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(57)【要約】
　本発明は、誘導可能な転写エフェクターを使用し得る
遺伝子発現の空間的および時間的制御に使用される方法
および組成物に一般に関する。本発明は特に、細胞にお
ける目的のゲノム遺伝子座の発現を変更または撹乱する
誘導可能な方法であって、このゲノム遺伝子座は、デオ
キシリボ核酸(DNA)結合ポリペプチドを含む天然に存在
しないまたは操作された組成物と接触させられ得る、方
法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも1つのスイッチを含む、天然に存在しないまたは操作されたTALEまたはCRISP
R-Cas系であって、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の活性が、前記スイッチに関する少なく
とも1つのインデューサーエネルギー供給源との接触によって制御される、系。
【請求項２】
　前記TALEまたはCRISPR-Cas系の少なくとも1つのスイッチまたは活性に関する制御が、
活性化、増強、終結または抑制される、請求項1に記載の系。
【請求項３】
　前記少なくとも1つのインデューサーエネルギー供給源との接触が、第1の効果および第
2の効果を生じる、請求項1または2に記載の系。
【請求項４】
　前記第1の効果が、核内輸送、核外輸送、二次的成分(例えばエフェクター分子)のリク
ルート、(タンパク質、DNAまたはRNAの)コンフォメーション変化、切断、カーゴ(例えば
、ケージド分子または補因子)の放出、会合または解離のうち1つまたは複数である、請求
項3に記載の系。
【請求項５】
　前記第2の効果が、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の少なくとも1つのスイッチまたは活性
に関する制御の活性化、増強、終結または抑制のうち1つまたは複数である、請求項3に記
載の系。
【請求項６】
　前記第1の効果および前記第2の効果がカスケードで生じる、請求項3から5のいずれか一
項に記載の系。
【請求項７】
　前記TALEまたはCRISPR-Cas系が、少なくとも1つの核局在化シグナル(NLS)、核外輸送シ
グナル(NES)、機能的ドメイン、フレキシブルリンカー、変異、欠失、変更または短縮を
さらに含む、請求項1から6のいずれか一項に記載の系。
【請求項８】
　前記NLS、前記NESまたは前記機能的ドメインのうち1つまたは複数が、条件的に活性化
または不活性化される、請求項7に記載の系。
【請求項９】
　前記変異が、転写因子相同性領域中の変異、DNA結合ドメイン中の変異(例えば、塩基性
ヘリックスループヘリックスの塩基性残基の変異)、内因性NLS中の変異または内因性NES
中の変異のうち1つまたは複数である、請求項7に記載の系。
【請求項１０】
　前記インデューサーエネルギー供給源が、熱、超音波、電磁気エネルギーまたは化学物
質である、請求項1から9のいずれか一項に記載の系。
【請求項１１】
　前記インデューサーエネルギー供給源が、抗生物質、小分子、ホルモン、ホルモン誘導
体、ステロイドまたはステロイド誘導体である、請求項1から10のいずれか一項に記載の
系。
【請求項１２】
　前記インデューサーエネルギー供給源が、アブシジン酸(ABA)、ドキシサイクリン(DOX)
、クメート、ラパマイシン、4-ヒドロキシタモキシフェン(4OHT)、エストロゲンまたはエ
クジソンである、請求項1から11のいずれか一項に記載の系。
【請求項１３】
　前記少なくとも1つのスイッチが、抗生物質ベースの誘導可能な系、電磁気エネルギー
ベースの誘導可能な系、小分子ベースの誘導可能な系、核レセプターベースの誘導可能な
系およびホルモンベースの誘導可能な系からなる群から選択される、請求項1から12のい
ずれか一項に記載の系。
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【請求項１４】
　前記少なくとも1つのスイッチが、テトラサイクリン(Tet)/DOX誘導可能な系、光誘導可
能な系、ABA誘導可能な系、クメートリプレッサー/オペレーター系、4OHT/エストロゲン
誘導可能な系、エクジソンベースの誘導可能な系およびFKBP12/FRAP(FKBP12-ラパマイシ
ン複合体)誘導可能な系からなる群から選択される、請求項1から13のいずれか一項に記載
の系。
【請求項１５】
　前記インデューサーエネルギー供給源が電磁気エネルギーである、請求項10に記載の系
。
【請求項１６】
　前記電磁気エネルギーが可視光の成分である、請求項15に記載の系。
【請求項１７】
　可視光の前記成分が、450nm～700nmの範囲の波長を有する、請求項16に記載の系。
【請求項１８】
　可視光の前記成分が、450nm～500nmの範囲の波長を有する、請求項17に記載の系。
【請求項１９】
　可視光の前記成分が青色光である、請求項18に記載の系。
【請求項２０】
　前記青色光が、少なくとも0.2mW/cm2の強度を有する、請求項19に記載の系。
【請求項２１】
　前記青色光が、少なくとも4mW/cm2の強度を有する、請求項19に記載の系。
【請求項２２】
　可視光の前記成分が、620～700nmの範囲の波長を有する、請求項17に記載の系。
【請求項２３】
　可視光の前記成分が赤色光である、請求項22に記載の系。
【請求項２４】
　前記少なくとも1つの機能的ドメインが、以下:トランスポザーゼドメイン、インテグラ
ーゼドメイン、リコンビナーゼドメイン、リゾルバーゼドメイン、インベルターゼドメイ
ン、プロテアーゼドメイン、DNAメチルトランスフェラーゼドメイン、DNAヒドロキシメチ
ラーゼドメイン、DNAデメチラーゼドメイン、ヒストンアセチラーゼドメイン、ヒストン
デアセチラーゼドメイン、ヌクレアーゼドメイン、リプレッサードメイン、アクチベータ
ードメイン、核局在化シグナルドメイン、転写-調節タンパク質(または転写複合体リクル
ート)ドメイン、細胞取り込み活性関連ドメイン、核酸結合ドメイン、抗体提示ドメイン
、ヒストン修飾酵素、ヒストン修飾酵素のリクルーター;ヒストン修飾酵素のインヒビタ
ー、ヒストンメチルトランスフェラーゼ、ヒストンデメチラーゼ、ヒストンキナーゼ、ヒ
ストンホスファターゼ、ヒストンリボシラーゼ、ヒストンデリボシラーゼ、ヒストンユビ
キチナーゼ、ヒストンデユビキチナーゼ、ヒストンビオチナーゼおよびヒストンテイルプ
ロテアーゼからなる群から選択される、請求項7に記載の系。
【請求項２５】
　目的のゲノム遺伝子座またはエピゲノム遺伝子座を撹乱するための、請求項1から24の
いずれか一項に記載の系の使用。
【請求項２６】
　医薬化合物の調製のための、請求項1から24のいずれか一項に記載の系の使用。
【請求項２７】
　天然に存在しないまたは操作されたTALEまたはCRISPR-Cas系を制御する方法であって、
少なくとも1つのスイッチを含む前記TALEまたはCRISPR-Cas系を提供する工程を含み、前
記TALEまたはCRISPR-Cas系の活性が、前記スイッチに関する少なくとも1つのインデュー
サーエネルギー供給源との接触によって制御される、方法。
【請求項２８】
　前記TALEまたはCRISPR-Cas系の少なくとも1つのスイッチまたは活性に関する制御が、
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活性化、増強、終結または抑制される、請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　前記少なくとも1つのインデューサーエネルギー供給源との接触が、第1の効果および第
2の効果を生じる、請求項27または28に記載の方法。
【請求項３０】
　前記第1の効果が、核内輸送、核外輸送、二次的成分(例えばエフェクター分子)のリク
ルート、(タンパク質、DNAまたはRNAの)コンフォメーション変化、切断、カーゴ(例えば
、ケージド分子または補因子)の放出、会合または解離のうち1つまたは複数である、請求
項29に記載の方法。
【請求項３１】
　前記第2の効果が、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の少なくとも1つのスイッチまたは活性
に関する制御の活性化、増強、終結または抑制のうち1つまたは複数である、請求項29に
記載の方法。
【請求項３２】
　前記第1の効果および前記第2の効果がカスケードで生じる、請求項29から31のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記TALEまたはCRISPR-Cas系が、少なくとも1つの核局在化シグナル(NLS)、核外輸送シ
グナル(NES)、機能的ドメイン、フレキシブルリンカー、変異、欠失、変更または短縮を
さらに含む、請求項27から32のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記NLS、前記NESまたは前記機能的ドメインのうち1つまたは複数が、条件的に活性化
または不活性化される、請求項33に記載の方法。
【請求項３５】
　前記変異が、転写因子相同性領域中の変異、DNA結合ドメイン中の変異(例えば、塩基性
ヘリックスループヘリックスの塩基性残基の変異)、内因性NLS中の変異または内因性NES
中の変異のうち1つまたは複数である、請求項33に記載の方法。
【請求項３６】
　前記インデューサーエネルギー供給源が、熱、超音波、電磁気エネルギーまたは化学物
質である、請求項27から35のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記インデューサーエネルギー供給源が、抗生物質、小分子、ホルモン、ホルモン誘導
体、ステロイドまたはステロイド誘導体である、請求項27から36のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項３８】
　前記インデューサーエネルギー供給源が、アブシジン酸(ABA)、ドキシサイクリン(DOX)
、クメート、ラパマイシン、4-ヒドロキシタモキシフェン(4OHT)、エストロゲンまたはエ
クジソンである、請求項27から37のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記少なくとも1つのスイッチが、抗生物質ベースの誘導可能な系、電磁気エネルギー
ベースの誘導可能な系、小分子ベースの誘導可能な系、核レセプターベースの誘導可能な
系およびホルモンベースの誘導可能な系からなる群から選択される、請求項27から38のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記少なくとも1つのスイッチが、テトラサイクリン(Tet)/DOX誘導可能な系、光誘導可
能な系、ABA誘導可能な系、クメートリプレッサー/オペレーター系、4OHT/エストロゲン
誘導可能な系、エクジソンベースの誘導可能な系およびFKBP12/FRAP(FKBP12-ラパマイシ
ン複合体)誘導可能な系からなる群から選択される、請求項27から39のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項４１】
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　前記インデューサーエネルギー供給源が電磁気エネルギーである、請求項36に記載の方
法。
【請求項４２】
　前記電磁気エネルギーが可視光の成分である、請求項41に記載の方法。
【請求項４３】
　可視光の前記成分が、450nm～700nmの範囲の波長を有する、請求項42に記載の方法。
【請求項４４】
　可視光の前記成分が、450nm～500nmの範囲の波長を有する、請求項43に記載の方法。
【請求項４５】
　可視光の前記成分が青色光である、請求項44に記載の方法。
【請求項４６】
　前記青色光が、少なくとも0.2mW/cm2の強度を有する、請求項45に記載の方法。
【請求項４７】
　前記青色光が、少なくとも4mW/cm2の強度を有する、請求項45に記載の方法。
【請求項４８】
　可視光の前記成分が、620～700nmの範囲の波長を有する、請求項43に記載の方法。
【請求項４９】
　可視光の前記成分が赤色光である、請求項48に記載の方法。
【請求項５０】
　前記少なくとも1つの機能的ドメインが、以下:トランスポザーゼドメイン、インテグラ
ーゼドメイン、リコンビナーゼドメイン、リゾルバーゼドメイン、インベルターゼドメイ
ン、プロテアーゼドメイン、DNAメチルトランスフェラーゼドメイン、DNAヒドロキシメチ
ラーゼドメイン、DNAデメチラーゼドメイン、ヒストンアセチラーゼドメイン、ヒストン
デアセチラーゼドメイン、ヌクレアーゼドメイン、リプレッサードメイン、アクチベータ
ードメイン、核局在化シグナルドメイン、転写-調節タンパク質(または転写複合体リクル
ート)ドメイン、細胞取り込み活性関連ドメイン、核酸結合ドメイン、抗体提示ドメイン
、ヒストン修飾酵素、ヒストン修飾酵素のリクルーター;ヒストン修飾酵素のインヒビタ
ー、ヒストンメチルトランスフェラーゼ、ヒストンデメチラーゼ、ヒストンキナーゼ、ヒ
ストンホスファターゼ、ヒストンリボシラーゼ、ヒストンデリボシラーゼ、ヒストンユビ
キチナーゼ、ヒストンデユビキチナーゼ、ヒストンビオチナーゼおよびヒストンテイルプ
ロテアーゼからなる群から選択される、請求項33に記載の方法。
【請求項５１】
　前記TALE系がDNA結合ポリペプチドを含み、前記DNA結合ポリペプチドが、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　目的の遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ以上の
転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは複数の
半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　前記エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、インデューサーエネルギー供給
源による誘導の際にコンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合するこ
とが可能になる、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　目的の遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つもしく
は複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　前記エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、前記インデューサーエネルギー
供給源による誘導の際に相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェ
クタードメイン、
を含む、請求項1から50のいずれか一項に記載の系または方法。
【請求項５２】
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　前記DNA結合ポリペプチドが、
　　(a)N末端キャップ領域
　　(b)目的の前記遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5～40
の転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つまたは複数の
半モノマーを含む、DNA結合ドメイン、ならびに
　　(c)C末端キャップ領域、
を含み、
　(a)、(b)および(c)が、所定のN末端からC末端の配向で配置され、
　前記ゲノム遺伝子座が標的DNA配列5'-T0N1N2....NzNz+1-3'を含み、式中、T0およびN=A
、G、TまたはCであり、
　前記標的DNA配列が前記DNA結合ドメインと結合し、前記DNA結合ドメインは、(X1～11-X

12X13-X14～33または34または35)zを含み、式中、
　　X1～11は、11個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　X12X13は、リピート可変二残基(RVD)であり、
　　X14～33または34または35は、21、22または23個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　zは、少なくとも5～40であり、
　前記ポリペプチドは、前記ポリペプチドが目的の前記遺伝子座のDNAに優先的に結合す
るようにコドン最適化された核酸分子によってコードされ、前記コドン最適化された核酸
分子から翻訳される、
請求項51に記載の系または方法。
【請求項５３】
　前記N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の147個連続す
るアミノ酸を含む、または
　前記C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の68個連続する
アミノ酸を含む、または
　前記N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の136個連続す
るアミノ酸を含み、前記C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領
域の183個連続するアミノ酸を含む、
請求項52に記載の系または方法。
【請求項５４】
　少なくとも1つのRVDが、(a)グアニン(G)の認識のためのHH、KH、NH、NK、NQ、RH、RN、
SS、NN、SN、KN;(b)アデニン(A)の認識のためのNI、KI、RI、HI、SI;(c)チミン(T)の認識
のためのNG、HG、KG、RG;(d)シトシン(C)の認識のためのRD、SD、HD、ND、KD、YG;(e)Aま
たはGの認識のためのNV、HN;および(f)AまたはTまたはGまたはCの認識のためのH*、HA、K
A、N*、NA、NC、NS、RA、S*からなる群から選択され、(*)は、X13におけるアミノ酸が存
在しないことを意味する、
請求項52に記載の系または方法。
【請求項５５】
　少なくとも1つのRVDが、(a)グアニン(G)の認識のためのHH、KH、NH、NK、NQ、RH、RN、
SS;(b)アデニン(A)の認識のためのSI;(c)チミン(T)の認識のためのHG、KG、RG;(d)シトシ
ン(C)の認識のためのRD、SD;(e)AまたはGの認識のためのNV、HN;および(f)AまたはTまた
はGまたはCの認識のためのH*、HA、KA、N*、NA、NC、NS、RA、S*からなる群から選択され
、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないことを意味する、
請求項54に記載の系または方法。
【請求項５６】
　Gの認識のための前記RVDがRN、NH、RHもしくはKHである;または
　Aの認識のための前記RVDがSIである;または
　Tの認識のための前記RVDがKGもしくはRGである;および
　Cの認識のための前記RVDがSDもしくはRDである、
請求項55に記載の系または方法。
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【請求項５７】
　以下:
　X1～4における[LTLD]もしくは[LTLA]もしくは[LTQV]、または
　位置X30～33もしくはX31～34もしくはX32～35における[EQHG]もしくは[RDHG]、
のうち少なくとも1つが存在する、
請求項52に記載の系または方法。
【請求項５８】
　前記TALE系が、AAVまたはレンチウイルスベクター中にパッケージングされている、請
求項51から57のいずれか一項に記載の系または方法。
【請求項５９】
　前記CRISPR系が、以下:
　　a)目的の遺伝子座を標的化するCRISPR-Cas系ガイドRNAに作動可能に連結された第1の
調節エレメント、
　　b)Casタンパク質に作動可能に連結された第2の調節誘導可能エレメント、
を含むベクター系を含み、
　成分(a)および(b)が、前記系の同じまたは異なるベクター上に位置付けられ、
　前記ガイドRNAが、目的の前記遺伝子座のDNAを標的化し、前記Casタンパク質および前
記ガイドRNAが、天然には一緒に存在しない、請求項1から50のいずれか一項に記載の系ま
たは方法。
【請求項６０】
　前記Casタンパク質がCas9酵素である、請求項59に記載の系または方法。
【請求項６１】
　前記ベクターが、AAVまたはレンチウイルスである、請求項59または60に記載の系また
は方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願および参照による組込み
　本出願は、2012年7月25日出願の米国仮特許出願第61/675,778号、2012年11月1日出願の
米国仮特許出願第61/721,283号、2012年12月12日出願の米国仮特許出願第61/736,465号、
2013年3月15日出願の米国仮特許出願第61/794,458号および2013年6月17日出願の米国仮特
許出願第61/835,973号、表題INDUCIBLE DNA BINDING PROTEINS AND GENOME PERTURBATION
 TOOLS AND APPLICATIONS THEREOFに対する優先権およびその利益を主張する。
【０００２】
　2011年11月30日出願の米国仮特許出願第61/565,171号ならびに2012年7月30日出願の米
国特許出願第13/554,922号および2012年9月6日出願の米国特許出願第13/604,945号、表題
NUCLEOTIDE-SPECIFIC RECOGNITION SEQUENCES FOR DESIGNER TAL EFFECTORSに対しても参
照がなされる。
【０００３】
　2012年12月12日出願の米国仮特許出願第61/736,527号;2013年1月2日出願の米国仮特許
出願第61/748,427号;2013年1月29日出願の米国仮特許出願第61/757,972号,2013年2月25日
出願の米国仮特許出願第61/768,959号および2013年3月15日出願の米国仮特許出願第61/79
1,409号、表題SYSTEMS METHODS AND COMPOSITIONS FOR SEQUENCE MANIPULATIONに対して
も参照がなされる。
【０００４】
　2013年1月30日出願の米国仮特許出願第61/758,468号および2013年3月15日出願の米国仮
特許出願第61/769,046号、表題ENGINEERING AND OPTIMIZATION OF SYSTEMS, METHODS AND
 COMPOSITIONS FOR SEQUENCE MANIPULATIONに対しても参照がなされる。
【０００５】
　2013年6月17日出願の米国仮特許出願第61/835,931号;米国仮特許出願第61/835,936号;
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米国仮特許出願第61/836,080号;米国仮特許出願第61/836,101号;米国仮特許出願第61/836
,123号および米国仮特許出願第61/836,127号に対しても参照がなされる。
【０００６】
　2013年7月2日出願の米国仮特許出願第61/842,322号、表題CRISPR-CAS SYSTEMS AND MET
HODS FOR ALTERING EXPRESSION OF GENE PRODUCTSおよび2013年7月17日出願の米国仮特許
出願第61/847,537号、表題DELIVERY, ENGINEERING AND OPTIMIZATION OF SYSTEMS, METHO
DS AND COMPOSITIONS FOR SEQUENCE MANIPULATION AND APPLICATIONSに対しても参照がな
される。
【０００７】
　上述の出願、ならびに本明細書中またはその実行の間に引用される全ての文献(「出願
で引用した文献」)、および出願で引用した文献中で引用または参照される全ての文献、
および本明細書中で引用または参照される全ての文献(「本明細書で引用した文献」)、お
よび本明細書で引用した文献中で引用または参照される全ての文献は、本明細書中または
参照により本明細書に組み込まれる任意の文献中で言及される任意の製品についての任意
の製造業者の指示、説明、製品仕様書および製品シートと共に参照により本明細書に組み
込まれ、本発明の実施において使用され得る。より具体的には、全ての参照された文献は
、各個々の文献が参照により組み込まれると具体的かつ個々に示されたのと同程度まで、
参照によって組み込まれる。
【０００８】
　本発明は、誘導可能な転写エフェクターを使用し得る、遺伝子発現の空間的および時間
的な制御、例えばゲノム撹乱のために使用される方法および組成物に一般に関する。
【０００９】
　連邦政府資金の説明
　本発明は、National Institutes of Healthによって授与されたR01NS073124およびPion
eer Award 1DP1MH100706の下で、政府の支持によって行われた。政府は、本発明において
特定の権利を有する。
【背景技術】
【００１０】
　正常な遺伝子発現は、注意深く編成された時間的成分および空間的成分を有する動的な
プロセスであって、その正確さは、正常な発生、恒常性、および生物の進歩に必要である
。同様に、遺伝子または遺伝子のセットの機能の増加、減少または変更のいずれかによる
、必要とされる遺伝子発現パターンの調節不全は、広範囲の病理と関連付けられてきた。
時空間的に正確な様式で遺伝子発現をモジュレートすることが可能なテクノロジーは、正
常な生物学的プロセスおよび疾患機構を担う遺伝的合図の解明を可能にする。この技術的
要求に対処するために、本出願人らは、遺伝子発現、特に、内因性遺伝子発現の光媒介性
の制御を提供する光誘導可能な転写エフェクター(LITE)を調節し得る誘導可能な分子ツー
ルを開発した。
【００１１】
　誘導可能な遺伝子発現系は典型的に、挿入されたオープンリーディングフレームまたは
shRNA配列の化学的に誘導された活性化を可能にし、それぞれ遺伝子の過剰発現または抑
制を生じるように設計されている。過剰発現のためにオープンリーディングフレームを使
用することの不利な点には、スプライスバリエーションの喪失および遺伝子サイズの制限
が含まれる。RNA干渉を介した遺伝子抑制は、ヒト生物学におけるその改革力にもかかわ
らず、複雑なオフターゲット効果によって妨げられ得る。エストロゲン、エクジソンおよ
びFKBP12/FRAPベースの系を含む特定の誘導可能な系は、オフターゲット内因性遺伝子を
活性化することが知られている。長期抗生物質処置の潜在的に有害な影響は、テトラサイ
クリントランスアクチベーター(TET)ベースの系の使用を複雑にし得る。これらの化学的
に誘導可能な系のin vivoの時間的正確さは、誘導剤の取り込みおよび排除の動力学に依
存する。さらに、誘導剤は一般に全身送達されるので、かかる系の空間的正確さは、外因
性ベクター送達の正確さによって制約される。
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【００１２】
　米国特許出願公開第20030049799号は、予め選択された刺激に応答した検出可能なアウ
トプットを引き起こす、操作された刺激応答性スイッチに関する。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　目的のゲノム遺伝子座の効果的で正確な空間的および時間的制御を可能にする方法およ
び組成物が明らかに必要である。これらの方法および組成物は、in vivoおよびin vitro
の両方のゲノム発現の調節およびモジュレーションを提供し得、いくつかの疾患病理のた
めの新規処置方法を提供し得る。
【００１６】
　本出願中の任意の文献の引用および同定は、かかる文献が本発明に対する先行技術とし
て利用可能であることの承認ではない。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　一態様では、本発明は、少なくとも1つのスイッチを含み得る、天然に存在しないまた
は操作されたTALEまたはCRISPR-Cas系を提供し、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の活性は、
このスイッチに関する少なくとも1つのインデューサーエネルギー供給源との接触によっ
て制御される。本発明の一実施形態では、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の少なくとも1つ
のスイッチまたは活性に関する制御は、活性化、増強、終結または抑制され得る。少なく
とも1つのインデューサーエネルギー供給源との接触は、第1の効果および第2の効果を生
じ得る。この第1の効果は、核内輸送、核外輸送、二次的成分(例えばエフェクター分子)
のリクルート、(タンパク質、DNAまたはRNAの)コンフォメーション変化、切断、カーゴ(
例えば、ケージド分子または補因子)の放出、会合または解離のうち1つまたは複数であり
得る。第2の効果は、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の少なくとも1つのスイッチまたは活性
に関する制御の活性化、増強、終結または抑制のうち1つまたは複数であり得る。一実施
形態では、この第1の効果および第2の効果は、カスケードで生じ得る。
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【００１８】
　本発明の別の態様では、このTALEまたはCRISPR-Cas系は、少なくとも1つの核局在化シ
グナル(NLS)、核外輸送シグナル(NES)、機能的ドメイン、フレキシブルリンカー、変異、
欠失、変更または短縮をさらに含み得る。NLS、NESまたは機能的ドメインのうち1つまた
は複数は、条件的に活性化または不活性化され得る。別の実施形態では、この変異は、転
写因子相同性領域中の変異、DNA結合ドメイン中の変異(例えば、塩基性ヘリックスループ
ヘリックスの塩基性残基の変異)、内因性NLS中の変異または内因性NES中の変異のうち1つ
または複数であり得る。本発明は、このインデューサーエネルギー供給源が、熱、超音波
、電磁気エネルギーまたは化学物質であり得ることを包含する。本発明の好ましい一実施
形態では、このインデューサーエネルギー供給源は、抗生物質、小分子、ホルモン、ホル
モン誘導体、ステロイドまたはステロイド誘導体であり得る。より好ましい一実施形態で
は、このインデューサーエネルギー供給源は、アブシジン酸(ABA)、ドキシサイクリン(DO
X)、クメート、ラパマイシン、4-ヒドロキシタモキシフェン(4OHT)、エストロゲンまたは
エクジソンであり得る。本発明は、少なくとも1つのスイッチが、抗生物質ベースの誘導
可能な系、電磁気エネルギーベースの誘導可能な系、小分子ベースの誘導可能な系、核レ
セプターベースの誘導可能な系およびホルモンベースの誘導可能な系からなる群から選択
され得ることを提供する。より好ましい一実施形態では、この少なくとも1つのスイッチ
は、テトラサイクリン(Tet)/DOX誘導可能な系、光誘導可能な系、ABA誘導可能な系、クメ
ートリプレッサー/オペレーター系、4OHT/エストロゲン誘導可能な系、エクジソンベース
の誘導可能な系およびFKBP12/FRAP(FKBP12-ラパマイシン複合体)誘導可能な系からなる群
から選択され得る。
【００１９】
　本発明の一態様では、このインデューサーエネルギー供給源は電磁気エネルギーである
。この電磁気エネルギーは、450nm～700nmの範囲の波長を有する可視光の成分であり得る
。好ましい一実施形態では、可視光の成分は、450nm～500nmの範囲の波長を有し得、青色
光であり得る。この青色光は、少なくとも0.2mW/cm2またはより好ましくは少なくとも4mW
/cm2の強度を有し得る。別の実施形態では、可視光の成分は、620～700nmの範囲の波長を
有し得、赤色光である。
【００２０】
　本発明は、少なくとも1つの機能的ドメインが、以下:トランスポザーゼドメイン、イン
テグラーゼドメイン、リコンビナーゼドメイン、リゾルバーゼドメイン、インベルターゼ
ドメイン、プロテアーゼドメイン、DNAメチルトランスフェラーゼドメイン、DNAヒドロキ
シメチラーゼドメイン、DNAデメチラーゼドメイン、ヒストンアセチラーゼドメイン、ヒ
ストンデアセチラーゼドメイン、ヌクレアーゼドメイン、リプレッサードメイン、アクチ
ベータードメイン、核局在化シグナルドメイン、転写-調節タンパク質(または転写複合体
リクルート)ドメイン、細胞取り込み活性関連ドメイン、核酸結合ドメイン、抗体提示ド
メイン、ヒストン修飾酵素、ヒストン修飾酵素のリクルーター;ヒストン修飾酵素のイン
ヒビター、ヒストンメチルトランスフェラーゼ、ヒストンデメチラーゼ、ヒストンキナー
ゼ、ヒストンホスファターゼ、ヒストンリボシラーゼ(ribosylase)、ヒストンデリボシラ
ーゼ(deribosylase)、ヒストンユビキチナーゼ(ubiquitinase)、ヒストンデユビキチナー
ゼ、ヒストンビオチナーゼ(biotinase)およびヒストンテイルプロテアーゼからなる群か
ら選択され得る系を包含する。
【００２１】
　本発明は、目的のゲノム遺伝子座またはエピゲノム遺伝子座を撹乱するための系の使用
もまた提供する。医薬化合物の調製のための系の使用もまた提供される。
【００２２】
　さらなる態様では、本発明は、天然に存在しないまたは操作されたTALEまたはCRISPR-C
as系を制御する方法であって、少なくとも1つのスイッチを含むTALEまたはCRISPR-Cas系
を提供する工程を含み、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の活性は、このスイッチに関する少
なくとも1つのインデューサーエネルギー供給源との接触によって制御される、方法を提
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供する。
【００２３】
　本発明の一実施形態では、本発明は、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の少なくとも1つの
スイッチまたは活性に関する制御が、活性化、増強、終結または抑制され得る方法を提供
する。少なくとも1つのインデューサーエネルギー供給源との接触は、第1の効果および第
2の効果を生じ得る。この第1の効果は、核内輸送、核外輸送、二次的成分(例えばエフェ
クター分子)のリクルート、(タンパク質、DNAまたはRNAの)コンフォメーション変化、切
断、カーゴ(例えば、ケージド分子または補因子)の放出、会合または解離のうち1つまた
は複数であり得る。第2の効果は、前記TALEまたはCRISPR-Cas系の少なくとも1つのスイッ
チまたは活性に関する制御の活性化、増強、終結または抑制のうち1つまたは複数であり
得る。一実施形態では、この第1の効果および第2の効果は、カスケードで生じ得る。
【００２４】
　本発明の方法の別の態様では、このTALEまたはCRISPR-Cas系は、少なくとも1つの核局
在化シグナル(NLS)、核外輸送シグナル(NES)、機能的ドメイン、フレキシブルリンカー、
変異、欠失、変更または短縮をさらに含み得る。NLS、NESまたは機能的ドメインのうち1
つまたは複数は、条件的に活性化または不活性化され得る。別の実施形態では、この変異
は、転写因子相同性領域中の変異、DNA結合ドメイン中の変異(例えば、塩基性ヘリックス
ループヘリックスの塩基性残基の変異)、内因性NLS中の変異または内因性NES中の変異の
うち1つまたは複数であり得る。本発明は、このインデューサーエネルギー供給源が、熱
、超音波、電磁気エネルギーまたは化学物質であり得ることを包含する。本発明の好まし
い一実施形態では、このインデューサーエネルギー供給源は、抗生物質、小分子、ホルモ
ン、ホルモン誘導体、ステロイドまたはステロイド誘導体であり得る。より好ましい一実
施形態では、このインデューサーエネルギー供給源は、アブシジン酸(ABA)、ドキシサイ
クリン(DOX)、クメート、ラパマイシン、4-ヒドロキシタモキシフェン(4OHT)、エストロ
ゲンまたはエクジソンであり得る。本発明は、少なくとも1つのスイッチが、抗生物質ベ
ースの誘導可能な系、電磁気エネルギーベースの誘導可能な系、小分子ベースの誘導可能
な系、核レセプターベースの誘導可能な系およびホルモンベースの誘導可能な系からなる
群から選択され得ることを提供する。より好ましい一実施形態では、この少なくとも1つ
のスイッチは、テトラサイクリン(Tet)/DOX誘導可能な系、光誘導可能な系、ABA誘導可能
な系、クメートリプレッサー/オペレーター系、4OHT/エストロゲン誘導可能な系、エクジ
ソンベースの誘導可能な系およびFKBP12/FRAP(FKBP12-ラパマイシン複合体)誘導可能な系
からなる群から選択され得る。
【００２５】
　本発明の方法の一態様では、このインデューサーエネルギー供給源は電磁気エネルギー
である。この電磁気エネルギーは、450nm～700nmの範囲の波長を有する可視光の成分であ
り得る。好ましい一実施形態では、可視光の成分は、450nm～500nmの範囲の波長を有し得
、青色光であり得る。この青色光は、少なくとも0.2mW/cm2またはより好ましくは少なく
とも4mW/cm2の強度を有し得る。別の実施形態では、可視光の成分は、620～700nmの範囲
の波長を有し得、赤色光である。
【００２６】
　本発明は、少なくとも1つの機能的ドメインが、以下:トランスポザーゼドメイン、イン
テグラーゼドメイン、リコンビナーゼドメイン、リゾルバーゼドメイン、インベルターゼ
ドメイン、プロテアーゼドメイン、DNAメチルトランスフェラーゼドメイン、DNAヒドロキ
シメチラーゼドメイン、DNAデメチラーゼドメイン、ヒストンアセチラーゼドメイン、ヒ
ストンデアセチラーゼドメイン、ヌクレアーゼドメイン、リプレッサードメイン、アクチ
ベータードメイン、核局在化シグナルドメイン、転写-調節タンパク質(または転写複合体
リクルート)ドメイン、細胞取り込み活性関連ドメイン、核酸結合ドメイン、抗体提示ド
メイン、ヒストン修飾酵素、ヒストン修飾酵素のリクルーター;ヒストン修飾酵素のイン
ヒビター、ヒストンメチルトランスフェラーゼ、ヒストンデメチラーゼ、ヒストンキナー
ゼ、ヒストンホスファターゼ、ヒストンリボシラーゼ、ヒストンデリボシラーゼ、ヒスト
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ンユビキチナーゼ、ヒストンデユビキチナーゼ、ヒストンビオチナーゼおよびヒストンテ
イルプロテアーゼからなる群から選択され得る方法を包含する。
【００２７】
　本発明のさらなる態様は、本明細書に記載される系または方法を提供し、ここで、TALE
系はDNA結合ポリペプチドを含み、このDNA結合ポリペプチドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　目的の遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ以上の
転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは複数の
半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　このエネルギー感受性タンパク質もしくはその断片は、インデューサーエネルギー供給
源による誘導の際にコンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合するこ
とが可能になる、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　目的の遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つもしく
は複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　このエネルギー感受性タンパク質もしくはその断片は、インデューサーエネルギー供給
源による誘導の際に相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェクタ
ードメイン、
を含む。
【００２８】
　本発明の系および方法は、(a)N末端キャップ領域、(b)目的の遺伝子座を標的化するた
めに特異的に順序付けられた少なくとも5～40の転写アクチベーター様エフェクター(TALE
)モノマーおよび少なくとも1つまたは複数の半モノマーを含む、DNA結合ドメイン、なら
びに(c)C末端キャップ領域、を含む、DNA結合ポリペプチドを提供し、ここで、(a)、(b)
および(c)は、所定のN末端からC末端の配向で配置され得、このゲノム遺伝子座は標的DNA
配列5'-T0N1N2....NzNz+1-3'を含み、式中、T0およびN=A、G、TまたはCであり、この標的
DNA配列はDNA結合ドメインと結合し、このDNA結合ドメインは、(X1～11-X12X13-X14～33

または34または35)zを含み得、式中、X1～11は、11個連続するアミノ酸の鎖であり、X12X

13は、リピート可変二残基(RVD)であり、X14～33または34または35は、21、22または23個
連続するアミノ酸の鎖であり、zは、少なくとも5～40であり得、このポリペプチドは、こ
のポリペプチドが目的の遺伝子座のDNAに優先的に結合するようにコドン最適化された核
酸分子によってコードされ得、かかるコドン最適化された核酸分子から翻訳され得る。
【００２９】
　さらなる一実施形態では、本発明の系または方法は、N末端キャップ領域もしくはその
断片が、野生型N末端キャップ領域の147個連続するアミノ酸を含む、またはC末端キャッ
プ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の68個連続するアミノ酸を含む、
あるいはN末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の136個連続
するアミノ酸を含み、C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域
の183個連続するアミノ酸を含むことを提供する。別の実施形態では、この少なくとも1つ
のRVDは、(a)グアニン(G)の認識のためのHH、KH、NH、NK、NQ、RH、RN、SS、NN、SN、KN;
(b)アデニン(A)の認識のためのNI、KI、RI、HI、SI;(c)チミン(T)の認識のためのNG、HG
、KG、RG;(d)シトシン(C)の認識のためのRD、SD、HD、ND、KD、YG;(e)AまたはGの認識の
ためのNV、HN;および(f)AまたはTまたはGまたはCの認識のためのH*、HA、KA、N*、NA、NC
、NS、RA、S*からなる群から選択され得、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないこと
を意味する。
【００３０】
　なお別の実施形態では、この少なくとも1つのRVDは、(a)グアニン(G)の認識のためのHH
、KH、NH、NK、NQ、RH、RN、SS;(b)アデニン(A)の認識のためのSI;(c)チミン(T)の認識の
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ためのHG、KG、RG;(d)シトシン(C)の認識のためのRD、SD;(e)AまたはGの認識のためのNV
、HN;および(f)AまたはTまたはGまたはCの認識のためのH*、HA、KA、N*、NA、NC、NS、RA
、S*からなる群から選択され得、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないことを意味す
る。好ましい一実施形態では、Gの認識のためのRVDはRN、NH、RHもしくはKHである;また
はAの認識のためのRVDはSIである;またはTの認識のためのRVDはKGもしくはRGである;およ
びCの認識のためのRVDはSDもしくはRDである。なお別の実施形態では、以下:X1～4におけ
る[LTLD]もしくは[LTLA]もしくは[LTQV]、または位置X30～33もしくはX31～34もしくはX3
2～35における[EQHG]もしくは[RDHG]、のうち少なくとも1つが存在する。
【００３１】
　本発明の一態様では、このTALE系は、AAVまたはレンチウイルスベクター中にパッケー
ジングされている。
【００３２】
　本発明のさらなる態様は、本明細書に記載される系または方法を提供し、このCRISPR系
は、以下:a)目的の遺伝子座を標的化するCRISPR-Cas系ガイドRNAに作動可能に連結された
第1の調節エレメント、b)Casタンパク質に作動可能に連結された第2の調節誘導可能エレ
メント、を含むベクター系を含み得、成分(a)および(b)は、この系の同じまたは異なるベ
クター上に位置付けられ得、このガイドRNAは、目的の遺伝子座のDNAを標的化し、Casタ
ンパク質およびガイドRNAは、天然には一緒に存在しない。本発明の好ましい一実施形態
では、このCasタンパク質はCas9酵素である。本発明は、AAVまたはレンチウイルスである
ベクターもまた提供する。
【００３３】
　本発明は特に、目的のゲノム遺伝子座の発現を変更する誘導可能な方法および目的のゲ
ノム遺伝子座の発現を誘導可能に変更する組成物であって、このゲノム遺伝子座は、デオ
キシリボ核酸(DNA)結合ポリペプチドを含む天然に存在しないまたは操作された組成物と
接触させられ得る、組成物に関する。
【００３４】
　このポリペプチドは、エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、目的
のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ以上の転写
アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは複数の半モ
ノマーを含むDNA結合ドメイン、または少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメイ
ンを含み得る。このエネルギー感受性タンパク質もしくはその断片は、エネルギー供給源
による誘導の際にコンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合すること
が可能になり得る。このポリペプチドはまた、相互作用パートナーに連結された、目的の
ゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つもしくは複数
のバリアントTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または少なくと
も1つもしくは複数のエフェクタードメインを含み得、このエネルギー感受性タンパク質
もしくはその断片は、エネルギー供給源による誘導の際に相互作用パートナーと結合し得
る。この方法は、エネルギー供給源を適用する工程、およびゲノム遺伝子座の発現が変更
されていることを決定する工程もまた含み得る。本発明の好ましい実施形態では、このゲ
ノム遺伝子座は細胞中に存在し得る。
【００３５】
　本発明は、目的のゲノム遺伝子座の発現を抑制する誘導可能な方法および目的のゲノム
遺伝子座の発現を誘導可能に抑制する組成物であって、このゲノム遺伝子座は、DNA結合
ポリペプチドを含む天然に存在しないまたは操作された組成物と接触させられ得る、組成
物にも関する。
【００３６】
　このポリペプチドは、エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、目的
のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ以上の転写
アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは複数の半モ
ノマーを含むDNA結合ドメイン、または少なくとも1つもしくは複数のリプレッサードメイ
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ンを含み得る。このエネルギー感受性タンパク質もしくはその断片は、エネルギー供給源
による誘導の際にコンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合すること
が可能になり得る。このポリペプチドはまた、相互作用パートナーに連結された、目的の
ゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つもしくは複数
のバリアントTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または少なくと
も1つもしくは複数のエフェクタードメインを含み得、このエネルギー感受性タンパク質
もしくはその断片は、エネルギー供給源による誘導の際に相互作用パートナーと結合し得
る。この方法は、エネルギー供給源を適用する工程、およびゲノム遺伝子座の発現が抑制
されていることを決定する工程もまた含み得る。本発明の好ましい実施形態では、このゲ
ノム遺伝子座は細胞中に存在し得る。
【００３７】
　本発明は、目的のゲノム遺伝子座の発現を活性化する誘導可能な方法および目的のゲノ
ム遺伝子座の発現を誘導可能に活性化する組成物であって、このゲノム遺伝子座は、DNA
結合ポリペプチドを含む天然に存在しないまたは操作された組成物と接触させられ得る、
組成物にも関する。
【００３８】
　このポリペプチドは、エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、目的
のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ以上のTALE
モノマーおよび少なくとも1つもしくは複数の半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
少なくとも1つもしくは複数のアクチベータードメインを含み得る。このエネルギー感受
性タンパク質もしくはその断片は、エネルギー供給源による誘導の際にコンフォメーショ
ン変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になり得る。このポリペプチ
ドはまた、相互作用パートナーに連結された、目的のゲノム遺伝子座を標的化するために
特異的に順序付けられた少なくとも1つもしくは複数のバリアントTALEモノマーもしくは
半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または少なくとも1つもしくは複数のエフェクタード
メインを含み得、このエネルギー感受性タンパク質もしくはその断片は、エネルギー供給
源による誘導の際に相互作用パートナーと結合し得る。この方法は、エネルギー供給源を
適用する工程、およびゲノム遺伝子座の発現が活性化されていることを決定する工程もま
た含み得る。本発明の好ましい実施形態では、このゲノム遺伝子座は細胞中に存在し得る
。
【００３９】
　本発明の別の好ましい実施形態では、この誘導可能なエフェクターは、光誘導可能な転
写エフェクター(LITE)であり得る。LITE系のモジュール性は、転写モジュレーションに使
用される任意の数のエフェクタードメインを可能にする。
【００４０】
　本発明のなお別の好ましい実施形態では、この誘導可能なエフェクターは、化学物質で
あり得る。
【００４１】
　本発明は、CRISPR(クラスター化された、規則的に間隔が空いた短い回文型リピート[cl
ustered regularly interspaced short palindromic repeats])/Cas系を使用する誘導可
能な多重ゲノム操作もまた企図する。
【００４２】
　本発明は、本発明のポリペプチドをコードする核酸もまた包含する。この核酸は、プロ
モーター、有利にはヒトシナプシンIプロモーター(hSyn)を含み得る。特に有利な一実施
形態では、この核酸は、アデノ随伴ウイルスベクター(AAV)中にパッケージングされ得る
。
【００４３】
　本発明はさらに、本明細書に記載される方法および組成物を包含する処置または治療の
方法にも関する。
【００４４】
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　従って、本発明の目的は、本出願人らが権利を留保し、任意の以前に公知の製品、プロ
セスまたは方法の権利放棄を本明細書に開示するように、任意の以前に公知の製品、この
製品を作製するプロセス、またはこの製品を使用する方法を、本発明の範囲内に包含しな
いことである。本発明は、本出願人らが権利を留保し、任意の以前に記載された製品、こ
の製品を作製するプロセス、またはこの製品を使用する方法の権利放棄を本明細書に開示
するように、USPTO(米国特許法第112条、第1項)またはEPO(EPC第83条)の記載要件および
実施可能要件を満たしていない任意の製品、プロセス、この製品の作製、またはこの製品
を使用する方法を本発明の範囲内に包含することを意図しないことにさらに留意すべきで
ある。
【００４５】
　本開示中、ならびに特に特許請求の範囲および/または段落中の、「含む(comprises)」
、「含まれる(comprised)」、「含む(comprising)」などの用語が、米国特許法において
それに帰せられる意味を有し得ること;例えば、これらが、「含む(includes)」、「含ま
れる(included)」、「含む(including)」などを意味し得ること;ならびに「本質的に～か
らなる(consisting essentially of)」および「本質的に～からなる(consists essential
ly of)」などの用語が、米国特許法においてそれに帰せられる意味を有すること、例えば
、これらが、明確に列挙されていない要素を許容するが、先行技術において見出されるま
たは本発明の基本的もしくは新規特徴に影響を与える要素を排除しないことが留意される
。
【００４６】
　これらおよび他の実施形態は、開示されているか、または以下の詳細な説明から明らか
であり、詳細な説明によって包含される。
【００４７】
　例として与えられているが、記載された特定の実施形態のみに本発明を限定することを
意図しない以下の詳細な説明は、添付の図面と併せて最良に理解され得る。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】空間的および時間的正確さの必要性を示す模式図である。
【図２】転写アクチベーター様エフェクター(TALE)を示す図である。TALEは、その配列の
コアにおいて34aaのリピートからなる。各リピートは、TALEによって結合される標的DNA
中の塩基に対応する。リピートは、12位および13位における2つの可変アミノ酸のみが異
なる。この対応のコードは解明されており(Boch, Jら、Science、2009およびMoscou, Mら
、Science、2009)、この図中に示されている。本出願人らは、このコードを取り込み、ゲ
ノム内の選択した配列と結合することが可能なデザイナーTALEの合成のための方法を開発
している(Zhang, Fら、Nature Biotechnology、2011)。
【図３】LITE:TALE/クリプトクロム転写活性化の設計を示す図である。各LITEは、CRY2に
融合したTALEおよびVP64転写アクチベーターに融合したクリプトクロム結合パートナーCI
B1を含み得る、2成分系である。不活性状態では、TALEは、目的の遺伝子のプロモーター
領域に、それが融合したCRY2ドメインを局在化させる。この時点では、CIB1はCRY2に結合
できず、核空間中に未結合のCIB1-VP64を残す。488nm(青色)光での刺激の際に、CRY2はコ
ンフォメーション変化を受けて、そのCIB1結合部位を露わにする(Liu, Hら、Science、20
08)。CIB1の迅速な結合は、融合したVP64ドメインのリクルートを生じ、標的遺伝子の転
写を誘導する。
【図４】LITE活性に対するクリプトクロムダイマー短縮の影響を示す図である。CRY2およ
びCIB1の活性を変更することが公知の短縮(Kennedy Mら、Nature Methods 2010)を、全長
タンパク質に対して比較した。Neurog2のプロモーターに標的化されたLITEを、ドメイン
の各組み合わせについてNeuro-2a細胞において試験した。488nm光での刺激後、Neurog2の
転写物レベルを、刺激したおよび未刺激のサンプルについて、qPCRを使用して定量した。
【図５】KLF4 LITEの光強度依存的応答を示す図である。
【図６】Neurog2 LITEの活性化動力学およびNeurog2 LITEの不活性化動力学を示す図であ
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る。
【図７Ａ】本出願人らのRVDスクリーニング系を使用して決定される種々のRVDの塩基優先
傾向を示す図である。
【図７Ｂ】本出願人らのRVDスクリーニング系を使用して決定されるさらなるRVDの塩基優
先傾向を示す図である。
【図８】(a)ザントモナス属種(Xanthomonas sp.)由来のTALEの天然構造を示す図である。
各DNA結合モジュールは34アミノ酸からなり、各リピートの12番目および13番目のアミノ
酸位置のRVDは、暗号NG=T、HD=C、NI=AおよびNN=GまたはAに従って、標的化されているDN
A塩基を特定する。DNA結合モジュールには、転位置、核局在化(NLS)および転写活性化(AD
)ドメインを有する非反復N末端およびC末端が隣接する。N末端内の潜在性シグナルは、標
的部位の1番目の塩基としてチミンを特定する。(b)TALEツールボックスは、カスタムTALE
-TFおよびTALENの迅速かつ安価な構築を可能にする。このキットは、合計で12個のプラス
ミドからなる:PCR増幅のための鋳型として使用される4つのモノマープラスミド、0.5リピ
ートによって標的化される4つの異なる塩基に対応する4つのTALE-TFおよび4つのTALENク
ローニング骨格。CMV、サイトメガロウイルスプロモーター;N末端、Hax3 TALE由来の非反
復N末端;C末端、Hax3 TALE由来の非反復C末端;BsaI、カスタムTALE DNA結合ドメインの挿
入に使用されるII型制限部位;ccdB+CmR、ccdB陰性選択遺伝子およびクロラムフェニコー
ル耐性遺伝子を含む陰性選択カセット;NLS、核局在化シグナル;VP64、単純ヘルペスウイ
ルスのVP16タンパク質由来の合成転写アクチベーター;2A、2A自己切断リンカー;EGFP、高
感度緑色蛍光タンパク質;ポリAシグナル、ポリアデニル化シグナル;FokI、FokIエンドヌ
クレアーゼ由来の触媒ドメイン。(c)TALEは、カスタムTALE-TFを生成し、ゲノムからの内
因性遺伝子の転写をモジュレートするために使用され得る。TALE DNA結合ドメインは、RN
Aポリメラーゼおよび転写を開始するために必要な他の因子をリクルートする合成VP64転
写アクチベーターに融合される。(d)TALENは、非相同修復または相同性指向修復を介した
ゲノム編集を促進するために、部位特異的二本鎖ブレイクを生成するために使用され得る
。2つのTALENは、16bpスペーサーに隣接する結合部位の対を標的化する。左側および右側
のTALENは、それぞれ標的部位の上の鎖および下の鎖を認識する。各TALE DNA結合ドメイ
ンは、FokIエンドヌクレアーゼの触媒ドメインに融合される;FokIは、ダイマー化すると
、左側のTALEN結合部位と右側のTALEN結合部位との間の領域においてDNAを切る。
【図９Ａ】モノマー配列(12位および13位のRVDを除く)および特定の配列を有するモノマ
ーが存在する頻度を列挙する表を示す図である。
【図９Ｂ】モノマー配列(12位および13位のRVDを除く)および特定の配列を有するモノマ
ーが存在する頻度を列挙する表を示す図である。
【図９Ｃ】モノマー配列(12位および13位のRVDを除く)および特定の配列を有するモノマ
ーが存在する頻度を列挙する表を示す図である。
【図９Ｄ】モノマー配列(12位および13位のRVDを除く)および特定の配列を有するモノマ
ーが存在する頻度を列挙する表を示す図である。
【図９Ｅ】モノマー配列(12位および13位のRVDを除く)および特定の配列を有するモノマ
ーが存在する頻度を列挙する表を示す図である。
【図９Ｆ】モノマー配列(12位および13位のRVDを除く)および特定の配列を有するモノマ
ーが存在する頻度を列挙する表を示す図である。
【図１０】TALE活性に対する非RVDアミノ酸の影響の比較を示す図である。
【図１１】VP64とp65とVP16との間の活性化のレベルを比較するアクチベータースクリー
ニングを示す図である。
【図１２】TALE転写リプレッサーアーキテクチャーの開発を示す図である。(a)TALEリプ
レッサースクリーニングのためのSOX2 TALEの設計。ヒトゲノムのSOX2遺伝子座内の14bp
配列を標的化するTALEを合成した。(b)スクリーニングした全てのリプレッサーおよびそ
の宿主起源(左)のリスト。8つの異なる候補リプレッサードメインを、SOX2 TALEのC末端
に融合させた。(c)内因性SOX2 mRNAの減少倍数は、モックトランスフェクトした細胞中の
SOX2 mRNAレベルを各候補TALEリプレッサーでトランスフェクトした細胞中のSOX2 mRNAレ
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ベルで除算することによって、qRTPCRを使用して測定される。(d)内因性CACNA1Cの転写抑
制。G標的化RVDとしてNN、NKおよびNHを使用するTALEを、ヒトCACNA1C遺伝子座内の18bp
標的部位を標的化するために構築した。各TALEを、SID抑制ドメインに融合させる。NLS、
核局在化シグナル;KRAB、クルッペル会合ボックス;SID、mSin相互作用ドメイン。全ての
結果を、HEK 293FT細胞における3回の独立した実験から収集する。エラーバーはs.e.m.を
示す;n=3。*p<0.05、スチューデントt検定。
【図１３】SIDおよびSID4Xを使用するTALE転写リプレッサーアーキテクチャーの最適化を
示す図である。(a)TALEリプレッサーアーキテクチャーの試験のためのp11 TALEの設計。
マウス(Mus musculus)ゲノムのp11(s100a10)遺伝子座内の20bp配列(p11 TALE結合部位)を
標的化するTALEを合成した。(b)内因性マウスp11 mRNAの転写抑制。野生型TALEアーキテ
クチャーの2つの異なる短縮を有するマウスp11遺伝子座を標的化するTALEを、x軸上に示
される異なるリプレッサードメインと融合させた。括弧中の値は、構築物において使用さ
れるリプレッサードメインが後に続くDNA結合リピートに隣接するTALE DNA結合ドメイン
のN末端およびC末端のアミノ酸の数を示す。内因性p11 mRNAレベルを、qRT-PCRを使用し
て測定し、GFPコード構築物でトランスフェクトした陰性コントロール細胞中のレベルに
対して標準化した。(c)内因性マウスp11の転写抑制の倍数。内因性p11 mRNAの減少倍数は
、陰性コントロールGFP構築物でトランスフェクトした細胞中のp11 mRNAレベルを各候補T
ALEリプレッサーでトランスフェクトした細胞中のp11 mRNAレベルで除算することによっ
て、qRT-PCRを使用して測定される。x軸に沿った構築物の標識は、前のパネルと同じであ
る。NLS、核局在化シグナル;SID、mSin相互作用ドメイン;SID4X、短いペプチドリンカー
によって連結されたSIDドメインの最適化された4回タンデムリピート。全ての結果を、Ne
uro2A細胞における3回の独立した実験から収集する。エラーバーはs.e.m.を示す;n=3。**
*p<0.001、スチューデントt検定。
【図１４Ａ】2つの異なる型のTALEアーキテクチャーの比較を示す図である。
【図１４Ｂ】2つの異なる型のTALEアーキテクチャーの比較を示す図である。
【図１４Ｃ】2つの異なる型のTALEアーキテクチャーの比較を示す図である。
【図１４Ｄ】2つの異なる型のTALEアーキテクチャーの比較を示す図である。
【図１５Ａ】化学的に誘導可能なTALE ABA誘導可能な系を示す図である。ABI(ABA非感受
性1)およびPYL[PYLタンパク質:ピラバクチン(pyrabactin)耐性(PYR)/PYR1様(PYL)]は、植
物ホルモンアブシジン酸(ABA)の結合の際にダイマー化する、以下に列挙する2つのタンパ
ク質由来のドメインである。この植物ホルモンは、本出願人らの誘導可能なTALE系におい
て本出願人らが使用した小分子化学物質である。この系では、TALE DNA結合ポリペプチド
はABIドメインに融合されるが、VP64活性化ドメインもしくはSIDリプレッサードメインま
たは任意のエフェクタードメインが、PYLドメインに連結される。従って、ABA分子の存在
による誘導の際に、2つの相互作用ドメインABIおよびPYLがダイマー化し、エフェクター
ドメインに連結されたTALEに、標的遺伝子発現を調節する際にその活性を実施させる。
【図１５Ｂ】化学的に誘導可能なTALE ABA誘導可能な系を示す図である。ABI(ABA非感受
性1)およびPYL[PYLタンパク質:ピラバクチン耐性(PYR)/PYR1様(PYL)]は、植物ホルモンア
ブシジン酸(ABA)の結合の際にダイマー化する、以下に列挙する2つのタンパク質由来のド
メインである。この植物ホルモンは、本出願人らの誘導可能なTALE系において本出願人ら
が使用した小分子化学物質である。この系では、TALE DNA結合ポリペプチドはABIドメイ
ンに融合されるが、VP64活性化ドメインもしくはSIDリプレッサードメインまたは任意の
エフェクタードメインが、PYLドメインに連結される。従って、ABA分子の存在による誘導
の際に、2つの相互作用ドメインABIおよびPYLがダイマー化し、エフェクタードメインに
連結されたTALEに、標的遺伝子発現を調節する際にその活性を実施させる。
【図１５Ｃ】化学的に誘導可能なTALE ABA誘導可能な系を示す図である。ABI(ABA非感受
性1)およびPYL[PYLタンパク質:ピラバクチン耐性(PYR)/PYR1様(PYL)]は、植物ホルモンア
ブシジン酸(ABA)の結合の際にダイマー化する、以下に列挙する2つのタンパク質由来のド
メインである。この植物ホルモンは、本出願人らの誘導可能なTALE系において本出願人ら
が使用した小分子化学物質である。この系では、TALE DNA結合ポリペプチドはABIドメイ
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ンに融合されるが、VP64活性化ドメインもしくはSIDリプレッサードメインまたは任意の
エフェクタードメインが、PYLドメインに連結される。従って、ABA分子の存在による誘導
の際に、2つの相互作用ドメインABIおよびPYLがダイマー化し、エフェクタードメインに
連結されたTALEに、標的遺伝子発現を調節する際にその活性を実施させる。
【図１６Ａ】化学的に誘導可能なTALE 4OHT誘導可能な系を示す図である。
【図１６Ｂ】化学的に誘導可能なTALE 4OHT誘導可能な系を示す図である。
【図１７】LITE機能性に対するクリプトクロム2ヘテロダイマー配向の影響を示す図であ
る。
【図１８】マウス皮質ニューロン培養物におけるmGlur2 LITE活性を示す図である。
【図１９】LITE AAVベクターによる初代マウスニューロンの形質導入を示す図である。
【図２０】in vivoでのLITE成分の発現を示す図である。
【図２１】使用される特異的NESペプチド配列がLDLASLILである、構築物の改善された設
計を示す図である。
【図２２】4OHタモキシフェンの非存在下および存在下でのSox2 mRNAレベルを示す図であ
る。
【図２３Ａ】化膿レンサ球菌(Streptococcus pyogenes)SF370由来のII型CRISPR遺伝子座
が、DNAの標的化されたDSBを促進するために、哺乳動物細胞において再構築され得ること
を示す図である。NLSを用いたSpCas9およびSpRNase IIIの操作は、哺乳動物核中への輸送
を可能にする。
【図２３Ｂ】化膿レンサ球菌SF370由来のII型CRISPR遺伝子座が、DNAの標的化されたDSB
を促進するために、哺乳動物細胞において再構築され得ることを示す図である。SpCas9お
よびSpRNase IIIの哺乳動物発現は、EF1aプロモーターによって駆動されるが、tracrRNA
およびpre-crRNAアレイ(DR-スペーサー-DR)は、U6プロモーターによって駆動される。PAM
を有するヒトEMX1遺伝子座由来のプロトスペーサー(青色で強調)を、pre-crRNAアレイに
おけるスペーサーの鋳型として使用する。
【図２３Ｃ】化膿レンサ球菌SF370由来のII型CRISPR遺伝子座が、DNAの標的化されたDSB
を促進するために、哺乳動物細胞において再構築され得ることを示す図である。標的遺伝
子座とEMX1標的化crRNAとの間の塩基対合の模式図。赤色矢印は、推定切断部位を示す。
【図２３Ｄ】化膿レンサ球菌SF370由来のII型CRISPR遺伝子座が、DNAの標的化されたDSB
を促進するために、哺乳動物細胞において再構築され得ることを示す図である。SpCas9媒
介性インデルのためのSURVEYORアッセイ。
【図２３Ｅ】化膿レンサ球菌SF370由来のII型CRISPR遺伝子座が、DNAの標的化されたDSB
を促進するために、哺乳動物細胞において再構築され得ることを示す図である。微小欠失
ならびに187個のクローン性アンプリコンから同定された変異した対立遺伝子の代表的配
列を示すクロマトグラムの例。赤色ダッシュ、欠失塩基;赤色塩基、挿入または変異。ス
ケールバー=10μm。
【図２４】SpCas9が、哺乳動物細胞において複数のゲノム遺伝子座を標的化するように再
プログラミングされ得ることを示す図である。(A)赤紫色の対応するPAMと共に青色線で示
される、5つのプロトスペーサーの位置を示すヒトEMX1遺伝子座の模式図。(B)pre-crRNA
およびtracrRNAのダイレクトリピート(灰色)領域間のハイブリダイゼーションを示す、pr
e-crRNA: tracrRNA複合体の模式図(上)。キメラRNA設計の模式図(M. Jinekら、A program
mable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 3
37、816(2012年8月17日))(下)。tracrRNA配列は赤色で示され、20bpスペーサー配列は青
色で示される。(C)ヒトEMX1遺伝子座中の5つのプロトスペーサーにおけるCas9媒介性切断
の効力を比較するSURVEYORアッセイ。各プロトスペーサーは、いずれかの処理されたpre-
crRNA:tracrRNA複合体(crRNA)またはキメラRNA(chiRNA)を使用して標的化される。
【図２５Ａ】SpCas9特異性の評価およびTALENとの効率の比較を示す図である。単一点変
異を有するEMX1標的化キメラcrRNAを生成して、スペーサー-プロトスペーサーミスマッチ
の影響を評価した。
【図２５Ｂ】SpCas9特異性の評価およびTALENとの効率の比較を示す図である。異なる変
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異体キメラRNAの切断効率を比較するSURVEYORアッセイ。
【図２５Ｃ】SpCas9特異性の評価およびTALENとの効率の比較を示す図である。EMX1を標
的化するTALENの設計を示す模式図。
【図２５Ｄ】SpCas9特異性の評価およびTALENとの効率の比較を示す図である。TALENおよ
びSpCas9の効率を比較するSURVEYORゲル(N=3)。
【図２６Ａ】相同組換えおよび多重ゲノム操作へのCas9の適用を示す図である。RuvC Iド
メインの変異は、Cas9をニッキング酵素(SpCas9n)に変換する。
【図２６Ｂ】相同組換えおよび多重ゲノム操作へのCas9の適用を示す図である。EMX1標的
化キメラRNAとSpCas9との同時発現はインデルを導くが、SpCas9nは導かない(N=3)。
【図２６Ｃ】相同組換えおよび多重ゲノム操作へのCas9の適用を示す図である。組換え戦
略の模式的提示。修復鋳型は、EMX1遺伝子座中に制限部位を挿入するために設計される。
改変された領域を増幅するために使用されるプライマーが、赤色矢印として示される。
【図２６Ｄ】相同組換えおよび多重ゲノム操作へのCas9の適用を示す図である。制限断片
長多型ゲル分析。矢印は、HindIII消化によって生成される断片を示す。
【図２６Ｅ】相同組換えおよび多重ゲノム操作へのCas9の適用を示す図である。首尾よい
組換えを示すクロマトグラムの例。
【図２６Ｆ】相同組換えおよび多重ゲノム操作へのCas9の適用を示す図である。SpCas9は
、EMX1およびPVALBを標的化する2つのスペーサーを含むcrRNAアレイを使用する多重ゲノ
ム改変を促進し得る。crRNAアレイの設計を示す模式図(上)。両方のスペーサーが、効率
的なプロトスペーサー切断を媒介する(下)。
【図２６Ｇ】相同組換えおよび多重ゲノム操作へのCas9の適用を示す図である。SpCas9は
、正確なゲノム欠失を達成するために使用され得る。EMX1を標的化する2つのスペーサー(
上)は、118bpのゲノム欠失を媒介した(下)。
【図２７】II型CRISPR媒介性DNA二本鎖ブレイクの模式図を示す図である。化膿レンサ球
菌SF370由来のII型CRISPR遺伝子座は、4つの遺伝子、Cas9、Cas1、Cas2およびCsn1のクラ
スター、ならびに2つの非コードRNAエレメント、tracrRNA、および非反復配列(スペーサ
ー、各々30bp)の短いストレッチによって間隔が空いた反復配列(ダイレクトリピート)の
特徴的アレイを含む(15～18、30、31)。各スペーサーは典型的に、外来遺伝子材料から誘
導され(プロトスペーサー)、CRISPR媒介性核酸切断の特異性を指向する。標的核酸におい
て、各プロトスペーサーは、その認識が個々のCRISPR系に対して特異的なプロトスペーサ
ー隣接モチーフ(PAM)と会合する(22、23)。このII型CRISPR系は、逐次的工程で、標的化
されたDNA二本鎖ブレイク(DSB)を実行する(M. Jinekら、Science 337、816 (2012年8月17
日);Gasiunas, R.らProc Natl Acad Sci U S A 109、E2579 (2012年9月25日);J. E. Garn
eauら、Nature 468、67 (2010年11月4日);R. Sapranauskasら、Nucleic Acids Res 39、9
275 (2011年11月);A. H. Magadanら　PLoS One 7、e40913 (2012))。第1に、pre-crRNAア
レイおよびtracrRNAが、CRISPR遺伝子座から転写される。第2に、tracrRNAは、pre-crRNA
のダイレクトリピートにハイブリダイズし、二重鎖としてCas9と会合し、これが、個々の
短縮型スペーサー配列を含む成熟crRNAへのpre-crRNAのプロセシングを媒介する。第3に
、成熟crRNA: tracrRNA二重鎖は、crRNAのスペーサー領域とプロトスペーサーDNAとの間
のヘテロ二重鎖形成を介して、Cas9を、プロトスペーサーおよび必要なPAMからなるDNA標
的に指向させる。最後に、Cas9は、PAMの上流の標的DNAの切断を媒介して、プロトスペー
サー内にDSBを創出する。
【図２８Ａ】Cas9媒介性遺伝子標的化についての異なるtracrRNA転写物の比較を示す図で
ある。試験した2つのtracrRNA転写物(短いおよび長い)の設計および配列を示す模式図。
各転写物はU6プロモーターによって駆動される。転写開始部位は、+1として表示し、転写
ターミネーターは示される通りである。青色線は、tracrRNA検出のためのノザンブロット
プローブを生成するためにその逆相補配列が使用される領域を示す。
【図２８Ｂ】Cas9媒介性遺伝子標的化についての異なるtracrRNA転写物の比較を示す図で
ある。EMX1遺伝子座のhSpCas9媒介性切断の効率を比較するSURVEYORアッセイ。2つの生物
学的レプリカが、各tracrRNA転写物について示される。
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【図２８Ｃ】Cas9媒介性遺伝子標的化についての異なるtracrRNA転写物の比較を示す図で
ある。長いまたは短いtracrRNA、ならびにSpCas9およびDR-EMX1(1)-DRを有するU6発現構
築物でトランスフェクトした293FT細胞から抽出した総RNAのノザンブロット分析。左側お
よび右側のパネルは、それぞれSpRNaseIIIでトランスフェクトされていないまたはSpRNas
e IIIでトランスフェクトした293FT細胞由来である。U6は、プローブ標的化ヒトU6 snRNA
でブロットされたローディングコントロールを示す。短いtracrRNA発現構築物のトランス
フェクションは、豊富なレベルのプロセシングされた形態のtracrRNA(約75bp)を導いた(E
. Deltchevaら、Nature 471、602 (2011年3月31日))。非常に低い量の長いtracrRNAが、
ノザンブロット上で検出される。これらの実験の結果として、本出願人らは、哺乳動物細
胞における適用のために短いtracrRNAを使用することを選択する。
【図２９】二本鎖ブレイク誘導される微小挿入および欠失の検出のためのSURVEYORアッセ
イを示す図である(D. Y. Guschinら　Methods Mol Biol 649、247 (2010))。Cas9媒介性
切断の効率を決定するために使用したSURVEYORアッセイの模式図。第1に、ゲノムPCR(gPC
R)が、改変細胞および未改変細胞の不均一集団からCas9標的領域を増幅するために使用さ
れ、gPCR産物が、ヘテロ二重鎖を生成するために、緩徐に再アニーリングされる。再アニ
ーリングされたヘテロ二重鎖はSURVEYORヌクレアーゼによって切断されるが、ホモ二重鎖
はインタクトなままである。Cas9媒介性切断効率(%インデル)は、切断されたDNAの分率に
基づいて計算される。
【図３０Ａ】哺乳動物細胞におけるcrRNAプロセシングのノザンブロット分析を示す図で
ある。2つのダイレクトリピートが隣接する単一のスペーサー(DR-EMX1(1)-DR)のための発
現ベクターを示す模式図。ヒトEMX1遺伝子座プロトスペーサー1を標的化する30bpスペー
サー[Table 1(表4)]は青色で示され、ダイレクトリピートは灰色で示される。オレンジ色
の線は、EMX1(1)crRNA検出のためのノザンブロットプローブを生成するためにその逆相補
配列が使用される領域を示す。
【図３０Ｂ】哺乳動物細胞におけるcrRNAプロセシングのノザンブロット分析を示す図で
ある。DR-EMX1(1)-DRを有するU6発現構築物でトランスフェクトした293FT細胞から抽出し
た総RNAのノザンブロット分析。左側および右側のパネルは、それぞれSpRNaseIIIでトラ
ンスフェクトしていないまたはSpRNaseIIIでトランスフェクトした293FT細胞由来である
。DR-EMX1(1)-DRは、SpCas9および短いtracrRNAの存在下でのみ成熟crRNAへとプロセシン
グされ、SpRNaseIIIの存在には依存しなかった。トランスフェクトされた293FTの総RNAか
ら検出される成熟crRNAは約33bpであり、化膿レンサ球菌由来の39～42bpの成熟crRNAより
も短く(E. Deltchevaら、Nature 471、602 (2011年3月31日))、ヒト293FT細胞中のプロセ
シングされた成熟crRNAが、化膿レンサ球菌中の細菌成熟crRNAとは異なる可能性が高いこ
とを示唆している。
【図３１】pre-crRNAアレイまたはキメラcrRNAとCas9とのためのバイシストロン性発現ベ
クターを示す図である。(A)pre-crRNAアレイのための発現ベクターの設計を示す模式図。
スペーサーは、アニーリングしたオリゴヌクレオチドを使用して、2つのBbsI部位間に挿
入され得る。オリゴヌクレオチドのための配列設計は、示された適切なライゲーションア
ダプターと共に下に示される。(B)キメラcrRNAのための発現ベクターの模式図。ガイド配
列は、アニーリングしたオリゴヌクレオチドを使用して、2つのBbsI部位間に挿入され得
る。このベクターは、部分的ダイレクトリピート(灰色)配列および部分的tracrRNA(赤色)
配列を既に含んでいる。WPRE、ウッドチャック肝炎ウイルス転写後調節エレメント。
【図３２】ヒトPVALB遺伝子座およびマウスTh遺伝子座におけるプロトスペーサーの選択
を示す図である。ヒトPVALB(A)遺伝子座およびマウスTh(B)遺伝子座、ならびにそれぞれP
VALB遺伝子およびTh遺伝子の最後のエキソン内の3つのプロトスペーサーの位置の模式図
。30bpのプロトスペーサーは黒色線によって示され、隣接PAM配列は赤紫色バーによって
示される。センス鎖およびアンチセンス鎖上のプロトスペーサーは、それぞれDNA配列の
上および下に示される。
【図３３】ヒトゲノム中のPAM配列の存在を示す図である。ヒトゲノム中の隣接化膿レン
サ球菌SF370遺伝子座1 PAM(NGG)(A)とサーモフィラス菌(Streptococcus thermophiles)LM
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D9遺伝子座1 PAM(NNAGAAW)(B)との間の距離のヒストグラム。(C)染色体毎の各PAMについ
ての距離。Chr、染色体。推定標的を、ヒト染色体配列のプラス鎖およびマイナス鎖の両
方を使用して同定した。クロマチン、DNAメチル化-、RNA構造、およびいくつかのプロト
スペーサー標的における切断活性を制限し得る他の因子が存在し得ることを考慮すると、
実際の標的化能力がこの計算的分析の結果よりも低い可能性があることに留意することが
重要である。
【図３４Ａ】サーモフィラス菌LMD-9由来のII型CRISPRが、真核生物細胞中でも機能し得
ることを示す図である。サーモフィラス菌LMD-9由来のCRISPR遺伝子座2の模式図。
【図３４Ｂ】サーモフィラス菌LMD-9由来のII型CRISPRが、真核生物細胞中でも機能し得
ることを示す図である。S. thermphilus CRISPR系のための発現系の設計。ヒトコドン最
適化されたhStCas9は、構成的EF1aプロモーターを使用して発現される。成熟バージョン
のtracrRNAおよびcrRNAは、正確な転写開始を確実にするために、U6プロモーターを使用
して発現される。成熟crRNAおよびtracrRNAの配列が示される。crRNA配列中の小文字「a
」によって示される単一塩基を使用して、RNA Pol III転写ターミネーターとして機能す
るポリU配列を除去した。
【図３４Ｃ】サーモフィラス菌LMD-9由来のII型CRISPRが、真核生物細胞中でも機能し得
ることを示す図である。ヒトEMX1遺伝子座中のプロトスペーサーおよび対応するPAM配列
標的を示す模式図。2つのプロトスペーサー配列が強調され、NNAGAAWモチーフを満足させ
るその対応するPAM配列は、赤紫色線によって示される。両方のプロトスペーサーは、ア
ンチセンス鎖を標的化している。
【図３４Ｄ】サーモフィラス菌LMD-9由来のII型CRISPRが、真核生物細胞中でも機能し得
ることを示す図である。標的遺伝子座中のStCas9媒介性切断を示すSURVEYORアッセイ。RN
Aガイドスペーサー1および2は、それぞれ14%および6.4%を誘導した。これら2つのプロト
スペーサー部位における生物学的レプリカにわたる切断活性の統計分析は、Table 1(表4)
中に見出すことができる。
【図３５】AAV-プロモーター-TALE-エフェクター構築物の一例を示す図であり、hSyn=ヒ
トシナプシン1プロモーター、N+136=TALEのN末端、AA+136短縮、C63=TALEのC末端、AA+63
短縮、vp=VP64エフェクタードメイン、GFP=緑色蛍光タンパク質、WPRE=ウッドチャック肝
炎ウイルス転写後調節エレメント、bGH=ウシ成長ホルモンポリA、ITR=AAV逆位末端反復お
よびAmpR=アンピシリン耐性遺伝子である。
【図３６Ａ】LITE系の設計および最適化を示す図である。TALE DNA結合ドメインはCRY2に
融合され、転写エフェクタードメインはCIB1に融合される。不活性状態では、TALE-CRY2
は、標的遺伝子のプロモーター領域に結合するが、CIB1-エフェクターは核中で未結合の
ままである。VP64転写アクチベーターが上に示される。青色光での照射の際に、TALE-CRY
2およびCIB1-エフェクターは迅速にダイマー化し、CIB1-エフェクターを標的プロモータ
ーにリクルートする。次に、このエフェクターは、標的遺伝子の転写をモジュレートする
。
【図３６Ｂ】LITE系の設計および最適化を示す図である。その光感受性結合パートナーの
機能的短縮を含むLITEによる内因性標的Neurog2 mRNAの光依存的上方調節。LITEでトラン
スフェクトしたNeuro-2a細胞を、5mW/cm2の強度および7%のデューティサイクル(0.066Hz
で1sのパルス)の466nmの光で24時間刺激した。
【図３６Ｃ】LITE系の設計および最適化を示す図である。TALE-CRY2PHRおよびCIB1-VP64 
LITEによる光依存的Neurog2上方調節の時間過程。LITEでトランスフェクトしたNeuro-2a
細胞を、5mW/cm2の強度および7%のデューティサイクル(0.066Hzで1sのパルス)の466nm光
で刺激したところ、6時間の光刺激後にNeurog2 mRNAレベルが減少した。全てのNeurog2 m
RNAレベルを、GFP発現コントロール細胞と比較して測定した(平均±s.e.m.;n=3～4)(*、p
<0.05;および***、p<0.001)。
【図３７Ａ】ニューロンにおける内因性遺伝子座を標的化するin vitroおよびin vivoのA
AV媒介性TALE送達を示す図である。AAV中にパッケージングされた構成的TALE転写アクチ
ベーターの一般的模式図。エフェクタードメインVP64が強調されている。hSyn:ヒトシナ
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プシンプロモーター;2A:口蹄疫由来2Aペプチド;WPRE:ウッドチャック肝炎転写後応答エレ
メント;bGH pA:ウシ成長ホルモンポリAシグナル。
【図３７Ｂ】ニューロンにおける内因性遺伝子座を標的化するin vitroおよびin vivoのA
AV媒介性TALE送達を示す図である。初代皮質ニューロンにおける(a)からのAAV-TALE-VP64
構築物での形質導入を示す代表的画像である。細胞を、GFPおよびニューロンマーカーNeu
Nについて染色した。スケールバー=25μm。
【図３７Ｃ】ニューロンにおける内因性遺伝子座を標的化するin vitroおよびin vivoのA
AV媒介性TALE送達を示す図である。種々の内因性遺伝子座を標的化するAAV-TALE-VP64構
築物を、初代皮質ニューロンにおける転写活性化についてスクリーニングした(*、p<0.05
;**、p<0.01;***、p<0.001)。
【図３７Ｄ】ニューロンにおける内因性遺伝子座を標的化するin vitroおよびin vivoのA
AV媒介性TALE送達を示す図である。マウスのILC中へのAAVによるTALE-VP64の効率的な送
達。スケールバー=100μm。(Cgl=帯状回皮質、PLC=前辺縁皮質、ILC=下辺縁皮質)。
【図３７Ｅ】ニューロンにおける内因性遺伝子座を標的化するin vitroおよびin vivoのA
AV媒介性TALE送達を示す図である。ILCにおけるニューロンの効率的な形質導入の、より
高倍率の画像。
【図３７Ｆ】ニューロンにおける内因性遺伝子座を標的化するin vitroおよびin vivoのA
AV媒介性TALE送達を示す図である。300μm組織パンチを使用して測定した、ILCにおけるi
n vivoでのTALE-VP64によるGrm2 mRNA上方調節(平均±s.e.m.;1条件当たりn=3の動物)。
【図３８Ａ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。スイッチされたCRY2PHRおよびCIB1アーキテクチャ
ーを有するAAV-LITEアクチベーター構築物。
【図３８Ｂ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。初代ニューロンにおけるAAV送達されたLITE構築物
の同時形質導入を示す代表的画像。細胞を、GFP、HAタグおよびDAPIについて染色した(ス
ケールバー=25μm)。
【図３８Ｃ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。0.8%のデューティサイクルでパルスされた466nm光
での24時間の刺激後の、初代ニューロンにおけるGrm2発現の光誘導された活性化(0.033Hz
で250msのパルスまたは0.016Hzで500msのパルス;5mW/cm2)。
【図３８Ｄ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。4時間および24時間の時点での、光刺激ありおよび
なしの、初代皮質ニューロンにおけるGrm2 mRNAの上方調節。発現レベルは、GFPのみで形
質導入されたニューロンと比較して示される。
【図３８Ｅ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。GFPのみのコントロール形質導入、LITEを有する未
刺激ニューロンおよびLITEを有する光刺激されたニューロンにおける、mGluR2タンパク質
レベルの定量。代表的ウエスタンブロットが、ローディングコントロールとしてのβ-チ
ューブリン-IIIと共に示される。
【図３８Ｆ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。LITE系によるILCの形質導入、光ファイバーインプ
ラント、および組織単離に使用した0.35mm直径の脳パンチを示す模式図である。
【図３８Ｇ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。両方のLITE成分で同時形質導入されたILCの代表的
画像。HAタグ(赤色)、GFP(緑色)およびDAPI(青色)についての染色が示される(スケールバ
ー=25μm)。
【図３８Ｈ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。ILC中に形質導入されたLITEを使用した、内因性Grm
2発現の光誘導性活性化。**、p<0.05;各実験条件について4匹の異なるマウスから生成さ
れたデータ。
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【図３８Ｉ】初代ニューロンおよびin vivoにおける内因性転写のLITE媒介性の光遺伝学
的モジュレーションを示す図である。LITE1.0および最適化されたLITE2.0を使用した、Ne
urog2発現の増加倍数および光誘導。LITE2.0は、高レベルの活性化を維持しながら、最小
の背景を提供する。NLSα-インポーチンおよびNLSSV40、それぞれα-インポーチンおよび
サルウイルス40由来の核局在化シグナル;GS、Gly-Serリンカー;NLS*、核局在化活性を防
止するために示された残基がAlaで置換された変異型NLS;Δ318～334;高等植物のヘリック
ス-ループ-ヘリックス転写因子相同性領域の欠失。
【図３９Ａ】TALE媒介性およびLITE媒介性のエピジェネティック修飾を示す図である。(a
)LITEエピジェネティック修飾因子(epiLITE)の模式図。
【図３９Ｂ】TALE媒介性およびLITE媒介性のエピジェネティック修飾を示す図である。(b
)AAVベクター内の操作されたエピジェネティック転写リプレッサーSID4Xの模式図。GFP(8
00bp)ではなくphiLOV2.1(330bp)を蛍光マーカーとして使用して、効率的なAAVパッケージ
ングを確実にした。
【図３９Ｃ】TALE媒介性およびLITE媒介性のエピジェネティック修飾を示す図である。(c
)光刺激ありおよびなしの、初代皮質ニューロンにおける内因性Grm2発現のepiLITE媒介性
の抑制。下方調節倍数は、GFP単独で形質導入されたニューロンと比較して示される。
【図３９Ｄ】TALE媒介性およびLITE媒介性のエピジェネティック修飾を示す図である。(d
)光刺激ありおよびなしの、Grm2プロモーターにおけるH3K9ヒストン残基アセチル化にお
ける、epiLITE媒介性の減少。
【図３９Ｅ】TALE媒介性およびLITE媒介性のエピジェネティック修飾を示す図である。(e
、f)epiTALE-メチルトランスフェラーゼ(epiTALE-KYP、-TgSET8および-NUE)によるGrm2 m
RNAの低減倍数、ならびにGrm2プロモーターにおけるヒストンメチル化マークH3K9me1、H4
K20me3およびH3K27me3の対応する富化。
【図３９Ｆ】TALE媒介性およびLITE媒介性のエピジェネティック修飾を示す図である。(e
、f)epiTALE-メチルトランスフェラーゼ(epiTALE-KYP、-TgSET8および-NUE)によるGrm2 m
RNAの低減倍数、ならびにGrm2プロモーターにおけるヒストンメチル化マークH3K9me1、H4
K20me3およびH3K27me3の対応する富化。
【図３９Ｇ】TALE媒介性およびLITE媒介性のエピジェネティック修飾を示す図である。(g
、h)epiTALEヒストンデアセチラーゼ(epiTALE-HDAC8、-RPD3、-Sir2aおよび-Sin3a)によ
るGrm2 mRNAの低減倍数、ならびにGrm2プロモーターにおけるヒストン残基アセチル化マ
ークH4K8AcおよびH3K9Acにおける対応する減少。全てのパネル中に示される値は、平均±
s.e.m.であり、n=3～4である。
【図３９Ｈ】TALE媒介性およびLITE媒介性のエピジェネティック修飾を示す図である。(g
、h)epiTALEヒストンデアセチラーゼ(epiTALE-HDAC8、-RPD3、-Sir2aおよび-Sin3a)によ
るGrm2 mRNAの低減倍数、ならびにGrm2プロモーターにおけるヒストン残基アセチル化マ
ークH4K8AcおよびH3K9Acにおける対応する減少。全てのパネル中に示される値は、平均±
s.e.m.であり、n=3～4である。
【図４０】in vitroでのCRY2の吸収スペクトルの例示を示す図である。クリプトクロム2
を、350～475nmの光によって最適に活性化した1。吸収および活性化における急激な低下
が、480nmより長い波長について見られた。スペクトルは、Banerjee, R.らThe Signaling
 State of Arabidopsis Cryptochrome 2 Contains Flavin Semiquinone. Journal of Bio
logical Chemistry 282、14916～14922、doi:10.1074/jbc.M700616200(2007)から適合さ
せた。
【図４１】LITE媒介性遺伝子発現に対する照射デューティサイクルの影響を示す図である
。変動するデューティサイクル(総時間の百分率としての照射)を使用して、LITE活性に対
するデューティサイクルの影響を調査するために、KLF4遺伝子を標的化するLITEを発現す
る293FT細胞を刺激した。KLF4発現レベルを、GFPのみを発現する細胞と比較した。刺激パ
ラメーターは以下であった:466nm、5mW/cm2で24時間。パルスを、以下の持続時間で0.067
Hzで実施した:1.7%=0.25sパルス、7%=1sパルス、27%=4sパルス、100%=一定の照射、(平均
±s.e.m.;n=3～4)。
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【図４２】LITE媒介性遺伝子発現および細胞生存に対する光強度の影響を示す図である。
(a)CRY2PHR::CIB1 LITEの転写活性は、466nmの青色光の強度に従って変動することが見出
された。Neuro2a細胞を、7%デューティサイクル(0.066Hzの1sパルス)において24時間刺激
した。(b)カルセイン陽性細胞に対する赤色蛍光エチジウムホモダイマー-1について陽性
の細胞の百分率として測定される光誘導性毒性。全てのNeurog2 mRNAレベルを、GFPのみ
を発現する細胞と比較して測定した(平均±s.e.m.;n=3～4)。
【図４３】LITE媒介性遺伝子発現に対する転写活性化ドメインの影響を示す図である。異
なる転写活性化ドメイン(VP16、VP64およびp65)を使用する、光ありおよびなしの、LITE
によるNeurog2の上方調節。LITEでトランスフェクトしたNeuro-2a細胞を、5mW/cm2の強度
および7%のデューティサイクル(0.066Hzで1sのパルス)の466nmの光で24時間刺激した(平
均±s.e.m.;n=3～4)。
【図４４】内因性遺伝子転写の化学物質誘導を示す図である。(a)アブシジン酸(ABA)レセ
プター系に基づく化学物質誘導可能なツーハイブリッドTALE系の設計を示す模式図。ABI
およびPYLは、ABAの添加の際にダイマー化し、ABAが引き上げられると解離する。(b)ABA
依存的Neurog2上方調節の時間過程。250μMのABAを、TALE(Neurog2)-ABIおよびPYL-VP64
を発現するHEK 293FT細胞に添加した。mRNAの増加倍数を、ABAの添加後の示された時点に
おいて測定した。(c)24時間のABA刺激後のNeurog2 mRNAレベルの減少。全てのNeurog2 mR
NAレベルを、GFP発現コントロール細胞と比較して測定した(平均±s.e.m.;n=3～4)。
【図４５】AAV上清産生を示す図である。(a)GFPを有するレンチウイルスベクターおよびA
AVベクターを、形質導入効率を試験するために使用した。(b)初代胚性皮質ニューロンを
、同数のAAVまたはレンチウイルスでトランスフェクトした293FT細胞由来の300μLおよび
250μLの上清で形質導入した。GFP発現の代表的画像を、7d.p.i.で収集した。スケールバ
ー=50μm。(c)示されたプロセスは、AAV上清の産生および初代ニューロンの引き続く形質
導入のために開発した。293FT細胞を、PEIを使用して、目的の遺伝子を有するAAVベクタ
ー、AAV1血清型パッケージングベクター(pAAV1)およびヘルパープラスミド(pDF6)でトラ
ンスフェクトした。48時間後、上清を回収し、0.45μm PVDFメンブレンを通して濾過した
。次いで、初代ニューロンを、上清で形質導入し、残りのアリコートを-80℃で保存した
。5～6日後に安定なレベルのAAV構築物発現に達した。このプロセスに従うAAV上清産生は
、96ウェル形式で最大96種の異なるウイルス構築物の産生のために使用され得る(図37C中
に示されるニューロンにおけるTALEスクリーニングのために使用される)。
【図４６】DNaseI感受性クロマチン領域によってガイドされるTALE標的部位の選択を示す
図である。ENCODE(http://genome.ucsc.edu)からのマウス皮質組織データに基づく高いDN
aseI感受性を使用して、オープンクロマチン領域を同定した。転写開始部位の上流の2kb
領域内の最も高い振幅を有するピークを、標的化のために選択した。次いで、TALE結合標
的を、200bp領域内でピークの中央において選定した。
【図４７】初代ニューロンの健康に対する光デューティサイクルの影響を示す図である。
初代皮質ニューロンの健康に対する光刺激の影響を、7%、0.8%のデューティサイクルおよ
び光なし条件について比較した。カルセインを使用して、ニューロン生存度を評価した。
明視野画像を、形態学および細胞の完全性を示すために捕捉した。初代皮質ニューロンを
、示されたデューティサイクルで5mW/cm2の466nmの光で24時間刺激した。代表的画像、ス
ケールバー=50μm。パルスを以下の様式で実施した:7%デューティサイクル=0.067Hzで1s
のパルス、0.8%デューティサイクル=0.0167Hzで0.5sのパルス。
【図４８】光遺伝学的刺激の間のマウスの画像を示す図である。定位的に移植されたカニ
ューレおよび光ファイバーを有する、覚醒した自由に挙動するLITE注射マウスを撮影した
。
【図４９】マウス下辺縁皮質におけるAAV1/2によるLITE成分の同時形質導入効率を示す図
である。TALE(Grm2)-CIB1単独、CRY2PHR-VP64単独で形質導入された細胞、または同時形
質導入された細胞を、全ての形質導入された細胞の百分率として計算した。
【図５０】ベースライン転写モジュレーションに対する個々のLITE成分の寄与を示す図で
ある。Grm2 mRNAレベルを、個々のLITE成分でトランスフェクトした初代ニューロンにお
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いて決定した。Grm2 TALE_1-CIB1単独を発現する初代ニューロンは、完全なLITE系を発現
する未刺激の細胞と類似した、Grm2 mRNAレベルにおける増加を導いた(平均±s.e.m.;n=3
～4)。
【図５１Ａ】活性化、背景シグナルおよび誘導倍数に対する、LITE成分操作の影響を示す
図である。タンパク質改変を使用して、光による誘導比を改善しつつ低減した背景転写活
性化を生じるLITE成分を見出した。タンパク質変更を、以下に詳細に議論する。簡潔に述
べると、核局在化シグナルおよび内因性核外輸送シグナルにおける変異を使用して、CRY2
PHR-VP64成分の核内輸送を改善した。核局在化またはCIB1転写活性化のいずれかを低減さ
せることを意図したいくつかのバリエーションのCIB1を、背景活性に対するTALE-CIB1成
分の寄与を低減させるために追跡した。
【図５１Ｂ】試験したCRY2PHR-VP64およびTALE-CIB1の全ての組み合わせの結果は、上に
示される。棒グラフの左側の表は、各条件に使用したドメイン/変異の特定の組み合わせ
を示す。表および棒グラフの各行は、特定のCRY2PHR/CIB1の組み合わせについての、成分
の詳細、光あり/光なしの活性、および光による誘導比を含む。LITE1.0と比較して減少し
た背景および増加した誘導倍数の両方を生じた組み合わせは、表の縦列において緑色で強
調され、「+」でマークされる(t検定p<0.05)。CRY2PHR-VP64構築物:3つの新たな構築物を
、CRY2PHR-VP64核内輸送を改善することを目的として設計した。第1に、CRY2PHRの予測さ
れた内因性核外輸送配列内の変異L70AおよびL74Aを誘導して、タンパク質の核外輸送を制
限した(エフェクター縦列において「*」という)。第2に、α-インポーチン核局在化配列
を、CRY2PHR-VP64のN末端に融合させた(エフェクター縦列において「A」という)。第3に
、SV40核局在化配列を、CRY2PHR-VP64のC末端に融合させた(エフェクター縦列において「
P」という)。TALE-CIB1リンカー:LITE1.0において使用したTALEとCIB1との間のSV40 NLS
リンカーを、TALE-CIB1タンパク質の核外輸送を増加させるように設計されたいくつかの
リンカーのうち1つで置き換えた(CIB1リンカー縦列において使用した記号は丸括弧内に示
される):可撓性グリシン-セリンリンカー(G)、アデノウイルス5型E1B核外輸送配列(W)、H
IV核外輸送配列(M)、MAPKK核外輸送配列(K)、およびPTK2核外輸送配列(P)。NLS*内因性CI
B1核局在化配列変異:核局在化シグナルは、野生型CIB1配列内に存在する。このシグナル
を、NLS*構築物中で、TALE-CIB1核局在化を減退させるために、K92A、R93A、K105Aおよび
K106Aにおいて変異させた(NLS*縦列において「N」という)。ΔCIB1転写因子相同性欠失:
起こり得る基底CIB1転写活性化を排除するための試みにおいて、高等植物中の塩基性ヘリ
ックス-ループ-ヘリックス転写因子に対する高い相同性の領域が除去された欠失構築物を
設計した。これらの欠失された領域は、Δaa230～256、Δaa276～307、Δaa308～334(ΔC
IB1縦列中で「1」、「2」および「3」という)からなった。各場合において、欠失された
領域を、3残基のGGSリンクで置き換えた。CIB1中へのNES挿入:TALE-CIB1の光依存的核内
輸送を促進するための1つの戦略は、シグナルがCRY2PHRとの結合の際に隠されるように、
CRY2PHRとのそのダイマー化界面において、CIB1中にNESを挿入することであった。この目
的のために、NESを、公知のCRY2相互作用ドメインCIBN(aa1～170)内の異なる位置におい
て挿入した。これらの位置は以下のとおりである(NES縦列において使用した記号は丸括弧
内に示される):aa28(1)、aa52(2)、aa73(3)、aa120(4)、aa140(5)、aa160(6)。*bHLH塩基
性ヘリックス-ループ-ヘリックス変異:直接的なCIB1-DNA相互作用を低減させるために、C
IB1中の塩基性ヘリックス-ループ-ヘリックス領域のいくつかの塩基性残基を変異させた
。以下の変異が全ての*bHLH構築物中に存在する(図51の*bHLH縦列において「B」という):
R175A、G176A、R187AおよびR189A。
【図５１Ｃ】試験したCRY2PHR-VP64およびTALE-CIB1の全ての組み合わせの結果は、上に
示される。棒グラフの左側の表は、各条件に使用したドメイン/変異の特定の組み合わせ
を示す。表および棒グラフの各行は、特定のCRY2PHR/CIB1の組み合わせについての、成分
の詳細、光あり/光なしの活性、および光による誘導比を含む。LITE1.0と比較して減少し
た背景および増加した誘導倍数の両方を生じた組み合わせは、表の縦列において緑色で強
調され、「+」でマークされる(t検定p<0.05)。CRY2PHR-VP64構築物:3つの新たな構築物を
、CRY2PHR-VP64核内輸送を改善することを目的として設計した。第1に、CRY2PHRの予測さ
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れた内因性核外輸送配列内の変異L70AおよびL74Aを誘導して、タンパク質の核外輸送を制
限した(エフェクター縦列において「*」という)。第2に、α-インポーチン核局在化配列
を、CRY2PHR-VP64のN末端に融合させた(エフェクター縦列において「A」という)。第3に
、SV40核局在化配列を、CRY2PHR-VP64のC末端に融合させた(エフェクター縦列において「
P」という)。TALE-CIB1リンカー:LITE1.0において使用したTALEとCIB1との間のSV40 NLS
リンカーを、TALE-CIB1タンパク質の核外輸送を増加させるように設計されたいくつかの
リンカーのうち1つで置き換えた(CIB1リンカー縦列において使用した記号は丸括弧内に示
される):可撓性グリシン-セリンリンカー(G)、アデノウイルス5型E1B核外輸送配列(W)、H
IV核外輸送配列(M)、MAPKK核外輸送配列(K)、およびPTK2核外輸送配列(P)。NLS*内因性CI
B1核局在化配列変異:核局在化シグナルは、野生型CIB1配列内に存在する。このシグナル
を、NLS*構築物中で、TALE-CIB1核局在化を減退させるために、K92A、R93A、K105Aおよび
K106Aにおいて変異させた(NLS*縦列において「N」という)。ΔCIB1転写因子相同性欠失:
起こり得る基底CIB1転写活性化を排除するための試みにおいて、高等植物中の塩基性ヘリ
ックス-ループ-ヘリックス転写因子に対する高い相同性の領域が除去された欠失構築物を
設計した。これらの欠失された領域は、Δaa230～256、Δaa276～307、Δaa308～334(ΔC
IB1縦列中で「1」、「2」および「3」という)からなった。各場合において、欠失された
領域を、3残基のGGSリンクで置き換えた。CIB1中へのNES挿入:TALE-CIB1の光依存的核内
輸送を促進するための1つの戦略は、シグナルがCRY2PHRとの結合の際に隠されるように、
CRY2PHRとのそのダイマー化界面において、CIB1中にNESを挿入することであった。この目
的のために、NESを、公知のCRY2相互作用ドメインCIBN(aa1～170)内の異なる位置におい
て挿入した。これらの位置は以下のとおりである(NES縦列において使用した記号は丸括弧
内に示される):aa28(1)、aa52(2)、aa73(3)、aa120(4)、aa140(5)、aa160(6)。*bHLH塩基
性ヘリックス-ループ-ヘリックス変異:直接的なCIB1-DNA相互作用を低減させるために、C
IB1中の塩基性ヘリックス-ループ-ヘリックス領域のいくつかの塩基性残基を変異させた
。以下の変異が全ての*bHLH構築物中に存在する(図51の*bHLH縦列において「B」という):
R175A、G176A、R187AおよびR189A。
【図５２】TALE-CIB1の光媒介性の共依存的核内輸送の例示を示す図である。(a)光の非存
在下では、TALE-CIB1 LITE成分は、核局在化シグナルNLSの非存在(または弱い核外輸送シ
グナルNESの付加)に起因して、細胞質中に存在する。他方、NLSを含むCRY2PHR-VP64成分
は、それ自体核中に能動的に輸送される。(b)青色光の存在下では、TALE-CIB1はCRY2PHR
に結合する。ここで、CRY2PHR-VP64中の強いNLSの存在は、両方のLITE成分の複合体の核
内輸送を媒介し、標的化された遺伝子座における転写をこれらが活性化することを可能に
する。
【図５３】顕著なLITE1.9の組み合わせを示す図である。LITE2.0構築物に加えて、操作さ
れたLITE成分スクリーニングからのいくつかのCRY2PHR-VP64::TALE-CIB1の組み合わせに
、特に注目した。α-インポーチンNLSエフェクター構築物を変異した内因性NLSおよびΔ2
76～307 TALE-CIB1構築物と組み合わせたLITE1.9.0は、9よりも高い誘導比および180より
も高い絶対的光活性化を示した。未改変のCRY2PHR-VP64を変異したNLS、Δ318～334、AD5
 NES TALE-CIB1構築物と組み合わせたLITE1.9.1は、1.06の背景活性化と共に4の誘導比を
達成した。2よりも低い背景活性化および7～12の範囲の誘導比を有する他のLITE1.9組み
合わせの選択もまた、強調した。
【図５４】ニューロンにおけるTALE SID4Xリプレッサーの特徴付けおよび適用を示す図で
ある。a)合成リプレッサーを、4つのSIDドメインを結び付けることによって構築した(SID
4X)。最適なTALE-リプレッサーアーキテクチャーを同定するために、SIDまたはSID4Xを、
マウスp11遺伝子を標的化するために設計したTALEと融合させた。(b)p11 mRNAにおける減
少倍数を、qRT-PCRを使用してアッセイした。(c)AAV中にパッケージングされた構成的TAL
E転写リプレッサーの一般的模式図。エフェクタードメインSID4Xを強調する。hSyn:ヒト
シナプシンプロモーター;2A:口蹄疫由来2Aペプチド;WPRE:ウッドチャック肝炎転写後応答
エレメント;bGH pA:ウシ成長ホルモンポリAシグナル。phiLOV2.1(330bp)を、より短い蛍
光マーカーとして選択して、有効なAAVパッケージングを確実にした。(d)内因性マウス遺
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伝子座Grm5およびGrm2を標的化する2つのTALEを、SID4Xと融合させ、初代ニューロン中に
ウイルスにより形質導入した。SID4Xを介した標的遺伝子の下方調節が、GFPのみを発現す
るニューロンにおけるレベルと比較して、各TALEについて示される(平均±s.e.m.;n=3～4
)。
【図５５】多様なセットのepiTALEが、ニューロンおよびNeuro2a細胞における転写抑制を
媒介することを示す図である。a)異なるヒストンエフェクタードメインに融合した合計24
のGrm2標的化TALEを、AAVを使用して初代皮質マウスニューロン中に形質導入した。Grm2 
mRNAレベルを、GFPのみで形質導入したニューロンと比較して、RT-qPCRを使用して測定し
た。*は、p<0.05の抑制を示す。b)合計32のepiTALEを、Neuro2A細胞中にトランスフェク
トした。そのうち20が、標的化されたNeurog2遺伝子座の有意な抑制を媒介した(*=p<0.05
)。
【図５６】Neuro 2A細胞においてヒストン修飾と共に転写抑制を媒介するepiTALEを示す
図である。(a)Neuro 2A細胞中のマウスNeurog2遺伝子座を標的化するヒストン脱アセチル
化エピジェネティックエフェクターNcoRおよびSIRT3に融合されたTALEを、Neurog2転写物
レベルに対する抑制活性についてアッセイした。(b)NcoRおよびSIRT3 epiTALEについてNe
urog2プロモーターにおけるH3K9アセチル化の低減を示すChIP RT-qPCR。(c)公知のヒスト
ンメチルトランスフェラーゼ結合活性を有するエピジェネティックエフェクターPHF19を
、Neurog2 mRNAレベルのNeurog2媒介性の抑制を標的化するTALEに融合させた。(d)PHF19 
epiTALEについてNeurog2プロモーターにおけるH3K27me3レベルの増加を示すChIP RT-qPCR
。
【図５７Ａ】RNAガイドされたDNA結合タンパク質Cas9が、特異的ゲノム遺伝子座に対して
転写エフェクタードメインを標的化するために使用され得ることを示す図である。II型化
膿レンサ球菌CRISPR/Cas系由来のRNAガイドされたヌクレアーゼCas9は、2つのアラニン置
換(D10AおよびH840A)を導入することによって、核酸分解的に不活性なRNAガイドされたDN
A結合タンパク質(Cas9**)に変換され得る。合成ガイドRNA(sgRNA)が、Cas9**-エフェクタ
ー融合物を、ヒトゲノム中の特異的遺伝子座へと指向させ得ることを示す模式図。このsg
RNAは、5'末端において、標的配列を特定する20bpガイド配列を含む。標的ゲノムDNA上の
20bp標的部位には、5'-NGG PAMモチーフが続く必要がある。
【図５７Ｂ】RNAガイドされたDNA結合タンパク質Cas9が、特異的ゲノム遺伝子座に対して
転写エフェクタードメインを標的化するために使用され得ることを示す図である。ヒトKL
F4遺伝子座におけるsgRNA標的部位を示す模式図。各標的部位は、青色バーによって示さ
れ、対応するPAM配列は赤紫色バーによって示される。
【図５７Ｃ】RNAガイドされたDNA結合タンパク質Cas9が、特異的ゲノム遺伝子座に対して
転写エフェクタードメインを標的化するために使用され得ることを示す図である。ヒトSO
X2遺伝子座におけるsgRNA標的部位を示す模式図。各標的部位は、青色バーによって示さ
れ、対応するPAM配列は赤紫色バーによって示される。
【図５７Ｄ】RNAガイドされたDNA結合タンパク質Cas9が、特異的ゲノム遺伝子座に対して
転写エフェクタードメインを標的化するために使用され得ることを示す図である。Cas9**
-VP64転写アクチベーター構築物の模式図。
【図５７Ｅ】RNAガイドされたDNA結合タンパク質Cas9が、特異的ゲノム遺伝子座に対して
転写エフェクタードメインを標的化するために使用され得ることを示す図である。SID4X-
Cas9**転写リプレッサー構築物の模式図。
【図５７Ｆ】RNAガイドされたDNA結合タンパク質Cas9が、特異的ゲノム遺伝子座に対して
転写エフェクタードメインを標的化するために使用され得ることを示す図である。Cas9**
-VP64は、KLF4の活性化を媒介した。全てのmRNAレベルを、GFPモックトランスフェクトし
たコントロール細胞と比較して測定した(平均±s.e.m.;n=3)。
【図５７Ｇ】RNAガイドされたDNA結合タンパク質Cas9が、特異的ゲノム遺伝子座に対して
転写エフェクタードメインを標的化するために使用され得ることを示す図である。SID4X-
Cas9**は、SOX2の抑制を媒介した。全てのmRNAレベルを、GFPモックトランスフェクトし
たコントロール細胞と比較して測定した(平均±s.e.m.;n=3)。
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【図５８】2つのTALEが内因性マウス遺伝子座Grm5、Grin2aおよびGrm2の各々を標的化す
る、設計された6つのTALEを示す図である。TALEを、転写アクチベータードメインVP64ま
たはリプレッサードメインSID4Xに融合させ、初代ニューロン中にウイルスにより形質導
入した。標的遺伝子の、VP64を介した上方調節およびSID4Xを介した下方調節の両方が、G
FPのみを発現するニューロンにおけるレベルと比較して、各TALEについて示される。
【図５９】(A)SID4Xリプレッサードメインを強調するLITEリプレッサー構築物を示す図で
ある。(B)Grm2 T1-LITEおよびGrm2 T2-LITEを使用した初代皮質ニューロンにおける内因
性Grm2発現の光誘導性抑制を示す図である。下方調節の倍数が、GFPのみで形質導入した
ニューロンと比較して示される(平均±s.e.m.;全てのサブパネルについてn=3～4)。
【図６０】CRY2PHR成分およびCIB1成分の交換を示す図である。(A)TALE-CIB1::CRY2PHR-V
P64は、TALE-CRY2PHR::CIB1-VP64よりも高いレベルでNgn2を活性化できた。(B)Ngn2 LITE
の活性化比(光あり対光なし)比の倍数は、両方の設計について類似の効率を示す。刺激パ
ラメーターは、図36Bにおいて使用した刺激パラメーターと同じであった。
【図６１】誘導可能なCas9のためのTet Cas9ベクター設計を示す図である。
【図６２】ベクター、ならびにCas9およびEGFPのドキシサイクリン誘導後の293FT細胞に
おけるEGFPの発現を示す図である
【発明を実施するための形態】
【００４９】
　用語「核酸」または「核酸配列」とは、一本鎖または二本鎖のいずれかの形態の、デオ
キシリボ核酸またはリボ核酸のオリゴヌクレオチドを指す。この用語は、天然ヌクレオチ
ドの公知のアナログを含む、核酸即ちオリゴヌクレオチドを包含する。この用語は、合成
骨格を有する核酸様構造もまた包含する。例えば、Eckstein、1991;Basergaら、1992;Mil
ligan、1993;WO 97/03211;WO 96/39154;Mata、1997;Strauss-Soukup、1997;およびSamsta
g、1996を参照のこと。
【００５０】
　本明細書で使用する場合、「組換え」とは、in vitroで合成もしくは他の方法でマニピ
ュレートされたポリヌクレオチド(例えば、「組換えポリヌクレオチド」)、細胞もしくは
他の生物学的系において遺伝子産物を産生するために組換えポリヌクレオチドを使用する
方法、または組換えポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド(「組換えタン
パク質」)を指す。「組換え手段」は、例えば、本発明のベクター中のポリペプチドコー
ド配列の誘導性発現または構成的発現の発現のための、発現カセットまたはベクター中へ
の、異なる供給源由来の種々のコード領域またはドメインまたはプロモーター配列を有す
る核酸のライゲーションを包含する。
【００５１】
　用語「異種」は、核酸に言及して使用する場合、その核酸が、それが天然には通常見出
されない;あるいは互いに天然に通常見出されるのと同じ関係では見出されない2つ以上の
部分配列を含む、あるいはその発現のレベル、または細胞中の他の核酸もしくは他の分子
に対する物理的関係、または構造が、天然には通常見出されないように組換え的に操作さ
れる、細胞もしくはウイルス中に存在することを示す。この文脈で使用される類似の用語
は、「外因性」である。例えば、典型的には、天然には見出されない様式で配置された無
関係の遺伝子由来の2つ以上の配列を有する異種核酸;例えば、本発明のアデノウイルスベ
ースのベクター中に挿入されたプロモーター配列に作動可能に連結されたヒト遺伝子が、
組換え産生される。一例として、目的の異種核酸は、免疫原性遺伝子産物をコードし得、
このアデノウイルスは、担体または薬物-ワクチン組成物として、治療的または予防的に
投与される。異種配列は、プロモーターおよび配列の種々の組み合わせを含み得、その例
は本明細書に詳細に記載される。
【００５２】
　「治療的リガンド」は、治療効果を有する、標的細胞のレセプターに結合し得る物質で
あり得る。
【００５３】
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　「治療効果」は、任意の種類の医療的処置の結果であり得、その結果は、当業者によっ
て、望ましいおよび有利であると判断される。「治療効果」は、医療的処置に対する応答
として生じる、挙動的または生理学的変化であり得る。この結果は、医療的処置の、予測
された、予測されなかった、またはさらには意図しなかった結果であり得る。「治療効果
」には、例えば、病原体による感染に罹患している被験体における症状の低減が含まれ得
る。
【００５４】
　「標的細胞」は、その活性における変更が所望の結果または応答を誘導し得る細胞であ
り得る。本明細書で使用する場合、細胞は、in vitro細胞であり得る。この細胞は、完全
な生物へと発生することができない可能性がある、単離された細胞であり得る。
【００５５】
　「リガンド」は、生物学的目的を果たすために、生物分子と結合し、生物分子との複合
体を形成する、任意の物質であり得る。本明細書で使用する場合、「リガンド」は、「抗
原」または「免疫原」もまた指し得る。本明細書で使用する場合、「抗原」および「免疫
原」は、互換的に使用される。
【００５６】
　遺伝子または核酸の「発現」は、細胞の遺伝子発現だけではなく、クローニング系およ
び任意の他の文脈における核酸の転写および翻訳もまた包含する。
【００５７】
　本明細書で使用する場合、「ベクター」は、1つの環境から別の環境への実体の移行を
可能にするまたは促進するツールである。例として、組換えDNA技術において使用される
いくつかのベクターは、DNAのセグメント(例えば、異種DNAセグメント、例えば、異種cDN
Aセグメント)などの実体が標的細胞中に移行されるのを可能にする。本発明は、ウイルス
ベクター、細菌ベクター、原生動物ベクター、DNAベクターまたはそれらの組換えを含み
得る組換えベクターを包含する。
【００５８】
　ベクター(例えば、目的のエピトープおよび/または抗原および/または治療剤をコード
する)中の発現のための外因性DNAおよびかかる外因性DNAを提供する文献に関して、なら
びに核酸分子の発現を増強するための転写因子および/または翻訳因子の発現、およびと
りわけ、「目的のエピトープ」、「治療的」、「免疫応答」、「免疫学的応答」、「保護
的免疫応答」、「免疫学的組成物」、「免疫原性組成物」および「ワクチン組成物」など
の用語に関して、1999年11月23日発行の米国特許第5,990,091号ならびにWO 98/00166およ
びWO 99/60164、ならびに本明細書で引用される文献、およびこれらの特許およびPCT出願
の審査における記録上の文献に対して参照がなされる;これらは全て、参照によって本明
細書に組み込まれる。従って、米国特許第5,990,091号ならびにWO 98/00166およびWO 99/
60164、ならびに本明細書で引用される文献、およびこれらの特許およびPCT出願の審査に
おける記録上の文献、ならびに本明細書で引用されるまたは参照によって本明細書に別の
方法で組み込まれる他の文献は、本発明の実施において参考にされ得る;そして、本明細
書で引用された全ての外因性核酸分子、プロモーターおよびベクターが、本発明の実施に
おいて使用され得る。これに関して、米国特許第6,706,693号;米国特許第6,716,823号;米
国特許第6,348,450号;米国特許出願第10/424,409号;米国特許出願第10/052,323号;米国特
許出願第10/116,963号;米国特許出願第10/346,021号;およびPCT/US98/16739からの、1999
年2月25日公開のWO 99/08713に対しても、言及がなされる。
【００５９】
　本発明の態様は、生物もしくは細胞中に送達される、または送達系を介して目的の遺伝
子座に送達される、本発明のTALEおよびCRISPR-Cas系を包含する。送達の1つの手段は、
ベクターを介してであり、このベクターは、レンチウイルスまたはバキュロウイルスまた
は好ましくはアデノウイルス/アデノ随伴ウイルスベクターなどのウイルスベクターであ
るが、送達の他の手段が公知であり(例えば、酵母系、微小胞、遺伝子銃/ベクターを金ナ
ノ粒子に付着させる手段)、提供される。いくつかの実施形態では、ウイルスまたはプラ
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スミドベクターのうち1つまたは複数が、ナノ粒子、エキソソーム、微小胞または遺伝子
銃を介して送達され得る。
【００６０】
　本明細書で使用する場合、用語「薬物組成物」および「薬物」、「ワクチン性組成物」
、「ワクチン」、「ワクチン組成物」、「治療的組成物」ならびに「治療免疫原性組成物
」は、抗原または病原体に対する保護を誘導する任意の組成物をカバーする。いくつかの
実施形態では、この保護は、病原体による感染の阻害または予防に起因し得る。他の実施
形態では、この保護は、目的の抗原に対する免疫応答によって誘導され得る、または抗原
に対して有効に保護する;例えば、被験体中への投与または注射の後に、標的化された抗
原もしくは免疫原に対する保護的免疫応答を惹起する、または本発明のアデノウイルスベ
クターから発現される抗原もしくは免疫原に対する有効な保護を提供する。用語「医薬組
成物」は、被験体に送達される任意の組成物を意味する。いくつかの実施形態では、この
組成物は、病原体による感染を阻害または予防するために送達され得る。
【００６１】
　「治療有効量」は、被験体に投与された場合に目的の遺伝子産物に対する治療応答また
は免疫応答を生じる、目的の遺伝子をコードする組換えベクターの量または濃度である。
【００６２】
　用語「ウイルスベクター」には、本明細書で使用する場合、レトロウイルス、アデノウ
イルス、アデノ随伴ウイルス、アルファウイルスおよび単純ヘルペスウイルスが含まれる
がこれらに限定されない。
【００６３】
　本発明は、ある形態のエネルギーを使用した、内因性または外因性遺伝子の発現の時空
間的制御を包含する。エネルギーの形態には、電磁気照射、音響エネルギー、化学エネル
ギーおよび熱エネルギーが含まれ得るがこれらに限定されない。本発明の好ましい一実施
形態では、エネルギーの形態は、電磁気照射、好ましくは、光エネルギーである。内因性
遺伝子の発現を制御するための以前のアプローチ、例えば、DNA結合ジンクフィンガータ
ンパク質に連結された転写アクチベーターは、時間的または空間的制御のための機構を提
供しなかった。本明細書に記載される系の光活性化(photoactivation)の能力は、遺伝子
発現モジュレーションの誘導が、細胞の局在化した集団内で正確な時間において始まるこ
とを可能にする。
【００６４】
　本出願で詳述される制御の態様は、少なくとも1つまたは複数のスイッチに関する。用
語「スイッチ」とは、本明細書で使用する場合、変化に影響を与えるように協調的な様式
で作用する系または成分のセットを指し、生物学的機能の活性化、抑制、増強または終結
などの、その機能の全ての態様を包含する。一態様では、用語スイッチは、遺伝子調節タ
ンパク質の基本的成分およびこれらのタンパク質が認識する特異的DNA配列を含む遺伝子
スイッチを包含する。一態様では、スイッチは、遺伝子調節において使用される誘導可能
な系および抑制可能な系に関する。一般に、誘導可能な系は、遺伝子発現を可能にするあ
る種の分子(インデューサーと呼ばれる)の存在がない限り、オフであり得る。この分子は
、「発現を誘導する」と言われる。これが起こる様式は、制御機構、および細胞型におけ
る差異に依存する。抑制可能な系は、遺伝子発現を抑圧するある種の分子(コリプレッサ
ーと呼ばれる)の存在下以外、オンである。この分子は、「発現を抑制する」と言われる
。これが起こる様式は、制御機構、および細胞型における差異に依存する。用語「誘導可
能な」は、本明細書で使用する場合、関与する分子機構に関わらず、スイッチの全ての態
様を包含し得る。従って、本発明に包含されるスイッチには、抗生物質ベースの誘導可能
な系、電磁気エネルギーベースの誘導可能な系、小分子ベースの誘導可能な系、核レセプ
ターベースの誘導可能な系およびホルモンベースの誘導可能な系が含まれ得るがこれらに
限定されない。好ましい実施形態では、このスイッチは、テトラサイクリン(Tet)/DOX誘
導可能な系、光誘導可能な系、アブシジン酸(ABA)誘導可能な系、クメートリプレッサー/
オペレーター系、4OHT/エストロゲン誘導可能な系、エクジソンベースの誘導可能な系ま
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たはFKBP12/FRAP(FKBP12-ラパマイシン複合体)誘導可能な系であり得る。
【００６５】
　本発明の一態様では、少なくとも1つのスイッチは、TALEまたはCRISPR-Cas系と関連し
得、このTALEまたはCRISPR-Cas系の活性は、スイッチに関する少なくとも1つのインデュ
ーサーエネルギー供給源との接触によって制御される。用語「接触」とは、本発明の態様
に関して本明細書で使用する場合、スイッチとインデューサーエネルギー供給源との間の
任意の会合関係を指し、これは、成分との物理的相互作用(一緒に結合する分子またはタ
ンパク質中など)であり得る、またはエネルギー供給源によって放射されるエネルギーに
よる進路中に存在するもしくはエネルギー供給源によって放射されるエネルギーがぶつか
る(光、熱または音響の吸収または反射の場合など)。本発明のいくつかの態様では、スイ
ッチとインデューサーエネルギー供給源との接触は、インデューサーエネルギー供給源の
適用によってもたらされる。本発明は、受動的フィードバック系を介した接触もまた包含
する。これには、TALEまたはCRISPR-Cas系の活性が、既に存在しており従って適用する必
要のないインデューサーエネルギー供給源との接触によって制御される、任意の受動的調
節機構が含まれるがこれらに限定されない。例えば、このエネルギー供給源は、細胞中ま
たは細胞環境中に既に存在する分子またはタンパク質であり得る。受動的に接触をもたら
す相互作用には、レセプター/リガンド結合、レセプター/化学物質リガンド結合、レセプ
ター/タンパク質結合、抗体/タンパク質結合、タンパク質ダイマー化、タンパク質ヘテロ
ダイマー化、タンパク質マルチマー化、核レセプター/リガンド結合、翻訳後修飾、例え
ばリン酸化、脱リン酸化、ユビキチン化または脱ユビキチン化が含まれ得るがこれらに限
定されない。
【００６６】
　2つの重要な分子ツールを、光応答性(photoresponsive)転写アクチベーター様(TAL)エ
フェクター系の設計において利用した。第1に、操作されたTALエフェクターのDNA結合特
異性が、ゲノム中の特定の領域に複合体を局在化させるために利用される。第2に、光誘
導性のタンパク質ダイマー化が、TALエフェクターによって特定される領域に活性化ドメ
インまたは抑制ドメインを誘引するために使用され、下流遺伝子のモジュレーションを生
じる。
【００６７】
　誘導可能なエフェクターは、時間的または空間的に特異的な遺伝子発現制御が所望され
る、in vitroまたはin vivoの適用のために企図される。in vitroの例:発生合図のタイミ
ングを解明するための、発生遺伝子の時間的に正確な誘導/抑圧、細胞型パターン形成さ
れた組織の生成のための細胞運命再プログラミング因子の空間的に制御された誘導。in v
ivoの例:特定の脳領域内の遺伝子発現の、組み合わされた時間的および空間的制御。
【００６８】
　本発明の好ましい一実施形態では、この誘導可能なエフェクターは光誘導可能な転写エ
フェクター(LITE)である。LITE系のモジュール性は、転写モジュレーションに使用される
任意の数のエフェクタードメインを可能にする。特に有利な一実施形態では、転写アクチ
ベーター様エフェクター(TALE)および活性化ドメインVP64が、本発明において利用される
。
【００６９】
　LITEは、時間的および空間的に正確な様式で、個々の内因性遺伝子の発現をモジュレー
トまたは変更するために設計される。各LITEは、カスタム化したDNA結合転写アクチベー
ター様エフェクター(TALE)タンパク質、シロイヌナズナ(Arabadopsis thaliana)由来の光
応答性クリプトクロムヘテロダイマー、および転写活性化/抑制ドメインからなる2成分系
を含み得る。TALEは、目的の遺伝子のプロモーター配列に結合するように設計される。TA
LEタンパク質は、クリプトクロムヘテロダイマーの片方(クリプトクロム-2またはCIB1)に
融合され、残りのクリプトクロムパートナーは、転写エフェクタードメインに融合される
。エフェクタードメインは、VP16、VP64もしくはp65などのアクチベーター、またはKRAB
、EnRもしくはSIDなどのリプレッサーのいずれかであり得る。LITEの未刺激状態では、TA
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LE-クリプトクロム2タンパク質は、目的の遺伝子のプロモーターに局在化するが、CIB1-
エフェクタータンパク質には結合していない。青色スペクトル光によるLITEの刺激の際に
、クリプトクロム-2は、活性化され、コンフォメーション変化を受け、その結合ドメイン
を露わにする。次に、CIB1はクリプトクロム-2に結合し、目的の遺伝子のプロモーター領
域に対するエフェクタードメインの局在化を生じ、遺伝子の過剰発現またはサイレンシン
グを開始させる。
【００７０】
　アクチベータードメインおよびリプレッサードメインは、種、強さ、機構、持続時間、
サイズまたは任意の数の他のパラメーターに基づいて選択され得る。好ましいエフェクタ
ードメインには、トランスポザーゼドメイン、インテグラーゼドメイン、リコンビナーゼ
ドメイン、リゾルバーゼドメイン、インベルターゼドメイン、プロテアーゼドメイン、DN
Aメチルトランスフェラーゼドメイン、DNAデメチラーゼドメイン、ヒストンアセチラーゼ
ドメイン、ヒストンデアセチラーゼドメイン、ヌクレアーゼドメイン、リプレッサードメ
イン、アクチベータードメイン、核局在化シグナルドメイン、転写-タンパク質リクルー
トドメイン、細胞取り込み活性関連ドメイン、核酸結合ドメインまたは抗体提示ドメイン
が含まれるがこれらに限定されない。
【００７１】
　LITEまたは任意の他の誘導可能なエフェクターにおける遺伝子標的化は、カスタム化し
たTALE DNA結合タンパク質の特異性を介して達成され得る。目的の遺伝子のプロモーター
領域中の標的配列が選択され、この配列に対してカスタム化したTALEが設計される。TALE
の中心部分は、34アミノ酸長のタンデムリピートからなる。これらのリピートの配列はほ
ぼ同一であるが、各リピートの12番目および13番目のアミノ酸(リピート可変二残基と名
付けた)は変動し、各リピートのヌクレオチド結合特異性を決定する。従って、適切な順
序付けのTALEモノマーリピートを有する構築物を合成することによって、標的プロモータ
ー配列に特異的なDNA結合タンパク質が創出される。
【００７２】
　本発明の有利な実施形態では、本明細書に提供される方法は、改善された効率および拡
張された特異性での核酸配列の標的化を可能にするその組織的構造の一部として、TALEモ
ノマーまたはTALEモノマーもしくは半モノマーを含む、単離された、天然に存在しない、
組換えまたは操作されたDNA結合タンパク質を使用する。
【００７３】
　天然に存在するTALE即ち「野生型TALE」は、多数の種のプロテオバクテリアによって分
泌される核酸結合タンパク質である。TALEポリペプチドは、主に33、34または35アミノ酸
長であり、主にアミノ酸位置12および13において互いに異なる、高度に保存されたモノマ
ーポリペプチドのタンデムリピートから構成される核酸結合ドメインを含む。有利な実施
形態では、この核酸はDNAである。本明細書で使用する場合、用語「ポリペプチドモノマ
ー」、「TALEモノマー」または「モノマー」は、TALE核酸結合ドメイン内の高度に保存さ
れた反復ポリペプチド配列を指すために使用され、用語「リピート可変二残基」即ち「RV
D」は、そのポリペプチドモノマーの12位および13位における高度に可変性のアミノ酸を
指すために使用される。DNA結合ドメイン内に含まれるTALEモノマーの一般的表示は、X1
～11-(X12X13)-X14～33または34または35であり、式中の下付き文字はアミノ酸位置を示
し、Xは任意のアミノ酸を示す。X12X13はRVDを示す。ある種のポリペプチドモノマーでは
、13位の可変アミノ酸は失われているかまたは存在せず、かかるモノマーでは、RVDは単
一アミノ酸からなる。かかる場合、RVDはX*として代替的に示され得、式中、XはX12を示
し、(*)は、X13が存在しないことを示す。このDNA結合ドメインは、TALEモノマーのいく
つかのリピートを含み、これは、(X1～11-(X12X13)-X14～33または34または35)zとして示
され得、有利な一実施形態では、式中、zは、少なくとも5～40である。さらに有利な一実
施形態では、zは、少なくとも10～26である。
【００７４】
　これらのTALEモノマーは、そのRVD中のアミノ酸の正体によって決定されるヌクレオチ



(40) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

30

40

50

ド結合親和性を有する。例えば、NIのRVDを有するポリペプチドモノマーは、アデニン(A)
に優先的に結合し、NGのRVDを有するモノマーは、チミン(T)に優先的に結合し、HDのRVD
を有するモノマーは、シトシン(C)に優先的に結合し、NNのRVDを有するモノマーは、アデ
ニン(A)およびグアニン(G)の両方に優先的に結合する。本発明のなお別の実施形態では、
IGのRVDを有するモノマーは、Tに優先的に結合する。従って、TALEの核酸結合ドメイン中
のポリペプチドモノマーリピートの数および順序は、その核酸標的特異性を決定する。本
発明のなおさらなる実施形態では、NSのRVDを有するモノマーは、4つ全ての塩基対を認識
し、A、T、GまたはCに結合し得る。TALEの構造および機能は、例えば、Moscouら、Scienc
e 326: 1501 (2009);Bochら、Science 326:1509～1512 (2009);およびZhangら、Nature B
iotechnology 29: 149～153 (2011)にさらに記載され、これらは各々、その全体が参照に
より組み込まれる。
【００７５】
　本発明の方法で使用されるポリペプチドは、特異的核酸配列を標的化するように設計さ
れたポリペプチドモノマーリピートを含む核酸またはDNA結合領域を有する、単離された
、天然に存在しない、組換えまたは操作された核酸結合タンパク質である。
【００７６】
　本明細書で記載するように、HNまたはNHのRVDを有するポリペプチドモノマーは、グア
ニンに優先的に結合し、それにより、グアニン含有標的核酸配列に対する高い結合特異性
を有するTALEポリペプチドの生成を可能にする。本発明の好ましい一実施形態では、RN、
NN、NK、SN、NH、KN、HN、NQ、HH、RG、KH、RHおよびSSのRVDを有するポリペプチドモノ
マーは、グアニンに優先的に結合する。本発明のかなりより有利な一実施形態では、RN、
NK、NQ、HH、KH、RH、SSおよびSNのRVDを有するポリペプチドモノマーは、グアニンに優
先的に結合し、それにより、グアニン含有標的核酸配列に対する高い結合特異性を有する
TALEポリペプチドの生成を可能にする。本発明のさらにより有利な一実施形態では、HH、
KH、NH、NK、NQ、RH、RNおよびSSのRVDを有するポリペプチドモノマーは、グアニンに優
先的に結合し、それにより、グアニン含有標的核酸配列に対する高い結合特異性を有する
TALEポリペプチドの生成を可能にする。さらなる有利な一実施形態では、グアニンに対す
る高い結合特異性を有するRVDは、RN、NH、RHおよびKHである。さらに、NVのRVDを有する
ポリペプチドモノマーは、アデニンおよびグアニンに優先的に結合する。本発明のより好
ましい実施形態では、H*、HA、KA、N*、NA、NC、NS、RAおよびS*のRVDを有するモノマー
は、匹敵する親和性で、アデニン、グアニン、シトシンおよびチミンに結合する。
【００７７】
　本発明のさらにより有利な実施形態では、アデニンに対する特異性を有するRVDは、NI
、RI、KI、HIおよびSIである。本発明のより好ましい実施形態では、アデニンに対する特
異性を有するRVDは、HN、SIおよびRIであり、最も好ましくは、アデニン特異性のためのR
VDはSIである。本発明のなおより好ましい実施形態では、チミンに対する特異性を有する
RVDは、NG、HG、RGおよびKGである。本発明のさらなる有利な実施形態では、チミンに対
する特異性を有するRVDは、KG、HGおよびRGであり、最も好ましくは、チミン特異性のた
めのRVDは、KGまたはRGである。本発明のなおより好ましい実施形態では、シトシンに対
する特異性を有するRVDは、HD、ND、KD、RD、HH、YGおよびSDである。本発明のさらなる
有利な一実施形態では、シトシンに対する特異性を有するRVDは、SDおよびRDである。本
発明の最も好ましい実施形態中に組み込まれる代表的なRVDおよびこれらが標的化するヌ
クレオチドについては、図7Bを参照のこと。さらなる有利な一実施形態では、バリアント
TALEモノマーは、図7Aに示されるようなヌクレオチドに対する特異性を示すRVDのいずれ
かを含み得る。全てのかかるTALEモノマーは、関連するが同一ではない標的核酸配列のレ
パートリーに結合することが可能な変性性TALEポリペプチドの生成を可能にする。本発明
のなおさらなる実施形態では、NTのRVDは、GおよびAに結合し得る。本発明のなおさらな
る実施形態では、NPのRVDは、A、TおよびCに結合し得る。本発明のより有利な実施形態で
は、少なくとも1つの選択されたRVDは、NI、HD、NG、NN、KN、RN、NH、NQ、SS、SN、NK、
KH、RH、HH、KI、HI、RI、SI、KG、HG、RG、SD、ND、KD、RD、YG、HN、NV、NS、HA、S*、
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N*、KA、H*、RA、NAまたはNCであり得る。
【００７８】
　核酸またはDNA結合ドメインの1つまたは複数のポリペプチドモノマーの所定のN末端か
らC末端への順序は、本発明のポリペプチドが結合する対応する所定の標的核酸配列を決
定する。本明細書で使用する場合、モノマーおよび少なくとも1つまたは複数の半モノマ
ーは、目的のゲノム遺伝子座または遺伝子「を標的化するために特異的に順序付けられる
」。植物ゲノムでは、天然TALE結合部位は通常、チミン(T)で始まり、これは、TALEポリ
ペプチドの非反復N末端内の潜在性シグナルによって特定され得る;いくつかの場合、この
領域は、リピート0と称され得る。動物ゲノムでは、TALE結合部位は、必ずしもチミン(T)
で始まる必要はなく、本発明のポリペプチドは、T、A、GまたはCで始まるDNA配列を標的
化し得る。TALEモノマーのタンデムリピートは、通常、反復全長TALEモノマーの最初の20
アミノ酸のみと同一性を共有し得る半分長のリピートまたは配列のストレッチで終わり、
この半リピートは半モノマーと称され得る(図8)。従って、標的化される核酸またはDNAの
長さは、完全モノマーの数プラス2と等しいことになる。
【００７９】
　例えば、核酸結合ドメインは、所定の5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、1
7、18、19、20、21、22、23、24、25ヌクレオチド長の核酸配列に結合するようにN末端か
らC末端の方向で配置された5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、
20、21、22、23、24、25またはそれ以上のポリペプチドモノマーを含むように操作され得
る。本発明のより有利な実施形態では、核酸結合ドメインは、それぞれ7、8、9、10、11
、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27および28ヌクレオ
チド長の核酸配列を標的化するために特異的に順序付けまたは配置された5、6、7、8、9
、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26またはそれ以
上の全長ポリペプチドモノマーを含むように操作され得る。特定の実施形態では、これら
のポリペプチドモノマーは連続している。いくつかの実施形態では、半モノマーは、特に
これらがTALEポリペプチドのC末端に存在する場合、1つまたは複数のモノマーの代わりに
使用され得る。
【００８０】
　ポリペプチドモノマーは一般に、33、34または35アミノ酸長である。RVDを除いて、ポ
リペプチドモノマーのアミノ酸配列は高度に保存され、または本明細書に記載するように
、RVDを除くポリペプチドモノマー中のアミノ酸は、TALE活性をもたらすパターンを示し
、その同定は、本発明の好ましい実施形態で使用され得る。RVDを除くモノマー配列中の
アミノ酸の代表的な組み合わせは、TALE活性に対する影響を有することが、本出願人らに
よって示されている(図10)。本発明のより好ましい実施形態では、DNA結合ドメインが、(
X1～11-X12X13-X14～33または34または35)zを含み、式中、X1～11が、11個連続するアミ
ノ酸の鎖であり、X12X13が、リピート可変二残基(RVD)であり、X14～33または34または35

が、21、22または23個連続するアミノ酸の鎖であり、zが、少なくとも5～26である場合、
アミノ酸の好ましい組み合わせは、X1～4における[LTLD]もしくは[LTLA]もしくは[LTQV]
、または位置X30～33もしくはX31～34もしくはX32～35における[EQHG]もしくは[RDHG]で
ある。さらに、モノマー中の目的の他のアミノ酸組み合わせは、モノマーが34アミノ酸長
である場合、X1～4における[LTPD]およびX16～20における[NQALE]およびX32～34における
[DHG]である。モノマーが33または35アミノ酸長である場合、対応するシフトが、連続す
るアミノ酸[NQALE]および[DHG]の位置において存在する;好ましくは、本発明の実施形態
は、X15～19またはX17～21における[NQALE]およびX31～33またはX33～35における[DHG]を
有し得る。
【００８１】
　本発明のなおさらなる実施形態では、モノマー中の目的のアミノ酸組み合わせは、モノ
マーが34アミノ酸長である場合、X1～4における[LTPD]およびX16～20における[KRALE]お
よびX32～34における[AHG]、またはX1～4における[LTPE]およびX16～20における[KRALE]
およびX32～34における[DHG]である。モノマーが33または35アミノ酸長である場合、対応
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するシフトが、連続するアミノ酸[KRALE]、[AHG]および[DHG]の位置において存在する。
好ましい実施形態では、連続するアミノ酸の位置は、(X1～4における[LTPD]およびX15～1

9における[KRALE]およびX31～33における[AHG])、または(X1～4における[LTPE]およびX15
～19における[KRALE]およびX31～33における[DHG])、または(X1～4における[LTPD]および
X17～21における[KRALE]およびX33～35における[AHG])、または(X1～4における[LTPE]お
よびX17～21における[KRALE]およびX33～35における[DHG])であり得る。本発明のなおさ
らなる実施形態では、連続するアミノ酸[NGKQALE]は、位置X14～20またはX13～19またはX

15～21に存在する。これらの代表的な位置は、本発明の種々の実施形態に提示され、本明
細書に記載される全てのTALEモノマー中の目的のさらなるアミノ酸または目的のアミノ酸
の組み合わせを同定するためのガイダンスを提供する(図9A～Fおよび図10)。
【００８２】
　ポリペプチドモノマーの保存された位置の例示的アミノ酸配列を以下に提供する。各配
列中のRVDの位置は、XXまたはX*によって示される(式中、(*)は、RVDが単一アミノ酸であ
り、残基13(X13)が存在しないことを示す)。
【００８３】
【表１】

【００８４】
　Xが任意のアミノ酸であり、下付き文字がアミノ酸位置である、配列(X1～11 -X14～34

またはX1～11-X14～35)zで示され得るRVDを除くTALEモノマーのさらなる列挙は、図9A～F
中に提供される。各モノマーが存在する頻度もまた示される。
【００８５】
　Zhangら、Nature Biotechnology 29:149～153 (2011)に記載されるように、TALEポリペ
プチドの結合効率は、操作されたTALE DNA結合領域のN末端またはC末端の位置において、
天然に存在するTALEのDNA結合領域のN末端またはC末端に接する「キャップ領域」由来の
アミノ酸配列を、操作されたTALE中に含めることによって、増加され得る。従って、特定
の実施形態では、本明細書に記載されるTALEポリペプチドは、N末端キャップ領域および/
またはC末端キャップ領域をさらに含む。
【００８６】
　N末端キャップ領域の例示的アミノ酸配列は以下である:
【００８７】
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【表２】

【００８８】
　C末端キャップ領域の例示的アミノ酸配列は以下である:
【００８９】
【表３】

【００９０】
　本明細書で使用する場合、N末端キャップ領域、リピートTALEモノマーを含むDNA結合ド
メイン、およびC末端キャップ領域の、所定の「N末端」から「C末端」への配向は、本発
明のd-TALEまたはポリペプチド中の異なるドメインの組織化のための構造的基礎を提供す
る。
【００９１】
　N末端および/またはC末端キャップ領域全体がDNA結合領域の結合活性を増強する必要は
ない。従って、特定の実施形態では、N末端および/またはC末端キャップ領域の断片が、
本明細書に記載されるTALEポリペプチド中に含められる。
【００９２】
　特定の実施形態では、本明細書に記載されるTALEポリペプチドは、N末端キャップ領域
の少なくとも10、20、30、40、50、54、60、70、80、87、90、94、100、102、110、117、
120、130、140、147、150、160、170、180、190、200、210、220、230、240、250、260ま
たは270アミノ酸を含むN末端キャップ領域断片を含む。特定の実施形態では、N末端キャ
ップ領域断片アミノ酸は、N末端キャップ領域のC末端(DNA結合領域の近位末端)のアミノ
酸である。Zhangら、Nature Biotechnology 29:149～153 (2011)中に記載されるように、
C末端240アミノ酸を含むN末端キャップ領域断片は、全長キャップ領域と同等な結合活性
を増強するが、C末端147アミノ酸を含む断片は、全長キャップ領域の効力の80%超を維持
し、C末端117アミノ酸を含む断片は、全長キャップ領域の活性の50%超を維持する。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されるTALEポリペプチドは、C末端キャップ
領域の少なくとも6、10、20、30、37、40、50、60、68、70、80、90、100、110、120、12
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7、130、140、150、155、160、170、180アミノ酸を含むC末端キャップ領域断片を含む。
特定の実施形態では、このC末端キャップ領域断片アミノ酸は、C末端キャップ領域のN末
端(DNA結合領域の近位末端)のアミノ酸である。Zhangら、Nature Biotechnology 29: 149
～153 (2011)中に記載されるように、C末端68アミノ酸を含むC末端キャップ領域断片は、
全長キャップ領域と同等な結合活性を増強するが、C末端20アミノ酸を含む断片は、全長
キャップ領域の効力の50%超を維持する。
【００９４】
　特定の実施形態では、本明細書に記載されるTALEポリペプチドのキャップ領域は、本明
細書に提供されるキャップ領域配列と同一の配列を有する必要はない。従って、いくつか
の実施形態では、本明細書に記載されるTALEポリペプチドのキャップ領域は、本明細書に
提供されるキャップ領域アミノ酸配列と、少なくとも50%、60%、70%、80%、85%、90%、91
%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%もしくは99%同一である、または同一性を共有す
る、配列を有する。配列同一性は配列相同性と関連する。相同性比較は、眼で、またはよ
り通常は容易に入手可能な配列比較プログラムの助けにより、実施され得る。これらの市
販のコンピュータープログラムは、2つ以上の配列間のパーセント(%)相同性を計算でき、
2つ以上のアミノ酸または核酸配列によって共有される配列同一性も計算できる。いくつ
かの好ましい実施形態では、本明細書に記載されるTALEポリペプチドのキャップ領域は、
本明細書に記載されるキャップ領域アミノ酸配列と少なくとも95%同一であるまたは同一
性を共有する、配列を有する。
【００９５】
　配列相同性は、BLASTまたはFASTAが含まれるがこれらに限定されない、当該分野で公知
のいくつかのコンピュータープログラムのいずれかによって生成され得る。GCG Wisconsi
n Bestfitパッケージなどのアラインメントを実行するための適切なコンピュータープロ
グラムもまた使用され得る。一旦ソフトウェアが最適なアラインメントを生成すると、%
相同性、好ましくは%配列同一性を計算することが可能である。このソフトウェアは典型
的に、配列比較の一部としてこれを行い、数値結果を生成する。
【００９６】
　本明細書に記載される有利な実施形態では、本発明のTALEポリペプチドは、1つまたは
複数のエフェクタードメインに連結された核酸結合ドメインを含む。用語「エフェクター
ドメイン」または「調節および機能的ドメイン」とは、核酸結合ドメインによって認識さ
れる核酸配列に対する結合以外の活性を有するポリペプチド配列を指す。核酸結合ドメイ
ンを1つまたは複数のエフェクタードメインと組み合わせることによって、本発明のポリ
ペプチドは、核酸結合ドメインが特異的に結合する特定の標的DNA配列に、エフェクター
ドメインによって媒介される1つまたは複数の機能または活性を標的化するために、使用
され得る。用語「エフェクタードメイン」および「機能的ドメイン」は、本明細書を通じ
て互換的に使用される。
【００９７】
　本明細書に記載されるTALEポリペプチドのいくつかの実施形態では、エフェクタードメ
インによって媒介される活性は、生物学的活性である。例えば、いくつかの実施形態では
、このエフェクタードメインは、転写インヒビター(即ち、リプレッサードメイン)、例え
ば、mSin相互作用ドメイン(SID)である。SID4Xドメインまたはクルッペル会合ボックス(K
RAB)またはKRABドメインの断片。いくつかの実施形態では、このエフェクタードメインは
、転写のエンハンサー(即ち、活性化ドメイン)、例えば、VP16、VP64またはp65活性化ド
メインである。これらの異なる活性化ドメインが有する、Sox2 mRNAレベルに対する影響
のグラフ比較は、図11中に提供される。
【００９８】
　本明細書で使用する場合、VP16はヘルペスウイルスタンパク質である。これは、ウイル
ス最初期遺伝子発現を特異的に活性化する非常に強い転写アクチベーターである。VP16活
性化ドメインは、酸性残基に富んでおり、古典的な酸性活性化ドメイン(AAD)とみなされ
てきた。本明細書で使用する場合、VP64活性化ドメインは、VP16の最小活性化ドメインの
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テトラマーリピートである。本明細書で使用する場合、p65は、NF-カッパB転写因子複合
体を構成する2つのタンパク質のうち1つである。他方のタンパク質はp50である。p65活性
化ドメインは、p65サブユニットの一部であり、p50の非存在下であっても強力な転写アク
チベーターである。特定の実施形態では、このエフェクタードメインは、哺乳動物タンパ
ク質または生物学的に活性なその断片である。かかるエフェクタードメインは、「哺乳動
物エフェクタードメイン」と呼ばれる。
【００９９】
　いくつかの実施形態では、核酸結合は、例えば、トランスポザーゼドメイン、インテグ
ラーゼドメイン、リコンビナーゼドメイン、リゾルバーゼドメイン、インベルターゼドメ
イン、プロテアーゼドメイン、DNAメチルトランスフェラーゼドメイン、DNAヒドロキシメ
チラーゼドメイン、DNAデメチラーゼドメイン、ヒストンアセチラーゼドメイン、ヒスト
ンデアセチラーゼドメイン、ヌクレアーゼドメイン、リプレッサードメイン、アクチベー
タードメイン、核局在化シグナルドメイン、転写-調節タンパク質(または転写複合体リク
ルート)ドメイン、細胞取り込み活性関連ドメイン、核酸結合ドメイン、抗体提示ドメイ
ン、ヒストン修飾酵素、ヒストン修飾酵素のリクルーター;ヒストン修飾酵素のインヒビ
ター、ヒストンメチルトランスフェラーゼ、ヒストンデメチラーゼ、ヒストンキナーゼ、
ヒストンホスファターゼ、ヒストンリボシラーゼ、ヒストンデリボシラーゼ、ヒストンユ
ビキチナーゼ、ヒストンデユビキチナーゼ、ヒストンビオチナーゼおよびヒストンテイル
プロテアーゼが含まれるがこれらに限定されないエフェクタードメインまたは機能的ドメ
インと、連結される。
【０１００】
　いくつかの実施形態では、このエフェクタードメインは、トランスポザーゼ活性、イン
テグラーゼ活性、リコンビナーゼ活性、リゾルバーゼ活性、インベルターゼ活性、プロテ
アーゼ活性、DNAメチルトランスフェラーゼ活性、DNAデメチラーゼ活性、ヒストンアセチ
ラーゼ活性、ヒストンデアセチラーゼ活性、ヌクレアーゼ活性、核局在化シグナル伝達活
性、転写リプレッサー活性、転写アクチベーター活性、転写因子リクルート活性または細
胞取り込みシグナル伝達活性が含まれるがこれらに限定されない活性を示すタンパク質ド
メインである。本発明の他の好ましい実施形態は、任意の組み合わせの本明細書に記載さ
れる活性を含み得る。
【０１０１】
　Zhangら、Nature Biotechnology 29: 149～153 (2011)中に記載されるように、核酸結
合ドメインおよびエフェクタードメインを有するTALEポリペプチドは、核酸結合ドメイン
によって認識される所定の核酸配列を有するゲノム位置に、エフェクタードメインの活性
を標的化するために使用され得る。本明細書に記載される本発明のいくつかの実施形態で
は、TALEポリペプチドは、コード領域の上流および下流で転写に影響を与え得、遺伝子発
現を増強または抑制するために使用され得る、調節領域、コード領域および/または遺伝
子間領域へと、遺伝子調節活性、例えば転写または翻訳修飾因子活性、例えばエンハンサ
ーおよび/またはリプレッサー活性を標的化するために、設計および使用される。例えば
、TALEポリペプチドは、転写因子由来のDNA結合ドメインを有するエフェクタードメイン
、転写因子由来のエフェクタードメイン(アクチベーター、リプレッサー、コアクチベー
ター、コリプレッサー)、サイレンサー、核ホルモンレセプターおよび/またはクロマチン
会合タンパク質ならびにそれらの修飾因子(例えば、メチラーゼ、キナーゼ、ホスファタ
ーゼ、アセチラーゼおよびデアセチラーゼ)を含み得る。好ましい一実施形態では、このT
ALEポリペプチドは、ヌクレアーゼドメインを含み得る。より好ましい一実施形態では、
このヌクレアーゼドメインは、非特異的FokIエンドヌクレアーゼ触媒ドメインである。
【０１０２】
　さらなる一実施形態では、遺伝子発現を調節するために有用なドメインは、癌遺伝子の
遺伝子産物からも取得され得る。本発明のなおさらなる有利な実施形態では、インテグラ
ーゼ活性またはトランスポザーゼ活性を有するエフェクタードメインは、例えば、DNAメ
チルトランスフェラーゼ活性、DNAデメチラーゼ活性、ヒストンアセチラーゼ活性および
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ヒストンデアセチラーゼ活性を促進することによって、特異的核酸配列領域中への外因性
核酸配列の組込みを促進し、特異的内因性核酸配列を排除(ノックアウト)し、ならびに/
またはエピジェネティックシグナルおよび結果としての遺伝子調節を改変するために、使
用され得る。他の実施形態では、ヌクレアーゼ活性を有するエフェクタードメインは、本
発明のポリペプチドが特異的に結合する標的配列をニッキングまたは消化することによっ
てゲノム構造を変更するために使用され得、これらの部位における外因性遺伝子の導入を
可能にし得る。なおさらなる実施形態では、インベルターゼ活性を有するエフェクタード
メインは、DNA断片の配向を交換することによって、ゲノム構造を変更するために使用さ
れ得る。
【０１０３】
　特に有利な実施形態では、本発明の方法で使用されるポリペプチドは、転写活性を標的
化するために使用され得る。本明細書で使用する場合、用語「転写因子」とは、転写を制
御するために目的のゲノム遺伝子座または遺伝子と関連する特異的DNA配列と結合するタ
ンパク質またはポリペプチドを指す。転写因子は、目的の遺伝子へのRNAポリメラーゼの
リクルートを促進(アクチベーターとして)または遮断(リプレッサーとして)し得る。転写
因子は、単独で、またはより大きいンパク質複合体の一部として、その機能を実行できる
。転写因子によって使用される遺伝子調節の機構には、a)RNAポリメラーゼ結合の安定化
または不安定化、b)ヒストンタンパク質のアセチル化または脱アセチル化、およびc)コア
クチベーターまたはコリプレッサータンパク質のリクルートが含まれるがこれらに限定さ
れない。さらに、転写因子は、基底転写、転写の増強、発生、細胞間シグナル伝達に対す
る応答、環境合図に対する応答、細胞周期制御および病理発生が含まれるがこれらに限定
されない生物学的活性において役割を果たす。転写因子に関する情報に関して、その全体
が参照により本明細書に組み込まれるLatchmanおよびDS (1997) Int. J. Biochem. Cell 
Biol. 29 (12): 1305～12;Lee TI、Young RA (2000) Annu. Rev. Genet. 34: 77～137な
らびにMitchell PJ、Tjian R (1989) Science 245 (4916): 371～8に対して言及がなされ
る。
【０１０４】
　LITEの光応答性は、クリプトクロム-2およびCIB1の活性化および結合を介して達成され
る。上述のように、青色光刺激は、クリプトクロム-2において活性化コンフォメーション
変化を誘導し、その結合パートナーCIB1のリクルートを生じる。この結合は、迅速かつ可
逆的であり、パルスされた刺激後15秒以内に飽和に達し、刺激の終了後15分以内にベース
ラインに戻る。これらの迅速な結合動力学は、誘導剤の取り込みおよびクリアランスでは
なく、転写/翻訳および転写物/タンパク質分解の速度によってのみ時間的に束縛されたLI
TE系を生じる。クリプトクロム-2の活性化は、高度に感受性でもあり、低い光強度刺激の
使用を可能にし、光毒性のリスクを軽減する。さらに、インタクトな哺乳動物脳などに関
して、可変性の光強度が、LITE刺激される領域のサイズを制御するために使用され得、ベ
クター送達単独が提供できるものよりも高い正確さを可能にする。
【０１０５】
　LITE系のモジュール性は、転写モジュレーションに使用される任意の数のエフェクター
ドメインを可能にする。従って、アクチベータードメインおよびリプレッサードメインは
、種、強さ、機構、持続時間、サイズまたは任意の数の他のパラメーターに基づいて選択
され得る。
【０１０６】
　本出願人らは次に、LITE系の2つの原型の顕在化を提示する。第1の例は、マウス遺伝子
NEUROG2の転写を活性化するために設計されたLITEである。マウスNEUROG2の上流プロモー
ター領域中に位置付けられた配列TGAATGATGATAATACGAを標的として選択し、TALEを、この
配列と一致するように設計および合成した。TALE配列を、核局在化シグナル(アミノ酸:SP
KKRKVEAS)を介してクリプトクロム-2の配列に連結し、サイトゾルから核空間へのタンパ
ク質の輸送を促進した。同じ核局在化シグナルを使用して転写アクチベータードメインVP
64に連結されたCIB1ドメインを含む第2のベクターを合成した。この第2のベクターは、GF
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P配列もまた、2A翻訳スキップシグナルによって、CIB1-VP64融合配列から分離される。各
構築物の発現を、遍在性の構成的プロモーター(CMVまたはEF1-α)によって駆動した。Neu
ro2A細胞株由来のマウス神経芽細胞腫細胞を、2つのベクターで同時トランスフェクトし
た。ベクター発現を可能にするためのインキュベーション後、サンプルを、488nm LEDの
アレイからの周期的なパルスした青色光によって刺激した。未刺激の同時トランスフェク
トしたサンプルおよび蛍光レポーターYFPのみでトランスフェクトしたサンプルを、コン
トロールとして使用した。各実験の最後に、mRNAを、qPCRを介して分析したサンプルから
精製した。
【０１０７】
　短縮型バージョンのクリプトクロム-2およびCIB1をクローニングし、各ヘテロダイマー
対の有効性を決定するために、全長バージョンのクリプトクロム-2およびCIB1と組み合わ
せて試験した。クリプトクロム-2タンパク質の保存された光応答性(photoresponsive)領
域からなるCRY2PHRドメインと全長バージョンのCIB1との組み合わせは、Neurog2 mRNAレ
ベルの最も高い上方調節(YFPサンプルの約22倍および未刺激の同時トランスフェクトした
サンプルの約7倍)を生じた。全長クリプトクロム-2(CRY2)と全長CIB1との組み合わせは、
より低い絶対的活性化レベル(YFPの約4.6倍)を生じたが、より低いベースライン活性化(
未刺激の同時トランスフェクトしたサンプルについてYFPの約1.6倍)もまた生じた。これ
らのクリプトクロムタンパク質ペアリングは、必要とされる誘導の絶対的レベルおよびLI
TE系のベースライン「漏出」を最小化する必要性に依存して、特定の使用のために選択さ
れ得る。
【０１０８】
　活性化の速度、および可逆性は、LITE系にとって重要な設計パラメーターである。LITE
系の動力学を特徴付けるために、Neurog2 TALE-CRY2PHRおよびCIB1-VP64バージョンの系
からなる構築物を試験して、その活性化速度および不活性化速度を決定した。サンプルを
、抽出前に、0.5時間の短さから24時間の長さまでの時間にわたり、刺激した。Neurog2発
現の上方調節が、最短の0.5時間の時点で観察された(YFPサンプルに対して約5倍)。Neuro
g2発現は、12時間の刺激においてピークに達した(YFPサンプルに対して約19倍)。不活性
化動力学を、同時トランスフェクトしたサンプルを6時間にわたって刺激し、この時点で
刺激を停止させ、サンプルを0～12時間培養物中で維持してmRNA分解を可能にすることに
よって分析した。Neurog2 mRNAレベルは、刺激の終了の0.5時間後にピークに達し(YFPサ
ンプルに対して約16倍)、その後、これらのレベルは、約3時間の半減期で低下し、その後
12時間までにベースラインレベル近くまで戻った。
【０１０９】
　第2の原型的な例は、ヒト遺伝子KLF4の転写を活性化するように設計されたLITEである
。ヒトKLF4の上流プロモーター領域中に位置付けられた配列TTCTTACTTATAACを標的として
選択し、TALEを、この配列と一致するように設計および合成した。TALE配列を、核局在化
シグナル(アミノ酸:SPKKKRKVEAS)を介してCRY2PHRの配列に連結した。上記した同一のCIB
1-VP64アクチベータータンパク質もまた、LITE系のこの顕在化において使用した。HEK293
FT細胞株由来のヒト胚性腎臓細胞を、2つのベクターで同時トランスフェクトした。ベク
ター発現を可能にするためのインキュベーション後、サンプルを、488nm LEDのアレイか
らの周期的なパルスした青色光によって刺激した。未刺激の同時トランスフェクトしたサ
ンプルおよび蛍光レポーターYFPのみでトランスフェクトしたサンプルを、コントロール
として使用した。各実験の最後に、mRNAを、qPCRを介して分析したサンプルから精製した
。
【０１１０】
　LITE系の光強度応答を、増加した光パワー(0～9mW/cm2)でサンプルを刺激することによ
って試験した。KLF4 mRNAレベルの上方調節が、0.2mW/cm2の低さの刺激について観察され
た。KLF4の上方調節は、5mW/cm2で飽和した(YFPサンプルの2.3倍)。細胞生存度試験を、
最大9mW/cm2のパワーについても実施したところ、>98%の細胞生存度が示された。同様に
、変動するデューティサイクル(1.6～100%)の刺激に対するKLF4 LITE応答を試験した。異
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なるデューティサイクル間でKLF4活性化における差異は観察されず、15秒毎に0.25秒の低
さの刺激パラダイムが最大の活性化を生じるはずであることを示している。
【０１１１】
　本発明は、電磁気照射、音響エネルギーまたは熱エネルギーなどのエネルギー供給源を
企図する。有利には、電磁気照射は、可視光の成分である。好ましい一実施形態では、こ
の光は、約450～約495nmの波長を有する青色光である。特に好ましい一実施形態では、こ
の波長は約488nmである。別の好ましい実施形態では、この光刺激はパルスを介してであ
る。光パワーは、約0～9mW/cm2の範囲であり得る。好ましい一実施形態では、15秒毎に0.
25秒の低さの刺激パラダイムが最大の活性化を生じるはずである。
【０１１２】
　本発明は特に、細胞においてゲノム遺伝子座もしくはエピゲノム遺伝子座を撹乱するま
たは目的のゲノム遺伝子座の発現を変更する誘導可能な方法であって、このゲノム遺伝子
座もしくはエピゲノム遺伝子座は、デオキシリボ核酸(DNA)結合ポリペプチドを含む天然
に存在しないまたは操作された組成物と接触させられ得る、方法に関する。
【０１１３】
　本発明の細胞は、原核生物細胞または真核生物細胞、有利には動物細胞、より有利には
哺乳動物細胞であり得る。
【０１１４】
　このポリペプチドは、化学物質感受性タンパク質またはその断片に連結された、目的の
ゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ以上の転写ア
クチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは複数の半モノ
マーを含むDNA結合ドメイン、または少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメイン
を含み得る。化学物質またはエネルギー感受性タンパク質またはその断片は、化学物質供
給源の結合による誘導の際にコンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結
合することが可能になり得る。このポリペプチドはまた、相互作用パートナーに連結され
た、目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つも
しくは複数のバリアントTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、また
は少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインを含み得、この化学物質またはエ
ネルギー感受性タンパク質またはその断片は、化学物質供給源による誘導の際に相互作用
パートナーと結合し得る。この方法は、化学物質供給源を適用する工程、およびゲノム遺
伝子座の発現が変更されていることを決定する工程もまた含み得る。
【０１１５】
　この化学物質誘導可能な系のいくつかの異なる設計が存在する:1.アブシジン酸(ABA)に
よって誘導可能なABI-PYLベースの系(例えば、http://stke.sciencemag.org/cgi/content
/abstract/sigtrans;4/164/rs2を参照のこと)、2.ラパマイシン(またはラパマイシンに基
づく関連の化学物質)によって誘導可能なFKBP-FRBベースの系(例えば、http://www.natur
e.com/nmeth/journal/v2/n6/full/nmeth763.htmlを参照のこと)、3.ジベレリン(GA)によ
って誘導可能なGID1-GAIベースの系(例えば、http://www.nature.com/nchembio/journal/
v8/n5/full/nchembio.922.htmlを参照のこと)。
【０１１６】
　本発明によって企図される別の系は、細胞内局在化における変化に基づく化学物質誘導
可能な系である。本出願人らは、ポリペプチドが、化学物質またはエネルギー感受性タン
パク質に対するさらなるリンカーである少なくとも1つまたは複数のエフェクタードメイ
ンに連結された目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なく
とも5つ以上の転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つも
しくは複数の半モノマーを含むDNA結合ドメインを含む系もまた開発した。このタンパク
質は、化学物質またはエネルギー感受性タンパク質への化学物質の結合またはエネルギー
移行の際に、ポリペプチド全体の細胞内局在化(即ち、細胞の細胞質から核中へのポリペ
プチド全体の輸送)における変化を導く。エフェクタードメインのための基質の欠如に起
因してその活性が隔離された1つの細胞内区画またはオルガネラから、その基質が存在す
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る別の1つの細胞内区画またはオルガネラへのポリペプチド全体のこの輸送は、そのポリ
ペプチド全体が、その所望の基質(即ち、哺乳動物核中のゲノムDNA)と接触することを可
能にし、標的遺伝子発現の活性化または抑制を生じる。
【０１１７】
　この型の系は、エフェクタードメインがヌクレアーゼである場合、細胞において目的の
ゲノム遺伝子座の切断を誘導するためにも使用され得る。
【０１１８】
　この化学物質誘導可能な系についての設計は、4-ヒドロキシタモキシフェン(4OHT)によ
って誘導可能なエストロゲンレセプター(ER)ベースの系である(例えば、http://www.pnas
.org/content/104/3/1027.abstractを参照のこと)。ERT2と呼ばれるエストロゲンレセプ
ターの変異したリガンド結合ドメインは、4-ヒドロキシタモキシフェンの結合の際に細胞
の核に転位置する。2つのタンデムERT2ドメインを、可撓性ペプチドリンカーと一緒に連
結し、次いで、哺乳動物ゲノム中の特異的配列を標的化するTALEタンパク質に融合させ、
1つまたは複数のエフェクタードメインに連結させた。このポリペプチドは、エフェクタ
ードメインに連結したTALEタンパク質を不活性にする4OHTの非存在下では、細胞の細胞質
中に存在する。4OHTの存在下では、タンデムERT2ドメインへの4OHTの結合は、細胞の核中
へのペプチド全体の輸送を誘導し、エフェクタードメインに連結されたTALEタンパク質を
活性にする。
【０１１９】
　4-ヒドロキシタモキシフェン(4OHT)によって誘導可能なエストロゲンレセプター(ER)ベ
ースの系の別の実施形態では、本発明は、核外輸送シグナル(NES)を含み得る。有利には
、このNESは、LDLASLILの配列を有し得る。本発明のさらなる実施形態では、任意の核レ
セプター、甲状腺ホルモンレセプター、レチノイン酸レセプター、エストロゲンレセプタ
ー、エストロゲン関連レセプター、グルココルチコイドレセプター、プロゲステロンレセ
プター、アンドロゲンレセプターの任意の天然に存在するまたは操作された誘導体が、ER
ベースの誘導可能な系と類似した誘導可能な系において使用され得る。
【０１２０】
　別の誘導可能な系は、エネルギー、熱または電波によって誘導可能な一過性受容器電位
(TRP)イオンチャネルベースの系を使用する設計に基づく(例えば、http://www.sciencema
g.org/content/336/6081/604を参照のこと)。これらのTRPファミリータンパク質は、光お
よび熱を含む異なる刺激に応答する。このタンパク質が光または熱によって活性化される
と、イオンチャネルが開き、細胞膜中へのカルシウムなどのイオンの進入を可能にする。
このイオンの流入は、TALEタンパク質および1つまたは複数のエフェクタードメインを含
むポリペプチドに連結された細胞内イオン相互作用パートナーに結合し、この結合は、ポ
リペプチドの細胞内局在化の変化を誘導して、細胞の核に進入するポリペプチド全体を導
く。一旦核の内側に入ると、エフェクタードメインに連結されたTALEタンパク質は、活性
であり、細胞における標的遺伝子発現をモジュレートする。
【０１２１】
　この型の系は、エフェクタードメインがヌクレアーゼである場合、細胞において目的の
ゲノム遺伝子座の切断を誘導するためにも使用され得る。光は、レーザーまたは他の形態
のエネルギー供給源を用いて生成され得る。熱は、エネルギー供給源から、または電波の
形態で送達されたエネルギー供給源からエネルギーを吸収した後に熱を放出するナノ粒子
から生じる温度上昇によって生成され得る。
【０１２２】
　光活性化は有利な実施形態であり得るが、時折、特に光が皮膚または他の器官を貫通し
ない可能性があるin vivo適用については不利であり得る。この場合、他の方法のエネル
ギー活性化、特に、類似の効果を有する電場エネルギーおよび/または超音波が企図され
る。必要に応じて、LITE系のタンパク質ペアリングは、別のエネルギー供給源による最大
効果のために、変更および/または改変され得る。
【０１２３】
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　電場エネルギーは、好ましくは、in vivo条件下で約1Volt/cm～約10kVolts/cmの1回ま
たは複数回の電気パルスを使用して、当該分野に実質的に記載されたように投与される。
パルスの代わりにまたはパルスに加えて、電場は、連続した様式で送達され得る。この電
気パルスは、1μsと500ミリ秒との間、好ましくは1μsと100ミリ秒との間にわたって適用
され得る。この電場は、約5分間にわたって、連続的にまたはパルスされた様式で適用さ
れ得る。
【０１２４】
　本明細書で使用する場合、「電場エネルギー」は、細胞が曝露される電気的エネルギー
である。好ましくは、この電場は、in vivo条件下で約1Volt/cm～約10kVolts/cmまたはそ
れ以上の強さを有する(WO97/49450を参照のこと)。
【０１２５】
　本明細書で使用する場合、用語「電場」には、可変性のキャパシタンスおよび電圧での
、指数関数波および/もしくは方形波ならびに/またはモジュレートされた波および/もし
くはモジュレートされた方形波形を含む、1回または複数回のパルスが含まれる。電場お
よび電気に対する言及は、細胞の環境における電位差の存在の言及を含むと解釈すべきで
ある。かかる環境は、当該分野で公知の、静電気、交流電流(AC)、直流電流(DC)などによ
って設定され得る。この電場は均一、不均一またはその他であり得、時間依存的な様式で
強さおよび/または方向が変動し得る。
【０１２６】
　電場の単回または複数回の適用、ならびに超音波の単回または複数回の適用は、任意の
順序および任意の組み合わせでも可能である。超音波および/または電場は、単回もしく
は複数回の連続的適用として、またはパルスとして(パルス状送達)送達され得る。
【０１２７】
　エレクトロポレーションは、生細胞中に外来材料を導入するために、in vitroおよびin
 vivo両方の手順で使用されてきた。in vitro適用では、生細胞のサンプルが、目的の薬
剤と最初に混合され、並行平板などの電極間に配置される。次いで、これらの電極は、細
胞/インプラント混合物に電場を適用する。in vitroエレクトロポレーションを実行する
システムの例には、共にGenetronics, Inc社のBTX Divisionによって作製されたElectro 
Cell Manipulator ECM600製品およびElectro Square Porator T820が含まれる(米国特許
第5,869,326号を参照のこと)。
【０１２８】
　公知のエレクトロポレーション技術(in vitroおよびin vivoの両方)は、処理領域の周
囲に位置付けられた電極に短時間の高電圧パルスを適用することによって機能する。電極
間で生成された電場は、細胞膜を一過的に多孔性にし、その際に目的の薬剤の分子が細胞
に進入する。公知のエレクトロポレーション適用では、この電場は、約100μsの持続時間
の、1000V/cmのオーダーの単一の方形波パルスを含む。かかるパルスは、例えばElectro 
Square Porator T820の公知の適用において、生成され得る。
【０１２９】
　好ましくは、この電場は、in vitro条件下で約1V/cm～約10kV/cmの強さを有する。従っ
て、この電場は、1V/cm、2V/cm、3V/cm、4V/cm、5V/cm、6V/cm、7V/cm、8V/cm、9V/cm、1
0V/cm、20V/cm、50V/cm、100V/cm、200V/cm、300V/cm、400V/cm、500V/cm、600V/cm、700
V/cm、800V/cm、900V/cm、1kV/cm、2kV/cm、5kV/cm、10kV/cm、20kV/cm、50kV/cmまたは
それ以上の強さを有し得る。より好ましくは、in vitro条件下で約0.5kV/cm～約4.0kV/cm
。好ましくは、この電場は、in vivo条件下で約1V/cm～約10kV/cmの強さを有する。しか
し、電場の強さは、標的部位に送達されるパルスの数が増加する場合には低下され得る。
従って、より低い電場強さでの電場のパルス状送達が想定される。
【０１３０】
　好ましくは、電場の適用は、同じ強さおよびキャパシタンスの二重パルスまたは変動す
る強さおよび/もしくはキャパシタンスの逐次的パルスなどの、複数のパルスの形態であ
る。本明細書で使用する場合、用語「パルス」には、可変性のキャパシタンスおよび電圧
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での、1つまたは複数の電気パルスが含まれ、指数関数的および/もしくは方形波ならびに
/またはモジュレートされた波/方形波形が含まれる。
【０１３１】
　好ましくは、この電気パルスは、指数関数的波形、方形波形、モジュレートされた波形
およびモジュレートされた方形波形から選択される波形として送達される。
【０１３２】
　好ましい一実施形態は、低電圧で直流電流を使用する。従って、本出願人らは、1V/cm
と20V/cmとの間の電場強さで100ミリ秒以上、好ましくは15分以上の期間にわたって、細
胞、組織または組織塊に適用される電場の使用を開示する。
【０１３３】
　超音波は、有利には、約0.05W/cm2～約100W/cm2のパワーレベルで投与される。診断的
もしくは治療的超音波またはそれらの組み合わせが使用され得る。
【０１３４】
　本明細書で使用する場合、用語「超音波」とは、その周波数がヒトの聴覚の範囲を上回
るほど高い機械的振動からなるエネルギーの一形態を指す。超音波スペクトルの周波数の
下限は、一般に約20kHzと解釈され得る。超音波のほとんどの診断的適用は、1MHzおよび1
5MHzの範囲の周波数を使用する(From Ultrasonics in Clinical Diagnosis、P. N. T. We
lls編、第2版、Publ. Churchill Livingstone [Edinburgh, London & NY、1977])。
【０１３５】
　超音波は、診断的適用および治療的適用の両方において使用されてきた。診断ツールと
して使用する場合(「診断的超音波」)、超音波は典型的に、最大約100mW/cm2のエネルギ
ー密度範囲で使用されるが(FDAの推奨)、最大750mW/cm2までのエネルギー密度が使用され
てきた。理学療法では、超音波は典型的に、最大約3～4W/cm2の範囲でエネルギー供給源
として使用される(WHOの推奨)。他の治療的適用では、短い期間にわたって、より高い強
度の超音波、例えば、100W/cmのHIFUで最大1kW/cm2(またはさらに高い)が使用され得る。
用語「超音波」は、本明細書で使用する場合、診断的超音波、治療的超音波および収束超
音波を包含する意図である。
【０１３６】
　収束超音波(FUS)は、侵襲性プローブなしに熱エネルギーが送達されるのを可能にする(
Moroczら　1998 Journal of Magnetic Resonance Imaging 8巻、1号、136～142頁を参照
のこと)。別の形態の収束超音波は、強力収束超音波(HIFU)であり、これは、Moussatovら
、Ultrasonics (1998) 36巻、8号、893～900頁およびTranHuuHueら、Acustica (1997) 83
巻、6号、1103～1106頁によって概説されている。
【０１３７】
　好ましくは、診断的超音波と治療的超音波との組み合わせが使用される。この組み合わ
せは、限定的であることを意図しないが、当業者の読み手は、超音波の任意の多様な組み
合わせが使用され得ることを理解する。さらに、エネルギー密度、超音波の周波数および
曝露の期間は、変動され得る。
【０１３８】
　好ましくは、超音波エネルギー供給源への曝露は、約0.05～約100Wcm-2のパワー密度で
である。なおより好ましくは、超音波エネルギー供給源への曝露は、約1～約15Wcm-2のパ
ワー密度でである。
【０１３９】
　好ましくは、超音波エネルギー供給源への曝露は、約0.015～約10.0MHzの周波数でであ
る。より好ましくは、超音波エネルギー供給源への曝露は、約0.02～約5.0MHzまたは約6.
0MHzの周波数でである。最も好ましくは、この超音波は、3MHzの周波数で適用される。
【０１４０】
　好ましくは、この曝露は、約10ミリ秒～約60分間の期間にわたる。好ましくは、この曝
露は、約1秒～約5分間の期間にわたる。より好ましくは、この超音波は、約2分間にわた
り適用される。しかし、破壊される特定の標的細胞に依存して、この曝露は、より長い持
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続時間、例えば15分間にわたり得る。
【０１４１】
　有利には、標的組織は、約0.015～約10MHzの範囲の周波数で、約0.05Wcm-2～約10Wcm-2

の音響パワー密度で、超音波エネルギー供給源に曝露される(WO98/52609を参照のこと)。
しかし、低減した期間にわたるが100Wcm-2を上回る音響パワー密度、例えば、ミリ秒範囲
以下の期間にわたる1000Wcm-2での、超音波エネルギー供給源への曝露など、代替法も可
能である。
【０１４２】
　好ましくは、超音波の適用は、複数のパルスの形態である;従って、連続波およびパル
ス波(超音波のパルス状送達)の両方が、任意の組み合わせで使用され得る。例えば、連続
波の超音波が適用され得、その後パルス波の超音波が適用され得、その逆もまた可能であ
る。これは、任意の順序および組み合わせで、任意の回数、繰り返すことができる。この
パルス波の超音波は、連続波の超音波の背景に対して適用され得、任意の数のパルスが、
任意の数の群において使用され得る。
【０１４３】
　好ましくは、この超音波は、パルス波の超音波を含み得る。高度に好ましい一実施形態
では、この超音波は、連続波として0.7Wcm-2または1.25Wcm-2のパワー密度で適用される
。パルス波の超音波が使用される場合、より高いパワー密度が使用され得る。
【０１４４】
　超音波の使用は、光と同様に有利であり、標的に対して正確に収束され得る。さらに、
超音波は、光とは異なり、組織中にまでより深く収束され得るので、有利である。従って
、超音波は、全組織貫通(例えば、肝臓の葉であるがこれに限定されない)治療または全器
官(例えば、肝臓全体または筋肉全体、例えば心臓であるがこれらに限定されない)治療に
より適している。別の重要な利点は、超音波が、広範な種々の診断的適用および治療的適
用において使用される非侵襲性刺激であることである。例として、超音波は、医療画像化
技術において周知であり、さらには、整形外科治療において周知である。さらに、被験体
脊椎動物への超音波の適用に適した機器は、広く入手可能であり、その使用は当該分野で
周知である。
【０１４５】
　LITEの迅速な転写応答および内因性標的化は、転写動力学の研究のための理想的な系を
生み出す。例えば、LITEは、標的遺伝子の発現誘導の際のmRNAスプライスバリアント産生
の動力学を研究するために使用され得る。転写サイクルの反対で、mRNA分解研究は、強い
細胞外刺激に応答して実施される場合が多く、多量の遺伝子において発現レベル変化を引
き起こす。LITEは、内因性標的の転写を可逆的に誘導するために利用され得、その後、点
刺激が停止され得、独自の標的の分解動力学が追跡され得る。
【０１４６】
　LITEの時間的正確さは、実験的介入と呼応して、遺伝子調節を時間調整するための力を
提供し得る。例えば、長期増強(LTP)における関与が疑われる標的は、細胞の正常な発生
を妨害することを回避するように、LTPを誘導するための刺激の間にのみであるが、器官
型培養物または解離したニューロン培養物においてモジュレートされ得る。同様に、疾患
表現型を示す細胞モデルでは、特定の治療の有効性に関与することが疑われる標的は、処
置の間にのみモジュレートされ得る。逆に、遺伝子標的は、病理学的刺激の間にのみモジ
ュレートされ得る。外部実験刺激に対する遺伝的合図のタイミングが適切である任意の数
の実験が、LITEモジュレーションの有用性から潜在的に利益を得ることができる。
【０１４７】
　in vivoの文脈は、遺伝子発現を制御するためのLITEの使用のための豊富な機会を等し
く提供する。上述のように、光誘導能は、以前には達成できなかった空間的正確さの可能
性を提供する。オプトロードテクノロジーの開発を利用して、刺激性光ファイバーリード
が、正確な脳領域中に配置され得る。次いで、刺激領域のサイズが、光強度によって調整
され得る。これは、ウイルスベクターまたは米国仮特許出願第61/671,615号の分子そり(m



(53) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

30

40

50

olecular sled)を介したLITEの送達と併せて実施され得るか、またはトランスジェニック
LITE動物が利用可能になった場合には、正確な脳領域における遺伝子発現のモジュレーシ
ョンをなおも可能にしつつ、ウイルスの使用を排除し得る。LITEは、極端に正確なレーザ
ー誘導された局所的な遺伝子発現の変化を可能にするために、固定されたゼブラフィッシ
ュなどの透明な生物において使用され得る。
【０１４８】
　本発明は、CRISPR/Cas系を使用する多重ゲノム操作もまた企図する。原因となる遺伝子
バリアントおよびエレメントの機能的解明は、正確なゲノム編集テクノロジーを必要とす
る。II型原核生物CRISPR(クラスター化された、規則的に間隔が空いた短い回文型リピー
ト)適応免疫系は、RNAガイドされた部位特異的DNA切断を促進することが示されている。
本出願人らは、2つの異なるII型CRISPR系を操作し、Cas9ヌクレアーゼが、ヒトおよびマ
ウスの細胞中の内因性ゲノム遺伝子座における正確な切断を誘導するために、短いRNAに
よって指向され得ることを実証している。Cas9はまた、最少の変異原活性を有する相同性
指向修復を促進するためのニッキング酵素に変換され得る。最後に、複数のガイド配列が
、哺乳動物ゲノム内のいくつかの部位の同時編集を可能にするために、単一のCRISPRアレ
イ中にコード化され得、CRISPRテクノロジーの容易なプログラム可能性および広い適用可
能性を実証する。
【０１４９】
　一般に、「CRISPR系」とは、Cas遺伝子、トラクル(トランス活性化CRISPR)配列(例えば
、または活性な部分的tracrRNA)、トラクルメイト配列(内因性CRISPR系に関して「ダイレ
クトリピート」およびtracrRNAによりプロセシングされる部分的ダイレクトリピートを包
含する)、ガイド配列(内因性CRISPR系に関して「スペーサー」とも呼ばれる)、またはCRI
SPR遺伝子座由来の他の配列および転写物をコードする配列を含む、CRISPR会合(「Cas」)
遺伝子の発現に関与する、またはかかる遺伝子の活性を指向する、転写物および他のエレ
メントを集合的に指す。いくつかの実施形態では、CRISPR系の1つまたは複数のエレメン
トは、I型、II型またはIII型のCRISPR系から誘導される。いくつかの実施形態では、CRIS
PR系の1つまたは複数のエレメントは、化膿レンサ球菌などの、内因性CRISPR系を含む特
定の生物から誘導される。一般に、CRISPR系は、標的配列の部位においてCRISPR複合体の
形成を促進するエレメントを特徴とする(内因性CRISPR系に関して、プロトスペーサーと
も呼ばれる)。CRISPR複合体の形成に関して、「標的配列」とは、標的配列とガイド配列
との間のハイブリダイゼーションがCRISPR複合体の形成を促進する場合に、ガイド配列が
相補性を有するように設計される配列を指す。標的配列は、DNAまたはRNAポリヌクレオチ
ドなどの任意のポリヌクレオチドを含み得る。いくつかの実施形態では、標的配列は、細
胞の核または細胞質中に位置付けられる。
【０１５０】
　典型的には、内因性CRISPR系に関して、CRISPR複合体(標的配列にハイブリダイズし、1
つまたは複数のCasタンパク質と複合体化したガイド配列を含む)の形成は、標的配列中ま
たは標的配列近傍(例えば、標的配列から1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、50または
それ以上の塩基対以内)の一方の鎖または両方の鎖の切断を生じる。理論に束縛されるこ
とは望まないが、トラクル配列の全てまたは一部分もまた、例えば、ガイド配列に作動可
能に連結されたトラクルメイト配列の全てまたは一部分とのハイブリダイゼーションによ
って、CRISPR複合体の一部を形成し得る。いくつかの実施形態では、CRISPR系の1つまた
は複数のエレメントの発現を駆動する1つまたは複数のベクターが宿主細胞中に導入され
、その結果、CRISPR系のエレメントの発現が、1つまたは複数の標的部位におけるCRISPR
複合体の形成を指向する。例えば、Cas酵素、トラクルメイト配列に連結されたガイド配
列、およびトラクル配列は各々、別々のベクター上の別々の調節エレメントに作動可能に
連結され得る。あるいは、単一のベクターで、同じまたは異なる調節エレメントから発現
される2つ以上のエレメントが、第1のベクター中に含まれていないCRISPR系の任意の成分
を提供する1つまたは複数のさらなるベクターと組み合わされ得る。単一のベクター中で
組み合わされるCRISPR系エレメントは、第2のエレメントに関して5'側(第2のエレメント
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の「上流」)または第2のエレメントに関して3'側(第2のエレメントの「下流」)に位置付
けられた1つのエレメントなど、任意の適切な配向で配置され得る。1つのエレメントのコ
ード配列は、第2のエレメントのコード配列の同じ鎖または反対の鎖上に位置付けられ得
、同じまたは反対の方向で配向され得る。いくつかの実施形態では、単一のプロモーター
が、CRISPR酵素、ならびに1つもしくは複数のイントロン配列内(例えば、各々異なるイン
トロン中、2つ以上が少なくとも1つのイントロン中、または全てが単一のイントロン中)
に埋め込まれた、ガイド配列、トラクルメイト配列(任意選択でガイド配列に作動可能に
連結される)およびトラクル配列のうち1つまたは複数をコードする転写物の発現を駆動す
る。いくつかの実施形態では、CRISPR酵素、ガイド配列、トラ
クルメイト配列およびトラクル配列は、同じプロモーターに作動可能に連結され、同じプ
ロモーターから発現される。
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、1つまたは複数の挿入部位、例えば制限エンド
ヌクレアーゼ認識配列(「クローニング部位」とも呼ばれる)を含む。いくつかの実施形態
では、1つまたは複数の挿入部位(例えば、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10もしくはそ
れ以上の挿入部位または約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10もしくはそれ以上の挿入部位
よりも多い)が、1つまたは複数のベクターの1つまたは複数の配列エレメントの上流およ
び/または下流に位置付けられる。いくつかの実施形態では、ベクターは、トラクルメイ
ト配列の上流の挿入部位、および任意選択でトラクルメイト配列に作動可能に連結された
調節エレメントの下流の挿入部位を含み、その結果、挿入部位中へのガイド配列の挿入後
および発現の際に、ガイド配列は、真核生物細胞中の標的配列へのCRISPR複合体の配列特
異的結合を指向する。いくつかの実施形態では、ベクターは2つ以上の挿入部位を含み、
各挿入部位は、各部位におけるガイド配列の挿入を可能にするように、2つのトラクルメ
イト配列間に位置付けられる。かかる配置では、2つ以上のガイド配列は、2つ以上のコピ
ーの単一ガイド配列、2つ以上の異なるガイド配列、またはこれらの組み合わせを含み得
る。複数の異なるガイド配列が使用される場合、単一の発現構築物が、細胞内の複数の異
なる対応する標的配列にCRISPR活性を標的化するために使用され得る。例えば、単一のベ
クターは、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20もしくはそれ以上の、または約1、
2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20もしくはそれ以上よりも多いガイド配列を含み得る
。いくつかの実施形態では、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10もしくはそれ以上の、ま
たは約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10もしくはそれ以上よりも多いかかるガイド配列含
有ベクターが提供され得、任意選択で細胞に送達され得る。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、CRISPR酵素、例えばCasタンパク質をコードす
る酵素コード配列に作動可能に連結された調節エレメントを含む。Casタンパク質の非限
定的な例には、Cas1、Cas1B、Cas2、Cas3、Cas4、Cas5、Cas6、Cas7、Cas8、Cas9(Csn1お
よびCsx12としても公知)、Cas10、Csy1、Csy2、Csy3、Cse1、Cse2、Csc1、Csc2、Csa5、C
sn2、Csm2、Csm3、Csm4、Csm5、Csm6、Cmr1、Cmr3、Cmr4、Cmr5、Cmr6、Csb1、Csb2、Csb
3、Csx17、Csx14、Csx10、Csx16、CsaX、Csx3、Csx1、Csx15、Csf1、Csf2、Csf3、Csf4、
それらのホモログ、またはそれらの改変バージョンが含まれる。いくつかの実施形態では
、Cas9などの未改変のCRISPR酵素は、DNA切断活性を有する。いくつかの実施形態では、
このCRISPR酵素は、標的配列の位置、例えば、標的配列内および/または標的配列の相補
体内において、一方または両方の鎖の切断を指向する。いくつかの実施形態では、このCR
ISPR酵素は、標的配列の最初または最後のヌクレオチドから、約1、2、3、4、5、6、7、8
、9、10、15、20、25、50、100、200、500またはそれ以上の塩基対以内での、一方または
両方の鎖の切断を指向する。いくつかの実施形態では、ベクターは、対応する野生型酵素
に対して変異されたCRISPR酵素をコードし、その結果、変異したCRISPR酵素は、標的配列
を含む標的ポリヌクレオチドの一方または両方の鎖を切断する能力を欠如している。例え
ば、化膿レンサ球菌由来のCas9のRuvC I触媒ドメイン中のアスパラギン酸からアラニンへ
の置換(D10A)は、Cas9を、両方の鎖を切断するヌクレアーゼからニッカーゼ(一本鎖を切
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断する)に変換する。Cas9をニッカーゼにする変異の他の例には、H840A、N854AおよびN86
3Aが含まれるがこれらに限定されない。さらなる例として、Cas9の2つ以上の触媒ドメイ
ン(RuvC I、RuvC IIおよびRuvC III)は、全てのDNA切断活性を実質的に欠く変異したCas9
を生産するために変異され得る。いくつかの実施形態では、D10A変異は、全てのDNA切断
活性を実質的に欠くCas9酵素を生産するために、H840A、N854AまたはN863A変異のうち1つ
または複数と組み合わされる。いくつかの実施形態では、CRISPR酵素は、変異した酵素の
DNA切断活性が、その非変異形態に対して約25%、10%、5%、1%、0.1%、0.01%未満またはそ
れより低い場合に、全てのDNA切断活性を実質的に欠くとみなされる。
【０１５３】
　いくつかの実施形態では、CRISPR酵素をコードする酵素コード配列は、真核生物細胞な
どの特定の細胞における発現のためにコドン最適化される。この真核生物細胞は、特定の
生物、例えば、ヒト、マウス、ラット、ウサギ、イヌもしくは非ヒト霊長類が含まれるが
これらに限定されない哺乳動物のものであり得る、またはかかる生物から誘導され得る。
一般に、コドン最適化とは、ネイティブのアミノ酸配列を維持しつつ、ネイティブの配列
の少なくとも1つのコドン(例えば、約1、2、3、4、5、10、15、20、25、50もしくはそれ
以上の、または約1、2、3、4、5、10、15、20、25、50もしくはそれ以上よりも多いコド
ン)を、その宿主細胞の遺伝子においてより頻繁にまたは最も頻繁に使用されるコドンで
置き換えることによって、目的の宿主細胞における増強された発現のために核酸配列を改
変するプロセスを指す。種々の種が、特定のアミノ酸の特定のコドンについて特定のバイ
アスを示す。コドンバイアス(生物間のコドン使用頻度における差異)は、メッセンジャー
RNA(mRNA)の翻訳効率と相関する場合が多く、これが今度は、翻訳されているコドンの特
性および特定のトランスファーRNA(tRNA)分子の利用可能性にとりわけ依存すると考えら
れている。細胞中の選択されたtRNAの優勢は、一般に、ペプチド合成において最も頻繁に
使用されるコドンの反映である。従って、遺伝子は、コドン最適化に基づいて、所与の生
物における最適な遺伝子発現のために個別化され得る。コドン使用頻度表は、例えば、ww
w.kazusa.orjp/codon/(2002年7月9日に訪問)において入手可能な「Codon Usage Database
」において容易に入手可能であり、これらの表は、いくつかの方法で適合され得る。Naka
mura,Y.ら「Codon usage tabulated from the international DNA sequence databases: 
status for the year 2000」Nucl. Acids Res. 28:292 (2000)を参照のこと。特定の宿主
細胞における発現のために特定の配列をコドン最適化するためのコンピューターアルゴリ
ズムもまた入手可能であり、例えば、Gene Forge(Aptagen社;Jacobus、PA)もまた入手可
能である。いくつかの実施形態では、CRISPR酵素をコードする配列中の1つまたは複数の
コドン(例えば、1、2、3、4、5、10、15、20、25、50もしくはそれ以上の、または全ての
コドン)は、特定のアミノ酸について最も頻繁に使用されるコドンに対応する。
【０１５４】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、1つまたは複数の核局在化配列(NLS)、例えば、
約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10もしくはそれ以上の、または約1、2、3、4、5、6、7、
8、9、10もしくはそれ以上よりも多いNLSを含むCRISPR酵素をコードする。いくつかの実
施形態では、このCRISPR酵素は、アミノ末端もしくはその近傍で、約1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10もしくはそれ以上の、または約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10もしくはそれ
以上よりも多いNLS、カルボキシ末端もしくはその近傍で、約1、2、3、4、5、6、7、8、9
、10もしくはそれ以上の、または約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10もしくはそれ以上よ
りも多いNLS、またはこれらの組み合わせ(例えば、アミノ末端における1つまたは複数のN
LSおよびカルボキシ末端における1つまたは複数のNLS)を含む。1つより多いNLSが存在す
る場合、各々は、他とは独立して選択され得、その結果、単一のNLSは、1つよりも多いコ
ピー中に、および/または1つもしくは複数のコピーで存在する1つもしくは複数の他のNLS
との組み合わせで、存在し得る。いくつかの実施形態では、NLSは、NLSの最も近いアミノ
酸が、N末端またはC末端からポリペプチド鎖に沿って約1、2、3、4、5、10、15、20、25
、30、40、50またはそれ以上のアミノ酸以内にある場合、N末端またはC末端の近傍である
とみなされる。NLSの非限定的な例には、以下から誘導されるNLS配列が含まれる:アミノ
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酸配列PKKKRKVを有する、SV40ウイルスラージT抗原のNLS;ヌクレオプラスミン由来のNLS(
例えば、配列KRPAATKKAGQAKKKKを有するヌクレオプラスミンの二分NLS);アミノ酸配列PAA
KRVKLDまたはRQRRNELKRSPを有するc-myc NLS;配列NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQ
GGYを有するhRNPA1 M9 NLS;インポーチン-アルファ由来のIBBドメインの配列RMRIZFKNKGK
DTAELRRRRVEVSVELRKAKKDEQILKRRNV;筋腫Tタンパク質の配列VSRKRPRPおよびPPKKARED;ヒト
p53の配列POPKKKPL;マウスc-abl IVの配列SALIKKKKKMAP;インフルエンザウイルスNS1の配
列DRLRRおよびPKQKKRK;肝炎ウイルスデルタ抗原の配列RKLKKKIKKL;マウスMx1タンパク質
の配列REKKKFLKRR;ヒトポリ(ADP-リボース)ポリメラーゼの配列KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK;な
らびにステロイドホルモンレセプター(ヒト)グルココルチコイドの配列RKCLQAGMNLEARKTK
K。
【０１５５】
　一般に、1つまたは複数のNLSは、真核生物細胞の核中の検出可能な量でのCRISPR酵素の
蓄積を駆動するのに十分な強さのものである。一般に、核局在化活性の強さは、CRISPR酵
素中のNLSの数、使用される特定のNLSまたはこれらの因子の組み合わせに由来し得る。核
中の蓄積の検出は、任意の適切な技術によって実施され得る。例えば、検出可能なマーカ
ーがCRISPR酵素に融合され得、その結果、細胞内の位置は、例えば、核の位置を検出する
ための手段(例えば、DAPIなどの核に特異的な染色)と組み合わせて、可視化され得る。細
胞核はまた、細胞から単離され得、その含量は、次いで、タンパク質を検出するための任
意の適切なプロセス、例えば、免疫組織化学、ウエスタンブロットまたは酵素活性アッセ
イを用いて分析され得る。核中の蓄積は、例えば、CRISPR酵素もしくは複合体に曝露され
ていないコントロール、または1つもしくは複数のNLSを欠くCRISPR酵素に曝露されたコン
トロールと比較して、CRISPR複合体形成の影響についてのアッセイ(例えば、標的配列に
おけるDNA切断もしくは変異についてのアッセイ、またはCRISPR複合体形成および/もしく
はCRISPR酵素活性によって影響される変更された遺伝子発現活性についてのアッセイ)に
よって、間接的に決定することもできる。
【０１５６】
　本発明の別の実施形態では、本発明は、誘導可能なCas9を含み得る誘導可能なCRISPRに
関する。
【０１５７】
　CRISPR系は、I.CRISPR/Cas系キメラRNA(chiRNA)ポリヌクレオチド配列に作動可能に連
結された第1の調節エレメントであって、このポリヌクレオチド配列は、(a)真核生物細胞
中の標的配列とハイブリダイズすることが可能なガイド配列、(b)トラクルメイト配列、
および(c)トラクル配列を含み得る、第1の調節エレメント、ならびにII.少なくとも1つま
たは複数の核局在化配列を含み得るCRISPR酵素をコードする酵素コード配列に作動可能に
連結された第2の調節エレメントであって、(a)、(b)および(c)は、5'から3'の配向で配置
される、第2の調節エレメント、を含み得る1つまたは複数のベクターを含み得るベクター
系内にコードされ得、ここで、成分IおよびIIは、その系の同じまたは異なるベクター上
に位置付けられており、転写される場合、このトラクルメイト配列は、トラクル配列とハ
イブリダイズし、ガイド配列は、標的配列へのCRISPR複合体の配列特異的結合を指向し、
このCRISPR複合体は、(1)標的配列とハイブリダイズしたガイド配列、および(2)トラクル
配列とハイブリダイズしたトラクルメイト配列、と複合体化したCRISPR酵素を含み得、CR
ISPR酵素をコードする酵素コード配列は、異種機能的ドメインをさらにコードする。
【０１５８】
　有利な一実施形態では、この誘導可能なCas9は、レンチウイルス中で調製され得る。例
えば、図61はTet Cas9ベクター設計を示し、図62は、293FT細胞におけるベクターおよびE
GFP発現を示す。特に、誘導可能なテトラサイクリン系が、誘導可能なCRISPRについて企
図される。このベクターは、Markusicら、Nucleic Acids Research、2005、33巻、6号e63
に記載されるように設計され得る。テトラサイクリン依存的転写調節系は、テトラサイク
リンリプレッサータンパク質(TetR)および特異的DNA結合部位、テトラサイクリンオペレ
ーター配列(TetO)からなる大腸菌(Escherichia coli)Tn10テトラサイクリン耐性オペレー
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ターに基づいている。テトラサイクリンの非存在下では、TetRはダイマー化し、TetOに結
合する。テトラサイクリンまたはドキシサイクリン(テトラサイクリン誘導体)は、TetRと
結合でき、TetRにおけるコンフォメーション変化を誘導でき、TetOからのその解離をもた
らす。有利な一実施形態では、このベクターは、CRISPR複合体の調節された発現のために
自動調節されたrtTA発現を有する単一のTet-Onレンチウイルスベクターであり得る。テト
ラサイクリンまたはドキシサイクリンは、誘導可能なCRISPR複合体を活性化するために企
図され得る。
【０１５９】
　別の実施形態では、クメート遺伝子スイッチ系が、誘導可能なCRISPRのために企図され
る。Mullickら、BMC Biotechnology 2006、6:43 doi:10.1186/1472-6750-6-43に記載され
るのと類似の系。誘導可能なクメート系は、3つの異なる戦略を使用して哺乳動物細胞中
の遺伝子発現を調節するために、細菌オペロンの調節機構(cmtおよびcym)を含む。リプレ
ッサー構成では、調節は、強い構成的プロモーターの下流に配置されたオペレーター部位
(CuO)へのリプレッサー(CymR)の結合によって媒介される。クメート、小分子の添加は、
抑制を軽減する。トランスアクチベーター構成では、CymRとVP16の活性化ドメインとの融
合によって形成されるキメラトランスアクチベーター(cTA)タンパク質は、CMVミニマルプ
ロモーターの上流に配置された複数コピーのCuOに結合した場合に、転写を活性化するこ
とができる。クメートの添加は、DNA結合を無効にし、従って、cTAによるトランス活性化
を無効にする。本発明は、クメートの非存在下ではなく存在下で転写を活性化する逆クメ
ートアクチベーター(rcTA)もまた企図する。CymRは、CMVなどの強いプロモーターからの
発現を可逆的に遮断するリプレッサーとして使用され得る。クメートリプレッサー/オペ
レーター系の特定の態様は、米国特許第7745592号にさらに記載されている。
【０１６０】
　例えば、重金属[Mayo KEら、Cell 1982、29:99～108;Searle PFら、Mol Cell Biol 198
5、5:1480～1489およびBrinster RLら、Nature (London) 1982、296:39～42]、ステロイ
ドホルモン[Hynes NEら、Proc Natl Acad Sci USA 1981、78:2038～2042;Klock Gら、Nat
ure (London) 1987、329:734～736およびLee Fら、Nature (London) 1981、294:228～232
]、ヒートショック[Nouer L:Heat Shock Response. Boca Raton、FL:CRC;1991]ならびに
開発された他の試薬[Mullick A、Massie B: Transcription, translation and the contr
ol of gene expression.、Encyclopedia of Cell Technology、Speir RE編.Wiley;2000:1
140～1164およびFussenegger M、.Biotechnol Prog 2001、17:1～51]による調節であるが
これらに限定されない、他の誘導可能な系が企図される。しかし、これらの誘導可能な哺
乳動物プロモーターには、「オフ」状態の「漏出」およびインデューサー(ヒートショッ
ク、重金属、グルココルチコイドなど)の多面的効果などの制限が存在する。昆虫ホルモ
ン(エクジソン)の使用は、哺乳動物細胞における細胞プロセスとの干渉を低減させるため
の試みにおいて提案されてきた[No Dら、Proc Natl Acad Sci USA 1996、93:3346～3351]
。別の優雅な系は、インデューサーとしてラパマイシンを使用するが[Rivera VMら、Nat 
Med 1996、2:1028～1032]、免疫抑制剤としてのラパマイシンの役割は、in vivoでのその
使用に対する主要な制限であり、従って、遺伝子発現の制御のための生物学的に不活性な
化合物[Saez Eら、Proc Natl Acad Sci USA 2000、97:14512～14517]を見出す必要があっ
た。
【０１６１】
　本発明は、本発明のポリペプチドをコードする核酸もまた包含する。この核酸は、プロ
モーター、有利にはヒトシナプシンIプロモーター(hSyn)を含み得る。特に有利な一実施
形態では、この核酸は、アデノ随伴ウイルスベクター(AAV)中にパッケージングされ得る
。
【０１６２】
　1つより多いアデノウイルス血清型由来のサブウイルス粒子を含み得る組換えベクター
および組換えアデノウイルスもまた、本発明によって企図される。例えば、アデノウイル
スベクターは、特定の組織または細胞型に対する変更されたトロピズムを示し得ること(H
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avenga, M.J.E.ら、2002)、ならびに従って、種々のアデノウイルス血清型由来の異なる
アデノウイルスカプシド、即ち、ファイバーまたはペントンタンパク質の混合およびマッ
チングが有利であり得ることが、公知である。ファイバーおよびペントンを含むアデノウ
イルスカプシドの改変は、未改変アデノウイルスとは異なるトロピズムを有するアデノウ
イルスベクターを生じ得る。標的細胞に感染するその能力において改変または最適化され
ているアデノウイルスベクターは、治療的用量または予防的用量における顕著な低減を可
能にし得、低減した局所的および散在性の毒性を生じる。
【０１６３】
　ウイルスベクター遺伝子送達系は、遺伝子移行および遺伝子治療適用において一般に使
用される。異なるウイルスベクター系は、それ自体の独自の利点および不利な点を有する
。本発明の病原体由来のリガンドを発現するために使用され得るウイルスベクターには、
以下により詳細に記載されるアデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、ア
ルファウイルスベクター、単純ヘルペスウイルスベクターおよびレトロウイルスベクター
が含まれるがこれらに限定されない。
【０１６４】
　アデノウイルスのさらなる一般的な特徴は、アデノウイルスの生物学が詳細に特徴付け
られるような特徴である;アデノウイルスは、重症のヒト病理と関連しない;アデノウイル
スは、そのDNAを宿主細胞中に導入するにあたり極度に効率的である;アデノウイルスは、
広範な種々の細胞に感染でき、広い宿主範囲を有する;アデノウイルスは、比較的容易に
大量に生産できる;ならびにアデノウイルスは、ウイルスゲノムの初期領域1(「E1」)にお
ける欠失によって、複製欠損および/または非複製性にされ得る。
【０１６５】
　アデノウイルスは、非エンベロープ型DNAウイルスである。アデノウイルスのゲノムは
、各鎖の5'末端に共有結合した55kDaの末端タンパク質を有するおよそ36,000塩基対(「bp
」)の直鎖状二本鎖DNA分子である。アデノウイルスDNAは、約100bpの同一の逆位末端反復
(「ITR」)を含み、正確な長さは血清型に依存する。ウイルス複製起点は、正確にゲノム
末端において、ITR内に位置付けられる。DNA合成は二段階で生じる。第1に、複製は、鎖
置換、娘二重鎖分子の生成、および親の置換された鎖によって進行する。置換された鎖は
、一本鎖であり、「パンハンドル」中間体を形成し得、複製開始および娘二重鎖分子の生
成を可能にする。あるいは、複製は、ゲノムの両方の末端から同時に進行でき、パンハン
ドル構造を形成するための要件を取り除く。
【０１６６】
　増殖性感染サイクルの間に、これらのウイルス遺伝子は、2つの相で発現される:ウイル
スDNA複製までの期間である初期相、およびウイルスDNA複製の開始と一致する後期相。初
期相の間に、ウイルス構造タンパク質の合成のために細胞を準備するいくつかの機能を実
行する、領域E1、E2、E3およびE4によってコードされる初期遺伝子産物のみが発現される
(Berk, A.J.、1986)。後期相の間、初期遺伝子産物に加えて後期ウイルス遺伝子産物が発
現され、宿主細胞のDNAおよびタンパク質の合成が打ち切られる。結果として、細胞は、
ウイルスDNAの産生およびウイルス構造タンパク質の産生に専念するようになる(Tooze, J
.、1981)。
【０１６７】
　アデノウイルスのE1領域は、標的細胞の感染後に発現されるアデノウイルスの第1の領
域である。この領域は、2つの転写単位、E1A遺伝子およびE1B遺伝子からなり、これらの
遺伝子の両方が、初代(胚性)げっ歯類培養物の癌化に必要とされる。E1A遺伝子産物の主
な機能は、静止細胞を細胞周期に入るように誘導して細胞のDNA合成を再開させること、
ならびにウイルスゲノムのE1B遺伝子および他の初期領域(E2、E3およびE4)を転写的に活
性化することである。E1A遺伝子単独による初代細胞のトランスフェクションは、無制限
の増殖(不死化)を誘導し得るが、完全な形質転換を生じることはない。しかし、ほとんど
の場合、E1Aの発現は、プログラム細胞死(アポトーシス)の誘導を生じ、不死化は時折得
られるに過ぎない(Jochemsenら、1987)。E1B遺伝子の同時発現は、アポトーシスの誘導を
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防止するため、および完全な形態学的形質転換が生じるのに必要とされる。樹立された不
死細胞株では、E1Aの高レベル発現は、E1Bの非存在下で完全な形質転換を引き起こし得る
(Roberts, B.E.ら、1985)。
【０１６８】
　E1Bがコードするタンパク質は、ウイルス複製を可能にするように細胞機能を再指向す
ることにおいて、E1Aを補助する。核中に本質的に局在化した複合体を形成するE1B 55kD
およびE4 33kDタンパク質は、宿主タンパク質の合成を阻害することおよびウイルス遺伝
子の発現を促進することにおいて、機能する。それらの主な影響は、感染の後期相の発生
と同時発生的に、核から細胞質へのウイルスmRNAの選択的輸送を確立することである。E1
B 21kDタンパク質は、増殖性感染サイクルの正確な時間的制御にとって重要であり、それ
によって、ウイルスのライフサイクルが完了する前の宿主細胞の未成熟死を予防する。E1
B 21kD遺伝子産物を発現できない変異体ウイルスは、宿主細胞染色体DNAの過度の分解(de
g表現型)および増強された細胞変性効果(cyt表現型;Tellingら、1994)が伴う、短縮され
た感染サイクルを示す。deg表現型およびcyt表現型は、E1A遺伝子がさらに変異された場
合に抑圧され、これらの表現型がE1Aの機能であることを示す(White, E.ら、1988)。さら
に、E1B 21kDaタンパク質は、E1Aが他のウイルス遺伝子のスイッチをオンにする速度を低
下させる。E1B 21kDがこれらのE1A依存的機能をクエンチする機構は、なおも未知である
。
【０１６９】
　例えばレトロウイルスとは対照的に、アデノウイルスは、宿主細胞のゲノム中に効率的
に組み込まれず、非分裂細胞に感染することができ、組換え遺伝子をin vivoで効率的に
移行させることができる(Brodyら、1994)。これらの特徴は、アデノウイルスを、例えば
、それを必要とする細胞、組織または被験体中への目的の抗原または免疫原のin vivo遺
伝子移行のための魅力的な候補にしている。
【０１７０】
　複数の欠失を含むアデノウイルスベクターは、ベクターの保持能力を増加させ、複製能
のあるアデノウイルス(RCA)を生成する組換えの可能性を低減させることの両方のために
好ましい。アデノウイルスが複数の欠失を含む場合、単独で存在する場合に欠失の各々が
、複製欠損および/または非複製性アデノウイルスを生じる必要はない。欠失のうち1つが
アデノウイルスを複製欠損または非複製性にする限り、さらなる欠失が、他の目的のため
、例えば、異種ヌクレオチド配列についてのアデノウイルスゲノムの保持能力を増加させ
るために、含められ得る。好ましくは、欠失の1つより多くは、機能的タンパク質の発現
を防止し、アデノウイルスを複製欠損および/または非複製性および/または弱毒にする。
より好ましくは、全ての欠失が、アデノウイルスを複製欠損および/または非複製性およ
び/または弱毒にする欠失である。しかし、本発明は、複製能のあるおよび/または野生型
である、即ち、被験体における感染および複製に必要なアデノウイルス遺伝子の全てを含
む、アデノウイルスおよびアデノウイルスベクターもまた包含する。
【０１７１】
　アデノウイルス組換え体を使用する本発明の実施形態は、E1欠損もしくは欠失、または
E3欠損もしくは欠失、またはE4欠損もしくは欠失、あるいはE1およびE3、またはE1および
E4、またはE3およびE4の欠失、または欠失したE1、E3およびE4を含むアデノウイルスベク
ター、あるいは全てのウイルス遺伝子が欠失した「ガットレス(gutless)」アデノウイル
スベクターを含み得る。このアデノウイルスベクターは、これらのまたは全てのアデノウ
イルス遺伝子において、E1、E3もしくはE4遺伝子における変異、または欠失を含み得る。
E1欠損アデノウイルス変異体は、非許容細胞において複製欠損および/または非複製性で
あると言われ、控えめに言っても高度に弱毒化されているので、E1変異は、ベクターの安
全マージンを上昇させる。E3変異は、アデノウイルスがMHCクラスI分子を下方調節する機
構を破壊することによって、抗原の免疫原性を増強する。E4変異は、後期遺伝子発現を抑
圧することによって、アデノウイルスベクターの免疫原性を低減させ、従って、同じベク
ターを利用する再ワクチン接種の繰り返しを可能にし得る。本発明は、E1、またはE3、ま
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たはE4、またはE1およびE3、またはE1およびE4において欠失または変異された、任意の血
清型または血清群のアデノウイルスベクターを包含する。これらのアデノウイルス遺伝子
の欠失または変異は、これらのタンパク質の損なわれた活性または実質的に完全な活性の
喪失を生じる。
【０１７２】
　「ガットレス」アデノウイルスベクターは、アデノウイルスベクターファミリー中の別
の型のベクターである。その複製は、E1aおよびCreの両方を発現するヘルパーウイルスお
よび特別なヒト293細胞株、天然の環境には存在しない条件を必要とする;このベクターか
らは全てのウイルス遺伝子が除かれており、従って、ワクチン担体としてのこのベクター
は非免疫原性であり、再ワクチン接種のために複数回接種され得る。「ガットレス」アデ
ノウイルスベクターは、目的の抗原または免疫原を適応させるための36kbのスペースもま
た含み、従って、多数の抗原または免疫原の細胞中への同時送達を可能にする。
【０１７３】
　アデノ随伴ウイルス(AAV)は、ヒト集団にとって内因性の一本鎖DNAパルボウイルスであ
る。種々の種由来の細胞において増殖性感染が可能であるが、AAVは、それ自体の複製の
ためにアデノウイルスまたはヘルペスウイルスのいずれか由来のヘルパー機能を必要とす
るディペンドウイルスである。これらのヘルパーウイルスのいずれか由来のヘルパー機能
の非存在下では、AAVは、細胞に感染し、核において脱殻し、そのゲノムを宿主染色体中
に組み込むが、複製することも新たなウイルス粒子を産生することもない。
【０１７４】
　AAVのゲノムは、細菌プラスミド中にクローニングされており、十分に特徴付けられて
いる。このウイルスゲノムは、各々145塩基の2つの末端リピートを含む4682塩基からなる
。これらの末端リピートは、このウイルスにとってのDNA複製の起点として機能する。幾
人かの調査者が、これらがエンハンサー機能を有するとも提案してきた。ゲノムの残りは
、2つの機能的ドメインに分割される。ゲノムの左側部分は、ウイルスDNA複製および重要
な遺伝子発現を調節するrep機能をコードする。重要なゲノムの右側は、構造カプシドタ
ンパク質VP1、VP2およびVP3をコードするcap遺伝子を含む。rep遺伝子およびcap遺伝子の
両方によってコードされるタンパク質は、増殖性AAV複製の間にトランスで機能する。
【０１７５】
　AAVは、形質導入ベクターとしての使用にとって理想的な候補とみなされ、この様式で
使用されてきた。かかるAAV形質導入ベクターは、トランスで提供されるアデノウイルス
またはヘルペスウイルスヘルパー機能の存在下で複製するように、十分なシス作用性の機
能を含む。組換えAAV(rAAV)は、いくつかの実験室で構築されており、種々の系譜の細胞
中に外因性遺伝子を保有させるために使用されてきた。これらのベクターでは、AAVのcap
遺伝子および/またはrep遺伝子は、ウイルスゲノムから欠失され、選択されたDNAセグメ
ントで置き換えられる。現在のベクターは、最大4300塩基の挿入されたDNAを収容できる
。
【０１７６】
　rAAVを生産するために、所望の生存構築物を含むプラスミドが、アデノウイルス感染細
胞中にトランスフェクトされる。さらに、第2のヘルパープラスミドが、組換えウイルス
構築物の複製およびパッケージングに不可欠なAAVのrep遺伝子およびcap遺伝子を提供す
るために、これらの細胞中に同時トランスフェクトされる。これらの条件下で、AAVのrep
タンパク質およびcapタンパク質は、rAAV構築物の複製およびパッケージングを刺激する
ように、トランスで作用する。トランスフェクションの3日後、rAAVは、アデノウイルス
と共に細胞から回収される。次いで、混入するアデノウイルスが、熱処理によって不活性
化される。
【０１７７】
　単純ヘルペスウイルス1(HSV-1)は、80よりも多い遺伝子をコードする153kbのゲノムを
有するエンベロープ型二本鎖DNAウイルスである。その広い宿主範囲は、細胞膜において
見出される細胞外ヘパリン硫酸分子に対するウイルスエンベロープ糖タンパク質の結合に
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起因する(WuDunnおよびSpear、1989)。次いで、ウイルスの内在化は、エンベロープ糖タ
ンパク質gDおよび線維芽細胞増殖因子レセプターを必要とする(Kaner、1990)。HSVは、細
胞に溶解感染することができ、または潜伏を確立できる。HSVベクターは、広範な種々の
細胞型に感染するために使用されてきた(Lowenstein、1994;Huard、1995;Miyanohara、19
92;Liu、1996;Goya、1998)。
【０１７８】
　HSVベクターには、組換えHSVベクターおよびアンプリコンベクターと呼ばれる2つの型
のHSVベクターが存在する。組換えHSVベクターは、相同組換え事象を介した、HSVゲノム
中への転写単位の直接的挿入によって生成される。アンプリコンベクターは、選択した転
写単位、複製起点およびパッケージングシグナルを有するプラスミドに基づく。
【０１７９】
　HSVベクターは、外来遺伝子の挿入のための大きい能力、ニューロンにおいて潜伏を確
立する能力、広い宿主範囲、および最大18カ月にわたってCNSに導入遺伝子発現を付与す
る能力という、明らかな利点を有する(CarpenterおよびStevens、1996)。
【０１８０】
　レトロウイルスは、遺伝子移行プロトコルにおいて広く使用されてきた、エンベロープ
型一本鎖RNAウイルスである。レトロウイルスは、gag、pro、polおよびenvと称される4つ
の遺伝子領域から構成される、約7～10kbの二倍体ゲノムを有する。これらの遺伝子領域
は、それぞれ、構造カプシドタンパク質、ウイルスプロテアーゼ、インテグラーゼおよび
ウイルス逆転写酵素、ならびにエンベロープ糖タンパク質をコードする。このゲノムは、
各末端において、転写制御および組み込みにおいて役割を有する、パッケージングシグナ
ルおよび長い末端リピート(LTR)と称されるシス作用性配列もまた有する。
【０１８１】
　最も一般に使用されるレトロウイルスベクターは、モロニーマウス白血病ウイルス(Mo-
MLV)に基づいており、エンベロープ糖タンパク質のレセプター結合表面ドメインに依存し
て、変動する細胞トロピズムを有する。
【０１８２】
　組換えレトロウイルスベクターでは、全てのレトロウイルス遺伝子から欠失され、マー
カーもしくは治療的遺伝子またはその両方で置き換えられている。組換えレトロウイルス
を増殖させるために、ウイルス遺伝子、gag、polおよびenvをトランスで提供する必要が
ある。
【０１８３】
　レンチウイルスは、感染し、有糸分裂細胞および有糸分裂後細胞の両方においてその遺
伝子を発現する能力を有する、複雑なレトロウイルスである。最も一般に公知のレンチウ
イルスは、広い範囲の細胞型を標的化するために他のウイルスのエンベロープ糖タンパク
質を使用する、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)である。
【０１８４】
　原型のシンドビスウイルス(SIN)、セムリキ森林ウイルス(SFV)およびベネズエラウマ脳
炎ウイルス(VEE)を含むアルファウイルスは、正二十面体カプシド内にプラス鎖RNAゲノム
を含む一群のエンベロープ型ウイルスを構成する。
【０１８５】
　本発明のウイルスベクターは、in vitroおよびin vivoの両方で、抗原または免疫原を
発現する核酸の細胞への送達のために有用である。特に、本発明のベクターは、核酸を細
胞に、より好ましくは哺乳動物細胞に送達または移行するために、有利に使用され得る。
目的の核酸には、ペプチドおよびタンパク質、好ましくは治療的(例えば、医療的使用ま
たは獣医的使用のため)または免疫原性(例えば、ワクチンのため)のペプチドまたはタン
パク質をコードする核酸が含まれる。
【０１８６】
　好ましくは、目的の抗原または免疫原をコードするコドンは、「最適化された」コドン
である、即ち、これらのコドンは、例えばインフルエンザウイルスによって頻繁に使用さ
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れるコドンの代わりに、例えば被験体の種において高度に発現される遺伝子中に頻繁に現
れるコドンである。かかるコドン使用頻度は、動物細胞における抗原または免疫原の効率
的な発現を提供する。他の実施形態では、例えば、目的の抗原または免疫原が細菌、酵母
または別の発現系中で発現される場合、コドン使用頻度パターンは、その抗原または免疫
原が発現されている生物において高度に発現される遺伝子についてコドンバイアスを示す
ように変更される。コドン使用頻度パターンは、多くの種の高度に発現された遺伝子につ
いて文献中で公知である(例えば、Nakamuraら、1996;Wangら、1998;McEwanら、1998)。
【０１８７】
　さらなる代替法として、ウイルスベクターは、所望の遺伝子産物を発現するため、例え
ば、目的のタンパク質またはペプチドを産生するために、培養物中の細胞を感染するため
に使用され得る。好ましくは、このタンパク質またはペプチドは、培地中に分泌され、当
該分野で公知の慣用的な技術を使用して培地から精製され得る。タンパク質の細胞外分泌
を指向するシグナルペプチド配列は、当該分野で公知であり、かかるシグナルペプチドを
コードするヌクレオチド配列は、当該分野で公知の慣用的な技術によって、目的のペプチ
ドまたはタンパク質をコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結され得る。あるいは
、細胞が溶解され得、発現された組換えタンパク質は、この細胞溶解物から精製され得る
。好ましくは、この細胞は、動物細胞、より好ましくは哺乳動物細胞である。目的の特定
のウイルスベクターによる形質導入についてコンピテントな細胞もまた好ましい。かかる
細胞には、PER.C6細胞、911細胞およびHEK293細胞が含まれる。
【０１８８】
　宿主細胞を培養するための培養培地には、組織培養のために一般に使用される培地、例
えば、とりわけ、M199-earle base、イーグルMEM(E-MEM)、ダルベッコMEM(DMEM)、SC-UCM
102、UP-SFM(GIBCO BRL社)、EX-CELL302(Nichirei社)、EX-CELL293-S(Nichirei社)、TFBM
-01(Nichirei社)、ASF104が含まれる。特定の細胞型に適した培養培地は、American Type
 Culture Collection(ATCC)またはEuropean Collection of Cell Cultures(ECACC)におい
て見出すことができる。培養培地には、アミノ酸、例えばL-グルタミン、塩、抗真菌剤ま
たは抗細菌剤、例えばFungizone(登録商標)、ペニシリン-ストレプトマイシン、動物血清
などが補充され得る。この細胞培養培地は、任意選択で無血清であり得る。
【０１８９】
　本発明は、本発明において有用なLITEまたは少なくとも1つの薬剤を発現または過剰発
現することが可能な細胞株またはトランスジェニック動物にも関する。好ましくは、この
細胞株または動物は、1つまたは複数のLITEを発現または過剰発現する。
【０１９０】
　このトランスジェニック動物は、典型的には、脊椎動物、より好ましくはげっ歯類、例
えばラットまたはマウスであるが、他の哺乳動物、例えばヒト、ヤギ、ブタまたはウシな
ども含まれる。
【０１９１】
　かかるトランスジェニック動物は、疾患の動物モデルとして、および新たな有用な化合
物についてのスクリーニングアッセイにおいて、有用である。上で定義したように、1つ
または複数のポリペプチドを特異的に発現させることによって、疾患の発達に対するかか
るポリペプチドの影響が研究され得る。さらに、遺伝子療法を含む治療および種々の薬物
が、トランスジェニック動物に対して試験され得る。トランスジェニック動物の生産のた
めの方法は、当該分野で公知である。例えば、胚中への遺伝子の導入のためのいくつかの
可能な経路が存在する。これらには、(i)胚性幹細胞の直接的トランスフェクションまた
はレトロウイルス感染と、その後の、発達の胚盤胞段階にある胚中へのこれらの細胞の導
入;(ii)初期胚のレトロウイルス感染;および(iii)接合体または初期胚細胞中へのDNAの直
接的マイクロインジェクション、が含まれる。この遺伝子および/または導入遺伝子は、
当該分野で公知の遺伝子調節エレメントおよび/または構造エレメントもまた含み得る。
導入遺伝子導入のための標的細胞の1つの型は、胚性幹細胞(ES)である。ES細胞は、in vi
troで培養された移植前胚から得られ得、胚と融合され得る(Evansら、1981、Nature 292:
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154～156;Bradleyら、1984、Nature 309:255～258;Gosslerら、1986、Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 83:9065～9069;およびRobertsonら、1986 Nature 322:445～448)。導入遺伝子
は、種々の標準的な技術、例えばDNAトランスフェクション、マイクロインジェクション
によって、またはレトロウイルス媒介性の形質導入によって、ES細胞中に効率的に導入さ
れ得る。得られた形質転換されたES細胞は、その後、非ヒト動物由来の胚盤胞と組み合わ
され得る。導入されたES細胞はその後、胚に定着し、得られたキメラ動物の生殖系列に寄
与する(Jaenisch、1988、Science 240:1468～1474)。
【０１９２】
　LITEは、in vivoの有益な時間的正確さもまた提供し得る。LITEは、例えば、カエノラ
ブディティス・エレガンス(C elegans)の成長の特定の段階の間にのみ特定のアポトーシ
ス遺伝子を抑制することによって、発生の特定の段階の間に遺伝子発現を変更するために
使用され得る。LITEは、特定の実験ウインドウに対する遺伝子合図の時間調整をするため
に使用され得る。例えば、学習に関与する遺伝子は、インタクトなげっ歯類または霊長類
の脳の正確な領域において学習刺激の間にのみ過剰発現または抑制され得る。さらに、LI
TEは、疾患発達の特定の段階の間にのみ、遺伝子発現の変化を誘導するために使用され得
る。例えば、癌遺伝子は、腫瘍が特定のサイズまたは転移段階に達したときのみ、過剰発
現され得る。逆に、アルツハイマー病の発達において疑われるタンパク質は、動物の生活
における規定された時点において、および特定の脳領域内でのみ、ノックダウンされ得る
。これらの例は、LITE系の潜在的な適用を網羅的に列挙しているわけではないが、これら
は、LITEが強力なテクノロジーであり得る分野のいくつかを強調する。
【０１９３】
　本発明の治療的組成物または診断的組成物は、障害を処置または診断するのに十分な量
で、個体に投与される。有効量は、個体の状態、体重、性別および年齢などの種々の因子
に従って変動し得る。他の因子には、投与の様式が含まれる。
【０１９４】
　医薬組成物は、皮下、局所、経口および筋内などの種々の経路によって、個体に提供さ
れ得る。
【０１９５】
　本明細書に開示される方法に従って同定された化合物は、適切な投薬量で単独で使用さ
れ得る。あるいは、他の薬剤の同時投与または逐次的投与が望ましい場合がある。
【０１９６】
　本発明は、本発明の処置の新規方法における使用のための、適切な局所、経口、全身お
よび非経口の医薬製剤を提供するという目的もまた有する。本発明に従って同定された化
合物を活性成分として含む組成物は、投与のための従来のビヒクル中の、広範な種々の治
療的投薬形態で投与され得る。例えば、これらの化合物は、錠剤、カプセル剤(各々、持
続放出型および徐放性の製剤を含む)、丸剤、散剤、顆粒剤、エリキシル剤、チンキ剤、
溶液、懸濁物、シロップおよび乳濁物などの経口投薬形態で、または注射によって、投与
され得る。同様に、これらは、静脈内(ボーラスおよび注入の両方)、腹腔内、皮下、閉塞
を伴うもしくは伴わない局所、または筋内形態でも投与され得、これらは全て、医薬の分
野の当業者に周知の形態を使用する。
【０１９７】
　有利には、本発明の化合物は、単回の一日用量で投与され得、または総一日投薬量は、
一日2回、3回または4回の分割された用量で投与され得る。さらに、本発明のための化合
物は、適切な鼻腔内ビヒクルの局所使用を介して鼻腔内で、または当業者に周知の経皮皮
膚パッチの形態を使用する経皮経路を介して、投与され得る。経皮送達系の形態で投与す
るために、投薬量の投与は、もちろん、投薬レジメンを通じて間欠的ではなく連続的であ
る。
【０１９８】
　別々の投薬製剤中に活性薬剤が存在する場合、1種より多い活性薬剤との併用処置のた
めに、これらの活性薬剤は、同時発生的に投与され得るか、またはこれら各々が、別々に
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互い違いになった時間で投与され得る。
【０１９９】
　本発明の化合物を利用する投薬レジメンは、患者の型、種、年齢、体重、性別および医
学的状態;処置される状態の重症度;投与の経路;1人の患者の腎機能、肝機能および心血管
機能;ならびに使用されるその特定の化合物を含む種々の因子に従って選択される。当業
者の医師は、状態の進行を予防、対抗または停止させるために必要とされる薬物の有効量
を容易に決定および処方することができる。毒性なしに効力を生じる範囲内の薬物の濃度
を達成することにおける最適な正確さは、標的部位に対する薬物のアベイラビリティの動
力学に基づくレジメンを要求する。これは、薬物の分配、平衡および排除の考慮を含む。
【０２００】
　本発明およびその利点を詳細に記載してきたが、種々の変化、置換および変更が、添付
の特許請求の範囲に規定された本発明の精神および範囲から逸脱することなく、本明細書
においてなされ得ることを、理解すべきである。
【０２０１】
　本発明は、例示目的でのみ与えられ、本発明を限定することを決して意図しない以下の
実施例において、さらに例示される。
【実施例】
【０２０２】
(実施例1)
　内因性哺乳動物ゲノムからの遺伝子発現を直接モジュレートする能力は、正常な遺伝子
機能および疾患機構を解明するために重要である。細胞集団内の遺伝子発現の空間的およ
び時間的制御をさらに精緻化する進歩は、遺伝子モジュレーションの有用性を拡張する潜
在性を有する。本出願人らは、イネ白葉枯病菌(Xanthamonas oryze)由来の転写アクチベ
ーター様エフェクター(TALE)を以前に開発して、部位特異的DNA結合タンパク質の迅速な
設計および構築を可能にした。本出願人らは、内因性哺乳動物ゲノムにおける光調節され
る遺伝子発現を可能にするための分子ツールのセットを開発した。この系は、シロイヌナ
ズナ由来の光感受性ダイマー化タンパク質ドメインに連結された操作された人工転写因子
からなる。この系は、450nm～500nmの範囲の光に応答し、哺乳動物細胞において6.2mW/cm
2の強度の光での刺激の後に、多能性因子の発現における顕著な増加を誘導することが可
能である。本出願人らは、広い範囲の遺伝子の標的化のためのツールを開発している。本
出願人らは、遺伝子発現の光媒介性制御のためのツールボックスが、既存の光遺伝学的方
法を補完し、脳における特定の遺伝子のタイミング依存的、細胞型依存的および濃度依存
的な役割を解明することをさらに助け得る。
【０２０３】
　内因性哺乳動物ゲノムからの遺伝子発現を直接モジュレートする能力は、正常な遺伝子
機能および疾患機構を解明するために重要である。本出願人らは、内因性哺乳動物ゲノム
における光調節される遺伝子発現を可能にするための分子ツールのセットの開発を提示す
る。この系は、シロイヌナズナ由来の光感受性ダイマー化タンパク質ドメインクリプトク
ロム2(CRY2)およびCIB1に連結された転写アクチベーター様エフェクター(TALE)および活
性化ドメインVP64からなる。本出願人らは、KLF4およびNeurog2のプロモーター領域を標
的化するように設計されたこれらのLITE構築物でトランスフェクトしたHEK293FT細胞およ
びNeuro-2a細胞の青色光刺激が、標的発現における顕著な増加を生じることを示しており
、TALEベースの光学遺伝子発現モジュレーションテクノロジーの機能性を実証している。
【０２０４】
　図1は、空間的および時間的正確さの必要性を示す模式図を示す。
【０２０５】
　図2は、転写アクチベーター様エフェクター(TALE)を示す。TALEは、その配列のコアに
おいて34aaのリピートからなる。各リピートは、TALEによって結合される標的DNA中の塩
基に対応する。リピートは、12位および13位における2つの可変アミノ酸のみが異なる。
この対応のコードは解明されており(Boch, Jら、Science、2009およびMoscou, Mら、Scie
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nce、2009)、この図中に示されている。本出願人らは、このコードを取り込み、ゲノム内
の選択した配列と結合することが可能なデザイナーTALEの合成のための方法を開発してい
る(Zhang, Fら、Nature Biotechnology、2011)。
【０２０６】
　図3は、LITE:TALE/クリプトクロム転写活性化の設計を示す。各LITEは、CRY2に融合し
たTALEおよびVP64転写アクチベーターに融合したクリプトクロム結合パートナーCIB1を含
み得る、2成分系である。不活性状態では、TALEは、目的の遺伝子のプロモーター領域に
、それが融合したCRY2ドメインを局在化させる。この時点では、CIB1はCRY2に結合できず
、核空間中に未結合のCIB1-VP64を残す。488nm(青色)光での刺激の際に、CRY2はコンフォ
メーション変化を受けて、そのCIB1結合部位を露わにする(Liu, Hら、Science、2008)。C
IB1の迅速な結合は、融合したVP64ドメインのリクルートを生じ、標的遺伝子の転写を誘
導する。
【０２０７】
　図4は、LITE活性に対するクリプトクロムダイマー短縮の影響を示す。CRY2およびCIB1 
()の活性を変更することが公知の短縮を、全長タンパク質に対して比較した。Neurog2の
プロモーターに標的化されたLITEを、ドメインの各組み合わせについてNeuro-2a細胞にお
いて試験した。488nm光での刺激後、Neurog2の転写物レベルを、刺激したおよび未刺激の
サンプルについて、qPCRを使用して定量した。
【０２０８】
　図5は、KLF4 LITEの光強度依存的応答を示す。
【０２０９】
　図6は、Neurog2 LITEの活性化動力学およびNeurog2 LITEの不活性化動力学を示す。
【０２１０】
(実施例2)
　正常な遺伝子発現は、注意深く組織化された時間的および空間的成分を有する動的なプ
ロセスであり、その正確さは、生物の正常な発生、恒常性および進歩に必要である。次に
、遺伝子または遺伝子のセットの増加、減少または変更された機能のいずれかによる、必
要な遺伝子発現パターンの調節不全は、広い種々の病理と関連付けられてきた。時空間的
に正確な様式で遺伝子発現をモジュレートすることが可能なテクノロジーは、正常な生物
学的プロセスおよび疾患機構を担う遺伝子合図の解明を可能にする。この技術的要求に対
処するために、本出願人らは、内因性遺伝子発現の光媒介性制御を提供する、光誘導可能
な転写エフェクター(LITE)を開発した。
【０２１１】
　誘導可能な遺伝子発現系は典型的に、挿入されたオープンリーディングフレームまたは
shRNA配列の化学的に誘導された活性化を可能にし、それぞれ遺伝子の過剰発現または抑
制を生じるように設計されている。過剰発現のためにオープンリーディングフレームを使
用することの不利な点には、スプライスバリエーションの喪失および遺伝子サイズの制限
が含まれる。RNA干渉を介した遺伝子抑制は、ヒト生物学におけるその改革力にもかかわ
らず、複雑なオフターゲット効果によって妨げられ得る。エストロゲン、エクジソンおよ
びFKBP12/FRAPベースの系を含む特定の誘導可能な系は、オフターゲット内因性遺伝子を
活性化することが知られている。長期抗生物質処置の潜在的に有害な影響は、テトラサイ
クリントランスアクチベーター(TET)ベースの系の使用を複雑にし得る。これらの化学的
に誘導可能な系のin vivoの時間的正確さは、誘導剤の取り込みおよび排除の動力学に依
存する。さらに、誘導剤は一般に全身送達されるので、かかる系の空間的正確さは、外因
性ベクター送達の正確さによって制約される。
【０２１２】
　これらの制限に応じて、LITEは、時間的および空間的に正確な様式で、個々の内因性遺
伝子の発現をモジュレートするために設計される。各LITEは、カスタム化したDNA結合転
写アクチベーター様エフェクター(TALE)タンパク質、シロイヌナズナ由来の光応答性クリ
プトクロムヘテロダイマー、および転写活性化/抑制ドメインからなる2成分系である。TA



(66) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

30

40

50

LEは、目的の遺伝子のプロモーター配列に結合するように設計される。TALEタンパク質は
、クリプトクロムヘテロダイマーの片方(クリプトクロム-2またはCIB1)に融合され、残り
のクリプトクロムパートナーは、転写エフェクタードメインに融合される。エフェクター
ドメインは、VP16、VP64もしくはp65などのアクチベーター、またはKRAB、EnRもしくはSI
Dなどのリプレッサーのいずれかであり得る。LITEの未刺激状態では、TALE-クリプトクロ
ム2タンパク質は、目的の遺伝子のプロモーターに局在化するが、CIB1-エフェクタータン
パク質には結合していない。青色スペクトル光によるLITEの刺激の際に、クリプトクロム
-2は、活性化され、コンフォメーション変化を受け、その結合ドメインを露わにする。次
に、CIB1はクリプトクロム-2に結合し、目的の遺伝子のプロモーター領域に対するエフェ
クタードメインの局在化を生じ、遺伝子の過剰発現またはサイレンシングを開始させる。
【０２１３】
　LITEにおける遺伝子標的化は、カスタム化したTALE DNA結合タンパク質の特異性を介し
て達成される。目的の遺伝子のプロモーター領域中の標的配列が選択され、この配列に対
してカスタム化したTALEが設計される。TALEの中心部分は、34アミノ酸長のタンデムリピ
ートからなる。これらのリピートの配列はほぼ同一であるが、各リピートの12番目および
13番目のアミノ酸(リピート可変二残基と名付けた)は変動し、各リピートのヌクレオチド
結合特異性を決定する。従って、適切な順序付けのTALEモノマーリピートを有する構築物
を合成することによって、標的プロモーター配列に特異的なDNA結合タンパク質が創出さ
れる。
【０２１４】
　LITEの光応答性は、クリプトクロム-2およびCIB1の活性化および結合を介して達成され
る。上述のように、青色光刺激は、クリプトクロム-2において活性化コンフォメーション
変化を誘導し、その結合パートナーCIB1のリクルートを生じる。この結合は、迅速かつ可
逆的であり、パルスされた刺激後15秒以内に飽和に達し、刺激の終了後15分以内にベース
ラインに戻る。これらの迅速な結合動力学は、誘導剤の取り込みおよびクリアランスでは
なく、転写/翻訳および転写物/タンパク質分解の速度によってのみ時間的に束縛されたLI
TE系を生じる。クリプトクロム-2の活性化は、高度に感受性でもあり、低い光強度刺激の
使用を可能にし、光毒性のリスクを軽減する。さらに、インタクトな哺乳動物脳などに関
して、可変性の光強度が、LITE刺激される領域のサイズを制御するために使用され得、ベ
クター送達単独が提供できるものよりも高い正確さを可能にする。
【０２１５】
　LITE系のモジュール性は、転写モジュレーションに使用される任意の数のエフェクター
ドメインを可能にする。従って、アクチベータードメインおよびリプレッサードメインは
、種、強さ、機構、持続時間、サイズまたは任意の数の他のパラメーターに基づいて選択
され得る。
【０２１６】
　本出願人らは次に、LITE系の2つの原型の顕在化を提示する。第1の例は、マウス遺伝子
NEUROG2の転写を活性化するために設計されたLITEである。マウスNEUROG2の上流プロモー
ター領域中に位置付けられた配列TGAATGATGATAATACGAを標的として選択し、TALEを、この
配列と一致するように設計および合成した。TALE配列を、核局在化シグナル(アミノ酸:SP
KKKRKVEAS)を介してクリプトクロム-2の配列に連結し、サイトゾルから核空間へのタンパ
ク質の輸送を促進した。同じ核局在化シグナルを使用して転写アクチベータードメインVP
64に連結されたCIB1ドメインを含む第2のベクターを合成した。この第2のベクターは、GF
P配列もまた、2A翻訳スキップシグナルによって、CIB1-VP64融合配列から分離される。各
構築物の発現を、遍在性の構成的プロモーター(CMVまたはEF1-α)によって駆動した。Neu
ro2A細胞株由来のマウス神経芽細胞腫細胞を、2つのベクターで同時トランスフェクトし
た。ベクター発現を可能にするためのインキュベーション後、サンプルを、488nm LEDの
アレイからの周期的なパルスした青色光によって刺激した。未刺激の同時トランスフェク
トしたサンプルおよび蛍光レポーターYFPのみでトランスフェクトしたサンプルを、コン
トロールとして使用した。各実験の最後に、mRNAを、qPCRを介して分析したサンプルから
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精製した。
【０２１７】
　短縮型バージョンのクリプトクロム-2およびCIB1をクローニングし、各ヘテロダイマー
対の有効性を決定するために、全長バージョンのクリプトクロム-2およびCIB1と組み合わ
せて試験した。クリプトクロム-2タンパク質の保存された光応答性(photoresponsive)領
域からなるCRY2PHRドメインと全長バージョンのCIB1との組み合わせは、Neurog2 mRNAレ
ベルの最も高い上方調節(YFPサンプルの約22倍および未刺激の同時トランスフェクトした
サンプルの約7倍)を生じた。全長クリプトクロム-2(CRY2)と全長CIB1との組み合わせは、
より低い絶対的活性化レベル(YFPの約4.6倍)を生じたが、より低いベースライン活性化(
未刺激の同時トランスフェクトしたサンプルについてYFPの約1.6倍)もまた生じた。これ
らのクリプトクロムタンパク質ペアリングは、必要とされる誘導の絶対的レベルおよびLI
TE系のベースライン「漏出」を最小化する必要性に依存して、特定の使用のために選択さ
れ得る。
【０２１８】
　活性化の速度、および可逆性は、LITE系にとって重要な設計パラメーターである。LITE
系の動力学を特徴付けるために、Neurog2 TALE-CRY2PHRおよびCIB1-VP64バージョンの系
からなる構築物を試験して、その活性化速度および不活性化速度を決定した。サンプルを
、抽出前に、0.5時間の短さから24時間の長さまでの時間にわたり、刺激した。Neurog2発
現の上方調節が、最短の0.5時間の時点で観察された(YFPサンプルに対して約5倍)。Neuro
g2発現は、12時間の刺激においてピークに達した(YFPサンプルに対して約19倍)。不活性
化動力学を、同時トランスフェクトしたサンプルを6時間にわたって刺激し、この時点で
刺激を停止させ、サンプルを0～12時間培養物中で維持してmRNA分解を可能にすることに
よって分析した。Neurog2 mRNAレベルは、刺激の終了の0.5時間後にピークに達し(YFPサ
ンプルに対して約16倍)、その後、これらのレベルは、約3時間の半減期で低下し、その後
12時間までにベースラインレベル近くまで戻った。
【０２１９】
　第2の原型的な例は、ヒト遺伝子KLF4の転写を活性化するように設計されたLITEである
。ヒトKLF4の上流プロモーター領域中に位置付けられた配列TTCTTACTTATAACを標的として
選択し、TALEを、この配列と一致するように設計および合成した。TALE配列を、核局在化
シグナル(アミノ酸:SPKKKRKVEAS)を介してCRY2PHRの配列に連結した。上記した同一のCIB
1-VP64アクチベータータンパク質もまた、LITE系のこの顕在化において使用した。HEK293
FT細胞株由来のヒト胚性腎臓細胞を、2つのベクターで同時トランスフェクトした。ベク
ター発現を可能にするためのインキュベーション後、サンプルを、488nm LEDのアレイか
らの周期的なパルスした青色光によって刺激した。未刺激の同時トランスフェクトしたサ
ンプルおよび蛍光レポーターYFPのみでトランスフェクトしたサンプルを、コントロール
として使用した。各実験の最後に、mRNAを、qPCRを介して分析したサンプルから精製した
。
【０２２０】
　LITE系の光強度応答を、増加した光パワー(0～9mW/cm2)でサンプルを刺激することによ
って試験した。KLF4 mRNAレベルの上方調節が、0.2mW/cm2の低さの刺激について観察され
た。KLF4の上方調節は、5mW/cm2で飽和した(YFPサンプルの2.3倍)。細胞生存度試験を、
最大9mW/cm2のパワーについても実施したところ、>98%の細胞生存度が示された。同様に
、変動するデューティサイクル(1.6～100%)の刺激に対するKLF4 LITE応答を試験した。異
なるデューティサイクル間でKLF4活性化における差異は観察されず、15秒毎に0.25秒の低
さの刺激パラダイムが最大の活性化を生じるはずであることを示している。
【０２２１】
　LITEが遺伝子発現制御のための有利な選択を示す潜在的な適用が存在する。LITEが特に
魅力的ないくつかのin vitro適用が存在する。全てのこれらの場合、LITEは、正確なスプ
ライスバリアント発現の可能性と共に内因性遺伝子発現を誘導する利点を有する。
【０２２２】
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　LITE活性化は光誘導可能(photoinducible)であるので、マスキングまたはラスタライズ
化レーザースキャニングを介して創出された、空間的に規定された光パターンは、制限さ
れたサブセットの細胞において発現レベルを変更するために使用され得る。例えば、空間
的に拘束されたセットの細胞のみにおいて細胞間シグナル伝達分子を過剰発現またはサイ
レンシングすることによって、刺激部位からの距離に関して近隣の細胞の応答は、細胞の
非自律的プロセスの空間的特徴を解明する助けになり得る。さらに、細胞再プログラミン
グ生物学における最近の進歩は、転写因子のセットの過剰発現が、線維芽細胞などの1つ
の細胞型を、ニューロンまたは心筋細胞などの別の細胞型へと形質転換するために利用さ
れ得ることが示されている。さらに、組織内の細胞型の正確な空間的分布は、適切な器官
型機能のために重要である。LITEを使用した再プログラミング因子の過剰発現は、組織操
作適用のために、空間的に正確な様式で複数の細胞系譜を再プログラミングするために使
用され得る。
【０２２３】
　LITEの迅速な転写応答および内因性標的化は、転写動力学の研究のための理想的な系を
生み出す。例えば、LITEは、標的遺伝子の発現誘導の際のmRNAスプライスバリアント産生
の動力学を研究するために使用され得る。転写サイクルの反対で、mRNA分解研究は、強い
細胞外刺激に応答して実施される場合が多く、多量の遺伝子において発現レベル変化を引
き起こす。LITEは、内因性標的の転写を可逆的に誘導するために利用され得、その後、点
刺激が停止され得、独自の標的の分解動力学が追跡され得る。
【０２２４】
　LITEの時間的正確さは、実験的介入と呼応して、遺伝子調節を時間調整するための力を
提供し得る。例えば、長期増強(LTP)における関与が疑われる標的は、細胞の正常な発生
を妨害することを回避するように、LTPを誘導するための刺激の間にのみであるが、器官
型培養物または解離したニューロン培養物においてモジュレートされ得る。同様に、疾患
表現型を示す細胞モデルでは、特定の治療の有効性に関与することが疑われる標的は、処
置の間にのみモジュレートされ得る。逆に、遺伝子標的は、病理学的刺激の間にのみモジ
ュレートされ得る。外部実験刺激に対する遺伝的合図のタイミングが適切である任意の数
の実験が、LITEモジュレーションの有用性から潜在的に利益を得ることができる。
【０２２５】
　in vivoの文脈は、遺伝子発現を制御するためのLITEの使用のための豊富な機会を等し
く提供する。上述のように、光誘導能(photoinducibility)は、以前には達成できなかっ
た空間的正確さの可能性を提供する。オプトロードテクノロジーの開発を利用して、刺激
性光ファイバーリードが、正確な脳領域中に配置され得る。次いで、刺激領域のサイズが
、光強度によって調整され得る。これは、ウイルスベクターを介したLITEの送達と併せて
実施され得るか、またはトランスジェニックLITE動物が利用可能になった場合には、正確
な脳領域における遺伝子発現のモジュレーションをなおも可能にしつつ、ウイルスの使用
を排除し得る。LITEは、極端に正確なレーザー誘導された局所的な遺伝子発現の変化を可
能にするために、固定されたゼブラフィッシュなどの透明な生物において使用され得る。
【０２２６】
　LITEは、in vivoの有益な時間的正確さもまた提供し得る。LITEは、例えば、カエノラ
ブディティス・エレガンスの成長の特定の段階の間にのみ特定のアポトーシス遺伝子を抑
制することによって、発生の特定の段階の間に遺伝子発現を変更するために使用され得る
。LITEは、特定の実験ウインドウに対する遺伝子合図の時間調整をするために使用され得
る。例えば、学習に関与する遺伝子は、インタクトなげっ歯類または霊長類の脳の正確な
領域において学習刺激の間にのみ過剰発現または抑制され得る。さらに、LITEは、疾患発
達の特定の段階の間にのみ、遺伝子発現の変化を誘導するために使用され得る。例えば、
癌遺伝子は、腫瘍が特定のサイズまたは転移段階に達したときのみ、過剰発現され得る。
逆に、アルツハイマー病の発達において疑われるタンパク質は、動物の生活における規定
された時点において、および特定の脳領域内でのみ、ノックダウンされ得る。これらの例
は、LITE系の潜在的な適用を網羅的に列挙しているわけではないが、これらは、LITEが強
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力なテクノロジーであり得る分野のいくつかを強調する。
【０２２７】
(実施例3)
　哺乳動物TALE転写リプレッサーの開発
　本出願人らは、哺乳動物TALEリプレッサーアーキテクチャーを開発して、研究者が内因
性遺伝子の転写を抑圧できるようにした。TALEリプレッサーは、遺伝子および非コード転
写物、例えばmicroRNAの発現を抑圧する潜在力を有し、これらを、特異的遺伝子エレメン
トの因果的役割を試験するための高度に望ましいツールにしている。哺乳動物細胞におい
てTALEと共に使用するための適切な抑制ドメインを同定するために、ヒトSOX2遺伝子のプ
ロモーターを標的化するTALEを使用して、候補抑制ドメインのコレクションの転写抑制活
性を評価した(図12a)。ある範囲の真核生物宿主種にわたる抑制ドメインを選択して、カ
エノラブディティス・エレガンス由来のPIE-1抑制ドメイン(PIE-1)(Batchelder, C.ら　T
ranscriptional repression by the Caenorhabditis elegans germ-line protein PIE-1.
 Genes Dev. 13、202～212 (1999))、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster
)由来のUbx遺伝子内のQAドメイン(Ubx-QA)(Tour, E.、Hittinger, C.T.およびMcGinnis, 
W. Evolutionarily conserved domains required for activation and repression funct
ions of the Drosophila Hox protein Ultrabithorax. Development 132、5271～5281 (2
005))、シロイヌナズナ由来のIAA28抑制ドメイン(IAA28-RD)(4)、mSin相互作用ドメイン(
SID)(Ayer, D.E.、Laherty, CD.、Lawrence, Q.A.、Armstrong, A.P.およびEisenman, R.
N. Mad proteins contain a dominant transcription repression domain. Mol. Cell. B
iol. 16、5772～5781 (1996))、Tbx3抑制ドメイン(Tbx3-RD)、およびヒト(Homo Sapiens)
由来のクルッペル会合ボックス(KRAB)(Margolin, J.F.ら　Kruppel-associated boxes ar
e potent transcriptional repression domains. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 91、45
09～4513 (1994))抑制ドメインを含む強力な合成リプレッサーを見出す機会を増加させた
。KRABの異なる短縮は、変動するレベルの転写抑制を示すことが知られているので(Margo
lin, J.F.ら　Kruppel-associated boxes are potent transcriptional repression doma
ins. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 91、4509～4513 (1994))、KRABの3つの異なる短縮
を試験した(図12c)。これらの候補TALEリプレッサーを、HEK293FT細胞中で発現させ、2つ
の広く使用される哺乳動物転写抑制ドメインSID(Ayer, D.E.、Laherty, CD.、Lawrence, 
Q.A.、Armstrong, A.P.およびEisenman, R.N. Mad proteins contain a dominant transc
ription repression domain. Mol. Cell. Biol. 16、5772～5781 (1996))およびKRAB(Mar
golin, J.F.ら　Kruppel-associated boxes are potent transcriptional repression do
mains. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 91、4509～4513 (1994))ドメインを保有するTALE
は、内因性SOX2発現を抑制することができたが、他のドメインは転写活性に対する影響を
ほとんど有さなかったことが見出された(図12c)。TALE結合に起因するSOX2転写の起こり
得る撹乱について制御するために、いずれのエフェクタードメインも有さないSOX2標的化
TALE DNA結合ドメイン単独の発現は、SOX2の転写活性に対して影響を有さなかった(モッ
クまたはGFPの発現と類似)(図12c、ヌル条件)。SIDドメインは、KRABドメインよりも、内
因性SOX2遺伝子座の26%高い転写抑制を達成することができたので(図12c)、引き続く研究
のためにSIDドメインを使用することを決定した。
【０２２８】
　内因性転写を下方調節することについて、SIDリプレッサードメインの有効性をさらに
試験するために、SIDを、以前の実験からのCACNA1C-標的TALEと組み合わせた(図12d)。qR
T-PCRを使用して、CACNA1C標的化TALE上のVP64ドメインのSIDによる置き換えが、CACNA1C
転写を抑制できることが見出された。NH含有TALEリプレッサーは、NN含有TALEと類似のレ
ベルの転写抑制(約4倍の抑制)を達成することができたが、NKを使用するTALEリプレッサ
ーは、有意に活性が低かった(約2倍の抑制)(図12d)。これらのデータは、SIDが実際に適
切な抑制ドメインであることを実証し、一方でまた、NKよりも適切なG標的化RVDとしてNH
をさらに支持する。
【０２２９】
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　TALEは、内因性ゲノム上の特異的配列を認識するように容易にカスタム化され得る。本
明細書で、一連のスクリーニングを実施して、TALEツールボックスの2つの重要な制限に
取り組んだ。合わせると、妥協のない活性強さならびに強固なTALEリプレッサーアーキテ
クチャーを有する、よりストリンジェントなG特異的RVDの同定は、哺乳動物の転写および
ゲノム機能を探索するためのTALEの有用性をさらに拡張する。
【０２３０】
　TALEと共に使用される強固な新規リプレッサードメインとしてSID(mSin相互作用ドメイ
ン)を同定した後、哺乳動物細胞においてTALEと共に使用するためのSIDドメインに基づく
より活性な抑制ドメインアーキテクチャーを、さらに設計して検証した。このドメインは
SID4Xと呼ばれ、短いペプチドリンカーによって連結された4つのSIDドメインのタンデム
リピートである。異なるTALEリプレッサーアーキテクチャーを試験するために、マウス(M
us musculus)p11(s100a10)遺伝子のプロモーターを標的化するTALEを使用して、一連の候
補TALEリプレッサーアーキテクチャーの転写抑制活性を評価した(図13a)。TALEの異なる
短縮は、変動するレベルの転写活性化活性を示すことが知られているので、SIDまたはSID
4Xドメインに融合したTALEの2つの異なる短縮を試験したが、一方のバージョンは、N末端
およびC末端において、DNA結合タンデムリピートに隣接する136アミノ酸および183アミノ
酸を有し、別の一方のバージョンは、N末端およびC末端において、240アミノ酸および183
アミノ酸を保持する(図13b、図13c)。これらの候補TALEリプレッサーを、マウスNeuro2A
細胞中で発現させたところ、SIDドメインおよびSID4Xドメインの両方を有するTALEは、内
因性p11発現を最大4.8倍抑制することができたが、GFPコード陰性コントロール構築物は
、標的遺伝子の転写に対して影響を有さなかったことが見出された(図13b、図13c)。TALE
結合に起因するp11転写の起こり得る撹乱について制御するために、いずれのエフェクタ
ードメインも有さないp11標的化TALE DNA結合ドメイン(試験した構築物と同じN末端およ
びC末端短縮を有する)の発現は、内因性p11の転写活性に対して影響を有さなかった(図13
b、図13c、ヌル構築物)。
【０２３１】
　SID4Xドメインを有する構築物は、TALE DNA結合ドメインの短縮に依存して、SIDドメイ
ンよりも、内因性p11遺伝子座の167%および66%高い転写抑制を達成することができたので
(図13c)、SID4Xドメインに融合した、それぞれN末端およびC末端における136アミノ酸お
よび183アミノ酸を有する短縮型TALE DNA結合ドメインは、標的遺伝子発現の下方調節を
可能にする強力なTALEリプレッサーアーキテクチャーであり、SIDドメインを使用する以
前の設計よりも活性が高いと結論付けられた。
【０２３２】
　mSin相互作用ドメイン(SID)およびSID4Xドメインを、哺乳動物発現のためにコドン最適
化し、隣接するNheI制限部位およびXbaI制限部位を用いて合成した(Genscript社)。TALE 
DNA結合ドメインの短縮バリアントをPCR増幅し、NheI制限部位およびXbaI制限部位を使用
して、SIDドメインまたはSID4Xドメインに融合させる。TALE結合から生じる転写に対する
任意の影響について制御するために、TALE DNA結合ドメイン単独を有する発現ベクターを
、PCRクローニングを使用して構築した。全ての構築物のコード領域を、Sanger配列決定
を使用して完全に検証した。2つの異なる型のTALEアーキテクチャーの比較は、図14にお
いて見られる。
【０２３３】
(実施例4)
　哺乳動物TALE転写アクチベーターおよびヌクレアーゼの開発
　カスタム化したTALEは、転写モジュレーションおよびゲノム編集を含む広範な種々のゲ
ノム操作適用に使用され得る。本明細書で、本出願人らは、階層的ライゲーション手順を
使用したカスタムTALE転写因子(TALE-TF)およびヌクレアーゼ(TALEN)の迅速な構築のため
のツールボックスを記載している。このツールボックスは、1週間以内のカスタムTALE-TF
およびTALENの手頃かつ迅速な効率を促進し、複数の標的についてTALEを並行して構築す
るために、容易にスケールアップされ得る。本出願人らは、それぞれ定量的逆転写PCRお
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よびSurveyorヌクレアーゼを使用して、哺乳動物細胞におけるカスタムTALE-TFおよびTAL
ENの活性を試験するための詳細もまた提供している。このTALEツールボックスは、広範な
生物学的適用を可能にする。TALEは、細菌コロニー形成を促進するために宿主植物におけ
る遺伝子転写をモジュレートするために、ザントモナス属種によって使用される天然の細
菌エフェクタータンパク質である(Boch, J.およびBonas, U. Xanthomonas AvrBs3 family
-type III effectors: discovery and function. Annu. Rev. Phytopathol. 48、419～43
6 (2010)ならびにBogdanove, A. J.、Schornack, S.およびLahaye, T. TAL effectors: f
inding plant genes for disease and defense. Curr. Opin. Plant Biol. 13、394～401
 (2010))。このタンパク質の中心領域は、DNAの認識および結合に必要とされる34aaの配
列(モノマーと呼ぶ)のタンデムリピートを含む(Romer, P.ら　Plant pathogen recogniti
on mediated by promoter activation of the pepper Bs3 resistance gene. Science 31
8、645～648 (2007);Kay, S.、Hahn, S.、Marois, E.、Hause, G.およびBonas, U. A bac
terial effector acts as a plant transcription factor and induces a cell size reg
ulator. Science 318、648～651 (2007);Kay, S.、Hahn, S.、Marois, E.、Wieduwild, R
.およびBonas, U. Detailed analysis of the DNA recognition motifs of the Xanthomo
nas type III effectors AvrBs3 and AvrBs3Deltarepl6. Plant J. 59、859～871 (2009)
ならびにRomer, P.ら　Recognition of AvrBs3-like proteins is mediated by specific
 binding to promoters of matching pepper Bs3 alleles. Plant Physiol. 150、1697～
1712 (2009))(図8)。天然に存在するTALEは、1.5～33.5の範囲の可変性の数のモノマーを
有することが見出されている(Boch, J.およびBonas, U. Xanthomonas AvrBs3 family-typ
e III effectors: discovery and function. Annu. Rev. Phytopathol. 48、419～436 (2
010))。各モノマーの配列は高度に保存されているが、これらは、リピート可変二残基(RV
D、12番目および13番目の位置)と称される2つの位置において主に異なる。最近の報告は
、これら2つの残基の正体が、各TALEリピートのヌクレオチド結合特異性を決定すること
、および単純な暗号が各RVDの標的塩基を特定すること(NI=A、HD=C、NG=T、NN=GまたはA)
を見出している(Boch, J.ら　Breaking the code of DNA binding specificity of TAL-t
ype III effectors. Science 326、1509～1512 (2009)ならびにMoscou, M.J.およびBogda
nove, A.J. A simple cipher governs DNA recognition by TAL effectors. Science 326
、1501 (2009))。従って、各モノマーは、1つのヌクレオチドを標的化し、TALE中のモノ
マーの直鎖状配列は、5'から3'の配向で標的DNA配列を特定する。植物ゲノム内の天然のT
ALE結合部位は通常、TALEの非反復N末端内の潜在性シグナルによっておそらくは特定され
るチミンで始まる(Boch, J.ら　Breaking the code of DNA binding specificity of TAL
-type III effectors. Science 326、1509～1512 (2009)ならびにMoscou, M.J.およびBog
danove, A.J. A simple cipher governs DNA recognition by TAL effectors. Science 3
26、1501 (2009))。タンデムリピートDNA結合ドメインは通常、半分長のリピート(0.5リ
ピート、図8)で終わる。従って、標的化されるDNA配列の長さは、完全リピートモノマー
の数プラス2と等しい。
【０２３４】
　植物では、病原体は、宿主特異的である場合が多い。例えば、Fusarium oxysporum f. 
sp. lycopersiciは、トマト萎凋病を引き起こすがトマトのみを攻撃し、F. oxysporum f.
 dianthii Puccinia graminis f. sp. triticiは、コムギのみを攻撃する。植物は、ほと
んどの病原体に抵抗する、既存のおよび誘導された防御を有する。植物の世代にわたる変
異および組換え事象は、特に、病原体が植物よりも高い頻度で繁殖する場合、感受性(sus
ceptibility)を生じる遺伝子可変性をもたらす。植物には、非宿主抵抗性が存在し得、例
えば、宿主および病原体は両立しない。水平抵抗性、例えば、多くの遺伝子によって典型
的に制御される、全ての種の病原体に対する部分的抵抗性、および垂直抵抗性、例えば、
数個の遺伝子によって典型的に制御される、ある種の病原体に対しては完全な抵抗性であ
るが他の種に対しては抵抗性でない抵抗性、もまた存在し得る。遺伝子対遺伝子のレベル
では、植物および病原体は一緒に進化し、一方における遺伝子変化は、他方における変化
とバランスを取る。従って、自然変動を使用して、育種家は、収量、品質、均一性、耐久
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力、抵抗性のために最も有用な遺伝子を組み合わせる。抵抗性遺伝子の供給源には、ネイ
ティブのまたは外来の変種、在来の変種、野生植物近縁種、および誘導された変異、例え
ば、変異原性薬剤による植物材料の処理が含まれる。本発明を使用すると、植物育種家に
は、変異を誘導するための新たなツールが提供される。従って、当業者は、耐性遺伝子の
供給源のゲノムを分析でき、所望の特徴または形質を有する変種においては、以前の変異
原性薬剤よりも高い正確さで、耐性遺伝子の増加を誘導するために本発明を使用し、従っ
て、植物育種プログラムを加速させ、改善する。
【０２３５】
　本出願人らは、ミスライゲーションを最小化するためにライゲーションアダプターの相
違点を最大化し、別々の消化およびライゲーション工程を単一のゴールデンゲート(Golde
n Gate)(Engler, C.、Kandzia, R.およびMarillonnet, S. A one pot, one step, precis
ion cloning method with high throughput capability. PLoS ONE 3、e3647 (2008);Eng
ler, C.、Gruetzner, R.、Kandzia, R.およびMarillonnet, S. Golden gate shuffling: 
a one-pot DNA shuffling method based on type IIs restriction enzymes. PLoS ONE 4
、e5553 (2009)ならびにWeber, E.、Engler, C.、Gruetzner, R.、Werner, S.およびMari
llonnet, S. A modular cloning system for standardized assembly of multigene cons
tructs. PLoS ONE 6、e16765 (2011))反応へと組み合わせることを含むいくつかの最適化
によって、TALEアセンブリ系をさらに改善した。簡潔に述べると、各ヌクレオチド特異的
モノマー配列は、TALEタンデムリピート内のモノマー位置を独自に特定するライゲーショ
ンアダプターで増幅される。このモノマーライブラリーが一旦生産されると、これは、多
くのTALEのアセンブリのために簡便に再使用され得る。所望の各TALEについて、適切なモ
ノマーが、最初にヘキサマーにライゲーションされ、次いで、PCRを介して増幅される。
次いで、適切なTALEクローニング骨格(図8)を用いた第2のゴールデンゲート消化-ライゲ
ーションが、完全にアセンブリされた配列特異的TALEを生じる。この骨格は、TALEが首尾
よく構築された場合にタンデムリピートDNA結合ドメインによって置き換えられる、TALE
のN末端およびC末端が隣接するccdB陰性選択カセットを含む。ccdBは、空の骨格で形質転
換された細胞に対して選択し、それにより、タンデムリピートが挿入されたクローンが得
られる(Cermak, T.ら　Efficient design and assembly of custom TALEN and other TAL
 effector-based constructs for DNA targeting. Nucleic Acids Res. 39、e82 (2011))
。
【０２３６】
　モノマー性DNA結合ドメインのアセンブリは、カスタム化したTALE-TFおよびTALENを構
築するために、適切なTALE-TFまたはTALENクローニング骨格中に挿入され得る。TALE-TF
は、TALEのC末端内の天然の活性化ドメインを合成転写活性化ドメインVP64で置き換える
ことによって構築される(Zhang, F.ら　Efficient construction of sequence-specific 
TAL effectors for modulating mammalian transcription. Nat. Biotechnol. 29、149～
153 (2011);図8)。転写開始部位の上流の結合部位を標的化することによって、TALE-TFは
、部位特異的様式で転写複合体をリクルートし、遺伝子転写を開始させる。TALENは、TAL
E DNA結合ドメイン(Miller, J.C.ら　A TALE nuclease architecture for efficient gen
ome editing. Nat. Biotechnol. 29、143～148 (2011))のC末端短縮(+63aa)を、非特異的
FokIエンドヌクレアーゼ触媒ドメインと融合させることによって構築される(図14)。この
+63-aaC末端短縮は、転写モジュレーションに十分な最小C末端として機能することも示さ
れている(Zhang, F.ら　Efficient construction of sequence-specific TAL effectors 
for modulating mammalian transcription. Nat. Biotechnol. 29、149～153 (2011))。T
ALENは、約17塩基分離された2つの標的配列への結合を介してダイマーを形成する。結合
部位の対間で、FokI触媒ドメインはダイマー化し、二本鎖ブレイク(DSB;図8)を導入する
ことによって、分子ハサミとして機能する。通常、DSBは、非相同末端連結(Huertas, P. 
DNA resection in eukaryotes: deciding how to fix the break. Nat. Struct. Mol. Bi
ol. 17、11～16 (2010))経路(NHEJ)によって修復されて、小さい欠失および機能的遺伝子
ノックアウトを生じる。あるいは、TALEN媒介性のDSBは、相同組換えを刺激し得、外因性
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ドナーDNA鋳型の部位特異的挿入を可能にする(Miller, J.C.ら　A TALE nuclease archit
ecture for efficient genome editing. Nat. Biotechnol. 29、143～148 (2011)およびH
ockemeyer, D.ら　Genetic engineering of human pluripotent cells using TALE nucle
ases. Nat. Biotechnol. 29、731～734 (2011))。
【０２３７】
　VP64活性化ドメインを用いて構築されるTALE-TFと共に、本発明の他の実施形態はVP16
およびp65活性化ドメインを用いて構築されるTALEポリペプチドに関する。これらの異な
る活性化ドメインが有する、Sox2 mRNAレベルに対する影響のグラフ比較は、図11中に提
供される。
【０２３８】
(実施例5)
　図17は、LITE機能性に対するクリプトクロム2ヘテロダイマー配向の影響を示す。2つの
バージョンのニューロゲニン2(Neurog2)LITEを合成して、クリプトクロム2フォトリアー
ゼ相同性領域(CRY2PHR)/カルシウムおよびインテグリン結合タンパク質1(CIB1)ダイマー
配向の影響を調査した。1つのバージョンでは、CIB1ドメインを、TALE(Neurog2)ドメイン
のC末端に融合させ、CRY2PHRドメインを、VP64ドメインのN末端に融合させた。逆のバー
ジョンでは、CRY2PHRドメインを、TALE(Neurog2)ドメインのC末端に融合させ、CIB1ドメ
インを、VP64ドメインのN末端に融合させた。各セットのプラスミドを、Neuro2a細胞にお
いてトランスフェクトし、刺激し(466nm、5mW/cm2、15秒当たり1秒のパルス、12時間)、
その後qPCR分析のために回収した。刺激したLITEおよび未刺激のLITEのNeurog2発現レベ
ルを、刺激したGFPコントロールサンプルからのNeurog2レベルに対して標準化した。TALE
-CRY2PHR/CIB1-VP64 LITEは、上昇した基底活性およびより高い光誘導性のNeurog2発現を
示し、より高い絶対的活性化が必要とされる状況に対するその適切性を示唆した。TALE-C
IB1/CRY2PHR-VP64 LITEの比較的光誘導可能な活性は、その対応物よりも低く、より低い
基底活性は、最少のベースライン活性化を必要とする適用におけるその有用性を示唆した
。さらに、TALE-CIB1構築物は、TALE-CRY2PHR構築物と比較してサイズがより小さく、ウ
イルスパッケージングなどの適用にとって潜在的に有益である。
【０２３９】
　図18は、マウス皮質ニューロン培養物における代謝型グルタミン酸レセプター2(mGlur2
)LITE活性を示す。mGluR2標的化LITEを、プラスミドpAAV-ヒトシナプシンIプロモーター(
hSyn)-HA-TALE(mGluR2)-CIB1およびpAAV-hSyn-CRY2PHR-VP64-2A-GFPを介して構築した。
次いで、これらの融合構築物を、アデノ随伴ウイルスベクター(AAV)中にパッケージング
した。さらに、hSyn-TALE-VP64-2A-GFPおよびGFPのみを有するAAVを生産した。胚性マウ
ス(E16)皮質培養物を、ポリ-L-リジン被覆した24ウェルプレート上に配置した。5日後、i
n vitro神経培養物を、TALE(mGluR2)-CIB1およびCRY2PHR-VP64 AAVストックの混合物で同
時形質導入した。コントロールサンプルを、TALE(mGluR2)-VP64 AAVまたはGFP AAVのいず
れかで形質導入した。AAV形質導入の6日後、実験サンプルを、2つの光パルスパラダイム:
1分間当たり0.5秒および30秒間当たり0.25秒のいずれかを使用して刺激した。ニューロン
を24時間刺激し、qPCR分析のために回収した。全てのmGluR2発現レベルを、それぞれの刺
激されたGFPコントロールに対して標準化した。このデータは、LITE系が、in vitroの初
代ニューロン培養物において標的遺伝子の光依存的活性化を誘導するために使用できるこ
とを示唆している。
【０２４０】
　図19は、LITE AAVベクターによる初代マウスニューロンの形質導入を示す。初代マウス
皮質ニューロン培養物を、5日目に、LITE系の2つの成分hSyn-CRY2PHR-VP64-2A-GFPおよび
hSyn-HA-TALE-CIB1をコードするAAVベクターでin vitroで同時形質導入した。左側のパネ
ル:形質導入の6日後、神経培養物は、hSyn-CRY2PHR-VP64-2A-GFPベクターからの高い発現
のGFPを示した。右側のパネル:同時形質導入したニューロン培養物を固定し、hSyn-HA-TA
LE-CIB1中のTALEドメインのN末端上のHAエピトープに対して特異的な抗体で染色した。赤
色シグナルは、特に強い核シグナル(青色のチャネルのDAPIで染色したDNA)と共に、HA発
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現を示した。合わせると、これらの画像は、各LITE成分の発現が初代マウスニューロン培
養物において達成できたことが示唆された(スケールバー=50μm)。
【０２４１】
　図20は、in vivoでのLITE成分の発現を示す。hSyn-CRY2PHR-VP64を有する血清型1/2のA
AVベクターを、HEK293FT細胞のトランスフェクションを介して生産し、ヘパリンカラム結
合を介して精製した。このベクターを、インタクトなマウス脳中への注射のために濃縮し
た。1μLの精製AAVストックを、定位手術および注射によって、8週齢の雄性C57BL/6マウ
スの海馬および下辺縁皮質中に注射した。in vivo形質導入の7日後、このマウスを安楽死
させ、脳組織を、パラホルムアルデヒド灌流によって固定した。脳のスライスを、ビブラ
トームで調製し、画像化のためにマウントした。海馬および下辺縁皮質における強く広範
なGFPシグナルは、LITE成分CRY2PHR-VP64の有効な形質導入および高い発現を示唆した。
【０２４２】
(実施例6)
　NESエレメントを使用することで改善された設計
　エストロゲンレセプターT2(ERT2)は、漏出の問題を有している。ERT2ドメインは、4-ヒ
ドロキシテストステロン(4OHT)の非存在下であっても核に進入し、TALによる標的遺伝子
の活性化の背景レベルをもたらす。NES(核外輸送シグナル)は、生細胞の細胞質にタンパ
ク質を標的化するペプチドシグナルである。既存の構築物にNESを付加することによって
、本出願人らは、4OHTの非存在下での核中へのERT2-TALタンパク質の進入を防止すること
を目的とし、ERT2ドメインの「漏出」に起因する背景活性化レベルを低下させる。
【０２４３】
　図21は、使用される特異的NESペプチド配列がLDLASLILである、構築物の改善された設
計を示す。
【０２４４】
　図22は、4OHタモキシフェンの非存在下および存在下でのSox2 mRNAレベルを示す。y軸
は、qRT-PCRによって測定したSox2 mRNAレベルである。x軸は、上に記載した異なる構築
物設計のパネルである。プラスおよびマイナスの記号は、0.5μM 4OHTの存在または非存
在を示す。
【０２４５】
(実施例7)
　CRISPR/Cas系を使用した多重ゲノム操作
　原因となる遺伝子バリアントおよびエレメントの機能的解明は、正確なゲノム編集テク
ノロジーを必要とする。II型原核生物CRISPR(クラスター化された、規則的に間隔が空い
た短い回文型リピート)適応免疫系は、RNAガイドされた部位特異的DNA切断を促進するこ
とが示されている。本出願人らは、2つの異なるII型CRISPR系を操作し、Cas9ヌクレアー
ゼが、ヒトおよびマウスの細胞中の内因性ゲノム遺伝子座における正確な切断を誘導する
ために、短いRNAによって指向され得ることを実証している。Cas9はまた、最少の変異原
活性を有する相同性指向修復を促進するためのニッキング酵素に変換され得る。最後に、
複数のガイド配列が、哺乳動物ゲノム内のいくつかの部位の同時編集を可能にするために
、単一のCRISPRアレイ中にコード化され得、CRISPRテクノロジーの容易なプログラム可能
性および広い適用可能性を実証する。
【０２４６】
　原核生物CRISPR適応免疫系は、哺乳動物細胞において多重ゲノム編集を媒介するように
、再構築および操作され得る。
【０２４７】
　正確で効率的なゲノム標的化テクノロジーは、個々の遺伝子エレメントの選択的撹乱を
可能にすることによって、原因となる遺伝子バリエーションの体系的リバースエンジニア
リングを可能にする必要がある。デザイナージンクフィンガー(ZF)(M. H. Porteus、D. B
altimore、Chimeric nucleases stimulate gene targeting in human cells. Science 30
0、763 (2003年5月2日);J. C. Millerら、An improved zinc-finger nuclease architect
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ure for highly specific genome editing. Nat Biotechnol 25、778 (2007年7月);J. D.
 Sanderら、Selection-free zinc-finger-nuclease engineering by context-dependent 
assembly (CoDA). Nat Methods 8、67 (2011年1月)ならびにA. J. Woodら、Targeted gen
ome editing across species using ZFNs and TALENs. Science 333、307 (2011年7月15
日))、転写アクチベーター様エフェクター(TALE)(A. J. Woodら、Targeted genome editi
ng across species using ZFNs and TALENs. Science 333、307 (2011年7月15日);M. Chr
istianら、Targeting DNA double-strand breaks with TAL effector nucleases. Geneti
cs 186、757 (2010年10月);F. Zhangら、Efficient construction of sequence-specific
 TAL effectors for modulating mammalian transcription. Nat Biotechnol 29、149 (2
011年2月);J. C. Millerら、A TALE nuclease architecture for efficient genome edit
ing. Nat Biotechnol 29、143 (2011年2月);D. Reyonら、FLASH assembly of TALENs for
 high-throughput genome editing. Nat Biotechnol 30、460 (2012年5月);J. Bochら、B
reaking the code of DNA binding specificity of TAL-type III effectors. Science 3
26、1509 (2009年12月11日)およびM. J. Moscou、A. J. Bogdanove、A simple cipher go
verns DNA recognition by TAL effectors. Science 326、1501 (2009年12月11日))およ
びホーミングメガヌクレアーゼ(B. L. Stoddard、Homing endonuclease structure and f
unction. Quarterly reviews of biophysics 38、49 (2005年2月))などのゲノム編集テク
ノロジーは、標的化されたゲノム修飾を可能にし始めているが、拡張性があり、手頃かつ
技術者にとって容易な新たなテクノロジーが未だ必要とされている。本明細書で、本出願
人らは、II型原核生物CRISPR適応免疫系(H. Deveau、J. E. Garneau、S. Moineau、CRISP
R/Cas system and its role in phage-bacteria interactions. Annual review of micro
biology 64、475 (2010);P. Horvath、R. Barrangou、CRISPR/Cas, the immune system o
f bacteria and archaea. Science 327、167 (2010年1月8日);K. S. Makarovaら、Evolut
ion and classification of the CRISPR-Cas systems. Nat Rev Microbiol 9、467 (2011
年6月)およびD. Bhaya、M. Davison、R. Barrangou、CRISPR-Cas systems in bacteria a
nd archaea: versatile small RNAs for adaptive defense and regulation. Annu Rev G
enet 45、273 (2011))由来のRNAガイドされたCas9ヌクレアーゼ(M. Jinekら、A programm
able dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 33
7、816 (2012年8月17日);G. Gasiunas、R. Barrangou、P. Horvath、V. Siksnys、Cas9-c
rRNA ribonucleoprotein complex mediates specific DNA cleavage for adaptive immun
ity in bacteria. Proc Natl Acad Sci USA 109、E2579 (2012年9月25日)およびJ. E. Ga
rneauら、The CRISPR/Cas bacterial immune system cleaves bacteriophage and plasmi
d DNA. Nature 468、67 (2010年11月4日))に基づく新たなクラスの正確なゲノム操作ツー
ルの開発を報告する。
【０２４８】
　化膿レンサ球菌SF370 II型CRISPR遺伝子座は、Cas9ヌクレアーゼを含む4つの遺伝子、
ならびに2つの非コードRNA:同一のダイレクトリピート(DR)により間隔が空いたヌクレア
ーゼガイド配列(スペーサー)を含むtracrRNAおよびpre-crRNAアレイからなる(図27)(E. D
eltchevaら、CRISPR RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor RNa
se III. Nature 471、602 (2011年3月31日))。本出願人らは、重要な成分の異種発現を介
して哺乳動物染色体中の標的化された二本鎖ブレイク(DSB)を導入するために、この原核
生物のRNAプログラム可能なヌクレアーゼ系を利用しようとした。tracrRNA、pre-crRNA、
宿主因子RNaseIIIおよびCas9ヌクレアーゼの発現は、in vitro(M. Jinekら、A programma
ble dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337
、816 (2012年8月17日)およびG. Gasiunas、R. Barrangou、P. Horvath、V. Siksnys、Ca
s9-crRNA ribonucleoprotein complex mediates specific DNA cleavage for adaptive i
mmunity in bacteria. Proc Natl Acad Sci U S A 109、E2579 (2012年9月25日))および
原核生物細胞(R. Sapranauskasら、The Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas system
 provides immunity in Escherichia coli. Nucleic Acids Res 39、9275 (2011年11月)
およびA. H. Magadan、M. E. Dupuis、M. Villion、S. Moineau、Cleavage of phage DNA
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 by the Streptococcus thermophilus CRISPR3-Cas system. PLoS One 7、e40913 (2012)
)でのDNAの切断に必要かつ十分であることが以前に示されている。本出願人らは、哺乳動
物細胞における核区画化を確実にするために、化膿レンサ球菌Cas9(SpCas9)およびRNaseI
II(SpRNaseIII)および結合された核局在化シグナル(NLS)をコドン最適化した。ヒト293FT
細胞におけるこれらの構築物の発現は、2つのNLSがSpCas9を核に標的化するために必要で
あることを明らかにした(図23A)。CRISPRの非コードRNA成分を再構築するために、本出願
人らは、RNAポリメラーゼIII U6プロモーター(図23B)の下で89ヌクレオチド(nt)のtracrR
NA(図28)を発現させた。同様に、本出願人らは、U6プロモーターを使用して、DRが隣接し
た単一のガイドスペーサーを含むpre-crRNAアレイの発現を駆動した(図23B)。本出願人ら
は、NGG、必要なプロトスペーサー隣接モチーフ(PAM)に先行するヒトEMX1遺伝子座におけ
る30塩基対(bp)部位(プロトスペーサー)を標的化するために最初のスペーサーを設計した
(図23Cおよび図27)(H. Deveauら、Phage response to CRISPR-encoded resistance in St
reptococcus thermophilus. J Bacteriol 190、1390 (2008年2月)およびF. J. Mojica、C
. Diez-Villasenor、J. Garcia-Martinez、C. Almendros、Short motif sequences deter
mine the targets of the prokaryotic CRISPR defence system. Microbiology 155、733
 (2009年3月))。
【０２４９】
　CRISPR系(SpCas9、SpRNaseIII、tracrRNAおよびpre-crRNA)の異種発現が哺乳動物染色
体の標的化された切断を達成できるかどうかを試験するために、本出願人らは、異なる組
み合わせのCRISPR成分で293FT細胞をトランスフェクトした。哺乳動物DNA中のDSBは、イ
ンデル形成非相同末端連結(NHEJ)経路によって部分的に修復されるので、本出願人らは、
SURVEYORアッセイ(図29)を使用して、内因性標的切断を検出した(図23Dおよび図28B)。4
つ全ての必要なCRISPR成分の同時トランスフェクションは、プロトスペーサーの効率的な
切断を生じ(図23Dおよび図28B)、これは引き続いてSanger配列決定によって検証される(
図23E)。興味深いことに、SpRNaseIIIは、プロトスペーサーの切断には必要ではなく(図2
3D)、89ntのtracrRNAは、その非存在下でプロセシングされる(図28C)。同様に、pre-crRN
Aの成熟化は、RNaseIIIを必要とせず(図23Dおよび図30)、pre-crRNAの成熟化において補
助する内因性哺乳動物RNaseが存在し得ることを示唆する(M. Jinek、J. A. Doudna、A th
ree-dimensional view of the molecular machinery of RNA interference. Nature 457
、405 (2009年1月22日);C. D. Malone、G. J. Hannon、Small RNAs as guardians of the
 genome. Cell 136、656 (2009年2月20日)およびG. Meister、T. Tuschl、Mechanisms of
 gene silencing by double-stranded RNA. Nature 431、343 (2004年9月16日))。残りの
RNAまたはCas9成分のいずれかを除去することで、CRISPR系のゲノム切断活性を破壊した(
図23D)。これらの結果は、哺乳動物細胞における効率的なCRISPR媒介性ゲノム修飾のため
の最小の3成分系を規定する。
【０２５０】
　次に、本出願人らは、EMX1遺伝子座内のさらなるプロトスペーサーを標的化することに
よって、真核生物細胞におけるCRISPR媒介性切断の一般化可能性を探索した(図24A)。同
時送達を改善するために、本出願人らは、pre-crRNAおよびSpCas9の両方を駆動するため
の発現ベクターを設計した(図31)。並行して、本出願人らは、in vitroで最近立証された
キメラcrRNA- tracrRNAハイブリッド(図24B、上)設計(M. Jinekら、A programmable dual
-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337、816 (2
012年8月17日))を適合させ、ここで、成熟crRNAを、天然のcrRNA: tracrRNA二重鎖を模倣
するように、合成ステム-ループを介して部分的tracrRNAに融合させる(図24B、下)。本出
願人らは、SpCas9がpre-crRNA(DR-スペーサー-DR)およびtracrRNAと共に同時発現された
場合に、全てのプロトスペーサー標的の切断を観察した。しかし、全てのキメラRNA設計
がそのゲノム標的の切断を促進できたわけではない(図24C、Table 1(表4))。次いで、本
出願人らは、ヒトPVALBおよびマウスTh遺伝子座を標的化するpre-crRNAおよびキメラRNA
を設計することによって、ヒトおよびマウスの両方の細胞におけるさらなるゲノム遺伝子
座の標的化を試験した(図32)。本出願人らは、crRNA: tracrRNA設計を使用して、3つ全て
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のマウスThおよび1つのPVALB標的における効率的な改変を達成し、従って、複数の生物に
わたって異なる遺伝子座を改変することにおけるCRISPR系の広い適用可能性を実証した(T
able 1(表4))。同じプロトスペーサー標的について、キメラRNAの切断効率は、crRNA: tr
acrRNA二重鎖の効率よりも低いか検出不能かのいずれかであった。これは、RNAの発現お
よび安定性、内因性RNAi機構による分解、または非効率的なCas9ローディングもしくは標
的認識をもたらす二次構造における差異に起因し得る。
【０２５１】
　効率的なゲノム編集は、高い正確さおよび効率の両方で、ヌクレアーゼが特異的ゲノム
遺伝子座を標的化することを必要とする。CRISPR媒介性切断の特異性を調査するために、
本出願人らは、スペーサーとその哺乳動物プロトスペーサー標的との間の単一ヌクレオチ
ドミスマッチを分析した(図25A)。本出願人らは、PAMの5'の最大12bpの一塩基ミスマッチ
が、SpCas9によるゲノム切断を完全に破壊したが、さらに上流の変異を有するスペーサー
が、プロトスペーサー標的に対する活性を保持したことを観察した(図25B)。これは、Cas
9特異性の以前の細菌およびin vitro研究と一致している(M. Jinekら、A programmable d
ual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337、816
 (2012年8月17日)およびR. Sapranauskasら、The Streptococcus thermophilus CRISPR/C
as system provides immunity in Escherichia coli. Nucleic Acids Res 39、9275 (201
1年11月))。さらに、CRISPRは、同じEMX1プロトスペーサーを標的化する一対のTALEヌク
レアーゼ(TALEN)と同様に効率的にゲノム切断を媒介できる(図25Cおよび図25D)。
【０２５２】
　ゲノムの標的化された修飾は、エラープローンNHEJ機構から生じる変異を理想的に回避
する。野生型SpCas9は、NHEJまたは相同性指向修復(HDR)のいずれかを介して修復され得
る部位特異的DSBを媒介できる。本出願人らは、SpCas9のRuvCIドメイン中のアスパラギン
酸からアラニンへの置換(D10A)を操作して、このヌクレアーゼをDNAニッカーゼに変換し
た(SpCas9n、図26A)(M. Jinekら、A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease i
n adaptive bacterial immunity. Science 337、816 (2012年8月17日);G. Gasiunas、R. 
Barrangou、P. Horvath、V. Siksnys、Cas9-crRNA ribonucleoprotein complex mediates
 specific DNA cleavage for adaptive immunity in bacteria. Proc Natl Acad Sci U S
 A 109、E2579 (2012年9月25日)およびR. Sapranauskasら、The Streptococcus thermoph
ilus CRISPR/Cas system provides immunity in Escherichia coli. Nucleic Acids Res 
39、9275 (2011年11月))が、これは、ニッキングされたゲノムDNAが、典型的には、継ぎ
目なしに、または高い忠実度のHDRを介して、修復されるからである。327個のアンプリコ
ンのSURVEYOR(図26B)および配列決定は、SpCas9nによって誘導されるいずれのインデルも
検出しなかった。しかし、ニッキングされたDNAは、稀な場合には、DSB中間体を介してプ
ロセシングされ得、NHEJ事象を生じ得ることは注目に値する(M. T. Certoら、Tracking g
enome engineering outcome at individual DNA breakpoints. Nat Methods 8、671 (201
1年8月))。次いで、本出願人らは、相同性修復鋳型を有する同じEMX1遺伝子座でCas9媒介
性HDRを試験し、プロトスペーサーの近傍に一対の制限部位を導入した(図26C)。SpCas9お
よびSpCas9nは、類似のレベルでEMX1遺伝子座中への修復鋳型の組み込みを触媒し(図26D)
、これを、本出願人らは、Sanger配列決定を介してさらに検証した(図26E)。これらの結
果は、標的化されたゲノム挿入を促進するためのCRISPRの有用性を実証している。野生型
SpCas9の14bp(シード配列由来の12bpおよびPAM由来の2bp)の標的特異性(図25B)を考慮す
ると、ニッカーゼの使用は、オフターゲット変異を低減させ得る。
【０２５３】
　最後に、アレイされたスペーサーを有するCRISPR遺伝子座の天然のアーキテクチャー(
図27)は、多重化ゲノム操作の可能性を示唆している。EMX1標的化スペーサーおよびPVALB
標的化スペーサーの対をコードする単一のCRISPRアレイを使用して、本出願人らは、両方
の遺伝子座において効率的な切断を検出した(図26F)。本出願人らはさらに、119bpの間隔
が空いたEMX1内の2つの標的に対するスペーサーを使用して、同時存在するDSBを介したよ
り大きいゲノム領域の標的化された欠失を試験し、1.6%の欠失効力を観察し(182のアンプ
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リコンのうち3つ;図26G)、従って、CRISPR系が単一ゲノム内の多重化編集を媒介できるこ
とを実証した。
【０２５４】
　配列特異的DNA切断をプログラミングするためにRNAを使用する能力は、新たなクラスの
ゲノム操作ツールを規定する。本明細書で、本出願人らは、化膿レンサ球菌CRISPR系が、
効率的なゲノム編集を促進するために、哺乳動物細胞において異種的に再構築され得るこ
とを示している;付随する研究が、いくつかのヒト細胞株における高効率のCRISPR媒介性
ゲノム標的化を独立して確認している(Maliら)。しかし、CRISPR系のいくつかの態様は、
その効率および多用途性を増加させるためにさらに改善され得る。NGG PAMの要件は、ク
ロマチンおよびDNAのメチル化状態に起因するcrRNA二次構造またはゲノムアクセス可能性
によって課される潜在的な拘束を構成せずに、ヒトゲノム中の化膿レンサ球菌CRISPR標的
空間を平均8bp毎にまで限定する(図33)。これらの制限のいくつかは、微生物の多様性に
わたって(K. S. Makarovaら、Evolution and classification of the CRISPR-Cas system
s. Nat Rev Microbiol 9、467 (2011年6月))、Cas9酵素のファミリーおよびその異なるPA
M要件を用いるすることによって克服され得る(H. Deveauら、Phage response to CRISPR-
encoded resistance in Streptococcus thermophilus. J Bacteriol 190、1390 (2008年2
月)およびF. J. Mojica、C. Diez-Villasenor、J. Garcia-Martinez、C. Almendros、Sho
rt motif sequences determine the targets of the prokaryotic CRISPR defence syste
m. Microbiology 155、733 (2009年3月))。実際、他のCRISPR遺伝子座は、哺乳動物細胞
中に移植可能である可能性が高い:例えば、サーモフィラス菌LMD-9 CRISPR1は、哺乳動物
ゲノム切断もまた媒介できる(図34)。最後に、哺乳動物細胞において多重ゲノム編集を実
施する能力は、基礎科学、生物化学および医薬にわたる強力な適用を可能にする(P. A. C
arr、G. M. Church、Genome engineering. Nat Biotechnol 27、1151 (2009年12月))。
【０２５５】
(実施例8)
　CRISPR/Cas系を使用する多重ゲノム操作:補足材料
　細胞培養およびトランスフェクション。ヒト胚性腎臓(HEK)細胞株293FT(Life Technolo
gies社)を、10%胎仔ウシ血清(HyClone社)、2mM GlutaMAX(Life Technologies社)、100U/m
Lペニシリンおよび100μg/mLストレプトマイシンを補充したダルベッコ改変イーグル培地
(DMEM)中で、37℃で5%CO2インキュベーションで維持した。マウスneuro2A(N2A)細胞株(AT
CC)を、5%胎仔ウシ血清(HyClone社)、2mM GlutaMAX(Life Technologies社)、100U/mLペニ
シリンおよび100μg/mLストレプトマイシンを補充したDMEMで37℃で5%CO2で維持した。
【０２５６】
　293FTまたはN2A細胞を、1ウェル当たり200,000細胞の密度で、トランスフェクションの
1日前に24ウェルプレート(Corning社)中に播種した。細胞を、製造業者の推奨するプロト
コルに従って、Lipofectamine 2000(Life Technologies社)を使用してトランスフェクト
した。24ウェルプレートの各ウェルについて、合計800ngのプラスミドを使用した。
【０２５７】
　ゲノム修飾についてのSuveryorアッセイおよび配列決定分析。293FTまたはN2A細胞を、
上記のようにプラスミドDNAでトランスフェクトした。細胞を、ゲノムDNA抽出の前に、ト
ランスフェクション後72時間にわたって37℃でインキュベートした。ゲノムDNAを、製造
業者のプロトコルに従って、QuickExtract DNA抽出キット(Epicentre社)を使用して抽出
した。簡潔に述べると、細胞を、QuickExtract溶液中に再懸濁し、65℃で15分間または98
℃で10分間、インキュベートした。
【０２５８】
　各遺伝子についてCRISPR標的部位の周囲のゲノム領域を、PCR増幅し、産物を、製造業
者のプロトコルに従って、QiaQuick Spin Column(Qiagen社)を使用して精製した。合計40
0ngの精製PCR産物を、20μlの最終体積になるように、2μlの10×TaqポリメラーゼPCR緩
衝液(Enzymatics社)および超高純度水と混合し、再アニーリングプロセスに供してヘテロ
二重鎖形成を可能にした:95℃で10分間、-2℃/sで95℃から85℃までの傾斜、-0.25℃/sで
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85℃から25℃までの傾斜、および25℃で1分間維持。再アニーリング後、産物を、製造業
者の推奨するプロトコルに従って、SURVEYORヌクレアーゼおよびSURVEYORエンハンサーS(
Transgenomics社)で処理し、4-20 Novex TBEポリアクリルアミドゲル(Life Technologies
社)上で分析した。ゲルを、SYBR Gold DNA染色(Life Technologies社)で30分間染色し、G
el Docゲル画像化システム(Biorad社)で画像化した。定量は、相対的バンド強度に基づい
た。
【０２５９】
　相同組換えの検出のための制限断片長多型アッセイ。HEK 293FTおよびN2A細胞を、上記
のように、プラスミドDNAでトランスフェクトし、37℃で72時間インキュベートし、その
後ゲノムDNAを抽出した。標的ゲノム領域を、相同組換え(HR)鋳型の相同性アームの外側
のプライマーを使用してPCR増幅した。PCR産物を、1%アガロースゲル上で分離し、MinElu
te GelExtraction Kit(Qiagen社)を用いて抽出した。精製産物を、HindIII(Fermentas社)
を用いて消化し、6% Novex TBEポリアクリルアミドゲル(Life Technologies社)上で分析
した。
【０２６０】
　RNAの抽出および精製。HEK293FT細胞を、以前に述べたように維持およびトランスフェ
クトした。細胞を、トリプシン処理およびその後のリン酸緩衝食塩水(PBS)中での洗浄に
よって回収した。総細胞RNAを、製造業者のプロトコルに従って、TRI試薬(Sigma社)で抽
出した。抽出した総RNAを、Nanodrop(Naonodrop)(Thermo Scientific社)を使用して定量
し、同じ濃度に対して標準化した。
【０２６１】
　哺乳動物細胞におけるcrRNAおよびtracrRNA発現のノザンブロット分析。RNAを、等体積
の2×ローディング緩衝液(Ambion社)と混合し、95℃で5分間加熱し、氷上で1分間冷却し
、次いで、少なくとも30分間にわたってゲルを事前に泳動した後に、8%変性ポリアクリル
アミドゲル(SequaGel、National Diagnostics社)上にロードした。サンプルを、40W制限
で1.5時間電気泳動した。その後、RNAを、室温で1.5時間にわたり、セミドライ転写装置(
Bio-rad社)で300mAで、Hybond N+メンブレン(GE Healthcare社)に転写した。このRNAを、
Stratagene UV Crosslinker the Stratalinker(Stratagene社)上の自動架橋ボタンを使用
してメンブレンに架橋させた。このメンブレンを、42℃で回転しながら30分間にわたって
、ULTRAhyb-Oligo Hybridization Buffer(Ambion社)において事前ハイブリダイズさせ、
次いで、プローブを添加し、一晩ハイブリダイズさせた。プローブをIDT社から注文し、T
4ポリヌクレオチドキナーゼ(New England Biolabs社)を用いて[ガンマ-32P]ATP(Perkin E
lmer社)で標識した。このメンブレンを、予め温めた(42℃)2×SSC、0.5%SDSで1分間、1回
洗浄し、その後、42℃で30分間の洗浄を2回行った。このメンブレンを、室温で1時間また
は一晩リン光体スクリーンに曝露させ、次いで、ホスホイメージャー(Typhoon社)でスキ
ャンした。
【０２６２】
　Table 1(表4)。哺乳動物ゲノム標的のプロトスペーサー配列および改変効率。ヒトおよ
びマウスのゲノム中の3つの異なる遺伝子に対する、その必要なPAMと共に化膿レンサ球菌
II型CRISPRおよびサーモフィラス菌CRISPR1遺伝子座に基づいて設計したプロトスペーサ
ー標的。細胞を、Cas9、およびprecrRNA/tracrRNAまたはキメラRNAのいずれかでトランス
フェクトした。細胞を、トランスフェクションの72時間後に分析した。パーセントインデ
ルは、示された細胞株からのSURVEYORアッセイ結果に基づいて計算する、全てのプロトス
ペーサー標的についてN=3、誤差はS.E.M.である。N.D.、SURVEYORアッセイを使用して検
出不能;N.T.、この研究で試験せず。
【０２６３】
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【表４】

【０２６４】
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【表５】

【０２６５】
　補足配列
　>U6-短いtracrRNA(化膿レンサ球菌SF370)
【０２６６】
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【表６】

【０２６７】
　>U6-長いtracrRNA(化膿レンサ球菌SF370)
【０２６８】
【表７】

【０２６９】
　>U6-DR-BbsI骨格-DR(化膿レンサ球菌SF370)
【０２７０】

【表８】

【０２７１】
　>U6-キメラRNA-BbsI骨格(化膿レンサ球菌SF370)
【０２７２】
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【０２７３】
　>3xFLAG-NLS-SpCas9-NLS
【０２７４】
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【表１０Ａ】

【０２７５】
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【表１０Ｂ】

【０２７６】
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【表１０Ｃ】

【０２７７】
　>SpRNase3-mCherry-NLS
【０２７８】
【表１１Ａ】

【０２７９】
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【表１１Ｂ】

【０２８０】
　>3xFLAG-NLS-SpCas9n-NLS(D10Aニッカーゼ変異に下線を付す)
【０２８１】
【表１２Ａ】

【０２８２】
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【表１２Ｂ】

【０２８３】
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【表１２Ｃ】

【０２８４】
　>hEMX1-HRTemplate-HindIII-NheI
【０２８５】
【表１３Ａ】

【０２８６】
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【表１３Ｂ】

【０２８７】
【表１３Ｃ】

【０２８８】
　>NLS-StCsn1-NLS
【０２８９】
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【表１４】

【０２９０】
【表１５Ａ】

【０２９１】
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【表１５Ｂ】

【０２９２】
【表１５Ｃ】

【０２９３】
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　>U6-St_tracrRNA(7-97)
【０２９４】
【表１６】

【０２９５】
　>EMX1_TALEN_左
【０２９６】

【表１７Ａ】

【０２９７】
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【表１７Ｂ】

【０２９８】
　>EMX1_TALEN_右
【０２９９】
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【表１８Ａ】

【０３００】
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【表１８Ｂ】

【０３０１】
(実施例9)
　AAV構築物のクローニング(構築)
　AAV-プロモーター-TALE-エフェクター骨格の構築。AAV-プロモーター-TALE-エフェクタ
ーの構築のために、骨格を、標準的なサブクローニング方法によってクローニングした。
具体的には、このベクターは、抗生物質耐性遺伝子、例えばアンピシリン耐性、およびプ
ロモーター-TALE-エフェクター挿入物に隣接する2つのAAV逆位末端反復(itr's)を含んだ(
配列、以下を参照のこと)。プロモーター(hSyn)、エフェクタードメイン(この実施例では
VP64、SID4XまたはCIB1)/2つのIIS型制限部位(この例ではBsaI)を有するスペーサーを含
むTALE遺伝子のN末端およびC末端部分を、このベクター中にサブクローニングした。サブ
クローニングを達成するために、各DNA成分を、ポリメラーゼ連鎖反応を使用して増幅し
、次いで、特異的制限酵素で消化して、一致するDNA粘着末端を創出した。このベクター
を、DNA制限酵素で同様に消化した。全てのDNA断片を、引き続いて、リガーゼ酵素を使用
して、一致する末端においてアニーリングさせ、一緒に融合させた。
【０３０２】
　個々のTALEのAAV-プロモーター-TALE-エフェクター骨格へのアセンブリ。戦略は、上記
AAV-プロモーター-TALE-エフェクター骨格中に異なるTALEモノマー配列を組み込むために
、最終的なTALEを形成し、N末端とC末端との間のスペーサー中に存在するIIS型部位を使
用することによってそれをAAV-プロモーター-TALE-エフェクター骨格中にライゲーション
させるための、IIS型制限酵素による個々のモノマーの制限、および12～16のモノマーの
アセンブリを形成するためのその独自のオーバーハングのライゲーションに基づいた(ゴ
ールデンゲートアセンブリと呼ぶ)。この方法のTALEモノマーアセンブリは、本発明者ら
によって以前に記載されている(NE Sanjana、L Cong、Y Zhou、M M Cunniff、G Fengおよ
びF Zhang A transcription activator-like effector toolbox for genome engineering
 Nature Protocols 7、171～192 (2012) doi:10.1038/nprot.2011.431)。
【０３０３】
　上で概説した一般的クローニング戦略を使用することによって、異なるプロモーター、
エフェクタードメインおよびTALEモノマー配列を含むAAVベクターが、容易に構築され得
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【０３０４】
　ヌクレオチド配列:
　左側AAV ITR
【０３０５】
【表１９】

【０３０６】
　右側AAV ITR
【０３０７】
【表２０】

【０３０８】
　hSynプロモーター
【０３０９】
【表２１】

【０３１０】
　TALEのN末端(+136AA短縮)
【０３１１】
【表２２】

【０３１２】
　TALEのC末端(+63AA短縮)
【０３１３】
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【表２３】

【０３１４】
　アンピシリン耐性遺伝子
【０３１５】
【表２４】

【０３１６】
(実施例10)
　内因性哺乳動物転写の光学制御
　内因性哺乳動物ゲノムの転写を直接モジュレートする能力は、正常な遺伝子機能および
疾患機構を解明するために重要である。本明細書で、本出願人らは、光誘導可能な転写エ
フェクター(LITE)、シロイヌナズナ由来の光感受性クリプトクロム2タンパク質およびそ
の相互作用パートナーCIB1と共にカスタム化可能なTALE DNA結合ドメインを組み込むツー
ハイブリッドシステムの開発を記載する。LITEは数分以内に活性化され得、内因性哺乳動
物遺伝子発現の可逆的な二方向性調節ならびに標的化されたエピジェネティッククロマチ
ン修飾を媒介する。本出願人らは、初代マウスニューロンにおいて、ならびに覚醒した挙
動するマウスの脳にin vivoで、この系を適用した。このLITE系は、内因性細胞プロセス
の光遺伝学的制御の新規モードを確立し、遺伝的およびエピジェネティック調節の因果的
役割の直接的試験を可能にする。
【０３１７】
　遺伝子発現の動的性質は、生物系における細胞プログラミング、恒常性および環境適応
を可能にする。従って、細胞および生物の機能に対する遺伝子の寄与を調査することは、
遺伝子発現の空間的および時間的に制御されたモジュレーションを可能にするアプローチ
を必要とする。微生物および植物由来の光感受性タンパク質が、光遺伝学的アクチュエー
ターとして操作されて、高い時空間的分解能を提供する光の使用を可能にして、多くの細
胞機能を制御してきた(Deisseroth, K. Optogenetics. Nature methods 8、26～29、doi:
 10.1038/nmeth.f.324 (2011);Zhang, F.ら　The microbial opsin family of optogenet
ic tools. Cell 147、1446～1457、doi: 10.1016/j.cell.2011.12.004 (2011);Levskaya,
 A.、Weiner, O. D.、Lim, W. A.およびVoigt, C. A. Spatiotemporal control of cell 
signalling using a light-switchable protein interaction. Nature 461、997～1001、
doi: 10.1038/nature08446 (2009);Yazawa, M.、Sadaghiani, A. M.、Hsueh, B.およびDo
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lmetsch, R. E. Induction of protein-protein interactions in live cells using lig
ht. Nature biotechnology 27、941～945、doi: 10.1038/nbt.1569 (2009);Strickland, 
D.ら　TULIPs: tunable, light-controlled interacting protein tags for cell biolog
y. Nature methods 9、379～384、doi: 10.1038/nmeth.1904 (2012);Kennedy, M. J.ら　
Rapid blue-light-mediated induction of protein interactions in living cells. Nat
ure methods 7、973～975、doi: 10.1038/nmeth.1524 (2010);Shimizu-Sato, S.、Huq, E
.、Tepperman, J. M.およびQuail, P. H. A light-switchable gene promoter system. N
ature biotechnology 20、1041～1044、doi: 10.1038/nbt734 (2002);Ye, H.、Daoud-El 
Baba, M.、Peng, R. W.およびFussenegger, M. A synthetic optogenetic transcription
 device enhances blood-glucose homeostasis in mice. Science 332、1565～1568、doi
:10.1126/science.1203535 (2011);Polstein, L. R.およびGersbach, C. A. Light-induc
ible spatiotemporal control of gene activation by customizable zinc finger trans
cription factors. Journal of the American Chemical Society 134、16480～16483、do
i: 10.1021/ja3065667 (2012);Bugaj, L. J.、Choksi, A. T.、Mesuda, C. K.、Kane, R.
 S.およびSchaffer, D. V. Optogenetic protein clustering and signaling activation
 in mammalian cells. Nature methods (2013)ならびにZhang, F.ら　Multimodal fast o
ptical interrogation of neural circuitry. Nature 446、633～639、doi: 10.1038/nat
ure05744 (2007))。しかし、光を使用して内因性転写調節を直接モジュレートする多用途
で強固なテクノロジーは捉えにくいままである。
【０３１８】
　本明細書で、本出願人らは、哺乳動物細胞における内因性の遺伝的およびエピジェネテ
ィックプロセスの時空間的に正確な制御を可能にする、光誘導可能な転写エフェクター(L
ITE)、モジュラー光遺伝学的系の開発を報告する。LITEは、ザントモナス属種由来の転写
アクチベーター様エフェクター(TALE)のプログラム可能なDNA結合ドメイン(Boch, J.ら　
Breaking the code of DNA binding specificity of TAL-type III effectors. Science 
326、1509～1512、doi: 10.1126/science.1178811 (2009)ならびにMoscou, M. J.およびB
ogdanove, A. J. A simple cipher governs DNA recognition by TAL effectors. Scienc
e 326、1501、doi: 10.1126/science.1178817 (2009))を、シロイヌナズナ由来の光誘導
可能なヘテロダイマータンパク質クリプトクロム2(CRY2)およびCIB1(Kennedy, M. J.ら　
Rapid blue-light-mediated induction of protein interactions in living cells. Nat
ure methods 7、973～975、doi: 10.1038/nmeth.1524 (2010)およびLiu, H.ら　Photoexc
ited CRY2 interacts with CIB1 to regulate transcription and floral initiation in
 Arabidopsis. Science 322、1535～1539、doi: 10.1126/science.1163927 (2008))を組
み合わせる。これらは、異種遺伝子エレメントの導入を必要とせず、外因性の化学的補因
子に依存せず、迅速かつ可逆的なダイマー化動力学を示す(Levskaya, A.、Weiner, O. D.
、Lim, W. A.およびVoigt, C. A. Spatiotemporal control of cell signalling using a
 light
-switchable protein interaction. Nature 461、997～1001、doi: 10.1038/nature08446
 (2009);Yazawa, M.、Sadaghiani, A. M.、Hsueh, B.およびDolmetsch, R. E. Induction
 of protein-protein interactions in live cells using light. Nature biotechnology
 27、941～945、doi: 10.1038/nbt.1569 (2009)、Kennedy, M. J.ら　Rapid blue-light-
mediated induction of protein interactions in living cells. Nature methods 7、97
3～975、doi: 10.1038/nmeth.1524 (2010);Shimizu-Sato, S.、Huq, E.、Tepperman, J. 
M.およびQuail, P. H. A light-switchable gene promoter system. Nature biotechnolo
gy 20、1041～1044、doi: 10.1038/nbt734 (2002)ならびにLiu, H.ら　Photoexcited CRY
2 interacts with CIB1 to regulate transcription and floral initiation in Arabido
psis. Science 322、1535～1539、doi: 10.1126/science.1163927 (2008))。他の光遺伝
学的ツールと同様に、LITEは、ウイルスベクター中にパッケージングされ得、特異的細胞
集団を探索するために遺伝的に標的化され得る。本出願人らは、初代ニューロンにおける
、ならびにin vivoのマウス脳におけるこの系の適用を実証する。
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【０３１９】
　このLITE系は、2つの独立した成分を含む(図36A):第1の成分はゲノムアンカーであり、
光感受性CRY2タンパク質に融合したカスタム化したTALE DNA結合ドメイン(TALE-CRY2)か
らなる。第2の成分は、所望の転写エフェクタードメインに融合したCIB1(CIB1-エフェク
ター)からなる。効率的な核標的化を確実にするために、本出願人らは、両方のモジュー
ルに核局在化シグナル(NLS)を結合させた。光の非存在下(不活性状態)では、TALE-CRY2は
、標的遺伝子のプロモーター領域に結合するが、CIB1-エフェクターは、核区画内で自由
のままである。青色光(ピーク約450nm)での照射は、CRY2においてコンフォメーション変
化を誘発し、引き続いて、CIB1-エフェクター(図36Aに示されるVP64)を標的遺伝子座にリ
クルートして、転写モジュレーションを媒介する。このモジュラー設計は、各LITE成分が
独立して操作されるのを可能にする。例えば、同じゲノムアンカーが、同じ内因性ゲノム
遺伝子座に対して正および負の転写制御を発揮するために、活性化または抑制エフェクタ
ー(Beerli, R. R.、Segal, D. J.、Dreier, B.およびBarbas, C. F., 3rd. Toward contr
olling gene expression at will: specific regulation of the erbB-2/HER-2 promoter
 by using polydactyl zinc finger proteins constructed from modular building bloc
ks. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of Amer
ica 95、14628～14633 (1998)ならびにCong, L.、Zhou, R.、Kuo, Y.-c.、Cunniff, M.お
よびZhang, F. Comprehensive interrogation of natural TALE DNA-binding modules an
d transcriptional repressor domains. Nat Commun 3、968)と組み合わされ得る。
【０３２０】
　最も効率的なLITEアーキテクチャーを同定するために、本出願人らは、TALEおよび転写
アクチベーターVP64(Beerli, R. R.、Segal, D. J.、Dreier, B.およびBarbas, C. F., 3
rd. Toward controlling gene expression at will: specific regulation of the erbB-
2/HER-2 promoter by using polydactyl zinc finger proteins constructed from modul
ar building blocks. Proceedings of the National Academy of Sciences of the Unite
d States of America 95、14628～14633 (1998);Zhang, F.ら　Efficient construction 
of sequence-specific TAL effectors for modulating mammalian transcription. Nat B
iotechnol 29、149～153、doi: 10.1038/nbt.1775 (2011);Miller, J. C.ら　A TALE nuc
lease architecture for efficient genome editing. Nature biotechnology 29、143～1
48、doi: 10.1038/nbt.1755 (2011)ならびにHsu, P. D.およびZhang, F. Dissecting neu
ral function using targeted genome engineering technologies. ACS chemical neuros
cience 3、603～610、doi: 10.1021/cn300089k (2012).)を、それぞれCRY2およびCIB1の
異なる短縮(Kennedy, M. J.ら　Rapid blue-light-mediated induction of protein inte
ractions in living cells. Nature methods 7、973～975、doi: 10.1038/nmeth.1524 (2
010))に融合させ、神経系譜特定転写因子ニューロゲニン2(Neurog2)の青色光照射誘導さ
れた転写変化を測定することによって、各設計の効力を評価した(図36B)。本出願人らは
、全長CRY2ならびにフォトリアーゼ相同性領域単独からなる短縮(CRY2PHR、アミノ酸1～4
98)を評価した(Kennedy, M. J.ら　Rapid blue-light-mediated induction of protein i
nteractions in living cells. Nature methods 7、973～975、doi: 10.1038/nmeth. 152
4 (2010))。CIB1について、本出願人らは、全長タンパク質ならびにN末端ドメインのみの
断片(CIBN、アミノ酸1～170)を試験した(Kennedy, M. J.ら　Rapid blue-light-mediated
 induction of protein interactions in living cells. Nature methods 7、973～975、
doi:10.1038/nmeth.1524 (2010))。4つの最初のLITEペアリングのうち3つは、Neuro 2a細
胞において、有意な光誘導性Neurog2 mRNAの上方調節を生じた(p<0.001、図36B)。これら
のうち、TALE-CRY2PHR::CIB1-VP64は、GFPのみのコントロールまたは未刺激のLITEサンプ
ルのいずれかに対して標準化した場合、最も高い絶対的光媒介性mRNA増加を生じ(図36B)
、従って、引き続く実験において適用した。
【０３２１】
　効率的なLITEアーキテクチャーを確立した後、本出願人らは、波長(図40)、デューティ
サイクル(図41)および光強度(図42および実施例11)を含む光刺激パラメーターを体系的に
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最適化した(Banerjee, R.ら　The signaling state of Arabidopsis cryptochrome 2 con
tains flavin semiquinone. The Journal of biological chemistry 282、14916～14922
、doi: 10.1074/jbc.M700616200 (2007))。本出願人らは、VP64に加えて活性化ドメインV
P16およびp65もまた比較して、LITE CIB1-エフェクター成分のモジュール性を試験した。
3つ全てのドメインが、有意な光依存的Neurog2 mRNAの上方調節を生じた(p<0.001、図43)
。本出願人らは、光刺激の非存在下でのより低いその基底活性に起因して、引き続く実験
のためにVP64を選択した。
【０３２２】
　発現の速度は、調節エレメント、mRNAプロセシングおよび転写物安定性を含む多数の因
子に依存するので、内因性遺伝子発現のマニピュレートは種々の課題を提示する(Moore, 
M. J.およびProudfoot, N. J. Pre-mRNA processing reaches back to transcription an
d ahead to translation. Cell 136、688～700、doi: 10.1016/j.cell.2009.02.001 (200
9)ならびにProudfoot, N. J.、Furger, A.およびDye, M. J. Integrating mRNA processi
ng with transcription. Cell 108、501～512 (2002))。CRY2とCIB1との間の相互作用は
、秒未満の時間スケールで生じるが(Kennedy, M. J.ら　Rapid blue-light-mediated ind
uction of protein interactions in living cells. Nature methods 7、973～975、doi:
 10.1038/nmeth.1524 (2010))、LITE媒介性の活性化は、転写の固有の動力学によって限
定される可能性が高い。本出願人らは、30分間から24時間の光刺激の時間過程の間にmRNA
レベルを測定することによって、LITE媒介性Neurog2発現のオン-動力学を調査した(図36C
)。Neurog2 mRNAの相対的レベルは、光刺激の発生後30分の早さで顕著に増加し、GFPでト
ランスフェクトした陰性コントロールと比較して、およそ20倍の上方調節で12時間目にお
いて飽和するまで着実に上昇した。同様に、本出願人らは、細胞を6時間刺激し、照射を
停止した後の複数の時点においてNeurog2転写物のレベルを測定することによって、この
系のオフ-動力学を評価した(図36D)。Neurog2 mRNAレベルは、刺激の最大30分後まで短時
間で増加し、この効果は、残留CRY2PHR-CIB1のダイマー化から、または以前にリクルート
されたRNAポリメラーゼから生じた可能性がある。その後、Neurog2発現は約3時間の半減
期で低下し、転写物が光刺激の非存在下で天然のレベルに戻ることを実証した。対照的に
、植物ホルモンアブシジン酸(abcisic acid)レセプター(Liang, F.-S.、Ho, W. Q.および
Crabtree, G. R. Engineering the ABA Plant Stress Pathway for Regulation of Induc
ed Proximity. Sci. Signal. 4、rs2-、doi: 10.1126/scisignal.2001449 (2011))に基づ
く小分子誘導可能なTALE系は、薬物の拡散、代謝またはクリアランスによって潜在的に制
限される、より緩徐なオン-動力学およびオフ-動力学を示した(図44)。
【０３２３】
　本出願人らは次に、ウイルス形質導入を介したニューロン適用のためのLITEの有用性を
探索した。本出願人らは、TALE遺伝子の送達およびAAV産生のための単純化されたプロセ
スのためのアデノ随伴ウイルス(AAV)ベースのベクターを開発した(図37Aおよび図37B、図
45、ならびに実施例11)。AAVのssDNAベースのゲノムは、組換えに対する感受性(suscepti
ble)が低く、レンチウイルスベクターを超える利点を提供する(Holkers, M.ら　Differen
tial integrity of TALE nuclease genes following adenoviral and lentiviral vector
 gene transfer into human cells. Nucleic acids research 41、e63、doi: 10.1093/na
r/gksl446 (2013))。
【０３２４】
　初代マウス皮質ニューロンにおいて転写をモジュレートするためのAAV媒介性TALE送達
を特徴付けるために、本出願人らは、神経伝達またはニューロン分化に関与する遺伝子、
イオンチャネルサブユニット、および神経学的疾患に関与する遺伝子を含む、全部で28の
マウス遺伝子座を標的化するTALE-VP64転写アクチベーターのパネルを構築した。各標的
遺伝子のプロモーター中のDNase I感受性領域は、TALE結合配列の選択のためのガイドを
提供した(図46)。本出願人らは、本出願人らのAAV-TALE産生プロセスを使用してTALE活性
が効率的にスクリーニングされ得ることを確認し(図45)、この様式で選択され、AAVベク
ターを使用して初代ニューロン中に送達されるTALEは、変動する程度まで遺伝子標的の多
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様なアレイを活性化することを見出した(図37C)。さらに、AAV-TALEの定位送達は、マウ
ス前頭前皮質においてin vivoで強固な発現を媒介した(図37D、図37E)。マウス下辺縁皮
質(ILC)におけるTALE(Grm2)-VP64の発現は、GFP注射したコントロールと比較して、Grm2 
mRNAレベルにおける2.5倍の増加を誘導した(図37F)。
【０３２５】
　培養初代ニューロン中にTALEアクチベーターを送達した後、本出願人らは次に、LITE成
分の送達のためのベクターとしてAAVを使用しようとした。これを行うために、本出願人
らは、LITE導入遺伝子が含まれる各組換えAAVの総ウイルスゲノムサイズが4.8kbのパッケ
ージング制限を超えないことを確実にする必要があった(Wu, Z.、Yang, H.およびColosi,
 P. Effect of Genome Size on AAV Vector Packaging. Mol Ther 18、80～86 (2009))。
本出願人らは、TALEのN末端およびC末端を短縮し(N末端の136aaおよびC末端の63aaを維持
する)、CRY2PHR(1.5kb)およびCIB1(1kb)ドメインを交換した(TALE-CIB1およびCRY2PHR-VP
64;図38A)。これらのLITEを、2つのAAVベクターの組み合わせによる同時形質導入を介し
て初代皮質ニューロン中に送達した(図38B;>80%の同時形質導入効率で、個々の成分につ
いて83～92%の送達効率)。本出願人らは、ニューロンの健康を確実にするために、0.8%>
の低減したデューティサイクルで、2の光パルス周波数でGrm2標的化LITEを試験した(図47
)。両方の刺激条件が、Grm2 mRNAレベルにおける約7倍の光依存的増加を達成した(図38C)
。さらなる研究により、実質的な標的遺伝子発現の増加が迅速に達成できたことが検証さ
れた(4時間以内に4倍の上方調節;図38D)。さらに、本出願人らは、刺激後のmGluR2タンパ
ク質の有意な上方調節を観察し、mRNAレベルでLITEによってもたらされる変化がタンパク
質レベルに翻訳されることを実証した(GFPコントロールに対してp<0.01、光なし条件に対
してp<0.05;図38E)。
【０３２６】
　in vivoでLITE系を適用するために、本出願人らは、野生型C57BL/6マウスのILC中に、G
rm2標的化TALE-CIB1およびCRY2PHR-VP64 LITE成分を有する高濃度AAVベクター(1012のDNa
seI耐性粒子/mL)の1:1混合物を定位的に送達した。in vivoでLITE発現ニューロンの光学
刺激を提供するために、本出願人らは、注射部位において光ファイバーカニューレを移植
した(図38Fおよび図48)(Zhang, F.ら　Optogenetic interrogation of neural circuits:
 technology for probing mammalian brain structures. Nat Protoc 5、439～456、doi:
 10.1038/nprot.2009.226 (2010))。注射部位におけるニューロンが、両方のウイルスに
よって効率的に同時形質導入され、形質導入細胞の>80%が、TALE(Grm2)-CIB1およびCRY2P
HR-VP64の両方を発現した(図38Gおよび図49)。手術の8日後、本出願人らは、移植したフ
ァイバーカニューレに固体473nmレーザーを接続することによって、挙動するマウスのILC
を刺激した。12時間の刺激期間後(0.0167Hzで0.5sの光パルスを使用して、5mW、0.8%>デ
ューティサイクル)、光ファイバーカニューレ移植部位由来の脳組織を、Grm2mRNAの変化
について分析した(図38H)。本出願人らは、未刺激ILCと比較して、光刺激後にGrm2 mRNA
の有意な増加を観察した(p≦0.01)。合わせると、これらの結果は、LITEが、培養された
ニューロンおよびin vivoにおける内因性遺伝子発現の光学制御を可能にすることを確認
している。
【０３２７】
　in vivo LITEアクチベーターの光なし条件で観察された基底上方調節の持続に起因して
、本出願人らは、背景の供給源を同定および減弱させ、光媒介性遺伝子誘導の効率(遺伝
子発現の光あり/光なし比)を改善することを目的として、別のラウンドの最適化を行った
。成分TALE-CIB1を標的化するLITEのみを発現するニューロンは、両方のLITE成分を発現
する未刺激のニューロンにおいて見出されるものと類似したGrm2 mRNAの増加を生じたが(
共にGFPコントロールに対してp<0.001)、エフェクター成分CRY2PHR-VP64単独では転写に
有意な影響を与えず(p>0.05、図50)、LITEによって引き起こされる背景転写活性化が、DN
A標的化成分のみから生じ得ることを示している。
【０３２８】
　従って、本出願人らは、TALE-CIB1によって引き起こされる基底標的上方調節を低減さ
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せるための包括的なスクリーニングを実施した(図51)。この最適化は2つの戦略に焦点を
当てた:第1に、CIB1は植物転写因子であり、哺乳動物細胞においても固有の調節効果を有
し得る(Liu, H.ら　Photoexcited CRY2 Interacts with CIB1 to Regulate Transcriptio
n and Floral Initiation in Arabidopsis. Science 322、1535～1539、doi: 10.1126/sc
ience.1163927 (2008))。本出願人らは、高等植物の塩基性ヘリックス-ループ-ヘリック
ス転写因子の間で保存された3つのCIB1領域を欠失させることによって、これらの効果を
排除しようとした(図51)。第2に、本出願人らは、TALE-CIB1が光の非存在下で標的遺伝子
座に結合しないようにすることを目的とした。これを達成するために、本出願人らは、NL
S含有CRY2PHR-VP64との光誘導性のダイマー化まで、細胞質中に局在化するようにTALE-CI
B1を操作した(図52)。両方の戦略を独立してまたは組み合わせて試験するために、本出願
人らは、改善された光誘導効率および低減した全体的ベースライン(元のLITE1.0と比較し
た、光なし条件でのmRNA増加倍数;p<0.05)の両方で、73の別個のLITEアーキテクチャーを
評価し、12のエフェクター標的化ドメイン対を同定した(図51および図53において「+」縦
列によって示される)。LITE2.0と称される、両方の戦略を取り込む1つのアーキテクチャ
ーは、最も高い光誘導(光あり/光なし=20.4)を実証し、元のアーキテクチャーと比較して
、背景活性化の6倍よりも高い低減を生じた(図38I)。別のもの-LITE1.9.1-は、4倍の光誘
導を維持しつつ、最少の背景mRNA増加(1.06)を生じた(図53)。
【０３２９】
　本出願人らは、TALEおよびLITEモジュレーションによってアクセス可能なプロセスの範
囲をさらに拡張しようとした。内因性転写抑制は、クロマチン修飾酵素、例えばヒストン
メチルトランスフェラーゼ(HMT)およびヒストンデアセチラーゼ(HDAC)によって媒介され
る場合が多い。本出願人らは、mSin3-HDAC複合体の一部であるmSin3相互作用ドメイン(SI
D)が、293FT細胞において標的遺伝子を下方調節するためにTALEと融合され得ることを、
以前に示している(Beerli, R. R.、Segal, D. J.、Dreier, B.およびBarbas, C. F., 3rd
. Toward controlling gene expression at will: specific regulation of the erbB-2/
HER-2 promoter by using polydactyl zinc finger proteins constructed from modular
 building blocks. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America 95、14628～14633 (1998)ならびにCong, L.、Zhou, R.、Kuo, Y.-c.
、Cunniff, M.およびZhang, F. Comprehensive interrogation of natural TALE DNA-bin
ding modules and transcriptional repressor domains. Nat Commun 3、968、doi:http:
//www.nature.com/ncomms/journal/v3/n7/suppinfo/ncomms1962_S1.html (2012))。このT
ALEリプレッサーをさらに改善することを望んで、本出願人らは、SIDの4つのリピート-VP
64の4倍VP16タンデムリピートアーキテクチャーと類似(Beerli, R. R.、Segal, D. J.、D
reier, B.およびBarbas, C. F., 3rd. Toward controlling gene expression
 at will: specific regulation of the erbB-2/HER-2 promoter by using polydactyl z
inc finger proteins constructed from modular building blocks. Proceedings of the
 National Academy of Sciences of the United States of America 95、14628～14633 (
1998))-が、遺伝子転写を抑制するその効能を強化し得ると推論した。実際、TALE-SID4X
構築物は、293FT細胞においてTALE-SIDの2倍効率的であり(図54Aおよび図54B)、ニューロ
ンにおける効率的な遺伝子抑制もまた媒介した(図54Cおよび図54D)。
【０３３０】
　本出願人らは、内因性遺伝子座に対するヒストンエフェクターのTALE媒介性の標的化が
、特異的なエピジェネティック修飾を誘導でき、エピジェネティックならびに転写動力学
の調査を可能にすると仮説を立てた(図39A)。本出願人らは、CRY2PHR-SID4X構築物を生成
し、ニューロンにおいてGrm2の光媒介性転写抑制を実証し(図39Bおよび図39C)、これは、
標的化されたGrm2プロモーターにおけるH3K9アセチル化における約2倍の低減と同時発生
的であった(図39D)。遺伝子座特異的なヒストン修飾のためのヒストン残基標的の多様性
を拡張するための試みにおいて、本出願人らは、文献から抑制性ヒストンエフェクタード
メインのセットを導き出した(Table 6(表23))。広い系統学的スペクトルから選んで、こ
れらのドメインは、HDAC、ヒストンメチルトランスフェラーゼ(HMT)およびヒストンアセ
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チルトランスフェラーゼ(HAT)インヒビター、ならびにHDACおよびHMTリクルートタンパク
質を含んだ。効率的なAAVパッケージングを促進するために、優先傾向を、タンパク質お
よび小さいサイズの機能的短縮に与えた。得られたエピジェネティック修飾的TALE-ヒス
トンエフェクター融合構築物(epiTALE)を、それぞれGrm2およびNeurog2の転写を抑制する
能力について、初代ニューロンおよびNeuro2a細胞において試験した(図39E、図39Fおよび
図55)。初代ニューロンでは、24のepiTALEのうち23が、p<0.05の統計的基準を使用して、
grm2の転写を首尾よく抑制した。同様に、Neuro 2a細胞におけるepiTALE発現は、試験し
た32のヒストンエフェクタードメインのうち20について、Neurog2発現の減少をもたらし
た(p<0.05)。有望なepiTALEのサブセットを、初代ニューロンおよびNeuro 2a細胞におい
て発現させ、標的化された内因性プロモーターにおける相対的ヒストン残基マークレベル
を、ChIP-RT-qPCRによって定量した(図39G、図39Hおよび図56)。初代ニューロンまたはNe
uro 2a細胞では、H3K9me1、H4K20me3、H3K27me3、H3K9acおよびH4K8acのレベルを、それ
ぞれ、KYP(シロイヌナズナ)、TgSET8(トキソプラズマ(T. gondii))、NUEおよびPHF19(ク
ラミジア・トラコマチス(C. trachomatis)およびヒト)、Sin3a、Sirt3およびNcoR、(全て
ヒト)ならびにhdac8、RPD3およびSir2a(アフリカツメガエル(X. laevis)、出芽酵母(S. c
erevisiae)、熱帯熱マラリア原虫(P. falciparum))由来のepiTALEによって変更させた。
これらのドメインは、LITEによる転写およびエピジェネティック制御の範囲を拡張させる
ために、エピジェネティックエフェクターの準備のできた供給源を提供する。
【０３３１】
　脳などの不均一組織において時空間的に正確なin vivo遺伝子調節を達成する能力は、
研究者に、発生、学習、記憶および疾患進行などの多様なプロセスにおける動的遺伝子調
節の役割に関する問いかけを行わせる。LITEは、細胞株、初代ニューロンおよびin vivo
のマウス脳における内因性遺伝子発現の時間的に正確な、空間的に標的化された、および
二相性の制御を可能にするために使用され得る。LITEのTALE DNA結合成分は、広範なゲノ
ム遺伝子座を標的化するためにカスタム化され得、他のDNA結合ドメイン、例えばRNAガイ
ドされたCas9酵素(Cong, L.ら　Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas syste
ms. Science 339、819～823 (2013))は、多用途の遺伝子座特異的標的化を可能にするた
めに、TALEの代わりに使用され得る(図57)。新規モードのLITEモジュレーションは、エフ
ェクターモジュールを、エピジェネティック修飾酵素などの新たな機能性で置き換えるこ
とによっても、達成され得る(de Groote, M. L.、Verschure, P. J.およびRots, M. G. E
pigenetic Editing: targeted rewriting of epigenetic marks to modulate expression
 of selected target genes. Nucleic acids research 40、10596～10613、doi: 10.1093
/nar/gks863 (2012))。従って、このLITE系は、既存の光遺伝学的ツールボックスのため
の新たなセットの能力を可能にし、光を使用して内因性遺伝子調節を変更するための高度
に汎用化可能で多用途性のプラットフォームを確立する。
【０３３２】
　方法の概要。LITE構築物を、GenJetを使用してNeuro2A細胞中にトランスフェクトした
。TALEまたはLITE構築物を有するAAVベクターを、マウス初代胚性皮質ニューロンおよびi
n vivoのマウス脳を形質導入するために使用した。RNAを抽出し、逆転写し、mRNAレベル
を、TaqManベースのRT-qPCRを使用して測定した。発光ダイオードまたは固体レーザーを
、それぞれ組織培養物およびin vivoでの光送達に使用した。
【０３３３】
　LITEの設計および構築。全てのLITE構築物配列は、実施例11に見出すことができる。
【０３３４】
　Neuro 2a培養物および実験。Neuro 2a細胞(Sigma-Aldrich社)を、5%HyClone熱不活性化
FBS(Thermo Scientific社)、1%ペニシリン/ストレプトマイシン(Life Technologies社)を
補充した、1:1比のOptiMEM(Life Technologies社)対GlutaMaxおよびピルビン酸ナトリウ
ムを有する高グルコースDMEM(Life Technologies社)を含む培地中で増殖させ、2日毎に1:
5で継代した。120,000細胞を、24ウェルプレートの各ウェル中に、18～20時間プレートし
、その後トランスフェクトした。トランスフェクションの1時間前に、培地を、5% HyClon
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e熱不活性化FBSおよび1%ペニシリン/ストレプトマイシンを補充したDMEMに交換した。細
胞を、製造業者の指示に従って1.5μLのGenJet(SignaGen Laboratories社)トランスフェ
クション試薬を用いて、1ウェル当たり合計10μgの構築物DNA(等モル比)でトランスフェ
クトした。培地を、トランスフェクションの24時間後および44時間後に交換し、光刺激を
48時間の時点において開始した。刺激パラメーターは以下であった:図の注釈において特
に示さない限り、24時間にわたり5mW/cm2、466nm、7%デューティサイクル(0.067Hzで1sの
光パルス)。RNAを、製造業者の指示に従ってRNeasyキット(Qiagen社)を使用して抽出し、
1サンプル当たり1μgのRNAを、qScript(Quanta Biosystems社)を使用して逆転写した。相
対的mRNAレベルを、標的化された遺伝子ならびに内因性コントロールとしてのGAPDHに特
異的なTaqManプローブを使用して、定量的リアルタイムPCR(qRT-PCR)によって測定した(L
ife Technologies社、TaqmanプローブIDについてはTable 3(表25)を参照のこと)。ΔΔCt
分析を使用して、GFPのみで形質導入され光刺激に共された陰性コントロールと比較した
変化倍数を得た。毒性実験を、指示に従ってLIVE/DEADアッセイキット(Life Technologie
s社)を使用して実施した。
【０３３５】
　AAVベクター産生。293FT細胞(Life Technologies社)を、抗生物質なしのD10培地(Gluta
Maxおよびピルビン酸ナトリウム、10%熱不活性化Hyclone FBSならびに1% 1M HEPESを含む
DMEM高グルコース)中で増殖させ、1:2～2.5で毎日継代した。継代の総数を、10より下に
維持し、細胞を、85%コンフルエンスを決して超えないようにした。トランスフェクショ
ンの前日に、21.5mLのD10培地中の1×106細胞を、15cmディッシュ上にプレートし、18～2
2時間、または約80%コンフルエンスになるまで、インキュベートした。トランスフェクシ
ョン試薬としての使用のために、1mg/mLのPEI「Max」(Polysciences社)を水中に溶解させ
、溶液のpHを7.1に調整した。AAV産生のために、10.4μgのpDF6ヘルパープラスミド、8.7
μgのpAAV1血清型パッケージングベクター、および目的の遺伝子を有するpAAVベクター5.
2μgを、434μLの無血清DMEMに添加し、130μLのPEI「Max」溶液を、DMEM希釈したDNA混
合物に添加した。このDNA/DMEM/PEIカクテルをボルテックスし、室温で15分間インキュベ
ートした。インキュベーション後、トランスフェクション混合物を、22mLの完全培地に添
加し、短時間ボルテックスし、15cmディッシュの293FT細胞のために培地を置き換えるた
めに使用した。上清産生のために、トランスフェクション上清を、48時間目に回収し、0.
45μm PVDFフィルター(Millipore社)を介して濾過し、アリコートに分配し、-80℃で保存
のために凍結させた。
【０３３６】
　初代皮質ニューロン培養物。解離した皮質ニューロンを、E16のC57BL/6Nマウス胚から
調製した(Charles River Labs社)。皮質組織を、氷冷HBSS-(50mLの10×HBSS、435mLのdH2
O、0.3MのHEPES pH7.3および1%ペニシリン/ストレプトマイシン)中で解剖した。皮質組織
を、20mLの氷冷HBSSで3回洗浄し、次いで、240μLの2.5%トリプシン(Life Technologies
社)を含む8mLのHBSS中で20分間37℃で消化した。次いで、皮質を、1mL FBSを含む温HBSS 
20mLで3回洗浄した。皮質を、2mlのHBSS中で穏やかに粉砕し、ポリ-D-リジン被覆した24
ウェルプレート(BD Biosciences社)中に150,000細胞/ウェルでプレートした。ニューロン
を、1×B27(Life Technologies社)、GlutaMax(Life Technologies社)および1%ペニシリン
/ストレプトマイシンを補充したNeurobasal培地(Life Technologies社)中で維持した。
【０３３７】
　初代ニューロン形質導入および光刺激実験。初代皮質ニューロンを、DIV5で、250μLの
AAV1上清で形質導入した。培地および上清を、次の日に、通常の完全neurobasalで置き換
えた。Neurobasalを、AAV形質導入の6日後に、1×B27、GlutaMax(Life Technologies社)
および1%ペニシリン/ストレプトマイシンを含む最小必須培地(Life Technologies社)と交
換して、光刺激の間のNeurobasal中に含まれるHEPESおよびリボフラビンからの光毒性生
成物の形成を防止した。
【０３３８】
　光刺激を、図の注釈に特に示さない限り、AAV形質導入の6日後(DIV11)に開始して、5mW
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/cm2の強度、0.8%のデューティサイクル(0.033Hzで250msのパルスまたは0.016Hzで500ms
のパルス)、466nm青色光で24時間行った。RNAの抽出および逆転写を、製造業者の指示に
従ってCells-to-Ctキットを使用して実施した(Life Technologies社)。相対的mRNAレベル
を、Neuro2a細胞について上記したように、TaqManプローブを使用して定量的リアルタイ
ムPCR(qRT-PCR)によって測定した。
【０３３９】
　初代ニューロンの免疫組織化学。初代ニューロンの免疫組織化学のために、細胞を、回
収後に、ポリ-D-リジン/ラミニン被覆したカバーガラス(BD Biosciences社)上にプレート
した。AAV1形質導入を、上記のように実施した。ニューロンを、4%パラホルムアルデヒド
(Sigma Aldrich社)でRTで15分間、形質導入の7日後に固定した。ブロッキングおよび透過
処理を、DPBS(Life Technologies社)中10%正常ヤギ血清(Life Technologies社)および0.5
% Triton-X100(Sigma-Aldrich社)で、室温で1時間実施した。ニューロンを、一次抗体と
共に4℃で一晩インキュベートし、DPBSで3回洗浄し、RTで90分間二次抗体と共にインキュ
ベートした。使用した抗体の提供者および濃度についてはTable 4(表26)を参照のこと。
最後に、カバースリップを、DAPI入りProlong Gold Antifade Reagent(Life Technologie
s社)を使用してマウントし、X-Cite 120Q光供給源(Lumen Dynamics社)を用いてAxio Scop
e A.1(Zeiss社)で画像化した。画像を、AxioCam MRmカメラおよびAxio Vision 4.8.2を使
用して獲得した。
【０３４０】
　ウエスタンブロット。総タンパク質溶解物の調製のために、初代皮質ニューロンを、氷
冷溶解緩衝液(RIPA、Cell Signaling社;0.1% SDS、Sigma-Aldrich社;およびcOmpleteウル
トラプロテアーゼインヒビターミックス、Roche Applied Science社)中で、光刺激(上を
参照)後に回収した。細胞溶解物を、Bioruptorソニケーター(Diagenode社)において「M」
の設定で5分間超音波処理し、21,000×gで4℃で10分間遠心分離した。タンパク質濃度を
、RC DCタンパク質アッセイ(Bio-Rad社)を使用して決定した。1レーン当たり30～40μgの
総タンパク質を、Precision Plus Protein Dual Color Standard(Bio-Rad社)と共に、4～
15%のTris-HClゲル(Bio-Rad社)上で非還元条件下で分離した。フッ化ポリビニリデンメン
ブレン(Millipore社)への湿式電気泳動転写およびTris緩衝食塩水(TBS、Bio-Rad社)中5%
のBLOT-QuickBlocker(Millipore社)中での45分間のメンブレンブロッキング後に、ウエス
タンブロットを、抗mGluR2(Abcam社、1:1.000)および抗α-チューブリン(Sigma-Aldrich
社1:20,000)で4℃で一晩プローブし、その後洗浄および抗マウス-IgG HRP抗体インキュベ
ーション(Sigma-Aldrich社、1:5,000～1:10,000)を行った。さらなる抗体の詳細について
はTable 4(表26)を参照のこと。検出を、ECLウエスタンブロット基質(SuperSignal West 
Femto Kit、Thermo Scientific社)を介して実施した。ブロットを、AlphaImager(Innotec
h社)システムを用いて画像化し、ImageJソフトウェア1.46rを使用して定量した。
【０３４１】
　濃縮および精製したAAV1/2ベクターの産生。in-vivoでの定位注射のための濃縮および
精製したAAVの産生を、AAV1上清の産生について上で概説された同じ初期工程を使用して
行った。しかし、トランスフェクションのために、等しい比のAAV1およびAAV2血清型プラ
スミドを、AAV1単独の代わりに使用した。1構築物当たり5枚のプレートをトランスフェク
トし、トランスフェクションの48時間後にセルスクレーパーで細胞を回収した。AAV1/2粒
子の精製を、HiTrapヘパリンアフィニティカラム(GE Healthcare社)を使用して実施した(
McClure, C、Cole, K.L.、Wulff, P.、Klugmann, M.およびMurray, A. J. Production an
d titering of recombinant adeno-associated viral vectors. J Vis Exp、e3348、doi:
 10.3791/3348 (2011))。本出願人らは、Amicon 500μl濃縮カラム(100kDaカットオフ、M
illipore社)を使用して、1構築物当たり100μlの最終体積までの第2の濃縮工程を追加し
て、より高いウイルス力価を達成した。AAVの力価決定を、WPREに対するカスタムTaqman
プローブ(Life Technologies社)を使用して、qRT-PCRによって実施した。qRT-PCRの前に
、濃縮したAAVをDNaseI(New England Biolabs社)で処理して、DNaseI耐性粒子のみの測定
を達成した。DNaseIの熱不活性化後、ウイルスエンベロープを、プロテイナーゼK消化(Ne
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w England Biolabs社)によって分解した。ウイルス力価を、既知のWPREコピー数を用いた
検量線に基づいて計算した。
【０３４２】
　AAV1/2の定位注射および光学インプラント。全ての動物手順は、MIT Committee on Ani
mal Careによって承認された。成体(10～14週齢)雄性C57BL/6Nマウスを、ケタミン/キシ
ラジン(100mg/kgケタミンおよび10mg/kgキシラジン)の腹腔内(i.p.)注射によって麻酔し
、予防的鎮痛剤を与えた(Buprenex社、1mg/kg、i.p.)。開頭術を、承認された手順に従っ
て実施し、1μlのAAV1/2を、0.35/1.94/-2.94(十字縫合に対する、mmで示した外側、前側
および下側の座標)においてILC中に注射した。同じ手術手順の間、ファイバーを有する光
学カニューレ(Doric Lenses社)を、光ファイバーの末端を十字縫合に対して0.35/1.94/-2
.64に位置付けて、片側性にILC中に移植した。このカニューレを、Metabond歯科セメント
(Parkell Inc社)およびJet義歯修復(Lang dental社)を使用して頭蓋骨に固定して、その
周りに安定な錐体を構築した。切開を縫合し、適切な術後鎮痛剤を、手術後3日間にわた
って投与した。
【０３４３】
　ILC脳切片に対する免疫組織化学。マウスに、致死用量のケタミン/キシラジン麻酔剤を
注射し、PBSおよび4%パラホルムアルデヒド(PFA)で経心的に灌流した。脳を、4℃で一晩4
%PFA中でさらに固定し、次いで、室温で一晩、凍結保護のために30%スクロースに移した
。次いで、脳を、Tissue-Tek Optimal Cutting Temperature(OCT)Compound(Sakura Finet
ek社)中に移し、-80℃で凍結した。18μm切片を、クリオスタット(Leica Biosystems社)
で切り、Superfrost Plusガラススライド(Thermo Fischer社)上にマウントした。切片を
、15分間、4%PFAで後固定し、免疫組織化学を、初代ニューロンについて上記したように
実施した。
【０３４４】
　ILCにおける光刺激およびmRNAレベル分析。手術の8日後、覚醒して自由に動いているマ
ウスを、ファイバーパッチケーブルおよびロータリージョイントを介して光学インプラン
トに接続された473nmレーザー供給源(OEM Laser Systems社)を使用して刺激した。刺激パ
ラメーターは、初代ニューロンに対して使用したものと同じであった:合計12時間にわた
って5mW(総アウトプット)、0.8%デューティサイクル(0.016Hzで500msの光パルス)。形質
導入した構築物および光刺激を含む実験条件を、Table 5(表27)に列挙する。
【０３４５】
　光刺激の終了後、マウスを、CO2を使用して安楽死させ、前頭前皮質(PFC)を、氷上で迅
速に解剖し、RNA later(Qiagen社)中で4℃で一晩インキュベートした。200μm切片を、ビ
ブラトーム(Leica Biosystems社)で4℃でRNA later中で切った。次いで、切片を、ドライ
アイス上でガラスカバースライド上で凍結させ、ウイルスにより形質導入されたILCを、
蛍光立体顕微鏡(Leica社　M165 FC)下で同定した。光ファイバー路の終端に対して腹側に
直接位置付けられた0.35mm直径のパンチのILCを抽出した(Harris uni-core、Ted Pella社
)。次いで、脳パンチサンプルを、50μlのCells-to-Ct RNA溶解緩衝液中でRNaseなしのペ
レット-乳棒グラインダー(Kimble Chase社)を使用してホモジナイズし、RNA抽出、逆転写
およびqRT-PCRを、初代ニューロンサンプルについて記載されたように実施した。
【０３４６】
　クロマチン免疫沈降。ニューロンまたはNeuro2a細胞を、上記のように、培養し、形質
導入し、またはトランスフェクトした。ChIPサンプルを、細胞数および細胞型についての
軽微な調節と共に、以前に記載されたように調製した(Blecher-Gonen, R.ら　High-throu
ghput chromatin immunoprecipitation for genome-wide mapping of in vivo protein-D
NA interactions and epigenomic states. Nature protocols 8、539～554 (2013))。細
胞を、24ウェル形式で回収し、96ウェル形式で洗浄し、溶解のために微量遠心管に移した
。サンプル細胞を、30sのオン/オフサイクルを使用して、21分間にわたってBiorupter超
音波処理デバイスによる水浴超音波処理によって直接溶解した(Diagenode社)。qPCRを使
用して、標的化された遺伝子座におけるヒストンマークの富化を評価した。
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【０３４７】
　統計分析。全ての実験を、最低2回の独立した生物学的複製で実施した。統計分析を、2
つの条件を比較する場合にはスチューデント両側t検定を使用し、複数のサンプルを互い
に比較する場合にはTukeyのpost-hoc分析を用いたANOVAを使用して、複数のサンプルを陰
性コントロールと比較する場合にはDunnettのpost-hoc分析を用いたANOVAを使用して、Pr
ism(GraphPad社)によって実施した。
【０３４８】
(実施例11)
　実施例10に関する補足情報:内因性哺乳動物転写の光学制御
　光刺激(Photostimulation)ハードウェア-in vitro。in vitro光刺激実験を、特注のLED
光刺激(Photostimulation)デバイスを使用して実施した。全ての電子エレメントを、カス
タムプリント回路基板(ExpressPCB社)上に実装した。ピーク466nmを有する青色LED(モデ
ル番号:YSL-R542B5C-A11、China Young Sun LED Technology社;SparkFun Electronics社
によって「LED-Super Bright Blue」COM-00529として配布される)を、Corning 24ウェル
プレートのウェルとアラインさせて3つの群において配置した。LED電流の流れを、25mA D
ynaOhmドライバー(LEDdymanics社#4006-025)によって調節した。LEDアレイのカラムを、A
rduino UNOマイクロコントローラー基板を介して、TTLコントロール(Fairchild Semicond
uctor PN2222BU-ND)によってアドレス指定した。光アウトプットを、パルス幅のモジュレ
ーションを介してモジュレートした。光アウトプットを、Thorlabs PM100Dパワーメータ
ーおよびS120VC光ダイオード検出器を利用して、アレイの上80mmの距離から測定した。換
気のための空間を提供し、光照射野の均一性を最大化するために、80mmの高さの換気スペ
ーサーを、LEDアレイと24ウェルサンプルプレートとの間に配置した。送風機(Evercool E
C5015M12CA)を、スペーサーユニットの一方の壁に沿って取り付け、反対の壁を、ギャッ
プを備えて製造して、気流の増加を可能にした。
【０３４９】
　ImageJソフトウェアを使用したLIVE/DEAD(登録商標)アッセイの定量。LIVE/DEAD(Life 
Technologies社)染色細胞の画像を、蛍光顕微鏡によって捕捉し、以下のように処理した:
背景を差し引いた(処理→背景の差し引き)。蛍光面積に基づく閾値を、細胞状態の正確な
同定を確実にするために設定した(画像化→調節→閾値)。セグメント化分析を実施して、
個々の細胞の自動計数を可能にした(処理→バイナリー→分岐点)。最後に、残骸シグナル
を濾過し、細胞を計数した(分析→粒子の分析)。毒性を、死細胞の百分率として決定した
。
【０３５０】
　化学的に誘導可能なTALE。Neuro2A細胞を、5%HyClone熱不活性化FBS(Thermo Scientifi
c社)、1%ペニシリン/ストレプトマイシン(Life Technologies社)および25mM HEPES(Sigma
 Aldrich社)を補充した、1:1比のOptiMEM(Life Technologies社)対GlutaMaxおよびピルビ
ン酸ナトリウムを有する高グルコースDMEM(Life Technologies社)を含む培地中で増殖さ
せた。150,000細胞を、24ウェルプレートの各ウェル中に、18～24時間プレートし、その
後トランスフェクトした。細胞を、製造業者の推奨するプロトコルに従って、1ウェル当
たり合計1μgの構築物DNA(等モル比)および2μLのLipofectamine 2000(Life Technologie
s社)でトランスフェクトした。培地を、トランスフェクションの12時間後に交換した。動
力学試験のために、アブシジン酸(ABA、Sigma Aldrich社)を250μΜの最終濃度になるよ
うに新たな培地に添加したときに、化学物質誘導を、トランスフェクションの24時間後に
開始した。RNAを、製造業者の指示に従ってRNeasyキット(Qiagen社)を使用して抽出し、1
サンプル当たり1μgのRNAを、qScript(Quanta Biosystems社)を使用して逆転写した。相
対的mRNAレベルを、標的化された遺伝子ならびに内因性コントロールとしてのマウスGAPD
Hに特異的なTaqManプローブを使用して、定量的リアルタイムPCR(qRT-PCR)によって測定
した(Life Technologies社、TaqmanプローブIDについては補足Table 2(表5)を参照のこと
)。細胞をGFPでのモックトランスフェクションに供した場合、ΔΔCt分析を使用して、陰
性コントロールと比較した変化倍数を得た。
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【０３５１】
　Cas9転写エフェクター。HEK 293FT細胞を、24ウェルディッシュ中への播種の24時間後
に、Lipofectamine 2000(Life Technologies社)を使用して、変異体Cas9融合タンパク質
および合成ガイドRNA(sgRNA)で同時トランスフェクトした。トランスフェクションの72時
間後、総RNAを精製した(RNeasy Plus、Qiagen社)。1μgのRNAを、cDNAに逆転写した(qScr
ipt、Quanta Biosciences社)。定量的リアルタイムPCRを、製造業者のプロトコル(Life T
echnologies社)に従って実施し、hKlf4(Hs00358836_m1)、hSox2(Hs01053049_s1)および内
因性コントロールGAPDH(Hs02758991_g1)についてTaqManアッセイを使用して三連で実施し
た。
【０３５２】
　hSpCas9アクチベータープラスミドを、hEF1aプロモーターの発現下でレンチウイルスベ
クター中にクローニングした(pLenti-EF1a-Cas9-NLS-VP64)。hSpCas9リプレッサープラス
ミドを、同じベクター中にクローニングした(pLenti-EF1a-SID4x-NLS-Cas9-NLS)。KLF4遺
伝子座に標的化されるガイド配列(20bp)標的は以下である:GCGCGCTCCACACAACTCAC、GCAAA
AATAGACAATCAGCA、GAAGGATCTCGGCCAATTTG。SOX2遺伝子座に標的化されるガイドRNAのため
のスペーサー配列は以下である:GCTGCCGGGTTTTGCATGAA、CCGGGCCCGCAGCAAACTTC、GGGGCTG
TCAGGGAATAAAT。
【０３５３】
　光遺伝学的アクチュエーター:微生物および植物由来の光感受性タンパク質が、光遺伝
学的アクチュエーターとして操作されて、膜電位(Deisseroth, K. Optogenetics. Nature
 methods 8、26～29、doi: 10.1038/nmeth.f.324 (2011);Zhang, F.ら　The microbial o
psin family of optogenetic tools. Cell 147、1446～1457、doi: 10.1016/j .cell.201
1.12.004 (2011)ならびにYizhar, O.、Fenno, L. E.、Davidson,T. J.、Mogri, M.および
Deisseroth, K. Optogenetics in neural systems. Neuron 71、9～34、doi: 10.1016/j.
neuron.2011.06.004 (2011))、細胞内生化学的シグナル伝達(Airan, R. D.、Thompson, K
. R.、Fenno, L. E.、Bernstein, H.およびDeisseroth, K. Temporally precise in vivo
 control of intracellular signalling. Nature 458、1025～1029、doi:10.1038/nature
07926 (2009))、タンパク質相互作用(Levskaya, A.、Weiner, O. D.、Lim, W. A.およびV
oigt, C. A. Spatiotemporal control of cell signalling using a light-switchable p
rotein interaction. Nature 461、997～1001、doi: 10.1038/nature08446 (2009);Yazaw
a, M.、Sadaghiani, A. M.、Hsueh, B.およびDolmetsch, R. E. Induction of protein-p
rotein interactions in live cells using light. Nat Biotechnol 27、941～945、doi:
 10.1038/nbt. 1569 (2009);Strickland, D.ら　TULIPs: tunable, light-controlled in
teracting protein tags for cell biology. Nature methods 9、379～384、doi: 10.103
8/nmeth.1904 (2012)ならびにKennedy, M. J.ら　Rapid blue-light-mediated induction
 of protein interactions in living cells. Nature methods 7、973～975、doi: 10.10
38/nmeth. 1524 (2010))、および異種遺伝子発現(Yazawa, M.、Sadaghiani, A. M.、Hsue
h, B.およびDolmetsch, R. E. Induction of protein-protein interactions in live ce
lls using light. Nat Biotechnol 27、941～945、doi: 10.1038/nbt.1569 (2009);Kenne
dy, M. J.ら　Rapid blue-light-mediated induction of protein interactions in livi
ng cells. Nature methods 7、973～975、doi: 10.1038/nmeth.1524 (2010);Shimizu-Sat
o, S.、Huq, E.、Tepperman, J. M.およびQuail, P. H. A light-switchable gene promo
ter system. Nat Biotechnol 20、1041～1044、doi: 10.1038/nbt734 (2002);Ye, H.、Da
oud-El Baba, M.、Peng, R. W.およびFussenegger, M. A synthetic optogenetic transc
ription device enhances blood-glucose homeostasis in mice. Science 332、1565～15
68、doi:10.1126/science.1203535 (2011);Wang, X.、Chen, X.およびYang, Y. Spatiote
mporal control of gene expression by a light-switchable transgene system. Nature
 methods 9、266～269、doi: 10.1038/nmeth. 1892 (2012)ならびにPolstein, L. R.およ
びGersbach, C. A. Light-inducible spatiotemporal control of gene activation by c
ustomizable zinc finger transcription factors. J Am Chem Soc 134、16480～16483、
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doi: 10.1021/ja3065667 (2012))を含む細胞機能の光学制御を可能にしてきた。
【０３５４】
　周囲光曝露:全ての細胞を、刺激の間を除く全ての時間において、低い光レベル(<0.01m
W/cm2)で培養した。室内での周囲光(0.1～0.2mW/cm2)は、LITE系を有意に活性化すること
が見出されているので、これらの予防措置をとった(図36D)。in vivo実験の間に光から動
物を遮蔽するために特別な予防措置をとらなかった場合、移植された光ファイバー内の理
想的な伝播を前提としたとしても、周囲光に起因するファイバー末端における光透過の推
定は、<0.01mWであった(200μmのファイバーコア直径および0.22の開口数に基づく)。
【０３５５】
　Neuro2A細胞における光刺激パラメーターの最適化:近UV誘導される細胞毒性を最小化す
るために、本出願人らが、466nm青色LEDを選択してTALE-CRY2を活性化したところ、波長
は、450nmのCRY2吸収最大から僅かに赤シフトしたが、なおも80%を超える活性を維持して
いた(Banerjee, R.ら　The signaling state of Arabidopsis cryptochrome 2 contains 
flavin semiquinone. J Biol Chem 282、14916～14922、doi: 10.1074/jbc.M700616200 (
2007))(図42)。光曝露を最小化するために、本出願人らは、軽度の刺激プロトコル(0.067
Hzで1sの光パルス、約7%のデューティサイクル)を選択した。これは、光デューティサイ
クルが、広範なデューティサイクルパラメーター(1.7%～100%のデューティサイクル、図4
1)にわたってLITE媒介性の転写活性化に対して有意な影響を有さないという本出願人らの
知見に基づいた。0～10mW/cm2の光強度の範囲での照射により、Ngn2 mRNAレベルが、最大
5mW/cm2の強度の関数として増加したことが明らかになった。しかし、Ngn2 mRNAレベルの
増加は、10mW/cm2において減退し(図36C)、より高い強度の光が、LITE機能または細胞生
理学のいずれかに対する決定的な影響を有し得ることを示唆している。この観察をよりよ
く特徴付けるために、本出願人らは、生細胞に対してカルセイン対比染色と共にエチジウ
ムホモダイマー-1細胞毒性アッセイを実施して、10mW/cm2のより高い刺激強度において、
有意に高い百分率のエチジウム陽性細胞を見出した。逆に、5mW/cm2刺激からのエチジウ
ム陽性細胞数は、未刺激のコントロールから識別不能であった。従って、5mW/cm2は、低
い細胞毒性を維持しつつ、強固なLITE活性化を達成するのに最適なようであった。
【０３５６】
　初代ニューロンにおける光誘導性毒性の低減:ニューロンにおけるLITEの初期適用によ
り、培養されたニューロンは、Neuro2a細胞よりも、青色光に対してかなり感受性が高い
ことが明らかになった。本出願人らがNeuro2a細胞のために以前に最適化した刺激パラメ
ーター(合計24時間にわたる、466nm、5mW/cm2強度、7%デューティサイクル、0.067Hzで1s
の光パルス)は、初代ニューロンにおいて>50%毒性を引き起こした。従って、本出願人ら
は、広範なデューティサイクルがLITE媒介性の転写活性化に対してほとんど影響を有さな
いことを以前に観察しているので、本出願人らは、より低いデューティサイクルを用いて
生存を試験した(図41)。同じ光強度(5mW/cm2)での0.8%の低減したデューティサイクル(0.
0167Hzで0.5sの光パルス)は、未刺激の培養物のものから識別不能な高い生存率を維持す
るのに十分であった(図47)。
【０３５７】
　in vivo実験における光伝播および毒性:以前の研究は、脳組織における異なる波長の光
の伝播効率を調査している。473nm光(この研究で使用した波長)について、0.35mmの組織
を通過した後に>90%の減弱が存在した(Witten, Ilana B.　ら　Recombinase-Driver Rat 
Lines: Tools, Techniques, and Optogenetic Application to Dopamine-Mediated Reinf
orcement. Neuron 72、721～733、doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.neuron.2011.10.02
8(2011))。推定された5mW/cm2の光パワー密度は、0.35mmの組織(この研究で使用した脳パ
ンチの直径)の組織深度および5mWの総パワーアウトプットに基づいて推定した。in vivo
で使用した光刺激デューティサイクルは、初代ニューロンに使用したものと同じであった
(0.8%、0.0167Hzで0.5s)(図47)。
【０３５８】
　CRY2吸収スペクトル:CRY2の吸収スペクトルの例示を図42に示した。このスペクトルは
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rabidopsis Cryptochrome 2 Contains Flavin Semiquinone. Journal of Biological Che
mistry 282、14916～14922、doi: 10.1074/jbc.M700616200 (2007))。波長>500nmは、事
実上吸収されず、黄色または赤色の光に感受性のタンパク質を用いたさらなる多様式な光
学制御にとって有用であり得る。
【０３５９】
　AAV1上清プロセスの開発:伝統的なAAV粒子生成は、骨の折れる産生および精製プロセス
を要求し、並行した多くの構築物の試験を実行困難なものにした(Grieger, J. C、Choi, 
V. W.およびSamulski, R. J. Production and characterization of adeno-associated v
iral vectors. Nat Protoc 1、1412～1428、doi: 10.1038/nprot.2006.207 (2006))。こ
の研究では、トランスフェクトされた293FT細胞由来の濾過した上清を使用した、単純で
はあるが高度に効率的なAAV産生のプロセス(図43)。最近の報告は、293FT細胞中で産生さ
れたAAV粒子が、細胞質中だけでなく、培養培地中にもかなりの量で存在することが見出
され得ることを示している(Lock M, A. M.、Vandenberghe LH、Samanta A、Toelen J、De
byser Z、Wilson JM. Rapid, Simple, and Versatile Manufacturing of Recombinant Ad
eno-Associated Viral Vectors at Scale. Human Gene Therapy 21、1259～1271、doi: 1
0.1089/hum.2010.055 (2010))。上清と宿主細胞のサイトゾルとの間のウイルス粒子の比
率は、AAV血清型に依存して変動し、分泌は、ポリエチレンイミン(PEI)を使用してウイル
スパッケージングプラスミドをトランスフェクトした場合に、増強された(Lock M, A. M.
、Vandenberghe LH、Samanta A、Toelen J、Debyser Z、Wilson JM. Rapid, Simple, and
 Versatile Manufacturing of Recombinant Adeno-Associated Viral Vectors at Scale.
 Human Gene Therapy 21、1259～1271、doi: 10.1089/hum.2010.055 (2010))。最近の研
究では、TALEを有するAAVベクター(図38A)でトランスフェクトされ、AAV1血清型を使用し
てパッケージングされた2×105の293FT細胞が、1mL当たり5.6±0.24×1010のDNaseI耐性
ゲノムコピー(gc)の濃度で、250μlのAAV1を生産することが可能であったことが見出され
た。250μlの濾過された上清が、80～90%の効率で150,000の初代皮質ニューロンを形質導
入することができた(図38Bおよび図43)。このプロセスはまた、96ウェル形式に首尾よく
適合され、最大96種の異なる構築物由来のAAV1上清125μlの並行した産生を可能にした。
次いで、35μlの上清は、96ウェル形式中で培養した初代ニューロンの1つのウェルを形質
導入するために使用され得、単一ウェルからの生物学的に三連での形質導入を可能にする
。
【０３６０】
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【表２５】

【０３６１】



(113) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

30

40

【表２６】

【０３６２】

【表２７】

【０３６３】
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【表２８】

【０３６４】
【表２９】

【０３６５】
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【表３０】

【０３６６】



(116) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

30

40

【表３１Ａ】

【０３６７】
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【表３１Ｂ】

【０３６８】
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【表３２Ａ】

【０３６９】



(119) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

30

40

【表３２Ｂ】

【０３７０】
【表３３】

【０３７１】
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10

【表３４】

【０３７２】
　補足配列
【０３７３】
　>TALE(Ngn2)-NLS-CRY2
【０３７４】
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【表３５】

【０３７５】
　>TALE(Ngn2)-NLS-CRY2PHR
【０３７６】
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【表３６】

【０３７７】
　>CIB1-NLS-VP64_2A_GFP
【０３７８】
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【表３７】

【０３７９】
　>CIBN-NLS-VP64_2A_GFP
【０３８０】
【表３８】

【０３８１】
　>CIB1-NLS-VP16_2A_GFP
【０３８２】
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【表３９】

【０３８３】
　>CIB1-NLS-p65_2A_GFP
【０３８４】
【表４０】

【０３８５】
　>HA-TALE(12マー)-NLS-VP64_2A_GFP
【０３８６】
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【表４１】

【０３８７】
　>HA-TALE(12マー)-NLS-SID4X_2A_phiLOV2.1
【０３８８】
【表４２】

【０３８９】
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　>HA-TALE(12マー)-NLS-CIB1
【０３９０】
【表４３】

【０３９１】
　>CRY2PHR-NLS-VP64_2A_GFP
【０３９２】

【表４４】

【０３９３】
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　>CRY2PHR-NLS-SID4X_2A_phiLOV2.1
【０３９４】
【表４５】

【０３９５】
　>TALE(KLF4)-NLS-CRY2PHR
【０３９６】
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【表４６】

【０３９７】
　>HA-NLS-TALE(p11,N136)-SID
【０３９８】
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【表４７】

【０３９９】
　>HA-NLS-TALE(p11,N136)-SID4X
【０４００】



(130) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

【表４８】

【０４０１】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-cib1-mutNLS
【０４０２】
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【表４９】

【０４０３】
　>HA-TALE(ng2,C63)-wNES-cib1-mutNLS
【０４０４】
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【表５０】

【０４０５】
　>HA-TALE(ng2,C63)-mNES-cib1-mutNLS
【０４０６】
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【表５１】

【０４０７】
　>HA-TALE(ng2,C63)-ptk2NES-cib1-mutNLS
【０４０８】
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【表５２】

【０４０９】
　>HA-TALE(ng2,C63)-mapkkNES-cib1-mutNLS
【０４１０】
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【表５３】

【０４１１】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-cib1Δ3-mutNLS
【０４１２】
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【表５４】

【０４１３】
　>HA-TALE(ng2,C63)-wNLS-cib1Δ3-mutNLS
【０４１４】
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【表５５】

【０４１５】
　>HA-TALE(ng2,C63)-mNLS-cib1Δ3-mutNLS
【０４１６】
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【表５６】

【０４１７】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-cib1-mutNLS-mutbHLH
【０４１８】
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【表５７】

【０４１９】
　>HA-TALE(ng2,C63)-wNES-cib1-mutNLS-mutbHLH
【０４２０】
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【表５８】

【０４２１】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-cib1Δ1-mutNLS
【０４２２】
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【表５９】

【０４２３】
　>HA-TALE(ng2,C63)-wNLS-cib1Δ1-mutNLS
【０４２４】
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【表６０】

【０４２５】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-cib1Δ2-mutNLS
【０４２６】
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【表６１】

【０４２７】
　>HA-TALE(ng2,C63)-wNES-cib1Δ2-mutNLS
【０４２８】
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【表６２】

【０４２９】
　>HA-TALE(ng2,C63)-NLS-cib1-mutNLS-mutbHLH
【０４３０】
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【表６３】

【０４３１】
　>HA-TALE(ng2,C63)-NLS-cib1Δ1-mutNLS
【０４３２】
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【表６４】

【０４３３】
　>HA-TALE(ng2,C63)-NLS-cib1Δ2-mutNLS
【０４３４】
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【表６５】

【０４３５】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-iNES1-cib1-mutNLS
【０４３６】
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【表６６】

【０４３７】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-iNES2-cib1-mutNLS
【０４３８】
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【表６７】

【０４３９】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-iNES3-cib1-mutNLS
【０４４０】
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【表６８】

【０４４１】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-iNES4-cib1-mutNLS
【０４４２】
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【表６９】

【０４４３】
　>HA-TALE(ng2,C63)-GS-iNES5-cib1-mutNLS
【０４４４】
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【表７０】

【０４４５】
　>HA-TALE(ng2,C63))-GS-iNES6-cib1-mutNLS
【０４４６】
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【表７１】

【０４４７】
　>HA-TALE(ng2,C63)-NLS-cib1Δ1
【０４４８】
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【表７２】

【０４４９】
　>HA -TALE(ng2,C63)-NLS-cib1Δ2
【０４５０】
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【表７３】

【０４５１】
　>アルファ-インポーチン-NLS-CRY2PHR-NLS-VP64_2A_GFP
【０４５２】
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【表７４】

【０４５３】
　>mutNES-CRY2PHR-NLS-VP64_2A_GFP
【０４５４】
【表７５】

【０４５５】
　>CRY2PHR-NLS-VP64-NLS_2A_GFP
【０４５６】
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【表７６】

【０４５７】
　>Neurog2-TALE(N240,C63)-PYL
【０４５８】
【表７７】

【０４５９】
　>ABI-NLS-VP64
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【０４６０】
【表７８】

【０４６１】
　>hSpCas9(D10A,H840A)-リンカー-NLS-VP64
【０４６２】

【表７９】

【０４６３】
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　>SID4X-NLS-FLAG-リンカー-hSpCas9(D10A,H840A)-NLS
【０４６４】
【表８０】

【０４６５】
　エピジェネティックエフェクタードメイン配列
【０４６６】
　>hs_NCoR
【０４６７】

【表８１】

【０４６８】
　>pf_Sir2A
【０４６９】
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【表８２】

【０４７０】
　>nc_DIM5
【０４７１】
【表８３】

【０４７２】
　>sc_HST2
【０４７３】

【表８４】

【０４７４】
　>hs_SIRT3
【０４７５】
【表８５】

【０４７６】
　>hs_NIPP1
【０４７７】
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【表８６】

【０４７８】
　>ct_NUE
【０４７９】
【表８７】

【０４８０】
　>hs_MBD2b
【０４８１】
【表８８】

【０４８２】
　>ca_HST2
【０４８３】
【表８９】

【０４８４】
　>hs_PHF19
【０４８５】
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【表９０】

【０４８６】
　>hs_HDAC11
【０４８７】

【表９１】

【０４８８】
　>ml_MesoLo4
【０４８９】

【表９２】

【０４９０】
　>pbcv1_vSET
【０４９１】
【表９３】

【０４９２】
　>at_KYP
【０４９３】
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【表９４】

【０４９４】
　>tg_TgSET8
【０４９５】
【表９５】

【０４９６】
　>hs_SIRT6
【０４９７】
【表９６】

【０４９８】
　>ce_Set1
【０４９９】

【表９７】

【０５００】
　>mm_G9a
【０５０１】
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【表９８】

【０５０２】
　>hs_SIRT5
【０５０３】
【表９９】

【０５０４】
　>xl_HDAC8
【０５０５】
【表１００】

【０５０６】
　>mm_HP1a
【０５０７】

【表１０１】

【０５０８】
　>at_HDT1
【０５０９】
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【表１０２】

【０５１０】
　>mm_SAll
【０５１１】
【表１０３】

【０５１２】
　>hs_SETD8
【０５１３】
【表１０４】

【０５１４】
　>sc_RPD3
【０５１５】

【表１０５】

【０５１６】
　>ec_CobB
【０５１７】
【表１０６】

【０５１８】
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　>hs_SUV39H1
【０５１９】
【表１０７】

【０５２０】
　>hs_RCOR1
【０５２１】

【表１０８】

【０５２２】
　>hs_sin3a
【０５２３】
【表１０９】

【０５２４】
　>at_SUVR4
【０５２５】
【表１１０】

【０５２６】
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　>rn_MeCP2_NLS
【０５２７】
【表１１１】

【０５２８】
　>mm_SET-TAF1B
【０５２９】

【表１１２】

【０５３０】
　>ce_Set4
【０５３１】
【表１１３】

【０５３２】
　光刺激(Photostimulation)ハードウェア制御スクリプト
　以下のArduinoスクリプトを使用して、光刺激された24ウェルプレートの各4ウェルカラ
ムの個々の制御を可能にした。
【０５３３】
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【表１１４Ａ】

【０５３４】
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【表１１４Ｂ】

【０５３５】
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【表１１４Ｃ】

【０５３６】
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【表１１４Ｄ】

【０５３７】
(実施例12)
　内因性哺乳動物転写の光学制御
　初代マウス皮質ニューロンにおいて転写をモジュレートすることについて、AAV媒介性T
ALE送達の効力を試験するために、本出願人らは、3つのマウス神経伝達物質レセプターの
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遺伝子座:それぞれmGluR5、NMDAサブユニット2AおよびmGluR2をコードするGrm5、Grin2a
およびGrm2を標的化する6つのTALE-DNA結合ドメインを構築した(図58)。標的部位のアク
セス可能性の可能性を増加させるために、本出願人らは、UCSCゲノムブラウザからのマウ
ス皮質DNaseI感受性データを使用して、推定オープンクロマチン領域を同定した。各標的
遺伝子のプロモーター中のDNaseI感受性領域は、TALE結合配列の選択のためのガイドを提
供した(図46)。各TALEについて、本出願人らは、転写アクチベーターとしてVP64を使用し
たか、またはリプレッサーとしてmSin3相互作用ドメイン(SID)の4倍タンデムリピート(Be
erli, R.R.、Segal, D.J.、Dreier, B.およびBarbas, C.F., 3rd Toward controlling ge
ne expression at will: specific regulation of the erbB-2/HER-2 promoter by using
 polydactyl zinc finger proteins constructed from modular building blocks. Proc 
Natl Acad Sci U S A 95、14628～14633 (1998)ならびにAyer, D.E.、Laherty, CD.、Law
rence, Q.A.、Armstrong, A.P.およびEisenman, R.N. Mad proteins contain a dominant
 transcription repression domain. Molecular and Cellular Biology 16、5772～5781(
1996))を使用した。本出願人らは、TALEに融合した単一のSIDが、293FT細胞において標的
遺伝子を効率的に下方調節したことを以前に示している(Cong, L.、Zhou, R.、Kuo, Y.-c
.、Cunniff, M.およびZhang, F. Comprehensive interrogation of natural TALE DNA-bi
nding modules and transcriptional repressor domains. Nat Commun 3、968 (2012))。
このTALEリプレッサーをさらに改善することを望んで、本出願人らは、SIDの4つのリピー
ト-VP64の首尾よい4倍VP16リピートアーキテクチャーと類似(Beerli, R. R.、Segal, D. 
J.、Dreier, B.およびBarbas, C. F., 3rd. Toward controlling gene expression at wi
ll: specific regulation of the erbB-2/HER-2 promoter by using polydactyl zinc fi
nger proteins constructed from modular building blocks. Proc Natl Acad Sci U S A
 95、14628～14633 (1998))-が、その抑制活性を強化し得ると推論した。これは、実際に
、TALE-SID4X構築物が、293FT細胞においてTALE-SIDよりも約2倍抑制を増強した場合にあ
てはまった(図54)。
【０５３８】
　本出願人らは、6つのTALE-VP64構築物のうち4つ(Tl、T2、T5およびT6)が、AAVで形質導
入された初代ニューロンにおいて、その標的遺伝子Grm5およびGrm2を、それぞれ最大3倍
および8倍、効率的に活性化したことを見出した(図58)。同様に、6つのTALE-SID4Xリプレ
ッサーのうち4つ(T9、T10、T11、T12)は、その内因性標的Grin2aおよびGrm2の発現を、そ
れぞれ最大2倍および8倍低減させた(図58)。あわせると、これらの結果は、構成的TALEが
、ニューロンにおいて内因性標的遺伝子発現を正または負にモジュレートできることを示
している。顕著なことに、所与のTALEによる効率的な活性化または抑制は、反対方向での
転写モジュレーションにおけるその効率を予測しなかった。従って、複数のTALEは、特定
の遺伝子座のために最も効率的なTALEを同定するために、スクリーニングされる必要があ
り得る。
【０５３９】
　LITEのニューロン適用について、本出願人らは、6つの構成的TALEアクチベーターの本
出願人らの比較に基づいて、初代ニューロンにおいて最も強いレベルの標的上方調節を示
したGrm2 TALE(T6)を選択した(図58)。本出願人らは、0.8%の同じデューティサイクルを
有する2つの光パルス周波数を使用して、その機能を調査した。両方の刺激条件が、Grm2 
mRNAレベルにおける約7倍の光依存的増加を達成した(図38C)。さらなる研究により、有意
な標的遺伝子発現の増加が迅速に達成できたことが確認された(4時間以内に4倍の上方調
節;図38D)。さらに、本出願人らは、刺激後のmGluR2タンパク質の有意な上方調節を観察
し、mRNAレベルでLITEによってもたらされる変化がタンパク質ドメインに翻訳されること
を実証した(図38E)。合わせると、これらの結果は、LITEが、ニューロンにおける内因性
遺伝子発現の時間的に正確な光学制御を可能にすることを確認している。
【０５４０】
　本出願人らが以前に実行に移したLITEアクチベーターへの補完として、本出願人らは次
に、TALE-SID4X構築物に基づいてLITEリプレッサーを操作した。構成的Grm2 TALE(T11お
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よびT12、図59A)は、最も高いレベルの転写抑制を媒介し、LITEリプレッサーとして選択
された(図59A、図59B)。両方の光誘導性リプレッサーは、それぞれT11およびT12について
1.95倍および1.75倍の低減で、Grm2発現の有意な下方調節を媒介し、ニューロンにおける
光学的に制御された抑制の実現可能性を実証している(図38G)。
【０５４１】
　AAVを使用してニューロン中にLITEを送達するために、本出願人らは、LITE導入遺伝子
が含まれる総ウイルスゲノムサイズが4.8kbを超えないことを確実にする必要があった(Wu
, Z.、Yang, H.およびColosi, P. Effect of Genome Size on AAV Vector Packaging. Mo
l Ther 18、80～86 (2009)ならびにDong JY,F.P.、Frizzell RA Quantitative analysis 
of the packaging capacity of recombinant adeno-associated virus. Human Gene Ther
apy 7、2101～2112(1996))。この目的のために、本出願人らは、TALEのN末端およびC末端
を短縮し(N末端の136aaおよびC末端の63aaを維持する)、CRY2PHRおよびCIB1ドメインを交
換した(TALE-CIB1およびCRY2PHR-VP64;図38A)。このスイッチは、LITEの各成分がAAVベク
ター中に収まるのを可能にし、光媒介性転写モジュレーションの効力を低減させなかった
(図60)。これらのLITEは、2つのAAVベクターの組み合わせの同時形質導入を介して初代皮
質ニューロン中に効率的に送達され得る(図38B;>80%の同時形質導入効率で、個々の成分
について83～92%の送達効率)。
【０５４２】
(実施例13)
　誘導可能なレンチウイルスCas9
　レンチウイルス調製。pCasES10(これはレンチウイルス移行プラスミド骨格を含む)をク
ローニングした後、低継代(p=5)のHEK293FTを、50%コンフルエンスになるようにT-75フラ
スコ中に播種し、次の日、10%胎仔ウシ血清を含み抗生物質なしのDMEM中でトランスフェ
クトした。20時間後、培地をOptiMEM(無血清)培地に交換し、トランスフェクションを4時
間後に実施した。細胞を、10μgのレンチウイルス移行プラスミド(pCasES10)および以下
のパッケージングプラスミド:5μgのpMD2.G(VSV-g偽型)および7.5μgのpsPAX2(gag/pol/r
ev/tat)でトランスフェクトした。トランスフェクションを、カチオン性脂質送達剤(50μ
LのLipofectamine 2000および100μlのPlus試薬)を用いて、4mL OptiMEMにおいて実施し
た。6時間後、培地を、10%胎仔ウシ血清を含む抗生物質なしのDMEMに交換した。
【０５４３】
　レンチウイルス精製。ウイルス上清を、48時間後に回収した。上清を、最初に残骸除去
し、0.45μmの低タンパク質結合(PVDF)フィルターを介して濾過した。次いで、これらを2
4,000rpmで2時間、超遠心分離器で遠心した。ウイルスペレットを、4℃で一晩50μlのDME
M中に再懸濁した。次いで、これらをアリコート化し、-80℃で即座に凍結した。
【０５４４】
　FACSを使用したクローン性単離。HEK293FTおよびHUES64ヒト胚性幹細胞のクローン性単
離のために、細胞を、1μlまたは5μlのいずれかの精製ウイルスを用いて懸濁物中で感染
させた。感染の24時間後、1μMドキシサイクリンを細胞培養培地に添加した。さらに24時
間または48時間後、細胞は、BD FACSAria IIu機器での蛍光活性化細胞選別(FACS)を受け
、ドキシサイクリン処理後に強固にEGFP(および従ってCas9)を発現した単一細胞を単離し
た。細胞を、バルクでまたは個々のウェル中へのいずれかでプレートして、さらなる使用
のための、組み込まれた誘導可能なCas9を有するクローン性集団の選択を可能にした。選
別効率は通常>95%であり、細胞を、プレートした直後に可視化して、EGFP蛍光を検証した
。
【０５４５】
　図61は、Tet Cas9ベクター設計を示す。
【０５４６】
　図62は、ベクターおよび293FT細胞におけるEGFPの発現を示す。
【０５４７】
　pCasES020誘導可能なCas9の配列:
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【表１１５Ａ】

【０５４９】
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【０５５０】
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【０５５１】
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【０５５２】
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【表１１５Ｇ】

【０５５５】
　1.細胞における目的のゲノム遺伝子座の発現を変更する誘導可能な方法であって、以下
:
　(a)ゲノム遺伝子座を、デオキシリボ核酸(DNA)結合ポリペプチドを含む天然に存在しな
いまたは操作された組成物と接触させる工程であって、このデオキシリボ核酸(DNA)結合
ポリペプチドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ
以上の転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは
複数の半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
コンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DN
A結合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つ
もしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、
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を含む、工程;
　(b)エネルギー供給源を適用する工程;ならびに
　(c)ゲノム遺伝子座の発現が変更されていることを決定する工程、
を含む、方法。
【０５５６】
　2.少なくとも1つまたは複数のエフェクタードメインが、以下:トランスポザーゼドメイ
ン、インテグラーゼドメイン、リコンビナーゼドメイン、リゾルバーゼドメイン、インベ
ルターゼドメイン、プロテアーゼドメイン、DNAメチルトランスフェラーゼドメイン、DNA
デメチラーゼドメイン、ヒストンアセチラーゼドメイン、ヒストンデアセチラーゼドメイ
ン、ヌクレアーゼドメイン、リプレッサードメイン、アクチベータードメイン、核局在化
シグナルドメイン、転写-タンパク質リクルートドメイン、細胞取り込み活性関連ドメイ
ン、核酸結合ドメインおよび抗体提示ドメインからなる群から選択される、段落1に記載
の方法。
【０５５７】
　3.少なくとも1つまたは複数のエフェクタードメインが、ヌクレアーゼドメインまたは
リコンビナーゼドメインである、段落2に記載の方法。
【０５５８】
　4.ヌクレアーゼドメインが非特異的FokIエンドヌクレアーゼ触媒ドメインである、段落
3に記載の方法。
【０５５９】
　5.エネルギー感受性タンパク質がクリプトクロム-2(CRY2)である、段落1から4のいずれ
か1つに記載の方法。
【０５６０】
　6.相互作用パートナーがクリプトクロム相互作用性塩基性ヘリックス-ループ-ヘリック
ス(CIB1)である、段落1から5のいずれか1つに記載の方法。
【０５６１】
　7.エネルギー供給源が、以下:電磁気照射、音響エネルギーまたは熱エネルギーからな
る群から選択される、段落1から6のいずれか1つに記載の方法。
【０５６２】
　8.電磁気照射が可視光の成分である、段落7に記載の方法。
【０５６３】
　9.可視光の成分が、450nm～500nmの範囲の波長を有する、段落8に記載の方法。
【０５６４】
　10.可視光の成分が青色光である、段落8に記載の方法。
【０５６５】
　11.エネルギー供給源を適用する工程が、少なくとも6.2mW/cm2の強度の青色光での刺激
を含む、段落1に記載の方法。
【０５６６】
　12.DNA結合ドメインが、(X1～11-X12X13-X14～33または34または35)zを含み、式中、
　　X1～11は、11個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　X12X13は、リピート可変二残基(RVD)であり、
　　X14～33または34または35は、21、22または23個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　zは、少なくとも5～40であり、
　　少なくとも1つのRVDは、NI、HD、NG、NN、KN、RN、NH、NQ、SS、SN、NK、KH、RH、HH
、HI、KI、RI、SI、KG、HG、RG、SD、ND、KD、RD、YG、HN、NV、NS、HA、S*、N*、KA、H*
、RA、NAおよびNCからなる群から選択され、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないこ
とを意味する、
段落1から11のいずれか1つに記載の方法。
【０５６７】
　13.zが少なくとも10～26である、段落12に記載の方法。
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【０５６８】
　14.X1～11のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX1～11-X14～35

)中のアミノ酸1～11として示された12個連続するアミノ酸の配列であるか、または
　X14～34もしくはX14～35のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX

1～11-X14～35)中のアミノ酸12～32もしくは12～33として示された21もしくは22個連続す
るアミノ酸の配列である、
段落12に記載の方法。
【０５６９】
　15.少なくとも1つのRVDが、(a)グアニン(G)の認識のためのHH、KH、NH、NK、NQ、RH、R
N、SS;(b)アデニン(A)の認識のためのSI;(c)チミン(T)の認識のためのHG、KG、RG;(d)シ
トシン(C)の認識のためのRD、SD;(e)AまたはGの認識のためのNV;および(f)AまたはTまた
はGまたはCの認識のためのH*、HA、KA、N*、NA、NC、NS、RA、S*からなる群から選択され
、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないことを意味する、段落12に記載の方法。
【０５７０】
　16.Gの認識のためのRVDがRN、NH、RHもしくはKHである;または
　Aの認識のためのRVDがSIである;または
　Tの認識のためのRVDがKGもしくはRGである;および
　Cの認識のためのRVDがSDもしくはRDである、
段落15に記載の方法。
【０５７１】
　17.以下:
　X1～4における[LTLD]もしくは[LTLA]もしくは[LTQV]、または
　位置X30～33もしくはX31～34もしくはX32～35における[EQHG]もしくは[RDHG]、
のうち少なくとも1つが存在する、段落12に記載の方法。
【０５７２】
　18.N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の147個連続する
アミノ酸を含む、または
　C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の68個連続するアミ
ノ酸を含む、あるいは
　N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の136個連続するア
ミノ酸を含み、C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の183
個連続するアミノ酸を含む、
段落1から17のいずれか1つに記載の方法。
【０５７３】
　19.目的のゲノム遺伝子座が、分化因子、転写因子、神経伝達物質トランスポーター、
神経伝達物質シンターゼ、シナプスタンパク質、可塑性タンパク質、シナプス前アクティ
ブゾーンタンパク質、シナプス後肥厚部タンパク質、神経伝達物質レセプター、エピジェ
ネティック修飾因子、神経運命決定因子、軸索ガイダンス分子、イオンチャネル、CpG結
合タンパク質、ユビキチン化タンパク質、ホルモン、ホメオボックスタンパク質、増殖因
子、癌遺伝子または原癌遺伝子をコードする遺伝子と関連している、段落1から18のいず
れか1つに記載の方法。
【０５７４】
　20.細胞における目的のゲノム遺伝子座の発現を抑制する誘導可能な方法であって、以
下:
　(a)ゲノム遺伝子座を、DNA結合ポリペプチドを含む天然に存在しないまたは操作された
組成物と接触させる工程であって、このDNA結合ポリペプチドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ
以上の転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは
複数の半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または



(183) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

30

40

50

　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
コンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DN
A結合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つ
もしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、
を含む、工程;
　(b)エネルギー供給源を適用する工程;ならびに
　(c)ゲノム遺伝子座の発現が抑制されていることを決定する工程、
を含む、方法。
【０５７５】
　21.ポリペプチドが、少なくとも1つのSIDリプレッサードメインを含む、段落20に記載
の方法。
【０５７６】
　22.ポリペプチドが、少なくとも4つのSIDリプレッサードメインを含む、段落21に記載
の方法。
【０５７７】
　23.ポリペプチドが、SID4Xリプレッサードメインを含む、段落21に記載の方法。
【０５７８】
　24.ポリペプチドが、KRABリプレッサードメインを含む、段落20に記載の方法。
【０５７９】
　25.エネルギー感受性タンパク質がクリプトクロム-2(CRY2)である、段落20から24のい
ずれか1つに記載の方法。
【０５８０】
　26.相互作用パートナーがクリプトクロム相互作用性塩基性ヘリックス-ループ-ヘリッ
クス(CIB1)である、段落20から25のいずれか1つに記載の方法。
【０５８１】
　27.エネルギー供給源が、以下:電磁気照射、音響エネルギーまたは熱エネルギーからな
る群から選択される、段落20から26のいずれか1つに記載の方法。
【０５８２】
　28.電磁気照射が可視光の成分である、段落20に記載の方法。
【０５８３】
　29.可視光の成分が、450nm～500nmの範囲の波長を有する、段落28に記載の方法。
【０５８４】
　30.可視光の成分が青色光である、段落28に記載の方法。
【０５８５】
　31.エネルギー供給源を適用する工程が、少なくとも6.2mW/cm2の強度の青色光での刺激
を含む、段落20に記載の方法。
【０５８６】
　32.DNA結合ドメインが、(X1～11-X12X13-X14～33または34または35)zを含み、式中、
　　X1～11は、11個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　X12X13は、リピート可変二残基(RVD)であり、
　　X14～33または34または35は、21、22または23個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　zは、少なくとも5～40であり、
　　少なくとも1つのRVDは、NI、HD、NG、NN、KN、RN、NH、NQ、SS、SN、NK、KH、RH、HH
、HI、KI、RI、SI、KG、HG、RG、SD、ND、KD、RD、YG、HN、NV、NS、HA、S*、N*、KA、H*
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、RA、NAおよびNCからなる群から選択され、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないこ
とを意味する、
段落20から31のいずれか1つに記載の方法。
【０５８７】
　33.zが少なくとも10～26である、段落32に記載の方法。
【０５８８】
　34.X1～11のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX1～11-X14～35

)中のアミノ酸1～11として示された11個連続するアミノ酸の配列であるか、または
　X14～34もしくはX14～35のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX

1～11-X14～35)中のアミノ酸12～32もしくは12～33として示された21もしくは22個連続す
るアミノ酸の配列である、
段落32に記載の方法。
【０５８９】
　35.N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の147個連続する
アミノ酸を含む、または
　C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の68個連続するアミ
ノ酸を含む、あるいは
　N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の136個連続するア
ミノ酸を含み、C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の183
個連続するアミノ酸を含む、
段落20から34のいずれか1つに記載の方法。
【０５９０】
　36.目的のゲノム遺伝子座が、分化因子、またはイオンチャネルの成分をコードする遺
伝子と関連するゲノム遺伝子座である、段落20から35のいずれか1つに記載の方法。
【０５９１】
　37.分化因子がSRY-ボックス-2(SOX2)であり、遺伝子SOX2によってコードされる、段落3
6に記載の方法。
【０５９２】
　38.分化因子がp11であり、遺伝子p11によってコードされる、段落36に記載の方法。
【０５９３】
　39.イオンチャネルの成分がCACNA1Cであり、遺伝子CACNA1Cによってコードされる、段
落36に記載の方法。
【０５９４】
　40.細胞における目的のゲノム遺伝子座の発現を活性化する誘導可能な方法であって、
以下:
　(a)ゲノム遺伝子座を、DNA結合ポリペプチドを含む天然に存在しないまたは操作された
組成物と接触させる工程であって、このDNA結合ポリペプチドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ
以上のTALEモノマーおよび少なくとも1つもしくは複数の半モノマーを含むDNA結合ドメイ
ン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のアクチベータードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
コンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DN
A結合ドメインまたはアクチベータードメイン、ならびに
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つ
もしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のアクチベータードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
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相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはアクチベータードメイン、
を含む、工程;
　(b)エネルギー供給源を適用する工程;ならびに
　(c)ゲノム遺伝子座の発現が活性化されていることを決定する工程、
を含む、方法。
【０５９５】
　41.ポリペプチドが、少なくとも1つのVP16またはVP64アクチベータードメインを含む、
段落40に記載の方法。
【０５９６】
　42.ポリペプチドが、少なくとも1つのp65アクチベータードメインを含む、段落40に記
載の方法。
【０５９７】
　43.エネルギー感受性タンパク質がCRY2である、段落40から42のいずれか1つに記載の方
法。
【０５９８】
　44.相互作用パートナーがCIB1である、段落40から43のいずれか1つに記載の方法。
【０５９９】
　45.エネルギー供給源が、以下:電磁気照射、音響エネルギーまたは熱エネルギーからな
る群から選択される、段落40に記載の方法。
【０６００】
　46.電磁気照射が可視光の成分である、段落45に記載の方法。
【０６０１】
　47.可視光の成分が、450nm～500nmの範囲の波長を有する、段落46に記載の方法。
【０６０２】
　48.可視光の成分が青色光である、段落46に記載の方法。
【０６０３】
　49.エネルギー供給源を適用する工程が、少なくとも6.2mW/cm2の強度の青色光での刺激
を含む、段落40に記載の方法。
【０６０４】
　50.DNA結合ドメインが、(X1～11-X12X13-X14～33または34または35)zを含み、式中、
　　X1～11は、11個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　X12X13は、リピート可変二残基(RVD)であり、
　　X14～33または34または35は、21、22または23個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　zは、少なくとも5～40であり、
　　少なくとも1つのRVDは、NI、HD、NG、NN、KN、RN、NH、NQ、SS、SN、NK、KH、RH、HH
、HI、KI、RI、SI、KG、HG、RG、SD、ND、KD、RD、YG、HN、NV、NS、HA、S*、N*、KA、H*
、RA、NAおよびNCからなる群から選択され、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないこ
とを意味する、
段落40から49のいずれか1つに記載の方法。
【０６０５】
　51.zが少なくとも10～26である、段落50に記載の方法。
【０６０６】
　52.X1～11のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX1～11-X14～35

)中のアミノ酸1～11として示された11個連続するアミノ酸の配列であるか、または
　X14～34もしくはX14～35のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX

1～11-X14～35)中のアミノ酸12～32もしくは12～33として示された21もしくは22個連続す
るアミノ酸の配列である、
段落50に記載の方法。
【０６０７】
　53.N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の147個連続する
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アミノ酸を含む、または
　C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の68個連続するアミ
ノ酸を含む、あるいは
　N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の136個連続するア
ミノ酸を含み、C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の183
個連続するアミノ酸を含む、
段落40から52のいずれか1つに記載の方法。
【０６０８】
　54.目的のゲノム遺伝子座が、分化因子、エピジェネティックモジュレーター、または
イオンチャネルの成分をコードする遺伝子と関連するゲノム遺伝子座である、段落40から
53のいずれか1つに記載の方法。
【０６０９】
　55.分化因子がニューロゲニン-2であり、遺伝子NEUROG2によってコードされる、段落54
に記載の方法。
【０６１０】
　56.分化因子がクルッペル様因子4であり、遺伝子KLF-4によってコードされる、段落54
に記載の方法。
【０６１１】
　57.エピジェネティックモジュレーターがTetメチルシトシンジオキシゲナーゼ1であり
、遺伝子tet-1によってコードされる、段落54に記載の方法。
【０６１２】
　58.イオンチャネルの成分がCACNA1Cであり、遺伝子CACNA1Cによってコードされる、段
落54に記載の方法。
【０６１３】
　59.細胞におけるゲノム遺伝子座の発現を誘導可能に変更するための天然に存在しない
または操作された組成物であって、この組成物はDNA結合ポリペプチドを含み、このDNA結
合ポリペプチドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　少なくとも1つもしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメ
イン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
コンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DN
A結合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　少なくとも1つもしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメ
イン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、
を含み;
　このポリペプチドは、このポリペプチドがゲノム遺伝子座のDNAに優先的に結合するよ
うにコドン最適化された核酸分子によってコードされ、かかるコドン最適化された核酸分
子から翻訳され、
　このポリペプチドが、エネルギー供給源の適用の際にゲノム遺伝子座の発現を変更する
、組成物。
【０６１４】
　60.少なくとも1つまたは複数のエフェクタードメインが、以下:トランスポザーゼドメ
イン、インテグラーゼドメイン、リコンビナーゼドメイン、リゾルバーゼドメイン、イン
ベルターゼドメイン、プロテアーゼドメイン、DNAメチルトランスフェラーゼドメイン、D
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NAデメチラーゼドメイン、ヒストンアセチラーゼドメイン、ヒストンデアセチラーゼドメ
イン、ヌクレアーゼドメイン、リプレッサードメイン、アクチベータードメイン、核局在
化シグナルドメイン、転写-タンパク質リクルートドメイン、細胞取り込み活性関連ドメ
イン、核酸結合ドメインおよび抗体提示ドメインからなる群から選択される、段落59に記
載の組成物。
【０６１５】
　61.少なくとも1つまたは複数のエフェクタードメインが、ヌクレアーゼドメインまたは
リコンビナーゼドメインである、段落59に記載の組成物。
【０６１６】
　62.ヌクレアーゼドメインが非特異的FokIエンドヌクレアーゼ触媒ドメインである、段
落61に記載の組成物。
【０６１７】
　63.エネルギー感受性タンパク質がクリプトクロム-2(CRY2)である、段落59から62のい
ずれか1つに記載の組成物。
【０６１８】
　64.相互作用パートナーがクリプトクロム相互作用性塩基性ヘリックス-ループ-ヘリッ
クス(CIB1)である、段落59から63のいずれか1つに記載の組成物。
【０６１９】
　65.エネルギー供給源が、以下:電磁気照射、音響エネルギーまたは熱エネルギーからな
る群から選択される、段落59から64のいずれか1つに記載の組成物。
【０６２０】
　66.電磁気照射が可視光の成分である、段落65に記載の組成物。
【０６２１】
　67.可視光の成分が、450nm～500nmの範囲の波長を有する、段落66に記載の組成物。
【０６２２】
　68.可視光の成分が青色光である、段落66に記載の組成物。
【０６２３】
　69.エネルギー供給源の適用が、少なくとも6.2mW/cm2の強度の青色光での刺激を含む、
段落59に記載の組成物。
【０６２４】
　70.DNA結合ドメインが、(X1～11-X12X13-X14～33または34または35)zを含み、式中、
　　X1～11は、11個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　X12X13は、リピート可変二残基(RVD)であり、
　　X14～33または34または35は、21、22または23個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　zは、少なくとも5～40であり、
　　少なくとも1つのRVDは、NI、HD、NG、NN、KN、RN、NH、NQ、SS、SN、NK、KH、RH、HH
、HI、KI、RI、SI、KG、HG、RG、SD、ND、KD、RD、YG、HN、NV、NS、HA、S*、N*、KA、H*
、RA、NAおよびNCからなる群から選択され、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないこ
とを意味する、
段落59から69のいずれか1つに記載の組成物。
【０６２５】
　71.zが少なくとも10～26である、段落70に記載の組成物。
【０６２６】
　72.X1～11のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX1～11-X14～35

)中のアミノ酸1～11として示された12個連続するアミノ酸の配列であるか、または
　X14～34もしくはX14～35のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX

1～11-X14～35)中のアミノ酸12～32もしくは12～33として示された21もしくは22個連続す
るアミノ酸の配列である、
段落70に記載の組成物。
【０６２７】
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　73.少なくとも1つのRVDが、(a)グアニン(G)の認識のためのHH、KH、NH、NK、NQ、RH、R
N、SS;(b)アデニン(A)の認識のためのSI;(c)チミン(T)の認識のためのHG、KG、RG;(d)シ
トシン(C)の認識のためのRD、SD;(e)AまたはGの認識のためのNV;および(f)AまたはTまた
はGまたはCの認識のためのH*、HA、KA、N*、NA、NC、NS、RA、S*からなる群から選択され
、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないことを意味する、段落70に記載の組成物。
【０６２８】
　74.Gの認識のためのRVDがRN、NH、RHもしくはKHである;または
　Aの認識のためのRVDがSIである;または
　Tの認識のためのRVDがKGもしくはRGである;および
　Cの認識のためのRVDがSDもしくはRDである、
段落73に記載の組成物。
【０６２９】
　75.以下:
　X1～4における[LTLD]もしくは[LTLA]もしくは[LTQV]、または
　位置X30～33もしくはX31～34もしくはX32～35における[EQHG]もしくは[RDHG]、
のうち少なくとも1つが存在する、段落70に記載の組成物。
【０６３０】
　76.N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の147個連続する
アミノ酸を含む、または
　C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の68個連続するアミ
ノ酸を含む、あるいは
　N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の136個連続するア
ミノ酸を含み、C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の183
個連続するアミノ酸を含む、
段落59から75のいずれか1つに記載の組成物。
【０６３１】
　77.目的のゲノム遺伝子座が、分化因子、転写因子、神経伝達物質トランスポーター、
神経伝達物質シンターゼ、シナプスタンパク質、可塑性タンパク質、シナプス前アクティ
ブゾーンタンパク質、シナプス後肥厚部タンパク質、神経伝達物質レセプター、エピジェ
ネティック修飾因子、神経運命決定因子、軸索ガイダンス分子、イオンチャネル、CpG結
合タンパク質、ユビキチン化タンパク質、ホルモン、ホメオボックスタンパク質、増殖因
子、癌遺伝子または原癌遺伝子をコードする遺伝子と関連している、段落59から76のいず
れか1つに記載の組成物。
【０６３２】
　78.細胞におけるゲノム遺伝子座の発現を誘導可能に抑制するための天然に存在しない
または操作された組成物であって、この組成物はDNA結合ポリペプチドを含み、このDNA結
合ポリペプチドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　少なくとも1つもしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメ
イン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のリプレッサードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
コンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DN
A結合ドメインまたはリプレッサードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　少なくとも1つもしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメ
イン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のリプレッサードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはリプレッサードメイン、
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を含み;
　このポリペプチドは、このポリペプチドがゲノム遺伝子座のDNAに優先的に結合するよ
うにコドン最適化された核酸分子によってコードされ、かかるコドン最適化された核酸分
子から発現され、
　このポリペプチドが、エネルギー供給源の適用の際にゲノム遺伝子座の発現を抑制する
、組成物。
【０６３３】
　79.ポリペプチドが、少なくとも1つのSIDリプレッサードメインを含む、段落78に記載
の組成物。
【０６３４】
　80.ポリペプチドが、少なくとも4つのSIDリプレッサードメインを含む、段落79に記載
の組成物。
【０６３５】
　81.ポリペプチドが、SID4Xリプレッサードメインを含む、段落78に記載の組成物。
【０６３６】
　82.ポリペプチドが、KRABリプレッサードメインを含む、段落78に記載の組成物。
【０６３７】
　83.エネルギー感受性タンパク質がクリプトクロム-2(CRY2)である、段落78から82のい
ずれか1つに記載の組成物。
【０６３８】
　84.相互作用パートナーがクリプトクロム相互作用性塩基性ヘリックス-ループ-ヘリッ
クス(CIB1)である、段落78から83のいずれか1つに記載の組成物。
【０６３９】
　85.エネルギー供給源が、以下:電磁気照射、音響エネルギーまたは熱エネルギーからな
る群から選択される、段落78から84のいずれか1つに記載の組成物。
【０６４０】
　86.電磁気照射が可視光の成分である、段落78に記載の組成物。
【０６４１】
　87.可視光の成分が、450nm～500nmの範囲の波長を有する、段落86に記載の組成物。
【０６４２】
　88.可視光の成分が青色光である、段落86に記載の組成物。
【０６４３】
　89.エネルギー供給源の適用が、少なくとも6.2mW/cm2の強度の青色光での刺激を含む、
段落78に記載の組成物。
【０６４４】
　90.DNA結合ドメインが、(X1～11-X12X13-X14～33または34または35)zを含み、式中、
　　X1～11は、11個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　X12X13は、リピート可変二残基(RVD)であり、
　　X14～33または34または35は、21、22または23個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　zは、少なくとも5～40であり、
　　少なくとも1つのRVDは、NI、HD、NG、NN、KN、RN、NH、NQ、SS、SN、NK、KH、RH、HH
、HI、KI、RI、SI、KG、HG、RG、SD、ND、KD、RD、YG、HN、NV、NS、HA、S*、N*、KA、H*
、RA、NAおよびNCからなる群から選択され、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないこ
とを意味する、
段落78から89のいずれか1つに記載の組成物。
【０６４５】
　91.zが少なくとも10～26である、段落90に記載の組成物。
【０６４６】
　92.X1～11のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX1～11-X14～35

)中のアミノ酸1～11として示された11個連続するアミノ酸の配列であるか、または



(190) JP 2015-527889 A 2015.9.24

10

20

30

40

50

　X14～34もしくはX14～35のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX

1～11-X14～35)中のアミノ酸12～32もしくは12～33として示された21もしくは22個連続す
るアミノ酸の配列である、
段落90に記載の組成物。
【０６４７】
　93.N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の147個連続する
アミノ酸を含む、または
　C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の68個連続するアミ
ノ酸を含む、あるいは
　N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の136個連続するア
ミノ酸を含み、C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の183
個連続するアミノ酸を含む、
段落78から92のいずれか1つに記載の組成物。
【０６４８】
　94.目的のゲノム遺伝子座が、分化因子、またはイオンチャネルの成分をコードする遺
伝子と関連するゲノム遺伝子座である、段落78から93のいずれか1つに記載の組成物。
【０６４９】
　95.分化因子がSRY-ボックス-2(SOX2)であり、遺伝子SOX2によってコードされる、段落9
4に記載の組成物。
【０６５０】
　96.分化因子がp11であり、遺伝子p11によってコードされる、段落94に記載の組成物。
【０６５１】
　97.イオンチャネルの成分がCACNA1Cであり、遺伝子CACNA1Cによってコードされる、段
落95に記載の組成物。
【０６５２】
　98.細胞における目的のゲノム遺伝子座の発現を誘導可能に活性化するための天然に存
在しないまたは操作された組成物であって、この組成物はDNA結合ポリペプチドを含み、
このDNA結合ポリペプチドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ
以上の転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは
複数の半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
コンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DN
A結合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つ
もしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、
を含み;
　このポリペプチドは、このポリペプチドがゲノム遺伝子座のDNAに優先的に結合するよ
うにコドン最適化された核酸分子によってコードされ、かかるコドン最適化された核酸分
子から発現され、
　このポリペプチドが、エネルギー供給源の適用の際にゲノム遺伝子座の発現を活性化す
る、組成物。
【０６５３】
　99.ポリペプチドが、少なくとも1つのVP16またはVP64アクチベータードメインを含む、
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段落98に記載の組成物。
【０６５４】
　100.ポリペプチドが、少なくとも1つのp65アクチベータードメインを含む、段落98に記
載の組成物。
【０６５５】
　101.エネルギー感受性タンパク質がCRY2である、段落98から100のいずれか1つに記載の
組成物。
【０６５６】
　102.相互作用パートナーがCIB1である、段落98から101のいずれか1つに記載の組成物。
【０６５７】
　103.エネルギー供給源が、以下:電磁気照射、音響エネルギーまたは熱エネルギーから
なる群から選択される、段落98に記載の組成物。
【０６５８】
　104.電磁気照射が可視光の成分である、段落103に記載の組成物。
【０６５９】
　105.可視光の成分が、450nm～500nmの範囲の波長を有する、段落104に記載の組成物(me
thod)。
【０６６０】
　106.可視光の成分が青色光である、段落104に記載の組成物(method)。
【０６６１】
　107.エネルギー供給源の適用が、少なくとも6.2mW/cm2の強度の青色光での刺激を含む
、段落98に記載の組成物(method)。
【０６６２】
　108.DNA結合ドメインが、(X1～11-X12X13-X14～33または34または35)zを含み、式中、
　　X1～11は、11個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　X12X13は、リピート可変二残基(RVD)であり、
　　X14～33または34または35は、21、22または23個連続するアミノ酸の鎖であり、
　　zは、少なくとも5～40であり、
　　少なくとも1つのRVDは、NI、HD、NG、NN、KN、RN、NH、NQ、SS、SN、NK、KH、RH、HH
、HI、KI、RI、SI、KG、HG、RG、SD、ND、KD、RD、YG、HN、NV、NS、HA、S*、N*、KA、H*
、RA、NAおよびNCからなる群から選択され、(*)は、X13におけるアミノ酸が存在しないこ
とを意味する、
段落98から107のいずれか1つに記載の組成物。
【０６６３】
　109.zが少なくとも10～26である、段落108に記載の組成物。
【０６６４】
　110.X1～11のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX1～11-X14～3

5)中のアミノ酸1～11として示された11個連続するアミノ酸の配列であるか、または
　X14～34もしくはX14～35のうち少なくとも1つが、図9の配列(X1～11-X14～34もしくはX

1～11-X14～35)中のアミノ酸12～32もしくは12～33として示された21もしくは22個連続す
るアミノ酸の配列である、
段落108に記載の組成物。
【０６６５】
　111.N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の147個連続す
るアミノ酸を含む、または
　C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の68個連続するアミ
ノ酸を含む、あるいは
　N末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型N末端キャップ領域の136個連続するア
ミノ酸を含み、C末端キャップ領域もしくはその断片が、野生型C末端キャップ領域の183
個連続するアミノ酸を含む、
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段落98から110のいずれか1つに記載の組成物。
【０６６６】
　112.目的のゲノム遺伝子座が、分化因子、エピジェネティックモジュレーター、イオン
チャネルの成分またはレセプターをコードする遺伝子と関連するゲノム遺伝子座である、
段落98から111のいずれか1つに記載の組成物。
【０６６７】
　113.分化因子がニューロゲニン-2であり、遺伝子NEUROG2によってコードされる、段落1
12に記載の組成物。
【０６６８】
　114.分化因子がクルッペル様因子4であり、遺伝子KLF-4によってコードされる、段落11
2に記載の組成物。
【０６６９】
　115.エピジェネティックモジュレーターがTetメチルシトシンジオキシゲナーゼ1であり
、遺伝子tet-1によってコードされる、段落112に記載の組成物。
【０６７０】
　116.イオンチャネルの成分がCACNA1Cであり、遺伝子CACNA1Cによってコードされる、段
落112に記載の組成物。
【０６７１】
　117.レセプターが代謝型グルタミン酸レセプターであり、遺伝子mGlur2によってコード
される、段落112に記載の組成物。
【０６７２】
　118.発現が化学的に誘導可能である、段落98から117のいずれか1つに記載の組成物。
【０６７３】
　119.化学的に誘導可能な発現系が、4-ヒドロキシタモキシフェン(4OHT)によって誘導可
能なエストロゲンベースの(ER)系である、段落118に記載の組成物。
【０６７４】
　120.核外輸送シグナル(NES)をさらに含む、段落119に記載の組成物。
【０６７５】
　121.NESがLDLASLILの配列を有する、段落120に記載の組成物。
【０６７６】
　122.段落98から121のいずれか1つに記載の組成物をコードする、核酸。
【０６７７】
　123.プロモーターを含む、段落122に記載の核酸。
【０６７８】
　124.プロモーターがヒトシナプシンIプロモーター(hSyn)である、段落123に記載の核酸
。
【０６７９】
　125.アデノ随伴ウイルスベクター(AAV)中にパッケージングされている、段落122から12
4のいずれか1つに記載の核酸。
【０６８０】
　126.目的のゲノム遺伝子座の発現を変更する誘導可能な方法であって、以下:
　(a)ゲノム遺伝子座を、DNA結合ポリペプチドを含む天然に存在しないまたは操作された
組成物と接触させる工程であって、このDNA結合ポリペプチドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ
以上の転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは
複数の半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
コンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DN
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A結合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つ
もしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、
を含む、工程;
　(b)エネルギー供給源を適用する工程;ならびに
　(c)ゲノム遺伝子座の発現が変更されていることを決定する工程、
を含む、方法。
【０６８１】
　127.ゲノム遺伝子座の発現を誘導可能に変更するための天然に存在しないまたは操作さ
れた組成物であって、この組成物はDNA結合ポリペプチドを含み、このDNA結合ポリペプチ
ドは、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ
以上の転写アクチベーター様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは
複数の半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
コンフォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DN
A結合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、
　　　目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも1つ
もしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを含むDNA結合ドメイン、または
　　　少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、
　エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際に
相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、
を含み;
　このポリペプチドは、ゲノム遺伝子座のDNAに優先的に結合し、
　このポリペプチドは、エネルギー供給源の適用の際にゲノム遺伝子座の発現を変更する
、組成物。
【０６８２】
　128.細胞における目的のゲノム遺伝子座の発現を撹乱する誘導可能な方法であって、
　(a)ゲノム遺伝子座を、デオキシリボ核酸(DNA)結合ポリペプチドを含む天然に存在しな
いまたは操作された組成物と接触させる工程;
　(b)インデューサー供給源を適用する工程;および
　(c)ゲノム遺伝子座の発現の撹乱が生じたことを決定する工程、
を含む、方法。
【０６８３】
　129.発現の撹乱が、発現の変更(上方または下方)、発現結果の変更(例えばヌクレアー
ゼによる)、または発現シフトの排除、例えば、依存性選択肢までの発現の変更である、
段落128に記載の方法。
【０６８４】
　130.インデューサー供給源が、エネルギー供給源(例えば、波または熱)または小分子で
ある、段落128または129に記載の方法。
【０６８５】
　131.DNA結合ポリペプチドが、以下:
　　(i)エネルギー感受性タンパク質またはその断片に連結された、目的のゲノム遺伝子
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座を標的化するために特異的に順序付けられた少なくとも5つ以上の転写アクチベーター
様エフェクター(TALE)モノマーおよび少なくとも1つもしくは複数の半モノマーを含むDNA
結合ドメイン、または少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであって、エ
ネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際にコン
フォメーション変化を受けて、相互作用パートナーと結合することが可能になる、DNA結
合ドメインまたはエフェクタードメイン、ならびに/または
　　(ii)相互作用パートナーに連結された、目的のゲノム遺伝子座を標的化するために特
異的に順序付けられた少なくとも1つもしくは複数のTALEモノマーもしくは半モノマーを
含むDNA結合ドメイン、または少なくとも1つもしくは複数のエフェクタードメインであっ
て、エネルギー感受性タンパク質もしくはその断片が、エネルギー供給源による誘導の際
に相互作用パートナーと結合する、DNA結合ドメインまたはエフェクタードメイン、
を含む、段落126から130のいずれか1つに記載の方法。
【０６８６】
　132.細胞における目的のゲノム遺伝子座の発現を撹乱する誘導可能な方法であって、以
下:
　(a)ゲノム遺伝子座を、1つまたは複数のベクターを含むベクター系と接触させる工程で
あって、このベクターは、
　　I.CRISPR/Cas系キメラRNA(chiRNA)ポリヌクレオチド配列に作動可能に連結された第1
の調節エレメントであって、このポリヌクレオチド配列は、
　　　(a)真核生物細胞において標的配列にハイブリダイズすることが可能なガイド配列
、
　　　(b)トラクルメイト配列、および
　　　(c)トラクル配列、
を含む、第1の調節エレメント、ならびに
　　II.少なくとも1つまたは複数の核局在化配列を含むCRISPR酵素をコードする酵素コー
ド配列に作動可能に連結された第2の調節誘導可能エレメント、
を含み、
　　(a)、(b)および(c)は、5'から3'の配向で配置され、
　　成分IおよびIIは、その系の同じまたは異なるベクター上に位置付けられており、
　　転写される場合、このトラクルメイト配列は、トラクル配列とハイブリダイズし、ガ
イド配列は、標的配列へのCRISPR複合体の配列特異的結合を指向し、
　　このCRISPR複合体は、(1)標的配列とハイブリダイズしたガイド配列、および(2)トラ
クル配列とハイブリダイズしたトラクルメイト配列、と複合体化したCRISPR酵素を含み、
　　CRISPR酵素をコードする酵素コード配列は、異種機能的ドメインをさらにコードする
、
工程;
　(b)インデューサー供給源を適用する工程;ならびに
　(c)ゲノム遺伝子座の発現の撹乱が生じたことを決定する工程、
を含む、方法。
【０６８７】
　133.発現の撹乱が、発現の変更(上方または下方)、発現結果の変更(例えばヌクレアー
ゼによる)、または発現シフトの排除、例えば、依存性選択肢までの発現の変更である、
段落132に記載の方法。
【０６８８】
　134.インデューサー供給源が化学物質である、段落132または133に記載の方法。
【０６８９】
　135.ベクターがレンチウイルスである、段落132から134のいずれか1つに記載の方法。
【０６９０】
　第2の調節誘導可能エレメントが、テトラサイクリン依存的調節系を含む、段落132から
135のいずれか1つに記載の方法。
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【０６９１】
　137.第2の調節誘導可能エレメントがクメート遺伝子スイッチ系を含む、段落132から13
5のいずれか1つに記載の方法。
【０６９２】
　138.細胞が、原核生物細胞または真核生物細胞である、段落1から137のいずれか1つに
記載の組成物、核酸または方法。
【０６９３】
　139.真核生物細胞が動物細胞である、段落138に記載の組成物、核酸または方法。
【０６９４】
　140.動物細胞が哺乳動物細胞である、段落139に記載の組成物、核酸または方法。
【０６９５】
　本発明の好ましい実施形態をこのように詳細に記載してきたが、上記段落によって規定
される発明は、多数の明らかなそのバリエーションが本発明の精神または範囲から逸脱す
ることなく可能であるように、上記説明において示される特定の詳細に限定されないこと
が理解されるべきである。
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