 は ２ つ の 成 分 か ら な る 。 第 一 の 成 分 は 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー
ベ ク タ ー に 基 づ く レ ポ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （ Promegaか ら 入 手 ） で あ り 、 染 色 体 ２ ２ に み ら
れ る ヒ ト ｌ ｅ ｔ － ７ 配 列 由 来 の ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列 を 含 む よ う に 改 変 さ れ て い る 。 か か る
レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト は 以 下 の よ う に 設 計 し た ： 「 ｐ 」 で 始 ま る 名 前 は コ ン ス ト ラ ク
ト が プ ラ ス ミ ド に お け る も の で あ る こ と を 意 味 し 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 名 前 が 後 に 続 き （
例 え ば Ｇ Ｌ ３ ま た は Ｇ Ｌ ２ ） 、 そ の 後 の 「 ｔ 」 で 始 ま る 標 的 配 列 は そ れ が 標 的 配 列 で あ る
こ と を 示 す 。 例 え ば ： ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ ７ は 、 レ ポ ー タ ー と し て Ｇ Ｌ ３ 遺 伝 子 を 含 み 、
ノ ッ ク ダ ウ ン Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 標 的 と し て Ｌ ｅ ｔ ７ 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 意 味 す る 。 第 二
の 成 分 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ あ る い は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド で あ
る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド 長 以 下 の 二 本 鎖 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 本
明 細 書 に お い て 用 い る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ は 、 同 じ ま た は 異 な る 種 由 来 の い ず れ で も よ い 少 な く
と も ２ 種 類 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 由 来 で あ り 、 互 い に 共 有 結 合 に よ り 連 結 し た 少 な く と も ２ つ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 構 築 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 科 学 文 献 に は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 標 的 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 特 異 的 分 解 を 媒 介 す る と 記 載 さ れ て い る 。 本 出 願 に お い て こ れ ら ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
は 以 下 の よ う に 設 計 し た ： ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 後 、 標 的 遺 伝 子 の 名 前 を 続 け る 。 例 え ば ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ 　 Ｇ Ｌ ３ ． １ は Ｇ Ｌ ３ 遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 本 実 施 例 に お い て
、 レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 標 準 化 す る た め
に 使 用 す る 内 部 コ ン ト ロ ー ル （ Renilla： ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ ） を 混 合 し て 用 い て 宿 主 細 胞 を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が ル シ フ ェ ラ ー ゼ ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 発 現 を ノ ッ ク ダ ウ ン し て い た ら 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 低 下 が
観 察 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー 系 を 以 下 に 記 載 す る 。 こ の 記 載 は 例 示 的 な も の で あ り 、 本 発 明 を
限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
レ ポ ー タ ー 系 は ｐ Ｇ Ｌ ３ ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ベ ク タ ー （ Promega） に 基 づ く も の と
し た 。 ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 5 ’ -ACTATACAACCTACTACCTCA-3 ’  配 列 番 号 １ ） を ｐ
Ｇ Ｌ ３ － レ ポ ー タ ー ベ ク タ ー の Ｇ Ｌ ３ コ ー ド 領 域 の す ぐ 外 側 に 導 入 し 、 そ れ が ｌ ｅ ｔ － ７
標 的 配 列 を 含 む Ｇ Ｌ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る よ う に し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
Ａ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト の 構 築
ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー （ GenBank 登 録 番 号  Ｕ ４ ７ ２ ９ ６ ） を Ｇ Ｌ ３ コ ー ド 配
列 の す ぐ ３ ’ 末 端 側 の そ の 特 有 の Ｘ ｂ ａ Ｉ 部 位 に お い て 直 鎖 化 し た 。 二 本 鎖 ｌ ｅ ｔ － ７ 標
的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ オ リ ゴ １ お よ び オ リ ゴ ２ ） を 用 い て 作
成 し た 。 ｐ Ｇ Ｌ ３ の Ｘ ｂ ａ Ｉ 部 位 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め に 、 オ リ ゴ １ と オ リ
ゴ ２ を 、 ア ニ ー リ ン グ し た 際 に 、 作 成 さ れ た 二 本 鎖 ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ が そ の そ れ ぞ れ
の 末 端 に ５ ’ オ ー バ ー ハ ン グ を 有 し 、 Ｘ ｂ ａ Ｉ 制 限 部 位 と 適 合 す る よ う に 設 計 し た 。 オ リ
ゴ １ と オ リ ゴ ２ と の ア ニ ー リ ン グ は 、 こ れ ら オ リ ゴ を 等 モ ル 量 混 合 し 、 最 終 濃 度 が ア ニ ー
リ ン グ バ ッ フ ァ ー ［ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ９ ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２

、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ］ 中 、 ０ ． ５ ｎ ｍ ｏ ｌ ｅ ／ μ ｌ と な る よ う に し 、 そ の 後 混 合 物 を ９
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０ ℃ で １ 分 、 ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 ア ニ ー リ ン グ
し た こ れ ら オ リ ゴ を 直 鎖 化 し た ｐ Ｇ Ｌ ３ ベ ク タ ー の Ｘ ｂ ａ Ｉ 部 位 に Sambrook et alに 記 載
の 常 套 技 術 を 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
Ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 配 列 番 号 １ で あ る 。
5 ’ -ACTATACAACCTACTACCTCA-3 ’
配 列 ： Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ （ ５ ’ か ら ３ ’ ） ：
オ リ ゴ １ ： 5 ’ -CTAGTACTATACAACCTACTACCTCA-3 ’ （ 配 列 番 号 ２ ）
オ リ ゴ ２ ： 5 ’ -CTAGTGAGGTAGTAGGTTGTATAGTA-3 ’ （ 配 列 番 号 ３ ）
【 ０ １ １ ６ 】
ア ニ ー リ ン グ し た オ リ ゴ １ と ２ は 以 下 の 二 本 鎖 構 造 を 与 え る
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】
下 線 を 引 い た ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｘ ｂ ａ Ｉ 適 合 性 末 端 を 示 す 。 こ れ ら オ リ ゴ の ベ ク タ ー へ の
ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 さ ら な る Ｓ ｃ ａ Ｉ 部 位 （ 太 字 ヌ ク レ オ チ ド ） が 生 じ 、 こ れ に よ っ て
イ ン サ ー ト を 含 む ク ロ ー ン の 選 抜 が 容 易 と な り 、 フ ォ ワ ー ド （ Ｆ ） 方 向 で イ ン サ ー ト を 含
む ク ロ ー ン と リ バ ー ス （ Ｒ ） 方 向 で イ ン サ ー ト を 含 む ク ロ ー ン の 識 別 が 可 能 と な る 。 元 の
開 始 ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー か ら の Ｘ ｂ ａ Ｉ 部 位 は 、 ク ロ ー ニ ン グ プ ロ セ ス に よ
っ て 破 壊 さ れ 、 し た が っ て イ ン サ ー ト を 含 む ク ロ ー ン に は 存 在 し な い 。 ク ロ ー ン を イ ン サ
ー ト の 存 在 に つ い て 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 に 対 し て 直 接 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と に よ っ て 試 験 し た
。 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い た ：
【 ０ １ １ ８ 】
オ リ ゴ ３ ： 5 ’ -CATCTTCGACGCAGGTGTCGCA-3 ’ （ 配 列 番 号 ４ ） （ Promegaカ タ ロ グ お よ び
Ｕ ４ ７ ２ ９ ６ 配 列 に よ る 位 置 １ ６ ６ ８ － １ ６ ８ ９ ）
オ リ ゴ ４ ： 5 ’ -CCATCGTTCAGATCCTTATCGA-3 ’ （ 配 列 番 号 ５ ） （ Promegaカ タ ロ グ お よ び
Ｕ ４ ７ ２ ９ ６ 配 列 に よ る 位 置 ２ ２ １ ０ － ２ １ ８ ９ ）
与 え ら れ た 位 置 は ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー （ 登 録 番 号 Ｕ ４ ７ ２ ９ ６ ） に 基 づ く 。
【 ０ １ １ ９ 】
オ リ ゴ ３ （ 配 列 番 号 ４ ） お よ び オ リ ゴ ４ （ 配 列 番 号 ５ ） を プ ラ イ マ ー と し 、 コ ロ ニ ー Ｄ Ｎ
Ａ を 鋳 型 と し て 用 い 、 イ ン サ ー ト を 含 ま な い ク ロ ー ン か ら 得 た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は ５ ４ ３ 塩 基 対
で あ っ た ； イ ン サ ー ト を フ ォ ワ ー ド （ Ｆ ） ま た は リ バ ー ス （ Ｒ ） 方 向 で 含 む Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は
５ ６ ９ 塩 基 対 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
イ ン サ ー ト の 方 向 を さ ら に 第 二 ラ ウ ン ド の Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 分 析 し た 。 以 下 の ２ つ の 組 み 合
わ せ の プ ラ イ マ ー を 用 い た ：
１ ） オ リ ゴ １ （ 配 列 番 号 ２ ） お よ び オ リ ゴ ３ （ 配 列 番 号 ４ ） ： Ｒ 方 向 の ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配
列 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り ２ ９ ７ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 生 じ る ； Ｆ 方 向 で は Ｄ Ｎ Ａ 産 物 は 生 じ な い 。
２ ） オ リ ゴ １ （ 配 列 番 号 ２ ） お よ び オ リ ゴ ４ （ 配 列 番 号 ５ ） ： Ｆ 方 向 の ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配
列 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 ３ ０ ２ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 生 じ る ； Ｒ 方 向 で は Ｄ Ｎ Ａ 産 物 は 生 じ な い
。
【 ０ １ ２ １ 】
ｐ Ｇ Ｌ ３ の Ｘ ｂ ａ Ｉ 部 位 へ の フ ォ ワ ー ド 方 向 で の ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ク ロ ー ニ ン
グ の 成 功 に よ り 生 じ る プ ラ ス ミ ド は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ と 称 す る 。 同 様 に 、 ｐ Ｇ Ｌ
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３ の Ｘ ｂ ａ Ｉ 部 位 へ の リ バ ー ス 方 向 で の ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ の 成 功
に よ り 生 じ る プ ラ ス ミ ド は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ と 称 す る 。 ク ロ ー ン ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ ｌ
ｅ ｔ － ７ Ｆ と ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ を と も に さ ら な る 実 験 に 用 い た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
Ｂ ． ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
ｐ Ｇ Ｌ ３ お よ び ｐ Ｇ Ｌ ２ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た
； 登 録 番 号 Ｘ ６ ５ ３ ２ ４ ） は 、 Elbashir et al. (2001) Nature 411:494-498に 記 載 さ れ
て い る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 標 的 配 列 と そ の 相 補 鎖 を 含 む 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 ２ つ の ウ リ ジ ン
残 基 を こ れ ら Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に 付 加 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ２ ． １ ：
Ｇ Ｌ ２ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
5 ’ ..CGTACGCGGAATACTTCGA..3 ’ （ 配 列 番 号 ６ ）
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ３ ． １ ：
Ｇ Ｌ ３ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
5 ’ ..CTTACGCTGAGTACTTCGA..3 ’ （ 配 列 番 号 ９ ）
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
ｌ ｅ ｔ － ７ 　 標 的 配 列 を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ：
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － ｌ ｅ ｔ ７ ． １ ：
Ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
5 ’ ..TATACAACCTACTACCTCA..3 ’ （ 配 列 番 号 １ ２ ）
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
各 Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ 対 を Elbashir et al. (2001) Nature 411:494-498に 記 載 の よ う に ア ニ ー
リ ン グ さ せ て 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 得 た 。
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【 ０ １ ２ ７ 】
Ｃ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト と ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 化 系 を ３ つ の 成 分 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 混 合 物 を 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト す る こ と に よ っ て 試 験 し た （ 例 え ば Ｈ ｅ Ｌ ａ ま た は Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 ） ：
１ ． ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 基 づ く レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト
ａ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル （ Promega） 、 ま た は 、
ｂ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ま た は 、
ｃ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ
２ ． 標 準 化 の た め の 内 部 コ ン ト ロ ー ル
ａ ． ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ （ Promega； 登 録 番 号 Ａ Ｆ ０ ２ ５ ８ ４ ６ ）
３ ． 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
ａ ． ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ３ ． １ 、 ま た は 、
ｂ ． ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － ｌ ｅ ｔ － ７ ． １ 、 ま た は 、
ｃ ． ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ２ ． １
【 ０ １ ２ ８ 】
１ 日 目 ：
Ｈ ｅ Ｌ ａ ま た は Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ０ 時 間 前 に ９ ６ －
ウ ェ ル 形 式 に お い て ４ ． ５ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／ １ ０ ０ μ ｌ 培 地 （ Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に つ い て Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ ＋ １ ０ ％ 　 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 ； Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に つ い て Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １
０ ％ 非 － 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 ） ／ ウ ェ ル に て 播 種 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
２ 日 目 ：
ウ ェ ル 当 た り Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 混 合 物 を ２ ５ μ ｌ （ 総 容 積 ） の Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ 中 に 調 製 し た
。 こ れ は 以 下 を 含 む ：
１ ． ０ ． ２ ５ μ ｇ 　 ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 ま た は 、
０ ． ２ ５ μ ｇ 　 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ま た は 、
０ ． ２ ５ μ ｇ 　 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ
２ ． ２ ５ ｎ ｇ 　 ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ
３ ． ６ ６ ． ５ ｎ ｇ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ３ ． １ 、 ま た は 、
６ ６ ． ５ ｎ ｇ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － ｌ ｅ ｔ － ７ ． １ 、 ま た は 、
６ ６ ． ５ ｎ ｇ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ２ ． １ 、 ま た は
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 無 し
【 ０ １ ３ ０ 】
Ｌ ｉ ｐ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ ２ ０ ０ ０ （ ０ ． ８ μ ｌ ） お よ び Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ （ ２ ４ ． ２ μ
ｌ ） を 室 温 で ７ － １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 各 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 混 合 物 に 添 加 し た 。 こ の
混 合 物 （ 最 終 容 積 ５ ０ μ ｌ ） を 室 温 で １ ５ － ２ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 細 胞 に 添
加 し 、 細 胞 か ら 培 地 を 除 去 し た 。 細 胞 を ３ ７ ℃ イ ン キ ュ ベ ー タ ー で １ ０ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で ４ ８
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
４ 日 目 ：
細 胞 を 収 集 し 、 溶 解 し 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ と ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を デ ュ
ア ル （ Dual） ル シ フ ェ ラ ー ゼ キ ッ ト （ Promega） を 用 い て 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 測 定 し
た 。 各 サ ン プ ル の ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 絶 対 値 （ ｌ ｕ ｃ ） を そ の 内 部 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 絶 対 値 （ ｒ ｅ ｎ ） で 割 っ て 相 対 ｌ ｕ ｃ ／ ｒ ｅ ｎ － 値 を 得 た 。 こ れ ら 相 対 ｌ ｕ ｃ ／
ｒ ｅ ｎ － 値 を ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 含 ま れ て い な い コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と 比 較 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ に 対 す る 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 結 果 を 図 １ に 示 す 。 こ れ は
Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に お け る ｌ ｅ ｔ － ７ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列
を 含 む ｐ Ｇ Ｌ ３ － 融 合 コ ン ス ト ラ ク ト の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 抑 制 さ れ た こ と を 示 す 。 Ｐ
Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 は 、 い ず れ か の 方 向 （ ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ
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Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ ） に お い て ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列 を 含 む ｐ Ｇ Ｌ ３ － 融 合 コ ン ス ト ラ ク ト ま た は
ｌ ｅ ｔ － ７ 配 列 を 含 ま な い ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル と ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の い ず れ か 、 即 ち
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｌ ３ ． １ 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 ｌ ｅ ｔ － ７ ． １ 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｌ ２ ． １ 、 ま た
は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 無 し と の 組 み 合 わ せ に よ っ て 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
　 ｌ ｅ ｔ － ７ ． １ の 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り レ ポ ー タ ー 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ ７
Ｆ お よ び ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｒ の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 特 異 的 に 抑 制 さ れ た が 、 ｐ Ｇ Ｌ
３ － コ ン ト ロ ー ル で は 抑 制 さ れ な か っ た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル で あ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ
Ｌ ３ ． １ に よ る 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で は 、 す べ て の レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト （ ｐ
Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル ） の 抑 制
が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ３ ３ 】
キ メ ラ ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ に つ い て の 試 験
本 実 施 例 は ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 に つ い て 記 載 し 、 こ れ ら を 実 施 例 １ に
記 載 の 系 に お い て 遺 伝 子 発 現 を ノ ッ ク ダ ウ ン す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 １ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － 二 本 鎖 の ２ つ の 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 、 Ｒ Ｎ Ａ ル ー プ 構 造 を 用 い て 共
有 結 合 に よ り 連 結 し 、 両 方 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 含 む 一 本 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 作 成 し た 。 こ の 結 果
分 子 は フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て 二 本 鎖 の 片 側 に ル ー プ 構 造 を 有 し 、 二 本 鎖 の 反 対 側 に ２ つ
の ウ リ ジ ン 残 基 の ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ － 二 本 鎖 が 生 じ た 。 こ の ル ー プ 構 造
お よ び 配 列 を 含 む 分 子 を キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ と 称 す る 。 コ ン ス ト ラ ク ト を 以 下 の よ う に 称 す る ：
ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ の 後 に 、 そ れ ら が 標 的 化 さ れ る 遺 伝 子 が 続 く も の 、 例 え ば 、 ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ 　
Ｇ Ｌ ２ ． ２ は 、 Ｇ Ｌ ２ に 対 す る ル ー プ を 含 む キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 延 長  ’ ． ２  ’ は
、 Ｒ Ｎ Ａ が ル ー プ を 含 む こ と を 意 味 し 、 実 施 例 １ に お い て 用 い た 延 長  ’ ． １  ’ は ル ー プ
構 造 を 有 さ な い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 意 味 す る 。 こ こ で 用 い る ル ー プ 構 造 ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ で あ
り 、 例 示 的 な も の で あ っ て 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
か か る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 以 下 に 示 す （ 以 下 の ｓ Ｒ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ ． ２ － も 参 照 さ れ た い ）
。 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ 領 域 を 大 文 字 で 示 し 、 ル ー プ 領 域 お よ び ３ ’ ウ リ ジ ン を 小 文 字 で 示 す 。 ル
ー プ 領 域 に は 下 線 も 引 い た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ ５ ） の 直 鎖 状 表 示
5 ’ -UGAGGUAGUAGGUUGUAUA UAUACAACCUACUACCUCAuu-3 ’
ア ニ ー リ ン グ 反 応 の 間 に 、 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 上 の 相 補 的 領 域 は ア ニ ー リ ン グ し て 以 下 に 示
す ス テ ム － ル ー プ を 形 成 し た 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 比 較 の た め に 示 す 。
【 ０ １ ３ ７ 】
キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の ス テ ム ル ー プ 構 造 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ：
【 化 ６ 】
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【 ０ １ ３ ９ 】
さ ら に 、 ５ ’ お よ び ３ ’ 延 長 を 有 す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ を 作 成 し た 。 ５ ’ お よ び ３ ’ 延 長 の 配
列 は 隣 接 す る ｌ ｅ ｔ － ７ Ｌ 　 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く ：
５ ’ 末 端 ： 5 ’ -GGCCUUUGGGG..（ 配 列 番 号 １ ６ ）
３ ’ 末 端 ： ..CCGUGAAGUCCU-3 ’ （ 配 列 番 号 １ ７ ）
【 ０ １ ４ ０ 】
こ れ ら 延 長 配 列 は 、  Hutvagner et al. (2001) Science 293:834-838に よ る 延 長 と １ 塩 基
異 な る 。 こ れ は Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 転 写 効 率 を 向 上 さ せ る た め で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
５ ’ お よ び ３ ’ 延 長 を 有 す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 以 下 に 示 す 。 ５ ’ お よ び ３ ’ 延 長 を 太 字
で 示 す 。
５ ’ お よ び ３ ’ 延 長 を 有 す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の ス テ ム ル ー プ 構 造 （ 配 列 番 号 １ ８ ） ：
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ２ 】
キ メ ラ ｌ ｅ ｔ － ７ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 合 成 は 以 下 に 記 載 す る よ う に Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用
い る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ り 行 っ た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 鋳 型 は ｐ Ｕ Ｃ １
９ に ク ロ ー ニ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
ｐ Ｇ Ｌ ３ レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ と の 共 － ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン
実 施 例 １ に 記 載 し た の と 同 様 に 、 実 施 例 ２ に お い て も 、 細 胞 を Ｄ Ｎ Ａ と Ｒ Ｎ Ａ の 混 合 物 で
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｒ Ｎ Ａ 成 分 は ル ー プ － Ｒ Ｎ Ａ 型 の サ ン プ ル も 含 ん で い た 。 Ｄ Ｎ Ａ
／ Ｒ Ｎ Ａ 混 合 物 は 以 下 の 成 分 か ら な る も の と し た ：
１ ． ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 基 づ く Ｄ Ｎ Ａ レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト
ａ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 ま た は 、
ｂ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ま た は 、
ｃ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ
２ ． 標 準 化 の た め の 内 部 コ ン ト ロ ー ル
ａ ． ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ
３ ． ア ニ ー リ ン グ し た Ｒ Ｎ Ａ
ａ ． 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ２ ． １ 、 Ｇ Ｌ ２ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ オ ー バ ー ハ ン グ を
有 す る 小 分 子 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） 、 ま た は 、
ｂ ． 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ３ ． １ 、 Ｇ Ｌ ３ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ オ ー バ ー ハ ン グ を
有 す る 小 分 子 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） 、 ま た は 、
ｃ ． ア ニ ー リ ン グ し た ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ － Ｇ Ｌ ３ ． ２ 、 Ｇ Ｌ ３ を 標 的 と す る ル ー プ が 連 結 し た
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 、
ｄ ． 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｌ ｅ ｔ ７ ． １ 、 Ｌ ｅ ｔ － ７ 配 列 を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ オ ー バ
ー ハ ン グ を 有 す る 小 分 子 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ） 、 ま た は 、
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ｅ ． ア ニ ー リ ン グ し た ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ － Ｌ ｅ ｔ － ７ ． ２ 、 Ｌ ｅ ｔ － ７ 配 列 を 標 的 と す る ル ー
プ が 連 結 し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 。
【 ０ １ ４ ４ 】
ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 基 づ く レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト お よ び Ｒ Ｎ Ａ を 図 ８ に 模 式 的 に 示 す 。
図 ９ は 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 に 対 応 す る 標 的 配 列 を 含 む レ ポ ー タ ー の
下 方 制 御 を 示 す 。 こ こ で も 、 実 施 例 １ に 示 し た よ う に 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｌ ３ ． １ は す べ て
の レ ポ ー タ ー の 発 現 レ ベ ル の 特 異 的 減 少 を も た ら し た 。 な ぜ な ら こ れ ら は す べ て 標 的 配 列
を 担 持 す る か ら で あ る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｌ ｅ ｔ － ７ ． １ に よ っ て レ ポ ー タ ー 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ
Ｌ ｅ ｔ ７ Ｆ お よ び ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｒ の 抑 制 が 示 さ れ た が 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル
は 抑 制 さ れ な か っ た 。 コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｌ ２ ． １ で は レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク
ト の 有 意 な 抑 制 は 示 さ れ な か っ た 。 二 本 鎖 領 域 の 間 を ル ー プ で 連 結 し て い る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ
型 、 ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｌ ３ ． ２ お よ び ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｌ ｅ ｔ ７ ． ２ で は 、 個 々 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖
か ら な る 対 応 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ｓ 　 Ｇ Ｌ ３ ． １ お よ び Ｌ ｅ ｔ － ７ ． １ と
同 様 の レ ポ ー タ ー の 配 列 特 異 的 減 少 が 示 さ れ た 。 結 論 と し て 、 両 鎖 が ル ー プ で 連 結 し て い
る Ｒ Ｎ Ａ は 、 別 々 の ２ つ の 鎖 か ら な る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と 同 様 に 作 用 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
Ｂ ． キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 作 成
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 鋳 型 は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を そ の ３ ’ 末 端 に お
い て 相 補 的 で あ る オ ー バ ー ラ ッ プ す る オ リ ゴ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 作 成 し た 。 こ れ ら オ
リ ゴ を 以 下 に 示 す 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
Ｔ ７ － ｐ ｒ ｅ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｌ ． ３ － Ｆ （ 配 列 番 号 １ ９ ） ：
5 ’ -CCGAAGCTTA ATACGACTCA CTATAGGCCT TTGGGGTGAG GTAGTAGGTT GTATAGTTTG GGGCTCTGC
C CTGCTATG-3 ’
Ｐ ｒ ｅ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｌ ． ３ － Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ０ ） ：
5 ’ -CGCATGAATT CGCCGGCACT TCAGGTGAG GTAGTAGGTT GTATAGTTAT CCCATAGCAG GGCAGAG-3 
’
Ｔ ７ － ｐ ｒ ｅ － Ｇ Ｌ ３ ． ３ － Ｆ （ 配 列 番 号 ２ １ ） ：
5 ’ -CCGAAGCTTA ATACGACTCA CTATAGGCCT TTGGGGTCGA AGTACTCAGC GTAAGGTTTG GGGCTCTGC
C CTGCTATG-3 ’
Ｐ ｒ ｅ － Ｇ Ｌ ３ ． ３ － Ｒ （ 配 列 番 号 ２ ２ ） ：
5 ’ -CGCATGAATT CGCCGGCACT TCAGGTCGA AGTACTCAGC GTAAGGTTAT CCCATAGCAG GGCAGAG-3 
’
【 ０ １ ４ ６ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 （ Ｔ ７ － ｐ ｒ ｅ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｌ ． ３ － Ｆ と Ｐ ｒ ｅ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｌ ．
３ － Ｒ ； Ｔ ７ － ｐ ｒ ｅ － Ｇ Ｌ ３ ． ３ － Ｆ と Ｐ ｒ ｅ － Ｇ Ｌ ３ ． ３ － Ｒ ） を １ ： １ モ ル 比 で ４
０ μ Ｍ の ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ９ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ バ ッ フ ァ ー 中 で 混 合 し た 。 混 合 物 を ９ ５ ℃ で ５ 分 間 、 ６ ５ ℃ で ３ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 温 度 を ２ ０ ℃ に 低 下 さ せ な が ら ３ ’ 末 端 を ゆ っ く り と ア ニ ー リ ン グ さ せ た （ ３
０ 分 間 ） 。 以 下 の 図 に お い て 、 フ ォ ワ ー ド （ Ｆ ） オ リ ゴ は 大 文 字 、 リ バ ー ス （ Ｒ ） オ リ ゴ
は 小 文 字 で 示 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
ア ニ ー リ ン グ し た Ｐ ｒ ｅ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｌ ． ３ オ リ ゴ ：
【 化 ８ 】
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【 ０ １ ４ ８ 】
ア ニ ー リ ン グ し た Ｐ ｒ ｅ － Ｇ Ｌ ３ ． ３ オ リ ゴ ：
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
ア ニ ー リ ン グ し た オ リ ゴ の う ち 、 ２ μ ｌ を 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、
５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ７ ． ５ ｍ Ｍ ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 、 ３ ３ μ Ｍ 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ２ ０ Ｕ 　 Ｄ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ 、 ラ ー ジ （ ク レ ノ ウ ） フ ラ グ メ ン ト か ら な る 延 長 混 合 物 （ ４ ０ μ ｌ 最
終 容 積 ） 中 で 室 温 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
ア ニ ー リ ン グ し た Ｐ ｒ ｅ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｌ ． ３ オ リ ゴ の 延 長 ：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ １ 】
ア ニ ー リ ン グ し た Ｐ ｒ ｅ － Ｇ Ｌ ３ ． ３ オ リ ゴ の 延 長 ：
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
オ リ ゴ の 延 長 に よ り 作 成 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 全 体 を 以 下 に 示 す 。 配 列 は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と し て
示 す ； 上 側 鎖 （ 大 文 字 ） ５ ’ か ら ３ ’ ； 下 側 鎖 （ 小 文 字 ） ３ ’ か ら ５ ’ 。 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ
ー （ ｎ ｔ ９ － ２ ６ ） ； ク ロ ー ニ ン グ 部 位 ： Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 （ ｎ ｔ ４ － ９ ） ； Ｅ ｃ ｏ Ｒ
Ｉ 部 位 （ ｎ ｔ １ １ ９ － １ ２ ４ ） ； 直 鎖 化 の た め の 制 限 部 位 Ｃ ａ ｃ ８ Ｉ ま た は Ｎ ａ ｅ Ｉ （ ｎ
ｔ １ １ ３ － １ １ ８ ） 。
【 化 １ ２ 】
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【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ３ 】
Ｃ ． ｐ Ｕ Ｃ １ ９ へ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ と Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し 、 公 表 さ れ た 方 法 に よ っ て 同 じ 酵 素 で
消 化 し た ｐ Ｕ Ｃ １ ９ に ク ロ ー ニ ン グ し た （ Sambrook et al.） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
Ｄ ． Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た イ ン ビ ト ロ 転 写
鋳 型 を Ｃ ａ ｃ ８ Ｉ ま た は Ｎ ａ ｅ Ｉ で 直 鎖 化 し 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ （ Promega） に よ る イ ン ビ ト ロ 転 写 に 用 い た 。 そ の 後 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ （ Pro
mega） で 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 除 去 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
イ ン ビ ト ロ で 合 成 し た Ｒ Ｎ Ａ を 実 施 例 １ に お い て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ － 混 合 物 に つ い て 用 い
た の と 同 じ ア ニ ー リ ン グ プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 自 己 － ア ニ ー リ ン グ さ せ た 。 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン を 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に 行 っ た が 、 た だ し 、 自 己 － ア ニ ー リ ン グ し た Ｒ Ｎ Ａ を
実 施 例 １ に 用 い た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 代 わ り に 用 い た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
こ の 方 法 を 用 い て 作 成 し た キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 直 鎖 状 配 列 を 、 各 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ に つ い て ス テ ム
－ ル ー プ 表 示 を 用 い て 以 下 に 示 す 。 大 文 字 配 列 は Ｒ Ｎ Ａ 中 で 塩 基 対 形 成 で き る 領 域 で あ り
、 こ の 配 列 の 一 方 が 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る こ と が で き る ； こ れ ら の 場 合 、 第 一 の 大
文 字 領 域 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
次 の 節 に お い て Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 名 前 は 以 下 の よ う に 構 成 さ れ る ： 「 ｓ 」 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 鎖 、
「 Ｒ 」 は Ｒ Ｎ Ａ の 鎖 、 そ し て 「 ｈ 」 は ヒ ト 配 列 を 意 味 す る 。 名 前 に Ｐ ｒ ｅ が 存 在 す る 場 合
、 そ れ は 分 子 が ５ ’ － お よ び ３ ’ － 延 長 を 含 む こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
ｓ Ｒ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ ． ２ － ａ ｓ （ ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｌ ｅ ｔ ７ ． ２ ）
ｌ ｅ ｔ － ７ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ に よ り 連 結 し て お り 、 ５ ’ － お よ び ３ ’ － 延 長
を 欠 く ：
【 化 １ ４ 】
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【 ０ １ ５ ９ 】
ｓ Ｒ － Ｇ Ｌ ３ ． ２ － ａ ｓ （ ル ー プ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｌ ３ ． ２ ）
Ｇ Ｌ ３ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ に よ り 連 結 し て お り 、 ５ ’ － お よ び ３ ’ － 延 長 を
欠 く ：
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ０ 】
Ｐ ｒ ｅ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｌ ． ３
ｌ ｅ ｔ － ７ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ に よ り 連 結 し て お り ５ ’ － お よ び ３ ’ － 延 長
を 含 む ：
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ １ 】
Ｐ ｒ ｅ － Ｇ Ｌ ３ ． ３
Ｇ Ｌ ３ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ に よ り 連 結 し て お り ５ ’ － お よ び ３ ’ － 延 長 を 含
む ：
【 化 １ ７ 】
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【 ０ １ ６ ２ 】
大 文 字 配 列 は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 中 で 相 補 性 を 有 す る 領 域 で あ り 、 こ れ ら 配 列 の 一 方 は 標 的 配 列 と
塩 基 対 形 成 す る こ と が で き る ； こ れ ら の 場 合 、 第 一 の 大 文 字 領 域 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ Ｒ － ｈ Ｌ ｅ ｔ ７ ． ２ － ａ ｓ お よ び ｓ Ｒ － Ｇ Ｌ ３ ． ２ － ａ ｓ は 化 学 合 成 し た が 、
上 記 方 法 に よ っ て も 作 成 す る こ と が で き る
【 ０ １ ６ ４ 】
Ｅ ． 機 能 的 な 連 結 化 ル ー プ 配 列 の 分 析
野 生 型 Ｌ ｅ ｔ － ７ 連 結 化 ル ー プ の サ イ ズ は ３ ０ ｎ ｔ で あ る （ 5 ’ -GUUUGGGGCUCUGCCCUGCUA
UGGGAUAAC-3 ’ ） （ 配 列 番 号 ７ ５ ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
理 想 的 に は 合 成 オ リ ゴ を 作 成 し 、 そ れ ら を 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る の が 好 ま し い
（ 以 下 を 参 照 ） 。 し か し 好 ま し い オ リ ゴ の サ イ ズ は オ リ ゴ 合 成 を 可 能 に す る に は 長 す ぎ る
。 ガ イ ド 配 列 の サ イ ズ を 劇 的 に 変 化 さ せ る こ と は で き な い が 、 ル ー プ 配 列 は ３ ０ ｎ ｔ で あ
り 短 く す る こ と が で き る （ 図 １ ０ お よ び 図 １ １ を 参 照 ） 。 様 々 な ル ー プ 配 列 を 野 生 型 Ｌ ｅ
ｔ － ７ ル ー プ 配 列 ま た は そ の 他 の マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ ル ー プ 配 列 に 基 づ い て 選 択 し た （ Lagos-
Quintana、 M et al. Science (2001) 294: 853、 Lau、 et al. Science (2001) 294: 858
、 Lee and Ambros Science (2001) 294: 862） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
選 択 し た Ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ の 誘 導 体 は Ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ の 予 測 二 次 フ ォ ー ル デ ィ ン グ に 基
づ く 。 ２ つ の 安 定 な Ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ の 構 造 が 予 測 さ れ た （ 以 下 の 配 列 番 号 ３ ５ か ら ４ １
お よ び ４ ５ を 参 照 さ れ た い ） 。 ル ー プ に お け る 突 出 し た １ ２ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 予 測 Ｇ Ｇ
Ｇ ／ Ｃ Ｃ Ｃ ス テ ム は 構 造 ２ に お い て 欠 失 し て お り 、 そ の 結 果 ル ー プ Ｌ １ ２ と な る （ 配 列 番
号 ３ ０ ） （ 図 １ ０ お よ び 図 １ １ も 参 照 さ れ た い ） 。 構 造 １ に お け る 予 測 ス テ ム の Ｕ Ｇ Ｇ Ｇ
／ Ｃ Ｃ Ｕ Ｇ 部 分 お よ び ル ー プ に お け る 突 出 し た ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 の 結 果 ル ー プ Ｌ １ １ と
な る （ 配 列 番 号 ３ １ ） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 し た ル ー プ は 、 そ れ ら が よ り 短 く 、 Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ と 同 じ ５ ’ －
ガ イ ド － ル ー プ － 塩 基 対 形 成 配 列 － ３ ’ の 編 成 を 有 す る た め に 選 ん だ 。 リ バ ー ス 編 成 を 有
す る マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ の ル ー プ 、 ５ ’ － 塩 基 対 形 成 配 列 － ル ー プ － ガ イ ド － ３ ’ も 同 様 に 機
能 的 で あ ろ う 。 コ ン ス ト ラ ク ト を 上 記 の Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て Ｇ Ｌ ２ ガ イ ド 配 列 に 関 し て 合 成 し
、 そ の Ｇ Ｌ ２ レ ポ ー タ ー に 対 す る ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 を 実 施 例 ３ に 記 載 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 実 験 に お い て 測 定 し 、 野 生 型 Ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ と 比 較 し た （ 図 １ ２ ） 。 す べ て
の ル ー プ が ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を 示 し 、 そ れ は Ｇ Ｌ ２ に 対 し て 特 異 的 で あ り Ｇ Ｌ ３ レ ポ ー タ
ー に 対 し て は 効 果 が 無 か っ た 。 １ ２ ヌ ク レ オ チ ド ま で 短 く し た ル ー プ 配 列 （ 例 え ば 、 Ｌ １
２ ） で も Ｇ Ｌ ２ レ ポ ー タ ー を 特 異 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ６ ８ 】
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発 現 の た め の Ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー
本 実 施 例 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る Ｄ Ｎ Ａ 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト お よ び Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー に お け
る ヒ ト ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー お よ び ヒ ト ｌ ｅ ｔ － ７ ゲ ノ ム 配 列 の 同 定 と ク ロ ー ニ ン グ に
つ い て 記 載 す る 。 ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー を ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト に
用 い た 。 し か し 、 以 下 に 記 載 の よ う に そ の 他 の プ ロ モ ー タ ー も 同 様 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ １ ６ ９ 】
本 実 施 例 に は 以 下 が 含 ま れ る ：
１ ． ｌ ｅ ｔ － ７ ガ イ ド 配 列 を プ ロ ー ブ と し て 用 い た Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス サ ー チ の 結 果 ；
２ ． ｌ ｅ ｔ － ７ ゲ ノ ム ク ロ ー ン か ら 転 写 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ の 予 測 二 次 構 造 ；
３ ． ヒ ト ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー の 単 離 の 説 明 ；
４ ． ヒ ト ｌ ｅ ｔ － ７ ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 単 離 の 説 明 ； お よ び 、
５ ． ｌ ｅ ｔ － ７ ゲ ノ ム コ ン ス ト ラ ク ト の 改 変 方 法 。
【 ０ １ ７ ０ 】
Ａ ． Ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー の ク ロ ー ニ ン グ
ｌ ｅ ｔ － ７ ガ イ ド 配 列 を プ ロ ー ブ と し て 用 い た Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス サ ー チ の 結 果 、 ヒ ト ゲ
ノ ム 、 染 色 体 ９ 、 １ １ 、 お よ び ２ ２ 上 で ３ つ の 完 全 な マ ッ チ 、 お よ び 染 色 体 ９ 、 ２ １ 、 Ｘ
、 １ ９ お よ び ５ 上 で ５ つ の ほ ぼ 完 全 な マ ッ チ が 得 ら れ た （ Pasquinelli et al. (2000) Na
ture 408:86-89も 参 照 さ れ た い ） ：
【 ０ １ ７ １ 】
１ ） ＞ ｒ ｅ ｆ ｜ Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ ２ ３ ． ４ ｜ Ｈ ｓ ２ ２ ＿ １ １ ６ ８ ０ ヒ ト 染 色 体 ２ ２
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ２ 】
２ ） ＞ ｒ ｅ ｆ ｜ Ｎ Ｔ ＿ ０ ０ ９ ２ １ ５ ． ３ ｜ Ｈ ｓ １ １ ＿ ９ ３ ７ ２ ヒ ト 染 色 体 １ １
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ３ 】
３ ） ＞ ｒ ｅ ｆ ｜ Ｎ Ｔ ＿ ０ ２ ５ ８ ０ ８ ． ２ ｜ Ｈ ｓ ９ ＿ ２ ５ ９ ６ ４ ヒ ト 染 色 体 ９
【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ４ 】
４ ） ＞ ｒ ｅ ｆ ｜ Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ １ ２ ． ３ ｜ Ｈ ｓ ２ １ ＿ １ １ ６ ６ ９ ヒ ト 染 色 体 ２ １
【 化 ２ １ 】
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【 ０ １ ７ ５ 】
５ ） ＞ ｒ ｅ ｆ ｜ Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ７ ９ ９ ． ５ ｜ Ｈ ｓ Ｘ ＿ １ １ ９ ５ ６ ヒ ト 染 色 体 Ｘ
【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ６ 】
６ ） ＞ ｒ ｅ ｆ ｜ Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ０ ９ １ ． ５ ｜ Ｈ ｓ １ ９ ＿ １ １ ２ ４ ８ ヒ ト 染 色 体 １ ９
【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ７ 】
７ ） ＞ ｒ ｅ ｆ ｜ Ｎ Ｔ ＿ ０ ２ ７ ０ ２ １ ． １ ｜ Ｈ ｓ ５ ＿ ２ ７ １ ８ １ ヒ ト 染 色 体 ５
【 化 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ８ 】
す べ て の 位 置 は ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 の 潜 在 候 補 で あ る 。 こ れ ら の 位 置 か ら Ｒ Ｎ Ａ 構 造 が ｌ ｅ
ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ と 類 似 の Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 構 造 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ る こ と が 予 測 さ れ た （ 模
式 的 に 以 下 に 示 す ） 。 比 較 の た め に 図 ２ に お い て 潜 在 的 構 造 を セ グ メ ン ト に 分 け て 示 す ：
５ ’ 延 長 、 ｌ ｅ ｔ － ７ － ア ン チ セ ン ス 、 ル ー プ 、 ｌ ｅ ｔ ７ － セ ン ス 、 お よ び ３ ’ 延 長 。 ｌ
ｅ ｔ － ７ － ア ン チ セ ン ス 配 列 に 下 線 を 引 い た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
以 下 の 参 考 文 献 は 上 記 ヒ ト 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ か ら 転 写 さ れ た ３ つ の 予 測 Ｒ Ｎ Ａ の 二 次 構 造 を 予
測 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 提 供 す る ：
M. Zuker、 D.H. Mathews & D.H. Turner、 ” Algorithms and Thermodynamics for RNA Se
condary Structure Prediction: A Practical Giode” 、 In RNA Biochemistry and Biote
chnology (1999) 11-43、 J. Barciszewski & B.F.C. Clark、 eds、 NATO ASI Series、 Klu
wer Academic Publishers、 (mfold version 3.1)
D.H. Mathews、 J. Sabina、 M. Zuker & D.H. Turner、 ” Expanded Sequence Dependence 
of Thermodynamic Parameters Improves Prediction of RNA Secondary Structure” 、 J.
 Mol. Biol. (1999) 288:911-940。
【 ０ １ ８ ０ 】
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以 下 の 二 次 構 造 の 予 測 は 、 Zuker and Turnerに よ る 「 ｍ ｆ ｏ ｌ ｄ バ ー ジ ョ ン ３ ． １ プ ロ グ
ラ ム 」 （ ｌ ｅ ｔ ７ － ア ン チ セ ン ス 配 列 に 下 線 を 引 い た ） を 使 用 し て 得 た ：
【 ０ １ ８ １ 】
１ ） Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ ２ ３ ． ４ ｜ Ｈ ｓ ２ ２ ＿ １ １ ６ ８ ０ ヒ ト 染 色 体 ２ ２
構 造 １
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ８ １
最 初 の (initial)ｄ Ｇ ＝ － ３ ６ ． １
配 列 番 号 ３ ５
【 化 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ２ 】
構 造 ２
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ８ １
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ３ ４ ． ４
配 列 番 号 ３ ５
【 化 ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ３ 】
Hutvagner et al. (2001) Science 293:834-838に お い て 、 こ の ゲ ノ ム 位 置 由 来 の よ り 長
い 前 駆 体 （ 末 端 に お い て さ ら に ４ 塩 基 対 ） の 予 測 お よ び 実 験 デ ー タ が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
２ ） Ｎ Ｔ ＿ ０ ０ ９ ２ １ ５ ． ３ ｜ Ｈ ｓ １ １ ＿ ９ ３ ７ ２ ヒ ト 染 色 体 １ １
構 造 １
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ８ ０
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ３ ３ ． ７
配 列 番 号 ３ ６
【 化 ２ ７ 】
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【 ０ １ ８ ５ 】
３ ） Ｎ Ｔ ＿ ０ ２ ５ ８ ０ ８ ． ２ ｜ Ｈ ｓ ９ ＿ ２ ５ ９ ６ ４ ヒ ト 染 色 体 ９
構 造 １
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ８ ３
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ３ ６ ． ６
配 列 番 号 ３ ７
【 化 ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ６ 】
構 造 ２
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ８ ３
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ３ ５ ． ８
配 列 番 号 ３ ７
【 化 ２ ９ 】
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【 ０ １ ８ ７ 】
４ ） Ｎ Ｔ ＿ ０ ２ ５ ８ ０ ８ ． ２ ｜ Ｈ ｓ ９ ＿ ２ ５ ９ ６ ４ ヒ ト 染 色 体 ９ 、 Ａ （ ３ ０ ２ ５ ７ ６ － ３
０ ２ ６ ７ ７ ）
構 造 １
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら １ ０ ２
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ４ ９ ． １
配 列 番 号 ３ ８
【 化 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ８ 】
５ ） Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ １ ２ ． ３ ｜ Ｈ ｓ ２ １ ＿ １ １ ６ ６ ９ ヒ ト 染 色 体 ２ １ ： ２ １ Ｄ
構 造 １
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ９ ２
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ４ ２ ． １
配 列 番 号 ３ ９
【 化 ３ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
構 造 ２
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ９ ２
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ４ ０ ． ８
配 列 番 号 ３ ９
【 化 ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
６ ） Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ７ ９ ９ ． ５ ｜ Ｈ ｓ Ｘ ＿ １ １ ９ ５ ６ ヒ ト 染 色 体 Ｘ 作 業 草 案 配 列 セ グ メ ン ト
： Ｘ Ｂ
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構 造 １
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ９ ６
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ４ ８ ． ０
配 列 番 号 ４ ０
【 化 ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ０ 】
構 造 ２
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら ９ ６
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ４ ７ ． ５
配 列 番 号 ４ ０
【 化 ３ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ １ 】
７ ） Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ０ ９ １ ． ５ ｜ Ｈ ｓ １ ９ ＿ １ １ ２ ４ ８ ヒ ト 染 色 体 １ ９ ； １ ９ Ｃ
構 造 １
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら １ ２ ２
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ６ ５ ． ８
配 列 番 号 ４ １
【 化 ３ ５ 】
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【 ０ １ ９ ２ 】
配 列 番 号 ４ １
構 造 ２
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 塩 基 ： １ か ら １ ２ ２
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ６ ２ ． ８
【 化 ３ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
染 色 体 １ ９ に お い て 見 出 さ れ た 配 列 の 長 さ を 約 ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド に 限 定 す る こ と に よ り 、
そ の 他 の 染 色 体 上 に み ら れ た 配 列 に つ い て 示 さ れ た も の と 類 似 の 予 測 ス テ ム ル ー プ 構 造 が
、 塩 基 対 形 成 ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の 方 の ５ ’ 方 向 か ら 開 始 す る こ と に よ っ て 生 じ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て ｌ ｅ ｔ － ７ に つ い て の 内 在 性 プ ロ モ ー タ ー を ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 プ ラ イ マ ー は ｌ ｅ ｔ － ７ 配 列 に 隣 接 す る ３ つ の ゲ ノ ム 位 置 の す べ て に つ
い て 設 計 し た （ 例 え ば 、 5 ’ -TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT-3 ’ 　 配 列 番 号 ３ ２ ） 。 ３ ’ ｌ ｅ
ｔ － ７ 延 長 配 列 の ３ ’ に ア ニ ー リ ン グ す る ２ 種 類 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 さ ら に
３ 種 類 の 、 ５ ’ ｌ ｅ ｔ － ７ 延 長 の ５ ’ に ア ニ ー リ ン グ す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 用 い た
。 完 全 な 機 能 を 保 障 す る が 、 最 小 の ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー を 同 定 す る た め に 、 ３ つ の フ
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ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を ｌ ｅ ｔ － ７ 転 写 開 始 部 位 の 異 な る 距 離 の 上 流 に お い て ア ニ ー リ ン グ
さ せ た 。 以 下 の 例 に お い て は 染 色 体 ２ ２ 由 来 の 配 列 を 用 い た 。 同 様 に 、 そ の 他 の 染 色 体 由
来 の 配 列 を 用 い る こ と も で き る 。 染 色 体 ２ ２ に つ い て の プ ラ イ マ ー を 以 下 に 挙 げ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
位 置 Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ ２ ３ ． ４ ｜ Ｈ ｓ ２ ２ ＿ １ １ ６ ８ ０ ヒ ト 染 色 体 ２ ２ に つ い て の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド （ ５ ’ か ら ３ ’ ） ：
Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｆ １ ： 5 ’ -GCACGTTCTAGAGAATCCCTGTGCCCTTGGTG（ 配 列 番 号 ４ ２ ）
Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｆ ２ ： 5 ’ -GCACGTTCTAGACCGTGAAGCCGCTACTCAGC（ 配 列 番 号 ４ ３ ）
Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｆ ３ ： 5 ’ -GCACGTTCTAGAGGGTTGACAGTCGTATCTGC（ 配 列 番 号 ４ ４ ）
Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｒ １ ： 5 ’ -CCGTGCAAGCTTTGTCAGACTTCTCAGTGTAG（ 配 列 番 号 ４ ５ ）
Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｒ ２ ： 5 ’ -CCGTGCAAGCTTCCTGCCACTGAGCTGGCCAG（ 配 列 番 号 ４ ６ ）
【 ０ １ ９ ５ 】
ゲ ノ ム 領 域 と マ ッ チ す る 配 列 を 下 線 で 示 し た 。 別 の ５ ’ 配 列 を 追 加 し て ク ロ ー ニ ン グ を 容
易 に し た （ プ ラ イ マ ー Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｆ １ － ３ に お け る Ｘ ｂ ａ Ｉ 部 位 、 プ ラ イ マ ー Ｌ
ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｒ １ － ２ に お け る Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
ゲ ノ ム 断 片 を 得 る た め に 異 な る プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ を 用 い た ：
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ７ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を 酵 素 Ｘ ｂ ａ Ｉ と Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ で 消 化 し 、 ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ － ｄ ｅ ｌ
ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ の Ａ ｖ ｒ Ｉ Ｉ 部 位 と Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ っ て
Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 置 換 し た （ 図 ３ を 参 照 さ れ た い ） 。 ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ －
ｄ ｅ ｌ ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ は 、 ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ か ら 以 下 の よ う に 構 築 し た 。 ｐ Ｉ Ｐ ｓ
ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ を メ チ ラ ー ゼ 陰 性 大 腸 菌 株 Ｄ Ｍ １ 中 で 増 殖 さ せ て 第 二 の Ｘ ｂ ａ － 部 位 の メ
チ ル 化 を 防 い だ 。 Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 Ｘ ｂ ａ Ｉ で 消 化 し 、 そ れ に よ っ て ポ リ Ａ シ グ ナ ル を 含
む １ ４ ２ ｂ ｐ の 断 片 を 切 り 出 し た 。 再 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た ベ ク タ ー を ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ
ｔ ６ － ｄ ｅ ｌ ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ と 称 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
ゲ ノ ム 断 片 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ を 含 む こ れ ら の コ ン ス ト ラ ク ト を 哺 乳 類 細 胞 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し （ 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に ） ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 と そ の ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ
ｌ ｅ ｔ ７ の 抑 制 効 果 に つ い て 試 験 し た 。 こ れ は 異 な る 手 段 に よ っ て 行 っ た ：
【 ０ １ ９ ９ 】
ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ ７ － Ｆ 、 ま た は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ ７ － Ｒ レ ポ ー タ ー か ら の ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 活 性 の 抑 制
断 片 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｂ 、 お よ び Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｃ は 、
染 色 体 ２ ２ 上 の Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 の 異 な る 長 さ を 表 す 。 こ れ ら 断 片 を ｐ Ｉ Ｐ ｓ
ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ － ｄ ｅ ｌ ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 レ ポ ー タ ー コ ン
ス ト ラ ク ト を 用 い て 、 実 施 例 １ と 類 似 の 方 法 、 た だ し 以 下 が 異 な る 実 験 に お い て Ｌ ｅ ｔ －
７ 発 現 プ ラ ス ミ ド 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｂ 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２
Ｃ を 試 験 し た ：
【 ０ ２ ０ ０ 】
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図 １ ３ Ａ － Ｂ に 模 式 的 に 示 す よ う に Ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ を
置 換 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
以 下 の ３ 成 分 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 を 宿 主 細 胞 （ 例 え ば Ｈ ｅ Ｌ ａ ま た は Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ
２ Ａ 細 胞 ） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ：
４ ． ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 基 づ く レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト
ａ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル （ Promega） 、 ま た は 、
ｂ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ま た は 、
ｃ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ
５ ． 標 準 化 の た め の 内 部 コ ン ト ロ ー ル
ａ ． ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ （ Promega； 登 録 番 号 Ａ Ｆ ０ ２ ５ ８ ４ ６ ）
６ ． Ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト
ａ ． ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ａ （ 断 片 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ 含 有 ） 、 ま
た は 、
ｂ ． ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ｂ （ 断 片 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｂ 含 有 ） 、 ま
た は 、
ｃ ． ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ｃ （ 断 片 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｃ 含 有 ）
【 ０ ２ ０ ２ 】
１ 日 目 ：
Ｈ ｅ Ｌ ａ ま た は Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ０ 時 間 前 に ９ ６ －
ウ ェ ル 形 式 に お い て ４ ． ５ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／ １ ０ ０ μ ｌ 培 地 （ Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に つ い て Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ ＋ １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 ； Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に つ い て Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １ ０
％ 非 － 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 ） ／ ウ ェ ル に て 播 種 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
２ 日 目 ：
ウ ェ ル 当 た り の 処 理 は 以 下 の と お り ： Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 を ２ ５ μ ｌ の （ 総 容 積 ） Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ
Ｍ に 調 製 し た 。 こ れ は 以 下 を 含 む ：
１ ． ２ ０ ０ ｎ ｇ 　 ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 ま た は 、
２ ０ ０ ｎ ｇ 　 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ま た は 、
２ ０ ０ ｎ ｇ 　 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ
２ ． ２ ０ ｎ ｇ 　 ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ
３ ． １ ０ ０ ｎ ｇ 　 Ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト 、 ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ
ｔ － ７ 遺 伝 子 Ａ 、 ま た は ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ｂ 、 ま た は ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ
Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ｃ 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
Ｌ ｉ ｐ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ ２ ０ ０ ０ （ ０ ． ８ μ ｌ ） お よ び Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ （ ２ ４ ． ２ μ
ｌ ） を 室 温 で ７ － １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 各 Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 に 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 （
最 終 容 積 ５ ０ μ ｌ ） を 室 温 で １ ５ － ２ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 細 胞 に 添 加 し 、 細
胞 か ら 培 地 を 除 去 し た 。 細 胞 を ４ ８ 時 間 ３ ７ ℃ （ Ｈ ｅ Ｌ ａ ） ま た は ３ ９ ℃ （ Ｐ ｅ ｒ ． Ｃ ６
／ Ｅ ２ Ａ ） の イ ン キ ュ ベ ー タ ー で １ ０ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
４ 日 目 ：
細 胞 を 回 収 し 、 溶 解 し 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を
デ ュ ア ル シ フ ェ ラ ー ゼ キ ッ ト （ Promega） を 用 い て 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 測 定 し た 。 各
サ ン プ ル の ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 絶 対 値 を 内 部 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 絶 対 値 で 割 っ
て 相 対 ｌ ｕ ｃ ／ ｒ ｅ ｎ － 値 を 得 た 。 こ れ ら 相 対 ｌ ｕ ｃ ／ ｒ ｅ ｎ － 値 を 、 プ ラ ス ミ ド を 用 い
な い か 非 関 連 プ ラ ス ミ ド を 用 い た コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と 比 較 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に 対 す る 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 結 果 を 図 １ ４ に 示 す 。
レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト と Ｌ ｅ ｔ － ７ 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト （ ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ
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ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ａ － Ｃ ） の 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 Ｆ － 方 向 に ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配
列 を 含 む レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト ； ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ － Ｆ に 対 す る Ｌ ｅ ｔ － ７ 発
現 コ ン ス ト ラ ク ト の 活 性 が 示 さ れ た 。 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ － Ｒ は ノ ッ ク ダ ウ ン を 示 さ
な か っ た 。 こ れ は お そ ら く 、 非 対 称 的 な Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ セ シ ン グ に よ る 。 Ｌ ｅ ｔ
－ ７ 標 的 配 列 を 欠 く 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ レ ポ ー タ ー に は 影 響 が 無 か っ た 。 最 小 領 域 （ ３ ３ ８ ｂ ｐ ）
、 Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 － Ｃ は 、 こ の 実 験 で 示 す ノ ッ ク ダ ウ ン 活 性 に 十 分 で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ベ ル の 減 少
手 順 は 実 施 例 １ と 同 じ と し た が 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － Ｌ ｅ ｔ ７ ． １ を Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ
を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク ト に 置 換 す る と い う 点 で は 異 な る 手 順 と し た 。 Ｇ Ｌ ３
ル シ フ ェ ラ ー ゼ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ Ｐ Ｃ Ｒ （ PE App
lied Biosystems） を 用 い て 配 列 特 異 的 分 解 に つ い て 測 定 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ 試
薬 （ Life Technologies） を 用 い て 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 単 離 し 、 そ の 後 ０ ． １ Ｕ ／ μ
ｌ Ｒ Ｑ １ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ （ Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ フ リ ー ；  Promega） を 用 い て ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 Ｄ Ｎ ａ ｓ
ｅ 処 理 を 行 っ た 。 単 一 チ ュ ー ブ で の 反 応 を 行 っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 続 い て Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ
Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 は １ ０ ０ ｎ ｇ の ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ を 含 み 総 用 量 ２ ５ μ ｌ （ １ ｘ
Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ バ ッ フ ァ ー Ａ （ PE Applied Biosystems） 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ３ ０ ０ μ
Ｍ 全 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ 、 ３ ０ ０ ｎ Ｍ 　 ｌ ｕ ｃ － １ － Ｆ ｏ ｒ 、 ３ ０ ０ ｎ Ｍ 　 ｌ ｕ ｃ － １ － Ｒ ｅ ｖ 、
１ ５ ０ ｎ Ｍ 　 ｌ ｕ ｃ － １ － プ ロ ー ブ 、 ０ ． ０ ２ ５ Ｕ ／ μ ｌ 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ Ｔ ａ ｑ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ
、 ０ ． １ Ｕ ／ μ ｌ 　 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 阻 害 剤 、 お よ び ０ ． ２ ５ Ｕ ／ μ ｌ 　 Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｂ
ｅ 逆 転 写 酵 素 か ら な る ） で あ っ た 。 Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ 分 析 を Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ ｒ ｉ ｓ ｍ 　 ７ ７ ０ ０ 　
Ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 Ｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 装 置 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
こ の 分 析 に 用 い た プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ の 組 み 合 わ せ は 以 下 の と お り で あ る ：
プ ラ イ マ ー ：
ｌ ｕ ｃ － １ － Ｆ ｏ ｒ ： 5 ’ AAGCGACCAACGCCTTGAT3 ’ （ 配 列 番 号 ４ ７ ）
ｌ ｕ ｃ － １ － Ｒ ｅ ｖ ： 5 ’ TTCGTCTTCGTCCCAGTAAGC3 ’ （ 配 列 番 号 ４ ８ ）

（ ５ ’ Ｆ Ａ Ｍ レ ポ ー タ ー 色 素 ； ３ ’ Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ ） ：
ｌ ｕ ｃ － １ － プ ロ ー ブ ： 5 ’ ATGTCTCCAGAATGTAGCCATCCATCCTTG3 ’ （ 配 列 番 号 ４ ９ ）
【 ０ ２ ０ ９ 】
反 応 は 以 下 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 っ た ：
４ ８ ℃ で ３ ０ 分 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 、 そ の 後 ４ ０ サ イ ク ル の ［ ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ で １
分 ］ 。
【 ０ ２ １ ０ 】
１ ） ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現
Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ を 含 む プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク ト を 哺 乳 類 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し 、 回 収 し て Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を Pasquinelli et al. (2000) Nature 408:8
6-89に 記 載 の よ う に し て ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に つ い て ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 分
析 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
Ｂ ． Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ の そ の 他 の 標 的 配 列 へ の 再 プ ロ グ ラ ミ ン グ
「 再 プ ロ グ ラ ミ ン グ 」 の 語 は 、 ｌ ｅ ｔ － ７ ガ イ ド 配 列 と 、 そ の 他 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く ガ
イ ド 配 列 の 置 換 の こ と を い う 。 Ｇ Ｌ ３ 配 列 を 本 実 施 例 に お い て 用 い た 。 再 プ ロ グ ラ ム さ れ
た コ ン ス ト ラ ク ト を ｌ ｅ ｔ － ７ ガ イ ド 配 列 お よ び そ の 相 補 鎖 を 除 去 し 、 そ れ ら を Ｇ Ｌ ３ ガ
イ ド 配 列 お よ び そ の 相 補 鎖 で 置 換 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 か か る 再 プ ロ グ ラ ム さ れ た キ
メ ラ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列 を 含 む Ｒ Ｎ Ａ で は な く Ｇ Ｌ ３ 標 的 配 列 を 含 む Ｒ Ｎ Ａ を
標 的 と す る で あ ろ う 。 こ れ ら コ ン ス ト ラ ク ト は Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ 断 片 を 有 す る プ
ラ ス ミ ド に 基 づ く 。
【 ０ ２ １ ２ 】
こ の 新 し い ガ イ ド 配 列 と こ の ガ イ ド 配 列 と 塩 基 対 形 成 で き る 配 列 を Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て コ ン ス
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ト ラ ク ト に 導 入 し た 。 例 え ば 、 染 色 体 ２ ２ 上 の ｌ ｅ ｔ － ７ ゲ ノ ム 位 置 に つ い て 、 Ｇ Ｌ ３ 配
列 を 導 入 し た ； フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ Ｌ ｅ ｔ － ７ ． Ｎ １ ９ － Ｆ ４ ） お よ び リ バ ー ス プ ラ
イ マ ー （ Ｌ ｅ ｔ － ７ ． Ｎ １ ９ － Ｒ ４ ） か ら な る ２ つ の プ ラ イ マ ー を 逆 平 行 に 、 互 い に 逆 向
き に な る よ う 設 計 し 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ そ の ３ ’ 末 端 に ｌ ｅ ｔ － ７ 配 列 、 内 部 に 新 し い 標
的 配 列 （ Ｎ １ ９ ） 、 お よ び そ の ５ ’ 末 端 に ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ 配 列 を 含 む も の で あ っ た 。 こ
の プ ラ イ マ ー の ５ ’ 配 列 は １ ４ 塩 基 に わ た っ て 相 補 的 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
Ｌ ｅ ｔ － ７ ． Ｎ １ ９ － Ｆ ４ ：
5 ’ -TCTGCCCTGC TATGGGATAA C nnnnnnnnnnnnnnnnnnn TCCTGAAGTG GCTGTA-3 ’ （ 配 列 番
号 ５ ０ ）
Ｌ ｅ ｔ － ７ ． Ｎ １ ９ － Ｒ ４ ：
5 ’ -CATAGCAGGG CAGAGCCCCA AAC nnnnnnnnnnnnnnnnnnn CCCCAAAGGG CAGT-3 ’ （ 配 列 番
号 ５ １ ）
【 ０ ２ １ ４ 】
Ｎ １ ９ は 目 的 の 標 的 配 列 で あ る ； Ｇ Ｌ ３ に つ い て 、 Ｎ １ ９ は ：
5 ’ -CTTACGCTGAGTACTTCGA-3 ’ （ 配 列 番 号 ９ ） で あ る 。
ｌ ｅ ｔ － ７ ゲ ノ ム ク ロ ー ン の ガ イ ド 配 列 の 置 換 プ ロ セ ス を 図 ４ に 示 す 。 こ れ ら プ ラ イ マ ー
を Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク ト に 対 す る 別 々 の Ｐ
Ｃ Ｒ 反 応 に 用 い た 。 プ ラ イ マ ー Ｌ ｅ ｔ － ７ ． Ｎ １ ９ － Ｒ ４ を フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 例 え
ば 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｆ １ － ３ と 組 み 合 わ せ て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー Ｌ ｅ ｔ － ７ ． Ｎ １ ９
－ Ｆ ４ を リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 例 え ば 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｒ １ － ２ と 組 み 合 わ せ て 用 い
た 。 こ の よ う に し て 得 た ２ つ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 混 合 物 を 鋳 型 と し て 用 い て 、 外 側 プ ラ イ マ ー
、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｆ １ － ３ お よ び Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｒ １ － ２ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を
行 っ た 。 こ の 工 程 に よ っ て 得 た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ － ｄ ｅ ｌ ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ
ｙ Ａ に Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ 断 片 に つ い て 記 載 し た の と 同 じ 要 領 で ク ロ ー ニ ン グ し た
。
【 ０ ２ １ ５ 】
新 し い ガ イ ド 配 列 を 有 す る こ の キ メ ラ ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 、 ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ 自 体
に つ い て 先 に 記 載 し た ３ つ の 方 法 に よ っ て 分 析 し た ：
１ ． ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 ま た は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ ７ － Ｆ 、 ま た は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ
ｅ ｔ ７ － Ｒ レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト か ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 抑 制 。
２ ． ル シ フ ェ ラ ー ゼ ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 減 少 。
３ ． 新 し い 標 的 配 列 を 有 す る キ メ ラ ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 。
【 ０ ２ １ ６ 】
こ の 実 施 例 に お い て 、 新 し い ガ イ ド 配 列 お よ び ガ イ ド 配 列 と 塩 基 対 形 成 す る こ と が で き る
配 列 を 、 実 施 例 ３ Ａ に 記 載 し た の と 同 様 の 要 領 で Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て コ ン ス ト ラ ク ト ｐ Ｉ Ｐ ｓ
ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ｃ に 導 入 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
新 し い Ｎ １ ９ ガ イ ド 配 列 は 以 下 の 通 り ：
Ｌ ｅ ｔ － ７ － １ ０ ０ ％ 、 5 ’ -TATACAACCTACTACCTCA-3 ’ ； （ 配 列 番 号 ５ ２ ）
Ｇ Ｌ ３ 、 5 ’ -CTTACGCTGAGTACTTCGA-3 ’ ； （ 配 列 番 号 ９ ）
Ｇ Ｌ ２ 、 5 ’ -CGTACGCGGAATACTTCGA-3 ’ ； （ 配 列 番 号 ６ ） お よ び 、
Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 、 5 ’ -GCTGACCCTGAAGTTCATC-3 ’ ； （ 配 列 番 号 ５ ３ ）
【 ０ ２ １ ８ 】
作 成 し た ク ロ ー ン を 以 下 の よ う に 名 づ け た ： プ ラ ス ミ ド ＿ プ ロ モ ー タ ー 名 ＿ ガ イ ド 配 列 名
、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 、 ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｌ ｅ ｔ ７ － １ ０ ０ ％ 、 ｐ Ｉ
Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｇ Ｌ ３ 、 ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｇ Ｌ
２ 、 お よ び ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 。 ガ イ ド 配 列 の 前 の 「 ｇ 」 は
、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 （ 例 え ば 、 ｌ ｅ ｔ － ７ ） と ガ イ ド 配 列 （ 例 え ば 、 ｇ Ｌ ｅ ｔ － ７ ） を 識
別 す る た め に 導 入 し た 。
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【 ０ ２ １ ９ 】
ク ロ ー ン ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｌ ｅ ｔ ７ － １ ０ ０ ％ に お い て は 、 Ｌ ｅ ｔ
－ ７ 標 的 と ガ イ ド 配 列 を １ ０ ０ ％ 相 補 的 と し 、 Ｒ Ｎ Ａ 中 の こ の 領 域 に お い て 完 全 な 塩 基 対
形 成 を 可 能 と し た 。 天 然 の ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ は こ の 領 域 に お い て １ ０ ０ ％ 相 補 的 で は な い
； そ れ は 、 ２ つ の 非 － 正 準 塩 基 対 （ Ｇ － Ｕ 塩 基 対 ） と 突 出 し た Ｕ を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
ク ロ ー ン の 活 性 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に お い て 上 記 し た よ う に 試 験 し 、 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ に 基 づ く レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト （ ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 ま た は ｐ Ｇ
Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ま た は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ 、 ま た は ｐ Ｇ Ｌ ２ ） を 用 い た 。
こ の 実 験 に お い て 用 い た 成 分 の 模 式 図 を 図 １ ５ に 示 す 。 結 果 を 図 １ ６ に 示 す 。 ル シ フ ェ ラ
ー ゼ レ ポ ー タ ー レ ベ ル の 減 少 が 同 族 の (cognate)標 的 配 列 を 含 む レ ポ ー タ ー に お い て の み
観 察 さ れ た 。 即 ち ： プ ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｌ ｅ ｔ － ７ － １ ０
０ ％ は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ － Ｆ の 減 少 を 示 し 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ
ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｇ Ｌ ３ は 、 Ｇ Ｌ ３ 標 的 配 列 を 含 む す べ て の ３ つ の レ ポ ー タ ー （ ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ
ン ト ロ ー ル 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ ） の 減 少 を 示 し 、 プ
ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｇ Ｌ ２ は 、 ｐ Ｇ Ｌ ２ レ ポ ー タ ー の み の 減
少 を 示 し た 。 非 － 特 異 的 効 果 は 観 察 さ れ ず 、 こ れ は い ず れ の レ ポ ー タ ー の 発 現 も 抑 制 し な
か っ た 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ に よ っ て も 確 認 さ れ
た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
Ｃ ． ノ ザ ン 分 析 に よ る 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト の Ｒ Ｎ Ａ 発 現
Ｒ Ｎ Ａ が Ｄ Ｎ Ａ 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト か ら 転 写 さ れ て い る こ と を 示 す た め に 、 発 現 分 析 を ノ
ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
細 胞 を キ メ ラ 発 現 Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で
以 下 に 例 証 す る よ う に 分 析 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
１ 日 目 ：
Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｕ ２ Ｏ Ｓ 、 Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 前 に
６ － ウ ェ ル 形 式 に お い て ３ ０ ｘ １ ０ ４ 細 胞 に て ウ ェ ル あ た り ２ ｍ ｌ の 培 地 に 播 種 し た 。 感
染 実 験 の た め に ウ ェ ル あ た り ２ ｍ ｌ の 培 地 中 の １ ５ ｘ １ ０ ４ 細 胞 を 用 い た （ Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞
お よ び Ｕ ２ Ｏ Ｓ 細 胞 に つ い て 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 ； Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６
／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に つ い て Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １ ０ ％ 非 － 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 ＋ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ
ｌ ２ ） ／ ウ ェ ル 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
２ 日 目 ：
Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 を ウ ェ ル 当 た り ２ ５ ０ μ ｌ （ 総 容 積 ） の Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ 中 に 調 製 し た 。 こ れ
は 以 下 を 含 む ：
Ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に て ウ ェ ル 当 た り ３ μ ｇ 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
Ｌ ｉ ｐ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ ２ ０ ０ ０ （ ４ μ ｌ ） お よ び Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ （ ２ ４ ６ μ ｌ ） を
室 温 で ７ － １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 各 Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 に 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 （ 最 終 容
積 ５ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ） を 室 温 で １ ５ － ２ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 細 胞 に 添 加 し
た 。 細 胞 を １ ０ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で ３ ７ ℃ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で ２ ４ 、 ４ ８ 、 ま た は ７ ２ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
３ 日 目 お よ び ／ ま た は ４ 日 目 お よ び ／ ま た は ５ 日 目 ：
細 胞 を Ｔ ｒ ｉ Ｚ ｏ ｌ （ Invirtogen） を 用 い て 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 回 収 し た 。 簡 単 に 説
明 す る と 、 細 胞 を １ － ２ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 １ ｍ ｌ の Ｔ ｒ ｉ Ｚ ｏ ｌ 中 で 溶 解 し た 。 ６
ウ ェ ル の サ ン プ ル を プ ー ル し 、 グ リ コ ー ゲ ン を ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ま で 添 加 し た 。 ク ロ ロ ホ ル
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ム を 添 加 し た （ １ ｍ ｌ の 用 い た Ｔ ｒ ｉ Ｚ ｏ ｌ あ た り ０ ． ２ ｍ ｌ ） 。 サ ン プ ル を ボ ル テ ッ ク
ス に か け 、 ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ９ ３ ０ ０ ｇ で １ ５ 分 間 遠 心 し た 。 水 相 を 新 し い チ ュ
ー ブ に 移 し た 。 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （ １ ｍ ｌ の Ｔ ｒ ｉ Ｚ ｏ ｌ 当 た り ０ ． ５ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、
７ ５ ０ ０ ｇ で ５ 分 間 遠 心 し た 。 ペ レ ッ ト を ８ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ － 無 含
水 に 溶 解 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル の 濃 度 を Ｕ Ｖ 吸 光 度 （ Ａ ２ ６ ０ ） ま た は Ｒ ｉ ｂ ｏ Ｇ ｒ ｅ ｅ
ｎ （ Molecular Probes） 測 定 に よ っ て 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 測 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
各 サ ン プ ル か ら ０ ． ５ － １ ５ μ ｇ の Ｒ Ｎ Ａ を ゲ ル 分 析 の た め に 準 備 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を 変 性 ロ
ー デ ィ ン グ 色 素 （ Ｔ Ｂ Ｅ 　 Ｕ ｒ ｅ ａ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー ； Biorad） と 混 合 し 、 １ ５ ％ ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド １ ｘ Ｔ Ｂ Ｅ － ゲ ル （ Biorad） に ロ ー デ ィ ン グ す る 直 前 に ９ ０ ℃ で ３ 分 間 加
熱 す る こ と に よ り 変 性 さ せ た 。 ゲ ル 泳 動 を ２ ０ ０ Ｖ で ５ ０ 分 間 行 っ た 。 ゲ ル を Ｈ ｙ ｂ ｏ ｎ
ｄ Ｎ ＋ フ ィ ル タ ー （ Amersham） に Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｂ ｌ ｏ ｔ 　 ｓ ｅ ｍ ｉ － ｄ ｒ ｙ 　 Ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒ
ｏ ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｅ ｒ （ Biorad） を 用 い て ０ ． ２ Ａ ／ ブ ロ ッ ト で 最 大 ２ ５ Ｖ で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ
テ ィ ン グ し た 。 ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た フ ィ ル タ ー を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て Ｒ ａ ｐ ｉ ｄ 　 Ｈ
ｙ ｂ 溶 液 （ Amersham） を 用 い て プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 プ ロ ー ブ は ガ イ ド 配 列
に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 標 準 的 方 法 を 用 い て ［ ３ ２ Ｐ ］ － Ａ Ｔ Ｐ で 標
識 す る こ と に よ っ て 作 成 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
図 １ ７ に お い て コ ン ス ト ラ ク ト ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｇ Ｌ ３ 由 来 の Ｒ Ｎ
Ａ 種 の 発 現 を 示 す 。 Ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｐ
Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ． Ｅ ２ Ａ 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ 調 製 物 の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を ３ ２ Ｐ で 末 端 標 識 さ れ た Ｇ Ｌ
３ ガ イ ド 配 列 を 認 識 す る プ ロ ー ブ （ Ｇ Ｌ ３ プ ロ ー ブ 配 列 ： 5 ’ -CTTACGCTGAGTACTTCGA-3 
’ 配 列 番 号 ９ ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 プ ロ セ シ ン グ さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 種 は 、 サ イ ズ マ ー カ
ー と し て ロ ー デ ィ ン グ し た 合 成 Ｇ Ｌ ３ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 （ ２ １ ｎ ｔ ） と と も に 移 動 し た 。
シ グ ナ ル は 非 関 連 配 列 を 有 す る コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に お い て は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
類 似 の 発 現 研 究 を 異 な る ガ イ ド 配 列 お よ び 塩 基 対 形 成 配 列 を 有 す る 多 数 の そ の 他 の Ｌ ｅ ｔ
－ ７ に 基 づ く コ ン ス ト ラ ク ト に つ い て 行 っ た 。 こ れ ら コ ン ス ト ラ ク ト の 標 的 配 列 は 様 々 な
標 的 に 対 し て 設 計 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配
列 と 同 一 で あ っ た 。 標 的 配 列 を 以 下 に 挙 げ る ：
Ｐ Ｐ Ａ Ｒ ガ ン マ （ 登 録 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ０ ３ ７ ； ｎ ｔ １ ７ ３ － １ ９ １ ；
5 ’ -CAGATCCAGTGGTTGCAGA-3 ’ 、 配 列 番 号 ５ ４ ）
Ｉ Ｇ Ｆ ２ Ｒ （ 登 録 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ８ ７ ６ ； ｎ ｔ ５ １ ０ － ５ ２ ８ ；
5 ’ GGAGGTGCCATGCTATGTG-3 ’ 配 列 番 号 ５ ５ ）
【 ０ ２ ３ ０ 】
図 １ ８ は 、 ｌ ｅ ｔ － ７ ま た は Ｇ Ｌ ３ 以 外 の 配 列 を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド が 正 し い 長 さ お よ び
予 測 配 列 を 有 す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 発 現 し た こ と を 示 す 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ３ １ 】
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現
こ れ ま で に 記 載 し た 実 施 例 に お い て 、 キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー の 活
性 に 依 存 し て い た 。 本 実 施 例 で は 、 ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー を 異 種 性 プ ロ モ ー タ ー と 置 換
し て キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に 用 い た 。 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー は 偏 在 的 に 活 性 な も の で あ る 。 本
実 施 例 は 、 実 施 例 ３ か ら の コ ン ス ト ラ ク ト の 偏 在 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー 、 特 に 、 Ｒ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ に よ っ て 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー （ ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー ） を 含
む ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
真 核 生 物 に お い て 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー は 、 内 在 的 に 様 々 な 小 分 子 、 構 造 的 Ｒ Ｎ Ａ
、 例 え ば ： ５ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｖ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ａ ｌ ｕ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｈ １ 、 お よ び Ｕ ６
核 内 低 分 子 Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る 。 そ の 他 の 好 適 な 利 用 可 能 な プ ロ モ ー タ ー に は 、 Ｃ Ｍ Ｖ 、 Ｒ
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Ｓ Ｖ 、 Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ 、 ｔ ｅ ｔ － 誘 導 性 、 お よ び Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ － 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 Ｐ
ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー は し ば し ば 治 療 的 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ ま た は リ ボ ザ イ ム Ｒ Ｎ Ａ の
発 現 の た め に 選 択 さ れ る （ Medina and Joshi (1999)） 。 Medina and Joshiか ら の ｐ ｏ ｌ
Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ お よ び キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 に 好 適 な
プ ロ モ ー タ ー を 決 定 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
こ の ア プ ロ ー チ は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い た ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ 、 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ お よ び キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 に 用 い た 。 こ の ア プ ロ ー チ の 例 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ の ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ た ｔ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 へ の 融 合 で あ る 。 ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ か ら な り 、 こ れ は 相 補 的 ガ イ ド 配 列 に ル ー
プ 構 造 を 介 し て 連 結 さ れ た ガ イ ド 配 列 か ら な る 。 ガ イ ド 配 列 と 相 補 的 ガ イ ド 配 列 の 相 対 順
序 は 逆 に し て も 良 い 。 ま た 、 ル ー プ 構 造 は 、 線 虫 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 ま た は ヒ ト 起 源 由
来 の 、 例 え ば 染 色 体 ９ 、 １ １ お よ び ２ ２ に み ら れ る ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ 由 来 の も の で よ い 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 内 在 性 細 胞 内 プ ロ セ シ ン グ 機 構 に よ っ て プ ロ セ シ ン グ さ れ る ； 例 え ば
、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に 融 合 さ せ た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 部 分 は 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ ３ ’ プ ロ セ シ ン グ エ ン ド
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む 内 在 性 分 子 に よ っ て プ ロ セ シ ン グ さ れ 、 そ れ に よ っ て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
部 分 が 放 出 さ れ る 。 切 断 の た め の 部 位 は 人 工 的 に 導 入 し て も よ く 、 例 え ば 同 族 の リ ボ ザ イ
ム の 導 入 と 組 み 合 わ せ て リ ボ ザ イ ム 標 的 配 列 を 導 入 し て も 良 い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 人 工 的 に 誘 導 性 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ 発 現 系 を 得 る よ う に 適 合 さ せ た 。 例 え
ば Meissner et al. (2001) Nuc Acids Res 29:1672-1682に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
Ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー を Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 置 換 し た 。 一
例 と し て 、 Ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー を ヒ ト Ｕ ６ ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ モ ー タ ー の 要 素 と 置 換 し た
（ 図 １ ９ ） 。 効 率 的 な プ ロ モ ー タ ー 活 性 の た め に 、 転 写 産 物 の 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド を Ｇ と
し 、 転 写 終 結 シ グ ナ ル は ５ 以 上 の Ｔ の 連 続 と し た 。 発 現 し た Ｒ Ｎ Ａ は １ ９ － ２ １ ｎ ｔ の （
標 的 に 向 け ら れ た ） ガ イ ド 配 列 お よ び 、 ル ー プ 配 列 に よ っ て 連 結 さ れ た ガ イ ド 配 列 と 塩 基
対 形 成 す る こ と が で き る 配 列 を 含 ん で い た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
ゲ ノ ム ヒ ト Ｕ ６ 遺 伝 子 （ 登 録 番 号 Ｍ １ ４ ４ ８ ６ ） を ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に 基
づ く 戦 略 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 領 域 は 転 写 開 始 部 位 の － ２ ６ ５
上 流 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 開 始 し 、 転 写 開 始 部 位 の 下 流 の ヌ ク レ オ チ ド ＋ １ ９ ８ ま で で あ っ
た 。 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る ：
ｈ Ｕ ６ （ － ２ ６ ５ ） － Ｆ １ － Ｘ ｂ ａ Ｉ
5 ’ -GcacgTTCTAGAAGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCT-3 ’ （ 配 列 番 号 ５ ６ ）
ｈ Ｕ ６ （ ＋ １ ９ ８ ） － Ｒ １ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ
5 ’ -ccgtgcAAGCTTTGGTAAACCGTGCACCGGCGTA-3 ’ （ 配 列 番 号 ５ ７ ）
【 ０ ２ ３ ８ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に つ い て 記 載 し た の と 同 様 の 戦 略 で ｐ Ｉ Ｐ
ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ － ｄ ｅ ｌ ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ の Ｘ ｂ ａ Ｉ お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 に ク ロ ー
ニ ン グ し た （ 実 施 例 ３ を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
こ の ク ロ ー ン か ら 開 始 し て 、 転 写 さ れ た Ｕ ６ ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の ｎ ｔ ＋ ２ か ら ｎ ｔ ＋ １ ０ ２
ま で を 標 的 配 列 を 下 方 制 御 す る こ と が で き る Ｒ Ｎ Ａ 配 列 と 置 換 し た 。 Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 の
ガ イ ド ／ 標 的 配 列 の 置 換 の 戦 略 と 類 似 し た ア セ ン ブ リ ー Ｐ Ｃ Ｒ 戦 略 を 用 い て （ 実 施 例 ３ を
参 照 さ れ た い ） こ れ ら Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 好 ま し く は ガ イ ド 配 列 、 連 結 化 ル ー プ 、 ガ イ ド 配 列 と
塩 基 対 を 形 成 で き る 配 列 を 含 む も の と し た 。 第 一 の ５ ’ Ｇ － ヌ ク レ オ チ ド お よ び ３ ’ 終 結
シ グ ナ ル Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ Ｕ は イ ン タ ク ト な ま ま と し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
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一 例 と し て 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ レ ポ ー タ ー に 向 け ら れ た 標 的 配 列 を 用 い た 。 Ｌ ｅ ｔ
－ ７ に 基 づ く プ ロ モ ー タ ー に つ い て 記 載 し た ガ イ ド 配 列 （ TGAGGTAGTAGGTTGTATA、 配 列 番
号 ５ ８ ） を 、 Ｕ ６ に 基 づ く プ ロ モ ー タ ー に つ い て の ガ イ ド 配 列 （ GAGGTAGTAGGTTGTATAG；
配 列 番 号 ５ ９ ） と 比 べ て １ ヌ ク レ オ チ ド シ フ ト さ せ て Ｕ ６ に お け る 位 置 １ を Ｇ － ヌ ク レ オ
チ ド と し た 。 転 写 は 開 始 ヌ ク レ オ チ ド を Ｇ と し た 場 合 よ り 効 率 的 で あ っ た 。 用 い た こ の ガ
イ ド 配 列 は 標 的 配 列 に 対 し て 完 全 に 相 補 的 で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
発 現 プ ラ ス ミ ド ：
ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｕ ６ （ ＋ １ ） － Ｌ １ ２ － ｇ ｌ ｅ ｔ ７ は 、 Ｕ ６ （ ＋ １ ） プ ロ モ ー タ
ー 、 そ れ に 続 い て ｌ ｅ ｔ ７ ガ イ ド 配 列 お よ び Ｌ １ ２ ル ー プ 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ０ ） を 含 む ｐ
Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ プ ラ ス ミ ド で あ っ た 。
ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る ：
Ｇ Ｊ Ａ １ ４ １ （ 配 列 番 号 ６ ０ ）
5 ’ -GTTTGCTATAACTATACAACCTACTACTTTTTACATCAGGTTG-3 ’
Ｇ Ｊ Ａ １ ４ ２ （ 配 列 番 号 ６ １ ）
5 ’ -GTTATAGCAAACTATACAACCTACTACCTCGGTGTTTCGTCCTTTC-3 ’
【 ０ ２ ４ ２ 】
そ の 結 果 え ら れ た Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は 以 下 の 通 り （ ガ イ ド に 下 線 を 施 し た ） ：
5 ’ - UUUGCUAUAACUAUACAACCUACUACUUUUU-3 ’ （ 配 列 番 号 ６ ２ ）
【 ０ ２ ４ ３ 】
予 測 Ｒ Ｎ Ａ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ：
構 造 １
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ２ ９ ． ８
配 列 番 号 ６ ２
【 化 ３ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ４ 】
ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｕ ６ （ ＋ １ ） － Ｌ １ ３ － ｇ ｌ ｅ ｔ ７ は 、 Ｕ ６ （ ＋ １ ） プ ロ モ ー タ
ー 、 そ れ に 続 い て ｌ ｅ ｔ ７ ガ イ ド 配 列 お よ び Ｌ １ ３ ル ー プ 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ６ ） を 含 む ｐ
Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ プ ラ ス ミ ド で あ っ た 。
ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る ：
Ｇ Ｊ Ａ １ ４ ３ （ 配 列 番 号 ６ ３ ）
5 ’ -GTTGTGCTATCAACTATACAACCTACTACTTTTTACATCAGGTTG-3 ’
Ｇ Ｊ Ａ １ ４ ４ （ 配 列 番 号 ６ ４ ）
5 ’ -GTTGATAGCACAACTATACAACCTACTACCTCGGTGTTTCGTCCTTTC-3 ’
Ｒ Ｎ Ａ 配 列 （ ガ イ ド に 下 線 を 施 し た ） ：
5 ’ - UUGUGCUAUCAACUAUACAACCUACUACUUUUU-3 ’ （ 配 列 番 号 ６ ５ ）
【 ０ ２ ４ ５ 】
予 測 Ｒ Ｎ Ａ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ：
構 造 １
最 初 の ｄ Ｇ ＝ － ３ ２ ． ６
配 列 番 号 ６ ５
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【 化 ３ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ６ 】
上 記 ２ 例 に お い て 、 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は ５ ’ － Ｇ （ Ｇ ／ Ａ ） （ Ｇ ／ Ａ ） に よ っ て 開 始 す る た め Ｒ
Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 （ ... Ｕ Ｕ － ３ ’ ） と 塩 基 対 形 成 す る こ と が で き る 。 下 線 を 施 し た
Ｕ は Ｒ Ｎ Ａ の 端 の ５ ’ 末 端 と 塩 基 対 を 形 成 す る 。 こ の 結 果 ３ ’ 末 端 に ２ ｎ ｔ の オ ー バ ー ハ
ン グ が 生 じ る 。 開 始 配 列 と し て Ｇ （ Ｇ ／ Ａ ） （ Ｇ ／ Ａ ） を 有 さ な い コ ン ス ト ラ ク ト も 可 能
で あ る ； こ れ ら は ３ ’ 末 端 に ５ ｎ ｔ の オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る （ 以 下 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
簡 単 に 説 明 す る と ヒ ト Ｕ ６ ク ロ ー ン に 対 し て ２ つ の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 っ て 「 レ フ ト 断 片 」 と
「 ラ イ ト 断 片 」 を 作 成 し た 。 一 例 と し て 、 ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｕ ６ （ ＋ １ ） － Ｌ １ ２
－ ｇ ｌ ｅ ｔ ７ の ク ロ ー ニ ン グ を 示 す 。 し か し 原 則 と し て 、 ガ イ ド 配 列 は 以 下 の 記 載 に し た
が っ て 構 築 で き る ：
用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る ：
「 レ フ ト 断 片 」 に つ い て は ：
ｈ Ｕ ６ （ － ２ ６ ５ ） － Ｆ １ － Ｘ ｂ ａ Ｉ （ 配 列 番 号 ５ ６ ）
5 ’ -GcacgTTCTAGAAGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCT-3 ’
Ｕ ６ － Ｒ ２ ： Ｇ Ｊ Ａ １ ４ ２ （ 配 列 番 号 ６ １ ）
5 ’ -GTTATAGCAAACTATACAACCTACTACCTCGGTGTTTCGTCCTTTC-3 ’
「 ラ イ ト 断 片 」 に つ い て は ：
Ｕ ６ － Ｆ ２ ： Ｇ Ｊ Ａ １ ４ １ ： （ 配 列 番 号 ６ ０ ）
5 ’ -GTTTGCTATAACTATACAACCTACTACTTTTTACATCAGGTTG-3 ’
ｈ Ｕ ６ （ ＋ １ ９ ８ ） － Ｒ １ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ （ 配 列 番 号 ５ ７ ）  ’
5 ’ -ccgtgcAAGCTTTGGTAAACCGTGCACCGGCGTA-3
【 ０ ２ ４ ８ 】
フ ォ ワ ー ド （ Ｕ ６ － Ｆ ２ ／ Ｇ Ｊ Ａ １ ４ １ 、 配 列 番 号 ６ ０ ） お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ Ｕ
６ － Ｒ ２ ／ Ｇ Ｊ Ａ １ ４ ２ 、 配 列 番 号 ６ １ ） か ら な る ２ つ の プ ラ イ マ ー を 逆 平 行 に 互 い に 逆
を 向 く よ う に 設 計 し 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ ３ ’ 末 端 に Ｕ ６ 配 列 、 内 部 に 新 し い 標 的 配 列 （ Ｎ
１ ９ ） 、 お よ び ５ ’ 末 端 に 連 結 化 ル ー プ 配 列 を 含 む も の で あ っ た 。 プ ラ イ マ ー の ５ ’ 配 列
は １ ２ 塩 基 に つ い て 相 補 的 で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
得 ら れ た 「 レ フ ト 断 片 」 お よ び 「 ラ イ ト 断 片 」 を ゲ ル で 単 離 し 、 １ 対 １ の 比 で 混 合 し 次 の
外 側 プ ラ イ マ ー を 用 い た ア セ ン ブ リ ー Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 鋳 型 と し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
ア セ ン ブ リ ー Ｐ Ｃ Ｒ ：
ｈ Ｕ ６ （ － ２ ６ ５ ） － Ｆ １ － Ｘ ｂ ａ Ｉ （ 配 列 番 号 ５ ６ ）
5 ’ -GcacgTTCTAGAAGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCT-3 ’
ｈ Ｕ ６ （ ＋ １ ９ ８ ） － Ｒ １ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ （ 配 列 番 号 ５ ７ ）
5 ’ -ccgtgcAAGCTTTGGTAAACCGTGCACCGGCGTA-3 ’
【 ０ ２ ５ １ 】
こ の 工 程 に よ り 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ 断 片 （ 実 施 例 ３ ） に つ い
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て 記 載 し た の と 同 じ 戦 略 を 用 い て ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ － ｄ ｅ ｌ ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ に ク ロ
ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 、 実 施 例 １ か ら ３ に 記 載 の レ ポ ー タ ー 系 に お い て 試 験 し た 。 実 験 は
Ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く プ ラ ス ミ ド に つ い て 実 施 例 ３ に お い て 記 載 し た の と 同 様 に 行 っ た が 、
こ の 実 施 例 で は こ れ ら プ ラ ス ミ ド を Ｕ ６ － プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く プ ラ ス ミ ド （ ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ
Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｕ ６ （ ＋ １ ） － ｇ ｌ ｅ ｔ ７ － Ｌ １ ２ お よ び ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ － Ｕ ６ （ ＋
１ ） － ｇ ｌ ｅ ｔ ７ － Ｌ １ ３ ） に 置 換 し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
Ｕ ６ に 基 づ く プ ロ モ ー タ ー 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の サ ン プ ル
の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ 種 の 発 現 お よ び 合 成 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に 匹 敵 す る サ イ ズ の 種 へ
の プ ロ セ シ ン グ が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
図 ２ １ に 示 す 結 果 は 明 ら か に 標 的 Ｌ ｅ ｔ － ７ 配 列 （ ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ お よ び あ る
程 度 は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ ） に よ る レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド の 抑 制 を 示 し た 。 こ の 実
験 に お い て 、 Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 プ ラ ス ミ ド は ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ
く 発 現 プ ラ ス ミ ド よ り も 強 い ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を 示 し た 。 試 験 し た 両 方 の ル ー プ 配 列 は 類
似 の 活 性 を 示 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ５ ５ 】
ウ イ ル ス に よ る 共 感 染
上 記 の 諸 実 験 は す べ て 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 で あ っ た 。 即 ち 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ
Ａ が Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 細 胞 に お い て ア デ ノ ウ イ ル ス
の 存 在 下 で ノ ッ ク ダ ウ ン 活 性 を 試 験 す る た め に 、 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。 Ｅ ２ Ａ 欠 失 ア デ ノ
ベ ク タ ー を 補 完 し な い Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ 細 胞 に 、 実 施 例 ２ お よ び ３ に 記 載 し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ま た
は 発 現 プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た が 、 た だ し 1つ の 点 に お い て 異 な っ て い た ： ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ０ － ２ ４ 時 間 前 に 細 胞 に ア デ ノ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 。 こ れ ら の
細 胞 で 複 製 で き な い ウ イ ル ス は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ を 発 現 す る た め 、 Ｍ Ｏ Ｉ ３ を 用 い て 形 質 導 入 効
率 が ９ ０ ％ を 超 え る か を 判 定 で き る 。 様 々 な ウ イ ル ス 骨 格 に つ い て 試 験 し た （ 欧 州 特 許 第
１ １ ９ １ １ ０ ５ 号 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
ア デ ノ ウ イ ル ス に よ る 感 染 自 体 は 、 本 実 施 例 で 用 い た 条 件 下 で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た プ ラ ス ミ ド に よ っ て 得 ら れ る ノ ッ ク ダ ウ ン 活 性 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 図 ２ ２ に 示
す よ う に ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 と ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ な か っ た 細 胞 と の 間 に ノ ッ
ク ダ ウ ン 効 率 の 差 は 無 か っ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ５ ７ 】
ウ イ ル ス ノ ッ ク ダ ウ ン
プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ
－ ７ Ｒ 、 お よ び ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ の プ ロ モ ー タ ー を 有 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ
ａ ｐ ｔ ６ － ｄ ｅ ｌ ｔ ａ ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ － コ ン ス ト ラ ク ト に 再 ク ロ ー ニ ン グ し て レ ポ ー タ ー の ア
デ ノ ウ イ ル ス バ リ ア ン ト の 作 成 を 可 能 に し た 。 標 準 的 再 ク ロ ー ニ ン グ 手 順 を 以 下 の 制 限 部
位 を 用 い て 行 っ た ： ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 お よ び ｐ Ｇ Ｌ
３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ の 断 片 に つ い て は Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ お よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ； ベ ク タ ー ｐ Ｉ Ｐ
ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ の Ａ ｖ ｒ Ｉ Ｉ （ 平 滑 ） ／ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ
の 断 片 に つ い て は Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ （ 平 滑 ） お よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ 型 の コ ン ス ト ラ ク ト を 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に お い て 機
能 性 に つ い て 試 験 し た と こ ろ プ ラ ス ミ ド と し て 活 性 で あ る よ う で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
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記 載 し た す べ て の ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ に 基 づ く レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を ヘ ル パ ー Ｄ
Ｎ Ａ と と も に Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ア デ ノ ウ イ ル ス を
記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 形 成 し た （ 米 国 特 許 第 ６ ３ ４ ０ ５ ９ ５ 号 ） 。 ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ
ク ト は 「 Ａ ｄ 」 を 付 し て 名 づ け た 。 例 え ば 、 Ａ ｄ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ は 、 Ｇ Ｌ ３ レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 お よ び フ ォ ワ ー ド 方 向 に Ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列 を 有 す る ア デ ノ ウ イ ル ス で あ る
。
【 ０ ２ ６ ０ 】
共 感 染 実 験 を 以 下 を 含 む ア デ ノ ウ イ ル ス の 組 み 合 わ せ を 用 い て 行 っ た ：
１ ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト （ Ａ ｄ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 Ａ ｄ Ｇ Ｌ ３
－ ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 Ａ ｄ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ ） の １ つ 、 お よ び 、
２ ） 内 部 コ ン ト ロ ー ル （ Ａ ｄ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ ） 、 お よ び 、
３ ） Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト （ 例 え ば 、 Ａ ｄ － Ｕ ６ （ ＋ １ ） － Ｌ １
２ － ｇ Ｌ ｅ ｔ － ７ ） 。
【 ０ ２ ６ １ 】
こ の 実 験 に お い て 感 染 さ れ る 細 胞 は Ｈ ｅ Ｌ ａ ま た は Ｕ ２ Ｏ Ｓ で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 ま た は Ｕ ２ Ｏ Ｓ 細 胞 を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト に つ い て
は Ｍ Ｏ Ｉ １ ５ ０ ０ で 、 そ れ と と も に Ｍ Ｏ Ｉ ５ ０ ０ に て 内 部 コ ン ト ロ ー ル （ Ａ ｄ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ
） で 前 － 感 染 さ せ た 。 ４ 時 間 後 、 Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を Ｍ Ｏ Ｉ
３ ０ ０ ０ ま た は ８ ０ ０ ０ で 添 加 し た 。 こ れ ら ウ イ ル ス は 粗 溶 解 液 で あ っ た （ 米 国 特 許 第 ６
３ ４ ０ ５ ９ ５ 号 ） 。 細 胞 を 感 染 の ２ ４ 、 ４ ８ お よ び ７ ２ 時 間 後 に 回 収 し た 。 ノ ザ ン ブ ロ ッ
ト を 行 っ て ノ ッ ク ダ ウ ン Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
ア デ ノ ウ イ ル ス Ｕ ６ に 基 づ く プ ロ モ ー タ ー 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト で 感 染 し た 細 胞 の サ ン プ ル
の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ 種 の 発 現 お よ び 内 在 性 Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ の サ イ ズ に 匹 敵
す る サ イ ズ の 種 へ の プ ロ セ シ ン グ が 示 さ れ た （ 図 ２ ０ ） 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 上 記 の デ ュ ア ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ キ ッ ト を 用 い て 測 定 し た 。 結 果 を 図
２ ４ に 示 す 。 異 な る ル ー プ 配 列 を 有 す る ２ つ の Ｕ ６ － プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト
ラ ク ト に つ い て 試 験 し た 。 両 方 の Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 Ｌ ｅ
ｔ ７ 標 的 配 列 を 含 む レ ポ ー タ ー ウ イ ル ス Ａ ｄ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ の 明 白 な 配 列 特 異 的
ノ ッ ク ダ ウ ン を 示 し た 。 有 意 な 抑 制 は ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列 を 欠 く Ａ ｄ Ｇ Ｌ ３ － ウ イ ル ス に
つ い て は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ は 明 ら か に Ｕ ６ に 基 づ く ウ イ ル ス 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト が ノ
ッ ク ダ ウ ン 活 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
好 ま し く は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー （ よ り 好 ま し く は Ｕ ６ に 基 づ く プ ロ モ ー タ ー ） を 含
み 、 そ の 後 好 ま し く は １ ９ － ２ １ ヌ ク レ オ チ ド の ガ イ ド 配 列 （ 例 え ば 、 ｇ Ｇ Ｌ ３ ま た は ｇ
Ｌ ｅ ｔ ７ ） を 含 み 、 好 ま し く は そ の 後 連 結 化 ル ー プ 配 列 （ 例 え ば 、 Ｌ １ ２ ま た は Ｌ １ ３ ）
を 含 み 、 好 ま し く は 続 い て Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で ガ イ ド 配 列 と 塩 基 対 を 形 成 で き る １ ９ － ２ １ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ の 後 好 ま し く は ５ 以 上 の Ｔ 残 基 か ら な る ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ 転 写 終 結
シ グ ナ ル を 含 む 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー の 転 写 活 性 を 得 る た め に 、 転 写 産 物 の 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド は 好 ま し く は
Ｇ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ の Ｇ ヌ ク レ オ チ ド は ガ イ ド 配 列 の 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド と す る こ
と が で き る 。 好 ま し く は ５ よ り 多 い Ｔ － ま た は Ａ 残 基 の 内 部 配 列 は 避 け る べ き で あ る 。 と
い う の は こ れ に よ っ て ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ に よ る 途 中 の 転 写 終 結 が 起 こ っ て し ま う か ら で あ る 。
ル ー プ 配 列 は 以 下 の も の と す れ ば よ い 。
Ｌ １ ２ ： 5 ’ -GUUUGCUAUAAC-3 ’ （ 配 列 番 号 ３ ０ ） ； ま た は 、
Ｌ １ ３ ： 5 ’ -GUUGUGCUAUCAAC-3 ’ （ 配 列 番 号 ６ ６ ） ； ま た は そ の 他 の 連 結 配 列 （ 例 え ば
実 施 例 ２ に 記 載 の デ ー タ を 参 照 さ れ た い ） 。
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【 ０ ２ ６ ７ 】
好 ま し く は 連 結 化 ル ー プ の 下 流 の 配 列 は ガ イ ド 配 列 と 塩 基 対 形 成 す る こ と が で き る も の で
あ る 。 転 写 産 物 の ３ ’ 末 端 の ５ つ の Ｕ 残 基 か ら な る 終 結 シ グ ナ ル は 部 分 的 に ガ イ ド 配 列 の
５ ’ 末 端 に 相 補 的 な も の と す る こ と が で き 、 こ れ に よ っ て 転 写 産 物 は ２ － ４ ヌ ク レ オ チ ド
の オ ー バ ー ハ ン グ を ３ ’ 末 端 に 有 す る 二 本 鎖 構 造 へ と フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ る こ と が 予 測
さ れ る 。 例 え ば ２ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ を 作 る た め に は 、 ガ イ ド 配 列 の 開 始
ヌ ク レ オ チ ド は 位 置 １ （ Ｇ ） 、 位 置 ２ （ Ｇ ま た は Ａ ） 、 位 置 ３ （ Ｇ ま た は Ａ ） で な け れ ば
な ら な い （ 上 記 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
あ る い は 、 連 結 化 ル ー プ の 下 流 の 配 列 を ガ イ ド 配 列 と 相 補 的 に す る 。 こ の 場 合 、 ３ ’ 末 端
の Ｕ の 連 続 が オ ー バ ー ハ ン グ を 形 成 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
１ ９ － ２ １ ｎ ｔ ガ イ ド 配 列 は 、 標 的 遺 伝 子 に お け る 標 的 配 列 に 対 し て 塩 基 対 形 成 で き る 配
列 で あ る 。 上 記 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に お い て 、 Ｒ Ｎ Ａ 部 分 の 順 序 は 、 ５ ’ か ら ３ ’ に 向 け て ： ガ
イ ド 配 列 、 連 結 化 ル ー プ 、 ガ イ ド 配 列 と 塩 基 対 形 成 で き る 配 列 で あ る 。 し か し こ の 順 序 を
逆 に し て 以 下 を 作 成 し て も 良 い （ ５ ’ か ら ３ ’ に 向 け て ） ： ガ イ ド 配 列 と 塩 基 対 形 成 で き
る 配 列 、 連 結 化 ル ー プ 、 ガ イ ド 配 列 。 上 記 の よ う に リ バ ー ス 方 向 に お け る Ｇ Ｌ ２ ． ２ ガ イ
ド に 基 づ く コ ン ス ト ラ ク ト は 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト に お い て 効 率 的 な 発 現 お よ び お よ そ ２ １ ｎ
ｔ の Ｒ Ｎ Ａ へ の プ ロ セ シ ン グ を 示 す 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
内 在 性 Ｒ Ｎ Ａ の ノ ッ ク ダ ウ ン の た め に 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 約 １ ７ か ら 約 ２ ２ ヌ ク レ オ
チ ド の 配 列 を 選 択 し た 。 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 複 数 の 配 列 を 選 択 し て 、 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し
て 特 異 的 な 標 的 配 列 を 同 定 す る こ と も で き る 。 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 高 い 相 同 性 を 有 す る
そ の 他 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 用 い て 特 有 の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 領 域 を 同 定
す る こ と も で き る 。 あ る い は 、 複 数 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン を 目 的 と す る 場 合 、
配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 利 用 し て そ の 他 の 遺 伝 子 に 対 し て 高 い 相 同 性 を 有 す る 領 域 を 同 定 す
る こ と も で き る 。 相 同 性 の 高 い 領 域 か ら 選 択 さ れ た 標 的 配 列 は 、 そ の 配 列 を 含 む す べ て の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ノ ッ ク ダ ウ ン す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ １ 】
こ こ で は Ｇ Ｎ Ａ Ｓ 遺 伝 子 （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ５ １ ６ ） を 例 示 す る が 本 発 明 は こ れ に 限 定 さ れ ず
、 そ の 他 の Ｒ Ｎ Ａ も 本 方 法 を 用 い て ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
Ｇ Ｎ Ａ Ｓ 標 的 配 列 （ 例 え ば 、 5 ’ -CGATGTGACTGCCATCATC-3 ’ （ 配 列 番 号 ８ ０ ） ） を 含 む
Ｕ ６ － プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く コ ン ス ト ラ ク ト を 作 成 し た 。 コ ン ス ト ラ ク ト の 作 成 は 、 実 施
例 ４ に 記 載 の よ う に Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 方 法 に よ っ て 行 っ て も 良 い し 、 実 施 例 １ １ に お け る よ
う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 直 接 ク ロ ー ニ ン グ を 用 い て 行 っ て も よ い し 、 当 業 者 に 公 知 の あ
ら ゆ る 技 術 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 そ の 結 果 得 ら れ た ベ ク タ ー ア デ ノ ウ イ ル ス か ら 、
Ａ ｄ － Ｕ ６ （ ＋ １ ） － ｇ Ｇ Ｎ Ａ Ｓ 、 が 上 記 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た （ 米 国 特 許 第 ６ ３ ４ ０
５ ９ ５ 号 、 米 国 特 許 第 ６ ４ １ ３ ７ ７ ６ 号 ） 。 脊 椎 動 物 細 胞 に 導 入 し た 後 、 Ｒ Ｎ Ａ は 以 下 の
予 測 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー か ら 転 写 さ れ る ：
【 ０ ２ ７ ３ 】
5 ’ -GAUGAUGGCAGUCACAUCGGUUUGCUAUAACCGAUGUGACUGCCAUCAUC(U) 2 - 5 -3 ’ （ 配 列 番 号 ８ １
） 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
お よ び 以 下 の 予 測 Ｒ Ｎ Ａ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 有 す る ：
【 化 ３ ９ 】
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【 ０ ２ ７ ５ 】
標 的 Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 減 少 を 実 証 す る た め に 、 上 記 と 類 似 の 実 験 を 行 っ た が 、 た だ し
レ ポ ー タ ー ウ イ ル ス は 用 い な か っ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 例 え ば 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 ま た は Ｕ
２ Ｏ Ｓ 細 胞 を 様 々 な Ｍ Ｏ Ｉ （ Ｍ Ｏ Ｉ ３ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 ３ ０ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ ０ ） に て Ａ ｄ
－ Ｕ ６ （ ＋ １ ） － ｇ Ｇ Ｎ Ａ Ｓ ウ イ ル ス ま た は コ ン ト ロ ー ル ウ イ ル ス Ａ ｄ － Ｕ ６ （ ＋ １ ） －
ｇ Ｇ Ｌ ２ ． ２ で 感 染 さ せ た 。 感 染 の ７ ２ 時 間 後 、 Ｒ Ｎ Ａ を 感 染 し た 細 胞 か ら 単 離 し た 。 Ｇ
Ｎ Ａ Ｓ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル を リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 お よ び ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ
っ て 分 析 し た （ 図 ２ ７ お よ び ２ ８ を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の た め に 、 検 出 は 例 え ば 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ ま た は Ｔ ａ ｑ ｍ
ａ ｎ プ ロ ー ブ を 用 い て 行 っ た 。 こ こ で Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 検 出 は 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用
い 標 準 的 技 術 に よ っ て 行 っ た ：
Ｈ Ｐ Ａ － ０ ３ 　 Ｆ ｏ ｒ ： TCCCTCCCGAATTCTATGAGC （ 配 列 番 号 ８ ２ ）
Ｈ Ｐ Ａ － ０ ３ 　 Ｒ ｅ ｖ ： GGCACAGTCAATCAGCTGGTAC （ 配 列 番 号 ８ ３ ） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
リ ア ル タ イ ム 分 析 の 結 果 を 図 ２ ７ に 示 す 。 値 を サ ン プ ル の 内 部 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 値 に 対 し て 標 準
化 し 、 サ ン プ ル 濃 度 に お け る 変 動 を 較 正 し た 。 値 を Ａ ｄ － Ｕ ６ （ ＋ １ ） － ｇ Ｇ Ｌ ２ ． ２ を
有 す る コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に 比 較 し て プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 分 析 は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 得 た Ｇ Ｎ Ａ Ｓ ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ
を 用 い て 標 準 的 技 術 に よ っ て 行 っ た 。 結 果 を 図 ２ ８ に 示 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前
に 等 量 の ロ ー デ ィ ン グ を ブ ロ ッ ト の メ チ レ ン ブ ル ー 染 色 に よ っ て 確 認 し 、 こ れ を 図 の 下 側
に 示 す 。 上 記 の 実 験 に よ り 、 内 在 性 遺 伝 子 が 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の ア デ ノ ウ イ ル ス
ノ ッ ク ダ ウ ン コ ン ス ト ラ ク ト に よ っ て 効 率 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン さ れ る こ と が 例 証 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
さ ら な る 分 析 に お い て 、 別 の 内 在 性 遺 伝 子 を 選 択 し て 本 発 明 に よ る ノ ッ ク ダ ウ ン ウ イ ル ス
コ ン ス ト ラ ク ト に よ る ウ イ ル ス 感 染 の 後 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 特 異 的 減 少 を 例 証 し た 。 標 的 と
さ れ る 選 択 し た 遺 伝 子 お よ び 選 択 し た 配 列 を 以 下 に 示 す 。 複 数 の 標 的 配 列 を こ れ ら 遺 伝 子
の ２ つ に つ い て 選 択 し た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
選 択 し た 遺 伝 子 ： Ｉ Ｋ Ｋ ベ ー タ （ Ａ Ｆ ０ ８ ０ １ ５ ８ ） 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ ガ ン マ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ０
３ ７ ） 、 Ｍ ６ Ｐ Ｒ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ３ ５ ５ ）
選 択 し た 標 的 配 列 ：
Ｉ Ｋ Ｋ ベ ー タ － １ ： CUUAAAGCUGGUUCAUAUC （ 配 列 番 号 ８ ４ ）
Ｉ Ｋ Ｋ ベ ー タ － ２ ： AGAAUCAUCCAUCGGGAUC（ 配 列 番 号 ８ ５ ）
Ｉ Ｋ Ｋ ベ ー タ － ３ ： CGUCGACUACUGGAGCUUC（ 配 列 番 号 ８ ６ ）
Ｐ Ｐ Ａ Ｒ ガ ン マ － ２ ： UACUGUUGACUUCUCCAGC（ 配 列 番 号 ８ ７ ）
Ｐ Ｐ Ａ Ｒ ガ ン マ － ３ ： UUGAACGACCAAGUAACUC（ 配 列 番 号 ８ ８ ）
Ｐ Ｐ Ａ Ｒ ガ ン マ － ４ ： AUUCAAGACAACCUGCUAC（ 配 列 番 号 ８ ９ ）
Ｍ ６ Ｐ Ｒ － ２ ： GGAAGUAAUUGGAUCAUGC（ 配 列 番 号 ９ ０ ） 。
【 ０ ２ ８ １ 】
ア デ ノ ウ イ ル ス は 前 述 の よ う に 産 生 し た 。 Ｕ ２ Ｏ Ｓ 細 胞 を Ｍ Ｏ Ｉ ３ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ お よ び
３ ０ ０ ０ に て 感 染 し 、 感 染 の ２ ４ 、 ４ ８ お よ び １ ４ ４ 時 間 後 に 収 集 し た 。 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ
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Ａ の 発 現 レ ベ ル を 以 下 の プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ を 用 い て 上 記 の よ う な リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ
Ｒ 分 析 に よ っ て 測 定 し た ：
Ｐ Ｐ Ａ Ｒ ガ ン マ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ０ ３ ７ ） ：
Ｈ Ｐ Ａ － ０ １ 　 Ｒ ｅ ｖ ： GGAGCGGGTGAAGACTCATG（ 配 列 番 号 ９ １ ）
Ｈ Ｐ Ａ － ０ １ 　 Ｆ ｏ ｒ ： ATTGTCACGGAACACGTGCA（ 配 列 番 号 ９ ２ ）
Ｍ ６ Ｐ Ｒ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ３ ５ ５ ） ：
Ｈ Ｐ Ａ － ０ ４ 　 Ｆ ｏ ｒ ： CAGTGGTGATGATCTCCTGCAA（ 配 列 番 号 ９ ３ ）
Ｈ Ｐ Ａ － ０ ４ 　 Ｒ ｅ ｖ ： TGCCACGCTCCTCAGACAC（ 配 列 番 号 ９ ４ ）
Ｉ Ｋ Ｋ ベ ー タ （ Ａ Ｆ ０ ８ ０ １ ５ ８ ） ：
Ｈ Ｐ Ａ － ０ ７ 　 Ｆ ｏ ｒ ： GCAGACCGACATTGTGGACTTAC（ 配 列 番 号 ９ ５ ）
Ｈ Ｐ Ａ － ０ ７ 　 Ｒ ｅ ｖ ： CCGTACCATTTCCTGACTGTCA（ 配 列 番 号 ９ ６ ）
【 ０ ２ ８ ２ 】
図 ２ ９ Ａ － Ｃ は Ｍ Ｏ Ｉ お よ び 時 間 依 存 的 な 試 験 し た 標 的 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 特 異 的 減 少 を
示 す 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
Ｇ Ｎ Ａ Ｓ ：
Ｇ Ｎ Ａ Ｓ は ヘ テ ロ ダ イ マ ー Ｇ － タ ン パ ク 質 （ α 、 β 、 γ ） で あ る Ｇ ｓ の Ｇ α サ ブ ユ ニ ッ ト
を コ ー ド す る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 い わ ゆ る Ｇ － タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） と よ ば
れ る ７ 回 膜 貫 通 受 容 体 と 相 互 作 用 す る 。 リ ガ ン ド の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 結 合 は 受 容 体 の 立 体
配 置 の 変 化 を 引 き 起 こ し 、 そ の 結 果 Ｇ － タ ン パ ク 質 が 活 性 化 さ れ る 。 活 性 化 さ れ た Ｇ タ ン
パ ク 質 は α サ ブ ユ ニ ッ ト と β γ サ ブ ユ ニ ッ ト と に 解 離 す る 。 Ｇ α の 場 合 、 α サ ブ ユ ニ ッ ト
は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ と 相 互 作 用 し 、 こ の 酵 素 を 活 性 化 す る 。 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ は
Ａ Ｔ Ｐ を ｃ Ａ Ｍ Ｐ へ と 変 換 す る 。 Ｇ ｓ と 共 役 し た Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 活 性 化 は そ れ ゆ え 活 性 化 に よ
っ て 細 胞 の ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル を 上 昇 さ せ る 。 細 胞 内 の ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 変 化 は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応
答 要 素 （ Ｃ Ｒ Ｅ ） に よ っ て 測 定 で き る 。 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 要 素 は 活 性 化 さ れ た ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 要
素 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ ） と 結 合 す る と 転 写 を 活 性 化 す る 。 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ は タ ン パ ク
質 キ ナ ー ゼ Ａ （ Ｐ Ｋ Ａ ） に よ り 活 性 化 さ れ 、 こ れ は ｃ Ａ Ｍ Ｐ に よ り 活 性 化 さ れ る 。 Ｃ Ｒ Ｅ
が ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に 結 合 す る と 、 細 胞 内 の ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 変 動 を 可 視 化 す る こ と
が で き る 。 細 胞 内 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 上 昇 の 結 果 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 量 が 増 加 し 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 減 少 の
結 果 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 含 量 が 減 少 す る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
以 下 の ア ッ セ イ は 機 能 レ ベ ル で の Ｇ Ｎ Ａ Ｓ の ノ ッ ク ダ ウ ン の 測 定 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
Ｕ ２ Ｏ Ｓ 細 胞 を Ｇ ｓ と 共 役 し た Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ （ β ２ ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 ） を コ ー ド す る
ア デ ノ ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト （ Ｍ Ｏ Ｉ ５ ０ ０ ） で 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 上 流 に Ｃ Ｒ
Ｅ 要 素 を 担 持 す る ア デ ノ ウ イ ル ス レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト （ Ｍ Ｏ Ｉ ７ ５ ０ ） と と も に 感
染 さ せ た 。 感 染 し た 細 胞 を Ｇ Ｎ Ａ Ｓ を 標 的 化 す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ８ １ ） を コ ー ド す る
ア デ ノ ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト ま た は 空 の ウ イ ル ス （ Ｍ Ｏ Ｉ １ ５ ０ ０ ） で 共 感 染 さ せ た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
感 染 の ２ 日 後 、 β ２ ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 を β ２ ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 の ア ゴ ニ
ス ト で あ る イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル で 活 性 化 し た 。 ６ 時 間 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た
。
【 ０ ２ ８ ７ 】
受 容 体 の 活 性 化 の 後 、 Ｇ Ｎ Ａ Ｓ の ノ ッ ク ダ ウ ン の 成 功 の 結 果 、 空 ウ イ ル ス で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る レ ベ ル と 比 較 し て ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル は か な り 低 か っ た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 減 少 が Ｇ Ｎ Ａ Ｓ の ノ ッ ク ダ ウ ン に よ る も の で あ り 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル に 対
す る 非 － 特 異 的 効 果 に よ る の で は な い こ と を 確 認 す る た め に 、 フ ォ ル ス コ リ ン を 三 重 に 感
染 し た 細 胞 に 添 加 し た 。 フ ォ ル ス コ リ ン は 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 直 接 的 活 性 化 に よ っ
て 細 胞 内 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル を 上 昇 さ せ 、 Ｇ － タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｎ Ａ Ｓ ） に 依 存 し な い 。
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【 ０ ２ ８ ９ 】
図 ３ ０ は Ｇ Ｎ Ａ Ｓ の 機 能 的 ノ ッ ク ダ ウ ン の 測 定 結 果 を 示 す 。 ア デ ノ ウ イ ル ス Ｇ Ｎ Ａ Ｓ ノ ッ
ク ダ ウ ン コ ン ス ト ラ ク ト で 感 染 さ せ た 細 胞 に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 Ｇ Ｎ Ａ Ｓ ノ ッ
ク ダ ウ ン コ ン ス ト ラ ク ト で 感 染 さ せ な か っ た 細 胞 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ベ ル よ り も か な り 低
か っ た 。 フ ォ ル ス コ リ ン に よ る 結 果 は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 減 少 は Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ の 活 性 化 に つ な が る
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 一 般 的 な 下 流 の 効 果 に よ る の で は な く Ｇ Ｎ Ａ Ｓ の ノ ッ ク ダ ウ ン に よ る
こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ２ ９ ０ 】
ヒ ト ダ イ サ ー の 共 発 現
本 実 施 例 は 、 ヒ ト ダ イ サ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ と 発 現 に つ い て 記 載 す る 。 ダ イ サ ー ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ は 鋳 型 と し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 達 成 し た 。 ダ イ
サ ー を 前 の 実 施 例 の コ ン ス ト ラ ク ト と 共 発 現 さ せ 、 そ れ に よ り コ ン ス ト ラ ク ト か ら 転 写 さ
れ る Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ セ シ ン グ を 上 昇 さ せ た 。 ヒ ト ダ イ サ ー の 共 発 現 は 系 に 利 益 を も た ら す 。
と い う の は ダ イ サ ー は 、 系 を 、 組 織 ま た は 発 生 段 階 の 特 定 の 状 況 で は 低 い か あ る い は 存 在
し な い 内 在 性 ダ イ サ ー 活 性 に 非 依 存 的 に す る か ら で あ る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
生 化 学 的 お よ び 遺 伝 的 デ ー タ に よ り Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ フ ァ ミ リ ー の ヌ ク レ ア ー ゼ の メ ン バ
ー で あ る ダ イ サ ー の 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら 活 性 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 種 へ の 正 確 な プ ロ セ シ ン グ へ の
関 与 が 示 さ れ た （ Bernstein et al. (2001) Nature 409:363-366; Knight et al. (2001)
 Science 293:2269-71） 。 ダ イ サ ー の ヒ ト ホ モ ロ グ は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 基 質 か ら の お よ そ ２ ２ ｎ
ｔ の Ｒ Ｎ Ａ の 形 成 に 機 能 す る 。 ダ イ サ ー は ヒ ト に お け る ｌ ｅ ｔ － ７ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 成 熟 に も 必
要 と さ れ る （ Hutvagner et al. (2001) Science 293:834-838） 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
ヒ ト ダ イ サ ー ホ モ ロ グ を 逆 転 写 酵 素 － Ｐ Ｃ Ｒ お よ び 配 列 登 録 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ ０ ６ ２ １ に 基
づ く プ ラ イ マ ー を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 位 置 は Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ ０ ６ ２ １ 配 列 の 開 始 点 に 対
す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ４ 】
ヒ ト ダ イ サ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ の サ イ ズ が 大 き い た め 、 ク ロ ー ニ ン グ は ま ず ｃ Ｄ Ｎ Ａ の よ り 小 さ い
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領 域 を 単 離 す る こ と に よ り 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 と も に ラ イ ゲ ー シ
ョ ン し て 全 長 ヒ ト ダ イ サ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。 異 な る プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ を 用 い て 異 な
る サ イ ズ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 作 成 し 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に し た 。 こ れ に よ っ
て ダ イ サ ー の 長 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ る 問 題 が 避 け ら れ る 。 し か し 、 コ ー ド 領 域 の 外 側 の プ
ラ イ マ ー を 用 い て 一 ラ ウ ン ド に お い て ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も 可 能 で あ る 。 ク ロ ー ニ ン グ
の た め に フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 を 含 み 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は Ｎ ｈ
ｅ Ｉ 部 位 を 含 む も の で あ っ た 。 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ ベ ク タ ー の Ｈ ｉ ｎ
ｄ Ｉ Ｉ Ｉ お よ び Ｎ ｈ ｅ Ｉ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ベ ク タ ー を 用 い て 直 接 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン す る か ま た は ダ イ サ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 担 持 し （ 共 ） 感 染 に よ っ て そ れ を 発 現 す る ア
デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 作 る こ と に よ っ て 哺 乳 類 細 胞 に お い て 発 現 さ せ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ダ イ サ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 他 の 実 施 例 に お い て 記 載 し た コ ン
ス ト ラ ク ト と 組 み 合 わ せ て 哺 乳 類 細 胞 に 導 入 し た 。 ダ イ サ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の ホ モ ロ グ
を 有 す る コ ン ス ト ラ ク ト の 共 － 発 現 に よ り 転 写 さ れ た ｓ Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ セ シ ン グ が 促 進 さ れ
た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ２ ９ ６ 】
内 在 性 に 発 現 さ れ た ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 同 定 お よ び 小 分 子 Ｒ Ｎ Ａ の 規 定 さ れ た 発
現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
本 実 施 例 は ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 同 定 と 単 離 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
２ １ － ２ ３ ｎ ｔ の Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ や ヒ ト を 含 む 様 々 な 動 物 種 で 保 存
さ れ て い る （ Pasquinelli et al. (2000) Nature 408:86-89） 。 Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ は よ り
長 い 前 駆 体 Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る （ Hutvagner et al. (2001) Science 293:834-838） 。 シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ 抽 出 物 に お け る 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ か
ら ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 生 じ る こ と が 報 告 さ れ た 。 こ れ ら ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ の ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ は 単 離 、 ク ロ ー ン ニ ン グ 、 お よ び 配 列 決 定 さ れ た （ Elbashir et al. (2001) Genes
 Dev 15:188-200） 。 新 規 な 内 在 性 の ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ も こ の ア プ ロ ー チ を 用
い て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お い て 同 定 さ れ た （ Elbashir et al. (2001) Genes Dev 15:188-
200） 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ － フ ァ ミ リ ー に 属 す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 以 下 の よ う に 同 定 し た 。 内 在 性 （ 様 々
な Ｒ Ｎ Ａ 起 源 由 来 ； 組 織 、 細 胞 型 な ど ） ヒ ト ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ － Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ に つ い て 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 た （ Elbashir et 
al. (2001) Genes Dev 15:188-200） 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
得 ら れ た 配 列 情 報 は 以 下 の 面 に 使 用 し た ：
１ ． こ れ ら を 用 い て こ れ ら 配 列 を 含 む 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 構 築 さ れ る 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー は
上 記 実 施 例 に 記 載 し た よ う に 、 ｌ ｅ ｔ － ７ 前 駆 体 セ グ メ ン ト （ ｌ ｅ ｔ － ７ 　 ５ ’ 延 長 、 ｌ
ｅ ｔ － ７ ル ー プ 、 お よ び ｌ ｅ ｔ － ７ 　 ３ ’ 延 長 配 列 ） と 組 み 合 わ せ て ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ Ｒ Ｎ
Ａ 配 列 を 有 す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 に 基 づ く 。 こ れ ら ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ の Ｒ Ｎ Ａ の 機 能 お よ
び そ の 標 的 Ｒ Ｎ Ａ は 、 細 胞 ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ っ て 研 究 さ れ る 。
２ ． 天 然 の ２ １ － ２ ３ ｎ ｔ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 同 定 に よ り そ の ゲ ノ ム 位 置 の 探 索 が 可 能 と な る 。
こ の ゲ ノ ム 配 列 の 同 定 と 特 徴 づ け に よ り 、 こ れ ら ｓ Ｒ Ｎ Ａ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 産 生
と プ ロ セ シ ン グ に 関 す る 情 報 が 提 供 さ れ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 最 初 の メ ン バ ー で あ る ｌ ｅ
ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ と 類 似 し て 、 新 し い フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 情 報 を 用 い て キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 系
を 先 の 実 施 例 に お い て ｌ ｅ ｔ － ７ に つ い て 説 明 し た よ う に し て 作 る こ と が で き る 。 さ ら に
、 ゲ ノ ム 配 列 情 報 は 先 の 実 施 例 に 記 載 し た ｌ ｅ ｔ － ７ 系 の 最 適 化 に 有 用 で あ る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ３ ０ ０ 】
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ｓ Ｒ Ｎ Ａ 種 の 未 規 定 の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
本 実 施 例 は 実 施 例 ８ に お い て 同 定 し た ｓ Ｒ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ に つ い て 記 載 す る 。 ２ １ －
２ ３ ヌ ク レ オ チ ド Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 を 知 る 必 要 は 無 い 。 こ の 方 法 に よ り 以 下 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 断
片 を 作 成 し た （ 番 号 順 ） ：
１ ． ク ロ ー ニ ン グ の 補 助 の た め の ５ ’ リ ン カ ー 配 列 ；
２ ． ２ １ － ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 こ れ は 好 ま し く は 標 的 配 列 に 対 し て ア ン チ セ ン ス の も
の ；
３ ． 中 央 リ ン カ ー （ ル ー プ ） 配 列 ；
４ ． 上 記 ２ の ２ １ － ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 塩 基 対 形 成 す る こ と が で き る 配 列 ； お よ び 、
５ ． ク ロ ー ニ ン グ の 補 助 の た め の ３ ’ リ ン カ ー 配 列 。
【 ０ ３ ０ １ 】
こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 好
ま し い ベ ク タ ー は ｌ ｅ ｔ － ７ ま た は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド で あ
る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
実 施 例 ８ に 記 載 の よ う に 、 ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 内 在 性 ｓ Ｒ Ｎ Ａ を ク ロ
ー ニ ン グ と 配 列 決 定 に よ り 同 定 し た 。 本 実 施 例 に お い て 、 単 離 し た ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 直 接 発 現 コ
ン ス ト ラ ク ト に ク ロ ー ン ニ ン グ し 、 前 も っ て そ の 配 列 を 同 定 し な か っ た （ 図 ５ を 参 照 さ れ
た い ） ：
【 ０ ３ ０ ３ 】
１ ． ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 子 ウ シ 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 し て ５ ’ リ ン 酸 基 を 除 去 し た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
２ ． 工 程 １ の 産 物 を そ の ３ ’ 末 端 に お い て リ ン カ ー １ の ５ ’  リ ン 酸 基 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン
し て 中 間 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 し た 。
リ ン カ ー １ は 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ う る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り
、 末 端 ３ ’ Ｏ Ｈ 基 を 有 し て お り 、 プ ラ イ マ ー と し て 利 用 で き る 。 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は ス テ ム － ル ー プ の 二 本 鎖 部 分 に 制 限 部 位 を 含 む 。 こ の 制 限 部 位 の 存 在 に よ り 後 の 切
り 出 し と 必 要 に 応 じ て リ ン カ ー 配 列 の 置 換 が 容 易 と な る 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン は Ｔ ４ Ｒ Ｎ Ａ リ
ガ ー ゼ を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
３ ． 工 程 ２ の 産 物 を ５ ’ 末 端 に お い て Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ に よ っ て リ ン 酸 化 し
た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
４ ． 工 程 ３ の 産 物 を そ の ５ ’ リ ン 酸 末 端 に お い て リ ン カ ー ２ の ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 に ラ イ ゲ ー シ
ョ ン し た 。 リ ン カ ー ２ は 、 ５ ’ 末 端 Ｏ Ｈ 基 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
５ ． 工 程 ４ の 産 物 を 処 理 し て リ ン カ ー １ の ３ ’ 末 端 が ア ニ ー リ ン グ で き る よ う に し た 。 こ
れ を プ ラ イ マ ー と し て リ ン カ ー １ の ３ ’ 末 端 を 用 い る Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｈ 活 性 を 欠 く 逆 転 写 酵 素
に よ る 、 延 長 反 応 に 用 い た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
６ ． 工 程 ５ の 産 物 を 変 性 さ せ て 、 プ ラ イ マ ー ４ を ア ニ ー リ ン グ さ せ た 。 プ ラ イ マ ー ４ は 工
程 ５ の 産 物 の 端 の ３ ’ 末 端 に 相 補 的 で あ る 。 注 ： リ ン カ ー ２ と プ ラ イ マ ー ５ は 同 一 の 配 列
を 含 む 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
７ ． ア ニ ー リ ン グ し た プ ラ イ マ ー ４ を Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 あ る い は 両 者
の 混 合 物 に よ っ て 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
８ ． さ ら に 任 意 の 増 幅 ラ ウ ン ド を プ ラ イ マ ー ４ を 用 い て 行 っ た 。 増 幅 は ク レ ノ ウ フ ラ グ メ
ン ト Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ま た は Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 あ る い は 熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ を 用 い て 行 っ た 。
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【 ０ ３ １ １ 】
９ ． 工 程 ７ の 産 物 （ 任 意 に 行 っ た 場 合 は 工 程 ８ の 産 物 ） を 制 限 酵 素 １ で 消 化 し て 発 現 ベ ク
タ ー の 適 切 な 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 先 の 実 施 例 に 記 載 の よ う に ｌ ｅ
ｔ － ７ 遺 伝 子 ま た は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く も の で あ り 、 ウ イ ル ス 、 例 え ば ア
デ ノ ウ イ ル ス で も よ く 、 非 － ウ イ ル ス の も の で も よ い 。
【 ０ ３ １ ２ 】
１ ０ ． 存 在 す る ル ー プ 配 列 （ リ ン カ ー １ に 埋 め 込 ま れ て い る ） が 活 性 の ｓ Ｒ Ｎ Ａ 種 を 得 る
た め に 機 能 的 で な い 場 合 、 こ の ル ー プ を そ の 他 の 活 性 ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 生 じ る ル ー プ 配 列 と 置 換
し た ； 例 え ば 、 ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ 配 列 。 切 断 部 位 を リ ン カ ー １ に 含 め て こ の 任 意 工 程 を 可
能 と し た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ３ １ ３ 】
内 在 性 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 に 対 す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
現 在 未 知 ま た は 特 徴 付 け ら れ て い な い 遺 伝 子 を 含 む あ ら ゆ る 遺 伝 子 の 発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン
を 可 能 と す る こ と は 有 益 で あ る た め 、 本 実 施 例 で は 、 １ ９ 種 類 の ヌ ク レ オ チ ド ガ イ ド 配 列
を 合 成 し 、 ク ロ ー ニ ン グ し て ラ イ ブ ラ リ ー を 作 る 方 法 を 記 載 す る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
実 施 例 ８ お よ び ９ と 同 様 に 、 ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 例 え ば 、 そ の 標 的 （
ｍ Ｒ Ｎ Ａ ｓ 、 構 造 的 Ｒ Ｎ Ａ な ど ） を 特 定 す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 を デ ー タ ベ ー ス 、 細 胞 抽 出 物
か ら 得 る か ま た は 化 学 合 成 し た 。 例 え ば 、 発 現 し た Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む デ ー タ ベ ー ス か ら 配
列 を 得 た 。 こ れ に は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｅ Ｓ Ｔ 、 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 キ ナ
ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 Ｇ － タ ン パ ク 質 共 役 受 容
体 、 成 長 因 子 、 リ パ ー ゼ 、 Ａ Ｂ Ｃ ト ラ ン ス ポ ー タ ー 、 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ 、 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ な ど を 含 む
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の で も し な い も の で も よ い 。 構 造 的 Ｒ
Ｎ Ａ 配 列 （ 例 え ば 、 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｎ ｏ Ｒ Ｎ Ａ な ど ） か ら の 配 列 を
用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら か ら こ れ ら 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 集 ま り を 作 っ た
。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 を 、 図 ６ に 概 説 す る 戦 略 を 用 い た 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト へ の ク
ロ ー ニ ン グ に 用 い た 。 別 の 例 は １ ９ ｎ ｔ 配 列 の ラ ン ダ ム な 作 成 で あ り 、 こ れ に よ っ て ４ １

９ の 組 み 合 わ せ （ ２ ． ７ ｘ １ ０ １ １ ） の ラ イ ブ ラ リ ー が 生 じ 、 こ れ を 同 様 に 図 ６ に 概 説 し
た 方 法 に 従 っ て 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
こ の 方 法 の 工 程 （ １ ） に お い て 、 特 定 の 配 列 （ 即 ち ラ ン ダ ム 配 列 ） 、 Ｎ １ ９ を 含 む オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 Ｎ １ ９ は ５ ’ 末 端 側 に リ ン カ ー 配 列 が 隣 接 し て お り 、 ３ ’ 末 端
側 に は ス テ ム ル ー プ 構 造 へ と フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ る こ と が で き 、 末 端 ３ ’ Ｏ Ｈ 基 を 含 む
プ ラ イ マ ー と し て 利 用 で き る 配 列 が 隣 接 し て い る 。 こ の ３ ’ 末 端 を Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ま
た は 逆 転 写 酵 素 に よ る 延 長 反 応 に お い て プ ラ イ マ ー と し て 用 い た 。 好 ま し く は 、 ス テ ム －
ル ー プ の 二 本 鎖 部 分 は 制 限 部 位 を 含 む 。 ５ ’ リ ン カ ー 配 列 も ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た
め に 制 限 部 位 を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ３ １ ６ 】
工 程 （ ２ ） に お い て 、 工 程 （ １ ） の 産 物 を 変 性 さ せ 、 プ ラ イ マ ー ４ を ア ニ ー リ ン グ さ せ た
。 プ ラ イ マ ー ４ は 工 程 （ １ ） の 産 物 の 端 の ３ ’ 末 端 に 対 し て 相 補 的 で あ っ た 。 工 程 （ １ ）
の 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 端 の ５ ’ 末 端 と プ ラ イ マ ー ４ は 同 一 の 配 列 を 含 む も の で あ
っ た 。 ５ ’ リ ン カ ー 配 列 が 制 限 部 位 を 有 さ な い 場 合 、 プ ラ イ マ ー ４ を ク ロ ー ニ ン グ を 容 易
に す る た め に 制 限 部 位 を 含 む よ う に 設 計 す る と 良 い 。
【 ０ ３ １ ７ 】
工 程 （ ３ ） に お い て 、 ア ニ ー リ ン グ し た プ ラ イ マ ー ４ を Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は 熱 安 定
性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 Ｔ ａ ｑ ） に よ っ て 延 長 し た 。
【 ０ ３ １ ８ 】
任 意 の 工 程 （ ４ ） は 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る コ ン ス ト ラ ク ト の さ ら な る 増 幅 を 提 供 す
る 。
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【 ０ ３ １ ９ 】
工 程 （ ５ ） に お い て 、 工 程 （ ３ ） の 産 物 ま た は 任 意 工 程 （ ４ ） の 産 物 を 制 限 酵 素 １ （ Ｅ １
） で 消 化 し 、 適 当 な 制 限 部 位 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 好 ま し い 発 現 ベ
ク タ ー は ｌ ｅ ｔ － ７ ま た は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー を 含 む も の で あ る 。 記 載 し た 方 法 は
特 に プ ー ル さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は レ ン チ ウ イ ル ス ま た は Ａ Ａ Ｖ あ る い は 組 み 込 み ア
デ ノ ウ イ ル ス ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
任 意 の 工 程 （ ６ ） に お い て 、 ル ー プ 配 列 が 活 性 の ｓ Ｒ Ｎ Ａ 種 を 得 る た め に 機 能 的 で な い 場
合 、 そ れ を 活 性 の ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 生 じ る 別 の ル ー プ 配 列 に 置 換 し て も 良 い ； 例 え ば 、 ｌ ｅ ｔ －
７ ル ー プ 配 列 で あ る 。 制 限 酵 素 ３ お よ び ４ （ そ れ ぞ れ Ｅ ３ お よ び Ｅ ４ ） に よ っ て 認 識 さ れ
る 制 限 部 位 を ス テ ム ル ー プ 配 列 に 含 め て 置 換 を 可 能 に し た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ３ ２ １ 】
ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 産 生
好 ま し い 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト は 標 的 Ｒ Ｎ Ａ を 非 常 に 強 く ノ ッ ク ダ ウ ン す る レ ベ ル に て ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ を 生 じ さ せ る 。 例 え ば 、 先 の 実 施 例 に 記 載 の Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 コ ン ス
ト ラ ク ト で あ る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
こ れ ら 標 的 に 対 し て 向 け ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る こ と が で き 、 ノ ッ ク ダ ウ ン
発 現 ク ロ ー ン の 構 築 に 用 い た 。 好 ま し く は 、 フ ォ ワ ー ド （ Ｆ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 標 的
に 対 す る ガ イ ド 配 列 、 次 い で 連 結 化 ル ー プ 配 列 、 そ の 後 に ガ イ ド 配 列 と 塩 基 対 を 形 成 す る
こ と が で き る 配 列 を 含 む が 、 ガ イ ド 配 列 と そ の 相 補 鎖 の 順 序 は 逆 に し て も 良 い 。 リ バ ー ス
（ Ｒ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 同 族 の フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 で あ
る 。 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の 対 を 互 い に ア ニ ー リ ン グ さ せ
て 二 本 鎖 構 造 を 形 成 さ せ 、 こ れ を 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 。 ア ニ ー リ ン グ
し た Ｆ お よ び Ｒ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の オ ー バ ー ハ ン グ と マ ッ チ す
る 適 当 な オ ー バ ー ハ ン グ を 備 え る よ う に 設 計 さ れ て い る 場 合 は 直 接 ク ロ ー ニ ン グ し て も よ
い し 、 制 限 酵 素 で 消 化 し て ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の オ ー バ ー ハ ン グ と マ ッ チ す る 適 当 な オ
ー バ ー ハ ン グ を 作 成 し て か ら ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
内 在 性 標 的 に 対 す る ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 は 好 ま し く は 、 ア ニ ー リ ン グ し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 直 接 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い て 行 う の が 好 ま し い
。
【 ０ ３ ２ ４ 】
例 え ば 、 Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を 作 成 す る た め に は 、 酵 素 Ｓ ａ ｐ
Ｉ に よ っ て 直 鎖 配 列 に 変 換 さ れ る ベ ク タ ー を 作 成 す る 。 Ｓ ａ ｐ Ｉ は そ の 認 識 部 位 （ GCTCTT
C(N)１ ／ ４ ） の 近 く を 切 断 す る 。 こ れ は 、 あ ら ゆ る 配 列 を 切 断 す る こ と が で き 、 認 識 配 列
は 切 り 出 さ れ た 断 片 に 存 在 し 、 最 終 コ ン ス ト ラ ク ト に は 存 在 し な い と い う 点 で 有 用 で あ る
。 し た が っ て 、 あ ら ゆ る 配 列 を ベ ク タ ー の 直 鎖 化 に 選 択 す る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え そ れ
は 様 々 な プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築 に 用 い ら れ 、 配 列 を 破 壊 す る こ と が
無 い 。 好 ま し く は 、 Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー は 異 な る オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る 両 方 の ク ロ ー ニ ン
グ 部 位 の 作 成 に 用 い ら れ る 。 さ ら に ク ロ ー ニ ン グ 効 率 を 向 上 さ せ る た め に 、 切 り 出 さ れ る
断 片 に 大 腸 菌 致 死 遺 伝 子 で あ る 、 ｃ ｃ ｄ Ｂ を 含 め た 。 制 限 断 片 が 切 り 出 さ れ ず 、 ｃ ｃ ｄ Ｂ
遺 伝 子 が プ ラ ス ミ ド 中 に 残 っ た 場 合 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 に 大 腸 菌 コ ロ ニ ー が 形
成 さ れ な か っ た （ 図 ２ ５ Ａ ） 。 正 し い 発 現 プ ラ ス ミ ド を 含 む 大 腸 菌 の み が コ ロ ニ ー を 形 成
し た 。 接 合 部 の 配 列 を 模 式 的 に 図 ２ ５ Ｂ に 示 す 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
ア ニ ー リ ン グ し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 以 下 の 配 列 を 有 し 、 上 記 の よ う に Ｓ ａ ｐ Ｉ 消 化 の
後 に Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く ベ ク タ ー に 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き た ：
フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
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5 ’ -ACC-G-N18--ル ー プ -N18 * -C-TTT-3 ’
リ バ ー ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
3 ’ -C-N18＊ -ル ー プ ＊ -N18-GAAAAAT-5 ’
【 ０ ３ ２ ６ 】
ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー を 用 い る 場 合 は 、 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド は 転 写 を 促 進 す る た め に
、 好 ま し く は Ｇ － ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 そ れ ゆ え 、 好 適 な 態 様 に お い て 、 １ ９ ｎ ｔ ガ イ ド
配 列 は Ｇ － Ｎ １ ８ で あ る 。 Ｎ １ ８ ＊ － Ｃ は １ ９ ｎ ｔ ガ イ ド 配 列 （ Ｇ － Ｎ １ ８ ） と 塩 基 対 形
成 す る こ と が で き る 配 列 で あ り 、 ル ー プ は 連 結 化 ル ー プ 配 列 で あ り 、 ル ー プ ＊ は ル ー プ の
相 補 鎖 で あ る 。 図 ２ ５ Ｂ も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を よ り 小 さ く 設 計 し た 。 即 ち 、 ５ ６ ヌ ク レ オ チ ド で は な く ５ １ ｎ ｔ と
し た ：
フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
5 ’ -CC-G-N18--ル ー プ -N18 * -3 ’
リ バ ー ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
3 ’ -N18 * -ル ー プ * -N18-GAA-5 ’
【 ０ ３ ２ ８ 】
こ れ に と も な っ て 発 現 ベ ク タ ー を 適 合 さ せ る 必 要 が あ っ た 。 図 ２ ６ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
本 発 明 を 用 い て ラ ン ダ ム 標 的 配 列 を 作 り 、 未 規 定 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る こ と が で き る
。 標 的 配 列 は 未 知 で あ る が 、 好 ま し く は Ｇ で 開 始 す る こ と に よ り Ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ に よ る 翻 訳
を 容 易 に す る 。 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り ４ １ ８ の 組 み 合 わ せ を 有 す る ラ イ ブ ラ リ
ー を 作 成 す る こ と が で き た （ ６ ． ８ ７ 　 １ ０ １ ０ ） 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
上 記 の よ う に 作 成 し た 非 － ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 疾 患 関 連 細 胞 ア ッ セ
イ を 行 っ て ノ ッ ク ダ ウ ン － 誘 導 性 表 現 型 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。 こ れ は リ ポ
フ ェ ク タ ミ ン ま た は Ｐ Ｅ Ｉ な ど の 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の Ｄ Ｎ Ａ 移 入 方 法 を 用 い て ア レ イ に
並 べ た 集 団 と し て Ｄ Ｎ Ａ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 行 う 。 か か る ラ イ ブ ラ リ ー
は 、 ベ ク タ ー 中 に ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る の に 先 立 っ て 発 現 プ ラ ス ミ ド に お い て 選 抜 可 能
な マ ー カ ー を 含 め る こ と に よ っ て 個 々 の ま た は 複 数 の 遺 伝 子 が 安 定 に ノ ッ ク ダ ウ ン さ れ た
細 胞 系 の 集 ま り を 作 成 す る の に 用 い る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
個 々 の ノ ッ ク ダ ウ ン コ ン ス ト ラ ク ト を 様 々 な 程 度 に プ ー ル に し て も 良 い 。 コ ン ス ト ラ ク ト
の １ つ の 大 き な プ ー ル と し て も 良 く 、 か か る プ ー ル の サ ブ セ ッ ト に し て も 良 い 。 プ ー ル の
セ ッ ト お よ び サ ブ セ ッ ト は 疾 患 関 連 ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き 、 表 現 型 は 選 抜 可 能 な 表
現 型 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 表 現 型 （ 例 え ば 、 マ ー カ ー の 誘 導 ま た は 抑 制 ） あ る
い は 成 長 優 性 の （ growth advantage） 表 現 型 と す る 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ３ ３ ２ 】
ア レ イ に 並 べ た ア デ ノ ウ イ ル ス ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
本 実 施 例 は ア レ イ に 並 べ た ア デ ノ ウ イ ル ス ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に つ い て 記 載
す る 。 「 ア レ イ に 並 べ た ア デ ノ ウ イ ル ス ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー 」 と は 、 ア デ ノ ウ イ ル
ス の 集 団 （ 複 数 ウ ェ ル プ レ ー ト 、 例 え ば ９ ６ ま た は ３ ８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に 含 ま れ た も の
） で あ っ て 様 々 な （ ヒ ト ） ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 媒 介 し 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル が １ つ の 遺 伝 子 を
標 的 と す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を 担 持 す る 特 有 の 組 換 え ウ イ ル ス を 含 む 。 即 ち ウ
ェ ル 当 た り １ つ の 標 的 遺 伝 子 で あ る 。 ア レ イ に 並 べ た ア デ ノ ウ イ ル ス ラ イ ブ ラ リ ー に つ い
て の 詳 細 は 国 際 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ６ ４ ５ ８ ２ 号 、 米 国 特 許 第 ６ ３ ４ ０ ５ ９ ５ 号 お よ び 第
６ ４ １ ３ ７ ７ ６ 号 （ Arrayed adenoviral laibraries for performing functional genomi
cs） を 参 照 さ れ た い 。 特 定 の 内 在 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 下 方 制 御 す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る ア レ イ に
並 べ た ア デ ノ ウ イ ル ス ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 疾 患 関 連 ヒ ト 一 次 細 胞 型 、 例 え ば 、 Ｈ Ｕ Ｖ
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Ｅ Ｃ を 含 む 細 胞 を 感 染 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら ア ッ セ イ を 用 い て 発 現 し た ｓ Ｒ Ｎ Ａ に
よ り 、 代 謝 経 路 、 例 え ば Ｎ ｆ ｋ ａ ｐ ｐ ａ Ｂ 経 路 を 特 異 的 に 阻 害 す る 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 Ｉ Ｌ ８ の 上 方 制 御 を 阻 害 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
Ａ ． ア デ ノ ウ イ ル ス の ア レ イ に 並 べ た ｓ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 特 定 の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 化 す る よ う に 設
計 し 、 ノ ッ ク ダ ウ ン ア デ ノ ウ イ ル ス 発 現 ク ロ ー ン の 構 築 に 用 い た 。 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 標 的 に 対 す る ガ イ ド 配 列 を 含 む 第 一 の 配 列 （ フ ォ ワ ー ド （ Ｆ ） ） が 、 共 有 結 合
に よ り ス テ ム － ル ー プ 第 二 の 配 列 に 連 結 し て お り 、 第 二 の 配 列 が 第 一 の 配 列 と 塩 基 対 形 成
す る こ と が で き る 第 三 の 配 列 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 す る よ う に 設 計 し た も の で あ る 。 別 の
態 様 は ガ イ ド 機 能 を 逆 に し た も の で あ り 、 そ の 結 果 、 第 三 の 配 列 が ガ イ ド 配 列 と し て 働 く
。 リ バ ー ス （ Ｒ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 同 族 の フ ォ ワ ー ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相
補 的 で あ る 。 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の 対 を 互 い に ア ニ ー リ
ン グ さ せ て 二 本 鎖 構 造 を 形 成 さ せ 、 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ － 依 存 的 ｌ ｅ ｔ －
７ ま た は Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー を 含 む ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６ （ 国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ６
４ ５ ８ ２ 号 に 記 載 ） に 基 づ く 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 。 発 現 カ セ ッ ト に さ
ら に １ ま た は 複 数 の 特 有 の 制 限 酵 素 認 識 配 列 を 含 め て も 良 く 、 そ れ に よ っ て 内 在 性 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ に 対 す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を コ ー ド す る ア ニ ー リ ン グ し た Ｆ お よ び Ｒ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
方 向 性 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ る こ と が で き る 。 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 成 分 を 合 成 し て
９ ６ ま た は ３ ８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て ア ニ ー リ ン グ さ せ て 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 作 成 し て も 良 い 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
ｓ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ｅ ｒ プ ラ ス ミ ド の ア レ イ を 次 い で 、 ア レ イ に 並 べ た 形 式 に お い て 宿
主 微 生 物 に 形 質 転 換 し た 。 宿 主 微 生 物 は 例 え ば 、 細 菌 、 好 ま し く は 大 腸 菌 （ 株 Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ
） ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス Ｉ Ｔ Ｒ を 含 む コ ン ス ト ラ ク ト の 増 殖 に 好 適 な 株 で あ る 。 形 質 転 換
し た 細 菌 を 播 種 し 、 ６ ウ ェ ル Ｌ Ｂ － ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト で 増 殖 さ せ 、 そ の 後 コ ロ ニ ー ピ
ッ カ ー で 個 々 の 細 菌 コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 さ ら に ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 液 体
Ｌ Ｂ 増 殖 培 地 （ ＋ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ン ピ シ リ ン ） に 播 種 し た 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
本 発 明 の 好 ま し い 方 法 は 、 ９ ６ ウ ェ ル 大 腸 菌 形 質 転 換 プ レ ー ト か ら 直 接 液 体 培 養 を 開 始 し
、 個 々 の コ ロ ニ ー を 播 種 し た り ピ ッ ク ア ッ プ し な い 。 両 方 の 場 合 に お い て 結 果 と し て 得 ら
れ る ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 回 転 式 振 盪 培 養 機 （ New Brunswick Scientific、 Innova、 床 式
ま た は そ の 均 等 物 ） で ３ ７ ℃ で ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 菌 を 約 １ ２ か ら
約 ２ ４ 時 間 培 養 し た 後 、 約 １ ０ ０ μ ｌ の 細 菌 培 養 液 を １ ０ ０ μ ｌ の ５ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル と
Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｍ ｅ ｋ ロ ボ ッ ト （ Beckman Coulter） ま た は そ の 均 等 物 を 用 い て 混 合 し － ８ ０
℃ で 保 存 し た 。 こ れ ら プ レ ー ト を 「 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク プ レ ー ト 」 と 称 す る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
Ｂ ． プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 調 製
ア デ ノ ウ イ ル ス ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に お け る 第 二 の 工 程 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス
産 生 に 十 分 な 量 に お け る 一 次 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 個 々 の プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ の ア レ イ に 並
べ た 精 製 で あ る 。 こ の 目 的 の た め 、 細 菌 培 養 物 を 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 グ リ セ ロ ー ル ス
ト ッ ク プ レ ー ト を 解 凍 し 、 ３ μ ｌ の 細 菌 培 養 物 を Ｃ ｙ ｂ ｉ Ｗ ｅ ｌ ｌ ロ ボ ッ ト （ CyBio） を
用 い て ２ ８ ０ μ ｌ の 液 体 Ｌ Ｂ 増 殖 培 地 （ ＋ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ン ピ シ リ ン ） を 満 た し た ９
６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し た 。 こ れ ら の 播 種 し た プ レ ー ト を 次 い で 回 転 式 振 盪 培 養 機 （ ３ ７
℃ 、 ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） （ New Brunswick Scientific、 Innova、 床 式 ） で １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 遠 心 分 離 し （ ３ 分 間 、 ２ ７ ０ ０ ｒ ｃ ｆ ） 、 細 菌 を ペ レ ッ
ト に し た 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の 遠 心 分 離 は す べ て エ ッ ペ ン ド ル フ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト 遠 心 機 （ ５ ８ １ ０ 型 ） で 行 っ た 。 上 清 を デ カ ン ト に よ っ て 廃 液 コ ン テ ナ に 捨 て た 。 細
菌 細 胞 の 溶 解 と タ ン パ ク 質 お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 沈 降 は 常 套 の ア ル カ リ 法 に よ っ て 行 っ た
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。 ア ル カ リ 法 を 行 う た め に 用 い た バ ッ フ ァ ー は 、 Qiagen(Ｐ １ 、 Ｐ ２ 、 Ｐ ３ )か ら 購 入 し た
。 第 一 の 工 程 に お い て 、 細 菌 ペ レ ッ ト を ６ ０ μ ｌ の バ ッ フ ァ ー Ｐ １ に 再 懸 濁 し た 。 第 二 の
工 程 に お い て 、 ６ ０ μ ｌ の バ ッ フ ァ ー Ｐ ２ を 再 懸 濁 し た 細 菌 細 胞 に 添 加 し た 。 溶 液 を お だ
や か に 混 合 し 、 ５ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 設 け て 完 全 に 細 胞 を 溶 解 し た 。 最 後 に
、 ６ ０ μ ｌ の バ ッ フ ァ ー Ｐ ３ を 添 加 し 、 混 合 工 程 を 設 け て タ ン パ ク 質 と ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 沈
降 さ せ た 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 次 い で 遠 心 分 離 し た （ ４ ０ 分 間 、 ３ ２ ２ ０ ｒ ｃ ｆ ） 。 上
清 （ １ ０ ０ μ ｌ ） を 回 収 し 、 ８ ０ μ ｌ の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 沈 降 用 ） を
含 む 新 し い Ｖ 底 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に Ｃ ｙ ｂ ｉ Ｗ ｅ ｌ ｌ ロ ボ ッ ト （ CyBio） を 用 い て 移 し
た 。 ペ レ ッ ト を 含 有 す る プ レ ー ト を 破 棄 し た 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 遠 心 分 離 し （ ４ ５ 分
間 、 ２ ７ ０ ０ ｒ ｃ ｆ ） 、 上 清 を デ カ ン ト に よ っ て 廃 液 コ ン テ ナ に 捨 て た 。 微 量 の 塩 を 除 く
た め に 、 ペ レ ッ ト を １ ０ ０ μ ｌ の ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 再 び
遠 心 分 離 し た （ １ ０ 分 間 、 ２ ７ ０ ０ ｒ ｃ ｆ ） 。 上 清 を 再 び デ カ ン ト に よ っ て 廃 液 コ ン テ ナ
に 捨 て 、 Ｄ Ｎ Ａ ペ レ ッ ト を 層 状 気 流 キ ャ ビ ネ ッ ト に て １ 時 間 乾 燥 さ せ た 。 最 後 に 、 Ｄ Ｎ Ａ
を ２ ０ μ ｌ の 無 菌 Ｔ Ｅ バ ッ フ ァ ー （ １ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ） 、 ０ ． １ ｍ
Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） に 溶 解 し た 。 コ ン ス ト ラ ク ト の 完 全 性 を 制 限 酵 素 マ ッ ピ ン グ お よ び ア レ イ
全 体 ま た は そ の 一 部 の 配 列 決 定 に よ っ て 評 価 し た 。 溶 解 し た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ レ ー ト （ 以 後
Ｄ Ｎ Ａ プ レ ー ト と 称 す る ） を 次 に 使 用 す る ま で － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
Ｃ ． Ｄ Ｎ Ａ 定 量
Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 用 い る 前 に 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に
含 ま れ た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 調 製 物 を 定 量 し た 。 こ の 目 的 の た め 、 ５ μ ｌ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ
Ａ を Ｄ Ｎ Ａ プ レ ー ト か ら ピ ペ ッ ト で 取 り 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ バ ッ フ ァ ー を 含 有 す る ９ ６ ウ
ェ ル プ レ ー ト に 移 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 「 定 量 溶 液 」 を 添 加 し た 。 こ の 溶 液 は 、 ２ μ ｌ の Ｓ
ｙ ｂ ｒ Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ （ Molecular Probes） を １ ０ ｍ ｌ の Ｔ Ｅ バ ッ フ ァ ー に 溶 解 す る こ と に よ
っ て 調 製 し た 。 混 合 工 程 の 後 、 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｉ ｍ ｅ ｔ ｅ ｒ （ Fluostar、 BMG） に お い て 測 定
を 行 っ た 。 以 下 の 設 定 を 用 い た ： 発 光 ： ４ ８ ５ ｎ ｍ ； 励 起 ： ５ ２ ０ ｎ ｍ 、 ゲ イ ン ： ３ ５ 。
標 準 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ ） の 様 々 な 希 釈 液 （ Ｔ Ｅ バ ッ フ ァ ー 中 ） を 用 い て 測 定
を 行 う こ と に よ っ て 標 準 曲 線 を 作 成 し た 。 こ の 曲 線 に 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル に つ い て の 結
果 を 当 て は め る こ と に よ り 、 ウ ェ ル 当 た り の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 を 算 出 し た 。 各 Ｄ Ｎ Ａ プ レ ー ト の
ウ ェ ル 当 た り の 平 均 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 を 次 に 計 算 し た 。 平 均 す る と 、 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 ２ ０ － １ ０ ０ ｎ
ｇ ／ μ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ た 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
Ｄ ． Ｐ ｅ ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ Ａ ｐ ｔ ６ プ ラ ス ミ ド 型 は 、 Ｅ １ 遺 伝 子 が 欠 失 し 、 プ ロ モ ー タ ー （ ｌ ｅ ｔ －
７ － ま た は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ － 由 来 ） が 導 入 さ れ た ア デ ノ ウ イ ル ス 血 清 型 ５ ゲ ノ ム の ５ ’ 部 分
（ ｂ ｐ １ － ４ ５ ４ お よ び ｂ ｐ ３ ５ １ １ － ６ ０ ９ ３ ） を 含 む 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ Ａ
ｐ ｔ ６ と は 対 照 的 に 、 ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ の ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 誘 導 体 は Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー
お よ び Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 欠 く 。 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス 粒 子 の 作 成 に 必 要 と さ
れ る ２ つ の ほ か の 材 料 は 、 コ ス ミ ド お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 （ 国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ９
９ ／ ６ ４ ５ ８ ２ 号 、 米 国 特 許 第 ６ ３ ４ ０ ５ ９ ５ 号 ） 。 コ ス ミ ド （ ｐ Ｗ Ｅ ／ Ａ ｄ ． Ａ ｆ ｌ Ｉ
Ｉ － ｒ Ｉ Ｔ Ｒ △ Ｅ ２ Ａ ） は ア デ ノ ウ イ ル ス 血 清 型 ５ ゲ ノ ム （ ｂ ｐ ３ ５ ３ ４ － ３ ５ ９ ５ ３ ）
の 主 な 部 分 を 含 む が 、 Ｅ ２ Ａ 遺 伝 子 が 欠 失 し て い る 。 Ｐ ｅ ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ パ ッ ケ ー ジ ン
グ 細 胞 系 は 、 Ｅ １ お よ び Ｅ ２ Ａ 遺 伝 子 の 発 現 を 媒 介 す る プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た ヒ ト 胚 網 膜 細 胞 （ Ｈ Ｅ Ｒ ） 由 来 で あ る 。 Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 系 の ゲ ノ ム に 組 み
込 ま れ た ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子 は 、 ア ダ プ タ ー プ ラ ス ミ ド お よ び コ ス ミ ド 上 の ア デ ノ ウ イ
ル ス 配 列 と 相 同 性 を 共 有 し な い 。 そ の 結 果 、 複 製 能 力 の あ る ア ル ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ｒ Ｃ Ａ
） を 含 ま な い ベ ク タ ー ス ト ッ ク が 調 製 さ れ た 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
ウ イ ル ス を 得 る た め 、 こ の ア ダ プ タ ー プ ラ ス ミ ド を コ ス ミ ド と と も に パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞
系 Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ ． に 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ア ダ プ タ ー お よ び ヘ ル パ ー プ ラ
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ス ミ ド が Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 系 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る と 、 完 全 な Ａ ｄ ５ ゲ ノ ム
が 相 同 的 組 換 え に よ っ て 再 構 成 さ れ た 。 ヘ ル パ ー お よ び ア ダ プ タ ー プ ラ ス ミ ド は 相 同 的 配
列 （ ｂ ｐ ３ ５ ３ ５ － ６ ０ ９ ３ ） を 含 み 、 こ れ は こ の 組 換 え 現 象 の 基 質 で あ る 。 上 記 の よ う
に 調 製 し 、 定 量 し た Ｄ Ｎ Ａ プ レ ー ト を 用 い て Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 系 の ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン を 行 っ た 。 こ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 に 、 こ れ ら プ レ ー ト に 含 ま れ る プ ラ ス
ミ ド を Ｐ Ｉ － Ｐ ｓ ｐ Ｉ 制 限 酵 素 （ New England Biolabs)に よ る 消 化 に よ っ て 直 鎖 化 し た 。
こ の 目 的 の た め 、 一 定 容 量 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ 各 Ｄ Ｎ Ａ プ レ ー ト の 平 均 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 か ら
計 算 し て 、 平 均 ６ ６ ． ７ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ を 表 す ） を Ｄ Ｎ Ａ プ レ ー ト か ら ピ ペ ッ ト で Ｖ － 底 ９
６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し た 。 こ の プ レ ー ト は １ ｘ 制 限 バ ッ フ ァ ー （ New England Biolabs
： １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ６ ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ
Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ） 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｂ Ｓ Ａ お よ び ６ ユ ニ ッ ト の Ｐ Ｉ － Ｐ ｓ ｐ Ｉ
制 限 酵 素 （ ２ ０ Ｕ ／ μ ｌ の ス ト ッ ク か ら の も の ） か ら 構 成 さ れ る 制 限 混 合 物 を 含 む 。 各 Ｄ
Ｎ Ａ プ レ ー ト に つ い て 、 等 容 量 の プ ラ ス ミ ド を 全 て の ウ ェ ル に 用 い た 。 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を
Ｄ Ｎ Ａ プ レ ー ト か ら 制 限 混 合 物 を 含 む プ レ ー ト に 移 し 、 続 く 混 合 を Ｊ ｏ Ｂ ｉ ウ ェ ル ロ ボ ッ
ト （ CyBio） を 用 い て 行 っ た 。 制 限 混 合 物 を 含 む プ レ ー ト を 湿 ら せ た ペ ー パ ー タ オ ル を 含
む プ ラ ス チ ッ ク 箱 に 置 き （ 蒸 発 を 避 け る た め ） 、 ６ ５ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ヘ
ル パ ー プ ラ ス ミ ド （ ｐ Ｗ Ｅ ／ Ａ ｄ ． Ａ ｆ ｌ Ｉ Ｉ － ｒ Ｉ Ｔ Ｒ △ Ｅ ２ Ａ ） （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 　 Ｍ
ａ ｘ ｉ － ｐ ｒ ｅ ｐ キ ッ ト を 用 い て バ ッ チ で 調 製 し た ） も Ｐ ａ ｃ Ｉ 制 限 酵 素 （ New England 
Biolabs） で 直 鎖 化 し た 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
直 鎖 化 し た ア ダ プ タ ー お よ び ヘ ル パ ー プ ラ ス ミ ド に よ る Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 の ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 下 記 の よ う に 設 定 し た 。 ０ ． １ ８ ６ ７ μ ｌ の 直 鎖 化 し た ヘ ル パ ー プ ラ
ス ミ ド （ ９ ３ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 ） を １ ． １ １ μ ｌ の 無 血 清 ２ ｘ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ Life Technol
ogies） と 混 合 し て 「 ヘ ル パ ー 混 合 物 」 を 形 成 さ せ た 。 ０ ． ５ ９ ７ μ ｌ の リ ポ フ ェ ク タ ミ
ン （ Life Technologies） を １ ． １ １ μ ｌ の ２ ｘ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 混 合 し て 「 リ ポ 混 合 物 」 を 形
成 さ せ た 。 直 鎖 化 し た ア ダ プ タ ー プ ラ ス ミ ド を 含 む ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 、 １
． ３ μ ｌ の 「 ヘ ル パ ー 混 合 物 」 お よ び １ ． ７ μ ｌ の 「 リ ポ 混 合 物 」 を Ｃ ｙ Ｂ ｉ － ウ ェ ル ロ
ボ ッ ト （ CyBio、 「 ド ロ ッ パ ー 」 を 備 え て い る ） を 用 い て ピ ペ ッ ト に よ っ て 入 れ た 。 プ レ
ー ト を 次 い で お よ そ １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ２ ８ ． ５ μ ｌ の 無 血 清 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ
を 添 加 し た 。 混 合 は 混 合 物 の ピ ペ ッ テ ィ ン グ を 上 下 に ３ 回 す る こ と に よ っ て 行 っ た （ Ｃ ｙ
Ｂ ｉ ウ ェ ル ロ ボ ッ ト ） 。 同 じ 装 置 を 用 い て 、 ３ ０ μ ｌ の 混 合 物 を ２ ． ２ ５ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／
ウ ェ ル の 密 度 で 播 種 し た Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し た 。
細 胞 を １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 培 地 （ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ Life Technologies） 、
５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ゲ ン タ マ イ シ ン お よ び １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ Life Techn
ologies） か ら 構 成 さ れ る ） に 播 種 し た が 、 ３ ０ μ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ ／ リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 混 合 物
の 添 加 に 先 立 っ て 、 プ レ ー ト の す べ て の ウ ェ ル か ら 培 地 を 除 去 し た 。 ３ ９ ℃ で ３ 時 間 、 １
０ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 １ ７ ０ μ ｌ の Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 培 地
を プ レ ー ト に 添 加 し 、 ３ ９ ℃ 、 １ ０ ％ Ｃ Ｏ ２ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 一 晩 行 っ た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を ３ ４ ℃ 、 １ ０ ％
Ｃ Ｏ ２ で ３ 週 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 温 度 に よ っ て ア デ ノ ウ イ ル ス 複 製 に 必 要 な Ｅ ２
Ａ 因 子 の 発 現 が 可 能 と な る 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 間 に 、 ウ イ ル ス が 作 成 お よ び
複 製 さ れ た 。 こ れ は Ｃ Ｐ Ｅ （ 細 胞 変 性 効 果 ） の 出 現 に よ っ て 明 ら か と な っ た 。 Ｃ Ｐ Ｅ を 示
す ウ ェ ル の パ ー セ ン テ ー ジ を 手 操 作 ま た は 自 動 イ メ ー ジ ス キ ャ ナ ー お よ び 適 切 な ア ル ゴ リ
ズ ム を 用 い て ス コ ア 付 け し 、 こ れ に よ っ て ウ イ ル ス 産 生 効 率 の 評 価 が 可 能 と な っ た 。 ９ ６
ウ ェ ル プ レ ー ト を － ８ ０ ℃ で さ ら に ウ イ ル ス を 増 殖 さ せ る ま で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ４ １ 】
Ｅ ． ウ イ ル ス 増 殖
最 終 の ウ イ ル ス 増 殖 工 程 は 、 Ｃ Ｐ Ｅ お よ び よ り 均 質 の (homogenous)ウ イ ル ス タ イ タ ー を 示
す よ り 高 い パ ー セ ン テ ー ジ の ウ ェ ル を 得 る こ と を 目 的 と す る 。 ウ イ ル ス を 以 下 の 手 法 に 従
っ て 増 殖 さ せ た 。 － ８ ０ ℃ で 保 存 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ レ ー ト を 室 温 で 約 １ 時 間 解
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凍 し た 。 ９ ６ チ ャ ン ネ ル Ｈ ｙ ｄ ｒ ａ デ ィ ス ペ ン ザ ー （ Robbins） を 用 い て 、 ２ ０ μ ｌ の 上
清 を ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に お け る １ ８ ０ μ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 中 の ２ ． ２ ５ ｘ １
０ ４ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で 播 種 し た Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に 移 し た 。 一 連 の ９ ６ ウ イ
ル ス を 操 作 し た 後 、 デ ィ ス ペ ン ザ ー の ニ ー ド ル を ６ ０ μ ｌ の ５ ％ 漂 白 剤 で ３ 回 ピ ペ ッ テ ィ
ン グ す る こ と に よ っ て 消 毒 、 滅 菌 し た 。 ニ ー ド ル に 存 在 す る 残 っ た 漂 白 剤 を ７ ０ μ ｌ の 滅
菌 水 で ３ 回 洗 浄 す る こ と に よ っ て 除 去 し た 。 細 胞 を ３ ４ ℃ 、 １ ０ ％ Ｃ Ｏ ２ で お よ そ １ ０ 日
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｃ Ｐ Ｅ を 示 す ウ ェ ル の 数 を ス コ ア 付 け し た 。 概 し て 、 Ｃ Ｐ Ｅ を 示 す
ウ ェ ル の 数 は 増 殖 の 後 増 加 し て い た 。 プ レ ー ト を 次 い で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
増 殖 工 程 後 の ラ イ ブ ラ リ ー ウ イ ル ス を 含 有 す る ２ ０ ０ μ ｌ の 粗 細 胞 溶 解 液 か ら 、 ９ ６ － チ
ャ ン ネ ル Ｈ ｙ ｄ ｒ ａ デ ィ ス ペ ン ザ ー を 用 い て ２ ５ μ ｌ の ６ の ア リ コ ッ ト を ３ ８ ４ ウ ェ ル プ
レ ー ト に 調 製 し た 。 ４ つ の ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト か ら 、 ６ つ の 同 一 の ３ ８ ４ ウ ェ ル ア リ コ ッ
ト プ レ ー ト を 調 製 し た 。 個 々 の プ レ ー ト の 間 に お い て ニ ー ド ル の 消 毒 を ３ 回 の ２ ０ ０ μ l
の ５ ％ 漂 白 剤 で の ３ 回 の 洗 浄 工 程 お よ び 残 っ た 漂 白 剤 を 除 く た め の ３ 回 の ２ ５ ０ μ ｌ の 滅
菌 水 で の 洗 浄 工 程 に よ っ て 行 っ た 。 ３ ８ ４ ウ ェ ル ア リ コ ッ ト プ レ ー ト を ア ッ セ イ に お い て
さ ら に 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の 模 式 図 を 図 ７ に 示 す 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
さ ら に ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 に 改 変 を 導 入 し て 、 異 な る ま た は 向 上 し た 親 和 性 （ trop
ism） を 得 た （ 欧 州 特 許 第 １ １ ９ １ １ ０ ５ 号 ） 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
上 記 の ア レ イ に 並 べ た ア デ ノ ウ イ ル ス ラ イ ブ ラ リ ー を 疾 患 関 連 細 胞 ア ッ セ イ に 用 い て ノ ッ
ク ダ ウ ン 誘 導 性 細 胞 表 現 型 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 か か る ラ イ ブ ラ リ
ー は 特 に ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト が ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 組 み 込 ん で
い る 場 合 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ６ ０ ５ １ ４ ３ ０ 号 ま た は 国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ３ ２ ６ ４
７ 号 ／ 欧 州 特 許 第 １ ０ ４ ２ ４ ９ ４ 号 お よ び Virology 2001 Sep 30; 288(2): 236-46に 記 載
の よ う な 場 合 に 有 用 で あ る 。 か か る ア デ ノ ウ イ ル ス ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 、 個
々 の ま た は 複 数 の 遺 伝 子 が 安 定 に ノ ッ ク ダ ウ ン さ れ た 細 胞 系 の ラ イ ブ ラ リ ー が 得 ら れ た 。
個 々 の ノ ッ ク ダ ウ ン ア デ ノ ウ イ ル ス は ア レ イ と し て 用 い る こ と も で き る し 、 様 々 な 程 度 に
プ ー ル す る こ と も で き る （ 即 ち プ ー ル の セ ッ ト ま た は １ つ の 大 き な プ ー ル ） 。 こ の プ ー ル
を 選 択 可 能 な 表 現 型 に つ い て の ア ッ セ イ 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 表 現 型 （ 例 え ば 、
蛍 光 標 識 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 好 適 な マ ー カ ー の 上 方 制 御 ま た は 下 方 制 御 に つ い て の ス
ク リ ー ニ ン グ ） ま た は 増 殖 に 有 利 な 表 現 型 の ア ッ セ イ を 含 む 疾 患 関 連 ア ッ セ イ に 用 い る こ
と が で き る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ３ ４ ６ 】
ア レ イ に 並 べ た Ａ Ａ Ｖ ラ イ ブ ラ リ ー 構 築
本 実 施 例 は ア レ イ に 並 べ た Ａ Ａ Ｖ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に つ い て 記 載 す る 。 こ
れ は 、 複 数 ウ ェ ル プ レ ー ト 、 例 え ば ９ ６ ま た は ３ ８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に 含 ま れ た 、 様 々 な
特 有 の （ ヒ ト ） ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 媒 介 す る ア デ ノ ウ イ ル ス 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） ベ ク タ
ー の 回 収 を 含 む 。 各 ウ ェ ル は 特 定 の 遺 伝 子 を 標 的 と す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を 担
持 す る 特 有 の 組 換 え Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ ー を 含 む 。 特 定 の 内 在 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 下 方 制 御 す る ｓ Ｒ Ｎ
Ａ を 発 現 す る ア レ イ に 並 べ た Ａ Ａ Ｖ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 例 え ば Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ な ど の 疾 患
関 連 ヒ ト 一 次 細 胞 型 を 含 む 細 胞 を 感 染 さ せ て 、 ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 に よ り 、 例 え ば Ｎ ｆ ｋ ａ ｐ
ｐ ａ Ｂ 経 路 な ど の 代 謝 経 路 を 特 異 的 に 阻 害 す る 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、
そ れ に よ っ て １ ま た は 複 数 の サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 Ｉ Ｌ ８ の 産 生 を 下 方 制 御 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
Ａ ． Ａ Ａ Ｖ に 基 づ く ｓ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
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特 定 の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し 、
ノ ッ ク ダ ウ ン Ａ Ａ Ｖ 発 現 ク ロ ー ン の 構 築 に 用 い た 。 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 の
よ う に 設 計 さ れ た も の で あ る （ 実 施 例 １ ２ ） 。 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 特 定 の 対 を ア ニ ー リ ン グ さ せ て 二 本 鎖 構 造 を 形 成 さ せ 、 こ れ を Ａ Ａ Ｖ 　 Ｉ Ｔ Ｒ 配 列
、 Ａ Ａ Ｖ パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル （ 米 国 特 許 第 ６ １ ４ ０ １ ０ ３ 号 を 参 照 ） お よ び プ ロ モ ー
タ ー 、 例 え ば 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ － 依 存 的 ｌ ｅ ｔ － ７ ま た は Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー か ら な る Ａ Ａ Ｖ
発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 。 発 現 カ セ ッ ト は ア ニ ー リ ン グ し た Ｆ お よ び Ｒ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 方 向 性 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る た め に さ ら に 特 有 の 制 限 酵 素 認 識 配 列 を
含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
ｓ Ｒ Ｎ Ａ － Ａ Ａ Ｖ ラ イ ゲ ー シ ョ ン の ア レ イ を 次 い で 再 び ア レ イ に 並 べ た 形 式 に お い て 、 宿
主 微 生 物 、 例 え ば 、 細 菌 、 好 ま し く は 大 腸 菌 （ 株 Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ ） ま た は Ａ Ａ Ｖ 　 Ｉ Ｔ Ｒ を 含
む コ ン ス ト ラ ク ト の 増 殖 に よ り 適 し た 株 に 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 を 播 種 し し
、 ６ ウ ェ ル Ｌ Ｂ － ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト で 培 養 し 、 そ の 後 コ ロ ニ ー ピ ッ カ ー に よ り 個 々 の
細 菌 コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 さ ら に ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 液 体 Ｌ Ｂ 増 殖 培 地 （
＋ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ン ピ シ リ ン ） に 播 種 し 、 そ の 後 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
本 発 明 の 好 ま し い 方 法 で は 、 個 々 の コ ロ ニ ー を 播 種 し た り ピ ッ ク ア ッ プ し た り せ ず 、 直 接
９ ６ ウ ェ ル 大 腸 菌 形 質 転 換 プ レ ー ト か ら 液 体 培 養 を 開 始 す る 。 両 方 の 場 合 に お い て 結 果 と
し て 得 ら れ た ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 回 転 式 振 盪 培 養 機 （ New Brunswick Scientific、 Inno
va、 床 式 ま た は そ の 均 等 物 ） で ３ ７ ℃ 、 ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 菌 を 約 １
２ か ら 約 ２ ４ 時 間 培 養 し た 後 、 約 １ ０ ０ μ ｌ の 細 菌 培 養 物 を Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｍ ｅ ｋ ロ ボ ッ ト （
Beckman Coulter） ま た は そ の 均 等 物 を 用 い て １ ０ ０ μ ｌ の ５ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル と 混 合 し
、 － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 こ れ ら プ レ ー ト を 「 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク プ レ ー ト 」 と 称 す る 。
こ れ ら の 「 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク プ レ ー ト 」 か ら 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 実 施 例 １ ２ に 記 載
の よ う に 調 製 お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
Ｂ ． ア レ イ に 並 べ た 形 式 に お い て Ａ Ａ Ｖ ウ イ ル ス 粒 子 を 作 成 す る た め の 細 胞 の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン
ア レ イ に 並 べ た Ａ Ａ Ｖ 収 集 物 を 作 成 す る た め に 、 Ａ Ａ Ｖ ウ イ ル ス 粒 子 を Ａ に 記 載 の ア レ イ
に 並 べ た ｓ Ｒ Ｎ Ａ － Ａ Ａ Ｖ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 Ａ Ａ Ｖ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 ま た は 一
過 性 Ａ Ａ Ｖ パ ッ ケ ー ジ ン グ 系 を 用 い て 産 生 し た 。 Ａ Ａ Ｖ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 ま た は 米 国
特 許 第 ６ １ ４ ０ １ ０ ３ 号 に 記 載 の そ の 誘 導 体 を 用 い る と よ い 。 あ る い は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ
シ グ ナ ル を 有 し な い ｒ ｅ ｐ － ｃ ａ ｐ 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト ま た は そ の ほ か の ｓ Ｒ Ｎ Ａ － Ａ Ａ
Ｖ コ ン ス ト ラ ク ト と の オ ー バ ー ラ ッ プ と 、 ア レ イ に 並 べ た ｓ Ｒ Ｎ Ａ － Ａ Ａ Ｖ 　 Ｄ Ｎ Ａ の 一
過 性 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を ソ ラ レ ン 処 理 し た ア デ ノ ウ イ ル ス で 感 染 し た 細 胞 に 対 し
て 行 っ て 、 ヘ ル パ ー ア デ ノ ウ イ ル ス の 必 要 な ヘ ル パ ー 遺 伝 子 を ト ラ ン ス に て 提 供 し た 。 両
ア プ ロ ー チ に つ い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 細 胞 系 は ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 。
ウ イ ル ス 産 生 、 増 殖 お よ び タ イ タ ー 測 定 は Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ ー 技 術 の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 で 行
っ た 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て Ａ Ａ Ｖ 　 ｓ Ｒ Ｎ Ａ － ウ イ ル ス を 産 生 し た 後 、 液 体 ハ ン
ド ラ ー を 用 い て ３ ８ ４ ウ ェ ル ア リ コ ッ ト プ レ ー ト に 再 び ア リ コ ッ ト と し 、 さ ら に 使 用 す る
ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
上 記 の ア レ イ に 並 べ た Ａ Ａ Ｖ ラ イ ブ ラ リ ー は 様 々 な 程 度 で プ ー ル す る と 良 い 。 即 ち 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス の １ つ の 大 き な プ ー ル ま た は 、 か か る レ ト ロ ウ イ ル ス プ ー ル の サ ブ セ ッ ト と す
れ ば よ い 。 プ ー ル の セ ッ ト お よ び サ ブ セ ッ ト を 用 い て 疾 患 関 連 細 胞 ア ッ セ イ を 行 っ て 、 ノ
ッ ク ダ ウ ン 誘 導 性 表 現 型 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら Ａ Ａ Ｖ 　 ｓ Ｒ
Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 安 定 に ノ ッ ク ダ ウ ン さ れ た 個 々 の ま た は 複 数 の 遺 伝 子 を 有
す る 細 胞 系 の 収 集 物 を 作 成 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ ４ 】
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【 ０ ３ ５ ２ 】
ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る レ ト ロ ウ イ ル ス ラ イ ブ ラ リ ー
本 実 施 例 に お い て 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス に 基 づ く レ ト ロ ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド Ｌ
Ｚ Ｒ Ｓ ｐ Ｂ Ｍ Ｎ － Ｌ ａ ｃ Ｚ を 用 い た （ Kinsella TM and Nolan GP (1996） 。 エ ピ ソ ー ム の
ベ ク タ ー は 迅 速 か つ 安 定 に 高 － タ イ タ ー の 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス を 産 生 す る 。 Hum. Gene 
Ther. 7:1405-13） 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
Ａ ． レ ト ロ ウ イ ル ス に 基 づ く ｓ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
Ｌ Ｚ Ｒ Ｓ ｐ Ｂ Ｍ Ｎ － Ｌ ａ ｃ Ｚ に お い て は 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 が ｅ ｎ ｖ － ｐ ｏ ｌ 配 列 を 置 換 し
て い る 。 さ ら に 、 Ｅ Ｂ Ｖ 　 Ｅ Ｂ Ｎ Ａ － １ 遺 伝 子 お よ び Ｅ Ｂ Ｖ 　 ｏ ｒ ｉ Ｐ 複 製 起 点 が プ ラ ス
ミ ド 骨 格 に 存 在 し て い る 。 こ れ に よ っ て パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に お け る プ ラ ス ミ ド の エ ピ ソ
ー ム 性 の 複 製 が 可 能 と な る 。 こ の よ う に し て 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン の 後 に 高 い タ イ タ ー の 上 清 を 作 成 す る こ と が で き た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細
胞 を 選 抜 し た 。 こ れ は ホ ス ホ グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ － １ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に ピ ュ ー ロ
マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 も プ ラ ス ミ ド 骨 格 に 存 在 し て い る た め で あ る 。 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン の 存
在 下 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 、 通 常 高 い タ イ
タ ー の 上 清 が 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
上 記 の キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る た め 、 Ｌ Ｚ Ｒ Ｓ ｐ Ｂ Ｍ Ｎ － Ｌ ａ ｃ Ｚ ベ ク タ ー を さ ら に 発
現 カ セ ッ ト を Ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 と 置 換 す る こ と に よ っ て 改 変 し た 。 こ の 発 現 カ セ ッ ト は 偏 在
的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー 、 と り わ け 、 Ｕ ６ お よ び ｌ ｅ ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー を 含 む が そ れ ら に
限 定 さ れ な い Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ （ ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー ） に よ っ て 認 識 さ れ
る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 発 現 カ セ ッ ト は 当 業 者 に 周 知 の よ う に レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の
ウ イ ル ス 骨 格 中 の 様 々 な 位 置 に い ず れ の 方 向 で も ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ 例 え ば
、 Medina MF、 Joshi S. RNA-polymerase III-driven expression cassettes in human ge
ne therapy. Curr Opin Mol Ther 1999 Oct; 1(5): 580-94を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
発 現 カ セ ッ ト に は さ ら に 、 内 在 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る ｓ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る ア ニ ー リ ン グ し
た Ｆ お よ び Ｒ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 方 向 性 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に 特 有 の 制 限 酵 素 認 識 配 列 を 含 め た （ 実 施 例 １ ０ を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 前 記 の よ う に 設 計 し た 。 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 特 定 の 対 を ア ニ ー リ ン グ さ せ て 二 本 鎖 構 造 を 形 成 さ せ 、 改 変 さ れ た Ｌ Ｚ Ｒ Ｓ ｐ Ｂ Ｍ
Ｎ － Ｌ ａ ｃ Ｚ ベ ク タ ー ま た は そ の 均 等 物 へ の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 。 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 成 分 を ９ ６ ま た は ３ ８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト で 合 成 お よ び ア ニ ー リ ン グ さ せ て 二 本 鎖 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
ア レ イ に 並 べ た レ ト ロ ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド － ｓ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ゲ ー シ ョ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 再
び ア レ イ に 並 べ た 形 式 に お い て 、 宿 主 微 生 物 、 例 え ば 細 菌 、 好 ま し く は 大 腸 菌 （ 株 Ｄ Ｈ １
０ Ｂ ） ま た は か か る コ ン ス ト ラ ク ト の 増 殖 に よ り 適 し た 株 に 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 さ れ
た 細 菌 を ６ ウ ェ ル Ｌ Ｂ － ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に 播 種 し て 培 養 し 、 そ の 後 コ ロ ニ ー ピ ッ カ
ー で 個 々 の 細 菌 コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 さ ら に ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て ３ ０ ０ μ
ｌ の 液 体 Ｌ Ｂ 増 殖 培 地 （ ＋ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ン ピ シ リ ン ） に 播 種 し 、 そ の 後 プ ラ ス ミ ド
Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 を 行 っ た 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
本 発 明 の 好 ま し い 方 法 で は 、 個 々 の コ ロ ニ ー の 播 種 や ピ ッ ク ア ッ プ を せ ず に 、 ９ ６ ウ ェ ル
大 腸 菌 形 質 転 換 プ レ ー ト か ら 直 接 液 体 培 養 を 開 始 す る 。 両 方 の 場 合 に お い て 結 果 と し て 得
ら れ た ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ｓ で 回 転 式 振 盪 培 養 機 （ New Brunswic
k Scientific、 Innova、 床 式 ま た は そ の 均 等 物 ） で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 約 １ ２ か ら 約 ２
４ 時 間 細 菌 を 培 養 し た 後 、 約 １ ０ ０ μ ｌ の 細 菌 培 養 物 を Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｍ ｅ ｋ ロ ボ ッ ト （ Beck
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man Coulter） ま た は そ の 均 等 物 を 用 い １ ０ ０ μ ｌ の ５ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル と 混 合 し 、 － ８
０ ℃ で 保 存 し た 。 こ れ ら プ レ ー ト を 「 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク プ レ ー ト 」 と 称 す る 。 こ れ ら
「 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク プ レ ー ト 」 か ら 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 実 施 例 １ ２ に 記 載 の よ う に
調 製 お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
Ｂ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び ウ イ ル ス 回 収
好 適 な パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 を 次 い で 精 製 レ ト ロ ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド － ｓ Ｒ Ｎ Ａ コ ン ス ト
ラ ク ト か ら ア レ イ に 並 べ た レ ト ロ ウ イ ル ス ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る の に 用 い た 。 好 適 な パ
ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は Ｐ ｈ ｏ ｅ ｎ ｉ ｘ （ Φ Ｎ Ｘ ） パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に よ っ て 提 供 さ れ る
も の で あ る が （ Nolan GP and Shatzman AR (1998)、 Expression vectors and delivery s
ystems、 Curr. Opin. Biotechnol. 9: 447-450） 、 そ の ほ か の パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 も 同 様
に 好 適 で あ る 。 Ｐ ｈ ｏ ｅ ｎ ｉ ｘ 細 胞 は ２ 種 類 の コ ン ス ト ラ ク ト か ら ｇ ａ ｇ ／ ｐ ｏ ｌ お よ び
ｅ ｎ ｖ タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 こ れ に よ っ て 複 製 能 力 の あ る レ ト ロ ウ イ ル ス の 作 成 の 機 会 が
最 小 化 さ れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら コ ン ス ト ラ ク ト の そ れ ぞ れ に 選 抜 マ ー カ ー が 存 在 す る た め
、 そ れ を 保 持 し て い る 細 胞 の 選 抜 が 可 能 と な る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
エ コ ト ロ ピ ッ ク （ ecotrophic)パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 （ Φ Ｎ Ｘ － Ｅ ） は 、 げ っ 歯 類 細 胞 の み
に 感 染 で き る レ ト ロ ウ イ ル ス を 産 生 す る が 、 広 宿 主 性 （ Φ Ｎ Ｘ － Ａ ） パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞
に お い て 産 生 さ れ た ウ イ ル ス は 様 々 な 起 源 か ら の 細 胞 に 感 染 す る こ と が で き る 。 Φ Ｎ Ｘ 細
胞 は 組 織 培 養 ペ ト リ 皿 に 良 好 に は 接 着 し な い 。 ト リ プ シ ン 処 理 は で き る だ け 短 く し 、 細 胞
が 集 密 ま た は 過 集 密 下 で 培 養 し な い よ う に 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 常 套 の 標 準 的 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 を 用 い
て 行 っ た が 、 他 の 方 法 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク タ ミ ン お よ び Ｐ Ｅ Ｉ （ 国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ９
／ ６ ４ ５ ８ ２ 号 、 米 国 特 許 第 ６ ３ ４ ０ ５ ９ ５ 号 お よ び 米 国 特 許 第 ６ ４ １ ３ ７ ７ ６ 号 ） も 同
様 に 好 適 で あ る 。 こ の た め 、 細 胞 系 を ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 。 ウ イ ル ス 産 生 、 増
殖 お よ び タ イ タ ー 測 定 は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 技 術 の 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 行 え ば
よ い 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト で の レ ト ロ ウ イ ル ス － ｓ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 産 生 後 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 液 体 ハ ン ド ラ ー そ 用 い て ３ ８ ４ ウ ェ ル ア リ コ ッ ト プ レ ー ト に て ア リ コ
ッ ト と す れ ば よ い 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
ウ イ ル ス 粒 子 を 単 離 す る た め に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス － 含 有 上 清 の 回 収 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン の ２ ４ 時 間 後 に 培 地 を 新 鮮 な 培 地 に 交 換 す る こ と に よ っ て は じ め る と 良 い 。 ２ ４ 時 間 の
回 収 時 間 で 通 常 高 い タ イ タ ー の 上 清 を 得 る の に 十 分 で あ る 。 こ の た め 、 培 地 を お だ や か に
皿 か ら 取 り 除 き 、 ３ ０ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 し 、 ア リ コ ッ ト と し た 。 ア リ コ ッ ト は － ８ ０ ℃
で 保 存 す る と 少 な く と も ６ ヶ 月 は 安 定 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
別 法 と し て 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 選 抜 し 、 ２ ． ５ 　
ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ピ ュ ー ロ マ イ シ ン を 追 加 し た 培 地 を 含 む 新 し い プ レ ー ト に 移 し た 。 選 抜 は ８
日 間 の 最 小 期 間 は 行 わ な く て は な ら な い 。 こ の 期 間 の 後 、 培 地 を ピ ュ ー ロ マ イ シ ン を 含 ま
な い 通 常 の 培 地 と 交 換 し た 。 ２ ４ 時 間 、 培 地 を 新 し い 培 地 と 交 換 す る こ と に よ っ て レ ト ロ
ウ イ ル ス － 含 有 上 清 を 回 収 し た 。 上 清 を ３ ０ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 し 、 ア リ コ ッ ト と し て －
８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
上 記 の ア レ イ に 並 べ た レ ト ロ ウ イ ル ス ラ イ ブ ラ リ ー を 疾 患 関 連 細 胞 ア ッ セ イ に 用 い て ノ ッ
ク ダ ウ ン 誘 導 性 表 現 型 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ れ ら レ ト ロ ウ イ ル ス ｓ Ｒ Ｎ
Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 安 定 に ノ ッ ク ダ ウ ン さ れ た 個 々 の ま た は 複 数 の 遺 伝 子 を 有
す る 細 胞 系 の 収 集 物 を 作 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
個 々 の ノ ッ ク ダ ウ ン レ ト ロ ウ イ ル ス 、 例 え ば 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の そ の 他 の ベ ク タ ー に 基 づ
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く メ ン バ ー な ど を 様 々 な 程 度 に プ ー ル し て も 良 い 。 即 ち 、 １ つ の 大 き な レ ト ロ ウ イ ル ス の
プ ー ル ま た は か か る レ ト ロ ウ イ ル ス プ ー ル の サ ブ セ ッ ト と し て プ ー ル す れ ば よ い 。 プ ー ル
の セ ッ ト お よ び サ ブ セ ッ ト を 疾 患 関 連 ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 こ こ で 表 現 型 は 選
抜 可 能 な 表 現 型 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 表 現 型 （ 例 え ば 、 マ ー カ ー の 誘 導 ま た は 抑
制 ） あ る い は 増 殖 に 有 利 な 表 現 型 で あ る 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ３ ６ ６ 】
ウ イ ル ス 産 生 の 間 に 外 来 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 産 生 の 間 の 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン の た め
の ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る 非 限 定 的 な 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
ア デ ノ ウ イ ル ス 産 生 ：
Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 転 写 開 始 点 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ ６
の ポ リ リ ン カ ー の 間 の 特 有 の 配 列 を 用 い て 遺 伝 子 を 下 方 制 御 し た 。 こ れ ら 配 列 は 常 に 転 写
さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 部 分 で あ り 毒 性 タ ン パ ク 質 の 配 列 に は 依 存 し な い 。 こ の 配 列 を 以 下 に 示
す （ 配 列 番 号 ９ ７ ）
5 ’ -TCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGGCCGGG
AACGGTGCATTGGAAGCTTGGTACCGGTGAATTCGGCGCGCC-3 ’
【 ０ ３ ６ ８ 】
別 法 と し て 、 毒 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お け る 特 有 の 核 酸 配 列 を ノ ッ ク ダ ウ
ン コ ン ス ト ラ ク ト の た め の 標 的 配 列 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら 配 列 を 標 的 と す る
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を ウ
イ ル ス プ ラ ス ミ ド と と も に パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 外 来 タ ン パ ク
質 産 生 を 抑 制 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 該 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に 安 定 に 組 み 込 ん で も 良
い 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス 産 生 ：
外 来 遺 伝 子 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ２ つ の ス プ ラ イ ス 部 位 で あ る 、 ス プ ラ イ ス
供 与 部 位 と ス プ ラ イ ス 受 容 部 位 に 囲 ま れ た パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル を 含 む 。 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ
Ａ の 複 製 に は ベ ク タ ー 全 体 の 転 写 が 必 要 で あ る 。 し か し 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル は タ ン
パ ク 質 産 生 の 前 に ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 切 り 出 さ れ て ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 生 じ る 。 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ
の 複 製 を 可 能 に し 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め に 、 ス プ ラ イ ス 供 与 部 位 お よ び ス プ
ラ イ ス 受 容 部 位 に 隣 接 す る 配 列 を 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の た め の 標 的 と し て 用 い
た 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 第 一 の 配 列 は 、 共 有 結 合 に よ り 連 結 し 、 毒 性 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お け る 特 有 の 配 列 を 形 成 す る こ れ ら ２ つ の 部 分 の 相 補 鎖 か ら な る 。
第 一 の 部 分 は ス プ ラ イ ス 供 与 配 列 の 上 流 の 約 ９ か ら １ １ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 相 補 的 で あ
り 、 第 二 の 部 分 は ス プ ラ イ ス 受 容 配 列 の 下 流 の 約 ９ か ら １ １ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 相 補 的
で あ る 。 Ｒ Ｎ Ａ が ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 生 じ る と 、 ス プ ラ イ ス 供 与 部 位 の 上 流
の 配 列 お よ び ス プ ラ イ ス 受 容 部 位 の 下 流 の 配 列 は 互 い に 結 合 し て 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
と 相 補 す る 標 的 と な り 、 そ れ に よ っ て ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 分 解 お よ び ノ
ッ ク ダ ウ ン さ れ る 。 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ な い プ ロ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は ノ ッ ク ダ ウ ン さ れ
な い 。 と い う の は ２ つ の 標 的 配 列 が 連 結 し て い な い か ら で あ る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
ま た 、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ベ ク タ ー
を ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド と と も に パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 外 来 タ ン
パ ク 質 産 生 を 抑 制 し た 。 あ る い は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 安 定 に パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に
組 み 込 ん で も 良 い 。
【 ０ ３ ７ １ 】
本 明 細 書 に 記 載 し た 本 発 明 の 多 く の 改 変 を 本 発 明 の 精 神 と 枠 内 か ら 逸 脱 す る こ と な く 行 う

10

20

30

40

50

(69) JP 2005-501557 A 2005.1.20



こ と が で き る こ と は 明 ら か で あ り 、 特 定 の 態 様 の み を 例 示 し た が 、 本 発 明 は 添 付 の 請 求 の
範 囲 の 文 言 に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ７ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に お け る ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列 を 含 む ｐ Ｇ Ｌ ３
－ 融 合 コ ン ス ト ラ ク ト の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 、 ｌ ｅ ｔ － ７ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に よ る 抑 制 を 示
す 。 Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の い ず れ か 、 即 ち ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｌ
３ ． １ 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 ｌ ｅ ｔ － ７ ． １ 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｇ Ｌ ２ ． １ 、 ま た は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 無 し
と 組 み 合 わ せ て 、 い ず れ か の 方 向 に お い て ｌ ｅ ｔ － ７ 標 的 配 列 を 含 む ｐ Ｇ Ｌ ３ － 融 合 コ ン
ス ト ラ ク ト （ ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ ） ま た は ｌ ｅ ｔ － ７
配 列 を 含 ま な い ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ 　 ｌ ｅ ｔ － ７ ． １ の 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 レ ポ ー タ ー ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ
ｅ ｔ ７ Ｆ お よ び ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ ７ Ｒ の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 特 異 的 に 抑 制 さ れ た が 、
ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル で は 抑 制 さ れ な か っ た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル で あ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ 　 Ｇ Ｌ ３ ． １ の 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で は 、 す べ て の レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト （
ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル ） の 抑
制 が 示 さ れ た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 線 虫 ｌ ｅ ｔ － ７ ガ イ ド 配 列 を プ ロ ー ブ と し て 用 い た Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス
サ ー チ の 結 果 を 示 す 表 で あ る 。 ヒ ト ゲ ノ ム の 、 染 色 体 ９ 、 １ １ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ２ お よ び
Ｘ に お い て ３ つ の 完 全 な マ ッ チ が 見 ら れ た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ｄ の Ｘ ｂ ａ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 断 片 を ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ
ａ ｐ ｔ ６ － ｄ ｅ ｌ ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ の Ａ ｖ ｒ Ｉ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 に 挿 入 す る こ と に よ
っ て 形 成 さ れ た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ 　 Ｌ ｅ ｔ － ７ 遺 伝 子 Ｄ を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Ｌ ｅ ｔ － ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 別 の 標 的 配 列 へ の 再 プ ロ グ ラ ミ ン グ を 示 す 。 Ｌ ｅ
ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク ト を ２ つ の 別 々 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の
鋳 型 と し て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー Ｌ ｅ ｔ － ７ ． Ｎ １ ９ － Ｒ ４ を フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 例 え
ば 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｆ １ － ３ と 組 み 合 わ せ て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー Ｌ ｅ ｔ － ７ ． Ｎ １ ９
－ Ｆ ４ は 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 例 え ば 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｒ １ － ２ と 組 み 合 わ せ て 用
い た 。 こ れ ら ２ つ の 別 々 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 産 物 を 鋳 型 と し て 用 い て 最 終 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 っ た 。
外 側 プ ラ イ マ ー で あ る Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｆ １ － ３ と Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ｒ １ － ２ の み を
こ の 最 終 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に 用 い た 。 こ の 最 終 反 応 か ら 得 た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ ａ ｐ ｔ
６ － ｄ ｅ ｌ ｔ ａ Ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ に 、 Ｌ ｅ ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ２ Ａ － Ｆ 断 片 に つ い て 記 載 し た の と 同 じ
方 法 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ラ ン ダ ム に 産 生 ／ 単 離 し た ｓ Ｒ Ｎ Ａ か ら の ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 プ ロ セ ス
を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 個 々 の キ メ ラ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る コ ン ス ト ラ ク ト の 調 製 プ ロ セ ス を 示
し 、 個 々 の キ メ ラ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 未 知 の 機 能 に 関 連 す る Ｒ Ｎ Ａ を 含 ん で い て 良 く 、 キ メ ラ ｓ Ｒ
Ｎ Ａ の ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に お い て 自 動 的 か つ 有 用 な も の で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス キ メ ラ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 と 使 用 の 模 式 図 で あ
る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 実 施 例 ２ に お い て 用 い た ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 基 づ く レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ
ク ト お よ び ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 に 対 応 す る 標 的 配 列 を 含 む レ
ポ ー タ ー の 下 方 制 御 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 の 野 生 型 ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ 、 お よ び 野 生 型 ｌ ｅ
ｔ － ７ ル ー プ に 基 づ く よ り 短 い １ ２ － ヌ ク レ オ チ ド ル ー プ の 比 較 で あ る 。 太 字 ヌ ク レ オ チ
ド は １ ２ ヌ ク レ オ チ ド ル ー プ １ ２ （ Ｌ １ ２ ） を 作 成 す る た め に 野 生 型 ｌ ｅ ｔ － ７ ル ー プ か
ら 欠 失 さ せ た ヌ ク レ オ チ ド を 表 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 に つ い て 試 験 し た さ ら な る ル ー プ 配 列 を 示 す 。 こ
れ ら ル ー プ （ Ｌ １ 、 Ｌ ２ 、 Ｌ ３ 、 Ｌ ４ 、 Ｌ ５ 、 Ｌ ６ 、 Ｌ １ １ 、 お よ び Ｌ １ ２ ） は １ １ か ら
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１ ６ ヌ ク レ オ チ ド と サ イ ズ が 異 な る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 １ １ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド と 長 さ が 異 な る ル ー プ 配 列 を 含 む コ ン ス
ト ラ ク ト の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 を 示 す 。 こ れ ら コ ン ス ト ラ ク ト は Ｇ Ｌ ２ 標 的 ／ ガ イ ド に 関 し
て 合 成 し た 。 ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 は 実 施 例 ３ に お い て 記 載 し た 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
実 験 に お い て 測 定 し た 。
【 図 １ ３ － Ａ 】 図 １ ３ Ａ は 、 ヒ ト Ｌ ｅ ｔ － ７ ゲ ノ ム コ ン ス ト ラ ク ト の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ３ － Ｂ 】 図 １ ３ Ｂ は 、 Ｒ Ｎ Ａ を 置 換 す る た め の Ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く 発 現 プ ラ ス ミ ド
の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ／ Ｅ ２ Ａ 細 胞 に お け る ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く 発 現 プ ラ ス
ミ ド の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く 発 現 プ ラ ス ミ ド の 長 さ の 異
な る ル ー プ 配 列 の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 再 プ ロ グ ラ ム さ れ た ｌ ｅ ｔ － ７ キ メ ラ ク ロ ー ン お よ び ル シ フ ェ ラ ー
ゼ に 基 づ く レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ － コ ン ト ロ ー ル 、 ま た は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ
ｅ ｔ － ７ Ｆ 、 ま た は ｐ Ｇ Ｌ ３ － ｔ Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ 、 あ る い は ｐ Ｇ Ｌ ２ の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 再 プ ロ グ ラ ム さ れ た ｌ ｅ ｔ － ７ キ メ ラ ク ロ ー ン に つ い て の ル シ フ ェ
ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー レ ベ ル を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ ． Ｅ ２ Ａ 細 胞 に お け る コ ン ス ト ラ ク ト ｐ Ｉ Ｐ ｓ ｐ Ａ ｄ
ａ ｐ ｔ － Ｌ ｅ ｔ － ７ － ｇ Ｇ Ｌ ３ 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ 種 の 発 現 を 示 す ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 ｌ ｅ ｔ － ７ 以 外 の 配 列 ま た は 正 確 な 長 さ お よ び 予 測 さ れ た 配 列 を 有
す る キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 も 発 現 す る Ｇ Ｌ ３ を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 ど の よ う に Ｌ ｅ ｔ － ７ プ ロ モ ー タ ー が ヒ ト Ｕ ６ ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ モ ー
タ ー の 要 素 に よ っ て 置 換 さ れ た か を 示 す 。 効 率 的 な プ ロ モ ー タ ー 活 性 の た め に は 、 転 写 産
物 の 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド は Ｇ で あ り 、 転 写 終 結 シ グ ナ ル は ５ 以 上 の Ｔ の 連 続 で あ る 。 発 現
し た Ｒ Ｎ Ａ は １ ９ － ２ １ ｎ ｔ の ガ イ ド 配 列 （ 標 的 に 向 け ら れ た ） お よ び ル ー プ 配 列 に よ っ
て 連 結 さ れ た ガ イ ド 配 列 と 塩 基 対 形 成 で き る 配 列 を 含 む 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 Ｕ ６ に 基 づ く プ ロ モ ー タ ー 発 現 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の サ ン プ ル の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 ブ ロ ッ ト は 、 Ｒ Ｎ Ａ 種 の
発 現 と 、 内 在 性 Ｌ ｅ ｔ － ７ Ｒ Ｎ Ａ に 匹 敵 す る サ イ ズ の 種 へ の プ ロ セ シ ン グ を 示 す 。 レ ー ン
１ は 非 感 染 細 胞 を 含 み 、 レ ー ン ２ は Ｕ ６ （ ＋ １ ） Ｌ １ ２ ｇ Ｌ ｅ ｔ ７ で 感 染 し た 細 胞 を 含 み
、 レ ー ン ３ は Ｕ ６ （ ＋ １ ） Ｌ １ ３ ｇ Ｌ ｅ ｔ ７ で 感 染 し た 細 胞 を 含 む 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド と 異 な る プ ロ モ ー タ ー お よ び 異 な る ル ー プ 配
列 を 有 す る 標 的 Ｌ ｅ ｔ － ７ 配 列 の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 の 比 較 で あ る 。 ル ー プ Ｌ １ ２ （ 配 列 番
号 ３ ０ ） は 、 図 １ ０ お よ び １ １ に 示 し た 。 ル ー プ Ｌ １ ３ （ 配 列 番 号 ６ ６ ） は １ ４ ヌ ク レ オ
チ ド 長 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 Ａ ｄ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ の ア デ ノ ウ イ ル ス 重 複 感 染 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 実 験 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス の 感 染 は 、 こ の 実 施 例 で 用 い た 条 件 下 で 一 過 性 に ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た プ ラ ス ミ ド に よ っ て 得 ら れ た ノ ッ ク ダ ウ ン 活 性 に 影 響 を 与 え な か っ た 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス Ｌ ｅ ｔ － ７ に 基 づ く プ ロ モ ー タ ー 発 現 コ ン ス ト ラ ク
ト で 感 染 し た 細 胞 の サ ン プ ル の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 し 、 こ れ は 、 Ｒ Ｎ Ａ 種 の 発 現 お よ び 合
成 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に 匹 敵 す る サ イ ズ の 種 へ の プ ロ セ シ ン グ を 示 す
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 異 な る ル ー プ 配 列 を 有 す る ２ つ の ウ イ ル ス Ｕ ６ － プ ロ モ ー タ ー に 基
づ く 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 の 比 較 、 お よ び ウ イ ル ス 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト
に よ る ノ ッ ク ダ ウ ン の 成 功 を 示 す 。
【 図 ２ ５ － Ａ 】 図 ２ ５ Ａ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の た め の ク ロ ー ニ ン グ 戦 略 の 模 式 図 で あ り
、 Ｓ ａ ｐ Ｉ 部 位 と 大 腸 菌 致 死 遺 伝 子 の 利 用 を 示 す 。
【 図 ２ ５ － Ｂ 】 図 ２ ５ Ｂ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の た め の ク ロ ー ニ ン グ 戦 略 の 模 式 図 で あ る
。 ５ ６ ｎ ｔ イ ン サ ー ト に つ い て の ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 開 発 で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の た め の ク ロ ー ニ ン グ 戦 略 の 模 式 図 で あ る 。 ５ １
ｎ ｔ イ ン サ ー ト に つ い て の ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 開 発 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 測 定 し た 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ノ ッ ク ダ ウ
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ン コ ン ス ト ラ ク ト に よ る 内 在 性 Ｇ Ｎ Ａ Ｓ の ノ ッ ク ダ ウ ン の 成 功 を 示 す 。 結 果 は 、 ノ ッ ク ダ
ウ ン 効 果 が Ｍ Ｏ Ｉ に 依 存 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 内 在 性 Ｇ Ｎ Ａ Ｓ を 標 的 と し た ア デ ノ ウ イ ル ス ノ ッ ク ダ ウ ン コ ン ス ト
ラ ク ト の 特 異 性 を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ Ａ － Ｃ は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 測 定 し た 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ノ ッ
ク ダ ウ ン コ ン ス ト ラ ク ト に よ る い く つ か の 内 在 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ノ ッ ク ダ ウ ン の 成 功 を 示 す 。
ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 は Ｍ Ｏ Ｉ と 時 間 に 依 存 的 で あ っ た 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 Ｇ Ｎ Ａ Ｓ の 機 能 的 ノ ッ ク ダ ウ ン を 示 す 。 Ｇ Ｎ Ａ Ｓ を 標 的 と し た ｓ Ｒ
Ｎ Ａ を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト は 機 能 レ ベ ル で Ｇ Ｎ Ａ Ｓ を 特 異 的 に ノ ッ
ク ダ ウ ン し た 。 10
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ － Ａ 】 【 図 １ ３ － Ｂ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

(77) JP 2005-501557 A 2005.1.20



【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ － Ａ 】
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【 図 ２ ５ － Ｂ 】 【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】
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【 図 ２ ９ － Ａ 】 【 図 ２ ９ － Ｂ 】

【 図 ２ ９ － Ｃ 】 【 図 ３ ０ 】

(80) JP 2005-501557 A 2005.1.20



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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