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(57)【要約】
　本発明は、鳥類の性別の調節のための核酸及び方法に関する。特に本発明は、雌鳥の生
産を増大するためのｄｓＲＮＡ分子、特にｓｉＲＮＡのin ovo送達に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　鳥類の卵に投与された際に、少なくとも一つのＲＮＡ分子及び／またはタンパク質のレ
ベルを減少する二本鎖領域を含む単離された及び／または外因性の核酸分子であって、卵
の胚が雄であれば、前記単離された及び／または外因性の核酸分子の投与の後に性別を雌
に改変し、前記単離された及び／または外因性の核酸分子は、以下のもの：
【化１】

から選択される配列及びそれらのいずれかの変異体を含まない、核酸分子。
【請求項２】
　配列番号１１から３４３１に提供されるヌクレオチドの配列の一つ以上またはそれらの
いずれかの一つ以上の変異体を含む単離された及び／または外因性の核酸分子であって、
ここで前記単離された及び／または外因性の核酸分子は、以下のもの：

【化２】

から選択される配列及びそれらのいずれかの変異体を含まない、核酸分子。
【請求項３】
　ｄｓＲＮＡ分子である、請求項１または２に記載の核酸分子。
【請求項４】
　前記ｄｓＲＮＡがｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡである、請求項３に記載の核酸分子。
【請求項５】
　鳥類の卵におけるＤＭＲＴ１遺伝子、ＡＳＷ遺伝子、またはｒ－スポンジン遺伝子によ
ってコードされるタンパク質のレベルを減少する、請求項１から４のいずれか一項に記載
の核酸分子。
【請求項６】
　請求項１から５のいずれか一項に記載の核酸分子またはその一本鎖をコードするベクタ
ー。
【請求項７】
　請求項１から５のいずれか一項に記載の外因性核酸分子またはその一本鎖及び／または
請求項６に記載のベクターを含む宿主細胞。
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【請求項８】
　請求項１から５のいずれか一項に記載の核酸分子またはその一本鎖、請求項６に記載の
ベクター及び／または本請求項７に記載の宿主細胞を含む組成物。
【請求項９】
　請求項１から５のいずれか一項に記載の少なくとも一つの核酸分子を鳥類の卵に投与す
ることを含む、鳥類の性別の改変方法。
【請求項１０】
　前記核酸が卵の非細胞性部位に投与される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記非細胞性部位が気嚢、卵黄嚢、羊膜腔または卵膜羊膜液である、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１２】
　前記卵がエレクトロポレーションされない、請求項９から１１のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１３】
　前記核酸が、前記核酸分子をコードするベクターを投与することによって送達されない
、請求項９から１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　投与される前記核酸分子がｄｓＲＮＡである、請求項９から１３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１５】
　前記核酸が注射によって投与される、請求項９から１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記鳥類がニワトリ、アヒル、七面鳥、ガチョウ、チャボ、及びウズラから選択される
、請求項９から１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　請求項９から１６のいずれか一項に記載の方法を使用して生産された鳥類。
【請求項１８】
　請求項９から１６のいずれか一項に記載の方法を使用して生産されたニワトリ。
【請求項１９】
　請求項１から５のいずれか一項に記載の核酸分子またはその一本鎖、請求項６に記載の
ベクター及び／または請求項７に記載の宿主細胞を含む鳥類の卵。
【請求項２０】
　請求項１から５のいずれか一項に記載の核酸分子またはその一本鎖、請求項６に記載の
ベクター、請求項７に記載の宿主細胞及び／または請求項８に記載の組成物を含むキット
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、鳥類の性別の調節のための核酸及び方法に関する。特に本発明は、雌鳥の生
産を増大するためのｄｓＲＮＡ分子、特にｓｉＲＮＡのin ovo送達に関する。
【背景技術】
【０００２】
　人類は、動物を家畜にして以来、多くの世代に亘って種禽の選択を通じて家畜動物の表
現型の特徴を改変してきた。これは体のサイズや筋肉重量のような量的な生産パラメータ
ーの改善を導いている。家禽の生産特徴の改変、及び／または病原菌に対する耐性の改善
のより最近の革新は、トランスジェニックアプローチに焦点を当てているが、消費者の多
くが遺伝的に改変された生物について心配を有している。
【０００３】
　ニワトリ生産者は、初生びなの性別を識別する有効で経済的な方法を求めている。ベン
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トでの性別わけ及び羽毛での性別わけは各種の生産者によって使用されているが、これら
の方法は、雌鳥から雄鶏を分離する際の必要とされる実質的な時間及び労力のコストのた
め、実質的な経済的欠点を有することが見出されている。プローブの使用（US 5,508,165
）もまた高価な方法であって実際に経済的とはいえない。ニワトリの肛門領域の光感覚法
（US 4,417,663）はニワトリの性別を識別する別の方法であるが、各ニワトリを扱って操
作しなければならないため、それも高価で時間が掛かる方法である。羽毛で性別わけ可能
な専門家の利用が使用されているが、そのような専門家はコストが掛かり羽毛での性別わ
けは時間を浪費する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】US 5,508,165
【特許文献２】US 4,417,663
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　トリのゲノムのトランスフォーメーションを引き起こさないが、高スループットプロセ
ッシングになじむ鳥類の生物の改変のための核酸及び方法が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者は、in ovoで鳥類の生物を改変するために使用できる核酸分子、特にｄｓＲＮ
Ａ分子を同定した。
【０００７】
　従って一つの特徴点では、本発明は、鳥類の卵に投与された際に、少なくとも一つのＲ
ＮＡ分子及び／またはタンパク質のレベルを減少する二本鎖領域を含む単離された及び／
または外因性の核酸分子を提供し、ここで卵の胚が雄であれば、前記単離された及び／ま
たは外因性の核酸分子の投与の後に性別を雌に改変し、ここで前記単離された及び／また
は外因性の核酸分子は、以下のものから選択される配列及びそれらのいずれかの変異体を
含まない：
【化１】

【０００８】
　別の特徴点では、本発明は、配列番号（SEQ ID NO）１１から３４３１に提供されるヌ
クレオチドの配列の一つ以上またはそれらのいずれかの一つ以上の変異体を含む単離され
た及び／または外因性の核酸分子を提供し、ここで前記単離された及び／または外因性の
核酸分子は、以下のものから選択される配列及びそれらのいずれかの変異体を含まない：
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【化２】

【０００９】
　好ましい実施態様では、前記核酸分子はｄｓＲＮＡである。より好ましくは、前記ｄｓ
ＲＮＡはｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡである。
【００１０】
　好ましい実施態様では、前記核酸分子は、鳥類の卵におけるＤＭＲＴ１遺伝子、ＡＳＷ
遺伝子、またはｒ－スポンジン遺伝子によってコードされるタンパク質のレベルを減少す
る。
【００１１】
　二つの上記特徴点の好ましい実施態様では、前記核酸は、ＲＮＡ分子またはそれらをコ
ードするｃＤＮＡの全長オープンリーディングフレームを含まない。関連する実施態様で
は、好ましくは前記核酸は、配列番号２、４または６で提供されるヌクレオチドの配列、
または各Ｔ（チミジン）がＵ（ウラシル）で置換されている配列番号２、４または６で提
供されるヌクレオチドの配列を含まない。
【００１２】
　当業者が予測するであろう通り、前記核酸は二本鎖であるため、それはここで提供され
る関連するヌクレオチドの配列の対応する逆の相補体をも含むであろう。
【００１３】
　本発明に係る核酸分子またはその一本鎖をコードするベクターもまた提供される。その
ようなベクターは、本発明の方法のために有用である核酸分子を提供するために、宿主細
胞またはセルフリー発現系において使用できる。
【００１４】
　別の特徴点では、本発明は、本発明の外因性核酸分子またはその一本鎖及び／または本
発明のベクターを含む宿主細胞を提供する。
【００１５】
　別の特徴点では、本発明は、本発明の核酸分子またはその一本鎖、本発明のベクター及
び／または本発明の宿主細胞を含む組成物を提供する。
【００１６】
　更なる特徴点では、本発明は、本発明の少なくとも一つの核酸分子を鳥類の卵に投与す
ることを含む、鳥類の性別の改変方法を提供する。
【００１７】
　好ましくは前記核酸は、卵の非細胞性部位に投与される。より好ましくは、前記非細胞
性部位は、気嚢、卵黄嚢、羊膜腔または卵膜羊膜液である。
【００１８】
　更に好ましい実施態様では、前記卵はエレクトロポレーションされない。
【００１９】
　好ましくは前記核酸は、前記核酸分子をコードするベクターを投与することによって送
達されない。
【００２０】
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　好ましくは、投与される前記核酸分子はｄｓＲＮＡである。
【００２１】
　好ましくは前記核酸は、注射によって投与される。
【００２２】
　完全には、前記核酸は本発明の組成物で投与されて良い。
【００２３】
　好ましい実施態様では、前記方法は、雄から雌へ卵の胚の性別を改変する。
【００２４】
　鳥類は、鳥綱のいずれかの種であることができる。例としては、ニワトリ、アヒル、七
面鳥、ガチョウ、チャボ、及びウズラが含まれるがこれらに制限されない。特に好ましい
実施態様では、鳥類はニワトリである。
【００２５】
　更なる特徴点では、本発明は、本発明の方法を使用して生産された鳥類を提供する。
【００２６】
　別の特徴点では、本発明は、本発明の方法を使用して生産されたニワトリを提供する。
【００２７】
　更なる特徴点では、本発明は、本発明の核酸分子またはその一本鎖、本発明のベクター
及び／または本発明の宿主細胞を含む鳥類の卵を提供する。
【００２８】
　別の特徴点では、本発明は、本発明の核酸分子またはその一本鎖、本発明のベクター、
本発明の宿主細胞及び／または本発明の組成物を含むキットを提供する。
【００２９】
　明らかであろう通り、本発明の一つの特徴点の好ましい特性及び特徴は、本発明の多く
の他の特徴点に適用可能である。
【００３０】
　本明細書を通じて、用語「含む」または「含んでいる」または「含まれる」のような変
形例は、記載されたエレメント、数字または工程、あるいはエレメント、数字または工程
の群の包含を意味するものと理解されるが、いずれかの他のエレメント、数字または工程
、あるいはエレメント、数字または工程の群を排除するものではない。
【００３１】
　本発明は以下の非制限的な実施例の態様によって、及び添付の図面を参考にして、以下
に詳細に記載される。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】図１は、ＥＧＦＰ－Ｄｍｒｔ１遺伝子融合発現のための選択されたｓｈＲＮＡを
示す。各トランスフェクション条件についての平均蛍光強度が、ｐＥＧＦＰ－Ｄｍｒｔ１
に対して表されている。各バーは、三重で実施された各個々の実験に対して計算された標
準誤差を示す。
【図２】図２は、サイレンシングが引き続くＤＭＲＴ１遺伝子発現のｑＰＣＲ分析を示す
。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
配列表の説明
配列番号１：部分的ニワトリＤＭＲＴ１タンパク質配列（Genbank AF123456）
配列番号２：ニワトリＤＭＲＴ１をコードする部分的ヌクレオチド配列（Genbank AF1234
56）
配列番号３：ニワトリＷＰＫＣＩ（ＡＳＷ）（Genbank AF148455）
配列番号４：ニワトリＷＰＫＣＩ（ＡＳＷ）をコードするヌクレオチド配列（Genbank AF
148455）
配列番号５：ニワトリｒ－スポンジン（Genbank XM_417760）
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配列番号６：ニワトリｒ－スポンジンをコードするヌクレオチド配列（Genbank XM_41776
0）
配列番号７：ニワトリＵ６－１プロモーターのヌクレオチド配列
配列番号８：ニワトリＵ６－３プロモーターのヌクレオチド配列
配列番号９：ニワトリＵ６－４プロモーターのヌクレオチド配列
配列番号１０：ニワトリ７ＳＫプロモーターのヌクレオチド配列
配列番号１１から３４３０：ニワトリＤＭＲＴ１、ＡＳＷまたはｒ－スポンジン遺伝子を
サイレンシングするための表１から３に提供されたＲＮＡ配列
配列番号３４３１から３４３４：ニワトリＤＭＲＴ１遺伝子をサイレンシングするのに適
したＲＮＡ配列
配列番号３４３５から３４８５：ニワトリＤＭＲＴ１の標的領域
配列番号３４８６から３４９９：オリゴヌクレオチドプライマー及びプローブ
【００３４】
一般的方法及び定義
　他に特別に記載がなければ、ここで使用されるすべての技術的及び科学的用語は、当業
者によって共通に理解されるものと同じ意味を有すると考慮されるべきである（例えば細
胞培養物、分子遺伝学、鳥類生物学、ＲＮＡ干渉、及び生化学）。
【００３５】
　他に記載がなければ、本発明で利用される組換えタンパク質、細胞培養物及び免疫学的
方法は、当業者に周知である標準的な方法である。そのような方法は、例えばJ. Perbal,
 A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook
 et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory P
ress (1989), T.A. Brown (editor), Essential Molecular Biology: A Practical Appro
ach, Volumes 1 and 2, IRL Press (1991), D.M. Glover and B.D. Hames (editor), DNA
 Cloning: A Practical Approach, Volumes 1-4, IRL Press (1995 and 1996),及びF.M. 
Ausubel et al. (editor), Curresnt Protocols in Molecular Biology, Greene Pub, As
sociates and Wiley-Interscience (1988, 現在までの全ての改訂版を含む), Ed Harlow 
and David Lane (editor)といった出典の文献を通じて記載され説明される。
【００３６】
　ここで使用される用語「鳥類」は、鳥網の分類の生物のいずれかの種、亜種または子孫
を指し、例えばニワトリ、七面鳥、アヒル、ガチョウ、ウズラ、キジ、オウム、フィンチ
、タカ、カラス、並びにダチョウ、エミュー及びヒクイドリを含む走鳥類といった生物を
含むがこれらに制限されない、この用語は、Gallus gallus(ニワトリ)の各種の既知の株
、例えば白色レグホン、褐色レグホン、バードロック、サセックス、ニューハンプシャー
、ロードアイランド、オーストラロープ、コーニッシュ、ミノルカ、アムロックス、カリ
フォルニアグレー、イタリアンパートリッジカラード、並びに七面鳥、キジ、ウズラ、ア
ヒル、ダチョウ、及び商業的な品質で一般的に飼育されている他の家禽を含む。
【００３７】
　ここで使用される用語「卵」は、鳥類によって産み落とされた受精卵を指す。典型的に
鳥類の卵は、固い楕円形の外側の卵殻、「卵白」またはアルブミン、卵黄、及び各種の薄
膜からなる。更に「in ovo」は卵中での意味を有する。
【００３８】
　ここで使用される用語「非細胞性部位」は、胚以外の卵の部分を指す。
【００３９】
　ここで使用される用語「減少する」、「減少」またはその変形例は、ここに規定される
核酸を投与されていない同種の鳥類、より好ましくは鳥類の株または品種、更により好ま
しくは同一の鳥類から得た卵と比較して、卵中の標的ＲＮＡ及び／または標的タンパク質
の量が測定可能に減少していることを指す。好ましくは、標的ＲＮＡ及び／または標的タ
ンパク質のレベルの減少は、少なくとも約１０％である。とり好ましくは前記減少は少な
くとも約２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、８０％、９０％、更により好ましく
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は約１００％である。
【００４０】
　ここで使用される用語「核酸分子が減少を引き起こす」またはその変形例は、卵中の核
酸分子の存在が、「ＲＮＡ干渉」または「遺伝子サイレンシング」として当該技術分野で
既知の方法によって、卵中のホモローグＲＮＡの分解を誘導することを指す。更に、前記
核酸分子は直接的に減少を引き起こし、所望の効果を生ずるためにin ovoで転写されない
。
【００４１】
　「少なくとも一つのＲＮＡ分子」は、鳥類卵中に存在する、及び／または鳥類卵中で生
産されるいずれかのタイプのＲＮＡであることができる。例としては、ｍＲＮＡ、ｓｎＲ
ＮＡ、マイクロＲＮＡ、及びｔＲＮＡを含むがこれらに制限されない。
【００４２】
　本発明の核酸分子の「変異体」は、一つ以上の異なるヌクレオチドの各種のサイズの分
子、及び／または一つ以上の異なるヌクレオチドを有する分子であって、標的遺伝子をサ
イレンシングするために使用可能である分子を含む。例えば変異体は、更なるヌクレオチ
ド（例えば１、２、３、４以上）またはより少ないヌクレオチドを含んで良い。更に、数
個のヌクレオチドが、標的遺伝子をサイレンシングする核酸の能力に影響することなく置
換されていても良い。一つの実施態様では、前記変異体は、対応する標的ＲＮＡ分子に相
同で、及び／または核酸分子の安定性を増大する更なる５’及び／または３’ヌクレオチ
ドを含む。別の実施態様では、核酸分子は４以下、好ましくは３以下、より好ましくは２
以下、更により好ましくは１以下の、ここに提供される配列と比較した際のヌクレオチド
の差異を有する。更なる実施態様では、核酸分子は２以下、より好ましくは１以下の、こ
こで提供される配列と比較した際の内部付加及び／または欠失ヌクレオチドを有する。一
つの実施態様では、本発明の核酸は、一つ、好ましくは二つの、５’及び／または３’末
端での付加非標的ヌクレオチド、例えば３’末端での付加ＵＵを有する。そのような付加
は、in ovoでの分子の半減期を増大できる。
【００４３】
　用語「単離された核酸分子」は、天然の状態でそれが会合または結合している核酸分子
から少なくとも部分的に分離されている核酸分子を意味する。好ましくは単離された核酸
分子は、それが天然で会合している他の成分から少なくとも６０％フリー、好ましくは少
なくとも７５％フリー、最も好ましくは少なくとも９０％フリーである。更に用語「ポリ
ヌクレオチド」は、用語「核酸」とここで互換的に使用される。
【００４４】
　核酸分子の文脈における用語「外因性」は、改変された量で細胞またはセルフリー発現
系で存在する際の核酸分子を指す。好ましくは前記細胞は、前記核酸分子を天然で含まな
い細胞である。しかしながら前記細胞は、前記核酸分子の増大した量を引き起こす外因性
核酸分子を含む細胞であって良い。本発明の外因性核酸分子は、それが存在する組換え細
胞またはセルフリー発現系の他の成分から分離されていない核酸分子、及び少なくともい
くつかの他の成分から後に精製されるそのような細胞またはセルフリー系で生産される核
酸分子を含む。
【００４５】
性別決定
　本発明は、in ovoでの鳥類の性別の改変に関する。鳥類の性別を変更するために標的と
なり得る遺伝子の例は、ＤＭＲＴ１遺伝子、ＡＳＷ（ＷＰＫＣＩ）遺伝子、Ｒ-スポンジ
ン遺伝子、Ｆｏｘ９遺伝子、及びβ－カテニン遺伝子を含むが必ずしもそれらに制限され
ない。
【００４６】
　好ましい実施態様では、前記核酸分子は、ＤＭＲＴ１遺伝子によってコードされるタン
パク質のレベルを減少する。ＤＭＲＴ１は、門の間で配列保存を示す性別決定に関与する
第一の分子であった。ＤＭＲＴ１の鳥類ホモローグは、ニワトリのＺ（性）染色体で見出
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され、雄と雌のニワトリの胚の生殖隆起で異なって発現される（Raymond et al., 1999; 
Smith et al., 1999）、ＤＭＲＴ１は、発現の厳密な生殖パターンを有するようである哺
乳動物性別決定に深く関与する数個の遺伝子の一つである（Raymond et al., 1999）。
【００４７】
　ニワトリＤＭＲＴ１タンパク質及びそれをコードするｍＲＮＡのレベルを減少するため
に使用できる核酸分子の例は、表１に提供されたヌクレオチドの配列の一つ以上（配列番
号１１から１６４４）またはそれらの一つ以上の変異体を含む核酸を含むがそれらに制限
されず、但し前記核酸は以下のものから選択される配列及びそれらのいずれか一つの変異
体を含まない：
【化３】

【００４８】
　特に好ましい実施態様では、ニワトリＤＭＲＴ１タンパク質のレベルを減少するために
使用できる核酸分子は、GAGCCAGUUGUCAAGAAGA（配列番号２５１）、GACUGCCAGUGCAAGAAGU
（配列番号１１６）、CUGUAUCCUUACUAUAACA（配列番号４７６）、及びCUCCCAGCAACAUACAU
GU（配列番号６０２）、またはそれらのいずれか一つの変異体から選択される配列を含む
。より好ましくは、ニワトリＤＭＲＴ１タンパク質のレベルを減少するために使用できる
核酸分子は、GAGCCAGUUGUCAAGAAGA（配列番号２５１）、またはGAGCCAGUUGUCAAGAAGAUU（
配列番号３４３１）といったそれらの変異体の配列を含む。
【００４９】
　性別を改変するために標的となり得る遺伝子の更なる例はＷＰＫＣＩ遺伝子である。鳥
類遺伝子ＷＰＫＣＩは、鳥類Ｗ染色体に広く保存されており、性腺分化の開始前に雌のニ
ワトリ胚で活発に発現されることが示されている。ＷＰＫＣＩは、ＰＫＣＩの機能と干渉
することによって、または核で独特の機能を発揮することによって、雌の性腺の分化で役
割を果たすであろうことが示唆されている（Hori et al., 2000）。この遺伝子は、ＡＳ
Ｗ（鳥類性特異的Ｗ結合的；avian sex-specific W-linked）としても同定されている（O
’Neill et al., 2000）。
【００５０】
　ニワトリＡＳＷ（ＷＰＫＣＩ）タンパク質、及びそれをコードするｍＲＮＡのレベルを
減少するために使用できる核酸分子の例は、表２に提供されたヌクレオチドの配列（配列
番号１６５４から２２０９）またはそのいずれか一つ以上の変異体の一つ以上を含む核酸
を含むがそれらに制限されない。
【００５１】
　性別を改変するために標的となり得る遺伝子のまた別の例はｒ－スポンジン遺伝子であ
る。ニワトリｒ－スポンジンタンパク質、及びそれをコードするｍＲＮＡのレベルを減少
するために使用できる核酸分子の例は、表３に提供されたヌクレオチドの配列（配列番号
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むがそれらに制限されない。
【００５２】
遺伝子サイレンシング
　用語「ＲＮＡ干渉」、「ＲＮＡｉ」または「遺伝子サイレンシング」は、二本鎖ＲＮＡ
（ｄｓＲＮＡ）分子が、当該二本鎖ＲＮＡ分子が実質的なまたは完全なホモロジーを有す
る核酸配列の発現を減少する工程を一般的に指す。しかしながら、遺伝子サイレンシング
は、非ＲＮＡ二本鎖分子を使用して達成できることがより最近示されている（例えばUS 2
0070004667を参照）。
【００５３】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）は、特定のＲＮＡ及び／またはタンパク質の生産を特異的に阻
害するために特に有用である。理論によって限定されることを望むものではないが、Wate
rhouse et al., (1998)は、ｄｓＲＮＡ（二本鎖ＲＮＡ）がタンパク質生産を減少するた
めに使用できるメカニズムについてのモデルを提供している。この方法体系は、ｍＲＮＡ
が興味あるポリペプチドをコードする場合、興味ある遺伝子またはその一部のｍＲＮＡに
本質的に同一である配列を含むｄｓＲＮＡ分子の存在に依存している。簡便には、ｄｓＲ
ＮＡは、組換えベクターまたは宿主細胞における単一のプロモーターから生産でき、そこ
でセンス配列とアンチセンス配列は非関連の配列によって並べられており、非関連の配列
はセンス配列とアンチセンス配列がハイブリダイズできるようにし、ループ構造を形成す
る非関連の配列を有するｄｓＲＮＡ分子を形成できる。本発明について適切なｄｓＲＮＡ
分子のデザイン及び生産は、当業者の能力の範囲内に十分存在し、特にWaterhouse et al
., (1998), Smith et al, (2000), WO 99/32619, WO 99/53050, WO 99/49029, 及びWO 01
/34815を考慮のこと。
【００５４】
　本発明は、遺伝子サイレンシングのための二本鎖領域を含む及び／またはコードする核
酸分子を含む。前記核酸分子は典型的にＲＮＡであるが、ＤＮＡ、化学的に変性されたヌ
クレオチド、及び非ヌクレオチドを含んでも良い。
【００５５】



(11) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１】



(12) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－２】



(13) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－３】



(14) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－４】



(15) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－５】



(16) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－６】



(17) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－７】



(18) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－８】



(19) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－９】



(20) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１０】



(21) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１１】



(22) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１２】



(23) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１３】



(24) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１４】



(25) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１５】



(26) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１６】



(27) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表１－１７】



(28) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

40

50

【表１－１８】

【表１－１９】

【００５６】



(29) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表２－１】



(30) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表２－２】



(31) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表２－３】



(32) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表２－４】



(33) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表２－５】



(34) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表２－６】



(35) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

【表２－７】

【００５７】



(36) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－１】



(37) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－２】



(38) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－３】



(39) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－４】



(40) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－５】



(41) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－６】



(42) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－７】



(43) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－８】



(44) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－９】



(45) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－１０】



(46) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－１１】



(47) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－１２】



(48) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

【表３－１３】



(49) JP 2012-511915 A 2012.5.31

10

20

30

40

50

【表３－１４】

【００５８】
　二本鎖領域は、少なくとも１９の連続したヌクレオチド、例えば約１９から２３のヌク
レオチドであるべきであり、またはより長く、例えば３０または５０のヌクレオチド、あ
るいは１００以上のヌクレオチドでも良い。完全な遺伝子転写産物に対応する全長配列が
使用されても良い。好ましくはそれらは、約１９から約１００のヌクレオチドの長さ、よ
り好ましくは約１９から約５０ヌクレオチドの長さ、更により好ましくは約１９から約２
３ヌクレオチドの長さである。
【００５９】
　標的転写産物に対する核酸分子の二本鎖領域の同一性の度合いは、少なくとも９０％、
より好ましくは９５－１００％であるべきである。核酸分子の同一性の％は、ＧＡＰ（Ne
edleman and Wunsch, 1970）分析（ＧＣＧプログラム）によって測定され、ここでギャッ
プ作製ペナルティー＝５、及びギャップ伸張ペナルティー＝０．３を使用する。好ましく
は、前記二つの配列は、その全長に亘って整列される。
【００６０】
　もちろん核酸分子は、分子の安定化のために機能して良い標的とは関連しない配列を含
んでも良い。
【００６１】
　ここで使用される用語「低分子干渉ＲＮＡ」または「ｓｉＲＮＡ」は、例えば配列特異
的な態様でＲＮＡｉを介在することによって、遺伝子発現を阻害または下流調節すること
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が可能なリボヌクレオチドを含む核酸分子を指し、ここで前記二本鎖部分は５０ヌクレオ
チド未満の長さ、好ましくは約１９から約２３ヌクレオチドの長さである。例えば、ｓｉ
ＲＮＡは、自己相補的なセンス領域とアンチセンス領域を含む核酸分子であることができ
、ここでアンチセンス領域は、標的核酸分子またはその一部におけるヌクレオチド配列と
相補的であるヌクレオチド配列を含み、センス領域は、標的核酸配列またはその一部に対
応するヌクレオチド配列を有する。ｓｉＲＮＡは、二つの別個のオリゴヌクレオチドから
集合することができ、ここで一方の鎖はセンス鎖であり、他方はアンチセンス鎖であり、
アンチセンス鎖とセンス鎖は自己相補的である。
【００６２】
　ここで使用される用語「ｓｉＲＮＡ」は、配列特異的なＲＮＡｉを介在できる核酸分子
を記載するために使用される他の用語、例えばマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、ショート
ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、低分子干渉オリゴヌクレオチド、低分子干渉核酸（ｓｉ
ＮＡ）、低分子干渉改変オリゴヌクレオチド、化学的に変性されたｓｉＲＮＡ等と同等に
使用される。更に、ここで使用される用語「ＲＮＡｉ」は、配列特異的なＲＮＡ干渉を記
載するために使用される他の用語、例えば転写後遺伝子サイレンシング、翻訳阻害、また
は後成と同等に使用される。例えば、本発明のｓｉＲＮＡ分子は、転写後のレベルまたは
転写前のレベルの両者で、遺伝子を後成的にサイレンシングするために使用できる。非制
限的な例では、本発明のｓｉＲＮＡ分子による遺伝子発現の後成的な調節は、遺伝子発現
を変更するためのクロマチン構造のｓｉＲＮＡ介在的な変性から由来することができる。
【００６３】
　好ましいｓｉＲＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡの約１９から２３の連続したヌクレオチドと
同一であるヌクレオチド配列を含む。一つの実施態様では、標的ｍＲＮＡ配列は、ジヌク
レオチドＡＡで開始し、約３０－７０％（好ましくは３０－６０％、より好ましくは４０
－６０％、より好ましくは約４５％－５５％）のＧＣ含量を含み、例えば標準的なＢＬＡ
ＳＴサーチによって測定すると、それが導入される鳥類（好ましくはニワトリ）のゲノム
中で標的以外のいずれのヌクレオチド配列とも高いパーセンテージの同一性を有さない。
【００６４】
　用語「ｓｈＲＮＡ」または「ショートヘアピンＲＮＡ」は、約５０ヌクレオチド未満、
好ましくは約１９から約２３ヌクレオチドが、同じＲＮＡ分子に位置する相補的配列と塩
基対を形成し、前記配列と相補的配列は、少なくとも約４から１５ヌクレオチドの対を形
成しない領域によって分離されており、当該領域が、塩基相補性である二つの領域によっ
て作製されるステム構造の上に一本鎖ループを形成する構造を有するｓｉＲＮＡ分子を意
味する。一本鎖ループの配列の例は、5’ UUCAAGAGA 3’及び5’ UUUGUGUAG 3’である。
【００６５】
　ｓｈＲＮＡは、二重またはバイフィンガー及びマルチフィンガーヘアピンｄｓＲＮＡを
含み、そこではＲＮＡ分子は、一本鎖スペーサー領域によって分離された二つ以上のその
ようなステム－ループ構造を含む。
【００６６】
　ｓｉＲＮＡは、組換え酵素、例えばＴ７ＲＮＡポリメラーゼ、及びＤＮＡオリゴヌクレ
オチドテンプレートを使用することによりin vitroで生産でき、または例えば培養細胞に
おいてin vivoで調製できる。好ましい実施態様では、前記核酸分子は合成的に生産され
る。
【００６７】
　例えばＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターを含むベクターからヘアピンｓｉＲＮＡ
を生産するためのストラテジーが記載されている。Ｈ１－ＲＮＡまたはｓｎＵ６ ＲＮＡ
プロモーターのいずれかを使用する宿主細胞におけるヘアピンｓｉＲＮＡの生産のために
、各種のベクターが構築されている（配列番号７から９を参照）。上記記載されたＲＮＡ
分子（例えば第一の部分、リンキング配列、及び第二の部分）は、そのようなプロモータ
ーに機能的に結合できる。ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩによって転写されると、第一及び第
二の部分はヘアピンの二本鎖ステムを形成し、リンキング配列はループを形成する。ｐＳ
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ｕｐｅｒベクター（OligoEngines Ltd., Seattle, Wash.）も、ｓｉＲＮＡを生産するた
めに使用できる。
【００６８】
　ヌクレオチドの修飾またはアナログを、本発明の核酸分子の特性を改善するために導入
することができる。改善される特性は、増大したヌクレアーゼ耐性、及び／または細胞膜
を透過する増大した能力を含む。従って、用語「核酸分子」及び「二本鎖ＲＮＡ分子」は
、イノシン、キサンチン、ヒポキサンチン、2-アミノアデニン、6-メチル-、2-プロピル-
、及び他のアルキル-アデニン、5-ハロウラシル、5-ハロシトシン、6-アザシトシン及び6
-アザチミジン、シュードウラシル、4-チウラシル、8-ハロアデニン、8-アミノアデニン
、8-チオールアデニン、8-チオールアルキルアデニン、8-ヒドロキシルアデニン及び他の
8-置換アデニン、8-ハログアニン、8-アミノグアニン、8-チオールグアニン、8-チオアル
キルグアニン、8-ヒドロキシルグアニン及び他の置換グアニン、他のアザ及びデアザアデ
ニン、他のアザ及びデアザグアニン、5-トリフルオロメチルウラシル及び5-トリフルオロ
シトシンのような合成的に変性された塩基を含むがこれらに制限されない。
【００６９】
ベクター及び宿主細胞
　本発明は更に、本発明の二本鎖領域を含む核酸分子、またはその一本鎖をコードするベ
クターを提供する。好ましくは前記ベクターは、宿主細胞及び／またはセルフリー系にお
いて、ｄｓＲＮＡをコードするオープンリーディングフレームを発現可能な発現ベクター
である。宿主細胞は、細菌、真菌、植物、または動物の細胞のようないずれかの細胞タイ
プであることができ（これらに制限されない）、好ましくは鳥類細胞である。
【００７０】
　典型的に本発明のベクターは、本発明の核酸分子、またはその一本鎖をコードするオー
プンリーディングフレームに機能的に結合したプロモーターを含む。
【００７１】
　ここで使用される用語「プロモーター」は、機能的に結合した核酸分子の直接的な転写
が可能である核酸配列を指し、例えばＲＮＡポリメラーゼＩＩ及びＲＮＡポリメラーゼＩ
ＩＩプロモーターを含む。この定義には、細胞タイプ特異的、組織特異的、または時間特
異的な態様で、プロモーター依存的な遺伝子発現を制御可能下するのに十分であり、また
は外的な試薬またはシグナルによって誘導可能である、転写調節エレメント（例えばエン
ハンサー）も含まれる。
【００７２】
　ここで使用される用語「機能的に結合した」は、二つ以上の核酸（例えばＤＮＡ）セグ
メントの間の機能的な関係を指す。典型的にこの用語は、転写される配列に対する転写調
節エレメントの機能的な関係を指す。例えばプロモーターは、適切な細胞においてコード
配列の転写を刺激または介在するのであれば、コード配列、例えばここに定義される二本
鎖ＲＮＡ分子をコードするオープンリーディングフレームに機能的に結合する。一般的に
、転写される配列と機能的に結合したプロモーター転写調節エレメントは、転写される配
列と物理的に連続する、即ちそれらはシスに作用する。しかしながら、エンハンサーのよ
うないくつかの転写調節エレメントは、それらが転写を促進するコード配列に物理的に連
続する、または緊密に近接して配置される必要はない。
【００７３】
　用語「ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーター」または「ＲＮＡ ｐｏｌＩＩＩプロモ
ーター」または「ポリメラーゼＩＩＩプロモーター」または「ｐｏｌＩＩＩプロモーター
」は、いずれかの無脊椎動物、脊椎動物、または哺乳動物プロモーター、例えばニワトリ
、ヒト、ネズミ、ブタ、ウシ、霊長類、サル等のプロモーターを意味し、細胞におけるそ
の本来の文脈で、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩと会合または相互作用して、天然のまたは操
作されたその機能的に結合した遺伝子またはその変異体を転写し、ＲＮＡポリメラーゼＩ
ＩＩを有する選択された細胞内で相互作用し、機能的に結合した核酸配列を転写するもの
を意味する。Ｕ６プロモーター（例えばニワトリＵ６、ヒトＵ６、ネズミＵ６）、Ｈ１プ
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ロモーター、または７ＳＫプロモーターは、いずれかの無脊椎動物、脊椎動物、または哺
乳動物プロモーターまたは天然で見出される多型変異体またはミュータントを意味し、Ｒ
ＮＡポリメラーゼＩＩＩと相互作用して、その同系ＲＮＡ産物、即ちＵ６ＲＮＡ、Ｈ１Ｒ
ＮＡまたは７ＳＫＲＮＡをそれぞれ転写するものを意味する。適切なプロモーターの例は
、ｃＵ６－１（配列番号７）、ｃＵ６－３（配列番号８）、ｃＵ６－４（配列番号９）、
及びｃ７ＳＫ（配列番号１０）を含む。
【００７４】
　大腸菌を宿主細胞として使用する場合、前記ベクターが、大腸菌（例えばＪＭ１０９、
ＤＨ５α、ＨＢ１０１またはＸＬ１Ｂｌｕｅ）におけるベクターの増幅と大量生産をする
ための「オリ」と、トランスフォームした大腸菌を選択するためのマーカー遺伝子（例え
ばアンピシリン、テトラサイクリン、カナマイシン、またはクロラムフェニコールのよう
な薬剤によって選択される薬剤耐性遺伝子）とを有するべきである点を除いて何の制限も
ない。例えば、Ｍ１３シリーズのベクター、ｐＵＣシリーズのベクター、ｐＢＲ３２２、
ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ等が使用できる。ｐＧＥＭ－Ｔ、ｐＤＩＲＥＣＴ、ｐＴ７等もま
た、ｄｓＲＮＡをコードする遺伝子、並びに上述のベクターのサブクローニング及び摘出
のために使用できる。
【００７５】
　大腸菌における使用のための発現ベクターに関して、そのようなベクターは、ＪＭ１０
９、ＤＨ５α、ＨＢ１０１またはＸＬ１Ｂｌｕｅを含み、前記ベクターはｌａｃＺプロモ
ーター、ａｒａＢプロモーター、またはＴ７プロモーターのよなプロモーターを有すべき
であり、それらは大腸菌における所望の遺伝子の発現を効率的に促進できる。ベクターの
他の例は、「ＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓシステム」（Qiagen）、ｐＥＧＦＰ及びｐＥＴである
（このベクターＢＬ２１については、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼを発現する株が宿主として
好ましく使用される）。
【００７６】
　大腸菌のためのベクターに加えて、例えばベクターは、哺乳動物由来発現ベクター（例
えばｐｃＤＮＡ３（Invitrogen）、ｐＥＧＦ－ＢＯＳ、ｐＥＦ及びｐＣＤＭ８）、昆虫細
胞由来ベクター（例えば「ＢＡＣバキュロウイルス発現システム」（GibcoBRL）及びｐＢ
ａｃＰＡＫ８）、植物由来発現ベクター（例えばｐＭＨ１及びｐＭＨ２）、動物ウイルス
由来発現ベクター（例えばｐＨＳＶ、ｐＭＶ及びｐＡｄｅｘＬｃｗ）、レトロウイルス由
来発現ベクター（例えばｐＺＩＰｎｅｏ）、酵母由来発現ベクター（例えば「Ｐｉｃｈｉ
ａ発現キット」（Invitrogen）、ｐＮＶ１１及びＳＰ－Ｑ０１）、またはBacillus subti
lis由来発現ベクター（例えばｐＰＬ６０８及びｐＫＴＨ５０）であって良い。
【００７７】
　動物細胞、例えばＣＨＯ、ＣＯＳ、Ｖｅｒｏ及びＮＩＨ３Ｔ３において核酸分子を発現
するために、ベクターはそのような細胞における発現に必要であるプロモーター、例えば
ＳＶ４０プロモーター、ＭＭＬＶ－ＬＴＲプロモーター、ＥＦ１αプロモーター、ＣＭＶ
プロモーター等を有すべきであり、より好ましくはトランスフォーマントを選択するため
のマーカー遺伝子を有する（例えば薬剤（例えばネオマイシン、Ｇ４１８等）によって選
択される薬剤耐性遺伝子）。これらの特徴を有するベクターの例は、ｐＭＡＭ、ｐＤＲ２
、ｐＢＫ－ＲＳＶ、ｐＢＫ－ＣＭＶ、ｐＯＰＲＳＶ及びｐＯＰ１３を含む。
【００７８】
　本発明の二本鎖領域を含む核酸分子は、例えば適切なベクターに前記核酸をコードする
オープンリーディングフレームを挿入し、レトロウイルス法、リポソーム法、カチオン性
リポソーム法、アデノウイルス法等によって前記ベクターを導入することによって、鳥類
のような動物において発現できる。使用されるベクターは、アデノウイルスベクター（例
えばｐＡｄｅｘｌｃｗ）及びレトロウイルスベクター（例えばｐＺＩＰｎｅｏ）を含むが
これらに制限されない。遺伝子操作、例えば本発明の核酸のベクターへの挿入のための一
般的な方法は、従来法に従って実施できる。
【００７９】
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　本発明はまた、典型的に本発明のベクターにおける外因性核酸分子を導入されている宿
主細胞を提供する。本発明の宿主細胞は、例えば核酸分子を生産または発現するための生
産システムとして使用できる。in vitro生産のため、真核生物細胞または原核生物細胞が
使用できる。
【００８０】
　有用な真核生物宿主細胞は、動物、植物、または真菌細胞であって良い。動物細胞とし
て、哺乳動物細胞、例えばＣＨＯ、ＣＯＳ、３Ｔ３、ミエローマ、ベビーハムスター腎細
胞（ＢＨＫ）、ＨｅＬａ、またはＶｅｒｏ細胞、ＭＤＣＫ細胞、ＤＦ１細胞、両生類細胞
、例えばXenopus卵細胞、または昆虫細胞、例えばＳｆ９、Ｓｆ２１、またはＴｎ５細胞
が使用できる。ＤＨＦＲ遺伝子を欠いているＣＨＯ細胞（ｄｈｆｒ－ＣＨＯ）またはＣＨ
ＯＰ Ｋ－１もまた使用されて良い。前記ベクターは、例えばリン酸カルシウム法、ＤＥ
ＡＥ－デキストラン法、カチオン性リポソームＤＯＴＡＰ（Boehringer Mannheim）法、
エレクトロポレーション、リポフェクション等によって宿主細胞に導入できる。
【００８１】
　有用な原核生物細胞は、細菌細胞、例えば大腸菌、例えばＪＭ１０９、ＤＨ５α及びＨ
Ｂ１０１、またはBacillus subtilisを含む。
【００８２】
　ＤＭＥＭ、ＭＥＭ、ＲＰＭＩ－１６４０またはＩＭＤＭのような培養培地は、動物細胞
のために使用されて良い。培養培地は、胎児ウシ血清（ＦＣＳ）のような血清サプリメン
トを有すまたは有さずに使用できる。培養培地のｐＨは、好ましくは６から８の間である
。細胞は典型的に約３０から４０℃で約１５から２００時間培養され、培養培地は交換、
曝気、または必要であれば攪拌しても良い。
【００８３】
組成物
　本発明は更に、鳥類の卵に投与できる二本鎖領域を含む核酸分子を含む組成物を提供す
る。二本鎖領域を含む核酸分子を含む組成物は、組成物を投与に適したものとするために
製薬学的に許容可能な担体を含んで良い。
【００８４】
　適切な製薬学的な担体、賦形剤及び／または希釈剤は、ラクトース、スクロース、デン
プンパウダー、タルクパウダー、アルコノール酸のセルロースエステル、ステアリン酸マ
グネシウム、酸化マグネシウム、結晶性セルロース、メチルセルロース、カルボキシメチ
ルセルロース、ゼラチン、グリシン、アルギン酸ナトリウム、抗菌剤、抗真菌剤、アラビ
アゴム、アカシアゴム、リン酸及び硫酸のナトリウム及びカルシウム塩、ポリビニルピロ
リドン及び／またはポリビニルアルコール、塩水、及び水を含むがこれらに制限されない
。一つの実施態様では、担体、賦形剤及び／または希釈剤は、リン酸緩衝生理食塩水また
は水である。
【００８５】
　一つの実施態様では、前記組成物はトランスフェクション促進剤を含んでも良い。生存
細胞への核酸の取り込みを容易にするために使用されるトランスフェクション促進剤は当
業者に周知である。トランスフェクション促進剤は、ポリカチオン、デンドリマー、ＤＥ
ＡＥデキストラン、ブロックコポリマー、及びカチオン性脂質のタイプの化学的ファミリ
ーを含む。好ましくはトランスフェクション促進剤は、脂質含有化合物（または製剤）で
あり、それはミセルまたはリポソーム、並びにリポポリアミンとして一般的に既知のベシ
クルに水溶液中で自己アセンブリーできる、正に荷電した親水性領域と、脂肪アシル疎水
性領域とを提供する。
【００８６】
　別の実施態様では、前記組成物はポリマー状生体材料、例えばキトサンを含む。
【００８７】
　いずれかの従来の媒体または試薬が、本発明の組成物または方法と不適合ではない範囲
で使用されて良いことが理解される。
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【００８８】
投与
　二本鎖領域を含む核酸分子の投与（二本鎖領域を含む核酸分子を含む組成物の投与を含
む）は、卵への注射、一般的には卵膜尿膜液への注射によって従来達成される。気嚢はin
 ovoの投与の好ましい経路であるにも関わらず、卵黄、気嚢または羊膜腔（羊膜）のよう
な他の領域も注射によって接種されて良い。孵化能力の割合は、気嚢が投与の標的ではな
い場合にわずかに減少するかもしれないが、必ずしも商業的に許容可能ではないレベルで
はない。注射のメカニズムは本発明の実施に対して必須ではないが、針が卵、または発育
中の胚の組織及び器官、または胚を取り囲む胚外膜に過度の損傷を引き起こさないことが
好ましい。
【００８９】
　好ましくは、核酸物質は産み落とされた卵の４日目までに投与される。
【００９０】
　一般的に、約２２ゲージの針を備えた皮下注射用シリンジが適している。本発明の方法
は、US 4,903,635、US 5,056,464、US 5,136,979、及びUS 20060075973に記載されたもの
のような自動化注射システムの使用のために特に適合している。
【００９１】
　核酸分子は、投与された卵の少なくともいくつかにおいて性別を改変するのに十分な有
効量で投与される。改変は、本発明の方法に供されたサンプルの適切な数を、供されてい
ない同様の数と比較することによって検出できる。二つの群の間の鳥類の性別の統計的に
有意な変異は、有効量が投与されていることの証明となるであろう。性別に対する有効量
を測定する他の手段は、当業者の能力の範囲内に十分に存在する。
【００９２】
　好ましくは約１ｎｇから１００μｇ、より好ましくは約１００ｎｇから１μｇの核酸が
卵に投与される。更に、投与される核酸は、約１μｌから１ｍｌ、より好ましくは約１０
μｌから５００μｌの体積で存在することが好ましい。
【実施例】
【００９３】
実施例１：ニワトリにおけるＤＭＲＴ１タンパク質生産を下流調節するｓｈＲＮＡ分子の
同定
ＤＭＲＴ１を標的とするｓｈＲＮＡ配列の選択
　本発明者らは、ニワトリＤｍｒｔ１を標的とする５１個の予測されるｓｈＲＮＡ配列を
同定した（表４）。
【００９４】
　特異的な標的遺伝子に対する潜在的なｓｉＲＮＡ配列を選択するために利用可能ないく
つかのアルゴリズムが存在する。Taxman et al. (2006)は有効なｓｈＲＮＡ分子を予測す
るためのアルゴリズムを特異的にデザインし、本発明者らはｓｈＲＮＡ予測を改善するた
めに前記アルゴリズムに自分で変更をなした。Taxmanアルゴリズムを使用するｓｈＲＮＡ
選択のために４つの指標が存在する。指標の３つは４点の最大数からスコアされる。これ
らの指標は、１）配列の５’末端のＣまたはＧ＝１点；５’末端のＡまたはＴ＝－１点；
２）３’末端のＡまたはＴ＝１点；３’末端のＣまたはＧ＝－１点；３）７個の３’塩基
の５個以上のＡまたはＴ＝２点、７個の３’末端の４個のＡまたはＴ＝１点、である。最
高スコアを有するｓｈＲＮＡ配列が好ましい。第４の指標は、ｓｈＲＮＡ配列の６個の中
央の塩基の自由エネルギーについての計算に基づく（アンチセンス鎖の９－１４塩基にハ
イブリダイズしたセンス鎖の６－１１塩基）。中央二本鎖のΔＧ＞－１２．９ｋｃａｌ／
ｍｏｌを有するｓｈＲＮＡが好ましい。
【００９５】
　ｓｈＲＮＡデザイナーウェブサイトはこのアルゴリズムを使用して、各ｓｈＲＮＡ標的
に対するスコアを提供する。前記アルゴリズムとその計算されたΔＧ値に基づいて、本発
明者らは、Ｄｍｒｔ１遺伝子発現をノックダウンする能力について試験するために、潜在
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た。選択された配列は、表５において５’－３’配列で示されている。これらの４個の配
列を使用して、６個のｓｈＲＮＡの発現のためのｄｄＲＮＡｉプラスミドを構築した。
【００９６】
選択されたｓｈＲＮＡの発現のためのｄｄＲＮＡｉプラスミドの構築
　Ｄｍｒｔ１ ｓｈＲＮＡ発現構築物を構築するために、互いに相補的な二つのオリゴヌ
クレオチドをデザインし、それらはセンス、ループ、アンチセンス、及び末端シグナル、
引き続きスペーサー配列（ＧＧＡＡ）、及びスクリーニングのためのＢａｍＨＩ制限部位
を含む。更に、「ボトムオリゴ（Ｂ）」または逆オリゴヌクレオチドは、ニワトリポリメ
ラーゼＩＩＩプロモーターｃＵ６－４（DQ531570）を含む発現ベクターへの挿入のために
、５’末端でＳａｌＩ突出部を含んだ。表６は、それらの対応するオリゴヌクレオチドに
対するｓｈＲＮＡ標的を記載している。各標的ｓｈＲＮＡに対する相補的オリゴヌクレオ
チドを共にアニリングし、ＰｍｅＩ－ＳａｌＩ切断されたｐＵ６－４ベクターにライゲー
ションした。ＢａｍＨＩ切断によって直線化したら、全長クローンはポジティブであった
。全てのｓｈＲＮＡ発現ベクターを配列確認した。４つの構築物は、図１に示されている
通り、１０５ｓｈ、２４０ｓｈ、４６５ｓｈ及び５９１ｓｈと称された。非サイレンシン
グコントロールｓｈＲＮＡ構築物（ＮＳｓｈ）を同じ態様でデザインした。しかしながら
使用された配列は、関連しない標的のものであった（即ちインフルエンザＮＰ遺伝子）。
【００９７】
　各ｄｄＲＮＡｉプラスミドを、各ｓｈＲＮＡ配列が天然のＵ６ｓｎＲＮＡ転写産物の＋
１位置で開始するように構築した。全ての最終ｓｈＲＮＡ発現ベクターは、全長ニワトリ
Ｕ６プロモーター、ｓｈＲＮＡセンス配列、ループ配列、ｓｈＲＮＡアンチセンス配列、
ターミネーション配列、及びＢａｍＨＩ部位のそれぞれ一つからなった。全てのｓｈＲＮ
Ａで使用されたループ配列は、5’ UUCAAGAGA 3’であった。
【００９８】
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【表４】

【００９９】
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【表５】

【０１００】
Ｄｍｒｔ１遺伝子発現のノックダウンのための選択されたｓｈＲＮＡの試験
　レポーター遺伝子発現アッセイを使用して、Ｄｍｒｔ１のサイレンシングについてｓｈ
ＲＮＡを試験した。レポーター遺伝子は、ｐＥＧＦＰ－Ｃ（Clontech）中の増幅緑色蛍光
タンパク質（ＥＧＦＰ）遺伝子の３’末端の下流に挿入されたＤｍｒｔ１の転写遺伝子融
合物であった。レポータープラスミドを以下のように構築した：Ｄｍｒｔ１のｃＤＮＡを
４日齢の胚から単離された全ＲＮＡから逆転写し、ｐＣＭＶ－Ｓｃｒｉｐｔ（Stratagene
）のマルチクローニングサイトにクローン化した。Ｄｍｒｔ１挿入物をＮｏｔＩ－Ｅｃｏ
ＲＩ断片としてクローニングベクターから摘出し、ｐＥＧＦＰ－Ｃ（Clontech）中のＥＧ
ＦＰ遺伝子の下流にクローン化した。生成したプラスミドをｐＥＧＦＰ－Ｄｍｒｔ１と命
名した。このプラスミドをニワトリＤＦ－１細胞内にトランスフェクトし、転写遺伝子誘
導物の発現を以下に記載のようにフローサイトメトリーを使用してＥＧＦＰ蛍光を測定す
ることによって確認した。
【０１０１】
　Ｄｍｒｔ１遺伝子サイレンシングアッセイを、ｐＥＧＦＰ－Ｄｍｒｔ１レポータープラ
スミド、及びＤｍｒｔ１特異的ｓｈＲＮＡ及びコントロールｓｈＲＮＡを発現するｄｄＲ
ＮＡｉプラスミドのそれぞれで、ＤＦ－１細胞を共トランスフェクトすることによって実
施した。共トランスフェクション実験は以下のように実施した：ＤＦ－１細胞（ATCC CRL
-12203、ニワトリ線維芽細胞）を、４．５ｇ／ｌのグルコース、１．５ｇ／ｌの炭酸水素
ナトリウム、１０％の胎児ウシ血清（ＦＣＳ）、２ｍＭのＬ－グルタミンを含み、ペニシ
リン（１００Ｕ／ｍｌ）及びストレプトマイシン（１００μｇ／ｍｌ）を補ったダルベッ
コ修飾イーグルス培地（ＤＭＥＭ）で３７℃で５％二酸化炭素を含む湿潤雰囲気下で維持
した。ＤＦ１細胞を、０．２５％（ｗ／ｖ）トリプシン－エチレンジアミン四酢酸（ＥＤ
ＴＡ）を使用して必要なように継代培養した。
【０１０２】
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【表６】

【０１０３】
　ＥＧＦＰ－Ｄｍｒｔ１融合サイレンシングアッセイのためのｐＥＧＦＰ－Ｄｍｒｔ１と
ｄｄＲＮＡｉプラスミドの共トランスフェクションを、フローサイトメトリー分析のため
の２４穴培養プレート（Nunc）で８０－９０％の集密に生育したＤＦ－１細胞で実施した
。Lipofectamine(登録商標)2000トランスフェクション試薬（Invitrogen）を使用してウ
ェル当たり全体で１μｇのプラスミドＤＮＡで細胞をトランスフェクトした。三重で実施
したトランスフェクション物のフローサイトメトリー分析を使用して、トランスフェクシ
ョン後６０時間でトランスフェクトしたＤＦ－１細胞でＥＧＦＰ発現を分析した。１００
μｌの０．２５％トリプシン－ＥＤＴＡを使用して細胞をトリプシン処理し、２０００ｒ
ｐｍで５分間ペレット化し、１ｍｌの冷却リン酸緩衝生理食塩水－Ａ（ＰＢＳＡ）（Oxoi
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d）で一度、１ｍｌのＦＡＣＳ洗浄溶液（ＰＢＳＡ＋１％ＦＣＳ）で二度洗浄し、２５０
μｌのＦＡＣＳ洗浄溶液に再懸濁した。FACScalibur(Becton Dickinson)蛍光活性化セル
ソーターを使用して、フローサイトメトリーサンプリングを実施した。三重の共トランス
フェクションサンプルについてのデータの獲得と平均蛍光強度（ＭＦＩ）値の計算を、CE
LLQuestソフトウェアー（Becton Dickinson）を使用して実施した。遺伝子サイレンシン
グアッセイの結果が図１に示されている。ＮＳｓｈから発現したネガティブコントロール
の無関係なｓｈＲＮＡと比較して、Ｄｍｒｔ１特異的ｓｈＲＮＡは、各種のレベルにレポ
ーター遺伝子の発現をノックダウンすることが観察された。Ｄｍｒｔ１ ｓｈＲＮＡ ２４
０ｓｈは、約６０％の最大レベルの遺伝子サイレンシングを誘導した。
【０１０４】
実施例２：ニワトリにおけるＤＭＲＴ１遺伝子発現のin ovo調節
　ニワトリＤＭＲＴ１遺伝子の保存エクソンに標的化するｓｉＲＮＡを、Ambion siRNA T
arget Finderツール（www.ambion.com）を使用してデザインした。選択されたｓｉＲＮＡ
は、ＤＭＲＴ１－３４３－ｓｉＲＮＡ（5’-GAGCCAGUUGUCAAGAAGAUU-3’）（配列番号３
４３１）と命名された。ｓｉＲＮＡを合成しQiagenから得た。
【０１０５】
　in ovo送達のため、製造者の説明書に従ってリポフェクトアミン２０００（Invitrogen
）でｓｉＲＮＡを製剤化した。次いでここで複合体化したｓｉＲＮＡを１００ｐｍｏｌま
たは２００ｐｍｏｌのいずれかの用量でin ovoで送達した。ｓｉＲＮＡを、静脈内（Ｉ．
Ｖ．）経路を介して胚を有する卵に、または胚発生４．５日（Ｅ４．５）で羊膜に直接注
射した。Ｉ．Ｖ．と羊膜送達の両者について、膜、静脈、及び動脈を避けるために卵の平
滑末端の上部に開口部（１ｃｍ×１ｃｍ）を作製し、４μｌの体積で１００ｐｍｏｌまた
は２００ｐｍｏｌを、マイクロキャピラリーピペットを使用して静脈内または羊膜腔内に
直接注射した。１ｍｍの直径のマイクロキャピラリーを注射のために使用し、その先端を
２２．５°の傾斜先端を有する４０ミクロンの直径に引っ張った。注射の後、加熱メス刃
を使用して、適切なサイズの四角いパラフィルムで卵における穴を閉じた。
【０１０６】
　全体では、２８６個の胚を有する卵（Ｅ４．５）をこの実験で使用した：
第１群：４８個の卵をコントロールとして使用し、ＤＭＲＴ１－３４３－ｓｉＲＮＡ製剤
で注射されなかった；
第２群：５１個の卵を１００ｐｍｏｌのｓｉＲＮＡでＩ．Ｖ．注射した；
第３群：５３個の卵を２００ｐｍｏｌのｓｉＲＮＡでＩ．Ｖ．注射した；
第４群：８１個の卵を１００ｐｍｏｌのｓｉＲＮＡで羊膜内に注射した；及び
第５群：５３個の卵を２００ｐｍｏｌのｓｉＲＮＡで羊膜内に注射した。
【０１０７】
　全ての胚をＥ１０日までインキュベートした。Ｅ１０で、全ての胚を生存能力について
評価し、次いで卵から取り出した。コントロールの第１群は１００％は胚生存能力を有し
た；第２群は７６％の生存能力を有した；第３群は９４％の生存能力を有した；第４群は
４０％の生存能力を有した；第５群は７５％の生存能力を有した。各胚から得た単一の肢
芽を摘出し、性別測定ＰＣＲ試験で使用し、肺が雄または雌の遺伝子型を有するか測定し
た。各胚から得た下肢芽を室温で５０μｌのＰＣＲ切断バッファー（５０ｍＭのＫＣｌ；
１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．３；０．１ｍｇ／ｍｌのゼラチン；０．４５％の
Nonidet P-40Tween-20；０．２ｍｇ／ｍｌのプロテイナーゼＫ；－２０℃でストック貯蔵
）に回収し、最小１時間５５℃で切断し、次いで１０分間９５℃で処理し、ゲノムＤＮＡ
を放出した。
【０１０８】
　性別識別をClinton et al. (2001)の方法を使用してＰＣＲによって実施した。ＰＣＲ
ミックスは、１μｌの切断ミックス、１０×ＲｅｄＴａｑ反応バッファー（Sigma-Aldric
h）、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２（Promega）、1ユニットのＲｅｄＲａｑＤＮＡポリメラー
ゼ（Sigma-Aldrich）、及びＭｉｌｌｉ－Ｑ水（Millipore）で全部で２０μｌからなった
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。反応をMasterサイクラーＳ（Eppendorf）ＰＣＲ機械で実施した。生成物を１．５％の
１×Ｔｒｉｓ-ボレート（ＴＢＥ）アガロースゲルで分離した。
【０１０９】
　性別ＰＣＲ試験が完了して分析すると、胚を遺伝子型的に雄または雌のいずれかである
と区別してラベルした。次いで胚を解剖により開き、性腺形成の巨視的観察のため性腺を
曝露した。全てのコントロール胚の性腺形成は予測どおり通常であった。コントロールの
雌の胚は、大きな左の卵巣とより小さな退行した右の性腺によって特徴づけされる典型的
に非対称の形成を示した。コントロールの雄の胚は全て典型的な対称の精巣を有した。ｓ
ｉＲＮＡノックダウン群（第２－５群）由来の全ての雌の胚は、正常な性腺形成を有した
。対照的に、ｓｉＲＮＡノックダウン群由来のいくつかの雄の胚は、性腺の巨視的なレベ
ルの観察で、各種の度合いの雌様の非対称を示した。ＤＭＲＴ１－３４３－ＳｉＲＮＡの
雌化効果は、小さいサイズの右の精巣とより大きなサイズの雌化した左の性腺によって特
徴づけされた（表７）。雌化は第２、３及び５群の数多くの雄の胚で観察され、これらの
群における雌様性腺を有する胚の割合の増加を引き起こした。
【０１１０】
【表７】

【０１１１】
　各処理群における雄と雌の胚の両者から得た性腺を、定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析を使用し
てＤＭＲＴ１遺伝子発現について評価した。雌と雄の性腺の両者を各群から別個にプール
し、ｃＤＮＡ合成とｑＰＣＲ分析のためＲＮＡを抽出した。プールした性腺を１ｍｌのＴ
ｒｉｚｏｌに添加し、全ての性腺組織が分解するまで室温でピペッティングとボルテック
スによって十分にホモジナイズした。２００μｌのクロロホルムを添加し、１５秒間サン
プルを逆さまにすることによってよく混合した。次いでサンプルを室温で３分間インキュ
ベートし、４℃で１２０００ｇで１５分間遠心分離した。サンプルの水性相を新しいチュ
ーブに移し、次いで５００μｌのイソプロパノールを添加し、逆さまにしてよく混合した
。次いで混合物を室温で１０分間インキュベートし、４℃で１２０００ｇで１０分間遠心
分離した。ＲＮＡペレットを破壊しないように上清を注意深くチューブから取り出し、ペ
レットを１ｍｌの７０％エタノールで洗浄した。次いでチューブを４℃で７５００ｇで５
分間遠心分離し、上清を再び注意深く取り出し、ＲＮＡペレットを室温で10分間風乾した
。ＲＮＡペレットを２５μｌのＲＡアーゼを含まない水に再懸濁し、ＲＮＡの最終濃度を
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NanoDrop BD-1000分光光度計（Thermo Scientific）を使用して測定した。Promega Rever
se Transcriptionキット（Promega）を使用してＲＮＡを相補的なＤＮＡ（ｃＤＮＡ）に
逆転写した。反応ミックスは１μｇのＲＮＡ、ランダムヘキサマー（１μｌ）、ｄＮＴＰ
（２μｌ）、ＡＭＶ逆転写酵素（Promega）（０．５μｌ）、及び２０μｌの全反応体積
に添加されたヌクレアーゼを含まない水を含んだ。ミックスを４２℃で１時間インキュベ
ートし、次いで酵素の不活性化のために９５℃で１０分間インキュベートした。
【０１１２】
　次いでｃＤＮＡを使用して、各処理群から得たプールした雄及び雌の性腺における相対
的ＤＭＲＴ１遺伝子発現レベルを定量した。ｑＰＣＲプライマー及びプローブは、Primer
 Express(Applied Biosystems)ソフトウェアーを使用してデザインし、配列は表８に示さ
れている。２×ＴａｑＭａｎ ｑＲＴ ＰＣＲマスターミックス（Applied Biosystems）、
１μｌのプライマー／プローブミックス、１μｌのｃＤＮＡサンプル、及び最終体積にな
るまでのヌクレアーゼを含まない水（Promega）を含む２０μｌの反応体積でセットアッ
プした。ＰＣＲサイクルは、９５℃で１分間、その後９５℃で１５秒間；６１℃で３０秒
間、６８℃で３０秒間の４０サイクルで実施した。全ての反応物について０．２の標準閾
値でＣｔ値を得た。この閾値は、全ての増幅プロットの対数フェーズの中間点に対応する
。Ｃｔ値は、比較Ｃｔ法を使用して相対的遺伝子発現の分析するためのMicrosoft Excel
に外挿した。
【０１１３】
【表８】

【０１１４】
　ＤＭＲＴ１ ｍＲＮＡの相対的レベルを、全てのｃＤＮＡサンプルで共通のニワトリハ
ウスキーピング１８Ｓ ｒＲＮＡ種と比較した（図２）。定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析により
、ＤＭＲＴ１ ｍＲＮＡ発現が、コントロール第１群と比較した際に雄の胚の全てのプー
ルした群で特異的に減少していることが確認された。ほぼ４０％のＤＭＲＴ１遺伝子発現
ノックダウンが、ＤＭＲＴ１－３４３－ｓｉＲＮＡで処理された第３群の雄の胚で観察さ
れた。第３群は、巨視的レベルでの雄の性腺のもっとも大きい雌化が観察された群でもあ
ることを記載することは興味深い。
【０１１５】
　数多くの変形例及び／または変更が、広く記載されている本発明の精神及び範囲から離
れることなく、特異的な実施態様で示された本発明になすことができることは、当業者に
明らかであろう。それ故ここでの実施態様は、全ての点において説明的なものであり、制
限的なものではないと考慮されるべきである。
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【０１１６】
　ここで議論及び／または参照される全ての文献は、全体としてここに取り込まれる。
【０１１７】
　本願は、2008年12月17日に出願されたUS 61/138,235の優先権の利益を享受し、その文
献の全内容は参考として取り込まれる。
【０１１８】
　本明細書に含まれている文献、技術、材料、装置、論文等のいずれの議論も、単に本発
明の文脈を提供するための目的のみを有する。これらの事項のいずれかまたは全ては、本
願の各請求項の優先日前に存在していたため、従来技術の一部を形成する、または本願と
関連する技術分野の共通の一般的知見であることを認めると考慮されるべきではない。
【０１１９】
［参考文献］
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【図２】
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