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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）第一のプロモータと、
　ｂ）第二のプロモータと、
　を含むＤＮＡ構築物であって、
　第一のプロモータ及び第二のプロモータは互いに対立して配位しており、
　ｃ）第一のプロモータの３’末端下流及び第二のプロモータの３’末端下流に位置する
、インタープロモータ領域を定義し、
　前記ＤＮＡ構築物が、
　ｄ）インタープロモータ領域に位置する、少なくとも１つのクローニング部位と、
　ｅ）２本鎖ＲＮＡ生成用テンプレートを形成するヌクレオチド配列を含み、前記少なく
とも１つのクローニング部位に挿入されたＤＮＡ断片と、
　ｆ）第一のプロモータの３’末端側から見て、第一のプロモータの下流及び少なくとも
１つのクローニング部位の下流に位置する、少なくとも１つの第一の転写ターミネータと
　を更に含み、
　前記第一の転写ターミネータは、第一のプロモータに操作的に連結されており、かつ、
インタープロモータ領域に位置している、前記ＤＮＡ構築物。
【請求項２】
　ｇ）第二のプロモータの３’末端側から見て、第二のプロモータの下流及び少なくとも
１つのクローニング部位の下流に位置する、少なくとも１つの第二の転写ターミネータで



(2) JP 5153983 B2 2013.2.27

10

20

30

40

50

あって、第二のプロモータに操作的に連結されている前記第二の転写ターミネータを更に
含む、請求項１に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項３】
　第二の転写ターミネータ－が、インタープロモータ領域に位置している、請求項２に記
載のＤＮＡ構築物。
【請求項４】
　第二の転写ターミネータが、第二のプロモータの３’末端側から見て第二のプロモータ
の下流、少なくとも１つのクローニング部位の下流、及び第一のプロモータの５’末端下
流に位置している、請求項２又は３に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項５】
　第二の転写ターミネータの３’末端が、第一のプロモータの５’末端から、２０００以
下のヌクレオチド隔てられた、請求項４に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項６】
　第一の転写ターミネータが、第一のプロモータの３’末端側から見て、第一のプロモー
タの下流及び少なくとも１つのクローニング部位の下流に位置しており、第二の転写ター
ミネータが、第二のプロモータの３’末端側から見て、第二のプロモータの下流及び少な
くとも１つのクローニング部位の下流に位置している、請求項３に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項７】
　第一のプロモータ及び第二のプロモータが、それぞれ独立に原核生物由来、真核生物由
来、ファージ由来及びバクテリオファージ由来のプロモータからなる群より選択される、
請求項１乃至６のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項８】
　第一のプロモータと第二のプロモータが同一である、請求項１乃至７のいずれか一項に
記載の構築物。
【請求項９】
　第一のプロモータと第二のプロモータが同一でない、請求項１乃至７のいずれか一項に
記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１０】
　第一のプロモータ及び第二のプロモータが、それぞれ独立に原核生物由来、真核生物由
来、ファージ由来及びバクテリオファージ由来のプロモータからなる群より選択される、
請求項１乃至９のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１１】
　クローニング部位が、少なくとも１つの制限部位を含む、請求項１乃至１０のいずれか
一項に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１２】
　クローニング部位が、スタッファーＤＮＡ配列の側面に位置している少なくとも２つの
制限部位を含む、請求項１１に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１３】
　少なくとも２つの制限部位が同一である、請求項１２に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１４】
　少なくとも１つの制限部位又は少なくとも２つの制限部位が、ＢｓｔＸＩ部位である、
請求項１１乃至１３のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１５】
　制限部位がＸｃｍＩ部位である、請求項１１乃至１３のいずれか一項に記載のＤＮＡ構
築物。
【請求項１６】
　クローニング部位が、ａｔｔＲ１及びａｔｔＲ２組換え配列を更に含む、請求項１乃至
１５のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１７】
　クローニング部位が、ｃｃｄＢヌクレオチド配列を更に含む、請求項１乃至１６のいず
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れか一項に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１８】
　ｃｃｄＢヌクレオチド配列が、少なくとも１つのユニークな制限部位を更に含む、請求
項１７に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項１９】
　少なくとも１つのユニークな制限部位が、平滑末端制限部位である、請求項１８に記載
のＤＮＡ構築物。
【請求項２０】
　平滑末端制限部位がＳｒｆＩ部位である、請求項１９に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項２１】
　少なくとも１つのクローニング部位に挿入されたＤＮＡ断片を更に含む、請求項１乃至
２０のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項２２】
　プラスミド又はベクターである、請求項１乃至２１のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築
物。
【請求項２３】
　配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１２又は配列番号１
３に例示されたヌクレオチド配列を有する、請求項２２に記載のプラスミド又はベクター
。
【請求項２４】
　ａ）第一のプロモータと、
　ｂ）第二のプロモータと、
　を含むＤＮＡ構築物であって、
　第一のプロモータ及び第二のプロモータは互いに対立して配位しており、
　ｃ）第一のプロモータの３’末端下流及び第二のプロモータの３’末端下流に位置して
いる、インタープロモータ領域を定義し、
　前記インタープロモータ領域が２本鎖ＲＮＡ生成用テンプレートを形成するヌクレオチ
ド配列を含み、
　前記ＤＮＡ構築物が、ｄ）インタープロモータ領域に位置しており、かつ、第一のプロ
モータの３’末端側から見て、第一のプロモータの下流に位置する、第一の転写ターミネ
ータ、を更に含み、
　前記第一の転写ターミネータが第一のプロモータに操作的に連結されている、前記ＤＮ
Ａ構築物。
【請求項２５】
　ｇ）インタープロモータ領域に位置しており、かつ、第二のプロモータの３’末端側か
ら見て、第二のプロモータの下流に位置する、第二の転写ターミネータを更に含み、前記
第二の転写ターミネータが第二のプロモータに操作的に連結されている、請求項２４に記
載のＤＮＡ構築物。
【請求項２６】
　第一のプロモータと第二のプロモータが同一である、請求項２４又は２５に記載のＤＮ
Ａ構築物。
【請求項２７】
　第一のプロモータと第二のプロモータが同一でない、請求項２４又は２５に記載のＤＮ
Ａ構築物。
【請求項２８】
　第一のプロモータ及び第二のプロモータが、それぞれ独立に原核生物由来、真核生物由
来、ファージ由来及びバクテリオファージ由来のプロモータからなる群より選択される、
請求項２６又は２７に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項２９】
　ＲＮＡ阻害に対する２本鎖ＲＮＡの生産方法であって、クローニング部位に挿入された



(4) JP 5153983 B2 2013.2.27

10

20

30

40

50

ＤＮＡ断片、又は、２本鎖ＲＮＡ生成用テンプレートを形成するヌクレオチド配列から２
本鎖ＲＮＡを発現させるために、請求項１乃至２８のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築物
を使用することを含む、方法。
【請求項３０】
　請求項１乃至２８のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築物を宿している菌株。
【請求項３１】
　前記菌株が大腸菌株である、請求項３０に記載の菌株。
【請求項３２】
　ＲＮＡ阻害に対する２本鎖ＲＮＡの生産のための、請求項３０又は３１に記載の菌株の
使用。
【請求項３３】
　ヒト以外の生物におけるＲＮＡ発現の阻害方法であって、前記生物と、請求項１乃至２
８のいずれか一項に記載のＤＮＡ構築物を使用して生成した２本鎖ＲＮＡとを接触させる
ことを含む、方法。
【請求項３４】
　前記生物が線虫である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記２本鎖ＲＮＡを前記生物に組み込まれるよう前記生物に供与することによって、前
記生物と前記２本鎖ＲＮＡとを接触させる、請求項３３又は３４に記載の方法。
【請求項３６】
　ヒト以外の生物におけるＲＮＡ発現の阻害方法であって、前記生物と、請求項３０又は
３１に記載の菌株とを接触させることを含む、方法。
【請求項３７】
　前記生物が線虫である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記菌株を前記生物に供与することによって、前記生物と前記菌株とを接触させる、請
求項３６又は３７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の分野
本発明は、２本鎖ＲＮＡの発現に用いられる改良型ベクター構築物に関し、より詳細には
、インビトロおよびインビボでの２本鎖ＲＮＡの発現に用いられる改良型ベクター構築物
に関する。
【０００２】
発明の背景
２本鎖ＲＮＡ阻害(ＲＮＡi)効果の出現以来、遺伝子発現を制御するツールとして、ＷＯ
９９/３２６１９およびＷＯ００/０１８４６に記述されるように、２本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲ
ＮＡ）の生成のために設計された専用ベクターの必要性が認識されている。
【０００３】
ハイレベルのｄｓＲＮＡを生成するために設計されたクローニングベクターについては、
過去にPlaetinck他（ＷＯ００/０１８４６）およびTimmons他（Nature誌395～854（１９
９８年））によって説明がなされている。これらのベクターは一般的にはマルチプルクロ
ーニング部位(ＭＣＳ)を含み、向かい合わせの２つの転写プロモータが隣接するＭＣＳに
、目的とするＤＮＡ断片をクローニングすることができる。基本的に、これらの３つのコ
ンポーネント(プロモータ1、ＭＣＳおよびプロモータ２)が全体システムを構成する。適
切な発現システムでは、ＭＣＳにクローニングされたＤＮＡが両方向に転写され、それに
よって２本の相補的ＲＮＡ鎖が生成されることになる。
【０００４】
周知のシステムの欠点は、クローニングされた断片以外も転写されてしまうということで
ある。ＲＮＡポリメラーゼによる読み取りによって、ベクター全体が転写され、しかもそ
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れは両方向での転写となる。クローニングされたＤＮＡ断片の転写に限って、ＲＮＡiに
適した活性ｄｓＲＮＡが得られることになるので、上記ベクター部分の転写は、無用で非
効率的なＲＮＡをもたらす。より詳細には、これら転写の８０％が非特異的であり、従っ
て非効果的であるとみなすことができる。
【０００５】
先行技術のプラスミドおよび発現システムによって生成される大量の非特異的ＲＮＡは、
好ましくない副作用をもたらす。第１に、ｄｓＲＮＡを発現するE. coliのような導入媒
体を介するC. elegansへのｄｓＲＮＡ導入に基づくＲＮＡiプロトコルにおいて（ＷＯ ０
０/０１８４６参照)、大型のＲＮＡ鎖は導入媒体にとって有毒であると考えられる。結果
として、E. coliに蓄積する大量のＲＮＡが個体数の大部分を死滅させる。第２に、おそ
らく更に重要となるであろうが、阻害能力が低下することである。大量の非特異的ｄｓＲ
ＮＡの存在により、特定配列に拮抗的な環境をもたらす。これらの非特異的領域が大きい
ので、例えばC. elegans細胞内で、テンプレートに従うｄｓＲＮＡ配列の、目的とするタ
ンパク質の発現を阻止する能力は低下する。また、そのような非特異的ｄｓＲＮＡによる
阻害については、Tushl他のGenes & Development 13: 3191-3197 (１９９９年)でもショ
ウジョウバエで示されている。遺伝子発現を阻害する能力に影響を及ぼすだけでなく、特
異的ｄｓＲＮＡの生成量を制限する。第３に、ベクターバックボーン部の転写、より詳細
には、複製および関連構造の起点の転写は、プラスミドの不安定性とプラスミドの再組織
化を招くので、ｄｓＲＮＡ生成を減少させる。効果的なｄｓＲＮＡの濃度がこのように比
較的低いと、今度は非効率的なＲＮＡiを招くことになる。
【０００６】
結論として、上記ベクターには以下の欠点がある。すなわち、導入媒体にとって有毒であ
る。転写による非特異的生成の比率が高まるほど、その非特異的領域の存在によってｄｓ
ＲＮＡの阻害能力が低下する。プラスミドが再組織化したり、プラスミドが導入媒体から
欠損する率が高い。従って、本発明の目的は、ｄｓＲＮＡ生成に関し、先行技術のベクタ
ーの欠点を回避する改良型ベクターを提供することである。
【０００７】
ＲＮＡ転写のインビトロ合成、例えばＲＮＡプローブの生成で用いられるベクターは、か
ねてから当該技術分野では周知であり、普通に用いられてきた(例えば、F. M. Ausubel 
他(編集人)による Current Protocol in Molecular Biology（John Wiley & Sons, Inc.,
１９９４年）; Jendrisak 他の米国特許第４，７７６，０７２号、クローン化ＤＮＡ配列
の一方の鎖のＲＮＡコピーをインビトロで生成するためのベクター)。標準的なインビト
ロ転写プロトコルでは、一般的に、所望の転写物の３’末端に位置する制限部位で転写ベ
クターを線形化することにより、ベクター配列の転写の読み取り問題を回避する。しかし
ながら、テンプレートが両方向に転写されることが重要であるインビボ転写またはｄｓＲ
ＮＡ生成にとってこの解決策は適切ではない。
【０００８】
ここで、本発明は、ｄｓＲＮＡ生成のための先行技術のベクターが遭遇する問題に対し、
転写ターミネータの活用に基づく新規の解決策を提案する。概要を述べると、この解決策
は、少なくとも１つのプロモータに操作的に連結された少なくとも１つの転写ターミネー
タの活用から成り、ターミネータは、プロモータが開始する転写を阻止する。そしてプロ
モータの３’末端とターミネータの５’末端との間に挿入されたどのＤＮＡ断片も転写さ
れ、ベクターバックボーンの望ましくない転写は行わない。以下で更に述べるように、ベ
クターは２つのプロモータおよび２つのターミネータで構成されることが好ましい。
【０００９】
従って、本発明の第一の局面によれば、インタープロモータ領域に隣接する向かい合わせ
の２つのプロモータを含むＤＮＡ構築物が提供され、この構築物は更に、前記プロモータ
のうちの一方のプロモータの転写領域下流に位置する少なくとも１つの転写ターミネータ
を含む。詳細には、本発明は、以下を含むＤＮＡ構築物を提供する：
a)第一のプロモータ、および
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b)第二のプロモータ
を含み；
第一および第二のプロモータは相互に反対の配向にあり、かつ
c)第一のプロモータの３’末端の下流で、かつ第二のプロモータの３’末端の下流に位置
するインタープロモータ領域を画成し；
ＤＮＡ構築物は更に：
d)インタープロモータ領域に位置する少なくとも１つのクローニング部位；および
e)第一のプロモータの下流で、かつ少なくとも１つのクローニング部位の下流に位置する
(第一のプロモータの３’末端から見た場合)第一の転写ターミネータ；を含み、第一の転
写ターミネータは第一のプロモータに操作的に連結される。
【００１０】
インタープロモータ領域は更に、以下の領域として画成することも可能である：第一のプ
ロモータの３’末端と第二のプロモータの３’末端との間のＤＮＡ領域とし、この領域は
、第一のプロモータの下流で、かつ第二のプロモータの下流にあり、第一のプロモータお
よび第二のプロモータの５’末端を含まないことが好ましい。向かい合わせの第一のプロ
モータおよび第二のプロモータは、それぞれの５’末端から３’末端の方向への発現を促
して３’末端の下流で転写を開始し、それによってインタープロモータ領域に存在するヌ
クレオチド配列の両鎖の転写が行われる。
【００１１】
本発明のＤＮＡ構築物内にある２つのプロモータは同一であっても異なっていてもよく、
基本的にどのようなタイプであってもよい。この構築物で用いられるプロモータの厳密な
性質は、ＤＮＡ構築物が機能すると予想される発現システムの性質に依存する（例：原核
生物対真核生物宿主細胞）。バクテリオファージプロモータ、例えば、Ｔ７、Ｔ３および
ＳＰ６プロモータは、適切なＲＮＡポリメラーゼとの結合にのみ依存する高レベルな転写
を可能にする利点を備えているので、本発明の構築物での使用に好ましい。それらのプロ
モータは個々に独立して選択することができる。また、ファージプロモータは多様な宿主
システム、すなわち、原核生物および真核生物宿主の両方で機能できる。但し適切なポリ
メラーゼが宿主細胞に存在するものとする。
【００１２】
インタープロモータ領域に隣接する「向かい合わせの」２つのプロモータ構造は、一方の
プロモータが転写の開始を促すことによってインタープロモータ領域のセンス鎖が転写さ
れ、他方のプロモータが転写の開始を促すことによってインタープロモータ領域のアンチ
センス鎖が転写されるようになっており、この構造は、当該技術分野、例えば、Promega 
Corp（米国ウィスコンシン州マディソン）のベクターのｐＧＥＭ７シリーズで周知の構造
である。
【００１３】
本発明のＤＮＡ構築物が先行技術のそれと異なる点は、一方のプロモータの転写領域下流
に位置する少なくとも１つの転写ターミネータが存在することである。以下で説明するよ
うに、転写ターミネータは、一方向性または双方向性であり、一方向性あるいは双方向性
ターミネータの選択は、インタープロモータ領域の内外のどちらにターミネータを配置す
るかによって影響を受ける。ターミネータは、原核生物や真核生物由来のターミネータで
あっても、ファージ由来のターミネータであってもよい。バクテリオファージターミネー
タ、例えばＴ７、Ｔ３およびＳＰ６ターミネータが特に好ましい。唯一の要件は、ターミ
ネータが転写領域下流に位置することに関連して、プロモータで開始される転写をターミ
ネータが終結させることができなくてはならないことである。実際に、それらはプロモー
タとターミネータが「機能的組み合わせ」を形成しなくてはならない。すなわち、プロモ
ータで始動するＲＮＡポリメラーゼのタイプに対してターミネータが機能的でなくてはな
らないことを意味する。一例を挙げると、真核生物ＲＮＡｐｏｌIIプロモータと真核生物
ＲＮＡｐｏｌIIターミネータは一般的に機能的組み合わせを形成する。バクテリオファー
ジプロモータおよびターミネータを本発明の構築物に用いる場合、ファージプロモータと
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ターミネータは両方ともポリメラーゼ特有であるので、機能的組み合わせの選択が特に重
要になる。機能的組み合わせを形成するためには、プロモータとターミネータの両方が同
一のポリメラーゼにとって特異的であるのがよい。例えば、Ｔ７プロモータとＴ７ターミ
ネータ、Ｔ３プロモータとＴ３ターミネータ等。
【００１４】
一実施の形態において、本発明のＤＮＡ構築物は、第一のプロモータの下流で、かつ少な
くとも１つのクローニング部位の下流に配置された（第一のプロモータの３’末端から見
た場合）単体の転写ターミネータを含み、第一の転写ターミネータは第一のプロモータに
操作的に連結され、単体の転写ターミネータはインタープロモータ領域に配置されるよう
に成してもよい。
【００１５】
代替の編成では、ＤＮＡ構築物はインタープロモータ領域外に配置された単体の転写ター
ミネータを含む。更に別の実施の形態では、ＤＮＡ構築物が２つの転写ターミネータを含
み、それぞれを２つのプロモータの一方の転写領域下流に配置させる。この構造では、何
れか一方または両方のターミネータをインタープロモータ領域内に配置してもよい。本発
明のＤＮＡ構築物におけるこのような様々な実施の形態については、添付図面を参照して
以下でより詳細に説明する。また、インタープロモータ領域外の第一の転写ターミネータ
の位置を更に以下のように、すなわち、第一のプロモータの下流で、少なくとも１つのク
ローニング部位の下流であり、かつ第二のプロモータの５’末端の下流に第一の転写ター
ミネータが位置する（第一のプロモータの３’末端から見た場合）ように定めてもよい。
【００１６】
また、インタープロモータ領域外の第二の転写ターミネータの位置を更に以下のように、
すなわち、第二のプロモータの下流、少なくとも１つのクローニング部位の下流、および
第一のプロモータの５’末端の下流に第二の転写ターミネータが位置する（第二のプロモ
ータの３’末端から見た場合）よう定めてもよい。
【００１７】
更に、ターミネータがインタープロモータ領域に配置されない場合、第一のプロモータの
５’末端と第二のターミネータの３’末端との距離、または第二のプロモータの５’末端
と第一のターミネータの３’末端との距離を短くすることが好ましく、言い換えれば、第
一の転写ターミネータの３’末端をヌクレオチド２０００個以下分だけ第二のプロモータ
の５’末端から離間させるが、好ましくはヌクレオチド１０００個以下分で、更に好まし
くはヌクレオチド５００個以下分で、更に一層好ましくはヌクレオチド２００個以下分で
、特に好ましくはヌクレオチド１００個以下分で、特に一層好ましくはヌクレオチド５０
個以下分で、更に一層好ましくはクレオチド２０個以下分で、特に好ましくはヌクレオチ
ド１０個以下分で、特にヌクレオチド６個以下分である。
【００１８】
更に、第二の転写ターミネータがインタープロモータ領域外に配置される場合、好ましく
は第二の転写ターミネータの３’末端をヌクレオチド２０００個以下分だけ第一のプロモ
ータの５’末端から離間させるが、好ましくはヌクレオチド１０００個以下分で、更に好
ましくはヌクレオチド５００個以下分で、更に一層好ましくはヌクレオチド２００個以下
分で、特に好ましくはヌクレオチド１００個以下分で、特に一層好ましくはヌクレオチド
５０個以下分で、更に一層好ましくはヌクレオチド２０個以下分で、特に好ましくはヌク
レオチド１０個以下分で、特にヌクレオチド６個以下である。
【００１９】
先に定義されたように、用語「インタープロモータ領域」は、２つのプロモータ間のＤＮ
Ａ配列すべてを意味する。上記で説明したように、本発明の特定の実施の形態では、転写
ターミネータがインタープロモータ領域内にあってもよい。インタープロモータ領域は、
有利になるようにｄｓＲＮＡ生成用テンプレートを形成するヌクレオチド配列を含んでも
よい。この配列の厳密な長さおよび性質は本発明において重要ではない。本発明は更に、
インタープロモータ領域がクローニング部位を含むＤＮＡ構築物を提供する。ｄｓＲＮＡ
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生成用テンプレートを形成するＤＮＡ断片を２つのプロモータ間に挿入する際に、クロー
ニング部位はそれを促す機能を有する。従って本発明では、ｄｓＲＮＡ生成のためのテン
プレートベクターの構築物で汎用的な一連のクローニングベクターを提供する。また、ク
ローニングベクターはクローニング部位へ挿入されたＤＮＡ断片を有し、そのようなクロ
ーニングベクターに由来するベクターも本発明の適用範囲に含まれる。
クローニング部位は更に、以下を1つ以上含んでもよい：
－少なくとも１つの制限部位（当該技術分野で周知である）、または1つ以上の更なる制
限部位（例：マルチプルクローニング部位を提供する（当該技術分野で周知である））；
－スタッファーＤＮＡ（例：２つのＢｓｔＸＩ制限部位、または２つのＸｃｍＩ制限部位
等、少なくとも２つの制限部位が隣接する）；
－ａｔｔＲ１およびａｔｔＲ２組換え部位；
－ｃｃｄＢヌクレオチド配列；
－更にＳｒｆＩ制限部位等、少なくとも１つの特異的平滑末端制限部位を備えるｃｃｄＢ
ヌクレオチド；および／または
－少なくとも１つのクローニング部位に挿入されるＤＮＡ断片。
本発明で提供されるすべてのＤＮＡ構築物が、有利になるように、例えばプラスミドベク
ター等の複写可能なクローニングベクターの一部を形成してもよい。向かい合わせのプロ
モータ、インタープロモータ領域および転写ターミネータだけでなく、ベクター「バック
ボーン」は更に、複写可能なベクターで共通して見られる特徴、例えば抗生物質耐性遺伝
子等の宿主細胞および選択マーカー内での自律複製を可能にする複製起点等を1つ以上有
する。選択マーカー遺伝子(例：抗生物質耐性遺伝子)自体はプロモータおよび転写ターミ
ネータを有してもよいが、それらは本発明で必要なプロモータおよびターミネータエレメ
ントとは全く無関係であり、特定のベクターが本発明の適用範囲内に収まるか否かを判定
する際に考慮に入れるものでないことは言うまでもない。
【００２０】
本発明によるＤＮＡ構築物は、当該技術分野において周知の、例えば F. M. Ausubel他（
編集人）のCurrent Protocol in Molecular Biology（John Wiley & Sons, Inc.，１９９
４年）に記載されるような標準的な組換え技術を用いたコンポーネント配列エレメントか
ら容易に構築され、当該技術分野に精通する者は以下の本発明の詳細な説明および添付の
実施例からそれを理解できるであろう。
【００２１】
以下の概略図を参照して、本発明によるＤＮＡ構築物についてここで詳細に説明する。
【００２２】
図を参照すると、図１（Ａ）は本発明による第一のＤＮＡ構築物で、向かい合わせの２つ
のプロモータ、すなわちインタープロモータ領域ｃ）にそれぞれ隣接する第一のプロモー
タａ）および第二のプロモータｂ）を含むプラスミドベクターを略示し、インタープロモ
ータ領域は第一のプロモータの３’末端の下流で、かつ第二のプロモータの３’末端の下
流にある。第一のプロモータおよび第二のプロモータは同一であっても異なっていてもよ
い。本実施の形態は、第一の転写ターミネータｅ）および第二の転写ターミネータｆ）を
含み、両者ともインタープロモータ領域内に位置する。この実施の形態では、第一のター
ミネータおよび第二のターミネータは一方向性ターミネータであることが好ましい。
【００２３】
ＤＮＡ断片を少なくとも１つのクローニング部位ｄ）に挿入してもよい。このような断片
が、第一のプロモータａ）および第二のプロモータｂ）の誘導により転写される(すなわ
ち両鎖が転写される)ことで、挿入されたＤＮＡ断片の２本鎖ＲＮＡと結合する２つのＲ
ＮＡ断片が生成される（インビトロおよびインビボの両方で）。
【００２４】
ゲノムＤＮＡ配列、ｃＤＮＡ配列、その他コード配列等、所望のＤＮＡ配列が少なくとも
１つのクローニング部位に挿入される。何れの特定の説明に制限されることなく、ａ）お
よびｅ）が機能的組み合わせを形成する場合、ａ）で転写を開始するＲＮＡポリメラーゼ
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は、少なくとも１つのクローニング部位、および少なくとも１つのクローニング部位に挿
入されるＤＮＡ断片を含むインタープロモータ領域を転写し、ＲＮＡポリメラーゼがｅ）
に到達すると転写を終結させられると考えられている。同様に、ｂ）で転写を開始するＲ
ＮＡポリメラーゼは、少なくとも１つのクローニング部位、および少なくとも１つのクロ
ーニング部位に挿入されるＤＮＡ断片を含むインタープロモータ領域を転写し、ＲＮＡポ
リメラーゼがｆ)に到達すると転写を終結させられる。ターミネータは、ＲＮＡポリメラ
ーゼが転写を中断、停止して、テンプレートから解離するようにさせる。これによってベ
クターバックボーンの無制限な転写が阻止され、重要でないＤＮＡの非特異転写を抑制す
る。
【００２５】
インタープロモータ領域は更に、２本鎖ＲＮＡ阻害に対して目的に合致したヌクレオチド
配列を含む。この配列は目的とする断片に対して「ＴＦ」と呼ばれる。ｄｓＲＮＡに転写
される場合、この配列は目的とする遺伝子の特異的２本鎖ＲＮＡ阻害を担う。目的とする
断片はゲノムＤＮＡの断片または目的とする遺伝子のｃＤＮＡから形成してもよい。その
厳密な長さおよびヌクレオチド配列は本発明において重要ではない。
【００２６】
図１（Ａ）に示す編成において、２つのターミネータはインタープロモータ領域内でＴＦ
の何れかの側に位置する。各ターミネータはそれぞれ一方のプロモータの転写領域下流に
位置し、第一のターミネータｅ）は第一のプロモータａ）の転写領域下流に位置し、第二
のターミネータｆ）は第二のプロモータｂ）の転写領域下流に位置する。上記のようにａ
）およびｅ）が機能的組み合わせを形成すると考えると、ａ）で転写を開始するＲＮＡポ
リメラーゼはＴＦまで含むインタープロモータ領域を転写し、ｅ）に到達すると転写を終
結する。同様に、ｂ）で転写を開始するＲＮＡポリメラーゼは反対側の鎖のＴＦまで含む
インタープロモータ領域を転写し、ｆ）に到達すると転写を終結する。ターミネータは、
ＲＮＡポリメラーゼが転写を中断、停止して、テンプレートから解離するようにさせる。
これによってベクターバックボーンの無制限な転写が阻止され、重要でないＤＮＡの非特
異転写を抑制する。
【００２７】
このベクターから生じた転写物は、ベクター内のターミネータの厳密な配置に依存し、Ｔ
Ｆ領域に対応するほぼ完全な特異的ｄｓＲＮＡである。挿入されたＤＮＡ断片の両側にあ
るＴＦ領域の下流末端にターミネータ配列を直接配置することにより、転写物の長さはテ
ンプレートに従った配列の長さにまで完全に短かくされる。従って、より多くの特異的ｄ
ｓＲＮＡが得られる。ここで更に、ベクターバックボーンの非転写によりＤＮＡ構築物は
より安定する。後者の特性（安定性）と、ここで相対的に高くなった特異的転写率とが相
まって、より多くの短い特異的ｄｓＲＮＡ鎖を合成するのに好適なシステムが提供される
。このように転写物の量が比例して増加すると、特異的ｄｓＲＮＡの濃度が高まり、ＲＮ
Ａiプロトコルにおける阻害効果が増す。導入媒体におけるｄｓＲＮＡの発現に基づくＲ
ＮＡiプロトコルでは、ＲＮＡの発現の増加によって導入媒体にもたらされる毒性レベル
が、このベクターの使用により最低レベルとなる。
【００２８】
本発明者がＲＮＡiの応用に最適な構造であるとみなしている、図１（Ａ）に示すタイプ
のベクターの特定の実施例は、付帯する実施例で説明するプラスミドｐＧＮ９ａである。
ベクターは向かい合わせの２つのＴ７プロモータを含むので、ｐＧＮ９で用いられる転写
ターミネータはＴ７ＲＮＡポリメラーゼ特有のターミネータである。しかしながら、Ｔ３
またはＳＰ６プロモータ、ターミネータ、ポリメラーゼ、あるいは別の原核生物または真
核生物プロモータ、ターミネータに基づく発現システム等、別のシステムを使用すること
もできる。
【００２９】
図１（Ｂ）は本発明による更なるＤＮＡ構築物であって、インタープロモータ領域ｃ）に
隣接する向かい合わせの２つのプロモータａ）およびｂ）を含むプラスミドベクターを概
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略的に示す。このベクターは２つの転写ターミネータｅ）およびｆ）を含むが、この構造
では２つのターミネータがインタープロモータ領域外に位置し、実際にここではターミネ
ータエレメントが２つのプロモータに隣接する。ｅ）はａ）の転写領域下流であり、また
ｆ）はｂ）の転写領域下流となるような構造である。ここで繰り返すがｅ）は、ａ）が開
始する転写を終結させ、またｆ）は、プロモータｂ）が開始する転写を終結させる。図１
（Ａ）のように、プロモータ間にターミネータを配置するために一方向性ターミネータが
好ましいとされる構造とは異なり、ｄ）の外側にターミネータを配置することで、一方向
性ターミネータだけでなく双方向性ターミネータを用いることが可能となる。本発明に従
って多くの双方向性ターミネータを用いることができるが、それらは当該技術分野におい
て周知である。一般的に、これらはポリメラーゼに対して非特異的であるとみなされてい
る。
【００３０】
図１（Ｂ）に示す実施の形態では、ｄｓＲＮＡ生成のための先行技術のベクターに対し、
図１（Ａ）に示す利点と基本的に同様の利点を提供する。図１（Ｂ）に示すベクターでは
、プロモータ領域をも含むわずかに長い転写物となる。このように転写物の長さに比較的
小さな相違があっても、それによって、形成されたｄｓＲＮＡはＲＮＡiシステムの効率
に重大な影響を及ぼすことはない。
【００３１】
図１（Ｂ）に示す実施例では、プロモータの５’末端をヌクレオチド２０００個以下分だ
け転写ターミネータの３’末端から離間させるようにターミネータおよびプロモータの位
置が近接していることが好ましいが、好ましくはヌクレオチド１０００個以下分で、更に
好ましくはヌクレオチド５００個以下分で、更に一層好ましくはヌクレオチド２００個以
下分で、特に好ましくはヌクレオチド１００個以下分で、特に一層好ましくはヌクレオチ
ド５０個以下分で、更に一層好ましくはヌクレオチド２０個以下分で、特に好ましくはヌ
クレオチド１０個以下分で、特にヌクレオチド６個以下分である。
【００３２】
図１（Ｃ）は本発明による更なるＤＮＡ構築物であって、インタープロモータ領域ｃ）に
隣接する向かい合わせの２つのプロモータａ）およびｂ）を含むプラスミドベクターを概
略的に示す。本実施の形態では、一方のターミネータ（この場合ｅ））はｃ）の内側に位
置し、他方のｆ）はｃ）の外側に位置する。繰り返すが、ｅ）は、ａ）が開始する転写を
終結させ、ｆ）は、プロモータｂ）が開始する転写を終結させる。この構造では、一方の
ターミネータが逆方向のポリメラーゼの活性を阻害するという問題（例：ｆ）はｂ）が開
始する転写を妨げる）に対して有効な解決策を提供する。このベクターは基本的に、先行
技術に対して図１（ａ）および図１（ｂ）に示す様々なベクターと同様の利点を提供する
。一方のプロモータを転写することにより転写物の長さに比較的小さな相違があっても、
ＲＮＡｉシステムの効率に重大な影響を及ぼすことはない。これは、先に定めたように、
インタープロモータ領域ｃ）の外側に配置されたターミネータがプロモータに近接してい
る場合に、より顕著となる。
【００３３】
図１（Ｄ）および図１（Ｅ）は本発明による更なる２つのＤＮＡ構築物を概略的に示す。
両方ともインタープロモータ領域ｃ）に隣接する向かい合わせの２つのプロモータａ）お
よびｂ）を含むプラスミドベクターである。これらの実施の形態は、単体ターミネータだ
けを含む。図１（Ｄ）に示す構造では、ａ）からの転写を終結させる単体ターミネータｅ
）をｃ）外に配置する。ＩＰＲの外側にターミネータを配置することにより、このシステ
ムで双方向性ターミネータあるいは一方向性ターミネータの何れであっても用いることが
できるようになる。図１（Ｄ）に示す実施の形態では、ｅ）がｃ）内に配置される。従っ
て、ａ）を一方向性ターミネータとすることが好ましい。
【００３４】
本発明によるＤＮＡ構築物の更なる実施の形態については、図２（Ｂ）乃至図２（Ｅ）で
概略的に示す。
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【００３５】
これらの実施の形態はすべて、図１（Ａ）に示すプロモータおよびターミネータの最適編
成に基づくプラスミドクローニングベクターであり、上記のように、少なくとも１つのク
ローニング部位へ、ＤＮＡ断片を挿入することを促すクローニング部位を含む。
【００３６】
これらの実施の形態はすべて、図１（Ａ）に示すプロモータおよびターミネータの最適編
成に基づくプラスミドクローニングベクターであり、インタープロモータ領域へ、目的と
するＤＮＡ断片を挿入することを促すクローニング部位を含む。
【００３７】
図２（Ａ）は、比較のために加えた、先行技術のクローニングベクターの概略図である。
このベクターは向かい合わせの２つのプロモータａ）およびｂ）を含むが、両方が同一で
あっても異なっていてもよく、マルチクローニング部位(ＭＣＳ)に隣接する。
【００３８】
図２（Ｂ）は本発明によるプラスミドクローニングベクターの第一のタイプを示す。ベク
ターはインタープロモータ領域に隣接する向かい合わせの第一のプロモータａ）および第
二のプロモータｂ）を含む。インタープロモータ領域は更に、以下の領域として定めるこ
とも可能である。すなわち第一のプロモータの３’末端と第二のプロモータの３’末端と
の間をＤＮＡ領域とし、この領域は、第一のプロモータの下流で、かつ第二のプロモータ
の下流にあり、第一のプロモータおよび第二のプロモータの５’末端を含まないことが好
ましい。インタープロモータのプロモータ領域は更に、マルチクローニング部位（ＭＣＳ
）に隣接するターミネータｅ）およびｆ）を含む。ＭＣＳは少なくとも１つの単独の制限
部位、好ましくは当該技術分野で周知の制限部位を２つ以上含み、その何れもＤＮＡ断片
の挿入に用いてもよい。
【００３９】
図２（Ｃ）は本発明によるプラスミドクローニングベクターの更に異なるタイプを示す。
繰り返すがこのベクターは、ターミネータｅ）およびｆ）を含むインタープロモータ領域
に隣接する、向かい合わせのプロモータａ）およびｂ）を含む。本実施の形態ではａ）お
よびｂ）は、ＰＣＲ断片のクローニングを促すように成されたクローニング部位に隣接し
、２つの同一の制限部位（この場合ＢｓｔＸＩ部位）が隣接するスタッファーＤＮＡを含
む。スタッファーＤＮＡの特異的配列はそれほど重要ではない。但し、前記スタッファー
ＤＮＡが本発明のＤＮＡ構築物における所望の効果および／または所望の活性を阻害しな
いものとする。ここでは、本発明のこのような局面によるベクターの実施例として、プラ
スミドｐＧＮ２９について説明する。
【００４０】
ＢｓｔＸＩ認識部位およびＢｓｔＸＩアダプタを用いるＰＣＲ産物のクローニングは、一
般的に当該技術分野で周知である。ＢｓｔＸＩアダプタは、Invitrogen (Groningen, オ
ランダ)等から市販されている。これらのアダプタはより簡単で効率的にＰＣＲ産物をベ
クターにクローニングするために設計されたノンパリンドローム（非回文）配列のアダプ
タである。このように、これらのアダプタを用いると、非相補的な（ＣＡＣＡ）オーバー
ハングを有することにより、アダプタまたはインサートＤＮＡ同士の連結が減らされる。
スタッファーＤＮＡが組み込まれているのは、単にＢｓｔＸＩで切断されるベクターと切
断されないベクターとの差別化を、その大きさに基づき容易に行えるようにするためであ
る。その厳密な長さおよび配列は重要ではない。
【００４１】
図２（Ｄ）は本発明によるプラスミドクローニングベクターの更に異なるタイプを示す。
繰り返すがこのベクターは、ターミネータｅ）およびｆ）を含むインタープロモータ領域
に隣接する、向かい合わせのプロモータａ）およびｂ）を含む。本実施の形態においてａ
）およびｂ）は、制限酵素切断および連結ではなく相同的組換えに基づく「高スループッ
ト」クローニングを促すクローニング部位に隣接する。図２（Ｄ）で概略的に示すように
、クローニング部位は、E. coliに対する致死性遺伝子（この場合ｃｃｄＢ遺伝子）に隣
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接するバクテリオファージラムダのａｔｔＲ１およびａｔｔＲ２組換え部位を含む。
【００４２】
ＤＮＡ断片をこのベクターにクローニングする代替方法（図２（Ｄ）では不図示）は、こ
のベクターの変形から成り、ｃｃｄＢ ＤＮＡ配列は更に少なくとも１つの特異的制限部
位を含み、その少なくとも１つの特異的制限部位はＳｒｆＩ制限部位等の平滑末端制限部
位であることが好ましい。その少なくとも１つの特異的制限部位へＤＮＡ断片を挿入する
と、ｃｃｄＢ遺伝子の不活性化、更には致死性ｃｃｄＢ遺伝子の不活性化を招く。
【００４３】
図２（Ｄ）に示すベクターの更なる変形には、ａｔｔＲ1およびａｔｔＥ２が存在しない
。このようなベクターは少なくとも１つのクローニング部位を含み、前記少なくとも１つ
のクローニング部位はｃｃｄＢ配列から成り、前記ｃｃｄＢ配列は更に少なくとも１つの
特異的制限部位を含み、その少なくとも１つの特異的制限部位はＳｒｆＩ制限部位等の平
滑末端制限部位であることが好ましい。その少なくとも１つの特異的制限部位へＤＮＡ断
片を挿入すると、ｃｃｄＢ遺伝子の不活性化、更には致死性ｃｃｄＢ遺伝子の不活性化を
招く。
【００４４】
ｃｃｄＢヌクレオチド配列および／またはａｔｔＲ部位（Ｒ１および／またはＲ２）を含
むこれらのクローニング部位は、Life Technologies, Inc. が市販する GatewayTMクロー
ニングシステムから得られる。GatewayTMクローニングシステムについては、Hartley 他
のＷＯ９６／４０７２４（ＰＣＴ／ＵＳ９６／１００８２）で詳細に説明されている。こ
こに記載の本発明のこの局面によるベクターの実施例はｐＧＮ３９である。
【００４５】
図２（Ｅ）および図２（Ｆ）は本発明による更に別のタイプのプラスミドクローニングベ
クターを示す。繰り返すがこのベクターは、ターミネータｅ）およびｆ）を備えるインタ
ープロモータ領域ｃ）に隣接する、向かい合わせのプロモータａ）およびｂ）を含む。図
２（Ｅ）に示す実施の形態においてｅ）およびｆ）は、ＴＡTMクローニングによるＰＣＲ
産物の「高スループット」クローニングを促すクローニング部位に隣接する。このクロー
ニング部位は、２つの同一の制限部位が隣接するスタッファーＤＮＡを含み、この２つの
同一の制限部位に特有の酵素は、オーバーハングするＴヌクレオチドを生成する。この場
合、制限部位はＸｃｍＩ部位であるが、その他に、オーバーハングするＴヌクレオチドを
生成するために切断された部位を用いても同様の効果が得られる。オーバーハングするＴ
ヌクレオチドは、オーバーハングするＡヌクレオチドを含むＰＣＲ産物のクローニングを
促す。この原理はＴＡTMクローニングとして周知である。オーバーハングするＴヌクレオ
チドに酵素トポイソメラーゼを連結させることで、オーバーハングするＴヌクレオチドに
、切断されたベクターを「トポメライズ」することができ、図２（Ｆ）で概略的に示すタ
イプのクローニングベクターを生成する。また、その結果生じたベクターは、ＴＯＰＯTM

クローニングとして周知の原理によってＰＣＲ産物のクローニングを促す。
【００４６】
ＴＯＰＯTMおよびＴＡTMクローニングシステムは両方とも本発明で説明したベクターに関
するものではないが、Invitrogen から市販されている。ＴＯＰＯTMクローニングシステ
ムについては、ShumanのＷＯ９６／１９４９７（ＰＣＴ／ＵＳ９５／１６０９９）で詳細
に説明されている。ＴＡTMクローニングシステムについては、Hernstadt他のＷＯ９２／
０６１８９（ＰＣＴ／ＵＳ９１／０７１４７）で詳細に説明されている。
【００４７】
図２（Ｂ）乃至図２（Ｆ）では、図１（Ａ）で示すタイプのベクター内に別のクローニン
グ部位を組み込んだものを示すが、これらのクローニング部位は本発明の何れのＤＮＡ構
築物（図１（Ｂ）乃至図１（Ｅ）で概略的に示されるＤＮＡ構築物を含む）にも組み込む
ことができることは、当該技術分野に精通した読者であれば容易に理解できよう。
【００４８】
ＲＮＡi技術における本発明のＤＮＡ構築物の用途
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前述のように、本発明のＤＮＡ構築物／ベクターは、ＲＮＡi技術で用いる２本鎖ＲＮＡ
の生成において主として適用される。詳細には、この構築物はネマトーダ線虫C. elegans
のインビボＲＮＡiプロトコルで有用である。
【００４９】
C. elegansでは、従来からｄｓＲＮＡを線虫に注入することによりＲＮＡiを行っていた
。これらの方法については、国際出願番号ＷＯ９９／３２６１９でFire他により詳細に説
明されている。一言で言えば、市販のインビトロ転写キットを用いて、ＲＮＡの両鎖をイ
ンビトロで生成する。ＲＮＡの両鎖はｄｓＲＮＡを形成することが可能となり、その後ｄ
ｓＲＮＡがC. elegansに注入される。本発明者が開発した新しいベクターシステムは、従
来方法に大幅な改良を加えた。第一に、例えばベクターｐＧＮ９等は２つの同一プロモー
タを用いて、1つのステップでＲＮＡを生成することができる。第２に、より重要である
が、ターミネータが存在することで、クローン化された目的の断片に限って転写が行われ
るので、転写物およびそれに伴って形成されたｄｓＲＮＡはより特異的となる。この結果
、より効率的なＲＮＡiが得られる。
【００５０】
C. elegansでＲＮＡi実験を行うための更なる方法については、Plaetinck他のＷＯ ００
／０１８４６で説明されている。この方法では、ｄｓＲＮＡを生成するバクテリアをC. e
legans線虫に与える。あたかもｄｓＲＮＡが注入されたかのように、ｄｓＲＮＡは線虫の
腸バクテリアを通過し、同様のＲＮＡiを誘発する。これらの実験に関しては、E. coli株
はＨＴ１１５（ＤＥ３）であることが好ましく、C. elegans株はｎｕｃ－ｌ；ｇｕｎ－１
であることが好ましい。また、有効なｄｓＲＮＡに限って生成されるので、以下の実施例
で示すように、本発明によって提供される改良型ベクターはこの方法におけるＲＮＡiの
効率も向上させる。
【００５１】
また、ＲＮＡiを行う別の方法が、Plaetinck他のＷＯ ００／０１８４６で説明されてい
る。一言で言うと、この方法は線虫自体でｄｓＲＮＡを生成することに基づくものである
。これは、上記のベクターに線虫プロモータを用いることによって行うことができる。ま
たベクターに存在する非C. elegansプロモータに対して特異的なポリメラーゼを発現する
トランスジェニック（形質転換）線虫を用いることもでき、このポリメラーゼがｄｓＲＮ
Ａの転写を促すようにする。プロモータは、Ｔ７、Ｔ３、ＳＰ６ＲＮＡプロモータ等、周
知のバクテリオファージＲＮＡプロモータから選択することが好ましく、それによって適
切なポリメラーゼの結合にのみ依存する高レベル転写を実現させる利点を提供する。
【００５２】
幾つかの方法によってプラスミドベクターＤＮＡを線虫に導入することができる。第一に
、従来の注入方法（EpsteinおよびShakes編集のMethods in Cell Biology, Vol 48, C. e
legans Modern Biological Analysis of an organism）によってＤＮＡを導入することが
できる。第二に、ＤＮＡ供給によりＤＮＡを導入することができる。ＷＯ ００／０１８
４６でPlaetinck他が示すように、プラスミドの宿主であるE. coli株を線虫に与えること
により線虫にプラスミドＤＮＡを導入することができる。E. coli株はＯＰ５０またはＭ
Ｃ１０６１もしくはＨＴ１１５（ＤＥ３）であることが好ましいが、その他の株でも本目
的に適する。C. elegans株はｎｕｃ－１変異株またはｎｕｃ－１；ｇｕｎ－１株であるこ
とが好ましい。E. coliのプラスミドＤＮＡは腸バクテリアを通過してネマトーダに導入
され、その結果、ｄｓＲＮＡが発現する。上記の他のＲＮＡi方法と同様に、新しいベク
ターシステムを用いることで、特異的ｄｓＲＮＡに限定して生成することができ、ＲＮＡ
iを向上させる。
【００５３】
下記のその他の図と共に、以下の実験例を参照して本発明は更に理解されるだろう。
【００５４】
実施例１－ベクター構築物
ここで例示するベクター構築物の開始点は、プラスミドｐＧＮ１であった。このプラスミ
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ド（出願人の同時係属国際出願番号ＷＯ ００／０１８４６に記載）はマルチクローニン
グ部位に隣接する向かい合わせの２つのＴ７プロモータを含む。
【００５５】
ベクター構築物は、当該技術分野において周知の、例えば F. M. Ausubel他(編集人)のCu
rrent Protocols in Molecular Biology（1994年John Wiley & Sons, Inc.）で説明され
る標準的な分子生物学技術に従って実行された。
【００５６】
１）ｐＧＮ９の構築物
最初に、制限酵素ＥｃｏＲＩおよびＫｐｎＩによってｐＧＮ１を切断した。オリゴヌクレ
オチドｏＧＮ２７およびｏＧＮ２８（図７）をアニーリングすることで２本鎖断片を生成
し、その後ＥｃｏＲＩ／ＫｐｎＩで切断されたベクターに結合させた。その結果生じたプ
ラスミドを、ＸｂａＩおよびＨｉｎｄＩＩＩによって再び切断した。オリゴヌクレオチド
ｏＧＮ２９およびｏＧＮ３０をアニーリングすることで２本鎖断片を生成し、その後Ｘｂ
ａＩ／ＨｉｎｄＩＩＩで切断されたベクターにアニーリングさせた。その結果生じたベク
ターはｐＧＮ９と呼ばれた（図４および図１０）。
【００５７】
２）更なるクローニングベクター構築物
ｐＧＮ９のＭＣＳを、ＢｓｔＸＩ部位が隣接するスタッファーＤＮＡに置換することによ
ってｐＧＮ２９（図９（Ａ）；図１１）が生成された。ＢｓｔＸＩアダプタは、Invitrog
en(Groningen，オランダ)から市販されている。
【００５８】
ｐＧＮ３９（図９（Ｂ）；図１２）は以下のステップで生成された：ｐＧＮ２９をＢｓｔ
ＸＩで切断した。ＢｓｔＸＩアダプタ(Invitrogen　（Groningen　オランダ）)がＧＡＴ
ＥＷＡＹＴＭシステム(Life Technologies, Inc.)によって提供されたＣａｓｓｅｔｔｅ
　Ａに結合された。Ｃａｓｓｅｔｔｅ　ＡはａｔｔＲｌ、ＣｍＲ、ＣｃｄＡ、ＣｃｄＢ、
ａｔｔＲ２を含む。アダプタを有するＣａｓｓｅｔｔｅ　Ａは、その後切断したｐＧＮ２
９に結合され、ｐＧＮ３９Ａとなる。ｐＧＮ３９ＡはｃｃｄＢ遺伝子に特異的ＳｒｆＩ部
位を含む。
【００５９】
ＴｏｐｏＲＮＡｉベクター（図９（Ｃ）；図１３）は以下の方法で生成された：ｐＧＮ２
９をＢｓｔＸＩで切断した。プライマｏＧＮ１０３およびｏＧＮ１０４ならびにテンプレ
ートｐＣＤＭ８(Invitrogen （Groningen, オランダ）)を用いてＰＣＲを行い、ＸｃｍＩ
部位を含むスタッファーが生成された。ＰＣＲ産物にＢｓｔＸＩアダプタが結合され、そ
の結果生じたライゲーション産物はＢｓｔＸＩによって切断したｐＧＮ２９ベクターに結
合し、ＴｏｐｏＲＮＡｉベクターとなる。

である。
【００６０】
ＰＧＮ４９Ａを構築して特異的非平滑制限部位を追加して挿入し、ＣｍＲ遺伝子ｐＧＮ３
９を消失させた。オーバーラップＰＣＲを行った。１回目のＰＣＲはプライマｏＧＮ１２
６およびｏＧＮ１２７ならびにテンプレートとしてＰＧＮ３９Ａを用いて行った。プライ
マｏＧＮ１２８およびｏＧＮ１２９ならびに同様のテンプレートを用いて、第２断片を生
成した。その結果生じた断片およびプライマｏＧＮ１２６ＰおよびｏＧＮ１２９Ｐを用い
てオーバーラップＰＣＲを行い、最終ＰＣＲ産物を得た。このような最終ＰＣＲ産物を得
るために、ＢｓｔＸＩアダプタを結合させ、ＢｓｔＸＩで切断したｐＧＮ２９にライゲー
ション産物を結合させた。その結果生じたベクターはｐＧＮ４９Ａと呼ばれる。
【００６１】
コントロールベクターを生成し、ｐＧＮ４９Ａクローニングベクターの効率を試験した。
このようなベクターはＴ７ターミネータではなくＴ７プロモータを含むものとする。この
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ためｐＧＮ４９ＡのＸｂａＩインサートは切り離され、同様の制限酵素で切断したｐＧＮ
１にクローニングされた。その結果生じたベクターはｐＧＮ５９Ａと呼ばれる。

である。
【００６２】
実施例２－ＲＮＡにおける改良型ベクターの実用性を示す
この実験の目的は、先行技術で周知のベクターと比較して、２本鎖ＲＮＡ阻害における本
発明の改良型ベクターの効率が向上したことを示すことであった。生成されるｄｓＲＮＡ
が有効であるほど、ＲＮＡi機能も向上するので、システム効率の大幅な上昇が見込まれ
た。コンセプト実験のこのような実証に関する実験システムは、ｄｓＲＮＡを供給したｐ
ＧＮ－２（－ターミネータ）およびｐＧＮ－１２（＋ターミネータ）と共にコントロール
兼ダイリュータとしてのＰＧＮ－１（空ベクター）を用いたｓｕｐ３５のＲＮＡｉによっ
て、ｎｕｃ－１／ｐｈａ－ｌ（ｅ２１２３）ｔｓC. elegans変異体中２５℃でのC. elega
ns生存率を測定することである。ｐｈａ－１ｔｓ／ｓｕｐ－３５変異についてはSchnabel
のＷＯ９９／４９０６６で詳細に説明されている。
【００６３】
C. elegansのｎｕｃ－１変異によって、野生型C. elegansよりも優れた取り込み能力（ｄ
ｓＲＮＡ複合体の取り込み等）を示すC. elegans株を提供する。この変異体を主要ＤＮＡ
seで消失させる。本発明者は先の同時係属出願で、ネマトーダにｄｓＲＮＡを供給するこ
とにより、このC. elegans株がＲＮＡiの向上をもたらすと証明している。
【００６４】
ｐｈａ－ｌ（ｅ２１２３）ｔｓ変異によって、変異体C. elegans株に１５℃で生存し、２
５℃で死滅する表現型を提供する。ｓｕｐ－３５発現の阻害によってこの致死性を抑制で
きる。従って、ｓｕｐ－３５のＲＮＡｉは、２５℃でｐｈａ－ｌ（ｅ２１２３）の生存を
助けるものがよい。ｓｕｐ－３５からｄｓＲＮＡを発現させる場合、本発明のベクターは
、２５℃でのｐｈａ－ｌ（ｅ２１２３）ｔｓ変異体の生存率では、ターミネータを含まな
いベクターと比較してｓｕｐ－３５ＲＮＡｉの効率を上昇させるものがよい。
【００６５】
空ベクターとしてベクターｐＧＮ１が用いられた。ベクターｐＧＮ２（－ターミネータ）
はｓｕｐ－３５ＤＮＡの宿主となり、適切な宿主に導入された場合にｓｕｐ－３５ｄｓＲ
ＮＡを発現させるベクターである。このベクターには転写ターミネータを挿入しない。ベ
クターｐＧＮ１２（＋ターミネータ）は上記のようなベクターで、転写ターミネータを含
み、それによって適切な宿主に導入された場合に改良型ｄｓＲＮＡが生成される。従って
、このベクターは２つの一方向性転写ターミネータを有し、両ターミネータともインター
プロモータ領域内に配置され、ｓｕｐ－３５断片に隣接する。後者のベクターを用いるこ
とで、システム効率の上昇（ここでは２５℃でｐｈａ－ｌ（ｅ２１２３）ｔｓ変異体の生
存率が向上することを意味する）が見込まれた。
【００６６】
実験条件
１２ウェルのマイクロタイタープレートを１ウェルにつき約２ｍｌのＮＧＭアガーで満た
した。(１リットルのＮＧＭアガー： アガー１５ｇと、ペプトン１ｇと、ＮａＣｌ３ｇと
、コレステロール溶液１ｍｌ（５ｍｇ／ｍｌ ｉｎ ＥｔＯＨ）とをオートクレーブした後
、０．１Ｍ　ＣａＣｌ2　９．５ｍｌと、０．１Ｍ　ＭｇＳ０4　９．５ｍｌと、１Ｍ　Ｋ
Ｈ2Ｐ０4／Ｋ2ＨＰ０4バッファ（ｐＨ６）　２５ｍｌと、アンピシリン（１００μｇ／ｌ
）と、０．１Ｍ　ＩＰＴＧ　５ｍｌと、ナイスタチン溶液５ｍｌ（１：１　ＥｔＯＨ：Ｃ
Ｈ３ＣＯＯＮＨ４　７．５Ｍに１０ｍｇ／ｍｌで溶解）とを無菌状態で加える。
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【００６７】
プラスミドによって形質転換したバクテリアＨＴ１１５（ＤＥ３：Fire A, Carnegie Ins
titution、メリーランド州ボルチモア）の一夜培養液約５０μｌを乾いたプレートにたら
す。１日目は、生育段階Ｌ４のネマトーダをそれぞれ１つずつウェルに載せた。各ウェル
にネマトーダ（Ｐ１）１個とする。２日目に、Ｐ１ネマトーダを新しいウェルにのせ、一
日放置して培養させる。同様の手順を３日目も繰り返した。すべてのプレートを２５℃で
更に培養し、子孫を形成させた。子孫数をカウントして、Ｓｕｐ３５ＲＮＡiに誘発され
た生存数を測定した。
【００６８】
結果
ｓｕｐ－３５ｄｓＲＮＡを発現させるE. coliを与え、C. elegans ｎｕｃ－１／ｐｈａ－
ｌ（ｅ２１２３）ｔｓ変異体におけるＲＮＡｉ実験である。
【００６９】
【表１】
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結論
予測したように、ｐＧＮ１の宿主であるバクテリアを与えた線虫では、この温度でのｐｈ
ａ－１変異の致死効果に因り、生存能力のある子孫は確認されなかった。ｐＧＮ２または
ｐＧＮ１２の宿主であるE. coliをネマトーダに与えると、何れの場合も生存能力のある
子孫が確認された。これはｓｕｐ－３５のｄｓＲＮＡを線虫に与えたことによる。２つの
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供給実験における顕著な違いは希釈列において見られる。ｐＧＮ２の宿主であるバクテリ
アを、ｐＧＮ１の宿主であるバクテリアで希釈する場合、１／２の低希釈度であっても子
孫数は激減する。この希釈列は、適切なＲＮＡiを誘発するためには高レベルｄｓＲＮＡ
が必要であることを示唆する。ｐＧＮ１２の宿主であるバクテリアを用いた供給実験では
、１／８の希釈度でもかなりの数の子孫が観察されている。これは、ｐＧＮ１２の宿主で
あるバクテリアにおいて、より一層効果的なｄｓＲＮＡが形成されることを示唆する。ベ
クターに上記のようなｄｓＲＮＡを発現させるターミネータ配列を加えることで、ＲＮＡ
i効果の発生において大きな利点を提供することを、この実験が明確に示している。
【００７０】
実施例３：Ｔ７ターミネータ（ｐＧＮ４９対ｐＧＮ５９）を用いた場合と、用いない場合
のベクターのＲＮＡｉ効率を比較する
３種類の異なる遺伝子をベクターｐＧＮ４９ＡおよびｐＧＮ５９Ａにクローニングした。
平滑末端を作るＰｆｕＩＤＮＡポリメラーゼで遺伝子断片を増幅してクローニングを行う
ようにし、これらのベクターでクローニングを促した。このようなＰＣＲ断片はＳｒｆＩ
で切断したベクターにクローニングされた。クローンに正しい断片が挿入されたことがＰ
ＣＲによって確認された。ｄｓ発現およびＲＮＡiによって、子孫の表現型が致死性とな
るよう断片を選択する。この手順によって素早く容易にＲＮＡiにおける２つのベクター
（ｐＧＮ４９、ｐＧＮ５９）の効率を比較することが可能となる。
【００７１】
【表２】

標準的手法によって、すべてのプラスミド(ｐＧＷ系列)をE. coli AB301-105 (DE3)バク
テリアで形質転換させる。その後ＬＢ／ａｍｐ中で３７℃に保ち、１４～１８時間バクテ
リアを繁殖させる。これらの培養物を遠心分離機にかけ、バクテリアのペレットは１ｍＭ
　ＩＰＴＧおよび１００μｇ／μｌアンピシリンを含有するＳ完全バッファに溶解した。
【００７２】
１００μｌのＳ－完全バッファ（終濃度１ｍＭ　ＩＰＴＧおよび１００μｇ／μｌアンピ
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シリンを含有する）および１０μｌのバクテリア溶液を含む９６ウェルプレートにおいて
、３個のネマトーダを各ウェルに入れた。ネマトーダはＬｌ生育段階のものであった。
プレートは２５℃で５～６日間培養された。幼虫の発育や子孫Ｆ１の発生についてプレー
トを毎日検査する。
【００７３】
結果
構築された各プラスミドに対して８倍の効率でＲＮＡiが行われた。この結果は、Ｔ７タ
ーミネータをベクターバックボーンに挿入すると、予測された表現型が１００％発生する
ことを示す。Ｔ７ターミネータを用いない場合、再現性は最大５０％まで低下することも
ある。その前の実験と同様に、結果では、ターミネータを追加することによりＲＮＡi機
能が著しく向上することを示す。

【００７４】
【表３】
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【図面の簡単な説明】
【図１】　（Ａ）乃至（Ｅ）は、本発明によるＤＮＡ構築物のそれぞれ異なる実施の形態
の概略図であり、プロモータおよび転写ターミネータエレメントの相対的配置を示す。
【図２】　（Ａ）は、比較のために付した、先行技術のクローニングベクターの概略図で
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ある。（Ｂ）乃至（Ｅ）は、本発明によるＤＮＡ構築物の更なる実施の形態の概略図であ
り、インタープロモータ領域内の異なるクローニング部位の活用を示す。
【図３】　ｐＧＮ１を図示（プラスミドマップ）する。
【図４】　ｐＧＮ９を図示（プラスミドマップ）する。
【図５】　プラスミドｐＧＮ１の断片のヌクレオチド配列を図示し、向かい合わせのＴ７
プロモータの位置を示すために注釈をつけた。
【図６】　Ｔ７転写ターミネータのヌクレオチド配列を示す。
【図７】　Ｔ７転写ターミネータをｐＧＮ１に挿入するために用いるオリゴヌクレオチド
配列、ｏＧＮ２７、ｏＧＮ２８、ｏＧＮ２９、ｏＧＮ３０を示し、Ｔ７ｐｏｌターミネー
タ配列の位置および様々な制限部位の位置がマークされている。
【図８】　プラスミドｐＧＮ９の断片のヌクレオチド配列を図示し、向かい合わせのＴ７
プロモータおよびＴ７転写ターミネータの位置を示すために注釈をつけた。
【図９】　（Ａ）は、ｐＧＮ２９を図示（プラスミドマップ）し、（Ｂ）はｐＧＮ３９を
図示（プラスミドマップ）し、（Ｃ）はプラスミドＴｏｐｏＲＮＡｉを図示（プラスミド
マップ）する。
【図１０】　プラスミドｐＧＮ９の完全なヌクレオチド配列を示す。
【図１１】　プラスミドｐＧＮ２９の完全なヌクレオチド配列を示す。
【図１２】　プラスミドｐＧＮ３９の完全なヌクレオチド配列を示す。
【図１３】　プラスミドＴｏｐｏＲＮＡｉの完全なヌクレオチド配列を示す。
【図１４】　プラスミドｐＧＮ４９Ａの完全な配列を示す。
【図１５】　プラスミドｐＧＮ５９Ａの完全な配列を示す。
【図１６】　ｐＧＮ４９Ａを図示（プラスミドマップ）する。
【図１７】　ｐＧＮ５９Ａを図示（プラスミドマップ）する。
【配列表】
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